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脂肪酶的固定化及其合成风味酯的研究

摘 要

风味酯是具有独特香味的化合物，主要包括乙酸丁酯、乙酸异戊酯、

丁酸乙酯和异戊酸异戊酯等，传统获得风味酯主要从天然植物中提取和通

过化学法合成，但由于原材料的限制，提取的产量往往较低，因此难以满

足市场的需求；化学合成的过程通常对环境具有不利的影响，产生难以分

离的副产物，严重影响产品的特征风味，商业价值较低。脂肪酶催化合成

风味酯具有反应条件温和、选择性高以及污染少等优点。但是目前所使用

的商品化的固定化脂肪酶价格偏高，本文从脂肪酶固定化新方法的建立和

新酶源的挖掘及其在风味酯合成中的应用进行了以下的研究：

(1) 以来源于疏绵状嗜热丝孢菌的脂肪酶为研究对象，采用凝胶涂层包

覆大孔树脂固定脂肪酶，并以该固定化酶为催化剂，分别在有机溶剂中酯

化反应合成乙酸丁酯和无溶剂体系中合成乙酸异戊酯，其最佳反应条件：

10 mL 正庚烷溶液中加入 1 mmol 乙酸和丁醇、0.9 g 分子筛、反应温度为

45 ℃、加酶量为 1 g、控制水活度为 0.54，反应 12 h后酯化率为 93.05%；

3 mL乙酸乙烯酯溶液中添加 2.4 mmol的异戊醇、反应温度为 45 ℃、加酶

量 0.5 g，反应 14 h后酯化率为 92.35%。

(2) 采用蛋白包覆微晶-聚乙烯亚胺共固定技术对脂肪酶进行固定化并

在有机溶剂中催化合成乙酸香叶酯，其最佳反应条件：10 mL正庚烷溶液中

加入乙酸 0.5 mmol、香叶醇 0.6 mmol、0.9 g分子筛、反应温度为 50 ℃、
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加酶量为 0.4 g，控制水活度为 0.54、反应 12 h后酯化率达到了 88.4%。

(3) 以文冠果种籽为原料，利用戊二醛对其籽粉进行原位交联固定化。

所制备的催化剂在有机溶剂中催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯，其最佳反

应条件为：10 mL正庚烷溶液中加入 1 mmol的酸和醇为底物、0.9 g分子筛、

温度为 45 ℃、控制水活度为 0.33，加入 0.3 g固定化酶催化合成乙酸丁酯，

反应 12 h后酯化率达到了 72.83%；加入 0.4 g固定化酶催化合成乙酸香叶

酯，反应 12 h后酯化率达到了 67.24%。

(4) 在三相系统中对文冠果种籽中的脂肪酶进行分离和固定化，并将其

应用在乙酸丁酯和乙酸香叶酯的合成中。通过三相分离，脂肪酶的纯化倍

数达到 2.85，酶活回收率为 53.08%；利用 1%的戊二醛溶液对三相中的酶

饼进行交联固定化，所制备的交联酶聚集体在有机溶剂中催化合成乙酸丁

酯和乙酸香叶酯，其最佳反应条件为：10 mL正己烷溶液中加入 1 mmol的

乙酸和 1.2 mmol丁醇为底物、0.9 g分子筛，并在温度为 40 ℃、水活度为

0.54的条件下，加入 0.3 g固定化酶催化合成乙酸丁酯，反应 12 h后酯化率

达到了 87.97%；10 mL 正庚烷溶液中加入 1 mmol的乙酸和 1.2 mmol香叶

醇为底物、添加 0.9 g分子筛，并在温度为 45 ℃、水活度为 0.33的条件下，

加入 0.3 g固定化酶催化合成乙酸香叶酯，反应 12 h后酯化率达到了 72%。

关键词：脂肪酶，固定化，风味酯，文冠果，乙酸丁酯，乙酸异戊酯，乙

酸香叶酯
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Study on Immobilization of Lipases and their Applications for

Flavor Ester Synthesis

ABSTRACT

Flavor esters are compounds with unique fragrance, mainly including butyl

acetate, isoamyl acetate, ethyl butyrate and isoamyl isovalerate. Traditionally,

flavor esters are mainly extracted from natural plants and synthesized by

chemical methods. However, due to the limitation of raw materials, the yield of

extraction is often low, so it is difficult to meet the market demand. The process

of chemical synthesis usually has negative impact on the environment, resulting

in by-products that are difficult to separate, which seriously affects the

characteristic flavor of products and has low commercial value.

Lipase-catalyzed synthesis of flavor esters has the advantages of mild reaction

conditions, high selectivity and less pollution. However, the price of commercial

immobilized lipase used at present is high. In this paper, the establishment of a

new method of lipase immobilization, the excavation of new enzyme sources

and its application in the synthesis of flavor esters were studied as follows:

(1) Taking lipase from thermophila sparsiformis as the research object, the

immobilized lipase was immobilized on macroporous resins by gel coating, and

the immobilized lipase was then used as catalyst to synthesize butyl acetate in

organic solvent and isoamyl acetate in solvent-free system, respectively. The
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optimum reaction conditions were as follows: adding 1 mmol of acetic acid and

butanol to 10 mL of n-heptane solution, adding 0.9 g molecular sieve, reacting at

45 ℃, adding 1 g of lipase and controlling water activity to be 0.54. The

esterification rate was 92.35% after adding 2.4 mmol of isoamyl alcohol to 3 mL

of vinyl acetate solution, reacting at 45 ℃ and adding 0.5 g of enzyme for 14 h.

(2) Lipase was immobilized by protein-coated microcrystal-PEI

co-immobilization technology, and then geranyl acetate was synthesized in

organic solvent. The optimum reaction conditions were as follows: acetic acid

0.5 mmol, geraniol 0.6 mmol and molecular sieve 0.9 g were added to 10 mL

n-heptane solution, the reaction temperature was 50 ℃, the enzyme dosage was

0.4 g, the water activity was controlled at 0.54, and the esterification rate

reached 88.4% after 12 h.

(3) Xanthoceras sorbifolium bunge seeds powder was crosslinked and

immobilized in situ by glutaraldehyde. The catalyst prepared catalyzed the

synthesis of butyl acetate and geranyl acetate in organic solvent. The optimum

reaction conditions were as follows: in 10 mL of n-heptane solution, 1 mmol of

acid and alcohol were added as substrates, 0.9 g of molecular sieve was added,

the temperature was 45 ℃, the water activity was controlled to be 0.33, and 0.3

g of immobilized enzyme was added to catalyze the synthesis of butyl acetate.

After 12 h, the esterification rate reached 72.83%. Geranyl acetate was

synthesized by adding 0.4 g immobilized enzyme, and the esterification rate

reached 67.24% after 12 h.

(4) Lipase from xanthoceras sorbifolium bunge seeds was isolated and
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immobilized in a three-phase system, and it was applied to the synthesis of butyl

acetate and geranyl acetate. Through three-phase partitioning, the purification

multiple of lipase reached 2.85, and the activity recovery rate of lipase was

53.08%. The enzyme cake in three phase was crosslinked and immobilized by

1% glutaraldehyde solution, and the prepared cross-linked enzyme aggregates

was used to catalyze the synthesis of butyl acetate and geranyl acetate in organic

solvent. The optimum reaction conditions were as follows: adding 1 mmol of

acetic acid and 1.2 mmol of butanol as substrates in 10 mL of n-hexane solution,

adding 0.9 g of molecular sieve, adding 0.3 g of immobilized enzyme to catalyze

the synthesis of butyl acetate at 40 ℃ and water activity of 0.54, and esterifying

after 12 h. Geranyl acetate was synthesized by adding 1 mmol of acetic acid and

1.2 mmol of geraniol to 10 mL of n-heptane solution, adding 0.9 g of molecular

sieve, and adding 0.3 g of immobilized enzyme at 45 ℃ and water activity of

0.33. After 12 h, the esterification rate reached 72%.

KEY WORDS: Lipase, Immobilization, Flavor ester, Xanthoceras sorbifolium

bunge, Butyl acetate, Isoamyl acetate, Geranyl acetate
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第 1章 绪论

1.1 脂肪酶的概述

1.1.1 脂肪酶的定义及来源

脂肪酶(Lipase，EC3.1.1.3)是一种能够作用于羧酸酯键的水解酶类，又被称作甘油

酯水解酶，它能够降解不溶性的甘油三酯，并将其分解成游离的脂肪酸和甘油。脂肪酶

在自然界中普遍存在，也是生物催化领域应用最广泛的酶之一，它具有催化活性高、反

应条件温和、对环境友好、底物识别能力高等优点，因此具备广阔的应用前景[1-4]。脂肪

酶的来源广泛，在动植物组织及微生物中广泛存在[5]。

1.1.1.1 动物来源

脂肪酶最早是从兔胰脏中被发现，目前动物脂肪酶的主要来源是猪、牛、羊等动物

的胰腺。与来自植物和微生物的脂肪酶相比，关于这类脂肪酶的研究尚显匮乏。动物体

内的脂肪酶由两种不同的机制合成：一种是通过动物体内的特殊细胞合成的，另一种是

通过动物胃肠道系统中的微生物合成的[6]。动物细胞合成的脂肪酶，能够消化脂肪和脂

类[7-9]。但受限于提取、培养及产物分离等技术，相较于商业生产，动物脂肪酶更多用于

临床诊断[2]。例如急性胰腺炎和胰腺损伤时检测血清中脂肪酶的水平可作为诊断依据[10]。

1.1.1.2 植物来源

植物脂肪酶存在于植物的各个部分，包括叶、茎、种籽等。多数植物脂肪酶从种籽

中获得，包括葵花籽、油菜籽、亚麻籽等[11]。与其他来源相比，种籽中的脂肪酶水解活

性明显更高，因为它们含有丰富的三酰甘油，可为植物的生长提供能量[12]。在发芽期间，

植物种籽中脂肪酶活性明显增加，三酰甘油在脂肪酶的作用下转化为可溶性糖，从而促

进植物的生长。植物脂肪酶比微生物衍生的脂肪酶更便宜、更容易获得、容易被接受，

并且它们具有广泛的底物特异性，可作为生物催化剂直接应用在食品、化妆品、医疗和

其他行业。但是，由于植物脂肪酶的丰度低、不稳定，且在采用传统纯化策略时会丧失

活性，因此很少对这方面进行研究[13, 14]。

1.1.1.3 微生物来源

微生物脂肪酶包括真菌、酵母和细菌脂肪酶。微生物具有生产和产酶快、易变异、

可定向筛选等特点，这使得微生物来源的脂肪酶在工业应用和研究中都是最多的，近年

来绝大部分商品化脂肪酶如 Novozym 435、Lipozyme RM-IM 等都来源于微生物。大多
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数微生物脂肪酶容易受到温度、pH值、溶解氧、培养基成分等因素的影响，而真菌脂

肪酶因其稳定性、特异性和易生产性，被认为更适用于生物技术领域。目前商业脂肪酶

的主要来源是丝状真菌，包括黑曲霉、米曲霉、产黄青霉等，丝状真菌产酶能力强，且

与其他来源相比，其提取、纯化和加工过程相对简单明了[15, 16]。Rocha[17]等人在研究中

发现 Stemphylium lycopersici和 Sordida sp两种真菌具有产脂肪酶的能力，其产量分别达

到 397 U/ml/min和 286 U/ml/min。细菌脂肪酶主要产自芽孢杆菌、伯克霍尔德菌、链霉

菌、节杆菌等，一般细菌脂肪酶不用于食品加工，而是用于洗涤剂和生物柴油的生产。

与丝状真菌和细菌相比，酵母更易于处理和生长，酵母脂肪酶也更多被用于食品加工和

其他行业。

1.1.2 脂肪酶的结构及催化类型

酶的催化功能与空间结构密切相关，脂肪酶属于α/β水解酶家族，和其他α/β水解酶

一样，具有α螺旋和β折叠(见图 1-1)[18]。脂肪酶的折叠结构内部由 8个β折叠排列，外部

由 6个α螺旋将其相连，这种结构为活性位点提供了稳定的支架(见图 1-2)[19-21]。尽管脂

肪酶的来源广泛，不同脂肪酶的氨基酸序列和分子量差异大，但它们都具有相同或相似

的活性位点，即由一个丝氨酸亲核残基、一个天冬氨酸或谷氨酸酸性催化残基、一个组

氨酸残基形成的催化三联体[22, 23]。大多数的脂肪酶催化活性中心上由一个双亲性肽链段

的“盖子”结构所覆盖，当在油水界面以外的地方时，盖子结构覆盖活性位点；当位于

油水界面时，盖子将被打开以允许催化位点和底物之间的相互作用，从而促进酶进行催

化反应，这被称为界面激活现象[24, 25]。脂肪酶能够催化多种反应，包括水解、酸解、醇

解、氨解、转酯以及酯化反应[26, 27]等，其反应如图 1-3所示。
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图 1-1 疏绵状嗜热丝孢菌脂肪酶的结构[18]

Fig.1-1 The structure of lipase from thermomyces lanuginosus[18]

图 1-2 α/β水解酶折叠示意图[19]

Fig.1-2 Schematic of the α/β hydrolase fold[19]



安徽工程大学硕士论文

4

图 1-3脂肪酶催化的反应类型

Fig.1-3 Types of lipase catalyzed reactions

1.1.3 脂肪酶的应用

脂肪酶因其多样性和易于大规模生产而成为具有生物技术意义的重要酶类[28]。脂肪

酶的酶促能力和底物特异性使其在工业应用中具备独特的吸引力，其常见的工业应用如

下所述。

1.1.3.1 在食品工业的应用

在食品加工领域，脂肪酶起着至关重要的作用，它可以通过催化合成食品中的所需

的调味料，从而改善食品风味。特别是微生物脂肪酶在定制植物油、增强奶酪味道、制

造瘦肉、开发乳制品风味和加工高脂肪食品等方面具有重要意义[29]。Shojaei[30]等人提出

在牛奶中添加脂肪酶发酵从而增强其风味；Li[31]等人在研究中描述了脂肪酶可作为抑制

剂解决米糠酸败的问题；Qi[32]等人在研究中介绍了脂肪酶用于催化合成糖酯，可以用作

甜点加工及水果和蔬菜保存的抗菌剂。

1.1.3.2 在生物柴油生产的应用

目前生物柴油的生产是利用化学催化剂(强酸或强碱)在相对较高的温度下通过酯交

换过程来生产的，这个过程对反应条件要求较高，成本昂贵，且存在一定毒性，这些问

题的存在促使研究人员积极探索替代途径[33]。酶法生产生物柴油是一种可行且环保的途

径，该过程涉及利用易于降解且具有高浓度游离脂肪酸的油和脂肪来制造生物柴油，脂
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肪酶可以促进酯化和酯交换反应，从而转化这些化合物并产生生物柴油[16, 34]。Iuliano[35]

等人利用念珠菌脂肪酶在甲醇的作用下将啤酒谷物转化为生物柴油，该实验生产率高达

98%，此外，该方法可以有效降低成本，因为催化剂可以重复使用多达四个循环；Shalini[36]

等人利用磁性纳米颗粒对从黑曲霉中获得的脂肪酶进行固定，然后通过酯交换法生产生

物柴油，收率达到 90%，在经过五次循环使用后仍保持其活性。

1.1.3.3 在生物医药方面的应用

传统的药物研发面临高成本与低成效的困难，这主要是由于它存在一些不可避免的

缺点，例如反应条件苛刻、催化剂具有毒性、产物中含有挥发性有害物质，这些问题阻

碍了制药行业的持续发展[37]。脂肪酶具有高度的对映体选择性，可以拆分外消旋体，因

此在药物合成方面具有重要作用，特别是用于手性药物的合成和旋光异构体的拆分[38, 39]。

2-辛醇是许多光学活性药物和农药的手性中间体，Bouguerra[40]等人利用气凝胶对脂肪酶

进行固定化，然后通过对映体选择性实现了(R,S)-2-辛醇的分离。随着全球出现病毒感

染，开发抗病毒类药物迫在眉睫。莫努匹拉韦是一种正在研究用于治疗轻度至中度

COVID-19的实验药物，Rosangzuala[41]等人利用异丁酸酐为酰基供体，通过固定化脂肪

酶催化尿苷合成莫努匹拉韦，该方法与其他合成法相比成本更低廉，且步骤更少，符合

绿色化学的要求。

1.1.3.4 其他应用

脂肪酶的应用广泛，例如血清脂肪酶可以用于急性胰腺炎的诊断[42]；在洗涤剂中使

用水解真菌脂肪酶作为添加剂，可以通过降低洗涤剂洗涤时的温度来节省能源，从而减

少环境中的洗涤剂产品负荷[43]；脂肪酶还可以参与污水处理以及储罐、化粪池和隔油池

的清洁[44]；土曲霉和黑曲霉产生的脂肪酶可用于污染土壤的生物修复和聚乙烯醇薄膜的

降解[45]。

1.2 脂肪酶固定化的研究进展

尽管脂肪酶在各种生物技术和工业应用中具有重要价值，但其工业应用仍存在严重

局限性。这基于它们的稳定性差、易失活以及难以从反应系统中分离以进行再利用，使

得生产成本大大增加。因此，必须通过固定化技术来增强脂肪酶的活性和操作稳定性，

以便获得更经济和更有效的使用。固定化方法主要有吸附法、包埋法、交联法和共价结

合法四大类。
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1.2.1 吸附法

在这种方法中，酶的固定化是通过非共价键（如范德华力、疏水作用力和氢键等）

进行的，常用的载体有活性炭、硅胶、氧化铝、陶瓷、大孔树脂等[46, 47]。它的优势在于

吸附过程操作简单、价格低廉、载体可再生。Adnan[48]等人通过吸附法将 BCL脂肪酶固

定在沸石咪唑骨架-8(ZIF-8)上生产生物柴油，其催化活性较游离酶相比显著提高；

Pedro[49]等人利用二氧化硅氧化铝对脂肪酶 CALB 和 RML 进行吸附，并利用吸附后的

CALB在 60 °C下催化合成油酸乙酯获得了 61.7%的转化率，与游离形式相比，两种生

物催化剂均表现出较好的热稳定性和重复使用性，在经过 3批油酸乙酯合成后仍保持约

30%的初始转化率。在整个吸附过程中，固定化主要受到扩散作用的调节，且它的发生

速度比较缓慢，因此需要一定的时间[50]。

1.2.2 包埋法

在包埋过程中，酶被保留在聚合物的结构中，使得酶保留原有的构象，具有良好的

机械和储存稳定性，常用的聚合物如海藻酸钠、聚乙烯亚胺、聚丙烯酰胺等。Cao[51]等

人设计了一种将酶包埋到纳米分子笼中的新型固定化脂肪酶，包埋的脂肪酶较游离酶表

现出更高的催化活性，表明脂肪酶的天然构象在固定过程中没有被破坏，此外，将包埋

的脂肪酶用于肉桂酸苄酯的生物合成，其显示出优异的活性和可重复使用性，经过 7个

循环后，包埋的脂肪酶催化肉桂酸苄酯的产率保持在 70.2%，而吸附的脂肪酶催化的产

率仅为 10%左右，这些结果表明纳米分子笼可以抑制脂肪酶的变性并保持其活性。

1.2.3 交联法

交联法是一种不需要载体的方法，固定化过程由交联剂进行，常用的交联剂如戊二

醛、聚乙烯醇、己二酰亚胺酸二甲酯等，由于不需要载体，因而生产成本低廉。Chen[52]

等采用两步交联法成功固定疏棉状嗜热丝孢菌脂肪酶(TLL)，首先将 TLL与氧化羧甲基

纤 维 素 (OCMC) 进 行 交 联 ， 然 后 通 过 羧 甲 基 壳 聚 糖 (CMCSH) 交 联 ， 形 成

CMCHS/OCMC@TLLs 微球，其热稳定性大大提高。交联酶聚集体(CLEAs)是一种具有

吸引力的固定化方式，Muley[53]等人使用硫酸铵制备黑曲霉脂肪酶的 CLEAs酶活性和回

收率分别为 42.80±0.31 U/mg和 88.55±1.56%，在经过 4个催化循环后 CLEAs脂肪酶仍

保留了 65%以上的初始活性；Oliart[54]等人的研究结果类似，其使用 40%的硫酸铵在 40

mM戊二醛、pH 8.0 和 40 °C的交联条件下制备来自 Geobacillus thermoleovorans CCR1
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的重组脂肪酶的 CLEA，其表现出 7750 U/g的最大比酶活，在 100 °C时保留了超过 20%

