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氨基硅烷功能化磁性材料固定化琼胶酶的性能
王露洁1，莫创荣1*，陆祖逸1，邓冬祝1，廖丹伶1，许雪棠2
（1.广西大学 资源环境与材料学院，广西  南宁 530000；2.广西大学 化学化工学院，广西 南宁 530000）
摘要：首先制备SiO2包覆Fe3O4复合粒子（Fe3O4@SiO2），再利用3-氨丙基三乙氧基硅烷（APTES）对其进行改性，制备了氨基硅烷功能化磁性材料（Fe3O4@SiO2-NH2），将其作为载体用于固定化琼胶酶生产琼胶寡糖。SEM和FTIR结果证明，琼胶酶成功固定在载体上；VSM结果表明，Fe3O4@SiO2-NH2的磁化饱和强度为48.4 emu/g，固定化琼胶酶的磁化饱和强度为42.8 emu/g，二者均具有较高的磁性。通过优化酶固定化条件，在加酶量为7mL、戊二醛加入量为4mL、交联时间2h、固定时间2h条件下酶活回收率为67.74%。相比于游离琼胶酶，固定化琼胶酶具有更强的热稳定性和pH稳定性；此外，固定化琼胶酶在使用7次后相对活性为40.41%。
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Performance of aminosilane functionalized magnetic materials for immobilization of agarase

WANG Lujie1, MO Chuangrong1 *, LU Zuyi1, DENG Dongzhu1, LIAO Danling1, XU Xuetang2
（1. College of Resources, Environment and Materials, Guangxi University, Nanning 530000, Guangxi, China;2. College of Chemistry and Chemical Engineering, Guangxi University, Nanning 530000, Guangxi, China）
Abstract: The SiO2-coated Fe3O4 composite particles (Fe3O4@SiO2) were prepared, and modified with 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) to prepared aminosilane functionalized magnetic materials (Fe3O4@SiO2-NH2), which were used as carriers for immobilized agarase to produce agarose oligosaccharides. SEM and FTIR characterization results proved that agarase was successfully immobilized on the carrier; VSM characterization results showed that magnetic saturation intensity of Fe3O4@SiO2-NH2 was 48.4 emu/g, and the magnetic saturation intensity of immobilized agarase was 42.8 emu/g, both of them had high magnetic properties. By optimizing the enzyme immobilization conditions, the enzyme activity recovery was 67.74% under the conditions of 7mL enzyme addition,4mL glutaraldehyde addition,2h cross-linking time and 2h immobilization time. Compared with the free agarase, the immobilized agarase had stronger thermal stability and pH stability; moreover, the relative activity of immobilized agarase was 40.41% after 7 applications. 
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琼胶，也称为琼脂，是提取自石花菜、江蓠等红藻类植物细胞壁中的一种海藻多糖，作为一种含量丰富、价格低廉的海洋资源，人们致力于将其转化为高附加值的产物。利用琼胶酶水解琼胶生产的琼胶寡糖具有多种功能，如食品抑菌保鲜[1]、促进益生菌生长[2]、增加果实营养物质[3]；此外，还具有美白保湿[4]、抗氧化[5]、抗炎[6]等多种功效，可广泛应用于食品、美容、医疗等领域，具有较高的经济效益。但目前琼胶寡糖还未能实现工业化生产，主要受限于琼胶酶活性低、稳定性差。
研究表明，通过合适的固定化材料可以提高酶的稳定性，固定化后通过循环利用可以提高酶的水解性能，在一定程度上弥补酶活性小导致水解效率低的缺陷。在早期固定化琼胶酶的研究中，XIAO等[7]通过单宁酸修饰的磁性材料固定化琼胶酶，具有较好的pH稳定性，但酶活回收率较低。ZHANG等[8]通过聚多巴胺修饰的磁性材料固定化琼胶酶，具有可重复利用性，但没有提高温度稳定性和pH稳定性。WANG等[9]创新性地将两种琼胶酶固定在三氯三嗪功能化的磁性载体上，显著提高了琼胶寡糖的产量，但工艺过程较复杂。固定化可以提高琼胶酶的利用效率，但目前固定化琼胶酶技术的研究较少，开发具有稳定性强、重复利用性高、酶活回收率好等性能的固定化材料对琼胶酶的利用具有重要意义。
Fe3O4因其比表面积大、表面易改性修饰、具有超顺磁性等特性，被广泛应用于固定化酶[10]。因裸露的Fe3O4表面对酶活性具有抑制作用，而SiO2具有易于修饰的化学表面和较强的化学稳定性[11]，通常选择在Fe3O4表面包裹一层SiO2再改性功能化。3-氨丙基三乙氧基硅烷（APTES）含有大量的氨基官能团，该氨基可以与戊二醛等双醛交联剂中的醛基形成席夫碱结构[12]，这同样适用于琼胶酶上氨基的连接，从而实现琼胶酶的固定化（酶固定化过程示意图如图1所示）。由于不同的酶具有不同的性质，所以氨基硅烷功能化磁性材料固定不同的酶具有不同的效果。CAO等[13]利用Fe3O4@SiO2-NH2载体固定化脂肪酶，0.5 g载体固定脂肪酶实现酶活回收率96.9%，固定化酶重复利用10次后活性仍剩余90%，具有优异的重复利用性；FANG等[14]利用Fe3O4@SiO2-NH2载体固定化果胶酶，仅0.2 g载体固定果胶酶酶活回收率能达到73.5%，但在重复利用7次后剩余活性为64.4%

