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摘 要 分别采用海藻酸钠 包埋法、明胶包埋交联法、壳聚糖吸 附交联法制备 固定化海洋芽孢杆菌 

酯酶ETM-b，并对其固定化条件进行 了研究。结果发现，壳聚糖制备的固定化酶效果最好，壳聚糖 

2 、戊二醛浓度 1 、小球与酶液 4：3(g／m1)时制备的固定化酶的活性 回收最高，达到 66 。壳聚 

糖制备的固定化酶使用 l0次，相对活性保留 7O ，具有良好的操作稳定性。固定化酶在非水介质中 

具有转化 a一乙酸萘酯(a—Naphthyl acetate)的能力，在异辛烷、正辛烷 、正 己烷中活性表现最高。 
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ABSTRACT Esterase from Bacillus sp．was immobilized with sodium alginate，gelatin and 

chitosan．The enzyme，immobilized with 2 9／6 chitosan，1 glutaraldehyde and chitosan micro— 

spheres。enzyme loading=4：3(g／m1)exhibited the highest activity recovery(6 6 )．The im— 

mobilized esterase with chitosan could be reused for 10 times，and 70 of enzyme activity re— 

mained after the 1 0th batch，which exhibited good operational stability．The immobilized ester— 

ase can catalyze 一naphthyl acetate in non—aqueous system ，and it displayed high activity in 

isOOctane． 一octane and 一hexane． 

KEY W oRDS Esterase from Bacillus sp． Immobilized esterase Chitosan 

Non—aqueous catalysis 

酯酶 Esterase是一种重要的工业用酶 ，普遍存在于动物、植物、真菌、细菌 中，通常所说的酯酶往往指羧酸 
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酯酶(EC 3．1．1．1)，具有水解和合成酯键 的能力，可水解酯类产生相应 的酸和醇，在有机相中可完成酯化 、转 

酯、酯交换等反应 ，形成酯、香味物质和手性化合物 ，广泛应用于 日用化工业 、食 品、医药 、军事等领域 (Alvarez- 

Macarie et a1． 2000；Chamorro et a1． 1998；Dong et a1． 2006；Hassa et虞 一 2000；Lee et a1． 2003)。 

