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В статье приведены результаты исследования каталитической активности пероксидазы редьки черной
иммобилизованной на бентоните в водных системах с гидрохиноном. Показано, что иммобилизация
пероксидазы редьки черной на бентоните увеличивает ее активность в реакции окисления гидрохинона
в 2 раза по сравнению с нативным ферментом,  максимальную скорость реакции – в 4,8 раза, при этом
повышается рН и термостабильность фермента, что обуславливает возможность его широкого
применения в первую очередь в различных схемах водоочистки.
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ВВЕДЕНИЕ

Ферменты – это специфические катализаторы белковой природы,
вырабатываемые клетками и тканями организмов [1]. Практическое применение
ферментов основано на их высокой каталитической активности и субстратной
специфичности [2], что делает задачу поиска новых источников ферментов и
создание новых каталитически активных материалов на их основе задачей
актуальной.

Классическая пероксидаза – двухсубстратный фермент класса оксидоpедуктаз,
проявляющий высокую специфичность в отношении окислителя – пеpоксида
водорода. Среди субстратов пероксидазы встречаются вещества различной
природы, но одними из наиболее легко окисляемых являются фенолы [1, 3-5].

Известно, что наиболее перспективным источником пероксидазы является
относительно дешевое и широко распространенное растительное сырье. Однако
недостатком нативных ферментных препаратов является проявление
каталитической активности в узких диапазонах рН и температур, а также
существенная потеря активности в течении первых 2 часов хранения на открытом
воздухе [6].

Одним из способов повышения активности и устойчивости растительных
пероксидаз является их иммобилизация на водонерастворимых подложках, в
качестве которых используют широкий спектр различных материалов, в частности:
графит [7], пленки биополимеров [8, 9], глинистые материалы [10]. Существует
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несколько принципиально различных подходов, позволяющих связать фермент с
носителем. Наиболее прост в реализации адсорбционный метод. Поэтому целью
нашей работы было исследование каталитической активности пероксидазы редьки
черной иммобилизованной на бентоните в реакции окисления гидрохинона при
различных условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования являлась пероксидаза корнеплодов редьки черной. Для
получения экстракта растительное сырье подвергли очистке стандартным методом
[11] и измельчили на пластмассовой терке. Экстракцию проводили фосфатным
буфером рН - 7,0.

Исследования проводили относительно фенольного субстрата – гидрохинона. В
качестве водонерастворимой подложки для иммобилизации фермента был
использован бентонит Асканского месторождения (Грузия).

Сорбцию пероксидазы из фосфатно-буферного раствора на бентоните изучали в
статических условиях при температуре 25ºС в течении 2 часов. Остаточное
содержание  фермента в растворе определяли спектрофотометрически (λ=400 нм) [2].

Каталитическую активность нативной и иммобилизованной на бентоните
пероксидазы редьки черной в реакции окисления гидрохинона (С6Н4(ОН)2) изучали
в водных растворах в присутствии пероксида водорода (Н2О2) при температуре
 25 ºС. Исследования проводили в следующих системах: гомогенная система I: 3 мл
3% раствора Н2О2,  50  мл раствора  С6Н4(ОН)2,   7  мл ферментного препарата;
гетерогенная система II:  2,5  мл 3%  раствора Н2О2, 50 мл раствора С6Н4(ОН)2,  5  г
модифицированного бентонита (С(Н2О2)=0,05 моль/л, концентрации растворов
С6Н4(ОН)2 варьировали от 0,046 ммоль/л до 0,91 ммоль/л, содержание пероксидазы
в 5 г бентонита эквивалентно 7 мл нативного фермента).

Для расчета максимальной скорости ферментативной реакции (wmax)  и
константы Михаэлиса (Км) определяли начальные скорости окисления пирогаллола
в системах (I и II) при различных начальных концентрациях гидрохинона
( 10минΔ =t ). Также в системе (I) варьировали концентрацию пероксида водорода.
Реакцию окисления гидрохинона останавливали введением в систему 2М Н2SO4.

