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摘 要：对耐热芽孢杆菌（!"#$%&’"()(*+,*())-.）156.$#"保藏、菌种活化、种子培养基和发酵培

养基及4，!$，!$#，"###7发酵罐的中试发酵工艺参数进行了研究，确定了耐热芽孢杆菌156.$#"
高温中性蛋白酶的中试发酵工艺(在"###7发酵罐上控制罐温为238、转速-0#9／:;<、通气量2
7／（7·:;<），培养-0=后发酵酶活最高达-"!2#>／:7(
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中性蛋白酶是最早被发现并广泛应用于生产

的，如用于皮革脱毛、软化、畜血蛋白水解、果酒、啤

酒和饮料中蛋白质去除以及医药工业等［-!2］(但由

于一般中性蛋白酶不耐热，稳定性差，因而限制了

它的工业化生产和应用范围(高温中性蛋白酶不仅

具有一般中性蛋白酶的特性，还具有良好的热稳定

性，对温度和KA的适应范围较广，对人体的皮肤和

气管的刺激作用小，弥补了一般中性蛋白酶的不

足，简化了生产工艺和酶制剂保藏及使用条件(所

以在!#世纪4#!.#年代，国内外科学家都致力于

高温中性蛋白酶的研究与开发，成为酶制剂新的热

点［$!0］(156.$#"高温中性蛋白酶，是从新疆吐鲁

番火焰山土壤里分离筛选到的一株耐热芽孢杆菌

产生的(其最适反应温度3$8，最适KA值为4(!(
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在对耐热芽孢杆菌!"#$%&’的特性、产酶条件及酶

学特性进行系统研究的基础上，为使!"#$%&’高温

中性蛋白酶产业化，对!"#$%&’高温中性蛋白酶进

行了中试工艺研究(

! 材料与方法

!"! 实验材料

!(!(! 菌种) 耐热芽孢杆菌!"#$%&’，从新疆吐鲁

番火焰山土壤里分离筛选而得(
!(!(# 斜面培养基) 组分（*／+,）：牛肉膏’，蛋白

胨)&，氯化钠%，琼脂-&(
!(!($ 种子培养基) 组分（*／+,）：玉米粉-，豆饼

粉)，磷酸氢二钠&(.，硫酸镁&(&-，氯化钙&(&-(
!(!(% 发酵培养基) 组分（*／+,）：玉米粉-，豆饼

粉)，葡萄糖&(%，磷酸氢二钠&(.，碳酸钠&(&/%，

硫酸镁&(&-，氯化钙&(&-(
!(!(& 仪器设备) 气浴恒温振荡器、离心机、010
2-.摇床、生化培养箱、紫外可见分光光度计，3，

-%，-%&,全自动发酵罐及’&&&,发酵罐(
!"# 实验方法

!(#(! 菌 种 保 藏 采 用 矿 物 油 和 真 空 冷 冻 保

藏法(
!(#(# 菌种复壮 取保存菌株，用接种针刮取或

挑取少量于固体斜面培养基上，.45下培养)-6，

连续活化-!’次，再进行菌株产酶能力的测定(
!(#($ 摇瓶种子培养) 将活化好的菌株挑取一环

接种于装有)%&7,种子培养基的%&&7,摇瓶中，

置于.45、-&&8／79:摇床上培养)46(取样，将种

子液稀释)&倍后在%%&:7处测得;<值大于&(4
即可(
!(#(% 一级种子培养) 按照种子培养基配方，称取

物料，加入-%,种子培养罐中，))%5灭菌-%79:，

用水冷却到%&5后自然降温，当降至.45时，将

摇瓶种子以-=的接种量接入培养(
!(#(& 二级种子培养) 按照种子培养基配方，称取

物料，加入-%&,种子培 养 罐 中，))%5灭 菌-%
79:，用水冷却到%&5后自然降温，当降至.45
时，将一级种子以%=的接种量接入培养(
!(#(’!’&&&,发酵罐发酵 按照发酵培养基配

