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树脂固定化酶的制备及其在低 pH值葡萄糖酸 

生产工艺中的应用 
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摘要：分别利用强碱性大孔树脂、氨基树脂、环氧树脂作为葡萄糖氧化酶（GOD）和过氧化氢酶（CAT）固定化载体制备固定

化酶，并研究其在低 pH 值葡萄糖酸生产工艺中的应用效果。耐酸性试验表明固定化酶较游离酶具有更强的耐酸性能。分别利用游离

酶和 3 种固定化酶在低 pH 值（pH 值 3.5）条件下制备葡萄糖酸，强碱性大孔树脂、氨基树脂和环氧树脂固定化酶所需反应时间分别

为 40 h、24 h 和 27 h，酶活损失率分别为 46.44%、3.42%和 21.84%，而游离酶在反应过程中完全失活。3 种固定化酶反应液的澄清度

及色度均显著优于游离酶反应液。正交试验进一步优化后氨基树脂固定化酶的制备工艺为混合酶液浓度 10%、GOD:CAT=1.5:1、固

定温度 25 ℃。在该条件下，氨基树脂固定化酶的酶活回收率可达 93.15%，转化 100 g/L 葡萄糖溶液所需时间为 23 h，反应结束时葡

萄糖酸:葡萄糖酸钠可达 0.899:1（m/m）。并且氨基树脂固定化酶稳定性良好。因此，利用氨基树脂固定化酶可以建立低 pH 值固定化

酶葡萄糖酸生产工艺，实现高品质葡萄糖酸产物的生产。 
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Abstract: Immobilized enzymes were prepared by using strongly alkaline macroporous resin, amino resin, and epoxy resin as immobilized 

carriers of glucose oxidase and catalase, respectively, and their effect on low-pH gluconic acid production was assessed. The results of the acid resistance 

test showed that all the three immobilized enzymes had stronger acid resistance than did the free enzyme. The free enzyme and the three immobilized 

enzymes were used to prepare gluconic acid under low pH conditions (pH value 3.5). The reaction times required for the strongly alkaline macroporous 

resin-immobilized enzyme, amino resin-immobilized enzyme, and epoxy resin-immobilized enzyme were 40, 24, and 27 h respectively. The enzymatic 

activity loss rates were 46.44%, 3.42%, and 21.84%, respectively. The free enzyme was completely inactivated during the reaction. The clarity and 

chromaticity of the three immobilized enzyme reaction solutions were significantly better than those of the free enzyme reaction solutions. The 

preparation process of amino resin-immobilized enzyme-after further optimization through orthogonal experiments - was as follows: the concentration of 

mixed enzyme solution was 10%, the ratio of glucose oxidase to catalase was 1.5:1, and the fixation temperature was 25 ℃. Under these conditions,  
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the recovery rate of amino resin-immobilized enzyme was as high as 93.15%, and the conversion time of the 100 g/L glucose solution was 23 h. At the 

end of the reaction, the ratio of gluconic acid to sodium gluconate had reached 0.899:1 (m/m), and the amino resin-immobilized enzyme was stable. Based 

on these results, we conclude that the amino resin immobilized enzyme can be used to establish a low-pH immobilized enzyme gluconic acid production 

process, with the goal of producing high-quality gluconic acid products. 

Key words: immobilized enzyme; gluconic acid; strongly alkaline macroporous resin; amino resin; epoxy resin 

 

