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摘要#以麦麸中的植物酯酶为酶源#通过交联$吸附方法比

较#选择物理吸附法将其固定于玻璃纤维素膜上#以酶活回

收率为指标#探索其固定化的最佳条件%在单因素试验的基

础上#利用
X'[PX9I<89<

试验#进一步研究了缓冲液
O

W

值$

固定化时间$固定化温度
!

个因素及交互作用对麦麸酯酶固

定化效果的影响#确定最佳固定化条件为'磷酸盐缓冲液
O

W

值
C)$

#固定化时间
@I

#固定化温度
"Bc

#该条件下酶活回

收率的预测值为
".)"#b

#验证值为
"C)/#b

%该研究为利用

固定化麦麸酯酶快速检测有机磷和氨基甲酸酯类农药残留

提供了技术参考%

关键词#吸附法&麦麸酯酶&固定化&纤维素膜
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从麦麸中提取的植物酯酶'

O

(G<-9N-9HGN9

!

?R

(!属于羧

酸酯水解酶类!由于其活性可被有机磷和氨基甲酸酯类农药

所抑制!可用于快速测定果蔬中有机磷农药和氨基甲酸酯农

药的残留!且具有与动物酯酶相似的检测限而被越来越多的

学者关注,

#A!

-

$研究结果,

@

-

BA##

,

/

-表明!将植物酯酶固定化以

后!对于有机磷和氨基甲酸酯类农药残留检测的灵敏度较游

离态酶都有不同程度的提高!且可以重复使用多次!储存条

件也较游离态酶随和$

目前!对于植物酯酶的固定化方法研究主要集中于交联

法和吸附法,

%A.

-

$范钦华等,

B

-以麦草秸秆为原料!经环氧氯

丙烷和乙二胺改性!戊二醛交联!制备了固定化小麦酯酶!其

对敌敌畏的检测下限为
$)$%

#

Q

)

]

$徐艳阳等,

#$

-研究表明!

当采用
C#C

强碱性阴离子交换树脂作为吸附载体!并对其进

行酸碱处理后!利用得到的
0(

A型交换树脂来吸附固定黑豆

酯酶!此固定化黑豆酯酶对氧乐果的抑制程度与氧乐果的浓

度变化呈现良好的线性关系$研究,

##A#!

-表明!植物酯酶不

是单一的酶系!而是有两种及以上同工酶共同组成!单一的

同工酶还可能由不同的酶蛋白亚基构成!当这些同工酶共同

存在的情况下往往要比单一的同工酶活性要好!所以对于植

物酯酶的固定化往往选用植物酯酶的粗提液,

%

-

$目前!关于

植物酯酶的固定化研究主要集中于豆类中的酯酶,

@

-

.A#$以及

小麦粉中的酯酶,

C

-

!而关于麦麸酯酶的固定化研究!还未见

文献报道$因此!本研究拟选用麦麸酯酶的粗提液为酶源!

将其固定于膜载体上!并优化其固定化条件!以期将麦麸酯

酶固定化后用于果蔬中有机磷和氨基甲酸酯类农药残留的

快速检测$

#

!

材料与方法
#)#

!

材料与仪器

#)#)#

!

材料与试剂

麦麸+雅安市售*

定性滤纸+杭州特种纸业有限公司*

硝酸纤维素膜'厚度
#@$

#

J

(&醋酸纤维素膜+成都康迪

生物技术有限公司*

玻璃纤维素膜+

>I(N-H'J.B%@

'厚度
$)@# JJ

!克重
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'厚度
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!克重
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Q

)

J

"

(&

:]P;$@

'厚度
$)C.JJ

!克重

B"

Q

)

J

"

(!上海杰一生物技术有限公司*

聚酯纤维素膜+

6>$".$

'厚度
$)@$JJ

!克重
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J

"
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YLN7'<!

'厚度
$)!BJJ

!克重
B/
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"

(&

>I(N-H'J%%#!

