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Аннотация. Бромелин – цистеиновая протеаза растительного происхождения, имеет высокие перспек-

тивы применения в медицине и промышленности. Растворимые формы фермента подвержены быстрой 

инактивации вследствие конформационных перестроек, вызванных действием многих химических ве-

ществ и физических факторов, поэтому их использование ограничено. Одним из способов преодоления 

названных затруднений является адсорбция бромелина на различных биополимерах. Адсорбция явля-

ется наиболее простым методом иммобилизации ферментов, которая влияет на активность биокатали-

заторов. В связи с вышесказанным, целью исследования было получение комплексов бромелина с 

микро- и наночастицами карбоксиметилхитозана без и с добавлением аскорбиновой кислоты, опреде-

ление каталитической активности биокатализаторов и оценка их стабильности при оптимальных усло-

виях функционирования.  

В ходе работы были синтезированы микро- и наночастицы среднемолекулярного (200 кДа) и высоко-

молекулярного (350 кДа) карбоксиметилхитозанов без и с добавлением аскорбиновой кислоты, а также 

получены комплексы бромелина с микро- и наночастицами карбоксиметилхитозана. Функциональная 

активность препаратов снижалась в течение семи суток эксперимента. Каталитическая способность ас-

социатов бромелина с микрочастицами карбоксиметилхитозана с молекулярными массами 200 и 350 

кДа увеличилась на 63 и 52 % по сравнению со свободным ферментом. При получении этих же ком-

плексов в присутствии аскорбиновой кислоты, активность увеличилась на 69 % для среднемолекуляр-

ного карбоксиметилхитоза и на 55 % для высокомолекулярного карбоксиметилхитозана. 

Каталитическая способность ассоциатов бромелина с наночастицами карбоксиметилхитозана с моле-

кулярными массами 200 и 350 кДа по сравнению со свободным ферментом увеличилась на 62 и 30 %. 

При добавлении аскорбиновой кислоты, активность комплексов увеличилась на 65 % для среднемоле-

кулярного карбоксиметилхитоза и на 50 % для высокомолекулярного карбоксиметилхитозана. 
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Abstract. Bromelain, a plant-derived cysteine protease, has great potential for medical and industrial applica-

tions. Soluble forms of the enzyme are subject to rapid inactivation due to conformational rearrangements 

caused by the influence of many chemicals and physical factors, so their use is limited. One of the ways to 

overcome these difficulties is to adsorb bromelain on various biopolymers. Adsorption is the simplest method 

of enzyme immobilisation, which influences the activity of biocatalysts. Therefore, the aim of the study was 

to obtain bromelain complexes with micro- and nanoparticles of carboxymethyl chitosan with and without 

ascorbic acid, to determine the catalytic activity of the biocatalysts, and to evaluate their stability under optimal 

functioning conditions.  

We synthesised micro- and nanoparticles of medium molecular weight (200 kDa) and high molecular weight 

(350 kDa) carboxymethyl chitosans with the and without ascorbic acid, and also obtained bromelain complexes 

with micro- and nanoparticles of carboxymethyl chitosan. The functional activity of the preparations decreased 

during seven days of the experiment. The catalytic capacity of bromelain associates with carboxymethyl chi-

tosan microparticles with molecular weights of 200 and 350 kDa increased by 63 and 52 % compared to the 

free enzyme. When the same complexes were prepared with ascorbic acid, the activity increased by 69 % for 

medium molecular weight carboxymethyl chitosan and by 55 % for high molecular weight carboxymethyl 

chitosan. 

The catalytic capacity of bromelain associates with carboxymethyl chitosan nanoparticles with molecular 

masses of 200 and 350 kDa increased by 62 and 30 % compared to the free enzyme. When ascorbic acid was 

added, the activity of the complexes increased by 65 % for medium molecular weight carboxymethyl chitosan 

and by 50 % for high molecular weight carboxymethyl chitosan. 

