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Аннотация. В работе проведен синтез и исследование каталитических свойств 

многокомпонентного биокатализатора на основе пероксидазы хрена, иммобилизованной на 

модифицированном диоксиде титана (TiO2). Для модификации диоксида титана 

использовались соляная кислота, хитозан, аминопропилтриэтоксисилан и глутаровый 

диальдегид. Пероксидаза хрена получена экстракцией из корня хрена (Armoracia rusticana) с 

последующим центрифугированием и отделением фильтрата. Иммобилизация фермента 

проводилась методом последовательного нанесения с промежуточной промывкой 

дистиллированной водой от неспецифически связанных реагентов. Была исследована 

активность ферментативного экстракта и синтезированного биокатализатора в реакции 

окисления 4-хлорфенола в присутствии перекиси водорода. Наблюдение за ходом реакции 

велось по изменению оптической плотности реакционной смеси, содержащей 

4-аминоантипирин, при длине волны 506 нм. На основании результатов экспериментов по 
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варьированию условий проведения процесса и количества компонентов реакционной смеси 

оптимизирован компонентный состав биокатализатора, определены основные кинетические 

параметры синтезированного биокатализатора. В статье впервые экспериментально 

подтверждена целесообразность физико–химической модификации диоксида титана 

хитозаном и аминопропилтриэтоксисиланом для увеличения прочности ковалентной связи 

фермента с носителем, получен новый эффективный иммобилизованный биокатализатор на 

основе диоксида титана, пригодный для многоразового использования в жидкофазном 

окислении хлорфенолов. Полученные результаты свидетельствуют о высокой 

перспективности использования синтезированного биокатализатора в процессах удаления из 

воды хлорфенольных загрязнений. Все гипотезы и выводы, изложенные в статье, основаны 

на данных научно–технической литературы, посвященных методам иммобилизации 

ферментов, методам модификации неорганических носителей, расчету кинетических 

параметров ферментативных реакций и основным закономерностям 

спектрофотометрических методов анализа. 

 

Abstract. In this work synthesis and investigation of the catalytic properties of the 

multicomponent biocatalyst based on the horseradish peroxidase immobilized on the modified 

titanium dioxide (TiO2) were carried out. Hydrochloric acid, chitosan, aminopropyltriethoxysilane 

and glutaric dialdehyde were used to modify the titanium dioxide. The horseradish peroxidase was 

obtained by extraction of the horseradish root (Armoracia rusticana), followed by centrifugation 

and separation of the filtrate. Immobilization of enzyme was performed by sequential application 

method with intermediate washing with distilled water from the non–specifically bounded reagents. 

Enzymatic activity of the enzymatic extract and of the synthesized biocatalyst in the reaction of 

oxidation of 4-chlorophenol in the presence of hydrogen peroxide was investigated. Monitoring the 

reaction was carried out by changing of the optical density of the reaction mixture containing 

4-aminoantipyrine, at a wavelength of 506 nm. Biocatalyst component composition was optimized, 

and the basic kinetic parameters of the synthesized biocatalyst was determined based on the results 

of experiments on variation of the process conditions and of the number of components of the 

reaction mixture. The article expediency of physic–chemical modification of titanium dioxide with 

chitosan, and aminopropyltriethoxysilane to increase the strength of covalent bonding of the 

enzyme with the carrier was first experimentally confirmed received. Also, new effective 

immobilized biocatalyst based on the titanium dioxide which is suitable for repeated use in the 

liquid phase oxidation of chlorophenols was obtained. The results show high prospects of 

synthesized biocatalyst using in the process of chlorophenol pollutants removing from the water. 

All hypotheses and conclusions expressed in this article are based on scientific and technical 

literature on methods of immobilization of enzymes, methods of inorganic carriers modifying, the 

calculation of the kinetic parameters of enzymatic reactions and the basic laws of 

spectrophotometric analysis. 

 

Ключевые слова: 4-хлорфенол, пероксидаза хрена, иммобилизация, диоксид титана. 
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В настоящее время очень остро стоит проблема удаления из водных ресурсов 

токсичных органических контаминантов. Хлорфенолы, которые могут образовываться как в 

производственных процессах, так и при хлорировании воды, относятся к наиболее 

распространенным и экологически опасным загрязнителям водных ресурсов, оказывающим 

вредное воздействие на человека и животных из-за высокой токсичности и канцерогенности 

[1, с. 74]. Для очистки воды от хлорфенолов чаще всего используются методы химического 

окисления до СО2 и Н2О или нерастворимых в воде полимеров, легко удаляемые 

фильтрованием, однако ни один из известных методов не приводит к полному удалению 
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хлорфенолов из воды. Описан способ удаления хлорфенолов путем каталитического 

