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Осуществлена ковалентная иммобилизация фицина на  матрице кислоторастворимых 
среднемолекулярного (200  кДа) и  высокомолекулярного (350  кДа) хитозанов. Проведены 
иммобилизация молекул фермента в  белковой пленке и  его сополимеризация с  глутаровым 
альдегидом. Оптимальное соотношение содержания белка, общей и  удельной активности 
иммобилизованного фермента выявлено при использовании 15%-ного глутарового альдегида для 
иммобилизации на матрице среднемолекулярного хитозана и 10%-ного глутарового альдегида 
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В  настоящее время иммобилизованные фер-
менты приобретают все большую актуальность. 
Преимущество иммобилизованных препаратов 
перед растворимыми заключается в  их  большей 
стабильности, возможности регенерации и  отде-
ления иммобилизованного фермента от продукта 
реакции [1, 2]. Современные тенденции при раз-
работке композиционных материалов в  качестве 
основы для иммобилизации состоят в  придании 
им  ряда новых свойств, таких как: способность 
подвергаться разложению в естественных услови-
ях среды, низкий уровень неспецифических взаи-
модействий с  примесями и  биологически актив-
ными веществами, механическая устойчивость, 
наличие функциональных групп, пригодных для 
селективной химической модификации, экологи-
ческая чистота процессов синтеза [3–5].

Химические методы иммобилизации фер-
ментов в  настоящее время являются доминиру-
ющим способом получения гетерогенных био-
катализаторов. Выделяют два основных подхода 
к химической иммобилизации ферментов: 1) им-
мобилизация на полимерном носителе (с исполь-
зованием сшивающего агента или без него); 2) 
поперечная сшивка молекул белка без использо-
вания носителя [6]. При первом способе иммоби-
лизации в процессе химической реакции создают-
ся ковалентные связи между белком и носителем, 

обеспечивающие прочную и  необратимую связь 
фермента с носителем и в ряде случаев стабили-
зацию молекулы энзима [7, 8]. Использование би-
функциональных сшивающих агентов различной 
длины отдаляет фермент от носителя, предотвра-
щая тем самым нарушение его пространственной 
структуры [9, 10].

Иммобилизация методом поперечных сши-
вок (второй способ химической иммобилиза-
ции) заключается в  химическом связывании мо-
лекул фермента между собой путем образова-
ния поперечных сшивок. Такая матрица может 
содержать только молекулы целевого фермента, 
однако, с  экономической точки зрения обычно 
целесообразнее получать сополимеры фермента 
с инертным белком, например, с альбумином [11].

Одним из  часто используемых сшивающих 
агентов является глутаровый альдегид, содержа-
щий две альдегидные группы на  обоих концах 
цепи. Эти группы при нейтральных значени-
ях pH  реагируют со  свободными аминогруппа-
ми белка и носителя с образованием оснований 
Шиффа [12]. В образовании оснований Шиффа 
при взаимодействии альдегидных групп глута-
рового альдегида с белками в реакции участвуют 
α-аминогруппы N-концевых аминокислот и έ-а-
миногруппы лизиновых остатков. Образующая-
ся альдиминная связь оказывается сопряженной 
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с двойной этиленовой связью (в молекуле глута-
рового альдегида), что приводит к стабилизации 
продуктов сшивки. Альдиминная связь медлен-
но переходит в более стабильную кетоаминную 
связь, благодаря чему процесс модификации 
аминогрупп белков глутаровым альдегидом 
практически необратим. В  результате реакции 
образуются олигомеры, т. к. все функциональ-
ные группы при поликонденсации реагируют 
независимо  [13]. Образование олигомеров бел-
ков в присутствии глутарового альдегида вызва-
но как внутримолекулярными химическими мо-
стиками между функциональными группами од-
ной молекулы белка, так и  межмолекулярными 
ковалентными связями между функциональны-
ми группами, принадлежащими разным белко-
вым макромолекулам. Конечный баланс связей 
зависит от  количества доступных реакционно-
способных (непротонированных) аминогрупп 
белка, их  расположения на  поверхности белко-
вой глобулы, а также от величины общего заря-
да диполярного белкового макроиона в услови-
ях сшивки. В результате образования межмоле-
кулярных связей увеличивается молекулярная 
масса белкового олигомера, при этом образуют-
ся разветвленные макромолекулы, полидисперс-
ные по размеру [14].

