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Аннотация. Нанотехнологии – это технологии, которые манипулируют с объектами, имеющими харак-
теристические размеры менее 100 нм. В работе в качестве объектов были использованы молекулы фер-
мента пероксидазы хрена (ПХ), имеющие размеры порядка 5 нм, а устройство для их инактивации пред-
ставляло из себя ускоритель электронов, позволяющий получить пучок электронов с энергией 9,7 МэВ. 
Было показано, что при дозе облучения 25 кГр активность этого фермента снижалась практически 
до нуля. Полученные результаты необходимо учитывать в разработке методов стерилизации продуктов 
питания и упаковочных материалов для пищевой и медицинской продукции.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время важной задачей исследований, 
ориентированных на развитие пищевых техноло-
гий, биотехнологии и биомедицины, является раз-
работка методов инактивации патогенных микро-
организмов (таких как бактерии  [1] и  вирусные 
частицы [2, 3]) в продуктах питания [2–6], а также 
стерилизации медицинских устройств и  мате-
риалов  [7]. Опубликованные исследования пока-
зали перспективность использования для  выше-
указанных целей облучения обрабатываемых 
сред (включая упаковочные материалы) ускорен-
ными электронами [5, 6]. Разработанные к настоя-
щему времени устройства для обработки материа
лов ускоренными электронами позволяют дости-
гать энергии электронов порядка 1–10 МэВ. В част-
ности, устройство ТТ1000 (Бельгия) позволяет полу-
чать электронные пучки с  энергией электронов 
на  уровне 7 МэВ  [8], а  устройство отечественного 
производства TEOCORTEX (Россия) – даже 10 МэВ [9]. 
Такие устройства вполне могут использоваться 
для обработки поверхностей с целью их стерилиза-
ции [10]. Эти установки удобнее в использовании, 
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Abstract. Nanotechnology manipulates objects with characteristic dimensions of less than 100 nm. In this work, 
molecules of horseradish peroxidase (HRP) enzyme with dimensions of the order of 5 nm are used as objects, and 
the device for their inactivation is an electron accelerator, which allows us to obtain electron beam with energy 
of 9.7 MeV. We demonstrate that upon an irradiation dose of 25 kGy, the activity of the enzyme decreased virtually 
to zero. The results obtained must be taken into account in the development of methods for sterilization of food 
and packaging materials for food and medical products.
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INTRODUCTION
Nowadays, an important task of research aimed at the 
food technology development, biotechnology and bio-
medicine is the development of methods for inactiva-
tion of pathogenic microorganisms (such as bacteria [1] 
and viral particles [2, 3]) in food [2–6] and sterilisation 
of medical devices and materials [7]. Published studies 
have shown the promising use of irradiation of treated 
media (including packaging materials) with accelerated 
electrons for the above purposes [5, 6]. The devices devel-
oped to date for processing materials with accelerated 
electrons allow achieving electron energies of the order 
of 1–10 MeV. In particular, the device TT1000 (Belgium) 
allows to obtain electron beams with electron energy at 
the level of 7 MeV [8], and the device of domestic produc-
tion TEOCORTEX (Russia) – even 10 MeV [9]. Such devices 
may be used for surface treatment for sterilisation [10]. 
These units are more convenient to use than chemi-
cal sterilisation units, as the electron accelerator-based 
units are much easier to operate. At the same time, fur-
ther detailed study of the effect of radiation doses on the 
treated materials and microorganisms to be inactivated 
is necessary. In connection with the latter circumstance, 
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it should be noted that processes in living systems, 
including pathogenic microorganisms, are regulated 
by enzyme systems [11]. Accordingly, an important area 
of research is the study of influence of the accelerated 
electron beams impact on the functioning of enzyme 
systems.

