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摘要!采用 ' 种不同孔径和亲疏水性的聚苯乙烯微球!通过吸附法固定化脂肪酶 M̂!"-#!筛选得到

最佳载体!对固定化条件进行了优化并对其性能进行了研究& 结果表明'粒径范围 "@' J#

!

3的

氨基聚苯乙烯微球W具有最佳的固定化效果!在酶质量浓度 & 39K3R%EF#"%固定化温度 !"I%振

荡转速 !&" XK358%吸附时间 ' =条件下!酶活回收率达到 (!@$!H#与 M̂!"-# 脂肪酶游离酶相比!

经固定化后的载体脂肪酶的温度稳定性%金属离子稳定性%有机溶剂稳定性%EF稳定性均明显增

强#!&I存储 /" V后!固定化酶酶活保留率比游离酶酶活保留率提高了 #&@"0 个百分点#固定化酶

重复使用 & 次后!酶活保留率为 '/@--H&

关键词!聚苯乙烯微球#吸附法#固定化#脂肪酶#酶活回收率
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DD脂肪酶在许多行业中均有应用$其能够在多种

化学反应中起到催化效果$但由于游离脂肪酶的诸

多缺陷$比如稳定性差'利用成本高等$使其在应用

上受到限制% 为了使脂肪酶的利用效率更高$适用

于工业化生产$研究者们常常采用固定化的方法来

提高其稳定性%

物理吸附是酶固定化常用的方法之一(#)

$具有

载酶量高'利于维持酶分子空间构象等突出优势%

微球作为固定化酶的载体$由于具有比表面积大'易

于回收重复利用等优越性而得到广泛认可(!)

$因此

在为数不多的已实现工业化应用的商品固定化酶

中$大部分都是利用微球载体通过吸附固定化酶%

在固定化脂肪酶的过程中$酶的活性'温度稳定

性'EF稳定性'有机溶剂耐受性等都会受到影响$这

是由于酶蛋白的氨基酸残基'电荷状态等都会在固

定化时发生改变!另外$与游离酶相比$固定化酶在

催化时$从单一液相变成了固液两相状态$导致传质

阻力和空间效应发生变化$也会影响酶学性质(/)

%

Q;89等(()通过固定化方法制备得到米曲霉氨基酰

化酶交联酶聚集体$在重复使用 #" 次后$仍有

$!d(H酶活保留率!RvE>:%M>XX48;等(&)研究显示$

一些特定的种类酶的聚集体酶活损失几乎为零$而

在一些低极性有机溶剂中$多数脂肪酶聚集体酶活

性都能达到 -&H! Ŷ等(')的研究中$制备得到了绿

豆环氧化物水解酶交联酶聚体$其热稳定性'EF稳

定性和有机溶剂耐受性均优于游离酶% 所以$为了

实现固定化酶的广泛应用$首先应该探究固定化酶

与游离酶在性质上的区别%

海洋中蕴藏了丰富的生物资源$与陆地微生物

产生的脂肪酶相比$海洋微生物产生的脂肪酶具备

耐高低温'酸碱耐受性强和有机溶剂条件下依然能

保持较高催化活性的优势$应用前景广阔(-)

% 前期

已完成海洋微生物 M̂!"-# 所产的脂肪酶的分离'

纯化'制备等工作($)

$本文在此基础上建立了海洋

脂肪酶 M̂!"-# 的固定化方法$通过筛选载体微球$

利用物理吸附法$通过单因素试验对固定化条件进

行优化$并对固定化酶的性能进行了研究$为进一步

研究固定化酶 M̂!"-# 提供了理论基础%

:;材料与方法

#@#D试验材料

#@#@#D原料与试剂

海洋微生物 M̂!"-# 脂肪酶$酶活力 '"" TK39$

由黄海水产研究所海洋产物资源与酶工程实验室提

供% 对硝基苯基月桂酸酯"#%85\X;E=>8]664YX4\>#'

对硝基苯酚"#*a#$购自 M5934公司$纯度 t0$H!

曲拉通LX5\;8)%#""'柠檬酸'柠檬酸钠'*4

!

