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摘 要： 青霉 P"1007 产胞外酸性蛋白酶，其酶活可达 1500 u/g。该酶的最适温度为 50 &，最适

pH 值为 5.5；酶的 pH 稳定性和耐温性较好，在 pH5.5，50 &条件下保温 8 h，其相对酶活仍在 83 %

以上；在 pH 值为 5.5，60 &条件下水浴 2 h 后，相对酶活为 60 %。不同金属盐对该酶酶活及不同氮

源、碳源、温度、pH、含水量以及发酵时间对菌株产酶的影响试验结果表明：MnCl2，CuSO4 均对该

酶有激活作用，其他金属盐类对该酶有不同程度的抑制作用；添加黄豆粉（1 %）和葡萄糖（1 %）可

使菌株产酶酶活分别提高 71 %和 31 %；培养温度为 40 &以及培养基起始 pH 为 7.0 时产酶最

高；含水量和发酵时间对产酶也有不同程度的影响。
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674+"(2+：The extra-cellular acid protease was produced by penicillium P"1007. Its enzyme activity was about 1500 u/g，

its optimal temperature was at 50 & with its best pH value as 5.5，and its pH stability and temperature resistance was good

（its relative enzyme activities were above 83 % and 60 % respectively under the conditions of pH5.5， 50 & and 8 h heat

preservation and pH5.5， 60 & and 2 h water bathing）. Furthermore， the effects of different metallic salts，nitrogen

sources，carbon sources，temperature，pH，water content and fermentation time on the enzyme activity and the yield of the

acid protease were studied and the results were as follows： both MnCl2 and CuSO4 could activate the protease while other

metallic salts inhibited the protease on different levels； addition of 1 % bean flour and 1 % glucose could increase enzyme

yield and enzyme activity by 71 % and 31 % respectively；the maximal yield of enzyme was achieved under the conditions

of temperature at 40 & and pH as 7.0；water content and fermentation time would also influence enzyme yield on different

levels.（Tran. by YUE Yang）

?#) @."-4：penicillium；acid protease；fermentation conditions；enzyme activity

蛋白酶是最重要的工业酶制剂，能催化蛋白质和多

肽键的水解。其中酸性蛋白酶是一种适合于在酸性环境

下水解蛋白质的酶类，它主要用于毛皮软化和脱毛处

理，也可用于羊毛低温染色和啤酒澄清工艺，以及消炎

止咳，化痰和助消化[1]。在啤酒澄清过程中需要添加蛋白

酶来降解啤酒中的悬浮物，以提高啤酒的澄清度，另外

还可以提高底物的利用率，降低成本，但其所需的温度

及 pH 值分别为 50’60 &和 4.0’5.5，虽然目前生产酸性

蛋白酶的菌株较多，如黑曲霉、宇佐美曲霉、米曲霉等[2]，

但这些菌株产生的酸性蛋白酶只能耐热至 50 &，且当

pH 升至 5.0 以上时酶活会明显降低，故现有的酸性蛋

白酶大都不能较好地应用到啤酒生产当中。因此本研究

旨在筛选到一株产酸性蛋白酶，其酶的最适作用温度在

50’60 &之间、pH 值在 4.0’5.5 之间，以应用于啤酒澄清
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工艺当中。

笔者通过对大量的霉菌进行筛选，得到一株产酸性

蛋白酶的青霉，并对其粗酶的酶学性质进行初步研究。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 出发菌株

本实验室筛选得到的青霉 P-1007。

1.1.2 培养基

1.1.2.1 分离及斜面培养基

分离培养基为在查氏培养基中加 1 %的酪蛋白，斜

面培养基为 PDA 培养基和查氏培养基。

1.1.2.2 种子发酵培养基（%）[3]

麸皮 5.36 g，KH2PO415 g，CaCl2 0.005 g，水 100 mL，

pH4.0。

1.1.2.3 基础固体发酵培养基[4]

麸皮 15 g，水 35 mL。

1.1.3 酶活力的测定

1.1.3.1 粗酶液的制备

取上述培养好的固体发酵曲于 40 .烘干，称取 1 g

加入 50 mL 的蒸馏水后充分捣碎，室温下抽提 2 h，用 4

层纱布过滤，滤液即为粗酶液。

1.1.3.2 酶活力测定

采用常 规 的 Folin-酚 试 剂 显 色 法 [5]进 行 ，即 在 pH

5.5，60 .条件下 1 min 水解干酪素产生 1 !/ 酪氨酸定

义为 1 个蛋白酶活力单位，以 u/g 表示。

1.1.4 所用仪器

恒温箱、水浴锅、灭菌锅、722 型分光光度计、E-

BA12/12R 离心机、精密 pH 计、摇床。

2 结果与分析

2.1 酶学性质

2.1.1 粗酶液的制备

取 1 g 发酵好的且 40 .烘干的麸曲，加入 50 mL

的蒸馏水后充分捣碎，室温下抽提 2 h，用 4 层纱布过

滤，滤液即为粗酶液，按文献[4]的方法测定，其酶活力大

约 为 1500 u/g 干 基 ， 取 上 述 粗 酶 液 经 高 速 冷 冻 离 心

（4000 r/min，10 min）后供以下实验用。

2.1.2 酶的最适 pH 值[6]

