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响应面法优化脂肪酶的固定化条件及其水解

橄榄油的特性研究

刘自琴，黄惠华 *
(华南理工大学轻工与食品学院，广东 广州      510640)

摘   要：采用 Sepharose CL-4B 和 7 种大孔树脂为载体固定 Palatase 20000L 脂肪酶，对载体进行筛选，以酶活力为

指标，采用响应面法优化固定化条件，并考察所制得固定化酶的稳定性和水解橄榄油的酶学性质。结果表明：以

大孔树脂 HPD-600 为载体制得的固定化酶具有较高的活性和良好的稳定性。其最优的固定化条件为：pH3.9，酶

与载体比例为 9.1mg/g，吸附时间 1.8h。在最优条件下制得固定化酶在最适合条件下测得的酶活力达到 1440U/g，酶

活回收率大于 50%。固定化酶最适作用温度为 50℃，最适作用 pH 值为 8.0。固定化酶的 Km 值为 0.130g/mL，高

于游离酶的Km(0.069g/mL)。固定化酶的热稳定性有一定程度的提高，其重复操作 5次后相对酶活力仍保持在 58%以上。
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Optimization of Immobilization of Lipase Using Response Surface Methodology and
Its Performances in Olive Oil Hydrolysis
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Abstract ：Different carriers such as Sepharose CL-4B and seven kinds of macroporous resins were used to immobilize lipase
Palatase 20000L. The lipase showed higher activity and better stablity when immpbilized on macroporous resin type HPD-600
compared with other carriers. Ressponse surface methodolgy was employed to optimize key conditions for the immobilization
of lipase Palatase 20000L on macroporous resin type HPD-600 to achieve maximum immobilized lipase activity. The optimal
immobilization conditions were found as follows: pH 3.9, enzyme-to-carrier ratio 9.1 mg/g, and adsorption time 1.8 h. Under
these conditions, the immobilized lipase achieved its maximum activity, 1440 U/g and a rantivity ecovery above 50%. The optimal
reacton temperature of the immobilized lipase was 50 ℃, the optimal reaction pH 8.0, and the Km value 0.130 g/mL, which was
higher than that (0.069 g/mL) of the free form. Moreover, the immobilized lipase showed higher thermal stability and maitained
over 58% of its original activity after the fifth repeated use.
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脂肪酶(三酰基甘油酰基水解酶，EC 3.1.1.3)是使用

最广泛的酶之一。广泛应用于食品、化学、油脂化学

品、农业化学、造纸、洗涤和生物表面活性剂的合成

及生物柴油生产等工业[1]。但是脂肪酶的工业化应用主

要有两个障碍，一是成本高，二是游离脂肪酶的稳定

性差。为了解决这两个障碍，众多研究者都进行了脂

肪酶固定化的研究，旨在解决脂肪酶的应用难题，使

其发挥更大的工业用途[2]。固定化酶具有很多游离酶不

具备的优点，如运用固定化酶可以进行反复分批反应和

装柱连续反应，能更好的控制产品质量；固定化酶一般

具有更好的稳定性；产物溶液中没有酶的残留，简化了

提纯工艺；酶的使用效率提高，成本降低等[3]。近年来

国内外很多专家都对脂肪酶的固定化进行了研究，主要

集中在载体和固定化方法的选择方面。相关研究表明，

将脂肪酶固定在琼脂糖凝胶和大孔树脂上，可以改善酶

的稳定性，并且可以重复利用，降低生产成本 [ 4 - 8 ]。
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本研究选用 Palatase 20000L 脂肪酶进行固定化，

Palatase 20000L 具有很强的 1,3- 专一性，催化活力高，

具有广阔的应用前景。以琼脂糖凝胶 Sepharose CL-4B
和 7 种大孔树脂为载体，采用共价结合和物理吸附的方

法进行固定化，通过评价各载体固定化的效果选出最优

的载体，在此基础上采用响应面法对该载体固定脂肪酶

的固定化条件进行优化，并对在最优条件下生产的固定

化酶的酶学性质和稳定性进行研究。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

脂肪酶 Palatase 20000L(液体酶，酶活力为 520U/mL)
丹麦诺维信公司；HPD 系列大孔树脂、D101、AB-8 大

孔树脂    沧州宝恩吸附材料科技有限公司；H P 2 0、
HP2MGL大孔树脂     日本三菱公司；Sepharose CL-4B    美
国 Pharmacia 公司；橄榄油    国药集团化学试剂公司；

