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摘要：为了提高洗净毛质量，探索环境友好的洗毛方法，对头状丝孢酵母产脂肪酶的发酵条件进

行研究，采用逐因子试验筛选出茵株Trichosporon capitatum的最佳碳源和氮源分别为可溶性淀

粉、黄豆粉和(NH。)2SO．。其最优发酵条件为：培养基初始pH 6．5、接种量2％、250 mL三角瓶

中最佳装液量30 mL、发酵温度28℃、发酵产酶转速160 r／rain、诱导剂橄榄油5 g／L、表面活性

剂吐温一80 1．5 g／L。
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洗毛的目的是去除羊毛上的尘土、羊汗、污垢

和油脂等，获得没有缠结或毡化现象的洗净

毛¨。J。洗净毛是各种毛纺产品的基础，洗毛质

量的好坏对后道加工工序影响显著【5。8】。洗毛的

关键是去除羊毛脂，因为羊汗可溶于水，当羊毛脂

去除时，粘附在其上的砂土污垢也会从羊毛上脱

离。目前，洗毛领域的大多数研究都围绕着优化

水介质洗毛方法，以提高洗净毛的质量而展

开一。11|，很少涉及生物酶的应用。随着环境问题

日益严重，探索环境友好型的清洁洗毛方法已成

为当今研究趋势【12。14|，生物酶法洗毛已成为研究

方向【15。MJ。本文对头状丝孢酵母产脂肪酶的发

酵条件进行研究，采用逐因子试验筛选出菌株

Trichosporon capitatum的最佳碳源和氮源，确定了

产酶发酵的最佳条件。

1材料与方法

1．1菌种

本研究所用头状丝孢酵母(Trichosporon capi-

tatum)为实验室保藏菌株。

1．2培养基

斜面培养基(g／L)：将发酵啤酒的原料(未加

酒花)，稀释至10波林，加琼脂20 g，过滤后分装

试管，每管4 mL，8磅20 min灭菌。

种子培养基(∥L)：葡萄糖10 g、蛋白胨2 g、

酵母膏3 g、K2HPO．2 g、MgS04·7H20 0．5 g、pH

7．0。

发酵培养基(g／L)：葡萄糖lO g、黄豆粉40

g、(NH4)2S04 l g、K2HP04 2 g、MgS04·7H20
0．1 g、吐温一80 l g／L、橄榄油2．5 g、pH 7．0。

I．3接种和发酵

将活化后的菌种由培养斜面接种到种子培养

基中，于30℃、180 r／rain条件下培养24 h，制成

液体种子培养物。然后按l％的接种量接人到产

酶培养基中，在30℃、180 r／min下进行产酶试

验，发酵液离心，取上清液测定脂肪酶的活力。本

文根据实验需要改变培养基相应成分和浓度，对

发酵条件进行优化。

1．4酶活力的测定

按照QB／T1803—1993酸碱滴定法测定脂肪

酶酶活。本文为了更清晰地呈现出不同条件对酶

活影响的差异，采用了相对酶活，即将酸碱滴定法

测得最大酶活定义为100％，其它实际酶活除以

最大酶活即得该酶活的百分数。
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2结果与讨论

2．1最适碳源的选择

在发酵培养基的基础上，加入几种常见的碳

源，接种发酵48 h后测定酶活，比较不同碳源对

产酶的影响，实验结果如图l所示。
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图l 不同碳源对产酶的影响
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从图l可以看出，在不同种类的碳源培养基

中，产酶能力有很大的差异，碳源的种类对菌体发

酵产酶活性影响较大。具体地说，以可溶性淀粉

为碳源的产酶效果最好，而以葡萄糖为碳源时，只

能产生较低的酶活力，因此选用可溶性淀粉作为

发酵产酶的最佳碳源。

2．2最适氮源的选择

在碳源优化的基础上，初始培养基中加入不

同有机氮源和无机氮源，接种发酵48 h后测定酶

活，比较不同氮源对产酶的影响，实验结果如图2

所示。
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图2不同氮源对产酶的影响

Fig．2 Effect of various nitrogen sources on

Hpase production．
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从图2可以看出，复合氮源明显优于单一氮

