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Аннотация. Адсорбционная иммобилизация – распространенный подход для стабилизации каталити-

ческой активности ферментов, заключающийся в присоединении их макромолекул к поверхности ка-

кого-либо носителя за счет слабых физических взаимодействий и водородных связей. Согласно совре-

менным представлениям, этот процесс является наиболее «щадящей» техникой иммобилизации по от-

ношению к структуре глобулы фермента. Однако несмотря на этот факт, часто наблюдается снижение 

активности иммобилизованного препарата по сравнению с нативным ферментом. Для выяснения при-

чин этого процесса следует изучить особенности взаимодействия в системе фермент-носитель и вы-

явить типы взаимодействий, возникающие между ее компонентами. При исследовании структуры фер-

ментов критически важным становится установление природы и качественного состава аминокислот-

ных остатков на поверхности макромолекулы энзима, взаимодействующих с носителем, так как в слу-

чае, если каталитически значимые остатки вовлекаются в этот процесс, может наблюдаться значитель-

ное снижение активности фермента. В связи с этим целью настоящей работы является исследование 

особенностей взаимодействия цистеиновой протеазы бромелина с карбоксиметилцеллюлозой с помо-

щью десорбции фермента из образуемого комплекса в различных условиях (в присутствии сульфата 

аммония или поверхностно-активного вещества Тритон Х-100, в том числе при различных температу-

рах), а также методом гибкого молекулярного докинга. Выбранные объекты исследования – перспек-

тивные компоненты для получения биокатализаторов пищевого или биомедицинского назначения, по-

этому исследование особенностей их взаимодействия будет способствовать расширению сфер приме-

нения бромелина. В ходе исследования установлено, что инкубация иммобилизованного на карбокси-

метилцеллюлозе бромелина в растворах сульфата аммония с концентрацией 32 мМ или выше, а также 

Тритона Х-100 с концентрацией 100 мМ или выше приводит к разрушению комплекса и десорбции 

фермента. Этот факт подтверждает вклад нековалентных взаимодействий в образование иммобилизо-

ванного препарата. При повышении температуры инкубации комплекса выше 60 °C также наблюдалось 

высвобождение фермента из препарата, что указывает на образование водородных связей между фер-

ментом и носителем. In silico исследование подтвердило образование этих типов связей и взаимодей-

ствий, причем показано, что аминокислотные остатки, образующие активный центр бромелина, также 

связываются с носителем. 
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Abstract. Adsorption immobilisation is a common approach to stabilise the catalytic activity of enzymes. It 

involves the attachment of their macromolecules to the surface of a carrier due to weak physical interactions 

and hydrogen bonds. According to modern concepts, this process is the ‘gentlest’ immobilisation technique in 

terms of the structure of the enzyme globule. Despite this fact, the activity of the immobilised preparation is 

often lower compared to the native enzyme. To understand the reasons, it is necessary to study the specific 

features of interactions within the enzyme-carrier system and to identify the types of interactions occurring 

between its components. When studying the structure of enzymes, it is critical to determine the nature and 

qualitative composition of amino acid residues on the surface of the enzyme macromolecule that interact with 

the carrier. If catalytically important residues are involved in the process, there may be a significant decrease 

in the enzyme activity. In this regard, the aim of the work was to study the features of interaction between 

bromelain, which is a cysteine protease, and carboxymethyl cellulose by desorption of the enzyme from the 

formed complex under different conditions (in the presence of ammonium sulphate or surfactant Triton X-100, 

including at different temperatures), as well as by flexible molecular docking. The studied substances are prom-

ising components for the production of biocatalysts for food or biomedical applications, so the study of their 

interaction features will expand the applications of bromelain. We determined that incubation of bromelain 

immobilised on carboxymethyl cellulose in solutions of ammonium sulphate with a concentration of 32 mM 

or higher and Triton X-100 with a concentration of 100 mM or higher resulted in the destruction of the complex 

and the desorption of the enzyme. It confirms that non-covalent interactions contribute to the formation of 

immobilised preparation. When we increased the incubation temperature of the complex above 60 °C, we also 