In our work, we studied inactivation of a model 
enzyme, horseradish peroxidase, as a result of irradia-
tion of its solution with a beam of accelerated electrons 
with high energy (~10 MeV). The enzyme HP was chosen 
as a model object on the basis of its studied [12]: thus, 
its chemical composition [13] and spatial structure [14] 
have been characterised. This enzyme is a glycoprotein 
with a molecular mass of 40–44 kDa [13, 15].

Spectrophotometry was used as a method to deter-
mine HP inactivation as a result of exposure of the 
enzyme solution to an accelerated electron beam, 
which allows the analysis of enzyme activity after 
exposure to various physicochemical methods [16–18].

It was shown that an irradiation dose of 25 kGy 
resulted in an almost complete loss of enzyme activ-
ity in the oxidation reaction of its substrate, 2,2′-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS), in the 
presence of hydrogen peroxide (H2O2).

RESEARCH METHODS
Reagents used. Similar to [18], the present work used 
a HP protein isolated from horseradish (Sigma, Cat. 
#6782). 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sul-
fonate) (ABTS) was also purchased from Sigma (Cat. 
#A-1888). Hydrogen peroxide (H2O2, h.p.a.), citric acid 
(o.p.h.) and single-substituted sodium phosphate 
(Na2HPO4, h.p.a.) were purchased from Reachim 
(Moscow). 2 mM phosphate-salt buffer in Dulbecco’s 
modification (PSB-D) was prepared by dissolving a 
ready-made salt mixture (Pierce, USA) in ultrapure 
deionised water. All solutions used in the experiments 
were prepared using ultrapure water (18.2 mOsm · cm) 
purified using a Simplicity UV unit (Millipore, France).

Electron accelerator experiments. To study the effect 
of electron beam on the enzyme PC, 1  ml of 10–7 M 
enzyme solution in 2 mM FSB-D with pH 7.4 was placed 
in a disposable polypropylene tube with protein solu-
tion with a nominal volume of 1.7 ml. The tube was 
placed in the electron beam zone of the electron acceler-
ator manufactured by "Theocortex". The temperature of 
the medium was maintained at Tсреды = 20 °C. The radi-
ation dose absorbed by the HP sample irradiated in the 
electron accelerator was 25 kGy.

Control experiments. Control experiments were per-
formed with a sample of HP kept in an isolated room. 
A 1 mL control sample of 10–7 M enzyme solution in 
2 mM FBS-D buffer with pH 7.4 was also placed in a dis-
posable polypropylene tube containing protein solution 
with a nominal volume of 1.7 mL, which was placed in 

чем установки химической стерилизации, так как 
установки на базе электронных ускорителей гораздо 
проще в управлении. В то же время, необходимо 
дальнейшее детальное изучение влияния доз излу-
чения на  обрабатываемые материалы и  микро-
организмы, подлежащие инактивации. В  связи 
с последним обстоятельством, необходимо отме-
тить, что процессы в  живых системах, включая 
патогенные микроорганизмы, регулируются фер-
ментными системами [11]. Соответственно, важным 
направлением исследований является изучение 
влияния воздействия пучков ускоренных электро-
нов на функционирование ферментных систем.

В  нашей работе было проведено исследование 
инактивации модельного фермента – пероксидазы 
хрена в результате облучения его раствора пучком 
ускоренных электронов с высокой энергией (~10 МэВ). 
Фермент ПХ был выбран в качестве модельного объ-
екта исходя из его изученности [12]: так, охаракте-
ризованы его химический состав [13] и простран-
ственная структура  [14]. Этот фермент представ-
ляет из  себя гликопротеин с  молекулярной мас-
сой 40–44 кДа [13, 15].

В качестве метода определения инактивации ПХ 
в результате воздействия пучка ускоренных электро-
нов на раствор фермента использовали спектрофото-
метрию, которая позволяет проводить анализ актив-
ности фермента после воздействия на него различ-
ными физико-химическими методами [16–18].

