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提要  本文以脂肪酶 ADM47601 为目标，使用多种材料对其进行了固定化处理。实验表明，

海藻酸钠固定化脂肪酶最佳条件为 3%（w/v）海藻酸钠，1%CaCl2，每毫升海藻酸钠添加

600U 脂肪酶，最大固定化酶活力回收率为 17.11%。海藻酸钠-明胶固定化脂肪酶最佳条件

为 1%海藻酸钠，1%明胶，0.5%CaCl2，0.25%戊二醛，每毫升海藻酸钠-明胶混合液添加 600U

脂肪酶，最大固定化酶活力回收率为 54.45%。壳聚糖固定化脂肪酶最佳固定化条件为 2%壳

聚糖，10% NaOH，1%乙酸，0.25%戊二醛，每克壳聚糖微球添加 840U 脂肪酶，最大固定

化酶活力回收率为 87.06%。聚乙烯醇固定化脂肪酶最佳条件为 7.5%聚乙烯醇，2%海藻酸钠，

1.5%CaCl2，每毫升聚乙烯醇添加 360U 脂肪酶，最大固定化酶活力回收率为 33.22%。对比

四种不同固定化酶方法，脂肪酶活力回收率高度高低顺序为：壳聚糖吸附交联法>海藻酸钠

明胶协同包埋法>聚乙烯醇-硼酸法>海藻酸钠包埋法。 
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脂肪酶（Lipase，EC3.1.1.3）又称三酰基甘油酰基水解酶，是指能够催化脂肪水解的一

类酶的总称。脂肪酶作用于脂肪的酯键，不仅能够在水相中起到水解三羧酸甘油酯的作用，

还可以在有机相催化脂肪酸发生酯化反应。脂肪酶因其特殊的水解、转酯反应，生成产物具

有对映体选择性，被广泛应用在食品加工、轻工纺织、医药保健等工业领域中，用以食品的

风味改良，化工产品脱脂脱酸，废水处理，生产消旋药物等（Satoshi et al. 2003；Yuji et al. 2001；

Lara et al. 2004）。本实验中使用的海洋微生物低温脂肪酶 ADM47601 来自于 Yarrowia 

lipolytica Bohaisea-9145，具有良好酶学性质，能够在较低温度下进行酶的催化反应，对底物

的配伍性好，对中长链对硝基苯基酯类和甘油三酯类底物（C10-C12）具有良好的催化性能，

能够在较宽的条件下作用(李忠磊等 2012)，通过固定化处理以期应用到更广泛的领域当中。 

酶的固定化有多种方法途径，较为常用的包括吸附法，包埋法，交联法和共价结合法。

吸附法和包埋法通常利用传统材料，具有简单易行的优点，但是固定化效率较低；交联法和

共价结合法中会使用到新型合成载体，虽然能够提高固定化效率，却存在载体昂贵，较难制

备的缺陷。 

对海洋低温脂肪酶 ADM47601 使用不同的方法进行固定化处理，找到最为经济实用、

操作稳定性强，简单易行的方法对于酶工程的发展有着重要意义。本文采用了四种不同的方

法对脂肪酶进行了固定化处理，分别讨论了不同条件对固定化效率的影响，通过比较找到了

能够较好固定化海洋低温脂肪酶 ADM47601 的方法。 

1 材料与方法 

1.1 材料与主要试剂 

脂肪酶 ADM47601，由黄海水产研究所酶工程室自行研制。海藻酸钠，CaCl2，明胶，

戊二醛，壳聚糖，NaOH，聚乙烯醇，硼酸，Triton X-100，异丙醇，对硝基苯基月桂酸酯

（4-Nitrophenyl dodecanoate），Na2HPO4，NaH2PO4。 
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SHIMADZU UV-2550 分光光度计，ORION Model 818 pH 计，LKB2219 恒温水浴箱，

