
210  2013, Vol.34, No.09             食品科学	 ※生物工程

脂肪酶在尼龙网上的固定化及其酶学性质研究
赵  磊，唐  婧，王成涛*

(北京工商大学 食品添加剂与配料北京高校工程研究中心，北京市食品风味化学重点实验室，北京 100048)

摘  要：以尼龙网为载体，戊二醛为交联剂制备固定化脂肪酶(Candida sp. 99-125)，并对固定化条件及固定化

酶的酶学性质进行研究。结果表明，最适固定化条件为：戊二醛体积分数3%、交联时间60min、脂肪酶质量浓

度10mg/mL、固定化时间6h。与游离酶相比，固定化脂肪酶的最适温度从45℃提高至50℃，最适pH值相同，均为

7.0，并在pH5.0～7.0范围内均有非常高的活力。固定化脂肪酶相对于游离酶具有更好的热稳定性和pH值稳定性，

并具有良好的操作稳定性，其重复操作5次后相对酶活力仍保持在80%左右。固定化脂肪酶的Km值(0.57mol/L)和最

大反应速率Vmax(0.29×10-3mol/(L·s))显著高于游离酶，对底物的亲和力较游离酶弱。
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Immobilization of Candida sp. Lipase on Nylon Net and Its Enzymatic Characteristics
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Abstract：Lipase (Candida sp. 99-125) was immobilized on nylon net by glutaraldehyde as cross-linking agent. Effects of 
various parameters on the activity of immobilized lipase and characteristics of immobilized lipase were investigated. The 
maximum enzyme activity achieved at the following conditions: glutaraldehyde concentration of 3%, cross-linking time of 
60 min, enzyme concentration of 10 mg/mL, and immobilized time of 6 h. The optimal temperature of immobilized lipase 
shifted from 45 ℃ to 50 ℃, compared with free lipase. The immobilized lipase maintained high activity in a broad pH range 
of 5.0 to 7.0, with optimum pH at 7.0, which was identical to that of the free lipase. Thermal, pH, and operational stabilities 
of lipase were greatly improved after immobilization onto nylon net. Immobilized lipase retained about 80% of the initial 
activity after fifth repeated use. The Km (0.57 mol/L) and Vmax (0.29 × 10-3 mol/(L•s)) of immobilized lipase using olive oil as 
substrate was significantly higher as compared to free lipase. The immobilization of lipase decreased its affinity to substrate 
as compared to free lipase.
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脂肪酶(EC3.1.1.3)，即三酰基甘油酰基水解酶，它能

在油水界面上催化酯水解和醇解、酯合成、酯交换、内酯

合成及高聚物合成等有机合成反应，是目前被重点研究的

酶催化剂
[1]
。脂肪酶广泛应用于食品工业、药物合成、农

用化学品工业、油脂化学品工业、日用化学工业以及洗涤

和生物表面活性剂的合成等各种生物技术领域
[2]
。已有文

献报道采用脂肪酶催化合成乳化剂(糖酯)、表面活性剂、

蜡酯及芳香酯等重要的工业产品
[3]
。

游离酶在工业生产中常表现出低的生物活性和稳定

性，这在很大程度上限制了酶在工业中的应用
[4]
。这些

缺点往往可通过酶的固定化克服。与游离酶相比，通常

固定化酶有着较高的温度、pH值及操作稳定性
[5]
。硅藻

土、离子交换树脂等颗粒状物质是广泛使用的固定化酶

载体
[6-7]

。颗粒状固定化酶虽然具有许多优越特性并可经

过滤回收使用，但仍存在一些问题限制其大规模使用，

如：1)通常高成本，2)在两相系统中经搅拌容易破碎
[6]
，

3)不能用于固定床反应器
[8-9]

。目前，作为替代球状载体

的海绵状、纤维状、膜状、蜂窝状等片状载体已在工业
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生产上开发应用
[10-11]

。尼龙结构类似多肽，经部分酸水解

活化后产生游离氨基和羧基，可通过戊二醛与酶共价结

合
[12]

，对酶具有保护作用，而且生产成本低廉、无毒、

稳定性良好、易获得。已有报道
[13-17]

