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摘要!分析了目前脂肪酶运用于工业生产存在的问题"从添加剂#化学修饰#酶的固定化#非水相介质等方面具体阐述了提

高脂肪酶活性#稳定性#选择性的方法"并对脂肪酶催化性能强化的研究方向进行了展望$
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@@脂肪酶主要是指一类能够催化甘油三酯水解生

成脂肪酸#甘油和甘油单酯或二酯的酶+",

"其基本

组成单位仅为氨基酸"通常只含有一条多肽链"是工

业生物催化剂中一种最重要的酯解酶+(,

$ 脂肪酶

催化的反应具有相当高的底物特异性和选择性"可

以制备许多化学方法难以合成的手性化合物#农药

等"使其成为一种重要的生物催化剂+!,

$ 脂肪酶能

在油水界面上催化酯水解或醇解#酯合成#酯交换#

高聚物合成及立体异构拆分等有机合成反应"其催

化的转酯反应已经被应用于工业生产各种重要的

酯+=,

$ 工业生产中"脂肪酶广泛应用于有机合成#

造纸#洗涤剂#日化等工业$ 每年"全世界大概需要

" ))) 9以上的脂肪酶作为洗涤剂的添加成分+",

$

酶的生物催化要在温和的环境条件下才能正常

进行"所以利用天然的脂肪酶进行催化反应存在许

多缺点!在一些条件下酶的操作稳定性较低"产品回

收难度大"在工业生产过程中不能重复使用+B,

$ 当

条件不适宜&高温#极端 &['酶活就会降低"甚至失

活$ 例如工业生产过程中的操作温度一般都高于

=Be"因此使用的脂肪酶在 B)e左右应该要有较高

的活力和稳定性"这样才能保证其有更高的市场竞

争力+;,

$ 工业脂肪酶稳定性的提高可以延长其自

身的半衰期#增加重复使用次数#扩大使用领域$

目前脂肪酶的失活机制已经得到了深入的研究

和阐述"对脂肪酶性能进行强化以避免其在工业条

件下失活"增加可操作性#活性#选择性及稳定性是

当前研究的主要课题$ 各种物理和化学的方法被用

来对脂肪酶进行性能强化并取得了较好的研究成

果$ 常见的用于脂肪酶性能强化的方法主要有使用

添加剂#非水介质#酶的化学修饰#固定化以及蛋白

质工程等+<,

$ 本文主要从这几方面综述了强化脂

肪酶催化性能的最新研究进展$

:;添加剂的影响

常用的添加剂主要有盐#大分子等"这些添加剂的

类型#浓度#性质都会对酶的性能产生影响$ 添加剂一

般添加于溶液#干燥以及固定化的过程中"它们能阻止

酶在这些过程中构象的改变"使酶的活力不至于下降$

:<:;溶液中的添加剂

在液体为介质的反应过程中盐类离子对酶的
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活性影响很大"一般能够产生影响的离子主要有
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磷酸缓冲液与异辛烷双相反应介质中添加不同浓度
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( b的氯盐"并测定

