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摘　要：研究了表面活性剂对Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．的发酵产脂肪酶的影响。结果表明，添加无患子提取

物的酶活为最高，说明无患子提取物是最佳的的表面活性剂，并且确定提取无患子提取物的液固

比为６∶１（ｍＬ∶ｇ）时酶活 达 到 最 高。粗 酶 液 经（ＮＨ４）２Ｓ０４沉 淀 后 进 行 双 水 相 萃 取 分 离，结 果 表

明，采用质量浓度为３０ｇ／ｄＬ的ＰＥＧ（Ｍ　４０００）和质量浓度为２０ｇ／ｄＬ的 ＮａＨ２ＰＯ４时纯化系数Ｆ
和萃取率Ｓｆ达 到 最 高；经 过 双 水 相 萃 取 后，该 脂 肪 酶 的 纯 化 倍 数 可 以 达 到７．９２，回 收 率 为

４８．３０％。
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　　脂 肪 酶，又 称 三 酰 基 甘 油 酰 基 水 解 酶，是 一 种

作用于甘 油 三 酯 的 酯 键 水 解 酶［１］。鉴 于 脂 肪 酶 水

解和合成反 应 的 能 力，它 们 有 着 重 要 的 商 业 价 值，
应用极广泛，包 括 洗 涤 剂、化 妆 品、药 物、和 乳 制 品

等［２］。微生物来源的脂肪酶品种丰富，生产条件可

人为控制，成本低等优点，而被大量研究［３］。
无患子 的 主 要 化 学 成 分 是 无 患 子 皂 苷、脂 肪

油、蛋白质［４］。无患子可作为天然表面活性物质用

于天然洗发香波及各种洁肤护肤化妆品中［５］；无患

子皂 苷 还 具 有 降 血 压、抗 真 菌、杀 虫 等 多 种 生 物 活

性，如Ｔａｍｕｒａ［６］等 发 现 从 无 患 子 果 皮 中 提 取 的 皂

苷混合物ＳＰ－ｍｉｘ有 明 显 的 抗 菌 活 性；Ｏｊｈａ［７］等 研

究表 明，无 患 子 皂 苷 对 乳 酸 杆 菌 的 毒 性 低，可 用 于

女性卫生 用 品。本 实 验 通 过 在 培 养 基 中 添 加 无 患

子提 取 物，大 大 的 提 高 了 酶 活，为 工 业 化 大 生 产 提

供了很好的科学意义。
双水相萃 取 技 术 是 近 年 来 出 现 的 很 有 发 展 前

途的新型生化分离技术，其原理是利用物质在互不

相溶的两相中分配系数的差异进行分离纯化［８］，与

传统 脂 肪 酶 的 提 纯 方 法 相 比，操 作 简 单、产 品 活 性

损失量小、适合大规模应用等特点［９］。本文研究了

双水相萃取体系对脂肪酶粗酶液的萃取，并对该系

统进行了优化，对脂肪酶的工业化大生产有一定的

参考价值。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌体　真菌Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．ＳＹＢＣ　Ｌｚ，由本

实验室人筛选并保藏在－２０℃的冰箱中。

１．１．２　主要试剂　吐温２０、吐温８０、聚氧乙烯辛基

苯基 醚（乳 化 剂 ＯＰ）、无 患 子；（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＰＥＧ
（Ｍ　１０００）、ＰＥＧ（Ｍ　２０００）、ＰＥＧ（Ｍ　４０００）、ＰＥＧ
（Ｍ　６０００）；Ｋ２ＨＰＯ４、ＫＨ２ＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４；对 硝 基

苯丁 酸 酯（ｐ－ＮＰＢ）、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓 冲 液（ｐＨ　９．５）、

