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提高耐高温!4淀粉酶发酵液酶活力的方法

林 剑
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摘 要：提出了提高耐高温!4淀粉酶发酵水平的方法，并在容积为$#5的机械搅拌式生物反应器
上进行了较系统的研究)结果表明：发酵过程中向发酵罐内流加一定量的谷氨酸水溶液，有利于对
数生长期菌体的增殖，提高了发酵液中菌体的浓度数，同时也满足了菌体在酶的合成期对!4氨基
氮代谢的需求，进而明显地提高发酵液的酶活力)
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耐高温!4淀粉酶是目前生物工业生产领域使
用较多的一种酶，它是由地衣芽孢杆菌（!"#$%%&’
%$#()*$+,-.$’）生产的一种淀粉水解酶类，由于其具
有较高的耐热性，而且可以把淀粉的!4-，"葡萄糖
苷键任意切割成短链糊精［-］，因而得到了广泛地应

用)特别是近几年来，随着双酶法制糖工艺在粮食
深加工领域的成功应用，该工艺给发酵工业诸如味

精工业、酵母工业、柠檬酸工业、抗菌素工业等带来

的巨大的经济效益，使得耐高温!4淀粉酶有着良好
的发展前景)耐高温!4淀粉酶是近-#年来在我国
市场上出现的新型酶制剂，尽管目前国内的市场需

求很大，但是对于耐高温!4淀粉酶发酵工艺的研究
报道却很少)由地衣芽孢杆菌生产的耐高温!4淀粉
酶通常有固体发酵和液体深层发酵两种生产方

法［!］，我国目前耐高温!4淀粉酶都是采用液体深层
发酵法由地衣芽孢杆菌生产的)在对耐高温!4淀粉
酶在发酵过程中各种参数的变化规律进行初步研

究的基础上［$］，提出了进一步提高耐高温!4淀粉酶
发酵水平的方法，并在总容积为$#5的全自动通风
搅拌式生物反应器上进行了较全面的研究，为进一

步提高耐高温!4淀粉酶的发酵生产水平提供了理
论基础)
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! 材料与方法

!"! 供试菌种
地衣芽孢杆菌（!"#$%&#’()&*+,-&.），!"#$菌

株，由山东某酶制剂厂提供%
!"# 培养基及培养条件

!%#%! 发酵培养基（组分&／’(）：淀粉)*+，豆粕

),，磷酸氢二钠-*，磷酸二氢钠.，柠檬酸钠)，有
机氮)%,，硫酸铵,，氯化钙+%*,%豆粕浸出液+%
,%
!%#%# 发酵条件- 发酵温度*-!*)/，搅拌速率

0++1／234，5!值.%*!6%,，使用工业氨水调控%通
气比+%,!-%-(／（(·234），发酵周期7+8左右%
!"$ 生物反应器及内部条件

9:;#<$ 型 生 物 反 应 器：=%>%9?@<#
=A:!ABC%(DE%，;?F?G，总容积$+(，工作容积

)*(，内径/为+%$+2，配备两个搅拌涡轮0／/
为+%,%
!"% 检测分析方法

!%%%! 耐高温"#淀粉酶酶活力的测定- 采用H=／

D)$+.#76目视比色法%
!%%%# 菌体形态的检查- 营养琼脂平板培养及结
晶紫染色观察［*］%
!%%%$ 5!值检测及控制- 耐高温5!值玻璃电极
在线检测，并配有 9EA?B#B-生物过程控制器，由

+%-2IJ／(的工业硫酸和体积分数为-+K的工业氨
水自动调控%
!%%%% 溶氧百分数EC值的检测 由原电池型溶
氧电极放在两个涡轮之间在线检测%
!%%%& 还原糖质量浓度的测定- 采用廉·爱农
法［,］%
!%%%’ !#氨基氮质量浓度的测定- 甲醛滴定法［,］%
!%%%( 发酵液菌体浓度的测定- 血球计数板法［*］%

