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摘要 采用吸附方法将蛋白酶固定于活性炭 !大孔树脂和硅胶载体上 分别研究了 种载体蛋白酶固定化效果 酶活性以及对

淀粉加工黄浆废水中蛋白质的水解效果 批次试验结果表明  种载体蛋白酶固定效果分别为 硅胶 1  大孔树脂

1  活性炭 1  酶活性最高时  均为 1 酶活性分别为 1 !1和 1水解后 大孔

树脂和活性炭固定酶的水解产物氨基酸总量分别较水解前增加 1倍和 1倍 产物中检出 种氨基酸 较水解前增加

种 以大孔树脂为载体构建固定化酶反应器进行连续进水试验 结果表明 进水中蛋白质浓度明显影响反应器的水解效果 

当其蛋白质浓度与反应器的酶浓度匹配时 反应器能获得  蛋白质水解率和 1 有机物水解酸化率 挥发性

水解产物组成以乙醇和乙酸为主 分别占 1  1  为乙醇型水解 
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  固定化酶在生物催化反应中 具有防止酶随产

物流失 可反复使用 酶活性损失小等特点 作为新

兴生物催化技术已被应用于食品化工制药等领域 

近年来 国外曾有利用固定化酶处理含酚废水的报

道≈ 酶在废水生物处理中有十分重要的作用 其

中蛋白质 纤维素 多糖等高分子有机物污染物均需

经水解形成水溶性小分子 方可为厌氧菌所利用 水

解酸化往往成为限速阶段≈ 同时水解酶类活性及

稳定性亦受溶液中  电解质浓度 温度等环境因

素影响 以往的厌氧和好氧处理方法都存在水解菌

及酶随水流失和水解菌及酶浓度保持困难等问

题≈ 这都将影响整个厌氧水解酸化及整体工艺处

理的效果 成为粮食加工行业高浓度有机废水处理

负荷低的主要原因之一 因此 保持酶的浓度和稳定

性是维持和提高水解效果的关键所在 玉米加工中

的/黄浆废水0中含有大量蛋白质 其中  为醇溶

蛋白 对这类废水处理一直是个难题≈ 利用固定

化酶处理高浓度有机废水尤其是具有复杂水质的

/黄浆水0鲜见报道 本研究采用物理吸附固定技术

以活性炭 !大孔树脂 !硅胶为载体固定蛋白酶 比较

研究各载体酶的固定效果 !酶活性 !水解效果以及影

响因素 并利用固定酶构建水解反应器对该类废水

进行连续处理 提高有机污染物的可溶性和可降

解性 
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1  材料与方法

1 1  试验材料

蛋白酶 酶活 适宜 1 ∗  适宜温

度  ε ∗  ε 呈粉状 载体 大孔树脂 粒度 1

∗ 1 孔径分布  ∗  密度 1 活

性炭 碘值   粒度  ∗ 目 商品硅胶 1 试

验水样 采自一大型玉米深加工企业的/黄浆废水0 

≤ ⁄  ∗  蛋白质   ∗  

 1 ≥≥   ∗   ⁄ 

∗  蛋白质经酶作用水解 其最终产物

为氨基酸及 ∂ ƒ 水中新增氨基酸的量原液中的

蛋白质的量 ≅  能够反映废水中的蛋白质水解

效果和程度 酸化率∂ ƒ≤ ⁄ ≅   反映有机

污染物的水解程度 

112  分析方法

≤ ⁄的测定 重铬酸钾法 ≥≥重量法 ∂ ƒ 的

测定 气相色谱法 蛋白质的测定 福林法 氨基酸的

