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摘要!以海藻酸钠$羧甲基纤维素钠"ROR$为复合载体!戊二醛为交联剂!探究了包埋 $交联法制

备固定化米黑根毛霉脂肪酶的最佳工艺条件!并对固定化米黑根毛霉脂肪酶的酶学性质进行分析&

结果表明!制备固定化米黑根毛霉脂肪酶的最佳工艺条件为海藻酸钠质量分数 !=(\%ROR质量分

数 #=(\%脂肪酶液浓度 ."" UD2̀ %R3R5

!

质量分数 (\%戊二醛质量分数 "=")\%交联固定化时间

)" 248!在此条件下固定化米黑根毛霉脂肪酶的酶活力为 !J(=(. UD9!与游离脂肪酶相比!固定化

脂肪酶热稳定性和 Z,稳定性均有所提高& 交联剂戊二醛的添加可以提高固定化脂肪酶的操作稳

定性和储存稳定性!在重复使用 ' 次后相对酶活力保持在 ('=)%\!在 Ji下存放 ' 周后相对酶活

力为 &#=.%\& 包埋$交联法制备的固定化米黑根毛霉脂肪酶具有更好的稳定性和适应性!为实

现植物油酶法酯化脱酸工业化生产提供参考&
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UD9=O?XQ?YQX& F7Q422?A4546QS Q86:2Q@3VZQXC?X2QS AQFFQX48 Z,VF3A454F:38S F7QX235VF3A454F:F738

CXQQ54Z3VQ=G7Q3SS4F4?8 ?C>X?VV548E48939Q8F95<F3X35SQ7:SQ>?<5S 42ZX?YQF7Q?ZQX3F4?8 VF3A454F:38S

VF?X39QVF3A454F:?C422?A4546QS 54Z3VQ& 38S 3CFQXXQ>:>5489' F42QV38S VF?X4893FJi C?X' @QQEV& F7Q

XQ53F4YQ3>F4Y4F:?C422?A4546QS eÒ VF455EQZF3F('=)%\ 38S &#=.%\& XQVZQ>F4YQ5:=G7<V& F7Q
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eÒ #是一种V8 $#&) 位专一性脂肪酶&可特异性地

优先水解处于三酰甘油 # 位和 ) 位的脂肪酸( 作为

一种重要的工业酶制剂&米黑根毛霉脂肪酶被广泛

用于食品'制药'生物新能源和环境治理等行

业+# $!,

( 在油脂行业中&米黑根毛霉脂肪酶具有在

油相中催化酯化和酯交换反应的特性&可催化油脂

中的游离脂肪酸与酰基受体反应&使游离脂肪酸尽

可能多地转化为甘油酯或其他脂肪酸衍生物&从而降

低油脂中游离脂肪酸的含量&达到降低成品油酸值和

保障成品油品质的目的( 在各脂肪酶中&米黑根毛霉

脂肪酶的比活力高'热稳定性强'溶剂耐受性好&具有

良好的工业化应用前景+) $J,

&但其在游离态下易受环

境影响&难以被重复利用&且价格昂贵( 因此&一般采

用固定化方法对米黑根毛霉脂肪酶进行处理(

目前&吸附法'共价结合法'包埋法和交联法+(,

是常用的脂肪酶固定化方法( 包埋法是指将酶蛋白

分子包裹在溶胶$凝胶'有机聚合物'微胶囊和膜设

备等含有多孔结构的载体中的一种酶固定化方

法+&,

( 包埋法实际操作简单且适用范围广泛&对酶

分子的高级结构影响较小&固定化后的酶分子依然

保持较高的酶活性( 但包埋法弊端在于酶分子难以

与大分子反应底物接触&因而被局限于反应底物为

小分子的酶催化反应中+',

( 交联法是指利用有双

功能或多功能的交联剂与酶蛋白分子之间形成共价

键&将酶交联聚集在一起的一种酶固定化方法+.,

(

交联法使用的交联剂"如戊二醛'双偶氮二联苯胺'

