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Ранее для разработки высокочувствительных тест-
методик определения ртути (II) использовали ее ин-
гибирующее действие на каталитическую активность
пероксидазы из корней хрена, модифицированной
хитозаном и физически (сорбционно) иммобилизо-
ванной в полистирольном планшете [1], на бумагах
различного типа [2], микрокристаллической целлюло-
зе и пенополиуретане [3]. Полученные иммобилизо-
ванные препараты фермента отличаются высокой ак-
тивностью и стабильностью в течение длительного
времени (от 5 до 24 мес в зависимости от природы
носителя) [1–3], однако их можно использовать толь-
ко однократно и в статических условиях из-за недо-
статочной прочности связывания фермента с носите-
лем. Представляется целесообразным получение и
применение в аналитических целях ковалентно иммо-
билизованного препарата пероксидазы, так как хими-
ческая связь обеспечивает более высокую прочность
связывания фермента с носителем.

Цель данной работы состояла в сравнительном
изучении свойств пероксидазы, ковалентно иммоби-
лизованной на силикагелях, модифицированных ами-
но- и эпокси-группами, а также в разработке методик
определения ртути(II) с использованием полученных
ферментных препаратов.

Экспериментальная часть
Реагенты. В работе использовали твердые препа-

раты пероксидазы из корней хрена (К.Ф. 1.11.1.7)
(“Sigma”, США) (RZ = А430/А270 = 2,2). Растворы
фермента готовили растворением навесок их твердых
препаратов в боратном буферном растворе (рН 7,0).
Твердый препарат и растворы фермента хранили в
холодильнике при 4° С, точную концентрацию ра-
створа пероксидазы устанавливали спектрофотомет-
рически (ε = 9,4⋅104 М–1 см–1, l = 1 см).

Использовали препараты тетрабората натрия
(“х.ч.”), борной кислоты (“ос.ч.”), бифталата калия

(“х.ч.”), гидроксида калия (“ос.ч.”), гидрофосфата на-
трия (“х.ч.”), дигидрофосфата натрия (“х.ч.”), ацетата
натрия (“х.ч.”) и уксусной кислоты (“ос.ч.”) (“Реа-
хим”, Россия). Боратный, фталатный, фосфатный,
ацетатный буферные растворы готовили, как описано
в [4]. Точную концентрацию раствора пероксида во-
дорода (“ос.ч.”, “Реахим”, Россия) устанавливали
перманганатометрически. Раствор о-дианизидина
(ОД) (“ос.ч.”, “Sigma”, США) готовили растворением
его точной навески в этаноле-ректификате. Тиомоче-
вину (“х.ч.”) (“Реахим”, Россия) дважды перекристал-
лизовывали из воды; растворы готовили растворени-
ем точной навески в воде. Растворы ртути(II) с кон-
центрацией 0,1 нг/мл–1 мкг/мл готовили разбавлени-
ем исходного стандартного раствора (1 мг/мл) водой,
подкисленной азотной кислотой до ~ рН 3,0.

Для приготовления всех водных растворов исполь-
зовали деионизованную воду, очищенную на установ-
ке “Millipore” (Франция).

Использовали образцы силикагелей (“Биохиммак”,
Россия) с привитыми амино- и эпокси-группами (ди-
аметр пор 250 Å, размер частиц 100–200 мкм, об-
менная емкость 250 и 1,45 мМ/г, удельная поверх-
ность 120 и 305 м2/г соответственно).

Аппаратура. Оптическую плотность растворов из-
меряли на приборах КФК-2 (Россия, λэф = 440 нм,
l = 1 см) или спектрофотометре UV-2201 (Shimadzu,
Япония). Величину рН водных растворов измеряли с
точностью ±0,1 при помощи рН-метра-иономера
“Эконикс-Эксперт-001”.

Методика иммобилизации пероксидазы на моди-
фицированных силикагелях. Порошок силикагеля,
модифицированного амино-группами (0,3 г) помещали
в 2,5%-й раствор глутарового альдегида, полученную
смесь перемешивали в течение 12 ч при комнатной
температуре. После этого активированный носитель
промывали водой и 0,1 М боратным буферным ра-
створом (рН 7,0) до исчезновения запаха глутарового
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альдегида. Затем активированный амино-силика-
гель и эпокси-силикагель (без предварительной
подготовки) помещали в раствор пероксидазы оп-
ределенной концентрации и перемешивали в тече-
ние 3,5 или 12 ч соответственно. Полученные пре-
параты иммобилизованного фермента отмывали
0,05 М боратным буферным раствором (рН 7,0) от
неспецифически связанного с носителем фермента
и хранили в 0,1 М буферном растворе с рН 7,0
при температуре 4°С.

