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黏质沙雷氏菌产几丁质酶二步发酵工艺的优化

施腾鑫，贺淹才，刘嘉，舒静波，周娟

（华侨大学 工业生物技术研究所，福建 泉州３６２０２１）

摘要：　采用二步发酵法，研究黏质沙雷氏菌的产几丁质酶发酵条件．在二步发酵产酶的过程中，通过单因素

法优化得到二步发酵培养基中最适碳源、氮源的质量分数和菌龄，同时选取发酵时间、初始ｐＨ值、接种菌体

量和装液量４个因子进行正交试验．最终得到的最优条件：胶体几丁质质量分数为０．８％，酵母粉质量分数为

１．０％，菌龄为１２ｈ，发酵时间为７２ｈ，初始ｐＨ值为８．５，菌体干质量为９０ｍｇ，装液量为２０ｍＬ．在此条件下，

酶活力可达１７．０２０μｋａｔ·Ｌ
－１．另外，在二步发酵工艺中添加０．１％纤维素，酶活力可提高至１８．８０４μｋａｔ·

Ｌ－１，比一步发酵提高１．２７倍．
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几丁质酶（Ｃｈｉｔｉｎａｓｅ，ＥＣ３．２．１．１４）是一种可催化水解几丁质的诱导酶
［１］．其来源广泛，应用前景广

阔，在农业、环保、食品、化妆品和生物技术等领域均有涉及［２?７］．但是，由于所选菌株产酶能力低，几丁

质酶和几丁寡糖的工业化生产及广泛应用受到制约．由于构建几丁质酶基因工程高产菌技术至今尚未

取得突破性进展［８］，因此，寻找合适的发酵工艺条件，仍然是提高微生物菌株产酶水平的重要手段之

一［９］．传统的一步发酵法是将活化的种子液接入培养基中诱导产酶，进而对产酶的一系列条件进行优

化［１０?１３］．但该方法的产酶效率有限．二步发酵是将菌体生长阶段和诱导产酶阶段分开，从而降低产物

对产酶的抑制作度用并提高菌体浓度［１４］，提高产酶效果．本文从减少反馈抑制的思路出发，利用单因

素考察和正交设计法，对一株黏质沙雷氏菌的二步发酵产酶工艺条件进行优化．

１　材料与方法

１．１　供试菌株

黏质沙雷氏菌（犛犲狉狉犪狋犻犪犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊ＡＴＣＣ１４０４１），购于中科院微生物研究所．

１．２　试剂及仪器

几丁质（美国Ｓｉｇｍａ公司），蛋白胨、酵母粉（英国Ｏｘｏｉｄ公司）；羧甲基纤维素（ＣＭＣ，中国医药集

团），其他试剂均为分析纯．ＨＹＧ?Ⅱ型恒温调速摇瓶柜（上海欣蕊自动化设备有限公司），ＭｉｃｒｏｍａｘＲＦ

小型冷冻离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司），４Ｋ１５大型冷冻离心机（美国Ｓｉｇｍａ公司）．

１．３　培养基

ＬＢ培养基（质量分数）：１％蛋白胨，０．５％酵母粉，１％ＮａＣｌ，ｐＨ值自然；已优化的一步发酵培养基

（质量分数）：０．５％胶体几丁质，１．２％酵母粉，０．０２５％ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．０９５％Ｋ２ＨＰＯ４，０．０３％

ＫＨ２ＰＯ４，０．００１％ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，ｐＨ值为７．０～７．２．

１．４　几丁质酶活力测定

参照Ｎａｗａｎｉ法
［１５］，把０．５ｍＬ胶体几丁质与适当稀释的０．５ｍＬ酶液置于５０℃水浴中反应１ｈ，

用ＤＮＳ法
［１６］测定．酶活力单位（ｋａｔ）定义：在５０℃下，每分钟释放出相当于１μｍｏｌ的Ｎ?乙酰葡萄糖
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胺（ＮＡＧ）所需要的酶量．

１．５　二步发酵法

将活化的黏质沙雷氏菌液体种子接种到ＬＢ培养基，菌体细胞扩增培养１２ｈ后，于４℃，１００００ｒ·

ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，弃上清．将菌体沉淀用生理盐水（０．９％的ＮａＣｌ溶液）洗涤两次后，接种到产酶培养

基中，于３０℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１下诱导产酶．菌体干质量定义：一定体积的发酵液经离心后收集菌体，将菌

