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Аннотация. Систематизация научных данных о протеолитической активности цистеиновых протеаз 
растительного происхождения, особенностях их экстракции, стабильности и функциональных характе-
ристиках в косметических средствах позволит определить реальный потенциал названных ферментов 
для создания эффективных средств ухода за кожей. Растительные протеазы сводят к минимуму риск раз-
дражения, они подходят для разных типов кожи: чувствительной, сухой, жирной, проблемной или ком-
бинированной, а также для людей с кожей, склонной к акне, розацеа или воспалительным заболеваниям. 
В настоящем обзоре представлен анализ методов экстракции цистеиновых протеаз растительного проис-
хождения: бромелина, фицина и папаина. Приведен сравнительный обзор традиционных и современных 
подходов к экстракции данных ферментов, подробно рассмотрены химические характеристики и функ-
циональные свойства каждого из них, определены факторы, оказывающие влияние на эффективность 
выделения и сохранения активности. Рассмотрены классические методы, такие как осаждение сульфа-
том аммония и органическими растворителями, а также современные методы, основанные на приме-
нении водно-двухфазных систем, мембранной фильтрации и аффинной хроматографии. Отмечено, что 
правильное управление значениями pH, температурой и временем воздействия играет решающую роль 
в поддержании функциональной активности ферментов. Кроме того, выделены преимущества и недо-
статки каждой технологии экстракции, предложены пути повышения эффективности процессов очистки 
и минимизации потерь ферментативной активности. Показано, что использование комбинации несколь-
ких методов позволяет достигать наилучших результатов в плане чистоты и функциональной активности 
ферментов. Исследования подтверждают важность изучения физических и химических свойств исполь-
зуемых ферментов для выбора оптимального способа экстракции. Подчеркнута значимость принципа 
рационального природопользования, согласно которому возможно вовлечение вторичных ресурсов (та-
ких как кожура и семена растений) в производственные циклы, что делает возможным экономичное и 
экологичное производство ценных биологически активных препаратов. Выдвинуто предположение, что 
дальнейшая оптимизация методов стабилизации цистеиновых протеаз, а также разработка новых техно-
логий их доставки (например, липосомальных или полимерных систем), вероятно, откроет перспективы 
для расширения спектра применения ферментативных эксфолиантов в дерматологической практике.
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Протеазы играют ключевую роль в регуляции 
различных биологических процессов у растений, 
включая распознавание патогенов, а также запуск 
эффективных механизмов защиты от них. Помимо 
этого, данные ферменты способны активировать 
протеазоактивируемые рецепторы, что добавляет 
энзимам фармакологические и токсикологиче-
ские свойства. Известно более 110 типов латексов 
разных семейств растений, содержащих хотя бы 
один протеолитический фермент, который чаще 

всего относится к семействам цистеиновых и се-
риновых эндопептидаз [1].

У растений протеолитические ферменты вовле-
чены практически во все аспекты роста и развития 
— от прорастания семян до циркадных ритмов, ста-
рения клеток и программируемой клеточной гибели. 
Важную роль играют протеолитические фермен-
ты и в организмах животных, где они необходимы 
для пищеварения, иммунной системы и передачи 
сигналов. Латекс является важным источником рас-
тительных протеаз и имеет множество способов 
применения в традиционной медицине и промыш-
ленности [2,3].
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Семейство цистеиновых протеаз включает 
шесть основных групп, большинство из которых от-
носится к группе папаинов (семейство C1). Папаин 
(КФ 3.4.22.2) представляет собой активный компо-
нент латекса тропического фрукта папайи (Carica 
papaya), обладающий протеолитической активно-
стью. Будучи наиболее изученным представителем 
семейства цистеиновых протеаз, папаин проявляет 
эндопептидазную, амидазную и эстеразную актив-
ности. Фермент синтезируется в виде неактивного 
предшественника [4,5] и локализуется внутри ла-
тексной системы растения [6]. Традиционно латекс 
Carica papaya применяется для лечения бородавок, 
мозолей, корни используются против геморроя и 
сифилиса, листья помогают при болях, плоды при-
меняются для инфицированных ран и злокачествен-
ных опухолей [7]. С начала XIX века коренное на-
селение тропиков использовало экстракты папайи 
для борьбы с паразитическими инфекциями и желу-
дочно-кишечными нематодами, такими как аскари-
ды, цепни, анкилостомы и острицы [8]. Кроме того, 
мази, содержащие папаин, применяются для очище-
ния хронических ран и ожогов путем удаления не-
кротизированных тканей [9,10].