褶皱假丝酵母脂肪酶&/dX'在这些反应体系中的活

力$ 结果发现"任一摩尔浓度的氯盐都能提高 /dX

对对硝基苯乙酸的水解活力"尤其是 X2

b

"使酶在相

同的条件下水解活力提高 "Q(= U"Q<B 倍$

:<=;干燥过程中的添加剂

工业化生产出来的脂肪酶一般都要经过脱水干

燥的作用形成粉末"以便于运输和保藏"酶的干燥通

常有 ( 种方法---喷雾干燥和冷冻干燥+#,

$ 不管哪

种干燥"脂肪酶的空间结构都很容易被破坏"引起酶

失活$ 在干燥过程中"可以加入一些稳定剂"如多聚

糖#蛋白质#麦芽糖糊精#聚乙二醇&F̂\'$

*+.2-7LL414.等+"),在 /dX的冷冻干燥过程中

加入海藻糖和 F̂\的混合物"与未加入任何保护剂

的冷冻干燥酶相比"离子液体&6X8'中酶催化反应的

初始速率提高了 (= 倍"$%37.,+等+"",在脂肪酶的冷

冻干燥过程中加入了 "O 冠 ; 醚"实验证明"与未加

入任何添加剂的冷冻干燥酶相比"添加低浓度的 "O

冠 ; 醚使洋葱伯克霍尔德菌脂肪酶&c/X'在甲苯中

的酯交换活力提高 (Q= 倍"通过红外检测"加入添加

剂使酶的构象发生一定改变$

另一种干燥方法是脱水喷雾干燥"在喷雾干燥

过程中酶会遭受很大的压力"导致其容易解折叠丧

失活性$ A55+7%等+#,研究了脱脂乳粉#阿拉伯胶以

及麦芽糖糊精#氯化钙#阿拉伯胶这 ( 种混合添加剂

体系对脂肪酶喷雾干燥活力的影响"结果表明在喷

雾干燥过程中加入麦芽糊精#氯化钙#阿拉伯胶混合

体系"可以保留全部的酶活$

:<?;固定化过程中的添加剂

在固定化过程中有很多因素会影响酶的性能"

如果处理不好"酶活#稳定性#选择性都会降低"可以

在固定化过程中加入一些添加剂来保护酶活"使用

的添加剂主要有牛血清蛋白&c$A'#蛋白胨&F̂F'等$

d+,-2J7%8等+"(,比较了 F̂F#c$A#F̂\对固定

化脂肪酶活性的影响"分别将 F̂F#c$A#F̂\的磷

酸缓冲液与酶以及载体混合"在 (Oe下搅拌 "B)

12."最终发现 F̂F和 c$A能够提高固定化酶在正

庚烷中丁酸丁酯的合成能力"F̂\能够显著提高酶

固定化后的热稳定性$ X%%等+"!,在酶的固定化过

程中加入不同的 6X8作为保护剂"固定化酶的活性

和稳定性都得到提高"添加不同的 6X8"酶的活力能

提高 B U"; 倍不等$

=;化学修饰提高酶活

化学修饰操作简便#方式灵活#周期短#见效快"

几乎可以对脂肪酶进行无穷无尽的修饰"是一种颇

具实用价值的生物工程技术$ 根据修饰剂的不同"

可将脂肪酶的化学修饰分为小分子修饰#双功能交

联剂的修饰以及大分子修饰$

=<:;小分子的化学修饰

游离的脂肪酶不易溶解在有机溶剂和无溶剂体

系中"通常表现出较低的酯交换能力"可以利用小分

子修饰的方法来提高酶在有机溶剂中的溶解度$

*4-7:414等+"=,利用脂肪酸对几种脂肪酶进行修

饰"将长链烷基引入到脂肪酶中"修饰后的酶在极性

与非极性的溶液中都可溶"通过实验发现"酶活力变

化主要依赖于修饰的脂肪酸"用饱和脂肪酸修饰哺

乳动物#真菌和细菌的脂肪酶后"酶在正己烷中的转

酯活力提高 "Q! 倍"并且实验结果表明"饱和脂肪酸

中硬脂酸的修饰效果最好$

=<=;双功能交联剂的共价修饰

可溶性的纯脂肪酶稳定性低"在高温和有机溶

剂中容易失活"交联剂修饰过的酶在有机溶剂中更

加稳定$ 通常使用的交联剂有戊二醛#乙二胺#双亚

氨酯等"其中戊二醛使用得最多$ 交联剂除用于酶

之间的交叉连接外"还可用于酶和固定化载体之间

的交叉连接"传统的方法是"先对载体进行修饰"再

通过交联剂的作用将酶交叉连接到载体上"这种方

法通称为(点交联)$ \4+等+"B,利用戊二醛作为连

接中间体"创造出一种新的(面交联)方法"最终脂

肪酶和壳聚糖分子形成一个大的稳定的网络结构

@@@@@@@

&4'点交联

&E'面交联

图 "@&点交联'与&面交联'
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覆盖在载体的内外表面"如图 " 所示+"B,

