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适用专业：生物工程                    课程性质：必修

一、实验课程简介

酶工程是生物工程的主要内容之一，是现代酶学和生物工程学相互结合而发展起来的一门新的技术学科。它将酶学、微生物学的基本原理与化工、发酵等工程技术有机结合起来，并随着酶学研究的迅速发展，特别是酶的广泛应用而在国民生产生活中日益发挥着越来越重要的作用。酶工程实验课是生物工程等本科实验教学的一个重要组成部分，通过实验教学可以加强学生对酶工程基本知识和基本理论的理解，掌握现代酶学与相关技术的有关的基本的实验原理与技能。在实验过程中要求学生自己动手，分析思考并完成实验报告。酶工程实验性质有基础性、综合性、设计（创新）性三层次。
二、课程目的
本实验课程主要根据酶工程的三大块内容即酶的生产、酶的改性与酶的应用来设计安排实验，通过这些实验内容，使学生深入理解酶工程课程的基本知识；巩固和加深所学的基本理论；掌握酶工程中基本的操作技能。同时，通过实验培养学生独立观察、思考和分析问题、解决问题和提出问题的能力，养成实事求是、严肃认真的科学态度，以及敢于创新的开拓精神；并在实验中进一步提高学生的科学素养。 

三、考核方式及成绩评定标准
考核内容包括实验过程中的操作情况，实验记录及结果的准确性，实验报告的书写及结果分析，思考题的回答情况，仪器设备的使用情况及遵守实验室规章制度的情况等，根据这些方面进行成绩评判和记录，综合给出实验总成绩。
四、实验指导书及主要参考书

1． 魏群：生物工程技术实验指导，高等教育出版社，2002年8月。
2． 禹邦超：酶工程（附实验），华中师范大学出版社，2007年8月
五、实验项目

实验项目一览表

	序号
	实验项目名称
	实验类型
	实验学时
	必做/选做

	实验一
	不同浓度果胶酶澄清苹果汁液的效果、对收得率的影响
	验证性
	3
	必做

	实验二
	实习参观细胞发酵罐细胞培养产酶
	演示性
	1
	必做

	实验三
	有机溶济沉淀法制备大豆脲酶及其活力测定、Km值测定
	综合性
	4
	必做

	实验四
	尼龙固定木瓜蛋白酶
	综合性
	4
	必做

	实验五
	酶工程设计性实验和考查
	设计性
	4
	选做

	合计
	
	
	16
	


实验类型：演示性、验证性、综合性、设计性、其它

实验一、不同浓度果胶酶澄清苹果汁效果、对收得率的影响（3课时）

实验类型：验证性
实验目的：

通过实验掌握酶在食品工业上的基本应用，果胶酶作用的基本原理和果汁生产的基本工艺与过程。

实验内容：

1．制备苹果汁：将苹果洗净，切成小块，用榨汁机打碎成果汗匀浆。加热苹果汁到100℃使酶钝化后，再冷却至50℃左右。

2．配制不同浓度的酶液：取5支10mL的刻度试管，依次编为2号~6号。分别加入2mL、4mL、6mL、8mL、10mL质量浓度为10g/L的果胶酶溶液，再分别加入苹果酸定容至10mL，依次配制质量浓度为2，4，6，8，10g/L的果胶酶溶液备用。（实验老师已配好）

3．降解苹果汗：取6个号烧杯，向1号烧杯加蒸馏水1mL，向2号~6号烧杯分别加入1mL质量浓度为2，4，6，8，10g/L的果胶酶溶液。再向6只烧杯中均加入4mL蒸馏水，摇匀，然后都加入95mL经钝化的苹果汁，45℃水浴中恒温60min。

4．沉淀：向上述6只烧杯中均添加明胶约0.02g，硅溶胶约0.1mL，膨润土约0.20g，活性炭约0.05g处理，添加顺序为：明胶等主要起吸附、沉淀和过滤作用。所用物品符合食品安全要求。充分混匀后静置60min，使其充分沉淀后过滤。过滤进先用纱布初滤，并挤干，所得初滤液再抽滤。

5．记录结果

观察6个样品滤液的澄清度，用量筒测量澄清滤液（即苹果汁）的体积，将结果填入下表。

不同酶浓度下苹果汗收得率

	烧杯编号
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	果胶酶质量浓度
	0
	0.02
	0.04
	0.06
	0.08
	0.1


澄清效果

苹果汗体积（mL）

澄清苹果汁收得率（%）

实验要求：

总结不同果胶酶浓度下苹果汁的澄清效果，并观察使苹果汁获得最高收得率时所需的果胶酶浓度。分析所出现的实验结果的原因，并回答相应的实验思考题。
实验二、实习参观细胞发酵罐细胞培养产酶（1课时）

实验类型：演示性
实验目的：

了解产酶的细胞发酵罐的基本结构，掌握细胞发酵产酶时的工艺条件及进行相关调控的基本原理和方法。
实验内容：

参观发酵罐及其配套的空压机、蒸汽机、发酵罐调控主机，了解各个设备的主要功能。熟悉发酵罐的运行的基本操作，对pH、溶氧、温度、搅拌速度等重要参数动手进行设定、调节。掌握发酵罐的基本结构，内部组成、有关的通气、通水等管道走线的构造、规律等。

