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Аннотация. Фицин (КФ 3.4.22.3) получают из высушенного латекса растений рода Ficus. Им-
мобилизация на нерастворимом носителе позволяет повысить стабильность фермента. В ходе на-
стоящей работы был осуществлен подбор ионной силы буферов для повышения эффективности 
иммобилизации фицина и его протеолитической активности. Иммобилизацию энзима на матрицах 
среднемолекулярного и высокомолекулярного хитозанов осуществляли методом простой адсорбции 
белка на носителе с использованием глицинового буфера с рН 10.0 и 8.6 соответственно. Для опре-
деления количества белка в иммобилизованном препарате использовали метод Лоури. В качестве 
субстрата для определения активности фицина применяли раствор азоказеина в Tris-HCl буфере с 
рН 7.5. Для изучения влияния ионной силы буфера на эффективность иммобилизации и активность 
фицина были использованы его концентрации 0.01, 0.05, 0.1 и 0.5 М. Показано, что наибольшее 
содержание белка наблюдается при использовании 0.05 М концентрации глицинового буфера, в ко-
тором происходит иммобилизация фицина. При уменьшении концентрации глицинового буфера в 5 
раз (до 0.01 М) происходит снижение количества сорбированного на матрицах среднемолекулярного 
и высокомолекулярного хитозанов фицина на 43 и 23 % соответственно. При увеличении концентра-
ции глицинового буфера выявлено резкое снижение содержания фицина в гетерогенных препаратах. 
Установлено, что максимальная общая активность фермента, сорбированного на средне- и высоко-
молекулярном хитозанах, наблюдается при использовании 0.05 М концентрации глицинового буфе-
ра. Показано снижение активности фицина на 50 % и более при концентрациях глицинового буфера 
0.01, 0.1 и 0.5 М. 

Во втором блоке исследований определено, что оптимальной концентрацией веществ трис-HCl 
буфера, используемого для анализа каталитической активности сорбированного фермента, явля-
ется концентрация 0.05 М. При таком соотношении компонентов буферной системы наблюдает-
ся максимальные значения общей активности иммобилизованного энзима. При концентрации 0.5 
М трис-HCl буфера происходит практически полная инактивация фицина, иммобилизованного на 
среднемолекулярном и высокомолекулярном хитозанах. При уменьшении концентрации веществ 
трис-HCl буфера до 0.01 М или увеличении до 0.1 М происходит снижение активности фицина в 2 
раза и более.
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Протеолитические ферменты, получаемые из 
растительного сырья, используются в различных 
сферах производства: в пищевой промышленно-
сти – для смягчения мяса и гидролиза глютена, в 
пивоварении – для осветления напитков, в коже-
венной индустрии – для выделки кожи. Они вхо-
дят в состав различных детергентов, в медицине и 
ветеринарии на их основе изготавливают раноза-
живляющие препараты [1-13].

Физиологическая роль цистеиновых протеаз 
заключается в их участии в росте растений и их 
развитии, а также в старении и апоптозе клеток. 
Тиоловые протеазы участвуют в мобилизации 
белков, клеточной передаче сигналов, реакции на 
биотические и абиотические стимулы и в каче-
стве защитного механизма.

Фицин (КФ 3.4.22.3) получают из высушенно-
го латекса растений рода Ficus [14]. Известно, что 
фицин встречается в природе во множественных 
формах, разделяемых ионообменной хромато-
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графией [15, 16]. Оптимальный диапазон pH для 
энзима составляет от 5.0 до 8.0, а оптимальная 
температура – от 45 до 55 °C [17]. Фицин явля-
ется перспективной биомакромолекулой в меди-
цинском плане, т.к. проявляет антимикробную, 
ранозаживляющую, антиоксидантную активность 
[12].

Растворимые ферменты существенным об-
разом подвергаются воздействию экстремальных 
факторов, приводящих к их инактивации посред-
ством нарушения нативной конформации.

Иммобилизация на нерастворимом носителе 
позволяет повысить стабильность фермента: мо-
лекулы энзима закрепляются на матрице поли-
мера, что затрудняет разворачивание его глобулы 
[18-20].

При подборе условий для иммобилизации 
фермента и повышения его протеолитической 
способности необходимо учитывать не только 
природу буфера и значение его рН, но и ионную 
силу раствора. 

Целью настоящей работы является подбор 
ионной силы буферов для повышения эффектив-
ности иммобилизации фицина и его протеолити-
ческой активности.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования был выбран 

фицин фирмы «Sigma-Aldrich», носителями для 
иммобилизации – кислоторастворимые средне-
молекулярный (Mr = 200 кДа, степень деацети-
лирования – 82 %) и высокомолекулярный хито-
заны (Мr = 350 кДа, степень деацетилирования 
– 94.85%) фирмы ЗАО «Биопрогресс».

