
　 　　　　　　　 　２０１７年３月 第３２卷 第２期
ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＬＩＧＨＴＩＮＤＵＳＴＲＹ　Ｖｏｌ．３２Ｎｏ．２Ｍａｒ．２０１７

　　收稿日期：２０１６－０６－０７

基金项目：江苏省产学研联合创新基金项目（ＢＹ２０１５０２８－０４）

作者简介：梁国斌（１９７５—），男，陕西省安康市人，江苏理工学院副教授，主要研究方向为环境生物技术．

引用格式：梁国斌，翟良创，汪斌，等．固定化卤醇脱卤酶的制备及催化合成 ＡＴＳ－５的稳定
性考察［Ｊ］．轻工学报，２０１７，３２（２）：２６－３２．
中图分类号：Ｑ８１４．２　　文献标识码：Ａ　　
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９６－１５５３．２０１７．２．００５
文章编号：２０９６－１５５３（２０１７）０２－００２６－０７

固定化卤醇脱卤酶的制备及催化合成
ＡＴＳ－５的稳定性考察
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摘要：研究了海藻酸钠固定化卤醇脱卤酶（ＨＨＤＨ）的制备条件，确定其最佳工
艺条件为：海藻酸钠浓度 ３．５％，ＨＨＤＨ给酶量 ２．４×１０４Ｕ／ｍＬ，戊二醛浓度
１．００％，氯化钙浓度 １．５％和固化时间 ２ｈ．在此条件下，ＨＨＤＨ包埋率为
５２．１％，活力回收率为７５．２％．固定化ＨＨＤＨ间歇催化合成（Ｒ）－４－氰基 －
３－羟基丁酸乙酯（ＡＴＳ－５），经 ５批次反应后，相对活力为 ５１．２％；固定化
ＨＨＤＨ连续催化合成ＡＴＳ－５，在１０ｄ后底物转化率为 ９０．６％，ＡＴＳ－５精馏提
纯收率为９８．２％，纯度达到９９．３％，光学纯度达到 ９９．１％．固定化 ＨＨＤＨ在
４℃ 下储存８０ｄ后无明显酶活力损失．
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｈａｌｏｈｙｄｒｉｎｄｅｈａｌｏｇｅｎａｓｅ（ＨＨＤＨ）ｂｙｔｈｅｓｏｄｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅｗｅｒｅ
ｓｔｕｄｉｅｄ．Ｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ：ｓｏｄｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
３．５％，ＨＨＤＨｅｎｚｙｍａｔｉｃａｍｏｕｎｔ２．４×１０４Ｕ／ｍＬ，ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ１．００％，ｃａｌｃｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ１．５％ ａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅ２ｈ．Ｕｎｄｅｒｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅ
ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＨＨＤＨｗａｓ５２．１％，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆＨＨＤＨｗａｓ７５．２％．Ａｆｔｅｒｆｉｖｅｂａｔｃｈｅｓ
ｏｆｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔｃａｔａｌｙｔｉｃｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ（Ｒ）４ｃｙａｎｏ３ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄｅｔｈｙｌ（ＡＴＳ５），ｔｈｅｒｅｓｉｄｕａｌａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＨＨＤＨｗａｓ５１．２％．ＡｆｔｅｒｔｈｅｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｃａｔａｌｙｔｉｃｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＡＴＳ５ｆｏｒ１０ｄ，ｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅ
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗａｓ９０．６％，ｔｈｅｄｉｓｔｉｌｌａｔｉｏｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｙｉｅｌｄｏｆＡＴＳ５ｗａｓ９８．２％，ｔｈｅｐｕｒｉｔｙａｎｄｏｐｔｉ
ｃａｌｐｕｒｉｔｙｏｆＡＴＳ５ｗｅｒｅ９９．３％ ａｎｄ９９．１％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｎｏｏｂｖｉｏｕｓａｃｔｉｖｉｔｙｌｏｓｓｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｏｒｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄＨＨＤＨａｆｔｅｒ８０ｄｓｔｏｒａｇｅａｔ４℃．