Изменение концентрации гидрохинона в исследуемых системах
контролировали фотоколориметрическим методом по реакции с о-фенантролином в
присутствии ионов Fe3+ [12]. Указанные кинетические параметры вычисляли
графическим методом в координатах Лайнуивера – Берка [13].

Определение средней пероксидазной активности ферментного препарата
проводили в системах:  гомогенная система III:  С (Н2О2)=0,05 моль/л, С
(С6Н4(ОН)2)=0,38 ммоль/л, V(С6Н4(ОН)2)=50 мл,  нативный ферментный препарат;
гетерогенная система IV:  С (Н2О2)=0,05 моль/л, С (С6Н4(ОН)2)=0,43 ммоль/л,
V(С6Н4(ОН)2)=50 мл, модифицированный бентонит. (V(ф. преп.)=3,5; 7; 10,5 мл.; m
(бентонита)=2,5; 5; 7,5 г.).

За единицу активности принимали количество окисленного субстрата (мкМ),
катализированное 1 мл ферментного препарата в течение 1 мин. Также критерием,
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характеризующим активность нативного и иммобилизованного ферментов считали
степень конверсии гидрохинона в исследуемых системах (α, %)

Для изучения влияния рН и температуры на активность нативного и
иммобилизованного на бентоните фермента использовали системы: гомогенная
система V: С (Н2О2)=0,05 моль/л, С(С6Н4(ОН)2)=0,38 ммоль/л, V(С6Н4(ОН)2)=50 мл,
V(С6Н4(ОН)2)=50  мл;  гетерогенная система VI:  С (Н2О2)=0,05 моль/л,
С(С6Н4(ОН)2)=0,43 ммоль/л, V(С6Н4(ОН)2)=50 мл, m (бентонита)=5 г. Температуру
варьировали от 0ºС до 100ºС. рН – от 0 до 12.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе эксперимента было установлено, что начальная скорость окисления
гидрохинона зависит от концентрации пероксида водорода (рис. 1). Причем при
концентрации (Н2О2) = 0,05 моль/л в гомогенной системе (I) скорость окисления
гидрохинона максимальна.

Рис. 1. Зависимость начальной скорости окисления гидрохинона в системе (I)
от концентрации пероксида водорода (Н2О2).

Снижение начальной скорости исследуемого процесса очевидно связано с
образованием в избытке пероксида водорода промежуточной формы фермента, не
проявляющей каталитической активности в реакциях окисления фенольных
субстратов [2, 5]. Поэтому при проведении дальнейших исследований концентрация
пероксида водорода в каталитических системах составляла 0,05 моль/л.

При определении удельной активности А пероксидазы в системах (III),  (IV)
относительно субстрата гидрохинона были получены данные, представленные в
Таблице 1., из которой следует, что при иммобилизации фермента на бентоните его
удельная активность возрастает в 2 раза относительно нативного препарата.
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Таблица 1
Ферментная активность препаратов нативной и иммобилизованной на

бентоните пероксидазы редьки черной

Гомогенная система (III) Гетерогенная система (IV)

V
(фермента)

мл

Снач
(С6Н4(ОН)2)

ммоль/л
А

е.а

m

бентонита

г

Снач
(С6Н4(ОН)2)

ммоль/л
А

е.а

3,5 2,5

7 5

10,5

0,38 0,1±0,006

7,5

0,43 0,2±0,004

В ходе кинетических исследований в системах (I) и (II) были определены
начальные скорости и степень конверсии гидрохинона, данные показаны в
Таблице 2. Было установлено, что при t = 25ºC и различных начальных
концентрациях гидрохинона степень его конверсии в гомогенной системе
варьировалась от 20%  до 55,7%,  а в гетерогенной системе с бентонитом,
модифицированным пероксидазой от 34,6% – до 77%.

