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固定化根霉发酵生产脂肪酶

杨学昊 谭天伟"

（北京化工大学生物工程系，北京 1"""!0）

摘 要 以聚氨酯为少根根霉固定化载体，对固定化后的细胞连续重复批次发酵进行了研究。优化了重复批次发

酵培养基组成。在取代发酵液 #">G，取代培养基组成为全脂豆粉 $H，花生油 "I6H条件下，固定化菌体摇瓶实验
可连续使用 1#".，重复 0批次。酶的时空产率提高 4倍。6G发酵罐小试固定化菌体可连续发酵 4批次。固定化细
胞连续发酵，大大缩短了发酵的时间，酶的时空产率获得大幅提高。
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脂肪酶目前已广泛用于食品发酵、轻工产品的脱脂和化

工产品的生产等［1，!，$］，具有巨大的商业和工业潜在价值。微

生物脂肪酶按其位置专一性划分为二大类：第一类无位置专

一性，它可以从 1、!、$位置上释放脂肪酸，如柱形假丝酵母
脂肪酶，发酵酶活力可达 3"""EK>G［#］。第二类是 1，$/专一性
的脂肪酶，它仅从甘油部分的 1，$位置上释放脂肪酸，如根
霉脂肪酶，其发酵水平比较低：乔红群［6］等筛选的一株根霉

菌最高酶活 $!EK>G，徐岩［4］等对 3"#4(5)& L/0!发酵进行优化
得到发酵液最高酶活力 00I16EK>G。5D:’ M?&’［2］优化 3"#4(5)&
(*24+%发酵获得 1!" EK>G酶活力。根霉、毛霉等微生物脂肪
酶具有良好的 1，$/位置专一性，这类脂肪酶有重要用途，如
酯类改性，制备营养保健油脂和特种油酯等［3］。

脂肪酶的产生有传统的固态培养［0］、液态发酵［1"］和细

胞固定化方法生产［11］。由于脂肪酶是胞外酶，固态培养带

来提取的繁琐。而游离培养，由于菌丝不耐剪切又易成团，

会造成搅拌和传质困难。*E,+@ =’?D&’［11］摇瓶固定化培养少
根根霉，并连续批次发酵使用 1!".，证明其有连续批次发酵
的能力，但是酶活力只有 3"EK>G，没有对固定化细胞的连续
发酵进行系统研究。本实验室尹春华也证明了固定化根霉

