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辣根过氧化物酶处理酚和氯酚的
催化特性研究*
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(华东理工大学资源与环境工程学院环境工程系,上海 200237)

摘要　为了研究辣根过氧化物酶处理酚和氯酚的动力学过程,采用人工配水试验,测定了 pH 对酶催化反应的影响、H2O 2 抑制

酶催化反应的动力学参数和不同底物的酶催化反应动力学参数.结果表明,在试验的 pH 范围内, pH 为 9时过氧化物酶对苯酚

和对氯苯酚的去除效率最高,分别达到 99. 5%和 95% .在较低浓度时污染物去除效率随 H2O 2 浓度的升高而增加,较高浓度

H2O 2 对酶催化反应有一定的抑制效应,但这种抑制作用对酶促反应的影响不大.对氯苯酚、苯酚和间氯苯酚的酶催化反应米氏

常数 K m 依次增加,对酶的亲和性逐渐降低,间氯苯酚最难去除.根据酶反应动力学特征判定,辣根过氧化物酶催化酚形成自由

基的氧化反应属于乒乓双双反应机制.
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Kinetic Study on the Removal of Toxic Phenol and Chlorophenol from

Waste Water by Horseradish Peroxidase

Zhang T ong　Zhao Qingx iang　Huang Hui　Li Qing　Zhang Yi
( Dept . of Environ .E ng. , College of Resources an d En viron. Eng. , East China U niv. of Sci. and T ech . , Shanghai 200237)

Abstract　The removal of phenol and chlorophenol fr om w aste w ater catalyzed by horseradish

pero xidase w as studied in this paper to understand the kinet ic features of this react ion. T he ef-

fects of pH, H2O 2 concentr at ion and subst rate type on the removal o f pollutants w ere discussed

in detail . The results show ed that the opt imum pH fo r the removal eff iciency of phenol and

chlor opheno l w as 9. 0 in the test pH r ange of 5. 0 to 9. 0. The r esul ts also indicated that there

w as an opt imum H2O 2 concentrat ion fo r po llutants removal catalyzed by horser adish pero xidase

and H2O 2 at concentrations higher than the opt imum value had inhibit ion effect on pollutant re-

moval . But the inhibit ion ef fect of higher H2O 2 concentrations w as very small and had l it t le in-

fluence on the reaction. Several subst rates were compared on their af finity with ho rseradish per-

ox idase according to the kinet ics parameters o f react ions. T he results show ed that pheno l and 4-

chlor opheno l w ere more easy to be removed than 3-chlo rophenol. It w as also concluded in this

paper that ox idat ion react ion catalyzed by ho rseradish perox idase had the characterist ic o f P ing-

Pang react ion.

Keywords　 ho rseradish pero xidase, pheno l, chlo rophenol, w astew ater t reatment , pulp-paper

w astewater, catalysis react ion, kinet ic par ameters.
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　　造纸漂白废水中含的有机氯化物种类很

多,虽然浓度较低,但毒性大、难降解
[ 1, 2]

.现有

处理方法(包括生物法和物理化学法)去除有机

氯化物的效果不理想[ 3, 4] ,所以一些研究者提出

用过氧化物酶和其他酶(包括漆酶、酪氨酸酶和

木质素氧化酶等)来处理这类物质. Klibanov

等人最早采用过氧化物酶去除废水中的酚类和

芳香胺类化合物, 并将其用于含酚废水的脱



色[ 5— 7] . 近年来这一新兴酶处理技术受到广泛

的关注
[ 8—12]

.

本文以苯酚和氯酚为模式化合物,采用辣

根过氧化物酶, 进行配水试验, 研究 pH 对酶催

化反应的影响、H2O 2抑制酶催化反应的动力学

参数和不同底物的酶催化反应动力学参数,并

对酶催化反应机制进行了初步的探讨.

1　材料和方法

1. 1　仪器

pHS-3 型精密数显酸度计, 721 型分光光

度计,独轴旋转式摇瓶机, T G328A 型电光分析

天平, 752紫外光栅分光光度计, 81-2型恒温磁

力搅拌器, PX-250型生化培养箱.

1. 2　试剂

辣根过氧化物酶( EC 1. 11. 1. 7) , R. Z=

3. 0( 250u/ mg 酶) , 上海丽珠东风生物技术有

限公司出品. 30% H2O 2溶液、苯酚(分析纯)、对

氯苯酚(化学纯)、间氯苯酚(分析纯)、磷酸盐缓

冲溶液(改变磷酸二氢钠和磷酸氢二钠比例使

pH 在 5到 9之间变化)、酚类分析试剂和高分

子絮凝剂H-E .

