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尺寸可控的固定化漆酶-介体凝胶小球微反应器的制备和性能评价 
黄文光    孙洪飞    张淑娟* 

(污染控制与资源化研究国家重点实验室  南京大学环境学院  南京 210023) 

摘要  首次利用漆酶-乙酰丙酮(AA)-过硫酸钾组成的复合引发体系在室温水相中引发丙烯酰胺的聚合, 采用滴球法将

上述反应液滴入硫酸铜溶液, 利用铜离子与壳聚糖的络合交联反应制备得到尺寸可控的核壳结构小球. 小球内部发生

自由基聚合反应, 将漆酶-AA 同步固定于新生成的具有三维网络结构的水凝胶中. 微反应器小球的形貌和内部孔道结

构通过扫描电镜和氮气吸附实验进行了表征. 该固定化漆酶-介体小球微反应器相比于游离漆酶表现出更高的 pH 稳定

性和耐热性. 得益于固定化AA的介导作用, 漆酶的可重复使用性能得到显著提升, 降解孔雀石绿的有效循环批次较游

离漆酶-介体体系延长了 3 倍, 为降低漆酶在实际废水处理中的成本、削减游离介体带来的二次污染提供了一条有效途

径.  
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Facile Synthesis and Evaluation of Size-tunable Immobilized  
Laccase-mediator Microreactor 

Huang, Wenguang    Sun, Hongfei    Zhang, Shujuan* 
(State Key Laboratory of Pollution Control and Resource Reuse, School of the Environment, Nanjing University, Nanjing 

210023) 

Abstract  A series of immobilized laccase-mediator microreactor (LMMR) was prepared in a one-pot process by simulta-
neously immobilizing Trametes versicolor laccase and acetylacetone (AA) into size-tunable chitosan copper-polyacrylamide 
hydrogel beads. The polymerization was induced by a laccase-AA-persulfate ternary initiating system and was finished with-
in the chitosan beads at room temperature. The preparation conditions for the LMMR were optimized by an orthogonal array 
design. The method developed in this work, for the first time, realized the co-immobilization of laccase and mediator in mi-
croreactors of tunable size and mechanic strength. Experimental results from scanning electron microscopy and nitrogen ad-
sorption-desorption analysis indicate that the resulting LMMR had a core-shell structure. Chitosan copper served as the me-
chanical shell, whereas polyacrylamide hydrogel was the core of three-dimensional network. Throughout the hydrogel beads, 
there were abundant mesopores of size in the range of 2～8 nm. The microreactor beads could endure a 20 N pressure in the 
axial direction, ensuring the structural integrity in the practical application in wastewater. The loading efficiency of laccase in 
the microreactor reached up to 93.5%. As compared with the free laccase, the LMMR showed better storage stability and 
higher tolerance to changes in solution pH and temperature. In the enzymatic conversion of malachite green (MG), benefited 
from the mediation effect of the immobilized AA, the LMMR still worked after 17 cycling runs (12 h for each cycle), which 
was 3-fold longer than that of a free laccase-mediator system. The successful recovery of both laccase and mediator is prom-
ising to reduce the cost for the application of laccase in wastewater treatment and might be helpful to cut down the secondary 
pollution from free laccase mediators. These results demonstrate that this novel one-pot synthesis was a useful strategy in the 
immobilization of laccase. The LMMR has a great potential in large-scale application for dyeing effluent treatment.  
Keywords  laccase; mediator; acetylacetone; microreactor; malachite green 

   
1  引言 

孔雀石绿是一种有毒的三苯甲烷类化合物, 既是染

料, 也是杀菌剂, 被广泛应用于纺织印染和水产养殖, 

具有潜在的致癌、致畸、致突变的作用[1]. 因此, 开发经

济有效的孔雀石绿废水处理方法具有重要的环境意义. 

目前针对孔雀石绿废水的处理方法主要有物理法和化

学法两大类, 如吸附[1]和化学氧化法[2～4]. 然而, 这些方

法普遍存在操作条件苛刻或处理效果不理想的问题, 甚

至会出现二次污染.  

