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摘要!以树脂为载体"京尼平为交联剂"采用吸附>交联法制备了固定化脂肪酶&?()U=U( 7S(;;>#$A'# 筛选了吸附和交联

过程的最优固定化条件# 利用扫描电子显微镜和原子力显微镜对制备的固定化酶进行了表征"结果表明"脂肪酶分子成功地固

定在树脂上"而且吸附后通过增加交联步骤能够有效增加固定在树脂上的脂肪酶分子的数量# 另外"红外结果也进一步验证了

脂肪酶固定在树脂上# 所制备的吸附>交联固定化酶具有良好的热稳定性和操作稳定性"连续反应 A) 批后"转化率仍保留在

;)`以上"稳定性良好"酶活基本保持不变#

关键词!脂肪酶%固定化%吸附>交联%京尼平%表征
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??脂肪酶&42S37&"I/![#[#[!'是一类特殊的酰基

水解酶"可以在油C水界面上催化各种有机反应"并

且反应条件温和"具有高度的特异性"使得其在生物

技术领域非常受欢迎"如可以用来合成催化酯化$水

解$醇解等反应"生产多类化学品如功能性油脂$表

面活性剂$食品添加剂等# 但是游离酶在使用中对

环境要求十分苛刻"容易失活"稳定性差"难以重复

利用"同时昂贵的价格也限制了其在酶催化领域的

应用*# >!+

#

通过将脂肪酶进行固定化可以有效改善这些不

足# 传统的固定化方法包括吸附法$包埋法$交联法

和共价结合法"每种方法都有其各自的优点和缺

陷*B+

# 吸附法反应条件温和"能够最大程度地保留

酶的活性"但是在实际应用中"吸附法固定化的脂肪

酶由于酶与载体之间的作用力弱"随着反应的进行"

酶分子很容易从载体上脱落"使固定化酶的稳定性

较差*A >W+

# 而交联法是通过在酶分子间形成共价键

来完成固定化"因此交联法的结合力强"稳定性高"

可以多次重复使用*: >#)+

# 交联法中常用的交联剂

是戊二醛"此交联剂毒性较高"对酶活的影响较大#

针对上述问题"笔者以树脂为载体"结合吸附>交联

固定化方法"选用生物相容性更好的京尼平作为交

联剂"考察了固定化酶的制备条件"并对所制备的固

定化酶进行多种表征"同时对固定化酶的热稳定性

和操作稳定性进行了考察#

;<实验部分

;@;<主要试剂与仪器

实验主要原料!?()U=U( 7S(;;>#$A 脂肪酶"凯

泰生物技术有限公司生产%树脂 %!##"华溢新材料
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生产%月桂酸$正辛醇$正己烷$磷酸二氢钠$氢氧化

钠均为分析纯"北京化工厂生产%京尼平"临川之信

生物科技有限公司生产#

实验主要仪器!!"W#))) 型磁力搅拌器"德国

5g@生产%<c@/I#!)) 型气相色谱仪"<0&-1+公司

生产%F_@>M型恒温振荡培养箱"太仓市实验仪器

厂生产%Ld>$))) 型紫外可见分光光度计%*6482O

*+,&>

+

型扫描探针显微镜"M-6E&-生产%FBW)) 型

扫描电子显微镜"_5<@/_5生产%!#)) 型傅里叶变

换红外光谱仪"d3-23.生产#

;@=<固定化脂肪酶

#[$[#?吸附过程

在 A) 1P锥形瓶中加入一定量的 %!## 树脂及

A 1P磷酸缓冲溶液"震荡使其分散均匀"再加入一

定量的脂肪酶"充分混合后放入摇床中"在一定的温

度$S_下吸附不同时间"得到吸附固定化酶# 用布

氏漏斗将上述吸附好的反应体系进行抽滤"室温干

燥后得到吸附固定化酶"进行酶活的测定#

#[$[$?交联过程

向上述吸附好的反应体系中加入不同浓度的京

尼平作为交联剂"在不同的温度和时间下交联# 用

布氏漏斗抽滤"室温干燥得到吸附>交联固定化酶#

固定化酶的制备过程如图 # 所示#

图 #?固定化酶的制备过程

;@><酶活的测定

在 A) 1P锥形瓶中加入 !#"

