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摘　 要： 研究了磁性壳聚糖微球固定化脂肪酶，旨在增加脂肪酶的重复利用率． 利用悬浮交联法制备出

粒径为 ４０ ～ ６０ μｍ 的磁性壳聚糖微球，微球经接枝、叠氮化修饰后用于固定化脂肪酶． 通过响应面法考

察反应条件对固定化酶的影响，得出最优固定条件：酶浓度 ４ ｍｇ ／ ｍＬ，反应时间 ８􀆰 ４ ｈ，反应温度 ３９􀆰 ３
℃ ，ｐＨ 值为 ７􀆰 ０． 结果表明，最优条件下载体微球实际载酶量为 ６４􀆰 ４ ｍｇ ／ ｇ，与预测值相接近，证明该方法

可以用于固定化脂肪酶．
关键词： 磁性壳聚糖微球；叠氮化；脂肪酶
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０　 引言

脂肪酶（ｌｉｐａｓｅ）全称三酰基甘油水解酶，是一

类特殊的酰基水解酶，可在油水界面处催化酯水

解、醇解、酯合成、酯交换等有机反应，是目前应用

最为广泛的一种酶［１］ ． 在其反应过程中具有反应

条件温和、耗能低、产物质量高、副反应少、对环境

无污染等优点，可用于油脂加工［２］、乳品制造［３］、
食品添加剂合成［４］ 和生产生物柴油［５］ 等． 然而脂

肪酶在应用中的一些问题限制了其使用，如寿命

短、游离酶在有机相中不溶解、回收率低、产物与

酶的分离困难、价格昂贵［６］ 等． 为了解决上述问

题，酶的固定化技术应运而生． 壳聚糖是固定化酶

的良好材料，分子中存在着丰富的羟基与氨基使

其易于进行化学修饰． 酶固定化方法主要有包埋

法、吸附法、交联法和共价法． Ａｙｂａｓｔｉｅｒ 等［７］ 利用

共价法固定化脂肪酶于微孔苯乙烯 －二乙烯苯聚

戊二醛共聚物载体上，重复利用 １０ 批次后仅有

１２％的酶活损失． 磁性纳米颗粒的引入，使得固定

化酶的回收更加简便，Ｋｈｏｏｂｉ 等［８］ 通过物理吸附

和共价连接固定化脂肪酶于磁性纳米颗粒上，重
复 １２ 批次后仍具有 ８０％ 的活性． 固定化的酶分

子具有一定的游动性，更易与底物接触，使酶活性

得到提高． 笔者采用叠氮化方法［９］ 对接枝后的磁

性壳聚糖进行修饰，得到叠氮化壳聚糖微球，并利

用叠氮化磁性壳聚糖微球来固定化脂肪酶，以催

化三丁酸甘油酯水解为催化活性的考察依据，利
用响应面分析法优化固定化脂肪酶的工艺条件．
固定化酶过程示意图如图 １ 所示．

图 １　 固定化酶过程示意图

Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｅｎｚｙｍｅ

１　 实验部分

１􀆰 １　 试剂与仪器

１􀆰 １􀆰 １　 试剂

壳聚糖，脱乙酰度 ≥９５％ ，阿拉丁 Ｃ１０５７９９；
纳 米 Ｆｅ３Ｏ４， 纯 度 ９９􀆰 ５％ ， ２０ ｎｍ， 阿 拉 丁

Ｉ１０９５１４；丁二酸酐，纯度 ９９％ ，阿拉丁 Ｓ１０４８２３；
４⁃二甲氨基吡啶，纯度 ９９％ ，阿拉丁 Ｄ１０９２０７；水
合肼 ８０％ ，天津市天力化学试剂有限公司；猪胰
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腺脂肪酶 Ｌ３１２６，西格玛奥德里奇（上海）贸易有