'厚度

$)@"JJ

!克重
#$$

Q

)

J

"

(!上海杰一生物技术有限公司*

尼龙膜'

W

=

;'<5*

f

(+美国
37

Q

JG

公司*

"

P

乙酸萘酯+分析纯!上海源叶生物科技有限公司*

固兰
X

盐+分析纯!上海蓝季科技发展有限公司*

盐酸+分析纯!四川西陇化工有限公司*

牛血清白蛋白+分析纯!北京索莱宝科技有限公司*

"

P

萘酚&

"/b

戊二醛 '

:>

(&醋酸&十二烷基硫酸钠

'

3V3

(&磷酸氢二钠&磷酸二氢钠&无水乙醇等+分析纯!成都

市科龙化工试剂厂$

#)#)"

!

主要仪器设备

电子天平+

0?>""/V

型!德国赛多利斯股份公司*

高速万能粉碎机+

2MP@$$>

型倾斜式!北京中兴伟业仪

器有限公司*

数显恒温水浴锅+

WWP"

型!江苏省金坛市荣华仪器制

造有限公司*

紫外分光光度仪计+

D&P!#$$?0

型!上海美谱达仪器有

限公司*

冷冻离心机+

34#%E

型!美国赛默飞世尔科技*

超纯水纯化系统+

67((7Pm

型!美国密理博公司*

真空冷冻干燥机+

301R*4̀P#"*

型!宁波新芝生物科技

股份有限公司*

真空干燥箱+

V̀ 2P%$"$

型!上海一恒科学仪器有限

公司*

洁净工作台+

3MP0K

型!苏净集团苏州安泰空气技术有

限公司*

医用冷藏箱+

F0P".$

型!澳柯玛股份有限公司$

#)"

!

试验方法

#)")#

!

酯酶的提取
!

参考文献,

#@

-的方法!并做适当修改$

称取
/)$

Q

粉碎后的小麦麸皮!加入
"/J]

磷酸氢钠缓冲液

'

O

W%)/

(配制的
$)#/J'(

)

]*G*+

!

提取液!搅拌均匀后置

于
!/c

的水浴锅内水浴静置提取
%$J7<

!纱布粗过滤后

.$$$H

)

J7<

冷冻离心
/J7<

!取上清液过滤即得粗酶液$

#)")"

!

固定化酶的制备
!

分别将各载体膜裁剪成
#,Jg

#,J

的正方形!用超纯水洗去表面残渣!室温晾干备用$取

#J]

粗酶液于
"/J]

烧杯中!加入
!J]

磷酸氢钠盐缓冲

溶液摇匀!将膜片浸入固定化酶液中静置吸附
@I

后取出置

于玻璃板上!放进洁净工作台中打开排风扇!调至档位
"

!通

风
#I

将膜片风干!以此制得固定化麦麸酯酶膜片$

#)")!

!

酶活的测定
!

固定化前酶液酶活测定根据文献,

#@

-

修改如下+将吸收波长由
/BB<J

换成
/!/<J

测定吸光度!

测定固定化酶的酶活时将固定化前酶液换为固定化酶膜片

测定!将每分钟催化分解
#

#

J'#

"

P

乙酸萘酯所需的酶量定

义为
#D

$固定化前酶液酶活计算公式+

"

I

'
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+N
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$
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式中+

"

%%%每毫升固定化前酶液酶活力!

D

)

J]

*

S

%%%酶液的稀释倍数*

X

%%%某一
O

W

下
"

P

萘酚的标准曲线的斜率*

V

%%%标准曲线截距*

+N

/!/<J

%%%反应后在波长
/!/<J

处测得的吸光度*

Y

%%%反应体系总体积!

J]

*

Y

$

%%%测定酶活所用酶液体积!

J]

$

按式'

"

(计算固定化酶活+

"

$

I

'

V

L

X

K

+N

/!/<J

(

K

Y

#

/

K

Y

"

K

S

$

! '

"

(

式中+

"

$

%%%每毫升固定化酯酶活力!

