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Трипсин (КФ 3.4.21.4) является наиболее популярным ферментом в промышленности и био-
медицине. Однако невозможность повторного использования и сложность восстановления делают его 
масштабное промышленное применение неэффективным и дорогостоящим. Решить эту проблему 
можно с помощью иммобилизации трипсина на ионообменных материалах. Целью работы было иссле-
дование закономерностей адсорбционной иммобилизации трипсина на ионообменных смолах для со-
здание гетерогенного препарата на его основе, доступного для использования в отечественных лабора-
ториях и промышленности.  

Предложена методика иммобилизации трипсина на разных типах ионообменных смол: кати-
онных смолах с функциональными группами –SO3H (КУ-2, КУ-2-8чС, IMAC-HP111), анионных смолах 
с активными группами –N+(CH3)3 (АВ-17-2П, Purolite A100), вторичными и третичными алифатиче-
скими аминогруппами и пиридиновыми группами (АВ-16-ГС), вторичными, третичными и четвертич-
ными алифатическими аминогруппами (ЭДЭ-10-П). Подготовку к работе ионообменных смол и сорб-
ционную иммобилизацию трипсина осуществляли по стандартным методикам. Измерение содержания 
белка в иммобилизованных препаратах трипсина проводили по модифицированному методу Лоури, 
протеазную активность образцов определяли на субстрате азоказеине, а эстеразную активностъ – на 
субстрате N-α-бензоил-DL-аргинин-n-нитроанилиде (BAPNA).  

Полученные препараты трипсина, иммобилизованного на ионообменных смолах, могут стать 
основой для решения ряда проблем, возникающих при создании сорбентов для очистки сточных вод, 
при разделении и очистке различных веществ в химической промышленности, а также изучении пото-
ков питательных веществ и внесении удобрений на полях.  

Установлено, что оптимальное соотношение содержания белка (мг на г носителя), общей про-
теазной активности (ед на мл раствора) и удельной протеазной активности (ед на мг белка) наблюдается 
при иммобилизации трипсина на носителе ЭДЭ-10-П с фосфатным буфером, рН 11.0 и NaOH-KCl бу-
фером, рН 12.0. Оптимальное соотношение содержания белка, общей эстеразной активности и удель-
ной эстеразной активности получено при адсорбции трипсина на АВ-16-ГС с NaOH-KCl буфером, рН 
12.0. 

Ключевые слова: трипсин, ионообменные смолы, иммобилизация, адсорбция, протеазная ак-
тивность, эстеразная активность. 

 

Введение 

Ионообменные смолы нашли широкое 
применение во многих отраслях хозяй-
ственной деятельности человека. В ос-
новном их используют для смягчения и 

обессоливания воды, при очистке воз-
вратных и сточных вод, для разделения и 
очистки различных веществ в химиче-
ской промышленности, в роли катализа-
торов для органического синтеза [1-3]. 
Ионообменные смолы применяют в каче-
стве динамических обменников в лабора-
тории или в промышленности [4-6]. 
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Ионообменные смолы представляют 
собой полимерные гранулы с различ-
ными функциональными группами, спо-
собные связывать ионы противополож-
ного заряда. В зависимости от обмена 
ионами, ионообменники можно разде-
лить на катионо- и анионообменные. Од-
новременный обмен катионов и анионов 
может также выполняться с использова-
нием определенных типов материалов 
(амфотерные ионообменники) [7]. Содер-
жание противоиона в ионообменной 
смоле определяется как ионообменная 
емкость. Другой важной характеристи-
кой ионообменных материалов является 
селективность [8]. В настоящей работе 
мы использовали разные типы ионооб-
менных смол: катионные смолы с функ-
циональными группами –SO3H (КУ-2, 
КУ-2-8чС, IMAC-HP111), анионные 
смолы с активными группами –N+(CH3)3 
(АВ-17-2П, Purolite A100), вторичными и 
третичными алифатическими аминогруп-
пами и пиридиновыми группами (АВ-16-
ГС), вторичными, третичными и четвер-
тичными алифатическими аминогруп-
пами (ЭДЭ-10-П) [9-15]. Ионообменные 
смолы могут выступать в качестве носи-
теля при иммобилизации ферментов, тем 
самым они расширяют диапазон своего 
применения в промышленности и фарма-
ции [16,17]. 