磷酸、冰乙酸、乙酸钠、9 5 % 乙醇、聚乙烯醇、磷酸

二氢钠、磷酸氢二钠、甘氨酸等均为分析纯。

1.2 仪器与设备

紫外 - 可见分光光度计     日本 Shimadzu Dorporation
公司；恒温水浴振荡器    常州澳华仪器有限公司；循

环水式多用真空泵    巩义市予华仪器有限公司；超声波

细胞粉碎仪    宁波新芝生物科技股份有限公司；磁力搅

拌器    荣华仪器制造有限公司；PHS-25 型 pH 计    上海

虹益仪器仪表公司。

1.3 大孔树脂固定脂肪酶

大孔树脂预处理：称取 1 0 g 树脂于锥形瓶中，用

9 5 % 的乙醇浸泡 2 4 h，真空抽滤，用 1 L 蒸馏水冲洗。

树脂依次用 25mL 的 5% HCl 和 5% NaOH 溶液浸泡 4h 后

抽滤，用蒸馏水洗至中性。抽滤后置于 4℃冰箱中干燥

4 h ，室温保存备用。

固定化：称取经预处理的大孔树脂 0.50g 于 50mL 锥

形瓶中，加入 10mL 磷酸缓冲液(pH7.5，0.05mol/L)和
600μL 脂肪酶(蛋白含量 4mg/mL)，置于恒温水浴振荡器

中吸附 5h(37℃，150r/min)。然后真空抽滤，并用 100mL
缓冲液冲洗载体，抽干后置于 4℃冰箱中干燥 4h，得到

干燥的固定化酶 0 .25g，并于 4℃冰箱中密封保存。

1.4 琼脂糖凝胶固定脂肪酶

活化：称取 1 0 g 凝胶于真空抽滤漏斗中抽干，用

100mL 0.5mol/L NaCl 溶液冲洗，再用 100mL 蒸馏水洗，

抽干后转移到 50mL 三角瓶中，然后加入 6.5mL 2mol/L
NaOH、1.5mL 环氧氯丙烷、15mL 质量分数为 56% 的

1,4- 二氧六环，在 40℃恒温水浴摇床中活化 2h。将活

化的凝胶真空抽滤后用 100mL 0.05mol/L pH7.5 的磷酸缓

冲液冲洗，抽干后立即偶联。

偶联：将活化的凝胶 0.5g转入三角瓶中，加入 10mL
0.05mol/L pH7.5 的磷酸缓冲液和 600μL 脂肪酶，置于恒

温水浴振荡器中偶联 20h。然后真空抽滤，用 100mL 缓

冲液冲洗，抽干后置于 4℃冰箱中干燥 4h，得到的固定

化酶于 4℃冰箱中密封保存。

1.5 脂肪酶活力测定

脂肪酶活力测定采用橄榄油乳化法 [ 9 ]。用超声的

方法制备乳化液，并优化乳化液制备的条件 (超声功

率、超声时间、橄榄油与乳化液的比例 ) 。分别移

取 4mL 磷酸缓冲液(pH7.5，0.05mol/L)和 4mL 乳化

液(橄榄油含量为 0.225g/mL)于 50mL锥形瓶中，置于37℃
恒温水浴振荡器中预热 10min，然后加入游离脂肪酶

50μL (固定化酶活力测定时则加入固定化酶 2 5 m g )，
180r/min 振荡反应 20min，加入 15mL 95% 乙醇停止反

应。用 0.05mol/L 的 NaOH 标准溶液滴定反应产生的脂

肪酸，酚酞为指示剂。酶活力单位定义为：在上述条

件下，每分钟生成 1μmol 脂肪酸所需的酶量为 1 个酶活

力单位，用 U 表示。

1.6 载体的固定化率和酶活力回收率测定

固定化时溶液中的蛋白质含量采用考马斯亮蓝染色

法测定。

                           m1－m2

固定化率/%＝————×100                                   (1)
                                 m1

