
110  2019, Vol.40, No.22             食品科学	 ※生物工程

转谷氨酰胺酶的固定化及其在处理 
米糠废水中的应用

裴兴武1，汪  鸿1，高子雯1，袁泰增1，高  明1，姚  凯2，潘明喆1,*，于殿宇1,*
（1.东北农业大学食品学院，黑龙江 哈尔滨 150030；2.湖北天星粮油股份有限公司，湖北 随州 441300）

摘  要：制备醋酸纤维素-聚丙烯复合膜，并将转谷氨酰胺酶（transglutaminase，MTG）固定在膜上，制得了固定

化MTG酶膜，测得其酶活为17.6 U/g。然后将酶膜固定在不锈钢网框上，并将其悬挂在烧杯中，用来处理米糠废水

中的蛋白质。利用单因素试验，分别考察物料温度、物料pH值、转子转速以及酶膜面积对蛋白质聚合率的影响，

并在单因素试验基础上，利用响应面试验优化，得到最佳聚合条件为物料温度43 ℃、pH 6.6、转子转速124 r/min、
酶膜面积与底物含量比例为80∶1（cm2/g）、反应时间1.8 h，蛋白质聚合率为70%。固定化酶膜在使用5 次后，相对

酶活力仍保持在74.3%以上，为连续聚合米糠废水中的蛋白质以及保留营养物质提供理论基础。
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Immobilization of Transglutaminase and Its Application in the Treatment of Rice Bran Wastewater
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Abstract: In this study, cellulose acetate-polypropylene composite membrane was prepared, and microbial transglutaminase 
(MTG) was immobilized onto the membrane, yielding an MTG-immobilized membrane, whose enzymatic activity was 
determined to be 17.6 U/g. Then the enzyme-loaded membrane was fixed on a stainless steel mesh frame and suspended 
in a beaker in order to use it to treat protein in rice bran wastewater. The effects of material temperature, material pH, rotor 
speed and enzyme-loaded membrane area on protein polymerization rate were investigated by one-factor-at-a-time method. 
Furthermore, using response surface optimization, the optimum polymerization conditions were obtained as follows: material 
temperature 43 ℃, pH 6.6, rotor speed 124 r/min, ratio between enzyme-loaded membrane area and substrate amount  
80:1 (cm2/g), and reaction time 1.8 h. Under these conditions, protein polymerization rate was 70%. The enzyme-
immobilized membrane remained above 74.3% of the original activity after its fifth repeated use. This study provides a 
theoretical basis for the continuous polymerization of proteins in rice bran wastewater and the retention of nutrients.
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米糠是稻谷碾米加工过程中的主要副产物，约占整