Трипсин (КФ 3.4.21.4) является чле-
ном семейства сериновых протеаз, кото-
рые катализируют гидролиз пептидных, 
сложноэфирных и амидных связей. Это 
наиболее популярный фермент в про-
мышленности и биомедицине [18, 19]. 
Трипсин применяется для отделения при-
крепленных клеточных линий в культуре 
клеток. Известно его использование в мо-
ющих средствах для удаления белковых 
пятен и при обработке кожи. Выявлено, 
что трипсин обладает антибактериальной 
активностью. Благодаря этому можно ре-
шить проблему бактериальной загрязнен-
ности воды и почвы. Широкое примене-
ние трипсина связано с его детально изу-
ченной субстратной специфичностью. В 
промышленных условиях гидролиз белка 

трипсином часто остается неполным. 
Кроме того, трудно масштабировать про-
цессы гидролиза, осуществляемые трип-
сином из-за его низкой стабильности и 
автолиза [20-23]. Невозможность повтор-
ного использования и сложность восста-
новления делает промышленное приме-
нение трипсина неэффективным и доро-
гостоящим. Решить эти проблемы можно 
с помощью его иммобилизации на нерас-
творимых носителях. Связывание с поли-
мерной матрицей ионообменных смол 
уменьшает диффузию фермента в рас-
творе и увеличивает функциональную 
площадь его поверхности. Другими пре-
имуществами иммобилизации энзимов 
являются возможность их повторного ис-
пользования, низкая скорость протео-
лиза, а также стабильность в течение дли-
тельного времени [24-26]. 

В связи с вышесказанным, целью ра-
боты было исследование закономерно-
стей адсорбционной иммобилизации 
трипсина на ионообменных смолах. 

Экспериментальная часть 

В качестве объекта исследования был 
выбран трипсин быка (MP biomedicals, 
США), субстратами для гидролиза слу-
жили азоказеин и N-α-бензоил-DL-арги-
нин-п-нитроанилид (BAPNA) (Sigma, 
США), носителями для иммобилизации – 
ионообменные смолы КУ-2, КУ-2-8чС, 
IMAC-HP111, АВ-16-ГС, АВ-17-2П, 
Purolite А100, ЭДЭ-10-П. В качестве им-
мобилизационной среды использовали 
следующие буферы: 0.05 М фосфатный с 
рН 6.5 и 11.0, 0.05 М глициновый с рН 
9.0, 0.05 М NaOH-KCL с рН 12.0. Конди-
ционирование ионообменников прово-
дили по методике [27].  

Методика адсорбционной иммобили-
зации трипсина. К 1 г ионообменной 
смолы добавляли 20 см3 раствора фер-
мента (в концентрации 1 мг/см3), инкуби-
ровали в течение 4 часов с периодиче-
ским перемешиванием. Суспензию цен-
трифугировали при 1.500 g в течение 
10 мин. Образовавшийся осадок промы-
вали 50 мМ трис-HCl буфером (pH 7.5) до 
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отсутствия в промывных водах белка 
(контроль осуществляли на спектрофото-
метре СФ-2000 при λ=280 нм). 

Метод определения протеазной актив-
ности трипсина. Определение протеазной 
активности трипсина проводили на суб-
страте азоказеине [28]. К 50 мг иммоби-
лизованного образца добавляли 200 мкл 
0.05 М трис-HCl буфера с pH 7.5, 800 мкл 
азоказеина (0.5% в 0.05 М трис-HCl бу-
фере, pH 7.5) и инкубировали 2 часа при 
37°C. Далее добавляли 800 мкл трихлор-
уксусной кислоты (ТХУ) (5%), инкубиро-
вали 10 минут при 4°C, затем центрифу-
гировали в течение 3 мин при 13 тыс 
об/мин для удаления негидролизованного 
азоказеина. К 1200 мкл супернатанта до-
бавляли 240 мкл 3% NaOH для нейтрали-
зации кислоты, после чего измеряли оп-
тическую плотность опытной пробы при 
410 нм в 10 мм кювете. Контрольная 
проба содержала 800 мкл азоказеина, 
800 мкл ТХУ, 50 мг образца и 200 мкл бу-
фера (иммобилизованный фермент в кон-
трольную пробу вносили последним, 
остальные операции для нее делали ана-
логично опытным пробам).  

Единицей протеазной активности слу-
жило количество трипсина, которое в 
условиях эксперимента гидролизует 
1 мкМ азоказеина за 1 мин. Удельную 
протеазную активность рассчитывали по 
формуле: 

C

А
ПA




2001201000 ,
 

где ПА – протеолитическая активность 
препарата, мкМ/мин на 1 мг белка; А – оп-
тическая плотность раствора при 410 нм; 
С – концентрация белка в пробе, мг/см3, 
измеренная по методу Лоури; 120 – время 
инкубации в минутах; 200 – объем пробы, 
мкл; 1000 – коэффициент для пересчета в 
мкМ. 

