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ВЛИЯНИЕ БЕСКОНТАКТНОЙ ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКОЙ АКТИВАЦИИ 
НА ВОДНЫЕ РАСТВОРЫ НЕКОТОРЫХ БЕЛКОВ 
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Исследовано	влияние	бесконтактной	электрохимической	активации	на	растворы	бычьего	сывороточно-
го	альбумина,	пероксидазы	из	корней	хрена	и	аспартатаминотрансферазы.	Обнаружено	уменьшение	интен-
сивности	флуоресценции	и	увеличение	светорассеяния	растворов	бычьего	сывороточного	альбумина	при	
длительной	активации,	обусловленное	агрегацией	белковых	молекул.	Активация	растворов	аспартатамино-
трансферазы	и	пероксидазы	приводит	к	некоторому	увеличению	их	активности	в	пределах	4-8		%.	Скорость	
реакции	 пероксидазного	 окисления	 о-фенилендиамина	 нечувствительна	 к	 изменениям	 знака	 и	 величины	
окислительно-восстановительного	потенциала	(ОВП)	реакционной	среды	до	значений	минус	190	мВ.	При	
значениях	ОВП	–	200	мВ	и	ниже	наблюдается	резкое	ингибирование	реакции.
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The	 influence	 of	 non-contact	 electrochemical	 activation	 of	 bovine	 serum	 albumin	 solution,	 horseradish	
peroxidase	and	aspartate	aminotransferase	was	studied.	A	decrease	in	fluorescence	intensity	and	an	increase	in	light	
scattering	of	bovine	serum	albumin	solutions	in	prolonged	activation	caused	by	aggregation	of	the	protein	molecules	
was	observed.	Activating	solutions	aspartate	peroxidase	leads	to	a	slight	increase	in	their	activity	in	the	range	of	
4-8		%.	The	reaction	rate	of	 the	peroxidase-phenylenediamine	oxidation	was	 independent	 to	changes	of	sign	and	
value	of	the	redox	potential	(oRP)	of	the	reaction	medium	up	to	–190	mV.	When	the	oRP	value	was	–	200	mV	and	
below	there	was	a	sharp	inhibition	of	the	reaction.
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Известно,	что	различные	воздействия	на	
воду	приводят	к	изменению	физико-химиче-
ских	 характеристик	 водных	 систем,	 таких,	
как	 рН,	 окислительно-восстановительный	
потенциал,	электропроводность,	диэлектри-
ческая	 проницаемость,	 показатель	 прелом-
ления,	 спектры	 поглощения	 и	 излучения	
и	 др.	 [1,2].	При	 действии	 даже	 таких	фак-
торов,	 как	нагрев	и	 солнечный	свет	 в	 воде	
изменяется	 концентрация	 активных	 форм	
кислорода	 [3].	 Бесконтактная	 электрохи-
мическая	 химическая	 активация	 растворов	
приводит	 к	 значительным	 изменениям	 их	
свойств,	 которые	 выражаются	 либо	 в	 из-
менении	 ОВП	 растворов,	 которое	 носит	
обратимый	 характер,	 либо	 приводит	 к	 не-
обратимым	химическим	превращениям	без	
изменения	ОВП	[4].	При	этом	между	физи-
ко-химическими	свойствами	воды	и	ее	био-
логической	активностью	связь	неоднознач-
ная.	 Более	 того,	 при	 отсутствии	 заметных	
изменений	свойств	воды,	ее	биологическая	
активность	 может	 варьировать	 в	 широких	
пределах.	Морфологические	клеточные	ис-
следования	печени	после	 годичного	потре-
бления	 бесконтактно	 активированных	 вод	
выявили	 ее	 повреждающее	 действие	 [5].	

В	 качестве	 первичных	 мишеней	 действия	
различных	 физических	 факторов	 могут	
быть	белки.	

Целью	 данной	 работы	 было	 исследо-
вание	 влияния	 бесконтактной	 электрохи-
мической	 активации	 (БЭХА)	 на	 растворы	
белков.	В	качестве	объектов	исследования	
были	использованы	растворы	бычьего	сы-
вороточного	 альбумина	 (БСА),	пероксида-
зы	 из	 корней	 хрена	 (ПХ),	 аспартатамино-
трансферазы	(АСТ).

