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漆酶催化酚类、苯胺类化合物的动力学分析及其测定
废水中邻苯二酚的应用研究
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摘要:含酚、苯胺类废水是环境中水污染的重要来源之一 .本研究以漆酶分析酚类及苯胺类底物的动力学特性为基础，建立酚

类、苯胺类化合物的分析方法 .以分光光度法测定漆酶催化 0 ～ 10 mg /L酚类及苯胺类底物的反应速率，作出底物浓度与反应

速率的标准曲线，采用漆酶筛查并检测了 3 种焦化废水中非挥发酚类含量 . 结果表明，漆酶的酚类及苯胺类底物主要以多元

酚、氨基酚及多元胺为主，其中酚类的最适 pH 在 7. 0 左右，苯胺类在 4. 5 ～ 5. 0 之间，各底物 Km 值大小在 0. 4 ～ 10 mmol /L之

间 .除联苯胺外，分光光度法所得到的标准曲线均具有较好的一级反应动力学线性关系，相关系数 R2
在 0. 96 以上 . 3 种焦化

废水中邻苯二酚含量分别为 190. 5、265. 8 和 155. 3 mg /L，回收率介于 91. 9% ～ 115. 8%之间 .
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Abstract: Phenolic or aniline compounds were important pollutants in the industrial wastewaters to seriously polluted water
environment. This research developed a detecting method of phenolic and aniline compounds based on the kinetic parameters of the
substrates of laccase. Catalytic reaction between laccase and phenolic and aniline compounds was characterized using spectrophotometic
method，which resulted 0-10 mg /L substrate reaction rate and calibration curve of substrate concentration and reaction rate. And then
the non-volatile phenols in three kinds of coking wastewater were screened and the contents were detected. The result showed that
polyhydric phenol，multi-amine and aminophenol were the main substrates of laccase. The optimum pH of phenols was around 7. 0 and
anilines 4. 5-5. 0，Km values of each substrates was 0. 4-10 mmol /L. The calibration curve performed good first order kinetics linear
relationship except benzidine with correlation coefficients above 0. 96. Using laccase method，the contents of catechol in three kinds of
coking wastewater were respectively detected to be 190. 5，265. 8 and 155. 3 mg /L with recoveries ranged from 89. 9% to 115. 8% .
Key words:laccase; phenolic compounds; aniline compounds; spectrophotometric method; catechol

漆酶( laccase，EC 1. 10. 3. 2)是一种含铜的多
酚氧化酶，广泛存在于高等植物、真菌、昆虫和某些
细菌中

［1］.漆酶的底物主要包括酚类及其衍生物、
苯胺及其衍生物、羧酸及其衍生物、甾体激素、生物
色素金属有机化合物及其他非酚类底物等六大

类
［2，3］.由于漆酶对底物有较强的催化降解能力，因
此广泛用于造纸工业

［4］、食品加工［5］、染料脱色［6］、
环境保护

［7］、生物传感器［8］等方面研究 . 尤其在含
酚工业废水、印染废水、多环芳烃(PAHs)、杀虫剂和
农药的降解

［9］
等方面，具有很大的应用潜力 . 含酚

废水中的邻苯二酚、对苯二酚、焦性没食子酸(连苯
三酚)等均是漆酶的重要底物，因此可以采用漆酶

检测废水中的酚类化合物含量 . 与传统的高效液相
色谱法

［10］
和气相色谱-质谱法［11］相比，利用漆酶检

测酚类及苯胺类化合物不需要昂贵的仪器，操作简

便快捷，适于快速筛查分析 .
目前对漆酶的研究主要集中于漆酶传感

器
［12，13］
和漆酶催化与降解等方面，对不同底物的催
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化特性差异，尚缺少分析，造成漆酶对酚类和苯胺类

进行定性及定量分析困难 . 本研究采用分光光度法
分析研究漆酶催化酚类、苯胺类化合物的动力学特
性，作出标准曲线，并检测工业废水中某种或某几种

酚类化合物含量，以期为反映其总体污染程度提供

快速方便准确的依据 .

