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摘要　以丁酸与丁醇的酯化为模型反应,研究了假单胞菌脂肪酶的非水相催化性

质。有机相中酶的催化作用需要一定的水分,最适水含量因溶剂的不同而有所差异。

通常, 极性强的溶剂其最适水含量高;当以水活度衡量时,各溶剂间的差别消失,最

适水活度均在 0. 5～0. 6之间。有机溶剂中酶的热稳定性较水溶液中明显提高, 在

环己烷中 80℃保温 6 h 酶活力仍保留约 80%; 连续使用 5次, 酶活损失不到 10% .

在环己烷中酶的最适作用温度为 50℃,比水溶液中略高;最适作用pH 为 9. 0, 与水

溶液中相近。
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0　前　　言
近年来, 非水相酶催化得到了广泛而深入的研究。由于脂肪酶稳定性好, 不需要辅因子,

其催化机理已经了解得比较清楚,并且实现了商品化,因此使脂肪酶成为有机相酶催化中应

用最广泛的酶种之一
[ 1]
。

对于脂肪酶在非水介质中的应用,除了其水相的基本酶学性质以外,它在有机溶剂中的

最适作用条件、热稳定性等非水相基本性质更显重要。作者曾对自己筛得的假单胞菌菌株所

产的适于非水相催化用脂肪酶的水相基本性质作过报道[ 2] ,本文中以丁酸和丁醇的酯化为

模型反应, 对该酶在非水相中的催化性质作了初步研究。

1　材料和方法
1. 1　材料

1. 1. 1　脂肪酶　由假单胞菌 ( Pseudomonas sp . ) H18菌株发酵制备
[ 2]
。

1. 1. 2　试剂　各种试剂均为国产分析纯或化学纯。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　有机相酶催化反应　在盛有 10 ml溶剂的具塞有刻度试管中加入丁酸和丁醇, 使两