окисления пероксидом водорода в присутствии пероксидазы хрена в нерастворимые 

полимерные соединения, отделяемые центрифугированием [2, с. 415]. При этом 

использование пероксидазы хрена, высокоэффективного фермента класса оксидоредуктаз, 

ограничено целым рядом недостатков, основные из которых — невозможность 

многократного использования фермента и неустойчивая его работа из-за отравления 

каталитических центров пероксидазы продуктами окисления [3, c. 15]. Перспективным путем 

решения данной проблемы является иммобилизация фермента на твердом носителе, что 

позволяет одновременно повысить стабильность фермента и обеспечить возможность его 

многократного использования. В частности, в работах [4, с. 46] и [5, с. 149] показана 

возможность использования иммобилизованной на твердых носителях пероксидазы хрена 

для окисления фенолов и хлорфенолов.  

В последние годы в качестве носителей для иммобилизации ферментов все большее 

внимание исследователей привлекают нанокристаллические оксидные материалы, 

обладающие рядом уникальных свойств. Одним из таких материалов является диоксид 

титана (TiO2), высокодисперсные порошки которого широко применяются в различных 

сферах: в качестве фотокатализатора, химических, газовых сенсоров, диэлектрического 

материала в конденсаторах [6, с. 4], при обработке воды для разложения органических 

загрязняющих примесей [7, с. 13693; 8, c. 2], в качестве самоочищающихся покрытий окон и 

антибактериальных агентов [9, с. 1], цветосенсебилизированных солнечных батарей [10, с. 

316], пигмента в лакокрасочной промышленности [11, с. 3], косметике, пищевой 

промышленности и фармацевтике [12, с. 6]. Перспективным направлением исследований 

является модификация носителей на основе диоксида титана с целью стабилизации частиц и 

придания им новых функциональных свойств [12, с. 6]. Одним из наиболее широко 

применяемых материалов для модификации является хитозан — природный гидрофильный 

полисахарид, получаемый деацетилированием хитина (основного компонента экзоскелета 

ракообразных и насекомых) [13, c. 61]. Модификация диоксида титана хитозаном позволяет 

совместить сразу несколько эффектов: стабилизировать частицы диоксида титана, 

предотвращая их слипание; повысить адсорбционную емкость носителя; обеспечить наличие 

на поверхности носителя функциональных аминогрупп [14, с. 76]. Еще одной перспективной 

возможностью модификации поверхности диоксида титана является ее силанизация 

специальными реагентами (например, аминопропилтриэтоксисиланом), что также делает 

носитель более доступным для ковалентной сшивки с ферментом [15, с. 37]. В связи с этим, 

предполагается, что совмещение двух способов модификации поверхности диоксида титана 

существенно повысит эффективность сшивки и, соответственно, повысит активность и 

операционную стабильность иммобилизованного фермента. Поэтому исследование 

закономерностей иммобилизации пероксидазы хрена на поверхности модифицированного 

хитозаном и аминопропилтриэтоксисиланом диоксида титана является актуальной задачей. 

Цель данной работы состояла в синтезе и исследовании каталитических свойств 

эффективного многокомпонентного биокатализатора на основе пероксидазы хрена, 

иммобилизованной на модифицированном диоксиде титана. 

 

Материалы и методики 

В работе использовали следующие реактивы и материалы: диоксид титана (TiO2, ООО 

«ЛДХим»); соляная кислота (HCl, ЗАО «Купавнареактив»); хитозан низкой вязкости (Fluka); 

аминопропилтриэтоксисилан (АПТЭС, Sigma–Aldrich); этанол (C2H5OH, ЗАО 

«Купавнареактив»); глутаровый диальдегид (25%, Acros Organics); калий фосфорнокислый 

1-замещенный (KH2PO4, «Невареактив»); гидроксид натрия (NaOH, «Реахим»); сердцевина 

корня хрена обыкновенного (Armoracia rusticana); 4-хлорфенол (Sigma–Aldrich); 

4-аминоантипирин (Sigma–Aldrich); перекись водорода (H2O2, 50%, ЗАО «Купавнареактив»); 

дистиллированная вода (H2O). 
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Для приготовления фосфатного буферного раствора с рН=7,0 в мерную колбу 

вместимостью 1 л вносили 500 мл 0,1 М раствора KH2PO4 (13,6 г/л) и 291 мл 0,1 н. раствора 

гидроксида натрия и доводили до метки дистиллированной водой. Раствор хранился в 

течение месяца. Для приготовления 0,2%-ного раствора хитозана 0,2 г хитозана вносили в 

химический стакан и растворяли в 5 мл 0,1 н. раствора HCl при легком нагревании и 

постоянном перемешивании, после чего полученный гель переносили в мерную колбу 

вместимостью 100 мл и доводили до метки дистиллированной водой. Для приготовления 5% 

раствора АПТЭС 5 мл АПТЭС вносили в мерную колбу вместимостью 100 мл и доводили до 

метки 96%-ным этанолом. Для приготовления 2% раствора глутарового диальдегида 8 мл 

25%-ного глутарового диальдегида вносили в мерную колбу вместимостью 100 мл и 

доводили до метки дистиллированной водой. 