大量研究表明，酯化合成更适合于在非极性溶剂中进行，有机介质可以增加酶的热稳定性，增加非极性底物的 

溶解度，减少反应的副产物 ，增加合成反应的速度(田桂玲等 1998)。但是游离酯酶在有机溶剂中易凝聚，只 

有暴露 于有机溶剂表层的酶分子能够发挥催化作用 ，酶的催化效率降低(郭 勇 2005)，同时酶分子表面结构 

也会受有机溶剂的影 响 ，活性 中心发生改变 ，影 响酶分子的水化层 ，从而使酶的催化活性降低 (沈鸿雁等 

2003)。 

固定化酶是指固定在一定载体上并在一定的空间范围内进行催化反应 的酶 ，已成 为当前酶工程领域的研 

究热点。固定化酶的使用可以使游离酶在有机溶剂中的分散状态得到改善，加强底物或产物的转移效率，使催 

化效率得到提高 。固定化酶既保持 了酶的催化特性，又克服了游离酶的不足之处 ，具有性能稳定、可反复或连 

续使用以及易于和产物分开等显著优点(李彦峰等 2001)。Schuleit等(2001)将溶在 AOT反相胶束 中的脂 

肪酶进行 固定化 ，提高了该酶在水 中及有机溶剂中的稳定性 ，使用该 固定化酶在有机溶剂 中催化酯化反应，活 

性产率可以达到 78 ～85 ，能反复使用数次。 

海洋微生物酯酶 ETM—b是来 自海洋芽孢杆菌 Bacillus sp，EYB一5的嗜热酯酶 ，具有 良好的热稳定性和有 

机溶剂耐受性。本研究采用海藻酸钠、明胶、壳聚糖等材料固定海洋芽孢杆菌酯酶，通过优化固定化条件，获得 

较高的酶活回收，提高了酯酶的操作稳定性 ，并对其在有机溶剂 中的催化性质进行了研究 ，表现出 良好的应用 

前景。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 

海洋芽孢杆菌酯酶：其产生菌为海洋芽孢杆菌 Bacillus sp．，EYB-5，由本试验室从海洋样品 中筛选获得。 

本研究使用酯酶 ETM—b制备方法参照高 强硕士论文(2008)，酶活为 616U／L。固蓝 B盐购 自Sigma，a一乙酸 

萘酯 ( —NA)、a一萘酚购 自中国医药集团上海化学试剂公司。海藻酸钠 、氯化钙、明胶 、戊二醛、有机溶剂等均为 

国产分析纯。 

1．2 实验 方 法 

1．2．1 酯 酶 的 活 力 测 定 

根据 van Asperenv(1962)所述方法改进 。游离酶测活方法 ：在试管中依次加入 3．50 ml磷酸盐缓 冲液 

(pH 7．0，0．04 mol／L)、100 l 0．4 a一乙酸萘酯的乙醇溶液和 0．5 ml稀释后 的酶液 ，混匀后在 3O℃下振荡反 

应 1 h，加入 1 ml显色液(O．O3 的固兰 B盐，溶剂为 4 的 SDS溶液)，30℃下静置 5 rain后 ，在 595 nm 处测 

其吸光值 ，用去离子水代替酶液作对照管 ，以消除 自然水解 的影响。固定化酶测活方法 ：与游离酶测活方法相 

同，酶液用去缓冲液代替，加入固定化酶 ，反应后用显色液显色测定吸光值 ，每次测活进行 3次平行 。酶活性单 

位定义为：3O。C条件下 ，每分钟催化得到 1／~mol a萘酚所需 的酶量为 1个酶活单位 ，即 1 U。 

1．2．2 固定 化 酯酶的 制备 

1．2．2．1 海藻酸钠包埋法 

根据文献方法(程晓滨等 2007)改进 ：配制一定浓度的海藻酸钠溶液 20 ml，加入 1 ml酶液混合均匀后 ， 

用注射器逐滴注入不断搅拌的 2 CaC1 溶液中，形成光滑小球后在 4℃下静置硬化 1 h。用蒸馏水洗涤数次 ， 

以除去多余离子，得颗粒状固定化酯酶，其颗粒大小平均为 2．2 mIn，放入密封袋内于 4℃保存备用。 

1．2．2．2 明胶包埋交联法 

根据文献方法(林建成等 2006)改进 ：配制一定浓度的明胶溶液 2O m1，加热溶解后 ，加入 1 ml酶液 ，混合 

均匀后 ，加入一定浓度 的戊二醛，交联 1～2 rain后迅速倒入平皿中 4℃下固定 4 h，取出切成 3 mm 的小方块， 
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再用相应浓度的戊二醛交联 10 h，用蒸馏水清洗后 ，放人密封袋内于 4℃下保存。 

1．2．2．3 壳聚糖吸附交联法(程晓滨等 2007) 

