
73Катализ в промышленности, № 4, 2012

Биокатализ

Введение
Ключевое место в развитии современной био-

молекулярной химии и технологии занимают фер-

менты. Большое разнообразие катализируемых ими 

реакций, доступность ферментов как химических 

объектов, глубокое понимание механизмов действия 

ферментов и возможности варьирования их свойств, 

основанные на современных методах химической 

энзимологии, позволяют использовать ферменты 

для решения многих задач промышленности, сель-

ского хозяйства, экологии, медицины [1].

Широкое использование ферментов как катали-

заторов обусловлено тем, что они позволяют про-

водить процесс в мягких условиях с образованием 

строго специфичных продуктов. Однако их при-

менение осложняется уменьшением стабильности 

и потерей каталитической активности с течением 

времени вследствие того, что конформация актив-

ного центра ферментов легко изменяется под воз-

действием внешних факторов [2]. Для увеличения 

каталитической активности ферментов используют 

вещества, повышающие скорость ферментативной 

реакции — активаторы. Активаторами могут слу-

жить вещества как органической, так и неоргани-

ческой природы, в том числе так называемые хими-

ческие шапероны (специфические лиганды, соли, 

хелатирующие и редуцирующие вещества, полиолы, 

сахара, метиламины, ПАВ, аминокислоты и др.) [3].

Однако в ряде случаев необходимо, напротив, 

снижать каталитическую активность ферментов. 
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Известно, что воспалительные и опухолевые процес-

сы в организме человека в большой степени зависят 

от активности ферментов (в частности, сериновых 

протеаз), что делает актуальным поиск соответству-

ющих ингибиторов [4].

Многие соединения, обладающие активирую-

щей или ингибирующей активностью, являются 

достаточно токсичными, поэтому для регуляции 

ферментативной активности стараются подбирать 

вещества природного происхождения. В числе со-

единений, способных оказывать влияние на катали-

тическую активность ферментов, можно выделить 

соевые изофлавоноиды. Изофлавоноиды — это од-

но из семейств флавоноидов, относящихся к группе 

фенольных соединений. Базовая структура изофла-

воноидов представляет собой два бензольных коль-

ца, связанных через гетероциклическое пирановое 

углеродное кольцо (рис. 1). Соевые бобы содержат 

три вида изофлавонов, встречающихся в четырех 

химических формах, — агликоны, соответствую-

щие им гликозиды и их ацетильные и малонильные 

производные [5—7].

Работы по изучению свойств изофлавоноидов 

направлены преимущественно на оценку измене-

ния активности антиокислительных ферментов ор-

ганизма животных и человека и ферментов, прини-

R1 = OH, H; R2 = H, OCH3

Рис. 1. Базовая структура молекул изофлавоноидов
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мающих участие в развитии раковых опухолей [8]. 

Одна из других сфер исследований, представляю-

щих интерес, — влияние соевых изофлавоноидов на 

индивидуальные ферментные препараты, находя-

щие применение в промышленности и медицине.

Так, в настоящей работе поставлена цель изу-

чить влияние соевых изофлавоноидов на катали-

тическую активность высокоочищенных фермент-

ных препаратов, в частности на степень гидролиза 

дрожжевой РНК панкреатической рибонуклеазой и 

казеината натрия трипсином. Решались следующие 

задачи:

— изучение влияния соевых изофлавоноидов на 

эффективность ферментативных процессов с ис-

пользованием высокоочищенных ферментных пре-

паратов ( на примере рибонуклеазы и трипсина);

— исследование влияния соевых изофлавонои-

дов на стабильность высокоочищенных фермент-

ных препаратов при изменении физико-химических 

параметров среды реакции (рН, температуры);

— разработка кинетической схемы процесса, 

расчет эффективных кинетических констант, опре-

деляющих ход различных стадий процесса. 

Экспериментальная часть

Были использованы следующие препараты. 

Субстраты: Дрожжевая РНК из паприна, полу-

ченная по методике, описанной в [9], с массовой 

долей основного вещества не менее 80 %; Натрий 

казеиновокислый (ЗАО «Вектон») с массовой долей 

основного вещества не менее 85 %.

Ферменты: Рибонуклеаза (РНК-аза) панкреати-

ческая с активностью 14000 ед./мг и Трипсин с ак-

тивностью 10000 ед./мг (ООО «Самсон мед»).

