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摘要: 【目的】为基于大孔树脂吸附结合环氧交联剂交联法固定脂肪酶等工业用酶奠定基础。【方法】使用大孔树脂

吸附，而后环氧交联剂交联的方法进行脂肪酶的固定化，研究各因素对吸附–交联固定化的影响，并采用响应面法

对固定化条件进行优化，制备固定化酶并考察其稳定性。【结果】筛选出大孔树脂 HPD750为载体，聚乙二醇二缩水

甘油醚为交联剂。最佳固定化条件为：吸附温度 45 ℃，给酶量 60 mg·g–1，交联温度 30 ℃，交联时间 12.5 h，pH6.36，

交联剂体积分数为 0.7%。由上述条件制备所得的固定化酶活力为 565.31 U·g–1，酶活力回收率为 32.16%。与游离

酶相比，固定化酶的热稳定性和酸碱稳定性均有明显提升；连续操作 10 次，固定化酶活力仍保留 34.86%，操作稳

定性较好；4 ℃ 条件下储存 30 d，固定化酶活力仍保留 64.81%。【结论】大孔树脂 HPD750为载体，聚乙二醇二缩水

甘油醚为交联剂制备的固定化脂肪酶热稳定性、酸碱稳定性均得到显著提升，且具有良好的操作及储存稳定性。
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Abstract: 【Objective】To provide a basis for immobilization of industrial enzymes such as lipase using

macroporous resin for adsorption and epoxy crosslinker for crosslinking.【Method】The immobilization of

lipase was performed through adsorption using macroporous resin as the carrier and epoxy crosslinker as the

crosslinking agent. We investigated the effects of different factors on adsorption-crosslinking immobilization,

and used response surface design to optimize the immobilization conditions. The immobilized enzyme was

prepared and its stability was investigated.【Result】Macroporous resin HPD750 was selected as the carrier,

and poly (ethylene glycol) diglycidyl ether was selected as the crosslinker. The optimal conditions of lipase

immobilization were as follows: Adsorption temperature 45 ℃, enzyme addition amount 60 mg·g–1, crosslinking 
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temperature 30 ℃, crosslinking time 12.5 h, pH6.36, and comcentration of crosslinking agent 0.7%. Under these

optimized conditions, the immobilized lipase activity was 565.31 U·g–1 and the recycled rate of lipase activity

was 32.16%. Compared with free lipase, the immobilized lipase exhibited obviously better thermal stability and

pH stability. The immobilized lipase was of good operation stability and remained 34.86% of the original

activity after repeated usage for 10 times. The immobilized lipase also exhibited good storage stability and

remained 64.81% of the original activity after storage at 4 ℃ for 30 days.【Conclusion】Using macroporous

resin HPD750 as the carrier and poly (ethylene glycol) diglycidyl ether as the crosslinker, the immobilized

enzyme has significantly improved thermal stability and pH stability, and it also exhibits good operation

stability and storage stability.
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脂肪酶是一种重要的工业用酶，可催化水相中

