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摘 要：研究了不同的34值对谷氨酰胺转胺酶（678）发酵过程中菌体生长和产酶的影响，在此

基础上探讨了不同初始淀粉质量浓度及中后期碳源流加对发酵过程的影响*研究结果表明：34值

对菌体的生长和产酶模式产生明显的影响，当发酵过程的34值控制在5*2时，最有利于菌体的生

长和酶的合成，在此条件下可得到较高的菌体干重（9:;）和酶活；初始淀粉质量浓度以/<／=>较

适宜，其9:;和678酶活最高，9:;为$2*!<／>，酶活水平达$*"#?／@>；中后期采用流加碳

源的策略使发酵时间比分批发酵最好水平缩短!$A左右，酶活提高到/*%2?／@>，各项指标均比

分批发酵最好水平有明显的提高*
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近年来，由于微生物谷氨酰胺转胺酶（!"#$%&"’(
)$’*+,(-)’!"*’+.，简称/01，2345654576）在食品

工业广泛的应用潜力［7］，引起了人们的极大研究兴

趣548世纪98年代末，:*;%和/%)%<"等人［4］首先

报道了利用微生物发酵法生产谷氨酰胺转胺酶的

结果，在发酵=4>的情况下，酶活水平为45?@／

!A5近年来，国外加快了微生物发酵法生产谷氨酰

胺转胺酶［4］的研究，并使之应用于食品工业，但国

内这方面的研究还未见报道5
各种微生物需要在一定的BC值环境中方能正

常生长繁殖，如果BC值不适，不但会妨碍微生物菌

体的正常生长，而且还会改变微生物的代谢途径和

代谢产物的性质5在酶制剂生产中，培养基的BC值

直接影响到酶的产量和质量，因此，控制发酵过程

的BC值十分重要5培养基的碳源是微生物生命活

动的能量来源，是多种诱导酶的诱导物5培养基中

的碳源质量浓度，不仅会直接影响到菌体的生长和

产物的形成，而且影响发酵的指标5所以，在 /01
发酵过程中，确定较适宜的初始淀粉质量浓度，有

利于获得较高的 /01发酵水平5对于酶制剂的工

业应用、高生产强度是极为重要的，要获得较高的

细胞质量浓度及生产强度，流加培养是一种简单有

效的方法5
本研究以!"#$%"&’$#"()(**(+,,&-.#.$/0$为出

发菌株，以提高酶活为研究目标，研究了45?A容积

小罐中不同BC值对发酵过程的影响，得出了最适

BC值的控制策略；探讨了最适BC值下不同的初始

淀粉质量浓度对 /01合成的影响，并在此基础上

研究了碳源流加对/01发酵的影响5

! 材料与方法

!"! 菌种

茂 原 链 轮 丝 菌（!"#$%"&’$#"()(**(+, ,&1
-.#.$/0$）DECFG4，作者所在研究室保藏5
!5# 培养基

!5#5! 斜面培养基 麦汁!$HIJ，琼脂4,／;A，

BC=585
!5#5# 种子培养基（,／A） 淀粉48，蛋白胨48，

酵母膏4，无水硫酸镁4，磷酸氢二钾4，无水磷酸

二氢钾4；BC=585
!5#5% 发酵培养基 初始淀粉质量浓度4!K,／

;A，其它成分与种子培养基相同5
!5% 培养方法

!5%5! 种子培养方法 接一环生长良好的斜面培

养物至装有&’!A种子培养基的?88!A的三角瓶

中培养，摇瓶转速为488$／!"*，68L培养K8>5
!5%5# 分批培养 #5?A容积小罐（韩国MNO45?
A台式发酵罐）的装液量为75?A，接种量78P，初

