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При изучении кинетики и механизма окисления хинолфосфатов пере­
кисью водорода в присутствии фермента — пероксидазы мы обнаружили 
явление активации окисления одного субстрата в присутствии другого. 
В литературе описаны не исследованные кинетически факты влияния суб­
стратов на окисление веществ другого химического строения в случае ок­
сидазной функции пероксидазы (*, 2). Активирующее действие одного суб­
страта на другой той же химической природы для пероксидазной функции 
фермента неизвестно. Мы установили, что при совместном окислении двух 
субстратов одной химической природы в первую очередь расходуется 
трудно окисляемое соединение, причем скорость его превращения растет 
с увеличением концентрации легко окисляемого соединения. В настоящей 
работе указанное явление изучено на примере раздельного и совместного 
окисления 2,3-диметил-1,4-нафтохинол-1-диметилфосфата (SJ и 2,3-ди- 
хлор-1,4-нафтохинол-1-диметилфосфата (S2). Исследование кинетики ре­
акции позволило предложить механизм катализируемого пероксидазой 
окисления хинолфосфатов, объясняющий активацию окисления этих суб­
стратов на стадии взаимодействия радикалов. Показано, что при сопря­
женном окислении можно раздельно определять кинетические характери­
стики двух субстратов. Окисление нафтохинолфосфатов перекисью водоро­
да в присутствии пероксидазы описывается уравнением:
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Ri=H, СНз; Ra, R3=H, СНз, Cl.

В присутствии пероксидазы, как и при некатализируемом окислении (3), 
основными продуктами реакции являются хиноны. Следует подчеркнуть, 
что в случае окисления выбранных нами субстратов хиноны — единствен­
ные поглощающие продукты реакции, образующиеся со стехиометрическим 
выходом. Это существенно упростило анализ кинетических данных.

В работе использовали пероксидазу из хрена (Ad4os/Ad275=O,3) фирмы 
«Reanal» (ПХ), перекись водорода (~97%) без стабилизаторов, перегнан­
ный метиловый спирт и бидистиллят. Синтез хинолфосфатов описан в рабо­
те (4). Окисление проводили в водно-метанольных растворах в присутствии 
буферных смесей (0,01 М ацетатный, фосфатный буферы). Инструменталь­
ные величины pH определяли с помощью pH-метра, настроенного по вод­
ным стандартным буферным растворам. Концентрацию хинолфосфатов, 
пероксидазы и перекиси водорода определяли спектрофотометрпчески. 
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За кинетикой реакции следили по изменению оптической плотности в мак­
симуме поглощения 2,3-диметил-1,4-нафтохинона (270 нм) и 2,3-дихлор- 
1,4-нафтохинона (280 нм).

Нами установлено, что индивидуальное окисление нафтохинолфосфатов 
хорошо описывается принятой в литературе (5, 6) схемой действия перокси­
дазы. В соответствии с этой схемой лимитирующей стадией является взаи­
модействие промежуточной формы пероксидазы, так называемого комплек-

Рис. 1. Изменение спектра ре­
акционной смеси от времени 
при совместном окислении Si 
и S2 перекисью водорода, ка­
тализируемой пероксидазой 
(7). 25° С, 21 об.% СНзОН, pH 
7,2; ц=0,12; [Si]0=l,5-10-4
мол/л, [S2] o=O,62-10-4;
[Н202]о=1,5-10-4; [ПХ]о=О,36- 
•10~7 мол/л. 7—0,5 мин.; 2—1,5; 
3 — 3,5; 4 — 5,5; 5 — 8 мин. Из­
менение спектра реакционной 
смеси при окислении S2 пере­
кисью водорода, катализируе­
мом пероксидазой (//). Усло­
вия те же. [S2]o=O,931O“4 
мол/л; [Н202]о = 1,5 • 10“'*; 
[ПХ]о=О,7-1О-8 мол/л; 1- 
0,5 мин.; 2-1; £-1,5; 4-2; 5- 

3 мин.

Рис. 2. Влияние S2 на скорость перо­
ксидазного окисления Si. 25° С; 21 об.°/о 
СНзОН; ц = 0,12; [Н2О2]0 = 1,5 ■ 10-4
мол/л, [ПХ]о=0,7-10~7; [St]о=О,74-10~4 
мол/л. Стрелками указаны значения 
скоростей окисления при индивидуаль­
ном окислении субстратов в одинако­

вых условиях

са Е2, с субстратом. Соответствующие значения констант скоростей окисле­
ния Si и S2 — и к32 приведены в табл. 1, из данных которой видно, что в 
интервале pH 4—8 константа скорости окисления S2 выше константы ско­
рости окисления Si. Однако при совместном окислении Si и S2 продуктом 
реакции является 2,3-диметил-1,4- 
нафтохинон (Pi) — продукт превра­
щения Si.

На рис. 1 приведены спектры 
реакционных смесей при пероксидаз­
ном окислении соединения S2 и Si в 
присутствии S2. Как видно из рис. 1, 
положение изобестических точек (Xi, 
%2, Х3, Л4) различно, и в случае совме­
стного окисления Si и S2 соответствует 
положению изобестичерких точек изо- 
молярных смесей 2,3-диметил-1,4- 
нафтохинол-1-диметилфосфата и 2,3- 
диметил-1,4-нафтохинона.

