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Abstract. The divanillin synthesis by oxidative dimerization of vanillin in the presence of juice and 
water extracts of horseradish root (Armorácia rusticána), a more available and cheaper catalyst as 
compared with horseradish reactive peroxidase (HRP) was studied. The divanillin yield exceeds 
90 mol. % based on loaded vanillin. The peroxidase activity in juice and water extracts of horseradish 
root was estimated.
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Синтез диванилина в присутствии водной вытяжки  
и сока корня хрена 
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ФИЦ «Красноярский научный центр СО РАН»
Российская Федерация, Красноярск 

Аннотация. Изучены возможности синтеза диванилина окислительной димеризацией 
ванилина в  присутствии сока и  водных вытяжек корня хрена (Armoracia rusticana)  – более 
доступного и дешевого катализатора по сравнению с реактивной пероксидазой хрена (HRP). 
Выход диванилина достигает более 90 мол. % в расчете на загруженный ванилин. Определена 
активность пероксидазы в соке и водных вытяжках корня хрена.
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В  настоящее время все более актуальной проблемой становится замена ископаемого 
нефтехимического сырья возобновляемыми ресурсами [1, 2]. Многие промышленные и пер-
спективные химические продукты  – ароматические соединения, основным возобновляемым 
источником которых может служить лигнин. Несмотря на  большое количество исследова-
ний процессов выделения ароматических соединений из  лигнина, единственным коммерче-
ски производимым из  него индивидуальным соединением является ванилин (4-гидрокси-3-
метоксибензальдегид) [3, 4].

Развитие эффективных методов получения ванилина из  лигнина может способствовать 
появлению новых областей его потребления, таких как производство новых полимеров [5–8]. 
Одно из направлений синтеза полимеров может быть основано на использовании в качестве 
мономера нового бисфенола – диванилина (6,6'-дигидрокси – 5,5' – диметокси – (1,1'-бифенил) – 
3,3'-дикарбоксоальдегида, ДВ), продукта окислительной димеризации ванилина (рис. 1).

Рис. 1. Окислительная димеризация ванилина в диванилин

Fig. 1. Vanillin oxidative dimerization to divanillin
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Природный диванилин содержится в следовых количествах в стручках ванили, а также 
обнаруживается в продуктах ферментативного разложения древесины [9]. Это соединение мо-
жет применяться в качестве ароматизатора молочных продуктов [10], входит в состав антиок-
сидантных композиций [11] и фоторезистов в микролитографии [12].

Известны методы окисления ванилина в диванилин неорганическими реагентами – суль-
фатом железа (II) и персульфатом натрия [13, 14], хлоридом железа (III) [15, 16], где выходы 
целевого продукта достигают 50–70 %.

Основной способ повышения выхода диванилина окислением ванилина – использование 
ферментативных катализаторов. Крингс и Эспаран [17, 18] получали диванилин в присутствии 
ферментов грибов – пероксидазы чесночника обыкновенного (Marasmiuss corodonius), а также 
лакказ шампиньона двухспорового (Agaricus bisporus) и древесных грибов – мерипилуса ги-
гантского (Meripilus giganteus), кориолопсиса (трутовика) Трога (Coriolopsis trogii). В качестве 
окислителя в случае лакказ выступал кислород, в случае пероксидаз – пероксид водорода, про-
цессы окисления проводили в 5%-ном этанольном растворе при 40–50 °С в течение 5 ч. Мак-
симальный выход ДВ (95 %) был достигнут при использовании лакказы кориолопсиса Трога 
(Coriolopsis trogii). В работе Ллевота с соавторами [19] описана димеризация ванилина под дей-
ствием кислорода в присутствии лакказы трутовика радужного (Trametes versicolor) с выходом 
диванилина около 90 %, однако процесс отличается большой длительностью (24 ч) и исполь-
зованием водно-ацетоновых смесей в качестве растворителя. Все вышеупомянутые ферменты 
были реактивными (SigmaAldrich).

