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超声波预处理对固定化纤维素酶活性的影响
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　　【摘要】　采用超声波预处理固定化纤维素酶，通过单因素试验和响应面法探讨了超声波预处理条件（超声时

间、超声频率、超声功率）以及预处理后的酶解温度和 ＣＭＣ Ｎａ缓冲液 ｐＨ值对固定化纤维素酶活性的影响，建立

并分析了各因子与酶活相对关系的数学模型，优化得到的最佳条件为：酶解温度 ５８７３℃、ＣＭＣ Ｎａ缓冲液 ｐＨ值

３０、超声时间 １６８８ｍｉｎ、超声频率 ２２３３ｋＨｚ、超声功率 ２６７７Ｗ，在此条件下，固定化纤维素酶活性与未加超声波

预处理相比较提高了 ９７５％。
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　　引言

纤维素是由 βｌ，４Ｄ吡喃葡萄糖残基组成的纤

维状、不可溶的晶体多糖
［１～２］

，是组成植物细胞壁的

主要结构物质和地球上最丰富的多聚物
［３］
。在纤

维素酶的作用下，纤维素可以分解成小分子纤维素、

纤维寡糖、纤维二糖和葡萄糖
［４］
。

目前纤维素酶解技术已基本成熟。但是在生产

过程中，纤维素酶价格高、用量大，导致生产成本高，

阻碍了该技术的转化，因此降低纤维素酶的生产和

使用成本成为纤维素酶解技术产业化的关键。目前

针对这个问题已有很多研究，一是采用分子生物学

技术选育纤维素酶的高产菌株
［５］
，二是通过酶固定

化技术提高酶的利用率
［６］
。

虽然固定化酶可以重复利用，但是由于部分酶

分子被载体包埋，使得固定化酶活性降低，所以提高

固定化酶活性的研究是当今研究的一个热点。生物

工程中，超声波提高生物产量和活性的应用研究开



始于 ２０世纪 ８０年代，近年来已开始应用于酶的研
究，并取得了一些研究成果

［７］
。目前国内外关于超

声波对固定化纤维素酶预处理的研究还未见报道。

本文以壳聚糖为载体、戊二醛为交联剂的方法来固

定化纤维素酶
［８］
，分别研究超声时间、超声频率、超

声功率对固定化酶活性的影响，并用响应面法优化

超声波对固定化纤维素酶预处理条件和预处理后固

定化纤维素酶的酶解条件。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
１１１　材料

纤维素酶（诺维信生物技术有限公司），壳聚糖

（脱乙酰度大于９５％，南通兴成生物制品厂）。
１１２　分析纯试剂

羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ Ｎａ），柠檬酸，３，５２硝
基水杨酸（ＤＮＳ），苯酚，氢氧化钠，无水亚硫酸钠，酒
石酸钾钠，戊二醛，醋酸。

１２　仪器
ＣＹ ５Ｄ型超声波生物促进生长仪，宁波新芝

生物科技股份有限公司；ＦＤ １Ａ ５０型多岐管冷冻
干燥机，北京博医康实验仪器有限公司；ＵＹ １６０１
型紫外／可见分光光度计，北京瑞利分析仪器公司；
ＨＨ型恒温水浴锅，江苏金坛市中大仪器厂；ＨＨ Ａ
型恒温水浴搅拌器，江苏金坛市中大仪器厂；ＬＤ５
２Ａ型冷冻离心机，北京医用离心机厂。
１３　标准方程的建立

取８支洗净干燥后的２５ｍＬ具塞刻度试管，加
入标准葡萄糖溶液和蒸馏水，使 １、２、３、４、５、６、７和
８号试管中葡萄糖质量浓度依次为 ０、０００８、００１６、
００２４、００３２、００４、００４８和００５６ｍｇ／ｍＬ。充分摇
匀后，向各试管中加入 ３ｍＬ０５３％ＤＮＳ溶液，摇匀
后沸水浴５ｍｉｎ，取出冷却后用蒸馏水定容至２５ｍＬ，
充分混匀。在５４０ｎｍ波长下，以１号试管溶液作为
空白对照，测定其他各管溶液的吸光度 ｙ，得到标准
方程为

