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摘   要：本实验室以合成己酸乙酯的转化率为指标，从酒厂筛选到一株合成己酸乙酯活性较高的根霉ZM-10，本

实验以该菌株为出发菌种，将其脂肪酶进行部分纯化后，研究了酶学性质。结果表明，根霉脂肪酶的最适反应温

度为25℃；在20℃时具有较好的稳定性，该酶在30℃ 80min后，残活还有31.9%；脂肪酶在pH7.0和 8.0有较好

的稳定性；2mmol/L 金属盐离子浓度时，Na+、Cu2+、Fe3+、EDTA 对脂肪酶的活力有一定的促进作用，在5mmol/

L 时，除Cu2+ 外，其他金属离子均表现出不同程度的抑制作用；表面活性剂CTAB 和 Tween-80 对脂肪酶活性有一

定的抑制作用， SDS 改善作用比较大；在最适反应条件下的动力学常数Km 和 Vmax 分别为18.2mmol/L 和 625U/L。
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Abstract ：Using conversion rate of ethyl hexanoate as the index, a strain Rhizopus ZM-10 producing lipase was screened out

from liquor factory. We studied properties of the Rhizopus lipase after partical purification. The optimum temperature of the lipase

was 25℃, and was stable below 30℃. The lipase optimal pH was 7.0 and 8.0. When metal ion concentration was 2mmol/L, its

activity was increased with amendment of Na+、Cu2+、Fe3+、EDTA, and when metal ion concentration was 5mmol/L, all

metal ion inhibited its activity in different degree except Cu2+. The concentration of surfactants affected lipase activity, and the

type of surfactants had no significant effect of lipase activtiy. The values of Km and Vmax were 18.2mmol/L and 625U/L in optimum

reaction conditions.

Key words：Rhizopus；lipase；ethyl hexanoate；purification；properties

中图分类号：Q814.1；Q556.1                         文献标识码：A                        文章编号：1002-6630(2008)03-0314-04

脂肪酶(lipase E.C.3.1.1.3)是一类特殊的酯键水解酶，

它作为生物催化剂可催化由不同底物出发的水解和合成

反应[ 1 ]。近年来，脂肪酶已广泛应用于洗涤剂、有机

合成、食品、药品、化妆品等行业[ 2 ]，特别是在风味

酯行业的应用，促进了脂肪酶研究的飞速发展[3- 4 ]。

己酸乙酯是浓香型曲酒的主要呈香物质，其含量高

低直接影响曲酒的香型和风格，保持浓香型白酒中己酸

乙酯的含量是浓香型白酒生产的一个关键技术[5]。为了

提高己酸乙酯的含量，传统上通过人工老窖泥培养己酸

菌的方法增加前体物己酸的含量，从而有利于己酸乙酯

的合成，但是由于酯化反应速度慢，大曲中酯化菌含

量低，造成了大曲酒生产发酵生香周期长，优质酒率

低[6]。而在酒醅中加入脂肪酶来催化合成己酸乙酯，可

以缩短发酵周期，提高酒体中己酸乙酯的含量。

本实验以合成己酸乙酯的转化率为指标，从白酒厂

筛选到一株合成己酸乙酯活性较高的根霉，进行部分纯

化后，具体研究其酶学性质，以期以该菌株用于白酒

工业化生产提供理论基础。　　

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

1.1.1 菌种与试剂

根霉 Z M - 1 0 ，本实验室选育保存菌种。
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1.1.2 仪器与设备

