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辣根过氧化物酶的电化学固定化及其对

的生物电催化还原作用
’

杨防祖 许书楷 吴辉煌 周绍 民

厦门大学物理化学研究所
,

化学系
,

厦门
,

摘要 利用电化学固定化方法制备了聚毗咯 辣根过氧化物酶 膜电极
,

并研究了其电

化学行为 在除氧的磷酸盐缓冲液介质中
,

电极加速 刃 的还原
,

归因于酶加成物的

直接电子传递 探索 与电子传递体 在聚毗咯 膜中的同时固定化条件及其膜

电极的电化学行为 实验证实
,

在酶膜中的存在使得 刃 的还原电位强烈正移
,

在

一 的工作电位下能对 进行检测
,

相应的电极过程可用间接氧化还原催化机理解释

关键词 辣根过氧化物酶
,

酶电极
,

电化学固定化
,

生物电催化还原

过氧化物酶是多酚类化合物氧化和 还原的生物催化剂
,

它不仅可单独用于构成检

测特定底物的酶电极
,

而且可同其它酶一起构成高性能的生物传感器 有关辣根过氧化物酶

电极上 的生物电催化研究已有报道 〔
‘一 ,

但所用的酶电极大多是用吸附法将酶

修饰在电极上 酶的电化学固定化是新近发展起来的固定化技术
,

已用于葡萄糖氧化酶电极

的制备 〔
‘一 本文利用该法制备聚毗咯 辣根过氧化物酶 膜电极

,

探索不同条件对

固定化的影响并研究膜电极对 的催化还原作用

实验条件与方法

试剂与仪器装置

辣根过氧化物酶 为上海生物化学研究所产品
,

其它试剂均为国产分析纯试剂 毗咯在使用前经蒸馏
,

取 ℃馏分 所有溶液用三次

蒸馏水配制
,

值用
一

型酸度计测定 溶液用高纯氮除氧

电化学实验在三室电解池中进行
,

温度为 ℃
,

铂片和饱和甘汞电极分别为辅助电极和

参比电极 公司的 双恒电位仪用于电聚合和电极行为的研究
,

型函数记录仪

用于记录实验结果 的浓度用岛津 型紫外可见分光光度计测定

电极的制备

玻碳 直径 。 。 ,

表观面积 为研究电极的基体
,

使用前用
”
金相砂纸抛

光
,

经超 声波 处理
,

然后于 一 的除氧缓冲液

。 中进行多次电位扫描循环直至稳定 扫描电位控制在

一
·

之间 在上述缓冲液中加入 毗咯或 毗咯
,

收稿 日期
一 一
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一
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电聚合后可分别制得聚毗咯 膜电极和 膜电极 聚合电位为

