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氧载体对 A2淀粉酶发酵过程影响的研究
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摘　要: 通过添加氧载体 (正十二烷) , 提高发酵体系的氧传递速率, 从而促进枯草杆菌产 A2淀粉酶的能力。实验结

果表明, 正十二烷的加入量和摇瓶装液量对菌体产 A2淀粉酶的能力有较大影响, 在 250 mL 三角瓶中装液量为 50

mL。正十二烷的加入量为 1. 5% 时, 可使发酵液酶活提高 50%。
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　　A2淀粉酶用途十分广泛, 在农产品加工、食品工业、纺织

工业及医药行业有着广泛的应用。随着 A2淀粉酶用途日益广

泛, 对此酶的需求也不断增加[1～ 2 ]。数十年来, 为了提高 A2淀

粉酶的生产效率, 人们在选育生产菌株, 研究 A2淀粉酶发酵

条件, 无机盐对 A2淀粉酶的活性影响, 表面活性剂对产酶的

促进作用等方面进行了一系列研究工作, 其中, 对如何增加

发酵体系的溶氧水平也是一个重要的研究方面。在气液两相

发酵体系中, 氧气溶解在发酵液中是一个复杂的过程, 影响

的因素很多。传统上, 是通过提高搅拌转速和加大通气量来

提高溶氧水平, 但由于高搅拌转速形成的高剪切力, 会使菌

受损而影响产酶能力, 而单纯加大通气量, 效果欠佳。为此,

有必要探讨新的强化供氧途径。

近年来的研究表明, 氧载体 (O xygen2vecto rs) 是一种与

水不互溶, 对微生物无毒, 具有较高溶氧能力的有机物[3 ]。液

态烷烃, 正十二烷, 全氟化碳等均可作为氧载体。由于发酵体

系中加入氧载体, 可提高该系统的供氧能力, 提高好氧发酵

产率。因此越来越受到人们的重视, 据报道, 添加氧载体可提

高青霉素、泰乐菌素、衣康酸、葡萄糖酸、L 2天冬酰胺酶、碱性

淀粉酶发酵体系的供氧能力, 提高菌体的产素能力[4～ 7 ]。但

对添加氧载体来提高菌体产 A2淀粉酶能力的研究还未见报

道。本文研究了添加氧载体在枯草杆菌发酵生产 A2淀粉酶过

程中的影响。结果表明: 通过添加氧载体, 可提高菌体的产酶

能力。

1　材料与方法

1. 1　菌株

枯草杆菌 (Bacillu s sub tilis) , 由浙江大学农业工程与食

品科学学院发酵研究室提供。

1. 2　培养基

斜面培养基、种子培养基、发酵培养基: 牛肉膏 1%、蛋

白胨 1%、可溶性淀粉 1%、N aC l 0. 5%、琼脂 2%、pH 7. 0～

7. 2。

1. 3　氧载体的性质

氧载体的性质如表 1 所示。

表 1　氧载体的性质

氧载体 表面张力ö 10- 3N ·m - 1 与水的张力ö 10- 3N ·m - 1 溶氧能力3 öm g·L - 1 铺展系数ö 10- 3N ·m - 1 密度ö kg·L - 1

