
食品与生物技术学报 2013 年第 32 卷第 3 期

曹松龙，等： 枯草芽孢杆菌氨肽酶超滤提取技术研究论文

摘要： 采用 Ultra-flo 超滤系统对经离心除菌、质量分数 18%的（NH4）2SO4澄清的发酵液进行超
滤浓缩和脱盐，为获得该过程中的高酶活回收率和膜通量，对其工艺条件进行了研究和优化；选
用截留分子量为 30 kDa 的聚醚砜（PES）膜，操作压力为 0.2～0.25 MPa，澄清发酵液初始 pH 值
在 5.5～6.5，浓缩倍数 3 倍；采用定时流加水的方式超滤脱盐，流加水体积控制为浓缩发酵液体
积的 10倍。 在此优化条件下，超滤浓缩过程的酶活回收率达 85%，超滤脱盐过程酶活回收率达
79%，该过程可除去 90%以上的盐，终浓缩倍数可控制为 8～10 倍；整个超滤过程的酶活回收率
为 67.15%，并且整个过程中膜通量维持在 16 L/（m2·h）以上。
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Abstract： The extraction parameters of aminopeptidase by Ultra-flo system from the fermentation
broth is studied in this manuscript. The optimum conditions for high high enzyme activity recovery
and membrane flux were listed as follows： 30 kDa MWCO polyether sulfone （PES） membrane，the
operation pressure between 0.2 MPa and 0.25 MPa，the initial pH value 5.5 ～6.5 and the
concentration ratiof 3 times；The elution is in the form of regular flow of water，and the elution
volume is about 10 times of the concentration of the fermentation broth. By the optimun conditions，
the enzyme activity recovery rate was achieved at 85% and 79% of the desalination process，and
the salt in the concentration of the fermentation broth has been removed about 90%，and the final
concentration factor can be controlled for 8 ～10times.The enzyme activity recovery rate can be
67.15% of the whole of the Ultrafiltration process，and the membrane flux can be maintained above
16 L/（m2·h） throughout the process.
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氨肽酶是一类从蛋白质或肽链的 N 端酶切氨

基酸残基的外肽酶的总称[1]。 氨肽酶种类繁多，不同

氨肽酶对 N 端氨基酸残基的水解能力不同。 即使同

一类氨肽酶对不同 N 端氨基酸残基的水解能力也

有一定的差异。 氨肽酶在食品行业、医学研究等方

面具有广泛的应用。 在食品行业，氨肽酶常被应用

于各种蛋白质的深度水解以及水解后的脱苦方面，
通过氨肽酶的水解可以提高游离氨基酸的含量，改

善风味，增加营养价值；在脱苦方面，它可以避免化

学试剂的使用所可能带来的有毒物质。 其次，利用

氨肽酶制备活性多肽目前也越来越普遍，并且是一

种安全高效的方法。 另外在医学研究中，氨肽酶还

可以作为医疗诊断用酶。
目前膜分离技术在酶制剂工业的应用越来越

广泛[2-3]。 膜分离技术具有物质不发生相态变化、不

消耗相变能、耗能耗质少、效率高等特点，可以应用

于酶的浓缩和分离过程[4-7]。 采用膜分离技术不仅酶

活损失小，而且操作简单，易于实现工业规模的放

大[8-10]。作者应用超滤技术对枯草芽孢杆菌氨肽酶进

行一定程度的浓缩 [11]及脱盐，所得浓缩脱盐发酵液

为进一步提取创造了良好基础。

1.1 试剂与仪器

枯草芽孢杆菌发酵液：本实验室自制，并经

过离心除菌、质量分数 18%的（NH4）2SO4 澄清的操

作。 L-亮氨酸-4-硝基苯胺 （AR），美国 Alfa 公司产

品。超滤装置：FILTECH-UF101 型，上海弗立特实业

有限公司产品；3 种 PES 卷式超滤膜， 截留分子量分

别为 10、30、50 kDa；尺寸 35 mm×250 mm；有效过滤面

积为 0.1 m2。 722 型分光光度计，上海第三分析仪器厂

制造；电热恒温水浴锅，上海医疗器械五厂制造。
1.2 实验方法

1.2.1 超滤方法 超滤操作包括浓缩和洗脱脱盐

两个过程。 具体操作：将发酵结束后经预处理的发

酵液加到超滤系统中进行浓缩，当浓缩到一定程度

时，开始定时加水洗脱，直到发酵液中的盐基本除

去，停止加水，最后再将其浓缩到合适的倍数。
1.2.2 洗膜方法 配制 0.01 mol/L 的 NaOH 溶液，
在操作压力 0.15 MPa 的条件下反复清洗，之后再用