成功将脲酶、葡萄糖

氧化酶、糖化酶、碱性蛋白酶等固定于尼龙网上，并对

其固定化后的酶学性质及稳定性进行了研究。然而，对

脂肪酶在尼龙网上固定化的研究较少，仅黎春怡等
[18]

对

固定化猪胰脂肪酶条件进行了优化，但尚未对其固定化

后的酶学性质及稳定性进行研究。此外，微生物脂肪酶

比动物脂肪酶具有更广的作用pH值和温度范围，并且便

于进行工业生产而更具优越性。

本研究以尼龙网作为载体，戊二醛为交联剂，采

用共价交联对微生物脂肪酶(Candida sp. 99-125)进行固

定化，并研究固定化条件和固定化酶的酶学性质及稳定

性。以期为尼龙网固定化脂肪酶的工业化应用奠定理论

基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

假丝酵母脂肪酶(Candida sp. 99-125) 北京化工大

学谭天伟教授惠赠；尼龙网(200目)、橄榄油 国药集团

化学试剂北京有限公司；其他试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

Scientz-IID型超声波细胞粉碎机 宁波新芝生物科

技股份有限公司；ALC-1100.2分析天平 北京赛多利斯

仪器系统有限公司；数显电子恒温水浴锅 金坛市至翔

科教仪器厂；PHS-3D pH计 上海三信仪表厂；HZS-H
水浴振荡器 哈尔滨东联电子技术开发有限公司。

1.3 方法

1.3.1 载体的处理与脂肪酶的固定化

剪取1cm×1cm的尼龙，将尼龙膜浸入18.6g/100mL 
CaCl2-18.6%水的甲醇溶液10min，轻轻搅拌，洗净晾

干，后在4mol/L的HCl中水解40min，使膜边缘卷曲，

水洗至中性，晾干。将处理好的膜在一定体积分数的戊

二醛磷酸盐缓冲液(pH7.0)中交联适当时间，用pH7.0的
0.1mol/L磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤3～4次以除去未反应的

戊二醛，晾干，得固定化膜载体。

精确称取酶粉，用0.1mol/L的PBS配成一定质量浓度

酶液。将膜载体(1cm×1cm)浸润在酶液中，4℃放置一定

时间，PBS液洗脱至洗脱液在280nm波长处无光吸收，得

固定化脂肪酶，并将其在4℃条件下保存。

1.3.2 脂肪酶活力测定
[19]

分别移取5mL 0.025mol/L磷酸缓冲液(pH7.0)和4mL聚乙

烯醇橄榄油乳化液，置于40℃水浴中保温5min，然后加入

脂肪酶，继续保温15min，取出立即加入95%乙醇15mL，

以停止酶作用，再加酚酞指示剂3滴，用0.05mol/L氢氧化

钠滴定至溶液呈粉红色为止。对照组先不加酶液，也继

续保温15min后，立即取出，各加入15mL 95%乙醇，然

后再加入脂肪酶。

聚乙烯醇橄榄油乳化液的制备：称取40g聚乙烯醇，

加蒸馏水约1L，在小火上加热，并不停搅拌，至聚乙烯

醇全部溶解，冷却后定容至1L。用双层纱布过滤，滤液

备用。取4%聚乙烯醇溶液150mL，加50mL橄榄油，超声

处理6min，即成乳白色聚乙烯醇橄榄油乳化液，保存于

4℃备用。

酶活力以国际单位表示，即在一定条件下，脂肪酶水

解脂肪每分钟产生1μmol脂肪酸的酶量定为一个国际单位。

脂肪酶活力/U＝
(V样品－V对照)×c×f

t
 (1)

式中：V样品为样品消耗碱液体积/mL；V对照为对照组

消耗碱液体积/mL；c为碱液浓度/(μmol/mL)；f为稀释倍

数；t为作用时间/min。
1.3.3 酶学性质的测定

1.3.3.1 最适温度

将游离酶或固定化酶加入底物溶液(pH7.0)中，于不

同温度下(30～60℃，间隔5℃进行变化)进行反应，其他

步骤同脂肪酶活力测定。分别以游离酶和固定化酶的最

高活力为100%，进行数据处理。

1.3.3.2 热稳定性

取游离酶或固定化酶置于0.1mol/L，pH7.0的PBS缓
冲液中，静置于恒温箱(30、35、40、45、50、55、60℃)
中，20min后取出，测定酶活力。分别以游离酶和固定化

