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固定化酪氨酸酶去除水中
酚及胺类物质的研究
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摘　要:探讨了一种以酶处理含酚废水的方法.将酪氨酸酶固定化到疏水基团修饰的琼脂珠

上 , 蛋白吸附率和酶活力回收分别达到了 90%和 80%.经过固定化酪氨酸酶的处理 , 水溶液

中的酚类物质被氧化 , 最终生成棕色或黑色沉淀 , 因而很容易去除.并且 , 溶液中的胺类化

合物和酚的氧化产物聚合生成棕色沉淀而被除去.酚类化合物的去除速度为:邻苯二酚>对

甲苯酚>对氯苯酚>苯酚>对甲氧基苯酚.
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芳香族化合物 , 包括酚类物质 , 广泛存在于工业废水中[ 1] .酚类化合物都是有毒物

质 , 有些还是致癌物质 , 对人 、畜和农作物都有危害.因此从工业废水中除去酚类物质越

来越受到人们的关注.我国规定[ 2] , 地面水中酚类化合物最高允许浓度为 0.01 mg/L.由

于传统方法处理酚类化合物的浓度有限 , 而且处理成本高 、净化不完全 、 以及产生有毒的

副产物.因此这就要求发展一种更加快速 、便捷 、廉价 、 没有有毒副产物产生的处理方

法
[ 3]
.酪氨酸酶 (EC.1.14.18.1), 又称多酚氧化酶

[ 1]
, 广泛存在于动物 、 植物与微生物

体内.它可以催化氧化单酚化合物※邻苯二酚类化合物※醌类化合物 (图 1), 后者在水

溶液中不稳定 , 经一系列酶催化和非酶催化反应 , 自身聚合或与其他物质 (有机胺类化合

物等)聚合反应形成不溶于水的大分子物质而沉淀[ 4] .
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图 1　酪氨酸酶催化机理

Fig.1　Catalytic mechanism of tyrosinase

本研究从马铃薯中提取粗制的酪氨酸酶 , 将其固定化到疏水基团修饰的琼脂珠载体

上.由于在马铃薯淀粉加工工业 , 含有酪氨酸酶的溶液作为一种废弃物被处理掉 , 因此 ,
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采用马铃薯作为酪氨酸酶源可以废物利用 , 大大降低处理成本.利用固定化酶处理含有酚

类化合物以及含有酚胺混合物的水溶液.结果表明 , 固定化酶能够很好地催化氧化水溶液

中的酚类物质 , 从而达到从水中除去有毒的酚类化合物的目的 , 同时还可以除去水溶液中

的胺类化合物.

1　材料与方法

1.1　材　料

马铃薯为市售新鲜产品.邻苯二酚 (AR)购自上海试剂三厂.其它酚类及胺类试剂

均为市售分析纯 , 试剂实验前未经纯化.

1.2　方　法

利用磷酸盐缓冲液从马铃薯中提取酪氨酸酶.并且采用疏水吸附法固定化酪氨酸

酶[ 5 ,6] .本研究采用酶活力的相对值[ 7 ,8] , 即以邻苯二酚为底物 , 测定 λ为 390 nm (UV-

160A , Shimadzu)处吸光度随时间变化的增加值(ΔA/ t).

固定化酪氨酸酶与酚及与酚和胺的混合液的反应:取一定量的固定化酶悬浮于磷酸盐

缓冲溶液 (pH 6.0 , 0.1 mol/L)中 , 加入计算量的酚溶液 (或酚溶液和芳香胺混合溶液),

室温振荡培养一定时间 , 用HPLC测定溶液中酚 (或酚和胺)的浓度.

2　结　果

2.1　各种疏水基团修饰的载体吸附酶的能力

根据酪氨酸酶分子表面性质 , 选择了不同的疏水基团修饰的载体固定化酪氨酸酶 , 以

每克载体加入 28.5 mg 酶 , 悬浮于 6 mL 缓冲溶液中培养;磷酸盐缓冲溶液 pH为 6.0 , 0.1

mol/L;温度为 25 ℃;培养时间为 5 h , 所得实验结果见表 1.

表 1　各种疏水基团修饰的载体对固定化酶性能的影响
Tab.1　Effect of the carriers with different hydrophobic groups on the adsorption of tyrosinase

疏水基团 α-萘胺 苯胺 苄胺 邻甲苯胺 正辛胺

蛋白吸附率/ % 100 100 100 54.5 89.2

活力回收/ % 47.3 83.7 85.6 17.8 44.3

从表 1中可以得出 , 苯胺和苄胺修饰的琼脂珠载体对酪氨酸酶的吸附率高达 100%,

固定化后的酶活力回收超过了 80%.本实验选用苄胺为修饰剂.

2.2　加酶量对固定化酪氨酸酶活力的影响

图2结果显示了加酶量对固定化酶活力的影响.由图 2可知 , 苄胺修饰的琼脂珠载

体 , 当其每克载体加酶量为 40 ～ 45 mg时 , 固定化酶的比活力最高.而且 , 此时的蛋白吸

附率也达到了 90%以上.当加入的酶量超过 45 mg/g 载体时 , 固定化酶的活力反而下降.

