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ОКИСЛЕНИЕ ЛИГНИНА ПЕРОКСИДОМ ВОДОРОДА 

В СРЕДЕ ВОДА–ДМСО В ПРИСУТСТВИИ ПЕРОКСИДАЗЫ ХРЕНА
*
 

 
Показано сохранение активности фермента при наличии в растворе до 30 % ДМСО в 

реакции окисления лигнина, установлена возможность ферментативного окисления 

олиго- и полимерных препаратов лигнина. 

Ключевые слова: фермент, пероксидаза, лигнин, диметилсульфоксид. 

Задача мониторинга качества вод промышленных предприятий в насто-

ящее время является актуальной. На предприятиях ЦБП токсичные феноль-

ные компоненты в технологических водах обнаруживаются на всем протяже-
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нии технологического процесса. После удаления легкоокисляемых мономер-

ных фенолов сточные воды содержат большое количество лигнинных ве-

ществ, которые накапливаются в водоемах. Разрушение их под действием 

ультрафиолетового излучения солнца, микроорганизмов, окисления кислоро-

дом воздуха создает постоянный фон токсичных компонентов и снижает уро-

вень кислорода в водоеме [2, 4, 5]. Поэтому определение содержания олиго- и 

полимерных лигнинных веществ является актуальным с точки зрения как оп-

тимизации технологии, так и экологического мониторинга [6]. Одно из пер-

спективных направлений – использование биосенсоров, основанных на фер-

ментах, позволяет повысить экспрессность, увеличить чувствительность и се-

лективность анализа [17].  

Классические растительные пероксидазы, в частности пероксидаза из 

корней хрена (HRP), обладают высокой стабильностью, более высоким  

рН-оптимумом и возможностью окисления фенольных соединений непосред-

ственно, без медиаторов или вторых субстратов [11, 15]. Фермент пероксидаза 

(КФ 1.1.11.7) широко применяется в иммуноферментном анализе [12, 21], при 

конструировании ферментных электродов [13, 16, 20], создании биомаркеров 

[14]. Нативная пероксидаза хрена катализирует окисление пероксидом водо-

рода широкого круга фенольных субстратов [3, 19]. Для окисления малорас-

творимых в воде высокомолекулярных фенольных соединений перспективно 

использование водно-органических смешанных растворителей. Одним из хо-

рошо известных растворителей для лигнинов является ДМСО [8]. В работах 

[1, 9, 18] показана возможность окисления фенольных соединений пероксида-

зой хрена в водно-органических средах.  

Цель данной работы – изучить процесс окисления лигнина в бинарном рас-

творителе вода–ДМСО в присутствии пероксидазы хрена и возможность приме-

нения данного фермента для создания новых методик определения лигнина. В 

качестве объекта исследования была выбрана пероксидаза HRP (КФ 1.1.11.7) – 

гем-содержащий фермент, относящийся к классу пероксидаз растений. 

В работе использовали коммерческий препарат С2 пероксидазы хрена 

(BBI «Enzymes») со спектральным показателем чистоты Rz = 2,30. Активность 

фермента определяли по скорости реакции окисления гваякола пероксидом 

водорода [10]. 

Концентрацию пероксида водорода контролировали спектрофотометри-

ческим методом с использованием 2-лучевого УФ спектрофотометра 

Specord250Plus («Analytik Jena») по полосе поглощения 230 нм (молярный 

коэффициент поглощения 72,7 М
-1
см

-1
). В качестве субстрата применяли гва-

якол производства «Sigma-Aldrich». Реактивы соответствовали квалификации 

«ос.ч.». 

Параметры проведения ферментативной реакции соответствовали опре-

деленным ранее [7]. Реакцию пероксидазного окисления лигнина (концентра-

ция (5…500) 10
-3

 г/л) пероксидом водорода (0,110
-3

 М) проводили при темпе-

ратуре 25 °С в среде фталатного буферного раствора (0,1 М) при концентра-
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Рис. 1. Электронные спектры поглощения 

продуктов ферментативного окисления 

диоксанлигнина в 30 %-м водном раство-

ре ДМСО (продолжительность реакции 

            варьировали от 0 до 10 мин) 

ции ДМСО 30 % масс. Процесс инициировали введением пероксидазы хрена 

(0,015 мг/мл) при объеме реакционной смеси 3 мл. Запись спектров и кинети-

ческих кривых окисления гваякола производили на Specord250Plus. За ходом 

реакции следили по поглощению в области характеристической полосы про-

дукта ферментативного окисления гваякола. Начальную скорость реакции 

рассчитывали по результатам измерений тангенса угла наклона начального 

линейного участка кинетической кривой. 

Молекулярно-массовое распределение анализировали методом эксклю-

зионной хроматографии

 с использованием ВЭЖХ системы LC-20 («Shimadzu», 

Япония), оснащенной насосом LC-20 ADsp, автосамплером SIL-20A, термоста-

том колонок CTO-20A, спектрофотометрическим детектором SPD-20A. Раз-

деление проводили на колонке Styragel (3004,6 мм), заполненной стиролди-

винилбензольным гелем с диаметром частиц 5 мкм («Waters», США) при тем-

пературе 50° С. В качестве элюента использовали диметилформамид с добав-

кой бромида лития (0,05 М) для подавления полиэлектролитных эффектов. 

