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О-ДИАНИЗИДИНА 
Статья посвящена изучению кинетики реакции пероксидазного окисления о-дианизидина 

перекисью водорода в присутствии тиолов (β-меркаптоэтанола и дитиоэритритола). Приведены 
результаты кинетических исследований. Установлено, что реакция пероксидазного окисления  
о-дианизидина ингибируется на 50% при концентрациях ингибиторов 250,0 мкМ (β-меркапто-
этанол) и 7,0 мкМ (дитиоэритритол). Установлен сложный характер ингибирования реакции пе-
роксидазного окисления о-дианизидина тиолами разного строения. 

The article covers the studying of the kinetic of the reaction of peroxidase oxidation of 
o-dianisidine by hydrogen peroxide in the presence of thiols (β-mercaptoethanol and ditioeritritola). 
The results of the kinetic studies is shown. It was found that the rate of the reaction of peroxidase oxi-
dation of o-dianisidine was inhibited by 50% at the concentration of inhibitor (β-mercaptoethanol) 
equal to 250,0 mkM, and at the concentration of inhibitor (ditioeritritola) equal to 7,0 mkM. In addition, 
the studies enabled to confirm the assumption about the complex nature of the inhibition by thiols of 
the different structure of the reaction of peroxidase oxidation of o-dianisidine. 

Введение. Пероксидаза – один из весьма 
распространенных ферментов, интерес к изуче-
нию которого с годами не ослабевает. Повсеме-
стное присутствие этого фермента в раститель-
ных и животных тканях, а также в составе пер-
вичных метаболитов грибов и бактерий дает 
основание считать его жизненно важным бел-
ком высших и низших организмов. Он является 
индуцибельным, реагирует на самые разнооб-
разные воздействия, изменяя при этом набор 
своих изоэнзимов либо повышая активность 
уже присутствующих молекулярных форм. 

Корневище хрена издавна используется в 
народной медицине как противовоспалительное, 
мочегонное, раздражающее, витаминное, отхар-
кивающее, фитонцидное, противоцинготное, 
противомикробное и противогрибкое средство. 

Пероксидаза хрена (КФ 1.11.1.7) (рис. 1) яв-
ляется одним из наиболее изученных фермен-
тов своего класса [1]. 

Пероксидаза хрена – самый популярный 
биоаналитический фермент, который позволяет 
детектировать перекись водорода и ферменты, 
ее производящие [3], кроме того, широко при-
меняется в аналитической биохимии и биотех-
нологии в качестве маркера антител и различ-
ных антигенов [4, 5]. 

Хотя пероксидазы обнаруживаются в тка-
нях практически всех растений, в настоящее 
время основным источником коммерчески дос-
тупной пероксидазы являются корни хрена 
(Armoracia rusticana) [6]. 

В свойствах и действии различных перокси-
даз много общего, хотя и имеются некоторые 
специфические особенности в отдельных стади-
ях катализируемых ими процессов. Пероксидаза 
окисляет полифенолы и некоторые ароматиче-
ские амины. Многие органические соединения, 

реагируя с кислородом воздуха, образуют перок-
сиды. Например, хинон, образующийся при 
окислении полифенола кислородом воздуха, 
может существовать как в хиноидной, так и в 
перекисной форме. Особенно легко пероксиды 
образуются при окислении кислородом воздуха 
соединений, имеющих непредельные связи ме-
жду двумя атомами углерода: терпенов, нена-
сыщенных жирных кислот, каротиноидов. Пе-
роксиды этих соединений под действием перок-
сидазы окисляют полифенолы. Многочисленные 
фенолы, аминофенолы и некоторые аминокис-
лоты подвергаются дегидрированию. 

 

 
Рис 1. Общий вид молекулы  

пероксидазы хрена со стороны входа  
в активный центр, формируемого  

четырьмя остатками фенилаланина [2] 
 
Многообразие субстратов позволяет пред-

положить, что в реакциях пероксидазного окис-
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ления могут реализовываться различные меха-
низмы действия фермента [7, 8]. 

Ингибиторами фермента является целый ком-
плекс соединений: натрий азид, цианин, L-цис-
теин, бихромат, этилентиомочевина, гидроксил-
амин, сульфиды, ванадат, n-аминобензойная ки-
слота, Cd+2, Co+2, Cu+2, Fe+3, Mn+2, Ni+2, Pb+2 [9, 10]. 

Целью настоящей работы явилось изучение 
кинетики реакции пероксидазного окисления о-
дианизидина перекисью водорода в присут-
ствии тиолов. 

Основная часть. В работе использовали о-
дианизидин марки «ч» («Реахим», Россия), пе-
роксидазу хрена со спектральным показателем 
чистоты Е403 / Е278 = RZ = 0,45. 

