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硅藻土吸附增强的( RS)22 ,42DP

对映体选择性酶促水解 3

方兆华　刘维屏­　周珊珊　文岳中
(浙江大学环境科学研究所 ,杭州　310029)

　　摘　要　　利用手性气相色谱技术研究了硅藻土吸附作用对 (RS)22 ,42二氯苯氧丙酸甲酯 (2 ,42DP)酶

促水解对映体选择性的影响。实验结果表明 ,硅藻土吸附作用显著增强了酶促反应的对映体选择性 ( ER值

由 1. 58增加到 5. 31)。进一步研究表明 ,硅藻土对脂肪酶的吸附 ,引起酶构象变化 ,影响农药底物与酶结合

的微环境 ,是酶促反应的对映体选择性增强的主要原因。吸附在硅藻土上的脂肪酶 ,与 R22 ,42DP结合更为

困难 ,反应速率下降 ;而 S22 ,42DP接近酶反应中心更加容易 ,反应速率上升。此外 ,硅藻土吸附作用对农药

底物的束缚引起处于“自由状态”的底物减少 ,也使酶促反应的对映体选择性略有增强。
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　　手性污染物包括手性农药在环境中存在对映体

选择性降解过程业已得到证实[1 ]。众多的研究结果

显示[2 ] ,在手性污染物的选择性降解过程中 ,酶促生

物降解处于主导地位 ,而非酶促过程 (如光解、水解

和挥发等)几乎都没有对映体选择性。

农药在土壤中的吸附、脱附是农药在土壤2水环
境中归宿的支配性因素[3 ]。当农药被土壤组分吸附

以后 ,其生物活性和微生物对它的降解能力都会被

减弱。对手性农药来说 ,吸附作用还有可能影响降

解时的对映体选择性 ,从而影响不同对映体在环境

中的选择性富集。已发表的文献中 ,仅有少数不对

称有机合成研究方面的文献列举了一些吸附剂或催

化剂固定化载体等对手性选择性的影响[4 ,5 ]。对于

手性农药不同对映体进入环境中以后 ,吸附、脱附等

非手性因素如何影响其手性环境行为这一领域的研

究国内外还未见报道。

土壤酶在土壤物质循环、污染物转化、农药降解

等生物化学过程中起着催化和协调作用。手性农药

在环境中的对映体选择性降解过程 ,土壤酶是重要

的参与者之一。脂肪酶 (lipase EC 3. 1. 1. 3)是土壤

水解酶类 ,主要由植物根系分泌[6 ,7 ]。从土壤中也

选育出了能够分泌脂肪酶的微生物菌种[8 ]。作为合

成洗涤剂的替代品 ,也有一定量的脂肪酶随洗涤废

水被排放到环境中。

实验选用了具有代表性的手性污染物苯氧丙酸

类除草剂 (RS)22 ,42二氯苯氧丙酸甲酯 (图 1)为研究

对象 ,通过在脂肪酶促水解 ( RS)22 ,42DP的反应体

系中添加吸附剂硅藻土的方法 ,探讨了吸附作用对

酶促水解对映体选择性的影响。

图 1　2 ,4 - 二氯苯氧丙酸甲酯 (2 ,42DP)对映异构体

Fig. 1　Enantiomers of 2 ,42dichlorprop methyl ester
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1　材料与方法

