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摘 � 要 � 研究了弹性蛋白酶发酵过程中发酵液紫外吸收光谱的变化 , 分析比较了发酵液吸收光谱的变化与

细菌生长以及发酵产酶过程之间的联系。结果表明, 弹性蛋白酶发酵液紫外吸收光谱的变化与菌体生长以

及弹性蛋白产酶过程存在密切联系。紫外吸收光谱技术可以用于检测发酵液中有机氮源消耗以及弹性蛋白

酶的产生等动态变化, 研究为检测弹性蛋白酶发酵的动态过程提供一种比较新颖的方法, 为建立紫外光谱

技术在线检测发酵过程奠定了基础。
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引 � 言

� � 发酵液中各种营养物质的浓度, 特别是碳氮比, 会直接

影响菌体的生长和代谢产物的积累[1]。在线检测发酵液各组

分的浓度变化对了解菌体的生长规律和优化生产过程极为重

要。但由于发酵液组成复杂、具有生物活性、各组分含量不

断变化、发酵过程需保持无菌等特点造成在线检测发酵液比

较困难, 目前多使用操作繁琐的离线检测分析[2]。近几年,

随着检测仪器的精密化和数据处理技术的迅速发展, 发酵过

程在线检测的研究逐渐深入, 一些新兴的检测技术应运而

生, 如红外光谱技术[ 3]、荧光分析法、离子敏场效应晶体管

技术、核磁共振技术、生物传感器技术[ 4]、质谱分析技术、

色谱分析技术等。这些检测手段都具有自身的优点, 在不同

程度上都能反映发酵过程的变化信息, 但也都有自身的局限

性, 不能完全反映发酵的动态过程, 发酵动态过程的检测还

有待各种检测技术的深入研究、相互渗透合作以及新技术的

研究开发[5]。

弹性蛋白酶发酵中所用原料主要包括碳源(葡萄糖)、氮

源(包括豆饼粉和酵母粉)等, 其中豆饼粉的主要成分为蛋白

质。发酵过程中微生物不断消耗原料, 同时释放弹性蛋白

酶, 发酵液中蛋白质组分的组成和含量在不断发生改变[ 6, 7]。

组成蛋白质氨基酸的芳香族氨基酸, 如苯丙氨酸、酪氨酸、

色氨酸, 都含有苯环共轭 �键系统, 在紫外区都有光吸收能

力[ 8, 9]。因此, 检测发酵液的紫外光谱变化有助于掌握发酵

液中有机氮源消耗以及弹性蛋白酶的产生等动态变化[10]。

本文研究了弹性蛋白酶发酵过程中发酵液紫外吸收光谱的变

化, 及其与菌体生长以及产酶过程之间的联系, 旨在为检测

弹性蛋白酶发酵的动态过程提供一种方便快捷的新型检测方

法, 为今后建立紫外吸收光谱技术在线检测发酵过程奠定基

础。

1 � 实验材料

1� 1 � 产酶菌株及培养基
产酶菌株为芽孢杆菌 Bacillus sp. EA9(本实验室筛选获

得)。

种子培养基( / L ) : 牛肉膏 4 g、蛋白胨 6 g、酵母膏 2 g、

NaCl 5 g, pH 7� 0。
发酵培养基( / L ) : 葡萄糖 20 g、酵母提取物 15 g、豆饼

粉 1 g、K 2HPO4 2 g、M gSO4 2 g pH 7� 0。
1� 2 � 试剂

1%刚果红-弹性蛋白悬液、0� 2 mo l � L - 1硼酸缓冲液

( pH 7� 4)、0� 7 mol � L- 1磷酸缓冲液( pH 6� 0)、双蒸水。

1� 3 � 仪器
T U-1901 分光光度计(北京普析) , M ill-i Q 超纯水系统

(美国 Millipo re 公司) , 低温超速离心机 (美国 BECKMAN

COU LT ER ) , 无菌操作台(安泰公司) , 水浴振荡器。



2 � 实验方法

2� 1 � 发酵液的获得

将斜面菌种接入种子培养基, 37 � , 250 r� min- 1培养

8 h, 然后以 4%的接种量转接入发酵培养基中 37 � , 250 r

� min- 1培养 56 h, 每隔 4 h 取 2 mL发酵液进行以下研究。

2� 2 � 弹性蛋白酶发酵液紫外吸收光谱的测定