Материалы  
и методы исследования

Активатор	электрический	модель	«Здрава	–	3.3»	
(изготовитель	ОАО	«Дальприбор»,	разработчик	ЗАО	
НИЦ	«Икар»,	Ижевск).	Активатор	«Здрава»	представ-
ляет	собой	емкость	в	виде	полого	цилиндра	вмести-
мостью	3000	мл.	В	 этом	активаторе	реализован	без-
диафрагменный	 способ	 активации.	 Катодом	 служит	
внутренняя	 поверхность	 корпуса	 активатора,	 анод	
выполнен	в	виде	стержня	и	расположен	вертикально	
в	центре	емкости	для	активации.	Особенностью	дан-
ного	 активатора	 является	 постоянство	 значений	 рН	
при	активации.	Бесконтактную	активацию	проводили	
в	пищевых	одноразовых	стаканах	из	полипропилена,	
вместимостью	 100	 мл	 с	 толщиной	 стенки	 не	 более	
0,3	мм.	Стакан	помещали	в	специальный	держатель,	
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держатель	вместе	со	стаканом	погружали	в	водопро-
водную	 воду,	 очищенную	 бытовым	 фильтром	 «Гей-
зер».	 Объем	 воды	 в	 активаторе	 составлял	 3000	 мл,	
объем	раствора	в	стакане	–	50–100	мл.

ОВП	 растворов	 измеряли	 с	 помощью	 иономера	
«Экотест-120»	 (НПП	 «Эконикс»,	 Москва).	 Измери-
тельным	 электродом	 служил	 высокотемпературный	
платиновый	 электрод	 ЭПВ-1ср.,	 (РУП	 «Гомельский	
завод	 измерительных	 приборов»,	 Беларусь);	 в	 каче-
стве	электрода	сравнения	использовали	хлорсеребря-
ный	 электрод	 ЭВЛ-1М3.1	 (РУП	 «Гомельский	 завод	
измерительных	приборов»,	Беларусь).	

Спектры	поглощения	и	флуоресценции,	 а	 также	
светорассеяние	растворов	измеряли	на	спектрофлуо-
риметре	СМ2203	(ЗАО	«Солар»,	Беларусь).	

Реактивы:	 коммерческий	 препарат	 пероксида-
зы	 хрена	 (BBI	 Enzymes,	 ООО	 «ДИАЭМ»),	 эмбрио-
нальная	телячья	сыворотка	(PAA),	о-фенилендиамин	
(ч.д.а.),	перекись	водорода,	37		%	(мед.),	NaH2PO4∙2H2O 
(Panreac,	 PRS),	 Na2HPO4∙12H2o	 (Panreac,	 PRS),	
KNo3	(ч.д.а.,	Реахим) использовали	без	предваритель-
ной	 очистки.	В	 качестве	 растворителя	 использовали	
бидистиллированную	воду.

Растворы	 ПХ	 готовили	 растворением	 фермента	
в	0,01	М	натрий-фосфатном	буфере	(рН=7),	содержа-
щем	0,1	М	нитрат	калия.	Раствор	о-фенилендиамина	
(ФДА)	готовили	путем	растворения	соответствующей	
навески	 в	 96	%	 этаноле,	 рабочий	 раствор	 перекиси	
водорода	получали	путем	разбавления	исходного	рас-
твора	бидистиллятом.	Концентрацию	ПХ	и	перекиси	
водорода	 контролировали	 спектрофотометрически.	
Использовали	 диапазон	 концентраций	 пероксидазы	
хрена,	 где	 начальная	 скорость	 окисления	 субстрата	
прямо	пропорциональна	концентрации	фермента.

Влияние	БЭХА	на	растворы	БСА	оценивали	непо-
средственно	по	изменениям	спектров	флуоресценции	
при	длине	возбуждающего	 света	280	и	300	нм,	 –	на	
растворы	 ПХ	 по	 скорости	 пероксидазного	 окисле-
ния	ФДА.	Скорость	реакции	определяли	по	формуле	
V=(Di	–	Do)/	t,	активность	ПХ	приравнивали	к	V	и	вы-
ражали	в	условных	единицах.	Измерения	оптической	
плотности	проводили	при	длине	волны,	равной	430	нм	
в	одноразовых	кюветах	из	полистирола	с	геометриче-
скими	размерами	10х10х45	мм.	Соотношения	реаген-
тов	выбирали	в	соответствии	с	[6].	К	2,1	мл	0,01	М	Na-
фосфатного	буфера,	содержащего	0,1	М	КNo3	(рН	7),	
добавляли	0,2	мл	5	нМ	раствора	пероксидазы	и	0,1	мл	
0,43	 мМ	 о-фенилендиамина	 в	 96	%	 этаноле	 и	 поме-
щали	 в	 кюветное	 отделение	 спектрофлуориметра	
с	заданной	температурой	22±0,5°С,	добавляли	0,1	мл	
16	 мМ	 раствор	 перекиси	 водорода,	 перемешивали	
раствор	и	начинали	регистрацию	оптической	плотно-
сти	в	автоматическом	режиме	с	интервалом	1	минута.	
Время	измерений	составляло	5-10	минут.	Измерения	
скорости	 реакции	 пероксидазного	 окисления	 ФДА	
проводили	 при	 разных	 значениях	 ОВП	 натрий-фос-
фатного	буфера,	варьируя	время	его	активации.

