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:

Z

值相比于自由酶的最

佳
:

Z

向碱性偏移%与自由漆酶相比'固定化漆酶有良好的稳
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衍生物!杀菌剂等"(伊比磷及医药硫双二氯酚的中

间体'以及防蛀(防腐和种子消毒的某些甲基化合物
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在生产过程中'
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很容易释放到自然环境中'

造成污染'尤其是水体污染
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属于多氯酚中

的一种'氯酚的毒性随其氯化程度的增大而增大'且

难降解'能够在环境中长期存在和积累
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因而'如何促

使这些有机氯农药有效降解成为国内外研究热点之
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目前的降解方法大多为湿式氧化(光氧化(臭氧氧
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'对被污染土壤具有较高的修复潜力*
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%由于细菌

降解有机化合物的本质是酶促降解'因此推论'细菌

中起降解作用的酶体系主要为氧化酶体系
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漆酶是一

种含铜的多酚氧化酶'属于蓝色多铜氧化酶家族*
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具有很强的分解有机物能力'对氯代农药也具有降解

作用'在没有
Z

#

'

#

和其他次级代谢产物时'可催化氯

酚等有机污染物的氧化'而漆酶催化氯酚氧化是通过
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度对其降解效果的影响*
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由于固定化漆酶比游离漆

酶有着较好的稳定性(较高的使用效率等优点'使得

固定化漆酶在农药降解方面具有较好的应用前景
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本实验采用交联过的载体!未固定漆酶的载体"

和固定酶在相同条件下吸附的方法'扣除吸附因素

的影响'计算出固定酶对
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的降解率'即总

降解率
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去除率
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吸附率'同时研究影响降解
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的因素以及固定酶的重复使用性
8

!

!

实验部分

!!!

!

仪器

电热恒温鼓风干燥箱'高速离心分离机'超级恒



!

第
"

期 杨宇翔'等#介孔
3C'

#

固定化漆酶降解
#

'

>@5_

!!
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试剂

十六烷基三甲基溴化铵!
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*J57

'无水
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'铁氰化钾'磷酸二氢钾'磷酸氢二钾'
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级'国药集团化
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下煅烧
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煅烧后的介孔
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在
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一定浓度的甲基磺酸

水溶液中回流反应
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'洗涤至中性'真空干燥
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得到活化后的介孔
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+溶液'混匀
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在室温下反应
%;ICE

后'以去离子

水和试剂的混合溶液为空白'在
;%$EI

处读取标准溶

液的吸光度*
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+
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将吸光度对
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的标准浓度作

图'可以得到
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的标准工作曲线'如图
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溶液
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水稀释至
%$$I,

'加入
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的
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G%的

*Z
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溶液'用磷酸盐缓冲溶液调节
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至
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依次加入
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的
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的
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氨基安替比林溶液(
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+溶 液'在

;%$EI

处测吸光度'并根据标准曲线'找出降解后对
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去除率(降解率和吸附率的计算

在利用固定化漆酶降解
#

'
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的过程中'除

了漆酶催化降解外'载体介孔
3C'

#

由于具有较大的

比表面积'也会对
#

'
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具有一定的吸附作用'

所以在计算降解率的时候'要考虑载体对
#

'
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的吸附作用
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实验中'采用交联过的载体!未固定化

漆酶的载体"在相同条件下吸附的方法'扣除吸附因

素的影响
8

#
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为吸附后

溶液中的
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的质量浓度%

E
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为
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经

固定化漆酶降解后的质量浓度
8
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不同比表面积介孔
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对降解过程的影响

!
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"不同比表面积介孔
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样品的制备

取
%8$%

L

的
5.+T

'

%#8;I,

的
#I67-,

G%硝酸

溶液和
!8>HI,

正硅酸乙酯'分别加入
;8HH

L

的

*J57
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L

无水
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#
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'

%#8;I,
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G%硝酸溶液和
!8>HI,

正硅酸乙酯'也在
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种样品反应
#>M

后'

均置于高温炉中'在
;;$j

下煅烧
AM8

所得介孔
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样品分别记为
3_ %
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3_ #

和
3_ !8
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"不同比表面介孔
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固定酶降解
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分别将
3_ %

'

3_ #

和
3_ !