Хитозан, являющийся продуктом деацетилиро-
вания хитина, имеет свободные аминогруппы и мо-
жет использоваться для ковалентной иммобилиза-
ции ферментов с помощью таких бифункциональ-
ных реагентов, как диальдегиды, диизоцианаты [15, 
16]. Употребление хитозана в  качестве носителя 
дает положительные результаты, так как получен-
ные препараты иммобилизованных ферментов со-
храняя каталитическую активность обладают вы-
сокой устойчивостью к микробному воздействию, 
и в ряде случаев наблюдается существенное повы-
шение термостабильности белков [17, 18].

Фицин (КФ  3.4.22.3)  — протеолитический 
фермент, выделенный из  плодов, стеблей и  ли-
стьев тропических растений рода Ficus. Фицин 
принадлежит к группе сульфгидрильных протеи-
наз [19]. Молекула фермента состоит из одной по-
липептидной цепи с  N-концевым остатком лей-
цина. Интересная особенность аминокислотно-
го состава — присутствие только одного остатка 
гистидина. Всего в  молекуле фицина содержит-
ся восемь остатков цистеина, два из которых на-
ходятся в активном ферменте в форме цистеина, 
а остальные образуют три дисульфидные связи.

Благодаря своим свойствам фицин получил 
широкое применение в  фармацевтической, ко-
жевенной и  особенно пищевой промышленно-
сти [20]. Эта растительная протеаза, используется 

в тендеризации мяса [21], для изготовления сыра 
из  ультрафильтрованного бычьего молока  [22], 
в  пивоваренной промышленности  [23, 24]. Па-
паин, фицин и бромелаин считаются безопасны-
ми для человека и имеют статус GRAS (Generally 
Regarded As  Safe) федерального агентства США 
(CFR 1999, 2009) [25].

Рядом ученых уже предпринимались попытки 
иммобилизации фицина на различных носителях. 
В частности, он был иммобилизован на аминиро-
ванной агарозе [28], на глиоксил-агарозе без пред-
варительной обработки  [26, 27], а  также с  пред-
варительным аминированием карбоксильных 
групп этилендиамином в присутствии карбодии-
мида  [29]. Подобная обработка существенно по-
влияла как на активность фермента, так и на его 
стабильность. Фицин был включен в электрофор-
мованные полимерные нановолокна на основе по-
ливинилового спирта [30], инкапсулирован в ме-
зопористые металлоорганические структуры [31].

Иммобилизация может быть достигнута для 
многих ферментов в  широком диапазоне усло-
вий, которые следует выбирать в  соответствии 
с конкретными задачами. Эти условия часто опре-
деляются методом проб и  ошибок, потому что 
успешность иммобилизации критически зависит 
от тонкого баланса таких факторов, как природа 
фермента  [32–34], концентрация фермента  [35], 
носителя и/или сшивающего агента [36], значение 
pH среды [37], ионная сила раствора [38], темпе-
ратура [39] и время реакции [40].

