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纳米金强化微波耦合脂肪酶催化油酸淀粉酯
合成的研究

王　艳，李虹佳，程美佳，谢金晖，刘天娇，辛嘉英，张　娜

（哈尔滨商业大学，食品科学与工程重点实验室，黑龙江哈尔滨 150028）

摘　要：以预处理玉米淀粉和油酸为底物，纳米金固定后的南极假丝酵母脂肪酶（CAL@AuNPs）为催化剂，实现

油酸淀粉酯的绿色高效制备。以油酸转化率为指标进行 CAL@AuNPs 制备条件的优化，取代度为指标探究游离

酶、商品化固定化酶及纳米金固定化脂肪酶在微波辅助条件下的催化效率。结果表明，在 40 ℃ 的条件下添加

4 mL 纳米金（14 nm）为载体对 CAL 固定 6 h 后，获得的 CAL@AuNPs 催化能力最强。在微波功率 400 W，温度

35 ℃ 的条件下 CAL@AuNPs 催化 10 mL 油酸和 2 g 淀粉反应 40 min 后，可以制得取代度最高为 0.0259 的油酸淀

粉酯。与游离酶和商品化固定化酶相比，在微波辅助下，CAL@AuNPs 催化能力强，能够有效缩短反应时间、提

高产物取代度。
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Abstract：The nano-gold immobilized lipase (CAL@AuNPs) was prepared to synthesize starch oleate ester efficiently by
using pre-treated corn starch and oleic acid as raw materials. Optimisation of the preparation conditions of CAL@AuNPs
was  carried  out  using  oleic  acid  conversion  rate  as  an  indicator.  The  substitution  degree  was  used  as  an  indicator  to
investigate the catalytic efficiency of free enzyme, commercial immobilised enzyme and nanogold immobilised lipase under
microwave-assisted  conditions.  The  experimental  results  showed  that  the  immobilized  lipase  with  the  strongest  catalytic
activity  could be obtained by using AuNPs of  14 nm as carrier  at  40 ℃ for  6  h.  The starch oleate  ester  with the highest
substitution degree of 0.0259 could be prepared by using CAL@AuNPs as catalyst under the condition of 400 W, 35 ℃ for
40 min. Compared with free enzyme, and commercial immobilized enzyme , the CAL@AuNPs could shorten reaction time
and improve the degree of substitution.

Key words： lipase immobilized by AuNPs；microwave assisted lipase catalysis  technology；starch oleate ester；oleic acid

conversion rate；degree of substitution

 

在食品工业生产中常用的改性玉米淀粉包括复

合改性淀粉、酯化淀粉、交联淀粉、冷水可溶性淀

粉、酸水解淀粉和糊精等[1−2]。不同改性淀粉添加到

食品中后不仅可以改善食品的质构，起到增稠、悬  
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浮、保水和稳定的作用，还可以有效延长食品的保质