Фицин (КФ 3.4.22.3) — основной протеоли-
тический фермент, обнаруженный в латексе дере-
вьев рода Ficus. По субстратной специфичности 
фицин сходен с папаином, его аминокислотная 
последовательность вокруг активного центра 
почти идентична с данным энзимом. Экстракты 
латекса фигового дерева используют в серологии 
для выявления антигенов [11]. Практически все 
части растения Ficus, содержащие латекс, широко 
применяют в индийской народной медицине для 
лечения множества заболеваний, включая язвы, 
нарушения секреции жёлчи, псориаз, анемию, ге-
моррой, желтуху, кровотечения из носа и рта, бо-
лезни крови, антидиарейные средства, слабитель-
ные и рвотные препараты [12]. Фицин привлекал 
внимание благодаря способности переваривать 
желудочно-кишечных паразитов, однако, широко-
го медицинского применения в лечении инфекций 
гельминтов не получил [6]. Фермент эффективен 
против биопленок бактерий Staphylococcus aureus 
[13] и Staphylococcus epidermidis [14], против па-
тогенных микроорганизмов полости рта, а также 
участвует в процессах заживления ран [15].

Бромелин (КФ 3.4.22.4) — эндопептидаза, вы-
деленная из ананаса (Ananas comosus). Она реко-
мендуется для обработки ожоговых ран и входит в 
состав препарата NexoBrid© (продаваемого в США 
под названием Debrase) [16–18]. Благодаря низкой 

токсичности бромелин эффективно используется 
для профилактики и лечения хронических воспа-
лительных заболеваний. Обладает иммуномодули-
рующими свойствами и ускоряет восстановление 
тканей путём деполимеризации межклеточных 
структур и изменения сосудистой проницаемости 
[19,20]. Бромелин применяется в косметологии для 
лечения акне [21,22] и обладает антибиоплёночны-
ми свойствами [23]. Подобно папаину и фицину, 
бромелин является мономерным белком, состоя-
щим из одной полипептидной цепи [24].

Важно отметить, что современные тенденции 
в фармации и косметологии направлены на поиск 
не только эффективных, но также доступных и де-
шевых источников активных ингредиентов. В этом 
контексте побочные продукты сельскохозяйствен-
ного производства, такие как кожура ананаса, не-
зрелые плоды инжира и папайи, представляют со-
бой ценный ресурс для получения высокоактивных 
ферментных комплексов. Их использование способ-
ствует реализации принципов циркулярной эконо-
мики и снижению нагрузки на окружающую среду. 

Систематизация научных данных о протеоли-
тической активности бромелина, фицина и папаи-
на, особенностях их экстракции, стабильности и 
функциональных характеристиках в косметиче-
ских средствах позволит определить их реальный 
потенциал для создания эффективных продуктов 
для ухода за кожей, поскольку они сводят к ми-
нимуму риск раздражения, подходят для разных 
типов кожи: чувствительной, сухой, жирной, про-
блемной или комбинированной, а также для лю-
дей с кожей, склонной к акне, розацеа или воспа-
лительным заболеваниям [25-27].

Дальнейшая оптимизация методов стабили-
зации ферментов, а также разработка новых тех-
нологий их доставки (например, липосомальных 
или полимерных систем), вероятно, откроет пер-
спективы для расширения спектра применения 
ферментативных эксфолиантов в дерматологиче-
ской практике.

Целью настоящего мини-обзора является 
сравнительный анализ способов экстракции бро-
мелина, фицина и папаина из побочных продук-
тов переработки фруктов.