测定 甲醛滴定法  采用 2≤ 型数字酸度

计测定 水解液氨基酸定性和定量分析 取水解液

用 1Λ纤维树脂膜过滤分离出氨基酸的水解液

再用 盐酸  ε 水解 后 加水定容 稀

释 倍后 在 液相色谱仪上 用 °

和 ƒ  ≤ 柱前衍生 ≤柱分离 紫外或荧光检测

器检测 以 种氨基酸混合对照品的保留时间定

性 以外标法峰面积定量 色谱条件 ≤柱和保护

柱 流速 检测器条件 荧光检测器 激发波

长  发射波长  1后激发波长

 发射波长  紫外检测器  

后为  酶活性 用甲醛法测定 酶载体在

内水解蛋白质产生氨基酸的量  单位计

为 
≈ 

1 3  试验方法

实验装置如图 所示 

图 1  上流折板式固定化蛋白酶反应器

ƒ  ≥ ∏2  

酶的固定化 分别称取 经处理的活性炭 

大孔树脂和硅胶各 份 分别放入  蛋白酶

含量 溶液中 然后在 摆床上 其

中活性炭振荡 1≈ 大孔树脂振荡 ≈ 硅胶振

荡 ≈1 固定蛋白酶后 载体用去离子水反复冲

洗载体至蛋白质浓度为 或不变时 测定洗出液中

蛋白质含量 批次试验设计 调节原水  为 1 !

1 !1 !1后 各取 份每份 分别与 种

固定化蛋白酶载体混合放入  烧杯中并在

 ε 恒温水浴中反应 分别测定每个反应器中的

蛋白质和酶活性 确定 种载体高酶活性的  值

范围 在 种载体最佳  值范围内向  ε 水浴中

的  个反应器中各加入 原液 分别设定

  × 为 1 !1 !1 !1 !1 !1 !1 !1 !1 !

1对出水中的蛋白质和酶活性进行测定 探求其

随时间的变化规律 固定化蛋白酶动态反应器设计 

反应器有效容积 11 ≅  内置折流板

见图  填加固定化蛋白酶的大孔树脂 装填容

重 1上升流速 1反应温度 

 ε 将0黄浆0废水经计量泵按 1流量进

入反应器 水力停留 1上口流出 测其出水蛋白

质水解率和 ∂ ƒ以及 ∂ ƒ≤ ⁄等 

2  结果与讨论

211  不同载体材料对蛋白酶固定效果

不同载体材料表面特征和酶的带电性 !交换性

能以及两者之间 Ν电位等都影响酶在载体表面的

固定效果 由图 可见大孔树脂 !活性炭和硅胶对蛋

白酶的固定效果 本试验溶液中蛋白酶浓度

1 为 1 种载体固定酶效果以每

个载体 个平行试样的平均酶固定率进行比较 由

图 可见 在  中性条件下蛋白酶固定率 大孔树

脂为 1  活性炭为 1  硅胶最低为

1  呈活性炭  大孔树脂  硅胶 分析原因 

为 时 活性炭与该蛋白酶之间的 Ν电位最小 

活性炭表面孔隙发达 孔径分布较宽 更适于蛋白酶

的表面电性和尺寸 易于产生表面吸附和深层吸附 

大孔树脂表面电性对极性有机分子有一定吸附作

用 另外其表面孔径分布在  ∗ 之间 比表面

较大 都有利于对蛋白质分子的吸附 硅胶由于孔隙

少 孔径过小 难于形成孔隙内部的深层吸附 因此 

固定的酶数量最少 

212  和载体性质对固定化蛋白酶活性的影响

几乎每种固定化酶都有最适的  值范围≈  

实验中将固定化的酶分别放入不同  值的废水
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中  变化范围为 1 ∗ 1 从图 可见 大孔树