葡萄糖酸是制备葡萄糖酸内脂、多种葡萄糖酸盐

（葡萄糖酸锌、葡萄糖酸亚铁等）的原料，葡萄糖酸

及其系列产品在食品行业可用作蛋白质凝固剂、食品

防腐剂、酸味剂、营养补充剂、色调补充剂等，因此

葡萄糖酸在食品行业有着巨大的市场需求[1,2]。但是由

于葡萄糖酸的水溶液为酸性，其生产难度远远大于葡

萄糖酸钠、葡萄糖酸钙等葡萄糖酸盐。 

目前，酶法是生产葡萄糖酸的主流方法，但是酶

法工艺并不成熟。酶法是指利用游离葡萄糖氧化酶

（Glucose Oxidase，GOD ）和游离过氧化氢酶

（Catalase，CAT）生产葡萄糖酸和葡萄糖酸钠混合物，

再利用双极膜装置将葡萄糖酸钠转化成葡萄糖酸的方

法[3,4]。其中 GOD 为工作酶，负责将葡萄糖转化为葡

萄糖酸；CAT 为辅助酶，负责清除 GOD 反应副产物

H2O2，避免 H2O2对 GOD 的毒害作用。该工艺主要存

在以下问题：①为避免游离酶在低 pH 环境中失活，

葡萄糖酸生产体系中通常补加大量 NaOH 溶液，导致

葡萄糖酸中混杂有高含量的葡萄糖酸钠，增加了后期

转化葡萄糖酸的难度和成本；②游离酶为含有大量杂

质的粗酶液，杂质与产物葡萄糖酸难以分离，不仅提

高了纯化成本，而且导致葡萄糖酸的品质降低。 

建立低 pH 值固定化酶法葡萄糖酸生产工艺是解

决酶法工艺中存在问题的关键。低 pH 值生产工艺是

指流加少量 NaOH 溶液，使反应体系的 pH 值控制在

3.5 左右，从而降低最终产物葡萄糖酸中的葡萄糖酸钠

含量。而将 GOD 和 CAT 进行固定不仅可以实现酶的

重复利用，而且葡萄糖酸和固定化酶易于分离，便于

提取和精制，从而提升葡萄糖酸品质[5]。低 pH 值固定

化酶法葡萄糖酸生产工艺具有机械剪切力大、酸度低

的特点，该工艺对固定化酶载体的机械强度及稳定性

提出了极高的要求。目前固定化酶法制备葡萄糖酸钠

（pH 值 6.0 左右）已有相关报道，而固定化酶法制备

葡萄糖酸工艺鲜有报道。 

树脂材料由于其较强的机械性能及良好的酶活固

定率有望应用于固定化酶法生产葡萄糖酸领域。不同

种类的树脂材料由于机械性能和带有的化学基团差异

较大，其适合的应用场景有所不同[6-10]。本研究分别

利用强碱性大孔树脂、氨基树脂、环氧树脂作为 GOD

和 CAT 的共固定载体，优化酶的共固定方法，并将其

应用于低 pH 值葡萄糖酸发酵罐小试生产工艺中。通

过分别研究强碱性大孔树脂、氨基树脂、环氧树脂的

酶活固定率，以及 3 种类型固定化酶在低 pH 值反应

环境条件下生产葡萄糖酸的效率及酶活损失率，建立

可应用于低 pH 值葡萄糖酸生产工艺的 GOD 和 CAT

共固定方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

GOD、CAT，广东溢多利生物科技股份有限公司；

LX-298 强碱性大孔树脂、LX-1000HA 氨基树脂、

LX-103B 环氧树脂，西安蓝晓科技新材料股份有限公

司；葡萄糖、戊二醛（50%），天津市大茂化学试剂厂；

氢氧化钠、30%过氧化氢，国药集团化学试剂有限公

司；改良型 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒，生工生物

工程（上海）股份有限公司。其余试剂均为国产分析

纯级试剂。 

SGD-IV 全自动还原糖测定仪、SBA-40E 生物传

感分析仪，山东省科学院生物研究所；KRH-BIO3000

型 10 L 发酵罐，江苏省科海生物工程设备有限公司；

ZQZY-AF8 恒温振荡培养箱，上海知楚仪器有限公司；

5804R 离心机，德国 Eppendorf 公司；LE204E/02 电子

天平、S220 pH 计，梅特勒-托利多仪器（上海）有限

公司；722G 可见分光光度计，上海仪电分析仪器有限

公司制造。 

1.2  实验方法 

1.2.1  游离酶酶活和比酶活的测定 

1.2.1.1  葡萄糖氧化酶酶活的测定 

在 20 mL 葡萄糖溶液（3 mg/mL）中加入 1 mL 

GOD，置于磁力搅拌器中反应 10 min（30 r/min，

36 ℃）。结束后立即吸取 200 μL 反应液于离心管中，

煮沸 10 min 终止反应。冷却至室温后，加入 40 μL 

CAT，30 ℃水浴 10 min，结束后立即煮沸 10 min。离

心（10 000 r/min，10 min）取上清液。利用 SBA-40E

生物传感分析仪测定葡萄糖含量。游离酶 GOD 酶活

单位（U）定义：在上述条件下，GOD 每分钟消耗 

1 μmol 的葡萄糖所需要的酶量为 1 个酶活单位。 
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1.2.1.2  过氧化氢酶酶活的测定 