；这些研究表明，氨基硅烷功能化磁性材料是一

种构建固定化酶的良好载体，但目前鲜见将其用于固定化琼胶酶。
在现有技术的启发下，本文首先制备了SiO2包覆Fe3O4磁性复合粒子，再利用APTES对其进行功能化修饰制备了氨基硅烷功能化磁性材料（Fe3O4@SiO2-NH2），将其作为固定化琼胶酶的载体。通过对固定化琼胶酶和载体材料进行表征分析，优化固定条件，探究固定化琼胶酶的酶学性质，为琼胶酶的固定化研究提供一种可行的策略，期望为琼胶酶的工业化应用提供一定的理论基础。
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图1琼胶酶固定化原理及重复利用过程示意图
Fig.1 Schematic diagram of agarase immobilization principle and reuse process
1  实验部分
1.1  试剂与仪器
FeSO4·7H2O、FeCl3·6H2O、NH3·H2O、戊二醛、无水乙醇、3,5-二硝基水杨酸（DNS）、葡萄糖，AR，国药集团化学试剂有限公司；正硅酸乙酯（TEOS），AR，成都市科隆化学品有限公司；3-氨丙基三乙氧基硅烷（APTES），AR，上海麦克林生化科技有限公司；琼胶、蛋白胨，BR，北京奥博星生物技术有限公司。
IRTracer-100 型傅里叶变换红外光谱仪（FTIR），美国Thermo Scientific公司；ZEISS Sigma300型扫描电子显微镜（SEM），德国Carl Zeiss公司；Lakeshore 7410型振动样品磁强计（VSM），美国Lake Shore公司。722N型紫外可见分光光度计，中国上海仪电分析仪器有限公司。LGJ-10型真空冷冻干燥机，中国北京亚星仪科科技有限公司。JJ-1型机械搅拌器，中国江苏金坛新瑞仪器有限公司。
1.2  方法
1.2.1  Fe3O4的制备
采用化学沉淀法[15]制备Fe3O4，称取4.4483 g FeSO4·7H2O和7.5684 g FeCl3· 6H2O，将其溶解在320 mL去离子水中，将40 mL NH3·H2O快速倒入溶液中，利用机械搅拌器在200r/min 条件下搅拌反应1 h。采用磁铁分离沉淀物，并用无水乙醇冲洗沉淀物直至冲洗液清澈，然后将其置于真空冷冻干燥机3 h，得到干燥的黑色固体颗粒即为Fe3O4。
1.2.2  Fe3O4@SiO2的制备
在ASLINA等[16]方法基础上略作调整，称取0.5g Fe3O4加入40 mL水和80 mL无水乙醇，在200r/min条件下机械搅拌2min使其分散，随即加入3 mL TEOS和4 mL氨水，继续机械搅拌2 h。反应完毕用磁铁分离沉淀物，并用无水乙醇冲洗沉淀物直至冲洗液清澈，将其置于真空冷冻干燥机3 h，得到干燥的黑褐色固体颗粒即为Fe3O4@SiO2。
1.2.3  Fe3O4@SiO2-NH2的制备
在MIAO等[17]方法基础上略作调整，称取0.5 g Fe3O4@SiO2加入150 mL乙醇，在200r/min条件下机械搅拌2min使其分散，随即加入4 mL APTES，继续机械搅拌2 h。反应完毕后，用磁铁分离沉淀物，并用无水乙醇冲洗冲洗沉淀物直至冲洗液清澈，将其置于真空冷冻干燥机3 h，得到干燥的黑色固体颗粒即为Fe3O4@SiO2-NH2。
1.2.4  琼胶酶粗酶液的制备
采用本实验室早期筛选得到的Microbulbifer sp.菌株（酶活为25 U/mL，与Microbulbifer sp. BS03同源性为99.79%，Accession编码为HM596342）生产琼胶酶。在前期筛选实验的基础上确定其液体培养基各物质的量为蛋白胨1 g、琼胶2 g、FeSO4·7H2O 0.02 g、CaCl2 0.2 g、MgSO4·7H2O 5 g、NaCl 15 g、KCl 1 g、K2HPO4 0.1 g、NH4Cl 2 g，H2O 1 L。利用0.1 mol/L的HCl和NaOH溶液调节液体培养基pH为7.5，在121°C下高压灭菌20 min，冷却至35℃后，在无菌操作台中将Microbulbifer sp.菌接入液体培养基，在35℃条件下震荡培养24h，即得到种子培养液。将体积分数1%的种子培养液接种到不含蛋白胨的液体培养基中，并在35℃下震荡培养48 h，得到的发酵液在9000 r/min下离心10 min收集上清液，上清液作为琼胶酶粗酶液用于固定化。粗酶液中酶质量浓度用Bradford法[18]测定。
1.2.5  固定化琼胶酶方法

