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Öèêëîäåêñòðèíû (ðèñ. 1) ÿâëÿþòñÿ öèêëè÷åñêèìè
îëèãîñàõàðèäàìè, ñîñòîÿùèìè èç øåñòè, ñåìè èëè
âîñüìè α-D-ãëþêîïèðàíîçíûõ åäèíèö, ñâÿçàííûõ
α-1,4-ãëèêîçèäíûìè ñâÿçÿìè â êîíóñîîáðàçíóþ ñòðóê-
òóðó. Ýòà ñòðóêòóðà îáëàäàåò ãèäðîôîáíîé âíóòðåí-
íåé ïîëîñòüþ è ãèäðîôèëüíîé âíåøíåé ïîâåðõíîñòüþ,
ïîýòîìó β-öèêëîäåêñòðèíû ñïîñîáíû ïîâûøàòü ñòà-
áèëüíîñòü è ðàñòâîðèìîñòü ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðà-
òîâ, âèòàìèíîâ è ìíîãèõ äðóãèõ ñîåäèíåíèé âñëåä-
ñòâèå îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñîâ âêëþ÷åíèÿ ïî òèïó
“ãîñòü-õîçÿèí” ìåæäó ìîëåêóëîé-“ãîñòåì” è ãèäðî-
ôîáíîé ïîëîñòüþ β-öèêëîäåêñòðèíà-“õîçÿèíà”.

Èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ öèêëîäåêñòðèíîâ íà ðåàêöèè
îêèñëåíèÿ ðàçëè÷íûõ âåùåñòâ (â ÷àñòíîñòè, ôåíîëü-
íûõ ñîåäèíåíèé è 3,3′,5,5′-òåòðàìåòèëáåíçèäèíà), êàòà-
ëèçèðóåìûå ôåðìåíòîì ïåðîêñèäàçîé õðåíà, ïîñâÿùåí
ðÿä ðàáîò [1–4]. Îïèñàíû ðåçóëüòàòû, ñâèäåòåëüñòâó-
þùèå êàê îá èíãèáèðóþùåì, òàê è àêòèâèðóþùåì
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Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè ìàêðîöèêëè÷åñêîãî êîìïëåêñîîáðàçîâàòåëÿ βββββ-öèêëîäåêñò-
ðèíà ñêîðîñòü ïåðîêñèäàçíîãî îêèñëåíèÿ ôëàâîíîèäà êâåðöåòèíà âîçðàñòàåò íà 20%. Ñðàâ-
íåíèå êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ óêàçàííîé ðåàêöèè â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå βββββ-öèêëî-
äåêñòðèíà ïîêàçàëî, ÷òî åãî ââåäåíèå íå âëèÿåò çíà÷èìî íà ñïåöèôè÷íîñòü ôåðìåíòà ïî
îòíîøåíèþ ê ñóáñòðàòó-âîññòàíîâèòåëþ (õàðàêòåðèçóåìóþ îòíîøåíèåì kêàò/Kì), à ïîâûøå-
íèå ñêîðîñòè ðåàêöèè íå çàâèñèò îò âðåìåíè èíêóáèðîâàíèÿ êâåðöåòèíà ñ βββββ-öèêëîäåêñòðè-
íîì. Ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî óâåëè÷åíèå ñêîðîñòè ðåàêöèè ñâÿçàíî ñ íåñïåöèôè÷åñêèì
âçàèìîäåéñòâèåì βββββ-öèêëîäåêñòðèíà ñ ïðîäóêòîì îêèñëåíèÿ êâåðöåòèíà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ïåðîêñèäàçà õðåíà, êâåðöåòèí, β-öèêëîäåêñòðèí.

äåéñòâèè öèêëîäåêñòðèíà íà ïîäîáíûå ðåàêöèè, ïðè-
÷åì íàáëþäàåìûå ýôôåêòû îáúÿñíåíû îáðàçîâàíèåì
êîìïëåêñîâ ëèáî ìåæäó öèêëîäåêñòðèíîì è ñóáñòðà-
òîì ôåðìåíòà, ëèáî ìåæäó öèêëîäåêñòðèíîì è èíòåð-
ìåäèàòàìè ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè.

