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环氧树脂固定化卤醇脱卤酶的研究
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摘要!采用环氧树脂]bF#)!Q对卤醇脱卤酶进行固定化$对最优固定化条件及固定化酶的操作稳定性进行了研究& 结果

最佳固定化条件为!吸附温度为 (Ee$吸附缓冲液为 Ma< )̂ 磷酸钠缓冲液$初始酶质量浓度为 ) Ê 1NG1[$共价时间为 (A 0&

在此优化条件下$固定化酶的酶活回收率为 <A Ê?$酶蛋白固定化效率为 CA (̂?$比活力为 E#Z "̂ SGN& 利用固定化酶催化

#$!F二氯丙醇制备环氧氯丙烷$重复使用 #E 批次后$产物收率仍能保持在初始收率的 C#?以上$具有良好的工业化应用潜力&
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< )̂ %RMa$) Ê 1NG1[%R90,2.292453%.3,.9-492%. %R,.U:1,4.+ (A 0 %R45I452.,9-,491,.9921,'S.+,-90283%.+292%.$

90,-,3%&,-:4392&29:%R,.U:1,4.+ 90,211%V252U492%. :2,5+ -,430 <A Ê? 4.+ CA (̂?$-,8M,392&,5:'B0,8M,32R234392&29:
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; ; 卤醇脱卤酶 " a45%0:+-2. +,045%N,.48,$ ]/

A Ê #̂ p̂$简称 aaPa#也叫卤醇卤化氢裂解酶$是

一类通过分子内亲核取代机制催化邻卤醇转化为环

氧化物的脱卤酶$是自然界微生物降解有机卤化合

物的关键酶之一& 卤醇脱卤酶不但可以选择性催化

邻卤醇碳.卤键的断裂进行脱卤反应合成手性环氧

化物$而且可以高选择性地催化接受除卤离子外的

一系列非自然亲核试剂$合成一系列光学纯的手性

#

F取代醇)#*

& 卤醇脱卤酶催化过程不需要金属离

子%辅基或辅酶参与$被认为是手性环氧化物和
#

F取

代醇催化合成中最具潜力的生物催化剂之一)( F!*

&

由于游离卤醇脱卤酶不易回收$难以重复利用$

限制了其大规模生产应用& 而固定化酶能有效地克

服以上缺点$呈现贮存稳定性高$分离回收容易$可

多次重复使用$操作连续可控和工艺简便等一系列

优点$成为近年来酶工程领域最为活跃的研究重点

之一)A FE*

& 常用的固定化酶技术包括物理吸附%交

联法%共价结合和包埋法& 但在工业化应用中$为了

降低固定化酶的成本$要求制备的固定化酶具有良

好的操作稳定性$可以反复多次使用$因此选用共价

结合法制备结合牢固的固定化酶比其他方法具有更

大优势)"*

& 由于环氧基团在常温下即可与酶蛋白

表面的氨基酸残基"氨基%羧基%巯基等#发生温和

的开环共价结合$从而将酶分子固定在载体表面&

并且一些合成树脂载体在较长的周期内具有很强的

耐微生物和酸碱腐蚀作用及较强的机械性能& 故有

众多学者将含有环氧基团的树脂作为载体来实现酶

的共价法固定化$并在工业化生产中得到使用)< FC*

&

目前$有关卤醇脱卤酶固定化研究报道较少$笔者通

过筛选环氧树脂作为载体$尝试将卤醇脱卤酶进行

共价固定化$并对其固定化工艺条件进行了探讨$从

而推进卤醇脱卤酶固定化研究进展&

<=实验部分

<><=实验材料

卤醇脱卤酶的重组菌 8̂41;+Q[(# "P]! #G

=,9(ZV" d#FaaPa$浙江工业大学生物工程研究所

构建并保藏'环氧树脂[pF#)))]="/#$西安蓝晓科

(C"(
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技有限公司生产'环氧树脂 ]b F#)!Q%]b F#)E*%

]bF#)Eb$天津南开和成科技有限公司生产'环氧树

脂 b,MV,4+8]/F]=$日本三菱化学公司生产'环氧

树脂PE<EC%PE<!)$美国 =7-%529,公司生产'#$!F二

氯F(F丙醇%环氧氯丙烷$百灵威科技有限公司生

产'其他常规试剂均为市售分析纯&

<>?=实验方法

# (̂ #̂;卤醇脱卤酶的制备

将重组大肠杆菌 8̂41;+Q[(# "P]!#GM]B(ZV

" d#FaaPa接种至终质量浓度为 E)