始淀粉质量浓度4,／;A，发酵过程中控制BC值为

?5?!=5?，温度控制在68L，搅拌转速为K88!?88
$／!"*5

45?A容积小罐（韩国MNO45?A台式发酵罐）

的装液量为75?A，接种量78P，发酵过程中控制

BCQ5?，淀粉质量浓度4!K,／;A，温度控制在68
L，搅拌转速为K88!?88$／!"*5
!5%5% 流加培养 初始淀粉质量浓度为#,／;A，

发酵过程中控制BC值Q5?，温度控制在68L，搅拌

转速为K88!?88$／!"*57R>后补加68,／;A的淀

粉水解糖溶液，流加的糖量为4,／;A，流加过程中

控制适宜的流速，维持总糖在7,／;A左右5
!5( 分析方法

!5(5! 菌体细胞生长量 取发酵液?!A，Q888$／

!"*离心?!"*，蒸馏水洗4次，78?L干燥至衡重

后称重5
!5(5# /01酶活性测定 比色法测定酶活性5
!5(5% 残糖测定 改进的蒽酮法［K］5

# 结果与讨论

#"! )*值对+,-发酵过程的影响

#"!"! 未控制BC值的发酵过程 图7为发酵过

程中未控制BC值的发酵过程曲线5初始BC值Q5?，

整个发酵过程中BC值控制在Q5?!=585从图7中

可 见， 发 酵 68 > 菌 体 干 重 达 最 大 值

7959,／A，K4>/01酶活达最大值458@／!A，此

时残糖为85K6,／;A5发酵78>左右时，细胞进入

图! 未控制)*值对+,-发酵的影响

./0"! 122345672895:;9<)*=9<:378
+,-23;>38595/78
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对数生长期，此时酶开始合成，当培养至!"#左右