限公司；其他试剂，天津市科密欧化学试剂有限

公司．
１􀆰 １􀆰 ２　 仪器

分析天平 ＡＬ⁃２０４，梅特勒⁃托利多有限公司；
离心机 ＴＧＬ⁃１６Ｃ，上海安亭科学仪器厂；恒温震荡

箱 ＨＺ⁃９３１１Ｋ，太仓华利达实验室设备有限公司；
粒度分析仪 ＢＴ⁃９３００Ｓ，丹东百特仪器有限公司；
冷冻干燥机 ＬＧＪ⁃１８Ｂ，北京四环科学仪器厂有限

公司．
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 磁性壳聚糖微球的合成

将 ０􀆰 ６ ｇ 壳聚糖与 ０􀆰 ４ ｇ Ｆｅ３Ｏ４ 溶解于冰乙

酸溶液中，超声搅拌． 依次将超声后的溶液、导热

油和 Ｓｐａｎ⁃８０ 加入到特制锥形瓶中，４０ ℃在恒温

震荡箱中高速振荡 ０􀆰 ５ ｈ． 滴加戊二醛进行交联反

应 １􀆰 ５ ｈ，然后滴加 １􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＯＨ 溶液至有

固体颗粒浮现，继续反应 １ ｈ，产物用正己烷和去

离子水冲洗［１０ － １１］ ．
１􀆰 ２􀆰 ２　 磁性壳聚糖微球改性

精确称量 ０􀆰 １０ ｇ 的磁性壳聚糖微球加入到

溶有 ０􀆰 ６ ｇ 丁二酸酐和 ０􀆰 ５ ｇ ４⁃二甲基氨基吡啶

的吡啶溶液中，４５ ℃条件下搅拌反应 ８ ｈ，结束后

用无水乙醇冲洗干净［１２］，干燥后，置于 ２５ ｍＬ 甲

醇和 １２ ｍＬ 水合肼的混合液中，５０ ℃条件下搅拌

反应 １０ ｈ，反应结束后用 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＣｌ 溶液

冲洗干净，再加入到 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＮＯ２ 溶液中，反
应 １ ｈ 后滴加 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＨＣｌ 溶液，继续反应

０􀆰 ５ ｈ用去离子水冲洗［１３］ ．
１􀆰 ２􀆰 ３　 脂肪酶的固定化

将改性后的磁性壳聚糖微球置于 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ
的磷酸盐缓冲溶液配制的脂肪酶溶液中，在不同

温度下于恒温震荡箱中反应一段时间． 固定化结

束后用磷酸盐缓冲溶液冲洗固定化酶微球 ３ ～
４ 次，在真空冷冻干燥箱中干燥，并在 ４ ℃条件下

保存备用．
１􀆰 ３　 分析方法

１􀆰 ３􀆰 １　 载体微球粒径的表征

将制备的磁性壳聚糖微球真空干燥至恒

重，取适量于 ＢＴ⁃９３００Ｓ 激光粒度分析仪中测量

其粒径分布． 在显微镜下 ４００ 倍放大观察其

形貌．
１􀆰 ３􀆰 ２　 载酶量的检测

将一定量的脂肪酶干粉溶解于 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

磷酸盐缓冲溶液中，在 ４ ℃ 条件下搅拌孵化

３０ ｍｉｎ，再将粗酶液用高速离心机在 ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
下离心１０ ｍｉｎ，取上清液：酶溶液，采用考马斯亮