0

NG1[卡那

霉素的斜面培养基$!<e培养 #( 0$获得斜面菌体'

挑取斜面菌种接入终质量浓度为 E)

0

NG1[的卡那

霉素的种子培养基$!<e%#E) -G12. 培养 Z @#) 0$

获得种子液'按体积分数为 (?的接种量$将种子液

接入装有 #)) 1[终质量浓度为 E)

0

NG1[的卡那

霉素的发酵培养基的 E)) 1[三角瓶中$ !<e%

#E) -G12. 诱导培养 #) @#( 0& 将发酵液离心

"C ))) -G12.$#) 12.# 收集沉淀菌体$超声破碎

() 12.$Ae条件下 #( ))) -G12. 离心 #) 12.$得到

粗酶液&

# (̂ (̂;固定化载体的筛选

配制 #)) 11%5G[% Ma < )̂ 的磷酸钠缓冲液

() 1[$加入 ( N不同的树脂和 ( 1[粗酶液$混合后

置于 (Ee水浴摇床中$#Z) -G12. 振荡 () 0& 抽滤$

检测不同固定化酶样品酶活&

# (̂ !̂;初始酶质量浓度对酶固定化的影响

在 (Ee下$在 () 1[%#)) 11%5G[%Ma< )̂ 磷酸

盐缓冲液中加入 ( N的环氧树脂 ]bF#)!Q$再加入

不同体积的粗酶液$使得缓冲液中的初始酶质量浓

度达到 ) (̂E%) Ê%# )̂%# Ê%( Ê%E )̂%< Ê 1NG1[和

#) )̂ 1NG1[&

# (̂ Â;缓冲液 Ma对酶固定化的影响

在 (Ee下$在 () 1[%#)) 11%5G[及 Ma为 E )̂%

" )̂%< )̂%Z )̂%C )̂ 磷酸盐缓冲液中分别加入 ( N环

氧树脂 ]bF#)!Q$再分别加入一定体积的粗酶液$

使得缓冲液中的初始酶质量浓度为 ) Ê 1NG1[&

# (̂ Ê;吸附保温时间和温度对酶固定化的影响

配制 #)) 11%5G[%Ma< )̂ 磷酸盐缓冲液$分别

加入定量的酶液$使其终质量浓度达到 ) Ê 1NG1[&

取上述酶液缓冲液 () 1[加入 E) 1[摇瓶中$并准

确称量加入 ( N]bF#)!Q环氧树脂$分别在 (E%!)%

!Ee条件下于 #E) -G12.振荡 #( 0&

# (̂ "̂;卤醇脱卤酶固定化吸附过程的研究

配制 #)) 11%5G[%Ma< )̂的磷酸盐缓冲液$分别

加入定量的酶液$使其终质量浓度达到 ) Ê 1NG1[&

取上述酶液缓冲液 ()) 1[加入 E)) 1[三口圆底烧

瓶中$准确称量并加入 () N]b F#)!Q环氧树脂$

(Ee%#E) -G12.振荡 #) 0&

# (̂ <̂;共价保温时间对酶固定化的影响

将 # (̂ "̂ 中所制备的固定化酶分别置于

#)) 11%5G[%MaC )̂ 磷酸盐缓冲液中$在 !)e水浴

摇床%#E) -G12. 振荡 !) 0& 分别在 "%#(%#Z%(A%

!) 0定时取样抽滤& 再将不同条件下处理的固定

化酶置于 "Ee%()) 11%5G[%MaC )̂ 的硼酸盐缓冲

液中保温 #) 0$测定固定化酶的残余酶活&

# (̂ Ẑ;卤醇脱卤酶的酶活测定

在 E) 1[的转化瓶中加入 #) 1[%()) 11%5G[%

MaC )̂ 硼酸盐缓冲液和 ) (̂ N固定化酶或 ())

