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电聚吡咯固定化酪氨酸酶电极的制备及性能

颜流水 3 ,魏　洽 ,王承宜 ,史蓉蓉 ,马晓通
(南昌航空工业学院环境与化学工程系 ,江西 南昌　330034)

摘要 :　在应用恒电位法电化学聚合吡咯的同时 ,将酪氨酸酶固定在导电聚吡咯膜内 ,制成一种

灵敏、稳定的酪氨酸电极.讨论了溶液 p H值和聚合电位对酶固定化的影响 ,对酶分子嵌入吡咯膜

前后的 SEM图和 CV曲线进行了分析、比较.该电极对甲苯酚响应的线性范围为 5. 0×10 - 8～1. 0

×10 - 6 mol/ L ,最适 p H值为 6. 6 ,酶反应表观上遵循 Michaelis- Menten动力学 ,表观米氏常数为 2.

2×10 - 5 mol/ L .
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工业废水中酚类化合物及神经传递质儿茶胺的检测在环境控制及临床分析中具有重要意

义.影响生物传感器性能的关键是固定化技术 ,在已有的报道中 ,固定酪氨酸酶的方法多为吸

附法[1 ]、化学交联法[2 ]及包埋法[3 ] .近年来 ,用电化学聚合高分子膜固定生物敏感元件已发展

成为制作生物传感器的一种新方法[4 ] .它具有制作简单、重现性好和响应快等优点 ,因而越来

越受到人们的重视.目前用该方法固定的酶类主要有葡萄糖氧化酶[5 ]、黄嘌呤氧化酶[6 ]和尿

酸酶[7 ]等.本文采用一步法在恒电位聚合吡咯的过程中 ,使酪氨酸酶直接固定在导电聚吡咯

膜内 ,探讨了对甲苯酚响应的电极过程 ,并对所制得的聚吡咯酪氨酸酶电极的生物电化学活性

进行了考察.

1　实验部分

1 . 1　仪器与试剂
AD-3型极谱仪 (江苏金坛分析仪器厂) ,X- Y函数记录仪 (上海大华仪器厂) ,p HS-3C型精

密酸度计、EPM-810电子探针分析仪 (日本岛津) .实验用三电极体系 ,工作电极、辅助电极均

为铂片电极 ,参比电极为饱和甘汞电极 (SCE) .文中的电极电位均相对于 SCE ,实验温度为 25

℃.

酪氨酸酶 ( Tyrosinase , EC1. 14. 18. 1 , Sigma公司) ,2400 U/ mg ,冷藏保存.吡咯 ( Fluka出

品) ,使用前经减压蒸馏. 不同 p H值的 0. 1 mol/ L 磷酸盐缓冲溶液.其它试剂均为分析纯 ,实
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1 . 2　固定化酶电极的制备
将铂片电极用 6号金相砂纸磨光 ,置于浓 HNO3 中数秒种 ,然后超声清洗 ,最后用二次蒸

馏水清洗后作为工作电极 ,待用.在 0. 9V 的恒电位下于静止溶液中进行聚合 15 min.聚合介

质为含 0. 01 mol/ L Py和 0. 1 mol/ L NaClO4及 0. 03 mg/ mL 酪氨酸酶的 p H为 6. 6磷酸盐缓

冲溶液.聚合完毕获得了亮黄色致密膜电极.取出电极 ,用二次蒸馏水冲洗 ,待用.不用时将酶

电极放入 p H 6. 6磷酸盐缓冲溶液中 ,4 ℃冰箱保存.

1 . 3　酶电极性能测试
以对甲苯酚为底物 ,在磷酸盐缓冲溶液中和搅拌情况下 ,由循环伏安法测定酶电极对底物

响应的 CV曲线 ,记录酶反应产物对甲基邻苯二醌在电极上的还原峰电流 ,以此进行定量.

图 1　PPy膜电极 (a)与 PPy/

酪氨酸酶电极 ( b) 在

p H6. 6 磷酸盐缓冲溶

液中的循环伏安图

Fig. 1　Cyclic voltammograms

of the PPy film elec2
trode ( a ) and the

PPy/ tyrosinase film

electrode ( b) in 0. 1

mol/ L phosphate

buffer folution (p H6.