ｙ＝１７００８ｘ－０１１６　（Ｒ２＝０９９８７） （１）
式中　ｘ———葡萄糖质量浓度，ｍｇ／ｍＬ
１４　固定化纤维素酶的制备

参照陈盛等
［９］
的方法进行优化，准确称取壳聚

糖５ｇ，加２％醋酸５００ｍＬ，用玻璃棒不断搅拌，最后
溶解成透明胶体。取１００ｍＬ２％醋酸配制的壳聚糖
胶体溶液，加５％ ＮａＯＨ７５ｍＬ得絮凝状物质，离心
得沉淀，水洗沉淀至中性，然后，加入 ５％的戊二醛
５０ｍＬ，室温下用恒温水浴搅拌器搅拌 ２ｈ，静置
１２ｈ，离心弃去上清液，水洗 ３～４次，除去残余戊二

醛。向交联后的壳聚糖中加入５０ｍＬ稀释１００倍的
纤维素酶，每隔一定时间搅拌一次，放入冰箱中于

４℃静置１２ｈ，第２天水洗 ３～４次，除去游离酶，速
冻２ｈ后冻干 ３６ｈ（真空度小于 ３０４３Ｐａ，干燥温度
－３５℃），得固定化酶。
１５　固定化纤维素酶活性的测定方法

将２０ｍｇ固定化酶加入３ｍＬ０５１％ ＣＭＣ Ｎａ
柠檬酸缓冲液中，６０℃反应２０ｍｉｎ，离心 ５ｍｉｎ，取上
清液１ｍＬ，加入０２ｍＬ２ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ溶液，再加
入０６ｍＬ０５３％的ＤＮＳ溶液，沸水浴５ｍｉｎ，流水冷
却，定容到５ｍＬ，在５４０ｎｍ波长下测定吸光度，通过
标准曲线计算酶活。一个酶活单位 Ｕ定义为 １ｇ固
定化酶在 １ｍｉｎ内转化底物产生 １μｍｏｌ还原糖（按
葡萄糖计）所相当的酶量

［１０］
。

１６　单因素设计
研究超声波预处理条件（超声时间、超声频率、

超声功率）以及预处理后的酶解温度和 ＣＭＣ Ｎａ
缓冲液 ｐＨ值对固定化纤维素酶活性的影响。各单
因素的取值分别为：超声时间 ５、１０、１５、２０、２５、
３０ｍｉｎ，超声频率１８、２０、２４、２６、２９ｋＨｚ，超声功率 ５、
１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０Ｗ，酶解温度 ２０、３０、４０、５０、
６０、７０、８０、９０℃，ｐＨ值２０、３０、４０、４８、６０、７０。
１７　优化设计

根据单因素试验结果，确定 ＣＭＣ Ｎａ缓冲液的
ｐＨ值为 ３０，选取酶解温度、超声时间、超声频率、
超声功率为响应面分析试验的因素，采用 Ｂｏｘ
Ｂｅｈｎｋｅｎ方 法，进行四因素 三 水 平 设 计。通 过
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对试验结果进行回归分析，预测
最优参数。

２　结果与分析

２１　单因素试验
２１１　超声时间

在超声频率为２４ｋＨｚ、超声功率为１５Ｗ、ｐＨ值
为３０、酶解温度为６０℃条件下，分别研究超声时间
５、１０、１５、２０、２５和 ３０ｍｉｎ，对固定化纤维素酶活性
的影响。

图 １　超声时间对固定化酶活性的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｕｌａｓｅ

由图１可以看出，随着超声时间的提高，酶的
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活性呈现先增加后降低的趋势，在 ２０ｍｉｎ之前增加
的原因可能是超声波可以使固定化酶的活性中心发

