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利用固定化技术与添加表面活性剂增强双酚 Ａ 降解
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摘要：以 ＳｉＯ２为载体，戊二醛为交联剂，用以固定游离态漆酶降解双酚 Ａ（Ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ，ＢＰＡ）．同时，对比了游离态漆酶与固定化漆酶在不同 ｐＨ
值与温度下的最佳酶活与酶稳定性，再通过添加表面活性剂来增加酶活及 ＢＰＡ 去除效果．结果表明，与游离态漆酶相比，固定化漆酶对不同酸

碱的适应性与耐热性均有所提高，在 ｐＨ 为 ２～８ 时，固定化漆酶的活性均高于游离态漆酶，且最佳活性温度也从游离态漆酶的 ４０ ℃提高至 ５０
℃ ．在 ＢＰＡ 降解率方面，固定化漆酶的降解率皆高于游离态漆酶，反应 ６ ｈ 后，对 １００ ｍｇ·Ｌ－１ ＢＰＡ 的去除率可分别达到 ９２％与 ８５％．通过添加非

离子型表面活性剂 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，反应 ４ ｈ 后固定化漆酶可完全降解 ＢＰＡ，相对活性为 ６７％；游离态漆酶于 ６ ｈ 将 ＢＰＡ 降解完全，相对活性为

３２％．实验证实 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 可作为酶活诱导剂用以提高漆酶活性及 ＢＰＡ 的降解率，降低了处理成本且具有一定的应用前景．
关键词：双酚 Ａ；固定化；漆酶；表面活性剂 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００
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９ 期 王小琴等：利用固定化技术与添加表面活性剂增强双酚 Ａ 降解率的研究

１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

环 境 激 素 （ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ Ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，
ＥＤＣｓ）是外源性化合物，具有干扰激素调节和正常

内分泌系统的功能（刺激、抑制和阻碍），从而影响

动物 繁 殖 与 人 类 健 康 及 生 存 （ Ｔｏｒｏｖéｌｅｚ ｅｔ ａｌ．，
２０１６）．双酚 Ａ（Ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ，ＢＰＡ）因其日益增长的

需求与广泛的应用范围，成为一种具有代表性的环

境激素，研究发现，９５％的双酚 Ａ 可用于合成聚合物

（如环氧树脂和聚碳酸酯），最终产品可被用作食品

与饮料包装、阻燃剂、电子部件、粉末涂料、塑料中

的抗氧化剂与添加剂等 （ Ｆｌｉｎｔ ｅｔ ａｌ．， ２０１２；Ｄａâｓｓｉ
ｅｔ ａｌ．，２０１６）．全球范围内对于 ＢＰＡ 的需求主要来源

于亚洲国家，在我国 ＢＰＡ 市场需求增长快速，２０１０
年 ＢＰＡ 的需求量为 ２． ２５ × １０６ ｔ （ Ｊｉａｏ ｅｔ ａｌ．，２００８；
Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１４）． 有研究报道，在工厂进出水

（Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ ｅｔ ａｌ．， ２００７ ）、 河 流 （ Ｆｕｎａｋｏｓｈｉ ｅｔ ａｌ．，
２００９）与地下水（Ｆｏｃａｚｉｏ ｅｔ ａｌ．，２００８）等环境中均检

