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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность проблемы. Специфика переработки сырья животного про

исхождения для нужд легкой промышленности такова, что в процессе получе

ния основной товарной продукции около половины исходного сырья на раз

личных стадиях технологического процесса превращается в отходы. При этом 

предприятие лишается возможности получать дополнительные доходы и при

быль, которые могли бы генерироваться в случае эффективной утилизации от

ходов. 

В этой связи проблема комплексной переработки сырья с использованием 

ресурсе- и энергосберегающих технологических решений, включающих вовле

чение в хозяйственный оборот отходов производства в качестве вторичного сы

рья для смежных отраслей, приобретает особую значимость и актуальность. 

Особенно это касается белоксодержащих отходов кожевенного, мясопере

рабатывающего и шерстеперерабатывающего производств, основу которых со

ставляют уникальные по своим свойствам фибриллярные белки - коллаген, эла

стин и кератин. 

В настоящее время лишь некоторые виды белоксодержащих отходов пере

рабатывают в кормовые добавки, биоминеральные удобрения, клеи, строи

тельные материалы, используя метод гидролиза при повышенных температур

ных режимах и давлении. Однако такой технологический прием ведет к потере 

специфических свойств, присущих нативным фибриллярным белкам, что су

жает возможные области их практического применения. 

В последние годы благодаря многочисленным исследованиям, направ

ленным на изучение такой многокомпонентной и многофункциональной сис

темы как сырье животного происхождения, появилась возможность извлекать 

из него коллаген, эластин и кератин, не нарушая молекулярную структуру и 

сохраняя биологическую активность этих биополимеров, и использовать их в 

качестве основы или специальных добавок при производстве препаратов и ма

териалов для ветеринарии, медицины, биотехнологии, косметологии и др. 



6 

продукция такого рода, несмотря на высокую стоимость, пользуется большим 

спросом, хотя ассортимент ее невелик. 

Следует отметить, что вопросы, касающиеся получения и очистки фибрил

лярных белков, до конца не изучены. В частности, нет четко сформулирован

ной концепции экологически безопасной и экономически выгодной перера

ботки белоксодержапщх отходов в биологически активные препараты нового 

поколения; отсутствуют регламентированные инструкции по их изготовлению 

и контролю; нет четко сформулированных требований по стандартизации го

товых препаратов. 

Приходится констатировать, что системный подход к разработке и осуще

ствлению в производственных условиях научно-обоснованных технологий по 

целенаправленной наработке фибриллярных белков из нереализуемого по 

прямому назначению некондиционного животного сырья и белоксодержащих 

отходов с учетом их вида, состава и свойств в настоящее время отсутствует. 

Это, в свою очередь, тормозит возможности налаживания промышленного вы

пуска принципиально новых препаратов и материалов, содержащих фибрил

лярные белки. 

В связи с вышеизложенным, возникает настоятельная необходимость во 

всесторонних комплексных исследованиях животных тканей, содержащих 

фибриллярные белки, в выявлении основных закономерностей их строения, 

химического состава, свойств, разработке научно-обоснованных методов вы

деления коллагена, эластина и кератина, обеспечивающих высокое качество и 

уровень наработки этих перспективных биополимеров, создании на их основе 

препаратов и материалов нового поколения. 

Исследования в этой области представляют новое научное направление, 

имеющее большую теоретическую и практическую значимость. Они позво

ляют не только обосновать и унифицировать подход к созданию и промышлен

ному внедрению перспективных препаратов на основе фибриллярных бел

ков, а также и предложить нетрадиционные, но весьма эффективные, эконо

мически и экологически целесообразные способы переработки отходов коже-
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венного, мясоперерабатывающего и шерстеперерабатывающего производств. 

Цель и задачи исследования. Цель работы - разработать экологически 

безопасные способы получения нативных фибриллярных белков из белоксо-

держащих отходов кожевенного, мясоперерабатывающего и шерстеперераба

тывающего производств и создать на их основе биологически активные препа

раты и биоматериалы нового поколения для нужд ветеринарии, медицины, 

косметологии и др. отраслей народного хозяйства. 

В задачи исследования входило: 

- изучить особенности и установить закономерности химического состава 

и строения различных видов белоксодержащих отходов животного сырья как 

многокомпонентной системы, состоящей из различных классов биополимеров и 

характеризующейся определенными энергетическими параметрами; 

- разработать и оптимизировать методические приемы, позволяющие целе

направленно получать высокоочищенные препараты нативных фибриллярных 

белков из различных видов белоксодержащих отходов; 

- предложить информативную систему контроля состояния исходного сы

рья, процессов наработки и оценки качества готовых белковых препаратов; 

- разработать и воспроизвести в производственных условиях технологии 

получения фибриллярных белков; 

- используя фибриллярные белки в качестве биологически активных матриц 

и совмещая их с известными лекарственными средствами направленного дей

ствия, создать более эффективные и стабильные формы препаратов и биомате

риалов ветеринарного, косметического, медицинского и иного назначения. 

Научная новизна. Сформулирован общий подход, позволивший на основе 

комплексного изучения фибриллярных белков, образующих основу гистологи

ческих структур различных видов сырья и отходов животного происхождения, 

предложить новые концепции их наработки, разработать методические прие

мы, направленные на решение проблемы стандартизации препаратов фибрил

лярных белков, показать перспективы и возможности их использования. 
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В диссертации получены следующие наз^ные данные: 

- впервые проведено исследование различных видов отходов кожевенного, 

мясоперерабатывающего и шерстеперерабатывающего производств с точки 

зрения целесообразности их использования в качестве исходного сырья для 

наработки фибриллярных белков; в этой связи дана количественная оценка 

химического состава отходов с учетом содержания в них отдельных классов 

биополимеров; экспериментально установлены энергетические параметры 

(энергия связей, их количество, спектр и др.), отвечающие за межмолекуляр

ное взаимодействие биополимеров и, тем самым, обуславливающие особенно

сти строения различных видов исходного сырья; предложены способы, с по

мощью которых определены биологические показатели, характеризуюпще ка

чество используемого сырья, в том числе, степень бактериальной обсемененно-

сти; 

- разработаны и запатентованы методы выделения коллагена, эластина и 

кератина из отходов животного сырья, на основе которых созданы технологии 

наработки этих белков в производственных условиях; 

- предложены объективные методы контроля технологических процессов и 

оценки качества сырья и готовых препаратов фибриллярных белков по содер

жанию в них коллагена, неколлагеновых белков, углеводных компонентов (гек-

соз и гексозаминов), жировых веществ, по термодеформационным характери

стикам, по агрегативной стабильности и др. показателям; 

- впервые создан, экспериментально изучен, апробирован, внедрен ряд но

вых препаратов, материалов и средств различных форм и назначений на осно

ве коллагена, эластина и кератина, в том числе: 

- антистрессовый препарат пролонгированного действия "Аминакол" (A.C. 

СССР № 1254999); 

- комплекс водорастворимых витаминов пролонгированного действия 

для повышения естественной резистеЕггности и иммунобиологической ре

активности животных (А.С.СССР № 1508371); 

- коллагеновые пленки, содержащие мотивационнью сыворотки, гиалуро-
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новую кислоту, антибиотики, антиникотиновые добавки; 

- гемостатическая мазь с s-аминокапроновой кислотой; 

- растворы для инъекций, содержащие цитостатики различной химиче

ской природы, иммобилизованные на коллагене; 

- коллагеновый биоматериал (A.C. СССР № 1622990); 

- коллагеновый микроноситель для псевдосуспензионного культивирова

ния перевиваемых клеток (A.C. СССР № 1559702, патент РФ 2007451), 

для очистки спорозоитов эймерий от примесей (патент РФ № 2059711); 

- коллагеновый сорбент для аффинной хроматографии; в частности, для 

получения фибронектина (A.C. СССР № 1124230); 

- коллаген, эластин и кератин косметического назначения (патенты РФ 

№ 2031597, 2129805, 2092071, 2092072,) и косметические средства для 

ухода за кожей лица и волосами, содержащие коллаген, эластин и кера

тин; 

- коллагеновый шлихтовальный раствор для текстильной промышленно

сти. 

Теоретическая значимость и практическая ценность работы. Проведен

ные комплексные исследования и полученные результаты ПОЗВОЛРШИ: 

- обосновать целесообразность нового, экономически выгодного, способст

вующего нормализации экологической обстановки, направления в области пе

реработки и рационального использования белоксодержащих отходов сырья 

животного происхождения; 

- рассматривать белоксодержапще отходы, учитывая их объемы и биоло

гическую ценность, как уникальное белково-углеводное сырье; 

- сформулировать концепцию интенсршной экологически безопасной тех

нологической переработки недубленых белоксодержащих отходов и побочных 

продуктов кожевенного, а также мясоперерабатывающего и шерстеперераба-

тывающего производств в биологически активные препараты фибриллярных 

бежов; 

- обосновать в рамках данной концепции возможность создания на основе 
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фибриллярных белков нового поколения препаратов направленного действия; 

- разработать методические приемы, направленные на решение проблемы 

стандартизации препаратов, получаемых из отходов животного сырья. 

Основные положения диссертационной работы включены (на правах соав

тора) в нормативно-техническую документацию на препараты Аминакол 

(ТУ 10.07.210-91 и Временное наставление по применению в ветеринарии -

утв. Главным управлением ветеринарии с государственной ветеринарной ин

спекцией при Госкомиссии СМ СССР по продовольствию и закупкам, 1991 г.), 

Витакол (ТУ и Временное наставление по применению в ветеринарии - утв. 

Департаментом ветеринарии Министерства сельского хозяйства и продоволь

ствия РФ, 1996 г.). Коллаген ПК (ТУ 64-19-103-91), а также Коллаген кос

метический (ТУ 64-19-201-93), Эластин косметический (ТУ 64-19-200-

93), Кератин косметический (ТУ 64-19-202-93). 

Лекарственный состав Аминакол награжден дипломом выставки «Изобре

тательство и Рационализация - 88», серебряной медалью ВДНХ СССР и реко

мендован Госагропромом СССР для внедрения в сельское хозяйство (Госагро-

пром СССР, ВАСХЕЖЛ, ВНИИТЭИ, 1988 г.). Коллаген ПК, Коллаген, Эла

стин и Кератин косметические разрешены к применению Союзпарфюмер-

промом СССР. 

Наиболее значимым практическим результатом явилось осуществление 

в условиях производства технологий наработки коллагена, эластина и керати

на косметического назначения. Качество препаратов подтверждено гигиениче

скими сертификатами, выданными Центром гигиенической сертификации пар

фюмерно-косметической продукции НИИ медащины труда РАМН при Госу

дарственным комитете санитарно-эпидемиологического надзора РФ (соответ

ственно, Ж1-11/К-1715, № 11/83-106, № 11/83-105). 

Теоретические положения, сформулированные в работе, ряд эксперимен

тальных результатов и предложенных методов включены в "Методические ре

комендации по определению показателей качества кожевенного и шубно-

мехового сырья" (М: ВАСХНИЛ, 1986 г.), в качестве учебного материала - в 
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методические указания "Определение углеводных компонентов (гексоз и гек-

созаминов) в образцах сырья, полуфабриката и, готовой кожи и модифициро

ванных коллагенсодержащих материалах" (М: M B А, 1984), "Получение рас

творов коллагена I типа" (М: МВА,1985), "Способ определения бактериальной 

обсемененности сырья животного происхождения" (М: МВА, 1987). Они ис

пользуются также при чтении лекций и проведении практических занятий по 

курсу "Основы научных исследований и патентоведения", при выполнении 

научно-исследовательских, курсовых и дипломных работ на факультете това

роведения и экспертизы сырья животного происхождения МГАВМиБ им. 

К.И.Скрябина, в лаборатории кетгута и животного сырья ВНИИ технологии 

кровезаменителей и гормональных препаратов Минмедпрома СССР (1985 г.). 

"Способ обнаружения антител к коллагену" (№ 115-28/335-470), признанный 

Главным ветеринарным управлением МСХ СССР рационализаторским, приме

няется на кафедре и в лаборатории товароведения и технологии животного сы

рья (1984 г.) и в лаборатории иммунохимии Института экспериментальной кар

диологии ВКНЦ СССР (1985 г.). 

Результаты исследований напши свое отражение в 11 изобретениях, новиз

на которых подтверждена 5 авторскими свидетельствами и 6 патентами , 2-х 

рационализаторских предложениях, 1 методических рекомендациях, 3 методи

ческих указаниях, и в 52 опубликованных работах. 

Автор защищает: 

- новое научное направление в области переработки и рационального ис

пользования белоксодержащих отходов и побочных продуктов кожевенного, 

мясоперерабатывающего и шерстеперерабатывающего производств, позво

ляющее рассматривать белоксодержащие отходы как уникальное сырье для на

работки фибриллярных белков; 

- способы целенаправленной модификации различных видов белоксодер

жащих отходов животного сырья, дающие возможность с учетом их вида, со

става и свойств, получать высокоочищенные тфепараты коллагена, эластина и 

кератина; 
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- систему контроля свойств исходного сырья, процессов наработки и 

оценки качества готовых препаратов фибриллярных белков по комплексу фи

зико-химических, химических и биологических показателей; 

- новые препараты, материалы и средства различных форм и назначений, 

созданные на основе фибриллярных белков и критерии оценки их качества. 

Апробация работы. Основные положения и результаты диссертации пред

ставлены и обсуждены на: 

- V Всесоюзной конференции "Физиология и патология соединительной 

ткани", СО АМН СССР (Новосибирск, 1980); 

- конференции молодых ученых по физико-химической биологии, АН 

Азербайджанской ССР (Баку, 1981); 

- X Европейском конгрессе ревматологов, АМН СССР (Москва, 1983 г.); 

- Всесоюзном симпозиуме "Биохимия с.-х. животных и Продовольственная 

программа", АН СССР, Госагропром СССР, ВАСХНИЛ (Ташкент, 1986 г.); 

- III Всесоюзной научно-технической конференции "Актуальные проблемы 

производства кровезаменителей, консервантов крови, гормональных и орга-

нотерапевтических препаратов". Мин. мед. биопром. СССР (Москва, 1987 г.); 

- Всесоюзной научно-технической конференции "Применение биотехно

логий в животноводстве, растениеводстве и ветеринарной медицине". Цен

тральное и Ленинградское областное правление НТО сельского хозяйства 

(Ленинград, 1988 г.); 

- II Всесоюзной конференции "Пути повышения эффективности использо

вания вторичных полимерных ресурсов", ВХО, ГКНТ СМ СССР и др. (Кшпи-

нев, 1989 г.); 

- конференции "Актуальные проблемы ветеринарной и зоотехнической 

науки в интенсификации животноводства", посвяп1;енной 70-летию МВА, ГК 

СМ СССР по продовольствию и закупкам (Москва, 1989 г.); 

- Всесоюзной научно-практической конференции "Интенсификация сель

скохозяйственного производства в условиях радикальной экономической ре

формы", ЦПВЭО, Ц П В А Н Т О (Сумы, 1989 г.); 
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- II, III, IV, V, VI Российских национальных конгрессах " Человек и лекар

ство" МНТП РФ, МЗ и МП РФ (Москва, 1995, 1996,1997,1998,1999 гг.); 

- I и II научно-практических конференциях "Биологически активные ве

щества и новые продукты в косметике" РПКА (Москва, 1996, 1997 гг.); 

- межрегиональной научно-практической конференции "Развитие меховой 

промышленности России", ОАО "НИИМП" (Москва, 1999 г.); 

- XII международных плехановских чтениях, РЭА (Москва, 20-22 апреля 

1999 г.); 

- на научно-практической конференции "Клинический опыт и проблемы 

коллагенопластики", ММА им. И.М.Сеченова (Москва, 29 октября 1999 г.); 

- ежегодных научных конференциях факультета товароведения животного 

сырья МВА (1979- 1999 гг.). 

Публикации, Основные результаты исследований опубликованы в 43 

статьях. 

Объем диссертации. Работа изложена на 279 страницах машинописного 

текста, включает 58 таблиц, 55 рисунков, состоит из введения, обзора литера

туры, пяти глав экспериментальной части, выводов, списка литературы, содер

жащего 422 источник (в т.ч. 215 работ иностранных авторов) и приложений о 

внедрении результатов работы в производство, лабораторную практику и учеб

ный процесс. 
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Глава 1. Современные представления о строении и свойствах 

фибриллярных белков 

Коллаген, эластин и кератин, представляющие собой предмет данного ис

следования, можно отнести к склеропротеинам - белкам, выполняющим в ор

ганизме, главным образом, структурные фунюдии и играющим огромную роль в 

образовании покровных тканей и скелета животных (2, 62, 76, 106, 111, 112, 

113, 190, 347). Так как эти белки макроскопически являются волокнистыми, то 

их еще называют фибриллярными. Фибриллярные белки чрезвычайно инертны 

по сравнению с другими видами белков; например, на них часто совершенно не 

действует вода, разбавленные кислоты, щелочи или обычные протеолитические 

ферменты, по крайней мере, в природных условиях. По всей вероятности, это 

напрямую связано с их функциональными особевпностями. 

Благодаря большому практическому значению фибриллярных белков, их 

свойства изучались более интенсивно, чем какого-либо другого класса белков. 

На первых этапах для изучения фибриллярных белков применялись такие 

химические и физические методы исследования, как аминокислотный анализ, 

рентгенография, спектроскопия, электронная микроскопия, благодаря которым 

удалось выявить специфические различия в аминокислотном составе отдель

ных белков (табл. 1), а также общие особенности их строершя. 

Таблица 1 
Особенности аминокислотного состава фибриллярных белков (62) 

Аминокислота Количество аминокислоты, г на 100 г белка Аминокислота коллаген эластин кератин шерсти 
Цистин+цистеин 2,3 0 11,9 
Пролин+оксипролин 29,1 12,3 9,5 
Гдшщн 27,1 32,8 6,5 
Алании 9,5 22,7 4,1 

Предложенная в свое время Астбери и его сотрудниками (111) классифика

ция фибриллярных белков, основанная на рентгенографических данных, позво

лила разделить все известные структурные белки на две основные группы: 

• кератина - миозина - эпидермина - фибриногена; 
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• коллагена. 

Особое, промежуточное место занимают эластин, актин мышц и фиброин 

шелка. 

Следует отметить, что идентификация отдельных представителей указан

ных выше групп по рентгенографическим и спектрографическим параметрам 

оказалось гораздо более плодотворной, чем другие классификации, так как по

зволила предложить модели структурной организации фибриллярных бежов, 

несмотря на их значительные отличия друг от друга по аминокислотному со

ставу, химическим и физическим свойствам и функциям (76,189, 219, 359, 360, 

392). 

До недавнего времени главным и весьма серьезным с биохимической точки 

зрения препятствием в исследовании склеропротеинов считалось отсутствие 

возможности очистить фибриллярные белки или выделить из них химически 

гомогенный продукт. Эта трудность, по всей вероятности, обусловлена тем, что 

многие структурные белки по своей природе гетерогенны in vitro. Поэтому не

обходимо четко дифференцировать морфологические и биохимические терми

ны, характеризуюш;ие закономерности организации фибриллярных белков от 

молекул до макроструктур (156, 158, 375). 

В настоящее время успешно преодолеваются традиционные представления 

о фибриллярных белках как об инертных системах. 

Особенности химического состава, специфическое расположение функцио

нально активных групп, четкая пространственная структура фибриллярных 

белков обеспечивают особенности архитектоники содержащих их тканей и вы

полнения этими тканями определенных функциональных задач. Все это позво

ляет говорить об активной роли фибриллярных белков в процессах эмбриогене

за, морфогенеза, цитодифференциации, регенерации, иммунных реакциях (368, 

371, 374, 375, 392). 

Обзор состояния проблемы на уровне современной информации в мировой 

литературе по каждому из изучаемых фибриллярных белков представлен ниже. 
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1.1. Коллаген. 

Коллаген является одним из наиболее распространенных в природе высоко

молекулярных соединений. Он относится к классу белков, именуемых склеро-

протеинами (98,115). 

В некоторых тканях коллаген является преобладающим органическим ве

ществом. Он составляет более 30 % общей массы белков тела млекопитающих, 

причем около 40 % его находится в коже, до 50 % в тканях скелета и 10 % в 

строме внутренних органов (156). 

Будучи основным структурным компонентом, практически всех разновид

ностей соединительной ткани, коллаген во многом определяет ее важнейшие 

физиологические функции: механическую, трофическую, защитную и пласти

ческую (84, 85, 303, 367). 

Как и все белки, коллаген имеет несколько уровней структурной организа

ции (218). Под первичной структурой коллагена понимают природу, количест

во и чередование а-аминокислотных остатков, участвующих в образовании по

липептидных цепей путем последовательного связывания друг с другом (227, 

268, 298, 366). Вторичная структура, под которой следует понимать спирале

видную конформацию индивидуальной полипептидной цепи, определяется 

прежде всего стереохимическими факторами: конфигурацией аминокислотных 

остатков, в частности, своеобразной конфигурацией пятичленных пирролиди-

новых колец пролина и оксипролина, пространственной ориентацией валент

ных сил, образующих пептидные связи, ригидностью этих связей (238, 262, 265, 

344, 374, 375). 

Спонтанным следствием первичной и обусловленной ею вторичной струк

туры является третичная молекулярная структура коллагена, т.е. соединение 

спирализованных индивидуальных цепей в регулярную трехспиральную спи

раль (85, 101, 105, 236, 377). 

Следующая ступень в структурной организации коллагена - четвертичная -

обуславливает переход к надмолекулярным образованиям, основной формой 

которых являются фибриллы, представляющие собой сложные упорядоченные 
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агрегаты молекул коллагена. Отличием коллагена от других белков является то, 

что четвертичные элементы объединяются между собой в более крупные час

тицы высших структурных уровней, называемые волокнами (30, 49, 200, 230, 

246, 278, 349). 

Процесс формирования волокнистой структуры происходит при участии 

протеогликанов и гликопротеинов, являюш;ихся неколлагеновыми компонента

ми экстрацеллюлярного матрикса (33, 47, 211, 214, 259, 323, 329, 352, 391). 

Результатом всей описанной выше очень сложной суммы взаимодействий 

является возникновение морфологических структур, размеры и расположение 

коллагеновых волокон, которые характерны для отдельных разновидностей со

единительной ткани (200, 360, 375). 

На четвертичную, а также микроструктуру оказывает влияние не только вид 

организма или характер его ткани, но и многие другие факторы, например воз

раст (101,355). 

Следует подчеркнуть, что термрш "коллаген" в известной степени является 

собирательным. Им обозначают как специфические белковые молекулы, так и 

агрегаты этих молекул, образующие в соединительной ткани волокнистые 

фибриллярные структуры (282). Однако нередко в биохимниеской и морфоло

гической литературе о коллагене в одни и те же термины вкладывают разное 

содержание. Поэтому необходимо дифференцировать коллаген как биохимиче

ское понятие (молекулы, полимеризующиеся в фибриллы) и как морфологиче

ское понятие (гетерогенное с химической точки зрения коллагеновое волокно) 

(156). 

Исходя из этого, в табл.2 приводятся определения основных молекулярных 

и надмолекулярных структур коллагена в современном понимании (156). 

Существует обширная литература по коллагену. За последние годы получе

ны новые, весьма важные данные, позволившие разврггь прежние представле

ния о биохимическом составе, молекулярной структуре, гетерогенности, био

синтезе и сборке этого белка, его практическом использовании, поставлены но

вые еще не решенные вопросы (71, 160, 220, 225, 233, 236, 249, 266, 306, 326, 



18 

349, 365, 369, 397, 405). 

Современная коллагенология берет свое начало с работ Н.В Ореховича с со-

авт. (104,105). Благодаря этим исследованиям стало возможным получение 

Таблица 2. 
Основные молекулярные формы коллагена 

Современная 
номенклатура 

Устаревпше или 
неточно употребляе

мые термины 
Содержание термина 

Проколлаген Проколлаген 
Растворршый внутриклеточный 
предтпественник коллагена, 
имеюпщй концевые пропепти-
ды 

Проколлаген 
Негидроксилированная форма 
коллагена, выделяемая в усло
виях дефицита ряда факторов 
(О2, Рсг, витамин С и др.) 

Коллаген 
Молекулы коллагена после вне
клеточной модификации (отще
пления пропептидов) 

Тропоколлаген Идентичен коллагену 

Кислотораствори-
мый коллаген Проколлаген 

Форма, растворимая в слабых 
кислотах вследствие неразвито
сти поперечных связей 

8Т8 и РЬ8 
Специфические формы полиме-
ризащш молекул коллагена in 
vitro 

Фибрилла 
(нативная) 

Волокно, 
микрофибрилла 

Нерастворимая форма полиме
ризации молекул коллагена 14-
300 нм., периодичностью 64-70 
нм. В ней различают субфиб
риллы 5-10 нм., редко прото-
фибриллы или филаменты 1,5-3 
нм. 

Микрофибрилла Филамент 
Изолированные тонкие струк
туры толщиной 10-20 нм. без 
поперечной исчерченности 

Волокно 
Пучки фибрилл, чаще однона
правленных, толпщной 0,5-10 
мкм (видны в световом микро
скопе) 

Пучок волокон Волокно 
Пучки параллельных или пере
плетающихся волокон толщи
ной до 150 мкм 

молекулы коллагена как дискретной единицы, ее химическое и физико-

химическое изучение. Большинство данных, которыми мы располагаем в на

стоящее время в отношении биохимии коллагена, были получены на основе 

изучения "растворимого" коллагена. 
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Огромную роль в изучении коллагена сыграл анализ его довольно своеоб

разного аминокислотного состава (115, 227, 268, 298). Для него характерно, что 

каждая третья аминокислота в полипептидной цепи является глицином. Так что 

формулу коллагена можно изобразить в виде [ГЛИ-Х-¥]„. В коллагене в 

большом количестве содержатся практически не встречающиеся в других бел

ках имино- и оксиаминокислоты: до 23 % от общего числа звеньев. Поэтому в 

положении X часто оказываются пролин и оксипролин. 

Важным этапом в познании строения коллагена стала расшифровка первич

ной структуры его отдельных пептидных цепей, называемых (Х-цепями и со

держащих по 1050 аминокислотных остатков (307, 374). 

Оказалось, что концевые участки (Х-цепей на N- и С- концах молекулы (те-

лопептиды) имеют отличный от основной части аминокислотный состав. Они 

не содержат пролина и оксипролина и не имеют глицина в каждой третьей по

зиции и поэтому не принимают участие в образовании тройной спирали. Одна

ко именно они играют важную роль в механизме полимеризации молекул, фор

мировании межмолекулярных поперечных связей, антигенных свойств колла

гена (98, 101,366). 

Молекулярная масса а-цепей составляет примерно 95 килодальтон, а всей 

молекулы - около 300 килодальтон, длина макромолекулы составляет 280 нм, 

диаметр-1,4 нм (158, 201, 211). 

Изучение продуктов частичного гидролиза коллагена с целью выяснения 

чередования аминокислотных остатков в его полипептидных цепях показало 

(98,115, 278, 292, 298), что для первичной структуры коллагена характерно на

личие так называемых кристаллических сегментов, построенных преимущест

венно из неполярных аминокислот (остатков пролина и оксипролина, глицина и 

некоторых аминокислот с неполярной боковой цепью) и аморфных неупорядо

ченных сегментов, содержащих большое число полярных аминокислотных ос

татков (дрпсарбоновых и диаминокислот, а также оксиаминокислот жирного ря

да), несущих положительный или отрицательный заряд. 

Регулярность чередования кристаллических и аморфных областей объясни-
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ет периодичность светлых и темных зон, видимых в электронном микроскопе 

(98, 220, 309). 

Кроме аминокислот в молекуле коллагена содержится небольшое количест

во углеводных компонентов. При этом только гексозы и, вероятно, сиаловые 

кислоты являются составной частью коллагена (115, 158). Углеводная часть 

молекулы представлена моно- и дисахаридами, содержащими глюкозу или га

лактозу и соединенными 0-гликозидной связью с остатками оксилизина (101). 

Именно поэтому коллаген относят к гликопротеидам. 

Вшкнейшим достижением последних лет является открытие гетерогенности 

коллагена (84, 161, 200, 212, 232, 233, 350). Из разных тканей выделены семь 

генетически различных типов коллагена, (табл.3) отличающихся по аминокис

лотному составу и физико-химическим параметрам, но имеющих одинаковую 

молекулярную массу. Это различие обусловлено существованием нескольких 

разновидностей а-цепей, которые кодируются разными генами. Представлен

ные в табл. 3 типы коллагена не исчерпывают все его многообразие. Имеются 

сведения о существовании особой формы коллагена (М-коллагена), тесно свя

занного с плазматической мембраной фибробластов и отличающегося от интер-

стициальных (84), 

Биологическое значение гетерогенности коллагена, очевидно, состоит в 

обеспечении структурной организации отдельных разновидностей соедини

тельной ткани, соответствующей их функциональной роли в организме (161). 

Молекулярная модель коллагена была создана благодаря использованию 

широкого круга методик, включая рентгеноструктурный и спектральный ана

лиз, поляризационную дифрактометрию, расчет межатомных расстояний, углов 

валентносгей, подвижности цепей (31, 32, 188, 220, 236, 238, 262, 344,349, 375, 

377, 409). 

В настоящее время общепринятым считается представление о молекуле 

коллагена, как о трехспиральной спирали (377). Наличие минимум трех цепей в 

макромолекуле коллагена связано со структурной необходимостью выделить 
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Таблица 3 
Свойства типов коллагена (212) 

Тип 
коллагена Состав Местонахождение Характерные черты 

I [al Шаг Кожа, кость, сухо
жилие, роговица 

Присутствие а2-цепи, менее 
10 оксилизилов на цепь, до 
0,5 % углеводов 

Тример I [al (1)]з 
Культивируемые 
хондроциты, клетки 
амниотической 
жидкости 

То же, но отсутствует а2-
цепь 

II [al (П)]з Хрящ, стекловид
ное тело 

Более 20 оксилизилов на 
цепь, до 10 % углеводов 

III [al (111)]з 
Эмбриональная ко
жа, стенки сосудов, 
гладкая мышца 

Наличие цистеина, много ок-
сипролина, гистидина 

IV «1 (IV), 
а2 (IV) 

Базальные 
мембраны 

Более 20 оксилизилов на 
цепь, до 13 % углеводов, 
много оксшфолина, не про-
цессируется 

V аА, аВ То же Мало оксипролина, отсутст
вует цистеин 

VI аС, аВ II 
Много оксилизина, Д-цепь с 
цистеином, С-цепь без цис
теина 

VII _ и _ 

22 % углеводов, устойчи
вость к коллагеназе при 
20 °С, сильная иммуноген-
ность, повышенная стабиль
ность молекулы 

каждую третью позицию в каждой цепи ддя остатков глицина (374). В этом 

случае боковые цепи пролина и оксипролина также могут размещаться рядом в 

соседних позициях, что обусловлено существованием последовательности гли-

про-оксипро. 

Сложная трехспиральная молекула упорядочена таким образом, что свобод

ные боковые цепи глицина каждой полипептидной цепи находятся внутри об

щей спирали, а кольца пролина, оксипролина, и боковые группы аминокислот 

выступают наружу. Исследование синтетических аналогов коллагена показало, 

что наличие в первичной структуре коллагена пролина и оксипролина, а также 

последовательности типа гли-про-оксипро спонтанно определяет трехспи-

ральную форму молекулы (31, 227, 266). 

Завершая рассмотрение основных черт молекулярной структуры коллагена. 
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следует также упомянуть об исследоваьшях, посвященных механизмам, соеди-

няюпщм и удерживающим три спиральные цепи тропоколлагеновой молекулы 

в их упорядоченном состоянии. Рядом авторов (31, 35,44, 49,191,193, 202, 262, 

366, 374, 375, 389, 390, 402) было показано, что стабильность трехспиральной 

структуры макромолекулы обеспечивается, главным образом, водородными 

связями, имеюпщми межспиральный характер. Кроме того, она стабилизирова

на комплексом электростатических и гидрофобных связей. 

Особое место в структурной стабилизации коллагена отводится телопепти-

дам - коротким односпиральным полипептидным цепям, выступающим в виде 

"хвостиков" из тела молекулы. По мнению (388), два коротких пептида сосед

них молекул скручиваются вместе и участвуют в линейной полимеризации 

макромолекул из конца в конец с образованием протофибрилл. Вначале пред

полагалось, что телопептиды находятся с двух концов трехспиральной молеку

лы. Однако на основании результатов определения концевых групп был сделан 

вывод, что пептидные "хвостики" имеются не только на концах молекулы, но 

вероятно, торчат наружу по всей длине макромолекулы (201). Результаты по

следующего изучения бромциановых пептидов показали, что так называемые 

телопептиды являются концевыми остатками а р и аг- цепей молекулы коллаге

на, не образующих тройной спирали. 

Размер белковой молекулы, особенности первичной структуры коллагена 

отражаются на сравнительном разнообразии его антигенных детерминант. Экс

периментально доказано существование трех различных типов антигенных де

терминант в молекуле коллагена: спиральных, концевых и центральных (281, 

404). Антигенные детерминанты спиральных областей находятся в трехспи

ральной зоне молекулы, их нельзя обнаружить в раскрученных а-цепях, напри

мер, при тепловой денатурации. Концевые антигенные детерминанты располо

жены в неспиральных участках и единственной возможностью их идентифика

ции является неустойчивость ферментов. Третья группа антигенных детерми

нант локализуется на аминокислотных участках, образуюпщх тройную спираль 

и поэтому стабильных к протеазам, так как эти участки в основном скрыты 
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внутри трехспиральной структуры, но оказываются снаружи при денатурации, 

для них был предложен термин "центральные" антигенные детерминанты. 

Как отмечалось выше, линейная агрегация макромолекул коллагена являет

ся первым этапом сложного процесса, ведуш;его к полимеризации их в фибрил

лы. Межмолекулярные взаимодействия происходят постепенно: вначале путем 

стабилизации структуры фибрилл за счет водородных, ионных, гидрофобных и 

других слабых связей, в дальнейшем возникают прочные внутри- и межмоле

кулярные связи (44, 49, 98, 191, 193, 319, 332, 375, 389, 402). 

Процесс образования поперечных ковалентных связей в коллагене идет не

прерывно: он начинается с возникновения Р- и у- компонентов молекулы из а-

цепей, появления межмолекулярных связей с образованием ди-, -три- и поли

мерных структур и заканчивается формированием непрерывной сети связанных 

между собой пептидных цепей, в которой теряются границы отдельных моле

кул, что и обуславливает нерастворимость зрелого коллагена (278, 238, 332, 

389, 402, 414). 

В межмолекулярной стабилизации коллагена принимает з^астие углевод

ные компоненты (46), липиды (50), вода (31, 32). 

Наибольшее значение в формировании четвертичной (фибриллярной) 

структуры коллагена имеют гликозаминогликаны (33, 47, 50, 211, 323. ). В со

единительной ткани они существуют в виде комплексов с белками (протеогли-

канов). Накопление кислых гликозаминогликанов (гиалуроновой кислоты, хон-

дроитинсульфатов) происходит там, где идет активный фибриллогенез: в эм

бриональной ткани, при заживлении ран и т.д. (158, 323, 329). Известно также, 

что большое значение в реконституции волокон из раствора коллагена in vitro 

имеют кислые гликозаминогликаны (хондроитинсульфаты, гепарин и др.), со

став, качество и степень полимеризации, которых определяют толщину, струк

туру и стабильность волокон (352). Большинство исследователей считают, что 

фибриллообразование in vitro происходит посредством электростатического 

взаимодействия между анионными группами гликозаминогликанов и катион-

ными группами коллагена. На характер взаимодействия влияет концентрация. 
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ионная сила и рН исходных растворов, причем фибриллообразоваьше может 

происходить не только при кислом, но и при нейтральном рН, т.е. в физиоло

гических условиях (352), что подтверждают данные о роли полисахаридов в 

фибриллогенезе in vivo. 

Заканчивая рассмотрение уникальных особенностей молекулярной и над

молекулярной структуры коллагена и переходя к вопросам, связанным с солю-

билизацией коллагена, мы считаем необходимым отметить, что именно про

гресс в изз^ении структуры коллагена явился предпосылкой для подобного ро

да исследований. 

Нерастворимость зрелого коллагена в обычных для белков растворителях 

обусловлена наличием трехмерной сетки ковалентных межмолекулярных свя

зей. В настоящее время найдены методы разрушения этих связей в условиях, 

сохраняющих трехспиральную структуру тропоколлагена. В результате проис

ходит "деполимеризация" зрелых фибрилл и нерастворимый ранее коллаген 

удается перевести частично или полностью в раствор. 

Продукты растворения коллагена (ПРК) можно разделить на две группы. К 

первой относится коллаген, получаемый непосредственно экстракцией соеди

нительной ткани (104,105), ко второй группе - коллаген, который удается пере

вести в ПРК лишь после предварительной химической, ферментативной или 

механической обработки зрелого нерастворимого коллагена (10, 41, 42, 97, 98, 

170,171,173). 

Особый интерес вызывает предварительная обработка зрелого коллагена 

щелочью в присутствии соли с последующим растворением в уксусной кисло

те. Этот метод позволяет сравнительно быстро и с небольпшми затратами по-

л)^ить большое количество продуктов растворения зрелого коллагена, пригод

ного для получения технических и медицинских изделий. Авторы (156), изу

чавшие изменение волокнистой структуры коллагена в процессе щелочно-

солевой обработки методами гистохимии и электронной микроскопии, отмеча

ют расщепляющее действие щелочи на межмолекулярные связи или вещества, 

их образуюпще, что приводит к постепенной дезорганизации и разрушению 
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коллагеновых пучков, а затем к деструкции и гомогенизации самих коллагено-

вых волокон. При этом ослабляется и исчезает двойное лучепреломление, свой

ственное упорядоченной структуре коллагена и усиливается чувствительность 

к коллагеназе. Устойчивость к протеолитическим ферментам сохраняется, что 

свидетельствует о сохранении внутримолекулярной структуры коллагена. 

Биохимические исследования (41, 122, 133, 201) подтверждают результаты 

гистохимических анализов о том, что предварительная щелочно-солевая обра

ботка приводит к разрушению основного "цементирующего" вещества, в част

ности, кислых гликозаминогликанов и, тем самым, к нарушению межмолеку

лярных связей. Содержание оксипролина и общего азота в коллагене практиче

ски почти не изменяется в процессе его принудительного растворения, что кос

венно свидетельствует об отсутствии выраженных химических изменений в 

макромолекулах. 

В зависимости от вида обработки и условий растворения можно получать 

либо растворы полностью или частично денатурированного коллагена, либо 

растворы, близкие по своим свойствам к растворам нативного коллагена. 

Изменение физико-химических свойств продуктов растворения коллагена 

по сравнению с известными данными д ж проколлагена служат критерием глу

бины изменений молекул тропоколлагена в процессе предварительной обра

ботки и растворения зрелого коллагена. 

Результаты исследований тщательно очищенных фильтрованием и отдиали-

зованных разбавленных растворов коллагена обычно свидетельствуют об от

сутствии заметной деструкции частиц коллагена (41, 201). 

Степень повреждения молекулярной структуры в процессе подготовки кол

лагена к растворению, молекулярные параметры (молекулярная масса, размеры 

и форма частиц, оптическая активность и др.), а также изменения их при раз

личного рода воздействиях (рН, температура, действие осадителей и т.д.) мож

но определить только при гоучении физико-химических свойств растворенного 

коллагена, так как именно в растворах проявляются индивидуальные особенно

сти макромолекул. Сопоставление физико-химических свойств и молекулярных 
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параметров солюбилизированного коллагена с известными данными для рас

творимых фракций позволяет однозначно решить вопрос о сохранении или раз

рушении в процессе предварительной обработки характерной для тропоколла-

гена конформации тройной спирали, а также о способности молекул растворен

ного коллагена реконстру ировать фибриллярные структуры (44, 49, 201). 

Изучение процесса обратной реконституции волокнистого коллагена из 

растворов кроме выяснения вопросов молекулярного строения и надмолеку

лярной организации коллагена, определения «нативности» in vivo изучаемых 

макромолекул и понимания процесса фибриллогенеза тесно связано с различ

ными аспектами приготовления разнообразных материалов на его основе. 

Волокнистые образования можно выделить как из нативного, так и из солю

билизированного коллагена при добавлении к нему различных солей, органиче

ских растворителей, спиртов, полианионов, дубителей и других осадителей, а 

также с помощью различных видов сушки (42, 44, 98, 115). 

После того как были разработаны методы перевода зрелого коллагена в рас

творимое состояние, появилось большое количество работ отечественных и за

рубежных авторов по получению различных коллагеновых материалов (3, 4, 20, 

45, 48, 58, 59, 60, 70, 72, 96, 140, 172, 177, 178, 179, 180, 225, 243, 249, 300, 327, 

346, 365, 370, 372, 406, 412, 422). 

Наиболее часто применяемые формы реконструируемого коллагена пред

ставлены в табл. 4. 

Свойства, определяющие возможность широкого использования коллагена 

в медицинской и ветеринарной практике, суммированы в табл. 5. 

Ассортимент и формы искусственных коллагеновых материалов постоянно 

увеличиваются. Уникальная молекулярная структура коллагена, наличие на его 

поверхности большого количества активных функциональных группировок, 

позволяют использовать его в качестве матрицы для иммобилизации биологи

чески активных и лекарственных веществ, открывая путь к созданию фармако

логических средств и изделий нового поколения (138, 143, 153, 154, 180, 225, 

244, 261, 312, 345, 364, 365, 368, 369, 389, 405, 422). Получаемые при этом ком-
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плексные препараты обладают, как правило, выраженным синергическим эф

фектом и пролонгированным действием. 

Таблица 4 
Формы искусственных коллагеновых материалов 

и их применение (237, 365) 

Формы коллагена Применение 

Раствор 
Заменитель плазмы. Восстановление мягких тканей 
(подкожно). Среда для культур клеток в транспланта
ционных исследованиях. Импрегнирование протезов. 

Гель Замена стекловидного тела, восстановление мягких 
тканей. 

Порошок Заживление ран. Гемостатический агент. 

Пленка, 
пленочные мембраны 

Пересадка роговицы. Гемодиализная мембрана. Кла
панные протезы. Мембранные окислители. Перевязоч
ные материалы для стимуляции заживления ран 

Волокна, нити ТТТовный материал, заменитель кетгута 

Губчатые структуры Перевязочные материалы. ГемостатичесБсие агенты. Хи
рургические тампоны. Противозачаточные средства 

Таблица 5 
Свойства коллагена, позволяющие использовать 

его в качестве биоматериала 

Свойства Показатели 

Физико-механические Высокая прочность на разрьш, низкая растяжимость, 
ориентация волокон 

Физико-химические 
Контролируемое поперечное соединение дубяпщми ве
ществами, влияние на: растяжимость, набухание, ре
зорбцию. 
Функции ионообменника: полупроницаемость мембран 

Биологические Низкая антигенность, воздействие на заживление ран, 
влияние на свертьюание крови 

Коллаген активно применяется в современной косметологии. Проникая в 

кожу, он блокирует свободные радикалы молекул, частично разрушенных в 

процессе старения и под влиянием агрессивных факторов внешней среды, сти

мулирует биосинтез собственного коллагена в организме (18, 118, 142, 208, 

412). 
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Универсальность данного биополимера, его технологические возможности 

открывают новые перспективы и расширяют сферы применения коллагена и 

производных на его основе. Имеются многочисленные сообщения и патенты о 

применении коллагена в биотехнологии, пищевой, текстильной промышленно

сти и других отраслях народного хозяйства (5, 6, 7,14, 117, 152, 162, 163, 165, 

166, 168,174,175,183,187, 225, 335). 

1.2 Эластин. 

Как известно, волокнистые компоненты межклеточного матрикса пред

ставлены не только коллагеновыми, но и эластическими волокнами, которые 

имеют четкую ориентащпо и упорядоченность на любом уровне своей струк

турной организации (219, 235, 258, 347, 379). 

Эластические волокнистые структуры распространены преимущественно в 

органах и тканях, функция которых связана с большими деформащгами под 

действием малых нагрузок с полным (эластическим) восстановлением формы 

после прекращения деформирующего воздействия (235, 248, 293, 305). Об

ратная деформируемость эластических волокон напоминает свойства резины. 

В тканях эластические компоненты встречаются в виде волокон (легкие, дерма, 

склера, вены, эластические связки, хрящ) и мембран (артерии). Например, в 

дерме эластические волокна содержатся в количестве 1-3% от массы всех во

локнистых компонентов (156, 158, 358). 

Благодаря использованию сканирующего электронного микроскопа было 

установлено (316, 317), что эластическая ткань выйной связки быка состо

ит из волокон цилиндрической формы диаметром 1-3 мкм, расположенных 

параллельно друг другу и ориентированных преимущественно вдоль длинной 

оси связки. В отдельных участках эти волокна переплетаются друг с другом 

или соединяются при помощи более тонких волокон. В свою очередь, эластиче

ские волокна связки, состоят из тонких фибрилл толщиной около 0,12 мкм. При 

этом каких-либо признаков регулярности ориентации, периодичности струк

туры волокон, как это имеет место для коллагена, обнаружить не удается. 

Эластическая ткань средней оболочки артерий состоит в основном из кон-
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центрических мембран, но не непрерывных, а образованных дугообразными 

пластинками, соединяющими между собой конец в конец и бок в бок (черепи-

цеобразно), иногда через коллагеновые волокна или отростки гладких мышц. 

Оказалось, что эластическая ткань имеет волокнистое строение даже в мембра

нах сосудистой стенки. При изучении тонкого строения мембран было установ

лено, что они имеют упорядоченное волокнистое строение и состоят из эласти

ческих волокон толщиной 1-3 мкм, тесно прилегающих друг к другу и ориен

тированных в одном направлении: у человека под углом 30-40^ к длинной 

оси сосуда, у животных - 75-90°. Волокна, составляющие пластину, могут сли

ваться, образуя гомогенные пластины или трехслойные пластины, в которых 

волокна наружных слоев частично погружены в гомогенный средний слой (235, 

241, 321). Структурная гетерогенность мембран отражает сложную биомеха

нику их сокращения и, в целом, обеспечивает оптимальное сочетание эластич

ности и прочности сосудистой стенки при передаче пульсовой волны вдоль 

сосуда. Коллагеновые волокна при этом ограничивают степень однонаправ

ленного натяжения эластических элементов и скольжение их относительно друг 

друга (258). 

Ультраструктурное изучение эластических волокон позволило установить, 

что они состоят, по крайней мере, из двух различных компонентов: фибрил

лярного и аморфного, отличающихся восприятием катионовых и анионовых 

красителей. В электронном микроскопе зрелые эластические волокна и мем

браны выглядят на продольном срезе в виде лентовидных структур различной 

толпщны (от 200 до 5000 нм), в аморфном матриксе которых видны микро

фибриллы диаметром 10-12 нм. (272, 296, 316). Они образуют густую сеть в 

краевых зонах волокна и сравнительно реже встречаются в центральных слоях. 

Аморфный компонент эластической ткани выявляется при специальных мето

дах окраски орсеином, резорцин-фуксином. 

Вопрос о природе компонентов эластических волокон долгое время являлся 

предметом постоянных дискуссий. Сейчас уже установлено, что аморфный 

компонент идентичен эластину, а микрофибриллярный образован гликопро-
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теином, относящимся к классу структурных гликопротеинов (239, 264, 325). 

Функциональное значение двухкомпонентной структуры эластического волок

на не вполне ясно. Считают (342, 382), что одной из функций микрофибрилл 

является морфогенетическая. Многочисленными исследованиями показано, 

что у эмбриона в развивающейся аорте, связках, коже, легких сначала появля

ются пучки микрофибрилл (239, 240). Пространство между ними постепенно 

заполняется сливающимися глыбками аморфного матрикса, который затем от

тесняет микрофибриллы на периферию эластического волокна, занимая более 

90% объема. 

Микрофибриллярный компонент оказывает существенное влияние на био

механические свойства эластических структур. По всей вероятности, каркас 

из микрофибрилл ограничивает степень растяжимости эластинового матрикса 

(264, 379, 383). Поэтому соотношение эластомерных и прочностных свойств 

волокон и мембран зависит именно от соотношения обоих компонентов. Это 

предположение нашло свое подтверждение в работах, посвященных изучению 

окситалановых и элауниновых волокон, которые представляют собой различ

ные стадии развития эластических волокон (384). Так, окситалановые волокна 

состоят только из пучков микрофибрилл диаметром 10-12 им. Элауниновые 

волокна содержат, кроме того, пакеты аморфного компонента (около 30-40% 

от всей массы волокон), а зрелые эластические волокна на 90% состоят из 

аморфного компонента. 

Изучение всех типов волокон в различных тканях показало (264, 383, 385), 

что микрофибриллярный компонент преобладает там, где требования к меха

нической прочности выше, чем к эластичности. 

Основным белковым компонентом, из которого состоят эластические во

локна, является эластин, на его долю приходится более 90% массы эластиче

ских волокон. Помимо эластина волокна содержат, как уже упоминалось выше, 

микрофибриллярный гликопротеин, а также небольшое количество гликозами-

ногликанов и липидов (380, 410). 

Эластин - своеобразный белок, отличаюпщйся от коллагена не только по 
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электронномикроскопическим и гистохимическим характеристикам, но и по 

химическому составу и молекулярной структуре (387, 395, 407). 

С одной стороны, первичная структура эластина имеет некоторые общие 

черты с первичной структурой коллагена. Почти таким же, как в коллагене, яв

ляется содержание глицина (около 1/3 общего числа аминокислотных остатков) 

и пролина. Обищм для эластина и коллагена является наличие оксипролина, 

хотя количество оксипролильных остатков в эластине примерно в 10 раз 

меньще, чем в коллагене. Как и в коллагене, в эластине содержится крайне ма

ло цистина, метионина, гистидина и отсутствует триптофан. 

Вместе с тем, по своему аминокислотному составу эластин обладает весьма 

существенными отличиями от коллагена. Он содержит значительно меньше ас-

парагиновой и глутаминовой кислот и аргинина, а также гораздо больше валина 

и аланина. Отсутствие триптофана, малые количества цистина и метионина, 

высокое содержание валина и низкое, по сравнению с коллагеном, содержание 

оксипролина являются четкими критериями для идентификации этого белка в 

различных образцах соединительной ткани (158). 

Главной особенностью эластина, отличающей его от всех других белков, 

является исключительная насыщенность первичной структуры неполярными 

аминокислотами (387): около 90% аминокислотных остатков обладают непо

лярными боковыми группами, лишь 2-3% приходится на долю положетельно 

заряженных остатков амршокислот, таких, как лизин и аргинин, и 6-7 % - на до

лю аминокислот с отрицательно заряженными остатками боковых цепей (глу-

там1шовой и аспарагиновой). В этом и заключается специфичность аминокис

лотного состава эластина, которая обусловливает его инертность по отношению 

к воде и различным химическим реагентам. Эластин во много раз меньше на

бухает в воде по сравнению с коллагеном, довольно устойчив к гидротерми

ческим воздействиям и не обнаруживает эффекта денатуращ1И в процессе на

гревания (311, 407). 

Первичная структура эластина расшифрована пока еще далеко не полно

стью. Установить последовательность остатков удалось лишь в небольших пен-
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тидных фрагментах молекулы растворимого предшественника зрелого эласти

на - тропоэластина (334, 343). При этом были обнаружены несвойственные 

другим белкам последовательности, например, тетрапептид ГЛИ-ГЛИ-ВАЛ-

ПРО-, пентапептид ПРО-ГЛИ-ВАЛ-ГЛИ-ВАЛ-, гексапептид ПРО-ГЛИ-

ВАЛ-ГЛИ-ВАЛ-АЛА-. Найдены были также остатки аланина, связаьшые с 

остатками лизина: АЛА-АЛА-ЛИЗ- и АЛА-АЛА-АЛА-ЛИЗ. 

Таблица 6 
Аминокислотный состав эластина и микрофибриллярного 

гликопротеина (в пересчете на ЮбО остатков) 

Аминокислоты Эластин 
хряща 

Эластин 
выйной 
связки 

Эластин 
аорты 

Микрофиб
риллярный 

гликопротеин 
Гидроксипролин 11,7 8,1 10,5 0 
Аспарагиновая 

кислота 21,4 5,8 6,5 114 
Треонин 12,9 9,3 9,6 56 

Серии 14,8 8,7 9,2 62 
Глутаминовая ки

слота 35,7 15,4 15,9 114 
Пролин 113,7 115,5 112,1 64 
Глицин 307,3 328,1 330,8 ПО 
Алании 204,3 227,0 222,8 65 
Валин 105,0 131,6 130,7 56 

Полуцистеин 0 0 0 48 
Метионин 0 0 0 16 
Изолейцин 19,9 23,9 23,4 48 

Лейцин 62,2 59,4 57,9 69 
Тирозин 16,0 5,9 7,5 36 

Фенил ал анин 29,3 29,3 29,6 38 
Лизин 7,3 7,3 4,6 45 

Гистидин 0,7 0,5 0,5 15 
Аргинин 14,3 5,8 5,9 45 

Десмозины* 16,0 16,0 15,9 0 
В пересчете на лизин 

Во фрагментах молекул зрелого эластина, содержащих лизин, и полученных 

путем последовательной обработки эластинсодержащих тканей эластазой, па-

паином, карбоксипептидазой, были обнаружены необычные для других белков 

соединения - десмозины (280, 296, 334). Было установлено, что эти компо

ненты формирзчотся в результате конденсации четырех остатков лизина (299, 

322). 
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Анализ десмозинов (их известно 4 - десмозин, изодесмозин, меродесмозин 

и дегидродесмозин) показал, что все они представляют собой тетракарбоксиль-

ные тетрааминокислоты. Благодаря такому строению каждая из этих кислот 

может одновременно входить в состав нескольких (до четырех включительно) 

полипептидных цепей, соединяя их между собой, т.е. играя роль ковалентной 

поперечной связи. Такие поперечные связи встречаются только в эластине, и 

именно их образование обуславливает превращение растворимого тропоэла-

стина в нерастворимый эластин (272, 318, 328). 

Эластин содержит и другие ковалентные поперечные связи (332, 362). В 

гидролизатах богатой десмозинами пептидной фракции была найдена еще од

на новая аминокислота, названная лизиннорлейцин, которая является дикар-

боксильной диаминокислотой и может быть, следовательно, связующим зве

ном, поперечной связью между двумя полипептидными цепями эластина, вхо

дя в состав обеих. Такую же роль в формировании поперечных связей выпол

няет дипептид, идентифицированный как дитирозин. В эластине трудно про

вести грань между аминокислотными остатками полипептидных цепей и 

функциональными группами, образующими поперечные связи между цепями. 
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Десмозины, дитирозин и люиннорлейцин можно рассматривать как точки 

разветвления цепей (379). 