鞣酸及异氰酸衍生物等#与酶分子单一结合时会导

致酶活力损失严重&因而常与包埋法结合起来&不仅

可以提高交联法制备的固定化酶的酶活力&同时也

可以提高包埋法制备的固定化酶的重复使用性( 罗

少华等+%,采用包埋$交联法固定化大肠杆菌细胞&

用以工业化生产
#

$氨基丁酸( 王妍等+#",采用包

埋$交联法对磷脂酶K

#

进行固定化&固定化磷脂酶

K

#

的酶活力回收率可达 ."=!\&同时具有较好的热

稳定性&重复使用 ' 次后的酶活力为初始酶活力的

&(\( 徐珊+##,以海藻酸钠为载体&乙二醇缩水甘油

醚为交联剂固定化脂肪酶&结果表明&包埋$交联处

理后的固定化酶在 &(i时仍能保持 J"\左右的相

对酶活力&重复操作 J 次后酶活力为原来的

("])!\&而游离酶只剩下 #"\左右的相对酶活力&

并只能使用 # 次而无法回收( 可见包埋$交联处理

后的固定化酶在热稳定性与操作稳定性上均较游离

酶得到了极大的提升(

载体是酶固定化的基础&海藻酸钠因其溶胶 $

凝胶的特性&温和无毒'廉价易得的特点&被广泛应

用于农业'食品'医药'工业等各领域+#! $#J,

( 近几年

关于海藻酸钠复合载体在固定化酶方面的研究逐步

增多( 陈辉等+#(,制备了菠萝皮渣羧甲基纤维素D海

藻酸钠复合水凝胶珠用于固定化菠萝蛋白酶&优化

后的固定化酶比游离酶更耐热'耐碱性环境&具有较

好的重复使用性( 张慧霞等+#&,以海藻酸钠 $微孔

淀粉制备固定化酯化酶&通过促进酯化反应来缩短

陈酿时间( 虞凤慧等+#',优化了包埋法固定化高温

碱性脂肪酶的工艺&以海藻酸钠与羧甲基纤维素钠

"ROR#为复合载体固定化后的酶活力回收率高达

%%="(\( 目前&关于海藻酸钠复合载体在脂肪酶方

面的研究不多&有待进一步探究(

本研究以海藻酸钠与ROR为复合载体&辅以戊

二醛为交联剂&优化固定化米黑根毛霉脂肪酶工艺

条件&并进行酶学性质研究&以期达到降低成本&提

高利用率和可回收率的目的&为米黑根毛霉脂肪酶

固定化提供一种新思路&为实现酶法酯化脱酸在油

脂工业生产中的自动化提供一定的理论基础(

=>材料与方法

#=#/试验材料

#=#=#/原料与试剂

米黑根毛霉脂肪酶 "g353F3VQ!""" &̀酶活力

#" "'(=&. UD2̀ #&丹麦诺维信公司!海藻酸钠'

ROR'聚乙烯醇"gbK#'阿拉伯胶'黄原胶'明胶'卡

拉胶'橄榄油'无水醋酸铜'异辛烷'戊二醛'无水乙

醇'吡啶'磷酸二氢钠'磷酸氢二钠'浓盐酸等&均为

分析纯(

#=#=!/仪器与设备

Ub$#."" 紫外分光光度计&上海美谱达仪器

有限公司!磁力搅拌器&德国 TkK公司!水浴恒温振

荡培养箱&天津莱玻特瑞仪器设备有限公司!Z,计&

上海梅特勒$托利多仪器有限公司!*e*$)"" $T型

乳化剪切搅拌机&上海标本模型厂(

#=!/试验方法

#=!=#/脂肪酶液的配制

取一定体积的米黑根毛霉脂肪酶&用 "=! 2?5D̀'

Z,.=" 的磷酸盐缓冲溶液配成浓度分别为 J""'

&""'.""'# """'# !"" UD2̀ 的脂肪酶液&置于 Ji

冰箱中备用(

#=!=!/脂肪酶的固定化

复合载体的制备)按一定质量比分别向海藻酸

钠中添加阿拉伯胶'ROR'gbK'黄原胶'明胶和卡拉

胶 & 种胶体&沸水浴加热溶解并在烧杯中搅拌均匀&

冷却后用蒸馏水定容至 #"" 2̀ (

包埋法制备固定化脂肪酶)取 ( 2̀ 复合载体溶

%##
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液与 ! 2̀ 脂肪酶液于烧杯中&搅拌均匀( 用注射器

将混合液逐滴加入到 R3R5

!

