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［摘要］ 对产微球茎菌 （Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ． ） ＡＬＷ１ 发酵产褐藻胶裂解酶 ５ Ｌ 罐发酵工艺进行优化， 建立

褐藻胶裂解酶的高产发酵工艺。 结果表明： 海藻酸钠质量浓度为 １ ｇ ／ Ｌ 时效果最好， 浓度减半或加倍都会

使酶活力下降； ２５ ℃比 ２０ ℃更利于产酶； ｐＨ 值控制在 ７􀆰 ５ 时比自然条件下发酵产酶高峰提前， 产酶量变

化不大； 在此基础上， 对罐上工艺进行中试放大， ２０ Ｌ 发酵罐酶活力最高为 ５７􀆰 ０ Ｕ ／ ｍＬ， ２００ Ｌ 罐酶活力最

高为 ４３􀆰 ５ Ｕ ／ ｍＬ， ５００ Ｌ 罐酶活力最高为 ３８􀆰 ３ Ｕ ／ ｍＬ， 分别是小试水平的 ３９􀆰 ６％ 、 ３０􀆰 ２％ 、 ２６􀆰 ５％ 。
［关键词］ 产微球茎菌 ＡＬＷ１； 褐藻胶裂解酶； 发酵工艺； 优化； 中试放大

［中图分类号］ ＴＱ ９２０􀆰 ６

Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｃａｌｅ⁃ｕｐ ｏｆ Ａｌｇｉｎａｔｅ Ｌｙａｓｅ Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ
ＣＨＥＮ Ｙａｎ⁃ｈｏｎｇ１，２，３，４， ＹＡＮＧ Ｆａｎ１， ＸＩＡＯ Ａｎ⁃ｆｅｎｇ１，２，３，４， ＮＩ Ｈｕｉ１，２，３，４，

ＺＨＵ Ｙａｎ⁃ｂｉｎｇ１，２，３，４， ＣＡＩ Ｈｕｉ⁃ｎｏｎｇ１，２，３，４

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｊｉｍｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉａｍｅｎ ３６１０２１， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ
Ｆｏｏｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｎｚｙｍｅ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｘｉａｍｅｎ ３６１０２１， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ

Ｆｏｏｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｘｉａｍｅｎ Ｃｉｔｙ， Ｘｉａｍｅｎ ３６１０２１， Ｃｈｉｎａ； ４． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍｉｃ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｉｎ⁃ｄｅｐｔｈ
Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｏｆ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｓｅａｗｅｅｄ， Ｘｉａｍｅｎ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｏｃｅａｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｃｈｉｎａ， Ｘｉａｍｅｎ ３６１０２１， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ ｉｓｏｌａｔｅ ｗａｓ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ａ⁃
ｔｔｅｍｐｔ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ａｌｇｉｎａｔｅ ｌｙａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ａ ５ Ｌ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ
ｏｆ １ ｇ ／ Ｌ ａｌｇｉｎａｔｅ ｗａｓ ｂｅｔｔｅｒ ｆｏｒ ｅｎｚｙｍｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｈａｎ ｄｏｕｂｌｅ ｏｒ ｈａｌｆ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ２５ ℃ ｗａｓ ｍｏｒｅ
ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｅ ｔｏ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｔｈａｎ ２０ ℃ ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｗｈｅｎ ｐＨ ｗａｓ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ａｔ ７􀆰 ５， ｔｈｅ ｐｅａｋ ｏｆ ａｌ⁃
ｇｉｎａｔｅ ｌｙａｓｅ ｙｉｅｌｄ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｅａｒｌｉｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ａｔ ｎａｔｕｒａｌ ｐＨ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄｓ ｓｈｏｗｅｄ ｌｉｔｔｌｅ ｃｈａｎｇｅ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ
ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｆｏｒ ａｌｇｉｎａｔｅ ｌｙａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｃａｌｅｄ ｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｘｉ⁃
ｍｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ ｌｙａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ５７􀆰 ０ Ｕ ／ ｍＬ， ４３􀆰 ５ Ｕ ／ ｍＬ， ａｎｄ ３８􀆰 ３ Ｕ ／ ｍＬ ｗｅｒｅ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｉｎ ２０ Ｌ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ，
２００ Ｌ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ ａｎｄ ５００ Ｌ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ３９􀆰 ６％ ， ３０􀆰 ２％ ａｎｄ ２６􀆰 ５％ ｏｆ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ
ｓｃａｌｅ ｌｅｖｅｌ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１； ａｌｇｉｎａｔｅ ｌｙａｓｅ； ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ； ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ； ｓｃａｌｅ⁃ｕｐ ｏｆ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ



　 第 ３ 期 陈艳红， 等： 褐藻胶裂解酶发酵工艺优化及其中试放大

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

０　 引言
褐藻胶寡糖是褐藻胶经水解得到的低聚糖， 目前， 褐藻胶寡糖的研究已涉及到药物治疗［１ － ２］、 疾

病防治［３ － ５］、 植物生长［６ － ７］等方面， 它表现出的较高生物活性受到人们的关注。 褐藻胶裂解酶作为一

种用途广泛的工具酶， 在制备低分子质量的褐藻胶寡糖时因反应条件温和、 专一性强、 得率高而逐渐

成为生产寡糖的主要方式［８ － ９］。 此外， 褐藻胶裂解酶可以作为工具酶用于治疗囊性纤维化患者的肺部

感染［１０］。 ２０１２ 年， Ｗａｒｇａｃｋｉ 等［１１］用褐藻胶裂解酶降解褐藻胶来生产生物乙醇， 为解决能源危机提供

了新的思路。 国内外对褐藻胶裂解酶的研究主要集中于菌种分离、 基因工程菌的构建、 酶学性质的改

善以及酶解产物的构效关系等方面［１２］， 而对褐藻胶裂解酶菌株大规模发酵条件方面的研究报道却很

少。 近年来， 有关褐藻胶裂解酶发酵工艺的研究也逐渐开展起来， 但是针对发酵工艺的研究主要集中

在摇瓶水平上［１３ － １６］， 发酵罐上的工艺研究还不够深入， 特别是褐藻胶裂解酶的中试发酵研究更少，
发酵生产工艺更需完善。 本研究利用海带表面分离的一株产微球茎菌 （Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ） ＡＬＷ１， 对

其进行 ５ Ｌ 罐发酵， 并进行发酵条件优化， 研究其在发酵罐中的产酶规律， 使褐藻胶裂解酶产量能够

得到进一步提高， 再逐步进行中试放大， 最终放大至 ５００ Ｌ， 为今后的大规模生产提供重要的技术参

数依据。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 菌种

产微球茎菌 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 由集美大学食品与生物工程学院发酵工程研究室选育， 保藏于

中国工业微生物菌种保藏中心， 保藏编号 ２３８２１。
１􀆰 ２　 培养基

种子培养基 （ｇ ／ Ｌ）： 海藻酸钠 ５， 蛋白胨 ５， 酵母粉 １， 琼脂 １􀆰 ５， （ＮＨ４ ） ２ ＳＯ４ ５， Ｋ２ ＨＰＯ４ ２，
ＮａＣｌ ３０， ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １， ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０１， ｐＨ ＝７􀆰 ５。

初始发酵培养基成分 （ｇ ／ Ｌ）： 海藻酸钠 １， ＮａＣｌ ６０， ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ３， Ｋ２ＨＰＯ４ ６， ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０􀆰 ０６， ｐＨ ＝７􀆰 ５。
１􀆰 ３　 培养方法

１􀆰 ３􀆰 １　 种子的活化

将超低温下甘油管菌种解冻后接入装有 ５０ ｍＬ 种子培养基的 ２５０ ｍＬ 摇瓶中， ２５ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 下

培养 ３６ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ５ Ｌ 发酵罐分批发酵

按 ２％的接种量将活化的菌种转接入装有 ５０ ｍＬ 种子培养基的 ２５０ ｍＬ 摇瓶中， ２５ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ
下培养 １２ ｈ， 培养好种子液按 ５％的接种量接入含 ４ Ｌ 发酵培养基的 ５ Ｌ 发酵罐， ２５ ℃、 １００ ｒ ／ ｍｉｎ，
通气量 ２ Ｌ ／ ｍｉｎ 发酵 ７２ ｈ， 每 ６ ｈ 检测生物量及褐藻胶裂解酶活力。
１􀆰 ３􀆰 ３　 放大试验

２０ Ｌ 罐培养： 按 ２％ 的接种量将活化的菌种转接入装有 ５０ ｍＬ 种子培养基的 ２５０ ｍＬ 摇瓶中，
２５ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 下培养 １２ ｈ， 培养好的种子液按 ５％接种量转接入含 １０ Ｌ 发酵培养基的 ２０ Ｌ 发酵罐