Вероятно, перечисленные выше пептидные фрагменты не исчерпьшают 

список компонентов, образующих поперечные связи в молекулах эластина. На

пример, существует мнение о том, что углеводы, в том числе гексозы, сиаловая 

и гексуроновая кислоты, могут служить мостиками между полипептидными 

единицами (391). Другие исследователи считают (219), что взаимодействие эла

стина с полисахаридами не может осуществиться вследствие незначительного 

содержания в молекуле боковых цепей с карбоксильными, амино- и оксигруп-

пами, по которым обычно присоединяются полисахариды. Предполагают, что 

мукополисахариды не оказывают существенного влияния на стабилизацию эла

стина, хотя и играют важную роль в придании ему тягучести (158, 205, 316). 

Молекулярные цепи эластина имеют очень большую длину. Подтверждени

ем этому служит тот факт, что в 10̂  г эластина содержится только 0,29 моль N -

концевых аминокислотных остатков (106). Предполагают, что длинные моле

кулярные цепи в эластине связаны между собой редкими межмолекулярными 

связями. По мнению ряда авторов (219, 241, 272, 296), это обусловлено чрезвы

чайной бедностью первичной структуры эластина полярными (основными и 

кислотными остатками). Несомненно, эта особенность имеет отношение к ос

новному механическому свойству эластина, поскольку обратная деформируе

мость фибриллярного белка возможна только при том условии, что отдельные 

фибриллы могут обладать достаточной кинетической свободой по отношению 

друг к другу (305, 322). 

Дальнейший прогресс в изучении молекулярной структуры эластина связан 

с выделением растворимых форм этого белка (182, 267, 304, 311, 322, 362, 363). 

Следует отметить, что а- и Р-эластины - растворимые продукты, образуюпщеся 

при обработке тканей щавелевой кислотой, не являются, как оказалось, моно

мерными субъединицами белка. Удалось выделить из аорты свиней раствори

мый в солевых растворах белок, соответствующий по аминокислотному со

ставу эластину, но не содержапщй десмозинов. Этот белок, по аналогии с тро-
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поколлагеном, получил название тропоэластина, так считали, что он является 

предшественником зрелого эластина (270, 343, 384). Впоследствии это полно

стью подтвердилось при изучении биосинтеза эластина в культурах клеток 

(358, 401, 419). 

Для того, чтобы объяснить основное свойство белка - обратимую деформа

цию, были предложены различные модели его молекулярной организации. 

В основе "энтропической" модели, предложенной еще в 40-х годах (219), 

лежат представления, согласно которым обратимая деформация эластина ос

нована на наличии гомогенной сети беспорядочно ориентированных полимер

ных молекул, которые в расслабленном состоянии обладают значительной 

степенью "кинетической свободы". При натяжении упорядоченность такой 

структуры возрастает, что приводит к уменьшению степени "свободы" и стрем

лению к возрастанию энтропии, и это является причиной сокращения эластина 

при ослаблении физической нагрузки (248, 294). 

Эта модель в известной степени согласуется с данными рентгеноструктур-

ного анализа и ядерно-магнитного резонанса, а также с результатами термо

динамических и физико-химических исследований эластина (296, 299, 305, 317, 

342, 361 ). 

Согласно корпускулярной модели (384, 392, 395), эластин состоит из от

дельных глобулярных частиц размером около 5 им, соответствующих по моле-

кужрной массе индивидуальной молекуле тропоэластина (74000-75000 даль-

тон). Гидрофобные остатки повернуты внутрь глобулы, а гидрофильные остат

ки снаружи. 

Эластин, растворимый в воде, представляет собой двухфазную систему, как 

бы состоящую из "капель масла", которые сопротивляются изменению положе

ния. При натяжении сферические глобулы становятся элиптоидными и сопри

касаются, что усиливает гидрофобность системы, за счет этого накапливается 

энергия для возвращения в свернутое исходное состояние. 

Близка к описанной и модель, носящая название "масляная спираль." 

По мнению авторов (413), в ней вместо глобул имеются спирали с гибкими. 
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способными длительное время находиться в напряженном состоянии (за счет 

наличия десмозиновых и аналогичных им поперечных связей) участками. 

В последнее время большое распространение получили филаментарные мо

дели молекулярного строения эластина (407, 408). Методом электронной мик

роскопии установлено, что он состоит из парных, расположенных параллельно 

друг другу, нитей диаметром 1,5 им, расстояние между которыми составляет 

3-4 им. Через каждые 3-3,5 нм имеются центры уплотнения, которые создают 

впечатление периодичности. При фиксации молекул эластина в состоянии на

тяжения толщина нитей возрастает (3-3,5 нм), что объясняется сближением ни

тей диаметром 1,5 нм друг с другом. Одновременно происходит увеличение 

длины периода между центрами уплотнения: она становится равной 4-4,5 нм. 

Такие наблюдения позволили предположить, что в зрелом эластине отдельные 

молекулы тропоэластина упорядочены в сеть параллельвоых друг другу цепей, 

попарно соединенных друг с другом при помощи ковалентных поперечных 

связей, в области которых формируются центры уплотнения, в то время как со

седние пары не связаны между собой. 

Филаментарные модели нашли свое развитие в последующих работах. В 

настоящее время появились убедительные данные (295), позволяющие утвер

ждать, что надмолекулярная структура эластина включает в себя упорядочен

ные участки. Внутри образующих эластические волокна аморфных под свето

вым микроскопом масс эластина методами электронной микроскопии и опти

ческой дифракции выявлены образования, напоминающие канаты диаметром 

около 1,5 нм каждый; длину филаментов определить не удалось. Изучение син

тетических пептидов, моделирующих фрагменты макромолекулы эластина, да

ло возможность установить, что филаменты спирализованы: небольшие 

(около 15% длины филамента) участки имеют конформацию жесткой а-

спирали, однако большая часть (около 85%) представляет собой р-спираль, 

которая может растягиваться наподобие пружины с разрывом водородных свя

зей между витками (рис. 1). 
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Рис. 1 Фибриллярная модель структуры эластина: 1 - филаменты; 
2 - участки альфа-спирали; 3 - з^астьси бета-спирали; 4 - десмозшгы. 

Длина таких растяжимых участков не может превышать расстояния между 

двумя ближайшими друг к другу ковалентными поперечными связями, в част

ности между десмозинами. Расчеты показывают, что это расстояние составля

ет в среднем 70 аминокислотных остатков; молекулярная масса такого участка 

равна примерно 6000. Эти данные сущ:ественно дополняют представления о 

природе эластичности эластина как следствие гидрофобности. 

Тем не менее, ни одна из предложенных моделей молекулярного строе

ния эластина, на наш взгляд, до сих пор не может считаться окончательной, по

скольку каждая из них не вполне соответствует всем имеющимся эксперимен

тальным данным. Возможно, молекулярная структура эластина включает в се

бя различные типы организации, описанные выше. 

Благодаря успешному применению методов молекулярной биологии уда

лось выявить ряд биохимических закономерностей биосинтеза эластина (241, 

258, 318, 334, 343, 358, 368, 401, 403). Из клеток тканей молодых животных, 

особенно богатых эластином (аорта, выйная связка), выделена и-РНК эласти

на, непосредственным продуктом трансляции которой, предшественником 

фибриллярного эластина, является полипептид с молекулярной массой около 

70000, названный тропоэластином. Макромолекула тропоэластина, собранная 

на рибосоме, состоит из 850 аминокислотных остатков и сигнального пептида 

длиной в 24 остатка. Первичная структура этого гидрофобного пептида, обес

печивающая векториальный транспорт собираемой макромолекулы через 

мембрану гранулярного ретикулума, установлена: центральная часть насыщена 
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гидрофобными аминокислотными остатками, а М- и С-области содержат остат

ки полярных аминокислот. 

Первичная структура основной части макромолекулы тропоэластина до 

настоящего времени расшифрована лишь частично. По некоторым данным 

(419), существуют две разновидности тропоэластина: Ь и а. Они лишь незна

чительно отличаются друг от друга по молекулярной массе (70000 и 73000) и 

аминокислотному составу (тропоэластин а содержит больше цистеина), обла

дают общими антигенными детерминантами (310). Биологическое значение на

личия двух тропоэластинов остается невыясненным; предполагают, что они яв

ляются продуктами двух самостоятельных генов. Как правило, количественно 

преобладает тропоэластин Ь. 

Макромолекулы тропоэластина транспортируются из цистерн грануляр

ного ретикулума в комплекс Гольджи, где они накапливаются в перифериче

ских везикулах, откуда затем секретируются в матрикс. В процессе внутрикле

точного транспорта тропоэластин подвергается посттрансляционным модифи

кациям. Это, во-первых, отщепление сигнального пептида и, во-вторых, гид-

роксилирование небольшого числа остатков пролива с образованием 4-

гидроксипролЕшов (318). 

Сборка эластических фибрилл происходит в матриксе. Как правило, она 

осуществляется при взаимодействии тропоэластина с микрофибриллярным 

гликопротеином. Возможно, что процесс протекает здесь по типу коацервации 

(239, 294, 299). 

Как и у коллагена, структурная зрелость эластических структур достигается 

в результате формирования системы ковалентных поперечных связей. Пре

вращение растворимого тропоэластина в нерастворимый эластин с химической 

точки зрения должно представлять собой процесс развития поперечных связей 

между полипептидными цепями (342, 361, 362). Поэтому нарастание содержа

ния десмозина, изодесмозина и лизина в эластине в процессе онтогенеза 

служит важным доказательством их роли в качестве связок (табл. 7). 
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Таблица 7 
Содержание десмозинов в эластине аорты куриного эмбриона и 

курицы в онтогенезе (число остатков/1000 остатков) 

Десмозины Возраст Десмозины 
10 дней 12 дней 15 дней 17 дней 6 недель 

Изодесмозин 0,52 0,62 0,74 0,82 1,2 

Десмозин 0,55 0,50 0,60 0,72 1,2 

Лизин 0,24 0,32 0,36 0.42 0,50 

Поперечное связывание обеспечивается лизилоксидазой - медьзависимым и 

чувствительным к действию латирогенов ферментом, окислзпощим е-

аминогруппы избранных остатков лизина с возникновением высокореактивных 

альдегидов. С участием лизилоксидазы образуются характерные для эластина 

полифункциональные поперечные связи - десмозины. При дефиците меди в 

диете, из эластических тканей животных легко экстрагируется тропоэластин. 

Катаболические процессы, как известно, обеспечивают разрушение и уда

ление зрелого эластина и, тем самым, уравновешивают процессы биосинтеза. 

Эластические волокна, образовавшиеся в ходе биосинтеза из тропоэласти-

на, являются весьма стабильными структурами и не подвергаются воздействию 

большинства тканевых протеаз. Однако мнение о том, что во взрослом орга

низме 01Ш метаболически инертны, неверно. Фрагментация и лизис эластиче

ских волокон кожи и мембран артерий имеет место при старении, сахарном 

диабете, атеросклерозе и некоторых других патологических состояниях, вызы-

ваюпщх воспалительные изменения в эластинсодержапщх тканях (368, 378, 

385). Это происходит под влиянием выделяемых полиморфноядерными лей

коцитами и макрофагами эластолитических ферментов. 

Известно, что в старости процесс прогрессирующего образования попереч

ных связей в эластине прекращается; они могут даже разрзшхаться под дейст

вие окислительных агентов (378). Кроме того, вследствие отложения липи-

дов и солей кальпця, эластин в большей степени подвергается разрушающему 

действию эластолитических ферментов, а также становится менее эластичным. 
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В конечном итоге это приводит к нарушению биомеханических свойств 

эластинсодержащих тканей (342, 343, 380). 

Завершая обзор литературы по вопросам структурных особенностей и 

свойств эластина, следует подчеркнуть, что выделить этот белок из содер-

жапщх его тканей возможно только постадийно: вначале удалив сопутствую

щие ему биополимеры, т.е. разрушив межволоконные и межфибриллярные свя

зи, а затем нарушив связи микрофибриллами и, частично, внутри них для по

лучения отдельных макромолекул или их ассоциатов. 

1.3 Кератин 

Наряду с коллагеном и эластином кератин является типичным представите

лем класса волокнистых белков. Он содержится в тканях эпидермального про

исхождения, к которым относятся шерсть, волос, а также рога, когти, перья, 

копыта, китовый ус и др. Все перечисленные выше ткани представляют собой 

сложные многокомпонентные биологические образования, состоящие из от

дельных клеток, формирующих их различные гистоструктурные элементы 

(351). 

Большой вклад в знания по структуре кератинов внесли исследования 

шерсти, а также волос человека (87, 217, 250, 287, 289, 333, 421). Так, к на

стоящему времени в шерсти обнаружено уже более 20 белков кератиновой 

природы, изучен их химический состав (222, 228, 229,251). 

Отдельные морфологические компоненты шерстного волокна и волоса об

разованы белковыми веществами, относящимися к группе твердых или мягких 

кератинов. Содержание этих протеинов составляет более 85% по массе. Твер

дые кератины отличаются повышенной химической устойчивостью, высоким 

содержанием серы, значительной термоустойчивостью и тенденцией к образо

ванию ориентированных упорядоченных структур (263, 338). Мягкие кератины 

характеризуются пониженной устойчивостью к химическим и термическим 

воздействиям, крайне низким содержанием серы, слабой структурированно

стью (251). В стержне волоса твердые кератины образуют основные его мор

фологические компоненты - корковый и чешуйчатый слои. Сердцевина образо-
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вана МЯГКИМИ кератинами. -^^лиотщ! 

Кератины, как уже отмечалось, относятся к фибриллярным белкам. Амино

кислотный состав различных кератинов не постоянен и значительно варьирует. 

Различия в аминокислотном составе кератинов волос разных млекопитающих 

обусловлены, главным образом, особенностями процесса ороговения эпите

лиальных тканей в организме (274, 279). В ряде случаев это связано с образова

нием различных по своему морфологическому составу типов волос (277, 302, 

351,376 ). 

Вариабельность аминокислотного состава указывает на то, что кератины 

представляют собой не индивидуальное химическое вещество, а группу белко

вых веществ (269, 283, 284, 288, 396). Аминокислотный состав кератина дает 

представление о строении его основных структурных единиц - молекулярных 

цепей, а также об активных группах, участвуюпщх в образовании межмолеку

лярных связей и в значительной степени определяющих свойства кератина и их 

изменения под влиянием различных реагентов (250, 291, 297, 331). 

Наличие в составе кератинов значительного количества остатков дикарбо-

новых аминокислот (аспарагиновой и глутаминовой) и аминокислот основного 

характера (лизина, аргинина и гистидина) определяет их амфотерный характер, 

обусловливающий возможность активного взаимодействия с реагентами основ

ного и кислого характера, а также ионного взаимодействия между отдельными 

фрагментами структуры кератинов (как внутримолекулярного, так и межмоле

кулярного). Присутствие в кератинах гидроксил содержащих аминокислот (се-

рина, треонина, тирозина) позволяет им взаимодействовать с веществами, всту

пающими в реакцию по месту расположения гидроксильных групп, а также 

способствует образованию в структуре кератинов интенсивно развитой систе

мы водородных связей, оказывающей существенное влияние на физико-

механические, физико-химические и другие свойства волоса (215, 254, 276). 

Наличие в кератинах аминокислотных остатков, содержащих ароматиче

ские гетероциклические радикалы (тирозин, триптофан и гистидин) влияет на 

процессы пигментообразования в волосе, позволяет окрашивать его путем не-
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посредственного диазотирования и последующего азосочетания, а также дает 

возможность осуществления целого ряда реакций, в которых могут принимать 

участие такого рода радикалы (87). 

Огромное влияние на особенности структуры кератинов и проявление ими 

определенных физико-химичесьсих особенностей оказывает в них серосодер

жащей аминокислоты цистина. Немаловажная роль в формировании структуры 

кератина принадлежит также аминокислотным остаткам с углеводородной бо

ковой цепью - глицину и пролину (331, 333, 340). 

Известно, что остатки аминокислот в белках соединяются друг с другом по

средством пептидной связи, образуя так называемое полипептидные цепочки, 

агрегация которых приводит к формированию макромолекулы белка. Исследо

вания продуктов частичного гидролиза кератинов волоса и концевых ами

нокислотных остатков (400) показали, что кератины образованы полипептид

ными цепочками, различными по составу и размерам. Эти полипептиды можно 

разделить на две группы: 

1) обладающие более высоким содержанием цистина и имеющие молеку

лярную массу около 10000; 

2) обладающие низким содержанием цистина и имеющие молекулярную 

массу от 50000 до 80000. 

Вышеуказанные полипептиды встречаются в различных морфологических 

компонентах волоса. 

Взаимосвязь полипептидных цепочек в кератинах, обусловливающая их ас

социацию в гигантскую макромолекулу, осуществляется за счет взаимодейст

вия между главными цепями, а также между боковыми цепями посредством 

разнообразных типов химических связей (216). 

Существенное значение в образовании макромолекулярной структуры кера

тинов имеет интенсивно развитая система водородных связей, которые могут 

возникать между карбонильными и имидными группами, карбонильными и 

гидроксильными группами, фенольными гидроксильными и аминогруппами; 

свободными карбоксильными группами, амидными группами соседних поли-
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пептидных цепочек (353). 

Между полипептидными цепочками возникают также электровалентные 

(ионные или, так называемые, солевые) связи, осуществляющие взаимодейст

вие боковых цепочек аминокислот основного (лизина, аргинина) и кислотного 

характера (аспарагиновой и глутаминовой). Солевые связи, как и водородные, 

играют существенную роль в образовании макромолекулярной структуры кера

тинов, а также во взаимодействии друг с другом отдельных макромолекул и 

даже различных морфологических компонентов волоса (257). 

Основным типом ковалентной связи между полипептидными цепочками в 

макромолекуле кератинов считается дисульфидная связь, образуемая остатками 

цистина, входящим своими двумя половинками в две различные полипептид

ные цепочки. Цистин является диамино-дикарбоновой кислотой и может участ

вовать в образовании четырех различных пептидных связей, образуя две раз

личные полипептидные цепочки, соединенные дисульфидной связью (87, 231, 

254). Помимо этого обе амиконые и обе карбоксильные группы цистина могут 

образовать пептидные связи, входящие в одну полипептидную цепочку. При 

этом цистин будет входить в состав одной цепочки, и дисульфидная группа не 

будет образовывать поперечную связь между двумя цепочками, а будет пред

ставлять собой дополнительную связь в одной цепочке, располагаясь парал

лельно ее оси. Для кератинов одних морфологических структур волоса харак

терно преобладание межцепочечных дисульфидных связей, для других - внут-

рицепочечных. Дисульфидная связь кератинов очень реакционноспособна. В 

частности, она легко подвергается гидролизу и восстановлению (320). 

Помимо дисульфидной связи между боковыми цепочками в макромолекуле 

кератинов могут существовать такие типы ковалентных связей как простые 

эфирные, сложноэфирные, имидные, амидопептидные, а также связи типа уре-

идных (226). Все они могут присутствовать в кератинах, связывая полипептид

ные цепочки в макромолекуле белка, а также осуществжть связь как между от

дельными макромолекулами, а так и между отдельными гистоструктурными 

компонентами волоса. Определенного внимания заслуживает вопрос о возмож-
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ности наличия в кератинах простых и сложных эфирных связей. Подобный тип 

связей может играть существенную роль в кератинах волоса, так как имеется 

ряд экспериментальных данных, свидетельствующих, что некоторые его мор

фологические компоненты содержат мукополисахариды, которые, будучи по

лифункциональными соединениями, могут связывать две и даже три полипеп

тидные цепи бежа (209, 213). Существенное значение имеют также индолил-

хиноновые поперечные связи, в образовании которых непосредственное уча

стие принимают пигменты волоса - меланины, которые одновременно являются 

хромогенными группировками, обуславливающими цвет волоса (223). 

Макромолекулы кератинов образуются большим количеством разнообраз

ных и громоздких полипептидных цепочек. Основной их особенностью явля

ются ничтожные размеры в поперечном сечении по сравнению с размерами в 

продольном направлении. Конформация таких длинных цепочек определяется 

результатом взаимодействия двух конкурирующих сил: с одной стороны, стре

мящихся придать им неупорядоченную скрученную форму, при которой конце

вые участки цепочки будут максимально сближены, что будет сопровождаться 

возрастанием энтропии системы, и с другой стороны, стремящихся стабилизи

ровать форму цепочки за счет взаимодействия между химически активными 

группами соседних цепочек (273). В кератинах силы, стабилизирующие струк

туру, достаточно велики, так как для этих белков характерно наличие амино

кислотных остатков, имеющих атомные группировки, между которыми осуще

ствляется активное химическое взаимодействие (113, 331). 

Использование методов ренттеноструктурного анализа позволило устано

вить (62, 76, 87, 341), что макромолекула кератина может существовать в трех 

формах: а-, р- и сверхсокращенной, которые, прежде всего, различаются дли

ной цепи. Считают, что строение главных молекулярных цепей имеет вид а -

спирали (). Превращение а - кератина в р - кератин происходит при длительном 

растягивании волоса в горячей воде или атмосфере пара. Для р - кератина ха

рактерна форма с параллельным расположением полипептидных цепей. Сверх

сокращенная форма кератина изучена меньше остальных. Полагают, что при 
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сверхсокращении происходит дезориентация аморфных участков структуры. 

Существование различных форм кератина свидетельствует о том, что в 

структуре его макромолекул имеются прочно фиксированные, упорядоченные 

фрагменты, обладающие регулярной конформацией полипептидных цепочек, 

так называемые кристаллические зоны, и неспиральные дезориентированные 

неупорядоченные участки - аморфные зоны (рис.2). 

Рис. 2. Двухфазная модель кератина волоса (21). 

1- упорядоченная (кристаллическая) фаза фибриллярного 
вещества; 2 - неупорядоченная (аморфная) фаза фибрил
лярного вещества; 3 - неупорядоченная аморфная фаза 
межфибриллярного вещества. 

Особый интерес вызывает тот факт, что в кристаллических зонах цистино-

вые остатки образуют межцепочечные дисульфидпые связи, препятствующие 

развертыванрпо спиралей при растяжении кристаллических зон. В некристалли

ческих зонах цистиновые остатки образуют внутрицепочечные связи. Поэтому 

предполагается, что при растяжении волоса деформируются лишь неупорядо

ченные зоны, а кристаллические, обладающие спиральной конформацией по

липептидных цепочек остаются при растягивании неизменными (234,257). 

Установлено, что компактная а-спиральная укладка полипептидных цепо

чек, характерная для кристаллических зон, присуща фрагментам, обладающим 

небольшим содержанием серы (251, 255, 256, 286, 314, 399). Система из трех а-

спиральных цепей, закрученных в общую суперспираль, называется для кера

тина протофибриллой. Одиннадцать протофибрилл, из которых две находятся в 

центре, а девять окружают их внешним кольцом, образуют микрофибриллу 

(рис. 3). 

Высокоорганизованное расположение полипетидных цепей, характерное 

для кератинов с незначительным содержанием серы (цистина), отсутствует у 
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кератинов с большим содержанием серы (260, 263, 315). Компонент с большим 

содержанием цистина существует в виде аморфного цементирующего вещества 

- матрикса, который связывает вместе микрофибриллы (254, 400). Взаимосвязь 

между микрофибриллами и цементирующим веществом показана на рис. 3, из 

которого видно, что микрофибриллы расположены пучками, идут параллельно 

оси (длине) волоса, а цепи с большим содержанием цистина заполняют про

странства между микрофибриллами и связывают всю систему. Микрофибриллы 

и цементирующее вещество группируются вместе, образуя макрофибриллу. 

Рис. 3. Строение прото- и микрофибриллы. 

1 - трехспиральная суперспираль из трех 
полипептидных цепей - протофибрилла ; 
2 - микрофибрилла, состоящая из 11 протофибрилл. 

Согласно современным представлениям (226, 277, 290, 324, 339, 371), био

синтез кератина, происходящий в волосяных фолликулах, является ступенча

тым и включает раздельный синтез фибриллярных и аморфных белков. Соеди

нение аминокислот в цепи, скручивание этих цепей в спирали и соединение их 

в протофибриллы и микрофибриллы происходит в живых клетках. Клетки, ле

жащие внутри волокна, постепенно приобретают удлиненную форму, а на по

верхности становятся более плоскими. Синтез белков волоса в каждой клетке 

управляется и регулируется ядрами. При формировании (ороговении) волоса 

клетка умирает и ядро дегенерирует, оставляя небольшое пустое место в каж

дой клетке. Эти пустоты обычно видны на поперечных срезах сформировавше

гося волокна возле центра каждой кортикальной клетки (188, 356, 357). При 

формировании волоса в поздних стадиях процесса образование фибрилл проис

ходит из цементирующего вещества, являющегося как бы маточным раствором, 

из которого образуются фибриллы. Из беспорядочно расположенных и пре-



47 

имущественно глобулярных спиралей образуются а-спирали, соединяющиеся 

различными поперечными связями в усложненные фибриллярные структуры, 

которые на некоторых участках обладают повторяющейся после

довательностью расположения аминокислотных остатков, создающих кристал

лические зоны фибрилл (226, 394). В ходе формирования волоса клетки изме

няются, теряя до 90 % воды и уменьшаясь до 1/8 первоначального объема, их 

внутренние структуры, включая ядро, постепенно разрушаются. Процесс за

вершается формированием в клетках монолитной белковой структуры за счет 

образования межмолекулярных дисульфидных связей. 

Следует особо остановиться на работах, посвященных исследованию хими

ческих особенностей кератинов, образующих отдельные морфологические 

компоненты волоса (188, 228, 229, 421). 

Как известно, корковый слой волоса (кортекс) сформирован из ороговевших 

веретенообразных эпителиальных клеток, ориентированных параллельно длине 

волокна, покрытых клеточными мембранами и соединенным между собой меж

клеточными веществом (63,188). Изнутри клетки заполнены плотно упакован

ными пучками микрофибрилл, погруженных в матрикс, характеризующийся 

высоким содержанием цистина (356, 357). 

По данным (209, 222, 251, 255), кератин фибрилл отличается низким со

держанием цистина, пролина и треонина и высоким содержанием аспарагино-

вой и глутаминовой кислот, лейцина и аланина. Структура фибрилл неодно

родна по длине: кристаллические зоны чередуются с аморфными (252, 273). 

Основой кристаллических зон является а-спираль (399). Из трех цистиновых 

остатков, входящих в состав двух параллельных расположенных спиралей, два 

образуют межцепочечные дисульфидные связи, а один - внутрицепочечную. 

Последовательность аминокислотных остатков в а-спирали такова, что в неко

торых участках спирали находятся боковые цепи, содержащие свободные ами-

но-карбоксильные группы, а также гидроксилы, которые могут участвовать в 

образовании солевых и водородных связей. Поэтому в фибрилле чередуются 

участки с незначительным развитием поперечных связей (зоны X) и участки с 
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большой шггенсивностью развития поперечных связей (зоны У) (254, 353). 

Цементируюп1ее вещество характеризуется большим содержанием цистина, 

пролина, треонина, серина и незначительным содержанием лейцина, а особенно 

аспарагиновой кислоты и лизина (263). Полипептидные спиральные цепи це

ментирующего вещества не упорядочены, имеют преимущественно глобуляр

ную форму и образуют мало межмолекулярных связей. Цистиновые остатки в 

цементирующем веществе распределяются, не локализовано как в кератинах 

фибрилл, а равномерно и образуют преимущественно внутрицепочечные ди-

сульфидные связи. Солевые и водородные связи образуются также в пределах 

одной цепи, что способствует ее глобулярной конформации. В кератине цемен

тирующего вещества преобладают аминокислотные остатки основного харак

тера, в кератине фибрилл - кислотного. Поэтому между кератинами фибрилл и 

цементирующего вещества, возможно, иное воздействие и даже образование 

более прочных связей (254). Кератин микрофибрилл обладает меньшей хими

ческой активностью, чем кератин цементирующего вещества. Это объясняется 

более интенсивным развитием в них поперечных связей. 

Химическое взаимодействие в кератинах коркового слоя, в первую очередь, 

осуществляется в межфибриллярном веществе. В частности, в нем сравнитель

но легко могут протекать реакции дисульфидно-сульфгидрильного обмена, в 

результате которых меняются характер дисульфидных связей и образуются но

вые сульфгидрильные группы. Такая более высокая химическая активность 

свойственна также, в известной мере, и кератинам, образующим некристалли

ческие неупорядоченные зоны фибриллярных кератинов. Изменение характера 

спирали в полипептидных цепочках межфибриллярного кератина, ее некоторое 

ослабление обусловлено присутствием остатка пролина. При растяжении воло

са в этом участке может инициироваться реакция сульфидно-сульфгидрильного 

обмена, приводящая к преобразованию связей, изменению характера конфор

мации полипептидной цепочки и, тем самым, к ослаблению напряжений, воз

никающих в волосе при его растяжении. Таким образом, межфибриллярное ве

щество может играть роль пластификатора, обладая способностью ослаблять 
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напряжение в волосе (276). 

Отмеченные выше различия в химическом составе и структуре кератинов 

фибрилл и межклеточного веш;ества обуславливают также их на различное от

ношение к влаге (285). Так, кератины межфибриллярного вещества энергично 

сорбируют влагу, кератины фибрилл более инертны. В соответствии с этим 

свойства межфибриллярного вещества, в частности, физико-механические, в 

значительной степени зависят от его влагосодержания. Свойства фибрилл такой 

выраженной зависимости не проявляют. 

Как отмечалось выше, клетки коркового слоя покрыты мембранами. Данные 

аминокислотного анализа не указывают на принципиальное отличие кератинов 

клеточных мембран от межфибриллярных и фибриллярных кератинов (359, 

400). В отношении содержания дикарбоновых и гидроксилсодержащих амино

кислот кератин клеточных мембран занимает промежуточное положение между 

кератинами фибриллярного и цементирующего вещества. Что касается цистина 

и пролина, то содержание их невелико. И хотя это заставляет ожидать наличия 

в кератинах клеточных мембран спиральной конформации полипептидных це

почек, установлено, что для этих кератинов типична дезориентированная 

структура а-типа. 

По своим свойствам кератины клеточных мембран резко отличаются от 

фибриллярных и межфибриллярных кератинов. Их высокая химическая устой

чивость не может быть обусловлена наличием дисульфидных или водородных 

межцепочечных связей, т.к. воздействие реагентов, разрушающих эти связи, не 

вызывает растворения клеточных мембран. В связи с этим ряд исследователей 

предполагает, что в кератинах клеточных мембран присутствуют поперечные 

ковалентные связи, не имеющие места в кератинах других структурных компо

нентов волоса. Это могут быть, например, сложноэфирные или простые эфир

ные связи, образованные остатками тирозина (275, 283, 338). 

Образуя внешнюю оболочку кортикальных клеток, клеточные мембраны 

играют существенную роль в структурном соединении их в единое целое. Ис

следование структуры волоса методом электронной микроскопии показало, что 
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фибриллы не выходят за пределы клетки (63) и, таким образом, не могут яв

ляться причиной, обуславливающей взаимное соединение веретенообразных 

клеток в волокно. Поэтому среди исследователей преобладает мнение о суще

ствовании межклеточного вещества, склеивающего кортикальные клетки (213). 

На поперечном срезе волоса видно, что границы кортикальных клеток отделе

ны друг от друга расстоянием в 25 нм, причем в этом промежутке имеется бо

лее плотный центральный слой толщиной около 15 нм, по обе стороны которо

го расположены два менее плотных слоя, непосредственно соприкасающихся с 

границами веретенообразных клеток. Совокупность межклеточного вещества и 

внешней оболочки клеток называют комплексом клеточных мембран (ЮОМ). 

Взаимосвязь веретенообразных клеток усиливается за счет того, что концевые 

участки клеток, имеюпще пальцеобразные отростки, как бы внедряются в тело 

соседней клетки, в результате чего интенсифицируется механическая и химиче

ская связь между клетками (207). При этом внутри клеток, у их границ наблю

дается обильное скопление межфибриллярного аморфного вещества. При по

добном представлении о тонкой структуре волоса, фибриллярный кератин не 

может рассматриваться как главный морфологический компонент, определяю

щий прочное соединение клеток в единое целое и обуславливающий основные 

свойства волоса. 

Вопрос о химической природе межклеточного вещества недостаточно ясен. 

Оно отличается от кератинов, образуюпщх клеточные структуры волоса, пони

женным содержанием серы и азота, а также аминокислот основного характера 

(аргинина, гистидина и лизина) и повышенным содержанием моноаминокислот 

(229, 251). Многие данные свидетельствуют о том, что значительная часть меж

клеточного вещества кератиновых структур образована мукополисахаридами и 

полисахаридами, которые, за счет способности к полимеризации, взаимодейст

вуют с химически активным межфибриллярным кератином, присутствующим в 

больших количествах в области комплекса клеточных мембран (213). Прочные 

кератинуглеводные комплексы образуются с помощью простых и сложных 

эфирных связей. По всей вероятности, этим можно объяснить их высокую хи-
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мическую устойчивость, выражающуюся в нерастворимости в реагентах, раз

рушающих дисульфидные и водородные связи, а также свойственную им осо

бенность разрушаться протеолитическими ферментами, что ведет к резкому 

снижению прочности волоса, а иногда - к разрушению его на отдельные клетки 

(107,188). 

Между клетками коркового и чепхуйчатого слоев волоса расположена суб-

кутикулярная мембрана, по многим своим свойствам напоминающая клеточные 

мембраны. Она обладает значительной механической прочностью, превосхо

дящей прочность коркового слоя, является одним из наиболее химически ус

тойчивых компонентов волоса, ограничивая диффузию ионов и недиссоцииро-

ванных молекул в толшу коркового слоя (87). В последнее время существова

ние субкутикулярной мембраны как самостоятельного структурного компонен

та волоса достаточно убедительно отвергается, и она отождествляется с кле

точными мембранами и межклеточным веществом (207). 

Кутикулярный слой отличается от всего волоса повышенным содержанием 

пнстина, пролина и золы, пониженным содержанием тирозина и аргинина, глу-

таминовой и аспарагиновой кислот и их амидов, а также наличием липидов 

(415). 

Взаимосвязь кутикулярных клеток, также как кортикальных, осуществляет

ся посредством межклеточного вещества. На внешней поверхности чешуйчато

го слоя находится тонкая мембрана толщиной 5-10нм, названная эпикутикулой. 

Позднее ее наличие было подтверждено методами электронной микроскопии 

при помощи специального окрашивания (421). Относительно химической при

роды эпикутикулы пока нет полной ясности (347). Ряд исследователей придер

живается точки зрения, что эпикутикула имеет белковую природу, другие счи

тают, что это липидное образование, некоторые полагают, что эпикутикула со

стоит из полисахаридов. Значительное содержание липидов в чешуйчатом слое 

обусловлено, по-видимому, эпикутикулой, обильно смачиваемой секретом 

сальных желез, что определяет повышенную гидрофобность и относительную 

химическую инертность волоса, не подвергавшегося предварительным обра-
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боткам. Данные последних исследований (207, 415) позволяют предположить, 

что повышенная гидрофобность поверхности волоса обусловлена не только на

личием "физического" барьера в виде более плотного поверхностного слоя, а 

также присутствием веш;еств жировой природы, но и наличием "химического" 

барьера, обусловленного особенностями цистиновых фрагментов структуры, 

которые по своей природе являются гидрофобными. Кроме того, гидрофоб

ность усугубляется ориентацией в поверхностном слое неполярных боковых 

групп полипептидных цепочек кератина. 

Чешуйчатый слой за пределами эпикутикулы не является однородным: в 

нем различают экзокутикулу, непосредственно примыкающую к эпикутикуле, и 

следующую за ней эндокутикулу. Сведения о химической природе и особенно

стях этих структурных компонентов волоса ограничены (341). Известна лишь 

повышенная чувствительность экзокутикулы к протеолитическим ферментам, 

что указывает на ее белковую природу. Эндокутикула более устойчива к дейст

вию ферментов. 

Сведения относительно химической природы и свойств белков, составляю-

тцих сердцевину волоса, также весьма ограничены. Известно, что белки сердце

вины (мягкие кератины) содержат меньше серы, чем другие морфологические 

компоненты волоса. Они обладают большей устойчивостью к действию щело

чей, и повышенной чувствительностью к ферментам. Для кератинов сердцеви

ны характерны более выраженная амфотерность свойств, повышенная актив

ность к взаимодействию с реагентами как кислотного, так и основного ха

рактера, а также способность образовывать внутриструктурные солевые связи 

(336, 337). 

Следует отметить, что подробно описанные выше свойства кератиновых 

бежов, входяпщх в состав отдельных морфологических компонентов волоса, 

имеют исключительно важное значение для разработки методов его растворе

ния (167,169, 176, 320, 373, 411) и последующего использования (68, 124, 131, 

142, 271,420). 

Завершая обзор литературы, следует подчеркнуть, что, несмотря на значи-
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тельные отличия коллагена, эластина и кератина по аминокислотному составу, 

химическим и физическим свойствам и функциям, эти фибриллярные белки 

имеют много общего. Это касается, главным образом, их происхождения, ак

тивной роли в жизнедеятельности организма и, что особенно важно, законо

мерностей структурной организации. Общим для них является значительное 

содержание функционально активных гидрофильных групп -гидроксильных, 

карбонильных, карбоксильных и др., их расположение, количество, характер и 

типы связи структурных единиц, относительно большая устойчивость к дейст

вию различных химических реагентов. 

Общность строения коллагена, эластина и кератина дает возможность не 

только теоретически обосновать целесообразность создания нового направле

ния в решении проблемы переработки крупнотоннажных белоксодержащих от

ходов, содержапщх эти белки - использование их в ветеринарии, медицине, 

биотехнологии, косметологии и др. отраслях народного хозяйства, но и практи

чески реализовать его путем разработки способов получения высокоочищен-

ных препаратов солюбилизированных фибриллярных белков и продуктов раз

личных форм и назначений на их основе. 
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Глава 2. Объекты и методы исследований \ 

Работа выполнялась в период с 1979 г. по 1999 г. и является итогом иссле

дований, выполненных в соответствии с планом научно-исследовательских ра

бот Московской государственной академии ветеринарной медицины и биотех

нологии им. К.И.Скрябина по теме "Изучить строение и свойства коллагенсо-

держащего сырья, модифицированных продуктов и материалов, получаемых на 

его основе, с целью рационального использования в ветеринарной и медицин

ской практике, зоотехнии, кожевенно-меховом производстве" (№ гос. регистра

ции 81045328). 

Экспериментальная часть работы была выполнена в лаборатории товарове

дения и технологии животного сырья МГАВМиБ, а также на базе лабораторий 

фармакологии, вирусологии, хирургии, физиологии, биотехнологии МГАВ

МиБ, лаборатории иммунохимии ИЭК ВКНЦ, Научно-учебного центра про

блем жизнедеятельности человека РАН, кафедры физики РЭА им. 

Г.В.Плеханова при участии сотрудников перечисленных выше подразделений. 

Поставленные задачи и вопросы решались путем проведения многоплано

вых исследований: 

• по оценке показателей, характеризующих различные виды белоксодержащих 

отходов как исходное сырье для наработки препаратов фибриллярных бел

ков; 

• разработке способов целенаправленного получения из них препаратов кол

лагена, эластина и кератина и биоматериалов на их основе; 

• всесторонней оценке показателей, характеризующих качество и потреби

тельские свойства полученных препаратов. 

Объектами исследования служили: 

• дерма шкур крупного рогатого скота и свиней (парная и различных сроков 

хранения); 

• сухожилия крупного рогатого скота; краевые участки шкур крупного рога

того скота (лапы, лобаши и др.), получаемые в результате обрядки, конту-
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рирования шкур; 

недублеш.1е отходы кожевешЕЕОго производства - спилок гольевой и обрезь 

гольевая спилковая шкур крупного рогатого скота и свиней, получаемые в 

результате двоения шкур, прошедших операцию золения; 

отходы кетгутного производства - подслизистая оболочка тонких кишок 

овец; 

отходы рыбоперерабатывающего производства - плавательный пузырь 

осетровых рыб; 

побочные продукты кожевенного производства: 

- волос со шкур крупного рогатого скота (ОСТ 17-289-73); 

- щетина-шпарка (ОСТ 17-181-77); 

- волос северного оленя; 

малоценные побочные продукты мясоперерабатывающего производства -

становая жила (выйная связка) крупного рогатого скота (ГОСТ 16147-88); 

малоценные побочные продукты шерстеперерабатывающего гфоизводства -

мелкий тонкий суровый очес шерсти тонкорунных овец (ОСТ 17-536-83); 

препараты коллагена, эластина и кератина, полученные согласно разрабо

танным технологическим приемам из перечисленных выше отходов и мало

ценных продуктов; 

препараты и биоматериалы на основе фибриллярньхх белков, в том числе; 

- инъекционные (Дминакол, Вйтакол, штостатики); 

- мази с кровоостанавлшаюшшй добавками; 

- пленки с нейрошптидамй, солями тяжелых металлов, шалуроновой ки

слотой; 

- микроносители для культивирования клеток, для аффинной хроматогра

фии; 

- эмульсии косметические, шлихтовальные. 

В работе были использованы следующие методы: 

при изучении биологических превращений в дерме шкур крупного рогатого 
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екота и евиней глубину гидролитического расвдепления тканей оценивали: 

- по срокам появления продуктов первичного и вторичного распада белков 

и жрфов (34); 

- по изменению рН хлор-калиевых вытяжек образцов исходного сырья с 

признаками автолиза (34); 

- оценку бактериальной обсемененности образцов проводили методом гис= 

толого-бактериоскопического контроля (ГОСТ 13106-67); а также с по-

мошоью разработанного нами метода редуктазной пробы (53), согласно 

которому о количестве микроорганизмов можно судить по количеству 

выделяемой ими редуктазы; при этом учет реакгрии проводится по стспе^ 

ни обесцвечивания слабого органического красителя - резазурина, кото

рый будучи акцептором водорода служит не только индикатором нали

чия, но и активности фермента; 

- микробиологические исследования проводили по (26.); 

• анализ химического состава исходного сырья, полуфабрикатов и конечных 

продуктов проводили, применяя традиционные методы химического анали

за: содержание белковых веществ определяли по общему азоту методом 

Кьельдаля, жировых веществ - методом Сокслета, минеральных веществ - в 

виде золы после сжигания навески (24); 

• наряду с известными методами в работе были использованы разработанные 

или модифицированные нами применительно к изучаемым объектами мето

дики: 

- определение общего азота спектрофотометрическим методом с использо

ванием реактива Несслера, основаннъш на цветной реакции аммиака с 

реактивом Несслера, дающдм в щелочной среде желтое окрашивание. 

Оптимальное время минерализации образцов - не менее 4 часов после начала 

сжигания. Соотношение объемов разбавленного минерализата и реактива Несс

лера должно быть, соответственно, 20; 1. Целесообразность применения коло

риметрического метода подтверзкцается данными, представленными в табл.8. 



Таблица 8 
Сравнительная оценка содержания белковых веществ в образцах гольевого спилка 

шкур крупного рогатого скота с помоп1ЬЮ предлагаемого метода и метода Кьельдаля (п=10) 

Метод оп
ределения 

Содер
жание 
белко
вых ве

ществ, % 
( X ) 

Среднее 
квадратиче-
ское откло

нение, 

Коэффи
циент ва
риации, % 

V 

Оттхбка 
средней, 

Критерий 
достоверно
сти Стью-

дента (1) при 
уровне ве
роятности 

Р>0 ,95 и 9 
степенях 
свободы 

Довери
тельный 
интервал 

при уровне 
вероятно

сти 
Р>0 ,95 и 
9 степенях 
свободы 

Показатель 
точности 

определения 
средней, % 

(Cs) 

Расчет
ный кри

терий 
достовер
ности при 
сравнении 
2-х мето

дов 

Досто
верность 
разницы 
средних 

показате
лей 

по Къель-
далю 93,18 1,61 1,73 0,51 2,26 93.18±1,17 1,26 

1,83 
разница 
недосто

верна 
колори

метриче
ский 

94,56 1,21 1.28 0,40 2,26 94,5610,92 0,97 

1,83 
разница 
недосто

верна 
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• ввиду того, что п о Б с а з а т е л и химического состава, определяемые с помощью 

традидаонно используемых методов, не позволяли в полной мере оценить 

качество исходного сырья, полуфабриката и готового продукта, была пред

принята попытка охаршстеризовать исходные образцы путем величественно^ 

го анализа их тотальных гилролизатов на наличие мономеров (аминокислот, 

Сахаров), епедафичных для определенных классов соединительнотканных 

биополимеров. Поэтому помимо общего белка в образцах исходного сы

рья, полуфабриката и конечного продукта определяли: 

- содержание коллагена по оксипролину (67); 

- неколлагеновых белков по тироз1шу (158); 

- углеводных компонентов, входящих в состав белково-углеводных ком

плексов - гекеоз, гекеозаминов, уроновых кислот (55). 

Следует отметить, что в ходе комплексного биохимического анализа, ис

пользуемого для контроля и оценки изменений, происходящих с сырьем при 

первичной обработке, хранении и переработке возникает настоятельная не

обходимость в оптимизации этого процесса. 

Из-за неустойчивости некоторых мономерннх компонентов, входащйх в со

став биополимеров дермы, к действию кислот и высоких температур были про

ведены модельные эксперименты по отработке оптимальных температурное 

временных режимов различных в^иантов ги^фолиза исследуемых офазцов. 

Оказалось, что полная деструкция образцов исходного сырья, промежуточного 

и конечного продуктов и максимальное освобождение оксипролина в течение 

18-часового гидролиза в 6 н. соляной кислоте. Увеличение продолжительности 

гидролиза до 24 ч не ведет к етатиетичееки достоверному увеличению выхода 

оксипролина. 

Максимальное количество тирозина в гвдролизатах исследованных образ

цов можно обнаружить после 12-часового гидролиза в 6 н. хюляной кислоте. 

Дальнейшее увеличение времени гщфолиза снижает концентрацию тирозина в 

гидролизатах, что свидетельствует о его частичном разрушении. 

При определении содержания гекеоз в исследуемых образцах было уста-
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новлено, что епецифичность их выявления может быть доетигнута только по

сле 24-часового гидролиза в 1 н. соляной кислоте. Оптимальным вариантом 

для освобождения гексозаминов можно считать 12^часовой гидролиз образцов 

в 4 н. соляной кислоте (135). 

На основании етатнстической обработки большого количества экспери

ментальных данных с помощью ЭВМ по специально разработанной программе 

АЬЬТАМ были получены уравнения, отражаюпще и воспроизводящие взаимо

связь между анализируемыми диаметрами: концентрацией мономера, спени-

фичного для ощ)еделенного класса еоединительнотканнь1х биополимеров (X), 

и оптической плотностью содержащего его гвдролизата (У). Реализация в про

грамме метода наименьших квадратов дала возможность с помошью соответ

ствующих математических преобразований гфивести вычисленньге градуиро

ванные зависимости к уравнениям прямой линии и получить выровненные тео

ретические линии регрессии. 

В табл.9 представлены уравнения, отражающие форму статистической связи 

между концентрацией и оптической плотностью оюределенного мономфа, так 

и обратную зависимость. 

Таблица 9 
Уравнения прямой и обратной связи между значениями конценграцйи 

и оптической плотности мономеров 

Мономфы Вид функщюнальной завиеимоети Мономфы у=£(х) х-£(у) 

Оксипролин у=0,0251+(),009()1х х=(у-(),02_51)/0,00901 

Тирозин у-0,0762+0,0 В5х х-(у-0,0762)/{),{)155 

Гексозы у=0,00284+0,00906х х=(у-.0,0.0284)/0,00906 

Гексозамины у=0,0142+0,000862х Х-(у-0,ОИ2)/0,000862 

Уроновые ки
слоты у=0,0398+0,0797х х=(у-0,0398)/0,0797 

С помощью приведенных выше уравнений были определены концентрации 

отдельных полимеров в гидролизатах различных видов сырья, полуфабрикатов 
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и конечных продуктов и рассчитано содержание соответствующих им биопо

лимеров (146). 

Применение приведенных выше уравнений освобождает от необходимости 

использования дорогостоящих реактивов для построения калибровочных гра

фиков, значительно сокращает и упрощает отработку полученных результатов. 

• в ходе исследований был разработан спектрофотометрический способ опре

деления содержания жировых веществ в анализируемых образцах и отрабо

таны оптимальные условия проведения анализа. С этой целью был приго

товлен стандартный раствор жира в дихлорэтане с концентрацией 100 мг/мл. 

Из основного раствора путем разведения готовили растворы с концентраци

ей жира от 5 до 90 мг/мл. Для выбора красителя, наиболее специфичного, 

взаимодействующего с липидами, были использованы 0,1 % раствор толуи-

динового голубого и 0,01 % раствор Судана III. 

При добавлении одного и того же объема красжгелей к растворам, содер

жащим разные количества жировых веществ возникало соответственно голубо

вато-зеленое или оранжевое окрашивание различной интенсивности при ис

пользовании, соответственно, толуидинового голубого или Судана III. 

Далее проводят измерения оптической плотности окрашенных жиросодер-

жащих растворов в видимой части спектра в диапазоне волн от 400 до 600 им с 

интервалом в 50 нм, чтобы выявить максимумы на спектрах поглощения (рис.4, 

рис. 5). 

Полученные данные позволили выбрать длины волн для проведения после

дующих определений. Для Судана III это 400 нм, для толуидинового голубого 

четкой закономерности не выявлено. 

В связи с тем, что предлагаемый метод состоит из двух стадии: экстрагиро

вания жира из исследуемого образца и проведения колориметрической реакции 

с последующим спектрофотометрированием, необходимо было подобрать ус

ловия, позволяющие наиболее полно провести экстрагирование жира из навес

ки. Было проанализировано 2 варианта экстрагирования. Первый заключался в 
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5 10 20 25 40 50 80 100 
Концентрация жира в растворе,мг/мл 

Рис.4. Зависимость оптической плотности раствора от концентрации жира при 
использовании толуидинового голубого 

Рис.5. Зависимость оптической плотности от концентрации жира в растворе 
при использовании Судана III 
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ТОМ, что навеску заливали дихлорэтаном и растирали в гомогенизаторе Поттера 

в течение 10 мин. при 1000-1200 оборотов в минуту. А второй - в экстрагиро

вании жировых веществ в колбе с обратным холодильником на песочной бане 

(табл. 10). 

Таблица 10 
Полнота экстрагирования жировых веществ в зависимости 

от используемого метода 

Способ экст
рагирования 

Содержание несвязанных жировых веществ, 
% от абсолютно сухого вещества Способ экст

рагирования Время, пошедшее на экстрагирование, мин. 
Способ экст
рагирования 

10 30 45 60 
Гомогениза-
ционный 3,0 10,0 16,8 17,0 

Экстрагиро
вание на пе
сочной бане 

5,0 17,0 17,0 17,0 

Как видно из табл. 10, наиболее полное и быстрое экстрагирование жира 

достигается при кипячении образца в дихлорэтане на песочной бане. 

В процессе отработки условий постановки колориметрической реакции бы

ло проанализировано качество цветной реакции в зависимости от количества 

красителя, добавляемого к раствору жира в дихлорэтане. Были проверены раз

личные соотношения красителя и жирового раствора от 1:10 до 1:100 и уста

новлено, сто наиболее отчетливая калориметрическая реакция возникает при 

соотношении 1:50. Расчет содержания жировых веществ в образцах проводят 

С \ 
по формуле: X = 

М 
-100%, (1) 

где: С -концентрация жира по калибровочному графику, мг/мл; У-объем рас

твора жира, мл; М-масса навески в пересчете на абсолютно сухое вещество, г. 

Сравнительная оценка содержания жировых веществ в образцах свиного 

сьфья с помощью предлагаемого метода и метода Сокслета (табл. 11) свиде

тельствует о хорошей воспроизводимости результатов, высокой точности опре

деления. Недостоверность разницы между средними показателями, получен

ными при использовании двух методов, свидетельствует о том, что колоримет-



Таблица 11 
Сравнительная оценка содержания жировых веществ в образцах свиного сырья с помощью 

предлш^аемого метода и метода Сокслета (п=10) 

Метод 
опреде
ления 

Содер
жание 

жировых 
веществ, 
% (сред
ние зна
чения) 

X 

Среднее 
квадра-

тическое 
отклоне

ние, 8х 

Коэффи
циент ва

риации, % 
V 

Ошибка 
средней 

Критерий 
достовер

ности 
Стьюдента 

(1) при 
уровне ве
роятности 
Р > 0,99 и 
9 степенях 

свободы 

Довери
тельный 
интервал 

при уровне 
вероятности 
Р > 0,99 и 9 

степенях 
свободы 

Показатель 
точности 
определе
ния сред

ней, Ся 

Расчетный 
критерий 

достоверно
сти при 

сравнении 
2-х методов 

Досто
вер

ность 
разницы 
средних 
показа
телей 

Соксле
та 17,2 0,34 1,98 0,11 3,25 17,2±0,36 2,11 

0,5 
разница 
не дос
товерна коло-

римет-
риче-
ский 

17,05 0.17 0,99 0,05 3,25 17,05+0,16 0,94 

0,5 
разница 
не дос
товерна 
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рический метод может быть использован наряду со стандартными методами 

определения жировых веществ. 

• биохимический анализ отдельных показателей крови проводили по (64); 

• физико-механические характеристики анализируемых образцов определяли 

по таким показателям как: предел прочности, относительное удлинение, раз

рушающее напряжение при растяжении, модуль упругости, пористость и др. 

(24); 

• структурные изменения в коллаген-, эластин- и кератинсодержащих тканях 

оценивали методом термодеформации, который основан на способности 

биополимеров под действием тепла изменять линейные и объемные разме

ры, агрегатные и фазовые состояния, а также механические свойства (80, 81, 

82, 130). 

Изучение энергетических условий, при которых происходят обратимые и 

необратимые термические изменения линейных размеров белка и определение 

термодеформационных характеристик исследуемых образцов: коэффициента 

линейного сваривания, работы деформации образца при нагревании позволяет 

также рассчитать энергию и число связей в исследуемых образцах. 

Основными частями установки, позволяющей производить автоматическую 

запись тепловой деформации образцов в широком интервале температур явля

ются: 

- прибор, с помощью которого в анализируемом образце вызывают термоде

формационные изменения, одновременно подвергая его растяжению за счет 

приложения внешней силы и нагреванию с постоянным повышением темпе

ратуры среды в широком интервале ее значений; 

- автоматический потенциометр КСП-4, на входы которого поступают элек

трические сигналы от датчиков деформации и температуры. Самописец 

фиксирует эти сигналы на прямоугольных диаграммах. Совмещение этих 

записей во времени позволяет построить график зависимости деформации 

образца от температуры, рассчитать работу тепловой деформации, энергию 

перехода исследуемого материала в вязко-текучее состояние, количество 
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связей. 

Для преобразования механической деформации образца в электрический 

сигнал подвижная ось прибора соосно соединена с проволочным потенциомет

ром, угол поворота которого пропорционален деформации образца. Схема ус

тановки представлена на рис. 6. 

Рис.6. Схема установки для получения временных 
диаграмм деформаций 

Подвижный ролик 7, ось II которого соединена с ползунком потенциометра 

10 ПТП-1, поворачивается под действием деформирующих усилий, возникаю

щих при деформациях исследуемого образца 5. Термодеформации передаются 

на подвижной ролик с помощью нити 8. Концы нити закреплены - один жестко, 

другой через упругий элемент 9. Исследуемый образец помещается в сосуд 3 с 

жидкой средой, подогреваемый элементом 2. 