observed the release of the enzyme from the preparation, indicating the formation of hydrogen bonds between 

the enzyme and the carrier. In silico study confirmed the formation of these types of bonds and interactions. It 

was determined that the amino acid residues forming the active site of bromelain also formed bonds with the 

carrier. 
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Введение 

Ферменты – природные катализаторы, 

на порядки превосходящие по эффектив-

ности существующие в настоящий мо-

мент химические аналоги. Благодаря 

своей низкой токсичности энзимы нахо-

дят различные сферы применения в био-

технологии, пищевой промышленности, 

фармации и биомедицине. Однако из-за 

особенностей строения биокатализаторы 

чувствительны к изменениям параметров 

окружающей среды, в первую очередь – 

температуры, рН и присутствию денату-

рирующих агентов: резкие изменения 

указанных факторов в микроокружении 

приводят к потере нативной структуры и 

каталитической активности фермента [1]. 

Кроме того, большая часть энзимов явля-

ется глобулярными водорастворимыми 
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белками [2], что делает невозможным 

многократное применение этих доста-

точно дорогостоящих компонентов и за-

трудняет их массовое внедрение в раз-

личные технологические процессы. 

Доступным и эффективным способом 

стабилизации структуры и каталитиче-

ской активности фермента является его 

иммобилизация – фиксация молекул эн-

зимов на каком-либо носителе. В резуль-

тате этого процесса становится возмож-

ным варьирование параметров непосред-

ственного микроокружения макромоле-

кулы биокатализатора и создание усло-

вий, в которых нативная структура гло-

булы будет минимально изменяется неза-

висимо от свойств макрофазы, в которой 

она находится [3-5]. Из всех известных к 

настоящему моменту техник иммобили-

зации наименее деструктивной по отно-

шению к глобулярной структуре фермен-

тов является адсорбционная, заключаю-

щаяся в сорбции энзима на поверхности 

носителя за счет образования водород-

ных связей и прочих нековалентных вза-

имодействий (ван-дер-ваальсовых, лон-

доновских, электростатических и др.) [6, 

7]. Отдельно стоит подчеркнуть, что ад-

сорбционная иммобилизация наиболее 

экономически выгодна при получении 

биокатализаторов для пищевых или био-

медицинских задач, так как не требует ис-

пользования токсичных активаторов и 

дополнительных затрат на стадиях их 

введения и очистки иммобилизованного 

препарата от непрореагировавшего ком-

понента.  

На типы образуемых связей и взаимо-

действий между белком и носителем вли-

яют свойства поверхности их молекул, в 

первую очередь – наличие функциональ-

ных групп, способных вступать в те или 

иные типы взаимодействий. Однако не-

смотря на достаточный накопленный 

массив знаний о принципах взаимодей-

ствия ферментов с различными носите-

лями, к настоящему времени не вырабо-

тан единый принцип, позволяющий вы-

брать идеальную подложку, не изменяю-

щую каталитически выгодную структуру 

глобулы и не затрудняющую массопере-

нос субстрата и продуктов к активному 

центру фермента или от него. В настоя-

щее время подбор оптимальной пары 

фермент-носитель осуществляется пре-

имущественно эмпирическим путем [8]. 

Анализ литературных данных показы-

вает, что в присутствии микроокружения, 

сформированного из полисахаридов, 

нарушения каталитически выгодной кон-

формации фермента практически не 

наблюдается [4, 5, 9]. Однако, подобные 

взаимодействия все равно могут приво-

дить к снижению активности фермента, и 

для выяснения причин этого процесса 

требуется изучение особенностей взаи-

модействия фермента и носителя, а также 

вклада различных сил в этот процесс [10]. 

В связи со сказанным выше, целью 

настоящей работы является исследование 

особенностей взаимодействия цистеино-

вой протеазы бромелина (КФ 3.4.22.32) с 

карбоксиметилцеллюлозой с помощью 

десорбции фермента из образуемого ком-

плекса в различных условиях, а также ме-

тодом гибкого молекулярного докинга. 

