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Рассмотрены условия адсорбционной иммобилизации протеолитического фермента папаина 
на сверхсшитых полимерах А-100 и MN-500. Исследована сорбция папаина в зависимости от времени 
достижения равновесия, концентрации ионов водорода в растворе. Рассчитаны значения эффектив-
ных коэффициентов диффузии. Определены равновесные параметры сорбции с применением адсорб-
ционной теории БЭТ: предельное количество сорбированного папаина, константы, характеризующие 
взаимодействия типа сорбат-сорбент и сорбат-сорбат. 
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The regularities of adsorption immobilization of the proteolytic enzyme papain on super-crosslinked 
polymers A-100 and MN-500 are considered. Super-crosslinked polystyrol has a high specific surface area, 
characterized by a developed porous structure and significant mobility of the polymer grid, being a matrix for 
the formation of various nanoclusters of inorganic and organic nature. At the same time, the sorption capacity 
of these polymers is much higher than the capacity of other types of organic sorbents. One of the advantages 
of sorbents is also non-toxicity and hemocompatibility 

 The sorption of papain depending on the time of achieving equilibrium and the concentration of hy-
drogen ions in the solution were studied. Optimal conditions of adsorption immobilization were established: 
immobilization time – 2 hours, pH – 6.5 units, sorbat concentration – 4÷5·10-2 mmol/dm3. 

The obtained experimental kinetic curves indicate that the sorption process is limited by the stage of 
internal diffusion. The values of effective diffusion coefficients for papain immobilized on MN-500 (7.35 · 
10-9 cm2/s) and A-100 (1.18·10-9 cm2/s) were calculated. It is shown that the best protein sorption is ob-
served at pH 6.2-6.5 in the region where the catalytic activity of enzyme preparations also had the greatest 
value. A multi-molecular nature of the received isotherms of papain adsorption on the sorbents was identi-
fied. It is noted that during the immobilization of papain on super-crosslinked sorbents the main contribution 
is made by hydrophobic interactions leading to the manifestation of π-π– electron interaction between the 
sorbat and the sorbent. The adsorption isotherms of papain were analyzed using the adsorption theory of BET 
and the equilibrium parameters of sorption were calculated: the limit amount of sorbed papain, constants cha-
racterizing the interaction of the sorbat-sorbent and sorbat-sorbat. 
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It is noted that for papain immobilized on MN-500, the sorption equilibrium constant (KL=3.58 
dm3/mmol) is higher than for papain immobilized on A-100 (KL=2.17 dm3/mmol). The activity of the hetero-
geneous biocatalyst papain – MN-500 is 88% of the activity of the free enzyme. The obtained data indicate 
the feasibility of further study of the obtained heterogeneous biocatalyst papain – MN-500. 

Keywords: immobilization, papain, super-crosslinked polymers, catalytic activity. 

Введение 

Папаин (КФ 3.4.22.2) – протеолитический фермент, катализирующий гидро-
лиз белков, пептидов, амидов и сложных эфиров основных аминокислот. Папаин на-
ходит применение в пищевой и легкой промышленности. Основное предназначение 
папаина – использование в медицинских целях. Препараты папаина имеют широкий 
спектр действия: противовоспалительное, антиоксидантное, иммуностимулирующее, 
гипотензивное и др. Обладая регенерирующим и ранозаживляющим действием, па-
паин входит в состав лекарственных форм, применяемых для лечения гнойных ос-
ложнений и повреждений кожи различного характера [1]. 

Все большее применение в промышленности и медицине находят иммобили-
зованные ферментные системы. Иммобилизация молекул ферментов позволяет регу-
лировать оптимумы функционирования препарата (температуру и pH), повысить их 
устойчивость к денатурирующим факторам, длительно использовать одну партию 
или серию промышленного биокатализатора. Для медицинских целей необходимо 
также получение препаратов пролонгированного действия благодаря стабилизации и 
увеличению времени полужизни фермента, решение проблемы диффузии вещества в 
организме человека, предотвращение автолиза [2].  

