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Аннотация. Фицин и папаин – протеолитические ферменты растительного происхождения, применя-
емые в биомедицине и промышленности. Растворимые формы ферментов имеют ряд недостатков, 
например, быстрая инактивация, микробная деградация, автолиз и другие. Благодаря иммобилизации 
энзимов на полисахаридах можно исключить названные проблемы.  
В связи с вышесказанным, цель исследования заключалась в разработке методики получения комплек-
сов фицина и папаина с сульфатом хитозана с различными молекулярными массами и изучении их 
структурных особенностей 
Проведен синтез сульфата хитозана с различными значениями молекулярных масс: 200, 350 и 600 кДа. 
Разработана методика комплексообразования фицина и папаина с сульфатом хитозана. Исследование 
содержания белка в иммобилизованных препаратах фицина и папаина проводили по методу Лоури, 
протеазную активность образцов определяли по скорости гидролиза субстрата – азоказеина. 
Из анализа результатов экспериментов in silico вытекает, что взаимодействие фицина и папаина с 
сульфатом хитозана обусловлено образованием водородных связей между компонентами, а также 
электростатическими и гидрофобными взаимодействиями. Связи и взаимодействия с сульфатом 
хитозана образуются, в том числе, с участием аминокислотных остатков, образующих активный центр 
энзимов (Cys25 и His162 для фицина, Cys25 и His159 для папаина) или находящихся в 
непосредственной близости от них. 
Выявлено, что оптимальное соотношение таких параметров, как содержание белка (в мг на г носителя) 
и общей активности (в ед. на мл раствора) полученных комплексов фицина и папаина, наблюдается при 
их взаимодействии с носителем, молекулярная масса которого составляет 600 кДа. 
Предложенный подход открывает широкие перспективы для его внедрения в практику иммобилизации 
протеиназ благодаря предсказанию структурных особенностей биокатализатора на основе in silico рас-
четов, не требующих использования дорогостоящих реактивов. 
Ключевые слова: фицин, папаин, сульфат хитозана, иммобилизация, комплексообразование, протеаз-
ная активность. 
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Abstract. Ficin and papain are proteolytic enzymes of plant origin used in biomedicine and industry. Soluble 
forms of enzymes have several disadvantages, such as rapid inactivation, microbial degradation, autolysis, etc. 
Immobilization of enzymes on polysaccharides can exclude these problems. 
In connection with the above, the purpose of the study was to develop a technique for the complexation of ficin 
and papain with sulfate chitosan with different molecular weights and to study their structural features. 
Sulfate chitosan with different molecular weights (200, 350, and 600 kDa) was successfully obtained. A tech-
nique for the complexation of ficin and papain with sulfate chitosan has been proposed. The protein content in 
the immobilized formulations of ficin and papain was estimated by the Lowry method; the protease activity of 
the samples was evaluated on the substrate azocasein. 
It was shown by in silico experiments that the interaction of ficin and papain with sulfate chitosan is due to 
electrostatic and hydrophobic interactions, as well as the formation of hydrogen bonds between the compo-
nents. Bonds and interactions with sulfate chitosan are also formed with the participation of amino acid residues 
forming the active site of the enzymes (Cys25 and His162 for ficin, Cys25 and His159 for papain) and near-
locating ones. 
It was found that the optimal ratio of protein content (mg per g of carrier), total activity (in units per mL of 
solution) is achieved for ficin and papain complexes with sulfate chitosan with a molecular weight of 600 kDa. 
The proposed approach has broad prospects for practical use in the field of proteinase immobilization due to 
the prediction of the structural features of the biocatalyst based on in silico simulations that do not require the 
use of expensive reagents. 
Keywords: ficin, papain, sulfate chitosan, immobilization, complexation, protease activity. 
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Введение 
Цистеиновые протеазы – семейство 

гидролаз, объединенных тем фактом, что 
в их активном центре, расщепляющем 

пептидные связи, содержится остаток се-
росодержащей аминокислоты – цисте-
ина. Эти ферменты широко распростра-
нены в природе и принимают участие в 
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процессах жизнедеятельности представи-
телей всех таксонов живых организмов 
[1]. Учитывая этот факт, цистеиновые 
протеазы нашли эффективное примене-
ние в различных областях практической 
деятельности человека, среди которых 
особо следует выделить биотехнологии 
[2, 3], косметологию [4], фармацию [5, 6], 
медицину [7, 8] и пищевую промышлен-
ность [9].  