Keywords: bromelain, carboxymethyl chitosan, carboxymethyl chitosan nanoparticles, carboxymethyl chi-

tosan microparticles, adsorption. 
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Введение 

Бромелин (КФ 3.4.22.4) – протеолити-

ческий фермент растительного проис-

хождения, выделяемый из Ananas 

comosus. Молекулярная масса бромелина 

составляет 26-33 кДа. Молекула фер-

мента представляет собой одну полипеп-

тидную цепь, состоящую из 285 амино-

кислотных остатков, стабилизированную 

пятью дисульфидными связями и сверну-

тую в глобулу, в которой отчетливо выде-

ляются два домена: L-домен, содержа-

щий три α-спирали (αL1, αL2, αL3), и R-

домен, образуемый одной α-спиралью и 

β-складчатостью (αR1 и βR). На их стыке 

образуется полость («каталитический 

карман»), в которой расположен актив-

ный центр фермента, включающий 

Сys26, входящий в состав αL1-спирали, и 

His158, относящийся к βR-складчатости. 

Таким образом, бромелин содержит одну 

свободную сульфгидрильную группу 

цистеина, необходимую для его функци-

онирования [1-3]. Наиболее благоприят-

ными условиями для работы как натив-

ного, так и иммобилизованного фермента 

являются значение рН 7.5 и температур-

ный диапазон 50-70°C [4]. 

Помимо своего протеолитического 

действия, бромелин обладает противо-

воспалительными, кардиопротектор-

ными, иммуномодулирующими и анти-
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оксидантными свойствами [5]. Из литера-

турных данных известно, что бромелин 

эффективно всасывается в организме и не 

вызывает значительных побочных эф-

фектов [6]. Способность бромелина рас-

щеплять ожоговый струп используется в 

составе лекарственного препарата «Нек-

собрид», входящего в Государственный 

реестр [7]. В Европе бромелин одобрен 

для применения в лечении хирургиче-

ских ран, воспалений, вызванных трав-

мами и хирургическими вмешатель-

ствами [8]. Его применения не ограничи-

ваются только медицинской областью, но 

также распространяются на промышлен-

ность, например, текстиль, косметику, 

продукты питания. Производство самого 

фермента высокоэкологично, поскольку 

используются методы центрифугирова-

ния, ультрафильтрации и лиофилизации 

отходов переработки фруктов [5,9,10]. 

Известно, что даже на первый взгляд 

незначительные изменения конформации 

фермента, обусловленные воздействием 

физических и химических факторов, мо-

гут снижать его каталитическую актив-

ность, что ограничивает сферы использо-

вания биокатализатора в промышленно-

сти и биомедицине [11-13]. Комплексо-

образование бромелина является одним 

из способов сохранения его стабильно-

сти. В отличие от химических методов 

иммобилизации адсорбция ферментов на 

поверхности носителей в меньшей сте-

пени оказывает влияние на конформацию 

и активность биомакоромолекулы, т.к. 

связывание фермента с носителем осу-

ществляется в основном за счет Ван-дер-

Ваальсовых взаимодействий, водород-

ных и ионных связей [14]. 

В качестве носителей для иммобилиза-

ции могут быть использованы нанораз-

мерные частицы хитозана и его производ-

ных. Хитозан является биологически ак-

тивным полисахаридом, растворимым 

только в кислых средах, что ограничи-

вает его практическое применение в виде 

растворов [15]. Для повышения раствори-

мости в воде, нейтральных и щелочных 

средах проводят химическую модифика-

цию хитозана путём введения, например, 

гидроксильных и аминных групп. Эта мо-

дификация увеличивает его раствори-

мость в нейтральных и основных средах 

и существенно улучшает антибактери-

альные свойства полимера [16,17]. 

