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磁性材料固定化脂肪酶的制备及其催化性能研究
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摘要:采用新型载体磁性纳米Fe3O4对青霉菌Penicilliumsp.Y-29发酵产生的脂肪酶粗酶液固定化,通过电

镜和红外分析确定脂肪酶是否成功固定。研究固定化脂肪酶的最优催化条件并催化合成L-丝氨酸十八醇

酯。实验发现对于饱和脂肪酸来说,碳个数越多,在合成生物柴油时催化率越高,而对于短链醇,亚甲基个数

的增加,酯化率降低。多次加甲醇的方式可有效避免短链醇对酶的变性作用,使酯化率提高。增加底物的量

可以促进酯化率,但是过高的醇使酶活性降低,酯化率反而降低。最终获得最优催化条件:硬脂酸、甲醇物质

的量比为1∶1.7,甲醇分3次加入,5mL石油醚,5%固定化脂肪酶,160r/min,30℃密闭震荡反应24h。采用

水溶性有机溶剂体积分数为5% DMF时酯化率最高,而随着比例的升高,酯化率明显下降。
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PreparationandCatalyticalPerformanceofImmobilized
LiphaseonNano-MaganeticMaterial
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Abstract:Immobilizedlipasehasmorestablecatalyticperformancewithlongerlifecomparedtofreeli-

pase.ThelipaseproducedbyPenicilliumsp.Y-29wasimmobilizedonnewcarrier-magneticnanopar-

ticleFe3O4,andanalyzedbySEMandIR.Itwassuccessfullyimmobilized.Catalyticperformanceof

immobilizedlipasewasinvestigatedincludingthereactionofdifferentsubstrate,concentration,the

wayofaddingmethanolanditsratiotoacid,aswellasthereactionlife.Itwasfoundthatforsaturat-

edfattyacid,thehigherthenumberofcarbon,thehigherthecatalyticrateinthesynthesisofbio-

dised.Andtheratewasdecreasedasthenumberofmethyleneincreasedforshortchainalcohol.Multi-

pletimesaddingofmethylalcoholisagoodmethodtopreventdenaturationofenzymeactivity,and
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theesterificationratewasimproved.Theincreaseofsubstratepromotedthereactionprocess,butthe

productionwaslowerwhenexcessivealcoholwasadded.Theattainedconditionofreactionis:1∶1.7

ratioofstearicacidtomethanol,3addingtimesofmethanol,5mLpetroleumether,5%immobilized

lipasewith160r/min,30℃shakingfor24h.Also,itwastoinvestigatethesolventimpactoncata-

lyticperformancetoproducemyristylserinate.TheproductwasanalyzedbyHPLC/LC-MS/MRI.

Whenusing5% DMFasthesolvent,theproductionratewas30.83% withmorethan93%purity.

ThehigherpercentageofDMFinverselyimpactthereaction.ThestudyofPenicilliumsp.Y-29immo-

bilizedlipaseandcatalyticperformanceissignificantinthedevelopmentandindustrializationofthisli-

pase.

Keywords:immobilization;lipase;biodiesel;myristylserinate;biocatalysis

生物柴油是以油料作物、餐饮垃圾油等油脂原料通过酯交换或热化学工艺得到的脂肪酸单酯,它是

可替代石化柴油的再生性柴油燃料[1]。生产方法包含酸或碱催化[2-4],超临界流体法[5],工程微藻法[6-7]

和生物酶法[8-9]。因利用生物酶法催化酯交换反应生产生物柴油具有条件温和,环境友好等优点[9],从

而成为研究的热点。

脂肪酶是一类具有多功能催化能力的酶,并且具有立体专一性,利用脂肪酶催化合成生物柴油的报

道已有很多[8-10]。而其中固定化脂肪酶又因稳定性高、易分离,反应过程中不会进入产物,不被污染,可

重复利用等优势被深入研究[8]。

传统的酶固定化方法,主要分为物理和化学两方面[11]。而新的固定化技术的进展主要在3个方

面:定向固定(按一定方向排列)、多酶共固(酶-酶、酶-细胞、细胞-细胞)、新型载体(acrylamide共聚体、

磁性纳米Fe3O4)等[12-13]。

L-丝氨酸十八醇酯是化妆品中保湿因子神经酰胺合成的关键中间体,由L-丝氨酸和长链烷烃醇酯

化而生成,生产方法是利用浓盐水作为催化剂,高温回流。传统的合成方式通常产率低,污染大,并且产

物难以分离[14]。

本课题组前期研究了固定化Candidaantarcticac脂肪酶双相体系催化合成L-丝氨酸十八醇酯,具

有很高的催化产率[15]。但使用的酶价格昂贵,成本过高,不易于大规模应用。青霉菌Penicilliumsp.