的活性。

1.2.4 共价结合法

共价结合法是通过共价键进行连接的，这些键是通过某些氨基酸残基（例如半胱氨

酸、赖氨酸、谷氨酸和天冬氨酸）的侧链以及氨基酸官能团（如羧酸、咪唑、羟胺和酚

基）的化学反应产生的。共价键能够维持酶的分子结构，使得酶能够不受温度、极端 pH、

有机溶剂等因素的影响，从而了提高酶的稳定性[55]。Xu[56]等采用离子液体（IL）修饰

的磁性羧甲基纤维素（MCMC）纳米复合材料来共价固定脂肪酶，所获得的固定化酶与

游离酶相比表现出更好的催化活性，且经过 10次循环使用后，仍然保留 86.9%的酶活。

为了促进酶与载体的结合，通常选择反应基团较多或者具有较强可修饰性的载体。

在实际应用中使用单一固定化方法有时难以满足需求，联合两种或两种以上的固定

化方法更能满足固定化需求，起到互补促进的作用。随着酶工程的发展，对新型材料和

新型固定化技术的研究成为了热点之一。

表 1-1典型的脂肪酶的固定化及其应用

Table 1-1 Immobilization of typical lipases and their applications

酶源 固定化 应用 引用

疏绵状嗜热丝胞菌 戊二醛活化硅胶(GASG) 制备葛根素棕榈酸酯 [57]

米黑霉 金属-有机框架 (MOF) 酸解合成 OPL [58]

假丝酵母 果胶基水凝胶 污水处理 [59]

假单胞菌
木质素基氧化石墨烯增强

复合气凝胶
手性拆分 [40]

嗜热芽孢杆菌 碳酸钙 生物柴油 [34]

猪胰脏 共价有机骨架(COF) 筛选脂肪酶抑制剂 [60]

南极假丝酵母 磁性纳米颗粒 生物柴油 [61]

疏绵状嗜热丝胞菌 聚丙烯无纺布 监测牛肉质量 [62]

念珠菌 海藻酸铁纳米凝胶 制备风味酯 [31]
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1.3 风味酯合成的研究进展

1.3.1 风味酯的简介

风味酯是重要的香料化合物，这种物质天然存在于植物中，包括乙酸丁酯、乙酸异

戊酯、乙酸香叶酯等[63]，如图 1-4所示。风味酯的种类繁多，每种都具有独特而迷人的

香味，因此广泛应用于食品、化妆品以及制药行业，深受消费者认可[64]。2023 年全球

香精市场估值约为 106亿美元，预计到 2033年将以近 5%的复合年增长率增长至 172亿

美元，因此对风味酯有着极大的需求。

图 1-4 典型的风味酯

Fig.1-4 Typical flavor esters
1.3.2 风味酯的合成

目前大多数风味酯要么从自然资源中直接提取，要么以化学过程人工合成[65]。从自

然资源中提取的风味酯浓度低、有杂质，且成本高，另外它还受到各种问题的影响，包

括原材料成本以及对气候和农业条件的依赖。采用传统化学合成法通常依赖化学试剂，

并且反应条件相对苛刻，例如在 120至 220 °C的较高温度下使用无机酸和强碱。除此

之外，传统的化学过程还存在一些局限性，如产量较低、催化剂分离困难、反应速率低、

需要无腐蚀设备、废物较难处理，容易污染环境等，且化学合成过程中会产生具有不良

副反应的外消旋混合物，从而降低合成效率，增加生产成本[66]。此外，随着消费者对健

康问题的逐渐关注，对天然产品的需求增加，以传统化学方式合成的风味酯逐渐难以被

接受，这些问题使得化学合成的风味酯难以在商业上被广泛应用[67, 68]。

酶法合成是制备风味酯的一种方法，根据美国和欧洲的相关法律规定，利用微生物

或酶法工艺生产的风味酯可被认定为等同于天然来源的成分[69]。与传统的化学法相比，
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酶法反应条件温和，选择性高，副产物少，具有更好的产物纯度，对环境更友好，同时

生物催化剂可重复使用性，降低了生产成本。

1.3.3 脂肪酶合成风味酯的模式

脂肪酶主要功能是催化酯的水解。在有机溶剂中，该酶能够通过酯化或者转酯反应

合成酯类化合物，其合成模式如图 1-5所示，表 1-2显示了近年合成风味酯的研究。

1.3.3.1 酯化反应

酯化反应目前被广泛用于风味酯的合成，酯化反应过程中，在催化剂确定的情况下，

通常的影响因素包括底物的浓度及配比、水含量、反应温度等。丁酸异戊酯因其特有的

香蕉味，在许多行业中被用作调味剂；Bansode[70]等人利用微波辅助技术，在反应温度

为 60 °C、丁酸：异戊醇的摩尔比为 1：2、脂肪酶负载量为 2%(w/v)、微波功率为 700 W

的条件下，反应 120分钟获得了 95%的转化率。但在酯化反应中存在两个不利的影响因

素：一是底物醇和短链脂肪酸很容易影响酶活性，可以采取补料分批策略；二是酯化反

应本质上是一个可逆过程，并且伴随水的生成，这一特点可能促使反应向水解方向偏移，

进而导致酯化率不尽人意，通过使用分子筛可以去除体系中的水分。

1.3.3.2 转酯反应

利用脂肪酶催化酯交换反应从而合成风味酯，它的优势是可以缓解极性脂肪酸对脂

肪酶活性的抑制作用，因为它用简单酯作为底物，而不是短链脂肪酸。此外，在酯交换

反应期间不产生水，使得水解反应大大降低。乙酸苄酯是一种具有茉莉花香的风味酯，

研究报道，利用固定化荧光假单胞菌脂肪酶在正庚烷体系中催化苯甲醇和乙酸乙烯酯合

成乙酸苄酯，在苯甲醇：乙酸乙烯酯为 2:3.5、固定化脂肪酶添加量为 36 mg、反应温度

为 50 ℃的条件下，反应 4 h达到了 99%的转换率。

图 1-5 脂肪酶合成风味酯的模式

Fig.1-5 Patterns of flavor ester synthesis by lipases
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表 1-2典型合成风味酯的研究

Table 1-2 Study of typical synthetic flavor esters

风味酯
合成

模式
酶 条件

引

用

丁酸乙酯 酯化

毕赤酵母中表达的

固定化重组米根霉

脂肪酶

正己烷体系、温度为 30 ℃、转速为 250
rpm/min、丁酸：乙醇为 1:1.25、反应 24 h

产率为 100%

[71]

戊酸乙酯 酯化

固定在聚羟基丁酸

酯(PHB)的嗜热单胞

菌的脂肪酶

正庚烷体系、反应温度为 30.5 ℃、转速为

235 rpm、戊酸和乙醇均为 1000 mM、添

加 18%催化剂、反应 105 min产率为 92%

[72]

乙酸香叶酯 转酯 Novozyme 435
无溶剂体系、香叶醇：乙酸乙酯为 1:7、
添加 12.7 g/L、60 ℃反应 2 h获得 85%香

叶醇转化率

[73]

乙酸异戊酯 转酯

蛋白质包被的微晶

疏棉状嗜热霉菌脂

肪酶

正己烷体系、温度为 50 ℃、添加 30 mg
固定化酶、乙酸乙烯酯：异戊醇摩尔比为

1:3、反应 6 h后乙酸异戊酯收率为 95%

[74]

乙酸己酯 转酯 Lipozyme RMIM
正己烷体系、温度为 50 ℃、转速 100 rpm、

己醇：甘油三乙酸酯为 1:1、添加 4%酶量、

反应 9 h后实现 68%转化率

[75]

乙酸丁酯 酯化 Novozym 435
无溶剂体系、添加 4%的酶量、连续添加

乙酸使正丁醇：乙酸终摩尔比为 1:1，温

度为 60 ℃达到 84%转化率

[76]

1.3.4 风味酯合成的反应体系

1.3.4.1 无溶剂体系

在无溶剂体系中，因为醇同时起着底物(酰基供体)和溶剂的作用，所以不需要向反

应混合物中加入额外的有机溶剂。这样，与在有机溶剂介质中相比，下游过程被简化，

因为它不需要化合物分离和溶剂蒸发[77]。无溶剂体系中脂肪酶催化酯合成反应更加方便，

因为酶活性位点周围有更多的底物。例如，Azudin[78]等使用固定化的 R.miehei脂肪酶和

Novozym 435，在无溶剂系统中合成乙酸异戊酯，实现了 80%的转化率和较高的初始反

应速率；Güvenç[79]等将固定化脂肪酶 Novozym 435用于催化杂醇油与异戊醇合成乙酸

异戊酯，并获得了 75%的高转化率；响应面优化法(RSM)在酯合成的过程中起到了重要

的作用，Güvenç[80]等采用响应面法优化了 Novozym 435催化合成乙酸异戊酯的反应条

件，获得了 82%的转化率。然而，在某些情况下，脂肪酶活性受到底物或产物的抑制，
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从而导致酯产率降低。例如，Ben Salah[81]等人使用由米根霉制备的脂肪酶在无溶剂系统

中合成乙酸丁酯，仅获得了 60%的产率，推测低收率是因为乙酸使脂肪酶变性失活。为

了克服极性底物(例如乙酸和丁酸)的抑制作用，De Meneses[82]等采用补料分批方法来克

服丙酸导致的脂肪酶的失活，丙酸苄酯转化率从分批模式的 44%增加到补料模式的 99%。

1.3.4.2 有机溶剂合成体系

在有机溶剂中进行酯合成反应有利于底物的溶解，增强酶的热稳定性，促使反应向

合成方向移动，有助于提高酯合成的转化率。Raghavendra[83]等人研究了不同有机溶剂

类型对 C.rugosa脂肪酶合成戊酸乙酯的影响，发现环己烷是最合适的有机溶剂。除此之

外，正己烷、庚烷和异辛烷也是最常用的有机溶剂，因为它们的极性较低，在制备乙酸

乙酯、乙酸丁酯、戊酸乙酯和丁酸甲酯中广泛使用[84-87]。

然而，有机溶剂本身也可能对脂肪酶活性产生不利影响，特别是极性有机溶剂，因

为它们容易通过与蛋白质相互作用而夺取酶活性位点周围的必需水，从而导致酶活性位

点构象的扭曲。虽然通过使用有机溶剂可以获得高收率的酯，但添加易燃有机溶剂会产

生环境污染并危害人类安全与身体健康。为了解决有机溶剂带来的这些问题，已经开发

了新的替代反应介质，例如离子液体和超临界流体。

1.3.4.3 离子液体体系

离子液体是由有机阳离子与阴离子组成,常温下呈液态,具有饱和蒸气压小、不可燃

性、疏水性、可重塑性以及良好的热力学稳定性等性质，这使其成为易燃有机溶剂的最

佳的替代品[88]。Alvarez[89]等人在研究中发现，在含有长烷基侧链的铵或咪唑阳离子的

疏水性离子液体的反应介质中，脂肪酶催化脂肪酸(乙酸、丙酸等)与醇(肉桂醇、苯甲醇、

茴香醇)直接酯化，所有合成的风味酯的产率均接近 100%，并且形成的海绵状离子液体

可以重复使用；Kirdi[90]等人通过构建离子液体-醇的双相反应系统，在高压的情况下达

到了较高的转化率，这在乙酸异戊酯的合成中表现尤为明显；Marina[91]等人将疏水性离

子液体[C7mim][Tf2N]用在小型酶反应器中，通过固定化南极 C.antarctica脂肪酶催化合

成乙酸异戊酯，其产率达到了 92%；Fehér[92]等使用 PF6离子液体作为合成乙酸异戊酯

的反应介质，并通过沸石吸附除去水，获得了 100%高酯产率。

1.3.4.4 超临界流体体系

超临界流体是一种绿色溶剂，经常被用作酶促反应介质和从天然材料中提取化学品

的溶剂[93]。超临界二氧化碳(SC-CO2)是脂肪酶催化合成酯中最常用的流体，这种反应介
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质具有低粘度、高扩散性、低临界温度和压力条件、不易燃性和无毒性等优点，这使

SC-CO2成为脂肪酶催化反应的良好反应介质[94]。Dias[95]等采用 Novozym 435在超临界

二氧化碳(SC-CO2)中，以生物乙醇工厂产生的副产物杂醇油通过酶法合成乙酸异戊酯，

在最优的条件下，转化率达到 88.4%，相比较正己烷和无溶剂体系，分别高出 1.3倍和

1.2倍；并在连续填充床反应器(PBR)中，以固定化脂肪酶 Novozym 435为催化剂，考察

了压力、温度、底物、流速和 CO2流速对乙酸异戊酯转化率的影响，显著性分析发现底

物流速起着最大影响作用，其在最低底物流速(0.2 mL/min)下达到了最高的转化率；反

应动力学显示酯转化率并没有随时间而变化，这表明 Novozym 435在该过程中保持较好

的稳定性和活性[96]。Romero[97]等人研究发现，在 SC-CO2中，Novozym 435和 Lipozyme

RM-IM 均能成功合成乙酸异戊酯，与正己烷相比，尽管在酯的最终产率方面没有观察

到显著差异，但是其合成的速率有了一定的提高。

1.4 本论文的研究目的和研究内容

风味酯是具有独特香味的物质，目前主要通过天然提取或者化学合成，但往往产量

较低，提取成本高，而化学合成又可能会产生难以分离的副产物，污染环境，违背了绿

色发展和可持续化学的原则。酶法合成是一种环境友好且比较温和的方式，通常其合成

的产物可以被认为是等同于天然来源的产品，市场认可度较高。但是目前商品化的固定

化脂肪酶的价格较高，种类有限，酶源单一。

本论文的研究目的：

(1) 研究开发新的固定化脂肪酶的制备技术，适应风味酯合成的需要。

(2) 发掘新的脂肪酶酶源，降低酶的制备成本。

本论文的主要框架如图 1-6所示。
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图 1-6 本论文的框架

Fig.1-6 The framework of the thesis

本论文的主要研究内容：

(1) 以来源于疏绵状嗜热丝孢菌的脂肪酶为研究对象，采用凝胶涂层包覆大孔树脂

固定脂肪酶，优化了凝胶涂层包覆大孔树脂固定化脂肪酶(Gel-coated Lipase@Resins)的

制备工艺条件，然后对 Gel-coated Lipase@Resins 的形态结构进行表征，考察了酶学性

质，最后以 Gel-coated Lipase@Resins 为催化剂，在非水相中催化合成乙酸丁酯和乙酸

异戊酯，并研究不同条件对合成乙酸丁酯和乙酸异戊酯的影响。

(2) 采用蛋白包覆微晶-聚乙烯亚胺共固定技术对脂肪酶进行固定，优化了蛋白包覆

微晶脂肪酶-聚乙烯亚胺共固定化(PEI-PCMCLs)的制备工艺，并对 PEI-PCMCLs的形态
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结构进行表征，考察了其酶学性质，最后以 PEI-PCMCLs为催化剂，在非水相中催化合

成乙酸香叶酯，并研究不同条件对合成乙酸香叶酯的影响。

(3) 从植物种籽中筛选出脂肪酶活性高的文冠果种籽，研究了浸泡时间与酶活的关

系，并利用戊二醛溶液进行交联固定，同时对交联文冠果籽粉进行形态表征，最后以交

联文冠果籽粉为催化剂，在非水相中催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯，并研究不同条件

对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响。

(4) 采用三相分离技术从文冠果种籽粗酶提取液中初步分离纯化脂肪酶，分别对影

响三相分离效果的条件进行了优化，然后利用戊二醛溶液进行交联固定，制备得到

LCLEAs，同时对比固定化前后的形态结构，最后以 LCLEAs为催化剂，在非水相中催

化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯，并研究不同条件对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响。
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第 2章 凝胶涂层包覆大孔树脂固定化脂肪酶合成乙酸丁酯和乙酸

异戊酯的研究

2.1 引言

脂肪酶，又称甘油酯水解酶(Lipase，EC.3.1.1.3)，其主要功能是催化酯的水解。在

有机溶剂中，该酶能够通过酯化或者转酯反应合成酯类化合物，因此可以利用该酶合成

风味酯[98]。酶法合成风味酯具有反应条件温和、选择性高以及污染少等优点。根据国际

行业规定，通过酶或微生物发酵法制备的风味酯等同于自然提取所得到的[69]，消费者对

其的接受度远高于化学合成香料。但是在有机环境中，游离酶的活性会有较大的损失，

为了增强酶在有机溶剂中的稳定性，并使其作为催化剂能够被重复使用，需要对脂肪酶

进行固定化处理以提高其稳定性 [99]。在风味酯合成的研究中，常用 Novozym435、

Lipozyme TL-IM 和 Lipozyme RM-IM这 3种商品固定化脂肪酶[100, 101]。除此之外，许多

研究者以磁性纳米颗粒[102]、MOF[103, 104]以及碳纳米管[105]等新材料为载体固定化脂肪酶

用于合成丁酸乙酯、丁酸异戊酯和己酸乙酯等多种风味酯。

大孔树脂是经过人工合成的聚合物颗粒，具有多孔且立体的结构，这种材料不仅具

备出色的稳定性，还因内部空间较大而表现出高吸附能力。基于这些特点，大孔树脂经

常被用作固定化酶的载体，其所制备的固定化酶可以适应多种形式的反应器[106]。然而

简单的吸附作用使固定化酶的稳定性不高，酶蛋白容易从树脂上脱落。为了提高其稳定

性，常采用戊二醛进行交联，但是这样的操作的结果会使酶活有较大损失[46, 107, 108]。

本研究以大孔吸附树脂为载体固定化脂肪酶，然后对吸附在大孔树脂上的酶蛋白表

面进行丙烯酰化反应，引入不饱和的可发生聚合反应的双键官能团，最后通过聚合反应

在其表面形成凝胶层，完成对大孔树脂固定化脂肪酶颗粒的包覆，制备过程如图 2-1所

示。此方法所制备的固定化酶不仅不易从树脂上所脱落，而且由于接枝聚合物壳层的厚

度被控制在纳米尺寸之内，因此并不会引发较大的传质阻力，使得酶活性得以有效保持；

同时聚合物壳层与酶分子之间的共价连接以及壳层内部适宜的微环境可以大幅度增强

酶的热稳定性和有机溶剂耐受性。同时也研究了影响凝胶涂层包覆大孔树脂固定化脂肪

酶制备的主要因素，探究了固定化酶的稳定性，考察了固定化酶合成乙酸丁酯和乙酸异

戊酯的能力，对拓宽脂肪酶的用途具有一定的指导意义。
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图 2-1 Gel-coated Lipase@Resins的制备

Fig.2-1 Preparation of Gel-coated Lipase@Resins

2.2 材料与设备

2.2.1 材料与试剂

表 2-1 主要材料与试剂

Table 2-1 The main materials and reagents

试剂名称 规格 生产厂家

脂肪酶(源自 Thermophila
sparsiformis)

酶活≥100000 U/mL 阿拉丁试剂有限公司

牛血清白蛋白 生物试剂 上海麦克林生物科技股份有限公司

考马斯亮蓝 G250 生物试剂 国药集团化学试剂有限公司

对硝基苯酚 分析纯 上海麦克林生物科技股份有限公司

三氯乙酸 分析纯 上海麦克林生物科技股份有限公司

曲拉通 100 生物试剂 阿拉丁试剂有限公司

阿拉伯树胶 生物试剂 阿拉丁试剂有限公司

棕榈酸对硝基苯酯 纯度≥98% 阿拉丁试剂有限公司

三羟基氨基甲烷 分析纯 上海麦克林生物科技股份有限公司

无水碳酸钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

大孔吸附树脂 D101 生物试剂 上海麦克林生物科技股份有限公司

DM130 分析纯 上海麦克林生物科技股份有限公司

YPR-II 分析纯 上海麦克林生物科技股份有限公司

AB-8 分析纯 上海麦克林生物科技股份有限公司

X-5 分析纯 上海麦克林生物科技股份有限公司

二甲亚砜 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

N-丙烯酰氧基琥珀酰亚胺 纯度≥99% 北京百灵威科技有限公司

丙烯酰胺 分析纯 上海麦克林生物科技股份有限公司

过硫酸铵 分析纯 上海麦克林生物科技股份有限公司

N,N,N',N'-四甲基乙二胺 分析纯 生工生物工程股份有限公司

正庚烷 分析纯 国药集团化学试剂有限公司
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正己烷 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

环己烷 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

异辛烷 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

乙酸 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

正丁醇 分析纯 上海麦克林生物科技股份有限公司

乙酸乙烯酯 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

异戊醇 分析纯 上海麦克林生物科技股份有限公司

碳酸氢钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

酚酞 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

氢氧化钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

磷酸氢二钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

磷酸二氢钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

2,4,6-三硝基苯磺酸 分析纯 北京百灵威科技有限公司

磷酸 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

无水乙醇 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

二甲基甲酰胺 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

异丙醇 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

甲醇 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

硫酸钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

25%戊二醛水溶液 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

盐酸 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

2.2.2 仪器与设备

表 2-2实验的主要设备

Table 2-2 The main apparatus of the experiment

仪器名称 型号 生产厂家

高速离心机 64R 美国贝克曼公司

L3可见分光光度计 723 上海仪电科学仪器股份有限公司

容声冰箱 BCD-202K 海信容声(广东)冰箱有限公司

快速混匀器 SK-1 金坛市杰瑞尔电器有限公司

数显恒温磁力搅拌器 JB-2010 金坛市杰瑞尔电器有限公司

数显恒温水浴锅 HH-6 金坛市杰瑞尔电器有限公司

电热恒温股份干燥箱 DHG-9143B5-Ⅲ 上海新苗医疗器械制造有限公司

数控超声波清洗器 KQ-500DE 昆山市超声仪器有限公司

扫描电子显微镜 S-4800 日本日立公司

正置荧光显微镜 DM2500 LED 德国徕卡公司

比表面积和孔径测试仪 JW-BK200B 北京精微高博科学技术有限公司

恒温摇床 ZQZY-88BES 上海知楚仪器有限公司

红外光谱仪 IRPrestige-21 日本岛津公司

气相色谱仪 Agilent 8860 美国安捷伦公司
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2.3 实验方法

