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摘要 : 以阴离子型层 状材料纳米晶镁铝水滑石为载体通过直接吸附对脂肪酶进行固定
,

考察 了各因素对

酶固定化的影响
,

优化 了固定化条件
。

研 究表 明
,

脂 肪酶 的较优 固定化条件 为载体用 量。
.

32 9 / m L

(72 o U / m L 酶液 )
,

3 0 ~ 35 ℃
, p H 值 7

.

5
,

负载 6 ~ 7 h
,

制得的固定化酶表观酶 活达 7 2 5 U / g
。

游离酶和

固定化酶的水解活化能分别为 5
.

4 5 kJ/ m ol 和 1 6
.

31 kJ/ m ol
,

游离酶和 固定化 酶的表观失 活活化 能分别为

2 0
.

28 kJ/ m o l和2 9
.

0 2 kJ/ m o l
,

固定化酶较游离酶稳定
。
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脂肪酶是重要的工业用酶
,

能在油
一

水界面上催化醋水解
、

醇解
、

手性化合物的拆分
、

酉旨交换
,

以及酩
、

内醋
、

多肤和高分子聚合物等的合成反应
,

因而在食品
、

医药
、

皮革和化工等领域有着广泛

的应用〔‘一 3〕
。

但游离酶在反应过程中易结块
,

不可重复使用
,

产品分离困难
。

将酶固定在载体上
,

可

扩大其与底物的接触面积
,

有利于底物分子 的扩散
,

提高酶的热力学稳定性
,

调节和控制酶的活性和

选择性
,

有利于在有机溶剂中的反应
,

且易分离和重复使用川
。

脂肪酶的固定化方法大致分为四类
:

吸附法
、

共价法
、

交联法和包埋法
。

共价法和交联法的优点是酶与载体结合牢固
,

不易脱落
,

稳定性

较高
,

但固定化操作较复杂
,

易造成酶失活
。

包埋法的酶稳定性高
,

固定化条件温和
,

保持酶的原有

结构
,

但只适用小分子的底物和产物
。

采用吸附法时
,

酶与载体作用力较弱
,

酶易脱落
,

但载体选择

范围较广
,

固定化操作过程简单
,

如果选择好载体
,

可大大提高其稳定性 [s,
6〕

。

纳米晶镁铝水滑石是一类具有广泛应用前景的无机层状材料
。

由于无机材料具有易得
、

成本低廉

和无毒等特点
,

在固定化酶方面的应用越来越受到重视川
。

用纳米材料作为酶的载体
,

与传统的载体

相比
,

具有良好的生物相容性
,

较大的比表面积和较小的颗粒直径
,

能有效提高载酶量
,

因具有很小

的扩散限制而能在载溶液中稳定存在
,

且易于在其表面偶联特异性的配体
,

调控酶的结构和功能
。

纳

米材料作为一种新型的酶固定化载体
,

已成功应用于多种酶 的固定化 [1 ‘〕
。

目前
,

以纳米晶水滑石作

载体固定化脂肪酶国内外还尚未有报道
,

本研究将重点以 自制的纳米 晶水滑石〔8〕作为固定化酶的载

体
,

摸索出一套适宜的固定化脂肪酶方法
,

优化其固定化条件
,

并探讨脂肪酶米氏常数
、

水解活化能

和失活活化能
。

1 实验部分

1
.

1 固定化脂肪酶的制备

实验用面包酵母 (S a c c h a ro m 夕c e s c e re v is ia e D X 2 1 3
,

CCT CC N O
:

M 2 0 7 0 8 2 ) 脂肪 酶
,

实验室

自产
,

酶活 98 O U / g ;
纳米晶镁铝水滑石实验室 自产闭

;
其它试剂均为分析纯

。
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称取一定量酶粉
,

用浓度为。
.

1 m ol / L
,

p H 值为 8
.

。的磷酸盐缓冲液配成酶活为 720 U / m L 的酶

液
,

向装有 1
.

6 9 载体的三角瓶 中加入 5 m L 配制好的酶液
,

在摇床上振荡一定时间使载体固定化脂

肪酶
; 然后加 20 m L 冷丙酮

,

用布氏漏斗过滤
,

再用冷丙酮洗涤固定化脂肪酶
,

直至洗涤液不含脂

肪酶
,

冷冻干燥
,

得固定化脂肪酶
, 4 ℃冰箱中保存

。

1
.

2 游离酶和固定化酶水解活力的测定

采用经典橄榄油乳化法测定脂肪酶的酶活叫
。

在 37 ℃反应 15 m in
,

pH 值为 7
.

