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摘  要 

本文利用(3-氨丙基)-三乙氧基硅烷(APTES)和甲基三甲氧基硅烷(MTMS)对片状陶瓷膜进行改性，再使用

戊二醛(GA)交联得到陶瓷复合膜。最后，将脂肪酶固定在该陶瓷复合膜上，制备得到酶膜反应器。通过

傅里叶变换红外光谱仪和X射线光电子能谱仪对样品进行表征。确定固定化的最佳条件为：APTES和
MTMS浓度均为0.1 M、GA浓度为2%、固定化时间为3 h。固定化酶的最适操作pH值和温度分别为7、
55℃。此外，固定化的酶具有较好的热稳定性和可重复使用性。 
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Abstract 
In this paper, ceramic planar membranes were modified with (3-aminopropyl)-triethoxysilane 
(APTES) and methyltrimethoxysilane (MTMS), and then cross-linked with the glutaraldehyde (GA) 
to obtain ceramic composite membranes. Finally, lipases were immobilized on these ceramic com-
posite membranes to prepare the enzyme membrane reactor. The samples were characterized by 
Fourier transform infrared spectroscopy and X-ray photoelectron spectroscopy. The optimal con-
ditions for immobilization were determined as follows: APTES and MTMS concentrations of 0.1 M, 
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GA concentration of 2%, and immobilization time of 3 h. The optimum operating pH and tempera-
ture of the immobilized enzyme were 7 and 55˚C, respectively. In addition, the immobilized enzyme 
had better thermal stability and reusability. 
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1. 引言 

脂肪酶，既能水解酯，又能合成酯，具有选择性专一、反应条件温和、绿色无污染的特点[1]。此外，

脂肪酶因其特殊的蛋白质结构，在面对疏水界面时，能够诱导蛋白质构象重排，使脂肪酶处于“开放状

态”，从而使底物更容易与酶结合，提高了酶的活力，这种功能被称为“界面活化”[2]。但游离脂肪酶

性能不稳定、价格昂贵、回收较困难，增加了工业生产的成本，其在工业中的应用受到限制。 
为解决上述问题，提出将脂肪酶固定化的概念，常用的酶固定化方法主要有：物理吸附、化学交联、

共价结合、包埋法等[3]。固定化后的酶在食品行业、对映体拆分[4]、生物柴油的生产[5]、二氧化碳的捕

获[6]以及环境问题的处理方面展现了巨大的优势[7]。酶固定化技术不仅解决了酶的回收问题、降低操作

成本，还拓宽了酶的应用领域。 
此外，在选择合适的固定化方法的基础上选择合适的载体材料，能够进一步地提高固定化酶的活力。

当前普遍使用的载体材料有：介孔无机材料[8]、陶瓷材料[9] [10]、有机膜[11]、有机金属框架[12]、纳米

材料[6]、氧化石墨烯[13]等。其中，1966 年，酶膜反应器被提出，这一设计的提出实现了膜分离和酶催

化的结合。酶膜反应器能及时移除酶促反应的产物，降低产物抑制，并且也避免了副产物的产生，大大

提高了酶促反应的效率[14]。因此，本研究通过 APTES/MTMS 改性陶瓷超滤膜后，交联戊二醛(GA)，制

备得到一种陶瓷复合膜，最后将脂肪酶固定在该陶瓷复合膜上，制备了一种酶膜反应器(EMR)，优化了

制备条件，并研究了酶膜反应器的性能。该酶膜反应器的制备原理如图 1 所示。 
 

 
Figure 1. Schematic diagram of the preparation of enzyme membrane reactor 
图 1. 酶膜反应器的制备原理图 
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2. 材料与方法 

2.1. 材料 

GA 购自成都科隆化学品有限公司，(3-氨丙基)三乙氧基硅烷(APTES)、甲基三甲氧基硅烷(MTMS)
与考马斯亮蓝 G250 均购自国药集团化学试剂有限公司，假丝酵母脂肪酶(CRL)购自北京索莱宝科技有限

