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新型硅基固载材料的制备及固定化酶性能
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摘要! 利用溶胶
#

凝胶原理! 以正硅酸乙酯%

6789

&为原料!

$#

缩水甘油醚氧丙基三甲氧基硅烷%

:;#&"-

&为偶联剂!

在酸性条件下发生缩合反应制备新型基质材料! 通过红外光谱%

<6#=>

&! 固体核磁共振波谱%

?@0AB9

%$

? CA>

&和
D#

射线衍射%

D>E

&对基质载体进行结构表征' 通过交联
#

包埋固定化法制备新型纤维素固载酶! 分析研究了固载酶及

游离酶酶解不同微观尺度纤维素基质的酶学性能' 结果表明$ 固载酶进行酶促反应的最优
F; G.-

! 最优温度为
"-

$

! 表明固载酶的热稳定性优于游离酶( 测得固载酶的米氏常数与游离酶无显著差异( 固定化纤维素酶的重复使用

性和储存稳定性较游离酶均有较大改善' 有关研究可为制备性能优良的固载酶提供一定借鉴' 图
4
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酶是一类具有高效催化能力的生物活性物质" 生命活动中许多复杂而有规律的物质和能量变化均离

不开酶的催化作用) 其中" 纤维素酶是一类能够将纤维素降解为葡萄糖的多组分酶系的总称" 现已确定

的主要组分为内切型葡聚糖苷酶* 外切型葡萄糖苷酶和纤维二糖酶" 它们协同作用" 最终水解产物为葡

萄糖) 纤维素酶主要来源于细菌和放线菌等微生物" 原生动物* 软体动物" 昆虫和植物的一些组织也能

产生纤维素酶'

%

(

) 纤维素类物质是地球上产量巨大却又未得到充分利用的可再生资源) 地球上植物光合

作用可产生大于
%--

亿
L

&

K

'%的植物干物质" 其中一半以上是纤维素和半纤维素" 合理利用纤维素可为

社会的可持续发展做出贡献'

#

(

) 由于纤维素的充分利用与纤维素酶息息相关" 使纤维素酶在生活中的许

多领域都有广泛的应用" 如织物整理'

$

(

* 蔬菜汁加工'
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效益! 但游离纤维素酶不易与底物分离! 存在重复利用性和储藏稳定性差等缺点! 大大增加了生产成

本! 因此! 采用新技术新方法对纤维素酶进行改性十分重要" 其中人们为了提高纤维素酶的重复利用性

和储藏稳定性! 常常制成各种固定化纤维素酶" 酶的固定化是用物理或化学方法处理水溶性酶! 使之不

溶于水或固定于固相载体的一种技术! 极大地拓宽了酶的应用范围! 成为当前研究的热点领域" 固载材

料的制备是获得性能优越的固载酶的一个关键步骤" 为了克服酶对热# 酸# 碱等因素的不稳定性! 提高

酶的催化活性! 人们对酶的固定化进行了广泛深入的研究! 制备出许多新的固定化材料$

$'(

%

" 相比较而

言! 无机载体比有机载体更耐生物降解! 有更高的热稳定性且价格更低" 本工作在前人研究的基础上!

分析比较现有固载材料和方法$

)'#&

%

! 通过正硅酸乙酯&

*+,-

'的酸性水解产物和偶联剂
.!

缩水甘油醚氧丙

基三甲氧基硅烷&

/0!1$"

'的缩合反应合成新型基质载体! 并用红外光谱分析固体核磁谱&

2.

3 456

'分析

和
7!

射线衍射分析对基质载体进行结构表征( 通过交联
!

包埋方法$

##'#!

%制备新型纤维素固载酶! 测定固

载酶不同微观尺度纤维素基质的酶学性能" 实验结果表明! 所制备的纤维素固载酶除保持了酶的高效#

专一# 温和及活性可调控等催化特性外! 热稳定性也有较大幅度提高! 并且具有易分离回收# 可重复使

用# 储存稳定性好等诸多优点! 对实现纤维素酶的高效利用具有较好的借鉴意义"

#

实验部分

!"!