D

)

J]

*

S

$

%%%酶液的稀释倍数*

X

%%%某一
O

W

下
"

P

萘酚的标准曲线的斜率*

V

%%%标准曲线截距*

+N

/!/<J

%%%反应后在波长
/!/<J

处测得的吸光度*

Y

#

%%%反应体系总体积!

J]

*

Y

"

%%%固定化所用酶液体积!

J]

$

#)")@

!

酶活回收率的计算
!

按式'

!

(计算酶活回收率+

M

I

"

$

"

g

#$$b

! '

!

(

式中+

M

%%%酶活回收率!

b

*

"

$

%%%每毫升固定化酯酶活力!

D

)

J]

*

"

%%%每毫升固定化前酶液酶活力!

D

)

J]

*

#)")/

!

影响麦麸酯酶固定化效率的各项因素优化

'

#

(固定化方法+控制酶用量为
#J]

且酶液稀释倍数

为
@

倍!载体膜为玻璃纤维素膜
:]P;$@

!将膜片浸入烧杯中

的酶液后放进
@c

冰箱中静置吸附
@I

!取出膜片置于玻璃

板上放进洁净工作台中风干!考察固定化方式分别为+

#J]

Rf#J]:>f"J]#b X3>

&

#J]Rf#J]:>f"J]

?X3

&

#J]Rf!J]:>

&

#J]Rf!J]?X3

'

O

WC)$

()

#b

X3>

)超纯水时的酶活回收率$

'

"

(膜种类+控制酶用量为
#J]

且酶液稀释倍数为
@

倍!固定化方式为
Rf?X3

'

O

WC)$

(!将不同膜片浸入烧杯中

的酶液后放进
@c

冰箱中静置吸附
@I

!取出膜片置于玻璃

板上放进洁净工作台中风干!考察载体膜为硝酸纤维素膜&

醋酸纤维素膜&玻璃纤维素膜&聚酯纤维素膜&尼龙膜

'

W

=

;'<5*

f

(&定性滤纸时的酶活回收率$

'

!

(稀释倍数+控制酶用量为
#J]

!固定化方式为
Rf

?X3

'

O

WC)$

(!载体膜为玻璃纤维素膜
:]P;$@

!将膜片浸入

烧杯中的酶液后放进
@c

冰箱中静置吸附
@I

!取出膜片置

于玻璃板上放进洁净工作台中风干!考察酶液稀释倍数为
"

!

!

!

@

!

/

!

%

倍时的酶活回收率$

'

@

(缓冲液
O

W

值+控制酶用量为
#J]

且酶液稀释倍

数为
@

倍!固定化方式为
Rf?X3

!载体膜为玻璃纤维素膜

:]P;$@

!将膜片浸入烧杯中的酶液后放进
@c

冰箱中静置吸

附
@I

!取出膜片置于玻璃板上放进洁净工作台中风干!考察

?X3

缓冲液
O

W

值为
%)$

!

%)/

!

C)$

!

C)/

!

.)$

时的酶活回收率$

@%

安全与检测
!

"$#%

年第
#$

期



'

/

(固定化温度+控制酶用量为
#J]

且酶液稀释倍数

为
@

倍!固定化方式为
Rf?X3

'

O

WC)$

(!载体膜为玻璃纤维

素膜
:]P;$@

!将膜片浸入烧杯中的酶液后放进
@c

冰箱以

及不同温度水浴锅中静置吸附
@I

!取出膜片置于玻璃板上

放进洁净工作台中风干!考察固定化温度为
@

!

#$

!

"$

!

!$

!

@$

!

