
    

2010 Chinese Journal of Catalysis  Vol. 31 No. 10 
 

文章编号: 0253-9837(2010)10-1293-07 DOI: 10.3724/SP.J.1088.2010.00438 研究论文: 1293~1299 

 

收稿日期: 2010-04-07. 
联系人: 张  卫. Tel: (0411)84379316; Fax: (0411)84379069; E-mail: weizhang@dicp.ac.cn 
基金来源: 国家重点基础研究发展计划 (973 计划, 2009CB724700); 中国科学院知识创新工程重要方向项目 (KSCX2-YW-G-073); 
浙江省自然科学基金 (Y407353). 

钙和钒离子对钒-溴过氧化物酶催化 H2O2 氧化环己烯反应的影响 
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摘要：在溴化钾存在下, 大型海洋藻类珊瑚藻的钒-溴过氧化物酶 (V-BPO) 可在常温下催化 H2O2 环氧化环己烯生成环氧环己烷.  

通过用含 1.0 mmol/L 钒离子和 1.0 mmol/L 钙离子的缓冲溶液透析 V-BPO, 用恒流泵向反应体系中连续添加 H2O2, 并优化其它反

应条件, 可提高该催化反应时空收率.  在优化的反应条件下, 产物环氧环己烷的时空收率为 4.79 g/(h·L), 对 H2O2 的收率为 74%, 

均比文献最高值提高了 78%.     

关键词：溴过氧化物酶;  钙离子;  钒离子;  环己烯;  过氧化氢;  环氧化反应;  环氧环己烷 

中图分类号：O643/Q55   文献标识码：A 

Effects of Calcium and Vanadium Ions on the Epoxidation of Cyclohexene 
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Abstract:  Vanadium bromoperoxidase (V-BPO) from a marine macro-alga Corallina officinalis can catalyze the epoxidation of cyclohex-
ene in the presence of KBr to form epoxycyclohexane using H2O2 as the oxidant. A process intensification strategy has been developed by 
the integration of V-BPO pretreatment, continuous feeding of H2O2, and optimizing reaction conditions in order to improve the epoxidation 
productivity. The BPO activity and thermostability increased significantly when the V-BPO solution was dialyzed with a buffer containing 
1.0 mmol/L vanadium ion and 1.0 mmol/L calcium ion. The apparent enzyme activity was improved when the H2O2 was fed continuously 
using a constant flow pump. When combined with the optimal reaction conditions (including buffer, pH, temperature, enzyme concentration, 
and KBr and H2O2 concentrations), the space-time yield of epoxycyclohexane and its yield to hydrogen peroxide reached 4.79 g/(L·h) and 
74%, respectively. These values are 78% increasing than the highest values reported previously. 
Key words: bromoperoxidase; calcium ion; vanadium ion; cyclohexene; hydrogen peroxide; epoxidation; epoxycyclohexane 

 

卤素过氧化物酶是一类重要的生物催化剂, 在

卤素离子存在下, 它可催化 H2O2 氧化一系列有机底

物, 因而受到了广泛关注 [1~7].  以钒为辅基的卤素过

氧化物酶发现较晚 , 它可催化 H2O2 氧化卤素离子 

(Br−, I−)[8].  由于这类酶具有较好的热稳定性和操作

稳定性、较高的 H2O2 耐受性和良好的有机溶剂耐受

性 , 因而在有机合成研究及工业化应用中颇具优

势  

[9,10].  其中海洋珊瑚藻类 (Corallina officinalis) 的

钒-溴过氧化物酶 (V-BPO) 近年来备受关注[11~14];  它

可催化烯烃溴化氧化[15,16]和环氧化[17]、有机硫化物
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氧化[18]、蛋白质溴化标记[19]和氨基氧化[20]等反应.  

但 V-BPO 也存在底物适用范围较小和反应活性较

低等不足[21].  酶的成本过高是生物催化过程工业化

的瓶颈之一[18].  因此, 提高酶的稳定性和催化活性进

而提高酶的催化效率是降低生物催化过程成本的有

效手段, 对推动 V-BPO 的工业化应用具有重要意义.   