期，其主要用于饮料、糖果、面制品、肉制品以及调

味料等食品的加工中[3−5]。而脂肪酸淀粉酯是一类新

型的改性淀粉，因具有优于传统工业材料的理化特

性，现已成为变性淀粉工业中的一个新兴研究热点[6]。

脂肪酸淀粉酯制备分为两大体系，即有溶剂体系和无

溶剂体系。聂卉等[7] 以离子液体为反应介质，采用化

学法制备了阿魏酸淀粉酯，并对馒头预发酵冷冻面团

物化性质的影响进行研究，证明适量添加阿魏酸淀粉

酯有助于改善馒头硬度、韧性及其内部结构的紧致

性。Zhang 等[8] 利用硬脂酸和月桂酸与淀粉在水介

质的条件下制备硬脂酸淀粉酯和月桂酸淀粉酯，探究

了酯化条件对取代度（DS）及产物结构和性能的影

响。Winkler 等[9] 利用月桂酸、脂肪酸乙烯酯在二甲

基亚砜（DMSO）体系中进行酯交换反应或在吡啶中

与脂肪酸氯化物反应从而制得月桂酸酯。

无溶剂反应体系由于绿色环保，产品无有机试

剂残留而备受关注。目前，无溶剂体系中脂肪酸淀粉

酯的制备主要是借助脂肪酶的界面催化特性，通过酯

化或转酯化反应实现。Sn 等[10] 在无溶剂条件下利

用固定化脂肪酶催化反应成功制备了辛酸木糖酰基

酯、癸酸木糖酰基酯、月桂酸木糖酰基酯和肉豆蔻酸

木糖酰基酯。Allana 等[11] 利用鲸蜡醇与棕榈酸在无

溶剂体系中通过酯化反应合成十六烷基棕榈酸酯，并

对该酶促反应动力学进行了探究。微波技术和酶催

化技术是淀粉改性研究中两种重要的绿色合成手段，

且将二者联合应用于淀粉的改性，会产生相互促进的

耦合效应。Horchani 等[12] 利用 CaCO3 固定化金黄

色葡萄球菌脂肪酶，在无溶剂体系下通过微波加热成

功制备了油酸淀粉酯。但是在无溶剂体系下利用微

波辅助脂肪酶催化油酸淀粉酯还存在一定的弊端，当

淀粉和脂肪酸作为底物时，极性相差较大不易混溶，

且淀粉并非脂肪酶的天然底物，因此脂肪酶不易催化

淀粉与脂肪酸发生酯化反应，产物的取代度较低[13]。

为解决以上问题，本实验拟采用纳米金为载体

固定游离脂肪酶制备纳米金固定化酶，借助纳米金与

酶之间良好的生物相容性和其对微波的强吸收能力，

在无溶剂体系下有效提高微波辅助酶催化脂肪酸淀

粉酯的合成效率，为改性淀粉的制备与酯化反应的绿

色合成提供新思路。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

预处理玉米淀粉　黑龙江省食品科学与工程高

校重点实验室自制[14]；油酸（AR）　天津天力化学试

剂有限公司；氯金酸（99%）　沈阳兴惠达化工有限公

司；南极假丝酵母脂肪酶（10000 U/g）　上海源叶生

物科技有限公司；固定于大孔丙稀酸树脂的南极假丝

酵母脂肪酶 Novozym 435（L477710000 U/g）　丹麦

公司；柠檬酸钠及其他常用试剂　均为国产分析纯。

UV2550 型紫外-可见分光光度计　日本岛津公

司；XH-100A 微波反应器　北京祥鹄科技发展公司；

GC-7890F 气相色谱仪　上海天美仪器有限公司；

Perkin  Elmer  100 傅里叶变换红外光谱仪　美国

Perkin Elmer 公司；F-7000 荧光分光光度计　日本日

立公司；DHG-9053 电热恒温鼓风干燥箱　上海一恒

科学仪器有限公司；AVANCEIII300 核磁共振波谱

仪　布鲁克（北京）科技有限公司。 

1.2　实验方法

本实验以脂肪酶催化油酸与玉米淀粉发生酯化

反应为研究模型，在无溶剂体系下借助微波辅助技术

提高脂肪酶催化酯化反应效率，其原理如图 1 所示，

将脂肪酶与油酸、淀粉混合后放入微波反应器中，在

无溶剂体系下进行油酸淀粉酯的合成制备。对比分

析不同微波参数对游离的南极假丝酵母脂肪酶

（CAL）、商品化固定化南极假丝酵母脂肪酶（Novozym
435）和本实验制备的纳米金固定化南极假丝酵母脂

肪酶（CAL@AuNPs）催化油酸与淀粉发生酯化反应

的能力的影响。并以油酸淀粉酯的取代度为指标，利

用甲醇醇解-气相色谱法分析产物油酸淀粉酯的合成

进程。实现微波辅助酶催化油酸淀粉酯的高效合成，

缩短反应时间，提高取代度。 

1.2.1   纳米金的制备　参考王艳等[15] 的实验方法，准

确量取 0.01% 的氯金酸溶液 50 mL 置于平底烧瓶

内，加热至溶液沸腾后逐滴加入 1.4~1.75 mL 的浓度

为 1% 的柠檬酸钠溶液，持续搅拌加热至溶液成酒红

色，冷却至室温后 4 ℃ 低温保存，即制得粒径为

10~18 nm 纳米金，以蒸馏水为空白进行紫外光谱检

测。纳米金粒径计算公式如下：

d = e3×
AsPr
AuSo

−2.2

式中：AsPr 表示纳米金溶液在紫外下最高峰的

吸光度值；AuSo 表示纳米金溶液在 450 nm 处的紫

外吸光度值。 

1.2.2   CAL@AuNPs 的制备　准确称取 0.10 g 南极

假丝酵母脂肪酶，加入 2 mL 的超纯水配制成浓度

为 50 mg/mL 脂肪酶溶液后分别加入纳米金溶液，将

其充分混合后密封于恒温培养箱中反应后进行冷冻

干燥，即为 CAL@AuNPs。 

1.2.3   单因素实验　单因素采用控制变量法，将 2 g
淀粉、10 mL 油酸、浓度为 50 mg/mL 的脂肪酶置于

功率为 400 W、温度 35 ℃ 的微波反应器中充分反

应 40 min，制备油酸淀粉酯，以油酸转化率为指标确

定纳米金粒径大小、纳米金添加量、固定化反应时

间、温度四个因素的最佳反应条件。 

1.2.3.1   纳米金粒径的大小对酶催化效果的影响　

固定化温度为 30 ℃、时间 8 h、纳米金添加量 4 mL
为固定因素，依次以 10、12、14、16、18 nm，5 个梯

度考察纳米金粒径大小对酶催化效果的影响。 

1.2.3.2   纳米金添加量对酶催化效果的影响　固定

化温度为 30 ℃、时间 8 h、纳米金粒径 14 nm 为固
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定因素，依次以 1、2、3、4、5 mL，5 个梯度考察纳米