/$c

时的酶活回收率$

'

%

(固定化时间+控制酶用量为
#J]

且酶液稀释倍数

为
@

倍!固定化方式为
Rf?X3

'

O

WC)$

(!载体膜为玻璃纤维

素膜
:]P;$@

!将膜片浸入烧杯中的酶液后放进
!$c

水浴锅

中静置吸附不同的时间!取出膜片置于玻璃板上放进洁净工

作台中风干!考察固定化时间为
$)/

!

#)$

!

")$

!

@)$

!

%)$

!

.)$I

时的酶活回收率$

'

C

(膜片干燥方式+控制酶用量为
#J]

且酶液稀释倍

数为
@

倍!固定化方式为
Rf?X3

'

O

WC)$

(!载体膜为玻璃纤

维素膜
:]P;$@

!将膜片浸入烧杯中的酶液后放进
!$c

水浴

锅中静置吸附
@I

!取出膜片置于玻璃板上!考察干燥方式为

室温风干'约
"/ c

!

#I

(&真空干燥'

$)$B 6?G

!

"/ c

!

!$J7<

(&真空冷冻干燥'

#

"$?G

!

A/$c

!

!$J7<

(时的酶活

回收率$

'

.

(响应面法优化麦麸酯酶固定化试验+根据单因素试

验结果!运用
X'[PX9I<89<

的中心组合试验设计原理!分别

以
^

#

&

^

"

&

^

!

表示关键因子!

A#

&

$

&

f#

代表高&中&低水平$

利用
V9N7

Q

<R[

O

9H-#$

软件设计响应面试验!得出各因素之

间的最佳结合$以优化麦麸酯酶固定化的条件参数!选择最

优的固定化条件$每个试验做
!

组平行!取平均值$

#)!

!

数据处理

本研究均采用
!

次平行重复试验!采用
67,H'N'Y-R[,9(

"$#!

对数据进行统计与作图!采用
V9N7

Q

<R[

O

9H-#$

设计响

应面试验及其数据统计分析!采用
3?33""

对数据进行显著

性分析与多重比较$

$)$#

#

?

#

$)$/

为差异显著$

?

#

$)$#

!

为差异极显著*

?

$

$)$/

为差异不显著$

"

!

结果与讨论
")#

!

各因素对麦麸酯酶固定化效率的影响

")#)#

!

固定化方式对酶活回收率的影响
!

由图
#

'

G

(可知!采

用交联法将麦麸酯酶固定化!不管是否添加保护剂!随着戊

二醛'

:>

(浓度的增加!酶活回收率不断减小$其中方式
#

当中
$)$#b :>

的酶活回收率没有
$)$/b :>

交联的方式

高!但检测体系透过率要略高于
$)$/b :>

交联!可能是

$)$/b :>

交联了更多的牛血清白蛋白!造成反应液透过率

下降!吸光度增加!从而导致酶活回收率增加$当戊二醛浓

度增加到
$)/b

时!各交联方式所测得的酶活回收率都较低!

而此时固定化酶液已经被氧化为了淡黄色!原因可能是戊二

醛的化学性质非常活拨!不仅能与酶蛋白分子中的氨基进行

交联!还会氧化氮原子形成淡黄色的聚合物!导致酶活性构象

发生变化!从而使酶失去活性,

#/A#%

-

$这与前人,

#CA#.

-的研究

结果相似$图
#

'

;

(是针对方式
#

和方式
@

中酶活回收率异常

较大且测定酶活时!反应液肉眼可看见浑浊的几组数据测定

其反应液的透过率$采用方式
@

即吸附法将酶固定化时!

Rf

X3>

虽然酶活回收率最高!达到了'

@C)%!.@d$)!/%/

(

b

!

但此时反应体系肉眼可见大量的浑浊!透过率也仅为

图
#

!

固定化方法对酶活回收率的影响

27

Q

LH9#

!

RYY9,-'Y57YY9H9<-J9-I'5'<-I99<S

=

J9

H9,'Z9H

=

'Y7JJ';7(7S959<S

=

J9

'

#!)@!!!d!)$%%/

(

b

$原因可能是膜片不仅吸附了酶!同

时还吸附了作为保护剂的
X3>

!当反应结束后加入了盐酸!

