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海藻酸钠固定化中性蛋 白酶的研究

张富新
,

张媛媛
,

党亚 丽
,

于月英
陕西师范大学 食品工程系

,

陕西 西安

摘 要 〕 探讨了中性蛋白酶在海藻酸钠中的固定化技术
,

并对影响固定化酶的固定化率和固定化酶活性的

因素进行了研究
。

结果表明
,

固定化酶的质量受海藻酸钠浓度
、

固定化酶量
、

固定化时间以及 浓度的影响
,

其

最佳工艺条件为 海藻酸钠浓度
,

固定化酶液量与海藻酸钠体积 比
,

固定化时间
,

浓度

环
,

由此制得的固定化酶的固定化率可达
,

固定化酶活性为 其热稳定性
、

值稳定性均极显

著高于游离酶
。

关健词 〕 海藻酸钠 固定化 中性蛋白酶
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酶的固定化是利用化学或物理手段将游离酶定

位于限定的空间区域
,

并使其保持活性和可反复使

用的一种技术
’二。 固定化方法主要有吸附

、

包埋
、

共

价键结合
、

肤键结合和交联法等 其中包埋法不需要

化学修饰酶蛋白的氨基酸残基
,

反应条件温和
,

很少

改变酶结构
,

应用最为广泛
。

包埋法对大多数酶
、

粗酶制剂甚至完整的微生物细胞都适用
,

包埋材料

主要有琼脂
、

琼脂糖
、

卡拉胶
、

明胶
、

海藻酸钠
、

聚丙

烯酞胺
、

纤维素等
,

其中海藻酸钠具有无毒
、

安全
、

价

格低廉
、

材料易得等特点
,

是食品酶工程中常用的包

埋材料之一川
。

中性蛋白酶是一种来源于枯草杆菌的胞外蛋白

水解酶
,

它能迅速水解蛋白质生成肤类和部分游离

氨基酸川
。

近年来
,

许多研究者致力于中性蛋白酶的

固定化研究
,

但由于固定化条件不同
,

其固定化酶的

稳定性较差
,

不能在实际生产中广泛应用川
。

因此
,

本试验对影响海藻酸钠固定化中性蛋白酶的主要因

素进行了研究
,

确定了中性蛋白酶固定化的最佳条

件
,

并对固定化酶的稳定性进行了研究
,

以为固定化

中性蛋白酶的应用提供理论依据
。

材料与方法

材 料

中性蛋白酶
,

北京奥博星生物技术责任有限公

司 海藻酸钠
,

中国医药 集团

上海化学试剂公司 干酪素
,

生化试剂
,

公司
一

酪氨酸
,

生化试剂
,

上海生物化学制剂

厂 其他试剂均为分析纯
。

主要仪器设备

分光光度计
, 一 一

电热恒温水浴槽
, 一 班 循环水式多用 真空 泵

,

一

型恒温磁力搅拌器
, 一

台式水浴恒温

振荡器
,

注射器
,

针头
, 一

精密

计
,

手提式压力蒸汽灭菌器
,

型电热鼓风干

燥箱
,

电子调温电热套等
。

中性蛋白酶的固定化

中性蛋 白酶的 固定化方 法困 称取一定量

的中性蛋白酶粉
,

用 八
,

磷酸盐缓

冲溶液稀释 倍
,

制成中性蛋白酶溶液
。

取适量酶

液加人到一定浓度的海藻酸钠溶液中
,

充分搅拌均

匀
。

用灭菌后的注射器吸入上述混合液
,

以约 滴

注人 溶液中制成凝胶珠
,

将形成的凝胶珠在

的 溶液中放置一段时间使其进一步

硬化
。

然后抽滤得到硬化的凝胶珠
,

用无菌生理盐水

洗涤 次
,

以洗去表面的 溶液
,

即得到直

径为 一 的球状固定化中性蛋白酶
。

酶活性的测 定 游离中性蛋白酶和固定化

中性蛋白酶活性测定均采用福林酚法 〔
’〕。 游离中性

蛋白酶是用
,

磷酸盐缓冲溶液

溶解后测定
,

活性单位为 固定化中性蛋白酶

是分别测定固定化前酶的活性和固定化后上清液酶

一 一
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。
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的活性
,

