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磁性壳聚糖固定化皱褶假丝酵母脂肪酶

催化酸化油生产脂肪酸
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摘要：为了探索和建立生物催化在油脂副产品利用中的应用策略，将皱褶假丝酵母脂肪酶（ＣＲＬ）固
定在磁性壳聚糖（Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ）载体上制备磁性固定化脂肪酶（Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ）。采用 Ｘ射线衍
射仪（ＸＲＤ）、扫描电子显微镜（ＳＥＭ）和振动样品磁强计（ＶＳＭ）对 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ进行了表征，
测定了Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的脂肪酶负载量、比活性及酶学稳定性，并将其用于催化水解大豆酸化油
生产脂肪酸，通过单因素实验研究了催化反应条件对水解率的影响，考察了催化剂的重复使用性。

结果表明：制备的 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ保留了 Ｆｅ３Ｏ４的磁性晶型，呈球形颗粒状，饱和磁化强度为
６１．１ｅｍｕ／ｇ，脂肪酶负载量为５．５３ｍｇ／ｇ，比活性为７．７０Ｕ／ｇ；相比游离 ＣＲＬ，Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ具
有较好的热稳定性、ｐＨ稳定性、有机溶剂稳定性及储存稳定性；Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ催化水解大豆酸
化油生产脂肪酸最佳反应条件为反应温度４０℃、水油比２∶１（ＰＢＳ与大豆酸化油体积比）、催化剂
用量１５％ （以大豆酸化油质量计）、反应时间３６ｈ，在该条件下大豆酸化油的水解率达到８４．９３％；
Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ经过５次重复使用后保持了６１．４％的初始水解活性。综上，Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ在
酸化油中进行催化反应拓宽了固定化ＣＲＬ的应用范围，该催化反应体系是一种油脂精炼行业副产
品的可持续高效利用方式，在代替传统高能耗工业反应中具有良好的前景。
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　　脂肪酸是由烷基链及其一端连有的单个羧基所
构成的一类羧酸，常用于食品、化妆品、药品以及工

业化学品等与人类生活息息相关的领域［１－２］。酸化

油是指皂脚经酸化后得到的混合物，其中包括甘油

酯、磷脂、脂肪酸和色素等多种成分。酸化油由于含

有高含量的游离脂肪酸，同时具有较低的生产成本，

被视为良好的脂肪酸生产原料。在工业生产中，一

般利用皂化酸化法、高压连续水解法、中压间歇水解

法对脂肪酸进行大规模生产，但这些方法存在着腐

蚀设备、污染环境、能耗大、水解效果不理想等缺

点［３］。与传统生产工艺相比，酶催化法因污染小、

能耗低而降低了生产成本，同时酶的高专一性确保

了反应的高效性和选择性，因此其在化工、制药、日

用品和食品等行业引起了广泛的关注［４－６］。然而，

游离脂肪酶的稳定性和耐受性较差，重复使用性不

佳，这导致其储存及应用成本高，为此脂肪酶的固定

化技术应运而生。与游离脂肪酶相比，固定化脂肪

酶已在多个领域被广泛应用，如精细化学品的制造、

清洗剂使用性能的优化、新型能源的开发等。但固

定化脂肪酶在酸化油水解方面的应用较少，主要原

因在于酸化油中含有较多的酸性杂质及色素，影响

固定化脂肪酶的催化效果，此外酸化油自身甘油酯

含量较少、利用较困难等［７－８］。

皱褶假丝酵母脂肪酶（ＣＲＬ）是目前化工领域应
用较广泛的商品化脂肪酶之一，其能够催化甘油三

酯完全水解为甘油和脂肪酸［９］。目前一般利用多

级孔ＳｉＯ２、壳聚糖和磁性颗粒等物质制备载体来固
定化ＣＲＬ，固定化ＣＲＬ在中性及弱碱性环境中才能
表现较高的催化活性［１０－１２］。

壳聚糖（Ｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＳ）是一种天然的氨基多糖，
易于通过戊二醛对其氨基进行化学功能化的同时对