漆酶是一种绿色环保的生物催化剂, 可有效降解包

括孔雀石绿在内的多种人工合成染料[5,6]. 然而, 由于其

良好的水溶性, 游离漆酶在实际应用中存在稳定性差和

难回收的问题[7]. 固定化可有效减少漆酶的损失, 同时

能提高漆酶的稳定性, 包括 pH 稳定性和热稳定性等. 
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在众多的固定化方法中, 凝胶包埋法由于其固定过程相

对温和, 对漆酶结构的破坏较小而得到了广泛应用[8]. 

例如, 海藻酸钙凝胶和壳聚糖铜凝胶都已被用于固定漆

酶[9]. 固定后的漆酶也表现出了良好的化学稳定性. 然

而, 凝胶包埋法也存在一些不足. 首先, 作为一种经典

的后装载包埋方式, 它的前提条件是酶分子能够顺利扩

散到已经聚合生成的凝胶网络载体的内部[10]. 事实上, 

在扩散过程中, 酶活会发生不可避免的损失[11]. 除此之

外, 为了避免包埋进去的酶再次泄露出来, 往往需要添

加一些交联剂(比如常用的戊二醛[12])到酶液中形成交联

酶或者酶-载体交联物. 这种基于共价结合的交联在阻

止酶泄露方面确实发挥了作用, 但是同时对酶的结构具

有负面影响[13].  

一般而言, 漆酶只能催化氧化一些还原电势较低的

酚类和芳香胺类物质. 介体的存在可以拓宽漆酶作用底

物的范围[14]. 本课题组之前的研究表明: (1)游离乙酰丙

酮(AA)可以作为漆酶的介体, 促进孔雀石绿的催化氧  

化[15]； (2)固定于壳聚糖-聚丙烯酰胺凝胶中的 AA 仍然

具备介导漆酶催化氧化的功能[16]. 以此为基础, 本课题

组发明了一种利用漆酶-AA 作为引发体系合成固定化

漆酶-介体体系的方法[16]. 该固定化方法利用漆酶-AA

产生的自由基引发聚合反应实现其自身的固定化, 有效

解决了游离介体成本高、无法重复使用且易导致二次污

染的问题. 但是, 这一固定化方法需要较高的引发温   

度[16], 在合成过程中容易导致漆酶的热失活, 而且所合

成的凝胶为块状结构、机械强度低, 在实际应用中存在

难回收、易破碎的缺点. 同时, 因为凝胶的粘性较大, 降

解后的产物易沉积在凝胶表面堵塞凝胶孔道.  

针对上述问题, 本工作首次利用漆酶-AA-过硫酸

钾(KPS)组成的复合引发体系在室温水相中引发丙烯酰

胺的聚合. 在合成过程中采用滴球法将反应液滴入硫酸

铜溶液中, 利用铜离子与壳聚糖的络合交联反应制备得

到尺寸可控的核壳结构小球. 小球内部发生自由基聚合

反应, 将漆酶-介体同步固定于新生成的具有三维网络

结构的水凝胶中. 合成完毕的水凝胶小球即完备的漆 

酶-介体微反应器, 可发挥漆酶和介体的协同作用进行

污染物的酶促转化. 除制备条件的优化外, 本工作对漆

酶-介体微反应器的结构进行了系统的表征, 并以孔雀

石绿为模型污染物考察了其酶促催化转化性能.  

2  结果与讨论 

2.1  漆酶-介体微反应器的制备 

相比于传统的先合成固定化材料再将漆酶载入材

料中的后固定酶法, 本工作采用了同步合成载体和固定

漆酶-介体的凝胶包埋法. 由于核壳结构的形成, 无需

另外添加交联剂以防止酶的泄露, 从而避免了后交联过

程对酶结构的破坏, 载酶率[17]高达93.5%. 固定化漆酶-

介体微反应器小球(LMMR)的制备过程见图 1.  

