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Аннотация. Разработка ферментных технологий требует исследования обширного спектра фи-
зико-химических характеристик биокатализаторов и подбора оптимальных условий реакции. Кол-
лагеназа (КФ 3.4.24.7) является протеазой, относящейся к семейству матриксных металлопротеаз, 
обладающей протеазной и эстеразной видами активности. Нарушение нативной структуры фер-
мента и, как следствие, потеря его каталитической способности обуславливаются его агрегацией 
и автолизом. Иммобилизация на нерастворимом носителе позволяет повысить термостабильность 
коллагеназы. За счёт закрепления молекулы на матрице носителя удаётся уменьшить конформаци-
онную подвижность энзима, что ограничивает тепловую денатурацию, агрегацию и предотвращает 
автолиз протеазы. 

В данной работе были изучены закономерности процессов термической инактивации свобод-
ной и иммобилизованной на матрице хитозана коллагеназы из Clostridium histolyticum. Растворимый 
биокатализатор инактивировался на ~50, 84 и 94 % под действием температур 50-70, 80 и 90 °С по-
сле 10 минут инкубации. После часа инкубации при 50 °С активность препаратов, сорбированных 
на среднемолекулярном и высокомолекулярном хитозанах, составляла 49 и 69 % соответственно. 
При 60 и 70 °С кривые инактивации фермента, иммобилизованного на среднемолекулярном хито-
зане, существенно не отличались друг от друга, а каталитическая способность коллагеназы, сорби-
рованной на двух видах кислоторастворимого хитозана, сохранялась на уровне около 50 % после 60 
минут нагревания. Коллагеназа, иммобилизованная на матрице среднемолекулярного и высокомо-
лекулярного хитозанов, была практически полностью инактивирована в условиях 80 и 90 °С после 
10 минут нагревания.

С увеличением температуры от 30 до 40 °C была выявлена тенденция к увеличению числа ча-
стиц, соответствующих по размеру продуктам автолиза, что может указывать на возрастание актив-
ности коллагеназы. В диапазоне температур от 30 до 70 °C наблюдалось незначительное количество 
агрегатов, что, вероятно, связано с невысокой интенсивностью процессов агрегации при данных 
температурах. При дальнейшем росте температуры прослеживалась тенденция к увеличению числа 
частиц, соответствующих по размеру ди- и тетрамерам коллагеназы, с высокой дисперсией данного 
показателя, предположительно обусловленной чередующимися процессами формирования и рас-
пада комплексов.
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Применение протеолитических ферментов 
широко распространено в области медицины, 
косметологии и ветеринарии. Разработка протеаз-
ных технологий требует исследования обширного 
спектра физико-химических характеристик био-

катализаторов и подбора оптимальных условий 
реакции [1].

Коллагеназа (КФ 3.4.24.7) – протеолитический 
фермент, относящийся к семейству матриксных 
металлопротеаз, обладающий протеазной и эсте-
разной видами активности. Она является уни-
кальной протеазой с высокой специфичностью 
к фибриллярному белку коллагену, входящему в 
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состав соединительных тканей, который гидроли-
зуется с выделением свободной аминокислоты – 
оксипролина [2, 3]. 

В медицине коллагеназа используется в тера-
пии ожогов и гнойных ран, препятствует обра-
зованию рубцов, играет важную роль при транс-
плантации [4]. Экспериментальные исследования 
показали, что энзим в процессе заживления ран 
может увеличивать пролиферацию, ангиогенез 
и миграцию клеток дермы [5]. Фермент удаляет 
некротические массы в области раны, но не по-
вреждает здоровые ткани [6]. Коллагеназа обеспе-
чивает сокращение потребности в хирургическом 
вмешательстве и переливании крови при частич-
ных ожогах, а также рассматривается как первый 
вариант лечения для удаления шрамов у младен-
цев с ожоговой раной без инфекции [7]. Приме-
нение коллагеназы показало эффективность при 
контрактуре Дюпюитрена – заболевании, связан-
ным с рубцовым перерождением ладонных сухо-
жилий [8]. Инъекции коллагеназы используются 
для лечения глаукомы. Фермент способствует 
уменьшению внутриглазных рубцов и фиброза, 
возникающих после операции по фильтрации гла-
укомы [9]. Одним из направлений в косметологии 
является применение коллагеназы для обеспече-
ния равномерного изменения цвета кожи при при-
обретении загара [4].