具有连续批次发酵的能力。

本研究从固定化细胞重复批次发酵的取代培养基组成、

取代量和取代时间考察了固定化细胞的重复批次发酵。

! 材料和方法

!"! 菌种
少根根霉（ 3"#4(5)& +**"#4)& 7N89/11）为实验室保存菌

种。

!"# 培养基

!"#"! 斜面种子培养基（马铃薯培养基）：马铃薯 !""O，葡萄

糖 !"O，琼脂 16 P !"O。将马铃薯切成小块，加水煮沸 $">?A，

经沙网过滤，加葡萄糖和琼脂溶解后冷却定容至 1""">G，倒

斜面灭菌备用。

!"#"# 摇瓶和小罐培养基：全脂豆粉（市售）$H ，花生油（市

售）1H，磷酸氢二钾 "I6H，硫酸铵 "I!H ，硫酸镁 "I1H。以

上均为 5Q。

!"$ 载体的预处理

将聚氨酯处理成 6>>R 6>>R 6>>的小块，浸泡在蒸馏

水中，1!1S灭菌 !">?A，更换蒸馏水，重复 $ 次。处理完毕，

烘干。称取 "I!0克于 !6">G摇瓶中，恰好没过瓶底，倒入培

养基灭菌待用。

!"% 摇瓶培养

少根根霉斜面于 !2S恒温培养箱培养 $F，待其菌丝长

有大量孢子，然后置于 #S冰箱保存。每次钩取一环接种于

含 1"">G的培养基的 !6">G摇瓶中，恒温摇床培养。摇床设

定 !4I6S，1$",K>?A。

!"& 小罐培养

少根根霉斜面倒入 !">G无菌水，刮下根霉孢子，制得孢

子悬液接种 6G小罐。发酵罐操作体积 !I2G。温度 !4I6S，

搅拌转速 1!",K>?A。

!"’ 酶活测定
橄榄油乳化法测定酶活力［1!］。$2S，TM2I" 缓冲液以

每分钟水解出 1微克分子的脂肪酸所需的酶量为一个脂肪

酶活力单位（E）。



! 结果与讨论

!"# 载体选择
对于细胞固定化主要有三种方法：吸附，包埋和自聚集。

包埋由于在介质中传质受限制，使得脂肪酶的产率往往有

限。自聚集则主要受到菌种的限制。对根霉而言吸附是比

较优良的固定化方法［!"］。尹春华［!#］等报道珍珠岩和聚氨酯

为较好的固定化载体，固定化细胞比无固定的酶活提高 $
倍。

实验比较了不同载体。当没有载体存在时，菌丝成球，

严重阻碍了传质和传氧，酶活力很低。而使用聚氨酯的效果

最好。聚氨酯能够吸附菌丝体，同时聚氨酯的网孔也起到一

定的包埋作用，比单纯的吸附作用力大，且传质效果较

好［!!］。

图 ! 不同载体对酶活的影响
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!"! 重复批次发酵
使用固定化的一大优点就是菌体可以重复利用，固定化

细胞重复批次发酵由于去掉菌体的生长时间，因此可以大大

提高酶的时空产率。我们从替换量、替换培养基组成和替换

时间探讨固定化根霉的重复批次发酵。

!"!"# 培养基替换量的影响：><:EK摇瓶发酵 I>J后，无菌
操作分别取出 #:、<:、F:EK发酵液，同时分别补入原培养基
至原体积数。间隔 "J取样测酶活（图 >）。

图 > 替换量的影响
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取代部分培养基后，经过 # M NJ酶活即可达到原来的发
酵水平。相对于积累 I>J，发酵时间大大缩短，酶的产率获
得大幅提高。

当发酵液全部被取代时（由于聚氨酯吸收部分培养基加

之实验损耗，F:4取代时已把发酵液全部取代），菌体生长过
于旺盛，导致生长条件急剧恶化，酶活不高。

考虑时间和产量的关系，实验取代 #: M <:EK。
!"!"! 替换时间：分别在发酵 F:J（对数期末），FFJ（过渡
期），I>J（平稳期），替换发酵液 #:EK，效果差别不大。考虑
到 I>J替换时的酶活较高，批次发酵的实验于 I>J进行。
!"!"$ 替换培养基组成：固定化细胞连续发酵去掉了菌体
的生长过程，就产酶而言，重复发酵这一阶段的培养基需进

一步优化。做 K"# 正交实验，获得补料最优组成全脂豆粉

"4，花生油 :;<4（表 !）。

表 # 培养基优化正交实验

%&’() # *+,-./.0&( ,)1, .2 34(,4+) 5)6745

C.5 *7.80 B?#O7 （B?#）>CA# @+218- .&7 K&923+ 2,-&P&-5（8HEK）

!4 : : : !:"
!4 :>4 :;>4 :;<4 F$
!4 :;<4 :;<4 !4 F:;<
>4 : :;>4 !4 #N;<
>4 :;>4 :;<4 : FF
>4 :;<4 : :;<4 N#;F
"4 : :;<4 :;<4 !>>
"4 :;>4 : !4 !!>;I<
"4 :;<4 :;>4 : $>;<
"<;I> !>;" "F;I$ >:;F>

!!! ! !!!! !!
"4 : : :;<4

!-+E9+02-80+ >F;<G，!":0HE&1，0+972,+/ P.78E+ #:EK &1 ><:EK *723Q(

!"!"8 重复批次发酵：
（!）摇瓶实验：><:EK摇瓶，装液量 !::EK，发酵 I>J后，
无菌操作取出 #:EK发酵液，同时补入培养基 #:EK，其组成
为全脂豆粉 "4，花生油 :;<4（图 "）。

图 " 摇瓶重复批次发酵
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固定化菌体连续使用 !#:J，重复 N 批次。酶活不低于
!::8HEK，达到相同发酵酶活所需发酵时间由 I>J缩短至 F M
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!"#。
计算单位时间产率 $%"&’#，是批次反应的 $倍以上。时