$ 这种固定

方法很有效地防止了酶分子在操作的过程中从载体

上脱落下来"增加了 /dX的操作稳定性"与游离的

/dX相比"固定的 /dX活力明显提高"在重复使用

; 次后"酶活力仍为初始活力的 OBT$

=<?;大分子的化学修饰

通常所用的大分子修饰剂有 F̂\#蔗糖聚合

物#葡聚糖#聚氨基酸等$ \+,+:等+";,用一定的聚

合物修饰某一固定化脂肪酶第 ;= 位半胱氨酸

&/:8'的巯基"/:8;= 存在于蛋白质活性区域的附

近$ 结果表明"修饰的酶活力主要依赖于固定的过

程#用于修饰的聚合物以及底物"例如用改性后的

F̂\&F̂\C/YY['修饰固定在琼脂糖上的脂肪酶"

修饰后的酶在水相中对 (C丁酰C(C苯乙酸的水解活

力提高了 B 倍$ /4E-%-4等+"<,通过离子交换的方法

将右旋糖酐硫酸覆盖在 /AXc分子的表面"或用琥

珀酸酐#"C乙基C!C碳二亚胺对酶进行琥珀酰化或

氨化"酶在有机溶剂中对扁桃酸甲酯的选择性增加"

<值从 " 上升到 "!$

?;固定化提高脂肪酶特性

酶在工业生产和绿色化学上的应用越来越多"

微生物工程#蛋白质工程#蛋白质化学等领域在过去

的几年都得到了很大的发展"同时一些老的技术

&例如固定化'也被人们重新提出$ 固定化酶有一

系列的优点!几乎能够提高所有工业化酶的特性%很

容易从反应体系中分离"重复使用增加产率%酶的固

定化为酶的催化反应提供了非水相的必要的环

境+"O,

$ 一些固定化的酶"如葡萄糖异构酶和青霉素

\酰化酶已经得到了工业化生产$ 固定化酶的活性

在一定程度上依赖于固定化载体材料的物理化学特

性+"#,

"载体的种类很多"分类也多种多样"但根据其

化学组成可分为无机载体#天然高分子载体#合成高

分子载体等$

?<:;无机载体

无机载体成本低#稳定性好#表面性质易调控#

不会产生环境污染"是当前酶固定化载体的主要研

究方向+(),

"应用于固定化的无机材料主要有二氧化

硅#无机陶瓷#碳纳米管等$

在众多的无机载体中"介孔材料有着较高的表

面区域#一致的孔径#较大的孔体积"因此很适合用

于酶的固定"例如蛋白酶#脂肪酶#过氧化物酶$ 在

很多情况下"固定在介孔材料上的脂肪酶活力和重

复使用能力都得到了提高$ 本实验室采用介孔材料

中的 $cAC"B 进行了多种脂肪酶的固定"都取得了

比较好的研究成果$ 关于这方面研究的文献也比较

多"[7 等+(",系统地介绍了酶在介孔材料上固定化

研究的新进展"并对介孔材料固定化酶的发展前景

进行了展望$ 本实验室的 i+7 等+((,用合成的咪唑

6X8修饰介孔材料 $cAC"B 表面的羟基"FFX通过吸

附作用固定在修饰的 $cAC"B 上"和 FFXC$cA相

比"FFXC6X8C$cA的活力由 B#= fSJ增加到 #<B

fSJ"随着温度#&[的大幅度变化 FFXC6X8C$cA活

力仅有微小波动"稳定性明显增强$

?<=;天然高分子载体

天然高分子通常无毒害作用#易得#传质性能

好#有适合催化反应的微环境"很适合用于酶的固定

化$ 使用较多的天然高分子材料主要有海藻酸钠#

壳聚糖#纤维素#琼脂糖等$

海藻酸钠是一种天然多糖"具有较好的稳定性#

溶解性#黏性和安全性"作为一种高分子材料广泛应

用于酶的固定化$ *+.,45等+(!,通过简单的吸附作

用将脂肪酶固定在海藻酸钠上"和未固定的酶相比"

