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圆弧青霉����碱性脂肪酶的发酵工艺条件
�

李江华�， 邬敏辰�， 邬显章�

（��无锡轻工大学中央研究所，江苏无锡������；��复旦大学生物化学系，上海������）

摘要：研究了圆弧青霉����碱性脂肪酶的发酵工艺条件，优化了����的摇瓶最适产酶条件�其

中，发酵培养基的组成为（�／��）：豆饼粉���，玉米浆���，磷酸氢二钾���，硫酸镁���，大豆磷脂

���，柠檬酸钠����，花生油���；发酵培养基起始�����，发酵温度（����）�，摇床转速����／

���，发酵周期�� ，发酵期间于��，��，�� 分别流加�������花生油�在此条件下，����的脂肪

酶产率为���������（���·��）�����在���的实验室小罐中的产酶水平为���������（���·

��）�
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目前，脂肪酶主要采用微生物发酵法生产［�，�］，

且一般都采用批次培养的工艺�在培养过程中，培

养基的组成［���］和培养条件［�，�］以及流加批次培养

工艺［�，��］都对脂肪酶的产酶水平影响很大�研究中
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采用常规诱变结合抗性突变株筛选技术选育出一

株碱性脂肪酶的高产菌����
［��］
�在此基础上从培

养基组成、培养条件和流加等方面对����菌株的

培养条件进行了优化，其脂肪酶的产率提高了���

倍左右�

� 材料与方法

��� 菌种

圆弧青霉白色突变株（���������������	
���

��
�����）����，见文献［��］�

��� 培养基

�）斜面培养基：土豆培养基
［��］
�

�）液体种子培养基（�／	
）：豆饼粉���，玉米

浆���，大豆磷脂���，磷酸氢二钾���，硫酸镁���，

豆油���；�
自然，�����下灭菌������

�）发酵培养基（�／	
）：豆饼粉���，玉米浆

���，磷酸氢二钾���，硫酸镁���，大豆磷脂���，花

生油���；�
���，�����下灭菌������

��� 摇瓶发酵条件

����
的三角瓶中装发酵培养基���
，接种

一环孢子，于旋转式摇床上（����）�培养���，摇

床转速����／���，偏心距������

��� 三角瓶液体种子制备

����
的三角瓶装����
种子培养基，���

�灭菌�����，冷却后接种一环孢子于旋转摇床上

培养������，培养温度（����）� ，摇床转速���

�／���，偏心距������

��� ���容积发酵罐培养条件

将发酵培养基（按��
配料）装入发酵罐，���

�灭菌�����，冷至���接种液体种子，接种量

���，培养时间���，培养温度（����）� ，搅拌转

速��������，通风量���
／（
·���），发酵过程中

分别于��，��，���流加�����	
的花生油�

��� 碱性脂肪酶活力的测定

参照文献［��］�

� 结 果

��� 氮源的影响

培养基的氮源可以用有机氮源和无机氮源或

两者混合使用�用待试验的各种氮源取代对照培养

基中的氮源进行试验，氮源按含氮量（质量分数）

���，���，���的水平添加，结果见表��

由表�可见，有机氮源的发酵产酶水平明显高

于无机氮源，而且无机氮源质量浓度越高对产酶越

不利�有机氮源中又以玉米浆、豆饼粉和酵母膏较

好�此外，单一氮源的发酵产酶水平明显低于对照

试验，因此又试验了复合氮源对产酶的影响，结果

见表��结果表明，不同氮源的配比中以��／	
豆

饼粉和��／	
玉米浆较好�
表� 氮源对�	�
产脂肪酶的影响

��
�� �����������������������������

����������������
��	�


氮源
添加量／
（�／	
）

酶活／
（�����（���·�
））

终了�


豆饼粉
��� ��� ���

��� ��� ���

��� ��� ���

玉米浆
��� ��� ���

��� ��� ���

���� ��� ���

酵母膏
��� ��� ���

��� ��� ���

��� ��� ���

蛋白胨
��� ��� ���

��� ��� ���

��� ��� ���

硫酸铵
���� ��� ���

��� ��� ���

���� ��� ���

氯化铵
���� ��� ���

��� ��� ���

���� ��� ���

硝酸铵
���� ��� ���

���� ��� ���

���� �� ���

硝酸钠
���� ��� ���

���� ��� ���

���� ��� ���

对照� ��� ���

注：对照培养基的组成为（�／	
）：豆饼粉���，玉米浆���，

��
� ����，（!
�）�" ����，豆油���；�
自然�

表� 复合氮源对�	�
产酶的影响

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

�������������������
��	�


豆饼粉
质量浓度
／（�／	
）

玉米浆
质量浓度
／（�／	
）

酵母膏
质量浓度
／（�／	
）

硝酸钠
质量浓度
／（�／	
）

酶活�
（����
／（���·�
））

� � � � ���

� � � � ���

� � � � ���

� � � � ���

� � � � ���

� � � � ���

� � � � ���

� � � ��� ���

对照� ���

注：对照培养基的组成为（�／	
）：豆饼粉���，玉米浆���，

��
� ����，（!
�）�" ����，豆油���；�
自然�
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��� 碳源的影响

分别以葡萄糖等�种易利用的碳源和豆油等�

种植物油脂试验了碳源对产酶的影响，见表��
表� 碳源对����产脂肪酶的影响

����� 	

��
��
���������������


��������������
���������

碳源 添加量／（�／��） 酶活／（���	�（�
�·��））

葡萄糖

��� ���

���� 
��


��� 
��

蔗糖

��
 ���

���� ���


��� ���

麦芽糖

��
� ���

���� ���


�
� ���

乳糖

��
� ���

���� ���


�
� ���

果糖

��
� ���

���� �
�


�
� 
��

糊精

��� �
�

���� �
�


��� �
�

可溶性淀粉

���� ���

���� ���


��� ��


山芋粉

���� ��


��
� ���


��� ���

豆油

��� ���

��� ���

��
 ���

菜籽油

��� ���

��� ���

��
 ��

橄榄油

��� ���

��� ���

��
 ���

棉籽油

��� �
�

��� ���

��
 ���

花生油

��� ���

��� ���

��
 ���

糠油

��� ���

��� ���

��
 ���

结果表明，除了麦芽糖、糊精和可溶性淀粉在

较低质量浓度时对产酶几乎无影响，其余易利用碳

源对����产酶均有明显的抑制作用，而且质量浓

度越高抑制作用越明显�植物油脂中只有菜籽油对

����产酶有明显的抑制作用，豆油、橄榄油、花生

油和糠油在低质量浓度时对产酶较有利，当质量浓

度升高后则对脂肪酶的合成表现出一定的抑制作

用�值得注意的是棉籽油的影响，在����／��和
�


�／��两个质量浓度下，发酵酶活相差�倍�又在���

�����／��的质量浓度范围内选�个水平试验棉

籽油的影响，结果表明，
���
���／��浓度范围内

发酵酶活最高为������	�（�
�·��）�

由于花生油等在质量浓度较高时对脂肪酶的

合成有一定的抑制作用，因此采用降低初始培养基

中油脂质量浓度，在发酵过程中流加油的工艺有可

能提高脂肪酶的产率�选择花生油，将培养基中的

初始质量浓度降至��
�／��，以不同的流加方式进

行试验，见表�，结果证明这一措施非常有效�采用

较适的流加油工艺，发酵时间可延长至���，脂肪

酶的产率也提高了���左右�
表� 流加花生油对����产酶的影响

����� 	

��
��
�����
���
������

��
��������������
���������

流加方式
发酵
周期／�

发酵
结束��

酶活／（���	／
（�
�·��））


�，�
，��，���
各加����／��

�� ��� ���

��，�
，��，���
各加����／��

�� ��� ���

��，��，���
各加����／��

�� ��� �
�

��，��，��，�
�
各加����／��

�� ��� ���

��，��，�
�
各加����／��

�� ��� ����

��� 表面活性剂对产酶的影响

由于表面活性剂能改变细胞膜的通透性和改

善氧在气液界面的传递速度，因此在培养基中添加

某些表面活性剂能提高酶的产率�试验了吐温��

等�种表面活性剂对����菌株产酶的影响，见表

��可以看出，磷脂对脂肪酶的合成有明显的促进作

用，其中尤以卵磷脂最佳�但考虑到成本和来源，所

以选择了价格低廉、来源丰富的大豆磷脂�

��� 盐类对产酶的影响

在培养基中分别添加柠檬酸钠、琥珀酸钠、磷

酸氢二钾和硫酸镁等盐类，结果见表��在试验质量
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浓度范围内，琥珀酸钠抑制脂肪酶的合成，而柠檬

