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摘!要!对!"#$"%&$’()*%+,34*5!#发酵产碱性果胶酶的培养基和培养条件进行了优化*考察了

碳源"氮源"无机盐"表面活性剂及起始46"发酵时间"温度等发酵条件的影响*经单因素和响应面

分析试验得到适宜的发酵培养基为#组分7$89%&葡萄糖$:1%!蛋白胨&!+;<)#:.!=7>?"’-6!?
$:$!!@!6A?"’.6!?$:&!+;<?.&!吐 温/0$&(培 养 条 件 为&!%$B9三 角 瓶 装 液 量!%B9!

.%C!起始46值&&:!%!培养!"D*在此优化条件下培养!酶活达&$&%E$B9*
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!!果胶酶是一种能够分解果胶质的酶’它广泛存 在于植物果实 和 微 生 物 中*它 是 一 类 复 合 酶’有 果
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胶水解酶!果胶 裂 解 酶 和 原 果 胶 酶.种 类 型*通 常

所说的果胶酶是指分解果胶的多种酶的总称*在碱

性范围内具 有 较 高 活 性 的 果 胶 酶 称 为 碱 性 果 胶 酶

"本研究对 象 为 碱 性 果 胶 水 解 酶#*近 年 来$碱 性 果

胶酶在棉纺织预处理中的应用引起广泛的关注%&&*
随着人们对 健 康 环 保 纺 织 品 需 求 的 增 加 以 及 各 国

政府对环境保护力度的加大$在纺织印染行业中一

种基于碱性 果 胶 酶 的 新 型 纺 织 生 物 助 剂 正 在 应 用

推广*在传统 工 艺 中$一 般 是 在 高 温 下 用 氢 氧 化 钠

的强碱溶液对退浆后的棉织物进行处理$以除去其

表面的非纤维 素 成 份*在 此 过 程 中$棉 纤 维 易 形 成

氧化纤维素而遭到损伤$棉纤维表面因去除了大量

起润滑作用 的 蜡 质 而 失 去 应 有 的 手 感’另 一 方 面$
传统工艺对环境造成了污染*利用碱性果胶酶处理

不仅可提高产 品 品 质$而 且 能 大 大 降 低 成 本$减 少

环境污染*例如$可节约大量工艺用水!生产时间!
能耗!原料及 对 废 水 的 处 理 费 用$减 少 排 放 废 水 中

的盐含量及<?_等等*此外$碱性果胶酶还应用于

饲料工 业!造 纸 和 纸 浆 工 业!浸 解 植 物 纤 维 等 方

面%!&*!$世纪1$年代$日本已将用于生物精练的碱

性果胶酶推向 了 市 场*&111年 +(,(+(W8I3\公 司

更是推出用基因工程改造菌种生产的品牌为(UI(/
AWO4)碱性果胶酶*碱性果胶酶可由细菌!放线菌产

生$也可由真 菌 产 生*能 产 生 碱 性 果 胶 酶 并 具 有 工

业化使用前景 的 菌 种 不 多$仅 嗜 碱 性 芽 胞 杆 菌!萝

卜软腐欧文氏菌!放线菌及螺孢菌等几种%.$"&$作者

所用菌种为 嗜 盐 嗜 碱 杆 菌*细 菌 具 有 生 长 速 度 快$
产酶发酵周 期 短 的 优 点$且 较 高 盐 碱 的 培 养 环 境$
使得发酵过程不易染菌$这种菌种优势有利于工业

化推广*

B!材料与方法

BCB!实验材料

!"#$"%&$’()*%+,34:5!#$分离自内蒙古海拉

尔地区的盐碱湖$由中科院北京微生物研究所菌种

保藏中心提供*
BC<!培养基

斜面培养基"组分7*89#+淀粉&$酵母膏$:%$
蛋 白 胨 $:%$+;<)%$=7>?",-6!?$:$!$@!
6A?",.6!?$:&$+;!<?.&"分消#*

