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二、固態發酵生產酸性蛋白酶之生成曲線 

(一)不同透氣材質對酸性蛋白酶生成的影響 

麴菌在不同物理環境下其生理狀況會有改變，在此改善固態發酵時的氧氣通透性，像是使用透氣塞

或是透氧性較佳的牛皮紙來封瓶口，讓蘭花瓶中的基質可以獲得較多的氧氣。本實驗中的蘭花瓶在培養

時，若以鋁箔紙來封口，發酵基質在培養過程不會有產孢的現象，只會有白色的菌絲體佈滿其中，所測

得的酸性蛋白酶活性極低，在最佳酵素生成時間裡，酸性蛋白酶活性最高也不會超過 3U/g。 
比較用鋁箔紙封口與牛皮紙封口的差異，二者皆用 PDA 孢子液接菌，在 30℃中培養 2-5 天的時間，

觀察其酵素活性在不同時間內的變化量；結果發現使用鋁箔紙的方式進行培養，在第三天時酵素活性達

最高峰，但此時酵素活性最高不超過 3U/g；而採用用牛皮紙封口的方式進行培養，酵素活性於第二天可

達到最高值，培養到第三天時酵素活性開始下降，而第五天活性已經明顯下降，所以應縮短培養時間，

找出產酶最高之時間點，二者結果如圖 3 表示。 

(二)比較斜面培養與固態發酵所得孢子液對固態發酵生產酸性蛋白酶之生成曲線 

利用 Aspergillus sp.進行固態發酵， 於 30℃下培養 80 小時，在初始的 24 小時只有生長些微的白色

菌絲，到第 36 小時白色的菌絲已經佈滿在固態培養基質，此時開始有白色的孢子形成，然後孢子顏色慢

慢變深；在第 50 小時以後基質上層已經被黑色孢子所覆蓋，此時的酵素活性也到達高峰，由圖 5 可以得

知，酸性蛋白酶的活性在培養 32 小時候，開始快速增加，到了第 50 小時左右酵素活性增加的趨勢開始

減慢，至第 65 小時後活性開始下降，培養 80 小時後酵素活性約只剩下產酶最高峰的一半。實驗結果如

圖 4 顯示，利用 Aspergillus sp.經由固態發酵所產酸性蛋白酶最佳培養時間約在 50～65 小時之間，所以將

往後實驗收菌時間訂在 60 小時。同時比較斜面培養與固態發酵所得孢子液，在相同孢子數接菌的情況下，

固態發酵所取得的孢子液可以生產較高的蛋白酶活性，而且在發酵期間酵素維持在高峰期的時間也比較

長，因此後續實驗，將以固態發酵之孢子液作為接菌種液。 

(三)不同培養溫度對生產酸性蛋白酶的影響 

固態培養過程中，菌體在生長的同時會有代謝熱的產生，而基質又缺少水份的流動來傳遞熱量，所

以給與適度的氧氣通透可維持發酵溫度的穩定。固態發酵產酸性蛋白酶的研究上，因菌種與培養方式的

不同，最適的培養溫度也會有所不同，但是大多培養溫度介在 28-36℃左右為較佳的溫度，如黑曲霉 HU53
利用麩皮與豆粕進行固態發酵，在最適培養溫度 28℃下，酸性蛋白酶活性可達 93.8U/g（本篇活性定義與

此相同）（袁等，2003）；Pseudomonas aeruginosa PseA 利用痲瘋樹種子做為固態發酵基質，在 30℃下培

養 72 小時，可產蛋白酶達 1818U/g（換算本實驗活性定義約為 10U/g）(Mahanta 等, 2008)；也有培養溫

度在 40℃為最適培養溫度，如青霉 P-1007 在 40℃下進行固態發酵，可得到最高酸性蛋白酶活性達，

1670U/g（換算本實驗活性定義約為 9.22U/g）（戚等，2006）。 
本篇實驗中以牛皮紙對蘭花瓶封口的方式進行固態發酵，因氧氣通透性的增加，可大幅提升酸性蛋白酶