1. 3　酶活性的测定方法
[ 13]

20℃下, 取 2支试管依次分别加入 0. 05ml

H2O 2 ,磷酸盐缓冲液(空白管为 2. 9m l,试验管

为 2. 8ml) , 0. 05m l焦性没食子酸( 0. 0176mol/

L ) , 最后在样品管中加入 0. 10m l 的酶液

( 8600u/ L ) ,反应总体积为 3. 0m l.用 1cm 光径

的比色杯,采用721分光光度计在波长 436nm,

以重蒸水校正 0 点, 每隔 30s 读取各管吸光度

( A ) ,共读 3min,以 A 对时间作图, 取反应最初

线性部分, 计算出每 min A 的增加值为:

�A 436nm / min= �A 样/ m in- �A 空/ m in, 由吸光度

的变化速度可以判断酶活性的大小. 速度越快,

酶活性越大.

1. 4　酶催化氧化反应实验

取 150m l的锥形瓶, 加入 20m l的磷酸盐

缓冲液,控制 pH 值为 7. 5(特别标出的除外) ,

然后依次加入相应量的酚或氯酚溶液, 酶溶液

和 H2O 2溶液, 反应液总体积为 50ml(不足部分

用去离子水补充) . 用恒温培养箱控制温度为

20±1℃(特别标出的除外) .从 H2O 2加入开始

计时,反应时间除特别说明外, 均为 60min.需

要中止反应时, 加浓 H2SO 4快速调节至 pH<

2, 使酶变性中止反应, 然后加 NaOH 调回至

7. 5, 用带有滤膜( 0. 45u)的 20ml 注射器过滤

取样,分析滤液中苯酚和对氯酚的浓度.有的试

验中, H2O 2 加入前投加一定量的絮凝剂 H-E ,

其余步骤同上.

1. 5　分析方法

苯酚的分析采用 4-氨基安替比林比色

法
[ 14]

. 对氯酚不采用上述方法进行测定, 它是

取代芳香烃,分子内有共轭双键存在,在紫外区

域具有特征波长的吸收, 2 种氯酚的紫外吸光

曲线见图 1. 用液相色谱分析酶反应产物, 确证

酶反应过程中不产生干扰测定的物质, 因此用

紫外光栅分光光度计在 226nm (对氯苯酚)和

218nm (间氯苯酚)直接测定吸光度,由标准曲

线查得各物质浓度. 在使用的浓度范围内, 酶、

H2O 2和絮凝剂对上述 2种方法不产生干扰.

图 1　2种氯酚的紫外吸收曲线

2　结果与讨论

2. 1　pH 值对酶催化效率的影响

从图 2 可见, 随着 pH 值从 5. 0 上升到

9. 0,酚和对氯苯酚的去除率都逐渐上升,分别

从 52%和 57%提高到 99%和 93%. 在实验的

pH 范围内, pH 为 9时去除率最大. 但该酶在

一个很宽的 pH 值范围内都保持较高催化效

率,这与文献报道相一致[ 5, 10] .对于将辣根过氧

化物酶应用于 pH 变化较大的实际废水处理,

这一点具有较重要的意义.
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图 2　pH 对酚类去除率的影响

酚= 96. 8mg/ L　酶= 2064u/ L　H 2O 2= 2. 4mmol / L

对氯苯酚= 52. 5mg/ L　酶= 500u/ L　H2O 2= 1mmol / L

Klibanov 等人报道
[ 6]
, 辣根过氧化物酶催

化对氯苯酚的最佳pH 为5. 5,催化邻氯苯酚和

间氯苯酚的最佳 pH 为 7.本研究以焦性没食子

酸为底物测定辣根过氧化物酶活性的最佳 pH

为 7(图 3) ,这与图 2的最佳 pH 为 9结果不一

致。其原因在于影响酶催化反应最佳 pH 的因

素很多,包括反应底物的化学结构和浓度、酶活

性以及反应温度等. 例如 Dec 等人通过试验测

定出辣根过氧化物酶催化对氯苯酚、2, 4-二氯

酚、2, 4, 5-三氯酚和五氯酚的最佳 pH 分别为

9、7、6. 3和 5. 3
[ 10]

. 本试验中还发现, 反应时间

对最佳 pH 的确定也有影响,有待进一步的试

验研究.