Y-29是本实验室在土壤中筛选,易于获得和制备。本文采用新型载体磁性纳米Fe3O4对该菌产生的脂

肪酶进行固定化,考察了其催化合成生物柴油的最佳工艺条件,并研究了其催化合成L-丝氨酸十八醇

酯化合物的性能,以期为应用该固定化脂肪酶生物催化合成提供指导。

1 实验材料与方法

1.1 材 料

菌株:青霉菌Penicilliumsp.Y-29,保存在常州大学微生物实验室。

仪器与试剂:液质联用(LC-MS,6230B,Agilent),气质联用(GC-MS,7890/5975*,Agilent),高效

液相色谱(HPLC1260,Agilent);油酸(郑州超安化工有限公司,分析纯),其余均为国药,分析纯。

1.2 酶液的制备

将Penicilliumsp.Y-29接种到斜面上活化,30℃恒温培养箱培养48h,将斜面放于4℃冰箱中备

用。活化时,在斜面上挑取少许菌于培养基中,于30℃,160r/min摇床,培养2d。再将3%的接种量
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转接到发酵培养基中,玉米油3.0%,牛肉膏2.0%,镁离子0.04%,钙离子0.015%,pH6.5),32℃,

140r/min下产酶,发酵5d。采用双水相方法提取发酵液中脂肪酶,用二氯甲烷萃取上相酶液,并透析

除盐,冻干。

1.3 脂肪酶固定化

0.5g磁性纳米Fe3O4于V(乙醇)∶V(水)=1∶2液体中,超声30min,氨水1.2mL,磁力搅拌1h,

加入10mL100mmol/LCTAB(十六烷基三甲基溴化铵)溶液,室温搅拌1h,缓缓加入1.5gTEOS(正

硅酸乙酯)反应1d,过滤。乙醇冲洗3次,将产物放入60℃真空烘箱24h后转入550℃高温反应器中

处理6h,得到Fe3O4-MCM-41磁核-壳纳米颗粒。

将1gFe3O4-MCM-41磁核-壳纳米颗粒,6mL3-氨丙基三乙氧基硅烷分散于无水甲苯中,定容至

60mL,于N2保护下110℃油浴12h,分离后放置60℃烘箱中24h。

将0.5g生成物,4.5mL0.1mol/LpH=7.0磷酸缓冲液,超声30min,加入10mL10%戊二醛,

30℃下反应12h,缓冲液洗涤,加入10mL脂肪酶溶液(0.1mg/mL,0.1mol/LpH=7.0磷酸缓冲

液),30℃,160r/min反应12h,缓冲液洗涤。

1.4 固定化脂肪酶催化性能研究

1.4.1 固定化脂肪酶催化合成生物柴油

反应体系:油酸和甲醇物质的量比为1∶1,甲醇分2次添加,5mL石油醚,5%的固定化脂肪酶,于

100mL的锥形瓶中,30℃,160r/min密闭震荡反应1d。改变条件:不同底物、流加方式、不同溶剂等。

检测方法:采用气相色谱-质谱联用仪(GC-MS)进行检测。实验条件:毛细管柱,程序升温,FID,初

始温度100℃,保持时间3min,升温速率10℃,终温280℃,保持时间5min,汽化温度250℃,检测器

温度230℃,高纯N2,1.0mL/min,分流比30∶1,进样量2μL。

1.4.2 L-丝氨酸十八醇酯生物合成

称取一定质量的十八醇和L-丝氨酸(由十八醇/L-丝氨酸的物质的量之比来定,其反应式见图1),

与固定化脂肪酶一起加入具塞磨口锥形瓶中,放入30℃恒温摇床,150r/min,反应24h后,过滤除去脂

肪酶,用相同体积的乙酸乙酯萃取,40~60℃真空蒸馏,得到酯粗品。

图1 L-丝氨酸与十八醇发生酯化反应

L-丝氨酸十八醇酯的 HPLC检测:检测器蒸发光散射检测器(ELSD),分析柱OD-H手性柱,流动

相V(正己烷)∶V(异丙醇)=90∶10,流速1mL/min,柱温30℃,进样量20μL。LC-MS条件为:SCAN
正离子检测模式,曲线脱溶剂管(CDL)温度250℃,曲线脱溶剂单元(HeatBlock)温度250℃,喷雾毛

