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Ïåðîêñèäàçà – ôåðìåíò, êàòàëèçèðóþùèé îêèñëå-
íèå íåîðãàíè÷åñêèõ è îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé â ðå-
àêöèÿõ ñ ó÷àñòèåì êèñëîðîäà (îêñèäàçíûå) è ïåðåêè-
ñè âîäîðîäà (ïåðîêñèäàçíûå) [1]. Îñîáîå çíà÷åíèå
èìåþò èññëåäîâàíèÿ ðåàêöèé ïåðîêñèäàçíîãî îêèñëå-
íèÿ ñ ó÷àñòèåì íåñêîëüêèõ ñóáñòðàòîâ, êîòîðûå ïîëó-
÷èëè íàçâàíèå ñóáñòðàò-ñóáñòðàòíûõ âçàèìîäåéñòâèé
[2]. Ìåõàíèçì äåéñòâèÿ ïåðîêñèäàçû ïðåäïîëàãàåò
îáðàçîâàíèå ïðîìåæóòî÷íûõ îêèñëåííûõ ôîðì ôåð-
ìåíòà (Å1 è Å2). Ïåðîêñèäàçíûå ðåàêöèè ïðîòåêàþò
ïî ñëåäóþùåé ñõåìå:

                 k1
Å + Í2Î2 → Å1 + Í2Î,
           k2
Å1 + ÀÍ2 → Å2 + ÀÍ.,
           k3
Å2 + ÀÍ2 → Å + ÀÍ.,
             k4
ÀÍ. + ÀÍ. → Ð,

ãäå Å, Å1, Å2 – íàòèâíûé ôåðìåíò è åãî ïðîìåæóòî÷-
íûå îêèñëåííûå ôîðìû, ÀÍ2, ÀÍ. − ñóáñòðàò è åãî
ïîëóîêèñëåííûå ôîðìû, Ð – ïðîäóêò ðåàêöèè, k1, k2,
k3, k4 – êàòàëèòè÷åñêèå êîíñòàíòû.

Ñóáñòðàòû ïåðîêñèäàçû ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñòðóêòóðå
è õèìè÷åñêèì ñâîéñòâàì [3], ïîýòîìó â äåéñòâèè ïå-
ðîêñèäàçû çàëîæåíû ðàçëè÷íûå ìåõàíèçìû. Â ÷àñò-
íîñòè, â ñëó÷àå ïðèñóòñòâèÿ â ðàñòâîðå ðàçëè÷íûõ
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Ïðèíÿòûå â ñòàòüå ñîêðàùåíèÿ: ÄÃÊÂ –äèãèäðîêâåðöåòèí, ÔÊ – ôåððîöèàíèä êàëèÿ.

ñóáñòðàòîâ ïåðîêñèäàçû ìîãóò íàáëþäàòüñÿ ýôôåê-
òû âçàèìíîé àêòèâàöèè è èíãèáèðîâàíèÿ ôåðìåíòà,
êîòîðûå ïðîÿâëÿþòñÿ â âèäå êîíêóðåíòíîãî òèïà èí-
ãèáèðîâàíèÿ èëè äèôôåðåíöèðîâàííîãî îêèñëåíèÿ
ñóáñòðàòîâ. Êðîìå òîãî, â ñëó÷àå ïðèñóòñòâèÿ â
ñðåäå äâóõ ñóáñòðàòîâ â äåéñòâèè ïåðîêñèäàçû ìî-
æåò ïðîÿâèòüñÿ ìåõàíèçì àêòèâàöèè ðåàêöèé îêèñëå-
íèÿ ñóáñòðàòà ìåäëåííî îêèñëÿåìîãî áûñòðî îêèñ-
ëÿåìûì ñóáñòðàòîì [4].