Èçâåñòíî [5–7], ÷òî êâåðöåòèí (ñòðóêòóðíàÿ ôîð-
ìóëà êîòîðîãî ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 2), òàê æå, êàê è
ðÿä äðóãèõ ñîåäèíåíèé, ñïîñîáåí âêëþ÷àòüñÿ â ïî-
ëîñòü β-öèêëîäåêñòðèíà. Ïðè ýòîì âêëþ÷åíèå êâåðöå-
òèíà â òàêîé êîìïëåêñ ïîçâîëÿåò óïðàâëÿòü åãî ñâîé-
ñòâàìè, â ïåðâóþ î÷åðåäü ðàñòâîðèìîñòüþ â âîäå, à
òàêæå, ïî íåêîòîðûì äàííûì [2, 5], ñïîñîáíîñòüþ ê
îêèñëåíèþ. Èçâåñòíî [2], ÷òî êâåðöåòèí ÿâëÿåòñÿ ñóá-
ñòðàòîì ïåðîêñèäàçû, îäíàêî ïîäðîáíîå îïèñàíèå
ìåõàíèçìà è êèíåòèêè åãî ïåðîêñèäàçíîãî îêèñëåíèÿ
â ëèòåðàòóðíûõ èñòî÷íèêàõ îòñóòñòâóåò. Â ñâÿçè ñ
ýòèì ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ èçó÷åíèå êàê ñîáñòâåííî-
ãî ïåðîêñèäàçíîãî îêèñëåíèÿ ôëàâîíîèäà, òàê è âîç-
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ìîæíîñòè óïðàâëåíèÿ óêàçàííûì ïðîöåññîì ïóòåì
ââåäåíèÿ β-öèêëîäåêñòðèíà (ÖÄ).

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâèëîñü ñðàâíèòåëüíîå
èçó÷åíèå êèíåòèêè ïåðîêñèäàçíîãî îêèñëåíèÿ êâåðöå-
òèíà â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè β-öèêëîäåêñòðèíà.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Ðåàêòèâû
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: ïå-

ðîêñèäàçó èç êîðíåé õðåíà (Ê.Ô. 1.11.1.7), êâåðöåòèí,
β-öèêëîäåêñòðèí (“Sigma”, ÑØÀ), ãèäðîôîñôàò àì-
ìîíèÿ, äèãèäðîôîñôàò àììîíèÿ, ïåðîêñèä âîäîðîäà
(“Merck”, Ãåðìàíèÿ), àöåòàò íàòðèÿ è óêñóñíóþ êèñ-
ëîòó (“Helicon”).

Ðàñòâîðû ïåðîêñèäàçû ãîòîâèëè ðàñòâîðåíèåì íà-
âåñêè òâåðäîãî ïðåïàðàòà â ôîñôàòíîì áóôåðíîì
ðàñòâîðå (ðÍ 7,0). Òî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ ïåðîêñèäà-
çû óñòàíàâëèâàëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè (ε403 =
9,4⋅104 Ì–1⋅ñì–1). Êâåðöåòèí ðàñòâîðÿëè â äèìåòèë-
ñóëüôîêñèäå, “õ.÷.” (ÄÌÑÎ). Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ 1%-
ãî ðàñòâîðà β-öèêëîäåêñòðèíà è ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè
ïåðîêñèäàçíîãî îêèñëåíèÿ êâåðöåòèíà èñïîëüçîâàëè
0,05 Ì àöåòàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð ñ ðÍ 4,5. Äëÿ
ïðèãîòîâëåíèÿ âñåõ âîäíûõ ðàñòâîðîâ èñïîëüçîâàëè
äåèîíèçîâàííóþ âîäó ñ ýëåêòðîïðîâîäíîñòüþ íå áî-
ëåå 18,2 MÎì, î÷èùåííóþ íà óñòàíîâêå “Milipore”
(Ôðàíöèÿ).

