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Изучена возможность ферментативного окисления сульфопроизводных ди- и триариламинов пе-
роксидом водорода в присутствии пероксидазы хрена (ПХ). Показано, что продукт ферментативно-
го окисления трифениламин-4-сульфоната натрия (ТФАС) является более устойчивым по сравне-
нию с дифениламин-4-сульфонатом натрия. Исследовано влияние различных факторов (природы
буферных растворов, концентраций реагентов, а также присутствия в реакционной среде катион-
ных комплексов Ir(IV) и Rh(III)) на скорость окисления ТФАС. Изучены кинетические закономер-
ности реакции ферментативного окисления ТФАС и оценены кинетические параметры (kкат, Km),
сделано предположение о механизме активации процесса в присутствии каталитически активных
комплексов Ir(IV) и Rh(III). Показана возможность аналитического применения реакции фермен-
тативного окисления ТФАС для определения ПХ (5.0 × 10–2 нМ), пероксида водорода (0.6 мМ) и ка-
тионных комплексов Ir(IV) (5 нМ) и Rh(III) (60 нМ).
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Ферментативные методы анализа, основан-
ные на измерении скорости химических реакций,
катализируемых ферментами, − широко распро-
страненный инструмент аналитической химии
[1, 2]. Это обусловлено рядом преимуществ фер-
ментативных реакций, включая высокую ско-
рость, специфичность, возможность проведения
в водных растворах. Накопленные к настоящему
времени теоретические знания и практический
опыт работы, возможность подбора компонентов
и условий проведения ферментативных реакций
с учетом поставленной задачи лежат в основе их
применения при определении широкого круга
неорганических и органических веществ в объек-
тах окружающей среды, медицине, пищевой и
фармацевтической промышленности, при кон-
троле микробиологических и биохимических
процессов.

Особое место среди ферментов занимает пе-
роксидаза из корней хрена (ПХ). Высокая катали-
тическая активность и стабильность ПХ, ее суб-
стратная специфичность лежат в основе широко-
го применения фермента в различных форматах
био- и иммунохимического анализа, а также в ка-

честве распознающего элемента при разработке
биосенсоров [3–6]. Уникальная структура ПХ,
которая является гликопротеидом, состоящим из
полипептидной цепи, формирующей двухдомен-
ную глобулу, и гемовой простетической группы с
атомом железа между доменами, определяет воз-
можность прямого взаимодействия фермента с
ароматическими донорными молекулами [6–8].
Измерение оптического сигнала методами фото-
метрического, хемилюминесцентного, флуорес-
центного анализа при изучении взаимодействий
ароматических соединений с ПХ широко исполь-
зуется для определения активности ПХ, а также
при определении широкого круга субстратов и
эффекторов фермента [4, 9–14].

Среди хромогенных субстратов ПХ определен-
ного внимания заслуживают ароматические ами-
ны, для которых характерно образование ярко
окрашенных продуктов ферментативного окис-
ления, что дает возможность проводить прямое
определение активности ПХ. Наиболее извест-
ными представителями хромогенных субстратов
этого класса соединений являются коммерчески
доступные 3,3',5,5'-тетраметилбензидин (TMБ) и
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3,3'-диаминобензидин, а также о-дианизидин,
о-фенилендиамин, о-толуидин. Использование
реакций на их основе позволяет реализовать вы-
сокочувствительные методики определения ПХ,
однако возможность неспецифического окисле-
ния субстратов в присутствии различных окисли-
телей существенно ограничивает область их при-
менения [15]. В плане расширения возможностей
спектрофотометрического определения ПХ пер-
спективными являются реакции окисления про-
изводных ди- и триариламинов, которые характе-
ризуются более высокой специфичностью по
сравнению с первичными ароматическими ами-
нами. При этом продукты окисления третичных
ариламинов характеризуются большей устойчи-
востью и высокими коэффициентами молярного
поглощения по сравнению с первичными и вто-
ричными ариламинами. Ранее нами показана
[16] перспективность применения реакции окисле-
ния трифениламин-4-сульфоната натрия (ТФАС),
включенного в состав полимерной пленки поли-
уретана, пероксидом водорода для определения
ПХ. Однако детального изучения реакции окис-
ления ТФАС в растворе и кинетических законо-
мерностей процесса не проводили.

