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Исследована адсорбция лизоцима на бипористом кремнеземе, силикалите-1 (кремнезем со струк-
турой цеолита MFI), цеолите ZSM-5 и двух образцах галлуазита (природные алюмосиликатные на-
нотрубки). Получены изотермы адсорбции, определены предельные величины адсорбции и пло-
щадки на поверхности адсорбента, приходящиеся на одну молекулу фермента. Максимальная вели-
чина адсорбции в расчете не единицу массы адсорбента (350 мг/г) получена на бипористом
кремнеземе, а в расчете на единицу поверхности (0.962 мг/м2) – на галлуазите.
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Интерес к иммобилизованным ферментам обу-
словлен их применением в качестве гетерогенных
катализаторов, компонентов биосенсоров, в меди-
цине для направленной доставки лекарств. В каче-
стве носителей для ферментов используют орга-
нические и неорганические материалы, в том
числе различные кремнеземные и алюмосили-
катные адсорбенты. Среди исследуемых фер-
ментов лизоцим занимает особое положение по
нескольким причинам. Молекула лизоцима
компактна и достаточно устойчива. Размеры бо-
ковой части молекулы 3 × 4.5 нм, а концевой –
3 × 3 нм, газокинетический диаметр молекулы
3.5 нм [1]. Топография поверхности белковой гло-
булы неоднородна: на различных участках форми-
руются полярные или гидрофобные области [2], со-
здавая соответствующие контактные участки для
адсорбционного взаимодействия. Небольшой раз-
мер молекулы (MR ∼ 14000), неоднородность топо-
графии поверхности и наличие различных кон-
тактных участков, способных взаимодейство-
вать с поверхностью адсорбента, обеспечивает
лизоциму хорошие перспективы в качестве ад-
сорбата. Лизоцим интересен также тем, что раз-
рушает оболочку стенок бактерий и его можно
использовать для получения антибактериальных
препаратов. Например, для ферментативного
разрушения бактериальных клеток использован
лизоцим, адсорбированный на цеолите NaY [3].
Композит, полученный адсорбцией лизоцима на
цеолите MFI, синтезированном на поверхности

пластины из кремния, предложено использовать
как антибактериальное покрытие для импланти-
руемых устройств [4]. В качестве антибактериаль-
ного средства использовали также композит на
основе полилактида и лизоцима, инкорпориро-
ванного в нанотрубки галлуазита [5]. К настояще-
му времени опубликованы результаты исследова-
ний адсорбции лизоцима на мезопористых моле-
кулярных ситах [6–9], наночастицах кремнезема
[10], силохроме [11], кремнеземных адсорбентах с
бимодальным распределением пор [12–14], на
цеолитах [3, 15, 16], алюмосиликатных [5] и угле-
родных [17] нанотрубках. Цель данного исследо-
вания – провести адсорбцию лизоцима в одина-
ковых условиях и сравнить адсорбционные свой-
ства нескольких алюмосиликатных и
кремнеземных материалов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Адсорбенты. В работе исследовали адсорбен-

ты, некоторые свойства которых приведены в
табл. 1.

Силикалит-1 и кремнезем с бимодальным рас-
пределением пор (бипористый) были синтезиро-
ваны по стандартным методикам. Образцы галлу-
азита получены от ООО “МТиМ”. Использовали
также высококремнистый цеолит ZSM-5 и широ-
копористый силохром промышленного произ-
водства. На рис. 1 показаны электронные микро-
фотографии некоторых исследованных образцов.
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Остановимся кратко на их характеристиках. Си-
ликалит-1 – это кремнеземный материал со
структурой цеолита MFI, обладающий гидрофоб-
ными свойствами. Размер кристаллов исследо-
ванного образца 0.3 мкм (рис. 1а). Галлуазит –
глинистый минерал, обладающий уникальной
кристаллической структурой. Он состоит из сло-
ев оксидов алюминия и кремния, закрученных в
трубки, причем слой кремнезема находится на
внешней стороне нанотрубки, а слой оксида алю-
миния – на внутренней.

