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Аннотация. Вещества белковой природы, обладающие способностью избирательно ускорять 
многие химические реакции, как внутри клетки, так и вне организма, называют ферментами или 
энзимами. Важнейшим свойством ферментов является их каталитическая активность. Благода-
ря своим уникальным особенностям энзимы широко применяют в химической, пищевой, легкой 
и фармацевтической промышленности. Применение биокатализаторов в производстве выгодно с 
экономической и экологической точек зрения, так как они нетоксичны и функционируют в более 
мягких условиях по сравнению с химическими катализаторами. Ферменты не утрачивают способ-
ность осуществлять каталитическую активность и проявлять высокую субстратную специфичность 
как внутри, так и вне клеток организма-продуцента.

Однако ферменты часто нестабильны и ингибируются различными соединениями и факторами. 
Решить данные проблемы возможно путём их иммобилизации на полимерных носителях. Иммоби-
лизация значительно улучшает стабильность биомолекул в различных условиях реакции и предо-
ставляет возможность их повторного использования.

Одним из перспективных носителей для иммобилизации ферментов является хитозан, получае-
мый из хитина путем деацетилирования. Хитозан – это универсальный сорбент, который связывает 
широкий спектр веществ органической и неорганической природы, в том числе и молекулы фермен-
тов. Хитозан и его производные являются перспективными полимерами для фармации благодаря их 
высокой биосовместимости и низкой токсичности.

Кислотным гидролизом в 0.1 М водном растворе соляной кислоты получены образцы хитоза-
на с различными величинами молекулярных масс, определенными вискозиметрическим методом 
и равными 350 и 200 кДа. Из полученных образцов синтезировано целевое производное – ацетат 
хитозана с молекулярными массами 600, 350 и 200 кДа, структура которого подтверждена методом 
ИК-спектроскопии, а степень замещения рассчитана на основе титриметрических данных. Проведе-
на иммобилизация папаина на данных полимерах. Определены содержание белка и каталитическая 
активность препаратов. Оптимальное соотношение содержания белка (мг на г носителя), общей 
активности (в ед. на мл раствора) и удельной активности (в ед. на мг белка) выявлено при иммоби-
лизации папаина на матрице ацетата хитозана с молекулярной массой 350 кДа.

Изучены типы взаимодействий, энергии связывания, аминокислотный состав поверхностей па-
паина, которые в процессе комплексообразования взаимодействуют с носителем. Установлено, что 
связи и взаимодействия папаина с ацетатом хитозана образуются, в том числе с участием аминокис-
лотных остатков, расположенных вблизи активного центра фермента (Cys25 и His159), аффинность 
связывания папаина с ацетатом хитозана составила –8.1 ккал/моль.
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Цистеиновые протеазы – семейство гидроли-
тических ферментов, характеризующееся нали-
чием в активном центре тиоловой группы, при-



ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2023, № 1 83

сутствующей в остатке цистеина. Цистеиновые 
протеазы катализируют реакцию расщепления 
белков и пептидов посредством гидролиза пеп-
тидной связи, имеют широкое распространение в 
природе, встречаются как в растительных, так и 
в животных организмах [1]. Благодаря своей до-
ступности цистеиновые протеазы нашли широкое 
применение в различных областях деятельности 
человека, таких как биотехнология [2, 3], косме-
тология [4], фармация [5, 6], медицина [7, 8], пи-
щевая промышленность [9].

Перспективным для фармации ферментом яв-
ляется папаин (КФ 3.4.22.2) – цистеиновая проте-
аза, которую получают из латекса папайи Carica 
papaya. Фермент стабилен при высоких темпера-
турах и активен в диапазоне рН 3.0-9.0. Изоэлек-
трическая точка равна 8.75 [10]. Благодаря широ-
кой субстратной специфичности, доступности и 
невысокой стоимости папаин применяется в ка-
честве терапевтического агента в различных ме-
дицинских и косметологических средствах [11]. 
Папаин обладает противовоспалительными, про-
тивогрибковыми и антимикробными свойства-
ми. Фермент способствует заживлению некроти-
ческих язв, стимулирует метаболизм и ускоряет 
регенерацию тканей, а также повышает эффек-
тивность проникновения других лекарственных 
средств через кожные покровы без нарушения 
целостности здоровых тканей [12]. 

Ферменты часто являются неустойчивыми 
к денатурирующим факторам внешней среды, 
поэтому целесообразно иммобилизовать их на 
матрице полимеров [13, 14]. Для успешной им-
мобилизации ферментов носители должны об-
ладать следующими свойствами: химической и 
биологической устойчивостью, механической 
прочностью, не должны вызывать неспецифиче-
ской адсорбции и глубоких конформационных из-
менений молекулы белка, при этом легко гранули-
роваться и активироваться. 

