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PVA—SA一活性炭共聚物固定脂肪酶的研究

孙凤麟， 孙玉梅’， 曹芳， 王珊

(大连工业大学生物与食品工程学院，大连116034)

摘 要：以聚乙烯醇(PVA)一海藻酸钠(SA)一活性炭共聚物为载体，对脂肪酶进行固定化。研究了

活性炭浓度、酶初始浓度、缓冲液pH值、吸附时间及温度对固定化酶的活性及蛋白栽量的影响。

结果表明：在聚乙烯醇(PVA)一海藻酸钠凝胶中加入1 g／dL活性炭制成复合凝胶球，在25℃、pH

值5．5的条件下对30 mg／mL的酶液吸附12 h，所得吸附固定化脂肪酶的活性较好。吸附固定的

脂肪酶较游离酶的最适作用温度升高10℃，最适作用pH范围变宽，且向碱方向偏移0．2个单位。
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Study of the Lipase Immobilized on PVA—Alginate-Active Carbon

SUN Feng—lin， SUN Yu—mei’， YANG Hong，HOU Bai—you

(College of Biological＆Food Engineering，Dalian Polytechnic University，Liaoning 1 16034，China)

Abstract：In this manuscript，the immobilized conditions，such as active carbon concentration in

the gel，enzyme concentration，pH，adsorption time and temperature，of lipase to PVA—alginate

——active carbon were carefully investigated．It was found that a highest lipase activity was

achieved at the condition of 30 mg／ml attached to 1％PVA—alginate gel pellet when temperature

is 25℃and pH is 5．5．Compared with that of free lipase．the optimal reaction temperature

increased by 10℃and pH range extended to 7．2．
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随着世界范围内能源短缺和环境优化的需要，

生物柴油的应用成为人们关注和研究的热点，其中

生物酶法合成生物柴油已成为研究的重要方

向D-z]。脂肪酶是酶催化法制备生物柴油的重要生

物催化剂，但是游离酶在水溶液中不稳定，不能重

复使用，难以实现生产过程的连续化口]。同时酶在

高温、高离子浓度、强酸、强碱等条件下容易失活，

催化能力降低，从而大大限制了游离酶的广泛应

用。固定化技术的应用克服了上述不足。

酶的固定化方法有包埋法、吸附法、共价法以

及交联法等。其中吸附法具有操作简单、处理条件

温和、酶的损害作用小以及吸附剂可反复使用等优

点，但也存在吸附力弱，易在不适pH值、高盐浓度、

高底物浓度及高温条件下解吸脱落的缺点。研究

在聚乙烯醇(PVA)一海藻酸钠凝胶载体中加人适量

的活性炭粉末，以期改善载体内部结构，提高其机

械强度和吸附能力[4]，对PVA一海藻酸钠一活性炭为

载体固定化脂肪酶的最适制备条件及酶学特性进

行了研究。
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1材料与方法

1．1试剂和仪器

脂肪酶LVK—F100：深圳绿微康生物有限公司

生产；橄榄油：化学纯，国药集团化学试剂有限公司

产品；聚乙烯醇：聚合度1750士50，国药集团化学试

剂有限公司生产；海藻酸钠：化学纯，上海化学试剂

站分装厂生产；活性炭：辽宁永强医药器械化玻有

限公司试剂生产；牛血清蛋白：Xiasi Bio生产；其它

试剂均为国内分析纯。

WFJ一1P9：722型数显光栅分光光度计，上海航

空测控技术研究所生产；THZ一82水浴恒温振荡器：

金坛市华峰仪器有限公司产品；85-2型恒温磁力搅

拌器：巩义市英峪予华仪器厂生产；LB801型超级

恒温器：辽阳市恒温器厂生产。

1．2脂肪酶活力的测定

脂肪酶活力定义：在最适反应条件下，以每分

钟脂肪酶催化橄榄油水解产生1／比mol脂肪酸的酶

量为1个酶活单位(u)。

固定化酶比酶活：固定化载体上吸附的每毫克

酶蛋白的活力单位(u／mg)。

用铜皂比色法[5]测定脂肪酸量，每个样品测3

组平行样。

1．3蛋白质质量浓度的测定

采用考马斯亮蓝法[73测定蛋白质质量浓度。

固定化载体吸附脂肪酶后，用磷酸缓冲液冲洗

至无蛋白洗出为止。酶液初始蛋白含量与洗液中

剩余蛋白量之差，即为载体吸附的酶蛋白量。

1．4酶液的制备

称取2．25 g脂肪酶粉，加50 mmol／L磷酸缓

冲液(pH值7．o)溶解，定容至100 mL，储于4℃冰

箱中备用。

1．5固定化载体的制备

将9 g／dL聚乙烯醇与1 g／dL海藻酸钠(w／v)

