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摘要!采用吸附@交联的方法获得凹凸棒土固定的
#

@葡萄糖苷酶#酶的固载量为 )AQ 1HBH#表观酶活为 RQ[? KBH$ 固定后#

酶在加入叔丁醇混合溶剂中催化合成辛基葡萄糖苷的催化效率显著提高#葡萄糖转化率提高 R(["c$ 在反应温度为 ?(d#MY

为 "[?#葡萄糖浓度为 ([(? 1+5B̂#3&辛醇'h3&叔丁醇'h3&水' ]Rh)h)的反应条件下#葡萄糖转化率可达到 '([Ac#反应达到

平衡的时间从自由酶催化反应的 )'( 0缩短至 Q' 0$ 反应动力学研究表明#葡萄糖对酶催化反应具有底物抑制作用#通过固定

化可提高酶耐受底物抑制的最大葡萄糖浓度#增加最大反应速率$ 固定酶在重复使用 ! 次后酶活下降 Q(c$
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#
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::以辛基葡萄糖苷为代表的中长链烷基糖苷是一

类性能优良的非离子表面活性剂#广泛应用于洗涤"

化妆品等行业领域())

$ 通过传统化学法得到的烷

基糖苷多为各种异构体和副产品的混合物#严重限

制了其在医药"生物领域的应用价值(')

$ 酶是一种

具有区域和立体选择性的生物催化剂#酶法催化合

成烷基糖苷可得到高纯度的产物(!)

$

#

@葡萄糖苷

酶可在非水相中催化葡萄糖和不同链长的烷基醇生

成各类烷基糖苷(A)

$ 但是#由于中长链烷基醇水溶

性差#酶在有机溶剂中易失活等因素的制约#中长链

烷基糖苷的产率均非常低(?)

$

酶固定化技术可以在保持酶催化高效性和专一

性的基础上改善酶的稳定性(")

$ 多种硅酸盐黏土

具有机械强度高#热稳定性好#抗有机溶剂#生物亲

和性良好#抗微生物腐蚀等特点#使用硅酸盐黏土作

为酶固定化载体的研究受到了更多的关注(Q @;)

$ 纳

米凹凸棒土具有比表面积大#吸附能力强的特点#表

面亲水基团可以富集水份()()

#有利于水解酶维持三

维结构$ 笔者以纳米凹凸棒土为载体#通过吸附@

交联的方法固定
#

@葡萄糖苷酶#在水溶性有机溶剂

体系中催化合成了辛基葡萄糖苷$

:;实验部分

:>:;材料

纳米凹凸棒土由江苏省淮阴工学院化工学院提

供%

#

@葡萄糖苷酶由实验室自苦杏仁中提取&酶活

*'!)*
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#

@葡萄糖苷酶催化葡萄糖合成辛基糖苷

为 )(;[)R KBH'%对硝基苯基@

#

@Q@葡萄糖苷

&MWIX'购自美国 E2H14公司%对硝基苯酚&MWI'"

考马斯亮蓝&X@'?('"柠檬酸"磷酸二氢钠等试剂购

自上海国药集团化学试剂有限公司$

:><;方法

)['[):凹凸棒土固定化
#

@葡萄糖苷酶

将 ?( 1H凹凸棒土置于 '( 1̂ ([R 1HB1̂ 酶溶

液&MY]?[R 磷酸盐缓冲液配置'中#'(d恒温吸附

'[? 0#离心分离上清液和固定酶$ 将固定酶置于

([)c的戊二醛中 )(d交联 ) 0$ 固定酶用 ?( 1̂

缓冲液洗涤 !( 12%#共洗涤 ? 次#在 !(d真空干燥

箱中干燥 ? 0后置于 Ad冰箱保存$ 计算上清液以

及洗涤液中残留蛋白量$

)['[':固定酶催化合成辛基葡萄糖苷

取 A( 1H葡萄糖溶于 ([(? 1̂ MY?[R 的磷酸

盐缓冲液中#加入 ([(? 1̂ 助溶剂和 ([; 1̂ 辛醇#

再加入 ! K固定酶$ 于 ?(d恒温培养箱中搅拌反

应 ? ,$ 每隔 'A 0 取样 )(

%

^用色谱甲醇稀释 '?

倍#经 ([A?

%

1膜过滤#通过高效液相色谱检测反

应结果$

)['[!:酶活力测定

将 ([A 1̂ 适当稀释的酶溶液&或者适量固定

化酶'与 )[" 1̂ ? 11+5B̂对硝基苯基@

#

@Q@葡萄

糖苷&MWIX'溶液混合&混合前分别于 ?(d水浴预

热 ? 12%'#置于 ?(d水浴摇床震荡反应 A 12%#立即

加入 A 1̂ ) 1+5B̂的W4

'

/k

!

