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Резюме
Введение. Производство и применение ферментных препаратов в составе наружных средств имеет особенности, связанные с их 
лабильностью. В предыдущих исследованиях на основании совокупности показателей выбрана основа – гель аэросила и оливкового 
масла, в котором стабилизация коллагеназы камчатского краба обеспечивается включением в липофильную основу. В процессе 
фармацевтической разработки выявляются критичные для качества показатели лекарственного препарата. С учетом лабильности 
коллагеназы камчатского краба актуальными являются исследования, направленные на выявление и минимизацию рисков.
Цель. Оценка и минимизация рисков в процессе фармацевтической разработки геля коллагеназы камчатского краба в рамках концепции 
QbD [«Фармацевтическая разработка» (ICH Q8)]. 
Материалы и методы. Исследования проводились на лабораторных образцах гелей с коллагеназой камчатского краба с применением 
методов анализа, рекомендованных Государственной фармакопеей (ГФ) РФ IV, а также ГОСТ 29188.3-91. 
Результаты и обсуждение. Сформулирован целевой профиль разрабатываемого геля коллагеназы камчатского краба. На основании 
потенциальных критических характеристик материала дана оценка рисков фармацевтической субстанции – коллагеназы камчатского 
краба (размер частиц), вспомогательных веществ (концентрация и сорбционные свойства аэросила, окисление оливкового масла) и 
рассмотрены потенциальные меры для снижения указанных рисков. Выявлено, что размер частиц субстанции в исходном виде превышает 
нормы, предложенные для мазей-суспензий ГФ РФ IV, и требуется предварительное измельчение сырья. Фактор содержания аэросила 
являлся критическим. Наличие сорбционных свойств аэросила не влияло на протеолитическую и коллагенолитическую активность 
геля коллагеназы. Экспериментально доказано, что химическая нестабильность масляной фазы относится к критическим факторам, и 
обоснована целесообразность использования антиоксидантов (альфа-токоферола или бутилгидрокситолуола).
Заключение. В ходе исследования были теоретически обоснованы возможные риски фармацевтической субстанции и вспомогательных 
веществ геля коллагеназы камчатского краба в соответствии с концепцией QbD. Дана экспериментальная оценка их возможного влияния 
на показатели качества геля, что позволит обеспечить качество готовой продукции при выпуске посредством устранения выявленных 
рисков.
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Abstract
Introduction. The manufacturing and application of enzyme preparations in the semisolid topical products has features associated with their 
lability. In previous studies, on the set of specifications the gel form was selected, containing aerosil and olive oil, in which the stabilization of 
collagenase from Paralithodes camtschaticus was ensured by lipophilic base. In the pharmaceutical development process, the drug critical quality 
attributes must be defined. Taking into account the lability of Paralithodes camtschaticus collagenase, the identification and minimizing risks аre 
relevant.
Aim. The aim was the risk factors assessment and minimization during the pharmaceutical development of the gel, containing Paralithodes 
camtschaticus collagenase within the QbD concept.
Materials and methods. The laboratory samples of gels, containing Paralithodes camtschaticus collagenase, were tested, using the analysis 
methods recommended by the SP RF 14th ed., as well as GOST 29188.3-91.
Results and discussion. Based on the potential critical characteristics of the material, the pharmaceutical substance Paralithodes camtschaticus 
collagenase (particle size) and excipients (concentration and sorption properties of aerosil, oxidation of olive oil) risk factors were assessed, 
and potential measures to reduce these risks are considered. It was revealed that the substance particle size in its origin exceeds the norm and 
requires preliminary grinding. The aerosil content factor was reveal as critical. The sorption properties of aerosil were not affected the proteolytic 
and collagenolytic activity of the collgenase gel. It was proved that chemical instability of oil refers to critical factors and the antioxidants  
(alpha-tocopherol or butylhydroxytoluene) content was justified.
Conclusion. In the course of the study, the Paralithodes camtschaticus collagenase gel the possible risks of pharmaceutical substances and 
excipients were theoretically justified in accordance with the QbD concept. An experimental assessment of their possible impact on the gel quality 
was given, which can improve the finished product quality during manufacturing manufacturing by eliminating the identified risks.
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ВВЕДЕНИЕ
Коллагеназы считаются эффективными протео-