采用钼酸铵法测定过氧化氢浓度[11]。取 1 mL 过

氧化氢溶液（60 mmol/L）于离心管中，加入 0.6 mL

酶液，混匀，反应 10 min，然后立即加入 1 mL 钼酸

铵溶液（32.40 mmol/L），混匀，在 405 nm 下测吸光

值，根据标准曲线计算过氧化氢浓度。游离酶 CAT 酶

活单位（U）定义：在上述条件下，CAT 每分钟消耗

1 μmoL 的过氧化氢所需要的酶量为 1 个酶活单位。 

1.2.1.3  游离酶比酶活的测定 

使用改良型Bradford蛋白浓度测定试剂盒对蛋白

质浓度进行测定。 

U 比=U/c                                （1） 

式中： 

U 比——比酶活，U/mg； 

U——酶活，U/mL； 

c——蛋白质量浓度，mg/mL。 

1.2.2  单因素试验优化固定化酶的制备工艺 

1.2.2.1  固定化酶的基本制备工艺 

强碱性大孔树脂固定化酶的制备[12]：准确称取2 g

经过预处理的强碱性大孔树脂，加入 27 mL 磷酸盐缓

冲液（0.05 moL/L，pH 值 7）和 3 mL 混合酶液

（GOD:CAT=1:2，V/V；此时混合酶液浓度为 10%，

V/V），于 25 ℃恒温摇床 150 r/min 振荡 8 h（即固定温

度、固定转速、固定时间分别为 25 ℃、150 r/min、8 h）。

振荡结束后静置过夜（4 ℃），去离子水清洗 3 次，抽

滤，即为强碱性大孔树脂固定化酶。 

氨基树脂固定化酶的制备：准确称取 2 g 氨基树

脂，加入 26.40 mL 磷酸盐缓冲液（0.05 moL/L，pH

值 7）、3 mL 混合酶液（GOD:CAT=1:2，V/V；此时混

合酶液浓度为 10%，V/V）和 0.60 mL 50%的戊二醛（即

戊二醛浓度为 1%，V/V），于 25 ℃恒温摇床 150 r/min

振荡 8 h（即固定温度、固定转速、固定时间分别为

25 ℃、150 r/min、8 h）。振荡结束后静置过夜（4 ℃），

去离子水清洗 3 次，抽滤，即为氨基树脂固定化酶。 

环氧树脂固定化酶的制备：准确称取 2 g 环氧树

脂，加入 27 mL 磷酸盐缓冲液（0.05 moL/L，pH 值 7）

和 3 mL 混合酶液（GOD:CAT=1:2，V/V；此时混合酶

液浓度为 10%，V/V），于 25 ℃恒温摇床 150 r/min 振

荡 8 h（即固定温度、固定转速、固定时间分别为 25 ℃、

150 r/min、8 h)。振荡结束后静置过夜（4 ℃），去离

子水清洗 3 次，抽滤，即为环氧树脂固定化酶。 

1.2.2.2  单因素优化试验 

分别基于“固定化酶的基本制备工艺（1.2.2.1）”

