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卡拉胶酶发酵的工艺优化及中试放大
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［摘要］ 在 ５ Ｌ 发酵罐上， 以考察搅拌转速、 补料及 ｐＨ 值对菌株 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ ＡＳＹ５
产卡拉胶酶的影响进行优化， 建立卡拉胶酶的高产发酵工艺。 结果表明： 提高搅拌转速能促进产酶并缩短

发酵时间， 其中搅拌转速为 ２８０ ｒ ／ ｍｉｎ 时较佳； 发酵过程中补料或控制恒定 ｐＨ 值对酶活力没有促进作用。
在 ５ Ｌ 罐发酵试验基础上进行中试放大实验， 在 ２０， ７５， ２００ Ｌ 罐中的卡拉胶酶活力最大值分别为 ３３􀆰 ９，
３４􀆰 ７， ３６􀆰 １ Ｕ ／ ｍＬ。
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０　 引言
卡拉胶寡糖是卡拉胶通过物理法、 化学法和酶解法降解得到的小分子低聚糖［１］。 孙涛等［２］ 发现，

氧化与酸降解的卡拉胶寡糖具有抗氧化、 抗病毒和抗菌等多种生物活性［３ － ５］， 在食品［３］、 医药［４］、
饲料［５］等领域具有广泛的应用价值。 相对于化学法和物理法降解， 酶法降解反应条件温和， 易于控

制， 产物单一， 对环境污染小， 表现出了较好的应用前景。 卡拉胶酶是从海洋细菌类［６］ 或一些海洋

动物肝胰脏［７］中获得的能特异性水解卡拉胶生成卡拉胶寡糖的酶。 马悦欣等［８］、 Ｋｎｕｔｓｅｎ 等［９］ 利用

κ －卡拉胶酶对卡拉胶进行水解， 经分析知， 降解后的卡拉胶为卡拉胶寡糖组分。 目前， 卡拉胶酶的

研究主要集中在产酶菌种筛选、 酶分离纯化、 酶学性质等方面： Ｌｉｕ 等［１０］分离鉴定海藻中的细菌， 发

酵液的上清液经过纯化后得到 κ － 卡拉胶酶； Ｈａｔａｄａ 等［１１］ 发现 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓ 具有 ι － 卡

拉胶酶基因， 对重组表达的 ι －卡拉胶酶进行了酶学性质研究。 相比之下， 在卡拉胶酶发酵工艺方面

的研究较少。 苏平安等［１２］对不同载体的卡拉胶酶进行发酵优化， 得到高产量菌株 ｐＥＴ － ２２ｂ － ＣｇｋＸ，
并采用单因素试验对菌株 ｐＥＴ － ２２ｂ － ＣｇｋＸ 进行发酵优化， 优化后酶活力达到 ３２􀆰 １ Ｕ ／ ｍＬ。 文献

［１３］ 从厦门红树林土壤腐叶样品中筛选得到一株产 κ －卡拉胶酶的菌株 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｃａｒｒａｇｅｅｎｏ⁃
ｖｏｒａ ＡＳＹ５， 发现该细菌产生的 κ －卡拉胶酶在较高的温度和碱性条件下均具有较高的酶活性， 同时，
对该菌株产 κ －卡拉胶酶的摇瓶发酵培养条件进行了优化， 卡拉胶酶活力最大可达到 ４０􀆰 ８ Ｕ ／ ｍＬ。 在

此基础上， 本文对 Ｐ􀆰 ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ ＡＳＹ５ 产卡拉胶酶的 ５ Ｌ 罐发酵工艺进行优化， 建立卡拉胶酶的高

产发酵工艺， 并将优化的发酵工艺进行中试放大， 为规模化生产卡拉胶酶进而利用卡拉胶水解酶产生

卡拉寡糖提供研究和应用基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 菌种

产卡拉胶酶菌株 Ｐ􀆰 ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ ＡＳＹ５： 在 ＮＣＢＩ 数据库的登录号是 ＫＪ７４７１８９， 在中国工业微生