2.3.1 Gel-coated Lipase@Resins的制备

取 0.1 mL来源于疏绵状嗜热丝孢菌的脂肪酶酶液用磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲液

(50 mmol/L，pH=7.0)稀释到 5 mL，称 1 g 大孔吸附树脂加入到稀释的酶液中，并放入

30 ℃、150 rpm的恒温振荡摇床中吸附 2 h，收集未被吸附的酶液，并使用磷酸氢二钠-

磷酸二氢钠缓冲液(50 mmol/L，pH=7.0)对吸附有脂肪酶的大孔树脂清洗 3次，滤纸吸干

水分，获得大孔吸附树脂固定化的脂肪酶(Lipase@Resins)。

取 1 g Lipase@Resins放于 5 mL磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲液(50 mmol/L，pH=7.0)

中，加入溶解于 DMSO的 N-丙烯酰氧基琥珀酰亚胺(NAS)溶液(5%，w/v)至终浓度为 4

mmol/L，在 4 ℃条件下搅拌反应 3 h，反应结束后除去未反应的溶液，并用磷酸氢二钠-

磷酸二氢钠缓冲液(50 mmol/L，pH=7.0)清洗 3次，然后加入 100 mg丙烯酰胺，在室温

条件下搅拌，待溶解后通氮气吹扫 20 min除去空气，接着加入 10 mg过硫酸铵和 15 μL

的 TEMED 作为复合引发剂，在 4 ℃条件下搅拌反应 5 h，反应结束后除去未反应的溶

液，并用磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲液(50 mmol/L，pH=7.0)清洗 3次，获得凝胶涂层

包覆的大孔树脂固定化脂肪酶(Gel-coated Lipase@Resins)。

2.3.1.1 大孔吸附树脂的筛选

为了研究不同大孔吸附树脂对吸附效果的影响，选择以 DM130、YPR-II、AB-8、

X-5、D101为吸附载体，其他条件保持不变，待吸附过程结束后测定酶活和蛋白含量，

计算蛋白固定率和酶活回收率。

2.3.1.2 吸附 pH的选择

为了研究不同 pH对吸附效果的影响，选择大孔吸附树脂 D101，在 5.0、5.5、6.0、

6.5、7.0、7.5、8.0的不同 pH条件对脂肪酶进行吸附，其他条件保持不变，待吸附过程

结束后测定酶活和蛋白含量，计算蛋白固定率和酶活回收率。

2.3.1.3 酶添加量的选择

为了研究酶添加量对吸附的影响，以大孔吸附树脂 D101为载体，在 pH 为 6的条

件下，选择添加 0.05-0.25 mL/g酶液量进行吸附，其他条件保持不变，待吸附过程结束

后测定酶活和蛋白含量，计算蛋白固定率和酶活回收率。
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2.3.1.4 吸附时间的选择

为了选择合适的吸附时间，以大孔吸附树脂 D101 为载体，在 pH为 6的条件下，

选择添加 0.20 mL/g酶液量，吸附时间设定为 1-3 h，其他条件保持不变，待吸附过程结

束后测定酶活和蛋白含量，计算蛋白固定率和酶活回收率。

2.3.1.5 修饰剂 NAS浓度的选择

为了考察修饰剂 NAS浓度对酶表面修饰的影响，在其他条件不变的基础上，分别

向吸附固定化的酶溶液中加入 NAS溶液至终浓度为 2、4、6、8、10 mmol/L，反应结束

测定酶表面氨基修饰度和剩余酶活。

2.3.1.6 表面修饰时间的选择

为了考察表面修饰时间对酶表面修饰的影响，在其他条件不变的基础上，加入 NAS

溶液至终浓度为 8 mmol/L，在 4 ℃条件下分别搅拌反应 0.5、1、2、3、4、5 h，反应结

束测定酶表面氨基修饰度和剩余酶活。

2.3.1.7表面修饰 pH的选择

为了考察 pH对酶表面修饰的影响，根据磷酸缓盐冲液和柠檬酸盐缓冲液的配制方

法，配置 50 mmol/L pH分别为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0的盐缓冲液，在其他条件不变的

基础上，取 1 g大孔树脂 D101吸附过的固定化酶放于 5 mL不同 pH的盐缓冲液中，加

入 NAS溶液至终浓度为 8 mmol/L，在 4 ℃条件下搅拌反应 3 h，反应结束测定酶表面氨

基修饰度和剩余酶活。

2.3.1.8 丙烯酰胺浓度的选择

为了考察不同丙烯酰胺浓度对酶表面聚合的影响，在其他条件不变的基础上，向固

定化酶溶液中分别加入 5 mg/mL、10 mg/mL、15 mg/mL、20 mg/mL、25 mg/mL、30 mg/mL

的丙烯酰胺，制备得到一些不同丙烯酰胺浓度的纳米凝胶涂层包覆大孔树脂固定化脂肪

酶颗粒，测定其剩余酶活。并将制备得到的不同丙烯酰胺浓度的纳米凝胶涂层包覆大孔

树脂固定化脂肪酶颗粒放在 50 ℃的水浴锅中 2 h，测定剩余酶活，考察其稳定性。

2.3.1.9 表面聚合时间的选择

为了考察表面聚合时间对酶表面聚合的影响，在其他条件不变的基础上，向固定化

酶溶液中加入 10 mg/mL的丙烯酰胺，表面聚合反应 1 h、2 h、3 h、4 h、5 h、6 h，制

备得到不同聚合时间的纳米凝胶涂层包覆大孔树脂固定化脂肪酶颗粒，测定其剩余酶活。
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并将制备得到的不同聚合时间的纳米凝胶涂层包覆大孔树脂固定化脂肪酶颗粒放在

50 ℃的水浴锅中 2 h，测定剩余酶活，考察其稳定性。

2.3.2 Gel-coated Lipase@Resins的表征

2.3.2.1 红外光谱的测定

将经过真空干燥的 D101 Resins、Lipase@Resins、Gel-coated Lipase@Resins分别与

溴化钾混合，并用压片机进行压片，然后采用傅里叶变换红外光谱进行测定。

2.3.2.2 比表面和孔径的测定

将 D101 Resins、Lipase@Resins、Gel-coated Lipase@Resins等样品真空干燥后，进

行比表面积和孔径测定。

2.3.2.3 扫描电子显微镜微观形态观测

采 用 扫 描 电 子 显 微 镜 (SEM) 对 D101 Resins 、 Lipase@Resins 及 Gel-coated

Lipase@Resins的微观形态进行观测。具体步骤如下：取适量 D101 Resins、Lipase@Resins

及 Gel-coated Lipase@Resins放入真空干燥箱中干燥，然后取样品喷金后进行观测。

2.3.2.4 酶蛋白的荧光标记及荧光显微镜观测

酶蛋白的荧光标记可以利用异硫氰酸荧光素(FITC)，具体操作如下：称取 10 mg

FITC溶于 10 mLDMSO溶液中，再取 10 mL稀释到 2 mg/mL脂肪酶溶液，按脂肪酶：

异硫氰酸荧光素(FITC)=1 mg：150 μg的比例缓缓加入 FITC溶液，并摇晃使其与脂肪酶

溶液混匀，然后放在 4 ℃冰箱中避光反应，8 h后加入 NH4CI溶液(5 mol/L)至终浓度为

50 mmol/L,并混合均匀，放入 4 ℃冰箱中终止反应 2 h；将混合溶液放在磷酸氢二钠-磷

酸二氢钠缓冲液(50 mmol/L，pH=7.0)中进行透析，待透析液中观察不到明显荧光后，取

出荧光标记的脂肪酶蛋白溶液，放入 4 ℃冰箱备用。用大孔吸附树脂 D101吸附标记过

的脂肪酶蛋白，得到 FITC-Lipase@Resins，之后进行表面修饰和表面聚合反应，得到

FITC-Gel-coated Lipase@Resins。

采用荧光显微镜对 FITC-Lipase@Resins、FITC-Gel-coated Lipase@Resins进行观测。

具体步骤如下：分别取适量的固定化酶，干燥后将其均匀分散在载玻片上，利用荧光显

微镜测定固定化酶的荧光效果。

2.3.3 Gel-coated Lipase@Resins酶学性质的研究

2.3.3.1 最适反应 pH及酸碱稳定性的研究

将游离脂肪酶和固定化脂肪酶放在 pH为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0的缓冲液中
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测定其催化活力，考察其最适反应 pH的变化。

将游离脂肪酶和固定化脂肪酶放在 pH为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0的缓冲液中

保持 3 h，结束后测定并计算其剩余酶活，考察其酸碱稳定性。

2.3.3.2 最适反应温度及热稳定性的研究

将游离脂肪酶和固定化脂肪酶放置在温度为 30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、

55 ℃的水浴锅中反应测定其催化活力，考察最适反应温度的变化。

将游离脂肪酶和固定化脂肪酶放置在温度为 40 ℃、50 ℃、60 ℃、70 ℃的水浴锅

中保持 3 h，结束后测定并计算其剩余酶活，考察其热稳定性。

2.3.3.3 有机溶剂的耐受性

将游离酶和固定化酶分别放在甲醇、乙醇、二甲亚砜、二甲基甲酰胺中 50 ℃保持 3

h，结束后测定并计算其剩余酶活，考察其有机溶剂耐受性。

2.3.3.4 酶促反应动力学研究

配制不同浓度的棕榈酸对硝基苯酯(p-NPP)溶液(1、2、4、6、8、10 mg/mL)，其他

条件不变，进行酶活测定，通过双倒数公式，计算出脂肪酶的米氏常数 Km和最大反应

速率 Vmax。

2.3.4 Gel-coated Lipase@Resins催化合成乙酸丁酯和乙酸异戊酯

乙酸丁酯：在50 mL的具塞三角瓶中加入 10 mL正庚烷，再加入1 mmol乙酸、1 mmol

丁醇、0.9 g分子筛，混合均匀后加入 0.25 g固定化酶，然后密封放入 40 ℃、200 rpm

的恒温振荡摇床中反应 12 h。以乙酸异戊酯为内标，绘制标准曲线，采用气相色谱取样

测定并计算乙酸丁酯合成的酯化率。

乙酸异戊酯：在 3 mL乙酸乙烯酯溶液中加入 0.6 mmol异戊醇，混合均匀后加入 0.25

g固定化酶，然后放入 5mL离心管中，40 ℃、200 rpm的恒温摇床中反应 12 h。以乙酸

丁酯为内标，绘制标准曲线，采用气相色谱取样测定并计算乙酸异戊酯合成的酯化率。

气相检测条件为：

色谱柱：AE.SE-30，30 m长×0.53 mm内径；

进样口温度：230 ℃；

检测器温度：230 ℃；

柱温采用程序升温，过程为：80 ℃保持 1 min，以 10 ℃/min的速度升到 120 ℃，

保持 2 min，以 20 ℃/min的速度升到 200 ℃，保持 2 min。
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酯化率= 产物中酯的含量

理论上完全反应生成酯的含量
×100%

2.3.5 Gel-coated Lipase@Resins的重复使用性

在实验的最佳条件下，利用固定化脂肪酶进行催化反应，反应结束后取出固定化脂

肪酶自然吹干，然后重复进行 4次，评估固定化脂肪酶的重复使用性。

2.4 分析方法

2.4.1 脂肪酶酶活的测定

脂肪酶的水解酶活测定方法采用对硝基苯酚显色法[109]，具体步骤如下：

(1) 对硝基苯酚(p-NP)标准曲线：取 0.1391 g对硝基苯酚溶解于 1 L纯水中，再从中

取 10 mL用纯水定容到 100 mL，得到 100 μmol/L的对硝基苯酚溶液，再分别稀释一定

的浓度梯度，加 1 mL 0.5 mol/L三氯乙酸和 1.5 mL10%无水碳酸钠，用分光光度计在 410

nm处测量吸光度，从而获得线性回归方程和相关系数。

(2) 底物的配制：底物 A:90 mg棕榈酸对硝基苯酯(p-NPP)加入到 30 mL异丙醇中超

声溶解。底物 B：Tris-HCL缓冲液(50 mmol/L，pH=8)中加入 1%曲拉通 100和 0.1%阿

拉伯树胶。

(3) 酶活力的测定：取 0.2 mL底物 A和 1.8 mL底物 B混匀，加上 0.5 mL适当稀释

的酶液混匀放入 40℃水浴锅中反应 10 min，再加 1 mL 0.5 mol/L三氯乙酸，并迅速放入

冰水浴中 3 min终止反应，加 1.5 mL10%无水碳酸钠显色，用分光光度计在 410 nm处

测量吸光度。以 0.5 mL磷酸盐缓冲溶液代替酶液作为对照组，其他条件均保持一致。

每组样品平行测定 3次。

(4) 脂肪酶酶活按下式计算：

脂肪酶水解酶活(U/mL)=
CV
tV'

其中 C为对硝基苯酚浓度，μmol/mL；V为酸碱调节后的终体积，mL；V'为酶液的

用量，mL；t为反应时间，min。

酶活定义：在一定条件下，每分钟水解 p-NPP产生 1 μmol p-NP所需要的酶量为一

个酶活单位。

剩余酶活：在同组实验中，以初始组酶活为 100%，其他组的酶活用所测得的酶活

与初始酶活的百分比表示。
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相对酶活：在同组实验中，以酶活最高的实验组的酶活为 100%，其他组的酶活用

所测得的酶活与最高酶活的百分比表示。

2.4.2 蛋白含量的测定

蛋白质含量测定采用 Bradford法[110]，具体步骤如下：

(1) 考马斯亮蓝溶液的配制：称取 100 mg考马斯亮蓝 G250溶于 50 mL95%乙醇中，

加入 100 mL85%磷酸混匀，加水定容到 1 L，用滤纸过滤后避光备用。

(2) 蛋白浓度标准曲线：以牛血清蛋白为标准蛋白，并配制成不同的浓度的溶液，

取 1 mL标准蛋白溶液，加入 5 mL考马斯亮蓝溶液并混匀，用分光光度计在 595 nm处

测得吸光度，从而获得线性回归方程和相关系数。

(3) 蛋白含量的测定：取 1 mL适当稀释的酶蛋白溶液，加入 5 mL考马斯亮蓝溶液，

混匀后放置 5 min，用分光光度计在 595 nm处测量吸光度，将测得的吸光值代入标准曲

线方程，计算得到蛋白溶液浓度。以 1 mL磷酸盐缓冲溶液代替酶蛋白溶液作为对照，

其他条件保持一致。每组样品平行测 3次。

2.4.3 蛋白固定率的计算

固定化脂肪酶的蛋白固定率计算公式为：

蛋白固定率(%)=
加入的总蛋白含量−未吸附的蛋白含量

加入的总蛋白含量
×100%

2.4.4 酶蛋白表面氨基修饰度的测定

酶蛋白表面氨基的修饰度利用 2,4,6-三硝基苯磺酸(TNBS)进行测定，具体操作如下：

用一定量磷酸盐缓冲液稀释固定化酶，并加入 1 mL4%的 NaHCO3溶液混匀，然后再加

入 1 mL0.1%的 TNBS 溶液，振荡混匀后放于 40 ℃的水浴锅中保温，避光反应 2 h，反

应结束后待冷却至室温，然后用分光光度计在 420 nm处测定其吸光值。其中，以不加

固定化酶的磷酸盐缓冲溶液作为空白对照，其他条件均保持一致。氨基修饰度的计算公

式为：

氨基修饰度(%)= (1-
A1
A0
)×100%

其中，A0为未修饰酶蛋白溶液的 OD值，A1为修饰后酶蛋白溶液的 OD值。

2.5 结果与讨论

2.5.1 标准曲线
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2.5.1.1 蛋白标准曲线

测定不同浓度的牛血清蛋白(BSA)吸光度，并绘制其标准曲线，结果如图 2-2。蛋白

浓度标准曲线的线性回归方程为：y=0.0072x+0.0706(R2=0.9961)。

其中 y为吸光值 A595，x为蛋白浓度，μg/mL。

图 2-2 蛋白标准曲线

Fig.2-2 Standard curve of protein

2.5.1.2 对硝基苯酚标准曲线

测定不同浓度对硝基苯酚的吸光值，并绘制其标准曲线，如图 2-3所示。对硝基苯

酚(p-NP)标准曲线线性回归方程为：y=0.0165x+0.0120(R2=0.9997)。

其中 y为吸光值 A410，x为 p-NP浓度，μmol/L。

图 2-3 p-NP标准曲线

Fig.2-3 Standard curve of p-NP
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2.5.1.3乙酸丁酯和乙酸异戊酯的标准曲线及气相色谱图

如图 2-4所示,测定并计算不同浓度的乙酸丁酯与内标的峰面积之比，绘制成标准曲

线，由图 A可知乙酸丁酯的线性回归方程为 y=0.1617x+0.0031(R2=0.9938)；由图 B可知，

乙酸、丁醇、乙酸丁酯和内标乙酸异戊酯的保留时间分别为 8.457 min、9.027 min、10.548

min和 11.365 min。

图 2-4 乙酸丁酯的标准曲线(A)及标准品气相色谱图(B)

Fig.2-4 Standard curve(A) and GC chromatogram(B) of butyl acetate standards

如图 2-5所示，测定了不同浓度的乙酸异戊酯与内标的峰面积，并绘制成标准曲线，

由图 A可知，乙酸异戊酯的线性回归方程为 y=0.1363x+0.0029(R2=0.9964)；由图 B可知，

乙酸乙烯酯、异戊醇、乙酸异戊酯和内标乙酸丁酯的保留时间分别为 8.462 min、9.733 min、

11.378 min和 10.562 min。

图 2-5 乙酸异戊酯的标准曲线(A)及标准品气相色谱图(B)

Fig.2-5 Standard curve(A) and GC chromatogram(B) of isoamyl acetate standards
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2.5.2 Gel-coated Lipase@Resins的制备

2.5.2.1 不同型号树脂对脂肪酶吸附的影响

不同型号的大孔树脂具有各自的吸附特性，以市场常见的 DM130、YPR-II、AB-8、

X-5 和 D101等 5种树脂为吸附载体，通过测定蛋白含量和酶活，从而选择最优的大孔

吸附树脂，结果如图 2-6所示。可以看出，以大孔吸附树脂 D101进行吸附，其蛋白固

定率和酶活回收率最高。载体的物理化学性质是影响固定化效果的重要因素[66, 111]，大

孔吸附树脂 D101作为一种非极性吸附树脂，具有较大的孔径和比表面积，能够提供更

多的吸附位点，在多种性质的脂肪酶的固定化中有成功的应用[106, 112]，后续实验采用大

孔树脂 D101作为吸附载体。

图 2-6 不同型号树脂对脂肪酶吸附的影响

Fig.2-6 Effect of different types of resins on lipase adsorption

2.5.2.2 pH对脂肪酶吸附的影响

pH是影响固定化效果的重要因素之一，它可能会影响酶蛋白表面的带电状态，影

响与树脂的吸附。为了制备得到效果最佳的固定化酶，考察了不同 pH 条件下 D101树

脂吸附脂肪酶的情况，实验结果如图 2-7所示，当 pH在 5.0-7.5时，其蛋白固定率在 80%

以上，酶活回收率在 60%以上，其中，当 pH为 6.0时，固定化效果最好，其蛋白固定

率达到 96.67%，酶活回收率也达到 89.98%，因此选择 pH为 6.0作为吸附条件。
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图 2-7 pH对脂肪酶吸附的影响

Fig.2-7 Effect of pH on lipase adsorption

2.5.2.3 酶添加量对脂肪酶吸附的影响

为了选择合适的酶液量，选择添加 0.05-0.25 mL/g 进行吸附实验，结果如图 2-8所

示，当酶液添加量在 0.05-0.2 mL/g 时，蛋白吸附率在 95%左右，酶活回收率在 90%左

右，当增加酶液添加量到 0.25 mL/g时，蛋白吸附率和酶活回收率都有所减少，这是因

为当吸附达到一定程度之后，达到了大孔树脂最大吸附量，继续增加酶量蛋白固定率下

降和酶活回收率反而下降[113]。出于经济考虑，选择 0.2 mL/g作为吸附的条件。

图 2-8 酶添加量对脂肪酶吸附的影响

Fig.2-8 Effect of enzyme addition on lipase adsorption

2.5.2.4 吸附时间对脂肪酶吸附的影响

大孔树脂吸附酶蛋白是一个物理过程，包括酶蛋白聚集在树脂的表面以及向树脂内

部的扩散，为了研究吸附时间对脂肪酶固定化的影响，选择了 1-3 h的吸附时间，结果

如图 2-9所示，当吸附时间小于 2 h时，蛋白吸附率和酶活回收率随着吸附时间的延长
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而增加，这可能是由于吸附时间过短，酶与树脂结合不充分，且清洗时会有部分酶脱落，

