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摘要 匀浆状甘蔗渣纤维素用 N a o H 活化后
,

顺次经过高碘酸钠
、

尿京
、

甲醛处理
,

成

为高反应性固定化酶载体
,

可用于木瓜蛋白酶的固定化
.

其酶蛋白的结合量与甲 醛处理

时间
、

酶固定时间
,

溶液酶浓度等有关
.

甲醛处理最适时间为 1 ` h
,

酶固定 s h 后
,

载

体结合酶量趋向稳定 ; 榕液酶最佳浓度范围为 1 ~ 2
.

o m盯而粗酶
.

固定化酶活力回收达

3 4
.

5 %
,

半衰期 35 天
。

固定化酶和溶液酶的 K。

值 (底物酪蛋白
,

w 八
,

% )分别为 0
.

12 %

和 。
.

26 %
, 固定化酶和格液酶的最适州 分别为 PH S

.

O和 PH S
.

5 , 二者的最适温度均为

60 一 7 o 0C
.

固定化酶和溶液醉一样有底物抑制现象 , 固定化酶在 6 “ l/ L琴中处理 6
_

h 活

力趋向稳定
,

其活力为原有活力的 46
.

7 %
.

用固定化酶处理啤酒
.

啤酒浊度下降了 2 ~

9
.

2 5 倍
,

蛋白质含童下降了 78
.

8%
,

冷藏 120 天
,

处理啤酒无冷混浊现象发生
,

同时啤

酒原有风味和其它理化指标保持不变
.
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今

纤维素是最早用于蛋白质固定化的载体
,

1 9 4 9年珑比 ee l 和 E we sr 就曾用轻基纤维素

迭氮衍生物固定了明胶和球蛋白
。

纤维素具有亲水
、

活性侧链基团较多
、

机械强度较好
,

结

构疏松等性状
,

又有价格便宜易得等优点
,

可用于许多类型的固定床
、

流动床中
.

经处理

的纤维素是固定化酶的良好载体
.

纤维素作为酶的载体
,

适应于酶的各种固定化方法
,

因

而被广泛地应用于酶的固定化
。

其中使用最早
、

报告最多的是共价键结合法
。

纤维素经各

种处理后产生的活性基团
,

可与酶分子中的氨基
、

狡基
、

酚基
、

琉基
、

咪哇基
、

叫噪基起

反应
,

而将酶固定于载体上
。

1 9 7 0 年 cr oo k 等 st1 将纤维素依次用高碘酸
、

脉和甲醛溶液处理
,

形成高反应性的纤维素

衍生物
,

在 PH Z~ 10 范围内能与酶的侧链基团形成牢固的共价键结合
。

并用此法固定了 ,

胰提乳蛋白酶
、

胃蛋白酶
、

卵类粘蛋白
.

用纤维素固定木瓜蛋白酶也有报告
,

eP恤等 .1[ 用对氮基苯纤维素衍生物
,

共价固定木

瓜蛋白醉达到良好效果
,

固定化酶最适 PH 6
.

8~ 7
.

5
,

表观凡 (K r ) 为 1
.

2~ 1
.

6火 10
一 2

m ol L/
,

比溶液酶的 K
。 “

.

2 x l少
’ m ol L/ ) 小

。

用纤维素为载体
,

采用其它方法固定木瓜蛋

白酶的也有报告
,

如 取nn dy 等 .t] 用 zn 卜将木瓜蛋白酶鳌合于以 1
,

3一二氨基重氮苯和

iT o :
处理的纤维素载体上

,

抑制了酶活性中心基团与载体结合
,

从而提高了固定化酶的活

力
.

但用处理甘蔗渣纤维素固定木瓜蛋白酶的尚未见报告
.

甘蔗渣纤维素是甘蔗榨取蔗糖后残渣制得的
,

资源丰富
.

我国上海生物化学所1tt 用甘蔗

渣纤维素固定了 5, 一磷酸二脂酶
,

并已投入生产
.

本实验以甘蔗渣纤维素为载体
,

甲醛为

交联剂
,

对木瓜蛋白酶固定化技术进行了研究
.

1 9 9 1一 0 1一 02 收稿
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1 材料与方法

1
.

