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摘要!以LCE#Y 为固定化载体"通过原位合成法固定褶皱假丝酵母脂肪酶!QhB#"研究了不同固定

化条件对固定化酶活力的影响以及固定化酶的稳定性"并对固定化酶进行了结构表征$ 结果表明(

在 %" (BA" ((6+7B硝酸锌溶液&%" (B%3" ((6+7B! #甲基咪唑溶液&! #甲基咪唑溶液初始 UP

Y&酶添加量 !41Z (:& #AYb冷冻干燥条件下"获得的固定化酶QhB2LCE#Y 蛋白回收率为 $0;"

比活力为 %4"Y f7(:'底物的分子大小对固定化酶的催化性能有明显影响"在以相对小分子的乙酸

对硝基苯酯为底物时"重复使用 $ 次后固定化酶仍保持 1!4Y;的相对活力'通过对固定化酶进行

场发射扫描电镜和氮气吸附脱附表征"表明脂肪酶 QhB在载体表面和内部均有分布"固定化酶颗
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#%4Q6++/:/6JQM/(*HIF.)GS QM/(*5)+&G:*G//F*G:' K-)G:V*fG*O/FH*I.' ])GG*G:Z0"""A' QM*G)!

!4\/.B)T6F)I6F.6JK-)G:V*d*6F/J*G/F.' ])GG*G:Z0"""A' QM*G)$

$3.*2)9*(LCE#Y R)H/(U+6./S )HIM/H-UU6FIJ6FIM/*((6T*+*9)I*6G 6J+*U)H/JF6((.7>1>. 49;25.

#QhB$ IMF6-:M *G H*I- H.GIM/H*H4<M//JJ/5IH6JS*JJ/F/GI*((6T*+*9)I*6G 56GS*I*6GH6G IM/)5I*O*I.6J

*((6T*+*9/S +*U)H/)GS IM/HI)T*+*I.6J*((6T*+*9/S +*U)H/R/F/HI-S*/S' )GS IM/HIF-5I-F/6JIM/

*((6T*+*9/S +*U)H/R)H5M)F)5I/F*9/S4<M/F/H-+IHHM6R/S IM)I-GS/FIM/56GS*I*6GH6J%" (BA" ((6+7B

9*G5G*IF)I/' %" (B%3" ((6+7B! #(/IM.+*(*S)96+' *G*I*)+UPY4"' +*U)H/S6H):/!41Z (:)GS JF//9/

SF.*G:)I#AYb'IM/UF6I/*G F/56O/F.F)I/)GS HU/5*J*5)5I*O*I.6JIM/*((6T*+*9/S +*U)H/#QhB2LCE#Y$

R/F/$0; )GS %4"Y f7(:' F/HU/5I*O/+.4d/H*S/H' *IR)HS/(6GHIF)I/S IM)IIM/H*9/6JH-THIF)I/HM)S )

H*:G*J*5)GI*(U)5I6G IM/5)I)+.I*5UF6U/FI.6JIM/*((6T*+*9/S +*U)H/4i*IM 8#G*IF6T/G9/G/)5/I)I/)HIM/

H-THIF)I/' IM/F/+)I*O/)5I*O*I.6J*((6T*+*9/S +*U)H/R)H1!4Y; )JI/FG*G/I*(/H6JF/-H/4@556FS*G:I6

IM/J*/+S /(*HH*6G H5)GG*G:/+/5IF6G (*5F6H56U.#E=&X$ )GS d&<' IM/+*U)H/QhBR)HJ6-GS I6/(T/S

T6IM 6G IM/H-FJ)5/)GS *G IM/*GI/F*6F6JLCE#Y4<M/S*)(/I/F6JIM/*((6T*+*9/S +*U)H/R)H)T6-I

A"" G(4

<+- ,'27.(+*U)H/JF6((.7>1>. 49;25.#QhB$! LCE#Y! *G H*I- H.GIM/H*H! *((6T*+*9)I*6G

??脂肪酶#&Q04%4%40$是一种重要的工业用酶'