脂 !活性炭 !硅胶 种载体最高蛋白酶活性的  值

均为 1 其酶活性分别为 1  !1

和 1但是  种载体的最高酶活

性相差较大 表明 种载体的性质对其酶活性有明

显影响 另外从固定化效果比较来看 活性炭大于

大孔树脂 但是其最高酶活性却呈大孔树脂 活性

炭 硅胶 由此可见载体上酶的固定多少与其酶活

性没有直接关系 从图 分析可见 在 1酶活

性达到最高点之后 硅胶酶活性曲线迅速下降 表明

硅胶2蛋白酶复合体对  更为敏感  最适范围

较窄 

图 2  3 种载体酶固定效果比较

ƒ  ≤ 2

√ 

图 3  πΗ对不同载体酶活性的影响

ƒ  × ∞ √  

由图  可见 当   1 时 其活性对 

较为敏感 大孔树脂固定化酶活性随  变化与硅

胶和活性炭基本一致 其蛋白质水解率随  上升

而迅速增加   1时 活性炭和大孔树脂其酶活

性随  增加而下降 但其下降幅度较硅胶小的多 

仅减少 1 和 1由图 可见 

变化也对活性炭和大孔树脂固定化酶的蛋白质

水解效果产生影响 其中活性炭固定化酶在 1

时对蛋白质水解达到最高为 1  大孔树脂为

1  

图 4  πΗ对大孔树脂和活性炭固定蛋白酶水解的影响

ƒ  ×  2

 √

2 3  反应时间对固定化酶活性及水解效果的影响

在批次酶催化水解反应中 反应体系内的物质

组成发生变化 反应底物不断减少而生成氨基酸不

断增加 从而促使酶活性的变化 由图 可见 活性

图 5  反应时间对活性炭和大孔树脂固定蛋白酶活性的影响

ƒ  × √ 

√2 

炭和大孔树脂固定酶活性分别在 和 1达到最

大 分别为 1和 1在此之

后 酶活性均开始下降 但是 大孔树脂固定的蛋白

酶活性下降得较慢 在反应 时其酶活仍为

1仅比最大少 1 而活性炭

固定的蛋白酶活性在 时 酶活性只有 1 

减少了 1 酶活性损失较大 事实

上 高浓度的有机废水的组成复杂 有多种激活剂和

抑制剂 酶活性的变化规律很难相同于蛋白酶与纯

蛋白质反应的规律 同时底物浓度的减少也是成为

造成酶活性降低的一个因素 另外 从酶活的平均值

来看大孔树脂蛋白酶活性要高于活性炭的蛋白酶活

性 蛋白质在酶作用水解时 先将蛋白质吸附其表

面 然后使蛋白质表面的多肽链解开 活性炭利用其

较大的孔径吸附了大量的酶分子 但却没有更多的

空间吸附蛋白质 使蛋白酶的活性中心不能裸露在

外面与蛋白质充分接触 导致酶活性不高 大孔树脂

虽然对蛋白酶的固定率没有活性炭高 然而 它给废
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水中的蛋白质留有与蛋白酶活性中心足够的接触空