然后计算固定化酶活性
,

单位为
。

固定化率测定 分别测定固定化过程中加

人游离酶的总活性 以及固定化后上清液酶的总活

性
,

计算固定化率
。

固定化率 一 加人游离酶的总活性 一上清液酶的

总活性 加人游离酶的总活性
。

结果与分析

固定化条件的确定

海藻酸钠浓度对中性蛋 白酶 固定化效果 的

影响 海藻酸钠浓度不仅影响凝珠的机械强度
,

还

影响底物及产物的扩散
,

进而影响到固定化酶的活

性川
。

酶液量与海藻酸钠溶液用量的体积 比为

,

浓度为 时
,

不同海藻酸钠浓度的固定

化效果见表
。

由表 可知
,

随着海藻酸钠浓度的增加
,

溶液粘

度逐渐增大
,

在相同挤压孔径下
,

挤压越来越难
,

当

海藻酸钠浓度为 时
,

形成的凝胶强度较弱
,

有

明显的拖尾现象
,

且凝珠脆弱
,

易破壁 当海藻酸钠

浓度为 时
,

由于溶液粘度较高
,

固定化时不易

成球
。

从固定化率和固定化酶活性看
,

随着海藻酸钠

浓度的增加
,

酶的固定化率极显著提高 尸
,

而固定化酶活性在海藻酸钠浓度为 时最高

尸
,

这可能是由于海藻酸钠浓度为

时
,

凝珠的机械强度适宜
,

在酶促反应期间底物和产

物易通过凝珠微孔
,

反应速度较快
。

表 海燕酸钠浓度对中性蛋白醉固定化效果的影晌

海藻酸钠浓度 成球难易程度
一

固定化率
固定化酶活性

凝珠强度 凝珠形状 一 孰

较弱

适中

适中

较容易

适中

较难

偏圆形

圆形
匕 工

圆形
匕

不成球

一一
一一

注 不同字母表示差异极显著 尸
。

一 。

固定化酶量时 固定化效果的影响 固定化

酶量直接关系到固定化酶的活性
。

酶液浓度越高
,

反

应所需时间越短
,

反应速度越快赶
‘“二。用 海藻酸

钠
,

将固定化酶液量与海藻酸钠溶液用量体积比调

整为
, , , , ,

进行固定化后
,

测定固

定化酶的固定化率和固定化酶活性
,

结果见图
。
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图 固定化酶量对固定化率和固定化酶活性的影响

一 。一 固定化率 一 口一 固定化酶活性

一 》

一 上

一 三一

固定化时间

图 固定化时间对固定化率和固定化酶活性的影响

一 一 固定化率 一 一 固定化酶活性

一

一
」

一
一
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一
一 一 〔 一 一
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由图 可知
,

