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摘要:利用米曲霉菌漆酶对偶氮染料酸性橙进行脱色实验ꎬ考察反应时间、ｐＨ、加酶量、温度、染料质量浓度等因素对脱色

率的影响ꎮ 结果表明ꎬ漆酶催化酸性橙的适宜条件为:反应时间为 ５０ ｍｉｎ、ｐＨ＝ ６、加酶量为 ２ ｍＬ、反应温度为 ５０℃、染料质量浓

度为 ０􀆰 １ ｇ / Ｌꎬ最适条件下酸性橙的脱色率达 ８８􀆰 ３２％ꎮ 同时研究了金属离子、酶抑制剂对酸性橙脱色的影响ꎬ结果发现十二烷

基硫酸钠(ＳＤＳ)显著抑制漆酶的催化活性ꎬＦｅ２＋对漆酶脱色有完全抑制作用ꎻＭｇ２＋对脱色有一定的促进作用ꎮ
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　 　 合成染料可分为偶氮、蒽醌、杂环、三苯甲烷或

酞菁 类 染 料[１]ꎬ 偶 氮 染 料 占 所 有 合 成 染 料 的

７０％[２]ꎮ 化学工业产生的染料废水是彩色废水的主

要贡献者ꎬ如印刷、染色、纺织、食品、化妆品、造纸等

行业ꎮ 每年生产的染料超过 ７×１０５ ｔꎬ其中约 １５％的

染料被各种染色工业释放到环境中[３]ꎮ 这些加工

行业所用染料由于不可生物降解性、毒性、潜在的致

癌性和致突变性ꎬ会对生态环境产生不利影响[４]ꎮ
染料废水常见的处理方式有物理法和化学法ꎬ

如吸附、萃取、电化学氧化、光催化氧化等ꎬ这些方法

普遍存在成本高、 能耗大、 二次污染严重等问

题[５－６]ꎮ 相对于物理法和化学法ꎬ生物处理方法具

有成本低、不产生二次污染等特点ꎬ近年来利用酶催

化脱色提高染料的可生化性作为一种环境友好技术

备受关注[７]ꎮ
漆酶(ＬａｃｃａｓｅꎻＥＣ １􀆰 １０􀆰 ３􀆰 ２􀆰 )是一种多酚氧化

还原酶[８]ꎬＰｉａｏ 等[９] 将漆酶固定于介孔二氧化硅

中ꎬ并在循环流化床反应器中处理双酚 Ａ(ＢＰＡ)ꎬ可
操作性和稳定性明显提高ꎬ２５ ｍｇ / Ｌ ＢＰＡ 可在 ８ ｈ

内被降解 ９０％ꎮ Ｓｕｎ 等[１０] 利用平菇漆酶和阳离子

结合通过自由基偶联催化反应可有效地去除三氯生

(ＴＣＳ)ꎮ 漆酶能催化多种芳香族化合物的降解ꎬ在
反应中ꎬ漆酶催化带电荷的染料进行单电子氧化ꎬ同
时将氧分子还原成水[１１－１２]ꎮ 笔者采用米曲霉菌漆

酶催化降解偶氮染料酸性橙ꎬ确定最佳工艺条件ꎬ同
时还研究了一些金属离子和助剂的存在对漆酶催化

效果的影响ꎬ以便为漆酶用于实际废水的处理提供

理论依据ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 主要试剂

酸性橙ꎬ上海阿拉丁生化科技股份有限公司生

产ꎬ结构式如图 １ 所示ꎻ漆酶ꎬ沧州夏盛酶生物技术

　 　 　 　 　 　 　

图 １　 酸性橙分子结构式
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有限公司生产ꎬ该酶为米曲霉菌漆酶ꎻ其他试剂均为

分析纯ꎮ
１􀆰 ２　 主要仪器

紫外－可见分光光度计ꎬＵＶ２９００ 型ꎬ上海舜宇

恒平科学仪器有限公司生产ꎻ水浴恒温振荡器ꎬ
ＳＨＺ－Ｃ 型ꎬ上海跃进医疗器械厂生产ꎻ电子天平ꎬ
ＦＡ２００４Ｎ 型ꎬ上海菁海仪器有限公司生产ꎮ
１􀆰 ３　 染料最大吸收波长测定