0

[

粗酶液$放置于 !Ee的水浴摇床中保温 #) 12.& 然

后取 A) 11%5G[的底物加入到转化瓶中$转速为

#Z) -G12.$计时开始反应& 反应 ( 12. 后$ 取

) Â 1[反应液置于已加入 ) Ẑ 1[乙酸乙酯的 ]=

管进行萃取$#( ))) -G12.离心 #) 12.$取上清有机

相$用气相检测&

<>@=分析方法

反应液中的底物 #$!FP/=和产物 ]/a均由气

相色谱法测定& 气相色谱仪为美国安捷伦 DN25,.9F

<ZC) 型$配备 Y6P检测器& 色谱分析条件!色谱柱

为 a=FE 毛细管柱'柱温为 ")e保持 A 12.$

()eG12.升温至 #")e$保持 # 12.'前进样口温度

为 (!)e'检测器Y6P温度为 (E)e'载气"$

(

#流速

为 EA )̂ 1[G12.& 在该条件下$#$!FP/=和 ]/a的

出峰时间分别为 " !̂ 12.和 A #̂ 12.&

?=结果与讨论

?><=树脂的选择

从多种不同种类的树脂"包括国内外#中筛选

得到 < 种环氧树脂对卤醇脱卤酶进行固定化$结果

如表 # 所示& 由于不同环氧树脂的生产工艺不同$

使得这 < 种环氧树脂具有不同的颗粒形状%颗粒大

小%孔径大小以及树脂表面环氧基团的含量$导致酶

;;;;;;;

表 <=不同环氧树脂对固定化酶活回收率

以及固定化效率的影响

树脂类型 PE<!) PE<EC

]/F

]=

]bF

#)E*

]bF

#)Eb

]bF

#)!Q

[pF

#)))]=

固定化酶回收

;率G?