时，细胞的生长进入平衡期，而酶继续合成至$%#
左右才停止&由此可见，酶的合成伴随着细胞的生

长而开始，在细胞生长进入平衡期后，酶还延续合

成较长一段时间&表明在此条件下，产物的合成为

部分生长偶联型&
!&"&! 控制’(值的发酵过程 当’(值为%&%
时，菌体不生长；’(值为)&%时，菌体生长较差（结

果未列出）&表明!"#$"%&#’"()(**(%+ +%,-’-#./#在

酸性环境中不能正常生长繁殖，在微碱性环境中虽

然能够繁殖，但妨碍了微生物正常的代谢途径，直

接影响了代谢产物的积累&当’(值为*&"时，菌体

干重（+,-）、./0酶活、残糖（12,）及溶氧（+3）

的变化如图4所示&

图! #$值为%&’对()*发酵的影响

+,-&! .//01234/#$%&’45()*/06705282,45

从图4可以看出，发酵$5#菌体干重为6*&6
7／8，./0酶活达6&%*9／:8，残糖质量浓度为

"&!"7／;8，菌体生长和产酶同步进行，表明产物的

合成属偶联型&当菌体干重达到最高点时，./0酶

活也达到最大值&细胞生长停止后，酶的合成也立

即停止，表明在此’(条件下，合成该酶所对应的

:1<=是不稳定的&从图4还可以看出，4"#前菌

体生长较缓慢，延滞期较长，溶氧百分比下降较慢；

4"#后菌体生长较快，所以最终达到最大+,-的

时间较长&表明控制’(值在*&"时，菌体可以生长

和产酶，但并不是该菌种最适的生长和产酶的’(
值&

控制’(值为*&%的发酵过程见图!&!"#后

菌体干重达到最大值，为6>&$7／8，!*#时./0酶

活达到最大值，为4&6%9／:8，此时残糖质量浓度

为"&*"7／;8&发酵开始6"#后，菌体干重迅速增

加，伴随着细胞的生长，酶也开始不断合成 ，4"#后

菌体干重的增加速率减慢，至!"#达到最大值，而

酶则以较快的速率合成，至!*#才停止，表明此条

件下酶的合成也属于部分偶联型&

图9 #$值为%&:对()*发酵的影响

+,-&9 .//0124/#$%&:45()*/06705282,45

图$为控制’(值为)&"时的发酵过程曲线&
图$中，曲线的变化形态和图!基本一致，所不同的

是，整个过程中菌体的生长和酶的合成速率较慢，

故+,-和./0酶活达到最大值的时间也较长&

图; #$值为<&’对()*发酵的影响

+,-&; .//0124/#$<&’45()*/06705282,45

综上所述，控制不同的’(值，对菌体的生长和

产酶模式会产生明显的影响&当控制较低的’(值

时，会对菌体的生长和产酶产生一定的抑制作用&
当发酵过程的’(值控制在*&%时，最有利于菌体

的生长和酶的合成，在此条件下可以得到最大的菌

体干重和酶活&
!&"&9 不同’(条件下菌体的产率系数、./0的

产率系数及 ./0的生产强度的比较 从表"可

见，当发酵过程中控制’(值为*&%时，各项指标均

较高，表明控制’(值*&%为最佳&
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表! 不同"#值下菌体产率系数、$%&的产率系数及$%&的生产强度

%’()! *+,,-.+,/01+22.0.+34，$%&-.+,/01+22.0.+34’3/$%&"51/604.7.4-63/+5/.22+5+34"#

!"值的控制 菌体的产率系数／（#／#） $%&的产率系数／（’／#） $%&生产强度／（’／（(·)））

*+, ,+-. -/+0 12+0

*+0 /+*3 /01+0 0-+3

3+, /+1. /2,+3 ./+1

未控制 /+/- /20+. .3+*

由此可见，当控制!"值为*+0时，发酵过程中

的菌体产率系数、$%&的产率系数及$%&的生产

强度都最高，$%&酶活也最高，所以发酵中控制

!"值为*+0较佳+
8)8 初始淀粉质量浓度对菌体生长和$%&酶活

的影响

8)8)! 不 同 初 始 淀 粉 质 量 浓 度 下 菌 体 生 长 和

$%&酶活随时间的变化 不同初始淀粉质量浓度

下，发酵过程中细胞生长、产物形成和淀粉消耗的

变化关系曲线如图0!3所示+从图0中可以看出，

不同初始淀粉质量浓度最终所能达到的菌体干重

图9 不同初始淀粉质量浓度下:*;随时间的

变化

<.=)9 %.>+0165?+12:*;63/+5/.22+5+34.3.4.’,
?4’50@0130+345’4.13?

图A 不同初始淀粉质量浓度下 $%&酶活随时

间的变化

<.=)A %.>+0165?+12$%&’04.7.4-63/+5/.22+5+34
?4’50@0130+345’4.13?

（456）不同，当初始淀粉质量浓度为2，1，.#／7(
时，最大细胞干重分别达到/-+.，20+/，2,+8#／(+
从图*可以看出，当初始淀粉质量浓度为2，1，.#／