个糙米产量的8%～10%，我国年产米糠1 000万 t以上[1]。

国内外研究表明米糠是最具开发潜力的一种高附加值的

资源，它不仅有高含量的脂肪和蛋白质，而且还含有抗

微生物、抗癌和其他能促进健康的功能物质[2]，如膳食

纤维、维生素谷维素、矿物质、植酸、蛋白酶抑制剂、

α-淀粉酶抑制剂、丹宁等。米糠中蛋白质质量分数为

12%～15%[3]，其中赖氨酸含量比米胚乳中高，也比其他

谷物米糠蛋白中的含量高。米糠蛋白的效价比为2.0～2.5
（酪蛋白为2.5）[4]，蛋白消化率达90%，且米糠蛋白是

低过敏性蛋白，是唯一可以免于过敏实验的谷物蛋白。

因而，米糠蛋白被认为是一种理想的婴儿食品原料，并

将其添加到对一些食物过敏的儿童膳食中 [5-7]。虽然米

糠的营养和药理特性已被广泛认可，但目前米糠浓缩蛋

白和分离蛋白并没有商品化，主要原因是米糠蛋白溶解 

性差[7-8]。因而，如何提高米糠蛋白的溶出得率和改善其

功能特性，成为国内外研究热点。近年来，我国提取米

糠蛋白的工作已在不少地区得到大规模开展。在米糠蛋

白的生产中，会排放出大量米糠废水，采用传统的废水

处理工艺对米糠废水的处理会使废水中含有的多种营养

物质被浪费。

转谷氨酰胺酶（蛋白质-谷氨酰胺-γ-谷氨酰胺基转移

酶，MTG；EC2.3.2.13）是一种能催化转酰基反应，催

化蛋白质中赖氨酸上的ε-氨基和谷氨酸上的γ-羟酰胺基之

间的结合反应，从而导致蛋白质（或多肽）之间发生共

价交联形成共价化合物的聚合酶[9-11]，所以它可催化蛋白

质中多肽发生酰基转移反应，从而使米糠废水中蛋白分

离出来[12]。经MTG交联形成的米糠蛋白聚合物具有良好

的水溶性[13]、乳化性以及稳定性[14]而广泛应用在食品行

业，它一方面改善食品的物性，另一方面优化食品的质

构和感官。Clare等[15]在花生蛋白粉中加入MTG，促使花

生蛋白发生交联，使蛋白溶解性得到改善，从而有利于

消化吸收。刘颖等[16]利用MTG研究大豆11S球蛋白聚合

效果，发现改善了聚合前的稳定性，从37.78%提高到了

79.28%。在研究过程中发现，游离酶在高温、过酸和过

碱条件下容易变性失活，并且在实际生产中难以回收。

酶的固定化技术很好的解决了很多问题，例如使酶的最

适温度范围变宽，它也可以将酶从反应产物中分离，提

高重复使用性，从而提高反应效率[17-19]。

分离膜不仅能够对气体、有机物、各类生物制剂等

进行有效的分离、浓缩和纯化，而且还能作为固定化酶的

载体，实现酶的膜固定化[20-21]。醋酸纤维素-聚丙烯复合

膜具备良好的疏水性、吸附性以及化学稳定性等优点[22]， 

并且能将酶的催化特性和膜的优良分离性能有机地结合

起来，构成酶膜生物反应器[23]，在工业生产中被广泛使

用。Merz等[24]使用蛋白水解酶制剂Flavourzyme®在酶膜

反应器中进行了原始食品级连续长期水解过程，在反应

器中酶被重复使用，与参考批处理相比，酶生产率提高

了450%。Baldassarre等[25]利用连续膜酶生物反应器将洋

葱皮酶解成果胶低聚糖，研究其水解性能，取得了良好

的水解效果。Hang Hua等[26]研究酶膜反应器与纳米过滤

膜系统相结合，研究菊粉转化的高浓度DFA III，结果

表明，EMR与NF膜结合的体系包含5 L的溶液体积，超

滤和纳米过滤膜的分子质量截止值为5 kDa和150 Da，
DFA III质量浓度增加至约400 g/L。该系统可以提供稳定

的操作并且可以持续运行8 次，可以满足工业化生产。

本实验通过制备醋酸纤维素-聚丙烯复合膜，并将转

谷氨酰胺酶进行膜固定化，依据最佳条件制得固定化转

谷氨酰胺酶膜，对固定化酶膜进行表征分析。并且通过

将制备好的固定化转谷氨酰胺酶膜固定在不锈钢网框上

悬挂于烧杯中用来聚合米糠废水中的蛋白质。在一定转

速条件下，利用响应面确定物料温度、物料pH值、转子

转速、酶膜面积与底物含量的比例和反应时间等最佳条

件，并以蛋白聚合率为指标，研究固定化转谷氨酰胺酶

催化米糠废水中米糠蛋白聚合率的影响，为连续化保留

米糠废水中的蛋白提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

米糠废水（蛋白质质量浓度0.51%） 湖北天星粮

油股份有限公司；微生物转谷氨酰胺酶 上海一鸣生

物科技有限责任公司；N-α-CBZ-Gln-Gly 美国Sigma
公司；醋酸纤维素  北京惠宝联化科技有限公司；

聚丙烯膜（孔径0.1 μm） 郑州华膜水处理器材有限 

公司；丙酮 河南富达化工产品有限公司；三氯乙酸、

FeCl3·6H2O 威海恒邦化工公司；L-谷氨酸γ-单羟肟酸 

深圳市迪肯科技有限公司。

1.2 仪器与设备

UV-260紫外分光光度计 上海元析仪器有限公司；

80-2高速离心机 上海浦东物理光学仪器厂；DF-1磁力

加热搅拌器 江苏金坛市环宇科学仪器厂；SY-2-4恒温

水浴锅 天津市欧诺仪器仪表有限公司；ZK-82B真空

干燥箱 上海实验仪器总厂；SHB-III T循环水式多用真

空泵 郑州长城科工贸有限公司；PHS-3C精密酸度计 

瑞士梅特勒-托利多仪器有限公司；S-3400N扫描电子显

微镜 日本Hitachi公司。

1.3 方法

1.3.1 醋酸纤维素-聚丙烯复合膜的制备

准确称取10 g醋酸纤维素充分溶解于200 mL丙酮

中，等到一定时间形成均匀成型的膜液之后，再将聚乙

烯缓慢放到膜液当中，等到其自然成膜，然后用大量去

离子水冲洗数次干燥备用[27]。
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1.3.2 转谷氨酰胺酶的固定化

