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家蚕丝素固定化木瓜蛋 白酶的研究
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摘要 :采用质量分数为 5%戊二醛在常温下处理脱胶丝素 40 njI
” ,

洗净
、

真空干燥
,

制备活化丝素
.

以活化丝素为载

体
,

采用共价交联法制备固定化木瓜蛋白酶
.

研究结果表明
,

最佳的固定化条件为
:

给酶量 0
.

36
1119 / g (蛋白质质量

浓度为 0
.

12 m『mL )
、

声 7
,

5
、

温度 4 ℃左右条件下
,

固定 6 h
,

所得到的固定化酶活力为 1 7 86
.

93 U/ g
,

活力回收高达

69
.

54 %
.
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蚕丝由于其优 良的服用性特征 自古 以来便是传

统的服装用纤维材料
.

然而
,

随着科技发展和对蚕丝

副产品的综合利用 开发不断地深人
,

为蚕丝应用于

非纺织领域开辟了一条新路
.

丝素为蚕丝脱胶后的

丝心蛋白质
,

由于其特殊的氨基酸组成和结晶结构
,

大量的研究证明丝素是一种优良的固定 化酶载体
,

具有反应条件温和
、

反应性强
、

热安全性好等许多优

点 〔’ 〕
,

国内外研究人员已用丝素固定了多种酶 「2
一 6〕

.

木瓜蛋白酶是由木瓜乳汁经提炼而得到的一类蛋白

水解酶
,

主要用于防止啤酒冷 浑浊
、

肉类 的嫩 化
、

蛋

白质水解产物的制备
、

饼干和糕点膨化
、

辅助消化药

物等图
.

为了提高木瓜蛋白酶的使用效率
,

降低生产

成本
,

国内外研究人员对木瓜蛋 白酶 的固定化进行

了许多研究
,

建立 了许 多固定化方法〔8
一 ” 〕

.

但用丝

素固定木瓜蛋白酶鲜见报道
.

本研究以丝素为载体
,

采用共价交联法 固定木瓜蛋 白酶
,

研究 了木瓜蛋 白

酶的最佳固定化条件
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

茧壳 (由华南农业 大学动物科学学院提供 ) ;质

量分数为 25 % 戊二醛溶液 (汕头光华化学厂 ) ; 酪蛋

白( IC N
一

B ioc h
e而 e a l 公司 ) ;考马斯亮兰 G 2 5O (上海聚

源生物有限公司
,

进口 分装 ) ;木瓜蛋 白酶 (动物科学

学院蚕学实验室制备 ) ;其余试剂均为市售生化试剂

或分析纯试剂
.
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1
.

2 木瓜蛋白酶溶液酶的制备及其活力测定

称取 0
.

1 9木瓜蛋 白酶
,

溶于 o
.

l l n o l / L p H 7
.

2

的磷 酸缓 冲液并 定容至 l oo mL
,

过 滤
,

制得 0
.

科
m g/ mL 的木瓜蛋白酶液

.

酶活力的测定按徐凤彩阁

的方法
.

在测定条件下每增加 0
.

00 1 个光 吸收单位

的酶量为 1个酶活力单位 ( U )
.

1
.

3 固定化木瓜蛋白酶的制备及其活力测定

用质量分数为 l % N aZ C场 为脱胶液
,

在 100 ℃

条件下对茧壳脱胶 印 而 n ,

洗净
、

烘干 ; 重复以上操

作
,

得到脱胶率为 31
.

5% 的丝素
.

此脱胶丝素
,

用质

量分数为 5% 戊二醛 ( 0
.

2 mo F L p H 8
.

5 硼酸缓冲液

配制
,

现备现用 )于 20 ℃交联 40 而
n 后

,

用 0
.

1 onI F L

p H 7
.

8 磷酸缓冲液洗除多余戊二醛
,

真空干燥
.

称

取 0
.

23 9经戊二醛活化后的丝素 (干质量 )
,

加人 0
.

6

mL 活力为 98
.

5 u / mL 的木瓜蛋 白酶液 (蛋白质质量

浓度为 .0 00 6
11 19 /
mL )于 4 一 8 ℃ 固定 6 h 后用 0

.

1

伽 F L p H 7
.

5 磷酸缓冲液 (含 0
.

S l On F L N aC )I 洗至洗

脱液在 2 80 lnn 波长处无光 吸收
,

吸干
.

固定化酶活

力测定
,

除加人 l mL 激 活剂外
,

其余与溶液酶的测

定相同
.

在上述条件下每克载体每增加 0
.

00 1个光

吸收单位 的酶量为 1 个酶活力单位 ( U )
,

以 U / g 表

示
.

固定化酶活力回收率按下式计算
:

固定化酶活力 回收率
= 〔固定化酶总活力 /溶

液酶总活力」x 100 %
.

1
.

4 蛋白质质量浓度测定

按 B r a d f b记 〔̀ 2 〕法
,

并 以牛血清白蛋白为标准蛋 白

质
.

1
.