中， ２５ ℃、 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ、 通气量 ０􀆰 ２６ ｍ３ ／ ｈ 下发酵 ７２ ｈ， 每隔 ６ ｈ 取样测定生物量、 褐藻胶裂解酶活力

及发酵液 ｐＨ 值。
２００ Ｌ 罐培养： 以 ２０ Ｌ 罐进行种子液的培养， 按 ２％的接种量将活化的菌种接入含 ５ Ｌ 种子培养

基的 ２０ Ｌ 罐中， ２５ ℃、 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 下培养 １２ ｈ， 然后按 ５％接种量转接入含 １００ Ｌ 发酵培养基的 ２００ Ｌ
发酵罐中， ２５ ℃、 通气量 ２􀆰 ４ ｍ３ ／ ｈ 不进行机械搅拌发酵 ７２ ｈ， 每 ６ ｈ 取样检测。

５００ Ｌ 罐培养： 以 ２０ Ｌ 罐进行种子液的培养， 按 ２％的接种量将活化的菌种接入含 １０ Ｌ 种子培养

基的 ２０ Ｌ 罐中， ２５ ℃、 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 下培养 １２ ｈ， 然后按 ５％接种量转接入含 ２００ Ｌ 发酵培养基的 ５００ Ｌ

·５８１·
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发酵罐中， ２５ ℃、 通气量 ３􀆰 ６ ｍ３ ／ ｈ 不进行机械搅拌发酵 ７２ ｈ， 每 ６ ｈ 取样检测。
１􀆰 ４　 生物量测定

取 １􀆰 ０ ｍＬ 发酵液， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ， 去上清液后， 用蒸馏水稀释适当倍数， 在 ６００ ｎｍ 波

长下测吸光度值。
１􀆰 ５　 酶活力检测

取稀释一定倍数的发酵上清液 ２５０ μＬ， 添加 ５００ μＬ 质量浓度为 ５ ｇ ／ Ｌ 海藻酸钠溶液， ４０ ℃水浴

３０ ｍｉｎ， 再沸水浴 ５ ｍｉｎ 终止反应， 加入 ０􀆰 ５ ｍＬ ＤＮＳ 溶液， 混匀， 沸水显色 ５ ｍｉｎ， 冷却后蒸馏水稀

释到 ５ ｍＬ， 在 ５４０ ｎｍ 处测定吸光度值， 根据标准曲线计算反应液中还原糖的生成量， 测定褐藻胶裂

解酶活力［１７］。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 ５ Ｌ 发酵罐分批发酵工艺

在 ５ Ｌ 发酵罐中对产微球茎菌 ＡＬＷ１ 发酵工艺进行研究， 探索 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ􀆰 ＡＬＷ１ 在发酵罐中

的发酵规律。
从图 １ 可以看出， 菌株生长较产酶有所滞后， 褐藻胶裂解酶迅速积累时期为菌株生长对数中前

期， 即在较低菌浓度情况下可以大量产酶， ３６ ｈ 时酶活力达到最高值 １４４􀆰 ２ Ｕ ／ ｍＬ。 ４２ ｈ 生物量达到

最高值后保持稳定， ５４ ｈ 菌株生长进入衰亡期。 随着发酵时间的延长， 菌株进入稳定期时褐藻胶裂

解酶活力有下降趋势， 可见， 在培养环境下发酵时间过长酶可能会失去活力。
在发酵过程中， ｐＨ 值的变化总体趋势为先下降后上升， 刚开始发酵时， ｐＨ 值下降， 可能是由于

接种过程中种子液的硫酸铵被菌株代谢利用， 随着发酵的进行， ｐＨ 值开始上升， 说明在该阶段微生

物大量利用海藻酸， 导致发酵液 ｐＨ 值升高。
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图 1 产微球茎菌 ALW1 发酵产褐藻胶裂解酶发酵罐培养发酵曲线

Fig.1 Fermentation curve of Microbulbifer sp. ALW1 producing alginate lyase

２􀆰 １􀆰 １　 海藻酸钠质量浓度

采用 ５ Ｌ 罐对产微球茎菌 ＡＬＷ１ 进行发酵试验， 分别将培养基中海藻酸钠质量浓度设为 ０􀆰 ５、 １、
２ ｇ ／ Ｌ， 其余条件与发酵罐初始发酵条件相同， 进行 ７２ ｈ 的分批发酵。 考察发酵过程中控制不同浓度