1 材料与方法

1. 1 仪器与试剂
LC-2010A 液 相 色 谱 仪 ( SHIMADZU )，包 括

SPK-6AUV 检测器，Echrom 98 色谱数据处理工作站
(大连依利特科学仪器有限公司)，Hypersil ODS 色
谱柱(4. 6 mm × 200 mm，ID 5 μm);UV-2450 紫外
可见分光光度计( SHIMADZU);AL204-IC 电子天平
(Mettler-Toledo);6173 酸碱度 /氧化还原 /温度-台式
测 试 仪 ( Jenco ); Milli-Q Academic 超 纯 水 器
(Millipore);88-I 型定时恒温磁力搅拌器(上海司乐
仪器有限公司) .
实验所用试剂:漆酶 ( EC 1. 10. 3. 2，商品号:

40452，Sigma-Aldrich);2，6-二甲氧基苯酚 ( DMP)
(Sigma-Aldrich)、对苯基苯酚 ( Alfa-Aesar ); 甲醇
(CNW)为色谱纯;对甲酚、间苯二酚、苯胺、焦性没
食子酸、对苯二酚、苯酚、邻联甲苯胺、联苯胺均为分
析纯;2-二甲氧基酚、2-氨基酚、4-氨基酚、间甲酚、
邻甲酚、邻苯二胺、对苯二胺、邻甲苯胺、邻苯二酚均
为化学纯 .
1. 2 酶促动力学分析
室温下(以下全部步骤均在室温 25℃下进行)，

2. 95 mL 的底物溶液(0. 05 mol /L乙酸盐缓冲液配
制)加入 50 μL 酶液(5 mg /mL)混匀后，分光光度计
下从 200 ～ 900 nm 以 0. 5 nm 为间隔进行多次光谱
扫描，检出吸收峰 .
分别以 pH 3. 5、4. 0、4. 5、5. 0、5. 5、6. 0、

6. 5、7. 0、7. 5、7. 8 的乙酸盐缓冲液，配制成不同
pH 的相同浓度底物溶液，加入酶液混匀，分光光度
计下以 0. 5 s 的时间间隔扫描 3 min，得到时间-吸光
值变化曲线，曲线斜率即酶反应速率 .
在最适 pH 下，测定 5 个梯度浓度(0. 40、0. 50、

0. 67、1. 00、2. 00 mol /L)的底物溶液反应速率，作
出双倒数图，求出 Km 值 .
标准曲线测定:与 Km 测定相似，配制 0、1. 0、

2. 0、3. 0、4. 0、5. 0、6. 0、7. 0、8. 0、9. 0、10. 0
mg /L和 0、0. 10、0. 20、0. 30、0. 40、0. 50、0. 60、
0. 70、0. 80、0. 90、1. 00 mg /L共 2 组底物溶液，加

入酶液混匀，经 10 s 反应稳定后测定反应速率，作
出反应速率(吸光值变化速率)与浓度的曲线图 .
1. 3 废水检测
漆酶检测废水中非挥发酚:水样经 0. 45 μm 微

孔滤膜过滤后，NaOH 调 pH 至 7. 0，乙酸盐缓冲液
稀释至适当的浓度，加入酶液，光谱扫描，测定反应

速率，操作方法同底物测定一致 .在 3 组样品中添加
不同量的已知含量的标准品，加入酶液检测反应速

率，计算平均加标回收率 .
高效液相色谱(HPLC) 测定邻苯二酚含量:柱

温 25℃ ;流速 0. 9 mL /min;流动相为甲醇 ∶ 0. 2% 乙
酸 = 50∶ 50(体积比);检测波长:277 nm;进样量:20
μL;定量分析方法为外标法 . 甲醇配制 1. 0、5. 0、
10. 0、15. 0 和 20. 0 mg /L的邻苯二酚标准品 . 水样
经 0. 45 μm 微孔滤膜过滤，调 pH 至 4. 0，稀释至适
当浓度 .