Регулировка нагрева среды производится с помощью автотрансформатора I. 

Температура нагрева фиксируется термопарой 6, электрический сигнал от ко

торой подается на вход самописца 14. На его вход подается также сигнал от по

тенциометра 10, величина которого пропорциональна термодеформации иссле

дуемого образца. Наличие упругого элемента 9, вместо постоянной силы в виде 

груза массой Зг, использующейся в традйщионных измерениях при определении 

температуры сваривания, позволяет создать нагрузку, пропорциональную теп-
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ловой деформации образца в пределах действия законов Гука. Тем самым воз

можно получение информации не только при сжатии волокон в момент нару

шения связей при сваривании, но и при деформации растяжения, испытывае

мой образцом при нагревании. 

Установка позволяет решать следующие задачи: 

- определять коэффициенты линейного теплового расширения образца; 

- определять их температуру сваривания; 

- определять работу деформации образца при нагревании; 

- определять энергию и число связей в образце. 

Работа деформации пружины, равная работе тепловой деформации образца, 

может быть представлена как: 

А = | к 1 , а х - | к х а х (2) 

или 

где К-коэффициент жесткости пружины, н/м; дТ-температурный интервал 

считывания; tl t2 -температурные пределы термодеформации, х-деформация 

удлинения, м; 11- длина напряженной пружины, м. 

Увеличивая температурный диапазон можно производить не только расчет 

работы теплового расширения образца при Т<Тнгс (температуры начала гидро

термического сокращения), но и работы теплового сжатия при Т>Т„гс, когда в 

результате постадийного разрушения межмолекулярных поперечных связей 

различной природы происходит контракщга белоксодержащего материала. 

В случае использования в качестве нагрузки постоянной массы, т.е. Р=т£ . , то 

выражение (2) преобразуется к виду: 

А = ^ " ^ ^ ^ (4) 

здесь: т-масса груза (кг); g = 9,8 м/с ; АЬудлинение образца при нагревании; 1о-

начальная длина образца, м; х-деформация удлинения, м; А1-интервал считыва-
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ния по температурной шкале; 11,12-температурные пределы термодеформации. 

На основе вышеприведенного алгоритма расчетов на кафедре физики ака

демии им. Плеханова создана компьютерная программа для удобства обработки 

первичных результатов; 

• определение концентрации и размеров коллоидных частиц в дисперсиях 

фибриллярных белков осуществляли методом поточной ультрамикроскопии, 

который основан на использовании способности коллоидных частиц, разме

ры которых много меньше длины световой волны, рассеивать свет в соот

ветствии с законами дифракции (78, 79). 

В связи с тем, что размеры коллоидных частиц находятся за пределами раз

решающей способности обьшных микроскопов. Для наблюдения за ними ис

пользуются ультрамикроскопы различных модификаций. 

С этой целью наблюдение частиц ведется перпендикулярно световому потоку 

их освещающему. В этих условиях в окуляре каждая частица видна на темном 

фоне в виде светящейся точки, а яркость точки может быть источником инфор

мации о ее размерах. При этом частичная концентрация N4 может быть легко и 

удобно подсчитана оператором по количеству "вспышек" п, объему, проте

кающей жидкости V, содержащей гидрозоль. Величина N4 также зависит от на

блюдаемого в микроскопе объема, который вырезается диафрагмой из всей ос

вещаемой в кювете зоны гидрозож. Формула д ж вычисления частичной кон

центрации N4 имеет следующий вид: 

N = ^ (5) 

Коэффициент а з а в и с т от отношения площадей, освещенного объема в кю

вете поточного ультрамикроскопа и площади, вырезаемой диафрагмой. Вели

чина коэффициента устанавливается экспериментально д ж каждой диафрагмы. 

В нашем случае а = 3 х 10 , V = 0,066 см .̂ 

Далее вычисжли общую концентрацию частиц Кобщ в единице объема с уче

том разведения исследуемого образца (в): 

о̂бщ = N4 X в (6) 
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В связи с тем, что весовая концентрация С, плотность дисперсной фазы g, 

общее количество частиц Мобщ и средний объем частиц V связаны определен

ной зависимостью: С = VgN, можно найти средний объем частиц V как: 

V = 
в • N 

тогда радиус легко найти из уравнения: 

ЗУ з с 

(7) 

(8) 
4% 47cNoбщ 

Главным недостатком такого метода определения размера частиц является 

невозможность определения размера частиц каждой весовой фракции, входя

щей в состав коллоидной системы; кроме того, чтобы получить достоверные 

результаты, необходимо очень большое количество отдельных наблюдений. 

В ходе постоянного усовершенствования методики и аппаратуры поточной 

ультрамикроскопии на базе схемы поточного ультрамикроскопа Дерягина-

Власенко на кафедре физики РЭА им. Г. В. Плеханова было создано устройст

во, позволяющее определить непосредственно численную концентрацию и раз

мер частиц в субмикронной области с учетом их фракционного состава. 

Применение монохроматического когерентного источника света и поляриза

ционного анализатора в поточном ультрамикроскопе (рис.7) позволяет осуще

ствить быстрое определение наиболее вероятных размеров коллоидных частиц 

и построить кривую распределения частиц по новому методу, в основу которо

го положена формула, объединяющая законы Релея и Малюса. 

т 

Рис.7. Схема поточного субмикронного ультрамикроскопа. 
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Устройство состоит из лазера типа ЛГ-105 (1), проточной измерительной 

кюветы (2), микроскопа (3), диафрагмы (4), поляризационного анализатора ПА 

(5), фотоприемника (7) и регистрирующего устройства (6). Чтобы сократить до 

минимума рассеяние света, свет от лазера направляется непосредственно на ка

пилляр, конфигурация которого позволяет резко ослабить рассеяние света на 

станках кювета и обеспечить тем самым регистрацию более мелких частиц. 

В микроскоп вмонтирован поляризационный анализатор, ось вращения ко

торого совпадает с оптической осью микроскопа. Диск, на котором смонтиро

ван поляризационный анализатор, может вращаться как по часовой, так и про

тив часовой стрелки. Угол поворота отсчитывают по шкале в градусах. 

Так как свет, падающий в микроскоп, от каждой частицы поляризован, то 

при совпадении плоскости колебания света и главной плоскости поляризации 

анализатора (т.е. угол между этими плоскостями равен 0), интенсивность света, 

рассеянного частицами, максимальна. При увеличении этого угла путем враще

ния диска анализатора эта интенсивность регистрируемой "вспышки" умень

шается и при а = 90° теоретически равна О, то есть рассеянный свет от частицы 

наблюдаться не будет. 

Согласно уравнению Релея, интенсивность света, рассеянного одной части

цей будет равна: 

1р = АВПо^ (8) 

где 1о - интенсивность падающего света; 

1р - интенсивность рассеянного света; 

V - объем отдельной частицы; 

А и В - постоянные, зависящие, соответственно от оптических свойств дис

персной фазы и дисперсионной фазы, и от интенсивности падающего света, и 

длины волны. 

При некотором значении угла поворота акр интенсивность рассеянного све

та, прошедшего через анализатор, в соответствии с законом Малюса, становит

ся минимальной и пороговой и уже не воспринимается глазом или регистри-
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рующим устройством: 

I'nop = IoCos акр (9) 

В этой формуле 1о - интенсивность света, рассеянного одной частицей. 

Поскольку в формулах ( 7 ) и ( 8 ) полученные величины интенсивности све

та относятся к одной частице, то значения 1 'р и 1о могут быть приравнены 

друг к другу, то есть I 'р = 1о- В соответствии с этим, объединяя законы Малюса 

и Релея, дня рассматриваемого случая можно записать следующее: 

Гпор = АВУ cos акр (10) 

Для монодисперсной коллоидной системы с заведомо известным объемом 

частицы Vo имеем: 

I пор А^^о cos tto, (11) 

где tto - угол гашения света от частиц коллоидной системы, принятой за эта

лон. 

Приравнивая правые части уравнения и считая, что коэффициенты А эта

лонной и исследуемой системы равны, получим: 

Vocos tto = Vcos акр (12) 

Откуда формула для определения объема коллоидной частицы с учетом, что 

Vn = V , запишем так: 

V r = Vo (13) 

cos а кр 

Для определения радиуса частиц коллоидных растворов, отличающихся от 

эталонной своими оптическими свойствами, в выражении (13) вводится коэф

фициент к, учитывающий различные показатели преломления эталонного кол

лоидного раствора и исследуемой системы. Выражение для вычисления радиу

са частиц в этом случае принимает следующий вид: 

В„ = К г о - ^ ^ ^ , ( 1 4 ) 
cos акр 

Таким образом, поляризационный анализатор, установленный в поточном 

ультрамикроскопе при наличии поляризованного монохроматического света, 

выполняет функцию системы фильтров, подобно тому, как с помощью системы 



71 

СИ с разным размером ячеек, можно сортировать порошок. В рассмотренном 

случае изменение размеров ячеек осуществляется путем изменения угла поля

ризационного анализатора. 

Число частиц, подсчитанное при угле поворота а = 0°, соответствует макси

мальному количеству частиц в коллоидной системе, когда присутствуют части

цы всех размеров. При увеличении угла поворота а происходит постепенное 

"выбывание" некоторых частиц и их число постепенно уменьшается. 

Подсчитывая концентрацию частиц при изменении угла поворота а в преде

лах О и построив полученную зависимость, получают интегральную рфивую 

N = f(a). Зависимость носит название гистограммы, так как изменение величи

ны а достаточно велико. При уменьшении величины а и стремлении ее к О по

лучают дифференциальную кривую. 

Величина угла поворота поляризационного анализатора и размер частиц 

взаимосвязаны, поэтому возможен пересчет величины в диаметр или радиус 

частиц. Кривая N=f(r) или N=f(d), где d и г - радиус и диаметр частиц соответ

ственно, носит название кривой распределения частиц по размеру. 

На основе вышеприведенного алгоритма расчетов на кафедре физики акаде

мии им. Г. В. Плеханова совместно с кафедрой товароведения и технологии 

животного сырья МГАВМиБ нами создана компьютерная программа для удоб

ства обработки первичных данных. 

• Анализ химической чистоты полученных препаратов коллагена проводили 

методом диск-электрофореза в полиакриламидном геле (119,145). 

Для фракционирования продуктов растворения коллагена (ПРК) использо

вали разработанную модификацию диск-электрофореза в кислой среде. 

Электрофорез проводили в камере блочного типа. В качестве электродного 

буфера применяли 10 %-ный водный раствор глицин-ацетатного буфера рН 4,0. 

Разделяющий гель (3,5 %-ный раствор акриламида на калий-ацетатном буфере 

рН 2,9) готовили перед опытом, затем заливали его в камеру после предвари

тельного дегазирования в вакууме. На поверхность раствора геля осторожно 

наслаивали с помощью шприца воду для предотвращения образования мениска. 
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Полимеризация геля проходила в течение 1-1,5 ч. 

Образцы ПРК перед диск-электрофорезом диализовали в специальных диа

лизных трубочках фирмы «Sigma» против электродного буфера рН 4,0 в тече

ние 3 сут. при температуре +4 °С на магнитной мешалке. 

По окончании диализа в ПРК добавляли сухую сахарозу (300 мг/мл) и био

гель Р=200 для повышения плотности исследуемого образца, а также краситель 

метилиленовый синий для маркировки движущегося пограничного слоя во 

время электрофореза. Полз^енную смесь подслаивали под электродный буфер 

непосредственно на разделяющий гель. 

Во избежание нагревания геля все опыты по фракционированию ПРК про

водили при +4°С, используя охлажденные буферные растворы. Режим электро

фореза следующий: сила тока -100 мА, начальное напряжение - 400В, конечное 

-180 В. Опыт заканчивали через час после того, как краситель выходил ю геле-

вого пласта в нижнюю электродную кювету. По окончании электрофореза 

пласт геля извлекали из камеры и помещали на 30 мин. в раствор пикриновой 

кислоты для фиксации разделенных веществ, затем гель отмывали от фиксатора 

дистиллированной водой, трижды сменив ее через каждые 10 мин. Окрашивали 

гель путем инкубирования его 0,5 %-ном растворе Кумасси бриллиантового го

лубого R-250 в течение часа. Избыток несвязавшегося с белком красителя уда

ляли, применяя многократную промьшку геля жидкости для обесцвечивания (в 

соотношении этанол : уксусная кислота : вода, 5:1:5, v:v). Количественную об

работку электрофореграмм проводили после их денситометрирования на инте

граторе (Densitorol) ДМИ-2 фирмы «Тоуо» (Япония). Относительную электро-

форетическую подвижность отдельных фракций вычисляли как отношение пу

ти, пройденного определенным компонентом, к длине разделяющего геля. 

• для характеристики антигенных свойств продуктов растворения коллаге

на (ПРК) и получаемых из них искусственных фибриллярно-пористых материа

лов, а также для определения уровня антител к коллагену в сыворотках боль

ных ревматоидным артритом и крупного рогатого скота с признаками коллаге-

нозов, использовали некоторые методы иммунохимического анализа: 
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- антисыворотки пол5Д1али иммунизацией 10 кроликов-самцов породы 

«шиншила». Применяли схему иммунизации, по которой при первой инъек

ции ПРК в смеси с полным адьювантом Фрейнда (фирма «Дифко» (США) 

1,1, У:У) в объеме 0,2 мл вводили каждому кролику в область подколенных 

лимфоузлов, а также подкожно в четыре точки на спине животного. Под

кожные инъекции повторяли дважды в возрастающих дозах по 0,6 и 1,0 мл с 

недельным интервалом между введениями. Кроме того, этим же кроликам 

параллельно вводили ПРК без адьюванта Фрейнда. В процессе грундирова-

ния каждому животному было введено 16,8 мг антигена. Активность сыво

ротки проверяли через 7-9 дней после первого цикла иммунизации. Через 

месяц после последней инъекции ПРК проводили однократную реиммуни-

зацию, при этом вводили 1,0 мл ПРК без адьюванта внутривенно. Кровь 

брали на 6-8-й день после реиммунизации. Сыворотку получали по обще

принятой методике, разливали в пенициллиновые флаконы и хранили до ис

пользования при -70''С; 

- антитела к коллагену выявляли с помощью диагностической тест-системы 

на основе реакции энзим-меченых антител (РЭМА) (29,155). 

Метод основан на переводе антигенов в нерастворимое состояние путем 

пассивной адсорбции на твердой фазе, например, на внутренней поверхности 

полистироловых микрогемагглютинационных плашек. Сыворотку, в которой 

предполагалось наличие антител, инкубировали в сенсибилизированных емко

стях носителя. Избыточные компоненты сыворотки отмьтали, а затем добавля

ли энзим-меченый антииммуноглобулин (конъюгат). Количество конъюгата, 

зафиксировавшегося на комплексе антиген-антитело на поверхности носителя, 

после промывания измеряется количеством разрушившегося субстрата и слу

жит мерой количества специфических антител в сыворотке (рис. 8). 

В качестве тестируемых параметров, определяющих степень фиксации ПРК 

на внутренней поверхности полистироловых микрогемагглютинационных пла

шек, использовали: 

" концентрацию антигена (по общему белку) (рис. 9); 
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- рН комплексирующего буфера (рис. 10); 

- время и температурный режим фиксации антигена (рис. 11). 

Реакцию регистрировали; 

а) визуально - записью конечного титра сыворотки, причем реакцию счита

ли положительной при таком разведении сыворотки, когда отчетливо бы

ла видна разница в окрашивании субстратной смеси по сравнению с кон

тролем; 

б) инструментально - на энзим-метре «Ро1утак» (Италия) в 1 см проточной 

микрокювете при ?1=450 им по разнице между показателями экстинкции иссле

дуемой сыворотки на соответствующем антигене (сигнал) и инертном белке -

БСА. 

Использовали также способ статистической экстраполяции показаний экс-

тршкции «сигнала» и «индивидуального шума» (полученных при различных 

разведениях исследуемой сыворотки) к цельной не разведенной сыворотке; 

1 

2 

3 

Р' 
<4 

1- фиксация антигена на нерастворимой основе 
(полистироле); 

2- добавление сыворотки, содержащей антитела к 
данному антигену; 

3- внесение конъюгата; 

4- добавление субстрата. 

Рис.8. Схема постановки реакции энзим-меченых антител. 
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Рис. 9. Подбор оптимальной концентрации антигена 
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Рис. 11. Подбор времени фиксации коллагена на полистароле 

- анализ степени антигенности коллагеновых губок. В работе использовали 

готовые образцы коллагеновых губок. Губку разрезали на мелкие кусочки и 

заливали буферными растворами с рН 7,2; 9,6; 13,0 в соотношении 20 мл 

буферного раствора на 6 гр. губки и выдерживали в течение суток при +4 ''С. 

Для получения экстрактов «кашицы» из губки подвергали обработке на 

ультразвуковом дезинтеграторе (прибор фирмы М8Е), гомогенат осветляли 

центрифугированием при 8 тыс. об/мрш. Надосадочные жидкости (экстрак

ты) использовали в качестве антигенов при иммунизации кроликов и для 

сенсибилизации плашек при постановки РЭМА с целью выяснения антиген

ности ИКМ по сравнению с ПРК. Антисыворотки к экстрактам из губок по

лучали по описанной выше схеме. Постановку РЭМА осуществляли по опи

санной выше схеме; 

- выявление антител к коллагену в сыворотках больных ревматоидным 

артритом и животных с признаками коллагеноза проводили с помощью 

разработанной на основе РЭМА диагностической тест-системы, описанной 

выше. После нагрузки полистирола ПРК из сухожилий крупного рогатого 

скота в оптимальном режиме (20 мкг/мл, 37 ^С, 1 ч.), несвязавшийся анти

ген удаляли промыванием. Заведомо положительные сыворотки от больных 

ревматоидным артритом и животных с различным уровнем антител в скри

нинг-титре 1:200 и сыворотки доноров и здоровых животных в том же титре 

инкубировали в полистироловых ячейках с зафиксированным антигеном в 

течение 1 ч. при 37 °С. После отмывки во все лунки вносили конъюгат в раз

ведении 1:400 и выдерживали в термостате и 1ч. при 37 "С. После удаления 

несвязавшего конъюгата и промывки в плашку добавляли субстрат. Учет ре

акции проводили визуально и инструментально через 2 часа после внесения 

субстратной смеси. 

Использование современных высокочувствительных методов иммунохими-

ческого анализа, модифицированных с учетом антетенных особенностей колла-
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гена позволило за сравнительно короткий срок (1,5 месяца) получить гиперим

мунные сыворотки к ПРК, разработать систему количественного учета специ

фических антител к коллагену, охарактеризовать ИКМ, полученные из ПРК с 

точки зрения их антигенности и иммуногенности, а также показать принципи

альную возможность применения разработанной тест-системы для диагностики 

патологического состояния соединительной ткани путем выявления антител к 

коллагену в сыворотках больных людей и животных; 

• токсико-гигиенические испытания препаратов фибриллярных бежов прово

дили в соответствии с (39), (94) и (95); 

• аналитическую обработку экспериментальных данных проводили на IBM-

совместимом компьютере с помощью пакета программ Microsoft Office 97 

Professional. 
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Глава 3. Характеристика белоксодержащих отходов кожевенного, мя

соперерабатывающего и шерстеперерабатывающих производств как воз

можного сырья для наработки фибриллярных белков 

Промышленная переработка животного сырья по традиционным технологи

ям неизбежно связана с образованием твердых производственных отходов и 

побочных продуктов, в том числе и белоксодержащих. Например, специфика 

кожевенной промышленности, получающей сырье от предприятий мясной от

расли, такова, что при выработке готовых кож используется только 29 - 45 % 

сырья, остальная часть его переходит в отходы на отдельных стадиях техно

логического процесса. 

Объемы и биологическая ценность таких отходов, главными структур

ными и химическими компонентами которых являются фибриллярные белки -

коллаген, эластин и кератин, заслуживают того, чтобы обратить на них более 

серьезное внимание и использовать с большей эффективностью в соответствии 

с требованиями времени. 

Однако для того, чтобы рекомендовать тот или иной вид недублерп.1х бе-

локсодержапщх отходов кожевенной промышленности, а также малоценных и 

побочных продуктов мясо- и шерстеперерабатьшающих производств в качест

ве сырья для предприятий, занимающихся изготовлением продукции фарма

цевтического, косметического, биотехнологического и другого назначения, 

необходима комплексная оценка имеющихся ресурсов по ряду физико-

химических и биологических показателей. 

3.1. Изучение биологических превращений, происходящих в дерме сня

тых шкур в процессе хранения 

Как известно, животное сырье представляет собой сложную многокомпо

нентную систему, свойства которой изменяются под действием тканевых фер

ментов, микроорганизмов и других факторов (40, 43, 48). 

Уровень и характер такого рода изменений в исходном сьфье, при со

блюдении условий и режимов процесса хранения, оказывает большое влияние 

на качественные характеристики готовой продукции. 
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Биологические превращения в дерме снятой шкуры, ведущие к денатураци-

онным и агрегационным изменениям ее белковых структур, происходят по

степенно, однако при длительных сроках хранения в неблагоприятных усло

виях, они могут приобретать спонтанный характер (34). На наш взгляд, оце

нить глубину гидролитического расщепления белков можно, выявляя продук

ты их распада - пептвдные фрагменты или аммиак - в анализируемых образ

цах, с помощью методов качественного анализа (табл. 12). 

Таблица 12 
Динамика появления и накопления продуктов первичного и вторичного 
распада белков в дерме шкур крупного рогатого скота (I) и свиней (II) 

Время 
прошедшее 
с момента 

снятия 
шкуры, 

час. 

Внешний вид анализируемого раствора при наличии в нем продук
тов распада белковых веществ Время 

прошедшее 
с момента 

снятия 
шкуры, 

час. 

Первичные в бульоне (на основе 
реакции пептидных фрагментов с 
ионами меди в щелочной среде) 

Вторичные в водной вытяжке 
(на основе реакции аммиака и 

солей аммония с реактивом 
Несслера) 

Время 
прошедшее 
с момента 

снятия 
шкуры, 

час. Объект исследования 

Время 
прошедшее 
с момента 

снятия 
шкуры, 

час. 
I II I II 

4 

Прозрачный с 
единичными 
мелкими во
локнистыми 

хлопьями 

Мутный с 
крупными еди-

РШЧНЫМИ 
хлопьями 

Прозрачный 
зеленовато-

желтого ттвета 

Прозрачный 
зеленовато-

желтого цвета 

6 

Слабое по
мутнение, 

мелкие еди
ничные хло

пья 

Желеобразный 
с кру1шыми 
хлопьями 

Тоже 
Слегка мутно
ватый, зелено
вато-желтого 

цвета 

8 
Мутный с 
крупными 
хлопьями 

Тоже 
Слегка мутно
ватый зелено
вато-желтого 

цвета 
Тоже 

12 То же То же То же Мутный жел
того цвета 

24 То же Тоже Мутный жел
того цвета 

Мутный, жел
того нрета, по
является оса

док 

36 Тоже То же 
Мутный жел

того нрета, 
легкий осадок 
желтого цвета 

Мутный с жел
то-оранжевыми 

хлопьями 

Как видно из таблиоцы 12, расщепление белков протеолитическими фер

ментами в свиной дерме начинается уже через 4 часа, в дерме крупного ро

гатого скота - через 6 часов после спятим шкуры. Интенсивность этого процесса 
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нарастает в зависимости от срока нахождения сырья в неблагоприятЕЕых усло

виях. Причем, в свиной шкуре динамика накопления продуктов первичного 

распада белков носит более выраженный характер, чем в дерме крупного ро

гатого скота. 

Аналогичная закономерность наблюдается и в процессе появления вторич

ных продуктов распада белков. Следует подчеркнуть, что сроки их появления 

находятся в прямой зависимости от скорости развития послеубойных автоли-

тических процессов, так как именно они создают благоприятную среду для 

возникновения гнилостных процессов. 

В свиной дерме первые следы аммиака удается обнаружить через 12 часов, 

тогда как в дерме крупного рогатого скота - только через 18-24 часа. Скорее 

всего, это связано с особенностями строекия дермы свиной шкуры (52). 

Степень деструкции белковых компонентов дермы под действием микро

организмов во многом зависит от рН среды (табл. 13). 

Таблица 13 
Изменение рН хлоркалиевых вытяжек из образцов дермы крупного 

рогатого скота (I) и свиной (II) в зависимости от сроков их хранения в 
неконсервированном состоянии 

Срок хране
ния 

рН хлоркалиевой выгяжки (средние значения, п=5) Срок хране
ния Вил сырья Срок хране
ния I II 

4 6,54 6,54 
6 6,91 7,03 
8 7,02 7,22 
12 7,15 7,49 
24 7,35 8,64 
36 7,79 8,00 

Как видно из табл. 13, с увеличением сроков хранения сырья в неконсерви

рованном состоянии рН хлоркалиевых вытяжек из обоих видов сырья смеща

ется в щелочную область. Однако в образцах свиной дермы значения величин 

рН на всех контрольных сроках анализа выше, чем в образцах из дермы круп

ного рогатого скота. 

Сравнивая динамику изменения рН с динамикой появления продуктов пер

вичного и вторичного распада белков (табл.13 и 12), следует отметить, что если 

величина рН меньше или равна 6,5, деятельность тканевых ферментов не про-
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является. Увеличение значения этого показателя от 6,7 до 7,15 является отра

жением автолизных процессов, ведупщх к накоплению в ткани первичных 

продуктов белкового распада. Последующее увеличение рН среды от 7,2 до 

8,0 и выше совпадает с процессами накопления вторичных продуктов распада 

белков. 

Наряду с вышеописанными процессами в снятой шкуре не менее активно 

происходят и окислительные процессы, следствием которых является появле

ние продуктов распада жировых веществ. Содержание влаги, рН среды, темпе

ратура и др. факторы оказывают большое влияние на распад ЖЕфов (46,50, 

52). Как и распад белков, этот процесс происходит ступенчато и катализируется 

вначале тканевыми, а затем микробными липолитическими ферментами. 

Первичными продуктами распада жировых веществ являются пероксидные 

соединения в виде свободных радикалов и присоединенных к ним молекул ки

слорода. Результаты опытов по определению сроков появления продуктов 

первичного распада жиров и динамики их накопления (табл. 14) свидетельст

вуют о том, что их можно обнаружить в дерме крупного рогатого скота и сви

ней уже через 4 часа после убоя животных. Однако, их количество в этот мо

мент крайне незначительно и, по-видимому, пока не влияет на основные пока

затели, характеризующие качество сырья. 

Таблица 14 
Динамика появления и накопления первичных продуктов распада 

жировых веществ в дерме шкур крупного рогатого скота (Г) и свиней (II) 
(средние значения, п=5) 

Вре
мя, 
час. 

Содержание жи
ра в хлорофор-

менном эксграк-
те из навески, г. 

Коэффициент 
поправки к пе-

роксидному 
числу. Кг 

Объем 0.01 М 
раствора тио
сульфата на

трия, мл. 

Пероксидное 
число, % йода 

Анализируемый образец 
I II I II I II I II 

4 0,096 0,643 0,88 0,89 0,3 0,3 0,004 0,006 
6 0,088 0,602 0,83 0,84 0,4 0,6 0,0074 0,009 
8 0,059 0,588 0,57 0,80 0,6 0,9 0,008 0,01 
12 0,051 0,383 0,49 0,52 1,0 1,5 0,012 0,019 
24 0,046 0,361 0,44 0,50 1,7 2,0 0,0184 0,025 
36 0,04 0,283 0,37 0,39 2,5 2,7 0,024 0,026 
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Полученные результаты согласуются с имеющимися в литературе (34) зна-

чершями пероксидных чисел для поверхностного шпика свинины и покрывного 

жира говядины, согласно которым пероксидное число меньшее или равное 

0,013 % для свинины и 0,018 % для говядины свидетельствует о хорошем каче

стве мяса, 0,018-0,023 - удовлетворительном, но не подлежащем хранению, 

0,023 и выше - о неудовлетворительном. 

В связи с тем, что аналогичных данных д ж животного сырья в доступной 

литературе обнаружено не было, мы вынуждены были сравнивать собственные 

результаты с величинами, характеризующими значение данного показатеж 

д ж мяса. Так, через 12 часов после снятия свиной шкуры количество первич

ных продуктов распада жиров в исследуемых образцах соответствует значе

нию пероксидного числа, характеризующему начало окислительной порчи жи

ра (0,019%). 

Д ж образцов дермы крупного рогатого скота подобное состояние наступает 

через 24 часа (0,0184 %). Через 24 часа значение пероксидного показатеж д ж 

свиного сырья возрастает до 0,025 %, через 36 часов оно становится равным 

0,026 %. В дерме крупного рогатого скота аналогичное количество пероксид

ных соединений (0,024 %) можно обнаружить только после 36-часового хране

ния без консервирования. 

Повышенное содержание первичных продуктов становится причиной на

копления свободных жирных кислот, представляющих собой вторичные про

дукты распада жировых веществ (190). 

Оценка глубины гидролитического расщепления жиров по кислотному 

числу (табл. 15), свидетельствует о том, что в случае хранения не консервиро

ванной свиной шкуры более 12 часов, активность окислительных процессов на

растает до критического уровня (0,98%), что существенно влияет на органолеп-

тические показатели качества. 

В данном случае, мы также вынуждены апеллировать к данным литературы 

(34), имеющим отношение к контролю качества мяса, согласно которым зна-
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чение кислотного числа до 1,0 % характерны для свежего мяса, от 1-3 % - для 

мяса сомнительной свежести. Через 24 часа после хранения свиной дермы зна

чение кислотного числа составляет 1,74 %, что уже является превышением 

допустимых норм для нормального сырья, через 36 часов оно увеличивается 

еще на 0,7 %. 

Таблица 15 
Динамика накопления и появления вторичных продуктов распада 

жировых веществ в дерме шкур крупного рогатого скота (I) и 
свиней (II) (средние значения, п=5) 

Время, 
час. 

Содержание жира в 
хлороформенном 

экстракте из извест
ки, г 

Объем 0,01 М рас
твора гидроксида ка

лия, мл 
Кислотное число, мг 

гидроксида калия Время, 
час. 

Анализируемый образец 

Время, 
час. 

I II I II I II 
4 0,495 0,524 0,1 0,13 0,11 0,14 
6 0,456 0,492 0,13 0,25 0.16 0,29 
8 0,422 0,477 0,2 0,4 0,27 0,47 
12 0,388 0,401 0,4 0,7 0,58 0,98 
24 0,256 0,291 0,6 0,8 0,95 1,74 
36 0,231 0,276 1,0 1,2 2,42 2,44 

Что ьасаегся дермы гфупного рогатого скота, то в ней окислительные гфоцессы гфо-

текают медленнее и максимальное количество вторичных тфодукгов распада ж1фовых 

веществ можно обнфужигь только чер^ 36 часов после ̂ фанения. 

Проведенные исследования позволили уточнить сроки наиболее активно

го проявления действия тканевых и микробных протео- и липолитических 

ферментов в снятой шкуре. 

Как видно из таблицы 16, первичные продукты распада белков в дерме 

шкур крупного рогатого скота появляются уже через 6 часов, первичные про

дукты омыления жиров - через 24 часа. Максимальное количество продуктов 

вторичного распада белковых и жировых веществ появляются в ней через 24 и 

36 часов, соответствеьшо. В свиной дерме аналогичные процессы происходят 

раньше. 

Установленные закономерности свидетельствуют о том, что сырье крупного 

рогатого скота в не консервированном состоянии можно хранить не более 6-8 

часов, т.к. начиная с этого момента времени, микробиологические процессы 
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активизируются. Что касается неконсервированного свиного сырья, то для не

го таким критическим сроком являются 4-6 часов после снятия шкуры. 

Таблица 16 
Зависимость уровня расщепления белков (А) и глубины гидролитического 

распада жиров (В) от сроков хранения дермы шкур крупного рогатого скота (I) 
и свиней (II) в неконсервированном состоянии 

Время, 
час. 

I II 
Время, 

час. 
Первичные 

продукты рас
пада 

Вторичные 
продукты рас

пада 

Первичные 
продукты рас

пада 

Вторичные 
продукты рас

пада 
Время, 

час. 
А В А В А В А В 

4 ± 
6 ± + ± 
8 ± ± ± 
12 + ± ± + 
24 + + + 
36 + + 

' +" - указывает сроки максимального накопления продуктов распада 
"±" - указывает сроки первичного появления продуктов распада 

Обобщая приведенные данные, следует отметить, что хотя эксперименты 

носили поисковый характер, использованные методические подходы дают 

возможность быстро, достаточно просто и объективно оценивать качество жи

вотного сырья. 

При проведении работ, связанных с накоплением и хранением производ

ственных партий белоксодержащих отходов, как возможного сырья для нара

ботки фибриллярных белков, особо важное значение приобретает постоянный 

контроль за развитием в автолизных и гнилостных процессов. 

Начальную стадию процесса обнаружить органолептически невозможно. 

Однако зафиксировать этот момент крайне необходимо, так как от этого зави

сит не только качество сырья в партии, запускаемой в производство, но и каче

ство получаемого конечного продукта. 

Микроорганизмы, накапливаясь и размножаясь в сырье, в процессе своей 

жизнедеятельности выделяют различные ферменты: протеазы, липазы, окси-

дазы, дегидразы и др. (48). 

Нами разработан метод, позволяющий по количеству редуктазы - фермен-



85 

та, относящегося к группе дегидраз, судить о степени бактериальной обсемен-

ности сырья (53). При этом количество фермента в исследованном образце и, 

соответственно, количество микроорганизмов, можно учитывать по степени 

обесцвечивания раствора резазурина - слабого органического красителя, яв

ляющегося в данном случае акцептором водорода и служащего индикатором 

не только наличия, но и активности фермента. 

Результаты бактериоскопического контроля обсеменности использованного 

в работе сырья представлены на рис 12 - 14. На первом препарате никаких на

рушений структурных элементов кожевой ткани обнаружено не было. На вто

ром препарате ясно видно отслоение эпидермиса и нечеткие, размытые очерта

ния волосяных сумок. На третьем препарате отчетливо виден распад струк

турных элементов дермы, как в сосочковом, так и в сетчатом слоях. Проведен

ные исследования позволили использовать в последуюпщх экспериментах сы

рье с заранее установленной степенью бактериальной "загрязненности". 

При отработке оптимальных режимов методики количественного опреде

ления редуктазы особое внимание было уделено подбору условий инкубирова

ния исследуемых образцов, позволяющих наиболее полно экстрагировать 

микроорганизмы из навески (табл. 17). 

Как видно из табл. 17, проба из парного сырья дает положительную реак

цию на резазурин даже без предварительного термостатирования. Это объясня

ется тем, что жизнедеятельность микроорганизмов, попавших на поверхность 

шкуры из внешней среды, не подавлена консервантами. Для консервированно

го сырья инкубирование проб при 37,5 °С менее 2 часов является недостаточ

ным. Несмотря на то, что в данных сл)Д1аях было использовано сырье, явно по

раженное микроорганизмами, оно без предварительного термостатирования 

давало отрицательную реакцию с резазурином. При инкубировании более 4-х 

часов под действием благоприятных условий среды начинается бурное раз

множение микроорганизмов и выделение ими редуктазы, в результате чего ок

раска резазурина в пробе даже неповрежденного микробами сырья обесцвечи

вается под действием фермента. 



Таблица 17 
Влияние времени инкубирования экстракта из сырья различных стадий порчи на изменение окраски резазурина 

Время 
термоста
тирова
ния проб, 
ч. 

Окраска содержимого пробирок с экстрактом из : Время 
термоста
тирова
ния проб, 
ч. 

неповрежденного сырья сырья I стадии порчи сырья П стадии порчи 
Время 
термоста
тирова
ния проб, 
ч. 

Х а р а к т е р и с т и к а с ы р ь я 

Время 
термоста
тирова
ния проб, 
ч. А В А В А В 

0 ярко-розовая сине-
сиреневая 

обесцвечена на вы
соту 1 см (верх ро

зовый) 
сине-

сиреневый 
обесцвечена на 
высоту 2,5 см 

сине-
сиреневая 

2 ярко-розовая сине-
сиреневая 

обесцвечена на вы
соту 2 см. ярко-розовая обесцвечена на 

высоту 7,8 см 
обесцвечена 
на высоту 4 

см 

4 ярко-розовая сине-
сиреневая 

обесцвечена на вы
соту 7,5 см 

обесцвечена на 
высоту 1 см 

обесцвечена на 
высоту 7,9 см 

обесцвечена 
на высоту 6 

см 

6 
обесцвечена на 

высоту 1 см (верх 
ярко-розовый) 

сиреневая обесцвечена на вы
соту 7,5 см 

обесцвечена на 
высоту 4 см то же 

обесц;вечена 
на высоту 

7,8 см 

8 обесцвечена на 
высоту 7,8 см 

ярко-
розовая 

обесцвечена полно
стью 

обесцвечена на 
высоту 4 см 

обесцвечена пол
ностью 

обесцвечена 
полностью 

12 обесцвечена 
полностью розовая то же обесцвечена на 

высоту 4,5 см то же то же 

А - неконсервированное сырье; В - консервированное сырье. 
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В ходе проведенных исследований было показано, что для получения объ

ективных данных, реально отражающих содержание микроорганизмов в коже

вой ткани шкур по редуктазной пробе, подготовленные к исследованиям образ

цы необходимо выдерживать при 37,5 °С. 

Рис. 12 Рис.13 
Гистологический срез кожевой ткани неповрежденного 

образца (рис. 12) и образца I стадии порчи (рис. 13) 
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Рис. 14. Гистологический срез кожевой ткани 
образца II стадии порчи. 

Время инкубирования для парного сырья 1-2 часа, для консервированного -

2-4 часа. Микробиологические исследования, проведенные параллельно с гис-

толого-бактериоскопическим анализом и с редуктазной пробой, позволили ус

тановить зависимость между степенью обесцвечивания раствора резазурина 

и количеством микроорганизмов в сырье (табл.18). 

Таблица 18 
Зависимость окраски пробы на редуктазу от количества 

микроорганизмов в сырье 

Состояние ис
следуемого об

разца 

Окраска пробы 
Количество микроорга
низмов в 1 г исследуе
мого образца, МЛН.ШТ. 

Состояние ис
следуемого об

разца Неконсервиро-
ванное сырье 

Консервиро
ванное сырье 

Неконсер-
вированное 

сырье 

Консерви
рованное 

сырье 

Хорошее Ярко-розовая Сине-сиреневая от 24 до 60 от 24 до 40 

I стадия порчи 
Обесцвечено 40 
% высоты стол
бика (верхний 
слой розовый) 

Ярко-розовая ОТ 60 до 80 от 40 до 70 

II стадия порчи 
Обесцвечено бо
лее 40 % высоты 
столбика жидко

сти (верхний 
слой розовый) 

Обесцвечено 
более 25 % вы
соты столбика 

жидкости 
(верхний слой 

розовый) 

от 80 и 
вьпле 

от 70 и 
выше 

Согласно табл. 18, если исследуемое консервированное сырье при проведе

нии анализа дает сине-сиреневую окраску пробы, то можно сделать вывод о 
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ТОМ, что жизнедеятельность микроорганизмов в нем подавлена, и такое сырье 

может подлежать длительному хранению. Если проба окрашена в розово-

сиреневый цвет, то на сырье имеется сравнительно небольшое количество 

функционирующих микроорганизмов и, хотя структура дермы не нарушена, 

такое сырье нуждается в постоянном бактериологическом контроле. Сырье, 

дающее ярко-розовую окраску пробы, не подлежит даже кратковременному 

хранению и в максимально короткие сроки должно быть направлено на пере

работку. При запуске в производство сырья, проба из которого частично обес

цвечена необходимо вносить соответствующие коррективы в процессы перера

ботки с учетом того, что структура дермы дестабилизирована. 

Следует отметить, что редуктазная проба хорошо зарекомендовала себя при 

оценке бактериальной обсемененности не только коллагенсодержащих отходов, 

но и эластин- и кератинсодержащих материалов. Она дает возможность быст

ро, просто и достаточно объективно определить наличие или отсутствие гнило

стных процессов в анализируемом сырье. 

3,2. Химический состав белоксодержащих отходов 

Использование белоксодержащих отходов в качестве исходного сырья для 

получения фибриллярных белков невозможно также без надежной комплексной 

оценки показателей, характеризующих его химический состав. 

В табл. 19 представлены результаты сравнительного анализа основных по

казателей химического состава некоторых коллагенсодержащих отходов, про

веденные с целью выбора наиболее приемлемого вида исходного сырья для на

работки коллагена. 

Как видно из табл. 19, содержание влаги в образцах ткани всех исследо

ванных отходов примерно одинаково и колеблется от 71,80 до 74,48 %. Для 

сухожилий крупного рогатого скота этот показатель значительно ниже - 65,60 

%. Выявленная разница обусловлена, вероятно, тем, что дерма в силу своих 

морфологических и функциональных особенностей имеет менее плотное пе

реплетение коллагеновых волокон и к тому же разрыхлена включениями воло

сяных луковиц, потовых и сальных желез (50, 98, 115). 
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Процент минеральных веществ в сухожилиях и краевых участках шкур, по 

нашим данным, оказался ниже, чем в гольевом спилке и гольевой спилковой 

обрези, очевидно, за счет того, что сухожилия, лапы и лобаши были использо

ваны в парном состоянии, а остальные анализируемые образцы были взяты 

после золения, во время которого в дерму проникают ионы кальция, увеличивая 

ее минеральную часть. 

Что касается белковых веществ, то их количество в сухом остатке прева

лирует над остальными компонентами во всех видах исследованных образцов. 

Тем не менее, следует отметить, что больше всего белковых веществ находит

ся в сухожилиях и гольевом спилке крупного рогатого скота 93,91 % и 92,02 % 

соответственно. Для гольевого спилка свиных шкур этот показатель не

сколько ниже (82,80 %), за счет большого содержания в данном виде отходов 

несвязанных жировых и минеральных веществ. 

С учетом того, что определение содержания белковых веществ в исходных 

образцах было проведено по общему азоту и полученные данные включали в 

себя цифры, относяпщеся как к коллагену, так и к неколлагеновым белковым 

компонентам, образцы были проанализированы на количественное содержание 

в них коллагена. Из данных, представленных в табл.19, следует, что больше 

всего коллагена присутствует в сухожилиях и гольевом спилке шкур крупного 

рогатого скота и меньше всего в гольевом спилке свиных шкур. 

Образцы исходного сырья были охарактеризованы также и на предмет 

наличия в них биополимеров неколлагеновой природы. Как видно из табл. 

19, обнаруженные в различных видах отходов соединительнотканные биопо

лимеры неколлагеновой природы представлены глобулярными белками (1,53-

2,37 %), о чем свидетельствует наличие тирозина в гидролгоатах исследован

ных образцов (0,54-0,84 %) и углеводными компонентами, содержапщми гек-

созы, гексозамины и уроновые кислоты (1,43-2,10%). 

В гольевом спилке и гольевой спилковой обрези шкур крупного рогатого 

скота и свиней содержание неколлагеновых биополимеров ниже, чем в крае

вых участках шкур, так как в процессе золения структура соединительной 



Таблица 19 
Химический состав некоторых видов коллагенсодержащих отходов животного сырья 

Вид отходов Влага, 
% 

Содержание, % от абсолютно сухого вещества (п=5) 

Вид отходов Влага, 
% 

мине
ральные 
вещества 

жировые 
вещест

ва 

обпщй 
белок 

колла
ген 

неколла-
геновые 

белки 

углеводные компоненты 
Вид отходов Влага, 

% 
мине

ральные 
вещества 

жировые 
вещест

ва 

обпщй 
белок 

колла
ген 

неколла-
геновые 

белки гексозы гексоза
мины 

уроно
вые ки
слоты 

Краевые участки 
пткур крупного рога
того скота 

73,18 
±0,98 

2,59 
±0,12 

5,21 
±0,25 

90,7 
±1,84 

87,12 
±0,44 

2,37 
±0,04 

0,82 
±0,021 

0,68 
±0,014 

0,54 
±0,015 

Гольевой спилок 
шкур крупного рога
того скота 

73,83 
±1,21 

4,08 
±0,23 

2,86 
±0,12 

92,02 
±0,96 

90,43 
±0,61 

1,84 
±0,02 

0,76 
±0,017 

0,55 
±0,012 

0,41 
±0,01 

Гольевая спилковая 
обрезь шкур крупно
го рогатого скота 

74,48 
±1,48 

3,47 
±0,18 

3,29 
±0,14 

91,34 
±0,45 

89,56 
±0,52 

1,78 
±0,02 

0,74 
±0,014 

0,56 
±0,012 

0,39 
±0,01 

Гольевой спилок 
шкур свиней 

71,80 
±2.03 

4,25 
±0,2 

11,86 
±0,49 

82,80 
±0,55 

83,41 
±1,06 

2,04 
±0.02 

0,89 
±0,024 

0,63 
±0.010 

0,58 
±0,02 

Сухожилия крупно
го рогатого скота 

65,60 
±0,87 

1,3 
±0,06 

2,9 
±0,13 

93,91 
±0,83 

91,06 
±0,28 

1,53 
±0.03 

0,67 
±0,009 

0,49 
±0,005 

0,27 
±0,006 

Подслизистая обо 
лочка тонких кишок 
овец 

83,40 
±0,99 

2,8 
±0,03 

4,1 
±0,2 

89,53 
±0,40 

72,65 
±0,33 

14,24 
±0,27 

1,4 
+0,03 

3,8 
±0,045 

1,7 
±0.043 

Перикард крупного 
рогатого скота 

74,31 
±1,66 

0,33 
±0,02 

5,2 
±0,24 

93,32 
±1,02 

94,68 
±0,45 

3,66 
±0,07 

- - -

Плавательный пу
зырь осетровых рыб 

65,71 
+2,20 

4,37 
±0,31 

16,91 
±0,81 

74,82 
±1,16 

65,65 
±0,70 

8,80 
±0,19 

1,75 
±0.028 

1,14 
±0,023 

0,83 
±0.025 
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ткани разрыхляется и часть межволоконных белково-углеводных комплексов 

растворяется и переходит в зольную жнщкость. Незначительное содержание 

неколлагеновых биополимеров в сухожилиях коррелирует с высоким содержа

нием коллагена. Полученные результаты были использованы в дальнейшей 

работе для контроля за степенью очистки коллагена от сопутствующих биопо

лимеров в процессе его растворения. 

Наряду с белоксодержащими отходами кожевенного производства иссле

дована также целесообразность использования для тех же целей отходов кет-

гутного, мясоперерабатывающего и рыбоперерабатывающего производств 

(табл. 19). 

Сравнение химических составов трех вышеперечисленных видов отходов, 

как возможного исходного сырья для наработки коллагена, свидетельствует о 

том, что для всех них характерно высокое содержание влаги в парном состоя

нии, коллагена в белковой фракции, а также большее количество балластных 

веществ - неколлагеновых белков глобулярной природы, углеводных компо

нентов, жира, чем в недубленых отходах от шкур крупного рогатого скота 

и свиней. 

Следовательно, в случае их использования, этот недостаток должен быть 

компенсирован более качественной очисткой таких коллагенсодержащих отхо

дов как предполагаемого источника сырья для наработки коллагена. 

Эластин, наряду с коллагеном, является характерным компонентом бело-

ксодержащих отходов кожевенного и мясоперерабатывающего производства. 

Комплексный анализ химического состава лобашей и выйной связки круп

ного рогатого скота (табл.20), проведенный в ходе поиска приемлемого ис

ходного сырья для наработки эластина (137) свидетельствует о том, что доля 

белковых веществ в данных видах отходов высока (85,05 и 92,8 %, соответст

венно). Однако соотношение белковых компонентов в лобашах иное, чем в 

выйной связке. Так, в лобашах на долю коллагена приходится 80,49 % от сухо

го остатка, в выйной связке всего 6,79 %. 



Химический состав лобашей шкур и выйной связки крупного рогатого скота 
(% от абсолютно сухого вещества, п=5) 

Таблица 20\ 

Вид сырья Жир Зола Обтщш 
белок Коллаген Глобуляр

ные белки Эластин 
Углеводные компоненты 

Вид сырья Жир Зола Обтщш 
белок Коллаген Глобуляр

ные белки Эластин 
гексозы гексоза-

мины 
урбновые 
кислоты 

Лобаши 10,46 
±0,44 

1,25 
±0,05 

85,05 
±0,07 

80,49 
±0,36 

3,51 
±0,03 1,05 0,57 

±0,02 
0,74 

±0,08 
1,4± 
0,02 

Выйная связка 1,15 
±0,09 

0,62 
±0,04 

92,8 
±0,10 

6,79 
±0,06 

10,23 
±0,04 75,78 1Д5 

±0,03 
4,06 

±0,05 

Основные показатели химического состава некоторых видов кератинсодержащих отходов кожевенного 
Таблица 21 

Анализируемый об
разец 

Влага, 
% 

Содержание, % от абсолютно сухого вещества (п-5) 

Анализируемый об
разец 

Влага, 
% 

минеральные веще
ства жировые 

вещества 
обпщй 
белок 

белки, бо
гатые ти
розином 

углеводные компоненты Анализируемый об
разец 

Влага, 
% 

всего в т.ч., об
щая сера 

жировые 
вещества 

обпщй 
белок 

белки, бо
гатые ти
розином гексозы гексоза-

мйны 
уроновые 
КИСЛОТЬ! 

Волос взрослого се
верного оленя 

8,01 
±0.50 

2,18 
±0,10 

0,44 
±0.01 

3,83 
±0.14 

90,16 
±1,56 

2,17 
±0,04 

0,86 
±0,02 

0,11 
±0,003 

0,20 
±0,005 

Волос крупного ро
гатого скота 

11,14 
±0,79 

2,51 
±0,09 

0,28 
±0,008 

5,36 
±0,22 

90,09 
±1.39 

1,52 
±0.029 

0,78 
±0,01 

0,24 
±0,003 

0,22 
±0,005 

Щетина 12,47 
±0.85 

2,23 
±0.07 

0,20 
±0.005 

7,88 
±0,31 

87,93 
±1,68 

2,47 
±0,052 

0,95 
±0,01 

0,17 
±0,003 

0,20 
±0.004 

Очес шерсти 9,17 
±0,63 

2,36 
±0.08 

0,35 
±0.009 

4,42 
±0,17 

91,45 
±1,09 

2,08 
±0,04 

1,03 
±0.02 

0,21 
±0,002 

0,16 
±0.003 
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Содержание неколлагеновых белков в выйной связке примерно в 3 раза 

выше, чем в лобашах. Углеводов в ней, несмотря на отсутствие гексозаминов, 

также обнаруживается больше. Что касается жировых и минеральных веществ, 

то они присутствуют в выйной связке в меньших количествах, чем в лобашах. 

Анализ данных, представленных в табл.20, свидетельствует о том, что в обоих 

видах отходов суммарный процент коллагена и неколлагеновых белков мень

ше, чем количество общего белка. По всей вероятности, эта разница и характе

ризует количество эластина, содержащегося в исследуемых образцах; для ло-

башей она составляет 1,05 %, для выйной связки - 75,78 %. Полученные дан

ные весьма убедительно свидетельствуют о целесообразности использования 

выйной связки для наработки эластина. 

Как уже неоднократно отмечалось (43), специфика кожевенного, мясопере

рабатывающего и шерстеперерабатывающего производств такова, что в про

цессе получения основной товарной продукции наряду с отходами образуется 

большое количество побочных продуктов в виде скотоволоса, шерсти или очеса 

шерстных волокон. Несмотря на определеннью видовые особенности, все они 

являются роговыми образованиями эпидермального происхождения, состоя-

пщми в основном из кератиновых белков, определяющих структуру, химичес

кий состав и свойства волоса (87, 228, 290). С учетом того, что все объекты ис

следования представляют собой сложные многокомпонентные образования, на 

первом этапе работы необходимо было получить информацию об их химиче

ском составе и с этой точки зрения дать оценку возможностей их переработки 

(табл. 21). 

Характеристика исследуемых образцов по такому показателю как содер

жание влаги на начальной стадии анализа обусловлена не только необходи

мостью полз^ения сопоставимых данных по остальным компонентам химиче

ского состава. Гидрофильные свойства кератина, также как коллагена и эласти

на, обусловлены определенным количеством активных групп, характерным 

для данного состояния белка в сочетании с термической устойчивостью этот 

показатель отображает общий энергетический баланс связей в белоксодержа-
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щем материале (199). 

Как видно из табл.21, содержание влаги во всех образцах варьирует в не

значительном пределе - от 8,01 до 12,47 %. Наименьшее значение этого пока

зателя выявлено для волоса северного оленя, наибольшее - для щетины. Коли

чество минеральных веществ практически одинаково для всех видов волос 

(2,18-2,51%). Тот факт, что этот показатель для волоса-сгонки крупного ро

гатого скота несколько выше, чем у остальных образцов, мы объясняем нали

чием определенной зависимости между величиной этого показателя и методом 

получения исходного сырья. В том случае, если съем шерсти со шкуры произ

водится механическим способом, содержанием минеральных веществ в волосе 

ниже, чем при использовании намазных смесей. 

Что касается содержания жировых веществ, то их количество в исходном 

сырье обусловлено, по всей вероятности, видовыми особенностями секретов 

сальных желез. Так, например, щетина свиней отличается повышенной зажи-

ренностью - 7,88 %; величина этого показателя для волоса шерсти крупного 

рогатого скота, гребенного очеса и волоса северного оленя соответственно в 

1,5; 1,8 и 2,8 раза ниже. 

В количественном отношении белковые вещества во всех исследованных 

образцах преобладают над остальными компонентами. На их долю приходится 

около 90 % от сухого остатка, что свидетельствует о достаточно высоких воз

можностях использования вышеуказанных видов волос, как исходного сырья, 

для получения белковой субстанции, состоящей из растворимых производных 

кератина. Наличие в волосе различных структурных белков (табл.21) создает 

необходимость использования ряда химических воздействий, способствующих 

очистке кератина фибрилл волоса от балластных веществ. Помимо этого в тех

нологическую схему получения нативного фибриллярного кератина обязатель

но надо включать процедуру обезжиривания. 

Обобщая результаты анализа химического состава различных видов бело-

ксодержащих отходов кожевенного, мясо- и шерстеперерабатывающего произ

водств, следует подчеркнуть, что изучение химического состава позволило не 
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ТОЛЬКО объективно оценить их достоинства и недостатки, с точки зрения ис

пользования в качестве исходного сырья для наработки коллагена, эластина 

или кератина, но и предложить, в случае необходимости, технические реше

ния, направленные на удаление присутствующих в сырье, наряду с фибрил

лярными белками, жировых и минеральных веществ, а также белково-

углеводных комплексов и способствующие тем самым повышению степени 

очистки конечного продукта. 

3.3. Изучение структурных особенностей коллаген-, эластин- и кера-

тинсодержащих отходов 

Неоднородность химического состава белоксодержащих отходов указывает 

на наличие сложной многоуровневой системы связей различной природы (от 

вандерваальсовых до ковалентных), объединяюпщх гистострз^турные элемен

ты отдельных разновидностей соединительной и эпидермальной тканей в еди

ное целое (от органотканевого до молекулярного) (113, 132, 191,193). 

