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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальное 1-ь проблемы. Никотинамидные коферменты КАД(Р)Ш)

v  C0 NH

Он ОН

IUH(NAD+J , РО(ОН)» ( МА-ОР";

являются ochjbhumh переносчиками электронов и водорода в биологи­

ческих окислительно-восстановительных процессах. В этих реакциях 

происходит обратимый перенос эквивалента гидрид-иона от восстано­
вленного кофермента на подходящий акцептор или от донорного субс­
трата на окисленный кофермент, что сопровождается редокс-превра- 

щениями окисленного и восстановленного коферментов:

Два электрона и протон могут переноситься в разной последо­
вательности: е~, Н+, е“; е“, Н'; Н“, т.е. перенос может быть ра­

дикальным (первые два случая) или гидридным. Выяснение механизма 
этого переноса является одной из фундаментальных задач биооргани­

ческой химии.
Исследования, входящие в диссертацию, выполнены в рамках пла­

нов научных работ отдела химии фотосинтеза Института органической 
химии АН Украины (до 1986 г.) и Інституте биоорганической химии и 

нефтехимии АН Украины, а также Общесоюзной научно-технической про­

граммы ГКНТ 0.69.07 "Разработать и внедрить в практику методы и 
средства диагностики и коррекции нарушений внутренней среды орга­
низма" (Постановление ГКНТ СССР N 655 от 30.10.85).
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Цель работы. Изучение модельных окислительно-восстановитель­
ных реакций с участием никотинамидных коферментов, выяснение меха­
низма переноса протона и электронов в этих реакциях. Дня решения 
этой задачи проведены исследования:

1. Окисление 1,4-дигидропиридинов на активных углях.
2. Разработка модели супероксиддисмутазы с участием активных 

углей и макрогетероциклов.

3. Влияние активных углей на ферментативные реакции (на при­
мере алкогольдегидрогеиазы).

Научная новизна. Впервые исследовано окисление 1,4-дигидропи­
ридинов на активных углях, сопровождаемое окислением этанола. Ак­
цепторной группировкой является положительно заряженная поверх­
ность угля СНН или хинонная группа на поверхности угля АУА.

Показано, что металлокомплексы макрогетероциклов ингибируют 
эти реакции. На основе исследований предложена модель фермента - 
супероксиддисмутазы, уничтожающая супероксид-радикалы, состоящая 
из активного угля СНН и макрогетероциклов.

Изучение алкогольдегидрогеназной реакции на активном угле по­

зволило сделать заключение о том, что активные угли могут воздейс­

твовать на ферментативные реакции в живом организме.
Научно-практическая значимость. Исследование модельных реак­

ций 1,4-дигидропиридинов на гетерогенных катализаторах раздвинуло 

рамки представлений о механизмах этих реакций.Кроме чисто теорети­
ческих достижений, некоторые результат могут представить научно- 
практический интерес. В частности, активные угли могут быть испо­
льзованы для биомиметических реакций 1,4-дигидропиридинов. В свя­
зи с воздействием углей на ферментативные реакции, открываются 
перспективы их использования совместно с дигидроникотинамидами 
для лечения различных заболеваний. Найденная модель супероксидди­
смутазы может найти применение в медицинской практике для устране­

ния супероксид-радикалов, возникающих при различных патологиях.
Апробация работы. По результатам работы сделаны доклады на 

III и ІУ Украинских конференциях по сорбентам медицинского назна­
чения (Днепропетровск, 1985; Донецк, 1988), ХУ Украинской респуб­
ликанской конференции по органической химии (Ужгород, 1986), УІІ 
Всесоюзном совещании "Комплексы с переносом заряда и ион-радика- 

льные соли" (Черноголовка, 1988), ХУ Всесоюзном симпозиуме по ин­
женерной энзимологии (Вильнюс, 1988), III Всесоюзной конференции 
по химии и биохимии макроциклических соединений (Иваново, 1988).
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Публикации. По материалам диссертации опубликованы 13 работ, 

в том числе б научных статей и 7 тезисов докладов.
Объем и структура работы. Диссертация изложена на И9 страни­

цах машинописного текста и состоит из введения, пяти глав, включа­

ющих 5 таблиц и 29 рисунков, выводов и списка литературы, содер­

жащего 121 наименование. Первая глава представляет собой литера­
турный обзор по механизмам окисления 1,4-дигидроникотинамидов. Во 

второй главе изложены методы исследований. В 3-5 главах представ­
лены результаты исследований.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

I. ОКИСЛЕНИЕ 1,4-ДИГИДРОПИРИДШОВ НА УГЛЯХ СНН

І.І. Окисление Ц-бензил-1.4-дигидроникотинамида. Синтетичес­

кие гемо- и энтеросорбенты широко используются в медицинской пра­
ктике для лечения различных заболеваний. Наряду со способностью 

поглощать различные ксенобиотики, они могут катализировать разли­
чные окислительно-восстановительные реакции, а также иммобилизо- 

вывать ферменты. Обладая универсальными лечебными свойствами, уг­
леродные сорбенты влияют на метаболические процессы в различных 

органах, в частности, активируют ряд ферментов энергетического об­
мен, в том числе дегидрогеназ, коферментами которых являются про­
изводные никотинамида.