# 结果与讨论

#"! 耐高温!)淀粉酶发酵过程中各种参数的变化
对发酵培养基进行耐高温!#淀粉酶的发酵，在

通气比为+%7+7(／（(·234）、搅拌转速为0++1／234
的条件下，其发酵过程中溶氧百分数、酶活力等参

数的变化规律见图-，)%
图-表明了耐高温!#淀粉酶发酵过程中各参

数随时间的变化%其中还原糖的质量浓度由7.&／(
下降到7%7&／(，甲醛氮的质量浓度为-%7)!,%06
&／(、菌体浓度为+!-%,$L-+0个／2(，酶活力为+
!,%)0L-+$<／2(%图)表示了耐高温"#淀粉酶发

酵过程中溶氧百分数的变化%

图! 发酵过程中各种参数的变化

*+,"! -./.0121/3’45.6,13+625171/0162.2+86

图# 发酵过程中溶氧百分数的变化

*+,"# 95.6,1387:+338;8<1:8=>,16+625171/0162.2+86
由图-，)可以看出：

-）地衣芽孢杆菌!9#$菌株是在完成对数生
长期进入停止期时，开始合成、积累并分泌耐高温

!#淀粉酶的，此时发酵液的溶氧百分数由原来的

+K开始回升，显微镜染色观察表明：菌体形态由原
来对数生长期的粗、短型变成了产物积累时期的

细、长型，此时的5!值由于酸性产物的积累仍然呈
下降的趋势，需要不断的向发酵液中流加氨水以控

制其5!值在.%*以上%显然，此时菌体完成了由生
长型到产物积累型的转变，表现在外观上就是菌体

形态的变化，而本质的原因则是由于菌体的代谢途

径发生了转变———转向了产物的合成上%上述这些
现象是符合耐高温!#淀粉酶作为微生物的次级代
谢产物的代谢规律的［.］%此时如果改变某些发酵条
件（例如向发酵罐中流加谷氨酸水溶液），则会导致

发酵逆转［6］，使菌体由原来的产物积累型转回到了

生长型，从而停止了酶的合成与积累，菌体形态也

发生了变化%
)）菌体在对数生长期是强烈需氧的，此时的发
酵液的溶氧百分数成了微生物生长和繁殖的限制

性因子%由于氧的供给影响了菌体的正常代谢，其
主要表现是还原糖的代谢速率明显下降，进而可能

影响到菌体的浓度和最后的发酵液的酶活力%从这
个意义上讲，提高菌体对数生长期的溶氧百分数是

66第*期 林 剑：提高耐高温!#淀粉酶发酵液酶活力的方法

万方数据



非常重要的!但是在发酵中后期，菌体对溶氧百分
数的要求并不高，特别是发酵后期，过高的溶氧百

分数可能导致发酵液的"#值升高速度过快，相对
缩短了产酶期，反而不利于提高发酵液耐高温!$淀
粉酶的酶活力!
!"! 发酵过程中流加谷氨酸（#$）溶液对耐高温

!%淀粉酶发酵的影响
在培养基成分相同、发酵工艺条件相同的条件

下，当菌体进入对数生长期、发酵液的溶氧百分数

下降到%&时，向发酵罐中流加’(／)*的谷氨酸水
溶液，其发酵过程中各参数随时间的变化规律见图

+，,!

