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图 D3不同解吸剂的解吸效率和再生性能比较
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!,"离子间相互作用!5".03上氨基与 %T分子上的 ?之间形成

氢键 !7" %T分子与 %T分子中 */*之间形成分子间作用力]

代表四氧化三铁$ 代表 .03分子链]

图 <3A+-j(Q9"4 和 2$的吸附机理图
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用#刚果红分子之间形成分子间作用力]

93结论

研究结果表明#.03YA’7K: 对水中阴离子染

料刚果红具有好的去除效果]LX为 2_2> 和反应
温度为 7\7 "条件 .03YA’7K: 对刚果红的吸附
量为 96_7 MP;P#且随温度升高吸附量增大]吸附
等温线符合 T’CHDE&/.’F’BJG( 方程#吸附动力学符
合 0HG4DE& 动力学模型和双常数模型#随 %T溶液
浓度增大#温度升高及盐浓度增加#吸附量增大]
.03YA’7K: 对水中刚果红吸附属于自发和吸热
过程#作用机制可能包括静电吸引%氢键和分子间

作用力等]吸附刚果红后吸附剂可以很容易地通
过外加磁场的作用快速地从水溶液中分离出来]
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响应面法优化纤维素基载体固定糖化酶的研究

陈俊英,!5! 周航宇,! 唐焕妍,! 白!净,!5! 赵富强,! 李清亮,

!,]郑州大学 化工与能源学院#河南 郑州 :9\\\,$ 5]河南省杰出外籍科学家工作室#河南 郑州 :9\\\,"

摘!要! 利用纤维素的空间结构特点"海藻酸可与钙离子交联形成凝胶的性质#!采用纤维素/海藻酸钠

混合溶液滴入氯化钙溶液的包埋法固定糖化酶]考察纤维素/海藻酸钠质量比$纤维素/海藻酸钠混合溶

液质量浓度$氯化钙溶液质量浓度等单因素对酶活力的影响]在单因素试验的基础上应用响应面优化试

验!得到最优制备固定化糖化酶的工艺条件为&纤维素/海藻酸钠用量比例为 ,_9v,!两者混合溶液质量

浓度为 5_6\b!氯化钙溶液质量浓度为 5_>>b!响应面优化结果验证良好]此外还进行了重复使用性实

验!相比仅用包埋法制备的固定化糖化酶!包埋并且经过吸附酶液的固定化糖化酶重复使用性较好]

关键词! 纤维素% 海藻酸钠% 固定化% 糖化酶% 响应面法

中图分类号! j6,:!!!文献标志码! -!!!dEO!,\_,7>\9;c]DJJ(],2>, ‘2677_5\,6]\9_\,2

53引言

糖化酶可将淀粉完全分解成葡萄糖 (, ‘5) #广
泛用于酒精%葡萄糖%抗生素%有机酸等物质的发
酵生产]在酶催化反应中#游离酶具有难与底物分
离#不能重复利用#易失活等缺点$而固定化酶易
与底物分离#可重复使用#可连续生产#稳定性
好 (7 ‘:)]酶的固定化通常分为载体结合法%交联
法%包埋法及新型的定向固定法 (9 ‘8) #包埋法制备
的固定化酶具有条件温和%酶包埋率不受保护剂
及稳定剂的影响等优点#因此#本试验采用包埋法
制备固定化酶#并且选择纤维素作为载体材料]与
其他载体 (,\ ‘,:)相比#纤维素是具有一定空间结构
的天然有机高分子多糖物质]纤维素疏松的孔隙
以及长链结构有利于渗透和吸附大分子#具有生
物相容性好#无毒#可降解#价格低廉#适合作为固
定化酶的载体材料]

73材料与方法

7C73原料与试剂
糖化酶由河南天冠企业集团提供#原液酶活

力约为 ,\\ \\\ <;M@]
海藻酸钠为化学纯#7#9/二硝基水杨酸%微晶

纤维素%氯化钙%酒石酸钾钠%苯酚%无水亚硫酸
钠%乙酸%结晶乙酸钠%氢氧化钠均为分析纯]
7C63试验仪器

@+̂ A/7\"I/-型立式压力蒸汽灭菌器#上海
申安医疗器械厂$-@5\: 电子分析天平#上海梅特
勒/托利多仪器有限公司$?+V/>8 型旋转式黏度
计#同济大学机械厂$恒温水浴振荡器$[Â <*/
5\,5 .%型紫外可见分光光度计#上海尤尼柯仪
器有限公司]
7C93测定方法