Было показано, что доза облучения 25 кГр приво-
дит к практически полной потере ферментом актив-
ности в реакции окисления его субстрата – 2,2′-азино-
б и с ( 3 - э т и л б е н з о т и а з о л и н - 6 - с у л ь ф о н а т а ) 
(АБТС) – в присутствии пероксида водорода (H2O2).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Использованные реактивы. Аналогично работе [18], 
в настоящей работе использовали белок ПХ, выде-
ленный из хрена (Sigma, Cat. #6782). 2,2′-азино-бис(3-
этилбензотиазолин-6-сульфонат) (АБТС) был также 
приобретен в Sigma (Cat. #A-1888). Пероксид водорода 
(H2O2, ч.д.а.), лимонная кислота (ос.ч.) и однозаме-
щенный фосфат натрия (Na2HPO4, ч.д.а.) были при-
обретены в "Реахим" (Москва). 2 мМ фосфатно-соле-
вой буфер в модификации Дульбекко (ФСБ-Д) гото-
вили путем растворения готовой смеси солей (Pierce, 
США) в ультрачистой деионизированной воде. Все 
растворы, использованные в экспериментах, гото-
вили, используя ультрачистую воду (18,2 MОм ∙ см), 
очищенную с  помощью установки Simplicity UV 
(Millipore, Франция).

Эксперименты на  электронном ускорителе. 
Для  исследования воздействия электронного 
пучка на фермент ПХ 1 мл 10–7 М раствора фермента 
в  2  мМ ФСБ-Д с  pH 7.4 помещали в  одноразовую 
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полипропиленовую пробирку с  раствором белка 
номинальным объемом 1,7  мл. Пробирку разме-
щали в зоне воздействия электронного пучка ускори-
теля электронов ООО "Теокортекс". При этом темпе-
ратура среды поддерживали на уровне Tсреды = 20 °C. 
Поглощенная образцом ПХ, облученным в ускори-
теле электронов, доза излучения составила 25 кГр. 
Облученный образец ПХ передавали на спектрофо-
тометрический анализ.

Контрольные эксперименты. Контрольные экспе-
рименты выполняли с образцом ПХ, выдержанном 
в изолированном помещении. Контрольный обра-
зец 10–7 М раствора фермента в 2 мМ ФСБ-Д буфере 
с pH 7,4 объемом 1 мл также помещали в одноразо-
вую полипропиленовую пробирку с раствором белка 
номинальным объемом 1,7 мл, которую размещали 
в изолированном помещении с уровнем фонового 
излучения, разрешенного общепринятыми сани-
тарными нормами. После этого контрольный обра-
зец раствора фермента также передавали на спек-
трофотометрический анализ.

С пек т р о ф о т оме т ри че с к ие и змер ен и я. 
Спектрофотометрическое определение активности 
фермента ПХ проводили согласно методике Sanders 
et al. [19], как описано в наших предыдущих публи-
кациях [16–18]. А именно, при помощи спектрофо-
тометра модели 8453 (Agilent Deutschland GmbH, 
Вальдбронн, Германия) регистрировали зависимо-
сти поглощения 10–9 М раствора ПХ от времени при 
длине волны 405 нм в течение 5 мин. Измерения 
проводили в  кварцевых кюветах с  длиной опти-
ческого пути 1  см (Agilent Deutschland GmbH, 
Вальдбронн, Германия). Измерения проводили 
в фосфатно-цитратном буфере, содержащем 51 мМ 
Na2HPO4, 24 мМ лимонной кислоты, pH 5 [19], в кото-
рый также был предварительно добавлен субстрат 
АБТС в концентрации 0,3 мМ. Для проведения изме-
рений 30  мкл 0,1  мкМ (10–7 М) исследуемого рас-
твора ПХ добавляли в кварцевую кювету, содержа-
щую 2,95 мл вышеописанного буфера, содержащего 
субстрат АБТС, и тщательно перемешивали. Затем 
в кювету добавляли 8 мкл 3% (масс./масс.) раствора 
пероксида водорода и сразу же начинали регистра-
цию зависимости поглощения раствора в кювете 
при длине волны 405 нм от времени.

