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摘要：遇过摇瓶发酵，研究了培养基成分对Penicillium sp．X—l液态发酵产生淀粉酶的影响。

结果表明：碳源、氮源及MgCl。对产酶有较大的影响，经响应面优化得到的培养基缎成为：玉米粉

42 g／L，豆饼粉30 g／L，MgCl216 mmol／L，在最优等停下酶渗迭盛239 U／mL，鸯采惩基本培养

基的相比，酶活提高了7．5倍．
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Optimization．of the Production of Raw Starch Digesting Enzyme

by Penicillium sp．X-1 under Submerged Culture
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2．School of Biotechnology。Jiangnan University，Wuxi 214122，China)

Abstract：Flask liquid-state fermentation experiments were to study the optimal medium for the

production of raw starch digesting enzyme by Penicillium sp．辩1．The results showed that the

carbon source，nitrogen source and MgCl2 play key role on the production of raw starch digesting

enzyme．The optimum medium obtained by response surface analysis as follow：corn meal 42 g／

L，soybean meal 30 g／L，MgCl2 1 6 mmol／L．Upon the optimum medium t the raw starch

digesting enzyme activity reached 239 U／mL，which was 7。5 fold of that obtained from the basal

medium．
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生淀粉酶是指能水解不经过蒸煮糊化的熊淀

耪颡糠豹酶类，纛子其可将传统懿淀粉耧亿、液化、

糖化合并为一步，具有优良的节能前景，因此一直

受到阑内外许多研究人员的关注[1]。目前报道的

蔻产生淀粉酶的麓耪主要楚黑瞳霉殛】、搬霉[3]翻缨

菌H]，有关青霉的报道较少。作者以菌株Penicil-

lium sp．X-1为发酵菌种，研究了培养基成分和培养

条件对产酶的影响，并用响应丽优化试验对产酶条

件进行了优化。

1材料与方法

1．1菌种

作者所在实验室筛选的菌种Penicillium sp．

X。l。
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1．2材料、试剂与设备

玉米粉、糯米粉、荞麦粉和豆饼粉由市场购买，

其它试剂均为分析纯级别；主要设备：回转式恒温

摇瓶柜，恒温水浴振荡器和722型分光光度计。

1．3产酶基本培养基组成及培养条件

装50 mL基本培养基(玉米淀粉20 g／L，豆饼

粉20 g／L，pH自然，0．10 MPa灭菌20 rain)于

250 mL的摇瓶中，30℃恒温摇床培养96 h(转速

140 r／rain)，测定酶活。

1．4单因素实验

1．4．1 不同碳源对产酶的影响 采用不同的碳源

替代基本培养基中的玉米粉，其它成分及培养条件

不变，比较酶活。

1．4．2 不同氮源对产酶的影响 采用不同的氮源

替代基本培养基中的豆饼粉，其它成分及培养条件

不变，比较酶活。

1．4．3不同金属离子对产酶的影响 在基本培养

基中分别添加10 mmol／L的MgCl2、ZnSO。、

FeSO‘、BaCl2、CuS04、NaCI、MnS04和CaCl2，其它

成分及培养条件不变，比较酶活。

1．5响应面方法优化培养基

通过以上实验找出对产酶的影响显著的因素，

设计响应面优化试验，优化培养基组成。

1．6生淀粉酶活测定方法

取1．0 mL发酵液，经适当稀释后，5 000 r／rain

离心5 min，取上清液测酶活。取4．0 mL的2 g／dL

生玉米淀粉悬浮液(用0．1 mol／L pH 6．5柠檬酸缓

冲溶液配制)，40℃预热10 rain，再加入1 mL适当

稀释的酶液。40℃恒温振荡反应30 min后，加入

4％的氢氧化钠溶液0．5 mL终止反应，反应液用

3 000 r／rain离心10 rain，取上清液用DNS法[5]测

葡萄糖量。

酶活力单位定义：在上述条件下，1 h释放1

lumol葡萄糖的酶量定义为一个酶活力单位。

2结果与讨论

2．1单因素试验

2．1．1 不同碳源对产酶的影响 从表1可以看

出，碳源质量浓度为20 g／L和40 g／L时，玉米粉

都是最好的碳源，玉米粉质量浓度从20 g／L提高到

40 g／L，酶活提高了2．5倍，达到80 U／mL。从表1

还可知，容易利用的碳源不利于产酶，尤其是蔗糖、

葡萄糖和果糖在质量浓度为40 g／L时，菌体生长良

好，但不产酶；从图1可知，玉米粉的最佳质量浓度

为40 g／L。

表1不同碳源对产酶的影响

Tab．1 Effect of carbon sources on enzyme production碳源1丽蒜警絮蒜

．0 10 20 30 40 50 60

玉米粉质量浓／竟．／(g／L)