При иммобилизации ферментов ключевое значение имеет подбор соответст-
вующего носителя и способа иммобилизации. Одной из основных задач гетероген-
ных процессов является установление характера взаимодействия сорбата и сорбента, 
влияния природы сорбционного материала на механизм формирования комплексов, 
их устойчивость и свойства. Адсорбция ферментов на поверхности носителя оказы-
вает меньшую степень влияния на структуру биомакромолекул белка и активность 
биокатализатора по сравнению с ковалентным связыванием. К перспективным сор-
бентам в настоящее время относятся сверхсшитые полистиролы. Они обладают вы-
сокой удельной поверхностью, отличаются развитой пористой структурой и значи-
тельной подвижностью полимерной сетки, являясь матрицей для формирования в 
ней различных нанокластеров неорганической и органической природы, проявляя 
при этом значительно более высокую сорбционную емкость, чем другие типы орга-
нических сорбентов. Одним из достоинств сорбентов является также нетоксичность 
и гемосовместимость [3]. 

Данные свойства обуславливают широкие возможности их практического 
применения в качестве высокоэффективных сорбентов для выделения и разделения 
большого числа органических и неорганических соединений, как в научных иссле-
дованиях, так и в производственных процессах [4]. Ранее нами была проведена им-
мобилизация ферментов на сверхсшитых сорбентах на основе стирола и дивинил-
бензола [5-7]. Целью данной работы является исследование адсорбционной иммоби-
лизации папаина на сверхсшитых полимерах для оценки дальнейшей возможности 
изучения и применения гетерогенных биокатализаторов.  

Эксперимент 

Объектом исследования являлся ферментный препарат папаин («Sigma», 
США). В работе были использованы анионообменник с третичными аминогруппами 
А-100 и сульфокатионообменник MN-500 («Purolite», Россия). Данные носители от-
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носятся к группе сверхсшитых полимерных материалов на основе стирола и диви-
нилбензола с высокоразвитой удельной поверхностью (900-1200 м2/г) и макропорис-
той структурой. 

Кинетические опыты проводили в статических условиях при непрерывном 
перемешивании раствора методом ограниченного объема [8]. Навески воздушно-
сухого сорбента массой 1.0 г помещали в конические колбы с притертой пробкой 
объемом 1000 см3 и заливали раствором папаина с концентрацией 3.2·10-2 ммоль/дм3. 
Через определенные промежутки времени отбирали пробы растворов по 1.0 см3. 
Концентрацию белка определяли спектрофотометрически («Shimadzu UV-1800») по 
методу Лоури, в иммобилизованных препаратах – по модифицированному методу 
Лоури [9]. Процесс считался завершенным, если с течением времени содержание 
белка в растворе не изменялось. Растворы папаина готовили на основе 0.2 М 
ацетатного буфера (рН 4.0-5.0), 0.1 М фосфатного буфера (5.0-8.0) и 0.1 М трис-
буфера (8.0-9.0). 

Для получения изотерм сорбции использовали метод переменных 
концентраций. Навески сорбента (1.0000±0.0002 г) приводили в контакт с 
растворами папаина (рН 6.5) с концентрациями 0.2-5.0·10-2 ммоль/дм3. Время 
достижения равновесия было установлено в предварительных кинетических опытах. 
Опыты проводили в термостатических условиях при 20оС. Количество белка в фазе 
сорбента вычисляли по разности концентраций исходного и равновесного растворов. 
Стандартное отклонение полученных результатов не превышало величину 0.05. 
Протеолитическую активность папаина устанавливали по методу Кунитца [10].  

Обсуждение результатов 

Определение кинетических закономерностей необходимо для моделирования 
и расчета параметров отдельных стадий технологических процессов. Полученные в 
ходе эксперимента кинетические зависимости иммобилизации фермента имеют вид, 
типичный для процессов адсорбции из растворов, происходящих на пористых по-
верхностях. Адсорбционный процесс является двухстадийным, при этом первая ста-
дия протекает с высокой скоростью, а на второй стадии процесс замедляется, и ско-
рость его становится близка к нулю. Равновесное значение величины адсорбции па-
паина достигается в течение 100 мин для MN-500 и 120 мин для A-100 (рис. 1).  
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Рис. 1. Кинетические кривые сорбции 
папаина на MN-500 (1) и A-100 (2):  

Q – количество сорбированного папаи-
на, ммоль/г; t – продолжительность 

процесса, мин. 