测到浓度不等的双酚 Ａ．
目前，双酚 Ａ 的降解研究受到极大的关注，早

期采用膜技术与反渗透技术等进行双酚 Ａ 的降解，
但仅能将其进行相转移，存在二次污染的问题．近年

来，常见的双酚 Ａ 降解技术主要有光催化氧化（马
旭等，２０１６）、高级氧化（张晏晏等，２０１２）、超声氧化

（Ｙｕ ｅｔ ａｌ．，２０１４）等，然而这些技术均面临着耗时、
费用高、处理不完全、有毒物质残留等一系列问题．
随着生物技术的日趋成熟，采用生物法处理环境激

素具有处理成本低、无二次污染等优势，其中，使用

酶的方式进行处理极具潜力．
漆酶（ＥＣ １．１０．３．２）是一种含铜多酚氧化酶，能

够催化氧化多种底物，包括酚类物质、多酚类物质、
多环芳香烃甚至无机物等一系列物质，其利用分子

氧作为最终电子受体，生成反应过程中唯一的副产

物水（刘岩等，２０１６）．国内外学者相继报道过使用漆

酶降解环境激素的研究，如 Ｊｕｓｔｉｎｏ 等（２０１０）使用漆

酶降解酚类物质，去除率能够达到 ７４％；夏青等

（２０１３）将漆酶用于催化雌激素，在 ｐＨ 与温度适宜

范围内，雌酮、雌二醇、炔雌醇的去除率均达到 ８０％
以上．然而漆酶处理环境激素存在费用高、易失活、
难以重复利用等不足．因此，本文以 ＳｉＯ２为载体，戊
二醛为交联剂，进行漆酶固定化，探究在不同 ｐＨ 值

与温度条件下固定化漆酶的稳定性，并通过添加非

离子型表面活性剂增强酶活与去除率，以达到重复

利用、降低成本与维持高酶活的目的．

２　 试验材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 实验试剂与仪器

试剂：漆酶（Ｌａｃｃａｓｅ ｆｒｏｍ Ｃｏｒｉｏｌｕｓ ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ）、２′⁃
联氨⁃双⁃３⁃乙基苯并噻唑啉⁃６⁃磺酸（ＡＢＴＳ，９９．８％）
购自 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ；双酚 Ａ（９９％）、戊二醛、３⁃氨丙

基三乙氧基硅烷（ＡＰＴＥＳ，９８％）、Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 购自

上海阿拉丁；丙酮购自天津宏达；ＳｉＯ２ ．
仪器：ＢＳＡ２２１Ｓ 型电子天平（德国赛多利斯公

司）； 轨道式摇床 （杭州米欧仪器有限公司）；
ＵＶ７５６ＣＲＴ 型紫外可见分光光度计（上海佑科仪器

仪表有限公司）； ＬＣ⁃２０Ａ 高效液相色谱 （日本岛

津）；ＪＳＭ⁃７００１Ｆ 扫描电子显微镜（日本 ＪＥＯＬ 公司）
２．２　 游离态漆酶与固定化漆酶酶活性测定

以 ＡＢＴＳ 作为底物测定漆酶酶活，即漆酶氧化

ＡＢＴＳ 生成 ＡＢＴＳ·＋自由基的氧化速率，测定酶活反

应体系在 ４２０ ｎｍ 处吸光值变化，ＡＢＴＳ 在此波长处

有最大摩尔吸收系数 （ εｍａｘ ）， 其值为 ３． ６ × １０４

Ｍ－１·ｃｍ－１ ．酶活反应体系由适量体积的漆酶溶液与

ＡＢＴＳ 的混合液组成．因此，可以通过紫外可见分光

光度计测定 ＡＢＴＳ 在 ４２０ ｎｍ 处吸光度的变化来确

定漆酶的活性，即每分钟氧化 １ μｍｏｌ ＡＢＴＳ 所需要

的酶量为 １ 个酶活单位（Ｕ）．
为了测定固定化漆酶的活性，将载体与 ３ ｍＬ

０．００１ ｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＴＳ （ｐＨ＝ ４．５）溶液混匀，置于轨道

