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木质素降解酶在不同堆肥基质中的吸附传输特性研究
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摘要!为了深入探究木质素降解酶在不同堆肥基质中的吸附传输特性$通过批量实验对比了土壤*菜叶*稻草和米糠对木质素

降解酶的吸附性能$并进行了动力学分析和等温吸附模型拟合$同时通过柱淋洗实验考察了木质素降解酶在 E 种堆肥基质中

的迁移传输特性B结果表明$堆肥基质对木质素降解酶的吸附与基质种类有关$土壤*菜叶*稻草和米糠对木素过氧化物酶
"4AW#和锰过氧化物酶"18W#的吸附量分别为 "‘’’* "‘’$* "‘"** "‘’’ Y-Vj"和 )‘(#* E‘&&* E‘E** *‘#) Y-Vj"B比较 4AW和
18W吸附的动力学模型$准二级动力学方程为表征木质素降解酶吸附的最佳模型$其 G’ 值为(‘#$* ’ g(‘### $$ +;7TAM: 方程

拟合较差$准一级动力学方程拟合最差’4G8VF>AL模型对等温吸附数据进行拟合效果最好$而实验数据不适合用 =L@>8?;AM: 方

程表征B土壤*菜叶*稻草和米糠对 4AW和 18W饱和吸附容量分别为 "‘’**"‘*(*"‘"$*"‘"E Y-Vj"和 )‘$(* )‘"#* E‘$** E‘"E

Y-Vj"B4AW和 18W在稻草和米糠基质中传输效果较好$可传输到最深层 "( F4处$而在土壤和菜叶基质中则被滞留在浅层B
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!!堆肥作为一种保持良好环境效应的产物$具有
生物处理的可持续性和废弃资源的可循环利用等特

点$已被许多国家和地区接受$成为处理有机固体废
物的有效方法之一 +" g*,B垃圾堆肥资源化实质是微
生物反应过程$而微生物反应依赖于其分泌的相关
降解 酶 作 用B黄 孢 原 毛 平 革 菌 " 2%!+&,#8%!&’&
8%,75#5-,.4"#产生的木素过氧化物酶"4AW#*锰过氧
化物酶"18W#是 ’ 种被国内外学者重点关注的木质
素降解酶$可催化木质素及其他芳香族化合物等限
速有机物的降解$决定着木质素降解的途径*速度和
程度 +E$), $是关系着堆肥进程的关键功能酶 +%,B而堆
肥系统是一个非常复杂的系统$高效降解酶传输到

堆体深层的过程中必然受堆肥系统的物化*生物等
因素的影响$如果酶被滞留在堆肥物料的浅层$不能
到达更深更广的堆肥层面$就会阻碍堆肥深层木质
素的原位降解B因此$木质素关键降解酶在堆肥基质
中的吸附*传输和分散对整个堆肥反应进程尤为重
要$故研究4AW和18W在堆肥基质中的吸附传输特性
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意义重大B相对于一些多孔介质中细菌的吸附传
输+$, $尤其是土壤中细菌的吸附和迁移+&, $木质素降
解酶在堆肥基质中的吸附传输特性$包括影响因素*
酶与基质的相互作用机制方面还缺乏研究B本实验研
究了反应时间*酶液初始浓度等因素对不同基质吸附
木质素降解酶的影响$讨论了相关动力学*等温吸附
特性$并考察了酶在不同堆肥基质中的迁移传输情
况$以期为推进堆肥工艺技术的发展提供参考B

MN材料与方法

MOM!堆肥基质准备和酶液制备
堆肥基质取自湖南长沙近郊B将取回的基质破

碎磨细$并干燥过筛$选择粒径为 (‘") g(‘"& FF
的样品备用B样品的基本物理性质见表 "B
实验所用的木质素降解酶由白腐菌的典型种黄

孢原毛平革菌"Û 1=D"$%$#发酵产生$该菌购于武汉
大学中国典型培养物中心"66266#B将黄孢原毛平革
菌孢子悬液接种于优化后的 2A@8ô ALI 液态培养
基+#, $于空气恒温摇床中$*(x下$以 "’( L-FA8 j"振
荡培养 $ ?$培养液经离心""( ((( L-FA8 j"$") FA8#所
得上清液$滤膜过滤$即制得实验所需酶液"具有较高
木素过氧化物酶和锰过氧化物酶酶活$其酶活分别为
%’‘(’ Y-4j"和 ’)(‘") Y-4j"# +"($"",B
MOP!基质吸附试验方法

