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　　摘要：以核桃壳为原料，采用磷酸活化法制备炭化核桃壳，接着通过表面氧化和硅烷化对其进行改性处理使表面
连接上疏水性有机官能团，并以此为载体来固定化脂肪酶，研究了不同固定化条件对酶活力的影响以及固定化酶的稳

定性。结果表明，最佳工艺条件为酶质量浓度１６ｍｇ／ｍＬ，缓冲液ｐＨ值５．０，固定化时间３ｈ，固定化温度３０℃。在此
条件下最高酶活力可达１６６Ｕ／ｇ，稳定性试验表明，固定化脂肪酶具有较好的热稳定性，而且反复使用１０次后，固定化
脂肪酶仍可保留６０％以上的初始酶活。
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　　脂肪酶（ｌｉｐａｓｅ，ＥＣ３．１．１．３）是一类广泛用于催
化甘油三酯水解的酶类。除了具有水解的功能外，

还可以参与醇解、酯化、酯交换、内酯合成、酯聚合

及酰化反应等，是研究和应用最多的酶类之一［１－３］。

但是游离脂肪酶存在诸多缺陷，例如受环境影响容

易失活，催化过程不稳定，反应完成后与产品难分

离或者分离成本高等缺陷，因而脂肪酶的进一步应

用受到了限制，但是选择适当的载体材料以及固定

化方法，制备固定化脂肪酶，则可以有效避免采用

游离脂肪酶带来的问题［４－７］。

目前，已有多种材料被成功用于酶的固定化，

来源广泛、价格低廉的载体材料对于固定化酶的工

业化应用具有十分重要的影响。利用活性炭发达

的孔系结构、较好的机械强度，将其用于制备固定

化酶已有不少研究［７－８］，结合脂肪酶结构特性，将活

性炭进行疏水性改造，一方面利用活性炭较强的吸

附能力，另一方面通过载体的疏水作用使脂肪酶的

“盖”打开［９］，并借助载体使这种活性构象被固定

住，从而有望提升催化活力。云南省是核桃大省，

核桃壳资源十分丰富，本研究通过制备改性核桃壳

载体，以此固定化脂肪酶，并进行了相关工艺的优

化，以期为核桃壳的开发利用以及固定化脂肪酶的

应用提供相关理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
核桃壳，由临沧市云县汇智源公司提供；脂肪

酶，云南师范大学生物能源持续开发利用教育部工

程研究中心馈赠；甲基丙烯酰氧基丙基三甲氧基硅

烷（ＫＨ－５７０）、橄榄油（西亚试剂）；考马斯亮蓝
Ｇ２５０、牛血清蛋白（Ｓｉｇｍａ）；其他试剂均为分析纯市
售品。

１．２　仪器
高速多功能粉碎机（上海力箭机械有限公司）、

马弗炉（上海洪纪仪器设备有限公司）、台式恒温振

荡器（太仓市实验设备厂）、ｐＨ计（瑞士梅特勒 －托
利多）、分光光度计（日本岛津）、物理吸附仪（美国

麦克）、场发射扫描电子显微镜（日本日立）、红外光

谱仪（德国布鲁克）、冷冻干燥机（美国ＳＩＭ）。
１．３　方法
１．３．１　载体的制备　将核桃壳烘干、粉碎，加入一
定量的磷酸溶液，在６０℃水浴锅中浸渍一段时间，
过滤后将其送入马弗炉，首先在３００℃条件下炭化
８０ｍｉｎ，然后在６００℃条件下活化８０ｍｉｎ，活化结束
后，取出用 ０．１％盐酸清洗并用蒸馏水洗涤至中
性［１０］，最后烘干，保存备用。

１．３．２　载体的改性　载体的表面氧化：称取５ｇ载
体，加入质量分数为２０％的硝酸溶液，在８０℃的水
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浴锅中浸渍３ｈ。过滤后将得到的滤饼置于烧杯中，
加入蒸馏水煮沸、过滤，重复进行４次后烘干［１１］。

载体的表面硅烷化：取１ｇ氧化后的载体置于
１００ｍＬ无水乙醇中，超声分散１ｈ后形成均匀分散
液；再加入一定量的０．０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ，调节溶液 ｐＨ
值至４．０，然后加入３％的 ＫＨ－５７０溶液，在６０℃
的条件下反应２４ｈ，过滤，滤饼分别用无水乙醇和蒸
馏水洗涤以除去未反应的 ＫＨ－５７０，烘干后即得固

