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Аннотация. Разработан комплексный препарат липазы и трипсина, иммобилизованных на хи-
тозане. Установлено, что при совместной иммобилизации с трипсином на хитозане, липаза сохра-
няет 65% активности нативного фермента, при этом диапазон оптимальных температур гидролиза 
триглицеридов расширяется, оптимум pH и кинетика ферментативного процесса расщепления три-
глицеридов не изменяются.
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Abstract. The complex preparation of a lipase and the trypsin immobilized on the hitosane is 
developed. It is established that at a joint immobilization with trypsin on the hitosane, the lipase keeps 65% 
of activity of native enzyme, thus the range of optimum temperatures of hydrolysis of triglycerides extends, 
the optimum of pH and kinetics of enzeme process of splitting of triglycerides remains invariable.
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Достижения энзимологии находят все боль-
шее применение в профилактике, диагностике и 
лечении болезней. Успешно развивается новое 
направление энзимологии – медицинская энзимо-
логия. Одним из ее направлений является энзи-
мотерапия - использование ферментов в качестве 
лекарственных средств.

В настоящее время при создании новых ле-
карственных веществ на основе энзимов широко 
применяют метод иммобилизации на различных 
носителях. В связи с тем, что применение энзима-
тических препаратов на основе иммобилизован-
ных ферментов приводит к уменьшению степени 
аллергенности и способствует пролонгированию 
действия лекарственных средств, особую значи-
мость приобретает поиск новых носителей, кото-
рые сами по себе могут являться самостоятельны-
ми лекарственными средствами.

Одним из таких носителей является хитозан 
– линейный нетоксичный полимер, обладающий 
катионными свойствами, и при рН менее 6,5 он 

имеет положительный заряд. Благодаря этим 
важным свойствам данное соединение являет-
ся ценным при применении его в биомедицине. 
Наиболее важными из  биологических свойств 
хитозана является биосовместимость, которая 
имеет особую значимость, за счет того, что про-
исхождение материала является естественным. 
Тот факт, что соединение способно к биодегра-
дации до N-ацетилглюкозамина, растворяюще-
гося в организме, который его использует. Также 
большое значение имеют эффект регенерации со-
единительной ткани и факт ускорения образова-
ния остеобластов, ответственных за образование 
костей. Sandford и Steiner выявили, кроме того, 
следующие биологические свойства хитозанов 
такие как: кровоостанавливающее, бактерицид-
ное, фунгисгатическое, спермицидное, противо-
опухолевое, антихолестерольное, иммуномодули-
рующее действие [1].

Рядом авторов проводились исследования по 
иммобилизации различных энзимов на хитозане 
[2-6], однако, имеется мало работ, касающихся 
разработки комплексных препаратов ферментов, 
связанных с хитозаном.
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В этой связи целью данной работы явилось 
исследование физико-химических и кинетиче-
ских свойств комплексного препарата, содержа-
щего липазу и трипсин, иммобилизованных на 
хитозане.

Методика эксперимента
Объектом исследования служили трипсин 

(Самсон-мед) и липаза из поджелудочной железы 
свиньи (Sigma). В качестве субстрата для трипсина 
использовали 1% казеин в фосфатном буфере pH 
7,5, для липазы, оливковое масло, эмульгированное 
с равным объемом 1% раствора поливинилового 
спирта. В качестве полимерного носителя приме-
няли хитозан, полученный на кафедре фармацев-
тической химии и фармацевтической технологии 
Воронежского государственного университета.

Совместная иммобилизация трипсина и липа-
зы на хитозане осуществлялась по следующей ме-
тодике: 1 г носителя оставляли на 1 час при комнат-
ной температуре в 10 мл фосфатного буфера (рН 
5,8). 5 мл раствора липазы (5∙10-5 моль/л) добавля-
ли к суспензии носителя и перемешивали в колбе 
с помощью магнитной мешалки в течение 2 часов 
при 25° С. Полученную смесь центрифугировали в 
течение 5 мин, осадок промывали буфером (рН 5,8) 
до отсутствия белка в промывных водах (контроль 
осуществляли на спектрофотометре Hitachi при 
280 нм), аналогично проводили иммобилизацию 
трипсина на препарат иммобилизованной 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, высвобождающихся в ходе гидролиза 
субстрата. В качестве субстрата использовали 
оливковое масло, эмульгированное с равным объе-
мом 1 %-ного раствора поливинилового спирта [7].

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 [9].

Для определения количества белка в иммоби-
лизованном препарате использовали модифици-
рованный метод Лоури [9].

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 ходе работы установлено, что совместная 

иммобилизация с липазой не влияет на физико-
химические и кинетические свойства иммобили-
зованного трипсина. 

Показано, что при иммобилизации липазы со-
вместно с трипсином на исследуемом носителе 
каталитическая активность энзима снижается на 
35 % по сравнению со свободным ферментом

При изучении зависимости каталитической 
активности иммобилизованной липазы в ком-
плексе с хитозаном и трипсином от температу-
ры гидролиза триглицеридов установлено, что в 
комплексном препарате происходит расширение 
диапазона оптимальных температур гидролиза 
триглицеридов до 37-50 оС (рис. 1), при этом на-
блюдается изменение формы кривой зависимости 
липолитической активности от температуры. 

Рис. 1. Зависимость каталитической актив-
ности иммобилизованной липазы (1) и липазы в 
комплексном препарате (2) от температуры гидро-
лиза

При анализе зависимости каталитической ак-
тивности иммобилизованной липазы от pH среды 
установлено, что оптимум pH при совместной 
иммобилизации с трипсином не изменяется и со-
ставляет 7,0 (рис. 2).

В ходе работы обнаружено, что кинетика про-
цесса расщепления субстрата иммобилизованным 
ферментом при совместной иммобилизации не 
изменяется и подчиняется кинетике Михаэлиса-
Ментен (рис. 3).
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Рис. 3. Зависимость каталитической актив-
ности иммобилизованной липазы (1) и липазы в 
комплексном препарате (2) от концентрации суб-
страта

Рис. 2. Зависимость каталитической актив-
ности иммобилизованной липазы (1) и липазы в 
комплексном препарате (2) от pH среды.

Таким образом, в ходе исследований выявлено, 
что при совместной иммобилизации с трипсином 
на хитозане, липаза сохраняет 65% активности на-
тивного фермента, при этом диапазон оптималь-
ных температур гидролиза триглицеридов расши-
ряется, оптимум pH и кинетика ферментативного 
процесса расщепления триглицеридов остается 
неизменной. Проведенные эксперименты являют-
ся первым этапом исследований, направленных 
на получение новых лекарственных средств про-
лонгированного действия.
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