溶液中形成直径约为 )

22的颗粒状物质&并置于 Ji冰箱中硬化一定时间

"固定化时间#( 随后抽滤获得规则'均匀的小颗

粒&用去离子水冲去表面残留溶液&得到固定化脂肪

酶&保存在 Ji冰箱中(

包埋 $交联法制备固定化脂肪酶)依据包埋法

制备固定化脂肪酶的流程&在 R3R5

!

溶液中加入一

定质量分数的戊二醛作为交联剂&其余步骤保持不

变&此时的固定化时间为交联固定化时间(

#=!=)/脂肪酶活力及酶活力回收率测定

参照铜皂$分光光度法+#.,测定脂肪酶活力(

游离酶活力的测定)按文献+#.,的方法制备橄

榄油乳化液&取 # 2̀ 底物橄榄油乳化液'#=!( 2̀

磷酸盐缓冲溶液置于 J"i水浴中预热 ( 248&加入

"]!( 2̀ 酶液"使用 Z,.=" 磷酸盐缓冲溶液稀释#&

混合摇匀&待反应 #( 248 后迅速加入 "=( 2̀ &

2?5D̀ 的盐酸溶液和 ) 2̀ %(\的乙醇终止反应(

随后加入 #=( 2̀ 异辛烷&&"i反应 #" 248 后于室

温水中冷却( 待溶液冷却后&移取 "=( 2̀ 上层溶

液&依次加入 ! 2̀ 异辛烷和 "=( 2̀ 铜盐显色剂&振

荡后静置&取 #""

!

`上层清液在 '#J 82波长下测

定吸光度( 再根据脂肪酸浓度$吸光度标准曲线方

程"(c"4"#) )?l"4""! J&式中)(为吸光度!?为脂

肪酸浓度&

!

2?5D̀#的脂肪酸浓度( 按下式计算酶

活力"# 248 内催化底物水解产生 #

!

2?5脂肪酸所

需的酶量为 # 个酶活单位"U##(

2c'5C"/<# "##

式中)2为脂肪酶活力&UD9!'为脂肪酸浓度&

!

2?5D̀!5为反应液体积& !̀/为反应时间 248!<为

脂肪酶的加入量&9(

固定化酶活力的测定)将 ("" 29固定化酶浸入

"=!( 2̀ Z,.=" 的磷酸盐缓冲溶液中代替上述

"]!( 2̀ 酶液&其余步骤相同(

相对酶活力是指在同组试验中将酶活力最高者

设为 #""\&其余组的酶活力与之相比(

固定化酶活力回收率"(#按式"!#计算(

(c2

#

C2

"

d#""\ "!#

式中)2

#

为固定化酶的总活力!2

"

为用于固定

化的酶的总活力(

?>结果与讨论

!=#/包埋法脂肪酶固定化条件优化单因素试验

!=#=#/复合载体对固定化效果的影响

在脂肪酶液浓度 ."" UD2̀ '海藻酸钠质量分数

!\'胶体质量分数 !=(\'R3R5

!