使得
X3>

变性絮凝!从而导致检测体系浑浊!进而吸光度增

加!酶活回收率增大$虽然采用方式
#

交联后的酶活要高于

吸附法!但其检测体系的透过率远不如
Rf?X3

高$因此!

综合考虑酶活回收率和检测体系透过率!选择
Rf?X3

的方

式将麦麸酯酶吸附固定$

")#)"

!

膜种类对酶活回收率的影响
!

由图
"

可知!采用毛细

纤维结构明显的聚酯纤维素膜和玻璃纤维素膜载体固定化

效果要显著高于普通的膜'

?

#

$)$/

(!其中玻璃纤维素膜为

载体的酶活回收率显著高于其他种类的膜'

?

#

$)$/

($原因

可能是玻璃纤维素膜呈化学惰性!具有较多的毛细纤维结

构!能吸附比同等纤维素膜更多的水分!流速快!耐高温!可

不同小写字母表示处理间差异达到显著水平'

?

#

$)$/

(

图
"

!

载体膜对酶活回收率的影响

27

Q

LH9"

!

RYY9,-'Y57YY9H9<-,GHH79HJ9J;HG<9'<-I9

9<S

=

J9H9,'Z9H

=

'Y7JJ';7(7S959<S

=

J9

/%

第
!"

卷第
#$

期 叶
!
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!



用于细微颗粒的采集!且不含有粘合剂!可单独作为固定化

载体将酶较好地吸附固定,

#B

-

$而同类型玻璃纤维膜之间有

一定差异!可能是膜的厚度&克重不同引起!其中
:]P;$@

型

号的玻璃纤维素效果最好!酶活回收率达到'

"").//Cd

$)$"C$

(

b

$因此!最终选择玻璃纤维素膜
:]P;$@

作为麦

麸酯酶固定载体$

")#)!

!

稀释倍数对酶活回收率的影响
!

由图
!

可知!随着稀

释倍数的增加!酶活回收率呈现先增加后降低的趋势$当酶

浓度较低时!剩余的载体结合位点相对较多!固定化的酶量

较少!总活力较低*当酶浓度较大时!载体上的结合位点趋向

饱和!使大量的酶蛋白没有与载体结合!造成酶分子相互聚

集成团!酶分子的活性中心有可能被遮盖,

"$A"#

-

!尽管吸附的

酶量较多!但酶的催化活性表现较低!同时一些酶分子进入

载体的孔深处!使催化反应时底物和产物的扩散相对困

难,

""

-

!影响酶与底物的充分结合!固定化酶的催化效率降

低!表观活力下降!这与孟玲等,

C

-采用离子吸附树脂吸附固

定小麦酯酶的研究结果相一致$在本研究中当酶液稀释倍

数为
@

倍 时!酶 活 回 收 率 达 到 最 高!为 '

"!)B.C.d

$)!%/C

(

b

!因此选择将酶液用磷酸氢钠盐缓冲溶液稀释
@

倍后再固定$

")#)@

!

缓冲溶液
O

W

值对酶活回收率的影响
!

由图
@

可知!

随着磷酸氢钠盐缓冲液
O

W

值的升高!酶活回收率呈现先增

加后降低的趋势!在中性偏碱性缓冲液体系中的稳定性较偏

酸性 体系中好$分析原因可能是酶是一种蛋白质!有%

*W

"

不同小写字母表示处理间差异达到显著水平'

?

#

$)$/

(

图
!

!

稀释倍数对酶活回收率的影响

27

Q

LH9!

!

RYY9,-'Y57YY9H9<-57(L-7'<JL(-7

O

(9'<-I9

9<S

=

J9H9,'Z9H

=

'Y7JJ';7(7S959<S

=

J9

不同小写字母表示处理间差异达到显著水平'

?

