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Introduction

The hydrophobic binding site for the substrate leaving group in the
active center of butyrylcholinesterase (3.1.1.8) can accommodate substi-
tuents not longer than the choline residue of the natural substrate acetyl-
choline (1):

CH 3COOCH 2CH 2N+(CH 3 ) a- (1)
If the substrate leaving group is longer, the rest of it does not participate
in the hydrophobic interaction with the binding site and, therefore, has
no effect on the overall binding effectiveness of the substrate molecule in
the enzyme active center t - 2 ], At the same time all ammonium compounds
which act as reversible inhibitors of cholinesterases seem to locate more
freely in the active center as there are no strict spatial limitations for the
interaction of their hydrophobic groups with the enzyme. This may compli-
cate experiments with substrates possessing extra bulky substituents in
their leaving groups as the product inhibition effect may interfere with the
kinetic analysis. In the present study such a strong product inhibition
effect has been found in the case of the butyrylcholinesterase-catalyzed
hydrolysis of 1,2-dimethyl-1 - (2'-acetoxyethyl) piperidinium iodide (2):

CH2-CH2
CH3COOCH 2CH 2N+ X: X CH 2 . (2)

X N CH—CH 2
CH3 I

CH 3

This substrate has a particularly bulky ammonium group and the
alcohol product P\ of its hydrolysis inhibits the enzyme according to the
following scheme:

Ks hi hi
E-\-S ES EA E-\-Pz,

\

Pi (3)
Ki

E+Pi EPi.
The competitive mechanism of product inhibition was established by

means of the integrated form of the Michaelis-Menten equation [3 ]:

..

[p]
.. =p+ a In

[iT (4)
t[E] о <[£]„ [S] O-[P] ’ V '
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where [s] o and [£] o denote the initial concentrations of the substrate and
the enzyme, [P] is the product concentration at time t. In this analysis
a more complicated calculation procedure was used instead of the linear
plot according to Eq. (4). This approach involved adjustment of [s] o by
a non-linear least-squares method and allowed us to obtain a better fit
of Eq. (4) with the experimental data than the simple linear plot would
have afforded.

Experimental

Horse serum butyrylcholinesterase was obtained from the Mechnikov
Institute of Sera and Vaccine, Moscow. The enzyme stock solutions were
made in 0.15 M KCI and they can be kept at +4°C for several days
without any change in activity. The operational normality of the solutions
was determined by titration with 0,0-diethyl-p-nitrophenylphosphate as
described in [4 ], Acetylcholine iodide (from «Chemapol», Czechoslovakia)
was recrystallized from the absolute alcohol-ether mixture. 1,2-dimethyl-1-
(2'-acetoxyethyl) piperidinium iodide was obtained from the Institute of
Bioorganic Chemistry of the Uzbek SSR Academy of Sciences and is
described in [ s].

The kinetics of the ester hydrolysis was followed titrimetrically on
a «Radiometer» (Denmark) titrigraph RTS in 5—250 ml thermostated
vessels at pH 7.5 and 25 °C in 0.15 M KCI solution under argon atmo-
sphere. A 6 mM solution of KOH was used for titration of the acetic acid
liberated in the hydrolysis reaction.

The initial rate data for the substrate hydrolysis were analyzed accord-
ing to the Eadie-Hofstee transformation of the Michaelis-Menten equa-
tion [3]:

vKm rCI > (5)
[Ojo

where v is the initial rate, [E]O and [S]O denote the initial concentrations
of the enzyme and the substrate.

Under the pseudo first-order conditions where [S] O<CKm substrate hydro-
lysis is described by the kinetics of the first-order process;

<6 >

where k\— kn[E] o. The k\ values were calculated from the first-order
kinetic curves by means of the differential method of E. Rudakov [6]. The
second-order rate constants of the substrate hydrolysis were obtained from
the k\ vs [£]o plot. At least five different enzyme concentrations were used.

The progress curves of substrate hydrolysis obtained at substrate con-
centrations around the Km values were analyzed by Eq. 4. The approach
used involved calculation of the approximate a and ß values from the

1 [s][P]/[E]ot vs "Гг" P l^ п Тст ПгГ plot. Further the parameter [s] o was
H72 Jo IA Jo

adjusted by the increment A[s] o, which was calculated by means of a non-
linear least-squares programme. The new [s] o value was then used to
obtain new values for a and ß by the linear regression analysis according
to Eq. (4). This procedure for adjustment of the [S] O value was repeated
until the following increment A[s]o was less than 10~3 % of the preceding
[s] o value. The refinement technique for [S] O was based on taking the partial
first derivatives of Eq. (4) as described by G. N. Wilkinson [ 7] and by
W. W. Clealand [ B], Calculation of the a and ß values together with adjust-
ment of the [S] O value was important to obtain the closest fit of the rate
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equation with the experimental data, because random errors in the argu-
ments of Eq. (4) would introduce systematic errors in the a and ß
values [ 9].