Иммобилизацию фицина на матрице обоих 
хитозанов осуществляли методом простой ад-
сорбции белка на носителе. Глициновый буфер с 
рН 10.0 и 8.6 использовали для сорбции на сред-
немолекулярном и высокомолекулярном хитоза-
нах соответственно. К 1 г хитозана добавляли 20 
мл раствора белка (концентрация 1 мг/мл) в 0.01, 
0.05, 0.1 или 0.5 М глициновом буфере, инкубиро-
вали в течение 4 часов (среднемолекулярный хи-
тозан) и 5 часов (высокомолекулярный хитозан) c 
периодическим перемешиванием [21]. Для опре-
деления количества белка в иммобилизованном 
препарате использовали метод Лоури [22].

В качестве субстрата для определения актив-
ности фермента применяли азоказеин. К суспен-
зии 50 мг иммобилизованного образца в 200 мкл 
0.01, 0.05, 0.1 или 0.5 М трис-HCl буфера с рН 7.5, 
содержащей 1 мМ раствор L-цистеина, добавля-

ли 400 мкл 1 % раствора азоказеина в 0.01, 0.05, 
0.1 или 0.5 М трис-HCl буфере (рН 7.5) и инку-
бировали 30 минут при температуре 37 °С. По-
сле инкубации добавляли 800 мкл 5 % раствора 
трихлоруксусной кислоты (ТХУ), инкубировали 
5 минут при -4 °C, а затем центрифугировали в 
течение 3 минут при 11700 g для удаления неги-
дролизованного азоказеина. К 1200 мкл суперна-
танта добавляли 240 мкл 3 % раствора NaOH для 
нейтрализации кислоты, после чего измеряли оп-
тическую плотность опытной пробы при 410 нм 
в 1 см кювете. Контрольная проба содержала 400 
мкл азоказеина, 800 мкл ТХУ; 50 мг образца и 200 
мкл буфера вносили после инкубации в течение 
30 минут при температуре 37 °С [23].

Все экспериментальные исследования осу-
ществляли минимум в 8-кратной повторности. 
Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью пакета прикладных программ 
“Stadia 8.0 (Professional)”. Статистическую значи-
мость различий величин контрольных и опытных 
показателей определяли по t-критерию Стьюден-
та (при p<0.05), поскольку все показатели харак-
теризовались нормальным распределением.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящей работе нами было изучено влия-

ние ионной силы буферных растворов на эффек-
тивность иммобилизации и протеолитическую 
активность фицина, сорбированного на матрице 
хитозана.

Глициновый буфер со значениями рН 10.0 и 
8.6 был использован для простой адсорбции фер-
мента на среднемолекулярном и высокомолеку-
лярном хитозанах соответственно. Трис-HCl (рН 
7.5) буфер выполнял роль рабочего буфера для 
проведения исследования по определению актив-
ности фицина. 

Для изучения влияния ионной силы буферов 
на эффективность иммобилизации и скорость ги-
дролиза азоказеина были использованы следую-
щие их концентрации: 0.01, 0.05, 0.1 и 0.5 М.

В первой серии экспериментов происходил 
подбор оптимальной ионной силы глицинового 
буфера для иммобилизации фицина. Второй блок 
исследований был посвящен изучению влияния 
концентрации веществ трис-HCl буфера на катали-
тическую активность сорбированного фермента.

На рис. 1 представлена зависимость содер-
жания белка в гетерогенных препаратах фици-
на, иммобилизованного на матрице хитозана, от 
концентрации глицинового буфера. Наибольшее 
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содержание белка наблюдается при использова-
нии 0.05 М концентрации глицинового буфера, 
в котором происходит иммобилизация фермента. 
При уменьшении концентрации глицинового бу-
фера в 5 раз (до 0.01 М) регистрируется снижение 
количества сорбированного на матрицах средне-
молекулярного и высокомолекулярного хитозанов 
фицина на 43 и 23 % соответственно. При увели-
чении концентрации глицинового буфера выявле-
но резкое снижение содержания фицина в гетеро-
генных препаратах. 

Максимальная общая активность фицина, сор-
бированного на средне- и высокомолекулярном 
хитозанах, наблюдается при использовании 0.05 
М концентрации глицинового буфера. Показано 
снижение активности фицина на 50 % и более при 
концентрациях глицинового буфера 0.01, 0.1 и 0.5 
М (рис. 2).

