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摘要!以麦草秸秆为原料"经环氧氯丙烷和乙二胺改性"戊二醛交联"制备了植物酯酶的固定化材料"研究了固定化植物酯

酶的最优条件和固定化酶的酶学性质# 结果表明"加酶量为 '( 0\UI'改性麦杆("固定化时间为 < /"温度为 !"i"LY为 9;( 条

件下"固定化效果最好"酶活回收率可达 :<># 固定化酶的 LY稳定性)热稳定性和贮存稳定性都明显优于游离酶# 固定化酶

的米氏常数为 :) 00*3U\"固定化酶与底物的亲合力低于游离酶# 建立了酶抑制反应的标准曲线和检测敌敌畏的方法"线性范
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究方向为生物固定化"通讯联系人" Q̂1$*N$-e-HN5&2*0&2-#

DD近年来"酶抑制法被广泛应用于快速测定有机

磷农药残留"动物来源的胆碱酯酶成本高"保持期

短"需冷冻低温保存# 而植物酯酶来源广泛"制备方

便"在酶活)对农药的敏感性方面与胆碱酯酶都具有

可比性0) C!1

"由于游离植物酯酶易失活"稳定性差"

不易保存"使其在使用中受到限制"但将酶进行固定

化可以解决这些问题# 关于植物酯酶固定化的研究

已有报道"但固定化载体成本高"固定化酶的稳定性

较差"限制了其实际应用0: C91

#

秸秆作为一种可再生资源"具有较大的比表面

积)发达的微孔结构和丰富的表面官能团"具有一定

的吸附性能0@ C))1

"麦草秸秆中的纤维素存在大量的

羟基"易于进行化学改性"国内外学者利用改性秸秆

制备吸附剂去除废水中的铬)铜)磷酸根等阴阳离子

及染料0)' C)"1

"取得了很好的效果"但将麦草秸秆作

为载体用于固定酶的研究未见报道# 笔者利用化学

改性麦草固定植物酯酶"考察影响固定化效果的因

素"探讨固定化酶的酶学性质"并将其应用于测定敌

敌畏农药"为秸秆在酶固定化中的应用提供理论

依据#

#?材料与方法

#@#?材料与试剂

麦草秸秆取自南京郊区"切成 ! j" 20小段后"

水洗"<(i下烘 )' /"粉碎过 "( 目筛"存放备用$小

麦购自南京市下关粮油店$敌敌畏标准品"T1I0$公

司生产$其他试剂均为分析纯#

#@!?仪器与设备

)<c台式高速冷冻离心机"A/,%0*T21,-71N12生

产$紫外C可见分光光度计"北京普析通用仪器有限

责任公司生产$T C!:(([

-

扫描电子显微镜"日本

Y17$2/1公司生产#

#@A?方法

);!;)D植物酯酶粗酶液的制备

将粉碎过 )(( 目的小麦粉按 )v9'0v_(加入蒸

馏水"振荡提取' /后"离心)( 01-"过滤即得粗酶液#

*'))*
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);!;'D改性麦草秸秆的制备

称取 " I麦草秸秆于烧瓶中"加入 )(( 0\)(>

氢氧化钠溶液"搅拌中滴入 "( 0\环氧氯丙烷"于

<(i搅拌反应 : /"过滤"丙酮洗涤"烘干得环氧化麦

秆# 加入 )"( 0\乙二胺和碳酸钠 (;" I"<(i反应

' /"抽滤洗涤"将产品在 @(i烘 ': /"得到胺化麦

秆# 取上述胺化麦杆"加入 '>戊二醛溶液交联 : /

后"烘干#

);!;!D植物酯酶的固定化方法

取 ) I改性麦秆于 !( 0\含植物酯酶的磷酸缓

冲溶液中"置于振荡器上振荡一段时间"过滤"用缓

冲液冲洗"自然风干#

);!;:D游离酶活的测定

移取 (;" 0\稀释酶液于比色管中"加入

(;) 0*3U\磷酸缓冲液至" 0\"移入(;" 0\)" 00*3U\

!

C乙酸萘酯乙醇溶液"混匀"!(i反应 " 01-"加入

(;" 0\(;)>固兰G盐溶液"!(i反应 " 01- 后"于

"?" -0测定吸光度"以磷酸缓冲液为空白0)<1

#

);!;"D固定化酶的酶活的测定

称 (;) I固定化酶于比色管中"移入 " 0\磷酸

缓冲液"加入
!

