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ВВЕДЕНИЕ

Природные алюмосиликатные нанотрубки –  
галлуазит – состоят из закрученных в труб-
ки слоев оксидов алюминия и кремния, при-
чем слой оксида алюминия находится внутри 
трубки, а слой оксида кремния – снаружи [1, 2].  
Ещё одна особенность галлуазита заключает-
ся в том, что в диапазоне pH 2.5–8.5 внутрен-
няя поверхность нанотрубки заряжена поло-
жительно, а внешняя – отрицательно [2, 3]. 
Благодаря своим структурным особенностям 
галлуазит обладает уникальными адсорбци-
онными свойствами, что позволяет использо-
вать его в водоподготовке для очистки от раз-
личных загрязняющих веществ [3, 4]. Высокая 
биосовместимость галлуазита, его нетоксич-
ность и отсутствие биодеградации благоприят-
ны для использования адсорбента в медицине 

для контролируемой доставки лекарств, в кос-
метологии и даже при создании костных им-
плантов [5, 6]. Использование галлуазита 
перспективно также в качестве подложки для 
катализаторов [7].

Что касается белковых молекул, то к насто-
ящему времени исследована адсорбция более 
двадцати белков на галлуазитах различных 
месторождений [8]. На основе некоторых фер-
ментов, иммобилизованных на галлуазите и его 
композитах, получены активные и стабильные 
биокатализаторы [9]. Системы «галлуазит – 
фермент» перспективны также при создании 
биосенсоров [10].

Основная современная концепция адсорб-
ции белков на галлуазите [11] учитывает раз-
ные заряды внутренней и внешней поверхности 
нанотрубок и суммарный заряд поверхности 
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Исследована адсорбция белков с различными молекулярными массами – лизоцима (MR= 
14300), гемоглобина (MR=65000), бычьего сывороточного альбумина (MR=66000) и щелочной 
фосфатазы (MR=138000) на галлуазитах, средние значения внутренних диаметров нанотрубок 
которых составляют 12.5, 30 и 50 нм соответственно. Получены изотермы адсорбции, опре-
делены предельные величины адсорбции, из которых рассчитаны площадки, приходящиеся 
на одну молекулу белка на поверхности галлуазита. Сделан вывод, что величина адсорбции 
белка зависит как от его молекулярной массы (размера), так и от внутреннего диаметра на-
нотрубок. Внутренняя поверхность образцов галлуазита обладает различной доступностью 
для белковых молекул: при диаметре нанотрубок 12.5 нм она недоступна для адсорбции всех 
исследованных белков. Наибольшую доступность внутренней поверхности для белковых мо-
лекул показал галлуазит c внутренними диаметрами нанотрубок 50 нм.
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белковой глобулы. Молекулы белка в раство-
ре в изоэлектрической точке не имеют заряда. 
Если рН ˃ pI, поверхность заряжена отрица-
тельно, а в случае, когда pH ˂ pI, поверхность 
молекулы имеет суммарный положительный 
заряд. Поэтому если адсорбцию проводить 
при рН ˃ pI, то белок должен адсорбироваться 
на внутренней поверхности нанотрубок, заря-
женной положительно. При pH ˂ pI молекулы 
белка должны адсорбироваться на внешней по-
верхности нанотрубок, имеющей отрицатель-
ный заряд. 

Эта концепция не учитывает того, что на по-
верхности белковой глобулы присутствуют ги-
дрофобные, положительно или отрицательно 
заряженные области, каждая из которых может 
принимать участие в адсорбционном взаимо-
действии с адсорбентом, причём гидрофобные 
взаимодействия считаются наиболее сильными  
[12]. Кроме того, нельзя не учитывать соотно-
шения размера белковой глобулы и внутренне-
го диаметра нанотрубок галлуазита. В литера-
туре имеются сведения, что молекулы белков 
могут свободно проникать лишь в поры, раз-
мер которых в 3–5 раз превышает диаметр 
молекулы [13]. В связи с этим в нашей работе 
поставлена задача: сравнить закономерности 
адсорбции белков с разными молекулярными 
массами на образцах галлуазита, внутренний 

диаметр нанотрубок которых различается в не-
сколько раз.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Исследованные образцы галлуазита. Для ад-
сорбции белков использованы образца гал-
луазита месторождений России и США. Для 
характеристики свойств галлуазитов исполь-
зовали низкотемпературную сорбцию азота, 
сканирующую электронную микроскопию 
и ЯМР-спектроскопию. Параметры пористой 
структуры образцов, найденные по результатам 
низкотемпературной сорбции азота, приведены 
в табл. 1. Исследование характеристик пори-
стой структуры галлуазитов проводили на ав-
томатическом сорбтометре АSАР 2020 фирмы 
Micromeritics по стандартным методикам.