1. 1　试剂

青霉扩展菌脂肪酶 (lipase EC 3. 1. 1. 3 ,酶活力

10 000 U g - 1)和牛血清蛋白 (BSA)分别购于深圳绿

微康生物工程有限公司和 Sigma公司。(RS)22 ,42二
氯苯氧丙酸甲酯 (2 ,42DP)由本所有机合成室合成 ,

纯度 > 99 % ,结构经质谱和 NMR确认 ,用甲醇配制

成 500 mg L - 1储备溶液 , 4℃下保存 ,使用时用

KH2PO4
-硼砂缓冲溶液即时稀释。硅藻土购于广州

市化学试剂玻璃仪器批发部 ,为 USP进口分装产品。

其他试剂纯度均为分析纯 ,实验用水为去离子水。

1. 2　硅藻土对 2 ,42DP的吸附实验

称取 50. 0 mg硅藻土置于 50 ml具塞锥形瓶中 ,

加入 10 ml 缓冲溶液 (0. 1 mol L - 1 KH2PO4 和 0. 05

mol L - 1硼砂等体积混合 ,再用 1 mol L - 1 NaOH调节

到脂肪酶最适 pH7. 8) ,分别用移液枪加入 500 mg

L - 12 ,42DP的储备液 0. 02、0. 04、0. 06、0. 08、0. 10、

0. 12、0. 14、0. 16、0. 18、0. 2 ml ,使农药初始浓度为 1、

2、3、4、5、6、7、8、9、10 mg L - 1 ,密封后在 (25. 0±0. 2) ℃

下恒温振荡 5 h ,此后 12 000 r min - 1离心 15 min ,上层

清液过 0. 45μm水系滤膜 ,在 HPLC上分析农药浓度。

每一个吸附点均采用 2个平行及一个空白实验。配

制不含硅藻土的 0、2、4、6、8、10、12、14、16、18、20 mg L - 1

的 2 ,42DP溶液绘制相应的工作曲线 (图略) 。

1. 3　硅藻土对脂肪酶的吸附实验

酶吸附实验采用赵振华等报道的方法[9 ] ,并略

有改进。称取 50. 0 mg硅藻土粉末置于 50 ml 具塞

锥形瓶中 ,加入 0、2、3、4、5、6、7、8、9 ml 用去离子水配

制并已准确测定蛋白质浓度为 100 mg L - 1的脂肪酶

溶液 ,再加入去离子水使溶液总体积为 10 ml ,室温密

封振荡 5 h ,12 000 r min - 1离心 10 min ,用Brandford法

测定上清液中蛋白质的含量。每个吸附点采用两个

平行和一个空白实验。各体系中加入蛋白质的总量

扣除上清液中的蛋白量 ,即为硅藻土对酶的吸附量。

酶含量测定采用 Brandford法[10 ] ,以牛血清蛋白

为标准蛋白质。

1. 4　酶促水解实验

于 50 ml具塞锥形瓶中依次加入 50. 0 mg硅藻

土、10 ml pH7. 8缓冲溶液和 0. 1 ml 500 mg L - 1 2 ,42
DP的甲醇储备液 ,混匀后 ,加入 2. 5 mg 脂肪酶干

粉 ,在 (25. 0±0. 2) ℃下无光照模式以 100 r min - 1速

度恒温回旋振荡 ,按 0 h、0. 5 h、1 h、2 h、4 h、6 h、8 h

时间 ,取出 3个平行样品瓶 ,将样品转入 250 ml分液

漏斗 ,加入 10 ml乙酸乙酯 ,振荡混合 5 min ,连续重

复 3次 ,合并溶剂提取物 ,并通过 15 g无水 Na2SO4

滤去水分 ,然后于 40℃真空旋转蒸发仪上浓缩至接

近干。农药残留物用 10 ml 甲醇定容 ,最后转入

1. 5 ml自动进样瓶供 GC分析残留农药浓度及 ER

值。酶促水解反应的对映体选择性通过残留农药对

映体比例 ( ER 值)来表征 , ER 值根据如下公式计

算[11 ] :

ER =
R异构体峰面积
S 异构体峰面积

1. 5　酶促反应的影响因素实验

1. 5. 1　硅藻土添加量　　硅藻土添加量为 0、5、10、

20、40、80、160 mg硅藻土 ,反应时间 5 h ,其他反应条

件同 1. 4酶促水解实验。

1. 5. 2　农药和酶用量　　采用 4组不同配比的酶

促反应体系 ,如表 1所示。其他反应条件同 1. 4 酶

促水解实验。

表 1　农药和酶对脂肪酶促反应的影响实验设置

Table 1　Experimental design for investigating effects of 2 ,42DP

and lipase on lipase catalyzed reaction

处理编号

Treatment No.