空产率 !"(%&’（)*·#）是批次反应的 +倍。同时培养基组成
也大为简化。

（"）小罐实验：在摇瓶实验的基础上，对 %*小罐重复批
次发酵进行了研究（图 ,）。

图 , 发酵罐重复批次发酵
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固定化根霉细胞表现出良好的重复使用能力，发酵罐内

重复发酵 +批次。相对于摇瓶培养，获得与原发酵液相同的
酶活所需的时间有所延长（!G H ",#），酶活也相对低，可能是
发酵罐中的菌体密度偏低造成的。

! 结论

对少根根霉固定化载体进行了选择，聚氨酯为比较优良

的固定化载体。对取代培养基进行了初步优化，确定培养基

组成全脂豆粉 $F，花生油 ?(%F。对固定化后的细胞连续
重复批次发酵进行了研究，固定化菌体有良好的重复使用能

力，%*小罐可重复 + 批次，摇瓶可连续使用 !,?#，重复 I 批
次，平均酶活达 !%?&’)*，酶的时空产率是批次反应的 +倍。
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氨基化二氧化硅颗粒固定木瓜蛋白酶研究

程凡亮 陈伶利 王 卫 刘琳琳 邓 乐"

（湖南师范大学生命科学学院，长沙 #1""41）

摘 要 采用正硅酸乙酯与 )/（!/氨乙基）/氨丙基三乙氧基硅烷在油包水形成的微胶囊中同步水解的方法，一步法
制备了氨基化的二氧化硅颗粒，得到的颗粒粒径在 "@$ A "@B"8之间，平均大小为 "@$6"8，氨基含量和颗粒大小可
控，氨基含量高达 B@588&’C<。此颗粒经戊二醛处理后，采用共价法固定木瓜蛋白酶，固定化最适 DE5@B，最佳给酶
量为 1B8<C<载体，固定化酶的最适反应温度为 6"F，最适反应 DE为 5@B，固定化酶热稳定性，DE耐受性，贮存稳定
性都明显高于游离酶，表明此颗粒可作为一种优良的酶固定化载体。

关键词 二氧化硅颗粒，木瓜蛋白酶，酶固定
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从 5"年代起，固定化酶技术的研究迅速发展，为了提高

酶的使用效率，克服游离酶对热、酸、碱、有机溶剂等因素的

不稳定性，人们对酶的固定化进行了广泛深入的研究，出现

了许多固定化材料和方法［1 I #］，但相比较而言，无机载体比

有机载体更耐生物降解、有更高的热稳定性和更低的价

格［B］。多孔玻璃、多孔硅球、氧化铝及硅藻土是目前应用较

为广泛的无机载体，但它们在用于固定化酶时需要经过强酸

或强碱的活化，再在甲苯中长时间回流进行硅烷化，载体的

制备过程繁琐，且氨基含量不高［5，6］，因此制备出更加高效、

低成本、易于制备的新型固定化载体和新的固定化方法是众

多科研工作者的目标。

木瓜蛋白酶是一种来源广泛的巯醇类植物蛋白酶，其活

性位点由 JKL/!B、E9L/1B0和 HLD/1B4组成。木瓜蛋白酶对蛋

白质、短肽化合物、氨基酸酯以及酰胺等多类化合物的水解

反应具有良好的催化活性，同时也可用于催化合成短肽和低

聚氨基酸，在食品、轻纺、医学等领域有着广泛的应用。木瓜

蛋白酶在酶动力学和结构学上都已得到深入的研究［4，0］，其

在各种载体上的固定化在国内外也有广泛研究［1 I #］，因此很

适合作为评测酶固定化方法效率的模式酶。

本文在以上前人的基础上，分析比较现有固定化材料和

方法，采用微乳液法，以氨水为催化剂，使正硅酸乙酯与 )/
（!/氨乙基）/氨丙基三乙氧基硅烷在油包水形成的水相中同

步水解，一步法制备了大小均匀的氨基化二氧化硅颗粒，经

戊二醛处理，采用温和的共价法，以木瓜蛋白酶作为固定对

象，研究了此种颗粒作为酶固定化载体的可行性，取得了满

意的结果。

! 材料与方法

!"! 材料、试剂与仪器
木瓜蛋白酶（M9<8+，!1"">C<），)/（!/氨乙基）/氨丙基三

乙氧基硅烷（H7HNM，L9<8+），甘氨酸（M9<8+），戊二醛（!BO，上
海化学试剂公司），聚乙二醇辛基苯基醚（2,9P&; Q/1""，上海
化学试剂公司），正硅酸乙酯（27RM，上海五联化工厂），7:2H
（SST），盐酸半胱氨酸（SST）。正己醇、环己烷等其它试剂均
为市售分析纯。