制备聚毗咯 亚铁氰化钾电极 和聚毗咯 亚铁氰化钾 电极 十

〕时
,

聚合用的溶液分别为不含或含有 的 毗咯
。 聚合电位为

结果与讨论

的电化学固定化

酶的电化学固定化的基本原理 在毗咯单体电化学聚合的同时将酶包埋在聚合物基质

中 为了使固定化后的酶保持生物活性
,

电聚合条件与纯粹制备聚毗咯膜的条件明显不同
,

通常采用中性缓冲溶液作为聚合溶液的介质 由于中性缓冲溶液中毗咯的电聚合速度很慢
,

并依赖于电极基体和支持电解质的本质川
,

故本工作采用 一 的磷酸盐缓冲液为聚合溶

液的介质 实验证实
,

在此介质中可实现 的固定化且使它保持活性
,

不过电聚合速度很

小 若在聚合溶液中加入 。
,

可以提高酶膜的形成速度
,

缩短电极的制备时

间
,

对防止酶的变性有利 聚合电位对所得聚合物膜的外观影响甚大
,

但该电位与聚合所用

溶液的组成有关 在含酶和 的毗咯溶液中
,

聚合电位控制在

可获得较为平整均匀的 膜 图 曲线 和 分别是溶液不含或含有 时控

电位聚合过程的 一 曲线 可以看出
,

的存在使聚合速度略为下降 文献川曾经指出
,

聚毗咯膜厚度增加 产 ,

所耗电量约为
“
电聚合 一 曲线为酶膜厚度的控制提

供了依据

图 曲线 ‘ 和 分别表示在以
。
为支持电解质的不含酶和含酶的毗

咯溶液中进行电聚合的 一 曲线
,

的存在同样使聚合速度下降 曲线 。和 上的电流峰

体现了电极上新相形成的成核
一

生长特征
,

它们与曲线 和 的差别再次反映了溶液组成对电

聚合的影响 实验发现
,

由于改变溶液的组成
,

控电位聚合的工作电位为

较为合适

一般认为
‘ ,

在毗咯电聚合的同时

伴有 会一 的电氧化
,

因此形成厚度
产 聚毗咯膜所需耗费的表观电量较大

,

约为 比较曲线 ‘ 和 的聚

合电量不难估算出当以 为支

持电解质时
,

大约在 内可制得 产

的 膜
,

而在曲线 的条件下只能获得

约 。 产 的厚度 必须指出
,

以 正
。

为支持电解质还有一个潜在的优

点
,

即它会在毗咯电聚合期间嵌入聚合物

基质中
,

因而可望实现与酶的同时固定

化 由此制得的 膜电极

具有独特性能

酶的电化学固定化不仅易于控制酶膜

厚度
,

而且可以控制酶的含量
,

然而迄今

的有关 工 作较 少 为 了估算酶 膜 中的

、 一 一 一

比气叭曰旧

“
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,

,

。
·



含量
,

我们测定了电聚合前后溶液的吸收光

谱 在 处 呈现 出其 铁 叶琳 辅 基 的

特征峰 〕,

且吸光值 与 浓度成线性

关系 当采用光程为 的比色槽
,

聚合

液 中 含 量 每增 加
,

其 吸光度值增 加

图 曲线 和 分别是电聚合前后溶液的吸

收光谱
,

由吸光度的变化可估算出 的嵌入量

为
,

而聚合时通过的电量为

电极上 的催化还原

图 示 出除 氧缓 冲介 质 中 在玻碳 图
、

膜 图 和 膜 图 ‘ 电极上还

原的循环伏安曲线 随着电极电位的负移
,

还原电

一 厂
酬
一 一一

、二了二厂二

孟

加 映 。

流逐渐增大
,

还原过程是不可逆的 为了比较不同电极上的还原速度
,

图 示 出循环伏安曲

线上一 处的还原电流值与 浓度的关系 不难看出
,

在所述浓度范围内不同电极上

的还原电流大致与 浓度成正 比
,

但玻碳 电极 图 的斜率最小
,

膜 图 的

次之
,

而 膜 图 。 的最大 当 浓度为 时
,

膜 电极对

的响应电流值分别是 膜和玻碳电极的 倍和 倍 值得注意的是
,

在电位循环

扫描的条件下 膜的存在不仅没有抑制 的还原
,

反而加速 的还原
,

这可能与

膜本身具有导电性质有关 此时整个膜层可能成为 还原的场所

在天然酶反应中 和 反应产生加成物 即所谓的
“

化合物
” ,

后者需与作为电

子给体的另一底物作用方能使酶恢复至原有状态
,

从而使酶反应持续地进行 鉴于图 所述

的 电极和试验溶液不含其它底物
,

可以推测 对 还原的催化作用是通过

与 生成
“

化合物
”

与 电极发生直接电子传递而进行的 的光谱电化学研
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究发现红“
, “

化合物
”
可在电极上还原

,

最终转变为正常的

酶电极的电化学行为

图 示出 膜电极 图
、

以及 膜电极 图 。 在

空白缓冲液中的循环伏安曲线
,

图中出现一对电流峰
,

的存在与否难于从伏安图上反映

出来
,

但膜厚度对电流峰的影响则很明显 由图 可知
,

随着聚合电量的增大
,

阴极峰峰电

位略有负移
,

阳极峰峰电位略有正移
,

而峰电流均增大 上述峰电位随成膜电量而移动
,

可

认为是由多孔电极中导电和传质阻力引起的极化随电极多孔层厚度增大而增大所致 为了便

于 比较
,

图 示出玻碳电极在 。
。 。

溶液中的循环伏安曲线
,

其氧化还原

峰的位置与图 。上的偏离 以上 这是因为 一 在溶液中与在膜中的热力学

状态不同
,

况且图 一 上的电流峰主要依赖于 氧化态的改变
,

与此同时伴随着离子在

聚合膜中的嵌入与脱出过程

试菠工

。 卜 一

, ,

一 ‘

一 一

与 膜电极的最大差别之一是 前者在一 下

便可对 进行响应
,

图 示 出在该工作电位下响应 电流值与 户 浓度的关系 显然
,

膜电极可用于较低浓度下 的检测 含有
一
的 酶电极

能使 还原电位大幅度正移
,

这必将有利于提高酶电极的抗干扰能力 工作电位的正移

暗示酶电极工作原理的改变 由于 一 可作为 的氧化性加成物
“

化合物
”

的

电子供体
,

我们认为在所述情况下电极反应不是酶的直接电子传递
,

而是间接的氧化还原催

化

酶钟
一

一
套一

椒上
一

一
急一

酶电极的工作电位将由反应 的氧化还原电位决定

以上实验事实表明
,

电化学固定化方法是制备 酶电极的可行方法
,

尤其是 与
一 的同时固定化可为 的检测提供新型的传感器 与 膜电极

相 比
,

膜电极用于 的测定似乎显得逊色
,

但后者在多酚化合物的检测中也许

一 一



是有用的
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