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脂肪酶固定化工艺
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摘要　研究了以纸纤维素为载体 ,对-β -硫酸酯乙砜基苯胺 ( SESA)为活化剂共价

偶联法固定化脂肪酶的最适条件及固定化酶的稳定性。 结果表明:醚化反应最适

pH为 10. 0,偶联最适条件为 pH8. 0,酶量控制在 800μmol / ( min· g ) ,所获得固定

化脂肪酶具有较高的酶活和酶回收率 ,且有较好的稳定性 ,其半衰期为 375 h.
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0　前　　言
脂肪酶

[1 ]
( Lipase, EC3. 1. 1. 3,甘油酯水解酶 )是特殊的酰基水解酶 ,在常温常压下能催

化油脂水解成脂肪酸与甘油。但这种酶价格昂贵 ,游离酶催化反应技术虽成熟但工业化成本

高而难以推广。1990年 Kosugi Y
[1 ]、 1992年 Yang D

[2 ]等人相继报道了以树脂和葡聚糖为载

体离子交换法固定化脂肪酶 ,因采用物理法固定化酶技术 ,研究结果不甚理想 ; 1997年曹国

民
[4 ]
等又报道了采用蚕丝为载体共价偶联法固定化脂肪酶的研究结果。笔者研究了以来源

丰富的纸浆 (纸纤维素 )为载体 ,对 -β -硫酸酯乙砜基苯胺 ( SESA)为活化剂共价偶联法固定

化脂肪酶的最适工艺条件及固定化酶的稳定性。

1　材料与方法
1. 1　材料

脂肪酶: 按文献 [5 ]方法提纯的脂肪酶。纸浆 (纸纤维素 ): 浙江杭州新华纸业有限公司提

供。对 -β-硫酸酯乙砜基苯胺 ( SESA):上海染料化工八厂产品。

1. 2　实验方法

醚化:取 SESA溶液 300 mL与碱处理过的纸纤维素混合 , 0. 5 mol /L NaOH调节 pH6

～ 12, 85℃恒温 40 min,并搅拌 ,用 0. 5 mol /L NaOH洗 2次 ,再用去离子水洗 2次 ,压干。

重氮化:在已醚化的纸纤维中加入 100 mL去离子水 ,捣匀 ,在 4℃冰浴 ,置通风柜内 ,

加入 1 mo l /L HCl 25 mL和 5% NaNO225 mL.搅拌反应 25 min,过滤 ,用冷 0. 05 mol /L



HCl洗 2次 ,冷去离子水冼 2次 ,压干。

偶联:将已重氮化的纸纤维立即加入的脂肪酶缓冲溶液中 ,在 4℃冰浴中搅拌反应 6 h,

pH控制值为 6～ 10,用去离子水冼 2～ 3次 ,压干 ,即得固定化脂肪酶 ,置冰箱中保存备用。

1. 3　分析方法

游离脂肪酶活力测定: 参见文献 [1 ]方法 ;固定化脂肪酶活力测定 ;参见文献 [4 ]方法。

SESA浓度测定:参见文献 [6 ]方法。

2　结果与讨论
2. 1　 pH对醚化反应的影响

在酶固定化过程中 ,醚化反应程度的高低直接影响酶的固定化 ,而 pH对醚化反应影响

较大。笔者在 85℃下用 0. 5 mol /L NaOH调节 pH值 ,醚化反应后测定各醚化率 ,其结果如

图 1所示。醚化反应在 pH为 10左右时 ,醚化率最高 ,即最适合于 SESA和纸纤相结合。

2. 2　偶联反应 pH对固定化酶活力的影响

如图 2所示 ,偶联反应 pH值 8. 0时 ,所固定化酶活最高 ;酶活回收率在 pH为 7. 0时最

高。pH偏酸性时 ,固定化酶和酶活回收率都下降 ,说明在低 pH下偶联会引起酶的失活。 pH

偏碱性时 ,因重氮盐与碱作用生成不能进行偶联反应得重氮酸
[7 ]
,导致固定化酶活降低。

图 1　 pH对醚化反应的影响　　　　　　　　图 2　偶联反应 pH对固定化酶活的影响

图 3　酶量对固定化酶活的影响

2. 3　酶量对固定化酶活力的影响

见图 3,所获得的固定化酶活力随着加酶量的

增加而增加 ,酶活回收率却逐渐下降。说明单位载

体给酶量越多 ,载体上被偶联的酶就越多 ,相应的

固定化酶活力就越高 ,但同时造成载体空间位阻

效应增大 ,导致酶活回收率下降。

2. 4　固定化酶的最适 pH值

见图 4,游离酶的最适作用 pH约 8. 0,而固定

化酶的 pH约 9. 0,脂肪酶经过固定化最适作用 pH

明显偏向碱性 ,这可能与载体的性质、酶的构象及酶所处的微观环境有关
[6 ]
。

2. 6　固定化脂肪酶催化油脂水解反应

在一定量的橄榄油和磷酸缓冲液 (体积比 1∶ 0. 8)中 ,加入适量固定化酶 ,在 50℃下搅

拌反应 25 h,倾出油水混合物 ,将固定化酶滤出 ,供下一次循环使用。如图 5所示 ,固定化酶
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重复使用 10次后 ,酶活还保留 68. 3% ;使用 15次后酶活降为 49. 2% ,因而可以得出该固定

化脂肪酶的半衰期为 375 h.

图 4　固定化酶活和游离酶最适 p H的变化　　　　图 5　固定化脂肪酶反应的稳定性

3　结　　论
采用纸浆为载体 ,以价格的国产双功能活化剂对 -β -硫酸酯乙砜基苯胺 ( SESA)进行共

价偶联固定化脂肪酶的方法是可行的。获得的固定化脂酶具有较高的酶活、酶活回收率及稳

定性 ,为用固定化酶水解油脂制备脂肪酸和甘油工业化生产提供了应用前景。
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Study on Immobilization of Lipase
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Abstract　 The conditions of the lipase immobi li zed on the paper cellulose w ith P-β-sulfuric

acid ester ethyl sul fone aniline ( SASE) and the stabi li ty of the immobilized lipase have

been studied. As a resul t , the optimal pH for the paper cellulo s w ith SASE is 10. 0; w hen

the opimal conditions for lipase linked reaction are pH 8. 0 and the amount of lipise of 800

μ/g cellulo se, the immobi li zed lipase is stable, and i ts operational half life is about 375

hours.
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