图 3　以焦性没食子酸为底物时 pH 对酶活性的影响

2. 2　H2O2 浓度对酶催化效率的影响

从图 4可以看出, 在低浓度下,辣根过氧化

物酶催化对氯苯酚的去除效率随 H2O 2 浓度增

加而增加,在 0. 6mmol·L
- 1
时已接近 95% ,即

将 1mol的对氯苯酚彻底氧化仅需要大约 2mol

的 H2O 2 ,这个用量明显低于用铁作催化剂时的

用量( 14mol) .

与化学催化不同的是, H2O 2浓度超过一定

量时,去除率呈下降趋势,开始出现底物抑制现

图 4　H2O 2 投加量对酶催化对氯苯酚效率的影响

对氯苯酚= 52 . 5mg·L- 1酶= 100u·L- 1H-E= 5mg·L - 1

象, H2O2 投加量存在最佳值. M aloney 在解释

辣根过氧化物酶催化酚类的效率随酶浓度降低

而下降的原因时曾提出过 2 种假设: � 当

H2O 2 /酶比例较高时, H2O 2 是酶活性的抑制

剂,因此增加酶浓度会减小这个比例, 消除抑

制,提高底物的去除效率; � H2O 2 被与酶催化

主反应无关的旁路反应所消耗,该旁路反应与

H2O 2 亲和性小于酶催化反应与 H2O 2 的亲和

力,因而提高酶浓度可以通过增加 H2O 2与酶

的反应而使去除率上升[ 8] .他们的试验未能提

供足够的数据证明上述 2 种假设中的任何 1

种.本试验结果表明,确实存在 H2O 2对苯酚和

对氯酚酶催化转化反应的抑制作用(图 5) .

高浓度底物可能会与酶结合形成死端复合

物,从而抑制其自身转化为产物,这就是底物抑

制.过量的底物分子可视为反竞争性抑制剂,反

应示意图如下:

　E+ S
k1

k- 1
ES

k2
E+ P

k- 3 k3

　ES2

其中, k 1, k - 1, k 2, k 3, k - 3分别是相应反应的速率

常数.

令 K′s= k - 3/ k3 ,　K m= ( k2+ k- 1) / k1 ,

则可得

1/ V = 1/ Vmax·( 1+ K m/ [ S] + [ S] / K′s)

当[ S] � K s′时, 上述动力学方程可化为米-

曼方程式,采用双倒数作图(图 5)可以求出 K m

和 Vmax.当[ S] � K m 时, 方程可简化为 1/ V = 1/

Vmax·( 1+ [ S] / K′s ) , 此时以 1/ V 对[ S]作图
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(图略)即可求得 K′s 和V max .

图 5　底物抑制作用的双倒数图

[ S] � K′s　苯酚= 138. 2mg·L - 1　酶= 1900u·L- 1

　　由表 1 可见, H2O 2 作为底物时 K m =

0. 0117mmol·L
- 1 , 说明 H2O2 与辣根过氧化

物酶的亲和性大,而与 K m 比相对较大的 K′s

值( 4. 24mmo l·L - 1)说明死端复合物 ES2 的平

衡浓度低, 即使生成 ES2 也很容易分解成为

ES,继续酶催化反应. 小的 K m 和大的 K′s 说明

H2O 2的底物抑制作用很小,对酶促反应的影响

不大.

表 1　H2O2 底物抑制动力学参数(条件同图 5) 1)

参　　数 K m/ mmol·L
- 1

K′s / mmol·L
- 1 回归系数R

2

1/ V -1/ [ S]图求解 0. 0117 0. 976

1/ V -[ S]图求解 4. 24 0. 990

　　1)表中回归系数是求解图中相应直线段的回归系数

2. 3　酶促反应机制

双底物酶促反应中,酶与底物结合形成三

元络合物称为序列机制.若酶与底物不形成三

元络合物则其反应为乒乓机制. Alberty 用推

导出的双底物反应一般速度方程如下 [ 15] :

V 0 =
V max[ A 0] [ B0 ]

K
B
m [ A 0] + K

A
m [ B0 ] + [ A 0 ] [ B0] + K

A
s �K B

m

式中, Vmax为 A、B 都饱和时的最大初速度; K
A
m

为 B饱和, V 0= 1/ 2Vmax时的 A 的浓度; K
B
m 为

A 饱和, V 0= 1/ 2Vmax时的 B的浓度; K
A
s 为酶和

底物A 的复合物 EA的解离常数.