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ　７．０），考马斯亮蓝Ｇ－２５０等。

１．１．３　主要仪器　无菌超净工作台购于苏州安泰

空气技术有限公司产品；回转式恒温调速摇瓶柜购

于上海苏坤实业有限公司产品；电子天平购于上海

民桥精密仪器有限公司产品；ｐＨ 计购于梅特勒－
特利多仪器（上海）有限公司；低温高速离心机购于

日本日立（ＨＩＴＡＣＨＩ）公 司；恒 温 水 浴 锅 购 于 上 海

一恒科技有限公司；紫外可见分光光度计购于尤尼

科（上海）仪器有限公司；立式压力蒸汽灭菌锅购于

上海 医 用 核 子 仪 器 厂；恒 温 培 养 箱 购 于 广 东 仪

器厂。

１．２　方法

１．２．１　培养基

１）平 板 培 养 基：马 铃 薯 葡 萄 糖 琼 脂 培 养 基

ＰＤＡ。

２）种子培养基：蛋白胨５ｇ／Ｌ，酵母膏３ｇ／Ｌ，

蔗糖１２ｇ／Ｌ，麦芽糖３ｇ／Ｌ。５００ｍＬ的三角瓶装液

量为５０ｍＬ，１２１℃蒸汽灭菌２０ｍｉｎ。

３）发酵培养基：蛋白胨５ｇ／Ｌ，酵母膏６ｇ／Ｌ，

ＮａＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ，羊 油２０ｇ／Ｌ，无 患 子 提 取 液２０
ｍＬ／Ｌ。５００ｍＬ的 三 角 瓶 装 液 量 为５０ｍＬ，１２１℃
蒸汽灭菌２０ｍｉｎ。

１．２．２　无患子 提 取 物 的 获 得　将 无 患 子 果 洗 净、
晾干、剥壳、粉碎，采用不同 的 固 液 比，５５℃去 离 子

水，水提液静置约３ｈ［１０］，离心除沉淀，留上清液。

１．２．３　粗酶液的制备　低温贮存的菌种经过平板

活化后，接种于种子培养基中，摇床培养（３０℃，１２０
ｒ／ｍｉｎ，１ｄ）；然后接种于摇瓶发酵培养基中，接种量

为３％～４％，摇床培养（３０℃，１２０ｒ／ｍｉｎ，３ｄ）；低

温高速冷冻离心机离心，８　０００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ；

收集上清液，然 后 在 脱 脂 棉 上 脱 脂，除 去 多 余 的 油

脂，收集这些酶液，冷冻干燥得到干粉，每１ｇ的该

干粉用１０ｍＬ　Ｔｒｉｓ－ＨＣＬ缓冲液（ｐＨ　７．０）溶解，得

到粗酶液，４℃贮存备用。

１．２．４　脂肪酶活性测定方法　脂肪酶活性的测定

以对硝基 苯 丁 酸 酯（ｐ－ＮＰＢ）为 底 物，参 考 Ｍａｒｇｅ－
ｓｉｎ［１１］等人的测 定 方 法 并 略 作 修 改。每４ｍＬ测 定

体系中含：３．７ｍＬ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　９．５）缓冲液，３０℃
水浴锅保温１５ｍｉｎ后，加入０．１ｍＬ酶液，再 加 入

０．１ｍｏｌ／Ｌ对硝基苯丁酸酯０．２ｍＬ，快 速 震 荡，在

４０５ｎｍ下测定吸光值。利用对硝基酚的消光系数

为１８　６００Ｌ／（ｍｏｌ×ｃｍ）计算对硝基酚的产生量，以

１ｍｉｎ内催化产 生１μｍｏｌ的 对 硝 基 酚 所 需 的 酶 量

为１个酶活力单位（Ｕ）。

１．２．５　蛋白质含量的测定　蛋白含量的测定本实

验采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ检测法。在试管中加入０．１ｍＬ酶

液，对照为１００μＬ双蒸水替代相应的酶液，再加入

４ｍＬ　０．０１ｇ／Ｌ考马斯亮蓝Ｇ－２５０溶液，振荡摇匀。

５ｍｉｎ后在５９５ｎｍ处测定吸光度。测 量 在１ｈ内

完成。

１．２．６　盐析范 围 的 确 定　取 一 定 体 积 的 粗 酶 液，
分级加入不 同 量 的 硫 酸 铵，第 一 次 加 完 硫 酸 铵 后，
静置２ｈ左右，离心得到第一个分级沉淀，上清液以