固定的酶在 BBe下更加稳定"测定酶在缓冲液中对

橄榄油的水解活性"酶重复使用 =次后的活力几乎没

有降低"荧光光度计在 (O) .1的激发波长下测定游离

和固定化酶的荧光光谱"结果显示 !=) .1波长下固定

化酶的荧光强度明显降低"酪氨酸和色氨酸的微环境

发生了很大的变化"固定化脂肪酶的结构发生了改变$

?<?;合成高分子载体

与上述 ( 种载体相比"合成的高分子材料抗微

生物能力强#机械强度高#加工性能好#物理化学性

能都有很大的可变性"常用的合成高分子材料有合

成纤维#脂类载体等$

改性的聚合纤维是一种研究得比较多的合成高

分子载体"通常用于固定化的聚合纤维有聚氯乙烯

纤维#聚乙烯醇纤维#硝酸纤维#壳聚糖纳米纤维等$

[74.J等+(=,将壳聚糖#聚乙烯醇的混合溶液进行静

电处理制得直径为 O) U"B) .1的纳米纤维薄膜"制

成的壳聚糖纳米纤维薄膜有相当好的生物相容性#

高的体表面积比和大的孔隙"通过戊二醛的偶联作

用"将/dX共价连接到载体上"结果表明"脂肪酶的

固载量为 ;!Q! 1JSJ"酶的 &[和热稳定性都得到了

提高"储存 !) , 后酶活仍能保持在 B;Q(T"这些特

性都优于游离的酶$

?<F;新型载体

!Q=Q"@交联酶聚集体

最近几年研究者提出了一种新型的固定化

*B(*
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技术---交联酶聚集体 &/X̂A8'$ /X̂A8是一种

无载体的固定化技术"制备过程是"先通过简单的方

法&加有机溶剂#非离子型高聚物等'让可溶性的酶

沉淀"然后通过交叉连接"使酶形成直径为 B) U"))

-

1的聚合物"如图 ( 所示$ i04+等+(B,以丙酮作为

沉淀剂"将假单胞菌脂肪酶&F$X'制成交联酶聚集

体&/X̂ACF$X'"在动力学拆分#C&(C乙基C;C甲基

苯基'C丙氨酸的实验中"/X̂ACF$X不仅表现出了

相当高的选择性&<n"))'"还表现出高的催化活力

和稳定性"在重复使用 ") 次后"活力仅丢失

"#Q"T$ 但是 /X̂A8也存在一些技术上的瓶颈!

/X̂A8制备工艺通用性不强%一种酶的优化制备条

件对另一种酶不适用等+(;,

$

图 (@交联酶制备过程

!Q=Q(@磁性高分子微球

磁性高分子微球不溶于水和有机溶剂"比表面

积大"吸附性能好"用磁性高分子微球制备的固定化

酶易于从反应体系中分离和回收"操作简便$ j+.J

等+(<,将聚甲基丙烯酸缩水甘油脂和甲基丙烯酸三

甲基氯化铵嫁接到修饰的 D%

!

Y

=

纳米粒子表面"形

成功能化的超顺磁性粒子"和游离酶相比"固定在修

饰后的载体上的脂肪酶热稳定性提高"最适温度范

围扩大"O)e时"游离酶的活力不超过 ")T"固定化

酶活力仍保持在 !BT"且固定的酶重复使用 B 次

后"活力仍然保持初始活力的 <BT$

现在"研究者正致力于研究一些更新型的固定

化载体与固定化技术"例如微波辅助固定化技术#点

击化学技术#多步固定技术#纳米单酶等$

F;新型非水相介质

脂肪酶在拆分中表现出优良的特性"当前国内

外很多研究者在有机溶剂体系中利用脂肪酶进行手

性醇和药物中间体的拆分$ 但以有机溶剂为反应介

质通常效率较低#结果不佳"最近研究人员发现"和

传统的有机溶剂相比"一些新型的绿色非水相介质

如6X8#&超临界二氧化碳' $/C/Y

(

#6X8S$/C/Y

(

等

都能显著提高脂肪酶的特性$

F<:;MN&

6X8有很多良好的性能"基本无蒸汽压"高导电

导热性"对生物催化有相当好的稳定性"以 6X8为介

质能提高脂肪酶的选择性#反应速率#转化率"还能

够实现酶在有机溶剂中不能进行的化学反应"通过

精心设计#选择合适的阴阳离子可以在很大程度上改

善6X8的物理性质"6X8中常见的阴阳离子如图 ! 所

示"因此6X8成为一种很有潜力的新型绿色介质+(O,

$

图 !@6X8中一些典型的阴阳离子

$04.等+(#,以 ""!C二异丁基咪唑六氟磷酸盐

&+H&2C/='61, +FD;,'6X8为介质"以脂肪酶催化

拆分 "C苯乙醇为模型反应"结果显示""C苯乙醇的

转化率达 B)T"%%& n##T"酶的半衰期高达 !=O 0"