FaU

(

'

*4F

!

aU

(

'甘氨酸'*4UF'无水乙醇'考马斯亮蓝

P!&"'甲醇'硫酸铜'氯化铁'氯化亚铁'硫酸锰'硫

酸镁'硫酸铝'氯化锌'氯化钠'氯化钙'氯化钾'丙

酮'异丙醇'正己烷'叔丁醇'甲苯'甲酸'乙酸等均为

分析纯$购自国药集团化学试剂有限公司% 载体聚

苯乙烯微球"见表 ##%

表 :;聚苯乙烯微球种类

载体 骨架结构 功能基团 粒径K

!

3 孔径K83 来源

聚苯乙烯微球 聚苯乙烯 % ' J'@0 % 上海百舜生物科技有限公司

羧基聚苯乙烯微球 羧基聚苯乙烯 羧基 ' J'@0 % 上海百舜生物科技有限公司

氨基聚苯乙烯微球O 氨基聚苯乙烯 氨基 ' J'@0 % 上海百舜生物科技有限公司

氨基聚苯乙烯微球W 氨基聚苯乙烯 氨基 "@' J# % 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

aML 聚苯乙烯 % /" /" 国家生化工程技术中心

R)%#"""FO 伯氨基聚苯乙烯 伯氨基 #&" J/"" !" J(" 西安兰晓科技有限公司

#@#@!D仪器与设备

S8C585\>j!""aX;多功能微孔板检测仪$瑞士帝

肯"L><48#公司!MFO_1b型恒温培养摇床$上海

市离心机械研究所!F#'&" %,台式高速离心机$

湖南湘仪实验室仪器开发公司!R_W!!#0 恒温水

浴锅$瑞典 WbUjjO公司!UbSU*j;V>6$#$ EF

计$美国奥立龙!FO*aS*P电子天平$上海精科天

平公司%

#@!D试验方法

#@!@#D脂肪酶活力测定

脂肪酶活力测定参照文献(0)%

#@!@!D蛋白质含量的测定

蛋白质含量采用WX4VC;XV

(#")方法测定%

#@!@/D聚苯乙烯微球固定化脂肪酶

将载体微球在 (I甲醇溶液中振荡处理 !( =$

再用纯水洗涤$以去除微球中可能残留的有机溶

""#
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剂(##)

% 称取 #" 39微球于 ! 3R离心管中$加入 #

3R一定质量浓度的酶液"一定 EF的磷酸缓冲液溶

解#$混合后在一定温度和转速条件下振荡一定时

间进行酶固定化% 酶固定化完毕$于 #! """ XK358

条件下离心 #" 358 进行固液分离$吸除上清液$载

酶微球用 "@! 3;6KR'EF$@" 磷酸钠缓冲液洗涤 !

次至洗涤液中无酶蛋白为止% 收集上清液与洗涤

液$用WX4VC;XV

(#")方法测定溶液中蛋白质的质量浓

度$根据物料衡算计算出固定化在载体上的酶量%

酶活回收率计算公式如下&

酶活回收率 h固定化酶的活力K用于固定化的

酶的总活力f#""H

负载量计算公式如下&

B负载量 h" '

"

,

"

%'

#

,

#

%'洗液#

,洗液#

%'洗液!

,洗液!

#.-

式中&B负载量为载体微球的负载量$39K9!'

"

为原

酶液的蛋白质质量浓度$39K3R!,

"

为原酶液的体积$

3R!'

#

为上清液的蛋白质质量浓度$39K3R!,

#

为上

清液的体积$3R!'洗液#

为第一次洗涤液的蛋白质质量

浓度$39K3R!,洗液#

为第一次洗涤液的体积$3R!'洗液!

为第二次洗涤液的蛋白质质量浓度$39K3R!,洗液!

为

第二次洗涤液的体积$3R!-为载体微球的质量$9%

#@!@(D固定化脂肪酶的酶学性质测定

将固定化酶和游离酶置于 ( J'"I的恒温水浴

锅中处理 ( =$分析其温度稳定性!将固定化酶和游离

酶置于 & 33;6KR的 .Y

! N

'g>

/ N

'j9

! N

'+8

! N

'.4

! N

'

g>

! N

'j8

! N

'O6

/ N

'_

N

0 种金属离子中处理 ( =$分析

其金属离子稳定性!将固定化酶和游离酶置于丙酮'

