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辣根过氧化物酶催化改性二元接枝淀粉的
制备及性能研究
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摘　要　以玉 米 淀 粉、丙 烯 酸(AA)和 丙 烯 酸 甲 酯(MA)为 原 料,利 用 辣 根 过 氧 化 物 酶/乙 酰 丙 酮/过 氧 化 氢

(HRP/ACAC/H２O２)引发体系制备二元接枝淀粉.研究了接枝反应条件对接枝效果及接枝产物性能的影响.结果

表明:AA与 MA成功接枝到淀粉上;当反应时间为４h、HRP酶浓度为１２U/mL、总单体/淀粉比为４∶６、AA/MA投料

摩尔比为３∶７时,淀粉接枝 AA/MA效果最佳,接枝率为３９􀆰１６％,接枝效率为３０􀆰２６％;经过酶促改性后的淀粉溶液

黏度与黏弹性增加,提升了其成膜性;且随着丙烯酸投料比的增加,接枝淀粉的亲水性和断裂强度均提高,而断裂伸

长率降低,且接枝产物有一定的抑菌性.
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Abstract　Binarygraftedstarchwaspreparedwithcornstarch,acrylicacid(AA)andmethacrylate(MA)by
usinghorseradishperoxidase (HRP)/acetylacetone (ACAC)/hydrogenperoxide (H２O２)．Theeffectsofgrafting
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　　淀粉是一种广泛存在于植物组织中的天然高分

子材料,然而,由于分子结构上的缺陷导致其成膜性

差、易腐败,影响了其储存及应用效果[１].为改善淀

粉的性能缺陷,常用化学[２]或物理法[３]对其结构进

行改性,但该方法存在成本高、能耗大等不足.最近

研究表明,接枝淀粉生物酶法制备具有高效率催化

功能、作用条件温和、生态友好、活性可调节等特

点[４Ｇ５].这使其在接枝淀粉材料领域有着广泛的应

用前景,其接枝产物可用做皮革[６]、制备高性能絮凝

剂[７]及浆料[８]等.

辣根过氧化物酶(HRP)作为一种高活性酶,受
到了国内外研究人员的关注,且常被应用于乙烯基

单体与淀粉的接枝聚合反应中.然而,目前 HRP
催化的接枝淀粉多为一元单体接枝共聚,但单体种

类限制了接枝淀粉的性能[９Ｇ１０].如:刘岗等[９]通过

HRP酶催化淀粉接枝丙烯酰胺.虽增加了接枝产

物的吸水性,但单体丙烯酰胺具有硬脆的特点而难

以提升接枝产物的断裂伸长率.Wang等[１０]通过

HRP酶催化淀粉接枝柔性单体丙烯酸丁酯从而增

加淀粉材料的韧性,但仍存在接枝率过高而难溶于
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水的缺点.单一接枝柔性单体或亲水性单体难以满

足对淀粉材料的性能要求.因而,探求一种新方法

以进一步改善接枝淀粉性能具有重要意义.
本研究选取性能相互弥补的疏水性柔性单体丙

烯酸甲酯及亲水性单体丙烯酸作为接枝物,利用

HRP/乙酰丙酮(ACAC)/H２O２ 酶催化体系,催化

单体同时接枝至淀粉.制备黏度高、可塑性强、亲
水性好,且具有一定抑菌性、不易腐败的二元接枝

产物.

１　实验部分

１􀆰１　原料与仪器

玉米淀粉,沂水大地玉米开发有限公司;辣根过

氧化物酶(HRP,酶活,３３２􀆰４９U/mg),阿拉丁试剂

有限公司;丙烯酸(AA)、丙烯酸甲酯(MA)、双氧

水(H２O２,质量分数为３０％)、乙酰丙酮(ACAC)、
氢氧化钠、盐酸,均为分析纯,国药集团化学试剂

有限公司.
红外 光 谱 仪 (FTＧIR,３６０ NicoletAVATAR

型),赛默飞世尔科技(中国)有限公司;旋转流变仪

(PhysicaMCR３０１型),奥地利 AntonPaar有限公

司;接触角仪(JC２０００C型),上海中晨数字技术设备

有限公司;电子万能材料试验机(３３８５H 型),美国

Instron公司.