Некоторые ферментативные процессы целе-
сообразно проводить при высоких температурах, 
поскольку таким образом решается проблема за-
грязнения реакционной смеси микроорганизма-
ми, повышается растворимость компонентов и 
скорость реакции [10]. Однако нативные проте-
азы при повышении температуры реакционной 
среды могут претерпевать инактивацию путём 
изменения конформации, агрегации молекул или 
автолиза [11]. Для успешного осуществления вы-
сокотемпературного ферментативного процесса 
необходимо повысить термическую стабильность 
энзима. Одним из эффективных способов регуля-
ции чувствительности ферментов к физико-хими-
ческим свойствам среды, включая температуру, 
является его иммобилизация на нерастворимых 
полимерах [4]. За счёт закрепления белковой мо-
лекулы на матрице носителя удаётся уменьшить 
конформационную подвижность энзима, что пре-
пятствует тепловой денатурации, агрегации и 
предотвращает автолиз протеазы [10, 11].

Хитозан является линейным аминополиса-
харидом. Это –нетоксичный, биосовместимый и 
биоразлагаемый полимер, активно применяемый 

в качестве носителя для иммобилизации энзимов. 
Он обладает антибактериальной, фунгицидной и 
противовирусной активностями, а также радио-
протекторным действием [12-14]. Хитозан об-
ладает свойствами полиэлектролита и образует 
большое количество водородных связей, что обу-
славливает его перспективность как носителя для 
различных типов иммобилизации: адсорбцион-
ной, ковалентной, включением в гель [15-17]. Как 
носитель для иммобилизации ферментов хитозан 
осуществляет регуляцию их активности и устой-
чивости к физико-химическим условиям, в том 
числе к повышенным температурам [4, 12, 14]. 

Цель работы – изучение закономерностей 
процессов термической инактивации свободной и 
иммобилизованной на матрице хитозана коллаге-
назы. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования была выбра-

на коллагеназа из Clostridium histolyticum фирмы 
«Sigma». В качестве носителя использовали кис-
лоторастворимые среднемолекулярный (Мr = 200 
кДа, степень деацетилирования – 82 %) и высоко-
молекулярный (Mr = 350 кДа, СД = 94.85 %) хито-
заны, синтезированные ЗАО «Биопрогресс». 

Иммобилизацию коллагеназы на матрице хи-
тозана осуществляли адсорбционным методом 
[18]. Количество белка в иммобилизованном пре-
парате измеряли модифицированным методом 
Лоури [19]. В качестве субстрата для определения 
активности фермента применяли N-бензол-DL-
аргинин-пара-нитроанилид (БАПНА) [20]. 

Процессы термической инактивации натив-
ной и иммобилизованной коллагеназы исследова-
ли при температурах 50, 60, 70, 80 и 90 °С спустя 
10, 20, 30, 40, 50 и 60 минут с последующим опре-
делением каталитической активности. 

Размеры молекул коллагеназы измеряли на 
приборе Nano Zetasizer ZS (Malvern Instruments). 
Обратный рассеянный свет от He/Ne-лазера мощ-
ностью 4 мВт (632.8 нм) собирали под углом 173° 
в диапазоне температур 30-90 °С [21]. Было вы-
делено 5 групп частиц с диаметром: 1) меньшим, 
чем размер нативной коллагеназы; 2) соответству-
ющим диаметру нативной молекулы коллагеназы; 
3) находящемся в диапазоне между размерами 
ди- и тетрамеров коллагеназы; 4) находящемся в 
диапазоне между размерами тетра- и октамеров 
коллагеназы; 5) превышающем размер октамера 
коллагеназы. За диаметр нативной коллагеназы 
принимали диапазон между 5 и 10 нм [22]. Для 
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каждой из размерных групп было рассчитано 
среднее значение количества частиц, на основе 
которого построены зависимости данного показа-
теля от температуры и времени инкубации.

