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固定化a一淀粉酶的制备及性能研究

耿志杰1，林松柏2”，陈 军1，许少波1，刘群峰1，张泽荣1，张 锦1

1．广东省医疗器械研究所国家医疗保健器具工程技术研究中心，广东广州 510500；

2．华侨大学，福建厦门 361021；3．黎明大学，福建泉州 362000

摘要：以P(DMAA—CO—AM)凝胶为载体，制备了固定化a一淀粉酶，并对其性能进行了研究．研究结果

表明：a一淀粉酶被载体固定化后活性受温度和pH的影响降低；固定化酶重复操作6次后，酶活仍可达

到73％；在4℃环境中储存70天，酶活性由固定前的26％提高到约60％；固定化酶和游离酶的米氏常

数K。分别为1．33，5．16 mg／mL，最大反应速率V⋯分别为0．52，2．56 mg／min．
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a一淀粉酶用于水解淀粉，切断a一1，4葡萄糖苷

键产生麦芽糖、葡萄糖、寡糖和糊精等，作为一种重

要的生物催化剂，具有高效、专一，反应条件温和的

优良特性，广泛应用于生物医药、食品加工、啤酒酿

造、石油化工等领域[1q]．但游离酶对外界环境(有机

溶剂、酸碱、热等)极其敏感，易失活变性，并且在工

业生产中游离酶混入产品后，分离、纯化困难，难以

回收重复利用．由于游离酶存在这些缺陷，限制了其

在工业生产中的广泛应用[4。5]．选用合适的载体材

料，采用物理或化学的方法进行酶的固定化，所得固

定化酶不仅保留了酶原有的高活性、高选择性，克服

了游离酶的缺点，而且有益于反应的连续化和自动

化，在工业生产上具有极高的应用价值，因而具有广

阔的发展前景[6j．

采用传统的无机／有机复合材料或天然高分子

固体材料为载体进行a一淀粉酶的固定化，由于受到

载体材料的影响，实现a一淀粉酶重复利用性的同

时，酶活性却大大降低．基于水凝胶具有三维网络结

构，能够吸收大量的水，溶胀而不溶解的性质，能够

提供酶催化反应所需的微环境，保证酶分子的活性

构象运动．本文以具有生物相容性的P(DMAA-co-

AM)凝胶为载体固定a一淀粉酶，提高了a一淀粉酶

的使用性能．
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1 主要实验试剂

丙烯酰胺(AM，广东汕头西陇化工厂)；N，N一

二甲基丙烯酰胺(DMAA，南通沃兰化工有限公

司)；a一淀粉酶(广东环凯生物科技有限公司)；过硫

酸铵(APS，广东汕头西陇化工厂)；N，N一亚甲基双

丙烯酰胺(MBA，国药集团化学试剂有限公司)；可

溶性淀粉(广东汕头西陇化工厂)．

2 固定化a一淀粉酶的制备

分别取一定量的N，N一二甲基丙烯酰胺

(DMAA)和丙烯酰胺(AM)溶于去离子水中，配成

混合溶液，然后加入适量a一淀粉酶溶液充分搅拌，

使其形成均匀的混合液，再加入一定量的交联剂

(N，N一亚甲基双丙烯酰胺(MBA))和引发剂(过硫

酸铵(APS))，搅拌均匀便得到反应混合液．于50℃

水浴锅中充分反应一定时间，即可得到P(DMAA—

CO—AM)固定化a一淀粉酶凝胶粗样．最后用缓冲溶

液充分冲洗制得的固定化a一淀粉酶凝胶粗样，把附

着在固定化酶凝胶表面的游离a一淀粉酶冲洗掉，即

得固定化Q一淀粉酶．

万方数据



材料研究与应用

3结果与讨论