质量分数 (\'固定

化时间 )" 248条件下&考察复合载体对固定化效果

的影响&结果见图 #(

/注)K=海藻酸钠!W=海藻酸钠 $阿拉伯胶!R=海藻酸钠 $

gbK!a=海藻酸钠$黄原胶!0=海藻酸钠 $明胶!I=海藻酸

钠$卡拉胶!+=海藻酸钠$ROR(

图 =>复合载体对固定化效果的影响

//从图 # 可知&& 种复合载体的固定化效果均优

于海藻酸钠&其中海藻酸钠$gbK'海藻酸钠 $ROR

复合载体的固定化酶活力回收率较高&分别达

)"]!%\')#=%'\( 这两种复合载体处理下制得的

凝胶颗粒光滑且均匀&达到了试验所需要求( 但试

验过程中&ROR比 gbK易溶解&且无杂质&因此选

择海藻酸钠$ROR为最佳复合载体(

!=#=!/脂肪酶液浓度对固定化效果的影响

以海藻酸钠$ROR为复合载体&在海藻酸钠质

量分数 !\'ROR质量分数 "='(\'R3R5

!

质量分数

(\'固定化时间 )" 248条件下&考察脂肪酶液浓度

对固定化效果的影响&结果见图 !(
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图 ?>脂肪酶液浓度对固定化效果的影响

//从图 ! 可知&随着脂肪酶液浓度的增加&固定化

酶的相对酶活力逐渐增大&但固定化酶活力回收率

却逐渐降低( 造成该现象的原因是当脂肪酶液浓度

较低"酶添加量较少#时&脂肪酶液被复合载体尽数

包埋&使得固定化效率较高&但酶的总含量有限&酶

活力无法继续提高!随着脂肪酶液浓度的增加&复合

载体包埋的酶量逐渐达到饱和&脂肪酶液无法被继

续包埋&导致固定化效率逐渐降低+#%,

( 因此&综合

考虑固定化酶的相对酶活力和酶活力回收率&选择

脂肪酶液浓度 ."" UD2̀ 为最佳(

!=#=)/海藻酸钠质量分数对固定化效果的影响

以海藻酸钠$ROR为复合载体&在脂肪酶液浓

"!#
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度 ."" UD2̀ 'ROR质量分数 "='(\'R3R5

!

质量分

数 (\'固定化时间 )" 248条件下&考察海藻酸钠质

量分数对固定化效果的影响&结果见图 )(

图 B>海藻酸钠质量分数对固定化效果的影响

//研究表明&海藻酸钠的分子链可与 R3

! l发生交

联而形成固态凝胶&其质量分数过低或过高均会影

响固定化效果+!",

( 从图 ) 可知&随着海藻酸钠质量

分数的提高&固定化酶的相对酶活力先升高后降低(

当海藻酸钠质量分数为 #\和 )\时&固定化酶的相

对酶活力仅分别为 ('=#"\和 (!=%#\( 这是因为

海藻酸钠的质量分数过低时&凝胶颗粒的光滑度和

硬度较差&不利于酶在凝胶中的固定!当海藻酸钠质

量分数过高时&凝胶溶液因黏度过大难以挤压成球

形&同时凝胶孔径过小也使其与酶分子的接触受阻&

影响两者的结合&使固定化效果下降+!# $!!,

( 因此&

选择海藻酸钠质量分数 !\为最佳(

!=#=J/ROR质量分数对固定化效果的影响

以海藻酸钠$ROR为复合载体&在脂肪酶液浓

度 ."" UD2̀ '海藻酸钠质量分数 !\'R3R5

!

质量分

数 (\'固定化时间 )" 248 条件下&考察 ROR质量

分数对固定化效果的影响&结果见图 J(

图 D>6Z6质量分数对固定化效果的影响

//从图 J可知&随着ROR质量分数的提高&固定化

酶的相对酶活力呈现先升高后降低的趋势( 当ROR

质量分数较低时&ROR上的羧甲基能促使海藻酸钠

大分子上的基团相互交联&增加了分子间的作用力&

并在ROR质量分数为 "='(\时&效果达到最佳( 但

随着ROR质量分数的继续增加&氢键作用随之增大&

使得ROR无法在凝胶中均匀分布&导致固定化效果

下降+!),

( 因此&选择ROR质量分数 "]'(\为最佳(

!=#=(/R3R5

!