黏度测定’用 ?+V/>8 型旋转式黏度计]

酶活测定方法’7#9/二硝基水杨酸!+?="比
色法 (,9 ‘,2)]

建立葡萄糖标准曲线 %r7_789 7#f\_,87 \#
#为吸光度$%为葡萄糖浓度#MP;M@$得到的线性
回归系数 @5 为 \_888 5]
7C43相关试剂与固定化酶的制备

!,"+?= 试剂’准确称取 7#9/二硝基水杨酸
,\ P#氢氧化钠 ,\ P#酒石酸钾钠 5\\ P#重蒸苯酚
5 P#无水亚硫酸钠 9 P]用 9\\ M@水在 :9 l水浴
中溶解至澄清后#放置冷却至室温]然后加水定容
到 , \\\ M@#滤除杂质后移至棕色试剂瓶中避光
干燥存放 > C 后方可使用]
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!5"葡萄糖溶液!,\ MP;M@"’称取一定质量
的无水葡萄糖在 ,\7 l下烘干到质量恒定#精准
测取 , P#用水溶解并定容至 ,\\ M@]

!7"葡萄糖标准溶液’分别吸取!5"中的葡萄
糖溶液 \_\%,_\% ,_9% 5_\% 5_9% 7_\% 7_9 M@于
,\ M@容量瓶中#加蒸馏水定容#摇匀备用]

!:"5b的可溶性淀粉溶液!文中百分数不加
特殊说明#均指质量百分数"’称取淀粉 5\ P在蒸
馏水中加热溶解#然后定容至 , \\\ M@]

!9 " \_\9 MGH;@的乙酸/乙酸钠缓冲溶液
!LX:_2"’称取质量为 2_> P的乙酸钠#吸取
5_2 M@冰乙酸#用水溶解并定容至 , \\\ M@#再
使用 LX计校正至 LXr:_2 即可]

!2 " 包 埋 糖 化 酶 的 纤 维 素/海 藻 酸 钙 凝
胶 (,> ‘5\) ’测定经过杀菌的纤维素和海藻酸钠混合
液黏度后#加入 5_\ M@糖化酶原液搅拌均匀#取
注射器将混合溶液滴加至氯化钙溶液中#反应
5 &]滤出纤维素/海藻酸钙凝胶颗粒后用水洗几
次#再次移入到氯化钙溶液中#在 : l冰箱中平衡
,5 &]取出后用蒸馏水洗涤多次#放入冰箱中
过夜]
7Cg3糖化酶酶活的测定

!,"原酶液酶活力测定’在 9\ M@锥形瓶中
分别加入 59_\ M@当天配置的可溶性淀粉溶液和
9_\ M@乙酸/乙酸钠缓冲溶液#先放入 :\ l的恒
温槽预热 9 MD(#后加入 5_\ M@稀释 9\\ 倍的酶
液#准确反应 , &]反应结束后#加入 \_5 M@5\b
?#KX溶液终止反应#冷却至室温]将待测溶液稀
释 9 倍后测定吸光度及葡萄糖含量]

!5"固定化糖化酶酶活力测定’测定方法同
!,"#其中加入的待测固定化糖化酶量为 5 P#反
应结束后#及时分离固定化酶颗粒与反应液#冷却
至室温]

糖化酶活力!<;M@"计算’
原糖化酶液活力r%g9 g!75_5=5" g9\\# !,"

式中’%为根据吸光度由回归方程计算的含糖量#
MP;M@$9 为待测液的稀释倍数$75_5 为反应体系
的总体积#M@$5 为加入了 5 M@的酶液参加反应#
M@$9\\ 为待测酶液的总稀释倍数]
固定化酶活力 r%g9 g!7\_\=5" g!-总=-"# !5"
式中’7\_\ 为反应体系总体积#M@$5 为包埋制固
定化酶加入的酶液体积#M@$-总 为固定化酶颗粒
总质量#P$-为参与反应固定化酶颗粒质量#P]
7C>3对固定化酶活力影响的单因素试验研究