Экстракт соевых изофлавоноидов получали из 

белого лепестка (производство США, массовая 

доля сухих веществ — 93 %, сырого протеина — 

52 %) путем спиртовой экстракции 80 %-м этанолом. 

Полученный спиртовой экстракт упаривали под ва-

куумом до полного удаления спирта, водный кон-

центрат подвергали очистке от примесных белков и 

углеводов, после чего использовали в качестве моди-

фикатора ферментов. Содержание изофлавоноидов 

в полученном растворе определяли по цветной реак-

ции с хлоридом железа(III). Калибровочный график 

был построен по дигидрокверцетину, определение 

оптической плотности проводили при λ = 505 нм.

Для изучения влияния изофлавоноидов на фер-

ментативный гидролиз раствор изофлавоноидов 

вносили в начальный момент времени в различных 

концентрациях. Гидролиз субстратов (исходный 

объем — 20 мл) проводили в термостате при задан-

ных температуре и pH в течение 2 ч с отбором проб 

объемом 1 мл через фиксированные промежутки 

времени после начала гидролиза. При проведении 

предынкубации изофлавоноиды сначала выдержи-

вали с субстратом или ферментом, а затем прово-

дили гидролиз. После отбора к пробам добавляли 

1 мл 50 %-ной трихлоруксусной кислоты для осажде-

ния непрогидролизовавшихся соединений. Пробы 

выдерживали на холоде для формирования осадка, 

после чего осадок отделяли центрифугированием. 

В надосадочной жидкости измеряли содержание 

низкомолекулярной фракции, включающей олиго-

пептиды или олигонуклеотиды в случае гидроли-

за трипсином и рибонуклеазой, соответственно, в 

осадке — высокомолекулярной фракции белка или 

рибонуклеиновой кислоты. Содержание белковых 

веществ в надосадочной жидкости и осадке (пред-

варительно растворенном в 0,1 н NaOH) определяли 

по методу Лоури [10], нуклеиновых компонентов — 

по методу Спирина [11].

Во всех проводимых опытах за контроль прини-

мали активность фермента без добавления изофла-

воноидов. Степень гидролиза субстрата оценивали 

по отношению содержания в пробе низкомолеку-

лярной фракции к общей концентрации субстрата.

Обсуждение результатов

Предварительные исследования, проведенные с 

высокоочищенными ферментами (рибонуклеазой 

и трипсином), показали, что оптимальной концен-

трацией соответствующих субстратов (РНК и казе-

ината натрия) для проведения гидролиза является 

10 г/л, норма внесения фермента составляет 0,2 % от 

массы субстрата, процесс следует проводить в тече-

ние 2 ч. Температурный оптимум для РНК-азы со-

ставляет 65 °С, для трипсина 40 °С; рН-оптимум для 

рибонуклеазы равен 7,5, для трипсина — 8,0. Резуль-

таты исследования процесса гидролиза в указанных 

условиях показали, что максимально достигаемая 

степень гидролиза не превышает 29 % для дрожже-

вой РНК и 25 % для казеината натрия, что является 

недостаточным в промышленных условиях.

На первом этапе исследований изучалось вли-

яние концентрации соевых изофлавоноидов на 

степень гидролиза субстратов, соответствующих 

высокоочищенным ферментам, — РНК и казеина-
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та натрия. Концентрацию изофлавоноидов (ИФ) 

варьировали в диапазоне от 2,4·10–6 до 2,4·10–4 моль/л, 

что соответствует мольным соотношениям ИФ :

: фермент 1 : 34 — 1 : 0,34. Эксперимент проводили в 

оптимальных для каждого фермента условиях, ука-

занных выше.

Из рис. 2 следует, что в случае РНК-азы при 

введении в среду гидролиза ИФ в концентрациях 

от 2,4·10–6 до 2,4·10–4 моль/л выход продуктов гид-

ролиза повышается с увеличением концентрации 

внесенных ИФ, и при концентрации 2,4·10–4 моль/л 

достигает 52 %, что в 1,8 раза превышает контроль. 

