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摘 要：研究了利用海藻酸钠固定化谷氨酰胺转胺酶的过程中戊

二醛浓度、酶浓度对酶活的影响，并对固定化酶的性质进

行了探讨。实验结果表明，当戊二醛浓度为 !$"%、酶浓度

为 &"%时，酶活回收率为 ’($)%，固定化酶的 *+ 稳定性、

热稳定性、操作稳定性及贮存稳定性都比游离酶显著提

高。
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谷氨酰胺转胺酶作为一种新型酶制剂，能够催

化蛋白质分子内、分子间的交联、蛋白质和氨基酸之

间的连接以及蛋白质分子内谷氨酰胺基的水解，提

高蛋白质的营养价值，改善蛋白质的功能性 .%/#0。因

此，该酶在食品工业的应用研究受到越来越多的关

注，有“超级黏合剂”的美誉。固定化酶与游离酶相比

具有许多优点，如易于和底物、产物分离；酶的稳定

性增加，可以重复使用；酶的使用效率增加；成本显

著降低.+0等等。目前已经有多种固定化酶在食品工业

中得到了应用，但对谷氨酰胺转胺酶进行固定的报

道比较少。海藻酸钠是从海藻中提取的盐，是一种能

使动物组织免受物理和化学损伤的保护剂，对人和

动物没有毒副作用。本文以海藻酸钙为载体，通过戊

二醛交联，对谷氨酰胺转胺酶进行了固定化尝试，研

究了固定化酶的性质，并同游离酶进行了比较。

% 材料与方法

%&% 材料与仪器

谷 氨 酰 胺 转 胺 酶 江 苏 一 鸣 精 细 化 工 有 限 公

司；海藻酸钠、戊二醛 国产分析纯。

12) *+3 型 快 速 粘 度 分 析 仪 澳 大 利 亚

456789: 科学仪器公司；%%$$ 型分光光度计 北京瑞

利仪器公司。

%&! 实验方法

%&#&% 谷氨酰胺转胺酶的固定化 将海藻酸钠与酶

分别溶于缓冲液中，在 +;<水浴中使海藻酸钠融化

后，按一定比例与酶混合，静置一定时间，吸入注射

器内，再逐滴滴入氯化钙溶液中固定化，然后过滤洗

涤，加入戊二醛溶液交联，再洗涤，测定酶活。

%&#&# 固定化酶活力的测定

%&#&#&% 相对酶活的测定 采用 12)*+3 型快速粘

度分析仪测定经固定化酶作用后大豆分离蛋白的凝

胶性，间接计算谷氨酰胺转胺酶的相对酶活。

%&#&#&# 固定化酶酶活测定 比色法.=0。

! 结果与讨论

!&% 戊二醛浓度的影响

戊二醛是一种双官能团试剂，可以和载体上的

氨基进行 >?@ABB 反应，再与酶发生 >?@ABB 反应。从图 %
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结果可知，在戊二醛浓度低于 !"#$时，相对酶活随戊