All calculations and the statistical treatment of the kinetic data were
performed on an «Искра 1256» personal computer.

Results

Under the conditions commonly used for monitoring the initial rates
of the cholinesterase-catalyzed hydrolysis of ester substrates the reaction
of butyrylcholinesterase with 1,2-dimethyl-1 - (2 /-acetoxyethyl)piperidinium
iodide deviated remarkably from the zero-order reaction course. These
deviations were more noticeable at lower substrate concentrations, where
the relative degree of conversion of the substrate into reaction products
was high. It has been found that this phenomenon can be avoided by
remarkably increasing the volume of the reaction mixture. The latter fact
points to the inhibition of the reaction by one of the reaction products.
Application of large volumes allows titrimetric monitoring of the acid
liberated at a very low conversion degree of the substrate, where the
concentration of products is small. In this particular case the zero-order
kinetics of the hydrolysis could be followed if 250 ml of the reaction
mixture were titrated instead of 5 ml samples. Such an increase in the
reaction volume leads to a 50-fold increase in the consumption of the
enzyme and the substrate. Moreover, only relatively low reaction rates can
be measured titrimetrically in such large volumes owing to low effective-
ness of mixing of the sample and the relatively slow equilibration of
a large amount of the reaction mixture.

Under the conditions described above the initial rates of the 1,2-di-
methyl-1-(2'-acetoxyethyl) piperidinium iodide hydrolysis were measured
at 0.1—2.0 mM concentrations and the values of Km and k ca t were esti-
mated from the v vs v/[s] plot shown in Fig. 1. However, for a more comp-
lex kinetic analysis of this reaction together with a characterization of the
product inhibition effect the progress kinetic curves of the reaction were
measured at substrate concentrations around the Km value. In these experi-

Fig. 1. Initial rate plot of the butyryl
cholinesterase-catalyzed hydrolysis of 1,2

dimethyl-l-(2'-acetoxyethyl)piperidinium
iodide, 25 °C, 0.15 M KCI, pH 7.5.

Fig. 2. Integrated rate plot of the butyryl-
cholinesterase-catalyzed hydrolysis of 1,2-

dimethyl-1 - (2'-acetoxyethyl) piperidinium
iodide, 25 °C, 0.15 M KCI, pH 7.5.

Substrate concentrations;
1 0.98 mM; 2 0,55 mM; 3 0.21 mM.
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ments the common 5—15 ml vessels designed for the «Radiometer» pH-stat
equipment can he used.

Fig. 2 shows that according to Eq. (4) the plots of the kinetic data in
r sl

the coordinates [P\/t[E] o vs
, r ,;Г In r

-

1 J °

r nT provide straight lines
t[h\ o [6J O

with slopes a and intercepts ß. The latter value remains constant at dif-
ferent substrate concentrations. This means that the variation of the
product concentration during the hydrolysis reaction has no effect on the
catalytic rate constant. On the other hand, the a values depend upon [S]o
showing that the effective Km changes with the increase in the product
concentration during the hydrolysis reaction. This interrelationship is a
linear one, as shown in Fig. 3.

In summary, the results described above show that the product of the
hydrolysis of 1,2-dimethyl-l-(2'-acetoxyethyl)piperidinium iodide has a
remarkable inhibitory effect upon the butyrylcholinesterase-catalyzed
hydrolysis of this substrate. This inhibition can be regarded as belonging
to the competitive type, in the case of which the constants a and ß of
Eq. (4) have the following meaning:

_

, [S] о \
“

1 -K»№ '+Ki r
ß= kCa.\,l (1 KmlKi) •

The plot of a vs [s] o allows the estimation of both constants Km and Ki-
These results, together with k ca t obtained from the ß value, are listed in
the Table.