DEAE-Sepharose Fast Flow    Amresco 公司；

PEG10000    Pharmacia Biotech公司；脂肪酶试剂盒    南

京建成生物工程研究所。

HH-B11-500电热恒温培养箱    上海市跃进医疗器械

一厂； SW-CJ-IF超净工作台    苏州安泰空气技术有限公

司；ZD-85A 气浴恒温振荡器    常州澳华仪器有限公

司；YXQG02 电热式蒸汽消毒器    山东新华医疗器械

厂；DELTA320pH 计    梅特勒-托利多仪器有限公司；

层析柱    上海华美实验仪器厂； ALPHAI-5真空冷冻干

燥仪    德国Christ公司； WFZUV2000紫外可见分光光度

计    尤尼柯仪器有限公司；Allegra 64R型高速冷冻离心

机    Beckman公司。

1.2 脂肪酶的制备

菌种在麸皮汁蔗糖斜面培养基培养 3 d，用无菌水

洗下孢子，稀释孢子悬浮液到每毫升含 1 0 5～1 0 6 个孢

子。1ml 孢子悬浮液接到50ml 发酵培养基中(250ml 三角

瓶)，在 30℃培养箱中培养 72h。

取出上层菌丝体，用去离子水洗去发酵残留物，

冰冻后在真空冷冻干燥机中冻干。在冰浴中用研钵将菌

丝体磨成粉状，4 ℃冰箱中保存。

1.3 脂肪酶活力测定方法

将甘油三酯底物缓冲液在37℃水浴中保温5min 以

上，往试管中加入0.05ml酶液，再用5ml加样器吸取4ml

预温的底物缓冲液冲入试管中，迅速用保鲜膜盖住管

口，立即颠倒混合 5 次，倒入比色皿中，在 420nm 处，

读取吸光度(A1)。再将此比色液倒入原试管中置37℃水

浴中保温10min，再用上法读取吸光度(A2)。做三次重

复实验。

在37℃条件下，每升酶液在反应体系中与底物反应

1min，每消耗 1μmol 底物为一个酶活力单位。AS 为标

准管浓度的吸光度。

                          
A1－A2

脂肪酶活力= ————×3632

                               
As

1.4 蛋白浓度测定方法

采用考马斯亮兰法。

1.5 脂肪酶的分离纯化

取8g脂肪酶粉，0.02mol/L pH7.0的缓冲液中4℃浸

提 12h，6000r/min 冷冻离心 20min，收集上清液。向

提取液中加入固体硫酸铵分级沉淀，收集 30%～60% 饱

和度的沉淀，溶于少量缓冲液中，透析除盐后得粗酶

液(I)。将透析液上样到已用上述缓冲液预平衡的DEAE-

Sepharose Fast Flow(1.6cm× 20cm)上，以含NaCl的同

一缓冲液进行梯度洗脱，流速为 20ml /h，收集活性组

分(II)，用 PEG-10000 浓缩后进行酶学性质测定。

1.6 酶学性质研究

1.6.1 温度对脂肪酶活力的影响

将反应体系分别置于 10、15、20、25、30、35、

4 0、4 5 和 5 0℃的水浴中进行反应，测定脂肪酶活力，

确定最适反应温度。

1.6.2 脂肪酶的温度稳定性

取同样浓度的脂肪酶分别置于20、25 和 30℃的水

浴中，每隔20min 取样测定残余酶，用未经处理的酶液

作对照(为 100%)，共测定 80min。

1.6.3 脂肪酶的 pH 稳定性

将酶液分别与一定量的缓冲液(pH6～9)混合，置于

4℃放置 1 0 h，取出后在最适温度下测定残余酶活。

1.6.4 金属离子对脂肪酶活性的影响

在测酶活的反应体系中，分别加入终浓度为2mmol/L

和 5mmol/L 的金属盐离子，阴离子均为氯离子，混合后

放置 10 m i n，测定不同离子对脂肪酶活力的影响。

1.6.5 表面活性剂对脂肪酶活性的影响

用CTAB、SDS、Tween-80 和 Triton-100 四种表面

活性剂按0.05%、0.1% 和 0.2% 的量加入反应体系。混

合后放置 10min，测定不同表面活性剂对脂肪酶活力的

影 响 。

1.6.6 脂肪酶 K m 值的测定

在 pH7. 0、温度 25℃的条件下，分别将底物浓度

稀释到0～40mmol/L，测定脂肪酶在不同底物浓度下的

酶活。根据Lineweaver-Burk 方程，求此条件下Km 值和

V m a x。

2 结果与分析

2.1 脂肪酶的纯化

经硫酸铵分级沉淀和DEAE-Sepharose FF 柱层析纯

化后，脂肪酶蛋白纯化了 7.06 倍，回收率为 30.32%，

比活为29.58。

纯化步骤
总蛋白 总酶活 酶比活 纯化 回收率

(mg) (U) (U/mg) 倍数 (%)

发酵液 2670.0 11200.0 4.19 1.00 100

硫酸铵沉淀 943.53 7586.0 8.04 1.92 69.92

DEAE-Sepharose

FF 柱层析
114.80 3395.84 29.58 7.06 30.32

表1    酶的纯化步骤

Table 1       Summary of purification procedure

2.2 脂肪酶的最适反应温度

图1表明，脂肪酶在15～35℃都保持一定的活力(相
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对酶活 70% 以上)，其最适反应温度为 25℃，和酒醅主
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图1    温度对脂肪酶活力的影响

Fig.1       Effects of temperature on activity of lipase
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图2    脂肪酶的温度稳定性