Èçó÷åíèå ñóáñòðàò-ñóáñòðàòíîé àêòèâàöèè ïîçâîëÿ-
åò îïðåäåëèòü ñïåöèôè÷íîñòü ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ
ïåðîêñèäàçû â ðåàêöèÿõ ñîâìåñòíîãî îêèñëåíèÿ ñóá-
ñòðàòîâ, â êîòîðûõ ïðîÿâëÿåòñÿ èçáèðàòåëüíîñòü äåé-
ñòâèÿ ôåðìåíòà â êàòàëèòè÷åñêîì ïðîöåññå ïî îòíî-
øåíèþ ê îêèñëåíèþ òîëüêî îäíîãî èç ñóáñòðàòîâ.
Äàííûé ìåõàíèçì ìîæåò áûòü ðåàëèçîâàí â áèîëîãè-
÷åñêèõ ñèñòåìàõ æèâûõ îðãàíèçìîâ, â êëåòêàõ êîòî-
ðûõ ìîãóò îäíîâðåìåííî ïðèñóòñòâîâàòü íåñêîëüêî
ñóáñòðàòîâ ïåðîêñèäàçû. Êðîìå òîãî, èçó÷åíèå ìåõà-
íèçìîâ ñîâìåñòíîãî ïåðîêñèäàçíîãî îêèñëåíèÿ ñóá-
ñòðàòîâ, ïîçâîëÿåò èññëåäîâàòü àêòèâíûé öåíòð ôåð-
ìåíòà, îïðåäåëèâ ðàñïîëîæåíèå ó÷àñòêîâ ñïåöèôè÷íî-
ãî ñâÿçûâàíèÿ ñóáñòðàòîâ, âûÿâèòü îñîáåííîñòè ïðî-
òåêàíèÿ êàòàëèòè÷åñêîãî ïðîöåññà è îïðåäåëèòü ðîëü
âòîðîãî ñóáñòðàòà.

Îñîáîå çíà÷åíèå èìååò èçó÷åíèå ðåàêöèé îêèñëå-
íèÿ ñ ó÷àñòèåì àíòèîêñèäàíòîâ (íèçêî- è âûñîêîìî-
ëåêóëÿðíûõ), ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ ïåðîêñèäàçà è íå-
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êîòîðûå åå ñóáñòðàòû (àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà, êâåðöå-
òèí, äèãèäðîêâåðöåòèí è äð.). Äèãèäðîêâåðöåòèí õîðî-
øî ðàñòâîðèì â ïîëÿðíûõ ðàñòâîðèòåëÿõ, ïîýòîìó â
âîäíî-ñïèðòîâûõ ðàñòâîðàõ ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü â
òðàíñ- è öèñ-ôîðìàõ. Ïðè÷åì òðàíñ-ôîðìà áîëåå
àêòèâíî îêèñëÿåòñÿ îêñèäàçàìè [5]. Ïðîäóêòîì îêèñ-
ëåíèÿ äèãèäðîêâåðöåòèíà ÿâëÿåòñÿ êâåðöåòèí. Îäíàêî
ïðîöåññ îêèñëåíèÿ äèãèäðîêâåðöåòèíà ïåðåêèñüþ âî-
äîðîäà ôåðìåíòàòèâíûì ñïîñîáîì â ëèòåðàòóðå
ïðàêòè÷åñêè íå èññëåäîâàí.

Èíòåðåñ ê äèãèäðîêâåðöåòèíó è êâåðöåòèíó îáóñ-
ëîâëåí òåì, ÷òî ýòè ôëàâîíîèäû àêòèâíî èñïîëüçóþò-
ñÿ â ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè è ìåäèöèíå. Îáà
ôëàâîíîèäà îòíîñÿòñÿ ê ãðóïïå ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé,
îáëàäàþùèõ àíòèîêñèäàíòíûì äåéñòâèåì, è ïîýòîìó
ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ ñîâìåñòíî ñ àñêîðáèíîâîé êèñ-
ëîòîé äëÿ ïîâûøåíèÿ ïðîíèöàåìîñòè êàïèëëÿðîâ. Â
îêèñëèòåëüíûõ ðåàêöèÿõ äèãèäðîêâåðöåòèí ñïîñîáåí
âûïîëíÿòü ðîëü äîíîðà àòîìîâ âîäîðîäà. Êàê àíòèîê-
ñèäàíò äèãèäðîêâåðöåòèí àêòèâíî èñïîëüçóåòñÿ â ïè-
ùåâîé ïðîìûøëåííîñòè äëÿ çàùèòû ïðîäóêòîâ îò äåé-
ñòâèÿ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà [6, 7]. Â ìåäèöèíñêîé
ïðàêòèêå äèãèäðîêâåðöåòèí è êâåðöåòèí ïðèìåíÿþòñÿ
äëÿ ëå÷åíèÿ ëó÷åâîé áîëåçíè, ñåïòè÷åñêîãî ýíäîêàðäè-
òà, äëÿ ïðîôèëàêòèêè ïîðàæåíèé êàïèëëÿðîâ è äð. [8].

