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摘要!共交联葡萄糖氧化酶A过氧化氢酶具有较好的耐酸性"可以直接转化葡萄糖制备葡萄糖酸# 利用正交实验优化其转

化条件!反应温度为 !*f"转速为 *?) /C340"加酶质量分数为 (X)U"底物质量浓度为 *?) GCF# 发酵罐放大实验显示其转化率

可以达到 R#X(U"并且交联酶的稳定性较好"可以有效的连续使用 ! 个批次"平均转化率为 R!XTU# 利用葡萄糖氧化酶A过氧

化氢酶共交联聚集体制备葡萄糖酸是一种简便$高效的方法#
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::葡萄糖酸及其衍生物是一类重要的生化产品"

在医药$食品以及化妆品等领域有着广泛的应

用(*)

# 目前"葡萄糖酸的主要制备工艺是通过黑曲

霉发酵"该工艺存在菌体培养过程复杂"发酵周期

长"副产物多以及底物抑制等问题(( A!)

# 同时在发

酵过程中由于葡萄糖酸的不断产生而造成发酵液的

Q_不断下降"为了维持 Q_的恒定"必须添加碱液

中和"所以最终发酵产品是以盐的形式存在# 因此"

需经过离子交换树脂处理才能得到葡萄糖酸"使过

程复杂"成本增加(> A?)

#

酶法制备与发酵法相比具有反应成分明确"过

程简单"产品容易分离提纯等优点(")

# 利用葡萄糖

氧化酶和过氧化氢酶的联合作用可以将葡萄糖转化

为葡萄糖酸(#)

# 但是在酶法转化的过程中"依然存

在低 Q_对酶活性的抑制# 为了解除这种抑制作

用"V4-.9\E'等(T)采用超滤膜反应器移除不断产生

的葡萄糖酸%_.89.E40和a,-D.J6/G,J6等(R)采用含有

阴离子交换膜的生物反应器将葡萄糖转化为葡萄糖

酸"本课题组也曾采用含有阴离子交换树脂的原位

分离系统进行转化(*))

# 以上措施都是从反应器的

角度出发进行改进"但是存在着反应器结构复杂"膜

易受到污染及产物浓度较低等不足#

交联酶聚集体&1FY@8'是一种没有载体的固定

化酶"与常用的有载体的固定化酶相比具有催化剂

的比表面积更大"催化效率更高%对底物的抑制能力

提高%交联过后三维结构更加稳定"抗逆性提高(**)

#

因此"笔者以共交联葡萄糖氧化酶A过氧化氢酶聚

集体为催化剂"研究了其酸的耐受性"优化了其转化

**!**
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葡萄糖制备葡萄糖酸的过程#

:;材料与方法

:<:;材料与试剂

葡萄糖氧化酶&!)) ICG'"江苏瑞阳生物科技

有限公司生产%过氧化氢酶&* j*)

>

IC3F'"山东杰

诺生物工程有限公司生产%其他试剂购自国药集团

上海试剂公司"除液相分析试剂为色谱纯外"其余均

为@b#

:<=;仪器与设备

数显恒温摇床"_]aA! 型"金坛市杰瑞尔电器

有限公司生产%发酵罐"!LaA#)))@型"上海保兴生

物设备工程有限公司生产%高效液相色谱仪"W*()*

型"大连依利特分析仪器有限公司生产%扫描电子显

微镜"HA>T)) 型"日本日立公司生产#

:<>;实验方法

*X!X*:葡萄糖氧化酶A过氧化氢酶共交联聚集体的

制备

在 * ))) 3F三角瓶中加入 *? G葡萄糖氧化酶

的粉末$*?)

'

F的过氧化氢酶液和 *X) GWYa()))"

然后加入 *)) 3F)X( 3,&CF的 Q_"X) 的WLH 缓冲

液"充分溶解后在烧杯中加入 *X? 倍体积无水乙醇"

>f沉淀 !) 340 后加入戊二醛 (X?U&体积分数'"

交联 ( 2 后离心取沉淀"WLH 缓冲液冲洗离心后取

沉淀"制备的交联酶聚集体保存在 >f冰箱中备用#

*X!X(:酶转化过程

单因素实验反应的初始条件为!在 (?) 3F摇瓶

中加入 ?) 3F的 *)) GCF葡萄糖溶液"温度为 !*f"

摇床转速为 *T) /C340"加酶量为 *X?U&,TN'# 然

后采用正交试验进行优化"反应过程中"定时取样测

定反应液中葡萄糖酸和葡萄糖的质量浓度#

发酵罐转化!配制一定浓度的葡萄糖溶液放入

! F发酵罐中"加入一定量的固定化酶"设定合适的

转速$通气量和温度"开始转化"定时记录发酵罐数

据并取样测定反应液中葡萄糖酸和葡萄糖的质量

浓度#

:<?;分析方法

葡萄糖质量浓度的测定采用 [VH 法(*()

%葡萄

糖酸质量浓度的测定采用高效液相色谱法(*!)