5 的缓 冲液以每

1 m in 水解出 1 拼m ol 的脂肪酸的酶量为一个游离脂肪酶活力单位 (U )
。

采用相同方法测定固定化脂

肪酶活力 (U / g 载体 )
。

固定化酶或溶液酶的相对活力是指在 同组实验 中活力最高的为 100
,

与其它

的溶液酶或固定化酶的活力与之相 比
,

以百分数表示
。

2 结果与讨论

2
.

1 月旨肪酶固定化

2
.

1
.

1 不同载体上酶的固定化

以。
.

3 2 9 / m L (酶液) 的载体量于酶液中
,

p H 值 7
,

5
,

30 ℃下吸附 6 h
,

考察不同载体的固定化

脂肪酶酶活
,

结果见图 1
。

结果表明
,

纳米晶镁铝水滑石 固定效果最好
,

固定化酶活为 7 25 U / g
。

这

是因为实验采用典型的 C O
3 “一

镁铝水滑石 (M g 与 A l物质的量 比为4
.

0)
,

层间距约。
.

76 n m
,

其层板

结构及板间距适于酶分子进人叫
,

使其对酶分子具有 良好的亲和性
,

有利于保持酶活性
。

本研究选定

纳米晶镁铝水滑石作为 固定化脂肪酶载体
。

一\no八UC�八�916,
丁只�‘d

承
,

老>一七.0之俐口一。比

3 4

M o la r ra tio o fM g to A I

图 1 不同载体的固定化酶酶活
Fig

.

1 A e t iv i ty o f im m o b iliz e d liP as e s

o n d i王fe r e n t e a r r i e r s

图 2

Fig
.

2

Mg 与 A l 比对脂肪酶固定化的影响

E ffe e t s o f m o la r r a t io o f M g t o A I

o n liP a s e im m o b ili z a t io n

2
.

1
.

2 M g 与 A I 比的影响

纳米晶镁铝水滑石载体的 M g 与 Al 比越高
,

载体的碱性就越强
,

而脂肪酶的适宜环境呈弱碱性
,

故层板间适 当的碱性对酶的活性是有利的
。

同时
,

M g 与 Al 比越小
,

层板的 A 1
3十含量越大

,

层板电

荷密度也越大
,

水滑石的相邻铝八面体增加
,

部分生成 A I ( O H ) 3 ,

这种结构不利于酶活力 的维持
,

故需选择 M g 与 A I 比较为合适的水滑石作为固定化载体〔7〕
,

于是考察 M g 与 A l物质的量比对脂肪酶

固定化的影响
,

结果见 图 2
。

可知
,

M g 与 A I 比为4
.

。时
,

固定化酶酶活最高
,

故实验选用 M g 与 Al

为4
.

0 的水滑石作为固定化酶的载体
。

2
.

1
.

3 载体量对酶固定化的影响

载体量对固定化酶活性有较大影响
,

给酶量一定时
,

载体越少
,

载体结合酶越充分
,

对固定化有

利 ; 另一方面
,

随着载体负载酶量的增大
,

酶分子的空间位阻增大
,

使酶活性中心构象发生改变
,

同

时底物与产物不能及时扩散
,

造成酶活性降低
。

为确定一个较合适 的载体结合酶量
,

在 30 ℃
,

p H

值 7
.

5的条件下
,

将 5 m L 脂肪酶上清液 (酶活为 7 20 U / m L) 中分别加人不同量的纳米晶镁铝水滑石

固定 6 h
,

考察载体量对酶固定化的影响
,

结果见图 3
。

由图 3 可知
,

随着载体纳米晶镁铝水滑石量
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的增加
,

酶活迅速增大
,

当载体量为 。
.

32 9 / m L (酶液 ) 时
,

固定化脂肪酶酶活最高
,

为 7 25 U / g
,

继续增加载体用量时
,

酶活又逐渐降低
。
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图 3 载体量对脂肪酶 固定化的影响

Fig
.
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图 4 吸附时间对酶固定化的影响

Fig
.
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mmo
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2
.

1
.

4 吸附时间对酶固定化的影响

载体量为0
.

32 9 / m L
,

在 30 ℃
,

p H 值 7
.