用 1 的乙酸配制一定浓度的壳聚糖溶液，静置 1h后用注射器滴入含有 20 NaOH、30 甲醇的凝结液 

中，形成小球，用去离子水反复清洗至中性。将小球与酶液按一定的质量体积比混合，吸附 3O min后，以不同 

浓度的戊二醛溶液交联 50 rain后用去离子水清洗。固定化酶颗粒大小平均为 2．6 ITlm，放入密封袋内于4℃ 

保存备用。 

1．2．3 固定化酶的非水相介质催化 

将一定量的固定化酯酶置于 4 ml不同的常用有机溶剂中，加入 100 l 0．4 的 a一乙酸萘酯的乙醇溶液 ，常 

温下(25℃)反应 10 h，除去固定化酶后加入显色液，测定吸光值，以未加固定化酶的有机体系作为对照。 

2 结果与分析 

2．1 酯酶固定化条件的优化 

2．1．1 海藻酸钠 包埋 法 

海藻酸钠浓度对酯酶固定化效果的影响：海藻酸钠的浓度分别设定为 1．0 、1．5 、2．0 o／／、2．5 、3．0 、 

3．5 9／6、4．0 ，制备固定化酶，其中浓度低于 1．5 时成球形状较差。分别测定活性保留率，结果如图 1所示。 

当海藻酸钠浓度为 3．0 时，制备的固定化酶活性回收最高，达到 15．9 9／6，无论增大还是减小海藻酸钠的浓度， 

制备的固定化酶的活性回收都降低。海藻酸钠的浓度决定了固定化小球的孔径大小，影响底物和产物的扩散， 

进而影响到酶的扩散损失率和回收率(王亚林等 1999；Blandino et a1． 2000)。 

2．1．2 明胶 包埋 交联 法 

2．1．2．1 明胶浓度 

分别配制 1O 9／6、13 、15 、17 、2O 的明胶溶液，制备固定化酶，测定活力。从图2可知，明胶浓度对固 

定化酶的活性回收有一定的影响，随着浓度的增大 ，活性 回收有所增大 ，在 15％的时候，固定化酯酶活性回收 

最大，达到 63．3％。此外 1O 的明胶制备的固定化酶机械强度较弱，反应一段时间后膨胀变软，而 2O 的明 

胶加入戊二醛后凝 固速度快，搅拌不均匀，明胶 、戊二醛和酶液不能充分混合，最终确定明胶浓度为 15 ，这与 

文献报道(焦云鹏等 2005)果胶酯酶的明胶固定化条件是类似的。 

2．1．2．2 戊二醛浓度 

明胶和酶液混合均匀后，分别加入 0．05 、0．075 o／／o、0．1％、0．2 、0．3 、0．4％、0．5 的戊二醛交联 1～2 

2 2．5 3 3 5 4 

海藻酸钠浓度Sodium alginate concentration(％) 

固定化条件 ：CaCI2浓度为 2 

Immobilization condition：2％ CaCI2 

图 l 海藻酸钠浓度对酯酶固定化效果的影响 

Fig．1 Effect of sodium alginate concentration 

on the esterase immobilization 
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明胶浓度Gelatin concentration(0／o) 

固定化条件：戊二醛浓度为0．1％；交联时间为10 h 

Immobilization conditions：0．1 glutaraldehyde， 

cross—linking time：10 h 

图 2 明胶浓度对酯酶固定化效果 的影响 

Fig．2 Effect of gelatin concentration on 

the esterase immobilization 

一 一̂J。言u。 皇IA口0《 囡 魍 
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min后迅速倒入平皿 中，4℃下固定 4 h，再用相应浓度的戊二醛交联 10 h，清洗后测定活力 ，结果如图 3所示。 

随着戊二醛添加量的增大，固定化酯酶活性 回收降低 。戊二醛浓度低于 0．1％时 ，固定化酶强度低 ，催化反应 

1 h后非常柔软 ，很难 回收再次利用。最终选择戊二醛浓度为 0．1％，此时的活性 回收可以达到 63 。 

戊 二醛浓 度 Glutaraldehyde concentration(％) 

固定化条件 ：明胶浓度为 15 ；交联 时间为 10 h 

Immobilization conditions：gelatin concentration：1 5 

cross—linking time：1 0 h 

图 3 戊二醛浓度对 酯酶固定 化效果的影响 

Fig．3 Effect of g1utaraldehyde concentration 

on the esterase immobilization 

戊二醛浓度Glutara1dehyde concentration(％) 