异丙醇'正己烷'叔丁醇'甲苯'甲酸'甲醇'乙酸'乙醇

0种有机溶液中处理 ( =$分析其有机溶剂稳定性!将

固定化酶和游离酶置于 EF/ J#! 的缓冲液中处理

( =$分析其 EF稳定性!将固定化酶与游离酶在 !&I

放置 " J/" V$分析其储存稳定性!根据脂肪酶活力的

测定方法(0)

$将固定化酶与底物在最适反应条件下催

化反应$测定酶活力$反应结束后$将固定化酶从反应

体系中分离$重复上述反应$总计 #" 次% 以首次测定

的酶活力为 #""H$研究其重复使用性%

<;结果与分析

!@#D载体微球的筛选

研究显示$在固定化的过程中$载体材料的选择

对固定化的成败有着至关重要的作用$同时也会极

大地影响固定化酶的酶活(#!)

$筛选合适的固定化载

体$常常成为固定化过程中的研究热点% 脂肪酶分

子活性结构附近有几个疏水区域$而 ' 种微球均含

有聚苯乙烯骨架(#/)

$所以脂肪酶在这 ' 种聚苯乙烯

微球上的固定化$主要是利用聚苯乙烯分子中苯环

与酶分子疏水区域的相互作用来实现的(#()

%

在酶质量浓度 ! 39K3R' EF $'固定化温度

#"I'振荡转速 #&" XK358'吸附时间 ' = 的固定化

条件下$不同聚苯乙烯微球固定化效果如表 ! 所示%

表 <;不同聚苯乙烯微球固定化效果

载体 酶活回收率KH 负载量K"39K9#

聚苯乙烯微球 #"@-&- !!@('/

羧基聚苯乙烯微球 !#@-#( !(@##(

氨基聚苯乙烯微球O 0@-"# !#@/'"

氨基聚苯乙烯微球W /"@#!' /!@#$(

aML #(@#($ /"@'/$

R)%#"""FO &@//" !#@-''

DD由表 ! 可知$海洋脂肪酶 M̂!"-# 在 ' 种微球上

的负载量都大于 !" 39K9$其中购自上海阿拉丁生

化科技股份有限公司的粒径为 "@' J#

!

3的氨基

聚苯乙烯微球W负载量最高$为 /!@#$( 39K9$其固

定化酶活回收率为 /"d#!'H$对脂肪酶的吸附能力

最强$因此选择阿拉丁的氨基聚苯乙烯微球 W为固

定化的载体进行固定化条件优化%

!@!D单因素试验

!@!@#D酶质量浓度对固定化脂肪酶酶活力的影响

在 EF $'固定化温度 #"I'振荡转速 #&"

XK358'吸附时间 ' = 条件下$不同酶质量浓度对脂

肪酶固定化效果的影响见图 #%

图 :;酶质量浓度对脂肪酶固定化效果的影响

DD由图 # 可知$随着酶质量浓度的增加$酶活回收

率随之增加$当酶质量浓度达到一定程度$酶活回收

率开始下降% 这可能是由于载体微球的空间及负载

量有限$当酶质量浓度很低时$载体表面的空间足够

大并使酶能够充分与之结合$但当酶质量浓度上升

至 & 39K3R时$微球能够负载的酶量达到上限$再

持续增加酶质量浓度时$多余的酶分子无法继续与

载体结合$反而由于酶分子过度集中$导致多个酶分

子在空间上形成重叠$使酶活性部位的空间构型产

生改变$其分子之间的空间位阻也变大$阻碍与底物

#"#
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分子相结合$造成酶的回收率降低(#&)

% 而且当酶质

量浓度为 & 39K3R时$微球的负载量为 /$@(&

39K9% 综合酶活回收率和负载量考虑$选择 &

39K3R为最佳酶质量浓度%

!@!@!DEF对固定化脂肪酶酶活力的影响

在固定化过程中$缓冲液的 EF会改变酶分子

和孔壁表面的离子化状态$影响酶与载体的结合程

度$进而影响固定化酶的酶活力(#')

