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В статье изложены результаты исследований, подтверждающих каталитическое действие пероксидазы
редьки черной в системе с пероксидом водорода и тиосульфатом натрия. Определены эффективные
кинетические параметры изучаемого процесса и средняя молярная активность фермента относительно
тиосульфат-иона. Установлены оптимумы концентраций субстратов окислителя и восстановителя и
температурный интервал, позволяющие достичь максимальной эффективности окисления
исследуемого субстрата.
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ВВЕДЕНИЕ

Известно, что субстратами пероксидазы являются соединения, резко
различающиеся по структуре и химическим свойствам. Проблема субстратной
специфичности классических пероксидаз растений до сих пор не решена [1].
Каждый фермент имеет свой собственный профиль субстратной специфичности, и в
настоящее время, к сожалению, нельзя заранее предсказать, какова будет
активность фермента по отношению к выбранному субстрату. При этом считается,
что структура субстрата определяет характер его взаимодействия с ферментом и
предполагает наличие дифференциации каталитических центров для субстратов
различной природы [2]. Кроме того, необходимо учитывать, что активность
растительных пероксидаз во многом зависит от климатических и экологических
условий произрастания исходного сырья и от способа его выделения [1, 3].

Следует отметить, что группа органических субстратов пероксидазы весьма
обширна и достаточно хорошо изучена в отличие от неорганических субстратов [2,
4–6]. Поэтому целью нашей работы было исследование каталитической активности
фосфатно-буферного экстракта пероксидазы, выделенного из корнеплода редьки
черной, произрастающей в Крыму, в системе S2O3

2-–H2O2–H2O–фермент.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования являлась пероксидаза корнеплодов редьки черной. Для
получения экстракта растительное сырье подвергли очистке стандартым методом
[7] и измельчили на пластмассовой терке. Экстракцию проводили  фосфатным
буфером с рН 7,0.
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Определение средней пероксидазной активности ферментного препарата
проводили в системе (I): C(Na2S2O3) = 0,05 моль/л, C(Н2О2) = 0,02 моль/л (V(ферм.
преп.)  = 5,  7,  10 мл).  Общий объем системы доводили дистиллированной водой до
23,1 мл.

Молярную активность фермента рассчитывали по формуле (1)

V×
D

=
t
nА (1)

Где:  ∆ν =  νнач(S2O3
2-)  –  νкон(S2O3

2-) – количество вещества окисленного
тиосульфата, мкмоль;

t  – время, с;
V – объем ферментного препарата в исследуемой системе

За единицу активности принимали количество окисленного субстрата (мкМ),
катализированное 1 мл ферментного препарата в течение 1 с (2).

1 е.а.=
смл

мкмоль
×

(2)

Изучение каталитической активности пероксидазы редьки черной относительно
субстрата окислителя (Н2О2)  и субстрата восстановителя (Na2S2O3) проводили в
системах (II) и (III) при t=25 ºС , pH=5. Система (II): Cначальная(Na2S2O3)= 0,08 моль/л
(С(Н2О2) варьировали от 0,01 до 0,11 моль). Система (III): Cначальная(Н2О2) = 0,02
моль/л (С(Na2S2O3) варьировали от 0,022 моль/л до 0,08 моль/л). Объемная
концентрация ферментного препарата в системах составляла Соб= 20%

Смесь оставляли на 10 минут, а реакцию окисления тиосульфата останавливали
введением в систему 1  мл 0,2  н H2SO4. Остаточные концентрации Na2S2O3 в
исследуемых системах устанавливали методом йодиметрического титрования [8].
Экспериментальные данные использовали для расчета начальных скоростей
реакции (w) (3) и степени конверсии тиосульфата в исследуемых системах (α,%) (4).

W =
tD

D
-

С ; (3)

Где ∆С =  Скон(S2O3
2-)–Снач(S2O3

2-) – разница конечной и начальной
концентраций тиосульфата, моль/л;

∆t  = начкон tt - – временной интервал, с;

100%
С

СС
ѓї

нач

коннач ×
-

= (4)

Где: Снач – начальная концентрация (S2O3
2-)- в системе;

Скон – конечная концентрация (S2O3
2-) в системе.

