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地衣芽孢杆菌产生碱性蛋白酶的动力学研究
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摘 要 应用自动控制发酵设备，首先进行分批发酵试验摸索了地衣芽孢杆菌(#%"生长与
代谢的基本规律。然后采用补料分批发酵方法限制生长基质浓度，测定了一系列（!"，!"）、
（!#，$%#）数据，获得&+、!,-.、!、"等参数的值，并且推导出了细胞生长与产物合成的动力学公
式，从而证明了用/0102方程描述地衣芽孢杆菌(#%"生长速率与基质浓度关系的合理性和
合成碱性蛋白酶的发酵属于生长部分关联型。
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地衣芽孢杆菌(#%"是我国发酵生产碱性蛋白酶的主要菌株之一，而碱性蛋白酶是加
酶洗涤剂和皮革脱毛的重要原材料与作用剂。

目前发酵工程正在进入一个新的发展阶段，朝着目标化、精细化、自动化方向迈进。

这就需要进行发酵动力学的研究，获得可靠参数，建立数学模型，进而实现计算机在线控

制，以获得最佳的生产效率和经济效益。本文主要对地衣芽孢杆菌(#%"的生长动力学和
产酶动力学作了研究［!#4］。

! 材料和方法

!"! 菌株
地衣芽孢杆菌(#%"（’()"**+,*")-./"0123",(#%"），来自山西省生物研究所。

!"# 培养基

!"#"! 斜面培养基：牛肉膏$蛋白胨固体培养基。

!"#"# 摇瓶种子培养基（5）：牛肉膏%6)，蛋白胨!，葡萄糖%64，7-89%64，:;#6%$#6(。

(4%,9摇瓶装量为4%,9培养基，!(!<灭菌(%,=1。

!"#"$ 发酵培养基（5）：配方!：黄豆饼粉4（水解液，加%6457->;，!(!<水解)%,=1，
冷却，过滤），葡萄糖*，（7;’）(+>’!6&，7-(;?>’%6!*，@;(?>’%6%)，7-(8>)%6!，酵母
膏!，:;#6%，!!%<灭菌)%,=1。配方(：黄豆饼粉!（水解液制备方法同上），（7;’）(+>’
!6&，葡萄糖(，酵母膏!，7-(;?>’%6!*，@;(?>’%6%)，7-(8>)%6!，:;#6%，!!%<灭菌
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!"#$%［&］。

!"# 种子制备
将活化’次的斜面菌种制成菌悬液接入摇瓶种子培养基，置于()*+!恒温摇床（偏心

距&,#），!"-，./"0／#$%培养./1。

!"$ 发酵

!"$"! 生长曲线试验：使用美国234536公司生产的’7*型自动控制发酵罐进行分批
发酵。发酵罐容积’7，两层六平直叶搅拌，双挡板。采用.号培养基，装料系数"89:，接
种量:;，培养温度!<-，以<#=>／7?@A(液调节B(98"左右，通气量.C.（7／78#$%），搅
拌转速!""!D""0／#$%，控制溶氧在.";!!";之间。在发酵过程中每隔&1取样，测定
糖浓度，细胞浓度，酶活［<］。

!"$"% 生长动力学试验：所用发酵罐及控制条件（温度、B(、通气量、搅拌、溶氧等）同生
长曲线试验。采用’号培养基，装料系数"8<，以!";葡萄糖液补料控制底物浓度，及时
测定糖浓度，细胞浓度［9］。

!"$"# 产酶动力学试验：采用.号培养基，发酵设备与培养条件同上。当细胞进入减速
生长期时以!";葡萄糖补料控制底物浓度，及时测定糖浓度、细胞浓度和酶活。

!"& 发酵过程中参数的测定

!"&"! 糖浓度的测定：葡萄糖氧化酶法［/］。

!"&"% 细胞浓度的测定：取发酵液’"#>，取."#>发酵液在!"""EF下离心.:#$%，蒸馏
水洗涤、离心’次，移菌体至恒重的称量瓶中，.":-烘干至恒重，称重，即可算得细胞浓度
（干细胞重量／F87G.）。将另外."#>发酵液用蒸馏水稀释，用9:’型紫外可见分光光度
计测定AH:/"值（光程."##）。以AH:/"值为横座标，相应稀释倍数的细胞浓度为纵座标
作吸光度与细胞浓度的相关图。在发酵过程中通过测定AH:/"值查相关图获得细胞浓
度［!］。