生移动，使疏水性增强，在酶解反应时能更好地同底

物结合
［１１］
。在２０ｍｉｎ时的酶活达到最大，２０ｍｉｎ以

后酶的活性降低的原因可能是因为长时间的超声会

破坏酶的活性中心。

２１２　超声频率
在超声时间为１０ｍｉｎ、超声功率为１５Ｗ、ｐＨ值

为３０、酶解温度为６０℃条件下，分别研究超声频率
１８、２０、２４、２６和 ２９ｋＨｚ，对固定化纤维素酶活性的
影响。

由图２可以看出，随着超声频率的增大，酶的活
性先升高后降低。可能是由于在当达到一定频率

时，超声波频率与纤维素酶分子中分子键的固有振

动频率相近，形成共振吸收，酶的活性达到最大。

图 ２　超声频率对固定化酶活性的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｕｌａｓｅ
　
２１３　超声功率

在超声时间为 １０ｍｉｎ、超声频率为 ２４ｋＨｚ、ｐＨ
值为３０、酶解温度为６０℃条件下，分别研究超声功
率５、１０、１５、２０、２５、３０、３５和 ４０Ｗ，对固定化纤维素
酶活性的影响。

由图３可以看出，随着超声功率的增大，酶活先
升高后降低，在低功率条件下，超声使酶活增大可能

是由于酶的构象发生改变，活性中心发生改变，疏水

性增强。而在功率较高时酶活下降的原因可能是高

功率超声将固定化载体破坏，使其中的一部分酶脱

落，也有可能是破坏了酶的活性中心。

图 ３　超声功率对固定化酶酶活的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｕｌａｓｅ
　
２１４　ｐＨ值

在超声时间为１０ｍｉｎ、超声频率为２４ｋＨｚ、超声
功率为１５Ｗ、酶解温度为６０℃条件下，分别研究 ｐＨ

值为２０、３０、４０、４８、６０和７０时对预处理后固
定化纤维素酶活性的影响。

由图４可以看出，随着 ｐＨ值的增大，酶活先增
加后逐渐降低，在 ｐＨ值为 ３０时酶活达到最大。
由于固定化载体壳聚糖是阳离子载体，所以与游离

酶的最适 ｐＨ值（４８）［１２］相比更偏酸性。

图 ４　ｐＨ值对预处理后固定化纤维素酶活性的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ

ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｕｌｏｓｅ
　
２１５　温度

在超声时间为１０ｍｉｎ、超声频率为２４ｋＨｚ、超声
功率为１５Ｗ、ｐＨ值为 ３０条件下，分别研究酶解温
度为２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０和 ９０℃时对预处理后
固定化纤维素酶活性的影响。

由图５可以看出，在温度较低时，固定化酶的活
性随温度的升高逐渐降低，在 ５０～６０℃时活性达到
最高，随着温度的继续上升，虽然酶活逐渐降低，但

是在９０℃时仍然能保持较高的活性，而游离酶在
７０℃以上活性下降很快，在９０℃时活性基本丧失。

图 ５　温度对预处理后固定化纤维素酶活性的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｕｌｏｓｅ
　
２２　响应面法优化超声波辅助酶解条件

根据单因素试验结果，设计四因素三水平响应

面试验，因素水平如表 １所示，试验安排与结果如
表２所示。

表 １　响应面试验因素水平

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

编码

因素

酶解温度

ｘ１／℃

超声时间

ｘ２／ｍｉｎ

超声频率

ｘ３／ｋＨｚ

超声功率

ｘ４／Ｗ

－１ ５０ １５ ２０ ２０

０ ６０ ２０ ２３ ２５

１ ７０ ２５ ２６ ３０
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表 ２　Ｂｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎ设计和试验结果