酯水解、有机相中的转酯和酯化等反应[1]。由于脂

肪酶来源广泛，并且具有特异的催化活性[2]，脂肪酶

被广泛地应用于制药、精细化工和食品等诸多工业

应用领域[1, 3-4]。由于脂肪酶等工业酶在工业中还是

相对昂贵的生物催化剂，如果一批脂肪酶催化剂只

用于一次反应过程，将极大地增加工业制造的成

本。通过使用工业酶的固定化技术，可以增加工业

酶的使用次数，从而降低工业酶的使用成本。同时

固定化工业酶的使用进一步促进了产品生产线的

自动化，从而降低了目标产物分离纯化等成本 [5]。

因此脂肪酶等工业用酶的固定化技术具有极高的

工业应用价值。

HPD系列树脂是苯乙烯型大孔吸附树脂，具有

不同的极性，目前已广泛应用于目标产物吸附分离

提取等研究 [ 6 ]。本文筛选出中等极性大孔树脂

HPD750 作为脂肪酶的吸附树脂进行固定研究，并

使用了新型环氧交联剂聚乙二醇二缩水甘油醚[Poly
(ethylene glycol) diglycidyl ether]对大孔树脂吸附的

脂肪酶进行交联，为基于大孔树脂吸附和环氧交联

剂交联法固定化脂肪酶等工业用酶奠定良好工作

基础。

1   材料与方法

1.1    酶与主要试剂

CAS# 9001-62-1脂肪酶，合肥博美生物科技有

限责任公司；树脂 HPD750，郑州勤实科技有限公

司；大孔树脂 D 101，西安蓝晓科技新材料股份有限

公司；大孔树脂 AB-8、DA-201、H103、D4020 和
NKA-9，天津南开和成科技有限公司；戊二醛 (体积

分数为 25%)，天津市福晨化学试剂厂；乙二醇缩水

甘油醚、聚乙二醇二缩水甘油醚和新戊二醇二缩水

甘油醚均购自上海麦克林生化科技有限公司；异辛

烷，天津市富宇精细化工有限公司；磷酸二氢钠和

磷酸氢二钠均购自上海捷瑞生物工程有限公司。

1.2    仪器与设备

Infinite M200 Pro 多功能酶标仪，瑞士 Tecan；
MIX-1 振荡器，上海托莫斯科学仪器有限公司；

TL5R 立式低速冷冻离心机，湖南赫西仪器装备有

限公司；OJS-2012R温控摇床，上海世平实验设备有

限公司。

1.3    大孔树脂的预处理

大孔树脂用体积分数为 95% 的乙醇溶液浸泡

12 h，不时搅拌，使其溶胀充分，然后用蒸馏水不断

清洗至流出液在试管中用水稀释不浑浊或者无明

显乙醇气味为止。预处理完的树脂密封，4 ℃ 冷藏

柜储藏备用[7]。

1.4    脂肪酶的预处理

用 PBS缓冲液配制所需浓度的酶液，4 ℃ 条件

下，3 000 r·min–1 离心 10 min，取上清待用。

1.5    脂肪酶的吸附固定化

1.5.1    吸附过程　参考文献[8-10]，结合预试验结

果，确定脂肪酶的固定化操作流程如下：准确称取

预处理的湿载体 1.0 g，加入用 50.0 mmol·L–1 的

pH为 7.0的 PBS缓冲液处理完的含酶量为 100 mg
的上清液 10 mL，在温控摇床上 40 ℃、200 r·min–1

振荡吸附 4 h。吸附完成，过滤并用 PBS 缓冲液洗

涤，即得固定化酶，晾干 12 h，40 ℃烘干 4 h，置于 4 ℃
冷藏柜冷藏备用。采用改进铜皂−分光光度法[11]的

试验条件和反应体系测定固定化酶活力。

1.5.2    大孔树脂载体筛选　准确称取湿载体 HPD
750、AB-8、D 101、DA-201、H 103、D 4020、NKA-9
各 1.0 g，其余操作同“1.5.1”。
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1.5.3    温度对吸附固定化的影响　选取“1.5.2”
筛选出的载体，设置摇床温度分别为 35、40、45、
50和 60 ℃，其余操作同“1.5.1”。

