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Аннотация. Подобрана методика определения количества иммобилизованного на матрице хи-
тозана трипсина и его каталитической активности. Показано, что для решения поставленной нами 
задачи наиболее целесообразно использовать модифицированный метод Лоури (без добавления в 
реакционную среду сульфата меди), так как его применение позволяет минимизировать вклад в ход 
реакции молекул самого хитозана, а также процессов связывания БСА с матрицей хитозана и реак-
ции автолиза трипсина. 
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Abstract. The method to determine the immobilized trypsin’s amount on the chitosan matrix and its 
catalytic activity is chosen.  It is shown that for the solution of this problem is most advisable to use a 
modified Lowry method (without adding to the reaction mixture of copper sulfate), because its application 
allows to minimize the contribution of chitosan’s molecule in reaction, as well as the binding process of 
BSA with chitosan matrix and reaction of trypsin autolysis.
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ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на значительное число работ, посвя-

щенных получению ферментных препаратов, в 
клиническую практику из них введены единицы, 
поэтому разработка новых методов иммобилиза-
ции протеаз и методик корректного определения 
каталитической активности гетерогенных образ-
цов остается актуальной. 

Для иммобилизованных ферментов число 
возможных инактивирующих механизмов суще-
ственно меньше, чем в случае растворимых бел-
ков. Молекулы энзима могут связываться с матри-
цей полимерных носителей за счет относительно 
слабых электростатических и гидрофобных взаи-
модействий, а также водородных связей. 

Накопленный экспериментальный материал 
свидетельствует о том, что использование одного 
и того же метода иммобилизации в качестве стан-
дартной процедуры приводит в случае различных 
белков к резко отличающимся конечным резуль-
татам. Характеристики получаемых методами ад-
сорбции ферментных препаратов существенным 

образом зависят от исходного образца энзима и 
природы носителя.

Аминосодержащие полимеры – гомо- и гете-
рогликаны и их аналоги, успешно используются в 
фармации и медицине. Хитозан является перспек-
тивным сорбентом природного происхождения, 
обладающим антибактериальными, противогриб-
ковыми и ранозаживляющими свойствами. 

Пространственно-структурированные хито-
заны пользуются значительным спросом в фар-
мации и медицине. Происходит интенсивное раз-
витие исследований, связанных с применением 
пространственно-структурированных хитозанов 
в качестве носителей лекарственных субстанций 
в виде гелей, гранул, микрочастиц, микросфер 
[1-5].

Целью работы было подобрать методику ко-
личественного определения трипсина, иммобили-
зованного на матрице хитозана, и его каталитиче-
ской активности.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования был вы-

бран бычий трипсин фирмы «MP biomedicals», 
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субстратом для гидролиза служил бычий сыворо-
точный альбумин (БСА) фирмы «Sigma-Aldrich», 
носителем для иммобилизации – хитозан (ХТЗ), 
синтезированный на кафедре фармацевтической 
химии и фармацевтической технологии Воронеж-
ского государственного университета.

Иммобилизацию трипсина на матрице хито-
зана осуществляли методом простой адсорбции 
белка на носителе. 30 мг носителя предваритель-
но оставляли на  1 час при комнатной темпера-
туре в 1 мл фосфатного буфера (рН 7,0), затем 
1 мл раствора трипсина (5·10-5 моль/л) добавляли 
к суспензии носителя и инкубировали в течение 
24 часов в пробирке с периодическим перемеши-
ванием. Полученную смесь центрифугировали в 
течение 5 мин. О степени адсорбции судили по 
количеству белка в надосадочной жидкости, ото-
бранной после инкубации фермента с носителем 
и центрифугирования смеси. 

Для достижения поставленной цели мы срав-
нили эффективность и корректность применения 
для количественного определения трипсина, им-
мобилизованного на матрице хитозана, и его ката-
литической активности следующих методов: ме-
тод Лоури [6], метод Лоури с модификацией (без 
добавления в реакционную среду сульфата меди) 
[7], метод Бредфорда [8], метод, основанный на 
реакции белка с нингидрином [9].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Одной из проблем при определении актив-

ности иммобилизованных протеаз и количества 
связанного белка в фазе носителя является выбор 
наиболее корректной и эффективной методики, 
применение которой позволяет минимизировать 
вклад в ход реакции молекул носителя, а также 
процессов связывания белка-субстрата с его ма-
трицей и реакции автолиза исследуемой протеа-
зы. Необходимо также учитывать, что каждый из 
методов определения концентрации белка и его 
активности предназначен для работы в строго 
определенном диапазоне концентраций и опреде-
ленных условиях проведения эксперимента. 

В ходе первых попыток определения количе-
ства трипсина, иммобилизованного на матрице 
хитозана, и его каталитической активности, вы-
яснилось, что сам хитозан дает синюю окраску 
в реакции Лоури, поэтому нами был исследован 
вклад каждого компонента реакционной смеси в 
процесс окрашивания раствора при использова-
нии тестируемых нами методов определения ко-
личества белка. 