Èçìåðåíèå ðÍ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ ïðîâîäèëè íà
ðÍ-ìèëëèâîëüòìåòðå “Ýêîíèêñ-ýêñïåðò” (Ðîññèÿ).
Ïðåïàðàòû âçâåøèâàëè íà àíàëèòè÷åñêèõ âåñàõ
“OHAUS” (Øâåéöàðèÿ). Äëÿ ðåãèñòðàöèè ñïåêòðîâ
ïîãëîùåíèÿ èñïîëüçîâàëè ñïåêòðîôîòîìåòð “UV-mini
1240” (“Shimadzu”, ßïîíèÿ).

Ìåòîäèêà ýêñïåðèìåíòà
Äëÿ èçìåðåíèÿ ñêîðîñòè èíäèêàòîðíîé ðåàêöèè

îêèñëåíèÿ êâåðöåòèíà, êàòàëèçèðóåìîé ïåðîêñèäàçîé
èç êîðíåé õðåíà, áûë èñïîëüçîâàí ìåòîä òàíãåíñîâ.
Íà÷àëüíóþ ñêîðîñòü ðåàêöèè êîíòðîëèðîâàëè, ðåãèñò-
ðèðóÿ èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðåàêöèîííîãî
ðàñòâîðà ïðè îïðåäåëåííîé äëèíå âîëíû. Ðàññ÷èòàí-
íûé íàìè ìîëÿðíûé êîýôôèöèåíò ïîãëîùåíèÿ ïðîäóê-

òà ðåàêöèè ñîñòàâèë 1,15⋅104 Ì–1⋅ñì–1 â îòñóòñòâèå
β-öèêëîäåêñòðèíà è 1,33⋅104 Ì–1⋅ñì–1 â åãî ïðèñóò-
ñòâèè. Ïðè êàæäîé êîíöåíòðàöèè êâåðöåòèíà ïðîâîäè-
ëè äâå ñåðèè îïûòîâ: â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå
β-öèêëîäåêñòðèíà â ðåàêöèîííîé ñèñòåìå.

Äëÿ ðåãèñòðàöèè êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ ôåðìåíòà-
òèâíîãî îêèñëåíèÿ êâåðöåòèíà ïîñòóïàëè ñëåäóþùèì
îáðàçîì: â ñòåêëÿííóþ ïðîáèðêó ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå ââîäèëè ïîñëåäîâàòåëüíî íåîáõîäèìûå êîëè-
÷åñòâà 0,05 Ì àöåòàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà, 1%-ãî
ðàñòâîðà β-öèêëîäåêñòðèíà (åñëè íåîáõîäèìî),
10 ìêÌ ðàñòâîðà ôåðìåíòà, 2 ìÌ ðàñòâîðà êâåðöå-
òèíà â ÄÌÑÎ è â ïîñëåäíþþ î÷åðåäü 2 Ì ðàñòâîðà
ïåðîêñèäà âîäîðîäà. Â çàâèñèìîñòè îò ýêñïåðèìåíòà
êîíöåíòðàöèè êîìïîíåíòîâ â ðåàêöèîííîé ñìåñè âàðü-
èðîâàëè â ñëåäóþùèõ ïðåäåëàõ: 5–100 ìêÌ êâåðöåòè-
íà, 50–500 ìêÌ ïåðîêñèäà âîäîðîäà. Îáùèé îáúåì
ñìåñè ñîñòàâëÿë 1 ìë. Ïîëó÷åííóþ ñìåñü ïåðåìåøè-
âàëè è ïåðåíîñèëè â êþâåòó äëÿ ñïåêòðîôîòîìåòðà, â
òå÷åíèå 2 ìèí ðåãèñòðèðîâàëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü.
Íà÷àëüíóþ ñêîðîñòü ðåàêöèè íàõîäèëè ïî îòíîøåíèþ
òàíãåíñà óãëà íàêëîíà ëèíåéíîãî ó÷àñòêà êèíåòè÷åñ-
êîé êðèâîé ê ïðåäâàðèòåëüíî îïðåäåëåííîìó ìîëÿð-
íîìó êîýôôèöèåíòó ïîãëîùåíèÿ.