Исследованные образцы галлуазита различа-
ются по длине и диаметру нанотрубок, а также по

величине удельной поверхности. Длина нанотру-
бок образца Hal-1 (рис. 1в) находится в пределах
0.4–4 мкм, а образца Hal-2 (рис. 1г) – в пределах
0.2–2 мкм. Внутренние диаметры нанотрубок со-
ставляют 20–60 нм и 10–40 нм соответственно
для Hal-1 и Hal-2. Полученное из изотерм низко-
температурной адсорбции-десорбции азота рас-
пределение объемов пор по их размерам (рис. 2б),
согласуется с этими результатами. Максимумы на
кривых соответствуют 50 нм для образца Hal-1 и
12.5 нм – в случае образца Hal-2. Кремнезем с би-
модальным распределением пор состоит из агло-
мератов сферических частиц (рис. 1б), размеры

Таблица 1. Параметры пористой структуры исследованных адсорбентов

* Использована при расчете адсорбции белков на единицу поверхности.

Адсорбент SБЭТ, м2/г Sмикро, м2/г SБЭТ – Sмикро, м2/г* V, cм3/г Vмикро, cм3/г

Силикалит-1 370 240 130 0.25 0.11
Цеолит ZSM-5 405 240 165 0.27 0.12
Бипористый кремнезем 800 50 750 1.8 0.01
Галлуазит (Hal-1) 28 2 26 0.14 0.001
Галлуазит (Hal-2) 50 7 43 0.15 0.003
Cилохром 40 – 40 – –

Рис. 1. Электронные микрофотографии адсорбентов: а – силикалит, б – бипористый кремнезем, в – галлуазит-1, г –
галлуазит-2 .

2 мкм 1 мкм

1 мкм1 мкм

(a) (б)

(в) (г)
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которых 100–350 нм. Максимумы на кривых рас-
пределения объемов пор по их размерам (рис. 2а)
соответствуют порам 3 и 45 нм.

Адсорбат. Исследована адсорбция лизоцима
(КФ 3.2.1.17), выделенного из яичного белка
(МR = 14300, рI 11). Использовали препарат про-
изводства НПО “Биохимреактив”, полученный в
виде лиофильного порошка. Содержание белка в
препарате, определенное нами методом Брэд-
форда, составляет 52%.

Адсорбционные измерения. Адсорбцию прово-
дили из водных растворов лизоцима при темпера-
туре 6 ± 1°С в течение 3 суток. Концентрацию
фермента в исходных растворах варьировали в
пределах 0.05–2 мг/мл. Навески адсорбента мас-
сой 50–100 мг помещали в стеклянные бюксы,
добавляли по 3–5 мл раствора с разным содержа-
нием белка и оставляли в холодильнике. По до-
стижению адсорбционного равновесия определя-
ли концентрацию белка в контактном растворе.
Величину адсорбции находили исходя из началь-
ной и текущей концентраций белка. Полученные
гетерогенные образцы отделяли от раствора, про-
мывали несколько раз небольшими порциями во-
ды, добавляли по 5 мл воды и оставляли в холо-
дильнике на трое суток для проверки обратимо-
сти адсорбции. Из концентрации белка в
контактном растворе рассчитывали величину де-
сорбции. Величина десорбции белка возрастает с
увеличением степени заполнения поверхности и
зависит от природы адсорбента. Полученные ве-
личины лежат в пределах 1–4% с поверхности си-
ликалита-1 и цеолита ZSM-5, не превышает 8% в
случае бипористого кремнезема и достигают 10–
20% с поверхности нанотрубок галлуазита.

Определение концентрации белков в растворе.
Для определения концентрации белка использо-
вали спектрофотометрический метод анализа.

Измерение оптической плотности (А280) проводи-
ли в пластиковых кюветах 0.5 см при λ = 280 нм на
спектрофотометре GENESIS-5. Калибровочные
графики строили, используя растворы бычьего
сывороточного альбумина.