Fig.2     Heat stability of lipase
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图 3    脂肪酶的 pH 稳定性

Fig.3      pH stability of lipase

发酵期的温度接近(26～27℃)，即酒醅的发酵温度适于

脂肪酶合成己酸乙酯。

2.3 脂肪酶的温度稳定性

测定脂肪酶在不同温度的稳定性，结果见图 2。该

酶在20℃时具有较好的稳定性，60min 还有 82.4% 的残

余酶活；该酶在30℃ 80min 后，残活还有31.9%，说

明该酶在 30℃以下是稳定的。

2.4 脂肪酶的 pH 稳定性

由图 3 可知，该酶在 pH6～9 范围内有良好的稳定

性，脂肪酶的最适pH 在 7.0 和 8.0 时有两个峰，表明酶

液中可能存在同工酶。有很多研究表明，在一些微生

物中发现脂肪酶同工酶，B a i l l a r g e o n [ 8 ]报道在

Geotrichum candium 商品脂肪酶中含有各种不同相对分

子质量、等电点和专一性的同工酶；邬敏辰等从碱性脂

肪酶PG37 中分离到 3 种同工酶[9]。

2.5 金属离子对脂肪酶活性的影响

由表 2 知，在 2mmol/L 金属盐离子浓度时，Na +、

Cu2+、Fe3+、EDTA 对脂肪酶的活力有一定的促进作用；

K +、C a 2 +、M g 2 + 对脂肪酶的活力影响不大；M n 2 + 对脂

肪酶的活力有明显的抑制作用。在5mmol/L 金属盐离子

浓度时，除 C u 2 + 外，其他金属离子均表现出不同程度

的抑制作用，这可能是金属离子浓度高，对酶活性起

抑制作用。

表2    金属离子对脂肪酶活力的影响

Table 2     Effects of metal ion on activity of lipase

金属离子
           2mmol/L金属离子                      5mmol/L金属离子

酶活(U/L) 相对酶活(%) 酶活(U/L) 相对酶活(%)

对照 673.17 100 673.15 100

Na+ 814.07 120.93 635.59 94.42

K + 657.52 97.67 613.17 91.09

Ca2+ 641.53 95.30 598.36 88.89

M g 2+ 620.73 92.21 576.22 85.60

Fe3+ 965.33 143.4 523.58 77.78

Cu2+ 901.71 133.95 696.04 103.4

M n 2+ 234.83 34.88 135.98 20.2

E D T A 761.02 113.05 761.00 93.94

160

140

120

100

80

60

40

20

0
0 0.05 0.1 0.15 0.2

相
对
酶
活
(%
)

表面活性剂浓度(%)

图4    表面活性剂对脂肪酶活力的影响

Fig.4       Effects of surfactants on activity of lipase
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2.6 表面活性剂对脂肪酶活性的影响

这四种表面活性剂对脂肪酶的催化能力都有不同程

度的影响，阳离子型表面活性剂 CTAB 和非离子型表面

活性剂Tween-80 对脂肪酶活性有一定的抑制作用；阴离

子型表面活性剂 SDS 对脂肪酶的催化活性改善作用比较

大；非离子型表面活性剂 Triton-100，则因浓度的不
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图5    底物浓度与酶活的关系

Fig.5      Relationship between concentration of substrate and
activity of lipase

着质量浓度的提高，表面活性剂会由改善作用转为抑

制，或抑制作用增大。

2.7 底物浓度对脂肪酶活性的影响

由图 5 可知，在底物浓度小于 12mmol/L 范围内，

脂肪酶活性与底物浓度成线性关系；底物浓度继续增

加，脂肪酶的活性增加开始变得缓慢。这是由于随着

底物浓度的增加，溶液中的酶逐渐与底物结合，待酶

分子全部被底物饱和后，酶活达到最大值，不再改变。

根据Lineweaver-Burk 方程 1/V=(1/[S])Km/Vmax+1/

Vmax，以 1/V 为纵坐标，1/[S]为横坐标作图(图 6)。求

得此条件下Km=18.2mmol/L，Vmax=625U/L。
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Fig.6      Assay of Michaelis constant

y=0.0291x+0.0016

同，对脂肪酶活性的作用不同。由上可见，表面活性

剂对脂肪酶的影响与其自身的类型关系不大，这和徐岩

等[10]的研究结果一致。

由图 5 可知，影响表面活性剂改善酶催化活性，除

了其种类外，还有其加入的质量浓度。总的来说，随