利用紫外－可见分光光度计于波长 ２００~８００ ｎｍ
处对酸性橙染料溶液进行扫描测定ꎬ确定染料的最

大吸收波长为 ４８４ ｎｍꎮ
反应体系中ꎬ通过控制变量法依次改变脱色时

间、ｐＨ、加酶量、温度、染料浓度进行试验ꎮ 分别测

定脱色前后的吸光度(Ａ)ꎬ脱色率计算式为:
脱色率(％) ＝ (１ － Ａ１ / Ａ０) × １００％

式中:Ａ０ 和 Ａ１ 分别为脱色反应前后溶液在最大吸

收峰处的吸光度ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 反应时间对脱色效果的影响

在 ｐＨ 为 ６􀆰 ０、加酶量为 ２ ｍＬ、温度为 ５０℃、染
料质量浓度为 ０􀆰 １ ｇ / Ｌ 的条件下ꎬ于恒温振荡摇床

中脱色反应ꎬ每隔一段时间取样并在最大吸收波长

处测其吸光度ꎬ计算脱色率ꎮ 漆酶催化降解酸性橙

脱色率随时间变化曲线如图 ２ 所示ꎮ

图 ２　 漆酶催化降解酸性橙脱色率

随时间变化曲线

由图 ２ 中可以看出ꎬ随着反应时间的延长脱色

率逐渐增大ꎬ在反应的前 ５０ ｍｉｎ 脱色效果明显ꎬ脱
色率变化较快ꎬ表明酶与染料分子充分接触并催化

使其脱色ꎬ继续延长反应时间ꎬ脱色率基本趋于稳

定ꎮ 反应 ５０ ｍｉｎ 时ꎬ脱色率达到 ８５％ꎬ１ ｈ 后脱色率

稳定在 ９０％ꎬ相差不大ꎬ因此在后续试验中确定反

应时间为 ５０ ｍｉｎꎮ
２􀆰 ２　 ｐＨ 对脱色效果的影响

在加酶量为 ２ ｍＬ、温度为 ５０℃、染料质量浓度

０􀆰 １ ｇ / Ｌ 的条件下ꎬ于恒温振荡摇床中反应 ５０ ｍｉｎꎬ

探究 ｐＨ 对酸性橙脱色的影响ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ

图 ３　 ｐＨ 对漆酶催化酸性橙脱色的影响

由图 ３ 可知ꎬ随着 ｐＨ 的增大ꎬ脱色率呈先上升

后下降的趋势ꎬｐＨ 在 ５~７ 范围内ꎬ漆酶的脱色率均

可达到 ７０％以上ꎬｐＨ 为 ６ 时脱色效果最好ꎬ脱色率

为 ８５􀆰 ６７％ꎮ 这与文献[１３]中报道的漆酶的酶活在

偏酸的环境中较高一致ꎮ
２􀆰 ３　 漆酶用量对脱色效果的影响

在 ｐＨ ６􀆰 ０、 温度为 ５０℃、 染料质量浓度为

０􀆰 １ ｇ / Ｌ 条件下ꎬ于 ５０℃恒温震荡摇床中反应 ５０ ｍｉｎꎬ
探究漆酶用量对染料的脱色影响ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ

图 ４　 漆酶用量对漆酶催化酸性橙脱色的影响

由图 ４ 可知ꎬ当加酶量小于 ２ ｍＬ 时ꎬ随着加酶

量的增加ꎬ染料的脱色率随之增大ꎬ表明酶量越大ꎬ
活性位点越多ꎬ越有利于酶与底物的结合ꎬ脱色效果

越好ꎻ加酶量为 ２ ｍＬ 时脱色率为 ８８􀆰 ３２％ꎬ继续加

大酶量ꎬ脱色效果并无增加ꎬ说明底物已与酶全部结

合ꎮ 因此ꎬ该条件下漆酶的最佳用量为 ２ ｍＬꎮ
２􀆰 ４　 温度对脱色效果的影响

在 ｐＨ 为 ６􀆰 ０、染料质量浓度为 ０􀆰 １ ｇ / Ｌ、漆酶用

量为 ２ ｍＬ 的条件下反应 ５０ ｍｉｎꎬ探究温度对酸性橙

脱色的影响ꎬ结果如表 １ 所示ꎮ
表 １　 温度对漆酶催化酸性橙脱色的影响

温度 / ℃ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０ ７０

脱色率 / ％ ３９􀆰 ８２ ５９􀆰 ７５ ８０􀆰 ４５ ８６􀆰 ４１ ７７􀆰 ０６ ３７􀆰 ０３

由表 １ 中可知ꎬ温度小于 ５０℃时ꎬ随着温度的

升高ꎬ漆酶对酸性橙的脱色效果明显升高ꎬ在 ５０℃
时脱色率达到最大值ꎬ为 ８６􀆰 ４１％ꎬ继续升高反应温

度ꎬ脱色率反而下降ꎮ 这是因为酶是生物体内产生
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的起催化作用的蛋白质ꎬ温度过高会导致蛋白质变

