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摘要：为了探索一种反应条件温和、方法简单的食品熏蒸剂环氧乙烷制备方法，采用甲基弯菌 ＩＭＶ３０１１

（ＭｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＩＭＶ３０１１）细胞作为生物催化剂，催化乙烯的环氧化反应生成环氧乙烷，确定了反应条

件。结果表明：反应器中气相的组成为氧气 ５０％、乙烯 ２０％、氮气 ３０％（体积分数），３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡反应 ８ｈ，

采用固定化形式催化剂，环氧乙烷生成量为 ３４μｍｏｌ／ｍｇ，利用甲烷培养对其循环再生，再生 ８次催化剂中甲烷单加

氧酶（ＭＭＯ）活力仍保留 ８９％，环氧乙烷物质的量为 ３４ｎｍｏｌ。
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　　引言

环氧乙烷可用作熏蒸剂使用
［１］
，环氧乙烷熏蒸

无气体残留且不对金属产生腐蚀，可杀灭内孢子类

细菌和大多数真菌
［２］
，现在被广泛用于不能进行高

温处理的食品灭菌
［３］
。



目前，环氧乙烷的制备采用过渡金属或纳米金

为催化剂将乙烯直接氧化，为了将乙烯和环氧乙烷

的易燃性降到最低，制备过程中需要控制原料乙烯

的浓度以及充入甲烷、氩气、氮气等惰性气体，这导

致产物不易分离
［４］
。此外，由于反应温度高达

２００℃以上，乙烯易被彻底氧化生成二氧化碳，会对
环境造成危害，而且原料乙烯向二氧化碳的转化也

会造成经济损失
［５］
。生物催化剂参与的反应条件

温和、专一性强、方法简单
［６］
，为解决化学催化法制

备环氧乙烷产生的问题提供了一种新思路。

甲烷单加氧酶（ＭＭＯ）是甲烷氧化菌代谢途径
中最重要的一种酶，可以催化烯烃环氧化，且具有较

高的产物专一性和光学立体选择性
［７－８］

。由于纯

ＭＭＯ酶稳定性差、催化反应时还需要辅酶参与，因
此，甲烷氧化菌细胞能更好、更有效地催化烯烃的环

氧化反应。以前的研究工作一般以催化丙烯环氧化

反应为主
［９－１７］

，同时借助固定化、半连续化、连续化

等手段，确定其在实际生产上应用的可能性。然而，

未见利用生物催化剂催化乙烯环氧化制备环氧乙烷

的研究报道。不过，生物催化剂催化乙烯环氧化与

催化丙烯环氧化具有相同的化学机制。为此，在课

题组前期研究的基础上，本文以甲基弯菌 ＩＭＶ３０１１
（ＭｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＩＭＶ３０１１）细胞为生物催
化剂，催化乙烯环氧化制备环氧乙烷，探索生物法制

备环氧乙烷的新途径。

１　制备原理

利用乙烯的环氧化反应生成环氧乙烷。在

ＭＭＯ的催化下，氧原子插入至乙烯的 Ｃ Ｃ双键
中，生成环氧乙烷，此反应消耗辅酶 ＮＡＤＨ，为反应
提供能量。乙烯的环氧化反应如图１所示。

图 １　生物法制备环氧乙烷的原理

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｂｉｏｃａｔａｌｙｔｉｃｍｅｔｈｏｄｆｏｒ

ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｅｐｏｘｙｅｔｈａｎｅ
　

２　材料与方法

２１　材料与仪器
甲基弯菌 ＩＭＶ３０１１（Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ

ＩＭＶ３０１１）由俄罗斯科学院催化研究所提供；发酵
培养基采用 ＮＭＳ培养基，按文献［１８］配制。

甲烷、乙烯、丙烯气体（纯度 ９９９９％，哈尔滨卿
华气 体 有 限 公 司）；环 氧 乙 烷 标 样 （色 谱 纯，

ＡｃｃｕＳｔａｎｄａｒｄ公司）；４０目活性炭，哈尔滨天赐活性
炭有限公司；实验所用试剂均为分析纯。

ＬＤＺＸ ５０ＫＢ型立式压力蒸汽灭菌锅，上海申
安医疗器械公司；恒温振荡器，哈尔滨东联电子技术

开发公司；ＧＣ７８９０型气相色谱仪，上海天美有限公
司。

２２　生物催化剂的制备
２２１　游离形式

将１００ｍＬ的 ＮＭＳ液体培养基置于 ２５０ｍＬ三
角瓶中，灭菌冷却后接入甲基弯菌 ＩＭＶ３０１１，接种
量为１０％（体积分数），密封后抽真空，置换甲烷与
空气的混合气体（体积比例 １∶１），间隔 ２４ｈ换一次
气。３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养 ９６ｈ后，８０００ｒ离心
１５ｍｉｎ收集细胞。用 ４℃、２０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值 ７０的
磷酸盐缓冲液（含 ５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２）洗涤 ２次，再悬
浮于同样的缓冲液中，４℃贮存备用。
２２２　固定化形式