Все экспериментальные исследования осу-
ществляли минимум в 8-кратной повторности. 
Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью пакета прикладных программ 
“Stadia 8.0”. Статистическую значимость разли-
чий величин контрольных и опытных показате-
лей определяли по t-критерию Стьюдента (при 
p<0.05), поскольку все показатели характеризова-
лись нормальным распределением.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На рис. 1 показана динамика процессов инак-

тивации коллагеназы из Clostridium histolyticum.
Установлено, что коллагеназа инактивирова-

лась на ~50 % под действием температур 50, 60 
и 70 °С после 10 минут инкубации, на 84 и 94 % 
соответственно при 80 и 90 °С (рис. 1, 2).

Иммобилизация ферментов на нерастворимых 
носителях способствует повышению их термоста-
бильности, так как при присоединении последних 
к матрице подложки происходит фиксация их ка-
талитически активной конформации. 

Анализ кривых термоинактивации коллагена-
зы, иммобилизованной на матрицах кислотора-
створимых среднемолекулярного и высокомоле-
кулярного хитозанов показал, что иммобилизация 
фермента на хитозане существенно не повышает 
его термоустойчивость по сравнению с нативным 
энзимом. После инкубации при 50 °С активность 
препаратов, сорбированных на среднемолекуляр-
ном и высокомолекулярном хитозанах, составила 
49 и 69 % соответственно. При 60 и 70 °С кри-
вые инактивации фермента, иммобилизованного 
на среднемолекулярном хитозане, не отличались 
друг от друга, а каталитическая способность кол-
лагеназы, сорбированной на двух видах кислото-
растворимого хитозана, сохранялась на уровне 
около 50 %. Биокатализатор, иммобилизованный 

Рис. 1. Зависимость каталитической активности коллагеназы от времени термической инактивации: 
А – нативный фермент, Б – фермент, иммобилизованный на среднемолекулярном хитозане, В – фер-
мент, иммобилизованный на высокомолекулярном хитозане

Рис. 2. Процент сохранения каталитической активности коллагеназы в различные промежутки вре-
мени в ходе инкубации при 50-90 °С. За 100 % принята максимальная ферментативная активность 
энзима, наблюда емая нами без предварительной инкубации и при оптимальных условиях гидролиза. 
1 – нативная коллагеназа, 2 – коллагеназа, иммобилизованная на среднемолекулярном хитозане, 3 – 
коллагеназа, иммобилизованная на высокомолекулярном хитозане
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на матрице среднемолекулярного и высокомоле-
кулярного хитозанов, был практически полно-
стью инактивирован в условиях 80 и 90 °С после 
10 минут инкубации (рис. 1, 2).

Далее были измерены размеры молекулы кол-
лагеназы при воздействии различных температур 
в диапазоне от 30 до 90 °С.

С увеличением температуры от 30 до 40 °C на-
блюдалась тенденция к увеличению числа частиц, 
соответствующих по размеру продуктам автолиза 
(рис. 3). При дальнейшем увеличении температу-
ры возрастала дисперсия количества частиц дан-
ной группы на фоне общей тенденции к сниже-
нию их числа, что может указывать на процессы 
агрегации продуктов автолиза.

Для нативной коллагеназы в диапазоне темпе-
ратур от 30 до 40 °C также наблюдалась тенден-
ция к незначительному росту количества частиц. 
Снижение числа молекул нативного энзима в диа-
пазоне от 40 до 70 °C было менее выражено, чем 
в случае с продуктами автолиза, что, возможно, 
связано с большей степенью денатурации молеку-
лы для последних и, как следствие, более высокой 
степенью доступности гидрофобных групп для 
формирования агрегатов. Дисперсия количества 
частиц, соответствующих по размеру нативной 
форме коллагеназы, может быть обусловлена как 
разрушением надмолекулярных комплексов на 
фоне роста температуры, так и агрегацией про-
дуктов автолиза с формированием частиц, соот-
ветствующих по размеру нативной молекуле кол-
лагеназы (рис. 3).

В диапазоне температур от 30 до 70 °C наблю-
далось незначительное количество агрегатов что, 
вероятно, связано с низкой интенсивностью про-
цессов агрегации при данных температурах. При 
дальнейшем росте температуры выявлена тен-
денция к увеличению числа частиц, соответству-
ющих по размеру ди- и тетрамерам коллагеназы, 
с высокой дисперсией данного показателя, пред-
положительно обусловленной чередующимися 
процессами формирования и распада комплексов. 
Количество более крупных комплексов молекул 
коллагеназы в анализируемой системе незначи-
тельно, однако, необходимо учитывать, что они мо-
гут содержать высокое число отдельных молекул 
коллагеназы и продуктов их автолиза (рис. 3, 4).