的生成，但是也直接影響了培養溫度與含水量等條件；牛皮紙增加了瓶內氧氣的流通，也伴隨著基質水

分容易散失的隱憂，導致發酵不良；使用牛皮紙封口時，培養溫度太高也會加速水分的蒸散，所以適度

的培養溫度與起始含水量也是相當的重要。如圖 5 所示，比較不同培養溫度對 Aspergillus sp.生產酸性蛋

白酶的影響，進行固態培養 60 小時所測得酸性蛋白酶活性，發現以 30℃培養可獲得最高之酸性蛋白酶活

性，培養溫度為 34℃與 37℃時，基質水分散失太快，導致產生基質變乾的現象，較不利於酸性蛋白酶的

生成；培養在 26℃時，水份殘留太多，導致氧氣傳遞不佳而降低酸性蛋白酶的生成，故於 30℃培養時，

配合牛皮紙的使用，為最適生產酸性蛋白酶的條件。  
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圖 3 在不同培養時間下，比較鋁箔紙封口與牛皮紙封口對酵素活性的影響； 
 

圖 4 比較斜面培養與固態發酵所得孢子液對固態發酵生產酸性蛋白酶之生成曲線。 

三、基質含水量探討 

許多文獻指出，水分含量對麴菌生長也是一個重要限制因素，通常最適水份含量與基質與水的結合

力有關。A. oryzae 在白米中製麴，發現水分在35%時，α-amylase 活性最高(Narahara, 1984)。黃正財探討

以不同初含水量對Aspergillus sp.在米與麩皮上生長時，發現水分過多，降低了O2 的傳送，也易引起污染；

但水分太少，會導致基質過乾而影響菌體生長（黃，1983）。研究青霉P-1007對麩皮及黃豆粉等基質進

行固態發酵，在添加基質乾重106%的含水量時，可生成酸性蛋白酶活性達1594U/g（換算本實驗酵素活性

定義約為8.8U/g）（戚等，2006）；利用黑曲霉HU53進行固態發酵，在基質組成為麩皮38.8%、豆粕9.7%
及硝酸銨1.5%的條件下，添加基質乾重100%的含水量，可生產最高的酸性蛋白酶活性98.3U/g（袁等，

2003）。 
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圖 5 比較不同培養溫度對 Aspergillus sp.生產酸性蛋白酶的影響。 

實驗結果如圖6顯示，若將基質含水量控制在100～160%時，進行固態培養60小時檢測酸性蛋白酶活

性，酸性蛋白酶的產量都可以達到很高的水準，但最佳含水量在120%；若含水量低於80%時會導致基質

太乾，不利於菌體生長且酵素活性很低，往後的實驗則以含水量120%最為主。 

四、不同飽和度之硫酸銨對回收酸性蛋白酶的影響 

依照前人所提供之硫酸銨沉澱法中，在靜置的時間上有提到不同的做法，大致有二十分鐘（蘇，

2006）、二小時（周，2004）與十二小時之不同靜置時間，但實驗結果得知靜置時間上的不同對硫酸銨

分劃的結果是沒有太大的差異，靜置時間久，並不會增加酵素活性的回收率，為了確保蛋白質能沉澱完

全，但又不需浪費太多時間，所以在此選用沉澱靜置時間二小時的方式。 
粗酵素液經由硫酸銨沉澱法做出初步的純化，發現硫酸銨飽和度 50～100%可回收約 85%的原始酵素

活性，其中又以飽和度 70%沉澱到 80%的回收率最高，回收原始酵素活性約 50%；由表 1 可以看出，在

飽和度硫酸銨 60%以前所沉澱的蛋白質，其酸性蛋白酶的活性並不高，主要的酸性蛋白酶最適的飽和度

範圍介在 60～100%之間。 
將發酵液進行飽和度硫酸銨 60%的沉澱，去除沉澱物後再做飽和度硫酸銨 90%的沉澱，可回收原始

酵素活性約 80%，以此方式做為硫酸銨分劃的依據有兩點，第一是可以減少飽和度 60～90%所沉澱的步

驟，節省時間上的浪費，第二是發酵液進行透析去除硫酸銨時，硫酸銨的多寡會影響到透析的效果，而

飽和度 90～100 之間所回收的原始酵素活性不到 6%，若做到飽和度 100%，透析所花的時間便會加長，

所以飽和度 90%～100%沉澱並符合時間成本與經濟效益，最佳的硫酸銨飽和度沉澱，應介在 60～90%之

間。結果如表 1。 

五、以 SDS-PAGE 測定酸性蛋白酶分子量 

依Laemmli (1970) 方法，將上述具有活性部分的純化之酸性蛋白酶，分別取一定量進行SDS-PAGE 
電泳分析，其分離膠體丙烯醯胺濃度為10%，焦集膠體濃度則為5%。酸性蛋白酶的分子量在32 - 40 kDa
之間(Davidson 等, 1975; 王等，1992; Vicente 等, 1996; Eneyskaya 等, 1999)，有些較大的則為42-60 kDa 
(Tsujita and Endo, 1976) 等。經由初步硫酸銨沉澱所純化的酸性蛋白酶與酸性蛋白酶標準品所表現的區域

