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Penicilium expansum PED．03固态发酵产脂肪酶及酶学性质研究

罗珊珊 戴大章 夏黎明

(浙江大学化学工程与生物工程学系，杭州，310027)

摘要 利用Penicilium expansum PED-03固态发酵产脂肪酶，选用麸皮为碳源、豆粕为氮源，m(麸皮)锄(豆

粕)比为1：4，适宜含水量为50％(V AV)，在24"C下发酵4 d，脂肪酶活力可达1 596 U／g。该酶的最适温度为

3512，在5012以下较为稳定；最适pH值为9．5，在pH 6．0～10．0范围内有明显的催化活性；适宜浓度的Na+、

Ca”、Mg+2对酶反应有促进作用，而Cu2+、Fe2+和Mn2+等对酶反应有不同程度的抑制作用。利用P．expa九一

sum PED-03脂肪酶在非水相中对外消旋烯丙醇酮(4一羟基一3一甲基一2一(2一烯丙基)一2一环戊烯一1一酮。allethrolone)进

行酶法拆分，35℃反应36 h时转化率(C)可达理论值的96％，产物的对映体过量值(ee。)可达99％，显示了良好

的应用潜力。
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脂肪酶(EC3．1．1．3)是类脂化合物分解、合成

和酯交换的催化剂⋯。近年来，由于脂肪酶在酯类

改性，制备特种油酯以及手性化合物的拆分等方面的

应用，它的研究引起了国内外学者的广泛关注【2，3 J。

脂肪酶在微生物中分布很广，据统计，细菌有28个

属、放线菌4个属、酵母菌10个属、其他真菌23个属

共计达65个属的微生物产脂肪酶HJ。在产脂肪酶的

微生物当中，由于真菌的脂肪酶多为胞外酶，较易分

离提取，而真菌又易于培养，因此在酶制剂工业中深

受青睐。

笔者从本实验室已有的产脂肪酶菌株中筛选到

1株脂肪酶高产真菌Penicillium expa，zs“m PED．03，

并对其液态发酵产脂肪酶进行了初步研究[5|。研究

发现，虽然P．expansuITt PED一03能产生高活力的脂

肪酶，但液态发酵后期的发酵液过于粘稠，造成发酵

罐产酶时搅拌阻力过大和动力能耗剧增。而固态发

酵无需搅拌，可克服这些缺点。且固态发酵中可利用

麸皮代替液态发酵的淀粉作碳源和部分氮源，降低生

产成本。因此，文中对P．expansum PED一03固态发

酵产脂肪酶进行了探讨，并对该酶在烯丙醇酮(4．羟

基．3一甲基一2一(2一烯丙基)一2一环戊烯一1一酮，allethrolone)

酶法拆分上的应用作了进一步研究。

1材料和方法

1．1材料

1．1．1 菌 种

Penicillium expa咒sum PED一03，本实验室保藏菌
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种。

1．1．2培养基

斜面培养基：新鲜马铃薯去皮，切成薄片，称取

200 g，加蒸馏水1 L，煮沸30 min，用纱布过滤，冷却

后再加入葡萄糖20 g，琼脂15 g，加蒸馏水定容到1

L，并调节pH值为7．0，121℃灭菌20 min。

种子培养基：豆饼粉4 g，淀粉0．6 g，Na2HP04

0．2 g，K2S04 0．3 g，MgS04 0．3 g，FeS04 0．015 g，Ca—

C03 0．5 g，自来水100 mL，并调节pH值为5．5～

6．0，121℃灭菌20 min。

产酶培养基：将新鲜麸皮粉碎后和豆粕按一定比

例混合，然后加入到250 mL三角烧瓶中，再加入一

定比例的蒸馏水，搅合均匀后高压灭菌备用。

1．2方法

1．2．1培养方法

种子培养：将菌种由培养斜面接种到50 mL(250

mL三角瓶)液体培养基中，于26℃、200 r／min条件

下恒温振荡培养60～62 h，制成液体菌种。

摇瓶发酵产脂肪酶：按0．1 mL／g的接种量将液

体菌种接入到30 g产酶培养基中，将三角瓶置于

24℃培养箱中静置培养，定期取样测定酶活。

1．2．2粗酶液的制备

取1 g鲜曲，加蒸馏水50 mL，将酶曲充分捣碎

后，于4℃下缓慢搅拌，浸提3 h，4层纱布过滤，离心

(4 800 r／min，15 min)后的上清液即为粗酶液。

1．2．3脂肪酶活力测定

采用改进的橄榄油乳化法定量测定E6]。以分解

底物(橄榄油)释放出1 pmol／min游离脂肪酸所需酶

量定义为1个碱性脂肪酶活力单位(U)。

   



