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Обычно в растительных тканях одновременно присутствуют пер
оксидазы и полифенолоксидазы. Для изучения биологической, а также 
технологической роли каждого из этих ферментов необходимо их 
раздельное определение. Существующие методы раздельного и сравни
тельного определения пероксидазы и полифенолоксидазы не по
зволяют точно разграничить и учесть действие этих ферментов. Так 
например, наиболее распространенный колориметрический метод Виль- 
штеттераС) при определении пероксидазы не учитывает полифенол
оксидазную активность исследуемого материала, а метод Кейлина и 
Манна (2) учитывает активность пероксидазы в присутствии полифенол
оксидазы по разности показателей между общей активностью перокси
дазы и полифенолоксидазы и активностью одной полифенолоксидазы

Существенным недостатком такого подхода является произвольное 
допущение, что пероксидаза и полифенолоксидаза образуют одинако
вые продукты реакции, что не всегда наблюдается (3,4). Кроме того 
при этом не учитывается, что перекись водорода может инактивировать 
полифенолоксидазу, что действительно было установлено нами при 
изучении полифенолоксидазы чайного листа. 1

Окислительная система фермент + субстрат в присутствии кислорода 
воздуха обычно дает окрашенные продукты реакции. Добавление к
этой системе перекиси водорода иногда не 
интенсивности окраски, а даже вызывает ее
был обнаружен еще в 1922 г. 
А. Н. Бахом и А. И. Опариным (5). 
Такой частный случай мы имеем 
при ферментации чая. Если мо
делировать процесс ферментации 
чая — взять фермент чайного 
листа и добавить чайный таннин, 
то за 2—3 часа раствор приоб
ретает коричнево-красный цвет 
типа чайного настоя. Если к этой 
системе в начале опыта добавить 
перекись водорода, то задер
живается образование окрашен
ных продуктов (табл. 1).

Здесь определение активности 
пероксидазы по разности показа- 
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только не увеличивает 
уменьшение. Этот факт

Влияние
Таблица 1

Н2О2 на активность по
лифенолоксидазы чайного ли
ста (активность фермента в о/о от стан

дартного раствора)



в

телей с перекисью водорода и без нее, как это принято по 
существующим методам (2), дает отрицательную величину.

В действительности это означает, как выяснилось в предыдущей 
работе (4), что пероксидаза чайного листа при действии на чайный 
таннин образует бесцветные продукты, поэтому она не может дать уве
личение окраски. Уменьшение же происходит в результате инактиви
рующего влияния перекиси водорода на полифенолоксидазу. Можно 
было предположить, что уменьшение окраски связано также с дей
ствием перекиси водорода на продукты окисления. Однако в специ

Таблица 2

Влияние NaNOs на а ктив ность ка
талазы (0,1 г ацетонового препарата фер
мента чайного листаф-З мл воды-|-3 мл бу
ферного раствора (pH =5,3)4-1 мл NaNOs 4- 

4-2 мл 3% Н3О2; температура 20° С)

Таблица 3

№№ 
опытов

Выделившийся кислород 
д мл за 5 мин.

% инги
бированиябез добавле

ния ингиби
тора

с добавлением 
1 Ж NaNO3

1 8,1 0,2 97,6
2 8.0 0,1 98,8
3 7,9 0,0

•
100,0

на активностьВлияние NaNOs
пероксидазы (0,5 г растертой ткани-ф- 
4-3 мл буферного раствора (рН=5,3)-|- 
4-4 мл Н2О-|-1мл 1% пирогаллола-|-2 мл 
1% Н2О2; температура 20°, экспозиция 

1 час)

96 
40
33 
42
57

5

Материал

Активность фермента 
в % от стандартного 

раствора

без добав
ления 
NaNO3

с добавле
нием 

NaNO3

Хрен.......................
Лимон (кожура) . 
Мандарин (кожура) 
Апельсин (кожура) 
Картофель ....
Капуста...............

95
41
34
41
56
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альных опытах, в которых к 
окрашенным продуктам окисле
ния полифенолоксидазы добавля
лась перекись водорода, мы за
метного уменьшения окраски не 
наблюдали.

Может быть, задерживающее 
действие Н2О2 на полифенолок
сидазу частично связано с кон
курирующим действием перок
сидазы. Однако, каков бы ни был 
механизм этого задерживающего 
действия Н2О2 на полифенолок
сидазу, вопрос о необходимости 
расчленения деятельности перок
сидазы и полифенолоксидазы при 
изучении их роли в живом орга
низме и раздельного определе
ния их активности не утрачи
вает своей актуальности.

Все вышеизложенное побуди
ло нас предпринять настоящее 
исследование с целью выработки 
нового способа, устраняющего 
недостатки существующих мето
дов определения пероксидазы. 
Принцип способа, предложенно
го нами, заключается в том, что 
в специальном приборе в ваку
умных условиях исключается воз
можность действия полифенол
оксидазы путем удаления кис
лорода воздуха и ингибирования 
каталазы.

В качестве ингибитора ката
лазы мы использовали азотно
кислый натрий, успешно приме
нявшийся в работах А. А. Куль- 
тюгина и Н. С. Канашенок (в). 
По данным этих авторов, анионы

NO3' сильно задерживают действие каталазы и вместе с тем не влияют 
на активность пероксидазы. Так как исследования указанных авторов 
были проведены на ферментах крови, явилась необходимость проверить 
действие NaNO3 на активность каталазы и пероксидазы растительной 
ткани. В табл. 2 и 3 представлены результаты проведенных нами 
в этом направлении опытов.

