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苯酚在预活化聚酞胺膜酪氨酸酶

生物传感器上的响应特性
‘

胡效亚 冷宗周

扬州大学师范学院化学系
,

扬州

摘要 研究苯酚在预活化聚酸胺膜酪氮酸醉生物传感器上的响应特性
,

适量儿茶酚的存在可加快传感器到达恒

态的速度 被固定酶的量
、

活性及传感器的有效面积等是影响检测灵敏度的主要因素 首次采用预活化聚酞胺

膜固定酪氨酸酶
,

并与浸蜡石里电极组合成酷氨酸酶生物传感器
,

在温度 ℃ 电位一。
,

儿茶酚浓

度
一 , ,

底液 。 磷酸盐缓冲溶液 下
,

采用电流法测定苯酚及水样中的酚
。

酶膜的制

备
、

替换和贮存极为方便
,

酶膜贮存 个月未见活性下降
,

有良好的重现性和线性范围
一 一 一 “

。

关桩词 电极
,

生物传感器
,

酶
,

酪氨酸酶
,

苯酚
。

酪氨酸酶生物传感器测定酚的研究已有报

道
一 〕

,

但传感器的寿命一般仅 一 个星期
,

在水相中测酚时传感器的制作较为烦琐与实际

应用相差甚远
。

本文首次采用预活化聚酞胺膜

固定酪氨酸酶
,

并与浸石蜡石墨 电极组合成酪

氨酸酶生物传感器
,

酶的固定仅需 一
,

操作简便
,

酶膜的替换和贮存极为方便
,

贮存

个月未见活性下降
,

传感器的使用寿命显著提

高
,

并用于苯酚及水中酚的测定
,

对传感器的

机理进行了探讨
。

实验部分

仪器

一 记录仪 四川仪表四厂
, 一

型

多功能双恒电位仪 长春应化所
,

龙井电讯仪器

厂
,

型超级恒温器 上海实验仪器 厂
,

仆 型数字式离子计 江苏电分析仪器厂
,

旋涡混合器 上海医科大学仪器厂
。

试剂及材料

酪氨酸酶  
 ,

从蘑

菇中提取
,

公司提供
。

拜
,

预活

化聚酞胺膜 拜 厚 由 提供
。

牛血清蛋白
,

致祀 公司
,

所用试剂

均为分析纯
。

实验用水为去离子蒸馏水
。

酶的固定

用打孔器取一直径 的预活化聚酞

胺膜
,

正反两面各滴加 川 酪氨酸

酶溶液 磷酸盐缓冲溶液 一

后
,

酶以共价键的的形式被固定在预活化

聚酞胺膜上
,

用
一

洗

后即可使用
,

不用时贮存于  磷酸

盐缓冲溶液
一

甘油中温度一 ℃
,

使

用前用 磷酸盐缓冲溶液清洗 次
,

每次
。

电极

表面经砂纸
、

滤纸抛光后的光谱纯石墨棒

在熔化的石蜡中浸泡
,

冷却后用滤纸抛光

成镜
,

活性酶膜置于螺母套中并与固定于 电极

杆上的浸蜡石墨棒相套
。

酶膜与石 墨棒紧贴的

程度可通过旋转螺母加以调整
。

酚的测定

使用三电极系统
,

对电级为铂片电极
,

参

比电极为饱和甘汞电极
,

实验温度 ℃
,

电位

控制在一
,

茶酚浓度为
一’

,

在 匀速磁搅拌下
,

采用 电流法进行测
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定
,

底液为 磷酸盐缓冲溶液
。

℃
,

为 的磷酸盐缓冲溶液
,

儿茶酚浓

度为
一 ’ 儿茶酚浓度在

一 ’

一
一 ‘

之内
,

对测酚的灵 敏度无影

响
,

电位控制在一  
,

传感器对酚

的响应线性范围为
一 一

一

图
。

于
代厂催书

结果与讨论

传感器机理及动力学性质

酪 氨酸酶 来 自蘑菇 含有 个铜原子
,

休

止状 态 的 酶 含有反 铁磁性藕合 的 ……

十 。

酪氨酸酶对酚 的活 性反应机理 见 文献

〕
。

酚的氧化产物邻苯醒可在浸蜡石墨电极表

面上被还原成儿茶酚 邻苯二酚

广
二

洲
卜代

厂弓戈

一
】 只 芬

与曰〕
’ “‘ ’ “

一

划、
被测液 中加入适 量儿 茶 酚可形成一 定 量的

子一 ‘

酶的络合物 促进酚 的氧
十

化
。

当反应达到恒态并且儿茶酚和酚的浓度均

较小时
,

酶催化反应的各中间产物的形成速度

等于其分解速度
,

由此可推出

一 〕瓦〕

为恒态时酶对酚的催化反应速度
,

与速度

常数和 有关
,

〔 〕为苯酚的浓度
,

三 为单

位面积膜上被固定活性酶的量
。

电极表面反应层 内邻苯醒的来源有二 一

是酚的氧化
,

二是电极还原产物儿茶酚在酶的

催化下
,

一部分被氧化成邻苯酿
。

根据电极反

应动力学原理可以推出传感器的还原电流为

酚浓度 曰

飞
一 ‘

图 酚浓度与电流的关系

电位 一
,

底液 磷

酸盐缓冲溶液
, ,

温度 。、

的影响

溶液 值对酪氨酸酶电流传感器灵敏度

的影响较大 图
,

值在 左右有最高灵

敏度
,

值过高或过低都会引起灵

敏度的大幅度下降
,

这可能是
十
浓度影响氨基

酸残基对 的配位及对底物酚的作用的缘故
。

尸 一 一

一
一一 一

卜

二
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式中
,

A 为传感器的有效面积
;
闪 和 产。分别为

邻苯酿和儿茶酚的反应层厚度
,

它们与各 自的

扩 散 系 数 有 关
,

K

,

为 形 成 酶 络 合 物

鱿份
目
一

了与
的速度常数

。

由、3 )式可见
,

C
u ’ +

只以侧
“ ‘

一 ~
’“

~

’

