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研究报告                                                              

二氧化硅纳米材料固定中性脂肪酶的条件优化及其特性  

金杰 1, 杨艳红 2, 吴克 1, 王华林 2, 刘斌 1, 俞志敏 1 
1 合肥学院应用酶学与工程重点实验室 城市固废处理与资源化利用安徽省工程技术研究中心, 合肥 230022 
2 合肥工业大学化学工程学院, 合肥 230009 

摘  要: 以二氧化硅纳米材料为载体, 采用吸附法对脂肪酶进行固定化, 研究了不同条件对固定化脂肪酶的催化活性

的影响, 得到最佳的固定化条件: 给酶量为 28 300 U/g, 固定化温度为 45oC, pH 值为 7.5, 时间为 10 h, 此时固定化酶的

活力约为 3867 U/g 载体。固定化酶的最适反应温度为 45oC, 比游离酶的反应温度高 5oC, 最适 pH 下降到 5.5, 低于游

离酶的反应 pH(pH 7)。固定化酶的热稳定性和 pH 稳定性较游离酶有了很大的提高, 其在 70 oC 以下能保持 70%以上的

酶活力, 而游离酶在 50 oC 下残余酶活力仅为 30%。在 pH 5~8 的范围内, 固定化酶的酶活力能保持 50%以上, 而游离酶

只能保持 20%左右。用固定化的中性脂肪酶催化不同的油品, 即大豆油、菜籽油及泔水油生产生物柴油, 菜籽油的酯化

率最高。 
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Abstract: We used adsorption method to immobilize the lipase by using nano-silica dioxide as the carrier. And we also studied 
different immobilization conditions effects on the catalytic activity. We got optimize immobilization conditions which were as follow  
the lipase quantity of 28 300 U/g, temperature of 45oC, pH of 7.5 and treated for 10 h. Under these conditions the immobilized lipase 
activity yield 3867 U/g carrier. The best reactive temperature for immobilized lipase was 45oC and higher than 5oC for free 
enzyme, and the optimal pH dropped to 5.5 compared that of free enzyme (pH 7.0). The immobilized lipase stability for thermal and 
pH are improved than free lipase. When temperature was below 70oC the immobilized enzyme activity was over 70% than initial 
activity. The free lipase activity just kept original 30% at 50°C. When pH was 5–8, the immobilized lipase activity was still more than 
50% and the free lipase only remained 20%. When we used the immobilized neutrophil lipase catalyzing different oil to produce 
biodiesel such as soybean oil, rapeseed oil and waste oil, the esterification rate of rapeseed oil was the highest. 
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脂肪酶(EC 3.1.1.3)是一种非特异性酶 [1], 其在

