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В данной работе проведена окислительная деструкция красителя бромфенолового синего 

при t=24 °С, рН=4.01 в присутствии пероксида водорода и пероксидазы, содержащейся в кор-

неплодах редьки черной (Raphanus sativus 'Niger') и редьки зеленой (Raphanus), без предваритель-

ного ее выделения. При начальном содержании красителя 25.1 мкМ и концентрации пероксида 

водорода 0.4 мМ в присутствии отходов корнеплодов редьки черной или зеленой удается до-

стигнуть степени удаления красителя 88 и 50% соответственно. Рассчитаны параметры 

ферментативной реакции методом линеаризации в координатах Лайнуивера-Берка уравнения 

Михаэлиса-Ментен. Показано повышение степени удаления бромфенолового синего с ростом 

величины ионной силы от 0.05 до 0.45 М. 

Ключевые слова: пероксидаза хрена, бромфеноловый синий, ионная сила раствора, фер-

ментативное окисление. 

Введение 

Ферментативное окисление красителей, содер-

жащихся в сточных водах различных производств, с 

использованием растительных пероксидаз привле-

кает значительное внимание в научном мире из-за 

явных своих преимуществ: высокая специфичность, 

эффективность и экологичность [1–5]. В настоящее 

время корни хрена служат основным источником 

коммерчески доступной пероксидазы. Так, в рабо-

тах [6–7] подробно изучена деструкция органиче-

ских красителей пероксидом водорода с участием 

коммерческой пероксидазы хрена. Однако стоит 

учитывать, что стоимость коммерческой перокси-

дазы относительно высокая, т.к. процессы выделе-

ния и очистки требуют дополнительных затрат [8]. 

Использование для различных биотехнологических, 

биомедицинских и других различных целей новых 

объектов растительного происхождения, содержа-

щих пероксидазу с повышенной стабильностью, 

рассматривается в работах [9–10]. В работе [11] про-

водилась экстракция растительной пероксидазы из 

различных овощных культур (репа (Brassica rapa), 

капуста цветная (Brassica oleracea var. Botrytis), ка-

пуста (Brassica oleracea var. Capitata), кабачки 

(Cucurbita pepo), картофель сладкий (Ipomea bata-

tas), редис красный (Raphanus sativus), картофель 

(Solanum tuberosum)) для сравнительной оценки ак-

тивности пероксидазы этих овощей. Авторы пока-

зали, что самая высокая активность пероксидазы 

наблюдается у репы (Brassica rapa). Экстракт перок-

сидазы репы использовали в реакции обесцвечива-

ния азокрасителя Конго Красный. В оптимизирован-

ных авторами условиях 90% красителя разлагалось 

в течение первых 2 мин реакции, а полное разруше-

ние красителя достигалось примерно через 16 мин. 

Также хорошо изучены пероксидазы из других источ-

ников, например, пероксидаза из табака (TOP) [12], 

пероксидазу из сладкого картофеля (SPP) использо-

вали в качестве биосенсора [13], пероксидаза из 

стеблей брокколи [14], пероксидаза из краснокочан-

ной капусты [15]. 
В перечисленных работах используется ком-

мерческий препарат пероксидазы либо пероксидаза, 
выделенная из различных частей растений путем 
экстрагированная. Не встречаются публикации, в 
которых для ферментативной деструкции органиче-
ских веществ применяются непосредственно части 
растений, без стадии выделения из них пероксидазы.  

Целью настоящей работы являлась оценка по-
тенциала отходов корнеплодов редьки черной и 
редьки зеленой как источников пероксидазы в реак-
ции деструкции органического красителя бромфе-
нолового синего в присутствии пероксида водорода, 
а также изучение влияния ионной силы раствора на 
эффективность удаления красителя.  

Экспериментальная часть 

В работе в качестве источника пероксидазы 
применяли кожуру корнеплодов редьки черной 
(Raphanus sativus 'Niger'), и редьки зеленой 
(Raphanus). В качестве модельного красителя ис-
пользовали бромфеноловый синий (БФС, регистра-
ционный номер CAS 115-39-9) квалификации 
«ч.д.а.». Необходимое значение ионной силы со-
здавали путем добавления нужных количеств хло-
рида калия KCl квалификации «ч.д.а». 