(E <̂ (# )̂ A( <̂ AZ Â A) Ẑ "Z <̂ AC !̂

固定化效率G? "A Ê EZ !̂ <" Ẑ <( Â <" Ĉ C! (̂ ZA <̂

()<(
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蛋白和树脂之间的共价位点以及共价键数目不同$

使得酶分子表现出不同的酶活)#)*

& 由表 # 可知$

]bF#)!Q环氧树脂的固定化酶效果最佳$酶活回收

率达到 "Z "̂?$固定化效率在 C! (̂?左右& 因此选

用]bF#)!Q环氧树脂作为固定化载体进行研究&

?>?=卤醇脱卤酶的固定化条件优化

( (̂ #̂;初始酶蛋白质量浓度对酶固定化的影响

在固定化酶研究中$单位质量的载体对酶的吸

附量是有限的$因此固定化酶载体与酶蛋白浓度需

要保持在一定范围之内& 过低或过高的酶质量浓度

会导致载体和酶蛋白的浪费从而增加固定化成

本)## F#(*

& 酶蛋白质量浓度对卤醇脱卤酶固定化的

影响如图 # 所示&

#.酶活'(.固定化效率'!.酶活回收率

图 #;酶蛋白质量浓度对卤醇脱卤酶固定化的影响

由图 # 可以看出$随着酶质量浓度的增加$树脂

表面基团逐渐被饱和$固定化酶的单位酶活逐渐增

加$当初始酶蛋白质量浓度超过 E 1NG1[时$固定

化酶的单位酶活上升速度开始变缓$原因是树脂已

饱和或由于载体内部通道挤满了过量的酶蛋白导致

空间位阻增加$导致固定化效率降低& 而固定化效

率始终高于酶活回收率$这是由于在固定化过程中

酶蛋白与载体发生了不规律的共价结合$从而导致

部分酶蛋白丧失了活性$这也是环氧树脂固定化的

普遍共性问题)##*

& 随着酶量的增加$由于部分酶分

子无法形成刚性更好的多点共价形式$因此会导致

固定化酶的稳定性下降)#!*

$不利于后续的酶催化

过程&

( (̂ (̂;吸附缓冲液 Ma对酶固定化的影响

在 MaE )̂ @C )̂ 内$固定化效率保持在 C)?左

右$这说明酶蛋白分子已基本吸附在树脂微孔内部

或者表面& 但比酶活呈随 Ma升高而上升然后下降

的趋势$约在 Ma < )̂ 左右时$比酶活达到最大

EAC (̂ SGN& 原因是 Ma过低或过高都会影响酶分

子上所含的氨基酸残基的解离状态)#A*

& 当 Ma为

< )̂ @Z )̂ 时$酶分子表面的氨基与载体的环氧基发

生共价结合使得酶分子活性口袋的位置能朝着正确

的方向'而缓冲液在 Ma为 Z )̂ @C )̂ 时$由于酶分

子表面更多的氨基残基与环氧基发生共价结合$使

得酶分子的构象发生了过大的变化$从而导致酶活

下降& 并且从已有文献可得出$卤醇脱卤酶在酸性

环境下表现出较差的酶活和稳定性$因此酸性缓冲

液不利于卤醇脱卤酶的固定化&

#.酶活'(.固定化效率

图 (;缓冲液 Ma对酶固定化的影响

( (̂ !̂;吸附保温时间和温度对酶固定化的影响

吸附保温时间和温度对酶固定化的影响如图 !