Рис. 2. Зависимость степени заполне-
ния F (усл.ед.) от t1/2 (с) при сорбции 
папаина на MN-500 (1) и  A-100 (2). 
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Проведение предварительной оценки стадии лимитирования возможно только 
на начальных этапах процесса, учитывая сложный характер сорбции и изменение 
внешних условий. На кинетический процесс оказывают влияние целый ряд факто-
ров. Среди них – тип адсорбента, степень его сшитости, пористость, набухаемость, 
температура, реакция среды и т.д. [11]. В процессе иммобилизации следует также 
учитывать и размеры сорбата, в частности, молекулярная масса папаина составляет 
23 400 Да. 

Линейный характер кривой зависимости степени завершенности процесса F 
от t1/2, который наблюдается на начальном участке, свидетельствует о возможном 
лимитировании процесса сорбции стадией внутренней диффузии (рис. 2). 

При вычислении эффективного коэффициента диффузии использовали метод 

моментов [12]. Среднее время сорбции (
−

.срt ) вычисляли методом графического ин-

тегрирования значения t, численно равного площади, ограниченной кинетической 
кривой, построенной в координатах F-t.  
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где F – степень достижения равновесия за время t.  
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где r – радиус зерна сорбента в набухшем состоянии (мкм), 
−
D  – эффективный коэф-

фициент диффузии (см2/c). 
Полученные экспериментальные данные свидетельствуют о том, что лучши-

ми кинетическими характеристиками обладает MN-500. Так, значение коэффициента 
диффузии папаина на сорбенте MN-500 оказалось больше, а среднее значение вре-
мени сорбции меньше, чем на носителе А-100 (табл.1). Результаты исследований по-
казали, что эффективные коэффициенты внутренней диффузии для папаина согла-
суются со значениями коэффициентов диффузии, полученных при адсорбции друго-
го фермента – α-амилазы (25 000 Да) на сверхсшитом носителе [13]. 
 
Таблица 1. Кинетические параметры сорбции папаина 

Сорбент 
Среднее время сорбции, 

сtср ,102
.⋅

−
 

Коэффициент диффузии,  
−
D , см2/с 

А-100 17.74 1.18·10-9 
MN-500 11.55 7.35·10-9 

 
Другим немаловажным фактором, оказывающим влияние на процесс иммо-

билизации, является рН среды. Папаин – полипептид, состоящий из 212 аминокис-
лотных остатков, которые в зависимости от кислотности среды могут находиться в 
виде различных ионных форм, при этом рI=8.75. Активный центр фермента включа-
ет аминокислоты цистеин и гистидин. Оптимум действия исследуемого нативного 
препарата фермента лежит в области рН 6.2-7.0.  

Как показали опыты, наибольшее количество белка связывается с носителями 
при рН 6.2-6.5 (рис. 3), при данном значении иммобилизованный фермент проявляет 
и наибольшую каталитическую активность. Активность папаина, иммобилизованно-
го на MN-500, составляет 89% (2225 Ед/мг), для А-100 – 67% (1675 Ед/мг) от актив-
ности нативного энзима. Хотя при иммобилизации активность ферментов снижается, 
однако интегральная активность, определяемая суммарным количеством полученно-
го продукта, будет выше. Связывание фермента не приводит к изменению рН опти-
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мума фермента, т.е. можно предположить, что не затрагиваются функциональные 
группы активного центра. 
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Рис. 3. Зависимость количества сор-

бированного папаина (Q, ммоль/г) на 
MN-500 (1) и A-100 (2) от рН равновес-

ного раствора 

Рис. 4. Изотермы сорбции папаина на 
MN-500 (1) и A-100 (2) при рН 6.5:  

С – равновесная концентрация белка в 
растворе, ммоль/дм3. 

 
Изотермы сорбции папаина на сверхсшитых носителях, полученные при pH 

6.5, представлены на рис. 4. S-образный вид изотерм предполагает изменение меха-
низма сорбционного закрепления белка с ростом его концентрации в равновесном 
растворе. Линейная зависимость и образование практически горизонтального участ-
ка на изотерме в области малых концентраций раствора соответствуют формирова-
нию мономолекулярного слоя сорбата. 

