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假单胞菌 JW12发酵液的脂肪酶稳定性
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摘要　通过对假单胞菌 ( Pseudomonas sp. ) JW 12发酵液脂肪酶稳定性的研

究 ,表明了发酵液脂肪的稳定性主要受蛋白酶的影响。 当用吐温 80作为碳源

时 ,通过对发酵培养基组成的调整 ,达到降低蛋白酶的目的 ,提高发酵液脂肪酶

酶活。
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0　前　　言
脂肪酶 (三酰甘油酰基水解酶 EC3. 1. 13)是工业酶制剂中最重要的酶类之一 ,得到广泛

的研究和应用。脂肪酶生产的不稳定性影响了脂肪酶的生产和应用。 Fukum oto J等 [1 ]发现

脂肪酶的不稳定性主要由于蛋白酶的污染而导致的 ,此外还发现脂肪酶在纯化和贮藏中 ,铁

离子的质量分数大于 0. 5× 10
- 6
就能快速钝化脂肪酶 ,并提出降低发酵液中碳氮比以及

Fe
2+
的浓度等措施 ,较满意地克服了 Rhizopus delemar脂肪酶的稳定性。 Jane G E等

[2 ]
发现

P .aeruginosa脂肪酶和酯酶酶活到达高峰后迅速下降 ,认为吸附作用或蛋白酶水解可能是

酶活急剧下降的原因 ,然而没有在发酵上清液中检测出蛋白酶的酶活。 Ishiha ra K等
[3 ]发现

在培养过程中过量的铁离子可能使脂肪酶失活。 我国科研工作者 [4 ]也发现 ,假丝酵母

AS 2. 1203在脂肪酶活达到最高峰后会下降 ,继续发酵会使酶活力损失。我们在产酶时间进

程曲线和酶活分析过程中 ,发现细菌脂肪酶具有不稳定性特点。

根据假单胞菌 JW 12脂肪酶的酶学基本性质 ,可初步判断发酵液中该酶的不稳定现象

并非为热不稳定、 pH不稳定以及金属离子等引起的 ,主要原因之一可能为蛋白酶水解。故

重点分析蛋白酶和脂肪酶的关系以及通过调整发酵液的培养基组成 ,达到降低蛋白酶活力

和稳定脂肪酶的目的。

1　材料和方法
1. 1　菌种



假单胞菌 JW 12,无锡轻工大学再生资源实验室筛选保藏菌体。

1. 2　发酵培养基 (% )

橄榄油 2,豆饼粉 2,玉米浆 2,硝酸钠 0. 5,磷酸氢二钾 0. 5,

p H8. 0～ 8. 5,培养基灭菌温度为 0. 1 M Pa, 20 min.

1. 3　培养方法

挑取一环斜面种子 ,发酵培养基中 , 30℃ , 150 r /min培养 ,定时取发酵液离心 ( 8 000 r /

min, 10 min) ,上清液供测试分析。

1. 4　脂肪酶活力测定 ( pN PL法
[5 ]

)

取 0. 5 m L pN PL溶液 ( 80 mg对硝基苯月桂酸酯 , 5 m L异丙醇 , 1 m L曲拉通 X-100溶

于 5 mmo l /L的 pH5. 0 Na Ac-HAc缓冲液并定容至 100 m L与 0. 5 m L pH8. 5　 0. 05m ol /L

的 Tris缓冲液混合 ,加入 0. 1 m L稀释的发酵上清液 ,在 45℃下反应 10 min,用 1. 5 m L乙

醇中止反应。 在测定波长 410 nm下 ,测定其吸光值 ,然后求得酶活。

1. 5　碱性蛋白酶酶活测定

按福林法 [4 ]测定

2　结果与分析
2. 1　蛋白酶和脂肪酶的关系

通过测定 JW 12发酵过程曲线 (见图 1) ,了解蛋白酶和脂肪酶的关系 ,并将酶液放入 5

℃冰箱冷藏 24 h处理 ,测定脂肪酶的损失率。结果见表 1.

表 1　假单胞菌 JW12发酵液的脂肪酶稳定性情况

酶活 / (μmol / (min· mL) )

发酵 64 h 发酵 87. 5 h

4℃放置 24 h后脂肪酶损失率 /%

发酵 64 h 发酵 87. 5 h

发酵时间从 64 h

延长至 87. 5 h的

脂肪酶损失率 /%

0. 67 14. 9 0. 39 7. 3 41. 8

图 1　假单胞菌 JW12菌株发酵曲线

　　从表 1中可看出假单胞菌 JW 12菌株

发酵液静置冷藏可导致不同程度的脂肪酶

失活 ,但由发酵时间延长引起的酶失活更强

烈。由图 1发现菌体分泌脂肪酶和蛋白酶有

一定的关系。在菌体生长初期 ,菌体分泌较

高浓度的蛋白酶 ,供分解蛋白质的需要 ;

32 h时 ,菌体产生脂肪酶出现第 1个峰道 ,

此时蛋白酶酶活反而在低谷 ;此后蛋白酶酶

活上升 ,脂肪酶酶活呈下降趋势 ; 64 h时 ,脂

肪酶和蛋白酶都出现第 2个峰值 (特别是中

性蛋白酶酶活急剧升高 ) ,随后脂肪酶和蛋

白酶酶活下降。依据脂肪酶和蛋白酶的消化

长曲线 ,反应了脂肪酶和蛋白酶酶活变化规律 ,并说明了蛋白酶可导致脂肪酶的失活。

　　 Roussis I. G.等发现 ,添加从 P. f luorescens GR83菌株中纯化的蛋白酶到培养上清液

中 ,使脂肪酶活力降低 16% [6 ]。由于我们没有分离假单胞菌 JW 12的蛋白酶。现选用枯草杆
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菌 SA1. 398中性蛋白酶酶制剂 ,观察其对发酵液脂肪酶的分解现象 ,见表 2. 结果表明外加