源，以黄豆粉和(NH。)：SO．作为复合氮源时产酶

效果最好；仅以黄豆粉为氮源时，次之；以NH。C1

为唯一氮源时，酶活力最低。而且有机氮源比无

机氮源更利于产酶。因此选用黄豆粉和

(NH。)：SO．作为发酵的最佳氮源。

2．3初始pH值对产酶的影响

用1 mol／L的HCI和l mol／L的NaOH调节发

酵培养基的初始pH值，分别为5．0,6．0,7．0、8．0、

9．0和10．0。30℃下发酵培养48 h，测定酶活，考

察初始pH值对酶活的影响，实验结果如图3所示。
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图3初始pH值对产酶的影响

Fig．3 Effect of initial pH OIm lipase production

从图3可以看出，发酵培养基的初始pH值

对菌体发酵产酶影响比较大，原因可能是初始pH

值过低不利于菌体产脂肪酶，而过高则对脂肪酶

的产生有抑制作用。当培养基初始pH值在6．5

时产酶最高。pH值过高或过低，茵体生长微弱，

产酶下降，培养基pH值在6．5—7的范围内，有

利于产酶。

2．4接种量对产酶的影响

将培养24 h种子，分别按0．5％、1．0％、1．5％、

2．O％、3．0％、5．0％(v／V)的接种量接人装有
30 mL产酶培养基的250 mL三角瓶中，30℃发酵

48 h，测定脂肪酶活力，结果如图4所示。
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图4接种量对产酶的影响
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由图4可以看出，接种量对脂肪酶有较大的

影响。接种量过低，菌生长缓慢，影响产酶；而接

种量过大，菌生长迅速，消耗大量基质，反而不利

于产酶。当接种量为2％时脂肪酶活力最高，因

此确定最佳接种量为2％。

2．5装液量对产酶的影响

250 mL三角瓶中分别装入lO、20、30、40、50、

60 mL优化的发酵培养基，按2％的接种量接人种

子，30℃发酵培养48 h后，测定不同装液量对酶

活的影响，实验结果如图5所示。
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图5装液量对产酶的影响

Fig．5 Effect of Liquid volume oil Hpase production

由图5可以看出，装液量对产酶有一定影响，

说明通气量(通气量与装液量正相关)是菌发酵

产酶的重要影响因素。250 mL的三角瓶中装液

量在30 mL时产酶最高；而增大装液量，氧溶量降

低，菌体生长受阻，产酶也会随之降低，因此确定
250 mL三角瓶中最佳装液量为30 mL。

2．6最佳发酵温度的确定

以优化的发酵培养基，在不同温度下(24、

26、28、30、32、34、36℃)摇瓶发酵培养，进行发酵

产酶试验，48 h后测定酶活，寻找最佳的产酶温

度，实验结果如图6所示。
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图6不同温度对产酶的影响

飚6 Effect of various temperature on
Hpase production

由图6可以看出，在28℃下发酵时的酶活最

高，30℃以上酶活明显下降。所以本实验选用28

℃作为最佳发酵温度。

2．7转速对产酶的影响

在上述优化后的发酵条件基础上，将转速替

换为100、120、140、160、180、200、220 r／rain进行

发酵，48 h后测定酶活，实验结果如图7所示。
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图7不同转速对产酶的影响

