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摘　要：将仿生钛化过程用于脂肪酶固定化，研究了该过程中工艺条件对脂肪酶固定化的影响及固定化脂肪酶的
性质．结果表明：０．５ｍＬ浓度８ｍｇ／ｍＬ精蛋白诱导剂、０．５ｍＬ浓度６ｍｇ／ｍＬ脂肪酶与１ｍＬ，０．２５ｍｏｌ／Ｌ钛前驱
体（ＴｉＢＡＬＤＨ）在ｐＨ７．５，０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液为反应介质的条件下，脂肪酶的包埋率达７０．１％，酶活回收率
为２０．３％．固定化脂肪酶的最适ｐＨ为８．０，最适温度为４５℃；与游离酶相比，固定化脂肪酶的ｐＨ、温度和储存稳
定性都有了较大提高；重复６次使用，固定化脂肪酶仍保持最初酶活的４１％．
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　　脂肪酶（ＥＣ３．１．１．３），三酯酰甘油酯基水解酶，
由于其不仅能够在水溶液中催化甘油三酯水解，也

能够在微水相中具有手性选择性地催化酯化或转酯

等合成反应，因此在手性药物合成、食品工业、日化

等方面有着广阔的应用前景，近几十年来一直是研

究的热点［１］．然而，游离脂肪酶面临价格高、操作稳
定性差、有机溶剂耐受性差、难以回收、不利于下游

工业的分离纯化、不能重复利用、经济成本高等一系

列问题．酶固定化技术有效解决了游离酶存在的不
足和缺陷［２］，常用的固定化方法包括吸附法、交联

法、包埋法和共价结合法，包埋法因其操作简单、不

易脱落、保持较高酶活，具有相对广泛的适用

性［３－６］．
自然界中，生物体能够在常温下精确控制体内

矿物的形成及形貌和尺寸，以适应自身支撑和保护

的需要［７，８］．自然条件下生物矿化过程为温和条件
下制备无机材料提供了重要启示，推动了仿生矿化

在固定化酶研究中的应用［９］．与传统的溶胶凝胶包
埋方法相比较，仿生固定化过程以诱导蛋白为催化

剂和模板，能够避免传统固定化过程中酸碱催化剂、

高速搅拌以及高温等对酶分子天然构象的破坏，有

利于酶活保持，且仿生矿化法反应条件温和、快速，

已经成功用于多种酶的包埋［９－１２］．Ｚｈａｎｇ等以精蛋
白为模板形成的液核（海藻酸钠）硅壳材料应用于

β葡萄糖醛酸酶的包埋，有效地降低了酶的泄露并
提高了酶活力及稳定性［１３］．除仿生硅化外，仿生钛
化也用于酶的固定化，如 Ｌｕｃｋａｒｉｆｔ等以溶菌酶为诱
导剂，成功地将丁酰胆碱酯酶固定在氧化钛粒子

中［１４］，绿色荧光蛋白在 ＰＡＡ的催化诱导下，也成功
地固定在磷酸钛中［１５］；Ｊｉａｎｇ等以精蛋白为诱导剂，
成功地将 ＹＡＤＨ（醇脱氢酶）包埋在氧化钛中［１２］，