!"&"# 酶活测定：采用福林法在&"-、B(."8:的条件下测定碱性蛋白酶活力［.］。

% 结果与讨论

%"! 生长曲线及代谢规律分析
摸清试验菌株的细胞生长及代谢规律方能有效地控制发酵过程。为此我们设计并进

行了分批发酵试验。在试验过程中为排除培养液中固形物对细胞浓度测定的干扰，采用

葡萄糖为碳源、豆饼粉水解滤液为氮源。分批发酵的试验结果见图.。由图.可以看出
地衣芽孢杆菌的细胞生长曲线比较典型，各个期段比较分明。从生长曲线与耗糖曲线在

细胞生长期间基本呈影镜关系的现象可以推测碳源葡萄糖是其细胞生长的限制性基质，

而从生长曲线与酶活曲线的关系可以看出碱性蛋白酶的产生开始于细胞生长减速期，而

且有着随比生长速率的下降而加速的趋势，因此预计地衣芽孢杆菌生产碱性蛋白酶的发

酵类型有可能是属于生长部分关联型［<］。

%"% 细胞生长动力学
在维持培养液体积基本不变的情况下，在生长期细胞的增长速率可以用下式表达。

I!／I"#!$ （.）
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图! 地衣芽孢杆菌"#$%的分批发酵

&’()! *+,-./01203,+,’434/!5"#$%&’#()*+#,"#$%
!56.0037820+-,’9’,8（:52;<!）；"56.0-0;;-43-03,1+,’43（=18

-0;;>,，(5?<!）；@5A;:-4B0-43-)／(5?<!

式中-：细胞浓度（干重），(·?<!；.：时间，.；!：比生长速率，.<!。初始条件，当.C.$时，

/C/$，将（!）式定积分得

;3（.-／-$）0!. 或 !0;3
/.
/$
／. （"）

在培养条件（温度、DE、溶氧）确定之后和非生长限制营养成分过量的情况下，细胞的
比生长速率主要与生长限制性基质浓度有关。我们选择具有普遍意义的F434G方程表
达它们之间关系，即：

!0!2+H
1

2131
（@）

式中!2+H：最大比生长速率，.<!；1：葡萄糖浓度，(·?<!；2I：饱和常数，(·?<!。由
（!）和（@）式可推出细胞生长速率与底物浓度之间的表达式：

G/
G. 0!2+H

1
2131

/ （J）

这样通过测定（1#、!#），得出2I和!+4-，便可完成上述表达式。
在实验过程中，参照分批发酵得到的有关数据和反复补料分批发酵的实验结果，依照

补糖速率等于耗糖速率的原则，即公式5·$C!／6-／,·G-／G.来确定糖液流加速度，相对
恒定1［#］，测定!。式中6H／B：葡萄糖对菌体的转化率(·(<!，实测值约为$5"K；$：补糖液
的葡萄糖浓度，@$L；5：单位体积发酵液单位时间内流加糖液的毫升数（2;·?<!·.<!）。
具体做法是在培养液中加入"L的葡萄糖作为初糖，待细胞生长期因糖浓度降低而进入
减速生长期时，通过变速流加@$L葡萄糖液控制1值恒定一段时间（.），测定/$和/,4
由于补糖液浓度很大，增加的体积可忽略不计，因此可通过公式（"）计算!。然后逐步降
低并恒定I，重复上述操作，于是就得到一系列（1#，!#）值，测试的一组（1#，!#）值及有关
实验数据见表!。
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表! 测试的（!"，!"）对应值

"#$%&! ’&%&(#)*(#%+&,-.&*&/01)&.（!1#).!1）

!"# $ % & ’ ( ) * + , $-

!／./（0·1）2$ ’-#-- ’*#-- (&#-- (&#-- )-#-- )-#-- *%#-- *%#-- *+#-- )(#--

"／3·02$ $#%- -#,- -#*- -#(- -#’- -#&- -#%( -#%- -#$( -#$-

#-／3·02$ (#$% )#)$ +#$% ,#*$ $$#&’ $&#%$ $’#+( $*#$% $,#(’ %$#+(

$／1 -#’- -#&( -#&( -#&( -#&( -#&& -#&( -#’ -#&& -#&(

#4／3·02$ )#’) *#,, ,#)’ $$#%) $&#$’ $’#++ $)#,) $,#(’ %$#*% %&#)+

!／12$ -#(+ -#(’ -#’, -#’( -#’% -#&) -#&+ -#&& -#&% -#%&

$／! $#*% $#+( %#-’ %#%- %#&+ %#*+ %#(+ &#-- &#$& ’#&(

$／" -#+& $#$$ $#’& %#-- %#(- &#&& ’#-- (#-- )#)* $-#--

将5"6"7方程变形为$
!
8
%"
!.9:

$
";

$
!.9:
，通过$／!对$／"作图得图%。由图%可知

$／!和$／"基本符合直线关系。我们可以用线性回归处理数据，得回归方程：

$
!
&
%"
!.9:
·$
"’

$
!.9:

&-#%))·$"’$#)%
（(）

它的“相关系数”!(!8-#,*，取信度-#-(，(-#-(8-#)&%，!(!"(-#-(，取信度-#-$，

(-#-$8-#*)(，!(!"(-#-$。因此方程（(）显性相关。于是得到试验条件下，!.9:8
-#)%，%"8-#$)(，从而细胞生长速率与底物浓度的的关系式可表达为