式中：m 1 为固定前溶液中蛋白质质量 /μg；m 2 为

固定后溶液中蛋白质质量 /μg。
                                         固定化酶总活力

酶活力回收率/ %＝————————————————————×100    (2)

                               用于固定化的游离酶的总活力×固定化率

1.7 响应面试验设计

先进行单因素试验，根据单因素试验结果，选择

对固定化酶活力影响较大的 3 个因素，以固定化酶活力

为指标，在 3 0℃条件下固定化，进行响应面试验，因

素水平设计见表 1。根据 Box-Benhnken 的中心组合试验

设计原理，进行三因素三水平的响应面试验，采用 De-
sign-Expert 7 对试验结果进行分析。

因素
                                              水平

－1 0 1
A pH 3 4 5

B 时间 /h 1 2 3
C 酶与载体比例 /(mg/g) 6 8 10

表 1 响应面试验设计因素表

Table 1   Factors and levels in response surface design
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1.8 Palatase 20000L 固定化酶的水解性质研究

1.8.1 固定化酶和游离酶的最适作用温度测定

在 pH7.5 条件下，分别在温度为 25、30、37、45、
50、55、60℃测定 Palatase 20000L 游离酶和固定化酶的

水解活力。

1.8.2 固定化酶和游离酶的最适作用 pH 值测定

在一定温度条件下(游离酶 45℃，固定化酶 50℃)，
分别在 p H 值为 4 、5 、6 、7 、7 . 5、8 、9 、1 0 测定

Palatase 20000L 游离酶和固定化酶的水解活力。

1.8.3 固定化酶和游离酶的 Km 值测定

采用 Lineweaver-Burk 双倒数作图法进行固定化酶

和游离酶的 K m 值测定。固定酶的浓度，在不同底物

质量浓度(0.0675～0.1575g/mL)条件下测定酶反应的初速

率，以初速率的倒数对底物质量浓度的倒数作图，得

一直线。由式( 3 )即可算出 K m 值。

   1            Km           1           1
——＝———×——＋———                                           (3)
  V           Vmax         [S]        Vmax

式中：V 为反应初速率 /(μmol/(mL·min))；[S]为
底物质量浓度 /(g/mL)。
1.9 Palatase 20000L 固定化酶的稳定性研究

1.9.1 固定化酶和游离酶的 pH 值稳定性测定

将Palatase 20000L游离酶和固定化酶分别在 pH值为 4、
5、6、7、8、9、1 0 的缓冲液中处理 2 h，然后测定处

理后的酶活力，定义未经处理的酶活力为 100%。

1.9.2 固定化酶和游离酶的热稳定性研究

将 Palatase 20000L 游离酶和固定化酶分别在 50、
6 0、7 0、8 0、9 0℃处理 2 h，然后测定酶活力，定义

未经处理的酶活力为 100%。

1.9.3 固定化酶的操作稳定性研究

将 4mL 磷酸缓冲液(pH8.0，0.05mol/L)和 4mL 橄榄

油乳化液(橄榄油含量为 0.225g/mL)置于 50mL 锥形瓶中，

于 50℃恒温水浴振荡器中预热 10min，然后加入 25mg 固

定化的 Palatase 20000L，精确反应 20min 后，用移液枪

移取 4mL反应液与 7.5mL 95%乙醇混合后用 0.05mol/L的

N a O H 标准溶液滴定反应产生的脂肪酸，酚酞为指示

剂，然后计算出固定化酶的酶活力。将余下的反应液与

固定化酶采用过滤的方式分离出固定化酶，然后按上述

方法测定第 2 次使用时固定化酶的活力。按此方法测定

5 次，得出固定化酶在重复使用 5 次时每批次的酶活力。

2 结果与分析

2.1 固定化载体及固定化方法的选择

载体 固定化率 /% 酶活力 /(U/g) 酶活回收率 /%
HP20 79 172 14

HP2MGL 37 20 1.6
AB-8 91 232 19
D101 79 140 11

HPD-100 86 280 22
HPD-400 78 212 17
HPD-600 87 320 26

Sepharose CL-4B 20 25 4

表 2 不同载体对脂肪酶固定化效果的比较

Table 2   Comparison of the effectiveness of different carriers in lipase
immolbilization