Для того, чтобы целенаправленно нарабатывать высокоочищенные препа

раты фибриллярных белков из недубленых отходов кожевенных предприятий, а 

также из некондиционного сырья или побочных продуктов мясо- и шерстепе-

рерабатывающих производств, необходимо с помощью определенных химиче

ских и физических воздействий вначале провести деструкцию связей и макси

мально ослабить взаимодействие между основным компонентом и сопутст

вующими ему веществами на тканевом уровне. Такой методический прием дает 

возможность удалить эти сопутствующие вещества при последуюпщх обработ

ках. 

Следуюпщй этап деструктивных изменений характеризуется разрывом 

межмолекулярных связей непосредственно в фибриллярных структурах колла

гена, эластина и кератина, что позволяет получать молекулярно-

диспергированные растворы этих белков в нативном состоянии. 

Это означает, что процесс выделения фибриллярных белков, включая их 

солюбилизацию (принудрггельное растворение), должен затрагивать все типы 

межмолекулярных взаимодействий, кроме тех связей, которые ответственны за 
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сохранение нативной молекулярной структуры коллагена, эластина и кератина. 

Поскольку фибрилла является элементом надмолекулярной структуры бел

ка и подвергается разрушению только на стадии ее растворения, следует ожи

дать, что на этапах химической обработки исходного сырья, предшествующих 

растворению, должен происходить разрыв преимущественно низкоэнергетиче

ских связей, образующих «мостики» между макроструктурными элементами 

белоксодержащих тканей (пучками волокон и волокнами), т.е. «деполимериза

ция» их до фибрилл (16, 17, 21). 

В данном случае речь идет, во-первых, о вандерваальсовых силах ориента-

ционного, индукционного и дисперсионного характера, имеющих заметную ве

личину на расстояниях между структурными элементами порядка 0,1-1,0 нм. 

Энергия этих связей обычно не превышает 4 кДж/моль. Сюда же следует от

нести ионные связи, возникающие в результате взаимодействия боковых групп 

основного и кислотного характера и водородные связи, образующиеся между 

атомами кислорода, азота, фтора, хлора и серы. Они играют существенную роль 

в обеспечении структурной стабильности фибриллярных белков и содержащих 

их тканей. Энергетический уровень водородных связей невелик и находится в 

пределах 8-40 кДж/моль и зависит от степени электроотрицательности атома, с 

которым водород взаимодействует через эту связь. Однако, общая энергия сил 

межмолекулярного взаимодействия, обусловленного этими типами связей, мо

жет достигать значительной величины, ввиду их многочисленности, поскольку 

на долю атомов водорода в фибриллярных белках приходится более 50 % от 

общего числа всех атомов. Несомненно, межмолекулярное взаимодействие на 

тканевом уровне обусловлено наличием между структурными элементами по

перечных связей не только не ковалентного, но и ковалентного типа. Энергия 

ковалентной связи составляет величину порядка 300 кДж/моль. Однако, их ко

личество весьма незначительно. С учетом того, что именно характер межмо

лекулярного взаимодействия обуславливает определенное агрегатное состояние 

вещества (15), становится очевидным, что для очистки фибриллярного белка от 

сопутствующих ему компонентов, в частности протеогликанов и гликопротеи-
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НОВ, необходимо затратить энергию, превышающую энергию поперечных кова-

лентных связей. В связи с вышеизложенным, определенный интерес представ

ляло изучение энергетических показателей, характеризующих архитектонику 

коллаген-, эластин- и кератинсодержащих тканей в нативном состоянии. Благо

даря объективной информации о количестве и энергетическом спектре связей, 

скрепляющих структурные элементы тканей в единое целое, можно более 

обоснованно осуществлять целенаправленную наработку отдельных фибрил

лярных белков. На рис. 12-15 представлены серии графиков, характеризующих 

изменения деформации образцов гольевого спилка, выйной связки (парной и 

проавтоклавированной) и шерстных волокон очеса тонкорунных овец при раз

личных значениях внешнего механического напряжения и температуры. Из 

приведсЕиых графиков следует, что с увеличением температуры исследуемые 

образцы в начале незначительно удлиняются. Вероятнее всего, это происходит 

за счет упорядочивания и продольной ориентации структурных элементов в ре

зультате напряжения межмолекулярных связей в аморфных зонах фибрилляр

ных белков (21, 22,).После дующее медленное повышение температуры среды, в 

которой производится нагрев образца, приводит к усилению движения сегмен

тов белковых структур. По достижении температуры, называемой температу

рой начала гидротермического сокращения (Тнгс), начинается процесс ослабле

ния межмолекулярного взаимодействия и необратимого разрушения межмоле

кулярных связей, в результате чего длина образца сокращается, т.к. белок из 

фибриллярного состояния стремится перейти в глобулообразное (82). Такое из

менение фазового состояния обусловлено разрушением кристаллических зон в 

структуре фибриллярного белка (81). 

Как следует из представленных в табл. 22 экспериментальных данных, тем

пература начала гидротермического сокращения непосредственно зависит от 

механического напряжения исследуемого образца (а). 

Процесс напряжения и разрыва межмолекулярных связей в образце, веду

щий к его сокращению, продолжается до достижения температуры текучести 
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-0,01 

-•-0,28 МПа, -»-0.9МПа, -^1,б11\ЛПа, -х-2,1МПа 

Рис.12. Изменение линейных размеров гольевой спилковой обрези под 
действием температуры и нагрузки 

0,002 

-•-0,12 МПа, - • - 0,38 МПа, -А-0,62 МПа, -^0,88 МПа 

Рис. 13. Изменение линейных размеров парной выйной связки крупного рогато
го скота под действием температуры и нагрузки 
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0,008 -1 

•-0,9 Мпа; -»-1,0МПа; -А -1,1МПа; -»^-1,2МПа 

Рис. 14. Изменение линейный размеров выйной связки крупного рогатого скота 
после автоклавирования под действием температуры и нагрузки 

0,0005 

-0,002 

^О.ОбМПа; -11-0,11МПа; -нк-0,2МПа 

Рис. 15. Изменение линейных размеров шерстного волокна под влияниемтем-
пературы и нагрузки 



Таблица 22 
Энергетические параметры структурной стабильности белоксодержащих материалов 

Анализи
руемый 
образец 

Основной 
белковый 

компонент 

Внеш
нее на
пряже
ние é, 
МПа 

Темпера
тура нача
ла гидро
термиче
ского со

кращения, 
А нгс, ^ 

Работа теп
ловой де
формации 

при Т<Тнгс, 
А, к 

Дж/м5ль 

Усреднен
ное коли
чество ус-
ловко на

пряженных 
связей, п, 

моль 

Темпера
тура теку
чести, Тт , 

Работа 
тепловой 
деформа-
иткипри 

Т>Тнп., А, 
кДж/моль 

Усреднен
ное коли
чество ус
ловно ра
зорванные 
связей, м 

моль 

Количество 
условно 

напряжен
ных связей, 
п, моль' , 
при 165 °С 

Гольевой 
спилок 
шкур 

крупного 
рогатого 

скота 

колЗтаген 

0,28 70 62 2,2 125 540 160 Гольевой 
спилок 
шкур 

крупного 
рогатого 

скота 

колЗтаген 
0,9 75 65 22 125 580 170 

Гольевой 
спилок 
шкур 

крупного 
рогатого 

скота 

колЗтаген 
1,61 85 130 45 125 650 190 

Гольевой 
спилок 
шкур 

крупного 
рогатого 

скота 

колЗтаген 

2,1 90 190 64 125 690 260 
Выйная 
связка 

крупного 
рогатого 

скота 
(парная) 

эластин 
(80 %) + 

Коллаген (20 
%) 

0,125 35- оМ 0,02 115 20 37 Выйная 
связка 

крупного 
рогатого 

скота 
(парная) 

эластин 
(80 %) + 

Коллаген (20 
%) 

0,375 45 0,0# 0,04 115 340 1Ó0 
Выйная 
связка 

крупного 
рогатого 

скота 
(парная) 

эластин 
(80 %) + 

Коллаген (20 
%) 0,625 65 17 5,9 115 370 Но 

Выйная 
связка 

крупного 
рогатого 

скота 
(парная) 

эластин 
(80 %) + 

Коллаген (20 
%) 

0,875 70 50 18 115 390 по 

Выйная 
связка 

крупного 
рогатого 

скота 

эластин 

0,9 75 Выйная 
связка 

крупного 
рогатого 

скота 

эластин 
lio 120 

Выйная 
связка 

крупного 
рогатого 

скота 

эластин 
1,05 270 

Выйная 
связка 

крупного 
рогатого 

скота 

эластин 

1,25 560 

Очес шер
сти тон

корунных 
овец 

кератин 
0,06 60 0,005 0,002 150 1]09 0,5 Очес шер

сти тон
корунных 

овец 
кератин 0,11 130 0,2 0,07 150 8,3 2,4 

Очес шер
сти тон

корунных 
овец 

кератин 
0,2 130 0,2 0,07 150 10 3,0 
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(Тх). 
Затем, образцы вновь начинают удлиняться, вероятно, за счет напряжения и 

последующего разрыва более прочных, продольно ориентированных ковалент-

ных связей. Не исключено, что при температуре более высокой, чем температу

ра текучести, происходит разрыв внутриспиральных связей. 

Обращает на себя внимание тот факт, что характер термодеформационных 

изменений парной выйной связки в исследуемом интервале температур (рис.13) 

обусловлен, по всей вероятности, не столько наличием в ней эластина, сколько 

коллагена. Так, данные по величине Тнгс для выйной связки близки к аналогич

ным показателям гольевого спилка. То же можно сказать и о температуре теку

чести. Очевидно, кратковременные температурные воздействия не оказывают 

влияния на основной белковый компонент парной выйной связки в виду его 

термостабильности (16) и все наблюдаемые термоэффекты обусловлены при

сутствием в ней около 20 % коллагена. 

Термодеформационные исследования выйной связки после ее автоклавиро-

вания позволяют наблюдать изменения, происходящие с эластином, свободным 

от сопутствующих ему в парной выйной связке белковых компонентов. Как 

видно из рис. 14 и табл. 22, в чистом эластине в проанализированном интервале 

температур гидротермическое сокращение не происходит. Напряжение связей 

начинается после 150 °С. Скорее всего, это связи десмозиновой природы (156, 

158). 

Описанные термоэффекты характерны для фибриллярных белков, состав

ляющих основу проанализированных образцов, и четко просматривается на 

термодеформационных кривых (ТДК) (рис. 12-15). 

Несмотря на высокую степень аналогии, указывающую на единую природу 

происхождения фибриллярных белков, ТДК несут на себе отпечаток индивиду

альных особенностей каждого белка. 

Так, эндотермический максимум на кривых ТДК, соответствующий началу 

гидротермического сокращения, для коллагена гольевого спилка находится в 

интервале температур 70-90 °С, для эластина из парной выйной связки от 35 до 



Таблищ23 
ТермодиБИмические пфайетрЕх, хфзкг&рЕзуюище плавление белоксодержащих материалов 

Анализируемый 
образец 

Осйовной'белко
вый компонент 

1 Энергия йязко-
1 текучеЛ) пере-
; хода ДН, 
1 кДк/моль 

Темхйрктура 
начали гйдро-
термического 

сокращения при 
нулевом напря
жении, Тнгс, С 

Температурные 
пределы изме̂ ^ 
нёния фазового 
состояния, °С 

АТ=Т, -Тн,е 

Молярная теп
лоемкость, 

АН 
с = —— 

Дж/молЬ град. 

Теплоемкость 
сегМеНта/звена, 

Дж/моль град. 

Гольевой спилок 
шкур'к^упнбго 
ро1*а1*ого скота 

коллаген 
1 

190 56,5 56,5 3363 1,5К 

Выйная связка: 

-парная; 
эластин + 
коллаген ^ 420 63 52 8064 8,0К 

г автокЛави^ован-
ная эластин 

] 

75 2$ ЗООб 
1—» 

3,0К " 

Шерсть 0ВТ1Ь1 кератин 
i 

1 210 
45̂  105 2400 5,0К 
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70 °С, для эластина из выйной связки после автоклавирования - исследованном 

интервале температур не обнаружен, для кератина овечьей шерсти от 60 до 130 

Т . 

Экзотермический минимум ТДК находится, соответственно, в интервалах 

температур 123-127 °С; 110-115 °С; не выявлен; 145-155 °С. Причина появления 

максимума связана, как считают некоторые авторы (21), с удалением адсорбци

онной влаги, сопровождающимся сближением молекул и, вследствие этого, не

которым нарастанием межмолекулярного взаимодействия. Перегиб на ТДК 

можно рассматривать как результат начала тепловой денатурации, ведущей к 

нарушению равновесия между структурирующими и глобулирующими силами 

макромолекул и обуславливающий переход типа «спираль-клубок» (193). Есте

ственно, этот процесс происходит как в кристаллических, так и аморфных зо

нах фибриллярных структур и носит кооперативный характер. Однако макро

молекулы из менее ориентированных аморфных зон должны глобулироваться 

при более низких температурах, чем это имеет место для кристаллических зон, 

в результате чего наблюдается температурно-временной интервал перехода из 

твердого состояьшя в вязко-текучее. 

Различия, наблюдаемые при сравнении ТДК, относящихся к различным ви

дам тканей, обусловлены, вероятно, именно соотношением кристаллических и 

аморфных областей в отдельных фибриллярных белках, а также степенью их 

структурирования за счет разного числа поперечных межмолекулярных связей 

различной природы. Чем больше доля кристаллических областей и степень 

структурирования аморфных зон, тем более высокие значения имеют Т„гс и Тх. 

Так, например, у эластина (из проавтоклавированной выйной связки), для 

которого характерно значительное преобладание аморфного компонента над 

кристаллическим (108, 156, 158), эти показатели ниже, чем у коллагена. В свою 

очередь, коллаген обладает меньшей кристалличностью, чем кератин. Все это 

тесно связано с функциональными особенностями белка, в частности, с необхо

димостью выдерживать силовые напряжения в организме (113, 190). 

Несомненный интерес представляет информация о видах связей, разру-
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шающихся в температурном интервале между максимумом и минимумом ТДК, 

принадлежащих различным белкам. 

Как свидетельствуют результаты наших экспериментов (табл.22), по всей 

вероятности, в основном происходит разрыв водородных связей различной сте

пени прочности, что согласуется с опубликованными ранее данными (16). 

Разумеется, учитывая кооперативный характер сил межмолекулярного 

взаимодействия, нельзя не принимать во внимание существование ковалентных 

межмолекулярных связей. Практическое отсутствие эндоэффекта высокоэнер

гетических связей - пептидных, сложноэфирных, дисульфидных и др., обьяс-

няется, вероятно, их относительной малочисленностью. 

Энергия, необходимая для разрыва межмолекулярных поперечных связей 

различной природы и перевода образца в вязко-текучее состояние накапливает

ся в нем постепенно по мере увеличения температуры образца. 

Нагревание анализируемых образцов, состоящих, главным образом, из фибрил

лярных белков, сопровождается изменением внутренней энергии архитектони

ки всей системы белковых элементов, начиная от пучков волокон, волокон и 

составляющих их фибрилл, заканчивая молекулами белка и пептидными цепя

ми. Естественно, при нагревании влияние энергии теплоносителя на элементы, 

принадлежащие к разным уровням белковой структуры, неодинаково. Так, низ

кие температуры воздействуют, в основном, на элементы макроструктуры, та

кие, как пучки волокон и волокна. Повышение температуры приводит к увели

чению расстояния между элементами, т.е. к тепловому расширению. Дальней

шее повышение температуры до величин, соответствующих Т„гс и более, воз

действует на тонкую структуру фибрилжрных белков и приводит к ее деструк

ции. В этом случае энергии, запасенной белковой структурой, становится дос

таточно, чтобы преодолеть напряжение и осуществить постадийный разрыв не-

ковалентных поперечных связей. Еще большее повышение температуры и, со

ответственно, накопленной энергии, приводят к началу вязко-текучего состоя

ния, при котором рвутся практически все поперечные связи между микрофиб

риллами, в том числе и ковалентные. Последующее увеличение температуры 
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вызывает, вероятно, напряжение и разрыв продольно ориентированных межмо

лекулярных связей, что внешне проявляется как вязко-текучее состояние, хо

рошо видимое под нагрузкой. 

При разрыве связей элементы белковых структур приобретают большее 

значение степеней свободы, что характеризуется скачком теплоемкости. Это, в 

свою очередь, способствует постепенному накоплению потенциальной энергии 

и при достижении определенного уровня приводит к разрыву высокоэнергети

ческих связей, т.е. к переводу макроструктурных элементов системы в другое 

фазовое состояние (табл.23). 

В табл. 23 представлены результаты расчетов величин энергии, необходи

мых для перевода образцов в вязко-текучее состояние, а также значения тепло-

емкостей, являющихся функцией процесса изменения состояния системы. Как 

видно из табл. 23, значения величин энергии АН каждого из трех тршов биопо

лимерных систем обусловлены их структурными особенностями. Так, энергия 

вязко-текучего перехода для коллагена из гольевой спилковой обрези меньше, 

чем для коллаген-эластинового белкового комплекса, составляющего основу 

парной выйной связки. Очевидно, для разрыва межмолекулярных поперечных 

связей в парной выйной связке требуется затратить гораздо больше энергии. Те 

изменения, которые имеют место в интервале температур от 30 °С до 180 °С, 

затрагивают только коллагеновые структуры и в очень малой степени эластиче

ские. Тем не менее, именно присутствие эластина ведет к увеличению энергии 

вязко-текучего перехода. Для того, чтобы осуществить фазовый переход в та

ком материале как выйная связка необходимо более мощное температурное 

воздействие, т.к. известно, что эластин является самым термостабильным бел

ком. Величина энергии, необходимой для перевода шерсти в вязко-текучее со

стояние, несколько превышает значения этого показателя для гольевого спилка. 

Скорее всего, это обусловлено энергетическим спектром связей. 

При расчете теплоемкости исследуемых материалов необходимо знать тем

пературные пределы изменения их фазовых состояний, т.е. разницу между 

и Тнгс- В связи с тем, что нагрузка противодействует термической усадке об-
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разцов, целесообразно использовать в последующих опытах значения Тнгс при 

нулевом напряжении. Именно эта величина, определяемая экстраполяцией на 

нулевое значение графика зависимости температуры начала гидротермического 

сокращения от внешнего напряжения на исследуемый образец, является посто

янной для каждого из проанализированных белковых веществ. Значения тепло

емкости сегмента/звена СУ были рассчитаны при условии, что С=К. Это оправ

дано тем, что величина энергии единичной связи совпадает с энергией бро

уновского движения, которая сообщается исследуемому образцу через тепло

носитель. Принимая за основу рассуждение о том, что количество разорванных 

межмолекулярных связей в результате фазового перехода должно быть макси

мальным, а это возможно лишь при наибольших нагрузках, при расчете тепло-

емкостей использовали именно такие значения п* (табл. 22). Как видно из ре

зультатов, представленных в табл.23, для гольевого спилка эта величина отли

чается от К в полтора раза, т.е. с момента начала гидротермического сокраще

ния до вязко-текучего перехода энергия изменяется в полтора раза быстрее, чем 

температура теплоносителя. Для выйной связки эта величина отличается уже в 

8 раз, для проавтоклавированной выйной связки - в 3 раза, для шерсти - в 5 раз. 

Приведенные соображения дают возможность уточнить энергетический ин

тервал изменений при термодеформациях различных белоксодержащих мате

риалов и позволяют представить энергетическую картину связей в белоксодер

жащих тканях с тем, чтобы обоснованно разрабатывать технологический цикл 

их переработки. 

Всестороннее изучение различных видов белоксодержащих отходов позво

лило выявить ряд общих закономерностей в структурных особенностях, хими

ческом составе и исходных свойствах тканей, содержащих фибриллярные бел

ки, предложить систему оценки их качества, что в свою очередь дало возмож

ность рекомендовать их как сырье для получения новой товарной продукции. 

Следуюпщй этаг^аботы заключался в разработке способов целенаправлен

ного получения коллагена, эластина и кератина из отходов с учетом их строе

ния и химического состава. 
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ГЛАВА 4. Разработка способов получения высокоочищенных препара

тов коллагена, эластина и кератина из белоксодержащих отходов сырья 

животного происхождения 

Информация о биохимическом составе, энергетических параметрах и дру

гих свойствах белоксодержащих отходов позволяет более обоснованно и эф

фективно использовать определенные химические воздействия и их комби

нации для очистки основного белкового компонента в каждом конкретном 

виде исходного сырья от сопутствующих ему белково-углеводных соедине

ний, являющихся, в данном случае, балластными веществами, и его после

дующего растворения. 

4,1 Коллаген 

Анализ научно-технической и патентной литературы, а также результаты 

собственных исследований свидетельствуют о том, что химическую модифи

кацию коллагенсодержащих отходов можно осуществлять (выполнять) в двух 

направлениях: 

- получая фибриллярный коллаген с сохраненной трехмерной структу

рой, максимально очищенный от биополимеров и веществ неколлагеновой 

природы, присутствующих в соединительной ткани; такой подход открывает 

путь к созданию биоматериалов и трансплантатов на основе фибриллярного 

коллагена (20, 42, 70,172, 179, 184, 201, 346, 365); 

- получая молекулярно-диспергированные растворы коллагена за счет раз-

рзчпения межмолекулярных ковалентных связей в фибриллярном коллагене; 

в данном случае коллаген можно использовать или непосредственно, или 

применять в качестве матрицы для иммобилизации биологических и лекарст

венных веществ (37, 38, 41, 54, 60, 73, 97, 117, 125, 126, 136, 150, 170, 171, 

173, 205, 237, 242, 249, 370, 375, 406). 

Принимая во внимание возрастающую потребность в коллагеновых пре

паратах различных форм и назначений, были гоучены возможности получе

ния как фибриллярного, так и диспергированного коллагена из недубленых 

отходов кожевенного производства. 
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4.1.1. Получение фибриллярного коллагена. 

Приступая к разработке способа получения нерастворимого коллагена как 

возможного биологического покрытия, мы не случайно избрали объектом ис

следований гольевой спилок свиных шкур, непригодный для производства 

кожи. 

Во-первых, такое временное покрытие весьма перспективно, т.к. свиная 

кожа наиболее близка по строению к человеческой и, после соответствующих 

обработок, вполне может отвечать требованиям, предъявляемым тканевым 

трансплантатам. Во-вторых, учитывая доступность и дешевизну исходного 

сырья и сравнительно невысокие затраты на его обработку, использование 

свиного спилка для производства препаратов ветеринарного и медицинского 

назначения целесообразно с экономической точки зрения. 

В то же время процесс подготовки отдельных слоев дермы свиных шкур 

для использования в качестве временных покрытий на раны, исключающий 

растворение коллагена дермы, имеет ряд особенностей и связан с определен

ными трудностями. 

Для того чтобы подобрать оптимальный вариант и режимы обработки 

свиного спилка, исключающие деструктивные изменения в надмолекулярной 

структуре коллагена, было изучено влияние щелочно-солевых и кислотно-

солевых воздействий различной интенсивности и продолжительности на его 

химический состав (табл. 24) и физико-механические свойства (табл.25). 

Несмотря на то, что механизм действия кислот и щелочей на коллаген де

тально описан в литературе (10, 41. 97, 98), этот этап работы, тем не менее, 

был необходим как вспомогательный для проведения последующих экспери

ментов. 

Как видно из табл. 24, вид и продолжительность обработки образцов 

свиного спилка оказывают значительное влияние на отдельные показатели 

его химического состава. Например, содержание влаги в исследуемых образ

цах увеличивается прямо пропорционально степени интенсивности щелочно-



Таблица 24 
влияние различных обработок на химический состав свиного спилка 

Анализируемый 
образец 

(свиной спилок) 

Продолжи-
те^ьноств 
обработки, 

час. 

Вл^га, % 

Содержание, % от абсолютно суХоЛ вещества (с редние значения, п=5) 
Анализируемый 

образец 
(свиной спилок) 

Продолжи-
те^ьноств 
обработки, 

час. 

Вл^га, % зола жир белок кОллагей гёксозы 
гексозами-

ны 

Необработанный 68,04 0,84 М,10' 85,34 83,17 0,99 СГ,65 

После обработки 3 % 
МаОНи14%Ма2804 

24 69,78 1135 8,69 86,23 84,80 0.73 0,42 
После обработки 3 % 
МаОНи14%Ма2804 48 70,89^ 1̂ 49 8,08 86,39 84,98 0,70 0,34 

После обработки 5 % 
КаОН и 14 % Ка2804 

24 70,85 11бЗ 7,26 88,63 87,42 0,58 0.29 
После обработки 5 % 
КаОН и 14 % Ка2804 48 72,96 1180 6,93 89,00 88,47 0,45 0,18 

После обработки 8 % 
КаОНи 14%Ма28б4 

24 74,62 2,12 6,54 90,04 91[26 0,33 0,14 
После обработки 8 % 
КаОНи 14%Ма28б4 48 76,09 2,27 6,17 90,10 90,06 0,34 0,1Ь 

После обработки ОДн 
НС1и14%Мае1 

12 68,31 0,96 9,94 86,06 84.19 0,78 0,53 После обработки ОДн 
НС1и14%Мае1 24 69,58 liOi) 9,86 86,28 84,31 0,69 0,47 
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солевого воздействия. 

В то же время более длительная обработка свиного спилка щелочно-

солевым раствором, содержащим определенный процент щелочи, практиче

ски не увеличивает процент влаги в образце, очевидно за счет обезвоживаю

щего действия соли. 

При кислотно-солевых воздействиях также происходит дополнительная 

гидратация бежовых компонентов дермы. Однако она гораздо менее выраже

на, чем при щелочно-солевых. Это обусловлено присутствием в растворах 

хлорида натрия, который подавжет набухание образцов в кислой среде го

раздо сильнее, чем сульфат натрия в щелочной (98, 115). 

Согласно результатам наших опытов, содержание минеральных веществ в 

образцах свиного спилка, подвергнутого различным химическим воздействи

ям, особенно возрастает при щелочно-солевых обработках. Установленный 

факт объясняется довольно прочной адсорбцией неорганических ионов, при

сутствующих в растворах, на волокнистых структурах дермы спилка. Этому 

также способствует большое разрыхление структуры спилка при щелочно-

солевых обработках (10, 41, 49, 50,156). 

Данные о содержании жировых веществ наглядно свидетельствуют о 

преимуществе щелочно-солевых воздействий перед кислотно-солевыми, т.к. 

первые в большей степени способствуют удалению жировых веществ из сви

ного спилка за счет омыления жиров под действием щелочи. Однако, с уве

личением срока обработки омьшение жиров и, тем самым, удаление их из об

разцов свиного спилка замедляется, вероятно, из-за присутствия в рабочих 

растворах сульфата натрия в постоянно высоких концентрациях. 

Использованные в данном эксперименте химические воздействия не мо

гут не отражаться на содержании бежовых веществ в спилке. В условиях ки

слотно-солевой обработки происходит частичное растворение и вымывание 

глобулярных белков, вследствие чего количество белка в образце незначи

тельно уменьшается. 

Действие щелочи, ведущее к разрушению межфибриллярного цементи-
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рующего вещества, сопровождается еще более выраженным снижением со

держания белковых веществ (135). Несмотря на то, что согласно нашим дан

ным, количество белковых веществ при кислотно-солевой и щелочно-солевых 

обработках спилка увеличивается, здесь нет противоречия с результатами 

других авторов (201), т.к. в данном случае содержание белка рассчитывали 

по отношению к абсолютно сухому остатку и, естественно, по сравнению с 

необработанным спилком оно возрастало, вследствие удаления из анализи

руемых образцов минеральных, жировых и др. балластных веществ, хотя в 

абсолютных единицах этот показатель, конечно, уменьшается. 

Оценивая содержание коллагена, следует отметить, что по отношению к 

абсолютно сухому остатку количество его в анализируемых образцах в ре

зультате химических воздействий на спилок з^еличивается и по мере возрас

тания интенсивности щелочно-солевых обработок приближается к величинам, 

характеризуюпщм содержание общего белка. Это свидетельствует о практи

чески полном удалении из образцов белковых компонентов неколлагеновой 

природы. Причем, по всей вероятности, величина этого показателя будет ос

таваться на данном уровне до тех пор, пока условия отработки не приведут к 

разрушению коллагенового волокна. 

Особый интерес для нас представляло изучение влияния различных обра

боток на содержание в свином спиже межфибрЕшлярного цементирующего 

вещества, представленного двумя видами белково-углеводных комплексов -

гликопротеинами и протеогликанами (55, 61, 114, 133, 135). 

Как видно из табл.24, по мере увеличения интенсивности используемой 

обработки количество нейтральных углеводов и гексозаминов, по которым 

мы судили о наличии углеводных компонентов в спиже, уменьшается и 

доходит до определенных пределов. Остающиеся гексозы, по-видимому, 

очень тесно связаны с фибриллярным коллагеном или входят в состав его 

макромолекул (113, 156, 201). Что касается гексозаминов, то резкое уменьше

ние их количества свидетельствует об удалении гексозаминов и, тем самым, 

о разрушении цементирующего вещества и возможной дезагрегации фибрил-
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лярных структурных элементов в волокнах (98, 201). 

Результаты наших опытов по изучению влияния различных химических 

воздействий на фшико-механические свойства свиного спилка суммированы 

в табл.25. 

Таблица 25 
Изменение физико-механических свойств образцов свиного 

спилка под влиянием различных химических обработок 

Условия обра
ботки свиного 
спилка 

Продолжи
тельность 
обработки 

Физико-механические характеристики образцов Условия обра
ботки свиного 
спилка 

Продолжи
тельность 
обработки 

температура 
сваривания, 

''С 

предел прочно
сти при растя

жении, н/м 
пористость, % 

Необработан
ный спилок 66±0,5 (4,14±0,31)х10^ 4,72±0,12 

После обра
ботки 3% 
МаОН+14% 
Ма2804 

24 

48 

49±0,5 

47+1,5 

(1,86±0,17)х10^ 

(1,59±0,22)х10^ 

6,17±0,14 

7,05±0,33 

После обра
ботки 5% 
МаОН+14% 
Ма2804 

24 

48 

46±0,5 

43±0,8 

(1,47±0,12)х10^ 

(1,24+0,31)х10^ 

9,90+0,29 

11,07±0,11 

После обра
ботки 8% 
КаОН+14% 
Ка2804 

24 

49 

39±1,5 

34±2,0 

12,1±0,29 

15,04+0,20 

0,1нНСЬ+4% 
МаСЬ 

12 

24 

58±1,2 

55+1,0 

(3,84+0,25)х10^ 

(3,70±0,14)х10' 

4,78+0,15 

4,98+0,24 

Физико-механические свойства образцов свиного спилка претерпевают 

значительные изменения под действием едкого натра. Так, с увеличением 

концентрации щелочи снижается температура сваривания и прочность образ

цов, в то же время пористость их возрастает в 2-2,5 раза. 

Полученные в этом опыте данные подтверждают результаты ранее вы

полненных нами экспериментов об освобождении фибриллярных коллагено-

вых структур от сопутствуюпщх компонентов, и за счет чего увеличивается 

внутренняя поверхность образцов. 

Установленные закономерности позволили выбрать режим щелочно-
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солевого воздействия, разругаающий только цементирующее вещество и не 

затрагивающий коллагеновые структуры. Как видно из результатов, пред

ставленных в табл.25, наиболее эффективной является 24-часовая обработка 

спилка щелочно-солевым раствором, содержащим 5 % едкого натра. 

Что касается кислотно-солевых воздействий, которые были использова

ны в качестве своеобразного контроля, то, по нашим данным, они не вызыва

ют в свином спилке глубоких структурных изменений. Очевидно, что с их 

помощью можно удалить лишь те компоненты, которые связаны с коллагеном 

посредством слабых водородных связей. 

Полученные результаты (133) позволили перейти к следующему этапу 

исследований - разработке технологической схемы получения временных 

биологических покрытий из гольевой спилковой обрези, поиску оптималь

ных режимов отдельных технологических стадий. 

В виду того, что в качестве исходного сырья для наработки биоматериала 

на основе нерастворимого коллагена служил свиной гольевой спилок (или 

гольевая спилковая обрезь), полученный в результате двоения свиных шкур, 

прошедших операцию золения, в технологическую схему необходимо было 

включить процедуры, позволяющие перевести сырье в состояние, близкое к 

парному. 

С этой целью была использована промьшка спилка проточной водой, ко

торая позволяет удалить продукты распада белков и жиров из волосяных су

мок, а также несвязавшиеся химические реагенты, в частности, гидроксид 

кальция, используемый в промышленных условиях для золения дермы. 

Известно (43, 98), что золеное голье содержит 4-6 % извести от массы 

сз^ого остатка, из которых 1,7 % химически связана с коллагеном. При этом 

образуется слабо диссоциирующее соединение кальция с коллагеном, кото

рое при промывке проточной водой удалить не удается. Поэтому сырье после 

промывки подвергали обеззоливанию сульфатом аммония. Максимальный 

эффект был достигнут при обработке образцов 2,5 % (от массы голья) суль

фатом аммония при температуре 25-30 °С. При таких условиях удается пол-
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ностью провести обеззоливание за 1-1,5 часа. 

Ввиду того, что повышенное содержание жировых веществ в биоматериа

ле может отрицательно сказаться на его сорбционных свойствах, снизить ка

чество и сроки хранения готового препарата, необходимо было особенно тща

тельно отработать операцию технологического цикла, связанную с обезжи

риванием свиного спижа. В этой связи была проведена апробация различных 

вариантов обезжиривания в сочетании со щелочно-солевой обработкой 

(табл.26). 

Таблица 26 
Изменение содержания ж ш а в свином спилке в зависимости 

от способа обезжиривания 

Условия обезжиривания 

Содержание жи
ровых веществ в 
свином спилке по
сле обезжирива
ния (% от абс. су
хого в-ва) 

Количес1во 
удаленного 

жира, % 

1. Спилок до обезжиривания 9,98+0,25 

2. 5% МаОН+14% Ма2804;24 ч.; 25°С; 
ж.к.=3 7,36+0,16 26 

3. Обработка по варианту №2, затем 0,5% 
(от массы голья) липаза; 16 ч.; 30°С; 
ж.к.=3;рН 8,0-8,5 

6,76+0,10 32 

4. Обработка липазой (вариант №3), затем 
щелочно-солевая обработка (вариант 
№2) 

6,71+0,05 33 

5.1% липазы от массы голья, 16ч.; 38^0; 
ж. к.=3; рН 8,0-8,5, затем щелочно-
солевая обработка (вариант №2) 

4,44+0,55 56 

6. 1% МаОН в Ш Ма2СОз+5% ПАВ; 16 ч.; 
28°С; ж.к.=3, затем щелочно-солевая 
обработка (вариант №2) 

1,5+0,88 85 

Как видно из табл.26, наиболее эффективным является обезжиривание 

щелочно-солевым раствором с добавлением поверхностно-активных ве

ществ. 

За процедурой обезжиривания в технологической схеме следует щелоч

но-солевая обработка. Эта операция является одной из основных в технологии 

получения временных биологических покрытий из нерастворимого коллагена. 
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Именно на этом этапе, благодаря оптимально подобранным режимам щелоч-

но-солевого воздействия, создаются условия, позволяющие максимально уда -

лить из спилка неколлагеновые биополимеры, не затрагивая при этом над

молекулярную структуру коллагена. 

Для предотвращения гидролитического действия щелочи на коллаген, в 

технологическую схему была включена процедура солевой промывки об

разцов. Последовательное использование вслед за этим таких операций как 

нейтрализация и промывка проточной водой дало возможность полностью 

удалить из образцов остатки щелочи и солей. 

В процессе получения временных биологических покрытий возникает не

обходимость в такой обработке, которая гарантировала бы стерильность пре

паратов, а также максимальную сохранность физико-химических и терапев

тических свойств. Следует отметить, что немногие из существующих мето

дов могут быть применены для стерилизации коллагеновых материалов. 

Весьма удобным и единственно возможным, по мнению (237), является об

лучение жесткими у-лучами в дозе от 1,5 до 2,5 МРАД. 

Кроме стерилизации, важен вопрос разработки способов упаковки и ре

жимов хранения коллагенсодержащих препаратов, чтобы исключить влиярше 

кислорода воздуха, света, колебаний температуры. Конечный продукт, по

лученный по данной технологической схеме, обезвоживали в спирте, отжи

мали, герметично упаковывали в двойные полиэтиленовые пакеты, обеспе

чивающие влаго- и газонепроницаемость, но свободно пропускающие у-лучи 

в дозе 3,5 МРАД, и после стерилизации хранили в холодильнике при 

температуре 4+0,5°С в течение 1, 6 и 12 месяцев. 

Контроль влияния режимов стерилизации и сроков хранения на свойства 

готового препарата показал, что такие показатели, как содержание влаги, 

белковых, минеральных и жировых веществ, температура сваривания, прак

тически не изменяется в течение 1 года (25). 

Разработанная технологическая схема получения ксенотрансплантата из 

свиной спилковой обрези представлена на рис. 16. 
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ИСХОДНОЕ СЫРЬЕ 
(спилок свиного голья) 

ппомывка 

обеззоливание 

распиливание 

* 
промывка проточной водой 

У 
обезжиривание 

ПОЛУФАБРИКАТ №1 
(спилок обеззоленный и обезжиренный) 

щелочно-солевая обработка 

* 
солевая обработка 

нейтрализация 

промывка проточной водой 

обезвоживание 

упаковка 

У -
стерилизация 

КОНЕЧНЫЙ ПРОДУКТ 
(коллагеновый биоматериал) 

Рис. 16. Схема полз^ения коллагенового 
биоматериала из свиного спилка 
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Параллельно с разработкой способа изготовления коллагенового биома

териала из отходов кожевенного производства проводился поиск методов 

контроля за ходом технологического процесса, позволяющих быстро и объ

ективно оценить качество исходного сырья, полуфабриката и конечного про

дукта и выбрать контролируемые параметры, дающие максим)пу1 информации 

об исследуемом объекте. 

На наш взгляд, в данной ситуации исключительно важное значение при

обретают методы химического контроля качества, т.к. именно химический 

состав исследуемого образца, как было показано выше, определяет его физи

ко-механические и биологические свойства. 

Результаты постадийного контроля изменений химического состава сви

ного спилка с использованием традиционных методов анализа, рекомендуе

мых ГОСТом, приведены в табл.27. 

Таблица 27 
Основные параметры химического состава свиного гольевого 
спилка на отдельных стадиях его переработки в коллагеновый 

биоматериал, определяемые общепринятыми методами по ГОСТу 

Образец 
Содержание (% от абсолютно сухого вещества, п=5) 

Образец минеральные 
вещества жировые вещества гольевое 

вещество 

Исходное сырье 
(свиной спилок) 3,09+0,03 8,18+0,33 86,35+0,02 

Полуфабрикат 
(спилок обеззо-
ленный и обез
жиренный) 

2,77+0,06 4,38+0,29 88,75+0,06 

Готовый продукт 
(биоматериал) 2,54+0,06 3,04+0,12 91,03+0,02 

Контроль проб исходного сырья, полуфабриката и готового прод)чста на 

содержание минеральных веществ свидетельствует о том, что этот показа

тель химического состава по мере обработки свиного гольевого спилка не 

претерпевает значительных изменений. 

Контроль исследуемых образцов на содержание в них жировых веществ 
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ПОЗВОЛИЛ установить, что предложенный режим обезжиривания позволяет 

снизить количество жира в полуфабрикате примерно в два раза по сравнению 

с исходным сьфьем. Предшествующая получению готового продукта щелоч-

но-солевая обработка обеспечивает дальнейшее уменьшение концентрации 

жировых веществ еще в 1,4 раза. 

Определение такого показателя химического состава как содержание об

щего азота дало возможность получить информацию о количественных изме

нениях в содержании белковых веществ в свином спилке в процессе его пе

реработки в готовый биоматериал. Согласно полученным данным, количество 

белка по отношению и абсолютно сухому веществу в готовом продукте выше, 

чем в исходном сырье. Однако этот показатель не претерпевает значитель

ных изменений. 

Как видно из табл.27, из всех параметров химического состава, опреде

ляемых с помощью общепринятых гостовских методов, наиболее информа

тивным является показатель, характеризующий содержание жировых ве

ществ в исследуемом образце. По его величине можно судить о степени обез

жиривания исходного сырья в процессе получения из него коллагенового 

биоматериала. 

Ввиду того, что показатели химического состава, определяемые с помо-

шью традиционно используемых методов, не позволяют в полной мере оце

нить качество исходного сырья, полуфабриката и готового продукта, была 

предпринята попытка охарактеризовать исходные образцы путем колЕиест-

венного анализа их тотальных гидролизатов на наличие мономеров (амино

кислот, Сахаров), специфичных для определенных классов соединительнот

канных биополимеров. Такой методический подход дает возможность опре

делить в исследуемых образцах содержание коллагена (по оксипролину), 

суммарного белкового компонента неколлагеновых биополимеров (по тиро

зину) и углеводных компонентов неколлагеновых биополимеров (гексоз и 

гексозаминов). 

Постадийный контроль образцов путем анализа их тотальных гидролиза-
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TOB дает четкую картину изменений, происходяпщх с основными компонен

тами свиного спилка при обработке по данной технологии (табл.28). 

Таблица 28 
Параметры химического состава свиного гольевого спилка на 

отдельных стадиях его переработки в коллагеновый биоматериал, 
определяемые методом анализа тотальных гидролизатов 

Образец 

Содержание, % от абсолютно сухого вещества 

Образец 
коллаген 

неколлагеновые биополимеры Образец 
коллаген суммарный 

белок 
углеводные компоненты 

Образец 
коллаген суммарный 

белок гексозы гексозамины 
Исходное сы
рье (свиной 
спилок) 91,45± 0,600 1,680±0,003 0,502±0,009 0,972+0,010 

Полуфабрикат 
(спилок обез-
золенный и 
обезжиреный) 

92,50± 0,840 0,920±0,015 0,450±0,004 0,768+0,006 

Готовый про
дукт (биомате
риал) 

95,94± 1,360 0,425+0,010 0,538+0,010 

Снижение суммарного белкового и углеводных компонентов при неко

тором увеличении содержания коллагена (по отношению к абсолютно сухо

му веществу) свидетельствует об очистке коллагена в препарате от неколла-

геновых примесей, и, тем самым, о качестве получаемых временных биоло

гических покрытий. Установленные закономерности дают основание для ис

пользования перечисленных выше показателей химического состава в каче

стве параметров, регламентирующих качество конечного продукта. 

Сравнительный анализ данных, полученных в результате постадийного 

контроля образцов свиного спилка с помощью традиционных методов хими

ческого анализа по ГОСТу (табл.27) и методом анализа тотальных гидролиза

тов (табл.28) свидетельствует о том, что второй вариант контроля отличается 

большей информативностью. 

На наш взгляд, оценка качества готового биоматериала не по содержанию 

в нем коллагена, а по концентрации неколлагеновых примесей является бо

лее целесообразной (135). 
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Однако, в связи с тем, что оценка готового биоматериала должна прово

диться по целому ряду критериев, с учетом специальных требований, предъ

являемых к подобного рода препаратам, анализ отдельных показателей хи

мического состава конечного продукта обязательно должен быть дополнен 

лабораторно-экспериментальной проверкой его физико-химических и биоло-

гриеских свойств. 

Получать биоматериалы "мембранного" или "каркасного" типа на основе 

нерастворимого коллагена можно не только из свиного спилка, но и из со

единительнотканных оболочек желудочно-кишечного тракта и других орга

нов и тканей (перикарда, висцеральной брюшины и т.д.). 

Однако при этом следует всегда иметь в виду, что технологические прие

мы, направленные на получение коллагена, сохраняющего тканевый уровень 

организации структуры белка, должны быть обязательно объединены в еди

ный цикл таким образом, чтобы достичь не только максимального эффекта 

очистки волокнистого коллагена за счет целенаправленного разрушения свя

зей, обуславливающих его взаимодействие с жировыми и белково-

углеводными и др. компонентами и последзчощего удаления этих веществ в 

ходе жидкостных операций, но и сохранить определенную прочность и эла

стичность в получаемом имитаторе ткани. 

Следует отметить, что характер и интенсивность жидкостных операций во 

многом зависят от структурных особенностей исходного сырья, таких, на

пример, как плотность компоновки и тип связи, расстояние между пучками 

коллагеновых волокон и отдельными волокнами, степень усадки ткани в 

процессе сушки. При обработке тканей с менее плотной упаковкой коллаге

новых волокон и большим содержанием жира может возникнуть некоторое 

несоответствие между интенсивностью очистки, степенью разволокнения 

структуры и прочностными показателями материала. 

При достижении необходимой степени разрыхления ткани, характери

зующуюся высокими прочностными показателями, структура остается недос

таточно очищенной. В то же время при достаточной "чистоте" биоматериала 
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снижается его прочность. 

Нами предложено техническое решение (172), позволяющее избежать от

меченных выше недостатков и получЕггь биоматериал с хорошо разрыхленной 

и максимально однородной волокнистой структурой, прочностными и эла

стическими свойствами, соответствующим цели его назначения за счет про

ведения 3-5 циклов жидкост1п>1Х обработок, каждый из которых, в свою оче

редь, состоит из инкубации исходного коллагенсодержащего сырья вначале в 

пероксидно-щелочном, а затем в кислотно-пероксидном растворах в сочета

нии с промежуточными промывками полуфабриката водой до нейтральных 

рН. 

Первый цикл обработки приводит к максимальному обводнению исход

ного сырья, частичному эмульгированию жировых веществ, удалению глобу

лярных белков. Следующий этап способствует более полной очистке колла-

геновых структур полуфабриката от жира, углеводов, белков неколлагеновой 

природы за счет разрушения и удаления углеводно-белковых оболочек, обра-

зуюпщх аморфные чехлы вокруг фибрилл коллагена, а также приводит к раз-

волокнению агрегатов коллагеновых пучков. Последующие циклы ведут к 

дальнейшему повышению чистоты коллагена, ориентации и стабилизации его 

структурных субъединиц, которые в результате становятся достаточно мо

бильными благодаря очистке межволоконных пространств. Для того, чтобы 

исключить повышенное трение между структурными составляющими, кото

рое может возникнуть при различного рода деформациях в биоматериалах, 

необходимо вводить пластификатор (например, глицерин и лимонную кисло

ту), что придаст ему дополнительные пластические свойства. 

Результаты оценки качества полуфабрикатов подслизистых оболочек тон

кого кишечника овец (I) и перикарда крупного рогатого скота (II), получен

ных в результате 4-х циклических обработок согласно предложенному нами 

способу, по комплексу химических, физических и биологических параметров 

представлены в табл. 29. 

Согласно полученным данным, многократная обработка исходного колла-



Таблица 2.9 
Некоторые показатели качеетйа биоматерйалов йа оснёве волокнистого колйагена 

Объект 
исследо

вания 

Вещества неколлагеновой тфмродк, % от абсолютно сухог^о ос
татка' 

Индекс 
<<;чисто-

ты» колла
гена 

Прочность 
на разрыв, 

н/м^ 

Порис
тость; % 

Сроки 
йолного 

рассасыва
ния под 

действием 
протеолй-
тических 

ферментов 

Объект 
исследо

вания жир 
суммарный 
белковый 

кСмпонент 

углеводы, в Т.Ч1: 
Индекс 
<<;чисто-

ты» колла
гена 

Прочность 
на разрыв, 

н/м^ 

Порис
тость; % 

Сроки 
йолного 

рассасыва
ния под 

действием 
протеолй-
тических 

ферментов 

Объект 
исследо

вания жир 
суммарный 
белковый 

кСмпонент гексоэы гексозайи-
ны 

урёновые 
кислоты 

Индекс 
<<;чисто-

ты» колла
гена 

Прочность 
на разрыв, 

н/м^ 

Порис
тость; % 

Сроки 
йолного 

рассасыва
ния под 

действием 
протеолй-
тических 

ферментов 

1 О,О8±0,ОО9 О,з±о,аоб 1,78±0Г05 0(54±0,013 31 12±0,12 58,80+1,14 24 

II 1,22+0,19' О,О5±0,ОО1 0,43+0,©05 2,09±0г03 0);88±0,017 22,6 10,85+0,30 34^00+1,08 38 
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генсодержащего сырья окислительными композициями щелочного и кислот

ного типов значительно снижает содержание неколлагеновых компонентов за 

счет чего и увеличивается индекс "чистоты" коллагена в препарате (для срав

нения см. табл.28). 

Что касается физико-механических параметров, то они должны соответ

ствовать цели назначения биоматериала. Так, например, для имЕггатора ткани, 

который должен быть использован в качестве биопротеза клапана сердца вы

сокая пористость не желательна, тогда как биоматериал, который предполага

ется использовать в качестве временного биологического покрытия, должен 

обладать повышенной пористостью, чтобы хорошо впитывать тканевый экс

судат, обеспечивать оптимальную влагопроницаемость, предотвращать плаз-

мопотерю и инфицирование раны (184). 

Описанные выше способы переработки коллагенсодержащих отходов по

строены на использовании таких химических воздействий, которые позволя

ют целенаправленно разрушить связи между коллагеном и сопутствующими 

ему веществами и удалить их в ходе жидкостных операций, сохраняя при 

этом трехмерную структуру волокнистого коллагена в биоматериале - имита

торе ткани. 

4.1.2. Разработка способов получения растворов молекулярно-

диспергированного коллагена. 

Однако наряду с этим существуют методы селективного разрушения ко-

валентных межмолекулярных связей в результате чего так называемый зре

лый нерастворимый коллаген удается с помощью органических кислот пол

ностью или частично перевести в раствор - солюбилизировать без разрушения 

структуры их молекул (10, 41, 48, 97, 170, 171, 173). 

Эти работы имеют большое значение для выяснения стрз^туры колла

гена и открывают еще более широкие возможности для использования этого 

биополимера. 

Многие из известных способов получения растворов коллагена предпо

лагают использование для предварительной обработки ткани дорогостоящих 
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реактивов, в частности, различных ферментных препаратов, которые дейст

вуют на коллаген более специфично, чем другие вещества: они отщепляют 

телопептиды, при этом трехспиральная конформация молекулы сохраняется 

(201, 242, 412). 

Наиболее пшроко распространены способы методы щелочно-солевой под

готовки тканей к растворению коллагена. Они достаточно подробно описаны 

в литературе, научно-технической и патентной документации (10, 41, 97, 156, 

201) и при оптимально подобранных соотношениях щелочи и нейтральной 

соли, а также температурно-временных режимах обработки способны не на

рушать структуру молекул коллагена. 

Как известно (98), действие щелочи в присутствии соли сводится в ос

новном к разрушению волокнистых структур, удалению сопутствующих ве

ществ и разрыву межмолекулярных связей. Защитное действие солей при ще

лочной обработке обусловлено их обезвоживающим эффектом, способст

вующим уплотнению структурных элементов. После такой обработки очи

щенный от примесей коллаген приобретает способность растворяться в ки

слотах. 

Однако, такого рода способы длительны, не всегда технологичны, т.к. 

требуют применения щелочей, солей и кислот в высоких концентрациях, а 

следовательно, сравнительно больших затрат на очистку сточных вод. Кроме 

того, далеко не все виды коллагенсодержащего сырья, переработанные в со

ответствии с перечисленными выше технологическими решениями, дают вы

сококачественные растворы коллагена. Получаемые продукты растворения 

коллагена зачастую не соответствуют требованиям, предъявляемым к подоб

ным препаратам фармацевтической и косметической промыпшенностью в ви

ду наличия примесей, вызывающих аллергические реакции. 

С целью усовершенствования технологии наработки принудительно рас

творенного коллагена и обеспечения высокого качества конечного продукта 

была поставлена серия поисковых экспериментов по отработке оптимальных 

условий процедуры подготовки различных видов коллагенсодержащих от-
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ХОДОВ к солюбилгоации. 

В первую очередь, были проведены опыты, направленные на изучение 

стабильности структуры исследуемых материалов. Для этого определяли ско

рость выплавления желатина из всех видов исходного сырья и гидротермиче

скую устойчивость образцов на разных стадиях обработки (табл.30). 

Таблица 30 
Скорость выплавления желатина из различных 

видов коллагенсодержапщх отходов 

Исследуемые 
материалы 

Вьшлавляемый желатин, % от сухого вещества, п=3 Исследуемые 
материалы Время обра ботки, мин. Исследуемые 
материалы 15 30 45 60 

Краевые участки шкур 
крупного рогатого ско
та 

28,74 45,26 67,19 84,93 

Гольевой спилок шкур 
крупного рогатого ско
та 

36,29 55,62 73,88 88,01 

Гольевая спилковая об-
резь пжур кру1Шого ро
гатого скота 

32,70 56,75 70,67 86,34 

Гольевой спилок сви
ных шкур 30,65 50,24 68,99 75,19 

Сухожилия Кру1Ш0Г0 
рогатого скота 25,90 40,23 77,12 90,93 

Как следует из данных, представленных в табл. 30, выплавление желати

на интенсивнее происходит из образцов, подвергавшихся золению, чем из су

хожилий. Объективную информацшо о степени дестабилизации структуры 

белков в исследуемых видах отходов под воздействием различных химиче

ских реагентов дают показатели температуры сваривания (табл.31). 

Как следует из таблицы, наибольшей гидротермической устойчивостью 

обладают сухожилия крупного рогатого скота, а наименьшей - спилок сви

ных шкур. 

При переводе исходного сырья в растворенное состояние через 24 часа 

после начала щелочно-солевой обработки происходит резкое снижение гид

ротермической устойчивости всех видов сырья в среднем на 10-18 ^С. В по-

следуюпще 12 часов значения этого показателя уменьшились на 2-8 °С. При 
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Таблица 31 
Динамика изменений температуры сваривания 
в процессе обработки сырья (средние значения) 

Исследуемые 
материалы 

Температура сваривания, "С 
Исследуемые 

материалы До об
работки 

После обработки Исследуемые 
материалы До об

работки щелочно-солевая солевая кислот
ная 

Исследуемые 
материалы До об

работки 
24 ч. 36 ч. 48 ч. 48 ч. 48 ч. 

Краевые участки шкур 70 54 46 41 41 41 
Гольевой спилок шкур 
крупного рогатого ско
та 

67 49 44 41 40 39 

Гольевая спилковая об-
резь шкур крупного ро
гатого скота 

65 48 46 42 41 41 

Гольевой спилок шкур 
свиней 60 44 41 40 37 37 
Сухожилия крупного 
рогатого скота 68 48 44 44 41 41 

дальнейшей обработке температура сваривания сухожилий крупного рогато

го скота снизилась до 44 °С. У остальных видов сырья этот показатель про

должал медленно уменьшаться и через 48 часов достиг 37 ''С у спижа шкур 

свиней и 40-41 "С у отходов шкур крупного рогатого скота. В процессе соле

вой промывки и нейтрализации температура сваривания всех опытных образ

цов изменилась незначительно. 