Ôåððîöèàíèä êàëèÿ îòíîñèòñÿ ê ñóáñòðàòàì ïåðîê-
ñèäàçû, äëÿ êîòîðûõ âîçìîæåí íåïîñðåäñòâåííûé êîí-
òàêò ñ ãåìîì ôåðìåíòà [2], õîòÿ èçâåñòíî, ÷òî ïðè
çíà÷åíèÿõ ðÍ, áëèçêèõ ê íåéòðàëüíûì, ãåìèí â ïåðîê-
ñèäàçå íåäîñòóïåí äàæå äëÿ ìàëûõ èîíîâ èç ðàñòâîðà
[3]. Ïîýòîìó èññëåäîâàíèå ðåàêöèé ñîâìåñòíîãî îêèñ-
ëåíèÿ äèãèäðîêâåðöåòèíà è ôåððîöèàíèäà êàëèÿ ïîçâî-
ëÿåò èçó÷èòü ìåõàíèçìû âçàèìíîãî âëèÿíèÿ ñóáñòðà-
òîâ, à òàêæå âûÿâèòü ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ ôåðìåíòà.
Íàëè÷èå òàêèõ çíàíèé ïîçâîëÿåò ïîíÿòü îñîáåííîñòè
ñóùåñòâîâàíèÿ è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ æèâûõ îðãàíèçìîâ.
Â ÷àñòíîñòè, ðàñêðûòü ìåõàíèçìû, îáåñïå÷èâàþùèå
ñóùåñòâîâàíèå îðãàíèçìîâ â ñîñòîÿíèè ãèïîáèîçà, òàê
êàê ïåðîêñèäàçà, êàòàëàçà è ðàçëè÷íûå îêñèäàçû âõî-
äÿò â ñîñòàâ ñèñòåìû, ïîääåðæèâàþùåé æèçíåñïîñîá-
íîñòü ãèïîáèîòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ.

Íàìè èçó÷åíû ðåàêöèè ñîâìåñòíîãî îêèñëåíèÿ äè-
ãèäðîêâåðöåòèíà è ôåððîöèàíèäà êàëèÿ â øèðîêîì
äèàïàçîíå ðÍ è ïðåäëîæåí ìåõàíèçì äåéñòâèÿ ôåð-
ìåíòà â ýòîì êàòàëèòè÷åñêîì ïðîöåññå.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü
Ðåàêòèâû. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïåðîêñèäàçó õðå-

íà (“Reanal”, Âåíãðèÿ) ñî ñïåêòðàëüíûì ïîêàçàòåëåì

÷èñòîòû RZ = 1,0. Êîíöåíòðàöèþ ôåðìåíòà îïðåäåëÿ-
ëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè [9] è ïî ïèðèäèíãåìîõðîìî-
ãåíó [10]. Èñïîëüçîâàëè äèãèäðîêâåðöåòèí è ôåððîöèà-
íèä êàëèÿ (“Áèîïðåïàðàò”, Ðîññèÿ). Êîíöåíòðàöèþ
ïåðåêèñè âîäîðîäà (“Ðåàõèì”, Ðîññèÿ) îïðåäåëÿëè
ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè, èñïîëüçóÿ ìîëÿðíûé êîýôôè-
öèåíò ïîãëîùåíèÿ ïðè 230 íì 72,7 Ì–1⋅ñì–1 [11].

Ìåòîäû. Ðåàêöèþ îêèñëåíèÿ äèãèäðîêâåðöåòèíà
(34–120 ìêÌ) èëè ôåððîöèàíèäà êàëèÿ (160–
600 ìêÌ) ïåðåêèñüþ âîäîðîäà (0,64 ìÌ) ïðîâîäèëè
ïðè 25°. Â êà÷åñòâå áóôåðà èñïîëüçîâàëè 0,1 Ì íà-
òðèé-àöåòàòíûé ðàñòâîð (ðÍ 4,5–6,0) èëè 0,1 Ì íà-
òðèé-ôîñôàòíûé ðàñòâîð (ðÍ 6,0–8,0), êîíöåíòðàöèÿ
ïåðîêñèäàçû õðåíà ñîñòàâëÿëà 4,0–18,0 íÌ. Ðåàêöèþ
ñîâìåñòíîãî îêèñëåíèÿ äèãèäðîêâåðöåòèíà è ôåððîöè-
àíèäà êàëèÿ èçó÷àëè ïî âîçðàñòàíèþ ïîãëîùåíèÿ ïðè
420 íì (ε = 1050 Ì–1⋅ñì–1[12]). Êèíåòè÷åñêèå êðè-
âûå ñíèìàëè íà äâóõëó÷åâîì ñïåêòðîôîòîìåòðå
“DMS 100 S” (“Varian”, ÑØÀ). Çà åäèíèöó àêòèâíî-
ñòè ôåðìåíòà ïðèíèìàëè åãî êîëè÷åñòâî, îêèñëÿþùåå
1 ìêìîëü ñóáñòðàòà çà 1 ìèí. Êàæóùèåñÿ êîíñòàíòû
ñêîðîñòè îêèñëåíèÿ ñóáñòðàòîâ ïåðîêñèäàçû îïðåäå-
ëÿëè èç äàííûõ ïî ñòàöèîíàðíîé êèíåòèêå [13].