物菌种保藏管理中心保藏， 编号为 ２３８１９０。
１􀆰 ２　 培养基

人工 海 水 （ ｇ ／ Ｌ ）： ＮａＣｌ ３７􀆰 ５１， ＫＣｌ １􀆰 ０３， ＣａＣｌ２ １􀆰 ６１， ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ ６􀆰 ４， ＮａＨＣＯ３ ０􀆰 １５，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ４􀆰 ６７。

种子培养基： 牛肉浸膏 １０ ｇ， 胰蛋白胨 １０ ｇ， 蒸馏水 ２５０ ｍＬ， 人工海水 ７５０ ｍＬ。 牛肉浸膏和胰

蛋白胨溶解后调 ｐＨ 值至 ７􀆰 ８， 加热煮沸 １０ ｍｉｎ， 冷却后调 ｐＨ 值至 ７􀆰 ３， 然后和人工海水混合，
１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。

发酵培养基 （ ｇ ／ Ｌ）： 卡拉胶 ５， ＮａＣｌ ２０， ＣａＣｌ２ ０􀆰 ２， 蛋白胨 ５􀆰 ０， ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２ Ｏ １􀆰 ３，
Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ ３􀆰 ８２， １２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。
１􀆰 ３　 ５ Ｌ 罐发酵工艺的优化

将保存在 － ２０ ℃的菌种解冻后， 接入制备好的种子培养基中， ２０ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下培养 ２４ ｈ
即得到种子液。 按 ２％接种量接入装液量为 ３ Ｌ 的 ５ Ｌ 发酵罐中， 在 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ、 通气量 ３ ｍ３ ／ ｈ 和发酵

温度 １８ ℃条件下培养， 以搅拌转速、 补料及 ｐＨ 值为考察对象， 对 ５ Ｌ 罐发酵条件进行优化。
１􀆰 ４　 中试放大发酵

在 ５ Ｌ 罐发酵的基础上， 分别进行 ２０， ７５， ２００ Ｌ 罐的放大实验。
２０ Ｌ 罐培养： 按 ２％接种量将活化的菌种接入制备好的发酵培养基中， 在摇床温度 ２０ ℃、 转速

１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 下培养， 培养好的种子液按 ２％ 接种量接入装液量为 １２ Ｌ 的 ２０ Ｌ 发酵罐中， 在 １８ ℃、
１８０ ｒ ／ ｍｉｎ、 通气量 ０􀆰 ３ ｍ３ ／ ｈ、 培养基初始 ｐＨ ＝ ６􀆰 ５ 条件下培养。

７５ Ｌ 罐培养： 按 ２％接种量将活化的菌种接入制备好的发酵培养基中， 在摇床温度 ２０ ℃、 转速

１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 下培养， 培养好的种子液按 ２％ 接种量接入装液量为 ４５ Ｌ 的 ７５ Ｌ 发酵罐中， 在 １８ ℃、

·９２·
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２００ ｒ ／ ｍｉｎ、 通气量 １􀆰 ４ ｍ３ ／ ｈ、 培养基初始 ｐＨ ＝６􀆰 ５ 条件下培养。
２００ Ｌ 罐培养： 按 ２％ 接种量将活化的菌种接入制备好的培养基中， 在摇床温度 ２０ ℃、 转速

１８０ ｒ ／ ｍｉｎ下培养， 培养好的种子液按 ２％接种量接入 １２ Ｌ 的 ２０ Ｌ 发酵罐中， 在 １８ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ、 通

气量 ０􀆰 ３ ｍ３ ／ ｈ 条件下培养后接入装液量为 １２０ Ｌ 的 ２００ Ｌ 发酵罐中， 在 １８ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ、 通气量

３ ｍ３ ／ ｈ、 培养基初始 ｐＨ ＝６􀆰 ５ 条件下培养。
１􀆰 ５　 参数检测

１􀆰 ５􀆰 １　 生物量

取 １􀆰 ０ ｍＬ 发酵液在 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 转速下离心 ５ ｍｉｎ， 用一定量的蒸馏水稀释菌体后， 测其在