1．2．4外消旋烯丙醇酮的酶法拆分

在自制恒温水浴反应器中加入外消旋烯丙醇酮

5 g、醋酸乙烯酯80 mL和分子筛3 g，再按500 U／g

烯丙醇酮比例加入一定量的粗酶液，于35℃下搅拌

反应。反应中定时取样，采用气相色谱分析跟踪检测

反应进程。

1．2．5反应转化率(C)与对映体过量值(ee)测定

采用气相色谱以内标法定量测定。内标物：丁二

酸二乙酯。色谱条件：手性毛细管柱，HP。FFAP(30

m×0．32 mm×0．2肛m)；H2流量30 mL／min；载气

(N2)流量25 mL／min；空气流量30 mL／min；分流比

5：1；柱温170℃；汽化室温度210℃；检测器温度

270℃。烯丙醇酮及其乙酸酯的对映体过量值(ee)以

及转化率(c)按下式计算[7·8]：

ee(％)=(S—R)／(S+R)×100

C(％)=ees／(ees+eeP)×100

式中，S和R分别为气相色谱测得样品中S和R

对映体的含量，ees及ee，分别为烯丙醇酮及其乙酸

酯的对映体过量值。

2结果与讨论

2．1影响产酶的主要因素

2．1．1碳氮比

选择麸皮和豆粕为培养基的碳源和氮源，改变两

者的混合比例，比较不同碳氮比(以麸皮与豆饼粉的

质量比计)对该菌株产酶的影响，结果如表1所示。

结果表明，P．expansurn PED．03在较低碳氮比的培

养基上产生较高活性的脂肪酶，而且在麸皮与豆饼粉

比例为1：4时酶活最高，达到1596 U／g，比原先的2：

3提高近24％。

表1不同碳氮比对产脂肪酶的影响

2．1．2培养温度

在不同的培养温度下进行发酵产酶，考察温度对

P．expansum PED一03产酶的影响，结果见图1。由

图1可见，培养温度以24℃为宜。当培养温度较低

时(22℃)，由于菌体生长缓慢，酶活力偏低。但培养

温度过高时酶活明显降低，而当温度超过28℃时，菌

嗣蠲弱

体迅速老化，酶活力急剧降低；30℃时酶活仅为24*(2

时的53％。
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图l温度对P．e．Tgpansum PED-03产酶的影响

2．1．3培养基含水量

改变培养基中水分的比例(用固形物与水的质量

比计)进行产酶试验，考察培养基含水量对P．ex—

pansum PED一03脂肪酶活力产生的影响，如表2所

示。

表2含水量对产酶的影响

m(水)：m(固) 1：0．75 1：1 1：1．5 1：2 1：2．5

相对酶活力／％ 57 100 51 44 35

固体培养基的含水量对脂肪酶的发酵有着重要

影响。由于P．expansum PED一03的生长对水的体

积分数有较高的要求，加水量太少，无法满足所需湿

度；而加水量过多，不利于固体培养基的通气和散热。

对于麸皮／豆粕固体培养基，其培养基中水分的最适

质量比为1：1，此时脂肪酶酶活达到最高。

2．2产酶进程

于不同培养时间取样，测定P．expansum PED一

03脂肪酶酶活力。从图2中可看出，发酵初期酶活

逐渐上升，培养至第4天时，产酶量达到最高水平。

培养初期，培养基中有少量白色菌丝产生，此时酶活

较低；当培养基内布满白色菌丝时酶活力迅速增加；

培养至96 h后，培养基中开始有绿色孢子产生，此时

H寸l'fil／d

图2 P．expansum PED-03产脂肪酶的时间进程
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酶活达到最高；随着孢子的增多，酶活开始降低。