It should be noted that all the plots shown in Fig. 2 were obtained
after computer fitting of the kinetic data to obtain the best values of para-
meters a, ß and [S] O in Eq. (4), which minimize the sum of the squares
of the deviations of the experimental points from this linear equation.
Adjustment of the [s] o values was found to be important according to the
F-test and it gave minimal standard deviations, for even small random
deviations in this parameter result in systematic changes in both a and ß.
This aspect of data processing by means of Eq. (4) is discussed more
thoroughly in [9], The plots of avs [s] o obtained with and without adjust-
ment of the latter parameter are compared in Fig. 3. It can be seen that
the intercept obtained for the latter case has a negative sign and is in
conflict with the positive sign of the slope of this plot. The random distri-
bution of the differences between the initial and adjusted values of [s] o
is illustrated in Fig. 4. It can be seen that the maximal values of these
differences do not exceed 10—15% and thus remain within the error

Butyrylcholinesterase-catalyzed hydrolysis of l,2-dimethyl-l-(2'-acetoxyethyl)-
piperidinium iodide in 0.15 M KCI at pH 7.5 and 25 °C

Equation . Conditions Constants Constants’ values

Integrated rate Km, mM 0.41 ±0.02
equation (4) [S] 0~K m at’ s~ 1 6.1 ±0.3

mM 0.099±0.022
Differential rate Km, mM 0.41 ±0.04
equation (5) [Р]<К { ab S_1 6.4±0.5

Pseudo first- [S]0 <K m k u, M-'s- 1 Ö 1+p о
order conditions [P]<Ki
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Fig. 3. Plot of a vs [S]O for the integrated
form of the rate equation (4), calculated
with (ф) and without (Q) computer

adjustment of [S]O .

Fig. 4. Comparison of the initial ([S] O ) and
adjusted ([S] o ') values of the substrate

concentrations.

limits of the experiment. These data clearly show that the application of
the integrated rate equation requires very high exactness in determining
the ligand concentrations [9 ].

Kinetic experiments of a third type were carried out under the pseudo
first-order conditions where [S]O <CAm and [P]<CKy. In these kinetic runs
also 250 ml of the reaction mixture was titrated to fulfil both the conditions
given above. The reactions carried out at different enzyme concentrations
followed the first-order reaction course and allowed the application of
Eq. (6) for the calculation of the second-order rate constants listed in
the Table.

Discussion

Constants Km and k ca t for 1,2-dimethyl-1-(2/-acetoxyethyl) piperidinium
iodide can be compared with constants Ks and k 2 of scheme (3) by making
use of the deacetylation rate constant &3 = 840 s-1 for butyrylcholinesterase
reaction with acetic esters [*]. Comparison of the latter value with the
kinetic parameters in the Table shows that KmKs and k cat =k2 for the
piperidinium derivative of acetylcholine, while for the parent compound
constants &2=l-5 103 s-1 and As = 2.5 nM can be calculated from data
in [ ! J. It can be seen that the binding effectiveness of substrates (1) and
(2) is close in spite of the remarkable difference in their hydrophobicity
and agrees with the idea of a limited range of the appropriate binding
site. At the same time, however, the alcohol product of the enzymatic
hydrolysis of the piperidinium derivative binds with the enzyme approx,
four times more effectively than the substrate itself. It can be noted that
in the case of non-productive binding of substrates in the enzyme active
center the experimental values of Km (and Ks ) are lower than the actual
substrate constant. As a result of this the difference between the binding
effectiveness of the substrate and that of the product will become still
greater.

In summary ,the present results confirm that reliable kinetic parameters
for extra bulky substrates can be obtained by taking into account the
product inhibition effect, preferably by means of the progress curve ana-
lysis. The importance of the product inhibition effect arises from the
peculiarities of the structure-activity relationships in the case of butyryl-
cholinesterase substrates and reversible inhibitors.
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Fig 5. Schematic representation of the non-covalent binding step and the following
enzyme acylation step for «normal» (upper scheme) and «bulky» (lower scheme)
substrates. Closing of the hydrophobic slit stabilizes additionally the activated complex

of the bond-breaking step.

The results obtained are also important for improving our previous
results on structure-activity relationships [']. It appears that introduction
of an extra bulky ammonium group into the substrate molecule remark-
ably reduces the rate of the enzyme acylation step in comparison with
similar data for acetylcholine. At the same time the electrophilicity of the
carbonyl carbon in esters (1) and (2) remains practically unchanged. As
the binding effectiveness of these substrates is similar, the different rate
constants k 2 must refer to some special stereochemical factor governing the
bond-breaking step. This factor should be sensitive to the branching of
a substituent at a long distance from the reaction center and thus differ
essentially from the steric hindrance at the reaction center quantified by
the Taft steric constants Es {Es°) [ lo ].