初始发酵培养基"组分7*89#+葡萄糖&$酵 母

膏$:%$蛋白胨$:%$+;<)%$=7>?",-6!?$:$!$

@!6A?",.6!?$:&$+;!<?.&"分 消#*培 养 基 优

化时对其中相应组分作替换*

BCD!主要试剂

果胶+购自3I7B;公司*
BCE!培养方法

种 子 培 养+接 种 量&环*瓶$摇 床 转 速!!$W*

BIJ$.-C培养&0D*
摇瓶发酵 培 养+接 种 体 积 分 数&‘$摇 床 转 速

!!$W*BIJ$.%C培养!!D*
BCF!菌体量的测定

以%#$JB下的发酵液的?_值表示菌液的相

对浓度$用未接种的培养基作空白*
BC=!碱性果胶水解酶的酶活测定方法

发酵液"$$$W*BIJ离心&%BIJ$取上清液稀

释&$倍后$吸$:%B9稀释液与!:$B9含$:"‘
果 胶 的 甘 氨 酸-氢 氧 化 钠 缓 冲 溶 液"46&$#于

"%C反应&$BIJ$再 加 入!:%B9_+>溶 液 沸 水

浴%BIJ$取经煮沸&$BIJ的失活稀释酶液代替原

稀释酶液做空白*然后在%.$JB下测定吸光值*通
过半乳糖醛 酸 浓 度 标 准 曲 线 查 出 释 放 出 的 半 乳 糖

醛酸微克数*在 上 述 测 定 条 件 下$每 分 钟 水 解 果 胶

释放出&!7半乳糖醛酸的所需酶量定义为一个酶

活单位%%&*

<!结果与分析

<CB!培养基主组分对)<=产酶的影响

碳源是为菌 体 生 命 活 动 提 供 能 量 的 最 主 要 的

物质*选择常见的单糖!双糖和多糖作为碳源$摇瓶

培养考察5!#产酶情况$结果见表&*不同的碳源对

产酶的 影 响 很 大+其 中 葡 萄 糖 效 果 最 佳$用 量 为

&7*89时酶活达0.!E*B9$为添加相同果糖量时

酶活的&:##倍’葡 萄 糖 用 量 不 同 时 产 酶 水 平 也 相

差较大$&7*89用 量 情 况 下 产 酶 比$:%7*89和

&:%7*89用量情 况 下 高 出.!‘和&%‘’双 糖 和 多

糖"蔗糖!麦芽糖!淀粉和糊精#作碳源时不产酶*所

以选定&7*89葡萄糖作碳源*
氮源是菌体 合 成 氨 基 酸!蛋 白 质!核 酸 和 细 胞

质的主要成分$也是合成各种含氮代谢产物的重要

原料*采用同样的方法考察不同的氮源对5!#产酶

的影响*表!清 楚 地 反 映 出$蛋 白 胨 作 为 氮 源 时 酶

活明显比其他 氮 源 高’豆 饼 粉!玉 米 浆!硝 酸 钠!酵

母膏作为氮源时酶活次之’而以硫酸铵作为氮源时

酶活几乎为$*
考虑到蛋白胨作为氮源时工业生产成本较高$

希望通过蛋 白 胨 和 其 他 物 质 组 合 作 为 氮 源 也 能 达

到相同的产酶 水 平*但 在 复 合 氮 源 实 验 中$设 计 的

各种组合并没 有 较 好 的 结 果$故 仍 选 择&7*89蛋
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白胨作为氮源*
表B!碳源对产酶的影响

G&?HB!I((.,0"(*-((.$.%0,&$?"%;"#$,.;"%01..%736.5$"J

*#,0-"%

碳源
质量浓度!
"7!89#

发酵
酶活!
"E!B9#

葡萄糖 $:% #!0

&:$ 0.!

&:% -!.