表 MN堆肥基质样品的物理性质参数

2GR;@"!W:<NAMG;OGLGF@9@LN7SM7FO7N9N>RN9G8M@N

基质 堆密度PV-F4j" 真密度PV-F4j" 孔隙率Ph 有机质质量分数Ph O]值 含水率Ph

米糠 (‘*) "‘E&% # $%‘$E %(‘#( %‘"$ #‘#(

菜叶 (‘*" "‘)&" # &(‘)& &’‘’* %‘)% ""‘)&

稻草 (‘*( "‘$%* * &’‘#* $%‘*% $‘E% ""‘(’

土壤 (‘&( ’‘*E# " %%‘"* %‘*E $‘() ’‘$#

!!在动力学实验中"时间系列#$准确称取 E 种吸
附剂"即土壤*菜叶*稻草和米糠#各 " V分装于三角
瓶中$先分别添加 ’( F4酒石酸缓冲液和 "( F4去离
子水$于Ex冰箱静置 "’ :$每个瓶中添加 ’( F4酶
液$在*(x$转速为 ")( L-FA8 j"下进行吸附$取样时间
点设置为 )* "(* ’(* *(* E(* %(* "’(* "&( FA8$离心
过滤$取上清液测定酶活B吸附剂上的吸附量是指不
加吸附剂的相同酶液酶活减去相应的滤液酶活B
在等温吸附实验中"酶液初始浓度系列#$准确

称取上述 E 种吸附剂各 " V分装于三角瓶中$分别
加入 ’( F4酒石酸缓冲液和一系列 *( F4组合液
"去离子水 a酶液#$吸附反应 %( FA8"通过前述吸
附动力学分析$确定了酶与 E 种基质分别吸附反应
%( FA8 后都基本达到吸附平衡#后取样分析B
MOQ!柱淋洗实验
实验装置由支架*淋洗柱*布液装置*硅胶管*多

通*抽滤瓶和真空泵组合而成$如图 "‘实验所用柱
子是容积为 "( F4的标准医用注射器$注射器底部
垫 " FF的滤纸作为过滤层B准确称取 & 份基质样
品装入注射器$在自然压实状态下$样品装柱至 "(
F4刻度处$"()x下灭菌 *( FA8B淋洗时先后用 * 倍
孔隙体积的无菌去离子水和 * 倍孔隙体积的酶液$
淋洗速度控制在 (‘* F*-: j"B
淋洗完毕后取柱中不同深度位置的样品$用无

菌水浸提 *( FA8 后$离心过滤$滤液用于酶活测定B

图 MN实验装置示意

=AVB"!5M:@FG9AM?AGVLGF7S9:@@JO@LAF@89G;N<N9@F

MOS!分析方法
=+’(P+4’( 数 显 型 酸 度 计 " 1+224+/

204+X0#测定 O]值$红外光谱对吸附酶液前后基
质进行结构分析$Y-D’))( 紫外可见分光光度计
"5].13X\Y60/W0/32.0,#测定酶活B
木素过氧化物酶"4AW#测定 +"’, !取 (‘% F4藜芦

醇溶液""( FF7;-4j"#* "‘’ F4酒石酸缓冲液"’)(
FF7;-4j"$O]s*‘(#与 "‘’ F4粗酶液混匀$即得 *
F4反应液B在*(x下$于反应液中加 %( &4]’0’ 溶

液"’( FF7;-4j" #启动酶促反应$以未加启动因子
的反应液为参比$用紫外分光光度计测定 *"( 8F处

&E%"
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’ FA8 前后反应液吸光度的变化B一个酶活力单位
"Y#定义为每 FA8 氧化藜芦醇产生 " &F7;藜芦醛
所需的酶量B
锰过氧化物酶 "18W# 测定 +"*, !将 (‘’"" * V