者的浓度均为0. 4 mol / L (底物与溶剂均预先用4A 分子筛除水) ,然后加入50 m g 酶和适量

的水分,密闭后在 37℃恒温水浴中振荡( 150 r/ m in)反应, 定时取样测定。

1. 2. 2　脂肪酶酯合成活力测定　将过滤除酶的反应样品 100 �l加入 5 ml苯-甲醇混合溶

剂(两组分体积配比 4∶1, )中,用 25 m mol / L 氢氧化钠甲醇溶液滴定样品中未反应的有机

酸,以 3 g / L 百里酚蓝甲醇溶液为指示剂, 终点颜色由黄色变为蓝绿色 [ 3]。根据有机酸的减

少量,计算反应初速度。

1. 2. 3　有机相酶的热稳定性　将冻干酶粉置于有机溶剂中, 在特定温度(甘油浴)下保温一

定时间,然后迅速冷至室温,减压蒸馏除去溶剂至酶粉完全干燥,测定水解活力
[ 4]
。

1. 2. 4　有机相酶的操作稳定性　反应 2 h 后, 过滤收集酶粉, 用相应的溶剂洗涤 2～3次,

重新悬浮于反应体系进行下一轮反应,测定每一次的反应初速度。

1. 2. 5　具有一定 pH 值状态的酶粉的制备　将酶粉溶于适量的具有某一 pH 值的 20

mm ol/ L 磷酸盐缓冲液中,冷冻干燥即得。

　图 1　不同溶剂中水含量对脂肪酶
　　　　　酯合成活力的影响

1- 己烷; 2- 四氯甲烷; 3- 甲苯; 4- 苯

2　结果与讨论
2. 1　水对有机相酶催化活力的影响

　　分别以苯( lg P= 2. 0)、甲苯 ( lgP = 2. 5)、四氯甲烷

( lg P= 3. 0)和己烷( lg P= 3. 5)为溶剂,研究体系水含量

对该酶有机相催化活力的影响, 结果见图 1. 绝对无水时

酶无活性,向体系中加入少量水就会激活酶,说明酶必须

有少量水才会显示活性。在一定范围内酶活力随着水分

的增加而增大, 超出一定范围后水分增加酶活力反而下

降。不同溶剂中酶的最大活力不同, 且达到最大活力的最

佳水含量也不同。最佳含水量以己烷→四氯甲烷→甲苯

→苯的顺序递增,恰好与 4种溶剂 lgP 的递增顺序相反。

原因可能是加入的水在主体溶剂与酶之间发生分配,由于水较易分配在 lg P 较低的溶剂中,

相同体系含水量下分配给酶的水分就相对较少,因而为达到最大酶活力所需的体系含水量

图 2　不同溶剂中水活度对脂肪酶
　　　　　酯合成活力的影响

1- 己烷; 2- 四氯甲烷; 3- 甲苯; 4- 苯

就高。酶在有机溶剂中表现催化活性需要一定的水分,这

一结论已为许多实验所证实 [ 5] , 其主要原因是水分子能

够屏蔽酶分子内极强的基团间的静电相互作用, 使酶分

子具有足够的柔性,能够处于催化作用所必需的构象状

态[ 6]。过量的水使酶活力下降的原因可能是水在酶分子

周围形成水簇
[ 7]
。另外, 过量的水导致酶粉凝结以及使

逆反应加速也是可能的原因。

　　通过向反应体系加入水合盐的方法控制体系水活

度[ 8] ,研究水活度对酶活性的影响,结果见图 2.尽管在不

同溶剂中酶活力的最大值不同,但达到最大值的水活度

却基本相同, 均在 0. 5～0. 6之间。可见,相对于水含量,

用水活度衡量水对有机相酶催化的影响更为合理和直观。Halling
[ 9]在总结了大量实验结
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果的基础上, 提出了相同的观点。

2. 2　有机相中酶的稳定性

2. 2. 1　酶的热稳定性　无水环己烷中, 该酶在 80℃的高温下残余活力与保温时间的关系

见图 3. 保温 2 h 酶活力几乎无损失,保温 6 h 酶活力仍保留 80%左右, 说明该酶在无水有

机溶剂中具有极高的热稳定性, 较在水溶液中有明显提高;该酶在水溶液中 80℃保温 20

min酶活力仅残余20%左右[ 2]。增加水含量会降低酶在有机溶剂中的热稳定性,将环己烷中

水的体积分数提高至 1. 0%时, 80℃保温 6 h 酶活力残留不到 10% .

2. 2. 2　酶的操作稳定性　反应完毕将酶回收, 用于催化下一轮反应,使用次数与酶活力的

关系见图 4. 在反应条件下酶活力能基本保持稳定,连续反应 5次酶活仍保持在 90%以上,

这说明该酶在有机溶剂中有较好的操作稳定性。在室温下,脂肪酶在水溶液中的半衰期只有

几天,而且有可能遭到微生物污染;但在环己烷中则可放置数日而活力基本没有损失。

　图 3　脂肪酶在无水环己烷中的热稳定性　　　　　　图 4　脂肪酶在无水环己烷中的操作稳定性

2. 3　有机相中脂肪酶的最适作用条件

2. 3. 1　最适作用温度　温度对该酶有机相催化活力的影响见图 5. 酶在己烷中的最适温度

为 50℃,比水溶液中略高。该酶在水溶液中催化油脂水解的最适温度为 45℃ [ 2] .

2. 3. 2　最适作用 pH　从不同 pH 值的缓冲液中冷冻干燥得到的酶粉在己烷中的催化活性

见图 6. 酶的最佳作用 pH 在 9. 0附近,与在水溶液中基本相同 [ 2]。这一现象被称作“pH 记

忆( pH memory )”[ 10] ,许多作者均有报道 [ 1]。

　图 5　温度对脂肪酶在环己烷中酯合成活力的影响　　　　　图 6　p H 对脂肪酶在环己烷中酯合成活力的影响
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Catalytic Properties of Lipase from Pseudomonas sp .

in Nonaqueous Media
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Cao Shug ui
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Abstract　T he catalyt ic propert ies in nonaqueous m edia o f a lipasef rom Pseudomonas sp .

w er e studied by using the esterif icat ion of butyric acid w ith butano l as the model react ion.

A sm al l am ount of w ater w as found to be necessary for the lipase act ivity in o rganic so l-

vents; but the opt im um w ater contents varied co nsiderably am ong the dif ferent solvents,

w ith more hy drophil ic solvents usually have higher opt im um w ater contents. When w ater

act ivity was employ ed to quant ify w ater , the dif ferences among the so lvents disappeared,

an optim um w ater act ivity o f 0. 5～0. 6 existed for all the solv ents used. T he thermal sta-

bility of the lipase in o rganic so lvents w as significant ly higher than that in aqueous solu-

tio n, it remained almo st 80% of the o rig inal act ivity af ter incubat ion at 80℃ in cyclo hex -

ane for 6h; it s act iv ity loss w as less than 10% after being successively used fo r 5 r uns.

The o pt imum tem perature of the lipase in cy clohexane w as 50℃, w hich is slig ht ly higher

than that in aqueous solut ion; the o pt imum pH w as 9. 0, nearly the sam e w ith that in

aqueo us solution.

Key-words　lipase; Pseudomonas sp . ; nonaqueo us m edium ; cataly tic
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