酶的最高活性为100%，进行数据处理。

1.3.3.3 半衰期(t1/2)
固定化酶的使用稳定性常用t1/2表示，即固定化酶

活力下降为最初活力一半所经历的连续工作时间。根据

Arrhenius公式：

ln(at/a0) =－Kd×t	 (2)

式中：at为t时刻酶的活力/(U/cm2)；a0为0时刻酶的活

力/(U/cm2)；Kd为衰减常数。

当温度一定时，以ln(at/a0)对时间t作图为直线，其斜

率为－Kd。一定温度下酶的半衰期为：t1/2=0.693/Kd。本

实验采用聚乙烯醇橄榄油乳化液作为底物，取一定量游

离酶和固定化酶，放入pH7.0的磷酸盐缓冲溶液中50℃保

温，间隔一定时间取出测定其酶活，并依据公式(2)求出

半衰期。

1.3.3.4 最适pH值

将游离酶或固定化酶置于pH值为2.0～10.0的不同pH
值缓冲液配制的底物溶液中，于40℃进行反应，其他步
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骤同脂肪酶活力测定。分别以游离酶和固定化酶的最高

活性为100%，进行数据处理。

1.3.3.5 pH值稳定性

取游离酶或固定化酶，分别于pH值为2.0～10.0的磷

酸盐缓冲溶液中40℃温育2h后，取出酶测定其活性，其

他步骤同脂肪酶活力测定。分别以游离酶和固定化酶的

最高活性为100%，进行数据处理。

1.3.3.6 操作稳定性

以橄榄油为底物，pH7.0的磷酸盐缓冲溶液为溶剂，

取面积为10cm2
的固定化脂肪酶作为催化剂，在40℃、摇

床转速为150r/min条件下水解反应15min，测定其初始酶

活后用磷酸盐缓冲溶液冲洗干净，并拭干水分后重复使

用，通过考察酶残留活性随使用次数的变化，研究酶的

操作稳定性。

1.3.3.7 脂肪酶反应动力学常数测定

用聚乙烯醇橄榄油乳化液作为底物，取一定量游离

酶和固定化酶，选用不同底物浓度在40℃、pH7.0条件下

测定酶促反应初速率，用双倒数作图(Lineweaver-Burk)法
求出相对应的Km及Vmax。

Km1 1 1+=V [S]Vmax Vmax
  (3)

由式(3)可知1/[V]和1/[S]呈线性关系，故以1/[V]

对1/[S]作图得一直线，根据其斜率及纵轴截距即可求得

反应动力学常数Km及Vmax。

2 结果与分析

2.1 酶的固定化条件

2.1.1 戊二醛体积分数对固定化酶活力的影响
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图 1 戊二醛体积分数(A)、交联时间(B)、脂肪酶质量浓度(C)和固定化

时间(D)对脂肪酶固定化的影响

Fig.1 Effects of glutaraldehyde concentration (A), cross-linking time 

(B), lipase concentration (C) and immobilization time (D) on activity of 

immobilized lipase

作为一种交联剂，戊二醛能够与载体和酶上的—NH2

基团反应，从而在酶分子内部以及酶与载体之间形成化

学键
[20]