体烘干至恒质量，所得质量即为菌体干质量．

２　结果与分析

２．１　碳源和氮源优化

实验中发现，在菌体接入产酶培养基后进行诱导产酶尚有一段过渡期，适量添加氮源会收到更好的

效果．与一步发酵相比，二步发酵在接种量和菌体生长环境上存在较大差异，因此对一步发酵培养基的

碳氮源进一步优化．以不同质量分数（狑）胶体几丁质和酵母粉为碳源和氮源，其产酶进程分别如图１

（ａ），（ｂ）所示．

　（ａ）几丁质 　（ｂ）酵母粉

图１　几丁质和酵母粉对黏质沙雷氏菌产酶影响
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由图１可看出，二步发酵产酶培养基胶体几丁质和酵母粉的最佳质量分数分别为０．８％ 和１．０％．

碳源质量分数比一步发酵培养基提高了０．３％．由于接种菌体量比一步发酵大大增加，诱导产酶所需的

几丁质质量分数偏高，而这又会导致溶氧量不足；氮源质量分数比原培养基降低０．２％，可能是由于菌

体细胞在ＬＢ培养基中已经得到良好生长，在诱导产酶期所需的营养物减少．

２．２　二步发酵产酶曲线

培养时间（狋１）对二步发酵产酶的影响，如图２所示．黏质沙雷氏菌在接种到产酶培养基后，于３０

图２　二步发酵产酶曲线

Ｆｉｇ．２　Ｃｕｒｖｅｓｏｆｃｈｉｔｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｂｙｔｗｏｓｔｅｐｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１，接种龄２４ｈ下振荡培养，第４８ｈ酶

活力达到顶峰，之后下降进入平台期．菌株从接种后约

２４ｈ开始产酶，增幅明显．可见，在菌体生长和诱导产

酶之间尚有一个过渡期，培养时间是影响该菌产几丁质

酶的一个重要因素．

２．３　接种龄对产酶的影响

接种龄的大小，直接影响生产效率．接种龄太小达

不到前期生长的目的，接种龄过大则导致菌体细胞衰老

影响产酶效率．考察接种龄（狋２）对产酶的影响，结果如

图３所示．

从图３可知，当培养至４８ｈ时，各菌龄产酶曲线均

有明显峰值出现，之后趋于平缓．其中以１２ｈ的菌龄酶

活力最高且出现时间最早，表明１２ｈ菌龄的菌体细胞产酶活力最强，故选取培养１２ｈ的菌体作为最佳

接种龄．
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２．４　接种菌体量对产酶的影响

考察接种的菌体干质量对产酶的影响，结果如图４所示．随着接种菌体量的增加，产酶呈现下降趋

势．由于该黏质沙雷氏菌为对溶氧要求高，接种菌体量过大易导致溶氧恶化，不利于提高产酶效果．

２．５　初始狆犎对产酶影响

发酵过程中的ｐＨ变化难以控制．初始ｐＨ值对产酶的影响，如图５所示．黏质沙雷氏菌在初始

ｐＨ值为８．５时，其产酶达到最高峰，较一步发酵的最适产酶ｐＨ值低０．５个单位．二步发酵比一步发

酵所需的最适ｐＨ值偏低，可能是因为菌体细胞在ＬＢ培养基中已经得到良好生长，接入产酶培养基后

减少了代谢产物的积累所致．

　　图３　接种龄对产酶的影响　　　　图４　接种菌体量对产酶的影响　　　图５　初始ｐＨ值对产酶的影响

　　Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂａｃｅｒｉａａｇｅ　　　Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｄｒｙｗｅｉｇｈｔ　Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｉｔｉａｌｐＨｖａｌｕｅ

　ｏｎｃｈｉｔｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　　　　　　　ｏｎｃｈｉｔｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　　　　　　　　ｏｎｃｈｉｔｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．６　正交实验

选择产酶时间（犃）、接种菌体量（犅）、初始狆犎 值（犆）和装液量（犇）４个因素，按犔９（３
４）表进行正交

实验．优化处理后的试验结果及分析，如表１所示．

　　从表１的极差犚可以看出，所考察４个因素中初始ｐＨ值的影响最为显著．各因素对试验结果影

表１　二步发酵工艺优化试验数据

Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｆｏｒｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆｔｗｏ?ｓｔｅｐｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