１􀆰２　接枝淀粉的制备

将总质量为４g、摩尔比分别为１∶９、３∶７、５∶５、７∶
３、９∶１的丙烯酸(中和度为９５％)和丙烯酸甲酯加入

到装有搅拌转子的三口烧瓶中,再依次加入质量分

数为６％的１００g糊化淀粉、９６mL０􀆰０２mol/L磷酸

盐缓冲液(pH＝７),０􀆰６mLACAC,置于３５℃恒温

水浴 中.通 氮 气 排 出 空 气 ３０min 后,加 入 ８mg
HRP并逐滴滴加完０􀆰１mL H２O２.在氮气保护下

于３５℃的恒温水浴中反应３h后,用４００mL乙醇沉

淀,并依次用乙醇与甲醇反复洗涤,离心,去除未反

应的单体、聚丙烯酸(PAA,溶于甲醇)及其他试剂.
丙烯酸/丙烯酸甲酯共聚物分子量较小,经参考文献

[１１]及实验测定,可用６５℃温水反复洗涤除去,得
到接枝初产物.将初产物用丙酮于索氏提取器中抽

提２４h,去除聚丙烯酸甲酯(PMA),得到纯净的接

枝共聚物,将其置于１０５℃烘箱中烘至绝干[８].

１􀆰３　测试与表征

采用 KBr压片法对淀粉、均聚物和接枝淀粉进

行FTＧIR测试,波数范围４０００~５００cm－１,分辨率

４cm－１.

二元接枝淀粉的接枝率(GP)为接枝支链质量

占淀粉质量的百分比,其接枝效率(GE)则为接枝单

体的利用率,按式(１)和式(２)计算[１０].

GP ＝
M１ －M０

M０
×１００％ (１)

GE ＝
M１ －M０

M２
×１００％ (２)

　　式中,M０ 为原淀粉的质量,g;M１ 为接枝淀粉

的总质量,g;M２ 单体在接枝反应中加入的总量,g.
制备８mL质量分数为６％的溶液,用旋转流变

仪测试其流变行为.剪切速率的测量范围为０~
１００s－１,动态为０~１０s－１,间隙为０􀆰５cm,流变仪的

测定温度为２５℃[１２].

１􀆰４　淀粉膜的制备及性能分析

配制质量分数为６％的淀粉及接枝淀粉水溶

液.将溶液倾倒在聚四氟乙烯模具中,在２０℃、相
对湿度６２％的条件下自然风干成膜,剪裁备用.

亲水性测试:将淀粉膜置于接触角仪平台上,于
１０cm 高处滴下３μL去离子水,１０s时进行拍照,测
量接触角.每个样品测３次,取平均值.

机械性能测试:参照 GB/T３９２３􀆰１—２０１３测定

膜的断裂强力和断裂伸长率,膜长为８０mm,宽为

５mm,平均厚度０􀆰４５mm.每组样品测１０样,取平

均值.

１􀆰５　抑菌实验

将实验器材及１５０mL去离子水等置于灭菌器

灭菌,冷至室温.将培养基均匀倒入２４个培养皿.
吸取原菌液１mL稀释５０倍备用.待培养基凝结成

凝胶状时,每个培养皿中加５０μL稀释菌液,用涂菌

棒涂匀.取０􀆰１mL０􀆰１g/m 样品放入对应的培养

皿,用涂菌棒涂匀.放入３７℃培养箱中培养,２４h
后,取出培养皿记录各培养皿菌落数,进行对比[１３].

２　结果与讨论

２􀆰１　FTＧIR分析

图１为玉米淀粉、均聚物与接枝淀粉的 FTＧIR
谱图.由图可见,玉米淀粉在３１２０~３７５２cm－１和

２９２５cm－１处的吸收峰为淀粉—OH 和 C—H 的伸

缩 振 动 吸 收 峰;在 １１５４cm－１、１０７６cm－１ 和

１０２４cm－１处出现了淀粉中葡萄糖环的特征吸收

峰[１４].接 枝 淀 粉 除 了 保 持 淀 粉 特 征 峰,还 在

１７３２cm－１处出现聚丙烯酸甲酯中 C􀪅􀪅O 的特征吸

收峰、１４３４cm－１ 处出现—CH２—的弯曲振动吸收

峰.由于 AA与 MA 的游离共聚物已经除去,C􀪅􀪅
O特征吸收峰应为淀粉分子链上所接枝的丙烯酸甲
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酯.而聚丙烯酸中的—COO－ 基团伸缩振动峰在

１５８４cm－１处也出现在接枝淀粉的红外峰上[１５].这

表明在 HRP的催化下,淀粉与丙烯酸及丙烯酸甲

酯发生了接枝共聚反应.