ＣＳ分子进行交联，以便于将 ＣＳ用作脂肪酶固定化

的载体；同时，ＣＳ由于具有成本低，生物相容性良
好，可生物降解等优良特性，目前已成为固定化脂肪

酶最具前途的载体之一［１３－１４］。Ｆｅ３Ｏ４颗粒由于其磁
性，易于在外部磁场下从反应体系中分离。因此，将

Ｆｅ３Ｏ４颗粒表面利用 ＣＳ进行功能化修饰，结合两者
在固定化脂肪酶方面的优势，不仅可以提高酶分子

在催化反应中的稳定性，还有助于通过外部磁场实

现酶与反应体系的分离，使脂肪酶可以多次重复使

用。因此，本研究采用戊二醛交联法，利用 Ｆｅ３Ｏ４颗
粒和ＣＳ制备Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ来固定化ＣＲＬ，并将固体化
ＣＲＬ应用于催化大豆酸化油的水解，探究其反应条
件及催化活性，以期拓宽固定化ＣＲＬ的应用范围。
１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

大豆酸化油，由金利油脂有限公司提供。皱褶

假丝酵母脂肪酶（ＣＲＬ），Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（中国上海）
公司；戊二醛（ＧＡ）和对硝基苯酚（ｐ－ＮＰ），泰坦科
技有限公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ），都莱生物技术有
限公司；对硝基苯棕榈酸酯（ｐ－ＮＰＰ），安徽酷尔生
物工程有限公司；Ｆｅ３Ｏ４，麦克林生化科技有限公司；
ＨＣｌ、ＫＯＨ、ＫＢｒ、氨水、乙酸、乙醇、壳聚糖（ＣＳ）、异
丙醇、正己烷、甲苯、乙酸乙酯和丙酮，国药集团化学

试剂有限公司；去离子水，实验室制备。

１．１．２　仪器与设备
ＡＲ１１４０电子分析天平，上海奥豪国际贸易有

限公司；ＳＨＺ－Ｂ恒温水浴摇床，金坛区金城春兰实
验仪器厂；ＺＮＣＬ－ＧＳ数显电热恒温油浴锅，予华仪
器有限责任公司；ＤＨＧ－９０７５Ａ电热恒温鼓风干燥
箱，上海右一仪器有限公司；ＰＨ－３ＣｐＨ计，上海越
平科学仪器有限公司；ＨＴ－１１０Ｘ恒温振荡水浴摇
床，江苏新春兰科学仪器有限公司；ＸＲＤ－６０００Ｘ
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射线衍射仪（ＸＲＤ），日本岛津公司；ＢｉｏＴｅｋＳｙｎｅｒｇｙ
Ｈ１酶标仪，美国伯腾公司；Ｓ－３４００ＮⅡ场发射扫描
电子显微镜（ＳＥＭ），日本日立公司；ＬａｋｅＳｈｏｒｅＭｏｄｅｌ
７３０４振动样品磁强计（ＶＳＭ），美国ＬａｋｅＳｈｏｒｅ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ的制备

称取１ｇＣＳ粉末溶于１００ｍＬ体积分数为１％
的乙酸溶液中，得到 １ｇ／１００ｍＬＣＳ溶液，再加入
２．０ｇＦｅ３Ｏ４，超声１０ｍｉｎ分散后，在室温下电动搅
拌２ｈ，磁倾析分离后，用去离子水缓和冲洗，再加入
１００ｍＬ体积分数为０．５％的 ＧＡ溶液，超声１０ｍｉｎ
分散后，加入１．０ｍＬ氨水，使 ＣＳ沉淀交联的同时
活化为带有醛基的载体。上述体系继续搅拌 ２ｈ
后，磁倾析分离，去离子水洗涤３次后在６０℃下烘
干，得到Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ。
１．２．２　固定化脂肪酶Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的制备

将０．５ｇＣＲＬ粉末溶解于２０ｍＬ磷酸盐缓冲溶
液（ＰＢＳ，０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．０）中，取上清液，加入１．０
ｇＦｅ３Ｏ４＠ＣＳ，在室温下电动搅拌１２ｈ进行固定化。
磁倾析分离后，用上述 ＰＢＳ洗涤３次，并在室温下
干燥，得到固定化脂肪酶Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ。
１．２．３　Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ催化水解大豆酸化油

