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Аннотация. В данной работе была проведена ферментативная реакция обесцвечивания водного раствора красителя бромфенолового 
синего в присутствии пероксида водорода и пероксидазы, содержащейся в корнеплодах хрена обыкновенного (Armoracia rusticana), ре-
диса (Raphanus sativus var. radicula), репы желтой (Brassica napobrassica), дайкона (Raphanus sativus), редьки черной (Raphanus sativus ‘Niger’), 
редьки зеленой (Raphanus) либо кочерыжке капусты белокочанной (Brassica capitata). Реакцию проводили при начальном содержании 
красителя 25,1 мкМ, концентрации пероксида водорода 0,4 мМ, при t = 24°С и рН 4,01, в качестве источника пероксидазы использовали 
кожуру различных овощей, вводя ее в реакцию без предварительного выделения фермента. При использовании отходов хрена, редь-
ки черной, капусты белокочанной, репы удается достигнуть 95% степени обесцвечивания красителя в его водном растворе. Рассчитаны 
максимальная скорость и константы Михаэлиса ферментативной реакции методом линеаризации в координатах Лайнуивера – Берка. 
Показано, что функционирование ферментного комплекса, содержащегося в кожуре редьки черной, сохраняется при повышении тем-
пературы от 23 до 40°С.
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Abstract. In this study, the decolorization reaction of aqueous solution bromophenol blue dye was carried out in the presence of hydrogen 
peroxide and peroxidase contained in the roots of horseradish (Armoracia rusticana), radish (Raphanus sativus var. radicula), yellow turnip (Brassica 
napobrassica), daikon (Raphanus sativus), black radish (Raphanus sativus ‘Niger’), green radish (Raphanus) or stalk of white cabbage (Brassica capitata). 
The reaction was carried out at an initial dye content of 25,1 μM, a hydrogen peroxide concentration of 0,4 mM, at t = 24 °C and pH 4,01, the 
peel of various vegetables was used as a source of peroxidase; it was inserted into the reaction without enzyme primary extraction. When using 
horseradish waste, black radish, white cabbage, turnips, it is possible to get the degree of decolorization of the dye in its aqueous solution by 95%. 
The maximum rate and Michaelis constants of the enzymatic reaction are calculated by the linearization method in the Linuiver – Burke coordi-
nates. It is shown that the activity of peroxidase contained in the peel of black radish persists with an increase in temperature from 23 to 40 °С.
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Введение
Загрязнение воды красителями является 

одной из серьезных экологических проблем, 
даже в небольших количествах красители су-
щественно снижают прозрачность природной 
воды. Красители обычно используются в пище-
вой, косметической, кожевенной, текстильной, 
бумажной и пластмассовой промышленностях. 
Например, при окрашивании в процессе тек-
стильной обработки происходит значительная 
потеря красителя (до 50%), который затем по-
падает в водные объекты в составе сточных вод. 
Методы обнаружения и устранения загрязнений 
от красителей постоянно совершенствуются 
[1]. Наличие недостатков у физико-химических 
методов разрушения красителей вызвало инте-
рес исследователей по всему миру к разработке 
альтернативных экономически эффективных и 
экологически чистых способов обезвреживания. 
Так, было показано, что в присутствии пероксида 
водорода пероксидаза хрена окисляет широкий 
спектр органических субстратов. Красители, 
содержащиеся в сточных водах, могут быть 
эффективно удалены с использованием перок-
сидазы хрена [2–6]. 

В настоящее время корни хрена обыкно-
венного (Armoracia rusticana) служат основ-
ным источником пероксидазы. В работах [7, 8] 
подробно изучена деструкция органических 
красителей в присутствии пероксида водорода 
с участием коммерческой пероксидазы хрена. 
Однако следует учитывать, что стоимость 
коммерческой пероксидазы достаточно высока, 
поскольку процедуры её выделения и очистки 
требуют дополнительных затрат, и это является 
существенным недостатком [9]. В связи с этим 
изучение применения растительных пероксидаз 
является актуальной задачей. В работе [10] для 
сравнительной оценки проводилась экстракция 
пероксидазы из различных растительных объ-
ектов: кабачков, репы, капусты, редиса красного, 
цветной капусты и картофеля. Авторы показали, 
что среди овощей наибольшая активность на-
блюдается у пероксидазы репы (Brassica rapa) 
в реакции обесцвечивания азокрасителя Конго 
красный. В оптимизированных условиях удалось 
достигнуть полного обесцвечивания реакцион-
ной смеси через 16 мин. Встречаются публи-
кации с использованием для различных целей 
пероксидазы из менее изученных растительных 
объектов, таких как табак [11, 12], сладкий карто-
фель [13], стебли брокколи [14], краснокочанная 
капуста [15], цитрусовые растения [16]. Ранее 

нами была изучена ферментативная реакция 
красителя бромфенолового синего с перокси-
дом водорода в присутствии коммерческого 
препарата пероксидазы, а также пероксидазы, 
экстрагированной из корней хрена [17].