Для моделирования алкогольдегидрогеназной реакции нами изу­

чено окисление N-бензил-1,4-дигидроникотинамида (ВМАН) на энтеро­
сорбентах типа СКН.

Скорость окисления ВЦАН на угле подчиняется кинетическому 

уравнению первого порядка. Результаты измерений представлены в 
табл.1. По логарифмической зависимости начальных скоростей окис­
ления В»АН от навесок угля определен порядок реакции по углю: 

П=0,5, что типично для гетерогенного каталитического радикально­
цепного механизма.

Наблюдаемая (кажущаяся) энергия активации, рассчитанная по 

данным табл.І, Е = 14 кДк/моль. Процесс окисления В»АН на угле 
не может контролироваться внешней диффузией, т.к. для нее энер­

гия активации меньше 4 - 8  кДк/моль. Предположение о том, что ни­
зкое значение активации определяет диффузионный процесс, следует 

отвергнуть, т.к. для процессов, лимитированных внутренней диффу­

зией, скорость реакции должна быть пропорциональна навеске угля.



Таблица I
Окисление BN АН и этанола на активном угле СНН-К
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[bnahL io3 ,

моль/л
СНН-К, мг

ОО-4J к.Ю2,
-Iмин

. Окислившийся 
этанол, моль/л

- 100 37 _ 0,37
0,5 100 37 6,70 1,77
0,75 100 37 - 2,88
I 100 37 8,40 3,24
I 100 37 8,87 3,74

100 37 6,05 -

I 25 37 3,14 -

50 37 3,58 2,75

I 100 37 9,20 -

200 37 11,70 5,90

I 300 37 16,70 -

I 100 20 6,64 -

I 100 70 15,20 -

I 10 37 - 2,43

I 100 50 16,80 -

Примечания: 50 %-ный этанол ( 8,7 моль/л); фосфатный буфер 0,05 
моль/л, pH 7,55; общий объем 10 мл; газохроматографическое опреде­

ление этанола проводилось через 48 ч после начала реакции; сред­
няя квадратичная ошибка среднего арифметического - 5 1

Вероятно, каталитический и адсорбционный процессы накладываются 
друг на друга. Адсорбционные (поверхностные) процессы проявляются 
и в том,что скорость реакции увеличивается при измельчении угля и 
перемешивании. Большая отрицательная энтропия активации (A S =
= -253 Дк/моль.К), вероятно, означает, что на поверхности угля 

имеется небольшое количество активных центров.

Окисление BNAH на угле сопровождается поглощением кислорода 

и окислением этанола, присутствующего в реакционной смеси в каче­
стве растворителя или специально добавленного в раствор. Из рис.1 
и табл.1 видно, что окисление этанола и скорость поглощения кис­
лорода увеличиваются с повышением концентрации ВЦАН. Скорость по­

глощения кислорода возрастает также с увеличением концентрации 
кислорода или навесок угля (данные не представлены). !Ьк, при вза­
имодействии на угле 3.10“7 моля ВИАН с 3 мл 50 %-ного этанола по-



Рис.I. Кинетические кривые 
поглощения кислорода.

50 %-ный этанол; уголь 100 мл; 

общий объем 3 мл. BNАН, 
моль/л: I - 0; 2 - 1,6. Ю-5;
3 - 2,25. Ю"6; 4 - 3.I0*5.

Для более точного определения окислившегося спирта была про­

ведена реакция в ацетонитриле (ацетонитрил 8 мл; фосфатный буфер 
в воде 0,1 моль/л, pH 7,17 - 8 мл; этанол 0,16 мл; уголь 500 мг; 
37°С). При этом в присутствии ВКАН (I.Ю-^ моль/л) окисляется 
38 % спирта, а в его отсутствие - лишь 15 %. Рассчитано, что в 

присутствии 0,01 % (мол.) ВМАН по отношению к этанолу окисление 

последнего увеличивается в 10 раз, а всего на один моль окисливше­
гося ВНАН окисляется до 3.1(Я моля этанола.