称取50 mg Fe3O4@SiO2-NH2载体，加入2 mL戊二醛（质量分数5%），超声分散10 min后，静置交联反应2h，反应结束后，用磷酸盐缓冲溶液（0.1 mol/L，pH=7.5）洗去多余的戊二醛，加入3 mL粗酶液在35℃下振荡固定3 h，得到黑色固体颗粒即为固定化琼胶酶。
1.2.6  琼胶酶活性测定

用3,5-二硝基水杨酸法（DNS法）[19]测定琼胶酶活性。因为琼胶酶水解琼胶生成的琼胶寡糖具有还原糖性质，可与DNS发生氧化还原反应，产物在煮沸后变色且在540nm波长处有最大吸收，颜色深浅与生成的还原糖含量呈正比，所以可通过测定产物琼胶寡糖的产量进而计算出酶活力。琼胶寡糖产量计算方法为：利用葡萄糖制作还原糖标准曲线，称取葡萄糖加入超纯水配制成0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8 mg/mL的葡萄糖溶液，各取1mL不同浓度的葡萄糖溶液与1mLDNS溶液混匀，并置于沸水浴加热5min，冷却至室温，用超纯水将其定容到10mL，在540nm处测定吸光度，然后根据吸光值绘制标准曲线。将后续实验测定的各组吸光度带入葡萄糖标准曲线，则可计算出琼胶寡糖产量。
对于游离琼胶酶的活性：称取0.2g琼胶加入100mL超纯水，加热搅拌至琼胶全部溶解，琼胶溶液冷却至35℃后利用0.1 mol/L的HCl和NaOH调节pH为7.5，得到制备好的琼胶溶液。取1 mL琼胶酶粗酶液在35℃下水解9 mL琼脂溶液30 min，之后取1 mL反应后溶液加入到含有1.0 mL DNS溶液的比色管中，随后将其置于沸水浴中煮沸10 min显色。待溶液冷却至室温后，用蒸馏水将其稀释至10 mL，然后用紫外-可见分光光度计测定溶液在540 nm处的吸光度。对固定化琼胶酶的活性测定方法同上，将50 mg固定化琼胶酶（磁性材料）加入10 mL琼脂溶液（底物）中反应30 min，在磁性材料和底物磁分离后，取1 mL反应后溶液按照上述步骤测定其在540 nm处的吸光度。对照组用灭活的游离酶与灭活的固定化酶进行测定。
酶活性（U/mL）定义为在分析条件下1 mL酶液每分钟生成1 μg还原糖的酶量[20]，计算公式如式（1）：
酶活=1000×ΔA×n/t          (1)
式中：ΔA为琼胶寡糖产量，μg/mL；n为稀释倍数；t为反应时间，min。
1.2.7  酶固定化条件的优化实验
在1.2.5节基础上优化酶固定化条件，按表1进行实验，以减少试剂资源、节约成本，同时提高酶活回收率。酶活回收率计算式如下式（2）：
   酶活回收率(%)=固定化酶酶活/游离酶酶活 (2)
在最优的酶固定条件下，计算固定化琼胶酶中酶的负载量（mg/g）：
酶负载量=(C0-C)V/m          (3)