去离子水清洗，直到滤液澄清且膜通量恢复到 98%
左右为止。 最后将卷式膜从超滤装置中取出，贮存

于 0.01 mol/L 的 NaOH 溶液中。
1.3 测定方法

1.3.1 氨肽酶酶活测定方法 采用 LNA 法[12]，测定

时，首先加入一定量的 Tris-HCl 缓冲液和底物（L-
亮氨酸-4-硝基苯胺 L-leu-pNA），然后再加入一定

量稀释 一 定 倍 数 的 粗 酶 液， 在 50 ℃水 浴 反 应 10
min 后，405 nm 比色测定酶活。 酶活力定义： 在 50
℃水浴下， 每分钟分解 L-亮氨酸-4-硝基苯胺产生

1 μmol 的硝基苯胺所需酶量定义为一个酶活单位。
1.3.2 膜通量测定方法 采用量筒接滤出液，同时

用秒表计时，最后根据结果计算出单位时间单位膜

面积的流出量，即为膜通量。 详见文献[13]。
1.3.2 蛋白质含量测定方法 采用福林酚法[14]。
1.3.3 残留（NH4）2SO4测定方法 采用 BaCl2 来检验

SO4
2-的残留情况，进而判断（NH4）2SO4 的去除情况。

依据先前的研究，初步确立了一种提取枯草芽

孢杆菌液体氨肽酶的方法。 枯草芽孢杆菌的原始发

酵液，经离心、澄清、超滤浓缩、脱盐、醇沉后再溶解

获得液体氨肽酶。 提取工艺整个流程图如图 1 所示。

图 1 提取工艺流程

Fig. 1 Process of the extraction

本文中主要对超滤浓缩、脱盐过程的各种参数

进行优化，提高该过程酶活回收率，以及获得相对

高的膜通量。
2.1 不同截留分子量的 PES 膜的选择

由先前文献报道，知该氨肽酶的分子量约为75

材料与方法1

结果与讨论2
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kDa[14]，故选择 10、30、50 kDa 这 3 种不同截留分子

量的 PES 膜进行研究。 将发酵液浓缩到一定倍数

后， 选择酶活回收率高且膜通量较大的这种膜，结

果见表 1。
表 1 超滤结果

Table 1 Results of ultrafiltration

孔径/kDa 初始体积/mL 初始总酶活/(×103 U) 回收体积/mL 回收总酶活/(×103 U) 浓缩倍数 膜通量/（L/(m2·h）） 回收率/%

10 1320 4.7 550 4.3 2.4 13 92

30 930 2.7 375 2.4 2.5 18 87

50 1100 2.4 400 2.0 2.7 22 83

由表 1 可知，10 kDa 的 PES 膜过滤后酶活回收

率相对较高，达到 90%以上，但膜通量太小；50 kDa
的 PES 膜膜通量最高，但酶活回收率太低；只有 30
kDa 的 PES 膜既有相对较高的酶活，又有相对高的

膜通量。 主要原因可能是酶蛋白质分子本身形状不

规则，膜孔径大小不一，酶蛋白质分子在膜中通过率

不同，从而引起酶活回收率改变以及膜通量的差异。
综上分析，选择 30 kDa 的 PES 膜进行超滤操作。
2.2 不同操作压力对酶活与膜通量的影响

在超滤过程中， 维持发酵液的温度在 20℃左

右， 通过控制不同的操作压力 0.1、0.15、0.2、0.25、0.3
MPa 来分别测定酶活回收率、膜通量，结果见图 2。

图 2 操作压力对酶活及膜通量的影响

Fig. 2 Influence of operating pressure on the activity and
membrane flux

由图 2 可知，酶活回收率随操作压力的增大而

减小，而膜通量随操作压力的增大而增大。 主要原

因，一方面是当操作压力较小时，酶分子在膜中的

通过率小，酶活损失较小；随着操作压力的增大，酶

分子受到较大压力的作用， 在膜中的通过率增大，
酶活损失也随之增多。 另一方面，随着超滤时间的

增长，浓差极化现象随之增加，此时膜通量会显著

下降， 因此要尽可能缩短时间来获得较高的膜通

量，就要选择合适的操作压力。 综上分析，为了既保

证较高的酶活回收率， 又获得相对较大的膜通量，

选择操作压力在 0.2～0.25 MPa 范围内[15]。
2.3 发酵液的初始 pH 值对超滤浓缩脱盐的影响

由发酵罐发酵得到的发酵液经离心除菌、低浓

度盐的澄清后，pH 值在 5.6 左右， 另外调节发酵液

的 pH 值至 6.5、7.5。 在操作压力 0.2～0.25 MPa 范围

下， 将这 3 种不同 pH 值的等量发酵液进行超滤浓

缩实验，结果见图 3，图 4。

图 3 不同 pH 值发酵液的膜通量随时间的变化曲线

Fig. 3 Membrane flux changes with time in different pH
values of fermentation broth

图 4 不同 pH 值的发酵液酶活随时间的变化曲线

Fig. 4 Enzyme activity changes with time in different pH
values of fermentation broth