МЕТОДЫ ЭКСТРАКЦИИ И ОЧИСТКИ 
БРОМЕЛИНА

Бромелин (КФ 3.4.22.32) представляет собой 
комплекс протеолитических ферментов, получае-
мых из различных частей растения Ananas comosus 
(ананас). Несмотря на традиционное использова-

Методы экстракции и очистки цистеиновых протеаз
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ние стебля в качестве основного источника энзима, 
современные исследования показывают высокую 
ферментативную активность и в других органах 
растения, включая кожуру, сердцевину и корону, что 
открывает возможности для более экономически вы-
годного производства фермента. Включение других 
частей растения Ananas comosus в процесс экстрак-
ции бромелина соответствует принципам цирку-
лярной экономики и способствует снижению коли-
чества отходов пищевой промышленности [28, 29].

Экстракция и очистка бромелина включают 
множество методов, которые направлены на выде-
ление энзима с сохраненной ферментативной актив-
ностью и высокой чистотой. Традиционные мето-
ды часто включают гомогенизацию и измельчение 
растительного материала с последующей ультра-
фильтрацией и центрифугированием для создания 
сырого экстракта и определения концентрации бро-
мелина. Например, осаждение сульфатом аммония 
или этанолом позволяет отделить фракцию фермен-
та, а затем следует диализ для удаления солей, и ли-
офилизация с целью получения стабильного порош-
ка [30, 31]. Процесс получения бромелина включает 
несколько стадий: механическую обработку расти-
тельного сырья, выделение экстракта фермента, его 
концентрирование и очистку. 

С целью повышения эффективности очистки, 
устойчивости фермента, выхода экстракции и чи-
стоты экстрактов применяют водные двухфазные 
системы, которые используют две несмешивающи-
еся водные фазы для разделения бромелина [31, 32]. 
Популярность приобретают экологически чистые 
методы, такие как мембранная фильтрация [31-36]. 

Применение мембранных технологий (ультра-
фильтрация), водно-двухфазных систем и аффин-
ной хроматографии позволяет получать фермент с 
высокой степенью чистоты и сохранением высокой 
биологической активности. Важно отметить, что ус-
ловия экстракции (температура, рН среды, скорость 
обработки) критически влияют на выход и актив-
ность бромелина, что требует тщательной оптими-
зации технологических параметров.

МЕТОДЫ ЭКСТРАКЦИИ И ОЧИСТКИ 
ФИЦИНА

Фицин (КФ 3.4.22.3) представляет собой про-
теолитический фермент растительного происхож-
дения, выделяемый из латекса различных видов 
рода Ficus, в первую очередь Ficus carica (инжир). 
Биологическая функция латекса заключается в за-
щите растения от фитопатогенов, что обусловли-
вает наличие высокоактивных ферментных ком-

плексов. Фицин, являясь цистеиновой протеазой, 
отличается высоким сродством к белковым суб-
стратам, содержащим основные аминокислоты 
в позициях, подверженных гидролизу. При этом 
источником фермента могут служить не толь-
ко латекс, но и побочные продукты переработки 
плодов, такие как кожура и незрелые плоды, что 
позволяет оптимизировать процесс получения 
фермента в рамках принципов устойчивого про-
изводства [37-39].

Эффективная экстракция фицина требует бы-
строй стабилизации ферментного комплекса сразу 
после сбора латекса для предотвращения его инак-
тивации. Применение методов трёхфазного раз-
деления и водно-двухфазных систем обеспечивает 
высокую степень очистки при сохранении фермен-
тативной активности. Получение и очистка фицина 
обычно начинаются со сбора латекса, включающего 
сложную смесь энзима и других метаболитов [40], 
который обычно собирают из незрелых зеленых 
плодов или через надрезы на растении [41, 42]. Ме-
тод выделения и очистки фицина включает различ-
ные этапы, подобные этапам получения бромелина, 
в том числе предварительную обработку (очистку, 
шелушение), разрушение клеток и удаление детри-
та, фильтрацию. Обычная экстракция фицина на-
чинается со сбора латекса, как уже упоминалось, а 
затем латекс разбавляют в буферном растворе, что-
бы предотвратить инактивацию ферментов. Меха-
ническая гомогенизация, обработка ультразвуком 
или экстракция с помощью других ферментов могут 
использоваться для повышения выхода и сохране-
ния ферментативной активности. Сырой экстракт 
подвергается ультрафильтрации и центрифугирова-
нию для удаления нерастворимого детрита и опре-
деления концентрации фицина. С помощью методов 
осаждения с использованием сульфата аммония и 
бутанола отделяют фицин от других белков, а затем 
проводится диализ для удаления солей и лиофилиза-
ция для получения стабильного порошка [41, 43-45]. 