% 在酶质量浓度

& 39K3R'固定化温度 #"I'振荡转速 #&" XK358'吸

附时间 ' =条件下$不同 EF对脂肪酶固定化效果的

影响见图 !%

图 <;?C对脂肪酶固定化效果的影响

DD由图 ! 可知$随着 EF的升高$相对酶活先增加

后降低$EF#" 时$相对酶活最大% 可能是过酸'过

碱的环境会对部分酶的活性有一定的抑制作用$也

可能是 EF影响酶分子周围的微环境$在特定的 EF

环境下$酶分子处于适合与载体结合的状态$EF过

高或过低$酶分子均处于不适合与载体结合的状态%

因此$选择 EF#" 为最佳缓冲液的 EF%

!@!@/D固定化温度对固定化脂肪酶酶活力的影响

酶是一种受温度影响很大的蛋白质(#-)

% 在酶

质量浓度 & 39K3R'EF#"'振荡转速 #&" XK358'吸

附时间 ' =条件下$不同固定化温度对脂肪酶固定

化效果的影响见图 /%

图 =;固定化温度对脂肪酶固定化效果的影响

DD由图 / 可知$相对酶活随着固定化温度的升高$

先升高后降低$!"I时相对酶活最高% 因此$将

!"I设为最佳的固定化温度%

!@!@(D振荡转速对固定化脂肪酶酶活力的影响

在加酶量 & 39K3R'EF#"'固定化温度 !"I'

吸附时间 ' = 条件下$不同转速对脂肪酶固定化效

果的影响见图 (%

图 @;振荡转速对脂肪酶固定化效果的影响

DD由图 ( 可知$当振荡转速从 " XK358 逐渐增大

时$相对酶活也随之增大$可能是因为当振荡转速较

低时$脂肪酶与载体微球无法充分接触$使载体微球

对酶的吸附不够充分$当振荡转速达到 !&" XK358

时$相对酶活达到最大$随后相对酶活开始下降$原

因可能是振荡速率太快$致使酶蛋白从载体微球结

合位点脱落(#$)

% 因此$最佳振荡转速为 !&" XK358%

!@!@&D吸附时间对固定化脂肪酶酶活力的影响

吸附时间是影响固定化酶活和载体吸附蛋白量

的重要因素之一% 在加酶量 & 39K3R'EF#"'固定

化温度 !"I'振荡转速 !&" XK358 条件下$ 不同的

吸附时间对脂肪酶固定化效果的影响见图 &%

图 A;吸附时间对脂肪酶固定化效果的影响

DD由图 & 可知$/ J' = 时$随着吸附时间的延长$

相对酶活逐渐增加$' = 时相对酶活最大$可能是因

为吸附时间较短$载体承载的酶量较少$传质的动力

较大$吸附迅速(#0)

!在 ' J#& =$随着吸附时间的延

长$相对酶活逐渐降低$可能是长时间的吸附导致部

分酶失活$并且载体的载酶量有限$吸附时间过长导

致酶的空间增大$固定化酶的酶活位点被掩盖$相对

酶活降低% 因此$选择 ' = 为最佳吸附时间%

通过上述单因素试验$得到了脂肪酶固定化的

最优条件为酶质量浓度 & 39K3R'EF#"'固定化温

度 !"I'振荡转速 !&" XK358'吸附时间 ' =$在此条

件下$固定化酶的酶活回收率为 (!@$!H%

!@/D固定化脂肪酶性能研究

!@/@#D固定化酶与游离酶的温度稳定性"见图 '#

!"#
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图 B;固定化酶与游离酶的温度稳定性

DD由图 '可知$两种状态的酶相对酶活均随着温度

的升高而逐渐降低$而在 ( J("I区间$相对酶活降

低趋势较为平缓!(" J'"I$相对酶活陡然下降%

'"I时$固定化酶相对酶活为 !-@(0H$而游离酶的

相对酶活仅为 0@$'H% 此试验结果显示固定化酶较

游离酶有更好的温度稳定性$可能是由于酶和载体结

合后$酶分子受到载体的保护$使其结构更加稳定%

!@/@!D固定化酶与游离酶的金属离子稳定性"见

图 -#

图 G;固定化酶与游离酶的金属离子稳定性

DD由图 - 可知$置于金属离子中的脂肪酶的酶活

与未经处理的酶相比均发生变化% 与脂肪酶

M̂!"-# 的游离酶相比$固定化酶对金属离子有更强

的耐受性% 由于酶吸附在载体上$使其有了更加稳

定的空间构象$从而提高了对外界环境的耐受性$其

中$.4

! N

'j9

! N

'j8

! N能够在一定程度上提升酶活$

_

N

'g>

! N

'+8

! N对酶影响效果不明显$而 .Y

! N

'