质量分数对固定化效果的影响

以海藻酸钠$ROR为复合载体&在脂肪酶液浓

度 ."" UD2̀ '海藻酸钠质量分数 !\'ROR质量分

数 "='(\'固定化时间 )" 248条件下&考察R3R5

!

质

量分数对固定化效果的影响&结果见图 ((

图 E>6,61

?

质量分数对固定化效果的影响

//从图 ( 可知&随着 R3R5

!

质量分数的增加&固定

化酶的相对酶活力先增大后减小( 这是因为 R3R5

!

质量分数较低"m(\#时&形成的凝胶网络机械强度

较差&使得较多酶分子流失在溶液中+!J,

!虽然R3R5

!

可以作为酶的激活剂&但当 R3

! l浓度过高时&凝胶

的通透性降低&影响了酶液的进入+!(,

( 因此&选择

R3R5

!

质量分数 (\为最佳(

!=#=&/固定化时间对固定化效果的影响

以海藻酸钠$ROR为复合载体&在脂肪酶液浓

度 ."" UD2̀ '海藻酸钠质量分数 !\'ROR质量分

数 "='(\'R3R5

!

质量分数 (\条件下&考察固定化

时间对固定化效果的影响&结果见图 &(

图 F>固定化时间对固定化效果的影响

//从图 & 可知&固定化酶的相对酶活力随着固定

化时间的延长呈先增大后减小的趋势( 在 " )̂"

248时&凝胶得以充分反应而逐步形成稳定的网络

结构&能更好地截留并包埋酶分子&使固定化效果增

强+!&,

!当固定化时间大于 )" 248 时&过度反应导致

凝胶网络结构过于致密+!',

&孔径过小&阻碍了底物

与酶分子接触&使得固定化酶的相对酶活力降低(

因此&选择固定化时间 )" 248为最佳(

!=!/包埋法脂肪酶固定化条件优化正交试验

以海藻酸钠$ROR为复合载体&固定脂肪酶液

浓度为 ."" UD2̀ &在单因素试验结果的基础上&以固

#!#
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定化酶活力回收率"B#为指标&采用`

%

")

J

#正交试验

对海藻酸钠质量分数"K#'ROR质量分数"W#'R3R5

!

质量分数"R#及固定化时间"a#J 个因素进行优化&

确定最佳的固定化条件&每组试验重复 ) 次( 正交试

验因素与水平见表 #&正交试验设计与结果见表 !(

表 =>正交试验因素与水平

水平 KD\ WD\ RD\ aD248

/# #=( "='( J=" !"

/! !=" #="" (=" )"

/) !=( #=(" &=" J"

表 ?>正交试验设计与结果

试验号 K W R a BD\

# # # # # !&="&

! # ! ! ! !'=)%

) # ) ) ) )#=("

J ! # ! ) )"="&

( ! ! ) # !#=%"

& ! ) # ! )#="'

' ) # ) ! !'='J

. ) ! # ) !%=')

% ) ) ! # ))=('

=

#

!.=)! !'=%( !.=%( !'=#.

=

!

!'=&. !&=)J )"=)J !.=')

=

)

)"=)( )!="( !'="( )"=J)

! "!=&' "(='# ")=!% ")=!(

//由表 ! 可知&影响固定化酶活力回收率的因素

主次排序为 ROR质量分数"W# nR3R5

!

质量分数

"R# n固定化时间"a# n海藻酸钠质量分数"K#&

最佳组合为K

)

W

)

R

!

a

)

&即海藻酸钠质量分数 !=(\'

ROR质量分数 #=(\'R3R5

!