2 结果与讨论

2. 1 底物选择性分析
本研究按照功能基团，将可能底物分成一元酚、

多元酚、单氨基一元酚、甲氧基酚、多苯环酚类、一元
胺、二元胺、双氨基双苯环苯胺类 . 通过光谱分析表
明，苯酚、甲酚以及对苯基苯酚等一元酚基本都不能
被漆酶氧化或是能氧化但反应速率极低，不适合作

快速和低浓度检测;苯胺和邻甲苯胺等一元胺也不

能被催化氧化 .根据基团定位效应，邻位和对位定位
基的苯环上电子云密度高，使苯环活化，有给电子共

轭效应，易被氧化，间位的苯环上电子云密度较低，

使苯环钝化，有吸电子共轭效应和吸电子诱导效应，

所以二元酚的间苯二酚不能被催化氧化，检测不到

吸收峰 .其它酚类如对苯二酚、邻苯二酚、焦性没食
子酸、2-氨基酚、4-氨基酚、DMP、邻甲氧基苯酚、甲
氧基酚均能与漆酶快速反应 . 从漆酶催化底物的基
团来看，底物主要带有多羟基或多氨基基团，酶与底

物的亲和力大小还与底物所带的侧链有关，从测定

结果来看，侧链越多，亲和力越大，如漆酶对 DMP 的
亲和力明显高于 2-甲氧基酚，对邻联甲苯胺的亲和
力也高于联苯胺 .
2. 2 检测分析方法
根据国家污水综合排放标准

［14］，苯胺的一、二、
三级排放标准分别为 1. 0、2. 0、3. 0 mg /L;挥发酚的
一、二、三级排放标准分别为 0. 5、0. 5、2. 0 mg /L，将
检测范围确定为 0 ～ 10 mg /L和 0 ～ 1 mg /L，检测浓度
梯度分别为 1 mg /L和 0. 1 mg /L.每 3 mL 反应体系中
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酶液终浓度分别为 0. 033、0. 050、0. 083、0. 117 和
0. 167 mg /mL，其中含 0. 033 和 0. 050 mg /mL酶液的
反应体系中底物反应不灵敏或是检测不到线性，含

0. 117 和 0. 167 mg /mL 酶液的反应体系虽然反应速
率稍有提升，但并不能大幅提高检测下限，最后确定

每 3 mL 反应体系中加入的酶液终浓度为 0. 083
mg /mL (约 2. 2 U 酶活)，能得到较好的曲线.图 1 为
对苯二胺分别在 460 nm 和 315 nm 以及 DMP 在 470
nm 吸光值下测得的反应速率，作出的浓度与反应速
率关系图，求得线性拟合方程(图 1) .

图 1 对苯二胺、DMP 浓度-反应速率标准曲线

Fig. 1 Calibration curve of the concentration-reaction rate of p-phenylenediamine and DMP

对苯二酚、4-氨基酚、DMP 都只测得一个吸光
值下的浓度-反应速率标准曲线，相关系数都在 0. 98
以上 . 邻苯二酚、焦性没食子酸、2-氨基酚、邻联甲
苯胺、联苯胺、对苯二胺、邻苯二胺都分别在 2 个吸
光值下测得标准曲线，除了联苯胺所得曲线可信度

较低以外，其它曲线 R2
值均在 0. 96 以上，多个曲线

R2
甚至达到了 0. 99. 邻甲氧基酚和联苯胺的工作
线性范围的下限都只能达到 3 mg /L，其余的都达到
了 1 mg /L，4-氨基酚和 DMP 的工作线性范围下限已
达到了 0. 2 mg /L. 其它化合物的线性拟合方程、相
关系数和线性范围见表 1. 由于该漆酶比活较低
(8. 85 U /mg)，催化底物的能力有限，所测定的酚类

表 1 化合物的最适 pH、Km、吸光值及浓度-速率线性方程
Table 1 Optimum pH，Km，absorption wavelength and linear regression equation of concentration-reaction rate of compound

化合物 最适 pH
Km

/mmol·L － 1

吸收波长

/ nm
线性拟合方程: Y = aX + b 1)

a b
相关系数

(R2 )