A more thorough structure-activity analysis performed earlier fl] has
shown that hydrophobicity of the substrate leaving group is also revealed
in the acylation step of the butyrylcholinesterase-catalyzed reaction. This
phenomenon can be described by the correlation equation [’]:

log &2=log k\ +р*а*+фа я, (7)

where the terms q*ö* and фа я: describe the contributions of the inductive
and hydrophobic effects of the substrate leaving group. Formally this
equation means that the «second» hydrophobic sorption of the substrate
molecule occurs after the non-covalent ES-complex formation (see the
scheme (3)). This double effect of hydrophobicity has been explained by
a conformational change accompanying the bond-breaking step and con-
sisting in the shutting of a hydrophobic «slit» in which the substrate is
located (Fig.s) [п ]. According to this hypothesis it can be expected that
very bulky substituents of substrate molecule will not fit into the «closed
slit» of the hydrophobic binding site, and that will destabilize the
activated complex of the acylation step (Fig. 5).

If this is the case for the piperidinium derivative (2), the difference
between the log k 2 values for this substrate and acetylcholine should be
equal to the hydrophobicity increment <pajt in Eq. (7). Making use of the
acetylation rate constants k 2 given above for substrates (1) and (2),
Alog£2 =2.3 can be found. The hydrophobicity of the choline residue can
be characterized by the relative hydrophobicity constant jr*= 2.5, calcu-
lated additively [ lo ] without taking into account the ammonium atom, as
this is a common structural element in both substrates. These A log k 2
and jt* values give фа =0.9, which is close to ф а =0.7±0.2, earlier found for
the acylation step of the butyrylcholinesterase-catalyzed hydrolysis of
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acetic esters t l]. Thus the decrease in the enzyme aculation rate due to the
introduction of a bulky group into the substrate molecule corresponds
well to the hydrophobicity effect in the enzyme acetylation step and agrees
with the simple explanation given by the scheme in Fig. 5.

Conclusions

The kinetics of the butyrylcholinesterase-catalyzed hydrolysis of
1,2-dimethyl-l-(2'-acetoxyethyl)piperidinium iodide was analyzed by means
of the integrated Michaelis equation to characterize the inhibitory effect
of the reaction product. Constants £cat and Km as well as the enzyme-
product complex dissociation constant Ki were determined. It was shown
that the hydrolysis of the substrate was strongly interfered with by-
product inhibition, as the binding effectiveness of the substrate molecule
with the enzyme active center was considerably lower than that of the
alcohol produced by the ester hydrolysis. The results obtained by means
of the integrated Michaelis equation are in agreement with the second-
order rate constants determined under the pseudo first-order conditions.
It was found that the introduction of the bulky piperidinium substituent
into the ammonium group of the substrate reduced more than 200-fold
the enzyme acylation rate constant as compared with acetylcholine. The
substrate constant Ks was close to that for acetylcholine. The results are
analyzed with reference to the structure-activity relationships for the
substrates and inhibitors of butyrylcholinesterase and some implications
of the structure and action mechanism of the enzyme active center
discussed.
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PRODUKTPID URDUS 1,2-DIMETÜÜL-l-(2'-ATSETOKSÜETÜÜL)-
PIPERIDIINIUMJODIIDI REAKTSIOONIL BUTÜRÜÜLKOLIINESTERAASIGA

On uuritud butürüülkoliinesteraasi poolt katalüüsitud 1,2-dimetüül-l-(2/-atsetoksü-
etüül)-piperidiiniumjodiidi hüdrolüüsi kineetikat ning saadud tulemusi analüüsitud
Michaelis-Menteni võrrandi integreeritud kuju kasutades. Analüüs võimaldas iseloomus-
tada produktpidurdust uuritavas reaktsioonis. Substraadi hüdrolüüsi kineetikast määrati
konstandid kcat , Km ja K {. Leiti, et uuritud substraadi korral on hüdrolüüsi produkti
sidumine ensüümi aktiivses tsentris tunduvalt tugevam kui ühendi enda sidumine. Seoses
sellega saab määrata kineetilisi konstante koos produktpidurduse efekti arvestamisega.
Saadud andmete võrdlemine atsetüülkoliini hüdrolüüsi kineetiliste parameetritega võimal-
dab arutada butürüülkoliinesteraasi aktiivtsentri funktsioneerimise mõningaid iseärasusi.