随着 V-BPO 催化特征和机制研究的不断深入 , 

发现 V-BPO 不仅在活性中心具有钒离子的结合位

点 , 而且在活性中心之外还具有钙离子的结合位

点  

[19].  钒离子和钙离子对提高 V-BPO 活性及稳定构

象具有重要作用[22].  因此, 本文在含有钒和钙离子的

缓冲液中透析处理纯化 V-BPO, 然后用于催化 H2O2 

环氧化环己烯生成环氧环己烷 (见图式 1) 反应中 ;  

在文献[17]的基础上, 进一步优化反应条件, 以提高

体系的催化效率.   

V-BPO
O OH

Br
Br
Br

KBr H2O2+ +

CH

+ +

EH  
图式 1  V-BPO 催化 H2O2 氧化环己烯反应 

Scheme 1.  The epoxidation of cyclohexene (CH) to epoxycyclohex-
ane (EH) catalyzed by V-BPO. V-BPO—vanadium bromoperoxidase. 

1  实验部分 

1.1  酶的制备和活力测定 

珊瑚藻采自大连石槽海域, 保存于 −20 °C 的冷

冻柜中备用 .  通过改进的方法分离纯化 V-BPO[23].  

将 500 ml 缓冲液 (pH 8.3, 50 mmol/L, Tris-HCl) 加入

到 500 g 珊瑚藻 (湿重) 中, 匀浆破碎, 14 000 g × 10 min 

离心去除沉淀, 上清液用硫酸铵盐析, 收集 30%~60% 

饱和度硫酸铵的蛋白质沉淀.  将沉淀溶解透析除盐

后, 用 DEAE-52 柱 (2.6 cm × 30 cm) 层析纯化, 用 0.4 

mol/L 的 NaCl 洗脱 V-BPO, 收集洗脱液.  洗脱液透析

除盐后用 DEAE-52 柱层析再次纯化, 先用 0.21 mol/L 

的 NaCl 洗脱杂蛋白 , 再用 0.30 mol/L 的 NaCl 洗脱 

V-BPO, 收集有活性部分, 超滤浓缩之后, 用含有 1.0 

mmol/L 的  Na3VO4  和  CaCl2  的缓冲液  (pH 8.3, 50 

mmol/L, Tris-HCl) 透析 4 h, 于 4 oC 储存备用.   

在 0.1 mol/L 磷酸钾 (pH = 6.0) 缓冲液中, 分别加

入 50 μmol/L 底物单氯双甲酮 (MCD, 购于 Sigma, ε290 

= 19 900 L/(mol·cm)), 100 mmol/L 的 KBr, V-BPO 和 

2.0 mmol/L 的 H2O2 (均为终浓度), 混匀后, 用紫外/可

见分光光度计 (JASCO V-530 型) 测定体系在 290 nm 

处吸光度.  以每分钟消耗 1 μmol 的 MCD 所需的酶量

定义为一个酶活力单位 (U), 酶活测定均在 25 oC 下

进行[24].   

1.2  酶催化反应 

于 100 ml 三颈圆底烧瓶中, 依次加入缓冲液、

KBr 和 V-BPO, 混匀后再加入 19.6 mmol 环己烯 , 使

反应体系的总体积为 10 ml, 磁力搅拌 5 min 后, 再加

入一定量 H2O2 开始反应 .  采用间歇批次补加 H2O2 

或用恒流泵以恒定流速连续补加 H2O2.  用恒温水浴

保持体系温度恒定, 用磁力搅拌器以恒定速率进行

搅拌.  反应 3 h 后, 取有机相进行产物分析.   

使用 Agilent 6890 型气相色谱仪 (HP-5 毛细管

柱, 30 m × 0.32 mm × 0.25 µm) 联用 Agilent 5973 型质

谱仪对反应产物进行定性分析 .  用 FULI-9790Ⅱ型

气相色谱仪 (FID 检测器, Agilent DB-5 毛细管柱, 30 

m × 0.32 mm × 0.25 µm), 采用内标法 (甲苯内标) 对反

应产物进行定量分析.  定量分析条件:  Ar 为载气, 分

流比 25:1, 进样室和检测器温度均为 240 oC, 程序升

温 (80 oC 保持 12 min, 以 10 oC/min 升至 230 oC, 保持 5 
min).   