 

图 1  固定化漆酶-介体微反应器的制备示意图 
Figure 1  Schematic illustration of the one-pot process for the prepara-
tion of laccase-mediator microreactor (LMMR) 

从应用的角度考虑, 微反应器的外壳需要具备一定

的机械强度, 同时要保证底物与固定于小球内部的漆酶

能够良好接触. 此外, AA 可以作为配体与铜离子进行

络合, 所以优化合成过程中壳聚糖、铜离子和 AA 的浓

度分别为: 40 g/L, 0.1 mol•L－1, 10 mol•L－1. 其他物质, 

包括引发剂过硫酸钾、交联剂 N,N-亚甲基双丙烯酰胺

(MBA)、聚合单体丙烯酰胺(AM)以及漆酶量都会影响到

最终的酶活回收率, 也需要优化. 因此, 本工作采用四

因素、三水平的正交实验对上述参数进行了优化, 设计

参数见表 1. 最终根据酶活回收率, 选取序号 6 实验组

的各浓度值为最优的微反应器的合成参数.  

表 1  酶活回收的正交实验设计(壳聚糖: 40 g/L, 硫酸铜: 0.1 mol•L－1, 
AA: 10 mol•L－1) 
Table 1  Orthogonal array design for enzyme recovery (chitosan: 40 g/L, 
copper sulfate: 0.1 mol•L－1, AA: 10 mol•L－1)  

序号 酶浓度/(mg•mL－1) KPS/g MBA/g AM/g 酶活回收 a/%

1 3 0.02 0.1 0.2 1.43 

2 3 0.05 0.2 0.6 3.50 

3 3 0.08 0.4 1.0 2.53 

4 6 0.02 0.2 1.0 5.27 

5 6 0.05 0.4 0.2 2.21 

6 6 0.08 0.1 0.6 10.51 

7 9 0.02 0.4 0.6 5.75 

8 9 0.05 0.1 1.0 6.52 

9 9 0.08 0.2 0.2 3.59 
a 酶活回收定义为固载的酶活占总酶活的百分比. 

为克服在聚丙烯酰胺凝胶合成中引发温度对酶活

的影响, 自由基引发剂最好能够在常温下实现对凝胶的

合成[18]. 之前有研究报道漆酶与 AA 可以作为复合引发

剂引发丙烯酰胺凝胶的合成, 引发机理为氧化态漆酶氧

化 AA 产生乙酰丙酮活性自由基[19]. 本工作首次采用

KPS-AA 作为复合引发剂, 在常温甚至低温下(4 ℃)均

能引发单体 AM 和 MBA 的聚合与交联. 与 KPS-AA 复

合体系相比, 常温下同浓度的漆酶-AA 所需引发时间长

10 倍, 且合成的凝胶强度过低. 通过电子自旋共振实验
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证实漆酶-AA 产生的自由基信号较弱, 而 KPS-AA 产生

的自由基信号较强(图 2). 通过计算 AA 在 UV 光照下产

生的自由基的超精细偶合常数, 并与之前文献中报道的

数据[20]进行对比可知该自由基为乙酰自由基. KPS-AA

所产生的自由基信号与 UV/AA 体系相同. 由此推测过

硫酸钾在常温下氧化乙酰丙酮产生乙酰自由基, 自身则

分解为硫酸根自由基.  

 

图 2  采用 POBN 为捕获剂所得不同复合引发体系的电子自旋共振图 
(POBN: 150 mmol•L－1, KPS: 30 mmol•L－1, laccase: 150 mg/mL, AA: 2 
mol•L－1) 
Figure 2  The electron spin resonance spectra of composite initiators 
with POBN as the capture agent (POBN: 150 mmol•L－1, KPS: 30 
mmol•L－1, laccase: 150 mg/mL, AA: 2 mol•L－1) 

2.2  微反应器的结构表征 

图 3a～3d 为微反应器的扫描电镜图. 由图 3a 和图

3b 可见, 微反应器内部为三维网络结构的聚丙烯酰胺

凝胶且具备丰富的孔道结构. 微反应器的外壳部分为片

层状的壳聚糖铜络合物, 层与层之间的距离大约为 5 

μm(图3c), 能够保证底物顺利通过. 没有AA参与合成的

凝胶网络结构规整性差(图 3d). 进一步的氮气吸附实验

表明微反应器的比表面积为 16.8 m2/g, 孔体积为 0.024 

m3/g, 孔道主要为 2～10 nm 的介孔(图 3e). 微反应器的

实物照片见图 3f. 通过控制滴液时的速度和枪头直径大

小, 可获得直径范围在 1.5～5.5 mm 的微反应器小球.  