图１　玉米淀粉(a)、丙烯酸/丙烯酸甲酯接枝淀粉(b)、

聚丙烯酸(c)和聚丙烯酸甲酯(d)的FTＧIR谱图

２􀆰２　反应条件对接枝率的影响

分别对不同反应时间、HRP酶浓度、单体总用

量及单体投料比条件下的接枝实验进行单体总接枝

率及接枝效率测试(反应温度及pH 采用 HRP酶的

最适条件,且控制单一变量时,其他条件均为最优

值),结果见图２—图５.
由图２可知,随着反应时间的延长,总接枝率和

接枝效率呈现出先增后减的趋势,且反应时间为

４h,接枝率和接枝效率均达到最高.在反应初期,
酶促引发体系引发 ACAC产生大量的自由基,接枝

率和接枝效率迅速提高.随着反应时间延长,接枝

共聚和均聚反应在中后期时接枝参数下降,这可能

由于聚丙烯酸与聚丙烯酸甲酯接枝支链因高聚合度

而不稳定脱落.

图２　反应时间对接枝淀粉总接枝率及接枝效率的影响

由图３可见,随着 HRP酶浓度增大,单体总接

枝率和接枝效率逐步增加并于１２U/mL时达到最

大;这是因为 HRP酶浓度的增加能够催化更多的

淀粉分子上羟基自由基与单体进行接枝共聚反应,
接枝率和接枝效率随之增大.但当 HRP酶浓度超

过１２U/mL时,接枝效果开始下降.这是由于酶用

量过大使引发速率过快,加剧了单体间均聚、共聚反

应,这两种反应方式与接枝共聚反应竞争抑制了接

枝共聚反应的进行.

图３　HRP酶浓度对接枝淀粉总接枝率

及接枝效率的影响

由图４可见,随着单体总量的增加,其接枝率和

接枝效率于总单体/淀粉为４∶６时达到最大值.这

是由于单体用量增加提高了单体与淀粉分子上羟基

自由基的反应机率,因而接枝率和接枝效率增大.
而过量的单体会加剧单体间的反应,不利于接枝共

聚反应的进行,使得接枝率和接枝效率略有下降.

图４　单体总用量对接枝淀粉总接枝率

及接枝效率的影响

由图 ５ 可 见,总 接 枝 率 和 接 枝 效 率 均 高 于

２８％,且随着 AA/MA投料比的增加先猛然增加而

后缓慢减少;当 AA/MA投料比为３∶７时,接枝率和

接枝效率达到最大值.这是因为丙烯酸是亲水性单

体,随着丙烯酸的增加,提高了亲水性单体与淀粉分

子上羟基自由基的反应机率,故而接枝率和接枝效

率增大.过量的丙烯酸会加剧均聚反应,倾向于生

成更多的均聚物不利于接枝共聚反应的进行,使接

枝率和接枝效率略有下降.

图５　AA/MA投料比对接枝淀粉总接枝率

及接枝效率的影响
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综上分析,当反应时间４h、HRP酶浓度１２U/mL、
总单体/淀粉比＝４∶６、AA/MA 投料摩尔比为３∶７
时,淀粉接枝丙烯酸及丙烯酸甲酯效果最佳,接枝率

为３９􀆰１６％,接枝效率为３０􀆰２６％,接枝效果明显强

于仅接枝丙烯酸甲酯[８].

２􀆰３　流变性能分析

２􀆰３􀆰１　静态流变性分析

流变仪对其静态流变特性的分析结果见图６
(注:图６—图８中,a为原淀粉,b、c、d分别为总接

枝率为１０％,AA/MA 投料比分别为３∶７、５∶５、７∶３
的二元接枝淀粉).

图６　淀粉溶液表观黏度随剪切速率的变化曲线图

由图可知,随着剪切速率的增大,接枝淀粉溶液

中淀粉分子沿剪切方向的定向排列越整齐,表观黏

度逐渐下降,最终趋于稳定.而淀粉接枝改性后,溶
液的初始表观黏度均有所增大,且丙烯酸投料比越

高,初始表观黏度越大,这是因为接枝改性后淀粉

分子支链增多,分子链缠结,且丙烯酸含量的增加

致使分子链之间的氢键增加,使得初始表观黏度

有所增大.

２􀆰３􀆰２　动态黏弹性分析

改性前后淀粉溶液动态黏弹性中的储能模量

(G′)和损耗模量(G″)变化趋势见图７.
从图可见,支链引入淀粉后,溶液储能模量和损

耗模量均有明显增大且随着AA投料比的增加而增

大,表现出整体的黏弹性增加[１２];储能模量′随角频

率的增加而增加;损耗模量随角频率的增加也逐渐

增大,且随着AA投料比的增加这种趋势略微增加,
这是因为随着剪切作用的进行,被转变的剪切热量

越多,不可逆损耗有所增加.这说明支链的引入使

得接枝淀粉分子三维网状结构缠结点增加,具有更

强的网状结构.且丙烯酸支链的加入增加接枝淀粉

中氢键缔结,使其网状结构更加稳固.支链的引入

提升了产物溶液的黏度与黏弹性,增强了淀粉溶液

的成膜性.