5 不同因素对酶固定化效果的影响

1
.

5
.

1 戊二醛交联时间 称取 5 组各 .0 23 9 (干质

量
,

下同 )脱胶丝素
,

用质量分数为 5 %戊二醛按浴 比

为
: m 丝素 ( g )

:

肠
液 (mL )

= l : 6
.

7 在 20 ℃分别交联

10
、

20
、

3 0
、

40
、

50 而
n ,

用 0
.

1 mo l/ L p H 7
.

8 磷酸缓 冲

液洗去多余戊二醛
,

真空干燥
.

称取活化丝素 5 组各

0
.

23 9
,

各加人活力为 70 u / mL
,

蛋 白质质量浓度为

0
.

l l n酬mL 的酶液 0
.

6 mL 固定
,

并测定酶活力
.

1
.

5
.

2 固定化时间 称取 4 组各 0
.

23 9 活化丝素
,

各加人酶活力为 1 16 U八汕
,

蛋 白质质量浓度为 0
.

14

1碳少
n正 的酶液 0

.

6 rnL
,

在 4 一 8 ℃分别吸附 2
、

4
、

6
、

8

h
.

测定酶的活力
.

1
.

5
.

3 固定化温度 称取 3 组各 0
.

23 9 活化丝素
,

各加人酶活力 为 7 4 U / .mI
,

蛋 白质质量浓度 为 0
.

12

m合 /

fnL 的酶液 0
.

6 mL
,

分别在 4
、

10 一
14

、

37 ℃条件下

吸附交联 6 h
.

测定酶活力
.

1
.

5 4 给酶量 称取 5 组各 0
.

23 9 活化丝素
,

分别

加人 0
.

6 1 1止 蛋 白质 质量 浓度依次 为 0
.

07 7
、

O
,

154
、

0
.

2 30
、

o
.

3m
、

0
.

3 84 n lg/ 毗 (对应活力分别为 7 5
、

一5 0
、

20 1
、

3 2 1
、

35 l U / 、刀 L )的酶液
,

即给酶量依次为 0
.

20
、

0
.

40
、

0
.

印
、

0
.

劝
、

1
.

① l碑犷g载体
.

测定固定化酶的活力
.

1
.

5
.

5 溶液酶 p H 称取 7 组各 0
.

23 9活化丝素
,

分

别加人活力为 98
、

S U /毗
,

蛋 白质质量浓度为 0
.

12

m g/ mL 的酶液 0
.

6 mL
,

p H 值依次 为 6
.

0
、

6
.

5
、

7
.

0
、

7
.

5
、

8
.

0
、

5
.

5
、

9
.

0 ( p H 7
.

8 以下为 o
.

l l l l o F L磷酸缓冲

液
,

PH 8
.

0 以上为 0
.

1 mo l / L irT
s 一 H CI 缓 冲液 )的酶

液 O
.

6 mL (蛋白质质量浓度 0
.

00 6 理少mL )
.

测定酶

的活力
.

2 结果

2
.

1 戊二醛交联时间对酶固定化效果的影响

用质量分数为 5 %戊二醛溶液分别处理丝素 10

一 5 0 而
n 后

,

制备丝素固定化酶
.

结果 (图 l) 表明
: 用

质量分数为 5 % 戊二醛对丝素处理 40 而
n 时

,

酶活

力及 活力 回收均 达最 大值
,

分别 为 1 2 9 7
.

8 U / g及

70
.

07 %
.

当处理时间小于或大于 40 而
n
时

,

酶活力

及活力 回收明显下降
.

r (戊二醛 g ]u tar a ld e h y c d e i n t e r a e t in g) /m j
n

一书卜- 固定化酶活力
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一今一 固定化酶活力回收
a e t iv i ty r e e o v e yr r a t e o f im m o b il一z e d P叩 a in

图 1 戊二醛处理时间对酶固定化效果的影响
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.

2 固定化时间对酶固定化效果的影响

结果 (图 2 )表明
:
当交联时间达 6 h

,

固定化酶活

力 及 活 力 回 收 达 最 大
,

分 别 为 1 以片
.

4 u / g 及

53
.

02 %
.

在小于或大于 6 h 的时间范围
,

固定化酶活

力及活力回收均降低
.

因此选取 6 h 作为最佳固定

化时间
.

2
.

3 交联温度对酶固定化效果的影响

结果 (图 3) 表明
,

交联温度在 4 ℃左右时固定化

效果最好
,

固定化酶的活力达 1 54 5
.

6 u/ g
,

活力回收

达 79
.

53 %
.

此后
,

随着交联温度 的升高
,

固定化酶

活力及活力回收均下降
.

因而选取 4 ℃左右作为最

佳固定化温度
.
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量为 0
.

36
11

娜 g
,

固定化效 果达最佳
,

固定化酶 的活

力及活力回收
,

分别达 1 66 8
.

0 U / g 和 50 %
.

2
.

5 溶液酶 PH 对酶固定化效果的影响

结果 (图 5) 表明
:
当溶液酶 p H 值为 7

.

