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基于聚乙烯醇微球为载体固定化脂肪酶的研究
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摘　要　以具有广泛工业应用性和生物相容性的聚乙烯醇(PVA)为原料,利用 PVA 分子结构特点对其进行改

性,进一步采用高速搅拌制备聚乙烯醇微球,采用扫描电镜表征其形貌.采用１,１′Ｇ羰基二(１,２,３Ｇ三氮唑)将聚乙烯

醇微球活化,以活化后的聚乙烯醇微球为载体固定化脂肪酶,并采用聚乙烯醇物理吸附脂肪酶为实验对照组.结果

表明:聚乙烯醇微球粒径分布在２~３μm 之间,微球表面形态较为光滑.聚乙烯醇微球固定化脂肪酶可重复使用,重

复１０次酶催化水解反应,相对酶活仍维持在７０％以上.固定化脂肪酶的最优催化水解反应温度为３０℃,与游离酶相

比降低了１０℃,最佳催化水解反应pH 为８,与游离酶最佳催化pH 相比,催化反应条件更温和.
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Abstract　Polyvinylalcohol(PVA)withgoodbiocompatibilityiswidelyusedinindustry．PVAwasusedasraw
materialtomakePVA microsphere．PVA microspherefunctionalizedwithesterimidazolegroupswaspreparedwith
treatmentbycarbonyldiazole(CDI)．SEMpicturesshowedthatthesurfaceofPVA microspherewassmooth,andhad

particlesizeof２~３μm．Thelipase０３ (Leveking)immobilizedontheactivedPVA microsphereexhibitedexcellent
stabilityandreusability．Theenzymatichydrolysisreactionwasrepeatedfor１０times,andtherelativeenzymeactivity
remainedabove７０％．Theoptimaltemperatureofhydrolysisreactioncatalyzedbyimmobilizedlipase was３０℃,

comparedwiththefreeenzymedecreased１０℃．TheoptimalpH changedfrom pH ９offreeenzymetopH ８of
immobilizedlipase．TheresultsindicatedthatPVA microsphereimmobilizedlipasewithmorewildreactionconditions
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　　脂肪酶是一类特殊的酰基水解酶,其在油Ｇ水界

面上催化酯水解或醇解,生成脂肪酸、甘油等产物;
在有机相中催化进行酶促合成或酯交换等反应[１Ｇ４].
脂肪酶催化反应具有高度专一性、高活性、反应条件

温和、环境友好等优点,具有良好的工业应用前景.
但在实际工业生产中,游离脂肪酶存在着酶活性不

稳定、难分离回收、重复利用性差和生产成本高的问

题.而固定化脂肪酶能较好解决这些问题,并能进

一步提高酶的活性和稳定性.
目前,酶的固定化方法主要有物理吸附法、共价

结合法、离子结合法、交联法和包埋法等.其中,物
理吸附法应用较为广泛.物理吸附法是载体与酶之

间通过物理吸附集合的一种固定化方法,包括无机

材料如多孔玻璃、活性炭、硅藻土等,有机材料如大

孔树脂、生物陶瓷等.但物理吸附法酶与载体作用

力较弱,易造成酶与载体脱落.共价结合法是指酶

蛋白分子的功能基团与载体表面基团之间以共价键

结合形成固定化酶.其酶与载体结合牢固,具有良

好的操作稳定性[５].其用于固定化的载体材料通常

具有氨基、羧基、羟基或醛基等功能性基团.但以共
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价结合法制备的固定化酶,通常由于反应条件激烈,
易引起酶蛋白高级结构改变导致酶活降低.因此,
寻求更高酶活、低成本及可重复操作性佳的固定化

脂肪酶受到了越来越多的关注[６Ｇ８].
聚乙烯醇(PVA)是一种工业应用广泛的性能

优异的高分子材料,具有良好的生物相容性和稳定

性.采用简单温和的制备工艺制成粒径在２~３μm
可控的PVA微球,然后以１,１′Ｇ羰基二(１,２,３Ｇ三氮

唑)(又称N′NＧ羰基二咪唑,简称 CDI)为活化剂进

行活化.PVA微球的羟基和 CDI发生反应形成酯

基咪唑结构,得到活化后的PVA 微球,然后将活化

后的 PVA 微球和酶进行反应,酶蛋白由于赖氨酸

残基上含伯氨基,作为亲核试剂进攻活化后的载体,
形成—O—(C􀪅􀪅O)—NH—的结合方式,使PVA微

球和酶通过酰胺键进行共价结合,制备基于 PVA
微球固定化脂肪酶,简称为 PVAＧLIＧⅡ.以 PVA
微球纯物理吸附脂肪酶构建一组固定化酶作为对照

组,简称为PVAＧLIＧⅠ.
本研究选用一种新型的聚乙烯醇(PVA)微球

为载体,在较温和的反应条件下进行脂肪酶的固定

化研究,制备出一种高酶活、高稳定且成本较低廉的

固定化脂肪酶.