Определение эстеразной активности 
трипсина. Определение эстеразной ак-
тивности трипсина проводили на суб-
страте N-α-бензоил-DL-аргинин-n-нитро-
анилиде (BAPNA) [29]. К 50 мг образца 
добавляли 400 мкл BAPNA (1 мг/см3) и 
400 мкл 0.2 М фосфатного буфера с рН 

7.4, содержащего 0.04 М раствор цисте-
ина. Инкубировали раствор 2 часа при 
37°С, останавливали реакцию 800 мкл 
1 М HCl. Измеряли оптическую плот-
ность образцов при длине волны 410 нм. 
Контрольная проба содержала 400 мкл 
BAPNA, 400 мкл 1 М HCl, 50 мг образца 
и 400 мкл буфера (иммобилизованный 
фермент в контрольную пробу вносили 
последним, остальные операции для нее 
делали аналогично опытным пробам). 

Единицей эстеразной активности слу-
жило количество трипсина, которое 
в условиях эксперимента гидролизует 
1 мкМ N-α-бензоил-DL-аргинин-п-нитро-
анилида за 1 минуту. Удельную эстераз-
ную активность рассчитывали по фор-
муле: 

C

А
ЭA




4001201000 ,
 

где ЭА – эстеразная активность препа-
рата, мкМ/мин на 1 мг белка; А – оптиче-
ская плотность раствора при 410 нм; 
С – концентрация белка в пробе, мг/см3, 
измеренная по методу Лоури; 120 – время 
инкубации в минутах; 400 – объем пробы, 
мкл; 1000 – коэффициент для пересчета в 
мкМ. 

Содержание белка в иммобилизован-
ных препаратах трипсина определяли мо-
дифицированным методом Лоури [30]. 

Все экспериментальные исследования 
осуществляли минимум в 8-кратной по-
вторности. Статистическая обработка по-
лученных результатов проводилась при 
уровне значимости 5% с использованием 
t-критерия Стьюдента. 

Обсуждение результатов 

При иммобилизации трипсина на 
ионообменных материалах необходимо 
учитывать такие важные показатели, как 
заряды носителя и фермента. Значение рI 
трипсина составляет 10.8 [15], поэтому, 
чтобы обеспечить ферменту необходи-
мый заряд, в качестве иммобилизацион-
ной среды для его адсорбции на катионо-
обменниках КУ-2, КУ-2-8чС и IMAC-
HP111 мы использовали 0.05 М фосфат-
ный буфер с рН 6.5 и 0.05 М глициновый 
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буфер с рН 9.0, а для иммобилизации на 
анионообменниках АВ-17-2П, АВ-16-ГС, 
ЭДЭ-10-П и Purolite A100 применяли 0.05 
М фосфатный буфер с рН 11.0 и 0.05 М 
NaOH-KCL буфер с рН 12.0. 

Наибольшее количество белка в гете-
рогенных препаратах (в мг на г носителя) 
наблюдалось при иммобилизации трип-
сина адсорбционным методом на мат-
рице КУ-2 с фосфатным буфером с рН 6.5 
(рис. 1). Высокие значения общей проте-
азной активности трипсина (в ед на мл 
раствора) были зарегистрированы при 
его иммобилизации на матрице ЭДЭ-10-П 

с фосфатным буфером, рН 11.0 и NaOH-
KCl буфером, рН 12.0 (рис. 2). Наиболь-
шую удельную протеазную активность 
показали препараты трипсина, иммоби-
лизованного с помощью адсорбционного 
метода на матрицах КУ-2 с глициновым 
буфером рН 9.0, ЭДЭ-10-П с фосфатным 
буфером, рН 11.0 и NaOH-KCl буфером, 
рН 12.0 (рис. 3). 