Физико-химические методы исследования. Ха-
рактеристики пористой структуры исходных об-
разцов галлуазита и образцов после адсорбции
лизоцима определяли из изотерм низкотемпера-
турной адсорбции-десорбции азота, полученных
на поромере ASAP 2020 (Micromeritics, США).
Электронно-микроскопические изображения об-
разцов получены методом сканирующей элек-
тронной микроскопии с использованием элек-
тронного микроскопа Leo Supra 50VP (Германия).
ИК-спектры поглощения образцов регистрирова-
ли на ИК-спектрометре с преобразованием Фурье
IR200 (ThermoNicolet), разрешение 2 см–1. Образ-
цы прессовали в таблетки с KBr.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Из приведенных на рис. 3 изотерм адсорбции
видно, что максимальные количества лизоцима
адсорбируется на галлуазите, а минимальные –
на цеолитах. На силикалите-1 (кремнезем со
структурой цеолита MFI), цеолите ZSM-5 и гал-
луазите (Hal-2) получены изотермы L-типа, обра-
боткой которых в линейных координатах уравне-
ния Ленгмюра рассчитаны предельные величины
адсорбции (табл. 2). В случае бипористого крем-
незема и образца галлуазита Hal-1 получены сту-
пенчатые изотермы адсорбции. Сложный вид
изотерм может быть обусловлен присутствием на
поверхности адсорбента нескольких типов ад-
сорбционных центров. Спрямлением этих изо-
терм в интервале концентраций после перегиба
также определены предельные адсорбции.

Рис. 2. Распределение объемов пор по их размерам: а – бипористый кремнезем, б – галлуазит-1 (1) и галлуазит-2 (2).
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Двухступенчатые изотермы получены нами
ранее при адсорбции гемоглобина на бипористых
кремнеземах [18]. Изотермы L-типа получены
при адсорбции лизоцима на цеолитах NaY [3, 15].
Предельные величины адсорбции, найденные ав-
торами [3, 15] обработкой изотерм в линейных
координатах уравнения Ленгмюра, близки к по-
лученным нами результатам и изменяются от
13.5 мг/г [3] до 35 мг/г [15].

В табл. 2 приведены площадки, приходящиеся
на одну молекулу лизоцима на поверхности ис-
следованных адсорбентов, рассчитанные из пре-
дельной величины адсорбции и поверхности
(SБЭТ – Sмикро). Минимальные значения (24 и
25 нм2) получены при адсорбции лизоцима на си-
лохроме и галлуазите со средним диаметром на-
нотрубок 50 нм. При рН 11 (изоэлектрическая
точка фермента) площадка молекулы лизоцима

составляет 13.5 нм2 (теоретический размер боко-
вой грани), и возрастает до 26.6 нм2 при значении
рН 4 [19]. При адсорбции лизоцима на силохроме
(SБЭТ, 120 м2/г) при различных значениях рН пло-
щадка молекулы на поверхности, рассчитанная
из величины адсорбции, уменьшается от 24 нм2

(рН 6) до 14 нм2 (рН 10) [11]. Полученные нами
результаты свидетельствуют, что на галлуазите с
достаточно большим диаметром нанотрубок, так
же, как и на широкопористом силохроме, вся по-
верхность адсорбента доступна для адсорбции
лизоцима. На силикалите-1 и цеолите лишь не-
значительная часть поверхности (менее 20%) до-
ступна для адсорбции молекул белка.