Продуктом окисления ВН АН является четвертичная соль ВнА+, а 
этанол окисляется в ацетальдегид, образование которого доказано 
методом газо-жидкостной хроматографии и элементным анализом полу­

ченного 2,4-динитрофенилгидраэона.
На скорость окисления ВКАН влияют различные добавки. Реакцию 

ингибируют пара-динитробензол и друґие нитросоединения, 2,5-диме- 
тилхинон, орто-нафтохинон, имидазол, ионы железа (III). Реакция 
ускоряется при УФ-облучении, а также в присутствии перекиси водо­
рода, триптофана, триэтиламина. Специфически влияет ацетальдегид, 

добавка которого в начале реакции существенно ее ускоряет и не 

оказывает влияния при введении в развившийся процесс. Ингибитор 
альдегиддегидрогеназы - тетраэтилтиурамдисульфид (антабус) не вли­

яет на окисление дигидропиридина и этанола. Добавки иона Zn^+ в 

глициновом буфере приводят к тому, что наряду с четвертичной 
солью образуется продукт гидратации - І-бензил-6-окси-І,4,5,6- 
тетрагидроникотинамид, поглощающий при 290 нм.

Широко известный активированный уголь - карболен также уско­

ряет совместное окисление ВКАН и этанола.
Приведенные данные о влиянии добавок свидетельствуют о ради­

кальном механизме окисления ВОАН.

глощается 3. І(Г6 моля кислорода.

р -ю ’ па
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Для выяснения вопроса о природе акцепторных группировок на по­
верхности угля изучено окисление ВН АН и этанола на различных сорбен­
тах (табл.2).
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Таблица 2
Окисление BNAH и этанола на различных сорбентах

Марка

сорбента

СОЕ,

мг-
экв/г

Фено­

льные
груп­

пы,
мг-
экв/г

Размер

мезо-
пор,

А°

Удель­
ная
повер­
хность,

м2/г

Поглоще­

ние

°2*
см̂

Время

погло­
щения,
мин

к,Ю2
мин-*

Окис­
ление
эта­
нола,

%

CKH-2M 0,2 0 700-720 1000 1,2.10"1 60 3,28 18

CHH-2Mo k 1,5 0,4 700-720 1000 9,0. Ю-2 180 1,92 28

CKC-3 0,1 0 350 800 I.6.I0-1 200 2,60 24

CKC-3 ок1.4 0,4 350 800 1,1. Ю-1 200 2,57 II

Примечания: Фосфатный буфер - 0,05 моль/л, pH 7,55; уголь - 100 мг; 
37°С. Окисление BNАН и поглощение кислорода: ВИАН - 1,5. Ю-5 моль/л; 
50 Ж-ный этанол; общий объем - 3 мл. Окисление этанола: BNАН — 
І.І0-3 моль/л; 50 55-ный ацетонитрил в воде с добавлением I % этано­

ла; общий объем - 8 мл.

Из табл.2 видно, что поглощение кислорода и окисление BNAH и этано­
ла мало зависят от марки угля: окисленные и неокисленные угли ката­

лизируют реакцию примерно одинаково. Это означает, что в катализе 
участвуют определенные, одинаковые для различных углей участки.

1.2. Окисление 1.4-дигидроникотинамидоБ Феррицианид-ионом на 
угле. Изучение реакции окисления BNAH феррицианид-ионом на угле от­
вечает на вопрос о лимитирующей стадии реакции. Обычно окисление 
дигидроникотинамидов феррицианид-ионом протекает по уравнению:
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Эта реакция подчиняется кинетическому уравнению второго поря­

дка (по ВЦАН и феррицианид-иону). Однако, окисление на угле имеет 
свою особенность: наблюдается только первый порядок (по ВЦАН),т.е. 

скорость реакции не зависит от концентрации феррицианид-иона 

(табл. 3).

Таблица 3

Окисление ВЦ АН феррицианид-ионом на активном угле

[ВНАН]Х 
X І03

рщ]-ю3 Уголь, 

мг
t,°c k. Ю2, _1

мин
[ВЦАНІХ 

X 1СҐ

Ж н-
«

О с
о 

.

Уголь, 
мг

■fc,°c "ЛО2,
-I мин *

моль/л моль/л

I 50 25 3,96 I • 2 100 25 6,08
I I 50 25 3,57 I 4 100 25 6,67
I 2 50 25 3,78 0,5 2 100 25 6,66
I 4 50 25 3,57 2 2 100 25 7,34
0,5 2 50 25 3,59 I - 100 37 7,98
I 2 50 25 4,06 I 2 100 37 8,43
2 2 50 25 4,26 I - 200 37 14,00
I 100 25 6,30 I 2 200 37 15,00
I I 100 25 5,77

Примечания: Фосфатный буфер - 0,05 моль/л, pH 7,5; 50 £-ныйэтанол;
общий объем - 20 мл.

Помимо гетерогенно-каталитического окисления ВЦАН феррициа­
нид-ионом на угле, имеют место окисление ВЦ АН кислородом и ферри­

цианид-ионом без участия угля. Последняя реакция существенна при 
малых навесках угля.