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé
Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåíû ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ïðîäóê-

òîâ ïåðîêñèäàçíîãî îêèñëåíèÿ äèãèäðîêâåðöåòèíà,
ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ êîòîðûõ ïðèõîäèòñÿ íà 405 íì.
Èññëåäîâàíèå èíäèâèäóàëüíûõ ðåàêöèé ïåðîêñèäàçíî-
ãî îêèñëåíèå ôåððîöèàíèäà êàëèÿ ïîçâîëèëî óñòàíî-
âèòü ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ ïðîäóêòîâ ðåàêöèè ïðè

Ðèñ. 1. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ïðîäóêòîâ ïåðîêñèäàçíîãî
îêèñëåíèÿ äèãèäðîêâåðöåòèíà. Âðåìÿ ðåàêöèè, ìèí: 2 (1),
4 (2), 7 (3), 17 (4); êîíöåíòðàöèÿ ïåðîêñèäàçû 18 íÌ,
Í2Î2 – 0,64 ìÌ, äèãèäðîêâåðöåòèíà – 68 ìêÌ (ðÍ 6,0);

cêîðîñòü ñêàíèðîâàíèÿ 100 íì/ìèí
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420 íì (ðèñ. 2), ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ëèòåðàòóðíûì
äàííûì [14].

Àíàëèç ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ ïðîäóêòîâ ñîâìåñòíî-
ãî ïåðîêñèäàçíîãî îêèñëåíèÿ äèãèäðîêâåðöåòèíà
(ÄÃÊÂ) è ôåððîöèàíèäà êàëèÿ (ÔÊ) ïîçâîëèë âûÿ-
âèòü, ÷òî ïðè ñîâìåñòíîì ïðèñóòñòâèè â ðåàêöèîííîé
ñðåäå ÄÃÊÂ è ÔÊ îêèñëåíèþ âíà÷àëå ïîäâåðãàåòñÿ
ôåððîöèàíèä êàëèÿ (ðèñ. 3). Èç ðàçíîñòíîãî ñïåêòðà
ïðîäóêòîâ îêèñëåíèÿ ÄÃÊÂ è ÔÊ âèäíî, ÷òî â òå÷å-
íèå ïåðâûõ 15 ìèí ïðîòåêàíèÿ ðåàêöèè îêèñëåíèÿ îï-
ðåäåëÿåòñÿ ïðîäóêò ñ ìàêñèìóìîì ïîãëîùåíèÿ ïðè

420 íì (ðèñ. 4). Â äàëüíåéøåì ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ
ïðîäóêòîâ ðåàêöèè ñìåùàåòñÿ ê 405 íì, ÷òî ñîîò-
âåòñòâóåò ïðîäóêòó îêèñëåíèÿ ÄÃÊÂ. Ïîýòîìó ðåàê-
öèè ñîâìåñòíîãî îêèñëåíèÿ ÄÃÊÂ è ÔÊ â äàëüíåé-
øåì èññëåäîâàëèñü ïðè 420 íì, ÷òî ïîçâîëèëî óñòà-
íîâèòü àêòèâèðóþùåå äåéñòâèå ÄÃÊÂ íà ïåðîêñèäàç-
íîå îêèñëåíèå ôåððîöèàíèäà êàëèÿ (ðèñ. 5). Ïðè
ýòîì áûë âûÿâëåí ñèíåðãèñòè÷åñêèé òèï àêòèâàöèè,
ïðîÿâëÿþùèéñÿ â òîì, ÷òî òî÷êà ïåðåñå÷åíèÿ ïó÷-
êà ïðÿìûõ â îáðàòíûõ êîîðäèíàòàõ Ëàéíóèâåðà–
Áåðêà, ñîîòâåòñòâóþùèõ ðàçëè÷íûì êîíöåíòðàöèÿì
äèãèäðîêâåðöåòèíà, íàõîäèòñÿ íà îñè îðäèíàò. Àíà-
ëîãè÷íûå çàâèñèìîñòè áûëè ïîëó÷åíû ïðè ðÍ 4,5–
7,0. Ïðè ðÍ≥7,5 ìû íàáëþäàëè îêèñëåíèå òîëüêî
äèãèäðîêâåðöåòèíà. Ïîñòîÿííóþ êîíñòàíòó àêòèâè-
ðîâàíèÿ (α) îïðåäåëÿëè ïóòåì ïîñòðîåíèÿ ãðàôèêà
â êîîðäèíàòàõ Km(Km – Km(êàæ)), 1/ÄÃÊÂ (ðèñ. 6).
Çíà÷åíèÿ êèíåòè÷åñêèõ êîíñòàíò äëÿ ðåàêöèè ñîâìåñò-
íîãî îêèñëåíèÿ äèãèäðîêâåðöåòèíà è ôåððîöèàíèäà êà-
ëèÿ ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ ïîêàçàíû â òàáëèöå.

Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâ
Âñå ñóáñòðàòû ïåðîêñèäàçû óñëîâíî äåëÿò íà äâå

ãðóïïû – ìåäëåííî è áûñòðî îêèñëÿåìûå. Ê ãðóïïå
áûñòðî îêèñëÿåìûõ îòíîñÿò ñóáñòðàòû ñ âåëè÷èíîé
kêàò > 103⋅ñ–1 [3].

Èç òàáëèöû âèäíî, ÷òî íà îñíîâàíèè äàííûõ ðåàê-
öèé èíäèâèäóàëüíîãî îêèñëåíèÿ ÄÃÊÂ è ÔÊ èõ ìîæ-
íî îòíåñòè ê ãðóïïå ìåäëåííî îêèñëÿåìûõ ñóáñòðà-
òîâ ïåðîêñèäàçû. Ïðè ýòîì îïòèìóì êàòàëèòè÷åñêîé

Ðèñ. 4. Ðàçíîñòíûé ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ïðîäóêòîâ ðåàêöèé
ñîâìåñòíîãî îêèñëåíèÿ ÄÃÊÂ è ÔÊ, ðåãèñòðèðóåìûå â òå÷å-
íèå 2 (1), 4 (2), 7 (3), 17 (4) ìèí. Óñëîâèÿ ïðåäñòàâëåíû â
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Ðèñ. 2. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ïðîäóêòà ïåðîêñèäàçíîãî
îêèñëåíèÿ ôåððîöèàíèäà êàëèÿ. Âðåìÿ ðåàêöèè, ìèí: 2 (1),

4 (2),  7 (3), 17 (4); êîíöåíòðàöèÿ ïåðîêñèäàçû 18 íÌ,
Í2Î2 – 0,64 ìÌ, ôåððîöèàíèäà êàëèÿ – 400 ìêÌ

(ðÍ 6,0); cêîðîñòü ñêàíèðîâàíèÿ 100 íì/ìèí

Ðèñ. 3. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ïðîäóêòîâ ñîâìåñòíîãî ïåðîêñè-
äàçíîãî îêèñëåíèÿ äèãèäðîêâåðöåòèíà è ôåððîöèàíèäà êàëèÿ.
Âðåìÿ ðåàêöèè, ìèí: 2 (1), 4 (2), 7 (3), 17 (4); êîíöåíòðàöèÿ
ïåðîêñèäàçû 18 íÌ, Í2Î2 – 0,64 ìÌ, äèãèäðîêâåðöåòèíà –

68 ìêÌ, ôåððîöèàíèäà êàëèÿ – 400 ìêÌ (ðÍ 6,0)
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Ðèñ. 5. Çàâèñèìîñòü íà÷àëüíîé ñêîðîñòè ïåðîêñèäàçíîãî îêèñ-
ëåíèÿ ôåððîöèàíèäà êàëèÿ â êîîðäèíàòàõ Ëàéíóèâåðà–Áåðêà
ïðè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ äèãèäðîêâåðöåòèíà (ìêÌ): 0 (1),
34,0 (2), 47,6 (3), 68,0 (4); êîíöåíòðàöèÿ ïåðîêñèäàçû 4 íÌ,
ôåððîöèàíèäà êàëèÿ – 160–600 ìêÌ; Í2Î2 – 0,64 ìÌ; 0,1 Ì

íàòðèé-àöåòàòíûé áóôåð (ðÍ 5,5)

àêòèâíîñòè ôåðìåíòà â ðåàêöèÿõ ïåðîêñèäàçíîãî
îêèñëåíèÿ äèãèäðîêâåðöåòèíà ïðèõîäèòñÿ íà ùåëî÷-
íóþ îáëàñòü ðÍ (ðÍ>6,5), òîãäà êàê ó ôåððîöèàíèäà
êàëèÿ îí ïðîÿâëÿåòñÿ â êèñëîé îáëàñòè ïðè ðÍ<4,5.
Äàííûå, ïîëó÷åííûå äëÿ ôåððîöèàíèäà êàëèÿ, ñîîò-
âåòñòâóþò ëèòåðàòóðíûì [15].