Остановимся более подробно на адсорбции
лизоцима на двух образцах галлуазита. Предель-
ные величины адсорбции на образцах в расчете на
единицу поверхности отличается вдвое. Различ-
ный вид изотерм адсорбции на этих образцах мо-
жет свидетельствовать о наличии нескольких ти-
пов взаимодействия белка с поверхностью адсор-
бента. Особенность строения алюмосиликатных
нанотрубок приводит к тому, то внутренняя по-
верхность (оксид алюминия) заряжена положи-
тельно, а внешняя (оксид кремния) – отрица-
тельно [20].Считается, что молекулы с избыточ-
ным отрицательным зарядом адсорбируются на
внутренней поверхности нанотрубок галлуазита,
а заряженные положительно – на его внешней
поверхности [21]. В нейтральных водных раство-
рах молекула лизоцима заряжена положительно
(рН < pI), поэтому адсорбция на внешней поверх-
ности предпочтительнее. Можно предположить,
что на образце Hal-2 адсорбция идет только на
внешней поверхности. В случае образца Hal-1
при небольших концентрациях белка (до точки
перегиба на изотерме) адсорбция также происхо-
дит в основном на внешней поверхности нано-
трубки. Однако адсорбция белков обусловлена не
только электростатическими взаимодействиями.
Нельзя не учитывать ван-дер-ваальсовы силы,
гидрофобные взаимодействия и возможность об-

Рис. 3. Изотермы адсорбции (A) лизоцима из водных
растворов: 1 - на цеолите ZSM-5 ( ) и силикалите-1
( ), 2 – на бипористом кремнеземе, 3 – на галлуази-
те-2, 4 – на галлуазите-1 .
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Таблица 2. Предельные величины адсорбции и площадки, приходящиеся на молекулу лизоцима на поверхности
адсорбента

Обозначения: Δ – доля занятой поверхности.

Адсорбент
Предельная адсорбция

Sмолек, нм2 Δ, %
мг/г мг/м2

Силикалит-1 24 0.185 128 19
Цеолит ZSM-5 30 0.182 130 19
Бипористый кремнезем 350 0.467 50 48
Галлуазит (Hal-1) 25 0.962 25 98
Галлуазит (Hal-2) 19 0.442 54 45
Силохром 39 0.975 24 100
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разования водородных связей с гидроксильными
группами на внутренней поверхности нанотруб-
ки галлуазита. Внутренний диаметр нанотрубок
образца Hal-2, по-видимому, препятствует сво-
бодному проникновению молекул лизоцима
внутрь нанотрубки. Диаметр нанотрубок образца
Hal-1 позволяет молекулам белка проникать
внутрь нанотрубки и адсорбироваться на внут-
ренней поверхности. В результате меняется вид
изотермы и величина адсорбции белка.

На рис. 4 показаны спектры лизоцима и гал-
луазита до и после адсорбции в области 1900–
1200 см–1. В спектре лизоцима (спектр 3) присут-
ствуют полосы Амид I (1656 см–1) и Амид II
(1534 см–1). Полоса Амид I возникает в результате
взаимодействия валентных колебаний С=О и де-
формационных колебаний N–H в пептидной груп-
пе, на контур этой полосы влияет вторичная струк-
тура белковых макромолекул. Полоса Амид II воз-
никает по причине деформационных колебаний
связей N–H и также чувствительна к вторичной
структуре макромолекул белка. В результате ад-
сорбции макромолекул лизоцима на галлаузите в
ИК-спектре образца (спектр 2) появляются поло-
сы поглощения Амид I и Амид II. При этом на-
блюдается смещение максимумов поглощения в
длинноволновую сторону – к 1651 и 1531 см–1.
Смещение максимумов Амид I и Амид II в ИК-
спектре на 3–5 см–1 свидетельствует о незначи-

тельных изменениях во вторичной структуре бел-
ка в результате адсорбции.

Таким образом, проведенное исследование
показало, что наибольшей адсорбционной емко-
стью в отношении лизоцима (0.962 мг/м2) облада-
ет образец галлуазита Hal-1, диаметр нанотрубок
которого позволяет молекулам белка адсорбиро-
ваться на внешней и на внутренней поверхности.
При адсорбции только на внешней поверхности
нанотрубок (образец Hal-2) предельная адсорб-
ция составляет 0.442 мг/м2. Это близко к величи-
не адсорбции на бипористом кремнеземе
(0.467 мг/м2), который адсорбирует максималь-
ное количество лизоцима в расчете на единицу
массы адсорбента – 350 мг/г. При адсорбции на
цеолите ZSM-5 и силикалите-1 белок занимает
менее 20% доступной поверхности.
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