Вторая важная особенность этой реакции - феррицианид-ион тор­
мозит окисление этанола. В присутствии феррицианид-иона спирта 

окисляется на порядок меньше, чем без феррицианид-иона: соответс­
твенно 0,26 и 3,24 моля (концентрация, моль/л: ВЦАН - I.10*3, 

феррициан ид - 2.10“̂, этанол - 8,7; уголь - 100 мг; общий объем *- 
10 мл; 37°С; 48 ч).

Специфическое действие оказывает феррицианид-ион и на окисле­
ние ЦАД1 на угле: без феррицианид-иона реакция идет крайне медлен­
но и не до конца, а в присутствии феррицианид-иона вначале ускоря­
ется, а затем замедляется.



Независимость скорости окисления BNAH на угле от концентрации 

феррицианид-иона предполагает, что лимитирующей стадией реакции 
является взаимодействие BNAH с поверхностью угля, а не с молекулой 
феррицианид-иона. В случае НАДО этот эффект не наблюдается, очеви­

дно, вследствие меньшей реакционной способности КАДН по сравнению 
с BNAH. Ингибирование окисления НДПН и этанола феррицианид-ионом 
указывает на взаимодействие промежуточных радикальных частиц:

N АДН̂" + * --- *— N АДН +

Fe(CH)63_ + 02т--- —  Fe (СИ ) § г~ + 02
ИАДН+ + Fe(Ctl Jg4 - =*==«=s НАДІ + FefCHJe3-

Ингибирование окисления NАДН избытком феррицианид-иона может быть 
связано со значительным повышением адсорбции феррицианид-иона.

1.3. Окисление эфира Ганча на угле СНН. Использование эфира 

Ганча (2,6-диметил-3,5-дикарбэтокси-1,4-дигидропиридин) на актив­
ных углях открывает возможности для биомиметических синтезов в ки­

слых средах, в которых эфир Ганча, в отличие от других 1,4-дигид­

ропиридинов, не подвергается гидратации.
Эфир Ганча без углей не окисляется кислородом. Типичные усло­

вия опытов: эфир Ганча - (0,25 ♦ 1).10~3 моль/л; ацетатный или фо­
сфатный буфер - 0,05 моль/л (pH соответственно 3,55 и 7,50); 
уголь - 25 - 200 мг; общий объем - 10 мл; 37°С. Окисление эфира 

Ганча на угле протекает по уравнению:

- 8 -

ни

«А°ос7їА гсоосЛ  «Ao°c^4cooctHs
1  і  il Л  + H‘°*-

J I **
H

Эта реакция подчиняется кинетическому уравнению первого поря­
дка. Значение константы скорости, в зависимости от количества уг­
ля, находится в пределах І.ІО-^ - І.ИГ* мин-*. Окисление эфира 

Ганча ускоряется в присутствии перекиси бензоила (молярная доля 
50 - 100 % по отношению к дигидропиридину) в полтора раза. На ско­

рость окисления не влияют добавки феррицианид-иона (молярная доля 
100 - 200 % ). Добавки (мояярная ДОЛЯ І6 - 20 Ї по отношению к 
эфиру Ганча) орто-нафтохинона, 2,5-диметилхинона, триптофана и
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дибенэо-18-крауна-б замедляют окисление эфира Ганча соответствен­

но в 2; 4; 2 и 1,3 раза.

При рассмотрении механизма окисления I,4-дигидроникотинами- 

дов необходимо ответить на вопросы о природа акцепторной группиро­

вки на поверхности угля и лимитирующей стадии реакции. Можно было 

предположить, ч ї о  первичной стадией реакции является перекос э л е к ­

трона на карбонильную или хиноидную группировку на поверхности со­

рбента. Однако, окисление ВНАН и этанола не зависит от марки угля 

и степени его окисления (табл. 2). Вопрос о природе акцепторных 
групп решается, если исходить из электрохимических представлений 

о поверхности угля, поверхность которого при контакте с воздухом 
заряжается положительно:

+1
+i
'A

Общая схема окисления BNAH на угле имеет вид:

Первая стадия реакции - перенос электрона на положительно за­

ряженную поверхность угля и образование катион-радикала ВЦ АН* - 

является лимитирующей, поскольку скорость окисления BNAH на угле 
не зависит от концентрации феррицианид-иона, на нее влияют тол' to 

концентрация ВМАН и навески угля. Участие пиридиновых радикалов 
в процессе доказывается ингибированием реакции хинонами, нитросо­
единениями и т.д. и ускоряющим действием УФ-облучения, перекиси 
водорода, триэтиламина и др. Триэтиламин, очевидно, способствует 

депротонированию катион-радикала BIAH+, а перекись водорода - об­
разованию сильного окислителя, например, гидроксильного радикала 
ОН*, аналогично реакции Хабера-Вайсса.
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Н2°2 + °2 Т 02 + 0Н‘ + Н0

Супероксид-радикал образуется не только на поверхности угля, 
но и при окислении пиридинильного радикала:

Окисление этанола кислородом протекает по суммарному уравне-

Исходя из окислительно-восстановительных потенциалов кислоро­

да и ацетальдегида (соответственно -0,74 и -0,18 В при pH ?)« су­
пероксид-радикал не может быть окислителем этанола. Таким окисли­

телем является, очевидно, протонированная форма супероксид-ради- 
кала НО2' (Eq = +1,08 В). В цепном механизме окисления этанола 
возможно также участие супероксид-радикала и перекисннх соедине­

ний.