1 材料与主要试剂

甘蔗渣纤维素由广东江门甘蔗化工厂提供
.

木瓜蛋白酶粗酶制品 由本室制备
,

酶活力为 60 万 。gT y r
s/ 粗酶单位 lj[

.

考马氏亮蓝 G 一 2 50 为瑞士进口
,

牛血清蛋白为进 口分装
,

酷蛋白为进口分装
,

其它试

剂均为分析纯
.

鲜啤酒 (未经过滤 )由广东惠阳啤酒厂提供
.

1
.

2 方法

1
.

2
,

1 溶液畴配制 称取一定盘木瓜蛋白酶粗制品
,

溶于一定量 禅 7
.

2
,

0
.

1 m ol L/ 磷酸缓

冲液中
,

过滤为溶液酶
,

其蛋白质浓度为 0
.

38 m刁 m l ,

里冰箱保存备用
.

1
.

2
.

2 固定化畴制备

口

载体活化
:

称取 60 9 甘蔗渣纤维素
,

匀浆
,

抽撼干
,

浸于 50 0 m l 0
.

6 % N a 0 H 溶液中
,

85 ℃以上处理 30
n d n
后

,

用蒸馏水洗涤
,

抽干
,

即得碱化型纤维素
.

载体处理
:

( l) 高碘酸钠处理 将碱化型纤维素悬于 N aI O .

溶液中
,

室温下搅拌一定时

间
,

用蒸馏水反复洗涤
,

抽滤干
,

即得氧化型纤维素
.

(2 ) 脉处理 将上述氧化型纤维素

悬于 I L 尿素溶液中
,

搅拌
、

产物用水反复洗涤
,

除去过量尿素
,

抽干
,

即得纤维素衍生物
.

产品可在 4℃湿润状态下无限期保存而无变化
。

( 3) 甲醛处理 上述产物于 12 %的甲醛溶

液中搅拌处理 14 h 后
,

用蒸馏水洗涤除去过量的甲醛
,

即得酶固定化载体
.

载体处理反应如图 i

口

C H : O H O王
.
O H

.

一
产一气尸。 一 N a , 0 .

~
一 0 -

义匕户 一
纤维 , 一 。

火犷丫
-

O H C C HO

C H: O H

竺墅终` 纤维 ,

一蛇-丫
。

-

一H
一

N O C N = C C二 N C 0 r们旺
山

C H: O H

纤维素

一灯沙
卜

O H C H N O( 了N二 C C = N C O N H C H O

图 1 纤维家载体处理反应

加酶固定
:

上步所得载体抽干后
,

加入溶液酶
,

固定 18 h 后
,

用 .0 1 m ol L/ 声 7
,

2 磷

酸缓冲液
、

蒸馏水先后漂洗至洗脱液在 28 0 n m 波长处无光吸收
。

抽千
,

即为甘蔗渣纤维素

固定化木瓜蛋白酶
.

4℃ 下干燥密封保存
.

1
.

2
.

3 畴活 力浏定 依 W
e e at ll 和 M as

o n
的方法 [ , ]

。

溶液酶活力浏定
:

0
.

1 耐 酶液加入 0
.

9 ml 激活剂 (0
.

1 m ol / L , p H 7
.

2 磷酸缓冲液内含
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20 ~
ol / L Cy

s
及 1 ~

ol / L E D AT
,

现备现用
,

下同 )
,

于 3 7℃水浴中保温恒定后
,

加入同

样保温的 1 %酷蛋白溶液 (0
.

1 m ol / L ,

PH 7
.

2磷酸缓冲液配制
,

4℃下可保存 1个月 ) 1 而
,

37 ℃下准确反应 10 而
n
后

,

立即加入 3 而三叙乙酸 (T c A ) 溶液 (内含 0
.

n m of / L T c A ,

.0 22 m ol L/ N a

cA
,

0
.

33 m of L/ H A 。 ) 终止反应
.

对照先加 T c A 溶液后加酪蛋白溶液
,

其余

同测定管
。

静置 3 0 m妞 后
,

过滤 (或离心 5 0 0 0 r /而
n , 1 0 m i n )

,

滤液于 2 75 n m 波长下测

定光吸收值
。

在上述条件下
,

每克粗酶每增加一个光吸收单位定义

公沙.、口

,-刁̀.3,ù卜

丝18

八次)娜回只奥

为一个酶活力单位 ( U s/ 粗酶 )
。

固定化酶活力测定
:

取 0
.