Карбоксиметилхитозан (КМХ; схема 

1) – это карбоксиметилированная раство-

римая форма хитозана. Благодаря про-

стоте синтеза, растворимости в воде и ам-

фолитному характеру карбоксиметилхи-

тозан имеет широкое применение в био-

медицинской и фармацевтической обла-

стях [18]. Карбоксиметилхитозан также 

обладает высокой биологической актив-

ностью, биодеградируемостью, пленко- и 

волокнообразуюшей способностью и 

способностью к комплексообразованию 

[19]. При уменьшении размеров частицы 

возникают новые поверхностные явления 

и реакции, приводящие к высокой хими-

ческой и биологической активности био-

полимеров [20]. 

Целью нашего исследования было по-

лучение комплексов бромелина с микро-

(МЧ) и наночастицами (НЧ) карбоксиме-

 
Схема 1. Схема фрагмента макромолекулы карбоксиметилхитозана 

Scheme 1. Scheme of a fragment of a carboxymethyl chitosan macromolecule 
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тилхитозана без и с добавлением аскор-

биновой кислоты, определение каталити-

ческой активности ферментов и оценка 

их стабильности по уровню ферментатив-

ной активности биокатализаторов.  

Экспериментальная часть 

В качестве объекта исследования был 

выбран бромелин из стебля ананаса 

Ananas comosus (Sigma, США), субстра-

том для протеолиза служил азоказеин 

(Sigma, США). Для синтеза КМХ исполь-

зовали хитозан с молекулярными мас-

сами 200 (среднемолекулярный, СМ) и 

350 кДа (высокомолекулярный, ВМ) 

(ЗАО «Биопрогресс», Россия). Микро- и 

наночастицы в свою очередь получали из 

СМ-КМХ и ВМ-КМХ. 

Получение КМХ осуществляли по ме-

тодике, подробно описанной в работе 

[21]. Способ получения микрочастиц 

приведен в работе [22], для получения на-

ночастиц на последнем этапе обработки 

время воздействия ультразвуком и его ча-

стота были увеличены до 10 мин (40 кГц).  

Получение комплекса бромелина с 

микрочастицами карбоксиметилхитозана 

(МЧ-КМХ) и наночастицами карбокси-

метилхитозана (НЧ-КМХ) осуществляли 

по следующей методике: раствор броме-

лина (2 мг/см3 в 50 мМ трис-глициновом 

буфере, рН 9.0) смешивали в равных объ-

емах с раствором МЧ-КМХ и НЧ-КМХ и 

выдерживали при комнатной темпера-

туре в течение 2 ч.  

Измерение протеазной активности 

комплексов проводили на субстрате 

азоказеине (Sigma) [23]. Стабильность 

комплексов оценивали согласно мето-

дике, описанной в [24,25]. Рассчитанные 

величины характеризовались нормаль-

ным распределением, поэтому для их ста-

тистической обработки применяли t-кри-

терий Стьюдента (при p<0.05).  

Молекулярный докинг. Подготовку 

структуры бромелина для докинга вы-

полняли 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 

молекуле полисахарида и ее протониро-

вание/депротонирование осуществля-

лись автоматически в пакете MGLTools 

1.5.6. 

Обсуждение результатов 

Установлено, что при создании ассо-

циатов бромелина с микрочастицами 

среднемолекулярного карбоксиметилхи-

тозана с молекулярной массой 200 кДа 

(МЧ-СМ-КМХ) и высокомолекулярного 

карбоксиметилхитозана с молекулярной 

массой 350 кДа (МЧ-ВМ-КМХ), получен-

ными без добавления аскорбиновой кис-

лоты, активность белок-полисахаридных 

комплексов по сравнению со свободным 

ферментом увеличилась на 63 и 52% со-

ответственно. При образовании комплек-

сов бромелина с микрочастицами обоих 

типов карбоксиметилхитозана, получен-

ными с добавлением аскорбиновой кис-

лоты (МЧ-СМ-КМХ-Аск и МЧ-ВМ-

КМХ-Аск), его активность стала выше на 

69 и 55% (рис. 1). 