采用 １ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液浸泡活性炭颗粒，于
５０℃搅拌１ｈ，取出后再用去离子水反复洗涤，直至
洗液的 ｐＨ值为７０，加热干燥备用。

将活性炭置于活性炭甲基弯菌 ＩＭＶ３０１１细胞
悬液中，二者的体积比例为 １∶１０，室温（２０℃）下间
歇搅拌２０ｈ，滤出活性炭，用 ４℃、２０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值
７０的磷酸盐缓冲液（含 ５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２）洗涤 ２
次，自然晾干得到固定化形式的生物催化剂。

２３　环氧乙烷的制备

乙烯的环氧化反应在密封的反应器中进行

（图２），用２５０ｍＬ磷酸盐缓冲液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值
７０，含５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２）将一定量的生物催化剂（固
定化形式５ｇ，吸附的干重细胞共１２５ｍｇ；游离形式
１２５ｍＬ，其干重细胞为１２５ｍｇ）悬浮于３Ｌ反应器
中，反应器密封后抽真空，置换一定比例的乙烯与氧

气的混合气体，３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡反应，反应一段
时间取样，测定样品中环氧乙烷的含量。

图 ２　乙烯环氧化的反应器示意图

Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｌａｂｓｃａｌｅ

ｅｔｈｙｌｅｎｅｅｐｏｘｉｄｉｚｉｎｇｒｅａｃｔｏｒ
　
２４　生物催化剂循环再生

环氧化反应结束，将生物催化剂取出（固定化
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形式采用滤出；游离形式采用离心），加入１００ｍＬ的
ＮＭＳ液体培养基置于 ２５０ｍＬ三角瓶中，抽真空后
置换甲烷与空气的混合气体（体积比例 １∶１），３０℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ振荡８ｈ，进行再生。再生后的催化剂重
新制备环氧乙烷，反应结束后再生，如此循环。

２５　测定指标与方法

２５１　环氧乙烷含量
采用气相色谱法。测定条件为：ＳＥ ５４型毛细

管柱（Φ０２３ｍｍ×３０ｍ），ＦＩＤ检测器，载气（氮气）
流速为 ７５ｍＬ／ｍｉｎ，检测器、进样室、色谱柱的温度
分别为１８０、１８０、６０℃，进样量为１μＬ。
２５２　催化剂活力

催化剂活力即 ＭＭＯ活力，ＭＭＯ活力用每
１ｍｇ干重细胞、每 １ｍｉｎ催化丙烯环氧化产生的环
氧丙烷物质的量表示。将 １ｍＬ细胞悬液置于
１０ｍＬ密封的玻璃瓶中，抽真空后充入丙烯和氧气
（体积比例 １∶１），３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床振荡 ３０ｍｉｎ
后，８０００ｒ离心 １５ｍｉｎ，迅速冷却至 ４℃，进样量
１μＬ进行气相色谱分析，分析条件同２５１节。
２６　数据处理

所有实验重复３次，结果取平均值，数据处理和
分析采用 ＳＰＳＳ１３０软件，统计显著性 Ｐ＜００５。

３　结果与分析

３１　时间对环氧乙烷生成量的影响
采用游离形式和固定化形式的催化剂制备环氧

乙烷，环氧乙烷的生成量与时间的关系如图３所示。

图 ３　环氧乙烷生成量随时间的变化

Ｆｉｇ．３　Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｅｐｏｘｙｅｔｈａｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ
　