产物环氧环己烷选择性 SEH 及其对环己烯的收

率 YCH 和对 H2O2 的收率 YHP, 以及产物的时空收率 

YST 分别定义如下:   
 SEH = AEH/(AEH + ABO + ADA)  
 YCH = NEH/NCH  
 YHP = NEH/NHP  
 YST = WEH/Vt  
其中 AEH, ABO 和 ADA 分别为环氧环己烷、2-溴代环己

醇和 1,2-二溴代环己烷的气相色谱峰面积与内标物

峰面积之比值, NEH 为环氧环己烷的摩尔数, NCH 为加

入体系中环己烯的摩尔数 , NHP 为加入体系中 H2O2 

的摩尔数, WEH (g) 为环氧环己烷的质量, V (L) 为反应

体系的体积, t (h) 为反应时间.   

2  结果与讨论 

2.1  钒和钙离子对 V-BPO 活性和稳定性的影响 

研究表明, V-BPO 除在活性中心具有钒离子结

合位点外, 在活性中心之外还存在钙离子结合位点, 

钒、钙离子对 V-BPO 活性和热稳定具有重要作用[22];  

去除钙、钒离子后的脱辅基 V-BPO, 其活性和热稳定

性均显著降低 [25].  因此 , 本文采用含 Na3VO4 或 /和 
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CaCl2  的缓冲液透析纯化后的  V-BPO,  以期提高 

V-BPO 的活性和热稳定性.   

表 1 为透析前后 V-BPO 的活性和热稳定性.  由

表可见, 用 Na3VO4-CaCl2 联合透析之后, V-BPO 活性

和热稳定性最高, 分别为透析前的 132% 和 160%.  这

说明钒、钙离子联合透析处理酶溶液是提高 V-BPO 

活性和热稳定性的合适方法.   
 

表 1  钒离子或/和钙离子透析对 V-BPO 活性及热稳定性的

影响 
Table 1  Effect of calcium or/and vanadium ions on the V-BPO activ-
ity and thermostability 

Salt Activity (U/ml) Thermostabilitya (%) 
— 51.0 59.7 
CaCl2 56.5 63.2 
Na3VO4 66.3 91.2 
Na3VO4-CaCl2 74.3 95.9 

aThe activity ratio of the enzyme solution after and before heating at 70 
oC for 180 min. 

 

图 1 为不同浓度钒和钙离子对 V-BPO 活性的影

响 .  由图可见 , 当 Na3VO4  溶液大于 1 mmol/L 时 , 

V-BPO 活性从 36 U/ml 上升到 52 U/ml 左右, 增加了 

44%;  用含 CaCl2 的缓冲液透析, 酶活性上升约 10%.   
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图 1  钒离子和钙离子浓度对酶活性的影响 

Fig. 1.  Effect of concentrations of vanadium and calcium ions on 
V-BPO activity. (1) Na3VO4; (2) CaCl2. 

 

实验还发现, 透析前后 V-BPO 的 Km 值基本不变 

(见表 2), 说明用含 Na3VO4 和 CaCl2 的缓冲液透析并

未改变酶的结构 .  在 V-BPO 的分离纯化过程中 , 有

少量钒离子从酶上流失 [24], 故透析前的酶液中可能

有部分酶没有活性.  当用含 Na3VO4 和 CaCl2 的缓冲

液透析后 , 这部分蛋白质可能重新折叠 , 形成具有 

V-BPO 活性的蛋白.   

2.2  反应条件的优化 

2.2.1  缓冲液 pH 值的影响 

图 2 为缓冲液 pH 值对环氧环己烷时空收率和

选择性的影响.  由图可见, 当 pH = 5.0~7.0 时, 随着 pH 

值的升高 , 产物时空收率逐渐上升;  当 pH = 7.0~9.0 

时 , 随着 pH 升高 , 时空收率逐渐降低 .  其中 pH 在 

6.0~8.0 间时, 时空收率的变化较小, 在 pH = 7.0 时, 时

空收率最高, 为 2.64 mg/(L·h).  而以 MCD 为底物时, 

pH = 6.5 时催化速率最快[24].  V-BPO 催化有机底物溴

化的反应机理为 [17,26]:  在 V-BPO 作用下 , H2O2 先与 

Br−作用生成氧化态溴中间体 (与酶结合或不结合的

中间体), 当存在合适有机底物 (如 MCD) 时, 氧化态

溴中间体与有机底物反应生成含溴有机物, 否则氧

化态溴中间体进一步与过量的 H2O2 反应生成单线

态氧 (1O2), 单线态氧与烯烃反应生成环氧化物.  体系

中 MCD 的存在抑制了 1O2 的产生[27];  而烯烃底物的

反应与 1O2 的产生, 二者反应机理不同.   