2.2 HPD-600 固定 Palatase 20000L 的条件优化

2.2.1 吸附温度对酶固定化效果的影响

将 0.50g 载体、600μL 酶和 10mL 缓冲液(pH7.5)混
合后分别在 25、30、37、45、55℃条件下固定 5h，测

定各温度条件下脂肪酶的固定化率和相对酶活力。结果

见图 1 。

由图 1 可知，在吸附温度低于 3 7℃时，随着温度

的升高，固定化率增大，固定在载体上的酶的相对酶

活力增加，高于 37℃后固定化率趋于稳定。在 30℃时

相对酶活力达到最大值，再升高温度则会导致相对酶活

力急剧下降。这是因为较高温度下蛋白分子运动加剧，

减小了酶的扩散限制作用，使酶分子能更快扩散进入载

体的孔道内并与载体发生相互作用，加快固定化[10]。但

高温会破坏蛋白质的结构，导致酶因热变性而失活。

2.2.2 pH 值对酶固定化效果的影响

将 0.50g 载体，600μL 酶分别和 pH 值为 2、3、4、
5、6、7、7 . 5、8、9、1 0 的 1 0 m L 缓冲液混合后在

图 1 吸附温度对酶固定化效果的影响

Fig.1   Effect of temperature on lipase immolbilization
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分别选用了 7 种大孔树脂和 Sepharose CL-4B 作为载

体对脂肪酶进行固定。由表 2 可知，HPD-600 可以较好

的固定脂肪酶，并得到较高的酶活力。后续实验选用

HPD-600 作为载体，进行固定化条件的优化与固定化酶

的特性研究。
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30℃条件下固定 5h，并测定各 pH 值条件下的固定化率

和相对酶活力，结果见图 2。在 p H 值为 2～6 时，固

定化率没有明显变化，pH 值再增大会导致固定化率的

降低，而相对酶活力在 pH 值为 4 时达到最大值。缓冲

液的 pH 值会影响酶分子周围的离子微环境，从而影响

固定化酶的活力，在特定的 pH 值条件下，酶分子的活

性基团能处于最佳的离子状态，从而使酶显示出较高的

相对酶活力 [ 6 ]。

2.2.3 吸附时间对酶固定化效果的影响

将 0.50g 载体、600μL 酶和 10mL 缓冲液(pH4)混合

后在 3 0℃条件下分别固定 1、2、3、4、5、7 h，测

定不同吸附时间条件下的固定化率和相对酶活力，结果

见图 3 。随着吸附时间的延长，载体的固定化率在增

大，在 2 h 后基本达到平衡，吸附刚开始时，载体上

的吸附位点很多，传质的驱动力大，吸附迅速 [ 1 1 ]。吸

附时间超过 2h 后，相对酶活力开始下降，因为酶分子

在载体上开始积聚，影响了酶分子的扩散，降低了暴

露的活性位点数量[10]，且在长时间的振摇过程中部分酶

会失活，因此选择 2 h 为最佳吸附时间。

降。当酶添加量较小时，载体吸附的酶量少，酶可以

更加分散，增大它与底物接触的比表面积，活性部位

更加暴露，提高反应效率，但当酶添加量大时，载体

上吸附的酶增多，空间位阻增大，影响酶活性中心和

底物的接触，从而降低了反应效率，导致相对酶活力

和酶活回收率下降[12]，因此本研究选择酶与载体比例为

8mg/g 作为最优的酶添加量。

2.3 响应面优化固定化条件

2.3.1 响应面试验结果

试验号 A B C 酶活力 /(U/g)
1 －1 －1 0 837
2 1 －1 0 755
3 －1 1 0 743
4 1 1 0 708
5 －1 0 －1 696
6 1 0 －1 625
7 －1 0 1 872
8 1 0 1 837
9 0 －1 －1 779
10 0 1 －1 813
11 0 －1 1 970
12 0 1 1 926
13 0 0 0 1017
14 0 0 0 1076
15 0 0 0 1002
16 0 0 0 1019
17 0 0 0 1029