Папаин (КФ 3.4.22.2) и фицин (КФ 
3.4.22.3) являются перспективными для 
фармации ферментами. Папаин полу-
чают из латекса папайи Carica papaya. Он 
стабилен при высоких температурах и ак-
тивен в диапазоне рН 3.0-9.0. Изоэлек-
трическая точка равна 8.75 [10]. Папаин 
обладает противовоспалительными и ан-
тимикробными свойствами, так как гид-
ролизует токсиканты белковой природы в 
области воспалений. Кроме того, фер-
мент обладает стимулирующим дей-
ствием по отношению к метаболизму и 
регенерации тканей, а также способ-
ствует проникновению других лекар-
ственных средств через кожные покровы 
без нарушения целостности здоровых 
тканей [11, 12]. 

Фицин – протеолитический фермент, 
выделяемый из латекса инжира Ficus 
carica. Фицин, как и папаин, активен в 
широком диапазоне значений pH среды. 
Изоэлектрическая точка составляет 9.0. 
Характеризуется довольно высокой тер-
мической стабильностью: температура 
инактивации составляет порядка 80°С, а 
оптимум активности приходится на диа-
пазон 60-65°С [13]. Фицин способен к 
гидролизу многих типов белков и обла-
дает противовирусными свойствами [14].  

Многие энзимы часто характеризу-
ются низкой устойчивостью к действию 
различных денатурирующих факторов, в 
связи с чем для стабилизации их активно-
сти целесообразно иммобилизовать мо-
лекулы энзимов на матрице полимеров 
[16, 17]. Идеальные носители, применяе-
мые для иммобилизации биокатализато-

ров, должны отвечать следующим усло-
виям: стабильность и прочность в усло-
виях эксплуатации, отсутствие неспеци-
фических взаимодействий, приводящих к 
конформационным изменениям глобул 
энзимов, а также доступность реакцион-
ных центров для вступления в реакции 
активации. Все вышеперечисленные осо-
бенности характерны для хитозана и его 
сульфатированных производных [18]. 
Анализ литературных данных показы-
вает, что взаимодействие ферментов с хи-
тозаном приводит к повышению их тер-
мостабильности и резистентности к воз-
действию микроорганизмов [19]. 

Сульфат хитозана – один из его струк-
турных аналогов, в котором сульфатная 
группа может быть присоединена непо-
средственно к аминогруппе хитозана 
[20]. Сульфат хитозана – полисахарид, в 
макромолекулах которого содержатся 
сульфатные- и аминогруппы. Помимо 
всех вышеперечисленных свойств хито-
зана, которые присущи и сульфату хито-
зана, полисахарид обладает антикоагу-
лянтной активностью, возрастающей при 
увеличении степени сульфатирования, а 
также резко снижает интенсивность деле-
ния раковых клеток. Хитозан и его суль-
фатированные формы обладают антиок-
сидантным действием, эффективность 
которого сопоставима с фенольными ан-
тиоксидантами, но по сравнению с по-
следними, хитозан и его производные 
имеют преимущество из-за их нетоксич-
ной природы [21]. Данные полимеры 
нашли широкое применение в медицине 
и фармакологии благодаря их низкой сто-
имости, доступности, нетоксичности, не-
иммуногенности, биодеградируемости, 
антибактериальной и противогрибковой 
активности, биоразлагаемости, выражен-
ным адгезивным свойствам, биосовме-
стимости, влиянию на процессы регене-
рации поврежденных кожных покровов 
[22]. Однако механизмы формирования 
комплексов сульфата хитозана с различ-
ными белками мало изучены. 
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В связи с вышесказанным, целью про-
веденного исследования являлась разра-
ботка методики получения комплексов 
фицина и папаина с сульфатом хитозана 
и изучение их структурных особенно-
стей. 