由图 3，图 4 可知，不同初始 pH 值的发酵液在

超滤的过程中，其膜通量以及氨肽酶活变化有一定

的差异。 当发酵液初始 pH 值在 5.6～6.5 范围时，其

膜通量与酶活下降较缓，整个过程中膜通量与总酶

活相对较高， 可能是因为不同 pH 值的发酵液其带

电性质与电荷的多少不一样，若 PES 膜所带电荷与
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酶蛋白质分子所带电荷相反，则易吸附酶蛋白质分

子于膜上，从而影响酶活与膜通量。 综上分析，选择

初始发酵液最佳 pH 值在 5.6～6.5 范围内。
2.4 超滤时间对膜通量以及酶活的影响

随着超滤操作 [16-18]的进行，浓差极化的现象越

来越严重，于是膜表面形成浓缩的凝胶层，从而引

起膜通量下降。 本文中对该枯草芽孢杆菌氨肽酶的

膜通量以及酶活收率随时间的变化进行了分析研

究，结果见图 5。 在超滤过程的前 20 min，膜通量下

降迅速， 主要是因为开始在膜表面没有其他物质，
阻力较小；随着大分子物质在膜表面沉淀而使阻力

迅速增加。在 20～60 min 阶段，膜通量下降相对迟缓

一些， 主要是膜表面的大分子物质缓慢地加厚，阻

力也缓慢地增加，且趋于稳定。 在 60 min 以后膜通

量下降加快，同时酶活回收率也急剧下降，说明此

时膜污染较严重， 应立即停止超滤浓缩的操作，需

要对膜进行清洗。

图 5 氨肽酶酶活收率及膜通量随时间的变化曲线

Fig. 5 Aminopeptidase activity yield and the flux change
with the time

2.5 超滤浓缩倍数对酶活以及膜通量的影响

如图 6，随着超滤的进行，酶活回收率与膜通量

都呈显著的下降趋势，当浓缩至 3 倍左右时，酶活

回收率在 85%左右，此时膜通量也相对较高，之后

急剧下降，因此选择发酵液浓缩至 3 倍。
2.6 超滤洗脱脱盐操作过程的控制

经上述超滤浓缩之后，发酵液已浓缩到一定的

倍数，此时需要对该浓缩发酵液进行洗脱进一步脱

除其中的盐。 向已浓缩过的发酵液中流加水来洗脱

除盐，直到最后将盐基本脱除干净。 在洗脱的过程

中，通过中间取样来检测 SO4
2-的残留情况，进而判

断盐的残留情况， 直至最后几乎检测不到 SO4
2-，说

明此时盐已基本洗脱干净，停止流加水。 综上分析，

最后确定当所用洗脱水的体积为洗脱前浓缩发酵

液体积的 10 倍左右时， 发酵液中 90%以上的盐被

脱除，该脱盐过程的酶活回收率为 79%。 最后以最

初发酵液的体积为基准，将该洗脱的发酵液浓缩 8～
10 倍，得到浓缩脱盐发酵液，整个超滤过程酶活回

收率为 67.15%。

图 6 氨肽酶酶活收率及膜通量随浓缩倍数的变化曲线

Fig. 6 Aminopeptidase activity yield and the flux change
with the concentration ratio

2.7 膜的清洗与再生

在超滤操作的过程中，膜的渗透通量会因浓差

极化、膜孔堵塞等原因造成膜污染而下降，可以通

过定期的清洗使膜恢复其分离功能。 针对膜污染的

情况， 作者采用 0.01 mol/L 的 NaOH 溶液对膜进行

清洗，使吸附在膜孔和表面的污染物脱落，恢复膜

通量。 通过研究发现，清洗时间在 40～50 min 时，膜

通量基本可以恢复到 98%以上，时间再长膜通量不

再有明显变化。因此清洗时间确定为 40～50 min。最

后将 PES 膜液封于 0.01 mol/L 的 NaOH 溶液中，并

定期更换保存液以避免长菌而造成滤芯的堵塞。

采用 FILTECH-UF101 型超滤系统对枯草芽孢

杆菌氨肽酶发酵液进行超滤操作，通过对其超滤过

程中操作参数的优化，最终选择采用截留分子量为

30 kDa 的 PES 膜，操作压力 0.2～0.25 MPa，发酵液

初始 pH 5.5～6.5， 超滤浓缩倍数为 3 倍左右时进行

洗脱操作，洗脱水的体积为该浓缩发酵液体积的 10
倍左右，最终将该发酵液浓缩 8～10 倍。 在以上最优

条件下，超滤浓缩过程的酶活回收率达 85%，洗脱

脱盐过程的酶活回收率达 79%，整个过程酶活回收

率为 67.15%， 并且整个过程中膜通量维持在 16 L/
（m2·h）以上。
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