C乙酸萘酯乙醇溶液混匀"!(i水浴

" 01-"加入固兰 G盐溶液"!(i反应 " 01-"过滤"

"?" -0测定吸光度"同时以磷酸缓冲液作空白#

);!;<D游离酶和固定化酶的米氏常数T

0

测定

配制不同浓度乙酸萘酯溶液"分别测定游离酶

和固定化酶活力"根据酶反应速度绘制动力学曲线"

按\1-,K,$J,%CG5%O双倒数作图法0)91

"线性拟合求

出T

0

值#

);!;9D毒死蜱对酯酶抑制率的计算

称 (;) I固定酶于比色管中"分别加入 (;' 0\

不同浓度敌敌畏丙酮溶液"反应 " 01-"分别测定酶

活"以 (;' 0\丙酮作空白"计算抑制率#

!?结果与讨论

!@#?麦草秸秆的性质

麦草秸秆改性前后的电镜照片如图 ) 所示#

'$(原麦秆 'M(改性麦秆

图 )D麦草秸秆和改性产物的电镜照片# =!(($

由图 ) 可以看出"改性前麦草表面较为光滑)紧

凑"纵切面处出现了一些纹理# 而化学改性处理后"

一部分木质素溶解"大量半纤维素降解"这造成了纤

维结构的破坏和表面粗糙度的增加"且出现大量的

褶皱和破损"比表面积明显增大"这些变化都有利于

酶在麦草表面的吸附和固定#

!@!?给酶量筛选

在 LY为 9"温度为 '"i"固定化时间为 : / 条

件下"考察酶加入量对固定化酶酶活和回收率的影

响"结果如图 ' 所示#

)+酶活$'+回收率

图 'D加酶量对植物酯酶固定化效果的影响

从图 ' 可以看出"加酶量在 " j'( 0\时"固定

化酶活性呈快速上升趋势$当加酶量大于 '( 0\后"

酶活的增加趋于平缓"而固定化酶的回收率整体趋

于下降# 加酶量较少时"载体分子表面未吸附足够

酶蛋白"表现出固定化酶活力较低"随着加酶量在较

低水平增加"载体结合位点较多"固定化酶活力迅速

增大"但超过一定量"载体表面吸附的酶蛋白量过多

会造成酶分子相互聚集成团"酶分子的活性中心有

可能被遮盖"同时部分酶分子进入载体孔深处"底物

扩散相对较难"使酶分子发挥作用的能力减弱"反而

使酶的活性增加不明显甚至下降0)@1

# 综合考虑固

定化酶酶活及回收率"选择加酶量为 '( 0\UI'改性

麦杆(为宜#

!@A?固定化时间对酶活力的影响

在给酶量为 '( 0\"温度为 '"i"LY为 9 固定

DDDDDDD

)+酶活$'+回收率

图 !D固定时间对植物酯酶固定化效果的影响

*!))*
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条件下"考察固定化时间对固定化酶的酶活的影响"

结果如图 ! 所示#

由图 ! 可以看出"固定化酶的酶活力随吸附时

间的延长显著提高"在 < /时固定化酶活力最高"之

后即下降# 这是由于时间太短"固定化不完全"时间

过长"会造成部分酶失活$另一方面是载体上酶量的

继续增多使酶分子相对集中"空间位阻增大"影响了

酶与底物的有效接触以及产物在溶液中的扩散0)?1

#

!@$?固定化温度的确定

在给酶量为 '( 0\"固定化时间为 < /"LY为 9

固定条件下"观察固定化酶的酶活随温度的变化情

况"结果如图 : 所示#

)+酶活$'+回收率

图 :D温度对固定化效果的影响

由图 : 可以看出"随着温度的升高"固定化酶的

酶活升高"这主要是因为蛋白质的吸附是一种吸热

过程"温度升高"则有利于固定化# 当温度为 !"i

时"酶活力最大# 过高则会对蛋白质的空间结构产

生破坏"导致酶变性失活0'(1

#

!@B?固定化-N的影响

在给酶量为 '( 0\"温度为 !"i"固定 < / 条件

下"考察 LY对固定化酶的酶活的影响"结果如图 "