При инкубации раствора коллагеназы при 
50 °C выявлена высокая дисперсия значений 
количества частиц, соответствующих по раз-
меру продуктам автолиза молекул фермен-
та, что может указывать на постоянно сме-
няющие друг друга процессы ассоциации и 
диссоциации агрегатов (рис. 4). Явно выра-
женной тенденции к росту или уменьшению 
числа продуктов автолиза не наблюдалось.

Для частиц, размер которых соответствует на-
тивной форме коллагеназы, дисперсия по размеру 
возрастала в промежутках 30-60 и 150-210 минут 
инкубации при 50 °C, что также может объяс-
няться чередующимися процессами ассоциации и 
диссоциации агрегатов (рис. 4).

Результаты, полученные после инкубации 
раствора коллагеназы при 60 и 70 °C, позволили 

Рис. 3. Зависимость количества продуктов автолиза (А), молекул нативного фермента (Б) и агрега-
тов коллагеназы (В) от температуры

Рис. 4. Зависимость количества продуктов автолиза коллагеназы (А), молекул нативного фермента 
(Б) и его агрегатов (В) от времени инкубации при 50 °C
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выявить сходную картину зависимости количе-
ства частиц разных размерных групп от времени. 
Значительная дисперсия количества частиц, соот-
ветствующих продуктам автолиза, вероятно, обу-
словлена процессами ассоциации и диссоциации 
агрегатов (рис. 5). 

Для частиц, равных по размеру нативной 
форме коллагеназы, также наблюдалась высокая 
дисперсия по их количеству. Частицы, соответ-
ствующие ди- и тетрамерным формам фермен-
та, характеризовались незначительным числом и 
низкой дисперсией значений данного показателя 
(рис. 5). Количество частиц, размер которых пре-
вышает таковой для тетрамеров коллагеназы, со-
ставляло менее 0.1 %, что может быть обуслов-
лено как преобладанием процессов диссоциации 
агрегатов, так и низкой степенью агрегации в 
целом при данных температурах.

Рис. 5. Зависимость количества продуктов ав-
толиза коллагеназы (А), молекул нативного фер-
мента (Б) и его агрегатов от времени инкубации 
при 60 (слева) и 70 °C (справа)

ственно, что может свидетельствовать о полной 
необратимой агрегации молекул энзима (рис. 6).

При 80 °C вначале преобладали частицы, раз-
мер которых находится между таковым для тетра- 
и октамеров коллагеназы. Однако в дальнейшем 
наблюдался рост количества частиц, соответству-
ющих ди- и тетрамерам и превышающих по раз-
меру октамеры коллагеназы. Это может указывать 
на протекающие одновременно процессы образо-
вания и частичного разрушения комплексов агре-
гатов (рис. 6).

Инкубация раствора коллагеназы при 80 и 
90 °C привела к полному отсутствию частиц, рав-
ных по размеру продуктам автолиза и нативной 
форме фермента, после 31 и 9 минут соответ-

Рис. 6. Зависимость количества продуктов ав-
толиза (круглый маркер) и нативной формы кол-
лагеназы (треугольный маркер) от времени инку-
бации при 80 (А) и 90 °C (Б)

При 90 °C процессы агрегации протекали бо-
лее интенсивно, при этом дисперсия в значениях 
размеров частиц была значительно меньше, что 
вероятно, обусловлено низкой скоростью распада 
агрегатов. При данной температуре преобладали 
частицы, соответствующие по размерам ди- и те-
трамерам коллагеназы. Вероятно, такие комплек-
сы являются наиболее стабильными и не разру-
шаются при высоких температурах (рис.7).

