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低温辐射聚合固定化葡萄糖

淀粉酶的研究
’

颜文礼 刘毅灵 陈国华 石 尔稚

/应用化学系1

摘要 研究有萄糖淀粉酶与
。一甲基丙烯喊一夕一经基乙醋单体的低温辐射聚合固定化

,

观察载体的

徽孔结构
,

确定单体浓度 /呱1在6: 一 ;:
、

辐射剂量在< = 3。‘一5
4

> = 5:
‘
?≅ Α

、

聚合温度在 一 ; 。一一 8: ℃

酶在载体上的担载量在6 :一8 2ΒΧ 范 之间
,

所制得的固定化酶的相对活力可达6Δ 呱以上的最适宜条

件
,

并对工业应用进行了模拟实验
4

关健词 辐射聚合
,

固定化
,

有萄锗淀粉酶

Ε 前
4

吉! 口 ,� ‘二3

用低温辐射聚合方法
,

将酶固定到聚合物载体上是发展酶制剂广泛应用在工业上的一种

简便
、

易行且适用范围广的方法
,

已愈来愈受到人们的重视 Φ34 幻
4

本文选择葡萄搪淀粉酶 /+ Γ �4

>5 �
, Χ 39 Γ2 ≅

ΒΗ 3≅<
Ι 1

,

将它配成一定浓度的水溶液与
≅ 一 甲基丙烯酸 一月一轻基乙酷

4

/∋ + ϑ∃ 1

共混
,

低温辐射聚合将酶固定到聚
≅ 一 甲基丙烯酸一夕一经基乙醋 /Κ ∋ + ϑ∃ 1载体上

,

探讨固定

化的最适宜条件以及实现工业应用的可能性
4

前人有用低温辐射聚合固定葡萄糖淀粉酶到聚

合物载体上
,

探讨固定化的机理以及微观结构等 Φ� 一Δ 〕,

5 7 8 ;年 :
4

Λ
4

%Ι
Ι
曾报道用固定化葡萄

糖淀粉酶进行中试
,

但至今未见推广
4

国内还沿用液态酶水解淀粉制葡萄糖
,

这样酶只能一次

性使 用
4

,

利用率太低
4

为了提高酶的利用效率
,

探讨酶实现工业应用的最适宜固定化条件等仍

具有现实意义
4

5 实验部分

5 试剂与设备

本文 5 7 7 >一 : 6一> 7收到
4

福建省自然科学荃金资助项 目
,
5 7 7 >年Μ月全国高分子学术会议 /长春 1论文
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葡萄糖淀粉酶 /液体
,

食品级
,

无锡醛制荆厂1 Ν 。一甲基丙烯酸一 Ο一轻基乙酷咬入∀
,

上海珊

瑚化工厂1 Ν可溶性淀粉 /化学纯
,

浙江
,

湖州菱湖食品化工厂 1 Ν
葡萄糖 /∃ ∀

,

上海化学试剂厂 1
4

8> 5型分光光度计 /上海分析仪器厂 1 Ν Δ:5 型超级恒温槽 /上海市实验仪器厂 1 Ν . ( :> 一 �:

型旋片真空泵 /上海长江医疗器械厂 1 Ν
�, ϑ 一! �型扫描 电子显微镜 /日本 1 , ‘

:0
。
辐射源 /福建

省农科院稻麦研究所 14

5
4

> 固定化葡萄糖淀粉酶的制备

取一定量浓度的酶液
,

一定量。
4

3Β 23 Π % 醋酸咧酷酸钠缓冲液 /Ο∋ Θ 6
4

Δ1 和一定量
≅ 一 甲

羞丙烯酸一Κ一经基乙醋单体混合成总体积为>: Β 3的混合液
,

置于 Δ: Β 3安培瓶中
,

摇匀后放

到广口保温瓶 电冷却到零下某一温度恒温 /用工业洒精及掖氮调节温度 1
,

在该温度将安培瓶

抽真空封口
,

并用
‘
:Γ

。
进行一定剂量的辐照

,

使单体聚合即可褥到乳白色多孔棒状的固定化

酶
,

保留在冰箱中备用
4

54 � 酶活性分析Φ85

取 32Β 3浓度为Δ呱的已熟化了的透 明淀粉水溶液
,

加入<Β 32
4

3Β ;5Π % 醋酸一醋酸钠缓冲

液
,

然后加入游离酶或固定化酶 /切成 约ΡΒ Β
,

小颗粒 1
,

在6 Δ℃恒温反应 5水时
,

立即倒 出反应

液
,

加入。
4

<Β3 ΡΒ 2 ΣΠ% # ≅ 2 ∋ 溶液终止反应
,

然后将溶液稀释到遗当浓度
,

按文献Σ幻的方法测

定溶液中葡萄糖的含量
4

> 结果与讨论
Ν

一 ,
琦方 Ν 、

Θ Τ

一 Υ

几
4

,

>
4

5 固定化酶的活性表征

酶的活性常用酶活力单位来表征
4

国际活力单位是指在 >Δ ℃以最适底物浓度
,

最适缓冲液

的离子浓度
,

以及最适 Ο∋ 值等条件下
,

每分钟能催化消耗一微摩尔如碗31底物的醛量定为一

个活力单位
4

本课题主要是探讨酶 固定化后其活性与固定化前丈游离酶 1有何差别之差别多大
Υ Υ

4
Υ

⋯
Υ

Υ
4 Υ

4

Υ Υ Υ
4 Υ Υ 4 ‘

Υ
,

Υ

二
Υ

,

Υ Υ
材

, Υ � 二
Υ 4 Υ Υ

‘
4 、、 4 、 Υ

Υ
4

呢
,

而不在于酶本身的活性
·

可采用相对活力 +? 来表征
,

￡? 一
斌

= ‘。“呢
,

其中ϑ3 为游离酶水

解淀粉生成葡萄糖的量
,

风为与游离酶同等条件下固定化酶水解淀粉生成葡萄糖的量
4

若 + ς

值接近 3说明酶固定化后其活性与固定化前的游离酶基本相同
,

失活甚少
,

反之失活就严重了
4

>
4

> 辐射剂 Σ ∀ 和聚合温度 − 对固定化酶活性的影响

以单体浓度 ϑ Θ Δ: Ω
,

酶在载体上的担载量 + 二 Δ: Β Χ Π Χ
,
Κ∋ 二 6

4

Δ
,

聚 合温度 − Θ 一

8: ℃
,

分别以不伺剂量进行辐射聚合反应
·

所得固定化酶的相对活力与辐射剂量的关系见图5
4

实验结果表 明
ς

辐射剂量在Δ Ξ 3护Θ 5
4

Ρ = 32
‘? ≅ Α 之间最适宜

Υ

、
剂量过低或过高均使固定化酶

的+? 降低
4

这是因为剂量过低
,

单体聚合反应不完善
,

载体骨架不结实
,

酶易泄漏
Ν剂量过高

,

能量过大
,

易损伤酶的活性
4

两行均使固定化酶的 +
二

降低
4

以 ϑ Ψ Δ :呱
、

+ 一 Δ : Β Χ Π Χ
、

户万二 6
4

Δ和 ∀ Ψ ;
4

Δ Ξ )。呀≅Α
,

观察不同聚合温度 与闭定化 酶的

君ς
关系见图>

4

从中看出
,

聚合渴 度与固定化时酶的活性少受损伤
·

但是温度太低 又不利于单

体的聚合反应
,

故聚合温度处在一 ;: ℃ Θ 一 8:
‘

0之间为宜
·

>
4

� 单体浓度与固定化酶活性的关系

单体经辐射聚合后
,

成为酶的载体
·

载体的结构对固定化酶的 +
ς

影响汲大
4

图 �为固定化



� > > 华 侨 大 学 学 报 57 7 �

行户
夕。
哟

严 ς 认犷

−
二 一
为乞

灯

�吸�
、
山

对

 琴�时

! ‘
,

动
尺∀ #。寸 ∃ 份了�

一
‘%

丁 ∃ 乞�

·

即

图& 辐射剂蚤与固定化酶相对活力的关系

酶的 ∋ (
与单体浓度关系的实验结果

)

从中可

知
,

单体浓度在 ∗+ 铸一 ,+ −之间为宜
)

过低
,

经

辐射聚合后载体骨架不 牢
,

孔洞过大
,

酶易流

失
.
相反

,

单体浓度过大
,

经辐射聚合后载体的

孔洞少且小
)

淀粉分子要进入孔洞与孔洞内附

着的酶接触进行水解反应有困难
,

而反应产物

葡萄搪分子要从孔洞内扩散出来亦不易
,

导致

固定化酶的 五(
降低

,

这点已与用扫描电镜测

载体的微孔结构所证实
,

见图∗)