1.4. Окисление ВНАН на угле СКН в присутствии макрогетероцик- 
лов. Макрогетероциклы металлов (мономерные и полимерные фталоциа- 
нины кобальта и марганца, а также галогенсодержащий комплекс коба­

льта тридентатного строения), например,

снижают скорость окисления В»АН. Макрогетероциклы вносились в ре­

акционную смесь в количестве I - 2 % по отношению к массе угля. 
Результаты расчетов констант скорости первого порядка (средняя 
квадратичная ошибка среднего арифметического не превшает 5 %) 

представлены в табл. 4.

ВЛА* + ©2 ВНА+ + 02т

ниго:



ї&блица 4
Скорость окисления BNАН на угле СКН в присутствии макрогетероциклов

- II -

Макроге­ Окисли­ С. Ю4, к. 10, Макроге­ Окисли­ С.І04, к. 10,
тероцикл тель моль/лмин-1 тероцикл тель моль/лмин-*

II
МГЦ

Масса,
мг

N
МГЦ

Масса,
мг

III I KgFe(CK)6 20 1,31

- - °2 2,5 1,47 III 2 KgFe(CN)6 20 1,12
і . 2 °2 2,5 1,13 III 4 H^Fe(CH)6 20 0,71

и 2 °2 2,5 1,28 ІУ 2 %Fe(CII)g 20 1,35

III 2 °2 2,5 1,28 У 2 KgFe(Cli )g 20 1,23

ІУ 2 °2 2,5 1,32 - - H2°2 I 1,79

У 2 °2 2,5 1,40 - - H2°2 2 I, vi
- - Н2°2 4 2,57 - - H2°2 4 1,81

I 2 Н2°2 I 1,65 - - H2°2 20 1,69

I 2 Н2°2 2 1,81 I 2 H2°2 I 0,88
I 2 Н2°2 4 1,93 I 2 H2°2 2 0,94

II 2 Н2°2 I 1,60 I 2 H2°2 4 1,06

ІУ 2 Н2°2 I 1,69 I 2 H2°2 20 0,83

У 2 Н2°2 I 1,69 II 2 H2°2 I 0,98

- - Fe3+ I 1,63 II 2 H2°2 2 1,10
I 2 Fe3+ I 1,29 II 2 H2°2 4 1,06
_ _ Cu2+ 5 2,79 II 2 H2°2 20 1,19

I 2 Cu2+ 5 1,48 III 2 H2°2 I 0,88
• - Cu+ I 1,31 III 2 H2°2 2 1,22
I 2 Cu+ I 1,15 III 2 H2°2 4 1,29

. - - KjFefClOg 20 1,47 III 2 H2°2 20 1,33

I I KgFe(CH )6 20 1,10 ІУ 2 H2°2 I 0,97

I 2 KgFe(CI )g 20 0,98 ІУ 2 H2°2 2 1,29

I 4 KgFe(CII )6 20 0,75 ІУ 2 H2°2 4 1,29

II I ■ 2,5 1,44 ІУ 2 H2°2 20 1,40

II 2 °2 2,5 1,25 У 2 H2°2 I 1,15

II 4 °2 2,5 1,13 У 2 H2°2 2 1,22
У 2 H2°2 4 1,38

Примечания: Концентрация, моль/л: ВИАН - 0,001; фосфатный или глици­
новый буфер - 0,05: pH 7,50: 50 %-ный этанол; общий объем - 10 мл; 
уголь - 0.1 г: §7°С; I..- ИГЛ Со тридентатный; II - полимерный фта- 
лоцианин Со; III - дихлоркооалмфталодаанин; ІУ -‘ фталоцианин Мп ;
У - мономерный фталоцианин Со.
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Из анализа данных, представленных в табл. 4, вытекает, что 

макрогетероциклы в наибольшей степени замедляют окисление ВНАН 
кислородом, несколько меньше - перекисью водорода, ионами Сц. и 

Fe^+ в присутствии кислорода.Металлокомплексы макрогетероциклов 
(массовая доля 2-5 % по отношению к углю) также ингибируют окис­

ление эфира Ганча кислородом (снижение скорости в 1,6-2 раза). 
Самая важная особенность макрогетероциклов в том, что они полнос­
тью выключают сопряженное с дегидрированием 1,4-дигидропиридинов 

окисление этанола.
Понижение скорости окисления ВНАН происходит при сравнитель­

но малых относительно угля добавках макрогетероциклов. Очевидно, 

э т и  соединения блокируют активную поверхность угля И Затрудняют 

адсорбцию дигидропиридинов, вытесняя их с поверхности. Но более 
важно то, ВНАН и продукты его окисления не выключают окисление 
спирта, проходящее, очевидно, через супероксид-радикал. Отсюда 
следует, что макрогетероциклы совместно с углем-функционируют по­
добно ферменту - супероксиддисмутазе:

Сам по себе макрогетероцикл этими свойствами не обладает. Не про­

являет свойств фермента и уголь, но совместно макрогетероцикл и 

уголь разлагают супероксид-радикалы подобно ферменту.