式中：C0为初始酶质量浓度，g/L；C为固定后反应液中酶的质量浓度

，g/L；V为加入酶溶液体积，mL；m为载体质量，g。

表1酶固定化条件优化实验的因素与水平
Table 1 Factors and levels of optimization
	因素
	水平
	其他条件

	琼胶酶加入量/mL
	3、5、7、9、11、13
	戊二醛加入量2 mL，交联时间2 h，固定时间3 h

	戊二醛加入量/mL
	1、2、3、4、5、6
	琼胶酶加入量7 mL，交联时间2 h，固定时间3 h

	交联时间/h
	1、2、3、4、5、6
	琼胶酶加入量7 mL，戊二醛加入量4 mL，固定时间3 h

	固定时间/h
	1、2、3、4、5、6
	琼胶酶加入量7 mL，戊二醛加入量4 mL，交联时间2 h


1.2.8  固定化琼胶酶酶学性质测定
将固定化琼胶酶与游离琼胶酶在温度分别为30、35、40、45、50、55℃和pH分别为6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5条件下静置1 h后，测定酶活性，探究固定化琼胶酶与游离琼胶酶的热稳定性和pH稳定性。
探究固定化琼胶酶的重复利用性：在最佳固定条件、最佳反应温度和最佳反应pH的条件下，测定其重复利用性。固定化琼胶酶水解琼胶后，利用磁铁将固定化琼胶酶与反应液分离，加入新的底物溶液继续与固定化琼胶酶反应，重复此过程6次，测定每次反应后的酶活性。
以上结果均用相对活性表示，相对活性（%）为该点的酶活与系列中最高酶活的百分比。

1.3  材料表征
FTIR：采用溴化钾压片法对样品进行FTIR测试，波数范围：4000～400 cm-1。SEM：加速电压为20.0 kV。VSM：298 K，磁场强度为±20 kOe。
2  结果与讨论

2.1 SEM分析

通过SEM表征Fe3O4@SiO2-NH2载体颗粒和固定化琼胶酶颗粒的表面形貌，结果见图2。由图2A、B可知，Fe3O4@SiO2-NH2颗粒表面光滑，颗粒呈球形，团聚现象较明显，颗粒大小不均匀。如图2C、D所示，固定化琼胶酶表面因为琼胶酶的附着而变得粗糙，存在褶皱，能明显观察到琼胶酶在载体颗粒表面的附着形态。
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图2 Fe3O4@SiO2-NH2（A、B）和固定化琼胶酶（C、D）的SEM图
Fig.2 SEM images of Fe3O4@SiO2-NH2 and immobilized agarase
2.2 FTIR分析

图3分别为琼胶酶、固定化琼胶酶的FTIR谱图。对于琼胶酶，626 cm-1处为C—H键特征吸收峰，1137 cm-1处为C—O—C键振动特征峰[21]；1398 cm-1处为—NH2键伸缩振动吸收峰，对应于酶的酰胺I键；1639 cm-1处为—NH2键特征峰，属于酰胺II键[22]；3427 cm-1处为—OH键宽特征峰。对于固定化琼胶酶，572 cm-1处为Fe—O键的特征峰[23]，说明Fe3O4的存在；797和1079 cm-1处的强吸收宽峰分别为Si—O—Fe和Si—O—Si的反对称伸缩振动[24]，证明SiO2成功修饰；1626 cm-1处的尖锐吸收峰为—NH2的特征峰[25]，1406 cm-1为C—N键的弯曲振动特征吸收峰[21]，2880 cm-1处为—CH2键的特征吸收峰，证明了APTES的成功结合。在固定化琼胶酶的谱图中存在Fe3O4、SiO2、APTES和琼胶酶的特征峰，证明琼胶酶成功固定化在Fe3O4@SiO2-NH2上。
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图3 固定化琼胶酶与游离琼胶酶的FTIR图
Fig. 3 FTIR images of immobilized agarase and agarase
2.3 VSM分析