#

$)$/

(

图
@

!O

W

值磷酸氢钠盐缓冲液对酶活回收率的影响

27

Q

LH9@

!

RYY9,-'Y57YY9H9<-

O

W?X3'<-I99<S

=

J9

H9,'Z9H

=

'Y7JJ';7(7S959<S

=

J9

基团和%

0++W

基团!在低
O

W

时!%

*W

"

变为%

*W

f

!

!在

高
O

W

时!%

0++W

变为%

0++

A

!而在中间范围形成两性

离子!酶在不带电荷或带少量电荷时有利于载体与酶之间的

相互吸附!一般在酶的最适
O

W

值条件下固定的酶具有较高

活性,

"!A"@

-

!这与前人,

"/

-

C/A."的研究结果相一致$由图
@

可

知!当
O

W

值为
C)$

时固定化酶的酶活回收率最大!为

'

"/).B$Cd$).%.!

(

b

$因此!选用
O

W

值
C)$

的磷酸氢钠盐

缓冲液进行固定化$

")#)/

!

吸附温度对酶活回收率的影响
!

由图
/

可知!随着固

定化温度的升高!酶活回收率呈现先增加后降低的趋势!以

@c

作为对照'即把酶液放入
@c

冰箱中将其固定化(!当固

定化温度为
!$ c

时酶活回收率达到最大!为'

"%)$@//d

#)#@#B

(

b

$原因可能是在低温和高温时酶均遭到不同程度

的破坏!当温度为
!$c

时!酶的空间构象没有遭到破坏或破

坏很少!从而减少固定过程中的酶活损失$由于物理吸附是

一个放热过程!随着温度增高!载体吸附的酶量降低*同时温

度也影响着酶分子的运动&活力和稳定性,

"%

-

!一方面+升高

温度!酶分子的布朗运动加快!酶易从载体表面脱出!使得反

应加快!另一方面+温度升高!酶蛋白逐渐变性!超过一定范

围则酶活下降$这与邵佳甲,

"C

-关于大豆酯酶的固定化研究

结果相一致$因此!在本研究中选择固定化温度为
!$c

$

")#)%

!

吸附时间对酶活回收率的影响
!

由图
%

可知!随着固

定化时间的升高!酶活回收率呈现先增加后降低的趋势$原

因可能是随着吸附时间增加!一方面玻璃纤维素膜载体的吸

附空间接近饱和!无法再大量吸附酶液*另一方面游离酶在

不同小写字母表示处理间差异达到显著水平'

?

#

$)$/

(

图
/

!

固定化温度对酶活回收率的影响

27

Q

LH9/

!

RYY9,-'Y57YY9H9<-7JJ';7(7SG-7'<-9J

O

9HG-LH9'<

-I99<S

=

J9H9,'Z9H

=

'Y7JJ';7(7S959<S

=

J9

不同小写字母表示处理间差异达到显著水平'

?

#

$)$/

(

图
%

!

固定化时间对酶活回收率的影响

27

Q

LH9%

!

RYY9,-'Y7JJ';7(7SG-7'<-7J9'<-I99<S

=

J9

H9,'Z9H

=

'Y7JJ';7(7S959<S

=

J9

%%

安全与检测
!
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#$
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缓冲溶液中放置时间过长导致一些酶的活力降低甚至丧失!

同时随着蛋白载量的增加!会造成一定的空间位阻,

".

-

!底物

和产物扩散阻力变大!影响了酶的活力!使酶活回收率下降!

这与前人,

#B

-,

"/

-

%.A%B的研究结果相似$由图
%

可知!当固定化

时间为
@I

时!酶活回收率 达 到 最 高!为 '

"%)@"#$d

$)C$.B

(

b

$因此!选择
@I

作为固定化时间$

")#)C

!

干燥方式对酶活回收率的影响
!