此类反应在固定一个底物浓度而改变另一

底物浓度时服从米氏方程.固定[ B0] (或[ A 0] )

时,以 1/ V A
0 -1/ [ A ]作图可得一条直线.在序列

机制中, 直线斜率为 ( K
A
m+ K

A
s ·K

B
m/ [ B0 ] )·

( 1/ V max ) , 截距为( 1+ K
B
m / [ B0] )·( 1/ V max ) ,因

此, 固定的底物浓度[ B0]取一系列不同的数值

时,作图得到的几条直线的斜率和截距都会发

生变化.而在乒乓双双机制中,由于在初速度范

围内释放的产物浓度极低, 逆过程可忽略, 故

K
A
s = 0, 因此K

A
s·K

B
m= 0,固定的底物浓度[ B0 ]

取一系列不同的数值时,作图得到的几条直线

的斜率( K m∶V max )是一常数. 根据在不同固定

底物浓度下,动力学曲线是否平行可以区分出

酶促反应是序列机制还是乒乒机制[ 15] .

本文中固定 H2O 2 浓度, 改变苯酚浓度进

行酶促反应机制的研究,实验结果见表 2. 由表

2 可见, 固定 H2O 2 浓度而改变苯酚浓度时,

Alber ty一般速度方程相应的双倒数作图为线

性,并且所得到的一系列直线基本平行(斜率=

K m∶Vmax ) , 符合乒乓反应机制的特征. 因此可

以初步判定,酚类在过氧化物酶催化下发生的

反应属于“乒乓机制”, 当然,这还需要用其它方

法进一步验证.

表 2　H2O2浓度不同时酶催化苯酚反应的动力学参数

(酶浓度为 996u·L- 1, T = 25±1℃, t= 10min )

H2O 2

/mmo l·L
- 1

Vmax

/mg·( L·min)
- 1

K m

/mg·L
- 1

K m∶V max R 2

0. 5 4. 86 18. 5 3. 81 0. 996

2 6. 86 27. 08 4. 04 0. 994

5 4. 91 19. 05 3. 88 0. 996

　　推测其反应机理如图 6所示.

图 6　辣根过氧化物酶催化酚类化合物

氧化耦合反应的机理

2. 4　不同底物的酶催化反应动力学特性

氯原子属于吸电子基团,取代苯酚的氢原

子后,对邻位和对位基团的影响效果一致,能增

加该基团的化学活性,对间位基团的作用则相
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反。K m 值是酶反应的特征常数之一,其大小反

映出酶与底物的亲和力, K m 值越小, 酶与底物

的亲和力越大,反应容易向生成物的方向进行,

在底物浓度低时也有相对较高的反应速度.辣

根过氧化物酶对 3种底物的 K m值中(表3) ,对

氯苯酚的 K m 值最小, 与辣根过氧化物酶的亲

和性最大,酶催化反应最容易进行完全.间氯苯

酚的 K m 值最大,它与底物的结合能力小, 不易

将酶促反应进行完全.

表 3　不同底物的酶促反应动力学参数1)

底　　　物 苯　酚 对氯苯酚 间氯苯酚

Vmax / m g·L- 1·min- 1 6. 86 4. 10 2. 26

K m/ mg·L - 1 27. 8 17. 8 30. 9

V max∶K m/ min 0. 247 0. 230 0. 073

R 2 0. 994 0. 985 0. 990

1 ) T = 25± 1℃, H2O 2 浓度为 2mmol·L- 1, pH = 7. 5, t =

10min

K m 仅能表示底物与酶亲和性, 判断污染

物是否是酶催化反应的最适底物和在处理过程

中是否容易去除, 需要采用 V max∶K m 比值,根

据表 3中的 V max∶K m,可知辣根过氧化物酶催

化反应的最适底物是苯酚和对氯苯酚, 而间氯

苯酚在 3者中较难去除. Klibanov 和 Dec等人

的研究结果也说明, 对氯苯酚在一氯酚中最容

易被酶催化去除, 间氯苯酚最难去除[ 6, 10] .

3　结论

( 1)辣根过氧化物酶在较大的 pH 范围内

都能保持较高的活性. 在实验的 pH 范围内

( 5. 0—9. 0) , 酚和氯酚的去除率随 pH 值升高

而增加, pH= 9时最大.

( 2) H2O 2 浓度存在一个最佳值, 超过该值

后, H2O 2表现出一定的底物抑制效应.小的 K m

和大的 K′s说明H2O 2的抑制作用很小,对酶促

反应的影响不大.

( 3)辣根过氧化物酶催化酚类化合物氧化

的反应属于双底物乒乓双双机制.

( 4)氯原子在对位的取代,有利于辣根过氧

化物酶催化的酚类氧化反应进行彻底, 而间位

取代后酚类化合物的酶催化反应活性降低.
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