称取一定量的大豆酸化油、ＰＢＳ（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ
７．０）和 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ，在锥形瓶中充分混合。
将锥形瓶置于水浴摇床中，在一定温度下振荡反应

一定时间。取样测定体系酸值和皂化值，按式（１）
计算大豆酸化油的水解率（ｙ）。

ｙ＝
Ｖｔ－Ｖ０
Ｓ０－Ｖ０

×１００％ （１）

式中：Ｖ０和Ｓ０分别为大豆酸化油的酸值（ＫＯＨ）
和皂化值（ＫＯＨ），分别为 １２３．７７ｍｇ／ｇ和 １８４．４５
ｍｇ／ｇ；Ｖｔ为水解反应 ｔ时间后体系的酸值（ＫＯＨ），
ｍｇ／ｇ。
１．２．４　样品的表征

使用配备Ｎｉ过滤的ＣｕＫα辐射源（γ＝０．１５４２
ｎｍ）的ＸＲＤ记录样品的Ｘ射线衍射图，设置管电压
和管电流分别为４０ｋＶ和４０ｍＡ。使用 ＳＥＭ观察
样品的表面形态及尺寸，加速电压为１５ｋＶ。在室
温下使用ＶＳＭ分析样品的磁滞回归线。
１．２．５　脂肪酶的负载量测定

参照文献［１５］使用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白质质
量浓度。通过酶标仪分别测定固定化前后 ＣＲＬ上
清液在５９５ｎｍ处的吸光度，并根据 ＢＳＡ标准曲线
计算其蛋白质质量浓度，根据式（２）计算脂肪酶的
负载量（ｘ）。

ｘ＝
ｃ１Ｖ１－ｃ２Ｖ２
ｍ （２）

式中：ｃ１和 ｃ２分别为固定化前后蛋白质的质量
浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｖ１和 Ｖ２分别为固定化前后脂肪酶溶
液的体积，ｍＬ；ｍ为Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ的质量，ｇ。
１．２．６　Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的活性测定

参照文献［１６］，以ｐ－ＮＰＰ为底物，通过比色法
测定Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的活性。测试原理为 ｐ－
ＮＰＰ在脂肪酶催化作用下水解反应生成ｐ－ＮＰ，ｐ－
ＮＰ在溶液中呈黄色，在４０５ｎｍ下有吸光值。利用
酶标仪测定水解反应后溶液在４０５ｎｍ处的吸光度，
并根据ｐ－ＮＰ标准曲线计算所生成的ｐ－ＮＰ浓度。
按式（３）计算Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的比活性。脂肪酶
活性的一个单位（Ｕ）定义为在测定条件（ｐＨ７．０，
２５℃）下每分钟生成１μｍｏｌ的ｐ－ＮＰ。

ｘ＝ｎ（ｐ－ＮＰ）ｍｔ （３）

式中：ｘ为比活性，Ｕ／ｇ；ｎ（ｐ－ＮＰ）为催化水解
ｐ－ＮＰＰ生成的ｐ－ＮＰ的量，μｍｏｌ；ｍ为催化剂的质
量，ｇ；ｔ为反应时间，ｍｉｎ。
１．２．７　Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的酶学稳定性测定
１．２．７．１　热稳定性

分别称取一定量的游离 ＣＲＬ和 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－
ＣＲＬ在一定温度（４０、５０、６０、７０、８０℃）下保存 ２ｈ
后测定活性，并以４０℃所测得的活性为１００％计算
其他温度下的相对活性。

１．２．７．２　ｐＨ稳定性
分别称取一定量的游离 ＣＲＬ和 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－

ＣＲＬ在一定ｐＨ的 ＰＢＳ（ｐＨ５、６、７、８、９、１０）中保存
２ｈ后测定活性，并以在 ｐＨ７时的活性为１００％计
算其他ｐＨ下的相对活性。
１．２．７．３　有机溶剂稳定性