由图
C

可知!固定化

酶的干燥方式为室温风干时酶活回收率最高!可能是因为真

空干燥及真空冷冻干燥过程中!水分在低温及真空中迅速凝

结成冰!导致一些结合不牢固的酶分子脱落而暴露在空气中

被氧化导致酶活回收率降低,

"B

-

$因此!选择室温风干的方

式将膜片干燥!即将膜片取出后置于玻璃板上!放入洁净工

作台!打开排风扇
#I

将膜片风干$

不同小写字母表示处理间差异达到显著水平'

?

#

$)$/

(

图
C

!

干燥方式对酶活回收率的影响

27

Q

LH9C

!

RYY9,-'Y57YY9H9<-5H

=

7<

Q

J9-I'5'<-I99<S

=

J9

H9,'Z9H

=

'Y7JJ';7(7S959<S

=

J9

")"

!

响应面法优化麦麸酯酶固定化条件

")")#

!

响应面法因素与水平的选择
!

根据单因素试验结果!

选择连续变量中对酶活回收率影响显著的
O

W

&固定化时间&

固定化温度作为影响因子!以酶活回收率作为响应值!设计
!

因素
!

水平的响应面法!因素编码及水平见表
#

$

")")"

!

回归模型的建立与检验
!

响应面设计方案及结果见

表
"

!中心点试验重复
!

次!每个试验做
!

组平行!取其平均

值$采用
V9N7

Q

<R[

O

9H-#$

软件对表
"

试验结果进行多元回

归拟合!得到固定化麦麸酯酶酶活回收率对
O

W

&固定化时

间&固定化温度的二元多项式回归模型为+

9 e".)#Cf$)!$8

#

A$)!@8

"

A$)@"8

!

A$)@%8

#

8

"

f

$)#"8

#

8

!

A$)!@8

"

8

!

A")@@8

"

#

A")!.8

"

"

A")/$8

"

!

$ '

@

(

!!

由回归模型方差分析的结果'表
!

(可知!该方程回归显

著!模型的校正决定系数
M

"

G5

\

为
$)BBC/

'

$

$).$

(和变异系数

'

0&

(为
$)C"b

!说明该模型只有
$)"/b

的变异!能由该模型

表
#

!

响应面分析因素水平表

4G;(9#

!

2G,-'HNG<5-I97H,'595-9N-957<H9N

O

'<N9

NLHYG,9G<G(

=

N7N

水平
^

#

O

W ^

"

固定化时间)
I ^

!

固定化温度)
c

A# %)/ " "$

$ C)$ @ !$

# C)/ % @$

表
"

!

响应面试验设计与结果

4G;(9"

!

X'[PX9I<89<59N7

Q

<G<5H9NL(-NY'HH9N

O

'<N9

NLHYG,9G<G(

=

N7N

试验号
^

#

^

"

^

!

酶活回收率)
b

# # $ # "!)#.

" A# $ # "")"/

! $ A# # "!)C"

@ # A# $ "@)!!

/ A# A# $ "")B#

% # # $ "").%

C $ # # "")"#

. $ A# A# "!)%B

B $ $ $ ".)$/

#$ $ $ $ ".)"B

## # $ A# "!)BC

#" $ $ $ ".)#%

#! A# $ A# "!)/#

#@ $ # A# "!)/%

#/ A# # $ "!)"B

解释$回归方程
?

#

$)$$$#

!表明回归模型极显著$失拟项

的
?e$)"%.C

!为不显著!说明数据中没有异常点!不需要引

入更高次数的项!模型合适!进一步说明模型拟合度较好!可

用来对麦麸酯酶的固定化条件进行初步分析和预测$由表
!

可知!方程中
^

"

^

!

对酶活回收率的影响达到显著水平!而方

程中
^

#

&

^

"

&

^

!

&

^

#

^

"

&

^

"

#

&

^

"

"

&

^

"

!