进行单因素优化试验。固定其他条件不变，分别考察

以下因素对对固定化酶酶活的影响。①混合酶液浓

度：1%、5%、10%、15%、20%、25%、30%；②GOD:CAT：

0.5:1、1:1、1.5:1、2:1、2.5:1、3:1、3.5:1；③固定温

度：20、25、30、35、40、45、50 ℃；④固定转速：

80、100、120、140、160、180 r/min；⑤缓冲液 pH

值：5、5.5、6、6.5、7、7.5、8；⑥固定时间：2、4、

6、8、10、12、14 h。 

1.2.2.3  固定化酶酶活测定 

取 2 g 固定化酶，加入 20 mL 葡萄糖溶液 

（3 mg/mL），在磁力搅拌器中反应 10 min（36 ℃，

30 r/min），取 200 μL 样品煮沸 10 min 终止反应，冷

却到室温后离心（10 000 r/min，10 min）吸取上清液，

利用生物传感分析仪测定葡萄糖含量。固定化酶酶活

单位（U）定义：在上述条件下，固定化酶每分钟消耗

1 μmoL 的葡萄糖所需要的酶量为 1 个酶活力单位[13]。 

1.2.2.4  单因素试验优化效果的测定 

分别利用固定化酶的基本制备工艺（1.2.2.1）以

及单因素优化试验得到的最优制备工艺制备强碱性大

孔树脂固定化酶、氨基树脂固定化酶和环氧树脂固定

化酶。测定单因素优化试验优化前后 3 种固定化酶的

酶活和酶活回收率[14]。 

1.2.3  游离酶及 3 种固定化酶的耐酸性试验 

游离酶耐酸性测定[15]：将 1 mL GOD 分别置于 

5 mL不同 pH值（3.0~7.0）的磷酸盐缓冲液（0.05 mol/L）

中，静置 3 h；固定化酶耐酸性测定：分别将 1 g 强碱

性大孔树脂固定化酶、氨基树脂固定化酶和环氧树脂

固定化酶置于 5 mL 不同 pH 值（3.0~7.0）的磷酸盐缓

冲液（0.05 mol/L）中，静置 3 h，结束后用去离子水

洗涤至中性。测定游离酶和固定化酶的酶活。 

1.2.4  利用游离酶及 3 种固定化酶制备葡萄糖

酸的比较 

1.2.4.1  葡萄糖转化率及酶活损失率的测定 

分别采用单因素试验优化后的最优条件制备强碱

性大孔树脂固定化酶、氨基树脂固定化酶和环氧树脂

固定化酶。分别将 270 mL 游离酶或 300 g 固定化酶与

3 L葡萄糖溶液（100 g/L）混合后置于发酵罐中进行反

应。反应条件为：反应温度 30 ℃，搅拌速度 200 r/min；

通气量 20 L/min。通过流加 NaOH 溶液（100 g/L）使

pH 值稳定在 3.5 左右。反应过程中每隔 1 h 测定反应

液中的葡萄糖浓度和葡萄糖酸浓度。反应结束后测定

计算葡萄糖酸钠浓度、固定化酶酶活和固定化酶的酶

活损失率。 

葡萄糖浓度测定：采用 SGD-IV 全自动还原糖测定

仪测定反应液中的葡萄糖含量。用移液枪吸取 500 μL

待测样品注入反应池，仪器自动完成样品测定。 

葡萄糖酸浓度测定：以酚酞为指示剂，采用酸碱
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滴定法测定[16]。葡萄糖酸浓度的计算方法见公式（2）。 

