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摘要：选用国内固定化酶方面研究较少的 )*+,-./012!##为载体，采用物理吸附法，制备出具有可溶2不可溶性质的固
定化纤维素酶。固定化酶的溶解度变化的条件是：34"&5#时，呈可溶性；34#(5#时，呈不可溶性。固定化酶的稳
定性较好，重复利用 (次后，酶活力保留值在 ’&6以上。比较了固定化酶和游离酶的最适反应条件和动力学常数
的大小。以 "6的滤纸为底物（!&789:.底物），固定化酶水解反应的效果比游离酶好。该研究结果在提高纤维素原
料酶水解工艺的经济性方面具有重要意义。
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生物质是唯一能转化为液体燃料的可再生能

源。由生物质生产乙醇燃料，可以直接代替汽油作

为民用燃烧或内燃机燃料。利用纤维素酶水解纤

维素原料是乙醇生产的重要工艺，固定化纤维素酶

能够增大酶的利用率和增强酶的稳定性。肠溶衣

聚合物是一类固定化酶效果很好的 Y Z ?Y载体［!，"］。
Y Z ?Y载体是指随着溶液某个特定条件如 34值、温
度的变化，或加入了某种金属离子，其溶解性质会

改变的聚合物。这种载体克服了不溶性和可溶性

载体存在的缺点，可以在可溶状态进行水解反应，

在不可溶状态下方便回收。)*+,-./0是一种包括甲
基丙烯酸共聚物和甲基丙烯酸酯共聚物的肠溶衣

聚合物，由于其结构中含有羧基，在水中很容易与

碱生成盐而溶解。Q-F/.*RE/等人曾将其用于固定淀

粉酶，蛋白酶等种类的酶［$，(］。

目前，国内利用 )*+,-./0 作为固定化酶载体的
研究未见报道，国外近几年利用其固定化纤维素酶

的报道也比较少。本文根据纤维素酶水解反应的

特点，选择 )*+,-./012!##作为固定化酶的载体，采用
物理吸附法固定化纤维素酶，并对固定化酶的溶解

度性质及稳定性、最适 34值、最适反应温度、表观
米氏常数、离子强度对酶活力的影响等理化性质进

行了探讨。

= 材料与方法

=>= 材料
)*+,-./012!##，德固赛化学（上海）有限公司提

供；纤维素酶，诺维信（中国）投资有限公司提供；底
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物及滤纸，杭州新华纸业有限公司产品；其它试剂

均为分析纯试剂。

!"# 方法
!"#"!载体溶液的配制：将 !"#$ %&’()$*+,-.// 加入
到持续搅拌的 0/1,蒸馏水中，滴加 21345, 6)78直
到 98 : .."/，聚合物完全溶解后，加入 2 1345, 乙酸
溶液，使溶液的 98 : ;"/，用蒸馏水将溶液定容为
#/1,，将溶液 0<保存。
!"#"# 纤维素酶的固定化：将一定量的酶液加入到
#1, %&’()$*+,-.// 溶液中，混合均匀，恒温放置一段
时间后，边搅拌边滴加 . 1345,乙酸，至（98 : 0"/左
右）树脂基本沉淀下来，溶液呈现一种不溶解状态，

静置 !/1*=，离心（0///$ > ./1*=），取出上清液，沉淀
用 /"/. 1345,，98 : 0"/醋酸盐缓冲液冲洗，最后溶
解在 98 #"?，/". 1345, 醋酸盐缓冲液中，定容至
?1,。由此得到的就是固定化酶溶液。
!"#"$ 纤维素酶活力的测定：游离态纤维素酶的活
力按照文献［#］，在 0个比色管中加入不同稀释度的
酶溶液 /"#1,和 41,乙酸 @ 乙酸钠缓冲液以及一
条 ."/A1 > B"/A1（约 #/1$）的滤纸，#/<恒温 .C，分
别加入 21, D6E，在沸水浴中显色 #1*=，冷却至室
温，于 #0/=1测上清液吸光度值。计算上述条件下
生成 !"/1$葡萄糖时，每毫升纤维素酶液含有多少
国际单位，用 FGH表示。
固定化酶活力的测定：在固定化酶呈溶解性的