Экспериментальная часть 
Объектами исследования выступали 

фицин, выделенный из Ficus carica, па-
паин, полученный из Carica papaya 
(Sigma, США), в экспериментах по опре-
делению протеолитической активности в 
качестве субстрата для гидролиза исполь-
зовали азоказеин (Sigma, США), для син-
теза сульфата хитозана применяли хито-
зан со средней молекулярной массой 200, 
350 и 600 кДа и степенью деацетилирова-
ния 0.85 (Биопрогресс, Россия). 

Получение сульфата хитозана осу-
ществляли по следующей методике: для 
приготовления сульфата хитозана 5.0 г 
хитозана растворяли в 500 см3 2 мас./об. 
водного раствора уксусной кислоты, за-
тем 20 см3 10 % масс. водного раствора 
серной кислоты и выдерживали при пере-
мешивании в течение 24 ч при 25±2°С. 
Образовавшийся гель помещали в ацетон 

на 5 суток, трижды промывали метано-
лом и сушили в вакуумной шкафу при 
55±2°С до постоянной массы. Выход про-
дукта находился в диапазоне 85-96%. 

Иммобилизацию фицина и папаина на 
матрице сульфата хитозана осуществ-
ляли путем комплексообразования, со-
гласно [23].  

Подготовку структуры фицина и папа-
ина [23] для докинга выполняли по стан-
дартной для Autodock Vina схеме. Мо-
дель структуры сульфата хитозана была 
нарисована в молекулярном конструк-
торе HyperChem, последовательно опти-
мизирована сначала в силовом поле 
AMBER, а потом квантово-химически – в 
PM3. Расстановка зарядов на молекуле 
полисахарида и ее протонирование/де-
протонирование осуществлялись автома-
тически в пакете MGLTools 1.5.6.  

Содержание белка в комплексных пре-
паратах фицина и папаина определяли 
методом Лоури [24]. Анализ протеолити-
ческой активности комплексов прово-
дили по отношению к субстрату азоказе-
ину [25]. Рассчитанные величины харак-
теризовались нормальным распределе- 

Таблица 1. Аминокислотные остатки фицина и папаина, которые формируют связи и взаи-
модействия с сульфатом хитозана в процессе комплексообразования 
Table 1. Amino acid residues of ficin and papain, which form bonds and interactions with chitosan 
sulfate during the complexation between them 

Аминокислотные остатки, формирующие 
водородные связи и длина связи, Å иные типы взаимодействий 
Аминокислоты фицина, которые образуют связи и взаимодействия с сульфатом хитозана 
Asn18, 2.71 Å; 
Gly20, 3.08 и 3.06 Å; 
Ser66, 2.70 Å; 
Gly68, 2.93 и 2.98 Å; 
Glu145, 2.96 и 3.04 Å; 
Asp161, 3.07 Å; 
His162, 3.23 Å; 
Trp184, 3.16 Å 

Gln19, Cys22, Gly23, Tyr60, Cys65, Gly67, 
Trp69, Trp188 

Аминокислоты папаина, которые образуют связи и взаимодействия с сульфатом хитозана 
Gly20, 2.73 Å; 
Cys22, 3.06 Å; 
Cys25, 2.89 Å; 
Cys63, 2.91 Å; 
Gly66, 2.87 и 3.13 Å; 
Gln142, 2.88 Å 

Asn18, Ser21, Gly23, Asn64, Gly65, Ala136, 
Val157, Asp158, Trp177 

 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 3. С. 435-443. 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2023. Vol. 23, No 3. pp. 435-443. 
 
ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 

 

 

 
 

439  

нием, поэтому для их статистической об-
работки применяли t-критерий Стью-
дента (p<0.05). 

Обсуждение результатов 
В результате осуществленного in silico 

исследования были выявлены типы хи-
мических связей и физических взаимо-

действий, аминокислотный состав по-
верхностей молекул фицина и папаина, 
которые в процессе комплексообразова-
ния взаимодействуют с носителем, а 
также энергетическая характеристика 
процесса первого взаимодействия – аф-
финность связывания (табл. 1, рис. 1-2). 

 

 

Рис. 1. Связи и взаимодействия между 
фицином и сульфатом хитозана (пунктир-
ными линиями обозначены водородные 

связи, длина связей приведена в Å). 
Fig. 1. Bonds and interactions between ficin 

and chitosan sulfate 
(dotted lines indicate hydrogen bonds, the 

length of the bonds is given in Å). 