Бромелин – протеолитический фермент 

растительного происхождения, широко 

используемый в биомедицине для тера-

пии раневых повреждений, а также в пи-

щевой промышленности для повышения 

качества ряда продуктов питания, таких 

как хлебобулочные изделия, сыры и 

напитки [11-14]. Карбоксиметилцеллю-

лоза (схема 1) представляет собой до-

ступный нетоксичный и биоинертный по-

лимер, содержащий не- и ионогенные 

функциональные группы, что позволяет 

использовать ее в качестве компонента 

для получения катализаторов для пище-

вой промышленности или биомедицины 

[15-17]. 

Экспериментальная часть 

В качестве объекта исследования был 

выбран бромелин из стебля Ananas 
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comosus (каталожный номер B4882, 

Sigma, США), субстратом для гидролиза 

служил азоказеин (Sigma, США), в каче-

стве носителя для иммобилизации ис-

пользовали карбоксиметилцеллюлозу в 

H-форме с молекулярной массой 90 кДа и 

степенью замещения 0.7 (Реахим, Рос-

сия). В экспериментах по десорбции ис-

пользован сульфат аммония (ХЧ, Вектон, 

Россия) и Тритон Х-100 (>98%, Sigma, 

США) 

Иммобилизация бромелина на мат-

рице карбоксиметилцеллюлозы. К 1 г 

карбоксиметилцеллюлозы добавляли 

20 см3 раствора фермента (в концентра-

ции 1 мг/см3 в буфере c рН 8.6±0.01, по-

лучаемого смешением рассчитанных ко-

личеств 100 мМ раствора глицина и 100 

мМ раствора NaOH), инкубировали в те-

чение 2 часов. После окончания времени 

инкубации образовавшийся осадок про-

мывали с помощью диализа против 

50 мМ трис-HCl буфера (pH 7.5) через 

целлофановую мембрану с размером пор 

25 кДа до отсутствия в промывных водах 

белка (контроль осуществляли на спек-

трофотометре СФ-2000 при λ=280 нм). 

Содержание белка в иммобилизован-

ных препаратах бромелина определяли 

методом Лоури [18]. Для экспериментов 

по десорбции белка перед определением 

его содержания иммобилизованный пре-

парат выдерживали в растворе сульфата 

аммония (рН 4.9±0.02) или Тритона Х-

100 в концентрации 4-500 ммоль или при 

температурах в интервале 20-80°C в тече-

ние 1 часа, после чего образец центрифу-

гировали при 10 000 g и отдельно анали-

зировали осадок и супернатант. 

Методика определения протеолитиче-

ской активности бромелина. Измерение 

протеолитической активности бромелина 

проводили по отношению к субстрату 

азоказеину (Sigma, США), как описано в 

[19].  

Статистическую значимость различий 

величин контрольных и опытных показа-

телей определяли по t-критерию Стью-

дента (при p<0.05), поскольку все показа-

тели характеризовались нормальным рас-

пределением. 

Молекулярный докинг. Подготовку 

структуры бромелина [20] для докинга 

выполняли по стандартной для Autodock 

Vina схеме, описанной авторами пакета 

на сайте: из входного файла PDB были 

удалены координаты атомов (и сами 

атомы) молекул растворителя и иных со-

единений. Центр молекулы и параметры 

бокса («ячейки») мы задавали вручную, 

добиваясь того, чтобы молекула проте-

азы полностью была внутри расчетной 

области пространства.  

Модель структуры карбоксиметилцел-

люлозы была нарисована в молекулярном 

конструкторе HyperChem, последова-

тельно оптимизирована сначала в сило-

вом поле AMBER, а потом квантово-хи-

мически – в PM3. Лиганд в расчетах до 

кинга имел максимальную конформаци-

онную свободу: допускалось вращение 

функциональных групп вокруг всех оди-

нарных связей. Расстановка зарядов на 

 
Схема 1. Схематичное изображение фрагмента макромолекулы карбоксиметилцеллю-

лозы со степенью замещения 0.7 

Scheme 1. Schematic representation of a fragment of a carboxymethyl cellulose macromolecule 

with the degree of substitution of 0.7 
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молекуле полисахарида и ее протониро-

вание/депротонирование осуществля-

лись автоматически в пакете MGLTools 

1.5.6. 