Рис. 7. Зависимость количества агрегатов кол-
лагеназы от времени инкубации при 80 (А) и 90 
°C (Б) (черным круглым маркером обозначены 
частицы, соответствующие ди- и тетрамерам; се-
рым треугольным – соответствующие частицам, 
размер которых превышает димеры коллагеназы, 
но меньше ее октамеров; черным квадратным – 
с размером, превышающим размеры октамеров 
фермента)
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Отсутствие нативного фермента и продуктов 
автолиза в обоих случаях можно объяснить значи-
тельной степенью денатурации белковых глобул 
и, как следствие, формированием агрегатов с вы-
сокой стабильностью.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучена динамика изменения размеров моле-

кул коллагеназы в процессе термической инакти-
вации её растворов. Выявлена высокая дисперсия 
количества частиц различных размерных групп, 
вероятно, указывающая на параллельное проте-
кание процессов ассоциации и диссоциации над-
молекулярных комплексов. Установлено, что ин-
тенсивность процессов агрегации возрастает при 
70 °С и выше в ходе постепенного увеличения 
температуры инкубации. В процессе инкубации 
при 50, 60 и 70 °С не выявлено явной тенденции к 
увеличению или уменьшению количества частиц 
ни для одной из размерных групп. Отмечено от-
сутствие продуктов автолиза и нативного фермен-
та после 31 и 9 минут инкубации при 80 и 90 °С 
соответственно, что, вероятно, указывает на пол-
ную и необратимую агрегацию белковых макро-
молекул при названных условиях.

Установлено, что иммобилизация коллагеназы 
на кислоторастворимых хитозанах не приводит к 
повышению термостабильности биокатализатора 
при 80 и 90 °С. 

Работа выполнена при финансовой поддержке в форме гранта 
Президента Российской Федерации для государственной поддерж-
ки молодых российских ученых – докторов наук МД-1982.2020.4. Со-
глашение 075-15-2020-325.
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REGULARITIES OF THERMAL INACTIVATION OF FREE 
AND SORBED ON CHITOSAN COLLAGENASE

V. A. Koroleva1,2, F. A. Sakibaev1, T. N. Belyaeva1, A. N. Dubovitskaya1,  
M. G. Holyavka1,3, V. G. Artyukhov1

1Voronezh State University
2Voronezh State Medical University named after N.N. Burdenko

3Sevastopol State University

Abstract. The development of enzyme technologies requires the study of a wide range of physicochemical 
characteristics of biocatalysts and the selection of optimal reaction conditions. Collagenase (EC 3.4.24.7) is a 
protease belonging to the family of matrix metalloproteases with protease and esterase activities. Disruption 
of the native structure of the enzyme and, as a consequence, the loss of its catalytic ability is provided 
by its aggregation and autolysis. Immobilization on an insoluble carrier increases the thermal stability 
of collagenase. By fixing the molecule on the carrier matrix, it is possible to reduce the conformational 
mobility of the enzyme, which limits heat denaturation, aggregation, and prevents protease autolysis.

In this work, we studied the regularities of the processes of thermal inactivation of free collagenase from 
Clostridium histolyticum and immobilized on the chitosan matrix. Soluble biocatalyst was inactivated by 
~50, 84 and 94% under the influence of temperatures of 50-70, 80 and 90 ° C immediately after 10 minutes 
of incubation. After 1 hour incubation at 50 °C, the activity of the preparations sorbed on medium and high 
molecular weight chitosans was 49 and 69 %, respectively. At 60 and 70 °C the inactivation curves of the 
enzyme immobilized on medium molecular weight chitosan did not differ significantly from each other, and 
the catalytic ability of collagenase sorbed on two types of acid-soluble chitosan remains at a level of about 
50% after 60 minutes of heating. Collagenase, immobilized on a matrix of medium and high molecular 
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weight chitosans, was almost completely inactivated under conditions of 80 and 90 °C after 10 minutes of 
incubation.

With an increase in temperature from 30 to 40 °C, there was a tendency to an increase in the number of 
particles corresponding in size to autolysis products, which may indicate an increase in collagenase activity. 
In the temperature range from 30 to 70 °C an insignificant number of aggregates was observed, which is 
probably due to the low intensity of aggregation processes at these temperatures. With a further increase in 
temperature there was a tendency to an increase in the number of particles corresponding in size to collage-
nase di- and tetramers, with a high dispersion of this indicator, presumably due to alternating processes of 
formation and decomposition of complexes.

Keywords: collagenase, chitosan, immobilization, thermal inactivation
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