Концентрации фермента и глутарового альде-
гида должны быть тщательно подобраны для по-
лучения нерастворимых в воде производных фер-
мента посредством ковалентного связывания; 
низкие концентрации энзима и  альдегида имеют 
тенденцию вызывать внутримолекулярные сшив-
ки, повышая вероятность того, что функциональ-
ные группы глутарового альдегида будут реаги-
ровать с одной и той же молекулой фермента [36]. 
Таким образом, следует тщательно выбирать ус-
ловия, чтобы способствовать межмолекулярному 
сшиванию белковых глобул вместо нежелатель-
ных внутримолекулярных связей [41, 42]. В иссле-
дованиях Broun G.B. [33] показано, что количество 
используемого сшивающего агента влияет на сте-
пень или силу связывания. Так низкие концен-
трации глутарового альдегида не способны обра-
зовывать достаточное количество сшивок, чтобы 
вызвать осаждение фермента. При более высоких 
концентрациях степень связывания была доста-
точной для образования плотной нерастворимой 
структуры, частично за счет исключения молекул 
воды  [33]. Ферментативная активность трипси-
на была обратно пропорциональна концентрации 
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используемого глутарового альдегида, потому что 
многоточечное связывание могло привести к  из-
менению структуры фермента (в  том числе кон-
формации активного центра)  [43]. Кроме того, 
следует также учитывать мольное соотношение 
фермента и глутарового альдегида [44]. Сшивание 
молекул трипсина глутаровым альдегидом может 
быть достигнуто в  широком диапазоне мольных 
соотношений компонентов в  50  мМ натрий-фос
фатном буфере при рН 6,8, но время, необходимое 
для начала осаждения агрегата, составляет от 0,5 
до 120 мин для соотношений фермент: глутаровый 
альдегид от 1:500 до 1:25 соответственно [45].

Учитывая вышеизложенное, целью нашей ра-
боты была оптимизация методики ковалентной 
иммобилизации молекул фицина на матрице хи-
тозана с использованием глутарового альдегида.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

В качестве объекта исследования был выбран 
фицин (Sigma, США), субстратом при опреде-
лении ферментативной активности служил азо-
казеин (Sigma), носителями для иммобилиза-
ции — кислоторастворимые среднемолекулярный 
(200 кДа) и высокомолекулярный (350 кДа) хито-
заны (ЗАО «Биопрогресс», Россия).

Ковалентная иммобилизация фицина 
на матрице хитозана

К 100 мг носителя добавляли 8 мл раствора фи-
цина с концентрацией 1 мг/мл в 0,05 М глициновом 
буфере рН  10,0  при иммобилизации на  среднемо-
лекулярном и рН 8,6 при иммобилизации на высо-
комолекулярном хитозане и 10 мл глутарового аль-
дегида с концентрациями: 1%, 2,5%, 5%, 10%, 15%, 
20%, 25%. Смесь инкубировали с  периодическим 
перемешиванием в  течение 1  ч  при температуре 
4 °С. Суспензию центрифугировали при 1500 g в те-
чение 10  мин. Образовавшийся осадок промыва-
ли 0,05 М трис-HCl буфером pH 7,5 до отсутствия 
в промывных водах белка (контроль осуществляли 
на спектрофотометре СФ-2000 при λ= 280 нм).

Соотношение фицин/носитель и  концентра-
ция фицина были выбраны, согласно циклу ра-
бот Siar E.H. et. al. [26–29], а щелочные значения 
рН  среды (8,6, 10,0) для иммобилизации фици-
на — после анализа статей [28, 46].

Сополимеризация фицина с глутаровым 
альдегидом

1. Получение сополимера фицин–глу-
таровый альдегид: 5  мг  фицина растворя-
ли в  5  мл  0,05  М  глицинового буфера рН  10,0, 
затем добавляли 5  мл  глутарового альдегида 

с концентрацией 2 или 10% и оставляли в чашке 
Петри до высыхания при температуре 4 °С.

2. Получение сополимера фицин–БСА–
глутаровый альдегид: 20 мг фицина добавляли 
к 5 мл раствора бычьего сывороточного альбуми-
на (с концентрацией 300 мг/5 мл 0,02 М фосфат-
ного буфера рН 8,6), затем приливали 15 мл 2,5%-
ного глутарового альдегида и  осторожно пе-
ремешивали. Полученный раствор помещали 
на  горизонтальную пластинку и  оставляли при 
4 °С  до  высыхания. После окончания инкубации 
образовавшийся осадок (или пленку) промывали 
0,05  М  трис-HCl буфером pH  7,5  до  отсутствия 
в промывных водах белка (контроль осуществля-
ли на спектрофотометре СФ-2000 при λ= 280 нм).