Обсуждение результатов 

Для выявления типов возможных вза-

имодействий, в которые может вступать 

поверхность глобулы бромелина нами 

проведен анализ поверхности 3D-модели 

его макромолекулы и выявлены кластеры 

аминокислот с различными свойствами 

(рис. 1). Как видно из представленных 

данных, на поверхности глобулы белка 

присутствуют скопления как заряжен-

ных, так и гидрофобных аминокислотных 

остатков, что указывает на возможность 

образования водородных связей, электро-

статических взаимодействий и гидрофоб-

ных эффектов, обусловленных ван-дер-

ваальсовыми и лондоновскими взаимо-

действиями. 

Для исследования взаимодействий, 

принимающих участие в образовании 

комплекса бромелин-карбоксиметилцел-

люлоза, нами проведены эксперименты 

по десорбции фермента в различных 

условиях – в присутствии сульфата аммо-

ния, Тритона Х-100, а также при различ-

ных температурах. Сульфат аммония – 

легкорастворимая в воде соль, сильный 

электролит, изменение концентрации ко-

торого оказывает существенное влияние 

на ионную силу раствора. Таким образом, 

варьируя этот параметр, становится воз-

можным оценить вклад электростатиче-

ских взаимодействий в образование ассо-

циата фермент-носитель.  

Тритон Х-100 (схема 2) представляет 

собой поверхностно-активное вещество, 

сочетающее в себе гидрофильную цепь 

полиэтиленоксида и гидрофобный арома-

тический фрагмент. Благодаря своей не-

ионогенной природе этот детергент ока-

зывает влияние преимущественно на гид-

рофобные эффекты, возникающие в си-

стеме бромелин-карбоксиметилцеллюлоза.  

 
Рис. 1. Кластеры заряженных (А) и гидрофобных (Б) аминокислотных остатков на по-

верхности молекулы бромелина (1, 2, 3, 4 – номера кластеров; кругом обозначен активный 

центр фермента; каждое следующее изображение представляет собой молекулу, поверну-

тую на 90° относительно предыдущего изображения). Для рисунка 1А: серым цветом обо-

значены положительно заряженные скопления, черным цветом – отрицательно заряженные. 

Fig. 1. Clusters of charged (A) and hydrophobic (B) amino acid residues on the surface of a 

bromelain molecule (1, 2, 3, and 4 are the cluster numbers; the circle indicates active site of the 

enzyme; each subsequent image represents the molecule rotated by 90° relative to the previous 

image). In Figure 1A, grey indicates positively charged clusters and black indicates negatively 

charged clusters. 
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Температура также оказывает значи-

тельное влияние на процесс взаимодей-

ствия белка с элементами микроокруже-

ния. С повышением температуры повы-

шается сегментарная подвижность гло-

булы бромелина, в результате чего проис-

ходит перестроение внутри- и межмоле-

кулярных водородных связей, образую-

щих как элементы вторичной структуры 

фермента, так и связей с элементами мик-

роокружения белка, в том числе – с кар-

боксиметилцеллюлозой. На основании 

этого можно заключить, что с повыше-

нием температуры может наблюдаться 

частичное разрушение комплекса броме-

лин-карбоксиметилцеллюлоза за счет 

разрушения Н-связей, образованных 

между их макромолекулами. Таким обра-

зом, варьирование температуры и изме-

нение содержания белка в комплексе в 

этих условиях можно рассматривать как 

косвенное подтверждение вклада водо-

родных связей в образование комплекса.  

На рисунке 2 представлены зависимо-

сти содержания белка и его общей актив-

ности в комплексе и супернатанте в зави-

симости от указанных выше факторов. 