Ｔａｂ．２　Ｂｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓ

试验序号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｙ／Ｕ

１

２

３

４

５

６

７

８

９

１０

１１

１２

１３

１４

１５

１６

１７

１８

１９

２０

２１

２２

２３

２４

２５

２６

２７

２８

２９

－１

－１

０

０

０

１

－１

１

０

０

０

０

０

０

１

０

０

０

１

１

０

－１

０

０

－１

０

－１

１

０

０

－１

０

－１

１

０

０

０

０

１

０

－１

０

－１

－１

０

１

０

０

０

０

０

０

１

１

－１

０

１

０

０

０

１

－１

０

１

－１

０

０

０

０

０

－１

０

０

１

－１

０

－１

０

０

１

－１

１

０

１

０

０

０

１

０

－１

０

１

０

０

－１

０

－１

０

－１

１

１

０

１

０

０

０

１

０

０

－１

０

０

０

－１

０

０

５５７３５２

４８３８５５

６１９８２５

６０１４５０

５３８９７８

４９１２０５

５９４１０１

４４７１０７

６４２３８９

５２４２７９

６３８１９９

５６１０２７

５４２６５３

６６０２４８

５２４２７９

５７５７２６

４８３８５５

６３６７１２

５０２２２９

４８０１８０

６４０２３３

５２７９５３

５１６９２９

６０５１２５

５６８３７７

５８６７５１

５１６９２９

５６１０２７

６３５６６６

　　根据软件 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７０所作的分析，得出
二次拟合回归方程为

Ｙ＝６３８－０２４Ｘ１－０１９Ｘ２＋０１４Ｘ３＋０１６Ｘ４－
０１２Ｘ１Ｘ２＋０１７Ｘ１Ｘ３－００１８Ｘ１Ｘ４＋０３６Ｘ２Ｘ３－

０２１Ｘ２Ｘ４－０１０Ｘ３Ｘ４－０８２Ｘ
２
１－０２７Ｘ

２
２－

０３２Ｘ２３－０４６Ｘ
２
４ （２）

　　由表３回归方程系数显著性检验结果可知：模
型一次项 Ｘ１显著，Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４不显著；二次项 Ｘ

２
１极显

著，Ｘ２４均处于显著水平；交互项 Ｘ２Ｘ３显著，其余项均
不显著。

由表４可知，回归模型方差分析结果显著（Ｐ＝
００３０２＜０１），回归模型的决定系数为Ｒ２＝０９９０４，决
定系数越接近 １，说明回归方程的拟合度越好。模
型的校正决定系数为０９５５１，可以较好地解释模型
的变化。噪音信号比率为 ５５３４，它的值通常应大
于４，说明这个模型能合适地反映试验结果，因此可
用此模型进行分析。

表 ３　回归方程系数显著性检验

Ｔａｂ．３　Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｔｅｓｔｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

参数
系数

估计值
自由度

标准

误差

９５％信

度区间

低端值

９５％置

信度区

间高端值

Ｐ值

常数项

Ｘ１
Ｘ２
Ｘ３
Ｘ４
Ｘ１Ｘ２
Ｘ１Ｘ３
Ｘ１Ｘ４
Ｘ２Ｘ３
Ｘ２Ｘ４
Ｘ３Ｘ４
Ｘ２１
Ｘ２２
Ｘ２３
Ｘ２４

６３８

－０２４

－０１９

０１４

０１６

－０１２

０１７

－００１８

０３６

－０２１

－０１０

－０８２

－０２７

－０３２

－０４６

１

１

１

１

１

１

１

１

１

１

１

１

１

１

１

０２１

０１３

０１３

０１２

０１３

０２１

０２１

０２１

０２１

０２１

０２１

０１７

０１７

０１９

０１７

５９３

－０５２

－０４７

－０１３

－０１２

－０５８

－０２７

－０４７

－００８２

－０６７

－０５４

－１１８

－０６２

－０７３

－０８２

６８２

００４２

００８８

０４０

０４５

０３４

０６１

０４４

０８０

０２４

０３４

－０４６

００９３

００９６

－０１０

００８９７

０１６３０

０２８０７

０２３０９

０５８３４

０４３３９

０９３２４

０１０２８

０３３７４

０６１８５

００００２

０１３４２

０１２１０

００１５０

表 ４　回归方程的方差分析

Ｔａｂ．４　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型

残差

失拟项

纯误差

总差

相关系数

校正决定系数

７２０

２５３

２５３

２９３５×１０－３

９７３

０９９０４

０９５５１

１４

１４

１０

４

２８

０５１

０１８

０２５

７３３×１０－４

２８４ ００３０２

＜００００１

　　利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对表２数据进行二次多
元回归拟合，所得到的二次回归方程的响应面见