Рис. 2. Связи и взаимодействия между 
папаином и сульфатом хитозана 

(пунктирными линиями обозначены 
водородные связи, длина связей 

приведена в Å). 
Fig. 2. Bonds and interactions between pa-

pain and chitosan sulfate (dotted lines indicate 
hydrogen bonds, the length of the bonds 

is given in Å). 

 
Рис. 3. Содержание белка (в мг/г носителя) в комплексах фицина и папаина с сульфатом хи-

тозана. Отдельно указана эффективность комплексообразования фицина и папаина (по содер-
жанию белка), выраженная в процентах сорбированного фермента от его количества в растворе 

в процессе комплексообразования, принятого за 100%. 
Fig. 3. Protein content (in mg/g of carrier) in complexes of ficin and papain with chitosan sulfate. 

The effectiveness of the complexation of ficin and papain (in terms of protein content) is indicated 
above bars, expressed as a percentage of the sorbed enzyme from its amount in solution during com-

plexation, taken as 100%. 
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Из полученных данных видно, что обра-
зование комплексов исследуемых фер-
ментов с сульфатом хитозана происхо-
дит, в том числе, с участием аминокис-
лотных остатков, формирующих актив-
ные центры энзимов (Cys25 и His162 для 
фицина, Cys25 и His159 для папаина) или 
расположенных в непосредственной бли-
зости от них, что оказывает влияние на 
каталитическую активность целевых пре-
паратов. Энергия первого взаимодей-
ствия (аффинность связывания) фицина и 
папаина с сульфатом хитозана составила 
-8.0 и -7.1 ккал/моль, соответственно, что 
указывает на самопроизвольное протека-
ние процессов. 

В ходе анализа содержания белка в по-
лученных гибридных препаратах, выяв-
лено, что наибольшее количество фицина 
содержится в комплексах с сульфатом 
хитозана с молекулярной массой 600 кДа. 
Для папаина наблюдается более сложная 
картина: содержание фермента макси-
мально в комплексах с носителем с моле-
кулярными массами 200 и 600 кДа (рис. 
3). Наибольшая протеолитическая актив-
ность фицина достигается в результате 
его взаимодействия с сульфатом хито-
зана с молекулярной массой 600 кДа, для 
папаина – при его комплексообразовании 

с сульфатом хитозана с молекулярными 
массами 350 и 600 кДа (рис. 4).  

Оптимальное соотношение содержа-
ния белка и общей протеолитической ак-
тивности комплексов фицина и папаина с 
сульфатом хитозана наблюдается при ис-
пользовании носителя с молекулярной 
массой 600 кДа. 

Заключение 
Таким образом, нами предложена ме-

тодика иммобилизации фицина и папа-
ина путем комплексообразования с суль-
фатом хитозана с различными величи-
нами молекулярных масс (200, 350 и 
600 кДа). Оптимальное значение соотно-
шения содержания белка (в мг на г носи-
теля) и общей активности (в ед. на мл рас-
твора) полученных комплексов наблюда-
ется при использовании носителя с моле-
кулярной массой 600 кДа. 

Благодаря сохранению относительно 
высокого процента каталитической ак-
тивности, полученные гибридные препа-
раты фицина и папаина с сульфатом хи-
тозана могут стать основой для создания 
инновационных лекарственных средств, 
сочетающих в себе антибактериальное, 
антитромбическое и противовирусное 
действия.  

 
Рис. 4. Общая каталитическая активность (ед./мл раствора) комплексов фицина и папаина с 

сульфатом хитозана. Отдельно указана эффективность комплексообразования фицина и папа-
ина (по общей каталитической активности), выраженная в процентах сохранения протеолити-
ческой активности фермента после иммобилизации по отношению к активности фицина и па-

паина в растворе, принятой за 100 %. 
Fig. 4. Total catalytic activity (units/mL of solution) of complexes of ficin and papain with chi-

tosan sulfate. The efficiency of the complexation of ficin and papain (by total catalytic activity) is in-
dicated above the bar, expressed as a percentage of the preservation of the proteolytic activity of the 
enzyme after immobilization in relation to the activity of ficin and papain in solution, taken as 100%. 
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