按照步骤
%8!8%

和
%8!8#

中实验方法'制备带有氨基的
3_ %

'

3_ #

和
3_ !

样品'并且以此固定化漆酶
8
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的固定化酶于
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溶液中'加入
%$I,

的
:

Z

为
;8;

的

*J+N Z+N

缓冲溶液'在
!$j

下反应
AM

后'过滤'

收集滤液
8

利用交联载体在相同条件下做吸附实验'

吸附平衡后'收集滤液
8

!"#"'
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'

$345

浓度对降解过程的影响

分别配制不同浓度的
#

'
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溶液'向
%$I,

的
#

'

>@5_

溶液中加入相同体积的
*J+N Z+N

缓

冲溶液'控制溶液的
:

Z

为
;

"

A

%分别取
$8#

L

固定

化漆酶于该溶液中'在
!$j

下反应
AM

后'过滤'收

集滤液
8

利用交联载体在相同条件下做吸附实验'吸

附平衡后'收集滤液
8
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酸度对降解过程的影响

配制
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L

-,

G%的
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'
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溶液'分别取

$8#

L

固定化漆酶于
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的
%$I

L

-,

G%的
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'
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溶液中'加入
%$I,

不同
:

Z

的
*J+N Z+N

缓

冲溶液'在
!$j

下反应
AM

后'过滤'收集滤液
8

利用

交联载体在相同条件下做吸附实验'吸附平衡后'收

集滤液
8

!"#")
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温度对降解过程的影响

分别取
$8#

L

固定化漆 酶 于
%$ I,

的
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L

-,

G%的
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'
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溶液中'加入
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的
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Z

为
;8;

的
*J+N Z+N

缓冲溶液'在不同温度下反应

AM

后'过滤'收集滤液
8

利用交联载体在相同条件下

做吸附实验'吸附平衡后'收集滤液
8

分别取上述
%8!8A

'

%8!8=

'

%8!8H

和
%8!8"

节中

的滤液
%$I,

'依据
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节的方法测定降解和吸

附后的
#
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浓度
8

另外'

#

'
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溶液的初始

浓度也依据
%8!8>

节的方法测定
8

然后'根据式
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"'分别计算出各
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在不同比表面积

的载体下'在各浓度(酸度和温度下的去除率(吸附

率和降解率
8

分别以去除率(吸附率及降解率对比表面积(

#

'

>@5_

浓度及其酸度和温度作图
8
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载体介孔
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比表面积对降解过程的影响

!

%

"载体结构参数的表征

采用氮气吸附法'分析测定出
3_ %

'

3_ #

'

3_ !

和
*Z

#

3_ !

的结构参数'如表
%

所示
8

从表
%

可以看出'

3_ !

样品比表面积(平均孔

径和孔体积参数均最大'而
3_ %

均最小
8*Z

#

3_
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样品为
3_ !

样品经过氨基化改性后的介孔
3C'
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载体'孔体积为
$8!"NI

!

-

L
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由于漆酶的分子量

表
>
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ST C
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ST D

和
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的比表

面积%孔径和孔体积参数
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'

ST C

'
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ST D

样品 比表面积$!

I
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"平均孔径$
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3_ !

;AA8!A #8!$ $8!"

为
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"

H$YQ

'根据每个碱基对分子量大约
A%HQ

及

碱基对双螺旋上升高为
$8!>EI

*

HG"

+计算'漆酶分子

的长度大约在
!#8;

"

>>8$EI

!

`

!

!#8;

"

>>8$

"

[

%$

G=

NI

"

8

根据文献意见*

H

+

'可以将漆酶分子看成

%

个长
!8#;

"

>8>[%$

GA

NI

(直径为
#[%$

G=

NI

的

圆柱体'那么'它的体积为!

%8$

"

%8>

"

[%$

G%"

NI

!

'

远小于
*Z

#

3_ !

样品的孔体积
8

说明该尺寸漆酶

分子可以进入改性后
3C'

#

载体的介孔
8

!

#

"改性前后的
3_ !

孔径分布图

图
#

为
3_ !

改性前后的孔径分布图
8

改性前

的
3C'

#

具有单一的较窄的孔径分布'改性后孔径变

小'由原来的平均孔径
#8A>EI

变为
#8!$EI8

由于

大部分的氨基基团位于介孔的内表面'漆酶在孔道

中可以通过戊二醛与载体相偶联而不易脱落
8

图
C

!

