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摘 要 对一株高产高碱碱性蛋白酶的嗜碱性芽孢杆菌的发酵培养基及发酵工艺进行了优化。

确定了发酵培养基所采用的棉籽饼粉最适粒度为$"目，麦芽糊精的最佳!"值为!"%。并确定
了该菌株的最适发酵培养基配方为（&／’""()）：棉籽饼粉!，酵母浸粉’*+,，麦芽糊精’"，柠檬酸
钠"*!，-.-/#"*!。0#1234’；最适摇瓶发酵条件为：种龄’#5，接种量#%，装液量,"()／#,"()，
摇床转速#""6／(78，!49，发酵,45，碱性蛋白酶的发酵单位可达!!:$,;／()，比优化前提高了

,4*4$%。此外，还进行了,)罐放大实验，在,)罐所确定的最适工艺条件下，发酵单位可达

!<,+:;／()。
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碱性蛋白酶是指在碱性条件下水解蛋白质

肽键的酶类，主要应用于生产加酶洗涤剂［’］，

另外，在制革、丝绸、医药、食品、饲料和生物化

学试剂等领域也有应用。我国在#"世纪+"年
代初期就成功开发了碱性蛋白酶，并实现了工

业化生产［#］。目前，我国用于生产的菌种为国

内学者自行筛选诱变的菌株———地衣芽孢杆菌

#+":，其发酵单位在’"""";／()，与国外先进
水平相差甚远。本实验所采用的高产高碱碱性

蛋白酶菌株为嗜碱性芽孢杆菌，其实验发酵单

位为##""";／()，与国外大型酶制剂公司所报
道的生产水平!"""";／()相差较大。本实验
对该菌株的发酵培养基及发酵工艺进行了优

化，从而使其发酵单位达到了!"""";／()以
上，达到国内外领先水平，为其工业化生产奠定

了基础，具有很大的开发价值。

’ 材料与方法

!"! 菌 株
嗜碱性芽孢杆菌（#$%&’’()$’%$’*+,&’()）。

!"# 试剂及仪器
干酪素中国医药（集团）上海化学试剂公

司；麦芽糊精山东省菏泽市都庆股份有限公司；

棉籽饼粉河北；其余试剂均为国产分析纯及生

化试剂。>2##"型?1计，+##分光光度计，恒
温水浴锅，@)#"A型高速冷冻离心机，)B,C’"
离心机。

!"$ 培养基

!平板培养基：酪素培养基［!］。"种子培
养基：肉汤培养基［!］。#初始发酵培养基（&／

’""()）：棉籽饼粉#，酵母浸粉’，麦芽糊精
（!"!4+%）’"，柠檬酸钠"*!，-.-/#"*!，
0#1234’。

!"% 菌种的培养

!将酪素平板上形成透明圈、生长正常的
单菌落转接于装有!"()种子培养基的#,"
()三角瓶中，!49，#""6／(78，摇床振荡培养

’#5。"以#%的接种量将种子培养液转接于
装有!"()发酵培养基的#,"()三角瓶中，

!49，#""6／(78，摇床振荡培养,45。#将发酵
液$"""6／(78离心’"(78，上清液即为粗酶液。

!"& 酶活力的测定
按DE/78试剂显色法［4］在?1’’、4"9下测

定酶活力，将该条件下每分钟水解酪素产生’
$&酪氨酸所需的酶量定义为一个活力单位。

!"’ 菌体核酸量的测定
该实验所采用的发酵培养基中含有棉籽饼

粉，杂质较多，故采用菌体内核酸量表示其菌体
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量。核酸量的测定方法如下：!取!"#发酵液
加$"#蒸馏水，混匀，%&&&’／"()离心*+"()；