海藻酸钠对产微球茎菌 ＡＬＷ１ 发酵产褐藻胶裂解酶的影响， 结果如图 ２ 所示。
从图 ２ 可以看出， 海藻酸钠质量浓度为 １ ｇ ／ Ｌ 时， 发酵开始至 １８ ｈ 褐藻胶裂解酶活力较低， １８ ～

３０ ｈ 酶活力迅速增加， ３０ ～５４ ｈ 酶活力增加缓慢之后保持相对稳定， 发酵结束时酶活力为 １３０􀆰 ９ Ｕ ／ ｍＬ。
海藻酸钠添加量为 ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 和 ２ ｇ ／ Ｌ， 发酵结束时的酶活力较低。 海藻酸钠质量浓度为 ２ ｇ ／ Ｌ 时， 菌株

较快进入对数期， 生物量迅速增加， ６０ ｈ 时开始下降， 发酵结束时生物量 （ＯＤ６００） 为 ０􀆰 ６８。 海藻酸
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图 2 不同浓度海藻酸钠对产微球茎菌 ALW1 罐上发酵产褐藻胶裂解酶活力及生长的影响

Fig.2 Effects of different concentration of alginate on the production of alginate lyase and
growth of Microbulbifer sp. ALW1 in bioreactor
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钠质量浓度为 ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 和 １ ｇ ／ Ｌ 时生物量偏低。 不同浓度海藻酸钠发酵条件下， ｐＨ 值的变化趋势都是

先下降后升高， 随着海藻酸钠浓度的增加， ｐＨ 值上升的趋势越明显。
海藻酸钠添加量为 ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 和 １ ｇ ／ Ｌ 时， 菌株生长曲线相似， 且生物量都偏低。 但就产酶而言，

添加量为 １ ｇ ／ Ｌ 时产酶量大大提高， 可以认为菌株产酶并非与生长关联， 且低浓度对于诱导产酶较有

利， 添加量为 ２ ｇ ／ Ｌ 时， 生物量明显增加， 产酶却受抑制， 生长代谢途径也可能发生变化， 一些代谢

产物的积累对产酶也会造成抑制。 因此， 海藻酸钠添加量为 １ ｇ ／ Ｌ 时较好。
２􀆰 １􀆰 ２　 温度

将产微球茎菌 ＡＬＷ１ 发酵温度设为 ２０ ℃， 对照组温度为 ２５ ℃， 其余发酵条件与初始发酵条件一

致， 进行 ５ Ｌ 发酵罐 ７２ ｈ 的分批发酵试验。 图 ３ 显示， 温度对发酵的影响主要为对数中后期， 温度过

低， 影响生长。 温度为 ２５ ℃时， 菌株较快进入对数生长期， 发酵 １２ ｈ 后酶活力迅速增加， ３０ ｈ 时褐

藻胶裂解酶活力达到 １０４􀆰 ９ Ｕ ／ ｍＬ， 此后酶活力增加缓慢， ５４ ｈ 时酶活力达到最高， 为 １３６􀆰 ９ Ｕ ／ ｍＬ。
温度 ２０ ℃时， 菌株生长受温度影响， 生物量偏低， 发酵 ２４ ｈ 菌株产褐藻胶裂解酶活力达到最大值，
仅为 ２９􀆰 ７ Ｕ ／ ｍＬ。 因此， 一般在合适范围内， 温度高， 菌株生长代谢较旺盛， 产酶量也相应增加。
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图 3 不同温度对产微球茎菌 ALW1 罐上发酵产褐藻胶裂解酶活力及生长的影响

Fig.3 Effects of different temperature on the production of alginate lyase and growth of
Microbulbifer sp. ALW1 in bioreactor

２􀆰 １􀆰 ３　 ｐＨ 值

从图 １ 可知， 发酵过程中 ｐＨ 值的变化总体呈先下降后上升趋势。 已有报道几种不同的海洋细菌
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产褐藻胶裂解酶在偏碱的条件下表现出最佳的活性以及稳定性［１６］１８［１８］。 在 ５ Ｌ 发酵罐发酵试验中将整