实验组
因素

犃／ｈ 犅／ｍｇ 犆 犇／ｍＬ
σ／μｋａｔ·Ｌ

－１

１ ４８ ５０ ２０ ７．５ １１．７６９

２ ４８ ９０ ３０ ８．０ １０．６５２

３ ４８ １８０ ５０ ８．５ １１．８３６

４ ６０ ５０ ３０ ８．５ １３．８５３

５ ６０ ９０ ５０ ７．５ １１．９８６

６ ６０ １８０ ２０ ８．０ ０．７０７

７ ７２ ５０ ５０ ８．０ １１．０６９

８ ７２ ９０ ２０ ８．５ １６．５７０

９ ７２ １８０ ３０ ７．５ １４．７８６

犚 ０．１６３ ０．０５０ ０．１０４ ０．１７５

犽１ ０．６８５ ０．７３４ ０．８０２ ０．７７１

犽２ ０．７５２ ０．７８４ ０．７８６ ０．６７０

犽３ ０．８４８ ０．７６８ ０．６９８ ０．８４５

响力大小顺序：犇＞犃＞犆＞犅，其最优水平组

合为犃３犅２犆１犇３．即发酵时间为７２ｈ，接种菌

体干质量为９０ｍｇ，２５０ｍＬ三角瓶的装菌量

为２０ｍＬ，初始ｐＨ值为８．５．实验重复３次

后，酶活力可达（１７．０２±０．５０）μｋａｔ·Ｌ
－１

２．７　一步发酵与二步发酵产酶过程比较

为了考察优化后的二步发酵工艺的产酶

效果，将一步发酵和二步发酵产酶过程进行

比较，如图６所示．二者均在各自的最优条

件下进行（一步发酵条件为３０℃，２００ｒ·

ｍｉｎ－１，初始ｐＨ值为９．０）．

从图６可以看出，虽然优化后的二步发

酵产酶过程的峰值出现时间比一步发酵略有

滞后，但酶活力却比一步发酵提高了１．０５

倍，且产酶稳定性大为改善．

２．８　几丁质和纤维素协同诱导产酶

考察作为协同诱导物的羧甲基纤维素

（ＣＭＣ）对黏质沙雷氏菌产几丁质酶的影响（未添加纤维素组为１００％），结果如图７所示．在二步发酵

工艺中，添加胶体几丁质的同时添加质量分数为０．１％～０．５％的ＣＭＣ作为另一诱导物，接种约９０ｍｇ

干质量的黏质沙雷氏菌的菌体进行诱导产酶．从图７可知，添加０．１％的ＣＭＣ与胶体几丁质协同诱导

所产几丁质酶活力最高，可达１８．８０４μｋａｔ·Ｌ
－１．通过对比，协同诱导产酶结果比仅添加几丁质作为诱
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　图６　发酵产酶过程比较　　　　　　　　　　　图７　纤维素对产酶的影响
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导物的二步发酵酶活力提高了１０．５％，比一步发酵提高了１．２７倍．

由于几丁质和纤维素在组成结构上有很大的相似性，所以，几丁质酶和纤维素酶也表现出相当高的

序列同源性，如它们的底物结合结构域很相似［１７］．邱立友等
［１８］采用纤维素和几丁质协同诱导链霉菌

Ａ０４８产几丁质酶，其酶活力比未添加组提高了４倍．

然而，本研究却发现，采用纤维素（ＣＭＣ）和几丁质协同诱导，０．１％的ＣＭＣ添加量只比未添加组提

高１０．５％，未达到显著提高黏质沙雷氏菌几丁质酶活力的目的．这可能是由于真菌和细菌在几丁质酶

的表达调控体系上的不同所致．此外，由于ＣＭＣ是一种增稠剂，持续添加ＣＭＣ将稠化发酵体系，会造

成溶氧减少．

３　讨论

目前，国内关于二步发酵的研究尚在起步，用于产酶的报道也较少见［１８?２０］．文中从减少反馈抑制的

角度入手，首次采用二步发酵法对黏质沙雷氏菌进行诱导产酶，与采用传统的一步发酵法相比，效果更

为显著．研究是在单因素实验的基础上，采用正交设计对工艺参数进一步优化．在此基础上，采用ＣＭＣ

与胶体几丁质协同诱导，使该菌株产几丁质酶活力达到１８．８０４μｋａｔ·Ｌ
－１，比采用原来的一步发酵法

产酶量提高了１．２７倍，这与邱立友等
［１８］的研究结果相仿．

优化得到的二步发酵工艺使该菌株产酶能力达到一些高产菌株的水平［２１］．实验结果表明，采用二

步发酵法能较为显著地提高黏质沙雷氏菌的产酶活力．为了在生产应用中进一步提高生产效率，还必

须解决菌体的回收利用问题．本研究已尝试使用ＰＶＡ（聚乙烯醇）复合海藻酸钠凝胶包埋法，同几丁质

一起固定该黏质沙雷氏菌细胞产酶，但产酶提高不明显．究其原因可能是，菌体的包埋增大了传质阻

力，而该菌对溶氧量有较高要求．为此可以考虑采用其他固定化工艺如吸附法等手段进行反复发酵，但

载体的选择非常关键．

采用二步发酵法生产几丁质酶，比采用传统的一步发酵展现出更大的优势．但是，为了工业化生产

的需要，今后还必须设计相应合理的发酵设备并改进相关工艺．
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