При создании гетерогенных препара-
тов трипсина адсорбционным методом 
наибольшая эстеразная активность (в ед 

 
Рис. 1. Содержание белка (мг/г носителя) в препаратах трипсина, иммобилизованного 
адсорбционным методом на ионообменных смолах с использованием следующих 

буферов: 1 – 0.05 М фосфатный с рН 6.5; 2 – 0.05 М глициновый с рН 9.0; 
3 – 0.05 М фосфатный с рН 11.0; 4 – 0.05 М NaOH-KCL с рН 12.0 

Fig. 1. Protein content (mg/g carrier) in trypsin preparations immobilized by the adsorption 
method on ion-exchange resins using the following buffers: 1 – 0.05 M phosphate with pH 6.5; 

2 – 0.05 M glycine with pH 9.0; 3 – 0.05 M phosphate with pH 11.0;  
4 – 0.05 M NaOH-KCl with pH 12.0 

 
Рис. 2. Протеазная активность (ед/мл раствора) в препаратах трипсина, иммобилизо-

ванного адсорбционным методом на ионообменных смолах  с использованием следующих 
буферов: 1 – 0.05 М фосфатный с рН 6.5; 2 – 0.05 М глициновый с рН 9.0; 3 – 0.05 М фос-

фатный с рН 11.0; 4 – 0.05 М NaOH-KCL с рН 12.0 
Fig. 2. Protease activity (U/ml solution) in trypsin preparations immobilized by the adsorp-

tion method on ion-exchange resins using the following buffers: 1 – 0.05 M phosphate with pH 
6.5; 2 – 0.05 M glycine with pH 9.0; 3 – 0.05 M phosphate with pH 11.0; 4 – 0.05 M NaOH-KCl 

with pH 12.0 
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на мл раствора) проявлялась при исполь-
зовании носителя АВ-16-ГС с фосфат-
ным буфером, рН 11.0 и NaOH-KCl буфе-
ром, рН 12.0 (рис. 4). Наибольшую удель-
ную эстеразную активность показали 
препараты трипсина, иммобилизован-
ного с помощью адсорбционного метода 
на матрице АВ-16-ГС с NaOH-KCl буфе-
ром с рН 12.0 (рис. 5). 

Вероятно, наличие у носителя функци-
ональных сульфогрупп обеспечивает вы-
сокие показатели сорбции трипсина (осо-
бенно при значении рН среды 6.5, кото-
рое существенно ниже изоэлектрической 

точки сорбата), но при этом фермент 
находится в каталитически невыгодной 
конформации, что отрицательно сказыва-
ется как на его протеазной, так и на его 
эстеразной активностях. При повышении 
рН иммобилизационной среды до 9.0 
протеазная активность адсорбированного 
на КУ-2 трипсина возрастает, подтвер-
ждая тот факт, что оптимизировав усло-
вия сорбции (состав, ионная сила, рН бу-
фера), можно снизить влияние матрицы 
носителя на конформацию молекул фер-
мента. 

 
Рис. 3. Удельная протеазная активность (ед/мг белка) в препаратах трипсина, иммо-

билизованного адсорбционным методом на ионообменных смолах  с использованием 
следующих буферов: 1 – 0.05 М фосфатный с рН 6.5; 2 – 0.05 М глициновый с рН 9.0; 

3 – 0.05 М фосфатный с рН 11.0; 4 – 0.05 М NaOH-KCL с рН 12.0 
Fig. 3. Specific protease activity (U/mg protein) in trypsin preparations immobilized by the 

adsorption method on ion-exchange resins using the following buffers: 1 – 0.05 M phosphate 
with pH 6.5; 2 – 0.05 M glycine with pH 9.0; 3 – 0.05 M phosphate with pH 11.0; 4 – 0.05 M 

NaOH-KCl with pH 12.0 

 
Рис. 4. Эстеразная активность (ед/мл раствора) в препаратах трипсина, иммобилизован-
ного адсорбционным методом на ионообменных смолах  с использованием следующих 
буферов: 1 – 0.05М фосфатный с рН 6.5; 2 – 0.05 М глициновый с рН 9.0; 3 – 0.05 М фос-

фатный с рН 11.0; 4 – 0.05 М NaOH-KCL с рН 12.0 
Fig. 4. Esterase activity (U/ml solution) in trypsin preparations immobilized by the adsorption 

method on ion-exchange resins using the following buffers: 1 – 0.05M phosphate with pH 6.5; 
2 – 0.05 M glycine with pH 9.0; 3 – 0.05 M phosphate with pH 11.0; 4 – 0.05 M NaOH-KCl 

with pH 12.0 
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Высокие значения протеазной актив-
ности были получены при иммобилиза-
ции трипсина при рН 11.0 и 12.0 на ЭДЭ-10-П, 
а эстеразной – на матрице АВ-16-ГС, что 
указывает на перспективность носителей 
с функциональными вторичными и тре-
тичными алифатическими аминогруп-
пами для сохранения (стабилизации) 
обоих типов активности трипсина. 