5的条件下磁力搅拌
,

定时测定酶活
,

结果见图 4
。

在

2一 4 h时
,

固体化酶活随时间迅速升高
,

随着吸附时间延长
,

固体化酶活缓慢升高
,

吸附时间进一步

延长
,

载体酶活略有降低
。

因为 固定化 时间过长
,

载体吸附逐渐达到饱和
,

载体中的酶分子进人孔

内
,

彼此间发生相互作用
,

使得孔道堵塞
,

反应物分子只能在孔口及外表面处与酶接触
,

有效反应界

面减小
,

从而使载体酶活略有下降
,

但固定化时间过短
,

载体吸附不充分
,

酶的吸附量有限
,

且多集

中于水滑石载体层板外部或孔 口处
,

载体酶活及稳定性低
,

所以吸附时间为 6 ~ 7 h 较合适
。

2
.

1
.

5 pH 值对酶固定化的影响

在酶固定化过程中
,

酶和载体置于缓冲液中
,

缓冲液的 p H 值可改变酶分子和固定化载体的离子

化状态
,

而酶作为一种蛋 白质
,

当溶液 p H 值超出一定范围时
,

其微观结构会发生变化 [l0 〕
。

在其他

条件不变情况下
,

考察了 p H 值对酶固定化的影响
,

结果见 图 5
。

当 p H 值为 5 时
,

所得 固定化酶酶

活比较低
,

主要是因为水滑石载体呈碱性
。

当 p H 值低于 6
.

。时
,

会造成载体溶胀
,

载体层状结构被

破坏
,

载体呈粘稠状叫
,

从而影响了酶与底物的传递与传质
。

当 p H 值为 7
,

5时
,

固定化酶酶活达最

大值 72 5 U / g
。

随着 p H 值继续增大
,

载体的吸附酶量下降
,

因为溶液碱性较大时 ( p H 值大于 8
.

5 )
,

酶部分失活
,

所以酶活性有所下降
。

故合适的固定化 p H 值为7
.

5
。

___
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图 5 缓冲液 p H 值对酶固定化的影响
F ig

.

5 E ffe e t o f bu ffe r s o lu ti o n p H o n lip as e i

mrno
b iliz a t io n

T e m Pe ra tu re l
“

e

图 6 温度对酶固定化的影响
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2
.

1
.

6 温度对酶固定化的影响

温度影响分子热运动的速度
,

在相同的固定化条件下
,

它将直接影响酶吸附到载体上的效率
,

而

且高温还可以导致蛋白质变性
,

甚至失活
,

因此酶在固定化时温度的选择十分重要
。

从图 6 可知
,

在
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上述最优条件下
,

温度对固定化酶活性的影响很大
。

温度太低
,

载体与酶的结合率小
,

酶活较低
,

在温

度低于 30 ℃时
,

酶活随温度升高而提高
; 在 30 一 35 ℃时

,

吸附作用最为明显
,

酶活性最高
; 温度超过

3 5 ℃后
,

酶活性呈下降趋势
,

尤其在 40 ℃ 以上
,

酶活性急剧降低
,

所以固定化温度以 30 一 35 ℃为佳
。

2
.

2 固定化酶的性质

2
.

2
.

1 固定化酶最适 p H 值

在 40 ℃下
,

将固定化酶溶于不同 p H 值 的缓冲液中
,

测定酶活力
,

结果见 图 7
。

从图 7 知
,

在

p H 值为 6
.

5 ~ 9
.

。时
,

固定化酶的相对酶活均在 80 %以上
,

而游离酶在 p H 值为 6
.

5 一 8
.

。时
,

相对酶

活均在 80 % 以上
,

可见固定化酶保持较高酶活的 p H 值范围明显比游离酶 p H 值范围宽
,

说明酶固定

化后的 p H 值耐受性大大增强
。

缓冲溶液 p H 值为8
.

。时
,

固定化酶活最高 (为 7 25 U / g )
,

而游离酶

在 p H 值为 7
.

5时
,

酶活最高 (6 4 5 U / m L )
,

比游离酶最适反应 p H 值提高0
.

5
。

主要是由于固定化酶

以水滑石为阴离子型载体
,

所 以分配效应将使载体内的 H + 的局部浓度高于总体浓度
,

从而导致固定

化酶的活力的 pH 值曲线 向碱性方 向有所偏移
。

结果表明
,

固定化脂肪酶最适的 p H 值 8
.

0
。
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图 7 缓冲液 p H 值对脂肪酶活性的影响
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图 8 温度对脂肪酶活性的影响
F ig

.

8 E ffe e t o f t e m p e r at u r e o n liPas e a e tiv ity

2
.

2
.

2 固定化酶最适温度

在 p H 值8
.