Óâåëè÷åíèå ñêîðîñòè èíäèêàòîðíîé ðåàêöèè õàðàê-
òåðèçîâàëè îòíîøåíèåì ðàçíîñòè ìåæäó ñêîðîñòÿìè
ðåàêöèè îêèñëåíèÿ êâåðöåòèíà â ïðèñóòñòâèè è â îò-
ñóòñòâèå β-öèêëîäåêñòðèíà ê ñêîðîñòè ðåàêöèè â îò-
ñóòñòâèå β-öèêëîäåêñòðèíà.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Ñóäÿ ïî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, äî ñèõ ïîð òî÷íî

íå îïèñàíû ïðîäóêòû  ïåðîêñèäàçíîãî îêèñëåíèÿ
êâåðöåòèíà, îäíàêî ïðåäëîæåíà ñõåìà îêèñëåíèÿ
êâåðöåòèíà â ïðèñóòñòâèè òèðîçèíàçû [8] (ðèñ. 3).
Ïîñêîëüêó è òèðîçèíàçà, è ïåðîêñèäàçà îòíîñÿòñÿ ê
êëàññó îêñèäîðåäóêòàç, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ïåðîêñèäàçíîå îêèñëåíèÿ áóäåò ïðèâîäèòü ê îáðàçîâà-
íèþ òåõ æå ïðîäóêòîâ.

Êàê âèäíî èç ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 4 ñïåêòðîâ
ïîãëîùåíèÿ ïðîäóêòîâ ïåðîêñèäàçíîãî îêèñëåíèÿ
êâåðöåòèíà â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå β-öèêëîäåê-
ñòðèíà, èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè íàáëþäàëîñü
ïðè äâóõ äëèíàõ âîëí – 300 è 540 íì. Îäíàêî îïòè-
÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ïðè 540 íì áûñòðî óáûâàëà (÷òî
ñâèäåòåëüñòâîâàëî î äàëüíåéøåì ïðåâðàùåíèè ïðî-
äóêòà), ïðè÷åì èçìåíåíèå ïîãëîùåíèÿ áûëî íå ñòîëü
çíà÷èòåëüíûì, êàê ïðè 300 íì. Ïî ýòîé ïðè÷èíå â
äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ñêîðîñòü ðåàêöèè êîíòðî-
ëèðîâàëè ïî íàêîïëåíèþ ïðîäóêòà, ïîãëîùàþùåãî ïðè
300 íì, âûáðàâ êîíöåíòðàöèþ ôåðìåíòà (0,5 íÌ), ïðè

Ðèñ. 2. Ñòðóêòóðíàÿ ôîðìóëà êâåðöåòèíà
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êîòîðîé êâåðöåòèí â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 4–
100 ìêÌ îêèñëÿëñÿ äîñòàòî÷íî áûñòðî, à êèíåòè÷åñ-
êàÿ êðèâàÿ áûëà ëèíåéíà â òå÷åíèå ïî êðàéíåé ìåðå
30 ñ ïîñëå íà÷àëà ðåàêöèè, ò.å. íå ìåíåå 15 ñ ïîñëå
íà÷àëà ðåãèñòðàöèè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè.

Êîíöåíòðàöèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà áûëà âûáðàíà
òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû íå ìåíåå 20 ñ ïîñëå íà÷àëà
ðåãèñòðàöèè îïòè÷åñêèõ ïëîòíîñòåé êèíåòè÷åñêàÿ êðè-
âàÿ èìåëà ëèíåéíûé õàðàêòåð (100 ìêÌ).

Ïðè ïîñòîÿííîé êîíöåíòðàöèè êâåðöåòèíà (50 ìêÌ)
èçó÷èëè çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè ðåàêöèè îò ñîäåðæàíèÿ
β-öèêëîäåêñòðèíà â äèàïàçîíå åãî êîíöåíòðàöèé îò 0
äî 8,35 ìÌ (ñîîòâåòñòâóåò ñîîòíîøåíèþ ìîëÿðíûõ
êîíöåíòðàöèé ÖÄ-êâåðöåòèí îò 0 äî 167), ïðè ýòîì â
äèàïàçîíå ìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèé ÖÄ-êâåðöåòèí 10–
167 ñêîðîñòü ðåàêöèè ïîâûøàëàñü íà 20% ïî ñðàâíå-
íèþ ñî ñêîðîñòüþ â îòñóòñòâèå ÖÄ. Ïðè ýòîì óâåëè-
÷åíèå ñêîðîñòè ðåàêöèè â ïðèñóòñòâèè β-öèêëîäåêñò-
ðèíà ïî ñðàâíåíèþ ñî ñêîðîñòüþ ðåàêöèè â åãî îò-
ñóòñòâèå íå áûëî ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì ðÍ ðàñòâîðà,
çíà÷åíèå êîòîðîãî â îáîèõ ïðîöåññàõ áûëî ïîñòîÿí-
íûì è ñîñòàâëÿëî 4,5.