Таким образом, проведенные эксперименты показали, что чем выше со

держание белка в исходном сырье, а соответственно, меньше липидов и ми

неральных веществ, тем быстрее происходит процесс дезагрегации коллаге-

новых фибрилл, а также удаление сопутствующих коллагену белковых и уг

леводных компонентов, связанных с ним ковалентными поперечными связя

ми. 

Не менее важное значение имело установление зависимости между со

держанием бежовых веществ в исходном сырье и готовом продукте. Для 

этого определяли массы полученных растворов после диализа, а также содер

жание в сухом остатке бежовых веществ. 

Следует отметить, что после подготовительных обработок сухожилия 

крупного рогатого скота и краевые участки шкур растворялись в слабых ор-
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ганических кислотах полностью, а в растворах из гольевой спилковой обрези 

и спижа также визуально можно было наблюдать не растворившиеся фраг

менты ткани. Объясняется это, по-видимому, тем, что ионы кальция Саг, ос

тавшиеся в дерме после золения, взаимодействуют с сульфат ионами, вве

денными при щелочно-солевой обработке образцов, образуя нерастворимую в 

воде соль, которая откладывается на структурных элементах белка, что и за

труднило его растворение. В связи с этим пришлось внести коррективы в ме

тодику растворения золеных отходов. В дальнейшем такое сырье вначале об

рабатывали сернокислым аммонием (2,5 % от массы) в течение 1 часа, затем 

промывали проточной водой 8 часов, а затем обрабатывали по разработанной 

ранее технологической схеме. 

Полученные продукты растворения диализовали против проточной воды 

до нейтральных значений рН с целью удаления низкомолекулярных веществ, 

а затем оценивали с точки зрения их химического состава (табл.32). 

Таблица 32 
Химический состав отдиализованных золей коллагена 

Объекты исследо
ваний, получен

ные из: 

Содержа
ние влаги, 

% 

Содержание, % от абсолютно 
сухого вещества Объекты исследо

ваний, получен
ные из: 

Содержа
ние влаги, 

% белковых 
веществ 

несвязанных 
жировых ве

ществ 
минеральных 

веществ 
- краевых участ

ков тшсур круп
ного рогатого 
скота 

98,0 98,3 0,74 

- гольевого спилка 
тт<ур крупного 
рогатого скота 

98,0 98,7 0,62 

- спилковой обре
зи пткур крупно
го рогатого скота 

98,0 98,2 0,70 

- спилковой обре
зи СВИНЬК Ш10̂ р 

97,8 96,2 2,9 0,37 

- сухожилии 
крупного рогато
го скота 

97,7 99,9 0,01 

Как следует из данных табл.32, наибольшее содержание сухого остатка 

наблюдается в золе коллагена, полученном из сухожилий крупного рогатого 
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скота, в остальных золях этот показатель колеблется от 2,0 до 2,2 %. 

Максиманьное содержание белка отмечено нами в отдианизованном золе 

коллагена из сухожилий крупного рогатого скота (99,9 %), а минимальное - в 

золях из спилковой обрези шкур свиней. В связи с тем, что минеральных ве-

ш;еств во всех исследованных образцах золей обнаружено менее 1 %, они на 

массовую долю белка в сухом остатке оказывают незначительное влияние. 

Меньшее содержание белковых веществ в золе из спилка свиных шкур 

объяснятся присутствием в нем несвязанных жировых веществ в количестве 

2,9 %. В остальных золях жировых веществ зарегистрировано не было. Учи

тывая то, что коллагеновые золи, предназначенные для получения коллаге-

новых матриц, должны быть максимально очищены от сопутствующих ве

ществ, спилок шкур свиней перед растворением необходимо тщательно обез

жиривать, используя разработанные для этих целей методические подходы 

(табл.26). 

Проведенные эксперименты свидетельствуют о том, что существующая 

технологическая схема получения продуктов растворения коллагена нужда

ется в некоторых корректировках, в зависимости от вида перерабатываемого 

сырья. В частности, подготовительная стадия при получении растворов кол

лагена из сырья, прошедшего золение, должна включать операции, направ

ленные на удаление ионов кальция, адсорбированных структурными элемен

тами белков, а зажиренное - операции по максимально возможному их уда

лению. 

Следующий этап исследований был направлен на изучение возможности 

снижения расхода реагентов, используемых в процессе наработки коллагена. 

В ходе получения коллагенового золя исходное сырье подвергается воздей

ствию растворов сильных кислот, щелочей, а также насыщенных растворов 

неорганических солей. По окончании технологического цикла все эти рас

творы должны пройти соответствующую очистку, после которой их можно 

сливать в канализационную сеть. 

Чем меньше концентрация применяемых растворов, тем дешевле очистка 
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сточных вод и меньше вреда для окружающей среды. Результаты экспери

ментов, направленных на снижение концентрации используемых реагентов и 

контроль происходящих при этом изменений приведены в табл. 33. 

Таблица 33 
Влияние концентраций реагентов и продолжительности 

предварительной щелочно-солевой обработки на процесс 
растворения коллагена 

Вариант 
обработки 

Контроль рабочих 
жидкостей на присут

ствие коллагена 
Набухание, (%) Выход бежа 

по оконча
нии раство

рения, % 

Вариант 
обработки время, ч. время, ч. 

Выход бежа 
по оконча
нии раство

рения, % 

Вариант 
обработки 

24 36 48 24 36 48 

Выход бежа 
по оконча
нии раство

рения, % 

I + + + 42 70 15 
II + + + 73 106 128 
III + + + 40 64 96 
IV + 165 230 300 93 
V + + 184 260 300 89 
VI + + 200 280 300 86 
VII 160 225 280 
VIII 175 220 300 92 
IX + 200 300 300 94 
X 86 120 200 
XI 95 140 220 — 

XII 100 180 250 

Было исследовано 12 вариантов щелочно-солевой обработки, различаю-

пщхся количественным содержанием щелочи и соли. Оказалось, что исполь

зование вариантов 1-111 ведет к тому, что сырье довольно быстро набухает, 

однако разрыхление его структуры происходит неравномерно, что приводит к 

большим потерям коллагена с поверхности образцов. Применение сульфата 

натрия в сочетании со щелочью снижает ионизацию белка и способствует 

более равномерному распределению щелочи между структурными элемен

тами коллагена (98). 

При изучении воздействия на гольевой спилок вариантов 1У-Х11, быстрого 

разрушения поверхностных слоев исследуемых образцов и потерь коллагена 

не происходит, о чем свидетельствуют отрицательные результаты проверки 

рабочих жидкостей с помощью качественной реакции на нативный коллаген. 

Следует отметить, что присутствие в щелочных растворах сравнительно 

больших концентраций сульфата натрия (варианты VII и X) ведет к преобла-
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Данию обезвоживающего эффекта, вызываемого солью, над разрыхляющим 

действием щелочи, что затрудняет и замедляет процесс подготовки колла

гена к растворению. 

Исключением является вариант IV. Очевидно, соотношение компонентов 

в этом варианте является оптимальным, о чем свидетельствует не только вы

сокий выход, но и качество конечного продукта. Этот вариант подготови

тельной обработки рассматривали как контрольный и именно с ним сравни

вали результаты остальных опытов, направленных на снижение расхода реа

гентов. 

Установлено, что при использовании вариантов обработки Х-ХП щелочи 

не хватает для разрыва межфибриллярных связей, что отражается на скоро

сти процесса набухания и затрудняет полздчение высокоочищенного коллаге

на. 

Наилучшие результаты были получены нами при использовании варианта 

IX щелочно-солевой обработки. В этом случае процесс подготовки коллагена 

к растворению не только не замедлился, но и ускорился в среднем на 10-12 

часов, а качество коллагенового золя по всем показателям химического со

става не уступало качеству золя, полученному по стандартной методике 

(табл.34). 

Полученные результаты указывают на реальную возможность снижения 

расхода щелочей и солей, загрязняющих сточные воды в процессе производ

ства коллагена. 

Проведенные исследования позволили подобрать определенные химиче

ские реагенты и их сочетания, а также некоторую совокупность материальных 

воздействий, в том числе и ультразвуковых, которые дают основание расце

нивать использованнью технологические приемы как новое техническое ре

шение (патент РФ № 2031597). 

Следует отметить, что предложенный способ получения коллагенового 

золя универсален, т.к. наработку коллагена можно осуществлять из любого 

вида коллагенсодержащих отходов, применяя в случае необходимости на 



Таблица 33 
Сравнительная характеристика химйческого^состава коллаг^еновых золей, полученкых 

при различных рекимах подготовки коллагейа к раСтворенйю 

Образец 
1 

Содержание; % от абсодЕотно сухого вещества (средние значения)? 
Образец 

1 
коллаген по окёи-

пролину 
некойл^^генЬвые 

белки по тЕсрозину 
углеводные компоненты минераль

ные вещест
ва 

несвязанные 
жировын 
вещества 

Образец 
1 

коллаген по окёи-
пролину 

некойл^^генЬвые 
белки по тЕсрозину гексоЗы гексоза-

мйны 
уроновые 
кисло^-ы 

минераль
ные вещест

ва 

несвязанные 
жировын 
вещества 

1 Гольевой спи-
лОк крупного 
рогатого скота' 
(исходное сы
рье) 

90(43 ¿85 0,76 0,62 0,71 4,08 2;86 

Коллагеновый 
зол^, получен
ный пЬ варианту 
IV 

98,09 0,32 0,63 

Коллагеновый 
роль, получен
ный пЬ варианту 
IX 

98,25 0,40 0,31 

Коллагеновый 
зoл¿, получен
ный пЬ варианту 

| х п 
95,73 11,62 0,48 0,35 0,39 0,29 — ' • 
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первых стадиях технологического процесса такие подготовительные опера

ции как обеззоливание (для отходов шкур, прошедших золение) или обезжи

ривание (для отходов, содержащих более 10 % жировых веществ). 

Кроме того, в новом способе количество гидроксида натрия и сульфата 

натрия, необходимые для качественного осуществления предварительной 

щелочно-солевой обработки сокращается, соответственно, в 2 и 4 раза. Сле

довательно, меньше реактивов потребуется для нейтрализации отработанных 

растворов при очистке сточных вод. 

Продолжительность технологического цикла при проведении операций по 

предлагаемому способу без ультразвуковой обработки на 34 ч. меньше, чем 

по известному способу, а с применением ультразвука каждая операция со

кращается в среднем в 5-8 раз. 

Ускорение технологических процессов ультразвуком обусловлено воз

никновением вихревых микротечений, интенсивно перемешивающих жид

кость вблизи поверхности раздела, снимающих диффузионные ограничения и 

облегчающих массоперенос. Микротечения возникают под влиянием ультра

звука любой частоты, при этом меняются только их масштабы. Обычно пара

метры ультразвука подбирают из требований оптимизации того или иного 

технологического процесса, учитывая перечень разрешенных МЭК для тех

нологического применения частот (например, 22; 44; 440; 880 Кгц). 

Обеспечение высокого качества коллагенового золя достигается за счет 

того, что полученную путем предварительной щелочно-солевой обработки и 

растворения в органической кислоте (предпочтительно в уксусной) коллаге-

новую массу диализуют против проточной воды до нейтральных значений 

рН, удаляя все низкомолекулярные примеси, а затем (в зависимости от це

левого назначения конечного продукта) перерастворяют в определенной ор

ганической кислоте (рис. 17). 

Так, если коллаген предполагается использовать в ветеринарных препа

ратах, целесообразно перерастворять его в молочной (СзНбОз) или аскорбино

вой (СбНвОб) кислотах, в парфюмерно-косметических изделиях - в уксусной 
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КОЛЛАГЕНСОДЕРЖАЩИЕ ОТХОДЫ 
(гольевая спилковая обрезь шкур крупного 

рогатого скота) 

обеззоливание 

1 ^ 
обезжиривание (при необходимости) 

промывка водой 

щелочно-солевая обработка 

солевая промывка 

нейтрализация 

промывка водой 

ПОЛУФАБРИКАТ № 1 
(коллагеновая масса) 

3 2 
растворение в органической кислоте I 

диализ 

перерастворение в органической 
кислоте 

1 -

фильтрование 

консервирование 

КОНЕЧНЫЙ ПРОДУКТ 
(молекулярно-диспергированный 

коллаген) 

ультра
звуковое 
воздейст

вие 

Рис.17. Универсальная технологическая схема получения коллагена 
из белоксодержащих отходов сырья животного происхождения 
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(С2Н4О2) ИЛИ лимонной (СбНвОу) и т.д. Это обусловлено тем, что аскорбино -

вая кислота, как известно, способствующая повышению общей резистент

ности организма (99), лимонная кислота дает отбеливаюпщй эффект и хо

роша для кремов, уксусная кислота эффективна в изделиях, предназначенных 

для ополаскивания волос (18) и т.д. 

Коллагеновый золь, полученный по разработанному нами способу, в от

личие от золя, полученного по стандартной технологии, практически не со

держит посторонних бежов, углеводных компонентов, жировых веществ и 

на 1,67 % меньше содержит минеральных веществ. При использовании реко

мендуемых нами режимов выход белка увеличивается до 91,7- 92,4 % 

(табл.34). 

Таблица 34 
Химический состав коллагенового золя, полученного разными 

способами из отходов спилка свиных шкур, прошедших золение 

Коллагено
вый золь, по
лученный по: 

Содержание, % от абсолютно сухого вещества Коллагено
вый золь, по
лученный по: коллагена 

неколла-
геновых 
белков 

углевод-
ньк ком
понентов 

жировых 
веществ 

минераль
ных веществ 

- A . C . 
№162280 
СССР 

92,09+1,05 1,56+0,08 0,85+0,05 2,99+0,13 1,71+0,09 

- патенту № 
2031597 РФ 98,70+1,16 0,06+0,003 0,040+0,003 

Несмотря на то, что разработанный нами способ получения коллагенового 

з о ж позволил осуществлять наработку целевого продукта, имеющего более 

высокие показатели качества, чем у аналогичных препаратов, выпускаемых 

рядом иностранных фирм, следует отметить, что и этот метод не лишен опре

деленных недостатков, в частности, он не достаточно снижает уровень за

грязнения сточных вод. Кроме того, полный технологический цикл составляет 

7—8 дней, а использование ультразвука, хотя и сокращает время обработки, в 

то же время удорожает производство. 

В этой связи поиск альтернативного щелочно-солевому более экологиче

ски чистого способа предварительной подготовки коллагенсодержащего сы

рья к растворению, приобретает особую актуальность в соответствии с требо-
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ваниями времени. 

Недавно появившаяся технология пероксидно-щелочной обработки коже

венного сырья в процессе его обезволашивания — золения, а также наши соб

ственные исследования по использованию пероксида водорода в составе ще

лочных и кислотных композиций при получении имитаторов ткани на основе 

нерастворимого коллагена открывают новый подход к получению растворов 

коллагена. 

Целесообразность такого подхода заключается в том, что дает возмож

ность исключить загрязнение сточных вод сульфатами, а также ускорить про

цесс наработки коллагена, не снижая степени чистоты готового продукта. 

Как известно (98), набухание коллагена в щелочной среде происходит за 

счет усиленной гидратации и электростатического отталкивания одновремен

но заряженных ионов в струтстуре белка. Устранить его можно не только до

бавлением нейтральных солей типа сульфатов, как это имеет место при ще-

лочно-солевой обработке, но и с помощью пероксида водорода. 

В результате его каталитического разложения выделяется атомарный ки

слород, который как сильный окислитель, вступает во взаимодействие с ак

тивными группами боковых цепей коллагена, образуя радикалы, способные 

взаимодействовать друг с другом. 

Однако, наряду с этим, возможен и другой механизм действия пероксида 

водорода на структуру сырья. Он заключается в том, что пероксид водорода 

разлагаясь, значительно повышает внутрипоровое давление в соединительной 

ткани, раздвигает ее структурные элементы и, тем самым, усилрюает разрых

ляющее действие щелочи. 

Очевидно, эти два процесса происходят параллельно и зависят от соотно

шения щелочи и пероксида водорода в реакционной смеси. При химической 

обработке сырья в растворе, содержащем гидроксид натрия и пероксид водо

рода, в результате взаимодействия этих двух компонентов происходит экзо

термическая реакция, которая интенсифицирует процесс очистки фибрилляр

ного коллагена за счет ускорения разрыва водородных связей. 
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На начальном этапе исследования в работе использовали пероксидно-ще-

лочные растворы, содержащие 10% щелочи и разные количества пероксида 

водорода. 

Результаты опытов по подбору оптимального соотношения компонентов в 

пероксидно-щелочных смесях представлены на рис. 18-19. 

Как видно из рис. 18, процесс поглощения щелочи гольевой спилковой 

обрезью происходит весьма интенсивно в первые 6—12 часов после начала 

обработки. Первоначальное уменьшение концентрации щелочи в рабочих 

растворах объясняется, по-видимому, диффузией ионов гидроксила из рабо

чего раствора внутрь структуры гольевой спилковой обрези. В дальнейшем 

концентрация щелочи в рабочих растворах снижается незначительно и оста

ется примерно на одном уровне в каждом из вариантов, за счет неравномер

ной сорбции и десорбции гидроксида натрия. 

Большое влияние этот процесс оказывает пероксид водорода (рис. 19). Как 

свидетельствуют результаты наших опытов, в определенных концентрациях 

он может препятствовать проникновению щелочи в структуру белка. Так, на

пример, при добавлении в реакционную смесь 2,5 % пероксида водорода об

разец может максимально поглотить до 53,5 % щелочи от ее первоначального 

количества. При этом количество пероксида водорода в рабочем растворе 

уменьшается с 26,1 г/л до 12,2 г/л. Тем не менее, образцы сырья, подвергну

тые обработке по варианту 1 набухали незначительно. Очевидно, что если пе

роксида водорода в четыре раза меньше, чем щелочи, то этого недостаточно, 

чтобы усилить ее разрыхляющее действие. При соотношении щелочи и пе

роксида водорода 3:1 (вариант 2), процесс проникновения щелочи в образец 

происходит более интенсивно. Через 48 часов после начала опыта, образцы 

сырья поглощают до 65 % щелочи и до 60 % пероксида водорода. Это ведет к 

сильному набуханию образца. При использовании третьего варианта обработ

ки (при соотношении компонентов 2:1) было установлено, что процесс по

глощения щелочи образцом из растворов замедляется. Так, например, кон

центрация щелочи в рабочих растворах через 6 часов после начала обработки 
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Рис. 18. Динамика изменения содержания щелочи в рабочих растворах в про
цессе пероксидно-щелочной обработки гольевой спилковой обрези шкур 

крупного рогатого скота (при концентрации пероксида водорода: 1-2,5%, 2-
3%, 3-5%, 4-10%) 

Рис. 19. Динамика изменения содержания пероксида водорода в рабочих рас
творах в процессе обработки гольевой спилковой обрези шкур крупного рога
того скота (при концентрации пероксида водорода: 1-2,5%, 2-3,0%, 3- 5,0%, 4-
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составляет 72,4 г/л, что на 14,4 % выше, чем при втором варианте обработки 

через тот же промеж}'ток времени. Через 48 часов эта разница составляет уже 

25,8 %. Что касается пероксида водорода, то при варианте 3 обработки через 

48 часов содержарше его в исследуемых образцах составляет 59,5 % от исход

ного количества пероксида водорода в рабочем растворе. Полученные данные 

свидетельствуют о том, что количество пероксида водорода, проникшего в 

структуру образца, выше процента адсорбировавшейся там щелочи. 

Полученные результаты подтверждают гипотезу о том, что избыток пе

роксида водорода вызывает образование дополнительных связей в структуре 

образца и препятствует проникновению в него щелочи. Такой эффект возни

кает при соотношении щелочи и пероксида водорода в рабочем растворе 2:1. 

Изменение этого соотношения на 1:1 (вариант 4) еще более замедляет 

процесс проникновения щелочи в образец. В данном случае образец способен 

поглотить всего 31,7 % щелочи из рабочего раствора и более 50 % пероксида 

водорода. В результате он становится очень жестким, происходит значитель

ное уплотнение структуры голья. 

Очевидно, пероксид водорода в использованных в данном варианте об

работки концентрациях, вызывает образование множественных связей ради

кального типа между активными группами боковых цепей молекул коллагена 

в соединительной ткани. Последующие нейтрализация, промывка и растворе

ние в Ш уксусной кислоте образцов, обработанных по четырем вариантам, 

показали, что образец № 1 хорошо набухал в уксусной кислоте, но до конца 

не растворялся, образец № 2 растворялся полностью, а образцы № 3 и № 

4 растворить было невозможно. 

Таким образом, проведенные эксперименты позволили подобрать такое 

соотношение щелочи и пероксида, при котором достигается эффект макси

мального разрыхления структуры гольевой спилковой обрези, что способст

вует очистке коллагена от сопутствующих биополимеров и облегчает его по

следующее растворение в слабых органических кислотах. 

В дальнейшем было показано, что при данном способе обработки осново-
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полагающее значение имеет именно соотношение реагентов, а их концентра-

Щ1Я влияет Л1Ш1Ь на продолжительность процесса. 

Для подтверждения правильности выбора оптимального соотношения ще

лочи и пероксида водорода по окончании пероксидно-щелочной обработки 

был проведен анализ рабочих растворов на присутствие в них продуктов гид

ролитического расщепления белков и полисахаридов (табл.35). 

Таблица 35 
Содержание некоторых специфических бежовых и углеводных 

компонентов в рабочих растворах после пероксидно-щелочной обработки 

Вариант 
обработки 

Концентрация компонентов, г/л (с редние значения, п=3) Вариант 
обработки оксипро-

лин тирозин гексозы гексозами-
ны 

уроновые 
кислоты 

I 0,016 0,045 0,423 0,103 0,095 
II 0,020 0,055 0,442 0,153 0,109 
Ш 0,015 0,031 0,361 0,088 0,080 
IV 0,011 0,025 0,297 0,065 0,069 

Как видно из таблицы, при всех вариантах обработки в рабочих растворах 

можно обнаружить следовые количества оксипролина. Это свидетельствует о 

том, что под действием щелочи, вероятно, от фибрилл коллагена III типа, в 

незначительном количестве присутствующих в дерме наряду с коллагеном I 

типа, отщепляются низкомолекулярные пептиды, содержапще эту аминокис

лоту. При этом структура коллагеновых волокон I типа изменений не претер

певает и возможность потери коллагена в процессе пероксидно-щелочной об

работки исключается. Наличие в отработанных растворах тирозина, гексоз, 

гексозаминов и уроновых кислот, подтверждают тот факт, что в процессе пе

роксидно-щелочной обработки они вымываются из соединительной ткани. 

При соотношении пероксида водорода и щелочи 1:3 их удаляется больше, чем 

при других вариантах обработки. Это подтверждают ранее полученные дан

ные, что при втором варианте обработки, происходит наиболее полная очист

ка коллагеновых структур от сопутствующих биополимеров. 

Сравнитежная оценка химического состава физико-химических парамет

ров коллагенового золя, полученного пероксидно-щелочным и щелочно-
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солевым методами из гольевой спилковой обрези шкур крупного рогатого 

скота (табл.36) свидетельствует, что по таким показателям как дисперсность, 

степень очистки, процент выхода белка коллаген, полученный пероксидно-

п1;елочным методом, не уступает, а в ряде случаев и превосходит коллаген, 

полученный по щелочно-солевой методике. 

Таблица 36 
Физико-химические параметры коллагеновых золей, полученных 

разными способами из отходов спилка шкур крупного рогатого скота 

Коллагено-
вый золь 

Средне
взвешен
ный ради
ус колла
геновых 
частиц, им 

Содержание, % от абсолютно сухого 
веш;ества 

Выход 
белка 

Коллагено-
вый золь 

Средне
взвешен
ный ради
ус колла
геновых 
частиц, им 

коллагена углеводных 
компоненюв 

минераль
ных веществ 

Выход 
белка 

- по патенту 
№2031597 

РФ 
72,0 98,7±1,16 0,06+0,03 0,04±0,003 92,1 

- по патенту 
№2129805 

РФ 
53,0 99,2±0,7 0,04+0,03 0,02+0,002 93,2 

Обобщая результаты проведенных исследований, следует отметить, что 

использование пероксидно-щелочного способа предварительной подготовки 

коллагенсодержащего сырья к растворению позволяет полностью отказаться 

от применения сульфата натрия, негативно влияющего на окружающую сре

ду. Вследствие этого для нейтрализации отработанных растворов требуется 

значительно меньше реактивов. Кроме того, продолжительность технологиче

ского цикла по предлагаемому способу сокращается примерно в 2 раза за счет 

исключения таких операций как обеззоливание, солевая промывка, диализ. 

Новый более экономичный и экологически чистый способ получения колла-

генового золя защищен патентом Российской Федерации приоритетом от 

30.12. 97г. Технологическая схема усовершенствованного способа получения 

коллагенового золя представлена на рис.20. 
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КОЛЛАГЕНСДЕРЖАЩИЕ ОТХОДЫ 
(гольевая спилковая обрезь шкур крупного 

рогатого скота) , ^ , 
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промывка водой 
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• 
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промывка водой 

растворение в органической кислоте 

диализ 

^ 1 
перерастворение в органической 

кислоте 

фильтрование 

КОНЕЧНЫЙ ПРОДУКТ 
(молекулярно-диспергированный коллаген) 

Рис. 20. Технологическая схема получения коллазоля 
пероксидно-щелочным способом 
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4.2. Эластин 

4.2.1.Разработка способа получения раствора молекулярно-

диспергированного эластина 

Преимущества пероксидно-щелочного метода предварительной обработ

ки коллагенсодержащих тканей послужили основанием для изучения воз

можностей его использования для вьщеления эластина из соединительнот

канных образований. Этот белок в силу своего строения и структурных осо

бенностей устойчив к действию различных химических реагентов и выделить 

его общепринятыми методами невозможно (156, 158). Известно (108, 235), 

что в экстрацеллюлярном веществе соединительной ткани «зрелый» эластин 

находится в виде высокомолекулярных агрегатов фибриллярного типа, свя

занных между собой редкими межмолекулярными связями и образующих 

разветвленную сетчатую структуру с низкой степенью упорядоченности, тес

но связанную с другими биополимерами— коллагеном, протеогликанами, 

глико- и мукопротеинами посредством ковалентных поперечных связей. 

Учитывая этот факт, что эластин не растворим при нагревании до 100 °С 

в денатурирующих реактивах, разрывающих водородные связи, неэластино-

вые компоненты удаляли из эластинсодержащего исходного сырья путем его 

термохимической обработки с помощью автоклавирования или кипячения в 

воде и в водных растворах гидроксида натрия. Результаты эксперимента 

представлены в табл.37. 

Кипячение выйной связки в воде и водных растворах гидроксида натрия 

ведет к разрыхлению структуры сырья и, как следствие этого, к разр)чпению 

биополимеров, присутствующих наряду с эластином в выйной связке. Следу

ет отметить, что щелочь оказывает более сильное действие, чем вода. В этом 

случае деструкция всех сопутствующих эластину белков соединительной тка

ни, омыление жиров, ослабление связей в микроструктуре самого эластина 

происходят гораздо интенсивнее. Так, например, уже через сутки после кипя

чения выйной связки в 0,1 н. растворе щелочи, она максимально размягча

ется, а в рабочих растворах уже не удается обнаружить белок. Увеличение 
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Таблица 37 
Изменение состояния сырья и рабочих растворов в 

процессе термохлмической обработки выйной связки 

Вариант 
обработки 

Состояние исходного сырья (А) и наличие белка в рабочих 
Вариант 

обработки Время обработки, час. Вариант 
обработки 6 12 24 32 48 
Вариант 

обработки 
А Б А Б А J Б А Б А Б 

Вода 1 + 1 + 2 3 - 3 -
0,5н МаОН 1 + 1 + 2 + 3 + 4 -

ОДнКаОН 2 + 3 + 5 - 5 - 5 -
0Д5н 
МаОН 2 + 4 + 5 - 5 - 5 -

Примечание: состояние сырья оценивали по степени его размягчения, от 
более твердого к мягкому и желеобразному, в баллах; наличие белка в рабо
чих растворах оценивали по биуретовой реакции: «+» — присутствие белка, 
«-» — отсутствие его. 

концентрации щелочи не оказывает существексного влияния на этот процесс. 

В результате, после зачистки и промывки водой, остается нерастворимый, 

потерявший прочность материал, адсорбировавший воду. 

Для перевода очищенного от балластных веществ фибриллярного эласти

на в растворенного состояние использовали пероксидно-щелочное воздейст

вие. Обработка смесью гидроксида натрия и пероксида водорода ведет к 

дальнейшему набуханию, дестабилизации поперечных связей, т.е. происходит 

еще более глубокое нарушение надмолекулярной структуры белка. Варьируя 

пропорции основных реагентов можно взшшно усилить механизм действия 

каждого из них и выбрать оптимальный вариант обработки (табл.38). 

Как видно из представленных данных, при обработке фибриллярного эла

стина по первым двум вариантам в растворенное состояние можно перевести 

78,6 % и 96,2 % белка, соответственно. Обработка по третьему варианту дает 

результат, аналогичный второму варианту. При повышении концентрации 

реагентов до 4 %, выход нативного белка резко сокращается за счет его пере

растворения до пептидных «осколков». 

Получаемый после пероксидно-щелочной обработки полуфабрикат пред

ставляет собой гомогенную вязкую массу. С целью доведения растворимого 
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Выход растворенного белка при пероксидно-щелочной 
обработке фибриллярного эластина 

Таблица 38 

Вариант 
обработки 

Масса 
образ
ца, г 

Содер
жание 

белковьЕ»^ 
веществ в 
сухом ос
татке, г 

Жидко
стный 

коэффи
циент 

WUbCM 
раствора 
эластина, 

мл 

Содержа
ние белка в 
сухом ос
татке рас
твора, г 

Выход 
белка, 

% 

1% Н2О2+ 
1% NaOH 100 29,1 3 400 22,8 78,6 
2% Н2О2+ 
2% NaOH 100 29,2 3 400 28,1 96,2 
3% Н2О2+ 
3%NaOH 100 28,9 3 400 27,9 96,5 
4% Н2О2+ 
4% NaOH 100 20,0 3 400 13,9 44,8 

эластина до состояния, отвечающего требованиям, предъявляемым к белко

вым косметическим полупродуктам, его подвергали очистке от низкомолеку-

жрных примесей путем осаждения в кислой среде при рН 4,5—^5,5 и промыв

ки, а затем перерастворяли, повышая рН до 6,5—7,5, после чего проводили 

гомогенизацию и фильтрование продукта. 

Совокупность использованных технологических приемов позволила по

лучить целевой продукт, представляющий собой высокомолекулярную фрак

цию, сохраняющую все свойства нативного, солюбилизированного до макро

молекул и их ассоциатов эластина (рис.21), называемую а-эластином, в част

ности, способность к осаждению трихлоруксусной кислотой (158) и имею 

щую, как считает ряд авторов (311, 395), молекулярную массу 60—84 тыс. 

Рис. 21. Внешний вид 
высокомолекулярного эластина 
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Подтверждением выше изложенному служат данные биохршического 

контроля измененшЧ, происходящих с исходным сырьем в процессе получе

ния солюбилизированного эластина (табл.39). 

Технологическая схема получения солюбилизированного эластина пред

ставлена на рис.22. 

4.3 Кератин 

Существующие способы переработки малоценного кератинсодержащего 

сырья и отходов с целью получения кератина основаны, главным образом, на 

полном гидролитическом расщеплении их кислотами, щелочами, фермента

ми, а также водой при повышенной температуре и давлении (290). 

Подобный методический подход ведет к потере свойств, присущих натив-

ному белку, что значительно сужает область практического применения кера

тина. Некоторые из предлагаемых технологий требует применения дорого

стоящих, не всегда экологически безопасных реактивов (167, 176, 373, 411), 

имеют ряд других недостатков. 

Ставя своей целью интенсификацию и удешевление способа получения ке

ратина, повышение процента выхода и качества конечного продукта, мы 

провели ряд экспериментов, направленных на солюбилизацию этого фиб

риллярного белка до уровня макромолекул и их ассоциатов. Также были изу

чены изменения, происходящие с исходным сырьем при различных химиче

ских обработках. 

4.3.1.Разработка способа получения раствора молекулярно-

диспергированного кератина 

В основу предлагаемой нами технологической схемы получения раство

ров кератина положен метод постадийного воздействия на кератинсодержа-

пщй материал (волос или шерстяное волокно) (рис.24) окислительными сме

сями кислотного и щелочного характера. 

Обработка сырья реакционной смесью, состоящей из муравьиной кисло

ты и пероксида водорода в оптимально подобранном соотношении, сущест

венно ослабляет солевое взаимодействие между кератином фибрилл и меж-
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промывка водой 

перерастворение в 0,01н щелочи 

гомогенизация 

фильтрование 1 ^ 
добавление консерванта 

* 
КОНЕЧНЫЙ ПРОДУКТ 

(молекулярно-диспергированный коллаген) 

Рис. 22. Технологическая схема получения препарата эластина 



Таблица 39 
Срабнительная характеристика хймическёгё состава исходного сырья, полуфабриката и целевого 

продукта на отдельных этапах получений растворенного эластина 

Объект 
исследования 

Содержание, % от абсолютно сухого вещества 
Объект 

исследования минеральные 
вещества 

яшровые 
вещества 

белковые 
вещества коллаген 

неколла-
геновые 

белки 

упреводные компоненты Объект 
исследования минеральные 

вещества 
яшровые 
вещества 

белковые 
вещества коллаген 

неколла-
геновые 

белки гексозй гексоЗамйнЬ! урёновые 
кислоты 

Выйная связ
ка (исходное 
сырье) 

92,Ы,51 6.79+0,06 10ДЗ±0,04 1,15+0,009 сэ̂ еды 4,06Н),02 

Полуфабри
кат I' (йослС 
термоХийи^ 
ческой обра
ботки)' 

96,14+0,83 533+0,06 0,4Ш,005 сйеды 1,43+0,01 

Полуфабри
ка! Й (после 
пероксиднё-
щелёчной 
обработки) 

О,55±0,О1 0,35+0,005 98,6+0,54 1,8+0.002 0ДФ+Й,0О2 0/Й+а001 

Целевой про
дукт (солю-
билизирован-
ный эластин) 

0Д7+®,01 0,3(Ш),002 99,05+0,70 о:т,т 0Д9+0,002 
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фибриллярного вещества, нарушает систему водородных связей, вызывает 

гидролиз некоторой части пептидных связей. 

Рис. 23. 
Овечий волос до 
обработки (световая 
микроскопия, 
увеличение 800) 

Окисление дисульфидных связей, сопровождается образованием произ

водных цистеиновой кислоты, и, следовательно, увеличением в белке содер-

жавмя функциональных групп кислотного характера. В связи с тем, что ке

ратин цементирующего вещества химически более активен, чем кератин фиб

рилл, окисление серосодержащих групп на этом этапе растворения происхо

дит преимущественно в этом веществе. Это приводит к снижению катионной 

актргвности кератинов цементирующего вещества и к изменению ионного 

взаимодействия с кератинами фибрилл. Окисление дисульфидных связей яв

ляется начальным процессом дестабилизации структуры белка и значитель

но облегчает его дальнейшую деструкцию посредством разрушения межфиб

риллярных пептидных связей, т.к. этот процесс значительно легче и интен

сивнее протекает по месту пептидных связей, смежных с остатками цистеи

новой кислоты (106). 

Все это химически подготавливает кератинсодержащий материал к после

дующему пероксидно-щелочному воздействию, увеличивая его раствори

мость в щелочной среде за счет предварительного разрушения некоторого ко

личества пептидных и дисульфидных связей. 

Описанные выше деструктивные изменения внешне выражаются в край-
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не незначительном утолщении, например, шерстяного волокна и отслоении 

отдельных клеток кутикулы (рис. 24). 

Эту фазу, когда отсутствуют четко видимые изменения в структуре, мож

но условно назвать фазой покоя, хотя именно в этот период кислота и перок-

сид водорода постепенно проникают в кутикулу, а затем и в цементирующее 

вещество кортекса, за счет чего и происходит ослабление структурного 

взаимодействия между отдельными компонентами волокна. 

б 

Рис. 24. Изменение структуры шерстного волокна под влиянием кислотно-
пероксидной обработки: а - через 2 часа, б - через 9 часов (световая 
микроскопия, увеличение 800) 
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На длительность этой фазы может влиять толщина, прочность, порис

тость кутикулы и кортекса, наличие или отсутствие потожировых отложений. 

Последующая промывка водой удаляет кислоту и пероксид водорода 

Дальнейшее расщепление волокон происходит под действием смеси гидро-

ксида натрия и пероксида водорода. Щелочной окислительный раствор более 

энергично действует на волос, чем кислотная окислительная смесь. Обработ

ка такой реакционной смесью ведет к дальнейшему ступенчатому гидролити

ческому разрушению остатков дикарбоновых кислот, перестройке водородных 

и разрушению солевых связей, к разрыву в начале в чешуйчатом, а затем в 

корковом слое, следствием чего является образование цистина и производ

ных сульфеновых групп. 

При этом под действием щелочи образуются сульфеновые кислоты: К 1 - 8 - 8 -

К2 + Н 2 О — > К1-8-ОН + К 2 - 8 Н , которые в силу своей неустойчивости разру

шаются или с выделением сероводорода и образованием в белке альдегидных 

групп: 

или с выделением серы и образованием веществ, содержащих ОН-группы: 

(рис.25). 

Рис.25. 
Изменение структуры 
шерстного волокна после 
промывки водой (рН - 6,5) 

ОН О 
/ // 

К-СН2-8 -ОН ^ К-СН=8-Н ^ К-С-Н+Н28, 



152 

R - C H 2 - S - O H ^ R - C H 2 - O H + S 

Окислительное воздействие перекиси водорода направлено на различные 

функциональные группы и связи в кератине (особенно дисульфидные и пеп

тидные, а также тирозиновые остатки. Если он действует на дисульфидную 

связь, то вначале происходит гидролиз, а затем окисление сульфгидрила и 

сульфеновых кислот под влиянием атомарного кислорода: 

R.S- S-Ri~™^P"™'~ ^ R-SH R-S-+ Ri-S-OH R - S O 2 H 

•^К-80зОН. 

Но может иметь место окисление и без разрыва дисульфидной связи: 

R-S-S-Ri ..«««»«̂ «̂»««..̂  R-SO-S-Ri ..«'»•'^«™^..^ R-SO-SO-Ri 

-> R-SO2-SO-R1 ..™*^™«-.^ R - S O 2 - S O 2 - R 1 

или дегидрогенизация групп -NH-CH-R с образованием гидантоиновых колец: 

R R i Н- N - С = О 
I I I I 

- N - C - C H - N - C - C H - N H 2 ^ R i - C N + С C - R 

I II I II II \ II 
Н О Н О о N 

Могут окисляться остатки аминокислот, например серина: 

Н С Н 2 О Н О н соон о 
I I II I I II 

.N - СН ™ С- N - СН - С-

Увеличение содержания функциональных групп кислотного характера, 

главным образом, в межфибрилжрных кератинах, ослабляет ионное взаимо

действие между отдельными морфологическими компонентами волоса, внут

ри них и, в конечном итоге, между отдельными макромолекулами. 

На заключительном этапе растворения происходит усиленное (обвальное) 

нарушение системы водородных и солевых связей в кератинах фибрилл, гидро-

лизуются амиды аминокислотных остатков и разрушаются пептидные связи 

между макромолекулами белка. 
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•5" 

1 , 
' г 

Рис. 26. Изменение структуры шерстного волокна под влиянием пероксидно-
щелочной обработки: 
а - через 2 часа, 6 - 1 2 часов, в - 16 часов, г- 20часов, д - 24 часа, 
е - раствор (световая микроскопия, увеличение 800) 
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Полученный полуфабрикат содержит в своем составе нативный кератин в 

виде макромолекул, их ассоциатов, а также в небольшом количестве продукты 

полного гидролиза белка и минеральные веп1;ества. 

Добавление пероксидно-щелочной смеси к химически подготовленному 

волокну ведет к более резкому изменению размеров кутикулярного и коркового 

слоя (рис.26,а). Происходит отщепление клеток кутикулы, край волокна при 

этом становится как бы бахромчатым (рис. 26,6), затем она начинает раство

ряться, выходят пузырьки воздуха, появляются разрывы в корковом веш;естве 

вдоль волокна (рис. 26, г) и, в конечном итоге, наступает полное растворение 

волокна. 

Сочетание гидролитических и окислительных реакций способствует макси

мальному обводнению волоса, более целенаправленному и интенсивному 

разрушению связей между кератином и сопутствующими ему веществами из 

межфибриллярного матрикса (жиром, пигментами, углеводно-белковыми ком

понентами некератиновой природы, в том числе и тирозинсодержащими бел

ками). Подкисление пероксидно-щелочной смеси до рН4,0 позволило нам 

провести фракционирование бежов волоса, т.к. известно (158), что при таких 

значениях рП происходит структурирование фибриллярного кератина за счет 

частичного восстановления дисульфидных связей и, вследствие этого, выпа

дение его в осадок в отличие от компонентов межфибриллярного матрикса, 

остающихся в растворе. Получить очищенный от балластных веществ и низ

комолекулярных примесей полуфабрикат фибриллярного кератина можно с 

помощью промывки вначале проточной водой, а затем диализа. 

Следует отметить, что мягкая щелочная обработка осажденного фибрил

лярного кератина посредством увеличения рН реакционной смеси до 6,5-7,5, 

использованная на конечном этапе процесса с цежю растворения кератина и 

завершающая ступенчатую деструктурирующую модификацию исходного сы

рья, направленную на разрушение существующей в волосе системы связей, ос

вобождает полипептидные цепочки кератинов от структурной связанности не 

только в поперечном, но и продожном направлениях и дает возможность полу-
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чить белковую субстанцию в виде макромолекул и их ассоциатов. 

Совокупность описанных выше технологических приемов была использо

вана для получения растворимых форм кератина из проанализированных ранее 

(табл.21) кератинсодержашцх отходов. 

Следует отметить, что гистоструктурные особенности сырья оказывают оп

ределенное влияние на его обводняемость и процесс выхода конечного продук

та при одинаковых температурно-временных режимах и концентрациях реа

гентов в рабочих растворах. 

Так, например, при проведении кислотно-пероксидной обработки достичь 

полного обводнения оленьего волоса можно лишь при жидкостном коэффици

енте (ж.к.) равном 60, тогда как для волоса крупного рогатого скота и щети

ны этот показатель равен 20 и 25 соответственно, а для тонкого гребенного 

очеса-18. При проведении пероксидно-щелочной обработки ж.к. для всех пе

речисленных выше видов отходов составляет 25, 12, 15 и 10, соответственно. 

Что касается процента выхода нативного растворимого кератина, то значе

ние этого показателя наибольшее для шерстяного очеса и составляет 68,1 %. 

Вероятно, это обусловлено отсутствием сердцевины в шерстном волокне и 

оптимально подобранными режимами растворения. Выход растворимой фрак

ции фибриллярного кератина из волоса крупного рогатого скота и щетины-

шпарки составляет 57,9 % и 53,5 % соответственно, из волоса северного оленя -

39,4 %. Снижение выхода белка, в последнем случае обусловлено, вероятно, 

тем, что для данного вида исходного сырья соотношение щелочи и пероксида 

водорода в рабочем растворе не явжется оптимальным. 

Очевидно, атомарный кислород, который выделяется в результате каталити

ческого разложения перекиси, как сильный окислитель вступает во взаимо

действие с активными группами цепей кератина, образуя радикалы, способные 

взаимодействовать друг с другом, т.е. имеет место эффект "сшивки" и выход 

нативного фибриллярного кератина уменьшается. 

В целом полученные результаты соответствуют данным о том, что на долю 

фибрилжрного кератина приходится в среднем 60 % от основной массы воло-
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са И шерсти (158). 

Растворы фибриллярного кератина, полученные из различных видов кера-

тинсодержапщх отходов довольно близки по химическому составу (табл. 40). 

Таблица 40 
Сравнительная характеристика химического состава растворимой фракции 

фибриллярного кератрша из различных видов кератинсодержащих отходов 

Растворимая 
фракция 
(шбрилляр-
ного керати
на получена 
из: 

Жидкостной коэф
фициент на стадии 
обработки: Выход 

белка, % Влага, % 

Содержание, % от аб
солютно сухого веще
ства (средние значе
ния, п=5) 

Растворимая 
фракция 
(шбрилляр-
ного керати
на получена 
из: 

кислот
но-перок
сидной 

перок-
сидно-
щелоч-

ной 

Выход 
белка, % Влага, % 

зола жир белок 

волоса се
верного оле

ня 
60 25 39,4 94,87 1,43 0,05 90,84 

волоса круп
ного рогато

го скота 
20 12 57,9 95,18 1,19 1,82 95,93 

щетины 25 15 53,5 92,15 1,34 2,72 93,75 

шерстяного 
очеса 18 10 68,1 95,48 0,84 0,1 98,40 

Как видно из табл. 40, препараты фибриллярного кератина представляют 

собой хорошо очищенные от сопутствующих веществ белковые субстанции, 

в которых содержание основного компонента составляет в среднем 95 %. Не

значительное содержание минеральных и жировых веществ в препаратах обу

словлено тем, что в процессе химической модификации кератинсодержащих 

отходов они удаляются из образующихся полуфабрикатов на стадиях промы

вок. 

Если сравнить аналогичные показатели, характеризующие исходное сырье 

(табл.21) видно, что в конечных продуктах золы и жира содержится в не

сколько раз меньше. 

Следует также отметить, что содержание жировых веществ в конечных про

дуктах напрямую связано со степенью зажиренности исходного сырья. 
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КЕРАТИНСОДЕРЖАЩИЕ ОТХОДЫ 
(тонкий очес шерсти овец, волос-сгонка и др.) 

кислотно-пероксидная обработка 

промывка водой 

пероксидно-щелочная обработка 

* 
осаждение кислотой (рН 3-4) 

промывка водой 

* 
ПОЛУФАБРИКАТ № 1 

(фибриллярный кератин) 

перерастворение в 0,1н щелочи 

гомогенизация 

фильтрование 

добавление консерванта 

КОНЕЧНЫЙ ПРОДУКТ 
(молекулярно-диспергированный кератин) 

Рис. 27. Технологическая схема получения препарата кератина 
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Полученные данные свидетельствуют о том, что использованные техноло

гические приемы, позволяют получить достаточно хорошо очищенный рас

твор фибриллярного кератина. По всей вероятности, полученные нами препа

раты представляют собой фракцию кератинов, называемых в литературе а-

кератозой или S-карбоксиметилкератеином А (286). 

Технологическая схема получения солюбилизированного кератина пред

ставлена на рис. 27. 

Обобщая результаты экспериментов по поиску оптимальных способов це

ленаправленного получения высокоочищенных препаратов фибриллярных бел

ков из отходов сырья животного происхождения, следует отметить преимуще

ства пероксидно-щелочных воздействий на структуру биотканей как соедини

тельнотканного, так и эпидермального происхождения. 
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ГЛАВА 5» Выбор показателей, характеризующих качество препаратов 

фибриллярных белков 

Известно, что качество продукщш определяется как совокупность свойств, 

обуславливающих ее пригодность удовлетворять определенные потребности в 

соответствии с ее назначением (1, 102). 

Разработка способов, а затем и технологий получения высокоочищенных 

препаратов солюбилизированных фибриллярных белков включает в себя такой 

важный аспект как создание регламентированных инструкций по изготовлению 

и контролю качества готовой продукции. 

Естественно, что на первых этапах такого рода исследований необходимо 

принимать во внимание и анализировать органолептические показатели, ре

зультаты, полученные в ходе физических, физико-химических, биохимических, 

иммунохимических, микробиологических, токсикологических и др. исследова

ний. 

Впоследствии это позволяет выбрать наиболее информативные показатели, 

определить допустимые пределы их вариации и предложить определенную сис

тему критериев, характеризующих качество продукции. 

Для того чтобы рекомендовать препараты и материалы на основе коллагена 

и других фибриллярных белков для применения в ветеринарной и медицинской 

практике, косметологии, биотехнологии необходимо, чтобы они отвечали соот-

ветствуюпщм требованиям, а именно: имели высокую степень химической чис

тоты, были не токсичны, не обладали антигенностью. 

5.1. Оценка химической чистоты препаратов 

Критериями чистоты препарата могут служить такие показатели как содер

жание основного вещества, наличие примесей, а также его электрофоретиче-

ские характеристики. Подтверждением химической чистоты препаратов колла

гена, эластина и кератина могут служить данные, представленные в табл. 34, 36, 

39, 40 главы 4. 

Результаты электрофоретического анализа продуктов растворения коллаге

на из ахилловых сухожилий крупного рогатого скота (рис. 28) полностью 
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подтверждают представления о молекулярной гетерогенности этого белка. 

11 й 
а 

Г — н {Л 1 ът с 
1 н. и 
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J 

МШ2 
Рис. 28. Диск-электрофореграмма и денсигограм-
ма препарата ПРК: 
а) кривая записи белковых фракций на денсито
метре; 
б) диск-электрофореграмма (фото); 
в1 диск-электрофореграмма (схема); 
г) интегрирующая кривая записи общего белка на 
денситометре. 

Данные, характеризующие фракционный состав препарата, представлены в 

табл. 41. Как видно из таблицы, в растворе коллагена присутствуют различные 

по молекулярной массе фракции, соответствующие как неассоциированным 

молекулам коллагена, так и ассоциатам, представляющим собой, судя по вели

чинам их молекулярных масс, димеры, тримеры и пентамеры коллагена. 

Таблица 41 
Относительное содержание белка во фракциях препарата 

ПРК и их относительная электрофоретическая подвижность 

Определяемая величина Фракции препарата ПРК Определяемая величина I II III IV V VI 
Относительное содержа
ние белка, % 8,87 39,01 16,63 10,08 6,75 18,65 
Относительная электро
форетическая подвиж
ность: 

а) катодная граница 
б) анодная граница 

0,553 
0,506 

0,388 
0,329 

0,246 
0,212 

0,153 
0,129 

0,106 
0,082 

0,068 

Полученные данные (119,145) свидетельствуют о том, что выделенный на

ми препарат представляет собой преимущественно коллаген I типа. Они дают 
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четкую картину присутствия тропоколлагеновых частиц в препарате в виде ас-

социатов, имеющих молекулярные массы, скорее всего димеров, тримеров и, 

возможно пентамеров, что совпадает с мнением других авторов о полимор

физме коллагена (44, 350). 

Однако, на наш взгляд, электрофоретическая оценка чистоты любого фиб

риллярного белка по такому показателю как "электрохимическая гетероген

ность" целесообразна лишь при проведении высокоточных исследований, тогда 

как показатель "содержание основного вещества" более приемлем при контроле 

качества производственных партий. 

5.2. Токсико-гигиенические показатели качества препаратов фибрил

лярных белков 

Токсико-гигиенические характеристики препарата в ряде случаев является 

определяюпщми, особенно, если речь идет о возможностях использования его в 

косметологии, ветеринарной или медицинской практике. Требования такого 

рода показателям весьма жесткие. Они определяются соответствующими инст

рукциями и нормативными документами (39, 94, 95, 103).Поэтому при оценке 

качества препарата токсико-гигиенические показатели могут оказаться более 

значимыми, чем, например, данные, характеризующие его химическую чисто

ту. 

В связи с тем, что препараты коллагена, эластина и кератина имеют белко

вую природу, они, как показали результаты микробиологических испытаний, 

подвержены обсемененности различвпыми видами микроорганизмов, среди ко

торых могут преобладать плесневые и дрожжеподобные грибки и спорообра-

зующие бактерии. Поэтому препараты фибриллярных белков нуждаются в тща

тельном подборе к ним консервантов. 

В ходе экспериментов было установлено, что получить микробиологически 

чистые препараты фибриллярных белков можно при добавлении к ним таких 

препятствующих микробному росту средств как бронопол (0,2 %), формалин (1 

%), параформ (0,4 %), аквакон (0,8 %), нипаэфиры (0,4 %). Контроль образцов 

через неделю после добавления в них консервантов показал, что после посева 
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на питательные среды и инкубации в течение 48 часов в термостате при 37°С 

роста микроорганизмов выявить не удается. 

Второй этап работы заключался в проверке антимикробной устойчивости 

полученных микробиологически чистых препаратов фибриллярных белков. Для 

этого в образцы, содержащие консерванты, вносили смесь плесневых и дрож-

жеподобных грибковых культур Penicillium sp. и Candida utilis в концентрации 

10̂  клеток/г. Контроль проб образцов путем посева на питательную среду через 

1, 3 и 7 суток после заражения выявил рост тест-культур в образцах фибрил

лярных белков с бронополом образцы с остальными консервантами оказались 

устойчивы и к заражению тест-культурами. 

Таким образом, параформ, аквакон и нипаэфиры можно с успехом исполь

зовать для предохранения препаратов фибриллярных белков от поражения 

мжробными организмами. 

Тем не менее, оценку антимикробной устойчивости препаратов необходи

мо, на наш взгляд, проводить выборочно в течение всего предполагаемого сро

ка хранения. 

Следует подчеркнуть, что с учетом важности при оценке качества препарата 

такого показателя как "микробная обсемененность", его целесообразно вклю

чить в перечень критериев, подлежащих обязательной проверке. 

В связи с тем, что препараты фибриллярных бежов предполагалось исполь

зовать в качестве ингредиентов или основы д ж ветеринарных, медицинских и 

косметических средств, токсикологические исследования были направлсрп.! на 

разработку предельно-допустимых уровней их ввода в рецептуры такого рода 

изделий. 

В результате проведенных экспериментов установлено, что по величрше 

средне смертельной дозы при однократном введении в желудок крыс и мышей 

(DLso) препараты коллагена, эластина и кератина относятся к 4 классу мало

опасных малотоксичных веществ. Величина DL50 д ж обоих видов подопытных 

животных превышала максимально вводимую дозу 10 г/кг. Гибели животных и 

клинической картины интоксикации при этом не наблюдалось. Различия меж-
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видовой чувствительности не выражены. 

Кумулятивный эффект препаратов исследовали при повторном введении 

веществ в нарастаюпщх дозах, начиная с 1 г/кг, составляющей 1/10 часть от 

максимально вводимой дозы (10 г/кг). Гибели и признаков интоксикации под

опытных крыс не отмечено в течение всего опыта и в послед)чощий 2-х недель

ный период. Животных подопытной группы не отличались от контрольных по 

поведению, внешнему виду, приросту массы тела, что в совокупности с отсут

ствием гибели животных свидетельствовало об отсутствии выраженных куму

лятивных свойств коллагена, эластина и кератина. 

Кожно-резорбтивный эффект в месячном эксперименте с ежедневным воз

действием продуктов на 2/3 длины хвоста мышей не выявлен: гибели животных 

не было, картина интоксикации отсутствовала. 

Однократное и повторное (12-дневное) нанесение чистых не разведенных 

продуктов на кожу кроликов и морских свинок не вызывало раздражения кож

ных покровов, раствор коллагена, эластина и кератина (в максимально допус

тимых для ввода количествах, соответственно 5, 3, 10 % от объема готовой 

композиции) в 24-дневном эксперименте с ежедневным воздействием на кожу 

животных не вызывал раздражения кожных покровов ни у кроликов, ни у мор

ских свинок. Показатели функционального состояния кожных покровов опыт

ных животных (эритема, толпщна кожной сладаи, величина рН, нейтрализую

щая способность, температура и проницаемость кожи) находились в пределах 

физиологических колебаний контроля. 