ТОРМОЖЕНИЕ ПРОДУКТОМ В РЕАКЦИИ ГИДРОЛИЗА
1,2-ДИМЕТИЛ-1-(2'-АЦЕТОКСИЭТИЛ)-ПИПЕРИДИНИЙ ИОДИДА

БУТИРИЛХОЛИНЭСТЕРАЗОЙ

Измерена кинетика катализируемого бутирилхолинэстеразой гидролиза 1,2-диметил-
-1-( 2 /-адетоксиэтил)-пиперидиний иодида и определен на основе полученных данных
эффект торможения реакции продуктом по интегральному уравнению Михаэлиса—Мен-
тена. Определены константы kcat , Кт иKi гидролиза этого субстрата. Показано, что
эффективность связывания продукта с активным центром фермента превышает эффек-
тивность связывания субстрата, и определение значимых кинетических параметров воз-
можно только при одновременном учете торможения продуктом. Полученные данные
сопоставлены с кинетическими параметрами гидролиза ацетилхолина и с представле-
ниями о механизме функционирования активного центра бутирилхолинэстеразы.

A. SEPP, A. LANGEL, E. ROZENGART, J. JÄRV

А. СЕПП, А. ЛАНГЕЛ, E. РОЗЕНГАРТ, Я. ЯРВ
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	Рис. 4. Хроматограммы неароматических углеводородов смолы полукоксования модельной смеси 1. Колонки; OV-1701 (А) и SE-30 (Б) с иммобилизованной фазой; кварцевые капиллярные, длина 25 м, диаметр 0,32 мм. Цифры 9—32 число атомов углерода в цепи «-алкана.
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	ГАЗОВАЯ ЭКСТРАКЦИЯ САПРОПЕЛИТОВ ПРИ 350°С. ДЕЙСТВИЕ СПИРТОВ
	Рис. 1. Зависимость выхода смолы термической деструкции от содержания в топливе органического вещества. Названия топлив см. в табл. 1.
	Рис. 2. Зависимость выхода смолы термической деструкции от отношения Н/С: 1 полукоксование, 2 ожижение в бензоле, 3 ожижение в этаноле.
	Рис. 3. Зависимость содержания гетероэлементов (0 +S) в смоле от их содержания в органическом веществе исходного топлива.
	Рис. 4. ИК,-спектры смол экстракции бензолом (верхняя в паре) и этанолом (нижняя в паре).
	Рис. 5. ‘Н-ЯМР-спектры смол экстракции бензолом (верхняя в паре) и этанолом (нижняя в паре). Вместо 4Б следует читать 4Э
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	Сокращения: п <— полукоксование, г гидрогенизация, б ожижение в бензоле, э ожижение в эталоне (здесь и на рис. I—3; в табл. 3).
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	НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ РАЗРАБОТКИ АТОМНО-АБСОРБЦИОННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ ХРОМА В АРГИЛЛИТАХ
	Рис. 1. Зависимость поглощения хрома от высоты наблюдения и состава пламени. Расход ацетилена: 1,0 (/), 1,2 (2), 1,4 (3), 1,5 (4), 1,6 (5), 1,7 (6), 1,8 л/мин (7). Расход воздуха 7,0 л/мин. Рис. 2. Зависимость найденных концентраций хрома в растворе аргиллита от высоты наблюдения и состава пламени (обозначения кривых см. в подписи к рис. 1) в отсутствии добавок. Заштрихованный участок истинное содержание хрома (здесь и на рис. 3—5),