固定化条件 ：戊二醛浓度为 0．1 ；壳聚糖小球与酶液比 (g／m1)为 2：3； 

吸附时 间为 30 min；交联时间为 50 min Immobilization conditions： 

chitosan concentration：2 ；microspheres／enzyme loading(g／m1)： 

2：3；adsorption time：3O min；cross—linking time：50 min 

图 4 戊二醛浓度对酯酶 固定化效果 的影响 

Fig．4 Effect of g1utara1dehyde concentration on 

the esterase immobilization 

2．1．3 壳聚糖 吸 附交联 法 

2．1．3．1 壳聚糖浓度 

分别配制 1．0 、1．5 、2．0V0、2．5 、3．0 的壳聚糖溶液制备壳聚糖小球。当壳聚糖浓度低于 1．5 时 ， 

得到的固定化酶呈扁球形 ，柔软易破裂 。而壳聚糖浓度大于 2．5 时 ，溶液黏度非常大 ，成球亦不易操作。浓 

度为 2．0 时 ，可以形成形状完好的圆球 ，具有一定的弹性和强度 ，因此确定壳聚糖的浓度为 2 。 

2．1．3．2 戊二醛浓度 

将壳聚糖小球与酶液 2：3(g／m1)混合 ，吸附 30 min后 ，用 10 ml不同浓度 0．05 、0．1 、0．2 、0．3 、 

0．4 、0．5 的戊二醛溶液交联 50 min，清洗后测定 固定化酶活力，结果如 图 4。在壳聚糖吸附交联过程 中，戊 

二醛作为交联剂 ，当其含量较大时，交联作用较大 ，与壳聚糖 和酶 的结合位点紧密 ，产生空间结构障碍，使酶活 

力降低。另一方面，戊二醛作为变性剂，浓度过大时，酶结构也会发生变化，活性也随之降低 (程晓滨等 

2007)。由图 4可知，当戊二醛的浓度为 0．1 9／6时，戊二醛氨基可以交联壳聚糖和酶分子，形成内外分子键，使 

固定化小球机械强度和酶的稳定性得到增强(Kilinc et a1． 2006)，固定化酶活性 回收达到最大值 19．8％。 

2．1．3．3 壳聚糖小球与酶液质量体积 比 

将壳聚糖小球与酶液分别以 1：3、1．5：3、2：3、2．5：3、3：3、3．5：3、4：3、4．5：3、5：3(g／m1)混合，吸 

附 30 min后 ，以 0．1 的戊二醛溶液交联 50 min，测定保 留活力 ，结果见图 5。随着壳聚糖小球与酶液 比例的 

增大，小球吸附的总酶量增大，活性回收率提高，但是一定量的壳聚糖微球结合 的酶量是一定 的，当壳聚糖小球 

与酶液以 4：3(g／m1)混合时 ，固定化酶的活力回收达到最大 66％。再增 大壳聚糖小球与酶液比值 ，活性 回收 

趋向于平衡 ，微球的单位活性降低 ，最终确定壳聚糖小球与酶液的质量体积比为 4：3。 

2．2 不同固定化酯酶机械强度、表观特征 、操作稳定性的比较 

2．2．1 固定 化酶 的机械 强度 

分别称取不同方法制备的固定化酶 0．1 g，平铺分布在载玻片上 ，在 固定化酶上面加 1层载玻片，然后向载 

玻片上加砝码，直到小球被压成饼状破裂，以砝码重量的大小表征小球的机械强度(李慧蓉等 2002)。海藻酸 

一 一AJ。>ou。-I三【AI1u《 匡 ，呈2 
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l／3 1．513 2／3 2．5／3 3／3 3 5／3 413 4 5／3 5／3 

壳聚糖小球与酶液质量体积比 
chitosan microspheres／enzyme loading(g／m1) 

固定化条件：壳聚糖浓度为 2％；戊二醛浓度为 0．】 ；壳聚糖小球与酶液 

比 (g／roD 为 2：3；吸附时间为 3o rain；交联时间为 50 rain 

Immobilization conditions； chitosan concentration： 2 ； g1utara1dehyde 

concentration：0．1 ；adsorption time：30 rain；CROSS—linking time：50 min 

图 5 加酶量对酯酶 固定化效 果的影 响 

Fig．5 Effect of enzyme loading on the esterase immobilization 

操作次数Batch nu【tuber 

图 6 壳聚糖 固定化酶的操作稳定 性 

Fig．6 Stability of immobilized esterase 

2 

钠、明胶、壳聚糖固定化酶分别可以承受 500 g、200 g、300 g的重量，海藻酸钠、壳聚糖制备的酯酶固定化酶机 

械强度优于明胶固定化酶。 

2．2．2 固定化酶的操作稳定性 

海藻酸钠固定化酶虽然具有一定的机械强度 ，但在磷酸盐缓 冲液系统中容易破裂 ，操作稳定性差 ，且 与明 

胶、壳聚糖固定化酶相比较其活性回收较低。在30℃下连续测定 明胶和壳聚糖固定化酶的活力 ，结果表明，明 

胶固定化酶使用 4次后，活性仍保留76 ，但固定化酶颗粒变的非常柔软，形状扭曲，不易进行回收。而使用 

壳聚糖制备的固定化酶使用 lO次以后(图 6)，酶活损失率小于3O ，小球具有一定的强度，未破裂，易于回收， 

重复使用性好。可见用壳聚糖制备的固定化酯酶活性回收高，操作稳定性强，其效果最好。 

2．2．3 固定化酶的表观特征 

通过机械强度和操作稳定性的研究可知，在 3种固定化材料中，壳聚糖效果最好。图 7为壳聚糖微球 的显 

微结构。壳聚糖微球吸附酶液、交联戊二醛后，微球孔径变大。可能是有机溶剂戊二醛具有一定的致孔作用， 

使底物和产物传递加快，增大了酶与底物反应的机会(Yang et a1． 2008)。 

a未吸附酶液、末交联戊二醛的壳聚糖小球 b吸附酶液、交联戊二醛的壳聚糖小球 
a．Chilosan microspheres without esterase and utara1dehyde b Chitosan microspheres with eslerase and glutaraldehyde 