能催化酯化"酯交换"对映选择性水解*%+

"聚合物合

成"外消旋体的动力学拆分等反应*!+

'在食品"能

源"洗涤剂"医药"皮革"纺织"化妆品*0+和造纸等行

业都有广泛应用% 由于酶催化剂造价相对昂贵'结

构不稳定且不易回收的特点'限制了脂肪酶进一步
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工业化应用% 酶固定化不仅可以解决酶催化剂重复

利用难的问题'同时能够维持酶的构象稳定'增强酶

对极端温度环境的耐受性'是解决酶催化剂应用困

难的重要手段% 将酶催化剂负载到性能优良的载体

材料上是固定化技术常用的手段%

除了应用较多的分子筛"硅藻土"壳聚糖等'目

前又有一些性能优良的载体被开发出来'并用作固

定化平台'取得了良好效果% 金属有机骨架#X̂ E$

因具有可调的孔径"大的比表面积和优异的物理化

学性能而备受关注% X̂ E具有易合成"易修饰'以

及能为酶提供稳定的微环境的特点'在酶固定化领

域具有很大吸引力*A+

% X̂ E由金属离子或团簇以

及有机分子组成% 由于金属节点和有机配体具有很

多的选择'因此 X̂ E具有很强的结构多样性和丰富

的功能*Z+

% N*HW+)W 等*3+首次报道用 X̂ E材料通过

吸收法固定微过氧化物酶#XN#%%$'获得的酶 #

X̂ E复合材料的催化能力比游离酶更高% QM/G

等*1+通过吸收法将肌红蛋白固定到介孔 X̂ E中'获

得的复合材料催化能力具有底物分子大小选择性%

目前'随着对酶 #X̂ E复合材料的开发'出现

了一些新颖的固定化策略'其中 B.- 等*Y+首次开发

了原位合成法固定化技术'在 X̂ E合成的同时直接

加入酶'一步得到酶#X̂ E复合材料% 区别于传统

的合成后修饰技术'原位合成法是基于 X̂ E材料开

发的一种新的封装技术% X̂ E的前体分子通过静

电"氢键"疏水等相互作用吸附在客体分子表面'然

后进行自组装'从而实现客体分子的固定% 该方法

合成迅速"实验条件温和'有利于减少固定化过程中

酶活力的损失!而且'原位合成法具有很高的酶封装

效率'合成后的固定化酶蛋白不易流失'使得固定化

酶具有很好的稳定性和重复使用性% 由于 X̂ E材

料为微孔或者介孔材料'因此合成的固定化酶还具

有底物分子大小选择性'有利于固定化酶的选择性

催化% 另外'原位合成法具有不限于客体分子大小

的特点'甚至可以用来固定化细胞*$+

'极大地拓展

了其应用范围%

LCE#Y 是一种被广泛研究的 X̂ E材料'其原

材料价格低廉'合成条件简单且易改进'因而十分适

用于固定化酶的开发% 褶皱假丝酵母脂肪酶

#B*U)H/JF6((.7>1>. 49;25.'QhB$是常用的工业脂

肪酶之一'X̂ E原位合成法固定化脂肪酶QhB的研

究未见报道% 本文使用 LCE#Y 为载体通过原位合

成法固定脂肪酶 QhB#标记为 QhB2LCE#Y$% 考

察原料比例"UP"静置时间"酶添加量"干燥方式等

对固定化酶蛋白回收率和比活力等指标的影响'研

究了最适条件下的 QhB2LCE#Y 生物催化剂的稳

定性'并对固定化酶的结构进行了表征'印证了固定

化酶中酶的镶嵌位置'以期拓展脂肪酶QhB的固定

化思路'为其进一步工业化应用奠定理论基础%

=>材料与方法

%4%?实验材料

%4%4%?原料与试剂

脂肪酶 QhB'=*:()#@+SF*5M 公司#美国$!! #

甲基咪唑'分析纯'阿拉丁试剂公司!棕榈酸对硝基

苯酯#8#]NN$"丁酸对硝基苯酯#8#]Nd$和乙酸

对硝基苯酯#8#]N@$'均为分析级'西格玛奥德里

