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Аннотация. Папаин (КФ 3.4.22.2) является эндолитической цистеиновой протеазой, которую 
получают из латекса папайи (Carica papaya L.). На сегодняшний день данный фермент 
рассматривается в качестве противовоспалительного, антикоагулянтного и гемолитического 
средства, также субстанции, ускоряющей восстановление тканей. Хитозан относят к 
универсальному сорбенту, который связывает широкий ряд веществ органического и 
неорганического происхождения. Он обладает антимикробной активностью, биоразлагаемостью, 
нетоксичностью и биоадгезивными свойствами. Целью нашей работы является изучение 
сочетанного действия УФ-излучения и температуры на активность свободного и 
иммобилизованного на матрице средне- и высокомолекулярного хитозанов папаина. В качестве 
объекта исследования был выбран папаин, субстратами для гидролиза служили бычий 
сывороточный альбумин (БСА) и азоказеин, носителями для иммобилизации – средне-  
(Мr = 200 кДа, степень деацетилирования (СД) 82 %) и высокомолекулярный (Мr = 350 кДа,  
СД = 94,85 %) хитозаны. Показано, что энзим становится более устойчивым к изменению 
температурного режима, а также к УФ-облучению после его иммобилизации. При 90 °С нативный 
папаин полностью инактивируется, в то время как сорбированный фермент на средне- и 
высокомолекулярном хитозанах сохраняет 45 и 57 % своей начальной активности, соответственно. 
После сорбции папаина на матрице полисахаридов при воздействии доз от 151 до 6040 Дж/м2 
каталитическая способность фермента изменялась в меньшей степени, чем у его растворимой 
формы. Протеолитическая способность иммобилизованного на высокомолекулярном хитозане 
биокатализатора после УФ-облучения даже увеличивалась на 13-27 % от первоначального уровня. 
Ключевые слова: папаин, иммобилизация, хитозан, УФ-облучение. 

 
ВВЕДЕНИЕ 

 
Протеолитические ферменты широко используются для различных медицинских целей, таких как обработка 

ран, а также удаление некротизированных и инфицированных тканей в ранах или ожогах. Протеазы растений 
обладают некоторыми общими преимуществами по сравнению с протеазами млекопитающих из-за более низкого 
риска передачи заболеваний [1-5]. Среди них папаин (КФ 3.4.22.2), фермент эндолитической цистеиновой 
протеазы из латекса папайи (Carica papaya L.), в настоящее время рассматривается в качестве 
противовоспалительного, антикоагулянтного и гемолитического средства, также вещества, ускоряющего 
восстановление тканей [6-9]. Кроме того, сообщалось, что папаин является субстанцией против биопленки, 
зубного налета и гингивита. 

Папаин – полипептид, состоящий из 212 аминокислотных остатков, на N-конце молекулы которого 
расположен изолейцин, на C-конце – аспарагин. Он активен не только в кислых, но и в нейтральных и щелочных 
средах (диапазон pH 3-12, оптимум pH 5-8). Папаин сохраняет активность в температурном диапазоне до 50-60 
°C, обладает относительно широкой специфичностью. 

Хитозан, продукт деацетилирования хитина, является универсальным сорбентом, связывающим большой 
спектр веществ как органического, так и неорганического происхождения, что делает его отличным кандидатом 
для целей иммобилизации ферментов [10,11]. Низкая стоимость, широкая доступность, антимикробная 
активность, биоразлагаемость, нетоксичность и биоадгезивные свойства делают хитозан перспективным 
носителем многих энзимов для получения высокоактивных и термостабильных иммобилизованных 
катализаторов. Свойства хитозана могут быть модифицированы, например, путем воздействия 
ультрафиолетового облучения.  

Использование ультрафиолетового света коротковолнового спектра для лечения ожоговых ран оказалось 
эффективным способом благодаря выраженному антибактериальному эффекту УФ-облучения. Показано, что 
применение УФ-света может стимулировать активность компонентов иммунной системы. 