(

P的正辛醇$

)[$ K月桂酸"然后溶解在 ;[A 1P的正己烷溶液中"

在 B)k的条件下预热 A 12."之后加入 )[$A K制备

的固定化脂肪酶"在 B)k的摇床中反应 $ 0"利用气

相色谱分析酶催化合成的酯的浓度#

酯化酶活单位的定义!在 B)k的条件下每分钟

催化产生 #

(

1+4的酯的量定义为一个酶活单位

&L'#

;@?<固定化脂肪酶的表征

#[B[#?扫描电子显微镜!FI*"分析

用扫描电子显微镜& FI*'观察树脂及不同固

定化酶&吸附$吸附>交联'的形貌# 将样品用刀片

切开"观察内部截面"样品需喷金处理后用导电胶固

定于样品台上#

#[B[$?原子力显微镜!@b*"分析

待测树脂样品和不同固定化酶&吸附$吸附>交

联'用刀片轻轻切开"选择相对平滑的截面"表面上

的碎屑用洗耳球吹去"树脂和固定化酶样品用氰基

丙烯酸乙酯黏合剂固定在@b*专用金属圆片上#

待测脂肪酶溶液的@*b表征!取 #)

(

P酶溶液

置于新鲜的云母片上"在室温下吸附 #) 12."用

A)

(

P的水冲洗"吹干"待测# 利用原子力显微镜观

测酶分子在空气中的形貌#

#[B[!?傅里叶变换红外光谱!b<5c"分析

待测样品和gM-充分研磨混合均匀"压片后进

行红外光谱分析#

;@A<固定化酶的稳定性

#[A[#?热稳定性

把同样质量的固定化酶和游离酶放入 A) 1P的

锥形瓶中"再将其分别在 !) ]:)k的条件下反应

$ 0"之后测定酯化酶活"以此来表征酶的热稳定性#

#[A[$?操作稳定性

具体操作见 #[!"反应完成之后将固定化酶与

产物分离"重新进行上述过程"以此类推"以反应能

有效进行的批次来表征固定化酶的操作稳定性#

=<结果与讨论

=@;<固定化酶的条件优化

吸附过程中脂肪酶的添加量会对固定化酶的酶

活产生很大影响"温度升高会增加酶分子与载体的

接触"而温度过高也会降低酶活和稳定性"另外"适

宜的 S_能使酶分子的活性中心处于一个最佳状

态"有利于酶的催化# 吸附时间直接关系到载体表

面负载酶蛋白量的多少# 随着时间增加"载体吸附

的蛋白也会增多"酶活必然增加"但是当时间继续延

长"会增加载体表面的空间位阻"导致酶活下降# 交

联过程中时间的长短直接决定交联的程度"温度又

会决定交联剂的活性# 京尼平作为一种新型生物大

分子交联剂"对酶的作用较温和"虽然已经取得了广

泛的应用*## >#!+

"但仍会影响酶活"其质量分数的大

小对交联反应至关重要# 因此"考察了吸附和交联

过程中的各种影响因素"得到了吸附过程的最优条

件为!脂肪酶的质量为 )[$A K"吸附温度为 !Ak"S_

为 :[)"吸附时间为 B 0# 交联过程的最优条件为!

京尼平质量分数为 )[$A`"交联时间为 B 0"交联温

度为 !)k#
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=@=<固定化脂肪酶的表征

$[$[#?扫描电子显微镜! FI*"和原子力显微镜

!@b*"

??通过扫描电镜及原子力显微镜分别对固定化酶

的形成过程以及内部结构特征进行观察和进一步分

析"结果如图 $$图 ! 所示# 由图 $&3'可以看出"树

脂内部孔道发达"有利于酶分子进入树脂内部并在

树脂上吸附"也利于催化反应的发生# 由图 $&R'可

以看出"酶分子和树脂吸附后"可以在树脂的截面上

观察到一些小颗粒"这些颗粒应该是酶蛋白的聚集

体# 而且树脂的截面边缘有钝化的现象"与树脂相

比更加粗糙"证明酶分子吸附在了树脂上# 吸附虽

然可以在很大程度上保留酶的活性"但是由于酶与

载体之间的相互作用力较弱"在反应中容易脱落"使

???????