同样的操作 加 入 硫 酸 铵，得 到 第 二 个 分 级 沉 淀，如

此连续进行便可得到多个分级沉淀，将每个分级沉

淀重新溶解 于 一 定 体 积 的ｐＨ 值７．０的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
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缓冲液中，分别测定蛋白含量和脂肪酶酶活［１２］。

１．２．７　双 水 相 萃 取　 制 备２０ｍＬ一 定 浓 度 的 双

水相体系［１３］，加入经过４０ｇ／Ｌ～６０ｇ／Ｌ（ＮＨ４）２Ｓ０４
处理后的４ｍＬ粗 酶 液，混 匀，于 冰 箱４℃静 置 分

相。读出上下相体积。

１．２．８　双水相萃取体系的优化方法

１）ＰＥＧ分子量对脂肪酶分离的影响：分别制取

浓度为２０ｇ／Ｌ的ＰＥＧ （Ｍ　１０００）、ＰＥＧ （Ｍ　２０００）、

ＰＥＧ（Ｍ　４０００）、ＰＥＧ（Ｍ　６０００），ＫＨ２ＰＯ４浓度为２０
ｇ／Ｌ构成的双 水 相 体 系，萃 取、用Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓 冲 液

（ｐＨ值７．０）透析１ｄ，每６ｈ更换一次缓冲液，然后

进行测定。

２）ＰＥＧ（Ｍ　４０００）浓 度 对 脂 肪 酶 分 离 的 影 响：
制取ＫＨ２ＰＯ４浓度为２０ｇ／Ｌ，ＰＥＧ（Ｍ　４０００）浓度

分别为１０、２０、３０、４０ｇ／Ｌ构成的双水相体系，萃取、
用Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ　７．０）透析１ｄ，每６ｈ更换

一次缓冲液，然后进行测定。

３）盐 对 脂 肪 酶 分 离 的 影 响。制 取 ＰＥＧ（Ｍ
４０００）浓 度 为 ３０ｇ／Ｌ，２０ｇ／Ｌ 的 ＮａＨ２ＰＯ４、Ｋ２
ＨＰＯ４、ＫＨ２ＰＯ４、（ＮＨ４）２Ｓ０４构成的双水相体系，萃

取、透析同上，测定。

４）ＮａＨ２ＰＯ４浓 度 对 脂 肪 酶 分 离 的 影 响：制 取

ＰＥＧ（Ｍ　４　０００）浓度为３０ｇ／Ｌ，ＮａＨ２ＰＯ４浓度分别

为１０、１５、２０、２５ｇ／Ｌ构成的双水相体系，萃取、透析

同上，测定。

１．２．９　数据处理方法

１）分配系数：Ｋ ＝ （ＵＴ／ＰＴ）／（ＵＢ／ＵＢ）
（ＵＴ：上相中总酶活力；ＰＴ：上相中总蛋白；ＵＢ：

下相中总酶活力；ＵＢ：下相中总蛋白）。

２）两相体积比：Ｒ＝ＶＴ／ＶＢ
（ＶＴ：上相体积；ＶＢ：下相体积）。

３）脂肪酶萃取率：Ｓｆ ＝ＲＫ／（１＋ＲＫ）

４）脂肪酶纯化系数：Ｆ＝ （ＵＴ／ＰＴ）／Ｕ１，
（Ｕ１：原始酶液的脂肪酶活力）

２　结果与分析

２．１　脂肪酶提取条件的确定

２．１．１　无患子提取物对脂肪酶酶活的影响　在发

酵培养基中添加不同表面活性剂进行酶活的比较，
如图１。

从图中得知，添加无患子提取物的酶活远远高

于对照，近达 到 前 者 的６．４倍，也 远 远 高 于 常 用 的

表面活性 剂 乳 化 剂 ＯＰ、吐 温－２０、吐 温－８０的 酶

活。说明无患子提取物是很好的表面活性剂，这对

提高脂肪酶的酶活提供了很好的信息。

图１　表面活性剂对脂肪酶酶活的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ　ｏｎ　ｌｉｐａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