Ферментативную активность ПХ в реакции окис-
ления субстрата АБТС рассчитывали по  данным 
спектрофотометрических измерений согласно мето-
дике фирмы-производителя фермента и субстрата 
(Sigma) [20].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Эксперименты проводили в два этапа. На первом 
этапе проводили облучение раствора фермента 
ПХ в электронном ускорителе. Доза поглощенного 

an isolation room with a background radiation level 
allowed by generally accepted health regulations. After 
that, a control sample of the enzyme solution was also 
submitted for spectrophotometric analysis.

S p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e a s u r e m e n t s . 
Spectrophotometric determination of HP enzyme 
activity was performed according to the method of 
Sanders et al. [19] as described in our previous publica-
tions [16–18]. Specifically, the time-dependent absor-
bance of 10–9 M solution of HP was recorded at a wave-
length of 405 nm for 5 min using a spectrophotometer 
model 8453 (Agilent Deutschland GmbH, Waldbronn, 
Germany). The measurements were carried out in 
quartz cuvettes with an optical path length of 1 cm 
(Agilent Deutschland GmbH, Waldbronn, Germany). 
Measurements were performed in phosphate-citrate 
buffer containing 51 mM Na2HPO4, 24 mM citric acid, 
pH 5 [19], to which ABTS substrate was also previously 
added at a concentration of 0.3  mM. For measure-
ments, 30 μl of 0.1 μM (10–7 M) of the tested HP solution 
was added to a quartz cuvette containing 2.95 ml of the 
above buffer containing the ABTS substrate and mixed 
thoroughly. Then 8 µl of 3% (wt./mass) hydrogen per-
oxide solution was added to the cuvette, and the time 
dependence of the absorbance of the solution in the 
cuvette at 405 nm was immediately recorded.

The enzymatic activity of HP in reaction of substrate 
oxidation by ABTS was calculated from spectrophoto-
metric measurements according to the method of the 
enzyme and substrate manufacturer (Sigma) [20].

RESULTS AND DISCUSSION
The experiments were carried out in two stages. At the 
first stage, irradiation of the solution of enzyme HP 
in the electron accelerator was carried out. The dose 
of radiation absorbed by this solution was 25 kGy. The 
control sample of the enzyme solution was kept in an 
isolated room, excluding its irradiation. At the second 
stage, enzyme activity was determined in irradiated 
and control samples of the enzyme solution by spec-
trophotometry based on the dependence of the prod-
uct production rate during the reaction of substrate oxi-
dation by ABTS catalysed by HP. For this purpose, the 
product yield of the reaction was monitored from time 
for 5 min. During this enzymatic reaction, absorbance 
of the solution containing the reaction product produced 
during 5 min at a wavelength of 405 nm and an opti-
cal path length of 1 cm was Аконтр = 2.0 and Аоблуч = 0.06 
for the control and 25 kGy irradiated enzyme samples, 
respectively. Accordingly, the activity of the enzyme HP 
relative to its substrate ABTS in the control and irradiated 
samples was 111.67 units/ml and 3.35 units/ml, having 
decreased as a result of irradiation by 33 times.

The data obtained by us are in agreement with those 
obtained earlier by Liu et al. [21]. These authors studied 
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этим раствором излучения составила 25 кГр. 
Контрольный образец раствора фермента выдержи-
вали при это в изолированном помещении, исклю-
чая его облучение. На  втором этапе определяли 
активность фермента в облученном и в контроль-
ном образцах раствора фермента методом спектро-
фотометрии исходя из зависимости скорости нара-
ботки продукта в ходе реакции окисления субстрата 
АБТС, катализируемой ПХ. С этой целью проводили 
мониторинг наработки продукта реакции от вре-
мени в течение 5 мин. В процессе этой фермента-
тивной реакции поглощение раствора, содержа-
щего наработанный в течение 5 мин продукт реак-
ции, при длине волны 405 нм и длине оптического 
пути 1 см составило Аконтр = 2,0 и Аоблуч = 0,06 в слу-
чае контрольного и облученного дозой 25 кГр образ-
цов фермента, соответственно. Соответственно, 
активность фермента ПХ по отношению к его суб-
страту АБТС в контрольном и облученном образцах 
составила 111,67 ед./мл и 3,35 ед/мл, уменьшившись 
в результате облучения в 33 раза.