Методика проведения индикаторной реакции,
катализируемой иммобилизованной пероксидазой.
В стеклянную пробирку объемом 5 мл последова-
тельно вводили 2,8 мл 0,1 М фталатного буферного
раствора (рН 5,0), 100 мкл суспензии, содержащей
силикагель с иммобилизованным ферментом, 100 или
50 мкл 5 мМ ОД и 175 или 300 мкл 10 мМ перокси-
да водорода в случаях использования амино- и эпок-
си-силикагелей соответственно, а также воду до об-
щего объема смеси 4 мл. В момент введения перок-
сида водорода включали секундомер, реакционный
раствор перемешивали и переносили в кювету. Ско-
рость пероксидазного окисления ОД контролировали
спектрофотометрически, регистрируя нарастание оп-
тической плотности реакционной смеси во времени
при λэф = 440 нм (l = 1 см). Абсолютное значение
начальной скорости ферментативной реакции (υ0,
М/мин) рассчитывали по формуле: υo = ∆C/∆t =
(∆A/∆t)(1/lε) = tgα/ lε, где С – концентрация конечно-
го продукта ферментативной реакции (М), ε – моляр-
ный коэффициент поглощения последнего при
440 нм (3,0⋅104 М–1см–1), l – толщина кюветы, tg α –
среднее значение тангенса угла наклона кинетичес-
ких кривых, построенных в координатах оптическая
плотность (А440) – время (t, с) (n = 5).

Степень ингибирования пероксидазы ионами ртути
(II) (I, %) рассчитывали по формуле: I = (υo – υI)/
υo·100%⋅, где υo и υI – начальные скорости индика-
торной реакции в отсутствие и в присутствии иона
металла соответственно.

Результаты и их обсуждение
Выяснение оптимальных условий ковалентной

иммобилизации пероксидазы на модифицированных
силикагелях. Силикагели, модифицированные амино-
и эпокси-группами, наиболее часто используют для
химического связывания фермента [5]. В случае си-
ликагеля, модифицированного эпокси-группами, проч-
ная химическая связь образуется при непосредствен-
ном взаимодействии фермента с активными группами
носителя, а аминогруппы амино-силикагеля необхо-
димо предварительно активировать дополнительным
сшивающим агентом – глутаровым альдегидом.

Для выяснения оптимального времени связывания
фермента с носителем из тщательно перемешанной
смеси, содержащей эпокси-силикагель (либо амино-
силикагель, активированный глутаровым альдегидом),
и раствор пероксидазы, каждые 30 мин отбирали
суспензию объемом 300 мкл. После центрифугирова-
ния и слива надосадочной жидкости иммобилизован-
ный препарат пероксидазы несколько раз отмывали
от неспецифически связанного фермента небольшими
порциями боратного буферного раствора (рН 7,0).
Затем измеряли каталитическую активность иммоби-
лизованного фермента, вводя определенное количе-
ство суспензии силикагеля, промытого в боратном
буферном растворе, в индикаторную реакцию окисле-
ния о-дианизидина пероксидом водорода [6]. Для ко-
валентной иммобилизации пероксидазы на амино-си-
ликагеле в качестве оптимального времени, при кото-
ром достигается максимальная активность препарата,
т.е. наибольшее количество фермента связывается с
носителем, были выбраны 3,0–4,5 ч (рис. 1), а на
эпокси-носителе – 12 ч.

Наибольшая каталитическая активность препаратов
пероксидазы, ковалентно иммобилизованных на сили-
кагеле, модифицированном эпокси-группами, достига-
лась при концентрации нативного фермента в 5 раз
большей, чем в случае получения препарата фермен-
та, связанного с амино-силикагелем.

Для характеристики модифицированных силикаге-
лей при использовании их для иммобилизации пе-
роксидазы были рассчитаны: степени связывания ими
фермента (R, % = (Aисх – Aост /Aисх).100%), где Aисх и
Aост – активности нативной пероксидазы до внесения
в нее навески силикагеля и после извлечения из нее
носителя); емкость носителя (количество молей фер-
мента, связанного с 1 г носителя Сисх·V·R/m·100%,
где Сисх – концентрация пероксидазы, необходимая
для получения высокоактивного препарата фермента

Рис. 1. Зависимость начальной скорости индикаторной реакции от
времени выдерживания амино-силикагеля в растворе пероксидазы
(0,1 М фталатный буферный раствор c рН 5,0; концентрации

растворов: ОД – 0,05 М; Н2О2 – 0,01 М)
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(М); V – объем раствора, взятого для иммобилизации
(л); R – cтепень связывания (%); m – масса навески
силикагеля (г); отношение активности иммобилизован-
ных и нативных препаратов пероксидазы (A,% =
Aим/Aисх·100%) (табл. 1). Как видно из табл. 1, степень
связывания пероксидазы с амино-силикагелем ниже, а
активность полученного препарата выше, чем у препа-
рата, иммобилизованного на эпокси-силикагеле.