采用吸附与交联相结合的固定化方法，取一定规

格的醋酸纤维素-聚丙烯复合膜于烧杯中，加入质量浓

度15 mg/mL的转谷氨酰胺酶液和pH 6.0的磷酸盐缓冲液

中，吸附3 h。再加入质量浓度0.3 g/100 mL的戊二醛进行

交联反应，4 h后将膜取出，用磷酸盐缓冲溶液冲洗除去

多余的酶液并干燥[28]，并将干燥好的固定化酶膜固定在

不锈钢网框上，浸入磷酸盐缓冲液中贮存备用。

1.3.3 扫描电镜分析

采用扫描电镜（放大倍数为5 000）分别对空白膜和酶

固定化后的膜进行表面结构特征检测，然后进行比较。

1.3.4 固定化酶膜处理米糠废水单因素试验

将固定好酶膜的网框悬挂在1 000 mL的烧杯中，

约在离杯口1/3处，将米糠废水通入到烧杯中，在磁力

搅拌的作用下与酶膜充分接触2 h。分别选取物料温度

34～50 ℃，物料pH 5.5～7.5，转子转速95～155 r/min，
酶膜面积与底物含量比例76∶1～84∶1（cm2/g），反应时

间0.5～2.5 h研究对酶解效果的影响，测定不同条件聚合

前后的米糠废水的蛋白质含量，以蛋白聚合率为指标，

每组实验平均做3 次。

1.3.5 响应面优化试验

依据1.3.4节单因素试验结果，在此基础上采用Box-
Behnken模型，分别对物料温度（A）、物料pH值（B）、

转子转速（C）、酶膜面积与底物含量比例（D）和反应

时间（E）5 个因素进行优化，并以蛋白聚合率（Y）为响

应值进行响应面分析，响应面试验因素与水平见表1。

表 1 响应面试验因素与水平 

Table 1 Coded values and corresponding actual values of independent 

variables used in response surface analysis

水平

因素

A物料
温度/℃ B物料pH C转子转速/

（r/min）
D膜面积/底物
含量（cm2/g）

E反应
时间/h

－1 38 6 110 78 1
0 42 6.5 125 80 1.5
1 46 7 140 82 2

1.3.6 固定化酶膜重复使用次数

在响应面最佳条件下进行反应，在每一次使用结束

后取一部分酶膜进行酶活力测定，考察重复使用次数对

酶膜相对酶活力的影响。

1.3.7 测定方法

1.3.7.1 载酶量测定

转谷氨酰胺酶载酶量测定采用GB 5009.5—2016《食

品中蛋白质的测定》中的凯氏定氮法[29]。

采用凯氏定氮法分别测定固定化前后的醋酸纤维

素-聚丙烯复合膜的蛋白质含量，以及清洗固定化酶膜

所用磷酸盐缓冲溶液中的蛋白含量。根据公式（1）计

算载酶量：

/%
C0 C V Cw Vw

W 100 （1）

式中： C 0为固定化之前酶溶液中蛋白质量浓 

度/（mg/mL）；C为固定化之后酶溶液中蛋白质量浓 

度/（mg/mL）；Cw为冲洗固定化酶膜之后，所用磷酸盐缓

冲溶液中的蛋白质量浓度/（mg/mL）；V为固定化实验所

用酶溶液体积/mL；Vw为冲洗固定化酶膜之后，所用磷酸

盐缓冲溶液体积/mL；W为浸入酶溶液中的膜面积/cm2。

1.3.7.2 酶活力测定

采用Folk等 [30]的分光异羟肟酸分析法进行测定。

一个酶活力单位表示为：37 ℃时1 min催化1 μmol N-α-
CBZ-Gln-Gly生成单羟肟酸所消耗酶量，单位为U/g。相

对酶活力：每组中所测酶活力与该组中测得的最高酶活

力二者的相对百分比表示。

1.3.7.3 蛋白质含量测定

采用GB 5009.5—2016中的凯氏定氮法测定。

1.3.7.4 蛋白质聚合率测定

废水处理前蛋白质质量浓度记为C1/（mg/mL），废

水处理后蛋白质质量浓度记为C2/（mg/mL），并利用公 

式（2）计算蛋白质聚合率：

/%
C1 C2

C1