1 9 固定化酶加入 1而 激活

剂
。

其余同溶液酶活力测定
。

在上述条件下
,

每克载体每增加 1 个光吸收单位定义

为 1个酶活力单位 ( u龙载体 )
.

1
.

.2 4 蛋白质含黄浏定 按考马氏亮兰 G 一 2 50 法闭
.

试验结果

酶的固定化条件研究

赢
, “

娜

2
.

1
.

1 溶液畴浓度对固定化作用的影响 以不同的酶浓 图 2 醉浓度对固定化效果的影响

度进行固定化
,

测定各处理的固定化酶活力
,

结果如图 2
。

(酶蛋白的含量 .0 38 m s/ 时 )

从图 2 中可见
,

一方面随着溶液酶浓度的增加
,

载体结合
`

一 酶活力单位 一 酶活力回收

酶量越多
.

固定化酶活力越高
,

当溶液酶浓度增加到 2 m s /耐 时
,

其载体连接臂基本被酶饱

和
,

结合酶量趋向饱和
,

固定化酶活力达到最高和趋向稳定
,
另一方面随着溶液酶浓度增

加
,

固定化酶活力回收 (见下文 ) 下降
,

从而造成溶液酶的浪费
。

综合两方面的因素
,

溶

液酶浓度为 1
.

。~ 2
.

0 m g /耐 (即 0
.

38 ~ 1
.

2 nI g 蛋白 /而 ) 酶的固定化效果较好
。

城

ō
么.2L

ǎ耸拼的\匀é只眨越

2
.

.1 2 甲醛交联时间对固定化作 用的影响 用同一甲醛

浓度分别交联 4
,

8
,

12
,

16 h 后
,

测定不同交联时间的固

定化酶活力
,

结果如图 3
。

从图 3 可见
,

载体交联 14 h 后
,

固定化酶活力最高
,

随后反而下降
.

这可能是随着时间延

长
,

甲醛 自身缔合
,

影响了与载体的交联
.

但交联 4 h 后 ,

固定化酶活力基本趋向稳定
,

接近 i 4 h 的固定: 一果
,

因

此
,

为节省时间
,

提高效率
,

采用交联 4~ s h ,

可达到较

好的效果
。

2
.

1
.

3 固定时问对固定化作用的影响 取一定浓度 (蛋白

含量为 0
.

3 8 m s /耐 ) 的溶液酶
,

分别固定 4
,

8
,

1 2
,

1 6
,

2 0

h 后
,

测定各自的固定化酶活力
,

结果如图 4
。

从图 4 可见
,

随着固定时间的延长
,

载体结合酶量相应增加
,

固定化醛

活力也增加
,

直到载体连接臂被酶饱和
,

固定化酶活力趋

向最大
,

此时的固定时间为 1 8 h
.

8
.

12 16

时间 ( h )

图 3 甲醛文联时间对固定化

效果的影响

(醛蛋白含量 0
.

3 8 m g /而 )

令

.2 2 固定化效果测定

综上所述
,

处理载体用 1 ~ 2 m g /而 酶浓度
,

12 % 甲醛交联 4~ s h 后
,

固定 18 h 等条

件下
,

可获得较好的固定化效果
,

从下列各式计算闺结果
,

可以看出固定化酶活力及其活力



华 甫 农 业 大 学 学 报 第 1a 卷
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l山月,产.峪

,

回收都较高
.

2
.

2
.

1 峰活力 溶液醉活力为 2 9 8
.

6 U / ` 粗醉 (蛋白

质含 t 0
.

38 m s /刘 )
,

每克载体盆用 29
.

86 U 溶液醉
,

即 2 9
.

8 6 u s/ 载体
.

固定化醉活力为 1 0
.

3 U / g 载休
。

2
.

2
.

2 固定化阵活力 回收 (写 ) (固定化酶总活力

璐 液 酶 总 活 力 ) X 1 0 0
,

即 1 0
.

3 / 2 9
.

8 6 X 10 0 “

3 4
.

5 %
.

2
.

2
.