Концентрацию фермента определяли спек-
трофотометрически при λ = 403 нм (ε =  
= 10,2 · 104 М–1 · см–1). Известно, что концен-
трированные растворы пероксидазы окрашены 
в коричневый цвет и имеют характерные поло-
сы поглощения при 403, 498, 548, 583 и 640 нм. 
Наиболее интенсивная полоса наблюдается при 
403 нм (полоса Соре) [3]. 

Концентрацию перекиси водорода («Реа-
хим», Россия) определяли спектрофотометри-
чески при λ = 230 нм (ε = 72,7 М–1 · см–1) [11]. 

Физиологический раствор (0,1 мМ) – 0,18 г 
NaCl растворяли в 20,0 cм3 воды.  

Растворы о-дианизидина необходимых кон-
центраций готовили в этаноле по навеске. 

Для приготовления растворов использовали 
бидистиллированную воду. 

Конечные концентрации реагентов в разных се-
риях экспериментов указаны в подписях к рис. 2–4. 

Реакции окисления о-дианизидина переки-
сью водорода проводили при 20°С в физиоло-
гическом растворе. 

В кварцевую кювету (l = 1,0 см) последова-
тельно вносили 2,0 см3 физиологического раство-
ра, 0,1 см3 спиртового раствора о-дианизидина и 
0,3 см3 раствора пероксидазы. Реакцию иниции-
ровали добавлением 0,1 см3 перекиси водорода. 
Кинетические кривые регистрировали при непре-
рывном перемешивании на спектрофотометре 
SPECORD М40 (Carl Zeiss, ГДР) по изменению 
экстинкции при 460 нм (ε = 3,0 · 104 М–1 · см–1) [11]. 
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Рис. 2. Зависимость начальной скорости пероксидазного окисления о-дианизидина  
от его начальной концентрации (а); б – то же в координатах Лайнуивера-Берка. 

Условия: 20°С; рН 6,1; 0,05 мМ перекись водорода; 0,06 мкМ активных центров пероксидазы 
 

I50

Рис. 4. Зависимость начальной скорости  
пероксидазного окисления о-дианизидина  

от концентрации ДЭТ. 
Условия: 20°С; рН 6,1; 0,003 мМ перекись  
водорода; 0,07 мкМ активных центров 
пероксидазы; 0,12 мМ о-дианизидин 
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Рис. 3. Зависимость начальной скорости  
пероксидазного окисления о-дианизидина  
от концентрации β-меркаптоэтанола. 

Условия: 20°С; рН 6,1; 0,15 мМ перекись 
водорода; 0,09 мкМ активных центров 
пероксидазы; 0,09 мкМ о-дианизидин 
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При изучении влияния тиолов на скорость 
протекания реакции в кварцевую кювету вносили 
0,1 см3 раствора β-меркаптоэтанола или дитио-
эритритола (ДЭТ) определенной концентрации. 

Начальные скорости реакции определяли 
как тангенс угла наклона касательной к началу 
кинетической кривой. Расчет проводили с по-
мощью пакета программ «Kinetiks» спектрофо-
тометра SPECORD М40 (Carl Zeiss, ГДР). 

Зависимость начальной скорости перокси-
дазного окисления о-дианизидина от его началь-
ной концентрации представлена на рис. 2, а. 

Лианеризация кривой в координатах Лай-
нуивера-Берка (рис. 2, б) позволяет сделать 
вывод о том, что пероксидазное окисление  
о-дианизидина пероксидазой подчиняется 
уравнению Михаэлиса-Ментен. Установлено, 
что константа Михаэлиса (Km) этой реакции 
составляет 0,04 мкМ, а максимальная скорость 
реакции (Vmax) – 3,3 мкМ/мин. Полученные 
значения согласуются с литературными дан-
ными [8]. 

Дальнейшая работа была направлена на 
изучение влияния тиолов на скорость протека-
ния ферментативной реакции окисления  
о-дианизидина пероксидазой хрена (рис. 3). 

Установили, что скорость реакции ингиби-
руется на 50% (I50) при концентрации ингиби-
тора (β-меркаптоэтанола), равной 250,0 мкМ 
[12], и концентрации ДЭТ – 7,0 мкМ (рис. 4). 

Заключение. Выполнены кинетические ис-
следования окисления о-дианизидина переки-
сью водорода, катализируемого пероксидазой 
хрена с показателем оптической чистоты 
RZ = 0,45. Установлено, что Кm = 0,04 мкМ и 
Vmax = 3,3 мкМ/мин. 

Изучено влияние β-меркаптоэтанола и ДЭТ 
на ферментативное окисление о-дианизидина. 
Реакция пероксидазного окисления о-дианизи-
дина ингибируется на 50% при концентрациях 
ингибиторов 250,0 мкМ (β-меркаптоэтанол) и 
7,0 мкМ (ДЭТ). 

Исследования позволили подтвердить воз-
можность использования пероксидаз для окис-
ления тиолов. 
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