分别称取一定量的游离 ＣＲＬ和 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－
ＣＲＬ于不同有机溶剂（乙醇、正己烷、甲苯、乙酸乙
酯、丙酮）中保存 ２ｈ后测定活性，并以在 ＰＢＳ中
的活性为 １００％计算在其他有机溶剂中的相对
活性。

１．２．７．４　储存稳定性
分别称取一定量的游离 ＣＲＬ和 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－

ＣＲＬ在４℃下储存一段时间（７、１４、２１、２８ｄ）后测定
活性，以初始活性为１００％计算其他储存时间下的
相对活性。

１．２．８　Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的重复使用性
按照１．２．３方法，在优化条件下进行 Ｆｅ３Ｏ４＠

ＣＳ－ＣＲＬ催化水解大豆酸化油，反应结束后，分离
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催化剂，分别用正己烷和去离子水洗涤后，再用于催

化水解反应，计算每次催化反应的水解率。将首次

反应的水解率设置为１００％，计算催化剂不同重复
利用次数的相对水解率。

１．２．９　数据处理
利用 ＩＢＭ ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ软件中的单因素

ＡＮＯＶＡ检验模块进行显著性差异分析。
２　结果与讨论
２．１　样品的表征

Ｆｅ３Ｏ４和Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的 ＸＲＤ图谱如图１
所示。

图１　Ｆｅ３Ｏ４和Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的ＸＲＤ图谱
Ｆｉｇ．１　ＸＲＤｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＦｅ３Ｏ４ａｎｄＦｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ

　　由图１可看出，２θ为３０．１°、３５．５°、４３．１°、５３．４°、
５７．０°和６２．６°的衍射峰，对应于 Ｆｅ３Ｏ４立方尖晶石
晶体结构的晶面（２２０）、（３１１）、（４００）、（４２２）、
（５１１）和（４４０）的典型衍射特征。Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ
的 ＸＲＤ图谱仍存在 Ｆｅ３Ｏ４的特征衍射峰，表明
Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ保留了Ｆｅ３Ｏ４的磁性晶型。

Ｆｅ３Ｏ４和Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的ＳＥＭ图像如图２所示。

图２　Ｆｅ３Ｏ４和Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的ＳＥＭ图像
Ｆｉｇ．２　ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓｏｆＦｅ３Ｏ４ａｎｄＦｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ

　　由图 ２ａ可看出，Ｆｅ３Ｏ４呈易聚集的球形颗粒
状。由图２ｂ可看出，Ｆｅ３Ｏ４在 ＣＳ的修饰改性与固
定化ＣＲＬ后仍保持其形态和尺寸，说明 ＣＳ的覆涂
和脂肪酶的固定化均不影响Ｆｅ３Ｏ４原有的骨架结构
和形貌。

Ｆｅ３Ｏ４和Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的磁滞回归线如图
３所示。

图３　Ｆｅ３Ｏ４和Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的磁滞回归线
Ｆｉｇ．３　ＨｙｓｔｅｒｅｓｉｓｌｏｏｐｓｏｆＦｅ３Ｏ４ａｎｄＦｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ

　　由图３可看出，Ｆｅ３Ｏ４和Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的饱
和磁化强度分别为７２．５、６１．１ｅｍｕ／ｇ。说明 Ｆｅ３Ｏ４
＠ＣＳ－ＣＲＬ具有足够的磁化强度，有利于其从反应
体系中简易分离，满足反应磁分离要求。

２．２　Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的脂肪酶负载量和活性
经测定，制备的 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的脂肪酶负

载量为５．５３ｍｇ／ｇ，比活性为７．７０Ｕ／ｇ。
２．３　Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的酶学稳定性
２．３．１　热稳定性

游离ＣＲＬ和 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的热稳定性测
试结果如图４所示。

图４　脂肪酶的热稳定性

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｌｉｐａｓｅ

　　由图４可看出，脂肪酶活性随温度的升高而降
低。这是因为高温容易使脂肪酶的氢键不稳定，破

坏脂肪酶的活性构象而使其失活。与游离 ＣＲＬ相
比，Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ具有更好的热稳定性，说明载
体Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ和 ＣＲＬ通过共价结合固定化增强了