公司，牛血清蛋白(BSA)购自上海阿拉丁试剂有限公司，三乙酸甘油酯(TA)购自上海阿达玛斯试剂有限公

司。所有化学品均为分析级化学品，无需进一步纯化。 

2.2. 方法 

2.2.1. 陶瓷膜的硅烷改性 
将氧化铝陶瓷膜用去离子水活化 2 h，然后在 50℃真空干燥箱中干燥 2.5 h，得到羟基活化的陶瓷膜

(CM)；称取一定量的(3-氨丙基)三乙氧基硅烷(APTES)和甲基三甲氧基硅烷(MTMS)溶解在无水乙醇中，

配制得到一定浓度的硅烷混合溶液。将活化后的陶瓷膜浸泡在配制的混合硅烷溶液中，在恒温振荡箱中

振荡 2 h，用无水乙醇去除未反应完全的硅烷试剂。随后，将清洗后的膜在 50℃真空干燥箱中烘干 2.5 h，
取出冷却至室温，得到改性后的陶瓷膜(APTES/MTMS-CM)，通过接触角测量仪测定膜的亲疏水性。 

2.2.2. 脂肪酶的固定化 
配制一定体积浓度的 GA 溶液，将复合陶瓷膜浸泡在 GA 溶液中 1 h，取出后，用缓冲液去除未反应

的 GA，在 50℃真空干燥箱中烘干 2.5 h，冷却至室温，得到交联后的复合陶瓷膜(GA-APTES/MTMS-CM)。
称取一定量的脂肪酶粉末，溶解于磷酸缓冲溶液(PBS, pH 7, 0.05 M)，搅拌 1 h，后在 4000 r/min 离心机

中离心 5 min，将得到的复合陶瓷膜浸泡在脂肪酶溶液中进行固定化，测定脂肪酶的负载量和固定化脂肪

酶的活力。 

2.2.3. 脂肪酶负载量和脂肪酶活力的测定 
脂肪酶是一种蛋白质酶，可采用 Bradford 法[15]测定脂肪酶的负载量，以牛血清蛋白为标准蛋白，

制作标准曲线，得到标准曲线为：y = 4.59 + 0.6816x，R2 = 0.9996。使用紫外分光光度计在 595 nm 时测

定脂肪酶溶液的吸光度，计算脂肪酶的负载量。计算公式：脂肪酶负载量(WOL, mg)： 

0 0

1 t tC VWOL
C V

×
= −

×
                                      (1) 

式中，C0、V0 分别为过滤前酶溶液的初始浓度(mg/mL)和初始体积(mL)；Ct、Vt 分别为过滤后酶溶液的最

终浓度(mg/mL)和最终体积(mL)。 
脂肪酶活性测定是以三乙酸甘油酯为底物，用酶将其水解为脂肪酸和甘油，通过测定其生成的脂肪

酸的量，评价酶的活力。一个酶活力单位定义为：在一定条件下，水解三乙酸甘油酯，每分钟生成 1 μmL
脂肪酸所需的酶量。计算公式：酶活力(EA, U/mg)： 

1000i iC VEA
t m
×

= ×
×

                                    (2) 

式中，Ci、Vi 分别为滴定时需要的氢氧化钠溶液的浓度(M)和体积(mL)；1000 为换算系数；t 为催化降解

的反应时间(min)；m 为固定化酶的量(mg)。以最高酶活力为参照，定义为 100%，以某一次的酶活力与

参照酶活力的百分比来计算其他条件下的残留酶活力。 

2.2.4. 材料的表征 
采用傅里叶变换红外光谱仪(FTIR)和 X 射线光电子能谱仪(XPS)表征膜表面化学组成；采用热重分析
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仪(TGA)和 X 射线衍射仪(XRD)分析膜固定化前后材料的热性能和理化性能。 

3. 结果与讨论 

3.1. 表征分析 

图 2 为膜表面的 FTIR 结果图。图 2(b)中，在 3440 cm−1 处出现的峰是 APTES 烷烃 N-H 键发生拉伸

振动引起的，而在 2920 cm−1，2849 cm−1，1396 cm-1 处出现的三个峰均为 APTES 和 MTMS 烷烃侧链中

C-H 的伸缩振动，在 1046~1140 cm−1 处的宽峰和 414 cm−1 处的峰均为 Si-O 键的拉伸振动[16] [17]，结果

表明，硅烷试剂对膜的成功改性。图 2(c)中，在 1637 cm-1 处出现的峰为戊二醛中与 APTES 发生酰胺反

应生成 C=N 键的特征峰，表明 GA 的成功交联。图 2(d)中，在 3443 cm−1 处的峰是酶分子中 O-H 键拉伸

振动的特征峰，而在 1642 cm−1 出现的峰为戊二醛和酶分子发生酰胺反应生成 C=N 键的特征峰[18]，表明

脂肪酶被成功固定在膜上。 
 

 
Figure 2. FTIR analysis diagram of membrane surface: (a) CM; (b) APTES/ 
MTMS-CM; (c) GA-APTES/MTMS-CM; (d) EMR 
图 2. 膜表面的 FTIR 分析图：(a) CM；(b) APTES/MTMS-CM；(c) GA-APTES/ 
MTMS-CM；(d) EMR 