UM*/B5""V%型扫描电子显微镜（日本电子光学公司），

W%6B1X:型紫外可见分光光度计（上海分析仪器总厂），

UY0!/#型超声细胞粉碎机（宁波新芝科器研究所），4B/!型
恒温磁力搅拌器（江苏）。

!"# 载体制备
采用何晓晓等人［1"］的方法，并加以改进。按照环己烷：

2,9&; Q/1"" ：正己醇 Z # [ 1@1B [ 1的比例配成混合液，超声波
振荡均匀，形成浑浊乳状液，磁力搅拌下，加入一定量的

"@"B8&’CV的氨水，溶液变为透明，1B89; 后加入一定量的

27RM，"@B.后再加入一定量的 H7HNM，反应时间为 !".，反应
完毕后加入丙酮破乳分离颗粒，加入无水乙醇洗涤颗粒，重

复洗涤 B次，烘箱干燥。载体中游离氨基含量的测定采用电
位滴定法［11］。

!"$ 木瓜蛋白酶的固定化
取一定量的氨基化二氧化硅颗粒，分散于 NSM（"@18&’C

V，DE4@"）中，超声分散，通氮 $"89;驱氧，加入戊二醛至最终
浓度为 BO，室温下磁力搅拌 !.，离心去上清，再用 "@"18&’CV
NSM清洗 $遍，去除残余戊二醛。将活化后的载体加入一定



量的木瓜蛋白酶溶液，室温下摇床振荡，离心去上清，加入一

定量的甘氨酸封闭 !"#$%，离心弃上清，以 &’(（")"*#+,-.，
/01)"，含 ")""*#+,-. 2345，")"6#+,-. 789）清洗 !次，得固定
化酶。

!"# 酶活测定
酶活测定采用福林:酚法［*;］。
固定化酶活力的测定：在固定化酶中加入 *#. ")*#+,-.

的 &’(（含 ")"6#+,-. 789和 ")"*#+,-. 2345），<"=预热，加入
*#. <"=预热的 ;>酪蛋白溶液，<"=反应 *"#$%，加入 *">
三氯乙酸 ;#.，摇匀静置 *"#$%后过滤，取滤液 *#.加 6#.
")<#+,-. ?@; 7A! 溶液及 *#.福林:酚试剂 <"=显色 *6#$%，测

定 !"BC"。

游离酶活力测定：将酶溶于 ")*#+,-. &’(（含 ")"6#+,-.
789和 ")"*#+,-. 2345），取 *#.按上述方法测定游离酶活
力。

固定化率 D（加入酶的总活力 E上清酶的总活力）-加入
酶的总活力

酶活回收率 D固定化酶的总活力-加入酶的总活力

$ 结果与讨论

$"! 颗粒的形态与大小
图 *所示为本文中制备的氨基化二氧化硅颗粒的扫描

电子显微镜照片，颗粒大小均匀，为规则的球形，粒径在 ")!
F ")6!#之间，平均大小约为 ")!1!#，粒度分布窄。

图 * 氨基化 ($A; 颗粒扫描电子显微镜照片（ G ;" """）

H$IJ* (2K /L+M+ +N ($A; /@OM$P,Q9（ G ;" """）

$"$ 载体的游离氨基含量

表 ! 氨基化 %&’$ 颗粒中游离氨基含量

()*+, ! -.,, )/&0, 1.234 5206,06 27 %&’$ 4).6&5+,

42A(R 525&( #+,@O O@M$+ * R* ; R* < R*

5#$%Q IO+S/ P+%MQ%M-（##+,-I） 6)B*C< <)TTT1 !);;*"