3 因定化畴相对活力 ( % ) 【固定化酶总活力

/ (溶液酶总活力一残留酶总活力 )〕x 1 OO) 〕
,

即【1 0
.

3/

( 2 9
.

8 6一 1 2
.

0 9 ) ] X 1 0 0 ~ 5 7
.

9 %
。

2
.

2
.

4 未偶联峰 t ( % ) (残留醉总活力 /溶液醉

总活力 ) X 1 0 0
,

即 ( 1 2
.

0 9 / 2 9
.

8 6 ) X 1 0 0 = 4 0
.

5 %
。

2
,

3 固定化酶酶学性质研究

2
.

3
.

1 固定化畴的 K , 位 分别 以 0
.

2%
,

0
.

4肠
,

0
.

6拓
,

0
.

8 %
,

1
.

0 %酪蛋白 ( w八 ) 为底物 .t1 洲定固

定化醉和溶液醉活力
,

再用双侧数作图法
,

求出它们

的 K护
,

.K 值
.

结果如图 5
。

从图 5 中可得 K r 为

0
.

挂%
,

-K 为 0
.

26 %
,

K , 比` 小了 2倍多
,

说明固

定化醉对底物 (璐蛋白》 的亲和力增加了
.

2
.

3
.

2 固定化阵的 录过 p H 分别以 p H 6
.

0
,

6
.

5
,

7
.

0
,

8
.

。 ,
8

.

5
,

9
.

。的激活剂和相应声条件下的 1 %

酷蛋白为底物
,

侧定溶液醉和固定化醉在各 PH 的醉

活力
,

结果如图 6
,

从图 6 中可见
,

溶液醉和固定化醉

的最适 PH 分别为 8
.

6和 8
.

0
。

溶液酶的最适 p H 略高

干固定化醉的
。

2
.

3
.

3 回定化阵的盈这滋度 取一定 t 固定化醉和

溶液醉分别侧定在 1 0
,

2 5
,

3 5
,

4 5
,

6 0
,

7 0
,

8 5℃ T

的醉活力
,

结果如图 7
。

从图 7 中可见
,

溶液醉和固定

化醉的最适沮度均在 60 ~ 70 ℃间
.

2
.

3
.

4 固定化畴的底物效应 分别以 1%
,

2%
,

3 %
,

4 %
,

5 % 的酷蛋白为底物
,

侧定固定化醉和溶液醉的

活力
,

结果如图 8
。

如图所示
,

在一定底物范围内
,

固

定化醉和溶液醉括力均随底物浓度的增加而增加
,

当

底物浓度为 2纬时醉活力均达最高 ,超过 2
.

0%时
,

酶

活力反而下降
,

即产生了底物抑制现象
。

2
.

3
.

5 固定化峰对蛋 白质丈性 荆一屏的效应 取一

定 t 固定化醉 (活力为 10
.

“ U沁载体 )径泡于琳溶液

(6 m of L/
,

以 0
.

1 11协 I/ L PH 7
.

2碑酸级冲液配创 ) 中
,

6 h 后取出固定化醉
,

洗净
,

洲定其刹余活力为 4
.

97

U / 8载体
,

固定化醉活力尚存 4 6
.

7 %
,

说明固定化醉

8 1 2 16 2 0

时间 ( h )

固定时间对固定化效果的影响

(醉蛋白含 t 0
.

3 8 。 名/耐 )

! 0

, /v ,

砂

一 50 0 一 30 0 一 1 00 1的 20 0 3 00月0 0 500
1 / t[ 〕

图 5 固定化阵的 k梦 和溶液礴

的 .K 位 (璐蛋白
,

w vl
,

% )

。

一
。

固定化醉
。

一
。

溶液碑

(固定化醉活力 10 U Z` 软体
,

接液璐活力 2
.

98 U l’ 阵 )

创 伪

卜
户 J

O
O

:::…
· ’

}
’

`

’

:礁 7
.

0 忿
.

0 9
.

0

PH 位

田 6 固定化碑和溶液醉的最适 PH
·

一
。

圈定化碑 一
。

溶液璐

(璐活力均周图 5)
刁
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勺

对蛋白质变性剂抵抗能力强
.

2
.

3
.

6 固定化晦丰衷期 浏定 取 2 9 固定化酶 (活力为

1 7
.