Зависимость интенсивности процессов 

десорбции бромелина была исследована 

в присутствии сульфата аммония и Три-

тона Х-100 в диапазоне концентраций 4-

500 мМ, а также при температурах в об-

ласти 25-80оС. Как видно из представлен-

ных данных, содержание белка в иммоби-

лизованном препарате практически неиз-

менно при концентрации сульфата аммо-

ния 32 мМ или ниже, при возрастании 

концентрации соли наблюдается сниже-

ние концентрации белка в препарате 

(осадке) и ее рост в супернатанте. Полу-

ченные данные по содержанию белка в 

комплексе коррелируют с результатами 

определения общей активности: при кон-

центрациях (NH4)2SO4 32 мМ и выше 

наблюдается снижение протеолитиче-

ской активности иммобилизованного 

препарата (осадка) и рост активности су-

пернатанта. Таким образом, при исполь-

зовании раствора сульфата аммония с 

концентрацией 32 мМ или выше происхо-

дит десорбция белка с поверхности кар-

боксиметилцеллюлозы, причем интен-

сивность процесса возрастает с ростом 

концентрации электролита. На основании 

этого можно заключить, что в образова-

нии комплекса бромелин-карбоксиме-

тилцеллюлоза принимают участие элек-

тростатические силы.  

При обработке комплекса бромелина 

Тритоном Х-100 наблюдается снижение 

количества фермента и его активности в 

иммобилизованном препарате и возрас-

тание значений этих параметров в супер-

натанте при достижении концентрации 

100 мМ детергента. Таким образом, 

можно сделать вывод о том, что гидро-

фобные эффекты также вносят вклад в 

процесс образования комплекса белок-

полисахарид, однако в меньшей степени 

по сравнению с электростатическими вза-

имодействиями. Стоит отметить, что ве-

личина общей активности препаратов в 

присутствии детергента значительно 

ниже, чем в присутствии сульфата аммо-

ния. По-видимому, это может быть свя-

зано с неспецифической адсорбцией 

белка на мицеллах ПАВ (критическая 

концентрация мицеллообразования Три-

 
Схема 2. Схематичное изображение молекулы Тритон Х-100 

Scheme 2. Schematic representation of the Triton X-100 molecule 
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тона Х-100 составляет 0.24 мМ [21]), в ре-

зультате чего может происходить измене-

ние конформации макромолекулы броме  

лина, связанное с переходом гидрофоб-

ных аминокислотных остатков из ядра 

глобулы к ее поверхности [22, 23]. 

Исследование зависимости содержа-

ния бромелина в комплексе с карбокси-

метилцеллюлозой от температуры пока-

зывает, что при достижении 60оС наблю-

дается снижение количества белка в им-

мобилизованном препарате и его рост в 

супернатанте. При 80оС, доля десорбиро-

ванного белка значительно превосходит 

это значение для иммобилизованного, 

что указывает на существенный вклад во-

дородных связей в образование ком-

плекса. Данные зависимости общей ак-

тивности комплекса и супернатанта кор-

релируют с содержанием белка и также 

свидетельствует о частичной десорбции 

бромелина при температурах выше 60оС.  

Для детализации особенностей взаи-

модействия бромелина и карбоксиметил-

целлюлозы было осуществлено in silico 

 

 

 
Рис. 2. Зависимость содержания белка и общей протеолитической активности броме-

лина в зависимости от: А, Б – присутствия сульфата аммония; В, Г – присутствия Тритона 

Х-100; Д, Е – температуры. 

Fig. 2. The dependency of bromelain’s content or proteolytic activity on: A, Б in the presence 

of ammonia sulfate; В, Г in the presence of Triton X-100; Д, Е at different temperatures. 
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исследование. Молекула бромелина 

представляет собой полипептидную 

цепь, свернутую в глобулу, в которой от-

четливо выделяются два домена: L-

домен, содержащий три α-спирали (αL1, 

αL2, αL3), и R-домен, образуемый одной 

α-спиралью и β-складчатостью (αR1 и 

βR). На их стыке образуется полость («ка-

талитический карман»), в которой распо-

ложен активный центр фермента, вклю-

чающий Сys26, входящий в состав αL1-

спирали, и His158, относящийся к βR-

складчатости.  

На рис. 3 представлена топология ком-

плекса бромелин-карбоксиметилцеллю-

лоза. Молекула полисахарида локализу-

ется в полости глобулы, что указывает на 

 
Рис. 3. Топология комплекса бромелина и карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ). 