蓝法［１４］计算载酶量．
１􀆰 ３􀆰 ３　 酶活性的检测

取定量的酶加入到 １０ ｍＬ ｐＨ 值为 ７􀆰 ０ 的磷

酸盐缓冲溶液中，滴加 １ ｍＬ 的三丁酸甘油酯，在
３７􀆰 ５ ℃下震荡反应 １０ ｍｉｎ，立即加入 １０ ｍＬ 无水

乙醇， 再滴加两滴酚酞试剂， 充分搅拌后用

０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的ＮａＯＨ 溶液滴定到溶液变为粉红为

止，记录下 ＮａＯＨ 溶液消耗量． 做空白实验重复上

述步骤，但不加酶． 计算出酶活性：

Ｕ ＝
０􀆰 １７·（Ｖ１ － Ｖ０）·１０３

ｍ·１０ ， （１）

式中：Ｖ１ 为滴定结束后 ＮａＯＨ 消耗量，ｍＬ；Ｖ０ 为

空白对照组 ＮａＯＨ 的消耗量，ｍＬ；ｍ 为固定化的

酶质量，ｍｇ．
定义：在特定条件下，每分钟内产生 １ μｍｏｌ

脂肪酸所需的酶量为一个酶活力单位．

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 微球粒径表征

通过 ＢＴ⁃９３００Ｓ 激光粒度测量仪测定磁性壳

聚糖微球的粒径分布，结果如图 ２ 所示． 从图 ２ 中

可以看出，粒径分布主要集中在 ４０ ～ ６０ μｍ，在其

他粒径区域分布的微球数量明显小于此区域． 在
显微镜下观察到，载体颗粒基本呈球形分布，如图

３ 所示．

图 ２　 粒径分布图

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ

２􀆰 ２　 响应面实验设计

通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃ｅｘｐｅｒｔ 软件中的 ＢＢＤ 对实验进

行设计，以酶浓度（Ａ）、反应时间（Ｂ）、反应温度

（Ｃ）和 ｐＨ 值（Ｄ）为考察因素，确定了四因素三水

平的 ２９ 个实验组合，以载酶量（Ｙ１）为响应值，考
察酶负载的最优化工艺条件结果见表 １．
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图 ３　 ４００ 倍显微镜下载体颗粒形貌

Ｆｉｇ． ３　 ４００ ｔｉｍｅｓ ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

２􀆰 ３　 对载酶量的分析

利用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０ 软件对响应面设计中

的响应值进行分析，得出载酶量与各考察因素之

间关系式，其回归方程为：
Ｙ１ ＝ ６０􀆰 ５２ ＋ １２􀆰 ０２Ａ ＋ １４􀆰 ６７Ｂ ＋ １􀆰 ６１Ｃ ＋

０􀆰 ５２Ｄ ＋ ４􀆰 ２ＡＢ ＋ １􀆰 ４７ＡＣ ＋ ０􀆰 ２５ＡＤ － ０􀆰 １０ＢＣ －
０􀆰 ２５ＢＤ － ０􀆰 ２０ＣＤ － １３􀆰 ９３Ａ２ － １３􀆰 ０９Ｂ２ － ８􀆰 ０５Ｃ２ －
８􀆰 ７１Ｄ２ ． （２）

对方程（２）求偏导，得出最优的酶固定化工

艺条件：酶浓度为 ４ ｍｇ ／ ｍＬ，反应时间为 ８􀆰 ４ ｈ，
反应温度为 ３９􀆰 ３ ℃ ，ｐＨ 值为 ７􀆰 ０，酶负载量预

测值为 ６８􀆰 ６ ｍｇ ／ ｇ． 在优化条件下，将磁性壳聚

糖微球用于固定化脂肪酶，得到的酶负载量

为 ６４􀆰 ４ ｍｇ ／ ｇ．
模型的方差分析如表 ２ 所示，Ｐ 值是无显著

影响的概率，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 视为模型是显著的． 该模

型 Ｐ 值如图 ４ 所示． Ｐ ＜ ０􀆰 ０００ １ 表示模型拟合

效果非常显著． 从显著程度上分析各因素对载

酶量的影响，影响载酶量大小的因素顺序为：反
应时间 ＞ 酶浓度 ＞ 反应温度 ＞ ｐＨ 值；两种因素

的交互影响立体图从图 ４ 中也可看出，在交互

　 　 　