然 后，对 无 患 子 提 取 物 的 液 固 比 做 了 进 一 步 的 实

验，如图２所示。

图２　无患子提取物液固比对脂肪酶酶活的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌｉｑｕｉｄ－ｔｏ－ｓｏｌｉｄ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｓｏａｐｂｅｒｒｙ
ｅｘｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｌｉｐａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

从图中可以 看 出，随 着 液 固 比 的 增 大，提 取 物

加 入 后 对 酶 活 的 影 响 趋 势 是 先 增 加，当 液 固 比 为

６∶１（ｍＬ∶ｇ）时，酶活达到最高４．６１（Ｕ／ｍＬ），随着

水的继续加 入，酶 活 开 始 降 低。当 液 固 比 为４∶１
和８∶１（ｍＬ∶ｇ）时，分 别 为 最 高 酶 活 的７２．２％和

７４．０％。
鉴于此，所以在对下面的酶的纯化过程时选用

添加液固比为６∶１的无患子提取物的发酵液。

２．１．２　盐析范围的确定　为了方便双水相萃取操

作，先在萃取前进行简单的（ＮＨ４）２Ｓ０４沉淀，除去其

他杂质。最后得出，（ＮＨ４）２ＳＯ４浓度为４０～６０ｇ／Ｌ
时，酶活 达 到 了 粗 酶 的５０％以 上，如 图３所 示，当

（ＮＨ４）２ＳＯ４浓度低于４０ｇ／Ｌ或高于６０ｇ／Ｌ时，沉

淀的酶活不 及 粗 酶 酶 活 的４０％。所 以 确 定 盐 析 范

围为（ＮＨ４）２ＳＯ４浓度４０～６０ｇ／Ｌ。

２．２　脂肪酶双水相萃取条件的优化

２．２．１　最适ＰＥＧ相对分子 量 的 确 定　以２０ｇ／Ｌ
不同相对分子质量的ＰＥＧ和２０ｇ／Ｌ的ＫＨ２ＰＯ４组

成的双水相 萃 取 体 系，按１．２．７条 件 下 进 行 萃 取、

透析，最后分 别 测 定 该 脂 肪 酶 的 比 活、两 相 间 分 配

系数Ｋ、体积比Ｒ、纯化系数Ｆ和萃取率Ｓｆ。
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图３　硫酸铵分级沉淀

Ｆｉｇ．３　Ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｓｕｌｆａｔｅ　ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ　ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

成相聚合 物 的 平 均 分 子 质 量 是 影 响 分 配 平 衡

的重要 因 素。通 过 计 算，分 配 系 数Ｋ 均 大 于１，说

明脂肪酶主要分配于上相。如图４，随着ＰＥＧ分子

量的增加，脂肪酶的萃取率Ｓｆ。呈现先增大后减小

的趋势，在ＰＥＧ（Ｍ　４０００）时 萃 取 率 为 最 高。一 般

当聚合物平均分子质量较低时，蛋白质更易分配于

富含该聚合 物 的 相 中，随ＰＥＧ平 均 分 子 质 量 的 增

大，黏度大，分 子 间 相 应 碰 撞 下 降，分 相 困 难，对 目

标蛋白的 选 择 性 也 会 随 之 降 低。纯 化 系 数 却 呈 现

先减 小 后 增 大 再 减 小 的 趋 势，但 仍 以 ＰＥＧ（Ｍ
４０００）的纯化系数为最高，并且ＰＥＧ（Ｍ　４０００）的比

活也最高 （表１），所以选择ＰＥＧ（Ｍ　４０００）进行下

一步实验。

图４　ＰＥＧ分子量对双水相萃取的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＰＥＧ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｎ　ａｑｕｅｏｕｓ　ｔｗｏ－