Значения D1 и D2, приведенные в таблице, – 
это показатели положений максимумов на кри-
вых распределения объемов пор по их размерам. 
Первый максимум (D1) – поры внутренней по-
верхности галлуазита, второй максимум (D2) 
соответствует среднему размеру внутренних 
диаметров нанотрубок [14].

На рис. 1 приведены микрофотографии об-
разцов галлуазита, полученные на сканиру-
ющем электронном микроскопе JEOL JSM-
6000 NeoScope. По этим снимкам видно, что 
образцы Hal-1 и Hal-2 состоят в основном 

Таблица 1. Текстурные параметры исследованных образцов галлуазита
Образец Производитель SБЭТ, м2/г Sмикро, м2/г Vпор, см3/г D1, нм D2, нм

Hal-1 ООО «МТиНМ», РФ 30 2 0.14 3.5 50
Hal-2 Sigma- Aldrich, США 50 - 0.25 3.5 30
Hal-3 ООО «МТиНМ», РФ 50 7 0.15 3.5 12.5

(а) (б) (в)

Рис. 1. Микрофотографии образцов галлуазита: Hal-1 (а), Hal-2 (б), Hal-3 (в).
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из трубчатых структур. В образце Hal-3 поми-
мо трубчатых структур присутствуют сфери-
ческие и пластинчатые структуры, а также их 
агломераты.

Спектроскопия ЯМР твёрдого тела. Для 
анализа структуры галлуазитов использова-
ли спектроскопию ЯМР при вращении под 
магическим углом (ВМУ). Спектры ЯМР ВМУ 
на ядрах 27Al и 29Si были зарегистрированы 
на спектрометре Bruker AVANCE-II 400 WB 
на частотах 104.2 (27Al) и 79.5 (29Si) МГц с ис-
пользованием 4 мм H/X/Y MAS WVT датчика. 
Для получения спектров ВМУ ЯМР исполь-
зовали одноимпульсную последовательность 
с прямой поляризацией. Скорость вращения 
образцов составляла 12 кГц. В качестве внеш-
них стандартов химического сдвига исполь-
зовали Al(NO3)3 и Si(CH3)4. Обработку спек-
тров проводили с использованием программы 
TopSpin 2.1 фирмы Bruker.

В спектрах ЯМР ВМУ на ядрах 27Al (рис. 2) 
образцов галлуазита видны сигналы при 1.9 

и 66.1 м.д., относящиеся к октаэдрическим 
Al(VI) и тетраэдрическим Al(IV) атомам со-
ответственно. Основной конфигурацией ато-
мов алюминия в структуре обоих образцов 
является октаэдр, причём для Hal-1 сигнал 
66.1 м.д. значительно ниже по интенсивности 
в сравнении с образцом Hal-2. Спектры ЯМР 
ВМУ на ядрах 29Si (рис. 3) образцов галлуазита 
содержат типичный сигнал при -91.5 м.д., от-
носящийся к окружению Si(OSi)3(OAl) [15, 16]. 
Также виден низкоинтенсивный сигнал при 

-107.7 м.д., относящийся к Si(OSi)4. Он может 
быть связан с наличием примеси кварца в об-
разцах галлуазитов [17].

Краткая характеристика белков. Исследова-
на адсорбция лизоцима куриного яйца, бычье-
го сывороточного альбумина (БСА), бычьего 
гемоглобина и щелочной фосфатазы слизистой 
кишечника быка. Некоторые характеристики 
этих белков приведены в табл. 2.

Как видно из табл. 2, молекулярные массы 
белков различаются практически на порядок, 
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Рис. 2. Спектры ЯМР ВМУ на ядрах 27Al образцов 
Hal-1(а), Hal-2(б).

Рис. 3. Спектры ЯМР ВМУ на ядрах 29Si образцов 
Hal-1(а), Hal-2(б).