１　实验部分

１􀆰１　试剂与仪器

脂肪酶(Lipase,３５KDa),深圳市绿微康生物工

程有限公司,于４℃保存;聚乙烯醇(PVA,重均分子

量M W＝３１０００~５００００,水解率８７％~８９％)、高碘

酸钠(NaIO４,≥９９􀆰８％)、１,１′Ｇ羰基二(１,２,３Ｇ三氮

唑)(CDI,≥９０％),SigmaAldrich公司;盐酸羟胺、
乙二醇、NaOH、三丁酸甘油酯等均为分析纯;橄榄

油(化学纯).
高性 能 分 散 机 (Digital ULTRAＧTURRAX

T２５型),德 国 IKa 公 司;扫 描 电 镜 (SEM,Nova
NanoSEM４５０型),美国 FEI公司;全波长酶标仪

(MultiskanGO型),美国赛默飞公司;冷冻干燥机

(FDＧ１DＧ８０型),北京博医康实验仪器有限公司;精
密天平(BSA２２４SＧCW 型),赛多利斯科学仪器(北
京)有限公司;集热式恒温加热磁力搅拌器(DFＧ
１０１S型),巩义市予华仪器有限责任公司.

１􀆰２　实验方法

１􀆰２􀆰１　PVA 微球的制备

PVA微球采用乳化交联法[９Ｇ１１]进行制备,具体

操作条件为:将１gPVA 加入至５０mL 蒸馏水中,

８０℃加热搅拌１h,加入NaIO４,８０℃避光氧化１h,冷
却至室温,调节pH＝２􀆰５,置于高性能分散机中高

速搅拌３h,将调节pH＝７􀆰０,置于分液漏斗中静置

２４h,蒸馏水洗涤３次,制得PVA微球,备用.

１􀆰２􀆰２　PVA 微球的活化

取２５mL上述 PVA 微球溶液,在室温搅拌下

逐滴加入１０mL含２０mgCDI[１２Ｇ１３]的丙酮溶液,继续

搅拌反应１２h,过滤、丙酮充分洗涤,其后置于pH＝
７２５mL５０mmol/L磷酸盐(PBS)缓冲液中,４℃下

储存,备用.

１􀆰２􀆰３　PVA 微球固定化脂肪酶

将５mL１０mg/mL 脂 肪 酶 溶 液 逐 滴 加 入 至

２５mL上述活化后的PVA 微球溶液中[１４],４℃下搅

拌２４h后,分别用０􀆰５mol/LNaCl溶液洗涤３次,

０􀆰５mol/L醋酸溶液洗涤３次,冷冻干燥,得到以

PVA微球为载体的固定化脂肪酶(PVAＧLIＧⅡ).
同时采用未经活化处理的PVA 物理吸附脂肪酶为

实验对照组(PVAＧLIＧⅠ).

１􀆰３　表征与分析

分别称取 ２mLPVAＧLIＧⅠ 和 PVAＧLIＧⅡ,摇

匀,用移液枪取５０μL,加入１９５０μL蒸馏水,充分混

合后取５μL滴加至硅片上,静置１２h后,制得的样

品用于SEM 表征.

１􀆰４　PVAＧLIＧⅡ的重复操作稳定性

根据橄榄油乳化法测定固定化脂肪酶的稳定

性[１５],将５％(wt,质量分数,下同)橄榄油与 ２％
PVA加入去离子水中,在均质机中以２５０００r/min
的转速乳化５min.取１０mg的上述游离酶或PVAＧ
LIＧⅠ、PVAＧLIＧⅡ加入到４mL橄榄油ＧPVA乳化液

中,于 ４０℃ 下进行催化水解反应 １５min(准确计

时),反应结束后立即加入５mL乙醇中止反应.每

次酶催化反应后用０􀆰１mol/LNaOH 滴定反应液,
按式(１)计算酶的活性[μmol/(g􀅰min)].

酶活 ＝ [(V１ －V２)×１０－３ ×C]×１０６/W ×t (１)

　　式中,V１ 为酶催化反应后滴定的 NaOH 体积,

mL;V２ 为无酶催化反应后的空白样消耗的 NaOH
体积,mL;C 为 NaOH 溶液的浓度,mol/L;W 为酶

的质量,g;t为反应时间,min.
酶活测定完毕后,将溶液转移到１００mL注射器

中,用０􀆰２２μm 滤膜将PVAＧLIＧⅡ与反应液分离后,

PBS缓冲液洗涤３次,回收固定化脂肪酶.以第一

次测定的酶活性为１００％,重复上述酶催化水解反

应活性测定,直至１０次,将每一次测定的催化酶活

性记录,整理.
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１􀆰５　PVAＧLIＧⅡ在不同温度和pH条件下的酶活性

测试

１􀆰５􀆰１　最佳催化水解反应温度测定

分别取等量的游离酶、PVAＧLIＧⅠ或 PVAＧLIＧ
Ⅱ用pH＝７PBS缓冲液配制酶液,于２０~８０℃的

恒温水浴摇床反应１５min.反应结束后按照１􀆰４方

法测定酶活.

