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В данной работе проведена окислительная деструкция красителя бромфенолового 

синего пероксидом водорода при рН 4,0-4,1 в присутствии коммерческого препарата перок-

сидазы хрена, а также пероксидазы, выделенной непосредственно из корней хрена (Armoracia 

rusticana). Для определения активности пероксидазы использовали модельную реакцию окис-

ления фенола до хинона. При содержании красителя 32,7 мкМ оптимальная концентрация 

пероксида водорода составила 0,04 мМ при концентрации пероксидазы 1,15 нМ. Определена 

оптимальная температура ферментативной реакции: при 23 °С в течение 10 мин 90% кра-

сителя подвергается деструкции. При повышении температуры до 50 °С скорость реакции 

уменьшается, и степень обесцвечивания составляет 56% за тот же интервал времени. По-

казано, что начальная скорость пероксидазного окисления бромфенолового синего подчиня-

ется уравнению Михаэлиса-Ментен. Параметры ферментативной реакции определялись 

линеаризацией уравнения Михаэлиса-Ментен в координатах Лайнуивера-Берка. Найдено, 

что для реакции пероксидазного окисления бромфенолового синего константа Михаэлиса и 

максимальная скорость составляют 42,7 мкМ и 57,5 мкМ·мин–1, соответственно. При ис-

пользовании пероксидазы, выделенной из корней хрена, также удалось достигнуть высокой 

степени деструкции красителя. Эксперименты проводили при температуре 30 °С и рН=4,1. 

С ростом объема вытяжки от 0,1 до 0,2 мл степень деструкции увеличивается от 75% до 

90%. Результаты демонстрируют высокую эффективность пероксидазного окисления бром-

фенолового синего как с участием коммерческого препарата пероксидазы хрена, так и перок-

сидазы, выделенной из корней хрена. Ферментативная окислительная деструкция может 

рассматриваться как альтернатива биодеградации. 

Ключевые слова: пероксидаза хрена, ферментативное окисление, краситель бромфеноловый синий 
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In this study, the oxidative destruction of bromophenol blue dye with hydrogen peroxide 

was carried out at pH 4.0-4.1 in the presence of a commercial horseradish peroxidase, as well as 

peroxidase isolated directly from horseradish roots (Armoracia rusticana). To determine peroxi-

dase activity, a model reaction of the oxidation of phenol to quinone was used. With a dye concen-

tration of 32.7 μM, the optimal concentration of hydrogen peroxide was 0.04 mM at peroxidase 

concentration of 1.15 nM. The optimal temperature of the enzymatic reaction was determined: at 

23 °С for 10 min 90% of the dye was exposed to destruction. When the temperature rises to 50 °С, 

the reaction rate decreases, and the degree of destruction is 56% for the same time interval. It was 

shown that the initial rate of peroxidase oxidation of bromophenol blue follows Michaelis-Menten 

equation. The kinetic parameters of the enzymatic reaction were determined by linearizing Mich-

aelis-Menten equation in Lineweaver-Burk coordinates. It was found that for the peroxidase oxi-

dation reaction of bromophenol blue Michaelis constant and maximum rate were 42.7 μM and 

57.5 μM·min–1, respectively. In this work, а high percentage of dye degradation was also achieved 

when using peroxidase isolated from horseradish roots. The experiments were conducted at a tem-

perature of 30оС and pH 4.1. With the increase in the volume of the extract from 0.1 to 0.2 ml, the 

percentage decolorization increases from 75% to 90%. The results demonstrate the high degrada-

tion efficiency of bromophenol blue with the participation of the commercial horseradish peroxi-

dase and peroxidase isolated from horseradish roots. Enzymatic oxidative degradation can be con-

sidered as an alternative to biodegradation. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Сточные воды текстильной, пищевой, бу-

мажной, полиграфической, кожевенной и космети-

ческой промышленности содержат остатки краси-

телей [1]. При попадании в окружающую среду без 

очистки они могут вызывать серьезные проблемы, 

снижая прозрачность природной воды и, как след-

ствие, препятствуют проникновению солнечной 

радиации и уменьшают процесс фотосинтеза. В 

связи с этим деструкция красителей в ходе очистки 

стоков является важной задачей, даже если эти за-

грязнители малотоксичны. 