cGlcA=(cNaOH×VNaOH×MGlcA)/V1              （2） 

式中： 

cGlcA——葡萄糖酸浓度，g/L； 

cNaOH——NaOH 溶液浓度，mol/L； 

VNaOH——NaOH 溶液体积，mL； 

MGlcA——葡萄糖酸摩尔质量，g/mol； 

V1——待测液体积，mL。 

葡萄糖酸钠浓度测定：根据葡萄糖酸制备过程中

流加 NaOH 溶液的消耗量计算。葡萄糖酸钠浓度的计

算方法见公式（3）。 

cSG=(cNaOH×VNaOH×MSG)/V2                （3） 

式中： 

cSG——葡萄糖酸钠浓度，g/L； 

cNaOH——NaOH 溶液浓度，mol/L； 

VNaOH——消耗的 NaOH 溶液体积，mL； 

MSG——葡萄糖酸钠摩尔质量，g/mol； 

V2——反应液体积，mL。 

1.2.4.2  反应液的澄清度和色度的测定 

取反应结束后的反应液，用分光光度计分别测定

720、420 和 520 nm 处的吸光度值，根据公式（4）、

（5）计算澄清度和色度。 

C 清=10
-A

                                     （4） 

C 色=A1+A2                                   （5） 

式中： 

C 清——澄清度； 

A——720 nm 处的吸光度值； 

C 色——色度； 

A1、A2——分别为 420 nm 和 520 nm 处的吸光度值。 

1.2.5  正交试验优化氨基树脂固定化酶的制备

工艺 

由 1.2.4 实验结果可知，氨基树脂是较强碱性大孔

树脂和环氧树脂更理想的固定化酶载体，因此采用正

交试验进一步优化氨基树脂固定化酶的制备工艺。选

取混合酶液浓度（A）、酶比例（B）、固定温度（C）

为优化因素，正交试验的试验设计见表 1。 

表 1 氨基树脂制备工艺正交试验因素表 

Table 1 Orthogonal test factor table of preparation process of 

amino resin immobilized enzyme 

项目 A B C 

1 5 1:1 25 

2 10 1.5:1 30 

3 15 2:1 35 

1.2.6  氨基树脂固定化酶制备葡萄糖酸的应用

效果 

采用正交试验优化后的条件制备氨基树脂固定化

酶。将 300 g 氨基树脂固定化酶及 3 L 葡萄糖溶液 

（100 g/L）置于发酵罐中进行反应。反应条件及葡萄

糖浓度、葡萄糖酸浓度及葡萄糖酸钠浓度的测定方法

同 1.2.4。 

1.2.7  氨基树脂固定化酶储存稳定性和重复性

的测定 

储存稳定性测定：将氨基树脂固定化酶置于去离

子水中，置于 4 ℃条件下保存，每隔 3 d 测定氨基树

脂固定化酶酶活，并计算相对酶活。使用重复性测定：

将 300 g氨基树脂固定化酶及 3 L葡萄糖溶液（100 g/L）

置于到发酵罐中进行反应，反应条件同 1.2.4。当反应

液中的葡萄糖浓度降为 0 g/L 时，将反应液移出，然

后重新加入 3 L 葡萄糖溶液（100 g/L），重复上述反应

过程。记录氨基树脂固定化酶酶活及相对酶活随使用

次数的变化情况。相对酶活的计算方法见公式（6）[14]。 

1

2

= 100%
U

U
U

相对
                        （6） 

式中： 

U 相对——相对酶活，%； 

U1——反应后的固定化酶酶活，U/g； 

U2——初始的固定化酶酶活，U/g。 

1.2.8  统计分析 

试验数据采用 Excel 软件作图并进行统计学分析，

组间比较采用单因素方差分析。P＜0.05 表示具有显著

性差异，P＜0.01 表示具有极显著性差异。所有试验都

进行平行试验 3 次，结果以平均值±标准差表示。 

2  结果与分析 

2.1  游离酶酶活和比酶活的测定结果 

GOD 和 CAT 的酶活分别为 6.67 U/mL 和 

3.15 U/mL。GOD 和 CAT 的比酶活分别为 116.50 U/g

和 64.39 U/g。 

2.2  单因素优化实验结果 

强碱性大孔树脂固定化酶、氨基树脂固定化酶和

环氧树脂固定化酶制备工艺中混合酶液浓度、

GOD:CAT、固定温度、固定转速、缓冲液 pH 值、固

定时间对固定化酶酶活的影响见图 1。 

由图 1 可知，强碱性大孔树脂固定化酶、氨基树

脂固定化酶和环氧树脂固定化酶制备工艺中的各种因

素均对固定化酶酶活产生影响。由图 1a 可知，最适混

合酶液浓度均为 10%。在该酶液浓度下强碱性大孔树

脂的吸附能力、氨基树脂和环氧树脂活性基团的结合
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能力均达到饱和。由图 1b 可知，最适的 GOD:CAT 均

为 1.5:1。CAT 固定过少有害物质过氧化氢不能完全清

除，CAT 固定过多影响 GOD 的固定率。由图 1c 可知，

强碱性大孔树脂、氨基树脂和环氧树脂的最适酶固定

温度分别为 25、30 和 30 ℃。在温度较低时，酶不容

易吸附或共价结合到树脂上，而温度较高时酶容易失

活。由图1d可知，3种树脂的最适固定转速分别为120、

140 和 140 r/min。过低或过高的转速影响树脂与酶的

充分接触以及两者的吸附或共价结合。由图 1e 可知，

3 种树脂的最适缓冲液 pH 值分别为 6.5、6 和 7。过高

或过低的 pH 值影响酶的稳定性并影响酶与树脂的结

合过程。由图 1f 可知，3 种树脂的最适固定时间分别

为 4、10 和 6 h。达到该固定时间时，酶与树脂的吸附

或共价结合过程基本完成。 

  