此外通过圆二色谱#内源荧光光谱和光学显微镜研

究表明"酶在+H&2C/='61,+FD;,中保温 ; , 后氨

基酸残基的裸露程度略有增加"但其二级结构仍保

持稳定"且以天然的折叠球形存在$ A,413L4N

等+!),比较了以丙酮和 6X8为介质时脂肪酶催化合

成抗坏血酸油脂的能力"结果发现"不管是游离的还

是固定的酶"以6X8为介质时起始反应速率都较高"

比丙酮高了 # 倍左右$ 除此之外"6X8还可以作为酶

的涂层剂"在恶劣的反应条件中使酶展现更高的催

化活性#稳定性以及选择性$

F<=;H5P5C

=

'MN&IH5P5C

=

在所有的超临界流体中"$/C/Y

(

有着对环境

无毒害#不燃性#高度的重复使用性#低毒#高扩散能

力和低黏度等特点$ 但是以 $/C/Y

(

为介质也有一

些缺点"例如 $/C/Y

(

会化学修饰游离的氨基酸群

组#溶液本身的 &["由于液体的压力影响酶空间结

构等"不利于酶的活力$

最近研究人员证实了将 6X8#$/C/Y

(

联系起来

进行绿色催化的可行性"6X8S$/C/Y

(

解决了它们单

独使用时的许多缺点"如可以降低 6X8的黏度"解决

6X8引起的产物分离困难等$ 因此"人们将 6X8与

$/C/Y

(

的优点充分结合"形成一种新的反应介质"

使催化反应在均相下进行"反应结束后"通过 $/C

/Y

(

萃取分离产物及回收催化剂"实现化学过程的

绿色化$ X+L4.+等+!",在 B)e和 ") *F4的条件下"

以6X8S$/C/Y

(

双相体系为反应介质"使用固定化

脂肪酶/dX进行动力学拆分 "C苯乙醇"结果发现酶

*;(*



()"" 年 # 月 杨姣等!脂肪酶催化性能强化研究进展

的选择性高达 #<Q!T"产率达到了 #OT"酶在此体

系中使用 "= ,后几乎没有丧失任何活力$

A;结论与展望

脂肪酶是一种重要的生物催化剂"但酶的价格

昂贵"易失活"不易分离"重复使用率低"工业应用受

到很大限制"因此其性能的提高成为工业生产中亟

需解决的问题$ 目前对脂肪酶催化性能强化的研究

报道已有很多"诸如添加稳定剂#酶的固定化等"这

些方法被广泛应用到脂肪酶催化性能强化的研究

中"取得了较好的效果"此外在化学修饰#非水相介

质的使用等方面也取得了一定的进展$ 值得注意的

是"对于酶的相关修饰不是孤立的"有些研究者已经

将几种修饰方法相结合进行相关研究"这也是通过

酶修饰策略强化脂肪酶催化性能未来的研究热点$

虽然对于脂肪酶的催化性能强化已经取得了很好的

成就"但是目前仍然存在着一定的问题"例如对脂肪

酶活性中心的化学修饰#酶改性或固定化后空间结

构的变化#从本质上揭示酶性能提高的原因还没有

进行很好的研究"因此酶修饰和固定化方法的创新#

新型固定化载体的制备与分子生物学和生物信息学

等相关学科的交叉应用将会是未来脂肪酶催化性能

强化研究的主要方向$
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()"" 年 # 月 谭平华等!乙烯羰基化合成研究进展

O#Q<T%四川大学+=,采用水溶性铑膦络合催化剂"

在水溶液中催化经过提浓的炼厂尾气中的乙烯"生

成丙醛的选择性在 #OT以上$ 这类水溶性的催化

剂可以在氢甲酰化反应后"通过简单的两相分离将

溶解在水中的催化剂分离出来$ 王琪等+B,报道了

F9S$.SF系新型络合物催化剂"该催化剂在较缓和

的反应条件下具有优良的醛化性能"如 O)e"

