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纳米!微米复合孔泡沫陶瓷固定化脂肪酶
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摘要：考察了泡沫陶瓷的孔径分布和表面性质对脂肪酶固定化的影响+研究表明，泡沫陶瓷的纳米孔孔径分布非常适合脂肪
酶的固定化，对固定化酶的催化效率有决定性的影响+经)6的定化，泡沫陶瓷固定化酶的活性达商业化硅藻土固定化酶的

)?$$倍，体积活力为其"?*$倍，蛋白载量为/#?$*18／8陶瓷，比活为)")#?$&@／8，活力回收为/)?"A+泡沫陶瓷固定化脂
肪酶在有机相乙酸乙酯合成中表现优良，连续使用#次，每次反应$6，乙酸转化率均在&$A左右+
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设计和开发新的载体材料是酶固定化技术发展

的一个重要研究领域［)］+无机材料因价格低，具有
比有机高分子材料更好的物化稳定性及抗微生物降

解性，在酶固定化技术研究中受到了极大的关注+
目前，用于酶固定化的载体多为颗粒状+小颗

粒载体具有较大的比表面积和较短的内扩散行程，

但是却不利于固定化酶的提取分离，也不适用于搅

拌釜反应器和流化床反应器，同时合成的催化剂还

存在密度低及剪切磨损问题+新型的结构催化剂，
如以膜、纤维和泡沫陶瓷［"］为载体的催化剂，由于

同时具有较高的比表面积和孔隙率，可在保留小颗

粒催化剂优点的同时克服其不足［$］+本文采用作者
的专利技术［/］制备了一种具有纳米%微米复合孔结
构的无机多孔材料 泡沫陶瓷，用硅烷偶联剂对

其进行表面改性处理后，成功地应用于脂肪酶的固

定化+该泡沫陶瓷采用注模成型工艺制备，抗压强
度高，比表面积较大，孔隙率高［#］，形状和大小可通

过模具灵活调控，这些特点使之很有潜力用作整体

式结构生物催化剂的载体+本文着重探讨了泡沫陶
瓷的微孔结构对脂肪酶固定化过程的影响，考察了

脂肪酶的固定化时间以及固定化酶的总活性、体积

活力、活性回收率和操作稳定性等+
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! 实验部分

!"! 泡沫陶瓷的制备
取!""!#""目的氧化铝粉末#"!#$%，高岭

土&!’%，长石粉#"!##%，加入(!&%乙醇
（’()）溶液作消泡剂，加入((!*"%水搅拌均匀，
然后边搅拌边加入约!""%质量比为"+$)的聚丙
烯酰胺溶液，使之絮凝沉淀,搅拌$!(-./后迅速
加入(!&%的$")的01（2#345）$溶液，随即再搅
拌约!"6,将得到的料浆注入高!"--、内径为*"
--的柱形模具内成型，并置阴凉处干燥5&7左
右,按以下步骤进行烧结：从室温以58／7的速率
升温到(""8，保温老化$"-./，从(""8升温到

’("8，升温速率为!"8／7，保温!7后，在#(
-./内升温到!#""8，保温#7,用作固定化酶载
体时，用钢锯把泡沫陶瓷切割成边长(!!"--的
块状，其质量控制在#""!#("-%,
!"# 泡沫陶瓷孔结构的表征
用压汞仪（09:;3;<="’(""，美国麦克仪器公

司）测定泡沫陶瓷的孔径分布,仪器测定的孔径范
围为(+(/-!$*"#-，最大压头$##*>3?，低压
下的汞填充压力为$*(53?，低压和高压的平衡稳
定时间均为!"6，泡沫陶瓷样品的质量均为"+#%,
!"$ 泡沫陶瓷的酸洗处理
将一定量的陶瓷块置于#-;1／@的盐酸中，密

闭，放入’(8的恒温水浴摇床中，以!""<／-./的
速率处理(7,用去离子水冲洗后，在!!"8的烘箱
内干燥57以上，冷却至室温，放入硅胶干燥器内保
存待用,
!"% 泡沫陶瓷的表面改性
向体积比为!A!的乙醇／水溶液中滴加草酸溶