Заключение 

Таким образом, нами предложены ме-
тодики иммобилизации трипсина путем 
адсорбции на ионообменных смолах с ис-
пользованием различных буферных си-
стем. Оптимальное соотношение содер-
жания белка (мг на г носителя), общей 
протеазной активности (в ед на мл рас-
твора) и удельной протеазной активности 
(в ед на мг белка) выявлено при иммоби-
лизации трипсина на носителе 

ЭДЭ-10-П с фосфатным буфером, рН 11.0 
и NaOH-KCl буфером, рН 12.0. Опти-
мальное соотношение содержания белка 
(мг на г носителя), общей эстеразной ак-
тивности (в ед на мл раствора) и удельной 
эстеразной активности (в ед на мг белка) 
получено при адсорбции трипсина на АВ-
16-ГС с NaOH-KCl буфером, рН 12.0.  

Сочетание относительно недорогих 
компонентов позволит сделать доступ-
ным предлагаемый нами метод для отече-
ственных лабораторий. В связи с этим 
разработанные образцы на основе иммо-
билизованного трипсина и ионообмен-
ных смол внесут свой вклад при создании 
препаратов для очистки сточных вод, для 
разделения и очистки различных веществ 
в химической промышленности, для изу-
чения потоков питательных веществ и 
внесения удобрений на полях [31]. 
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Рис. 5. Удельная эстеразная активность (ед/мг белка) в препаратах трипсина, иммоби-

лизованного адсорбционным методом на ионообменных смолах  с использованием следу-
ющих буферов: 1 – 0.05 М фосфатный с рН 6.5; 2 – 0.05 М глициновый с рН 9.0; 3 – 0.05 

М фосфатный с рН 11.0; 4 – 0.05 М NaOH-KCL с рН 12.0 
Fig. 5. Specific esterase activity (U/mg protein) in trypsin preparations immobilized by the 

adsorption method on ion-exchange resins using the following buffers: 1 – 0.05 M phosphate 
with pH 6.5; 2 – 0.05 M glycine with pH 9.0; 3 – 0.05 M phosphate with pH 11.0; 4 – 0.05 M 

NaOH-KCl with pH 12.0 
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Development of a technique for the adsorption 
immobilization of trypsin on ion-exchange resins 
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Trypsin (EC 3.4.21.4) is the most popular enzyme in industry and biomedicine. However, the impos-
sibility of reuse and the complexity of recovery make its large-scale industrial use ineffective and expensive. 
This problem can be solved by immobilizing trypsin on ion-exchange materials. The aim of this study was 
investigation of the regularities of the adsorption immobilization of trypsin on ion-exchange resins for creation 
of a heterogeneous preparation based on it, available for use in domestic laboratories and industry.  

A technique for the immobilization of trypsin on different types of ion exchange resins: cationic resins 
with functional groups –SO3H (KU-2, KU-2-8chS, IMAC-HP111), anionic resins with active groups  
–N+(CH3)3 (AV-17-2P, Purolite A100), secondary and tertiary aliphatic amino groups and pyridine groups 
(AB-16-GS), secondary, tertiary and quaternary aliphatic amino groups (EDE-10-P) was proposed. The prep-
aration of ion exchange resins and the sorption immobilization of trypsin were carried out according to standard 
methods. The protein content in the immobilized trypsin preparations was measured according to a modified 
Lowry method, the protease activity of the samples was determined using azocasein as the substrate, and the 
esterase activity was determined using N-α-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide (BAPNA) as the substrate.  

The obtained preparations of trypsin immobilized on ion-exchange resins can become the basis for 
solving a number of problems arising in the production of sorbents for waste water treatment, in the separation 
and purification of various substances in the chemical industry, as well as in the study of nutrient flows and 
fertilization in the fields.  

It was found that the optimal ratio of the protein content (mg per g of the carrier), the total protease 
activity (units per ml of solution) and the specific protease activity (units per mg of protein) was observed when 
trypsin was immobilized on the EDE-10-P carrier with a phosphate buffer, pH 11.0 and NaOH-KCl buffer, pH 
12.0. The optimal ratio of protein content, total esterase activity and specific esterase activity was obtained by 
adsorption of trypsin on AV-16-GS with NaOH-KCl buffer, pH 12.0. 

Keywords: trypsin, ion exchange resins, immobilization, adsorption, protease activity, esterase activity. 
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