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改性壳聚糖固定化脂肪酶的研究

!""#$%&%’()%#* #+ ,%-(./ $0 12/"%3(& 4#5%+%/5 #+
12%)#.(*

胡文静，谭天伟，王 芳"，高 阳

FU S/=N+1=D，?9* ?1<=NS/1，S9*V K<=D" <=3 V9W X<=D

北京化工大学生命科学与技术学院，北京 >$$$!P
!(,,%1% (- 3#-% 40#%$0% +$5 6%0"$(,(12，.%#7#$1 8$#9%*&#/2 (- !"%:#0+, +$5 6%0"$(,(12，.%#7#$1 >$$$!P，!"#$+

摘 要 以化学改性后的壳聚糖为载体固定假丝酵母 PPN>!I 脂肪酶，研究了不同的活化剂对壳聚糖表面羟基基团的活化程

度，及以活化后壳聚糖为载体采用不同固定化方法对假丝酵母脂肪酶固定效果的影响。结果表明 >N乙基N"N（"N甲基氨基）丙基

碳二亚胺可有效的活化壳聚糖表面羟基，活化后的壳聚糖表面氨基与戊二醛偶联后形成的壳聚糖为良好的脂肪酶固定化载

体，其固定脂肪酶的水解活力可高达 G8YGUZD。此外，还对影响固定化进程中的各种因素进行了研究，确定最优条件，比较了固

定化前后酶的热稳定性、有机溶剂稳定性及最适反应温度。并考察了该固定化脂肪酶催化合成棕榈酸十六酯的操作稳定性，

结果表明，连续反应 >8 批之后棕榈酸十六酯的转化率仍能达到 GI[以上。
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脂肪酶（]1:<A/ RL"Y>Y>Y"）是一类特殊的酰基