液，调节B2值至$+(!5［*，>］,取一定质量的上述溶
液，加入硅烷偶联剂C2D(>"，配制成C2D(>"质量
浓度为"+#)的改性液,取$"-1改性液，放入约

#""-%泡沫陶瓷块，密闭，置于$"8摇床中，以!""
<／-./振荡(7，然后依次用无水乙醇和蒸馏水清
洗#!$次，放入!""!!!"8烘箱干燥&7，冷却至
室温备用,批量处理时C2D(>"的用量为泡沫陶瓷
总质量的"+&)!!+()，一般取!),
!"& 脂肪酶的固定化
将改性的陶瓷块或相同质量的硅藻土作为载体

置于用"+"#(-;1／@B2E&+"的磷酸缓冲液配制的
脂肪酶（扩张青霉脂肪酶，#’("F／%，深圳绿微康

生物工程公司生产）溶液中，于$"8恒温水浴中固
定一定时间,给酶量为每克载体担载!#+(%酶，酶
液浓度为每毫升缓冲液溶解"+$$$%酶粉，摇床速
率为!("<／-./,固定化过程结束后，用磷酸缓冲液
洗涤$!5次，然后置于室温下的干燥器内，干燥

#57以上备用,
!"’ 脂肪酶的活性测定
采用G?42中和滴定法测定脂肪酶的活性，具

体步骤参见文献［&］,乳化条件为：橄榄油和5)聚
乙二醇（3HI）水溶液的体积比为!A#，乳化机
（JK#""，上海弗鲁克公司）转速!>"""<／-./,主
要测定条件为："+"#(-;1／@B2&+"的磷酸缓冲溶
液(-1，乳化液5-1，反应温度$"8，反应时间

!"-./,滴定终点由空白样的B2值确定,在测定
条件下每分钟催化产生!#-;1脂肪酸所需的酶量
为一个活力单位（FE#-;1／-./）,固定化酶的活性
定义为单位质量载体上的酶活力（F／%）,
!"( 蛋白质含量测定
酶蛋白浓度用L<?MN;<M法［’］测定，蛋白载量根

据固定化前后溶液中的蛋白质含量和洗涤液中的蛋

白质含量来计算,
!") 乙酸乙酯合成的间歇操作稳定性
在!""-1具塞烧瓶中加入正庚烷!(-1，乙酸

"+!>(-1，无水乙醇"+###-1，组成非水相反应体
系［&］,加入5%的(0分子筛作吸水剂，置于$*8，

!("<／-./的摇床中，预热(-./,加入一块质量为

"+$(#%的陶瓷固定化酶，酶加入量相对于乙酸质
量为!"&F／%，立即计时，反应$7后测定乙酸转化
率,取"+(-1样品，加入!"-1蒸馏水，以!)酚酞
为指示剂，用"+"#(-;1／@G?42 标准溶液滴定,
根据反应开始前和反应一定时间后样品中的乙酸含

量计算乙酸转化率,用正庚烷清洗用过的固定化酶
块$!5次，重复测定乙酸转化率,

# 结果与讨论

#"! 泡沫陶瓷的整体性
酶固定化研究的一个重要目的是推进酶催化的

工业应用，因此固定化酶的制备必须有利于工业生

物反应器的设计,本文以泡沫陶瓷固定化酶为整体
式结构催化剂，为其应用于工业生物反应器进行了

基础性研究,本研究中，泡沫陶瓷的整体性主要表
现在以下三个方面：第一，一块泡沫陶瓷的质量为

#""!$""-%，和有关文献报道的颗粒群的质量［!"］
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以及本实验硅藻土的质量相仿；第二，泡沫陶瓷平

均孔径约为!"!#，微孔体积不足陶瓷块体积的$／

$%%%%%%；第三，本研究中反应混合物的体积一般
为$%"$"#&，陶瓷块的体积相对较大’因此，在本
实验中泡沫陶瓷载体具备一定的整体性质’工业设
计的可连续操作的生物反应器均使用整块柱状泡沫