试剂与仪器

正硅酸乙酯&

38

化学纯!

!!(9&:

! 江苏强盛功能化学股份有限公司'( 乙醇&

;6

分析纯!

!))9<:

!

国药集团化学试剂有限公司'( 乙酸&

;6

分析纯!

!))91:

! 永华化学科技有限公司'(

.!

缩水甘油醚氧

丙基三甲氧基硅烷&

)<9&:

! 上海晶纯生化科技股份有限公司'( 羧甲基纤维素钠&

38

化学纯! 国药集团

化学试剂有限公司'( 纳米纤维素溶液&湿'质量分数为
&9$ :

! 实验室自制'( 纤维素酶&

2$9$<"2&

#1
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@

$2

! 上海晶纯生化科技股份有限公司'(

.A1!

二硝基水杨酸&

38

化学纯!

!)(9&:

! 国药集团化学试剂有

限公司'( 氢氧化钠&

;6

分析纯!

!)$9&:

! 西陇化工股份有限公司'( 酒石酸钾钠&

;6

分析纯!

!

))9&:

! 天津市永大化学试剂有限公司'( 苯酚&

;6

分析纯! 天津市永大化学试剂有限公司'( 无水硫酸

钠 &

;6

分析纯!

))9&:

! 浙江三鹰化学试剂有限公司'( 实验用水为双蒸水" 集热式恒温加热磁力搅拌

器&
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型! 中国巩义市予华仪器有限责任公司'( 电热恒温鼓风干燥箱&
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型! 中国上海

一恒科学仪器有限公司'( 循环水式多用真空泵&

-0E!3

型! 中国巩义市予华仪器有限责任公司'(

EF?>

电位及粒度分析仪&

)&8GHI EF?>

型! 美国
JKLL=M>NFO

公司'( 傅里叶变换红外光谱仪&

P6 8KFI?Q@F!!#

型!

日本
-MQR>STH

公司'(

7!

射线衍射仪&
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型! 日本
-MQR>STH

公司'( 核磁共振波谱仪&

;U;43+ PP
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型! 瑞士
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公司'( 紫外可见分光光度计&
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系列型! 中国北京普析通用仪器有限责任
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硅基质载体材料的合成!

!$%!&

"

!19& RV

正硅酸乙酯&

*+,-

'溶解在
1"9" RV

乙醇中!

%" %

恒温加热搅拌
1 RQO

! 加入
1"9" RV

水继

续搅拌
2" RQO

! 加入乙酸调节酸碱度至
W0 !X.

! 升温至
(" &

! 搅拌
2 M

( 加入
19" RV

偶联剂
.!

缩水甘

油醚氧丙基三甲氧基硅烷&

/0!1$"

'! 搅拌
% M

( 烘箱
2"" &

烘
21 M

至干燥( 用水淋洗基质载体数次! 再

用乙醇淋洗数次! 然后烘箱
<" &

烘
% M

至完全干燥! 得到白色固体颗粒! 再用研钵研磨! 得到白色粉

末状环氧化二氧化硅基质载体" 基质载体合成的方程式如下*

"

以乙醇为溶剂! 在乙酸催化作用下! 使正硅酸乙酯&

*+,-

'水解! 得到水解产物"

!

"

.2$
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卷第
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以
#$!%&'

为偶联剂! 与前述步骤中得到的水解产物进行缩合反应! 制备含高活性基团的环氧化二

氧化硅基质载体! 该基质载体为稳定固体状凝胶"

!"#

环氧化二氧化硅基质载体的结构表征

红外光谱#

()!*+

$分析% 采用傅里叶变换红外光谱仪! 溴化钾#

#,-

$压片制样! 扫描波数范围为

. '''/%'' 01

"2

&

3!

4 56+

固体核磁谱分析% 采用核磁共振波谱仪测定产物的固体核磁
47869:

3!

4 56+

谱! 观测频

率
;%<= 6$>

! 魔角自旋速度
!<? 6$>

! 分辨率
.<?? $>

' 内参考物% 氨基乙酸&

@!