金添加量对酶催化效果的影响。 

1.2.3.3   固定化时间对酶催化效果的影响　固定化

温度为 30 ℃、纳米金粒径 14 nm、纳米金添加量为

4 mL 为固定因素，依次以 4、5、6、7、8 h，5 个梯度

考察固定化反应时间对酶催化效果的影响。 

1.2.3.4   固定化温度对酶催化效果的影响　固定化

时间 6 h、纳米金粒径 14 nm、纳米金添加量为 4 mL
为固定因素，依次以 30、35、40、45、50 ℃，5 个梯度

考察固定化反应温度对酶催化效果的影响。 

1.2.4   油酸转化率的测定　 

1.2.4.1   标准曲线的绘制　参考课题组前期建立的

气相色谱法 [16] 并稍作改动。配制浓度为 1×10−4、

2.5×10−4、5×10−4、7.5×10−4、1×10−3 mg/L 的油酸甲

酯标准溶液，抽取 1 μL 进入气相色谱进行测定。以

油酸甲酯溶液的浓度 C 为横坐标，气相色谱峰的

面积 S 为纵坐标构建曲线，得到油酸甲酯溶液的

标准曲线，获得回归方程为：S=96.853C−879.2（R2=
0.9998）。 

1.2.4.2   色谱条件　色谱柱：DM-FFAP 石英毛细

管柱，30 m×0.32 mm×0.25 μm；炉温 220 °C、进样器

温度 250 °C、检测器温度为 260 °C、氮气流速为

4.5  mL/min、空气流速为 5.5  mL/min、尾吹为

5.0 mL/min。进样量：1 μL。 

1.2.4.3   产物甲酯化　参考文献 [17] 并改动，取 1.2.3
中制备的油酸淀粉酯 30 mg 加入 0.5 mL 二甲基亚

砜中进行溶解。然后加入 1 mL 0.07 mol/L 的甲醇

甲醇钠溶液后在 70 ℃ 下回流 40 min，冷却，加入

1 mL 去离子水和 1 mL 正庚烷充分搅拌 1 min 后静

置沉淀，上层油相即为油酸甲酯。 

1.2.4.4   油酸转化率的计算　采用外标法算得 1.2.4.3

实验中所得油酸甲酯的量从而换算出油酸淀粉酯的

量，进而得到已反应油酸的量，并与油酸总量 10 mL

进行对比，可推导出油酸淀粉酯中油酸的转化率计算

公式如下：

α(%) =
n0 −n1

n0
×100

式中：α 表示油酸的转化率，%；n0 表示油酸的总

量，mol；n1 表示生成油酸淀粉酯所消耗的油酸的量，

mol。 

1.2.5   CAL@AuNPs 的表征　准确称取 0.10 g 南极

假丝酵母脂肪酶，加入 2 mL 的超纯水配制成浓度

为 50 mg/mL 脂肪酶溶液后加入 4 mL 粒径为 14 nm

的纳米金溶液，将其充分混合后密封于 40 ℃ 恒温培

养箱中反应 6 h，取出进行冷冻干燥，即为 CAL@

AuNPs，参考文献 [14] 并稍作改动分别进行紫外光

谱、荧光光谱、红外光谱进行测定结构表征。 

1.2.5.1   紫外光谱分析　取浓度为 50 mg/mLCAL@

AuNPs 溶液于石英比色皿中，通过紫外分光光度计

全波长进行扫描，得到紫外图谱对比分析。 

1.2.5.2   荧光光谱分析　将配制好南极假丝酵母脂

肪酶溶液进行紫外全波长扫描，确定其激发波长。荧

光扫描激发狭缝与发射狭缝均设置为 5 nm，光电倍

增管电压为 700 V，扫描速度为 2400 nm/min，固定

激发波长为 λex=275 nm。取 1 mL 浓度为 50 mg/mL

南极假丝酵母酶液作为底物置于荧光比色皿中，

30 ℃ 下每间隔 5 min 添加 20 μL 的纳米金溶液，观

察分析荧光光谱发射峰的变化。 
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图 1    基于微波辅助耦合 CAL@AuNPs 催化油酸淀粉酯合成示意图

Fig.1    Schematic diagram of synthesis of starch oleate esters catalyzed by microwave assisted coupling CAL@AuNPs
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1.2.5.3   红外光谱分析　将冷冻干燥得到的 CAL@
AuNPs 粉末和未经处理的南极假丝酵母脂肪酶各