5mL 医用注射器，HANPING 电子天平。 

1.2 脂肪酶固定化方法 

1.2.1 海藻酸钠包埋法（Tanriseven et al. 2001；Won K et al.2005） 

使用一定浓度的海藻酸钠与一定量脂肪酶 ADM47601 溶液混合均匀，使用注射器逐滴

加入到含一定浓度 CaCl2的水溶液中，待形成光滑小球后将包埋了脂肪酶的海藻酸钠-CaCl2

的凝胶颗粒置 4℃硬化数小时。硬化结束使用去离子水冲洗数次去除凝胶颗粒的表面离子，

沥干水分后置 4℃保存备用。 

1.2.2 海藻酸钠明胶协同包埋法(薛庆海等 2010；K.Naganagouda et al.2006) 

将一定浓度的海藻酸钠、明胶与一定量游离脂肪酶 ADM47601 混合均匀，将此混合液

使用注射器逐滴加入含一定浓度的 CaCl2、戊二醛的混合固定液中，待形成光滑的凝胶球后

将固定化体系置于 4℃环境下硬化一段时间。待硬化结束将海藻酸钠-明胶微球取出，使用

去离子水冲洗数次去除表面离子，沥干水分后置 4℃保存备用。 

1.2.3 壳聚糖吸附交联法(Krajewska B et al.2004；李红等 2000；Chang  M et al.2005) 

采取先交联再吸附的方法，将壳聚糖微球加入一定浓度的戊二醛溶液中进行交联，震荡

过夜。隔天将交联好的壳聚糖微球取出，使用去离子水反复冲洗微球去除表面残留的戊二醛。

将壳聚糖微球加入到一定量脂肪酶 ADM47601 溶液中进行吸附交联处理，一段时间后取出

固定好脂肪酶的壳聚糖微球，使用去离子水多次冲洗以洗净微球表面结合不牢固的脂肪酶，

置 4℃环境保存备用。 

1.2.4 聚乙烯醇-硼酸包埋法（Dave R et al. 2006） 

配制一定浓度的聚乙烯醇和海藻酸钠混合液，充分搅拌至完全溶解。向溶液中加入一定

量游离脂肪酶 ADM47601，与其均匀混合后，使用注射器将此混合液逐滴加入含 CaCl2 的硼

酸饱和溶液中，置于 4℃环境中固定化 12h。固定结束沥去水分，依次使用蒸馏水和磷酸缓

冲液反复冲洗小球去除表面残留物质，置 4℃环境保存备用。 

1.3 脂肪酶活力测定方法（p-NPP 法） 

脂肪酶酶活的测定按照参照 p-NPP 法进行(Hatzinikolaou et al.1999)。将 1.5mL 含

0.25%TritonX-100 的磷酸盐缓冲液（pH8.0）与 100μL 含 600μmol 的对硝基苯基月桂酸酯-

异丙醇溶液混匀预热后，加入一定量脂肪酶，在 410nm 下测定其吸光值。使用等量灭活的

酶液作为空白对照。将 1min 内催化底物水解生成 1umol 脂肪酸所需的酶量定义为 1 单位酶

活力（U）。固定化酶活力测定时，以一定量固定化酶取代酶液加入反应体系，按游离酶活

力测定方法测定，使用为固定酶的载体作为空白对照。 

1.2.3 酶活回收率的计算 

 

2 结果与分析 

2.1 海藻酸钠包埋法固定化条件的筛选 

2.1.1 海藻酸钠浓度对固定化的影响 



 

图 1 海藻酸钠浓度对固定化效果的影响 

Fig.1 The effect of Sodium alginate concentration on immobilization 

实验过程中发现，低浓度海藻酸钠形成的微球强度不高，受热后易分散溶解，海藻酸钠

浓度过高时又难以溶解，故选取海藻酸钠浓度为 1%、2%、3%、4%、5%进行实验。使用

1mL 浓度为 1%、2%、3%、4%、5%的海藻酸钠溶液与 800U 活力单位的脂肪酶溶液混合均

匀，使用注射器将此混合液缓慢的逐滴加入到 50mL 2%的 CaCl2 溶液中，待形成光滑小球后

置 4℃硬化数小时。硬化结束使用去离子水冲洗数次去除表面离子，沥干水分后测定固定化

回收率，结果如图 1 所示。当海藻酸钠浓度为 3%时酶活力回收率达到最大，但此时回收率

仅有 14.42%，固定化效率并不高。 

2.1.2 CaCl2 浓度对固定化的影响 

 