Как видно из этих данных, 1 М раствор NaNO3 практически пол
ностью задерживает действие каталазы и не влияет на активность 
пероксидазы.
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Кроме того, опыты на очищенном препарате пероксидазы показали 
что вакуум не влияет на активность этого фермента, так как сравне
ние показателей действия пероксидазы при обычном атмосферном 
давлении и в вакууме никакого различия не дало.

После соответствующих поисков концентраций и соотношения ре
агирующих веществ мы остановились на следующем порядке определе
ния пероксидазы.

Исследуемый материал помещают в сухой вакуумный сосудик, туда 
же добавляют раствор NaNO3 с тем расчетом, чтобы общая концен
трация ингибитора в смеси равнялась 
молярной, а также добавляют 3 мл 
буферного раствора (pH = 5,3) ф- 5 мл 
воды. В нижний подвижной шарик
помещают 1 мл субстрата (1% раствор
пирогаллола,., пирокатехин и п.) и
2 мл 1°/0 перекиси водорода, а в верх
ний шарик — 3 мл 2О°/о серной кисло
ты для прекращения реакции в конце 
опыта.

Заряженный прибор присоединяют 
к насосу и осторожно, во избежание 
сильного образования пены, тщательно 
выкачивают воздух, обычно в течение 
2—3 мин., до 8—10 мм Hg. Поворачи- Рис. 1, а — положение в начале 

опыта, б — в конце опытаванием верхнего шарика. служащего
одновременно пробкой, закрывают при
бор и разъединяют с насосом. Путем поворачивания бокового 
шарика в трубку переводят субстрат и перекись водорода. Таким 
образом, составные компоненты реакционной смеси приходят 
в контакт, прибор при этом из положения а переводится в положе

Определение пероксидазного 
действия ввакуумном приборе 

в присутствии полифенол- 
оксидазы и каталазы

Таблица 4

Система

Активность перокси
дазы в % от стандарт

ного раствора

pH =5,3 pH =8,0

Лимон (кожура)ф-пи- 
рогаллол4-Н2О2 . 40 97

АпельсинЦ-пирогал- 
ЛОЛ—[—Н2О2 .... 45 115

Мандаринф-пирогал- 
лолч Н»О2 . . . . 34 103

Картофель ф- пирога л- 
лолф-Н2О2 ....

Капуста ф-пирогал- 
лолф-Н2О2 ....

8 __

5 —

пероксидазы при
дающие результаты.

ние б (рис. 1) и ставится при 
желаемой температуре.

По окончании опыта действие 
пероксидазы останавливают до
бавлением серной кислоты из 
верхнего шарика. После этого 
результаты действия пероксидазы, 
если образуются окрашенные 
продукты, определяются обыч
ным колориметрическим или фо
тометрическим методом (7). Если 
же в результате действия пе
роксидазы образуются бесцвет
ные продукты, определение ве
дется титрованием (8). Одновре
менно ставится контроль в тех 
же условиях с прокипяченным 
ферментом. В табл. 4 и 5 приво
дятся результаты определения 
пероксидазы в некоторых расти
тельных объектах описанным 
методом.

Следует отметить, что парал
лельные определения активности

применении данного способа дают хорошо совпа
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Таблица 5
Определение пероксидазного действия в вакуумном 

приборе путем титро в ани я субстрата

Система

Результаты титрова
ния в мл 0JAT 

КМпО4 Активность 
пероксидазы 

в мл 
0,1 ЛКМпО<

Цвет опытной смеси
контроль ОПЫТ

Фермент чайного листа 
(ацетоновый препа- 
рат)-|-чайный Таннин-)- 
-f-HaOa................... 3,8 1,8 2,0

Бесцветный, слег
ка желтый

Пероксидаза хрена 
(мязга^р-крезол-]- 

+Н2О2.................... 4,0 2,4 1,6 Молочно-белый
Пероксидаза хрена 

(мязга)4~чайный тан- 
нин + Н2Ог............ 3,8 2,3 1,5 Слегка желтый

Институт биохимии Поступило
им. А. Н. Баха 23 II 1948

Академии Наук СССР

ЦИТИРОВАННАЯ ЛИТЕРАТУРА

1 R. Willstat t er Untersuchungen fiber Enzyme, 1, 1928. 2 D. Keil in and 
T. Man n, Proc. Roy. Soc. B„ 121, 187 (1938). 3 J. S u m m er and G. С о m e r s, Chemistry 
and Methods of Enzymes, 1945. 4 M. А. Б о к у ч а в а, Биохимия, 13, в. 2 (1948).
6 А. Н. Бах и А. И. Опарин, Сб. избранных трудов А. Н. Баха, 1937, стр. 431. 
’ А. А. Культюгин и Н. С. Канаше но к, Биохимия, 4, в. 2, 133 (1939). 7 С. М. 
Прокошев, Биохимия, 9, в. 1, 36 (1944). 8 М. А. Б о к у ч а в а, Т. А. Шуберт
и В. Р. Попов, Биохимия, 13, в. 1 (1948).

412