Àíàëèç êèíåòè÷åñêèõ äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ â
òàáëèöå, ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî âåëè÷èíà Km
ñâÿçûâàíèÿ äëÿ ôåððîöèàíèäà êàëèÿ â 10–15 ðàç ëó÷-
øå, ÷åì ó ÄÃÊÂ, íî óõóäøàåòñÿ ñ âîçðàñòàíèåì ðÍ.

Òàêèì îáðàçîì, â ñëó÷àå ïðèñóòñòâèÿ â ñðåäå ýòèõ
äâóõ ñóáñòðàòîâ (äèãèäðîâåðöåòèíà è ôåððîöèàíèäà)
ïåðîêñèäàçû ïðåèìóùåñòâî â ñâÿçûâàíèè áóäåò èìåòü
ôåððîöèàíèä, ÷òî è ïðîÿâëÿåòñÿ â ðåàêöèè èõ ñîâìå-
ñòíîãî îêèñëåíèÿ. Îäíàêî ýôôåêòèâíîñòü ïðåâðàùåíèÿ
ôåððîöèàíèäà â àêòèâíîì öåíòðå ôåðìåíòà ñ âîçðàñòà-
íèåì ðÍ ïîíèæàåòñÿ, ÷òî âûðàæàåòñÿ â íèçêèõ çíà÷å-
íèÿ kêàò. Ïî-âèäèìîìó, ñ èçìåíåíèåì ðÍ ïðîèñõîäÿò
êîíôîðìàöèîííûå ïåðåñòðîéêè â îáëàñòè àêòèâíîãî
öåíòðà ôåðìåíòà, îêàçûâàþùèå âëèÿíèå êàê íà ñâÿçû-
âàíèå ôåððîöèàíèäà, òàê è íà åãî ïðåâðàùåíèå.

Ïðîÿâëåíèå êàòàëèòè÷åñêèõ ñâîéñòâ äèãèäðîêâåð-
öåòèíà â ïåðîêñèäàçíûõ ðåàêöèÿõ îáóñëîâëåíî åãî
ñòåðåîñïåöèôè÷íîñòüþ [16, 17]. ÄÃÊÂ ìîæåò ïðèñóò-
ñòâîâàòü â ðàñòâîðå â âèäå öèñ- è òðàíñ-ôîðì. Ïðè-
÷åì â ðåàêöèÿõ îêèñëåíèÿ ïðåèìóùåñòâåííî ó÷àñòâó-
åò òðàíñ-ôîðìà [18]. Ïîýòîìó ïðîÿâëåíèå âûñîêîé
àêòèâíîñòè ôåðìåíòà â ðåàêöèÿõ ïåðîêñèäàçíîãî
îêèñëåíèÿ äèãèäðîêâåðöåòèíà, íàáëþäàåìîå â ùåëî÷-
íîé îáëàñòè, îáóñëîâëåíî ïðèñóòñòâèåì ÄÃÊÂ â âèäå
òðàíñ-ôîðìû.

Ïðè ñîâìåñòíîì ïðèñóòñòâèè â ñðåäå ÄÃÊÂ è ÔÊ
îêèñëåíèþ ïîäâåðãàåòñÿ ôåððîöèàíèä êàëèÿ. Íàáëþ-
äàåìûé ñèíåðãèñòè÷åñêèé òèï àêòèâàöèè ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î òîì, ÷òî ñâÿçûâàíèå ÄÃÊÂ ñ àêòèâíûì öåí-
òðîì ïåðîêñèäàçû óâåëè÷èâàåò ñðîäñòâî ôåðìåíòà ê
ôåððîöèàíèäó, è íàîáîðîò. Ïðè ýòîì êàòàëèòè÷åñêèå
ïîñòîÿííûå ìîãóò ïðèîáðåòàòü ñëåäóþùåå çíà÷åíèå:
α<1, β = 1 [13].