ｐｈａｓｅ　ｓｙｓｔｅｍｓ
表１　ＰＥＧ分子量对脂肪酶比活的影响

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＰＥＧ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｎ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ

Ｌｉｐａｓｅ

ＰＥＧ
相对

分子量
分层

体积／
（ｍＬ）

总酶活／
（Ｕ／ｍＬ）

总蛋白
质量浓度／
（ｍｇ／ｍＬ）

比活／
（Ｕ／ｍｇ）

１０００ 上相 ５．５　 １　４０５．８　 ５０．３３　 ２７．９３

下相 １８．５　 ７　２１６．８５　 ３６２．４３　 １９．９１

２０００ 上相 ８．９　 ２　５４０．９５　 １１２．４２　 ２２．６０

下相 １５．１　 ５　４１３．３５　 ２８５．３１　 １８．９７

４０００ 上相 １３．５　 ６　９６０．６０　 ９５．３６　 ７２．９９

下相 １０．５　 ４　０９３．９５　 １８３．７８　 ２２．２８

续表１
ＰＥＧ
相对

分子量
分层

体积／
（ｍＬ）

总酶活／
（Ｕ／ｍＬ）

总蛋白
质量浓度／
（ｍｇ／ｍＬ）

比活／
（Ｕ／ｍｇ）

６０００ 上相 ７．８　 ３　１７０．７０　 １１４．８１　 ２７．６２

下相 １６．２　 ４　１９２．５６　 ３９６．２９　 １０．５８

２．２．２　ＰＥＧ（Ｍ４０００）最适浓度的确定　制取浓度

为２０ｇ／Ｌ　ＫＨ２ＰＯ４，不同浓度的ＰＥＧ（Ｍ　４０００）的

双水相体系。在１．２．７条件下对脂肪酶进行萃取，
然后分别测定 该 酶 的 比 活、两 相 间 分 配 系 数Ｋ、相

比Ｒ、纯化系数Ｆ和萃取率Ｓｆ如图５。
表２　ＰＥＧ（Ｍ４０００）浓度对脂肪酶比活的影响

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＥＧ（Ｍ４０００）ｏｎ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　Ｌｉｐａｓｅ

ＰＥＧ４０００
质量浓度／
（ｇ／Ｌ）

分层
体积／
（ｍＬ）

总酶活／
（Ｕ／ｍＬ）

总蛋白
质量浓度／
（ｍｇ／ｍＬ）

比活／
（Ｕ／ｍｇ）

１０ 上相 ８．０　 ２　７６４．８０　 １０１．０５　 ２７．３６

下相 １６．０　 ５　２０８．００　 ２８０．０５　 １８．６０

２０ 上相 １０．２　 ４　０６６．７４　 １００．４４　 ４０．４９

下相 １３．８　 ４　１４２．８２　 ２３１．９４　 １７．７８

３０ 上相 １６．２　 ９　２７２．８８　 １１４．４３　 ８１．０３

下相 ７．８　 １　９９３．６８　 １２０．２４　 １６．５８

４０ 上相 １０．５　 ４　４５５．１５　 ９６．０９　 ４６．３６

下相 １３．５　 ４　３７９．４０　 ２４５．６９　 １７．８３

　　结果表明：当ＰＥＧ（Ｍ　４０００）浓度增加时，萃取

率和纯化效率均呈现先增大后减小的趋势，当ＰＥＧ
（Ｍ　４０００）浓度达到３０ｇ／Ｌ，二者均达到最大值。产

生此现象可能是由于随着ＰＥＧ（Ｍ　４０００）浓度在一

定范围内增 加，系 统 远 离 临 界 点，有 利 于 目 标 蛋 白

富集于ＰＥＧ（Ｍ　４０００）相 中。但 当ＰＥＧ （Ｍ　４０００）
浓度增大到一定程度时，成相物质分子间的作用力

增大，相界面张力也增大，系统黏度也增大，溶质在

相间的传递和在相内的扩散阻力大大增加，反而不

利于目标蛋白分子进入ＰＥＧ（Ｍ　４０００）相。且从表

２可以看出，当质量浓度为３０ｇ／Ｌ比活也为最高。
因此，综合分析确定ＰＥＧ（Ｍ　４０００）的最适质量浓度

为３０ｇ／Ｌ。

２．２．３　最适盐成 分 的 确 定　固 定ＰＥＧ （Ｍ　４０００）
的质量浓度 为３０、２０ｇ／Ｌ的 ＮａＨ２ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４、