０　引言

阿伐他汀（Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ）是一种全新的他汀

类降血脂药物［１－２］，其商品名为立普妥（Ｌｉｐｉ

ｔｏｒ），是一种新型３－羟基 －３－甲基戊二酰辅

酶Ａ（ＨＭＧＣｏＡ）还原酶抑制剂．作为全合成的

他汀类药物之一，阿伐他汀合成路线很多，其中

较为经典的合成方法有 ＰａａｌＫｎｏｒｒ法、不对称

还原羰基法、消旋体苯乙胺拆分法、选择性醇醛

缩合法等［３－５］．与其他方法相比，ＰａａｌＫｎｏｒｒ法

工艺简单，反应条件温和，成本较低，品质可控，

且产率较高，是目前阿伐他汀原料药合成的主

要路线．在 ＰａａｌＫｎｏｒｒ合成工艺路线中，（Ｒ）－

４－氰基－３－羟基丁酸乙酯（ＡＴＳ－５）是一种

重要的中间体．因此，研究高收率、高光学纯度

ＡＴＳ－５的制备方法是该工艺路线的关键．

为了提高 ＡＴＳ－５的收率，特别是其光学

纯度，酶法制备工艺得到了广泛的研究．常用的

酶主要有卤醇脱卤酶、脂肪酶、腈水解酶和羰基

还原酶［６－１１］．其中，脂肪酶催化获得的 ＡＴＳ－５

光学纯度较高，但是理论收率最高只有５０％，

限制了其工业应用［６］．腈水解酶可催化３－羟

基戊二腈对称生成ＡＴＳ－５，然而当底物浓度较

高时，会对酶产生底物抑制作用，因而限制了其

规模化生产［７］．羰基还原酶在辅酶 ＮＡＤＨ存在

情况下，可以催化２－甲基 －４－氯 －３－氧化

丁烷酸生成ＡＴＳ－５，然而昂贵的辅酶ＮＡＤＨ的

添加提高了生产成本，导致其工业应用前景受

到限制［８］．与这 ３种酶相比，卤醇脱卤酶

（ＨＨＤＨ）具有一定优势［９－１１］，在不需要任何辅

酶的情况下，ＨＨＤＨ催化底物（Ｓ）－４－氯－

３－羟基丁酸乙酯（ＡＴＳ－４）脱去卤元素，成了

环氧化合物，环氧化合物受到氰基进攻，转化为

ＡＴＳ－５．其反应式如图１所示．该反应在水溶

液中进行，由于反应后 ＨＨＤＨ难以从反应体系

中完全去除，造成后续提纯工艺困难，降低了

ＡＴＳ－５的收率和光学纯度．因此，为了简化分

离纯化工艺，同时回收 ＨＨＤＨ，需对 ＨＨＤＨ进

行固定化研究．

图１　脱卤酶催化合成ＡＴＳ－５反应式

Ｆｉｇ．１　ＳｙｓｔｈｅｓｉｓｏｆＡＴＳ５ｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙｄｅｈａｌｏｇｅｎａｓｅ

固定化酶具有容易分离、反应过程可以连

续操作、重复利用等优点．常用的固定化方法有

吸附法、包埋法、交联法和共价法［１２］．其中，吸

附法酶活力回收率高，但是酶容易从载体上脱

落，重复利用性差．交联法和共价法利用化学方

法对酶进行固定，酶活力损失大．包埋法是将酶

包埋在高分子凝胶或包裹在半透性高分子膜

中，操作简单，对酶活性影响较小，制作的固定
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化酶球的强度较高．鉴于此，本文拟对包埋法固