细管电压4.5kV,检测电压1.3kV,喷雾气流速度1.5L/min,流动相V(甲醇)∶V(水)=90∶10。

·03·
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2 结果与讨论

2.1 固定化脂肪酶电镜扫描

采用透射电镜和红外光谱分析固定化脂肪酶的固定化型态,由电镜扫描图2可知,图2(a)中磁性

纳米Fe3O4之间结构紧凑,是由于磁性纳米Fe3O4之间具有强磁偶极-偶极相互作用,图2(b)显示呈现

灰色的磁核-壳纳米复合材料接近球形,且Fe3O4之间距离变大,这意味着纳米Fe3O4表面包裹的SiO2
层能减弱纳米颗粒的聚合。这种现象表明纳米Fe3O4表面成功涂覆一层二氧化硅膜。图2(c)表明酶接

上核壳磁结构时,不改变结构的形态和大小。

图2 电镜扫描图

图3 红外图谱

图3中,2864cm-1和2935cm-1为亚甲基对

称和非对称伸缩振动的甲硅烷基化的丙基链(席

夫碱键),1632cm-1和1545cm-1分别为酰胺Ⅰ
峰、酰胺Ⅱ峰,1656cm-1反对称Si—O,970cm-1

Si—OH,807cm-1对称Si—O,564cm-1Fe—O,

469cm-1SiO4四面体。结果表明,在固定化过程

中,席夫碱键是该酶的氨基和戊二醛的醛基基团

之间形成的。戊二醛,作为交联试剂,具有两个醛

基团,其可以与两个终端胺基团的酶和磁性核-壳

纳米复合材料反应,表明脂肪酶已经成功地固定

在磁性核-壳复合材料的表面上。这与2015年

谢文磊[16]报道结果一致。

图4 不同酸对反应的影响

2.2 催化合成生物柴油的研究

2.2.1 不同底物对反应的影响

将基本反应体系中的油酸(C18H34O2)用月桂

酸(C12H24O2)、棕榈酸(C16H32O2)和硬脂酸(C18
H36O2)这3种酸替换,从这3种酸的结构可明显

看出他们是碳原子个数不同的饱和脂肪酸,由图4
可 知,其 酯 化 率 依 次 为 28.69%,37.60% 和

·13·
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图5 不同醇对反应的影响

66.73%,由此表明:对于饱和脂肪酸来说,碳个数

越多,在合成生物柴油时催化率越高。而从油酸

(C18H34O2)与硬脂酸(C18H36O2)的酯化率可得

出,碳个数相同饱和脂肪酸的酯化率要高于不饱

和酸的酯化率[17]。因此反应体系中酸优选硬脂

酸,这与邓利报道的结果相吻合[9]。

短链醇对酶活有抑制作用,不同的醇对酶活

抑制效果不同。图5中,甲醇、乙醇、正丙醇、正丁

醇之间,甲醇的酯化率最高64.41%,表明醇类随着亚甲基个数的增多,合成生物柴油的酯化率越来

越低。

2.2.2 底物添加方式、物质的量比及酶量的影响

短链醇对酶具有变性作用,过多的甲醇可能会对催化反应产生抑制效果,使酶失活。图6表明当甲

醇分加3次时,酯化率最高,达到80.58%。这也与 MohamedHemidaAbd-Alla等[18]在2015年的报

道,利用ASU32菌生产脂肪酶催化酯交换的研究结果一致。

酶催化成酯理论上酸醇物质的量比为1∶1,从理论上增加某一底物的量,可加速转化率。如图7所

示,当油酸与甲醇物质的量比增大到1∶1.7时,酯化率到达85.79%,但随着物质的量比继续上升,酯化

率却逐渐减少。可能由于一方底物浓度增大,增加催化速率,从而提高转化率,当物质的量比到达一定

值后,甲醇对酶产生失活作用,从而导致酯化率降低。

图6 甲醇分加次数对酯化率的影响

  