取 5 mg，置于傅里叶变换红外光谱仪中，扣除平衡空

白背景采用常规压片法，在波数范围为 4000~450 cm−1，

分辨率 4 cm−1 的条件下，扫描收集样品的红外光谱，

分析固定化脂肪酶样品分子基团的变化。 

1.2.6   微波辅助脂肪酶催化油酸淀粉酯的制备　称

取 2 g 淀粉与油酸混合后分别加入 CAL@AuNPs、
游离酶（南极假丝酵母脂肪酶）、Novozym 435 于三

颈烧瓶内后充分搅拌 1 min，置于微波反应器中。反

应结束后用 80 ℃ 无水乙醇进行冲洗后放入 105 ℃
烘箱内烘干 2 h 至恒重，即油酸淀粉酯。 

1.2.7   单因素实验　单因素实验采用控制变量法，

以 2 g 淀粉为固定因素，以取代度为指标确定微波反

应功率、时间、温度、脂肪酶添加量、油酸添加量五

个因素的最佳反应条件，并用以探究微波辅助条件

下 CAL@AuNPs 与 Novozym 435 固定化酶催化活

性的影响。 

1.2.7.1   微波功率对脂肪酶催化活性的影响　在

2 g 淀粉，油酸添加量为 10 mL，脂肪酶添加量为

5%（淀粉干重），微波反应温度为 40 ℃，时间为 40 min
的条件下，依次以 200、300、400、500、600 W，5 个

梯度功率考察功率对脂肪酶催化活性的影响 

1.2.7.2   微波反应时间对脂肪酶催化活性的影响　

在 2 g 淀粉，油酸添加量为 10 mL，脂肪酶添加量为

5%（淀粉干重），微波反应温度为 40 ℃，功率 400 W
的条件下，依次以 20、30、40、50、60 min，5 个梯度

时间考察微波反应时间对脂肪酶催化活性的影响。 

1.2.7.3   微波反应温度对脂肪酶催化活性的影响　

在 2 g 淀粉，油酸添加量为 10 mL，脂肪酶添加量为

5%（淀粉干重），微波反应时间为 40 min，功率 400 W
的条件下，依次以 25、30、35、40、45 ℃，5 个梯度温

度考察微波反应温度对脂肪酶催化活性的影响。 

1.2.7.4   脂肪酶添加量对脂肪酶催化活性的影响　

在 2 g 淀粉，油酸添加量为 10 mL，微波反应时间为

40 min，功率 400 W，温度为 35 ℃ 的条件下依次加

入 3%、4%、5%、6%、7%（淀粉干基）的脂肪酶，5 个

梯度脂肪酶添加量考察脂肪酶添加量对脂肪酶催化

活性的影响。 

1.2.7.5   油酸添加量对脂肪酶催化活性的影响　在

2 g 淀粉，脂肪酶添加量为 5%，微波反应时间为

40 min，功率 400 W，温度为 35 ℃ 的条件下，依次加

入 6、8、10、12、14 mL 油酸，5 个梯度油酸添加量考

察油酸添加量对脂肪酶催化活性的影响。 

1.2.8   产物取代度的测定　取代度的测定方法采用

本课题组前期建立的甲醇醇解-气相色谱检测法进行

测定[16]。计算公式为

DS =
n×M1

M0 −n×M2 +n×MH2O

MH2O

式中：n 表示发生酯化的油酸的物质的量，mol；
M0 表示样品质量，g；M1 表示葡萄糖残基的分子量，

162；M2 表示油酸分子量，282.46； 表示水的分子

量，18。 

1.2.9   油酸淀粉酯的定性分析和结构表征　 

1.2.9.1   红外光谱分析　取适量原玉米淀粉与单因

素最佳实验条件下制备的油酸淀粉酯，操作同

1.2.5.3，分别收集二者红外光谱，并进行分析。 

1.2.9.2   核磁共振氢谱分析　参考王艳等[13] 的方法。

取单因素最佳实验条件下制备的油酸淀粉酯溶于二

甲基亚砜分析纯溶液中进行检测。具体参数为：观察

频率：400 MHz，谱宽（δ）：0~15，探头：5 mm，脉冲序

列：30，测定温度：25 ℃。在此实验条件下，进行结果

分析。 

1.3　数据处理

每个单因素反应条件重复实验 3 次，测定固定

化脂肪酶结构及油酸淀粉酯结构实验 3 次，利用

Origin18 进行作图，单因素显著性分析利用 SPSS 软

件进行分析，利用 Excel 进行数据计算。 

2　结果与分析 

2.1　CAL@AuNPs 的制备 

2.1.1   CAL@AuNPs 制备条件优化　纳米金粒径的

大小、纳米金添加量、固定化时间及固定化温度均能

影响 CAL@AuNPs 的催化活性，其中 AuNPs 粒径

大小不仅可以改变酶的结构来影响酶的活性中心，还

可以影响底物吸收微波的能力从而影响酶的催化效

果。如图 2A 所示，当粒径小于 14 nm 时，CAL@AuNPs
催化效果随 AuNPs 粒径增大而增强。这是因为微

波辐射对 AuNPs 具有选择性加热的特点，从而产生

热点效应，进一步提高酶的催化活性[18]。当粒径大

于 14 nm 时，油酸转化率迅速下降，随着粒径的增

大，纳米金占据脂肪酶在底物中的位置，从而减弱底

物的吸波能力使得脂肪酶的催化活性下降，导致油酸

转化率的降低，且纳米金粒径所选择的 5 个粒径大

小均存在显著性差异（P<0.05），因此选用粒径为

14 nm 的纳米金溶液进行 CAL@AuNPs 的制备。

纳米金添加量能够在一定程度上影响脂肪酶的

活性中心从而影响酶的催化活性。如图 2B 所示，随

着 AuNPs 添加量的增加，油酸转化率呈先上升后下

降的趋势，当 AuNPs 添加量为 4 mL 时， CAL@AuNPs
催化效果最好，油酸转化率最高为 34.54%。这是因

为 AuNPs 添加量影响酶与 AuNPs的接触面积[19]，随

着 AuNPs 添加量的增加，酶与 AuNPs 的接触面积

增大，从而保持了酶的催化稳定性，且在一定程度上

限制了脂肪酶的聚集现象，保持酶的活性状态，使得

底物与酶充分发生反应。AuNPs在此也提供了一个

有利于促进脂肪酶催化反应的环境，使微波能够有效

均匀发挥作用提高酶促反应，提高油酸转化率。但

是，随着纳米金溶液的进一步增加，AuNPs 的密度增
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加会阻碍酶与底物的接触，同时高浓度的纳米金形成