陶瓷为固定床’本实验室的冷模实验表明，以上述
整块陶瓷制品做固定床的反应器对橄榄油乳化液具

有较好的流体力学性能’在固定化酶的再生过程和
分离过程中整体式催化剂的优势是非常明显的’比
如，在本文的酶固定化实验中，可以很方便地用镊子

将陶瓷固定化酶从反应混合物或酶溶液中取出来，

而不像其它的小颗粒载体固定化酶那样，需要较繁

琐的离心分离或过滤操作’

图! 纳米"微米泡沫陶瓷的孔径分布

()*$ +,-./)0.1)/2-)342),5,6575,8#)9-,:,-,4/9.-7#)96,7#

#$# 泡沫陶瓷的结构表征
用压汞仪抽样测定泡沫陶瓷的孔径分布，结果

如图$所示’泡沫陶瓷孔径呈双峰分布，小峰和大
峰对应的最可几孔径分别为;;5#和!"!#，其总
孔容为%<!;"#&／*，大部分由微米孔提供，总比表
面积为;<%=>#?／*，>=@由A"5#以下的纳米孔提
供’泡沫陶瓷的孔隙率为%<"B’微米孔可大幅减小
扩散传质的阻力［$$］，使多孔陶瓷具有良好的流体

力学性能’纳米孔可为生物酶（绝大多数酶分子的
直径为?"?%5#）的固定化提供适宜的纳米环境，
从根本上克服了单一微米孔陶瓷比表面积较小的缺

点’通过改变氧化铝粉料的粒度、搅拌速率和时间
等方法，泡沫陶瓷的孔隙率最高可达%<B%［!］；其透

水率为普通商业微孔陶瓷的B"?$<B倍［"］’计算表
明，用于猪胰脂肪酶固定化的泡沫陶瓷的有效比表

面积是中性活性炭的>;倍’由于同时具有较大的
比表面积和有利于物质快速传递的大孔道结构，泡

沫陶瓷在大分子参与的多相催化领域具有很好的应

用前景［$?］’
#$% 孔径的适宜性：减小扩散限制作用
多孔材料固定化酶常常由于微孔的扩散限制降

低了酶的表观活性，增大孔径能减小扩散阻力，但也

使载体的比表面积减小，因此载体的孔径及其分布

必须在二者之间做出平衡，做到“适宜”’据报
道［$=］，将脂肪酶固定在无机多孔载体上，当孔径低

于$%%5# 时，酶活性与孔径相关，而当孔径大于

$%%5#时，固定化酶的活性与孔径无关，表明当孔
径大于$%%5#时，扩散限制作用可以忽略’因此，
本泡沫陶瓷将纳米孔分布的上限控制在$%%5#左
右较适宜’考虑到底物扩散分离层的存在，克服扩
散限制作用的最小孔径应为!%C?!（!表示分子直
径，5#）［$=］’猪胰脂肪酶的直径为>5#，其载体最
适宜孔径应为"B5#’有研究指出［$=］，要获得最大
的比表面积同时有效克服扩散限制，孔径须为酶分