Пероксидаза хрена обыкновенного (Armoracia rusticana) (horseradish peroxidase  – HRP) 
является широко известным ферментом, применяемым в качестве метки антител для иммуно-
ферментного анализа, а также катализатором окисления фенольных соединений пероксидом 
водорода [20, 21].

Впервые синтез диванилина окислением ванилина пероксидом водорода в  присутствии 
HRP в  водном растворе провели Баумгартнер и  Ньюком в  1972 г. c выходом порядка 80  %. 
[22]. В работах [23, 24] для получения диванилина использована реактивная пероксидаза хрена 
с активностью 1000 ME в 100 мл реакционного раствора, содержащего 1 г ванилина. Выход 
диванилина составлял 80-95 мас. %.

Несмотря на  доступность исходного сырья (корень хрена обыкновенного, Armoracia 
rusticana), реактивная пероксидаза хрена является дорогим реагентом ($10000 за грамм, или 
$40 за 1000 единиц активности пероксидазы, SigmaAldrich) [25].

Культивируемые в России сорта хрена содержат до 15 г пероксидазы на 1000 кг исходного сы-
рья [26]. Строго говоря, корень хрена содержит несколько пероксидаз, и одна из индивидуальных 
пероксидаз, выделенная методами жидкостной хроматографии, имеет активность 26800 Ед/мг 
протеинов [27]. Активность пероксидазы в расчете на 1 г сырого корня, определенная в единицах 
оптической плотности при окислении гваякола, по данным [27], составляла 1220 единиц.

В работе [28] отмечается, что пероксидазная активность сырого корня хрена равна от 2,8 
до 16,97 μмоль/мин×г и содержание пероксидазы различается в разных частях растения (ко-
рень, боковые корни, черешки), произрастающего в Европе и Северной Америке. Емелин с со-
авторами [29] показали, что пероксидазная активность культивируемого в Центральной России 
сырого корня составляет от 15 до 40 μмоль/мин×г.
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Сравнение данных [23–29] демонстрирует, что цена реактивной пероксидазы в качестве 
катализатора в процессе окисления ванилина в диванилин на два порядка превышает стои-
мость используемого ванилина. Это соотношение налагает существенные экономические огра-
ничения на применение и развитие такого метода получения диванилина. 

Поэтому цель настоящей работы заключается в исследовании возможностей получения 
диванилина из ванилина с использованием принципиально более дешевых и доступных во-
дных вытяжек корня хрена и его сока в качестве источника пероксидазы.

Экспериментальная часть

В работе использовали ванилин фирмы SigmaAldrich, уксусную кислоту, перекись водо-
рода, гидроксид натрия и соляную кислоту квалификации «хч». Корень хрена выкопан в сен-
тябре 2019 г. и хранился в холодильнике при 10 °С. 

Приготовление сока хрена. Для выделения сока исходное сырье вымачивали в воде в те-
чение суток, затем высушивали до удаления поверхностной влаги. Увеличение массы корней 
после вымачивания составляло 5-12 %. Вымоченный корень тщательно измельчали. Из измель-
ченного сырья выдавливали сок с помощью пресса, рН сока варьировался от 4,5 до 4,9.

Приготовление водной вытяжки корня хрена. Для получения водной вытяжки замочен-
ные в течение суток корни гомогенизировали с четырехкратным по массе количеством фос-
фатного буферного раствора с рН 6,0, содержащего 12,14 г/л NaH2PO4 и 3,22 г/л Na2HPO4. Затем 
гомогенизат центрифугировали, отделяли центрифугат, а осадок подвергали дополнительной 
выжимке. Полученные светло-желтые растворы объединяли и отфильтровывали. Аналогично 
была получена вытяжка обработкой сырья дистиллированной водой.

