Исследование механизма реакции восстановления пероксида водорода, катализируемой нанозимами на основе берлинской лазури

Ибрагимова О.А.,1 Комкова М.А., 1 Карякин А.А. 1
Студент, 5 курс специалитета 

1Московский государственный университет имени М.В.Ломоносова, 

химический факультет, Москва, Россия

E–mail: eversto@yandex.ru
Сегодня одной из актуальных задач биотехнологии является разработка наночастиц с ферментной активностью – нанозимов (в том числе аналогов наиболее используемого фермента пероксидазы), сочетающих высокую каталитическую активность с операционной стабильностью в широком диапазоне условий, стабильностью при хранении и низкой себестоимостью. Однако среди известных нанозимов с пероксидазной активностью только каталитически синтезированные наночастицы берлинской лазури потенциально могут быть использованы в биоанализе: такие нанозимы демонстрируют высокие каталитические константы в нейтральных средах и не обладают оксидазной активностью [1]. Тем не менее, механизм реакции восстановления пероксида водорода, катализируемой нанозимами на основе берлинской лазури, не был исследован детально.

Для изучения механизма действия нанозимов применен формально-кинетический подход, а скорость каталитической реакции восстановления Н2О2 оценивали по накоплению окисленной формы восстанавливающего субстрата спектрофотометрически. Исследованы зависимости начальной скорости каталитической реакции восстановления пероксида водорода в присутствии восстанавливающих субстратов с различными потенциалами редокс-перехода пары S/S2+: 3,3’,5,5’-тетраметилбензидина (ТМБ), 2,2'-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфоновой кислоты (АБТС), ο-дианизидина, ο-фенилендиамина, катехола, гидрохинона, гваякола.
Показано, что в присутствии пероксида водорода зависимость начальной скорости каталитической реакции восстановления пероксида водорода от концентрации субстрата подчиняется уравнению Михаэлиса-Ментен. Для анализа каталитического процесса использовали интегральную форму уравнения Михаэлиса-Ментен в координатах Уокера-Шмита. Тангенс угла наклона полученных прямых имеет отрицательное значение, что может свидетельствовать о возможном ингибировании процесса продуктом реакции или о случае обратимого процесса по механизму Теорелла – Чанса, который подразумевает взаимодействие фермента с субстратом без образования фермент-субстратного комплекса.

Показано, что для ТМБ и гидрохинона зависимость логарифма константы Михаэлиса от редокс потенциала восстанавливающего субстрата линеаризуется с котангенсом угла наклона ~ 60 мВ, что подтверждается уравнением Нернста. Экстраполяция полученной прямой к величине константы, равной единице, дает редокс потенциал ~ 0.155 В, что соответствует в выбранной шкале потенциалов редокс-потенциалу перехода берлинская лазурь/берлинский белый. Установлено, что нанозимы на основе берлинской лазури являются низкопотенциальной «искусственной пероксидазой», которые восстанавливают Н2О2 по двухстадийной схеме без образования фермент-субстратного комплекса.
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