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	Рис. 3. Найденные концентрации хрома в растворе аргиллита (А) и карта селективных зон (Б) в пламени ацетилен—воздух в присутствии 0,2% додециламингидрохлорида. Расход ацетилена: 1,2 (1), 1,3 (2), 1,4 (3), 1,5 (4), 1,6 (5), 1,7 (5), 1,8 л/мин (7) (здесь и на рис. 4,5).
	Рис. 4. Найденные концентрации хрома в растворе аргиллита (А) и карта селективных зон (Б) в пламени ацетилен—воздух в присутствии 0,4% роданида калия.
	Рис. 5. Найденные концентрации хрома в растворе аргиллита (А) и карта селективных зон (Б) в пламени ацетилен—воздух в присутствии 0,4% роданида калия и 0,3% хлорной кислоты.
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	* Определена как 2õaõ&, Дж/см3. ** Рассчитана по уравнению (22) через öin.
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	SPLITTING THE SOLUBILITY PARAMETER OF SELF-ASSOCIATING SUBSTANCES INTO COMPONENTS
	ОКИСЛЕНИЕ БЕНЗ(а)ПИРЕН-ХИНОНОВ. 1. ВОЗДЕЙСТВИЕ КИСЛОРОДА ВОЗДУХА И ПЕРЕКИСИ ВОДОРОДА
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	Рис. 1. Кинетика окисления 3,6- (/), 1,6- (2) и 6,12-БП-хинонов (5) под воздействием кислорода (кривые А) и перекиси водорода (кривые Б). Условия опыта; pH 7,6 (0,02 М фосфатный буфер), сOн,О2 =0,05% (146,7 мМ).
	Рис. 2. Кинетика автоокнсления одного бенз (а) пирена (1) и совместно с 6,12-БП-хиноном (2) и смесью изомерных хинонов (5). Условия опыта: pH 7,6 (0,02 М фосфатный буфер).
	Рис. 3. Кинетика окисления 6-окси-БП под воздействием кислорода (кривая А) и перекиси водорода (кривая Б). Условия опыта: 35%-ный водный раствор этанола, pH 7,6 (0,02 М фосфатный буфер).
	Рис 4. Влияние исходной концентрации перекиси водорода на окисление 1,6-БП-хинона; 1 0,02% (5,89 мМ), 2 0,2% (58,9 мМ,) 3 0,37% (109 мМ). Условия опыта см. в подписи к рис. 2.
	Рис. 5. Влияние исходной концентрации перекиси водорода на начальную скорость (кривые А) и время полупревращения (кривые Б) для 3,6- (1) и 1,6-БП-хинонов (2). Условия опыта см. в подписи к рис. 3.
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	PRODUCT INHIBITION IN BUTYRYLCHOLINESTERASE REACTION WITH 1,2-DIMETHYL-l-(2-ACETOXYETHYL)PIPERIDINIUM lODIDE
	Fig. 1. Initial rate plot of the butyryl cholinesterase-catalyzed hydrolysis of 1,2 dimethyl-l-(2'-acetoxyethyl)piperidinium iodide, 25 °C, 0.15 M KCI, pH 7.5. Fig. 2. Integrated rate plot of the butyrylcholinesterase-catalyzed hydrolysis of 1,2- dimethyl-1 – (2'-acetoxyethyl) piperidinium iodide, 25 °C, 0.15 M KCI, pH 7.5. Substrate concentrations; 1 0.98 mM; 2 0,55 mM; 3 0.21 mM.
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	Fig 5. Schematic representation of the non-covalent binding step and the following enzyme acylation step for «normal» (upper scheme) and «bulky» (lower scheme) substrates. Closing of the hydrophobic slit stabilizes additionally the activated complex of the bond-breaking step.
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	ТОРМОЖЕНИЕ ПРОДУКТОМ В РЕАКЦИИ ГИДРОЛИЗА 1,2-ДИМЕТИЛ-1-(2'-АЦЕТОКСИЭТИЛ)-ПИПЕРИДИНИЙ ИОДИДА БУТИРИЛХОЛИНЭСТЕРАЗОЙ