终止反应$ 在波长为

A(? %1的条件下检测吸光度$ 以 ([A 1̂ 的蒸馏水

作空白对照$ 根据标准曲线计算生成对硝基苯酚的

量$ 酶活单位定义!在 MY]?[R"?(d#每 ) 12% 水

解生成 )

%

1+5对硝基苯酚所需的酶量定义为 ) 个

酶活&) K'$

)['[A:蛋白含量测定

以牛血清蛋白作为标准蛋白#采用考马斯亮蓝

法测定蛋白质含量()))

$

)['[?:YÎ/检测

利用 )?'?液相色谱仪&美国N48-.7公司生产'接

反相/)R 柱&岛津S*/@I43D k̀ E@>=

'

'?( 11e

A[" 11#?

%

1' 进行检测#流动相 3&甲醇 ' h

3&水' ]Qh!#流速为 ([R 1̂ B12%#柱温为 "?d$ 以

葡萄糖作参照确定辛基糖苷生成量$

)['[":酶促反应底物抑制动力学

底物抑制的 2̂%-J-4L-.@a$.D速率方程!

)4?

77

]&)BZ

E6

?

14V

'D

7

p&)B?

14V

'

式中#?

77

为底物抑制反应速率%D

7

为底物浓度%Z

E6

为

底物抑制解离常数%?

14V

为最大反应速率$

<;结果与讨论

<>:;戊二醛交联对固定化酶吸附稳定性和酶活的

影响

戊二醛交联对固定化及酶的固载稳定性的影响

如图 ) 所示$

)-

#

@葡萄糖苷酶吸附量%

'-酶活

&4'戊二醛交联

)-吸附%'-吸附@交联

&O'固载稳定性

图 ):戊二醛交联对固定化及酶的

固载稳定性的影响

通过吸附作用将酶固定在载体上#再经一定浓

度的戊二醛交联可以增强酶的固载稳定性()')

$ 然

而戊二醛也是蛋白质的变性剂#高浓度的戊二醛可

使酶失活()!)

#纳米凹凸棒土具有高表面自由能#易

于吸附蛋白质()A)

$ 在本研究中#以凹凸棒土为载

体#在 '(d#MY为 ?[R#初始给酶量为 ([R 1HB1̂ 时

吸附 '[? 0#凹凸棒土对
#

@葡萄糖苷酶的固载量为

)?R 1HBH#但是吸附稳定性不强#经 ?( 1̂ 缓冲液洗

涤 !( 12%#洗涤 ' 次后 !(c的酶从载体脱落#如图 )

&O'所示$ 由图 )&4'可知#经 ([)c戊二醛交联后

酶固载稳定性增强#洗脱后固载量为 )A" 1HBH#固

定酶表观酶活为自由酶酶活的 Q;[)c#固载效果最

佳$ 通过吸附@交联法介孔 E2k

'

固载
#

@葡萄糖苷

酶的量为 )!' 1HBH#固定酶表观酶活为自由酶酶活

的 "R[Qc

()?)

$ 可见#纳米凹凸棒土对
#

@葡萄糖苷

酶具有良好的固载能力$

<><;固定酶催化合成辛基糖苷反应中助溶剂的

选择

#

@葡萄糖苷酶有机溶剂耐受能力较弱(;)

$ 多

数
#

@葡萄糖苷酶催化合成糖苷的反应只能选择在

醇B水两相体系中进行()")

$ 然而#泰国红木
#

@葡萄

糖苷酶催化合成烷基糖苷的研究中#加入助溶剂

*̀G提高了辛基糖苷的产率()Q)

#表明在反应体系

中加入有助于底物互溶的有机溶剂有利于
#

@葡萄

糖苷酶催化的糖苷化反应$

*!!)*
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表 :;不同助溶剂对自由酶催化合成辛基糖苷的影响

时间
辛基糖苷生成量B&11+5*̂

@)

'

W+%- *̀Ek *̀f 5@a> *̀G

'A ?[AR ( ( ?[?! ?[RQ

Q' ;[AA ( ( ?[?R "['!

)'( )([;R ( ( ?[R) "['Q

表 <;不同助溶剂对固定酶催化合成辛基糖苷的影响

时间
辛基糖苷生成量B&11+5*̂

@)

'

W+%- *̀Ek *̀f 5@a> *̀G

'A ?[(! '[)Q )[;" R[?A "["R

Q' ;[Q" '["A '[QA )?[;" )([R!