При комплексообразовании броме-

лина с наночастицами среднемолекуляр-

ного (НЧ-СМ-КМХ) и высокомолекуляр-

ного (НЧ-ВМ-КМХ) карбоксиметилхито-

занов, полученными без добавления ас-

корбиновой кислоты, активность гибрид-

ных биокатализаторов по сравнению со 

свободным ферментом увеличилась на 62 
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и 30% соответственно. При формирова-

нии комплексов бромелина с наночасти-

цами обоих типов карбоксиметилхито-

зана, полученными с добавлением аскор-

биновой кислоты (НЧ-СМ-КМХ-Аск и 

НЧ-ВМ-КМХ-Аск), его каталитическая 

способность увеличилась на 65 и 50% 

(рис. 1). 

Комплексообразование бромелина со 

всеми изучаемыми нами типами микро- и 

наночастиц приводило к повышению ста-

бильности фермента, начиная с 4 часов 

инкубации при 37°С в 0.05 М трис-HCl 

буфере (pH 7.5). 

После 168 часов инкубации при 37°C в 

0.05 М трис-HCl буфере (pH 7.5) броме-

лин сохранял 15% своей каталитической 

активности, комплексы с МЧ-СМ-КМХ и 

МЧ-ВМ-КМХ проявляли соответственно 

59 и 54% своей каталитической способ-

ности, а комплексы с МЧ-СМ-КМХ-Аск 

и МЧ-ВМ-КМХ-Аск сохраняли 69 и 62% 

их протеолитической активности (рис. 2). 

При этом комплексы с НЧ-СМ-КМХ и 

НЧ-ВМ-КМХ проявляли соответственно 

51 и 57 % своей каталитической способ-

ности, в то время как ассоциаты с НЧ-

 
а 

 
б 

Рис. 1. Каталитическая активность бромелина, ед/мл (а) и её изменение, % (б): раство-

римый бромелин (1); бромелин в комплексе с МЧ-СМ-КМХ (2); бромелин с МЧ-СМ-

КМХ-Аск (3); бромелин с МЧ-ВМ-КМХ (4); бромелин с МЧ-ВМ-КМХ-Аск (5); бромелин 

с НЧ-СМ-КМХ (6); бромелин с НЧ-СМ-КМХ-Аск (7); бромелин с НЧ-ВМ-КМХ (8); бро-

мелин с НЧ-ВМ-КМХ-Аск (9). За 100 % принята активность свободного бромелина (1) 

при оптимальных условиях гидролиза. 

Fig. 1. Catalytic activity of bromelain, units/ml (a) and its change, % (b): soluble bromelain 

(1); bromelain in complex with MP-MM-CMCh (2); bromelain with MP-MM-CMCh -Asс (3); 

bromelain with MP-HM-CMCh (4); bromelain with MP-HM-CMCh -Asc (5); bromelain with 

NP-MM-CMCh (6); bromelain with NP-MM-CMCh-Asс (7); bromelain with NP-HM-CMCh 

(8); bromelain with NP-HM-CMCh-Asc (9). The activity of free bromelain (1) under optimal 

hydrolysis conditions was taken as 100%. 
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СМ-КМХ-Аск и НЧ-ВМ-КМХ-Аск со-

храняли 58 и 61% их протеолитической 

активности (рис. 3).  