间 反而加快了反应≈ 从图 可以看出 蛋白质水

解率随反应时间不断增加 在水力停留时间为 时

活性炭与大孔树脂固定酶对蛋白质的水解率分别为

1 和 1  在相同时间内大孔树脂固定酶

对高浓度有机废水中的蛋白质水解效果好于活性炭

固定化酶 

图 6  反应时间对活性炭和大孔树脂固定蛋白酶水解的影响

ƒ  ×  

√

214  固定化酶蛋白质水解特征

  玉米黄浆废水所含蛋白质在 1 固定化蛋

白酶作用下水解 后产生氨基酸 其数量和组成与

水解前比较有显著变化 由图 可见 以大孔树脂和

活性炭为载体固定的蛋白酶水解产物氨基酸总量分

别较水解前增加 1和 1倍 从氨基酸组成来

看 水解前仅检出 种氨基酸 水解后产物中检出

种氨基酸 增加 种氨基酸 组氨酸和光氨酸 大

孔树脂和活性炭载体蛋白酶水解氨基酸组成关系趋

势基本相同 其中丙氨酸最高分别为 1  和

1  其次为亮氨酸分别为 1 和 1  

处于中间位置为缬氨酸分别为 1 和 1  蛋

氨酸分别为 1  和 1  苯丙氨酸分别为

1 和 1  赖氨酸相差较少分别为 1 和

1  含量最少的是络氨酸分别为 1  和

1  其他氨基酸均分布在   ∗  之间 总体

来看 废水中蛋白质经过固定酶水解后 其产物中的

氨基酸总量明显增加 氨基酸组份也有所增加 水解

前未检出的组氨酸和光氨酸在水解液中检出 

215  固定化蛋白酶反应器的水解特征

图 7  水解液中氨基酸浓度和组成变化

ƒ  × √

  在反应器设计上重点考虑质量传递规律 三维

结构空间效应对固定化酶催化效果的影响 选择酶

固定率高 活性强 活性损失少的大孔树脂固定化

酶为反应器填料 反应器采用上升式水流 反应器内

置有旋流折板 上升水流与折板和大孔树脂载体相

碰形成涡流和搅动 从而提高水中污染质的分子扩

散 增加酶中心与污染质碰撞和传质效应 另一方

面搅动固定酶载体随水流上升 在反应器折板上着

落形成多层固定酶 使其在反应器中垂直均匀性分

布 试验采用玉米/黄浆水0经稀释 设定不同蛋白质

底物浓度水平 低水平   ∏ 中水

平    ∏和高水平    

 ∏  为 1 每次换水反应器连续运行 观

测每天出水氨基酸浓度变化 了解反应器的水解能

力 由图 可见 其出水氨基酸含量随处理时间延长

均有所增加 但随底物浓度不同而有明显差异 呈底

物浓度越高出水氨基酸浓度越高的趋势 由图 可

见蛋白质水解率的变化 各处理的最高水解率分别
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为        1  其水解速率分别为

1  1  和 1   均呈     的

趋势 表明相对于体系酶浓度水平不变的条件下 底

物浓度的高低对其水解及水解率有明显影响 适当

的  处理底物浓度与体系酶浓度相匹配 其水解效

率最高 而  处理底物浓度过高使酶过饱和而 处

理过低使酶不饱和其结果都将导致水解效率的降

低 

图 8  不同底物浓度条件下的水解

ƒ  × ∏

图 9  不同底物浓度下的水解率

ƒ  ×  

∏

由图 可见 /黄浆0废水中有机物经大孔树脂

固定酶反应器的水解酸化作用 产生大量 ∂ ƒ和醇

类 表明该反应器除蛋白质外对其它有机物依然有

水解酸化作用 可为进一步甲烷化提供挥发性有机

酸 反应器的酸化率最高达到 1  平均为   

且出水  降低不明显 仍然保持在 1 ∗ 1之

间 另外由图 可见 该酸化反应器所产生的水解

产物中以乙醇和乙酸为主 并明显高于丙酸和丁酸 

呈乙醇 乙酸 丁酸 丙酸的结果 分别占挥发性

有机物总量的 1  1  1  1  乙醇

型发酵是充分发挥两相厌氧系统功能最佳发酵类

型≈ 以乙醇和乙酸为主的末端产物有利于产甲烷

相利用和功能的发挥 这些发酵产物作为甲烷菌的

底物 最终降解转化为甲烷和 ≤  这一发酵类型有

利于发挥产甲烷相的处理能力 这在工程中是有实

际应用意义的 

图 10  ς ΦΑ和水解率(ς ΦΑ/ ΧΟ∆)随时间变化特性

ƒ  × ∂ ƒ  ∂ ƒ≤ ⁄ 

图 11  水解液中挥发性有机物的组成

ƒ  × √ 



3  结论

  批次实验中 活性炭蛋白酶的固定率可达到

1  大孔树脂为 1  硅胶只有 1  

在  1条件下 能获得最大酶活性 其中大孔树

脂最高为 1活性炭载体为 1

硅胶仅为 1不同载体酶固定率

多少与酶活性高低没有直接关系 固定酶活性随反

应时间变化 大孔树脂固定酶活性在 1达到最大

为 1活性炭在 达到最大 1

随后 种载体固定酶活性都开始减少 但

是 大孔树脂固定酶在 内损失只有 1 

而活性炭为 1载体对蛋白质的水

解率分别为 1 和 1  综上比较来看大孔

树脂是较为理想的蛋白酶固定载体 

经固定蛋白酶水解后溶液中氨基酸浓度有

显著增加 其中大孔树脂载体增加 1倍 活性炭

载体增加 1 倍 氨基酸种类由  种增加到 
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种 

固定酶载体反应器的水解效果明显受进水

底物浓度的影响 当底物浓度与反应器的酶的浓度

相适应时 能获得  的水解率 1 经 运行出水

氨基酸和水解率并未降低而是有所增加 表明固定

酶载体反应器动态运行过程中的酶活性并未损失 

这与批次试验酶活性随反应时间进行而降低的结果

有所不同 其内在原因有待进一步研究 

经反应器作用 废水中的有机物转化为挥发

性有机酸∂ ƒ 其酸化率最高达到 1  ∂ ƒ

组成以乙醇和乙酸为主 分别占有机酸总量的

1  和 1  丁酸和丙酸分别为 1  和

1  为乙醇型发酵 这有利于被甲烷菌所利用 
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