使用振动样品磁强计（VSM）测定Fe3O4@SiO2-NH2和固定化琼胶酶的磁化饱和强度，结果如图4所示。Fe3O4@SiO2-NH2和固定化琼胶酶的磁滞曲线均为S型，无明显的矫顽力和剩磁效应，说明二者都具有超顺磁性。Fe3O4@SiO2-NH2的磁化饱和强度为48.4 emu/g，固定化琼胶酶的磁化饱和强度为42.8 emu/g。两者都具有高磁性响应度，可以在外加磁场作用下快速实现固液分离，从而有利于回收再利用。
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图4固定化琼胶酶和Fe3O4@SiO2-NH2的VSM图
Fig. 4 VSM diagram of Fe3O4@SiO2-NH2 and immobilized agarase
2.4固定条件的优化分析
琼胶酶是水解琼胶生产琼胶寡糖的关键，琼胶酶加入量对反应效率有直接影响。按表1进行优化实验，考察加酶量对酶活回收率的影响，结果见图5。可以看出，酶活回收率随着加酶量的增加而提高，当加酶量为7 mL时酶活回收率最高，达到56.31%所以最佳的加酶量为7mL。此后继续增加加酶量，酶活回收率降低，这是因为，加入过多的琼胶酶会造成酶分子间相互挤压，参与反应的活性点位相对减少，导致酶活回收率降低。此外，因为载体上的活性位点数量有限，过多的琼胶酶会使得载体的结合点位达到饱和，所以，加酶量大于9 mL后固定酶活力变化不再明显。
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图5 加酶量对酶活回收率的影响
Fig.5 Effect of enzyme addition on the recovery of enzyme activity
按表1进行优化实验，考察戊二醛加入量对酶活回收率的影响，结果如图6所示。可以看出戊二醛加入量为4 mL时，酶活回收率最高，为63.03%。戊二醛主要是通过与载体上的氨基结合生成席夫碱结构的数量来影响酶活回收率。当戊二醛加入量较少时，生成的席夫碱结构较少，导致后续固定的琼胶酶较少。加入过量的戊二醛虽然可以形成更多的席夫碱结构从而固定更多的琼胶酶，但同样会造成酶分子相互拥挤，导致酶活回收率降低。
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图6 戊二醛加入量对酶活回收率的影响
Fig.6 Effect of glutaraldehyde addition on the recovery of enzyme activity
交联时间是指戊二醛与载体上的氨基结合的时间。按表1进行优化实验，考察交联时间对酶活回收率的影响，结果如图7所示。可以看出，当交联时间为2 h时，酶活回收率为61.26%，此后随着交联时间的增加，对酶活回收率的影响不显著。这是因为，载体上的氨基结合点位有限，加入的戊二醛量也有限，结合点位达到饱和后对酶活回收率的影响甚微。综合时间效率考虑，选取交联时间为2h进行后续实验。
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图7 交联时间对酶活回收率的影响

Fig.7 Effect of cross-linking time on the recovery of enzyme activity
固定时间是指琼胶酶与载体结合的时间。按表1进行优化实验，考察固定时间对酶活回收率的影响，结果如图8所示。可以看出，最佳固定时间为2 h，此时50 mg载体固定化琼胶酶的酶活回收率为67.74%，琼胶寡糖产量为3.53μg/mL。在较短的固定时间内，载体上只有少量的琼胶酶被固定，而较长的固定时间虽然可以使更多的琼胶酶与载体结合，但同样会导致酶分子间相互挤压减少反应位点。相比于CAO[13]利用0.5 g Fe3O4@SiO2-NH2固定化脂肪酶的酶活回收率为96.9%，该载体用于固定化琼胶酶能依靠少量载体达到较高的酶活回收率，这可能是受到载体颗粒大小、分散性、可供附着的比表面积以及表面氨基含量的影响。
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图8 固定时间对酶活回收率的影响

Fig.8 Effect of immobilization time on the recovery of enzyme activity
在最优的酶固定条件下固定琼胶酶，即在加酶量7mL、戊二醛加入量4mL、交联时间2h、固定时间2h的条件下，计算酶负载量。测定得到初始酶质量浓度C0为0.114mg/mL，固定后反应液中酶质量浓度C为0.021mg/mL，带入公式(3)计算可得酶负载量为13.02 mg/g。
2.5 热稳定性和pH稳定性分析

按1.2.8节进行实验测定固定化琼胶酶和游离琼胶酶的热稳定性和pH稳定性，结果见图9和图10。如图9所示，固定化琼胶酶和游离琼胶酶都在30 ℃时具有最高酶活性，其相对活性都随着温度的升高而降低，但固定化琼胶酶在45 ℃以下相对活性保持90%以上，且在40~55 ℃间的相对活性显著高于游离琼胶酶，具有更好的热稳定性。KHAN等[26]提出，固定化酶在一定温度范围内表现出更高稳定性和活性保留率，可能是因为共价键的形成使酶的刚性增加，避免了酶结构的扭曲变性失活。
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图9 固定琼胶酶与游离琼胶酶的热稳定性
Fig. 9 Thermal stability of immobilized agarase and free agarase
如图10所示，固定化琼胶酶和游离琼胶酶都在pH为7.5时具有最高活性，但在较宽pH范围内固定化琼胶酶的相对活性都比游离酶高。这可能是因为，固定化减小了pH对酶活性位点上官能团的电离，载体表面特殊性质造就了良性微环境，所以，固定化后琼胶酶对pH的敏感性降低[27]。
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图10固定琼胶酶与游离琼胶酶的pH稳定性
Fig. 10 pH stability of immobilized agarase and free agarase
2.6 重复利用性分析