Рис. 1. Зависимость содержания белка (мг на 
1 г носителя) в препарате иммобилизованного на 
хитозане фицина от концентрации глицинового 
буфера, где СМ – среднемолекулярный хитозан, 
ВМ – высокомолекулярный хитозан

Рис. 2. Зависимость общей активности (ед/мл) 
иммобилизованного на хитозане фицина от кон-
центрации глицинового буфера, где СМ – средне-
молекулярный хитозан, ВМ – высокомолекуляр-
ный хитозан

Во втором блоке исследований мы подбирали 
оптимальную концентрацию трис-HCl буфера, 
используемого для анализа каталитической актив-

ности сорбированного фицина. Установлено, что 
при концентрации 0.5 М трис-HCl буфера про-
исходит практически полная инактивация фици-
на, иммобилизованного на среднемолекулярном 
и высокомолекулярном хитозанах. Оптимальной 
концентрацией веществ в рабочем буфере для 
проявления фицином протеолитической актив-
ности является концентрация 0.05 М, при таком 
соотношении компонентов буферной системы на-
блюдаются максимальные значения общей актив-
ности иммобилизованного энзима. При уменьше-
нии концентрации веществ трис-HCl буфера до 
0.01 М или увеличении до 0.1 М происходит сни-
жение активности фицина в 2 раза и более (рис. 3).

Рис. 3. Зависимость общей активности (ед/мл) 
иммобилизованного на хитозане фицина от кон-
центрации трис-HCl буфера, где СМ – среднемо-
лекулярный хитозан, ВМ – высокомолекулярный 
хитозан

Полученные данные свидетельствует о суще-
ственном влиянии концентрации веществ, входя-
щих в состав буфера, на эффективность сорбции и 
протеолитическую активность фицина. 

ВЫВОДЫ
В ходе исследования была определена опти-

мальная концентрация веществ глицинового буфе-
ра, которая равняется 0.05 М, для иммобилизации 
фицина на матрице хитозана. Наиболее высокие 
значения активности гетерогенного препарата 
получены при использовании трис-HCl буфера с 
ионной силой 0.05 М. Для применения энзимов в 
промышленности или медицине необходимо про-
водить исследования по подбору оптимального 
буфера и его ионной силы для иммобилизации и 
непосредственно катализа. Правильно подобран-
ная буферная система обеспечивает конформа-
цию фермента, близкую к нативному энзиму.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного 
фонда (проект №21-74-20053)
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PROTEOLITIC ACTIVITY OF FICIN AND THE EFFICIENCY 
OF ITS IMMOBILIZATION UNDER CONDITIONS OF 
VARYING THE IONIC STRENGTH OF THE BUFFER
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Abstract. Ficin (EC 3.4.22.3) is obtained from the dried latex of plants of the genus Ficus. Immobilization 
on an insoluble carrier improves the stability of the enzyme. In the course of this work, we selected the 
ionic strength of buffers to increase the efficiency of ficin immobilization and its proteolytic activity. The 
immobilization of the enzyme on matrices of medium and high molecular weight chitosans was carried 
out by simple protein adsorption on a carrier using a glycine buffer with pH 10.0 and 8.6, respectively. 
The Lowry method was used to determine the amount of protein in the immobilized samples. A solution 
of azocasein in Tris-HCl buffer with pH 7.5 was used as a substrate for determining of ficin activity. To 
study the effect of the ionic strength of the buffer on the immobilization efficiency and activity of ficin, 
its concentrations of 0.01, 0.05, 0.1, and 0.5 M were used. It was shown that the highest protein content 
is observed when using a 0.05 M concentration of glycine buffer, in which ficin is immobilized. With a 
decrease in the concentration of glycine buffer in 5 times (to 0.01 M), the amount of ficin sorbed on the 
matrices of medium and high molecular weight chitosans decreases by 43 and 23%, respectively. With an 
increase in the concentration of glycine buffer, a sharp decrease in the content of ficin in heterogeneous 
samples was revealed. It has been established that the maximum total activity of the enzyme adsorbed on 
medium and high molecular weight chitosans is observed when using a 0.05 M concentration of glycine 
buffer. A decrease in ficin activity by 50% or more was shown at glycine buffer concentrations of 0.01, 0.1, 
and 0.5 M.

In the second block of studies, it was determined that the optimal concentration of Tris-HCl buffer 
substances used to analyze the catalytic activity of the sorbed enzyme is 0.05 M. At this ratio of buffer sys-
tem components, the maximum values of the total activity of the immobilized enzyme are observed. At a 
concentration of 0.5 M Tris-HCl buffer, almost complete inactivation of ficin immobilized on medium and 
high molecular weight chitosans occurs. With a decrease in the concentration of Tris-HCl buffer substances 
to 0.01 M or an increase to 0.1 M, the ficin activity decreases in 2 times or more.

Keywords: ficin, immobilization, chitosan, ionic strength
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