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要!脂肪酶是一类重要的水解酶#广泛应用于食品%医药%化工等领域(脂肪酶通过固定化可以提高酶的使

用效率(文章采用戊二醛共价连接法将来源于地衣芽孢杆菌!

L<C*TT1@T*C)8-*

S

2ND*@

"的胞外脂肪酶固定于氨基型

载体
/Q7QO

之上#将
%

4

载体置入
%$EN

酶液中反应
!0

后固定化酶活力达到最高为
S$9

&

4

湿载体(经固定化后

该酶的温度稳定性得到显著提升#当反应温度为
B"\

时最高酶活力达到
##$9

&

4

湿载体(同时#固定化使酶在碱性

条件下的稳定性得到提高#最适反应
A

Q

值为
%$

(通过自制柱式反应器考察该酶工作稳定性#经过
%"

批连续水解反

应#固定化脂肪酶仍保持
&$]

的活力#展现出良好的稳定性(

关键词!地衣芽孢杆菌$脂肪酶$固定化$

/Q7QO

中图分类号!

_YIS
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文献标志码!
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引
!

言

脂肪酶"三酰基甘油酯水解酶$

DU!@%@%@

!

#

&

%

'

$属于水解酶类家族$除了水解作用$脂肪酶还

能催化其它多种生物转化反应$如有机合成反应(酸

解(氨解(酯化反应(酯交换反应及酯基转移反应

等&

#7!

'

%脂肪酶在自然界中广泛存在&

B

'

$不仅有参与

新陈代谢的重要生理作用$而且有很大的工业价值$

包括一些特殊有机物的合成$脂肪和油类的水解$食

品工业发展中香料的改进以及化学分析等&

"

'

%此

外$脂肪酶还可以催化动(植物油脂发生酯交换反应

得到脂肪酸甲酯或乙酯类物质$该类物质是生物柴

油的重要组成部分$它不含芳香烃$对环境友好$与

普通燃油相比$极大降低污染物的排放&

S7I

'

$且生物柴

油属于可再生能源$并且还具有润滑性能良好(燃烧

充分(便于运输及使用安全等性能&

&7%$

'

%同时$酶法

合成生物柴油$还能进一步合成其他一些高附加值的

产品%因此$脂肪酶在工业领域有很大的应用潜力%

地衣芽孢杆菌"

L<C*TT1@T*C)8-*

S

2ND*@

#脂肪酶

属于
4

*

/

水解酶超家族&

%%

'

$该酶为胞外脂肪酶$分

子量约为
#$gM

$易于通过细菌发酵生产$在碱性的

条件下"

A

Q

$

&@"

#催化活力较高$具有一定的工业

应用价值$但是该酶也存在热稳定性较低的缺点$制

约其生产应用%

固定化是脂肪酶应用于工业生产的重要途

径&

%#

'

$固定化技术可提高酶的稳定性$并能实现酶

的长期反复使用$从而降低生产成本%此外$固定化

载体的基团会影响反应体系的微环境$从而改变游

离酶的一些特性%有多种方法可以进行酶的固定

化$其中吸附法是最常见的方法之一$该法具有操作

简单$条件温柔$活力回收率高等特点$然而吸附法

往往因酶与载体的结合力较弱从而使得酶容易脱

落%共价法固定化是另一种常见的方法$可通过共

价键将酶牢固地连接在载体之上%在脂肪酶固定化

的研究中$溴化氰活化多糖载体法(叠氮基团法(环

氧基团法等已被使用$然而这些方法都含有剧毒物

质或者反应时间过长的等缺点%

/Q7QO

是一种氨

基型载体$可以快速和醛基形成席夫碱"

5603..a,;1

#



使得酶分子表面氨基酸残基与载体形成牢固的共价

连接$该法具有操作简单$条件温和等特点%在本研

究中$笔者应用
/Q7QO

作为载体$将来源于地衣芽

孢杆菌的脂肪酶固定化$同时也分析对比固定化酶

与游离脂肪酶的基本性质%

!

!

材料和方法

%@%

!

材料

地衣芽孢杆菌"

L<C*TT1@T*C)8-*

S

2ND*@

#脂肪酶

产自基因工程重组的枯草芽孢杆菌$由本实验发酵

制备%对硝基苯棕榈酸酯"

A

>[[

#$脱氧胆酸钠$阿

拉伯树胶均购自
53

4

E,O-H*360

公司%载体
/Q7

QO

由香港
L1+1K,HJ3(<160N,a(*,<(*

=

N<H

提供%

/Q7QO

&

%!

'是以甲基丙烯酸缩水甘油酯"

L-

=

63H

=

-

E1<0,6*

=

-,<1

#为单体的高分子多孔聚合物$表面由

环氧基团活化后再经过聚乙烯亚胺处理制得的氨基

型载体$基团密度
%$"EV

*

4

湿载体"含水量
""]

,

S$]

#%颗粒直径
%"$

,

!$$

-

E

%其他试剂均为

国产分析纯%

%@#

!