литическими ферментами для очищения ран, в то же 
время контент-анализ показал, что на российском 
фармацевтическом рынке присутствует ограничен- 
ное число средств на их основе: лиофилизированный  
порошок для инъекций «Коллализин», медицинская 
повязка «Дигестол», сорбент дренирующий полимер-
ный стерильный «АсептиСорб»1. Исходя из этого, раз-
работка состава геля с коллагеназой камчатского  
краба может считаться актуальной задачей [1, 2].

Производство и применение ферментных препа-
ратов в составе наружных средств имеет особенно-
сти, связанные с их лабильностью. Ранее проведены 
исследования по выбору оптимальной основы мази 
коллагеназы камчатского краба, в которых на осно- 
вании совокупности показателей выбран гель аэро- 
сила и оливкового масла (липогель, олеогель). Был  
реализован подход к стабилизации коллагеназы пу-
тем включения в липофильную основу для исключе-
ния аутолиза [3].

Соблюдение принципа «качество в процессе раз-
работки» (QbD) является базовой концепцией фар-
мацевтической разработки, предполагающей, что ка- 

1 Государственный реестр лекарственных средств. 
Доступно по: http://grls.rosminzdrav.ru. Ссылка активна на 
10.09.2022.

чество закладывается на этапе разработки. В про-
цессе определения состава выявляются особенности 
фармацевтических субстанций (ФС) и вспомогатель-
ных веществ (ВВ), критичные для качества лекарст- 
венного препарата. С учетом специфики ФС – лабиль- 
ности коллагеназы камчатского краба – актуальны-
ми являются дальнейшие исследования, направлен-
ные на выявление и минимизацию рисков для качест- 
ва [4–6].

Целью исследования были оценка и миними-
зация рисков в процессе фармацевтической разра-
ботки геля коллагеназы камчатского краба в рамках 
концепции QbD [«Фармацевтическая разработка» 
(ICH Q8)]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Коллагеназа камчатского краба (ТУ 9154-032-

11734126-10) (ООО «Биопрогресс», Россия); оливко-
вое масло рафинированное фармакопейное (Ph. Eur) 
(Франция); Аэросил А380 (Ph. Eur) (Evonik Degussa AG,  
Германия); DL-альфа-токоферол (витамин Е) (Ph. 
Eur) (Китай); бутилгидрокситолуол (Ph. Eur) (PanReac 
AppliChem, Испания). 

Модельные образцы гелей (содержание аэросила 
5–10 %) получали в лабораторных условиях. Прово-
дили испытания образцов по ОФС.1.4.1.0008.18 «Ма-
зи» (описание, рН гелей, размер частиц субстанции). 
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Определение термостабильности гелей осуществля- 
ли по методикам, изложенным в ГОСТ 29188.3-91 
«Изделия косметические. Методы определения ста-
бильности эмульсий». Образцы геля массой 10,0 г  
помещали в климатическую камеру с температурой 
40–45  °С на 7  суток. Затем выдерживали при темпе-
ратуре 10–12  °С 7  суток, после чего выдерживали при 
температуре 20–25  °С 3 суток. Стабильность опреде- 
ляли визуально. 

Изучали стабильность при хранении геля колла- 
геназы в соответствии с ОФС.1.1.0009.18 «Стабиль-
ность и сроки годности лекарственных средств». Об-
разцы, помещенные по 50,0 г в плотно укупоренные 
банки оранжевого стекла, хранили при температу- 
ре 40 °С, что согласно Решению Коллегии ЕЭК № 69  
от 10.05.2018  г. соответствует 12 мес. хранения при 
температуре не выше +10 °C.