二醛浓度的增加而增大，但进一步增加戊二醛浓度将

导致相对酶活下降，这是因为酶分子活性基团被戊二

醛过多的修饰。因此，确定最适戊二醛浓度为 !"#$。

!%! 酶浓度对固定化酶活性的影响

一定量海藻酸钠的活性基团是一定的。在结合

位点未饱和前，固定化酶相对酶活随酶浓度的增加

而升高，当结合位点饱和后，增加酶浓度并不能增加

固定化酶的相对酶活。结果如图 % 所示，在本实验条

件下，酶浓度为 %#$时，相对酶活最高。

!%& 固定化酶的热稳定性

取一定量的固定化酶和游离酶，分别加入 &’ ("#
的缓冲液，在不同温度下处理 )#*+,，测定其酶活。从

图 ) 可以看出，酶经固定化后热稳定性较游离酶显

著提高。这可能是酶———载体的结合影响了酶的稳

定性，酶经载体吸附和戊二醛交联后，增加酶构型的

牢固程度，同时酶蛋白在固定化后，限制了酶分子之

间的相互作用，阻止了酶的自溶，从而明显增加了酶

的稳定性。

!%’ 固定化酶的最适反应温度

在不同的温度下分别测定固定化酶和游离酶的

酶活。从图 - 可以看出，固定化没有改变谷氨酰胺转

胺酶的最适作用温度。随着温度的升高，固定化酶和

游离酶的酶活不断增加，当温度达到 .#/时均达到

最大值，然后随着温度的升高，酶活下降。这是因为

温度过高就会使酶变性，从而大大降低酶的活力。

!%( 固定化酶的 )* 稳定性

取一定量的固定化酶和游离酶，在不同的 &’ 下

分别处理 )#*+,，测定其酶活。从图 . 可以看出，游离

酶的 &’ 稳定性范围是 0"#1("#，固定化酶的 &’ 稳定

性范围是 ."#12"#，在实验条件下固定化酶 &’ 稳定

性提高。这可能是由于固定化后酶所处的微环境发

生了变化，其活性中心受到载体的影响，活性基团的

解离性发生了变化所致。

!%# 固定化酶的最适 )*
在不同的 &’ 条件下分别测定固定化酶和游离

酶的酶活。从图 0 可以看出，固定化酶的最适 &’ 为

0"#，而游离酶的最适 &’ 为 ("#，可见酶经固定化以

后最佳反应 &’ 和游离酶相比发生了较小的偏移。

!%+ 固定化酶的操作稳定性

游离酶无法从反应体系中分离，因此不能重复

利用。而固定化酶则可以从反应体系中分离，可以重

复使用。用 &’ 0"# 的缓冲液浸泡固定化酶，在 .#/
放置 )#*+,（模拟与底物反应），重复测定固定化酶的

酶活。从图 ( 中可以看出，固定化酶连续反应 0 次，

图 % 酶浓度对固定化酶相对酶活的影响
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图 ) 固定化酶和游离酶的热稳定性

!##

2#

0#

-#

%#

#
# !# %# )# -# .# 0# (#

相
对

酶
活
3$

4

固定化酶

游离酶

图 - 固定化酶和游离酶的最适反应温度
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图 . 固定化酶和游离酶的 &’ 稳定性
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图 ! 戊二醛浓度对固定化酶相对酶活的影响
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!"!#!$，最佳组合为 "%#&’&$(。提取麸皮蛋白所需最

佳实验条件是：将麸皮粉碎，提取温度 )*+，,- 为

(&，固液比 (.()/提取时间 (0)1，按此条件下所提取的

麸皮蛋白的提取率为 23024。

!%& 麸皮蛋白性能的研究

测定麸皮蛋白的乳化性为 524，乳化稳定性为

2%4；起泡性为 5%4，泡沫稳定性为 654。

’ 结论

碱法提取小麦麸皮蛋白工艺条件容易控制/操作

简单/取得率较高/便于大规模工业化生产。通过实验

得出较适宜的提取条件为 ,-(&，碱提取时间 (0)1，

碱提温度 )*+，料液比 (.()，在此条件下所得的麸皮

蛋白质的提取率为 23024。

测定麸皮蛋白的等电点为 ,-603，其乳化性为

524，乳化稳定性为 2%4，起泡性为 5%4，泡沫稳定

性为 654。
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酶活仍维持在 3*4以上，说明固定化酶具有较好的

操作稳定性。

!%( 固定化酶的贮存稳定性

将游离酶与固定化酶在 6+条件下贮存，每隔

&61 取样测定酶活，游离酶和固定化酶的活力随时间

的增加而降低，游离酶放置 (*N 后即失活，而固定化

酶放置 6&N 后仍能保持 3)4以上的酶活，这与海藻酸

钠和戊二醛交联使酶结构牢固有关。因此，用海藻酸

钠制备的固定化酶，不仅具有较好的温度、,- 稳定

性，而且可以长期保存，为连续化生产奠定了基础。

’ 结论

在最佳条件下制得固定化谷氨酰胺转胺酶，考

察了谷氨酰胺转胺酶的部分性质，如 ,- 稳定性、热

稳定性以及最适作用温度、,-、贮存稳定性、操作稳

定性。实验结果表明，谷氨酰胺转胺酶经固定化后，

,- 稳定性、热稳定性、贮存稳定性、操作稳定性均有

所提高。其酶促作用最佳温度没有变化，而最适作用

的 ,- 发生了较小偏移。

& 讨论

本文仅对谷氨酰胺转胺酶的固定化进行了初步

研究，有关固定化谷氨酰胺转胺酶应用时的最佳条

件及影响因素还有待进一步探讨。在操作稳定性的

实验中，采用 )*+反应 2 次后，固定化酶破碎。如果

适当增加固定化酶的用量，降低反应温度，固定化酶

的重复操作次数会相应增加。
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图 2 固定化酶和游离酶的最适 ,-

(**

3*

2*

6*

&*

*
6 ) 2 5 3 :

相
对

酶
活
;4

<

,-

固定化酶

游离酶

图 5 操作稳定性
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