线性范围

/mg·L － 1

对苯二酚 7. 5 0. 530 4 246 0. 015 47 － 0. 001 86 0. 991 4 10 ～ 0. 7

邻苯二酚 7. 0 0. 505 4
390
292

0. 008 81
0. 001 87

0. 003 21
0. 000 67

0. 984 9
0. 984 4

10 ～ 1
10 ～ 3

焦性没食子酸 6. 5 0. 500 1
315
242. 5

0. 008 08
0. 009 58

－ 0. 004 05
－ 0. 003 15

0. 991 8
0. 971 3

10 ～ 1
10 ～ 1

2-氨基酚 7. 0 0. 715 9
423
247

0. 006 35
0. 004 33

0. 000 32
0. 001 39

0. 993 7
0. 983 3

10 ～ 1
10 ～ 1

4-氨基酚 7. 0 9. 273 8 254 0. 013 45 0. 009 06 0. 983 1 10 ～ 0. 2
DMP 7. 5 0. 557 4 470 0. 012 48 － 0. 002 21 0. 998 7 10 ～ 0. 2

2-甲氧基酚 7. 5 7. 805 7
465
420

0. 000 54
0. 000 53

0. 000 57
－ 0. 000 09

0. 960 6
0. 970 0

10 ～ 3
10 ～ 3

邻联甲苯胺 4. 5 0. 435 3
630
366

0. 015 05
0. 021 50

－ 0. 008 94
－ 0. 004 50

0. 986 0
0. 978 3

10 ～ 1
10 ～ 1

联苯胺 4. 5 2. 855 8
605
355

0. 004 47
0. 007 61

－ 0. 006 81
－ 0. 010 22

0. 917 6
0. 911 6

10 ～ 3
10 ～ 3

对苯二胺 5. 0 1. 059 6
460
315

0. 003 28
0. 007 91

0. 000 06
－ 0. 001 10

0. 988 9
0. 994 9

10 ～ 1
10 ～ 1

邻苯二胺 4. 5 1. 044 1
445
260

0. 001 17
0. 002 22

0. 000 61
0. 003 00

0. 994 2
0. 960 4

10 ～ 1
10 ～ 1

1)Y:反应速率(D·min － 1 )，X:化合物浓度(mg·L － 1 )
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线性范围大部分都难以达到国家的一、二、三级排放
标准 .国家污水综合排放标准中的酚类污染物主要
是针对挥发性酚类，如苯酚、甲酚等低沸点酚，作者
筛选出的漆酶底物主要以非挥发酚类为主，可以用

来作为检测非挥发酚的一种补充或参考 .
2. 3 底物的特征吸收峰分析
具有明显催化反应的底物如表 1 所示，这些底

物在紫外-可见光谱区有多个吸收峰，少数只有一个
吸收峰(多次扫描吸收峰最大波长值偏差不超过 ±
5 nm，λmax1定义为吸收峰明显较长波长吸收值，λmax2

为峰值明显较短波长吸收值) . 多个吸收峰主要是
由于底物氧化所生成产物的复杂性所造成的，如苯

二酚在氧化成醌类的过程中先与自由基作用生成稳

定的半醌，而后半醌又能与自由基作用形成醌，等量

的苯二酚和苯醌又能生成分子间传荷配合物醌氢

醌 .通过光谱扫描，存在多个吸收峰的去除不够稳
定，不适合作标准曲线的吸收峰 . 在峰形方面，邻联
甲苯胺扫描出 3 个主吸收峰，其最大吸收波长是
860、630 和 366 nm，联苯胺扫描出的 3 个主吸收峰
最大吸收波长依次是 800、605 和 360 nm，两者峰形
极其相似，联苯胺峰值整体前移，可能是由于邻联甲