射线衍射分析% 采用
@!

射线衍射仪分析样品结晶度& 扫描方式% 定性! 步进扫描' 扫描速度%

2=#

(

1AB

"2

' 扫描范围为
"!

%

2=#/%=#

' 步长%

=<="#

' 电压
8

电流%

!% CD8!= 19

'

4E

"F靶&

!"$

纤维素固载酶的制备

准确称取
2<% G

环氧化二氧化硅基质载体! 加入
"%<= 1H I$ %<=

的
2<= G

)

H

"2纤维素酶的磷酸氢二钠
!

柠檬酸缓冲液! 室温下浸渍
" J

! 过滤! 获得固载酶! 用
I$ %<=

的磷酸氢二钠
K

柠檬酸缓冲液淋洗固载

酶数次! 除去固载酶表面的游离酶"

固定化酶制备过程如下%

"

高温烘干凝胶并淋洗! 再次烘干研磨后为白色粉末状" 取基质载体与纤维素酶溶液反应! 环氧化二

氧化硅基质载体上的环氧基与纤维素酶上的氨基发生共价键联! 实现纤维素酶的固定"

!"%

纳米纤维溶液制备

根据文献*

3&

+! 按照
!

#纳米纤维$

$!

#溶剂$

L3$%=

! 将纳米纤维溶解在
M<= 1NH

)

H

"2的硫氰酸锂#

HA:45

$

溶液中! 搅拌溶解过滤! 去离子水透析
! O

后! 再将所得溶液配制成质量分数为
=<&P

的纳米纤维溶液,

!"&

纳米纤维溶液表征

QRST

电位和粒度分析!

QRST

电位是表征颗粒分散系稳定性的重要指标*

3;

+

! 因此! 纳米纤维溶液的

QRST

电位也是表征纳米纤维能否在溶液中稳定存在及粒径大小的重要指标& 将所得质量分数为
=<&P

纳

米纤维溶液配成
=<=& G

)

1H

"3水溶液! 采用
M= 7UEV QRST

型
QRST

电位及粒度分析仪测试样品的粒径及
QRST

电位&

!"'

酶学性能测定

2<;<2 I$

值和温度对纤维素酶活性的影响 取
=<% G

固载酶和游离酶在
.= %

!

I$ !<=&?<=

条件下! 分

别与
"<= 1H &<= G

)

H

"2 的羧甲基纤维素钠#

464

$溶液和纳米纤维素#

544

$溶液进行酶促反应! 反应
"=

1AB

! 采用滤纸酶活#

(79

$测定酶活*

2?

+

! 考察
I$

值对酶活性的影响& 将固载酶和游离酶在
.=&?= %

温度

范围内和
I$ %<=

条件下! 分别与
"<= 1H &<= G

)

H

"2

464

溶液和
544

溶液进行酶促反应! 反应
"= 1AB

!

测定酶活! 考察温度对酶活性的影响&

2<;<"

纤维素酶的重复利用性和储藏稳定性的测定 将纤维素固载酶和纤维素游离酶分别与
"<= 1H &<=

G

)

H

"2

464

溶液和
544

溶液在
.= %

!

I$ %<=

的条件下! 反应
"= 1AB

! 重复反应
&

次! 测定酶活! 考察

酶的重复利用性& 将纤维素固载酶和纤维素游离酶储存在
. %

冰箱内! 隔
; O

取定量
=<% G

的固定化酶

和游离酶在
.= %

!

I$ %<=

条件下! 分别与
"<= 1H &<= G

)

H

"2 羧甲基纤维素钠#

464

$溶液和纳米纤维素

#

544

$进行酶促反应! 测定酶活! 考察酶的储藏稳定性&

2<;<!

纤维素酶的米氏常数的测定 将固载酶与纤维素游离酶分别与
2<=

!

"<=

!

!<=

!

.<=

!

%<=

!

&<= G

)

H

"2

的
464

溶液和
544

溶液进行反应!

"= 1AB

后! 分别在之后的第
"

!