ST D

的孔径分布
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!

T(:19'O1*'9&:'8%&'()(-ST D

!
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"

3C'

#

比表面积对降解过程的影响

从图
!

可以看出'吸附率(去除率均是随着比表

面积的增大而增大的'而降解率随着比表面积的增

大而减小
8

这是因为载体的比表面积越大'孔径越

大'吸附率也增加'并造成载体与漆酶的结合点比较

A#!%
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期 杨宇翔'等#介孔
3C'

#

固定化漆酶降解
#

'

>@5_

!!

分散'使降解率降低
8

""!""

!

"

'

$345

质量浓度对降解过程的影响

从图
>

可以看出'固定化漆酶对
#

'

> @5_

的降

解率随着
#

'

> @5_

的浓度增大而增大'但当
#

'

>

@5_

的质量浓度接近
;I

L

-,

G%时'降解率达到最

大'吸附率最低%而当质量浓度继续增大时'降解率

变小'吸附率又开始增加
8

图
D

!

载体比表面积的
S'̂

C

对固定酶降解

C

'

G4!T

的影响
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图
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!
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质量浓度对固定酶降解
C

'

G4!T

的影响
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由于介孔
3C'

#

载体本身就有一定的吸附作用'

所以在实验中要考虑到吸附的因素
8

当
#

'

> @5_

的

浓度较低时'这时吸附起主要作用'大部分的
#

'

>

@5_

被吸附在载体上面'较少一部分与固定酶作用'

导致降解率比较低%当
#

'

> @5_

质量浓度超过

;I

L

-,

G%时'吸附又开始占主要作用
8

原因是#一方

面于载体上固定酶的分子数量是一定的'所以只能

降解一定数量的
#

'

> @5_

'另一方面过多的
#

'

>

@5_

分子聚集在固定化漆酶的周围'容易产生空间

位阻'阻止其他的
#

'

> @5_

分子与酶接触
8

综合各

个方面的因素'考虑选择质量浓度为
;I

L

-,

G%的

#

'

>@5_

溶液比较合适
8

""!"#

!

酸度对降解过程的影响

从图
;

可以看出'在
:

Z

为
>8$

附近'固定化漆酶

催化降解
#

'

>@5_

的降解率较低%当
:

Z

为
;8;

时'降

解率和去除率都达到最大%当
:

Z

为
A8;

时'降解率最

低'因为漆酶部分失活
8

吸附率整体波动不大
8

图
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!

溶液的
,

[

值对固定酶降解
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'

G4!T

的影响
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实验发现'固定酶降解
#

'

> @5_

的最佳
:

Z

值

与固定酶的最适作用
:

Z

值稍有不同'表明后者与底

物的化学结构有关
8

随着酚芳环上氯原子数目的增

多'过氧化物酶的最适
:

Z

值将随之下降'

:

Z

值从四

氯酚的
H8!

降到二氯酚的
A8;

到三氯酚的
A8%

到五

氯酚的
;8>

*

%$

+

8

相比于自由漆酶的最佳
:

Z

值
;8$

*

A

+

'

固定化酶的最佳
:

Z

!

;8;

"向碱性方向偏移
8

最适
:

Z

的变化是由载体的静电荷决定的'由于介孔
3C'

#

的

等电点在
#

"

!

*

%%

+

'而实验最佳
:

Z

在
;8;

'因此'载

体介孔
3C'

#

表面始终呈负电荷
8

当酶被结合到负电

荷载体上时'酶蛋白的负电荷增多'造成固定化酶反

应区域
:

Z

值比外部溶液偏酸
8

这样'实际上酶的反

应是在反应液的
:

Z

偏酸的一侧进行的'从而使最适

:

Z

值转移到了碱性一侧*

%#

+

8

这与作为阳离子型载体

的壳聚糖结果完全相反*

A

+

8

从图
A

中看出'自由酶降解
#

'

> @5_

的降解率

在
:

Z

为
;8$

处最大'因为此时自由酶的活性最大
8

与图
;

相比'可以看出'固定化酶的
:

Z

范围比自由

酶大'因为固定化后酶的空间结构受到载体的影响'

图
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溶液
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值对自由酶降解
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降低了固定化酶对
:

Z

变化的敏感度
8

由此可以得出

固定化酶比自由酶更耐酸碱条件变化的结论
8

""!"$

!