Fig．7 Effect of various to／ate speed On

lipase produc／ion

由图7可以看出，随着摇床转速的增大，菌体

发酵产酶的活性逐渐增高，这进一步验证了通气

量对发酵产酶的影响。当摇床转速太低时，产酶

能力不足；随着摇床转速的提高，增加了氧溶量，

脂肪酶产量增加；当转速达到160 r／rain以后，产

酶不再随转速的提升而升高。因此我们选定160

r／rain为发酵产酶最佳转速。

2．8诱导剂橄榄油对产酶的影响

在发酵培养基中添加不同含量的橄榄油，考

察橄榄油对菌株产脂肪酶能力的影响。

由于脂肪酶分为结构型脂肪酶和诱导型脂肪

酶，是否添加脂类底物作碳源或诱导物对不同的

产酶微生物影响是不同的。本实验考察了橄榄油

对该菌产酶能力的影响。实验表明，在培养基中

添加一定范围的脂类能诱导脂肪酶产量的增加，

证明该菌所产的脂肪酶属诱导型脂肪酶。由图8

可以看出，在培养基中添加5 g／L的橄榄油能提

高酶活，而过高的浓度却抑制产酶。其原因为添

加过多的脂类会影响氧的传人，反而使产酶降低。

同时油脂浓度过大，油脂水解过程中释放过多的

脂肪酸引起阻遏作用导致酶产量减少。
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图8橄榄油对产酶的影响

Fig．8 Effect of olive on On Hpase produclion

2．9表面活性剂吐温一80对产酶的影响

在上述优化好的发酵培养基中，分别添加不

同浓度的吐温一80，28℃发酵培养测定其产酶活

力，实验结果如图9所示。

由于表面活性剂能改变细胞膜的通透性并改

善氧在气液界面的传递速度，因此在培养基中添

加某些表面活性剂能提高酶的产量。吐温一80

作为脂肪酶的诱导剂，它可以提高细胞膜的通透

性，有利于胞外脂肪酶的分泌；同时还可改善氧在

气液界面的传递速率，使酶活提高。由图9可以

看出，当吐温一80浓度为1．5 g／L时，酶活力最

高。因此本实验吐温一80的最适浓度为1．5 v／'L。
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3结论

本文运用逐因子试验确定头状丝孢酵母弼一

chosporon capitatum产脂肪酶的最佳碳源和氮源

分别为可溶性淀粉、黄豆粉和(NH。)：SO。。最优

发酵条件为：培养基初始pH6．5、接种量2％、250

mL三角瓶中最佳装液量30 mL、发酵温度28℃、

发酵产酶转速160 r／rain、诱导剂橄榄油5 g／L、表

面活性剂吐温一80 1．5 g／L。
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Farfie·—-Gumbel——Morgenstern Dependence Structure
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Abstract：In this paper we find the moment generating function of the total claim with the net premium under both zero interest

force and nonF．把ro interest force for a compound Poisson processes with dependent loss amounts and loss inter—-arrival times hay．．

ing a generalized Farlie—Gumbol—Morgemtem Copra dependence structure．Finally we obtain the expressions for the Esscher

pricing function．
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Optimization of Protease Production Fermentation

Conditions by Trichosporon Capitatum

GAO Daweil，SONG Xiaoleil，ZOU Xinl，YUAN Bianbianl，ZHENG Laijiu2，WANG Lilil

／1．Colleage
of Textile and Clothing，Yancheng Institute of Technology，Yancheng Jiangsu 224051，China； 、

＼2．School ofTextile and Material Engineering，Dalian Polytechnic University，Dalian Liaoning 116034，China7

Abstract：In order to impmve the quality of wool washing and get the environmentally酗endly wool washing method，triehosporon

capitatum fermentation conditions of lipase production were studied．Soluble starch，soybean meal and(NH4)2S04 were screened

out酗the most suitable carbon and nitrogen sources using single factor experiment．The optimal fermentation concentrations were

determined，they were·initial pH 6．5，tIle best fluid volume in 250 mL conical flaSk 30 mL，fermentation temperature 28℃，

rotating speed 160r／min，olive oil 5 g／L，Tween一80 1．5 g／L．

Keywords：wool scouting；trlehosporon eapitatum；fermentation；Lipase
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