%

!

?

!

22

!

2.

!

2;

!

"= 1AB

条件下

测定酶活! 以反应速率的倒数对底物浓度的倒数作图! 经线性拟合得出米氏方程和米氏常数
"

1

值*

2M

+

&

傅小萍等% 新型硅基固载材料的制备及固定化酶性能
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实验结果与讨论

!"#

新型固载材料的表征

基质载体的红外光谱!

'(!)*

"分析结果如图
+

所示# 由图
+

可见$ 中间产物二氧化硅和基质载体在

, $-" ./

"+处都有%

01

的特征吸收峰& 在
+ ++&

和
+ +&& ./

"+处出现的特征吸收峰较宽' 是由
23

%

0

和

4

%

0

键特征吸收峰的重叠造成的& 在
567

和
7"" ./

"+处为环氧基的特征吸收峰& 在
! 6%" ./

"+处' 中

间产物无%

41

!

%的特征吸收峰' 基质载体有该特征吸收峰' 说明中间产物二氧化硅和偶联剂
81!-$"

实现了共价键联' 从对
)*

的分析' 可以初步判断基质载体合成成功#

基质载体的 +,

4 9:*

固体核磁谱分析结果如图
!

所示# 由图
!

可知$ 在
";-" /<

(

=

"+间存在强度约

为
+#!#+

的 +,

4

信号峰' 说明合成的基质载体含有
*

%

41

!

%

*

结构' 在
-";7" /<

)

=

"+存在 +,

4

信号峰'

说明了基质载体中
4

%

0

的存在' 与目标基质载体环氧化二氧化硅结构相符' 说明基质载体合成成功#

基质载体的
>!

射线衍射!

>*?

"分析结果如图
,

所示#

图
+

中间产物二氧化硅和基质

载体的
)*

谱

'3<@AB + )* CDB.EAF GH EIB 3JEBA/BK3FEB FJK

EIB .FAA3BA

图
!

基质 载 体 的
4LM:N2

#,

4!

9:*

谱

'3<@AB ! 4L M :N2

#,

4!9:* CDB.EAGC.GDO GH

3JEBA/BK3FEBC FJK EIB .FAA3BA

图
,

中间产物及基质载体的

>!

射线衍射图谱

'3<@AB , >!AFO K3HHAF.E3GJ CDB.EAF GH

3JEBA/BK3FEBC FJK EIB .FAA3BA

!

"

#

!"

由图
,

数据' 结晶度按式!

#

"计算' 数据列于表
#

#

#

.

$$

.

M

!

%%$

.

&$

F

"# !

#

"

式!

#

"中$

#

.

为结晶度'

$

.

为
>!

射线衍射图谱中结晶区

部分面积'

%

为校正因子'

$

F

为
>!

射线衍射图谱中非

结晶区部分面积#

由图
,

可知$ 缩合反应前后峰的形状没有发生太

大变化' 中间产物的结晶度为
%$P,&Q

' 基质载体的结

晶度
%,P-%Q

' 仅略有减小' 说明偶联剂
81!-$"

的加

入对中间产物二氧化硅试样的结构并无太大影响# 综合分析表明' 成功合成获得了新型硅基载体材料#

!"!

固载酶及游离酶酶解不同微观尺度下的纤维素基质性能

!P!P+

自制纳米纤维粒径的测定 自制纳米纤维素粒子数量与粒径的分布关系如图
%

所示# 由图
%

可

知$ 纳米纤维素的粒径分布在
+"- J/

取得最大值' 纳米纤维素的平均粒径接近纳米尺寸' 粒径较小#

!P!P! RBEF

电位的测定 一般文献认为*

!"