个发酵过程中 ｐＨ 值设为 ７􀆰 ５， 对照组将起始 ｐＨ 值设为 ７􀆰 ５， 整个发酵过程不控 ｐＨ 值， 其他发酵条

件与初始条件一致， 进行 ７２ ｈ 分批发酵试验。
从图 ４ 可以看出， 发酵过程中控制 ｐＨ 值与否， 发酵曲线及生长曲线趋势基本一致。 发酵过程控

制 ｐＨ 值为 ７􀆰 ５， 发酵 １２ ～ ３０ ｈ， 褐藻胶裂解酶大量积累， ３０ ～ ４２ ｈ， 褐藻胶裂解酶活力缓慢增加，
４２ ｈ 时酶活力达到最高值 １３２􀆰 ０ Ｕ ／ ｍＬ， 此后， 酶活力开始下降。 控制 ｐＨ 值时生物量略高于不控 ｐＨ
值。 发酵过程中控制 ｐＨ 值与不控 ｐＨ 值产酶量变化不大， 不控 ｐＨ 值产酶略微滞后， 达到峰值的时间

要晚一些， 滞后的原因可能是由发酵初期 ｐＨ 值的波动引起， 整体上控 ｐＨ 值条件下维持酶活力稳定

的时间比不控 ｐＨ 值要稍微长一些。
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图 4 pH 值对产微球茎菌 ALW1 罐上发酵产褐藻胶裂解酶活力及生长的影响

Fig.4 Effects of pH on the production of alginate lyase and growth of Microbulbifer sp. ALW1 in bioreactor

２􀆰 ２　 产微球茎菌 ＡＬＷ１ 的中试放大试验

根据小试结果进行中试放大试验， 研究产微球茎菌 ＡＬＷ１ 在 ２０ Ｌ、 ２００ Ｌ 以及 ５００ Ｌ 发酵罐中的

发酵规律。
２􀆰 ２􀆰 １　 ２０ Ｌ 罐发酵曲线

图 ５ａ、 图 ５ｂ 分别为 ２０ Ｌ 发酵罐第 １ 批发酵及第 ２ 批发酵曲线， 可以看出， 接种后， 产微球茎菌

ＡＬＷ１ 延滞期比较短， ２４ ｈ 进入对数生长期， ５４ ｈ 时生物量为 １􀆰 ５１２， 进入稳定期。 第 ２ 批发酵与第

１ 批生物量整体趋势一致， １８ ～ ２４ ｈ 生物量迅速增加， ２４ ｈ 后生物量继续增加， 但是较缓慢。
第 １ 批发酵与第 ２ 批酶活力变化基本一致。 接种后菌株产酶量迅速增加， １８ ｈ 时酶活力达到最高

值， 分别为 ３０􀆰 ７ Ｕ ／ ｍＬ 和 ２８􀆰 ４ Ｕ ／ ｍＬ。 此后酶活力持续下降， 至发酵 ５６ ～ ６０ ｈ 酶活力略有上升， 发

酵结束后， 第 １ 批和第 ２ 批发酵液的酶活力分别降至 ２０􀆰 ９ Ｕ ／ ｍＬ 和 ２１􀆰 ８ Ｕ ／ ｍＬ。 两批发酵过程都出现

了酶活力大幅下降并且产酶量都远低于小试水平， 因此， 需要对其发酵条件进行适当调整。
机械搅拌产生的剪切力会影响菌体生长形态， 也会对发酵产物造成影响， 因此， 在前 ２ 批发酵基

础上将搅拌转速设为 ０， 其余条件相同， 进行第 ３ 批发酵， 结果见图 ５ｃ。 可以看出， 在刚开始发酵的

６ ｈ 内， 褐藻胶裂解酶活力没有明显上升， 基本保持不变， ６ ～ １８ ｈ， 酶活力迅速升高， １８ ～ ２４ ｈ 内褐

藻胶裂解酶活力处于缓慢升高阶段， ２４ ｈ 后酶活力维持相对稳定状态， 为 ５７􀆰 ０ Ｕ ／ ｍＬ， 较前 ２ 批酶活

力显著提高。 原因可能是机械搅拌虽然促进发酵液中溶氧增加， 促进菌体的生长， 但可引起菌种生长

环境发生改变， 导致其产酶代谢途径发生改变， 并且可能在其生长过程中产生有害物质， 进一步影响

产酶。 但是与小试相比， 酶活力仍然下降很多， 应该是因为放大至 ２０ Ｌ， 发酵过程的传质和传热效

果变差， 从而影响了微生物的生长和产酶。
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a. 第 1 批发酵曲线
First fermentation curve

b. 第 2 批发酵曲线
Second fermentation curve

c. 第 3 批发酵曲线
Third fermentation curve

图 5 20 L 发酵罐产微球茎菌 ALW1 发酵产褐藻胶裂解酶发酵曲线

Fig.5 Fermentation curve of Microbulbifer sp. ALW1 producing alginate lyase in 20 L bioreactor
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２􀆰 ２􀆰 ２　 产微球茎菌 ＡＬＷ１ 产褐藻胶裂解酶 ２００ Ｌ 和 ５００ Ｌ 罐发酵曲线