。由图1A可知，随着戊二醛体积分数的增加固定

化酶活力很快的上升。当交联剂戊二醛体积分数到达3%

时，酶活力到达最大值3.50U/cm2
，并且趋于稳定。故后

续实验选用3%戊二醛为宜。

2.1.2 交联时间对固定化酶活力的影响

由图1B可知，戊二醛可迅速地与酶分子上的—NH2

基团进行反应。在反应初始阶段，反应速度非常快，并

在60min时固定化酶活力达到最大值。随后，由于参与反

应过程的—NH2基团数量不再发生变化，继续延长交联时

间至180min，对提高固定化脂肪酶活力无显著影响。故

后续试验中戊二醛交联时间以60min为宜。

2.1.3 脂肪酶质量浓度对固定化酶活力的影响

由图1C可知，在尼龙网上的结合位点饱和前，随着

脂肪酶质量浓度(≤10mg/mL)的增加固定化酶活力也随之

增加。当脂肪酶质量浓度到达10mg/mL时，尼龙网上的

结合位点达到饱和，脂肪酶活力达到最大值3.57U/cm2
，

并达到平稳状态，继续增加脂肪酶质量浓度并不能提高

固定化酶活力。因此，后续试验中选择10mg/mL质量浓

度酶液进行固定化。

2.1.4 固定化时间对固定化酶活力的影响

由图1D可知，当固定化时间为1h时，固定化酶活力几乎

为零。随着固定化时间的延长，单位酶活力也逐渐增大，当

固定化时间到达6h，酶活力达到最大值(3.33U/cm2)，并趋于

平稳。这表明，固定化时间达到6h时尼龙网上的酶结合
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活性位点达到饱和。因此，后续实验中固定化时间以6h
为宜。

2.2 固定化酶的酶学性质

2.2.1 最适温度
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图 2 游离酶和固定化酶的最适温度(A)和温度稳定性(B)

Fig.2 Effects of temperature on the activity (A) and stability (B) of free 

and immobilized lipase

由图2A可知，游离酶的最适温度为45℃，而固定化

酶的最适温度为50℃。该脂肪酶固定化后最适温度升高，

这可能是由于载体的保护作用，使酶在固定化后对热变性

作用不敏感。当温度低于45℃时，游离酶的酶活力高于固

定化酶，这可能与酶固定化到载体上后产生分子扩散阻力

及构象改变有关。当温度高于50℃时，游离酶和固定化酶

的酶活力均显著下降，这可能由于随着温度的升高，聚集

的酶分子被打开最终使其失去活性。酶固定化后最适温度

升高的现象在固定化酶中普遍存在
[21-23]

。

2.2.2 温度稳定性

游离酶和固定化酶分别置于不同温度保温20min，然

后测定酶活力。由图2B可知，该酶置于30℃存放20min后
的酶活力较45℃存放时降低的多，分析原因可能是该酶

属于冷不稳定酶，这类酶在较低温度条件下易于失活，

这大多是由于它们在较低温度易于解离成亚基。该结果

与Ding Liang[24]
和Kandasamy[25]

等报道的相似。与游离酶

相比，固定化酶可以在更高的温度下保持其活性。这表

明，固定化酶的热稳定性得到了显著提高。在60℃，固

定化酶仍保持其初始酶活力的40%，而游离酶活力仅残

余4%。这主要是由于脂肪酶经固定化后，载体结构对酶

分子起到保护作用，并且载体与酶、酶与酶之间的位点

交联降低了酶结构对温度的敏感性，使酶构象不易伸展

失活。同时，固定化减少了酶分子内部基团的热震动，

增加了酶结构对温度变化的耐受能力，故有效降低了酶

活力因外界温度变化带来的影响。

2.2.3 半衰期t1/2
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图 3 游离酶和固定化酶的半衰期曲线

Fig.3 Half-life curves of free and immobilized lipase

t1/2是用于描述酶热稳定性的另一重要参数。由图3
可知，随着时间的延长，固定化酶活力逐渐下降，根据

斜率求得固定化酶在50℃时的半衰期为239min。与之相

比，游离酶活力随时间的增加迅速下降，根据斜率求得

游离酶在50℃时的半衰期为24min。固定化酶的半衰期是

游离酶的9.86倍，其稳定性明显高于游离酶。这与酶与载

体之间形成共价键，从而阻止酶在较高温度下的构象变

化有关[26-27]
。

2.2.4 最适pH值
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图 4 游离酶和固定化酶的最适pH值(A)和酸碱稳定性(B)