图７　改性前后淀粉溶液动态黏弹性中的

储能模量(a)和损耗模量(b)变化趋势图

２􀆰４　膜的亲水性分析

在单体总接枝率为１０％的条件下,考察 AA/

MA投料比对丙烯酸/丙烯酸甲酯接枝淀粉接触角

的影响,结果见图８.

图８　AA/MA投料比对丙烯酸/丙烯酸甲酯

接枝淀粉接触角的影响

由图可知,二元接枝淀粉膜的接触角范围在

４２􀆰６~９７􀆰１°之间,接触角的变化较为缓和.随着

AA/MA投料比的增加,接枝淀粉的接触角逐渐变

小,表明其亲水性得到了提高,这由于产物侧链中亲

水性单体 AA增加提升了膜的亲水性.

２􀆰５　膜的机械性能分析

为考察单体对接枝淀粉性能的影响,测试单体

总接枝率１０％,不同投料比下接枝淀粉膜的断裂强

度和断裂伸长率,结果见表１.
由表１可知.经过接枝后,二元接枝淀粉成膜

性良好,且机械性能有较好地改善,均优于原淀粉.
随着 AA/MA投料比的增加,淀粉膜断裂强度增加

而断裂伸长率降低.这主要是由于聚丙烯酸甲酯是

柔性高分子,且聚丙烯酸含有大量羧基与淀粉形成

氢键,因而当支链中丙烯酸增加时,其分子间作用
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　　　　　　　表１　淀粉膜的拉伸强度和断裂伸长率

　样品名称 拉伸强度/MPa 断裂伸长率/％

原淀粉 ２８􀆰２９ １􀆰２３

接枝淀粉(１∶９) ３０􀆰１２ ４􀆰１２

接枝淀粉(３∶７) ３０􀆰８５ ３􀆰７５

接枝淀粉(５∶５) ３１􀆰９２ ３􀆰１１

接枝淀粉(７∶３) ３０􀆰９１ ２􀆰８０

接枝淀粉(９∶１) ３１􀆰０７ ２􀆰７４

　　注:表中比值为接枝淀粉中 AA/MA的投料比.

力较强.但改性膜的柔韧性及抗拉强度均得到显

著提高.

２􀆰６　接枝淀粉的抑菌作用

丙烯酸/丙烯酸甲酯接枝淀粉的抑菌性见表２.
由表２可知,二元接枝淀粉对大肠杆菌有一定的抑

制效果,并随着 AA/MA 投料比的增加,二元接枝

物的抑菌效果更加明显[１３],主要原因可能是支链中

聚丙烯酸及丙烯酸甲酯的结构主要是 C—C键,其
难以被大肠杆菌所利用,且丙烯酸中和后含有较多

的 Na＋ ,亦不利于细菌生长.因此,接枝产物具有

一定的抑菌性.
表２　丙烯酸/丙烯酸甲酯接枝淀粉的抑菌性

测试样品

(AA/MA投料比)

直径９cm 培养基中菌落数

１ ２ ３ ４ 平均值

０∶０ １５０ １４２ １３７ １５４ １４６

１∶９ １０５ ９８ １１１ １０２ １０４

３∶７ ９８ ９１ １０４ １０１ ９９

５∶５ ８６ ８３ ８１ ７９ ８２

７∶３ ８３ ７９ ７５ ８５ ８１

９∶１ ７４ ７８ ７５ ７７ ７６

３　结语

经实验分析可知,利用 HRP酶催化体系可以

催化淀粉同时接枝丙烯酸及丙烯酸甲酯,其较优反

应条件为:当反应时间４h、HRP酶浓度１２U/mL、
总单体/淀粉比＝４∶６、AA/MA 投料摩尔比为３∶７
时,淀粉接枝丙烯酸及丙烯酸甲酯效果最佳,接枝率

为３９􀆰１６％,接枝效率为３０􀆰２６％.经过酶促改性后

的淀粉溶液黏度与黏弹性增大;且随着丙烯酸投料

比的增加,接枝淀粉的亲水性与断裂强度均提高,而
断裂伸长率降低;接枝产物有一定的抑菌性,利于材

料的长期储存.该材料在食品、医疗、土木建筑和纺

织等领域应用前景良好.
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