  

  

图 1 强碱性大孔树固定化酶、氨基树脂固定化酶和环氧树脂固定化酶制备工艺的优化 

Fig.1 Optimization of preparation process of strong alkaline macroporous resin-immobilized enzyme, amino resin-immobilized 

enzymeand epoxy resin-immobilized enzyme 

注：a：混合酶液浓度；b：酶比例；c：固定温度；d：固定转速；e：缓冲液 pH 值；f：固定时间。 

2.3  单因素试验的优化效果 

单因素试验优化前后固定化酶的酶活及酶活回收

率见图 2。 

由图 2 可知，单因素试验优化前强碱性大孔树

脂、氨基树脂和环氧树脂固定化酶的酶活分别为 

2.03、2.08 和 2.05 U/g，酶活回收率分别为 60.98%、

62.50%、61.42%。单因素试验优化后强碱性大孔树

脂、氨基树脂和环氧树脂固定化酶的酶活分别为

5.19、5.27 和 5.22 U/g，酶活回收率分别为 86.49%、

87.86%和 86.89%。强碱性大孔树脂、氨基树脂和环

氧树脂固定化酶的酶活均较优化前显著提高 

（P＜0.01），分别较优化前提高了 155.67%、153.37%

和 154.63%。 
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图 2 单因素试验优化前后固定化酶的酶活及酶活回收率 

Fig.2 Enzyme activity and enzyme activity recovery rate of 

immobilized enzyme before and after optimization by single 

factor experiment 

注：图中 a、b、c，P<0.01，3种固定化酶优化后酶活分别较

优化前差异极显著；A、B、C，P>0.05，优化后 3 种固定化酶酶

活无显著差异。 

2.4  游离酶及3种固定化酶的耐酸性试验结果 

游离酶及强碱性大孔树脂固定化酶、氨基树脂固

定化酶、环氧树脂固定化酶的耐酸性试验结果见图 3。 

 

图 3 游离酶及 3种固定化酶的耐酸性测定 

Fig.3 Acid resistance of free enzymes and three kinds of 

immobilized enzymes 

由图 3 可知，当环境 pH 值小于 4.5 时，游离酶酶

活急剧降低，而固定化酶酶活在低 pH 环境中较为稳

定。强碱性大孔树脂固定化酶、氨基树脂固定化酶、

环氧树脂固定化酶在 pH值 3.5的缓冲液中浸泡 3 h后

的酶活分别为 5.00、5.19 和 5.09 U/g，较浸泡前（5.14、

5.28 和 5.21 U/g）均无显著差异（P＞0.05）。而 pH 值

3.5 的环境会使游离酶的酶活显著降低（P＜0.01），此

时游离酶的酶活为 3 . 6 8  U / m L，仅为处理前 

（6.67 U/mL）的 55.17%。因此，3 种固定化酶均较游

离酶具有更强的耐酸性。 

2.5  利用游离酶及3种固定化酶制备葡萄糖酸

的比较分析 

2.5.1  葡萄糖转化率及酶活损失率的分析 

利用游离酶及 3 种固定化酶制备葡萄糖酸过程中

葡萄糖和葡萄糖酸浓度的变化见图 4。 

 

 

图 4 葡萄糖酸制备过程中葡萄糖浓度（a）及葡萄糖酸浓度的

变化（b） 

Fig.4 Changes in glucose concentration (a) and gluconic acid 

concentration (b) during the preparation of gluconic acid 

利用强碱性大孔树脂固定化酶、氨基树脂固定化

酶和环氧树脂固定化酶分别制备葡萄糖酸，制备前后

固定化酶的酶活及酶活损失率见表 2。 

表 2 固定化酶酶活及酶活损失率 

Table 2 Enzyme activity and enzyme activity loss rate of immobilized enzyme 

固定化酶类型 反应前酶活/(U/g) 反应后酶活/(U/g) 酶活损失率/% 

强碱性大孔树脂固定化酶 5.19±0.31 2.78±0.17 46.44 

氨基树脂固定化酶 5.27±0.26 5.09±0.25 3.42 

环氧树脂固定化酶 5.22±0.29 4.08±0.22 21.84 

 