Таблица 2. Исследованные в работе белки
Белок MR l, нм d, нм рI

Лизоцим 14300 4.5×3×3 3.5 10.5–11
Гемоглобин 65000 6.4×5.5×5.0 6.2 6.8–6.9

БСА 66000 14×4×4 7.1 4.8–5.4
Щелочная фосфатаза 138000 - - 5.7

Обозначения: l – размеры, d – эффективный диаметр молекулы.
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изоэлектрические точки (рI ) изменяются 
от слабокислых (БСА и фосфатаза) до нейтраль-
ных (гемоглобин) и щелочных (лизоцим). Со-
держание белка в препаратах составило 99% для 
БСА, 98% для гемоглобина, 52% для лизоцима 
и 25% в случае щелочной фосфатазы. Содержа-
ние белка в препаратах лизоцима и щелочной 
фосфатазы определено в данной работе по ме-
тоду Бредфорда.

Адсорбционные измерения. Адсорбцию белков 
проводили из их водных растворов при тем-
пературе 6 °С. К навескам галлуазита 100 мг  
добавляли по 5 мл раствора белков с концентра-
циями от 20 до 1000 мкг/мл и оставляли в холо-
дильнике. Время адсорбции варьировали от 1 
до 15 суток в случае гемоглобина, адсорбцию 
других белков проводили в течение 2–5 суток. 
Величину адсорбции определяли по разнице 
концентраций белка до начала адсорбции и по-
сле окончания адсорбции. Полученные резуль-
таты использовали для построения изотерм ад-
сорбции. После завершения адсорбции образцы 
отделяли от раствора, тщательно промывали во-
дой, добавляли по 5 мл дистиллированной воды 
и оставляли в холодильнике на 5 суток для про-
верки обратимости адсорбции. Проведённое ис-
следование показало, что в указанных условиях 
с поверхности галлуазитов удалось десорбиро-
вать до 7% лизоцима и не более 2% остальных  
белков.

Анализ концентрации белков. Для опреде-
ления концентрации белка использовали 

спектрофотометрический метод анализа. При 
анализе БСА, лизоцима и фосфатазы исполь-
зовали способность белков поглощать ультра-
фиолетовое излучение. Измерение оптической 
плотности проводили в пластиковых кюве-
тах 0.5 см при λ = 280 нм на спектрофотоме-
тре GENESIS-5. Для анализа концентрации 
гемоглобина использовали аналитическую 
полосу Соре (400 нм). Измерения проводили 
на спектрофотометре Jenway 6310. Предвари-
тельно для каждого белка строили калибровоч-
ные графики.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Сложность белка как адсорбата связана 
с наличием на его поверхности неодинаковых 
контактных участков, возможностью много-
точечного связывания с носителем и другими 
факторами [18]. Топография поверхности белко-
вой глобулы формируется частью полипептид-
ной цепи, которая состоит из пептидных еди-
ниц (мономеров) – CαRH-CO-NH-. Радикал R 
у α-углеродного атома представляет собой по-
лярный, но чаще неполярный или гидрофоб-
ный аминокислотный остаток. На различных 
участках поверхности эти остатки формируют 
неполярные или полярные скопления, соз-
давая соответствующие контактные участки, 
способные к взаимодействию с поверхностью 
адсорбента. Адсорбция белков, как правило, 
необратима, однако экспериментально обнару-
живается предшествующая обратимая стадия 
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[18, 19]. Необратимое связывание возникает, 
когда поверхность белка контактирует с по-
верхностью носителя той частью поверхности, 
где возможно образование оптимального числа 
связей. В результате величина адсорбции зави-
сит от времени контакта белка с поверхностью  
адсорбента.

Влияние времени адсорбции. На примере адсо-
рбции гемоглобина рассмотрим, как меняется 
количество адсорбированного белка с увели-
чением времени адсорбции. Соответствующие 
изотермы приведены на рис. 4.

Из приведенного рисунка видно, что с воз-
растанием времени контакта белка с адсорбен-
том меняется величина адсорбции и вид изо-
терм. При временах адсорбции от 1 до 5 суток 
начальные участки изотерм имеют S-образный 
вид, но при концентрациях выше 100 мкг/мл 
спрямляются в линейных координатах урав-
нения Ленгмюра (рис. 4б). Изотермы адсорб-
ции различных белков на других глинистых 
минералах также были описаны уравнением 
Ленгмюра [20]. При увеличении времени кон-
такта гемоглобина и галлуазита до 15 суток 
величина адсорбции достигает предельной ве-
личины 1.25 мг/г, а изотерма приобретает вид, 
характерный для необратимой адсорбции. Та-
кая же предельная величина получена при 
спрямлении трёх других изотерм в линейных 
координатах уравнения Ленгмюра (рис. 4б). 
Аналогичные закономерности получены и для 
других белков. В дальнейшем все закономерно-
сти будут рассмотрены для времен адсорбции  
5 суток.

