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Направления исследований: 
 

1. Изучение кинетики гидролиза пептидов. 
 

2. Изучение кинетики гидролиза эфирных субстратов 
полимерными катализаторами. 

 
3. Количественное изучение гидратации полимеров методом 

миллиметровой спектроскопии. 
 

 
 
 

Лаборатория  Химической кинетики и спектральных 
методов изучения гидратации биополимероов 



1. Изучение кинетики гидролиза пептидов (протеолиз). 

 

NH2-CH(Ri-1)-CONH-CH(Ri-2)-CO- 

E + H2O +  -NH-CH(Ri+1)-CONH-CH(Ri)-CO….NH-CH(Ri-1)-CONH-CH(Ri-2)-CO- 

-NH-CH(Ri+1)-CONH-CH(Ri)-COOH 

  

E 

Фермент-субстратные взаимодействия для  
демаскированного субстрата 
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Физическая составляющая протеолиза – 
демаскирование и разворачивание полипептидной цепи 

Молекулы воды 
в гидратных 
оболочках 

При разворачивании цепи 
происходит демаскирование 
пептидных связей, т.е. 
снимаются стерические 
препятствия для 
ферментативной атаки 

Фермент 
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Изменение ИК-спектров при протеолизе b-
лактоглобулина  трипсином    

4 



Кинетика протеолиза b-лактоглобулина трипсином 
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Уменьшение концентрации b-листов Увеличение концентрации  концевых 
групп (COO-) 



Соотношение  гидролиза и демаскирования  при 
протеолизе b-лактоглобулина трипсином по данным 

ИК-спектроскопии 
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Сдвиг максимума флуоресценции остатка TRP в ходе 
протеолиза b-казеина трипсином  
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Кинетика демаскирования пептидных связей  
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kI=0.0189min-1

kI=0.0244min-1

Протеолиз b-казеина (0.25 г/л) трипсином при 
концентрации фермента 0.00025 г/л (■), 0.0005 г/л 
(▲), and 0.0025 г/л (●), температура 370C, pH 7.9.   

Демаскирование при 
протеолизе b-LG (●) при 
концентрации трипсина 0.005 
г/л и b-CN (■) при концентрации 
трипсина 0.0005 г/л 



Сопоставление кинетики демаскирования и гидролиза 
связей  
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Вычисление  параметров протеолиза в рамках 
двухстадийной схемы 

На первой стадии изначально недоступные для 
ферментативной атаки маскированные 
пептидные связи Bm превращаются в 
демаскированные связи Bd. 

На второй стадии эти связи гидролизуются в 
соответствии со специфичностью, определяемой 
аминокислотной последовательностью:     
   
   
    
 
где kd - константа скорости демаскирования, kh 
(kj)– константа скорости гидролиза 
демаскированных связей, N –  концевые группы 
(COO-, NH3

+). 
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Определение m и kd 
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Соотношение констант скоростей по данным HPLC для 
протеолиза b-казеина трипсином 
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Кинетика протеолиза суммарного казеина 
химотрипсином 
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Определение параметров kh, kd и m. 
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Параметры протеолиза химотрипсином  
Подход Концентрация 

субстрата (g/L) 

kh (min-1) kd (min-1) m 

I 0.4 2.76±0.71 0.044±0.007 0.84±0.04 

I 0.2 0.84±0.38 0.056±0.038 0.51±0.07 

I 0.1 0.81±0.14 0.022±0.010 0.56±0.02 

I Все концентрации 1.22±0.25 0.048±0.010 0.65±0.01 

II 0.4 0.64±0.31 0.061±0.045 0.60±0.04 

II 0.2 0.44±0.16 0.058±0.041 0.51±0.04 

II 0.1 0.42±0.10 0.040±0.024 0.49±0.03 

II Все концентрации 0.45±0.11 0.052±0.025 0.51±0.03 

15 
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CH2CH2SMe  
 

CH2CH(Me)2 
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2. Изучение кинетики гидролиза эфирных субстратов 
полимерными катализаторами. 

Гидролиз эфирных субстратов сополимерами НВКЛ/НВИА 

          (CH2 CH)m
N

N

(CH2 CH)n
N O

Сополимеры N-винилкапролактама и 
N-винилимидазола 

 

NO2

OC(O)C3H7

+    H2O +     C3H7COOH
k

NO2

OH
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Температурная зависимость скорости гидролиза 
сополимером НВКЛ/НВИА(65)-Р 
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3. Количественное изучение гидратации полимеров 
методом миллиметровой спектроскопии. 