所示& 由图 ! 可看出$当吸附过程的温度从 (Ee上

升到 !Ee$固定化酶的酶活几乎没有发生变化$这

说明温度在卤醇脱卤酶固定化吸附过程中并不是主

要的影响因素& 因此考虑到酶的稳定性以及生产成

本$选用室温 (Ee作为固定化吸附体系的温度& 在

) @( 0$固定化酶酶活达到最高点$这时的酶分子只

是简单的吸附在载体表面$只有少量的酶与载体发

生共价结合'在 ( @#) 0$固定化酶酶活有轻微的下

降$这是酶与载体形成单点共价键所导致的& 故后

续实验选择 #) 0作为固定化吸附过程的吸附时间&

#.(Ee'(.!)e'!.!Ee

图 !;吸附保温时间和温度对酶固定化的影响

( (̂ Â;卤醇脱卤酶固定化吸附过程进程

卤醇脱卤酶固定化的吸附过程如图 A 所示& 由

图 A 可看出$在吸附过程的前 # 0$固定化酶的酶活

快速上升$而上清液中的酶液酶活以及蛋白质量分

数也随之快速降低& 这与之前 ( (̂ !̂ 的结论相对

应$在这段时间基本上是物理吸附起主导作用& 在

吸附过程的 # @( 0阶段$固定化酶的酶活达到最大

值 E#E Â SGN$在后续 ( @#) 0 内$固定化酶的酶活

(#<(
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略有下降& 但上清液中酶液酶活和酶蛋白含量在

( @A 0内仍旧保持较快的下降趋势& 这是由于酶

分子与环氧基形成了单点的共价键$导致酶分子活

性口袋方位发生变化$使得酶分子难以表现出活力&

#.蛋白质量分数'(.上清液酶活'!.酶活

图 A;卤醇脱卤酶固定化的吸附过程

( (̂ Ê;共价保温时间对酶固定化的影响

在环氧树脂固定化的第 # 阶段中$酶蛋白分子

通过吸附作用吸附在环氧树脂表面$然后通过单点

共价键相结合)#E*

& 单点共价键并不能满足工业化

生产中的操作强度$因此需要对固定化酶进行第 (

阶段的多点共价过程& 但是共价过程会造成一定的

酶活损失$同时会增加生产固定化酶的时间成本&

因此选择合适的共价保温时间尤为必要& 共价保温

时间对酶固定化的影响如图 E 所示&

#.酶活'(.残余酶活

图 E;共价保温时间对酶固定化的影响

从图 E 可以看出$随着保温时间的延长$固定化

酶的酶活并没有发生变化$但是固定化酶在 "Ee保

温 Z 0后的残余酶活却发生了很大的变化& 没有经

过碱性环境中保温的固定化酶在 "Ee保温 #( 0 后

残余酶活在 E)?左右& 但经过 #Z @!( 0的保温后$

同样热处理后的残余酶活可以达到 <)?& 其原因

为随着保温时间的延长$更多的共价键在酶分子与

环氧载体之间形成$从而提升了固定化酶的热稳定&

?>@=固定化酶在反应釜中的操作稳定性

固定化酶的操作稳定性是衡量固定化酶是否具

有酶催化经济可行性的一个重要指标)#"*

& 因此$固

定化酶在 #)) 1[体系搅拌下进行的批次实验$并以

第 # 批的产物收率计为 #))?$结果如表 ( 所示&

由表 ( 可知$在 #E 批次后仍保留 C#?以上的产物

收率& 这表明酶分子与载体之间的共价键非常牢

固$有效地克服了由于搅拌剪切力对酶结构的破坏$

从而使得酶分子在每批反应中脱落以及失活的比例

较少&

表 ?=固定化卤醇脱卤酶在反应釜中的操作稳定性

批次 # ! " C #( #E

]/a收率G? #)) CC "̂ C< Ẑ CE #̂ C! <̂ C# !̂

@=结论

通过对不同环氧树脂载体固定化卤醇脱卤酶的

效果进行比较发现$]bF#)!Q环氧树脂是比较固定

化的载体& 研究了各相关因素对制备固定化卤醇脱

卤酶的影响规律$以及固定化酶的稳定性& 在吸附

温度为 (Ee$吸附缓冲液 Ma< )̂ 磷酸钠缓冲液$初

始酶质量浓度为 ) Ê 1NG1[$共价时间为 (A 0 制备

固定化酶$具有良好的温度稳定性和操作稳定性&

固定化酶在重复使用 #E 批后$产物收率仍能保持在

C#?以上& 因此$以环氧树脂]bF#)!Q为卤醇脱卤

酶固定化的载体$具有很好的工业应用开发前景&
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现代化工 第 !" 卷第 ## 期

水吸收并通过换热器与温度较低的水进行二次

换热&

图 #;f型聚光太阳能水处理系统

<>?=系统与模拟污染物

# (̂ #̂;系统搭建

采用北京天柱阳光公司生产的单晶硅电池组

件$尺寸为 E!" 11_A<< 11$标准状况下"D*# Ê$

(Ee和 # ))) `G1

(

#最大输出功率"%

1

#为 !) $̀发

电效率"

)

#为 #" Ê?& 在 ()) @# ()) .1波段具有

较好的透光性高纯硼硅酸盐玻璃"秦皇岛众和有限

公司生产 # 作为流道盖板$ 微型泵 "流量为

( Ẑ [G12.$额定功率为 " `#推动污水循环流动$f

型聚光器所使用的反射镜为抛光镜面铝$对太阳光

有较高的反射率& 为了与非聚光 bJ[̀ DB系统的

性能进行对比$建立了非聚光 bJ[̀ DB系统'同时

将相同型号单晶硅电池组件作为参比系统$与

bJ[̀ DB系统的电性能进行对比分析&

# (̂ (̂;模拟污染物与催化剂

选择有机染料酸性红DO(""D32+ O,+ ("$B/6#

为模拟污染物& DO(" 是一种具有单偶氮结构的芳

香族化合物$颜色为深红色$主要用于染料和生物染

色& 催化剂是德固赛公司生产的 B2J

(

纳米颗粒

=(E$平均粒径为 (# .1$比表面积为 E) 1

(

GN$锐钛

矿与金红石 ( 种晶型的比例为 Au#$实验中考察的

催化剂质量浓度分别为 ) #̂%) #̂E NG[和 ) (̂ NG[&

?=光伏B光催化性能测试

?><=数据采集与记录系统

为了考察 bJ[̀ DB系统的电性能$建立了数据

采集和记录系统$其中总辐射表"!)) @! ))) .1#和

紫外辐射表"(Z) @A)) .1#用于测量实验中太阳总

辐照度和紫外辐照度'利用温度传感器"=9#))#监测

电池板以及污水的温度'! 个分流电阻器"型号 (DF

#)) 1f#用于检测 ! 块电池组件的输出短路电流&

以上数据均由 # 台数据记录仪"P6F<#) 型$美国康

泰公司生产#实时采集$采样间隔为 #) 8& ! 块电池

组件的
*

F

6

曲线由
*

F

6

记录仪"PbF#))3型$美国

P4:894-公司生产#实时采集$采样间隔为 E 12.&

?>?=样品采集与检测

首先$将定量的酸性红和 B2J

(

溶于 #" [去离

子水中$并等分成 ( 份$并在避光条件下充分搅拌

A) 12.使其达到吸附平衡'然后$将 ( 份 Z [的模拟

废水分别通入聚光和非聚光 bJ[̀ DB系统的水槽

中$开启水泵$在避光条件下使系统运行 #) 12.$稳

定后开始实验&

每隔一定时间采样并避光保存$然后在 #( )))

-G12.离心取上清液通过 ) ÂE

0

1纤维素膜过滤$

滤液即为待测样品& 利用紫外F可见分光光度计检

测样品在最大吸收波长处吸光度$测定污染物的

浓度

)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))
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