Определение протеолитической активности 
фицина

Определение протеолитической активности 
фицина проводили с  использованием в  качестве 
субстрата азоказеина (Sigma) [47]. К 50 мг образца 
иммобилизованного фермента добавляли 200 мкл 
0,05 М трис-HCl буфера pH 7,5, 800 мкл раствора 
азоказеина (0,5% в 0,05 М трис-HCl буфере, pH 7,5) 
и  инкубировали 2  ч при 37 °C. Далее добавляли 
800 мкл 5%-ной трихлоруксусной кислоты (ТХУ), 
инкубировали 10 мин при 4 °C, затем центрифуги-
ровали в течение 3 мин при 11 700 g для удаления 
негидролизованного азоказеина. К 1200 мкл супер-
натанта добавляли 240 мкл 3%-ного NaOH для ней-
трализации ТХУ, после чего измеряли оптическую 
плотность опытной пробы при 410 нм в 10 мм кю-
вете. Контрольная проба содержала 800  мкл азо-
казеина, 800 мкл ТХУ, 50 мг образца и 200 мкл бу-
фера (иммобилизованный фермент в контрольную 
пробу вносили последним, остальные операции 
для нее делали аналогично опытным пробам).

Единицей каталитической активности слу-
жило количество фермента, которое в  услови-
ях эксперимента гидролизует 1 мкМоль субстра-
та за 1 мин. Удельную протеолитическую актив-
ность рассчитывали по формуле:

A = D
1000 × 120 × 200 × С

где 
	 А —	�протеолитическая активность препа-

рата, мкМоль/мин на 1 мг белка,
	 D —	�оптическая плотность раствора при 

410 нм,
	 С —	�концентрация белка в  пробе, мг/мл, 

измеренная по методу Лоури,
	 120 —	время инкубации в минутах,
	 200 —	объем пробы,
	1000 —	коэффициент для пересчета в мкМоль.
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Содержание белка в иммобилизованных пре-
паратах фицина определяли модифицированным 
методом Лоури [48]. Сущность модификации за-
ключалась в том, что на первом этапе анализа осу-
ществляли разрушение связей и  взаимодействий 
между матрицей носителя и молекулой фермента. 
Для этого обрабатывали иммобилизованный пре-
парат раствором K,Na-тартрата, приготовленном 
на 1 М NaOH, при 37 ºС в течение 10 мин. Далее 
определение проводили как обычно.

Все экспериментальные исследования осу-
ществляли минимум в  8-кратной повторности. 
Статистическая обработка полученных резуль-
татов проводилась традиционным способом при 
уровне значимости 5% с использованием t-крите-
рия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Рассмотрев работы других авторов и  базиру-
ясь на  результатах собственных исследований, 
мы убедились в том, что иммобилизация фицина 

может приводить к значительной потере активно-
сти ферментного препарата, однако, подбирая со-
ответствующий носитель и метод образования свя-
зи между взаимодействующими компонентами, 
можно значительно уменьшить неблагоприятное 
влияние матрицы на структурно-функциональные 
свойства энзима и тем самым повысить удельную 
активность иммобилизованного биокатализатора.

Наиболее высокое содержание белка (в мг/г но-
сителя) в  гетерогенных препаратах наблюдалось 
при иммобилизации фицина с помощью ковалент-
ного связывания на  матрице среднемолекулярно-
го и высокомолекулярного хитозанов при исполь-
зовании 25%-ного глутарового альдегида и при со-
полимеризации фермента с  2%-ным глутаровым 
альдегидом. Однако общая активность иммобили-
зованного фицина (в  ед./мл раствора) была выше 
при его связывании с матрицей среднемолекуляр-
ного хитозана с применением 10% и 15%-ного глу-
тарового альдегида. При создании гетерогенных 
препаратов на основе высокомолекулярного хито-
зана наибольшая общая активность отмечена при 

Та бл и ц а  1
Характеристики биокатализаторов на основе фицина, иммобилизованого с использованием глутарового 
альдегида
Characteristics of ficin-based biocatalysts immobilized using glutaraldehyde