定ＨＨＤＨ进行研究，并对固定化ＨＨＤＨ催化合

成 ＡＴＳ－５的稳定性进行评价，以期为高收率、

高光学纯度ＡＴＳ－５的工业化制备提供参考．

１　材料与方法

１．１　试剂和仪器
主要试剂：海藻酸钠，无水氯化钙，均为分

析纯，国药集团化学试剂有限公司产；ＮａＣＮ，化

学纯，河北诚信有限责任公司产；戊二醛水溶液

（质量分数２５％），南京化学试剂股份有限公司

产；（Ｓ）－４－氯－３－羟基丁酸乙酯（Ｔｒｉｓ，纯度

≥９８．０％），江苏万年长药业有限公司产；

ＨＨＤＨ（１．２×１０６Ｕ／ｍＬ），安琪酵母股份有限

公司产．

主要仪器：９７９０气相色谱仪，Ｐ１０３０型数显自

动旋光仪，浙江温岭福立分析仪器有限公司产．

１．２　实验方法
１．２．１　ＨＨＤＨ酶活力的测定　３０℃恒温条件

下，在含有 ５ｍｍｏｌ／Ｌ底物（２－溴乙醇）的

５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ／ＳＯ４缓冲液（ｐＨ＝８．０）中，每

ｍｉｎ降解底物生成１μｍｏｌ溴离子的酶量定义为

１个单位，即１Ｕ．

１．２．２　蛋白含量的测定　酶蛋白含量采用考

马斯亮蓝染色法［１３］测定．

１．２．３　固定化ＨＨＤＨ的制备　海藻酸钠溶液

和ＨＨＤＨ酶液混合均匀，缓慢滴入戊二醛溶

液，将混合液置于３０℃恒温水浴锅中交联，并

不断搅拌；将海藻酸钠与酶的混合液逐滴注入

氯化钙溶液中，立即形成凝珠小球，常温下固化

后过滤得固定化ＨＨＤＨ．

１．２．４　固定化 ＨＨＤＨ催化合成 ＡＴＳ－５　在

０．２ｍｏｌ／Ｌ氰化钠水溶液（ｐＨ＝８．０）中，加入一

定量的底物 ＡＴＳ－４，提升反应温度，加入固定

化ＨＨＤＨ（或者酶液），并用氰化钠水溶液控制

反应体系，使其ｐＨ为６．５～７．５．每隔一段时间

取样分析 ＡＴＳ－４和 ＡＴＳ－５的含量，至反应

结束．

１．２．５　ＡＴＳ－５纯度与光学纯度分析　１）利用

气相色谱仪进行纯度分析，载气为氮气，检测器

为氢火焰离子化检测器，色谱柱为毛细管色谱

柱，柱温２４０℃．

２）利用数显自动旋光仪进行光学纯度

分析．

１．３　计算方法
１．３．１　固定化ＨＨＤＨ包埋率的计算

包埋率＝

固定化前酶液蛋白含量－固定化后氯化钙溶液蛋白含量
固定化前酶液蛋白含量

×

１００％

１．３．２　固定化ＨＨＤＨ活力回收率的计算
活力回收率＝

固定化酶活力
固定化前游离酶活力－固定化后溶液游离酶活力×

１００％

１．３．３　固定化ＨＨＤＨ相对活力的计算
相对活力＝

不同批次固定化酶催化底物转化率为９０％所需时间
批次反应中固定化酶第１次催化底物转化率为９０％所需时间×

１００％

其中，底物转化率根据气相色谱底物ＡＴＳ－４峰

面积计算得到．

１．３．４　ＡＴＳ－５光学纯度的计算

光学纯度＝ 产物比旋光率
参考文献比旋光率

×１００％

其中，参照文献［１４］，ＡＴＳ－５比旋光率为

［ａ］２５Ｄ ＝－３１．３（ｃ＝１．０，ＣＨＣｌ３）．

２　固定化ＨＨＤＨ制备条件的确定

２．１　海藻酸钠浓度对固定化 ＨＨＤＨ过程的

影响

　　在ＨＨＤＨ酶液（给酶量为２．４×１０４Ｕ／ｍＬ）

４０ｍＬ，戊二醛溶液（１．００％，ｗ／ｖ）２ｍＬ，氯化钙

溶液（２％，ｗ／ｖ）１００ｍＬ，固定化时间１ｈ条件

下，分别加入４０ｍＬ不同浓度的海藻酸钠溶液
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制成固定化ＨＨＤＨ，通过测定 ＨＨＤＨ包埋率和