&3'树脂 &R'吸附固定化酶

&''吸附>交联固定化酶

图 $?扫描电子显微镜图

&3'树脂 &R'吸附固定化酶

&''吸附>交联固定化酶

图 !?原子力显微镜图

固定化酶的酶活降低# 通过增加交联反应"能使酶

分子更加牢固地固定在载体表面"使其不易失活"提

高稳定性# 由图 $&''可以看出"吸附固定化酶进一

步发生交联反应后"载体表面的颗粒数量明显增多"

也就是固定在载体表面的酶蛋白的数量增多# 由图

! 可以看出"原子力显微镜的实验结果也进一步证

明脂肪酶分子大量的固定在了树脂上# 吸附固定化

后"脂肪酶分子均匀的分散在树脂内部"成单层吸

附"避免了酶分子堆积引起酶失活"进一步发生交联

反应后"树脂上脂肪酶的负载量明显增多#

为了进一步证明树脂截面上出现的小颗粒是脂

肪酶分子"利用原子力显微镜对脂肪酶分子以及固

定化酶在纳米尺度上进行研究"结果如图 B 所示#

由图 B&3'可以看出"脂肪酶分子的高度剖面图上单

个脂肪酶分子的高度约为 A .1左右"与文献*#B+

中的报道相符# 吸附固定化后"树脂截面上出现大

量的颗粒"这些颗粒的高度也都在 A .1左右"直接

证明脂肪酶分子吸附在了树脂上"如图 B&R'所示#

吸附后增加交联步骤"能够增加固定在树脂上的脂

肪酶的数量"这些颗粒的高度也与脂肪酶的高度相

符"如图 B&''所示# 进一步证明 FI*和 @b*图中

的颗粒为脂肪酶分子"并且成功地固定在树脂上#

&3'脂肪酶

&R'吸附固定化酶

&''吸附>交联固定化酶

图 B?原子力显微镜图及对应的高度剖面图
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$[$[$?红外光谱!b<5c"

用京尼平作交联剂得到的吸附>交联固定化酶

的红外谱图与树脂的谱图相比有明显变化"如图 A

所示# 由图 A 可以看出"与树脂相比"固定化酶的红

外谱图中 ! !AW '1

>#和 # BA" '1

>#处的峰明显减

弱"表示固定化酶中N,_键减少"而 # )$) '1

>#处

峰的增强"表示固定化酶中 /,N键增多# 交联反

应是酶分子之间的氨基发生交联"在这一过程中"伴

随着/,N键的增多和 N,_的减少# 因此"红外

结果也进一步证明脂肪酶分子固定在了树脂上"与

预期的结果一致#

#,树脂%$,固定化酶

图 A?树脂和吸附>交联固定化酶的红外光谱

=@><固定化脂肪酶的稳定性

$[![#?热稳定性

脂肪酶的活性会随环境的变化而改变"尤其是

温度# 将游离酶与固定化酶&吸附$吸附>交联'分

别在不同的温度下放置 $ 0 后"测其酶活# 与游离

酶相比"吸附固定化酶和吸附>交联固定化酶的热

稳定性都有所提高"而且吸附>交联固定化酶的热

稳定性更好# 在 :)k下保持 $ 0"吸附>交联固定化

酶的酶活还能保持在 "B`"而吸附固定化酶的酶活

已经降低为 A#`"游离脂肪酶的酶活仅为 $"`"如

图 " 所示# 吸附>交联固定化酶的热稳定性的提高"