酸钠则能促进脂肪酶的合成�
表� 表面活性剂对����产酶的影响

����� 	

��
��
���
��
��
���


��������������
���������

表面活性剂 添加量／（�／��） 相对酶活／�

吐温��

���� ��	

��
� ���

���� ���

吐温��

���� ���

��
� ��	

���� �
�

吐温��

���� ��	

��
� ���

���� ���

卵磷脂

���� ���

��
� ��	

���� ��


大豆磷脂

���� �
�

��
� �
�

���� �
�

聚醚���

���� ���

��
� ���

���� ���

司班
�

���� ��

��
� �


���� ��

司班��

���� ��


��
� ��


���� ��


对照 ���

表� 盐类对����产酶的影响

����� 	

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

柠檬酸钠

质量浓度�

（�／��）

琥珀酸钠

质量浓度�

（�／��）

磷酸氢二钾

质量浓度�

（�／��）

硫酸镁

质量浓度�

（�／��）

相对酶

活��

���� � ��� ��� ���

��� � ��� ��� ���

� ���� ��� ��� ��

� ��� ��� ��� ��

� � ��� ��� 	


� � ��� ��� ���

� � ��� ��� 
�

� � ��� ���� 
�

� � ��� ��
 	��


��� 培养基起始��对产酶的影响

在培养过程中，培养基的��直接影响到酶的

产率，因此试验了培养基的初始��对���
菌株

产酶的影响，见图��结果表明，培养基的初始��对

脂肪酶的合成有较大的影响，培养基的初始��以


������较合适�

图� 培养基起始��对����产酶的影响

����� 	

��
��
���
������

����������


��������������
���������

��� 溶氧对产酶的影响

好气微生物在发酵过程中必须提供大量的氧

以满足微生物生长繁殖和产酶的需要�发酵液中溶

氧浓度的高低直接关系到微生物产酶水平的高低�

从三角瓶装液量和摇床转速两个方面试验了溶氧

对���
产酶的影响，见图
，��结果表明，较适的

装液量为
����的三角瓶装
���，摇床转速为


���／����

图� 摇瓶装液量对����产酶的影响

����� 	

��
��
������ ����������!���
���!

��
��������������
���������

图� 摇床转速对����产酶的影响

����� 	

��
��
��
�
������������


��������������
���������
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��� ����菌株最适产酶条件的确定

综合上述试验结果，选择豆饼粉、玉米浆、磷酸

氢二钾、硫酸镁、柠檬酸钠、磷脂和培养基初始��

等�个因素，采用���（�
�
�	

�）正交表作正交试验以

确定
���的最适产酶条件�根据正交试验的结果，

确定了
���菌株的最适产酶条件�发酵培养基（
�

��）：豆饼粉���，玉米浆���，磷酸氢二钾���，硫酸

镁���，大豆磷脂���，豆油��	；发酵培养基起始

������发酵温度（	���）�，摇床转速	���／���，

发酵周期���，期间于��，��，�	�分别流加���
�

��花生油�在此条件下，
���的发酵过程曲线见图

��

图� ����的摇瓶发酵过程曲线

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

��� ���容积发酵罐的发酵结果

在上述条件下，在	��的发酵罐中进行发酵试

验，结果见图��
���在	��容积的发酵罐中的发

酵产酶水平达���������（���·��），而发酵周期

比摇瓶的降低了	���

图� ����在���罐中的发酵过程曲线

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

������	��������������
���

� 结 论

综合以上试验结果，确定了
���菌株较适的

摇瓶发酵条件�发酵培养基（
／��）：豆饼粉���，玉

米浆���，磷酸氢二钾���，硫酸镁���，大豆磷脂

���，柠檬酸钠����，花生油��	；发酵培养基起始

�����，发酵温度（	���）�，摇床转速	���／���，

发酵周期���，发酵期间于��，��，�	�分别流加

���
���花生油�在此条件下，
���的脂肪酶产率

为	��������（���·��）�采用液体种子接种，
���

在	��的发酵罐中培养�	�的发酵产酶水平为

���������（���·��）�
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