Ｊｉａｎｇ等还以溶菌酶为诱导剂将 ＹＡＤＨ成功包埋在
氧化锆颗粒中［１１］；Ｓｕｎ等以精蛋白诱导剂，以仿生
钛化的方式将三种脱氢酶固定在氧化钛中，建立了

二氧化碳向甲醇转化的绿色有效的新途径［１６］．然
而有关仿生矿化过程用于脂肪酶固定化的报道非常

少见，目前只检索到仿生硅化用于脂肪酶包埋的两

篇报道［１７，１８］，有关仿生钛化固定化脂肪酶的报道还

鲜为人知．
我们以精蛋白为诱导剂，通过模拟生物矿化过

程，将仿生钛化用于脂肪酶的固定化，并对固定化酶

的性质进行了研究．

１实验部分
１．１试剂与仪器
１．１．１主要试剂　　脂肪酶（ＬｉｐａｓｅＰＳ“Ａｍａｎｏ”
ＳＤ，Ｗａｋｏ），４硝基苯酚棕榈酸酯（ｐＮＰＰ，９５％，Ａｌｆａ
ａｅａｓｒ），细胞色素Ｃ（Ｆｒｏｍｈｏｒｓｅｈｅａｒｔ，９９％，Ｓｉｇｍａ），
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硫酸鱼精蛋白（ＧｒａｄｅＩＩ，Ｓｉｇｍａ），溶菌酶（上海晶纯
有限公司），ＴｉＢＡＬＤＨ（５０％ｗ／ｗ，Ａｌｆａａｅａｓｒ）．
１．１．２主要仪器　　Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ酶标仪，赛默
飞世尔科技有限公司；ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ数字ｐＨ计，梅
特勒—托利仪器；Ｍａｘｉｄｒｙｌｙｏ冷冻干燥仪，美国ＧＥ
公司；Ｓｏｒｖａｌｌｆｒｅｓｃｏ高速离心机，赛默飞世尔科技有
限公司．
１．２实验方法
１．２．１仿生钛化固定化脂肪酶　　用 ｐＨ７．０，０．０５
ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液配制浓度为５ｍｇ／ｍＬ精蛋白、５
ｍｇ／ｍＬ溶菌酶、２０ｍｇ／ｍＬ细胞色素Ｃ溶液及５ｍｇ／
ｍＬ脂肪酶溶液，将钛前驱体ＴｉＢＡＬＤＨ原溶液用双
蒸水稀释至０．２５ｍｏｌ／Ｌ．室温条件下，０．５ｍＬ脂肪
酶溶液与０．５ｍＬ精蛋白溶液均匀混合，然后加入到
１．０ｍＬ的前驱体溶液，震荡反应５ｍｉｎ后，４０００ｒ／
ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ得到沉淀，收集上清液．双蒸水洗
涤沉淀３次以去除未反应的前驱体和未包埋的酶，
收集洗液合并于上清液备用．沉淀冷冻干燥备用．
分别以配制的溶菌酶溶液、细胞色素 Ｃ溶液取代精
蛋白溶液，进行脂肪酶固定化，过程同上．
１．２．２脂肪酶水解酶活测定方法　　以ｐＮＰＰ为底
物，参照Ｈｕａｎｇ［１９］等的方法测定脂肪酶酶活．酶活
力定义：在３７℃，ｐＨ７．０的磷酸盐缓冲液为反应介

质的条件下，１ｍｉｎ水解ｐＮＰＰ产生１μｍｏｌ对硝基
苯酚的脂肪酶量．
１．２．３脂肪酶的包埋率及酶活回收率　　脂肪酶包

埋率：Ｅ（％）＝
［ｌｉｐａｓｅ］ｉｎｉｔｉａｌ－［ｌｉｐａｓｅ］ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

［ｌｉｐａｓｅ］ｉｎｉｔｉａｑｌ
（１）

其中，Ｅ为包埋效率，［ｌｉｐａｓｅ］ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ和［ｌｉ
ｐａｓｅ］ｉｎｉｔｉａｌ分别表示脂肪酶包埋后上清液中残余的酶
活和包埋前最初酶活．

酶活力回收率：Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％）＝
Ａｅ
Ａｉ
×１００ （２）

其中，Ａｅ和 Ａｉ分别为固定化后包埋酶的酶活
和固定化前脂肪酶的总酶活．
１．２．４仿生钛法固定化脂肪酶的酶学性质　　为了
比较游离与固定化脂肪酶的最适温度及ｐＨ，将游离
及固定化酶分别置于不同温度、不同 ｐＨ条件下反
应．５０℃及６５℃条件下分别保温０～６ｈ，测定其热
稳定性，在不同ｐＨ缓冲液中保持０～６ｈ，测定酶的
ｐＨ稳定性．
１．２．５脂肪酶存储稳定性　　游离和固定化脂肪酶
分别保存在ｐＨ７．０，０．０５ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲溶液
中，于４℃条件下保存６０ｄ，每隔一段时间取样测定
脂肪酶的活力，以未经存储的脂肪酶酶活为１００％，
计算其存储稳定性．

　　　　　　Ｓｔｏｒａｇｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（％）＝ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒｓｔｏｒａｇｅｉｎｉｔｉａｌｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ ×１００ （３）

１．２．６脂肪酶重复使用稳定性　　１次反应结束后，
固定化脂肪酶经离心回收，双蒸水洗涤３次以去除
残余底物，然后加入新鲜反应液进行下一轮反应，酶

活测量同１．２．２，计算固定化脂肪酶的重复使用稳
定性．

　　　　　　Ｒｅｃｙｃｌｉｎｇ（％）＝ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｎｃｙｃｌｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｃｙｃｌｅ×１００ （４）