酶的固定化

取
%

4

载体$用浓度为
$@%E(-

*

N

$

A

Q

值为
I

的磷酸缓冲液洗涤
!

次后加入
%$EN

浓度为
#]

的

戊二醛活化
%0

$之后用相同缓冲液充分洗涤载体%

经活化后的载体按
%

4

对应
%$EN

的比例加入酶

液$该酶液由重组枯草芽孢杆菌发酵所得$酶活力为

"$9

*

EN

$混匀并置于摇床上$反应一定时间后弃

去上清液$沉淀为固定化酶颗粒$用
[J5

充分洗涤%

%@!

!

酶活力测定

O

液!异丙醇溶液"含有浓度为
%S@"EE(-

*

N

的对硝基苯棕榈酸酯"

A

>[[

##$

J

液!浓度为
"$

EE(-

*

N

$

A

Q

值为
I@"

的
[J5

溶液"含有
$@#]

的

脱氧胆酸钠及
$@%]

的阿拉伯树胶#%在测定时$将

O

液与
J

液按
%d&

混合后取
&$$

-

N

作为底物加入

%$$

-

N

适当稀释的酶液$

!Y\

反应
%$E3+

后$快速

加入
%EN&"]

乙醇终止反应$再用可见分光光度计

读取
B%$+E

处的吸光度值%在此反应条件下$对硝

基苯酚的摩尔消光系数为
%BS$$N

*

E(-

+

6E

C%

%脂

肪酶活力单位"

9

#定义为单位时间内"

%E3+

#水解

A

>[[

并释放出
%

-

E(-

对硝基苯酚所需的酶量%

固定化酶的活力测定方法与游离酶类似$称取

一定量的固定化酶颗粒$加入
"EN

经过预热底物

溶液$并用小型台式电动机以
!$$*

*

E3+

的转速经

行搅拌$反应
BE3+

后$加入
"EN

无水乙醇中止反

应$吸取反应上清液测定
&

B%$

吸光值%

%@B

!

工作稳定性

准确称取
#$E

4

固定化酶颗粒装入带有保温

夹套的柱式反应器中$加入
#$EN

$

B"\

预热的底物

溶液$搅拌反应
%$E3+

$加入
#$EN

乙醇终止后$取

出反应液测定
&

B%$

吸光值%用相同缓冲溶液将反应

器中的固定化酶颗粒反复洗涤几次$然后重复上述

操作$继续进行下一批反应%

'

!

结果和讨论

#@%

!

脂肪酶的固定化

/Q7QO

是一种多孔型高分子聚合物$表面带

有氨基基团$固定化之前先采用过量的戊二醛对其

进行活化$即用戊二醛的一端醛基与其氨基形成席

夫碱"

5603..a,;1

#连接%活化后载体所带有的醛基

又可以和酶分子表面氨基酸残基的氨基形成席夫碱

链接$从而将酶固定在载体表面及孔道内部%这个

过程中酶在载体表面及孔道内部需经历一个扩散(

吸附进而与载体活性基团间发生共价连接的过

程&

%B7%Y

'

$因此需要确定最佳的固定化反应时间%

固定化酶反应时间如图
%

示$随着时间的积累$

酶与载体结合$固定化酶活力呈现上升趋势$在
!0

处达到顶峰为
S$9

*

4

湿载体$而继续延长时间固

定化酶活力呈缓慢下降趋势%这是由于过长时间反

应使得酶的多个基团与固定化载体间形成多组共价

连接$导致蛋白质分子被过度束缚$影响了固定化酶

活力%因此$从实验结果可以判断$当反应发生
!0

之后$脂肪酶的和载体形成的连接处于一种最优状

态$即可最大限度的负载分子蛋白$又避免过度的连

接而导致酶活力的下降$在后期选择该时间点为固定

化反应时间$并且在固定化反应结束后向体系中添加

入牛血清白蛋白至终浓度为
$@%E

4

*

EN

$以封闭未与

酶连接的醛基$从而使固定化酶处于最佳状态%

图
%

!

反应时间对固定化的影响

#@#

!