Комплексное использование действия УФ-излучения, папаина и хитозана, возможно, будет востребовано в 
ожоговой терапии из-за более быстрого восстановления тканей, заживления кожных покровов, поэтому целью 
нашей работы было изучить влияние сочетанного действия УФ-излучения и температуры на активность папаина, 
свободного и иммобилизованного на матрице средне- и высокомолекулярного хитозанов. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
В качестве объекта исследования был выбран папаин (Sigma-Aldrich), субстратами для гидролиза служили 

бычий сывороточный альбумин (БСА) и азоказеин (Sigma-Aldrich), носителями для иммобилизации – средне- 
(СМхтз, Мr = 200 кДа, степень деацетилирования (СД) 82 %) и высокомолекулярный (ВМхтз, Мr = 350 кДа,  
СД = 94,85 %) хитозаны. Иммобилизацию папаина на матрице хитозанов осуществляли адсорбционным методом 
с использованием 0.05 М глицинового буфера со значением рН 9,0 [12].  

Зависимость каталитической способности нативного и иммобилизованного фермента от температуры 
исследовали в диапазоне от 25 до 90 °С. 

Определение каталитической активности протеаз при использовании азоказеина в качестве субстрата.  
К 200 мкл раствора свободного фермента в 50 мМ трис-HCl буфере с рН 7,5, содержащему 1 мМ раствор цистеина 
(или к суспензии 50 мг иммобилизованного образца в 200 мкл 50 мМ трис-HCl буфера с рН 7,5, содержащей  
1 мМ раствор L-цистеина,), добавляли 400 мкл 1 % раствора азоказеина (в 50 мМ трис-HCl буфере, рН 7,5) и 
инкубировали 30 минут при температуре при 60 °С. После инкубации добавляли 800 мкл 5 % раствора 
трихлоруксусной кислоты (ТХУ), инкубировали 5 минут при -4 °C, а затем центрифугировали в течение 3 минут 
при 13 000 об/мин для удаления негидролизованного азоказеина. К 1200 мкл супернатанта добавляли 240 мкл  
3 % раствора NaOH для нейтрализации кислоты, после чего измеряли оптическую плотность опытной пробы при 
410 нм в 1 см кювете. Контрольная проба содержала 400 мкл азоказеина, 800 мкл ТХУ; 50 мг образца и 200 мкл 
буфера вносили после инкубации в течение 30 минут при температуре при 60 °С [13]. 

Процесс УФ-облучения происходил при непрерывном перемешивании раствора или суспензии в объеме  
4 мл (толщина слоя в середине кюветы 7 мм) магнитной мешалкой в круглодонной термостатируемой кювете 
(20±1 °С) с помощью ртутно-кварцевой лампы типа ДРТ-400 через светофильтр УФС-1 с полосой пропускания 
240-390 нм в течение 1, 3, 5, 10, 20, 30, 40 минут. Доза облучения составила соответственно 151, 453, 755, 1510, 
3020, 4530 и 6040 Дж/м2. 

Статистическую обработку полученных результатов проводили при уровне значимости 5 % с 
использованием t-критерия Стьюдента. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 
Оптимальная температура для функционирования папаина, иммобилизованного на хитозанах 200 и 350 кДа, 

была аналогична таковой для растворимого фермента – 60 °С При 80 °С ферментативная активность нативного 
папаина снижалась на 68 % от исходной, а полная инактивация наблюдалась при 90 °С (рис. 1). Напротив, папаин, 
иммобилизованный на обоих типах хитозана, сохранял соответственно 80 и 98 % своей активности при 80 °С, а 
также 45 и 57 % своей начальной каталитической способности при 90 °С. Эти данные свидетельствуют о том, что 
адсорбция на хитозане повышает термостабильность папаина, по-видимому, путем ограничения 
конформационной подвижности белка, что предотвращает его преждевременную денатурацию. 