２结果与讨论
２．１不同诱导蛋白对脂肪酶固定化的影响

据文献报道，碱性蛋白（ｐＩ＞７．０）具有诱导带负
电荷的无机前驱体（如正硅酸甲酯、正硅酸乙酯，Ｔｉ

ＢＡＬＤＨ等）水解缩聚生成相应的氧化物的功
能［２０－２２］．分别以溶菌酶（ｐＩ＝１０．５）、细胞色素 Ｃ
（ｐＩ＝１０．７）、精蛋白（ｐＩ＝１２．０）为模板诱导剂，以
ｐＨ７．０，０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液为反应介质，仿生
钛化固定化脂肪酶，结果如表１所示．当精蛋白为

表１不同诱导蛋白下脂肪酶在氧化钛中的包埋率和酶活回收率
Ｔａｂｌｅ１Ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｌｉｐａｓｅｗｉｔｈｉｎｔｉｔａｎｉａｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ
（ｐＨ７．０，０．０５ｍｏｌ／Ｌ）

Ｐｒｏｔａｍｉｎｅ
５ｍｇ／ｍＬ

Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃａ

２０ｍｇ／ｍＬ
ｌｙｓｏｚｙｍｅ
５ｍｇ／ｍＬ

ｂＥｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（％） ５０．２±０．０５ ４５．３±０．１２ ４９．１±０．２１
ｃＲｅｃｏｖｅｒｙ（％） １９．１±０．２３ １２．７±０．５６ １５．９±０．３２

　　　ａ：ＣａｌｃｕｌａｔｅｄｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｌｉｔｔｌｅｂｉｇｇｅｒｄｕｅｔｏｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｒｅｄｃｏｌｏｕｒｏｆＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｅｎｚｙｍｅ；ｂ：Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｅｑｕａｔｉｏｎ１；ｃ：Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｅｑｕａｔｉｏｎ２．
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诱导剂时，包埋效率和酶活力回收率都优于其它两

种蛋白．精蛋白共有３２个氨基酸，其中２０－２２是
精氨酸，这赋予精蛋白更多的正电荷，从而使得精蛋

白具有更强的水解缩聚钛前驱体的能力［２２］．考虑
到精蛋白价格相对便宜，易于制取，后续实验以精蛋

白为诱导剂仿生合成氧化钛固定化脂肪酶．
２．２不同缓冲液种类对脂肪酶固定化影响

仿生矿化过程中，反应介质对诱导合成的无机

物的形貌尺寸有很大影响［２２，２３］，而载体的形貌尺寸

与酶的活性及底物扩散阻力密切相关．考察不同缓
冲液种类对脂肪酶固定化的影响，结果如图１所示．
当以精蛋白为诱导剂，ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．０，０．０５ｍｏｌ／
Ｌ）、磷酸盐（ｐＨ７．０，０．０５ｍｏｌ／Ｌ）和纯水为反应介
质时，包埋效率分别为５６．８％、４９．８％和５０．１％，磷
酸盐缓冲液有稍低的包埋效率，这可能归因于磷酸

根的负电荷消耗了精蛋白所带的正电荷而减少了生

成的氧化钛的量［２２］，脂肪酶的包埋量也因此减少．
然而，磷酸盐缓冲液为溶剂时酶活回收率（１９．６％）
最高．考虑到酶在水溶液中不稳定，后续实验选取
磷酸盐缓冲液为溶剂进行下一步实验．

图１不同缓冲液对脂肪酶包埋率和酶活回收率的影响
Ｆｉｇ．１Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｕｆｆｅｒｓｏｎｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ

ａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

２．３固定化介质ｐＨ和离子强度对脂肪酶的影响
在ｐＨ６．５～８．５的范围内考察０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷

酸盐缓冲液ｐＨ对脂肪酶固定化的影响，结果如图２
（ａ）所示．随着ｐＨ增大，酶活回收呈先上升后下降
的状态，在 ｐＨ７．５时达到最优的酶活回收率
２０．３％．而在ｐＨ７．５，不同离子强度磷酸盐缓冲液

图２（ａ）不同ｐＨ值的磷酸盐缓冲液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ）和（ｂ）不同离子强度的磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．５）对脂肪酶包埋率的影响
Ｆｉｇ．２Ｅｆｆｅｃｔｏｆ（ａ）（０．０５ｍｏｌ／Ｌ）ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨａｎｄ（ｂ）（ｐＨ７．５）ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