式摇床以 １２０ ｒ·ｍｉｎ－１摇匀，５ ｍｉｎ 后收集溶液立刻

用紫外分光光度计测量其吸光度，得到固定化漆酶

的活性．
２．３　 漆酶的固定化

制取 ＳｉＯ２（０．５ ｇ），充分洗涤后于 ４５ ℃下干燥

２４ ｈ 保存备用． ＳｉＯ２ 浸于 ＡＰＴＥＳ 与丙酮的混合液

（体积比 ６％） 中，于 ４５ ℃ 浸泡 ２４ ｈ，用蒸馏水将

ＳｉＯ２清洗干净，干燥 ２４ ｈ．将载体浸于戊二醛与 ０．５
ｍｏｌ·Ｌ－１、ｐＨ＝ ７．０ 的磷酸钾缓冲溶液的混合液（体积

比 ７．５％）中，在室温下交联 ２ ｈ，洗去多余的戊二醛，
在 ４５ ℃条件下干燥 ４８ ｈ．将载体置于装有一定体积

漆酶溶液的 ２５ ｍＬ 西林瓶中，置于轨道摇床上以

１００ ｒ·ｍｉｎ－１摇匀．
２．４　 高效液相色谱（ＨＰＬＣ）分析

使用日本岛津 ＬＣ⁃２０Ａ 型高效液相色谱仪对样

品进行分析，在 ２７５ ｎｍ 检测波长条件下分析 ＢＰＡ
样品，配备 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８ 反相色谱柱（５ μｍ×４．６ ｍｍ×
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１５０ ｍｍ），柱温为 ３０ ℃，流速为 １ ｍＬ·ｍｉｎ－１，流动相

采用乙腈∶水（体积比，５５∶４５），进样量为 １０ μＬ．
２．５　 最佳 ｐＨ 值与酶的稳定性

以 ０．００１ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＡＢＴＳ 作为底物，混合于不同

ｐＨ 值（２～８）的 ０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸盐缓冲液中，测定

游离态漆酶与固定化漆酶的最大酶活值．相对活性

为每种 ｐＨ 值下的酶活与最大酶活的比值．
ｐＨ 对游离态漆酶与固定化漆酶的影响则为柠

檬酸盐在 ｐＨ＝ ２～８、室温（３０ ℃）条件下温育 １２ ｈ，
测定上述 ２ 种不同形态酶的稳定性．残留活性为每

种 ｐＨ 下的酶活与初始酶活的比值．
２．６　 最佳温度与酶的热稳定性

在温度为 ３０～ ８０ ℃范围内对游离态漆酶与固

定化漆酶的酶活进行测定，得到最佳温度下最大酶

活值，相对活性为每种温度下的酶活与最大酶活的

比值．
将样品置于不同温度（３０ ～ ８０ ℃）下的 ０．００１

ｍｏｌ·Ｌ－１ ＡＢＴＳ 与最佳 ｐＨ 条件的柠檬酸缓冲液中混

合温育，用于测定游离态漆酶与固定化漆酶的热稳

定性．残留活性为每种温度下的酶活与初始酶活的

比值．
２．７　 游离态漆酶与固定化漆酶降解 ＢＰＡ

ＢＰＡ 降解的研究条件选取温度为 ５０ ℃，ＢＰＡ
初始浓度为 １００ ｍｇ·Ｌ－１，漆酶酶活为 ２ Ｕ·ｍＬ－１，每
隔 １ ｈ 取样并立即测试漆酶的酶活性，随后用于

ＨＰＬＣ 分析，固定化漆酶在相同的实验条件下操作．
２．８　 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 对漆酶的影响

为了探究 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 对漆酶活性的影响，在
５０ ℃下，分别向游离态与固定化漆酶中添加浓度为

０．０００１ ｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 以降解 ＢＰＡ，ＢＰＡ 浓

度如上所述，并测定相应的活性．

３　 结果与分析（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ）

３．１　 游离态漆酶与固定化漆酶的最佳 ｐＨ 值与稳

定性

采用 ０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸盐缓冲液调整 ｐＨ 为２～
８，探究 ｐＨ 值对游离态漆酶与固定化漆酶的影响及