Таблица 2
Средняя скорость и степень конверсии гидрохинона в каталитических

системах с нативной и иммобилизованной на бентоните пероксидазой редьки
черной

Гомогенная система (I) Гетерогенная система (II)

С
на

ч

С
6Н

4(О
Н

) 2
мм

ол
ь/

л

С
ко

н

С
6Н

4(О
Н

) 2
мм

ол
ь/

л

w
,

мм
ол

ь/
л

ми
н

С
те

пе
нь

ко
нв

ер
си

и
С

6Н
4(О

Н
) 2

α,
 % С
на

ч

С
6Н

4(О
Н

) 2
мм

ол
ь/

л

С
ко

н

С
6Н

4(О
Н

) 2
мм

ол
ь/

л

w
,

мм
ол

ь/
л

ми
н

С
те

пе
нь

ко
нв

ер
си

и
С

6Н
4(О

Н
) 2

α,
 %

0,08 0,05 0,003 37,5 0,10 0,046 0,0054 54,0

0,23 0,16 0,007 30,4 0,26 0,17 0,009 34,6

0,38 0,27 0,011 29,9 0,43 0,14 0,029 68,4

0,61 0,27 0,034 55,7 0,69 0,23 0,046 66,6

0,76 0,39 0,037 48,7 0,87 0,20 0,067 77,0



Вяткина О.В., Лаврентьева И.В.

264

Значительное повышение степени конверсии гидрохинона в гетерогенной
системе, по-видимому, связано как непосредственно с увеличением активности
пероксидазы в следствие ограниченния возможности для конформационных
перестроек и более быстрого нахождения кратчайшего пути к функционально
активной конформации, так и с каталитической активностью самого бентонита в
водных системах с пероксидом водорода [14, 15] и его сорбционным сродством к
гидрохинону [16].

По данным представленным в Таблице 2 были построены графические
зависимости в координатах Лайнуивера – Берка, были рассчитаны кинетические
параметры  ферментативных реакций в исследуемых системах (табл. 3)

Таблица 3
Кинетические параметры процесса окисления гидрохинона нативной и

иммобилизованной на бентоните пероксидазой редьки черной

Км, мкМоль/л wmax, мкМоль/л·мин
гомогенная

система
(I)

6,59•103 0,244•103

Гетерогенная
система

(II)
22,50•103 1,166•103

Эксперимент показал, что в случае использования пероксидазы
иммобилизованной на бентоните максимальная скорость реакции увеличивается в
4,8 раза по сравнению с системой содержащей нативный фермент, что
подтверждает увеличение количества каталитических центров в системе в том числе
и за счет активных центров бентонита [15].

Значительное возрастание константы Михаэлиса в гетерогенной системе по
сравнению с гомогенной говорит о меньшей специфичности пероксидазы
иммобилизованной на бентоните в отношении фенольных субстратов по сравнению
с нативным ферментом, что, однако является положительным показателем при
использовании данного материала в очистке водных систем содержащих сумму
различных фенольных веществ.

Влияние температуры на скорость окисления гидрохинона в системах (V) и
(VI) оценивали по степени конверсии субстрата, данные эксперимента
представлены на Рисунке 2.

Как видно из Рисунка 2. максимальной активностью нативная пероксидаза
обладает в интервале температур от 20ºС до 40ºС. Оптимальной является
температура 30ºС при которой степень конверсии гидрохинона в системе составила
45%. Температурная зависимость активности пероксидазы иммобилизованной на
бентоните имеет несколько иной характер: Высокие степени конверсии от 60 до
100% сохраняются в широком диапазоне температур от 10ºС до 70ºС, откуда
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следует, что иммобилизация пероксидазы на водонерастворимой подложке делает
ее более устойчивой к температурной денатурации.

Рис. 2. Зависимость степени конверсии гидрохинона (α) от температуры в
гомогенной и гетерогенной каталитических системах (V), (VI).

Результаты изучения влияния рН на кинетику конверсии гидрохинона в
исследуемых системах представлены на Рисунке 3.

Рис. 3. Зависимость степени конверсии гидрохинона (α) от рН в гомогенной и
гетерогенной каталитических системах (V), (VI).

Представленные зависимости свидетельствуют о расширении диапазона
оптимума рН в системе VI при использовании пероксидазы иммобилизованной на
бентоните от 6 до 10 по сравнению с нативной пероксидазой в систме V (оптимум



Вяткина О.В., Лаврентьева И.В.