)'( ))[?A '[?" '["R )?[Q' )'[(;

由表 ) 可知# *̀Ek" *̀f添加 ?c#自由酶完全

失活#加入 ?c叔丁醇"乙二醇二甲醚#自由酶催化

生成辛基糖苷的量显著下降$ 由表 ' 可知#在加入

?c极性助溶剂后#经凹凸棒土固定的
#

@葡萄糖苷

酶均可催化生成辛基糖苷#其中加入叔丁醇"乙二醇

二甲醚助溶剂时#反应速率提高的同时辛基糖苷生

成量也有所上升$ 各种助溶剂加入量对固定酶催化

反应的影响如表 !所示#其中叔丁醇体积分数为 )(c

时效果最佳#辛基糖苷的生成量为 )"[;R 11+5B̂#转

化率提高了 ??['c$

表 =;助溶剂加入量对固定酶催化生成

辛基葡萄糖苷的影响

助溶剂体积

分数Bc

辛基葡萄糖苷生成量B&11+5*̂

@)

'

*̀Ek *̀f 5@a> *̀G

( )([;A

? '['" '[Q! )?[Q; )'[(;

)( ( ( )"[;R )'[QA

)? ( ( ([!" )![?'

'( ( ( Q[?) ;[R)

<>=;水体积分数"酶用量"MY及温度对辛基糖苷生

成量的影响影响

水体积分数"酶用量"MY"温度对反应的影响如

图 ' 所示$

由图 '&4'可知#当反应体系中水的体积分数为

)(c时#辛基糖苷生成量最高$ 相比于自由酶催化

合成辛基糖苷所需的水的体积分数有所降低()R)

#更

有利逆水解反应的进行$ 由图 '&O'可知#在不同的

酶用量条件下反应最大生成量相同#当加入酶量大

于 ! K时#反应速率不再提升#反应 Q' 0 结束#反应

时间明显短于自由酶催化反应的 )'( 0

();)

#及聚丙

烯酸微胶囊固定化酶催化合成辛基糖苷反应的 )"R

0

('()

$ 由图 '&3'"图 '&,'可以看出#在反应温度为

?(d和 MY"[? 时#酶催化合成辛基糖苷的生成量

最高$

)-?c%'-)(c%!-)?c%

A-'(c

&4'水体积分数对辛基糖苷

生成量的影响

)-) K%'-' K%!-! K%

A-A K%?-? K

&O'酶用量对辛基糖苷

生成量的影响

&3'温度对辛基糖苷

生成量的影响

&,'MY对辛基糖苷

生成量的影响

图 ':水体积分数'酶用量'MY'温度对

辛基糖苷生成量的影响

<>A;葡萄糖底物抑制

葡萄糖浓度对辛基糖苷生成量和转化率的影响

如图 ! 所示$

)-([(? 1+5B̂%'-([)? 1+5B̂%

!-(['? 1+5B̂%A-([!? 1+5B̂%

?-([?( 1+5B̂

&4'葡萄糖浓度对辛基糖苷

生成量的影响

&O'葡萄糖浓度对辛基糖苷

产率的影响

图 !:葡萄糖浓度对辛基糖苷生成量和

转化率的影响

在与底物浓度相关的催化反应中#底物浓度增

加一般会有利于反应的正方向进行#然而由图 !&4'

可知#当葡萄糖的起始浓度高于 (['? 1+5B̂时#辛

*A!)*
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#

@葡萄糖苷酶催化葡萄糖合成辛基糖苷

基糖苷最高生成量不再提升且反应时间变长$ 由图

!&O'可以看出#葡萄糖转化率随着葡萄糖浓度的升

高而降低$ 当葡萄糖起始浓度为 (['? 1+5B̂时#反

应 Q' 0结束辛基糖苷生成量为 '([R' 11+5B̂#助溶

剂的应用比分相体系中酶催化合成辛基糖苷的催化

效率提高 ')A[?c$ 自由酶和固定酶的初始催化速

率在高葡萄糖浓度时下降#如图 A&4'所示$ 由图 A

&O'结合底物抑制的 @̂a公式计算表明#固定化后

酶的 7

14V

和Z

E6

分别从自由酶的 )R([!")?R[; 11+5B̂

增加到固定酶的 ''![A"'(R[" 11+5B̂#说明促使反

应速率反转的最大底物浓度增加#非活性底物@酶

与底物复合物的亲和力下降#最大酶促反应速率

3

14V

也从自由酶的 ([?) 11+5B& *̂0 ' 增加到

)[!Q 11+5B& *̂0'$ 因此#在酶催化合成烷基糖苷

的体系中#高葡萄糖浓度除了会增加体系的黏度而

不利于传质反应进行这一限制原因外('()

#底物抑制

也是限制
#

@葡萄糖苷酶催化合成烷基糖苷的重要

原因$

)-固定酶%'-自由酶

&4'葡萄糖浓度对反应

初速度的影响

)-固定酶%'-自由酶

&O'葡萄糖抑制的 @̂a图

图 A:葡萄糖浓度对反应初速度的影响及

葡萄糖抑制的 @̂a图

<>B;固定酶重复使用性

固定酶重复使用性能如表 ? 所示$ 固定酶重复

使用 ! 次后#酶活性下降 Q(c#辛基糖苷生成量降

至 )(['Q 11+5B̂$

#

@葡萄糖苷酶的固定化不仅实

现了酶的重复利用#而且使得酶易于从产物中分离#

有利于下游处理$

表 B;固定酶重复使用性能

重复使用次数

) ' ! A

辛基糖苷生成量B&11+5*̂

@)

'

'([R' )Q[() )(['Q "[(!