采用了不同比例的 42A(和 525&(制备了二氧化硅颗
粒，颗粒中游离氨基含量见表 *。由表 * 可见，随 525&( R
42A(比例的增高，颗粒中游离氨基含量也增大，在比例为 *R
*可达 6)B*C<##+,-.，这远高于传统的多孔玻璃和多孔硅球
的氨基含量，在用作固定化酶载体时可以提供更多的固定位

点，使其作为高效酶固定载体成为可能。而且此种颗粒的表

面氨基含量可以在合成时通过改变 42A(和 525&(的比例
而进行控制，为这种载体适用于固定多种不同类型的酶打下

了基础。在本实验中采用氨基含量 6)B##+,-I 的颗粒用于
固定木瓜蛋白酶的载体。

$"8 固定化时间的影响
每 ")"*I载体中加入 *#.的 *"#I-#.的木瓜蛋白酶溶

液，不同时间测定上清蛋白的含量。从图 ;中可以看出，载
体对酶的吸附量随固定化时间的延长而增加，BL达到最大
值，吸附量可达酶 ;1"#I-I载体，因此在以下的固定化实验
中固定化时间均采用 BL。载体的最大载酶量较大，也说明
该载体的活性基团含量较高。

图 ; 固定化时间对酶吸附量的影响

H$IJ; 2NNQPM +N OQ@PM$+% M$#Q +% Q%U8#Q S/M@VQ

$"# 49的影响
在不同 /0值的 ")*#+,-. &’(中进行了木瓜蛋白酶的固

定化反应，其相对活力如图 !所示，当 /0 D B)6时，固定化酶
的活力达到最大值。戊二醛与氨基的反应随 /0的增加而
增加，但高 /0对酶活性不利，固定化结合位点越多，酶活性
越低。较低 /0固定化时与酶的结合点少，酶活性高。

图 ! 固定化反应介质 /0值对酶活力的影响

H$IJ! 2NNQPM +N OQ@PM$+% /0 +% MLQ OQ,@M$WQ @PM$W$M8

$": 给酶量的影响
从图 <中可以看出，在给酶量为 6#I和 *"#I时固定化

率可达 *"">，随着给酶量的增加，固定化率下降，当给酶量
为 ;"#I时，固定化率为 1*)C>，与此相反，随着给酶量的增
加，所得的固定化酶的相对活力逐渐增大，在给酶量 *6#I时
为 CC>。根据以上结果，在固定化酶的制备实验中，每次给

CC; 生 物 工 程 学 报 ;"卷



酶量为 !"#$%$载体，这样就能以较低的给酶量得到较高活
力的固定化酶和较高的固定效率。

图 & 给酶量与相对活力及固定化率的关系

’($)& *++,-. /+ .0, 12.(/ /+ ,345#, 236 -211(,1 /3 .0,

1,72.(8, 2-.(8(.5 236 ,345#, 9:.2;,

! *345#, 9:.2;,；" <,72.(8, 2-.(8(.5

!"# 固定化酶的最适反应温度
取游离酶和固定化酶，在 &= > ?=@范围内（温度间隔为

!=@），分别测定固定化酶和游离酶的活性。图 "表明，固定
化酶的最适温度比游离酶提高了 !=@，说明固定化酶的热
稳定性较高，这可能是因为固定化过程稳定了酶分子的构

象，因而使得固定化酶的临界变性温度提高。

图 " 酶活力与温度的关系

’($)" *++,-. /+ .,#:,12.91, /3 1,72.(8, 2-.(8(.5 /+ A/79B7,

236 (##/B(7(4,6 ,345#,

# C/79B7, ,345#,；" D##/B(7(4,6 ,345#,

图 E :F对酶活力的影响

’($)E *++,-. /+ :F /3 1,72.(8, 2-.(8(.5

/+ A/79B7, 236 (##/B(7(4,6 ,345#,

# A/79B7, ,345#,； " (##/B(7(4,6 ,345#,

!"$ %&值对酶活力的影响
从图 E可见，固定化酶的最适 :F较游离酶低 =G"个单

位，且固定化酶的相对活力 H :F曲线要平缓得多，说明固定

化酶有更好的酸碱耐受性。这可能是此载体为带氨基的载

体，是一种偏碱性的载体，使得载体表面的局部 :F值发生
变化，从而使得固定化酶的最适 :F向酸性方向偏移，固定
化后，稳定了酶分子的构象，使固定化酶的 :F范围变宽。
!"’ 储存稳定性
游离酶在冰箱（&@）放置 I周后，活力全部丧失，而固定