5 时
,

固定

化酶活力和酶的活力 回收最大
,

分别为 1 786
.

98 Ug/

和 69
.

54 %
.

因而溶液酶的最佳 州 为 7
.

5
.
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图 2 固定化时间对酶固定化效果的影响
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图 5 p H 对酶固定化效果的影响
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综上所述
,

丝素固定化木瓜蛋 白酶 的最佳固定

化条件是
:
经 2 次脱胶处 理的丝 素

,

用质量 分数为

5% 戊二醛在常温下处理 40 m in
,

然后用声 7
.

8 缓冲

液洗净 后 真 空 干 燥
.

按 活 化 丝 素 ( m / g )
:
酶 液

( V/
n止 )

二 1 : 2
.

6
,

在溶液酶活力为 98
.

5 U八 h L (蛋 白

质质量浓度为 0
.

09 6 m g/ mL )
,

p H 7
.

5 的条件下于 4

℃左右处理 6 h
,

可获得活力较高的固定化酶
.

固定

化酶的酶活力为 1 7 86
.

93 u / g
,

活力回收 69
.

54 %
.
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图 3 处理温度对酶固定化效果的影响

iF g
.

3 EB七ct of ient acr it
n g t e n l ep art o on i lnn

l o b iil iazt on er
s u l t s

2
.

4 给酶量对酶固定化效果的影响

结果 (图 4 )表明
: 随着给酶量增加

,

载体结合酶

量越 多
,

固定 化 酶 的 活 力增 高
,

当 给 酶 量 达 到

0
.

s l n
岁g时

,

固定化酶活力最高
,

继续增加给酶量
,

固

定化酶的活力不再增加反而下降
.

另一方面
,

酶的活

力 回收 随着给酶量的增加而下降
.

兼顾二者
,

给酶

3 讨论

固定化方法大体可以概括为 4 种类型
: 吸附法

、

共价偶联法
、

交联法和包埋法
.

吸附法 易脱落
,

不具

备工业应用价值
,

仅限于实验室研究
.

包埋法大分子

底物和产物不易进 出
.

本研究联合采用共价偶联法

和交联法即共价交联法
,

取得了比较满意的效果
.

该

法结合牢固
,

不易脱落
,

可反复利用
,

适用于大分子

底物
,

而且条件温和
、

操作简便
.

质量分数为 5 % 的戊二醛溶液与丝素交联时间

以 40 而
n
为最佳

.

固定化酶的活力回收及酶活力随

着戊二醛处理时间的延长而增大
,

当达到一定程度

后
,

固定化酶的活力及活力回收反而下降
.

这是因为

戊二醛是一种双功能试剂
,

它与载体结合
,

可破坏丝

素分子间的氢键
,

使部分氨基得以 自由
,

增 加与酶分

子的交联点
.

同时戊二醛 的另一个拨基也可与酶结

合
.

但是
,

交联时间过长
,

戊二醛 自身缔合
,

加之导致

酶与载体的多点结合
,

破坏酶的高级结构
,

影响酶活
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力及活力 回收 仁̀
3〕

.

酶与载体的交联时间以 6 h作为最佳固定化时

间
.

随着交联时间的延长
,

被交联的酶量增加
,

当交

联时间为 6 h 时
,

固定化 酶的活力及活力 回收达最

大
,

此时载体已被酶饱和
.

之后
,

随着交联时间的延

长
,

固定化酶的活力及活力回收均降低
.

这可能是由

于酶分子的失活和部分酶脱离载体
,

引起 固定化酶

活力和活力 回收下降
.

交联温度以 4 一 8 ℃ 为最佳
,

此时 固定化酶的活

力较高
.

这可能是 由于丝素与木瓜蛋 白酶的交联是

一种放热过程
,

低温利于交联反应 ;另外温度过高也

易造成酶失活从而影响到固定化的效果
.

随着给酶量增加
,

交联的酶量越多
,

固定化酶 的

活力越高
,

直至载体结合酶量达饱和 ;若继续增加给

酶量
,

固定化酶的活力及活力回收均下降
.

这可能是

由于交联的酶量过多
,

产生空间阻抑作用
,

造成酶活

力降低 [ 4̀】
.

同时
,

随着给酶量的增加
,

未交联上载体

的溶液酶浓度增加
,

酶损失增大
,

造成酶的活力 回收

下降
.

综合考 虑两方 面的因素 以给酶量 0
.

36 n l名/ g

为宜
.

溶液酶 p H 值为 7
.

5 时
,

固定化酶活力和酶的活

力回收最大
.

小于或大于这个值
,

酶的活力和活力 回

收均降低
.

由于丝 素蛋白的等电点为 3
.

5 一 5
.

2
,

当

p H 为 7
.

5 时
,

丝素载体带负电 ;木瓜蛋 白酶等电点为

10
.

1
,

当 p H 为 7
.

5 时
,

木瓜蛋白酶带正电
,

此时
,

木瓜

蛋白酶才能很好地交联到载体上
.
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