ＫＨ２ＰＯ４、（ＮＨ４）２Ｓ０４制 取 不 同 的 双 水 相 体 系。仍

然按１．２．７条件操作，并计算各值。计算结果如图６。
从图中看出ＮａＨ２ＰＯ４的纯化系数与萃取率为

最高，同时比活也为最高（表３）。此外还可以看出，

Ｋ２ＨＰＯ４和 ＫＨ２ＰＯ４的纯化系数、萃取率 和 比 活 差
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别不大，但（ＮＨ４）２ＳＯ４的３个 数 值 却 比 较 小，说 明

（ＮＨ４）２ＳＯ４作 为 盐 来 进 行 双 水 相 萃 取 对 该 脂 肪 酶

的效果 不 好，会 抑 制 酶 活。所 以 确 定 以 ＮａＨ２ＰＯ４
作为盐来进行后面的双水相萃取。

图６　盐对双水相萃取的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｓａｌｔ　ｏｎ　ａｑｕｅｏｕｓ　ｔｗｏ－ｐｈａｓｅ　ｓｙｓｔｅｍｓ
表３　盐对脂肪酶比活的影响

Ｔａｂ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｓａｌｔ　ｏｎ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　Ｌｉｐａｓｅ

盐成分 分层
体积／
（ｍＬ）

总酶活／
（Ｕ／ｍＬ）

总蛋白
质量浓度／
（ｍｇ／ｍＬ）

比活／
（Ｕ／ｍｇ）

（ＮＨ４）２ＳＯ４ 上相 ５．６　１　０６２．８８　 ７０．７４　 １５．０３

下相 １８．４　１　８８０．４８　 ３４７．６７　 ５．４１

Ｋ２ＨＰＯ４ 上相 ７．２　３　４７４．００　 ７５．９１　 ４５．７６

下相 １６．８　４　２３６．９６　 ２７０．６７　 １５．６５

ＫＨ２ＰＯ４ 上相 ７．８　２　９８１．１６　 ８７．６７　 ３４．０１

下相 １６．２　４　５１８．１８　 ２９４．８２　 １５．０３

ＮａＨ２ＰＯ４ 上相 １２．１　６　０７７．８３　 ９３．８９　 ６４．７３

下相 １１．９　４　２３０．４５　 ２８０．２９　 ２０．３１

２．２．４　 ＮａＨ２ＰＯ４最适浓度的确定　固定ＰＥＧ（Ｍ
４０００）的 质 量 浓 度 为３０ｇ／Ｌ，以 不 同 浓 度 的 ＮａＨ２
ＰＯ４制取双水 相 体 系。仍 然 按１．２．７条 件 操 作，并

计算各值。

图７　ＮａＨ２ＰＯ４ 浓度对双水相萃取的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＮａＨ２ＰＯ４ｏｎ　ａｑｕｅｏｕｓ

ｔｗｏ－ｐｈａｓｅ　ｓｙｓｔｅｍｓ

　　随着 ＮａＨ２ＰＯ４浓 度 不 断 增 大，纯 化 系 数 与 萃

取率均呈现先增大，当ＮａＨ２ＰＯ４质量浓度为２０ｇ／

Ｌ时，纯化系数与萃取率均达到最高（图７），同时比

活同样为最高（见表４），当继续加大浓度，纯化系数

与萃取率开 始 减 小，说 明 浓 度 太 高，反 而 不 利 于 该

脂肪酶的双水相萃取。所以确定 ＮａＨ２ＰＯ４质量浓

度为２０ｇ／Ｌ。
表４　ＮａＨ２ＰＯ４浓度对脂肪酶比活的影响

Ｔａｂ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＮａＨ２ＰＯ４ｏｎ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｃｔｉｖｉ－
ｔｙ　ｏｆ　Ｌｉｐａｓｅ