Äëÿ îáúÿñíåíèÿ êèíåòèêè ñîâìåñòíîãî îêèñëåíèÿ
ôåððîöèàíèäà è äèãèäðîêâåðöåòèíà ïðåäëîæåíà ñëå-
äóþùàÿ ñõåìà:

,

Ðèñ. 6. Çàâèñèìîñòü çíà÷åíèé Km/(Km – Km(êàæ)) îò îáðàòíîé
êîíöåíòðàöèè äèãèäðîêâåðöåòèíà. Óñëîâèÿ ïðåäñòàâëåíû â
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ãäå Å, Å1, Å2 – íàòèâíàÿ è îêèñëåííûå ôîðìû ôåð-
ìåíòà, S1 – ôåððîöèàíèä êàëèÿ, S2 – äèãèäðîêâåðöå-
òèí, E1S1, S2E1, E2S′1 – êîìïëåêñû îêèñëåííûõ ôîðì
ïåðîêñèäàçû ñ ñóáñòðàòàìè, S2E1S1, S2E2S′1 – êîìï-
ëåêñû îêèñëåííûõ ôîðì ôåðìåíòà ñ ÄÃÊÂ è ÔÊ, K1,
K2 – êîíñòàíòû äèññîöèàöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ êîìï-
ëåêñîâ îêèñëåííûõ ôîðì ôåðìåíòà ñ ñóáñòðàòàìè,
k1, k2, k3 – êàòàëèòè÷åñêèå êîíñòàíòû.

Èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ ðåàêöèé èíäèâèäóàëü-
íîãî è ñîâìåñòíîãî îêèñëåíèÿ ïîçâîëèëî âûÿâèòü,
÷òî â äåéñòâèè ïåðîêñèäàçû çàëîæåí ñëîæíûé ðåãó-
ëÿòîðíûé ìåõàíèçì. Ïðè ýòîì â ðåàêöèÿõ îêèñëåíèÿ
ôåððîöèàíèäà è äèãèäðîêâåðöåòèíà âûÿâëåíû ìàê-
ñèìóìû êàòàëèòè÷åñêîé ïåðîêñèäàçû äëÿ ýòèõ ñóá-
ñòðàòîâ, êîòîðûå ïðîÿâèëèñü â ðåàêöèÿõ îêèñëåíèÿ
ôåððîöèàíèäà â êèñëîé îáëàñòè ðÍ, à ó äèãèäðîê-
âåðöåòèíà – â ùåëî÷íîé. Ïðîÿâëåíèå íèçêîé àêòèâ-
íîñòè ôåðìåíòà â èíäèâèäóàëüíûõ ðåàêöèÿõ îêèñëå-
íèÿ äèãèäðîêâåðöåòèíà â êèñëîé îáëàñòè ðÍ, ïî-âè-
äèìîìó, îáóñëîâëåíî ïðèñóòñòâèåì â ñðåäå ìàëî
àêòèâíîé öèñ-ôîðìû ñóáñòðàòà.

Ïðè ñîâìåñòíîì ïðèñóòñòâèè â ñðåäå ÔÊ è ÄÃÊÂ
ïîñëåäíèé óëó÷øàåò ñâÿçûâàíèå ôåððîöèàíèäà, óñêî-
ðÿÿ åãî äàëüíåéøåå ïðåâðàùåíèå.

Â ùåëî÷íûõ ðÍ â ñðåäå ïðåîáëàäàåò òðàíñ-ôîð-
ìà ÄÃÊÂ, êîòîðàÿ ñïîñîáíà êîíêóðèðîâàòü ñ ÔÊ çà

öåíòð ñâÿçûâàíèÿ. Ïîýòîìó ïðåèìóùåñòâåííîå ñâÿ-
çûâàíèå òðàíñ-ôîðìû ÄÃÊÂ ñ àêòèâíûì öåíòðîì
âûçûâàåò ïðîòåêàíèå ïðîöåññà åãî ïåðîêñèäàçíîãî
îêèñëåíèÿ ïðè ðÍ≥7,5.