Изменение	 активности	 АСТ	 проводили,	 ис-
пользуя	 тест-наборы	 «Аспартатаминотрансфераза	
ФС»	(ЗАО	«Диакон	ДС»)	в	соответствие	с	прилага-
емой	инструкцией.	Для	повышения	точности	опре-
делений	время	регистрации	оптической	плотности	
было	 увеличено	 до	 10	 минут.	 Активность	 АСТ	
рассчитывали	 по	 формуле:	 А=1745х(D0-D10),	 где	
D0	и	D10	-оптическая	плотность	раствора	в	нулевой	
момент	времени	и	спустя	10	минут	соответственно,	
1745	–	фактор	пересчета	для	выражения	активности	
АСТ	в	Е/л.	

Результаты исследования  
и их обсуждение

Известно,	 что	 процессы	 электрохими-
ческой	 активации	 воды	 сопровождается	
изменениями	 физико-химических	 свойств	
растворов.	В	частности,	окислительно-вос-
становительный	потенциал	католита	испы-
тывает	 сильный	 сдвиг	 в	 сторону	 отрица-
тельных	 значений	 [1].	Существует	мнение,	
что	 низкие	 значением	 ОВП	 католита	 об-
условлены	 его	 восстановительными	 свой-
ствами	[1].	Однако	установлено,	что	католит	
дистиллированной	 воды	 не	 восстанавли-
вает	 феррицианид	 калия	 и	 5,5’-дитиобис-
(2-нитробензойную	 кислоту)	 [7],	 растворы	
сильных	окислителей	при	активации	могут	
иметь	 отрицательные	 значения	 ОВП	 без	
утраты	ими	окислительных	свойств	[4],	а	от-
рицательные	значения	ОВП	на	платиновом	
электроде	не	отражают	восстановительные	
свойства	активированных	растворов	[8].	

При	контактной	электрохимической	ак-
тивации	 (электроды	 погружены	 в	 раствор)	
наряду	с	активацией	происходят	и	химиче-
ские	превращения	в	системе.	Для	того	что-
бы	 минимизировать	 химические	 реакции	
в	 исследуемой	 системе,	 использовали	 бес-
контактную	активацию.	При	бесконтактной	
активации	в	качестве	«активатора»	исполь-
зуют	 электрохимически	 активированную	
жидкость.	 В	 настоящее	 время	 бесконтак-
тно	 активированные	 растворы	 исследова-
ны	мало,	природа	БЭХА	не	ясна,	а	процесс	
БЭХА	является	слабо	управляемым.

Влияние	 БЭХА	 на	 спектрально-люми-
несцентные	 свойства	 БСА.	 Для	 исследо-
вания	 влияния	 БЭХА	 на	 спектрально-лю-
минесцентные	 свойства	 БСА	 исследуемый	
раствор	 заданной	 концентрации	 помещали	
в	активатор	и	выдерживали	в	нем	заданное	
время.	Кратковременную	активацию	прово-
дили	 в	 работающем	 активаторе	 в	 течение	
1	–	3	часов.	Длительную	активацию	прово-
дили	при	работающем	активаторе	в	течение	
1-3	часов,	затем,	активатор	отключали	и	вы-
держивали	 раствор	 БСА	 в	 активированной	
жидкости	в	течение	15-70	часов.	По	оконча-
нии	 времени	 активации	 измеряли	 спектры	
флуоресценции	 контрольного	 и	 активиро-
ванного	образцов	при	длине	волны	возбуж-
дения	280	нм	и	300	нм	(рис.1),	а	также	све-
торассеяние	растворов.	Выбор	длины	волны	
возбуждения	 был	 обусловлен	 следующими	
обстоятельствами.	Максимум	в	спектре	по-
глощения	 БСА	 лежит	 при	 вблизи	 280	 нм.	
При	возбуждении	λ=280	нм	вклад	в	наблю-
даемую	 флуоресценцию	 раствора	 вносят	
тирозиновые	 и	 триптофановые	 фрагменты	
молекулы	белка,	в	то	время	как	флуоресцен-
ция,	возбуждаемая	светом	300	нм,	обуслов-
лена	остатками	триптофана.
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При	активации	раствора	БСА	с	концен-

