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固定化葡萄糖异构酶的微波活化及其性质研究+

张甫生，胡国洲，田美玲，李曼珊，阚建全

(西南大学食品科学学院，重庆，400715)

摘 要 为寻求微波处理对酶进行活化改性的可行性，以固定化葡萄糖异构酶为对象，研究微波处理对其活性、

酶学性质及动力学参数等方面的影响。研究结果表明：微波处理对固定化葡萄糖异构酶具有活化作用，在微波

功率400 W，温度70℃时，固定化葡萄糖异构酶活性增强最明显，此时固定化酶的酶活力为156．13 U／g，比水浴

对照高24．50％；同时微波处理降低固定化葡萄糖异构酶K，，增大y⋯，但对其最适pH和最适金属离子浓度几

乎没有影响；此外，微波处理在一定程度上降低固定化葡萄糖异构酶的最适反应温度及高温下的热稳定性、操作

稳定性，但这些参数依旧较为理想，能够满足实际生产需求。
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葡萄糖异构酶(Glucose isomerase，简称GI)，能

将D．木糖、D一葡萄糖、D-核糖等醛糖转化为相应的酮

糖，是工业上大规模制备果葡糖浆的关键转化

酶‘1。2 3。因果葡糖浆具有溶解度高、保湿性好、抗结

晶性好及风味浓郁等特点，现作为甜味剂已逐步取代

了蔗糖的地位¨“。。随着果葡糖浆使用量增长，国内

外市场上对葡萄糖异构酶的需求也在不断增加；然而

葡萄糖异构酶在应用过程中存在酶活性低、再生困

难、寿命短及价格昂贵等问题，极大地限制了其工业

化应用，也增加了实际生产成本，成为制约果葡糖浆

产业发展的瓶颈问题。为此，国内外企业及研究机构

都迫切地期望通过酶改性技术，达到提高酶活、延长

酶寿命、降低生产用酶量的目的。

近年来，微波处理等作为食品工业杀菌与钝酶的

加工手段渐人人们视野∞～一。在应用微波对酶进行

处理的过程中发现，一些较低强度的微波处理能迅速

地提高酶的活性，如Yu等对微波活化脂肪酶进行研

究，发现与普通加热相比，480 W的微波处理可使诺

维信脂肪酶活性提高1．5倍H。；Lukasiewicz等研究显

示，微波处理可使1一淀粉酶的初始反应速率最大可

提高2．5倍”r q。；Roy等研究表明微波的非热效应可使

蛋白酶初始反应速率提高2．1～4．7倍，同时与pH

及盐离子等还有协同增效的作用∽1。此外，微波处

理还可以使纤维素酶‘1⋯、s-腺苷高半胱氨酸水解
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酶¨11、d．半乳糖苷酶¨引及口一葡糖苷酶¨2 o等酶的活性

增强。这就显示在适当条件下微波处理对食品中酶具

有活化效果，可以对酶进行活化改性，来提高酶活。但

上述这些激活研究大多集中于对单一游离酶活性提高

方面，未进一步涉及其酶学性质等方面变化。

在微波处理对葡萄糖异构酶活化方面，除本团队

前期报道微波处理激活游离葡萄糖异构酶¨纠外，目

前尚未见其他相关的研究报道。因酶在经过固定化

之后，固定化酶的活性中心、空间结构和电荷状态等

发生改变。2’“，微波处理对固定化后葡萄糖异构酶的

影响也定会有所改变。因此，本文以固定化葡萄糖异

构酶为研究对象，探讨微波处理对其活性及相关酶学

性质的影响，以期为微波处理对固定化酶活化改性提

供理论基础，并推动微波处理等非热加工技术在酶改

性领域中的合理应用。

1 材料与方法

1．1材料与试剂

葡萄糖异构酶(≥10万U／g)，武汉银河化工有

限公司；固定化葡萄糖异构酶，以活化硅胶为载体自

制(酶活125 U／g)。

咔唑、半胱氨酸盐酸盐、葡萄糖、Na：HPO。、

Nail：PO。、果糖、H：SO。、高氯酸、MgSO。、CoCl：等均为

分析纯，成都科龙试剂有限公司；硅胶(300目)，青岛

海洋化工厂分厂。

1．2设备与仪器

MAS．1I型微波快速制样系统(工作功率0～

1 000 W，工作温度25～250 oC)，上海新仪公司；UV—

 