其酶稳定性．由图 １ 可知，游离态漆酶与固定化漆酶

均在 ｐＨ 值为 ４ 时酶活性最佳，这与 Ｋｕｍａｒ 等

（２０１４）研究磁性交联漆酶降解不同染料时，游离态

漆酶活性在 ｐＨ＝ ４ 时最佳的情况相似．游离态漆酶

与固定化漆酶在 ｐＨ 为 ２～８ 时的酶活性变化趋势类

似．在 ｐＨ ＝ ２ 时，固定化漆酶的相对活性为 ３９％，高

于游离态漆酶的相对活性．游离态漆酶在 ｐＨ ＝ ４ 时

有最高的相对活性，随着 ｐＨ 值的升高，相对活性逐

渐降低，于 ｐＨ ＝ ６ 时相对活性降低至 １２％，ｐＨ 值为

７、８ 时，相对活性最低．不同于游离态漆酶，固定化

漆酶在 ｐＨ 值为 ５ 时相对活性仍保持在 ８５％，ｐＨ 值

为 ７、８ 时的相对活性均高于游离态漆酶．Ｗａｎｇ 等

（２０１０）采用磁性纳米 ＳｉＯ２固定漆酶的最佳 ｐＨ 值为

４～５，在 ｐＨ＝ ７ 时游离态漆酶失活，固定化漆酶的活

性高于游离态漆酶，本文结果与之类似．

图 １　 ｐＨ 值对游离态与固定化漆酶的酶活影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｆｒｅｅ ａｎｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｌａｃｃａｓｅ

图 ２ 为 ｐＨ 对酶稳定性的影响．由图可知，在室

温（３０ ℃）下反应 １２ ｈ，ｐＨ 值为 ２ ～ ８ 时，游离态漆

酶在低 ｐＨ 值的情况下易失活．在 ｐＨ ＝ ２ 时，２ ｈ 后

游离态漆酶残留活性仅为 ７％，而固定化漆酶的残

留活性仍有 ５８％．ｐＨ 为 ８ 时，由于呈碱性，游离态漆

酶失活，故残留活性无变化．固定化漆酶在 ｐＨ 为２～
５ 条件下，４ ｈ 后残留活性分别为 ３６％、５８％、７１％、
７６％，而游离态漆酶在相同 ｐＨ 值条件下，残留活性

分别为 ５％、１３％、４３％、５６％．随着 ｐＨ 值升高，在 ｐＨ
为 ６、７ 时固定化漆酶的残留活性高于游离态漆酶．
实验表明，固定化漆酶在酸性和碱性条件下的稳定

性均优于游离态漆酶．
３．２　 游离态漆酶与固定化漆酶的最佳反应温度与

热稳定性

由 ｐＨ 对漆酶活性的影响可知，当 ｐＨ ＝ ４ 时，游
离态漆酶与固定化漆酶的活性最佳，因此，选取 ｐＨ
为 ４ 的柠檬酸盐缓冲液进行温度试验．在温度分别

为 ３０、４０、５０、６０、７０、８０ ℃下，探究不同温度对漆酶

的活性及热稳定性的影响，结果如图 ３ 所示．由图可

知，在 ４０ ℃条件下，游离态漆酶活性最强；固定化漆

酶则是在 ５０ ℃时活性最强，固定化漆酶有更为宽泛
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图 ２　 ｐＨ 值对游离态（ａ）和固定化（ｂ）漆酶的酶稳定性影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｆｒｅｅ ｌａｃｃａｓｅ （ａ） ａｎｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ｌａｃｃａｓｅ （ｂ）

的温度范围，在 ６０ ～ ８０ ℃，相对活性均高出游离态

漆酶达 ２０％左右．这与现有研究报道的固定化漆酶

能够增强漆酶的热稳定性的结论一致（Ｓｏｎｇｕｌａｓｈｖｉｌｉ
ｅｔ ａｌ．，２０１２；Ａｒｃａ⁃Ｒａｍｏｓ ｅｔ ａｌ．，２０１６）．

图 ３　 温度对游离态与固定化漆酶的酶活影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｆｒｅｅ ａｎｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｌａｃｃａｓｅ

在 ３０～８０℃条件下，温育 １２ ｈ 测试漆酶的热稳

定性，结果如图 ４ 所示．游离态漆酶在 ５０ ℃下活性

逐渐降低，１２ ｈ 后残留活性为 ２８％；在 ７０～８０ ℃下，
２ ｈ 后游离态漆酶几乎失活．与之形成对比的是固定

化漆酶在 ３０ ℃下，１２ ｈ 后漆酶活性几乎没有损失；
在 ７０、８０ ℃较高温度条件下，１ ｈ 后固定化漆酶的残

留活性分别损失 ２３％、４１％；漆酶在固定化之后对温

度的耐受有更为宽泛的范围，可能是因为固定化后

对漆酶的保护（Ｂａｙｒａｍｏｇｌｕ ｅｔ ａｌ．，２０１０）．固定化漆酶

在 ３０～８０ ℃的热稳定性均高于游离态漆酶，可能原

因是固定化漆酶能保护酶的构型免受热交换的变

形或损伤，并且在更恶劣的环境中也能保证漆酶在

最小的活性损失下工作 （ Ｌｌｏｒｅｔ ｅｔ ａｌ．， ２０１２；Ｏｓｍａ
ｅｔ ａｌ．，２０１０）．

图 ４　 温度对游离态（ａ）和固定化（ｂ）漆酶的酶稳定性影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅｒｍａｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｆｒｅｅ ｌａｃｃａｓｅ （ ａ）
ａｎｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｌａｃｃａｓｅ （ｂ）

３．３　 固定化漆酶降解 ＢＰＡ 的效果

根据最佳反应温度的实验结果，选取 ５０ ℃作为

漆酶降解 ＢＰＡ 的温度条件，将固定化漆酶置于一定

体积的 １００ ｍｇ·Ｌ－１ ＢＰＡ 溶液中，以游离态漆酶作为

对照，加入游离态漆酶的酶活单位为 ２ Ｕ·ｍＬ－１ ．每隔
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１ ｈ 取样，用于 ＨＰＬＣ 分析，计算 ＢＰＡ 降解率，并分

析漆酶的相对活性，结果如图 ５ 所示．由图可知，反
应 １ ｈ 后，固定化漆酶对 ＢＰＡ 的降解率达 ７１％；６ ｈ
后，ＢＰＡ 的降解率已达 ９２％，此时固定化漆酶的相

对活性为 ５３％，仍能维持相对较高的活性．而游离态

漆酶的相对活性仅为 １６％，ＢＰＡ 的降解率也只有

８５％．由此可知，固定化漆酶不论在酶活还是 ＢＰＡ 降

解率上皆优于游离态漆酶，此技术可通过重复使用

与提高降解率达到降低处理成本的要求． Ｈｏｕ 等

（２０１４）将漆酶固定在 ＴｉＯ２涂覆的 ＰＶＤＦ 膜上，发现

固定化漆酶的降解率与活性均高于游离态漆酶，本
研究结果与之类似．

图 ５　 游离态漆酶与固定化漆酶对 ＢＰＡ 降解率与漆酶活性的

影响

Ｆｉｇ．５　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＰＡ ｂｙ ｆｒｅｅ ｌａｃｃａｓｅ ａｎｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｌａｃｃａｓｅ
ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌａｃｃａｓｅ

３．４　 添加 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 对漆酶活性与 ＢＰＡ 降解的

增强作用

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 是非离子型表面活性剂，同时具有

亲水端与疏水端的两亲分子．在低浓度下，Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃
１００ 在水溶液中以单体形式存在．张娱等（２０１３）在

探究 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 对漆酶处理苯酚的影响时发现，
漆酶和表面活性剂之间的相互作用能使游离的