 
图 3 为 XPS 全谱图。在硅烷改性陶瓷膜后，即在图 3 A/M-CM 上，100 eV 处出现的峰属于 Si2p，此

时硅烷与陶瓷膜上的羟基发生反应形成 Si-O 键，使硅烷改性膜上成功带有 Si 元素，因此 Si 元素的出现

表明硅烷的成功改性。此外，APTES 改性时，膜上还应有 N 元素，但此时可能 N 元素含量少，形成的

键的峰也弱，所以未明显看见。在图 3 EMR 材料上，400eV 处出现的峰，属于 N1s。在脂肪酶固定化时，

脂肪酶带有的氨基基团与醛基反应，形成酰胺键，使膜上带有 N 元素，这表明脂肪酶在复合膜上的成功

固定化。 
图 4(a)、图 4(b)分别为对陶瓷空白膜(CM)和酶膜反应器(EMR)进行 TGA 和 XRD 表征的结果图。在

图 4(a)中，CM 随温度变化，质量损失较少，但是 EMR 随温度升高，出现了三个质量损失：0~60℃，失

重 12%，可能是 EMR 上吸附的水被蒸发[19]；60~270℃，失重率为 5%，此时膜表面的 APTES/MTMS
和 GA 可能被降解[20]；270~510℃，失重率为 4%，此时可能固定化的脂肪酶被降解[21]。图 4(b)中的

XRD 结果图表明，脂肪酶进行固定化的过程对膜的理化结构无明显变化，没有产生额外晶体物质[22]。 
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Figure 3. XPS full spectrum of membrane surface 
图 3. 膜表面的 XPS 全谱图 

 

 
Figure 4. (a) TGA analysis diagram before and after membrane immobilization of the enzyme; (b) XRD analysis diagram 
before and after membrane immobilization of the enzyme  
图 4. (a) 膜固定化酶前后的 TGA 分析图；(b) 膜固定化酶前后的 XRD 分析图 

3.2. 酶固定化条件的优化 

硅烷是一种常用的改性陶瓷膜的试剂，它能与陶瓷膜上存在的羟基反应，使硅烷结合在膜上。使用

APTES 和 MTMS 对膜进行改性，不仅将膜进行胺化，同时也使膜的接触角增大、疏水性增强，将脂肪

酶固定在膜上后，能使固定化脂肪酶产生界面激活，打开酶的活性中心，从而增大脂肪酶的活力。图 5(a)
中，结果表明选择浓度均为 0.1 M 的 APTES 和 MTMS 改性陶瓷膜，能使陶瓷膜的疏水性明显增大，因

此选择 APTES 和 MTMS 浓度为 0.1 M 时为最佳改性浓度。 
交联剂 GA 与膜上的氨基反应，另外又为酶的固定化提供作用位点，但是 GA 对酶的结构也有一定

的损伤，所以需要选择合适的浓度进行交联。图 5(b)中，在交联剂浓度为 2%时，此时固定化酶的活力最

https://doi.org/10.12677/hjcet.2023.132016


刘静，高能文 
 

 

DOI: 10.12677/hjcet.2023.132016 143 化学工程与技术 
 

高，低浓度的 GA 为酶的固定化提供的反应位点较少，最终酶膜反应器表现的活力降低，高浓度的 GA
会导致酶的空间结构改变，进而使酶活力降低。 

 

 
Figure 5. (a) Effect of silane modification on membrane hydrophobicity; (b) Effect of GA concentration on the activity of 
immobilized enzymes; (c) Effect of immobilization time on enzyme loading 
图 5. (a) 硅烷改性对膜亲疏水性的影响；(b) GA 浓度对固定化酶活力的影响；(c) 固定化时间对酶负载量的影响 

 
酶在固定化过程中存在酶的解吸和吸附，当吸附和解吸达到平衡时，酶的固定化效果最好。图 5(c)