通过测量酸性条件下微反应器的 Zeta 电位(6.8 

mV), 得知微反应器表面带正电, 有利于阴离子染料的

吸附. 垂直挤压实验证明微反应器小球在轴向上至少能

承受 20 N 的力, 意味着在实际废水处理中微反应器能

够承受水流的剪切力并保持结构的完整性.  

2.3  微反应器的稳定性 

微反应器的热稳定性见图 4a. 固定载体往往在空

间结构上对酶进行了一定的限制, 所以由热导致的酶构

象的改变程度减小, 酶的耐热性能得到提升. 微反应器

在 65 ℃的高温下存放 2 h仍然保持了 42.5%的酶活, 而

游离漆酶的酶活只有 16.3%.  

由图 4b 可见, 微反应器的最适 pH 较游离漆酶的要

高, 更接近中性条件. 强酸性条件下, 微反应器的外壳 

 

图 3  (a, b)内核的扫描电镜图、(c)外壳的电镜图、(d)没有 AA 参与合成

的凝胶内部电镜图、(e)微孔道的尺寸分布图及(f)微反应器的实物照片  
Figure 3  (a, b) SEM images of the inner part, (c) SEM image of the 
shell, (d) SEM image of a hydrogel bead without the use of AA in syn-
thesis, (e) the pore size distribution of the LMMR beads and (f) the pic-
ture of LMMR 

 

图 4  微反应器的 pH 稳定性(a)和耐热稳定性(b) 
Figure 4  (a) pH stability and (b) thermal stability of LMMR 

壳聚糖铜会逐渐溶解, 导致部分固定化酶的泄露. 
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2.4  微反应器对染料的降解性能 

2.4.1  降解孔雀石绿 

文献报道在没有介体 HBT 和 ABTS 存在的情况下, 

漆酶不能有效地降解孔雀石绿[21]. 由图5a知, 在前几个

批次的循环中, 有 HBT 作为介体的漆酶组降解速率最

快, 在前三个循环中 1 h 内脱色率就达到了 100%. 普遍

认为 HBT 在漆酶的氧化作用下产生了高活性的氮自由

基 , 继而以抽氢的方式氧化目标污染物 [22,23]. 然而 , 

HBT 组的降解速率在后面的循环中急剧下降, 原因在

于高度活性的氮自由基与漆酶作用导致酶失活, 而自身

转变为苯并三唑等无活性物质[21].  

 

图 5  游离和固定化漆酶对孔雀石绿的循环降解 
(a)去除率, (b)一级动力学常数(酶活均为1 U, 前10个循环中孔雀石绿的浓
度为 10 μmol•L－1, 此后的循环中孔雀石绿的浓度为 20 μmol•L－1, HBT 的
浓度为 0.5 mmol•L－1)  
Figure 5  The enzymatic conversion of malachite green (MG) by free 
and immobilized laccase (1 U) 
(a) Removal rate, (b) the first-order kinetic rate constant. The concentration of 
MG was 10 μmol•L－1 in the former 10 cycles and 20 μmol•L－1 in the next 
cycles, [HBT]＝0.5 mmol•L－1 