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 改变酶与底物的结合率从而影响酶促

反应，并能减轻酶与其氧化产物之间的相互作用从

而减轻酶的钝化． Ｊｉ 等（２００９）研究发现，添加 ５０ ～
１００ ｍｇ·Ｌ－１的 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 对漆酶催化氧化 ＢＰＡ 有

增强效果，漆酶催化活性与其构象密切相关，而

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 能协助漆酶处于最佳折叠状态，因而漆

酶能维持活性与稳定性．本研究将 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 作为

酶活诱导剂添加于漆酶降解 ＢＰＡ 的实验体系内，添
加量为 ０．１ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，探究其对漆酶降解 ＢＰＡ 与漆

酶活性的影响，结果如图 ６ 所示．由图可知，游离态

漆酶与固定化漆酶的活性都得到较大幅度的提高．
游离态漆酶添加 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 后降解 ＢＰＡ， １ ｈ 后的

降解率为 ８０％，６ ｈ 后的降解率为 １００％，相对活性

为 ３２％，皆优于未添加 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的体系．在固定

化漆酶降解 ＢＰＡ 体系中，反应 １ ｈ 后，ＢＰＡ 的降解

率为 ９０％，相对活性为 ９１％，降解率较未添加 Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ⁃１００ 的体系提高了 １９％，相对活性提高了 １２％．由
此可知，Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 作为酶活诱导剂用于漆酶降解

ＢＰＡ 有积极的正向作用，且 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 为普遍廉

价的化学物品，添加浓度也很低，因而可以大幅地

减少反应时间及降低处理成本．

图 ６　 添加 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 对 ＢＰＡ 降解率与漆酶活性的影响
Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ｏｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＰＡ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌａｃｃａｓｅ

３．５　 扫描电镜（ＳＥＭ）分析

本研究通过扫描电镜图表征漆酶固定化前后

ＳｉＯ２的形态结构变化．图 ７ａ 是原始 ＳｉＯ２材料，具有

多孔表面特质，有利于提高漆酶的固定化效率．图
７ｂ 是固定化漆酶后的 ＳｉＯ２材料，表面孔洞减少且覆

盖有较薄的涂层，说明漆酶已经通过 ＡＰＴＥＳ 的表面

修饰与戊二醛的链结作用固定在 ＳｉＯ２材料上．

图 ７　 固定化前（ａ）、后（ｂ） ＳｉＯ２的 ＳＥＭ 图

Ｆｉｇ．７　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ＳｉＯ２（ａ）ａｎｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＳｉＯ２（ｂ）

４　 讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

在本试验中，漆酶来源于 Ｃｏｒｉｏｌｕｓ ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ．漆酶

作为一种生物酶，一方面在生产应用时容易受到环
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境 ｐＨ 值、温度等因素的影响；另一方面，在环境中

容易变性，且长期的储存也有活性的损失．将漆酶进

行固定化可以克服上述缺点，改善对漆酶应用的限

制．而固定化之后的稳定程度取决于酶的结构、固定

化的方式及载体的类型（Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ．，２０１０）．本文采用

ＳｉＯ２作为固定化漆酶的载体，因其具有环境友好、生
物相容性高、化学性质稳定、可操作性良好、价廉易

得等优点（Ｈｕ ｅｔ ａｌ．，２０１５）．值得指出的是，本试验

中的漆酶通过将 ＳｉＯ２材料固定化之后，固定化漆酶

较游离态漆酶在不同 ｐＨ 值（２ ～ ８）的环境中表现出

更好的耐受力．试验结果表明，游离态漆酶在 ｐＨ ＝ ２
条件下，２ ｈ 后残留活性仅为 １６％，而固定化漆酶在

同等条件下残留活性为 ４０％；固定化漆酶在 ｐＨ 为

２～５ 条件下，４ ｈ 后残留活性分别为 ３６％、５８％、
７１％、７６％，分别比游离态漆酶的残留活性高 ３０％、
４５％、１８％、２０％．固定化漆酶对 ｐＨ 的耐受范围比游