在90℃水浴中加热搅拌溶解于蒸馏水中，待PVA

与海藻酸钠完全溶解后，加入一定量的活性炭，用

搅拌机充分混合均匀。将混合物滴入到含有2 g／

dL CaCL：的饱和硼酸溶液中成球，于4℃固化交联

12 h，分别用蒸馏水和磷酸缓冲液(50 mmol／L，pH

7．0)冲洗2次，得3～4 mm的小球，挑选其中直径

～致的小球作为固定化载体，浸泡在磷酸缓冲液中

备用L5J。

1．6酶的固定化

将载体与脂肪酶液按600粒／dL配比加入三角

瓶中，置于恒温振荡器内吸附一定时间，用磷酸缓冲

液(pH 7．O，50 mmol／L)充分洗涤、过滤，测定洗液中

蛋白质浓度，直至滤液中蛋白质浓度为零为止。

2结果与讨论

2．1 活性炭浓度对固定化酶活力的影响

按方法1．4制作聚乙烯醇和海藻酸钠复合胶

体，在胶体中分别添加1 g／dL、2 g／dL、3 g／dL的活

性炭，制得固定化酶，其比酶活测定结果如图1。
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图1 活性炭浓度对固定化酶比酶活的影响

Fig．1 Effect of active carbon concentration on the spe-

cific immobilized lipase activity

由图1可知，随着载体中活性炭浓度的增加，

蛋白载量逐渐增加，含炭量1％时，固定化酶比酶活

较好；当含炭量大于1％时，随着活性炭浓度的增

加，固定化酶比酶活下降。PVA一海藻酸钠载体中

添加适量的活性炭粉末，可改善载体表面吸附能

力[43；活性炭浓度增大，载体的吸附能力加强，使酶

分子聚集，影响固定化酶活力[8]。因此本实验中载

体中活性炭的最适浓度为1 g／dL。

2．2酶的吸附固定化条件

2．2．1 酶的吸附固定化时间 取一定量的聚乙烯

醇一海藻酸钠一活性炭固定化载体小球，在pH 7．0、

20℃的条件下对40 mg／mL的酶液进行吸附，从吸

附6 h开始，每隔3 h取样测定固定化酶的活性及

蛋白载量，结果见图2。
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图2吸附时间对固定化酶活性及蛋白载■的影响

Fig．2 Effect of adsorption time on the protein content

and the immobilized iipase activity

由图2可知，在吸附的前12 h，随着吸附时间

的延长，蛋白载量逐渐增加，固定化酶的活性逐渐

增大；在吸附12 h时，固定化酶活力达到最大值，随

1●●●●■●●●●J●●●●●1●●●J历饧饧冒¨囫级搦豳协瓢历重”憾腿公搦垦他殴舶阿望，二型。
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后开始减小；在吸附15 h时，蛋白载量达最大，随后

蛋白载量基本不变，表明载体已达最大吸附；在吸

附15 h后，固定化酶活力基本不变。在吸附初期，

脂肪酶逐渐结合到载体上，固定化酶的活性随着蛋

白载量的增加而上升，但超过一定时间后，酶分子

在载体上的吸附量过大，可能会产生空间位阻口]，

影响底物与酶活性中心接触，而且过长的吸附时间

可能引起酶失活，表现出酶活下降。因此本研究选

择适宜的酶液吸附时间为12 h。

2．2．2 用于吸附固定化的酶液浓度 取一定量的

聚乙烯醇一海藻酸钠一活性炭固定化载体小球，在pH

值7．0，20℃时，分别对7．5、15、22．5、30、37．5

mg／mL酶液进行吸附12 h，制得固定化酶，测定固

定化酶的活性及蛋白载量，结果见图3。
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图3初始酶液浓度对固定化酶的活性及蛋白载■的