６００ ｎｍ 波长下的吸光度值， 空白为蒸馏水。
１􀆰 ５􀆰 ２　 卡拉胶酶活力测定

参照文献 ［１４］， 取 ５０ μＬ 适当稀释的酶液， 添加 ５５０ μＬ 质量分数为 ０􀆰 ５％ 的卡拉胶 （用

５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４ － Ｎａ２ＨＰＯ４、 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 的缓冲液溶解） 溶液， ６０ ℃水浴 ２０ ｍｉｎ， 沸水浴 ５ ｍｉｎ，
然后加入 ０􀆰 ９ ｍＬ ＤＮＳ 并沸水浴 ５ ｍｉｎ， 冷却后加蒸馏水至 ５ ｍＬ， ５２０ ｎｍ 处测定吸光度值， 根据反应

液中还原糖的生成量， 计算卡拉胶酶的活力。 对照组的酶液以沸水浴 ５ ｍｉｎ 后的酶液代替。 以每分钟

催化产生 １ μｍｏｌ 还原糖所需的酶量为一个酶活力单位 （Ｕ）。
１􀆰 ６　 数据统计

文中的酶活力和生物量的试验数据是每隔 ８ ｈ 定时取发酵罐中的发酵液进行测定的， 用 Ｅｘｃｅｌ 软
件计算 ３ 次平行试验得到平均值和标准差； ｐＨ 值利用 ｐＨ 电极实时检测， 每隔 ８ ｈ 记录一次。

２　 结果与讨论
２􀆰 １　 卡拉胶酶 ５ Ｌ 罐发酵工艺优化

２􀆰 １􀆰 １　 ５ Ｌ 罐发酵曲线

在 ５ Ｌ 发酵罐中培养产卡拉胶酶菌株 Ｐ􀆰 ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ ＡＳＹ５， 考察发酵过程生物量、 酶活力及发

酵液 ｐＨ 值的变化情况， 结果如图 １ 所示。
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图 1 菌株 ASY5 的 5 L 罐发酵曲线

Fig.1 Fermentation process curves of strain ASY5 in 5 L bioreactor

由图 １ａ 可知， 菌体在 ８ ～ ２８ ｈ 之间呈现快速生长， 且在 ２８ ｈ 处生物量达到最大值， 随后生物量

趋于稳定， 发酵后期略有下降。 ３６ ～ ４０ ｈ 处酶活力迅速增大， 随后酶活力缓慢增加， 酶活力最大为

３７􀆰 ７ Ｕ ／ ｍＬ。 卡拉胶酶的产生呈现滞后现象， 在菌生长前期， 酶基本不产生， 生长中后期及稳定期才

大量产生。 这是因为菌体并不能直接利用卡拉胶为碳源， 必须合成卡拉胶酶水解卡拉胶生产寡糖后才
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能进入细胞供菌体生长。 因此， 前期菌体快速利用培养基中的速效碳源等营养物质供菌体快速生长；
生长中后期， 菌体合成的卡拉胶酶可以水解卡拉胶， 从而供菌体生长代谢， 所产生的卡拉胶寡糖进入

细胞后， 诱导卡拉胶酶的大量产生。
图 １ｂ 表明， 在整个发酵过程中， ｐＨ 值呈现逐渐增加的趋势， 这说明整个发酵过程处于氮源过量

而发酵碳源 （如寡糖等） 限量的情况。
２􀆰 １􀆰 ２　 搅拌转速对产酶的影响

溶氧会影响代谢的合成速度［１５］， 为了提高发酵过程的溶氧供应， 在发酵罐一般采用提高搅拌转

速达到增加溶氧量的目的［１６］。 利用地衣芽胞杆菌工程菌产纳豆激酶时， 提高发酵罐的搅拌转速可使

发酵活性提高 ９４％ ［１７］。 考察不同搅拌转速对菌株 Ｐ􀆰 ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ ＡＳＹ５ 的生长及产酶的影响， 结果