100 （2）

1.3.7.5 酶膜面积的计算

根据预实验，需添加酶与蛋白比为1.1 U/g，酶膜经

裁剪为长方形形状，并且根据公式（3）计算酶膜面积：

S
1.1 0.51% V

A 103 B
	 （3）

式中：S为酶膜面积/cm2；V为废水样体积/mL；A为酶

膜的酶活/（U/g）；B为酶膜单位面积载酶量/（mg/cm2）。

1.3.7.6 其他成分测定

化学需氧量（chemical oxygen demand，COD）

测定：采用C r法测定废水中C O D值；生化需氧量

（biochemical oxygen demand，BOD）测定：根据测定的

COD值，采用稀释接种法测定废水中BOD值。

1.4 数据处理

单因素试验数据处理用Origin 2017软件来整理与分

析，用SPSS 17.0进行单因素方差分析，响应面用Design-
Expert 8.0.6软件分析。

2 结果与分析

2.1 酶膜的酶载量以及酶活力

依据1.3.7节中相关酶载量以及酶活力测定的方法，

测得单位面积酶载量为0.81 mg/cm2，酶活力为17.6 U/g。
固定化酶的活力相较于游离酶的活力有所降低，主要是

因为固定化过程会损伤一定的酶活。
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2.2 酶膜的扫描电镜

分别对制得的空白膜及固定化转谷氨酰胺酶膜做扫

描电镜，结果如图1所示。

10.0 µm5.00 kV 5.00 k 10.0 µm5.00 kV 5.00 k

                            a.空白膜                          b.固定化MTG酶的膜

图 1 微孔膜和固定化酶膜电镜扫描图

Fig. 1 Scanning electron microscopy images of microporous membrane 

and enzyme-immobilized membrane 

从图1a可以看出，空白醋酸纤维素-聚丙烯复合膜呈

现纤维状，纤维相互错乱交叉，排列不规则，但表面很

平整光滑、致密、均匀，代表稳定性好[28]。从图1b可看

出，此时酶蛋白固定化后的膜表面由于交联了蛋白的基

团，存在一些颗粒或团状的物体而显得有些粗糙，而且

这些颗粒大小不一，形状各异，附着在纤维表面，并且

纤维表面大部分被酶覆盖[31]。可以说明MTG已经固定在

醋酸纤维素-聚丙烯复合膜上。 
2.3 酶膜处理米糠废水的单因素试验

将固定有酶膜的网框悬挂在烧杯中，控制米糠废水

的反应pH 6.5、转子转速125 r/min、酶膜面积与底物含量

比例80∶1（cm2/g）、反应时间1.5 h。
2.3.1 物料温度对蛋白聚合率的影响
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图 2 物料温度对蛋白质聚合率的影响

Fig. 2 Effect of material temperature on protein polymerization rate

由图2可知，蛋白聚合率随温度变化的趋势为先

快速增高后趋于平稳。当物料温度小于42 ℃时，蛋白

聚合率很明显地随物料温度的升高而升高，说明酶膜

活性随温度的升高不断增强，与废水中的蛋白充分聚

合，从而分离下来。但物料温度升至42 ℃时蛋白聚合

率达到65%，温度继续升高蛋白聚合率趋势稳定，并

没有显著变化，可能是此时的蛋白发生变性 [32]，蛋白

聚合率变化趋势不明显。因此本实验把物料温度确定

在42 ℃左右。

2.3.2 物料pH值对蛋白聚合率的影响
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图 3 物料pH值对蛋白质聚合率的影响