Äàëåå èçó÷èëè çàâèñèìîñòü óñêîðåíèÿ ðåàêöèè ïå-
ðîêñèäàçíîãî îêèñëåíèÿ êâåðöåòèíà â ïðèñóòñòâèè
β-öèêëîäåêñòðèíà îò âðåìåíè èíêóáàöèè ñìåñè êâåð-
öåòèíà è β-öèêëîäåêñòðèíà ïåðåä ââåäåíèåì èõ â ðå-
àêöèîííóþ ñèñòåìó. Ïðåäïîëàãàëè, ÷òî åñëè ïðè÷èíîé
óñêîðåíèÿ ðåàêöèè ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå áîëåå ðåàê-
öèîííîñïîñîáíîãî ïî ñðàâíåíèþ ñî ñâîáîäíûì êâåð-
öåòèíîì êîìïëåêñà, òî ñêîðîñòü ðåàêöèè äîëæíà âîç-

ðàñòàòü ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ âðåìåíè èíêóáèðîâàíèÿ
êâåðöåòèíà ñ β-öèêëîäåêñòðèíîì, âñëåäñòâèå óâåëè-
÷åíèÿ êîëè÷åñòâà êîìïëåêñà â ñèñòåìå. Îäíàêî íàìè
ïîêàçàíî îòñóòñòâèå çíà÷èìîé çàâèñèìîñòè ñêîðîñòè
ðåàêöèè îò âðåìåíè èíêóáàöèè â äèàïàçîíå îò 0 äî
60 ìèí. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò ëèáî î òîì, ÷òî â ýòèõ
óñëîâèÿõ êîìïëåêñ îáðàçóåòñÿ ìãíîâåííî (÷òî âûçû-
âàåò ñîìíåíèÿ, òàê êàê â ðàáîòàõ [2, 5] äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ êîìïëåêñà ìåæäó êâåðöåòèíîì è β-öèêëîäåêñòðè-
íîì åãî êîìïîíåíòû âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå äëè-
òåëüíîãî âðåìåíè (íàïðèìåð, 60 ìèí ïîä äåéñòâèåì
óëüòðàçâóêà [2] èëè 24 ÷ [5])), ëèáî î òîì, ÷òî  ïðåä-
ïîëîæåíèå îá îáðàçîâàíèè áîëåå ðåàêöèîííîñïîñîáíî-
ãî êîìïëåêñà êàê ïðè÷èíû óñêîðÿþùåãî äåéñòâèÿ
íåâåðíî. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ïðè÷èíû àêòèâèðóþùåãî äåé-

Ðèñ. 3. Ñõåìà òèðîçèíàçíîãî îêèñëåíèÿ êâåðöåòèíà [8]

Ðèñ. 4. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ðåàêöèîííîãî ðàñòâîðà â ïðèñóòñòâèè
è â îòñóòñòâèå β-öèêëîäåêñòðèíà (ôåðìåíò 0,5 íÌ, êâåðöåòèí

50 ìêÌ, β-öèêëîäåêñòðèí 2 ìÌ, ïåðîêñèä âîäîðîäà 100 ìêÌ):
1 – â ïðèñóòñòâèè ÖÄ, 2 – â îòñóòñòâèå ÖÄ
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Êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ðåàêöèé ôåðìåíòàòèâíîãî îêèñëåíèÿ êâåðöåòèíà â ïðèñóòñòâèè è â
îòñóòñòâèå βββββ-öèêëîäåêñòðèíà (æèðíûì øðèôòîì âûäåëåíû ïàðàìåòðû, ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî

îòëè÷àþùèåñÿ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè ÖÄ)

Ïðèìå÷àíèå. Äëÿ ðàñ÷åòà kêàò
ýô áûëî ïðèíÿòî, ÷òî êîíöåíòðàöèÿ ïåðîêñèäàçû õðåíà ìîæåò áûòü

îïðåäåëåíà ïî ïîãëîùåíèþ åå ðàñòâîðà ïðè 403 íì.