На заключительном этапе работы мы 

сравнили активность и стабильность по-

лученных ассоциатов бромелина с нано- 

и микрочастицами карбоксиметилхито-

зана с препаратами на основе хитозана, 

полученными нами ранее [1]. Вне зависи-

мости от выбранного для получения ча-

стиц полисахарида наблюдалось повы-

шение стабильности фермента по сравне-

нию с его растворимой формой. Однако в 

случае использования хитозана процент 

сохранения каталитической активности 

фермента был существенно ниже, чем 

при применении в качестве носителя кар-

боксиметилхитозана, сорбция на котором 

позволяет повысить протеолитическую 

активность бромелина на 69 % (для ком-

плекса бромелина с МЧ-СМ-КМХ-Аск) 

по сравнению со свободной формой фер-

мента. Этот результат подчеркивает целе-

сообразность модификации хитозана для 

его дальнейшего использования в каче-

стве носителя цистеиновых протеаз, а 

также расширяет перспективы практиче-

ского применения бромелина. 

Для объяснения полученных результа-

тов по активации бромелина при иммоби-

лизации на карбоксиметилхитозане (в 

сравнении с использованием хитозана в 

 
а 

 
б 

Рис. 2. Остаточная каталитическая активность бромелина после инкубации образцов 

при 37°С и pH 7.5 в ед/мл (а) и % (б) от первоначального уровня: свободный бромелин (1); 

бромелин в комплексе с МЧ-СМ-КМХ (2); бромелин с МЧ-СМ-КМХ-Аск (3); бромелин с 

МЧ-ВМ-КМХ (4); бромелин с МЧ-ВМ-КМХ-Аск (5). За 100 % принята ферментативная 

активность образцов, наблюдаемая без их предварительной инкубации и при оптимальных 

условиях гидролиза. 

Fig. 2. Residual catalytic activity of bromelain after incubation of samples at 37°C and pH 7.5 

in units/ml (a) and % (b) of the initial level: free bromelain (1); bromelain in complex with MP-

MM-CMCh (2); bromelain with MP-MM-CMCh-Asc (3); bromelain with MP-HM-CMCh (4); 

bromelain with MP-HM-CMCh-Asc (5). The enzymatic activity of samples observed without 

prior incubation and under optimal hydrolysis conditions was taken as 100%. 
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качестве адсорбента) мы применили ме-

тод молекулярного докинга. На рис. 4 

представлены топологии комплексов 

бромелин-хитозан и бромелин-карбокси-

метилхитозан. Молекулы обоих полиса-

харидов локализуются в полости гло-

булы, указывая на возможность их взаи-

модействия как с каталитически значи-

мыми аминокислотными остатками, так и 

с прочими поверхностными аминокисло-

тами.  

Детализация взаимодействий по типам 

(таблица) показывает, что при образова-

нии комплекса бромелин-карбоксиме-

тилхитозан формируется 13 водородных 

связей, тогда как при адсорбции фер-

мента на хитозане их 12, причем ряд ами-

нокислотных остатков (Thr15, Lys18, 

Glu51, Trp161, Lys179) участвует в обра-

зовании водородных связей с обоими ти-

пами полисахаридов. Хотелось бы отме-

тить, что в комплексе бромелин-хитозан 

одна из водородных связей образуется с 

участием His158 – аминокислотного 

остатка, непосредственно входящего в 

активный центр фермента. При сорбции 

на матрице карбоксиметилхитозана 

His158 образует два солевых мостика с 

матрицей носителя. Вероятно, этот факт 

и обусловливает выраженную активацию 

 
а 

 
б 

Рис. 3. Остаточная каталитическая активность бромелина после инкубации образцов 

при 37°С и pH 7.5 в ед/мл (а) и в % (б) от первоначального уровня: свободный бромелин 

(1); бромелин с НЧ-СМ-КМХ (2); бромелин с НЧ-СМ-КМХ-Аск (3); бромелин с НЧ-ВМ-

КМХ (4); бромелин с НЧ-ВМ-КМХ-Аск (5). За 100 % принята ферментативная активность 

образцов, наблюдаемая без их предварительной инкубации и при оптимальных условиях 

гидролиза. 