В случае трипсина при введении в среду гидролиза 

ИФ во всем исследованном диапазоне концентра-

ций наблюдается снижение степени гидролиза при 

повышении концентрации вносимых ИФ. При кон-

центрации ИФ 2,4·10–4 моль/л степень гидролиза 

падает в 1,7 раза по сравнению с контролем. Полу-

ченные результаты показывают, что соевые изофла-

воноиды способны влиять на каталитическую ак-

тивность как РНК-азы, так и трипсина.

Влияние модификаторов

Известно, что модификаторы могут вступать в фи-

зико-химические взаимодействия как с ферментом, 

так и с субстратом. Для установления возможных ти-

пов взаимодействия в 3-компонентной системе (суб-

страт, фермент, ИФ) были проведены эксперименты 

по изучению взаимодействия в парных системах: 

«фермент — ИФ» и «субстрат — ИФ». Изучение про-

водили путем предынкубации раствора фермента 

или субстрата с ИФ с концентрацией 2,4·10–4 моль/л 

в течение 30 мин при комнатной температуре.

На рис. 3 приведены зависимости степени гидро-

лиза субстратов соответствующими ферментными 

препаратами от времени предынкубации ИФ с фер-

ментом или субстратом.

Анализируя полученные результаты, можно 

заметить, что в случае предынкубации ИФ с фер-

ментами наблюдается падение степени гидроли-

за с увеличением времени предынкубации во всем 

исследованном диапазоне продолжительности 

предынкубации. Это позволяет сделать предполо-

жение, что ферменты образуют с ИФ интермедиат, 

способный катализировать гидролиз субстрата с 

меньшей скоростью, чем свободный фермент. При 

образовании интермедиата часть молекул фермен-

та обратимо взаимодействует с ИФ и не участвует 

непосредственно в ферментолизе, что и приводит к 

снижению его скорости.

Характер зависимости взаимодействия ИФ с 

дрожжевой РНК (рис. 3, а) свидетельствует о том, 

Рис. 2. Влияние концентрации изофлавоноидов на сте-
пень гидролиза РНК (t = 65 °С, рН = 7,5) рибонуклеазой ( ) 
и казеината натрия (t  = 40 °С, рН = 8,0) трипсином (▲)

Рис. 3. Влияние продолжительности предынкубации 
изофлавоноидов (2,4·10–4 моль/л) с ферментом ( ) 
и субстратом (▲) на степень гидролиза РНК при t = 65 °С, 
рН = 7,5 (а) и казеината натрия при t = 40 °С, рН = 8,0 (б). 
Пунктир – активность фермента без добавления изофла-
воноидов
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что в начальный момент происходит образование 

комплекса субстрата с ИФ, обладающего меньшим 

сродством к ферменту, о чем свидетельствует паде-

ние степени гидролиза при малом времени предын-

кубации. С увеличением времени предынкубации 

наблюдается увеличение скорости гидролиза выше 

уровня, достигнутого при добавлении той же кон-

центрации ИФ, но без предынкубации. Это позволя-

ет предположить, что предынкубация с субстратом, 

во-первых, не позволяет образовываться неактив-

ному комплексу фермента с ИФ, во-вторых, обра-

зующийся с течением времени комплекс субстрата с 

ИФ способен вступать в ферментативную реакцию 

с большей скоростью, чем свободный субстрат. При 

времени предынкубации 20 мин конечная степень 

гидролиза достигает 60 %.

Полученные результаты свидетельствуют также 

о наличии взаимодействий между казеинатом на-

трия и ИФ (см. рис. 3, б). Видно, что при времени 

предынкубации 20 мин и более степень гидроли-

за практически достигает уровня контроля (24 %). 

Это позволяет предположить, что казеинат натрия 

способен связывать изофлавоноиды в устойчивый 

комплекс, не позволяя им оказывать ингибирующее 

действие на трипсин. Образовавшийся комплекс 

субстрата с изофлавоноидами способен вступать в 

ферментативную реакцию с той же эффективнос-

тью, что и свободный субстрат.

Модификаторы оказывают влияние на темпе-

ратурный и рН-оптимумы активности ферментов. 

В связи с этим было исследовано влияние температу-

ры и начальной кислотности среды на каталитичес-

кую активность высокоочищенных ферментов в при-

сутствии соевых изофлавоноидов. Соответствующие 

экспериментальные данные приведены на рис. 4, 5.