2．3 酶学性质

2．3．1酶反应的最适pH

以橄榄油为底物，在不同pH值条件下测定P．

expan$um PED一03脂肪酶活力，以最高酶活为

100％。结果(图3)表明，该酶的最适pH值为9．5，

在pH 7～10范围内其活力可保持在最大值的80％

以上，可见该酶属碱性脂肪酶。

pH

图3 pH值对P．e．z'pa／'tsu?fl PED-03脂肪酶活力的影响

2．3．2酶的pH值稳定性

将P．expansum PED一03脂肪酶酶液与等量不

同pH值的缓冲液在4。C下保存24 h后测定酶活(图

4)，从图4中可以看出，该酶在pH 7．0～10．0范围内

较为稳定，有较强的耐碱性。

pH

图4 P．expansum PED一03脂肪酶的pH稳定性

目前大多数洗涤溶液都保持在较高的碱性条件

下，pH值可能达到9．0，甚至10．0，这就要求洗涤剂

中的酶制剂作用pH和稳定pH均应在碱性范围内。

P．expansum PED一03脂肪酶的最适pH值为9．5且

具有较强的耐碱性，非常适合作洗涤剂用酶，具有较

大的开发价值。

2．3．3酶反应最适温度

将P．expansum PED一03粗酶液置于不同温度

条件下测定脂肪酶活力，由图5可以看出，该酶的最
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适反应温度为35℃。
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图5温度对P．e．xpartsum PED-03脂肪酶活力的影响

值得注意的是，该酶在25～40℃有明显的催化

活性，其活力可达到最适反应温度时的75％以上，这

意味着该酶的催化反应可以在室温条件下进行，由于

反应条件温和、能耗低、副产物少，在工业化应用中具

有明显的优势。

2．3．4酶的热稳定性

将P．expansblm PED一03粗酶液在不同的温度

下保持1 h后测定剩余酶活力，结果见图6。由图6

可知，该酶在50℃以下时较为稳定；当温度高于50℃

时，酶活迅速下降，但60℃时仍能保持60％以上的活

力，可见该酶有较强的耐温能力。
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图6 P．exparlsum PED一03脂肪酶的热稳定性

2．3．5金属离子对酶活的影响

金属离子对酶活力的发挥有着重大的影响，它们

与酶活性中心的相关基团作用，改变酶的构象，从而

影响酶的活性。因此，在酶反应体系中加入一定浓度

的金属离子，考察金属离子对酶活的影响。结果(表

2)表明，Na+、Ca2+、M92+对酶反应有促进作用；而

Cu2+、Fe2+、Mn2+等对酶反应有抑制作用。Cu2+、

Hg+对酶活性有强烈的抑制作用，可能是因为该酶

零、螺锩茛蒌
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的活性中心含有巯基，它们和巯基结合，从而对活性