尽管微反应器的表面带正电, 导致阳离子染料会与

微反应器小球表面产生一定的静电排斥作用, 但是在全

部批次的降解实验中, 微反应器对染料的去除率都维持

在较高的水平. 课题组之前的研究表明[15,16], 不管是游

离态还是固定态AA都具有介导漆酶氧化孔雀石绿的作

用且提高了孔雀石绿的降解总量. 在本工作的微反应器

小球制备实验中, AA 首先作为复合引发剂中的活性组

分引发凝胶聚合, 然后被固定到聚丙烯酰胺的聚合链

中. 在微反应器小球降解孔雀石绿的实验中与游离漆酶

加 AA 的体系类似[16], 也出现了后期加速的现象, 说明

固定化后的 AA 仍然起到了介体的作用. 同时由于对介

体和漆酶的双重固定使得漆酶的酶活得以很好的保持, 

微反应器在经过 17 个批次的循环实验之后仍能保持

50%以上的孔雀石绿去除率(每一批次结束之后). 作为

对照, 没有 AA 参与引发合成的壳聚糖小球固定化漆酶

(LMR)在经历了四个批次的循环之后几乎失去了降解

能力, 进一步证明了 AA 在固定化漆酶催化降解孔雀石

绿的过程中发挥了重要作用. 另外值得注意的是固定化

漆酶(包括 LMMR 和 LMR)在第一个循环中的降解速率

都明显偏低(图 5b), 可能的原因是底物需要一定的时间

进入到固定载体中与酶接触. 

2.4.2  吸附阴离子染料 

阴离子染料酸性橙7和茜素红都可以被快速地吸附

到微反应器的表面. 染料的脱色符合一级吸附动力学模

型, 最大吸附量分别为 15.4和 25.2 mg/g. 说明该微反应

器小球在催化降解中具有良好的预富集作用.  

3  结论 

通过滴球法合成了具有核壳结构的漆酶-介体微反

应器, 完成了对漆酶和介体的双重固定. 相比于传统的

凝胶包埋法, 该方法合成步骤简单且固定化过程中酶活

损失小. 外层的壳聚糖铜络合物使微反应器小球具备一

定的机械强度, 内部丰富的孔道结构使微反应器拥有更

高的载酶率. 微反应器中固定酶的热稳定性得到了提

高, 但需注意微反应器不能在过酸的环境中使用. 微反

应器可循环应用于孔雀石绿溶液的降解, 体现出了漆酶

和介体双重固定化的优势.  

4  实验部分 

4.1  化学试剂 

云芝漆酶(T. versicolor laccase), 标称酶活大于 10.0 

U/mg, 采购自 Sigma-Aldrich 公司. 孔雀石绿、酸性橙 7、

茜素红、乙酰丙酮、醋酸钠、过硫酸钾和壳聚糖(80%～

95%脱甲基化)均是分析纯, 采购自上海试剂厂. 用于测

蛋白质含量的 Bradford reagent 采购自 Sango Biotech 公

司. 五水硫酸铜购自南京化学试剂厂. 茜素红购自天津

化学试剂厂. 其他的化学试剂包括测量酶活时漆酶的底

物 2,2-联氮-双 (3-乙基-苯并噻唑 -6-磺酸 )二铵盐

(ABTS), 介体 1-羟基-苯并-三氮唑(HBT), 醋酸, 丙烯

酰胺, 自由基捕获剂 α-(4-吡啶基-1-氧)-N-叔丁基硝基酮

(POBN)和交联剂 N,N-亚甲基双丙烯酰胺(MBA)均采购

自 Sigma-Aldrich 公司.  

4.2  微反应器的制备 

首先确定合适的壳聚糖、AA 和硫酸铜的浓度来合

成具备一定机械强度的壳聚糖铜小球. 经过几次初步尝

试, 确定壳聚糖醋酸溶液(1 wt%)的浓度为 40 g/L, 硫酸

铜的浓度为 0.1 mol•L－1, AA 的浓度为 10 mol•L－1. 采用

四因素、三水平的正交实验设计获得其他物质最佳的合

成浓度.  

具体的合成步骤如下: 首先将 0.6 g AM 和 0.1 g 

MBA 溶解在 15 mL 的壳聚糖溶液. 然后, 将 5 mL 漆酶

溶液(3 mg/mL), 100 μL AA 和 0.08 g KPS 加入到壳聚糖
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溶液中. 对混合液进行曝氮气和磁力搅拌 10 min, 得到

最终的混合液. 接下来用注射器吸取混合液滴入到 100 

mL 浓度为 0.1 mol•L－1的硫酸铜溶液中, 形成壳聚糖铜

小球. 静置 0.5 h, 待小球内部的聚丙烯酰胺凝胶完全形

成后(可通过观察小球的颜色变化, 小球中心完全变白

时说明凝胶完全形成), 将小球反应器从硫酸铜溶液中

取出, 用超纯水多次冲洗, 得到最终的漆酶-介体微反

应器(laccase-mediator-microreactor, LMMR). 最后 , 将

微反应器小球置于超纯水中保存, 也可冷冻干燥后于保

鲜袋中保存. 作为对照, 采用同样的合成方法和实验参

数制备了不含介体 AA 的壳聚糖铜固定化酶小球

(laccase-microreactor, LMR). 