Fig. 3. Topology of the bromelain-carboxymethyl cellulose complex. 

 

Таблица. Аминокислотные остатки бромелина, которые образуют связи и взаимодействия 

с карбоксиметилцеллюлозой (в скобках указана принадлежность аминокислотного остатка 

к упорядоченным элементам вторичной структуры белка, если скобки отсутствуют, то ами-

нокислота входит в состав неупорядоченных участков молекулы белка) 

Table. Bromelain’s aminoacid residues interacting with carboxymethyl cellulose (the assignment 

of the aminoacid residues with the ordered elements of the secondary protein structure is indicated 

in brackets; if the brackets are absent, then the amino acid is part of the disordered regions of the 

protein) 

Аминокислотные остатки, участвующие в образовании 

водородных связей, 

длина, Å  

электростатических 

взаимодействий 

гидрофобных 

эффектов, обусловленных 

лондоновскими и ван-дер-

ваальсовыми 

взаимодействиями 

Thr15, 3.01, 3.07; 

Lys18, 3.67, 3.91; 

Asn19, 3.8, 3.35; 

Gln20, 3.89, 2.98; 

Asn21, 3.09; Cys23, 

3.31; Ser37 (αL1), 3.35; 

Glu51(αL2), 2.70; 

His158 (βR), 4.09; 

Lys179, 2.80; Trp180, 

3.14; Tyr185, 4.09 

Arg9, Lys18, Hys158 (βR), Arg187  Pro48 (αL1) 

Количество аминокислотных остатков, участвующих в образовании связей и взаимо-

действий 

12 (участвуют в обра-

зовании 16 H-связей) 
4 1 
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возможность взаимодействия полиглико-

зида как с каталитически значимыми 

аминокислотными остатками, так и с про-

чими поверхностными аминокислотами. 

Детализация взаимодействий по типам 

(таблица) показывает, что в образовании 

комплекса бромелин-карбоксиметилцел-

люлоза преобладает вклад водородных 

связей (16 шт.), формируемых, в том 

числе, и с участием His158 – аминокис-

лотного остатка, непосредственно входя-

щего в активный центр фермента. В элек-

тростатические взаимодействия, пред-

ставленные в виде так называемых «соле-

вых мостиков», вступают заряженные по-

верхностные аминокислотные остатки 

Arg9, Lys18, Hys158, Arg187 cо стороны 

фермента и карбоксильные группы кар-

боксиметилцеллюлозы. Гидрофобные 

эффекты представлены в минимальном 

количестве (только с участие Pro48), что, 

по-видимому, обусловлено высокой гид-

рофильностью карбоксиметилцеллю-

лозы. Отдельно стоит отметить, что ком-

плексообразование протекает, в основ-

ном, через взаимодействия с аминокис-

лотными остатками, относящимся к 

неупорядоченным областям глобулы 

бромелина, что обусловлено их стериче-

ской доступностью, а также с вовлече-

нием аминокислот αL1-спирали и βR-

складчатости, формирующих область 

«каталитического кармана» макромоле-

кулы. В целом, результаты молекуляр-

ного докинга и экспериментов по десорб-

ции фермента согласуются достаточно 

хорошо и указывают на наличие одних и 

тех же типов взаимодействия. 

Заключение 

Таким образом, исследованы особен-

ности взаимодействия бромелина с кар-

боксиметилцеллюлозой. Выявлено, что 

вклад в образование ассоциата между 

ними вносят водородные связи, электро-

статические взаимодействия и гидрофоб-

ные эффекты, обусловленные лондонов-

скими и ван-дер-ваальсовыми взаимодей-

ствиями. Методом молекулярного до-

кинга показано, что аминокислотные 

остатки, образующие активный центр 

фермента, вовлечены в образование ком-

плекса, разрушение которого происходит 

при концентрации сульфата аммония 

32 мМ и выше, для Тритона Х-100 – выше 

100 мМ или при температуре более 60оС. 

Конфликт интересов  

Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-
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могли бы повлиять на работу, представ-

ленную в этой статье. 
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