聚集现象，从而降低了脂肪酶催化底物的活性。且在

纳米金添加量为 1、2、3  mL时存在显著性差异

（P<0.05），4、5 mL 时没有显著性差异（P>0.05），因
此选用 4 mL 添加量进行下一步实验。

固定化时间也会对酶的催化活性产生影响，由

图 2C 所示，CAL@AuNPs 制备时间在 4~8 h 范围

内，形成的 CAL@AuNPs 催化能力随时间的增加先

增强后减弱，6 h 时效果最佳，油酸转化率为 37.23%。

当固定化时间继续增加，所得固定化酶的催化能力会

迅速降低。这是因为随着时间的增加，纳米金表面已

经被成功固定化的脂肪酶可能会继续被酶分子覆盖，

互相折叠掩盖酶催化活性中心，其余酶的活性基团可

能与 AuNPs 键合反而使其催化酯化反应的效果下

降。且当反应时间为 5、6、7、8 h 时无明显差异

（P>0.05），与 4 h 时有显著性差异（P<0.05）。因此，选择

5~8 h 内固定化最佳时间为 6 h。
温度在酶催化反应中影响脂肪酶的结构从而直

接影响着酶的活性和稳定性。固定化温度对酶催化

效果如图 2D 所示，温度在 30~40 ℃ 时油酸转化率

不断增加，这是因为随着温度的升高，分子运动速率

加快，促进 AuNPs 与 CAL 的有效结合，酶催化效果

随温度的升高而增强，温度为 40 ℃ 时油酸的转化率

最高为 38.48%。继续升高温度，CAL 的结构随着温

度的升高遭到破坏，且已经固定化成功的 CAL@
AuNPs 随着温度升高纳米金吸收热量增加也会导

致 CAL@AuNPs 的结构破坏，致使酶的催化活性下降。

且 35 ℃ 与 45、50 ℃ 之间没有显著性差异（P>0.05），
而 30、40 ℃ 与其他三组存在显著性差异（P<0.05）。
因此，采用 40 ℃ 作为制备固定化酶的最佳温度。

综上所述，CAL@AuNPs 的最佳制备条件为，

50 mg/mL 的 CAL 溶液中添加 4 mL 粒径为 14 nm
的纳米金后置于 40 ℃ 下固定化 6 h。 

2.1.2   CAL@AuNPs 的表征　CAL 是由 317 个氨

基酸组成的球状蛋白质结构，大多数脂肪酶都具有

3 种能产生荧光发射光谱的内源性氨基酸，分别是酪

氨酸、色氨酸和苯丙氨酸。CAL 固定在 AuNP 上后

必然引起 CAL 的结构发生变化，通过紫外光谱特征

峰、荧光光谱以及红外光谱对该现象进行表征。从

图 3A 中可以看出 CAL 固定在 AuNPs 上后，其特征

峰从 275 nm 处发生蓝移且峰值下降，这可能是因为

CAL 中酪氨酸中含有苯环等大的不饱和基团，且酪

氨酸中的-OH 存在给电子共轭效应。由于共轭体系

中酪氨酸有 n→π*跃迁，纳米金粒子引起原苯环的振

动以及 AuNPs 能够稳定而迅速的吸附蛋白质，这两

种作用共同引起特征峰的蓝移且峰值下降。已知

AuNPs 的特征峰在 520 nm 左右，在图中可以看出

在 552 nm 处出现新的特征峰，说明 AuNPs 的颗粒

在脂肪酶的作用下间距变小，发生聚集，更加准确的

说明了固定化酶结构的变化。

从荧光光谱中（图 3B）也可看出脂肪酶中氨基酸

的变化。酪氨酸、色氨酸和苯丙氨酸荧光峰位波长

分别在 348、303、282 nm 附近[20]。当激发波长为

275 nm 时，色氨酸和酪氨酸被同时激发，在图 3B 可

以看出 AuNPs 的引入致使 303 nm 处色氨酸特征峰

发生明显的下降及蓝移，且在 550 nm 纳米金特征峰
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图 2    纳米金粒径（A）、纳米金添加量（B）、固定化时间（C）及
固定化温度（D）对酶促反应的影响

Fig.2    Effect of gold nanoparticles size (A)、additive amount (B)、
immobilization time (C) and temperature (D) on

enzymatic reaction
注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05），图 4~图 8 同。
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处的峰值升高，说明脂肪酶上的色氨酸与 AuNPs 结