 

 

 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2023, Vol.39, No.3 

99 

由图 4 可知，在利用游离酶制备葡萄糖酸的过程

中，当反应进行到 12 h 时反应液中葡萄糖的浓度不再

降低，葡萄糖酸的产量不再增加，说明此时游离酶已

经完全失活。因此，游离酶在低 pH 环境中易失活，

无法应用于低 pH 值葡萄糖酸的制备工艺中。而利用

强碱性大孔树脂、氨基树脂、环氧树脂作为固定化酶

载体制备的固定化酶均可以实现低 pH 值条件下葡萄

糖酸的固定化酶法生产，转化 100 g/L 葡萄糖所需时

间分别为 40 h、24 h 和 27 h，葡萄糖的转化效率由高

到低依次为：氨基树脂固定化酶＞环氧树脂固定化酶

＞强碱性大孔树脂固定化酶。 

由表 2 可知，反应结束时强碱性大孔树脂、氨基

树脂与环氧树脂固定化酶的酶活损失率分别为

46.44%、3.42%和 21.84%，其原因为葡萄糖转化为葡

萄糖酸的反应需要较高的溶氧量，因此葡萄糖酸的制

备过程中机械搅拌的剪切力较大，强碱性大孔树脂吸

附的酶在剪切力的作用下脱落。虽然有报道表明 GOD

和 CAT 可以较好的共固定于强碱性大孔树脂上并实

现实验室摇瓶条件下的葡萄糖酸钠固定化酶法生 

产[12]，但是葡萄糖酸钠无需低 pH 值生产环境，而且

摇床实验条件的剪切力较实际生产条件更为温和。本

研究表明强碱性大孔树脂作为低 pH 值固定化酶法生

产葡萄糖酸的载体材料仍然存在酶结合不牢固的问

题。而氨基树脂和环氧树脂利用共价键与酶连接，酶

可以较牢固的固定于氨基树脂与环氧树脂载体表面，

并且在低 pH 值、高剪切力的反应环境中，氨基树脂

与酶结合的更为牢固。 

2.5.2  反应液的澄清度和色度的分析 

利用强碱性大孔树脂固定化酶、氨基树脂固定化

酶和环氧树脂固定化酶分别制备葡萄糖酸，反应结束

时反应液的澄清度和色度见表 3。 

表 3 反应结束时反应液的澄清度和色度 

Table 3 The clarity and color of the reaction solution at the end 

of the reaction 

反应液的酶类型 澄清度 色度 

游离酶 0.825±0.041 1.219±0.049 

强碱性大孔树脂固定化酶 0.951±0.038** 0.220±0.011## 

氨基树脂固定化酶 0.964±0.029** 0.105±0.006## 

环氧树脂固定化酶 0.985±0.010** 0.028±0.002## 

注：**P<0.01 与游离酶的澄清度相比具有极显著差异性；

##P<0.01 与游离酶的色度相比具有极显著差异性。 

由表 3 可知，固定化酶工艺制备的葡萄糖酸反应

液澄清度和色度均显著优于游离酶工艺制备的反应液

（P＜0.01）。固定化酶工艺制备的葡萄糖酸反应液杂

质含量低，极大的减轻了后续葡萄糖酸分离、纯化的

难度和成本。 

综合比较分析后可知，氨基树脂固定化酶的葡萄

糖转化效率高，固定化酶酶活损失率低，反应液色度

及澄清度理想。氨基树脂是较强碱性大孔树脂、环氧

树脂更理想的低 pH 值固定化酶法制备葡萄糖酸的载

体材料。 

2.6  氨基树脂固定化酶制备工艺的正交试验

优化结果 

氨基树脂固定化酶的制备工艺正交试验的优化结

果见表 4。 

 

表 4 氨基树脂制备工艺正交试验结果 

Table 4 Orthogonal test results of preparation process of amino resin-immobilized enzyme 