取适量发酵液, 4 � , 8 000 r � min- 1离心 10 min, 取上

清, 双蒸水稀释 30 倍进行紫外光谱扫描, 其参比为双蒸水。

分光光度计参数设定: 中速扫描, 扫描范围 220~ 320 nm,

采样间隔 1 nm, 光谱带宽 0� 1 nm。

2� 3 � 弹性蛋白酶活性测定方法
采用 Sachar [11, 12]法加以改进, 将 1 mL 适当稀释的上清

与 1 mL 的 1%刚果红-弹性蛋白悬液加入 1 mL pH 7� 4 的
0� 2 mol � L - 1硼酸缓冲液中, 55 � 水浴振荡反应 1 h。然后

以 2 mL pH 6� 0 的 0� 7 mol � L- 1磷酸缓冲液终止反应,

10 000 r� min- 1离心 2 min, 取上清于 495 nm 处测定 OD

值。相同条件下测定的单位体积发酵液弹性蛋白酶相对酶活

反映了发酵液中弹性蛋白酶的含量。

2� 4 � 发酵过程中菌体浓度的测定[ 13]

取培养不同时间的发酵液加双蒸水稀释 20 倍, 以同样

稀释 20 倍没有接种的培养基为空白对照, 600 nm 测定 OD

值, 以 OD值表示菌体浓度的大小。

3 � 实验结果

3� 1 � 弹性蛋白酶发酵过程中发酵液紫外吸收光谱的变化

弹性蛋白酶发酵 56 h 内发酵液在 220~ 320 nm 紫外吸

收光谱的变化情况见图 1; 发酵液紫外吸收的波峰位置(�max)

以及吸收强度( Abs)见表 1。

Fig� 1 � The changes of fermentation liquid� s absorption spectra in fermentation
Respect ively sh ow the ferm entation liquid� s absorpt ion spect ra in

( a) : 0, 4, 8 h ; ( b) : 8, 16, 20 h; ( c) : 24, 32, 40, 44 h; ( d) : 44, 48, 56 h four ferm ent ing phases

� � 图 1 中( a)为发酵 0, 4, 8 h 时发酵液的紫外吸收情况。

结合表 1 所示可以看出: 发酵前 8 h, 发酵液紫外吸收的 �max

在259 nm 左右没有变化, 只是其吸收强度显著下降, Abs 由

1� 329 降为 1� 026, 说明了发酵前 8 h 内发酵液中没有新物质

成分的生成, 只是原有组分的消耗。图 1中( b)为发酵 8, 16,

20 h 时发酵液的紫外吸收光谱结合表 1 可以看出发酵液紫外

吸收的 �m ax由 260 nm 位移至 267 nm, 其吸收峰的位置红移

了 7 nm 左右, 说明了在该发酵时间内发酵液中的氨基酸,
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特别是芳香族氨基酸如色氨酸和酪氨酸的组成以及含量发生

变化, 可能有新物质的产生。图 1 中( c)为发酵 24, 32, 40,

44 h 时发酵液的紫外吸收情况, 可以看出在发酵 20~ 44 h,

发酵液紫外吸收的 �max稳定在 266 nm 左右, 其吸收强度在

逐渐上升, 如表 1 所示, Abs 由 1� 038升为 1� 195, 说明了发
酵产生的新物质的含量在不断升高。图 1 中 ( d)为发酵末期

44, 48, 56 h 时发酵液的紫外吸收变化情况, 结合表 1 可以

看出发酵液紫外吸收的 �max虽然没变, 但是其吸收强度却有

所下降, 可能是新物质的含量降低造成的。

Table 1 � The �max and absorption intensity of fermentation liq-
uid at different fermenting times

发酵时间/ h 峰位/ �max ( nm ) 吸收强度( Abs)