266

рН 6-8). При этом степень конверсии в указанных интервалах рН в гетерогенной
системе в среднем на 20% выше чем гомогенной.

Таким образом, иммобилизация пероксидазы редьки черной на бентоните
повышает активность фермента, улучшает его кинетические характеристики в
реакции окисления гидрохинона и увеличивает его рН и термостабильность, что
обуславливает возможность его широкого применения в первую очередь в
различных схемах водоочистки.

ВЫВОДЫ

1. Установлено, что оптимальными условиями иммобилизации пероксидазы
редьки черной на бентоните при температуре 25 ºС являются исходная
объемная концентрация фермента 20% и время контакта 1,5 часа, при этом
степень связывания фермента – 70 об.%

2. Определено, что пероксид водорода в концентрациях превышающих 0,05
моль/л ингибирует окисление гидрохинона в присутствии пероксидазы редьки
черной.

3. Выявлено, что иммобилизация пероксидазы редьки черной на бентоните
увеличивает ее активность в реакции окисления гидрохинона в 2 раза по
сравнению с нативным ферментом, при этом максимальная скорость реакции
увеличивается в 4,8 раза, а константа Михаэлиса в 3,4 раза.

4. Установлено, что оптимальными для использования пероксидазы редьки
черной иммобилизованной на бентоните в реакции окисления гидрохинона
является температура 40ºС и рН=7.
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Вяткіна О.В. Каталiтична активнiсть пероксидази редьки чорної iммобiлiзованної на бентонiтi у
водних системах з гiдрохiном / О.В. Вяткіна, І.В. Лаврентьєва // Вчені записки Таврійського
національного університету ім. В.І. Вернадського. Сєрія „Біологія, хімія”. – 2010. – Т. 23 (62), № 4. –
С. 260-267.
В статті наведені результаті дослідження каталітичної активності пероксидази редьки чорної, що
іммобілізована на бентоніті, в водних системах з гідрохіноном. Показано, що іммобілізація
пероксидази редьки чорної на бентоніті підвищує її активність у реакціях окиснення гідрохінону в 2
рази порівняно з нативним ферментом, максимальну швидкість реакції – в 4, 8 разів, при цьому зростає
рН та термостабільність ферменту, що обумовлює можливість його широкого використання в першу
чергу у різноманітних системах водоочищення.
Ключові слова: пероксидаза, бентоніт, гідрохінон, пероксид водню.

Vyatkina O.V. Catalitic activity of peroxidase of a radish black is immobilized on bentonite  in water
systems with Hydroquinone / O.V. Vyatkina, I.V. Lavrentieva // Scientific Notes of Taurida V.Vernadsky
National University. – Series: Biology, chemistry. – 2010. – Vol. 23 (62), No. 4. – Р. 260-267.
In article results of research of catalytic activity of a peroxidase of a radish black is immobilized on bentonite
in  water  systems  with  Hydroquinone  are  resulted.  It  is  shown that  the  immobilization  of  a  peroxidase  of  a
radish black on bentonite increases its activity in oxidation reaction of hydroquinone in 2 times in comparison
with native enzyme, the maximum speed of reaction – in 4,8 times, thus рН and thermostability of enzyme
raises. It causes possibility of its wide application in the diverse schemes of water purification.
Keywords: peroxidase, bentonite, Hydroquinone, hydrogen peroxide.

Поступила в редакцию 21.11.2010 г.