离态漆酶更宽泛且有更优良的稳定性．游离态漆酶

在温度较高的环境下极易失活，而固定化漆酶由于

其刚性结构能维持较高的活性．试验结果表明，漆酶

固定在 ＳｉＯ２材料上与游离态漆酶相比有更强的热

稳定性，例如，游离态漆酶的最佳活性温度为 ４０ ℃，
而固定化漆酶的最佳活性温度为 ５０ ℃ ．不同的最佳

温度来自于固定化漆酶面对迫使漆酶失活的外界

条件仍能保护漆酶的构型不受损伤；在 ６０、７０ ℃，
２ ｈ后游离态漆酶的残留活性分别为 １８％、１６％，而
固定化漆酶的残留活性分别高达 ７８％、６３％．

本试验降解 ＢＰＡ 的过程中，固定化漆酶对 ＢＰＡ
的降解率能够在 ６ ｈ 后达到 ９２％，相对活性为 ５３％，
相比于游离态漆酶的降解率与相对活性都得以提

高．袁钰等（２０１６）采用电纺纤维膜作为载体制备固

定化漆酶，固定化后漆酶的储存稳定性都在一定程

度上得到提高，ＢＰＡ 降解率达 ７５％，但随着反应时

间的推移，固定化后漆酶酶活逐渐降低，对 ＢＰＡ 降

解效果有限．Ｏｕｙａｎｇ 等（２０１５）制备了磁性石墨烯固

定化漆酶，在 ＢＰＡ 为 １５ ｍｇ·Ｌ－１ 下，反应 １８ ｈ 后，
ＢＰＡ 的去除率达到 ８２．１４％．将漆酶进行固定化在一

定程度上能提高稳定性及降解率，通过延长降解时

间及提高酶活达到相应的降解率，但这极大程度地

提高了处理成本．在实际处理过程中如何能维持漆

酶较高的活性却未见较多的报道．为了提高漆酶的

活性，可向固定化漆酶反应体系中添加其他相对廉

价易得的酶活诱导剂，以提高降解率并缩短降解时

间．试验中选取非离子型的表面活性剂 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００

作为酶活诱导剂，固定化漆酶经反应 １ ｈ 后，ＢＰＡ 的

降解率为 ９０％，相对活性为 ９１％，较未添加 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃
１００ 的 ＢＰＡ 降解体系的降解率提高了 １９％，相对活

性提高了 １２％；游离态漆酶添加 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 后降

解 ＢＰＡ，在 １ ｈ 后取样检测，ＢＰＡ 的降解率为 ８０％，
６ ｈ后的降解率为 １００％，相对活性为 ３２％．以上试验

结果表明，Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 对漆酶活性的提高有积极作

用且能节省一定的处理成本．

５　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１）固定化漆酶在 ｐＨ 值为 ２～８ 时的相对活性均

高于游离态漆酶，其最佳活性温度可从 ４０ ℃提高到

５０ ℃，表明固定化漆酶在稳定性上优于游离态

漆酶．
２）在 １００ ｍｇ·Ｌ－１ ＢＰＡ 溶液中，固定化漆酶经

６ ｈ反应后，降解效率可达 ９２％，相对活性较游离态

漆酶提高了 ３７％．因此，固定化漆酶相较于游离态漆

酶对 ＢＰＡ 具有更高效的降解性能．
３）通过添加酶活诱导剂 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，可进一步

提高漆酶的活性及 ＢＰＡ 的降解率，固定化漆酶可在

４ ｈ 内对 ＢＰＡ 进行完全降解，降解时间缩短了 ２ ｈ，
相对活性提高至 ６３％，达到缩短处理时间与节省成

本的目的．
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