图 2 氯化钙浓度对固定化效果的影响 

Fig.2 The effect of Calcium chloride concentration on immobilization 

CaCl2 浓度对形成凝胶球的强度也有很大影响，在此选用 0.5%、1%、1.5%、2%、3%

浓度的 CaCl2 进行实验。实验发现，随着 CaCl2 浓度的增加，海藻酸钠微球的强度是逐渐上

升的。故按上述实验结果，使用 1mL 浓度为 3%的海藻酸钠溶液，与 800U 活力单位的脂肪

酶溶液混合均匀后，使用注射器分别加入到 0.5%~3%的 CaCl2溶液中进行固定化。结果如图



2 所示，在 CaCl2 浓度为 1%时可以达到最高的固定化酶活回收率，此时酶活力回收率略微

提升至 15.31%但固定化效率仍不理想。 

2.1.3 酶/载体比例对固定化的影响 

 

图 3 酶/载体比例对固定化效果的影响 

Fig.3 The effect of Enzyme/ Carriers ratio on immobilization 

在确定了 3%的最佳海藻酸钠和 1%的 CaCl2 浓度后，改变加酶量以确定此固定化方法最

大酶活力回收率。此比例代表向每毫升海藻酸钠添加的酶量，固定化酶活力折算为每毫升海

藻酸钠形成的凝胶所固定的酶活力。分别使用 120、240、360、480、600、720、840U/mL

海藻酸钠的比例加入游离脂肪酶。结果如图 3 所示，当每毫升海藻酸钠中添加 600U 脂肪酶

时，酶活力回收率能够达到最大值 17.11%。 

 

2.2 海藻酸钠-明胶法固定化条件的筛选 

2.2.1 海藻酸钠浓度对固定化的影响 

 

图 4 海藻酸钠浓度对固定化效果的影响 

Fig.4 The effect of Sodium alginate concentration on immobilization 

在不同海藻酸钠浓度下对脂肪酶进行固定化处理，使用 0.5%、1%、1.5%、2%、3%、



4%浓度的海藻酸钠与 3%明胶各 0.5mL 混合均匀并添加 800U 活力单位的脂肪酶溶液后，通

过注射器滴入含 1%CaCl2和 0.5%的戊二醛的 30mL 混合液中，置于 4℃浸泡 2h，将微球取

出使用蒸馏水反复冲洗微球至表面无戊二醛残留，沥干水分，计算酶活力回收率。 

结果如图 4 所示，随着海藻酸钠浓度的升高，固定化酶活力回收率明显下降，在质量浓

度为 0.5%时固定化效果最好，酶活力回收达到最大。这是因为海藻酸钠可以与 Ca
2+反应形

成凝胶，随着海藻酸钠浓度增大，凝胶密度增大，凝胶孔径越小，当海藻酸钠浓度较大时，

凝胶孔径较小，影响了底物和产物的扩散，限制了酶促反应的进行。当继续减小海藻酸钠浓

度时，由于浓度太低，再也无法与 CaCl2 溶液形成有稳定形态的凝胶产物，故 0.5%为海藻

酸钠的使用最低浓度。 

2.2.2 明胶浓度对固定化的影响 

 

图 5 明胶浓度对固定化效果的影响 

Fig.5 The effect of Gelatin concentration on immobilization 

在海藻酸钠浓度为 0.5%的条件下，使用浓度为 0.5%、1%、1.5%、2%、2.5%、3%、3.5%

的明胶对脂肪酶进行固定化处理。预实验发现，0.5%的海藻酸钠与低浓度明胶（≤1.5%）

混合滴入氯化钙后不能形成坚固的凝胶小球；将海藻酸钠浓度调整为 1.0%时，与低浓度明

胶可形成凝胶小球且形态及稳定性良好。故选取 1.0%的海藻酸钠作为固定化条件，再次进

行明胶浓度对固定化脂肪酶的影响试验。结果见图 5，随着明胶浓度的降低，固定化酶活力

回收率越来越高，当浓度等于 0.5%时，虽然固定化酶活力回收率达到最高，但凝胶形成的

固定化小球稳定性较差，难以贮藏，当浓度低于 0.5%时已不易成球。而明胶浓度为 1%时，

形成的凝胶拥有较好的强度和稳定性，故选择 1%的海藻酸钠和 1%的明胶作为最适条件。 

2.2.3 氯化钙浓度对固定化的影响 



 