Эффективные кинетические параметры: порядок (nэф) и константу скорости
реакции (kэф) определяли графическим методом в координатах Вант-Гоффа [9]. Для
расчета максимальной скорости ферментативной реакции (wmax) и константы
Михаэлиса (Км)  использовали координаты Лайнуивера–Берка [9].
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Для подтверждения каталитического действия пероксидазы редьки черной в
реакции окисления тиосульфата исследовали кинетику его окисления в пероксидом
водорода в системе (IV), не содержащей фермент. Система (IV): C(Na2S2O3) = 0,042
моль/л, C(Н2О2) = 0,02 моль/л, V(Н2О) = 1,75 мл.

Для изучения влияния температуры на окислительную активность фермента
относительно S2O3

2- использовали систему (V): C(Na2S2O3) = 0,042 моль/л, C(Н2О2) =
0,02 моль/л, Соб(фермента) = 20%. Активность исследовали в диапазоне температур
от 0  ºС до 85  ºС.  Растворы титровали охлажденными,  чтобы избежать понижения
чувствительности крахмала.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе изучения пероксидазной активности в системе (I) определили, что средняя
пероксидазная молярная активность фосфатно-буферного экстракта фермента
относительно неорганического электронодонорного субстрата S2O3

2-составляет 2,5 е.а.
Результаты кинетических исследований в системах (II), (III), (IV) приведены в

Таблице 1.

Таблица 1
Сравнительная характеристика кинетических параметров исследуемых систем

Система
S2O -2

3 – H2O2 – H2O – пероксидаза
Параметр S2O -2

3 –H2O2 –H2O по восстановителю
(S2O -2

3 )
по окислителю

(H2O2)
kэф 2,2·10-5 6,3·10-4 8,7·10-5

nэф 0,4 ≈1 0,1
wmax , моль/л·с —— 2,4·10-5 6,2·10-5

Км,
моль/л —— 27·10-3 1,3·10-3

Ā, е.а. —— 2,5±0,2

Эксперимент показал, что введение ферментного препарата в концентрации
Соб=20%  в систему S2O3

2-–H2O2–H2O на порядок увеличивает kэф окисления
тиосульфата,  порядок реакции при этом изменяется с 0,4  до 1,  что подтверждает
каталитическое действие фермента в данной системе.

Также было установлено, что при концентрациях тиосульфат-иона,
превышающих 0,03 моль/л, скорость его окисления в присутствии фермента падает
(рис. 1), что может быть связано либо со сменой механизма исследуемой реакции
(5), либо с ингибированием фермента одним из продуктов, присутствующих в
реакционной смеси.

S2O3
2-+2H2O2+2H+ → Н2SO3 +H2O (5)
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Известно, что ингибиторами пероксидазы являются ионы, образующие прочные
комплексы с ионом Fe3+. Так, в избытке тиосульфат-ионов, обладающих высокой
способностью к комплексообразованию с ионами железа, образуются растворимые
комплексы [Fe(S2O3)4]6- (β6=79,4) и [Fе(S2О3)]+ (β1=125,8) [10].  Одновременно с
образованием тиосульфатных комплексов железа возможно образование
сульфитных [Fe(SO3)3]3-, [Fe(SO3)2]2- комплексов железа [11].  Отметим,  что с
металлами ион S2O3

2- координирует через атом серы, поэтому тиосульфатные
комплексы легко превращаются в соответствующие сульфиды, также являющиеся
ингибиторами фермента [5].

Полученные графическим методом в координатах Лайнуивера–Берка
эффективные константа Михаэлиса и максимальная скорость реакции по субстрату
восстановителю равные соответственно 27·10-3 моль/л и 2,4·10-5 моль/л·с (табл. 1)
находятся в полном соответствии с данными представленными на Рисунке 1.
Зависимости начальной скорости реакций пероксидазного окисления тиосульфата
от концентрации пероксида водорода представлена на Рисунке 2. При малых
концентрациях субстрата-окислителя эта зависимость носит линейный характер, что
соответствует первому порядку реакции по основному субстрату. При
концентрациях пероксида водорода больше 0,015 моль/л, кривая зависимости
скорости реакции от его концентрации выходит на плато, т.е. порядок реакции по
пероксиду водорода становится близким к нулю (табл. 1), что полностью
соответствует схеме Михаэлиса-Ментен [12].