Синтез диванилина. 1 г ванилина (6,6 ммоль) растворяли в 100 мл 10%-ного водного рас-
твора этанола или в воде при нагревании, затем раствор охлаждали до комнатной температу-
ры, доводили кислотность раствора до рН 4 раствором уксусной кислоты (0,01 М), добавляли 
сок хрена или водную вытяжку корней хрена и 7,5 мл 3%-ного раствора пероксида водорода 
(6,6 ммоль). Смесь перемешивали при комнатной температуре в течение 3-х часов. Образую-
щийся серо-бежевый осадок отфильтровывали на воронке Бюхнера, промывали водой и сушили 
при 50 °C. Очистку продукта проводили переосаждением соляной кислотой из водно-щелочного 
раствора. Целевой продукт представлял собой серый порошок, нерастворимый в воде.

ПМР-спектры полученного диванилина сняты в DMSO-d6 при 25 °C, спектрометр Bruker 
Avance III 600 MГц, с привязкой к дейтериевому резонансу растворителя.

1H ЯМР диванилина: δ м.д. 3,94 (6H, OCH3), 7,43 (ароматические 2Н, Н-6), 7,44 (ароматиче-
ские 2Н, Н-4), 9,82 (альдегидные 2Н, СНО).

Определение активности пероксидазы хрена. Определение активности пероксидазы 
проводили методом окисления гваякола в тетрагваякол [30]. Раствор гваякола готовили рас-
творением 1,2414 г гваякола в 100 мл фосфатного буферного раствора (рН = 6). Раствор 2 мМ 
пероксида водорода готовили растворением 15,6 мкл 30%-ного H2O2 в 90 мл фосфатного буфер-
ного раствора (рН = 6) и разбавляли до 100 мл водой. Для определения активности пероксидазы 
в кювету спектрофотометра вносили 2,8 мл фосфатного буферного раствора, 100 мкл раствора 
гваякола, 100 мкл 2мМ раствора пероксида водорода и 20 мкл раствора фермента (сока или во-
дной вытяжки корня хрена).
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Полученный раствор немедленно фотометрировали при 470 нм относительно раство-
ра сравнения, содержащего все перечисленные компоненты, за исключением H2O2, в течение 
100 с. Измерение оптической плотности проводили в шести параллелях, активность рассчиты-
вали по среднему значению.

Для определения устойчивости пероксидазы во время хранения при разных температурах 
образцы сока и экстрактов хранились при температурах: минус 18 °С, 4-5 °С, 23-28 °С.

Результаты и обсуждение

В табл. 1 представлены результаты определения активности пероксидазы в полученных 
соке и водных вытяжках. Активность пероксидазы в соке, наиболее концентрированном рас-
творе фермента, составляет 60 µмоль/мин×мл.

Более разбавленные вытяжки имеют примерно вчетверо меньшую активность, пропор-
ционально разбавлению, 17 единиц. Активность пероксидазы в пересчете на массу исходного 
корня составила 68,3 ± 2,6 µмоль/мин×г, что близко к данным [29].

Важнейшим условием для использования полученных растворов в катализе является их 
стабильность. Растворы пероксидазы не теряют своей активности при замораживании, а так-
же при хранении в течение суток при комнатной температуре. Сок наиболее стабилен и через 
неделю хранения в холодильнике при 4-5 °С практически не теряет своей активности. Потеря 
активности пероксидазы в водных вытяжках при хранении в холодильнике в течение недели 
невелика и составляет 10-12 % от исходной величины. При хранении в комнатных условиях 
в течение недели сок теряет около 10 %, а более разбавленные водные вытяжки – 20-25 % ис-
ходной активности. 

Полученные результаты показывают, что основная часть пероксидазы извлекается из кор-
ня уже при соотношении масс воды и корня 4:1 и получаемые вытяжки достаточно стабильны 
для их использования в катализе.

