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碱性脂肪酶测定方法的探讨
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摘要　对碱性脂肪酶酶活的测定方法进行了研究,对反应底物及其形态、反应的酸

碱度、温度、稳定时间等条件进行了对比和选择。
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0　前　　言
脂肪酶是分解油脂的酶类, 脂肪酶的水解底物一般为天然油脂,其水解部位是油脂中脂

肪酸和甘油相连接的酯键, 反应产物为甘油二酯、甘油单酯、甘油和脂肪酸。该反应的重要特

征是异相系统反应,即在油- 水的界面上作用[ 1] ,再加上酶解反应本身是一个机制十分复杂

的催化反应,反应速度较慢,这就决定了反应的不稳定性。许多因素都会影响酶解反应的速

度,如反应底物的种类及形态、稳定时间、反应体系的酸度、温度等。

1　材料与方法
1. 1　材料

　　碱性脂肪酶(江苏省丹凤集团公司生产) ; 聚乙烯醇(分子量1750,北京旭东化工厂产

品) ; 三丁酸甘油酯; 橄榄油( cp)及其它无机试剂。

1. 2　仪器

　　恒温水浴锅, 精密酸度计,磁力搅拌器,高速组织捣碎机等。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　反应底物乳化液的制备　称取30 g 聚乙烯醇( PVA ) ,加900 m l水, 加热溶解, 冷却

后用6 mol/ L 氢氧化钠调至pH 为10. 0, 过滤, 定容至100 m l.

　 　量取上述PVA溶液150ml , 加入橄榄油50m l , 用高速组织捣碎机搅拌6m in , 400 0

r/ m in, 前后各3 min, 间隔5 m in,液备用。

1. 3. 2　0. 05 mol/ L 甘氨酸-氢氧化钠缓冲溶液的制备　称取1. 88 g 甘氨酸,加入约480 m l

水溶解,用6 mol / L 氢氧化钠调节 pH 至10. 0, 再定容至500 ml, 备用。需新鲜配置。

1. 3. 3　0. 05 mol / L 氢氧化钠溶液的制备　取4. 5 g 固体氢氧化钠溶于1 L 水,用邻苯二甲

酸氢钾标定, 使用时再稀释一倍。



1. 3. 4　酶活的定义　在反应条件下, 每分钟催化脂肪水解产生1 mol脂肪酸的脂肪酶量

定义为一个脂肪酶国际单位( u) .

1. 3. 5　酶活的测定　在三角瓶中, 加入一定量缓冲溶液和乳化液,放入一定温度的恒温水

浴锅中,再加入酶液反应并计时,一定时间后终止反应,用0. 05 mol/ L 氢氧化钠滴定游离出

的脂肪酸,同时做空白样(先加终止剂,后加酶液,其余同样品操作) [ 2]。

1. 3. 6　酶活的计算　酶活=
( V - V 0)

t
× 50× n

其中: V 为样品所耗碱的体积( ml)

V 0为空白耗碱的体积( m l)

t为反应时间( min)

n为稀释倍数

50为1m l 0. 05 mol / L 氢氧化钠的微摩尔数

2　结果与讨论
2. 1　反应底物的影响

2. 1. 1　底物不同　分别用三丁酸甘油酯和橄榄油作底物,与 PVA 乳化后与酶作用测定酶

活,结果见表1.

　　由表1的数据可知, 用三丁酸甘油酯作

为底物测得的酶活约为用橄榄油作底物时的

表1　不同底物的酶活测定结果　　u g- 1

三丁酸甘油酯 340 930 1260 1997 2520

橄榄油 136 378 502 812 1010

2. 5倍左右。因为前者其酸部分只有4个碳, 空间结构简单,酶作用较容易,而后者是长链的大

分子结构, 酶对其的作用受到空间位阻效应,相对而言比较困难, 这样在单位时间里底物与

酶作用的几率就不同, 产生的游离酸的个数也不同,最终表观为所测的酶活差别较大。但严

格地讲三丁酸甘油酯是不符合要求的底物,因为在酶活的定义中要求的底物是油脂,即其酸

部分的含碳数应大于12个。

2. 1. 2　底物相同,产地不同　分别用上海试剂总厂第二分厂出品的和北京芳草医药研制公

司出品的橄榄油进行实验, 测得的酶活也不同, 见表2. 上海产品测得的酶活值明显高于北

京产品。其原因, 一是由于不同商家的产品,

其脂肪酸的结构不同,空间立体构型也有差

别,对酶解这种有机物的大分子反应来讲, 空

间位阻将大大影响反应程度,从而影响单位

表2　不同厂家的橄榄油测得的酶活　　u g- 1

上海厂家 380 384 540 560 1200 1300

北京厂家 308 316 440 440 1080 1100

时间内脂肪酸的产率, 得出不同结果。二是橄榄油试剂中的杂质也会对酶解反应甚至酸碱滴

定产生影响, 由于橄榄油的试剂级别不高, 所以含杂质的情况不同,也会导致结果的差别。

　　因此,底物的选择,应选橄榄油或十二碳酸以上的甘油脂,并注明厂家,以使各次测定值

有可比性。

2. 2　底物形态的影响

　　国外有报导[ 3] ,测定脂肪酶酶活时,不将

底物制成乳化液, 直接在搅拌状态下对油脂

进行酶解反应,然后用碱滴定生成的脂肪酸。

两种形态的底物其测得结果见表3.