中性蛋白酶 [终浓度 20μmo l /( min· m L) ]降低了发酵液的脂肪酶酶活。
表 2　中性蛋白酶对脂肪酶的分解

温度 /℃ 处理时间 /h
酶活 /

(μmol /( min· mL) )
酶活损失率 /%

中性蛋白酶 ( SA1. 398) 45 1 0. 24 46. 7

对照 ( 1) 45 1 0. 27 40

对照 ( 2) 4 1 0. 45 0

2. 2　降低蛋白酶活力的措施

有多种方法降低菌株产蛋白酶的能力。其中从遗传角度上考虑 ,可筛选产脂肪酶活力高

而蛋白酶活力低的优良菌株 ;当菌株确定后 ,可通过诱变手段 ,筛选蛋白酶缺陷型菌株 ; U-

ni lev er的研究工作者定点改造 Pseudomonas脂肪酶 ,提高对蛋白酶的抗性 [7 ]。 从生理生化

角上考虑 ,可通过代谢调控 ,或是添加蛋白酶抑制剂 ,降低蛋白酶的产量。 鉴于假单胞菌

JW12菌株胞外蛋白酶的活力较低 ,不宜考虑诱变手段 ;由于碱性蛋白酶都是丝氨酸酶 ,细

菌脂肪酶也是丝氨酸酶 ,添加蛋白酶抑制剂也是不适宜的。因此笔者只考虑从代谢调控角度

降低蛋白酶的活力。

豆粕是细菌产脂肪酶的优良有机氮源 ,大分子蛋白质诱导蛋白酶的产生 ,小分子的氨基

酸则具有反馈阻遏蛋白酶生成的能力。豆粕水解液具有大量游离氨基酸 ,选用豆粕水解液代

替豆粕 ,具有反馈阻遏蛋白酶生成的能力。我们考察豆饼粉和豆粕水解液等有机氮源对产酶

的影响 ,结果见表 3.

　　　表 3　发酵培养基组成对菌体酶活的影响　　　　μmol /( min· mL)

发酵培养基组成

碳源 氮　　源
终 p H 脂酶酶酶活 中性蛋白酶酶活 碱性蛋白酶酶活

橄榄油 豆饼粉　　 9. 0 0. 40 0. 68 2. 68

橄榄油 豆饼水解液 8. 3 0. 08 0. 34 0. 54

吐温 80 豆饼粉　　 9. 0 3. 57 2. 14 4. 14

吐温 80 豆饼水解液 8. 5 3. 81 1. 62 3. 22

　　　　注:碳源浓度为 2% ,豆饼水解液浓度 5% . 橄榄油为碳源的发酵培养时间为 64 h,吐温 80为碳源的发酵培养时

间为 48 h.

由表 3,可得到如下结论: 1)作为脂肪酶的诱导物 ,吐温 80的诱导效果远较橄榄油的

好。2)单独观察碳氮源对发酵液的碱性蛋白酶的影响可知 ,吐温 80作碳源时 ,其发酵液的碱

性蛋白酶酶活较橄榄油作碳源的高 ,说明了吐温 80不仅充当碳源的角色 ,诱导脂肪酶产生 ,

而且增强了细胞膜的通透性 ,提高蛋白酶的分泌量。3)单独观察氮源对发酵液的碱性蛋白酶

的影响可知 ,在相同碳源的前提下 ,豆饼水解液是豆饼的氨基酸水解液 ,与豆饼作氮源相比 ,

能降低碱性蛋白酶的产量 ;在以吐温 90为碳源时 ,能提高脂肪酶的产量。在橄榄油作碳源

时 ,由于豆饼粉为不易分解的氮源 ,豆饼水解液为易利用的氮源 ,此时氮源对菌体产生脂肪

酶的调节影响 ,比氮源对菌体产生蛋白酶的调节而导致脂肪酶失活的影响大 ,以致豆饼水解

液作氮源的产脂肪酶效果反而较豆饼的效果差。
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3　讨　　论
假单胞菌 JW12发酵液中脂肪酶的稳定性和蛋白酶有较大的关系 ,发酵后期蛋白酶的

存在 ,可严重导致脂肪酶失活 ,因而及时结束发酵过程可提高脂肪酶的稳定性。此外通过调

节培养基碳源和氮源的组成 ,可达到降低发酵液蛋白酶的目的 ,从而提高发酵液脂肪酶的酶

活。氮源也可调节脂肪酶的生产 ,在考虑选用不同氮源降低蛋白酶生产的同时 ,还需综合考

虑其对脂肪酶生产的影响。
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Study on Lipase Stability of Pseudomonas sp. JW12 Supernatant

Chen Sho uw en　Xu Rou　 Zhang Kechang
( Sch ool of Bioengin eering, Wuxi Universi ty of Light Ind ust ry, W uxi 214036)

Abstract　 Stabili ty of lipase pro duced by Pseudomonas sp. JW 12 was inv estigated. It w as

found that the stability w as mainly inf luenced by the presence of pro teases. When Tw een

80 was used as carbon source, the pro teases activi ty declined a nd lipase activi ty improv ed

by adjusting fermentation medium com po si tio n.
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