После завершения образования мономолекулярного слоя, при концентрации 
папаина в растворе выше 2·10-2 

ммоль/дм3, сорбция приобретает полимолекулярный 
характер, что проявляется на изотермах резким увеличением количества 
сорбированного папаина. Определяющую роль при иммобилизации папаина на 
сверхсшитых полимерах играют, вероятно, гидрофобные взаимодействия, ведущие к 
образованию супрамолекулярных комплексов. Кроме того, на носителе MN-500, 
содержащем сульфогруппы, незначительная доля фермента может сорбироваться за 
счет ионного обмена, так как при рН 6.5 большая часть белка находится в форме 
катиона.  

В большинстве случаев мономолекулярный адсорбционный слой не компен-
сирует полностью избыточную поверхностную энергию, и влияние поверхностных 
сил может распространяться на второй, третий и последующие адсорбционные слои 
с образованием на поверхности адсорбента «последовательных комплексов» адсорб-
ционных центров с одной, двумя, тремя и т. д. молекулами сорбата. Для количест-
венного описания изотерм сорбции папаина сверхсшитыми сорбентами была приме-
нена модель БЭТ [14].  

Количество иммобилизованного фермента находили по формуле: 

)1)(1( S pLpSp

pL

cKCKcK

cKQ
Q

+−−
= ∞ ,     (3) 

где Q·10-3
· – количество сорбируемого белка, ммоль/г; Q∞·10-3 – предельное количе-

ство сорбированного белка (емкость – количество сорбируемого белка монослоя), 
ммоль/г; cp · 10-2 – равновесная концентрация раствора, ммоль/дм3; KL – константа 
сорбционного равновесия, характеризующая интенсивность процесса сорбции, 
дм

3/ммоль; KS – константа сорбционного равновесия для полимолекулярного слоя, 
дм

3/ммоль. 
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Величины констант сорбционного равновесия, входящих в уравнение изотер-
мы БЭТ, рассчитывали, используя линеаризованное уравнение:  

L
p

L

SL

pS

p

KQ
c

KQ

KK

cKQ

c

∞

+












 −=
−

∞

1

)1(
.    (4) 

Предельное количество иммобилизованного фермента, входящего в мономо-
лекулярный слой, определяли из уравнений (5,6): 

LKb
Q

⋅
=∞

1
,       (5) 

SL K
b

k
K += .      (6) 

Константу сорбционного равновесия для полимолекулярного слоя (Ks) опре-
деляли из максимальной величины достоверности аппроксимации прямой 
( )K-Q(1/ S ppp ccc − ). 

 
Таблица 2. Значения сорбционных параметров, рассчитанных с использованием 
уравнений БЭТ 

Сорбент 
KL, 

дм
3/ммоль 

Q∞··10-3, 
ммоль/г 

KS, 
дм

3/ммоль R2 

А-100 2.17 1.36 0.19 0.96 
MN-500 3.58 1.98 0.40 0.97 

 
Рассчитанные значения сорбционных параметров представлены в табл.2. Для 

папаина, иммобилизованного на MN-500, константа сорбционного равновесия 
(KL=3.58 дм3/ммоль) оказалась выше, чем для папаина, иммобилизованного на А-100 
(KL=2.17 дм3/ммоль), что следует и из экспериментальных изотерм сорбции фермен-
та. Также можно отметить, что полученные значения констант сопоставимы с вели-
чинами констант KL и КS для органических веществ, имеющих значительную моле-
кулярную массу, при сорбции пористыми сорбентами [15,16].  

Заключение 

Исследована сорбционная способность сверхсшитых полимерных ионооб-
менников А-100 и MN-500 по отношению к протеолитическому ферменту папаин. 
Установлены оптимальные условия адсорбционной иммобилизации: время иммоби-
лизации – 2 часа, рН – 6.5 ед., концентрация сорбата – 4-5·10-2 ммоль/дм3. При этом 
активность гетерогенных биокатализаторов составляет 67-89% от активности натив-
ного фермента. 

Вычислены значения эффективных коэффициентов диффузии при 
иммобилизации папаина на MN-500 и A-100. Показано, что изотермы сорбции 
папаина на сверхсшитых сорбентах имеют полимолекулярный характер. Рассчитаны 
значения сорбционных параметров с использованием уравнений БЭТ.  

Выявлены возможность и условия получения гетерогенных биокатализаторов 
папаин – А-100 и папаин – MN-500. 
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