所示#

)+酶活$'+回收率

图 "DLY对植物酯酶固定化效果的影响

由图 " 可以看出"缓冲液的 LY对固定化酶活

力有一定的影响"随着 LY的升高"酶活力先升高后

降低# 当 LY过低时"酶的活性较低"LY过高会使

植物酯酶分子和载体的亲和吸附作用力降低"选用

LY为 9;( 的磷酸缓冲液为宜#

!@O?-N稳定性

将固定化酶和游离酶分别在 LY";" j@;" 范围

内的磷酸缓冲液中于 :(i保温 ) / 后"取样测定其

残余活性"以最高活性为 )((>"比较其酸碱稳定

性"结果如图 < 所示#

)+固定酶$'+游离酶

图 <D酯酶的 LY稳定性

由图 < 可以看出"游离酶活性受 LY影响较大"

LY过高或过低均会大幅度下降$而固定化酶活性在

不同 LY条件下相对比较稳定"由于载体对酶蛋白

的保护"使得酶蛋白周围的微环境改变有了一定的

减缓"其表现为固定化酶在较宽 LY范围保持较高

的酶活力0')1

#

!@P?温度稳定性

取适量固定化酶和游离酶分别在 <(i

(;) 0*3U\LYf9的磷酸缓冲液中处理 !( j)@( 01-"

测其残留酶活力# 结果如图 9 所示#

)+固定酶$'+游离酶

图 9D温度稳定性

热稳定性是固定化酶用于应用的重要特性#

图 9 中表明"固定化酶的稳定性较好"尤其是在较高

温度 <(i固定化 ! /"游离酶酶活仅为 )@>"而固定

化酶为 "(># 酶经固定化后温度稳定性明显提高"

活性保持的温度范围较游离酶宽"这是由于固定化

酶的空间结构受载体影响"温度对酶空间结构的影

响变弱"使得固定化酶对温度改变不很敏感#

!@Z?固定化酶的保存稳定性

将自由酶和固定化酶在 :i下存放"每 ' +测定

*:))*
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其酶活力# 游离酶存放 : + 后酶活已下降 )(>"而

固定化酶存放 !< +后酶活下降 )(>"固定化酶的储

存稳定性大大提高#

!@[?酶反应动力学研究

以乙酸萘酯为底物"测定游离酶和固定化酶在

不同底物浓度下的反应速率"以 )UZ对 )U0=1作图"

结果如图 @ 所示# 由图 @ 可以看出"固定酶的米氏

常数 T

0

为 :);) 00*3U\"较游离漆酶的米氏常数

T

0

)';: 00*3U\大"即固定化漆酶对底物的亲和力

比游离酶小"固定化过程使酶分子空间构象发生一

定改变"酶与底物接触时存在空间障碍或扩散阻力"

影响两者亲合力"使固定化酶T

0

提高0''1

#

)+固定酶$'+游离酶

图 @D游离酶和固定化酶\1-,K,$J,%CG5%O图

!@#"?固定化酶酶活与毒死蜱浓度的关系研究

以敌敌畏浓度对数为横坐标"酶活抑制率为纵

坐标作拟合曲线"结果如图 ? 所示# 由图 ? 可知"敌

敌畏对固定化酶活性的抑制率与浓度对数成线性关

系"毒死蜱的质量浓度在 (;((( ) j(;(<' " 0IU\之

间线性关系良好"Rf));' p))"3-F"相关系数 %为

(;?@# 若以酶活性抑制率 ">对应的敌敌畏浓度作

为检测下限0'!1

"可计算出测定敌敌畏的检测下限为

(;(<

'

IU\#

图 ?D农药浓度与抑制率的关系

A?结论

采用胺化麦草秸秆为载体"戊二醛为交联剂"进

行植物酯酶固定化研究"优化了加酶量)时间)温度)

LY等固定化条件# 经固定化后"酶的热稳定性)酸

碱稳定性均有显著提高# 并可应用于测定敌敌畏农

药的残留量"检测下限为 (;(<

'

IU\# 由于植物酯

酶对不同有机磷农药的抑制强度不同"应进一步探

索更有效的分离纯化方法并对其结构进行研究"提

高酯酶的专一性和检测灵敏度#
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'()" 年 ! 月 向华明等!生物柴油副产物甘油间接法合成 )"!C二羟基丙酮