图 6 氯化钙浓度对固定化效果的影响 

Fig.6 The effect of Calcium chloride concentration on immobilization 

选取海藻酸钠和明胶的最优条件，在不同氯化钙浓度下制备固定化酶，测定酶活力，计

算酶活力回收率。实验中选用的 CaCl2 浓度分别为 0.25%、0.5%、1%、2%、3%、4%、5%。

由图 6 可知，随着 CaCl2浓度的增加，固定化酶活力上升，固定化酶活力回收在 CaCl2 浓度

0.5%时达到最大，当 CaCl2 浓度大于 0.5%时，随其浓度的增加固定化酶活力回收率逐渐下

降。在 CaCl2 为 0.25%时形成的凝胶稳定性不好，脂肪酶的包埋亦不充分，这是由于海藻酸

钠通过与 Ca
2+的离子交换作用形成凝胶，钙离子浓度过低会导致凝胶强度变弱，形态不稳

定，此时固定化效率也较弱。形成当 CaCl2 浓度增大后，固定化酶活力回收下降，可能是

Ca
2+与脂肪酶作用所导致。 

2.2.4 戊二醛浓度对固定化的影响 

 

图 7 戊二醛浓度对固定化效果的影响 

Fig.7 The effect of Glutaraldehyde concentration on immobilization 

选取上述实验中确定的最优条件，在不同戊二醛浓度下对酶进行固定化处理，测定固定

化酶活力，计算酶活力回收率。选用的戊二醛浓度分别为 0%、0.25%、0.5%、1%、1.5%、

2%、2.5%、3%。结果见图 7，酶活力回收率随着戊二醛浓度的升高先是迅速增加，当使用



浓度为 0.25%时活力回收达到最高，然后随着浓度增加逐渐降低。出现此现象的原因可能是

由于戊二醛浓度太低时，醛基与明胶上氨基的结合不够，凝胶孔径较大，影响酶的包埋效。

戊二醛浓度增大后，过多的醛基可能与酶基团上的氨基反应产生酶分子内部的交联，改变酶

的空间结构和活性位点构象影响了脂肪酶的活性。 

2.2.5 酶/载体比例对固定化的影响 

 

图 8 酶/载体比例对固定化效果的影响 

Fig.8 The effect of Enzyme/ Carriers ratio on immobilization 

在相同的固定化体系中，通过不同的酶/载体比例改变酶/载体比例，进行酶的固定化处

理。此比例代表每毫升海藻酸钠-明胶混合液添加的酶量，固定化酶活力折算为每毫升海藻

酸钠-明胶混合液形成的凝胶所固定的酶活力。选用的没加入量分别为 120、240、360、480、

600、720、840、960U/mL 混合液。测定酶活力并计算酶活力回收率，结果如图 8 所示。可

以看到，当酶/载体比例达到 600U/mL 时有最高的酶活力回收率，为 54.45%。在此之前，随

着给酶量的增加，固定化酶活力保持上升趋势，说明酶/载体比例小于 600U 时载体尚未达到

饱和程度，继续增大给酶量，固定化酶活力还出现了一定幅度的上升，但此时酶活力回收率

开始下降，在此时海藻酸钠明胶载体的载酶性能已经达到饱和。 

 