奇贸易有限公司#上海$!六水合硝酸锌'分析纯'西

陇科学股份有限公司!其他试剂均为分析纯%

%4%4!?仪器与设备

分析天平'小型离心机'd/5W()G Q6-+SI/F大型

冷冻离心机'旋涡振荡器'磁力搅拌器'd*6</W 酶标

仪'酸度计'真空干燥箱'冷冻干燥机' P*I)5M*

=fY!!" 型场发射扫描电镜'@=@N!A3" 型氮气吸附

脱附仪'上海智城Lig#%%0PAE型平行合成仪%

%4!?实验方法

%4!4%?底物溶液的配制

称取一定量的底物#8#]N@'8#]Nd和 8#

]NN$'分别加入 Z" ((6+7B磷酸盐缓冲液# UP为

1aZ$中'配成 "4A ((6+7B的底物溶液*%"+

%

%4!4!?锌离子和 ! #甲基咪唑对酶活力的影响

分别配制 !Z (B六水合硝酸锌#A" ((6+7B$和

! #甲基咪唑溶液#%3" ((6+7B$'然后将 0 (BQhB

溶液#Y (:7(B$加入上述溶液中'同时以水作为参

照'置于平行合成仪中'在室温条件下振荡 %" (*G%

振荡结束后'取 !"

"

B样品与 %Y"

"

B"4A ((6+7B

8#]N@底物溶液混合'在酶标仪中'A%" G(波长下

测定酶活力% 将 QhB的初始相对活力定义

为 %"";%

%4!40?QhB2LCE#Y 的制备

配制 %" (BA" ((6+7B硝酸锌溶液'加入 !a1Z

(:QhB% 配制 %" (B%3" ((6+7B的 ! #甲基咪唑

溶液'用硝酸将 UP调至 Y4"'然后加入到硝酸锌和

酶溶液中'振荡 %" (*G% 所得产品在 Y """ ;下离心

%" (*G'用去离子水清洗 0 次' #AYb冷冻干燥'得

到QhB2LCE#Y%

以此工艺参数为基础'通过改变某参数进行单

因素实验'考察其对酶固定化效果的影响%

%4!4A?蛋白回收率的测定

蛋白含量采用 dF)SJ6FS 法测定*%%+

'蛋白回收率

和蛋白固载率分别按式#%$和式#!$计算%

Y"%
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式中(B

%

为蛋白回收率!:为总蛋白量'(:!!

为溶液中残余蛋白量'(:!B

!

为蛋白固载率!R为制

备的固定化酶总质量'(:%

%4!4Z?固定化酶比活力和酶活回收率的测定

取一定质量的固定化酶与 %4$ (B"4A ((6+7B

8#]N@底物溶液反应 Z (*G'然后在 Y """ ; 下离

心 % (*G'取上清液在 A%" G(处测定吸光度%

酶活力定义(每分钟生成 %

"

(6+对硝基苯酚所

需要的酶量为 % 个活力单位#f$%

固定化酶比活力和酶活回收率分别按式#0$和

式#A$计算%
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式中(&

=

为固定化酶比活力'f7(:!&为固定化

酶活力'f!A为固定化酶质量'(:!&

h

为酶活回收

率!&

<

为添加的酶的总酶活力'f%

%4!43?固定化酶的重用性测定

取一定质量的固定化酶与 %4$ (B"4A ((6+7B

8#]N@底物溶液反应 Z (*G'然后在 Y """ ; 下离

心 % (*G'取上清液在 A%" G(下测定吸光度'离心所

得固定化酶用 %4$ (B磷酸盐缓冲液清洗 0 次'继续

进行下次反应% 将第一次反应固定化酶的相对活力

定义为 %"";%

%4!41?QhB2LCE#Y 结构表征

将制得的 QhB2LCE#Y 在 0!Zb下煅烧 %!