Полученные нами данные согласуются с  дан-
ными, полученными ранее Liu et al. [21]. Эти авторы 
исследовали воздействие облучения электрон-
ным пучком на активность ферментов цианобак-
терий Microcystis aeruginosa, обнаружили ~10-крат-
ное снижение активности пероксидазы Microcystis 
aeruginosa после облучения электронным пуч-
ком c энергией лишь 1 МэВ при дозах облучения 
даже 5 кГр. В нашем же случае, энергия пучка была 
в 10 раз выше, а доза облучения – в 5 раз выше, чем 
в экспериментах Liu et al. [21], что приводило к еще 
более сильной дезактивации фермента перокси-
дазы. В  нашей работе были проведены исследо-
вания по влиянию облучения электронным пуч-
ком с энергией ~ 10 МэВ на фермент ПХ. Для этого 
использовался спектрофотометрический метод кон-
троля активности фермента ПХ. Исходя из  спек-
трофотометрических данных получено, что актив-
ность фермента без воздействия облучения была 
в 33 раза выше, чем после воздействия облучения 
дозой 25 кГр. Известно, что активность фермента свя-
зана с его пространственной структурой, включая 
структуру его активного центра [11]. Соответственно, 
представленные данные означают, что при дозе 
облучения порядка 25 кГр наблюдается разрушение 
структуры фермента, включая его активный центр.

ВЫВОДЫ
Было проведено исследование влияния ускоренных 
электронов c энергией ~10 МэВ на фермент ПХ. Было 
получено, что при такой дозе облучения наблюдается 
практически полная инактивация фермента, что 
указывает на разрушение его структуры. Полученные 
результаты важны для корректной оценки влияния 

the effect of electron beam irradiation on the activ-
ity of enzymes of cyanobacteria Microcystis aerugi-
nosa and found a ~ 10-fold decrease in the activity of 
Microcystis aeruginosa peroxidase after irradiation 
with an electron beam energy of only 1 MeV at irra-
diation doses of even 5 kGy. In our case, the beam 
energy was 10 times higher and the irradiation dose 
was 5 times higher than in the experiments reported 
by Liu et al. [21], which led to even stronger deactiva-
tion of the peroxidase enzyme. In our work, we carried 
out studies on the effect of irradiation with an elec-
tron beam of ~ 10 MeV energy on the enzyme HP. The 
spectrophotometric method was used to control the 
activity of the enzyme HP. Based on spectrophotomet-
ric data it was obtained that the enzyme activity with-
out irradiation was 33 times higher than after irradi-
ation with a dose of 25 kGy. It is known that enzyme 
activity is related to its spatial structure, including 
the structure of its active cite [11]. Accordingly, the pre-
sented data mean that at an irradiation dose of about 
25 kGy, destruction of the enzyme structure, including 
its active centre, is observed.

CONCLUSIONS
The effect of accelerated electrons with an energy 
of ~10  MeV on the HP enzyme was studied. It was 
obtained that at such an irradiation dose almost com-
plete inactivation of the enzyme was observed, indi-
cating the destruction of its structure. The results are 
important for correct assessment of accelerated elec-
trons influence on enzymes during sterilisation of 
foodstuffs and other materials in installations based 
on electron accelerators. Also, the results of our work 
should be taken into account to create safe working 
conditions for personnel.
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ускоренных электронов на ферменты при стерилиза-
ции продуктов питания и других материалов в уста-
новках на базе ускорителей электронов. Также резуль-
таты нашей работы следует учитывать для создания 
безопасных условий работы персонала. 
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