трацией	1,6х10-4	г/мл	в	течение	1-	3	часов	
удалось	 достичь	 значений	 ОВП	 -40	 мВ.	
Изменения	в	спектрах	флуоресценции	при	
длинах	волны	возбуждения	280	и	300	нм,	
как	правило,	не	наблюдали.	Однако	в	не-
которых	случаях	наблюдались	обратимые	
изменения	интенсивности	флуоресценции	

активированных	 растворов,	 обусловлен-
ные	 обратимыми	 изменениями	 конфор-
мации	 молекулы	 БСА.	 При	 длительной	
активации	 происходят	 необратимые	 из-
менения	в	спектрах	флуоресценции	и	рас-
сеяния	 растворов,	 причем	 эффект	 БЭХА	
более	выражен	в	растворах	меньшей	кон-
центрации.	

Рис. 1. Спектры флуоресценции исходного (1) и активированного (2) растворов БСА. Длина волны 
возбуждения 280 нм. С=1,275х10-4 г/мл

Таблица 1
Флуоресценция	и	рассеяние	активированных	растворов	БСА	

Образец С,	г,мл Условия	акти-
вации ОВП,	мВ I336/300 I336/280 I700/700

Исходный 8,5х10-4 - 335 21,890±0,076 79,831±0,107 3,687±0,341

БЭХА 8,5х10-4
1час	30	минут	

+ 
18	часов

117 22,413±0,040 80,872±0,192 4,598±0,270

Исходный 1,275х10-4 - 328 3,578±0,004 23,966±0,074 1,857±0,092

БЭХА 1,275х10-4
2	часа	

30	минут	
+	68	часов

181 3,318±0,007 21,735±0,076 4,835±0,126

Исходный 1,615х10-4 - 348 4,390±0,003 27,137±0,069 5,320±0,120
БЭХА 1,615х10-4 2	часа -40 4,444±0,004 27,249±0,066 6,207±0,063
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Фильтрование	 растворов	 БСА,	 подвер-

гнутых	 БЭХА	 через	 шприцевые	 фильтры	
из	PVDF	с	размером	пор	0,45	µm	приводит	
к	уменьшению	светорассеяния	до	величин,	
характерных	для	свежеприготовленных	рас-
творов.	 Полученные	 экспериментальные	
данные	 позволяют	 предположить,	 что	 уве-
личение	 светорассеяния	 активированных	
растворов	 связано	 с	 укрупнением	 частиц,	
обусловленное	 агрегацией	 белковых	 моле-
кул.	

Влияние	 БЭХА	 на	 активность	 АСТ.	
Имеется	патент	США	[9],	в	котором	на	ма-
лых	 группах	 исследуемых	 показано,	 что	
наилучшим	 показателям	 здоровья	 соот-
ветствуют	более	низкие	 значения	ОВП	его	
биологических	жидкостей.	Однако	в	целом	
нет	 однозначных	 данных	 и	 рекомендаций	
относительно	 оптимальных	 значений	ОВП	
внутренней	 среды	 организма.	 Имеющиеся	
в	литературе	сведения	малочисленны	и	про-
тиворечивы.	 Лечебная	 эффективность	 на-
правленного	уменьшения	ОВП	внутренней	
среды	 организма	 доказана	 лишь	 для	 обе-
спечения	радиопротекторного	эффекта	при	
лучевой	нагрузке	[10].

Задачей	 исследования	 было	 определе-
ние	активности	АСТ	при	разных	значениях	
ОВП	исследуемой	сыворотки.	АСТ	катали-
зирует	 обратимый	 перенос	 аминогруппы	
с	 L-аспартата	 на	 α-кетоглатурат	 с	 образо-
ванием	 оксалоацетата	 и	 L-глутамата.	 За-
тем	 оксалоацетат	 в	 присутствие	 малатде-
гидрогеназы	 восстанавливается	 до	 малата	
с	 окислением	 восстановленного	 NADH	
в	NAD.	Скорость	 окисления	NADH	прямо	
пропорциональна	активности	АСТ.	Эмбри-
ональную	 телячью	 сыворотку	 бесконтак-
тно	 активировали	 в	 течение	 1,5	 часа.	 При	
этом	 исходные	 значения	 ОВП=249	 мВ;	
рН=7,31	 изменялись	 до	 ОВП=	 -247;	
рН=7,40.	Далее	 проводили	 параллельные	
определения	 активности	 АСТ	 в	 исходной	
и	 активированной	 сыворотке.	 Зависимость	

оптической	 плотности	 от	 времени	 в	 обоих	
случаях	в	исследуемый	промежуток	време-
ни	является	прямолинейной.	Качественных	
изменений	 при	 активации	 сыворотки	 не	
происходило,	 а	 наблюдалось	 лишь	 некото-
рое	ускорение	реакции,	связанное	с	увели-
чением	активности	АСТ.	