6 3 u / ` 载体 〔E ] )
,

激活 1 5

痴
,

装柱 ( i
,

0 mC X Z o 。
.

: 。。

。 )
,

以 1 %酪蛋白溶液为底物
,

上行
,

恒温 ( 20 ℃ )
,

恒流

( 1 2 耐 / h )
,

连续反应 1 5夭 ( t ) 后
,

酶活力为 1 3
·

1 2 U / s 载 姿
。

’

6。。

体 (鸟 )
,

按下式计算
:

吕。
.

400

t : , :

一 0
.

6 9 3 / ( 2
.

3 0 3 / t 10 9 【鸟 ] / [ E〕) [,〕

半衰期为 35 天
. ”

·

幼“

2
.

4 固定化酶在啤酒生产上应用

本实验在广东惠阳啤酒厂进行
,

10 9 固定化酶 (活力 _
2 0 40 6 0 8 0 ℃

固定化酶和溶液酶的最适温度
。

一
。

固定化酶
, . 一

.

溶液酶
(酶活力同图 5)

奋

为 10
·

63 U龙 载体 ) 充分激活后
,

加入 5 o 00 lm 鲜啤 (未 图 7

过滤 ) 酒中
,

酒温 6一 8℃ ,

间歇搅拌 30 而
n ,

过滤取出固

定化酶
,

另取同样鲜啤不加固定化酶同样处理为对照
,

经

该厂质检部门检验
,

结果如下
:

2
.

4
.

1 感砚检脸 处理啤酒保持了啤酒原有风味
。

2
.

4
.

2 各 项理化指标浏定 按 1 9 8 4 年轻工业部颁

发的 《普通淡色啤酒及其试验方法 》 (北京
:

轻工业出
“ .

“
u

l

版社
,

19 8 4) 中规定的方法
,

由厂质检部门进行检测
, 。: d

oln

现行标准也按 1 9 8 4年轻工业部颁发的标准 (同上 )
,
二 }

结果如表 1
. 一

巨
“ ’

“ uI

从表 1 中可见
,

除浊液外
,

各项理化指标均与对
。 , 。 l

照基本相同并均符合部颁标准 ; 其中浊度
,

处理啤酒 }

下降了 2
.

02 倍 `冷藏 37 天后
,

处理啤酒各项理

化指标保持不变
,

而对照的
`

浊度明显上升
,

增加了

4
.

46 倍
,

与处理啤酒比浊度高 9
.

25 倍
。

图 8 固定化酶的底物效应
。

一
。

固定化酶
, .

一
.

溶液酶

(醉活力均同图 5)

表 1 固定化酶处理啤酒理化指标测定结果

恤
样 品

部相应指标

总酸

( 2
.

7

双乙酸

( m g / L )

《 0
.

2 0

真正浓度

( % )

《义

处理

酒精含量 原麦汁浓 真正发酵 色度

( w八
,

% ) 度 ( w / v ,

% ) 度 (% ) ( E Bc )

3
.

5 以下 1 2士 0
.

2 》 5 6 5
.

0 ~ 1 2
.

0

处理后冷藏前测定 ( 1 9 9 0~ 0 3~ 2刁)

4
.

2 1 1 2
.

1 6 7
.

3 1 0
.

8 4

3
.

8 4 1 1
.

4 2 6 5
.

4 1 9
。

8 4

冷藏 3 7天后侧定 ( 1 5 9 0~ 0 4~ 2 9 )

2
。

2 5

2
.

1 0

0
.

0 9 6

0
.

0 2 9

0
.

8 3

0
.

4 1

3
.

9 5

3
.

9 5

C K

处理

4
。

1

3
。

9

1 1
。

9 4

1 1
.

4 8

6 6
。

5

6 6
。

0

1 1
.

5 8

11
。

0 8

2
。

2 0

2
。

1 0

0
。

1 2 2

0
。

1 1 5

3
。

7 0

O
。

4 0

4
。

0

3
.

9 0

扣

2
.

4
.

3 啤酒蛋 白质含童浏定 用考马氏亮蓝 G 一 2 50 法 [’] 测定处理啤酒和对 照啤酒中蛋

白质如表 2
,

从表 2 中可见
,

处理啤酒中蛋白质含量与对照啤酒比较下降了 7 8
.