6 ) scan rate : 100

mV/ s

2　结果与讨论

2 . 1　吡咯的电聚合
影响恒电位法聚合膜质量的主要因素有聚合电位和单体浓

度.当吡咯浓度为 0. 01 mol/ L (NaClO4介质) ,聚合电位在 0. 3～1.

5 V范围内 ,均可获得亮黄色的导电聚吡咯膜.但将所得膜电极在

p H 6. 6磷酸盐缓冲溶液中进行 CV扫描 ,发现聚合电位低于 0. 7 V

或高于 1. 0 V 时 ,制得的膜经多次循环扫描 (扫描范围 0. 0～1. 0

V ,扫速 100 mV/ s)后膜易溶解.为此将聚合电位选定在 0. 9 V.膜

的外观随单体浓度的增大由亮黄色 →棕黄色 →粗糙黑色.吡咯浓

度在 0. 01～0. 05 mol/ L 范围内 ,膜质量较好.以下实验选定的吡咯

浓度为 0. 01 mol/ L .

2 . 2　酪氨酸酶在 PPy中的固定化
采用一步法使酪氨酸酶在吡咯的电聚合过程中有效地固定在

聚吡咯膜中.聚合溶液的 p H值是关键因素.比较三种不同 p H聚

合底液固定化制造的 PPy/酶电极与不含酶时电聚合 (p H = 6. 6)制

造的 PPy电极的 CV图 ,发现 p H = 4. 0时 ,PPy/酶电极的 CV图与

PPy电极的 CV图完全相同 ,即均存在两对氧化还原峰 (0. 56/ 0. 41

V和 1. 15/ 1. 06 V) ;而 p H = 8. 0时 ,则因聚合速度相当慢 ,难于成

膜 ;p H = 6. 6时 , PPy/酶电极的 CV 图与 PPy电极的 CV 相似 (如

图 1 所示) ,第一对峰的峰电位为 0. 49/ 0. 43 V ,氧化峰负移 70

mV ,第二对峰的氧化峰消失 ,还原峰正移 140 mV.以上结果表明 ,

p H = 4. 0时酶分子难嵌入聚吡咯膜内 ,p H = 8. 0时吡咯难聚合 ,p H

= 6. 6时 ,酪氨酸酶分子能通过与聚吡咯分子的相互作用有效地嵌

入膜内.

根据吡咯电聚合机理[8 ]和阴离子对聚吡咯电化学性质影响[9 ] ,以上结果可解释为 ,吡咯

在水溶液中的电聚合首先是单体吡咯分子的质子化 ,然后质子化单体发生电化学氧化.因此 ,
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图 2　PPy膜 (a)与 PPy/酪氨酸酶膜 (b)的 SEM图

Fig. 2　SEM photographs of the PPy film (a) and the PPy/

tyrosinase film(b)

电聚合需要在酸性或中性溶液中进行.酪

氨酸酶的等电点为 4. 7 [10 ] ,在 p H 6. 6 溶

液中带负电 ,与电聚合过程中形成的阳离

子自由基 Py +或 PPy +存在静电相互作用

和氢键作用 ,因此酶分子可嵌聚吡咯链

中 ,并对聚吡咯的电化学行为产生影响.

而在 p H4. 0 的溶液中 ,酶分子不存在上

述行为 ,难于掺入聚吡咯膜内.从获得的

PPy膜和 PPy/酶膜的 SEM图 (见图 2)也

可证实酶分子能有效掺入聚吡咯膜内并

影响成膜机理.可以看出 PPy 膜是松散

纤维结构 ,而 PPy/酶膜呈均匀分布的粒

状结构 ,且酶分子在膜内有比较自由的微

环境 ,有利于维持酶的较高催化活性.