Концентрация 
глутарового альдегида, %

Содержание белка, 
мг/г носителя

Общая каталитическая 
активность, ед/мл раствора

Удельная каталитическая 
активность, ед/мг белка

Фицин, иммобилизованный на среднемолекулярном хитозане
1 8,8 ± 1,5 81,4 ± 4,4 184,2 ± 9,9

2,5 13,2 ± 1,3 39,1 ± 6,5 58,9 ± 9,8
5 18,2 ± 2,3 112,2 ± 10,6 169,1 ± 15,9

10 23,9 ± 3,2 147,0 ± 11,0 221,6 ± 16,6
15 27,8 ± 2,2 154,5 ± 10,7 232,9 ± 16,1
20 33,1 ± 1,6 34,2 ± 2,1 51,5 ± 3,1
25 76,5 ± 12,0 16,7 ±,8 21,9 ± 2,3

Фицин, иммобилизованный на высокомолекулярном хитозане
1 9,6 ± 0,6 61,5 ± 8,1 139,2 ± 18,4

2,5 10,0 ± 0,5 106,1 ± 8,2 160,0 ± 12,3
5 15,6 ± 1,7 95,1 ± 4,5 143,4 ± 6,7
10 23,8 ± 2,4 160,7 ± 4,9 242,2 ± 7,5
15 18,1 ± 2,3 64,5 ± 5,1 97,2 ± 7,6
20 28,9 ± 1,6 80,7 ± 7,0 121,7 ± 10,6
25 18,9 ± 11,9 29,6 ± 3,4 76,1 ± 8,9

Фицин, иммобилизованный методом сополимеризации фермента*
2 165,9 ± 9,2 66,2 ± 10,2 25,6 ± 3,9
10 16,3 ± 7,1 48,5 ± 4,8 111,7 ± 11,1

Фицин, иммобилизованный в белковой пленке
2,5 2,4 ± 0,8 55,2 ± 14,0 463,1 ± 117,6

* Указано содержание белка в мг/г полимера
*The protein content is indicated in mg/g polymer
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использовании 10%-ного глутарового альдегида 
(табл. 1). Вероятно, более высокое содержание глу-
тарового альдегида нарушает структуру фермента 
за счет большего количества точек связывания.

Наибольшую удельную активность показали 
препараты фицина, иммобилизованного на матри-
це среднемолекулярного хитозана при использова-
нии 10% и 15%-ного глутарового альдегида. При 
получении биокатализаторов на основе высокомо-
лекулярного хитозана наибольшая удельная актив-
ность фермента наблюдалась при использовании 
глутарового альдегида с 10%-ной концентрацией.

Высокие значения удельной активности по-
казал и  препарат, иммобилизованный в  белко-
вой пленке с  2,5%-ным глутаровым альдегидом 
(табл.  1), однако, в этом образце было наимень-
шее содержание фицина  — 2,4±0,8  мг/г  препа-
рата. Добавление инертного, богатого остатками 
лизина белка (например, бычьего сывороточного 
альбумина) помогает решить проблему обширной 
модификации молекул фермента если доступно 
только небольшое его количество.

Удельная активность используемого нами пре-
парата свободного фицина составила 962±23  ед/
мг белка, это значение было принято за 100% при 
расчете процента сохранения активности фермен-
та после иммобилизации (табл. 2).

По  проценту сохранения каталитической ак-
тивности фицина после иммобилизации, наш 
препарат уступает некоторым аналогам  [26, 28, 

30, 50], однако, для промышленного внедрения 
биокатализатора этот критерий далеко не  един-
ственный. Для реализации крупнотоннажно-
го производства способ иммобилизации должен 
быть по возможности простым, а носитель недо-
рогим. Сочетание относительно дешевых ком-
понентов и несложных операций, не требующих 
специального оборудования, позволит сделать 
доступным предлагаемую нами методику для от-
ечественных лабораторий. Хитозаны различной 
молекулярной массы и  степени деацетилирова-
ния уже несколько лет производятся компани-
ей «Биопрогресс». В связи с этим предлагаемые 
нами препараты на  основе иммобилизованного 
фицина и  носителей отечественного производ-
ства внесут свой вклад в проблему импортозаме-
щения биокатализаторов на российском рынке.