当吸附时间超过 2 h时，蛋白吸附率基本保持不变，但酶活回收率有所下降，这可能是

酶与树脂结合已经达到饱和状态，吸附时间延长，蛋白吸附率也基本不变，但酶活回收

率略微下降，这可能是酶自身稳定性导致。因此选择 2 h作为吸附条件。

图 2-9 吸附时间对脂肪酶吸附的影响

Fig.2-9 Effect of time on lipase adsorption

2.5.2.5 修饰剂 NAS浓度的选择

NAS作为修饰剂，可以与酶表面的氨基反应，从而引入可聚合的双键基团，这个过

程被称为酶的丙烯酰化，从而为后续的聚合反应提供位点[114]。在修饰时如果 NAS浓度

过低，则可能造成修饰度不足。研究了不同 NAS浓度对脂肪酶表面修饰的影响，结果

如图 2-10所示。随着 NAS浓度的增加，脂肪酶表面氨基修饰度也在慢慢提高，达到 80%

以上。但随着 NAS浓度的增加，脂肪酶的酶活也在慢慢下降，这可能是 NAS浓度低时

对酶活性的影响较小，而随着 NAS浓度的提高，这种影响逐渐放大，使得酶的催化活

性中心被破坏，造成酶活的损失。因此，综合考虑之后选择 8 mmol/L的 NAS浓度作为

后续的实验条件。
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图 2-10 不同 NAS浓度对脂肪酶的影响

Fig.2-10 Effect of NAS concentrations on lipase

2.5.2.6 表面修饰时间的选择

酶的表面修饰需要一定的反应时间，时间越长，修饰越充分，但随着修饰时间的延

长，暴露在 NAS体系的时间也越长，可能造成酶活的损失。为了选择合适的表面修饰

时间，选择了 0.5-5 h进行表面修饰。结果如图 2-11所示，在 0.5-3 h之间，随着反应时

间的延长，氨基修饰度从 36.49%提高到了 82.36%，继续延长反应时间，氨基修饰度基

本稳定，但酶活损失较多。综合考虑选择 3 h作为表面修饰的时间。

图 2-11 表面修饰时间对脂肪酶的影响

Fig.2-11 Effect of acryloylation modified reaction time on lipase

2.5.2.7 表面修饰 pH的选择

酶在进行表面修饰时，不同的 pH可能会对修饰结果产生影响。研究了不同 pH对

酶表面修饰的影响，结果如图 2-12所示，当 pH=6和 7时，氨基修饰度在 80%左右。当

pH=4、5、8、9时，相较于 pH=6和 7，这 4种 pH条件下酶表面的氨基修饰度不高，可
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能 pH过高或过低不利于酶的表面修饰。当 pH在 4-8之间，酶活基本保持在 80%以上，

证明酶的表面修饰有一定的作用。当 pH=9时，酶活损失增加，可能是由于酶的表面氨

基修饰度低。因此，综合考虑选择 pH=6作为表面修饰时的 pH条件。

图 2-12 表面修饰 pH对脂肪酶的影响

Fig.2-12 Effect of acryloylation modified pH on lipase

2.5.2.8 丙烯酰胺浓度的选择

酶纳米凝胶的物理和化学性质受到丙烯酰胺浓度的影响，如图 2-13所示，当丙烯

酰胺浓度从 5 mg/mL增加到 15 mg/mL，剩余酶活基本稳定，但酶活稳定性从 87.7%提

高到 94.83%，这可能是因为增加了表面聚合物壳层厚度，继续提高浓度，剩余酶活下

降，但酶活稳定性并没有提高，因此选择 10 mg/mL作为丙烯酰胺的浓度。

图 2-13 丙烯酰胺浓度对脂肪酶的影响

Fig.2-13 Effect of acrylamide concentration on lipase
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2.5.2.9 表面聚合时间的选择

表面聚合时间的长短影响酶表面聚合效果，如图 2-14所示，当表面聚合时间增加，

酶的稳定性由 1 h的 80.83%提高到 5 h的 94.02%。当表面聚合时间在 1-3 h时，剩余酶

活基本一致，酶活稳定性有所提高，这是由于表面聚合物壳层厚度在增加，从而提高酶

的稳定性。随着时间的延长，酶活稳定性基本不再提高，但剩余酶活降低，这可能是由

于聚合时间过长导致表面聚合物壳层较厚，使得酶与底物接触困难，因此选择 3 h作为

表面聚合的时间。

图 2-14 表面聚合对脂肪酶的影响

Fig.2-14 Effect of surface polymerization on lipase

2.5.3 Gel-coated Lipase@Resins的表征

2.5.3.1 红外光谱的测定

采用傅里叶变换红外光谱对 D101 Resins、Lipase@Resins、Gel-coated Lipase@Resins

进行了分析，结果如图 2-15所示，通过红外光谱分析可知，酰胺 I带(1600-1700cm-1)和

酰胺 II 带(1500-1600cm-1)是蛋白质的特征吸收峰，对 Lipase@Resins的红外光谱进行分

析可以得知，在 1653cm-1处的峰与酰胺 I 带中 C=O 伸缩振动有关，1511cm-1处的峰与

酰胺 II 带中 C-N 的伸缩振动和 N-H 的弯曲振动有关，与 D101 Resins的红外光谱对比

表明脂肪酶被吸附在大孔树脂 D101表面。在固定化酶 Gel-coated Lipase@Resins的红外

光谱中，3313cm-1处的峰对应为 N-H的伸缩振动，2925cm-1和 2857cm-1处的峰对应为亚

甲基的反对称与对称伸缩振动，1667cm-1处的峰对应为 C=O的伸缩振动，1453cm-1处的

峰对应为亚甲基的弯曲振动，1120cm-1处的峰对应于 C-N的伸缩振动，以上结果证明了

聚丙烯酰胺纳米凝胶涂层的成功包覆。
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图 2-15 D101 Resins、Lipase@Resins和 Gel-coated Lipase@Resins的红外光谱图

Fig.2-15 Infrared spectra of D101 Resins, Lipase@Resins and Gel-coated Lipase@Resins

2.5.3.2 孔径分布测定

图 2-16 和 图 2-17 分 别 显 示 了 D101 Resins 、 Lipase@Resins 和 Gel-coated

Lipase@Resins 的氮气吸附脱附曲线及孔径分布曲线。从图中看出所有的样品曲线均出

现Ⅱ型吸附等温线和 H3型回滞环，这说明树脂内部存在介孔。表 2-3总结了 D101 Resins、

Lipase@Resins 和 Gel-coated Lipase@Resins 的比表面积和孔体积。其中，D101 的比表

面积和孔体积分别是 678.183m2g-1和 1.467cm3g-1；脂肪酶吸附以后，比表面积和孔体积

分别下降到 626.935m2g-1和 1.341cm3g-1，这说明 D101树脂中的部分介孔被堵塞；纳米

凝胶包覆以后，比表面积和孔体积下降到 580.845m2g-1和 1.133cm3g-1，说明纳米凝胶成

功包覆。

图 2-16 D101 Resins、Lipase@Resins和 Gel-coated Lipase@Resins的氮气吸附脱附等温线

Fig.2-16 Nitrogen adsorption-desorption isothermof D101 Resins,Lipase@Resins and Gel-coated
Lipase@Resins
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图 2-17 D101 Resins、Lipase@Resins和 Gel-coated Lipase@Resins的孔径分布曲线

Fig.2-17 Pore size distribution curve of D101 Resins,Lipase@Resins and Gel-coated Lipase@Resins

表 2-3 D101 Resins,Lipase@Resins and Gel-coated Lipase@Resins的 BET和 BJH参数

Table 2-3 BET and BJH parameters of D101 resins, Lipase@resins and Gel-coated Lipase@Resins

D101 Resins Lipase@Resins
Gel-coated

Lipase@Resins

比表面积(m2g-1) 678.183 626.935 580.845

孔体积(cm3g-1) 1.467 1.341 1.133

2.5.3.3 扫描电子显微镜微观形态观测

如图所示，图 2-18展示了 D101 Resins、Lipase@Resins和 Gel-coated Lipase@Resins

的 SEM图。由图 A可知，大孔树脂 D101表面有很多的孔状结构，这种结构为酶蛋白

的吸附提供了大量的附着位点。由图 B可知大量脂肪酶蛋白被大孔树脂吸附，使得孔状

结构被填满。由图 C可知脂肪酶蛋白表面裹上了一层紧密的聚合物壳层，这种结构更有

利于提高酶的稳定性。
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图 2-18 D101 Resins(A)、Lipase@Resins(B)和 Gel-coated Lipase@Resins(C)的 SEM图

Fig.2-18 SEM images of D101 Resins(A)、Lipase@Resins(B)和 Gel-coated Lipase@Resins(C)

2.5.3.4 荧光显微镜观测

将脂肪酶经过荧光标记后，再进行固定化，图 2-19 显示了在荧光显微镜观测到的

FITC-Lipase@Resins和 FITC-Gel-coated Lipase@Resins的情况，观测分析可以证明固定

化酶颗粒被凝胶包覆后的情况。对比可知，FITC-Gel-coated Lipase@Resins的荧光强度

较 FITC-Lipase@Resins有所减弱，这从一个侧面也证明了 Lipase@Resins表面被裹上一

层聚合物。

图 2-19 FITC-Lipase@Resins(A)和 FITC-Gel-coated Lipase@Resins(B)的荧光照片

Fig.2-19 Fluorescence imaging of FITC-Lipase@Resins(A)和 FITC-Gel-coated Lipase@Resins(B)
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2.5.4 Gel-coated Lipase@Resins酶学性质的研究

2.5.4.1 最适反应 pH及 pH稳定性的研究

在不同 pH条件下分别研究了游离脂肪酶和固定化酶的催化活性，结果如图 2-20和

图 2-21所示。由图 2-20可知，游离脂肪酶和固定化酶的最适反应 pH均为 8，说明固定

化手段并没有改变脂肪酶的催化活性中心结构。由图 2-21可知，经过固定化处理后，

在一定程度上提高了酶对酸碱的耐受性。当 pH偏碱性时，游离酶和固定化酶的酶活损

失相对较少，证明脂肪酶具有一定的耐碱性，这与文献所报道的一致[52]。

图 2-20 Gel-coated Lipase@Resins最适反应 pH
Fig.2-20 Optimum reaction pH of Gel-coated Lipase@Resins

图 2-21 Gel-coated Lipase@Resins的 pH稳定性

Fig.2-21 The pH stability of Gel-coated Lipase@Resins
2.5.4.2 最适反应温度和热稳定性

在不同温度条件下分别研究了游离脂肪酶和固定化脂肪酶的催化活性，结果如图

2-22和图 2-23所示。由图 2-22可知，游离脂肪酶和固定化酶的最适反应温度都为 50 ℃。

在小于 50 ℃条件下酶的催化活性随着温度的升高而增加，可能是温度过低不利于酶的
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催化。在大于 50 ℃时，游离酶的催化活性降低，而经过固定化处理后催化活性降低较

少，证明酶表面的纳米凝胶壳层使得酶催化活性提高。由图 2-23 可知，游离脂肪酶在

40 ℃和 50 ℃条件下处理 3 h仍然保留 80%的酶活，但在 60 ℃和 70 ℃条件下酶活损失

较多。相比游离酶来说，两种固定化酶在 60 ℃和 70 ℃酶活损失大大减少，证明经过固

定化后酶的热稳定性显著提高。

图 2-22 Gel-coated Lipase@Resins的最适反应温度

Fig.2-22 Optimum reaction temperature of Gel-coated Lipase@Resins

图 2-23 Gel-coated Lipase@Resins的热稳定性

Fig.2-23 Thermal stability of Gel-coated Lipase@Resins
2.5.4.3 有机溶剂耐受性

酶在有机溶剂等非水介质中催化活性会有较大损失，通过固定化手段能够在一定程

度上减少酶活损失。图 2-24 展示了游离脂肪酶和固定化酶在甲醇、乙醇、二甲亚砜和

二甲基甲酰胺中的剩余酶活，从图中可以看出，游离酶在四种有机溶剂中仅保留不到

20%的酶活，通过大孔树脂 D101吸附以及纳米凝胶涂层包覆后，对这四种有机溶剂的
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耐受性大大提高。在二甲亚砜和二甲基甲酰胺中也保留 40%左右的酶活，证明了固定化

处理后可以有效提高对有机溶剂的耐受性，扩大酶的应用。

图 2-24 Gel-coated Lipase@Resins的有机溶剂耐受性

Fig.2-24 Stability of Gel-coated Lipase@Resins in organic solvents
2.5.4.4 酶促反应动力学参数的测定

酶促反应动力学参数能够直观地反映酶的催化效率。以 p-NPP为底物，分别测定了

Free lipase、Lipase@Resins和 Gel-coated Lipase@Resins这 3种形式的脂肪酶在不同底物

浓度下的催化活性。并根据双倒数法绘制酶促反应动力学曲线，得到图 2-25，计算出

Free lipase、Lipase@Resins和 Gel-coated Lipase@Resins的米氏常数 Km值及最大反应速

率 Vmax，即表 2-4。由表 2-4可知固定化酶的 Km值比游离脂肪酶的 Km值大，通常情

况下，酶经过固定化以后其 Km值都会增大，这是因为经过固定化以后酶与底物的接触

面积和底物进入酶催化活性中心都会受到影响。在本实验中聚合物壳层增加了底物进入

酶催化活性中心的传质阻力，此外 Gel-coated Lipase@Resins 内部水解的产物不能及时

扩散，也会对酶的催化活性产生一定的抑制作用，从而带来 Km值的增大和 Vmax的减

小。但由于聚合物层比较薄且通透性较好，并没有过多增大其传质及扩散阻力，因此

Gel-coated Lipase@Resins较 Lipase@Resins对底物的亲和力仅略有下降。
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图 2- 25 酶促反应动力学曲线

Fig.2-25 Kinetic curve of enzymatic reaction

表 2-4 酶促反应动力学参数

Table 2-4 Kinetic parameters of enzymatic reaction

Km/mmol·L-1 Vmax/μmol·min-1·mg-1

Free lipase 11.32 24.51

Lipase@Resins 23.50 13.85

Gel-coated Lipase@Resins 25.12 12.36

2.5.5 Gel-coated Lipase@Resins有机溶剂中酯化反应合成乙酸丁酯

2.5.5.1 有机溶剂对合成乙酸丁酯的影响

有机溶剂作为反应介质，一方面影响底物的溶解性，另一方面会影响酶的催化活性。

通常溶剂的亲水性或疏水性用 Log P来表示，其值越大，疏水性就越强。亲水性的溶剂

(Log P低于 2)更容易夺取酶分子表面的必需水，从而导致酶的失活变性；疏水性的溶剂

(Log P高于 2)不会影响酶周围的水层，有利于维持酶的活性。图 2-26显示了有机溶剂

对合成乙酸丁酯的影响，由图 2-26可以看出，以正庚烷为有机溶剂的效果最好，酯化

率达到了 56.95%。而以二甲亚砜为强亲水性溶剂，酯化率只有 23.75%，酯化率较低。

因此选择正庚烷作为后续反应的有机溶剂。
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图 2-26 有机溶剂对合成乙酸丁酯的影响

Fig.2-26 Effect of organic solvents on synthesis of butyl acetate

2.5.5.2 底物浓度对合成乙酸丁酯的影响

在酸醇摩尔比相同的情况下，以不同底物浓度条件进行反应，如图 2-27所示，当

底物浓度为 0.1 mol/L时酯化率最高，达到了 70.83%，而随着底物浓度的增加，酯化率

降低。在酯合成的反应体系中，酸醇浓度过高可能会影响酶的活性，从而使得酯化效果

降低。

图 2-27 底物浓度对合成乙酸丁酯的影响

Fig.2-27 Effect of substrate concentration on synthesis of butyl acetate

2.5.5.3 底物摩尔比对合成乙酸丁酯的影响

图 2-28显示了不同酸醇比对合成乙酸丁酯的影响，由图中可以看出当乙酸：丁醇

为 1:1时，酯化率最高，这与一些研究结果相同[115-117]。当增加乙酸或者增加丁醇的量

时，酯化率反而降低，证明过量的酸或醇并不能提高酯化率，因此选择酸醇比为 1:1进

行反应。



安徽工程大学硕士论文

40

图 2-28 底物摩尔比对合成乙酸丁酯的影响

Fig.2-28 Effect of substrate molar ratio on synthesis of butyl acetate

2.5.5.4 温度对合成乙酸丁酯的影响

图 2-29 显示了不同温度条件下的乙酸丁酯合成的酯化率，由图中可以看出，在

30-45 ℃范围内，随着温度的提高，酯化率也在提高，当反应温度为 45 ℃时，酯化率

最高，达到 71.1%，继续提高温度，酯化率降低，可能是温度过高影响了酶的催化活性，

因此选择 45 ℃作为反应温度条件。

图 2-29 温度对合成乙酸丁酯的影响

Fig.2-29 Effect of temperature on synthesis of butyl acetate
2.5.5.5 加酶量对合成乙酸丁酯的影响

如图 2-30所示，由图可以看出，当加酶量在 0.25-1 g范围内时，随着加酶量的增加，

酯化率提高，当加酶量在 1 g时，酯化率为 93.05%，继续提高加酶量，酯化率并没有提

高。为了节约酶蛋白的用量，同时又能高效合成乙酸丁酯，综合考虑选择 1 g作为反应

条件。
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图 2-30 加酶量对合成乙酸丁酯的影响

Fig.2-30 Effect of enzyme addition on synthesis of butyl acetate

2.5.5.6 水活度对合成乙酸丁酯的影响

由于水对维持分子构象和发挥酶的催化活性是必需的，但酯化过程中产生水，会将

酯化过程推向水解，因此在反应过程中控制水活度就显得比较重要[118]。直接控制反应

系统的水活度比测量水活度来的容易，通常用盐/盐水合物来控制。将底物溶液和酶与某

种盐的饱和水溶液预平衡，则可以获得该种盐溶液等水活度的反应体系，称为预平衡法；

另一种直接向反应体系中加入盐或盐的水合物，从而建立平衡，获得一恒定的水活度，

称为直接加盐法[119]。在本实验中，为了防止盐对酶的活性可能产生影响，选择预平衡

法。将固定化酶及反应溶剂与不同饱和盐水溶液如氯化锂(aw=0.11)、氯化镁(aw=0.33)、

硝酸镁(aw=0.54)、硝酸钠(aw=0.74)、氯化钾(aw=0.86)、硫酸钾(aw=0.97)一起放于密闭干

燥容器中预平衡 3 d，从而控制水活度。在其他条件不改变的情况下，利用固定化酶催

化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯，结果如图 2-31所示。当水活度为 0.54时，酯化率最高，

为 89.35%，增加水活度，酯化率逐渐下降，可能是水活度高使得反应向酯化反应的逆

反向进行，因此选择水活度 0.54作为反应条件。
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图 2-31 水活度对合成乙酸丁酯的影响

Fig.2-31 Effect of aw on synthesis of butyl acetate

2.5.5.7 酯化反应进程

在实验最优条件下进行反应，如图 2-32所示，当反应时间为 3 h，酯化率为 70.83%，

随着反应时间的延长，在 12 h酯化率达到 93.05%，继续反应酯化率基本不再提高。因

此反应时间选择 12 h。根据 Ben Salah Riadh[81]等人的报道，采用固定化米曲霉脂肪酶为

催化剂，分别以正庚烷和正己烷作为有机溶剂，乙酸和丁醇均为 0.2 mol/L，反应温度为

37 ℃，经过 24 h的反应，酯化率达到 80%和 76%。相比之下，本实验的酯化率效果更

佳，反应时间也大大缩短。

图 2-32 酯化反应时间曲线

Fig.2-32 Esterification reaction time curve
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2.5.6 Gel-coated Lipase@Resins无溶剂体系中转酯反应合成乙酸异戊酯

2.5.6.1 异戊醇浓度对合成乙酸异戊酯的影响

由图 2-33 可知，当异戊醇在 0.2-0.8 mol/L之间，随着异戊醇浓度的增加，酯化率

也随之增加，当异戊醇浓度为 0.8 mol/L时，酯化率最高，继续增加浓度，酯化率下降，

所以选择异戊醇浓度为 0.8 mol/L作为后续实验条件。

图 2-33 异戊醇浓度对合成乙酸异戊酯的影响

Fig.2-33 Effect of isoamyl alcohol concentration on synthesis of isoamyl acetate

2.5.6.2 加酶量对合成乙酸异戊酯的影响

由图 2-34 可知，当加酶量在 0.1-0.5 g之间，随着加酶量的增加，酯化率也随之增

加，当加酶量为 0.5 g时，酯化率达到 80%，继续增加酶量，酯化率没有增加，为了反

应的高效进行，同时为了节约酶蛋白的用量，所以综合考虑选择加酶量为 0.5 g作为后

续实验条件。

图 2-34 加酶量对合成乙酸异戊酯的影响

Fig.2-34 Effect of enzyme addition on synthesis of isoamyl acetate
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2.5.6.3 温度对合成乙酸异戊酯的影响