1.5.4    缓冲液 pH 对吸附固定化的影响　选取上述

步骤筛选出的载体和温度，用pH 分别为 4.5、5.0、
5.5、6.0、6.5、7.0 和 7.5 的 PBS 缓冲液处理脂肪酶，

其余操作同“1.5.1”。

1.5.5    给酶量对吸附固定化的影响　选取上述步

骤筛选出的适宜载体、温度和 pH，加入含酶量分别

为 10、20、40、60、80、100和 120 mg的上清液 10.0 mL，
其余操作同“1.5.1”。

1.6    脂肪酶的交联固定化

1.6.1    交联过程　参考文献[10, 12]，确定脂肪酶的

交联试验操作流程如下：向上述吸附完成的体系中

加入体积分数为 0.5%的交联剂，40 ℃ 条件下在温

控摇床上 200 r·min–1 振荡交联 4 h。交联完成，过滤

并用 PBS 缓冲液洗涤，即得固定化酶，晾干 12 h，
40 ℃ 条件下烘干 4 h，置于 4 ℃ 冷藏柜冷藏备用。

按一定的方法，测定各自的酶活力。

1.6.2    交联剂筛选　以空白组为对照，在吸附完成

后的体系中分别立即加入戊二醛、乙二醇二缩水甘

油醚、聚乙二醇二缩水甘油醚和新戊二醇二缩水甘

油醚，每种交联剂设置 0.5% 和 1.0% 2 个体积分数

梯度，每组设置 3个平行组。其余操作同“1.6.1”。

1.6.3    温度对交联固定化的影响　选取“1.6.2”
筛选出的交联剂及浓度，设置温控摇床温度分别为

25、30、35、40、45、50和 55 ℃。其余操作同“1.6.1”。

1.6.4    时间对交联固定化的影响　选取上述步骤

筛选出交联剂及其浓度和温度，设置交联反应时间

分别为 10、11、12、13、14和 24 h。其余操作同“1.6.1”。

1.6.5    交联剂用量对交联固定化的影响　选取上

述步骤筛选出的交联剂、温度和时间，设置交联剂

体积分数分别为 0.4%、0.5%、0.6%、0.7%、0.8%、

0.9%、1.0%。其余操作同“1.6.1”。

1.7    响应面法优化固定化条件

1.7.1    Plackett-Burman(PB) 法筛选主要影响因子　

在前期试验对给酶量、吸附温度、pH、交联时间、交

联温度及交联剂浓度等 6 个因素进行优化的基础

上，通过 PB 试验[7]筛选吸附–交联固定化脂肪酶的

主要影响因子，PB试验因素水平设计如表 1。

1.7.2    响应面试验优化固定化条件　参考文献[7]，
在 PB试验的基础上，采用 Box-Behnken设计原理，

对吸附温度、交联时间、交联温度、pH 进行四因素

三水平的响应面分析试验，进一步探讨四因素对固

定化脂肪酶活力的影响，并确定最优的固定化条

件，每组做 3次平行。

1.8    分析方法

1.8.1    脂肪酶活力测定　以乳化橄榄油为底物，在

测定条件下 (40 ℃，pH7.0)，1 min 内催化底物水解

产生 1 μmol 脂肪酸所需的酶量定义为 1 个脂肪酶

活力单位 (U)。精确称取0.1 g游离脂肪酶或固定化

脂肪酶，采用改进铜皂−分光光度法[12]的试验条件

和反应体系，使用 Infinite M 200 Pro多功能酶标仪

测量其光密度。

1.8.2    固定化脂肪酶回收率的计算　固定化脂肪

酶回收率的计算公式为：

A1=
W1−W2

W1
, A0=

W0

W1−W2
,

式中：A1 为脂肪酶吸附率，A0 为固定化酶回收率；

W0 为固定化酶活力，W1 为加入的游离酶总活力，

W2 为离心后上清液酶活力。

1.8.3    相对酶活力　以试验中所测定的酶活力最

大值为 100%，该组试验其他条件下测定的酶活力

与最大值的比值称为相对酶活力。

2   结果与分析

2.1    吸附试验的条件优化

2.1.1    固定化载体　吸附固定化载体筛选结果如

表 2 所示。综合考虑固定化酶活力和脂肪酶吸附

率，选择大孔树脂 HPD750为吸附固定化载体。

 

表 1   Plackett-Burman 试验因素和水平

Table 1    Plackett-Burman experimental factors and levels
 

水平

Level

给酶量/(mg·g–1)
Enzyme addition

amount
pH

θ吸附/℃
Absorption
temperature

t吸附/h
Absorption time

φ(交联剂)/%
Crosslinker
concentration

θ交联/℃
Crosslinking
temperature

t交联/h
Crosslinking time

–1 50 5.5 40   6 0.5 25 10

  0 60 6.0 45   8 0.7 30 12

  1 70 6.5 50 10 0.9 35 14
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2.1.2    吸附温度　如图 1a 所示，吸附温度为 45 ℃
时，固定化酶有最好的固定化效果。酶的固定化是