"弃上清，在沉淀中加冷的*&,三氯乙酸!
"#，振荡，冰水浴中放置!#%"()，%&&&&’／"()
离心*+"()；$弃上清，沉淀中加冷的+,三氯
乙酸!"#，混匀，沸水浴中加热%&"()，冷却后
离心，%&&&’／"()-*+"()；%取上清&.*"#，
加/.0"#蒸馏水，混匀后，在紫外分光光度计
上测!1&)"处吸收值2。菌体核酸量（3／#）4
2-*.5!
!"# 总糖的测定
参见文献［+］。

! 结果与分析

$"! 培养基组成成分对产酶的影响

!.*.* 棉籽饼粉的浓度及其粒度对产酶的影
响

实验选用河北产棉籽饼粉（*&&目），在培
养基中分别添加不同浓度的棉籽饼粉，其结果

如图*。

图* 棉籽饼粉浓度对产酶的影响

可以看到，增加棉籽饼粉的浓度至%,时
粗酶液中酶活力最高，继续增加其浓度，酶产量

没有增加反而降低。此外，实验中还对棉籽饼粉

的粒度对产酶的影响进行了研究，结果如图!。

图! 棉籽饼粉粒度对产酶的影响

可见，棉籽饼粉越细越利于产酶，同时也

可以看到，$&目的棉籽饼粉与*&&目的差别不
大，因此，从生产成本考虑决定采用$&目的棉
籽饼粉。

!.*.! 酵母浸粉浓度对产酶的影响
实验在培养基中添加不同浓度的酵母浸

粉，其结果见图%。

图% 酵母浸粉浓度对产酶的影响

可见，增加酵母浸粉的浓度可以提高菌株

的产酶量。当酵母浸粉浓度为*.5+,时其粗
酶液中酶活力最高，继续增加至!,时，酶产量
不再增加反而降低。

!.*.% 不同!"值的麦芽糊精对产酶的影响
本实验以麦芽糊精为发酵培养基的主要碳

源，对山东省菏泽市都庆股份有限公司产的+
种不同!"值的麦芽糊精及北京奥博星生物技
术责任有限公司生产的糊精分别进行了发酵试

验，其加入量均为*&,，产酶情况如图/所示。

图/ 不同!"值麦芽糊精及糊精
对产酶的影响

由图/看出，以!"值为%&,的麦芽糊精
为碳源，发酵后的粗酶液酶活力最高，可达%*
5+!6／"#。同时可以看到，麦芽糊精的!"值
越高越不利于产酶，说明该菌株可能存在分解

代谢阻遏现象。

!.*./ 最佳发酵培养基的确定
在确定了发酵培养基主要氮源棉籽饼粉的

粒度为$&目、主要碳源麦芽糊精的!" 值为
%&,的基础上，采用单因素实验法对发酵培养
基进行了优化，确定了该菌株的最适发酵培养

基组成为（3／*&&"#）：棉籽饼粉%，酵母浸粉
*.5+，麦芽糊精*&，柠檬酸钠&.%，7879!&.%，
:!;<=/*。

$"$ 发酵工艺的优化

!.!.* 种子生长曲线
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在!"#，$%%&／’()条件下，摇床振荡培养，
定时取样并测定其在*%%)’下的吸光值，并绘
制种子生长曲线（图+）。

图+ 种子生长曲线

$,$,$ 种龄对产酶的影响
在绘制种子生长曲线的基础上，选取对数

中、晚期的种子培养液进行种龄实验。实验分

别将种龄为-%、-$、-".的种子培养液-’/转
接于!%’/发酵培养基，!"#，$%%&／’()，摇床
振荡培养+".，测定粗酶液酶活力，结果如图*
所示。可见，种龄为-$.最适合该菌株产酶。