С помощью четырех указанных в разделе 
«Методика эксперимента» методов мы исследова-
ли образцы, содержащие хитозан, трипсин, бычий 
сывороточный альбумин (БСА), хитозан и БСА, 
трипсин и БСА, смесь трипсина, хитозана и БСА 
(рис. 1-4, табл. 1-4). Этот подход, на наш взгляд, 
позволит минимизировать погрешность опреде-
ления каталитической активности и количества 
трипсина, иммобилизованного на матрице хито-
зана, возникающую вследствие связывания БСА с 
матрицей хитозана и реакции автолиза трипсина.

Рис. 1. Определение содержания белка мето-
дом Лоури

Рис. 2. Определение содержания белка мо-
дифицированным методом Лоури (без сульфата 
меди)

В процессе сравнения ряда методик определе-
ния количества белка в растворе мы установили, 
что наименьший вклад в окрашивание реакцион-
ный среды матрица хитозана вносит при исполь-
зовании модифицированного метода Лоури (без 
добавления сульфата меди). Кроме того, данный 
метод незначительно «реагирует» на отдельные 
аминокислоты, в частности изолейцин. Напро-
тив, метод с использованием нингидриновой ре-
акции существенным образом «реагирует» на 
присутствие аминокислот в среде, и порог чув-
ствительности данного метода ниже той области 
концентрации, которая обычно используется при 
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иммобилизации фермента на матрицу хитозана. 
Порог чувствительности метода Бредфорда также 
оказался ниже применяемой нами рабочей кон-
центрации, что требовало многократных разведе-
ний образца. 

Таким образом, рассмотрев несколько спо-
собов определения белка: метод Лоури, метод 
Лоури с модификацией (без сульфата меди), 
метод Бредфорда и реакция с нингидрином, мы 

Рис. 3. Определение содержания белка мето-
дом Бредфорда

Рис. 4. Определение содержания белка в реак-
ции с нингидрином

пришли к выводу, что наиболее корректным и 
эффективным для определения каталитической 
активности и количества иммобилизованного на 
матрице хитозана трипсина является модифици-
рованный метод Лоури, так как его применение 
позволяет минимизировать вклад в ход реакции 
молекул самого хитозана, а также процессов свя-
зывания БСА с матрицей хитозана и реакции ав-
толиза трипсина.

Таблица 1.
Определение содержания белка методом Лоури

хитозан Св.Е БСА ХТЗ+БСА Св.Е+БСА ХТЗ+Е+БСА
D (750 нм) 0.073 0.125 0.654 0.586 0.642 0.712

 0.066 0.1 0.606 0.596 0.752 0.78
 0.068 0.118 0.58 0.674 0.772 0.736
 0.077 0.09 0.59 0.74 0.614 0.7
 0.068 0.096 0.606 0.704 0.594 0.682
 0.062 0.117 0.66 0.672 0.68 0.71

среднее 0.069 0.108 0.616 0.662 0.682 0.720

Таблица 2. 
Определение содержания белка модифицированным методом Лоури (без сульфата меди)

Контроль хитозан ХТЗ + БСА ХТЗ+Св.Е +БСА Св.Е + БСА Св.Е Изолейцин
D (750 нм) 0.073 0.081 1.174 1.214 0.996 0.126 0.095

 0.077 0.072 1.152 1.19 1.032 0.137 0.078
 0.072 0.071 1.138 1.162 0.902 0.137 0.095
 0.072 0.078 1.186 1.17 0.982 0.121 0.096

среднее 0.074 0.076 1.163 1.184 0.978 0.132 0.091

Таблица 3. 
Определение содержания белка методом Бредфорда

К хитозан ХТЗ+БСА ХТЗ +Св.Е
+БСА Св.Е+БСА Св.Е Изолейцин ХТЗ+

изолейцин
D (595нм) 0.316 0.405 1.16 1.198 1.094 0.912 0.406 0.395

 0.301 0.424 1.142 1.136 1.126 0.836 0.402 0.49
 0.298 0.402 1.134 1.154 1.152 0.832 0.4 0.465
 0.297 0.42 1.15 1.122 1.116 0.838 0.341 0.383

среднее 0.303 0.413 1.147 1.153 1.122 0.835 0.387 0.433

Таблица 4. 
Определение содержания белка в реакции с нингидрином

хитозан ХТЗ+БСА ХТЗ+Е+БСА Св.Е+БСА Св.Е Изолейцин ХТЗ+ изолейцин
D (570 нм) 0.101 3.375 4.135 5.388 0.057 3.945 2.82

 0.053 4.59 4.365 3.396 0.093 5.065 4.45
среднее 0.077 3.983 4.250 4.392 0.075 4.505 3.635
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