Влияние	 БЭХА	 на	 скорость	 перокси-
дазного	 окисления	 ФДА.	 Оценку	 влияния	
БЭХА	на	 реакцию	пероксидазного	 окисле-
ния	 о-ФДА	 проводили	 двумя	 способами:	
1)	путем	активации	раствора	ПХ;	2)	путем	
проведения	 реакции	 в	 активированном	 бу-
фере.	Реакция	окисления	о-ФДА	широко	ис-
пользуется	в	ферментативном	анализе.	Счи-
тают,	 что	 конечным	 продуктом	 окисления	
о-ФДА	является	2,3-диаминофеназин,	окра-
шенный	в	желто-оранжевый	цвет,	максимум	
поглощения	которого	лежит	при	420-450	нм	
[11].	 Регистрацию	 изменений	 оптической	
плотности	растворов	в	ходе	пероксидазного	
окисления	окисления	о-ФДА	проводили	при	
длине	 волны	 430	 нм.	 Зависимость	 оптиче-
ской	плотности	растворов	при	λ=430	нм	от	
времени,	представляет	 собой	прямую,	 тан-
генс	 угла	 наклона	 которой	 равен	 скорости	
реакции	 окисления	 о-ФДА	 (рис.	2).	 В	 пер-
вом	 случае,	 когда	 активировали	 непосред-
ственно	раствор	ПХ,	наблюдали	небольшое	
ускорение	реакции,	как	и	в	случае	АСТ,	об-
условленное	увеличением	активности	фер-
мента	(рис.	2,	табл.	2).

Во	 втором	 случае,	 скорость	 реакции	
практически	не	зависела	от	значения	окис-
лительно-восстановительного	 потенциа-
ла	 буферного	 раствора	 в	 области	 положи-
тельных	 и	 отрицательных	 значений	 ОВП	
вплоть	 до	 –	 190	 мВ.	 Затем	 наблюдалось	
резкое	падение	скорости	реакции,	которое	
оставалось	 неизменным	 при	 дальнейшем	
понижении	ОВП.	В	таблице	3	представле-
ны	значения	скорости	реакции	пероксидаз-
ного	окисления	ФДА	при	некоторых	значе-
ниях	ОВП.

Таблица 2
Изменение	активности	АСТ	и	ПХ	при	бесконтактной	электрохимической	активации.

Образец Состояние Время	активации Активность
АСТ исходный - 16,55±0,50	Е\л
АСТ активированный 1,5 	17,85±0,57	Е/л
ПХ исходный - 	3,88±0,16	усл.	ед.
ПХ активированный 2 	4,59±0,18	усл.ед
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Рис. 2. Зависимость оптической плотности растворов о-ФДА при пероксидазном окислении 
с участием необработанной (1) и бесконтактно активированной (2) пероксидазы хрена

Выводы:
1.	БЭХА	в	той	или	иной	степени	оказы-

вает	влияние	на	БСА,	ПХ	и	АСТ.
2.	Бесконтактная	 электрохимическая	

активация	в	течение	1-3	часов	не	приводит	
к	заметным	изменениям	спектрально-люми-
несцентных	свойств	растворов	БСА,	агрега-
ции	или	гидролизу	белковых	молекул.	При	
длительной	 активации	наблюдается	 умень-
шение	 интенсивности	 свечения	 и	 увеличе-
ние	светорассеяния	растворов,	обусловлен-
ное	агрегацией	молекул	БСА.	

3.	При	БЭХА	ферментов	ПХ	и	АСТ	на-
блюдается	увеличение	их	активности	в	пре-
делах	4–8	%.

4.	Скорость	 пероксидазного	 окисления	
ФДА	не	зависит	от	ОВП	реакционной	сре-
ды	 (натрий-фосфатного	 буфера)	 вплоть	 до	
значений	 –	 190	 мВ.	 При	 понижении	 ОВП	
до	–	200	и	ниже	наблюдается	резкое	ингиби-
рование	реакции.	
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