Чаще всего для деструкции органических 
поллютантов используется коммерческий препа-
рат пероксидазы либо пероксидаза, предваритель-
но экстрагированная из частей различных рас-
тений. Представляет интерес сокращение стадии 
экстракции в процессе подготовки фермента для 
ферментативной деструкции органических ве-
ществ, однако такие публикации нам неизвестны.

Целью настоящей работы являлась оценка 
потенциала отходов различных овощей как 
источников пероксидазы, используемой в про-
цессе обесцвечивания раствора бромфенолового 
синего в присутствии пероксида водорода, без не-
обходимости выделения ферментного комплекса 
из состава овоща. 

Материалы и методы 
В данной работе в качестве источника пе-

роксидазы использовали отходы корнеплодов 
хрена (Armoracia rusticana), редиса (Raphanus 
sativus var. radicula), дайкона (Raphanus sativus 
subsp. acanthiformis), редьки черной (Raphanus 
sativus ‘Niger’), репы желтой (Brassica napobras-
sica), редьки зеленой (Raphanus) и кочерыжку 
капусты белокочанной (Brassica capitata). Для 
экспериментов использовали счищенную ко-
журу овощей, предварительно промытых дис-
тиллированной водой от остатков почвы.

В качестве модельного красителя использо-
вали бромфеноловый синий (БФС, регистрацион-
ный номер CAS 115-39-9) квалификации «ч.д.а.» 
без дополнительной очистки. 

Обесцвечивание раствора красителя осу-
ществляли при температуре 24оС и рН 4,01 (фта-
латный буферный раствор). В водный раствор 
объемом 25 мл БФС с концентрацией 25,1 мкМ 
помещали 0,5 г кожуры корнеплодов одного из 
овощей. Реакцию инициировали добавлением 
0,1 мл 0,1 М раствора пероксида водорода. По-
сле перемешивания регистрировали спектры 
поглощения в интервале длин волн 350–700 нм 
c использованием спектрофотометра Specord 
Analytik Jena 200 plus. 

Эффективность удаления красителя (Э), 
определяли по формуле:

Э = 
С0 – Сt

С0
∙ 100% ,
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Из табл. 1 видно, что фермент, содержа-
щийся в кожуре корнеплодов разных овощей, в 
сочетании с пероксидом водорода катализирует 
обесцвечивание водного раствора БФС с раз-
личной эффективностью. При использовании 
пероксидазы хрена окисление протекает наиболее 
эффективно, примерно 95% красителя обесцвечи-
вается в течение 10 мин. В присутствии кожуры 
редьки черной обесцвечивание раствора красите-
ля также протекало достаточно быстро, тогда как 

отходы дайкона и редиса позволяли достигнуть 
сопоставимого эффекта лишь через трое суток.

Для характеристики ферментативных ре-
акций обычно применяют максимальную ско-
рость Vm и константу Михаэлиса KM. Для рас-
чета данных величин определяли зависимость 
начальной скорости реакции от концентрации 
субстрата, при этом концентрацию бромфено-
лового синего в растворе варьировали от 10,2 
до 53,2 мкМ при постоянных значениях кон-

где С0 – начальная концентрация красителя, 
Сt – концентрация красителя в момент времени t.

Концентрацию красителя определяли по 
оптической плотности раствора в максимуме по-
глощения λ = 592 нм, l = 1 см, используя значение 
ε592=3,4·104 л/моль·см. 

Для проведения исследований при повышен-
ных температурах использовали лабораторный 
термостат суховоздушный ТС-1/20 СПУ.

Результаты и их обсуждение 
Для оценки вклада возможных сорбционных 

процессов в обесцвечивание раствора красителя 
процесс осуществляли в присутствии только рас-
тительных материалов без участия пероксида во-
дорода. Через 2 ч процесса в присутствии отходов 
корнеплодов репы степень обесцвечивания БФС 
составила 10%, хрена и капусты – 7%, дайкона 

и редьки черной – 4%, редиса, редьки зеленой – 
1%, эти значения соответствуют максимальной 
адсорбции красителя на поверхности кожуры 
овощей, которая впоследствии не изменялась в 
течение трех суток. 