#?实验部分

#@#?主要试剂与仪器

苯甲醛)甘油)石油醚"Ec"天津河东区红岩试

剂厂生产$对甲苯磺酸)氧化铜"Ec"上海山浦化工

有限公司生产$氯化铜"Ec"天津百世化工有限公司

生产$正己烷)乙醚)二氯甲烷)甲醇)环己烷)苯)甲

苯"Ec"天津致远化学试剂有限公司生产$AZ#FW"

Ec"上海晶纯生化科技股份有限公司生产$氮气"北

京氦普工业气体有限公司生产#

]AT)<" 型傅里叶红外光谱仪"美国 G4WCcEX

公司生产$_Ec4[E核磁共振波谱仪"美国 _Ec4[E

公司生产$EI13,-79@?(EC"?9".气相色谱C质谱联

用仪"美国EI13,-7公司生产#

#@!?合成方法

);';)D催化剂对甲苯磺酸铜的合成

取 (;' 0*3氧化铜) (;! 0*3对甲苯磺酸和

'(( 0\蒸馏水加入三口烧瓶中0)!1

")((i下搅拌回

流 ' /$趁热过滤"得蓝色的液体"滤液冷却析晶"晶

体放入烘箱干燥$再用 ?">乙醇重结晶"真空干燥

至恒重"得淡蓝色对甲苯磺酸铜晶体#

);';'D'C苯基C)"!C二氧六环C"C醇的合成

在装有分水器)磁力搅拌器和冷凝器的三口瓶

中加入催化剂)甘油)苯甲醛和带水剂"氮气保护下

搅拌加热"当反应至分水器中无水分带出时"停止反

应"趁热分出有机层" 加入等体积的甲苯" 用

(;(" 0*3U\的[$WY溶液洗涤"再用蒸馏水洗至中

性"有机层加入碳酸钾搅拌"得到淡黄色液体"过滤"

滤液放置在C'(i结晶"趁冷抽滤得到的晶体用冷

石油醚洗涤数次"真空干燥得到白色纤维状固体即

为 'C苯基C)"!C二氧六环C"C醇#
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#

);';!D'C苯基C)"!C二氧六环C"C酮的合成

取 (;(' 0*3'C苯基C)"!C二氧六环C"C醇)

(;((' 0*3溴化钠和 (;((( : 0*3A,0L*置于 "(( 0\

烧瓶中"加入 '( 0\二氯甲烷"冰浴搅拌"取 ) 0*3U\

的次氯酸钠溶液"加入碳酸氢钠调节 LYf?;""缓慢

滴加进反应瓶"溶液开始呈现深红色"随着反应的进

行"溶液变为乳白色"滴加完成后继续搅拌反应

!( 01-"然后分出有机层"用 (;(" 0*3U\的氢氧化钠

碱洗 ! 次"硫酸镁干燥"过滤得到透明的液体"旋蒸

出溶剂"固体加入甲苯浸泡洗涤"过滤得固体用石油

醚洗涤数次"真空干燥"得到白色 'C苯基C)"!C二氧

六环C"C酮晶体#
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);';:D)"!C二羟基丙酮的合成

取 (;() 0*3的 'C苯基C)"!C二氧六环C"C酮)

'( 0\蒸馏水和 '( 0\四氢呋喃加入反应瓶中"滴

加 ) 0*3U\的盐酸溶液 )(( 0\"搅拌"加热到 "(i"

反应 ) /后"分出水相"用正己烷洗涤数次后"减压

蒸馏出水"固体用乙醇重结晶得到白色粉末状的

)"!C二羟基丙酮# 从 )

Y[#c可以看出"结晶后的

)"!C二羟基丙酮是以二聚体的形式存在#
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!?结果与讨论

!@#?催化剂对羟醛缩合反应的影响

选择对甲苯磺酸)氯化铜)对甲苯磺酸铜 ! 种催

化剂进行对比# 取苯甲醛 (;" 0*3)甘油 (;<" 0*3和

石油醚 @( 0\"催化剂物质的量为苯甲醛物质的量

的 )>"设定反应温度为 9"i"结果如图 ' 所示#
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