2.3 壳聚糖吸附交联法固定化条件的筛选 

2.3.1 壳聚糖浓度对固定化的影响 

先使用 2%的乙酸溶解壳聚糖配置不同浓度的壳聚糖溶液，使用注射器将壳聚糖逐滴加

入到 NaOH 浓度为 40%的凝结液中，形成壳聚糖微球，置于室温硬化。硬化半小时候待微

球具有较好的强度，使用去离子水反复冲洗微球至中性，使用 1%的戊二醛溶液交联壳聚糖，

4 小时候取出洗净，加入 800U 活力单位游离脂肪酶进行吸附固定化。预实验中发现，当壳

聚糖浓度小于 1%时，与 NaOH 形成的凝胶微球强度较差，易破裂。当浓度大于 4%时，由

于粘度较大不易溶解同时也影响到凝胶成球效果。故选取壳聚糖浓度为 1%，1.5%，2%，2.5%，

3%，4%。结果见图 9，低浓度下，随着壳聚糖浓度增高酶活力回收率也随之提高，当壳聚

糖浓度达到 2%时有最高的酶活力回收率为 64.84%。当壳聚糖浓度继续增高，酶活力回收率

会有所下降。 



 

图 9 壳聚糖浓度对固定化效果的影响 

Fig.9 The effect of Chitosan concentration on immobilization 

2.3.2 戊二醛浓度对固定化的影响 

选用浓度为 2%的壳聚糖制备凝胶球，再使用不同浓度的戊二醛与其交联。首先选取了

浓度为 1%，2.5%，5%，7.5%，10%的戊二醛对脂肪酶进行固定化处理，在确定固定化结果

后补充了 0.25%，0.5%，0.75%三个浓度，结果如图 10 所示。实验发现，使用低浓度的戊二

醛对提高固定化效果作用明显，当戊二醛浓度≥2%时，固定化酶活力回收率可以保持在 40%

以上，但是当戊二醛浓度降低到 1%以下时，固定化酶活力回收率上升显著，当加入的戊二

醛浓度为 0.25%时，酶活力回收率最大能够达到 73.41%。这是因为相对高浓度的戊二醛在

与酶蛋白上的氨基交联反应时太过剧烈，改变了酶本身的构象造成酶活力的部分丧失。使用

低浓度戊二醛能够使体系在交联过程中达到一个较好的平衡，即能够大量交联游离酶蛋白又

不至于损失酶活。 

 

图 10 戊二醛浓度对固定化效果的影响 

Fig.10 The effect of Glutaraldehyde concentration on immobilization 

2.3.3 乙酸浓度对固定化的影响 



 

图 11 乙酸浓度对固定化效果的影响 

Fig.11 The effect of Acetic acid concentration on immobilization 

使用不同浓度的乙酸溶解壳聚糖，然后滴加到凝结液中形成微球，通过改变乙酸浓度探

索乙酸对固定化酶的影响。使用的乙酸浓度分别为 0.5%、1%、1.5%、2%、2.5%。结果如

图 11 所示，实验发现，乙酸浓度的改变对最终固定化酶活力回收率影响较小，几个条件下

得到酶活力回收率，最大差异仅为 10.11%。使用 2%浓度溶解壳聚糖得到的最终固定化酶活

力回收率最高，为 74.32%。 

2.3.4 NaOH 浓度对固定化的影响 

 

图 12 氢氧化钠浓度对固定化效果的影响 

Fig.12 The effect of NaOH concentration on immobilization 

壳聚糖在碱性条件下会迅速形成凝胶，但使用过高浓度 NaOH 会有一定的危险性同时

造成污染。实验中分别使用浓度为 5%、10%、20%、30%、40%的 NaOH 凝结壳聚糖制备微

球用于固定化。结果见图 12，当使用较低浓度 NaOH 制备壳聚糖凝胶微球时，最终得到的

酶活力回收率比使用高浓度 NaOH 制备微球得到的酶活力回收率要高。当NaOH 浓度为 10%

时，固定化酶活力回收率能够达到 79.74%。 

2.3.5 酶/载体比例对固定化的影响 



在相同的固定化体系中，通过不同的酶/载体比例改变酶/载体比例，进行酶的固定化处

理，测定酶活力并计算酶活力回收率，结果如图 14 所示。 

 