Помимо указанных трудностей, существует 
еще одна  — микробное загрязнение, которое мо-
жет быть причиной порчи продукта и  закупорки 
реактора, если речь идет о  реакторе с  неподвиж-
ным слоем. Кроме того, фермент сам по себе яв-
ляется белком, что делает катализатор подвержен-
ным микробной атаке. Хитозан обладает антибак-
териальным и  противогрибковым действием  [51, 
52], его активно применяют в качестве консерван-
та для стабилизации фармацевтических и космети-
ческих средств [53, 54], по этой причине иммоби-
лизация фицина на его матрице может решить про-
блему микробного загрязнения биокатализатора.

Та бл и ц а  2
Процент сохранения каталитической активности фицина после иммобилизации на различных носителях
Remaining catalytic activity of ficin after immobilization on various supports

Образец
Процент сохранения 

активности после 
иммобилизации, %

Источник 
сведений

фицин, иммобилизованный ковалентным методом 
на среднемолекулярном хитозане с использованием глутарового 
альдегида

24
наши данные, 

полученные при 
иммобилизации 
в оптимальных 

условиях

фицин, иммобилизованный ковалентным методом 
на высокомолекулярном хитозане с использованием глутарового 
альдегида

25

фицин, иммобилизованный методом сополимеризации фермента ~ 3
фицин, иммобилизованный в белковой пленке 48
включение фицина в электроформованные полимерные 
нановолокна на основе поливинилового спирта 92 [30]

фицин, иммобилизованный на глиоксил-агарозе без 
предварительной обработки 30 [49]

фицин, иммобилизованный на глиоксил-агарозе с аминированием 60 [26]
фицин, иммобилизованный на агарозных шариках, 
активированных глутаровым альдегидом 80 [28]

композит, состоящий из фицина и
металлоорганической структуры цинк-2-метилимидазола 90 [50]
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Предложены методики ковалентной им-
мобилизации фицина на  хитозане с  использо-
ванием различных концентраций глутарового 
альдегида. Наиболее высокое содержание бел-
ка (165,9±9,2  мг/г  полимера) было получено 
при сополимеризации фицина с  2%-ным глу-
таровым альдегидом. Общая активность фер-
мента была максимальной при его иммоби-
лизации на  матрице среднемолекулярного хи-
тозана с  15%-ным глутаровым альдегидом 
(154,5±10,70  ед./мл  раствора) и  высокомолеку-
лярного хитозана с 10%-ным глутаровым альде-
гидом (160,7±4,9 ед./мл раствора), а наибольшая 
удельная активность фицина (463,1±117,6  ед./
мг белка) — при его иммобилизации в белковой 
пленке с 2,5%-ным глутаровым альдегидом. При 
этом оптимальное соотношение содержания 
белка, общей активности и удельной активности 
выявлено при ковалентной иммобилизации фи-
цина на  матрице среднемолекулярного хитоза-
на с 15%-ным глутаровым альдегидом и высоко-
молекулярного хитозана с 10%-ным глутаровым 
альдегидом. Полученные биокатализаторы пер-
спективны для применения в кожевенной и пи-
щевой промышленности, и  могут внести свой 
вклад в проблему импортозамещения фермент-
ных препаратов на российском рынке.
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Abstract–Ficin was covalently immobilized on an acid-soluble matrix of medium (200 kDa) and high 
molecular weight (350 kDa) chitosans. The enzyme molecules were immobilized in a protein film and 
copolymerized with glutaraldehyde. The optimal ratio of protein content, total activity and specific activity 
was observed as a result of ficin covalent immobilization on a matrix of medium-molecular chitosan with 
15% glutaraldehyde and high-molecular chitosan with 10% glutaraldehyde. The obtained biocatalysts are 
promising for industrial applications.
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