Частотный диапазон миллиметровой спектроскопии 

Дальняя ИК 
область Высокочастотная

диэлектрическая 
релаксация  

Миллиметровая 
спектроскопия      
l=1-10 мм 

0.1 cм-1 1 cм-1 

 

10 cм-1 100 cм-1 

30-300ГГц 
0.1-1 TГц (TГц спектроскопия) 

Yu.I. Khurgin, V.A. Kudryashova, V.A. Zavizion, O.V. Betski. Millimeter Absorption Spectroscopy of 
Aqueous Systems, in Adv. Chem. Phys. Series, W. Coffey, Ed., vol. 87, J. Wiley & Sons, New York 
1994, p. 483. 

Vorob’ev M.M. Water mobility around kosmotropic and chaotropic solutes: Absorption spectroscopy in 
the millimeter range, in Water science for food, health, agriculture and environment.  Z .Berk, R.B. 
Leslie, P.J. Lillford, & S. Mizrahi (Eds.) Lancaster & Basel: Technomic Publishing, 2001, p. 59-72. 
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Схема экспериментальной установки  

Генератор 

30-300ГГц 

Волноводная 
линия 

Измеритель-
ная ячейка Полупроводни-

ковый детектор Усилитель Самописец 

I0 I1 

- Используется волноводная техника  

- Нетепловой эффект миллиметрового излучения (1-20 
мВт/см2) 

Г4-156 

УПИ-2 
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Количественное выражение гидратации  

 
где aexp измеренное поглощение раствора -log(I1/I0), 
aH2O вклад водной компоненты k1C1, 
C1 и C2 молярные концентрации воды и растворенного 
соединения, 
k1 коэффициент поглощения излучения чистой водой. 

21
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СN OH aad -
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вода 

Гидратная оболочка 
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Числа гидратации 
природных 

аминокислотH3N+CHRCOO- 
 

Аминокис-
лота  

Боковой 
радикал (R) 

N 

Gly  H -1.3±0.1  

Ala Me  1.9±0.1  

Val  CH(Me)2  6.2±0.2  

Leu  CH2CH(Me)2 

 
7.4±0.2  

Ile CH(Me)Et 
 

8.2±0.2  

Phe CH2Ph  6.5±0.2  

Tyr  CH2C6H4OH-p  5.4±0.1  

Trp 7.1±0.2  

Met CH2CH2SMe  3.9±0.1  

Аминокис-
лота  

 

Боковой радикал (R) N 

Asp  CH2COOH  1.4±0.1  

Glu  CH2CH2COOH 
 

1.4±0.1  

Asn  CH2CONH2  0.8±0.1  

Gln  CH2CH2CONH2  1.9±0.1  

Arg (CH2)3NHC(=NH)NH2  2.5±0.1  

Lys (CH2)4NH2 3.4±0.2  

His 1.9±0.1  

Ser  CH2OH  0.8±0.1  

Thr  CH(OH)CH3  2.2±0.1  

Pro  2.2±0.1  

CH2

N
H

CH2
N

NH

N

COOH

H
H
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Корреляция чисел гидратации и теплоемкостей 
гидратации для природных аминокислот 
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Изменение количества связанной воды при переходах 
клубок – глобула в полимерах 

Молекулы H2O на границе с неполярными 
группами 

клубок 
глобула 

Nклубок –Nглобула >0 



24 

Гидратация гидрофобно-модифицированных 
полимеров 

Зависимость относительного числа 
гидратации N´ от числа атомов 
углерода в неполярных группах в 
расчете на одно звено. ПАМ и 
гидрофобно-модифицированный 
ПАМ: АМ/НМК - ■, АМ/ДДМК - □; 
БСА - ○; хитозан и гидрофобно-
модифицированный хитозан - ●; 
ПНИПАА (клубок) - ▲; ПНИПАА 
(глобула) - ∆. Прямая линия 
соответствует алифатическим 
спиртам (♦). 

0 

0,5 

1 

1,5 

2 

2,5 

3 

3,5 

4 

4,5 

5 

0 2 4 6 8 10 

Число атомов углерода в неполярных группах 

Ч
ис

ло
 ги

др
ат

ац
ии

, N
' 

MeOH 

EtOH 

PrOH 

BuOH 

ПНИПАА 

БСА 

ГМ-ПАМ 

ГМХ 

1

1,5

2

2 2,05 2,1

ГМ-ПАМ 



25 

Гидратация НВКЛ/НВИА сополимеров 
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полимеры ПНВКЛ при 28oC (∆) и при 43oC (▲); сополимеры НВКЛ/НВИА (♦) 1 - 
НВКЛ/НВИА(65)-Р, 2 - НВКЛ/НВИА(65)-НР, 3 - НВКЛ/НВИА(25)-Р, 4 - НВКЛ/НВИА (25)-НР. 
Стрелка соответствует переходу клубок → глобула для ПНВКЛ.  Растворимые (Р) и 
нерастворимые (НР) фракции при 65оС. 



Определение конформационных переходов в 
терагерцовой области (Spectra3000, Bruker)  
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