ñòâèÿ β-öèêëîäåêñòðèíà ñðàâíèëè êèíåòè÷åñêèå ïàðà-
ìåòðû îêèñëåíèÿ êâåðöåòèíà â îòñóòñòâèå è â ïðè-
ñóòñòâèè ÖÄ. Ôåðìåíòàòèâíûå ðåàêöèè îêèñëåíèÿ
êâåðöåòèíà ïåðîêñèäîì âîäîðîäà ÿâëÿþòñÿ äâóñóáñò-
ðàòíûìè. Â ÷àñòíîñòè, äëÿ ìíîãèõ ïðîöåññîâ îêèñëå-
íèÿ ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé (ê êîòîðûì ìîæíî îòíåñ-
òè è êâåðöåòèí) íàèáîëåå êîððåêòíûì ñ÷èòàåòñÿ èñ-
ïîëüçîâàíèå êèíåòè÷åñêîé ñõåìû “ïèíã-ïîíã”, êîòîðàÿ
ïîäõîäèò è ê äàííîìó ñëó÷àþ. Îäíàêî ïîïûòêà ðàñ-
ñ÷èòàòü êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ýòîé ðåàêöèè ïî
óêàçàííîé ñõåìå ñ èñïîëüçîâàíèåì àëãîðèòìà ðàñ-
÷åòà, ïðèâåäåííîãî â [9], ïðèâåëà ê àáñóðäíûì ðå-
çóëüòàòàì. Ïî-âèäèìîìó, ïðè÷èíîé ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî
ðÿä äîïóùåíèé îòíîñèòåëüíî ñîîòíîøåíèÿ êîíñòàíò
ñêîðîñòåé îòäåëüíûõ ñòàäèé è êîíöåíòðàöèé êîìïî-
íåíòîâ ðåàêöèè, ïðèíÿòûõ â [9] äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÷èñ-
ëîâûõ çíà÷åíèé êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ, íåïðèìå-
íèì äëÿ èçó÷àåìîé ñèñòåìû. Ïîýòîìó äëÿ îöåíêè
êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ðåøèëè èñïîëüçîâàòü êëàñ-
ñè÷åñêóþ ñõåìó Ìèõàýëèñà–Ìåíòåí äëÿ îäíîñóáñò-
ðàòíûõ ïðîöåññîâ, ïîñêîëüêó ïðè ôèêñèðîâàííîé êîí-
öåíòðàöèè îäíîãî èç ñóáñòðàòîâ (â èäåàëüíîì ñëó-
÷àå – ïðè íàñûùàþùåé êîíöåíòðàöèè îäíîãî èç ñóá-
ñòðàòîâ; îäíàêî òàêèå óñëîâèÿ çà÷àñòóþ íåâûïîëíè-
ìû â ðåàëüíûõ óñëîâèÿõ âñëåäñòâèå èíãèáèðîâàíèÿ
ôåðìåíòà áîëüøèìè êîíöåíòðàöèÿìè ñóáñòðàòà) ñêî-

ðîñòü ïðîöåññà ìîæíî ñ÷èòàòü çàâèñÿùåé òîëüêî îò
êîíöåíòðàöèè îäíîãî èç ñóáñòðàòîâ [10]. Ïðè ýòîì
ðàññ÷èòàííûå ïî ýòîé ñõåìå âåëè÷èíû Km è Vìàêñ
êîððåêòíåå ñ÷èòàòü êàæóùèìèñÿ âåëè÷èíàìè, ïî-
ñêîëüêó èñòèííûå çíà÷åíèÿ ýòèõ ïîêàçàòåëåé ðàññ÷è-
òûâàþò äëÿ îäíîñóáñòðàòíûõ ðåàêöèé.