方，称取物料，加入’&&&,发酵罐中，))%5灭菌

’&79:，用水冷却到%&5后自然降温，当降至.45
时，以%=的接种量接入种子培养(
!(#(( 放罐标准) 发酵酶活达)&&&&>／7,以

上，还原糖含量低于&(%=，镜检有大量芽孢产生时

即可终止发酵(

!(#() 酶活测定) 采用?@／#)/&’2$’，工业酶制

剂通用实验方法，根据!"#$%&’高温中性蛋白酶的

特性，温度定为4%5，AB值为3(-(

# 结果与讨论

#"! 菌种的保藏和复壮

#(!(! 菌种保藏) 对矿物油和真空冷冻保藏法进

行了试验，结果见表)(
表! 不同保藏方法对菌株存活率的影响

*+,"! -../012.34../5/6175/8/59+1426:/1;238261;/815+46

8<5949+=5+1/

保存时间／+
矿物油中

存活率／=
真空保藏中
存活率／=

3 $$ $$

’& $/ $$

)/& /& $$

由表)可看出，矿物油只能用于短期菌种保

存，要长期保存菌种必须采用真空冷冻保藏，才能

保持菌种的高存活率(
#(!(# 菌种复壮 取保存菌株，用接种环挑取少

量，接于固体,@培养基上，于.45下培养)-6，连

续活化-!’次，再进行菌株产酶能力的测定(
#"#)3>容积发酵罐的发酵工艺参数确定

在摇瓶发酵最佳培养基的基础上，对发酵培养

基进行了进一步筛选与优化，并对菌种活性进行检

测(实验发现，!"#$%&’菌株可以葡萄糖、麦芽糖、

玉米粉、淀粉等作碳源，生长并产酶，其中以葡萄糖

为碳源菌体生长最快，但使用玉米粉可使该菌株的

酶活最大(!"#%&’可利用氨水、蛋白胨、豆饼粉、玉

米浆等作为氮源(采用豆饼粉为最佳氮源，不仅资

源丰富、价格低廉，且使生产菌株达最大的产酶量(
实验还证明，1C-D、E*-D对产酶具有促进作用，FD

可使菌体生长加快，有益于产酶(已有的摇瓶实验

说明，发酵过程酶产量与氧传递有关(同一摇瓶在

装料少的情况下，氧气条件相对较好，酶产量也相

对较高(
对3,发酵罐发酵工艺的研究进一步验证了摇

瓶发酵实验得出的结论(通过对发酵过程中搅拌速

度与通气量的调整得到了一套基本控制工艺，并在

3,发酵罐上进行了连续-&余批次的发酵实验，可

获得稳定的发酵酶产量，从而确定了发酵温度.%!
.45，通气量)G&(4,／（,·79:）、搅拌速度’%&8／

79:、发酵罐维持&()EHC、发酵周期’46左右，平

均发酵酶活可达%%&&>／7,以上，最高发酵酶活
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可达!"""#／$%&结果见表’&
表! "#的全自动发酵罐连续$批次的发酵酶活

%&’(! )*+,-.&/01210,345$/4*01*6467’&0/8.71*"#
3.5-.*045

批 次 酶活／（#／$%）

(( !"")

(’ *!+’

(+ *!!,

(, *,-,

(* *.!"

!(9 !$#容积发酵罐的发酵工艺参数确定

在’*%发酵罐上对.%发酵罐的工艺参数及

其发酵控制方法进行了比较验证，结果表明在.%
罐上得到的工艺完全可以用于’*%罐的发酵工艺

控制（见表+，,）&
表9 !$#的全自动发酵罐不同搅拌速度对发酵酶活的影响

%&’(9 )33./043:133.5.*070155.:7;..:74*.*+,-.&/01210,1*
!$#3.5-.*045

搅拌速度／（/／$01） 酶 活／（#／$%）

’"" ,!*!

’*" !-!"

+"" .),"

+*" -!!"