配制不同 pH 值的磷酸缓冲液（0.025 M），即 1.5，

2.0，2.5，3.0，3.5，4.0，4.5，5.0，5.5，6.0，6.5，然后用这些缓

冲液将酶液进行适当的稀释，再用这些缓冲液配成不同

pH 的 1 %酪蛋白底物，按文献[4]在 60 .条件下测定酶

活，结果见图 1。图 1 表明，该酶的最适作用 pH 为 5.5。

2.1.3 酶的最适温度的测定[6]

在 pH5.5 条件下，分别测定温度为 10 .，20 .，30

.，40 .，50 .，60 .，70 .，80 .和 90 .下的酶活，结

果见图 2。图 2 表明，该酶的最适作用温度为 50 .。

2.1.4 酶的 pH 稳定性的测定

将该菌株所产的粗酶液放在 pH 5.5，50 .条件下保

温不同时间，以未保温的酶液为空白对照，于 50 .水浴

中测定酶活，所得酶活分别除以对照的酶活，得到的商

即为不同时间下对应的相对酶活，结果见图 3。图 3 表

明，该酶在 pH 5.5，50 .条件下保温 8 h 后，相对酶活可

达 83 %以上。

2.1.5 酶的耐温性的测定[5]

在 pH 5.5，60 .条件下，不同时间取出酶液进行酶

活力的测定，并以未保温的酶液为空白对照，50 .下测

定酶活,结果见图 4。图 4 表明，该酶在 60 .条件下保温

2 h 后，酶活仍可达 60 %以上。

2.1.6 某些金属盐类对酶活力的影响[1]

先将选好的 10 种金属盐类配成 0.1 mol/L 的溶液，

各取 0.263 mL 加入到 5 mL 酶液中，室温下处理 30 min

后测定相对酶活，结果见表 1。表 1 表明，MnCl2 对该酶

图 1 酸性蛋白酶的最适 pH 值

图 2 酸性蛋白酶的最适温度

图 3 pH 稳定性
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图 4 酸性蛋白酶的耐温性

有明显的激活作用，可以使原始酶活提高 2 倍以上，Cu-

SO4 对该酶有轻度的激活作用，而其他金属盐类如 KCl，

NaCl，FeSO4 等对该酶有不同程度的抑制作用。

2.2 固体发酵条件的研究

2.2.1 不同氮源对菌株产酶的影响[2]

在基础固体发酵培养基中添加不同的氮源，考察其

对酶活产生的影响。酶活测定结果见表 2。从表 2 可知，

黄豆粉（1 %）可使出发菌株的酶活提高 71 %。

2.2.2 不同碳源对菌株产酶的影响

在基础固体发酵培养基中添加不同的碳源，考察其

对酶活产生的影响。酶活测定结果见表 3。从表 3 可知，

葡萄糖（1 %）可使出发菌株的酶活提高 31 %左右。

2.2.3 培养温度对产酶的影响

在固体发酵培养基中接入 1 mL 的种子发酵液，分

别培养于 30 !，40 !，50 !，60 !和 70 !恒温箱中，考

察温度对产酶的影响，结果见表 4。从表 4 中可以看出，

培养温度为 40 !时产酶最高。

2.2.4 培养基起始 pH 对产酶的影响[7]

添加至基础固体发酵培养基中的水分先用盐酸调

不同 pH 值，再添加至发酵培养基中，混匀，接入 1 mL

的种子发酵培养基，40 !培养 2 d，考察不同的起始 pH

对产酶的影响，结果见表 5。从表 5 中可以看出，培养基

起始 pH 为 7.0 时，即接近于中性时产酶最高。

2.2.5 含水量对产酶的影响

在 15 g 麸皮中分别加 5 mL，15 mL，25 mL，35 mL

和 45 mL 的蒸馏水，混匀，接入 1 mL 的种子发酵液进

行发酵，发酵结果见表 6。从表 6 中可以看出，最佳含水

量为 70 %。

2.2.6 发酵时间对产酶的影响

在固体发酵培养中接入 1 mL 的种子发酵液，在温

度为 40 !，不同发酵时间段取出一定量的麸曲进行酶

活力的测定，结果见表 7。从表 7 中可以看出，当发酵时

间为 2 d 时产酶量最大。

3 讨 论

由实验结果可知，该菌株所产酶的最适 pH 值和最

适温度分别为 5.5 和 50 !，初步证明该酶可应用于啤酒
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的澄清工艺。又因为该酶在 pH 为 5.5 的条件下稳定性

较好，即在 pH 5.5，50 -条件下保温 8 h 后其相对酶活

仍在 83 %以上。且该酶的耐热性也较好，即在 pH 5.5，

60 -条件下保温 2 h 后酶活仍在 60 %以上，由此进一步

证明该酶可应用于啤酒澄清工艺。另外，在低浓度金属

盐（5.10/3 mol/L）条件下，MnCl2 对该酶有明显的激活作

用，可使酶活提高 2 倍以上，CuSO4 对该酶有轻度的激

活作用，其他金属盐类则对酶有不同程度的抑制作用。

在研究不同氮源、碳源、温度、pH、含水量以及发酵

时间对菌株产酶的影响中，添加黄豆粉（1%）和葡萄糖

（1 %）可使菌株产酶酶活分别提高 71 % 和 31 %；培养

温度为 40 -以及培养基起始 pH 为 7.0 时产酶最高；含

水量和发酵时间对产酶也有不同程度的影响。可以看

出，氮源、温度、含水量以及发酵时间 4 种因子对产酶的

影响较大，因此本研究的下一步工作就是要通过正交实

验得到该菌产酶的最佳发酵条件，以期待该酶酶活的大

幅度提高。
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