Äëÿ ðàñ÷åòà êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ïåðîêñè-
äàçíîãî îêèñëåíèÿ êâåðöåòèíà èññëåäîâàëè çàâèñè-
ìîñòü ñêîðîñòè ðåàêöèè îò åãî êîíöåíòðàöèè ïðè
ôèêñèðîâàííîé êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà, à
òàêæå çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè ðåàêöèè îò êîíöåíòðà-
öèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà ïðè ôèêñèðîâàííîé êîíöåíò-
ðàöèè êâåðöåòèíà. Ïî ïîëó÷åííûì äàííûì äëÿ ðåàê-
öèé, ïðîâåäåííûõ êàê â ïðèñóòñòâèè, òàê è â îòñóò-
ñòâèå β-öèêëîäåêñòðèíà, ðàññ÷èòàëè êèíåòè÷åñêèå
ïàðàìåòðû ðåàêöèè (êàæóùèåñÿ Kì, Vìàêñ, k êàò

ýô,
k êàò

ýô/Kì), çíà÷åíèÿ êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå.
Âûÿâèëè, ÷òî ìàêñèìàëüíàÿ ñêîðîñòü è êîíñòàíòà
Ìèõàýëèñà, ðàññ÷èòàííûå ïðè âàðüèðîâàíèè êîíöåíò-
ðàöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà ïðè ââåäåíèè β-öèêëîäåê-
ñòðèíà, íå ìåíÿåòñÿ çíà÷èìî. Ýòî ñëóæèò ïîäòâåðæ-
äåíèåì òîãî, ÷òî óâåëè÷åíèå ñêîðîñòè ïðîöåññà íå
ñâÿçàíî ñ âëèÿíèåì β-öèêëîäåêñòðèíà íà îñíîâíîé
ñóáñòðàò ïåðîêñèäàçû. Â ïðèñóòñòâèè β-öèêëîäåêñò-
ðèíà âîçðàñòàåò ìàêñèìàëüíàÿ ñêîðîñòü èíäèêàòîðíîé
ðåàêöèè, ðàññ÷èòàííàÿ ïðè âàðüèðîâàíèè êîíöåíòðàöèè

Êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû îòíîñèòåëüíî êâåðöåòèíà 
Ïàðàìåòð 

â îòñóòñòâèå ÖÄ â ïðèñóòñòâèè ÖÄ 

Vìàêñ, ìêÌ/ñ 0,32 ± 0,05 0,36 ± 0,05 

kêàò
ýô ×10–9,ñ–1 0,64 ± 0,10 0,72 ± 0,09 

Kì, ìêÌ 8 ± 3 11 ± 4 

kêàò
ýô / Kì ×10–12, ñ–1ìêÌ–1 84,9 – – 65,4 – – 

êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû îòíîñèòåëüíî ïåðîêñèäà âîäîðîäà ïàðàìåòð 
â îòñóòñòâèå ÖÄ â ïðèñóòñòâèè ÖÄ 

Vìàêñ, ìêÌ/ñ 0,45 ± 0,03 0,53 ± 0,07 

kêàò
ýô ×10–9,ñ–1 0,91 ± 0,06 0,11 ± 0,02 

Kì, ìêÌ 202 ± 32 186 ± 62 

kêàò
ýô / Kì ×10–12, ñ–1ìêÌ–1 4,5 – – 5,7 – – 
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KINETICS OF QUERCETIN OXIDATION CATALYZED BY HORSERADISH
PEROXIDASE IN THE PRESENCE OF βββββ-CYCLODEXTRIN

L.I. Oleynik, T.S. Buslova, I.A. Veselova, T.N. Shekhovtsova
(Division of Analytical Chemistry)

The rate of quercetin oxidation catalyzed by horseradish peroxidase was found to increase by
20% in the presence of macrocyclic complexing agent βββββ-cyclodextrin. The comparison of the
kinetic parameters of this reaction in the presence and in the absence of b-cyclodextrin showed
that the introduction of βββββ-cyclodextrin did not influence significantly the specificity of the
enzyme towards the reducing substrate (estimated as kcat/Km  ratio). At the same time, the reaction
rate did not depend on the time of incubation of quercetin and βββββ-cyclodextrin. The increase of the
reaction rate was supposed to be associated with non-specific interaction between βββββ-cyclodextrin
and the product of quercetin oxidation.