表 １　 响应面试验设计和结果

Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

次数
酶浓度
／ （ｍｇ·
ｍＬ － １）

反应时
间 ／ ｈ

反应温
度 ／ ℃ ｐＨ 值

载酶量
／ （ｍｇ·
ｇ － １）

１ － １（１） － １（１） ０（３７􀆰 ５） ０（７） １２􀆰 ７
２ １（５） － １（１） ０（３７􀆰 ５） ０（７） ２６􀆰 ４
３ － １（１） １（１０） ０（３７􀆰 ５） ０（７） ３２􀆰 ８
４ １（５） １（１０） ０（３７􀆰 ５） ０（７） ６３􀆰 ３
５ ０（３） ０（５􀆰 ５） － １（２５） － １（４） ４２􀆰 ３
６ ０（３） ０（５􀆰 ５） １（５０） － １（４） ４５􀆰 ３
７ ０（３） ０（５􀆰 ５） － １（２５） １（１０） ４３􀆰 ２
８ ０（３） ０（５􀆰 ５） １（５０） １（１０） ４５􀆰 ４
９ － １（１） ０（５􀆰 ５） ０（３７􀆰 ５） － １（４） ２３􀆰 ８
１０ １（５） ０（５􀆰 ５） ０（３７􀆰 ５） － １（４） ４９􀆰 ２
１１ － １（１） ０（５􀆰 ５） ０（３７􀆰 ５） １（１０） ２６􀆰 ９
１２ １（５） ０（５􀆰 ５） ０（３７􀆰 ５） １（１０） ５１􀆰 ３
１３ ０（３） － １（１） － １（２５） ０（７） ２２􀆰 ３
１４ ０（３） １（１０） － １（２５） ０（７） ５３􀆰 １
１５ ０（３） － １（１） １（５０） ０（７） ２５􀆰 ７
１６ ０（３） １（１０） １（５０） ０（７） ５６􀆰 １
１７ － １（１） ０（５􀆰 ５） － １（２５） ０（７） ２５􀆰 ３
１８ １（５） ０（５􀆰 ５） － １（２５） ０（７） ４７􀆰 ５
１９ － １（１） ０（５􀆰 ５） １（５０） ０（７） ２６􀆰 ２
２０ １（５） ０（５􀆰 ５） １（５０） ０（７） ５４􀆰 ３
２１ ０（３） － １（１） ０（３７􀆰 ５） － １（４） ２３􀆰 ８
２２ ０（３） １（１０） ０（３７􀆰 ５） － １（４） ５３􀆰 ２
２３ ０（３） － １（１） ０（３７􀆰 ５） １（１０） ２４􀆰 ３
２４ ０（３） １（１０） ０（３７􀆰 ５） １（１０） ５２􀆰 ７
２５ ０（３） ０（５􀆰 ５） ０（３７􀆰 ５） ０（７） ５８􀆰 ８
２６ ０（３） ０（５􀆰 ５） ０（３７􀆰 ５） ０（７） ６１􀆰 １
２７ ０（３） ０（５􀆰 ５） ０（３７􀆰 ５） ０（７） ６１􀆰 ６
２８ ０（３） ０（５􀆰 ５） ０（３７􀆰 ５） ０（７） ６０􀆰 ９
２９ ０（３） ０（５􀆰 ５） ０（３７􀆰 ５） ０（７） ６０􀆰 ２

　 　 注：括号内为实际值；括号前为水平值．

表 ２　 回归模型的方差分析

Ｔａｂ． ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｆｏｒ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｉａｌ ｍｏｄｅｌ

方差来源 平方和 自由度 均方值 Ｆ 值 Ｐ 值 显著性

模型 ６ ６２８􀆰 ３７ １４ ４７３􀆰 ４５ ３５５􀆰 ５３ ＜ ０􀆰 ０００ １ 非常显著

Ａ １ ７３５􀆰 ２１ １ １ ７３５􀆰 ００ １ ３０３􀆰 ００ ＜ ０􀆰 ０００ １
Ｂ ２ ５８１􀆰 ３３ １ ２ ５８１􀆰 ３３ １ ９３８􀆰 ３７ ＜ ０􀆰 ０００ １
Ｃ ３１􀆰 ０４ １ ３１􀆰 ０４ ２３􀆰 ３１ ０􀆰 ０００ ３
Ｄ ３􀆰 ２０ １ ３􀆰 ２０ ２􀆰 ４１ ０􀆰 １４３ ２
ＡＢ ７０􀆰 ５６ １ ７０􀆰 ５６ ５２􀆰 ９８ ＜ ０􀆰 ０００ １
ＡＣ ８􀆰 ７０ １ ８􀆰 ７０ ６􀆰 ５３ ０􀆰 ０２２ ８
ＡＤ ０􀆰 ２５ １ ０􀆰 ２５ ０􀆰 １９ ０􀆰 ６７１ ４
ＢＣ ０􀆰 ０４ １ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０３ ０􀆰 ８６４ ９
ＢＤ ０􀆰 ２５ １ ０􀆰 ２５ ０􀆰 １９ ０􀆰 ６７１ ４
ＣＤ ０􀆰 １６ １ ０􀆰 １６ ０􀆰 １２ ０􀆰 ７３４ ０

失拟项 １３􀆰 ９４ １０ １􀆰 ３９ １􀆰 １８ ０􀆰 ４７２ ０ 不显著

残差 １８􀆰 ６４ １４ １􀆰 ３３ — —
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图 ４　 交互作用的响应面立体图