定化酶载体［１２］。

１．３．３　固定化酶的制备　称取１．０ｇ经改性处理
的载体于三角瓶中，加入５ｍＬ含有一定量脂肪酶的
缓冲液，在摇床上振荡一定时间使载体吸附固定脂

肪酶。固定完成后，移取一定量的溶液，离心取上

清液，测定酶的吸附率。抽滤，用去离子水洗涤干

净，然后冷冻干燥，得到固定化脂肪酶，４℃冰箱中
保存备用。载体制备及固定化原理如图１所示。

１．３．４　固定化酶的稳定性　热稳定性：将固定化酶
和游离酶７０℃水浴分别保温０、１、２、３、４、５、６ｈ后
取出，冷却至室温，再测定酶活。将保温０ｈ时的酶
活设定为１００％。

重复使用性：取０．５ｇ固定化脂肪酶测定酶活
力，测定完成后，取出，抽滤，洗涤，分离所得固定化

酶，干燥后进行下一次反应。将初始酶活设定

为１００％。
１．３．５　脂肪酶含量及活力的测定　脂肪酶含量的
测定以牛血清白蛋白（ＢＳＡ）为标准蛋白，采用考马
斯亮蓝法测定蛋白含量［１３］。游离酶和固定化酶水

解活力的测定均采用橄榄油水解法测定［１４］，以在

ｐＨ值为７的缓冲液、温度为４０℃的条件下，１ｍｉｎ
水解产生１μｍｏｌ脂肪酸所需的酶量定义为１个活
力单位（Ｕ）。

２　结果和讨论

２．１　载体结构的表征
２．１．１　傅立叶变换红外吸收光谱仪（ＦＴ－ＩＲ）表征
　载体改性前后的 ＦＴ－ＩＲ谱如图２所示。可以看
出，样品在 ３２００～３５００ｃｍ－１处的强吸收峰是由
醇、酚和有机酸的羟基（—ＯＨ）的伸缩振动引起的，
１６２０ｃｍ－１附近处的吸收峰对应于 Ｃ Ｃ或 Ｃ Ｏ
伸缩振动，１４００ｃｍ－１为活性炭表面上 Ｃ—ＯＨ键变
形振动峰，１１２５ｃｍ－１对应于仲醇中 Ｏ—Ｈ或醇、酚
中Ｃ—Ｏ或 Ｃ—Ｏ—Ｃ的反对称振动。相比未改性
载体，改性后载体在３５００ｃｍ－１处的吸收峰比未改
性的弱，说明一部分羟基与硅烷化试剂发生了反应

从而 消 耗 了 部 分 羟 基［１５］，同 时 改 性 载 体 在

１０７４ｃｍ－１处出现Ｓｉ—Ｏ基团的伸缩振动峰，进一
步说明硅烷化试剂已成功修饰到载体上［１２］。

２．１．２　ＳＥＭ结果　载体改性前后的ＳＥＭ如图３所
示。可以发现，未改性载体以及改性载体的表面均

非常粗糙，其上分布着大小不等的孔，并向里延伸。
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经过表面氧化以及硅烷化处理后，载体的孔结构整

体并未发生十分显著的改变。

２．１．３　Ｎ２吸附－脱附分析结果　表１为改性前后
载体的比表面积（ＢＥＴ）、孔体积和孔径分布的情况。
由表１可知，由核桃壳炭化制备的载体比表面积为
８０３ｍ２／ｇ，这可能是在制备过程中，未隔绝空气处
理，导致核桃壳部分氧化，开孔不够充分，导致比表