对固定化脂肪酶的包埋率影响不大，见图２（ｂ）．而
Ｊｉａｎｇ等以精蛋白诱导合成氧化钛固定化 ＹＡＤＨ过
程中发现，磷酸根浓度在０．０１～０．１ｍｏｌ／Ｌ范围内，
随着磷酸根浓度升高，ＹＡＤＨ的包埋率从最初的
１００％降低到２０％左右［１２］．
２．４诱导蛋白浓度和酶量对脂肪酶固定化的影响

从图３（ａ）中可以看出，随着精蛋白浓度的增
大，酶包埋率先升高而后缓慢降低的趋势，在浓度

８．０ｍｇ／ｍＬ时达到最高包埋效率７４．６％．Ｍｃａｕｌｉｆｆｅ
等以聚乙烯亚胺为诱导剂，正硅酸甲酯为前驱体仿

生硅化固定化脂肪酶过程中，酶的包埋率小于 ＜
１０％［１８］．Ｊｉａｎｇ等在研究精蛋白诱导合成氧化钛时
发现，随着精蛋白浓度的增大，生成氧化钛的量随之

增大而后趋于稳定［２２］，与此同时，Ｊｉａｎｇ等将仿生钛
化过程用于ＹＡＤＨ的固定化并进行了系统研究，提
出了包埋机理，在反应介质中，精蛋白与 ＹＡＤＨ通
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过静电引力或氢键相互作用自发结合形成团聚体， 随后在精蛋白的作用下，诱导钛前驱体水解缩聚形

图３（ａ）不同浓度的精蛋白溶液和（ｂ）脂肪酶浓度对脂肪酶固定化包埋率和酶活回收率的影响
Ｆｉｇ．３Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｔａｍｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ａ）ａｎｄｌｉｐａｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｂ）ｏｎｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

成二氧化钛，在此过程中ＹＡＤＨ随之被包埋［１２］．图
３（ａ）中显示，在低浓度精蛋白反应介质中，脂肪酶
分子与精蛋白通过静电或氢键作用相互结合，随着

精蛋白浓度升高，结合的脂肪酶也越多，因此包埋率

呈上升趋势．然而，当精蛋白浓度高于８ｍｇ／ｍＬ，由
于钛前驱体的浓度一定，精蛋白只能够沉淀一定量

的氧化钛，多余的精蛋白（与脂肪酶结合）则残余在

反应体系中未被沉淀，因此出现包埋率下降的情况．
在精蛋白浓度为８ｍｇ／ｍＬ时，包埋效果最优．

脂肪酶量对酶固定化的影响如图３（ｂ）所示．
当脂肪酶浓度在 ２～８ｍｇ／ｍＬ范围内，包埋率从
７０％逐渐下降到５０％，而酶活回收从１１．２％先上升
至２０．４％而后下降到１４．３％．这表明增大脂肪酶

的浓度并不能提高酶的包埋效率和酶活回收．这是
因为，在酶浓度范围为２～６ｍｇ／ｍＬ时，脂肪酶可以
充分结合到精蛋白表面，因此获得较高的包埋率；

当脂肪酶浓度高于６ｍｇ／ｍＬ时，由于反应体系中精
蛋白浓度是一定的，只能够结合一定量的脂肪酶，未

被结合的脂肪酶则残余在上清中，因此包埋率下降；

另外酶浓度过高，氧化钛载体孔径内由于包埋了过

多的脂肪酶而使酶分子无法伸展成有利于保持催化

活性的构象，也会导致酶包埋效率和酶活回收降低．
最佳的脂肪酶包埋浓度为６ｍｇ／ｍＬ．
２．５氧化钛固定化脂肪酶的最适ｐＨ及ｐＨ稳定性

图４（ａ）结果表明，游离和固定化脂肪酶的最适
ｐＨ分别是７．０和８．０．Ｃｈｅｎ等以仿生矿化的方式

图４ｐＨ对游离和固定化脂肪酶（ａ）酶活力和（ｂ）稳定性的影响
Ｆｉｇ．４ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ（ａ）ａｎｄｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ（ｂ）ｏｆｆｒｅｅａｎｄｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｌｉｐａｓｅ

Ｅ：ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｌｉｐａｓｅ，Ｆ：ｆｒｅｅｌｉｐａｓｅ

将脂肪酶和纳米磁性 Ｆｅ３Ｏ４共包埋于氧化硅中，发 现包埋后酶的最适ｐＨ没有发生改变［１７］，Ｊｉａｎｇ等将
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ＹＡＤＨ包埋于氧化钛粒子后，酶的最适 ｐＨ也没有
发生改变［１２］．刘勇等报道脂肪酶经耦合固定化后，
固定化酶的最适ｐＨ向碱性偏移１个单位［２４］．

