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漆树酶固定化及其性质研究
’

詹东风 杜予民 钱保功

武汉大学资源开发与应用技术研究所

摘要 本文介绍 了用过渡金属水合筑化物 固定化漆树漆醉的方法 考察了赞合法固定漆树酶的最

适条件
·

对固定化前后漆醉的性质进行了比较
,

并分析了造成固定移醉与游商晦性质差异的原因
·

类镇词 漆树醉 过渡金属水合氧化物 固定化酶

漆酶的固定化大部分以真菌漆酶为对象〔
,一习 ,

漆树漆酶的固定化并不多见
·

我们设想以过

渡金属水合氧化物为载体对漆酶进行固定化
,

使酶与载体的结合点主要集中在漆酶糖蛋白的

含糖部分 从而减少漆酶失活的可能性 本文着重介绍过渡金属水合氧化物固定化漆酶的制
一

备

方法
,

并对固定化前后漆酶的性质进行比较

材 料 与 方 法

材 料

漆酶 根据 的方法困
,

从湖北利川毛坝漆中分离得到电泳纯漆酶
,

并对其物理

化学参数进行了测定 表 川
·

表 漆酶理化参数
·

一 一 」 一
、 门

⋯
分子量 等电点 决 胜

,

月 , 月 。 ‘。 比活力 , 。 吕

义 ‘

。 月 , 。
、月。 一和 月 阴分别表示祥品在

、

。和 处的吸光度

醉比活力单位为
‘ ℃时

,

场 漆阵加人腼 】 火 一 对苯二胺底物挤液 用 的磷酸氢二钠

碑酸二氮钾缓冲溶液配制 中
,

单位时间内催化反应使产物在 处吸光度发生的变化值

对苯二胺 化学纯
,

用前经升华纯化 磷酸盐缓冲液 用 护 配制
,

其它试剂

均为分析纯 未经进一步纯化 漆酶活性及动力学数据用
一

仅测定
, 方 法

固定化漆酶的制备困 以过渡金属抓化物 长
、 、 、 、

为原料
,

用 的盐酸配制成 “ 的溶液
,

搅拌下用
,

的氨水溶液中和至 了
。

。

随着氨水的加入体系中形成水合氧化物沉淀
,

搅拌使之均匀悬浮 冰水浴下慢慢滴加漆酶水溶

液
·

,

一般载体与酶量之比 评 控制在 为宜
,

搅拌反应 后滤去母液

固定化酶分别用 俪 的氛化钠溶液和蒸馏水洗至洗出液中无酶可检出为止 合并反应

上清液和洗涤液
,

分别测定溶液和固定化酶的活力 固定化漆酶用 。 的磷艘盐

缓冲液悬浮保存于冰箱中 ℃
、
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漆酶活性的测定 在 ℃下
,