Цель данной работы состояла в изучении ки-
нетических закономерностей реакции фермента-
тивного окисления ТФАС в присутствии ПХ и
оценке их аналитических возможностей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и методы. В работе использовали

трифениламин (ТФА) (Sigma-Aldrich, 98%), ди-
фениламин-4-сульфонат натрия (ДФАС, Россия,
ч.д.а.), ПХ (Sigma, ~150 усл. ед./мг), 2,2–азино-
бис(3-этилбензтиазолин-6)-сульфоновую кисло-
ту (АБТС, Sigma), ТМБ (Sigma), пероксид водо-
рода (х.ч.), RhCl3 (Merck, 98%), H2IrCl6 ⋅ хН2О
(Merck). Все остальные реагенты, использован-
ные в работе, были квалификации не ниже х.ч

Трифениламин-4-сульфонат натрия синтези-
ровали методом прямого сульфирования ТФА
серной кислотой (ρ = 1.8 г/мл) [17].

Стандартные растворы ДФАС и ТФАС (5.0 ×
× 10–3 М), ПХ (1 мг/мл, ~23 мкМ) готовили рас-
творением точной навески, Н2О2 (1.0 × 10–2 М) –
разбавлением аликвоты в бидистиллированной
воде. Рабочие растворы реагентов готовили раз-
бавлением стандартных растворов непосред-
ственно перед применением. Стандартные рас-
творы H2IrCl6 и RhCl3 (1 мг/мл) готовили растворе-
нием точной навески в НСl (1 М). Каталитически
активные формы Ir(IV) (1.0 × 10–5 М) и Rh(III)
(5.0 × 10–5 М) готовили 3-кратной термообработ-
кой аликвоты стандартных растворов с НСlO4
(конц., 2 мл) до образования влажных солей и пе-
реводили в раствор H2SO4 (1.0 × 10–3 М). Приго-

товленные растворы сохраняли каталитическую
активность в течение трех месяцев.

Спектры поглощения растворов регистриро-
вали на спектрофотометре UV-1800 Spectropho-
tometer (SHIMADZU, Япония) с разрешением
1 нм. Скорость реакции определяли при 680 нм
(молярный коэффициент поглощения продукта
6.7 × 104 М–1 см–1 [9]).

рH растворов измеряли pH-метром pH-150МИ
(Измерительная техника, Москва, Россия) с при-
менением комбинированного электрода ЭСК-
10603/7.

Методика определения пероксидазы хрена. Ре-
акцию окисления ТФАС пероксидом водорода в
присутствии ПХ проводили по следующей мето-
дике. В стеклянную пробирку вводили последо-
вательно рассчитанное количество Н2О (суммар-
ный объем – 5 мл), 0.5 мл H2SO4 (1.0 × 10–3 M),
ТФАС (0.3 мл, 1.0 × 10–3 М), ПХ (5–300 мкл,
60 нМ), Н2О2 (0.5 мл, 1.0 × 10–2 М), Ir(IV) (25 мкл,
1.0 × 10–5 М)/Rh(III) (25 мкл, 5.0 × 10–4 М) при
комнатной температуре. Начало реакции соот-
ветствовало добавлению пероксида водорода.
Для построения градуировочной зависимости оп-
тическую плотность при 680 нм регистрировали
через 110 с после начала реакции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Реакция ферментативного окисления дифенил-

амин-4-сульфоната натрия и трифениламин-4-
сульфоната натрия пероксидом водорода. ДФАС и
ТФАС не окисляются Н2О2 в широком диапазоне
кислотности среды, в то же время добавление ПХ
приводит к появлению ярко окрашенных форм в
слабокислых растворах H2SO4 (рН 2.5–4.5). Сле-
дует отметить довольно высокую кислотность
среды изучаемой реакции, которая не является
оптимальной для каталитического действия ПХ.
Однако депротонирование окисленных форм
ТФАС приводит к исчезновению окраски в рас-
творах с меньшей кислотностью.

Важно отметить высокую устойчивость ТФАС
к окислителям в слабокислой среде. При рН > 1
реагент не окисляется целым рядом окислителей
(NH4VO3, NaNO2, KBrO3, KIO3, NaIO4, FeCl3) как
в отсутствие, так и в присутствии ПХ.