正十二烷 27. 6 34. 9 54. 9 8. 7 0. 749

全氟化碳 24. 5 32. 2 118 14. 5 1. 950

液态烷烃 24. 7 51. 4 39. 5 24. 9 0. 743

水 71. 2 6. 3

　　3 35℃, 1. 01×105 Pa; 其余 25℃, 1. 01×105 Pa。

1. 4　培养方法

由活化斜面接一环种子到 250 mL 三角瓶, 在装有 50

mL 的种子培养基中, 37℃, 100 röm in (旋转式摇床) 振荡培

养 48 h。以 1% 的接种量转接至发酵培养基 (250 mL 三角

瓶)中, 37℃, 100 röm in 振荡培养 60 h。

1. 5　分析方法

　　A2淀粉酶测定方法: 目视比色法[10 ] (酶活单位 u: 是指

1 mL 发酵液在 60℃、pH 值为 6. 0、1 h 液化可溶性淀粉的克

数)。

2　结果与讨论

2. 1　菌体对氧载体的可利用性

培养皿中倒入无碳源的含菌培养基, 以无菌的滤纸片分

别浸入已灭菌的 20 göL 的淀粉溶液和氧载体后, 再放入培

养皿中, 37℃培养 48 h, 观察菌体是否生长。结果表明, 枯草

杆菌不能利用表 1 中 3 种氧载体作为碳源。

441

© 1995-2005 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



2. 2　氧载体的筛选

氧载体可分为负值铺展系数和正值铺展系数 2 类。根据

有关的研究结果, 选择正十二烷、全氟化碳和液态烷烃为氧

载体, 其性质如表 1 所示。分别以 3% 的添加量进行对比实

验, 结果表明 (见表 2) : 3 种氧载体的添加均能提高菌体的产

酶能力, 其中以正十二烷效果最好, 可提高产酶能力 37% 左

右, 故以下均以正十二烷进行实验。

表 2　氧载体对产酶的影响

氧载体的种类 正十二烷 全氟化碳 液态烷烃 对　照

相对酶活ö % 137. 0 130. 8 125. 2 100. 0

2. 3　装液量对发酵体系的影响

图 1　装液量对发酵体系的影响

在相同的

培养条件下,

不同的装液量

对枯草杆菌产

A2淀粉酶影响

很大 (见图 1)。

装液量减少一

半, 酶活可增

加 200%。这主

要是由于随着

装液量的增加, 发酵体系中气液两相接触面积减少, 培养液

中溶解氧减少, 从而影响代谢产物 A2淀粉酶的生成。这也表

明溶氧水平对枯草杆菌产 A2淀粉酶有较大的影响。

2. 4　正十二烷浓度对发酵体系的影响

在培养基中分别添加不同浓度的正十二烷进行实验, 结

果如图 2 所示。在 250 mL 三角瓶中装 50 mL 培养液时, 随着

正十二烷的添加量的增加 (0%～ 1. 5% ) , 培养基中 A2淀粉酶

活增加。贾士儒等[9 ]研究发现, 具有正铺展系数的氧载体 (如

正十二烷) 含量的增加会使得氧传递系数 K L a 值不断增大,

因而从氧传递的角度来讲, 氧载体浓度的增加是有利的。但

随着正十二烷添加量的增加, A2淀粉酶酶活增加幅度反而逐

渐有所下降, 可能是在低装液量高氧载体浓度时, 培养基失

水较多, 从而影响了 A2淀粉酶的产率。

图 2　正十二烷浓度对产酶的影响 (60h)

2. 5　不同装液量体系中氧载体的作用

改变 250 mL 三角瓶中培养基的装液量, 进行不同浓度

的氧载体添加实验, 结果见图 3。从图 3 可以看出装液量越

多, 添加氧载体提高酶活性的幅度越大, 反之较小。当装液量

为 100 mL 时, 随着正十二烷的添加量的增加 (0%～ 5% ) , 酶

活也同步增加, 当添加量为 5% 时, 酶活提高了两倍多。这主

要是由于液量过多时, 通气条件较差, 溶氧供应不足, 易导致

酶的合成受到影响, 添加氧载体后, 改善了溶氧水平, 因而更

能较大幅度提高产酶水平。

图 3　不同装液量体系中氧载体对产酶的影响

3　结　论

综上所述, 添加氧载体能有效改善氧的供应, 有利于产

酶, 从而提高发酵体系的产酶能力。产酶能力提高的幅度, 不

仅与所加入的氧载体的种类和浓度有关, 也与摇瓶装液量有

关。在 250 mL 装液量为 50 mL 的三角瓶中 (发酵至 20 h)加

入 1. 5% 的正十二烷, 可以提高枯草杆菌产 A2淀粉酶 50%。
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