Видно, что для РНК-азы оптимум рН сдвигается 

в сторону нейтральных значений (рис. 4, а). В случае 

трипсина значение оптимума рН не изменяется, но 

область оптимума заметно сужается (рис. 4, б).

Из представленных зависимостей степени гид-

ролиза субстратов от температуры (рис. 5) следует, 

что добавление ИФ в случае обоих ферментных пре-

паратов приводит к сдвигу оптимума в сторону бо-

лее высоких температур (с 65 до 70 °С для РНК-азы, 

с 40 до 45 °С для трипсина). При этом область опти-

мума для рибонуклеазы расширяется, для трипсина 

Рис. 4. Влияние рН на степень гидролиза РНК рибонук-
леазой (а) и казеината натрия трипсином (б) без изофла-
воноидов ( ) и в их присутствии (2,4·10–4 моль/л) (▲)

Рис. 5. Влияние температуры на степень гидролиза РНК 
рибонуклеазой (а) и казеината натрия трипсином (б) без 
изофлавоноидов ( ) и в их присутствии (2,4·10–4 моль/л) (▲)
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— несколько сужается. Сдвиг температурного опти-

мума для РНК-азы является свидетельством повы-

шения стабильности фермента, так как в свободном 

состоянии при температуре выше 65 °С он начинает 

подвергаться тепловой денатурации. Во всем ис-

следованном диапазоне температур для РНК-азы 

наблюдается общая тенденция увеличения актив-

ности фермента при внесении ИФ, для трипсина 

каталитическая активность в аналогичном экспе-

рименте снижается.

Таким образом, для интенсификации процес-

са гидролиза РНК рибонуклеазой целесообразно 

применять соевые изофлавоноиды, которые макси-

мально повышают скорость ферментативного гид-

ролиза при следующих условиях ведения процесса: 

концентрация ИФ — 2,4·10–4 моль/л; температура 

70 °С; рН 7,0; предынкубация ИФ с субстратом — 

20 мин.

Однако даже в этом случае степень гидролиза не 

превышает 60 %. Одним из приемов, позволяющих 

достичь более высокой степени гидролиза, являет-

ся дробное внесение ферментного препарата. Как 

видно из данных, приведенных на рис. 6, при дву-

кратном введении ферментного препарата без изоф-

лавоноидов степень гидролиза не превышает 40 %, а 

при введении соевых изофлавоноидов в реакцион-

ную среду она достигает 90 %. При этом получаемый 

гидролизат по своим характеристикам отвечает по-

казателям качества, предъявляемым к данному ви-

ду продукции [9].

Кинетическая схема гидролиза 
субстратов в присутствии соевых ИФ

Для объяснения механизма действия соевых 

изофлавоноидов на ферменты необходимо разрабо-

тать кинетическую схему, описывающую процесс 

взаимодействия компонентов системы.

Полученные экспериментальные зависимос-

ти накопления продуктов гидролиза от времени 

имеют типичный для ферментативного гидролиза 

вид. При этом не наблюдается перегибов на кривой 

накопления продуктов гидролиза, что позволя-

ет предположить отсутствие промежуточных суб-

стратных интермедиатов, т.е. процесс расщепления 

идет в одну стадию. Для обоих субстратов (дрожже-

вой РНК и казеината натрия) были проведены се-

рии кинетических экспериментов по зависимости 

начальной скорости от концентрации субстрата в 

области линейной зависимости скорости гидроли-

за от внесенного в среду фермента. Обработка этих 

кинетических кривых, выполненная в координатах 

Лайнуивера—Берка, позволила оценить численные 

значения равновесной константы КS и константы 

скорости образования продукта k1 в качестве основ-

ных параметров гидролиза. 

Однако схема превращений, соответствующая 

классическому уравнению Михаэлиса—Ментен, как 

оказалось, не в состоянии адекватно описать кине-

тические кривые, полученные в ходе дальнейших эк-

спериментов. Как было показано в ходе ранее выпол-

ненных работ [9], данный факт может быть связан с 

протеканием процессов ингибирования фермента. 