由图 2-35 可以看出，当温度在 35-45 ℃之间，随着温度的增加，酯化率也随之增

加，当异戊醇浓度为 45 ℃时，酯化率最高，继续增加温度，酯化率下降，可能是温度

过高导致酶活性降低，综合考虑选择温度为 45 ℃作为后续实验条件。

图 2-35 温度对合成乙酸异戊酯的影响

Fig.2-35 Effect of temperature on synthesis of isoamyl acetate
2.5.6.4 反应历程

在实验最优条件下进行反应，并绘制反应历程曲线，如图 2-36 所示。当反应时间

为 12 h时，酯化率为 84.87%，延长反应时间，在 14 h时，酯化率达到 92.35%，继续反

应酯化率基本平稳。这与 Türk[74]等人的结果相类似，其利用 TLL-PCMCLs催化乙酸乙

烯酯和异戊醇在正己烷中通过转酯反应合成乙酸异戊酯，实现了 95%转化率。

图 2-36 反应时间曲线

Fig.2-36 Reaction time curve
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2.5.7 Gel-coated Lipase@Resins的重复使用性

为了研究 Gel-coated Lipase@Resins 的重复使用性，每次反应结束后将酶从体系中

分离并回收使用，结果如图 2-37 所示，合成乙酸丁酯的初始反应酯化率为 93.05%，

Gel-coated Lipase@Resins 在连续重复利用 4次后酯化率仍然有 70.83%，为初始酯化率

的 76.12%；合成乙酸异戊酯的初始酯化率为 92.35%，Gel-coated Lipase@Resins在连续

重复利用 4 次后酯化率仍然有 84.80%，为初始酯化率的 91.82%，证明 Gel-coated

Lipase@Resins具有很好的重复使用性，能够被回收再利用。

图 2-37 Gel-coated Lipase@Resins的重复使用性

Fig.2-37 Reuse stability of Gel-coated Lipase@Resins

2.6 本章小结

本章对凝胶涂层包覆大孔树脂固定化脂肪酶(Gel-coated Lipase@Resins)制备条件进

行了优化，并对固定化酶的形态结构进行了表征，研究了它的酶学性质，接着以凝胶涂

层包覆大孔树脂固定化脂肪酶为催化剂催化合成乙酸丁酯和乙酸异戊酯，优化了合成条

件，具体结论如下：

(1) 以大孔树脂 D101为吸附载体，在 pH=6、酶液添加量为 0.2 mL/g的条件下吸附

脂肪酶 2 h，然后在 NAS浓度为 8 mmol/L、pH=6的条件下修饰反应 3 h，接着以丙烯酰

胺浓度为 10 mg/mL的条件聚合反应 3 h，按照上述条件制备的凝胶涂层包覆大孔树脂固

定化脂肪酶，其剩余酶活达到 89.14%。
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(2) 通过傅里叶红外光谱、比表面积与孔径、SEM以及荧光显微镜对凝胶涂层包覆

大孔树脂固定化脂肪酶的形态结构进行表征，结果证明了纳米凝胶成功涂覆在脂肪酶表

面，且涂覆后的大孔树脂比表面积和孔体积分别为 580.845 m2g-1和 1.133 cm3g-1，

(3) 通过脂肪酶的酶学性质研究表明，固定化前后脂肪酶的最适温度和 pH并没有

改变，分别为 50 ℃和 pH=8，但凝胶涂层包覆大孔树脂固定化脂肪酶的稳定性较游离脂

肪酶的稳定性有了显著提高，其在二甲亚砜和二甲基甲酰胺中 50 ℃保持 3 h仍能保留

40%左右的酶活。

(4) 利用凝胶涂层包覆大孔树脂固定化脂肪酶催化合成乙酸丁酯和乙酸异戊酯，其

合成最佳条件为：以 10 mL正庚烷为反应溶剂，加入 1 mmol乙酸和丁醇和 0.9 g分子筛、

反应温度为 45 ℃、加酶量为 1 g、水活度为 0.54，反应 12 h，其酯化率为 93.05%。在

3 mL乙酸乙烯酯中添加 2.4 mmol的异戊醇、0.5 g固定化酶，在 45℃反应 14 h，其酯化

率为 92.35%。且利用凝胶涂层包覆大孔树脂固定化脂肪酶重复 4次催化合成乙酸丁酯

和乙酸异戊酯，在连续重复利用 4次后酯化率仍然有 70.83%和 84.80%，证明 Gel-coated

Lipase@Resins具有很好的重复利用性，能够被回收再利用。
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第 3章 蛋白包覆微晶脂肪酶-聚乙烯亚胺共固定化及催化合

成乙酸香叶酯的研究

3.1 引言

传统的酶固定化方法包括法、包埋法、结合法和交联法这四大类，随着技术的发展，

后期开发了交联酶晶体以及交联酶聚集体的固定化技术，突破了固定化酶必须有载体的

定义。脂肪酶催化的酯合成反应一般是在低水活度的有机相中进行，开发适合此类反应

的固定化酶技术对于提升该酶的催化性能具有重要的意义。2001年，Kreiner 及其同事

开发了一种新的固定化策略-蛋白质包覆微晶体(Protein coated microcrystals, PCMCs)固

定化酶的方法，这是一种简单、快速和高效的固定化酶方法，所制备的固定化酶具有在

有机溶剂中反应的唯一性[120]。首先选择一种水溶性好的化合物，一般是盐、糖或氨基

酸等为赋形剂，制备成高浓度溶液，然后将酶在快速混合下，将这种酶溶液逐滴加入脱

水剂中，通常是水溶性溶剂(例如丙醇、乙醇、乙腈、丙酮、四氢呋喃)中，在这一过程

中酶溶液快速脱水，导致晶体生长剂结晶，酶沉积在晶体的表面上，形成蛋白包覆微晶

形态的固定化酶。

从 PCMCs的制备过程可以看出，该种形态的固定化酶特别适用于含水量较低的催

化系统，在某些情况下脱水剂就是后续酶催化反应的介质，若在其他有机溶剂的反应体

系中使用 PCMC固定化酶，只需将其晾干或者用相应的有机溶剂清洗置换即可，后续操

作及其方便。同时，在制备的过程中有机溶剂使酶脱水的过程可以最大程度保持酶分子

的三维结构不发生改变，减少酶失活。目前该技术在脂肪酶和蛋白酶中应用最为广泛，

所制备的固定化酶在生物柴油的合成以及手型化合物的拆分中表现出了优异的催化性

能[121, 122]。

聚乙烯亚胺(Polyethyleneimine, PEI)是乙烯亚胺聚合产生的具有活性功能和水溶性

的高分子聚合物，有丰富的正电基团而具有高吸附性，兼具良好的生物相容性，有研究

报道称，PEI可显著提高酶的活性和稳定性[123-125]。

本章在此基础上，先用 PEI与脂肪酶结合，然后利用蛋白微晶包覆技术对酶进行固

定，形成蛋白包覆微晶脂肪酶-聚乙烯亚胺共固定化(PEI-PCMCLs)，其制备过程如图 3-1

所示，并对 PEI-PCMCLs 制备条件进行优化，考察其形态结构和酶学性质，然后利用

PEI-PCMCLs合成乙酸香叶酯。
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图 3-1 PEI-PCMCLs的制备示意图

Fig.3-1 Schematic diagram of PEI-PCMCLs preparation

3.2 材料与设备

3.2.1 材料与试剂

表 3-1 主要的材料与试剂

Table 3-1 The main materials and reagents

试剂名称 规格 生产厂家

50%聚乙烯亚胺水溶液 分析纯 上海麦克林生物科技股份有限公司

香叶醇 分析纯 上海麦克林生物科技股份有限公司

硫酸钾 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

丙酮 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

丙醇 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

乙腈 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

叔丁醇 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

硫酸铵 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

磷酸钾 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

氯化钾 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

其他相同试剂同 2.2.1。

3.2.2 仪器与设备

实验主要仪器同 2.2.2。

3.3 实验方法

3.3.1 PEI-PCMCLs的制备

取 1 mL脂肪酶溶液(1 mg/mL)，加入 1 mL 1%聚乙烯亚胺溶液，混合均匀后加入 0.5
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mL饱和硫酸钾溶液，振荡摇匀。将混合液逐滴加入到 5 mL丙酮溶液中，在磁力搅拌的

作用下，混合酶溶液迅速脱水，将混合物置于离心管中 4000 r/min离心 10 min，得到白

色沉淀，用丙酮清洗三次并离心，再将白色沉淀置于阴凉处用风扇吹干，得到蛋白包覆

微晶-聚乙烯亚胺共固定化脂肪酶(PEI-PCMCLs)。

3.3.1.1 脱水剂及用量的选择

其它条件不变，将混合酶溶液分别滴入到不同的有机溶剂(甲醇、乙腈、丙醇、丙

酮、叔丁醇)中磁力搅拌，再将混合物置于离心管中 4000 r/min离心 10 min，得到白色

沉淀后用有机溶剂洗涤三次并离心，离心结束将白色沉淀置于阴凉处用风扇吹干，得到

蛋白包覆微晶固定化脂肪酶。测定酶活并计算相对酶活，确定最佳的脱水剂。

确定脱水剂种类后，将混合酶溶液分别滴入到不同体积(5 mL、10 mL、15 mL、20 mL、

25 mL)的叔丁醇中磁力搅拌，再将混合液置于离心管中 4000 r/min离心 10 min，得到白

色沉淀。将白色沉淀用叔丁醇洗涤三次并离心，离心结束将白色沉淀置于阴凉处用风扇

吹干，得到蛋白包覆微晶固定化脂肪酶。测定酶活并计算相对酶活，确定最佳的叔丁醇

用量。

3.3.1.2赋形剂及用量的选择

在其他条件不变的情况下，向混合脂肪酶溶液中分别加入饱和硫酸钠溶液、饱和硫

酸铵溶液、饱和磷酸钾溶液、饱和硫酸钾溶液、饱和氯化钾溶液，振荡摇匀后将混合酶

液逐滴加入到 10 mL叔丁醇溶液中磁力搅拌，再将混合物置于离心管中 4000 r/min离心

10 min，得到白色沉淀。将白色沉淀用叔丁醇洗涤三次并离心，离心结束将白色沉淀置

于阴凉处用风扇吹干，得到蛋白包覆微晶固定化脂肪酶。测定酶活并计算相对酶活，确

定最佳的赋形剂。

在确定饱和盐溶液种类后，将其用量设为 0.5 mL、1.0 mL、1.5 mL、2.0 mL、2.5 mL、

3.0 mL，再将混合酶液逐滴加入到 10 mL叔丁醇溶液中磁力搅拌，将混合物置于离心管

中 4000 r/min离心 10 min，得到白色沉淀。将白色沉淀用叔丁醇洗涤三次并离心，离心

结束将白色沉淀置于阴凉处用风扇吹干，得到蛋白包覆微晶固定化脂肪酶。测定酶活并

计算相对酶活，确定最佳的饱和硫酸钾溶液用量。

3.3.1.3脂肪酶浓度的选择

为了确定合适的脂肪酶浓度，选择了 1 mg/mL、2 mg/mL、3 mg/mL、4 mg/mL、5

mg/mL，并加入 1 mL1%的聚乙烯亚胺溶液，混合均匀后加入 1 mL 饱和硫酸钾溶液，
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振荡摇匀。将混合液逐滴加入到 10 mL叔丁醇溶液中磁力搅拌，再将混合物置于离心管

中 4000 r/min离心 10 min，得到白色沉淀。将白色沉淀用叔丁醇洗涤三次并离心，离心

结束将白色沉淀置于阴凉处用风扇吹干，得到蛋白包覆微晶固定化脂肪酶。测定酶活并

计算相对酶活，确定最佳的脂肪酶浓度。

3.3.1.4聚乙烯亚胺添加量的选择

其他条件一致的情况下，向酶溶液中加入不同体积的聚乙烯亚胺溶液(0-2 mL)，混

合均匀后加入 1 mL饱和硫酸钾溶液，振荡摇匀。将混合液逐滴加入到 10 mL叔丁醇溶

液中磁力搅拌，再将混合物置于离心管中 4000 r/min离心 10 min，得到白色沉淀，用叔

丁醇洗涤三次并离心，离心结束将白色沉淀置于阴凉处用风扇吹干，得到蛋白包覆微晶

固定化脂肪酶。测定酶活并计算相对酶活，确定最佳的聚乙烯亚胺添加量。

3.3.2 PEI-PCMCLs的电镜观察

同 2.3.2.3。

3.3.3 PEI-PCMCLs酶学性质的研究

3.3.3.1 最适温度和热稳定性

同 2.3.3.2。

3.3.3.2 有机溶剂稳定性

同 2.3.3.3。

3.3.3.3酶促反应动力学

同 2.3.3.4。

3.3.5 PEI-PCMCLs的重复使用性

同 2.3.5。

3.4 分析方法

3.3.4 PEI-PCMCLs催化合成乙酸香叶酯

在 50 mL的具塞三角瓶中加入 10 mL有机溶剂，再加入 1 mmol乙酸和香叶醇、0.9

g分子筛，混合均匀后加入 0.25 g固定化酶，然后密封放入 40 ℃、200 rpm的恒温振荡

摇床中反应 12 h。以丁酸香叶酯为内标，绘制标准曲线，采用气相色谱取样测定并计算

乙酸香叶酯合成的酯化率。

气相检测条件为：

色谱柱：AE.SE-30，30 m长×0.53 mm内径；
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进样口温度：250 ℃；

检测器温度：250 ℃；

柱温采用程序升温，过程为：80 ℃保持 1 min，以 10 ℃/min的速度升到 120 ℃，

保持 3 min，以 20 ℃/min的速度升到 240 ℃，保持 3 min。

酯化率计算同 2.3.4。

3.4.1 有机溶剂中脂肪酶酶活的测定

有机溶剂中脂肪酶酶活的测定参考 PENCREAC'H G[126]等人的方法。在 5 mL的离

心管中加入 1.5 mL正庚烷和 50 mM的 p-NPP并在 40 ℃预热 3 min，然后加入 10 mg

固定化酶，在 40 ℃、150 rpm的摇床中反应 20 min。从反应溶液中取 250 μL与 5 mL 0.1

M的 NaOH溶液混合，从而萃取出 p-NP，并在 410 nm处测量 p-NP的吸光度。以不含

酶的溶液为对照组，其他条件均保持一致。每组样品平行测定 3次。

酶活定义：在一定条件下每分钟产生 1 μmol p-NP所需要的酶量为一个酶活单位。

3.5 结果与讨论

3.5.1 标准曲线

3.5.1.1乙酸香叶酯的标准曲线及气相色谱图

如图 3-2所示,测定并计算了不同浓度的乙酸香叶酯与内标的峰面积之比，绘制成标

准曲线，由图 A可知乙酸香叶酯的线性回归方程为 y=0.1808x+0.0136(R2=0.9970)；由图

B可知乙酸、香叶醇、乙酸香叶酯和内标丁酸香叶酯的保留时间分别为 8.279 min、11.328

min、14.998 min、16.416 min。

图 3-2 乙酸香叶酯的标准曲线(A)及标准品气相色谱图(B)

Fig.3-2 Standard curve(A) and GC chromatogram(B) of geranyl acetate standards
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3.5.2 PEI-PCMCLs的制备

3.5.2.1 脱水剂及用量的选择

在蛋白微晶包覆脂肪酶制备的过程中，有机溶剂扮演脱水剂的角色，酶溶液在其中

快速脱水且大部分酶都保持其分子构象，因此有机溶剂的选择影响固定化酶制备效果

[120]。图 3-3显示了有机溶剂对固定化脂肪酶酶活的影响，由图可知，在叔丁醇中酶活最

高，固定化效果最好，其次是丙酮；甲醇的固定化效果较差，这可能是不同有机溶剂的

疏水性造成固定化效果的差异，甲醇作为亲水性有机溶剂，易于夺取脂肪酶表面的必需

水层，导致酶的构象发生变化，酶蛋白变性失活，因此不适合作为固定化的条件。根据

马丽[127]等人在研究中的报道，其以丙酮作为脱水剂，制备的脂肪酶效果最佳，而在本

研究中叔丁醇的效果优于丙酮，因此选择叔丁醇作为脱水剂。

图 3-3 脱水剂对固定化脂肪酶酶活的影响

Fig.3-3 Effect of dehydrant on immobilizated lipase activity

图 3-4 叔丁醇用量对固定化脂肪酶酶活的影响

Fig.3-4 Effect of tert-butyl alcohol dosage on immobilizated lipase activity

图 3-4显示了叔丁醇用量对固定化脂肪酶酶活的影响，由图可知，随着叔丁醇用量
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的增加，脂肪酶酶活提高，在 10 mL时酶活最高，固定化效果最好，继续增加用量超过

10 mL，酶活基本保持稳定。为了最佳的脂肪酶固定化效果，同时减少试剂的使用，综

合考虑选择 10 mL的叔丁醇用量进行后续固定化的实验。

3.5.2.2 赋形剂及用量的选择

饱和盐溶液被用作赋形剂，在脱水剂中，赋形剂与蛋白共沉淀，使得酶包裹在表面，

因此这就要求赋形剂具有一定的晶体体积。图 3-5显示了不同饱和盐溶液对固定化脂肪

酶酶活的影响，由图可知，硫酸钾作为固定化条件的效果更好，这可能是由于硫酸钾具

有合适的溶解度和晶体体积，而磷酸钾作为固定化条件，脂肪酶的酶活明显低于其他饱

和盐溶液固定的，这可能是由于磷酸钾属于弱酸性盐从而影响酶活，综合考虑选择硫酸

钾作为固定化的条件。

图 3-5 赋形剂对固定化脂肪酶酶活的影响

Fig.3-5 Effect of excipient on immobilizated lipase activity

图 3-6饱和硫酸钾用量对固定化脂肪酶酶活的影响

Fig.3-6 Effect of potassium sulfate dosage on immobilizated lipase activity

图 3-6显示了饱和硫酸钾的用量对酶活的影响，由图可知，随着硫酸钾用量的增加，



安徽工程大学硕士论文

54

脂肪酶的酶活先增加后减少，当饱和硫酸钾溶液用量为 1 mL时，酶活最高，增加硫酸

钾用量，包裹在硫酸钾单位体积的脂肪酶减少，使得酶活降低，因此选择 1 mL的硫酸

钾用量作为固定化的条件。

3.5.2.3 脂肪酶浓度的选择

图 3-7显示了脂肪酶浓度对酶活的影响，由图可知，随着脂肪酶浓度的增加，脂肪

酶的酶活先增加后趋于稳定，当脂肪酶浓度为 2 mg/mL时，脂肪酶酶活最高，增加脂肪

酶的浓度，酶活没有明显提高，可能是该浓度脂肪酶的量达到了硫酸钾的最大负载量，

因此选择 2 mg/mL作为脂肪酶浓度的条件。

图 3-7 脂肪酶浓度对固定化脂肪酶酶活的影响

Fig.3-7 Effect of lipase concentration on immobilizated lipase activity

3.5.2.4 聚乙烯亚胺添加量的选择

聚乙烯亚胺表面含有大量氨基作为反应位点，可以通过化学修饰实现其功能的多样

化。研究表明，聚乙烯亚胺特有的多级胺结构能够有效压缩、封装蛋白，同时聚乙烯亚

胺也可以将蛋白吸附在表面，实现其超高负载率[128, 129]。结果如图 3-8所示，当不加聚

乙烯亚胺时，其相对酶活仅为 74.18%，随着聚乙烯亚胺的添加，酶活有所提高。当聚

乙烯亚胺添加量为 1 mL时，酶活最高，继续增加用量，但酶活却大幅降低。这可能是

由于聚乙烯亚胺用量过多，使得底物与酶的活性位点难以接触，从而表现出低活性。从

图 3-9中可以看出，随着聚乙烯亚胺用量的增加，酶溶液的粒径在不断缩小，接近原始

PEI溶液的粒径；再结合图 3-10所示，初始酶蛋白溶液的电位为-4.68 mV，初始 PEI的

电位为 9.11 mV，随着 PEI 用量的增加，电位逐渐增加，当添加量为 2 mL时，电位为

10.03 mV，说明体系中 PEI是过量的，综合考虑选择添加 1 mL的 PEI。
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图 3-8 聚乙烯亚胺添加量对固定化脂肪酶酶活的影响

Fig.3-8 Effect of polyethylenimine addition on immobilizated lipase activity

图 3-9 不同聚乙烯亚胺添加量对脂肪酶粒径的影响

Fig.3-9 Effect of different polyethyleneimine addition on lipase particle size

图 3-10 不同聚乙烯亚胺添加量对脂肪酶电位的影响

Fig.3-10 Effect of different polyethyleneimine addition on lipase potential
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3.5.3 PEI-PCMCLs的电镜观察

如图 3-11所示，展示了 PCMCLs和 PEI-PCMCLs的 SEM图，从图中可以看出，脂

肪酶固定化后包覆在硫酸钾表面，并且对比加入聚乙烯亚胺前后，其形态并没有发生明

显变化，说明聚乙烯亚胺并不会破坏酶的结构。这与Wu[124]等人的研究结果类似，其利

用 PEI对MOF-5进行修饰，通过电镜和 XRD进行表征，结果表明 PEI并没有影响晶体

结构。

图 3-11 PCMCLs(A)和 PEI-PCMCLs(B)的 SEM 图

Fig.3-11 SEM images of PCMCLs(A) and PEI-PCMCLs(B)