一个吸热的过程[13]，在 25~45 ℃ 范围内，固定化酶

活力随着温度升高而增加，温度达到 50 ℃ 时，固定

化酶活力有所降低。

2.1.3    pH　如图 1b所示，固定化酶在 pH为 6.0时
有最好的固定化效果。溶剂的酸碱性对酶活性影响

较大，强酸强碱甚至会导致蛋白质变性和失活。

pH范围为 4.5~6.0时，随着 pH升高，固定化酶活力

升高；pH 超过 6.0 时，固定化酶活力随着 pH 升高

而逐渐降低，因此确定 pH6.0为最佳 pH。
2.1.4    给酶量　如图 1c 所示，10~60 mg·g–1 范围

内，随着给酶量的增加，酶与载体结合越来越多，固

定化酶活力也越来越高，酶活力回收率随之降低。

随着吸附量增加，空间位阻效应增强，脂肪酶难以

再吸附到载体表面。给酶量达到 60 mg·g–1 后，树脂

吸附接近饱和，随着给酶量增加，树脂吸附增加，回

收率却持续降低。从经济角度考虑，选择给酶量为

60 mg·g–1 比较合适。

2.2    交联试验的条件优化

2.2.1    交联剂　如图 2 所示，体积分数为 0.5% 和

1.0% 时，和其他交联剂相比，环氧交联剂聚乙二醇

二缩水甘油醚均具有最好的交联效果，且低浓度

时，交联剂均有利于酶的固定化，因此选择聚乙二

醇二缩水甘油醚作为固定化的交联试剂进一步

研究。

2.2.2    交联剂用量　如图 3a 所示，当聚乙二醇二

缩水甘油醚的体积分数为 0.7% 时，固定化效果最

好。当聚乙二醇二缩水甘油醚的含量较低时，较少

的脂肪酶参与交联，树脂吸附不牢固。当聚乙二醇

二缩水甘油醚的含量过高时，过量的聚乙二醇二缩

水甘油醚可能会发生分子内交联，影响酶的固定

化。当聚乙二醇二缩水甘油醚体积分数由 0.7% 增

加到 1.0%时，固定化酶活力下降近 50%，说明过量

的交联剂对酶固定化不利影响较大。

2.2.3    交联时间　如图 3b 所示。当聚乙二醇二缩

水甘油醚交联时间为 12 h时，固定化酶活力达到最

大值。交联时间不足 12 h时，脂肪酶与聚乙二醇二

缩水甘油醚反应不充分，连接不牢固。交联时间超

过 12 h，固定化酶活力有下降趋势。

 

表 2   不同大孔树脂吸附固定化效果

Table 2    Absorption and immobilization effect of different
macroporous resins

 

树脂类型

Resin type

固定化酶活力/(U·g–1)
Immobilized enzyme

activity

脂肪酶吸附率/%
Lipase adsorption

rate
AB-8 192.52±5.71 18.64

DA-201 271.06±7.58 82.82

D-101 220.59±7.78 60.58

D4020 247.16±9.52 92.36

HPD750 275.50±8.30 76.86

H103   80.36±9.38 78.29

NKA-9 112.28±9.31 67.05
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图 1    各因素对脂肪酶吸附固定化的影响

Fig. 1    Influence of various factors on the adsorption immobilization of lipase
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图 2    不同交联剂的交联效果

Fig. 2    The crosslinking effect of different crosslinker

  106 华南农业大学学报 (http://xuebao.scau.edu.cn/zr) 第 40 卷  

 

 
 