2. ОКИСЛЕНИЕ И -БЕНЗИЛ-1,4-ДИГИДРОНИКОтаШИДА НА 

АКТИВНОМ УГЛЕ АУА

Выбор угля АУА обусловлен его большей доступностью и дешеви­
зной по сравнению с сорбентами типа СНН. Его получают из донецко­
го антрацита путем паро-газовой активации. Уголь АУА может быть



-  ІЗ -

использован в качестве энтеросорбента в медицине и ветеринарии.

Из логарифмических анаморфоз кинетических кривых расходова­
ния BNAH при различных начальных концентрациях ВНАН и навесках 
угля были определены кинетические порядки реакции: по ВНАН - пер­
вый, а по углю - дробный (Л= 0,7). Значения констант скорости 
находятся в доверительном интервале (1,42 і 0,II).10"* мин-*; 
средняя квадратичная ошибка среднего арифметического не превыша­

ет б %. Скорость окисления ВНАН не зависит от pH в интервале зна­
чений 5 - 9,2.

Продуктом окисления ВНАН является четвертичная соль ВНА+. 
Однако, из анализа спектральных данных вытекает, что в каждый 
момент времени.ВНА+ образуется меньше, чем теоретически ожидает­
ся. Исходя из значений молярных экстинкций ВНАН 7300 (355 нм),

2200 (265 нм) и ВНА+ 4300 (265 нм), была рассчитана зависимость 
количества предположительно образуемого ВНА+ от предположительно 
расходуемого ВНАН (рис. 2).

Рис. 2. Зависимость концен­
трации предположительно об­
разуемого ВНА+ от концент­

рации ВНАН.
50 %-ный этанол; фосфат-

0,1 моль/л, pH 7,45; уголь 
АУА - 10(3 мг; общий объем- 
16 мл. ВНАН, моль/л:
0 1. ИГ3; XI,5. ИГ3;
• 2. Ю-3. Прямая-зависи­
мость теоретическая.

Из рис. 2 видно, что в начальный период-превращения ВНАН образу­
ется около 50 % ожидаемого количества ВНА+. Эго отклонение значи­
тельно превшает значение адсорбции ВНА+ на угле (не более 10 % ). 

При дальнейшем окислении ВНАН на угле количество образуемого 
ВНА+ приближается к теоретическому. Отсюда можно сделать вывод, 
что помимо ВНА+ образуются промежуточные продукты, поглощающие в
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той же области спектра.
Характерное отличие от аналогичной реакции на угле СНН - от­

сутствие поглощения кислорода, независимо от условий проведения 

реакции: при высоких (100 - 200 мг) и малых (I - 5 мг) навесках 
угля, за время до 4 ч, в кислой, нейтральной и щелочной среде. Не­
смотря на отсутствие поглощения кислорода, в реакции происходит 
окисление этанола. Так, в растворе с объемной долей этанола 50 %, 

содержащимся над углями АУА (100 мг) в течение 5 суток, не проис­
ходило окисления этанола. Однако, в присутствии BNАН (1.10“ 
моль/л) окислилось приблизительно 6 % спирта, что соответствует 

окислению 0,5 моль/л этанола.
Полученные ценные позволяют выдвинуть гипотезу о механизме 

окисления ВКАН на угле АУА. Поскольку кислород не используется, 
следует предположить, что окислителем BNАН является сам уголь.

Уголь АУА не содержит, в частности, ионов Сц̂+, а после удаления 
содержащихся в нем ионов Fe3+ окисление ВИАН протекает с той же 
скоростью и кислород не поглощается. Очевидно, каталитическую роль 
могут играть хинонные группировки на поверхности угля, легко всту­

пающие в реакции с дигидроникотинамидами и в нашем случае играю­
щие роль первичного акцептора при окислении ВКАН.

Учитывая наличие промежуточного продукта, можно сделать вы­
вод, что реакция протекает в две стадии, напоминающие окисление 

ВКАН феррицианид-ионом и солями меди. Интермедиат, образующийся 
вначале, содержит фрагменты дигидропиридиновой и четвертичной стру­

ктур никотинамида, т.е. является димером. Подтверждением существо­

вания димера в реакции ВКАН с феррицианид-ионом является образова­
ние в равных количествах ВМА+ и продукта гидратации, поглощающего 

при Я90 нм. Образованию димера способствуют недостаток основания 
и достаточно высокая концеї грация реагентов (порядка Ю-^ моль/л). 