蔗糖 $:% $

&:$ $

&:% $

果糖 $:% "#$

&:$ %$0

&:% "&0

麦芽糖 $:% $

&:$ $

&:% $

糊精 $:% $

&:$ $

&:% $

可溶性淀粉 $:% $

&:$ $

&:% $

!注$发 酵 培 养 基 其 他 组 分"7!89#$酵 母 膏$:%%蛋 白 胨

$:%%+;<)%%@!6A?"&.6!?$:&%=7>?"&-6!?$:$!%
+;!<?.&"分消#*

<C<!不同添加物对)<=产酶的影响

无机盐的重 要 功 能 是 构 成 细 胞 组 成 部 分 并 维

持酶的活性%调节细胞渗透压’氢离子浓度’氧化还

原电位等(#)*
几种无机盐对产酶的影响见表.*据文献(-)报

道%一些果胶裂解酶的活性需要<;!a 参加%而一些

果胶水解酶的活性受<;!a 的抑制*由表.看出%当

培养基中添加<;>?"时%酶 活 明 显 比 不 加 时 低%显

然是 <;!a 起 了 抑 制 作 用*作 为 中 度 嗜 盐 嗜 碱 菌%

5!#不仅生长时依赖较高的盐浓度%而且产酶也需

要较 高 的 盐 浓 度*实 验 确 定 在 培 养 基 中 添 加 +;<)
%:$7!89%=7>?"&-6!?$:$!7!89%@!6A?"&

.6!?$:&7!89*
表面活性剂 由 于 能 改 变 细 胞 膜 的 透 性 和 改 善

氧在气液界面的传递速度%因而能提高酶的发酵产

率*试验了吐温/"$等#种表面活性剂对产酶 的 影

响"见表"#*当 培 养 基 中 添 加$:%7!89或&7!89
吐温/0$时产酶水平有明显的提高*确定培养 基 中

添加&7!89吐温/0$*
表<!氮源对产酶的影响

G&?H<!I((.,0"(*-((.$.%0%-0$"2.%;"#$,.;"%01..%736.

5$"*#,0-"%

氮源
质量浓度!
"7!89#

发酵酶活!
"E!B9#

豆饼粉 &:$ #$-

!:$ #!%

":$ "0&

#:$ $
玉米浆 &:# %.%

.:! %1#

#:. ""-

1:% $
酵母膏 $:# "-.

&:! ""1

!:" "0$

.:# "!%
蛋白胨 $:% 0!1

&:$ 0-0

!:$ -%0

.:$ -#"
硫酸铵 $:!1 $

$:%0 $

$:1% $

&:" $
硝酸钠 $:.& ."&

$:#& "!1

&:!! "%0

&:0! "!$
!注$&:各种氮源的用量均以折算成相同的含氮量添加*

!:发 酵 培 养 基 其 他 组 分"7!89#$葡 萄 糖&%+;<)%%
@!6A?"&.6!?$:&%=7>?"&-6!?$:$!%+;!<?.
&"分消#*

表D!无机盐对产酶的影响

G&?HD!I((.,0"(*-((.$.%0-%"$2&%-,;&’0"%01..%736.5$"J

*#,0-"%

氯化钠
质量浓度!
"7!89#

硫酸钙
质量浓度!
"7!89#

硫酸镁
质量浓度!
"7!89#

磷酸氢二钾
质量浓度!
"7!89#

酶活!
"E!B9#

. $:&% $:$! $:& "&$

% $ $:$! $:& 0-%

. $ $:$" $:& #$1

% $:& $:$! $:& -&!

% $:& $:$" $:& %&"

% $ $:$" $:! -#%

0 $:& $:$" $:! #"$
!注$发 酵 培 养 基 其 他 组 分"7!89#$葡 萄 糖&%蛋 白 胨&%
+;!<?.&"分消#*
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表E!表面活性剂对产酶的影响

G&?HE!I((.,0"(*-((.$.%0;#$(&,0&%0;"%01..%736.5$"*#,J

0-"%

表面
活性剂

质量浓度!
"7!89#

酶活!
"E!B9#

吐温/"$ $:% #"$

&:$ -%1

&:% -!$

吐温/#$ $:% 0$$

&:$ 0%!

&:% 0.!

吐温/0$ $:% 1.#

&:$ 1-!

&:% #-"

聚醚 $:% -#$

&:$ --!

&:% -1!