质量分数 (\'固定化时

间 J" 248( 经验证试验&在最佳条件下固定化酶活

力回收率为 )(=%)\(

!=)/包埋$交联法脂肪酶固定化交联条件的确定

!=)=#/戊二醛质量分数的确定

在包埋法脂肪酶固定化正交试验优化结果的基

础上&考察戊二醛不同质量分数对固定化效果的影

响"以不加交联剂制备的固定化酶的酶活力为

#""\计#&结果见图 '(
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图 J>戊二醛质量分数对固定化效果的影响

//从图 ' 可知&固定化酶的相对酶活力随戊二醛

质量分数的增大先增大后减小( 当戊二醛质量分数

较低时&许多酶分子未与交联剂反应&仍处于包埋状

态&一旦被洗涤即发生脱落&因此在一定范围

""]"#\ "̂=")\#内随着戊二醛质量分数的增加&

固定化效果也逐渐增强( 值得注意的是&当戊二醛

质量分数大于 "=")\后&固定化酶的酶活力骤降(

这是由于过高含量的戊二醛会对酶分子活力产生影

响&同时也会促使凝胶中的羟基充分交联&固定过多

的酶分子&造成网络空隙拥堵+##&!.,

( 因此&选择戊

二醛质量分数 "=")\为最佳(

!=)=!/交联固定化时间的确定

在包埋法脂肪酶固定化正交试验优化结果的基

础上&添加质量分数 "=")\的戊二醛&考察交联固

定化时间对固定化效果的影响&结果见图 .(

图 K>交联固定化时间对固定化效果的影响

//从图 . 可知&固定化酶的相对酶活力随着交联

固定化时间的延长先上升后下降( 当交联固定化时

间短于 )" 248 时&交联剂暂未充分扩散进凝胶内

部&与酶分子结合不充分&故固定化效果会随着交联

固定化时间的延长而逐步提升&并在 )" 248 时达到

最高&此时固定化米黑根毛霉脂肪酶活力为 !J(=(.