表 3 响应面试验设计与结果

Table 3   Response surface design and results

图 2 pH 值对酶固定化效果的影响

Fig.2   Effect of pH on lipase immolbilization
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2.2.4 游离酶与载体比例对酶固定化效果的影响

研究酶添加量(用蛋白含量计算，酶液的蛋白含量

为 4mg/mL)与载体的比例为 4、6、8、10、12、16、
20、24mg/g 时的固定化率和相对酶活力。pH4.0，30℃
条件下固定 2 h ，结果见图 4 。随着酶添加量的增多，

相对酶活力增大，但是固定化率和酶活回收率都在下

图 3 吸附时间对酶固定化效果的影响

Fig.3   Effect of adsorption time on lipase immolbilization
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图 4 游离酶与载体比例对酶固定化效果的影响

Fig.4   Effect of enzyme-to-carrier ratio on lipase immolbilization
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采用 Design-Expert 7 对表 3 的试验结果进行分析得

到回归方程和响应面图。由图 5～7 可以看出各因素对响

应值的影响变化趋势，且回归模型存在最大值，说明

各个因素都有一个最适合的值。

酶活力回归模型 P ＜ 0.0001(Prob ＞ F)，说明模型

十分显著，失拟项 P ＞ 0.05，说明模型拟合程度良好，

实验误差小。一次项 C 以及二次项 B2 的 P 值小于 0.0001，
十分显著，一次项 A 和二次项 A 2、C 2 高度显著。在原

有的拟合方程基础上，对拟合方程进行手动优化，去

掉不显著的交互相 AB 和 AC，失拟值由 1.28 变为 0.99，
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因此去掉交互相 AB 和 AC 可以使方程获得更好的拟合

效果。优化后的回归方程为：酶活力 /(U/g)=1028.67 －

27.94A＋18.81B＋86.49C＋19.76BC－191.12A2－76.80B2－

79.99C2。

决定系数 R2 为 97.63%，校正决定系数为 0.9527，
说明该模型能解释 95.27% 响应值变化，仅有 4.73% 的变

异不能用此模型解释，说明回归方程的拟合程度很好，

能够真实地反映数据结果[13-15]。

9.13mg/g。采用上述优化工艺参数进行酶的固定化，考

虑到实际操作的便利，将工艺参数改为：固定化时间

1.8h、pH3.90、酶与载体比为 9.1mg/g。在此酶解条件下

重复 3 次实验，平均酶活力为 1032U/g，与预测值 1056U/g
相比，其相对误差为 2 . 3 %，这说明实验模型合理。

2.4 Palatase 20000L 固定化酶的水解性质研究

2.4.1 水解温度对固定化酶和游离酶的水解活力影响

如图 8 所示，固定化酶和游离酶分别在 50℃和 45℃
时达到最大水解活力，酶经固定后，热稳定性有所提

高，所以最适作用温度也随之提高。

2.4.2 pH 值对固定化酶和游离酶的水解活力影响

图 5 固定化时间与 pH 值的交互影响

Fig.5   Response surface and contour plots showing the effects of
adsorption time and pH on immobilized lipase activity
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图 6 酶与载体比例与固定化时间的交互影响

Fig.6   Response surface and contour plots showing the effects of
adsorption time and enzyme-to-carrier ratio on immobilized lipase

activity
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图 7 酶与载体比例与固定化 pH 值的交互影响

Fig.7   Response surface and contour plots showing the effects of pH
and enzyme-to-carrier ratio on immobilized lipase activity
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图 8 水解温度对固定化酶和游离酶的水解活力影响