3．1 温度对固定化a一淀粉酶活性的影响

图1为温度对固定化a一淀粉酶和游离酶活性

的影响．由图1可见，在30～90℃范围内，随着温度

的升高，固定化酶和游离酶的活性均呈先升后降的

趋势．游离酶的活性在50℃时达到最大，而固定化

酶的最大活性温度提高IO。C．当反应温度超过固定

化酶和游离酶各自的最大活性温度后，随着温度升

高，游离酶活性降低的趋势较固定化酶活性降低的

趋势更显著，说明在较高温度下固定化酶较游离酶

具有较好的稳定性．这是因为，a一淀粉酶被载体

P(DMAA—CO—AM)凝胶固定后，载体对a一淀粉酶分

子构象具有一定的保护作用，使固定化酶的活性受

温度的影响降低．
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图1温度对a一淀粉酶活性的影响

Fig．1 Influence of temperature on relative activity of a-amylase

3．2 pH对固定化a一淀粉酶活性的影响

图2为pH对固定化a一淀粉酶和游离酶活性

的影响．由图2可知，在pH为5．0～8．0的范围内，

固定化酶和游离酶的活性随反应液pH的增大均呈

先升后降的趋势，实验测得最适pH分别为6．0和

6．6，但固定化酶的最适pH有所拓宽．对于游离酶，

当反应液pH大于6．0后，继续增大pH，其活性明

显降低；而在pH为6．6～7．6范围内，固定化酶保

持较高的活性，pH超过7．6后，随pH的增大，固定

化酶的活性急剧降低．这是因为，酶是一种蛋白质，

构成酶分子的氨基酸残基的解离状态影响酶分子中

的电荷分布，从而影响不同pH条件下的酶活性，催

化产物呈现的电性也影响酶的最适pH．a一淀粉酶

分解可溶性淀粉，生成以麦芽糖为主的产物，在pH

<7的环境中一OH中的H易解离出来，改变溶液

的pH大小，导致固定化酶的最适pH向高pH处偏

移．在可溶性淀粉的分解中，a一淀粉酶的催化能力

对pH很敏感，当反应液pH值高于最适pH值后，

游离酶的活性明显降低，游离酶的催化能力急剧下

降．而a一淀粉酶被P(DMAA—CO—AM)凝胶固定后，

a一淀粉酶分子结构受到凝胶网络的保护，使其在较

高的pH范围仍具有较好的活性，说明固定化酶活

性对PH具有很好的稳定性．

图2 pH对n一淀粉酶活性的影响

Fig．2 Influence of pH on relative activity of a—amylase

3．3酶促反应动力学

在相同的反应时间内，适宜的反应温度和pH

条件下，a一淀粉酶分解不同浓度的可溶性淀粉底

物，酶促反应速率和底物浓度的关系可用如下米氏

方程表示：V一兹j筠．根据Linewaeaver-Burk作
图法，将米氏方程的一般形式化为倒数形式：古一

菩兰×高+矿兰，以1／v x寸1／[s]作图，从图中即
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图3 固定化a一淀粉酶和游离酶的米氏方程

Fig．3 Michaelis—Menten Kinetics equation of free and im—

mobilization a—amylase
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可求得K。和％。，式中V代表反应速率，ES]代表底
物浓度，K。代表米氏常数，‰。代表最大反应速率．