反应初期（０～４５ｈ）环氧乙烷生成量不断增
加，采用游离形式催化剂时环氧乙烷生成量大于

固定化形式；４５～６ｈ采用 ２种形式催化剂时环
氧乙烷生成量接近；６～９ｈ采用游离形式催化剂
时环氧乙烷生成量不再增加，采用固定化形式催

化剂时环氧乙烷生成量继续增加直至 ９ｈ达到稳
定。

游离形式催化剂直接与反应器液相中的乙烯接

触，反应初期（０～４５ｈ）环氧乙烷生成量大，可能是

由于辅酶 ＮＡＤＨ的耗尽和产物的抑制作用［１９］
，导致

６ｈ后环氧乙烷生成量不再增加；反应器液相中的乙
烯先扩散至固定化催化剂周围的液膜，再扩散至固

定化形式催化剂上的细胞表面
［２０］
，因此，反应初期

（０～４５ｈ）环氧乙烷生成量小于采用游离形式催化
剂，固定化催化剂以活性炭为载体，活性炭对非极性

的乙烯有良好的吸附作用
［２１］
，使得活性炭吸附的细

胞周围微环境中聚集乙烯气体，因而 ４５ｈ后环氧
乙烷生成量继续增加。

从图 ３可以看出，采用游离形式和固定化形式
催化剂制备环氧乙烷，适宜反应时间分别为６ｈ和８ｈ，
环氧乙烷生成量分别为２３μｍｏｌ／ｍｇ和２７μｍｏｌ／ｍｇ。
３２　乙烯初始体积分数对环氧乙烷生成量的影响

为研究乙烯初始体积分数对环氧乙烷生成量的

影响，环氧乙烷反应器中充入的气体成分为氧气、乙

烯、氮气，其中氧气体积分数 ５０％，通过氮气调整乙
烯的初始体积分数为０～３０％，反应８ｈ后测定样品
中的环氧乙烷生成量，结果如图４所示。

图 ４　乙烯体积分数对环氧乙烷生成量的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｔｈｙｌｅｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｏｆｅｐｏｘｙｅｔｈａｎｅ
　
环氧乙烷生成量与乙烯在液相的溶解度有关，

乙烯初始体积分数增加，产生的环氧乙烷量也增加，

当液相中溶解的乙烯达到饱和，气相中乙烯的体积

分数增加，环氧乙烷生成量也不会增加。由于活性

炭对非极性气体乙烯有良好的吸附能力
［２１］
，且气体

易扩散至细胞周围的微环境中，因此，固定化形式催

化剂所在的液相能聚集更多的乙烯。

从图４可以看出，制备环氧乙烷，采用游离形式
和固定化催化剂，乙烯适宜的初始体积分数为２０％，环

氧乙烷生成量为２９μｍｏｌ／ｍｇ和３４μｍｏｌ／ｍｇ。
３３　生物催化剂的再生

提供还原能量的辅酶 ＮＡＤＨ再生可以推动乙
烯环氧化反应的持续进行

［２２］
。直接加入外源物质

可以再生辅酶 ＮＡＤＨ。向反应器中加入甲烷（氧气
５０％、乙烯 ２０％、甲烷 １０％、氮气 ２０％）、３ｍｍｏｌ／Ｌ
甲醇、２０ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸钠，２种形式催化剂的 ＭＭＯ
活力如表１所示。
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　 表 １　辅因子对生物催化剂 ＭＭＯ活力的影响

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｏｆａｃｔｏｒｓｏｎＭＭＯａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｒｅｅａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｂｉｏｃａｔａｌｙｓｔｓ ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ）

催化剂形式 空白 甲烷 甲醇 甲酸钠

游离形式　 ３８０±０２０ａ ５２０±０２６ｂ ６２３±０４０ｂ ２４３３±０７１ｃ

固定化形式 ２９７±０３１ａ ３２７±０３２ａ ４４０±０３０ｂ １７２３±０５５ｃ

　　注：不同字母表示差异显著。

　　不同的辅因子与酶的亲和能力不同，导致再生
辅酶的能力不同

［２３］
。甲烷、甲醇和甲酸钠的加入提

高了游离形式催化剂的 ＭＭＯ活力，分别为空白组
的１４倍、１６倍、６４倍。

甲醇和甲酸钠的水溶性好，能克服活性炭所产

生的传质限制，固定化形式催化剂的 ＭＭＯ活力分
别为空白组的１５倍和５８倍。物理吸附的吸附力
主要是范德华力，气体的相对分子量越大，则范德华

力越大，吸附能力越强，反应器中活性炭对乙烯的吸

附力大于甲烷，因此，甲烷对固定化形式催化剂的再

生效果不明显。

外源物质的一次性加入不能满足日后连续化工

业生产的需要。因此，循环再生是有益的尝试。每

次循环再生后生物催化剂的 ＭＭＯ活力结果如图 ５
所示。

图 ５　循环再生催化剂的 ＭＭＯ活力保留率

Ｆｉｇ．５　ＰｅｒｃｅｎｔｏｆｉｎｉｔｉａｌＭＭＯａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｔａｉｎｅｄｏｆｆｒｅｅ

ａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｂｉｏｃａｔａｌｙｓｔｓｉｎｒｅｐｅａｔｅｄｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
　
ＭＭＯ在再生的过程中产生辅酶 ＮＡＤＨ，为制备