В присутствии пероксида водорода и 
фермента, содержащегося в кожуре корня хре-
на, наблюдалось значительное уменьшение 
интенсивности поглощения раствора БФС при 
длине волны 592 нм, как показано на рис. 1. Это 
соответствует снижению концентрации краси-
теля в его водном растворе.

На рис. 2 показано снижение интенсивности 
поглощения раствора БФС в присутствии 
пероксида водорода и отходов капусты. Эф-
фективность обесцвечивания красителя в при-
сутствии отходов всех изученных овощей пред-
ставлена в табл. 1.

Рис. 1. Спектры поглощения раствора БФС 25,1 мкМ 
в присутствии отходов хрена, m (отходов) = 0,5 г, 
С(Н2О2) = 0,4 мМ, t = 24 °С, рН 4,01 за различное время 

реакции, мин: 1 – исходный; 2 – 1; 3 – 10
Fig. 1. UV-vis spectra of aqueous Bromophenol blue dye 
solution 25,1 μМ in the presence of horseradish waste, 
m(waste) = 0,5 g, С(Н2О2) = 0,4 mМ, t = 24 оС, рН 4,01 
for different reaction times, min: 1 – original; 2 – 1; 

3 – 10

Рис. 2. Спектры поглощения раствора БФС 25,1 мкМ 
в присутствии отходов капусты, m (отходов) = 0,5 г, 
С(Н2О2) = 0,4 мМ, t = 24°С, рН 4,01 за различное время 
реакции, мин: 1 – исходный; 2 – 5; 3 – 10; 4 – 30; 5 – 60; 

6 – 180 
Fig. 2. UV-vis spectra of aqueous Bromophenol blue dye solu-
tion 25,1 μМ in the presence of cabbage waste, m(waste) = 0,5 g, 
С(Н2О2) = 0,4 mМ, t = 24 °С, рН 4,01 for different reaction 
times, min: 1 – original; 2 – 5; 3 – 10; 4 – 30; 5 – 60; 6 – 180
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                                                                                                                      Таблица 1 / Table 1 
Степень обесцвечивания БФС в присутствии растительных отходов: 

С(БФС) = 25,1 мкМ, С(Н2О2) = 0,4 мМ, m(отходов) = 0,5 г, рН 4,01, t = 24°С
The degree of decolorization of Bromophenol blue dye in the presence of plant waste: 

C(BPB) = 25,1 μМ, С(H2O2) = 0,4 mM, m(waste) = 0,5 г, рН 4,1, t = 24°С

Овощная культура  
Vegetable culture

Время, t 
Time, t

Степень удаления, %  
Degree of removal, %

Хрен 
Armoracia rusticana 10 мин / min 95

Черная редька 
Raphanus sativus ‘Niger’ 1 ч / h 88

Репа 
Brassica napobrassica 3 ч / h 73

Капуста 
Brassica capitata 3 ч / h 76

Зеленая редька 
Raphanus 1 сутки / day 50

Дайкон 
Raphanus sativus 3 суток / days 68

Редис 
Raphanus sativus var. radicula 3 суток / days 73

центрации пероксида водорода, массы отходов 
овощей и pH. Параметры ферментативной 
реакции определялись методом линеаризации 
уравнения Михаэлиса – Ментен в координатах 
Лайнуивера – Берка. Для учета возможных раз-

личий, связанных со степенью зрелости, особен-
ностями хранения, сортовыми различиями овощ-
ных культур определяли параметры процесса 
деструкции с использованием трех различных 
образцов овощей. Результаты приведены в табл. 2.

Таблица 2 / Table 2 
Кинетические параметры ферментативной деколоризации раствора БФС 

в присутствии растительных отходов: С(Н2О2) = 0,4мМ, m(отходов) = 0,5 г, рН 4,01, t = 24°С
Kinetic parameters of enzymatic decolorization of Bromophenol blue dye in the presence of plant waste: 