!,"纤维素/海藻酸钠混合液质量浓度的影响

取氯化钙溶液的质量浓度为 5\_\ MP;M@#包
埋酶量为 5_\ M@#取最合适的纤维素/海藻酸钠
用量比例#设定纤维素/海藻酸钠混合溶液质量浓
度分别为 5\_\%59_\%7\_\%79_\%:\_\ MP;M@#制
备固定化酶#考察其对酶活的影响]

!5"氯化钙溶液质量浓度的影响
取包埋酶量为 5_\ M@#按最佳纤维素/海藻

酸钠用量比例#最适纤维素/海藻酸钠混合溶液质
量浓度#设定氯化钙溶液质量浓度分别为 5\_\%
7\_\%:\_\%9\_\%2\_\ MP;M@#制备固定化酶#考
察其对酶活的影响]

!7"纤维素%海藻酸钠质量比例的影响
取纤维素/海藻酸钠混合溶液和氯化钙溶液

的质 量 浓 度 均 为 5\_\ MP;M@# 包 埋 酶 量 为
5_\ M@#设定纤维素/海藻酸钠的质量比分别为
7v,%5v,%,v,%,v5#按照上述方法制备固定化酶#
测酶活#考察对酶活的影响]
7CD3响应面优化试验设计

本次试验采用 +’JDP(/0OL’BF]*6_\_2_, 软件
和 II+试验设计方法处理数据]根据单因素试验
结果#试验因素选择纤维素/海藻酸钠用量比
!-"% 纤 维 素/海 藻 酸 钠 混 合 溶 液 质 量 浓 度
!I#b"%氯化钙溶液质量浓度!%#b"#响应值用
酶活力表示#设计三因素三水平的响应面优化试
验#从而确定最优的固定化糖化酶条件]其中 -
取值为 7%5%,# I取值为 5_\%5_9%7_\#%取值为
,_\%5_\%7_\]

63结果与讨论

6C73不同因素对固定化糖化酶活力的影响
5_,_,!纤维素/海藻酸钠混合溶液质量浓度对固
定化糖化酶活力的影响

由图 , 纤维素/海藻酸钠混合溶液质量浓度
对固定化糖化酶活力的影响可知#随着混合溶液
质量浓度的增加#固定化酶活力呈现先增大后减
小然后趋于平稳的趋势]质量浓度越大#形成的颗
粒越大#而总的接触面变小$另外#混合溶液的质
量浓度增大#海藻酸钠的含量也增加#使得颗粒结
构紧凑#不利于活性位点的显现#造成酶活降低#
但总的来说纤维素/海藻酸钠混合溶液质量浓度
对固定化糖化酶整体活力的影响较小]
5_,_5!氯化钙溶液质量浓度对固定化糖化酶颗
粒形状及活力的影响

试验中氯化钙溶液质量浓度越大#滴入的复
合溶液进入氯化钙溶液内部的阻力就越大]在滴
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图 73纤维素e海藻酸钠混合溶液质量浓度

对固定化糖化酶活力的影响
(ORJ73+ZZQSN[EZKH[[SEPSQPNIHNOEPEZN@QKOfQd[EFMNOEP

EPQP?bKQHSNO‘ONb EZOKKE=OFO?QdRFMSEHKbFH[Q

加过程中#颗粒会漂浮在表面#形成障碍面#阻碍
后续滴入溶液接触氯化钙]由于障碍面的存在#凝
胶颗粒形状不均匀#或大或小#或不成球形#在不
同浓度氯化钙溶液中固定化酶颗粒形状如图 5 所
示]图 7 为对酶活力的影响]