Fig. 3 Effect of material pH on protein polymerization rate

由图3可知，蛋白聚合率随pH值的升高呈现先增大

后减小的趋势。当pH值为5.5～6.5之间时蛋白聚合率

随pH值的升高而升高，pH值为6.5时蛋白聚合率最高达

68%，而当pH值继续升高，蛋白聚合率下降。由此可

见，在强酸、强碱性条件下会破坏酶的活性位点，从而

使酶失活[33]，不利于酶膜发挥聚合作用，对米糠蛋白的

聚合效果较差。从而得知酶膜的最佳反应pH值在中性条

件附近，所以选取pH值在6.5左右。

2.3.3 转子转速对蛋白聚合率的影响

58
95 110 155140125

62

60

70

64

66

68/%

/ r/min

图 4 转子转速对蛋白质聚合率的影响

Fig. 4 Effect of rotor speed on protein polymerization rate

由图4可知，当调节转子转速时，蛋白聚合率呈现先

较上升后下降的趋势。当调节转速在95～125 r/min时，

蛋白聚合率随转子转速的增大而增大，因为适当的搅拌

效果可以使废水中的蛋白与酶膜充分接触，从而提高聚

合率。当转子转速大于125 r/min时，随着转子转速的增

大，蛋白聚合率反而下降，强力的搅拌使得废水中的

蛋还未与酶膜充分接触聚合，从而造成聚合率降低。所

以，将转子转速确定在125 r/min附近。

2.3.4 酶膜面积与底物含量比例对蛋白聚合率的影响

由图5可知，蛋白质聚合率随其比例的增大呈现先

增加后趋于平稳的趋势。当比例小于80∶1 （cm2/g）
时，随着酶膜面积的增大，会提供更多的聚合位点聚合

废水中的蛋白质，蛋白质聚合率相应地提高。当比例大 

于80∶1（cm2/g）时，此时废水中的蛋白质含量一定，

过多的酶膜面积起不到聚合蛋白质的作用，从而造成

酶膜的浪费。所以，选择酶膜面积与底物含量比例 

在80∶1（cm2/g）左右。
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图 5 酶膜面积与底物含量的比例对蛋白质聚合率的影响

Fig. 5 Effect of ratio between enzyme-loaded membrane area and 

substrate amount on protein polymerization rate

2.3.5 反应时间对蛋白聚合率的影响
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图 6 反应时间对蛋白质聚合率的影响

Fig. 6 Effect of reaction time on protein polymerization rate

由图6可知，蛋白质聚合率随反应时间的增大呈现

先增加后趋于稳定的趋势。当反应时间在1.5 h之前，因

为反应未达到充分，样品中蛋白并没有被全部聚合，所

以出现随时间延长而增大的现象。当反应时间在1.5 h之
后，样品中蛋白被聚合完全，蛋白聚合率趋于平稳，继

续增大反应时间并不能取得更好的效果，所以，选取反

应时间在1.5 h左右。

2.4 响应面试验优化

2.4.1 响应面试验设计与结果

通过Design-Expert 8.0.6软件设计设定A（物料温度）、

B（物料pH）、C（转子转速）、D（酶膜面积与底物含

量比例）、E（反应时间）分别是影响因素，Y（蛋白聚合

率）为响应值得到5因素3水平设计与结果，如表2所示。

表 2 响应面试验设计与结果

Table 2 Experimental design in terms of coded values with results for 

response surface analysis

试验号
A物料
温度

B物料
pH C转子转速

D酶膜面积/
底物含量

E反应
时间

Y蛋白质
聚合率/%

1 1 0 0 0 1 67.5
2 0 1 0 0 －1 67.2
3 0 0 1 0 1 65.0
4 －1 0 0 1 0 63.9
5 0 0 0 1 1 67.5
6 1 1 0 0 0 66.2
7 0 －1 0 1 0 61.3
8 0 0 0 －1 1 66.1