活力回收率，考察海藻酸钠浓度对固定化

ＨＨＤＨ过程的影响，结果如图２所示．由图２可

知，ＨＨＤＨ包埋率随着海藻酸钠浓度的增加而

增大，当海藻酸钠浓度为３．５％时，ＨＨＤＨ包埋

率达到５２．１％；但随着海藻酸钠浓度进一步提

高，ＨＨＤＨ包埋率有所下降，当海藻酸钠浓度为

４．５％时，ＨＨＤＨ包埋率仅有４２．７％．其原因可

能是过高的海藻酸钠浓度导致固定化酶结构紧

密，酶蛋白被挤出小球，造成其包埋率下降．此

外，从图２也可以看出，随着海藻酸钠浓度增加，

固定化ＨＨＤＨ活力回收率下降，这也可能是较

高浓度的海藻酸钠造成固定化酶结构比较紧密，

内扩散阻力增加，造成酶活力回收率下降．

图２　海藻酸钠浓度对ＨＨＤＨ包埋率和

固定化后ＨＨＤＨ活力回收率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎＨＨＤＨｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙ

ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＨＨＤＨ

２．２　给酶量对固定化ＨＨＤＨ过程的影响
在海藻酸钠溶液（３．５％，ｗ／ｖ）４０ｍＬ，戊二

醛溶液（１．０％，ｗ／ｖ）２ｍＬ，分别与４０ｍＬ给酶
量为 ８×１０３Ｕ／ｍＬ，１．６×１０４ Ｕ／ｍＬ，２．４×
１０４Ｕ／ｍＬ，３．２×１０４Ｕ／ｍＬ和 ４．０×１０４Ｕ／ｍＬ
的酶液混合，再将混合物滴加到氯化钙溶液

（２％，ｗ／ｖ）中，固化时间１ｈ，ＨＨＤＨ包埋率和
活力回收率如图３所示．由图３可知，ＨＨＤＨ包

埋率随着给酶量的增加而减少，而活力回收率

则随着给酶量的增加而增大．在给酶量达到

２．４×１０４Ｕ／ｍＬ时，ＨＨＤＨ包埋率下降速度加

快而活力回收率增速变缓．原因可能是：海藻酸

钠的活性基团是一定的，在其结合位点未饱和

之前，伴随着给酶量的增大，固定化 ＨＨＤＨ活

力也增大；当结合位点饱和后，给酶量继续增加

也无法固定到载体上，活性基团会保持游离状

态而被损失掉．因此，适宜的给酶量为 ２．４×

１０４Ｕ／ｍＬ，对应的活力回收率为７５．２％．

图３　给酶量对ＨＨＤＨ包埋率和

固定化后ＨＨＤＨ活力回收率的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅａｍｏｕｎｔｏｎＨＨＤＨ

ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｃｏｖｅｒｙ

ｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＨＨＤＨ

２．３　戊二醛浓度对固定化ＨＨＤＨ过程的影响
在海藻酸钠溶液（３．５％，ｗ／ｖ）４０ｍＬ，给酶

量（２．４×１０４Ｕ／ｍＬ）４０ｍＬ，氯化钙溶液（２％，

ｗ／ｖ）１００ｍＬ，固定化时间１ｈ条件下，在海藻酸

钠与酶液的混合液中加入２ｍＬ浓度分别为

０．５０％，０．７５％，１．００％，１．２５％和 １．５０％的

戊二醛溶液，进行交联制备固定化酶，结果如

图４所示．由图４可知，用较低浓度戊二醛溶
液交联时，其ＨＨＤＨ活力回收率较高．当戊二
醛浓度超过１．００％时，ＨＨＤＨ活力回收率明显
下降．戊二醛是双向交联剂，一方面使海藻酸
钠分子交联，另一方面使 ＨＨＤＨ交联在载体