Продукты ферментативного окисления ДФАС
характеризуется полосами поглощения при 430 и
540 нм (рис. 1), соответствующими сульфопроиз-
водным катион-радикала (ДФБ•+) и дикатиона
(ДФБ2+) дифенилбензидина. С течением времени
наблюдается исчезновение длинноволновой по-
лосы поглощения и полное исчезновение окрас-
ки раствора. Спектр поглощения окисленной
формы ТФАС характеризуется высокоинтенсив-
ной полосой при 680 нм, соответствующей образо-
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ванию сульфоната дикатиона тетрафенилбензиди-
на (ТФБ2+), а также низкоинтенсивной полосой
~970 нм. Яркая окраска раствора сохраняется в те-
чение 5–10 мин, устойчивость ТФБ2+ зависит от
условий протекания реакции. Трансформация
спектра − снижение интенсивности при 680 нм,
появление новой полосы при 480 нм и увеличе-
ние интенсивности при 970 нм − позволяет пред-
положить протекание побочных реакций, приво-
дящих к образованию бесцветного сульфоната
катион-радикала тетрафенилбензидина ТФБ•+.
Последовательное образование ряда окисленных
форм ТФАС хорошо согласуется с известными
закономерностями окисления ариламинов.

Таким образом, ТФАС можно рассматривать
как альтернативный субстрат для ПХ, устойчи-
вый к действию широкого круга окислителей.
При этом реакция окисления ТФАС пероксидом
водорода в присутствии ПХ позволяет получить
аналитический сигнал в длинноволновой области
спектра с высоким молярным коэффициентом
поглощения. Однако применение этой реакции в
аналитических целях требует поиска условий ста-
билизации продукта окисления ТФАС. В связи с
этим изучено влияние различных факторов на
скорость реакции окисления ТФАС.

Влияние условий на реакцию окисления трифе-
ниламин-4-сульфоната натрия пероксидом водоро-
да в присутствии пероксидазы хрена. Порядок сме-
шивания реагентов несущественно влияет на ин-
тенсивность и устойчивость аналитического
сигнала, однако наиболее воспроизводимые ре-
зультаты получали при смешивании растворов в
следующей последовательности: реагент, ПХ,
окислитель. Установлено, что состав буферного
раствора существенно влияет на скорость окисле-
ния ТФАС в присутствии ПХ. Реакция практиче-
ски не протекает в цитратно-фосфатном (0.01 М,
рН 4) буферном растворе, скорость реакции низ-

кая в ацетатном (0.01 М, рН 4–5) и НСl–глицин
(рН 4) буферных растворах. Сильное влияние
природы буферного раствора на скорость фер-
ментативного окисления ТФАС, вероятно, обу-
словлено поляризующим действием анионов на
устойчивость интермедиатов и продуктов окисле-
ния ТФАС.

Наиболее интенсивную окраску продукта
окисления ТФАС и относительно устойчивые во
времени продукты окисления наблюдали в слабо-
кислых растворах серной кислоты. Использова-
ние H2SO4 позволяет проводить измерения при
постоянных значениях рН (±0.1) для серии рас-
творов с постоянными концентрациями ТФАС и
пероксида водорода. Следует отметить, что H2SO4
является оптимальной средой и для реакции ка-
талитического окисления ТФАС периодат-иона-
ми [17, 18].

Показано, что интенсивность сигнала и устой-
чивость иона ТФБ2+ максимальны при концен-
трации H2SO4 5.0 × 10–5−2.0 × 10–4 М (рис. 2а),
концентрацию H2SO4 1.0 × 10–4 М выбрали в ка-
честве оптимальной и использовали в дальней-
шей работе.

Зависимость аналитического сигнала от кон-
центрации H2O2 имеет вид кривой с насыщением,
которая достигает максимума при концентрации
5.0 × 10–4 М (рис. 2б), использование концентра-
ции окислителя 1.0 × 10–3 М позволяет получить
более стабильный аналитический сигнал. Таким
образом, реакция окисления ТФАС протекает
при более высоких концентрациях окислителя по
сравнению с другими ариламинами.

Увеличение концентрации ТФАС в диапазоне
(0.3−1.8) × 10–4 М позволяет получить аналитиче-
ский сигнал, который стабильно увеличивается в
течение 10 мин и зависит от концентрации ПХ
(рис. 2в). Скорость реакции линейно зависит от

Рис. 1. Спектры поглощения дифениламин-4-сульфоната натрия (ДФАС) и трифениламин-4-сульфоната
натрия (ТФАС) при их окислении пероксидом водорода в присутствии пероксидазы хрена (ПХ): ДФАС/ТФАС − 6.0 ×
× 10–5 М, ПХ – 3.0 × 10–9 М, H2O2 − 5.0 × 10–3 М, H2SO4 −1.0 × 10–3 М, t = 40 с.