农药

2 ,42DP

硅藻土

Kieselguhr

脂肪酶

Lipase

i 0. 10 ml 50 mg 2. 5 mg

ii 0. 10 ml 0 mg 2. 5 mg

iii 0. 08 ml 0 mg 2. 5 mg

iv 0. 10 ml 0 mg 3. 0 mg

1. 6　对映体选择性测定实验

GC22010气相色谱和电子捕获检测器 ( ECD)用

来进行对映异构体的分析。ECD 温度为 230℃,检

测器补充气为 N2 (60 ml min - 1) ;进样口温度 200℃,

进样量 1μl ,分流比为 30 ;载气 ( He)流速为 1. 2 ml

min - 1。

手性分离柱为 30 m ×0. 25 mm ×0. 25μm 的

BGB2172柱 (20 % 32丁基二甲基硅烷基2β2环糊精溶
解在 15 %二苯基和 85 %二甲基聚硅氧烷 ,BGB Ana2
lytik ,Adliswil ,瑞士) 。柱温为 :140℃50 min。在上述

条件下 , ( RS)22 ,42DP的对映异构体得到很好的分

离[12 ] (图 5) 。

2　结果与分析

2. 1　硅藻土对 2 ,42DP和脂肪酶的吸附

硅藻土对 2 ,42DP的吸附等温线如图 2 所示。
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按Langmuir吸附等温线拟合可得到 2 ,42DP在硅藻

土上的吸附参数 Kd值为 72. 52 (R2 = 0. 9879) 。

图 2　2 ,42DP在硅藻土上的吸附等温线

Fig. 2　Adsorption isotherm of 2 ,42DP on kieselguhr

脂肪酶在硅藻土的吸附等温线如图 3所示。吸

附等温线符合 Langmuir 方程 , Cm = K 3 Cs ( K =

0. 9815 ,R2 = 0. 9703) ,其中 Cm表示单位重量吸附载

体对溶质的吸附量 (mg g - 1) , K值是与吸附结合能

力有关的常数 , Cs 是溶液中溶质的平衡浓度 (mg

L - 1) 。

图 3　脂肪酶在硅藻土上的吸附等温线

Fig. 3　Adsorption isotherm of lipase on kieselguhr

2. 2　( RS)22 ,42DP对映异构体的分离和测定

在前述色谱条件下 ,2 ,42DP两个对映异构体可

以得到较好的分离 ,如图 4 (a)所示。右侧的峰为 R2
2 ,42二氯苯氧丙酸甲酯[12 ]。

2. 3　( RS)22 ,42DP对映异构体的选择性酶促水解

通过比较在酶促反应体系中添加 50. 0mg硅藻

土和无添加剂两种情况下 ,反应后残留农药的手性

气相色谱图 (图 4) ,也可以清楚地反映出吸附现象

对酶促反应手性选择性的增强作用。

图 4　硅藻土对酶促反应对映体选择性的影响 ( (a)反应初始 ,ER = 1. 15 ; (b)无添加剂酶促水解 8 h ,

ER = 1. 58 ; (c)添加 50. 0mg硅藻土后酶促水解 8h ,ER = 5. 31)

Fig. 4　Effect of kieselguhr on enantioselective factor of enzymatic reaction ( (a) preliminary ,

ER = 1. 15 ; (b) no additive for 8h , ER = 1. 58 ; (c) 50. 0mg kieselguhr added for 8h , ER = 5. 31)
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　　酶促反应体系中 (RS)22 ,42DP两个异构体残留

率随时间变化曲线示于图 5。对比硅藻土添加前后

异构体残留率变化可知 ,在酶促反应体系中存在硅

藻土时 ,R22 ,42DP酶促水解速率下降 ,而 S22 ,42DP

水解速率上升 ,从而使 ER值从 1. 58增加到 5. 31。

图 5　酶促反应中 (RS)22 ,42DP残留率

Fig. 5　Residue of (RS)22 ,42DP in enzymatic reaction

当反应时间为 5 h ,而其他条件相同情况时 ,不

同添加量下硅藻土对酶促反应选择性影响示于

图 6。添加量对选择性增强影响十分明显 ,在酶促反

应体系中添加少量硅藻土后 , ER值迅速增大 ,随后

缓慢上升。

图 6　不同添加量下硅藻土对酶促反应对映体

选择性的影响

Fig. 6　Effect of addition rate of kieselguhr on

enantioselectivity of enzymatic reaction

表 2　硅藻土、农药和脂肪酶对酶促反应的影响

Table 2　Effects of kieselguhr , 2 ,42DP

and lipase on lipase catalyzed reaction

处理编号

Treatment No.

