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固态发酵生产细菌��淀粉酶�

吴大治， 张礼星， 徐 柔， 章克昌
（无锡轻工大学生物工程学院，江苏无锡����
�）

摘要：采用国内��淀粉酶生产常用菌株������变异菌种，直接以麸皮为原料固态发酵法生产��淀

粉酶，得到较适宜的条件为：培养基初始含水量（质量分数）为���，起始��自然，液体接种量为�

��／��，
��
��培养������，三角瓶培养产酶水平可达���� ／�，浅盘培养平均产酶可达�

��� ／��固态发酵生产细菌��淀粉酶产酶水平为液体深层发酵法的���倍，并且成本低廉，具有

较好的经济和环境效益�

关键词：��淀粉酶；固态发酵；解淀粉芽孢杆菌
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��淀粉酶是我国目前用途最广泛、产量最大的

工业酶制剂种类之一，在酶制剂生产中占有重要地

位，应用领域主要集中在淀粉加工业、纸浆制造、纺

织工业、酿造酒精及饲料加工业等�国内主要采用

解淀粉芽孢杆菌������及其变异菌株，以液体深

层发酵法（0,:�.5�.81.5�.�2
2’��，0��）生产中温

��淀粉酶，虽然具有一些优点，但是由于发酵产酶水

平不高，提取困难且环境污染严重等因素，经济效

益不太好�这也导致了许多厂家转向高温��淀粉酶

的生产，但高温��淀粉酶毕竟不能完全代替中温��

淀粉酶，许多场合由于工艺等原因必须采用中温��

淀粉酶，因此目前市场上中温��淀粉酶的价格比高

温��淀粉酶高�

利用固态发酵法（0��’8�62
2.1.5�.�2
2’��，00�）

� 收稿日期：����������；修订日期：�����������

作者简介：吴大治（����年��月生），男，浙江金华人，发酵工程硕士研究生�
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生产��淀粉酶是一项既传统又面临新挑战的新型

发酵技术［���］，国内上海工业微生物研究所［�］��世

纪��年代利用���技术生产中温��淀粉酶，浅盘

发酵产酶最高达����	／
（按��
�����方法测

定），相当于目前新标准（���������）的����	／


，它具有生产效率高、工艺简单、操作粗放、能耗

少、废液少、产物分离较容易等优点，因而与���法

相比生产成本较低�随着人们对节省能源和减少环

境污染问题的重视���技术日益受到关注，利用固

态发酵技术生产��淀粉酶具有较好的经济和环境

效益�

� 材料与方法

��� 实验材料

����� 菌种 解淀粉芽孢杆菌������������	��
�

��
������������
�变异菌株，由无锡轻工大学生

物工程学院再生资源实验室保藏�

����� 斜面培养基 牛肉膏���
／��，蛋白胨���


／��，������

／��，可溶性淀粉���
／��，琼脂

���
／��；����
����，������蒸汽灭菌���� �

����� 种子培养基 牛肉膏���
／��，蛋白胨���


／��，������

／��，可溶性淀粉��

／��；��

��
����，������蒸汽灭菌���� �

����� 三角瓶固体发酵培养基 �
���的三角

瓶中，加�

麸皮和����水，������灭菌��

�� �

��� 实验方法

����� 生长曲线测定 �
���的三角瓶中盛放

�
��种子培养基，从斜面接入�环菌体，置于旋转

式摇瓶机上，���!／�� ，��"培养，每隔�#以新鲜

培养基作空白，用���型分光光度计于��� �下

测定光密度�

����� 培养条件 保藏菌种在斜面上活化一代

（��"培养��#），然后挑取一环接入种子培养基，

��"下于旋转式摇床���!／�� 培养��#�再按一

定的接种量接入三角瓶固体发酵培养基，在��"

培养��#�

����� 酶活测定 按原轻工业部部颁标准��／

$����—��规定的方法
［
］测定��淀粉酶活力�

� 实验结果

��� 种子种龄和接种量的确定

采用液体种子作为种子来源，因为液体种子具

有接种量小、易于进行过程放大、前期污染容易控

制等优点�为了确定种子的最佳种龄和接种量，选

用淀粉肉胨培养基，在��"和���!／�� 培养条件

下测定生长曲线（图�），菌种生长的对数期后期约

为��#�

图� 菌体生物量—时间生长曲线
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从表�不同接种量试验的结果可以看出，接种

为
��／%
时，发酵产酶较好，发酵��#后酶活达

到����	／
�
表� 接种量和种龄对产酶的影响

����� ����
�	���	
���
����������	�

���
�������	��
��	�

接种量／（��／%
）
不同种龄时所产酶的酶活／（	／
）
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注：表中所测均为发酵��#的酶活

��� 培养基碳氮比的确定

培养基的碳氮比（�／�）对微生物的生长和产酶

有一定的影响�通过在主要原料麸皮中添加不同氮

源进行发酵产酶实验，结果见表�，发现未添加氮源

的产酶较高，分析原因，可能是添加氮源后菌体大

量繁殖消耗了过多的营养，而使合成酶蛋白的营养

比例减少，造成产酶下降，这在接种量试验中也有

反映，即接种量大对产酶反而不利�
表� 添加氮源对产酶的影响

����� ����
�	�����	����	��
�	�

���
�������	��
��	�

基本培养基 添加氮源 添加比例 ��#时的酶活／（	／
）

麸皮 � � ��
�

麸皮 豆饼粉 �&��
� ��


麸皮 尿素 �&���� �


麸皮 硫铵 �&���
 ��
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��� 培养基初始含水量的确定