0环境中
,

将 固定化酶置于不同温度下
,

测定固定化脂肪酶酶活
,

结果见图 8
。

从图 8

可知
,

温度在 25 一 55 ℃时
,

固定化酶相对酶活均在 85 % 以上
,

而游离酶在 30 ~ 50 ℃时
,

相对酶活

均在 85 %以上
,

固定化酶保持高酶活温度范围明显比游离酶 p H 值范围加宽
,

说 明固定化酶的热稳

定性大大增强
; 在温度低于 45 ℃时

,

固定化酶酶活随温度的升高缓慢升高
,

固定化酶的最适温度为

45 ℃
,

较游离脂肪酶最适温度提高了 5 ℃
。

其原因可能是酶蛋白固定在载体上
,

其构象会更加稳定
,

耐热性随之提高
。

实验表明
,

脂肪酶经纳米 晶镁铝水滑石固定化后
,

对热 的稳定性有 明显的提高
,

有

利于固定化酶在需较长时间高温的酶催化反应中应用
。

2
.

2
.

3 固定化酶米氏常数
目八n�门一n���n�一口八04内ZC�O曰九O月叱
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取不同浓度的橄榄油乳化液 ( [ S ] 为橄榄油

浓度 )
,

分别加入 固定化酶和游离酶
,

测定两种酶

水解橄榄油 的反应 初速率 ( V
。 )

,

用 Li ne w ea ve r--

B盯k 法作双倒数图
,

结果见 图 9
。

由图 9 求得固定

化酶和游离酶的米氏常数 K
。

值分别为1
.

0 m g / m L

和 3
.

18 6 m g / m L
。

K
。

值越小
,

其酶活性越高
,

反

应速率越快
。

固定化酶 K
m

值较 游离酶 K
m

值小
,

说明固定化酶与底物的亲和力较游离酶大
,

酶活性

高
。

2
.

2
.

4 固定化酶表观活化能

从图 8 知
,

游离酶在 40 ℃ 时酶水解活力最高

fre e liPa s e

im m o b iliz e d liPa s e

[S ]
一

/ ( m L
4

m g

图 9 固定化酶和游离酶的米 氏常数 K m

Fi g
.

9 M ie h a e li s e o n s t a n t o f im m o b iliz e d

a n d fr e e liP as e
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(6 5 o U / m L )
,

固定化酶在 45 ℃ 时酶水解活力最高

(72 5 U / g )
,

固定化酶和游离酶在温度超过 45 ℃时

酶活显著降低
。

用图 8 中固定化酶和游离酶酶活数

据以 Ai rh e ni u s 方程 (A 一 AO
e
xP (一 Ea / 尺丁) ) 作

图
,

结果见图 10
。

根据图中直线的斜率计算出游离

酶和固定化酶的水解活化 能分别为 5
.

45 叮/ m ol 和

16
.

31 kJ / m ol
,

游离酶和固定化酶的失活活化能分

别为一 2 0
.

2 8 叮/ m o l和一 2 9
.

OZ U / m o l
。

可见游 离

酶对温度的敏感性比固定化酶大
,

脂肪酶固定化后

其耐受性大大增强
,

且 固定化酶稳定性高
,

游离酶

较固定化酶易失活
。

愁

2 9 3 0 3 1 3 2 3 3 3 4 3 5

T 飞 I K

图 1 0 游离酶和固定化酶的 A rr he
n iu 。

关系

F ig
.

1 0 T h e A r r he n iu s r e la tio s h ip s fo r fr e e

a n d irn m o biliz e d lip a s e

3 结 论

a ) 在实验条件下纳米晶水 滑石固定化脂肪酶的合适条件为载体量 0
.

32 9 / m L (酶液)
,

p H 值

7
.

5
,

温度 30 一 35 ℃
,

吸附 6一 7 h
,

在此条件下
,

固定化脂肪酶活为 7 25 U / g
。

b ) 固定化酶与底物的亲合力较游离酶大
,

酶活性高
。

固定化酶和游离酶 的米氏常数 K
m

值分别

为1
.

0 m g / m L 和 3
.

18 6 m g / m L ;
游 离 酶 和 固定 化 酶 表 观水 解 活 化 能 分别 为 5

.

45 kJ / m ol 和

16
.

31 kJ / m ol ;
游离酶和固定化酶的表观失活活化能分别为一 20

.

28 kJ / m ol 和一 29
.

02 kJ / m ol
,

固定

化酶较游离酶稳定
。
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