M

*Y+

'冷却后得到热处理的固定化酶% 然后用场发

射扫描电镜#加速电压 Z4" W $̀对热处理前后的固

定化酶进行形貌观察'并在 11 \下用氮气吸附脱附

仪测定孔径分布%

?>结果与讨论

!4%?锌离子和 ! #甲基咪唑对酶活力的影响

酶是一种十分脆弱的催化剂'容易受到环境的

影响'比如重金属"酸碱和有机化合物等% 原位合成

法需要将酶置于含有金属离子和有机配体的溶液

中'有可能会导致酶活力的损失% 为了减少脂肪酶

在合成过程中的活力损失'研究了LCE#Y 两种原料

对脂肪酶 QhB的抑制作用'从而确定脂肪酶 QhB

的添加时机'结果见图 %%

图 =>原材料对酶活力的影响

??由图 % 可知'经过水浸泡过的脂肪酶'其活力没

有明显损失% 这表明脂肪酶可以在非缓冲溶液系统

中保持一定时间的结构稳定% 经过硝酸锌溶液和

! #甲基咪唑溶液浸泡过的脂肪酶'其相对活力分别

为 Y041;和 0%4!;% 金属离子对酶的抑制作用已

经被广泛的报道证实*%!+

% P)S*9)S/M =M*F)9*

*%0+指

出'对于过氧化物酶'锌离子会通过非竞争性作用抑

制酶的活力'并且在低于 "40 (6+7B的硝酸锌溶液

中'酶可以保持一半以上的活性% 本文的脂肪酶

QhB受锌离子的影响可能与过氧化物酶类似% ! #

甲基咪唑溶液对酶活力的影响很大程度上可能是由

于溶液的碱性导致的% 对 %3" ((6+7B! #甲基咪唑

溶液进行测定'发现其 UP高于 %%% 强酸性或强碱

性溶液是导致酶失活的一个主要原因*%A+

'虽然少数

酶对强酸或强碱有出色的耐受力'但是脂肪酶 QhB

却不属于此例% 研究表明'QhB的最适 UP在 1 左

右'在 UP大于 $ 的环境下容易变性失活*%Z+

% 因此'

为了保持酶的活力'在固定化酶合成过程中脂肪酶

QhB先与硝酸锌溶液混合'再加入 ! #甲基咪唑

溶液%

!4!?单因素实验

!4!4%?! #甲基咪唑溶液初始 UP对固定化效果的

影响

由 !4% 可知'! #甲基咪唑溶液的初始 UP会对

脂肪酶活力产生影响'因此考察了 ! #甲基咪唑溶

液初始 UP对固定化效果的影响'结果见图 !%

图 ?>? C甲基咪唑初始1Q对固定化效果的影响

??由于LCE#Y 需要在碱性环境下才能合成'所以

选择 UP的考察范围为 Y [%"% 由图 ! 可知'在 UP

Y [%" 范围内'固定化酶的蛋白回收率在 YY; [

$"%
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$Z;'并随 UP的上升有轻微的上升趋势'但总体变

化程度较低'意味着 ! #甲基咪唑溶液初始 UP对蛋

白回收率的影响较弱% 然而'在 UPY 条件下制备的

固定化酶'其比活力#%4"A f7(:$明显高于 UP$ 和

UP%" 条件下制备的固定化酶'说明 ! #甲基咪唑溶

液初始 UP会显著影响固定化酶的活力% 因此'选

择在 UPY 的条件下制备固定化酶%

!4!4!?原料比例对固定化效果的影响

在LCE#Y 合成过程中'原料比例会影响LCE#Y

的比表面积"粒径等结构参数'可能会影响固定化酶

的催化性能和蛋白回收率% 以锌离子的浓度 A"

((6+7B为基准'按照锌离子与 ! #甲基咪唑的比例

配制不同浓度的 ! #甲基咪唑溶液% 将锌离子溶液

和 ! #甲基咪唑溶液各 %" (B与 !41Z (:酶混合'