Общеизвестно, что в ингибировании фермента-

тивных реакций могут участвовать их продукты, а 

также происходить другие нежелательные превраще-

ния, приводящие к инактивации фермента или фер-

мент-субстратных комплексов. Ранее была проведена 

экспериментальная проверка возможности ингиби-

рования трипсина и РНК-азы продуктами гидролиза 

и исследования по инактивации свободных фермен-

тов в среде реакции [9]. Результаты этих опытов по-

казали, что в случае трипсина основной вклад вносит 

термоинактивация, для РНК-азы же более выражен 

процесс ингибирования продуктами гидролиза.

В ходе проведенных исследований установлено, 

что в кинетической схеме необходимо рассматривать 

не только уравнения, описывающие ферментатив-

ный процесс для чистого фермента, но и описываю-

щие взаимодействие фермента и субстрата с ИФ. При 

этом, как было установлено, образование комплекса 

ИФ с ферментом представляет собой обратимый, но 

Рис. 6. Изменение степени гидролиза РНК (t = 65 °С, 
рН = 7,5) во времени при дробном внесении фермента 
в отсутствие ( ) и в присутствии изофлавоноидов 
(2,4·10–4 моль/л) (▲)
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не равновесный процесс, образование же комплекса 

с субстратом идет необратимо. Также надо учиты-

вать, что ингибирование продуктом и инактивация 

возможны не только для свободного фермента, но и 

для фермента в комплексе с изофлавоноидами.

Исходя из результатов исследований, можно пред-

ложить следующую кинетическую схему процесса:

KS1                k1

S + E ↔ [ES] → P + E; 

Kи                  kин

E + P ↔ [EP]; E → Eн/а; 

 k2                k3

Е + IF → [EIF] → Е + IF; 

KS2                      k4

S + EIF ↔ [EIFS] → P + EIF; 

     kин2

EIF → EIFн/а;

    Kи2 

EIF + P ↔ [EIFP] н/а; 

k5 

S + IF → [SIF]; 

KS3                       k4

SIF + E ↔ [EIFS] → P + EIF,

где S — концентрация субстрата; Е — концентрация 

фермента; Р — концентрация продукта; [ES] — кон-

центрация промежуточного комплекса фермента с 

субстратом, [ЕР] — неактивный комплекс фермента 

с продуктом; Ен/а — инактивированная форма фер-

мента; KS1 — равновесная константа образования 

комплекса фермента с субстратом; Kи — константа 

ингибирования фермента продуктом; k1 — конс-

танта скорости образования продукта; kин — конс-

танта скорости инактивации свободного фермента; 

[IF] — концентрация изофлавоноидов; [EIF], [SIF] — 

концентрация комплексов фермента и субстрата 

с изофлавоноидами; [EIFP]н/а — инактивирован-

ная форма комплекса фермента с изофлавоноида-

ми; [EIFS] — концентрация тройного комплекса 

фермента, ИФ и субстрата; KS2, KS3 — равновесные 

субстратные константы; k2, k3, k4, k5 — константы 

скорости различных этапов превращения; kин2 — 

константа скорости инактивации комплекса фер-

мента с изофлавоноидами; Kи2 — константа инги-

бирования продуктом комплекса фермента с ИФ.

Решение кинетической задачи может быть сведено 

к нахождению значений равновесных констант и кон-

стант скорости для исследуемых серий кинетических 

кривых. Найти их возможно только путем подбора 

численных значений в ходе интегрирования сис-

темы дифференциальных уравнений, отвечающих 

полученной схеме превращений. Данные расчеты 

были проведены с использованием пакета программ 

MathCad. Аналогичные расчеты были проделаны в 

отношении серий кинетических кривых, полученных 

при различных температурах и рН среды. В качестве 

уравнения связи эффективной константы с темпера-

турой использовали уравнение Аррениуса:

kэфф = A0e–E/RT,

где А0 — предэкспоненциальный множитель; Е — 

энергия активации; R — универсальная газовая по-

стоянная; Т — температура, К.

Линеаризация уравнения Аррениуса позволила 

рассчитать энергию активации для различных стадий 

процесса. Для рН-зависимости использовали уравне-

ние специфического кислотно-основного катализа:

kэфф = k*(1 + aH/Ka),

где Ка — константа протонирования фермент-суб-

стратного комплекса; аН — величина активности 

ионов водорода.