十二烷基磺酸钠 $:% -!"

&:$ -$$

&:% -#"

司班0$ $:% %"0

&:$ -1!

&:% 0$0

对照 $ 0&$

!注$发 酵 培 养 基 其 他 组 分"7!89#$葡 萄 糖&%蛋 白 胨 &%
+;<)%%@!6A?" &.6!?$:&%=7>?" &-6!?$:$!%
+;!<?.&"分消#*

<CD!培养条件对)<=产酶的影响

培养条件的优化从培养基的起始46 值入手*
一般来说%生物体中酶的活性范围总是与该生物体

的生长条件相近或完全吻合的’0(*5!#为嗜盐嗜碱

菌%其较 适 的 生 长46 在 碱 性 范 围%因 此 其 合 成 酶

的46值范围也可能在碱性范围*在实验中培养基

的起 始46 值 是 由 碳 酸 钠 的 浓 度 来 控 制*培 养 基

46值对酶合成的影响见图&*
!!培养基的起始46值为1以下时%5!#根本不

产酶%在1"&&:%时 酶 产 量 随46 值 升 高 而 提 高%

&&:%时出现产 酶 峰 值%这 体 现 出5!#菌 株 嗜 碱 的

特性%如此高的46值生产环境使得发酵过程不易

染菌%这是有 利 于 工 业 化 推 广 的 优 势*实 验 确 定 培

养基的最佳起始46值为&&:%*
在影响微生 物 生 长 繁 殖 及 发 酵 的 各 种 物 理 因

素中%温度起 重 要 的 作 用*培 养 基 接 种 后 于 不 同 温

图B!培养基起始5:值对产酶的影响

)-2CB!I((.,0"(-%-0-&’5:"%01..%736.5$"*#,0-"%

度下进行培养%结果见图!*培养温度在!1".%C
时%产 酶 逐 步 提 高%.% C时 达 到 最 高%产 酶 量 比

..C时高出近!$‘)但温度继续升高后%产酶水平

则逐步下降%.-C时 产 酶 量 约 为.%C时 的1$‘*
故确定.%C为最佳发酵温度*

图<!培养温度对产酶的影响

)-2C<!I((.,0"(0.65.$&0#$."%01..%736.5$"*#,0-"%

好氧微生物 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*实验室条件

下可以通过改变摇瓶装液量实现改变供氧*
固 定 摇 床 条 件"旋 转 式%!!$W!BIJ%偏 心 距

!SB#%培养基中不加表面活性剂时%改变摇瓶"!%$
B9三角瓶#的 装 液 量%结 果 见 图.*曲 线 的 峰 值 出

现在!%B9装液量*增大装液量造成溶氧浓度下降

而使得酶产量下降)减小装液量为&%B9和!$B9
时%发酵水平也下降*可以看出5!#合成碱性果胶

酶对溶氧的需求并不高%过高的溶氧浓度反而抑制

了酶的合成%这可能与酶的稳定性或微生物代谢途

径的改变有关*实验确定!%$B9摇瓶最适合的装

液量为!%B9*
<HE!组合优化实验及结果

响应面分析 方 法 已 被 广 泛 应 用 于 发 酵 过 程 实

验的设计%根据U?M/UOJDJ\OJ的中心组合设计原

理%设计了三因素三水平的响应面分析实验*
从上述的实验可以看出%培养基起始46值*氯
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化钠和葡萄糖的质量浓度对产酶的影响很大!且考

虑5!#为嗜盐嗜 碱 菌!所 以 选 定 葡 萄 糖"-&#!氯 化

钠"-!#!46 值"-.#.个 因 素 为 自 变 量!以 酶 活".#
为响应值!实验因素与水平的选取见表%*

图D!摇瓶装液量对产酶的影响

)-2CD!I((.,0"(6.*-#6K"’#6."%01..%736.5$"*#,J

0-"%
表F!响应面分析因素及水平

G&?HF!G1.(&,0"$;&%*’.K.’"($.;5"%;.;#$(&,.&%&’3;-;

水平
葡萄糖

质量浓度

-&$"7$89#

氯化钠
质量浓度

-!$"7$89#
46值

-.

b& $*% . &$:%

$ &*$ # &&:%

& &*% 1 &!:%

!!其它培养基成分见摇瓶发酵培养基!实验结果

见表#*
表=!响应面分析实验结果

G&?H=!G1.$.;#’0;"($.;5"%;.;#$(&,.&%&’3;-;.L5.$-6.%0

试验号
葡萄糖

-&
氯化钠

-!
46值

-.
酶活.$
"E$B9#

& $ /& /& #!"