1850E 溶解于 " 4酒石酸缓冲液")( FF7;-4
j"$O]

sE‘)#中$取 ’‘E F4该溶液同 (‘% F4粗酶液混匀$

即得 * F4反应液B在*(x下$于反应液中加 %( &4
]’0’ 溶液"’( FF7;-4

j" #启动酶促反应$以未加启
动因子的反应液为参比$用紫外分光光度计测定
’#( 8F处 ’ FA8 前后反应液吸光度的变化B一个酶
活力单位"Y#定义为每 FA8 氧化 18’ a产生 " &F7;
18* a所需的酶量B
MOU!计算方法
平衡吸附量!

N@ D
"8( F8@#V

]
""#

!!时刻 ’的吸附量!

N’D
"8( F8’#V
]

"’#

!!吸附率!

)D
8( F8’
8(

M"((Z "*#

式中$N@*N’分别为平衡状态和 ’时刻吸附剂吸附吸
!!!!

附质的量$ Y-Vj"’8(*8’和 8@分别为溶液吸附质初
始浓度*’时刻吸附质浓度和吸附后平衡浓度$
Y-4j"’V为溶液体系体积$4’ ]为吸附剂质量$VB
考察某一参数对实验的影响时固定其它参数不

变B所有实验均重复 * 次$实验结果值取其平均值$
最大实验误差限 iEhB

PN结果与讨论

POM!4AW与 18W在堆肥基质中的吸附特性及其动
力学分析

POMOM!时间对基质吸附 4AW和 18W的影响
在酒石酸缓冲液体系中 " O]sE‘)#$’( V-4j"

的堆肥基质对初始浓度分别为 ’) Y-4j"的 4AW和
"(( Y-4j"的 18W的吸附量随时间的变化如图 ’ 所
示B可以看出土壤*菜叶*稻草和米糠对 4AW和 18W
的吸附具有相同的趋势$均在 ( g’( FA8 阶段吸附
很快$4AW和 18W的吸附量最高分别达到 #)h和
#&h以上$此后经历慢速吸附过程$E( FA8 时达到吸
附平衡B这 * 个吸附过程可分别缘于吸附剂的表面
吸附*吸附剂内扩散和吸附平衡B第 " 阶段的表面吸
附主要取决于溶液本体与吸附剂表面吸附质的浓度

差$第 ’ 阶段的内扩散吸附则由粒子内扩散速率
控制B

图 PN时间对基质吸附酶液的影响

=AVB’!.8S;>@8M@7S9AF@78 @8f<F@N>O9GI@

POMOP!动力学方程研究
为了定量描述 E 种基质对木质素降解酶的吸附

特征$用准一级动力学方程*准二级动力学方程以及

+;7TAM: 方程 +"E g"%,对试验数据进行拟合$拟合结果
见图 * 和表 ’B
准一级动力学方程!

#E%"
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;8"N@FN’# D;8N@F>"’ "E#

!!准二级动力学方程!
’
N’
D "
>’N

’
@

E ’
N@

")#

!!+;7TAM: 方程!

N’D
;8",’#
’

E;8’
’

"%#

式中$>" 为准一级动力学模型的速率常数$FA8
j"’>’

为准二级动力学模型的速率常数$Y-FA8-Vj"’,为
+;7TAM: 方程常数初始吸附速率$Y-"FA8-V# j"’’ 为
表征表面覆盖度和化学吸附活化能的参数$V-Yj"’
N@*N’同式""#和式"’#B
通常认为蛋白质在固体表面吸附过程中蛋白质