Ключевыми параметрами успешной экстракции 
являются оптимальный рН раствора (около 6,5–7,0) 
и температурный режим, предотвращающий дена-
турацию фермента. Фицин имеет молекулярную 
массу в диапазоне 23–27 кДа и характеризуется 
наличием каталитической диады, включающей 
остатки цистеина и гистидина. Его активность про-
является в оптимальных условиях при рН 6,5–7,0 и 
температуре около 60 °C [37, 46, 47].

Особенностью фицина является относитель-
но высокая термостабильность среди раститель-
ных протеаз, что позволяет использовать его в 
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составе косметических средств, подвергающих-
ся термическому воздействию в процессе произ-
водства. Анализ литературных данных позволяет 
предположить, что перспективным направлением 
является микрокапсулирование фицина с целью 
пролонгированного высвобождения и повышения 
стабильности в готовых формулах [48, 49].

МЕТОДЫ ЭКСТРАКЦИИ И ОЧИСТКИ 
ПАПАИНА

Папаин (КФ 3.4.22.2) — это высокоспецифич-
ный протеолитический фермент, относящийся к 
цистеиновым эндопептидазам, получаемый из 
плодов Carica papaya. Фермент распространен в 
различных частях растения папайи, таких как ла-
текс [50], фрукты, кожура, семена и листья, также 
его концентрация сильно различается в экстрак-
тах спелых и незрелых плодов [51]. Биологиче-
ская роль папаина в растении связана с защитой 
от микроорганизмов и насекомых, что объясняет 
его высокую каталитическую активность.

Традиционным источником фермента является 
латекс незрелых плодов, однако, в последние годы 
отмечается интерес к экстракции папаина из аль-
тернативных частей растения, включая кожуру и 
семена, что позволяет повысить устойчивость про-
изводственных процессов. После сбора латекс раз-
бавляют в буферном растворе, чтобы предотвратить 
инактивацию фермента, затем его обрабатывают 
путем сушки, за которой следует гомогенизация (в 
буферном растворе), обработка ультразвуком для 
высвобождения папаина и повышения выхода про-
дукта [40]. Полученные неочищенные экстракты 
часто требуют дальнейшего этапа очистки ультра-
фильтрацией и центрифугированием для удаления 
ненужных остатков. Позже проводится диализ для 
выделения солей и лиофилизация для получения 
стабильного порошка папаина [40,42].

Оптимизация процесса получения папаина 
предполагает использование мягких условий экс-
тракции с контролем значений температуры и рН 
среды, что минимизирует инактивацию фермента. 
В качестве методов очистки широко применяются 
водно-двухфазные системы, аффинная хромато-
графия и трёхфазное разделение, позволяющие 
достичь высокой степени очистки при сохране-
нии каталитической активности. Иммобилизация 
папаина на полимерных носителях и использова-
ние методов микрокапсулирования рассматрива-
ются как перспективные подходы для повышения 
стабильности фермента в косметических форму-
лах [31,53].

На основании анализа литературных данных 
можно заключить, что дальнейшее совершенство-
вание технологий стабилизации папаина позволит 
значительно расширить спектр его применения в 
дерматокосметологии [54-60].