3.5.4 PEI-PCMCLs酶学性质的研究

3.5.4.1 最适温度和热稳定性

图 3-12显示了固定化脂肪酶的最适反应温度，由图可知，游离酶和固定化脂肪酶

的最适反应温度一致，均为 50 ℃，说明这种固定化方式并不会改变酶蛋白的构象，这

与 Monteiro[130]等人在文献中报道的一致。随着温度的升高，固定化脂肪酶酶活损失和

游离酶相比较少，说明固定化酶有效提高了对温度的耐受力。

图 3-12 PEI-PCMCLs 的最适温度

Fig.3-12 Optimum temperature of PEI-PCMCLs
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图 3-13 PEI-PCMCLs 的热稳定性

Fig.3-13 Temperature stability of PEI-PCMCLs

图 3-13显示了固定化脂肪酶在不同温度条件下保温 3 h后的剩余酶活，由图可知，

在较高温度条件下，PCMCLs 和 PEI-PCMCLs 比游离酶的剩余酶活高。在 70℃时，

PEI-PCMCLs的剩余酶活为 51.80%，PCMCLs剩余酶活 40.17%，而游离酶仅为 34.04%，

这说明高温使得酶蛋白变性失活，但固定化后，特别是加入 PEI固定化之后比游离的酶

具有更好的耐受性，起到了保护作用。

3.5.4.2 有机溶剂稳定性

图 3-14显示了固定化脂肪酶在甲醇、乙醇、二甲亚砜、二甲基甲酰胺中 50 ℃保温

3 h的剩余酶活，由图可知，在四种有机溶剂中，游离酶的剩余酶活较低，在甲醇中，

仅为 17.33%，而通过固定化之后，在这四种有机溶剂中酶活都显著提高，在甲醇中保

留 52.70%的剩余酶活，说明这种固定化手段是有效且必要的。

图 3-14 PEI-PCMCLs的有机溶剂稳定性

Fig.3-14 Stability of organic solvents for PEI-PCMCLs
3.5.4.3 酶促反应动力学参数的测定

如图 3-15 为脂肪酶的酶促反应动力学曲线，并根据双倒数公式计算出米氏常数，
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如表 3-2 所示。其中 Km 反应的是酶与底物的亲和力，从表中可以看出 PCMCLs 与

PEI-PCMCLs的米氏常数相差不大，证明 PEI并不会很大程度阻碍酶与底物的亲和力。

图 3- 15 酶促反应动力学曲线

Fig.3-15 Kinetic curve of enzymatic reaction
表 3-2 酶促反应动力学参数

Table 3-2 Kinetic parameters of enzymatic reaction

Km/mmol·L-1 Vmax/μmol·min-1·mg-1

Free lipase 6.44 40.32

PCMCLs 17.04 27.86

PEI-PCMCLs 20.95 22.27

3.5.5 PEI-PCMCLs催化合成乙酸香叶酯

乙酸香叶酯是一种具有玫瑰香气的风味酯，也是 60多种精油的天然成分，广泛用

于食品、化妆品、香精香料行业[131]。另外，它还具有抗氧、抗菌、驱虫、杀螨的作用，

Remonatto[132]等人利用固定化脂肪酶Novozym 435在补料间歇式反应器中生产乙酸香叶

酯，并研究了其对牛脾的杀虫活性。Patel[133]等人通过用聚乙烯亚胺接枝氧化锌纳米粒

子，然后用戊二醛修饰固定化脂肪酶，再通过转酯反应催化香叶醇和乙酸乙烯酯合成乙

酸香叶酯，在 6 h内获得了 94%的转化率；Zhai[134]等人将 PFL(荧光假单胞菌脂肪酶)固

定在两种叶片粉末中制备成MALP-PFL和 GBLP-PFL，再利用固定化脂肪酶催化香叶醇

和乙酸乙烯酯转酯合成乙酸香叶酯，实现了 99.3%的转化率。本节通过乙酸和香叶醇直

接酯化反应合成乙酸香叶酯，其合成如图 3-16所示，并考察了不同因素对合成的影响。
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图 3-16 乙酸香叶酯的合成

Fig.3-16 Synthesis of geranyl acetate

3.5.5.1 有机溶剂对合成乙酸香叶酯的影响

从图 3-17 可以看出，在正己烷、环己烷、正庚烷、异辛烷中，酯化率比较接近，

通过研究发现，这些溶剂的 Log P值比较接近。而二甲亚砜和叔丁醇属于强亲水性溶剂，

因此酶在反应过程中易失活，使得酯化率较低。但 Log P值不是唯一影响因素，一个特

定的酯化反应，其反应溶剂的选择通常是由底物、催化剂以及溶剂共同决定的。图中显

示，酶在正庚烷中催化的酯化率最高，因此后续实验采用正庚烷作为反应溶剂。

图 3-17 有机溶剂对合成乙酸香叶酯的影响

Fig.3-17 Effect of organic solvents on synthesis of geranyl acetate
3.5.5.2 底物浓度对合成乙酸香叶酯的影响

在酸和醇的摩尔比相同的情况下，研究不同底物浓度对于酯合成的影响，结果如图

3-18所示，当底物浓度在 0.025-0.05 mol/L时，随着底物浓度的增加，酯合成率增加，

在 0.05 mol/L时达到 56.07%。随着底物浓度的增加，酯合成率却不断下降，这可能是由

于过多的底物对酶产生了抑制作用，特别是乙酸，作为短链极性酸，容易形成亲水界面，

夺取酶表面的必需水，破坏蛋白质的三维结构，造成酶失活。为了后续更好地合成，选

择 0.05 mol/L的底物浓度作为反应条件。
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图 3-18 底物浓度对合成乙酸香叶酯的影响

Fig.3-18 Effect of substrate concentration on synthesis of geranyl acetate

3.5.5.3 底物摩尔比对合成乙酸香叶酯的影响

酯化反应作为可逆反应，其底物的比例可能会影响产物的合成，为了促使反应正向

进行，选择了 1.4:1.0、1.2:1.0、1.0:1.0、1.0:1.2和 1.0:1.4五种不同的酸醇摩尔比，研究

底物摩尔比对固定化脂肪酶催化合成乙酸香叶酯的影响，结果如图 3-19所示。随着酸

醇比从 1.4:1.0到 1.0:1.2，酯化率也在增加，当乙酸和香叶醇摩尔比为 1.0:1.2时，酯化

率最高为 60.23%，继续提高香叶醇的比例，酯化率有所降低，这可能是因为高浓度的

香叶醇会对脂肪酶有抑制作用[135]，因此选择 1.0:1.2作为实验最佳的底物摩尔比。

图 3-19 底物摩尔比对合成乙酸香叶酯的影响

Fig.3-19 Effect of substrate molar ratio on synthesis of geranyl acetate

3.5.5.4 温度对合成乙酸香叶酯的影响

温度对酶具有两重性，一方面，随着温度的升高，体系中分子动能增加，使得底物

分子能够更好地接触，提高反应的速率，另一方面，高温环境会影响脂肪酶的分子构象，

破坏酶的三级结构，导致酶变性失活。因此，寻找这个最适的反应温度是很有必要的。



安徽工程大学硕士论文

61

从图 3-20 可以看出，当温度在 40-50 ℃之间，随着温度的增加，酯化率随之增加，这

是由于较高的温度有利于分子运动，提高酶促反应速率；当温度超过 50 ℃，继续增加

温度，酯化率却减少，这是因为较高的温度引起蛋白的变性，因此在这个反应体系中，

选择 50 ℃作为反应条件。

图 3-20 温度对合成乙酸香叶酯的影响

Fig.3-20 Effect of temperature on synthesis of geranyl acetate

3.5.5.5 加酶量对合成乙酸香叶酯的影响

对于酶促反应来说，催化剂的用量是重要的影响因素，在一定程度上可以提高反应

速率。但并不是用量越多越好，大量的酶可能会吸附底物，影响反应体系的传质效果和

粘度，甚至可能造成自身酶的大量聚集，不利于反应的进行。因此探究了不同加酶量对

酯化率的影响，结果如图所示。当加酶量从 0.05 g增加到 0.4 g时，酯化率不断增加。

当加酶量为 0.4 g 时，酯化率为 83.1%，继续加酶，酯化率并无明显提高，为了节省蛋

白用量，选择加酶量为 0.4 g。

图 3-21 加酶量对合成乙酸香叶酯的影响

Fig.3-21 Effect of enzyme addition on synthesis of geranyl acetate
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3.5.5.6 水活度对合成乙酸香叶酯的影响

在其他条件不改变的情况下，通过控制初始水活度，在不同水活度下利用固定化酶

催化合成乙酸香叶酯，结果如图 3-22所示。随着水活度的增加，酯化率略有增加，然

后下降，当水活度为 0.54时，酯化率最高为 85.78%，可能是在这种水活度下，脂肪酶

具有催化的最佳构象，因此后续实验将水活度控制在 0.54。

图 3-22 水活度对合成乙酸香叶酯的影响

Fig.3-22 Effect of aw on synthesis of geranyl acetate

3.5.5.7 酯化反应进程

在实验条件最佳的情况下进行酶促合成乙酸香叶酯的反应，结果如图 3-23 所示。

在开始阶段，酯化反应速率较快，反应 4 h到 8 h，酯化率从 71.43%提高到 86.61%，反

应 12 h时酯化率为 88.4%，反应基本达到平衡，这说明固定化脂肪酶具有良好的催化效

果。这比 Rosa[136]等人通过转酯反应合成的结果要好一些，其利用发酵培养基生产念珠

菌脂肪酶，然后在正己烷体系中，添加 12.5%的脂肪酶、香叶醇：乙酸乙烯酯为 1:1.5、

反应温度为 45 ℃的条件下实现了 79%的产酯率。
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图 3-23 酯化反应时间曲线

Fig.3-23 Esterification reaction time curve

3.5.6 PEI-PCMCLs的重复使用性

固定化酶的重复使用性是评价固定化酶催化性能的一个重要指标，在实际生产中重

复使用性好的固定化酶能够降低生产成本。图 3-24显示了 PEI-PCMCLs 使用了 4次的

结果，从图中可以看出，在使用了 4 次之后酯化率为 69.71%，这说明 PEI-PCMCLs 具

有良好的重复使用性。

图 3-24 PEI-PCMCLs的重复使用性

Fig.3-24 Reusability of PEI-PCMCLs

3.6 本章小结

本章以蛋白包覆微晶-聚乙烯亚胺共固定技术对脂肪酶进行固定化，通过实验优化

了制备条件，利用 Zeta电位和粒径对其进行表征；初步研究了固定化酶的酶学性质，并

利用 PEI-PCMCLs在非水相中催化乙酸和香叶醇合成乙酸香叶酯，同时对反应条件进行

了优化，主要结论如下：
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(1) 通过实验确定了最佳制备条件为：将 1 mL 脂肪酶(2 mg/mL)与 1mL 1%聚乙烯

亚胺溶液混合，加入 1 mL饱和硫酸钾溶液混匀，迅速滴入 10 mL叔丁醇中，得到白色

的固定化酶(PEI-PCMCLs)沉淀。

(2) 酶学性质的研究表明，PEI-PCMCLs的最适温度保持 50 ℃不变，但温度稳定性

和有机溶剂耐受性较游离酶显著提高。在 70℃的条件下保持 3 h，PEI-PCMCLs的剩余

酶活为 51.80%，较游离酶提高了 17%。

(3) 利用 PEI-PCMCLs非水相体系中催化乙酸和香叶醇酯化合成乙酸香叶酯，结果

表明其最佳合成条件为：向 10 mL 正庚烷为反应溶剂加入乙酸 0.5 mmol、香叶醇 0.6

mmol、0.9 g分子筛、反应温度为 50 ℃、水活度 0.54、加酶量为 0.4 g，反应 12 h后酯

化率达到了 88.4%，在重复使用 4次后的酯化率为 69.71%。
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第 4章 文冠果种籽中脂肪酶的原位固定化及其合成乙酸丁酯

和乙酸香叶酯的研究

4.1 引言

脂肪酶是生物催化领域中最重要的酶之一，但是生物催化领域所应用的脂肪酶大多

来源于微生物，而植物来源的脂肪酶很少。植物中，特别是一些油料植物的种籽，其含

有的脂肪酶负责油籽和谷物种籽中酯类物质的水解，为种籽的萌发提供能量和前体物质，

一般种籽在萌发的阶段，其脂肪酶的活性通常很高。有时存在于植物来源粗提物中的脂

肪酶可以直接催化脂质的水解或合成反应，这是植物源脂肪酶的优势之一。植物中脂肪

酶的来源大致可以分为三大类：①油料植物的种籽：一些油料植物的种籽，例如麻疯树、

蓖麻和油菜等，其本身具有较高的含油量，相对应的含有大量的脂肪酶，可以广泛应用

在油脂的水解方面；②谷物的种籽：例如稻米、小麦和燕麦等也含有一定量的脂肪酶，

米糠是稻米加工过程中的副产物，其中的米糠脂肪酶，具有较高的热稳定性，在 90 ℃

下孵育 15 min后保留了 36%的催化活性；小麦胚芽中的脂肪酶的酯化活性也较高，酶

活达到 6.58 U/mg；③植物的乳胶：乳胶是由所谓的含乳植物产生的乳白色液体，其水

不溶性部分具有脂肪酶活性，其中的典型代表是木瓜，木瓜的乳胶中含有包括脂肪酶在

内的多种水解酶类[7]。

植物脂肪酶具有独特的性质，尤其是在有机溶剂中稳定性较高[137]；相对于微生物

脂肪酶，植物脂肪酶分布广泛，从植物生物质中提取成本低廉，并且不需要基因生物技

术来生产它们。经过基因工程改造的微生物脂肪酶非常昂贵，价格超过 300欧元/公斤。

而来自植物的脂肪酶至少比微生物脂肪酶便宜 20倍(对于相似的活性)，例如木瓜绿色果

实中渗出的乳胶含有用于几种工业应用的活性脂肪酶，其价格仅为 27欧元/公斤[13]。

生物催化产业化的关键是酶活性高、稳定性好以及较为廉价的催化剂的获得，这样

才能在成本方面比化学法更加具有竞争力和优势，因此挖掘和开发新的酶资源一直是生

物催化产业研究的重点。在风味酯合成研究中，基本上使用的是来自微生物的脂肪酶。

比如常用的 Novozym 435是来源于假丝酵母(Candida antarctica)的脂肪酶，用一种经过

基因改性的米曲霉(Aspergillus oryzae)微生物进行深层发酵并吸附在大孔丙烯酸树脂上

而制成；Lipozyme TL-IM 是来源于疏棉状嗜热丝孢菌(Thermomyces lanuginosus)，并固

定在硅胶上的固定化酶；Lipozyme RM-IM来源于米黑根毛霉菌(Rhizomucor miehei)，并
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固定在大孔阴离子交换树脂上。植物的种籽粉是包含蛋白（酶）、纤维、细胞壁、植物

组织等的一种混合物，在某种程度上是一种天然的固定化催化剂，因此比起游离的酶蛋

白稳定性更好。通过戊二醛交联可以将一些游离的蛋白质更好地固定在纤维组织上，从

而进一步提高催化剂的稳定性[138]。本研究在广泛筛选不同植物种籽的基础上，以文冠

果种籽为研究对象，采用交联剂直接将其所富含的脂肪酶固定在其种籽的粉末中。这种

原位固定化制备的催化剂具有酶活保留高、稳定性好以及成本低的优点，制备过程如图

4-1所示。在此基础上考察了其合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的性能。

图 4-1 交联文冠果籽粉的制备

Fig.4-1 Preparation of xanthoceras sorbifolium bunge cross-linked seeds powder

4.2 材料与设备

4.2.1 材料与试剂

不同的植物种籽(苦杏仁、蓖麻籽、文冠果、油桐、麻疯树)购自当地农资公司，其

他主要实验试剂见 2.2.1及 3.2.1。

4.2.2 仪器与设备

主要仪器设备同 2.2.2。

4.3 实验方法

4.3.1 种籽粉的制备

首先去除不同种籽的外壳，再用研钵将种籽碾碎，加入预冷的丙酮(-4 ℃)搅拌 2-3
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min进行脱脂，然后用布氏漏斗抽滤，收集滤渣再次丙酮洗涤 1次并抽滤，取出过滤物

放入阴凉处自然风干，再过 40目筛，得到了种籽粉。

4.3.2 种籽的筛选

选择了苦杏仁、蓖麻籽、文冠果、油桐和麻疯树等五种不同的植物种籽，去壳后制

备成种籽粉，然后在相同的条件下测定脂肪酶的酶活，从中筛选出酶活最高的种籽作为

后续实验的脂肪酶来源。

4.3.3 浸泡时间对文冠果种籽脂肪酶酶活的影响

用自来水清洗种籽表面的灰尘，然后在烧杯底部放入一块纱布，取适量的文冠果种

籽放入烧杯中，加入少量水使种籽被微微浸湿，并置于 30 ℃恒温培养箱，促进种籽的

萌发，定时取出种籽剥壳后用丙酮脱脂后检测脂肪酶酶活，研究浸泡时间对文冠果种籽

酶活的影响。

4.3.4 交联文冠果籽粉的制备

称取 1.0 g文冠果种籽粉，加入 20 mL磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲液(50 mmol/L，

pH=7)混合均匀，加入戊二醛溶液至浓度为 1%，放入恒温摇床中 30 ℃、150 rpm固定

1 h，取出 4000 rpm/min离心 5 min，倒掉上清液并用磷酸盐缓冲溶液重复洗涤 3次，离

心后取沉淀干燥备用。

4.3.5 交联文冠果籽粉的电镜观察

同 2.3.2.3。

4.3.6 交联文冠果籽粉催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯

交联文冠果籽粉脂肪酶催化合成乙酸丁酯同 2.3.4，交联文冠果籽粉脂肪酶催化合成

乙酸香叶酯同 3.3.4。

4.3.7 交联文冠果籽粉的重复使用性

同 2.3.5。

4.4 分析方法

4.4.1 脂肪酶酶活的测定

同 2.4.1。
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4.5 结果与讨论

4.5.1 含脂肪酶种籽的筛选

植物种籽脂肪酶的来源广泛，在谷物种籽和油料种籽中都有发现，Su[139]等研究了

中国主要的三个蓖麻籽品种，从中发现了两种不同性质的脂肪酶，并进行分离纯化；为

了筛选出含脂肪酶的种籽，选择了苦杏仁、蓖麻籽、文冠果、油桐和麻疯树等 5种不同

的植物种籽，脱脂后测定酶活，从图 4-2可以看出，文冠果的种籽脂肪酶酶活是最高的，

后续实验采用文冠果种籽进行。

图 4-2 种籽的筛选

Fig.4-2 Screening of seeds
4.5.2 浸泡时间对文冠果种籽脂肪酶酶活的影响

植物脂肪酶酶活可能与种籽发芽有关，在多数报道中，脂肪酶活性在未发芽或休眠

期的种籽中并不存在，只有少数情况下，休眠期的种籽也能够表现出活性[137, 140]，如蓖

麻籽、麻疯树等。为了研究发芽对植物脂肪酶催化活性的影响，Nanssou[141]等利用 6种

不同植物种籽的脂肪酶，在发芽和未发芽两种状态下进行催化反应，仅有 2种植物在未

发芽时表现出活性；Abigor[142]等对麻疯树种籽进行了研究，在休眠期和发芽期都检测到

了脂肪酶活性。因此，发芽似乎是植物脂肪酶表现活性的一个关键节点，在发芽时植物

需要一定的能量来促进自身生长，这恰好激活了脂肪酶水解种籽中的三酰甘油，生成脂

肪酸和甘油，脂肪酸通过乙醛酸循环释放葡萄糖，葡萄糖用于提供植物所需的能量[143]。

为了更好地促进发芽，选择将种籽浸泡一定的时间，研究浸泡时间对文冠果种籽脂肪酶

酶活的影响。结果如图 4-3所示，当浸泡时间为 4 h时，脂肪酶酶活最高，继续延长浸

泡时间，酶活反而下降，这说明浸泡时间不宜过长，因此选择浸泡 4 h促进萌发。
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图 4-3 浸泡时间对酶活的影响

Fig.4-3 Effect of soaking time on enzyme activity

4.5.3 交联文冠果种籽粉的制备

4.5.3.1 戊二醛浓度对交联文冠果籽粉的影响

戊二醛是常用的交联剂，它可与酶蛋白的氨基发生反应，增强酶的稳定性。采用戊

二醛对文冠果籽粉进行原位固定，结果如图所示。当戊二醛浓度较低时，戊二醛与蛋白

无法形成有效的连接，一些蛋白分子在洗涤过程中甚至会脱连接，造成酶活不高。当戊

二醛浓度为 2%时，文冠果种籽的酶活最高；随着戊二醛浓度的增加，酶活略有下降。

这可能是由于戊二醛浓度过高，酶分子之间过度交联，形成紧密的结构，在反应时，底

物难以与酶的活性位点接触，从而表现出较低的酶活。另一方面，过高浓度的戊二醛会

使得酶分子本身的氨基酸发生多位点结合，因此采用戊二醛浓度为 2%作为实验的条件。

图 4-4 戊二醛浓度对交联文冠果籽粉的影响

Fig.4-4 Effect of glutaraldehyde concentration on cross-linked xanthoceras sorbifolium bunge seeds
powder
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4.5.3.2 戊二醛交联时间对文冠果种籽脂肪酶的影响