+

' 对于非纳米粒子'

RBEF

电位绝对值在
," /S

以上的稳定性

较好' 但是由于纳米粒子的粒径较小' 单个粒子表面提供电荷的官能团的数量较少' 可能会引起所测得

的
RBEF

电位绝对值偏低, 本工作由
RBEF

电位仪测得所制备的纳米纤维素的
RBEF

电位为
"!6P5! /S

' 可

认为稳定性较好#

!P!P,

固定化酶最适
D1

值的范围 将纤维素固载酶和游离酶在
D1 ,P";7P"

的范围内与分别与
4:4

溶

液和
944

溶液反应' 测定固载酶和游离酶的活性' 结果见图
-

# 由图
-

可知$ 无论底物是
4:4

溶液'

还是
944

溶液' 固载酶的最适
D1

值都为
D1 %P"

' 游离酶的最适
D1

值都为
D1 -P"

#

4:4

与
!

种形态

酶的反应程度都较
944

高' 可能原因为自制纳米纤维溶液溶质粒径虽达到纳米级要求' 但是颗粒大小

表
$

基质载体的结晶度

(FTUB + ?B<ABB GH .AOCEFUU3J3EO GH 3JEBA/BK3FEB FJK EIB .FAA3BA

样品
&

值 扫描范围
M

!

'

" 结晶度
MQ

二氧化硅
"P+" +";-" %$P,"

环氧化二氧化硅
"P+" +";-" %,P-%

,+7
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不均匀! 因此! 底物为
#$#

时的酶促反应效果较底物为
%##

时好"

"&"&'

固定化酶最适温度的范围 将纤维素固载酶和游离酶在
'()*( !

的范围内和
+, -.(

的条件下!

分别与
#$#

溶液和
%##

溶液反应! 测定固载酶和游离酶的活性! 结果如图
/

所示" 由图
/

可知# 无论

底物是
#$#

溶液! 还是
%##

溶液! 固载酶的最适温度都为
/( !

! 游离酶的最适温度都为
-( !

! 说明

固载酶较游离酶有更好的热稳定性" 这是因为纤维素固载酶的接枝长链对纤维素酶具有一定的包埋作

用! 使固载酶的刚性增加! 必须升高温度增加柔性! 才能和底物分子结合"

图
'

数量
"

粒径分布关系图

012345 ' 647+8 9: 45;7<19=>81+ ?5<@55= =3A?54

7=B <85 +74<1C;5 >1D5 B1><41?3<19=

图
- +,

对酶活性的影响

012345 - E::5C< 9: +, F7;35 9= <85

5=DGA7<1C 7C<1F1<G

图
/

温度对酶活性的影响

012345 / E::5C< 9: <5A+54<7<345 9= <85

5=DGA7<1C 7C<1F1<G

".".-

固定化酶的重复使用性 将固载酶和游离酶在
+, -.(

和
'( !

条件下与
#$#

溶液与
%##

溶液反

应! 测定固载酶和游离酶的活性" 重新装入底物溶液! 再次反应后测定酶活性! 如此反复操作
/

次! 结

果见图
H

" 由图
H

可知# 经过
/

次反应后! 固载酶对于底物
#$#

溶液的酶活性高于
%##

溶液! 表明固

载酶对于
#$#

溶液有更好的重复利用性" 酶活性逐步下降的可能原因为底物逐步进入基质载体的孔道!

与固载酶发生作用或部分以游离形态被束缚在基质载体中的酶随反应进行逐步与基质载体脱离从而与底

物发生作用! 使得酶不断被消耗数量减少! 表现为活性降低"

"."./

纤维素酶的储藏稳定性 将固载酶和游离酶储存于
' !

的冰箱内! 隔
H B

! 测定
I

次酶活! 连测

"* B

! 结果见图
*

" 由图
*

可知#

"* B

后! 无论底物是
#$#

溶液! 还是
%##

溶液! 固载酶的酶活性都

高于游离酶! 说明固载酶较游离酶有更好的储藏稳定性" 这是因为酶与基质载体结合生成固载酶以后结

构更加稳定! 抵抗外界环境对酶活的影响"

".".H

纤维素酶米氏常数的测定 在温度$

+,

值及酶浓度恒定的条件下! 底物浓度对酶促反应速度有

很大的影响" 底物浓度很低时! 酶促反应的速度随底物浓度的增加迅速增加! 随反应底物浓度继续增

加! 反应速度的增加开始减慢! 当底物浓度增加到一定值时! 反应速度达到最大极限" 底物浓度%

!