2450型紫外分光光度计，日本岛津公司；PB．10精密

pH计，赛多利斯科学仪器(北京)有限公司；FA2004

型电子天平，上海精科天平；SHZ-82A恒温水浴振荡

器，江苏金坛市恒丰仪器制造有限公司；DK．8D型三

孔电热恒温水槽，上海齐欣科学仪器有限公司。

1．3 方法

1．3．1 固定化葡萄糖异构酶的制备

取5 mg／mL葡萄糖异构酶酶液30 mL，加入1 g

干燥活化硅胶(硅胶活化参考Song的方法¨4o)，于

25℃水浴振荡器(170 r／min)中振荡24 h，然后用去

离子水充分洗涤，抽滤得到固定化葡萄糖异构酶样

品，于4℃保存备用。

1．3．2 固定化葡萄糖异构酶酶活力测定

采用半胱氨酸．咔唑法¨。。反应体系为：0．2

mol／L pH7．0磷酸缓冲液10 mL，2 mol／L的葡萄糖混

合溶液10 mL(含有0．05 mol／L Mg“和0．Ol mol／L

Co“，下同)，0．4 g固定化酶。混合液置于70℃水

浴中，反应30 min后，迅速加入0．5 mol／L的高氯酸

溶液2．5 mL终止反应，后用半胱氨酸-咔唑法测定果

糖含量，根据果糖标准曲线计算固定化葡萄糖异构酶

的酶活力。固定化酶酶活力单位定义：在该反应条件

下，1 g固定化酶每分钟将1 Ixmol葡萄糖异构为果糖

的微摩尔数为1个活力单位(U／g)。

1．3．3 微波处理对固定化葡萄糖异构酶活性增强的

影响

以10 mL 2％固定化酶+10 mL 2 mol／L的葡萄

糖底物混合溶液为待处理液(均以pH 7．0缓冲液配

制，下同)，以水浴加热处理为对照，并以其酶活为

100％，在微波处理温度70℃和处理时问30 min的

条件下，探讨不同功率(200、300、400、600、800 W)微

波处理对葡萄糖异构酶活性增强的影响。

1．3．4微波处理对固定化葡萄糖异构酶的最适反应

温度的影响

在固定微波处理功率400 W和处理时间30 min

的条件下，探讨不同微波处理温度(55、65、70、75、80、

85、90℃)对固定化葡萄糖异构酶活性的影响，以最

大酶活力为100％，分析其最适反应温度。

1．3．5 微波处理对固定化葡萄糖异构酶的最适pH

的影响

在固定微波处理功率400 W、处理温度70℃和

处理时间30 min的条件下，探讨不同pH(5．5、6．0、

6．5、7．0、7．5、8．0、9．0)对固定化葡萄糖异构酶活性

的影响，以最大酶活力为100％，分析其最适反应

pH o

1．3．6 微波处理对固定化葡萄糖异构酶的K。值与

y⋯的影响

以10 mL 2％固定化酶+10 mL一系列浓度

(100、300、500、800、1 000、1 500 mmol／L)的葡萄糖

底物混合溶液为待处理液，以水浴加热处理为对照，

在固定微波处理功率400 W、处理温度70℃和处理

时间30 min的条件下进行微波处理，测定固定化酶

活性。根据经典的Michaelis-Menten动力学方程，运

用Lineweaver—Burk作图”1(双倒数法)得到米氏方

程，进而利用米氏方程计算微波加热处理条件下葡萄

糖异构酶的K。和y⋯。

1．3．7金属离子浓度对微波处理固定化葡萄糖异构

酶活性的影响

在固定微波处理功率400 W、处理温度70℃和

处理时间30 min的条件下，探讨底物溶液中不同

Mg“浓度(0、0．001、0．01、0．05、0．08、0．1 mol／L)和

co“浓度(0、0．001、0．001、0．002、0．005、0．01 mol／L)