; *F4"反应 ! 0"乙烯转化率在 #BT以上"醛选择性

达 #<T左右"其活性比钴系催化剂高 B 倍"与铑系

催化剂相当"如果成功应用于工业化"能显著降低催

化剂成本$ 有关乙烯羰基化合成丙醛的文献报道很

多"部分公开文献的催化剂基本上可以和工业化报

道的催化剂催化效率接近"也有很多文献报道了非

均相乙烯羰基化合成丙醛的研究+;,

"在文献+<,中

有较为详细的述评$

=;乙烯氢羧基化合成丙酸

乙烯#一氧化碳和水在一定温度#压力及催化剂

作用下可直接合成丙酸$ 该过程首先由 cA$D公司

开发并投入工业化生产"因此又称为 cA$D法$

cA$D工艺在 (B) U!()e" ") U!) *F4下"以

W2&/Y'

=

为催化剂"乙烯一次通过转化率为 #)T U

#(T"丙酸选择性为 O)T$ 相对于乙烯羰基合成丙

醛"丙醛再氧化制丙酸过程工艺而言"该工艺具有过

程简单#转化率高#收率高和操作简便等优点$ 但在

高温高压下"丙酸的腐蚀性接近于同样条件下的醋

酸"因此对设备材质和耐压要求高"投资大%又由于

催化剂 W2&/Y'

=

有剧毒"易挥发"所以在工艺制备

过程中安全防护要求高"导致该工艺没有得到推广"

cA$D也只建了 " 套$ 为了进一步缓和乙烯羰基合

成丙酸的工艺"学术界和工业界做了大量的研究$

研究结果表明"D%#/+#d7#d0#F,#6-#F9等金属络合

物对乙烯羰基合成丙酸都具有明显活性$ 如采用

/+6

(

为主催化剂"丙酸为溶剂"添加适当助催化剂"

乙烯和 /Y气体按 " u"的比例通入反应釜"在

< *F4""#Be"反应 (QB 0"乙烯转化率达 ##T"丙酸

产率 #=QT以上"且此体系无醛#酮和内酯等副产物

生成+O,

%用W26

(

S*+&/Y'

;

及适当助剂混合而成的

复合催化剂体系"在 "<(e"低压下"使乙烯#/Y和

丙酸很容易反应制得丙酸酐"丙酸酐水解后制得丙

酸+#,

%>0%d%8%4-30 >-24.J5%6.892979%&d>6'Ĉ48914.C

c%309%5研究团队开发了一种乙烯一步法制丙酸的

新方法" 他们使用 ; 价金 属 钼 的 化 合 物 如

*+&/Y'

;

为主催化剂"在 (QB U<Q) *F4""B) U

())e的温和条件下"一步反应合成丙酸及其酯"该

法既不采用贵金属作催化剂"又避免了 cA$D公司

采用的高压条件和强毒性的催化剂+"),

%*3N+:

等+"",发现在硼酸的存在下"cA$D催化体系的丙酸

合成的速度加快"同时还能缓解催化剂沉淀失活$

尽管d0#6-#F, 具有更高的活性和温和的工艺条

件+"(,

"然而由于该类贵重金属催化剂价格昂贵"因

而至今无工业化应用的报道$ 也有文献报道"在

d0#F,#W2等金属络合物及适当助剂催化下"乙烯与

二氧化碳反应可生成丙酸或酯$

国内丙酸的研究和生产起步较晚"直到 () 世纪

#) 年代"北京化工研究院开展了以乙烯和合成气为

原料"用铑磷络合物为催化剂"羰基合成丙醛再氧化

合成丙酸的研究"取得了丙醛转化率 #BT"丙酸选

择性 #OT$ 中科院兰州物化所进行了以炼厂干气

稀乙烯为原料"担载型液相铑基络合物为催化剂"羰

基合成丙醛再氧化为丙酸的研究"在兰州炼油厂进

行侧线试验"取得了 " !)) 0的催化剂寿命试验$ 还

有成都有机所#广东工业大学等单位也先后开展过

乙烯制丙酸的研究工作"国家(七五) #(八五)

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

和
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