Для выделения пероксидазы из сердцевины корня хрена (Armoracia rusticana) свежую 

сердцевину корня хрена измельчали, после чего экстрагировали навеску 

дезинтегрированного корня хрена фосфатном буфере с pH = 7,0 (4 г на 30 мл буферного 

раствора) в течение 1 часа при непрерывном перемешивании. Затем полученную смесь 

центрифугировали при 5000 об/мин в течение 20 минут, после чего центрифугат 

фильтровали на микропористом фильтре. Полученный экстракт обладал пероксидазной 

активностью. До проведения экспериментов экстракт хранился в холодильнике при 

температуре 3±1°С.  

Иммобилизацию пероксидазы хрена проводили следующим образом. Навеску диоксида 

титана последовательно выдерживали при постоянном перемешивании в 0,1 н. растворе 

соляной кислоты (1 час), растворе хитозана (1 час), растворе АПТЭС (1 час), глутаровом 

диальдегиде (24 часа) и ферментативном экстракте (1 час) с промежуточной промывкой 

дистиллированной водой и фильтрованием на фильтре Шотта. После иммобилизации 

биокатализатор высушивали на воздухе до постоянной массы и хранили в холодильнике при 

температуре 3±1 °С до использования. 

Определение активности экстракта и синтезированного биокатализатора проводилось в 

реакции окисления 4-хлорфенола в присутствии перекиси водорода и 4-аминоантипирина. 

Наблюдение за ходом реакции велось при помощи спектрофотометра СФ–2000 по 

изменению оптической плотности реакционной смеси, при длине волны 506 нм за счет 

образования окрашенного продукта реакции — хинонимина (1): 

 
пероксидаза 

H2O2 + 4-хлорфенол + 4-аминоантипирин → хинонимин + 4H2O   (1) 

 

Как показали ранее проведенные исследования, в качестве альтернативного источника 

перекиси водорода могут использоваться следующие процессы: 

– окисление органических субстратов (муравьиной кислоты, пропилового и бутилового 

спиртов) в присутствии металлов (Au, Pd, Pt, Ag, Ru), нанесенных на оксид алюминия или 

сверхсшитый полистирол [16, с. 165]; 

– окисление β–D–глюкозы до δ–глюконо–1,5-лактона в присутствии глюкозооксидазы 

[17, с. 85]. 

Для исследования активности экстракта в кювету спектрофотометра последовательно 

вносили 2,5 мл фосфатного буферного раствора (pH = 7,0), 0,2 мл экстракта, 0,2 мл раствора 

4-аминоантипирина, 0,2 мл 4-хлорфенола и 0,2 мл раствора перекиси водорода и измеряли 

оптическую плотность раствора при 506 нм (раствор сравнения — дистиллированная вода). 

Для исследования активности биокатализатора в термостатируемую стеклянную ячейку 

с возвратно–поступательным качанием (300 мин−1) вносили биокатализатор, 25 мл 

фосфатного буферного раствора (pH = 7,0), 2 мл раствора 4-аминоантипирина, 2 мл раствора 

4-хлорфенола и 2 мл раствора перекиси водорода, через определенные промежутки времени 

отбирали пробы и измеряли оптическую плотность раствора при 506 нм (раствор сравнения 
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— дистиллированная вода). При варьировании концентраций субстратов растворы 

4-аминоантипирина и перекиси водорода использовали в 10%-ном избытке по отношению 

к концентрации 4-хлорфенола во избежание лимитирования скорости процесса. Оптическая 

плотность реакционной смеси была пересчитана в концентрации реагентов и конверсию 

по заранее определенным молярным коэффициентам поглощения. Кинетические параметры 

экстракта и биокатализатора (константу Михаэлиса (Km) и предельную скорость реакции 

(Vm)) определяли методом двойных обратных координат по начальной скорости реакции при 

варьировании начальных концентраций 4-хлорфенола. 

 

Результаты и их обсуждение 

Изначально была проведена серия экспериментов по варьированию концентрации 

4-хлорфенола с ферментативным экстрактом. Результаты исследований представлены 

на Рисунке 1. 

Далее был проведен выбор состава биокатализатора, для чего проведены эксперименты 

со следующими системами: 

– диоксида титана — пероксидаза хрена (система 1); 

– диоксид титана — АПТЭС — глутаровый диальдегид — пероксидаза хрена 

(система 2); 

– диоксид титана — хитозан — АПТЭС — глутаровый диальдегид — пероксидаза 

хрена (система 3). 

