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(Представлено академиком А. И. Опариным 21 1 1954)

Дегидрогеназы растений и животных осуществляют дегидрирование 
субстратов и перенос водорода в конечном счете на кислород, активируе­
мый окислительно-ферментативными системами. Этот процесс проходит 
через промежуточные соединения, которые способны обратимо окисляться 
и восстанавливаться. К этим промежуточным соединениям относятся 
коэнзимы I и II, флавопротеины, цитохромы, полифенолы и др. Изучением 
дегидрогеназ в растительных тканях занимался ряд исследователей (1-8).

В настоящей работе мы изучали активность дегидрогеназ в растертых 
тканях ягод винограда и в сусле для установления их роли при перера­
ботке винограда. Работа проводилась со следующими сортами винограда: 
Чинури, Горули-Мцване и Ркацители. При каждом определении активно­
сти дегидрогеназ бралось около 100 г винограда и отжималось через 
марлю. Кожура с мякотью растиралась до кашицеобразного состояния, 
затем полученная кашица суспендировалась в отжатом сусле.

Вначале активность дегидрогеназ определялась по способности восста­
навливать метиленовую синь в специальных вакуумных пробирках. Одна­
ко опыты показали, что кожура в присутствии донатора водорода (соли 
органической кислоты) полностью не обесцвечивает метиленовую синь в 
течение 90 мин. Очевидно, в растертом винограде образуются какие-то 
вещества, которые тормозят обесцвечивание метиленовой сини. Впослед­
ствии выяснилось, что тормозящее действие оказывают полифенолы, кото­
рые в присутствии полифенолоксидазы окисляются в хиноны, тормозящие, 
как известно, действие многих дегидрогеназ. Действительно, после инги­
бирования полифенолоксидазы цианистым калием нам удалось установить 
наличие дегидрогеназ в винограде. Активность дегидрогеназ мы определя­
ли по поглощенному кислороду в респирометрах Варбурга. При этом 
переносчиком водорода на кислород служила метиленовая синь.

Известно, что виноград содержит органические кислоты (винную, яб­
лочную, лимонную и др.). Поэтому казалось целесообразным промыть 
дестиллированной водой растертый виноград и освободиться от тех суб­
стратов, которые могут повлиять на поглощение кислорода. К промытым 
и отравленным цианидом тканям винограда добавляли метиленовую синь, 
янтарную, яблочную и лимонную кислоты — каждую в отдельности — для 
установления наличия дегидрогеназ названных кислот в винограде. Одно­
временно мы изучали окисление этих кислот без добавления цианистого 
калия и метиленовой сини. Результаты анализов приведены в табл. 1.

Из этих данных видно, что после трехкратной промывки растертых 
тканей винограда нам удалось уменьшить поглощение кислорода с 85 до 
46 л. Добавление к промытым тканям винограда KCN и метиленовой 
сини вызвало уменьшение поглощения кислорода до 21,6 р-л. Прибавление 
янтарной кислоты к отравленным тканям вызвало увеличение поглощения 
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■кислорода с 21 до 43 рл. Малоновая кислота ингибирует окисление янтар­
ной кислоты, но неполностью. Яблочная и лимонная кислоты также окис­
ляются растертыми тканями винограда, но значительно слабее. Это можно 
объяснить недостатком самих дегидрогеназ или коэнзимов (кодегидроге- 
лаз).

Влияние различных орг аничес к их к и сл от н а 
поглощение кислорода в растертых и промы­
тых тканях винограда (в р.л на500 мг сух. вещества)

Таблица 1

Реакционная смесь
Концентрация 

субстратов

Поглощение 
О2 в [ал в те­
чение 90 мин.

Растертый виноград (а) 
Растертый и промытый

85,0

виноград (б)...................
б + KCN + метилен.

46,8

синь (в)........................... 21,6
в + янтари, к-та................ з-ю-ш 43,7
в + янтари. 4- малонов. к-та з-ю-ш 25,6
в + яблочн. к-та............... З-Ю-Ш 32,6
в + лимонн. к-та............... 3-10-W 30,2

В некоторых опытах в каждый сосудик Варбурга брались кружочки 
-ягод винограда толщиной 2—3 мм в 1,5 мл фосфатного буферного рас­
твора pH 7,2 и 0,5 мл субстрата (органические кислоты) и в таких же 

количествах цианистого ка­
лия и метиленовой сини, как 
и в первом случае. Резуль­
таты приведены в табл. 2.

Как видно из табл. 2, 
добавление яблочной кисло­

Влияние органических кислот на 
поглощение кислорода в кружоч­
ках ягод винограда (продолжительность 

опыта 90 мин., температура 25°)

Таблица 2

Реакционная смесь Поглощение 
О2 В [АЛ

Виноград (кружочки) (а)............... 96,0
а + KCN + метилен, синь (б) . . . 40,8
б + янтари, к-та, 3-Ю-2 М . . . . . 71,6
■Д + яблочн. к-та, 3-10"2 М............... 55,5
б + яблочн. к-та + DPN................... 54,6

ты к винограду не вызывало 
такого увеличения поглоще­
ния кислорода, как добавле­
ние янтарной кислоты, так 
как в винограде содержится 
яблочная кислота. При одно­
временном добавлении яб­
лочной кислоты и дифосфо-

лиридиннуклеотида к кружочкам винограда окисление яблочной кис­
лоты не усиливается. Возможно, что яблочная кислота в винограде окис­
ляется не дегидрогеназой яблочной кислоты, а маликоэнзимом в присут­
ствии трифосфопиридиннуклеотида (TPN) по схеме: яблочная кислота + 
+ маликоэнзим -f- TPN = пиривиноградная кислота.