Попытки выделить димер были безуспешны.
Продукт гидратации наблюдается также при окислении ВИАН на 

угле АУА, притом тем больше, чем меньше навеска угля. В контроль­

ном опыте (ВКАН + napa-бензохинон без угля) также образуется про­

дукт гидратации. Его образование является, возможно, моделью т.н.
N АДН—X как формы существования КАДН в кислой среде, способной Фер­
ментативно превращаться в КАДН и далее КАД+.

Существование димера становится тем болёе обоснованным, что в 
ь реакционной среде отсутствует окислитель, способный принять эле­
ктроны от пиридинильного радикала. Промежуточный димер имеет кван-
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тово-химическое подтверждение. Очевидно, образование продуктов ре­

акции является следствием диспропорционирования димера:

- N -I
R

Поскольку кислород в реакции не расходуется, то можно предпо­
ложить, что окислителем этанола на угле АУЛ является сам уголь с 
участием пиридинильных радикалов.

Таким образом, использование угля АУА в медицинской практике 
может быть связано не только с его адсорбционными свойствами, но и 
со способностью катализировать окислительные процессы.

3. АЛКОГОЛЬДЕГВДРОГЕНАЗНАЯ РЕАКЦИЯ НА УГЛЕ

На основании того, что модельное соединение BNAH катализирует 
окисление этанола на угле, нами исследовано окисление этого спирта 
в алкогольдегидрогеназной реакции на угле СКН и на угле с иммоби­

лизованной алкогольдегидрогеназой (АДГ):

АДГ ■
СН3СН20Н + НАД*" СН3СНО + ИАДН + Н* .

Ферментативная реакция с иммобилизованной на угле АДГ замед­
ляется по сравнению с обычными условиями, но по мере увеличения 
навесок угля происходит смещение равновесия в сторону образования 
КАЦН и увеличение скорости образования этого кофермента. Уменьше­
ние скорости АДГ-реакции по сравнению с нативными условиями про­
исходит вследствие иммобилизации фермента на угле. Из табл.5 вид­
но, что сорбент несколько увеличивает окисление этанола. Меньшее 

влияние угля на окисление этанола в АДГ-реакиии по сравнению с со­

вместным окислением ВИАН и этанола можно объяснить обратимостью 

ферментативной реакции.
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Таблица 5

АДГ-реакция и окисление НАДН на угле СНН-К

АЖ
*

[»АДЧХ
хю4,м

скн-к, ГЭтанол]*

Апкогольдегидрогеназная
реакция

Окисление НАДН, 
Ю_3 М

мг ХЮ2,М Окисление
ЕШ за 5 ч, 

% (мол.)

Образование

ИАДН, % 
(мол.)

к. ICr, 

мин-*
“£(мол.)

0,1 5 * 0,5 62 16 - -

0,1 5 I 0,5 72 - - -

0,1 5 1.4 0,5 - 57 - -

0,1 5 - 4 12 19 -

0,1 5 I 4 13 - - -

0,1 5 1.4 4 - 60 - -

0,1 5 - 5 23 21 - -

0,1 5 I 5 • 26 - - -

0,1 5 1.4 5 - 61 - -
-- - - 5 - - 0,23 8
- - 0,6 5 - - 0,60 16
- - I 5 - - 1,13 28

- - 1,8 - 5 - - 1,80 40

Примечания: Фосфатный буфер - 0,1 моль/л, pH 7,55; общий объем - 

3 мл; 25°С

В табл. 5 представлены также данные по окислению ПАЛИ на уг­

ле без участия фермента.
Если АДГ не иммобилизована, то наблюдается несколько иная 

картина: с увеличением концентрации НАД4- или этанола ферментатив­

ная реакция ускоряется не только в обычных условиях, но и на угле 
(данные не представлены). При этом наблюдается увеличение количе­

ства и скорости образования восстановленного кофермента. По кине­
тическим кривым образования ИАДН, пользуясь методом Лайнуивера- 

Бэрка, были рассчитаны константы Михаэлиса Кт для ферментатив­
ной реакции как без угля, так и с участием угля, соответственно: 

по »АД*-5,80Л0"4 М и 8,89. КГ4 М; по этанолу - 3.57.І0-2 М и 
2,9.10“2 М. ...... ....... - .

Кинетика образования КАДИ в алкогольдегидрогеназной реакции



с иммобилизованным ферментом зависит от времени протекания реакции 
(рис. 3 и 4).
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Рис. 3. Образование NАДН в АДГ-реакции.
АДГ - 3,33.10 %; концентрация, моль/л: НАД1- - 7,5. КГ3; этанол -

0,33; фосфатный буфер - 5.І0-2, pH 7,55; общий объем - 3 мл;25°С;
I - без угля; 2 - 4 - 0,5; 1,2; 2,2 мг сорбента соответственно.