一
、 一 ’

一、 ‘ / 一
’

当温度
、

电位和 pH 等一定时
,

i 与酚的浓度成

正 比
,

这是定量分析水溶液中酚含量的理论依
’

据
。

增加传感器的有效面积 A
、

被固定酶的密度

及活性和 K
, ,

可提高检测酚的灵敏度
。

2. 2 线性范围

不含儿茶酚时
,

酪氨酸酶催化酚氧化达到

恒 态时 的速度很 慢
,

尤 其酚 的浓 度很低 时
。

图 2 传感器灵敏度与 pH 的关系

pH 6
.
。一 8

.
2 为 。

.
1
mo
l/’L 磷酸盐缓冲溶液

pH S
.
o一 5

.
8 为 0

.
1
mo l,/

L 醋酸盐缓冲溶液

电位
:
一 0

.
20 0 V v s

SC
E

,

温度 2 5℃

2
.
4 温度的影响

温度对传感器灵敏度的影响较显著 (图 3)
。

温度低于 10 ℃
,

已无法检测
,

响应时 间极长
。

温度越高
,

响应时 间越短
,

温度高于 35 ℃时
,

传感器的稳定性下降
,

并且灵敏度无显著增加
。
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(图 SB )
,

制备的酶膜保存在 0
.
1 m ol /L 磷酸盐

缓冲溶液 pH 7
.
O一

10 % 甘油中一 10 ℃
,

5 个月未

见灵敏度下降
。

由于传感器替换酶膜非常方便
,

传感器的寿命显著延长
,

每次使用时换上新酶

膜可使测定结果具有较高的灵敏度和 良好的重

现性
。
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传感器灵敏度与温度的关系

�5,g0图

除温度外
,

其余条件同图 1

2
.
5 电位的控制

酚和儿茶酚在浸蜡石墨 电极上的循环伏安

图见图 4
。

酚在+ 0
.
72 V vsSC E 处有一氧化峰

。

邻苯酿的还原峰电位为一 0
.
064 V vs S C E

,

儿茶

酚的氧化峰电位为+ 0
.
391 V vsSC E

。

图 4显示
,

采 用 电流法 测 定 酚
,

电位 控制 在 一 0
.
200

v vs SC E 比较适宜
。

电位过负
,

传感器灵敏度增

加不明显
,

而干扰却在增大
。

时阳j(h )

图 5 活性酶膜的稳定性

A : 酶膜保存于 0
.
1 m ol /L 磷酸盐缓冲溶液

一

10 % 甘油

(P H 7. 0)
,

一1。℃ ; B
:
酶膜连续使用时的稳定性

.
在

。
.
1 m ol /L 磷酸盐级冲溶液

,
p H 6. 5 中过夜

,
5 ℃

2
.
7 苯酚回收率的测定

采用加入标准法测定 了苯酚不同加入量的

含量 (见表 1)
,

其回收率为 95 % 一 102 %
,

标准

偏差 2
.
4 。

表 1 苯酚回收率的测定

加入童(陀) 2
.
85 2

.
52 4.70 14

.
1 23

.5 32
.
9 47

.
0

检出量 (雌) 1
.79 2

.
84 4

.77 23
.
9 24

.0 53
.0 46

.
2

回收率 (% ) 95
.
2 100

.
7 101

.
5 98

.
6 102

.
1 100

.
3 98

.
1

2
.
8 水样中酚的测定

采用标准加入法测定一水样中酚的含量
,

并与国际标准化组织颁布的 4
一

氨基安替比林萃

取光度法对照
,

酪氨酸酶生物传感器测 出的平

均值为 0
.
071 m g/L

,

标准偏差 0
.
004

,

4

一

氨基

比林萃光度法测出平均值为 0
.
06 9 m g /L

,

标准

偏差0
.
003 。

A刀5

丁卜卜土

.
1 } 1 1 1 1 1 1二

0
.
8 0

.
() 一 0

.
6

电位 (V 、、
S C E )

图 4 酚和儿茶酚的循环伏安图

电极
:
浸蜡石里电极

,

25
℃

,

扫描速度 36 m V /s
。

A

:

酚(2
.
5 X 10一 5 m ol / L )

;
B
:
J L 茶酚(2

.
S X 10一 5

m ol / L
,

实线)
,
虚线为不含儿茶酚

,

底液为 。
.
1

mo
l/ L 磷酸盐缓冲溶液闭6

.5

参考文献

2
.
‘ 稳定性

在最佳条件下
,

活性酶膜连续使用 s h
,

灵

敏度下降 n %
,

在 5℃ 0
.
1 m ol /L 磷酸盐缓冲

溶液中保存过夜
,

传感器仍保持 62 % 的灵敏度
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