8 %
,

这与处

理啤酒浊度下降一致
.
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农 2 啤酒中可港性蛋白质含 t 包` /而)

重复

C K

处理

相对含 t ( % )

1 8 4

39
.

0

1 89
。

4

4 0
.

5

1 9 0
。

5

39
.

8

1 0 0

2 1
。

2

2
.

4
.

4 冷藏实脸 将上述处理和对照啤酒于一 20 ℃低温下冷藏 12 0 天
,

结果对照啤酒基

本混浊失去饮用价值
,

而处理啤酒无冷浊现象发生
.

综合上述结果
,

可以看出
,

经充分激活的固定化酶
,

用量为 0
.

2 %
,

酒温 6 ~ 8℃时
,

处

理啤酒半小时
,

即可达到防止啤酒冷棍浊的效果
,

酒中蛋白质含盘下降与浊度下降一致
,

同

时啤酒风味和各项理化指标不变
.

户

3 讨论

作为固定化酶的载体
,

一般亲水基团越多
,

表面积越大
,

单位载体结合的酶量也越多
,

制得的高活力 固定化酶也就最多
,

甘蔗渣纤维素资源丰富
,

同样具有纤维素的特点
,

纤维

素是由葡萄蜂单位经 p一 1
,

4一糖普键连结在一起的大分子物质
,

每个葡萄糖残基有 4 个游

离轻基
,

有很强的亲水性
,

吸附能力也强
,

因此纤维素作为酶固定化载体
,

存在有一定的

非专一性吸附
,

这在应用中不利
,

在制备固定化酶时应适当改造这些轻基
,

克服这一缺点
.

另外
,

纤维素比其它某些载体如多孔玻璃等
,

其表面不够大
,

这也需在纤维素的形态上加

以改进
。

一般在制成颖粒状基础上再增加其多孔性
。

K e n n
ed y 等困报告

,

纤维素在与酶结合

前浸于二甲亚讽中
,

共价结合的凝乳蛋白酶量及其水解蛋白质的活性都有提高
,

原因在于

载体的多孔性增加
.

可见 以纤维素为载体进行酶的固定化
,

要根据酶的结构特点
,

底物特

性
,

选择适当的固定方法
,

根据采用的方法对纤维素进行适当的处理和改造
,

使酶最大限

量地 固定于纤维素载体上
.

本实验采用的甘蔗渣纤维素经 N a 0 H 膨胀活化
,

高碘酸钠氧化
、

尿素
、

甲醛处理
、

使之

更利于酶的固定化
.

上述各步的处理产物分别固定木瓜蛋白醉
,

结果如表 3
。

从表 3 可见
,

随着载体连接仲的增长
,

固定化醉活力增加
.

这是由于载体连接甘短
,

造成空间位阻大的

缘故
。

氧化型纤维素固定化醉易结块
,

以后在溶液中也不易分散
,

不利于底物与酶的接触
.

纤维素经上述处理后
,

有萄搪残基上轻荃减少
,

非专一性吸附减少
,

从表 l 中也可看出
,

处

理啤酒的理化性质如色度等变化很小
,

也说明载体非专一性吸附小
。

.

日

农 3 各种奸维素衍生物为载体班的固定化效果

载 体 孩化纤维索 权化纤维家 纤维素尿家衍生物 纤维家甲醛衍生物

固定化醉活力 u / g 载体

活力回收%

0
.

2 9

1 1
。

52

0
.

0 6

1 0
.

3 1

1
.

8 4

1 9
。

6 5

3
。

4 9

2 7
.

3

目前国内啤酒生产中
,

一般采用硅藻土过滤工艺
,

成本较高
,

而且由于啤酒中多酚类

等物质与蛋白质结合形成复合物
,

冷藏时
,

其溶解度下降
,

出现冷混浊现象
.

应用 。
.

2% 固

定化木瓜蛋白醉处理啤酒
,

在酒沮 6 ~ 8 .C 左右
、

p H 为 4~ 5的条件下
,

啤酒浊度及蛋白质

明显下降
,

冷藏 12 。 天
,

无冷混浊现象产生
,

这对啤酒生产十分有利
.
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