图7 不同酸醇物质的量比对反应的影响

图8 酶量对反应的影响

由图8可看出,酶量的增加甲醇的催化率也

会随之提高,加入的固定化酶的量为5%酸的量

时,酯化率达到最高为86.69%,再加入酶量,酯化

率变化不大,而另一方面,固定化酶的酯化率比普

通干燥的酶高出3倍多,因此固定化酶量选用5%
酸量。

2.2.3 固定化酶的使用寿命

在最优的反应条件下:硬脂酸、甲醇物质的量

比为1∶1.7,甲醇分3次加入,5mL石油醚,5%固

定化脂肪酶,160r/min,30℃密闭震荡反应1d。

如图9所示,固定化脂肪酶进行催化的酯化反应,反应6d时,反应酯化率下降了16.89%。

·23·
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2.3 固定化脂肪酶催化合成L-丝氨酸十八醇酯

图9 固定化酶的使用寿命

  研究报道酶催化的酯化反应中,当水分存在时

会使酶具有更高的催化活性[19-21]。而有机溶剂对产

物有更大的分配系数,使产物更多的转移到有机相

中,从而促进酯化反应的发生。本文设计不同的反

应体系,考察有机溶剂对脂肪酶催化效果的影响,并

与水相反应体系作比较。以有机溶剂名称+有机溶

剂体积数(水溶剂作为唯一溶剂则以水溶剂名称+
水体积数)作为各体系区分标志,结果见图10。

图10 单相体系对产率的影响

由图10可知,在单一溶剂反应体系中,二氯甲烷产率最高达到2.37%。而水相反应体系的产率达

到了6.05%,远远大于有机相反应体系,说明有机溶剂对脂肪酶的酶活有一定的抑制作用。DMF作为

水溶性有机相溶剂产率高于丙酮,达到30.83%。随着DMF比例的升高,酯化反应产率下降明显。说

明对于固定化脂肪酶而言,每种有机溶剂都有着各自的上限值,当比例超出一定界限后,酶分子表面催

化反应所需的水份将会被有机溶剂夺走,而使酶催化功能下降,甚至丧失。

图11 L-丝氨酸十八醇酯的HPLC图谱

利用固定化脂肪酶在最优催化条件下,催化合成L-丝氨酸十八醇酯的 HPLC图谱见图11,保留时

间在2.560min时有一明显的峰形,其他地方无明显的杂峰,表明产物的纯度很高。经峰面积估算,L-
丝氨酸十八醇酯的含量大于93%。

经过柱层析分离纯化后得到的产物,主要为

纯度较高的L-丝氨酸十八醇酯。本法所合成出的

产品 为 白 色 粉 末,相 对 分 子 质 量 为 357,熔 点

101.5~102.5℃,纯度达93%,经 LC-MS检测

m/z358[M+H]+(见图12)。由图13L-丝氨酸

十八醇酯的氢核磁共振图可知,1H NMR(400M

Hz,CH3OH)δ4.25(2H,br,CH2),4.10(H,

br,CH),3.92(2H,br,CH2),1.70(2H,br,

CH2),1.28(30H),0.89(3H,br,CH3),根据上

述数 据,确 定 该 化 合 物 为 L-丝 氨 酸 十 八 醇

·33·
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图12 L-丝氨酸十八醇酯的LC-MS图谱

酯(C21H43O3N)。

3 结 论

通过透射电镜和红外图谱可知,诱变菌Peni-

cilliumsp.Y-29所产的脂肪酶粗酶成功与纳米载

体Fe3O4固定。固定化脂肪酶在最优反应条件下,

具有较高的酯转换率,达到86.69%。该反应的最

佳条件为:硬脂酸、甲醇物质的量比为1∶1.7,甲醇

分3次加入,5mL石油醚,5%固定化脂肪酶,160

图13 L-丝氨酸十八醇酯的核磁共振图谱

r/min,30℃密闭震荡反应24h。催化合成L-丝氨酸十八醇酯的初步研究发现有机溶剂DMF作为水

溶性有机相溶剂,当体积比为5时,可达到30.83%,高于单项反应体系,并且纯度大于93%。固定化脂

肪酶的条件优化及催化性能的研究对后续进一步研究和规模化生产及工业应用具有重要意义。
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