После воздействия дозы УФ-света 453 Дж/м2 на раствор папаина выявлено снижение каталитической 
способности энзима на 32 % по сравнению с контрольным (необлученным) образцом. При повышении дозы 
 

 
Рисунок 1. Зависимость удельной каталитической активности (в Ед/мг белка) свободного и 
иммобилизованного на средне- (СМхтз) и высокомолекулярном (ВМхтз) хитозанах папаина от температуры 
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Рисунок 2. Влияние УФ-излучения на удельную каталитическую активность (Ед/мг белка) свободного и 
иммобилизованного на средне- и высокомолекулярном хитозане папаина 

 
облучения от 755 Дж/м2 до 6040 Дж/м2 фермент сохранял свою активность на относительно постоянном уровне 
65-75 % от первоначального значения. 

После иммобилизации папаина на матрице среднемолекулярного и высокомолекулярного хитозанов при 
воздействии доз от 151 до 6040 Дж/м2 каталитическая способность фермента изменялась в меньшей степени, чем 
у его растворимой формы. В частности, после адсорбции на среднемолекулярном хитозане при воздействии УФ-
света во всем изучаемом нами диапазоне доз активность папаина колебалась в переделах ~ 5 %, а после 
образования комплекса с высокомолекулярным хитозаном активность биокатализатора даже увеличивалась на 
13-27 % от его первоначального уровня (рис. 2). 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 
Иммобилизованный на средне- и высокомолекулярном хитозанах папаин имеет ряд преимуществ по 

сравнению с его свободной формой. Показано, что энзим становится более устойчивым к изменению 
температурного режима, а также к УФ-облучению. При 90 °С нативный папаин полностью инактивируется, в то 
время как фермент, сорбированный на средне- и высокомолекулярном хитозанах, сохраняет 45 и 57 % своей 
начальной активности. После адсорбции папаина на матрице носителя при воздействии доз от 151 до 6040 Дж/м2 
каталитическая способность фермента изменялась в меньшей степени, чем у его растворимой формы. 
Протеолитическая способность иммобилизованного на высокомолекулярном хитозане биокатализатора даже 
увеличивалась после УФ-облучения на 13-27 % от первоначального уровня. 
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Abstract. Papain (EC 3.4.22.2) is an endolytic cysteine protease derived from papaya latex (Carica papaya 
L.). Today, this enzyme is considered as an anti-inflammatory, anticoagulant and hemolytic agent, as well 
as a substance that accelerates tissue repair. Chitosan is classified as a universal sorbent that binds a wide 
range of substances of organic and inorganic origin. It has antimicrobial activity, biodegradability, non-
toxicity and bioadhesive properties. The aim of our work is to study the combined effect of UV-radiation 
and temperature on the activity of free papain and papain immobilized on a matrix of medium and high 
molecular weight chitosan. Papain was chosen as the object of study, bovine serum albumin (BSA) and 
azocasein served as substrates for hydrolysis, medium- (Mr = 200 kDa, degree of deacetylation (DD) 82%) 
and high molecular weight (Mr = 350 kDa, DD = 94.85%) chitosan were used as carriers for 
immobilization. It has been shown that the enzyme becomes more resistant to changes in the temperature 
regime, as well as to UV irradiation after its immobilization. At 90°C, native papain is completely 
inactivated, while the sorbed enzyme on medium and high molecular weight chitosan retains 45 and 57% 
of its initial activity, respectively. After the sorption of papain on the polysaccharide matrix at doses from 
151 to 6040 J/m2, the catalytic ability of the enzyme changed to a lesser extent than that of its soluble form. 
The proteolytic ability of the biocatalyst immobilized on high molecular weight chitosan after UV 
irradiation even increased by 13-27% of the initial level. 
Key words: papain, immobilization, chitosan, UV-irradiation. 
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