图11为固定化琼胶酶的重复利用性。可以看出，在第7次使用后，固定化琼胶酶相对活性剩余40.41%。相比于XIAO等[7]利用单宁酸修饰的磁性材料固定化琼胶酶，在重复利用7次后剩余活性为22.5%；ZHANG等[8]利用聚多巴胺修饰的磁性材料固定化琼胶酶，重复利用7次后剩余活性为30%；利用氨基硅烷功能化磁性材料固定琼胶酶的重复利用性能提升明显。随着重复利用次数的增加，相对活性不断下降可能是因为，一方面是循环过程中固定化琼胶酶颗粒回收不完全，导致酶活降低；另一方面是循环过程中酶从载体上脱落、失活或结构变性等所致。如何改进固定过程，减少酶的脱落，使琼胶酶的固定更牢固以及如何优化回收过程，减少固定化酶颗粒的损失等，是今后研究的重点。
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图11 固定化琼胶酶的重复利用性
Fig. 11 Reusability of immobilized agarase
3  结论

(1)利用APTES对磁性复合材料进行功能化改性用于固定化琼胶酶。通过SEM观察到载体材料表面光滑，而固定化琼胶酶因酶的附着表面粗糙。固定化琼胶酶的FTIR分析表明，存在琼胶酶和Fe3O4@SiO2-NH2的特征峰。VSM测定固定化琼胶酶的磁化饱和强度为42.8 emu/g，具有较高的磁响应性。

(2)通过条件实验得到优化的固定条件为：加酶量为7 mL，戊二醛加入量为4 mL，交联时间2 h，固定时间2 h，在该条件下，酶活回收率为67.74%。
(3)相比于游离琼胶酶，固定化形成的共价键以及载体材料表面特殊性质造就的良性微环境使得固定化琼胶酶的热稳定性和pH稳定性显著提高。
(4)固定化琼胶酶在第7次使用后相对活性剩余40.41%，具有重复利用性。
基于氨基硅烷功能化磁性材料固定化琼胶酶是可行的，且具有较好的酶活回收率、热稳定性、pH稳定性及重复利用性等，可为今后工业化利用琼胶酶提供一定的理论依据。
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�但是本文还没有这个高，作者是想要表达什么？


�答复：感谢您的意见。脂肪酶、果胶酶是已经实现工业化应用的酶，各方面的稳定性比琼胶酶强，所以固定效果会比琼胶酶的高。我们引用这两个例子，是想表达这种固定化材料在固定化酶的研究中具有不错的效果，但因为不同的酶性质存在差异，即使是同一种材料去固定不同的酶，也会达到不同的效果。在脂肪酶上是优异的重复利用性，但在果胶酶上是优异的酶活回收率，而在琼胶酶上的效果还鲜有人探究，所以我们选取这种材料来对琼胶酶进行固定化研究。我们的研究结果表明，这种材料固定化琼胶酶的效果在热稳定性和pH稳定性上优于文献[7][8]等人固定化琼胶酶的研究。


�本文性能不如文献呀


�答复：感谢您的意见。因为不同的酶具有不同的性质，所以即使是同一种材料去固定不同的酶固定效果也会有所差异。虽然该材料固定化琼胶酶的重复利用性和酶活回收率效果没有固定化脂肪酶、果胶酶那么好，但在热稳定性和pH稳定性上优于其他固定材料固定化琼胶酶的研究。


�怎么得到的？按1.2.5节粗酶液酶质量浓度乘以3除以5吗？


V=3 mL; m=50 mg带入公式计算的？


�固定后反应液中的酶质量浓度与粗酶液质量浓度的测定都是用Bradford法测定。酶负载量的计算是在优化酶固定条件后,使更多的酶被固定在载体上，得到最佳加酶量为7mL，将V=7mL、m=50mg带入公式计算。所以我们酶载量的计算结果13.02mg/g是置于优化固定条件的章节中。
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