与巯基有关的酶产生特别显著的抑制作用[9，1 0|。

表2金属离子对P．expansum PED-03脂肪酶活性的影响

金属离子金属盐 离篡掣相絮活

往：一，未加金属离于。

2．4 P．expansum PED．03脂肪酶在外消旋烯丙醇

酮手性拆分上的应用

非水相中P．expansum PED一03脂肪酶拆分外

消旋烯丙醇酮的结果见表3。经气相色谱检测，当反

应器中的生物催化反应进行到36 h时，反应转化率

(C)可达48％(理论值为50％)，即理论值的96％，说

明P．expansUlTl PED一03脂肪酶具有良好的催化性；

对映体过量值(ee)可达90％，说明P．expansum

PED．03脂肪酶具有较好的立体选择性。

表3 P．expansum PED-03脂肪酶拆分外消旋烯丙醇酮

垦查堕塑鱼 兰!兰 !生!兰 篁二兰
12 5l 99 34

24 77 99 44

36 90 99 48

48 91 99 48

拟除虫菊酯类杀虫剂是当今世界杀虫剂市场的

3大支柱之一。烯丙醇酮是合成拟除虫菊酯类杀虫

剂——丙烯菊酯的重要中间体，由拆分后的S一烯丙

醇酮合成的丙烯菊酯的杀虫活性是由外消旋烯丙醇

酮合成的丙烯菊酯的4倍¨1|。因此先将外消旋烯丙

醇酮进行拆分，得到S一烯丙醇酮后再合成丙烯菊酯，

可以大大降低其用量，从而减少毒性和保护环境。

外消旋烯丙醇酮的拆分一般采用化学方法ⅢJ。

墨翻弱

然而，复杂的工艺和昂贵的拆分试剂大大限制了化学

方法在实际中的应用。由于酶催化具有条件温和：选

择性高、环境污染小等优点，如果能用酶催化的方法

对外消旋烯丙醇酮进行拆分，就能在很大程度上简化

生产工艺和降低生产成本[12]。试验结果表明，P．

expansum PED．03脂肪酶有较强的生物催化性和立

体选择性，显示了该酶在外消旋烯丙醇酮的生物催化

拆分方面有着良好的应用前景。
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Isolation and Primary Identification of Glutathion-

producing Yeast Strains

Ai Lij ing Rao Zhiming Shen Wei Fang Huiying Zhuge J ian
(Research Centre of Industrial Microorganisms and the Key Lab of Industrial Biotechnology，

Ministry of Education，Southern Yangtze University，Wuxi 214036，China)

ABSTRACT 98 strains of yeast producing GSH were isolated from nature．Intracellular GSH was extracted by a

simple and effective method．The yield of intracellular GSH of 2053
4
was the highest in them after 30 h of fer—

mentation．The results of fermentation showed that the highest dry cell weight of 2053。reached 1 1．55 g／L at 28

h，while the highest intracellular GSH concentration arrived 49．74 mg／L at 30 h．In addition to general physiolog—

ical and biochemical properties．the strain was identified by 1 8S rDNA sequence and systematic analysis．The re—

suits showed that 18S rDNA sequence of the strain had similarity of 99．75％with Candida parapsilosis．suggest—

ing that the strain is a subspecies of Candida parapsilosis．

Key words isolate，glutathione，fermentation，Candida parapsilosis，subspecies
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Production and Characterization of the Lipase from

Penicillium expansum PED-03 with Solid State Fermentation

Luo Shanshan Dai Dazhang Xia Liming
(Department of Chemical Engineering and Bioengineering，Zhejiang University，Hangzhou 310027，China)

ABSTRACT The lipase production was performed bv Penicillium expal'lsum PED一03 with solid state fermenta—
tion．The maximum lipase activity，1 596 U儋was achieved at 24℃for 4 d using bran as carbon source and soy—

bean meal as nitrogen source(C／N=1：4)with 50％water(V／1Ⅳ)．The lipase showed maximum activity at pH

9．5 and 35℃and was stable within the pH range of 7．0～9．5．Na+．Ca+2 and Mg+2 stimulated the enzyme activ—

ity significantly，while Cu2+，Fe2+and Mn2+had an inhibitory effect．The resolution of allethrolone(4一hydroxy一

3一methyl一2一(2一propenyl)一2一cyclopenten一1一one)catalyzed by the lipase from P．expansum PED一03 was carried out

in a nonaqueous medium，and the reaction conversion(C)reached 96％of the theoretical value with perfect enan—

tiomeric excess of product(eep=99％)，presenting a good promise in the enzymatic resolution Of allethrolone．

Key words Lipase，solid state fermentation，characterization，enzymatic resolution，allethrolone

翟 凰表研建魄一稚新型套物僳弹剂1——爱惫港
o‘譬

宙1
日本日清公司研究了将虾壳、蟹壳、贝类的甲壳质废渣用盐酸处理，除去CaC03等灰分，再用NaOH除去残留蛋白

质，最后以40％～45％的NaOH高温洗脱，可得到一种高分子聚壳糖。聚壳糖有很强的抗菌作用，能作用于微生物的细胞表

层，使霉菌的细胞表层受损而抑制其生长，因而被广泛地用于食品、果蔬的保存和保鲜中。它对抑制肉制品和水产品表面的细

胞生长特别有效。抑菌率达99．9％以上，可使鲜肉在夏季的保质期达到710d；用lmg允质量浓度的聚壳糖溶液浸泡草莓、樱

桃等鲜果和鲜蘑菇，保鲜期可延长到8d以上。在鲜鱼表面涂上20～30mg屯的聚壳糖液，即使在夏季，保鲜期也可达到5d以

上。总之，聚壳糖的抑菌保鲜作用远优于化学合成的食品添加剂，对人体无副作用，也无残留，是理想的食品添加剂之一。
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