表 2  V-BPO 用钒和钙离子透析前后的 Km 值 
Table 2  The Km of the V-BPO dialyzed with vanadium and calcium 
ions 

Sample 
Km(MCD)/
(μmol/L) 

Km(H2O2)/ 
(mmol/L) 

Km(KBr)/ 
(mmol/L) 

Before dialysis  14.7 0.203 9.71 
After dialysis 14.7 0.227 11.1 

MCD—Monochlorodimedone. 
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图 2  缓冲液 pH 值对环氧环己烷时空收率和选择性的影

响 
Fig. 2.  Effect of pH values on space-time yield (YST) and selectivity
(SEH) of epoxycyclohexane. Reaction conditions: 4 U/ml V-BPO, 
cyclohexene 19.6 mmol, KBr 50 mmol/L, 65 oC, 3 h, pH 5.0–6.0 citric 
acid buffer (50 mmol/L) or pH 6.0–9.0 Tris-HCl buffer (50 mmol/L).
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2.2.2  缓冲液组成的影响  

常用缓冲液来控制生物催化反应体系的 pH 值;  

由于酶的构象与其离子化程度有关, 所以即使 pH 值

相同, 不同种类的缓冲液对酶离子化的影响也可能

有所不同.  在油/水两相反应体系中, 一些有机底物

在水相中的溶解度较小, 这通常是油/水两相体系反

应速率限制因素之一;  而有机底物在缓冲液中的溶

解度可能与缓冲液的组成有关.  因此, 本文选择了五

种缓冲体系  KH2PO4-K2HPO4,  Tris-NaH2PO4,  Tris- 

HCl, C6H8O7-NaH2PO4  (C6H8O7  为柠檬酸 ) 和  Tris- 

C6H8O7 (均为 pH7.0, 60 mmol/L) 作为反应介质, 考察

了它们对时空收率和选择性的影响, 结果示于图 3.  

由图可见, 当以 KH2PO4-K2HPO4 为反应介质时, 产物

的时空收率和选择性最低 , 分别为 0.80 mg/(h·L) 和 

74.8%;  以 Tris-C6H8O7 为反应介质时, 产物的时空收

率和选择性最高, 分别为 3.28 mg/(L·h) 和 89.4%.  实

验发现, 在含有磷酸盐的缓冲体系中反应时, V-BPO 

失活较快.  这可能是由于磷酸根取代了酶活性中心

的钒酸根所致 [25].  含有柠檬酸和 Tris 的缓冲液中的

反应速率比在磷酸盐缓冲液中大.  经测定, 底物环己

烯 在  KH2PO4-K2HPO4,  Tris-NaH2PO4,  Tris-HCl, 

C6H8O7-Na2HPO4 和 Tris-C6H8O7 五种缓冲液中的溶

解度比值为 1:1.26:1.17:1.17:1.22.  由此可见, 底物在 

KH2PO4-K2HPO4 缓冲液中的溶解度最低, 因而酶的

活性也最低.   

2.2.3  缓冲液浓度的影响 

图 4 为 Tris-C6H8O7 (pH = 7.0) 浓度对产物时空

收率和选择性的影响.  由图可见, 当缓冲液浓度为 10 

mmol/L  时 ,  时空收率为  2.05  mg/(L·h),  选择性为 

93.2%.  随着缓冲液浓度的升高, 产物的时空收率先

逐渐升高后逐渐降低, 当浓度为 40 mmol/L 时, 时空

收率最高 (为 3.44 mg/(L·h)).  另外, 反应选择性则随

缓冲液浓度的增加而缓慢下降 .   因此 ,  选择  40 

mmol/L 的缓冲液作为反应介质.   
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图 4  缓冲液浓度对产物时空收率和选择性的影响 

Fig. 4.  Effect of buffer concentration on space-time yield and selec-
tivity of epoxycyclohexane. Reaction conditions: V-BPO 4 U/ml, 
cyclohexene 19.6 mmol, KBr 50 mmol/L, H2O2 11 μmol/min, pH = 7.2, 
65 oC, 3 h. 