图& 补加#$后发酵过程中各参数的变化

’()"& *+,+-./.,0’12+3).0+4/.,4..5(3))67/+-(1+1(5

图8 发酵过程中溶氧百分数的变化

’()"8 92+3).0:45(00:6:;.5:<=).3(3/2.4.,-.3/+/(:3
可以看出：

-）在菌体对数生长期加入一定量的谷氨酸
（./），有利于菌体细胞的增殖，最大的菌体浓度可
以达到0!1’2-%3个／4*，明显高于没有流加./
的发酵液的菌体浓度（见图-），其发酵液最后的酶
活力可以达到0’%%5／4*，高于不加./的发酵液
酶活力近’%&!这主要是因为谷氨酸作为一种氨基
酸，不但可以补充微生物生长的氮源，其脱氨或转

氨后生成的!$酮戊二酸还可以作为碳源直接进入

67/循环［3，8］!!$酮戊二酸对微生物生长的这种促
进作用在苏云金芽孢杆菌的深层培养中也同样存

在［8］!
’）对比图-，+中的!$氨基氮质量浓度随时间

的变化曲线可以发现，在菌体对数生长期加入./
后，其!$氨基氮质量浓度的下降明显减缓!实际上
发酵过程中!$氨基氮质量浓度的变化是受到许多
因素影响的，一方面是菌体分泌的胞外蛋白酶对培

养基中的蛋白质的分解而产生的部分!$氨基酸，另
一方面是菌体的增殖对!$氨基氮的消耗!在对数生
长期和产酶高峰期，!$氨基氮的消耗速率显然大于
蛋白质的分解速率，因此在这一阶段，!$氨基氮质
量浓度呈下降趋势；而在发酵后期，由于死亡的菌

体细胞而导致的菌体自溶可以产生一定量的!$氨
基氮，加之!$氨基氮消耗速率的下降，因此在这一
阶段，!$氨基氮质量浓度的变化呈上升趋势!在发
酵过程中加入谷氨酸后，减缓了菌体在对数生长期

对!$氨基氮的消耗，从而保证了产酶期菌体对!$氨
基氮的需求，这有利于耐高温!$淀粉酶的生物合
成，最后发酵液酶活力明显地提高可以充分说明这

一点!
+）在菌体对数生长期加入一定量的./，对耐
高温!$淀粉酶的生成速率也有一定的影响!前者
（不流加./）产酶期明显比后者要早，但最后的发
酵液的酶活力却少于后者，显然发酵过程中的产酶

速率较后者要低!这一方面是由于前者的菌体浓度
低，在相同的条件下，分泌到发酵液中的酶的数量

就少!另一方面，通过比较图-，+中的还原糖质量
浓度的变化曲线可以发现，加入./后，对糖的代谢
有明显的促进作用，这种促进作用进而可能影响到

了后期!$淀粉酶的合成、分泌与积累!

& 结 论

-）地衣芽孢杆菌#9$-菌株在发酵生产耐高
温!$淀粉酶的发酵过程中，菌体明显存在两种状态
即：生长型和产物积累型，菌体由生长型顺利转变

成产物积累型是耐高温!$淀粉酶发酵成功的关键；
在产物合成期，严格控制各种工艺条件，防止发生

发酵逆转［1］是发酵成功的关键!
’）耐高温!$淀粉酶在发酵过程中对氧的需求
有明显的阶段性，在菌体的对数生长期发酵液中溶

氧的浓度成为限制性因子，而在酶的合成期菌体对

氧的需求不高，特别是发酵后期，适当地降低氧的

浓度可以减缓"#值的升高，延长酶合成的时间，有
利于耐高温!$淀粉酶活力的提高!
+）发酵过程中，在菌体的对数生长期向反应器
内中流加一定量的谷氨酸水溶液，对于耐高温!$淀
粉酶产生菌的生长以及酶的合成与分泌有明显地

促进作用，酶的生成速率也有一定的提高；在发酵
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周期相同的条件下，发酵液的酶活力可以提高!"# 左右$
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1 结 论

QR!"%<M大孔吸附树脂对MSTT组分的吸附
性强，MSTT组分的回收率均在AG#左右，而对无

机盐离子基本不吸附，对MSTT组分的脱盐率均在

AH#以上$此外，QR!"%<M大孔吸附树脂对MSTT
组分可以进行分级$被分离出的各组分中活性肽的
氨基酸组成与疏水性的关系有待于进一步验证$
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