制备得到 A 种不同原料比例#锌离子与 ! #甲基咪

唑摩尔比$的固定化酶'考察原料比例对固定化效

果的影响'结果如图 0 所示%

图 @>原料比例对固定化效果的影响

??由图 0 可知'固定化酶的蛋白回收率在 YZ; [

$0;范围变化'并随原料比例升高有上升趋势'但是

变化不明显'表明在上述原料比例范围内脂肪酶

QhB都能较好地被 LCE#Y 封装% 而随着原料比例

的上升'固定化酶的比活力出现了轻微的下降'这可

能与高原料比例#%oA$条件下合成的LCE#Y 结构更

完整*%3+

'底物扩散阻力有所增加有关% 另外'测定

了原料比例分别为 %o% 和 %oA 所制备的固定化酶的

重用性'结果见图 A%

图 A>原料比例对重用性的影响

??由图 A 可知'在高原料比例#%oA$下合成的固

定化酶在第 0 次使用时仍具有 1A4A;的相对活力'

而低原料比例 #%o%$下制备的固定化酶只残留

%"aA;的相对活力'这表明高原料比例#%oA$条件

下制备的固定化酶结构更稳定% 尽管这种结构会导

致底物扩散阻力增加'但是对于维持固定化酶的稳

定性是必需的% 综合考虑原料比例对固定化酶蛋白

回收率"比活力及重用性的影响'选择 %oA 的原料比

例制备QhB2LCE#Y%

!4!40?酶添加量对固定化效果的影响

考察了酶添加量对固定化效果的影响'结果见

图 Z% 由图 Z 可知'在酶添加量为 "4ZZ [!41Z (:范

围内'蛋白回收率在 Y$; [$0;之间浮动'总体变

化不大'表明LCE#Y 对 QhB有很高的容纳量'大部

分QhB可以被固定到LCE#Y 上% 固定化酶的比活

力随着酶添加量的增加先升高'在添加量为 %4% (:

时'比活力最高'达到 %4"% f7(:'然后逐步降低'但

总体仍然能保持在 "4$" f7(:以上% 随着酶添加

量的增加'可能导致部分酶的聚集'从而使比活力有

所降低% 考虑到比活力降低幅度较低'为了保证固

定化酶具有更高的蛋白固载量'选择以 !41Z (:的

酶添加量制备固定化酶%

图 D>酶添加量对固定化效果的影响

!4!4A?静置时间对固定化效果的影响

为了进一步确认延长固定化时间是否有助于提

高固定化酶的性能'对混合振荡后的反应液进行静

置'考察静置时间对固定化效果的影响'结果见

图 3%

图 G>静置时间对固定化效果的影响

??由图 3 可知'在不同的静置时间下'蛋白回收率

在 Y3; [$!;范围内波动'说明 LCE#Y 对脂肪酶

有很高的封装效率'延长静置时间'对提高蛋白回收
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率意义不大% 研究表明'LCE#Y 对酶分子的快速封

装是因为两者之间的相互作用*%1+

% @SG)G 等*%Y+研

究指出'酶分子对 LCE#Y 的有机7无机组分具有很

高的亲和力'这种亲和性来源于分子间氢键和疏水

相互作用*%$+

% 另外'不同静置时间下固定化酶比活

力一直维持在 % f7(:左右'说明静置时间对固定

化酶比活力没有明显的影响'其原因一定程度上是

因为脂肪酶QhB在较短的时间内被固定'从而保护

了其比活力% 为了提高固定效率'选择不静置%

!4!4Z?干燥方式对固定化效果的影响

固定化酶的干燥方式是影响酶活力的一个因

素% 考察了#AYb冷冻干燥和 Z"b真空干燥两种

常用的干燥方式对QhB2LCE#Y 比活力的影响'结

果如表 % 所示% 由表 % 可知'以未处理的 QhB2

LCE#Y 比活力#%4Z$ f7(:$为参考'经冷冻干燥

#%4"Y f7(:$和真空干燥#"4Y% f7(:$的固定化酶

分别保持 314$;和 Z"4$;的相对活力'表明两种干

燥方式都对酶活力造成了一定的损失'干燥时的温

度可能是影响酶活力的主要原因'过高或过低的温

度都会导致酶失活*!"+

% 另外'测定冷冻干燥得到的

固定化酶蛋白回收率为 $0;%

表 =>干燥方式对固定化效果的影响

干燥方式 比活力7#f7(:$

未处理 %4Z$ j"4"!