戊二醛与蛋白的交联需要一定的时间，较短的时间，酶蛋白分子无法形成有效的交

联，在洗涤时容易再次溶解，而过长的时间，容易引起过度交联，底物与活性位点难以

接触，使得酶蛋白活力下降。因此探究了不同时间对固定化的影响，结果如图所示。当

固定时间在 1-3 h时，随着时间的延长，酶活逐渐提高，当 3 h时，酶活最高，继续延

长时间，酶活下降，这可能是因为 3 h的交联使得大部分蛋白被固定住，继续延长时间

反而使得酶蛋白过度交联，容易引起酶与底物分子接触困难，同时也增加了酶暴露在戊

二醛体系的时间，造成酶活下降，因此选择 3 h作为戊二醛固定的时间。

图 4-5 戊二醛交联时间对交联文冠果籽粉的影响

Fig.4-5 Effect of glutaraldehyde crosslinking time on cross-linked xanthoceras sorbifolium bunge seeds
powder

4.5.4 交联文冠果籽粉的电镜观察

对文冠果籽粉和戊二醛交联文冠果籽粉进行了扫描电子显微镜微观形态的观测，结

果如图 4-6所示，从图 A可以看出，文冠果种籽粉形状似圆球，颗粒饱满，彼此之间间

隔明显，利用戊二醛进行交联后如图 B所示，酶蛋白交联靠近，这种结构更有利于酶的

稳定性。
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图 4-6 文冠果籽粉(A)和戊二醛交联文冠果种籽粉(B)的 SEM图

Fig.4-6 SEM image of xanthoceras sorbifolium bunge seeds powder(A) and its cross-linked by
glutaraldehyde(B)

4.5.5 交联文冠果籽粉催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯

4.5.5.1 有机溶剂对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

在非水相催化反应中，有机溶剂是重要因素之一，亲水性溶剂更容易夺取酶表面的

必需水并争夺蛋白质结构内部的氢键，导致蛋白质变性，天然结构被展开，酶蛋白失活，

因此这类溶剂不适合作为反应介质。为了确定适合酯合成的有机溶剂，选择了正己烷、

环己烷、正庚烷、异辛烷、二甲亚砜作为反应体系，结果如图 4-7所示。从图中可以看

出，在正己烷、环己烷、正庚烷、异辛烷这四种有机溶剂中，脂肪酶催化合成乙酸丁酯

和乙酸香叶酯，其酯化率均在 40%以上，而二甲亚砜作为亲水性溶剂，易导致酶活降低，

影响酶催化效果，合成酯的酯化率在 20%以下，因此不宜作为反应溶剂。从图中也可以

看出，正庚烷作为反应溶剂合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯，其效果都是最好的，酯化率分

别达到了 54.31%和 52.59%，而目前报道的大多数脂肪酶催化合成酯的研究中，是以正

庚烷或正己烷作为反应溶剂，但正庚烷较正己烷毒性更小，因此选用正庚烷作为合成乙

酸丁酯和乙酸香叶酯的条件[144]。
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图 4-7 有机溶剂对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

Fig.4-7 Effect of organic solvents on synthesis of butyl acetate and geranyl acetate

4.5.5.2 底物浓度对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

一般认为高浓度的底物可以加快反应速率并促使反应向产物生成方向进行，然而在

非水相酶催化酸和醇直接酯化的反应中，底物浓度过高可能会产生抑制作用，一方面，

乙酸作为极性酸，会夺取酶表面的必需水，使得酶的构象发生变化而失活，另一方面，

高浓度的醇会使反应体系极性增强，效果等同于使用强极性溶剂。为了研究底物浓度对

合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响，在酸和醇摩尔比相同的情况下进行反应，结果如图

4-8所示。在合成乙酸丁酯的过程中，随着底物浓度的增加，酯化率先提高后降低，当

底物浓度为 0.10 mol/L时，酯化率最高为 57.76%；在合成乙酸香叶酯的过程中，随着底

物浓度的增加，酯化率刚开始稳定在 50%左右，而当底物浓度超过 0.10 mol/L时，酯化

率开始下降，这是浓度过高使得酶催化效果下降。与 PEI-PCMCLs催化合成乙酸香叶酯

不同，该体系中选择 0.1 mol/L更合适，说明交联文冠果籽粉对乙酸和香叶醇更耐受。

后续选择 0.1 mol/L作为底物浓度的条件。
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图 4-8 底物浓度对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

Fig.4-8 Effect of substrate concentration on synthesis of butyl acetate and geranyl acetate

4.5.5.3 底物摩尔比对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

过多的酸或者醇对脂肪酶的活性有不利影响，改变反应体系中的酸醇摩尔比，不仅

可以提高反应速率，还能够促使反应向着产物生成方向进行，因此有必要研究酸与醇的

摩尔比对合成酯的影响，在底物浓度确定的条件下，选取酸醇比为 1.4:1.0、1.2:1.0、1.0:1.0、

1.0:1.2、1.0:1.4的不同条件，在反应 12 h后取样检测，结果如图 4-9所示。当酸和醇比

例为 1:1时，两种酯的酯化率是最好的，均达到 50%以上。随着醇的比例增加，酯化率

下降，说明醇抑制了酶的催化活性。因此后续实验两种酯的合成均采用 1:1的底物摩尔

比。

图 4-9 底物摩尔比对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

Fig.4-9 Effect of substrate molar ratio on synthesis of butyl acetate and geranyl acetate

4.5.5.4 温度对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

反应温度是一个重要影响因素，它既可以影响反应的速率，也可以影响酶的催化活
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性和稳定性。当温度升高时，分子间碰撞的几率和频率增加，反应速率更快，有利于产

物的合成。然而当反应温度过高时，酶作为蛋白质容易在高温下变性失活。为了寻找合

适的反应温度，选择了 30-50 ℃作为反应条件，考察不同温度对合成乙酸丁酯和乙酸香

叶酯的影响，结果如图 4-10 所示。随着温度的增加，酯化率先提高后下降，当温度达

到 45 ℃时，酯化率最高，乙酸丁酯的酯化率达到 66.38%，乙酸香叶酯的酯化率达到

56.04%，提高温度酯化率均略有下降，说明高温对酶蛋白有影响，使得催化效果下降，

因此后续实验采取 45 ℃作为反应的温度条件。

图 4-10 温度对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

Fig.4-10 Effect of temperature on synthesis of butyl acetate and geranyl acetate
4.5.5.5 加酶量对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

酶作为反应的催化剂，其在反应体系中的用量也是重要影响因素，随着加酶量的增

加，反应速率会增加，酯化率也会随之提高，然而超过一定的范围后，酯化率不会再有

明显提升甚至有可能下降。然而过多的加酶量会增加使用成本，因此需要合适的添加量。

因此选择了 0.05-0.5 g的加酶量，考察不同加酶量对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响，

结果如图 4-11所示。随着加酶量的增加，酯化率都有了明显的提高。当加酶量为 0.3 g

时，乙酸丁酯酯化率最高为 68.1%，之后反应达到平衡状态，乙酸香叶酯的酯化率在 0.4

g时达到 57.76%，继续增加酶量反而酯化率降低，这是因为酯化反应是可逆反应，催化

剂过多可能使反应向逆向进行。因此后续在合成乙酸丁酯时，加酶量采用 0.3 g，合成乙

酸香叶酯时采用 0.4 g。这与 Gel-coated Lipase@Resins合成乙酸丁酯以及 PEI-PCMCLs

合成乙酸香叶酯相比，该体系中使用催化剂更少，说明制备的交联文冠果籽粉的催化活

性较好。
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图 4-11 加酶量对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

Fig.4-11 Effect of enzyme addition on synthesis of butyl acetate and geranyl acetate

4.5.5.6 水活度对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

如图 4-12所示，可以看出，随着 aw的增加，酯化率先增加后减少，酯化效果最好

的是 aw=0.33，此时乙酸丁酯的酯化率为 72.85%，乙酸香叶酯的酯化率为 65.95%。这可

能时因为在 aw=0.33时，固定化酶处于催化作用所必需的最佳构象中，酶周围紧密结合

了一层必需水，使得酶具有一定的柔性，能维持酶的结构和构象，过多的水活度可能将

反应推向逆向，不利于酯合成。根据Moussavou[145]等人在文献中的报道，植物脂肪酶的

最佳 aw为 0.22-0.44，aw大于 0.5时脂肪酶活性下降。本文的结果与报道的一致，因此采

用 aw=0.33作为反应的条件。

图 4-12 水活度对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

Fig.4-12 Effect of aw on synthesis of butyl acetate and geranyl acetate

4.5.5.7 酯化反应进程

在反应的最佳条件下，考察时间对脂肪酶催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响，
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并绘制酯化反应时间曲线，结果如图 4-13所示。合成乙酸丁酯的时间曲线中，在反应 6

h 到 10 h 这段时间里酯化率上升较快，从 57.76%提高到 70.11%，12h 时酯化率达到

72.83%,反应基本达到平衡；而在合成乙酸香叶酯的过程中，反应 12 h酯化率达到 67.24%。

图 4-13 酯化反应时间曲线

Fig.4-13 Esterification reaction time curve

4.5.6 交联文冠果籽粉的重复使用性

图 4-14显示了交联文冠果籽粉的重复使用性，在重复使用 4 次后，催化合成乙酸

丁酯的酯化率为 63.95%，为初始值的 87.81%；合成乙酸香叶酯的酯化率为 58.79%，为

初始值的 87.43%，证明交联文冠果籽粉具有一定的重复使用性。

图 4-14 交联文冠果籽粉的重复使用性

Fig.4-14 Reusability of cross-linked xanthoceras sorbifolium bunge seeds powder

4.6 本章小结

本章选取了苦杏仁、蓖麻籽、文冠果、油桐和麻疯树等 5种不同的植物种籽，从中

筛选出酶活最高的文冠果种籽，研究浸泡时间对酶活的影响；利用戊二醛进行原位固定
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化，并对戊二醛浓度和交联时间进行优化；利用制备的交联文冠果籽粉在非水相中催化

合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯，并研究不同因素对酯化率的影响，主要结论如下：

(1) 将文冠果种籽浸泡 4 h促进萌发后进一步激发脂肪酶酶活，利用丙酮对其脱脂

风干后，加入 2%的戊二醛水溶液原位固定 3 h制备得到交联文冠果籽粉。

(2) 以交联文冠果籽粉为催化剂，在非水相中催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯，结

果表明：10 mL正庚烷溶液中，各加入 1 mmol的酸和醇为底物，并添加 0.9 g分子筛，

在温度为 45 ℃、水活度为 0.33的条件下，加入 0.3 g固定化酶催化合成乙酸丁酯，反应

12 h后酯化率达到了 72.83%，加入 0.4 g固定化酶催化合成乙酸香叶酯，反应 12 h后酯

化率达到了 67.24%；在重复使用 4次后，催化合成乙酸丁酯的酯化率为 63.95%，为初

始值的 87.81%；合成乙酸香叶酯的酯化率为 58.79%，为初始值的 87.43%，证明其具有

一定的重复使用性。
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第 5章 三相系统中文冠果种籽脂肪酶的提取、固定化及合成

乙酸丁酯和乙酸香叶酯的研究

5.1 引言

在前述的章节中研究了以文冠果的种籽粉为催化剂合成乙酸香叶酯，但是由于种籽

中含有的酶丰度较低，为了实现催化反应的顺利进行就要添加大量的催化剂。同时。天

然的种籽组织结构较为紧密，对于反应过程中的传质起到了一定的阻遏作用，因此，将

脂肪酶从种籽中提取出来是很有必要的。从应用的角度来说，大多数植物脂肪酶使用其

粗提物就可以，硫铵沉淀所获得的粗酶液经过透析以后就可以作为催化剂。

在酶的生产与制备过程中，分离纯化占有重要的地位，一般酶的分离纯化的过程包

括盐析、膜过滤以及色谱层析等，依照所分离目标蛋白的性质和用途的不同，可以选用

一种或者几种方法的组合，但是总体而言，普遍遵循简便、高效、酶活回收和纯化倍数

高的原则。

三相分离是一种用于分离和纯化生物分子的新型分离技术，目前在蛋白质、多糖以

及生物活性成分的分离提纯中有较多应用[146]。其有机相和含盐的水相与蛋白粗提物结

合时，能有效地使目标蛋白悬浮在有机相与水相的中间层成为固相。三相分离的确切机

理至今尚未完全明了，多数学者认为是盐离子浓度、Kosmotropy、渗透压应力和以及表

面张力等多种因素的综合效果。而在三相法提取酶的过程中，由于相转变涉及蛋白空间

结构的微调，有时会出现酶活提高的现象[147]。

脂肪酶在有机相中进行催化反应时，为了提高其对有机溶剂的耐受性需要将酶进行

固定化处理。在酶的固定化方法中，除了常规的吸附、交联、共价和包埋等方法外，一

种无载体固定化方法也广泛使用，首先通过添加沉淀剂(如硫酸铵、水混溶溶剂或聚乙

二醇)将酶从水溶液中沉淀出来。在下一步，物理沉淀的酶被交联，形成不溶于水的颗

粒[148]。目前已制备出多种酶的 CLEAs，如醇脱氢酶、酪氨酸酶、青霉素酰化酶、脂肪

酶、蛋白酶和漆酶[149]。本节研究建立了文冠果中脂肪酶的分离提取以及其交联酶聚集

体(LCLEAs)的制备都在三相分离系统中的方法，降低了酶制备及固定化的成本，其过程

如图 5-1所示。在此基础上考察了其合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的性能。
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图 5-1 三相系统中文冠果种籽脂肪酶的提取和交联酶聚集体的制备

Fig.5-1 Extraction of lipase from xanthoceras sorbifolium bunge seeds and preparation of LCLEAs in
three-phase system

5.2 材料与设备

5.2.1 材料与试剂

文冠果种籽购自当地农资公司，其他实验试剂同 2.2.1及 3.2.1。

5.2.2 仪器与设备

主要仪器设备同 2.2.2。

5.3 实验方法

5.3.1 文冠果种籽粗酶提取液的制备

称 1.0 g文冠果种籽粉加入少量石英砂，并加入 20 mL磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲

液(50 mmol/L，pH=7.0)进行研磨，然后倒入离心管中，在 4 ℃的条件下 4000 r/min离心

10 min，再用滤纸进行过滤，滤液即为种籽粗酶提取液，将其收集并保存在 4 ℃冰箱中

备用。

5.3.2 三相法分离提取文冠果种籽脂肪酶

取 10 mL粗酶提取液，在室温条件下加入硫酸铵至饱和度为 30%，待溶解后 1:1加

入叔丁醇，混匀后在室温条件下静置 30 min，然后以 4000 r/min的条件离心 5 min，收

集中间沉淀，即为纯化后的脂肪酶。用 10 mL 的磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲液(50

mmol/L，pH=7.0)溶解中间沉淀，然后进行酶活和蛋白含量的测定。

5.3.2.1 硫酸铵饱和度的选择

为了确定最佳的硫酸铵饱和度，选择硫酸铵饱和度为 20%、30%、40%、50%、60%、

70%的进行分离，其他条件均保持一致，待三相分离结束后测定其酶活和蛋白浓度，计

算酶活回收率和纯化倍数。
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5.3.2.2 叔丁醇比例的选择

为了确定叔丁醇的比例，选择了粗酶提取液与叔丁醇体积比为 1.0:0.5、1.0:1.0、

1.0:1.5、1.0:2.0、1.0:2.5进行分离，其他条件均保持一致，待三相分离结束后测定其酶

活和蛋白浓度，计算酶活回收率和纯化倍数。

5.3.2.3 最适温度的选择

为了确定最适分离温度，将温度设为 20 ℃、25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃，其他

条件均保持一致，然后进行三相分离，待三相分离结束后测定其酶活和蛋白浓度，计算

酶活回收率和纯化倍数。

5.3.2.4 最适 pH的选择

为了确定最适分离 pH，将分离体系的 pH分别调为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0，其他

条件均保持一致，然后进行三相分离，待三相分离结束后测定其酶活和蛋白浓度，计算

酶活回收率和纯化倍数。

5.3.3 LCLEAs的制备

取三相分离纯化的酶溶液，加入戊二醛溶液至浓度为 0.5%，振荡摇匀，待交联 30 min

后，4000 r/min 离心 5 min，取沉淀并用一定体积的磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲液

(50mmol/L，pH=7.0)洗涤。测定酶活和蛋白含量，计算相对酶活和蛋白固定率。

5.3.3.1 戊二醛浓度的选择

其他条件不变，取三相分离纯化的酶溶液，加入戊二醛溶液至浓度为 0.5%、1.%、

1.5%、2%、2.5%，振荡摇匀，待交联 30 min后，4000 r/min离心 5 min，取沉淀并用一

定体积的磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲液(50 mmol/L，pH=7.0)洗涤。测定酶活和蛋白含

量，计算相对酶活和蛋白固定率。

5.3.3.2 戊二醛交联时间的选择

其他条件不变，取三相分离纯化的酶溶液，加入戊二醛溶液至浓度为 1%，振荡摇

匀，待交联一段时间后(0.5 h、1 h、1.5 h、2 h、2.5 h)，4000 r/min离心 5 min，取沉淀

并用一定体积的磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲液(50 mmol/L，pH=7.0)洗涤。测定酶活和

蛋白含量，计算相对酶活和蛋白固定率。

5.3.4 LCLEAs的电镜观察

同 2.3.2.3。
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5.3.5 LCLEAs酶学性质的研究

5.3.5.1 最适温度和热稳定性

最适温度：其他反应条件不变，将一定量的固定化脂肪酶放在不同温度下(20 ℃、

30 ℃、40 ℃、50 ℃、60 ℃)进行反应，测定其催化活力，以最高酶活力为 100%，计算

相对酶活，确定最适的反应温度。

热稳定性：同 2.3.3.2。

5.3.6 LCLEAs催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯

同 4.3.6。
5.3.7 LCLEAs的重复使用性

同 2.3.5。

5.4 分析方法

5.4.1 脂肪酶酶活的测定

脂肪酶酶活的测定同 2.4.1。

5.4.2 蛋白含量的测定

蛋白含量的测定同 2.4.2。

5.4.3 蛋白固定率的计算

蛋白固定率的计算同 2.4.3。

5.4.4 酶活回收率的计算

酶活回收率的计算公式为：

酶活回收率=
纯化后酶活力

初始粗酶酶活力
×100%

5.4.5 纯化倍数的计算

纯化倍数的计算公式为：

纯化倍数=
纯化后酶的比活力

初始粗酶的比活力

5.5 结果与讨论

5.5.1 三相分离提取文冠果种籽脂肪酶

5.5.1.1 硫酸铵饱和度对三相分离的影响

由图 5-2可知，随着硫酸铵饱和度的增加，酶活回收率和纯化倍数先增加后减少，

当硫酸铵饱和度为 40%时，纯化倍数最高，达到了 2.34，酶活回收率达到 50.28%，当

硫酸铵饱和度为 50%时，酶活回收率达到 62.76%，但纯化倍数明显减少，继续增加硫

酸铵饱和度，酶活回收率和纯化倍数均减少，可能是硫酸铵饱和度过高导致酶失活，同
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时将杂蛋白也沉淀浓缩到中间酶饼层。因此选择 40%的硫酸铵饱和度作为后续三相分离

提取的条件。

图 5-2 硫酸铵饱和度对三相分离的影响

Fig.5-2 Effect of ammonium sulfate saturation on three-phase partitioning

5.5.1.2 叔丁醇比例对三相分离的影响

由图 5-3可知，随着叔丁醇用量的增加，纯化倍数先增加后减少，酶活回收率在一

定程度上有所增加。当粗酶提取液和叔丁醇体积比为 1:1时，纯化倍数最高，为 2.56，

酶活回收率为 72.98%，继续增加叔丁醇的比例，酶活回收率和纯化倍数减少，可能是

叔丁醇导致酶蛋白变性失活，同时叔丁醇和硫酸铵的协同作用使得更多的杂蛋白被沉淀，

导致纯化倍数降低。因此综合考虑选择粗酶液与叔丁醇体积比为 1:1作为分离的条件。

图 5-3 叔丁醇比例对三相分离的影响

Fig.5-3 Effect of tert-butanol ratio on three-phase partitioning
5.5.1.3 温度对三相分离的影响

由图 5-4可知，在提取时随着温度的增加，酶活回收率和纯化倍数也有所增加，当
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温度过低时，叔丁醇会出现结晶，影响三相体系的形成，当温度提高到 30 ℃时，酶活

