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植酸酶产生菌产酶条件研究

赵允麟 金其荣

( 生物工程学院 )

摘要 经 采样
、

分离
,

筛选 出 多株植酸晦产生 菌 ; 并将 其中产酶水平较 高的 黑 曲 霉

( A s p
.

n i g e r 7 0 ) 和无花 果 曲霉 ( A s p
.

f i e u u m N R R L 3 1 3 5 ) 用 固态培养法进行 了产植

酸酶条件的对比研 究
。
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0 前 言

植酸酶是催化植酸 (肌醇六磷酸 )及植酸盐水解成肌醇与磷酸 (或磷酸盐 )的一类酶的总

称
。

植酸酶作为新型饲料添加剂现 已引起国内外人士的普遍关注
。

将植酸酶添加到植物性

饲料 中后
,

不但能提高植物磷被动物的吸收利用率
,

而且使植物中的植酸盐蛋白质络合物降

解而提高植物蛋 白被动物的利用率
,

减少植酸盐对微量元素的鳌合
,

提高植物饲料的营养价

值
,

同时又减少猪
、

鸡粪便磷对大 自然的污染
。

另外
,

植酸酶还有许多其它工业用途
:

在大豆

加工 中可对大豆蛋白进行酶催化改性
,

从而提高其营养和商品价值
;
将植酸盐 (或米糠

.

菲丁

等农副产品 ) 工业化加工生产肌醇或肌醇
一

磷酸盐
;
在食品加工中

,

可提高米面制 品的营养
;

在谷物 (玉米
、

小麦等 )淀粉加工中处理废弃物等
。

国外植酸酶研究最早的是美国农业部农业资源研究中心
,

他们从诸多微生物中研究发

现无花果曲霉 ( A s
p

.

ifc
u u m ) N R R L 3 135 是较理想的植酸酶产生菌

,

但该菌株产酶水平较

低
,

无商业开发价值
。

目前丹麦 N O V O 公司生产的植酸酶就是用该产生菌的基因工程菌生

产的
; 1 99 1 年荷兰的麦斯特

·

布罗 卜德股份有限公司在中国申请了发明专利
; 微生物植酸

酶的克隆与表达
,

也即是 以该 N R R L 31 35 菌株的基因克隆
,

并在黑 曲霉中表达的基因工 程

菌
。

因目前植酸酶产品均是 以基 因工程菌生产
,

价格昂贵
,

所以无法作为饲料添加剂进行商

业推广
。

为此
,

本研究旨在通过筛选出产酶水平较高的植酸酶产生菌
,

用中国传统的固态培养法

生产植酸酶
,

以降低生产成本
,

以利于作为新型饲料添加剂进行商业推广
。
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1材料与方法
1

.

1菌种

A s p
.

fi u u cmN R R3 L3 1 5由美国农业部农业资源研究中心提供
。

其它菌种由本实验室筛选
。

LZ 固态培养方法

称取 1 59 数皮 (含粉量较少的教皮 )或麦芽根置 25o ml三角瓶中
,

加含适量营养盐的水

(或缓冲液 ) 30 一 45 m l
,

使培养基 含水量保持在 65 % ~ 75 % ; 1 2l C 灭菌 40 m in
.

冷却后接种
,

( 3。士 1) C 恒温培养 5一 gd
.

(培养过程中
,

每天翻动一下 )
。

1
.

3 植酸酶酶活的测定

植酸酶活性单位的定义
:

37 C
,

p H 5
.

50 条件下
,

每分钟从植酸钠中释放出 1拜m ol / L 无

机磷所需的酶量
。

测定的方法
:

将 0
.

l m l 酶液 (必要 时可稀 释 ) 或 0
.

l ml 去离子 水 (空 白对照 ) 加入到

0
.

g m l反应液 中 ( 内含 l m m ol / L 植酸钠 的 0
.

25 m ol / L 的 乙酸
一

乙 酸钠缓 冲液 (P H 5
.

5 ) ) 置

37 C 恒温水浴 中
,

恒温反应 30 m in
,

然后加入 l m ! 10 % T C A (三氯 醋酸 ) 终止反应后
,

加 入

Zm l 显色试剂 [ 5 0 m l 含 3
.

6 6 g F e S O
; ·

7 H Z
O 铝 酸按溶液 ( 2

.

59 ( N H ;
)

。

M o :
0

2; ·

4 H
Z
O 和

sm旧
2
5 0

;

用去离子水稀释至 25 0 m ! ) ]
。

在 7 5 0 n m 处利用分光光度法测定蓝色强度 ( 7 51 分

光光度计 )根据磷酸盐比色标准曲线可读出释放出的磷酸盐量
,

从而计算出酶活
。

L 4 酶抽提液的制备 s[]

在培养好的固体培养物 中按一定比例加入 2 % c a 1C
2

溶液
,

然后置摇床上以 2 0 0 r / m in

振荡 l h
,

用 2 层纱布过滤
,

将滤液置台式离心机中以 3 5 0 O r / m in 离心 10 m in
,

上清液即为酶

抽提液 I
,

将 滤渣再按一定 比例加入 2% C a CI
:

溶液
,

同上操作 (摇床振 荡— 过滤

—
离

心 )得酶抽提液 l
,

最后将二次滤渣再按 比例加入 2纬C a CI
:

溶液
,

同上操作得酶抽提液 皿
.