0.20

0.15

0.10

0.05

0

2.0

1.5

1.0

0.5

0
350 450 550 650 750

ДФАС
ТФАС

�, нм

О
пт

ич
ес

ка
я 

пл
от

но
ст

ь



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 8  2022

КИНЕТИЧЕСКИЕ И АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 751

концентрации реагента при фиксированной кон-
центрации ПХ.

При выбранных концентрациях (Н2О2 − 1.0 ×
× 10–3 М, ТФАС − 1.8 × 10–4 М, H2SO4 − 1.0 × 10–4 М)
интенсивность полосы поглощения ТФБ2+ ли-
нейно зависит от концентрации ПХ до 5.0 нМ,
что позволяет использовать реагент для количе-
ственного определения активности фермента.
Определение ПХ при выбранных условиях харак-
теризуется высокой воспроизводимостью резуль-
татов (n = 3, sr ≤ 5%). При более высоких концен-
трациях ПХ увеличиваются скорости как целевой
реакции, так и побочных процессов, что приво-
дит к снижению воспроизводимости результатов
определения ПХ.

Ранее окислительно-восстановительные свой-
ства ТФАС подробно изучали Муштакова с сотр.
[17, 18]; показана возможность окисления реаген-
та периодат-ионами в присутствии каталитиче-
ски активных форм металлов платиновой группы
в слабокислых средах. С другой стороны, извест-
ным фактом является возможность влияния пе-
реходных металлов на реакции окисления орга-
нических субстратов в присутствии ПХ [12]. Эти
данные послужили предпосылкой для изучения
влияния ионов переходных металлов на скорость

реакции пероксидазного окисления ТФАС пе-
роксидом водорода. Установлено, что использо-
вание каталитически активных катионных форм
Ir(IV) и Rh(III) позволяет существенно увеличить
(до 60%) чувствительность реакции ТФАС
(рис. 2г), а также стабильность и воспроизводи-
мость системы. Для установления возможных
причин стабилизации ТФБ2+ каталитически ак-
тивными формами Ir(IV) и Rh(III) изучены кине-
тические закономерности протекания реакции
окисления ТФАС пероксидом водорода в присут-
ствии ПХ.

Кинетические закономерности реакции фермен-
тативного окисления трифениламин-4-сульфоната
натрия. Для расчета кинетических характеристик
реакции использовали модель Михаэлиса−Мен-
тен. Зависимость начальной скорости реакции
(v0) от концентрации ТФАС в двойных обратных
координатах при различных концентрациях
Ir(IV) и Rh(III) показана на рис. 3.

Полученные зависимости использовали для
расчета кинетических параметров процесса −
“числа оборотов” (kкат) и константы Михаэллиса
(Km) согласно эмпирическим уравнениям (1) и
(2), которые отражают зависимость констант от

Рис. 2. Влияние концентрации H2SO4 (а) и H2O2 (б) на оптическую плотность продукта окисления трифениламин-4-
сульфоната натрия (ТФАС) при 680 нм: ТФАС − 0.18 мМ, пероксидаза хрена − 3.6 нМ (а) и 1.2 нМ (б), Н2О2 −1.0.мМ
(а), H2SO4 −0.1 мМ (б), t − 60 с (а) и 100 с (б). Кинетические кривые реакции ферментативного окисления ТФАС при
различной концентрации ТФАС (в); в отсутствие (1) и в присутствии каталитически активных форм Ir(IV) (0.2 мкМ,
2) и Rh(III) (0.5.мкМ, 3) (г): ТФАС – 0.18 мМ, ПХ − 1.8 нМ, Н2О2 − 1.0 мМ, H2SO4 − 0.1 мМ.
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концентрации каталитически активной формы
Ir(IV)/Rh(III) [19]:

(1)

(2)

Значения kкат и Km, а также νmax определяли на
основании анализа зависимостей ν0 от [ТФАС] в
двойных обратных координатах, с последующим
расчетом коэффициента (степени) активации α,
характеризующего увеличение кинетического па-
раметра в присутствии 1 моль/л активатора.