水解酶，作为一种生物催化剂，可在油N水界面上催

化酯水解或醇解、酯合成、酯交换、内酯合成、多肽合

成、高聚物合成及立体异构体拆分等有机合成反应，



是目前用途最广泛的酶催化剂之一。游离脂肪酶在

有机溶剂中存在易聚集成团，极不稳定，使用寿命

短，不易分离的缺陷。通过使用不同的方法固定化

酶则可以解决以上的问题［!，"］。

壳聚糖是一种生物相容性好、易生物降解、无毒

的天然高分子生物材料，由于其分子中存在着丰富

的羟基和氨基使其易于进行化学反应并具有许多独

特的性能［" # $］。本文在前人研究的基础上寻求一种

方法简单、可适用于工业化放大的、生物相容性好的

脂肪酶固定化载体和工艺，为此选择壳聚糖为载体，

并对其进行改性处理。在以往的研究中常常使用环

氧氯丙烷、三氯%均%三嗪、对甲基苯磺酰氯等酯化试

剂对载体的羟基基团进行改性，但是这些功能试剂

对脂肪酶有一定的毒性，而且操作条件复杂，会导致

酶的失活，因此本文选择对脂肪酶无毒作用的碳二

亚胺类物质活化壳聚糖的羟基基团，以及价格低廉

的双功能试剂戊二醛与壳聚糖的氨基基团交联，对

壳聚糖进行改性以增加脂肪酶的结合位点，从而提

高脂肪酶的操作稳定性。本文还就影响固定化进程

的活化剂的用量、活化时间、戊二醛的用量、交联时

间以及固定化的 &’ 值等因素进行了优化实验；对

固定化前后脂肪酶的最适温度、热稳定性及在不同

有机溶剂中的稳定性进行了研究；并观察了固定化

后脂肪酶在棕榈酸十六酯的合成体系中的操作稳定

性。

! 实验部分

!"! 实验材料和仪器

壳聚糖（脱乙酰度!()*，分子量 !+,- . !,/ ）、

!%乙基%0%（0%甲基氨基）丙基碳二亚胺（1234’35）（纯

度!()*，瑞士进口），戊二醛、橄榄油（化学纯）、聚

乙烯醇、丙酮、四氢呋喃、四氯化碳、正己烷、正庚烷、

石油醚、十六酸、十六醇、乙醇，均为分析纯，北京化

学试剂公司；假丝酵母 ((%!"- 脂肪酶，实验室自行

发酵，水解活力为 ),,,6789，比活力为 !(/+/$678:9
;<。
!"# 方法

!"#"! 壳聚糖颗粒的制备：取一定量的壳聚糖溶于

!*的乙酸溶液中，静置 !=，充分溶解，形成胶状溶

液，用针形注射器滴加到凝结剂（!:>58? @AB’）中形

成球形颗粒，注射器的针头距离凝结剂液面 -C:，速

度 -, D /, 滴8:EF。水洗至中性，干燥备用。

!"#"# 固定化方法：取壳聚糖颗粒 ,+!9，按照以下

方法进行固定。固定化条件：戊二醛（,+,-*，! 8!）

-:?，!%乙基%0%（0%甲基氨基）丙基碳二亚胺（以下均

称 123）（,+$ :98:?）（&’/+,）-:?，&’G+$，酶 液

（,+$*，" 8!），室温，水浴磁力搅拌。

方法 !：加入戊二醛交联 !=，用去离子水淋洗载

体，再加入酶液 !,:? 固定 "=，用去离子水淋洗，室

温干燥。

方法 "：加入 123 活化载体 0,:EF，加入酶液

!,:? 固定 "=，用去离子水淋洗，室温干燥。

方法 0：将 123 与戊二醛与载体混合，活化与交

联同时进行反应 !=，加入酶液 ",:? 固定 !=，用去离

子水淋洗，室温干燥。

方法 $：先使用戊二醛与载体交联 !=，用去离子

水淋洗，加入酶液 !,:? 固定 !=，再加入 123 活化

0,:EF，加入酶液 !,:?，固定化 !=，用去离子水淋洗，

室温干燥。

方法 -：先使用 123 活化 0,:EF，加入酶液 !,:?
固定 !=，再加入戊二醛交联 !=，加入酶液 !,:?，固

定化 !=，用去离子水淋洗，室温干燥。

!"#"$ 水解活力的测定：采用经典的橄榄油乳化

法［G］。在 &’ 为 )+,，温度 $,H条件下，每分钟催化

产生 !!:>5 脂 肪 酸 所 需 的 酶 量 为 ! 个 酶 活 单 位

（67）。游离酶的比活力为每毫克酶蛋白所具有的酶

活力单位（678:9 ;<）。

!"#"% 蛋白的测定：按照 I<AJK><J 的方法［)］，以牛血

清蛋白作为标准蛋白进行测定。酶固定化效率按下

式计算：固定化效率 L（初始酶粉或酶液总蛋白%残
液的总蛋白）8初始酶粉或酶液总蛋白 . !,, *［(］。

!"#"& 棕 榈 酸 十 六 酯 的 合 成：基 本 反 应 体 系 为

-,:? 据塞锥形瓶中，加入十六酸和十六醇（酸醇摩

尔比为 ! M !+0），一定量的固定化脂肪酶，以 -:? 石

油醚作溶剂，$,H 密 闭 振 荡 反 应 $=，摇 床 转 速 为

!),<8:EF。反应剩余的酸以 ,+!:>58? 的 @AB’ 滴定，

以 !,*酚酞做指示剂。

# 结果与讨论

#"! 固定化载体的活化

使用不同的活化剂活化壳聚糖表面的羟基组

分，再用戊二醛将酶与载体交联进行固定化。当固

定化条件为：壳聚糖载体 ,+!9，,+,-*戊二醛 -:?，

&’G+$，,+$*（" 8!）酶液 ",:?，室温，水浴恒温摇床

可得到表 ! 的结果。
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表 ! 不同活化剂活化载体后固定化酶活力的比较

"#$%& ! ’()*#+,-(. (/ ,))($,%,0&1 %,*#-& #23,4,3,&- 5-,.6 1,//&+&.3 #23,4#3,(. +&#6&.3

!"#$%&#’( )’&*’+#
,-()./-0$0 &"#$%$#-
（123* 0455.)#）

6’*)’’ .7 $88.9$/$:&#$.+3;
<5’"$7$" &"#$%$#- .7 /$5&0’

&7#’) =6> &"#$%&#$.+3（1238* ?)）

=5$"@/.).@-()$+ AB CDE FG CH AIF CGA
=6>C ,>/ EB CJJ DB CEK AKE CED

BL#./4’+’ 04/7.+-/ "@9)$(’ K CID I CD DE CKE

由表 A 可以看出，AL乙基LFL（FL甲基氨基）丙基

碳二亚胺活化壳聚糖载体所得到的固定化酶的水解

活性高，而且对固定化前后的脂肪酶的比活力影响

不大，这是因为碳二亚胺使载体羟基直接耦联形成

一种不稳定的酰基过渡态中间体，经过 =6> 活化前

后的红外谱图见图 F，而后又与脂肪酶 M 末端的!L
残基相结合，该反应过程条件温和，因此对酶的活性

的影响很小。而其他两种活化剂反应条件剧烈，对

酶有一定的毒性，故酶活力较低。

图 A =6> 活化前后载体的红外谱图

N$*C A NOL1P 05’"#)& .7 "@$#.0&+ 9’7.)’ &+( &7#’)
=6> &"#$%&#$.+

通过活化前后的红外谱图可以看出 KBBI"8Q A

的LR, 峰有所减弱，而 KIFK"8Q A 处L>,K 的反对称伸

缩振动有所加强，在经 =6> 活化后 AJJI"8Q A处出现

了 ML, 的面内变形振动峰，说明壳聚糖在活化后引

入了亚胺基团。

787 固定化方法的选择

表 K 是使用 ASKSK 五种不同的方法固定化脂肪

酶活力的比较。

表 7 不同方法固定化脂肪酶

"#$%& 7 9,&%1- (/ 1&6+&& (/ ,))($,%,0#3,(. #.1 #23,4,3:
(/ 3;+&& 1,//&+&.3 ,))($,%,0#3,(. *+(3(2(%-