是由于京尼平的交联增加了酶分子之间的相互作用

力"限制了酶分子的移动"从而能够更好地抵御外界

环境的影响#

#,脂肪酶%$,吸附固定化酶%!,吸附>交联固定化酶

图 "?脂肪酶和固定化酶的热稳定性

$[![$?操作稳定性

对于固定化酶来说"其重复使用性是一个很重

要的指标"能够有效减少其在工业生产使用中的费

用# 由于月桂酸和正辛醇是脂肪酶的最适底物"以

此来考察固定化酶的操作稳定性"结果如图 W 所示#

由图 W 可以看出"吸附固定化酶和吸附>交联固定化

酶在前 $) 批反应的稳定性都很好# 随着反应批次

的增加"由于吸附固定化酶的脱落或失活"其转化率

开始逐渐下降# 而用京尼平交联得到的吸附>交联

固定化酶在反应 A) 批后仍然稳定性良好"转化率基

本保持不变"维持在 ;)`以上# 因此"以树脂为载

体"采用吸附>交联的方法制备的固定化酶能够多

次重复使用并保持较高的活力"显著提高酶的稳定

性"并且其稳定性明显优于吸附法制得的固定化酶"

具有一定的工业应用价值#

#,吸附固定化酶%$,吸附>交联固定化酶

图 W?固定化酶的操作稳定性

><结论

以树脂为载体"京尼平为交联剂"采用吸附>交

联法对脂肪酶进行了固定化"优化了吸附和交联过

程中的影响因素"包括酶量$温度$时间$S_等固定

化条件# 借助扫描电子显微镜和原子力显微镜对制

备的固定化酶的形貌进行了表征# 结果表明"酶分

子均匀地吸附在了树脂上"而且通过增加交联过程"

能够增加酶分子固定在树脂上的数量# @b*的高

度剖面图也进一步证明了脂肪酶成功地固定在树脂

上# 另外"红外分析的结果也验证了脂肪酶被很好

地固定在了树脂上# 吸附>交联法制备的固定化酶

的热稳定性和操作稳定性与游离脂肪酶$单纯吸附

法固定化酶相比均有明显提高"具有一定的实际工

业应用价值#
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匀# 将 )[B K引发剂溶于 #) K水中"滴加引发剂"考

察不同引发剂对聚季铵盐产率的影响"结果如表 #

所示#

表 ;<引发剂对产率的影响

引发剂 产率 C̀ 外观

过硫酸铵 :A[W 黏稠"略微显黄色

过硫酸钾 :$[! 黏稠"略微显黄色

d3>)BB ;#[W 黏稠"透明

dA) :;[! 黏稠"透明

从表 # 可知"d3>)BB 的活性最好"产率最高#

=@=<反应温度对产率影响

将 $) K丙烯酸$#)) K二甲基二烯丙基氯化铵

加入到 $A) 1P圆底烧瓶中"搅拌均匀# 滴加 $ K的

引发剂"考察温度对产率的影响"结果如图 # 所示#

由图 # 可知"随着温度的升高"产率提高"温度达到

W)k时"产率最大"为 ;#[W`# 这是因为水溶性的

???????

图 #?温度对产率的影响

偶氮引发剂在低温下不易产生自由基"随着温度的

升高"产生自由基的速率增加"当达到 W)k后"产生

自由基的速率几乎不再有大的变化"因此产率不再

有明显的变化#

=@><引发剂质量分数对产率的影响

将 $) K丙烯酸$#)) K二甲基二烯丙基氯化铵

加入到 $A) 1P圆底烧瓶中"搅拌均匀"反应温度为

W)k条件下"考察引发剂质量分数对产率的影响"结

果如图 $ 所示#

图 $?引发剂质量分数对产率的影响

由图 $ 可知"随着引发剂质量分数的增加"产率

增大"最后趋于稳定# 这是因为随着引发剂质量分

数的增大"产生更多的自由基活性基团"使得更多的

单体有机会和主链反应# 可是"当质量分数达到一

定数量之后"更多的自由基相互之间反应"使得活性

基团的数量趋于稳定"从而产率也不再有明显的

变化
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R9/3.,2,3-6K+7342S37&*\+(M2+-&7+6-'&<&'0.+4+K9"$)#)"#)#
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