图 3　聚吡咯/酪氨酸酶电极在 1. 0 ×1026 mol·L21

对甲苯酚磷酸盐缓冲溶液 (p H 6. 6)中的循

环伏安图

Fig. 3　Cyclic voltammogram of PPy/ tyrosinase film

electrode in 0. 1 mol/ L phosphate buffer (p H

6. 6) containing 1. 0 ×1026 mol·L21 p-cresol

scan rate : 100 mV/ s

2 . 3　PPy/酶电极的响应特性
PPy/酶电极在含 1. 0 ×10 - 6 mol/ L

对甲苯酚磷酸盐缓冲溶液 (p H 6. 6)中的 CV 曲

线如图 3所示.图上显示一对氧化还原峰 (0. 30/

- 0. 07V) .而在相同条件下 PPy电极则未出现

该氧化还原峰 (图略) .因此 ,可认为该峰 (对)是

由酶反应生成的产物在电极上发生氧化还原反

应的结果.根据酪氨酸酶催化反应机理 ,其反应

式可表示为 :

CH3

OH

+ O2 + 2H+ 酷氨酸酶

CH3

OH

OH + H2O

CH3

OH

OH +
1
2

O2
酷氨酸酶

CH3

O

O + H2O

CH3

O

O + 2e + 2H+电极

CH3

OH

OH
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　图 4　酶电极响应电流对甲苯酚浓度关系曲线

　Fig. 4 　The resporse curve of p-cresol at the

PPy/ tyrosinase electrode

图 4示出 PPy/酶电极响应对甲苯酚的还原

峰电流在 5. 0×10 - 8～10×10 - 6 mol/ L 浓度范围

内与底物浓度成正比.可见该电极具有很高的灵

敏度和很低的检测限 ,远优于应用普通的包埋、化

学交联或共价键合固定化制造的传感器.尽管膜

内含膜量很低 ,但表现出的活性很高 ,PPy基体对

底物或产物在膜内的扩散阻力小.由图 4 实验结

果 ,依据 Michaelis- Mehten 方程的 Eadie- Hofstee

表达式 I = Imax - Kapp
M ( I/ C) ,作 I～ I/ C 图 ,得

一直线 ,求得该固定化酶的表观米氏常数 Kapp
M 为

2. 2×10 - 5mol/ L .

实验还表明对甲苯酚浓度为 1. 0×10 - 6 mol/ L 时 ,在 p H = 6～8范围内 PPy/酶电极均有

很好的响应 ,最适的 p H为 6. 6.使用制得的 PPy/酶电极 ,每周测定一次它对 1. 0×10 - 6 mol/ L

底物的响应电流 ,其第 1周后及第 7周后的活性分别为初期活性的 82 %和 69 % ,亦即存放初

期活性下降较快 ,后期变化较小.可见该固定化酶电极具有良好的贮存稳定性.

3　结　论
在恒定电位 0. 7～1. 0 V和中性或弱酸性的磷酸盐缓冲溶液中 ,酪氨酸酶能在吡咯的电化

学聚合成膜过程中有效地固定在聚吡咯膜内.制得的聚吡咯/酪氨酸酶电极稳定性好 ,对甲苯

酚响应的灵敏度高.该电极对其它酚类化合物响应的动力学模型及其于在线监测中的应用有

待进一步研究.

Preparation and Characteristics of a Enzyme Electrode Based
on Immobilization of Tyrosinase in Electropolymerized

Polypyrrole Film

YAN Liu- shui 3 , WEI Qia , WAN G Cheng- Yi , SHI Rong- rong , MA Xiao- tong
( Dept . of Envi ronmental and Chem . Eng. , N anchang Instit ute of

Aeronautical Technology , N anchang 330034 , China)

Abstract : 　A sensitive and stable amperometric enzyme electrode was constructed , based on

the immobilization of tyrosinase in potentiostatically electropolymerized polypyrrole film at a plat2
inum electrode. The influence of p H and potential on immbilization was discussed. SEM micro2
graphs and CV curves of films obtained before and after incorparation of tyrosinase molecular were

analyzed and compared each other. The enzyme electrode responds linearly to p - cresol over a
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concentration range of 5×10 - 8～1×10 - 6mol/ L with an optimum p H of 6. 6 , It exhibited kinet2
ic characteristics of the typical enzyme - catalyzed reaction with an apparent Michaelis constant of

2. 2×10 - 5mol/ L .

Key words : 　Tyrosinase , Polypyrrole , Electrochemical imobilization , Enzyme electrode

Bioelectrochemical activity
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