子直径的""$%倍，因此脂肪酶固定化所需载体孔
径大致为"%"$%%5#’
综上所述，本泡沫陶瓷的纳米孔大部分分布在

"%"$%%5#，可以较好地减小扩散限制作用’测定
泡沫陶瓷内扩散限制的破碎实验结果表明，当陶瓷

块研碎后，陶瓷固定化酶的活性不但没有提升反而

下降了，说明泡沫陶瓷内部的扩散限制作用很弱或

不存在’活性下降可能是因为陶瓷内较大的纳米孔
在研碎过程中遭到破坏’
#$& 孔径的适宜性：平衡蛋白载量和蛋白利用率
用大孔材料固定酶，容易出现局部区域酶聚集，

遮蔽酶分子的活性中心，从而降低固定化酶的活性

回收率’因此，适宜的孔径应能在蛋白载量和活性
回收率之间做出平衡’通常对于柔性较强的酶分
子，单分子层的固定化酶因能保持酶的构象稳定性

和较低的酶聚集度，活力较高’但像脂肪酶这类刚
性较强的分子，单分子层分散却不一定是必须

的［$=］，脂肪酶的多分子层吸附固定是可行的’以物
理作用连接载体的酶的多分子层涂覆固定化，分子

层数一般为?"!层为宜［$=］，这样既可保持较高酶
总活性，又不致使酶的比活损失过多’假定载体孔
道为圆柱形，脂肪酶分子平均直径为$%5#左右，
固定化以后孔内残余空间直径假定为$个酶分子直
径，则固定?层约需孔径"%5#，三层为;%5#，四
层为A%5#’本实验泡沫陶瓷的纳米孔最可几孔径
为;;5#，且大部分分布在"%"$%%5#，这样酶在
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孔内的分布多为!!"层，其中#层分布的数量最
多$因此，本泡沫陶瓷的孔径分布宜于提高固定化
酶的活性和回收率$
!"# 酶固定化时间
图!考察了在其他条件相同的情况下，固定化

时间对酶活性的影响$因为泡沫陶瓷孔隙率高和平
均孔径大，酶分子能够迅速渗透到泡沫陶瓷的内部，

故仅!%&’(固定化酶的活性即达最高值的)%*，"
+后，酶吸附达到平衡，固定化酶的活性基本上保持
稳定$,-&./’等［0%］用相同的有机功能团修饰的粒
径为011"&的多孔陶瓷颗粒固定脂肪酶，发现固
定化时间长达0%!01+$对比实验表明，本泡沫陶
瓷的纳米2微米孔结构大大减小了酶分子的扩散阻
力，加速了脂肪酶的固定化过程$

图! 固定化时间对固定化脂肪酶活性的影响

3’4! 566789.6’&&.:’;’<-9’.(9’&7.(7(<=&7-89’>’9=
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IF%@+.A@+-97:J667/，0!F14/-E;’@-A7／487/-&’86.-&，%F###4
/-E;’@-A7／&;@+.A@+-97:J667/，#%K，01%/／&’($）

表$ 载体结构对固定化脂肪酶活性的影响
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!"% 固定化酶的活性
为了考察载体的微孔结构对固定化脂肪酶活性

的影响，在相同的固定化条件下，以硅藻土（粒径!
!#&&）和泡沫陶瓷为载体制备了固定化脂肪酶$
固定化脂肪酶的活性测定结果和两种载体的主要结

构参数如表0所示$

虽然实验中使用的是含有大量杂蛋白的粗酶

粉，游离酶和固定化酶的活性均较低，但这并不妨碍

对载体特性的考察$压汞分析表明，硅藻土的孔径
呈单峰分布，最可几孔径为)QC(&$根据!F#节分
析可知，硅藻土的孔径分布对脂肪酶固定化的适宜

性较差$因此，虽然硅藻土的总比表面积高达

!)F0"C&!／4，孔隙率也略高于泡沫陶瓷，但固定化
酶的活性却只有后者的Q1*$这是由于：第一，硅
藻土的中值孔径（体积）只有陶瓷0的0F!1*，以直
管模型计算，前者流体流动的阻力是后者的I%
倍［0Q］；第二，孔径分布在1%!0%%(&对脂肪酶的
固定化较适宜，在该区间内，硅藻土的比表面积仅有