Зависимость величины адсорбции белков от их 
молекулярной массы. Для исследования дан-
ной зависимости рассмотрим результаты ад-
сорбции четырех белков с относительными 
молекулярными массами от 14300 до 138000 
на образце Hal-2 (средний внутренний диаметр 

нанотрубок – 30 нм). Полученные результаты 
представлены в табл. 2 и на рис. 5.

Сравнение результатов, приведённых в табл. 3,  
показывает, что адсорбция фосфатазы – са-
мого крупного белка – приблизительно в пол-
тора раза меньше, чем адсорбция трёх других 
белков, если расчёт вести в мг/г (адсорбента) 
или мг/м2 (поверхности). Если же предельную 
адсорбцию рассчитать в моль/м2, то прослежи-
вается тенденция: чем больше молекулярная 
масса белка, тем меньше его молекул разме-
щается на поверхности. Молекулярные мас-
сы лизоцима и щелочной фосфатазы разли-
чаются практически на порядок, и величина 
адсорбции лизоцима (в моль/м2) больше адсо-
рбции фосфатазы в 16.5 раз на рассмотренном  
образце.

Адсорбция лизоцима достигает предельной 
величины при его концентрации в растворе 
350–400 мкг/мл (рис. 5), тогда как при адсорб-
ции остальных белков степень заполнения при 
этих концентрациях не превышает 60%. Ранее 
[21] показано, что скорость адсорбции лизо-
цима на силикагеле и высокопористом крем-
незёме также выше, чем у гемоглобина. Следует 
отметить, что изотермы адсорбции гемоглобина  
(MR 65000) и БСА (MR 66000) практически со-
впадают (рис. 5).

Влияние размера внутреннего диаметра нано-
трубок на адсорбцию белков. Эту зависимость 
проследим на примере адсорбции бычьего сы-
вороточного альбумина (БСА) на трёх образ-
цах галлуазита, различающихся внутренними 
диаметрами нанотрубок (рис. 6.). Из изотерм, 
приведённых на рис. 6а, видно, что адсорбция 
(в мг/м2) возрастает с увеличением внутрен-
него диаметра галлуазита. Адсорбция в мг/г  
(рис. 6б) одинакова на образцах со средними 
диаметрами нанотрубок 30 и 50 нм. Анало-
гичные зависимости получены и для других 
исследованных белков (табл. 3). Зависимость 

Таблица 2. Величины предельной адсорбции белков на образце Hal-2 (Dср = 30 нм)
Белок MR d,

нм
Предельная адсорбция Aмакс

мг/г мг/м2 моль/м2

Лизоцим 14300 3.5 47.6 0.95 6.6×10-8

Гемоглобин 65000 6.2 45.7 0.91 1.4×10-8

БСА 66000 7.1 45.4 0.91 1.4×10-8

Щелочная фосфатаза 138000 - 30.6 0.61 0.4×10-8
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адсорбции БСА от размера пор пористых сте-
кол, силикагелей и силохромов наблюдали 
ранее авторы [22]. Показано также, что ско-
рость адсорбции белков выше на кремнезёмах 
с бóльшими порами [21].

Общие закономерности адсорбции белков 
на галлуазитах. Проведённое исследование 
показало, что величина адсорбции белка за-
висит как от размера белковой молекулы, так 
и от внутреннего диаметра нанотрубки. Из ад-
сорбционных данных рассчитаны площадки, 
приходящиеся на одну молекулу белка на по-
верхности галлуазита. Все определённые в ра-
боте значения приведены в табл. 3.

Для того, чтобы выяснить роль внутренней 
и внешней поверхности нанотрубок галлуазита 
в адсорбции, рассмотрим закономерности адсо-
рбции каждого из исследованных белков.

Лизоцим. Величина адсорбции одинакова 
на образцах, средние значения внутренних ди-
аметров нанотрубок которых 30 и 50 нм. На об-
разце с диаметром нанотрубок 12.5 нм адсор-
бция меньше более чем в два раза. Площадки 
молекулы лизоцима составляет 25 нм2 на Hal-1 
и Hal-2. Ранее было показано, что при адсорб-
ции лизоцима на силохроме при рН 6 площад-
ка его молекулы на поверхности 24 нм2 [23]. 
В изоэлектрической точке (рН 11) площадка 
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молекулы лизоцима соответствует теоретическо-
му размеру боковой грани молекулы и составляет  
13.5 нм2, возрастая до 26.6 нм2 при значении  
рН 4 [24]. Полученные нами значения площад-
ки 25 нм2 хорошо укладываются в эти рамки 
и свидетельствуют, что адсорбция лизоци-
ма происходит на всей поверхности образцов, 
средний внутренний диаметр нанотрубок кото-
рых 30 и 50 нм. Площадка молекулы лизоцима 
54 нм2 в случае образца Hal-3 свидетельствует 
о том, что для адсорбции белка доступна толь-
ко часть поверхности, а именно только внешняя 
поверхность нанотрубок.