对固定化葡萄糖异构酶活性的影响，以水浴对照初始

酶活力为100％，比较分析底物中最适M92+和C02+

浓度。

1．3．8 微波处理固定化葡萄糖异构酶的稳定性分析

(1)固定化葡萄糖异构酶的热稳定性分析

在固定微波处理功率400 W，处理温度为30～

90℃条件下保温处理酶液1 h，冷却到4℃后，测定

固定化酶酶活，以最大酶活力为100％。分析比较微

波加热处理和水浴加热对照处理下固定化葡萄糖异

构酶的热稳定性。

(2)固定化葡萄糖异构酶的操作稳定性分析

在固定微波处理功率400 W、处理温度70℃和

处理时间30 min的条件下进行微波处理，测定固定

化酶活性。而后将固定化酶收集，用去离子水洗涤干

净，置于4 qC冰箱保存4 h后，再用同样的方法进行

微波加热处理并测定其活性。重复试验15次，以初

始酶活力为100％，比较固定化酶在微波加热和水浴

加热条件下酶的操作稳定性。

1．4数据分析

每组试验均重复3次，试验数据运用OriginPro

8．0和Excel 2010进行分析处理和图形绘制。

2 结果与分析

2．1 微波处理对固定化葡萄糖异构酶活性增强的影响

由图1可知，固定化葡萄糖异构酶活性在不同功
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率微波处理后，酶活力均有所提高，说明固定化葡萄

糖异构酶在微波处理的条件下均被活化；但酶活力增

幅呈现先增加后降低的趋势，微波功率为200～400

w时，固定化葡萄糖异构酶活性上升，并在400 W时

达到最高为156．1 U／g，比对照水浴处理酶活(125．4

U／g)增加了24．5％；而当微波功率增至600 W、800

w时，固定化酶酶活增幅降低，与对照相比酶活分

别仅增加18．0％和15．5％。这可能是因为适当的

微波处理功率使酶中某些与酶活力相关的功能基

团发生有序重排，从而使酶活力提高，而过高的处

理功率使酶蛋白部分变性，进而导致酶活性降低或

增幅降低H。。
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图1 微波处理对固定化葡萄糖异构酶活性增强的影响