Коллаген, эластин, кератин не обладают сенсибилизирующим эффектом. 

Так, при длительном эпикутанном воздействии с использованием 5 % раствора 

коллагена, 3 % эластина и 10 % кератина установлено отсутствие сенсибилизи

рующего эффекта, что нашло подтверждение при гистоморфологическом ис

следовании образцов кожи животных. При однократном внесении в конъюнк-

тивальный мешок глаза кроликов 1-2 капель не разведенных продуктов наблю

далось слабое раздражение слизистых оболочек, проходящее в течение 10-15 

минут. В перечисленных выше концентрациях фибриллярные белки не оказы-
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вают раздражающего действия на слизистые оболочки и роговицу глаз. 

Таким образом, проведенные исследования позволяют считать, что препа

раты фибриллярных белков: 

• являются малотоксичными и малоопасными продуктами (4 класс по ГОСТ 

12.1.007-76); 

• не оказывают кожно-раздражающего, резорбтивного и сенсибилизирующего 

действия, в концентрациях предполагаемого ввода в рецептуры изделий; 

• не оказывают повреждающего действия на слизистые оболочки глаза и ро

говицу. 

ЕстествсБно, что токсикологическая оценка фибриллярных белков как сы

рья для, например, косметических средств не должна исключать или заменять 

собой последующую оценку качества готовых изделий, в состав которых вхо

дят эти биологически активные добавки. 

5.3. Оценка агрегативной стабильности препаратов коллагена, эластина 

и кератина 

Срок годности препарата обычно напрямую зависит от стабильности показате

лей, характеризующих его качество. 

В связи с тем, что солюбилизированные препараты коллагена, эластина и 

кератина являются биоактивными дисперсными системами и представляют 

особый интерес как белковое косметическое сырье, в данном случае среди дру

гих потребительских свойств важное значение приобретает такой показатель 

как их агрегативная стабильность в процессе хранения. 

Изучение коллоидно-химических аспектов устойчивости белковых субстан

ций коллагена, эластина и кератина свидетельствует о том, что эти биополиме

ры в солюбилизированном виде присутствуют в основном в виде молекулярных 

ассоциатов и лишь 0,1 % от их общего количества - в виде более крупных агре

гатов, т.е. коллоидных частиц. Тем не менее, дисперсность именно коллоидных 

фракций характеризует агрегативную устойчивость раствора (28, 194, 195). Тот 

факт, что коллоидная фаза раствора отражает общие закономерности измене

ний, происходящих в системе в целом, объясняется, вероятно, тем, что образо-



165 

вание ее является результатом сложных физико-химических процессов, имею

щих место в растворе белка на молекулярном и ассоциативном уровнях. Нали

чие ассоциатов в растворах белков, их укрупнение за счет соединения друг с 

другом до появления достаточно крупных частиц способствует образованию 

коллоидных частиц ультрамикронных и субмикронных размеров. 

Оценка устойчивости белковых субстанций коллагена, эластина и кератина, 

проведенная с помощью метода поточной ультрамикроскопии, позволила рас

считать количество коллоидных частиц, содержащихся в 1 мл исходных гидро

золей коллагена, эластина и кератина. В среднем оно составляет 2,9•10^, 

0,92-10̂ *̂  и 1,26-10̂ '̂  частиц, соответственно. Также были рассчитаны средние 

значения радиусов коллоидных частиц коллагена, эластина и кератина. Соглас

но полученным данным, они равны 72, 120 и 110 им, соответственно. На 

рис. 29-31 представлены гистограммы распределения частиц в растворах фиб

риллярных белков в зависимости от концентрации, времени старения, радиуса. 

Анализ гистограмм позволяет считать рассматриваемые белковые субстанции 

монодисперсными системами. Информация о радиусе частиц и его зависимости 

от времени, полученная на основе обработки гистограмм распределения частиц 

по размеру, касается статистического средневзвешенного значения радиуса. 

Нами выявлена достаточно высокая агрегативная устойчршость растворов 

исследуемых белков в процесс хранения. Результаты измерения концентрации 

частиц в течение 1 года для коллагена и 6 месяцев для эластина и кератина по

казали, что изменения на превышают ±10% от исходных показателей, и, таким 

образом, можно считать, их количество остается примерно на одном уровне. 

Следует отметить, что на первых стадиях хранения растворов имеет место 

флуктуационные смещения максимумов на кривых распределения в сторону 

образоваьшя то крупных, то мелких частиц. Однако через определенное время 

происходит стабилизация системы, и в растворе начинают преобладать колло

идные частицы средних размеров. 

Движение центров распределения хорошо видно на гистограммах. Измене

ние дисперсного состава частиц, т.е. их концентрации и размера можно объяс -
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Рис. 29. Гистограммы распределения частиц в коллоидной фазе растворов 
коллагена с концевтрацией белка 0,002 % (А) и 0,008 % (Б ) при 
хранении в течение 1, 30, 60 и 365 суток. 
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Рис. 30. Гистограммы распределения частиц в коллоидной фазе растворов 
эластина с концентрацией белка 0,002 % (А) и 0,008 % (Б ) при 
хранении в течение 1, 15, 30 и 180 суток. 
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Рис. 31. Гистограммы распределения частиц в коллоидной фазе растворов 
кератина с концентрацией белка 0,002 % (А) и 0,008 % (Б) при 
хранении в течение 1, 15, 30 и 180 суток. 
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НИТЬ тем, что в объеме коллоидного раствора идут процессы не только коагуля

ции, но и пептизации. Устойчивость коллоидных систем в растворах обеспечи

вается силами различной химической природы, действующими между частица

ми. Наличие развитой сольватной оболочки вокруг коллоидных частиц обу

словливает их устойчивость в растворах белка. 

Исследование растворов фибриллярных белков свидетельствует о наличии 

в них частиц всех величин - от молекулярных ассоциатов до агрегатов субмик

ронных и микронных размеров. С увеличением времени старения высота 

столбцов диаграмм может изменяться. При этом происходит некоторый сдвиг 

диаграммы вправо или влево, что свидетельствует об укрупнении или умень

шении размеров частиц, но тем не менее, фракционный характер дисперсии со

храняется. Анализ параметров устойчивости фибриллярных белков свидетель

ствует о том, что частицы коллагена имеют несколько большую агрегативную 

устойчивость по сравнению с коллоидными системами эластина и кератина. 

При старении растворов число частиц уменьшается во всех фракциях. Умень

шение концентрации частиц фракций объясняется не только коагуляционными 

процессами, но и явлениями, связанными с растворением частиц или перекон

денсацией. Рост диаметра частиц в каждой фракции сопровождается уменьше

нием общего числа частиц. 

Рассчитанные параметры дают возможность считать белковые субстанцрш 

коллагена, эластина и кератина устойчивыми препаратами, пригодными для из

готовления различных косметических средств. 

5.4. Антигенные и иммуногенные свойства коллагена и препаратов на 

его основе 

В связи с практически неограниченными возможностями, которые появля

ются при использовании коллагена в ветеринарной и медицинской практике, 

возникает проблема тестирования антигенности препаратов солюбилизирован-

ного коллагена и иммуногенности различных форм искусственных коллагено-

вых материалов, т.к. длительное или многократное их применение может при

вести к выработке антител к коллагену, а это, в свою очередь, - к возникнове-
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нию гиперчувствительности замедленного или немедленного типа (116,139, 

404). 

Все это определило насущность разработки тест-системы для обнаружения 

антител к коллагену. Крайне слабая иммуногенность коллагена (404) потребо

вала использования не только использования высокоактивных гипериммунных 

специфических сывороток, но и применения высокочувствительных методов 

д ж ее оценки. 

Разработанная нами схема (128) краткосрочного усиленного грундирования 

в сочетании с двумя отдаленными реиммунизациями позволила за сравнитель

но короткий срок (1,5 месяца) полз^ить антисыворотки с довольно высоким 

титром антител к коллагену (табл.42). 

Как видно из табл.42, в первые две недели после цикла первичной иммуни

зации в сыворотках присутствуют в основном слабо аффинные (обладающие 

незначительной степенью сродства к антигенным детерминантам) антитела, а в 

более поздние сроки - высоко аффинные. 

Переходя к описанию результатов по разработке диагностической тест-

системы д ж выявления антител к коллагену следует подчеркнуть, что попытки 

решить эту задачу с помоп1ЬЮ таких общепринятых иммунологических мето

дов как реакция преципитации, реакция двойной иммунодиффузии, реакция 

связывания комплемента не имели особого успеха ввиду особенностей анти

генного строения молекулы коллагена и его чрезвычайно большой молекужр-

ной массы. Наиболее широко испожзуемая в практике д ж анализа антиколла-

геновых сывороток реакция непрямой гемагглютинации обладает низкой чув

ствительностью и малой эффективностью вследствие сложностей, связанных с 

изготовлением эритроцитарного диагностикума и отсутствием достоверной 

количественной оценки результатов (404). 

Весьма перспективным методом, дающим объективные результаты и весьма 

чувствительным по сравнению с другими серологическими реакциями, способ

ным существенно дополнить или полностью заменить их, считается реакция эн

зим-меченых антител (РЭМА), с успехом применяемая в настоящее время в ди-



Титры антисывороток к коллагену в зависимости от фазы иммунизации 
Таблица 42 

Фаза 
иммунизации 

н о м е р с ы в о р о т к и 
Фаза 

иммунизации I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Грундирование 1:100 1:25 1:400 1:200 1:50 1:200 1:100 1:100 1:200 1:50 

I реиммуниза-
ция 1:6400 1:1600 1:12800 1:6400 1:3200 1:12800 1:3200 1:1600 1:3200 1:800 

II реиммуниза-
ция 1:6400 1:3200 1:6400 1:6400 1:6400 1:12800 1:6400 1:300 1:1600 1:800 
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агностике самых различных заболеваний, как инфекционных, так и неинфекци

онных (29, 417). 

Следует отметить, что по вопросу применения РЭМА для обнаружения ан

тител к коллагену мы не обнаружили в доступной литературе никакой инфор

мации. В процессе работы мы вынуждены были отказаться от рекомендуемой 

стандартной методики постановки реакции, так как она не учитывает особенно

сти сорбции различных антигенов на полистироле. 

Благодаря использованию реакции энзим-меченых антител оказалось воз

можным не только выявлять, но и количественно определять антитела к колла

гену в полученных антисыворотках (рис.32). 

(в ш 
О) 
т 
s 

1 . 

п 
5 

«? о 
т-
ш 

1,2 

0,8 

0,6-^ 

0,4 

0,2 

21 

• - гоунлиоование 1-1 оеиммунизаиия 

Рис. 32. Учет количества специфических антител а коллагену 
в сыворотках гипериммунизированных кроликов (п=10, титр 1:200) 

Приведенные на рис.32 данные свидетельствуют о статистически значимом 

повышении уровня антител с каждым последуюш;им циклом иммунизации и, 

кроме того, наглядно демонстрирует перспективность применения РЭМА для 

обнаружения антител к коллагену, так как используемая в данном случае сис

тема учета результатов адекватно отражает количество антител в исследуемых 

сыворотках (155). 

Создание тест-системы позволило оценить степень иммуногенности колла-

геновых губок по сравнению с самим коллагеном. 
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В опытах по определению содержания белка в экстракте из коллагеновых 

губок было установлено, что 10-15 % от общего количества белка переходит из 

губки в раствор. 

Результаты сравнительного анализа антигенности коллагена и экстрактов 

коллагеновых губок с помощью пула гипериммунных сывороток к коллагену 

представлены на рис.33. 

Как видно из рис.33, за положительную реакцию в тест-системе можно счи

тать разведение пула антисывороток 1:3200, а в сравниваемой системе 1:200. 

антиген-коллаген; 
антисыворотка к 
коллагену; 

антиген-коллаген; 
антисыворотка к 
экстракту из 
коллагеновой губки; 
антиген-экстракт из 
коллагеновой губки; 
антисыворотка к 
коллагену 

50 200 800 3200 

Рис.33. Сравнительный анализ иммуногенности коллагена и 
экстракта из коллагеновых губок 

Если рассматривать тест-систему как эталон антигенности коллагена, то 

можно считать, что на долю экстрагируемого компонента приходится до 6 % 

общей антигенной активности коллагена. Тем не менее, такой незначительной 

антигенности оказывается достаточно, чтобы вызвать у кроликов иммунный 

ответ к экстракту из коллагеновых губок и продемонстрировать с помощью 

РЭМА присутствие антител в индивидуальных кроличьих сыворотках, хотя и в 

относительно низких концентрациях. 

Таким образом, хотя некоторые авторы (184, 201, 237) считают, что колла-
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геновые губки, подвергнутые дублению и стерилизации у-облучением практи

чески не антигенны, полученные нами данные свидетельствуют не только о на

личии антигенной активности в экстракте из губок, вследствие перехода в рас

твор некоторого количества коллагена, но и указывает на то, что коллагеновые 

губки могут оказаться небезразличными для живого организма ввиду их спо

собности вызывать иммунный ответ и что всесторонние дальнейшие исследо

вания, направленные на тестирование иммуногенных свойств коллагеновых 

препаратов, применяемых в ветеринарной и медицинской практике, крайне не

обходимы (139). 

Полученные нами данные указывают на то, что коллагеновые губки могут 

оказаться небезразличными для живого организма ввиду их способности вызы

вать иммунный ответ. Однако в связи с тем, что количество антител к коллаге

ну не намного превышает пороговый уровень, использование коллагеновых ма

териалов для наружного применения вполне допустимо, если только у пациента 

не существует гиперчувствительности к этому бежу. На наш взгжд, оценка 

качества коллагеновых материалов по такому показателю как "антигенность" 

особенно актуальна д ж препаратов, применяемых в лечебных цежх в ветери

нарии и медицине. 

В связи с тем, что в ходе исследований были получены коллагеновые пре

параты различных форм, в том числе и биологические покрытия на основе не

растворимого коллагена, представжло интерес оценить степень иммуногенно-

сти ксенотрансплантатов из дермы крупного рогатого скота (147, 148). 

Результаты количественной оценки силы иммунного ответа организма-

хозяина на имплантированные препараты, полученные путем модификации со

единительной ткани, проведенные с помошью реакции энзим-меченых антител, 

модифицированной нами с учетом антигенных особенностей коллагена рис.34). 

Оказалось, что максимальный уровень циркулирующих антител (в единицах 

оптической плотности) наблюдается у животных, которым имплантировали 

препарат необработанной дермы (0,114±0,012). После кислотно-солевой обра

ботки их количество уменьшилось почти в 2,5 раза (0,048+0,009). Щелочно-
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л£\ ед. оптической 
плотности 

О,' -

Номер препарата у/ 

Рис.34. 
Сила гуморального иммунного ответа на ксе-
нотрансплантаты из дермы крупного рогатого скота, 
модифицированной в результате различных обра
боток. 

солевое воздействие также ведет к значительному понижению иммуногенных 

свойств имплантата. Так, после 24- и 48-часового контакта с щелочно-солевым 

раствором модифицированная дерма способная вызывать иммунную реакцию, 

при которой относительное содержание антител составляло соответственно 

0,032+0,005 и 0,027+0,008 ед. оптической плотности. Гелеобразный препарат 

продуктов растворения коллагена и коллагеновая губка вызывали у животных 

минимальный иммунный ответ (соответственно 0,022+0,001 и 0,0065+0,001). 

Полученные нами результаты свидетельствуют о том, что в процессе раз

личных обработок под действием воды, кислот, щелочей и солей происходит 

удаление отдельных компонентов соединительной ткани, способствующих 

формированию ее антигенных и иммуногенных свойств. К ним в первую оче

редь можно отнести неколлагеновые белки и пептиды и, вероятно, углеводные 

компоненты соединительной ткани. Крайне незначительная активность очи

щенного коллагена, а также материалов на его основе, обусловленная, очевид

но, довольно высокой толерантностью этого белка, свидетельствует о целесо

образности гфименения препаратов из гетерологического коллагена в ветери

нарной хирургии. 

5.5. Оценка показателей, характеризующих качество препарата на ос

нове фибриллярного коллагена 

Ассортимент созданных биоматериалов наряду с ксенотрансплантантами из 

дермы шкур крупного рогатого скота включал в себя биологическое покрытие 
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ДЛЯ ран, изготовленное из спилка свиной дермы. 

Ниже представлены результаты лабораторно-экспериментальной проверки 

соответствия изготовленных, согласно разработанному способу, трех лабора

торных серий биоматериала требованиям, гфсдъявляемым к качеству препара

тов подобного назначения (103). 

Результаты опытов по определению основных показателей, характеризую

щих химический состав исходного сырья и трех лабораторных серий готового 

биоматериала, представлены в табл.43. 

Как видно из табл. 43, отдельные показатели химического состава исходно

го сырья в процессе его переработки в готовый биоматериал изменялся незна

чительно. Это можно сказать о содержании общего белка и, в частности, колла

гена, минеральных веществ, а также гексоз. В то же время - содержание таких 

компонентов как жир, неколлагеновые белки, гексозамины резко снижается, 

что свидетельствует об очистке биоматериала от неколлагеновых биополиме

ров. 

Сравнительный анализ полученных результатов позволяет выбрать такие 

показатели химического состава, контроль которых может дать максимальную 

информацию о качестве готового биоматериала. Так, в данном случае, наиболее 

целесообразной, на наш взгляд, может стать оценка качества готового препара

та по содержанию в нем биополимеров неколлагеновой природы. 

По внешнему виду готовый биоматериал представляет собой пласт обрабо

танного соответствующим образом спилка дермы, имеет белый или серовато-

белый цвет, слегка шероховатую поверхность. Он влажный, мягкий эластичный 

на ощупь. 

Фюико-химические параметры трех лабораторных серий полученного био 

логического покрытия приведены в табл.44. 

Согласно нашим данным, в готовом препарате содержится до 30 % влаги. К 

сожалению, оборудование, использованное для распиливания исходного сырья, 

не позволило получить препарат меньшей толщины, это могло бы способство

вать более быстрому заживлению ран. Проведенные эксперименты показали. 



Таблица 43 
Сравнительная характеристика основных показателей химического состава исходного сырья и готового биоматериала 

Исследуемый 
образец 

Содержание, % от абсолютно сухого вещества (п=5) 

Исследуемый 
образец 

традитщонные методы анализа 
химического состава метод комплексного биохимического анализа Исследуемый 

образец минераль
ные веще

ства 
липиды общий 

белок коллаген неколлаге
новые белки гексозы гексозамины 

Исходное сырье 
(свиная спилковая 
обрезь) 

1,98 6,31 87,42 89,82 1,85 0,527 0,637 

Готовый биомате
риал: 

- серия № 1 
- серия № 2 
- серия № 3 

2,21 
2,48 
2,58 

3,13 
3,22 
3,09 

90,14 
92,11 
89,86 

93,92 
92,06 
92,88 

-
0,459 
0,431 
0,424 

0,337 
0,369 
0,344 

В целом по препа
рату 2.42 ЗД5 90,70 92,95 - 0,438 0,350 
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Таблица 44 

Физико-химические параметры готового биоматериала (п=5) 

№ лабора
торной 
серии 

Содержа
ние вла

ги, % 

Толщина 
биомате

риала, 
мм 

Темпе
ратура 

сварива
ния, ""С 

Влагоемкость, % 
Пористость, 

% 

№ лабора
торной 
серии 

Содержа
ние вла

ги, % 

Толщина 
биомате

риала, 
мм 

Темпе
ратура 

сварива
ния, ""С 

В1 В2 
Пористость, 

% 

1 27,46 0,56 52,4 70,15 74,06 29,95 

2 29,58 0,56 53,6 84,97 88,22 27,47 

3 31,27 0,66 54,8 58,08 61,35 31,79 
В целом по 
препарату 29,44 0,59 53,6 71,01 74,54 28,74 

что готовый препарат обладает довольно стабильной внутренней структурой. 

Об этом свидетельствует узкий диапазон, в котором варьирует величина темпе

ратуры сваривания. 

Одно из основных требований, предъявляемых к временным биологическим 

покрытиям, заключается в том, что они должны хорошо адсорбировать раневой 

экссудат. Анализ влагоемкости образцов готового препарата позволил устано

вить ВЫСОК540 гидрофильность исследуемых образцов. Так, в течение первых 

двух часов препарат способен поглотить в среднем более 70 % влаги. В даль

нейшем скорость процесса значительно снижается и в течение последующих 22 

часов препарат адсорбирует всего 3,47 % влаги. 

В связи с тем, что сорбционные свойства зависят главным образом от по

ристо-волокнистой структуры препарата, готовый биоматериал был охаракте

ризован по такому показателю, как пористость (77). 

В образцах из трех лабораторных серий она оказалась примерно одинаковая 

и составила в среднем 28,74 %. 

Представленные в табл. 44 результаты, свидетельствуя о стабильности фи

зико-химических параметров коллагенового биоматериала, получаемого по 

разработагсной технологической схеме, в комплексе с показателями химическо

го состава также могут служить своеобразными критериями, характеризующи

ми его качество, причем наиболее информативным из них следует, по всей ве

роятности, считать пористость. 
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Особое внимание в работе было уделено биологическим и клиническим 

методам оценки качества разработанного коллагенового раневого покрытия. С 

этой целью лабораторные серии препарата были проверены на стерильность, на 

отсутствие пирогенности и токсичности, а также охарактеризованы с точки 

зрения иммуногеннести и влияния на скорость заживления ран. 

Микробиологические испытания коллагенового биоматериала на 

стерильность показали, что все три лабораторные серии готового препарата ни 

на одной из использованных в работе питательных сред (агар-агар, 

мясопептонный бульон, полужидкий агар) не дают роста микроорганизмов 

(рис.35. Аа, Аб, Ав). Контроль бактериальной обсеменности нестерильного 

конечного продукта, полученного по разработанной технологической схеме, на 

тех же питательных средах (рис.35. Ба, Бб, Бв) продемонстрировал 

присутствие в исследуемых образцах различных форм микроорганизмов. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что использованный вариант 

упаковки биоматериала и режимы последующей стерилизации полностью 

обеспечивают его стерильность. 

Рис. 35. 
Бактериальная 
обсемененность 
коллагенового 
биоматериала (А) и 
нестерилизованного 
препарата (Б) на агар-
агаре (а), мясо-
пептонном бульоне (б), 
полужидком агаре (в). 

Ба Бб Бв 
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Наряду со стерильностью не менее важными критериями, определяющими 

возможность практического применения любого препарата ветеринарного и 

медицинского назначения, является его апирогенность и отсутствие токсично

сти. Результаты экспериментов по определению степени пирогенности колла-

генового биоматериала приведены в табл. 45. 

Таблица 45 
Учет степени пирогенности трех лабораторных 

серий готового биоматериала (п=3) 

Номер Масса животных, кг Температура тела животных, "С 
лабора
торной 

сери пре
парата 

после 
оконча

ния опыга 

после введения препарата, ч. лабора
торной 

сери пре
парата 

до нача
ла опыта 

после 
оконча

ния опыга 
до нача
ла опыта 1 2 3 

I 3,800 3,810 38,77 39,13 38,97 38,83 

II 4,056 4,060 39,10 39,47 39,30 39,20 

III 4,107 4,100 38,80 39,23 39,20 38,93 

Как видно из представленных в таблице 45 данных, внутривенное введение 

подопытным животным экстрактов из образцов, взятых от трех лабораторных 

серий конечного продукта, вначале вызывает повышение температуры у жи

вотных в среднем на 0,4 °С. К концу опыта - через 3 часа после введения, этот 

показатель практически приходит в норму, т.к. не более, чем на 0,13 °С превы

шает температуру тела животных до его начала, что и является доказательством 

апирогенности. 

Испытания образцов готового препарата на токсичность, заключавшиеся в 

проведении ежедневных (в течение 2-х недель) внутрибрюшных инъекций мы

шам экстрактов из коллагенового биоматериала, позволили охарактеризовать 

влияние препарата на организм подопытных животных по таким показателям 

как внешний вид, масса, температура тела, двигательная активность. 

Результаты этого опыта, суммированные в табл. 46, свидетельствуют о без

вредности препарата, т.к. никаких внешних проявлений отравления не наблю

дается. 

Анализ иммуногенных свойств образцов отдельных серий коллагенового 



Таблица 46 
Учет изменений в состоянии здоровья животных при определении токсичности 

№ 
п/п 

Количество под
опытных живот

ных 
Показатели состояния здоровья животных (средние значения) 

№ 
п/п до после внешний вид масса, г т . двшательная актив

ность 
опыта опыта до опыта после опы

та до опыта после 
опыта до опыта после 

опыта до опыта после 
опыта 

I 10 10 в норме шерсть 
мягкая, 

блестящая, 
пищеваре
ние не на
рушено, 

Т1вет ушей, 
лап и хво

стов не 
изменен 

18,0 19,0 38,8 38,9 в норме 

II 10 10 в норме 

шерсть 
мягкая, 

блестящая, 
пищеваре
ние не на
рушено, 

Т1вет ушей, 
лап и хво

стов не 
изменен 

17,0 18,0 38,7 38,7 в норме 
координа
ция дви
жений не 
нарушена 

III 10 10 в норме 

шерсть 
мягкая, 

блестящая, 
пищеваре
ние не на
рушено, 

Т1вет ушей, 
лап и хво

стов не 
изменен 

18,0 19,0 38,7 38,7 в норме 
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биоматериала по силе гуморального ответа организма-реципиента показал, что 

готовый препарат вызывает у подопытных животных иммунный ответ в сред

нем в 5 раз меньший, чем исходное сырье. Так, относительное содержание ан

тител в сыворотках крови, взятой у кроликов, которым имплантировали образ

цы первой, второй и третьей серий готового препарата составляет 0,132±0,009, 

0,120+0,04, 0,146+0,019 единиц оптической плотности соответственно, для ис

ходного сырья величина этого показатеж составляет 0,706+0,021 единиц опти

ческой плотности. 

Полученные результаты указывают на существование определенной зави

симости между степенью очистки коллагена от сопутствующих биополимеров 

и иммуногенностью биоматериала. 

Установленный факт нашел свое подтверждение на завершающем этапе ис

следований во время клинических испытаний готового препарата. Согласно 

нашим данным, заживление экспериментальных ран у животных при использо

вании в качестве биологического покрытия коллагенового биоматериала про

исходило на 5-7 суток быстрее по сравнению с контролем. Причем, к концу за

живления ксенотрансплантат полностью не рассасывался, это происходило 

лишь на 30-40 сутки после операции. (Приложение.) 

Таким образом, многоплановые комплексные исследования, выполненные с 

целью объективной и всесторонней оценки основных показателей и свойств 

коллагенового биоматериала, не только подтверждили правильность подбора 

условий и режимов всех стадий его производства, но и позволили уточнить 

критерии контрож качества готового препарата, подтверждая целесообразность 

использования его в качестве перевязочного материала, (покрытия д ж ран) в 

ветеринарной хирургической практике. 

5.5. Применение тест-системы для диагностики коллагенозов у людей и 

животных 

Благодаря высокой чувствительности разработанная тест-система оказалась 

весьма полезной д ж выявления сывороточных аутоантител к коллагену при 

различных патологических состояниях соединительной ткани (121,144). В связи 
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С тем, что коллаген I типа некоторых видов млекопитающих обладают опреде

ленной степенью иммунологического родства (128), нами была предпринята 

попытка использовать коллаген крупного рогатого скота в качестве антигена 

при анализе сывороток больных ревматоидным артритом (121). 

При обследовании сывороток крови от 15 больных с классическим ревмато

идным артритом и 15 доноров в скрининг-титре 1:200 (рис.36) установлено, что 

максимальный уровень антител к коллагену обнаруживается у больных до ле

чения при обострении процесса (1,004±0,0324 единиц оптической плотности). 

После лечения он достоверно снизился до 0,8752±0,0472 (Р<0,001). У доноров 

уровень антител к коллагену не превышал 0,7081+0.0273, что статистически 

достоверно отличалось от такового у больных до и после лечения (Pi<0,001; 

Р2<0,01). 

В - сыворотки больных до лечения 
• - сывороткм больных после лечения 
• - сыворотки доноров 

Рис.36. Динамика уровня антител к коллагену у больных 
ревматоидным артритом 

Разработанная на основе РЭМА тест-системы для обнаружения антител к 

коллагену оказалась весьма эффективной при иммунодиагностике системных 

заболеваний животных (141). Так, при иммунохимическом анализе сывороток 

от 40 голов крупного рогатого скота с признаками коллагенозов различной сте

пени тяжести и 10 сывороток от клинически здоровых животных (при рабочем 

разведении сывороток 1:80) было установлено, что максимальный уровень ау-

тоантител к коллагену (1,327+0,032 единиц оптической плотности) имеет место 
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У ЖИВОТНЫХ в острой фазе заболевания. В сыворотках животных-хроников ко

личество аутоантител достоверно снижалось до 0,893+0,047 (Р<0,001). Что ка

сается сывороток здоровых животных, то в них уровень аутоантител не превы

шал 0,354±0,028(рис.37). 

• - острая фаза заболевания 
Ш - хроническая фаза 
В - клинически здоровые животные 

I 
Рис.37. Динамика уровня аутоантител к коллагену 

у крупного рогатого скота с признаками коллагенозов 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что уровень антител к кол

лагену при соответствуюш[ей клинической картине может иметь как диагности

ческое, так и прогностическое значение и широко использовать для контроля за 

эффективностью проводимого лечения, как у людей, так и у животных. 

Обобщая результаты исследований, представленных в главе 5, следует отме

тить, что некоторые из рассмотренных выше критериев оценки качества препа

ратов фибриллярных белков были включены в нормативно-техническую доку

ментацию (ТУ) с целью установления единых норм и требований к показателям 

качества такого рода продукции (табл.47). 



Таблица 47 
Основные физико-химические характеристики препаратов 

Название 
косметиче

ского 
продукта 

Внептний вид 
ттвет 

Водородный 
показатель 

(рН) 
Подлинность 

Массовая до
ля сухого ве

щества, % 

Общее мик
робное число 

кл. / г. про
дукта, не бо

лее 

Кол-во 
дрожжевых и 

плесневых 
грибков, кл. / 
г. продукта, 

не более 

Массовая 
доля, % 

от сухого ве
щества 

Коллаген 

жидкость 
беспветная, 

вязкая, слегка 
опалесци-
рующая 

3,5-4,5 
положитель
ная реакция 
на коллаген 

0,7-1,1 10̂  10̂  
коллагена по 
оксипролину, 

97,0-99,0 

Эластин 

однородная, 
непрозрачная 
жидкая масса 

светло-
желтого цвета 

6,5-7,5 
положитель
ная реакция 
на эластин 

5,0-7,0 10̂  10̂  
эластина по 

общему азоту, 
95,0-98,0 

Кератин 

однородная 
жидкая масса 

от светло
серого до се
рого нвета 

6,5-7,5 
положитель
ная реакция 
на кератин 

3,0-5,0 10̂  10̂  
кератина по 

общему азоту, 
95,0-98,0 
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ГЛАВА 6. Ассортимент и потребительские свойства препаратов и 

биоматериалов, полученных на основе фибриллярных белков 

До недавнего времени возможности практического использования натив-

ных солюбилизированных фибриллярных белков в ветеринарии, медицине, 

фармацевтике, косметологии и биотехнологии были весьма ограничены ввиду 

отсутствия налаженного производства такого рода препаратов. Многие разра

ботки в этом направлении в нашей стране, так и за рубежом, носили экспе

риментальный характер. Тем не менее, интерес к этой проблеме не ослабевал, 

о чем свидетельствуют многочисленные публикации, посвященные, главным 

образом, коллагену (117, 125, 127, 136, 138, 153, 178, 225, 243, 245, 247, 271, 

346, 364, 370, 373, 411, 412, 420) и демонстрирующие тесную зависимость ме

жду теоретическими достижениями и результатами чисто прикладного значе

ния. 

В связи с тем, что коллаген может быть наработан в виде золей, гелей, во

локнистых структур, он чрезвычайно удобен для изготовления препаратов и 

биоматериалов различных форм и назначений. Немаловажное значение имеет 

тот факт, что этот биополимер не токсичен, практически не антигенен, обла

дает хорошим регенерирующим, гидратантным действием, способностью к 

комплексообразованию с биологически активными и лекарственными вещест

вами, полностью лизируется организмом. 

Препараты из коллагенового золя в зависимости от цели применения мо

гут быть изготовлены в виде губок, мазей, порошков, гелей, растворов для 

инъекций, лабораторно-диагностических средств, гранул для культивирова

ния и аффинной хроматографии. 

Применение коллагена позвожет значительно улучшить свойства полу

чаемых препаратов: пролонгировать их действие, снизить токсичность, 

уменьшить местную раздражающую реакцию при инъекционном введении, 

повысить терапевтический и диагностические эффекты, качество диагностики, 

увеличить сорбционную емкость сорбентов. Широкий спектр возможностей 

применения коллагена обусловлен его уникальной молекужрной структурой. 
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Наличие на поверхности коллагена большого количества функционально 

активных групп позволяет использовать его в качестве матрицы д ж иммоби

лизации препаратов самого разнообразного спектра действия. Выбор препара

та определяется только целесообразностью улучшения его свойств совмести

мостью с коллагеном. 

Ассортимент препаратов и биоматериалов на основе фибрилжрных бел

ков, полученных нами в ходе выполнения данной работы, представлен на 

рис.38. 

6.1. Инъекционные формы препаратов на основе коллагена и характе

ристика их свойств 

Д ж нас особый интерес представжло создание на основе коллагена препа

ратов с заданными свойствами д ж ветеринарии, медицины, биотехнологии, 

косметологии. 

6.1.1. Антистрессовый состав - Аминакол 

Учитывая потребности современного промышленного животноводства в 

антистрессовых препаратах длительного действия, опираясь на данные лите

ратуры (99, 100), а также используя собственный опыт, накопленный в этой 

области (88, 89, 91) мы предприняли попытку создать инъекционную форму 

аминазина, обладающую меньшей токсичностью и пролонгированным сроком 

действия, за счет иммобилизации его на уксуснорастворенном коллагене ме

тодом макромолекужрной комплексации, т.е. смешиванием лекарственного 

вещества непосредственно с коллагеном без применения сшивающих реаген

тов. 

Однако в виду того, что при введении аминазин-коллагеновый комплекс 

оказывает сильно выраженвый местный раздражающий эффект, очевидно, 

из-за присутствия уксусной кислоты в препарате, мы вынуждены были отка

заться от использования в дальнейшей работе уксуснорастворенного коллагена 

д ж получения инъекционных форм иммобилизированных препаратов. Тем 

более, что он при взаимодействии с карбонатами крови оказывает токсическое 
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СОЛЮБИЛИЗИРОВАННЫЕ 
ФИБРИЛЛЯРНЫЕ БЕЛКИ 

области поименения 

ветеринария и медицина биотехнология косметология 
текстильное произ-волство 

инъекционные формы пролонгированного действия 

коллагеновый микроноситель для культивирования клеток 
косметические полупродукты 

коллагеновая шлихтовальная эмульсия 

аминакол 

иитостатики 

коллаген 
средства для ухода за кожей лица 

средства для ухода за волосами 

мази гемоста-тические 
покрытия на основе нерастворимого коллагена 

лабораторно-
диагностиче-ские средства 1 

с гиалуроновой 
кислотой 

ч с мономиимном 

с мотивационными аутосывороткам и 

коллагеновый сорбент для аффинной хроматографии 
тест-система для выявления антител к коллагену 

с антиникотиновыми добавками 

Рис.38. Ассортимент препаратов, полученных на основе фибриллярных 
белков при выполнении данной работы 
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действие на организм животных (100). 

Учитывая тот факт, что нейралептики проявляют оптимальную фармако

логическую эффективность в слабокислой среде (26), необходимо было по

добрать реагент, с помощью которого можно было бы варьировать рН и кото

рый должен быть лишен недостатков, присущих уксусной кислоте. 

Было сделано предположение, что аскорбиновая кислота в составе препа

ратов наряду с коллагеном должна способствовать снижению токсичности 

иммобилизуемых нейролептиков. 

Для того чтобы выяснить способна ли аскорбиновая кислота полностью 

растворить коллагеновый гель, полз^ченный после удаления из препарата ук

сусной кислоты, был поставлен эксперимент по оценке влияния соотношения 

коллагена и аскорбиновой кислоты на рН среды (табл.48). 

Таблица 48 
Изменение рН среды в зависимости от соотношения 

коллагена и аскорбиновой кислоты в растворе 

Концен
трация 

коллаге
на, % 

Концен1рация аскорбиновой кислоты, % Концен
трация 

коллаге
на, % 

0,25 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 
Концен
трация 

коллаге
на, % рН среды 

0,5 4,7 4,0 4,0 3,1 2,85 2,45 

0,75 6,0 5,4 4,7 4,35 4,0 3,65 

1,0 6,8 6,15 5,2 4,7 4,3 3,25 

Визуальные наблюдения показали, что при рН 6,8-5,4 дисперсия коллаге

на неоднородна в ней, наряду с жидкой фазой, имелись хлопья коллагено-

вого геля в большем или меньшем количестве в зависимости от исходного со

держания белка в образце, при рН 4,7 и ниже получали довольно однородный 

прозрачный раствор коллагена, вязкость которого находилась в прямой зави-
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симости от его концентрации. По мнению (86), для повышения эффективно

сти иммобилизации необходимо, чтобы носитель и лекарственное вещество 

имели противоположные заряды. Тогда за счет электростатического взаимо

действия между ними полученный комплекс будет достаточно стабилен. По

этому на основании анализа свойств аминазина и коллагена как амфотерного 

электролита (98), было сделано предположение о целесообразности проведе

ния иммобилизации в интервале рН, находящемся ниже изоэлектрической 

точки коллагена. 

При подборе оптимальных условий комплексообразования серьезное вни

мание было уделено изучению влияния концентрации носителя и действующе

го начала на степень их связывания (табл.49). 

Таблица 49 
Способность растворов коллагена разной концентрации 

адсорбировать аминазин 

Содержа
ние кол
лагена в 

растворе, 
% 

Содержание аминазина, мг/мл раствора 

12,5 25,0 50,0 100,0 200,0 400,0 800,0 1000 

0,5 (рН 5,0 
и ниже) полное растворение и адсорбция препарат полностью не рас

творяется 

1,0 (рН 5,0 
и ниже) 

полное растворение и адсорбция препарата 
коллагеном 

препарат полно
стью не растворя
ется 

2,0 (рН 
6,8) 

полная адсорбция, 
но через несколько 
минут после сме-
пшвания наблюда
ется образование 
двух фаз: жидкой и 
гелеооразной 

полная адсорбция препарата коллагеном, с 
увеличением их концентрации гель стано
вится прозрачнее и разжижается 

Как видно из результатов, представленных в таблице, с увеличением кон

центрации раствора коллагена, используемого в качестве матрицы, растет и 

его адсорбционная емкость в отношении аминазина. Однако, учитывая тот 

факт, что лекарственный препарат, предназначенный для инъекций, должен 
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быть достаточно жидким и легко проходить через иглу шприца, использовали 

0,5 % раствор коллагена. При этом насыщение коллагена наступает при соот

ношении 200 мг аминазина на 1 мл раствора. 

При оценке стабильности полученного комплекса путем диализа его про

тив воды и физиологического раствора при температуре 25°С установлено, что 

через 2-3 часа после его начала аминазин начинает постепенно вымываться из 

препарата, причем по мере увеличения рН, скорость вымывания возрастает. 

Несколько медленнее этот процесс проходил в том случае, когда в качестве 

диализата использовали физиологический раствор. Так, если в воде выявляли 

аминазин через 47 часов после начала диализа, то в физиологическом растворе 

следы его можно было обнаружить и через 52 часа. 

По окончании диализа аминазин в препарате обнаружить уже не удава

лось, то есть он вымывался полностью (табл.50). 

Таблица 50 
Содержание азота в анализируемых образцах до и после диализа 

Обьект исследования Содержание азота в 1 мл препарата, г 

Коллаген 0,089±0,002 
Аминазин-коллагеновый 
комплекс: 

- до диализа 0,453±0,003 
- после диализа 0,092+0.002 

На основании этого был сделан вывод, что связь коллагена с аминазином 

непрочная, имеет нековалентный характер, поэтому при изменении условий, 

например рН среды, комплекс через определенное время распадается. 

Оценка фармакологической активности полученного препарата, условно 

названного Аминакол, проводилось в сравнении с официнальным раствором 

аминазина, и была направлена как на исследование их токсичности, так и на 

изучение общего действия на организм животных. 

Лабораторные исследования и производственная проверка препаратов в 

хозяйствах Московской области были выполнены совместно с сотрудниками 

кафедры и лаборатории фармакологии МВА Т.В.Ипполитовой и 
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В.П.Финником. 

при изучении токсичности указанных препаратов, было установлено, что 

они вызывают резкое снижение двигательной активности вплоть до каталеп

сии, снижение тонуса мышц, потерю чувствительности, состояние угнетения, 

судороги. 

Эти явления развивались через 15 и 30 минут, соответственно, после вве

дения аминазина и аминакола. Так, введение аминазина в дозе 100 мг/кг жи

вой массы вызывало на фоне развивающегося угнетения судороги смешанного 

типа (тонические и клонические), которые возникали с интервалом в 10-15 

минут и продолжались в течение 3-5 минут. При применении аминакола 

судороги наблюдались, только начиная с дозы 800 мг/кг, что свидетельствует 

о меньшей токсичности препарата. 

Этот вывод подтверждается также анализом количества летальных исходов 

при изменении токсических доз (рис.39). 

3 5 5 
>< 

§ 1 
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80-
70-
60-
50-
40-
30-
20-
10-
0 

Аминакол 
Аминазин 

их. 
3 6 9 24 

Т 1"'"'! 

32 36 52 72 

Время после введения препаратов, 
час. 

Рис.39. Динамика летальных исходов при использовании аминазина 
и аминакола (доза препаратов - 800 мг/кг живой массы) 

Явления острой токсичности наблюдали у животных, которым вводили 

аминазин в дозе 1000 мг/кг, в случае использования аминакола подобный эф

фект выявляли только начиная с дозы 2000 мг/кг. Сравнительная оценка па

раметров острой токсичности обоих препаратов представленная в табл.51, на

глядно демонстрирует преимущества аминакола. 
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Из5Д1ение общего действия препаратов в дозах от 25 до 200 мг/кг пока

зало, что в первые 3-5 минут после введения препаратов животные находились 

в стадии возбуждения, затем наступала стадия угнетения, характеризующаяся 

снижением двигательной активности, тактильной и болевой чувствительности, 

тонуса скелетных мышц. 

Таблица 51 
Параметры острой токсичности аминазина (I) и аминакола (II) 

Препарат 
Анализируемые параметры 

Препарат 
ТВюо ЬВюо с латентным 

периодом 

I 
II 

1000 
2000 

838 
1250 

166 
1121 

Однако, следует отметить, что при одной и той же дозе действующего на

чала введение аминазина вызывает угнетение у животных уже через 5 минут, 

тогда как аминакол оказывает аналогичный эффект через 30 минут. Установ

лено также, что побочные эффекты от применения аминакола, в частности, 

нарушение координации движений, развивались в более поздние сроки, с 

меньшей интенсивностью, а восстановление проходило быстрее, чем при ис

пользовании аминазина. 

Обобщая результаты проведенных экспериментов, следует подчеркнуть, 

что аминакол проявляет свое нейролептическое и транквилизирующее дейст

вие подобно чистому аминазину, однако проявление этого действия наступает 

на 15-30 минут позднее. Токсические и побочные явления, такие как судоро

ги, расстройство координации движений и другие, развиваются в более от

даленные сроки и от больших доз. Общее действие препарата длительнее, эф

фект сохраняется до 72 часов. 

Подобное действие препарата объясняется тем, что коллаген, обладая 

большей молекулярной массой, замедляет биотрансформацию аминазина, 

препятствуя его быстрому сульфоокислению, которое является причиной 
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кратковременности действия аминазина. Кроме того, наличие ионной связи 

между аминазином и коллагеном не только увеличивает время пребывания 

аминазина в организме в биологически активном состоянии, но и, что особен

но важно, как считают (185, 186), уменьшает его токсичность. 

Результаты тщательной лабораторной проверки послужили основанием 

для проведения производственных испытаний препарата как средства для 

профилактики транспортного стресса и адаптации к новым условиям кормле

ния и содержания (57). 

В ходе экспериментов, направленных на определение оптимальной инъек

ционной дозы аминакола установлено, что для противострессовой обработки 

телят целесообразнее применять аминакол, чем аминазин. Его следует вводить 

животным однократно в дозе 0,05 мл/кг за 20-30 минут до начала перевозки. 

Проверка аминакола в условиях хозяйств, специализирующихся на откор

ме бычков, показала, что однократная обработка телят аминаколом предот

вращает потерю массы у животных, предупреждает возникновение нежела

тельных изменений морфологических и биохимических показателей крови, 

вызванных перевозками, и приближает их к физиологической норме более вы

ражено, чем использование аминазина в той же дозе (Приложение ). 

Таким образом, проверка препарата в условиях хозяйств, специализирую

щихся на откорме бычков, свидетельствует о том, что массовое применение 

аминакола может дать значительный экономический эффект. Лекарственный 

состав "Аминакол" запатентован (74), отмечен бронзовой медалью на выставке 

"Изобретательство и рационализация - 88" и рекомендован Госагропромом 

СССР для внедрения в сельскохозяйственное производство (54). 

На основании проведенных экспериментов и производственных испытаний 

разработан комплект нормативно-технической документации, включающий 

технические условия на Аминакол для ветеринарии № 10.07.210-91 и времен

ное Наставление по его применению, которые утверждены Главным управле

нием ветеринарии (1991 г.). 
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6.1.2. Комплексный витаминный препарат - Витакол 

Весьма перспективным направлением в решении проблемы повышения 

общей резистентности организма животных, профилактики нарушений обмена 

веществ, в частности функционального состояния печени, является примене

ние нейролептиков, транквилизаторов и адаптогенов, а также тканевых 

препаратов в сочетании с комплексом витаминов и др. биологически активных 

веществ. 

К настоящему времени для нужд ветеринарной и зоотехнической практи

ки, путем тщательного подбора отдельных компонентов, их соотношений и 

доз, разработаны различные лекарственные формы витаминов (99,157). 

Проводились определенные исследования по поиску оптимальной комби

нации водорастворимых витаминов, которые в соответствующих дозах оказы

вали бы наиболее благоприятное влияние на организм животных, в частно

сти, на нормализацию функции печени (100). 

Однако до сих пор не разработана инъекционная форма комплекса водо

растворимых витаминов группы В сочетании с аскорбиновой кислотой, обла

дающая пролонгированным действием, хотя препарат такого рода в силу сво

его композиционного состава, обладающий широким спектром биологическо

го действия, был бы весьма полезен для активизации обменных и репаратив-

ных процессов, ускорения адаптации животных к влиянию вредных факторов 

внешней среды, профилактики и лечения гипо- и авитаминозов молодняка и 

маточного поголовья (99). 

Достичь желаемого результата можно путем иммобилизации водораство

римых витаминов на коллагене. Будучи амфотерным полиэлектролитом и 

имея в своей структуре активные группы, он способен образовывать ионные 

связи в большом диапазоне рН. Значительная величина макромолекул позво

ляет ему соединиться с большим количеством молекул низкомолекулярных 

веществ. 

В связи с тем, что коллаген относится к растворимым полимерам и подвер

гается в организме резорбции, сроки которой можно регулировать в широких 
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П р е д е л а х , он постепенно высвобождает вещества, носителем которых являет

ся, что дает возможность длительное время поддерживать терапевтическзчо 

концентрацию препарата во внутренних средах и тканях организма (38). 

Кроме того, коллаген обладает собственной полезной для организма био

логической активностью. Для закрепления и пролонгирования положитель

ного эффекта, оказываемого витаминным комплексом, содержащим аскорби

новую кислоту, тиамин, никотинамид, пиридоксин и рибофлавин в оптималь

но подобранных дозах, его иммобилизовали на коллагеновом носителе мето

дом включения в цель, подобрав предварительную концентрацию коллагена, 

диапазон рН, условия комплексообразования каждого компонента с колла

геном и получения в конечном итоге стабильного препарата с заданными 

свойствами (A.C.СССР № 1508371). Лабораторно-экспериментальная апроба

ция препарата проведена совместно с сотрудниками лаборатории фармаколо

гии и токсикологии МВА Финником В.П. и лаборатории экспериментальной 

терапии ВИГИС. 

Изучение полученного препарата на крысах при экспериментально вы

званном гепатите, проведенное совместно с сотрудниками Всесоюзного ин

ститута гельминтологии показало, что применение его оказывает защитное 

противострессовое действие, а также положительно влияет на степень накоп

ления гликогена в печени, липидный обмен и уровень сахара в крови, причем 

эффект проявляется сильнее, чем при использовании водного раствора вита

минов того же состава. Изучение параметров острой токсичности коллаген-

витаминного комплекса, условно названного "Витакол", показало, что препа

рат не обладает кумулятивным эффектом, не проявляет эмбриотоксического и 

тератогенного действия. При апробации витакола в условиях производства 

было установлено, что введение его стельным коровам не только способству

ет улучшению биохимических показателей крови, но и благоприятно влияет на 

состояние новорожденных телят. Он стимулирует прирост живой массы на 

23,4 %, повышает сохранность молодняка, способствует стабилизации основ

ных биохимигаеских показателей крови. Добавление витакола в рацион сель-
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скохозяйственной птицы способствует улучшению обмена веществ, повыше

нию продуктивности. Сохранность птицы повышается на 0,9 %, яйценоскость 

- на 5,6 %, прирост массы - на 13 % (Приложение ). 

Обобщая результаты проведенных исследований, следует отметить, что 

высокая эффективность витакола для животных обусловлена, на наш взгляд, 

не только действующим началом, т.е. витаминным комплексом, но и депони

рующими свойствами коллагена как пролонгатора действия витаминов и как 

тканевого препарата. 

На основании результатов, полз^енных в ходе описанных выше экспери

ментов, разработан комплект нормативно-технической документации, вклю

чающий технические условия на опытную партию витакола и временное на

ставление по его применению, утвержденные Департаментом ветеринарии 

Минсельхозпрода России 15.11.96 г. 

6.1.3. Цитостатики различной химической природы, иммобилизован

ные на коллагене 

Применение процессов иммобилизации для создавия более стабильных 

форм быстро разрушающихся и теряющих свою активность лекарственных 

препаратов, многие из которых сами по себе токсичны для организма, но, тем 

не менее, назначаются в значительных дозах по жизненно важным показате

лям, весьма целесообразно при противоопухолевой терапии. 

Следует отметить, что применение коллагена в данном случае может дать 

положительный двойной эффект, так как этот белок в силу своих физиоло

гических и функциональных особенностей представляет собой барьер проли

ферации опухолевых клеток и обкалывание им опухолей препятствует возник

новению метастазов, а также ведет к фенотипической нормализации транс

формированных клеток (11). 

Совместно с сотрудниками экспериментальной клиники Московского на

учно-исследовательского онкологического института им. П.А.Герцена на

ми были проведены работы по созданию иммобилизованных иньекционных 

форм цитостатиков различной химической природы (платидиама, циклофос-
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фана и 5-фторурацила) на коллагеновом носителе и по экспериментальному 

изучению их на лабораторных животных. Оценка стабильности полученных 

комплексов по сравнению с водными растворами цитостатиков, проведен

ная in vitro методом диализа показала, что высвобождение действующего на

чала из иммобилизованных форм препаратов происходит в 4-5 раз медленнее, 

чем из не иммобилизованных. В экспериментах in vivo показано (рис.40), что 

использование его в качестве матрицы снижает острую токсичность иммо

билизованных форм платидиама и 5-фторурацила на 8,9 и 25,8 % соответст

венно, позволяет увеличить продолжительность жизни подопытных животных 

на 1 сутки при введении высоких доз цитостатиков, а также при перевивке им 

карциномы PC-1. 
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Т В • в о д н ы й 
р а с т в о р 

• и м м о б и л и з 
о в а н н ы й н а 
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платидиам 5-фторурацил 

Рис.40. Влияние коллагена на токсичность цитостатиков 

Однако их существенного влияния на рост карциномы РС-1 не обнаруже

но. 

Полученные результаты свидетельствуют о принципиальной возможности 

использования коллагена для снижения токсичности цитостатиков и пролон -

гирования сроков их терапевтического действия (125). 

Согласно полученному заключению, полученные лекарственные формы 

перспективны и требуют проведения дальнейшей проверки. 
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6.2. Мази на основе коллагена и характеристика их свойств 

Наряду с созданием инъекционных лекарственных форм пролонгированно

го действия на основе растворенного коллагена были проведены исследования, 

направленные на разработку лекарственной формы в виде мази, обладающей 

стабильным гемостатическим, репаративным антисептическим действием. 

Разработка методов надежного местного гемостаза очень актуальна для 

ветеринарной и медицинской хирургической практики. Использование колла

гена для этих целей представляет определенный интерес с учетом его роли в 

процессах заживления ран (38), адгезии клеток (84,177, 184), а также способ

ности связываться с тромбоцитами и вызывать их агрегацию (71). На наш 

взгляд, оптимальным гемостатическим материалом следует считать коллаге-

новые губки, полностью отвечающие требованиям, предъявляемым к гемоста

тическим препаратам. Они хорошо зарекомендовали себя и в ветеринарной 

практже (44, 48). 

Однако в силу объективных причин налажсЕиого промышленного вы

пуска коллагеновых губок как лекарственной формы практически не сущест

вует. По нашему мнению, в качестве альтернативного варианта в данном слу

чае можно применять коллагеновые мази, способ получения которых не тре

бует использования такого дорогостоящего оборудования, как при наработке 

коллагеновых губок. Кроме того, такая лекарственная форма очень удобна для 

остановки кровотечений у животных, так как позволяет создать надежный 

гемостаз, предотвратить инфицирование раны. 

В качестве основного действ)чощего начала нами была использована геле-

образная коллагеновая масса, полученная из спилковой обрези крупного ро

гатого скота в результате щелочно-солевой обработки, нейтрализации, про

мывки, механического диспергирования и фильтрования, содержала около 4 % 

сухих веществ, доля коллагена из них составляла примерно 99 %. 

Гемостатические свойства чистого коллагена были усилены за счет вклю

чения в коллагеновый золь эпсилон-аминокапроновой кислоты в количестве, 

достаточном для остановки артериального кровотечения за 30-60 сек. Для 
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Придания препарату антисептических свойств в него добавляли борную ки

слоту, при необходимости вводили антибиотик. 

Мазь готовили, объединяя полученный комплексный препарат с подоб

ранной с учетом реологических показателей пластической основой, представ

ляющей собой смесь ланолина и вазелина, после чего стерилизовали у-

облучением. Экспериментальная апробация, проведенная в клинике кафедры 

оперативной хирургии МВА, а также в лор-клинике РГМУ, показала, что раз

работанная лекарственная форма обеспечивает быструю и надежную оста

новку кровотечения, не оказывает раздражающего действия в зоне примене

ния, профилактирует возникновение послеоперационных осложнений, сокра

щает сроки заживления ран (136, 153, 154). 