В последние годы использование фермен-

тативных методов для обработки сточных вод, со-

держащих красители и нефтепродукты, вызывает 

большой интерес [2-4]. Растительные ферменты, 

такие как пероксидаза хрена, хорошо известны 

своей эффективностью в промотировании окисле-

ния широкого спектра ароматических соединений 

[5-8], а также некоторых важных промышленных 

красителей [9-19]. Так, в работе [18] подробно изу-

чена деструкция индигокармина пероксидом водо-

рода с участием пероксидазы. Авторы определили 

кинетические характеристики реакции, оптималь-

ное соотношение реагентов, изучили влияние тем-

пературы и рН на скорость реакции, были опреде-

лены некоторые термодинамические параметры 

реакции. В работе [19] выполнено сравнительное 

окисление метиленового синего и азура с различ-

ными классами пероксидаз – пероксидазой хрена и 

лигнин-пероксидазой. Показано, что лигнин-пе-

роксидаза более эффективна в реакциях деметили-

рования красителей. 

Целью настоящей работы являлось изуче-

ние окисления красителя бромфенолового синего с 

использованием пероксида водорода и перокси-

дазы. Этот краситель является моделью органиче-

ского загрязнителя сложного состава, содержа-

щего в структуре атомы галогена, серы и устойчи-

вые ароматические структуры. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

Окислительная деструкция бромфеноло-

вого синего в присутствии пероксидазы.  

Бромфеноловый синий (БФС, регистраци-

онный номер CAS 115-39-9) квалификации «ч.д.а.» 

без дополнительной очистки.  

Раствор фермента готовили растворением 

навесок твердого препарата пероксидазы из корней 

хрена (HRP) производства «VWR Chemiscals» (США) 

https://chem.nlm.nih.gov/chemidplus/rn/115-39-9
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со спектральным показателем чистоты RZ = 3,0 в фос-

фатном буферном растворе (рН = 6,86). Концентра-

цию пероксидазы хрена определяли спектрофото-

метрически, принимая ε40З = 9,6·104 л/моль·см. 

В колбы объемом 25 мл последовательно 

вводили расчетные количества раствора БФС, кон-

центрация красителя варьировалась от 17,2 до 

62,9 мкМ, концентрация пероксидазы во всех экс-

периментах была постоянной и составляла 1,15 нМ, 

смесь доводили до метки буферным раствором 

(рН = 4,1). Инициировали реакцию добавлением 

0,1 мл раствора пероксида водорода 0,01 М. В мо-

мент введения последнего включали секундомер, 

тщательно перемешивали смесь, переносили в кю-

вету и следили за изменением оптической плотно-

сти раствора в максимуме поглощения (λ = 592 нм, 

ε592 = 3,4·104 л/моль·см, l = 1 см) в течение 10 мин., 

используя спектрофотометр UV/Vis Analytik Jena 

Specord 200 plus.  

Окислительная деструкция БФС в присут-

ствии пероксидазы, выделенной из корней хрена 

(Armoracia rusticana). Для получения вытяжки из 

корней хрена навеску 3,0275 г растирали пестиком 

в ступке с небольшим количеством буферного рас-

твора (рН = 6,86). Переносили растертую массу в 

мерную колбу на 25 мл, разбавляли до метки тем 

же буфером, хорошо перемешивали и настаивали в 

течение 15 мин. Затем раствор отфильтровывали, 

прозрачный фильтрат (вытяжку) использовали для 

экспериментов.  

Для определения активности пероксидазы 

используются модельные реакции окисления раз-

личных субстратов [20]: например, пирогаллола 

[8, 17], ABTS (диаммониевая соль 2,2′-азино-бис(3-

этилбензотиазолин-6-сульфоната)) [11, 18, 20], фе-

нола [9]. В настоящей работе активность перокси-

дазы, содержащейся в корнях хрена, определяли в 

реакции окисления фенола до хинона. Для этого 

0,5 мл фенола 2,1 мМ и аликвоту 0,5 мл вытяжки 

фермента добавляли к 1,5 мл фосфатного буфера 

(рН 6,86), реакцию инициировали добавлением 0,5 мл 

раствора Н2О2 0,1 М. При пероксидазном окислении 

фенола образуется окрашенный продукт (λ = 440 нм). 

Измеряли изменение светопоглощения раствора 

каждые 30 с в течение 5 мин. Пероксидазная актив-

ность составила 0,59 мкМ/мин·мг. 

Окислительную деструкцию БФС прово-

дили в колбе объемом 25 мл при следующих соот-

ношениях компонентов реакционной смеси: 0,2 мл 

вытяжки, концентрация БФС – 32,7 мкМ, концен-

трация пероксида водорода – 0,04 мМ. Значение рН 

4,0-4,1 поддерживали с помощью фталатного бу-

ферного раствора.  