В результате расчетов были найдены все значе-

ния эффективных констант, отвечающих приведен-

ной выше схеме превращений. Полученные значе-

ния даны в табл. 1 и 2.

Таблица 1 
Значения эффективных констант и энергий акти-
вации стадий процесса гидролиза РНК РНК-азой 
в присутствии соевых ИФ

Путь
Е, 

кДж/моль
Ка, л/моль k*, c–1

k1 40,6±2,8 (8,20±1,07)·10–5 0,51±0,06

k2 8,4±0,6 (1,27±0,15)·10–4 126,6±1,21

k3 60,2±4,1 (4,16±0,47)·10–4 (5,2±0,41)·10–2

k4 64,5±5,2 (9,44±1,09)·10–5 4,72±0,36

k5 53,3±4,8 (9,60±1,17)·10–5 2,40±0,14

kин1 46,2±3,2 (3,07±0,40)·10–5 (5,7±0,7)·10–4

kин2 78,7±5,7 (1,89±0,19)·10–4 (1,89±0,27)·10–2

KS1 = 0,85±0,07 л/моль; KS2 = 0,10±0,01 л/моль; 
KS3 = 1,00±0,09 л/моль; Kи1 = 0,40±0,04 л/моль; 
Kи2= 0,65±0,05 л/моль.
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Полученную кинетическую схему процесса 

можно использовать для создания алгоритма уп-

равления, под которым понимается математическое 

описание процесса, позволяющее определить выход 

продукта при заданных условиях гидролиза, а так-

же условия его проведения для получения заданно-

го выхода. В условиях реального производства ма-

тематическое описание, естественно, должно быть 

оформлено в виде компьютерной программы.

Разработанная кинетическая схема аналогич-

на схеме, полученной для других модификаторов 

ферментативной активности, — алкилоксибензолов 

(АОБ) [9], из чего можно сделать вывод, что соевые 

изофлавоноиды имеют аналогичный механизм воз-

действия на ферменты.

Выводы

1. Показано, что соевые изофлавоноиды оказы-

вают влияние на каталитическую активность вы-

сокоочищенных ферментных препаратов: в случае 

рибонуклеазы каталитическая активность повыша-

ется, в случае трипсина — понижается. Установлено, 

что соевые изофлавоноиды могут вступать во взаи-

модействие как с ферментом, так и с субстратом.

2. Выявлено, что добавление соевых изофлавоно-

идов к ферментным препаратам оказывает влияние 

на их температурный и рН-оптимумы активности: в 

случае рибонуклеазы происходит сдвиг рН-оптиму-

ма и температурного оптимума, причем последний 

заметно расширяется; для трипсина смещения рН-

Таблица 2
Значения эффективных констант и энергий 
активации стадий процесса гидролиза казеината 
натрия трипсином в присутствии соевых ИФ

Путь
Е, 

кДж/моль
Ка, 

л/моль
k*, c–1

k1 18,0±1,2 (1,05±0,14)·10–5 (1,51±0,12)·10–2

k2 7,4±0,5 (1,11±0,11)·10–5 222,2±2,04

k3 96,0±8,7 (1,08±0,10)·10–5 (1,08±0,17)·10–1

k4 102,2±9,4 (1,46±0,14)·10–4 2,92±0,16

k5 112,1±10,2 (1,20±0,17)·10–5 3,99±0,24

kин1 20,2±2,0 (1,19±0,15)·10–6 (2,30±0,21)·10–4

kин2 76,1±5,2 (9,74±0,87)·10–5 (4,87±0,31)·10–2

KS1 = 0,51 ± 0,04 л/моль, KS2 = 12,5 ± 0,81 л/моль, 
KS3 = 1,30 ± 0,11 л/моль, Kи1 = 0,45 ± 0,05 л/моль, 
Kи2 = 6,67 ± 0,07 л/моль.

оптимума не происходит, температурный оптимум 

смещается в сторону более высоких температур и 

сужается, что свидетельствует об уменьшении ста-

бильности фермента.

3. Показано, что кинетическая схема, ранее раз-

работанная для взаимодействия ферментных пре-

паратов с алкилоксибензолами, адекватно описыва-

ет взаимодействие изофлавоноидов с ферментными 

препаратами. Рассчитаны эффективные константы 

отдельных стадий процесса.
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