１􀆰５􀆰２　最佳催化水解反应pH 测定

分别取等量的游离酶、PVAＧLIＧⅠ或 PVAＧLIＧ
Ⅱ用pH＝４~１０PBS冲液配制酶液,于４０℃恒温

水浴摇床反应１５min.反应结束后按照１􀆰４方法测

定酶活.

２　结果与讨论

２􀆰１　SEM 分析

取相同浓度的 PVAＧLIＧⅠ和 PVAＧLIＧⅡ固定

化脂肪酶样品进行喷金,采用SEM 对 PVAＧLIＧⅠ
和PVAＧLIＧⅡ的形貌进行观察,结果见图１.

图１　不同放大倍数下PVAＧLIＧⅠ(a—c)及

PVAＧLIＧⅡ(d—f)的SEM 图

由图可知,PVAＧLIＧⅠ及 PVAＧLIＧⅡ的粒径在

２~３μm 之间,粒径分布较均一,表面较为光滑.对

比发现,PVAＧLIＧⅠ和 PVAＧLIＧⅡ的表面形貌及粒

径尺寸并未改变,说明所采用的固定化反应条件温

和,载体的形貌在活化及固定化中未发生变化.

２􀆰２　可重复利用性分析

PVAＧLIＧⅠ、PVAＧLIＧⅡ的可重复操作性测试

结果见图２.由图可知,随着反应次数的增加,酶活

逐次降低.重复测试１０次后,相对酶催化活性仍保

持在７０％以上,说明经过固定化后,PVAＧLIＧⅡ的

稳定性较好.而PVAＧLIＧⅠ重复使用至第６次,酶
活逐步消失.

图２　PVAＧLIＧⅠ和PVAＧLIＧⅡ的可重复操作性

测试结果

２􀆰３　催化水解反应温度和pH对试样酶活性的影响

催化水解反应温度和pH 对试样酶活性的影响

见图３.由图３(a)可知,游离酶和PVAＧLIＧⅠ的最

佳催化水解反应温度为４０℃.PVAＧLIＧⅡ的最佳

催化水解反应温度为３０℃,降低了１０℃.固定化酶

降低了酶蛋白对温度的敏感程度,在工业应用上可

极大减少能源消耗.

图３　催化水解反应温度(a)和pH(b)

对试样酶活性的影响

由图３(b)可知,游离脂肪酶和PVAＧLIＧⅠ具有

类似的pH 耐受性,其较优pH 均为９􀆰０,说明此绿

微康公司的脂肪酶为碱性脂肪酶.PVAＧLIＧⅡ的较

优pH＝８􀆰０,更适合应用于碱性较低的反应环境.

PVAＧLIＧⅡ的较优pH 条件迁移可能是因为固定化

过程中酶的构象发生变化.同时也间接说明此固定

化的过程并不是简单的物理吸附,而是共价结合.

pH 会影响底物分子的解离状态,同时对酶的活性

中心有关的解离产生影响.过低或过高的pH 均会

导致蛋白质空间结构发生变化而失活,导致脂肪酶

活性下降.

３　结语

经活化后,PVA微球能作为一种脂肪酶固定化
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的新型载体,其主要以共价连接的方式固定酶.通

过控制制备条件,得到粒径为２~３μm 的均一微球.
经超低温真空干燥后,制备用于固定化的 PVA 纳

米微球.PVA纳米微球以酰胺键与酶发生共价结

合达到固定化的目的.与游离酶相比,PVA微球固

定化酶呈现出较好的可重复利用性,经１０次重复的

酶催化水解反应,其酶活依然维持在７０％以上.通

过研究固定化酶在不同温度和pH 的酶活,发现此

固定化酶较优酶催化条件更温和.与游离酶相比,
此固定化酶的最佳催化温度降低了１０℃,为３０℃;
最佳催化pH 降低为８,更加适宜于反应条件温和

的酶催化反应.应用在实际工业生产中,固定化脂

肪酶相对游离酶具有更佳的可重复利用性和更温和

的操作条件,能显著降低脂肪酶催化反应的能源消

耗和生产成本.因此,PVA固定化脂肪酶PVAＧLIＧ
Ⅱ可作为一种新型的低成本、高效率、低能耗的固定

化酶.
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