回收率和纯化倍数最高，酶活回收率达到了 68.23%，纯化倍数为 2.81。继续增加温度，

酶活回收率和纯化倍数都减少，可能是温度过高容易引起酶蛋白的失活。综合考虑选择

30 ℃作为分离条件。

图 5-4 温度对三相分离的影响

Fig.5-4 Effect of temperature on three-phase partitioning
5.5.1.4 pH对三相分离的影响

在三相分离体系中，pH 在等电点附近更容易使目标蛋白在中间相积累，由图 5-5

可知，当 pH=5时，纯化倍数最高，达到 2.85，酶活回收率为 53.08%，随着 pH的升高，

纯化倍数下降，酶活回收率先升高后降低，在 pH=7时，酶活回收率最高，达到 67.89%。

pH过高或过低都会使酶蛋白失活，不利于分离纯化，综合考虑选择 pH=5作为分离的条

件。

图 5-5 pH对三相分离的影响

Fig.5-5 Effect of pH on three-phase partitioning



安徽工程大学硕士论文

84

5.5.2 纯化结果及 SDS-PAGE结果

通过三相分离及分离条件的优化，得到纯化的蛋白，由表 5-1可知，三相分离后酶

活回收率为 53.08%，纯化倍数为 2.85。由图 5-6可以看出，通过三相分离法纯化的脂肪

酶杂蛋白较少，方便后续进一步地分离。

表 5-1文冠果种籽脂肪酶的纯化结果

Table 5-1 Purification results of lipase from xanthoceras sorbifolium bunge seeds

总酶活(U) 总蛋白(mg)
比活力

(U/mg)
纯化倍数

酶活回收率

(%)

三相法 0.065 28.63 0.0028 2.85 53.08

1:标准蛋白Marker；2:文冠果种籽粗酶提取液；3:三相分离法提纯的脂肪酶

图 5-6 文冠果种籽脂肪酶的 SDS-PAGE
1:Marker; 2:Crude enzyme extract of xanthoceras sorbifolium bunge seeds; 3:Lipase purified by

three-phase partitioning
Fig.5-6 SDS-PAGE of lipase from xanthoceras sorbifolium bunge seeds

5.5.3 LCLEAs的制备

5.5.3.1 戊二醛浓度对 LCLEAs制备的影响

由图 5-7 可知，随着戊二醛浓度的增加，酶活先增加后降低，当戊二醛浓度为 1%

时，脂肪酶酶活最高，继续提高戊二醛浓度，酶活降低，而蛋白固定化率随着戊二醛浓

1 32
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度的升高先增加后趋于稳定。戊二醛分子中的两个醛基可以与蛋白质的氨基发生反应，

使蛋白质分子形成交联网络，从而达到固定化效果。低浓度的戊二醛无法形成有效的交

联网络，影响固定化效果，高浓度的戊二醛可能会影响蛋白的结构，综合考虑选择 1%

的戊二醛浓度作为固定化条件。

图 5-7 戊二醛浓度对 LCLEAs制备的影响

Fig.5-7 Effect of glutaraldehyde concentration on preparation of LCLEAs

5.5.3.2 戊二醛交联时间对 LCLEAs制备的影响

图 5-8显示了戊二醛交联时间对固定化的影响，由图可知，随着戊二醛交联时间的

延长，脂肪酶酶活提高，在 1 h时酶活最高，继续延长戊二醛交联时间，酶活降低。可

能是戊二醛的两个醛基与蛋白质氨基结合需要一定时间，但随着时间的延长，戊二醛与

蛋白质过多的结合可能导致连接紧密，同时酶在交联过程中长时间的暴露可能造成酶活

损失。综合考虑选择 1 h作为固定化的条件。

图 5-8戊二醛交联时间对 LCLEAs制备的影响

Fig.5-8 Effect of glutaraldehyde cross-linked time on preparation of LCLEAs
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5.5.4 LCLEAs的电镜观察

对三相分离文冠果种籽脂肪酶和戊二醛交联固定三相分离文冠果种籽脂肪酶交联

聚集体进行了微观形态观测，结果如图 5-9所示。图 A为三相分离文冠果种籽脂肪酶，

其形状不规则，利用戊二醛固定后，酶蛋白交联起来，这种结构对维持酶的催化活性和

稳定性有重要意义。

图 5-9 三相分离文冠果种籽脂肪酶(A)和脂肪酶交联聚集体(B)的 SEM图

Fig.5-9 SEM images of three-phase partitioning of xanthoceras sorbifolium bunge seeds lipase (A) and
glutaraldehyde cross-linked immobilization of xanthoceras sorbifolium bunge seeds lipase (B)

5.5.5 LCLEAs酶学性质的研究

5.5.5.1 最适温度和热稳定性

图 5-10显示了LCLEAs的最适反应温度，由图可知，游离酶的最适反应温度为 40 ℃，

而 LCLEAs的最适温度为 50 ℃，这可能是固定化后，酶的活性位点与底物分子在较高

的温度下才能更好地结合。从图中还可以看出，在较高的温度下，LCLEAs仍然具有较

高的酶活，说明固定化使得酶的结构得到了加强，提高了对温度的耐受力。
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图 5-10 LCLEAs的最适反应温度

Fig.5-10 Optimum reaction temperature of LCLEAs

图 5-11 LCLEAs的温度稳定性

Fig.5-11 Temperature stability of LCLEAs

图 5-11显示了固定化脂肪酶的温度稳定性，从图中可以看出，在不同温度下保温 3

h后，游离脂肪酶和固定化酶的酶活力都随着温度的升高而呈现下降的趋势，可能是高

温破环了酶的分子结构。但固定化酶的酶活损失远远低于游离酶，当温度达到了 70 ℃

时，固定化酶仍具有 52.7%的酶活，而游离酶仅仅保留 24.34%。由此可见，固定化酶可

以增加对温度的耐受性。

5.5.6 LCLEAs催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯

5.5.6.1 有机溶剂对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

为了研究有机溶剂对固定化脂肪酶催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响，选择了

正己烷、环己烷、正庚烷、异辛烷、二甲亚砜作为反应介质，结果如图 5-12所示。从

图中可以看出，在正己烷、环己烷、正庚烷和异辛烷中脂肪酶催化合成两种酯的效果类
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似，均在 50%以上，这可能是因为它们具有相似的疏水性。以正己烷作为反应溶剂合成

乙酸丁酯，其酯化率最高为 62.04%，这与前面两章在正庚烷体系合成乙酸丁酯有所不

同。有机溶剂的选择是底物与酶以及溶剂共同作用所决定的，而反应结果说明这个体系

中更需要正己烷用作反应介质。另外以正庚烷作为反应溶剂合成乙酸香叶酯效果最佳，

其酯化率为 56.04%，但在二甲亚砜中两种酯的酯化率均在 20%左右，说明二甲亚砜不

适合作为反应介质。因此选择正己烷作为合成乙酸丁酯的反应介质，以正庚烷作为合成

乙酸香叶酯的反应介质。

图 5-12 有机溶剂对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

Fig.5-12 Effect of organic solvents on synthesis of butyl acetate and geranyl acetate

5.5.6.2 底物浓度对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

为了选择合适的底物浓度，在反应底物摩尔比相同的前提下，选择了 0.025-0.3 mol/L

的底物浓度，研究底物浓度对固定化脂肪酶催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响，结

果如图 5-13所示，当底物浓度在 0.025-0.1 mol/L时，两种酯化率均在 50%以上，0.1 mol/L

时，酯化效果较好，乙酸丁酯和乙酸香叶酯的酯化率分别为 63.43%和 53.88%，但随着

底物的继续增加，酯化率逐渐下降，当底物浓度为 0.3 mol/L时，乙酸丁酯的酯化率为

29.22%，乙酸香叶酯的酯化率为 24.57%，可能是过高浓度的底物会抑制酶的活性，因

此选择 0.1 mol/L作为两种酯的合成条件。
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图 5-13 底物浓度对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

Fig.5-13 Effect of substrate concentration on synthesis of butyl acetate and geranyl acetate

5.5.6.3 底物摩尔比对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

为了选择合适的底物摩尔比，在反应底物 0.1 mol/L的前提下，选择了酸醇比为

1.4:1.0、1.2:1.0、1.0:1.0、1.0:1.2、1.0:1.4的不同条件，研究底物摩尔比对固定化脂肪酶

催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响，结果如图 5-14所示，当酸醇比为 1.0:1.2时，

两种酯的酯化效果最好，酯化率分别为 69.89%和 59.05%，因此选择 1.0:1.2作为反应条

件。与未经纯化的种籽脂肪酶催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯相比，纯化后对醇的耐受

有所提高。

图 5-14 底物摩尔比对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

Fig.5-14 Effect of substrate molar ratio on synthesis of butyl acetate and geranyl acetate

5.5.6.4 温度对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

为了选择合适的反应温度，在反应底物 0.1 mol/L、酸醇比 1.0:1.2的前提下，选择

了 30-50 ℃的不同温度条件，研究温度对固定化脂肪酶催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯
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的影响，结果如图 5-15所示，随着温度的增加，酯化率先增加后降低，当温度为 40 ℃

时，乙酸丁酯的酯化酯化效果最好，酯化率为 71.30%，而乙酸香叶酯的酯化率为 58.19%，

当温度为 45 ℃时，乙酸香叶酯的酯化率为 59.91%，与前面 Gel-coated Lipase@Resins

和 PEI-PCMCLs相比，LCLEAs对温度更敏感。因此选择 40 ℃作为合成乙酸丁酯的条

件，45 ℃作为合成乙酸香叶酯的条件。

图 5-15 温度对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

Fig.5-15 Effect of temperature on synthesis of butyl acetate and geranyl acetate

5.5.6.5 加酶量对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

为了选择合适的加酶量，研究了 0.05-0.5 g不同加酶量对固定化脂肪酶催化合成乙

酸丁酯和乙酸香叶酯的影响，结果如图 5-16所示。随着加酶量的增加，酯化率先增加

然后维持稳定。当加酶量为 0.3 g时，乙酸丁酯的酯化率为 78.24%，乙酸香叶酯的酯化

率为 65.52%，继续增加酶量，酯化率没有明显增加，说明反应基本达到平衡状态，为

了节约酶蛋白的使用，同时保持较高的酯化率，选择以 0.3 g作为这两种酯的合成条件。
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图 5-16 加酶量对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

Fig.5-16 Effect of enzyme addition on synthesis of butyl acetate and geranyl acetate

5.5.6.6 水活度对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

如图 5-17所示，从图中可以看出，随着水活度的增加，酯化率先增加后减少，当

水活度为 0.33时，乙酸香叶酯的酯化效果最好，达到 73.28%；当水活度为 0.54时，乙

酸丁酯的酯化率最高，为 87.96%，继续增加水活度，酯化率明显下降，说明纯化后酶

合成乙酸丁酯需要更多的水。因此选择水活度 0.33作为合成乙酸香叶酯的条件，水活度

0.54作为乙酸丁酯合成的条件。

图 5-17 水活度对合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响

Fig.5-17 Effect of aw on synthesis of butyl acetate and geranyl acetate

5.5.6.7 酯化反应进程

在反应的最佳条件下，考察时间对脂肪酶催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯的影响，

并绘制酯化反应时间曲线，结果如图 5-18所示。从图上看出，在反应 6-10 h两种酯的

酯化率上升较快，反应到 12 h逐渐达到平衡，此时乙酸丁酯的酯化率为 87.97%，乙酸
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香叶酯的酯化率为 72%。与未经纯化的文冠果种籽脂肪酶相比，其催化合成的乙酸丁酯

和乙酸香叶酯的酯化率更高。

图 5-18 酯化反应时间曲线

Fig.5-18 Esterification reaction time curve
5.5.7 LCLEAs的重复使用性

为了研究 LCLEAs的重复使用性，每次反应结束后将 LCLEAs从体系中分离，并将

其自然风干，重复利用 4次，结果如图 5-19所示。在使用 4次后，LCLEAs催化合成乙

酸丁酯的酯化率仍有 70.69%，为初始值的 80.36%；催化合成乙酸香叶酯的酯化率有

59.48%，为初始值的 82.61%，证明 LCLEAs具有良好的重复使用性。

图 5-19 LCLEAs的重复使用性

Fig.5-19 Reusability of LCLEAs

5.6 本章小结

本章采用三相法从文冠果粗酶液中分离提取脂肪酶，研究不同条件对三相分离的影

响，继而以戊二醛为交联剂在此三相系统中制备交联酶聚集体(LCLEAs)。利用所制备
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的 LCLEAs进行催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯，确立了最佳反应条件，主要结论如下：

(1) 通过三相法对脂肪酶进行分离纯化，确定了最佳的分离条件为：在硫酸铵饱和

度为 40%、叔丁醇比例为 1:1、温度为 30 ℃、pH为 5的条件下进行三相分离，得到纯

化倍数为 2.85、酶活回收率为 53.08%的脂肪酶；然后利用 1%的戊二醛溶液固定 1 h，

制备了脂肪酶交联聚集体，提高了酶的稳定性。

(2) 以所制备的 LCLEAs为催化剂合成乙酸丁酯乙酸香叶酯，确立了最佳反应条件

为：10 mL正己烷溶液中加入 1 mmol 的乙酸和 1.2 mmol 丁醇为底物、添加 0.9 g 分子

筛，并在温度为 40 ℃、水活度为 0.54的条件下，加入 0.3 g固定化酶催化合成乙酸丁酯，

反应 12 h 后酯化率达到了 87.97%，重复使用 4 次后催化合成乙酸丁酯的酯化率仍有

70.69%，为初始值的 80.36%；向 10 mL 正庚烷溶液中加入 1 mmol 的乙酸和 1.2 mmol

香叶醇为底物、添加 0.9 g分子筛，并在温度为 45 ℃、水活度为 0.33 的条件下，加入

0.3 g固定化酶催化合成乙酸香叶酯，反应 12 h后酯化率达到了 72%，重复使用 4次后

催化合成乙酸香叶酯的酯化率为 59.48%，是初始值的 82.61%，证明固定化脂肪酶具有

良好重复使用性。
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第 6章 结论与展望

6.1 结论

风味酯是存在于植物特别是水果和花卉中的天然成分，其结构一般为短链羧酸酯，

是植物体特征香味的物质基础。目前，风味酯在食品、饮料、烟草、化妆品以及制药行

业中广泛应用。但是天然的风味酯在生物体中含量较低，提取过程易损耗、成本较高；

此外，天然提取的风味酯为多种成分的混合物，原料的产地以及提取工艺的不同会造成

香味上的差别，难以标准化，为后期的使用造成不便。化学合成也是制备风味酯常用的

方法之一，但是该过程通常会对环境产生不利的影响，并且化学合成不具备区域和结构

选择性，造成副产物偏多，分离困难。同时，对于化学合成品，多数消费者带有抵触的

情绪。通过酶法来制备风味酯，是一个更高效、更环保的途径，符合绿色化学的发展趋

势。通常风味酯采用脂肪酶通过酯化或转酯进行合成。

因此本文以脂肪酶为研究对象，通过凝胶涂层包覆大孔树脂固定化和蛋白包覆微晶

-聚乙烯亚胺共固定化两种方式，对脂肪酶(源自 Thermophila sparsiformis)进行固定，以

提高酶的稳定性，初步研究了其酶学性质，并对形态结构进行表征，然后利用固定化酶

催化合成风味酯；从植物中筛选出酶活高的文冠果种籽，利用三相分离技术进行分离纯

化，并使用戊二醛进行交联，然后考察其合成风味酯的能力。主要研究内容和主要结论

如下：

(1) 采用凝胶涂层包覆大孔树脂固定脂肪酶，并优化制备工艺，对所制备的凝胶涂

层包覆大孔树脂固定化脂肪酶(Gel-coated Lipase@Resins)进行形态结构观测和酶学性质

研究；以 Gel-coated Lipase@Resins 为催化剂，在非水相中催化合成乙酸丁酯和乙酸异

戊酯，其最佳条件为：以 10 mL 正庚烷为反应溶剂，加入 1 mmol 乙酸和丁醇和 0.9 g

分子筛、反应温度为 45 ℃、加酶量为 1 g、水活度为 0.54，反应 12 h，其酯化率为 93.05%；

在 3 mL乙酸乙烯酯中添加 2.4 mmol的异戊醇、0.5 g固定化酶，在 45℃反应 14 h，其

酯化率为 92.35%；在连续重复利用 4次后乙酸丁酯和乙酸异戊酯的酯化率仍然有 70.83%

和 84.80%，证明 Gel-coated Lipase@Resins具有很好的重复利用性，能够被回收再利用。

(2) 采用蛋白包覆微晶-聚乙烯亚胺共固定对脂肪酶进行固定，并优化制备的条件，

对制备的蛋白包覆微晶脂肪酶-聚乙烯亚胺共固定(PEI-PCMCLs)进行酶学性质研究，结

果表明其温度稳定性和有机溶剂耐受性有了明显提高；利用 PEI-PCMCLs在非水相中催
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化合成乙酸香叶酯，其最佳反应条件：在 10 mL正庚烷中加入乙酸 0.5 mmol、香叶醇

0.6 mmol、0.9 g分子筛、反应温度为 50 ℃、水活度 0.54、加酶量为 0.4 g，反应 12 h后

酯化率达到了 88.4%，在重复使用 4次后的酯化率为 69.71%。

(3) 从植物种籽中筛选出酶活最高的文冠果种籽，并在浸泡 4 h促进萌发后达到最

佳催化效果；利用戊二醛进行交联固定，并对固定前后形态结构进行表征；利用固定化

脂肪酶在非水相中催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯，其最佳反应条件：在 10 mL正庚烷

溶液中加入 1 mmol的酸和醇为底物、0.9 g分子筛、温度为 45 ℃、水活度为 0.33，加

入 0.3 g固定化酶催化合成乙酸丁酯，反应 12 h后酯化率达到了 72.83%，加入 0.4 g固

定化酶催化合成乙酸香叶酯，反应 12 h后酯化率达到了 67.24%；在重复使用 4次后，

催化合成乙酸丁酯的酯化率为 63.95%；合成乙酸香叶酯的酯化率为 58.79%，证明具有

一定的重复使用性。

(4) 利用三相法对文冠果种籽脂肪酶进行分离纯化，并研究了因素对分离的影响，

研究结果表明：在硫酸铵饱和度为 40%、叔丁醇比例为 1:1、温度为 30℃、pH为 5的

条件下进行三相分离效果最佳，其纯化倍数和酶活回收率分别为 2.85和 53.08%；利用

1%的戊二醛溶液交联固定 1h，并对固定化酶进行形态结构观测；利用交联脂肪酶聚集

体在非水相中催化合成乙酸丁酯和乙酸香叶酯，其最佳反应条件：在 10 mL正己烷溶液

中加入 1 mmol的乙酸和 1.2 mmol丁醇为底物、0.9 g分子筛，并在温度为 40 ℃、水活

度为 0.54的条件下，加入 0.3 g固定化酶催化合成乙酸丁酯，反应 12 h后酯化率达到了

87.97%，重复使用 4次后催化合成乙酸丁酯的酯化率仍有 70.69%，为初始值的 80.36%；

向 10 mL正庚烷溶液中加入 1 mmol的乙酸和 1.2 mmol香叶醇为底物、添加 0.9 g分子

筛，并在温度为 45 ℃、水活度为 0.33的条件下，加入 0.3 g固定化酶催化合成乙酸香叶

酯，反应 12 h后酯化率达到了 72%，重复使用 4次后催化合成乙酸香叶酯的酯化率为

59.48%，证明固定化脂肪酶具有良好重复使用性。

6.2 本文的创新点

(1) 目前常用的商业化固定化脂肪酶价格都比较昂贵，使用成本较高，本文通过建

立凝胶涂层包覆大孔树脂固定化和蛋白微晶包覆-聚乙烯亚胺共固定化这两种方式，制

备了 Gel-coated Lipase@Resins和 PEI-PCMCLs，有效提高了脂肪酶的稳定性和重复使用

性，降低了使用成本，并将其用于酯的合成，拓宽了酶的用途。
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(2) 常用的商业化脂肪酶大多数都来自于微生物，本文从新的酶源挖掘出发，从植

物来源中筛选出文冠果种籽脂肪酶，并考察其合成风味酯的能力，有效拓宽了酶的来源，

并为风味酯的制备提供了新方向。

6.3 展望

本文以开发新酶源、新用途为目标，建议了新的脂肪酶固定化方式，并从植物种籽

中筛选脂肪酶，考察风味酯的合成能力，拓宽酶的来源和应用，但本论文的研究工作仅

是一个开端，后续的研究重点可以主要包括以下几个方面：

(1) 本文所制备的固定化脂肪酶的酯合成实验只是实验室规模，后续可以考虑进行

放大实验，以考察其实际应用的性能；

(2) 风味酯种类丰富，各自具有不同的应用价值，本论文所制备的固定化脂肪酶仅

仅涉及了乙酸丁酯、乙酸异戊酯和乙酸香叶酯等风味酯的合成，后续可以研究其对不同

风味酯的合成情况以及扩展到油脂水解和改性、糖脂合成和生物柴油的制备等方面；

(3) 植物来源的脂肪酶目前研究较少，本文也仅仅考察了文冠果种籽中脂肪酶合成

乙酸丁酯和乙酸香叶酯的性能，后续可以对其脂肪酶进行分离纯化，研究其酶的组成以

及性质，探究其催化机理，挖掘其潜在的催化性能。
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