如图 ２ 所示。
图 ２ａ 表明， 从发酵开始至发酵 ２０ ｈ 处， ３ 种转速条件下的菌株的生长情况一致， 随后， 转速为

１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 的菌株的生物量呈现先增加后减小的趋势， 转速为 ２８０ ｒ ／ ｍｉｎ 的菌株的生物量基本维持稳

定， 而转 速 为 ３８０ ｒ ／ ｍｉｎ 的 菌 株 的 生 物 量 呈 现 了 下 降 的 趋 势。 这 说 明， 搅 拌 转 速 对 菌 株

Ｐ􀆰 ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ ＡＳＹ５ 的生长具有显著的影响， 过低会造成供氧不足， 从而影响菌体生长； 转速过高

产生的剪切力对菌体造成一定损伤， 使其过早衰亡自溶。
对 ３ 种搅拌转速条件下的酶活力结果进行比较 （见图 ２ｂ）， 在发酵转速为 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 时， 发酵

０ ～ ２０ ｈ处上清液中检测不到酶活力， ２０ ～ ３６ ｈ 产酶速度较快， ３６ ～ ４０ ｈ 酶活力迅速增加， 随后酶活

力增加缓慢， 发酵结束时酶活力达到最大， 为 ３７􀆰 ７ Ｕ ／ ｍＬ。 在转速为 ２８０ ｒ ／ ｍｉｎ 时， 在 １６ ｈ 处可以检

测到酶活力， １６ ～ ２８ ｈ 酶活力增加较为迅速， ２８ ～ ４４ ｈ 酶活力缓慢增加， 在 ４４ ｈ 处达到最大， 为

３８􀆰 ２ Ｕ ／ ｍＬ， 随后酶活力呈现略微降低的趋势。 在转速为 ３８０ ｒ ／ ｍｉｎ 时， 同样在 １６ ｈ 处检测到酶活力，
１６ ～ ２４ ｈ 酶活力增加迅速， ２４ ～ ３２ ｈ 酶活力增加缓慢， 随后酶活力基本维持稳定， 在 ４８ ｈ 和 ５６ ｈ 处

有峰值， 为 ３８􀆰 ９ Ｕ ／ ｍＬ。
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图 2 转速对 ASY5 生长及卡拉胶酶产量的影响

Fig.2 Effecs of the rotation speed on cell growth and carrageenase production of ASY5

-◆- 180 r/min -□- 280 r/min -△- 380 r/min

搅拌转速越低， 酶活力增长越滞后， 这说明搅拌转速过低， 导致溶氧供应不足， 不利于细胞进行

有氧呼吸而导致酶活力增长滞后。 搅拌转速为 ３８０ ｒ ／ ｍｉｎ 时， 产酶速度最快且酶活力最高， 搅拌转速

２８０ ｒ ／ ｍｉｎ的发酵产酶情况与其相似， 最高酶活力差异不明显。 考虑到搅拌转速 ２８０ ｒ ／ ｍｉｎ 更节能， 并

且搅拌转速 ３８０ ｒ ／ ｍｉｎ 时菌体易发生自溶。 所以， 确定转速 ２８０ ｒ ／ ｍｉｎ 为菌株 Ｐ􀆰 ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ ＡＳＹ５
的发酵搅拌转速。
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２􀆰 １􀆰 ３　 补料对产酶的影响
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图 3 补料对 ASY5 产卡拉胶酶的影响

Fig.3 Effects of the feeding batch on
carrageenase production of ASY5
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补料工艺是提高产量、 控制中间代谢的一个有效

而 方 便 的 手 段［１８］。 为 了 考 察 补 料 对 菌 株

Ｐ􀆰 ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ ＡＳＹ５ 产酶和生长的影响， 采取发酵

过程间歇补料的方式增加其碳源浓度。 在初始发酵条

件下进行 ３ 组试验： 第 １ 组为发酵过程不补加卡拉胶

的对照试验； 第 ２ 组在发酵至 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时补料 ２
次； 第 ３ 组在发酵至 ３６ ｈ 时补料 １ 次， 每次补加卡拉