冷冻干燥 %4"Y j"4"0

真空干燥 "4Y% j"4"A

??为了进一步评估干燥方式对 QhB2LCE#Y 的

影响'测定了固定化酶重用性'结果见图 1% 由图 1

可知'冷冻干燥的固定化酶使用 $ 次后保持 1!4Y;

的相对活力'经真空干燥的固定化酶残留 1Y40;的

相对活力'这表明不同的干燥方式对固定化酶的重

用性影响不显著% 综上所述'对固定化酶的干燥处

理选择冷冻干燥方式% 另外'通过对比其他文

献*!% #!!+

'QhB2LCE#Y 具有良好的批次重用性%

图 H>干燥方式对重用性的影响

!40?底物分子大小对固定化酶催化性能的影响

X̂ E固定化酶表现出许多优异的特性'其中之

一就是对底物的选择% 通过分子筛作用'X̂ E固定

化酶可以选择催化分子大小小于某一值的底物'实

现选择性催化% 本文通过酶活回收率来侧面反映能

够接触到底物的酶量% 分别以棕榈酸对硝基苯酯

#8#]NN$"丁酸对硝基苯酯#8#]Nd$和乙酸对硝

基苯酯#8#]N@$作为反应底物按 %4!4Z 测定固定

化酶的催化性能'结果见表 !% 由表 ! 可知'以 8#

]N@为底物时'酶活回收率可以达到 %Y4A;'而以

8#]NN为底物时'酶活回收率只有 043;'说明大

分子的底物难以进入 QhB2LCE#Y 参与反应% 由

此推断'载体的孔径限制了固定化酶活力表达'导致

酶活回收率下降% 通过灵活调节孔径来提高固定化

酶对特定底物的催化能力是一个有效的解决途径%

另外'载体材料本身的亲疏水性也会导致该固定化

酶的酶活回收率下降*!0+

%

表 ?>底物分子大小对固定化酶催化性能的影响

底物
QhB

比活力7#f7(:$

QhB2LCE#Y

比活力7#f7(:$ 酶活回收率7;

8#]N@ "Z4! j"4% %4"Y j"4"0 %Y4A j"4A

8#]Nd %A4! j"40 !40A j"4"Z %Z4Z j"40

8#]NN 1A4Z j"4Z !4YZ j"4%A "043 j"4A

??另外'分别以 8#]N@和 8#]NN作为反应底

物'按 %4!43 考察了底物分子大小对固定化酶重用

性的影响'结果见图 Y% 由图 Y 可知'在以 8#]N@

为底物时'QhB2LCE#Y 重复使用 $ 次后还有

1!aY;的相对活力'而以 8#]NN为底物时'QhB2

LCE#Y 只能重用 Z 次并且几乎完全丧失了活性%

这可能是因为底物分子能够通过分子间作用力#比

如氢键"疏水作用力$留在 QhB2LCE#Y 中从而堵

塞孔道'阻止内部与外部的物质交换'而大分子底物

#如高级脂肪酸和多支链脂肪酸$更难进入同时也

更难出来%

图 P>底物分子大小对重用性的影响

!4A?QhB2LCE#Y 结构表征

对固定化酶 QhB2LCE#Y 的结构进行了初步

的测定'QhB2LCE#Y 和 0!Zb热处理后的 QhB2

LCE#Y 的扫描电镜图见图 $%
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由图 $@可知'固定化酶 QhB2LCE#Y 颗粒呈