Соединение S2 начинает окислять­
ся только после окисления 2,3-диме- 
тил-1,4-нафтохинол-1-диметилфосфа- 
та ([Si]o=l,5-10~4 мол/л) до глубины 
превращения ~50% при концентра­
ции [Stjo=0,62-10-4 мол/л. Глубина 
превращения Si, при которой стано­
вится заметным окисление S2, суще­
ственно зависит от соотношения концентраций Si и S2 в смеси. Установле­
но, что скорость окисления Si увеличивается в присутствии S2 и растет про­
порционально его концентрации. На рис. 2 показана зависимость началь­
ной скорости окисления Si от концентрации соединения S2. Хорошо видно, 
что присутствие соединения S2 оказывает сильное активирующее действие 
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на окисление соединения Si. Подобное явление наблюдали и в случае хи­
нолфосфатов другой структуры.

Для объяснения активирующего действия соединения S2 на окисление 
S, мы предположили, что их совместное окисление происходит согласно 
следующей схеме:

e + h.o^El (1)

Ех + Sj —► Е2 + Si, (2)

Ei + S2 —+- Е2 + S2, (3)

Е2 - Sx —■> Е 4- Si, (4)

Е2 S2 —+• Е 4- S2, (5)
2Si'±CPi + Si, (6)

fe41,2
Si 4- s2 ----- >- Pi 4“ S2, (7)

2S2- ДС P2 4- s2, (8)

Si 4“ S2 —> Si 4" Sa, (9)

а явление активации — результат сопряжения окисления субстратов, раз­
личающихся по своей реакционной способности, на стадиях образования 
и взаимодействия радикалов.

Согласно этой схеме, в стационарных условиях уравнение для началь­
ной скорости реакции окисления Si имеет вид

70=2Е0 (ЛзГ [ Si ] о+W [S2] о), (Ю)
если учесть, что к^кз, и предположить, что для хинолфосфатов к^кг (это 
соотношение выполняется для целого ряда соединений (7)). Эксперимен-

Таблица 1

Значения констант скоростей окисления (л/мол-сек) 2,3-диметил- 
1,4-нафтохинол-1-диметилфосфата (Si) и 2,3-дихлор-1,4-нафтохпнол- 

1-диметилфосфата (S2) при индивидуальном окислении (*зь *32) 
и при совместном окислении (*3i*, *32*) при различных pH,

СН3ОН 21 об.%, ц = 0,12; 30° С J

pH 3,5 pH 4,4 pH 5,4 pH 6,3 pH 7,7 pH 8,4 pH 8,9

А31-Ю-* 1,2 0,8 0,5 1.0 2,5
*31*-io-< — 0,8 0,6 0,3 — 0,7 1,0
*32’IO-4 4,5 5,5 6,4 5,6 1,7 0,4 0,8
*32*‘IO-4 4,8 5,4 5,9 6,2 2,2 1,9 1.0

тальные данные по окислению соединения Sf в присутствии S2 описывают­
ся уравнением (10), что говорит в пользу предложенной схемы. Дополни­
тельной проверкой предлагаемой схемы может служить определение и со­
поставление констант скоростей, найденных при совместном и раздельном 
окислении. В случае справедливости предлагаемой схемы

cZ(Vo)/rf([S2]o) —2^оА:32*. (И)
В табл. 1 приведены значения констант скоростей окисления кз* и кзг* 

соединений Si и S2, найденные по уравнениям (10), (11) при совместном 
окислении Si и S2. Сравнение констант скоростей, определенных из данных 
по индивидуальному окислению соединений Si и S2, с константами, полу- 
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чеиными из данных по совместному окислению, показывает, что они близ­
ки. Близость значений констант скоростей окисления, найденных из неза­
висимых и разных по своему существу экспериментов, является веским 
доказательством справедливости схемы. Следует особо подчеркнуть, что 
при совместном окислении сначала происходит превращение только соеди­
нения Si. Кинетический анализ показывает, что скорость окисления Si 
контролируется кинетическими характеристиками соединения S2, не пре­
терпевающего видимых изменений. Образно говоря, соединение S2 как бы 
полностью передает свою способность к окислению соединению Si. Ускоре­
ние окисления соединения Sj происходит за счет стадии (5), в которой оно 
само непосредственного участия не принимает, и стадий (7), (9). Это свя­
зано с тем, что соединение S2 окисляется намного лучше, чем соединение Si, 
однако в результате сопряжения окисления Si и S2 продуктом реакции яв­
ляется продукт окисления Si. На основании этого можно считать, что ради­
кал S2 активнее радикала Si, и скорость перекрестного взаимодействия ра­
дикалов Si и S2 больше, чем скорость взаимодействия радикалов S2 между 
собой. В результате этого практически происходит только окисление соеди­
нения Si и продукта превращения соединения S2 не образуется до значи­
тельного понижения концентрации Si.

Обнаруженное в настоящей работе явление активации окисления одно­
го субстрата другим носит, по-видимому, общий характер и должно наблю­
даться при совместном окислении двух субстратов разной активности. Об­
наруженное явление активации субстратом может служить в качестве 
модели процесса регуляции ферментативного катализа, осуществляемого 
на уровне субстрата. Возможность направленно изменять скорость перокси­
дазного окисления может быть использована на практике, в частности, для 
увеличения эффективности превращения трудно окисляемых соединений.

Московский государственный университет Поступило
им. М. В. Ломоносова 14 I 1974
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