经三次抽提即能基本上把固体培养物中的植酸酶抽提出来
,

而且酶抽提液 I 中含酶量

是含酶总量的 60 % ~ 65 %
.

为统一起见
,

对比试验数据中均是以酶抽提液 I 为分析样品
。

2 结果与讨论
2

.

1 产酶菌株的分离与筛选

经多方采样后
,

进行了一系列的分离筛

选步骤
,

先后得到植酸酶产生菌 10 余株
,

其

中有黑曲霉
,

米曲霉
、

青霉
、

酵母等
; 然后进一

步用固态培养法筛选植酸酶产生菌
,

结果如

表 1
.

从筛选情况和表 1 可看出
:

固态培养法

生产植酸酶的菌株
,

基本上全部 属于霉菌
,

其

中产酶水平较高的有黑曲霉
,

米 曲霉和青霉
。

N ige r 70 )其产酶水平稳定
,

且产酶活性最高
。

表 1 植酸酶产生菌的产酶水平

菌株类别 菌株数
固态培养物抽提液产酶

平均 水平 ( u / n z l ) ”

黑 曲霉

米曲霉

青 霉 3 2
.

7 8

l) 表列数据为酶抽提液 I 的酶 活平均值

在这些产酶菌株中
,

发现一黑曲霉菌株 ( A s p
.

2
.

2 固体培养基原料的确定〔 ’ 〕

经多种固体培养基产酶对 比试验后
,

重点选择了教皮和麦芽根作为植酸酶产生菌固体
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培养基的主要原料
,

除了它们具备作固态培养基原料的多种优点外
,

还均富含植酸盐
,

对植

酸酶的产生会有一定的诱导作用
。

但由于麦芽根经培养后色泽较深
,

对酶活比色测定有一定

干扰
,

所以本试验均以数皮为培养基的主要原料
。

2
.

3 无花果曲霉 ( N R R L 3 13 5 )与黑曲霉 ( A s N 7 0 )产酶条件对比

将筛选到的植酸酶高产株黑 曲霉 ( A s N 7 0) 与美国农业资源研究中心提供 的无花果曲霉

( N R R L 3 1 3 5 )
,

通过固态培养法 (S S F )进行植酸酶产酶条件的对比研究
。

2
.

3
.

1 培 养温度的确定川 根据 国外文献 [ 1〕
,

无花果曲霉的培养温度为 30 C
.

经试验验

证
,

温度高于 30 C 或低于 30 C
,

植酸酶产酶活力确均有下降趋势
。

因此
,

确定固体培养温度

为 ( 3 0士 1 ) C
.

作者筛选的黑曲霉
,

经试验发现也是 30 C 培养
,

产酶活性较高
。

因此
,

将 固体培养温度

均控制在 ( 30 士 1) C
·

ǎ一已\盆à姐谧

2
.

3
.

2 培 养时问对产酶的 影响 将灭好菌的固

体培养三角瓶 ( 16 个 2 5 Om l 三角瓶分 成两组
,

每组

8 瓶
,

固 体 培 养基 相 同 ) 分别 用 N R R L 3 1 3 5 与

A s N 70 以同样接种量接种后
,

置 30 C 恒温培养箱

中培 养
,

d3 后
,

从两组中每天各取 出 1 瓶
,

并制备

成酶抽提液 I
,

测定酶活
,

结果如图 1
.

从图中可以看出
:

无花果 曲霉 ( N R R L 31 3 5)

需 培 养 8 一 d9 才达 到 产 酶 高 峰 期
,

而 黑 曲 霉

( A
S N 7 0) 培养 5一 d6 便能达到产酶高峰

。

2
.

3
.

3 培养过程中培养基 p H 对产酶的 影响

l) 无花果 曲霉 将 12 个称取好培养基的

三 角瓶分两组 (每组 6 瓶 )
,

一组 用去 离子水配制
,

培养时间 ( d)

图 l 培养时间对产酶的影响

另一组用 0
.

Zm ol / L 的乙酸
一

乙酸钠缓冲液 (P H 4
.

8) 配制
,

灭菌后培养
,

经 。
,

2
,

4
,

6
,

8
,

d9 培

养后
,

各取一瓶
,

测定 p H
,

并测酶活
,

结果如图 .2

从图 2 可知
,

无花果曲霉在 g d 的培养过程中
,

其 p H 值可从 5
.

4 增加到 8
.

0 左右 (不用

缓冲液 )
,

而如果用缓冲液控制 p H
,

其 p H 值变化幅度较小 ( p H S
.

1 增加到 p H 7
.