На основании полученных результатов разработана и предлагается техно

логическая схема получения коллагеновой гемостатической мази (рис.41). 

6.3, Пленки на основе коллагена и характеристика их свойств 

Неоспоримое удобство препаратов направленного действия на основе кол

лагена заключатся в возможности их наработки в заранее заданной, с учетом 

практического использования, форме. Так, когда возникает необходимость 

продлить срок действия препарата для аппликационного применения, в ряде 

случаев целесообразнее использовать такую лекарственную форму как пленка, 

поскольку она обладает определенными преимуществами перед другими ле

карственными формами, например, мазями (38, 42, 201). 

Разработанные нами способы иммобилизации на коллагене лекарственных 

и биологически активных веществ различной химической природы (антибио

тиков, в частности мономицина, мотивационных сывороток, содержащих ан-

тивированные нейропептиды, полисахаридов, например, гиалуроновой ки

слоты, солей серебра и др.) с последующей отливкой из таких композицион

ных составов пленок дали возможность получить лекарственную форму, 

удобную для применения в офтальмологии, спортивной медицине, оторино

ларингологии (13, 126, 127, 134, 138, 154). Введение сшивающих агентов по

зволяет регулировать сроки лизиса таких пленок. Следует отметить, что во 
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мази на основе коллагена 
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всех случаях коллаген не только улучшает свойства иммобилизуемых ве

ществ, но и как уже неоднократно подчеркивалось, сам оказывает благо

приятное воздействие на организм. 

Процесс получения лекарственной формы в виде пленки всегда начина

ется с наработки коллагеновой основы и контроля ее качества. Технология по

лучения обработана таким образом, что в конечном продукте практически 

полностью отсутствуют биополимеры неколлагеновой природы, а содержание 

коллагена должно составлять 97,0-98,0 % от массы сухого остатка. 

Что касается процедуры комплексообразования коллагена с определенным 

лекарственным или биологическим веществом, то в каждом конкретном слу

чае необходимо заново вести поиск оптимальных условий для получения ста

бильного комплекса, учитывая при этом рН среды, ионную силу, возможный 

характер взаимодействия, который может быть электростатическим, адсорб

ционным или клатратным. Особенно важно, чтобы в процессе комплексообра

зования не произошло блокировки коллагена реакционных групп препарата, 

ответственных за его специфическую активность. Процесс пленкообразования 

зависит от параметров исходного раствора коллагена. Технологически он 

легко осуществим. При сушке на воздухе композитных составов в условиях, 

исключающих денатурацию коллагена (температура не должна быть выше 30 

°С), можно получать плотные, прозрачные, достаточно эластичные, благода

ря добавлению пластификатора, пленки. Толщина их зависит, главным обра

зом, от концентрации раствора коллагена и толщины налитого в кюветы слоя. 

В процессе сушки по мере удаления растворителя повышается концентрация 

биополимера, усиливается взаимное притяжение его молекул и молекул лекар

ственного вещества и в результате образуется внешне монолитная плотная 

пленка. 

Немаловажное значение при этом имеет правильное определение сорбци-

онной емкости коллагена. Ввиду того, что конечный продукт представляет 

собой пленку, лекарственный препарат не должен выкристаллизовываться на 

ее поверхности, во избежание этого максимально допустимую концентрацию 
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иммобилизуемого препарата следует предварительно подбирать по отноше

нию к сухой массе коллагена. 

С биофармацевтической точки зрения терапевтическая эффективность ле

карства определяется многими факторами, но в первую очередь способностью 

его высвобождения из лекарственной формы (86, 186). 

Использование метода диализа позволяет проследить динамику высво

бождения активного начала из пленочных коллагеновых форм. Скорость на

растания и длительность сохранения концентрации препарата в диализате за

висит от способа его иммобилизации на коллагене, который, как известно, 

(86) может быть физическим или химическим. Однако, независимо от этого 

пролонгирующий эффект имеет место в любом случае, изменяется только 

степень его выраженности. 

Пролонгирующий эффект объясняется равномерным распределением 

сравнительно малых молекул лекарственных и биологически активных ве

ществ между макромолекулами коллагена и с постепенным освобождением их 

как за счет диффузии, так и медленного лизиса коллагена. Изложенные выше 

принципы приготовления композитных составов и получения пленок были ис

пользованы нами при создании пролонгированных форм некоторых препара

тов пролонгированного действия. 

6.3,1. Пленки с антибиотиками 

В настоящее время для лечения кератоконъюнктивитов крупного рогатого 

скота широко используют водный раствор мономицина. Однако это лекарст

венное вещество быстро всасывается тканями глаза и оказывает кратковре

менный антимикробный эффект. 

Чтобы продлить срок антибактериальной активности мономицина, его в 

заранее подобранной дозе диспергировали в коллагеновой основе в присутст

вии контрастного вещества и пластификатора. 

Учитывая тот факт, что антимикробные коллагеновые пленки должны 

обладать определенной структурной прочностью, устойчивостью к действию 

ферментов слезной жидкости, в состав пленкообразующей смеси вводили так-
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же дубитель. Было установлено, что количество введенного в пленку дубящего 

вещества оказывает существенное влияние на стабилизацию ее внутренней 

структуры. На это указывало увеличение температуры сваривания исследуе

мых образцов. Нолученные результаты не только позволили выбрать опти

мальную концентрацию дубителя, но и послужили основой для исследований, 

направленных на изучение сроков лизиса пленок в организме. 

В ходе проверки ферментативной устойчивости пленок были проанализи

рованы также образцы, не содержащие дубитель, и глазные пленки из синте

тического полимера, выпускаемые в настоящее время медицинской промыш

ленностью для лечения кератоконъюнктивитов. 

Результаты эксперимента показали, что под действием ферментов слезной 

жидкости антимикробная коллагеновая пленка, содержащая дубитель, раство

ряется за 7,5 ч, пленка без дубителя - за 4 ч, полимерная пленка - за 1 ч, и тем 

самым подтвердили целесообразность введения сшивающего агента в состав 

пленки. 

С учетом вышеизложенного, нами была приготовлена лабораторная серия 

коллагеновых пленок для клинических испытаний. Для сравнения физико-

химических показателей проанализирована глазная пленка из полимерного ма

териала. Плотность коллагеновой пленки составила 0,50 г/см^, толпщна -

0,25 мм, Тсв - 45 °С, полимерной - соответственно 0,123 г/см^; 0,35 мм; 33 V . 

Как видно из приведенных цифр, полученная пленка лучше, чем полимерная: 

она тоньше, имеет большую кажущуюся плотность, обладает большей гидро

термической устойчивостью и, следовательно, более длительным терапевтиче

ским эффектом. 

Результаты испытания коллагеновых антимикробных пленок на животных, 

больных кератоконъюнктивитом, показали, что при введении в конъюнкти-

вальную полость они быстро смачиваются слезной жидкостью и через 10-15 

сек. становятся эластичными; через 3-4 ч происходит частичное деформиро

вание краев пленки; через 6 ч она превращается в вязкий сгусток; через 7 ч в 

коньюнктивальной полости можно обнаружить лишь отдельные фрагменты 
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пленки; через 8 ч она полностью растворяется. После однократного примене

ния пленок у животных на следующий день резко уменьшались слезотечение, 

выделение гнойного экссудата, отек роговицы. 

Синтетические полимерные пленки оказались менее эффективными, срок 

их действия был в 7 раз меньше, чем коллагеновых. Кроме того, быстрое рас

сасывание синтетической пленки вело к поступлению в конъюнктивальную 

полость большого количества препарата, и избыток его, не будучи в состоянии 

сорбироваться тканями глаза, частично выливался через Еоижнее веко, час

тично проникал в слезно-носовой канал, вызывая раздражение слизистых обо

лочек. 

Полученные результаты свидетельствуют о преимуществе пленок на ос

нове природного биополимера коллагена по сравнению с пленкой из синтети

ческого полимера, а также растворами антибиотиков, используемыми в на

стоящее время для лечения кератоконъюнктивитов (134). 

6.3.2. Пленки с гиалуроновой кислотой 

Следует отметить, что в стабилизации, пролонгировании срока действия 

нуждаются не только лекарственные, но и биологически активные вещества. 

В частности, вышесказанное полностью относится к гиалуроновой кислоте -

биополимеру углеводной природы, наряду с коллагеном входящему в состав 

соединительной ткани и выполняющему в организме различные жизненно-

важные функции. 

Гиалуроновая кислота (ГК), высокомолекулярный, лшейный полисахарид, 

в настоящее время применяется в дерматологии, косметологии и офтальмоло

гии в качестве средства для удержания влаги, а также для пролонгации дейст

вия различных лекарственных веществ. 

Кроме того, она выполняет роль неспецифического стимулятора иммуни

тета, способствует повышению естественной резистентности организма, бла

годаря чему используется при лечении воспалительных процессов, для за

живления ран и в онкологической практике (107, 156). 

В связи с тем, что водные растворы гиалуроновой кислоты обладают низ-
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КОЙ устойчивостью вследствие быстрой деполимеризации этого полисаха

рида (158), изучена возможность его иммобилизации его на коллагене с целью 

создания стабильной лекарственной формы препарата в виде пленки. При этом 

предполагалось, что такая композиция позволит не только стабилизировать 

гиалуроновую кислоту, но и добиться более высокого терапевтического дейст

вия препарата за счет синергизма, входящих в него ингредиентов. 

Для реализации поставленной задачи была проведена серия эксперимен

тов, направленных на подбор оптимального соотношения компонентов в плен

кообразующей смеси и условий комплексообразования в широком диапазоне 

рН и при различных температурно-временных режимах. Иммобилизацию ГК 

на коллагеновом носителе проводили методом включения в гель с добавлени

ем пластификатора. Полученную смесь заливали в кюветы с полиэтиленовой 

подложкой слоем не более 0,5см и сушили при комнатной температуре. С це

лью регулирования сроков лизиса пленок сшивающий агент добавляли непо

средственно в композиционную смесь перед отливкой пленок или выдержива

ли готовую пленку в парах дубителя. На основании проведенных исследова

ний разработана технологическая схема получения коллагеновых пленок, 

содержащих ГК, в соответствии с которой наработано несколько партий таких 

пленок. Они имели следующие показатели: толщина - 55-60 мкм, плотность -

0,49-0,51 г/см , гидротермР1ческая устойчивость - 55-56 С, влагоемкость -

58,3-60,1 %, время рассасывания под действием фермента - 64-71 ч, устойчи

вость на изгиб - 4,0-4,5 балла, рН водной вытяжки - 7,0-7,2. Апробация пленок 

как средства для лечения кератоконъюнктивитов по1:азала, что при введении 

под веко, они быстро смачивались слезной жидкостью, медленно лизирова-

лись, выделяя ГК. Уже на следующий день после однократного применения 

пленки резко уменьшалось слезотечение, выделение гнойного экссудата, отек. 

Водный раствор ГК дает тот же терапевтический эффект только на третьи су

тки. Проведенные эксперименты свидетельствуют о перспективности новой 

лекарственной формы ГК в виде пленки, содержащей коллаген в качестве ос

новы и о широких возможностях, которые может дать реализация проекта по 
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созданию биоматериалов с регулируемой структурной стабильностью и ско

ростью резорбции (126). Подобные препараты представляют собой новое по

коление дюрантных фармацевтических средств. 

6.3.3. Пленки с нейропептидами 

По договору о сотрудничестве с Паучно-учебным центром проблем жизне

деятельности человека нами были проведены исследования по получению и 

апробации коллагеновых пленок, содержащих стимулирующую аутосыворот-

ку крови человека, обладающую миогенным и сонмогенным действием. 

В спортивной медицине известно использование биорегуляторно-

мотивационных комплексов, чаще всего гормонально-нейропептидной приро

ды, получаемых из крови доноров, предварительно подвергнутых определен

ной функциональной нагрузке. 

К этой группе биологически активных веществ относится миогенная сыво

ротка, обладающая общестимулирующим эффектом и улучшающая физиче

скую работоспособность, и сонмогенная сыворотка, обладающая эффектом 

улучшения структуры нормального сна и устранения бессонницы. Способ по

лучения такого рода препаратов разработан и запатентован Шестаковым В. А. с 

соавторами (181). 

Однако в силу определенных причин спортсмены неохотно идут на внут

римышечные или внутривенные инъекции препаратов, полученных из собст

венной крови, тем более что направленный физиологический эффект от их 

применения кратковременен, а повышение эффективности препарата за счет 

увеличения дозы не перспективно при всех способах введения, так как объем 

не может увеличиваться до бесконечности. Следует отметить, что хотя препа

раты не являются допинговыми, они повышают функциональные резервы ор

ганизма. Кроме того, после введения их невозможно обнаружить в крови и в 

моче, т.к. они получены из аутокрови. 

В поисках более удобной в применении лекарственной формы нами была 

предложена рецептура композиционной смеси, в состав которой входили кол

лаген в качестве матрицы, действующее начало (сыворотки), ряд других до-
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бавок, в том числе и вкусовых, а также консервант пищевого класса, отработа

ны условия иммобилизации сывороток на коллагеновом носителе и получения 

пленок для сублингвального использования. 

В ходе испытаний, проведенных на 6 группах спортсменов-боксеров, кото

рые получали сомногенные и миогенные аутосыворотки в виде инъекций и в 

виде пленок сублингвально, установлено, что коллагеновые пленки, содер

жащие биостимулирующие мотивационные аутосыворотки, представляют со

бой более удобную в применении лекарственную форму, они препятствуют 

быстрой инактивации активного начала и пролонгируют физиологический эф

фект от введения препаратов до 3-х суток, дают возможность сохранить ста

бильность препаратов при хранении до 6-ти месяцев (срок наблюдения), 

уменьшить дозу и частоту их введения. При этом патологических изменений 

со стороны ЭКГ, клинического анализа крови и мочи у спортсменов отмече

но не было. 

Предложенная лекарственная форма рекомендована для более широкой 

спортивно-практической апробации и внедрена в практику подготовки спорт

сменов сборной СССР по боксу (Приложение). 

Наряду с описанными выше экспериментами, сравнительная оценка эф

фективности различных лекарственных форм эргомиогенной сыворотки, в 

том числе и в виде содержащей ее коллагеновой пленки, была проведена так

же на 25 добровольцах с нормальным слухом и 20 больных с нейросенсорной 

тугоухостью. При этом установлено, что сублингвальное применение препа

рата вызывает более пролонгированное и стабильное повышение остроты 

слуха, чем это имеет место при внутримышечных инъекциях (13). 

6.3.4. Пленки с антиникотиновой добавкой. 

Преимущества использования коллагена в качестве основы для получе

ния пленок для сублингвального применения были подтверждены в экспери

ментах по созданию профилактического антиникотинового препарата. 

Курение - одна из наиболее вредных привычек, крайне опасных для здо

ровья человека. Поэтому разработка новых подходов и методов борьбы с ни-
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котиновой зависимостью представляет собой весьма актуальную задачу. Од

ним из средств, вызывающих отвращение к курению, является водный рас

твор азотнокислого серебра, который используют в виде полоскания. В виду 

того, что препарат быстро разрушается на свету, для сохранения его активно

сти и создания более удобной в применении лекарственной формы проведены 

исследования по иммобилизации азотнокислого серебра на коллагене. В ре

зультате получена композиционная смесь с оптимальным соотношением дей

ствующего начала, носителя и некоторых других добавок, из которой отлива

ли пленки. Испытания пленок, каждая из которых содержала одну лечебную 

дозу азотнокислого серебра, на добровольцах показали, что их регулярное 

применение незадолго до курения при попытке закурить вызывает крайне 

неприятные и более продолжительных ощущения, чем полоскание водным 

раствором азотнокислого серебра и, в конечном итоге, способствует выра

ботке более устойчивого антиникотинового рефлекса (127). 

Обобщая результаты, полученные в ходе проведенных многоплановых ис

следований по изучению взаимодействия коллагена с лекарственными и био

логически активными веществами и оценка возможностей использования им-

мобилизированных биопрепаратов в ветеринарной практике, следует отме

тить, что применение коллагена в качестве инертной белковой высокомолеку

лярной матрицы позволяет создавать лекарственные формы, благодаря кото

рым можно длительное время поддерживать терапевтические концентрации 

того или иного препарата во внутренних средах и тканях организма, умень

шать дозы и частоту введения лекарств, запщтить ткани от их раздражаю

щего или токсического действия. 

Технологическая схема получения различных лекарственных форм дю-

рантных фармацевтических средств на основе коллагена представлена на 

рис.42. 

Данное направление открывает путь к созданию нового поколения фарма

цевтических препаратов. 

Диапазон областей применения коллагена, обусловленный уникальными 
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КОЛЛАГЕНСОДЕРЖАЩИЕ ОТХОДЫ 
(гольевая спилковая обрезь шкур крупного 

рогатого скота) 

обеззоливание I 
промывка водой 

щелочно-солевая обработка 

солевая промывка 

нейтрализация 

промывка водой 

] ПОЛУФАБРИКАТ Ж 
(коллагеновая масса) 

растворение в органической кислоте 

фильтрование 

^ 

ПОЛУФАБРИКАТ №2 
(молекулярно-диспергированнный коллаген) 

диализ 

иммобилизация лекарственных 
препаратов на коллагене 

КОНЕЧНЫЙ ПРОДУКТ 
(препараты пролонгированного действия 

на коллагеновой матрице) 

Рис.42. Технологическая схема получения препаратов пролонгированного дей
ствия на основе коллагена 
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структурными особенностями и свойствами этого биополимера, постоянно 

расширяется. 

6.4. Коллаген как микроноситель для культивирования клеток 

Тот факт, что коллаген будучи гликопротеидом внеклеточного матрикса, 

является еще и компонентом надмембранного слоя клеточной поверхности, 

участвует в процессах адгезии клеток и распластывании их на подложке (8, 84, 

211, 212) позволяет предположить, что этот биополимер можно с успехом ис

пользовать в биотехнологии в качестве микроносителя для псевдосуспензион-

ного культивирования субстратзависимых клеток млекопитающих при про

изводстве вирусных вакцин, а также как сорбент для аффинной хроматогра

фии. 

Вопросам получения микроносителей и культивирования на них клеток 

посвящено достаточно много публикаций, среди которых для более детально

го анализа был отобран ряд статей и патентных документов (96, 168, 175, 225, 

249), касающихся применения для указанных выше целей сополимеров стиро

ла, сефадекса, ДЭАЭ-целлюлозы, желатина и коллагена. 

Следует отметить, что многие виды исходного сырья, для производства 

микроносителей, в настоящее время уже не выпускаются, иные крайне дороги, 

некоторые из них (например, бромциан-сефароза) могут быть токсичны для 

клеток. 

По нашему мнению, желатин представляет собой достаточно технологич

ный вид сырья для наработки микроносителей. Однако не следует забывать, 

что он широко применяется в пищевой, фотопромышленности и некоторых 

других отраслях народного хозяйства. Поэтому его целесообразно использо

вать по прямому назначению, по крайней мере, в тех случаях, когда он име

ет высокую степень очистки. 

К недостаткам описанных в литературе методов получения микроносите

лей следует отнести также высокую себестоимость конечного продукта за 

счет использования дорогостоящих реактивов. Кроме того, получаемые со

гласно указанным выше техническим решениям конечные продукты пред-
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ставляют собой разнокалиберные частицы чаще всего неправильной формы, 

что значительно снижает эффективность их использования. 

Учитывая тот факт, что желатин по своим физико-химическим показателям 

близок к денатурированному коллагену, мы предприняли попытку разрабо

тать способ получения микроносителей из коллагена, используя для этого в 

качестве исходного сырья недубленые отходы кожевенного производства, в 

частности, гольевую спижовую обрезь шкур крупного рогатого скота. 

Последовательная обработка данного вида отходов щелочно-солевым и 

нейтрализующим растворами позволила получить полуфабрикат в виде ней

тральной коллагеновой массы. Несмотря на то, что этот продукт обладал 

плотной консистенцией, получить стабильные гранулы не удалось, т.к. содер

жание сухого остатка в анализируемых образцах не превышало 2 %. 

Упаривание при температуре не выше 60 °С позволило сконцентрировать 

образец в 10 раз. После такой процедуры содержание сухого остатка в образце 

составило уже 20,8-22,4 %, причем на 98 % он состоял из белковых веществ, 

главным образом, из частично-денатурированного коллагена. 

Как известно, качество любого целевого продукта, и особенно, биологиче

ского происхождения и назначения, во многом зависит не только от свойств 

исходного сырья, а также от того, насколько эффективно решены техниче

ские проблемы, связанные с аппаратурным оформлением технологического 

процесса и строгим соблюдением оптимальным режимов отдельных операций 

на всех стадиях технологической обработки. 

Следующий этап работы заключался в получении гранул определенного 

размера, несущих определенный электрический заряд. Как известно, гранулы 

сферической формы можно получить путем механического перемешивания 

двухфазной смеси, состоящей из пожрной и неполярной жидкостей (195). 

В качестве дисперсионной среды были использованы охлажденные жид

кие углеводороды, в частности, вазелиновое масло, а дисперсной фазы - по

догретый денатурированный коллаген. 

Струю коллагена впрыскивают под давлением через металлическое сопло 
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диаметром 0,3-0,5 мм в масло, перемешивая образуюш;уюся двухфазную 

смесь за счет акустических мелкомасштабных вихрей, создаваемых низкочас

тотным ультразвуковым воздействием (22 или 44 Кгц). При этом ее электри

зуют, для чего на корпус металлического сопла подают электрический потен

циал того или иного знака, величиной от 16 до 30 кВ. В результате струя 

легко распадается на сферические микрокапли одинакового заряда размером 

5-50 мкм, которые благодаря одноименному электрическому заряду, взаимно 

отталкиваются и не образуют более крупных частиц за счет чего существенно 

увеличивается эффективная поверхность, к которой могут прикрепляться 

клетки, молекулы ферментов и других веществ, требующие иммобилизации. 

После инжектирования коллагеновой массы в масло и перемешивания, 

смесь охлаждают до 4 °С, образовавшиеся гранулы обезжиривают смесью бу-

танол-этиловый эфир (1:1, У:У), задубливают глутаровым альдегидом, а затем 

активированную глутаром поверхность гранул покрывают нативным коллаге

ном, инкубируя частицы в растворе 0,5-0,8 % коллагена с рН 5,2-5,4 в те

чение 3-4 часов при 25-27 °С. После этого частицы микроносителя подвергают 

серии последовательных обработок с целью отмывки от несвязавшегося кол

лагена, блокировки свободных альдегидных групп на поверхности гранул, а 

затем автоклавируют, после чего он пригоден для использования. 

Следует отметить, что существует ряд особенностей, которые необходимо 

учитывать при получении микроносителей. Так, было установлено, что интен

сивность перемепшвания влияет на размер гранул, особенно в том случае, ко

гда нет возможности использовать ультразвук. Например, получить гранулы 

диаметром менее 100 мкм, при механическом диспергировании, возможно 

лишь при скорости вращения пропеллерной мешалки 1500 об/мин. 

Немаловажное значение имеет также температура дисперсионной среды. 

Было показано, что чем она ниже, тем быстрее заканчивается процесс структу

рирования коллагеновой гранулы. 

В связи с жесткими требованиями, предъявляемыми к поверхности микро

носителя, серьезное внимание должно быть уделено процедуре обезжирива-
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ния гранул. Результаты исследований по выбору реагента, обладающего наи

лучшим обезжиривающим действием, представлены в табл.52. 

Таблица 52 
Влияние различных реагентов на полноту обезжиривания 

коллагеновых гранул 

Используе
мый 

реагент 

Содержание жира в анализируемых образцах, % Используе
мый 

реагент 
до обезжи

ривания 
после обработки со сменой раствора Используе

мый 
реагент 

до обезжи
ривания однократ

ной двукратной трехкратной четырех
кратной 

Петролей-
ный эфир 10,36+0,43 5,30+0,34 0,30+0,03 

Бутанол 
_ II _ 6,40+0,48 1,30+0,08 0,90+0,05 0,100+0,009 

Бутанол + 
этиловый 
эфир 

_ и _ 5,80+0,41 0,50+0,01 0,20+0,01 

ПАВ _ п _ 7,30+0,51 5,10+0,35 4,30+0,20 3,20+0,20 

Мыльный 
спирт _ II _ 7,00+0,49 4,60+0,25 3,10+0,28 2,60+0,19 

Как видно из табл.52, наиболее быстро и эффективно можно обезжирить 

гранулы с помощью петролейного эфира, бутанола и смеси бутанол с этило

вым эфиром в соотношении 1:1 (У:У). Так например, уже после трехкратной 

15-минутной отмьтки гранул петролейным эфиром не удается обнаружить и 

следов масла на их поверхности. Тем не менее, в последующей работе мы 

вынуждены были отказаться от использования этого реагента в виду его "не

технологичности" (он летуч, пожароопасен, токсичен). Стабильным обезжири-

ваюпщм эффектом обладает и бутанол. Однако для промьшки гранул требует

ся в 2-3 раза больше времени. Наиболее приемлемым для этих целей реаген

том, обладаюпщм не только обезжиривающим, но и обезвоживающим дей

ствием, на наш взгляд, является смесь бутанола и этилового эфира в соотно

шении 1:1 (У:У). Остальные обезжиривающие средства для отмывки гранул от 

масла оказались менее пригодны, так как не полностью удаляли масляную 

пленку с поверхности гранул, что затрудняло их дальнейшую обработку и по

следующее использование. 
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Двукратная обработка обезжиренных гранул коллагенового микроносите

ля глутаровым альдегидом в нарастающих концентрациях дает, на наш взгляд, 

двойной эффект. Во-первых, она способствует равномерной, прочной "сшив

ке" внутренней структуры гранул, что позволяет стерилизовать их с помо

щью автоклавирования без ущерба для формы частиц. Во-вторых, после

дующая инкубация гранул поперечно сшитого денатурированного коллагена в 

растворе нативного коллагена ведет к блокировке всех свободных альдегид

ных групп, имеющихся на поверхности частиц, молекулами белка, что в ко

нечном итоге позволяет получить матрицу сферической формы с иммобилизо

ванным на ее поверхности нативным коллагеном. 

Проведенные исследования позволили выбрать наиболее оптимальные ре

жимы отдельных технологических операций и объединить их в единый тех

нологический ц ж л (рис.43). Новизна, промышленная применимость и изо

бретательский уровень предложенного технического решения защищены па

тентом РФ № 2007451 (174). 

По внешнему виду конечный продукт, получаемый согласно разработан

ной нами технологии, представляет собой сферически прозрачные частицы 

желтовато-коричневого цвета (рис.44). 

Рис. 44. Внешний вид коллагеновых микроносителей 
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ИСХОДНОЕ СЫРЬЕ 
(гольевая спилковая обрезь шкур крупного 

рогатого скота) 

предварительная обработка 

ПОЛУФАБРИКАТ №1 
(коллагеновая масса) 

упаривание 

1 
ПОЛУФАБРИКАТ №2 

(денатурированный коллаген) 

распыление денатурированного 
коллагена в масло 

ПОЛУФАБРИКАТ № 3 
(коллагеновые гранулы) 

обежиривание гранул 

2-х стадийное задубливание глу-
таровым альдегидом 

желатинизация задубленных гранул 

отмывка 

обработка моноэтаноламином 

1 : 
отмывка 

г о т о в ы й ПРЕПАРАТ 
(коллагеновый микроноситель) 

Рис.43. Технологическая схема получения коллагенового микроносителя 
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Результаты опытов по определению физико-химических параметров и, со

ответственно, биологической активности экспериментальных серий коллаге-

нового микроносителя, условно названного нами Цитокол, обобщены и пред

ставлены в табл. 53. 

Как видно из представленных в табл. 53 данных, скорость седиментации 

гранул микроносителя возрастает с увеличением размера гранул (коэффици

ент корреляции г = 0,86-0,89). Что касается плотности гранул, то она одина

кова для частиц любого размера. 

Очень важным параметром, характеризующим технологические возможно

сти микроносителя как субстрата для прикрепления клеток, является пло

щадь ростовой поверхности 1 мл^ гидратированных гранул, определенная 

расчетным путем для каждой серии микроносителя. 

Очевидно, что чем больше площадь ростовой поверхности, тем большую 

клеточную массу можно получить в процессе культивирования. 

Как видно из табл.53, существует обратная зависимость между размером 

частиц микроносителя и площадью ростовой поверхности. При выборе опти -

мальной фракции микроносителя необходимо учитывать то обстоятельство, 

что для нормальной адгезии и пролиферации клеток необходимо, чтобы раз

мер частиц микроносителя был больше размера клетки не менее, чем в 100 раз. 

Для характеристики микроносителя важно знать имеют ли его частицы 

электрический потенциал, его величину и знак заряда. Эти показатели играют 

немаловажную роль в связи с тем, что клетки перевиваемых культур имеют 

слабый отрицательный заряд, и для хорошей их адгезии микроноситель дол

жен быть заряжен положительно. 

С целью получения вышеуказанной информации, определяли электрохи

мический потенциал частиц микроносителя по скорости их движения в элек

трическом поле электрофоретической камеры. Установлено, что гранулы 

имеют положительный заряд, а их электрокинетический потенциал колеблет

ся от 7,3 до 10,6 мВольт. 

Как видно из табл.53, наилучшая адгезия клеток линии Таурус-1 (Т-1), 



Таблица 53 
Сравнительная оценка физико-химических и биологических 

свойств экспериментальных серий коллагенового микроносителя 

№ 
серии 

Диаметр 
частиц, 

10-̂  
(ср.знач 

ения) 

Скорость 
седимен

тации, 10"̂  
м/сек 

Удель
ная мас

са 10̂  
кг/м^ 

Общая пло
щадь росто
вой поверх
ности 1 мл 
гидратиро
ванных гра

нул, м^ 

Заряд 
частиц 

Адгезивная 
активность 
(% прикре-
плеьшя кле
ток через 12 

часов) 

Время обра
зования мо
нослоя, су

тки 

Кратность 
прироста 

клеток 
(через 5 

дней) 

Время 
переви
вания 

клеток, 
сутки 

1 10,0 0,21 1,1180 0,19 отсутст
вует 70 5-6 3-4 10-12 

2 5,0 0,15 1,1180 0,38 
62 5 - 6 2 - 3 

15-17 2 5,0 0,15 1,1180 0,38 
+ 81 2 - 3 5 - 6 

15-17 

3 2,0 0.09 1,1180 0,94 
64 4 - 5 2 - 3 

15-17 3 2,0 0.09 1,1180 0,94 + 92 1-2 6 - 7 
15-17 
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1 

Рис.45. Динамика образования монослоя клеток на положительно 
заряженных гранулах микроносителя через 12 (а), 24 (б) и 72 (в) часа. 
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Рис. 46. Динамика образования монослоя клеток на отрицательно 
заряженных гранулах микроносителя через 12 (а), 24 (б) и 72 (в) часа. 
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время образования монослоя, кратность прироста клеток и время их пережи

вания наблюдаются при использовании коллагеновых микроносителей, 

имеющих положительный заряд и диаметр частиц 20 мкм (рис.45-46). 

6.5. Коллаген как сорбент для аффинной хроматографии 

Совместно с сотрудниками Всесоюзного кардиологического центра АМН 

СССР нами разработан способ выделения фибронектина из плазмы крови че

ловека путем аффинной хроматографии на сорбенте, представляющем собой 

гранулы поперечносшитого глутаровым альдегидом денатурованного коллаге

на, покрытые желатином (164). 

Как известно, фибронектин представляет собой высокомолекулярный 

гликопротеид, содержащийся на клеточной поверхности, в базальных мембра

нах и биологических жидкостях (308). В молекуле фибронектина имеются 

фрагменты, способные специфически взаимодействовать как с нативным, так 

и с денатурированным коллагеном. На основе лигандной способности фибро

нектина связываться с коллагеном разработаны методы выделения и очистки 

его на иммобилизованном коллагене. Причем, следует отметить, что взаимо

действие этих двух гликопротеидов имеет важное физиологическое значение и 

определяет ряд функций фибронектина (84). 

Разработанный нами способ, по сравнению с известными, характеризу

ется более высоким выходом (до 37 %) и чистотой выделяемого фибронектина 

(99 %). Уровень исходного фибронектина в плазме подвержен колебаниям 

(180-600 мг/л), однако емкость сорбента такова, что позволяет за один шаг 

имммуносорбции провести исчерпывающее извлечение фибронектина 

(табл.54). 

График элюции фибронектина с сорбента, представленный на рис.47, сви

детельствует о чистоте и гомогенности выделяемого препарата. 

Диск-электрофорез в полиакриламидном геле (рис.48) и иммуноэлектро-

форетические исследования (рис.49) также подтверждают высокое качество 

целевого продукта. Тот факт, что даже с использованием таких точных мето

дов анализа не удается обнаружить загрязнения препарата иными макромоле-
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кулярными компонентами плазмы крови подтверждает перспективность раз

работанного способа выделения фибронектина. 
Таблица 54 

Партия сорбируе
мой плазмы 

Исходное содержание 
фибронектина в плазме, 

мг/л 

Количество выделенного 
фибронектина Партия сорбируе

мой плазмы 
Исходное содержание 

фибронектина в плазме, 
мг/л мг % 

1 230 225 97,8 
2 420 410 97,6 
3 305 300 98,3 
4 190 187 98,4 
5 280 270 96,4 

Рис.47. График элюции фибронектина с коллагенового сорбента 

Рис.48. Гомогенность фибронектина при SDS-электрофорезе в 
полиакриламидном геле. 

Рис.49. Серологическая гомогенность фибронектина гюи иммуноэлектрофоре-
зе:1 - антисыворотка к сывороточным белкам человека; 2 -
моноспецифическая антисыворотка к фибронектину 
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В виду того, что фибронектин является ценным лечебным препаратом и, 

будучи важным звеном в деятельности защитных систем организма, может 

быть использован при лечении обширных травм, сепсиса, ожогов, последствий 

обширных кровопотерь, острых кишечных инфекций, необходимо, чтобы по

сле элюции сорбента он сохранял свою биологическую активность. 

Результаты проверки биологической активности фибронектина по такому 

показателю как влияние на адгезию и распластывание клеток представлены в 

табл.55. 

Таблица 55 
Влияние фибронектина на адгезию и распластывание 

клеток на поверхности, покрытой коллагеном 

Поверхность Адгезия, % Распластывание, % 

Коллаген 18 12 

Коллаген, обработаный 
фибронектином 88 47 

Полученные данные говорят о том, что разработанный способ выделения 

фибронектина позволяет сохранить основные характеристики его биоактивно-

сти,о чем свидетельствует повышение адгезии клеток до 70 % и распластыва

ния на 35 % по сравнению с контролем. 

Коллагеновый сорбент был использован не только для получения фибро

нектина из плазмы крови людей, но и из плазмы крови сельскохозяйственных 

животных (117). На наш взгжд, наработка гетерологичного фибронектина для 

медицинских нужд (хотя бы для наружного применения) и гомологичного для 

каждого вида животных фибронектина для нужд ветеринарии весьма актуаль

на и может стать одной из доходных отраслей в деле утилизации и переработ

ки плазмы крови убойных животных. 

6.6Применение коллагена для шлихтования пряжи 

Уникальные свойства коллагена делают возможным его использование 

не только при производстве препаратов и биоматериалов ветеринарного, ме-
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дицинского, фармацевтического, косметического и биотехнологического на

значения, но и в текстильной промышленности в качестве раствора для шлих

тования шерстяной пряжи (152). 

Обработка нитей шлихтовальным раствором оказывает существенное 

влияние на параметры пряжи и, соответственно, на качество получаемой тка

ни. В результате шлихтования повышается гладкость и прочность нити за счет 

склеивания волокон друг с другом, на поверхности образуется запщтная плен

ка, предохраняющая нить от истирания в процессе ткачества (69, 75). 

К преимуществам шлихтовального раствора на основе коллагена, полу

чаемого из отходов сырья животного происхождения, перед традиционно 

применяемыми в промышленности шлихтующими материалами (крахмалы, 

мука, животный клей, желатин, различные смолы) можно отнести то, что он 

легко доступен, не является пищевым продуктом, не требует применения рас

щепителей (химических реагентов, измельчающих молекулы), может быть 

достаточно легко наработан в требуемых количествах. 

Важным показателем характеризующим шлихтовальный раствор, явж-

ется приклей - увеличение массы пряжи в результате нанесения на нее шлих

ты. Величина приклея зависит от его состава, концентрации, вязкости, темпе

ратуры, а также степени отжима пряжи. 

В табл. 56 представлены результаты поисковых экспериментов, направ

ленных на выбор раствора коллагена, обладающего физико-химическими па

раметрами, максимально соответствующими производственным требованиям, 

предъявляемым к шлихте, среди которых особое значение имеют такие пока

затели как однородность раствора, его вязкость, способность к проникнове

нию вглубь нити, а также к пленкообразованию на ее поверхности, рН, клей

кость и др. 

С учетом того, что обычно в производственных условиях используют 

шлихтовальные растворы с относительной вязкостью 1,1-2,0 % и водородным 

показателем не ниже 5,0, наиболее приемлемыми для использования в качест

ве шлихтовального раствора следует , по всей вероятности, считать препараты 
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№4 и №5, содержащие соответственно 0,61 % и 0,5 % сухого остатка (коллаге

на) и имеющие рН 5,2. 

Таблица 56 
Некоторые физико-химические и клеящие свойства растворов 

коллагена различной концентрации 

Вариан
ты 

Анализируемые показатели (сред1 ние значения, п=5) 
Вариан

ты сухой оста
ток, % рН плотность, 

кг/м 
абсолютная 

вязкость, 
сПз 

приклей, % 

1 1,49 4,5 1,318 0,33 
2 1,00 4,7 1,144 2485,56 0,62 
3 0,74 4,8 1.128 423,32 0,71 
4 0,61 5,2 1,111 1,66 1,15 
5 0,50 5,2 1,100 1,42 0,80 

В растворах № 1-3 вязкость значительно выше. Поэтому, несмотря на обра

зование пленки на поверхности нитей, проникновение шлихты внутрь нитей 

затруднено вследствие наличия в ней довольно крупных ассоциатов коллагена, 

что подтверждается данными по величине истинного приклея, которые в пер

вых трех случаях значительно ниже, чем в двух последующих. Самое большое 

увеличение массы зафиксировано у волокон, обработанных раствором колла

гена с содержанием сухого остатка 0,61 %. При уменьшении концентрации 

раствора эффективность шлихтования по показателю приклея снижается, так 

как наряду с белком вглубь нити проникают, по всей вероятности, сравнитель

но большое количество воды. 

Одним из важнейших свойств шлихтовального раствора является спо

собность увеличивать разрывное удлинение обработанной им нити основы, 

т.е. увеличивать ее прочность. Для этого в выбранный д ж дальнейшей работы 

по результатам предыдущего опыта раствор коллагена (№ 4) вводили вещест

ва различной химической природы, которые, проникая внутрь нити, могли бы 

в силу своих особенностей, упрочнять их структуру. Полученные смеси были 

проанализированы по показатежм плотности и вязкости (табл.57). 

Сравнительная оценка влияния приготовленных вариантов опытной колла-

генсодержащей шлихты и традиционно применяемых на Краснохолмском 
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камвольном комбинате шлихты и эмульсии на шерстяную нить основы (187) 

показала, что из всех испытанных вариантов наилучшими свойствами по пока

зателям видимого и истинного пршслея, а также увеличения прочности обра

ботанной пряжи достоверно обладают золи коллагена в смеси с полиэтиленг-

ликолем и комплексонатом цинка (табл.57). 

Таблица 57 
Плотность и вязкость шлихтовальных растворов на основе коллагена 

с различными добавками (средние значения, п=3) 

Состав 
шлихтовального 

раствора 

Соотношение 
компонентов 
шлихтоваль

ного раствора 

Анализируемые показатели 
Состав 

шлихтовального 
раствора 

Соотношение 
компонентов 
шлихтоваль

ного раствора 
плотность, 

кг/м 

вязкость Состав 
шлихтовального 

раствора 

Соотношение 
компонентов 
шлихтоваль

ного раствора 
плотность, 

кг/м абсолютная, 
сПз 

относитель
ная, % 

Коллагеновый 
золь 1,111 1,6604 1,7 

Коллагеновый 
золь+глицерин 250:1 1,149 1,8369 1,8 

Коллагеновый 
золь+комплек-
сонат цинка 

100:1 1,141 1,7505 1,8 

Коллагеновый 
золь+полиэти-
ленгликоль 

20:1 1,154 1,6375 1,6 

относительная вязкость рассчитана относительно воды 
Таблица 58 

Сравнительная оценка основных технологических параметров пряжи, 
обработанной различными видами шлихты (п=10) 

Состав шлих
товального 

раствора 
Видимый 

приклей, % 
Истинный 
приклей, % 

Нагрузка при разрыве 
нити, г Состав шлих

товального 
раствора 

Видимый 
приклей, % 

Истинный 
приклей, % до шлихто

вания 
после шлих

тования 
Коллагеновый 
золь 73,58±7,77^ 1,5+0,12 '̂̂  1438+12,09 1524+17,25 
Коллагеновый 
золь+глицерин 62,82±7,97^ 1,22+0,18^ 1460±14.0 1608+51,65 
Коллагеновый 
золь+комплек-
сонат цинка 

90,38+4,84 '̂̂  2,11+0,28 '̂̂  1442,5+15,32 1610+43,91 

Коллагеновый 
золь+полиэти-
ленгликоль 

127,29+8,60 '̂̂  1,84+0,06̂ '"̂  1427+51,26 1620,8+38,84 

III пихта стан
дартная 45,45±4,8 0,82+0,09 1440+11,93 1471+33,89 
Эмульсия 58.75+6,5 0,81+0,07 1460±14,14 1533+32,66 
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Примечание: 1. Р<0,05. 2. Р<0,01. 3. Р<0,001 - относительно шлихты; 4. Р<0,01. 5. Р<0,001 - относительно 
эмульсии. 

Выраженное положительное влияние коллагенсодержащих шлихтовальных 

растворов на технологические параметры ряжи позволяет рекомендовать ис

пользование коллагенового золя в качестве основы для приготовления шлих

ты, тем более что его вязкость можно регулировать изменением концентрации 

белка и водородного показателя. 

6.7. Использование солюбилизированных фибриллярных белков в качест

ве добавок в косметические средства 

Уход за кожей лица, в том числе и стареюш;ей, а также за волосами требует 

применения препаратов, обладающих увлажняющим действием, нормали

зующих структуру тканей и стимулирующих процессы обновления клеток. 

Принимая во внимание основной принцип гомеопатии "подобное лечится 

подобным", косметологам следует проявгггь интерес к использованию в соста

ве готовых косметических средств натуральных продуктов не только расти

тельного, но и животного происхождения. К таким веществам относятся при

родные биополимеры коллаген, эластин и кератин, составляющие основу кож

ного покрова, волос и ногтей. Особенностью этих белков является их филоге

нетическое родство у разных видов животных и человека. 

Разработанные и запатентованные нами способы солюбилизации белоксо-

держащих отходов сырья животного происхождения (Приложение ), позво

ляют получать высокоочищенные молекулярно-диспергированные препараты 

фибриллярных белков с содержанием основного компонента до 98,0-99,0 % 

от массы сухого остатка. Полученные препараты безвредны, не обладают раз

дражающим действием, не вызывают аллергической реакции, хорошо резор-

бируются под действием тканевых ферментов, поставляя необходимый орга

низму биологический материал, стимулируют обменные процессы в коже и в 

волосе. 

На препараты коллагена, эластина и кератина косметического назначения 

утверждена нормативно-техническая документация (ТУ 61-19-201-93, ТУ 61-

19-200-93, ТУ 64-19-202-93). Качество препаратов подтверждено гигиениче-
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скими сертификатами, выданными Центром гигиенической сертификации 

парфюмерно-косметической продукции НИИ медицины труда РАМН при 

Государственным комитете санитарно-эпидемиологического надзора РФ. 

Косметические средства, содержащие солюбилизированные коллаген, эла

стин и кератин, получили высокие положительные оценки по эффективности 

воздействия. Они хорошо проникают в кожу и в волос, блокируют свободные 

радикалы молекул, разрушенных в процессе старения и под действием агрес

сивных факторов внешней среды, ускоряют репаративные процессы в эпидер

мисе, обеспечивая коже надежную защиту, а также улучшают механические 

свойства поврежденных волос. 

Так, например, использование растворимой формы фибриллярного керати

на, как в чистом виде, так и в качестве добавки в эмульсионный крем для во

лос, улучшает механические свойства волос, особенно поврежденных. 

При сравнительной оценке исходных физико-механических параметров здо

ровых и поврежденных волос было установлено, что показатели, характери

зующее прочность нормальных волос, в среднем на 30% выше, чем у повреж

денных. Выдержка здоровых волос в растворе кератина и креме, содержащем 

этот белок, практически не изменяет их прочностные характеристики. Что ка

сается поврежденных волос, то обработка кератином и кремом, содержащим 

этот белок, приводит к достоверному увеличению жесткости кортекса, сни

жению относительного удлинения и уменьшению пористости (рис50-55). При

чем, после обработки кератином и кремом прочностные и деформационные 

характеристики поврежденных волос становятся близки к значениям анало

гичных показателей для здоровых волос, что объясняется более активным 

проникновением молекул микрофибриллярного кератина в структуру повреж

денных волос и образованием новых поперечных связей между свободными 

активными функциональными группами протеинов волоса. 

Следует отметить, что крем с кератином оказывает более выраженный эф

фект, вероятно, за счет дополнительного воздействия остальных ингредиентов, 

входящих в его состав, Положительное влияние крема подтверждено на 20 
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Рис. 50. Предел прочности при разрыве для неповрежденных и поврежденных волос 
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Рис.52. Сравнительная оценка пористости неповрежденных и 
поврежденных волос 
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Рис.53. Сравнительная оценка предела прочности волос добровольцев до и 
после обработки кремом, содержащим кератин 
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Рис.54. Сравнительная оценка относительного удлинения при разрыве волос 
добровольцев до и после обработки кремом, содержащим кератин 
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добровольцах, которые применяли его в течение 1,5-2 месяцев. Результаты ви

зуального контроля свидетельствовали о появлении блеска, шелковистости во

лос, увеличении объемности прически, уменьшении, а в ряде случаев о приос

тановлении выпадения волос. 

Использование солюбилизированных фибриллярных белков в качестве био

логически активных добавок в косметические изделия позволяет повысить 

эффективность и расширить ассортимент отечественных косметических 

средств. 
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ВЫВОДЫ 

проведенные исследования позволили систематизировать и обобщить но

вые данные об особенностях строения и свойств фибриллярных белков, что 

дало возможность создать прогрессивные технологии их наработки из бело-

ксодержащих отходов животного сырья, а также определило сферы практиче

ского применения этих биополимеров. 

Благодаря установленным закономерностям, научно обоснованы теоретиче

ские предпосылки и предложены конкретные технические решения, сформу

лированные в следующих выводах. 

1. Впервые проведена комплексная оценка структурных особенностей, хими

ческого состава и других свойств различных видов белоксодержащих отхо

дов и побочных продуктов кожевенного, мясоперерабатывающего и шер-

степерерабатывающего производств. 

2. Установлено, что наиболее приемлемыми видами исходного сырья для на

работки коллагена, эластина и кератина следует считать, соответственно, 

такие белоксодержащие отходы и побочные продукты как гольевой спилок 

шкур крупного рогатого скота и сухожилия, выйную связку крупного рога

того скота, очес шерсти овец. 

3. Изучены энергетические показатели, характеризуюпще архитектонику 

коллаген-, эластин- и кератинсодержащих тканей в нативном состоянии. 

Определены количество и энергетический спектр межмолекулярных связей, 

скрепляющих структурные элементы тканей в единое целое, температуры 

начала гидротермического сокращения (Тнгс) и текучести (Тт) входящих в 

их состав фибриллярных белков, работа деформации гистоструктурных 

элементов биотканей, подвергающихся температурным воздействиям. Ус

тановлено, что различия, наблюдаемые при сравнении термодеформацион

ных кривых (ТДК), относящихся к различным видам тканей, обусловлены 

соотношсЕснем кристаллических и аморфных областей в отдельных фиб

риллярных белках, а также степенью их структурирования за счет разного 
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числа поперечных межмолекулярных связей различной природы. 

4. Разработаны способы целенаправленного получения высокоочищенных 

препаратов фибриллярных белков из различных видов отходов. Созданы 

технологии наработки этих белков в экспериментально-производственных 

условиях. Показана возможность получения как фибриллярного коллагена, 

так и солюбилизированных до состояния макромолекул высокоочищенных 

препаратов коллагена, эластина и кератина. 

5. Предложен новый пероксидно-щелочного способ обработки белоксодер-

жащих отходов, позволяющий интенсифицировать процесс очистки фиб

риллярных белков от сопутствующих биополимеров, облегчающий их по

следующее растворение. Применение нового способа позволяет исключить 

загрязнение сточных вод сульфатами, а также ускорить процесс наработки 

фибриллярных белков, не снижая степени чистоты и других показателей 

качества готового продукта. 

6. Разработаны объективные методы контроля технологических процессов, а 

также оценки качества сырья и готовых препаратов фибриллярных белков 

по содержанию коллагена, неколлагеновых белков, углеводных компонен

тов (гексоз и гексозаминов), жировых веществ, по термодеформационным 

характеристикам, по агрегативной стабильности, антигенности, бактери

альной обсемененности и ряду других показателей. Даны рекомендации 

по целесообразности использования отдельных показателей при оценке 

качества различных препаратов. Наиболее информативные показатели 

включены в нормативно-техническую документацию. 

7. Впервые созданы, экспериментально изучены, апробированы, внедрены в 

ветеринарную и медицинскую практику препараты различных форм и на

значений с заданными свойствами на основе коллагена. Показано, что им

мобилизация известных лекарственных и биологически активных средств 

на коллагене позволяет значительно улучшить их свойства: пролонгирует 

действие, снижает токсичность, уменьшает местную раздражающую реак

цию, повышает терапевтический и диагностический эффекты. Установле-
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НО, что коллаген улучшает свойства иммобилизуемых веществ за счет си

нергизма действия. Продемонстрирован широкий спектр возможностей 

применения коллагена в качестве основы для создания дюрантных препара

тов в виде растворов для инъекций, мазей, пленок. 

8. Показана возможность использования коллагена 

• в биотехнологии как микроносителя для псевдосуспензионного культи-

вировашм субстратзависимых клеток; 

• в лабораторно-диагностической практике как сорбента для аффинной 

хроматографии при выделении и очистке биологически активных ве

ществ, а также в иммунологических исследованиях в качестве антигена; 

• в текстильной промышленности в качестве основы шлихтовального рас

твора для обработки шерстяной пряжи. 

9. Показана перспективность и подтверждена целесообразность использова

ния коллагена, эластина и кератина как биологически активных добавок в 

косметических средствах по уходу за кожей лица и волосами. Включение 

солюбилизированных фибриллярных белков в рецептуры косметических 

средств значительно улучшает их потребительские свойства, позволяет 

расширить ассортимент конкурентоспособных отечественных косметиче

ских средств. 

Ю.Создание на основе фибриллярных белков широкого ассортимента препа

ратов нового поколения для ветеринарии, медицины, биотехнологии, кос

метологии и других отраслей народного хозяйства, убедительно свидетель

ствует в пользу дальнейшего развития нового, экономически выгодного, 

способствующего нормализации экологической обстановки, направления в 

области переработки и рационального использования белоксодержащих от

ходов сырья животного происхождения. 
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ПРИ ГОСУДАРаВЕННОМ КОМИТЕТЕ СССР по НАУКЕ И ТЕХНИКЕ 
(ГОСКОМИЗОВРЕТЕНИЙ) 

На основании полномочий, предоставленных Правительством СССР, 
Госкомизобретёнйй выдал настоящее 1 авторское свидетельства 

"лекарственное средство для лечения гепатоза животных 
"Витако^^ и способ гвго но^^гчения"^ ^ 

Автор (авторы|: Фшник Владимир Пвтрови^: КаспарьянцГ.. 
Сергей Аяекеандрович, Веселова М с и я Петровна, 
Сапожникова £ша йоновш, Мероропова Нина Васильевна, 
Чарыева Елена Павловна, Даугалиева Эша Хасановна и 
Рачковская Ирина Владимировна 

Заявитель: ВСЕСОЮЗНЫЙ НАУЧНО-ИССЩОВАТЕЯЬСКЙЙ ИНСТИОТ 
гвявшнтолагш и м . к . и . с к Е г а н Г й московская - . 

Зарегистрировано,в Государственном реестре 
изобретений СССР 

15 мая 1989г. 
Действие авторского свидетельства распро
страняется на всю территорию Союза ССР. 

Председатель Колит^етл 

Начальник отдела 



приложение 4 

СОЮЗ СОВЕТСКИХ СОЦИАЛИСТИЧЕСКИХ РЕСПУБЛИК 

ГОСУДАРСТВЕННЫЙ КОМИТЕТ ПО ИЗОБРЕТЕНИЯМ И ОТКРЫТИЯМ 
ПРИ ГОСУДАРСТВЕННОМ КОМИТЕТЕ СССР ПО НАУКЕ И ТЕХНИКЕ 

(ГОСКОМИЗОБРЕТЕНИЙ) 

На основании полномочий, предоставленных Правительством СССР, 
Госкомйзобретеннй;; выдал' настоящее авторское свидетельство 
на изобретение: „ 

"Способ культивировавия вирусов" ^ 

Автор (авторы): Ваоашй Николаеви!:, Смоленский 
Владаадир Иванович, Смтнова'Лидия Павловна, Демкина . 
Марианна Михайловна, 1аспарьянц Сергей Алвкоанфович, 
Сапожникова Алла Ионовна и Дьяконова Елена Борисовна 

Заявитель: МОСКОВСКАЯ ВЕЮИНАРНАЯ АКАДШШ Ш . К . И . 
СКРЯБИНА ' 

Заявка № ^ ^ ^ ^ ^ ^ Приоритет изобретения г , ,ен^лбря1984 
Зарегистрировано в Государственном реестре 

изобретений СССР 

22 декабря 1989^, 
Действие авторского свидетель^хва распро
страняется на всю территоойо СоЬза ССР. 

Председатель Комитета 

Начальник отдела 

МПФ Гознака. 1988. Зак. 3083. 



Приложение 5 

СОЮЗ СОВЕТСКИХ СОЦИАЛИСТИЧЕСКИХ РЕСПУБЛИК 

ГОСУДАРСТВЕННЫЙ КОМИТЕТ ПО ИЗОБРЕТЕНИЯМ И ОТКРЫТИЯМ 
ПРИ ГОСУДАРСТВЕННОМ КОМИТЕТЕ СССР ПО НАУКЕ И ТЕХНИКЕ 

(ГОСКОМИЗОБРЕТЕНИЙ) 

На основании полномочий, предоставленных Правительством СССР, 
Госкомизобретений выдал настоящее авторское >свидетельство 
на изобретение: ' \ " ' ' \ ''̂  

"Способ получения коллагенового материала"^ 

Автор (авторы), сдпожникова Алла Ионовна и другие, 
указанные в описании у ) ^ , 

МОасОВОКАЯ ВЕТЕРИНАРНАЯ АКДЦЕМ Ш . К . И . 
Заявитель: Ж Ш Ш Н А 

Заявка № 44008Ш Приоритет изобретения 30 марта 1988г 
Зарегистрировано в Государственном реестре 

изобретений СССР 

22 сентября 1990г. 
Действие авторского свидетельства распро
страняется на всю террито1Ж!0\Союза ССР. 