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ 
АЛГОРИТМОВ ЭКСТРАКЦИИ И 

ОЧИСТКИ БРОМЕЛИНА, ФИЦИНА, 
ПАПАИНА

Схематическое изображение алгоритмов экстракции 
и очистки бромелина, фицина, папаина, а также их де-
тальное сравнение приведены ниже (рис. 1). В таблице 
представлены три основных метода экстракции протео-
литических ферментов: с использованием сульфата ам-
мония, этанола или ацетона; с использованием сульфата 
аммония, этанола/бутанола; с использованием этанола 
и сульфата аммония. Данные подходы необходимы для 
дополнительной очистки, удаления липидов и других 
примесей, что повышает чистоту конечного продук-
та. Бромелин экстрагируют из частей растения Ananas 
comosus – для этого используются методы, такие как хро-
матография и ультрафильтрация. Фицин и папаин так-
же выделяют при помощи в основном хроматографии и 
ультрафильтрации. В некоторых случаях, для экстракции 
фицина применяются специфические лиганды, которые 
позволяют достичь высокой степени очистки. Иногда 
используется микроволновая экстракция, которая по-
зволяет сократить время процесса очистки. Ультразвуко-
вая экстракция применяется для разрушения клеточных 
стенок растений и позволяет повысить выход продукта. 
Электроэкстракция фицина и папаина способствует до-
стижению их более высокой степени очистки.

Таким образом, нами проведен подробный ана-
лиз современных методов экстракции и очистки 
цистеиновых протеаз растительного происхожде-
ния — бромелина, фицина и папаина. Установле-
но, что успешность каждого подхода определяет-
ся особенностями химического состава исходного 
сырья, требованиями к качеству конечного продук-
та и условиями технологического процесса. 

В данном обзоре продемонстрировано раз-
нообразие стратегий экстракции, включая тради-
ционные методы осаждения солями и органиче-
скими растворителями, современные подходы с 
применением водно-двухфазных систем и мем-
бранной фильтрации, а также передовые техноло-
гии типа аффинной хроматографии и микрокапсу-
лирования. Показано, что ключевыми факторами, 
определяющими успех процесса, являются стро-
гий контроль факторов среды (pH, температура) и 
подбор соответствующих методов очистки, гаран-
тирующих максимальное сохранение каталитиче-
ской активности ферментов. 
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METHODS OF EXTRACTION AND PURIFICATION OF 
CYSTEINE PROTEASES FROM PLANT RAW MATERIALS. 

MINI-REVIEW
S. M. Pankova1,2, M. G. Holyavka1,3*, I. A. Zhuravlev1, V. G. Artyukhov1

1 Voronezh State University
2 N.N. Burdenko Voronezh State Medical University

3 Sevastopol State University

Abstract. Systematization of scientific data on the proteolytic activity of plant-based cysteine proteases, 
their extraction features, stability, and functional characteristics in cosmetics will help determine the real 
potential of these enzymes for creating effective skin care products. Plant proteases minimize the risk of 
irritation, they are suitable for different skin types: sensitive, dry, oily, problematic or combination, as well 
as for people with skin prone to acne, rosacea or inflammatory diseases. This review presents an analysis 
of the methods for extracting plant-based cysteine proteases: bromelain, ficin and papain. A comparative 
overview of traditional and modern approaches to the extraction of these enzymes is provided, the 
chemical characteristics and functional properties of each of them are considered in detail, and the factors 
influencing the efÏciency of extraction and preservation of activity are determined. Classical methods, such 
as precipitation with ammonium sulfate and organic solvents, as well as modern methods based on the use 
of aqueous two-phase systems, membrane filtration and afÏnity chromatography are considered. It is noted 
that proper management of pH values, temperature and exposure time plays a decisive role in maintaining 
the functional activity of enzymes. In addition, the advantages and disadvantages of each extraction 
technology are highlighted, and ways to improve the efÏciency of purification processes and minimize 
losses of enzymatic activity are proposed. It is shown that the use of a combination of several methods 
allows achieving the best results in terms of purity and functional activity of enzymes. The studies confirm 
the importance of studying the physical and chemical properties of the enzymes used to select the optimal 
extraction method. The importance of the principle of rational nature management is emphasized, according 
to which it is possible to involve secondary resources (such as plant peels and seeds) in production cycles, 
which makes it possible to economically and environmentally friendly produce valuable biologically active 
drugs. It is suggested that further optimization of cysteine protease stabilization methods, as well as the 
development of new technologies for their delivery (for example, liposomal or polymer systems), will 
likely open up prospects for expanding the range of application of enzymatic exfoliants in dermatological 
practice.

Keywords: proteolytic enzymes, bromelain, ficin, papain, extraction methods.
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