合形成固定化酶 CAL@AuNPs。

红外光谱图也可以用来分析脂肪酶结构的变

化，脂肪酶的酰胺Ⅰ带（1600~1700 cm−1）可以反映脂

肪酶的二级结构，脂肪酶的蛋白质二级结构是指多肽

链骨架中局部肽段的构象。α-螺旋和 β-折叠结构中

存在较多的氢键，其作用使得规则二级结构具有一定

的稳定性和刚性[21]。在 1682~1700 cm−1 为 β-折叠结

构，1650~1660 cm−1 为 α-螺旋结构[22]。如图 3C 所示，

由 AuNPs 制备的 CAL@AuNPs 峰型较 CAL 峰型

有些许变化，在 2925 cm−1 处为 C-H 键的吸收峰，在

1650 cm−1 处为 C=C 键吸收峰，而 CAL@AuNPs 在此

处的峰值增强，说明此时 β-折叠结构和 α-螺旋结构

都有改变，且在 525 nm 处-S-S-键峰值减弱，结合紫外

与荧光图谱说明 CAL 中色氨酸与酪氨酸中的-S-S-

与 AuNPs 粒子偶联，形成 Au-S 键，成功制备 CAL@

AuNPs。 

2.2　微波辅助脂肪酶催化油酸淀粉酯合成条件优化及

脂肪酶催化活性对比分析 

2.2.1   微波功率对脂肪酶催化活性的影响　在微波

辅助 CAL@AuNPs 催化制备油酸淀粉酯的过程中，

低功率微波能够促进酯化反应，Lukasiewicz 等[23] 在

实验中也证明了这一点。如图 4 所示随着功率的增

大，Novozym 435 和 CAL@AuNPs 的催化效果均呈

现先上升后下降的趋势，400 W 时 CAL@AuNPs 催

化效果最强，测得取代度为 0.0234，而 Novozym 435
在 500 W 时催化效果最强，取代度为 0.0188。这是

因为微波功率的增大能够改善底物与酶分子之间的

分子间的碰撞运动，促进酶与底物的反应接触均匀，

进而加速酯化反应的完成。继续增大功率，取代度下

降，过大的微波功率对脂肪酶结构造成破坏，降低脂

肪酶催化活性。
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图 4    微波功率对脂肪酶催化活性的影响
Fig.4    Effect of microwave power on lipase catalytic activity

 

在图中可以看出 CAL@AuNPs 催化效果要优

于 Novozym 435，这是因为纳米金作为吸收微波载

体产生热点效应，400 W 前纳米金的热点效应随着

功率的增大而增大，因此催化效果较强。随着微波功

率的增大，微波能量直接作用于吸附在大孔树脂上

的 Novozym 435 使其结构破坏，而 CAL@AuNPs 中

纳米金起到对 CAL 的保护作用减小受破坏程度，酶

不易失活，因此而催化活性虽然下降，但 CAL@AuNPs
催化活性依旧优于 Novozym 435。且 CAL@AuNPs
在 300 与 600 W 之间催化所得取代度没有显著性差

异（P>0.05），其他三组存在显著性差异（P<0.05）；
Novozym 435 在 400 与 600 W 之间没有显著性差

异（P>0.05），其他三组存在显著性差异（P<0.05）。因

此选用 400 W 为 CAL@AuNPs、500 W 为 Novozym
435 催化最佳微波功率进行后续实验。 

2.2.2   微波反应时间对脂肪酶催化活性的影响　

AuNPs 的加入能够有效延长酶促反应时间，在其保

护下脂肪酶不会迅速失活。从图 5 中可以看出随着

微波作用时间的增加，二者取代度均随着反应时间的

增大先增加后下降。在 40 min 时，CAL@AuNPs 催

化活性最强，取代度为 0.0247，而 Novozym 435 在

50 min 时催化活性最强，取代度为 0.0189。这是因
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infrared spectroscopic analysis (C) of CAL (a) and
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为微波能够在一定程度上改变酶的分子结构，促进酶