Fig．1 Effect of microwave treatment on enhancing

activity of immobilized glucose isomerase

2．2微波处理对固定化葡萄糖异构酶最适反应温度

的影响

温度是影响葡萄糖异构酶活性的一个重要因素，

在适宜的温度范围内，葡萄糖异构酶比较稳定，当偏

离最适温度后，酶就会发生热变性而导致失活¨“。

微波处理对固定化葡萄糖异构酶最适温度的影响见

图2。

温度，℃

图2微波处理对固定化葡萄糖异构酶最适

反应温度的影响

Fig．2 Effect of microwave treatment on optimal

temperature of immobilized glucose isomerase

从图2可以看出，微波处理与水浴对照处理固定

化葡萄糖异构酶的最适反应温度分别为75 cC和80

2Q!曼yQ!：璺!型旦：曼!!壁!g!曼曼至2

qC；与水浴对照相比，在微波处理下固定化酶的最适

反应温度降低了5℃，且其最适温度范围(酶活>

95％的温度范围)变小，水浴处理的固定化葡萄糖异

构酶最适温度范围为75～85℃，而微波处理后固定

化葡萄糖异构酶最适温度范围为75～80℃；这与前

期游离酶的研究结果Ⅲ。正好相反，这可能与载体对

固定化酶蛋白的保护作用有关，载体对酶蛋白分子构

象完整性自动进行调整¨‘2。，阻碍了微波处理对酶结

构的有序重排或加速无序结构，从而使最适反应温度

与最适温度范围降低。而同时在较高的反应温度范

围(80～90 oC)内，微波处理固定化酶的活力比对照

处理下降较快，可能是在高温条件下，微波处理更易

使部分固定化葡萄糖异构酶失活所致。1“。

2．3微波处理对固定化葡萄糖异构酶最适pH的影

响

pH能影响酶分子活性部位上酸性或碱性氨基酸

侧基的解离状态，从而影响酶活性中心与底物的结合

或催化，进而影响酶活性Ⅲ1；pH是影响酶活性的重

要因素之一，当介质的pH值对最适宜值偏离较大

时，还可导致酶的变性失活。由图3可以看出，微波

处理并未改变固定化葡萄异构酶的最适pH范围，微

波处理和水浴处理的固定化葡萄异构酶的最适pH

范围均为7．0～7．5，且均在pH7时酶活力最高。

pH值

图3微波处理对固定化葡萄糖异构酶最适pH的影响

Fig．3 Effect of microwave treatment on optimal pH

of immobilized glucose isomerase

2．4金属离子浓度对微波处理固定化葡萄糖异构酶

活性的影响

葡萄糖异构酶为金属离子依赖性酶，其活性中心

有Mg“、Co“的结合位点，在适宜的Mg“、co“浓度

条件下，葡萄糖异构酶分子具有最佳的稳定构象和最

高的活性‘4‘。不同金属离子浓度对固定化葡萄糖异

构酶的影响，见图4(a)与4(b)。

从图4(a)与4(b)中可以看出，固定化葡萄糖异

构酶的活性均随Mg“与Co“浓度增加，呈现先增加

后稳定的趋势。对于Mg“而言，微波处理与水浴对
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照处理的固定化葡萄糖异构酶的活性在M92+浓度为

0．001～0．05 mol／L时，活性随Mg“浓度增加而增

加，浓度大于0．05 mol／L，酶活性趋于稳定；对于

co“而言，固定化葡萄糖异构酶的活性在c02+浓度

为0～0．001 mol／L时，活性随Co“浓度的增加而增

加；浓度大于0．001 mol／L时，酶活性趋于稳定。因
1

l

述1

藿·
薹·

此，微波处理与水浴对照处理的最适M92+与C02+浓

度分别为0．05 mol／L和0．001 mol／L。此外，从图

4(a)与4(b)中也可以看出，微波处理固定化酶的活

性均较水浴对照处理高，这与2．1结果一致，再次证

明微波处理对固定化葡萄糖异构酶有活化作用。

M92+浓度／(mol·L-1) C02+浓度／(mol·L-I)

图4 M92+(a)和C02+(b)浓度对微波处理固定化葡萄糖异构酶活性的影响

Fig．4 Effect of M92+(a)and C02+(b)on the activity of immobilized glucose isomerase treated by microwave

2．5微波处理对固定化葡萄糖异构酶的动力学参数

影响

由经典的Michaelis—Menten动力学方程，作图法可得

到米氏常数(K)、最大反应速率(k，)。经作图(图5a与
5b)与计算得出，微波处理下固定化葡萄糖异构酶的

K。为0．181 mol／L，Vm。，为8．1 X 10。4mol／(L·min)；

水浴对照处理固定化酶的K。为0．223 mol／L，V⋯为

7．7×10。mol／(L·min)。说明经微波处理的固定

化葡萄糖异构酶与水浴对照处理的相比y⋯增大，K。

降低，说明此时酶与底物亲和力增大，其在饱和浓度

下的限制反应速度也增大。这可能是由于微波处理

导致酶结构变化，使酶的底物的亲和力增加，葡萄糖

异构酶与底物结合更容易，从而表现较高的催化能

力㈨8I。

I／S(L·mol一1) I／S(L·mol一1)

图5 微波处理(a)和水浴处理(b)固定化葡萄糖异构酶的动力学方程图

Fig．5 Michaelis—Menten kinetics equation of immobilized glucose isomerase treated by

microwave(a)and conventional heating(b)

2．6微波处理固定化葡萄糖异构酶的稳定性分析

(1)固定化葡萄糖异构酶的热稳定性分析

温度它不仅可以影响酶蛋白的构象、参与酶促反

应官能团的解离状态，而且还会影响到酶与底物的亲

和力，酶一底物络合物的分解，甚至还会影响到酶与激

活剂的亲和力等，且与pH值等相比，在加工过程更

不易控制¨”。固定化酶的热稳定性是其在工业化应

用中最重要的性质之一。固定化酶热稳定性比较分

析见图6，从图6可以看出，微波加热条件下，固定化

酶在70℃以下时，其残余酶活也都是保持在80％以

上，呈持续上升状态；而当温度大于70℃后，固定化

酶的残余酶活急剧下降，在90℃下降到55．54％；而

在水浴加热对照条件下，固定化酶在80℃以下时，其

残余酶活都是保持在80％以上，也呈持续上升状态，

当温度大于80 cC后，固定化酶活力也开始迅速下降，

在90％下降到81．44％。说明在较低温度(微波处

理<70℃，水浴处理<80 oC)时，固定化酶的稳定性

较好；而在较高温度下(微波处理>70 oC，水浴处理

>80 oC)时，固定化酶活稳定性不高且酶活开始急剧

下降；而在更高温度90℃时，微波加热固定化酶活比
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对照水浴处理下降得更多，稳定性显著低于对照处理