,-()./-0$0 &"#$%$#-
（123* 0455.)#）

6’*)’’ .7
$88.9$/$:&#$.+3;

T’#@.( " KB CJJ FI CI
T’#@.( # KA CJH AA CD
T’#@.( $ KB CH FI CK
T’#@.( % EB CB DD CEK
T’#@.( & HD CH DE CH

从表 K 可以看出，单独使用戊二醛交联或者

=6> 活化载体后进行酶的固定化其固定化活力均

较低，但对载体既活化又交联会后，则情况发生了很

大的改观，说明活化交联后载体形成多个与脂肪酶

的结合位点，载体经过 =6> 及戊二醛的作用后，可

发生共价结合的位点增多，因此结合的脂肪酶可能

性增多；方法 F 的活力低是因为 =6> 不稳定，在与

戊二醛混合的过程中，形成了戊二醛与载体争夺 >
U M 的局面，导致活化剂不能有效的活化载体，固定

的脂肪酶量减少；方法 B 相对方法 J 活力低是因为

少量的残留戊二醛使部分失活的酶蛋白连接到载体

上，占有了活性蛋白的结合位置；方法 J 先加入 =6>
活化载体，残留的 =6> 由于不稳定而失去作用，对

酶的活力没有影响，所以在以后的研究中采用方法

J 来固定脂肪酶。

78< 固定化条件对脂肪酶活力的影响

图 K 为固定化条件对固定化酶活力及固定化效

率的影响，按照方法 J 的方法在相应因素的变化范

围内进行固定化，得到的固定化酶测定水解活力及

固定化效率，由图可知当 GSA* 载体的活 =6> 的量为

KG8*，活化时间为 KG8$+，交联剂浓度为 GSAJ;，交

联时间为 DG8$+，5, 为 ESB 时，固定化酶的活力最

大。

由图可见，一般地固定化效率与固定化酶的活

力的变化趋势一致，但是在优化交联剂用量的过程

中，固定化效率随着交联剂用量的增大而增大，这是

因为当戊二醛浓度为 GSAJ;时，载体表面的氨基组

分得到充分的交联，从而酶与载体得到最大的结合

量。当戊二醛浓度超过一定量时，该体系的戊二醛

过量，残留的戊二醛分子与载体抢夺酶分子，使部分

酶的非活性氨基酸残基与戊二醛反应，影响载体的

固定化效率，另外也会造成已固定上的酶蛋白与戊

二醛反应，使酶失去活性中心。该图的固定化效率

曲线表明，载体结合的蛋白一直呈上升趋势，但是当

浓度过大时，部分蛋白已经失活，所以水解活力降

低。

当 5, 值为 ESB 时，固定化脂肪酶的活力最高，

IDD胡文静等：改性壳聚糖固定化脂肪酶的研究



图 ! 固定化条件对脂肪酶活力及固定化效率的影响

"#$% ! &’’()* +’ *,( #--+.#/#01*#+2 )+23#*#+24
+2 ,536+/54#4 1)*#7#*5 ’+6 #--+.#/#0(3 /#814(