Объем вводимой пробы – 10 мкл, концентрация – 1 мг/мл. Система отградуи-

рована с использованием монодисперсных стандартов полистирола в диапа-

зоне молекулярных масс от 100 до 

100 тыс. Да. Детектирование осу-

ществляли при длине волны 280 нм. 

Данные собирали и обрабатывали с 

использованием програмного обес-

печения WinGPC (PSS, Германия).  

В качестве модельных суб-

стратов фермента использовали об-

разцы диоксанлигнина, сульфатно-

го лигнина, лигносульфоната, вы-

деленных из ели, и натронного лиг-

нина  пшеничной соломы. Готовили 

растворы препаратов лигнина в 

ДМСО с концентрацией 10 г/л, ко-

торые добавляли в реакционную 

смесь до получения требуемой 

концентрации лигнина. Раствор 

лигнина в присутствии пероксида водорода без добавления фермента оставал-

ся стабильным в течение 3 ч. При добавлении в реакционную смесь перокси-

дазы хрена наблюдалось увеличение оптической плотности в области 

400…600  нм   (рис. 1).   В процессе  ферментативного  окисления  в  спектрах 

                                                           
 Авторы выражают благодарность м.н.с. ЦКП НО «Арктика» Н. В. Ульянов-

скому за анализ проб методом эксклюзионной ВЭЖХ. 
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Рис. 2. Зависимость начальной скорости реакции (а) и максимальной оптической 

плотности реакционной смеси (б) от концентрации сульфатного лигнина (1) 

                                                     и диоксанлигнина (2) 

 

проявлялся максимум при 490 нм, отсутствующий в исходных спектрах и ис-

пользованный в дальнейшем для определения скорости реакции.  

В диапазоне концентраций препаратов лигнина 5…500 мг/л была опре-

делена скорость протекания реакции, построены зависимости  начальной ско-

рости реакции и максимальной оптической плотности реакционной смеси от 

концентрации лигнина (рис. 2).  

В ходе реакции для образцов диоксанлигнина и сульфатного лигнина 

было обнаружено увеличение оптической плотности, для образцов лигно-

сульфоната и натронного лигнина признаков протекания реакции не обнару-

жено. Это можно объяснить ионной формой фенольных ОН-групп в опти-

мальном для фермента диапазоне рН. В диапазоне концентраций лигнина  

от 5 до 100 мг/л полученные зависимости начальной скорости (V0) и макси-

мальной оптической плотности (Dmax) от концентрации лигнина (рис. 2) явля-

ются линейными, выходящими из центра координат, и описываются уравне-

ниями вида  

0V ax  и maxD bx . 

Угловые коэффициенты а и b приведены в табл. 1. Отклонение экспе-

риментальных точек от линейной зависимости при высоких концентрациях 

 
Таблица 1  

Параметры зависимостей начальной скорости и максимальной оптической 

плотности от концентрации лигнина 

Коэффициент Диоксанлигнин Сульфатный лигнин 

a 4,16∙10
-6

 6,42∙10
-6

 

b 3,63∙10
-4

 1,06∙10
-3

 



ISSN 0536 – 1036. ИВУЗ. «Лесной журнал». 2013. № 5 

 

181 

 
 

Рис. 3. Молекулярно-массовое распределение препарата 

диоксанлигнина до реакции (1) и через 60 мин после 

                                    начала реакции (2)  

 

лигнина обусловлено насыщением субстрат-связывающих сайтов фермента. 

Полученные данные создают предпосылки для разработки метода определе-

ния содержания лигнинных веществ после перевода их в раствор в системе 

вода–ДМСО.  

Для препарата диоксанлигнина дополнительно методом эксклюзионной 

хроматографии было изучено изменение молекулярно-массового распределе-

ния в ходе реакции. Полученные результаты свидетельствуют об уменьшении 

доли низкомолекулярных фракций и некотором возрастании молекулярной 

массы препарата лигнина при снижении степени его полидисперсности  

(рис. 3, табл. 2), что свидетельствует о совместном протекании процессов 

окисления и  полимеризации лигнина под действием фермента, а также о 

вступлении в реакцию не только низко-, но и высокомолекулярных фрагмен-

тов лигнина.  

 
Таблица 2  

Молекулярно-массовые характеристики препарата  

диоксанлигнина 

Показатель 

Значение показателя 

до  

окисления 

после 

 окисления 

Молекулярная 

масса, Да: 
  

Mn 1 540 2 030 

Mw 4 660 5 480 

Mz 9 040 10 100 

Полидисперсность 3,0 2,7 



ISSN 0536 – 1036. ИВУЗ. «Лесной журнал». 2013. № 5 

 

182 

Выводы 

Показано, что фермент (пероксидаза хрена) проявляет активность в ре-

акциях окисления лигнинных веществ при значительном содержании ДМСО в 

растворе (до 30 %).  

Установлено, что ферментативному каталитическому окислению могут 

быть подвержены как мономерные фенолы, так и олиго- и полимерные препа-

раты, находящиеся в исследуемом растворе.  

Полученные результаты свидетельствуют о перспективности разработок 

ферментативных биосенсоров для определения лигнина в водно-органических 

средах.  
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Oxidation of Lignin with Hydrogen Peroxide in Water/DMSO  

Binary Solvent in the Presence of Horseradish Peroxidase 

 

Peroxidase remained active in the presence of up to 30% DMSO in the solution for lignin 

oxidation. The possibility of enzymatic oxidation of oligomeric and polymeric phenolic 

compounds is substantiated. 
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