Fig. 3. Residual catalytic activity of bromelain after incubation of samples at 37°C and pH 7.5 

in units/ml (a) and % (b) of the initial level: free bromelain (1); bromelain in complex with NP-

MM-CMCh (2); bromelain with NP-MM-CMCh-Asc (3); bromelain with NP-HM-CMCh (4); 

bromelain with NP-HM-CMCh-Asc (5). The enzymatic activity of samples observed without 

prior incubation and under optimal hydrolysis conditions was taken as 100%. 
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бромелина в составе комплекса с карбок-

симетилхитозаном. 

Электростатические взаимодействия и 

гидрофобные эффекты представлены в 

минимальном количестве в обоих ком-

плексах. Отдельно стоит отметить, что 

комплексообразование протекает, в ос-

  
Рис. 4. Топология комплексов бромелина с хитозаном (слева) и карбоксиметилхитозаном (справа). 

Fig. 4. Topology of bromelain complexes with chitosan (left) and carboxymethyl chitosan (right). 

 

Таблица. Аминокислотные остатки бромелина, которые образуют связи и взаимодействия 

с хитозаном и карбоксиметилхитозаном (в скобках указана принадлежность аминокислот-

ного остатка к упорядоченным элементам вторичной структуры белка, если скобки отсут-

ствуют, то аминокислота входит в состав неупорядоченных участков молекулы белка) 

Table. Bromelain’s aminoacid residues interacting with chitosan and carboxymethylchitosan (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 (солевых 

мостиков) 

гидрофобных 

эффектов, обусловленных 

лондоновскими и ван-дер-

ваальсовыми 

взаимодействиями 

в комплексе бромелина с хитозаном 

Thr15, 3.13, 3.13;  

Lys18, 3.08, 3.42;  

Glu51 (αL2), 3.80; 

Phe140, 3.12; 

His158 (βR), 2.83; Thr161 

(βR), 3.15, 4.03;  

Lys179, 2.92, 3.61; 

Tyr185, 3.02 

Lys144 Ala33(αL1) 

в комплексе бромелина с карбоксиметилхитозаном 

Thr15, 3.83;  

Lys18, 3.35;  

Asn19, 3.29, 3.49; Gln20, 

2.99, 3.94; Asn21, 3.92;  

Cys23, 3.09;  

Glu51 (αL2), 2.87; Trp161 

(βR), 3.85; Lys179, 2.90;  

Trp180, 3.23;  

Gly184, 3.58 

Lys18; 

His158 (βR, 2 мостика) 
Pro22 
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новном, через взаимодействия с амино-

кислотными остатками, относящимся к 

неупорядоченным областям глобулы 

бромелина, что обусловлено их стериче-

ской доступностью, а также с вовлече-

нием аминокислот αL1 и αL2-спиралей и 

βR-складчатости в комплексе с хитоза-

ном и αL2-спирали и βR-складчатости в 

комплексе с карбоксиметилхитозаном. 

Заключение 

В ходе проделанной работы нам уда-

лось получить микро- и наночастицы кар-

боксиметилхитозанов с молекулярными 

массами 200 и 350 кДа без и с добавле-

нием аскорбиновой кислоты. Белок-по-

лисахаридные комплексы бромелина с 

микро- и наночастицами карбоксиметил-

хитозанов, сформированными как с до-

бавлением аскорбиновой кислоты, так и 

без нее, проявляли протеазную актив-

ность в ~ 1.5-1.7 раз выше, чем фермент в 

растворе. При этом образование ком-

плекса бромелина с частицами карбокси-

метилхитозана приводило к повышению 

стабильности фермента, начиная с 4 ча-

сов инкубации при 37°С в 0.05 М трис-

HCl буфере (pH 7.5). После 168 часов хра-

нения при 37°C эффект стабилизации 

протеолитической активности был более 

выражен: ассоциаты бромелина с части-

цами карбоксиметилхитозана всех изуча-

емых на конец срока инкубации были в 4 

раза более активны, чем свободный бро-

мелин в растворе.  

Конфликт интересов 

Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-
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