图 13 酶/载体比例对固定化效果的影响 

Fig.13 The effect of Enzyme/ Carriers ratio on immobilization 

按上述条件制取壳聚糖微球后，去除表面水分并称重，经计算后按照 360、480、600、

720、840、960、1080、1200、1320U/g 壳聚糖的比例向微球中添加游离酶，充分吸附交联

后测定酶活力及酶活回收率。结果表明，随着加酶量的不断上升，壳聚糖固定化酶活力也是

不断上升的，但酶活力回收率却逐渐降低。在较低加酶量范围内，酶活力回收率都保持在相

当高的水平，加酶量为 720U/g 时，固定化酶活力为 626.83U/g，酶活力回收率能够达到

87.06%。当加酶量达到 960U/g 时，继续提高加酶量对固定化酶活力提升不再明显，固定化

酶活力约为 755U/mL 时基本趋于稳定，载酶量达到最高，酶活力回收率为 78.68%。 

 

2.4 聚乙烯醇（PVA）-硼酸法固定化条件的筛选    

2.4.1 聚乙烯醇浓度对固定化的影响 

 

图 14 聚乙烯醇浓度对固定化效果的影响 



Fig.14 The effect of Polyvinyl alcohol concentration on immobilization 

配制含 2%海藻酸钠和一定浓度聚乙烯醇的混合溶液，充分搅拌至完全溶解。向溶液中

加入 800U 活力单位游离脂肪酶，与其均匀混合后，使用注射器将此混合液逐滴加入含

2%CaCl2 的硼酸饱和溶液中，置于 4℃环境中固定化 12h。固定结束取出凝胶球，依次使用

蒸馏水和磷酸缓冲液反复冲洗小球去除表面残留物质，沥干水分后测定酶活。选取的聚乙烯

醇浓度为 1%、2.5%、5%、7.5%、10%。结果发现，随着聚乙烯醇浓度的提高，固定化酶活

力回收率逐渐升高，当聚乙烯醇浓度达到 7.5%时，固定化效率最高，为 19.76%。上文中提

到，聚乙烯醇通过羟基与硼酸发生交联反应形成凝胶，因为反应过程中使用的是饱和硼酸溶

液，故提高了聚乙烯醇浓度也相应的提高了其与硼酸的交联效率。结果见图 15，当聚乙烯

醇浓度大于 7.5%时，固定化酶活力回收率略有下降，这可能是因为反应体系形成致密的网

状结构阻碍了酶和底物间的扩散。 

2.4.2 海藻酸钠浓度对固定化的影响 

 

图 15 海藻酸钠浓度对固定化效果的影响 

Fig.15 The effect of Sodium alginate concentration on immobilization 

向反应体系中添加海藻酸钠和氯化钙起到了辅助形成凝胶的作用，两种凝胶体系结合使

用使包埋体系更加牢固。实验中向浓度为 7.5%的聚乙烯醇中分别添加 1%、2%、3%、4%、

5%的海藻酸钠，加热充分溶解并搅拌均匀后进行固定化酶的处理。结果见图 16，添加海藻

酸钠浓度为 2%时酶活力回收率最大，此时能够达到 24.89%。 

2.4.3 氯化钙浓度对固定化的影响 



 

图 16 氯化钙浓度对固定化效果的影响 

Fig.16 The effect of Calcium chloride concentration on immobilization 

氯化钙浓度主要是与体系中的海藻酸钠产生影响，通过两者和聚乙烯醇-硼酸的交互作

用形成复合凝胶。实验中向饱和硼酸溶液中添加 0.5%、1%、1.5%、2%、2.5%、3%的氯化

钙，测定其固定化结果如图 17 所示。结果表明，当氯化钙浓度为 1.5%时有酶的最大活力回

收率 26.22%。 

2.4.4 酶/载体比例对固定化酶的影响 

 

图 17 酶/载体比例对固定化效果的影响 

Fig.17 The effect of Enzyme/ Carriers ratio on immobilization 

在确定了包埋条件后，针对所制备载体载酶能力进行实验讨论，分别按 120、240、360、

480、600、720U/mL 聚乙烯醇海藻酸钠混合液的比例添加游离脂肪酶。此比例代表每毫升

聚乙烯醇-海藻酸钠混合液添加的酶量，固定化酶活力折算为每毫升聚乙烯醇-海藻酸钠混合

液形成的凝胶所固定的酶活力。结果如图 18 所示，随载酶量的增加，低浓度下固定化酶活

力回收率缓慢下降，同时固定化酶活力显著提升，载酶量为 360U/mL 时酶活力回收率为

33.22%，此时固定化酶活力为 119.192U/mL。当载酶量继续上升，固定化酶活力还会继续上

升，但酶活力回收率不断下降，固定化酶活力达到 160.496U/mL 左右时趋于稳定。 



 