Key words: horseradish peroxidase; cyclodextrin; quercetin.
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êâåðöåòèíà, è ñîîòâåòñòâåííî âîçðàñòàåò êîíñòàíòà
Ìèõàýëèñà îòíîñèòåëüíî êâåðöåòèíà, ÷òî ïðåäñòàâëÿ-
åòñÿ åñòåñòâåííûì, ïîñêîëüêó îíà îòðàæàåò êîíöåíò-
ðàöèþ ñóáñòðàòà, íåîáõîäèìóþ äëÿ äîñòèæåíèÿ ñêî-
ðîñòè, â äâà ðàçà ìåíüøåé ìàêñèìàëüíîé. Ñïåöèôè÷-
íîñòü ñâÿçûâàíèÿ ñóáñòðàòîâ, êîòîðóþ õàðàêòåðèçóþò
îòíîøåíèåì kêàò/Kì, ìàëî èçìåíÿëàñü ïðè ââåäåíèè
β-öèêëîäåêñòðèíà. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò, ïî-âèäèìîìó,
î òîì, ÷òî β-öèêëîäåêñòðèí íå ñâÿçûâàåòñÿ íè ñ ñóá-
ñòðàòàìè ðåàêöèè, íè ñ ñàìèì ôåðìåíòîì. Â ñâÿçè ñ
ýòèì ðàñ÷åò êîíñòàíòû àêòèâàöèè â äàííîì ñëó÷àå
ïðåäñòàâëÿåòñÿ íåöåëåñîîáðàçíûì. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî
ñêîðîñòü ðåàêöèè íå ìåíÿåòñÿ çíà÷èìî ïðè âàðüèðîâà-
íèè âðåìåíè âûäåðæèâàíèÿ êâåðöåòèíà è β-öèêëîäåê-
ñòðèíà ïåðåä ââåäåíèåì èõ â ðåàêöèþ, ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî ïðè÷èíîé óñêîðÿþùåãî äåéñòâèÿ β-öèê-

ëîäåêñòðèíà â èçó÷àåìîé ðåàêöèè ÿâëÿåòñÿ íåñïåöè-
ôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå ìîëåêóëû-ðåöåïòîðà ñ ïðîäóê-
òîì îêèñëåíèÿ êâåðöåòèíà. Ðàíåå íà ïîäîáíûé ýôôåêò
óêàçûâàëè â ðàáîòå [11] äëÿ ðÿäà ïðîöåññîâ ñ ó÷àñ-
òèåì ôåðìåíòîâ. Â îòëè÷èå îò àâòîðîâ [2], íàáëþ-
äàâøèõ èíãèáèðîâàíèå β-öèêëîäåêñòðèíîì ïåðîêñè-
äàçíîãî îêèñëåíèÿ êâåðöåòèíà ïðè äëèòåëüíîì ñîâìå-
ñòíîì âûäåðæèâàíèè (60 ìèí) ôëàâîíîèäà ñ îëèãîñà-
õàðèäîì ïîä äåéñòâèåì óëüòðàçâóêà, ìû ïîêàçàëè,
÷òî ïðè íåïîñðåäñòâåííîì ââåäåíèè â ðåàêöèþ îêèñ-
ëåíèÿ β-öèêëîäåêñòðèíà ïîñëåäíèé óñêîðÿåò ïðîöåññ.
Ýòî, î÷åâèäíî, ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî âî âðåìÿ ïðîòåêà-
íèÿ ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè êâåðöåòèí íå âíåäðÿåòñÿ
â ïîëîñòü β-öèêëîäåêñòðèíà, à, ïî-âèäèìîìó, ëèøü
íåñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâóåò ñ ïðîäóêòîì îêèñ-
ëåíèÿ ôëàâîíîèäà.
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