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Аннотация. Получен комплексный биопрепарат на основе иммобилизованных на хитозане ли-
пазы и трипсина. Разработана методика совместной адсорбционной иммобилизации липазы и трип-
сина на матрице хитозана, в результате которой сохраняется до 65 % липолитической активности 
комплекса и до 93% протеолитической активности. Оптимальными условиями для иммобилизации 
оказались значения рН 5,8 при использовании фосфатной буферной системы. Результаты исследо-
ваний могут в дальнейшем использоваться для получения лекарственных форм на основе данных 
энзимов.
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Abstract. The complex biological preparation on the basis of immobilized on the hitosane of a lipase 
and trypsin is received. The technique of combined adsorptive immobilization of a lipase and trypsin on a 
matrix of a hitosane as a result of which remains to 65% of lipolitikal activity of a complex and to 93% of 
proteolytic activity is developed. Values рН 5,8 when using phosphatic buffer system appeared optimum 
conditions for an immobilization. Results of researches can be used further for receiving medical forms on 
the basis of these enzymes.
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В медицине иммобилизация ферментов откры-
ла путь к созданию лекарственных средств про-
лонгированного действия со сниженной токсично-
стью и аллергенностью. Подход иммобилизации 
способствуют решению проблемы снижения ток-
сичности, пролонгации действия, направленного 
транспорта лекарств в организме.

В настоящее время внимание исследователей на-
правлено на разработку новых ферментных препара-
тов иммобилизованных на различных носителях [1-5]. 

Подбор носителей при иммобилизации фер-
ментов для клинического применения представ-
ляет собой определенную экспериментальную 
задачу, так как к подобного рода подложкам, кро-
ме основных требований, предъявляются еще и 
ряд специальных установок, учитываемых фар-
макологической безопасностью, биодоступно-

стью и особенностями доклинических и клини-
ческих испытаний.

Одним из таких носителей является хитозан, 
получаемый при диацетилировании хитина. По 
химической структуре хитозан является сополиме-
ром D-глюкозамина и N-ацетил-D-глюкозамина. 
Химические свойства хитозана зависят от его 
структуры. Большое количество свободных ами-
ногрупп в молекуле хитозана определяет его спо-
собность связывать ионы водорода и приобретать 
избыточный положительный заряд. Хитозан яв-
ляется универсальным сорбентом, связывающим 
широкий спектр веществ органической и неорга-
нической природы, в том числе и ферментов [6]. 

В связи с применением хитозанов в составах ле-
карственных препаратов [7, 8], их высокой биоло-
гической совместимостью и низкой токсичностью, 
они становятся перспективными для создания но-
вых лекарственных препаратов пролонгированно-
го действия [9-12].
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Целью данной работы явилось создание ком-
плексного биокатализатора на основе трипсина и 
липазы, иммобилизованных на хитозане, подбор 
условий для их совместной иммобилизации. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объектом исследования служили трипсин 

(Самсон-мед) и липаза из поджелудочной железы 
свиньи (Sigma). В качестве субстрата для трипси-
на использовали 1% казеин в фосфатном буфере 
pH 7.5, для липазы, оливковое масло, эмульгиро-
ванное с равным объемом 1% раствора поливини-
лового спирта. В качестве полимерного носителя 
применяли хитозан, синтезированный на кафедре 
фармацевтической химии и фармацевтической 
технологии Воронежского государственного уни-
верситета.

Совместная иммобилизация трипсина и ли-
пазы на хитозане осуществлялась по следующей 
методике: 1 г носителя оставляли на 1 час при 
комнатной температуре в 10 мл фосфатного буфе-
ра (рН 5.8). 5 мл раствора липазы (5∙10-5 моль/л) 
добавляли к суспензии носителя и перемешивали 
в колбе с помощью магнитной мешалки в течение 
2 часов при 25° С. Полученную смесь центрифу-
гировали в течение 5 мин, осадок промывали бу-
фером (рН 5.8) до отсутствия белка в промывных 
водах (контроль осуществляли на спектрофото-
метре Hitachi при 280 нм), аналогично проводили 
иммобилизацию трипсина на препарат иммоби-
лизованной липазы. 

Активность липазы в комплексном препарате 
определяли спектрофотометрическим методом 
Андерсона-Маккарти, основанном на измере-
нии оптической плотности окрашенных продук-
тов взаимодействия основной формы цветного 
реагента родамина 6Ж в бензоле и карбоновых 
кислот, освобождающихся в ходе гидролиза суб-
страта. В качестве субстрата использовали олив-
ковое масло, эмульгированное с равным объемом 
1 %-ного раствора поливинилового спирта. [13].

Определение протеолитической активности 
ферментного препарата осуществляли по стан-
дартной методике. За единицу протеолитической 
активности принимают такое количество препа-
рата, которое за одну минуту при температуре 37 
oC катализирует расщепление казеина до неосаж-
даемых кислотой трихлоруксусной продуктов ги-
дролиза, эквивалентных одному микромолю ти-
розина [14].