与蛋白质之间*蛋白质与水分子之间*蛋白质与界面
之间都存在着相互作用$这些作用包括疏水相互作
用*静电作用和范德华力等 +"$,B从图 * 和表 ’ 可以
看出$4AW和 18W在基质中的吸附动力学都较好地
满足准二级动力学 "G’ q(‘#$* ’#$+;7TAM: 方程的
相关系数次之$准一级动力学方程的相关性最差B这
说明液相的 ’ 种吸附质"4AW和 18W#均进行有效地
吸附$并产生竞争机制$而溶液溶剂无强烈竞争吸附
能力B土壤和菜叶对两酶的吸附速率明显高于稻草
和米糠$而对 4AW的吸附速率又高于对 18W的吸附
速率$这说明在吸附初始过程当中$4AW能够与更多
的吸附位点进行结合B
POP!4AW与 18W等温吸附过程及模型拟合

图 QN动力学方程拟合曲线

=AVB*!3?N7LO9A78 IA8@9AMN7S@8f<F@NA8 TGLA7>NN>RN9G8M@N

!!本实验在 ’( V-4j"的基质溶液中投加酶液"4AW

浓度为 %‘’) g*$‘) Y-4j"’18W浓度为 ’) g")(
Y-4j"#$在 ")( L-FA8 j"吸附 %( FA8 后取样测定$实
验结果如图 E‘可以看出$土壤和菜叶对 4AW和 18W
的吸附性能要略优于稻草和米糠$这可能是由于土
壤的孔隙率较小$在一定程度上增加了比表面积$从

而增加了吸附位点’基质对蛋白质的吸附中$疏水作
用是主要驱动力$静电作用次之 +"&, $增大疏水程度
可增大吸附量$而且有机阳离子的疏水性越强$对酶
的吸附量越大 +"#,B图 ) 是未吸附酶液的土壤以及菜
叶吸附酶液前后的红外光谱图B可以看出$菜叶基质
吸附酶液后在’ #’’ MFj"附近的亚甲基非对称伸

()%"
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!!! 表 PN动力学方程各参数

2GR;@’!/@N>;9NSL7F;A8@GLL@VL@NNA78 7S9:@G?N7LO9A78 LG9@@JO@LAF@89

基质 降解酶
准一级动力学 准二级动力学 +;7TAM: 方程
>" G’ >’ N@PY-V

j" G’ , ’ G’

土壤
4AW (‘(’" E (‘E#( % (‘’*E & "‘’"# $ (‘##& " "‘)"% % )‘E"" * (‘%&’ #
18W (‘("% % (‘’)& ) (‘"*( % )‘(#E ’ (‘### $ "$(‘*") $ ’‘"(# * (‘%%% $

菜叶
4AW (‘(’( $ (‘E%E $ (‘’%) ’ "‘’%& " (‘##& ’ ’‘$(" & )‘%)# * (‘%"( )
18W (‘(’* * (‘)E& " (‘"** ( E‘&$) $ (‘### ) "$’‘’%% $ ’‘"(# * (‘)’% (

稻草
4AW (‘(’& E (‘&’# * (‘(E" & "‘"*E * (‘#$* ’ (‘""E % *‘&’E " (‘&)) E
18W (‘(*E & (‘$"* ) (‘(*$ * E‘E’& $ (‘##E # "‘&%% $ "‘’’E # (‘$"’ (

米糠
4AW (‘(’& * (‘%’& " (‘()" ( "‘’’" E (‘#&* * (‘")* ( *‘%") * (‘&E" "
18W (‘(*( ) (‘$%E E (‘("# % *‘#E$ # (‘##( ( (‘%** E "‘"$) " (‘&*# *

图 SNZ’2和 K(2等温吸附线
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图 UN未吸附酶液的土壤以及菜叶吸附酶液前后的红外光谱图

=AVB)!.8SLGL@? NO@M9L7NM7O<7SN7A;G8? T@V@9GR;@;@GSQA9:7>9G?N7LO9A78 @8f<F@NG8? T@V@9GR;@;@GSQA9: G?N7LO9A78 @8f<F@N

缩振动和’ &)E MFj"附近的亚甲基对称伸缩振动均

在一定程度上有所减弱’" ’E% g" "(( MFj"附近的烷

烃基团的吸收减弱’" E"( MFj"的16]’1601或
16]’1,]1的吸收大大减弱’而有机质含量低的
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土壤基质基本不含有疏水基团"亚甲基和烷烃等#和
易形成氢键的活性基团"羰基和氨基#B这说明由于
菜叶的有机质复合物中的疏水基团与酶中的疏水基