/
。

∗ 酶在载体上的担载盆与固定化酶活性的

图/ 聚合温度与固定化酶相对活力妒 笑系

0
一

》1

方撇
、

尸日
“

东犷

劣

八吠�苗

丁 2 一
‘了乞

! ‘

即 卯

阿 ∃为�

关系 图3 单体浓度与固定化酶相对活力的关系

酶在载体上的担载量是指单位重量的载

体上所担载的酶量 ∋
)

实验是在其他条件固定卞∃4一 5+ −
,
6 7 一“℃

, 8万三 ∗
)

5
,

9 : ;
)

< ∀

=+ <( >? �探讨酶的担载量与固定化酶活性的关系
,

结果见图5
)

当酶的担载量较小时
,

固定化酶

的 ∋ 。
随 ∋ 的增加而增大

,

但是当 ,∋ 达到某一值后随着 ∋ 继续增加 ∋ ,

反而下降
)

这是因为载

体的比表面积是固定的
,

含酶量增多
,

单位比表面积上的含酶数增多
,

酶分子之间相距愈来愈

近
,

最后因相距太近
,

淀粉分子要挨近他们由于空间位阻彼此产生干扰而使水解反应不能顺利

进行
,

∋ 2 下降
)

故实验结果表明 ∋ 在∗ 。一 ; + ≅ Α 0 Α 之间为宜
)

另外酶担载在载体上
,

其稳定性如何 Β我们对固定化酶进行重复使用的实验
,

结果见图 ,
)

发现在 ∋ : 5+ ≅ Α 0 Α
,

6 : 一 ,5 ℃
,

8 Χ : ∗
)

5
, 9 : ;

)

5 Δ =+ 5(> ? 条件下
,

固定化酶的稳定性与单

体浓度有关
,

当 4一 3+ −时
,

固定化酶重复使用数次后 ∋ 2
下降很多

)

正如前面所分析的
,

4

低
,

载体骨架不牢
,

孔洞过大
,

酶易流失
,

而 4 在5+ 铸
、

,+ 铸和Ε+ 铸的固定化酶稳定性较好
,

重

复使用了,次 ∋ ( 基本不变
)

另外我们把这三种固定化酶在冰箱中或密封在室温下存放两个月

再测其 ∋ ( ,

发现冰箱存放的基本不变
,

室温存放的约下降5铸
,

说明其稳定性极佳
)
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≅ /ϑ二 �:呱1 Ζ /ϑ Ψ 6 : 铸1

Γ /ϑ Ψ Δ :呢1 Α /ϑ Ψ ; :呱1

图6 不同单体浓度的固定化酶的扫描电镜照片

Ι /ϑ Θ 8 :Ω 1

� 固定化酶模拟工业应用初探

为了模拟在工业上常用的间隙式搅拌罐反应器和连续式反应器
,

我们取 32 2 2Β3 三颈瓶和

Δ ΔΓ Β 直型冷凝管进行模拟实验
·

取 Δ:: Β 3浓度为 5: Ω /Κ ∋ Ψ 6
4

Δ1 的淀粉溶液置于 5: : 2 Β3 三

颈瓶中
4

在Δ; ℃恒温下加入 >馆 固定化酶小厥粒 /含酶量为5: :: Β Χ 1
,

慢速搅拌
,

反应刊 5 >: Β ΤΕ

后葡萄糖产率达到 8: Ω Ν
将>鲍 固定化酶小颗粒填充在 ΔΔ Γ Β 直型冷凝管中

,

夹套通Ω ℃循环

热水
,

将Δ:  Β 3浓度为5: 弘/Κ∋ 二 6
4

Δ 1的淀粉溶液
,

以>: Β 3Π Β ΤΕ 的流速循环流经固定化酶柱
,

历时 5>Δ Β ΤΕ
,

葡萄糖产率为�: Ω
4

因我们的操作条件不是两种工艺过程的最优条件
,

无法比较
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醉的担载量与固定化酶相对活力的关系 图; 固定化醉相对活力与使用次数的关系

+ Ψ <2Β Χ Π Χ
,

∀ , 8
4

Δ = 5 : ,
?≅ Α

Κ∋ Ψ 6
4

, − “ 一 ; Δ℃

ϑ 为5
4

� :
、

>
4

Δ :
、

�
4

; :
、
6

4

Μ : /Ω 1

连
Φ一Γ自Η!口工‘!

两种工艺过程的优劣
)

似乎间隙式搅拌罐反应器易于操作和实施
)
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