Таблица 1. Активность пероксидазы хрена (образцы: А – водный экстракт (1:4), Б – экстракт буферным 
раствором (1:4))

Table 1. The horseradish peroxidase activity (A – water extract (1:4), B – buffer solution extract (1:4))

Образец
Т 

хранения, 
°С

Активность пероксидазы, µмоль/мин×мл
при 

получении 1 сут 2 сут 3 сут 4 сут 7 сут

Сок
-18 60,6 ±5,7 60,6 ±5,7 60,6 ±5,7 60,6 ±5,7 60,6 ±5,7 60,6 ±5,7
4-5 60,6 ±5,7 60,6 ±5,7 60,6 ±5,7 60,6 ±4,6 60,5 ±4,8 60,4 ±6,1

23-28 60,6 ±5,7 60,6 ±5,7 60,6 ±5,7 59,9 ±6 59,2 ±5,5 55,7 ±6

А
-18 16,7 ±0,7 16,7 ±0,7 16,7 ±0,7 16,7 ±0,7 16,7 ±0,7 16,7 ±0,7
4-5 16,7 ±0,7 16,7 ±0,7 16,6 ±0,9 16,5 ±1 16,3 ±0,9 14,5 ±1

23-28 16,7 ±0,7 16,7 ±0,7 16,5 ±1 16,4 ±0,9 15,9 ±1,1 13,7 ±1,5

Б
-18 17,1 ±0,4 17,1 ±0,5 17,1 ±0,5 17,1 ±0,5 17,1 ±0,6 17,1 ±0,7
4-5 17,1 ±0,4 17,1 ±0,5 17,1 ±0,5 16,7 ±0,8 16,4 ±0,7 15,3 ±0,9

23-28 17,1 ±0,4 17,1 ±0,4 16,7 ±0,6 16,2 ±0,7 15,4 ±0,9 13,4 ±1,2
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В табл. 2 и 3 представлены результаты окисления ванилина в диванилин, катализируемого 
полученными препаратами пероксидазы. Выход диванилина определяется активностью перок-
сидазы в реакционной массе и проходит через максимум при активности фермента 300–350 МЕ 
на 100 мл рабочего раствора. Максимальный выход перекристаллизованного диванилина пре-
вышает 90 % от стехиометрии.

Заключение

Полученные результаты демонстрируют, что сок и водные вытяжки корня хрена можно 
успешно использовать в  методике препаративного синтеза диванилина. Выходы продукта 
в обоих случаях, как при использовании реактивной пероксидазы, так и сока или водных вы-
тяжек корней, достигают 90-95 %.

Сравнение данных [23–29] показывает, что цена реактивной HRP, необходимой для ка-
тализа процесса окисления ванилина в диванилин, на два порядка превышает стоимость ре-
активного ванилина и на три порядка – оптовые цены на ванилин. При цене корня хрена 1-10 
долларов за килограмм замена реактивной пероксидазы на экстракт или сок корня хрена может 
на два – три порядка сократить расходы на катализатор. 

Такое снижение затрат на реализацию методики синтеза диванилина позволит сделать ее бо-
лее доступной для использования, например, в студенческих лабораторных практикумах по ор-
ганической химии и биохимии [23, 31], а также в процессах препаративного синтеза диванилина.

Таблица 2. Зависимость выхода неочищенного диванилина от количества добавленного сока хрена

Table 2. Influence of quantity of horseradish juice on the crude divanillin yield

№ Объем сока, мл Активность фермента, ME Выход ДВ, мол. %  
в расчете на ванилин

1 0,5 30,3 10,2
2 2 121 32,5
3 3,5 212 41,8
4 5 303 97,1
5 10 606 95,3

Таблица 3. Зависимость выхода перекристаллизованного диванилина от количества добавленной водной 
вытяжки корней хрена

Table 3. Influence of quantity of water extract of horseradish root on the recrystallized divanillin yield

№ Объем водной вытяжки, мл Активность фермента, ME Выход ДВ, мол. % в расчете  
на ванилин

1 2 34,2 8,6
2 8 137 31,7
3 14 239 40,1
4 20 342 94,5
5 40 684 88,5
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