图* 种龄对产酶的影响

$,$,! 接种量对产酶的影响

图0 接种量对产酶的影响

分别以-1、$1、!1、+1的接种量将培养

-$.的种子培养液转接于!%’/发酵培养基，

!"#，$%%&／’()，摇床振荡培养+".，测定粗酶
液酶活力，结果见图0。由图可见，接种量为

$1时，菌株酶产量最高。

$,$," 装液量对产酶的影响
在$+%’/三角瓶中分别装入!%’/、"%

’/、+%’/、*%’/、0%’/的发酵培养基，!"#，

$%%&／’()，摇床振荡培养+".后，测定发酵液
的酶活力，结果如图2所示。可见，装液量为

+%’/时最适合菌株产酶。

图2 装液量对产酶的影响

!"# 优化条件下的摇瓶发酵及发酵过程曲线
采用最适发酵培养基（3／-%%’/）：棉籽饼

粉（2%目）!，酵母浸粉-,0+，麦芽糊精（!"!
!%1）-%，柠檬酸钠%,!，4546$%,!，7$89:"-；
并采用最适发酵条件：种龄-$.，接种量$1，
装液量+%’/／$+%’/，摇床转速$%%&／’()，

!"#，发酵+".，碱性蛋白酶的发酵单位可达

!!;2+<／’/，比优化前的发酵单位$$%%%<／’/
提高了+","21。另外，实验中还对发酵过程
中的菌体核酸量及粗酶液酶活力进行了测定，

并绘制了发酵过程曲线（图;）。

图; 摇瓶发酵过程曲线

由图;可知，菌体在进入对数期后开始产
酶，在对数期的中后期开始进入产酶高峰期，在

稳定期达到产酶高峰，高峰持续时间很短即消

失，酶活开始下降。因此，在生产过程中控制发

酵终点十分重要。该菌株在确定的优化条件下

进行发酵，粗酶液中酶活力最高可达!!;2+<／

’/。

!"$ %&罐发酵过程曲线
在摇瓶实验基础上，进行了+/罐中的放

大实验。装料系数：%,0，接种量：$1，温度：

!"#，转速：$%%!+%%&／’()。对发酵过程中的
菌体核酸量、粗酶液中酶活力及发酵液中总糖

进行了测定，所绘发酵曲线如图-%所示。+/
罐发酵单位最高可达!*+0;<／’/。
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图!" #$罐发酵过程曲线

% 讨 论

本实验对一株高碱碱性蛋白酶高产菌株的

发酵条件进行了优化，并在摇瓶优化的基础上

进行了#$罐的放大实验，最终使其发酵单位
达到%&#’()／*$。该生产水平已达到国际大
型酶制剂公司所报道的水平，为其工业化生产

奠定了基础。
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日日日日日日本本本本本本啤啤啤啤啤啤酒酒酒酒酒酒包包包包包包装装装装装装的的的的的的变变变变变变化化化化化化

日本啤酒消费量近年来每年都在’"亿升以上，-"""年为’!0%亿$，-""!年为’!01亿$，略增了"0
%S，其中啤酒/(亿$，发泡酒--0%亿$。从包装看，日本啤酒主要分为玻璃瓶、金属罐和大桶等%大类包
装物。玻璃瓶曾长期在日本啤酒包装市场上占有统治地位，直到!((%年玻璃瓶装啤酒仍然占一半以上，

但此后则逐年明显下降，由!((%年的#"S分别下降为!((#年的/%S、!((’年的%’S和!(((年的%#S，-"""年
降为%-S，-""!年为%!0(S。而金属听装啤酒的比例在同期内则由!((%年的/!S分别上升为!((#年的/#0%S、

!((&年的/’0#S、!((’年的/10’S和!(((年的/’0!S，-"""年为/’0(S，-""!年下降为/#0!S。大木桶等桶装
啤酒比例也有所上升，!((%年为10’S，!((#年、!((’年和!(((年分别上升为!!01S、!/0/S和!’0(S，-"""年
为!(0’S，占日本啤酒总消费量的-"S，-""!年上升为-%S。在日本啤酒的各种包装物中，金属罐所占比例变化
不大，而且近年来还略有上升（但-""!年有所下降）。玻璃瓶则明显下降，而大桶包装又重新大幅上升，后者增加
的部分刚好是前者减少的部分，这说明大木桶装啤酒在日本市场上的销量不断增长。
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