БСА и гемоглобин. Эти два транспортных 
белка имеют близкие молекулярные массы 
(65000 и 66000) и размеры: эффективный диа-
метр молекулы гемоглобина оценочно 6.2 нм, 
а у БСА – 7.1 нм. Важное различие этих бел-
ков заключается в подвижности их структуры: 
так, молекула гемоглобина – тетрамер с жёст-
кой структурой, а структура БСА, наоборот, 
лабильна, поскольку в растворе в зависимо-
сти от ионной силы молекула может изменять 
конфигурацию [25]. В разных интервалах рН 
молекула БСА существует в виде нескольких 
конформеров [26]. При адсорбции на твёрдой 
поверхности молекулы альбумина также могут 
принимать различные конформации [27]. По-
лученные экспериментальные данные (табл. 3 
и рис. 5) свидетельствуют, что величины ад-
сорбции этих белков одинаковы на всех ис-
следованных образцах галлуазита. Площадки 
молекул, рассчитанные из величины адсорб-
ции на образце Hal-1(Dср = 50 нм) составляют 
90 нм2, что близко к площадке гемоглобина 
на поверхности широкопористых (Dпор 100–150 
нм) силохрома и силикагеля, составляющей 
80 нм2 [28]. Сравнение площадок этих белков 
на трёх образцах галлуазита (табл. 3) позволя-
ет заключить, что при внутреннем диаметре 

нанотрубок 50 нм молекулы гемоглобина 
и БСА адсорбируются на всей поверхности 
галлуазита, при 30 нм адсорбция идёт на внеш-
ней и частично на внутренней поверхности. 
При диаметре 12.5 нм внутренняя поверхность 
галлуазита недоступна для адсорбции этих  
белков.

Щелочная фосфатаза. Нами была изучена 
адсорбция щелочной фосфатазы слизистой ки-
шечника быка, это самый крупный из исследо-
ванных нами белков (MR ~140000). Вполне есте-
ственно, что величины адсорбции щелочной 
фосфатазы значительно ниже, чем гемоглоби-
на, БСА и лизоцима, и тоже зависят от размера 
внутреннего диаметра нанотрубок. Сравнивая 
величины площадок, приходящиеся на одну 
молекулу белка (табл. 3), можно заключить, что 
внутренняя поверхность нанотрубок образцов 
Hal-2 и Hal-3 недоступна для молекул этого 
фермента: адсорбция происходит только на их 
внешней поверхности.

Полученные результаты показали, что зако-
номерности адсорбции белков на галлуазите 
в основном определяются размером белковой 
молекулы и внутренним диаметром нанотрубок. 
Это характерно для белков, изоэлектрические 
точки которых соответствуют кислым (бычий 
сывороточный альбумин и щелочная фосфа-
таза), нейтральным (гемоглобин) и щелочным 
(лизоцим) значениям рН.

Исследование адсорбционных свойств при-
родных алюмосиликатных нанотрубкок вы-
полнено в рамках госзадания «Физикохимия 
поверхности, адсорбция и катализ». Разработ-
ка методики проведения адсорбции и анали-
за белков, а также ЯМР-спектральный анализ 
носителей выполнены в рамках гранта РНФ  
№ 20-13-00203.

Таблица 3. Величины предельной адсорбции белков и площадки молекул на поверхности образцов 
галлуазита

Белок MR Предельная адсорбция Aмакс (мг/м2) и площадка молекулы S (нм2)
Hal-1, Dср = 50 нм Hal-2, Dср = 30 нм Hal-3, Dср = 12.5 нм

Aмакс, мг/м2 S, нм2 Aмакс, мг/м2 S, нм2 Aмакс, мг/м2 S, нм2

Лизоцим 14300 0.96 25 0.95 25 0.44 54
Гемоглобин 65000 1.22 90 0.91 120 0.54 200
БСА 66000 1.25 90 0.91 120 0.56 195
Щелочная фосфатаза 138000 0.69 330 0.61 415 0.54 415
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