Установили, что максимальная скорость исследуемой реакции 6,2·10-5 моль/л·с
наблюдается при концентрации Н2O2 равной 0,03 моль/л, а константа Михаэлиса по
субстрату окислителю составляет 1,3·10-3 моль/л (табл.  1),  что говорит о
значительно большей избирательности исследуемого фермента по отношению к
субстрату-окислителю по сравнению с субстратом-восстановителем.

Результаты исследования зависимости активности исследуемого ферментного
препарата, представленные на рисунках 3 и 4 показали, что максимальные скорость

Рис. 1. Зависимость скорости реакции от
концентрации субстрата восстановителя
(S2O3

2-) в системе (III).

Рис. 2. Зависимость скорости
реакции от концентрации субстрата
окислителя (Н2O2) в системе (II).
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реакции окисления тиосульфата (w=3,6·10-5 моль/л·с) и степень его конверсии
(α=54%) достигаются в системе (V) в интервале температур ∆ tопт=16–40 ºС. Однако
правило Вант-Гоффа в данных условиях не выполняется (γ=1,4).

ВЫВОДЫ

1. Определено, что средняя пероксидазная молярная активность фосфатно-
буферного экстракта фермента относительно неорганического
электронодонорного субстрата S2O3

2- составляет 2,5 е.а.
2. Выявлено, что введение ферментного препарата в концентрации Соб=20%  в

систему S2O3
2-–H2O2–H2O на порядок увеличивает kэф окисления S2O3

2-, порядок
реакции по тиосульфату при этом изменяется с 0,4  до 1,  что подтверждает
каталитическое действие фермента в данной системе.

3. Установлено, что эффективные значения константы Михаэлиса (Км)  и
максимальная скорость (wmax) по субстрату-окислителю соответственно равны
1,3·10-3 моль/л и 6,2·10-5  моль/л·с, по субстрату-восстановителю – 27·10-3  моль/л
и 2,4·10-5  моль/л·с.

4. Определены оптимумы концентраций субстратов окислителя и восстановителя и
температурный интервал, позволяющие достичь максимальной эффективности
окисления тиосульфат-иона в системе S2O3

2-–H2O2–H2O–пероксидаза; они равны
Сопт(S2O3

2-)=0,03 моль/л, Сопт(H2O2)=0,03 моль/л, ∆tопт=16–40 ºС.
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	Данная статья посвящена изучению особенностей психофизиологических свойств детей младшего школьного возраста, которые занимаются гимнастикой. Определено, что у детей, занимающихся спортом, уровень функционального состояния ЦНС находится в пределах возрастных норм, однако наблюдалось достоверное улучшение точности реакции на движущийся объект, характеристик памяти и внимания, а также более высокая успеваемость по сравнению с ровесниками контрольной группы. Выявлено, что занятия спортом повышают уровень адаптации младших школьников к учебным нагрузкам.
	Клименко Г.О. Пути совершенствования охраны редких видов растений в Украине / Г.О. Клименко, С.С. Белан, Ю.А. Злобин // Ученые записки Таврического национального университета им. В.И. Вернадского. Серия «Биология, химия». – 2011. – Т. 24 (63), № 1. – С.52-59