性失活ꎬ从而使其催化活性下降ꎮ 故确定漆酶催化

酸性橙脱色的最适温度为 ５０℃ꎮ
２􀆰 ５　 染料初始质量浓度对脱色效果的影响

在 ｐＨ 为 ６􀆰 ０、漆酶用量为 ２ ｍＬ、温度为 ５０℃条

件下ꎬ于 ５０℃恒温振荡摇床中反应 ５０ ｍｉｎꎬ探究染

料初始质量浓度对染料的脱色影响ꎬ结果如表 ２
所示ꎮ
表 ２　 染料初始质量浓度对漆酶催化酸性橙脱色的影响

初始质量浓度 / (ｇ􀅰Ｌ－１) ０􀆰 ０５ ０􀆰 １０ ０􀆰 １５ ０􀆰 ２ ０􀆰 ２５

脱色率 / ％ ８２􀆰 ９５ ８４􀆰 ９７ ８３􀆰 ３６ ８３􀆰 ２２ ８０􀆰 ５０

由表 ２ 中可以看出ꎬ在染料质量浓度为 ０􀆰 ０５ ~
０􀆰 ２５ ｇ / Ｌ 范围内ꎬ脱色效果略呈下降趋势ꎬ但脱色

率相差不大ꎮ 表明米曲霉所产漆酶能耐受较高质量

浓度的酸性橙染料ꎮ
２􀆰 ６　 金属离子对脱色效果的影响

实际废水中大都含有 Ｃｕ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｎａ＋等金

属离子ꎬ因此ꎬ在反应体系中分别加入不同金属离子

(Ｃｕ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｎａ＋、Ｍｎ２＋、Ｆｅ２＋、Ａｌ３＋、Ｎｉ２＋)的硫酸