123 3($6(( +’ #--+.#/#01*#+2

即 9:; 为固定化酶的最适 8< 值。当体系偏酸性时，

蛋白结合率最大，因为该脂肪酶的等电点在 = 左右，

故在 8< 值为 = 时固定化效率最高，但是该点并非

固定化酶反应的最佳 8< 值。在 8< 值超过 > 以后

酶活及固定化效率均大幅下降。这与 ?#43+- 等的

结论相一致，可能是干燥过程中酶周围环境的 8<
值上升，发生了碱催化的!@消除反应［AB］，破坏了酶

的活性中心而使酶失活。

!"# 反应温度对固定化酶活力的影响

研究了 !C D 9BE测定游离酶与固定化脂肪酶

的水解活力，如图 AB。

由图 F 可以看出，固定化脂肪酶在 CBE时活力

最高，游离酶在 ;BE时活力最高，随着温度的升高，

游离酶与固定化酶活力都相对的下降，但是当温度

为 =BE时，游离酶的活力降为原来的 ABG，而固定

化酶在 9BE时活力仍能保持原来的 ;BG，表明该固

定化后脂肪酶催化反应温度的适应程度增加。

图 F 游离酶与固定化脂肪酶反应最适温度的比较

"#$% F &’’()* +’ +8*#-H- *(-8(61*H6( +2 ,536+/54#4
1)*#7#*#(4 +’ ’6(( /#814( 123 #--+.#/#0(3 /#814(

!"$ 固定化酶的热稳定性

将游离酶与固定化酶置于不同的温度下（AB D
=BE）育温 A,，分别测定酶活力结果如图 ; 所示。

随着温度的上升，游离酶与固定化酶的活性都呈现

递减的趋势，当温度为 CBE时，游离酶的活性降为

原来的 ;:9=G，而固定化酶的活力保持初始活力的

>BG，=BE时，固定化酶的活性仍能保持初始活力的

9=G。由此表明该固定化脂肪酶的热稳定性明显高

于游离酶。

图 ; 游离酶及固定化脂肪酶的热稳定性的比较

"#$% ; &’’()* +’ *(-8(61*H6( +2 4*1.#/#*5
’+6 ’6(( 123 #--+.#/#0(3 /#814(

!"% 固定化酶在有机溶剂中的稳定性

将酶置于不同的有机溶剂中 A, 后，测定游离酶

与固定化酶的活性，选用的有机溶剂为：丙酮、四氢

呋喃、四氯化碳、正己烷、正庚烷，各有机溶剂的 /+$I
值见表 F，比较结果见图 C。

由图 C 可以看出在 /+$I 较大的有机溶剂中，固

定化酶与游离酶都表现了较大的活性。这是由于极

B9= !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 !BB9，J+/:!F，K+:;



表 ! 不同有机溶剂的 "#$% 值

&’(") ! *#$% #+ ,-++).)/0 #.$’/-1 2#"3)/0
!"#$%&’
()*+,%-

.’,-)%, /,-"$012")34"$%
5$"6)%

-,-"$’0*)"&2, !70,8$%, !70,9-$%,

*#: ; <=>? <=@A B B=? @=?

图 ? 游离酶与固定化脂肪酶在不同有机溶剂中的

稳定性的比较

C&#D ? E33,’- )3 )"#$%&’ ()*+,%- )% 012")*1(&( $’-&+&-&,(
)3 3",, $%2 &FF)6&*&G,2 *&9$(,

性越高与酶争夺水的能力越强，而一定的必须水是

酶活力存在的必须条件［HH］，所以随着极性的增大，

固定化酶与游离酶的活性都降低。在丙酮中，游离

酶的活力为在正己烷的活性的 BI，而固定化酶为

在正己烷的活性的 @>I，这说明固定后载体对酶活

性中心起到了有效的保护作用，固定化后的脂肪酶

在不同极性有机溶剂中有很好的稳定性。

456 固定化脂肪酶的操作稳定性

将固定后的假丝酵母 AA7H>? 脂肪酶用于催化合

成棕榈酸十六酯反应的批次实验，以观察其使用寿

命。图 J 是固定化酶和游离酶操作稳定性对比图，通

过简单的过滤将酶从反应体系中分离出来，以继续下

一批次的反应。由图可知反应进行 HJ 批之后，固定

化酶催化的棕榈酸十六酯的转化率仍能保持 K?I以

上，而游离酶在反应 @ 批之后基本失活，说明该固定

化脂肪酶较游离酶具有优良的操作稳定性。

图 J 固定化脂肪酶的操作稳定性

C&#D J /0, )9,"$-&)%$* (-$6&*&-1 )3 &FF)6&*&G,2 *&9$(,

! 结论

研究表明，改性后的壳聚糖是固定化假丝酵母

脂肪酶的优质载体。H7乙基7B7（B7甲基氨基）丙基碳

二亚胺活化壳聚糖的羟基，与一定量的戊二醛交联

形成多位点壳聚糖，亚胺基团及联结的醛基可与酶

结合，使脂肪酶稳定而牢固的结合到改性后的载体

上。当碳二亚胺的量为 ><F#L<=H# 壳聚糖，活化时

间为 ><F&%，戊二醛浓度为 <=H?I，交联时间为 H0，

9MN=@ 为最佳的固定化条件；制得的固定化酶与游

离酶相比，最适温度的范围拓宽，热稳定性与有机溶

剂的稳定性都有较大的提高，操作稳定性良好；该固

定化酶有效地解决了游离酶不易回收利用的难题，

为固定化酶进一步工业应用打下良好的基础，对于

棕榈酸十六酯的生物合成具有很大的应用潜力。
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