&与

酶反应速率
"

间的定量关系由米氏方程给出#

!#

"$

%

!

&

#

%

J

%

!

&

" '

"

(

式'

"

(中#

"

为反应初速率!

#

为最大反应速率! %

!

&为底物浓度!

$

A

为米氏常数!

$

A

值等于酶促反应速

度达到最大反应速度一半时所对应的底物浓度"

$

A

是酶的特性常数之一! 它包含着酶与底物结合和解

离的性质! 不同的酶
$

A

值不同! 同一种酶与不同底物反应
$

A

值也不同"

$

A

值可近似地反映酶与底物

的亲和力大小#

$

A

值大! 表明亲和力小)

$

A

值小! 表明亲和力大" 米氏方程两边同时取倒数! 得到#

$

!

&

#

%

"

$

'

%

!

&

J

$

"

" '

!

(

用酶反应速率的倒数对底物浓度的倒数作图! 经线性拟合! 结果列于图
K

和表
"

" 结果表明# 固载酶与

#$#

溶液和
%##

溶液作用的米氏常数分别为
I.-* 2

*

L

(I和
".!/ 2

*

L

(I

) 游离酶与
#$#

溶液和
%##

溶液

作用的米氏常数分别为
I.'( 2

*

L

(I和
".I" 2

*

L

(I

! 表明固载酶与底物的亲和力较游离酶有所减小! 可能原

傅小萍等# 新型硅基固载材料的制备及固定化酶性能
!IK
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表
!

游离酶与固定化酶的米氏常数

'()*+ ! !

,

-(*.+ /0 01++ (23 4,,/)4*45+3 6+**.*/7+

酶!底物" 方程
"

!

!

,

8

!

9

#

:

!#

"

固定化纤维素酶!

;<<

"

#"#=#>?!$#=!>?@? &>??% ? !>A$

游离纤维素酶!

;<<

"

#"#%?>&@$#=&>A$& &>??A # !>#!

固定化纤维素酶!

<B<

"

#"C%>=!$$#@A>$$! &>??= # #>@C

游离纤维素酶!

<B<

"

#"$@>@==$#%$>$?A &>??A $ #>%&

因为固载酶由于基质载体的阻碍作用$ 减少了

酶与底物的接触面积$ 使得相较游离酶亲和力

有所减小%

!

种形态的纤维素酶对
<B<

的亲和

力比对
;<<

的亲和力强$ 可能原因为自制纳米

纤维溶液溶质粒径虽达到纳米级要求$ 但由于

;<<

颗粒大小的不均匀性$ 使得较底物为
<B<

时酶促效果稍差$ 表现为亲和力有所减小%

图
=

酶的重复利用性

D49.1+ = E+.7()4*4FG /0 6+**.*(7+

图
C

酶的储藏稳定性

D49.1+ C HF/1(9+ 7F()4*4FG /0 6+**.*(7+

图
? :4+I+(-+1$J.1K

曲线

D49.1+ ? :4+I+(-+1$J.1K 6.1-+7

= L% !L !C

%83

A

结论

自制纤维素溶液的粒径分布在
L"@ 2,

左右$ 接近纳米纤维素级别&

M+F(

电位为
!!?>=! ,N

$ 说明

纳米纤维素溶液稳定性较好% 将所制备的纤维素固载酶的酶学性能与纤维素游离酶相比较的结果表明'

无论底物是羧甲基纤维素钠$ 还是纳米纤维素$ 此固载酶进行酶促反应的最优
OP

值都为
OP %>&

左右$

最优温度都为
$& %

$ 比游离酶提高
L& %

$ 表明固载酶的热稳定性优于游离酶% 此外$ 固载酶的重复利

用性和储藏稳定性与游离酶相比都有较大的提高% 测得固载酶的米氏常数比游离酶稍大$ 表明其与底物

的亲和力与游离酶相比有所减小%

%
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