	В работе проанализированы главные проблемы изучения и охраны редких видов растений. Рассмотрены основные направления в обеспечении сохранения видов растений, которые нуждаються в охране. Проведена критическая оценка создания Красных книг и критериев внесения растений в Красные списки разных уровней охраны. Приведены критерии оценки состояния особей и популяций редких видов растений с учетом необходимости использования при их анализе методов неразрушающей морфометрии. Выделены основные категории популяций редких видов по степени стойкости. Рассмотрены источники рисков для видов растений, которые нуждаються в охране, и сформулированы общие выводы относительно механизмов потери биологического разнообразия и вымирания редких видов.
	Klimenko G.О. The ways of improving protection of rare plant species in Ukraine / G.O. Klimenko, S.S. Belan, Yu.A. Zlobin // Scientific Notes of Taurida V.Vernadsky National University. – Series: Biology, chemistry. – 2011. – Vol. 24 (63), No. 1. – Р. 52-59.
	Коровякова Т.А. Особенности продукционного процесса и роста лугового разнотравья на сенокосах и пастбищах поймы Псла / Т.А. Коровякова // Ученые записки Таврического национального университета им. В.И. Вернадского. Серия «Биология, химия». – 2011. – Т. 24 (63), № 1. – С.79-88
	В статье представлены результаты исследований продукционного процесса и роста трёх видов лугового разнотравья: Achillea millefolium L., Prunella vulgaris L. и Carum carvi L. Изучена динамика основных параметров роста данных видов. Установлены пороги стойкости популяций и оптимальные условия произрастания исследованных видов. Выявленные закономерности могут быть использованы для определения оптимальных режимов пользования природными кормовыми угодьями.
	Штаммы B. thuringiensis 994 та 787, проявляют антагонизм к фитопатогеным микромицетам Fusarium oxysporum и Alternaria solani. По сравнению с Калипсо наиболее активно на фитопатогенные микромицеты влияет штамм B. thuringiensis 994, продуцирующий термостабильный β-экзотоксин.
	Штаммы B. thuringiensis 994 та 787, проявляют антагонизм к фитопатогеным микромицетам Fusarium oxysporum и Alternaria solani. По сравнению с Калипсо наиболее активно на фитопатогенные микромицеты влияет штамм B. thuringiensis 994, продуцирующий термостабильный β-экзотоксин.
	Штаммы B. thuringiensis 994 та 787, проявляют антагонизм к фитопатогеным микромицетам Fusarium oxysporum и Alternaria solani. По сравнению с Калипсо наиболее активно на фитопатогенные микромицеты влияет штамм B. thuringiensis 994, продуцирующий термостабильный β-экзотоксин.
	Експериментальна частина роботи виконана на дорослих білих щурах-самцях лінії Вістар масою 180–220 грам (n=90), отриманих з розплідника науково-дослідного інституту біології Харківського національного університету ім. Ст. Н. Каразіна. Матеріалом для досліджень служила сироватка крові лабораторних щурів. Всі тварини були розділені на наступні групи: інтактна група; група у якої була виражена гіперінсулінемія; група, у якої стан гіперінсулінемії купірувався глюкозою. Дослідним щурам натще підшкірно вводили по 3,5 Ед інсуліну. Після появи судом, розвитку гіпоглікемічної коми, частину тварин декапітували. Решті щурів для купірування коми вводили по 3,5 мл 20% розчину глюкози. Після зникнення ознак гіперінсулінемії тварин через годину декапітували.