g>

/ N

'O6

/ N对酶活有明显抑制作用%

!@/@/D固定化酶与游离酶的有机溶剂稳定性"见

图 $#

图 H;固定化酶与游离酶的有机溶剂稳定性

DD由图 $ 可知$在甲酸'乙酸体系中$固定化酶与

游离酶的酶活均降低为零$可能是由于该酶在酸性

条件下极易失活!在丙酮'异丙醇'甲苯'甲醇'乙醇

的体系中$两种状态的相对酶活相差不大!而在正己

烷'叔丁醇的环境下$固定化酶明显具有更高的稳定

性% 但叔丁醇的特殊性$其较高的空间位阻使其具

有一定惰性$不易与其他物质发生反应$也正是因为

如此$叔丁醇常被用作反应的溶剂(!")

$这一试验结

果对以后选择脂肪酶的反应体系也有很大帮助%

!@/@(D固定化酶与游离酶的 EF稳定性"见图 0#

图 I;固定化酶与游离酶的?C稳定性

DD由图 0 可知$两种状态酶的相对酶活均随着 EF

的增加呈先增加再减小的趋势$EF0 时$两者相对

酶活最高% 当 EF#" J## 时两种状态酶的相对酶活

差异较小$EF/ J$'EF#! 时$游离酶的相对酶活明

显低于固定化酶$与游离酶相比$固定化酶对酸及碱

的耐受性明显增强$且固定化酶的稳定性优于游离

酶的稳定性$原因可能是酶分子与载体的结合后$使

得分子构象更加稳定$进一步提高了酶的稳定性%

!@/@&D固定化酶与游离酶的储存稳定性"见图 #"#

图 :J;固定化酶与游离酶的储存稳定性

DD由图 #" 可知$两种状态下酶的酶活保留率均随

着储存时间的延长而降低$而相比于游离酶$固定化

酶的酶活保留率下降的趋势更加缓慢% 储存 /" V

后$固定化酶仍有 (-@!(H 酶活保留率$而游离酶的

酶活保留率只剩 /!@#&H% 该试验结果显示$固定

化后的脂肪酶 M̂!"-# 与游离酶相比较$储存稳定

性明显提升%

!@/@'D固定化酶的重复使用性

固定化的主要目的是设计可重复使用的生物催化

/"#
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剂$固定化酶的制备不仅可提高其操作稳定性$还可重

复回收利用$使固定化酶的使用成本极大降低$将固定

化脂肪酶重复催化 #"批次$结果如图 ##所示%

图 ::;固定化酶的重复使用性

DD由图 ##可知$固定化酶重复利用 & 次后$酶活保

留率为 '/@--H$重复催化 #" 次后$酶活保留率仍有

!0H% 试验结果表明$该固定化酶具有很好的重复使

用性$适用于工业化的重复回收利用和多批次操作%

=;结;论

对 ' 种不同种类的聚苯乙烯微球进行脂肪酶

M̂!"-# 固定化$通过筛选$确定粒径范围为 "@' J#

!

3的氨基聚苯乙烯微球 W为最佳载体$对固定化

过程中酶质量浓度'EF'固定化温度'振荡转速及吸

附时间进行条件优化$最终确定脂肪酶固定化的最

优条件为酶质量浓度 & 39K3R'EF#"'固定化温度

!"I'振荡转速 !&" XK358'吸附时间 ' =$在该条件

下$酶活回收率为 (!@$!H%

与 M̂!"-# 脂肪酶游离酶相比$经固定化后的

脂肪酶的温度稳定性'金属离子稳定性'有机溶剂稳

定性'EF稳定性均明显增强% 其中$在正己烷'叔丁

醇的体系下$固定化酶的稳定性明显提高% 储存 /"

V后$固定化酶酶活保留率比游离酶酶活保留率提

高了 #&@"0 个百分点!固定化酶重复使用 & 次后$酶

活保留率为 '/@--H$重复使用 #" 次后$酶活保留

率为 !0H% 脂肪酶 M̂!"-# 经固定化后$稳定性增

强$具有良好的操作性$可进一步进行应用研究%
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