Оценка изменения активности каталазы после воздействия ускоренными электронами спектрофотометрическим методом
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Под воздействием ионизирующего излучения в биологических средах образуются активные формы кислорода (АФК). Окислительный стресс, вызванный АФК, приводит к повреждению молекулярных структур не только целевых мишеней радиационной обработки (патогенных микроорганизмов), но и к повреждению молекул объекта облучения, что в случае продукта питания приводит к изменению химического состава, а следовательно текстуры, вкуса и запаха. Таким образом для эффективной радиационной обработки необходим подбор оптимального диапазона доз [1]. 
Одной из форм АФК, является перекись водорода. В организме ее концентрация регулируется ферментом – каталаза, обнаруженным у большинства организмов, разлагающим перекись водорода на воду и кислород [2]. Существенное снижение его активности в результате внешнего воздействия может быть критичным, поскольку избыток перекиси водорода усиливает окислительный стресс, в том числе. 
Для выявления структурных и функциональных изменений растворы каталазы бычьей печени (активность 5000 ед/см2, партия № 08-22, ООО «ЕдаПроф», Россия) облучали ускоренными электронами на ускорителе УЭЛР-25-Т-001 (НИИЯФ МГУ) энергией 1МэВ в дозах 100 Гр и 1000 Гр. 
С помощью спектрофотометра УФ-3000 («ТМ ЭКОВЬЮ», Россия) [3] снимали спектры поглощения растворов каталазы через 10, 20, 30, 40, 60, 120, 180, 300 минут после воздействия ускоренными электронами, а также через сутки после облучения.
В раствор каталазы добавляли 50 мкл 3% H2O2 и в течение 30 минут после добавления снимали спектры поглощения раствора, по которым оценивали количество переработанной перекиси. После чего строились кинетические кривые зависимости относительной оптической плотности раствора на длине волны 240 нм от времени. Полученные зависимости аппроксимировались экспоненциальной функцией, параметры которой сравнивались с параметрами функций зависимости необлученной каталазы разной концентрации.
После облучения в дозе 100 Гр спектр поглощения чистой каталазы в концентрации 0,3 усл.ед. на длине волны 𝜆 =240 нм существенно не отличался от спектра необлученной каталазы (оптическая плотность уменьшилась в 1,1±0,1 раз). Но в концентрации 0,03 усл.ед оптическая плотность уменьшилась в 1,5±0,1 раз; также активность каталазы после воздействия ускоренными электронами, оценённая по параметрам кинетических кривых, снизилась на 43%.
После облучения в дозе 1000 Гр наблюдалось изменение формы спектров облученной каталазы, а также значительное снижение оптической плотности для раствора с концентрацией 0,3 усл.ед. в 2,9±0,1 раз, для раствора с концентрацией 0,03 усл.ед. – в 3,1±0,1 раз. При этом активность каталазы для раствора с концентрацией 0,03 усл.ед. снизилась на 97%.
Изменения ферментативных свойств каталазы, ввиду ее распространённости как фермента, может быть положена в основу выработки биомаркеров действия ускоренных электронов и биодозиметрии для различных продуктов питания, что требует дальнейших целенаправленных исследований.
Исследование было выполнено при финансовой поддержке РНФ в рамках научного проекта №22-63-00075.
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