Для проведения исследований при повы-

шенных температурах использовали лабораторный 

термостат суховоздушный ТС-1/20 СПУ. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

В результате воздействия на раствор БФС 

пероксида водорода в присутствии пероксидазы 

происходит значительное уменьшение интенсив-

ности поглощения в области 592 нм (рис. 1). При 

использовании только пероксида водорода или пе-

роксидазы хрена не наблюдалось заметного сниже-

ния поглощения (не более 2%), то есть фермент ка-

тализирует окисление красителя пероксидом водо-

рода в растворе. 

 

 
Рис. 1. Спектры поглощения раствора БФС в присутствии перок-

сидазы и пероксида водорода в процессе окисления, 

С(БФС)=32,7 мкМ, С(пероксидазы)=1,15 нМ, С(Н2О2)=0,04 мМ, 

t=30 °С, рН=4,1: 1 – исходный; 2 – время окисления 1 мин.; 

3 – 10 мин 

Fig. 1. UV-vis spectra of aqueous bromophenol blue dye solutions 

(С=32.7 μМ) in the presence of peroxidase and hydrogen peroxide 

during oxidation, С(HRP)=1.15 nM, С(Н2О2)=0.04 mМ, t=30 °С, 

рН=4.1: 1 – original; 2 – reaction time 1 min; 3 – 10 min 

 

Для получения кинетических характери-

стик изучаемой ферментативной реакции исполь-

зовали схему Михаэлиса-Ментен. Для этого были 

получены значения начальной скорости реакции 

при различных концентрациях красителя в рас-

творе (таблица).  
 

Таблица 

Кинетические характеристики деструкции БФС в 

присутствии пероксидазы (1,15 нМ) и Н2О2 (0,04 мМ), 

рН=4,1, t=30 °С 

Table. Kinetic characteristics of degradation of bromo-

phenol blue dye in the presence of horseradish peroxi-

dase (1.15 nM) and Н2О2 (0.04 mМ), pH=4.1, t=30 °С  

С(БФС), мкМ 
Начальная скорость, 

мкМ/мин. 
Степень деструк-

ции, % (10 мин.) 

17,2 16,5 100 

32,7 24,8 95 

39,1 27,9 88 

45,8 31,1 81 

58,1 33,3 68 
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Из данных таблицы видно, что начальная 
скорость пероксидазного окисления БФС подчиня-
ется схеме Михаэлиса-Ментен, с увеличением ко-
личества субстрата начальная скорость возрастает 
до определенного значения, дальнейшее увеличе-
ние концентрации субстрата не приводит к увели-
чению начальной скорости реакции. Фермент пол-
ностью насыщается субстратом, и при данной кон-
центрации это состояние соответствует макси-
мальной скорости реакции. Параметры фермента-
тивной реакции определялись линеаризацией гра-
фика зависимости начальной скорости перокси-
дазного окисления красителя от его концентрации 
в координатах Лайнуивера-Берка. Найдено, что для 
окислительной реакции деструкции БФС при тем-
пературе 30 °С и рН = 4,1 константа Михаэлиса и 
максимальная скорость составляют 42,7 мкМ и 
57,5 мкМ·мин-1, соответственно. 

Известно, что на скорость ферментативных 
реакций оказывает значительное влияние темпера-
турный фактор. Результаты оценки влияния темпе-
ратуры на протекание пероксидазного окисления 
БФС представлены на рис. 2. Из полученных экс-
периментальных данных видно, что максимум ка-
талитической активности пероксидазы в реакции 
окисления БФС пероксидом водорода наблюдается 
при температуре 23 °С, степень деструкции дости-
гает 90%. При повышении температуры скорость 
ферментативной реакции уменьшается и при 50 °С 
степень обесцвечивания составляет всего 56%. В 
работе [17] авторами была обнаружена противопо-
ложная тенденция, при повышении температуры 
от 25 °С до 60 °С степень деструкции красителя ин-
дигокармина увеличивалась до 92%.  