Исходя из результатов экспериментов была выбрана система 3, так как именно она 

проявляет наибольшую активность в реакции окисления 4-хлорфенола. Данный факт может 

быть связан с тем, что системы 1 и 2 не стабилизированы хитозаном, что приводит к 

смыванию фермента с поверхности носителя и прилипанию частиц катализатора как друг к 

другу, так и к стенкам реакционных сосудов (что существенно увеличивает потери 

катализатора при использовании). Поэтому все дальнейшие эксперименты были проведены 

с оптимальной системой 3. 

Были проведены эксперименты по определению оптимального соотношения 

компонентов биокатализатора на носителе. По результатам экспериментов было определено 

оптимальное соотношение компонентов биокатализатора: 

– 0,5 г диоксида титана; 

– 25 мл 0,1 н. раствора соляной кислоты; 

– 50 мл 0,2%-ного раствора хитозана; 

– 4 мл 5%-ного раствора аминопропилтриэтоксисилана; 

– 50 мл 2%-ного раствора глутарового диальдегида; 

– 15 мл ферментативного экстракта. 

С оптимальным биокатализатором были проведены исследования по варьированию 

концентрации 4-хлорфенола (Рисунок 2а) и содержания биокатализатора в реакционной 

смеси (Рисунок 2б).  

Из результатов, представленных на Рисунках 1 и 3а были рассчитаны кинетические 

параметры ферментативного экстракта и иммобилизованного биокатализатора, 

представленные в Таблице. 
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Рисунок 1. Окисление 4-хлорфенола в экспериментах по варьированию концентрации 4-хлорфенола 

с ферментативным экстрактом.  

 

 
Таблица.  

КИНЕТИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ ФЕРМЕНТАТИВНОГО ЭКСТРАКТА И 

ИММОБИЛИЗОВАННОГО БИОКАТАЛИЗАТОРА 

Объект Vm, ммоль/лс) Km, ммоль/л 

Ферментативный экстракт 0,096 1,85 

Иммобилизованный биокатализатор 0,004 4,23 

 

Из Таблицы видно, что все кинетические параметры иммобилизованного 

биокатализатора несколько ниже, чем у ферментативного экстракта. Наблюдаемое снижение 

активности иммобилизованного фермента связано прежде всего с гетерогенизацией системы 

и ограниченным доступом молекул субстратов к активным центрам фермента. Однако 

необходимо отметить, что иммобилизация позволяет многократно использовать фермент, в 

отличие от ферментативного экстракта. Кроме того, эксперименты показали, что 

иммобилизованный биокатализатор достаточно стабилен и практически не снижает своей 

активности в 10 последовательных экспериментах, а также сохраняет свою активность в 

течение 3 месяцев при хранении в закрытом сосуде в холодильнике при 2 °С. Также из 

приведенных данных видно, что иммобилизация не привела к существенному повышению 

константы Михаэлиса, и, соответственно, ухудшению сродства фермента к 4-хлорфенолу.  

В связи с этим можно сделать вывод об эффективности данного биокатализатора в 

реакции окисления 4-хлорфенола. Таким образом, что совмещение двух способов 

модификации поверхности диоксида титана (хитозаном и аминопропилтриэтоксисиланом) 

существенно повышает эффективность сшивки, а также активность и операционную 

стабильность иммобилизованного фермента. Полученные результаты могут быть 

использованы для разработки эффективного биокатализатора для удаления из воды 

хлорфенольных загрязнений. 
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а) 

 
б) 

 
Рисунок 2. Ход реакции окисления 4-хлорфенола в экспериментах с биокатализатором по 

варьированию: а) концентрации 4-хлорфенола; б) содержания биокатализатора относительно 

объема реакционной смеси. 

 

Выводы 

Был проведен синтез и исследование каталитических свойств многокомпонентного 

биокатализатора на основе пероксидазы хрена (Armoracia rusticana), иммобилизованной на 

модифицированном соляной кислотой, хитозаном, аминопропилтриэтоксисиланом и 

глутаровым диальдегидом диоксиде титана (TiO2). Была исследована активность 

ферментативного экстракта и синтезированного биокатализатора в реакции окисления 

4-хлорфенола в присутствии перекиси водорода. На основании результатов экспериментов 
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по варьированию условий проведения процесса и количества компонентов реакционной 

смеси оптимизирован компонентный состав биокатализатора, определены основные 

кинетические параметры синтезированного биокатализатора.  

 

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского фонда фундаментальных 

исследований (гранты 15–08–00534 и 14–08–01218). 
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