活性中心暴露出来，充分与底物进行反应，提高酶的

催化效率[24]。且随着时间的增加，底物分子运动相互

接触的时间增加也会促进产物的生成。继续延长反

应时间，分子之间的碰撞运动也会促使体系温度升

高，脂肪酶的结构受到严重破坏会使酶的活性迅速下

降甚至失活，从而取代度下降[14]。

在图中可以看出，CAL@AuNPs 催化活性优于

Novozym 435，这是因为由于 AuNPs 具有热点效应，

吸收微波能量的能力强，且 AuNPs 对脂肪酶具有良

好的保护作用，因此所需催化时间短，催化活性高。

且 CAL@AuNPs 在 20~50 min 内催化所得取代度

存在显著性差异（P<0.05），而 60 min 与 30 min 所得

取代度无显著性差异（P>0.05）；Novozym 435 在 20~
50 min 内存在显著性差异（P<0.05），而 60 min 与

40 min 所得取代度无显著性差异（P>0.05）。因此，

选定 40 min 为 CAL@AuNPs、50 min 为 Novozym
435 最佳反应时间进行后续反应。 

2.2.3   微波反应温度对脂肪酶催化活性的影响　反

应温度是酯化反应的重要影响因素之一，适宜的温度

会促进脂肪酶活性基团的暴露及淀粉-OH 的暴露，

从而更好地发生酯化反应[25]。如图 6 所示，随着温

度的增大，二者取代度均随着温度的增大呈先上升后

下降的趋势。当温度为 35 ℃ 时，CAL@AuNPs 催

化活性最强为 0.0259，而 Novozym 435 在温度为 40 ℃
时催化活性最强，取代度为 0.0197。这是因为随着

温度的升高，淀粉的结构逐渐打开，淀粉的-OH 和油

酸中-COOH 充分结合发生酯化反应，且酶的活性中

心充分暴露，酶促反应更容易进行[26]。随着温度的继

续上升，取代度随之下降。这是因为酶作为催化剂在

微波场中被加热速度比周围介质更快，引起酶在体系

内吸收热量更多，酶结构被破坏，使得催化活性下降。

在图中可以看出，CAL@AuNPs 催化活性优于

Novozym  435，但其耐热效果低于 Novozym  435。
这是因为 Novozym 435 本身属于耐热性酶，在一定

温度下会保持酶的活性，且 CAL@AuNPs 中 AuNPs
的热点效应随着温度的升高而增强，吸收热量增大[13]，

因此酶结构被破坏，从而降低催化活性。且 CAL@
AuNPs 在 25~40 ℃ 之间催化所得取代度存在显著

性差异（P<0.05），当温度升高至 45 ℃ 时所得取代度

与 30 ℃ 时所得取代度无显著性差异（P>0.05）；Nov-
ozym 435 在 25~40 ℃ 之间催化所得取代度存在显

著性差异（P<0.05），温度升高至 45 ℃ 时，与 35、
40 ℃ 之间所得取代度没有显著性差异（P>0.05），因
此，选定 35 ℃ 为 CAL@AuNPs、40 ℃ 为 Novozym 435
最佳反应温度进行后续实验。 

2.2.4   脂肪酶添加量对酶促反应的影响　从图 7 中

可以看出，随着脂肪酶添加量的增大，取代度呈先上

升后下降的趋势。当 CAL@AuNPs 添加量（淀粉干基）

为 5% 时，取代度最大为 0.0203。而 Novozym 435 添

加量为 6% 时，取代度最大为 0.0179。这是因为随着酶

量的增加，酶的催化活性增强，底物与酶活性位点的

接触面积增大，二者酶催化活性增强。继续增加酶

量，过量的酶加入会使体系内酶浓度与底物浓度饱

和，由于 Novozym 435 固定于大孔树脂上，酶含量的

增加导致酶聚集作用增强，使得酶催化活性下降。

CAL@AuNPs 含量的增加导致体系内 AuNPs 含量

增加，从而导致微波作用于 AuNPs 产生的热点效应

增强，吸收微波能量增强温度升高，高温导致酶的结

构被破坏，催化效果减弱[27]。
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图 7    脂肪酶添加量对催化效果的影响
Fig.7    Effect of lipase addition amount on catalytic effect

 

在图中可以看出，CAL@AuNPs 催化活性不仅

优于 Novozym 435，且用量前者少于后者，节省酶用

量，降低成本。且 CAL@AuNPs 在酶添加量为 3%~
6% 时催化所得取代度存在显著性差异（P<0.05），当
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图 5    微波反应时间对脂肪酶催化活性的影响

Fig.5    Effect of microwave time on lipase catalytic activity
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图 6    微波反应温度对脂肪酶催化活性的影响

Fig.6    Effect of microwave temperature on
lipase catalytic activity
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酶添加量增加至 7% 时所得取代度与 4% 时所得取

代度无显著性差异（P>0.05）；Novozym 435 在酶添

加量为 3%~5% 时催化所得取代度存在显著性差异

（P<0.05），当添加量增加至 6% 与 7% 时均与 5% 时

所得取代度没有显著性差异（P>0.05），因此，选定

5% 为 CAL@AuNPs、6% 为 Novozym  435 酶添加

量作为最佳酶添加量进行后续反应实验。 

2.2.5   油酸添加量对酶促反应的影响　在酯化反应

中底物比也是影响酯化反应的重要因素。由于固定

化酶在非水相介质中的催化反应属于非均相反应，酶

的扩散程度较在水相介质中小，受限制程度较大[28]，

因此要选定适当的底物比，使得酶在体系内扩散均

匀。从图 8 中可以看出，随着油酸添加量的增大，取

代度均呈现先上升后下降的趋势。当添加量为 10 mL
时，经 CAL@AuNPs 和 Novozym 435 催化所得油酸

淀粉酯取代度均最大。前者为 0.0259，后者为 0.0198。
这是因为在本实验中油酸提供-COOH 与淀粉中的-
OH 相结合生成酯化反应，随着油酸含量的增加-
COOH 的量增加与直链淀粉螺旋结构上的 -OH
相结合，促进反应中更多油酸淀粉酯的生成，取代度

增大[16]。继续增加油酸含量，取代度随之下降。过量

的油酸会出现脂肪酶活性中心被包裹的现象，使酶的

活性位点不能完全暴露，限制了酶的催化效果，取代

度降低。
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图 8    油酸添加量对脂肪酶催化效果的影响
Fig.8    Effects of oleic acid addition on lipase catalysis

 