	ОСОБЕННОСТИ ПРОЯВЛЕНИЯ КИНЕТИЧЕСКОГО ЭФФЕКТА ВЫСАЛИВАНИЯ ПРИ ДЕАЦИЛИРОВАНИИ я-N, N, N-ТРИМЕ-ТИЛАММОНИЙ-трсшс-ЦИННАМОИЛХИМОТРИПСИНА
	Зависимость константы скорости деацилирования ТМАЦ-ХТ от концентрации добавленной в буферный раствор соли: 1 без соли; 2 NaCl; 3 KCI; 4 CsCl. Условия опытов см. в табл. 1. Проведенные через точки кривые рассчитаны по уравнению (2) с использованием значений параметров из табл. 2.
	* Приведены взвешенные средние 3—4 измерений вместе со среднеквадратичной ошиб кой; pH поддерживали 0,05 М карбонатным буфером [4].
	* n=s6, r = 0,9965, 5 = 0,0081. Значения параметров приведены со среднеквадратичными отклонениями. Влияние на эту реакцию КСI в интервале концентраций 1,2—3,5 М было описано [3] при помощи уравнения (1) с параметрами lg &°з =—3,733 ± 0,015, Дх^з = —0,116±0,013 и ДВАз =0,0112±0,0028. Уравнение (2) с параметрами, приведенными в таблице, описывает влияние КС! в интервале концентраций 0,1—3,5 М; значения параметров в этой таблице основываются также на большем количестве данных. ** Приведены взвешенные средние ± ошибки взвешенной средней опубликованных параметров, описывающих влияние NaCl на деацилирование 3-(2-фурил) акрилоилхимотрипсина ['] и циннамоилхимотрипсина [2] и влияние KCI на деацилирование тех же ацилферментов и М-ацетил-Ь-тирознлхимотрипсина [']. Для CsCl приведены значения параметров, характеризующие его влияние на деацилирование циннамоилхимотрипсина [2]. Прочерки обозначают параметры, незначимые по [lo]. *** Получен вычитанием значения параметра для ТМАЦ-ХТ из значения соответствующего параметра для ацилферментов, у которых ацильная группа размещена в гидрофобной щели.
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	Рис. 1. Схема обогащения низкомагнезиальных руд. МСТМ мыло сырого таллового масла.
	Рис. 2. Сравнительная измельчаемость руд Кингисеппского (!) и Раквереского (2) месторождений (проба IХ-Тр).
	Рис. 3. Зависимость качества концентрата (/), содержания Р205 в хвостах (2), выхода щламов (3), расходов таллового масла (4) и керосина (5) от крупности питания флотации полидисперсной пульпы.
	Рис. 4. Принципиальная схема обогащения фосфоритов Раквереского месторождения с раздельной флотацией фракций крупности.
	Рис. 5. Зависимость качества концентрата от pH пульпы при крупности питания флотации —0,5 (/) и —0,4 мм (2). Собиратель АНП-2 (расход 1,5 кг/т руды).
	Рис. 6. Зависимость качества концентрата от pH пульпы при различных реагентных режимах; 1 АНП-2 (1,0 кг/т); 2 АНП-2 и лилафлот ККАс (1,0 и 0,1 кг/т); 3 АНП-2 и КФН (1,0 и 0,1 кг/т); 4 АНП-2 и КФН (1,0 и 0,2 кг/т); 5 АНП-2 и КФН (1,0 и 0,3 кг/т). Крупность питания флотации 0,5 мм.
	Рис. 7. Схема флотационно-химического обогащения руды Раквереского месторождения МАФУ магний-аммонийфосфатное удобрение.
	Рис. 1. Принципиальная схема стенда с газовым теплоносителем. Условные обозначения: 1 бункер топлива, 2 питатель топлива, 3 реактор, 4 электронагреватель теплоносителя, 5 сепаратор, 6 циклон, 7 замораживатель, 8 приемный бункер коксика, 9 рессивер теплоносителя, 10 система холодильников, 11 электрофильтр, 12 ватный фильтр, 13 патрон с СаС12, 14 патрон с болотной рудой, 15 адсорберы с активированным углем, 16 газовые часы, Р... Р точки замера давления, Т ... Т точки замера температуры.
	Рис. 2. Зависимость выхода основных продуктов высокоскоростного пиролиза модельных смесей диктионемового сланца с глинистыми остатками его обогащения на органическое вещество от его содержания в смеси; 1 твердый остаток (шкала Б), 2 смола (А), 3 вода разложения {А)\ 4 газ (А).
	Рис. 3. Зависимость выхода основных групп соединений смол пиролиза модельных смесей концентрата диктионемового сланца с глинистыми остатками его обогащения от содержания органического вещества в смеси: 1 гетероатомные соединения, 2 кислотные соединения, 3 ароматические углеводороды, 4 неароматические углеводороды.
	Рис. 4. Хроматограммы неароматических углеводородов смолы полукоксования модельной смеси 1. Колонки; OV-1701 (А) и SE-30 (Б) с иммобилизованной фазой; кварцевые капиллярные, длина 25 м, диаметр 0,32 мм. Цифры 9—32 число атомов углерода в цепи «-алкана.
	Рис. 1. Зависимость выхода смолы термической деструкции от содержания в топливе органического вещества. Названия топлив см. в табл. 1.
	Рис. 2. Зависимость выхода смолы термической деструкции от отношения Н/С: 1 полукоксование, 2 ожижение в бензоле, 3 ожижение в этаноле.
	Рис. 3. Зависимость содержания гетероэлементов (0 +S) в смоле от их содержания в органическом веществе исходного топлива.
	Рис. 4. ИК,-спектры смол экстракции бензолом (верхняя в паре) и этанолом (нижняя в паре).