%! 面体形状'粒径约为 A"" G(% 由图 $d可知'热处

理后的QhB2LCE#Y 的粒长增大到 %

"

(左右'这

一变化趋势与文献*Y+报道一致% 另外'热处理后

的QhB2LCE#Y 表面出现了较多不规则的凹陷'这

是由于酶蛋白热分解引起的'从而可以确定一部分

蛋白质分子嵌在LCE#Y 晶体的表面区域%

图 R>:\Sa #̀ZCP$$%和 @?D_热处理后的

:\Sa #̀ZCP$T%的扫描电镜图

??对固定化酶进行了氮气吸附脱附测试'孔径分

布通过dcP方法计算而得'此方法适合于介孔孔径

#! [Z" G($的计算*Y+

% QhB2LCE#Y 和 0!Zb热处

理后的 QhB2LCE#Y 氮气吸附的等温吸7脱附曲线

#@$和孔径分布#d$见图 %"%

图 =E>:\Sa #̀ZCP 和 @?D_热处理后的:\Sa #̀ZCP

氮气吸附的等温吸V脱附曲线$$%和孔径分布$T%

??QhB是一种大分子生物质'当内嵌于LCE#Y 的

QhB热分解时会形成介孔孔径的空腔% 由图 %"@

可知'固定化酶呈现第二类等温吸附过程'且在中低

压段吸附量较低'这意味固定化酶具有较低的比表

面积'这个结果与文献报道相似% N*I9)+*H等*!A+研究

了 LCE#Y 固定化两种脂肪酶 #B*U)H/@\ JF6(

$5/9>2!27.5 30924/56/75 和 B*U)H/ hX JF6(

+<1#2!9624!1/</1$'发现两种固定化脂肪酶都呈现

第二类等温吸附过程!而且在原料比例 %oA 时制备

的固定化酶'虽然比表面积较低#1$ (

!

7:$'但是能

更好地保持固定化酶的活力和蛋白回收率% 由图

%"d可知'热处理后的QhB2LCE#Y 在 Y [Z" G(范

围内 SO7S)出现了明显的上升'说明 Y [Z" G(的孔

量增加'这是由于QhB在 LCE#Y 中热分解导致的'

说明一部分脂肪酶QhB被包埋在 LCE#Y 内部% 另

外'从介孔孔径的空腔分布范围来看'有大于 QhB

理论粒径#3A4$ �u$14Z �u%1Z43 �$的空腔存在'

这说明在原位合成时'QhB会发生团聚现象'因此

出现了一定量 !" G(以上的空腔直径% B*6- 等*!Z+

对QhB的团聚行为研究发现'当蛋白质的质量浓度

高于 04Z

"

:7(B时QhB存在部分团聚行为%

@>结>论

通过对QhB2LCE#Y 合成过程的因素考察'发

现在 %" (BA" ((6+7B硝酸锌溶液"%" (B%3"

((6+7B! #甲基咪唑溶液"! #甲基咪唑溶液初始

UPY"酶添加量 !41Z (:" #AYb冷冻干燥条件下'

合成的QhB2LCE#Y 蛋白回收率为 $0;'比活力为

%4"Y f7(:'并且其重复使用 $ 次仍能保持 1!4Y;

的相对活力% 同时'合成的 QhB2LCE#Y 对底物分

子大小具有选择性'在进行低级酯的合成和酯交换

等小分子底物催化时可能更具有优势'而不适用于

催化生物柴油等高级酯类的酯化或酯交换反应% 场

发射扫描电镜和氮气吸附脱附表征表明'脂肪酶

QhB在载体表面和内部均有分布'固定化酶颗粒粒

径约为 A"" G(% X̂ E原位合成法固定化脂肪酶'其

突出的优势是合成迅速"蛋白回收率高"固定化酶稳

定性好% 虽然也存在 X̂ E原料对酶活力造成损失

的问题'但是可以通过改变加料顺序和调节原料的

初始 UP来降低影响%
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