是相同的，如圖7所示；在SDS-PAGE還可以發現一個現象，依不同硫酸銨飽和分劃所得之酵素液，所回

收的原始酵素活性百分比越高，則band的表現量也越大，二者之間呈現正相關。進一步可經由標準蛋白

質分子量檢量線，如圖8所示，推算出酸性蛋白酶的分子量，藉由其分子量對數值與其Rf 值（相對移動

速率）作比較，可得純化之酸性蛋白酶分子量約為 50kDa。 
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圖 6 不同基質含水量對酵素活性的影響。 

表 1 不同飽和度硫酸銨沉澱方式之初酵素液回收率 

飽和度硫酸銨 
沉澱範圍(%) 

原始初酵素液之 
回收率(%) 

飽和度硫酸銨 
沉澱範圍(%) 

原始初酵素液之 
回收率(%) 

0-50 1.2 
0-60 3.8 

50-60 1 
60-70 13.7 

60-90 80.53 70-80 53.18 
80-90 10.8 
90-100 5.97 90-100 5.97 

 

圖 7 純化 Aspergillus sp.酸性蛋白酶之 SDS 電泳圖。band 1 與 band 8 是蛋白質 marker；band 2 是原始

粗酵素液；band 3 硫酸銨飽和度 70%沉澱；band 4 硫酸銨飽和度 80%沉澱；band 5 經硫酸銨飽和

度 90%沉澱；band 6 經硫酸銨飽和度 100%沉澱，band 7 為酸性蛋白酶標準品。 
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六、探討變溫培養對酸性蛋白酶生產之影響 

在實驗中觀察到，培養溫度對菌體生長速度有所影響，培養溫度高時菌絲體生長快速而達到產孢

時間；培養溫度越低，菌體生長速度越緩慢，而酸性蛋白酶產量與產孢時間有相對應之關係。因此探

討變溫培養對 Aspergillus sp.產酸性蛋白酶之影響。如圖 8 所示，初始溫度為 30 ℃ 時，菌絲體生長

快速，培養至 30 小時時降低培養溫度，使產孢時間拉長。變溫 26 ℃時，培養至 72 小時活性最高達 
32.58±1.45 U/g 與對照組在 60 小時活性 32.07±0.68 U/g，並沒有明顯提高活性；如圖 9 所示，而變溫

24 ℃時，在 72 小時活性最高可達 42.04±1.14 U/g 與對照組在 60 小時活性 36.58±0.68 U/g，結果顯示

變溫培養具有提高活性之潛力。 

圖 8 變溫培養對 Aspergillus sp.產酸性蛋白酶活性之影響。初始溫度為 30 ℃，培養至 30 小時進行變溫。 

圖 9 變溫培養對 Aspergillus sp.產酸性蛋白酶活性之影響。初始溫度為 30 ℃，培養至 30 小時變溫。 
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肆、結論 

本研究利用 Aspergillus sp.進行固態發酵生產酸性蛋白酶，選用固態培養所產之孢子液做為生產酸性

蛋白酶之種液，在使用牛皮紙封口進行培養的條件下，最佳的培養條件為，以 10 g 紅麩皮做為固態基質，

使總含水量達 120%，在 30℃下培養 60 小時。最佳硫酸銨沉澱飽和度範圍在 60～90%之間，可回收原始

酵素液活性約 80%，再藉由 SDS-PAGE 的方式可測得酸性蛋白酶分子量約為 50 kDa。 
產孢時間對於酵素活性的關係有確切的影響。固態發酵時，溫度越高菌體生長速度越快，產孢時

間短；溫度低時，菌體生長速度慢，產孢時間也較長。若菌體初始培養時溫度高，使菌絲體生長速度

快，而到產孢時降低培養溫度，以拉長產孢時間，經由變溫培養可提高酸性蛋白酶活性 17%，以 Folin
法可測得最高酸性蛋白酶活性為 42.04±1.14 U/g。變溫培養對於酸性蛋白酶活性具有提升之潛力，未來

可以更深入探討其他溫度對於變溫培養的最佳條件。 
在實驗過程中發現，有許多的未知結果與現象是有待研究的，像是培養過程之溼度控制或是接菌量

對生產酸性蛋白酶的影響等。經由硫酸銨沉澱初步的純化之後，將來可做更深入的酵素純化策略，如膠

體過濾及管柱層析等，分離出更具有經濟價值的純酵素。 
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