图 7 壳 聚糖微球的显微照片(×20O) 

Fig．7 Micrograph of chitosan mierospheres without(a)or with (b)esterase and glutaraldehyde(×200) 
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2．3 固定化酶的非水相催化 

壳聚糖制备的固定化酶在非水介质中转化 一乙酸萘酯的能力见图8。结果显示，固定化酶在二甲基亚砜、 

苯甲醇 、丙酮 、乙醇、环氧氯丙烷 中转化萘酯的能力很小 ，而在甲醇 、1，2-丙二醇、正丁醇 、异戊醇、乙二醇 、异丙 

醇、苯酚、三氯甲烷中转化萘酯的能力相对较高 ，在苯酚中可以达到 32 。在异辛烷 、正辛烷 、正 己烷中活性最 

高，都达到 6O 以上 。产生这种结果的可能原因(沈鸿雁等 2003)是 (1)二甲基亚砜、苯 甲醇、丙酮、乙醇 4种 

有机溶剂的极性强 ，容易夺取酶分子的结合水 ，对酶活性影响大 ，所 以在有机介质酶催化过程 中，应选择好所 

使用的溶剂，控制好介质中的水含量，或者经过酶分子修饰提高酶分子的亲水性，以免介质中因脱水作用而影 

响其催化活性。王爱玲等(2007)用海藻酸钠明胶复合载体制备的固定化荧光假单胞菌脂肪酶进行酶促酯交换 

合成生物柴油，结果发现有机转酯体系中含有 6 的水时，甲酯转化率达到最大值 ，继续增加水的含量 ，甲酯得 

率变化平缓 ，并且有所下降。因为一定量的水是维持酶催化活性构象的必要条件 ，过多的水会使酶聚集成团， 

增大传质阻力 ，酶的催化效率降低。杨昌英等(2003)用固定化猪胰脂肪酶催化牛油合成单苷酯，反应过程中， 

加入的甘油中含有 5 水分时，固定化酶表现出最高活力 。(2)有机溶剂影响酶分子表面结构和酶活性中心结 

合位点 ，降低活性中心的极性 ，降低酶与底物的结合能力，对酶活具有一定的影响。 
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图 8 固定化 酶的非水介质催化 

Fig．8 Non—aqueous biocatalysis of immobilized esterase 

(1)分别比较 了海藻酸钠包埋法 、明胶包埋交联法 、壳 聚糖吸附交联法固定化海洋芽孢杆 菌酯酶 ETM-b 

的效果 。其 中海藻酸钠制备的固定化酶活性 回收率较低 ，在磷酸盐缓冲液中小球容易破裂 ；明胶 固定化酶活性 

回收能达到 66 以上，但操作稳定性差，使用 4次后不能回收；壳聚糖固定化酶效果最好，操作稳定性强，酶活 

回收达到 66 。这是 因为包埋法仅可用于低分子量的底物 ，常有底物扩散限制问题 ，限制酶的活性(孙志浩 

2005)；本文采取的壳聚糖固定化酯酶综合了吸附和交联两种方法的优点，制备条件温和 ，方法简便 ，成本低 ，酶 

的结合力强，稳定性较高，同时也克服了单一吸附法酶结合力较弱，对 pH、温度敏感，酶易脱落，装载容量小等 

缺点。 

(2)用壳聚糖制备的固定化酶在非水介质 中具有转化 a乙酸萘酯的能力，在选择的 16种常用有机溶剂 中， 

固定化酶在异辛烷 、正辛烷 、正己烷中活力最高。Magnin等(2001)曾报道过 ，用壳聚糖和黄原胶制备的固定化 

微生物脂肪酶水解甘油三酯 ，在辛烷和己烷中比在 甲苯中的催化能力高。固定化酯酶具有在非水介质中催化 

多种反应的性质，在 医药、食品、化工 、环境保护等领域具有重要的应用价值 ，显示出广阔的应用前景。 
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