可认为当琼脂珠上吸附过多的酶时 , 酶在载体表面发生重叠 , 而相互形成空间位阻效应 ,

致使酶与底物结合速率以及酶与产物的脱离速率下降 , 表现为固定化酶活力降低.

2.3　pH值对酪氨酸酶活力的影响

酶存在于生物体中 , 具有很高的催化活性.但是它对于所处的微环境也有很高的要
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求.例如溶液的酸碱性对于酶的活力具有很大的影响.测试了在不同的 pH值条件下 , 液

相以及固定化酪氨酸酶的相对活力 , 结果如图 3.由图 3可知 , 溶液的 pH值对液相和固

定化酶的活力有相同的影响 , 当溶液的 pH值为 6.0时 2种形式的酪氨酸酶的相对活力最

高 , 溶液的 pH值无论大于还是小于 6.0 , 酶活力都会显著降低 , 而且固定化酶活力下降

速率更大.因此酪氨酸酶溶液的最佳 pH为 6.0.由于一般的工业含酚废水大多呈偏酸性 ,

因此有利于用酪氨酸酶进行处理.

2.4　固定化酪氨酸酶除酚能力

图4显示了固定化酶对不同底物的处理结果.结果表明:固定化酪氨酸酶处理不同酚

类化合物的能力是不同的 , 处理效果为:邻苯二酚>对甲苯酚>对氯苯酚>苯酚>对甲氧

基苯酚.

2.5　固定化酶处理酚和胺混合物的能力

固定化酶单独处理芳香胺 , 如苯胺和邻甲苯胺 , 1 h后未发现芳香胺浓度的减少.但

是 , 如果将芳香胺和苯酚混合 , 用固定化酶处理 , 70 min后用 HPLC检测不到芳香胺的存

在 (图 5).芳香胺之所以能够被除去 , 可认为是因为芳香胺与苯酚发生了生物氧化-迈

克尔加成反应[ 9] .而且 1个分子的苯酚可与 2个分子的芳香胺发生反应 , 因此 , 芳香胺的

除去速度大于苯酚.

2.6　使用次数对固定化酶活力的影响

酪氨酸酶被固定化到疏水基团修饰的琼脂珠载体上 , 可以多次使用.通过每次使用

20 g 固定化酶 (45 mg/g), 0.1 mol/L 邻苯二酚溶液 100 mL , 每次处理时间为 20 min 后 ,

得固定化酶在重复 1 ～ 5次后 , 其活力在前 3次都能保持在 100.0%, 而在使用到第 4和第

5次后活力稍有下降 , 分别为 96.7%和 92.4%.可见 , 重复使用5次仍能保持很高的处理

能力 , 其活力仍保持在 90%以上.
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3　讨　论

在本实验中 , 使用从马铃薯中提取的酪氨酸酶 , 然后将其固定化到廉价易得的琼脂珠

载体上 , 酶固定化后的活力回收超过了 80%, 而且固定化方法简单易行 , 大大降低了固

定化酶的成本.酚类化合物溶液以及苯酚和胺类化合物的混合液经过固定化酶的处理后 ,

溶液静置 , 都有棕色沉淀生成.该沉淀是由于酚类化合物被催化氧化成邻苯醌类化合物 ,

而后邻苯醌类化合物自身聚合或与胺类化合物聚合而成.

总之 , 我们研究出了一种酶固定化方法 , 蛋白吸附率和酶活力回收分别达到了 90%

和80%, 固定化酶能够有效地催化氧化水溶液中的酚类化合物 , 而后氧化产物自身聚合

或与其他化合物聚合 , 生成不溶于水的沉淀 , 沉淀可经过滤除去 , 从而达到净化水的目

的.尤其是工业废水中大都含有多种有机物 (如有机胺), 并且 , 胺与苯酚能够发生生物

氧化-迈克尔加成反应 , 从而加快了处理速度 , 使得该固定化酶具有更宽的底物范围.由

于能获得廉价的酶源 (马铃薯淀粉工业的废弃液含有大量的酪氨酸酶)以及固定化载体廉

价 、 易得 , 因此有望投入工业生产.
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Research of Removal of Phenols and Amines

in Aqueous Solution by Immobilized Tyrosinase

AN Lin-kun
 
, MA Lin , QUAN Jun-min , HUANGZhong-li , GU Lian-quan

Abstract:An enzymatic method for removal of phenols from wastewater was investigated.Tyrosinase

was immobilized on agar gel decorated by hydrophobic groups , and the yield of adsorbed protein and

activity remaining is over 90% and 80%respectively.Phenols in wastewaterwere removed after treat-

ment with potato Tyrosinase immobilized on N-alkyl-agar bead , and brown or dark precipitate was

formed.Amines polymerize with the oxidized products of phenol into brown precipitate in the solution

and would be removed.The removal rate of substituted phenols is catechol>p-cresol>p-chlorophenol

>phenol>p-methoxyphenol.

Keywords:tyrosinase;immobilization;treatment of wastewater
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