试验号
A物料
温度

B物料
pH C转子转速

D酶膜面积/
底物含量

E反应
时间

Y蛋白质
聚合率/%

9 0 0 －1 －1 0 62.2
10 0 0 －1 1 0 65.4
11 0 0 1 0 －1 64.0
12 0 0 0 0 0 69.4
13 0 0 0 0 0 69.1
14 0 0 0 －1 －1 63.6
15 0 0 0 0 0 69.5
16 0 －1 －1 0 0 68.7
17 0 －1 0 －1 0 60.5
18 －1 1 0 0 0 64.5
19 0 0 0 0 0 69.3
20 －1 0 0 0 1 63.8
21 －1 0 0 0 －1 64.0
22 －1 0 1 0 0 59.0
23 －1 0 －1 0 0 64.4
24 －1 0 0 －1 0 57.7
25 0 1 1 0 0 67.8
26 1 0 －1 0 0 65.5
27 0 0 －1 0 －1 66.9
28 0 0 0 1 －1 65.7
29 0 0 0 0 0 69.8
30 0 －1 1 0 0 57.5
31 1 0 0 0 －1 65.8
32 0 1 0 －1 0 63.4
33 0 －1 0 0 －1 63.0
34 0 0 1 1 0 62.6
35 0 0 1 －1 0 61.4
36 0 0 0 0 0 69.0
37 1 0 1 0 0 64.5
38 －1 －1 0 0 0 59.2
39 1 －1 0 0 0 63.5
40 0 1 0 0 1 67.9
41 0 1 －1 0 0 63.0
42 1 0 0 －1 0 64.8
43 0 －1 0 0 1 65.4
44 0 1 0 1 0 67.1
45 1 0 0 1 0 63.8
46 0 0 －1 0 1 68.2

2.4.2 模型方差与分析

利用Design Expert 8.0.6软件对2.4.1节中实验结果进

行方差分析，得到回归线方程为：

Y=69.35＋1.57A＋1.75B－1.41C＋1.10D＋1.70E－
0.65AB＋1.10AC－1.80AD＋0.48AE＋4.00BC＋0.72BD－

0.43BE－0.50CD－0.075CE－0.17DE－3.36A2－2.69B2－

2.70C2－3.46D2－0.57E2

由表3可知，回归模型中以蛋白聚合率为响应值的F
值为71.05，P＜0.000 1，表明在利用回归方程描述各因素

与响应值之间的关系时，因变量与所有自变量之间的线性

关系显著，说明得到的回归方程可靠[34]。通过方差分析失

拟项大于0.05，表明此差异不显著，说明回归区域内拟合

良好，该模型选择正确。多元相关系数R2=98.27%＞0.8， 

续表2
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表明在此模型中各个因素和响应值之间相关性好[35]，可以

通过此模型分析和预测蛋白聚合率。

表 3 回归模型的方差分析

Table 3 Analysis of variance of regression model

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值
模型 437.17 20 21.86 71.05 ＜0.000 1**

A物料温度 39.38 1 39.38 127.98 ＜0.000 1**
B物料pH值 49.00 1 49.00 159.26 ＜0.000 1**
C转子转速 31.64 1 31.64 102.84 ＜0.000 1**

D膜面积/底物含量 19.36 1 19.36 62.93 ＜0.000 1**
E反应时间 7.84 1 7.84 25.48 ＜0.000 1**

AB 1.69 1 1.69 5.49 0.027 3*

AC 4.84 1 4.84 15.73 0.000 5*

AD 12.96 1 12.96 42.12 ＜0.000 1**
AE 0.90 1 0.90 2.93 0.099 1

BC 64.00 1 64.00 208.02 ＜0.000 1**
BD 2.10 1 2.10 6.83 0.014 9*

BE 0.72 1 0.72 2.35 0.138 0

CD 1.00 1 1.00 3.25 0.083 5

CE 0.022 1 0.022 0.073 0.789 1

DE 0.12 1 0.12 0.40 0.533 8

A2 98.80 1 98.80 321.12 ＜0.000 1**
B2 63.13 1 63.13 205.20 ＜0.000 1**
C2 63.52 1 63.52 206.47 ＜0.000 1**
D2 104.25 1 104.25 338.85 ＜0.000 1**
E2 2.86 1 2.86 9.31 0.005 3

回归 7.69 25 0.31
失拟项 7.28 20 0.36 4.38 0.054 2
纯误差 0.42 5 0.083
总回归 444.86 45

注：*.差异显著（P＜0.05）；**.差异极显著（P＜0.01）。

2.4.3 交互参数的等高线图
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图 7 交互参数对蛋白质聚合率的影响