Коллагеназную активность определяли методом 
гидролиза коллагена в пересчете на L-лейцин, ис-
пользуя оптическую плотность окрашенного соеди-
нения нингидрина с продуктами гидролиза коллаге-
на при длине волны 400 нм. Активность коллагеназы 
выражали в МЕ. 1 МЕ = 1 моль продуктов гидролиза 
коллагена, образованный за 1 мин 1 мг фермента при 
37 °С. 

Протеолитическую активность геля коллагеназы 
определяли, используя в качестве субстрата желати-
новый гель 5 %, помещенный в пробирки. На поверх-
ность желатинового геля наносили навеску исследуе- 
мого геля 1,0 г и фиксировали размер зоны желати- 
на, подвергшийся деструкции, выражая интенсив-
ность протеолиза в мм/г. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Разработка состава предусматривает выявление 

потенциальных критических характеристик матери-
ала для обеспечения надлежащего качества продук-
та и их контроля1. На основании данных литературы, 
НД и предварительных исследований дана оценка  
рисков, связанных со свойствами ФС – коллагеназы 
камчатского краба, а также ВВ, и возможные меро- 
приятия для их снижения, которые могут быть реа- 
лизованы в том числе в процессе фармацевтической 
разработки (таблица 1) [6–8].

Как следует из данных таблицы 1, одним из кри- 
териев риска является размер частиц коллагена-
зы камчатского краба. В случае, если ФС суспенди-
рована в лекарственной форме, размер частиц мо-
жет изменяться из-за агрегации, разделения фаз на 
протяжении срока годности. Изменения данного па-
раметра в мазях-суспензиях могут привести к нару-
шению однородности дозирования коллагеназы в  
геле, в частности, за счет седиментации более круп-
ных частиц и, как следствие, нарушению точности 
дозирования фермента и эффективности терапии. 
Размер частиц может оказывать влияние на характе- 
ристику «распределение по коже» геля, что может  
негативно сказываться на комплаенсе. Согласно  
требованиям ОФС.1.4.1.0008.18 размер частиц в ма- 
зях-суспензиях не должен превышать 100  мкм. Для 
установления влияния риска по показателю «Размер 

1 European Medicines Agency. Draft Guideline on Quality and Equi- 
valence of Topical Products. 2018. Available at: https://www.ema.europa.
eu/en/quality-equivalence-topical-products. Accessed: 10.09.2022.

Таблица 1. Характеристика свойств ФС и ВВ, определяющих возможные риски 

Table 1. Characteristics of the properties of pharmaceutical substances and excipients that determine possible risks

Ингредиент 
Ingredient 

Фактор риска 
Risk factor

Потенциальное воздействие  
на критические показатели  

качества геля
Potential impact on CQAS

Мероприятия по снижению рисков
Risk reduction action plans

Коллагеназа камчатского 
краба
Paralithodes camtschaticus 
collagenase

Размер частиц
Particle size

Возможно нарушение однородности 
дозирования и равномерность распре-
деления препарата по коже
There may be a violation of uniformity of 
dosage units and the drug distribution 
on the skin

Размер частиц определяется в рамках 
разработки. Содержание белка должно 
контролироваться при производстве
The particle size is determined as part of 
testing. The protein total content will be 
monitored during production

Аэросил А380
Aerosil A380

Концентрация 
Concentration 

Влияет на вязкость, термостабильность, 
намазываемость
Affects viscosity, thermal stability, sprea- 
dability

Выбор оптимальной концентрации в 
процессе разработки
Choosing the optimal concentration in the 
development process

Сорбционные свойства
Sorption properties

Изменение активности и биодоступно-
сти за счет адсорбции фермента
The activity and bioavailability changes 
due to the adsorption of the enzyme