中，酶的固定化量随时间增加而增加，在固定化时间为 3 h 后，酶的固定化量达到最大。此后，随着固

定化时间增加，酶固定化量降低，此时先固定化的酶可能发生流失。 

3.3. 酶的催化条件的优化 

脂肪酶是一种蛋白质，pH 会对蛋白质表面的电荷以及解离基团造成影响。当酶进行固定化时，固定

的载体与酶之间会存在相互作用力或生成化学键，这样就对酶的结构形成了一定的保护作用。图 6(a)结
果表明，固定化酶和游离酶在 pH 为 7 时，酶活力最大，但是固定化酶在其他 pH 值下残留的酶活力更高，

这可归因于固定化操作对酶的结构的保护。 
酶催化反应的本质是利用酶的活性中心与底物结合，催化底物的降解，而酶的结构易受温度的影响，
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温度可能会造成酶的活性中心的遮蔽或者活性中心的过度暴露。图 6(b)中，游离酶在 35℃时，酶活力最

高，而固定化酶在 55℃时，酶活力最好，结果表明，固定化的脂肪酶对温度的耐受性明显提高，这可能

是由于固定化操作对酶的结构具有一定的保护作用。 
 

 
Figure 6. (a) Effect of pH on the activity of free and immobilized enzymes; (b) Effect of temperature on the activity of free 
and immobilized enzymes; (c) Effect of TA concentration on the activity of free and immobilized enzymes 
图 6. (a) pH 对游离酶和固定化酶活力的影响；(b) 温度对游离酶和固定化酶活力的影响；(c) TA 浓度对固定化酶活力

的影响 

 
酶催化底物受底物浓度的影响，首先底物浓度太高，渗透过膜时存在浓差极化的影响，其次底物浓

度太高会影响酶活性中心的打开。图 6(c)结果显示，当 TA 浓度低于 0.05 M 时，酶活力随 TA 浓度的增

加而增大，当 TA 浓度超过 0.05 M 时，酶活力逐渐减小，所以低浓度和高浓度的 TA 都不利于酶的催化。 

3.3. 固定化酶热稳定性和重复使用性的测试 

将脂肪酶固定在空白陶瓷膜上得到酶膜反应器(L-CM)，探究 L-CM 和采用化学交联法制备的酶膜反

应器(EMR)的热稳定性，实验结果如图 7(a)所示。在 55℃孵育 120 min，直接吸附在空白陶瓷膜上的酶其

活力在 30 min 后就很大程度地降低了，而使用化学交联法制备的 EMR 在 120 min 后还有将近 50%的残

留酶活力，这表明化学交联法制备的酶膜反应器具有较好的热稳定性。出现此结果的原因可能是，在脂
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肪酶的固定化过程中，酶与载体膜之间形成的化学键或作用力对酶的空间结构有一定的保护作用，所以

能增加酶对温度的耐受性，最终使制备的酶膜反应器具有较好的热稳定性。 
 

 
Figure 7. (a) Thermal stability of immobilized enzymes; (b) Reusability of immobilized enzymes 
图 7. (a) 固定化酶的热稳定性；(b) 固定化酶的重复使用性 

 
对制备的 EMR 进行重复使用性的探究，其结果如图 7(b)所示。在重复催化 TA 降解的过程中，固定

化的酶具有较好的稳定性，在循环催化降解 7 次后，EMR 仍然残留将近 80%的初始酶活力。这可归因于

脂肪酶固定化过程中形成的酰胺键有关。另外，脂肪酶是一种疏水性蛋白质，膜被硅烷改性后，疏水性

增加，酶与改性膜之间存在疏水相互作用力和其他的分子间作用力。因此，化学交联法固定的酶，在长

期的使用中，具有较大的发展前途。 

4. 总结 

以片状陶瓷膜为载体，利用 APTES 和 MTMS 对陶瓷膜进行胺化和疏水改性，随后使用交联剂 GA
将脂肪酶固定在复合陶瓷膜上。确定最佳的固定化条件：硅烷浓度为 0.1 M 的 APTES 和 MTMS、GA 浓

度为 2%、固定化时间为 3 h。固定化酶的最适操作 pH 值为 7，最适操作温度为 55℃，最佳底物 TA 浓度

为 0.05 M。固定化后的酶具有较好的热稳定性，在 55℃条件下保温 120 min 后，仍然残留约 50%的酶活

力，且固定化后的酶具有较好的重复使用性，在循环 7 次后，仍然残留约 80%的酶活力。由此可见，酶

的化学交联固定化方法能显著提高酶对温度的耐受性和重复使用性。 
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