	酶的生产和利用

一、微生物酶制剂的生产
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主要有以下步骤： 

1、目的酶生产菌株的分离筛选 

（1）从自然界分离筛选
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（2）用物理、化学因子处理诱变
（3）用基因重组或细胞融合技术选育
2、酶的生产 

（1）要选择好的培养方法，包括培养基组成配比、培养温度、pH 值、通气量等。 
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图:微生物在相当于三层楼高的发酵罐里生长繁殖，产生所需的酶
（2）确定工业规模大量生产的一系列工程和工艺条件，以及培养罐的形式、大小、通气条件、温度和 pH 值的控制等。 
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图：通过改变培养基类型、酸碱度、氧气浓度和温度，研究人员现了生产某种酶的微生物的最佳生长条件。
三、酶的提取、分离和纯化 

1、微生物酶制剂的工业提取步骤大致如下： 

如果是胞内酶，则首先要分离收集其菌体，使之破碎，将酶提取至液相中，此为出发酶液； 

如果是胞外酶，它的深层发酵液或固体培养物的抽提液则为出发酶液。 

2、制取工业酶制剂的步骤： 

第一步——除去出发酶液中的悬浮固形物，获得澄清酶液，必要时再进行减压浓缩； 

第二步——根据质量要求和经济性采用适当方法（如用盐析法、有机溶剂沉淀法、丹宁沉淀法等）将酶沉淀分离； 
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图：只有酶和水能通过转鼓式过滤机；培养基和微生物则被留在硅藻土上。
第三步——收集沉淀、干燥、研粉、加适当的稳定剂、填充剂、做成粉末制剂。 

·        酶粒是在大型连续运转的水平混合机内生产出来的。提取的酶与盐、纤维素及其他成分混合形成0.5mm大小的粒状物。然后用一种聚合体包裹，以防止酶尘在使用过程中可能引起的致敏危险。 
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图:用多聚体包裹酶以减少酶尘引起的致敏危险。
3、其他方法
    对于质量要求高可提取液中共存有妨碍目的酶工艺效果的其他酶时，常用一些特殊纯化方法将目的酶与其他酶和杂蛋分开，再分别沉淀制取。常用的方法有： 

（ 1 ）蛋白质选择性变性法 

（ 2 ）分级盐析法 

•  有机溶剂分级沉淀法 

•  等电点法 

•  柱层析法 

•  电泳法 

•  亲和层析法 

四、酶的化学修饰技术
1、金属离子置换修饰 

2、大分子结合修饰 

3、肽链有限水解修饰 

4、侧链修饰 
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图：微生物的基因经修饰能够产生所需的酶
五、固定化酶和固定化细胞
  固定化酶是通过物理或化学的处理，使水溶性酶和固态的水不溶支持物（载体）相结合或被载体包埋，但仍保留酶活力。 

1、固定化酶的特征
（1）反应完成后经过过滤或离心等简单的分离就可回收，重复使用，降低了酶制剂的成本； 

（2）可以装成酶柱，当底物溶液流经酶柱时，就能发生酶促反应，适合于工业化应用； 

（3）酶经固定化后，稳定性一般都有所提高。 

2、固定化酶的特点
（1）省去了酶分离纯化的时间和费用； 

（2）可进行多酶反应； 

（3）保持了酶的原始状态，从而增加了酶的稳定性； 

（4）由于辅助因子存在和细胞内的连续性合成，酶的活力较为持久； 

（5）用固定化细胞反应柱或反应床可连续进行发酵，一边加入培养基，一边排出发酵液，可避免产物对酶活性的抑制。 

3、固定化酶的方法
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（1）载体结合法 

a、物理吸附法
    是将酶吸附在活性炭、多孔玻璃、酸性白土、高岭土、硅胶等惰性载体上，此法对酶活性破坏较少，但吸附作用力常较弱而易脱落，因而常与交联法结合使用。 

b、离子结合法
    是利用离子键将酶及带有离子交换基团的不溶性载体，如离子交换树脂或带有交换基团的纤维素、葡萄聚糖结合在一起，此法操作简便，酶回收率也较高，但在较强离子强度下进行酶反应时易于脱落。 

c、共价结合法
    是利用共价键将酶和载体加以偶联，但因涉及条件较苛刻而化学反应又剧烈，因而酶回收率较低、操作复杂，但酶与载体的结合相当牢固。 

(2)交联法 

    这是利用双功能试剂将酶分子相互交联而不需要载体。常用的交联剂有戊二醛、异氰酸酯、双重氮联苯胺或乙烯双马来亚胺（形成重氮盐）。此法反应也较为剧烈，从而影响酶的回收，但固定后的酶稳定性较好。 

(3)包埋法 

a、网格型
    是将酶固定在具有网格结构的高分子凝胶中。通常作为凝胶材料者有聚丙烯酰胺、聚乙烯醇等合成高分子材料以及海藻酸、明胶、胶原等天然大分子材料。此法操作方便，很少改变酶的高级结构，因而回收率高，但在反应中存在“固相”扩散阻力，只适用于小分子底物和产物，机械强度往往也较差。 

b、微囊型
    是将酶液包埋在微小（<300μm ）的具有半透性高分子材料外壳形成的珠囊中。此法操作较复杂，酶回收率一般不高，但被包埋的酶不易流失，微囊的比表面积很大，一般也只能适用于小分子底物和产物。 

六、酶反应器 
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酶反应器 

游离酶反应器 

可截留 

不可截留 

固定化酶反应器 

 

不可截留：是指酶一次性分批使用不再回收。 

可截留：是通过超滤膜将酶截留在反应系统中。 

七、生物传感器 
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    生物传感器是根据酶和微生物细胞对其基质具有专一性而用于分析某一化学物质的工具，是由固定化的生物材料与适当的换能器件密切接触而构成。 

原理：利用电极测定酶膜传感器、微生物传感器、细胞传感器、组织传感器、免疫传感器、生化发光传感器、生物亲和传感器及生物效应管传感器等。 

  

  



	


 