Деструкцию красителя осуществляли при тем-
пературе 24 оС и рН=4.01 (фталатный буферный рас-
твор). В водный раствор объемом 25 мл БФС с кон-
центрацией 25.1 мкМ помещали 0.5 г кожуры корне-
плодов одного из овощей. Реакцию инициировали 
добавлением 0.1 мл 0.1 М раствора пероксида водо-
рода. После перемешивания регистрировали спек-
тры поглощения в интервале длин волн 350–700 нм 
c использованием спектрофотометра Specord 
Analytik Jena 200 plus.  

https://chem.nlm.nih.gov/chemidplus/rn/115-39-9
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Эффективность удаления красителя опреде-

ляли по формуле % =
𝐷0−𝐷𝑡

𝐷0
· 100% =

𝐶0−𝐶𝑡

𝐶0
· 100%.  

Для определения кинетических характеристик 

ферментативной реакции концентрацию бромфеноло-

вого синего в растворе варьировали от 10.2 до 53.2 мкМ 

при постоянных значениях остальных параметров 

реакции: концентрация пероксида водорода, масса 

растительных отходов, pH, температура. В макси-

муме поглощения λ=592 нм определяли оптическую 

плотность раствора, при этом ε592=3.4·104 л/моль·см, 

l=1 см составляли. 

Результаты и их обсуждение 

При использовании пероксида водорода без 

растительных материалов снижение интенсивности 

поглощения раствора БФС в течение двух часов со-

ставило не более 1%. При проведении реакции в 

присутствии только растительных материалов, при 

этом кожуру корнеплодов редьки черной или редьки 

зеленой помещали непосредственно в раствор кра-

сителя, через 2 ч процесса степень удаления БФС со-

ставила 1%. Что свидетельствует о незначительной 

величине адсорбции красителя на поверхности ко-

журы овощей.  

Как показано на рис. 1 и 2, в присутствии пе-

роксида водорода и фермента, содержащегося в ко-

журе корнеплодов черной редьки и зеленой редьки, 

наблюдается значительное снижение интенсивнос-

ти поглощения при длине волны 592 нм, что 

свидельствует о деструктивном разрушении бром-

фенолового синего в водном растворе.  

 

Рис. 1. Спектры поглощения раствора БФС 25.1 мкМ  

при окислительной деструкции в присутствии отходов 

редьки черной, m(отходов) = 0.5 г, С(Н2О2) = 0.4 мМ,  

t = 24 °С, рН=4.01 за различное время реакции:  

1 – исходный; 2 – 1 мин; 3 – 5 мин; 4 – 10 мин;  

5 – 30 мин; 6 – 60 мин. 

Рис. 1–2 показывают, что фермент, содержа-

щийся в кожуре корнеплодов овощей, в сочетании с 

пероксидом водорода катализирует удаление краси-

теля БФС в водном растворе с различной эффектив-

ностью. При использовании кожуры редьки черной в 

течение часа удается достигнуть удаления 88% краси-

теля из раствора. А с применением отходов зеленой 

редьки степень деструкции составляла 50% за сутки.  

 

Рис. 2. Спектры поглощения раствора БФС 25.1 мкМ  

при окислительной деструкции в присутствии отходов 

редьки зеленой, m(отходов) = 0.5 г, С(Н2О2) = 0.4 мМ,  

t = 24 °С, рН=4.01 за различное время реакции:  

1 – исходный; 2–1 мин; 3–60 мин; 4–1 ч; 5–24 ч. 

Для расчетов количественных характеристик 
ферментативной реакции использовали зависимость 
начальной скорости реакции от концентрации БФС, 
полученную при фиксированных значениях концен-
трации пероксида водорода, массы отходов расти-
тельного сырья, значении pH и комнатной темпера-
туре. Что позволило определить максимальную ско-
рость и константы Михаэлиса методом линеариза-
ции уравнения Михаэлиса-Ментен в координатах 
Лайнуивера-Берка. При использовании отходов 
редьки черной для удаления красителя БФС из вод-
ного раствора константа Михаэлиса и максимальная 
скорость составляют 0.380 мМ и 0.068 мМ·мин–1 со-
ответственно. В случае применения отходов редьки зе-
леной эти величины уменьшаются до 0.040 мМ и 
0.001 мМ·мин–1, что свидетельствует о наибольшей 
активности пероксидазы, содержащейся в кожуре 
корнеплода редьки черной в сравнении с редькой зе-
леной. Однако наблюдаемое различие может быть 
следствием различного содержания пероксидазы в 
данных овощах. 