·９２·
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上，同时戊二醛又会导致酶蛋白变性．当戊二

醛浓度过低时，海藻酸钠与酶交联度过小，导

致ＨＨＤＨ活力回收率、强度和稳定性偏低．当

戊二醛浓度过高时，海藻酸钠载体交联程度过

大，以致形成过于紧密的网络结构，不仅限制

了底物的扩散，也影响了反应产物的扩散，酶

活性随之下降；同时，酶蛋白遇到高浓度的戊

二醛会发生过度交联，使酶活性中心改变，最

终导致酶失活．

图４　戊二醛浓度对ＨＨＤＨ包埋率和

固定化后ＨＨＤＨ活力回收率的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎＨＨＤＨｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙ

ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＨＨＤＨ

２．４　氯化钙浓度对固定化ＨＨＤＨ过程的影响
在海藻酸钠溶液（３．５％，ｗ／ｖ）４０ｍＬ，给酶

量２．４×１０４Ｕ／ｍＬ的酶液４０ｍＬ，戊二醛溶液

（１．００％，ｗ／ｖ）２ｍＬ，固定化时间１ｈ条件下，用

１００ｍＬ浓度分别为０．５％，１．０％，２．０％，３．０％

和４．０％的氯化钙对海藻酸钠与酶的混合液进

行包埋制备凝珠小球，结果如图５所示．由图５

可知，当氯化钙浓度增加到１．５％时，ＨＨＤＨ包

埋率达到最大值５２．１％；而当氯化钙浓度进一

步增加到 ２．０％时，ＨＨＤＨ包埋率降低到

４０．１％．原因可能是氯化钙浓度对凝胶形成的

机械强度有重要影响：当氯化钙浓度过低时，氯

化钙与海藻酸钠反应形成的海藻酸钙凝胶网状

孔径较大，截留住的酶较少；当氯化钙浓度过高

时，凝胶网状孔径过小，高分子联结紧密，会影

响反应时底物的扩散．

图５　氯化钙浓度对ＨＨＤＨ包埋率和

固定化后ＨＨＤＨ活力回收率的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣａＣｌ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎＨＨＤＨｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙ

ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＨＨＤＨ

２．５　固定化时间对固定化ＨＨＤＨ过程的影响
在以上优化条件下，分别固定化 ０．５ｈ，

１ｈ，２ｈ，３ｈ和４ｈ，测定 ＨＨＤＨ包埋率和活力

固收率，结果如图６所示．由图６可知，当固定

化时间为２ｈ时，ＨＨＤＨ包埋率最高；随着时

间的延长，ＨＨＤＨ包埋率不断降低．海藻酸钠

与氯化钙形成凝胶的过程是钙离子通过海藻

酸钠胶囊由外向内置换钠离子而形成海藻酸

钙，这一过程需要一定的时间：若固定化时间

过短，包埋程度不够，会影响固定效果；但固定

化时间过长，也会导致凝胶结构过于紧密，影

响酶促反应时的反应速率，固定化 ＨＨＤＨ活

力下降．

综上所述，在海藻酸钠浓度３．５％，给酶量

２．４×１０４Ｕ／ｍＬ，戊二醛浓度１．００％，氯化钙浓

度 １．５％，固定化时间２ｈ条件下，固定化

ＨＨＤＨ包埋率达到最大值５２．１％，活力回收率

·０３·
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为７５．２％．

图６　固定化时间对ＨＨＤＨ包埋率和

固定化后ＨＨＤＨ活力回收率的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎＨＨＤＨ

ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙ

ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＨＨＤＨ

３　固定化ＨＨＤＨ催化合成ＡＴＳ－５的
稳定性与贮存稳定性

３．１　间歇催化反应的稳定性
在５００ｍＬ０．２ｍｏｌ／Ｌ氰化钠水溶液（ｐＨ＝

８．０）中，加入０．２ｍｏｌ底物 ＡＴＳ－４，提升反应

温度 至 ５０℃，加 入 固 定 化 ＨＨＤＨ ５×

１０４Ｕ／ｍＬ，在反应过程用氰化钠水溶液控制反

应体系，使 ｐＨ＝６．８，当转化率达到９０％后，弃

去转化液，滤干固定化ＨＨＤＨ，第一批次反应结

束．将回收的固定化 ＨＨＤＨ进行第二批次实

验，当反应转化率达到９０％时结束反应，以此

类推，考察固定化 ＨＨＤＨ的操作稳定性，结果

见图７．由图７可知，固定化ＨＨＤＨ有较好的操

作稳定性．在整个反应过程中，相对酶活呈现下

降趋势，但整体上相对酶活较高，５批次反应

后，固定化ＨＨＤＨ仍保留５１．２％的相对活力，

并且结构完整，未见有破碎和膨胀．

３．２　连续催化反应的稳定性
将固定化ＨＨＤＨ置于填充柱内，通过蠕动

泵连续添加 ＡＴＳ－４和０．１ｍｏｌ／Ｌ的氰化钠水

图７　固定化ＨＨＤＨ操作稳定性

Ｆｉｇ．７　ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＨＨＤＨ

溶液，控制ＡＴＳ－４流速使转化率在９０％以上，

控制氰化钠水溶液流速使填充柱内 ｐＨ为

６．５～７．５，ＡＴＳ－４经柱内固定化 ＨＨＤＨ转化

成ＡＴＳ－５．填充柱内的固定化 ＨＨＤＨ连续使

用 １０ｄ后，底物 ＡＴＳ－４转化率仍高达

９０．６％，产品ＡＴＳ－５精馏提纯收率为９８．２％，

纯度为９９．３％，光学纯度达到９９．１％．因此，固

定化 ＨＨＤＨ具有较好的连续反应的稳定性．

３．３　贮存稳定性
将固定化 ＨＨＤＨ置于４℃冰箱保存８０ｄ

后取出，其外形完整，弹性良好．取出２ｇ贮存

后的固定化ＨＨＤＨ加入５０ｍＬ蔗糖溶液中，置

三角瓶中于振荡器上进行转化反应，测定结果

见表１．由表 １可知，相对活力和机械强度经

８０ｄ贮存后，均基本保持不变．

表１　固定化ＨＨＤＨ的贮存稳定性

Ｔａｂｌｅ１　ＳｔｏｒａｇｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｌｉｚｅｄＨＨＤＨ

批次 外观
相对活力／％

储存前 储存后

１ 外观完整，无破碎 １００ １００
２ 外观完整，无破碎 １００ ９８
３ 外观完整，无破碎 １００ ９７

４　结论

本文对包埋法固定ＨＨＤＨ进行了研究，并

·１３·
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对固定化ＨＨＤＨ制备ＡＴＳ－５稳定性进行了评

析，得到固定化过程的最佳工艺条件：海藻酸钠

浓度３．５％，ＨＨＤＨ给酶量２．４×１０４Ｕ／ｍＬ，戊

二醛浓度１．００％，氯化钙浓度１．５％和固定化

时间 ２ｈ．在此条件下，ＨＨＤＨ 包埋率为

５２．１％，活力回收率为７５．２％．将固定化ＨＨＤＨ

应用于ＡＴＳ－５催化合成，５批次后相对活力为

５１．２％；应用于连续催化合成 ＡＴＳ－５，１０ｄ后

底物转化率为９０．６％，ＡＴＳ－５精馏提纯收率为

９８．２％，纯度达到 ９９．３％，光学纯度达到

９９．１％．固定化ＨＨＤＨ在４℃下储存８０ｄ后无

明显酶活力损失．这表明，工业生产中可利用固

定化ＨＨＤＨ高效生产ＡＴＳ－５．
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