面积不够高［１６－１７］，以及经浓硝酸煮沸处理时，浓硝

酸氧化导致活性炭的结构塌陷，比表面积降低。经

改性处理后，载体的比表面积、孔体积均有所降低

而孔径基本不变。这是由于硅烷化使活性炭表面

某些含氧基团变为含氧硅烷基基团，这些大的基团

以及有机硅化物的缩合产物在活性炭孔道表面对

其进行堵塞和填充，从而使比表面积和孔容减小，

由于比表面积和比孔容同步减小，故平均孔径没有

太大的变化，从比表面积、孔体积和孔径分布的情

况也进一步说明疏水性的硅烷基团已成功修饰到

载体上。

表１　未改性载体及改性载体孔结构对比

样品
比表面积

（ｍ２／ｇ）
孔体积

（ｃｍ３／ｇ）
平均孔径

（ｎｍ）

未改性载体 ８０３ ０．３７ １．９５
改性载体　 ６４７ ０．３４ ２．３１

２．２　固定化条件的优化
２．２．１　酶液浓度对脂肪酶固定化的影响　从图４
可以看出，随着酶液质量浓度的增大，固定化脂肪

酶的活力和蛋白吸附量也随之增加，但当酶液的质

量浓度达到１６ｍｇ／ｍＬ后，继续增加酶液质量浓度，
固定化酶的活性和蛋白吸附量都不再上升且酶活

略有下降。由于所用载体的孔径小于脂肪酶分子

的直径［１８］，因而脂肪酶不能进入孔内而只能吸附于

外表面，在本试验中，当载酶量达到１．８ｍｇ／ｇ时，根
据王海雄等的试验结果［１９］来估算，本试验范围内的

吸附为多分子层吸附，这就增加了底物和产物的传

质阻力，同时由于所用的脂肪酶为粗品，存在其他

非酶成分，而使部分脂肪酶被包埋于内部而不能与

底物接触，这些都使固定化酶的活力降低。高吸附

量会由于酶分子紧密接触而导致构象变化以及增

加空间传质阻力［２０］。因此，在固定化酶的制备过程

中，以酶溶液质量浓度为１６ｍｇ／ｍＬ最佳。

２．２．２　缓冲液 ｐＨ值对脂肪酶固定化的影响　由
图５可知，固定化脂肪酶的活力和蛋白吸附量随着
ｐＨ值的升高先升高而后降低。在 ｐＨ值为５．０时，
固定化脂肪酶活力达到最大，而游离酶的最适 ｐＨ
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值为７，经过固定化的脂肪酶的最适 ｐＨ值下降，这
可能是由于载体经过改性处理后与脂肪酶的结合

改变了其结构，从而使其能适应更低的 ｐＨ值。
Ｋａｎｄａｓａｍｙａ等也发现，将脂肪酶固定在稻壳活性炭
上后，在ｐＨ值为３．５的酸性环境下，脂肪酶活力更
高［２１］。因此，在固定化酶的制备过程中，以缓冲液

ｐＨ值为５．０最佳。

２．２．３　固定化时间对脂肪酶固定化的影响　由图
６可知，随着吸附时间的增加，固定化脂肪酶的活力
和蛋白吸附量都不断增大。当吸附３ｈ时，固定化
脂肪酶的活力和蛋白吸附量达到最大值，随后随着

吸附时间的增加，固定化脂肪酶的活力和蛋白固定

量不再增加，固定化酶活性甚至有所下降，这可能

是由于脂肪酶和载体结合需要一段时间，而时间过

长，已经固定上的酶有可能脱落下来或者由于脂肪

酶分子相互聚集导致脂肪酶的活性中心互相遮盖

而影响酶活。因此，以改性核桃壳为载体的固定化

脂肪酶最佳固定时间为３ｈ。

２．２．４　固定化温度对脂肪酶固定化的影响　由图
７可知，在２０～４０℃范围内，蛋白吸附量随温度的
升高而增大，固定化脂肪酶的活力先升高后降低。

当温度为３０℃时，固定化酶活力达到最大，之后固
定化酶的活力迅速下降，这可能是脂肪酶的活性部

位因温度的升高而遭到破坏，导致酶失去部分活

性。因此，以改性核桃壳为载体的固定化脂肪酶最

佳固定温度为３０℃。

２．３　固定化酶的稳定性
２．３．１　固定化酶的热稳定性　将固定化脂肪酶和
游离酶缓冲溶液浸入６０℃的水浴锅中，每隔１ｈ取
样测其活力。由图８可以看出，随着保温时间的延
长，游离酶的相对活力迅速降低，下降速度远大于

固定化酶，６ｈ后，相对活力趋近于零，几乎完全失
活。固定化酶在水浴时间小于２ｈ时，活力几乎没
有下降，保温６ｈ后，相对活力仍然保持在５０％以
上。可见脂肪酶经固定化以后，热稳定性有了明显

提高，这主要是由于固定化过程增强了酶与载体之

间的氢键、疏水相互作用及静电相互作用，稳定了

酶分子构象，从而减少了其热致构象变化的可能

性，提高了酶分子的抗热失活能力。

２．３．２　固定化酶的重复使用性　固定化脂肪酶的
重复使用性对于它的应用是非常重要的，将固定化

酶重复用于橄榄油乳化液的水解反应，测定其酶活

力。由图９可以看出，通过催化水解橄榄油来测定
固定化酶的活力，在重复使用１０次后，其相对酶活
仍为原来的６０％以上，表明固定化酶具有良好的重
复使用性。
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３　结论

以核桃壳为原料，通过改性处理制得疏水性载

体，将其用于固定化脂肪酶，最适条件为酶质量浓

度１６ｍｇ／ｍＬ，缓冲液ｐＨ值５．０，固定化时间３ｈ，固
定化温度３０℃。在此条件下，固定化脂肪酶活力最
大，酶活力达１６６Ｕ／ｇ。稳定性试验表明，固定化脂
肪酶具有较好的热稳定性，并且反复使用１０次后，
固定化脂肪酶的酶活力仍可达６０％以上。表明制
得的改性核桃壳是固定化脂肪酶的良好载体。
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