脂肪酸和甘油的工业生产方面有着巨大潜力[2]。72 h

内 , 每当量油中 15 个单位的脂肪酶可以水解

95%~98%的动物脂、椰子油和橄榄油[2]。在商业和基

础酶学方面, 固定化是酶经济再利用的关键步骤。 

用于生物柴油生产的固定化酶, 其制备方法通

常有以下几种, 即吸附法、共价法、包埋法及交联

法。这些方法都被应用在生物柴油的固定化酶的制

备上。其中吸附法是一种古老、适用的方法, 这种

方法的优点是成本低、操作简单、固定化条件温和、 

载体能再生、固定酶活力高。在脂肪酶的固定化方

法中, 吸附法研究得较多。作为固定化的载体有很

多, 包括无机载体和有机载体。其中, 聚丙烯酰胺共

聚纳米粒子[3]、聚(N-乙烯-2-吡咯烷酮-2-羟乙基丙烯

酸甲酯)水凝胶[4]、TiO2 醋酸纤维素凝胶纤维
[5]和空

心纤维薄膜 [6]作为新型载体运用于固定化酶的制

备。虽然在无机载体材料上吸附和截留酶是酶固定

化中比较适用的技术, 但是却会受到蛋白质解吸以

及扩散限制[7-8], 而功能化二氧化硅上的纳米微孔具

有优良的酶的固定化性能[9]。因此, 由二氧化硅材料

改性而具有较大的比表面积和表面活性的群体, 更

适合制备固定化酶的载体。这些载体非常适用于酶

的吸附, 吸附的蛋白质的量大且稳定[10]。另一方面, 

纳米粒子由于独特的尺寸和物理性质, 比如具有小

粒径效应、表面效应及界面效应, 因此具有比表面

积大等诸多优点。基于上述所有因素, 二氧化硅纳

米材料非常适用于酶的固定化。 

生物柴油是由可再生的动植物油脂与短链醇

(甲醇或乙醇)经转酯化反应制得的脂肪酸酯(甲酯或

乙酯)。它具有低硫量、低芳烃含量、极好的润滑性、

可再生性和环境友好等优点[11-13], 是一种优质的清

洁燃料, 是石化柴油最理想、最有发展前途的替代

燃料。生产生物柴油时, 有机相中的固定化酶的载体

的稳定性非常重要。通常情况下, 无机材料在有机相

中具有更好的稳定性, 如硅藻土[14]。同时, 也有研究

利用 SiO2 纳米材料
[15]、改性硅胶[16]、溶胶-凝胶[17]

等作为固定化酶固定化的载体。但是, 到目前为止利

用 SiO2纳米材料制备固定化脂肪酶的研究较为少见。 

本研究以自制的二氧化硅纳米材料作为固定化

载体, 用简单的物理吸附法固定脂肪酶, 研究了固

定化反应条件对固定化酶的催化活性和载体吸附蛋

白量的影响, 筛选得到最佳的固定化反应条件, 并且

对固定化酶的性质与游离酶进行对比和分析。 

1  实验材料与方法 

1.1 实验材料及设备 
脂肪酶, 由合肥学院应用酶学与工程重点实验

室提供, 平均酶活力为 1850 U/g。 

水浴恒温振荡器 SHA-C, 购自江苏金坛市金城

国胜实验仪器厂; 循环水式多用真空泵 SHB-Ⅲ, 购

自郑州长城科工贸有限公司 ; 数显多功能搅拌器

HJ-5, 购自常州国华电器有限公司 ; 冷冻干燥机

FD5512, 购自 ilShin lab Co., Ltd.。 

1.2  实验方法 
1.2.1  载体的制备 

目前, 制备二氧化硅纳米材料的方法很多, 其中, 

大多使用溶胶-凝胶法。本实验以氨水作为催化剂水解

正硅酸乙酯(TEOS)制备二氧化硅纳米材料。恒温 25oC

下, 定量的正硅酸乙酯与无水乙醇在 500 r/min的转速

下搅拌 3 min后, 加入氨水, 并在 750 r/min的转速下

搅拌 3 min, 然后在转速为 500 r/min下搅拌 15~18 h, 

将得到的溶液装入离心管中, 用无水乙醇洗涤 3 次, 

倒出上清液, 得到的固体晾干后即为 200 nm二氧化

硅纳米材料。 

1.2.2  脂肪酶的固定化 

取定量的自制的二氧化硅纳米材料加入定量的

酶液中 , 恒温水浴搅拌一定时间后 , 冷冻干燥 , 再

用磷酸缓冲液(pH 7.5, 0.05 mol/L)抽滤或离心, 最后

冷冻干燥。所得固定化酶放于 4oC冰箱中保存。 

1.2.3  脂肪酶水解活力的测定 

采用橄榄油水解法 [18]测定脂肪酶的活性 : 在

40oC、pH 7.5的条件下以每分钟催化脂肪水解产生

1 μmol 脂肪酸所需的酶量为一个单位酶活力

(U=μmol/(min·g))。 

1.2.4  酶的最适温度和热稳定性 

最适温度的测定：将固定化酶和游离酶分别置

于不同的温度下, 测定其活力(pH控制在 7.5)。 

热稳定性的比较：将固定化酶和游离酶在不同温
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度下保育1 h, 在40oC、磷酸缓冲液(pH 7.5, 0.05 mol/L)