7#
7$&-#)%

· "
-#$)(’"

·#

鉴于（(）式显性相关，表明了用5"6"7方程描述地衣芽孢杆菌细胞生长与限制性基质葡
萄糖浓度之间关系的合理性。

234 产酶动力学
地衣芽孢杆菌产生的碱性蛋白酶是胞外酶，以酶活性高低衡量酶的产量。从分批发

酵的结果，我们可以得知酶的合成开始于细胞生长的对数期之后，!值从-#)%降至

-#--$，酶活从$%<／./升至+$,)<／./。因此我们设定其发酵类型为生长部分关联型。拟
采用下式描述酶生成速率与细胞生长速率的关系。

7)
7$&*
·7#
7$’"#

（)）

若将方程两边除以+，则（)）式可转换为（*）式：

,)&#!’" （*）

式（)）、（*）中-：酶活，<·./2$；!8（
7#
7$
／#），比生长速率，12$；,=8

7)
7$
／#，比产酶速率，

<·（.3·12$）；#，"为常数。在实验过程中我们同样采取以&-.葡萄糖液控速补料的方
式，控制基质浓度"，进而控制!值的下降速率，即时测定酶活，经计算获得,=>，于是得到
了一系列（!>，,=>）。一组（!>，,=>）值及有关实验数据见表%。以,=>对!>作图见图&，从图

&可知,)与!有直线关系。经线性回归处理获得回归直线方程如下：
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（!"）#!$"##!"#$%$%#&# （"）

图’ !／&和!／#的关系

()*+’ ,-./.012)345-)637!／&148!／#

图$ !6)和#9的关系

()*+$ ,-./.012)345-)637!69148#9

表! 测试的（!"，!#"）相应值

$%&’(! )(’(*%+,*%’-(./0(,(123+(0（!"，!#"）

:3+ ! ’ $ ; < & = "

’／>0·（?·-）@! @ ;<#% ;=#%% ;=#%% ;$#% ’%#%% !!#%% &#%%

&／*·?@! $#;% %#=% %#;% %#$% %#’% %#!% %#%= @

(%／*·?@! $#&; =#$’ A#’! !!#!& !$#%; !;#<& !<#!’ !<#;%

)／- %#$& %#$& %#$& %#$& %#$& %#$& %#$& %#$&

(2／*·?@! ;#<$ "#=% !%#&; !’#<= !;#’= !<#%A !<#$A !<#<!

*%／B·>0@! A#;% ’;#%% AA#!% ’A!#%% &$;#%% !%"%#%% !&=!#%% ’’"’#%%

*2／B·>0@! A#;= ’A#<% !!A#%% $$’#%% &"%#%% !!&;#%% !=&$#%% ’$=&#%%

#／-@! %#&! %#;" %#;% %#$$ %#’< %#!% %#%< %#%’

!%／B·（>*·-）@! %#%< ’#!% &#%% !%#’% A#"% !&#%% !&#"% !=#%%

线性相关系数!+!C%#A"<，取信度%#%<，+%#%<C%#&$’，!+!"+%#%<；取信度%#%!，+%#%!C
%#=&<，!+!"+%#%!，为显性相关。因而表达了用（&）、（=）式描述地衣芽孢杆菌’=%A生长
与产酶关系的合理性。将"，!值代入（&）式得（A）式：

8"
8)#!($"

8(
8) #!"#$(%$%#&

·8(
8)

（A）

将（;）式代入（A）式得（!%）式：

8"
8)#!($"

·#>1D
&

,&$&
·(#（!"#$%!A· &

%#!&<$&
）( （!%）

分析上述动力学公式，可以获得如下启迪：（!）在地衣芽孢杆菌’=%A的发酵过程中，
动力学公式（;）、（&）式只适用于生长期和稳定期，而不适用于延滞期与自溶期。（’）该菌
合成碱性蛋白酶的速率与细胞总量有关，因此增加发酵液的细胞浓度（(）就为提高发酵
液的酶活单位打下基础。（$）碱性蛋白酶的合成起始于细胞生长指数期之后，并且随比生
长速率（#）的减小而酶合成比速率（!"）逐步增大。当#趋近于极小值时，!"达到最大，
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此时发酵液的酶活性达到最大值，之后发酵进入衰亡期。（!）细胞生长速率与酶合成速率
都与基质浓度有关，当!!"#$%&·’("时发酵过程以细胞生长为主，当!""#$%&·’("时
发酵过程以合成碱性蛋白酶为主。倘若采用补料分批发酵或连续发酵的方式，分阶段合

理控制基质浓度，前期促进细胞生长，后期促进酶量增加，应该说是一种提高生产效率和

效益的有效措施。
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