温度对降解过程的影响

由图
=

可以看出'

!$j

时降解率达到最佳状态'

去除率的总趋势是增大的
8

在
>$j

时'吸附率达到

最大'固定化漆酶与
#

'

> @5_

的作用以吸附为主
8

这是因为温度增大能使漆酶活性增大'但也会造成

漆酶活性的损失%温度升高'也会使体系中的溶解氧

随之减少'不利于酶的催化反应
8

图
P

!

温度对固定酶降解
C

'

G4!T

的影响
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总地来说'在
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>;j

范围内'固定化漆酶对

#

'

>@5_

的去除率及降解率比较高'说明固定化漆

酶可以在较宽的温度范围内对
#

'

> @5_

降解
8

这是

由于漆酶被固定以后'空间结构受载体的影响'温度

的变化对酶空间结构的影响变弱'使得固定化酶对

温度的变化变得不太敏感
8

这一实验结果也说明'利

用固定化酶降解废水中的农药具有潜在的应用价

值'因为自由漆酶对温度很敏感'易受环境温度的影

响而变性失活'不易推广'而固定酶可以在较宽的温

度范围内应用'使实际操作成为可能
8
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固定化漆酶的重复利用性

取
$8#

L

固定化漆酶于
%$I,

的
%$I

L

-

,

G%的

#

'

>@5_

溶液中'加入
%$I,

:

Z

为
;8;

的
*J+N

Z+N

缓冲溶液'在
!$ j

下反应
AM

后'过滤'取

%$I,#

'

> @5_

滤液'按
%8!8>

节方法测定降解后

的
#

'

>@5_

浓度
8

利用交联载体在相同条件下做吸

附实验'同样测定出吸附后
#

'

>@5_

的浓度
8

每次实验过后'将分离得到的固定酶及空白

载体用去离子水洗涤干净'放在冰箱中冷藏'第二

天重复上述实验'连续重复
>

次'用测得吸光度计

算出
#

'

>@5_

的去除率(吸附率及降解率'并按使

用次数制图!图
H

"

8

实验发现'固定化漆酶对
#

'

> @5_

的去除率和

降解率随着使用次数的增加而逐渐减低
8

第
%

次使

用时'其去除率和降解率分别为#

>#8#H!

和

%;8"!!

%重复使用
>

次后'分别为
%"8#!!

和

/#8;=!8

但是与自由漆酶相比'固定化漆酶的可重

复使用性明显提高
8

图
Q

!

固定化漆酶连续重复使用去除
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等指出'在固定化漆酶降解废水中的酚

类物质时'使用效率主要受两个方面的影响'一是反

应过程中产生的有色产物吸附在载体表面'二是漆

酶催化氧化酚类产生的不溶物*

%!

+

8

前者阻止了载体

和酶分子与氯酚分子的进一步接触'造成在反复使

用的过程中'降解率和吸附率都下降'而采用高离子

浓度的缓冲溶液反复洗涤固定化漆酶'可以降低其

对酶活力的影响
8

后者是非酶反应步骤形成的'在重

复使用固定化漆酶时'沉淀物的积累导致流速变慢

甚至堵塞'阻碍
#

'

> @5_

的催化降解
8

另外'由于在

重复使用的过程中可能由于分离及洗涤时有一小部

分酶流失'在振荡过程中一部分酶的活性会损失'也

会降低固定化漆酶对
#

'

>@5_

的降解率
8

#

!

结论

以
*Z

#

3C'

#

为载体'戊二醛作为交联剂'制得

固定化漆酶来催化降解
#

'

> @5_8

降解率达到最大

的条件是#

#

'

>@5_

的质量浓度为
;I

L

-

,

G%

'反应

液的
:

Z

值为
;8;

'温度为
!$j

'在此条件下'

#

'

>

@5_

的降解率为
#>8==!8

固定化漆酶对
#

'

> @5_

的去除率和降解率随着使用次数的增加而逐渐减

低'当重复使用
>

次后'去除率为
%"8#!!

'降解率为

#8;=!8

但是与自由漆酶相比'固定化漆酶的可重复

使用性还是明显提高了
8
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