相对酶活Bc Q!["; ?([;! '"[?) )R['"

<>M;产物分析

辛基糖苷的液相色谱及质谱分析如图 ? 所示$

由图 ?&4'液相分析可知#?[) 12% 出峰的物质为葡

萄糖#反应只生成一种新的物质#出峰时间为

)([R 12%$ 由图 ?&O'质谱分析可知#!)?[' 是辛基

糖苷单糖苷的特征分子离子峰#经验证新生成的物

质为辛基糖苷单糖苷$

&4'辛基糖苷的液相色谱分析 &O'辛基糖苷质谱分析

图 ?:辛基葡萄糖苷的液相色谱及质谱分析

=;结论

以凹凸棒土为载体#通过吸附@交联的方法得

到固定化
#

@葡萄糖苷酶#在含叔丁醇混合溶剂中催化

合成辛基糖苷的最大生产强度为 )Q[! 1HB& *̂0*K'#

比自由酶提高 ')A[?c#显示出凹凸棒土在酶法催

化合成烷基糖苷中的应用潜力$
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'()" 年 " 月 魏立新等!离心式污泥减量化处理工艺方案优化

孔流入罐外的缓冲水池#由浸没泵将污泥泵送至加

热搅拌罐#在加热搅拌罐中加热至 Q(d#并搅拌均

匀$ 然后泵送至卧螺离心机中进行离心处理$ 为提

高处理效果#在污泥进入卧螺离心机前在线加入絮

凝剂#使污泥中的细小沙粒进行絮凝#减轻高速离心

运动中沙粒的破碎分散$ 离心处理后#污泥中的水

相进入沉降罐#进行油水分离#浓缩后的污泥装车

外运$

<;室内化验分析

评价离心式污泥减量化处理效果的指标为卧螺

离心机出泥口泥饼的含水率及出水口的含固率$

<>:;泥样检测方法

卧螺离心机出泥口泥样检测装置如图 ' 所示$

)-冷凝管%'-分液管%!-索氏提取器%A-圆底烧瓶

图 ':泥样检测装置

该检测装置(R)的化学药剂为甲苯#甲苯的沸点

为 ))(["d#密度小于水且极微溶于水$ 检测过程

为!缓慢加热圆底烧瓶中的甲苯#甲苯蒸气冷凝后回

流至分液管和索氏提取器#索氏提取器中泥样逐渐

被甲苯浸没#液态甲苯对泥样中的原油进行萃取#同

时使泥样中的水加热蒸发$ 水蒸汽同圆底烧瓶中的

甲苯蒸气一同经冷凝管冷凝后回流至分液管#由于

水的密度大#水位于分液管下层#所以泥样中的含水

量可由分液管读取$ 索氏提取器中甲苯达到一定高

度后回流至圆底烧瓶#如此循环直至将泥样中的油

和水脱除#剩余的泥沙经烘干后称重$ 最终由差重

法得知泥样中含油量$

<><;水样检测方法

水样是卧螺离心机进口和出水口试验样品的总

称$ 水样含水量检测(;)同泥样检测装置类似#将图

' 中的索氏提取器拿掉#直接将分液管与圆底烧瓶

连接$ 简化后的实验装置只能检测水样中的含水

量#而水样含油量检测需采取分光光度法()()

#由吸

光度值和标准曲线计算得到水样中含油量$ 而水样

中含固量由差重法计算得到$

=;离心式污泥减量化处理影响因素

=>:;设备运行参数对处理效果的影响

![)[):转鼓转速

转鼓转速直接影响物料所受离心力大小#转速

越高#所受离心力越大#但过高的转速势必会消耗更

大的动力#离心机轴瓦温度升高#不利于安全平稳运

行()))

$ 同时#过高的转速还会破坏絮凝体#使脱水

效果变差$ 在卧螺离心机差速 ;[' .B12%"堰板高度

))' 11"进泥量 )( 1

!

B0"加药量 '(( HB1

! 时#调整

离心机的转速#考察转鼓转速对污泥处理效果的影

响$ 具体测试数据见表 ) 和图 !
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