对酶活回收率的影响达到

极显著水平$表明试验因子对响应值的关系不是简单的线

性关系!这和模型回归中的线性和平方项影响显著项相对

应$对固定化麦麸酯酶酶活回收率影响的主次因素依次为

固定化温度
$

固定化时间
$

缓冲液
O

W

$

")")!

!

麦麸酯酶固定化条件的确定及验证
!

根据
X'[PX9P

I<89<

试验所得的结果和二次多项回归方程!利用
V9N7

Q

<P

R9

O

9H-#$

软件获得了麦麸酯酶固定化的最佳条件为+磷酸

盐缓冲液
O

W

值
C)$!

&固定化时间
!)./I

&固定化温度

"B)""c

!此条件下酶活回收率的预测值为
".)"#b

$为了检

验模型预测的准确性!考虑到实际操作的可行性!实际固定

化工艺条件修订为+缓冲液
O

W

值
C)$

&固定化时间
@I

&固定

化温度
"Bc

$在该优化条件下进行
!

次验证实验!所得酶

活回收率平均值为
"C)/#b

!与预测值较为接近'相对误差为

")@.b

(!证明该模型能较好地预测固定化麦麸酯酶的实际

酶活回收率$

通过响应面法优化麦麸酯酶固定化工艺之后!固定化酶

活的回收率只有不到
!$b

!而通过测定固定化后酶液的酶

活!还保留有'

%")C@%/d")%%$.

(

b

的酶活!空白对照组'即

取
#J]

粗酶液于
"/J]

烧杯中用
O

WC)$

的
?X3

稀释
@

倍!

置于
"B c

水浴锅中静置
@I

后(的酶活保留率还有

'

%@)"/!%d")B./%

(

b

$因此!可以看出!酶液量已经远远超

过载体膜片的吸附上限!使膜片吸附酶蛋白达到饱和而无法

再吸附酶!造成酶液过量!此时可以考虑固定化酶液的再次

利用!避免造成酶液浪费$当酶液在
"Bc

条件下存放
@I

后
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表
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回归方程方差分析及回归系数显著性分析
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模型
%#)// B %).@ ""!)$C

#

$)$$$#

''

^

#

$)C# # $)C# "!)$B $)$$@B

''

^

"

$)B! # $)B! !$)!B $)$$"C

''

^

!

#)@" # #)@" @%)!$ $)$$#$

''

^

#

^

"

$).% # $).% "C)B# $)$$!"

''

^

#

^

!

$)$% # $)$% #).$ $)"!C!

^

"

^

!

$)@. # $)@. #/)/! $)$##$

'

^

"

#

"")$@ # "")$@ C#.)B.

#

$)$$$#

''

^

"

"

"$).@ # "$).@ %CB).$

#

$)$$$#

''

^

"

!

"!)$$ # "!)$$ C/$)"#

#

$)$$$#

''

残差
$)#/ / $)$!

***********************

失拟项
$)#" ! $)$@ ").C $)"%.C

不显著

纯误差
$)$! " $)$#

总方差
%#)C$ #@

!

h

!''

表示差异极显著!

?

#

$)$#

*

'

表示差异显著!

$)$#

#

?

#

$)$/

$

酶活损失率约为
@$b

!在不对酶液进行固定化时!也就意味

着有
@$b

左右的酶活被浪费!而对酶液进行固定化后!在损

失的
@$b

里面有将近
!$b

的酶活被保留!能够进行再次

利用$

!

!

结论
本研究在单因素试验的基础上!运用

X'[PX9I<89<

响应

面设计优化得到吸附法固定麦麸酯酶的最佳条件为+磷酸盐

缓冲液
O

W

值
C)$

&固定化时间
@I

&固定化温度
"Bc

!此模

型下酶活回收率的预测值为
".)"#b

!验证值为
"C)/#b

!是

预测值的
BC)/"b

$试验证明响应面分析法可以有效优化吸

附法固定麦麸酯酶的固定化条件!这为进一步研究固定化麦

麸酯酶的应用提供了科学数据$
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