%葡萄

糖氧化酶酶活的测定方法参考文献(*))#

交联酶聚集体的表征!将制备的 1FY@8放入冰

箱冷冻 (> 2"然后用冷冻干燥机真空冷冻干燥 *( 2"

电压为 ?X) Eo"喷金后采用扫描电镜观测其微观

结构#

:<@;统计分析

所有实验均重复 ! 次"并利用;/4G40TX" 软件进

行统计处理"实验的结果为 ! 次测试平均值 h标准

偏差#

=;结果与讨论

=<:;葡萄糖氧化酶Q过氧化氢酶共交联聚集体的

制备

葡萄糖氧化酶能够专一地氧化葡萄糖生成葡萄

糖酸"并且产生_

(

;

(

"由于 _

(

;

(

对酶有损伤"通过

添加过氧化氢酶可以使其进一步分解为_

(

;和;

(

"

从而使反应不断地持续下去# 通过双酶的共固定化

可以简化反应步骤"提高反应效率# 制备得到的交

联酶聚集体外观形貌如图 * 所示# 由图 * 可以看

出"其孔隙有序"结构较为致密"为一步法制备葡萄

糖酸提供了可能#

&6'? ))) 倍 &N'*! ))) 倍

图 *:交联酶聚集体的扫描电镜图

=<=;交联酶聚集体的,S稳定性

在葡萄糖转化生成葡萄糖酸的过程中"其 Q_

一直呈下降的趋势"只有所制得的交联酶聚集体具

有较好的耐酸性"才能在转化过程中不需要添加碱

液进行中和# 交联酶聚集体在不同 Q_条件下的稳

定性如图 ( 所示# 由图 ( 可以看出"游离酶和交联

酶聚集体在不同 Q_溶液中放置 " 2 后"游离酶在

Q_!X) 环境中酶活保留率不到 !)U"而交联酶聚集

体酶活保留 #)U以上"耐酸性明显增强"完全具备

了一步法制备葡萄糖酸的能力#

*+交联酶%(+游离酶

图 (:交联酶聚集体在不同 Q_下催化活力的

稳定性
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=<>;酶转化过程的优化

(X!X*:单因素实验

酶转化葡萄糖制备葡萄糖酸的过程主要受到

底物浓度$加酶量$温度和溶氧的影响"因此在摇

瓶转化的水平上"重点考察了这几个因素对转化

的影响"结果如图 ! 所示# 由图 ! 可知"单因素实

验的最佳反应条件是!底物质量浓度为 *() GCF"

加酶量为 *X?U"反应温度为 !>f"摇床转速为

*T) /C340#

*+() GCF%(+?) GCF%!+*)) GCF%>+*() GCF%?+*?) GCF

&6'底物浓度对转化的影响

*+)X?U%(+*X)U%!+*X?U%>+(X)U%?+(X?U

&N'加酶量对转化的影响

*+(?f%(+(Tf%!+!*f%>+!>f%?+!#f

&5'温度对转化的影响

*+R) /C340%(+*() /C340%!+*?) /C340%

>+*T) /C340%?+(*) /C340

&-'摇床转速对转化的影响

图 !:各因素对交联酶聚集体转化葡萄糖

制备葡萄糖酸的影响

(X!X(:正交实验优化

根据单因素实验结果"对影响交联酶聚集体

氧化葡萄糖制备葡萄糖酸的催化温度&@'$转速

&L'$加酶量&1'和底物浓度&['进行 F

R

&!

>

'正交

实验"因素水平表及正交实验结果分别如表 *$

表 ( 所示#

表 :;正交实验因素水平表

温度C

f

转速C

&/*340

A*

'

加酶量C

U

底物质量浓度C

&G*F

A*

'

水平 * !* *?) *X) *))

水平 ( !> *T) *X? *()

水平 ! !# (*) (X) *?)

表 =;实验结果分析表

因素
温度C

f

转速C

&/*340

A*

'

加酶量C

U

底物质

量浓度C

&G*F

A*

'

葡萄糖酸

质量浓度C

&G*F

A*

'

实验 * * * * * TTX*

实验 ( * ( ( ( *)*X(

实验 ! * ! ! ! *((X>

实验 > ( * ( ! **!X(

实验 ? ( ( ! * R*X*

实验 " ( ! * ( TRX(

实验 # ! * ! ( *)>X>

实验 T ! ( * ! RTX#

实验 R ! ! ( * R(X?