ＣＲＬ的刚性，提高了其热稳定性［１７］。

２．３．２　ｐＨ稳定性
游离ＣＲＬ和Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的ｐＨ稳定性测

试结果如图５所示。
ｐＨ影响脂肪酶的稳定电离状态和活性构象，极

端ｐＨ会破坏脂肪酶的活性基团，导致脂肪酶失活。
由图５可看出，Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的最佳ｐＨ与游离
ＣＲＬ一致，均为７。随着溶液的ｐＨ偏离最佳ｐＨ，脂
肪酶的活性降低，相比游离 ＣＲＬ，Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ
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的活性下降幅度较小。研究表明，经过共价固定化

在载体上有利于提高脂肪酶活性位点的刚性，减少

其活性区域受到极端 ｐＨ的不利影响［１８－１９］。酸化

油中含有酸性杂质与脂肪酸，进行催化水解反应时

催化剂所处环境 ｐＨ较低，利用 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ对 ＣＲＬ
进行固定化则大大提高了游离ＣＲＬ的酸稳定性，有
利于催化酸化油水解率的提高。

图５　脂肪酶的ｐＨ稳定性
Ｆｉｇ．５　ｐＨｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｌｉｐａｓｅ

２．３．３　有机溶剂稳定性
游离ＣＲＬ和 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的有机溶剂稳

定性测试结果如图６所示。

图６　脂肪酶的有机溶剂稳定性
Ｆｉｇ．６　Ｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｌｉｐａｓｅ

　　有机溶剂通过破坏氢键和疏水键来破坏脂肪酶
的水合层和二级结构，导致脂肪酶快速失活。然而，

在油脂水解工业中不可避免地使用有机溶剂。因

此，提高脂肪酶的有机溶剂稳定性有利于降低脂肪

酶的应用成本［２０－２１］。由图６可看出，Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－
ＣＲＬ的有机溶剂稳定性明显高于游离 ＣＲＬ，这归因
于共价结合处理对ＣＲＬ的保护和刚性的增强，这有
利于Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ在含有大量有机杂质的油脂
副产品的催化体系中保持活性。

２．３．４　储存稳定性
游离ＣＲＬ和 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的储存稳定性

测试结果如图７所示。
由图７可看出，随着储存时间的延长，游离ＣＲＬ

活性降低，这可能与蛋白质结构的缓慢变性和脂肪

酶分子的聚集有关。与游离ＣＲＬ相比，Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－
ＣＲＬ在储存２８ｄ后仍保持较高的活性。这是因为

固定化有利于减少蛋白质结构的变性，同时保持了

脂肪酶分子良好的分散性，减少其聚集，从而增强了

其储存稳定性。

图７　脂肪酶的储存稳定性
Ｆｉｇ．７　Ｓｔｏｒａｇｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｌｉｐａｓｅ

２．４　Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ催化水解大豆酸化油条件优化
２．４．１　反应温度的优化

在水油比１∶１（ＰＢＳ与大豆酸化油体积比）、催
化剂用量１０％（以大豆酸化油质量计）、反应时间
１２ｈ的条件下，考察反应温度对水解率的影响，结
果如图８所示。

　注：不同小写字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）。下同
　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ｐ＜０．０５）．
Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

图８　反应温度对水解率的影响
Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｒａｔｅ

　　由图８可看出，随着反应温度的升高，大豆酸化
油水解率先升高后降低，４０℃时水解率最高。这是
由于反应温度升高，反应体系的底物分子运动和碰

撞加快，从而提升反应速率；然而，反应温度过高，脂

肪酶结构受到破坏而使其活性降低甚至失活，进而

导致水解率降低。因此，适宜的反应温度为４０℃。
２．４．２　水油比的优化

在反应温度４０℃、催化剂用量１０％、反应时间
１２ｈ的条件下，考察水油比对水解率的影响，结果
如图９所示。

由图９可看出，随着水油比的降低，水解率先增
加后降低，在水油比为２∶１时，水解率达到最大。水
油比为３∶１和２∶１时的水解率显著高于水油比为
１∶１、１∶２、１∶３时的（ｐ＜０．０５），可以看出体系反应中
水的适当增加有利于水解反应。因此，适宜的水油