 
2.2.4  反应温度的影响 

图 5 为反应温度对产物时空收率和选择性的影

响.  由图可见, 在 40~65 oC 时, 随着反应温度的升高, 
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图 3  缓冲体系组成对产物时空收率和选择性的影响 
Fig. 3.  Effect of different buffers on space-time yield and selectivity
of epoxycyclohexane. (A) KH2PO4-K2HPO4; (B) Tris-NaH2PO4; (C) 
Tris-HCl; (D) C6H8O7-Na2HPO4; (E) Tris-C6H8O7. Reaction condi-
tions: V-BPO 4 U/ml, cyclohexene 19.6 mmol, KBr 50 mmol/L, pH =
7.2, 65 oC, 3 h. 
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图 5  反应温度对产物时空收率和选择性的影响 
Fig. 5.  Effect of reaction temperature on space-time yield and selec-
tivity of epoxycyclohexane. Reaction conditions: V-BPO 4 U/ml, 
cyclohexene 19.6 mmol, KBr 60 mmol/L, H2O2 1 μmol/min, pH = 7.2, 
3 h.
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时空收率不断升高 ;  在 65 oC 时 , 时空收率为 4.38 

mg/(h·L), 选择性为 87.7%;  当反应温度超过 65 oC 时, 

时空收率急剧下降, 说明此时酶迅速失活.  反应选择

性由 40 oC 时的 75.7% 缓慢上升至 75 oC 时的 90.0%.  

这说明提高反应温度有利于提高反应选择性.   

2.2.5  V-BPO 浓度的影响 

图 6 为 V-BPO 浓度对产物时空收率和选择性的

影响.  由图可见, 当未加 V-BPO 时, 体系中未检测到

环氧环己烷产物;  随着体系中 V-BPO 浓度增加, 产物

时空收率迅速上升, 至 4.0 U/ml 时, 产物的时空收率

达  4.52  mg/(L·h),  选择性为  88.0%.   进一步增加 

V-BPO 浓度, 时空收率和选择性的增速均较缓慢.  因

此, 本文选择 V-BPO 量为 4.0 U/ml.   
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图 6  酶浓度对产物时空收率和选择性的影响 

Fig. 6.  Effect of BPO concentration on space-time yield and selectiv-
ity of epoxycyclohexane. Reaction conditions: cyclohexene 19.6 mmol, 
KBr 60 mmol/L, H2O2 11 μmol/min, pH = 7.2, 65 oC, 3 h. 

 
2.2.6  KBr 浓度的影响 

图 7 为 KBr 浓度对时空收率和选择性的影响 .  

由图可见, 当 KBr 浓度为 10 mmol/L 时, 时空收率仅

为 0.24 mg/(L·h).  随着 KBr 浓度的增加, 时空收率和

选择性迅速升高;  当 KBr 浓度大于 50 mmol/L 时, 时

空收率和选择性增速缓慢.  至 60 mmol/L 时, 产物的

时空收率达最大值 (4.63 mg/(L·h)), 选择性为 89.9%.  

因此 , 本文使用 60 mmol/L 的 KBr, 其 Km 值为 38.5 
mmol/L.   
2.2.7  H2O2 浓度的影响 

H2O2 既是底物, 又是 V-BPO 催化溴化有机底物

的竞争性不可逆抑制剂 [28].  因此, 若体系中 H2O2 浓

度过低, 不利于充分发挥酶的催化效率;  过高则会对

酶产生抑制作用.  图 8 考察了 H2O2 浓度对产物时空

收率和选择性的影响.  由图可见 , 随着 H2O2 浓度的

增加 , 产物的时空收率不断增加 , 当 H2O2  浓度为 

20~28 mmol/L 时 , 时空收率达最大  (为  4.57~4.70 

mg/(L·h)).  产物选择性在 H2O2 浓度大于 16 mmol/L 

时 , 基本维持在  89%;  甚至当  H2O2  浓度大于  28 

mmol/L 时 , 即使时空收率逐渐降低 , 选择性也未见

下降.  研究还发现 (图未示出), H2O2 浓度较低时, 环

氧环己烷对 H2O2 的收率较高.  这可能是由于体系中 

H2O2 浓度较高时, 部分 H2O2 与反应中间物发生反应

生成氧分子 [26], 造成 H2O2 损耗 , 因而收率降低 .  当 

H2O2 浓度为 20 mmol/L 时 , 收率达最大 (70%), 为文

献[17]值的 168%.  综合考虑, H2O2 为 20 mmol/L 比较

合适.   
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图 7  KBr 浓度对产物时空收率和选择性的影响 
Fig. 7.  Effect of KBr concentration on space-time yield and selectiv-
ity of epoxycyclohexane. Reaction conditions: V-BPO 4 U/ml, cyclo-
hexene 19.6 mmol, H2O2 11 μmol/min, pH = 7.2, 65 oC, 3 h. 
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图 8  H2O2 浓度对产物时空收率和选择性的影响 
Fig. 8.  Effect of H2O2 concentration on space-time yield and selec-
tivity of epoxycyclohexane. Reaction conditions: V-BPO 4 U/ml, 
cyclohexene 19.6 mmol, KBr 60 mmol/L, pH = 7.2, 65 oC, 3 h. 
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2.2.8  H2O2 加入方式的影响 