主要设备器材：江苏大学产自动控制发酵罐及配套蒸汽机、空压机。
实验要求：

了解发酵罐的基本结构，有关的通气、通水等管道走线的构造、规律，掌握有关发酵罐运行时有关参数的设定、检测及调节的方法，对利用细胞发酵罐进行细胞培养用以产酶的流程有大致的了解。
实验三、有机溶济沉淀法制备大豆脲酶及其活力、Km值测定（4课时）

实验类型：综合性
实验目的：

掌握酶的提取与性质测定中的实验方法，熟悉有关酶提取与活力、Km值测定的基本原理和基本操作。

实验内容：

1．提取：（1）称取约5g人造浮石，置小烧杯中，用2%乙酸浸泡1-2分钟，倾去酸，用蒸馏水洗涤至中性，沥干备用。（2）称取约10g新鲜大豆粉，置于锥形瓶中，加上述人造浮石，加50ml32%丙酮溶液，在冰浴中持续摇动4~5min，4层纱布过滤，收集滤液。（3）将滤渣重新置于锥形瓶中，另加10ml32%丙酮，再提取一次。纱布过滤，滤液在4℃，3500r/min下离心8~10min，倾出上清液，计量体积。取1mL酶液保存，供测酶活力用。

2．沉淀酶：（1）将提取的酶液置冰浴中缓慢搅拌下，用滴管逐滴滴加2%醋酸，并不断用精密pH试纸检测pH变化，观察产生混浊现象，至pH4.9左右。置4℃10分钟。（2）4℃3500r/min离心10min，沉淀用电吹风稍微吹干，所得即为脲酶粗品。称重，计算酶收得率。

3．脲酶的活力测定：脲酶的活力测定利用脲酶催化尿素水解成氨和二氧化碳，氨与纳氏试剂反应生成黄色化合物，吸光度与氨年度成正比，可测定脲酶活力大小。

实验要求：

提取大豆脲酶，并进行收得率和脲酶的活力测定，结果计算：

1）提取制备脲酶的收得率：
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2）脲酶活力测定：式中：n为酶样品的稀释倍数
实验四、尼龙固定化木瓜蛋白酶（4课时）

实验类型：综合性
实验目的：

通过实验掌握酶固定化的基本原理，学习酶固定的基本方法和了解固定化酶在实际中的应用及固定化酶活力回收率及相对活力的测定。

实验内容：
1．固定化酶的制备

（1）每组取5块尼龙布洗净、晾干，浸入含18.6%CaCl2溶液和18.6%水的甲醇溶液中，在室温下保温10s左右，并轻轻搅拌至尼龙布发粘。取出后用水冲去污物，用吸水纸吸干。

（2）将尼龙布用3.65mol/LHCI溶液在室温下水解45min，用水洗至pH值中性。

（3）将尼龙布用5%戊二醛溶液在室温下浸泡偶联20min。

（4）取出尼龙布，用0.1mol/L磷酸缓冲液（pH值7.8）反复洗涤，洗去多余的戊二醛，吸干之后，立即用酶液（0.5~1mg/mL）在4℃下固定3.5h（酶液用量每块尼龙布不宜超过0.8mL）。

（5）从酶液中取出尼龙布（保留残余酶液作测定用），用0.5mol/LNaCl溶液（用0.1mol/L磷酸缓冲液（pH值7.2）配制），洗去多余的酶蛋白，即为尼龙固定化酶。

2．酶活力测定

（1）溶液酶活力测定：取0.2mL酶液，加入1.8mL激活剂，于37℃下预热10min，加入37℃预热的0.5%酪蛋白溶液1mL，准确反应10min，然后加入10%三氯乙酸溶液2.0mL终止酶反应。对照管先加入10%三氯乙酸溶液，后加酪蛋白溶液，其他与测定管相同，以4000r/min的转速离心5min或过滤，取其上清液于波长280nm处测定消光值。在上述条件下，每10min增加0.001个消光值为1个酶单位（U）（以下同）。

（2）残留酶活力测定：方法同溶液酶活力测定。

（3）固定化酶活力测定：取一块尼龙布固定化酶，加入2.0mL激活剂，其余步骤与溶液酶测定相同。

实验要求：

使用交联法用尼龙固定木瓜蛋白酶，计算测定尼龙固定的木瓜蛋白酶的活力及固定效率。结果计算：活力回收=固定化酶总活力/溶液酶总活力×100%；相对活力=固定化酶总活力数/溶液酶总活力数—残留酶活力数。
实验五、酶工程的设计实验与考查（4课时）

实验类型：设计性
实验目的：

学生根据酶工程课程所学知识和前几个实验所掌握的内容，自己查找资料，设计一个酶的相关实验。让学生自己动手动脑，进行设计性或创新性实验，锻炼学生的综合、创新能力。

实验内容：

学生在实验室现有的条件和合理的经费预算下，根据酶工程理论课所学的知识和范围，自己设计实验内容与过程。
实验要求：

根据所学课程知识，设计出与酶工程相关的合理、可行的实验方案，列出详细的实验步骤，配置实验相关的试剂，独立进行实验操作，记录实验过程及结果数据，并分析出现所得实验结果的原因，讨论所设计的实验相应的完善方案。
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