苯胺在苯环上多出 2 个甲基取代基导致生色团的吸
收峰向长波长移动

［15］.
2. 4 pH 对漆酶催化速率的影响
在不同 pH 条件下，采用 λmax1和 λmax2两吸收值

测定酶催化底物的反应速率，如图 2(均是 λmax1下所

测值)，酚类最适反应 pH 均偏中性，在 6. 5 ～ 7. 5 之
间，与康从宝等

［16］
和吴涓等

［17］
所报道的最适 pH

3. 0 ～ 5. 5 不同，主要是由于所用的酶源不同所致;
苯胺类最适 pH 偏酸性，除了对苯二胺在 pH 5. 0 反
应速率最高以外，其它 3 种苯胺类均在 pH 4. 5 下有
最高活性 . 由于酚类和苯胺类所带基团不同，最适
pH 相差较大，苯胺类所带的氨基偏碱性，在酸性条
件下更易被催化氧化，而酚类偏酸性，在偏碱性条件

下更易被氧化，这与实验过程中偏中性的酚类溶液

在空气中更易被氧化变色所观察的现象一致 .
2. 5 Km 值

Km 值均是在该底物的最适 pH 下，加入等体积
的酶液，常温下检测 5 个不同浓度的底物溶液，以
λmax1的前 3 min 吸光值变化作为反应速率，以此作
出底物浓度与反应速率的 Lineweaver-Burk 双倒数
图，求出 Km 值，结果如表 1，所测结果的 R2

值均在

0. 99 以上，从中可知，各底物所测 Km 值相差不大，

在一个数量级内 .从测定结果来看，Km 值越小，酶与

图 2 不同 pH 值下漆酶催化底物的反应速率

Fig. 2 Reaciton rate of laccase catalyse substrate in different pH

底物的亲和力越大，催化效率愈高，反应更为灵敏，

用酶检测该底物浓度下限会越低 .
2. 6 样品分析

3 种焦化废水分别来自 A 厂原水、B 厂原水和
B 厂处理水，水样加入酶液光谱扫描，均在 292 nm
左右有特定的吸收峰，与漆酶催化氧化邻苯二酚的

特征吸收峰一致，据报道
［18］，焦化废水中酚类主要

以苯酚、邻苯二酚、间苯二酚等酚类为主 . HPLC 检
出废水中邻苯二酚含量分别为 235. 6、322. 3 和
194. 7 mg /L，回收率在 97. 0% ～ 98. 5% 之间;利用
漆酶检出 3 种原水中邻苯二酚的含量分别为
190. 5、265. 8 和 155. 3 mg /L，回收率在 91. 9% ～
115. 8% 之间，相对 HPLC 的偏差≤ 20. 3% (见表
2) .相对偏差均在 20% 左右，说明 3 种焦化废水中
化合物的成分大致相同 . 较高的偏差主要是由于废
水中化合物成分复杂，其中某些金属离子和有机化

合物能够对酶催化产生抑制作用甚至使酶变性降低

反应速率，酶催化的中间产物和最终产物与废水中

其它有机化合物相互作用也能影响实验结果的准

确性 .
表 2 焦化废水邻苯二酚含量

Table 2 Concentration of catechol in coking wastewater

水样

HPLC 漆酶

含量

/mg·L － 1
回收率

/%
含量

/mg·L － 1
回收率

/%
相对偏

差 /%

A 厂原水 235. 6 97. 0 190. 5 91. 9 19. 1

B 厂原水 322. 3 98. 2 265. 8 109. 5 17. 5

B 厂处理水 194. 7 98. 5 155. 3 115. 8 20. 3
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3 结论

(1)漆酶能够催化氧化的苯胺和酚类化合物主
要以多氨基苯胺类和多羟基酚类为主;催化底物会

产生多个特征吸收峰;漆酶催化苯胺类化合物的最

适 pH 偏酸性，催化酚类化合物的最适 pH 近中性 .
(2)分光光度法测定漆酶催化酚类和苯胺类化

合物的反应速率，根据底物浓度与反应速率的标准

曲线分析，除联苯胺外，均得到了较好的一级反应动

力学线性关系 .
(3)分光光度测定废水中邻苯二酚操作简单，

线性关系良好，能够对含酚废水中邻苯二酚进行定

性和半定量分析，对废水中酚类含量检测起到快速

筛查作用 .
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