0FQI1&!／4，而泡沫陶瓷却高达!F"C#&!／4，即硅
藻土能高效固定化脂肪酶的比表面积仅为泡沫陶瓷

的Q0F)*；第三，泡沫陶瓷的疏水性表面在酶固定
化时更易吸附脂肪酶，在活性测定时可打开遮蔽脂

肪酶活性中心的疏水性盖子而表现出超活性［0I］$
由此可见，泡沫陶瓷较适宜的孔径分布和表面性质

是其固定化酶获得了较高活性的主要原因$
!"& 固定化酶的体积活力
设备小型化是现代化工过程发展的趋势，因此

研究固定化酶的体积活力［0C］（即单位体积的固定化

酶所具有的活力单位数）具有重要意义$本文以固
定床反应器为例，分析了以固体陶瓷和硅藻土为载

体的固定化酶在固定床反应器中的体积活力$泡沫
陶瓷以整块陶瓷柱作固定床，硅藻土固定化酶通过

装填堆积形成固定床$实验测得硅藻土和泡沫陶瓷
的堆积密度分别为%F11Q和0F%C14／8&#，结合表0
中固定化酶的单位质量载体活性数据，计算两固定

床的体积活力$结果表明，硅藻土固定化酶的体积
活力仅为泡沫陶瓷0的#I*，即在相同反应条件下
为获得相同的生产能力，泡沫陶瓷固定化酶反应器

的床层体积为硅藻土固定化酶反应器床层体积的

#I*$由此可见，整体式泡沫陶瓷对提高固定化酶
的体积活力有十分明显的作用$实际上，由于小颗
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粒床层的孔隙率一般不超过!"#，而本泡沫陶瓷的
孔隙率最高可达!"$，会进一步降低床层阻力%
!"# 固定化酶的活力回收
固定化酶的活力回收指标定量反映了固定化酶

在催化反应过程中对酶蛋白的利用率，其计算方法

为［&!］：活力回收’固定化酶总活力／加入酶的总活
力()!!*%此处，固定化酶的总活力是指每克被固
定的酶蛋白所具有的活力单位数（+／,）；加入酶的
总活力是指所用酶粉的活力（本文为&-#!+／,）%
测定结果如表&所示%
由表&可知，经).的固定化，陶瓷)固定化酶

的比活为)&)#"/-+／,，活力回收率为0)"&!*，
明显优于陶瓷&固定化酶%这与二者的孔径分布有

关%根据压汞分析，经热酸处理后，泡沫陶瓷&的0!
12以下的小孔几乎全部消失，最可几孔径由3312
增大为-#12，孔径分布的合理性降低%陶瓷&比
表面积仅为陶瓷)的03")*，但酶载量却因扩孔作
用增大至#)"/-2,／,%计算表明，陶瓷&单位面积
的平均酶载量是陶瓷)的&"&0倍，酶的聚集可导致
陶瓷&固定化酶活力回收降低%陶瓷&的酶载量和
高贵等［&)］用硅藻土固定化酶的结果（#&2,／,）非常
接近，其活力回收为)/!)／&0$#()!!*’#&"4*%
562789等［)!］的研究结果表明，5:;#3!改性的疏水
性表面能选择性地吸附粗酶溶液中的脂肪酶，从而

提高所固定的酶蛋白的纯度，进而提高了泡沫陶瓷

固定化酶的活力回收%

表! 固定化脂肪酶的活力回收
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图$ 固定化酶在乙酸乙酯合成反应中的间歇操作稳定性
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!"% 固定化酶的间歇操作稳定性
本课题组的前期研究工作表明［#］，当将泡沫陶

瓷固定化酶应用于橄榄油水解反应时，第一次使用

后酶活力大幅度下降，但连续多次反应后，其活力基

本稳定在初始值的$!*%这主要是由于第一次反应
后，陶瓷中较小的微孔被橄榄油乳化颗粒堵塞，而余

下的较大孔在以后的测定中不容易被堵塞且容易清

洗掉%此外，泡沫陶瓷的透水率测试也进一步说明
了材料的传递性质是影响固定化酶活力的决定性

因素%
图/给出了本实验在有机相酯化合成反应中固

定化酶间歇操作稳定性的测试结果%可以看出，酶
活性在第一次使用后没有大幅度下降，经连续#次
反应，其活性基本稳定在-/*左右%由于底物不需
要乳化，故不存在上述堵孔现象%另外，也可以排除
脂肪酶大量脱落导致固定化酶活性下降的可能性%
因此，可以认为泡沫陶瓷的微孔结构是影响酶活力

的主要原因%

$ 结论

本文合成的具有纳米;微米复合孔结构的泡沫
陶瓷，其纳米孔孔径分布适合脂肪酶的固定化，可在

提高蛋白载量、减小扩散限制作用以及提高酶活性

回收率之间做出平衡%经热酸处理后的泡沫陶瓷，

0!12以下的纳米孔消失，纳米孔的平均孔径增大，
固定化酶的活力和活力回收都明显下降%这说明纳
米孔结构对固定化酶的催化性能具有重要影响%该
固定化酶在间歇操作的乙酸乙酯合成反应中具有较

好的稳定性%

)$第)期 黄 磊 等：用纳米;微米复合孔泡沫陶瓷固定化脂肪酶
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