比为２∶１。
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图９　水油比对水解率的影响
Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｗａｔｅｒ－ｏｉｌｒａｔｉｏｏｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｒａｔｅ

２．４．３　催化剂用量的优化
在反应温度４０℃、水油比为２∶１、反应时间１２ｈ

的条件下，考察催化剂用量对水解率的影响，结果如

图１０所示。

图１０　催化剂用量对水解率的影响
Ｆｉｇ．１０　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｔａｌｙｓｔｄｏｓａｇｅｏｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｒａｔｅ

　　由图１０可看出，随着催化剂用量的增加，大豆
酸化油的水解率增大，催化剂用量大于或等于１５％
时水解率无显著性差异（ｐ＞０．０５）。这是由于
Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ处于油水界面处进行催化，水解
速率随着催化剂用量的增加而增大，在催化剂用量

达到１５％时，催化剂在油水界面的浓度达到饱和，
再继续增加催化剂用量，水解速率保持不变。因此，

最佳催化剂用量为１５％。
２．４．４　反应时间的优化

在反应温度 ４０℃、水油比 ２∶１、催化剂用量
１５％的条件下，考察反应时间对水解率的影响，结果
如图１１所示。

图１１　反应时间对水解率的影响
Ｆｉｇ．１１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｒａｔｅ

　　由图１１可看出，大豆酸化油的水解率随反应时
间的延长而提高，反应时间超过３６ｈ时水解率增加

不显著（ｐ＞０．０５）。随着反应的进行，甘油酯的浓
度降低，同时脂肪酸的浓度逐渐升高，导致脂肪酶与

甘油酯的碰撞频率下降，而与脂肪酸的碰撞频率上

升，进而导致反应时间超过３６ｈ时水解速率减慢，
水解率增加不明显。综合考虑，适宜的反应时间为

３６ｈ。
综上，得到 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ催化水解大豆酸

化油最佳条件为反应温度４０℃、水油比２∶１、催化剂
用量１５％、反应时间３６ｈ，在此条件下大豆酸化油
的水解率达到８４．９３％。
２．５　催化剂的重复使用性

按１．２．８方法，考察 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ的重复
使用性，结果如图１２所示。

图１２　催化剂的重复使用性

Ｆｉｇ．１２　Ｒｅｕｓａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｃａｔａｌｙｓｔ

　　固定化酶的重复使用性结果与各种酶学稳定性
有关，包括温度稳定性、ｐＨ稳定性、有机溶剂稳定性
和储存稳定性，在重复使用的过程中，受少量酶不可

避免地从载体上脱落的影响，催化效果会有所降

低［２２］。由图 １２可看出，在重复使用 ５次后，
Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ保持了初始水解活性的 ６１．４％，
表明其具有良好的重复使用性。

３　结　论
本研究将磁性固定化脂肪酶 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ

用于催化水解大豆酸化油制备脂肪酸。经过共价固

定化于磁性壳聚糖载体（Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ）上后，ＣＲＬ保
持了良好的活性，同时提高了其稳定性。在 ｐＨ处
于５～１０内 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ均具有较高的稳定
性，减少了Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ在酸化油中进行催化
反应时由于酸性环境受到的不利影响，拓宽了固定

化ＣＲＬ的应用范围。此外，Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ在大
豆酸化油的水解中表现出令人满意的催化性能。通

过单因素实验确定了最佳反应条件为反应温度

４０℃、水油比２∶１、催化剂用量１５％、反应时间３６ｈ，
在最佳反应条件下，大豆酸化油的水解率达到

８４．９３％。此外，催化剂 Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ经过５次
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重复使用后保持了６１．４％的初始水解活性。结果
表明，Ｆｅ３Ｏ４＠ＣＳ－ＣＲＬ用于催化酸化油水解的反
应体系是一种油脂精炼行业副产品的可持续高效利

用方式，在代替传统高能耗工业反应中具有良好的

前景。
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