7(时，最大 $%&酶活分别为2+/0，2+-.，2+.,
’／9(+当初始淀粉质量浓度为2#／7(时，菌体生

长较快，达到最大菌体干重和酶活所需的时间都较

短，但由于碳源的缺乏，最终菌体干重和酶活较低+
从图3可以看出，发酵1,)后，残糖质量浓度相对

较低，随后细胞物质的合成停止，可见过低的基质

质量浓度不利于细胞和产物的合成；当初始淀粉质

量浓度为.#／7(时，基质质量浓度一直相对较高，

尽管菌体干重不断增加，但菌体生长和产物的合成

明显受到了抑制；当初始淀粉质量浓度为1#／7(
时，最有利于细胞生长和酶的合成，在相同的时间

内，菌体干重和产物质量浓度均高于其它淀粉质量

浓度下的值+由此可见，在菌体生长和产物合成阶

段，维持较适宜的淀粉质量浓度显得尤为重要+

图B 不同初始淀粉质量浓度下残糖随时间的变化

<.=)B %.>+0165?+12CD*63/+5/.22+5+34.3.4.’,
?4’50@0130+345’4.13

8+8+8 初始淀粉质量浓度与456对淀粉产率系

数及$%&生产强度和$%&对淀粉产率系数的关

系 图8为不同初始淀粉质量浓度下，$%&生产

强度和$%&对淀粉产率系数及456对淀粉的产

率系数的变化关系+从图8可以看出：/）随着初始

淀粉质量浓度的提高，456对淀粉的产率系数不

断下降，其值由初始淀粉浓度为2#／7(时的/+*3
#／#下降至初始淀粉质量浓度为.#／7(时的/+,*
#／#；2）初始淀粉质量浓度从2#／7(增大到.#／

7(时，$%&对淀粉的产率系数从/01+0’／#降低

到//8+8’／#，降低较快；1）当初始淀粉质量浓度

从2#／7(增至1#／7(时，$%&的生产强度从0-+3
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!／（"·#）增至$%&’!／（"·#），随着初始淀粉质量浓

度的继续增大，()*的生产强度反而下降&所以，

在()*的发酵生产中，要获得较高的()*产量，

初始淀粉的质量浓度必须适宜&过高的初始淀粉质

量浓度，不但使+,-及()*酶活较低，菌体生长

阶段的时间延长，其它发酵指标也较低；若淀粉质

量浓度过低，会使得菌体干重和()*酶活都很低&
因此初始阶段采用较低的淀粉质量浓度，而中后期

采用碳源流加的措施，以缩短发酵时间，提高()*
发酵的各项指标&

图! 不同初始淀粉质量浓度下"#$和%&’对淀粉

的产率系数及%&’的生产强度的变化关系

()*+! ,)-./01-22)0)-3412"#$53/%&’504)6)4741
84590:53/;91/<04)6)4712%&’7)-./01-22)0)-34
12%&’504)6)474184590:<3/-9/)22-9-34)3)4)5.
84590:0130-34954)13

=+> 碳源流加对%&’发酵过程的影响

通过上面的研究发现，高质量浓度的糖抑制了

菌体的生长及产物的合成，因此将整个发酵过程中

总糖质量浓度维持在一定的水平&对分批发酵数据

进行研究得到不同淀粉质量浓度下菌体最大比生

长速率及合成期()*最大合成速率，见表.&当初

始淀粉质量浓度为./／0"时，菌体的比生长速率和

产物合成速率均最快，此时总糖质量浓度为1&23!

%&./／0"，故确定初始淀粉质量浓度为./／0"，在

发酵过程中控制总糖质量浓度在%/／0"左右&
表= 不同淀粉质量浓度下菌体比生长速率及合成期

%&’最大合成速率

&5?+= %5@)A5.8;-0)2)00-..*91B4:954-53/A5@)A<A12
8;-0)2)0%&’219A54)13954-<3/-9/)22-9-3484590:
0130-34954)13

淀粉质量浓度／
（/／0"）

菌体最大

比生长速率／#4%
()*最大合成

速率／（!／#）

. 1&.56 1&%.$
’ 1&%37 1&%.’
6 1&%62 1&%%7

图5为流加碳源的发酵过程曲线&

图C 流加碳源的发酵过程曲线

()*+C &)A-01<98-122-/D?540:059?1381<90-0<.4<9-
从图5可以看出，’$#时()*酶活已基本接

近最大值’&13!／8"，高于分批发酵的最好结果，

且酶活达到最大值的时间缩短了%.#左右&另外，

在流加发酵过程中，()*最大合成速率为1&%32
!／#，高于分批发酵的最高水平1&%.7!／#，其它各

项指标较分批发酵过程均有所提高，最终 ()*及

菌体干重对淀粉的产率分别为%.7&%!／/和%&%
/／/，()*的生产强度为7.&$!／（"·#）&由此可

见，在发酵中后期适当补加碳源有利于提高 ()*
发酵水平&
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