UD9( 随着交联固定化时间的继续延长&酶活力会

因网络结构过密而下降+!(,

( 因此&)" 248 为最佳交

联固定化时间&与包埋法相比缩短了 #" 248(

!=J/包埋法与包埋 $交联法脂肪酶固定化效果的

比较

将包埋法与包埋$交联法最佳条件下制备的固

定化米黑根毛霉脂肪酶&按照 #=!=) 的方法&在

J"i和 Z,.=( 反应条件下测定酶活力&然后过滤

回收固定化酶&并用磷酸盐缓冲溶液洗涤 ! 次&继续

重新测定酶活力&共重复操作 ' 次&考察不同方法制

备的固定化酶的操作稳定性&结果见图 %(

从图 % 可知&重复使用 ! 次后&经包埋$交联法

制备的固定化酶重复利用性更好&其相对酶活力明

显高于包埋法制备的固定化酶&且最终残余酶活力

可达 ('])%\( 这是因为酶蛋白分子经过交联处理

!!#
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后可形成共价键&其键能比其他作用力的键能高&使

酶蛋白分子的稳定性更强+!%,

(
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图 A>固定化酶的操作稳定性

//将包埋法与包埋$交联法最佳条件下制备的固

定化米黑根毛霉脂肪酶存储在 Ji冰箱中&每隔 ' S

按照 #=!=) 的方法&在 J"i和 Z,.=( 反应条件下

测定 # 次酶活力"连续 ' 周#&考察不同方法制备的

固定化酶的储存稳定性&结果见图 #"(

图 =@>固定化酶的储存稳定性

//从图 #" 可知&与包埋法制备的固定化酶相比&

包埋$交联法制备的固定化酶的曲线更为平缓&且

储存 ' 周后的相对酶活力仍可达 &#=.%\( 这说明

交联处理后的固定化酶储存稳定性更好&更利于工

业化生产(

!=(/固定化酶的酶学性质

!=(=#/最适反应温度及热稳定性

将最佳包埋$交联法固定化条件下制备的固定

化酶与游离酶&按照 #=!=) 的方法&在 Z,.=( 下于

!( &̂"i范围内每隔 (i测定酶活力&确定了固定

化米黑根毛霉脂肪酶和游离米黑根毛霉脂肪酶的最

适反应温度为 J"i( 将固定化酶和游离酶在不同

温度"!( &̂"i#下处理 )" 248&按 #=!=) 方法测定

酶活力&考察固定化酶和游离酶的热稳定性&结果见

图 ##( 由图 ## 可知)在 J"i时&固定化酶和游离酶

的相对酶活力均最高&当温度低于 J"i时&二者的

相对酶活力差别不大!但随着温度的继续升高&两者

的相对酶活力均呈现降低趋势&但固定化酶下降趋

势更平缓&具有更好的热稳定性( 这是因为酶蛋白

分子与载体之间存在多种作用力&对酶蛋白分子的

空间结构具有保护作用+)",

!同时在热传导过程中&由

于载体温度低于外部环境温度&使得酶蛋白分子的催

化活性中心得到保护&缓和了温度对其活性的影响&

扩大了对温度的适应性+)# $)!,

( 当温度在 !( (̂(i

时&固定化酶的相对酶活力保持在 &%=#)\以上(

图 ==>固定化酶和游离酶的热稳定性

!=(=!/最适反应 Z,及 Z,稳定性

将最佳包埋$交联法固定化条件下制备的固定

化酶与游离酶&按照 #=!=) 方法&在 J"i下于 Z,

&]" #̂#="范围内每隔 "=( 测定酶活力&确定固定化

米黑根毛霉脂肪酶和游离米黑根毛霉脂肪酶的最适

Z,均为 .=(( 将固定化酶和游离酶在不同 Z,"&=" ^

##]"#下处理 )" 248&按 #=!=) 方法测定酶活力&考察

固定化酶和游离酶的 Z,稳定性&结果见图 #!(

图 =?>固定化酶和游离酶的4T稳定性

//由图 #! 可知)在 Z,.=( 时&固定化酶和游离酶

的相对酶活力均最高!当 Z,大于 .=( 时&二者的相

对酶活力差别不大!而当 Z,为 &=" .̂=( 时&两者

的相对酶活力均呈现增强的趋势&但固定化酶的相

对酶活力均高于游离酶的&呈现更好的 Z,稳定性(

这是因为酶蛋白分子经过固定化处理后&通过共价

键"氢键或范德华力#结合到凝胶载体上&酶蛋白分

子的柔性降低&刚性增强&使得酶对 Z,的敏感度降

低+)),

( 在 Z,&=( %̂=" 时&固定化酶的相对酶活力

保持在 .)=)'\以上(

B>结>论

以海藻酸钠$ROR为复合载体&戊二醛为交联

剂&采用包埋 $交联法固定化米黑根毛霉脂肪酶(

通过单因素试验和正交试验优化包埋法固定化工艺

条件&并在此基础上研究了交联剂质量分数和交联

固定化时间对固定化酶活性的影响( 所得最佳固定

)!#
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化工艺条件为海藻酸钠质量分数 !=(\&ROR质量

分数 #](\&脂肪酶液浓度 ."" UD2̀ &R3R5

!

质量分

数 (\&戊二醛质量分数 "=")\&交联固定化时间

)" 248( 在最佳条件下&固定化米黑根毛霉脂肪酶

酶活力为 !J(=(. UD9( 同时&对比发现戊二醛可作

为合适的交联剂来提高米黑根毛霉脂肪酶固定化效

果&且重复性好'稳定性强( 通过酶学特性分析&固

定化米黑根毛霉脂肪酶的最适反应温度为 J"i&最

适反应 Z,为 .=(&在高温 "J" &̂"i#和低 Z,

"&=" .̂=(#环境下的酶活力均高于游离酶的&具有

较好的热稳定性和 Z,稳定性( 对于固定化米黑根

毛霉脂肪酶&当温度在 !( (̂(i时&其相对酶活力

保持在 &%]#)\以上&在 Z,&=( %̂=" 时&其相对酶

活力保持在 .)=)'\以上( 由此可见&经本试验优

化的固定化米黑根毛霉脂肪酶稳定性强&适用范围

广&可以实现多次回收再利用&能够更好地满足酶法

酯化脱酸在油脂工业生产中的自动化生产需求(
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