胶的量为 ５ ｇ ／ Ｌ。 发酵过程控制搅拌转速为 ２８０ ｒ ／ ｍｉｎ，
其他条件和初始发酵条件相同， 绘制发酵曲线， 发酵

结果见图 ３。 图 ３ａ 表明， 分两次补加卡拉胶的发酵试

验在 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 处补加卡拉胶后， 生物量明显提高，
只在 ３６ ｈ 处补加卡拉胶时， 菌株的生物量同样出现增

加的现象。 这说明卡拉胶被菌株分解利用， 导致菌体

量增加。
由图 ３ｂ 可知， 不补料的对照试验， 酶活力在 ３０ ｈ

之后达到稳定， ４８ ｈ 之后酶活力开始呈现下降的趋势。
在 ２４ ｈ 处补加卡拉胶后， 与不补加卡拉胶的对照试验

相比， ２４ ～ ３２ ｈ 的产酶速度变缓； ３２ ～ ４８ ｈ的酶产量

呈现缓慢增加的趋势， 在 ４８ ｈ 后补料， ５６ ｈ 和 ４８ ｈ 处

的酶活力没有显著变化， 且在 ５６ ｈ 处有个峰值， 为

３８􀆰 １ Ｕ ／ ｍＬ。 在 ３６ ｈ 处补加卡拉胶后， 与补加前相比，
酶活力提升不明显， 但酶活力至发酵结束均比较稳定。

由图 ３ｃ 可以看出， 在每次补料后， ｐＨ 值会迅速

降低， 然后缓慢回升。 这可能是由于卡拉胶属于硫酸

多糖， 当卡拉胶被分解利用后， 某些中间代谢产物的

积累会导致发酵液的 ｐＨ 值迅速降低， 然后又随着代

谢产物的积累消耗， 发酵液的 ｐＨ 值又开始缓慢上升。
２􀆰 １􀆰 ４　 补料后控制 ｐＨ 值对产酶的影响

补料试验表明， 补料后发酵液的 ｐＨ 值会出现明

显的降低， 且在 ２４ ｈ 处补料后， 产酶速度出现降低的

现象， 故推测发酵 ｐＨ 值的迅速降低可能会抑制卡拉

胶酶的产生。 因此， 在补料后采取控制 ｐＨ 值措施，
并根据生长过程中 ｐＨ 值的变化情况， 控制补料后 ｐＨ
值在 ７ ～ ７􀆰 ５， 其他条件和初始发酵条件相同， 研究菌

株 Ｐ􀆰 ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ ＡＳＹ５ 的发酵过程， 结果见图 ４。
图 ４ａ 表明， 补料后菌株的生物量与不补料相比有增

加； 图 ４ｂ 表明， 补料后控制 ｐＨ 值、 补料后不控制 ｐＨ
值以及不补料的发酵液的酶活力没有出现明显的增加

或降低， 且最大酶活力都能达到 ４０ ～ ４２􀆰 １ Ｕ ／ ｍＬ。 结

果表明， 该菌株的代谢生长及产酶对于补料与否及补

料后是否控制 ｐＨ 值没有严格的要求。

·２３·
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图 4 补料后控 pH 值对 ASY5 生长与产酶的影响

Fig.4 Effects of the control pH after feeding on cell growth and carrageenase production of ASY5

-□- 不补料 -◆- 补料后控 pH 值 -△- 补料后不控 pH 值
No feeding batch Control pH after feeding No control pH after feeding

２􀆰 １􀆰 ５　 ｐＨ 值对产酶的影响

ｐＨ 值能直接反映菌株所处的生长环境的变化情况， 发酵液 ｐＨ 值是改变微生物生长环境的重要

手段之一， 也是影响微生物新陈代谢的重要原因之一。 因此， 本试验对其发酵过程中的 ｐＨ 值进行控

制以研究其生长与产酶的规律， 分别控制发酵过程中的 ｐＨ 值为 ６，７，８ ， 其他条件与发酵初始条件相

同， 结果如图 ５ 所示。
从图 ５ａ 可以看出， 控制 ｐＨ 值对菌体的生物量增加没有影响。 ｐＨ值为６，７，８ 时， 对酶活力影响显

著， 对菌株的生长几乎没有影响， 且 ｐＨ ＝７ 时， 菌株 Ｐ􀆰 ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ ＡＳＹ５ 能较好地产酶。
从图 ５ｂ 可以看出， 当把发酵过程中的 ｐＨ 值控制在 ６ 时， 直至发酵至 ２０ ｈ 时才能检测到酶活力，