状态下测定酶液的酶活，测定和计算方法同游离

酶。

# 结果与讨论

#"! 载体溶液和固化酶溶液的溶解性质
%&’()$*+,-.//溶液溶解性变化的条件很多文献

都已报道过［2，0，B，I］，但载体在固定酶以后，这个变化

范围会有所改变［B，?］，变化的结果与酶的种类有关

但与量无关［B］。为此，应先考察固定化纤维素酶的

98溶解范围与纤维素酶水解反应的最适 98大致
相符，本文按照 J)($34*=［?］等人的方法，研究了
%&’()$*+,-.// 溶液（%）和 %&’()$*+,-.// 固定化纤维
素酶溶液（%-K）的溶解度性质，分别取一定量的载
体溶液和固定化酶溶液，滴加乙酸溶液，并不停的

搅拌，调节溶液至指定的 98值，分别在 0I/=1测量
溶液的吸光度，以吸光度的最大值为 .//L，两种溶
液在不同 98值下的相对吸光度结果见图 .。

图 . 98值对 %和 % @ K的溶解性质的影响

由结果（图 .）可以看出，当 98 M 0"2 时，
%&’()$*+,-.//溶液在 0I/=1没有吸光度，溶液的溶
解度为 .//L，随着溶液 98值的减小，吸光度值逐
渐增大，98 N 2"? 时，吸光度达到最大值，%&’()$*+,-
.//溶解度为 /。固定化酶溶液的溶解度在 98 M
#"/时为 .//L，98 N 0"/时为 /。%&’()$*+,-.//在固
定了纤维素酶以后溶解度的 98值变化范围发生了
变化。向碱性方向发生了偏移。这是因为 %&’()$*+
@ ,.//本身是酸性的，当其吸附纤维素酶后，结构
中的自由羧基数减少，所以会向碱性偏移。

由以上的实验结果可知，纤维素酶的水解反应

的 %-K溶液溶解性变化范围为 980"/ O #"/，这与纤
维素酶水解反应最适 98值在 #"/ 左右基本相符；
在 98 : 0"B 左右，固定化酶溶液的溶解度变化很
快，这说明只要在很小的范围内调整反应体系的 98
值，就能使固定化纤维素酶沉淀，回收纤维素酶操

作十分方便。可见，利用 %&’()$*+,-.// 固定纤维素
酶是初步可行的，于是本文进一步考察了固定化纤

维素酶的性质。

#"# 固定化酶重复利用性能的考察
能够重复利用是固定化酶的优点之一，本文首

先考察了固定化纤维素酶的重复利用性能。取一

定量已知酶活的固定化酶液，边搅拌边滴加乙酸溶

液，调节酶液 98 : 0"/，静置 !/1*=，离心去上清液，
沉淀用醋酸盐缓冲液冲洗，然后用 98 #"?的缓冲液
和少量的 6)78 溶液溶解，定容，测定该酶液的酶
活。重复进行上述的操作过程 B次，以酶液的初始
酶活为 .//L，计算酶液的相对酶活，结果见图 !。
由图 !可以看出，一次重复利用后，固定化酶活

力下降 ?L左右，重复利用四次后，固化酶活力保留
值为 B#L以上。随着固化酶重复利用次数的增加，
固定化酶活力逐渐下降，重复 0次以后，下降速度加
快。产生这样的结果可能是以下几个原因，纤维素
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酶在固定过程中，并不能全部吸附在载体上，重复

固定操作，反复使用酸碱溶液和缓冲液调节固化酶

的 !"值，酶液的盐浓度会逐渐增加，这将减弱载体
与酶分子之间的吸附作用，造成纤维素酶脱附。

图 # 固定化纤维素酶的重复利用性

本文对游离酶也进行上述了操作，结果发现游

离酶在重复利用 #次后，就基本失去活力了。在 !"
值低的环境下能否保持酶活力是固定化酶有效重

复利用的关键。由以上的实验结果可以看出，固定

化酶的稳定性尤其是在 !"值低环境下的稳定性较
好，游离酶与其相比要差很多。因此，利用

$%&’()*+,-.//固定的纤维素酶是能够有效重复利用
的。

!"# $%值对酶活力的影响
在 0/1 条件下，将游离酶和固定化酶分别置于

不同 !"值的缓冲液中测定活力，两者均以各自的
最高酶活力为 .//2，得到不同 !"值下的相对酶活
力值见图 3。

图 3 !"值对酶活力的影响

由图 3 可以看出，游离酶的最适反应 !"值为
456，固定化酶的最适反应 !" 值为 05/。这与
$%&’()*+,-.//是阴离子型载体，固定化酶的最适 !"
值应比游离酶的最适 !"值偏碱性相符。固定化酶
的活力在 !" 7 05/的范围内下降很快，!"45/下的
相对酶活力只有 ./2，由图 . 可知，在此范围内随
着 !"值的减小，固定化酶的溶解度逐渐减小。以
上实验结果说明，不溶解状态的固定化酶是不能有