O左右 )
。

但

酶活却是用缓冲液的较高
,

从而说明控制 p H 对无花果曲霉的产酶是有利的
。

2) 黑 曲霉 ( A s N 7 0) 将 10 个 称取好培养基的三角瓶分成两组
,

(每组 5 瓶 )
,

一组用

去离子水配制
,

另一组用 0
.

Zm ol / L 乙酸
一

乙酸钠缓冲液 ( p H 4
.

8) 配制
。

经 。
,

2
,

4
,

5
,

d6 培养

后
,

各取 1 瓶
,

测定 p H
,

并测酶活
,

结果如图 .3

从图 3 可知
:

黑 曲霉 ( A s N 7 0) 经 5 ~ d6 培养
,

其 p H 值从 5
.

4 增加到 7
.

2 左右
,

如用缓

冲液控制 p H
,

其 p H 值变化幅度也较小 (从 p H S
.

1增加到 p H 6
.

3 )
,

但对酶活并无明显的提

局
。

以上仅是 N R R L 3 1 3 5 与 A s N 70 两种野生型菌株生产植酸酶条件的初步研究
,

研究结

果表明
:

无花果曲霉 ( N R R L 3 1 3 5) 与黑曲霉 ( A
s N 70 ) 产酶培养基与培养温度可以是一致的

;

但从产酶时间来讲
:
N R R L 3 1 3 5 需 8一 d9 才能达到产酶高峰期

,

而 A s N 70 仅需 5一 d6
;
控制

p H (用缓冲液 )对 N R R L 3 1 3 5 产酶是有利的
,

而对于 A s N 70 的产酶无明显的促进作用
。

从产酶条件看
,

培养基的组成分是非常重要的
,

虽做 了一些工作
,

但 考虑到所筛选的黑
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曲霉 (A sN 0 7) 是野生型菌株
,

还必须进一步进行菌种定 向培育
,

这一工作有待进一步深化
。

八一E\3姐谧

时 间 ( d)

图 2 无花果曲霉 (N R R L 3 1 3引培养过程中 图 3 黑曲霉 ( sA N 7 0) 培养过程中的

的 p H 变化及其对产酶的影响 p H 变化及其对产酶的影响

1 p H (不用缓冲液 ) 2 p H (用缓冲液 ) l 酶活 (不 用缓冲液 ) 2 酶 活 ( 用缓冲液 )

3 酶活 (用缓冲液 ) 4 酶活 `不 用缓冲液 ) 3 p H (不 用缓冲液 ) 4 p H (用缓冲液 )

.2 4 酶提取收率计算

2
.

4
.

1 无花果曲霉 N R R L 31 35 固休培养物植酸晦抽提液晦收率的计算川 将培养 d9 的

固体培养物按前述方法分三次抽提
,

结果如表 2
.

三次抽提液总酶活为 48
.

3 + 1 8
.

8 + 11
.

0 ~ 78
.

l u ,

以每 g 干原料 (数皮 )计
,

则无花果 曲

霉的产酶水平为 78
.

1 / 15 一 5
.

Z u / g (干基 )
。

2
.

4
.

2 黑 曲霉 ( A s N 7 0) 固休培养物植酸酶抽提液酶收率计算 将培养 d6 的固体培养物

按前述方法同样分三次抽提
,

结果如表 .3

表 2 N R R L 3 1 3 s 产酶收率 表 3

项 目 l 酶 抽 I 提

气 项 目

A s N 7 0 产酶收率

酶 抽 提 液

培养物
:

抽提剂 ( W / V )

抽提液体积 ( m l)

酶 活 ( u / m l )

总酶活 ( u)

抽提液酶收率 ( % )

培 养物
:

抽提剂 (甲 / V )

抽提液体积 ( n 、 I )

酶 活 ( u / n 一l )

7 4 4 7

4 8
.

3 18

6 2 24

1 1
.

0

l 4

总酶活 (u )

抽提液酶收率 ( % )

4 3 9
.

0

2
.

0 1 1
.

8 7

1 4 8
.

7 8 7
.

9

2 2 1 3

三次抽提液总酶活为 4 39
.

0 + 1 48
.

7 + 87
.

9 一 6 75
.

6u
,

以每 g 干原料 ( 数皮 )计
,

则黑 曲

霉 ( A s N 7 o )的产酶水平为 6 7 5
.

6 / 15 = 4 5
.

o u / g (干基 )
。

3 结 论

l) 许多微生物可产生植酸酶
,

而霉菌中的黑曲霉
、

米曲霉
、

青霉
,

无花果曲霉可用固态

培养法生产植酸酶
,

本研究筛选到的黑曲霉 ( A s N 70 )是产酶水平较高
,

产酶稳定的较优良的

野生型菌株
。



2 8 1无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 5 1卷第 3期

2) 黑曲霉 A ( sN 7) 0与国际上公认的植酸酶优 良产生菌无花果 曲霉 (N R RL 3 135) 用固

态培养法生产植酸酶的产酶水平分别为 45u /g (干基 ) 与 5
.

u 2 /g (干基 )
。

) 3有关菌种的改 良和所产植酸酶的酶学性质研究有待进一步进行
。

2

3
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