Fig.4 Effects of pH on the activity (A) and stability (B) of free and 

immobilized lipase

图4A显示了游离酶和固定化酶的最适pH值，游离酶

和固定化酶的最适pH值均为7.0，脂肪酶经固定化后其最

适pH值并未发生变化，但固定化酶在pH 5.0～7.0的范围

内均保持非常高的活性，这可能与载体尼龙提供的微环

境保护作用有关。由于与载体的静电相互作用，通常使

固定化酶的微环境和主体溶液氢离子和氢氧根离子浓度

分配不同，从而其pH值谱图产生位移[28-29]
。通常，当酶

固定在阴离子载体上时，其最适pH值一般向碱性一侧移

动，反之则向酸性一侧移动
[30]
。
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2.2.5 pH值稳定性

由图4B可知，固定化酶活力随pH值变化改变缓慢，

并较游离酶有着较好的pH值稳定性。在pH5.0～7.0范围

内，游离酶可以保持其初始酶活力的90%以上；相比之

下，固定化脂肪酶对pH值变化不敏感，可在更宽的pH

值范围内(pH3.0～9.0)保持90%以上的初始酶活。当pH值

为10.0时，固定化酶酶活力仅降低24%，而游离酶酶活

力却降低了58%；当pH值为2.0时，固定化酶活力仅降低

39%，而游离酶活力却降低了54%。酶经固定化后可以显

著提高其pH值稳定性已被广泛证实[31-32]
。

2.2.6 操作稳定性
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图 5 固定化酶的操作稳定性

Fig.5 Operation stability of immobilized lipase

经过反复实验，测试固定化脂肪酶水解橄榄油的操

作稳定性，结果见图5。在连续使用5个批次后固定化酶

仍保持73%的初始酶活力。重复使用一次后，固定化脂

肪酶活力较初始值降低了21%，并在后续4次使用后保持

不变。经5次使用后酶活力的降低可能与酶从基质上泄漏

或固定化基质表面形成乳状液薄膜有关[33]
。该固定化酶

表现出了良好的操作稳定性，这对于高效率地利用催化

剂，降低操作成本有着重要意义。

2.2.7 酶促反应动力学常数
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图 6 游离酶和固定化酶的Lineweaver-Burk曲线

Fig.6 Lineweaver-Burk plots of free and immobilized lipase

游离酶和固定化酶水解橄榄油的Lineweaver-Burk
曲线如图6所示，线性回归系数分别为0.973和0.995。
经计算得出，游离酶和固定化酶的米氏常数(Km值)分
别为0.21mol/L和0.57mol/L；最大反应速率(Vmax)分别为

0.34×10-4mol/(L·s)和0.29×10-3mol/(L·s)。固定化酶的表

观Km和Vmax均高于游离酶。表观米氏常数Km所反映出的

是酶与底物的亲和能力，Km越小说明酶与底物亲和能力

越强。结果显示，游离酶的Km小于固定化酶，说明游离

酶对底物的亲和力要优于固定化酶。这主要是因为酶经

固定化后，载体的存在增大了酶周围的空间位阻，加大

了底物与载体上酶蛋白分子活性中心的结合阻力，故降

低了底物与酶的亲和能力，故Km值升高。与Km的结论不

同，固定化酶最大反应速率Vmax远大于游离酶。说明要达

到同样的催化效果，固定化酶所需时间要短于游离酶。

3 结 论

以尼龙网为载体、戊二醛为交联剂，脂肪酶(Candida sp. 
99-125)最适固定化条件为：戊二醛体积分数3%、交联时

间60min、脂肪酶质量浓度10mg/mL、固定化时间6h。
与游离酶相比，固定化酶的最适温度从45℃提高

至50℃，最适pH值相同，均为7.0，并在pH5.0～7.0范
围内均有非常高的活力。脂肪酶经固定化后，其热稳定

性、pH值稳定性、最大反应速率均得到了一定程度的提

高。固定化酶的Km值为0.57mol/L，高于游离酶的Km 值

(0.21mol/L)，与底物亲和力略有降低。经过5次重复操作

使用后，固定化酶的活力仍保持在80%左右，具有良好

的操作稳定性。

利用化学性质稳定，成本低廉的尼龙网固定脂肪

酶，操作简便、易于保存，而且酶的稳定性良好，利用

率高，为工业化应用脂肪酶奠定了基础。
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