效进行水解反应的，最适 !"值与固定化酶的呈溶
解状态的 !"范围相一致，进一步说明 $%&’()*+,-.//
固定纤维素酶的可行性，同时也为以后固定化酶水

解反应条件的确立提供了参考数据。

!"& 温度对酶活力的影响
在不同温度（301 8 9/1）条件下，分别测定一

定量的游离酶和固定化酶的活力，两者均以各自的

最高酶活力为 .//2，其不同温度下的相对酶活力
值见图 4。

图 4 温度对酶活力的影响

图 4表明，游离酶和固定化酶的活力都在 001
时达到最大值，温度大于 001时，游离酶活力减小
的速度比固定化酶快。纤维素酶水解反应的温度

一般在 0/1左右，因此在反应过程中，游离态的纤
维素酶活力会不断降低，实验结果表明，$%&’()*+,-
.//固定纤维素酶后，提高了纤维素酶的热稳定性，
使得固定化酶能够重复用于水解反应，达到纤维素

酶回收再利用的目的。

!"’ 离子强度对酶活力的影响
分别在不同离子强度条件（/:;<=, 8 /54:;<=,

>(?<）下测定一定量的固定化酶和游离酶的活力，两
者均以各自在 /:;<=, 离子强度下的酶活力为
.//2，不同离子强度下的相对酶活力见图 0。

图 0 离子强度对酶活力的影响

如图 0所示，随着 >(?<浓度的升高，游离酶活
力随之逐渐减小，而固定化酶活力先是随之逐渐增

·#.4· 微 生 物 学 通 报 #//9年 34（3）



大，当浓度升高到一定程度后活力值又随之减小，

但在 !"#$浓度小于 %&’ ()$*+的范围内，固定化酶
的相对酶活都大于 ,%%-。在固定化酶的重复利用
过程中，由于反复使用酸碱溶液调节 ./值，会不断
生成盐，由图 0 的实验结果说明，在一定的浓度范
围内，盐分是不会影响固定化酶活力的，也就是说，

酸碱中和生成的盐不会加快固定化酶活力的衰减

速度。

!"# 米氏常数
分别取一定量的稀释好的游离酶溶液和固定

化酶溶液，与不同浓度（%&12*+ 3 ,&%2*+）底物，于
0%4水浴中反应 ,5，测定溶液的还原糖浓度。根据
+67898":8;<=>;?法（双倒数作图法），将实验所得的
游离酶和固定化酶的初速度数据 ! 和［"］取倒数，
分别得到各种 ,* !和 ,*［"］值，将 ,* !对 ,*［"］作图，
得两条直线。分别由直线纵截距 @ ,*#("A，斜率 @
$(*#("A，计算得到游离酶和固定化酶的 #%&’ 和 $%

值，见表 ,。

表 $ 游离酶和固定化酶的动力学参数

$(（2*+） #("A［2*（(67*+）］

游离酶 0B&1B %&%’B,B
固定化酶 BC&’D %&%0D,1

文献中有关 E<FE 载体固定酶动力学常数研究
的报道比较少，并且研究结果也都有很大不同。其

中包括 #)72等［B］用 G>H;"26I +<,%%固定淀粉酶，其固
定化酶的 $(、#("A值与游离酶相差很小；J6778$$"
等［C］研究结果是两者相比，$( 值没有变化，#("A值

减小；K)L 等［,%］将木聚糖酶固定在 G>H;"26I +<,%%
上，研究得到固定化酶的 $(、#("A值都要比游离酶

大。由表 , 的结果，固定化纤维素酶的 $(、#("A值

比游离酶有所增大，这为 E<FE载体固定纤维素酶的

研究提供了一项重要的动力学数据。

% 结论

本文利用 G>H;"26I+<,%% 固定纤维素酶，除了具
有传统的固定化酶稳定性好，能够重复利用的优

点，还克服了传统载体无法兼顾酶反应和酶回收两

方面的缺点。通过简单的调节反应体系的 ./值，
固定化酶就能够在溶解状态下水解底物，在不溶状

态下回收再利用。本文对固定化酶一些理化性质

的研究结果表明，固定化纤维素酶的 ./溶解范围
与纤维素酶水解反应的最适 ./值相符，其低 ./值
稳定性和热稳定性较好。因此，利用 G>H;"26I+<,%%
固定纤维素酶，为回收纤维素原料制乙醇中酶水解

工艺的纤维素酶，提高酶的利用率，降低生产成本

提供了一种很好的方法。
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