均值 * *)!XR) *)*XR) R(X)) R)X?#

均值 ( R#XT! R#X)) *)(X!) RTX(#

均值 ! RTX?! *)*X!# *)?XR# ***X>!

极差K "X)# >XR) *!XR# ()XT#

从表 ( 可以看出"极差结果为 K

[

lK

1

lK

@

l

K

L

"即 > 个单因素对制备葡萄糖酸的影响大小为!

底物浓度l加酶量l温度l转速# 其中底物质量浓

度和加酶量对于酶法制备葡萄糖酸影响较大"在实

验范围内"得到的最佳组合为!?

*

M

*

@

!

H

!

"即反应温

度为 !*f"转速为 *?) /C340"加酶量为 (X)U"底物

质量浓度为 *?) GCF# 在此条件下进行 ! 组平行摇

瓶验证实验"最终葡萄糖酸平均质量浓度为

*(>X# GCF"转化率为 T!X*U#

=<?;发酵罐放大实验

在摇瓶转化的基础上"在发酵罐上进行了放大

实验" !X) F发酵罐中装入 (X? F质量浓度为

*?) GCF的葡萄糖溶液"加酶量为 (X)U"搅拌转速

为 *?) /C340"通气量为 "X) FC340"实验结果如图 >

所示# 由图 > 可以看出"在反应进行到 ( 2"罐内反

应液的 Q_由中性下降至 ! 左右"此后直至反应结

束都维持在 Q_!X) 左右# 在反应进行到 ** 2 时"

*!!**
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反应体系的溶氧开始上升"从图 >&6'中可以看出"

葡萄糖酸的质量浓度上升缓慢"说明酶催化反应接

近终点# 经过 *> 2的酶氧化反应"溶氧达到 *))U"

反应结束# 最终葡萄糖酸质量浓度为 *>?XT GCF"转

化率达到 R#X(U"高于摇瓶的 *(>X# GCF# 主要原

因是酶法氧化葡萄糖制备葡萄糖酸是好氧反应"压

缩空气通入发酵罐"经搅拌叶片桨扩散到反应液"使

溶氧更加均匀充分"溶氧传递效果优于摇瓶"能够满

足酶催化的高耗氧需求"所以最终葡萄糖酸质量浓

度高于摇瓶制备结果#

*+葡萄糖质量浓度%(+葡萄糖酸质量浓度

&6'发酵罐葡萄糖和葡萄糖酸质量浓度变化

*+Q_%(+温度%!+溶氧

&N'发酵罐参数的变化

图 >:发酵罐转化葡萄糖制备葡萄糖酸的过程

=<@;交联酶的稳定性

固定化酶的主要优势就是可重复利用"反应结

束后"将交联酶聚集体滤出"加入新的葡萄糖溶液开

始转化反应"考察其重复使用性能"实验结果如表 !

所示# 由表 ! 可以看出"随着反应的进行"葡萄糖酸

的生成量都有所下降"从第 > 批转化率开始明显下

降"到第 ? 批时转化率只有 #)X(U"这是由于固定

化颗粒在低 Q_环境中时间较长"对酶的损伤较大

以及随着反应的进行"聚集体的破裂而造成酶在离

心过程中的损失# 但是"前 ! 批的转化率还是较高"

平均转化率可以达到 R!XTU"葡萄糖酸的产量平均

为 *>)X# GCF"具有实际应用的价值#

表 >;4_T6.操作稳定性

操作次数 * ( ! > ?

葡萄糖酸质量浓度C&G*F

A*

'

*>?XT *>*X> *!?X) *(?X( *)?X!

转化率CU R#X( R>X! R)X) T!X? #)X(

>;结论

由于葡萄糖氧化酶A过氧化氢酶共交联聚集体

具有耐低 Q_的特性"因此可以利用其一步法转化

葡萄糖制备葡萄糖酸# 通过正交实验表明"其转化

的最佳条件为!反应温度为 !*f"转速为 *?) /C340"

加酶量为 (X)U"底物质量浓度为 *?) GCF"转化率

最终可以达到 T!X*U# 发酵罐放大实验转化率达

到 R#X(U"可以有效连续使用 ! 个批次"平均转化

率为 R!XTU# 利用葡萄糖氧化酶A过氧化氢酶共交

联聚集体制备葡萄糖酸是一种简便$高效的方法#
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