２０ ～ ４０ ｈ 酶活力增加较为缓慢， ４０ ｈ 处酶活力达到最大， 也仅仅只有 １１􀆰 ５ Ｕ ／ ｍＬ。 控制 ｐＨ ＝８时， 虽

然在 １６ ｈ 处可以检测到酶活力， 但是随后的酶活力增加也较为缓慢， 最高酶活力在 ３６ ｈ 处出现， 为

１６􀆰 ８ Ｕ ／ ｍＬ。 ｐＨ ＝７ 时的酶活力也是在 １６ ｈ 处出现， 但随后的酶活力增加相对较为迅速， 在 ３２ ｈ 时

有峰值出现， 为 ３２􀆰 ２ Ｕ ／ ｍＬ。
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图 5 pH 值对 ASY5 生长与产酶的影响

Fig.5 Effects of pH on cell growth and carrageenase production of ASY5

-◆- pH=6 -□- pH=7 -△- pH=8
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２􀆰 ２　 中试放大实验

研究 ５ Ｌ 罐发酵是为中试放大发酵提供技术参考， 从而能更好地把握其生长及产酶规律， 也能节

约成本。 而中试放大试验也更贴近于工业化生产。 因此， 本文设计了一个连续化的有梯度的放大实

验， 分别为菌株 Ｐ􀆰 ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ ＡＳＹ５ 在 ２０ Ｌ， ７５ Ｌ， ２００ Ｌ 罐上发酵试验， 结果如图 ６ 所示。 图 ６ａ
表明， 在不同规模的发酵试验中， 生物量均呈现先增加后降低的走势， 其中在 ２００ Ｌ 罐的发酵时， 生

物量略微偏大。 图 ６ｂ 表明， 随着发酵规模的扩大， 菌株产酶有加快速度的趋势， 达到最大酶活力的

时间也有缩短的趋势。 在 ２００ Ｌ 罐的发酵中， 在 ３２ ｈ 处酶活力达到 ３６􀆰 １ Ｕ ／ ｍＬ， 随后酶活力基本维持

不变； 在 ７５ Ｌ 罐的发酵中， 峰值出现在 ４４ ｈ 处， 为 ３４􀆰 ７ Ｕ ／ ｍＬ； 而在 ２０ Ｌ 罐的发酵中， 酶活力在

４４ ～ ５６ ｈ基本维持稳定， 在 ４４ ｈ 处酶活力为 ３３􀆰 ３ Ｕ ／ ｍＬ， 在 ５６ ｈ 处酶活力为 ３３􀆰 ９ Ｕ ／ ｍＬ。 试验结果

表明， 在不同的发酵规模中， 菌株 Ｐ􀆰 ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ ＡＳＹ５ 都能较好地生长及产酶。
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Fig.6 Fermentation process curves of strain ASY5 in 20 L, 75 L and 200 L bioreactor
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３　 结论
提高搅拌转速能促进产卡拉胶酶菌株 Ｐ􀆰 ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ ＡＳＹ５ 产酶速度并缩短发酵时间， 补料及控

制 ｐＨ 值对酶活力没有明显促进作用， 其最佳发酵工艺条件为： 搅拌转速 ２８０ ｒ ／ ｍｉｎ， 不进行补料及

ｐＨ 值为自然 ｐＨ 值时进行发酵。 将 ５ Ｌ 罐发酵优化工艺放大至 ２０ Ｌ， ７５ Ｌ， ２００ Ｌ 罐上进行试验， 其

最大酶活力分别为 ３３􀆰 ９， ３４􀆰 ７， ３６􀆰 １ Ｕ ／ ｍＬ。
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