团选择性键合以及活性位点与蛋白质1,]1和
226 0形成氢键$从而提高了菜叶基质对酶的吸附B
图 E 中的等温线在开始阶段都有较大的斜率$表

明堆肥基质对 4AW和 18W有很强的吸附亲和力$尤
其是对4AWB由图 E 还可以看出$单位基质的吸附量随
着溶液初始浓度的增加而增加$表明此阶段内基质上
的吸附位点未达到饱和状态$酶蛋白分子易占据吸附
位点B当溶液浓度增加到一定程度后吸附量的增加越
来越小$直至曲线斜率基本趋于 ($分析原因可能有
二!!溶液蛋白质分子之间存在多种效应$包括位阻
效应*静电效应*水动力学效应$这些效应随着酶浓度
增大而提高$对吸附产生负影响’"随着酶初始浓度
增大吸附密度逐渐增大$引起空间阻滞作用增大$从
而引起吸附剂表面结构的变化$有效的吸附位点趋于
饱和 +’(,B图 E 中 18W等温吸附线中菜叶吸附结果出
现了不符合一般规律的偏离点$这可能是在此酶蛋白
浓度下$菜叶表面各憎水基团间的协同作用远大于竞
争作用而造成吸附量大幅增加$具体原因将在后续实
验中进一步研究确定B
图 E 中的 4AW和 18W初始浓度对吸附影响的曲

线均呈现 4’ 型$为典型的单分子层吸附特征$可用

4G8VF>AL吸附模型对此单分子层吸附进行拟合B
根据 4G8VF>AL吸附等温式 +’"$’’, !

N@ D
NFGJ-S4-8@
" ES4-8@

" $ #

!!4G8VF>AL模型是一个理论吸附公式$它假定吸附
过程为单层吸附’被吸附物质的颗粒与水分子等大且
占据相同大小的吸附剂的表面’当吸附剂表面被吸附
物质占满后$达到最大吸附量’吸附过程中能量不变B
由 4G8VF>AL方程转化可得!

8@
N@
D "
NFGJ-S4

E "
NFGJ
8@ " & #

!!=L@>8?;AM: 方程适用于固体表面不均匀$在低浓
度时等温线为曲线$在高浓度时为无极限值$从根本
上说$此式仍为经验公式$但为了进行对比$本实验同
时运用此方程进行数据拟合B

=L@>8?;AM: 方程 +’"$’’, !

;8N@ D;8S=E
"
+
;88@ " # #

式中$N@*8@同式""#’NFGJ为饱和吸附量$ Y-V
j"’S4$

S=$+ 为常数B
吸附等温线方程参数如表 * 所示$结果显示

4G8VF>AL吸附等温模型能够比较准确地描述 4AW和
18W在不同堆肥基质中的吸附相平衡$其计算出来
的理论吸附量与实验所得的最大吸附量基本相同B

表 QNZJ(96#’&J(*8&%#(*4’,0模型参数

2GR;@*!WGLGF@9@LNS7L4G8VF>ALG8? =L@>8?;AN: @c>G9A78N

基质 降解酶
4G8VF>AL方程 =L@>8?;AN: 方程

NFGJPY-V
j" S4 G’ S= + G’

土壤
4AW "‘’** ’ *‘E") & (‘### ) (‘$)* & E‘(*& & (‘#*( E

18W )‘$(E ) (‘%#* E (‘### ) ’‘"&% # *‘’** " (‘$#E (

菜叶
4AW "‘’#$ # ’‘’*( $ (‘### E (‘$"E ’ *‘’E’ ) (‘&** $

18W )‘"#’ " ’‘%$’ E (‘##’ ( "‘&*( $ *‘&)& ( (‘%#" %

稻草
4AW "‘"%% ’ (‘$*# ) (‘#&* $ (‘E$% " ’‘&"% # (‘%)) %

18W E‘$’& " (‘E’$ $ (‘##& % "‘%)& " *‘EE* ) (‘$*& E

米糠
4AW "‘"E* & "‘*#* & (‘##% & (‘)%& ’ *‘*(* % (‘$(E #

18W E‘"*) % (‘*$* * (‘##$ ) "‘%(* E E‘"&’ E (‘#EE $

!!4G8VF>AL方程可表示为无量纲的参数 G4
+’*, !