Так как от присутствия посторонних ионов в рас-
творе может зависеть ионизация функциональных 
групп в молекуле белка фермента, соответственно ион-
ная сила раствора может оказывать влияние на актив-
ность фермента в процессах деструктивного удаления 
красителя, идущих с его участием. В работе было изу-
чено влияние ионной силы на кинетику реакции уда-
ления органического красителя из водного раствора, 
протекающую с участием растительной пероксидазы, 
источником которой являлись отходы корнеплодов зе-
леной редьки или черной редьки. Рис. 3–5 показывают 
влияние ионной силы раствора на скорость деструк-
тивного превращения БФС. 

Эффективность удаления красителя бромфено-
лового синего из раствора в присутствии кожуры 
корнеплодов зеленой редьки возрастает с увеличе-
нием ионной силы от 0.05 до 0.45 М. Дальнейшее 
увеличение ионной силы незначительно влияет на 
эффективность удаления красителя. Такая же зако-
номерность характерна и для реакции, катализируе-
мой пероксидазой, содержащейся в кожуре корне-
плодов черной редьки (рис. 5). 



64 ХИМИЯ 

 

 

Рис. 3. Кинетические кривые деструкции БФС 35.2 мкМ 

в присутствии редьки зеленой, С(Н2О2) = 0.4 мМ,  

m(отходов)=0.5 г, рН=4.01, t=24℃ при различных  

значениях ионной силы: 1 – 0.05; 2 – 0.15;  

3 – 0.25; 4 – 0.65 М. 

 

Рис. 4. Влияние ионной силы на степень удаления БФС 

35.2 мкМ в присутствии зеленой редьки в течение 60 мин: 

m(отходов)=0.5 г, С(Н2О2) = 0.4 мМ, рН=4.01, t=24 ℃. 

 

Рис. 5. Влияние ионной силы на степень удаления БФС 

35.2 мкМ в присутствии черной редьки в течение 60 мин:  

m(отходов)=0.5 г, С(Н2О2) = 0.4 мМ, рН=4.01, t=24 ℃. 

В данной работе показано, что отходы корне-

плодов некоторых овощных культур содержат пе-

роксидазу в достаточном количестве для процесса 

удаления из водных растворов органических краси-

телей с высокой эффективностью и могут быть ис-

пользованы для очистки воды. При этом фермент-

ный комплекс не выделяется, остается в составе рас-

тительных объектов, а процессы окислительной де-

струкции красителя подчиняются закономерностям 

ферментативных реакций. 

Выводы 

Была изучена возможность использования пе-

роксидаз, содержащихся в растительных отходах, в 

ферментативной реакции удаления бромфенолового 

синего. Причем окислительная деструкция проте-

кает с достаточно высокой эффективностью, при ис-

пользовании кожуры редьки черной степень де-

струкции составляет более 88%, что может стать 

альтернативой биодеградации.  

Были определены кинетические параметры изу-

чаемой ферментативной реакции. Показано, что ион-

ная сила раствора оказывает влияние на ферментатив-

ные реакции удаления БФС из сточных вод. С ростом 

значения ионной силы (от 0.05 до 0.45 М) эффектив-

ность удаления бромфенолового синего увеличивается 

от 85.6 до 93.3% с использованием пероксидазы из ко-

журы зеленой редьки. 
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In this study, oxidative degradation of bromophenol blue dye was carried out at t = 

24 °C and pH = 4.01 in the presence of hydrogen peroxide and peroxidase contained in roots 

of black radish (Raphanus sativus “Niger”) and green radish (Raphanus) without its extrac-

tion. With an initial dye content of 25.1 μM and a hydrogen peroxide concentration of 0.4 

mM in the presence of black or green radish root crop waste, it is possible to achieve the 

degree of dye removal by 88% and 50%, respectively. The kinetic parameters of the enzy-

matic reaction were determined by linearizing Michaelis-Menten equation in Lineweaver-

Burk coordinates. It was found that for the oxidative reaction of destruction of bromophenol 

blue when using black radish waste, the Michaelis constant and maximum rate are 0.380 mM 

and 0.068 mM·min−1, respectively. When using green radish waste, these values decrease to 

0.040 mM and 0.001 mM·min−1. This indicates that peroxidase in the peel of black radish 

root crop has the greatest activity in comparison with green radish. The effect of the ionic 

strength of the solution created by the addition of potassium chloride on the dye removal 

reaction in the presence of peroxidase is shown. The removal efficiency of bromophenol blue 

increases to 93.3% with an increase in the ionic strength from 0.05 to 0.45 M. Enzymatic 

oxidative degradation can be considered as an alternative to biodegradation. 

Keywords: horseradish peroxidase, enzymatic oxidation, bromophenol blue, ionic 

strength of the solution. 
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