 

 
Рис. 2. Кинетические кривые обесцвечивания растворов БФС 

C(БФС)=32,7 мкМ, С(пероксидазы)=1,15 нМ, С(H2O2) = 0,04 мМ 
при различных температурах: 1 – 50 °С; 2 – 40 °С; 3 – 30 °С; 

4 – 23 °С 
Fig. 2. Kinetic curves of decolorization of aqueous bromophenol 

blue dye solutions (C=32.7 μМ) at different temperatures, 
(С(HRP)=1.15 nM, С(H2O2)=0.04 mM): 1 – 50 °С; 2 – 40 °С; 

3 – 30 °С; 4 – 23 °С 

Для изучения влияния содержания перок-

сида водорода на степень обесцвечивания раство-

ров БФС варьировали концентрацию пероксида во-

дорода от 0,04 до 40 мМ при 23 °C. На рис. 3 пока-

заны кинетические кривые деструкции БФС при 

различном содержании пероксида водорода. 

 

 
Рис. 3. Кинетические кривые окисления БФС в присутствии пе-

роксидазы (C(БФС) = 32,7 мкМ, С(пероксидазы) = 1,15 нМ) при 

различном содержании H2O2, t=23 °C: 1 – 40; 2 – 0,04, 3 – 0,4-4 мМ 

Fig. 3. Kinetic curves of decolorization of aqueous bromophenol 

blue dye solutions (C=32.7 μМ) at different H2O2 content, 

С(HRP)=1.15 nM, t=23 °C: 1 – 40; 2 – 0.04, 3 – 0.4-4 mM 

 

Видно, что при содержании пероксида во-

дорода от 0,04, до 4 мМ удается достигнуть обес-

цвечивания раствора красителя на 89-91% в тече-

ние 10 мин (рис. 3). С повышением концентрации 

H2O2 степень деструкции уменьшается и состав-

ляет 68%. Можно сделать вывод, что H2O2 может 

оказывать токсическое действие на пероксидазу в 

высоких концентрациях, вызывая частичную инак-

тивацию.  

Дальнейшая работа была направлена на 

изучение возможности использования перокси-

дазы, выделенной из корней хрена, в реакции обес-

цвечивания БФС. Эксперименты проводили при 

температуре 30 °C и рН = 4,1 рис. 4.  

С ростом объема вытяжки от 0,1 до 0,2 мл 

степень деструкции увеличивается от 75% до 90%.  

Таким образом, бромфеноловый синий мо-

жет быть подвергнут окислительной деструкции 

пероксидом водорода с участием чистой перокси-

дазы хрена и пероксидазы, выделенной из корней 

хрена, причем окисление протекает с высокой эф-

фективностью и может стать альтернативой биоде-

градации. 
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Рис. 4. Спектры поглощения раствора БФС в ходе окисли-

тельной деструкции пероксидом водорода в присутствии экс-

тракта из хрена при температуре 30 °С, C(БФС) = 32,7мкМ, 

С(Н2О2) = 0,4 мМ, рН = 4,1: 1 – исходный; 2 – время реакции 

1 мин.; 3 – 5 мин.; 4 – 10 мин. 

Fig. 4. UV-vis spectra of aqueous Bromophenol blue dye solu-

tions (С = 32.7 μМ) oxidative destruction with hydrogen peroxide 

in the presence of peroxidase isolated from horseradish roots, 

С(HRP) = 1.15 nM, С(Н2О2) = 0.04 mМ, t = 30 °С, рН = 4,1: 1 – origi-

nal; 2 – reaction time 1 min; 3 – 5 min; 4 – 10 min. 

ВЫВОДЫ 

Проведена окислительная деструкция бром-

фенолового синего пероксидом водорода при уча-

стии ферментного препарата пероксидазы, а также 

пероксидазы, выделенной из корней хрена. При 30 °C 

и рН = 4,1 в течение 10 мин обесцвечивается более 

89% раствора красителя. Были найдены кинетиче-

ские параметры уравнения Михаэлиса-Ментен при 

температуре 30 °C и рН = 4,1. Константа Михаэлиса 

и максимальная скорость составляют 42,7 мкМ и 

57,5 мкМ·мин–1, соответственно. Максимум ката-

литической активности пероксидазы в реакции 

окисления бромфенолового синего пероксидом во-

дорода наблюдается при температуре 23 °C, сте-

пень деструкции достигает 90%. 

Была изучена возможность использования 

ферментного комплекса, выделенного из корней 

хрена, в реакции обесцвечивания бромфенолового 

синего. Полученные данные показали, что при тем-

пературе 30 °C и рН = 4,1 в течение 10 мин более 

91% красителя обесцвечивалось. Избыток H2O2 мо-

жет вызвать торможение (дезактивацию) каталити-

ческого процесса. 
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