在图中可以看出，当取代度下降时，经CAL@AuNPs
催化得到的油酸淀粉酯取代度下降平缓，进一步说

明 AuNPs 热点效应增强体系吸收微波能力，使得

CAL@AuNPs 活性减弱缓慢。且 CAL@AuNPs 与

Novozym 435 在油酸添加量为 6~10 mL 时催化所得

取代度存在显著性差异（P<0.05），当油酸添加量增加

至 12 时，所得取代度与 10 mL 时所得取代度无显著

性差异（P>0.05）；因此，均选定 10 mL 油酸添加量作

为最佳油酸添加量。 

2.2.6   油酸淀粉酯的结构分析　 

2.2.6.1   红外光谱图分析　如图 9 所示，为淀粉与油

酸在微波辅助下分别以游离的 CAL、Novozym
435 脂肪酶及 CAL@AuNPs 作为催化剂，单因素最

佳条件下催化合成的产物油酸淀粉酯的红外光谱图。

由图可知，红外光谱的特征峰在 3000~2800 cm−1 之

间归属于氢键缔合的 C-H 伸缩振动；3600~3000 cm−1

之间较为宽大的峰是由-OH 的伸缩振动产生；在

1336 cm−1 处是由葡萄糖残基 AGU 的伸缩振动产生

的。与原玉米淀粉相比，经过 Novozym 435 脂肪酶

与 CAL@AuNPs 催化产生的油酸淀粉酯结构中在

3400~3200 cm−1 处-OH 特征峰的强度小于原玉米淀

粉，这是因为原玉米淀粉上部分-OH 被取代而减少，

且在 1730 cm−1 处均会出现一个新的特征峰且峰值

明显，2882 cm−1 处出现了微弱的亚甲基 C-H 吸收

峰，此结果证明酯键的生成[29]，且后者的酯键峰值大

于前者。由此可以判定 Novozym  435 脂肪酶和

CAL@AuNPs 在该体系下均能催化油酸淀粉酯的合

成。另外，对比油酸淀粉酯和原淀粉的红外谱图可以

看出，油酸淀粉酯图谱中除了在 1730 cm−1 处出现酯

键特征峰外，并没有出现其他特征峰，由此可以证明

无其他副产物产生。但以游离的 CAL 为催化剂制

备的产物红外图谱中并没有看到酯键的生成，说明该

体系下 CAL 催化酯化反应的能力极弱甚至不能催

化酯化反应的发生。因此选用 Novozym 435 脂肪酶

和 CAL@AuNPs 进行后续实验。 

2.2.6.2   核磁共振图谱分析　如图 10 所示为 CAL@
AuNPs 催化生成油酸淀粉酯的核磁共振图谱，其中 δ
3.3~5.6 产生的吸收峰为淀粉分子中氢核的吸收峰。

油酸淀粉酯在 δ 3.3~5.6 产生的吸收峰与淀粉产生的
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图 9    玉米淀粉及脂肪酶催化制得油酸淀粉酯的红外光谱图

Fig.9    Infrared spectra of corn starch and lipase catalyzed
production of oleic acid starch esters
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图 10    玉米淀粉及脂肪酶催化制得油酸淀粉酯的
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Fig.10    1H NMR of corn starch and lipase catalyzed production
of oleic acid starch esters
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峰重叠，为淀粉中氢核的吸收峰。而 δ 0.5~2.3 范围

内的峰为油酸上氢原子的吸收峰。在 δ 6 以后没有

出现吸收峰，说明油酸淀粉酯中没有残留的油酸，这

也进一步证明了用乙醇可以有效地除去未反应的油

酸。因此，结合红外图谱可以判定本实验制备的

CAL@AuNPs 可以在微波条件下催化油酸与淀粉发

生酯化反应制备油酸淀粉酯，且无其它副产物产生。 

3　结论
本研究制备了新型的固定化南极假丝酵母脂肪

酶，并以此方式将 AuNPs 引入到微波辅助酶催化体

系，有效提高了微波辅助脂肪酶催化油酸淀粉酯的合

成效率。在单因素实验下得到 CAL@AuNPs 最佳

制备条件为：纳米金添加量 4 mL、粒径 14 nm、反应

温度 40 ℃、反应时间 6 h。微波辅助条件下，商品化

固定化 Novozym 435 和本实验制备的 CAL@AuNPs
均可高效催化油酸淀粉酯的合成，且 CAL@AuNPs
的催化能力高于 Novozym 435。微波条件下 CAL@
AuNPs 催化油酸淀粉酯合成的最佳制备条件为：微

波功率 400 W、反应温度 35 ℃、反应时间 40 min、
脂肪酶添加量 5%（淀粉干基）、油酸添加量 10 mL，
此时取代度最高为 0.0259。与商品化固定化 Novo-
zym 435 相比，在微波条件下 CAL@AuNPs 催化活

性较高，反应时间短，有效解决无溶剂体系下微波辅

助脂肪酶催化效果差，微波辐射能利用率低的难题。

但目前，无溶剂体系下 CAL@AuNPs 催化油酸淀粉

酯合成的催化反应机制并不明确，纳米金是否具备催

化活性仍需进一步探讨。
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