При разработке необходимо оценивать 
протеолитическую и коллагенолитиче-
скую активность
Proteolytic and collagenolytic activity will 
be evaluated during development

Оливковое масло
Olive oil

Химическая нестабильность
Chemical instability 

Изменение органолептических свойств 
и показателя «Йодное число» в про-
цессе хранения. 
The organoleptic properties and the 
parameter «iodine value» changes at 
storage

При разработке необходимо оценивать 
стабильность и проводить исследования 
по снижению риска
Stability will be assessed during develop-
ment and risk reduction studies will be 
carried out
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частиц» были проведены исследования по установ- 
лению размера частиц методом световой микроско-
пии. Результаты представлены на рисунке 1. 

Как показали результаты анализа субстанции 
коллагеназы камчатского краба, размер частиц в ис-
ходном виде составляет от 10 до 150 мкм и превы- 
шает нормы, рекомендуемые ОФС для мазей-суспен-
зий, поэтому требуется предварительное измельче-
ние сырья. 

Концентрация гелеобразователя Аэросила А380 
может оказывать влияние на вязкость, термостабиль-
ность, намазываемость готового продукта. Недоста-
точная концентрация аэросила может приводить к 
расслаиванию, особенно в условиях возможного из-
менения температуры в процессе хранения, так как 
процесс синерезиса гелей ускоряется при низких и 
высоких температурах [9, 10]. Тестированию термо-
стабильности в условиях хранения при различных 
температурах подвергались модельные образцы геля 
коллагеназы с концентрацией Аэросила А380 5–10 %. 
(таблица 2). 

Таблица 2. Результаты оценки термостабильности  
образцов геля

Table 2. Results of thermal stability assessment of gel samples

Образец
Sample

Температурный режим,  
срок хранения (7 суток)

Temperature range, storage time 
(7 days)

10–12 °С 20–25 °С 40–45 °С

Образец 1 (аэросила 5,0 %)
Sample 1 (aerosil 5,0 %)

Стабилен
Stable

Стабилен
Stable

Расслоение
Unstable

Образец 2 (аэросила 6,0 %)
Sample 2 (aerosil 6,0 %)

Расслоение
Unstable

Стабилен
Stable

Стабилен
Stable

Образец 3 (аэросила 7,0 %)
Sample 3 (aerosil 7,0 %)

Стабилен
Stable

Стабилен
Stable

Стабилен
Stable

Образец 4 (аэросила 8,0 %)
Sample 4 (aerosil 8,0 %)

Стабилен
Stable

Стабилен
Stable

Стабилен
Stable

Образец 5 (аэросила 9,0 %)
Sample 5 (aerosil 9,0 %)

Стабилен
Stable

Стабилен
Stable

Стабилен
Stable

Образец 6 (аэросила 10,0 %)
Sample 6 (aerosil 10,0 %)

Стабилен
Stable

Стабилен
Stable

Стабилен
Stable

В ходе исследования установлено, что образец  1 
(аэросила 5 %) после выдерживания в течение 7  су-
ток при температуре 40–45 °С подвергся расслое- 
нию, а в образце 2 (аэросила 6 %) расслоение про- 
изошло после хранения в течение 7 суток при тем-
пературе 10–12  °С. Образцы с концентрацией аэро- 
сила 7–10 % оставались стабильными при всех тем- 
пературных условиях. Таким образом, полученные 
данные подтверждают, что содержание аэросила в  
составе основы является критическим.

Для оценки возможного нежелательного влия-
ния аэросила на протеолитическую и коллагенолити-
ческую активность, обеспечивающую эффективность  
раноочищения, проведены исследования протеоли- 
тической активности геля на модели гидролиза жела-
тина (рисунок 2) и количественная оценка коллагено- 
литической активности исследуемого геля (таблица 3).