С(H2O2) = 0,4 mM, m(waste) = 0,5 г, рН 4,01, t = 24°С

Параметры 
Parameters 

Vm, мM·мин–1 / 
Vm, mM·min–1

KM, мM 
Km, mM

№ образца / Sample number

1 2 3 1 2 3

Хрен /
Armoracia rusticana 0,345 0,073 0,021 0,346 0,094 0,097

Черная редька /
Raphanus sativus ‘Niger’ 0,068 0,044 0,105 0,38 0,051 0,183

Капуста /
Brassica capitata 0,005 0,031 0,002 0,039 0,709 0,008

Репа /
Brassica napobrassica 0,033 0,167 0,046 0,128 0,204 0,086

Зеленая редька /
Raphanus 0,001 0,013 0,006 0,04 0,115 0,022

Редис /
Raphanus sativus var. radicula 0,009 0,014 0,019 0,281 0,034 0,409

Дайкон /
Raphanus sativus 0,011 0,009 0,107 1,68 0,031 0,168
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По данным табл. 2 видно, что для хрена 
максимальная скорость составляет наибольшее 
значение, для зеленой редьки – наименьшее, 
что свидетельствует о высокой активности 
пероксидазы в кожуре корня хрена. Однако 
следует иметь в виду, что наблюдаемое разли-
чие вполне могло возникнуть из-за различного 
содержания фермента в изученных овощных 
культурах. Анализ данных табл. 2 показывает, 
что для каждого овоща параметры процесса 
деколоризации меняются при применении 
различных образцов, что, вероятно, объясня-
ется различием условий и времени хранения 
овощей, а также циклом развития овощных 
культур [18]. Однако сохраняется закономер-
ность, выявленная ранее: в среднем эффектив-
ность использования корня хрена в изучаемом 
процессе выше эффективности применения 
растительного материала корнеплодов других 
овощей. Следовательно, отходы корнеплодов 
хрена, а также репы и редьки черной могут 
служить потенциальными источниками перок-
сидаз, которые способствуют эффективному 
обесцвечиванию сточных вод.

Известно, что температура – это существен-
ный фактор, оказывающий влияние на скорость 
ферментативных реакций. Пероксидаза отно-
сится к достаточно термоустойчивым фермен-
там, даже при нагревании до 85°С активность 
пероксидазы хрена сохраняется на 50% [19]. 
Изучение зависимости активности пероксидазы, 
выделенной из топинамбура, от температуры 
показывает, что максимальная активность фер-
мента проявляется при 30°С [20]. 

В настоящей работе проводили реакцию 
ферментативного обесцвечивания красителя в 
присутствии кожуры редьки черной при раз-
личных температурах. Кинетические кривые из-
менения концентрации бромфенолового синего, 
полученные при различных температурах, по-
казаны на рис. 3. Следует отметить, что влияние 
температуры изучали при более высокой концен-
трации субстрата, чем сопоставление активности 
различного растительного материала, с целью 
минимизации влияния концентрационных из-
менений. Указанная концентрация отвечала 
выходу графика Михаэлиса – Ментен на плато, 
параллельное оси абсцисс. 

Рис. 3. Кинетические кривые обесцвечивания БФС 37,2 мкМ в присутствии редьки 
черной, С(Н2О2) = 0,4 мМ, m (отходов) = 0,5 г, рН 4,01 при различных температурах: 

1 – 50°С; 2 – 40°С; 3 – 30°С; 4 – 24°С 
Fig. 3. Kinetic curves of decolorization of aqueous Bromophenol blue dye solutions 
37,2 μМ in the presence of black radish, С(H2O2) = 0,4 mM, m (waste) = 0,5 g, рН 4,01, 

at different temperatures: 1 – 50°С; 2 – 40°С; 3 – 30°С; 4 – 24°С

Полученные результаты показывают, что при 
повышении температуры до 40°С ферментативная 
реакция протекает с высокой эффективностью, 
при этом степень обесцвечивания красителя 

составляет около 95%. При повышении темпе-
ратуры до 50°С степень обесцвечивания БФС 
уменьшается до 68%, что, по-видимому, связано 
с разрушением активных центров фермента.
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Выводы
Изучена возможность использования от-

ходов различных овощей (кожуры корня хрена, 
редиса, черной редьки, дайкона, зеленой редьки 
и кочерыжки капусты) как источника перокси-
дазы в ферментативной реакции обесцвечивания 
бромфенолового синего. Окисление протекает 
с высокой эффективностью при использовании 
кожуры хрена и редьки черной, в этих случаях 
удается достигнуть деколоризации водного рас-
твора красителя более чем на 88%, что может 
стать альтернативой биодеградации. 

Определены кинетические параметры из-
учаемой реакции. Показано, что функциониро-
вание ферментного комплекса, содержащегося в 
кожуре редьки черной, сохраняется при повыше-
нии температуры от 23 до 40°C, причем степень 
удаления красителя достигает 96%. 
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