在其他条件不变时
,

随着酶液量的

增加
,

固定化率逐渐升高
,

当酶液量与海藻酸钠溶液

用量体积比大于 时
,

固定化率趋于稳定
,

且与

时差异不显著 尸
。

从图 还可以看出
,

当酶液量与海藻酸钠溶液用量体积 比从 增加

到 时
,

固定化酶活性极显著提高 尸
,

之后
,

固定化酶活性变化不大 尸
,

但当体积

比从 增加到 时
,

固定化酶活性又逐渐增

力目
。

固定化 时间对 固定化效果 的影响 固定化

时间是海藻酸钠与固定化酶的混合液滴落到

溶液后的反应时间
。

固定化时间对固定化率和固定

化酶活性的影响见图
。

由图 可知
,

固定化时间在 一 时
,

固

定化率随固定化时间的延长逐渐上升 尸
,

固定化时间从 增加到 时
,

固定化率又有

所下降
,

但当固定化时间超过 时
,

固定化率趋

于稳定 尸
。

同时由图 还可以看出
,

固定化

时间较短 时
,

固定化酶 活性较低
,

固定化时间在

时
,

固定化酶活性随固定化时间的延长

迅速提高
,

当固定化时间大于 时
,

固定化酶活

性趋于稳定
。

海藻酸钠与 形成凝胶是 通

过海藻酸钠胶囊 由外向内置换 ‘ 而形成海藻酸

钙
,

置换过程需要时间
。

若固定化时间较长
,

交联程

度高
,

高分子链结较致密
,

底物扩散阻力增加
,

固定

化酶活性降低
。

同时
,

随着固定化时间延长
,

已固定

化酶在海藻酸钠胶囊中会由内向外扩散
,

造成酶泄

露
,

导致固定化率和固定化酶活性降低仁
’‘ , ’ 〕。

浓度对 固定化效果 的影响 中性蛋

白酶 与海藻酸钠反应形成海藻酸钙凝胶是包

埋法固定化酶的二个重要过程 同时 对形成

凝胶的机械强度也有重要影响口
,

‘ 」。 将
,

浓度

调整为
, ,

进行固定化
,

测定固定

化酶固定化率和固定化酶活性
,

结果见图
。

图 结果表明
,

在其他条件不变时
,

浓度

从 增 加 到 。 时
,

固定化率极显 著提 高

尸 ,

之后趋 于稳定 但 当 浓度大 于

时
,

固定化率又极显著下降 尸
。

固定

化酶活性也有类似的变化趋势
,

当 浓度从

增加到 时
,

固定化酶活性极显著提高

尸 但当 浓度大于 时
,

固定化

酶活性又极显著下降 。
。

答
补

层

浓度

图 浓度对固定化率和固定化酶活性的影响

一 公一 固定化率 一 口一 固定化酶活性

〔

一 今一
一 口一

中性蛋 白酶 固定化工 艺参数的确 定 在前

面单因素试验的基础上
,

为了考察不同因素之间的

综合效应
,

用海藻酸钠浓度
、

固定化酶量
、

固定化时

间和 浓度 个 因素的不 同水平进行正交试

验
,

结果见表
。

由表 可以看出
,

不同因素对中性

蛋白酶固定化效果有明显的影响
。

极差分析结果表

明
,

从固定化率看
,

固定化时间极差最大
,

为
,

其次为海藻酸钠浓度
,

酶液量与海藻酸钠体积比和

浓度影响最小
,

说明在试验范围内固定化时

间影响最大
,

其次是海藻酸钠浓度
,

酶液量与海藻酸

钠体积 比和 浓度影 响最小
,

其最佳组合为
。

从 固 定 化 酶 活 性 看
,

其 最 佳组 合 为
,

即海藻酸钠浓度为
,

酶液量与海藻

酸钠体积比
, ,

固定化时间为
,

浓度
。

综合考虑固定化率和固定化酶活性
,

其优化

组合为
,

即海藻酸钠浓度为
,

酶液量

与海藻酸钠体积 比
, ,

固定化时间
,

浓度
,

以此组合进行试 验
,

其 固定 化率 为
,

固定化酶活性为
。

固定化酶的稳定性

固定化酶的热稳定性 取一定量的游离酶

和固定化酶
,

加入 磷酸盐缓冲液
,

分别于
, ,

和 保温
,

测定酶活性
,

结果见图
。

由图 可知
,

游离酶和固定化酶在 时酶活性

最高
,

温度高于
’

时活性迅速下降
,

但固定化酶

的活性均极显著高于游离酶 尸
,

说明中性

蛋白酶固定化后的热稳定性有所提高
。

这可能是由
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于载体与酶之间形成的共价键稳定了酶分子的构 象
,

从而使酶的临界变性温度提高
”

表 不同因素对中性蛋 白碗固定化效果的影响
、 ‘。 之 。

固定化酶活性

试验号
海藻酸钠
浓度 写

一 “

酶液觉 海藻
酸钠址

犷

一 飞

固定化
时间

·

〔 、 】、

〔
’

浓度“ ”
〔
’

仁 、 气、

固定化率

一

乙 《

—
万一一一一不不不万一一

一

一不下于石一一一—万厂万一一一一不石不 一

一
门乙曰一勺月

⋯
八﹃乃山几八︺

苏

〔万

〕

《

戈 几

】叉

弓、
,
、尹、、刀踢

‘

,曰

川川

夕

了

固定化率
,飞

粼

固定化酶活性

冷

尺
,

】

〕

〔

〔, “

冬气

是 一 ‘〕

竺 气

生

,

‘ 之 了

二健夕

‘

‘

】

几〔

】 通

】

固定化酶的 值稳定性 在游离酶和固

定化酶中分别加入 值
, , ,

磷酸盐

缓冲溶液
,

在 下分别处理 后测定酶活性
,

结果见图
。

八,口

熟工工曰
岁软华谧贫母

一凡︶,
苦尸、︼已人

户一补一。。﹁。名荞襄鹅谧蓄奥

一

温度 ℃

介

图 固定化酶热稳定性

一 一 游离酶 一 一 固定化酶

图 固定化酶的 稳定性

一
·

一 游离酶 一 一 固定化酶
一

一 一 一 犷 一

图 结果表明
,

游离酶在
、

时活性最高
,

大于 时活性下降 固定化酶在
,

随着 的提高
,

酶活性逐渐上升
,

大于

时酶活性变化不大 尸
。

但在相同 下固定

化酶活性均极显著高于游离酶
,

说明中

性蛋白酶固定化后 稳定性明显提高
,

这可能是

由于酶固定化后所处的微环境发生了改变
,

活性中

心 受到载体 的影 响
,

活性基 团 的解离性 发 生 变

一
·

一 一 万一 小

化 乙 ”
‘ 。

结 论

本研究结果表明
,

以海藻酸钠为载体
,

固定化中

性蛋白酶的工艺是可行的
。

海藻酸钠与
, ‘

形成亲

水的多孔性海藻酸钙凝胶
,

其体系较为稳定
,

且相容

性良好
,

凝胶过程温和
。

固定化酶的质量受海藻酸钠

浓度
、

固定化酶量
、

固定化时间以及 浓度的影
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响
,

其最佳工艺条件为 海藻酸钠浓度
,

固定

化酶液量与海藻酸钠体积比
,

固定化时间
,

浓度 。 ,

由此制得的固定化酶的固定化

率可达
,

固定化酶活性为
,

且酶的

热稳定性和 值稳定性均极显著高于游离酶
。
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