盐ꎬ以未添加金属离子的酸性橙脱色率作参照ꎬ探究

金属离子对染料脱色效果的影响ꎬ结果如表 ３ 所示ꎮ
表 ３　 不同金属离子及不同质量浓度离子

对酸性橙的脱色率 ％

金属离子
离子浓度 / (ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

１ ５ １０

Ｎａ＋ ９９􀆰 ４３ １００􀆰 ５７ １０１􀆰 ６８

Ｍｎ２＋ ９３􀆰 ０９ ８５􀆰 ７５ ７４􀆰 ５６

Ｍｇ２＋ １０３􀆰 ４６ １０６􀆰 ３２ １０９􀆰 ８６

Ｃｕ２＋ ８９􀆰 ６９ ８３􀆰 ３３ ７７􀆰 ３５

Ｎｉ２＋ ９１􀆰 ０１ ９２􀆰 ８９ ９４􀆰 ５２

Ｆｅ２＋ ０ ０ ０

Ａｌ３＋ ５２􀆰 ２０ ４５􀆰 ９５ ４４􀆰 ０９

Ｚｎ２＋ ８８􀆰 １６ ８８􀆰 ９３ ８９􀆰 ２５

无 １００ １００ １００

由表 ３ 可知ꎬＮａ＋对酸性橙脱色几乎没有影响ꎬ
Ｍｇ２＋对反应有促进作用ꎬ因为 Ｍｇ２＋通常是很多氧化

还原酶的激活剂ꎬ而其他离子对脱色都有不同程度

的抑制作用ꎬ其中 Ｆｅ２＋、Ａｌ３＋对酸性橙脱色抑制作用

明显ꎬ尤其是 Ｆｅ２＋ꎬ属于完全抑制ꎬ由文献[１４－１５]
可知ꎬＦｅ２＋会使漆酶在 ４２０ ｎｍ 的吸光度为零ꎬ此时

漆酶暂时失去活性ꎮ Ｃｕ２＋ 是漆酶的活性中心ꎬ对漆

酶脱色有促进作用ꎮ 而实验结果与之相反ꎬＣｕ２＋ 不

但没有起促进作用反而还有一定的抑制作用ꎬ且随

着 Ｃｕ２＋浓度的增大抑制效果更明显ꎮ 这是由于在

铜离子浓度较高时ꎬ其自身色泽加深的效应大于漆

酶活力的提升效应ꎬ从而表现出抑制作用[１６]ꎮ 重金

属离子也会与蛋白质结合使蛋白质变性从而影响脱

色反应ꎮ 此外ꎬ随着金属离子浓度的增加ꎬ对漆酶的

催化活性(激活或抑制)影响越大ꎮ
２􀆰 ７　 抑制剂对脱色效果的影响

ＥＤＴＡ、ＳＤＳ 是漆酶抑制剂ꎬ通常通过与漆酶铜

离子形成复合物来抑制酶活性ꎬ从而修饰漆酶活性

位点ꎮ 在前期实验得到的最佳条件下ꎬ分别加入 ０、
５、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＥＤＴＡ－钠、ＳＤＳꎬ探究酶抑制剂对脱

色率的影响ꎬ结果如表 ４ 所示ꎮ
表 ４　 不同质量浓度 ＥＤＴＡ、ＳＤＳ 对漆酶催化酸性橙的

脱色率 ％

初始浓度 / (ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１) ０ １ ５ １０

ＥＤＴＡ ７８􀆰 ５６ ８２􀆰 １８ ８１􀆰 ３４ ７８􀆰 ０６

ＳＤＳ ７８􀆰 ５６ ８４􀆰 ４８ ２０􀆰 ４５ ５􀆰 ５３

由表 ４ 中可以看出ꎬＥＤＴＡ 对脱色的抑制作用

不明显ꎬ即使浓度达 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 抑制效果也不明显ꎮ
相反 ＳＤＳ 对脱色的抑制效果明显ꎬ且随着 ＳＤＳ 浓度

的增大抑制效果越明显ꎬ当 ＳＤＳ 浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ
时脱色率仅为 ５􀆰 ５３％ꎮ
２􀆰 ８　 紫外－可见吸收光谱分析

对反应前及漆酶催化脱色后的酸性橙溶液进行

紫外－可见光谱分析ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ

１—染料原液ꎻ２—０ ｍｉｎꎻ３—２０ ｍｉｎꎻ４—５０ ｍｉｎ

图 ５　 漆酶对酸性橙脱色紫外－可见图谱

由图 ５ 可知ꎬ酸性橙原液在可见光区 (４００ ~
６００ ｎｍ)存在 ２ 个特征吸收峰ꎬ这 ２ 个可见光范围内

４８４ ｎｍ 的吸收峰及 ４３０ ｎｍ 的肩峰分别由酸性橙的

２ 个同分异构体腙式结构和偶氮结构的 ｎ－π∗跃迁

引起[１７]ꎬ 代 表 着 染 料 的 发 色 基 团ꎮ 紫 外 光 区

２３０ ｎｍ 和 ３１０ ｎｍ 处的 ２ 个吸收峰分别为苯环结构

和萘环结构的吸收波峰[１８－１９]ꎮ 随着反应的进行ꎬ酸
性橙的 ２ 个特征吸收峰减弱ꎬ说明酸性橙染料分子

结构中的偶氮双键被破坏ꎬ同时ꎬ由于漆酶与染料混

􀅰５８１􀅰
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合后会使 ２３０ ｎｍ 处的吸收峰升高ꎬ随着反应时间的

延长ꎬ３１０ ｎｍ 处的萘环吸收峰降低ꎬ反应进行到

５０ ｍｉｎ 时几乎消失ꎬ说明漆酶可以降解萘环ꎮ

３　 结论

(１)米曲霉菌漆酶对酸性橙有较好的脱色效

果ꎮ 在酶量为 ２ ｍＬ、ｐＨ＝ ６、温度为 ５０℃条件下ꎬ酸
性橙质量浓度为 ０ ｇ / Ｌ 的脱色率可达 ８８􀆰 ３２％ꎮ

(２)金属离子 Ｍｇ２＋对漆酶脱色有一定的促进作

用ꎬＮｉ２＋、Ｆｅ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｕ２＋、Ａｌ３＋、Ｚｎ２＋对漆酶脱色有抑

制作用ꎬ其中 Ｆｅ２＋为完全抑制作用ꎮ 酶抑制剂实验

表明ꎬＥＤＴＡ 对脱色的抑制作用不明显ꎬ而 ＳＤＳ 的抑

制作用非常明显ꎮ
(３)紫外光谱分析表明ꎬ漆酶催化降解酸性橙

时ꎬ酸性橙的偶氮双键被破坏ꎬ随着反应时间的延长

萘环也会被打开ꎮ
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