! $ /& & "%0

. $ & /& 0"!

" $ & & %..

% /& $ /& -#"

# /& $ & %!$

- & $ /& -!$

0 & $ & %1&

1 /& /& $ ""$

&$ /& & $ %#$

&& & & $ "-0

&! & /& $ #"$

&. $ $ $ 1%!

&" $ $ $ 1-!

&% $ $ $ 1"$

!!表#数据用>2>程序计算出回归方程中各系

数!得方程如下%

./1%":##-a&0:&!%-&0.&:.-%-!1&$#:$$$-.1
!!&1%:...-&!1-$:%$$-&-!1!!1:0..-!!0
!!!0:-%$-&-.1.%:-%$-!-.1&&$:%0.-.!

对方程求偏 导!并 令 其 等 于 零!可 得 到 曲 面 的

最大点 时 自 变 量 的 值!即-&/1$:$$10"!!-!/
$:&$0%$"!-./1$:"10$1%时!. 取 最 大 值 为

10!:-*根据回归模型!作出响应面分析的响应面图

以确认葡萄糖&氯化钠&46值分别对摇瓶发酵中酶

活的影响情况*在 作 响 应 面 图 时 分 别 将 葡 萄 糖&氯

化钠&46值中一点固定!以便突出另二个主要的因

素对酶活产量的影响"见图"#*

图E!响应面图

)-2CE!G1.$.;5"%;.;#$(&,.5’"0;

!!根据对回归方程的求解和响应面分析图可知!
最优的发酵培养条件为%葡萄糖$:1%7$89!氯化钠

-"!第#期 李建洲等!嗜盐嗜碱菌!"#$"%&$’()*%+,34*5!#产碱性果胶酶发酵条件的优化
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#:.7!89"46&&:!%"酶活预测值为10!:-*
<CF!摇瓶发酵过程曲线

5!#摇瓶培 养 产 碱 性 果 胶 酶 的 过 程 曲 线 见 图

%*经&$D左 右 的 停 滞 期"细 胞 很 快 进 入 对 数 生 长

期"但细胞并没有开 始 合 成 碱 性 果 胶 酶*直 到&#D
才开始大量合成酶"在&#"!!D产酶速度最快"呈

直线攀 升 势 态"!"D酶 活 力 达 到 最 高 值"为&$&%
E!B9*但!!D后产酶速度开始下降*

图F!摇瓶发酵过程曲线

)-2CF!M1&%2.,"#$;.-%;1&9-%2(’&;9,#’0#$.

!#D后细胞生长 开 始 衰 减"酶 合 成 也 随 之 停 止"酶

活力略有下降*可见该菌产酶与菌体的生长部分耦

联*基质葡萄糖浓度的消耗过程跟细胞生长和酶合

成呈对应关系*细胞快速生长#产物大量合成阶段

基质快速消耗"当发酵终了时培养基中残余少量的

葡萄糖*

D!结!论

&$经单 因 素 和 响 应 面 分 析 试 验"得 到 最 优 的

5!#摇瓶培养产碱性果胶酶的发酵培养基为%组分

7!89$&葡 萄 糖$:1%"蛋 白 胨&"+;<)#:."=7>?"
’-6!?$:$!"@!6A?"’.6!?$:&"+;!<?.&"
吐温/0$&*
!$摇瓶培养最优的培养条件为&!%$B9三角瓶

装液量!%B9".%C"起始46值&&:!%"培养!"D*
.$在此优化条件下培养"酶活达&$&%E!B9*
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