Председатель Комитета 

Начальник отдела 



Р О С С И Й С К А Я Ф Е Д Е Р А Ц И Я 
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приоритет изобретения 12 февраля 1992г. 
Дата поступления заявки в Роспатент 12 февраля 1992г. ~ «> - > - *, 

Заявка N 5022810 

Х Р ^ Г Ж™ / ' ^ " ' ' " ' ' " " ' ' " 27 марта МЭбг'. ^ -к J^ ^ > 
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приложение 9 

РОССИЙСКАЯ ФЕДЕРАЦИЯ 

РОССИЙСКОЕ АГЕНТСТВО ПО ПАТЕНТАМ 
И ТОВАРНЫМ ЗНАКАМ 

(РОСПАТЕНТ) 

П А Т Е Н Т 
№ 2092071 

•способ получения эпа?^тиЧ§<^БРЕТЕНИЕ 

Патентообладатель (ли): Сапожникова Алла Ионовна, 
Каспаръянц Сергей Александрович, Месропова Нина Васильевна и 
Гордиенко Нина Михайловна 

Автор (авторы): они же 

Приоритет изобретения б октября 1995г 

Дата поступления заявки в Роспатент ^ октября 1995г 

Заявка № 95117244 

Зарегистрирован в Государственном 
реестре изобретений 10 октября 1997г 

ГЕНЕРАЛЬНЫЙ ДИРЕКТОР 



РОССИЙСКАЯ ФЕДЕРАЦИЯ 

РОССИЙСКОЕ АГЕНТСТВО ПО ПАТЕНТАМ , 
И ТОВАРНЫМ ЗНАКАМ 

(РОСПАТЕНТ) 

П А Т Е Н Т 
№ 2 0 9 2 0 7 2 

на ИЗОБРЕТЕНИЕ 
С п о с о б п о л у ч е н и я к е р а т и н а " 

Патентообладатель (ли): С а п о ж н и к о в а А л л а 

К а с п а р ъ я н ц С е р г е й А л е к с а н д р о в и ч » М е с р о п о в а Н и н а В а с и л ь е в н а и 
Г о р д и е н к о Н и н а М и х а й л о в н а 

Автор (авторы): они же 

Приоритет изобретения 6 о к т я б р я 1 9 9 5 г . 

Дата поступления заявки в Роспатент 6 о к т я б р я 1 9 9 5 г . 

Заявка № 9 5 1 1 7 2 4 5 

Зарегистрирован в Государственном 
реестре изобретений ,^ • 

*^ *^ 1 0 о к т я б р я 1 9 9 7 г . 

ГЕНЕРАЛЬНЫЙ ДИРЕКТОР 



штш Приложерше 11 

1 » 

НА ИЗОБРЕТЕНИЕ 

№ 2129805 
Н а о с н о в а н и и П а т е н т н о г о з а к о н а Р о с с и й с к о й Ф е д е р а ц и и , в в е д е н н о г о в д е й с т в и е 

14 о к т я б р я 1992 г о д а , Р о с с и й с к и м а г е н т с т в о м п о п а т е н т а м и т о в а р н ы м з н а к а м в ь щ а н 
н а с т о я щ и й п а т е н т н а и з о б р е т е н и е 

СПОСОБ ПОЛУЧЕНИЯ КОЛЛАЗОЛЯ 
П а т е н т о о б л а д а т е л ь ( л и ) : 

СапофнпкоВа с/Ьша Монобт, %лст}>ьящ Сфе4 <Ляександро6н1, 

п о з а я в к е М 97121210, д а т а п о с т у п л е н и я : 30.12.97 
П р и о р и т е т о т 30.12.97 
А в т о р ( ы ) и з о б р е т е н и я : 

СтофппкоВа с^ш ^отбт, %1ст^шщ €фиА <^ 
^елевуоба Юаръл Валерьевна 

П а т е н т д е й с т в у е т н а в с е й т е р р и т о р и и Р о с с и й с к о й 
Ф е д е р а ц и и в т е ч е н и е 20 л е т с 30 д е к а б р я 1997 г, 
п р и у с л о в и и с в о е в р е м е н н о й у п л а т ы п о ш л и н ы з а 
п о д д е р ж а н и е п а т е н т а в с и л е 

З а р е г и с т р и р о в а н в Г о с у д а р с т в е н н о м р е е с т р е 
и з о б р е т е н и й Р р е с й й с к р й Ф е д е р а ц и и 

г. Москва, 10 мая 1999 2.^ 



У Д О С Т О В Е Р Е Н И Е 
на рационализаторское предложение 

Ло1Х5-За /335~^^ 
(дата подачи) 

В соответствии с пунктом 75 П о л о ж е н и я об открыти
ях , изобретениях и рационализаторских предложениях , 
у т в е р ж д е н н о г о постановлением Совета Министров 
СССР от 21 августа 1973 г. № 584, настоящее удостове-

ж р у С.А.» Сапожшковой 

ПрршожсЕше 12 

17Л.1.аЗ 

(фамилия, имя, отчество) 

признанное рационализаторским и 

Е о ? е д а а р ш 1Ш. GQQF 
(наименование предприятия, 

организации, когда) 

К использованию 
под наименованием: 

антител к к с ш ш ^ ' " 

0- 6299 



Приложеьше 

У Д О С Т О В Е Р Е Н И Е 

на рационализаторское предложение 

(дата подачи) 

В соответствии с пунктом 75 Положения об откры
тиях, изобретениях и рационализаторских предложе
ниях, утвержденного постановлением Совета Министров 
С С С Р от 21 августа 1973 г. № 584, настоящее удостове
рение выдано Садожниковой А.И.» 
Касдарьянцу С.А,> Штвшко Д.В.> Месро-

(фамилия, имя отчество) 
П О В О Й Н,В.^ Г о р о д е н ц в а о й Е .$и. Б е д я к о -

ю й Р.П, 
на предложение , признанное рационализаторским и 

принятое Московской О р Д б Н а Т р у Д О В О Г О 

Красного Шаменд а е т е р и н а р н о й а к а д е ш е й 
(наименование предприятия, 

И М . к.и.Скрябина 
организации, когда) 

К использованию 

под наименованием: Способ выявдендя 
сгаых процессов в кожевенном 

й^Й"-' .•(М- п.) ^^-^а.'С^^^^'^ Руководитель предприятия 
' - I 'У У ^ (организации) 

'Р 1.ьог. Г.Н.Коржевешю 

Тип. МВА Зак. 1469—500 



ВНЕДРЕНИЕ 

в 

УЧЕБНЫЙ ПРОЦЕСС 



Прило>к ше 14 

ВСЕСОЮЗНАЯ АКАДЕМИЯ 
СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ НАУК 
имени В. И.ЛЕНИНА 

СОВЕТ п о К О О Р Д И Н А Ц И И 
Н А У Ч Н О - И С С Л Е Д О В А Т Е Л Ь С К И Х 
РАБОТ В ОБЛАСТИ П О В Ы Ш Е Н И Я 
КАЧЕСТВА П Р О Д У К Т О В Ж И В О Т Н О В О Д С Т В А 

МЕТОДИНЕСКНЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 
ПО о п р е д е л е н и ю п о к а з а т е л е й 
канества кожевенного и 
шубио-мехового сырья 

М о с к в а 1986 



Рекомендации составлены: С.А.Каспарьянцем, К.Д.Хлудеевым, 
Б.И.Кирилоком, А.И.Сапохииковой, И.К.Горциенко, Н.В.МвсроповоА« 
Л.И.Устиыенко (МВА); А.А.Сакулиной, A.H.TaBpHJUiHoM, А.Н.Михай-
ловым, Б.С.Шименовичвм (ЦНИИКП); В.В.Игнатовым, Г.Г.Лосевым, 
r.C.rjMTopbeBolt, А.М.Зубинш, Э.И.Степановой, Л.Г.Плюсиимой, 
Н.К.Черновой (ВНИИМехПром); Л.И.Лаптевой, Д.П.Радкввичем, 
Д.Б.Изомовым, Т.В.Уалофеевой, С.И.Пушкаревой (ШИИМясПром); 
Л.Д.Семакинш (ШИИОЗ); Н.Н.Пасечником (ШЖ); Ш.К.Ганцовым, 
Т.Н.Вуднкк (Заочный институт советской торговли); В.Б.игаатенхо 
(ШШХ); В.В.Нестером (ВАСХНИЛ). 

Рекомендации рассмотрены и утверадены Комиссией по качест
ву животного скрья Совета по коо|адинации научно-иссхедователь-
скмх работ в области повшения качества продуктов животноводст
ва при През|адиуме ВАСХНИЛ (протоюэл » 18 от 19.12.84). 

Ответственный за выпуск - ученый секретарь Совета 
каидвдат с . - х . неук В.В.Нестер. 

Всесоюзная академия 
сельскохозяйсгБвныых ваут 
яменв В.И.Леввна 



МИНИСТЕРСТВО СЕЛЬСКОГО ХОЗЯЙСТВА СССР 
МОСКОВСКАЯ ОРДЕНА ТРУДОВОГО КРАСНОГО ЗНАМЕНИ 

ВЕТЕРИНАРНАЯ АКАДНЕМИЯ имени К. И. СКРЯБИНА 

С. А. КАСПАРЬЯНЦ, А. И. САПОЖНИКОВА, 
И. М. ГОРД ИЕН КО 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ УГЛЕВОДНЫХ КОМПОНЕНТОВ 
(ГЕКСОЗ И ГЕКСОЗАМИНОВ) В ОБРАЗЦАХ 
КОЖЕВЕННОГО СЫРЬЯ, ПОЛУФАБРИКАТА, 
ГОТОВОЙ КОЖИ И МОДИФИЦИРОВАННЫХ 

КОЛЛАГЕНСОДЕРЖАЩИХ МАТЕРИАЛАХ 

Утверждено учебно-методическим советом 
факультета товароведения животного сырья 

в качестве методических указаний 

М о с к ва 1984 



приложение 

МИНИСТЕРСТВО СЕЛЬСКОГО ХОЗЯЙСТВА СССР 
МОСКОВСКАЯ ОРДЕНА ТРУДОВОГО КРАСНОГО ЗНАМЕНИ 

BETEPИHAPHAia АКАДЕМИЯ имени К. И. СКРЯБИНА 

С. А. КАСПАРЬЯНЦ, А. И. САПОЖНИКОВА, 
И. М. ГОРДНЕНКО, Н. В. МЕСРОПОВА 

ПОЛУЧЕНИЕ РАСТВОРОВ 

КОЛЛАГЕНА Г ТИПА 

Утверждено учебно-методическим советом факультета 
товароведения животного сырья в качестве 

методических указаний 

М о с к в а — 1985 



Приложение 

ГОСУДАРСТВЕННЫЙ АГРОПРОМЫШЛЕННЫЙ 
КОМИТЕТ СССР 

МОСКОВСКАЯ ОРДЕНА ТРУДОВОГО КРАСНОГО ЗНАМЕНИ 
ВЕТЕРИНАРНАЯ АКАДЕМИЯ имени К. И. СКРЯБИНА 

С. А. Каспарьянц, П. В. Житенко, Н. В. Месропова, 
А. И. Сапожникова, Е. И. Городенцева, Н. П. Белякова 

СПОСОБ ОПРЕДЕЛЕНИЯ БАКТЕРИАЛЬНОЙ 
ОБСЕМЕНЕННОСТИ СЫРЬЯ ЖИВОТНОГО 

ПРОИСХОЖДЕНИЯ 

М о с к в а 1987 



ИСПОЛЬЗОВАНИЕ 

в 

НАУЧНО-ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКОЙ РАБОТЕ 



приложение 18 

АЛИНИСТЕРСТВО МЕДИЦИНСКОЙ 
ПРОМЫШЛЕННОСТИ 
ВСЕСОЮЗНОЕ ПРОМЫШЛЕННОЕ 
ОБЪЕДИНЕНИЕ ПО ПРОИЗВОДСТВУ 
AHTV«И0TИK08, КРОВЕЗАААЕНИТЕЛЕЙ 
И ОРГАНОПРЕПАРАТОВ 
(объединение «СОЮЗАНТИБИОТИКИ») 

В С Е С О Ю З Н Ы Й Н А У Ч Н О ^ 
И С С Л Е Д О В А Т Е Л Ь С К И Й 
И Н С Т И Т У Т Т Е Х Н О Л О Г И И 
К Р О В Е З А М Е Н И Т Е Л Е Й И 
Г О Р М О Н А Л Ь Н Ы Х П Р Е П А Р А Т О В 
( 8 Н И И Т К Г П ) 

109044, г. М о с т а , Ж-44, Пашрош п»р., 6, 
т«я. 271-26-05. Р. С. 367602 • Прол«т«рско* 
отд. Госбеика г. Мосюы 

61-939 Н» 6Л1>8& 

TlpopoKTopy по НИР MBA им.К.Й. 
Скрябина 
профессору Коржевенко Г.Н. 

Об использовании методик 

В лаборатории кетгута и животного сырья при проведении 
научно-исследовательских работ по теме: "Разработка технологии 
изготовления кетгута из серозной оболочки черев к.р.с." были 
апробированы методики "Определения углеводных компонентов (гек-
соз и гексозашнов) в образцах кожевенного сырья, полуфабрика
та, готовой кожи и модифицированных коллагенсодержащих материа
лов" и "Определение содержания амино- и карбоксильных групп 
в коллагенсодержащих материалах", р€1зработанные на кафедре то
вароведения и технологии животного сьфья UBA« 

Выявленная зависимость между увеличением числа свободных 
амино- и карбоксильных групп и порчей автолизиого и гнилостно
го сырья была использована при разработке метода оценки ка
чества кишечного сырья, поступающего на Казанский завод шовных 
хирургических материалов. Методика определения углеводшк ком
понентов применяется в настоящее время для исследования изме
нений химического состава соединительной ткани кишок в процес
се получения кетгута и оценки качества готового шовного мате
риала. 

Зам-.директора института по I научной работе, доктор мед.наук 'jj , Г.Т.Черненко 

и 
Исп.Боццарева Л.Н. 
тел.271-27-25 



приложение 19 

АКТ ОБ ИСПОЛКЗОВАНИИ РАЩОНШЗАТОРСШГО 
ПРЕДЛОЖЕНИЯ 

" 9 " октября 1984 г. 

Регистрационный номер 
или номер авторского 
свидетельства и заяв- № 115-28/335-470 от 17.11.83 (Главве^упр МСХОС̂  
ки (рац.предложения) 

Фешлия, имя, отчество Каспаръшц С.А.,Сепожников& Д.И., Е ^ О Ш ! Г.А. 
автора Дукьяновский В.А.. Гошшенко и^Й. 

^ ^ ^ ^ е д ж о ж е ^ ^ ^ Предложен способ обнаружения антител к коллеге! 
на основе реакции энзим-меченых антител 

После проведенного ш^тття рац,предложение (или содержание авторс
кого свидетельства) пр13нано годным к использованию в иссдедованиях 
в Московской ветеринаркой академии 
' - - (указать,где именно; 
и с " 1 2 ** сентября 1984 г. использовано не кафедре товарове-

дения и технологии животного СЫРЬЯ 

для опенки степени антагенности и ишшегенности кодяагенсодержащх 
мате|малов, применяемых в ветехшарной пршстике ( з а д ^ е 7, этап 7.01 

Ответственность за дальнейшее использование предложения возлагается 
на тов . А.И.Сапожнйкову, который обязан в случае прекраарния исполь
зования предложения поставить в известность отдел, (йоро или уполномо
ченного по изобретательству и рационализации в течение 5 дней. 

^ Зав.лабораторией (ка^^дрой) К.Д.Хлуд^ев 
Научный х^ководитель ^я^^^-^^^^^^^^^ С.А.Каспарьянц 
Ст.научный сот|^днйк 
патентного отдела ^ / л ^ ^ ^ ^ ^ - , п ^ 
академии с^^^^ 7 П.C.Ifypый 

Проректор по НИР МВА 
профессор Г.Н.Коржевенко 
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А К А Д Е М И Я Н А У К С С С Р 

ИНСТИТУТ эволюционной 
ФИЗИОЛОГИИ и БИОХИМИИ 

им. и. М. СЕЧЕНОВА 

194223 Ленинград, пр. М. Тореза, 44 
Телефон: 552-79-01, 

Расчетный счет № 13089110309 
I в Выборгском отд. Гшбанка 

На 

Приложение 21 

Ректору ША ИхМ. К.И.Скрябина 

академику ВАСХНИЛ А.Д.Белову 

109472 Москва, ул.академика 
Скрябина, 23 

Заключение 
об опробации микроносителей на основе коллагена, 
разработанных в лаборатории товароведения и техно
логии животного сырья МБА им. К.И.Скрябина 

В лаборатории функциональной биохимии беспозвоночных ИЭФиБ 

им. И.М.Сеченова АН СССР были опробованы коллагеновые микроноси

тели разного диаметра, разработанные Сапожниковой А.И. , Каспаръян-

цем и д р . , для очистки суспензии спорозоитов паразитических прос

тейших от посторонних примесей. Было показано, что можно добить

ся высокой степени очистки (более 95^) при фильтрации суспензии 

спорозоитов эймерий через колонку с микроносителями размером око

ло 200 мкм. 

Учитывая положительные результаты, Институт планирует з аку 

пать у Вас коллагеновые микроносители данного размера для научно-

исследовательских целей. Ориентировочная потребность в 1992 г . - • 

400 г . В дальнейшем потребность может возрасти. 

Загл. директора Института^, 
д . б . н . / /• А. И. Кривченк о 

РПМ ВАН. я. 41, t. 20000. 24.1-88 Г. 



приложение 22 

НАУЧНО-УЧЕБНЫЙ ЦЕНТР 

RUSSIAN ACADEMY OF SCIENCES 

Vo»khonk«i«r..l4 to (09^23»**« 

RESEARCH CENTER OF PROBLEMS 

OF VITAL HUMAN ACnvmr 
РОССИЙСКОЙ АКАДЕЯШИ НАУК 
9»42Мо(ЖЫ1 телефон (09̂ 203-9>«» 
L Вошо11ш,И фажс а»5^г»%Уи 

З А К Л Ю Ч Е Н Ч Е 

3 1992-93гг в Научном Центре проблем жизнедеятельности человека РАН 
проведена апробация коллагеновых пленок, содержащих биостш.1улируюа:ую 
аутосыворотку крови человека обла^цаюцтую миогенньм и сомногенньш 
действием. 

Способ получения сьгооротки разработан и запатентован д . м . н , проф. 
В.А.Шестаковьих: с соавторшли. 

Рецептура КОГ.ШОЗЩРЮККОЙ смеси, содержащей коллаген в качестве 
ыатрщы, действующее начало (сьгооротки) и ряд других добавок, сити-
ыалькое соотношение компонентов, условрш шлмобилизадии сьзороток на 
коллагековом носителе и способ получения пленок разработан ве.дущиг/] 
налщньш сотрудником лаборатории товароведения и технологии животного 
сьрья Московской государственной академии ветеринарной т^^едщины и 
биотехнологии шл. академика КЛ'1.Скрябина Коб.н. А.И.Сапожниковой. 

Яспьп?ания проведены на спортсменах-боксерах, из которых сформхфо-
вано б групп по б человек в каж,цой. 

В экспершментальные группы ЭГ-1 и ЭГ-2 включены спортсмены, кото
рые получали сомногенную сыворотку в вцде инъекций и сублингвально 
в виде пленок соответственно, а в группы ЭГ-3 и ЭГ-4 - миогенную 
сьшоротку аналогшно. 

В контрольных группах КГ--5 и КГ-б спортазены кикакк>[ препаратов 
не получали. 

Все экспержюнталькые и контрольные группы обследовались по одной 
и той же методике: исходные данные, через 30 мин. после приема пре 
паратов, на 1-Й день , на 3-й день . Испытуемых тестировали по так№л 
показателягл как велсэргометрия, псжофизиологшеские показатели. 

3 ходе проведенных испытаний установлено, что коллагеновые штенки 
содержащие биости:."ул1срующие мотивационные аутосыворотки, представля
ют собой более удобную в пршекении лекарственную форму, позволяют 
пролонпфовать физиологически эффект препара.тов, дают возможность 
увеличить стабильность в процессе хранения, уменьшить дозу и частоту 
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введения препарата, препятствовать кх быстрой инактивации. 

Считаем целесообразным рекомеццовать коллагеновые пленки с мотивацр 
онны.ш аутосьгоороткшми для более широкой спортивно-практической апро-
бздии и несомненно продолжить работы в данном направлении. 

дрфектор 
фессор ^(1^(Шестаков В.А.) 



ВЕКЩЮ' 

Приложение 23 

в 

А К Т 

внедрения научных результатов 

Мы^ нижеподписавшиеся, сотрудники научно-учебного центра 

комплексных проблем жизнедеятельности человека АН СХХР и Гос

образования СССР и главный тренер сборной команды СССР по боксу 

Копцев Константин Николаевич составили настоящий акт в том, 

что в практику подготовки спортсменов сборной команды СССР по 

боксу внедрены сдедующие рекомендации и предложения 

Ш,И.О. : Наименование предложения : Эффект от внедрения 

Шестаков В.А. , Методика применения сыво- Нормализация биоритма 

Богомолов А.Н. ротки, обладающей сомно- "сон-бодрствование" 

Тестов А).Б. генными свойствами,в виде 

Сапожникова А.И. сублингвальной пленки 

Представители разработчиков 

Богомолов А.Н. 

Представители организации, 
где внедряется предложение 

Врач команды 

Главный тренер 
Руководитель КНГ 

Копцев К.Н. 
Циргиладзе И.В. 

Николаев В.А. 

Сапожникова А.И. 

Тестов Ю.Б. 



ТЕХНИЧЕСКИЕ УСЛОВИЯ 

и 

НАСТАВЛЕНИЯ ПО ПРИМЕНЕНИЮ 



ш 
й у п п а 
Регистр.11> 

Приложенде 24" 

УТВЕРЖДАЮ 

з̂ 1альник Главного 
ветеринарии 

для ветеринарии 

. Технические условия 
( на опытную партию Зт» ) 

ТУ 10.07.210 - 91 

Срок введения с €1.01.92 
по 01.01.94 

СОГЛАССВАНО 

ВГНМ 

1Ъ!нШ^^ 1991г 

РАЗРАБОТАНО 

Проректор по НИР Московской 
ветери^яддйк^жадемии имени 
К.И 

1 9 9 ^ 

199{ 



Настоящие технические условия распространяются на лекарст 
венный состав А1.ШЖ0Л, представляющей собой колшлексное соедине
ние аг-/ыказина с коллагеном, обладагощее пролонгированный'! стресспро-
тективным действием,и предназначе1шый для щ:;1мененйя при проведе-
нрш различных зоо-ветеринарных мероприятий. 

1. ТЕ{Ш-Ч2Сй1Е ТРЕБОВАНИЯ 

1.1. ШБМОЛ кошек соответствовать требованиям настоящих техни
ческих условий и изготавливаться по технологическому регла -
менту,утверйкденному в установленном порядке. 

1.2. Для производства МШШКОЖ используют следующие виды сырья: 
аминазрш по ГФХ с . 4 8 , 
кислота аскорбиновая по ТУ 64-5-143-87, 
коллаген по ТУ 64-19-103-91, 
вода дистилировэпная по ГОСТ 6709-72-

1.3. По показателям качества ШШЮЛ. должен соответствовать требова 
ниям, указанным в таблице 

Наименование показателя ! Характеристика и норма 'Метод испытания ^ 
1. Внешний вид ,цвет , запах й^идкость непрозрачная, по ГФ XI ,вып.1 ,с . . 

бесцветная или со слегка 194 и органолепти 
желтоватым оттенком,вяз - чески 
кая ,без характерного з а 
паха 

4,0-4,5 по ГФ XI ,вып.1 , с . : 
114 

Положительные реакции на по п . 4 . 4 . наст.ТУ 
алиназйн,аскороиновую 

2. Водородшй показатель 

3 . Подлинность 

4. 1у]ассовая доля агжна-
зина, % от сухого в е 
щества 

5. Шссовая доля аскор
биновой К1Юлоты, ^ от 
сухого вещества 

6. Шссовая доля колла
гена , /о от сухого в е 
щества . 

7. Безвредность 
8. Стелильность 

кислоту, коллаген 

41,2-42,0 

49,0-51,0 

8,1^8,8 

безвреден 
стерилен 

по п . 4 . 5 , наст.ТУ 

по п . 4 . 6 . наст.ТУ 

по п . 4 . 7 . наст.ТУ 

по п . 4 . 8 . наст.ТУ 
по ГОСТ 28085-89 

'ТУ' IC.C7.2IC - 91 'ТУ' IC.C7.2IC - 91 
Изм. Лист. № докум. Подп. 

за'А.11 
Дата 

'ТУ' IC.C7.2IC - 91 

Разраб. ^ ̂ апожнйко! 
Подп. 

за'А.11 
Дата 

Аминакол для в е т е р ш а р ш 
Технические условия 

|. Л и с т , Лист [ Листов 

Пров. ^ 1есропова Н.В. 
7 ^ 

Аминакол для в е т е р ш а р ш 
Технические условия 

Аминакол для в е т е р ш а р ш 
Технические условия 

Московская ветери
нарная академия Н. контр. 

Аминакол для в е т е р ш а р ш 
Технические условия 

Московская ветери
нарная академия 

УТВ. 

Аминакол для в е т е р ш а р ш 
Технические условия 

Московская ветери
нарная академия 

http://IC.C7.2IC
http://IC.C7.2IC
http://IC.C7.2IC
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107139, Шсква, Ощмков пер, 
1/П 

, 4^\«-^Н'аЬ^ш^к. Глазного 

.'5*'.' ^ '>\ 

' ^ ^ Ш Ш — ^^^^ 

ВРЕМЕННОЕ НАСТАВЛШЕ 
ю прймененш амшакола в 
ветер|1нарйж 

1. ошш (штш 

1»и Ашнакол - комплексный прешрат, в состав которого 

входят вмшшш, аскорбиновая киаюта и коллаген, 

1.2, АманЕкэл представляет собой тягучую, вязкую, неп

розрачную, бесцветную или со слегка желтоватым оттенком жид

кость, 

1.3. Гфепарат выпускают расфасованным по 1(Ю ют 200 

в стеклгшные флаконы шз тешого стекла, герметично закрытые 

резш;овнш1 пробками м ешьшвъвзтт юлпачкаш. Хранят с пре-

досторо:а^остью / список В / в срсом, защищенном от света м- с -

те пря тсш1ературе. 4-8^С. Срок годности при указанных услови

ях хранешш - 2 года со .дня йзготоаяе^мя, 

2 , 1 . Аьшнакол обладает выражеЕнш/1 стросс-протективинм 

действием. Он предупреждает возникновение нежелательных и з -

а^еневий в ^^юр'рлогическом и бйох^-шаческом составе кровй, 

уьхньша т п->тер1? :»®ссы телет пр!'. перевозке, способствует 

быстрой адаптации животных к навыл5 условшт ш 
кормления. Оказывает •благоприятное действие на обмен веществ 



2. 

ус11а.-3£,ет Е^-абол:гческйе гфоцессы, уш. иьшает двкгатёльщ'ю 

активность , вызывает состоякие пош^-генноЗ реактивности к 

зоздеи(:твша резлйчхшх paздi.^Eiiтeлeй, пошшает продуктив -

кость 5;ж3'этных, 

3. ШЩШК ПРШНШШ 

3 « 1 . Агйшакол предназначен д я П1^:;^шактйки т р а с -

портиого стресса и снятия технологического стресса у ш л о д -

някЕ При адаптации животных к новш условиям содержания и 

кор^шенш, при кошпекгаций шлодняка на доращвани© и 

откорм, а такке ври проведенжй кастрации, беркований, каудо-

томий й других зоотех1;Еческйх и ветеринарных шроврилтЕй, 

3 .2 . Профилактику стресса у шхлодняка осуществляют 

путем одаократной внутржгжшечно! йнъекцш авшнакола в дозе 

по 0,05-0,1 ш / к г теси перед стресс-воздействием, отбором 

к Бззеши1шнйу и перевооке, бйрковакием, кастрацией и др. 

3.3» Ефорлактйку адаптацйОЕНОго стресса ооупаеотвля-

ют в когжлексе по доращйвашао и откорглу ш я о д н я к а , путем 

Бнутришшечного однократного введения ашнекола з дозе 0,05-

- 0,1 ш / к г эшссы. 

3 ,4 , ПрШ1(!енен:;е аминакола не вызывает осложнений и 

не окав1;рает побочного действия. Противопоказаний по пр'имеис-

нмю пх.с11а1^та не и^^еется, 

Вр#мвкио« мЕстазлеяве разработано Московской ветеренаркок 

акаде!1:ие.?. Одобрено Госвет-^ар^жошсоией 26 йшрта 1&91г 

/протогшл 1;'2/, 



ШКИС1ЕРСТВ0 СЕЛЬСКОГО ХОЗЯЙСТВА И 
р х с ш с к о й Фщщрщт 

ение 26 

УДК 
Труппа 
Регистр.№ 

Зам. начальника 
Депорт^енТ)а ветеринарии 

прХца РФ 

_В. В.Селиверстов //̂ "^ 

1996 г . 

РАЗРАБОТАНО 
/Проректор Московской Госу-

::^енной академии в е т е -
медицины и биотех-

^им. К.И.Скрябина, 
Р/У2ХН, профессор 

В.П.ШИШКОЕ 

^ ^ £ _ 1 9 ^ г 

•л 

в и Т А к О л 

1ЕХННЧЕСЮ1Е УСЛОВИЯ 
( на опытную партию т) 

Срок введения с 
до 

199 г . 



Настоящие технические условия распространяются жа препарат ш т а к о л ^ 
предеТ£вля:ющий шогокомпонентный состав , включающий, ко^.шлекс водораст
воримых влта?лЕков, стабилизированным коллагеном. 

Прспарз.т предназначен Д11я предотврапеЕия нарушения обмена веществ, 
позышенг'я естественной резистентности и йЩ'!унобиолог/тческой реактивнос
т и , снижения репродуктивной способности животных и питательной ценнос
ти продуктов штзотноводства, витамлшизации маточного поголовья и молод
няка . Настоящие технические условия [vloгyт быть использованы с целью се] 
тификации данной продукдии. 

1. ТЕХНИЧЕСКИЕ ТРЕЮВАШШ 
1.1. Витакол до.лжен соответствовать требованиям настоящих технических 

условий и изготавливаться по техническому регламенту, утвержден
ному в установленном порядке. 

1.2о 1Ш производства Витакола используют следующие виды сырья: 
кислота аскорбиновая по ТУ 64-5-143-87 
тиа^мин по ГФ X, ст .674 
р и б о ^ а в й н по ГФ X , ст .585 
никотйнамлд по ГФ X , с т . 4 5 
пиридоксин по ГФ X , СТ.Б66 
коллаген по ТУ 64-19-103-91 
вода дист1-!ллированная по ГОСТ 6709-72 

1.3. По показателям качества Витакол должен соответствовать требовани-
тя, указанным в табл_яце 1. Таблица 1 

Наименование ! Хатэактевистика и норма ! 
!жидкая форма!сухая форма ! 

Метод 
йсгЕЫтания 

№ 1 2 3 
«ТТ__' тг 

4 

запах 

2.Водородный пока
затель / рН/ 

3. По1зу1инйоеть 
4. :лассозая до,ля су 

хого вещества,> 
5. Массовая доля з о -

.ДЬ!,.^ 
6. Массовая доля а с 

корбиновой кисло
ты',;! от сухого Ее 
з е с т в а 

7. классовая доля ти 
амина,^ от сухого 

рачная желтого 
цвета , с харак
терным для витг 
минов запахом, 
вязкая 

4,0 - 5,0 
Положительная 

4,7 - 4,9 

43,6 - 45,6 

10,2 - 11,2 

цвета с харак -
терным для ви -
терминов запахом 

по 

Положительная по 

по 

14,0 - 15,0 по 

43,6 - 45,6 по 

10,2 - 11,2 по 

п .4 .4 .наст .ТУ 
п .4 ,5 .наст .ТУ 

п. 4 .6 .наст .ТУ 

п .4 ,6 .наст .ТУ 

п .4 .7 .наст .ТУ 

п .4 .8 .наст .ТУ 

_ ! ТУ 4в 7 ТУ 4в 7 
Изм. Лист. № докум. Подп. 

Ж" 
Дата 

ТУ 4в 7 

Paзpaб<f;я ггожкхкова 
Подп. 

Ж" 
Дата 

ВИТАКОЛ 

Л и с т , Лист 1 Листов 

Пров. 

Финник ВИТАКОЛ 1 1 
Финник ВИТАКОЛ 

Н. контр. 

ВИТАКОЛ 

УТВ. 

ВИТАКОЛ 



приложение 27 

МИНИСТЕРСТВО 
СЕЛЬСКОГО ХОЗЯЙСТВА 

И ПРОДОВОЛЬСТВИЯ 
РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 

(Минсельхозпрод России) 

ДЕПАРТАМЕНТ ВЕТЕРИНАРИИ 

107139, Москва, Орликов пер,, 1/11 
Для телеграмм: Москва, 84 
Миппросельхозпрод. 
Телетайп: 417738 ЛЕН 
Телефон: 

15 .11 .9Сг . № 13^^/782 
на № ^ от 

УТВЕРЖДАЮ 
Заместитель начальника 

) там^та^етеринарии 

— В.В.Селиверстов 
1996 г. 

iio дрЕй1еывнию дреиарата витакол 
в ветеринарии (в дорике и.ирокого 
лиоазводстзеиного исдытанля до 
Ol.01.1999 г . ) 

1. ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ 

1.1. ВИТАКОЛ - многокомпонентный препарат, в состав которого 
входит комплекс'водорастворимых витаминов_(тиамин, рибофлавин, 
никотинамид, пиридоксин, аскорбиновая кислота), стабилизиро
ванных коллагеном. 

1.2. Препарат выпускают в жидкой и сухой форма:<. Жидкая фор
ма препарата представляет собой вязкую непрозрачную 
жидкость желтого цвета с. характерным для витаминов запа
хом. Сухая форма - порошок желтого цвета с характерным 
для витаминов запахом, растворим в воде. 

1.3. Препарат расфасовывают по 100, 200 и 500 мл во флаконы 
:- из темного дрота или стекломассы ( жиа1кач форма) или по 

10 кг в пакеты из полиэтиленовой пленки ( порошок ). 

1.4. ВИТАКОЛ хранят в сухом, защищенном от света месте при 
температуре от О до 10 С . Срок годности препарата - 1 
год со дня изготовления. 



2. БИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 

2.1. ВйТАКОЛ обладает широким спектром действия, проявляет 
активность как тканевой и как витаминный препарат. Вй
ТАКОЛ активизирует обменные и репаративные процессы, 
повышает неспецифическую реактивность организма, улуч
шает показатели крови, оказывает общетонизирующее 
действие, ускоряет процесс адаптации молодняка сель
скохозяйственных животных к влиянию вредных факторов 
внешней среды, стимулирует рост и развитие животных. 

3. ПРИМЕНЕНИЕ 

3.1. ВИТАКОЛ применяют с целью повышения естественной резис
тентности и иммунобиологической реактивности животных. 

3.2. ВЙТАКОЛ в ЖИДКОЙ форме, назначают: телятам- 0,1 -
0,15 мл на 1 кг массы; поросятам - 1 мл на 1 животное 
двукратно с интервалом 7-10 дней; коровам и свиньям по 
0,03 - 0,05 мл на 1 кг M|̂ ccы ^^в^к^ат^о с интервалом 10 
-14 дней. Цыплятам препнра^назнаЧШ' с кормом (комби
кормом, стартовым кормом ) из расчета 0.05 г порошка на 
1 кг массы ежедневно в течение 7 дней. 

3.3. ВЙТАКОЛ в рекомендуемых дозах побочных явлений и ослож
нений не вызывает. Противопоказаний для применения не ' 
установлено. 

Временное наставление разработано Московской государс
твенной академией ветеринарной медицины и биотехнологии 
им. К.И.Скрябина. 

Одобрено Фармакологическим советом (прот."№Г от 17.01.95) 

Регистрационный номер препарата 000413-ОП 



СОГЛАСОВАНО 

Главный санитарный врач 
Минздрава РСФСР 
1* 05 РС - 1577 

» 05 " иб 
Подунова Л,Г, 

1991 г . 

уд̂ н̂  11рйложение 28 

Группа 
Регистр, № 

У1БЕРЩАЮ 

о подготовке и 
бйзБОдства 
пэ рфюме р првм^^й?^ 

кресенская Л З . 
^ 1ЭЭ1 

К О Л Л А Г Е Н 

Технические условия 

ТУ 64«19^/^^7/ - / / 

(на опытную партию 5 тУ 

Срок введения с 

СОГЛАСОВАНО 

Зам.дирек^ 
по научн 
отрасл 

И. 

Тйческой 

кая А*Л, 

1991 гс 

Главны 
парфюм 

звской 
ой 

РАЗРАБОТАНО. 

Ректор Московской ветеринар» 
ной акадйщи ш , К,И,Скрябина 

^ ^ е л о в А.Д. 

Т99Г 1̂ . •. 

X 9 9 I 



Настоящие техничесще''условйк распространяются на коллагек, пс^ 
лучаемый'из отходов животного сырья, предотавлшосшй ообой 1̂ 5-ный 
раствор в 0,25 моль/дм^ уксусной кислоте, и предназначенный для при
менения в парфюмерно-косметической промышленности. 

I . ТЕХНИЧЕСКИЕ ТРЕБОВАНИЯ -

1.1. Коллаген должен соответствовать требованшш настоящих техничес
ких условий и изготавливаться по техническому регламенту, утвер
жденному в установленном порядке. . 

1.2. Для производства коллагена применяются оледуквще.виды сцрья: 
гольевой спилок шкур крупного рогатого скота по 17 17-^6-16-77 
натрия гидроксвд, х . ч . по ГОСТ 4328^77 
натрия сульфат безводный, х . ч . по ГОСТ 6053«77 -
киолота соляная, х . ч . по ХОСТ 3118^77 
кислота уксусная, х . ч . по ГОСТ 61-75 . , 
параформальдегид технический марки А по ГУ 6-05-930-78 
формалин технический 1-П сорт по ГОСТ 1625-75 

1.3. По органолептичеоким, физико-химическим й биологическим показате
лям коллаген должен соответствовать требованиям, указанным в таб
лице 

Наименование показа Характеристика и норма Метод испытания 
теля 

I 2 ,3 

1. Внешний вид, цвет 

2 . Водородный показа
тель (рН) 

3. Подлинность 

4. Шссовая доля су 
хого вещества, % 

5. Массовая доля кол
лагена по оксипро-
лину, % от сухого 
вещества 

6. Общее микробное 
число, клеток/г 
продукта, не более 

Жидкость бесцветная слег- п© И XI,- вып. I 
ка опалесцирующая, вязкая с . 194 

3 , 5 - 4 , 5 

Положительная реакция 
на коллаген 

0 . 7 - 1 , 1 

97,0-99,0 

10̂  

по 1Ф XI, вып. I 
с . 114 
по п. 3,4 наст.ГУ 

по ТФ XI, с . 176 

л о т . 3.6 наст.ТУ 

по п. 3.7 насТфТУ 

. 1У 64-19-/С73.91 . 1У 64-19-/С73.91 
Изи. Лист. № докуй. Пода Дата 

. 1У 64-19-/С73.91 

Разраб. С£ пожникова Лист. Лист Листов 
Пров. Кб спатзьянп шш КОМАХ'Ш ПК 

Технические условия 

т г 2 У КОМАХ'Ш ПК 

Технические условия Н, контр. 

КОМАХ'Ш ПК 

Технические условия 

УТВ. 

КОМАХ'Ш ПК 

Технические условия 



ВНЕДРЕНИЕ 

в 

ПРОИЗВОДСТВО 
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РАЦИОНАЛИв 
ПРЕДЛОЖЕНА 
и И З О Б Р Е Т Е Н И ; 
РЕКОМЕНДУЕМ 
ГОСАГРОПРОМС 
для ВНЕДРЕНИШ 
В СЕЛЬСКОХОЗ^^Ш 
ПРОИЗВОДСТВ<^^Ш 



ЛЕКАРСТВЕННЫЙ СОСТАВ «ЛМИНАКОЛ» 

Азтч.рь,:; С. А. Каспарьянп,, Т. В. Ипполитова, Н. В. Месро-
поза, Л. И. Сапожникова, В. П. Финник 

Амкк2лОл — препарат , о б л а д а ю щ и й пролонгированным 
с т р'осс - п̂ р о т е к т и в н ы м д е йс т в и е м. 

М о ж е т быть использован при проведении различных зоо
ветеринарных мероприятий. Особенно эффективен д л я про
филактики транспортного, адаптационного, технологического 
стрессов. 

!Препарат представляет собой комплексное соединение 
аминазина с коллагеном. 

'При введении не о к а з ы в а е т местного р а з д р а ж а ю щ е г о э ф 
фекта . 

Имеет к о р о т к у ю индукционную фазу и проявляет свое 
деиств'пе через 15—30 .мин после введения. 

Седатйзное действие препарата сохраняется до 48 ч и бо
лее. 

Д л я предотвращения отрицательных последствий, возни
к а ю щ и х в результате стрессовых состояний у животных, ами-
накол назначают однократно внутри-мышечно в дозе 1— 
4-мг/кг (0,015—0,06 мл /кг ) живой массы. В случае необ.ходи-
АЮ'стн действие аминакола можно продлить посредством вто
ричной инъекции п р е п а р а т а через 24—48 ч. 

В период действия аминакола снижается агрессивность 
животных, купируются различные виды возбуждения , регу
лируется обмен веществ, усиливаются анаболические процес
сы, уменьшается отрицательное влияние стрессов на биохи-
мяческие показатели Й показатели массы животных. 

Авторское свидетельство С С С Р № 1254599. 
Р а з р а б о т ч и к : Московская ордена Трудового Красного 

З н а м е н и ветеринарная академия им. К. И. Скрябина . 
А д р е с : 109472, Москва , ул . Академика Скрябина , 23. 

ЦИКЛОФОС для БОРЬБЫ С ПУХОЕДАМИ НА КУРАХ 

Авторы: В. М. Макушгнко, В. И. Баранов, Р. Д. Гареев, 
В. А . Талан, В. В. Репин 

Ц к к л о ф о с — отечественный и н с е к т о а к а р и ш и . 
Рекомендуется д л я обработки кур, з а р а ж е н н ы х пухоеда

ми, методом опрыскивания с целью профилактики инфекци
онных заболеваний и предотвращения снижения .мясной и 
яичной продуктивности. Цпхлоф'Ос применяют в виде 0,|25%-
ной эмульсии из расчета 50—100 мл на птицу в период пара -
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А К Т 
Мы,нижеподписавшиеся от,ветеринарный врач совхоза "Гкельский" 

Чижин НЛ1. ,бригади|̂  Иночкина М.А.,ст. научный сотрудник Московской 
ветиринарной акадеыии $инник С̂ .П. составили наотоя!^ акт в тоы, 
что э период с апреля 1990 г.по январь 1991 года на Центральном 
отделении совхоза проведено производственное испытание препарата 
витакол.Препарат витакол испытан в качестве средства лля профилакти
ка авитаминоза у бычков-иолочников.завозимых на дорацивание. 

Витакол -ато комплекс водорастворимых виташ1ков группы В,иммоби^ 
лизированных Iia коллагене.Срок изготовления препарата 1шрелъ_1990 г'. 
Срок годности один год. 

В период опыта было организовано две группы бычвов_, которым через 
сутки с момента завоза вводили внутримышечно витакол « дозе 0,1 мл 
на кг массы животного.Повторное вводсние осуществляли через,12-14 
дней.Бычкам контрольной группы вводили физиолог'ический раствор,в 
котором были растворены витамины, входящие в состав витакола. 

При БНУТ|Я1шиечном введении'витакола болезненность в области-. 
инъетщии отсутствувала. 

Биохимическими исследованиями крови телят,завозимых на доращиванж 
установлено пониженное содержание витаминов группы В и аскорбиновой 
кислоты.Однократное введение водорастворюшх витаминов_в физиологи-' 
ческой растворе пошшает уровень витаминов в крови на короткий 
срок 2-3 дня,тогда как при введении витакола стабильная конпентра-
тя витаминов сохраняется в течение 7-14 суток. 

Применение молодняку витакола уменьшает степень заболеваемости 
брокхопневмснией.повыяает адаптивную способность,прирост живой массы 
в пределах 10,7 - 12,8^,сохранность. 

П: 
молодняка. 

фи при1.!енении препарата не установлено шокоиых реакций,отхода 

,0 
ГиП.Чижин 
л . А.Иночкина 
В.П.Финник 
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ЭФФЕКШШОСТЬ ПРИМЕНЕНИЯ АМИНАВИТА 
И ВИТАКОЛА ПРИ ДЕГЕЛЬМИНТИЗАЩИ КУР 

Для обеспечения нормального (|мзиологического состояния птицы 
при различных формах ее стресса, в частности, при плановых дегельмин
тизациях птицы, в качестве антистрессового средства и для улучшения 
продуктивности нами были применены в условиях Госплемптицезавода 4 
"Кубинский" (КБ АССР) новые комплексные препараты: аминавит и витакол, 
разработанные в лаборатории фармакологии Московской ветеринарной ака
демии им, К.И, Скрябина, ' 

С целью улучшения влияния препаратов на продуктивность кур*несу-
шек при плановых дегельминтизадиях был проведен опыт с мая. по июль 
1988 года на 1000 гол. кур-несушек породы Нью-Гемпшир, в возрасте 5 
месяцев» 

Опь.т продолжительностью 95 дней разделен на 2 периода: 
подготовительный (5 дней) и опытный (90 дней), ' 

В подготовительный период вся птица (1СЮ0 голов) по цринцип^^ ана- , 
логов была разделена на две группы: опытную (500 голов) и контрольную 
(500 годов) . 

В опытный период все куры получали одинаковый рацион. Кормление 
птицы проводили в соответствии с нормами ШИТЙП (1982). Условия содер
жания подопытной и контрольной птицы были идентичными. 

Контрольное поголовье птицы подвергалось дегельминтизации соглас
но действ^пощей инструкции ГУВ МСХ СССР (I98I), но вышеуказанные препарат 
ты в рещон им не включали. 

Опытному птицепоголовьго препараты вводили в комбикорм в- составе 
премикса по сле ]̂угощей схеме: готовили смесь: 50 р аминавита равномерно 
размешивали с I8I0 г наполнителя (пшеничные отруби) и добавляли к ней 
185 мл трквитамина. Эту смесь вводили в корм птице в дозе 0,01 г/кг 
перед дегельминтизацией в течение 2-х дней подрда и сразу после 
дегельминтизации одновременно с препаратом витакол в дозе 0,05 мл/кг 
в течение 5 дней, ежемесячно, 

В период испытаний препаратов: учитывали сохранность птицепого-
ловья и их общее состояние, продуктивность птицы (яйценоскость и при
весы) , а также качество яиц. Ежедекадно взвешивали rio 30 голов птицы 
из каждой группы и ежемесячно по 30 штук яиц. ^ 

Введение препаратов в корм до после дегельминтизации кур способст
вовало поБьшгению устойчу1Вости к^ф-несушек к неблагоприятным факторам 
внешней среды, что сказалось на сохранности птицы (табл.1) . 



Таблица 1̂5̂  

2. 

Сохранность по месяцам опыта {%S) В среднем 
з а период 

Группы май июнь июль опыта 

Опытная 98,4 98,9 99,1 - ^ 98,8 

Контрольная 97,7 97,8 98,2 97,9 

Разница к контр, 
группе (+) (-) +0,7 +0,9 +0,9 

Из таблицы I видно, что сохранность кур-несушек, получанших пре
параты, была в течение всего опыта выше, чем у контрольных на 0,9^. 

Применение аминавита и витакола оказало положительное влияние 
на живой вес кур (табл.2) 

Таблица 2 

Группы Кол*»во 
голов 

Средний живой вес Д головы (р) 

Подготови- Опытный период' 
тельный • — — — 
период пай июнь июль 

Привес 
I гол. 
э а период 
опыта (г) 

Опытная 30 1540 1620 1710 1800 260 
Контрольная 30 1540 1610 1690 1770 230 

В %^% к конт • 

рольной груп
101,2 пе - 100 100,6 101,2 101,7 113,0 

Из таблицф 2 видно, что средний живой вес -несушек опытной 
группы в среднем з а опыт был выше, чем уконтрольной'на 1,2^, а цри>-
вес на 13^. 

Также положительное влияние щ)епараты оказали на яйценоскость кур 
(табл.3) 

Таблица 3 

Группы 
иолучено всего яиц от опытной и контрольной группы и 
средняя яйценоскость на курицу-несушку ' \ -

май июнь июль в среднем 

Бсёго~на~не" 
яиц 
шт. 

сушку 
шт. 

ьсего на н е -
яиц сушку 
шт. шт. 

з а щщт 
всег'о на не исего на н е -

сушку 
ви». ? шт. 

сушку яиц 
шт̂  % шт. 

Опытн. 

к контр, 

233 7,5 46,5 286 9,5 57,1 326 10,5 652 282 9,2 56, 
220 7 Л 4 4 Л 276 9,2 55.3 303 9.8 бОУ 267 8.7 53, 



3. 

Из таблицы 3 видно, что яйценоскость опытных кур-несушек была 
в среднем за опыт на 5 ,6^ выше^ чем у контрольных. 

Добавление указанных препаратов в рацион кур-несушек оказало поло
жительное влияние на качество яиц (табл.4) 

, Таблица 4,. 
Группы Кол-во вита̂ адна 

в 1г.желткаяиц 
Кол-во 
кавотина . 
в Тг, 

Средний вес яиц по 
месяцам (г). 

А ^2 
желтка яиц 

)(мкг) 
мад июнь июль 

Опытная 8 
Контрольн.7 

6 
5 

16 
15 

38 
37 

46 . ' 
43 > 

52 
50 

В к 
контролю 114,3 120,0 106,6 102,7 107,0 104,0 

Из таблицы 4 видно, что средний вес яиц от опытных кур-несушек в 
течение опыта был на 4,6?Й, а содержание витаминов А,В2 и каротина в 
яйце соответственно на 14,3%, 20^, и 6,6^ выше чем у, контрольных. 

Заключение. 
Результаты опыта свидетельствуют о том, что добавление аминавита 

и витакола в корм птице до и после дегельминтизации в дозе, соответст
венно: 0,01 г/кг и 0,05 г/кг веса пшщ соответствует улучшению обмена 
веществ, устранению последствий стрессов и, как результат^ повышению 
продуктивности птицы, улучшению качества продукции. 

Экономический эффект вышеуказанных новых комплексных препаратов 
вьфажается в повышении сохранности птицепоголовья на 0,9%, яйценоскос
ти на 5,6%, увеличению привесов на 1,2% и качества яиц по составу 
и весу. 

Аспирант ШгаС 
ветврач М.Кожохов 

Методически опыты проведены правильно, 
достоверность полученных данных подтверждаю. 

Научный руководитель, лауреат Государственной 
премии СССР, доктор ветеринарных наук, 
профессор Д.И^Панасюк 
10.08.88 г. 



КОСМЕТИЧЕСКОЕ ОБЪЕДИНЕНИЕ Приложение 32 

" С В О Б О Д А " 
Почтовьш адрес; 
Москва, 125015,Вятская,47 
Телет.:113435 «Сафьян» 
Р/с 40702810802600001458 
АКБ «Мосбизнесбаню> 
БИК 044541312, ИНН 7714078157 

285-17-19 (генеральный директор) 
285-82-75 (главный бухгалтер) 
285-81-27 (отдел продаж) 
285-82-78 (снабжение) 
285-57-67, 285-11-90 (факс) 

О т к р ы т о е А к ц и о н е р н о е общество 

№ û^As 1 9 9 / г . 

Ректору Моск-.овск,ой государственкой 
академик ветерина.рной медицины и 
биотехкологии им. К.,И. Ск.рябика 

академику F^ACXH 
профессору Воронику.Е.С. 

В научном центре КО "Свобода" проведена апробация 
препаратов коллагена, эласт'лна, кератина, разработанных 
ведущим научным сотрудником лаборатории товарозедени.я и 
текколсгии животного сырья к.6.к. Сапожниковой А . И . с со
авторами . Препараты использованы при разработке рецептур 
косметических ивделий: очищающее молочко "Карина", молочко 
ДЛ.Я тела "Карина", молочко после загара "Sun l i f e " , крем 
для бритья "К.омильФо", которые были соответственно внедрены 
в производство. 

Косметические изделия, содержащие выше у1са,занные 
бхтологически активные добавки прошли медицинские исследо
вания Е институте "Пластической 1<ирургии и косметологии" 
МЗ Р'оссии, где получили Бь.тсокие полозс'Дтельные оценки по 
эффективности воздействия. 

Препараты коллагенз,, еластика и кератина, современкы 
и актуальны ,могут быть использованы при разработке космд-
тичегк.их изделий нового покалекия. 

/ И. о . директора, каучнсгс^цей'т'ра ' ïj,// J Алавердиева С И . 



приложение 33 
Moldova 2069 Kishinau. 1 Mesager street 
tel. 0422 759674.750851 fax 0422 742686 
count 2251104011191 
*KB "Moktova-Agroindbanc" branch "Miron Coslin" АКБ *Молдова-Агрои|д(банк' филиал 'Мирон Kocihh* 

Молдова 2069 Кишинэу, ул.Месаджер1 
твл.0422 759674.750851 факс 0422 742686 
p.c. 22511040Í1191 

V I O m C A - C O S M E T I C S л . 

Выдана научному сотруднику лабораторий товароведения ж т е х -
нологиж животного сырья Московской Государственной Академик 
ветеринарии и технологии им« К.ИоСкрябина Сапожниковой Алле 
Ионовне в том, что АО "Вйорика-Косметйк" в своих косметичее-
кйх изделиях использует продукты, разработанные и жроизваден
ные на базе Академии: 

- Крем для лица с коллагеном "Виктория" - РЦ ЮМССР 036-18*89 
- Крем щля лица е эластином "Виорела" -РД 71-05692288-114-94 
- Шампунь е коллагеном и кератином "Вио1̂ €да'*' -РЦ 71-05692288-

- Шампунь с коллагенои и кератином "Тави" « РД 71-05692288-. 

Все изделия прошли эксивримвнтально-клиничвскув апробацию, 
получили 1оло.жйтельнов заключение о потребительских свойствах 
и поставлены на производство. 

а Ш Р А В К- А 

137-95 

138-95 

Генеральный директор 
Главный /косметолог 

СФ.Бодур 
МоА.Пчелйна 