环氧乙烷提供了还原能量，由于其自身的不稳定性，

游离形式催化剂循环再生 ４次后其 ＭＭＯ活力不断
降低，循环再生到第８次，其活力基本为零。

对固定化形式催化剂的再生，由于其上吸附不

牢固的细胞部分脱落
［１０］
，导致前 ２次再生 ＭＭＯ活

力下降，但下降程度较小，之后的循环再生 ＭＭＯ活
力基本不变，再生８次后 ＭＭＯ活力仍保留 ８９％，这
体现了再生处理的作用以及固定化形式催化剂良好

的操作稳定性。

ＣＨＥＮ等［１１］
采用硅酸钠溶胶包埋甲基单胞菌

ＧＹＪ３催化丙烯环氧化反应，２５批次再生 催化实验

中，ＭＭＯ的活力基本不变，而游离细胞在第 ４次再
生 催化实验中，ＭＭＯ活力保留率小于 ３０％；
ＫＯＶＡＬＥＮＫＯ等［１０］

研究了甲基弯菌 ＩＭＶ３０１１游离

细胞催化丙烯环氧化反应的操作稳定性，结果表明连

续催化７次后ＭＭＯ的酶活力接近初始酶活力的１０％。
３４　不同形式催化剂对环氧乙烷生成量的影响

甲烷氧化菌细胞作为催化剂制备环氧乙烷，其

参与反应有２种形式：游离形式、固定化形式。按照
２３节的方法，反应器中气相的组成为氧气 ５０％、乙
烯２０％、氮气３０％，采用游离形式和固定化催化剂，
循环再生 ８次后，环氧乙烷物质的量为 ２２ｎｍｏｌ和
３４ｎｍｏｌ。

图６反映了环氧乙烷对不同形式生物催化剂的
产物抑制作用。

图 ６　环氧乙烷对 ＭＭＯ活力的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｅｐｏｘｙｅｔｈａｎｅｏｎＭＭＯａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｆｒｅｅａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｂｉｏｃａｔａｌｙｓｔｓ
　
１０ｎｍｏｌ／Ｌ环氧乙烷直接作用游离形式和固定

化形式催化剂 １２０ｍｉｎ，ＭＭＯ活力保留率分别为
２％、６７％，可以看出，环氧乙烷对 ＭＭＯ活力有抑制
作用。之前的研究证明：环氧丙烷对 ＭＭＯ活力有
抑制作用，它可以结合 ＭＭＯ的催化位点，特别是
ＭＭＯＨ［２４］。环氧乙烷与环氧丙烷的结构相似，环氧
乙烷环状结构中氧的拉伸使碳原子更具有亲电性，

更易与 ＭＭＯ活性部位中的亲核氨基酸残基结合，
这可能是环氧乙烷对 ＭＭＯ活力有抑制作用的原
因。

固定化形式催化剂的载体活性炭对环氧乙烷的

吸附能力较弱，环氧乙烷可以远离固定化细胞周围

的微环境，能降低环氧乙烷对细胞 ＭＭＯ活力的抑
制作用，同时结合环氧乙烷生成量，确定制备环氧乙

烷的生物催化剂采用固定化形式。

４　结论

以 ＭｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＩＭＶ３０１１细胞为
生物催化剂，催化乙烯环氧化反应制备环氧乙烷。

（１）反应条件为：反应器中气相的组成为氧气
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５０％、乙烯２０％、氮气 ３０％，３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡反
应８ｈ，采用游离形式和固定化形式催化剂，环氧乙
烷生成量分别为２９μｍｏｌ／ｍｇ和３４μｍｏｌ／ｍｇ。

（２）生物催化剂的 ＭＭＯ活力需要再生，可采用
甲烷培养实现循环再生，固定化形式催化剂再生

８次 ＭＭＯ活力仍保留 ８９％，环氧乙烷物质的量为
３４ｎｍｏｌ。

（３）生物催化剂采用固定化形式，以活性炭为

载体，通过对乙烯的吸附作用提高细胞周围的底物

浓度，再生后可以持续催化环氧化反应，细胞的

ＭＭＯ活力稳定，具有良好的操作稳定性，不易吸附
环氧乙烷，使环氧乙烷远离细胞进而降低产物对细

胞活性的抑制作用。与传统的化学催化方法相比，

本方法在常温常压下进行且反应条件温和，一步生

成环氧乙烷，反应工序少，副产物仅有水，无污染，腐

蚀性小，具有工业上实际应用的潜力。
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