化酶活力仍保持在 ?=J以上，表明固定化酶的贮存稳定性
能明显优于游离酶。
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微生物生产辅酶 ^

辅酶 （̂!:^）作为酶的辅助因子，可用于治疗多种疾病。有重要价值。作为医药产品，有针剂型和口服型。!:^的结构与
维生素 _相近，能强化其他酶的作用效果，且是强力的抗氧化剂，有助于保护细胞不被破坏性的氧化作用所伤害。它对细胞
中有“发动机”之称的线粒体及其正常功能也起关键性作用，如果线粒体中 !:^含量不足，则多种酶活力均明显下降。例如帕
金森氏症患者的线粒体出现机能障碍即与 !: 4̂5水平有关。美国研究人员将 !: 4̂5用于该患者治疗，可使病症缓解，并能延缓

33‘，线粒体得到增强，也无副作用，有望成为帕金森氏症的治疗用药。实际上，!: 4̂5具有多种功能作用，它能改善心肌代谢

和心输出量，抗心率失常和抗醛固酮，并可降低血压，临床上可作为心力衰竭、冠心病和高血压病的辅助治疗。此外，还可用

于治疗原发性和继发性醛固酮增多症和慢性肝炎，对延缓人体衰老有一定作用。

目前国内外都在探究通过微生物途径扩大 !: 4̂5的生产#。日本研究人员从胶红酵母（87"9"5"0-#. 1-*(#.%(+"4.）获取 !: 4̂5

约 5UO68,R,；从诺维鲁斯假丝酵母（!.+9(9. +"3$##-4）、产朊假丝酵母（! U -5(#(4）、压榨酵母中获得比胶红酵母略低的类似的
!: 4̂5量；还有短梗霉（:-0$";.4(9(-1 ;<I）、丝孢酵母（<0(*7"4="0"+ ;<I）也有生产 !: 4̂5的能力。在细菌当中发现根癌农杆菌能产

!: 4̂5（5UOY8,R,），经诱变后获得突变株，在最适通气条件下从发酵液中得到 !: 4̂5 638,R*，最高达 O448,R*，细胞内累积 !: 4̂5为

VU48,R*。某些根癌菌、原氨杆菌（>0"5".1(+";.*5$0 ;<I）均具有合成 !: 4̂5的能力。用一种假单胞菌（>4$-9"1"+.4 ;<I）发酵生产
!: 4̂5，可提高产量 45‘，但需要添加 5U5Q‘ a 5U5W‘的非离子表面活性剂（系一种油脂品）；其他一些细菌如缺陷假单胞菌、深
红红螺菌、球形红假单胞菌以及沼泽红假单胞菌同样在加入非离子表面活性剂的情况下均可获得类似结果。所获发酵培养

液的菌体含有 !: 4̂5 O455!,R,，而对照为 4V55!,R,，因此，控制发酵过程中的通气、营养因素及表面活性剂对 !: 4̂5的生产均有重

要意义，用离子交换树脂可使产品回收率达 \W‘。在我国已开展这方面的研究，如重庆第三军医大学研究人员用某些光合细
菌生产 !: 4̂5取得了良好的效果，菌体内含量普遍较高，尤其是红螺菌科的细菌更是如此。用荚膜假单胞杆菌（87"9"=4$-9"?
1"+.4 *.=4-#.5-4）培养 3天，菌体 !: 4̂5质量浓度从 4VUO4Q8,R*提高到 O5UQYV8,R*，产量提高约 QQU6W‘，但生产能力还需进一步
提高。值得注意的是，日本利用光合细菌发酵生产 !: 4̂5有一定优势，早已实现 !: 4̂5的工业化生产。

总之，基于辅酶特别是辅酶 ^45众多的功能作用和广泛的用途，可充分利用微生物本身的特定优势，结合现代生物技术
有效应用、改造或构建新的菌种以提高 !: 4̂5的生产能力，将为扩大 !: 4̂5规模生产开辟新的途径。

（柯为 供稿）

5\O

# 获取 !: 4̂5不仅来自动植物组织，更重要的来源是各种微生物。
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