2.2.4    交联温度　如图 3c 所示，当聚乙二醇二缩

水甘油醚交联温度为 30 ℃ 时，固定化酶活力达到

最大值。交联温度超过 30 ℃ 时，固定化酶活力有

下降趋势，温度达到 55 ℃ 时，固定化酶活力仅为

30 ℃ 时酶活力的 23%。

2.3    响应面法优化固定化条件

2.3.1    PB 试验结果　吸附–交联固定化试验主要影

响因素通过 PB 试验筛选，PB 试验设计及结果如

表 3所示。

用 Design-Expert V 8.0.6数据分析软件对数据

进行分析，数据处理结果如表 4所示。由表 4可知，

吸附温度、交联温度、交联时间、pH 4 个因素的

P<0.05，为显著因素，因此确定这 4 个因素为固定

化条件中的主要影响因素。

2.3.2    Box-Behnken 试验结果　在 PB试验的基础

上，采用 Box-Behnken 设计原理，对吸附温度 (A)、
pH(B)、交联温度 (C)、交联时间 (D) 进行四因素三

水平的响应面分析试验，试验设计及结果见表 5。
用 Design-Expert V8.0.6 数据分析软件对数据

进行回归分析，数据处理结果如表 6 所示。失拟项

P=0.107 4>0.05，表明该模型的失拟项不显著。综

上，该模型能较好地解释固定化酶活力 (Y) 的变化，

该模型给出的回归方程对数据具有较好的拟合，二

次多项式回归方程为：

Y =469.77−28.04A−38.67B+23.34C+20.97D−
41.31AB−12.17AC+29.18AD+48.07BC−
26.51BD−16.43CD−73.51A2−64.79B2−
47.76C2−69.90D2。

由表 6 可知，4 个因素对环氧树脂固定化脂肪

酶的影响由大到小依次为：pH>吸附温度>交联温

度>交联时间，其中 pH 和吸附温度有极显著影响，

而交联温度和交联时间对固定化有显著影响。

用 Design-Expert V8.0.6 数据分析软件进行分

析，各因素的交互作用对固定化酶活力的影响如
 

表 3   Plackett-Burman 试验设计及结果

Table 3    Plackett-Burman experimental design and result
 

序号

No.

因素及水平　Factor and level
固定化酶活力/(U·g–1)
Immobilized enzyme

activity

给酶量

Enzyme addition
amount

φ(交联剂)
Crosslinker
concentration

θ吸附

Absorption
temperature

t吸附

Absorption
time

θ交联

Crosslinking
temperature

t交联

Crosslinking
time

pH

1 –1   1   1   1 –1 –1   1 246.79

2   1 –1   1   1 –1   1 –1 276.53

3   1   1 –1 –1 –1   1 –1 307.52

4 –1   1   1 –1   1   1 –1 244.66

5 –1 –1 –1   1 –1   1   1 260.27

6   1   1   1 –1 –1 –1   1 230.77

7 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 286.18

8   1 –1   1   1   1 –1 –1 247.72

9   1 –1 –1 –1   1 –1   1 276.55

10   1   1 –1   1   1 –1 –1 265.39

11 –1 –1   1 –1   1   1   1 290.17

12 –1   1 –1   1   1   1   1 258.68
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图 3    各因素对脂肪酶交联固定化的影响

Fig. 3    Influence of various factors on the crosslinking immobilization of lipase
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图 4 所示。结合表 6 结果可知，吸附温度 (A) 和
pH(B)，以及交联温度 (C) 和 pH(B) 间的交互作用

对固定化有较大的影响。

2.3.3    响应面验证试验　对回归方程求导得到极

值点，得到的理论最佳吸附温度为 44.57 ℃，pH 为

 

表 4   Plackett-Burman 试验结果方差分析1)

Table 4    Analysis of variance for Plackett-Burman experimental result
 

来源 Source SS MS F P
模型 Model 5 103.70 729.10 9.11 0.024 8*
给酶量 Enzyme addition amount 26.20 26.20 0.33 0.597 9
φ(交联剂) Volume fraction of crosslinker 582.55 582.55 7.28 0.054 2
θ吸附 Absorption temperature 1 159.35 1 159.35 14.48 0.019 0*
t吸附 Absorption time 539.62 539.62 6.74 0.060 3
θ交联 Crosslinking temperature 797.89 797.89 9.96 0.034 3*
t交联 Crosslinking time 772.97 772.97 9.65 0.036 0*
pH 1 225.13 1 225.13 15.30 0.017 4*