于 的检测池和参比池中分别加入
一玩 邝 对苯二胺溶液 用 的磷酸盐缓冲液配制 取 汕 酶液 含 昭

漆酶 加入检测池中
,

混均后
,

记录 处吸光度的变化 固定化漆酶测定与游离酶

相同
,

每次测定时在检测池中加固定化酶悬浮液 体
,

同时在参比池中加入等量的热失活固
定化酶 ℃下处理 淤

,

记录 。处吸光度的变化 取等量的固定化酶悬浮液于称

量瓶中 ℃下衡重
,

然后计算固定化酶的比活力

固定化酶重复使用试验 取 一 活力单位的水合氧化错固定化漆酶于 腼
的离心管中

,

加 一场 对苯二胺底物溶液 用 的磷酸盐缓冲液配

制
,

充分混合后于 ℃水浴中恒温反应 间隙搅动 离心分出反应液
,

,

以未加酶的底物溶液 同样保温 为参比
,

测定反应液在 处的吸光度 重复以上

操作观察固定化酶活性的变化

结 果 与 讨 论

不同过渡金属对漆酶的固定化效果

过渡金属水合氧化物具有赘合蛋白质的能力
,

从而被成功地用作固定化酶的载体困 以错

为例
,

当 一 溶于水时得到 〔
。

〕
‘ 、

〔
,

〕
、

〔 刀
。
」和【

刃
, 。

」抖 过渡金属上的配基 如
、

等 可以被新的配基所取代 多糖经基以及

蛋白质中游离的经基
、

氨基
、

矮基
、

琉基团等都是过渡金属的有效配基
,

漆树酶是一种含糖量高达 朽 的糖蛋白 表 不同过渡金属水合氧化物对漆酶的固定化

用过渡金属氧化物固定化漆酶
,

除通常的吸附

力外
,

赘合对酶的固定化起着重要作用 在漆酶

与过渡金属摩尔比一定 时
,

考察不

同过渡金属水合氧化物对漆酶的赘合效果 表

实验发现
,

以
、 、

价 的水

合氧化物为载体
,

固定化效果较好
,

活力回收在

以上 本方法能保持固定化酶具有 良好的

活力
,

这可能与固定化位点主要集中在酶的含

过渡金属

耳

‘

母掖残留活力 固定化醉活力回收

尹

,

。

‘ 〔反应后母液残留活力 加人总活力 。,

固定化酶活力 加入总活力
。 直接以 众 为固定化载体

糖部分
,

从而减少了漆酶活性中心参与固定化的可能性有关 从表 看
,

除 外
,

其它固

定化酶活力回收与母液残留活力之和均不足 其原因可能有以下几个方面 漆酶活

性中心参与了赘合反应 固定化改变了酶分子的空间构型
,

上述两种情况都会导致漆酶活

性的丧失 漆酶分子被包埋在载体内部
,

阻碍了底物分子与酶的结合
,

表观上反映为固定化

酶活力下降 类似情况在文献中也己见到

固定化条件对酶活的影响

改变固定化反应条件对固定化酶的活性影响很大 以水合氧化错固定化漆酶为例
,

水合氧

化错的起始沉淀 为
,

为 时达到平衡图 不同 条件下酶的空间构型不同
,

与载体

的鳌合力也有差异 一 固定化酶的活力回收较好 图 比较不同温度下所得固定化

酶发现 图 一 ℃时效果最佳
,

升高温度
,

固定化酶活力下降 在 和 ℃时
,

以不同

偶联时间取样分析母液中酶活力的残留量
,

发现 后上清液中残留的酶活力已降至 以

下
,

进一步延长固定化时间
,

偶联情况变化不大 图 文献【 〕也表明 左右固定化酶活力

最高
,

延长时间由于搅拌引起的摩擦和剪切力
,

使得固定化酶活力略有降低

一 一



温度 ℃
载体 醉 侧

︵。夯吕︶只班五谧牟侧呵
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⋯⋯︹次︶妞傲胆谧崔解月

︸‘,自

︵次︶昌回只艇

·
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一石片不司

。

时间

困 水合筑化偌固定化漆玲活力回收 图 水合载化错固定化漆阵上清液峰活残留随时

随偏联声 和温度的交化 间的变化及载体 阵之比对固定化醉活性的谬响
固定化时加入酶量与载体的比例一般根据需要而定 水合氧化错固定化酶的比活力随载

体 酶之比降低而增大 图
,

当载体 酶比低于 后
,

固定化酶比活力的增加减慢

固定化前后漆酶性质的异同

最适 漆酶与载体偶联后微环境发生了变化 在 不同 的磷酸盐缓

冲液中以对苯二胺为底物 一喻
,

测定固定化前后漆酶的最适 结果表明水合

氧化错固定化漆酶比游离酶具有更宽的 适用范围
,

最适 略向酸性位移 图

八之﹃口。只鹅妇谧牟调呵

、洲
︵乏
口﹀长鹅妇谧健翻广

、、

,,,,声

,,,,

川八只亡,

︵次君鹅友契

补
,

厂

,,

一
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厂厂
‘
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离子强度

图 固定化前后漆醉最适 和最适温度的变化 图 缓冲液离子强度对游离阵和水合筑化错

实线 游离醉
,

虚线 固定化醉 》 固定化啤比活力的影响
最适谧度 以对苯二胺为底物 义 一

,

的磷酸盐缓

冲液为介质 最适 下底物的自然氧化很快
,

不便测定
,

测定不同温度下漆酶与固定化漆酶

的活性 从图 看出
,

最适温度以下
,

游离酶活性与温度成正比
,

温度系数 场
。
等于

,

而水合

氧化错固定化漆酶的认
。
等于 固定化酶对温度的适应范围也变宽

缓冲液离子强度对晦活力的影响 保持温度 ℃和
,

改变缓冲液的离子强

度
,

缓冲液离子强度的变化对固定化酶活性影响不大 图
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固定化前后 瓜 值的变化 ‘ 是当酶反应速度达到最大反应速度一半时底物的浓
度

,

是酶的特征常数之一
,

它只与酶的性质有关
,

而与酶的浓度无关 几 可近似地表示酶与
底物的亲和力

,

瓜 愈大
,

亲和力愈大 〕 ℃下
,

在 的磷酸盐缓冲液中
,

以

对苯二胺为底物
,

分别测定粗漆酶 丙酮粉末水溶液 和纯漆酶固定化前后的 值 表

经水合氧化错固定后
,

粗漆酶和纯漆酶的 表 固定化前后漆醉‘ 位的交化

瓜 值分别增大到固定化前的 和 倍

这是因为固定化之后酶所处的微环境发生了变

化
,

同时底物和产物在反应区的扩散也与固定

样品

粗漆醉

纯漆醉

固定化前
一 ,

。 一 刁

固定化后

一

一

化前不同 但比一般的固定化酶
,

心值的变化并不算大
,

说明底物与酶的相互作用并未因

为酶的固定化而友主很大变化

游离醉和固定化酶的耐热性 ℃下游离酶和水合氧化错固定化酶的半衰期分别

为 和 固定化使酶的热稳定性明显提高
·

游离酶与固定化酶的储藏稳定性 将游离酶和水合载化错固定化酶用

的磷酸盐缓冲液浸泡
,

于冰箱中保存 ℃
,

个月后测得游离酶活力损失
,

而固

定化酶活力损失为 以对苯二胺为底物 少场
,

在 ’ 的 耐 磷酸
盐缓冲液中

,

水合氧化错固定化酶重复使用 次后活力损失 写
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