Таблица 3. Коллагенолитическая активность геля  
с коллагеназой

Table 3. Collagenolytic activity of gel with collagenase

Образец
Sample 

Удельная активность 
геля экспериментальная, 

МЕ/г
Specific gel activity, 

experiment, IU/g 

Удельная активность 
геля теоретическая*, 

МЕ/г
Specific gel activity, 

theoretical*, IU/g 
Гель 0,5 %
Gel 0,5 %

72,56 ± 0,11 72,62 ± 0,15

Гель 0,2 %
Gel 0,2 %

29,30 ± 1,32 29,01 ± 0,41

Примечание. * Коллагенолитическая активность фермента 
коллагеназы по L-лейцину, определенная экспериментально, со-
ставляет 0,0555 МЕ/мг.

Note. *Collagenolytic activity of the collagenase enzyme for 
L-leucine, determined experimentally, is 0.0555 IU/mg.

Как следует из данных, представленных на рисун-
ке 2, модельные образцы геля с концентраций колла-
геназы от 0,1 до 0,5 % превосходили препарат срав-
нения «Ируксол» по протеолитической активности 
в отношении желатина. Выраженная протеолитиче- 
ская активность модельных образцов сохранялась на 
временном промежутке от 0 до 24 часов. Как следует 

Рисунок 1. Размер частиц субстанции коллагеназы камчатского краба 

Figure 1. Paralithodes camtschaticus collagenase substance particle size
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из данных таблицы 3, экспериментально определен-
ная удельная активность геля коллагеназы сопоста-
вима с теоретически рассчитанной для испытуемых 
концентраций фермента 0,20 и 0,50 %. Таким обра- 
зом, наличие сорбционных свойств у аэросила не  
влияло на протеолитическую и коллагенолитическую 
активность геля с коллагеназой.

Химическая лабильность оливкового масла отно-
сится к факторам риска разрабатываемого геля (см. 
таблица 1), так как может оказывать влияние на его 
стабильность и сроки годности из-за окисления не- 
насыщенных жирных кислот, которое возможно в  
процессе хранения (изменение запаха, рН лекарст- 
венной формы). Исходя из этого, было изучено вли-
яние оливкового масла на качество геля и возмож-
ность снижения рисков для качества путем введения  
в состав основы антиоксидантов: альфа-токоферола  
(образец геля 8) и бутилгидрокситолуола (образец 
геля 9) в концентрации 0,5 % (согласно рекоменду-
емым нормам ввода). Исследовано влияние антиок-
сидантов на качество геля в процессе хранения ме-
тодом ускоренного изучения стабильности в течение 
46  сут., что соответствует 12 мес. хранения при тем- 
пературе не выше +10 °C (Решение Коллегии ЕЭК № 69 
от 10.05.2018 г.). Результаты представлены в таблице 4.

Как следует из данных таблицы 4, в образцах ге-
ля, не содержащих антиоксидант, изменялся запах.  
В процессе хранения значение рН снижалось во всех  
образцах. В образце геля 7 показатель изменился с  
5,60 ± 0,18 до 5,30 ± 0,18, оставаясь в пределах рН 
содержимого раны на стадии воспаления (5,5 до 
7,0.)  [11]. Максимальное снижение протеолитической 
активности зафиксировано у образцов без антиокси-

данта. Также наиболее значительно снижалось зна- 
чение йодного числа в образцах без антиоксидантов, 
что свидетельствует об эффективности добавления в 
состав геля антиоксиданта. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе исследования в рамках фармацевтической 

разработки геля коллагеназы камчатского краба в  
соответствии с концепцией QbD были теоретически 
обоснованы возможные риски ФС – коллагеназы кам-
чатского краба и ВВ (оливкового масла, аэросила).  
Дана экспериментальная оценка их возможного вли-
яния на качество геля и предложены пути снижения  
рисков. Полученные данные позволят минимизиро- 
вать риски при производстве геля коллагеназы, а  
также гарантировать качество готовой продукции в 
процессе всего срока годности.
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