4.3  载酶率的测量 

载酶率定义为载入固定化材料中的酶占总酶的百

分比. 当聚丙烯酰胺凝胶彻底形成取出后, 收集硫酸铜

络合液测量载酶率.  

载酶率测量之前需绘制不同酶浓度 (125～750 

μg/mL)的标准曲线. 利用考马斯亮蓝与酶蛋白作用显色

的原理, 用日本岛津公司的UV-2700 紫外可见分光光度

计测定 595 nm处的吸光度值在 5 min内的变化. 酶活的

测量以 ABTS 为作用底物, 控制 ABTS 浓度为 1 μmol•  

L－1, 监测初始 2 min 内 420 nm 吸光度值的变化.  

4.4  酶稳定性的测量 

在 pH (2.6～6.0)范围内 0.2 mol•L－1的醋酸-醋酸钠

缓冲溶液中对比微反应器小球和游离酶的 pH 稳定性, 

游离酶的浓度控制在 20 mg/L.  

分别将游离酶和微反应器小球置于 65 ℃, pH 4.0

醋酸溶液中, 通过检测不同时间段的剩余酶活来表征酶

的耐热性能. 控制游离酶的浓度为 20 mg/L, 微反应器

小球的浓度 1.5 mg/L. 漆酶样品每 30 min 取出一次进行

酶活的测量.  

4.5  微反应器的表征 

对微反应器小球内部微观形貌表征采用的是日立

株式会社的 S-3400N II 扫描电镜. 微反应器小球的比表

面积、孔容和孔径分布分别采用多点 Brunauer-Emmett - 

Teller (BET), Barret-Joyner-Halenda (BJH)脱附模型和密

度泛函理论(DFT)拟合由美国 Quantochrome 公司的

Autosorb-iQ 全自动氮气吸附仪所测氮气吸附等温线获

得. 取适量微反应器小球研磨成粉末, 超声震荡 1 h 后

用 Malvern Zetasizer Nano ZS90 电位仪测量小球表面的

Zeta 电位. 将微反应器小球置于分析天平上, 在小球垂

直方向向下施加一定的压力, 直到小球发生破裂, 记录

所需的外力, 重复 30 次, 测算小球的轴向力学性能.  

4.6  孔雀石绿染料的降解实验 

对孔雀石绿的降解采用批次循环实验进行. 一共设

计三组实验, 将含 0.5 U 酶活的微反应器小球、游离酶和

游离酶-0.5 mmol•L－1 HBT 混合液分别一次性加入到 50 

mL浓度为 10 μmol•L－1的孔雀石绿溶液中(pH 4.0的醋酸

溶液). 脱色率用一定时间内 617 nm 吸光度值的变化来

表征. 当吸光度值不变时, 加入下一批次的孔雀石绿储

备液到三种酶催化体系, 使孔雀石绿的浓度达 10 μmol• 

L－1. 在循环降解过程中不分离回收催化剂, 也不再添加

额外的催化剂, 整个反应过程不考虑催化剂的损失. 

4.7  酸性橙 7 和茜素红的吸附脱色 

取 0.5 U 酶活的微反应器小球分别加入到 50 mL 浓

度为 20 μmol•L－1的酸性橙 7 和茜素红溶液中进行吸附, 

分别用 484 和 423 nm 的吸光度值计算其脱色率.  

致谢 

感谢阳花同学在实验中提供的帮助. 

References 
[1] Rahman, I. A.; Saad, B.; Shaidan, S.; Rizal, E. S. S. Bioresour. 

Technol. 2005, 96, 1578.  
[2] Berberidou, C.; Poulios, I.; Xekoukoulotakis, N. P.; Mantzavinos, D. 