序号 混合酶液浓度/% GOD:CAT 吸附温度/℃ 固定化酶酶活/(U/g) 

1 5 1:1 25 2.04 

2 5 1.5:1 30 2.59 

3 5 2:1 35 2.50 

4 10 1:1 30 4.44 

5 10 1.5:1 25 5.56 

6 10 2:1 35 5.37 

7 15 1:1 35 4.54 

8 15 1.5:1 25 5.28 

9 15 2:1 30 5.19 

K1 7.13 11.02 12.88  

K2 15.37 13.43 12.22  

K3 15.01 13.06 12.41  

R 8.24 2.41 0.66  
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由表 4 可知，方差分析中的极差顺序排列表明各

单因素对氨基树脂固定化酶酶活力大小影响的顺序为

混合酶液浓度＞GOD:CAT＞固定温度，正交优化试验

获得的氨基树脂固定化酶的最佳制备工艺参数为混合

酶液浓度 10%、GOD:CAT=1.5:1、固定温度 25 ℃。

利用该正交试验优化条件制备氨基树脂固定化酶，其

酶活和酶活回收率分别可达 5.59 U/g 和 93.15%。 

2.7  氨基树脂固定化酶制备葡萄糖酸过程的

测定结果 

氨基树脂固定化酶转化完 100 g/L 的葡萄糖需要

23 h，产生54.88 g/L葡萄糖酸和61.04 g/L葡萄糖酸钠，

葡萄糖酸:葡萄糖酸钠可达 0.899:1（m/m）。正交试验

优化后的氨基树脂固定化酶转化 100 g/L 葡萄糖的效

率进一步提高，转化时间较正交试验优化前缩短了 1 h。 

2.8  氨基树脂固定化酶的储存稳定性和使用

重复性 

氨基树脂固定化酶储存稳定性和使用重复性试验

结果见图 5。 

 

 

图 5 氨基树脂固定化酶的储存稳定性（a）和使用重复性（b） 

Fig.5 Stability (a) and repeatability (b) of amino resin 

immobilized enzyme 

由图 5 可知，虽然随着储存时间的延长或使用次

数的增加，氨基树脂固定化酶的酶活逐渐降低。但是

氨基树脂固定化酶储存57 d后仍可保留初始固定化酶

酶活的 50.00%，重复使用 12 次后仍可保留初始固定

化酶酶活的 53.35%。因此，氨基树脂固定化酶具有良

好的储存稳定性和使用重复性。 

3  结论 

分别利用强碱性大孔树脂、氨基树脂、环氧树脂

作为固定化酶载体制备 GOD 和 CAT 固定化酶，并研

究其在低 pH 值葡萄糖酸生产工艺中的应用效果。试

验结果表明，工艺优化后 3 种固定化酶的酶活回收率

均可达 87%左右，并且均可以耐受 pH 值 3.5 的酸性

环境。虽然 3 种固定化酶之间的酶活回收率及耐酸性

无显著差异，但其实际应用效果差异明显。应用效果

试验表明，pH 值 3.5 反应条件下，游离酶在反应进行

过程中完全失活，3 种固定化酶转化 100 g/L 葡萄糖的

效率为：氨基树脂固定化酶（24 h）＞环氧树脂固定

化酶（27 h）＞强碱性大孔树脂固定化酶（40 h）。综

合分析可知，氨基树脂固定化酶葡萄糖酸转化效率高，

酶活损失率低，反应液澄清，是较强碱性大孔树脂、

环氧树脂更理想的固定化酶载体材料。利用正交试验

进一步优化后，氨基树脂固定化酶酶活回收率可达

93.15%，转化 100 g/L 葡萄糖溶液所需时间为 23 h，

反应终产物中葡萄糖酸:葡萄糖酸钠可达 0.899:1

（m/m）。并且，氨基树脂具有良好的使用重复性和储

存稳定性。因此，利用氨基树脂固定化酶可以实现低

pH 值葡萄糖酸的固定化酶法生产，通过该工艺可以获

得葡萄糖酸含量高、杂质少的高品质葡萄糖酸产物，

较目前普遍使用的游离酶法葡萄糖酸生产工艺具有显

著进步。 
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