中测定酶活, 定义未经处理酶的酶活力为 100%。 

1.2.5  酶的最适 pH和 pH稳定性 

最适 pH 测定: 在 40oC 下, 改变缓冲液的 pH, 

在不同的 pH条件下测定固定化酶和游离酶的活力。 

pH稳定性的比较: 将固定化酶和游离酶在 4oC、

不同的 pH下保育 1 h, 在 40oC、磷酸缓冲液(pH 7.5, 

0.05 mol/L)中测定酶活 , 定义未经处理酶的酶活为

100%。 

1.2.6  酶促酯交换合成生物柴油 

在 3个 500 mL具塞的两口圆底烧瓶中, 加入适

量正己烷、甲醇和一定量的固定化酶, 并分别加入 

10 g大豆油、菜籽油、泔水油, 在 42oC下, 搅拌反应

8 h。 

2  实验结果与讨论 

2.1  二氧化硅纳米材料固定化脂肪酶条件的研究 
2.1.1  固定化载体承载量 

当固定化载体相对较少时, 可能由于每个载体

分子表面吸附的蛋白量相对过多, 造成酶分子相互

聚集成团, 酶分子的活性中心有可能被遮盖, 所以

二氧化硅纳米材料吸附的蛋白量多少, 是影响酶的

催化活性的因素。从图 1 可见, 在一定的二氧化硅

纳米材料中, 随着酶液的量相对增加, 二氧化硅纳

米材料吸附的蛋白量逐渐升高; 当酶液超过一定量

时, 固定化酶的催化活力逐渐降低。本实验中, 载体

二氧化硅纳米材料的酶活承载量为 28 300 U/g, 固

定化酶的酶活为 3867 U/g。 
 

 
 

 

图 1  固定化酶承载量的影响 

Fig. 1  Effect of quantity on lipase immobilization. 

2.1.2  温度对酶固定化的影响 

在相同的固定化时间内, 温度将直接影响酶吸

附到载体上的效率 , 但是高温会导致蛋白质变性 , 

甚至失活。因此酶在固定化时温度的选择十分重要。

实验结果表明, 随着固定化温度的升高, 载体的蛋

白质吸附量有所增高。但是由于高温会导致蛋白质

变性, 因此尽管二氧化硅纳米材料对蛋白质的吸附

量增加, 酶活力反而急剧下降。如图 2所示, 固定化

酶的酶活在 45oC时达到最大值, 然后开始下降。因

此, 本实验中, 最佳的固定化温度范围为 45oC。 

2.1.3  时间对酶固定化的影响 

时间的长短对固定化脂肪酶催化活力和载体吸

附蛋白量也产生影响。在 pH 7.5, 固定化温度为   

45oC, 固定化载体承载量为 28 300 U/g的条件下考

察固定化时间对固定化酶活力的影响。如图 3所示,  
 

 

 
图 2  固定化温度对酶固定化的影响 
Fig. 2  Effect of temperature on lipase immobilization. 
 
 
 
 

 
 

图 3  固定化时间对酶固定化的影响 

Fig. 3  Effect of time on lipase immobilization. 
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固定化酶的活力在 10 h达到最大, 随后开始减少。

因此二氧化硅纳米材料固定化该脂肪酶的时间选择

在 10 h比较合适。 

2.2 固定化酶的性质 

2.2.1 酶的最适反应温度 

在 30oC~70oC 的范围内研究了固定化酶和游离

酶的最适反应温度, 定义固定化酶和游离酶的最高

比活力为 100%, 如图 4 所示。结果表明, 固定化酶

的最适反应温度为 45oC, 而游离酶的最适反应温度

为 40oC, 在最适反应温度之后, 随着温度的升高固

定化酶的比活力下降速率明显小于游离酶比活力的

下降速率, 当达到 70oC 时, 游离酶的比活力下降到

25%, 而固定化酶仍能保持 65%, 这表明酶经过固

定化后有更广泛的温度使用范围。 
 

 
 

图 4  酶的最适反应温度 
Fig. 4  Optimum reaction temperature of immobilized and free 
lipase. 
 