Fig.8   Effect of temperature on the activity of free and immobilized
lipases
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图 9 pH 值对固定化酶和游离酶的水解活力影响

Fig.9   Effect of pH on the activity of free and immobilized lipases
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2.3.2 最优值的确定

利用回归方程确定最佳固定化条件，最佳条件

为：固定化时间 1 . 8 1 h、p H 3 . 9 3、酶与载体比例为

如图 9 所示，固定化酶和游离酶的最适作用 pH 值

均为 8.0。Palatase 20000L 脂肪酶在固定化后的最适作用

p H 值并没有改变。

2.4.3 固定化酶和游离酶的 Km 值比较

图 10 游离酶和固定化酶的 Km 值

Fig.10   Determination of Km values of free and immobilized lipases
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由图 1 0 可知，固定化酶和游离酶的 K m 分别为

0.130g/mL 和 0.069g/mL。固定化酶的 K m 值比游离酶的

K m 值大，这是因为酶固定在载体上后，使底物与酶活

性部位的接触比面积减小，降低了其与底物的亲和力，

反应速率也相应降低[12]。

2.5 Palatase 20000L 固定化酶的稳定性研究

由表 4 可知，Palatase 20000L 脂肪酶固定化后的 pH
值稳定性并没有明显提高，游离酶和固定化酶在 pH4～6
内都有很高的稳定性，处理 2h 后相对酶活力变化很小。

随着 pH 值的增大，游离酶和固定化脂肪酶的稳定性也

开始下降。pH7～8 处理 2h 相对酶活力保持在 80% 左右，

pH9处理 2h后能保持 60%左右的相对酶活力，而在 pH10
中处理 2h 能保持 35% 以上相对酶活力。

酶种类
             相对酶活力 /%

未处理 50℃ 60℃ 70℃ 80℃ 90℃
固定化酶 100 96 80 58 40 18
游离酶 100 75 72 50 35 2

表 5 固定化酶和游离酶的热稳定性

Table 5   Thermal stability of free and immobilized lipases

由表 5 可知，固定化酶的热稳定性较游离酶相比有

提高，在不同温度条件下处理后的相对酶活力都较游离

酶高。酶经过固定化后通常会降低其在不利环境中构像

变化的自由度，因此在热稳定性方面会较游离酶有一定

的提高 [ 1 6 ]。

环 5 次的操作稳定性。由图 11 可知，该酶在循环使用

5 次后仍能保持 58% 以上的相对酶活力，具有良好的操

作稳定性。

3 结  论

HPD-600 大孔树脂具有好的固定化脂肪酶的能力，

通过响应面优化得到其固定 Palatase 20000L 脂肪酶的最

优条件为：固定化温度 3 0℃、固定化 p H 3. 9、酶与载

体比例为 9.1mg/g、吸附时间 1.8h。在最优条件下制得

固定化酶在最适合条件下测得的酶活力为 1440U/g，酶

活力回收率大于 50%。固定化酶和游离酶的最适作用温

度分别为 50℃和 45℃，最适作用 pH 值均为 8.0。固定

化酶的Km 值为 0.130g/mL，高于游离酶的Km 值(0.069g/mL)。
固定化酶的热稳定性有一定程度提高，其重复操作 5 次

后相对酶活力仍保持在 58% 以上。
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图 11 固定化酶的操作稳定性

Fig.11   Repeated usability of immobilized lipase
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酶的固定化可以提高酶的重复利用率，降低生产成

本，因此，固定化酶的重复利用性能(操作稳定性)是反

映固定化效果的重要指标。研究了 H P D - 6 0 0 固定化

Palatase 20000L 所得固定化酶水解橄榄油乳化液时，循

酶种类
相对酶活力 /%

未处理 pH4 pH5 pH6 pH7 pH8 pH9 pH10
固定化酶 100 99 91 93 83 80 58 46
游离酶 100 98 93 90 84 79 57 36

表 4 固定化酶和游离酶的 pH 值稳定性

Table 4   pH stability of free and immobilized lipases
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