图 18 不同脂肪酶固定化方法的比较 

Fig.18 Comparison of different ways to immobilize lipase 

 

3 讨论与结语 

本文中使用了四种不同方法对脂肪酶进行了固定化处理，通过单因素试验得到了使用这

些方法处理酶的最大固定化效果。 

海藻酸钠包埋法在最优固定化条件为海藻酸钠浓度 3%，CaCl2 浓度 1%， 每毫升海藻

酸钠添加 600U 脂肪酶 ADM47601 时得到最大固定化酶活回收率 17.11%。使用这种方法得

到固定化酶虽然机械强度较好，但重复利用性不高。 

海藻酸钠明胶协同包埋法在最优固定化条件为海藻酸钠浓度 1%，明胶浓度 1%，CaCl2

浓度 0.5%，戊二醛浓度 0.25%，每毫升海藻酸钠-明胶混合液添加 600U 脂肪酶时得到最大

固定化酶活回收率 54.45%。通过此种方法得到的固定化酶重复利用性较好，但机械强度和

温度稳定性较弱，不易长时间贮藏。 

壳聚糖吸附交联法在最优固定化条件为壳聚糖浓度 2%，戊二醛浓度 0.25%，乙酸浓度

1%，NaOH 浓度 10%，交联 3h，每克载体添加 720U 脂肪酶时得到最大固定化酶活力回收

率 87.06%。通过此种方法得到的固定化酶重复利用性好，机械强度高，经过长时间贮藏仍

然能够保持较高的脂肪酶活性，是一种理想的固定化酶方法。 

聚乙烯醇-硼酸法在最优固定化条件为聚乙烯醇浓度 7.5%，海藻酸钠浓度 2%，CaCl2

浓度 1.5%，每毫升聚乙烯醇添加 360U 脂肪酶时得到最大固定化酶活力回收率 33.22%。使

用这种方法固定化酶，在制备载体时易发生聚乙烯醇聚结的情况，操作不当易使载体互相粘

附到一起，难以分离使用。 

综上所述，对比四种不同固定化酶方法，酶活力回收率为壳聚糖吸附交联法>海藻酸钠

明胶协同包埋法>聚乙烯醇-硼酸法>海藻酸钠包埋法。使用壳聚糖对脂肪酶 ADM47601 进行

固定化处理，反应条件温和，操作简单，固定化脂肪酶回收效率高。 
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ABSTRACT  Using sodium alginate, sodium alginate-gelatin, chitosan and polyvinyl alcohol as 

the material to immobilize the marine lipase ADM47601.The optimal conditions of sodium 

immobilization is 3% sodium alginate,1% CaCl2,add lipase for 600U/mL sodium alginate,the 

maximum immobilized lipase activity recovery rate was 17.11%. The optimal conditions of 

sodium alginate-gelatin immobilization is 1% alginate, 0.5% CaCl2, 0.25% glutaraldehyde, add 

Lipase for 600U/mL alginate-gelatine mixture, the maximum immobilized lipase activity recovery 

rate was 54.45%.The optimal conditions of chitosan immobilization is 2% chitosan,10% 

NaOH,1% acetic acid,0.25% glutaraldehyde, add lipase for 840U/g chitosan microspheres, the 

maximum immobilized lipase activity recovery rate was 87.06%.The optimal conditions of 

polyvinyl alcohol immobilized is 7.5%polyvinyl alcohol,2% sodium alginate,1.5%CaCl2,add 

lipase for 360U/mL polyvinyl alcohol, the maximum immobilized lipase activity recovery rate 

was 33.22%.Comparing four different immobilized methods, lipase activity recovery rate are 

chitosan> sodium alginate-gelatin> polyvinyl alcohol> alginate. 
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