0 259 1� 329
4 259 1� 129

8 260 1� 026

12 263 1� 014

16 265 1� 016

20 267 1� 038

24 267 1� 060

28 266 1� 056

32 266 1� 118

36 266 1� 134

40 266 1� 142

44 266 1� 195

48 266 1� 179

56 267 1� 168

3� 2 � 弹性蛋白酶发酵中菌体浓度以及产酶量的变化
弹性蛋白酶发酵 56h 内菌体浓度的变化见图 2。

Fig� 2 � The changes of cell� s concentration in fermentation

� � 由图 2 可以看出, 2~ 10 h 为细菌生长的指数期。该时

期细胞生长速率最大、酶系活跃、代谢旺盛, 发酵液中的各

营养成分消耗较为显著[8] , 发酵液中各种营养物质的浓度,

特别是碳氮比都将发生显著改变, 其中有机氮源物质豆饼粉

的含量以及所占比例的变化将会影响其紫外吸收光谱。

弹性蛋白酶发酵过程中发酵液相对酶活的变化, 见图 3。

� � 发酵前 12 h 主要为细菌生长阶段(见图 2) , 基本不产生

弹性蛋白酶。图 3 显示, 弹性蛋白酶发酵 0~ 12 h 发酵液的

相对酶活几乎为 0; 发酵 20 h 时开始检测到发酵液中存在弹

性蛋白酶, 但相对酶活较低; 在发酵 20~ 44 h 内, 弹性蛋白

酶的酶活迅速增加, 说明发酵液中弹性蛋白酶的浓度迅速上

升。发酵的最后阶段 44-56 h 内, 所检测到发酵液的相对酶

活降低了, 可能是由于发酵末期弹性蛋白酶产量降低以及部

分降解所致。

Fig� 3� The changes of elastase� s relative
activity in fermentation

4 � 分析与讨论

� � 结合菌体生长以及发酵产酶过程, 可以看出弹性蛋白酶

发酵过程中发酵液紫外吸收光谱呈现以上变化的原因。

( 1) 0~ 8 h 内发酵液紫外吸收的波峰位置基本没有变

化, 只是其吸收强度显著下降, 是由于该时间段为细菌生长

处于指数期, 细胞代谢旺盛, 大量消耗发酵液中各营养成

分, 导致氮源物质豆饼粉的含量显著降低, 所以发酵液的紫

外吸收强度显著下降[ 14]。

( 2)发酵 8~ 20 h 内发酵液紫外吸收的波峰位置发生了

位移, 是由于该时间段发酵产生了新物质弹性蛋白酶, 新蛋

白的产生使得发酵液中氨基酸的组成和结构发生了改变, 特

别是芳香族氨基酸如色氨酸和酪氨酸的含量发生变化导致了

发酵液紫外吸收光谱发生了改变[15]。

( 3)发酵 20~ 44 h 时发酵液紫外吸收强度显著升高, 因

为该时间段刚好是发酵液酶活迅速增加的时期, 发酵液中弹

性蛋白酶含量不断增加导致了紫外吸收强度的逐渐升高。

( 4)发酵末期, 由于部分弹性蛋白酶的降解致使发酵液

紫外吸收强度下降, 因此, 为了酶的高产高收, 发酵时间至

44~ 52 h 应即时停止发酵, 分离提取产物酶。

5 � 结束语

� � 本研究为利用紫外吸收光谱技术检测发酵过程提供了新

思路, 为检测生物酶发酵过程提供一种方便快捷的新手段。

该研究目前还处于摇瓶阶段的离线检测状态, 但是, 结合当

今发酵液组分在线检测的研究, 只要连续自动地从发酵罐中

取出发酵液样品, 经过一个过滤或渗析装置除去菌体, 然后

经过一个紫外光谱检测系统就可以对样品实现非原位自动在

线检测分析, 目前的研究为紫外吸收光谱技术在线检测发酵

过程提供了依据。
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The Study of Fermentation Liquid� s Absorption Spectra in Elastase
Fermentation
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Abstract� T he present art icle studied the fermentation liquid� s abso rption spect ra, bacteria g rowt h period and elastase� produc-

t ion in elastase fermentation, and compared and analyzed the their r elation. The results show that the changes in the absorpt ion

spectra w ere closely r elated with bacteria g rowth and elastase� production. T he UV spectr oscopic t echnique is helpful fo r detec-

t ing the change o f the o rg anic nitro gen base and enzyme. T he study offers a new met hod to detect fermentation pro cess and is

basic fo r det ecting fermentation pro cess on line by UV spectro scopic technique.
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