　表3　两种形态橄榄油的酶活测定结果　u g- 1

乳　化 830 820 820 810 830 815

非乳化 900 940 960 900 910 890
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　　由表3可知, 非乳化的测得值略高于乳化态的,这是因为 PVA 对该酶解反应有抑制作

用;再者, PVA 增加了体系的粘度,使反应体系的流动性变差。对酸碱滴定也会产生一定影

响。但不乳化测得的结果平行性较差,这可能是反应过程中的随机误差引起的。因为不乳化

时,反应体系是酶的水溶液加入底物橄榄油中, 水与油是互不相溶的,必然造成体系的不均

匀,酶不能与底物充分接触,反应不完全,因此测定的平行性较差, 可比性也差。综合考虑,虽

然 PVA 对酶解的酸碱滴定有影响, 但它能形成较均匀的乳化体系, 使酶能与底物充分接

触、反应,随机误差大大减小。平行测定中, PVA 的影响作为系统误差可基本抵消, 具有可比

性,故宜采用加 PVA 制成乳化液这样的反应体系。

2. 3　反应的酸碱条件

　　同一浓度的碱性脂肪酶在相同的温度下,对同样的底物作用, 在不同的 pH 环境中,所

测得的酶活也不同。结果见图1.

图1　测定体系 pH值对测定的影响

　　由图1可见,在 pH 10～10. 5范围内, 测得

的酶活最大。说明在 pH 10～10. 5范围内,是该

酶的最佳酸碱范围, 在该范围内酶解反应的速

率达到最大,高于或低于该 pH 值,反应速率都

会降低。这是由酶本身的性质决定的,因为体系

的 pH 会影响酶分子的空间构象以及底物的分

子状态,从而影响酶催化反应的速度,进而表现

出酶活的变化。

2. 4　反应温度的影响

　　同一浓度的碱性脂肪酶, 在 pH 为10. 0的

环境中,对同样的底物作用,如果控制不同的反应温度,所测得酶活的结果也不同。见图2.

图2　测定体系温度对测定的影响

　　由图2知, 该碱性脂肪酶最适的反应温度

为25℃; 25～35℃之间,相对活力较好; 超过

35℃, 其活力急剧下降; 45℃以上, 其活力仅

存20%左右。

　　温度对酶活的影响包括两个方面:其一是

对化学反应,反应速度随温度的升高而加快,

酶活增加;其二是酶作为一种生物催化剂,温

度升高将造成酶蛋白的热变性, 使其失活,酶

活降底。两个因素共同作用的结果是: 在25℃

时,其酶活相对最大[ 4]。

2. 5　稳定时间的影响

　　当反应终止后,间隔一定时间,再测定酶活,结果见图3.

　　由图3可见,反应终止后体系并不稳定, 即还部分存在着酶解反应,放置25 m in 后, 才基

本达到稳定。这是因为反应体系是非均相的,反应发生在两相界面上,而且酶解反应又是大

分子的催化反应,所以整体情况较复杂, 并不能象无机反应一样迅速终止,需要一段时间才

84　　　　　　 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第17卷



图3　体系稳定时间对测定的影响

能趋于稳定。

3　结　　语
　　碱性脂肪酶的酶活测定是一个比较困难

的问题,在测定时应明确指出所采用的乳化体

系、底物、体系的 pH 条件、温度、反应时间和

稳定时间,其中某条件发生变化, 可能会使测

定结果差别较大。除了本文中所讨论的因素

外,象 PVA 的聚合度、乳化液制备时的搅拌

速度、体系的离子强度及终止剂的不同等也

会影响测定结果,并且由于反应过程的复杂性, 还会带进许多随机误差, 难以确保测定的精

密度。目前,还没有公认的统一的测定方法, 各产酶单位只能根据所产酶的特性制定出各自

的产品检测方法。
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Abstract　The assay method of aikaline l ipase act ivity w as studied in the paper. The com-

parison and select ion o f conditions on react ion substr ate and its form , pH o f react ion sys-

tem , temperature, and stable time w ere carried out .
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