Fig. 7 Response surface plots showing the interactive effect of various 

parameters on protein polymerization rate
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交互项的交互曲线越陡，表明越显著，并且形成的

曲面为较为规则的形态[36]。由图7可知，物料温度、物

料pH值、转子转速、酶膜面积与底物含量的比例以及反

应时间5 个变量在交互时，控制3 个变量恒定，随着其

他2 个变量的增加，呈现先上升后下降的趋势。在交互

结果中，AD、BC显示极显著，AB、AC、BD显著，即

物料温度和酶膜面积与底物含量的比例、物料pH值和转

子转速之间交互极显著，而物料温度和物料pH值、物料

温度和转子转速、物料pH值和酶膜面积与底物含量的比

例之间交互显著。通过响应面设计优化得到最佳条件为

物料温度42.9 ℃、物料pH 6.60、转子转速123.7 r/min、
酶膜面积与底物含量的比例80.23∶1（cm2/g）、反应时

间1.81 h，在此条件下得到蛋白质聚合率为70.1%。根据

实际情况得出整理值，整理值为物料温度43 ℃、物料

pH 6.6、转子转速124 r/min、酶膜面积与底物含量的比

例80∶1（cm2/g）、反应时间1.8 h。在此整理条件下，做

3 次平行试验，蛋白质聚合率平均值为70%，进一步说明

此回归模型建立良好，与实际值相吻合，可以用来分析

和预测蛋白质聚合率。

2.5 酶膜的重复使用次数

在2.4节响应面优化最佳条件下考察重复使用次数对

固定化酶膜的相对酶活力的影响，如图8所示。
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图 8 酶膜的相对酶活力随使用次数变化

Fig. 8 Change in relative enzymatic activity of enzyme-loaded 

membrane after repeated use

由图8可知，酶膜的相对酶活力呈现随操作次数

的增加而降低的趋势，经10 次使用后，相对酶活力为

51.5%。这可能是由于随着操作次数的增加，酶膜受到一

定程度的机械损伤，致使相对酶活力降低。部分破损、

部分固定化酶脱落等现象的出现，也会降低固定化酶的

活性。酶本身的失活和酶活力低也会致使固定化酶活力

降低。但在图中可以看出，酶膜在重复使用5 次后，相对

酶活力仍可保持在74.3%以上。

2.6 主要指标对比

表 4 米糠废水处理前后成分含量对比

Table 4 Comparison of protein content, COD and BOD of rice bran 

wastewater before and after treatment with MTG-loaded membrane

指标 蛋白质质量分数/% COD值/（mg/L） BOD值/（mg/L）
处理前 0.51 17 983 11 084
处理后 0.15 3 859 1 982

米糠废水中主要指标在处理前后有一定的变化，成

分变化如表4所示。处理后比处理前蛋白质、COD值和

BOD值各个指标均有相对显著幅度的下降，表明此次实

验良好，利用醋酸纤维素-聚丙烯膜固定转谷氨酰胺酶对

米糠废水中蛋白的聚合起到了良好的效果。

3 结 论

本实验首先制备了醋酸纤维素-聚丙烯复合膜，将

转谷氨酰胺酶固定在复合膜上，制得了固定化转谷氨酰

胺酶膜，其单位面积酶载量为0.81 mg/cm2，并对酶膜

进行表征分析。然后将酶膜固定在网框上并悬挂于烧杯

中，用来聚合米糠废水中的蛋白质，以米糠废水中的蛋

白质聚合率为指标，分别考察物料温度、物料pH值、转

子转速以及酶膜面积对蛋白质聚合率的影响，并利用响

应面对各个条件进行优化，得到最佳条件。在物料温度

43 ℃、pH 6.6、转子转速124 r/min、酶膜面积与底物含量

比例80∶1（cm2/g）、反应时间1.8 h条件下，蛋白质聚合

率可达70%，表明本实验有效保留了米糠废水中的蛋白

质含量，相应米糠废水中相关指标也有所降低：COD值

为3 859 mg/L，BOD为1 982 mg/L。与此同时，对酶膜

重复使用性进行了实验，在使用5 次后，酶膜的相对酶

活力为74.3%。本实验为之后利用酶膜降低米糠废水中

蛋白质含量从而保留更多营养物质提供一定的研究基础

和理论依据。
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