表< !$#的全自动发酵罐连续"批次的发酵酶活

%&’(< )*+,-.&/01210,345"/4*01*6467’&0/8.71*!$#3.5=
-.*045

批 次 酶 活／（#／$%）

( !-!"

’ !-,"

+ .),"

, -(,,

* -!,"

! -!!"

!(< !$>#容积发酵罐的发酵工艺

在.%与’*%发酵工艺研究的基础上对’*"%
发酵罐的发酵工艺进行了研究，前后共进行了+*
批次实验，并对发酵培养基、通气量、搅拌速度、发

酵温度等工艺参数进一步优化，使之适合于大规模

工业发酵生产&其简要工艺流程为

斜面!摇瓶!’*%种子罐!’*"%发酵罐

摇瓶种子以’2的接种量接入’*%种子培养

罐中，培养-3后以*2的接种量接入’*"%发酵罐

中；在,!4，通气量(5"&,*%／（%·$01），转速’’"

/／$01的条件下培养(!!(-3，测定发酵酶活大于

-"""#／$%，还原糖含量低于"&*2，菌体大量产

生芽孢即下罐&其发酵过程曲线见图(&
!($ 9>>>#的发酵罐中试工艺

以’*"%发酵罐工艺流程为基础，进行了+"""
%发酵罐中试工艺研究&在实验过程中对发酵培养

基及工艺参数进一步优化，经过-个批次的实验，

平均 发 酵 酶 活 达(("""#／$%，最 高 达(+"""
#／$%&实验结果及发酵过程曲线见表*和图’&
+"""%发酵罐简要工艺流程如下：

斜面!摇瓶!’*%种子罐!+""%种子罐!
+"""%发酵罐

+"""%发酵罐发酵工艺参数为：将培养-3的

种子罐种子，以*2接种量移种于+"""%发酵罐，

,!4、(-"/／$01、,%／（%·$01）通气量下发酵培养

(-3左右，测定发酵酶活达(""""#／$%以上，还

原糖含量低于"&*2，镜检有大量芽孢产生时即可

终止发酵，为保证后处理过程中酶活不会大量损

失，需迅速降温&
表$ 9>>>#的发酵罐连续?批次的发酵酶活

%&’($ )*+,-.&/01210,345"/4*01*6467’&0/8.71*9>>>#
3.5-.*045

批 次 酶 活／（#／$%）

( .+!"

’ -"(!

+ (""""

, (("""

* ((’*!

! (’!-"

. (+(,)

- (+’,"

9 结 论

通过以上实验，获得了切实可行的678)*"+高

温中性蛋白酶的种子培养和发酵工艺流程参数&中
试工艺流程为：

斜面!摇瓶!’*%种子罐!+""%种子罐!
+"""%发酵罐

.%发酵罐发酵工艺参数为：发酵温度,*!,!
4，通气量(5"&!%／（%·$01）、搅拌速度+*"/／$01、

发酵罐维持"&(9:;、发酵周期+!3左右，平均发

酵酶活可达**""#／$%以上，最高发酵酶活可达

!"""#／$%&
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图! "#$%&’(高温中性蛋白酶)&’*容积发酵罐的发酵曲线

+,-.! +/01/2343,526708/59"#$%&’(3:/015;34<=/27304=>053/4;/,2)&’*9/01/2350

图) "#$%&’(高温中性蛋白酶(’’’*容积发酵罐的发酵曲线

+,-.) +/01/2343,526708/59"#$%&’(3:/015;34<=/27304=>053/4;/,2(’’’*9/01/2350

!"""#发酵罐发酵工艺参数为：将培养$%的

种子罐种子，以&’接种量移种于!"""#发酵罐，

()*、+$",／-./、(#／（#·-./）通气量下发酵培养

+$%左右，测定发酵酶活达+""""0／-#以上，还

原糖含量低于"1&’，镜检有大量芽孢产生时即可

终止发酵，为保证后处理过程中酶活不会大量损

失，需迅速降温1
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