Ｆｉｇ． ４　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ（３Ｄ） ａｎｄ ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ

项中酶浓度（Ａ）和反应时间（Ｂ）、酶浓度（Ａ）和反

应温度（Ｃ）对酶负载量影响的交互作用较为明

显． 回归模型的可信度也可用复相关系数检验拟

合程度，如表 ３ 中模型的复相关系数为 ０􀆰 ９９７ ２，
表明模型与实验效果具有较好的相关性；变异系

数为 ２􀆰 ７％ ，表明实验操作具有较高的可靠性．
表 ３　 模型可信度分析结果

Ｔａｂ． ３　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｃｒｅｄｉｂｉｌｉｔｙ

参数 数值

平均数 ４２􀆰 ４
复相关系数 Ｒ２ ０􀆰 ９９７ ２
校正后的 Ｒ２ ０􀆰 ９９４ ４
变异系数 ／ ％ ２􀆰 ７

信噪比 ６４􀆰 ３

２􀆰 ４　 交互作用分析

酶浓度与其他 ３ 种因素相比，是影响酶负载

量的最重要因素，从表 ２ 可以看出，酶浓度与反应

时间的交互影响 Ｆ 值为 ５２􀆰 ９８，酶浓度与反应温

度的交互影响 Ｆ 值为 ６􀆰 ５３，与其他几种因素的 Ｆ
值相比较都较大，两者 Ｐ 值分别为： ＜ ０􀆰 ０００ １、
０􀆰 ０２２ ８，说明酶浓度与反应时间和反应温度对结

果的交互影响较显著．
从图 ４（ａ）可看出，当酶浓度一定时，酶的负

载量随着反应时间的延长而持续增大． 反应时间

一定时，脂肪酶固定量随着脂肪酶浓度增加而快

速增加，而当脂肪酶初始浓度大于 ３􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ
时，脂肪酶固定量随脂肪酶浓度增加而缓慢增加．
这主要与载体表面能和脂肪酶结合的活性基团数
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量有关． 当脂肪酶浓度低于 ３􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ 时，脂肪

酶的量少于载体表面的活性基团，因此酶的负载

量随着浓度的增大而迅速增大；当脂肪酶浓度高

于 ３􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ 时，脂肪酶的量高于载体表面的活

性基团的量，使得载酶量趋于饱和．
从图 ４（ｂ）中可看出，当酶浓度一定时，反应温

度对酶负载的影响并不大，只是在很小的范围内先

增大后减小，这是因为随着反应温度的升高，减少

了酶扩散的限制作用，使酶分子能够更快地与载体

发生作用，加快固定进程． 当反应温度一定时，载酶

量随着酶浓度的增大先增大后减小．
２􀆰 ５　 重复性检测

按照得到的最优化条件酶浓度 ４ ｍｇ ／ ｍＬ，反
应时间 ８􀆰 ４ ｈ，反应温度 ３９􀆰 ３ ℃，ｐＨ 值为 ７􀆰 ０， 对

制备出的叠氮化磁性壳聚糖进行 ５ 次脂肪酶固定

化重复实验，测其载酶量平均值为 ６４􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ，
与理论预测值相接近，说明该模型可用于固定化

酶实验． 对制得的固定化脂肪酶进行重复性实验，
即重复测定酶活实验（按照 １􀆰 ３􀆰 ３ 中酶活测定方

法），反应完成后采用外加磁场的方法将固定化

酶吸附到反应容器底部，与反应液分离后再加入

乙醇溶液测定酶活，并以第一次测定的酶活作为

初始酶活（１００％ ）． 固定化脂肪酶与反应液分离

后用磷酸盐缓冲溶液冲洗 ３ 次，再进行重复测定．
实验测得重复 ５ 次后酶活性为初始活性的 ７５％
左右，如图 ５ 所示．

图 ５　 固定化脂肪酶重复性检测

Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｌｉｐａｓｅ

３　 结论

（１）合成了具有磁性的壳聚糖微球并对微球

进行化学修饰，引入叠氮基团交联脂肪酶，制备出

回收简便的磁性壳聚糖微球固定化脂肪酶．
（２）利用响应面分析法对实验条件进行优

化，得出最优化的酶负载工艺条件，为脂肪酶的固

定化研究找到一条新路径．
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