　1) “*” 表示模型影响显著 (P<0.05)
　1) “*” indicates the model has significant effect (P<0.05)
 

表 5   Box-Behnken 试验设计及结果1)

Table 5    Box-Behnken experimental design and result
 

序号 No.
因素及水平　Factor and level

Y/(U·g–1)
A B C D

1   0   0   1 –1 359.34
2   0   0   0   0 480.07
3   0   0   0   0 439.89
4   0   1   0 –1 254.92
5   0   0   0   0 468.56
6   0   1   0   1 263.72
7   1   1   0   0 238.19
8   0   0   0   0 470.06
9   0   0   1   1 371.04
10   1   0 –1   0 264.04
11   1   0   0 –1 285.73
12 –1   1   0   0 343.33
13   0 –1   0 –1 323.32
14   0   1   1   0 430.38
15   0   0 –1   1 370.96
16   0 –1 –1   0 417.08
17   1   0   1   0 297.53
18   1 –1   0   0 395.44
19   1   0   0   1 363.52
20   0   0 –1 –1 293.53
21   0   0   0   0 490.29
22   0 –1   0   1 438.15
23 –1   0 –1   0 345.04
24 –1   0   1   0 427.22
25 –1 –1   0   0 335.36
26   0   1 –1   0 285.00
27 –1   0   0   1 345.51
28   0 –1   1   0 370.19
29 –1   0   0 –1 384.46

　1) A: θ吸附, B: pH, C: θ交联, D: t交联, Y: 固定化酶活力

　1)  A:  Absorption  temperature,  B:  pH,  C:  Crosslinking
temperature,  D:  Crosslinking time,  Y:  Immobilized enzyme
activity

 

表 6   Box-Behnken 模型方差分析1)

Table 6    Analysis of variance for Box-Behnken model
 

来源 Source SS MS F P
模型 Model 134 000.00 9 574.10 9.09 <0.000 1
A 9 434.34 9 434.34 8.96 0.009 7**
B 17 941.33 17 941.33 17.04 0.001 0**
C 6 535.67 6 535.67 6.21 0.025 9*
D 5 275.21 5 275.21 5.01 0.042 0*
AB 6 824.41 6 824.41 6.48 0.023 3*
AC 592.68 592.68 0.56 0.465 5
AD 3 407.06 3 407.06 3.24 0.093 6

BC 9 241.94 9 241.94 8.78 0.010 3*

BD 2 810.59 2 810.59 2.67 0.124 5

CD 1 080.11 1 080.11 1.03 0.328 3

A2 35 048.69 35 048.69 33.29 <0.000 1**
B2 27 231.69 27 231.69 25.87 0.000 2**
C2 14 795.74 14 795.74 14.05 0.002 2**
D2 31 696.36 31 696.36 30.11 <0.000 1**
残差 Residual 14 738.24 1 052.73
失拟项

Lack of fit
13 316.72 1 331.67 3.75 0.107 4

纯误差

Pure Error
1 421.52 355.38

合计 Total 148 800.00
　1) A：θ吸附，B：pH，C：θ交联，D：t交联；“*” 和 “**” 分别表示模

型影响达到 0.05 和 0.01 的显著水平

　1)  A:  Absorption  temperature,  B:  pH,  C:  Crosslinking
temperature, D: Crosslinking time; “*” and “**” indicate that
the  model  effect  reaches  0.05  and 0.01  significance  levels,
respectively
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6.36，交联温度为 30.44 ℃，交联时间为 12.35 h。为

操作简便，选定吸附时间 8 h，吸附温度 45 ℃，给酶

量 60 mg·g–1，交联温度 30 ℃，交联时间 12.5 h，
pH6.36，交联剂体积分数为 0.7%，由此测定的吸附–
交联固定化酶活力为 565.31 U·g–1，固定化酶活力回