本实验中，取适量的固定化a一淀粉酶和游离酶

分别与20 mL不同浓度的可溶性淀粉溶液在各自

适宜的pH和温度下精确反应20 min，计算出其反

应速率，然后用双倒数作图法以1／V对liEs]作图，

得到图3．游离酶的米氏方程为：Y一0．39047+

2．01403X，R一0．9976(y代表1／v，X代表1／ES]，

下同)；固定化a一淀粉酶的米氏方程为：Y一

1．92746+2．56425X，R一0．9988．结合米氏方程，由

图3求出游离酶的米氏常数(K。)和最大反应速率

(V。。。)分别为5．16 mg／mL和2．56 mg／min；固定

化酶的米氏常数(K。)和最大反应速率(V。。。)分别

为1．33 mg／mL和0．52 mg／min．固定化a一淀粉酶

的米氏常数小于游离酶的，说明固定化酶具有更好

的底物亲和性．P(DMAA-co—AM)凝胶网络与a一淀

粉酶分子间的物理或化学作用，促使固定化a一淀粉

酶更倾向于与淀粉溶液亲和．固定化旺一淀粉酶的最

大反应速率小于游离酶的，是由于游离酶均匀地分

散在淀粉溶液中，而固定化a一淀粉酶被束缚在P

(DMAA—CO—AM)凝胶网络中，与淀粉溶液的接触机

会少于游离酶与淀粉溶液的接触机会，导致固定化

酶的V。。。较小．

3．4 固定化a一淀粉酶的操作稳定性

图4是固定化a一淀粉酶重复操作6次表现出

的稳定性．在温度为60℃和pH一6．6的条件下，适

量的固定化a一淀粉酶与20 mI。质量分数1％的可

溶性淀粉溶液反应，测出其酶活力，计第一次测得的

酶活为100％，以重复6次反应的酶相对活性作柱

状图得图4．由图4可知，固定化a一淀粉酶重复操作

次数

图4固定化a一淀粉酶的操作稳定性

6次后，酶活仍可达到73％，说明固定化a一淀粉酶

的操作稳定性良好．酶活下降的主要原因是，在制备

固定化a一淀粉酶的过程中，为将粘附在固定化酶凝

胶表面的游离a一淀粉酶除去，虽然用缓冲溶液充分

洗涤，但在实际操作中仍会有部分游离酶粘附在固

定化酶凝胶表面未被除掉．因此，固定化a一淀粉酶

重复操作时，不可避免地会有a一淀粉酶流失，致使

循环使用a一淀粉酶分解可溶性淀粉时酶活性表现

出依次降低的现象．

3．5 固定化a一淀粉酶的储存稳定性

将固定化a一淀粉酶和游离酶储存在4℃冰箱

中每隔10天分别测其酶活性，其中分别计其初始酶

活为100％，固定化酶和游离酶受储存时间的影响

如图5所示．从图5可以看出，储存一定时间后，固

定化a一淀粉酶的活性较游离酶降低趋势平缓；储存

70天后，固定化a一淀粉酶可保持近60％的酶活，而

游离酶的活性已降至26％．因为游离的a一淀粉酶

经储存后，酶分子构象发生变化，酶活性下降，而固

定化a一淀粉酶因受载体保护，分子构象不易改变，

使固定化酶活性下降趋势减缓，因此固定化a一淀粉

酶的储存稳定性较游离酶明显提高．

图5游离酶和固定化n一淀粉酶的储存稳定性

Fig．5 The storage stability of free and immobilization a-amylase

4 结 论

以P(DMAA—CO—AM)凝胶为载体，通过原位固

定法制备了固定化a一淀粉酶，改善了游离酶理化性

质不稳定、易失活变性，不能重复使用等缺点．固定

化酶具有更好的底物亲和性，固定化酶和游离酶的
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米氏常数(K。)分别为1．33，5．16 mg／mL，最大反

应速率(V。。。)分别为0．52，2．56 mg／min．与游离酶

相比，固定化酶具有良好的操作稳定性和储存稳定

性．固定化a一淀粉酶的活性最适温度为60℃，较游

离酶提高了10℃；固定化a一淀粉酶的酶活最适pH

由游离酶的6．0提高到了6．6．a一淀粉酶经载体固

定后具有更好的温度和pH稳定性，同时拓宽了a一

淀粉酶的温度和pH使用范围．a一淀粉酶经过载体

固定化后的性能得到明显改善，这为a一淀粉酶在工

业生产中的应用提供了重要依据．
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Study on the preparation and properties of immobilized仅‘amylase
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Abstract：The immobilize a—amylase was prepared by taking P(DMAA—CO—AM)hydrogel as carrier．The

results showed that the effect of temperature and pH on the activity of a—amylase dropped，and the activity

of immobilized a-amylase remained 73％higher at sixth—turn．The activity of immobilization a—amylase in—

creased from 26％to about 60％under the temperature of 4"C and storage for 70 days．Kinetic studies

demonstrated that K。values were 1．33 mg／mL and 5．16 mg／mL for immobilized and free a—amylase re—

spectively，and V。。。values were 0．52 mg／min and 2．56 mg／min for immobilization and free a—amylase re—

spectively。tOO．

Key words：a—amylase；immobilization enzymase；kinetics of enzyme reaction；P(DMAA—CO—AM)hydrogel
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