影响

Fig．3 Effect of enzyme concentration on the protein

content and the immobilized lipase activity

由图3可知，当酶液质量浓度小于30 mg／mL

时，随着酶液质量浓度的增大，蛋白载量逐渐增加，

固定化酶的活性逐渐增大；当酶质量浓度达到30

mg／mL时，固定化酶的活性较大；在酶液浓度达到

37．5 mg／mL时，固定化酶的活性下降。这可能是

由于酶液浓度偏大，载体上吸附的酶蛋白量过多，

因产生空间位阻，影响底物与酶活性中心接触，从

而影响了脂肪酶与底物的接触，固定化酶活性降

低，这与刘薇等人研究的结果一致[9]。所以，本研

究选择用于吸附固定化的酶液适宜质量浓度为30

mg／mL。

2．2．3 酶的吸附固定化温度 取一定量的聚乙烯

醇一海藻酸钠一活性炭固定化载体小球，在pH值7．0

以及温度分别为20、25、30、35℃的条件下，对30

mg／mL酶液吸附12 h，制得固定化酶，测定固定化

酶的活性及蛋白载量，结果见图4。

由图4可知，随着温度的升高，蛋白载量逐渐

增加；当温度小于25℃时，随着温度的升高，固定

化酶的活性逐渐增大；在25℃时，达到最大值，25

℃后酶活力下降。温度适当提高可加剧分子热运
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图4温度对固定化酶的活性及蛋白载量的影响

Fig．4 Effect of temperature on the protein content and

the immobilized lipase activity

动，蛋白吸附速度增加，相同时间内，蛋白载量增

加。在一定的酶蛋白吸附量下，酶活力随着蛋白载

量的增加而增加。载体蛋白吸附量过多时，空间位

阻增大[9]，酶活性下降，并且酶蛋白在高温条件下

较容易失活。所以，本研究选择吸附固定化的适宜

温度为25℃。

2．2．4 酶的吸附固定化pH值 取一定量的聚乙

烯醇一海藻酸钠一活性炭固定化载体小球，25℃时，

分别对不同pH缓冲溶液中的30 mg／mL酶液吸附

12 h，制得固定化酶，测定固定化酶的活性及蛋白载

量，结果见图5。
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pH值对固定化酶的活性及蛋白载量的影响

Effect of pH on the protein content and the im-

mobilized lipase activity

由图5可知，在pH小于5．5时，固定化酶的活

性随着pH值的增大而逐渐增大；在pH大于5．5

时，固定化酶的活性随着缓冲液pH的增大而逐渐

减小；在pH值5．5时，固定化酶的活性达最大值。

在pH值小于6．0时，随着pH的增大，蛋白载量逐

渐增加；在pH大于6．0时，蛋白载量减少；在pH

值为6．0时有最大值。所以，本研究选择吸附固定

化的适宜PH值5．5。

2．2．5 最适反应温度 在20～60℃的不同温度

下测定游离酶与固定化酶的活性，将最适温度下测

得的脂肪酶活力定义为100％，不同温度下相对酶

活力结果见图6。由图6可知，酶经固定化的最适

作用温度较游离酶提高10℃。酶的固定化，可提

高酶的热稳定性，提高最适反应温度。反应温度低

于最适反应温度时，酶活随反应温度的升高而增大，
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酶催化反应在较高温度下进行，可加快反应速率，提

高酶的作用效率m1；过高的反应温度会破坏蛋白氢

键或疏水键，改变蛋白活性中心基本构象，从而使脂

肪酶失活。

35 40 45 50 55 60 65

温度／'C

图6温度对固定化酶和游离酶活性的影响

Fig．6 Effect of temperature on the immobilized and

free lipase activity

2．2．6 最适反应pH值 在反应体系中加入不同

pH的磷酸盐缓冲液，分别在最适反应温度下测定

脂肪酶活性，将最适pH条件下的脂肪酶活力定义

为i00％，在不同pH条件下相对酶活力结果见

图7。

由图7可知，游离酶最适作用pH 7．0，固定化

酶最适作用pH 7．2～7．8，固定化酶最适作用pH

比游离酶高0．2～o．8个pH单位，并且最适pH作
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应时，载体表面有粘连现象，可能是过多0H一与硼酸

反应破坏了载体结构所致，其结果可能导致酶泄漏。

6．6 6．8 7．O 7．2 7．4 7．6 7．8

pH
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