Была изучена прочность связывания пероксидазы с
модифицированными силикагелями в динамических
условиях в различных буферных растворах (фталат-
ном, фосфатном и ацетатном) при рН 5,0, когда ак-
тивность пероксидазы в индикаторной реакции мак-
симальна [7]. Прочность связывания характеризовали
отношением разности значений активности иммоби-
лизованного препарата фермента в начальный момент
и через определенное время к активности препарата
в начальный момент (Адин, % = (A0

им
 – At

им)/
A0

им·100%). Для этого препараты иммобилизованного
фермента помещали в разные буферные растворы и
перемешивали в течение 8 ч, соответствующих про-
должительности рабочего дня (рис. 2). Активность
пероксидазы, иммобилизованной на амино-силикаге-
ле, во всех буферных растворах резко уменьшается в
течение 1–2 ч; наибольшую активность (68 %) пе-
роксидаза, иммобилизованная на амино-силикагеле,
сохраняет в фосфатном буферном растворе. В том же
растворе фермент, иммобилизованный на эпокси-си-
ликагеле, сохраняет 100% первоначальной активности
в течение всего времени наблюдения.

При хранении иммобилизованных препаратов пе-
роксидазы в 0,05 М фосфатном буферном растворе с

рН 7,0 (при этом значении рН обычно хранят раство-
ры этого фермента), их активность полностью сохра-
няется в течение 6 мес при 4°С; в то же время лио-
филизованный препарат иммобилизованного фермен-
та полностью теряет каталитическую активность че-
рез три дня хранения.

Выяснение оптимальных условий проведения ин-
дикаторной реакции окисления о-дианизидина в
присутствии пероксидазы, иммобилизованной на
силикагелях. При изучении индикаторной реакции во
фталатном, фосфатном и ацетатном буферных раство-
рах установлено, что природа буферного раствора не
влияет на активность иммобилизованных препаратов
фермента. Пероксидаза, иммобилизованная на амино-
и эпокси-силикагелях, наиболее активна при рН 5,0–
5,5 и 4,8–5,2 соответственно (рис. 3).

Для дальнейших исследований был выбран фта-
латный буферный раствор, поскольку в нем наиболее
хорошо исследованы свойства пероксидазы.

В результате изучения зависимости скорости инди-
каторной реакции, катализируемой иммобилизован-
ной пероксидазой, от концентрации субстратов в ка-
честве оптимальных были выбраны концентрации
ОД и пероксида водорода, при которых иммобилизо-
ванная пероксидаза проявляла наибольшую каталити-
ческую активность (рис. 4, 5; табл. 1).

Были рассчитаны кинетические параметры (кон-
станта Михаэлиса, максимальная скорость реакции)
реакции окисления ОД пероксидом водорода в опти-
мальных условиях ее проведения в присутствии обоих
препаратов фермента. Сродство к субстрату-восстано-
вителю пероксидазы, ковалентно иммобилизованной
на амино-силикагеле, в 10 раз ниже (Km = 0,35 мМ), а
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и оптимальные концентрации субстратов в индикаторной
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Рис. 2. Зависимость начальной скорости реакции окисления о-дианизи-
дина от времени выдерживания препаратов пероксидазы, ковалентно
иммобилизованных на амино- (1, 3, 4) и эпокси- (2) силикагелях, в фос-
фатном (1, 2), фталатном (3) и ацетатном (4) буферных растворах (рН 5,0)
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препарата, иммобилизованного на эпокси-носителе,
примерно в 10 раз выше (Km = 4,74 мкМ), чем у на-
тивного фермента (Km = 0,033 мМ). Максимальные
скорости окисления ОД, катализируемого пероксида-
зой, иммобилизованной на амино- и эпокси-носите-
лях, составили 0,27 и 0,11 мМ⋅мин–1 соответственно,
что ниже, чем в случае нативного фермента (Vмакс =
1,35 мМ⋅мин–1).

Определение ртути (II). Изучение влияния ртути
(II) на активность пероксидазы, ковалентно иммобили-
зованной на амино- и эпокси-силикагелях, показало,
что ртуть (II) в интервале концентраций 0,1 нг/мл –
0,1 мкг/мл (без инкубирования и при инкубировании)
не меняет активность обоих препаратов фермента.