Appl. Catal., B 2007, 74, 63.  
[3] Chen, C. C.; Lu, C. S.; Chung, Y. C.; Jan, J. L. J. Hazard. Mater. 

2007, 141, 520.  
[4] Song, X. J.; Wu, B. D.; Zhang, S. J. Acta Chim. Sinica 2014, 72, 

461. (宋孝杰, 吴兵党, 张淑娟, 化学学报, 2014, 72, 461.) 
[5] Pandey, A.; Singh, P.; Iyengar, L. Int. Biodeterior. Biodegrad. 2007, 

59, 73.  
[6] Michniewicz, A.; Ledakowicz, S.; Ullrich, R.; Hofrichter, M. Dyes 

Pigm. 2008, 77, 295.  
[7] Huang, J.; Zhou, J. Y.; Xiao, H. Y.; Long, S. Y.; Wang, J. T. Acta 

Chim. Sinica 2005, 63, 1343. (黄俊, 周菊英, 肖海燕, 龙胜亚, 王
军涛, 化学学报, 2005, 63, 1343.) 

[8] Durán, N.; Rosa, M. A.; D’Annibale, A.; Gianfreda, L. Enzyme Mi-
crob. Technol. 2002, 31, 907.  

[9] Cetinus, S. A.; Sahin, E.; Saraydin, D. Food Chem. 2009, 114, 962.  
[10] Rosevear, A.; Kent, C. A.; Thomson, A. R.; Bucke, C. In Enzyme 

Engineering, Vol. 4, Eds.: Broun, G.; Manecke, G.; Wingard, L., Jr., 
Springer, US, 1978, p. 415.  

[11] Tanaka, H.; Kurosawa, H.; Kokufuta, E.; Veliky, I. A. Biotechnol. 
Bioeng. 1984, 26, 1393.  

[12] de Alteriis, E.; Parascandola, P.; Pecorella, M.; Scardi, V. Biotech-
nol. Tech. 1988, 2, 205.  

[13] Dealteriis, E.; Parascandola, P.; Salvadore, S.; Scardi, V. J. Chem. 
Technol. Biotechnol. 1985, 35, 60.  

[14] Zouari-Mechichi, H.; Mechichi, T.; Dhouib, A.; Sayadi, S.; Mar-
tínez, A. T.; Martínez, M. J. Enzyme Microb. Technol. 2006, 39, 
141.  

[15] Yang, H.; Sun, H. F.; Zhang, S. J.; Wu, B. D.; Pan, B. C. Environ. 
Sci. Pollut. Res. 2015, 22, 10882.  

[16] Sun, H. F.; Huang, W. G.; Yang, H.; Zhang, S. J. J. Colloid Inter-
face Sci. 2016, 471, 20.  

[17] Daâssi, D.; Rodríguez-Couto, S.; Nasri, M.; Mechichi, T. Int. Bio-
deterior. Biodegrad. 2014, 90, 71.  

[18] Sun, H.; Yang, H.; Huang, W.; Zhang, S. J. Colloid Interface Sci. 
2015, 450, 353.  

[19] Ikeda, R.; Tanaka, H.; Uyama, H.; Kobayashi, S. Macromol. Rapid 
Commun. 1998, 19, 423.  

[20] Nakao, L. S.; Kadiiska, M. B.; Mason, R. P.; Grijalba, M. T.; Au-
gusto, O. Free Radical Biol. Med. 2000, 29, 721.  

[21] Camarero, S.; Ibarra, D.; Martinez, M. J.; Martinez, A. T. Appl. En-
viron. Microbiol. 2005, 71, 1775.  

[22] Xu, F.; Kulys, J. J.; Duke, K.; Li, K. C.; Krikstopaitis, K.; Deussen, 
H. J. W.; Abbate, E.; Galinyte, V.; Schneider, P. Appl. Environ. Mi-
crobiol. 2000, 66, 2052.  

[23] Fabbrini, M.; Galli, C.; Gentili, P. J. Mol. Catal. B: Enzym. 2002, 
16, 231. 

(Zhao, C.)  
 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