收率为 32.16%。

2.4    固定化脂肪酶的稳定性

2.4.1    热稳定性　由图 5a 可知，游离酶及固定化

酶的最适反应温度均为 60 ℃。温度由 60 ℃ 升高

至 100 ℃ 时，两者酶活力均下降，但是游离酶活力

下降较快。100 ℃ 时，固定化酶活力仍保留 71.2%

以上，而游离酶活力仅为 60 ℃ 时的 38.75%。因

此，固定化过程大大提高了脂肪酶的热稳定性。

由图 5b 可知，随着保温时间的延长，固定化酶

和游离酶的酶活力呈下降的趋势，但是后者降低幅

度明显大于前者。60 ℃ 保温 7 h，固定化酶活力保

留约 72.94%，而游离酶活力保留 55.47%。结合图 4a
可知，固定化酶的热稳定性明显优于游离酶。

2.4.2    酸碱稳定性　如图 5c 所示，游离酶反应的

最适 pH为 4，而固定化酶为 5；在 pH大于 5的环境

中，酶活力均随着 pH 增加而降低，但是同一 pH
下，固定化酶活力保留均高于游离酶。因此，固定化
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图 4    各因素对固定化酶活力影响的响应面三维图

Fig. 4    3D response surface plots of the effects of various factors on immobilized enzyme activity
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图 5    固定化酶的稳定性

Fig. 5    The stability of immobilized enzyme
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酶的酸碱稳定性优于游离酶。

2.4.3    操作稳定性　如图 5d 所示，随着使用次数

的增加，固定化酶活力逐渐降低。连续使用 10 次

后，固定化酶活力仍保留初始酶活力的 34.86%，相

比较，游离酶在使用 1次后就不能再回收使用。

2.4.4    储存稳定性　如图 5e所示，储存 30 d，固定

化酶活力保留 64.81%，因此，所制备的固定化脂肪

酶具有较好的储存稳定性。

3   讨论与结论

目前采用吸附法固定化脂肪酶所使用的载体

包括传统的无机载体、有机载体以及新型载体[14]。

传统无机载体具有来源方便和机械强度高等优点，

但传统无机载体的结构不易调整，影响反应传质且

键合酶的能力差。合成的有机载体由于其化学和物

理性能都有很大的可变性，从理论上来讲，可以作

为任何一种酶的固定化载体，而且它们较耐微生物

腐蚀。聚苯乙烯类材料是世界上第 1个被用作固定

化酶载体材料的合成有机材料，它主要通过吸附作

用固定化酶。在使用过程中，科学家们发现在材料

的表面进行化学修饰，可以在很大程度上改变基体

材料的表面性质[15]，再与合适的交联剂联合使用，

可以取得良好的固定化效果。

脂肪酶固定化过程中，使用较广泛的交联剂为

戊二醛和京尼平。然而戊二醛因与酶反应剧烈易损

害酶活力，同时含戊二醛的固定化酶在储存和使用

过程中会对操作者带来毒害[16]；而京尼平的价格较

为昂贵，极大地限制了这 2 种交联剂的使用。本研

究尝试使用相对廉价易得的新型环氧交联剂聚乙

二醇二缩水甘油醚进行交联试验[17]，聚乙二醇二缩

水甘油醚含有 2 个末端环氧基团，与酶反应相对比

较温和。结果表明本次试验中采用 HPD750树脂对

脂肪酶进行吸附，而后使用聚乙二醇二缩水甘油醚

进行交联，得到的吸附–交联固定化酶具有很好的

温度和 pH 稳定性，同时也具有较好的操作和储存

稳定性。本研究为基于有机树脂吸附和环氧交联剂

交联的固定化酶制剂工艺奠定了良好的工作基础。

后续试验中将继续探究新型吸附树脂和新型环氧

交联剂的使用方法及适用范围，为工业酶的吸附

–交联固定化工艺提供更多选择。
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