固定化酶活，说明高温微波加热对固定化葡萄糖异构

酶的稳定性有显著的影响，这可能是由于在高温下微

波促进了酶从载体脱落减少了载体保护作用或微波

其他非热效应所导致⋯’16]。总体说来，虽然微波处

理显著地降低了固定化葡萄糖异构酶在高温中的稳

定性，但在<70。C时固定化葡萄糖异构酶的热稳定性

表现良好且在一定范围内优于水浴对照处理。

温度，℃

图6 固定化葡萄糖异构酶在微波处理下的热

稳定性分析

Fig．6 Thermal stability of immobilized glucose

isomerase treated by microwave

(2)固定化葡萄糖异构酶的操作稳定性分析

固定化酶的操作稳定性也是其在工业化应用中

最重要的性质之一心0；。固定化葡萄糖异构酶的操作

稳定性分析结果见图7。

循环次数

图7 固定化葡萄糖异构酶在微波处理下的操作

稳定性分析

Fig．7 Operating stability of immobilized glucose

isomerase treated by microwave

从图7可以看出，固定化酶在使用次数较少时，

表现出的较好的稳定性；在使用6次前，微波加热处

理与水浴对照处理的酶活均保持在80％以上，在第6

次使用时，两种处理酶活分别为85．66％和91．35％。

但随着使用次数的增多，相对酶活缓慢地下降，在使

用7次到15次之间时，酶活基本呈线性下降的趋势，

在使用15次后，两种处理酶活分别为30．38％和

41．66％。从总体上的变化趋势来看，微波处理并未

显示改变固定化酶的操作稳定性；后期随着使用次数

40 2Q!曼∑鱼!：璺!型鱼：璺f!鱼!旦!曼曼至)

增多(>10次)，微波处理固定化酶操作稳定性降低、

酶活损失较大，这可能是由于多次微波处理易导致酶

变性引起的旧¨。总得说来，微波处理的固定化葡萄

糖异构酶仍具有较好的操作稳定性，也能够满足实际

生产需求，但比水浴加热条件下操作稳定性要略差

些。

3 结论

不同微波功率对固定化葡萄糖异构酶的活性增

强程度不同，与水浴对照相比，在最佳微波处理条件

下，酶固定化葡萄糖异构酶活性可增加24．50％，说

明适宜微波处理用于激活酶是可行的。在此活化过

程中，微波处理降低固定化葡萄糖异构酶K。，增大

k。但对其最适pH和最适金属离子浓度几乎没有

影响；同时微波处理在一定程度上降低了固定化葡萄

糖异构酶的最适反应温度、最适反应温度范围及高温

的热稳定性、操作稳定性，但这些参数依旧较为理想，

能够满足实际生产需求。
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Study on activation of immobilized glucose isomerase by

microwave and its properties

ZHANG Fu—sheng，HU Guo—zhou，TIAN Mei-ling，LI Man-shan，KAN Jian—quan

(College of Food Science，Southwest University，Chongqing 400715，China)

ABSTRACT The purpose of this work was to explore an efficient application of microwave treatment in enzymatic

modification．The effects of microwave treatment on the enzymatic activity，property and kinetic parameters of immobi—

lized glucose isomerase(GI)were investigated．Enzyme activity was 1 56．1 3 U／g when 400 W and 70℃were印·

plied，which was increased by 24．50％compared to control，indicating that microwave had an positive effect on en·

hancing activity of immobilized GI．Moreover，microwave treatment increased the V⋯while decreased the K。，and

had barely effect on the optimum pH and ion concentration of immobilized GI．In addition，microwave treatment

slightly decreased the optimum temperature and high temperature stability of immobilized GI，but these parameters

were still good enough to meet requirements of practical application．

Key words immobilized glucose isomerase；microwave treatment；enzyme activity；enhancing activity；stability
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