Для практического применения достаточно 
перспективными являются хитозан и его про-
изводные, которые в отличие от хитина, раство-
римы в разбавленных кислотах, что расширяет 
возможности их промышленного использования. 
Хитозан – природный биополимер, получаемый 
деацетилированием хитина. Хитозан и его про-
изводные обладают уникальными свойствами в 
качестве носителей для различных ферментов, 
применяемых в медицинской и фармацевтической 
промышленности [15]. Низкая стоимость, доступ-
ность, антимикробная активность, биоразлагае-

мость и высокая адгезивная способность делают 
хитозан перспективным носителем для создания 
лекарственных средств на его основе. Иммоби-
лизованные на хитозане ферменты становятся 
устойчивыми к микробному воздействию, у них 
повышается термостабильность [16-18].

Одним из структурных производных хитозана 
является ацетат хитозана, представляющий со-
бой растворимую форму названного полимера. 
Ацетат хитозана – полисахарид, содержащий ио-
низованные первичные аминогруппы. Он также 
обладает многочисленными значимыми для био-
медицины свойствами, включая антимикробные 
и ранозаживляющие, перспективен для адресной 
доставкии лекарств [19].

Таким образом, цель настоящего исследова-
ния – разработка методики иммобилизации папа-
ина на водорастворимом производном хитозана 
– ацетате хитозана с различными молекулярными 
массами.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объектов исследования был вы-

бран папаин из Carica papaya (Sigma, США), суб-
стратом для гидролиза служил азоказеин (Sigma, 
США), для синтеза ацетата хитозана был исполь-
зован хитозан со средней молекулярной массой 
600 кДа и степенью деацетилирования 0.85 (Био-
прогресс, Россия).

Синтез ацетата хитозана осуществляли по 
следующей методике: для получения хитозана с 
различными молекулярными массами использова-
ли кислотный гидролиз исходного полисахарида. 
Навеску хитозана массой 1 г растворяли в 100 мл 
2%-ного водного раствора уксусной кислоты, по-
сле чего переносили раствор в круглодонную кол-
бу, снабженную обратным холодильником, добав-
ляли 50 мл 0.1 М водного раствора НСl и кипятили 
в течение 10 или 20 минут. После смесь охлаждали 
до комнатной температуры, раствор нейтрализова-
ли водным раствором аммиака до слабощелочного 
значения рН. Полимер из реакционной массы вы-
деляли осаждением в изопропиловый спирт, после 
чего промывали дистиллированной водой и этило-
вым спиртом и сушили в вакуумном сушильном 
шкафу до постоянной массы.

Молекулярные массы деструктированного 
хитозана определяли общепринятым вискозиме-
трическим методом с помощью вискозиметра Уб-
белоде в смеси водных растворов 0.3 М уксусной 
кислоты и 0.2 М ацетата натрия при 25 ˚С. Из дан-
ных вискозиметрии с помощью уравнения Мар-

Разработка биокатализатора на основе папаина
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ка-Куна-Хаувинка-Сакурады вычисляли значения 
молекулярных масс:

[η] = K×Mα,
где [η] – характеристическая вязкость, дл/г, 

рассчитанная из данных вискозиметрии, М – сред-
невязкостная молекулярная масса полимера, K и 
α – константы, равные 82×10-5 дл/г и 0.76 соответ-
ственно [15].

Для синтеза ацетата хитозана 5.0 г хитозана 
растворяли в 500 мл 2 мас./об. водного раствора 
уксусной кислоты и выдерживали при переме-
шивании в течение 24 ч при 25±2°С. Конечный 
продукт выделяли из реакционных смесей осаж-
дением в ацетон, трижды промывали метанолом 
и сушили в вакуумной печи при 55±2°С до посто-
янной массы. Выход продукта составлял 67–81 %.

Модификацию хитозана подтверждали с по-
мощью метода ИК-спектроскопии. ИК-спектры 
регистрировали в диапазоне частот 4000-400 см-1 
на спектрометре Bruker Vertex 70 с Фурье-преоб-
разователем (Bruker Optics, Германия) методом 
нарушенного полного внутреннего отражения.

Степень замещения полученного полимера 
определяли титриметрически, согласно методике, 
представленной в работе [15]. 

Подготовку структуры папаина [20] для моле-
кулярного докинга выполняли по стандартной 
для Autodock Vina схеме, описанной авторами па-
кета на сайте: из входного файла PDB были уда-
лены координаты атомов (и сами атомы) молекул 
растворителя, буфера и лигандов. Центр молеку-
лы и параметры бокса («ячейки») мы задавали 
вручную, добиваясь того, чтобы молекула про-
теазы полностью была внутри расчетной области 
пространства. 