ＮａＨ２ＰＯ４
浓度／％

分层
体积／
（ｍＬ）

总酶活／
（Ｕ／ｍＬ）

总蛋白
质量浓度／
（ｍｇ／ｍＬ）

比活／
（Ｕ／ｍｇ）

１０ 上相 ９．８　 ３　１３４．０４　 １３０．６１　 ２４．００

下相 １３．２　５　０００．１６　 ２３１．０４　 ２１．６４

１５ 上相 １０．５　４　７８３．８０　 １１０．７１　 ４３．２１

下相 １３．５　４　０９７．２５　 ２０８．１０　 １９．６９

２０ 上相 １１．９　５　９７６．１８　 ７５．７７　 ７８．８７

下相 １２．１　３　６３１．２１　 １８６．５２　 １９．４７

２５ 上相 １０．５　４　０３６．２０　 ９６．０９　 ４２．００

下相 １３．５　４　７５６．０５　 ２２６．９０　 ２０．９６

２．２．５　双水相萃取的结果　通过以上双水相体系

优化的实验，最后确定双水相萃取体系为３０ｇ／Ｌ的

ＰＥＧ（Ｍ４０００）和２０ｇ／Ｌ的 ＮａＨ２ＰＯ４。该 体 系 对

脂肪酶萃取分离的结果如表５。
表５　双水相萃取纯化的结果

Ｔａｂ．５　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ａｑｕｅｏｕｓ　ｔｗｏ－ｐｈａｓｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

纯化
过程

总酶活／
（Ｕ／ｍＬ）

总蛋白
质量浓度／
（ｍｇ／ｍＬ）

比活／
（Ｕ／ｍｇ）

纯化
倍数

回收
率／％

粗酶液 ６　２１２．００　 ７００．１２　 ８．８７　 ０．００　 １００

硫酸铵
沉淀 ５　１８１．７８　 ２２５．９１　 ２２．９４　 ２．５９　 ８３．４２

双水相
萃取 ３　０００．２５　 ４２．６７　 ７０．３３　 ７．９２　 ４８．３０

　　从表中看出，经过（ＮＨ４）２Ｓ０４沉淀和双水相萃

取后，该脂肪酶被纯化了７．９２倍，酶的回收率达到

了４８．３０％，总 酶 活 为３　０００．２５（Ｕ／ｍＬ），比 活 为

７０．３３（Ｕ／ｍｇ）。

３　讨　论

由于脂肪酶产生菌的特性不同，表面活性剂对

其产脂肪 酶 的 作 用 也 有 所 不 同。通 过 研 究 在 真 菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．的发酵 培 养 基 中 添 加 不 同 的 表 面 活

性剂，与对 照 相 比，虽 然 乳 化 剂 ＯＰ、吐 温２０、吐 温

８０对该菌均有 作 用，但 作 用 效 果 不 明 显；而 无 患 子
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提取物的作 用 显 著，确 定 它 是 最 佳 的 表 面 活 性 剂，
对该菌产脂肪酶具有巨大作用。目前，对无患子作

为表面活性剂的研究还比较少，这对以后的研究提

供了很大的科学价值，而且无患子提取物对该菌的

作用机制也有待于进一步研究。
此外，双水 相 萃 取 分 离 纯 化 脂 肪 酶，由 于 具 有

操作简便、分 离 效 果 好、所 用 试 剂 常 见、条 件 温 和、
酶活损失少、回收率高等特点近年来得到越来越多

的应用。从本实验也可以看出，该方法非常适合于

脂肪酶的分离纯化，但由于ｐＨ 也对双水相萃取有

影响，还需在这方面加以考虑分析。
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