	Илюха Л.М. Сравнительное электрофизиологическое исследование ринэнцефальных структур млекопитающих / Л.М. Илюха // Ученые записки Таврического национального университета им. В.И. Вернадского. Серия «Биология, химия». – 2010. – Т. 23 (62), № 4. – С.103-110
	Проведен сравнительный анализ механизмов образования и исследование характера и динамики отдельных компонентов электрической активности обонятельных луковиц, пириформной кори в условиях различного уровня поведенческой активности млекопитающих. Полученные даные обсуждаются с позиции возможного отделения ОАР от исполнения только сенсорной функции и разсмотрения его как не специфического источника церебральной активации в организации целостных поведенческих актов животных-макросматиков.
	Лизогуб В.С. Сердечный ритм у людей с разной функциональной подвижностью нервных процессов при переработке слуховой информации / В.С. Лизогуб, Л.И. Юхименко, С.Н. Хоменко, Н.П. Черненко // Ученые записки Таврического национального университета им. В.И. Вернадского. Серия «Биология, химия». – 2010. – Т. 23 (62), № 4. – С.131-136.
	У людей с разной функциональной подвижностью нервных процессов исследовали особенности регуляции сердечного ритма во время продолжительного дифференцирования слуховой информации. Установлено достоверно низкую суммарную мощность спектра сердечного ритма, спектра на высокой и очень низкой частоте у людей с высоким уровнем относительно людей с низким уровнем функциональной подвижности нервных процессов.
	Ляхова І.В. Вивчення морфологічних особливостей насіння заячої конюшини кримської (Anthyllis taurica Juz.) і процессу його проростання в умовах in vitro / І.В. Ляхова, Л. М. Теплицька // Вчені записки Таврійського національного університету ім. В.І. Вернадського. Серія „Біологія, хімія”. – 2010. – Т. 23 (62), № 4. – С. 137-144.
	The results of the study of morphological and morphometric features of mature seeds of endemic species of Crimean flora Antyllis taurica Juz. are listed here. The possibility of mass production of seedlings in sterile culture is shown. The optimal conditions for the cultivation and stimulation of germination of the Antyllis taurica Juz. in vitro are selected.
	Keywords: Fabaceae, Antyllis taurica Juz., tissue culture, cell culture.
	Keywords: Fabaceae, Antyllis taurica Juz., tissue culture, cell culture.
	Keywords: Fabaceae, Antyllis taurica Juz., tissue culture, cell culture.
	Keywords: Fabaceae, Antyllis taurica Juz., tissue culture, cell culture.
	Keywords: Fabaceae, Antyllis taurica Juz., tissue culture, cell culture.
	Keywords: Fabaceae, Antyllis taurica Juz., tissue culture, cell culture.
	Таким образом, полученные данные кластерного анализа свидетельствуют о том, что в модифицирующем действии ГК стресса на болевую чувствительность у крыс с невыраженной и правосторонней моторной асимметрией большое значение имеет восстановление взаимосвязей между различными болевыми и неболевыми поведенческими проявлениями при действии болевого фактора.
	Рис. 3. Дендрограммы кластерного анализа показателей продолжительности болевых и неболевых поведенческих реакций у крыс с разной моторной асимметрией («амбидекстров», «правшей» и «левшей»), подвергнутых изолированному (ФТ) и комбинированному с гипокинетическим стрессом (ГК+ФТ) действию болевого фактора в «формалиновом тесте» на девятые сутки ограничения подвижности.