Полученные значения кинетических парамет-
ров (табл. 1) хорошо согласуются с данными [20].
Значения коэффициента активации (α) свиде-
тельствуют об увеличении количества циклов пе-
роксидазного окисления ТФАС в присутствии
Ir(IV) и Rh(III) (из расчета на 1 моль/л активато-
ра) и, вероятно, связаны с возможностью увели-
чения эффективности протекания лимитирую-
щей стадии процесса – образования промежуточ-

[ ]( )a 1
кат кат 01 ,  c ,k k A −= + α

[ ]( )а
кат m 01 ,  M.K K A= + α

ного продукта окисления катион-радикала
ТФАС•+:

Аналитическое применение реакции окисления
трифениламин-4-сульфоната натрия пероксидом
водорода. Относительно высокая стабильность
ТФБ2+ в присутствии каталитически активных
форм Ir(IV) и Rh(III) и наличие линейных участ-
ков зависимостей аналитического сигнала от
концентраций ПХ, Н2О2, а также каталитически
активных форм Ir(IV) и Rh(III) дает возможность
применять данную реакцию для различных це-
лей. Аналитические характеристики методик на

2 2 2 ОхН О ПХ Н О + ПХ ,+ →
•+

ОхПХ + ТФАС ТФАС ПХ,+↔

( ) ( )
( ) ( )

ОхПХ + Ir IV /Rh III
ПХ + Ir IV */Rh III *,

↔
↔

( ) ( )
( ) ( )•+

ТФАС+ Ir IV */Rh III *

ТФАС + Ir IV /Rh III .

↔
↔

Рис. 3. Зависимость ν0 от концентрации трифениламин-4-сульфоната натрия в двойных обратных координатах в от-
сутствие (1) и в присутствии (2–4) каталитически активных форм (а) Ir(IV) (2 − 0.05, 3 − 0.10, 4 − 0.20 мкМ) и
(б) Rh(III) (2 − 0.50, 3 − 5.0 мкМ): ПХ − (а) 1.2 нМ и (б) 1.8 нМ, Н2О2 − 1.0 мМ, H2SO4 − 0.1 мМ.
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Таблица 1. Кинетические характеристики пероксидазного окисления трифениламин-4-сульфоната натрия при
20°С при различных концентрациях каталитически активных форм Ir(IV) и Rh(III)

Концентрация 
катализатора, 

мкМ
Vmax × 10–5, М/c Km × 10–4, M kcat × 104, с–1 α (kcat) × 10–4, М–1 α (Km) × 10–4, М–1

ПХ − 1.2 нМ, Н2О2 − 1.0 мМ, H2SO4 − 0.1 мМ, катализатор − иридий
0 0.005 0.1 0.4 – –
0.05 0.008 0.2 0.7 1.2 1.1
0.10 0.070 0.8 5.7 12.3 12.7
0.20 0.157 1.8 13.3 15.0 15.0

ПХ – 1.8 нМ, Н2О2 − 1.0 мМ, H2SO4 − 0.1 мМ, катализатор – родий
0 0.012 0.1 1.0 – –
0.50 0.100 0.9 8.5 15.0 13.0
5.0 0.187 1.0 15.8 3.0 3.0
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основе реакции окисления ТФАС пероксидом
водорода представлены в табл. 2.

Сравнили аналитические характеристики
определения ПХ с использованием реакций
окисления ТФАС и коммерчески доступных
АБТС и ТМБ. Реакции пероксидазного окисле-
ния АБТС и ТМБ (0.1 мМ) проводили в Na-аце-
татном буферном растворе (0.1 М, рН 5.0), начало
реакции инициировали добавлением раствора пе-
роксида водорода (0.1 мМ). Полученные данные
показывают, что аналитические характеристики
предложенной нами методики в выбранных усло-
виях лишь незначительно уступают характеристи-
кам методики окисления АБТС (5.0 × 10–3–5.0 нМ,
предел обнаружения 1.0 × 10–3 нМ) и сопоставимы
с таковыми для методики окисления ТМБ (5.0 ×
× 10–2–5.0.нМ, предел обнаружения 2.0 × 10–2 нМ).
Кроме того, субстрат ТФАС устойчив к действию
окислителей различной природы.

* * *

Таким образом, показана возможность ис-
пользования ТФАС в качестве альтернативного
субстрата ПХ для различных областей примене-
ния. ТФАС соответствует требованиям, предъявля-
емым к субстратам для ферментативных методов
анализа, а именно имеет определенный состав про-
дукта окисления, характеризуется высоким моляр-
ным коэффициентом поглощения в длинноволно-
вой области спектра, хорошо растворим в водных
растворах [21]. В то же время существенным отли-
чием ТФАС является его устойчивость в присут-
ствии широкого круга окислителей.

Впервые изучены кинетические закономерно-
сти пероксидазного окисления ТФАС перокси-
дом водорода в присутствии каталитически ак-
тивных форм Ir(IV) и Rh(III), которые позволили
объяснить их активирующее влияние и предпо-
ложить механизм реакции.
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