Для определения количества белка использо-
вали модифицированный метод Лоури [15].

Все экспериментальные исследования осу-
ществляли в 4-8 кратной повторности. Стати-
стическая обработка полученных результатов 
проводилась традиционным способом при уров-
не значимости 5 % с использованием t-критерия 
Стьюдента.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В связи с тем, что при совместной иммобили-

зации с трипсином может происходить инактива-
ция липазы, нами была проведена серия экспери-
ментов по определению порядка иммобилизации 
трипсина и липазы (рис. 1 и рис. 2).

Рис.1. Зависимость липолитической активно-
сти комплексного препарата от порядка иммоби-
лизации

Рис. 2. Зависимость протеолитической актив-
ности комплексного препарата от порядка иммо-
билизации

Результаты экспериментов показывают, что 
порядок иммобилизации не влияет на протеоли-
тическую активность комплекса. Наибольшее 
сохранение липолитической активности (65%) 
проявляется при предварительной иммобилиза-
ции липазы на носителе и последующем при-
соединении трипсина. Данный эффект может 
быть связан со стабилизирующими свойствами 
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матрицы по отношению к белковой глобуле ли-
пазы.

Проведен сравнительный анализ эффектив-
ности иммобилизации при различном соотноше-
нии концентраций молекул липазы, трипсина и 
хитозана в системе. Для этого при иммобилиза-
ции использовали растворы трипсина и липазы 
в концентрации 10-4 и 5∙10-5 моль/л, дальнейшее 
увеличение концентрации энзимов мы посчитали 
не целесообразным с точки зрения стоимости го-
тового продукта (табл. 1).

Таблица 1
Зависимость активности энзимов от концентрации 

ферментов при иммобилизации

Концентра-
ции фермен-
тов, моль/л

Протеолитиче-
ская активность 
ферментного 
препарата, ед/г 
носителя

Липолитиче-
ская активность 
ферментного 
препарата, ед/г 
носителя

10-4 1.69 8.4

5∙10-5 1.14 7.8

В результате проведенных экспериментов по-
казано, что оптимальной с химической и эконо-
мической точки зрения концентрацией ферментов 
явилась концентрация 10-4 моль/л, в то же время 
и концентрация 5∙10-5 моль/л показала достаточно 
высокое значение каталитической активности. 

Ранее было показано, что оптимальным pH 
для иммобилизации трипсина являлся pH 5.8 [16]. 
В тоже время, Ковалевой Т.А. и соавт. (2010) уста-
новлено, что иммобилизованная на хитозане ли-
паза мало чувствительна к изменениям pH среды, 
процент сохранения активности при снижении pH 
с 7.0 до 5.8 составляет 75% [17]. В связи с этим 
для дальнейшей совместной иммобилизации ли-
пазы и трипсина нами были использованы буфер-
ные системы с pH 5.8.

При исследовании зависимости каталитиче-
ской активности ферментов от состава буферной 
среды (табл. 2) использовались следующие буфер-
ные системы: фосфатная, ацетатная, сукцинатная, 
фосфатно-цитратная (pH 5.8).

Показано, что каталитическая активность со-
вместно иммобилизованных ферментов при ис-
пользовании фосфатного буфера наиболее высо-
кая. При использовании фосфатно-цитратного 
буфера каталитическая активность липазы оста-
ется достаточно высокой, в тоже время скорость 
протеолиза снижается. Применение ацетатной и 

сукцинатной буферных систем приводит к резко-
му снижению каталитической активности обоих 
ферментов.

Таблица 2
Зависимость каталитической активности энзимов 

от состава буферной системы при pH 5.8.

Буфер Протеолитиче-
ская активность

Липолитическая 
активность

Ацетатный 0.33 3.2
Фосфатный 1.14 7.8
Сукцинатный 0.26 2.8
Ф о с ф ат н о -
цитратный 0.28 7.2

В ходе проведенных исследований была раз-
работана методика совместной адсорбционной 
иммобилизации липазы и трипсина на матрице 
хитозана, в результате которой сохраняется до 
65 % липолитической активности комплекса и до 
93% протеолитической активности. Оптимальны-
ми условиями для иммобилизации оказались зна-
чения рН 5,8, что, вероятно, связано с тем, что рК 
хитозана колеблется около величин 6,3–6,5 в за-
висимости от степени деацелирования молекулы. 
Оптимальной буферной системой явилась фос-
фатная буферная система.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, получен комплексный био-

препарат на основе иммобилизованных на хито-
зане липазы и трипсина. Подобраны условия со-
вместного связывания ферментов с носителем. 
Результаты исследований могут в дальнейшем ис-
пользоваться для получения лекарственных форм 
на основе данных энзимов.
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