ｐＨ对脂肪酶稳定性的影响如图４（ｂ）所示．游
离酶在ｐＨ６．０、７．０、８．０缓冲液中孵化６ｈ后约损
失２０％左右的酶活力，而固定化脂肪酶在 ｐＨ６．０、
７．０、８．０的缓冲溶液中孵化 ６ｈ，酶活几乎没有损
失．经仿生钛化固定化后，处于氧化钛孔径中的脂
肪酶分子受到载体的空间限制，防止了酶分子的伸

展，因此使得酶的ｐＨ稳定性比游离态脂肪酶高．仿
生硅化固定化脂肪酶在 ｐＨ４～１１范围内分别孵化

１ｈ，酶活平均损失约２４％［１７］．
２．６氧化钛固定化脂肪酶的最适温度及热稳定性

温度对酶的催化活力有非常大的影响，这是由

于温度既影响到酶蛋白的构象、改变酶促反应功能

基团的解离状态，也影响到酶与底物的亲和力、酶
底物络合物的分解，甚至还影响到酶与激活剂、抑制

剂的亲和力等［２５］．图５（ａ）所示，游离和固定化脂肪
酶的最适反应温度分别在３７℃和４５℃．游离及固
定化脂肪酶热稳定性结果如图５（ｂ）所示，在水浴
５５℃条件下保持６ｈ后，游离和固定化脂肪酶酶活
分别下降为最初活力２３．１％和３９．８％；在水浴

图５温度对脂肪酶（ａ）活性和（ｂ）热稳定性的影响
Ｆｉｇ．５Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎ（ａ）ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄ（ｂ）ｔｈｅｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｌｉｐａｓｅ

Ｅ：ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｌｉｐａｓｅ，Ｆ：ｆｒｅｅｌｉｐａｓｅ

６５℃条件下保持２ｈ，游离酶几乎完全丧失了活性，
而该条件下保持６ｈ的固定化酶仍保持最初酶活的
３０．１％．而 Ｃｈｅｎ等报道的仿生硅化固定化脂肪酶
在３７℃保持６ｈ，酶活损失１６％，在５７℃保持１ｈ

酶活完全丧失［１７］．
２．７氧化钛固定化酶存储稳定性和重复利用稳定性

储存稳定性和重复使用稳定性是评价固定化酶

的重要指标．图６（ａ）所示，在ｐＨ７．０的磷酸盐缓

图６（ａ）游离和固定化脂肪酶存储稳定性和（ｂ）固定化脂肪酶的重复使用稳定性
Ｆｉｇ．６（ａ）Ｔｈｅｓｔｏｒａｇｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｆｒｅｅａｎｄｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｌｉａｐｓｅａｎｄ（ｂ）ｒｅｃｙｃｌｉｎｇｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｌｉｐａｓｅ

Ｅ：ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｌｉｐａｓｅ，Ｆ：ｆｒｅｅｌｉｐａｓｅ
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冲液中储存７ｄ，游离脂肪酶的活力下降为最初的
９０％，６０ｄ后，游离酶的酶活约为最初酶活的５０％；
同样条件下储存６０ｄ，固定化脂肪酶活力几乎没有
下降．可知经仿生钛化固定化后，脂肪酶存储稳定
性有了显著提高，此结果与文献报道的仿生钛法固

定化 ＹＡＤＨ一致［１２］，仿生硅化法固定化脂肪酶在

２５℃储存１４ｄ，酶活略有下降［１７］．图６（ｂ）显示重
复６次使用，固定化酶保持最初酶活的４１．４％，这
说明仿生钛化固定化脂肪酶表现出较好的重复使用

稳定性．

３结　　论
首次将温和的仿生钛化过程用于脂肪酶固定

化．脂肪酶固定化的最优条件为８ｍｇ／ｍＬ精蛋白为
诱导剂、ｐＨ７．５，０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液为反应介
质、６ｍｇ／ｍＬ脂肪酶，此时脂肪酶的包埋率达
７０．１％，酶活回收率为２０．３％．经仿生钛化固定化
后，脂肪酶的最适反应温度向高温偏移，最适反应

ｐＨ向碱性偏移．与游离酶相比，仿生钛化固定化脂
肪酶的 ｐＨ、温度和储存稳定性都有了较显著提高．
重复 ６次反应，固定化脂肪酶保持最初酶活的
４１％；与仿生硅化固定化脂肪酶相比，仿生钛化固
定化脂肪酶有更好的ｐＨ、温度及储存稳定性．
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