G4 D
"

" ES48(
" "( #

式中$G4表示吸附性能$( iG4 i" 表示有利于吸

附’G4q"*G4s( 和 G4s" 分别表示不利于吸附*线
性吸附和不可逆吸附B将表 * 中的数据代入式
""(#$算得 G4都大于 "$说明 E 种基质对 4AW和
18W都属于有利吸附B

QNZ’2与 K(2在不同堆肥基质中迁移传输分析

图 % 反映 4AW与 18W在不同堆肥基质的淋洗
过程中 4AW与 18W在堆肥样品柱中的迁移传输分
布情况B可以看出$淋洗液向样品柱深层的传输过
程中$ 4AW在不同样品柱中呈现不同的变化趋势$
18W的检测也呈现类似结果B4AW与 18W在稻草和
米糠柱中传输效果较好$而在土壤和菜叶柱中其被

’)%"
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吸附滞留在浅层$这与上述吸附实验所得结果相吻
合B分析原因可能是稻草的孔隙率较大$相应的比表
面积越小$吸附位点少$从而有利于酶的扩散’米糠
中的有机质含量相对较小$能与酶液中发生键合的
吸附活性官能团"如亚甲基*烷烃*羰基和氨基等#
也就较少$其对酶分子的吸附能力相对较弱’王玉军
等 +’E,在研究中指出$土壤中存在大量的铁锰氧化物
和黏土物质$其表面包含大量带有随 O]值变化的
可变电荷的基团$酶分子在非等电点溶液中$也带有

一定的电荷$异性电荷之间产生吸引作用$能够与基
质表面的各基团形成稳定的配合物吸附在土壤表

面’菜叶含有大量的疏水性纤维 +’), $其憎水部位与
酶分子的憎水部位相接触$能够提高基质表面对酶
的亲和力B18W的迁移趋势和 4AW大致相同$但土壤
和菜叶对其传输的阻碍作用相对4AW而言较小$在 %
F4处有最大的截留量$分别为 ’*)‘’* Y-4j" 和
"#*‘’* Y-4j"$这同 4AW与 18W在竞争吸附过程当
中$4AW略占优势是一致的B

图 !N不同堆肥基质各深度 Z’2和 K(2浓度的变化趋势
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SN结论

""#考察了不同堆肥基质对 4AW与 18W的吸附

动力学$得到的吸附动力学曲线具有相同的趋势$其
吸附行为最符合准二级动力学方程$不符合准一级
动力学方程和 +;7TAM: 方程$4AW与 18W之间存在竞
争吸附B

"’#土壤*菜叶*稻草和米糠对 4AW与 18W吸附
是个快速的过程$E( FA8 即能达到吸附平衡BE 种基
质对 4AW与 18W的等温吸附均适于用 4G8VF>AL方
程来表征$ 而不适合 =L@>8?;AM: 方程来拟合B对 4AW

的吸附性能和亲和力依次是菜叶 q土壤 q稻草 q米

糠$土壤对 18W的最大吸附量是)‘$(E ) Y-Vj"$高

于米糠的E‘"*) % Y-Vj"B

"*#不同堆肥基质由于其物理和化学性质不
同$4AW与 18W在各柱中的迁移传输趋势也不同$基
质的孔隙率和有机质含量对传输的影响占主导地

位B孔隙率大小在一定程度上决定了比表面积的大

小$从而控制了有效吸附位点的数目’基质表面的特
征基团与酶分子表面的憎水部位接触$形成稳定配
合物’有机质中含有大量的吸附活性官能团 "如亚
甲基*烷烃*羰基和氨基等#$可增加基质与酶之间
的键合作用$对吸附产生正效应$阻碍酶向基质更深
层传输B
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