ER值

ER value

i 5. 31

ii 1. 58

iii 1. 66

iv 1. 78

对比表 1中反应 ii与 iii、ii与 iv可知 ,当其他条

件相同时 ,通过减少反应体系中农药浓度 ,或者增加

酶用量均可使反应对映体选择性有所增强 ,表现为

ER值分别从 1. 58增加到 1. 66和 1. 78 ,但均远小于

硅藻土添加后的 ER值 5. 31。从另一个方面证实硅

藻土添加后选择性增强 ,主要原因并非由于脂肪酶

活力增强 ,或是游离农药底物浓度的降低 ,而是由于

吸附作用改变脂肪酶优势构象 ,使得脂肪酶对两种

对映体催化活性的改变存在差异的结果。

3　讨　论

利用手性气相色谱—ECD可以很好地分离 2 ,42
DP两个对映体 ,通过色谱分离检测对映体浓度变

化 ,可用于 2 ,42二氯苯氧丙酸甲酯酶促反应的对映
体选择性研究。

在本实验条件下 ,硅藻土对 2 ,42DP的吸附等温

线按Langmuir方程拟合可得到 2 ,42DP在硅藻土上

的吸附参数 Kd值为 72. 52 (R2 = 0. 9879) 。

脂肪酶在硅藻土的吸附等温线符合Langmuir方

程 ,Cm = K3 Cs ( K = 0. 9815 ,R2 = 0. 9703) ,其中 Cm表

示单位重量吸附载体对溶质的吸附量 (mg g - 1) , K

值是与吸附结合能力有关的常数 ,Cs是溶液中溶质

的平衡浓度 (mg L - 1) 。

在 2 ,42DP脂肪酶促水解反应体系中添加硅藻

土吸附剂 ,通过用气相色谱检测对映体农药残留率

变化以及 ER值 ,研究了吸附作用对酶促水解对映

体选择性的影响。实验结果表明 ,硅藻土吸附作用

显著增强了酶促反应的对映体选择性 ( ER值由1. 58

增加到 5. 31) 。进一步研究表明 ,硅藻土对脂肪酶

的吸附 ,引起酶构象变化 ,影响农药底物与酶结合的

微环境 ,是酶促反应的对映体选择性增强的主要原

因。吸附在硅藻土上的脂肪酶 ,与 R22 ,42DP结合更

为困难 ,反应速率下降 ;而 S22 ,42DP接近酶催化活
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性中心更加容易 ,反应速率上升。

此外 ,硅藻土吸附作用对农药底物的束缚引起

处于“自由状态”的底物减少 ,也使酶促反应的对映

体选择性有所增强。
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ENHANCED ENANTIOSELECTIVE ENZYMATIC HYDROLYSIS OF

( RS)22 ,42DP INDUCED BY ADSORPTION ON KIESEL GUHR

Fang Zhaohua　Liu Weiping­　Zhou Shanshan　Wen Yuezhong
( Institute of Environmental Science , Zhejiang University , Hangzhou　310029 , China)

Abstract　　Effect of kieselguhr on enantioselectivity of enzymatic hydrolysis of chiral dichlorprop methyl ester (2 ,42DP)

has been specifically studied by chiral gas chromatography. The results show that the adsorption of lipase on kieselguhr greatly

enhanced enantioselectivity of hydrolysis of 2 ,42DP with ER increasing from 1. 58 to 5. 31. It triggered changes in conformation

of the enzyme , thus affecting the microenvironment of active sites , which may be the major reason of enhanced enantioselectivity

of enzymatic reaction. Due to adsorption on kieselguhr , lipase became harder to combine with R22 ,42DP and the reaction rate of

hydrolysis decreased. On the other hand , it was easier for S22 ,42DP to get close to the active sites of lipase , so the rate in2
creased. In addition , adsorption of the pesticide on kieselguhr decreased“free pesticides”, which also enhanced the enantiose2
lectivity of hydrolysis of 2 ,42DP.
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