Òàêèì îáðàçîì, ïðèñóòñòâèå â êèñëîé ñðåäå
öèñ-ôîðìû ÄÃÊÂ ñïîñîáñòâóåò ïðåèìóùåñòâåííî-
ìó îêèñëåíèþ ìåäëåííî îêèñëÿåìîãî ñóáñòðàòà
(ôåððîöèàíèäà). Ïðè ýòîì ÄÃÊÂ ñïîñîáåí óñêîðÿòü
ïðîòåêàíèå êàòàëèòè÷åñêîãî ïðîöåññà. Îäíàêî ïðè
ñìåùåíèè ðÍ â ùåëî÷íóþ îáëàñòü ïîÿâëÿåòñÿ
òðàíñ-ôîðìà äèãèäðîêâåðöåòèíà, ñïîñîáíàÿ êîíêó-
ðèðîâàòü ñ ôåððîöèàíèäîì çà ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ
â àêòèâíîì öåíòðå è ñàìîñòîÿòåëüíî ó÷àñòâîâàòü
â êàòàëèòè÷åñêîì ïðîöåññå. Äàííûé ìåõàíèçì
îáóñëîâëåí òåì, ÷òî ó÷àñòêè ñâÿçûâàíèÿ öèñ- è
òðàíñ-ôîðìû ÄÃÊÂ â àêòèâíîì öåíòðå ïåðîêñèäà-
çû ðàçëè÷íû, ñâÿçûâàíèå òðàíñ-ôîðìû ÄÃÊÂ ïðî-
èñõîäèò â ó÷àñòêå ñâÿçûâàíèÿ ôåððîöèàíèäà, âîç-
íèêàåò êîíêóðåíöèÿ ñóáñòðàòîâ, òîãäà êàê öèñ-ôîð-
ìà, ñâÿçûâàÿñü â äðóãîì ó÷àñòêå àêòèâíîãî öåíòðà,
óñêîðÿåò ïðîòåêàíèå åãî îêèñëåíèÿ. Ïî-âèäèìîìó,
ÄÃÊÂ ñïîñîáåí â áèîãåííûõ ñèñòåìàõ âûïîëíÿòü
ðîëü òðèããåðà è â çàâèñèìîñòè îò ðÍ èíèöèèðîâàòü
èëè îñòàíàâëèâàòü ðåàêöèè ïåðîêñèäàçíîãî îêèñëå-
íèÿ ìåäëåííî îêèñëÿåìûõ ñóáñòðàòîâ, âêëþ÷àÿñü â
ýòîò ïðîöåññ.

Êàòàëèòè÷åñêèå êîíñòàíòû  ðåàêöèè ñîâìåñòíîãî îêèñëåíèÿ ôåððîöèàíèäà êàëèÿ â ïðèñóòñòâèè
äèãèäðîêâåðöåòèíà

pH Km(ÄÃÊÂ), ìÌ kêàò(ÄÃÊÂ), ñ-1 Km(ÔÊ), ìêÌ kêàò (ÔÊ), ñ-1 Ka(ÔÊ+ÄÃÊÂ), 
ìêÌ 

α 

4,5 1,40±0,045 1,43±0,04 63±1,9 600±22 247±7,8 0,470±0,014 

5,0 0,89±0,037 1,32±0,03 300±9,5 300±12 209±6,5 0,250±0,084 

5,5 2,72±0,093 4,63±0,14 160±5,2 270±8,7 138±4,3 0,096±0,005 

6,0 2,08±0,064 14,90±052 170±5,8 200±6,5 197±5,9 0,095±0,004 

6,5 0,52±0,015 54,50±1,64 180±5,6 120±3,9 147±4,8 0,075±0,003 

7,0 0,57±0,018 134,20±4,14 280±8,8 60±1,9 78±2,6 0,725±0,025 

7,5 1,00±0,035 277,00±8,56 400±15,3 55±2,1 íåò íåò 

8,0 0,61±0,019 154,30±4,62 450±13,5 52±2,0 íåò íåò 
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KINETICS OF INDIVIDUAL AND COMBINED OXIDATION OF
DIHYDROQUERCETIN AND POTASSIUM FERROCYANIDE CATALYZED
BY HORSERADISH PEROXIDASE

V.V. Rogozhin, D.V. Peretolchin
(Yakutsk State Agricultural Academy)

The study-state kinetics of individual and cooxidation of ferrocyanide and dihydroquercetin
catalyzed by horsersdish peroxidase was studieed. It is shown, that ferrocyanide and
dihydroquercetin are slowly oxidized substrata peroxidase. In an interval ðÍ 4,5-8,0 sizes kcat and
Km for these substrata peroxidase are certain. In reactions of cooxidation substrata was revealed,
that at ðÍ 4,5-7,0 dihydroquercetin accelerated oxidation ferrocyanide. At ðÍ³7,5 oxidation only
dihydroquercetin was observed. Mechanisms of reactions of combined oxidation ferrocyanide and
dihydroquercetin are offered.

Key words: horsersdish peroxidase, dihydroquercetin, ferrocyanide, enzyme catalysis.
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ßÃÑÕÀ, äîêò. áèîë. íàóê,  (vrogozhin@mail.ru); Ïåðåòîë÷èí Äåíèñ Âàëåðüåâè÷ – àññèñòåíò  êàôåäðû àãðîáèîõè-
ìèè ßêóòñêîé ãîñóäàðñòâåííîé ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîé àêàäåìèè.
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