在 ２０ Ｌ 发酵罐试验基础上， 将第 ３ 批的试验条件放大至 ２００ Ｌ 和 ５００ Ｌ 发酵罐上进行褐藻酸裂解

酶的发酵。 从图 ６ａ 可以看出， 不进行机械搅拌， ２００ Ｌ 发酵罐产酶曲线与 ２０ Ｌ 罐趋势基本一致， 在

刚开始发酵的 ６ ｈ 内， 褐藻胶裂解酶活力上升较慢， ６ ｈ 开始酶活力迅速升高， １８ ～ ３６ ｈ 酶活力基本

趋于稳定， ３６ ｈ 时酶活力为 ４３􀆰 ５ Ｕ ／ ｍＬ， 此后酶活力开始下降。 生物量从 ６ ｈ 开始进入对数生长期，
４２ ｈ 进入稳定期， 生物量基本不变。 与 ２０ Ｌ 发酵相比， 酶活力达到的最高值是 ２０ Ｌ 罐水平的 ７６􀆰 ４％
左右。

５００ Ｌ 发酵曲线结果如图 ６ｂ， ６ ｈ 开始酶活力迅速增加， １２ ｈ 开始褐藻胶裂解酶活力基本维持在

稳定的范围内， ６０ ｈ 酶活力为 ３８􀆰 ３ Ｕ ／ ｍＬ， ６０ ｈ 后酶活力开始下降， 发酵结束时酶活力为

２９􀆰 ０ Ｕ ／ ｍＬ。 开始发酵时， 产微球茎菌 ＡＬＷ１ 迅速进入对数生长期， ４２ ｈ 进入生长稳定期， 生物量基

本维持不变， ４８ ｈ 后生物量开始下降， 发酵结束时生物量比 ２００ Ｌ 发酵罐低。 与 ２００ Ｌ 发酵罐相比，
产酶趋势基本一致， ５００ Ｌ 发酵罐大量产酶时间为 ６ ～ １２ ｈ， ２００ Ｌ 为 ６ ～ １８ ｈ， 缩短了 ６ ｈ， 酶活力达

到最高值， 是 ２００ Ｌ 水平的 ８７􀆰 ９％左右。
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Fermentation curve of in 200 L bioreactors
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b. 500 L 发酵罐发酵曲线
Fermentation curve of in 500 L bioreactors

图 6 200 L 和 500 L 发酵罐产微球茎菌 ALW1 发酵产褐藻胶裂解酶发酵曲线

Fig.6 Fermentation curve of Microbulbifer sp. ALW1 producing alginate lyase in 200 L and 500 L
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

３　 结论
在 ５ Ｌ 发酵罐中培养产微球茎菌， 分别对不同碳源浓度、 温度、 ｐＨ 值条件下的产褐藻胶酶活力

变化进行研究， 结果表明， 海藻酸钠质量浓度为 １ ｇ ／ Ｌ 时效果最好， ２５ ℃为最适温度。 ｐＨ 值控制在

７􀆰 ５ 时比自然发酵产酶高峰提前， 但产酶量变化不大。 在 ５ Ｌ 罐基础上， 将发酵规模分别放大至 ２０、
２００、 ５００ Ｌ 进行中试， 由于放大效应的影响， 酶活力相应降低。 ２０ Ｌ 罐褐藻胶裂解酶活力最高为

５７􀆰 ０ Ｕ ／ ｍＬ， ２００ Ｌ 罐酶活力最高为 ４３􀆰 ５ Ｕ ／ ｍＬ， ５００ Ｌ 罐酶活力最高为 ３８􀆰 ３ Ｕ ／ ｍＬ， 分别是小试水平

的 ３９􀆰 ６％ 、 ３０􀆰 ２％ 、 ２６􀆰 ５％ 。
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