Модель структуры ацетата хитозана была 
нарисована в молекулярном конструкторе 
HyperChem, последовательно оптимизирована 
сначала в силовом поле AMBER, а потом кванто-
во-химически – в PM3. Лиганд в расчетах докинга 
имел максимальную конформационную свободу: 
допускалось вращение функциональных групп 
вокруг всех одинарных связей. Расстановка заря-
дов на молекуле полисахарида и ее протонирова-
ние/депротонирование осуществлялись автомати-
чески в пакете MGLTools 1.5.6.

Иммобилизацию папаина на матрице аце-
тата хитозана осуществляли путем комплексо-
образования. К 1 г ацетата хитозана добавляли 
20 мл раствора фермента (в концентрации 1 мг/
мл глицинового буфера, рН 9.0), инкубировали в 
течение 2 часов. После окончания инкубации об-

разовавшийся осадок (в виде геля) промывали с 
помощью диализа против 50 мМ трис-HCl буфера 
(pH 7.5) через целлофановую мембрану с разме-
ром пор 25 кДа до отсутствия в промывных водах 
белка (контроль осуществляли на спектрофотоме-
тре СФ-2000 при λ= 280 нм).

Содержание белка в иммобилизованных пре-
паратах папаина определяли методом Лоури [21]. 
Измерение протеолитической активности папаина 
проводили по отношению к субстрату азоказеину 
(Sigma, США) [22]. За единицу каталитической 
активности принимали количество фермента, 
которое в условиях эксперимента гидролизует 1 
мкМ субстрата за 1 мин. 

Статистическую значимость различий вели-
чин контрольных и опытных показателей опре-
деляли по t-критерию Стьюдента (при p < 0.05), 
поскольку все показатели характеризовались нор-
мальным распределением.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Мы изучили типы взаимодействий, энергии 

связывания, аминокислотный состав поверхностей 
папаина, которые в процессе комплексообразования 
взаимодействуют с носителем (табл. 1). Из рис. 1 
видно, что связи и взаимодействия папаина с аце-
татом хитозана образуются, в том числе с участием 

Рис. 1. Связи и взаимодействия между папаи-
ном и ацетатом хитозана (пунктирными линиями 
обозначены водородные связи, длина связей при-
ведена в Å)
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аминокислотных остатков, расположенных вблизи 
активного центра фермента (Cys25 и His159), что, 
естественно, должно отразиться на активности по-
лученных комплексов. Аффинность связывания па-
паина с ацетатом хитозана составила –8.1 ккал/моль.

Анализ содержания белка в иммобилизован-
ных препаратах показал, что наибольшее коли-
чество папаина (в мг на г носителя) связывается 
с ацетатом хитозана с молекулярной массой 600 
кДа (рис. 2). Общая активность папаина (в ед. на 
мл раствора) оказалась выше при его иммобили-
зации на ацетате хитозана с молекулярной массой 
350 кДа (рис. 3). Наибольшую удельную актив-
ность показали образцы в комплексе с ацетатом 
хитозана с молекулярной массой 350 кДа (рис. 4).

Таким образом, оптимальное соотношение 
содержания белка (мг на г носителя), общей ак-
тивности (в ед. на мл раствора) и удельной актив-
ности (в ед. на мг белка) выявлено при иммоби-
лизации папаина на матрице ацетата хитозана с 
молекулярной массой 350 кДа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проделанной работы нам удалось син-

тезировать производные хитозана, а именно аце-
тат хитозана с молекулярными массами 200, 350 и 
600 кДа. Была проведена иммобилизация папаина 
на данных носителях. Определены содержание 
белка и каталитическая активность препаратов. 
Оптимальное соотношение содержания белка (мг 
на г носителя), общей активности (в ед. на мл рас-
твора) и удельной активности (в ед. на мг белка) 
выявлено при иммобилизации папаина на матрице 
ацетата хитозана с молекулярной массой 350 кДа. 