2.2.2  酶的热稳定性 

在 30oC~70oC 范围内比较了固定化酶和游离酶

的热稳定性, 结果如图 5所示。图 5表明固定化酶在

70oC 以下能保持 70%以上的酶活, 而游离酶在 45oC

以上酶活力急剧下降, 50oC下残余酶活约为 30%, 这

表明经过固定化后酶的热稳定性得到了很大的提高。 

2.2.3  酶的最适 pH 

在 pH 5~8 的范围内比较了固定化酶和游离酶

的 pH 稳定性, 定义固定化酶和游离酶的最高比活

力为 100%, 结果见图 6。从图 6 可看出, 固定化酶

的最适反应 pH值比游离酶向酸性方向移动了 1.5个

单位。这种现象可能与固定化酶的固定化载体有关。 

 
 

图 5  酶的热稳定性 

Fig. 5  Thermal stability of immobilized and free lipase. 
 

 
图 6  酶的最适反应pH 

Fig. 6  Optimum reaction pH of immobilized and free lipase. 
 

2.2.4  酶的 pH稳定性研究 

在 pH 5~8 的范围内比较了固定化酶和游离酶

的 pH 稳定性, 结果见图 7。从图 7 可看出, 游离酶

在 pH 7~8 的范围内较稳定, 而固定化酶在 pH 5~6

的范围内较稳定。在 pH 5~8的范围内, 固定化酶的

活力能保持约 50%以上的酶活, 而游离酶却只能保

持约 20%以上的酶活, 这表明酶经过固定化后稳定

性得到一定程度的提高。 

2.3  二氧化硅纳米材料固定化中性脂肪酶的应用 
在生物柴油合成反应中, 使用不同的原料, 会有

明显不同的酯转化率。本实验在醇油摩尔比为 1:3、

60%(基于油的重量)的固定化脂肪酶、60%(基于油的

重量)正己烷作为溶剂、42oC反应 8 h的体系中, 考察了

以泔水油、菜籽油、大豆油为原料的酯合成的反应情况。 

由图 8 可知, 以酯化率为指标时, 脂肪酶酯化

反应中, 菜籽油的酯化率最高, 而泔水油最低。这是
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因为泔水油中酸值较高, 杂质较多, 影响了酯化率, 

而相对于泔水油来说, 菜籽油、大豆油的成分较纯, 

因此同等条件下, 酯化率较高。 
 

 
 

图 7  酶的pH稳定性 

Fig. 7  pH-stability of immobilized and free lipase. 
 

 
 

图 8  三种不同油的固定化脂肪酶的酯化试验 

Fig. 8  Esterification rate of three kinds of oil. 1: waste oil; 2: 
rapeseed oil; 3: soybean oil. 

3  结论 

通过对脂肪酶固定化条件的研究, 得出最佳固定

化条件为：载体承载量为 28 300 U/g, 温度 45oC, pH

值 7.5, 固定化 10 h, 此时固定化酶的活力约为   

3867 U/g。固定化酶的最适反应温度和最适反应 pH都

较游离酶发生了改变, 如游离酶的反应温度为 40oC, 

而固定化酶上升至 45oC; 游离酶的反应 pH为 7, 而固

定化酶下降到 5.5。固定化酶的热稳定性和 pH稳定性

也都比游离酶有了更大的提高。用二氧化硅纳米材料

固定的中性脂肪酶催化不同的油品生产生物柴油, 其

中催化菜籽油生产生物柴油较好。 
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