游离酶与固定化酶最适反应
A

Q

值对比

A

Q

值对酶的活性有显著影响$酶分子活性部位

往往是由空间上相邻的氨基酸侧链基团处于特定的

"&S

第
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解离状态而形成相互作用$随着
A

Q

值的变化$会引

起基团解离状态的改变$从而破坏酶活性部位的结构$

因此酶通常只在一定
A

Q

值范围内表现出最佳活性%

本实验采用不同
A

Q

值缓冲溶液配置底物考察

游离酶和固定化酶的最适反应
A

Q

值$各组以特定

A

Q

值条件下测得的最高活力为
%$$]

$结果如图
#

所示"反应温度均为
!Y\

#%游离酶在
A

Q

值为
&

时

表现出最高酶活力$而固定化酶最适反应
A

Q

值则

偏向于碱性区域$即在
A

Q

值为
%$

时表现出最高酶

活力"如图
#

#%引起这种现象的原因是
/Q7QO

载

体表面的一些带负电的基团更倾向于吸引并聚集带

正电核的氢离子$使酶反应区域微环境的
A

Q

值呈

下降趋势$为了抵销这一影响$溶液的
A

Q

值必须向

碱性方向偏移$才能使酶活力达到最大%所以固定

化酶的最适
A

Q

值曲线向碱性方向偏移&

%I

'

%由此

可见$酶在固定化的过程中$部分表面基团和载体形

成新的共价键$同时载体表面的部分游离基团也会

影响反应体系的微环境$从而改变酶的一些特性%

因此$通过固定化技术可以实现酶的一些基本特性

得到可控的改变$从而使酶具有更广泛的应用性%

图
#

!A

Q

值对固定化酶活力的影响

#@!

!

温度对固定化的影响

温度敏感性是酶的又一重要特性$提升温度一

方面能够加快酶反应的速度$另一方面也会导致蛋

白质发生热变性而失活%任一酶促反应都是在一定

温度条件下进行的$温度的这两种效应都会发生作

用%因此$/最适温度0是这两种效应的综合结果%

本实验控制不同温度进行催化反应$考察游离酶和

固定化酶的最适反应温度$分别在
!$

(

!"

(

B$

(

B"

(

"$\

条件下测定酶活力$定义实验所获得的最高酶

活力为
%$$]

$结果如图
!

所示"反应
A

Q

值均为

%$

#%图
!

可见$游离酶在
!"\

时表现出最大活力$

随着温度的升高则由于热变性使其活力明显降低$

固定化酶最适温度在
B"\

$实际活力达到
##$9

*

4

%

相较游离酶而言$固定化酶的热稳定性得到了明显

的提高$这说明通过固定化形成的共价键有助于增

强酶的结构稳定性从而抵御热变性$因此显著提高

了使得固定化酶的催化活力%在工业生产中$提供

较高的反应温度$一方面有利于增加脂类物质的溶

解性$降低反应介质粘度$减少传质阻力)另一方面$

较高的温度可防止连续长时间反应过程中产生杂菌

污染$更有利于工业上持续生产$因此该固定化酶具

有良好的工业应用前景%

图
!

!

温度对固定化的影响

#@B

!

工作稳定性

固定化酶最重要的特点是实现酶的反复利用$

本实验中利用了共价法固定化制备的固定化酶可以

使酶与载体牢固地结合$酶的工作稳定性采用自制

柱式反应器测定"如图
B

#%取
#$E

4

固定化酶装入

夹套保温的柱式反应器中$加入
#$EN

$

B"\

预热的

底物溶液$搅拌反应
%$E3+

$加入
#$EN

乙醇灭活

后$取出反应液测定
&

B%$

吸光值%用相同缓冲溶液

将反应器中的固定化酶颗粒反复洗涤几次$然后重

复上述操作$继续进行下一批反应%初始批次酶活

力定义为
%$$]

$重复反应
%"

次$结果如图
"

示%

图
"

显示$固定化酶在反复使用
%"

批次之后酶活力

图
B

!

固定化酶分批反应器

%@

搅拌桨$

#@

底物入口$

!@

固定化酶反应池$

B@

阀门$

"

(

Y@

蠕动泵$

S@

水浴

S&S
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仍保持在
&$]

以上%固定化酶的特点是实现酶的

反复利用$从而降低总的生产成本%因此$工作稳定

性是考察固定化酶实用性的重要指标%同时$固定

化酶的另一特点是可以通过筛网将酶与反应体系完

全分离$避免了酶作为可溶性蛋白质而成为产物中

的杂质%相较于传统的吸附法(包埋法而言$该酶通

过醛基与其氨基形成席夫碱"

5603..a,;1

#使得酶分

子表面氨基酸残基与载体形成牢固的共价连接$使

得该酶具有很好的稳定性$由此可见$该固定化酶具

有工业应用的潜力%

图
"

!

固定化脂肪酶的工作稳定性

$

!

结
!

论

酶的固定化技术是其应用于生产的关键步骤之

一$通过固定化可实现酶的反复利用$降低生产成

本%在本工作中$地衣芽孢杆菌来源的胞外脂肪酶

被固定化在经戊二醛活化后的氨基型载体
/Q7QO

上%得到的固定化酶颗粒具有较高的热稳定性$并

且具有很高的工作稳定性$因此该固定化脂肪酶具

有一定的工业应用潜力%
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