在固态发酵培养中，培养基的含水量（质量分

数）对菌体生长和产酶很重要�从图�中可知，培养

基含水量���左右时产酶较高�培养基含水量过

低，麸皮培养基过于干燥，一方面在灭菌中麸皮中

的淀粉不易糊化，另一方面菌体接入后不易生长繁

殖，对发酵产酶产生不利的影响�培养基含水量过

高，甚至有游离水存在，灭菌后麸皮就会粘成一团，

通气性差，接种后静置培养时也对产酶不利�

图� 培养基含水量对产酶的影响
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��� 麸皮粗细对产酶的影响

麸皮的粗细主要表征了培养基的通气性好坏

和淀粉含量的高低，从而影响菌种的生长和产酶�

较粗的麸皮可能通气性好些，灭菌后培养基不容易

粘成一团，而且氮源含量可能也较高；较细的麸皮

经灭菌后极易粘成一团，影响培养基的通气性，但

它的淀粉含量却较高，而作为产酶主要培养基的麸

皮，其含氮量和淀粉含量必须有一定的比例�试验

后发现，未过筛的麸皮比过筛后不同粗细的麸皮作

为培养基时产酶较高，见图�

图� 麸皮粗细对产酶的影响
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��� 培养基起始��对产酶的影响

为了比较培养基不同起始��对产酶的影响，

用不同��值的缓冲液配料，接种培养后发现起始

���或自然的培养基上的产酶水平较高，见图	�

故可选择自然��作为培养基的起始���既操作简

便，产酶水平又高�

��� 培养温度对产酶的影响

培养温度对菌种产酶会产生较大的影响，在不

同温度下进行发酵产酶试验，结果见表�，发现培养

温度控制在����
�时对菌种产酶较为适宜�

图� 培养基起始��对产酶的影响
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表� 培养温度对产酶的影响

����� ����	
����	���
���
������
�����

������������
�	
���

培养温度／� ���时的酶活／（
／�）

�� ��	

����
 ����

	� ���

�� 发酵产酶曲线的确定

综上所述，采用������菌种进行三角瓶固态

发酵生产��淀粉酶的较佳工艺条件为：直接以麸皮

为原料，培养基初始含水量���左右，培养温度在

����
�，液体种子接种量为�����／���为了确

定发酵产酶的周期，在上述最佳条件下测作了发酵

产酶曲线，如图�所示，发现产酶高峰在	�����

之间，因此可以在此时期结束发酵�

图� 三角瓶固态发酵产酶曲线

����� ����	����������������
�	
���������!""�

��# 浅盘培养试验

根据上述三角瓶固态发酵法摸索出的条件，进

行浅盘培养试验，料层厚度为	����，�批发酵的

结果见表	，平均产酶水平为���	
／��

�� 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第�
卷
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表� 浅盘培养产酶结果

����� �������	
��
�����
����������������
�

培养时间／�
产酶量／（�／�）

第一批 第二批 第三批

�� ���� ���� ��		


� �		� �
�� �	��

� 讨 论

根据以上固态发酵试验，采用国内厂家生产淀

粉酶的常用菌种�
	
��系列，直接以麸皮为原料，

培养基初始含水量
��左右，培养温度在�	���

�，液体种子接种量为����，发酵时间为���
�

�，产酶可达�����／�；浅盘培养平均产酶可达

�	���／�；同样使用该菌株进行液体深层培养，发

酵液酶活平均为����／��左右���
生产所得酶

活为普通液体深层发酵法的���倍，而且生产成

本比较低，具有可观的经济效益�

对于产酶高的原因，作者认为主要是��
生产

中培养基（麸皮）的碳源浓度比��
生产中的碳源

浓度高得多，并且��
中营养基质从固体颗粒到细

胞的传递吸收阻力较大，不如在��
中从液体基质

到细胞内那样相对容易，从而消除了��
生产中酶

合成的分解代谢阻遏，促成了��淀粉酶的大量合

成，类似的看法国外学者也曾经提出［
��］�

在固体发酵麸曲的应用中，一方面可以将麸曲

中��淀粉酶提取出来，纯化精制后使用�因为麸曲

质松粒大，菌体又和麸曲有一定的附着力，提取要

比��
的发酵液容易，而且产生的污染少�另一方

面许多生产应用中只需粗酶制剂，例如在酒精生产

的原料液化中，直接用热风干燥并磨碎的曲粉代替

��淀粉酶制剂，不用改变后继工艺�因此，利用固态

发酵方法生产淀粉酶具有一定的前景，特别是在应

用��
厚层通风培养技术之后，不仅可以提高机械

化水平，而且有利于扩大生产规模，从而降低劳动

强度和生产成本，与��
生产��淀粉酶比较，具有

明显的竞争力，值得推广�
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