图1玉米粉质量浓度对产酶的影响

Fig．1 Effect of corn meal concentration on enzyme
production

2．1．2 不同氮源对产酶的影响 从表2可知，有

机氮源比无机氮源更利于产酶。在所用有机氮源

中，蛋白胨是最好的氮源，酶活达到34 U／mL；其次

是豆饼粉，酶活为32 U／mL。考虑到这两种氮源产

酶水平相差不多，蛋白胨却比豆饼粉价格高得多，

故用豆饼粉作为氮源。从图2可知豆饼粉的最佳

质量浓度为30 g／L。

衰2不同氯源对产酶的影响

Tab．2 Effect of nitrogen sources on enzyme production
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圈2豆饼粉质量浓度对产酶的影响

Fig．2 Effect of soybean meal concentration on enzyme

production

2．1．3 不同金属离子对产酶的影响 由表3可

知，M92+和Na+对提高产酶量有利，特别是Mg抖

可以使产酶水平提高2．5倍。添加Zn2+、Fe2+、

Mn2+、Ca2+对产酶几乎没有影响，添加Ba2+和

Cu2+不利于产酶。由图3可知，在培养基中加入15

mmol／L MgCl：最有利于产酶，酶活提高3．1倍，达

到100 U／mL。

表3不同金属离子对产酶的影响

Tab．3 Effect of metal ions 011 enzyme production

金属离子 酶活／(U／mL)

对照
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图3 M矿+浓度对产酶的影响

Fig．3 Effect of M矿+concentration On enzyme produc-

tion

2．2 响应面方法优化培养基

2．2．1 实验因素及水平 根据以上单因子试验，

玉米粉、豆饼粉质量浓度和MgCIz浓度对产酶影响

较大，以这3个因素为自变量，以生淀粉酶活力为

响应值，设计了三因素三水平的试验，试验设计及

结果见表4。 ．

表4响应面试验设计

Tab．4 Experimental design and results of RSA

2．2．2 二次回归模型拟合 根据表4的试验结

果，以生淀粉酶活力(y)为响应值，确定回归方程的

系数，得到二次回归方程：

y=237．6667+8．8750Xl—O．8750X2+

11．0000X3—61．4583 Xi一50．4583 X；一

28．2083 X；一10．2500 XlX2—

14．5000 XlX3—4．0000 X2X3

对回归方程进行方差分析(见表5)，可以看出：

F回归>，0川(9，5)，说明回归方程在^．。。的水平上

显著。R2=97．47％，说明模型能解释97．47％的酶

活变化，因此回归方程给菌株Penicillium sp．X—l

发酵生产生淀粉酶提供了一个合适的模型。

表5 回归方程的方差分析

Tab．5 Variance analysis of regression equation

注：，0．ol(9，5)=10．15 fo．05(9·5)=4．78

2．2．3响应面分析应用Matlab7．0软件进行分

析得到响应面分析图(见图4～6)。
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围4 Xt。溉对Y值预测曲面图

Fig．4 Response surface plot for Xl and溉

图5筠。而对Y值预测曲面图

Fig．5 Response surface plot for蜀and憝

2．2．4确定最佳试验条件 由图4～6可以看出，

回归模型存在稳定点，稳定点即最大值，剃用回蜷

辇6墨，鼍慰Y篷预测麴蕊霭

Fig．6 Response surface plot for xland x’

方程分别对X，，x2，X。进行求导，令导数等予0，可

以求得：当培养基中玉米粉、豆饼粉和MgCl2分别

为42 g／L，29 g／L和15 mmol／L时，可得到最高酶

活239 U／掇L。

3 结 论

实验表唆：碳源、氮源及MgCI。对产酶有较大

的影响，经响应面优化得到的培养基组成为：玉米

粉42 g／L,豆饼粉30 g／L；MgCl2 16 mmol／L。在该

条谗下，酶活提高了7。5倍，达羁239 U／mL，远远

高予2006年最新报道的用黑曲霉发酵所得酶活

118 U／mL(拆簿成与本文掏同的酶活单位)[5]。
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