При введении в индикаторную реакцию 0,1–
2,5 мМ тиомочевины, присутствие которой в индика-
торной системе усиливает, как известно [8], ингиби-
рующее действие ртути(II), скорость ферментативно-
го процесса на обоих носителях понижается на 12–
45 %. При этом тиомочевина ингибирует фермент,
иммобилизованный на эпокси-силикагеле, сразу пос-
ле их смешения, а фермент на амино-силикагеле –
только после 5 мин инкубирования. В качестве опти-
мальных концентраций тиомочевины выбрали – 2,5 и
1,25 мМ для индикаторных реакций, катализируемых
пероксидазой, иммобилизованной на амино- и эпок-
си-силикагелях соответственно. При таком ее содер-
жании достигается 40–45 % ингибирование активно-
сти иммобилизованной пероксидазы и максимально
различаются скорости ферментативных реакций в
отсутствие и в присутствии ртути (II).

Ртуть (II) эффективно ингибирует активность пе-
роксидазы, иммобилизованной на амино-силикагеле,
после 30-минутного предварительного выдерживания
фермента с тиомочевиной и последующего добавле-
ния иона металла. В случае пероксидазы, иммобили-
зованной на эпокси-силикагеле, ртуть (II) ингибирует
фермент в присутствии тиомочевины без инкубирова-
ния. Степень ингибирующего действия возрастает пря-
мо пропорционально логарифму ее концентрации в
интервале 0,1–10 и 0,01 – 0,1 нг/мл, соответственно.
Определение ртути(II) проводили по методике, приве-
денной в экспериментальной части. После введения в
пробирку фталатного буферного раствора и суспензии
эпокси-силикагеля с иммобилизованным ферментом (в
случае амино-силикагеля смесь выдерживали 30 мин)
добавляли 100 или 50 мкл 1М раствора тиомочевины

Рис. 3. Зависимость начальной скорости индикаторной реакции, катали-
зируемой пероксидазой, ковалентно иммобилизованной на амино- (1) и
эпокси- (2) силикагелях, от рН 0,1 М фталатного буферного раствора;

концентрации (М): ОД – 0,05; Н2О2 – 0,01

Рис. 4. Зависимость скорости индикаторной реакции, катализируемой
пероксидазой, ковалентно иммобилизованной на амино- (1) и эпокси-
(2) силикагелях, от концентрации о-дианизидина (0,1 М фталатный

буферный раствор c рН 5,0; концентрация Н2О2 0,01 М)

Рис. 5. Зависимость скорости индикаторной реакции, катализируемой пе-
роксидазой, ковалентно иммобилизованной на амино- (1) и эпокси- (2)
силикагелях, от концентрации пероксида водорода (0,1 М фталатный

буферный раствор с рН 5,0, концентрация о-дианизидина 0,05 М)

11 ВМУ, химия, № 3



182 ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 2. ХИМИЯ. 2003. Т. 44. № 3

и раствор ртути (II) в указанных выше диапазонах
концентраций для амино- и эпокси-силикагелей со-
ответственно. Метрологические характеристики
разработанных методик приведены в табл. 2.

Результаты исследований показали, что из двух
препаратов пероксидазы, ковалентно иммобилизо-
ванных на модифицированных силикагелях, более
перспективен для использования в целях химическо-
го анализа препарат, полученный с использованием
эпокси-силикагеля: для его получения не требуется
предварительного активирования носителя сшиваю-

T а б л и ц а  2

Метрологические характеристики методики определения Hg(II) с использованием пероксидазы, ковалентно
иммобилизованной на модифицированных  силикагелях

*  I,% - степень ингибирования пероксидазы ионами ртути (II); ** lg (C Hg(II), нг/мл);  *** относительное стандартное отклонение
при определении ртути (II) на уровне нижней границы определяемых содержаний.

Носитель Смин, нг/мл Уравнение градуировачного

графика

Диапазон определяемых

содержаний Hg(II), нг/мл

sr
***                 

Р = 0,95,

n = 5

Амино  –

силикагель

0,05 у* = 71,28  –12,46х** 0,1  –10 0,15

Эпокси  –

силикагель

0,005 у* = 101,76  –15,41x** 0,01  –0,1 0,09

щим агентом, что упрощает и сокращает время полу-
чения иммобилизованного препарата фермента; проч-
ность связывания пероксидазы с эпокси-силикагелем
значительно выше. Предложенная методика определе-
ния ртути (II) c использованием эпокси-силикагеля в
качестве носителя пероксидазы характеризуется уни-
кальной чувствительностью: превосходит по чувстви-
тельности все разработанные нами ранее и извест-
ные из литературы методики определения этого ток-
сиканта, высокой воспроизводимостью, простотой и
экспрессностью.
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