Рис. 2. Содержание белка (мг/г носителя) в пре-
паратах папаина, иммобилизованного на матрице 
ацетата хитозана. Отдельно указана эффективность 
комплексообразования папаина (по содержанию 
белка), выраженная в процентах сорбированного 
фермента от его количества в растворе в процессе 
комплексообразования, принятого за 100 %

Рис. 3. Общая каталитическая активность (ед./
мл раствора) в препаратах папаина, иммобилизован-
ного на матрице ацетата хитозана. Отдельно указана 
эффективность комплексообразования папаина (по 
общей каталитической активности), выраженная в 
процентах сохранения протеолитической активно-
сти фермента после иммобилизации по отношению 
к активности папаина в растворе, принятой за 100 %

Таблица 1
Аминокислотные остатки папаина, которые образу-
ют связи и взаимодействия с ацетатом хитозана в 
ходе образования между ними комплексов

Аминокислотные остатки, формирующие
водородные связи 

и длина связи
иные типы 

взаимодействий
Asn18, 3.17 Å; 
Gly20, 2.86 Å;
Cys63, 3.06 Å;
Asn64, 2.84 Å;

Gly66, 3.13 и 2.82 Å;
Asp158, 2.88 Å;
His159, 3.03 Å;
Gly180, 3.17 Å

Gln19, Ser21, Cys22, Gly23, 
Gly65, Tyr67, Gln142, 

Trp177, Trp181

Рис. 4. Удельная каталитическая активность 
(ед./мг белка) в препаратах папаина, иммобили-
зованного на матрице ацетата хитозана. Отдель-
но указана эффективность комплексообразования 
папаина (по удельной каталитической активно-
сти), выраженная в процентах сохранения удель-
ной протеолитической активности фермента по-
сле иммобилизации по отношению к активности 
папаина в растворе, принятой за 100 %
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Показано, что связи и взаимодействия папаина 
при комплексообразовании с ацетатом хитозана 
образуются, в том числе с участием аминокислот-
ных остатков, расположенных вблизи активного 
центра фермента (Cys25 и His159), что объясняет 
снижение каталитической активности иммобили-
зованных образцов по сравнению со свободной 
формой фермента.

Исследование выполнено при финансовой поддержке 
Совета по грантам Президента Российской Федерации для 
государственной поддержки молодых российских ученых – 
кандидатов наук, номер гранта МК-2517.2022.1.3.
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DEVELOPMENT OF A BIOCATALYST BASED ON PAPAIN 
IMMOBILIZED ON CHITOSAN ACETATE

S. S. Goncharova1, Yu. A. Redko1, M. S. Lavlinskaya1,2,3, A. V. Sorokin1,2,3, M. S. Kondratyev1,4, 
N. E. Yudin1, O. V. Putintseva1, M. A. Nakvasina1, M. G. Holyavka1,2*, V. G. Artyukhov1

1Voronezh State University
2Sevastopol State University, Sevastopol

3Voronezh State University of Engineering Technologies
4 Institute of Cell Biophysics of the Russian Academy of Sciences

Abstract.  Substances of a protein nature that have the ability to selectively accelerate many chemical 
reactions both within cell and outside the body are called enzymes. The most important property of enzymes 
is their catalytic activity. Due to their peculiar properties, enzymes are widely used in the chemical, food, 
light and pharmaceutical industries. The use of biocatalysts in production is beneficial from an economic 
and environmental point of view, since they are non-toxic and operate under milder conditions compared to 
chemical catalysts. Enzymes do not lose the ability to carry out catalytic activity and exhibit high substrate 
specificity both inside and outside the cells of the producer organism.

However, enzymes are often unstable and inhibited by various compounds and factors. It is possible to 
solve these problems by immobilizing them on polymer carriers. Immobilization significantly improves the 
stability of biomolecules under various reaction conditions and allows their reuse.

One of the promising carriers for the immobilization of enzymes is chitosan obtained from chitin by 
deacetylation. Chitosan is a universal sorbent that binds a wide range of organic and inorganic substances, 
including enzyme molecules. Chitosan and its derivatives are promising polymers for pharmacy due to their 
high biocompatibility and low toxicity.

Acid hydrolysis in 0.1 M aqueous hydrochloric acid solution yielded chitosan samples with different 
molecular weights determined by the viscometric method and equal to 350 and 200 kDa. The target 
derivative, chitosan acetate with molecular weights of 600, 350, and 200 kDa, was synthesized from the 
obtained samples, the structure of which was confirmed by IR spectroscopy, and the degree of substitution 
was calculated on the basis of titrimetric data. Papain was immobilized on these polymers. The protein 
content and catalytic activity of the preparations were determined. The optimal ratio of protein content (mg 
per g of carrier), total activity (in units per ml of solution), and specific activity (in units per mg of protein) 
was found when papain was immobilized on a chitosan acetate matrix with a molecular weight of 350 kDa.

The types of interactions, binding energies, amino acid composition of papain surfaces, which interact with 
the carrier in the process of complexation have been studied. It was revealed that the bonds and interactions of 
papain with chitosan acetate are formed with the participation of amino acid residues located near the active 
site of enzyme (Cys25 and His159); the binding affinity of papain with chitosan acetate was – 8.1 kcal/mol.

Keywords: papain, chitosan acetate, immobilization
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