	Рис. 5. ‘Н-ЯМР-спектры смол экстракции бензолом (верхняя в паре) и этанолом (нижняя в паре). Вместо 4Б следует читать 4Э
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	Рис. 1. Зависимость поглощения хрома от высоты наблюдения и состава пламени. Расход ацетилена: 1,0 (/), 1,2 (2), 1,4 (3), 1,5 (4), 1,6 (5), 1,7 (6), 1,8 л/мин (7). Расход воздуха 7,0 л/мин. Рис. 2. Зависимость найденных концентраций хрома в растворе аргиллита от высоты наблюдения и состава пламени (обозначения кривых см. в подписи к рис. 1) в отсутствии добавок. Заштрихованный участок истинное содержание хрома (здесь и на рис. 3—5),
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	Рис. 3. Найденные концентрации хрома в растворе аргиллита (А) и карта селективных зон (Б) в пламени ацетилен—воздух в присутствии 0,2% додециламингидрохлорида. Расход ацетилена: 1,2 (1), 1,3 (2), 1,4 (3), 1,5 (4), 1,6 (5), 1,7 (5), 1,8 л/мин (7) (здесь и на рис. 4,5).
	Рис. 4. Найденные концентрации хрома в растворе аргиллита (А) и карта селективных зон (Б) в пламени ацетилен—воздух в присутствии 0,4% роданида калия.
	Рис. 5. Найденные концентрации хрома в растворе аргиллита (А) и карта селективных зон (Б) в пламени ацетилен—воздух в присутствии 0,4% роданида калия и 0,3% хлорной кислоты.
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	Рис. 1. Кинетика окисления 3,6- (/), 1,6- (2) и 6,12-БП-хинонов (5) под воздействием кислорода (кривые А) и перекиси водорода (кривые Б). Условия опыта; pH 7,6 (0,02 М фосфатный буфер), сOн,О2 =0,05% (146,7 мМ).
	Рис. 2. Кинетика автоокнсления одного бенз (а) пирена (1) и совместно с 6,12-БП-хиноном (2) и смесью изомерных хинонов (5). Условия опыта: pH 7,6 (0,02 М фосфатный буфер).
	Рис. 3. Кинетика окисления 6-окси-БП под воздействием кислорода (кривая А) и перекиси водорода (кривая Б). Условия опыта: 35%-ный водный раствор этанола, pH 7,6 (0,02 М фосфатный буфер).
	Рис 4. Влияние исходной концентрации перекиси водорода на окисление 1,6-БП-хинона; 1 0,02% (5,89 мМ), 2 0,2% (58,9 мМ,) 3 0,37% (109 мМ). Условия опыта см. в подписи к рис. 2.
	Рис. 5. Влияние исходной концентрации перекиси водорода на начальную скорость (кривые А) и время полупревращения (кривые Б) для 3,6- (1) и 1,6-БП-хинонов (2). Условия опыта см. в подписи к рис. 3.
	Fig. 1. Initial rate plot of the butyryl cholinesterase-catalyzed hydrolysis of 1,2 dimethyl-l-(2'-acetoxyethyl)piperidinium iodide, 25 °C, 0.15 M KCI, pH 7.5. Fig. 2. Integrated rate plot of the butyrylcholinesterase-catalyzed hydrolysis of 1,2- dimethyl-1 – (2'-acetoxyethyl) piperidinium iodide, 25 °C, 0.15 M KCI, pH 7.5. Substrate concentrations; 1 0.98 mM; 2 0,55 mM; 3 0.21 mM.
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	Fig 5. Schematic representation of the non-covalent binding step and the following enzyme acylation step for «normal» (upper scheme) and «bulky» (lower scheme) substrates. Closing of the hydrophobic slit stabilizes additionally the activated complex of the bond-breaking step.
	Зависимость константы скорости деацилирования ТМАЦ-ХТ от концентрации добавленной в буферный раствор соли: 1 без соли; 2 NaCl; 3 KCI; 4 CsCl. Условия опытов см. в табл. 1. Проведенные через точки кривые рассчитаны по уравнению (2) с использованием значений параметров из табл. 2.
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	* Приведены взвешенные средние 3—4 измерений вместе со среднеквадратичной ошиб кой; pH поддерживали 0,05 М карбонатным буфером [4].
	* n=s6, r = 0,9965, 5 = 0,0081. Значения параметров приведены со среднеквадратичными отклонениями. Влияние на эту реакцию КСI в интервале концентраций 1,2—3,5 М было описано [3] при помощи уравнения (1) с параметрами lg &°з =—3,733 ± 0,015, Дх^з = —0,116±0,013 и ДВАз =0,0112±0,0028. Уравнение (2) с параметрами, приведенными в таблице, описывает влияние КС! в интервале концентраций 0,1—3,5 М; значения параметров в этой таблице основываются также на большем количестве данных. ** Приведены взвешенные средние ± ошибки взвешенной средней опубликованных параметров, описывающих влияние NaCl на деацилирование 3-(2-фурил) акрилоилхимотрипсина ['] и циннамоилхимотрипсина [2] и влияние KCI на деацилирование тех же ацилферментов и М-ацетил-Ь-тирознлхимотрипсина [']. Для CsCl приведены значения параметров, характеризующие его влияние на деацилирование циннамоилхимотрипсина [2]. Прочерки обозначают параметры, незначимые по [lo]. *** Получен вычитанием значения параметра для ТМАЦ-ХТ из значения соответствующего параметра для ацилферментов, у которых ацильная группа размещена в гидрофобной щели.
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