图 63在不同浓度氯化钙溶液中固定化酶颗粒形状
(ORJ630@Q[@HLQ[EZOKKE=OFO?QdRFMSEHKbFH[QOPN@Q

dOZZQIQPNSEPSQPNIHNOEP[EZSHFSOMKS@FEIOdQ[EFMNOEP

图 93氯化钙溶液质量浓度对固定化糖化酶活力的影响
(ORJ93+ZZQSN[EZKH[[SEPSQPNIHNOEPEZSHFSOMKS@FEIOdQ

[EFMNOEPEPQP?bKQHSNO‘ONb EZOKKE=OFO?QdRFMSEHKbFH[Q

由图 7 可知#随着氯化钙溶液质量浓度的增
大#固定化后酶活力先增大后减小]氯化钙溶液质
量浓度为 5b时固定化糖化酶活力最好]海藻酸
钠的分子结构会受离子浓度的影响#离子浓度越

大#作用越大#在离子浓度过大时#酶活力受到影
响而减小]
5_,_7!纤维素/海藻酸钠质量比对固定化糖化酶
活力的影响

图 : 为纤维素/海藻酸钠质量比对固定化糖
化酶活力的影响]一定范围内#随着纤维素用量的
增加#固定化糖化酶活力逐渐升高#当纤维素/海
藻酸钠质量比超过 5v,时#固定化酶活力有所降
低]海藻酸钠具有低浓度高黏度的性质#海藻酸钠
比例高会影响所包埋酶活性位点的暴露#以致固
定化后的糖化酶活力减少]而当海藻酸钠量太少
时#则影响固定化酶的成球性能#难以得到相似的
规则颗粒#且酶颗粒的硬度低%机械强度弱#颗粒
形状小]

图 43纤维素e海藻酸钠质量比对固定化糖化酶活力的影响
(ORJ43+ZZQSN[EZKOf LIELEINOEPEZSQFFMFE[Q

HPd[EdOMK HFROPHNQ

6C63固定化糖化酶制备条件优化
以固定化酶酶活为响应值#响应面的试验方

案和结果如表 , 所示]

表 73响应面试验矩阵及结果
0H=J73$Q[MFN[EZIQ[LEP[Q[MIZHSQQfLQIOKQPN[

实验号 - I % 酶活力;!<+M@‘, "
, \ \ \ 5 >,6
5 \ ‘, ‘, , 697
7 ‘, ‘, \ 5 \5>
: ‘, \ ‘, , 9\9
9 , \ , 5 >:7
2 ‘, \ , , >>8
> ‘, , \ , 682
6 \ , , 5 829
8 \ \ \ 5 >:6
,\ , \ ‘, , 6>8
,, \ , ‘, , :86
,5 , ‘, \ 5 ::2
,7 , , \ 5 292
,: \ ‘, , , 6\2
,9 \ \ \ 5 679
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!!应用 +’JDP( 0OL’BF6_\_2_, 软件对所得试验
数据进行了多元回归拟合#得到下面的回归方程’
!!酶活力 r5 >:>_9, f7,>_,>>f,,\_76Hf
755_:8Lf25_>6>Hf,>:_>:>Lf7:2_\\HL‘
562_::>5 ‘589_7\H5 ‘9,5_,6L5*

表 5 为回归模型及方差分析结果]由表 5 可
知#模 型 的 < 值 为 \_\5> \# 失 拟 项 的 值 是
\_\9: \#模型拟合效果显著#且失拟项不显著说
明模型拟合度好 (5, ‘55)]从纤维素/海藻酸钠质量
比例%纤维素/海藻酸钠混合溶液质量浓度%氯化
钙溶液质量浓度的 M值来看#影响酶活力值的强

度由大到小依次为’氯化钙溶液质量浓度%纤维
素/海藻酸钠质量比例%纤维素/海藻酸钠混合溶
液质量浓度]由响应面试验得到的模型复相关系
数 @5 为 \_85\ 2#校正后的复相关系数 @5 为
\_>>> 2#表明模型的相关性较好$变异系数表示
的是试验数据的离散程度#变异系数的值越大表
示试验的可信度越小#本试验的变异系数 !%]
*]b"的值为 ,,_>>#由此说明试验操作是可靠
的$信噪比的值大于 : 则表示模型可用于预测#本
试验的信噪比为 2_2:7#大于 :#所以由软件得出
的模型可用来预测 (57 ‘59)]