图６。
由图６可知，当超声频率为２３ｋＨｚ，超声功率为

２５Ｗ，酶解温度不变时，随着超声时间的增加，酶活
先增后降；超声时间不变时，随着酶解温度的增大，

酶活也是先增后降。由初步回归方程和响应面可以

看出，变化速率显示温度的主效应大于超声时间，且

呈现二次曲线关系。

当超声时间为 ２０ｍｉｎ，超声功率为 ２５Ｗ，酶解
温度不变时，随着超声频率的增加，酶活先增后降；

超声频率不变时，随着酶解温度的增大，酶活也是先

增后降。由响应面可以看出，温度的主效应大于超

声频率，且呈现二次曲线关系。

当超声时间为２０ｍｉｎ，超声频率为２３ｋＨｚ，酶解
温度不变时，随着超声功率的增加，酶活先增后降；

超声功率不变时，随着酶解温度的增大，酶活也是先

增后降。由响应面可以看出，温度的主效应大于超
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声功率，且呈现二次曲线关系。

当酶解温度间为 ６０℃，超声功率为 ２５Ｗ，超声
时间不变时，随着超声频率的增加，酶活先增后降；

超声频率不变时，随着超声时间的增大，酶活也是先

增后降。由响应面可以看出，超声时间的主效应大

于超声频率，且呈现二次曲线关系。

图 ６　交互项对固定化酶活性影响的响应面

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｔｅｒｍｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｕｌａｓｅ
　
　　当酶解温度为 ６０℃，超声频率为 ２３ｋＨｚ，超声
时间不变时，随着超声功率的增加，酶活先增后降；

超声功率不变时，随着超声时间的增大，酶活也是先

增后降。由响应面可以看出，超声功率的主效应大

于超声时间，且呈现二次曲线关系。

当酶解温度为 ６０℃，超声时间为 ２０ｍｉｎ，超声
频率不变时，随着超声功率的增加，酶活先增后降；

超声功率不变时，随着超声频率的增大，酶活也是先

增后降。由响应面可以看出，超声功率的主效应大

于超声频率，且呈现二次曲线关系。

２３　结果与讨论
通过响应面回归方程，经 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件分

析，可以得出模型最佳条件参数：温度 ５８７３℃，超
声时间 １６８８ｍｉｎ，超声频率 ２２３３ｋＨｚ，超声功率
２６７７Ｗ，在此参数下酶活为 ６４６Ｕ，比不加超声时
的酶活（５８３Ｕ）提高了９７５％。

经试验证明，在最佳条件下处理的固定化纤维

素酶经过５次重复利用后，酶的活性降低为４２４Ｕ，

酶活保存率为 ６５６３％；而不加任何处理的固定化
纤维素酶经过 ５次重复利用后，酶的活性下降为
２９６Ｕ，酶活保存率为 ５０７７％。由上述数据说明
超声预处理固定化纤维素酶后，不但酶活有所提高，

多次利用后的酶活保存率也显著提高。这可能是由

于超声波改变了固定化纤维素酶的空间结构，增大

了表面积，使反应时与底物的接触面积增大。

３　结论

（１）通过单因素试验研究了超声波预处理条件
（超声时间、超声频率、超声功率）以及预处理后的

酶解温度和 ＣＭＣ Ｎａ缓冲液 ｐＨ值对固定化纤维
素酶活性的影响。

（２）对单因素试验结果进行优化，通过软件
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７０分析，得出模型最佳条件：温度
５８７３℃，超声时间１６８８ｍｉｎ，超声频率 ２２３３ｋＨｚ，
超声功率２６７７Ｗ，在此参数下酶活为６４６Ｕ，比不
加超声时的酶活（５８３Ｕ）提高了９７５％。
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