	Никольская В.А. Изменения биохимических показателей сыворотки крови лабораторных крыс при воздействии экспериментальной гиперинсулинемии / В.А. Никольская // Ученые записки Таврического национального университета им. В.И. Вернадского. Серия «Биология, химия». – 2011. – Т. 24 (63), № 1. – С.130-135
	При экспериментальной гиперинсулинемии наблюдается повышение содержания молекул средней массы в сыворотке крови лабораторных крыс. Методом определения окислительной модификации белков установлена активация перекисных процессов в сыворотке крови с образованием альдегидных и кетонных продуктов нейтрального и основного характера. Купирование гиперинсулинемии глюкозой позволяет снизить показатели окисленных продуктов.
	Оберемок В.В. ДНК-инсектициды против ДНК-стимуляторов: каждое лекарство есть яд, каждый яд есть лекарство / В.В. Оберемок, А.С. Зайцев, А.П. Симчук // Ученые записки Таврического национального университета им. В.И. Вернадского. Серия «Биология, химия». – 2011. – Т. 24 (63), № 1. – С.136-143
	Основной идеей нашей работы является то, что экзогенные ДНК-фрагменты, которые совпадают с последовательностью ДНК тестируемой клетки, должны влиять на её биохимические реакции, потому что они несут некоторую информацию об управлении клеткой. Мы использовали два коротких одноцепочечных ДНК-фрагмента iap3 гена  вируса ядерного полиэдроза непарного шелкопряда и личинок Drosophila melanogaster в качестве модельного объекта для экспериментов. Мы обнаружили, что ДНК-фрагменты могут выступать в роли ДНК-инсектицидов (χ2=4,87; d.f.=1; P<0,05) в концентрации 100 пмоль/мкл, а также в роли ДНК-стимуляторов (χ2=7,99; d.f.=1; P<0,01) в концентрации 20 пмоль/мкл, снижая смертность насекомых. По нашему мнению, ДНК-фрагменты проявили инсектицидную активность в связи с механизмами, схожими с ДНК и РНК- интерференцией. Эти механизмы основаны на блокировке генов-мишеней, которые совпадают по последовательности с использованными фрагментами ДНК и РНК. В нашем случае смертность увеличилась, вероятно, за счет активации клеточного апоптоза. При использовании ДНК-фрагментов вируса в роли специфических праймеров для ПЦР мы обнаружили много спектров в геноме Drosophila melanogaster, схожих с ними. Причина действия ДНК-фрагментов в качестве ДНК-стимуляторов неизвестна и требует дальнейшего изучения. Полученные данные могут служить основой для создания ДНК-инсектицидов против сельскохозяйственных и лесных вредителей, а также ДНК-лекарств.
	Орлова Л.Д. Активность трипсиноподобных протеиназ у змей / Л.Д. Орлова, Н.Л. Федорко, С.А. Петров // Ученые записки Таврического национального университета им. В.И. Вернадского. Серия «Биология, химия». – 2011. – Т. 24 (63), № 1. – С.144-148.
	Впервые выявлено наличие трипсиноподобных протеиназ в препаратах, изготовленных из организма змей. Установлено, что исследуемые препараты характеризуются различной протеолитической активностью этих ферментов. Наибольшей активностью трипсиноподобных протеиназ характеризуются препараты, полученные из гадюки степной (Vipera ursini).
	Острогляд А.Н. Морфологічні показники бджоли медоносної після двократної заміни маток в умовах неконтрольованої репродукції / А.Н. Острогляд // Вчені записки Таврійського національного університету ім. В.І. Вернадського. Серія „Біологія, хімія”. – 2011. – Т. 24 (63), № 1. – С. 149-152.
	The article explores the implications of translating the apiary on thoroughbred breeding by double replacement of he queens. The effectiveness of this method in the absence of crossbreeding control is studied.
	Keywords: melliferous bee, Carpathian race, double replacement of the queens, race defining signes.
	Алексашкин И.В. Использование магнетита для очистки нефтесодержащих сточных вод / И.В. Алексашкин, Е.Д. Першина // Ученые записки Таврического национального университета им. В.И. Вернадского. Серия «Биология, химия». – 2011. – Т. 24 (63), № 1. – С. 175-179
	Рассмотрено использование магнетита в процессах очистки окружающей среды от нефтепродуктов. Определено оптимальное соотношение магнетит/нефтешлам для достижения максимальной степени очистки. Проведен синтез магнетита с высокой намагниченностью.
	Aristova. N.I. Determination of succinic acid in wine by the chromatography methods / N.I. Aristova., E.P. Panova, V.Ya. Chirva // Scientific Notes of Taurida V.Vernadsky National University. – Series: Biology, chemistry. – 2011. – Vol. 24 (63), No. 1. – Р. 180-184.
	Таблица 1
	Характеристики суспензий на основе модифицированного бурого угля
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	В качестве исходных материалов использовались: природный бентонит Дашуковского месторождения марки С4Т2, его модифицированная фосфат-ионами форма и дистиллированная вода. Модификация природного бентонита проводилась в соответствии с методом, описанным в работе [9]. Из этих материалов готовились водные суспензии с содержанием дисперсной фазы 0,5 %(мас.), что соответствует максимальной устойчивости суспензий во времени. Суспензии природного и модифицированного бентонитов готовились растворением соответствующих навесок в дистиллированной воде при длительном (в течение 30 мин.) перемешивании.
	Числа переноса определялись методом Гитторфа на установке, в которой в качестве мембраны и центрального отсека использовался исследуемый бентонит для сохранения постоянной концентрации ионов. Установка состояла из U-образной трубки диаметром 1 см, в которую было помещено 2 г бентонита. Для опыта использовались графитовые и платиновые электроды. Площадь видимой поверхности графитовых электродов составляла – (12,73(2) см2, платиновых – (0,81(2) см2. Измерения проводились с использованием потенциостата ПИ-50-1.1 в потенциостатическом режиме. Задание потенциала осуществлялось при помощи программатора ПР-8. Для контроля количества электричества в цепь последовательно к электродам подключался миллиамперметр. В анодную камеру аппарата наливали дистиллированную воду, в катодную – 0,5% суспензию исследуемого бентонита. Электролиз проводили в различном временном интервале от 0,5 часа до 2,5 часов. Концентрацию ионов водорода и гидроксид-ионов определяли потенциометрически на иономере И-160.1 МП.
	Эффективные числа переноса рассчитывались следующим образом:
	Убыль концентрации в катодном или анодном пространствах пропорциональна подвижности иона с противоположным знаком, следовательно
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