于瑶等 [17]考察了 V-BPO 催化氧化环己烯体系

中 H2O2 添加方式对反应收率的影响 , 发现每隔 10 

min 添加一次 H2O2 时的收率 (对 H2O2 的收率) 为每

隔 60 min 添加一次时的 2.3 倍.  本文较为系统地考察

了 H2O2 加入方式对收率的影响 (维持 H2O2 加入总量

不变 (2.0 mmol)), 考察了 5 种 H2O2 加入方式, 即:  每

间隔 60 min 添加一次 , 共 3 次 (A 方式);  每间隔 30 

min 添加一次, 共 6 次 (B 方式);  每间隔 10 min 添加一

次, 共 18 次 (C 方式);  用恒流泵连接注射针管, 将注

射针管插入反应液面下滴加 (D 方式);  用恒流泵连

接注射针管 , 悬空在反应液面上方连续滴加 (E 方

式). 反应结果列于表 3.  可以看出, 从产物对 H2O2 的

收率来看, C 方式是 A 方式的 2.1 倍.  这与文献[17]结

果基本一致.  另外, 采用恒流泵连续滴加 H2O2, 产物

对 H2O2 的收率与时空收率均明显升高.  如, 利用 E 方

式时, YHP 为 74.0%, YST 为 4.79 mg/(h·L), 二者均是 A 

方式的 2.9 倍和 C 方式的 1.4 倍.  因此, 采用恒流泵流

加 H2O2 有利于产物环氧环己烷的生成和 H2O2 充分

利用.   

表 3  不同 H2O2 加入方式的影响 
Table 3  Effect of the way for H2O2 addition 

H2O2 addition way SEH/% YHP/% YCH/% Catalytic efficiency (mg/(U·h)) YST /(mg/(L·h)) 
A 80.2 25.2 2.56  4.1 1.64 
B 83.3 33.3 3.38  5.4 2.16 
C 86.5 53.3 5.40  8.7 3.46 
D 87.6 72.1 7.30 11.7 4.68 
E 87.6 74.0 7.50 12.0 4.79 

A: One time every 60 min for 3 times; B: One time every 30 min for 6 times; C: One time every 10 min for 18 times; D: Fed in batch with pump 
(under liquid); E: Continuously fed with pump (above liquid).  

Reaction conditions: V-BPO 4 U/ml, cyclohexene 19.6 mmol, KBr 60 mmol/L, pH = 7.2, 65 oC, 3 h. 
 
2.3  优化条件下反应动力学曲线 

图 9 为体系在上述优化反应条件下的反应动力

学曲线.  由图可见, 副产物 2-溴环己醇在反应 30 min 

时达到最大值, 此后有逐渐下降的趋势.  而环氧环己

烷和另一副产物 1,2-二溴代环己烷均随着反应的进

行而逐渐增加, 至 210 min 时, 二者均不再继续增加.  

经测试, 此时体系中 V-BPO 已完全失活.  由于 2-溴环

己醇在反应中很快达最大值, 而另两种产物却持续

增加, 故有可能通过延长反应时间抑制 1-溴环己醇

的生成, 从而提高环氧环己烷选择性.   

3  结论 

优化了 V-BPO 催化 H2O2 氧化环己烯生成环氧

环己烷反应的条件, 使环氧环己烷的时空收率及其

对 H2O2 收率均比前期结果有所提高 (分别达 4.79 

g/(L·h) 和 74%).  对 V-BPO 溶液进行钒和钙离子透

析, 是提高酶活力和热稳定的有效手段.  用恒流泵向

反应体系中添加 H2O2, 有利于减少副反应, 大大提高

环氧环己烯对 H2O2 的收率.  不含磷酸根, 但含有机

物的缓冲介质有利于提高 V-BPO 的催化效率.    
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