Янтарная кислота окисляется в сусле гораздо слабее, чем в тканях 
винограда. Как видно, сукциндегидраза в тканях винограда, как и в дру­
гих тканях растительного и животного происхождения, находится в свя­
занном состоянии, и небольшие количества ее переходят в сусло вместе с 
■тканями винограда. Таким образом, в винограде находится сукциндеги­
драза, которая переносит водород на кислород, активируемый окислитель­
ными ферментами. Интересно было выяснить, с какой завершающей 
окислительной ферментативной системой взаимодействует сукциндегид­
раза в винограде.

До сих пор известно участие сукциндегидрогеназы в системе, где 
завершающим ферментом является цитохромоксидаза. Мы попытались 
установить присутствие цитохромоксидазы в винограде. Но при прибавле-
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нии цитохрома вместе с гидрохиноном не только не усиливается дыхание 
винограда, но даже наблюдается уменьшение окисления гидрохинона. Это 
видно из данных (см. табл. 3).

Гидрохинон энергично окисляется в некипяченых растертых тканях 
винограда, в то время как в растертой и прокипяченной массе гидрохинон
почти не окисляется. Это дало нам ос­
нование предполагать возможность су­
ществования в винограде параполифе- 
нолоксидазы (9). Наши опыты пока­
зали также, что в растертом винограде 
при действии орто-полифенолоксидазы 
образуются орто-хинОидные вещества, 
а последние, возможно, дегидрируют 
гидрохинон. Окисляется ли гидрохинон 
в винограде параполифенолоксидазой 
или же продуктами действия орто-по- 
лифенолоксидазы — этот вопрос тре­
бует дальнейшего исследования. Во

Таблица 3

Влияние цитохрома С и гид­
ро хинона на поглощение 

О2в винограде

Р еакционна я’смесь Поглощение 
О2 в цл

всяком случае 
ших опытах

гидрохинон в на-
оказался непригод-

Растертый виноград (а) 
а 4- гидрохинон (б) . . . 
б + цитохром С . . . . 
Кипяченый растертый 

виноград + гидрохи­
нон ...........................

86,0 
151,0 
107,8

10,2

ным для обнаружения цитохромокси-
дазы в винограде. Поэтому мы решили при определении цито- 
хромоксидазы пользоваться парафенилендиамином для восстановления 
цитохрома С. Результаты анализов приведены в табл. 4.

Из табл. 4 видно, что при-

Влияние цитохрома С и парафе­
нилендиамина на поглощение О2 

в винограде

Таблица 4

Реакционная смесь
Поглощение 

О2 в цл в те­
чение 90 мин.

Растертый виноград (а)................ 86,2
а + парафенилендиамин (б) . . . 125,5
6 + цитохром С............................... 133,6
Растертый виноград (а)................ 88,2
а + янтари, кислота (б)............... 119,8
б + янтари, к-та 4- цитохром С (в) 120,5
в + янтари к-та 4- цитохром С 4-

4- малой, к-та...........................14,5

полагать, что в винограде содержится

бавление цитохрома С одно­
временно с парафенилендиами­
ном к растертому винограду 
дало увеличение поглощения 
кислорода лишь на 8 рл. Сле­
довательно, и с парафенилен­
диамином не удалось обнару­
жить цитохромоксидазу в вино­
граде.

Интересно отметить, что 
окисление янтарной кислоты в 
винограде в присутствии цито­
хрома С почти полностью ин­
гибируется малоновой кисло­
той, в то время как в отсут­
ствие цитохрома С ингибирова­
ние неполное. Казалось бы, на 
основании этих данных можно

цитохромоксидаза и что сукцинде-
гидраза участвует в переносе водорода на цитохромоксидазную систему 
по схеме: янтарная -> сукциндегидраза -> цитопромоксидаза -> О2.

Однако прямое спектроскопирование показало, что виноград не содер­
жит цитохрома С и добавленный к растертому винограду восстановленный 
цитохром С не окисляется при достаточной концентрации восстановителя. 
Вопрос о последнем звене системы, окисляющей янтарную кислоту в рас­
тениях, остается нерешенным. Можно предполагать, что сукциндегидраза 
участвует в переносе водорода на полифенолоксидазную систему по схе­
ме: янтарная кислота -> сукциндегидраза -> кофакторы -> полифенолокси- 
даза -> О2. Но до настоящего времени еще не было доказательств этого 
способа окисления.

Органические кислоты занимают видное место в обмене веществ ви­
нограда. При получении сусла они претерпевают значительные изменения. 
Известно, что при брожении сусла на мязге титруемая кислотность ниже.
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чем при сбраживании сусла без мязги. До настоящего времени это припи­
сывали тому, что кожура и гребни адсорбируют кислоты. Приведенные 
выше данные показывают, что на уменьшение титруемой кислотности 
сусла в мязге в процессе брожения влияет действие специфических фер­
ментов — дегидрогеназ.
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