表 63回归模型及方差分析结果
0H=J63$Q[MFN[EZIQRIQ[[OEPKEdQFHPd‘HIOHPSQHPHFb[O[

方差来源 平方和 自由度 均方 M值 <值

模型 7_>96’f\2 8 :_,>2’f\9 2_:: \_\5> \

- 6_\:6’f\9 , 6_\:6’f\9 ,5_:, \_\,2 8

I 8_>:>’f\: , 8_>:>’f\: ,_9\ \_5>: 6

% 6_75\’f\9 , 6_75\’f\9 ,5_67 \_\,9 8

-I ,_9>>’f\: , ,_9>>’f\: \_5: \_2:5 8

-% ,_55,’f\9 , ,_55,’f\9 ,_66 \_556 :

I% :_>68’f\9 , :_>68’f\9 >_76 \_\:, 8

残差 7_5:7’f\9 9 2_:62’f\:

失拟项 7_,59’f\9 7 ,_\:5’f\9 ,>_>\ \_\9: \

纯误差 ,_,>>’f\: 5 9_662’f\7

总计 :_\67’f\2 ,:

图 g3各因素交互作用对固定化酶活力影响的响应曲面
(ORJg30@QOPNQIHSNO‘QOPZFMQPSQ[EZN@QLHIHKQNQI[EPQP?bKQHSNO‘ONb EZOKKE=OFO?QdRFMSEHKbFH[Q

!!图 9 为各因素交互作用对固定化酶活力影响
的响应曲面]固定化糖化酶的最佳工艺条件是’纤
维素/海藻酸钠用量比例为 ,_9v,#纤维素/海藻酸
钠混合溶液质量浓度为 5_6\b#氯化钙溶液质量
浓度为 5_>>b]
6C93优化工艺验证试验

模型预测最优条件下理论酶活力为 5 86: <;M@]
在由软件优化得出的最优条件下制备固定化糖化

酶#进行了三组平行验证性试验#测得的平均酶活
力为 5 66\ <;M@#与模型预测理论值相近#可以
看出模型是可靠的]
6C43不同吸附情况对比

吸附试验步骤’取一定量经晾干 > & 后的固
定化糖化酶小球于 9_\ M@原酶液中进行吸附试
验#吸附时间为 , &$分离吸附后的固定化酶颗粒
与酶液#自然晾干吸附后固定化酶颗粒 5 &#称其
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质量]
分别取在最优方案下制备的固定化糖化酶

颗粒 5 P#吸附试验最优条件下制备的固定化糖
化酶 \_888 6 P#做重复使用试验#用于可溶性淀
粉溶液的分解#每次反应 , &#多次进行反应]后
用分光光度计测反应液的吸光度#计算其含糖
量#考察固定化糖化酶分解淀粉的能力]固定化
糖化酶的重复使用性试验结果如图 2 所示]

图 >3固定化糖化酶重复性试验结果
(ORJ>3$QM[H=OFONb EZOKKE=OFO?QdRFMSEHKbFH[Q

由图 2 可知#未吸附的固定化酶重复使用性
较差#吸附后的固定化酶重复使用性较好]随着
反应次数的增加#未吸附的淀粉量减少#反应液
含糖量也减少]随着反应次数的增加#未吸附的
固定化酶分解淀粉的能力快速降低#使用7 次后
固定化酶分解淀粉的能力仅为原来的 :6b]吸
附后的固定化糖化酶分解淀粉的能力降低得较
缓慢#有一段较平稳期#如 5 d6 次#反应 6 次后
固定 化 糖 化 酶 分 解 淀 粉 的 能 力 仍 有 原 来
的 9\b]

93结论

在单因素试验的基础上#利用响应面试验优
化了固定化糖化酶的工艺条件#优化后的工艺条
件为’纤维素/海藻酸钠用量比例为 ,_9v,#纤维
素/海藻酸钠混合溶液质量浓度为 5_6\b#氯化钙
溶液质量浓度为 5_>>b]验证试验所得酶活力为
5 66\ <;M@#与理论值 5 86: <;M@较接近#表明
该模型可用于试验的设计和预测]

本研究还对固定化酶进行了吸附酶液试验#
实验表明仅用包埋法制备的固定化糖化酶重复使
用性较差#包埋并且吸附酶液的固定化糖化酶重
复使用性较好]
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