	Baevsky A.M. Condensation of unsaturated oxazol-5-one with bifunctional amines / A.M. Baevsky, V.V. Tsykalov, M.Y. Baevsky // Scientific Notes of Taurida V.Vernadsky National University. – Series: Biology, chemistry. – 2010. – Vol. 23 (62), No. 4. – Р. 253-259.
	Вяткіна О.В. Каталiтична активнiсть пероксидази редьки чорної iммобiлiзованної на бентонiтi у водних системах з гiдрохiном / О.В. Вяткіна, І.В. Лаврентьєва // Вчені записки Таврійського національного університету ім. В.І. Вернадського. Сєрія „Біологія, хімія”. – 2010. – Т. 23 (62), № 4. – С. 260-267.
	Vyatkina O.V. Catalitic activity of peroxidase of a radish black is immobilized on bentonite  in water systems with Hydroquinone / O.V. Vyatkina, I.V. Lavrentieva // Scientific Notes of Taurida V.Vernadsky National University. – Series: Biology, chemistry. – 2010. – Vol. 23 (62), No. 4. – Р. 260-267.
	Гришковець В.І. Гемолітична активність тритерпенових глікозидів родині аралієвих / В.І. Гришковець, І.І. Довгий, Л.О. Яковішин // Вчені записки Таврійського національного університету ім. В.І. Вернадського. Сєрія „Біологія, хімія”. – 2010. – Т. 23 (62), № 4. – С. 268-275.
	Grishkovets V.I. Hаemolytic activity of triterpene glycosides of Araliaceae family./ V.I. Grishkovets I.I. Dovgyy, L.A. Yakovishin // Scientific Notes of Taurida V.Vernadsky National University. – Series: Biology, chemistry. – 2010. – Vol. 23 (62), No. 4. – Р. 268-275.
	Обычно бензилиденирование производных углеводов проводится в среде этилацетата или ацетонитрила. Например, 4,6-О-бензилиденовое производное N-ацетил-D-галактозамина синтезируют путем взаимодействия N-ацетил-D-галактозамина с диметилацеталем бензальдегида в кипящем ацетонитриле в присутствии каталитических количеств протонной кислоты [17]. В случае N-ацетил-D-глюкозамина такой подход не может быть использован, поскольку как исходное вещество, так и продукт реакции нерастворимы в указанных растворителях.
	Гунчак С.О. Нові пiдходи до 4,6-О-бензиліденування N-ацетил-D-глюкозаміну в середовищі апротонних розчинників / С.О. Гунчак, С.С. Пєртель, О.С. Какаян, В.Я. Чирва // Вчені записки Таврійського національного університету ім. В.І. Вернадського. Сєрія „Біологія, хімія”. – 2010. – Т. 23 (62), № 4. – С. 276-281.
	Кривоколиско С.Г. Багатокомпонентний синтез похідних селеновміщуючих піридинів / С.Г. Кривоколиско // Вчені записки Таврійського національного університету ім. В.І. Вернадського. Сєрія „Біологія, хімія”. – 2010. – Т. 23 (62), № 4. – С. 282-285.
	Krivokolysko S.G. Multicomponent synthesis selenium containing pyridine derivatives / S.G. Krivokolysko // Scientific Notes of Taurida V.Vernadsky National University. – Series: Biology, chemistry. – 2010. – Vol. 23 (62), No. 4. – Р. 282-285.
	Водопункт
	X
	Sx
	Sr

	Латаєва А.В. Сорбційне концентрування ванадію(V) з мінеральних вод на кремнеземах з приєднаними сірковмісними групами та його визначення атомно-абсорбційною спектрофотометрією / А.В. Латаєва, А.В. Чуєнко, О.А. Циганович, А.К. Трохимчук // Вчені записки Таврійського національного університету ім. В.І. Вернадського. Сєрія „Біологія, хімія”. – 2010. – Т. 23 (62), № 4. – С. 286-293.
	Lataeva A.V. Sorbtion concentration of vanadium(V) from mineral waters on silica’s with the added groups which are containing sulphur and his determination by an atomic-absorbtion spectrophotometry / A.V. Lataeva, A.V. Chuenko, О.A. Tsigunovich, А.K. Trofimchuk // Scientific Notes of Taurida V.Vernadsky National University. – Series: Biology, chemistry. – 2010. – Vol. 23 (62), No. 4. – Р. 286-293.
	Савчук О.А. Вплив фосфонієвих кислот на стійкість високодисперсних систем телуриду кадмію / О.А. Савчук, С.Д. Борук, С.Г. Дремлюженко, В.М. Томашик, І.М. Юрійчук // Вчені записки Таврійського національного університету ім. В.І. Вернадського. Сєрія „Біологія, хімія”. – 2010. – Т. 23 (62), № 4. – С. 294-300.
	Savchuk O.A. Influence of acids that contain phosphorus on stability of suspensions of finely dispersed powders cadmium of telluride / O.A. Savchuk, S.D. Boruk, S.G. Dremlyuzhenko, V.N. Tomashik, I.N. Yurijchuk // Scientific Notes of Taurida V.Vernadsky National University. – Series: Biology, chemistry. – 2010. – Vol. 23 (62), No. 4. – Р. 294-300.