Рис. 4. Образование ИАДН в АДГ-реакции в зависимости от кон­
центрации этанола при продолжительном протекании реакции.
АДГ - 0,1 концентрация, моль/л: НАД + - 5. Ю-4; фосфатный бу­

фер - 0,1, pH 7,55; общий объем 3 мл; 25°С. I - 4 - без угля; 
этанол, ммоль/л: 1 - 5 ;  2 -25; 3 - 4 0 ;  4 - 50. 5 - 8 - уголь 

1,4 мг; концентрация этанола соответствует 1 - 4 .

При длительном проведении реакции (несколько часов) образова­
ние ИАДН протекает по сложному графическому закону, причем реак­

ция еще больше сдвигается в сторону образования И АДН (рис. 4).
Вследствие обратимости АДГ-реакции, окисление этанола в ней 

на 5 - 10 % меньше, чем в реакции, индуцированной ПАДИ. С помощью 
манометрического и других методов доказано выделение ацетальдеги- 

да в реакции на угле." Точное количество его определить не удалось, 
т.к. ацетальдегид исчезает из сферы реакции, превращаясь в проду­
кты конденсации. Фермент на угле не выполняет альдегиддегидроге- 
назной функции, и возможное появление КАДН в АДГ-реакции не связа­
но ни с ацетальдегидом, ни с продуктами его конденсации. Прямыми 
опытами показано, что альдоль и кротоновый альдегид быстро сорби­
руются на угле, превращаясь в продукты конденсации.

|~ЛНБ В.
і АН Україна і
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Сложный характер кривых образования ИАДН (рис. 4) объясняет­

ся следующим образом: вслед за достижением равновесия в фермента­
тивной реакции происходит медленная химическая стадия окисления 
ИАДН (уменьшение концентрации НАД-); дальнейшее исчезновение ацет- 

альдегида и продуктов его конденсации из сферы реакции приводит к 
возрастанию концентрации ИАДН. Следовательно, благодаря углю АДГ 
работает более продолжительное время по сравнению с обычными усло­
виями, а смещение равновесия увеличивает выход реакции по ИАДН в

4 раза.
Таким образом.показана возможность углей воздействовать на 

ферментативные реакции в живом организме.

ВЫВОДЫ

1. Изучено каталитическое окисление кислородом 1,4-дигидропи- 
ридинов (И-бензил-1,4-дигидроникотинамид, эфир Ганча, ИАДН) на уг­
леродных энтеросорбентах типа СНН. Окисление дигидропиридинов ус­
коряется на угле и усиливается при действии УФ-облучении, в прису­
тствии перекиси водорода, триэтиламина, ацетальдегида, триптофана, 

а при действии нитросоединений, хинонов, имидазола, ионов Fe 

замедляется.
2. Окисление 1,4-дигидропиридинов описывается кинетическим 

уравнением первого порядка (по дигидропиридинам) и дробным (по уг­

лю). Изучение окисления в присутствии феррицианид-иона показало, 
что лимитирующей стадией реакции является перенос электрона от ди­
гидропиридина на поверхность угля.

3. Исследование окисления на разных марках углей показало, 
что акцепторной группой является положительно заряженная поверх­

ность угля.

4. I,4-Дигидро фИДИНы совместно с углем промотируют окисле­
ние этанола, которое осуществляется супероксид-радикалами, возни­
кающими при окислении пиридинильных радикалов кислородом и при ад­

сорбции кислорода на угле.

5. Макрогетероциклы металлов ингибируют окисление дигидропи­
ридинов и сопряженное с ним окисление этанола.

6. Предложена модель фермента супероксиддисмутазы, состоящая 
из активированного угля и макрогетероциклов,, устраняющая суперок- 
сид-радикалы.

7. Окисление И-бензил-1,4-дигидроникотинамида на активном уг­

ле АУА протекает по кинетическому уравнению первого порядка (по
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ВНАН) и дробному - по углю. Несмотря на отсутствие поглощения кис­

лорода, происходит окисление этанола. Сделан вывод, что окисление 
этанола происходит с участие** пиридинильных радикалов.

8. Окислителем BNAH на угле АУА является сам уголь, а именно 
хинонные группировки на поверхности. Оки ленне BNAH протекает п 
участием промежуточного димерного соединения.

9. Продукт окисления этанола в алкогольдегидрогрцазной реак­
ции на угле - ацетальдегид превращается в продукты конденсации, 
что приводит к смещению равновесия ферментативной реакции и увели­
чению выхода реакции по N АДН в 4 раза.

10. Сделан вывод о возможности углей воздействовать на фер­
ментативные реакции в живом организме.
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