
书书书

!
第!"卷第#期
!$$%年&&月 ! ! !!!! !

食 品 与 生 物 技 术 学 报

!"#$%&’"()""*+,-.%,.&%*/-"0.,1%"’"23
! ! !!!!

’()*!"!+(*#
+(,*!!$$%

!文章编号!&#-./&#01"!$$%#$#/$$-&/$"

!!收稿日期!!$$"/$./&."!修回日期!!$$%/$"/&%*
作者简介!房峻#&1#0/$%男%江苏扬州人%工程师*

2/氨基酰化酶产生菌的筛选及其固态发酵工艺
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摘!要!从&.株米曲霉菌株中筛选到一株产氨基酰化酶活力较高的米曲霉 "!"#$%&’(()"*%+,-$#

34#$-!以米曲霉 34#$-为生产菌固态发酵生产氨基酰化酶!较适的培养基组成和培养条件为$
麸皮-5$6!豆饼粉.5$6!蛋白胨$5.6!水&&72!89值#5%!发酵温度!0:!发酵周期约"0;*在
此条件下!米曲霉 34#$-的氨基酰化酶产率为"$$<%6左右*
关键词!氨基酰化酶$米曲霉$筛选$固态发酵
中图分类号!=>1!%5# 文献标识码!?
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!!X/氨基酸是一类非天然氨基酸*作为医药’农
药和食品添加剂的中间体%X/氨基酸具有非常重要
的工业价值(&)*目前X/氨基酸的生产方法一般有化
学合成和生物合成两大类*X/氨基酸的生物合成可
采用完整的微生物细胞或从微生物中提取的酶作

为生物催化剂进行生物转化*生物催化剂的区域选
择性强’反应条件温和’操作简便’成本较低’公害
少%且能完成一些化学合成难以进行的反应%因此
该领域的研究引起了广泛的关注(!!#)*在X/氨基酸

的生物合成方法中%以2/氨基酰化酶为催化剂进行
生物拆分是最常见的方法之一(-%0)*该酶具有立体
选择性强’底物专一性范围广的优点%能立体选择
性地将 +/乙酰/2/氨基酸水解%适合于多数外消旋
氨基酸的拆分*2/氨基酰化酶最早是从动物的肾脏
中发现的%但目前该酶主要采用微生物发酵的方法
制备*在产2/氨基酰化酶的微生物中%米曲霉是最
常用的生产菌(1%&$)*因此作者从实验室保藏的米曲
霉中筛选出一株较适合的2/氨基酰化酶的产生菌%
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并对该菌株的固态发酵产酶条件进行了初步的

研究*

=!材料与方法

=>=!实验材料

=>=>=!菌种!米曲霉!!"#$%&’(()"*%+,-$"34
#$-#作者所在实验室保藏*
=>=>?!培养基

&"固体培养基!6$2"%土豆!$$#蔗糖!$#琼脂

!$&89值自然*此培养基用于菌种保藏和斜面种子
培养*
!"筛选培养基%!%$72三角瓶装"5%6麸皮’

%5%6豆饼粉#&&72水#89值自然#&!&:灭菌"%
7FD*
."固态发酵产酶培养基%!%$72三角瓶中装

-5$6麸皮#.5$6豆饼粉#$5.6蛋白胨#&&72水#

89值#5%#于&!&:灭菌"%7FD*
=>?!实验方法

=>?>=!培养方法!固体发酵培养基灭菌冷却后接
种一环斜面孢子#于.-:培养"0;*
=>?>?!酶活性的测定!&"酶液制备%发酵结束后#
称取&6固体曲#加&$72蒸馏水#!%:浸提.$
7FD#然后过滤#取滤液适当稀释测定酶活力*
!"酶活力测定%取$5!72底物!$5!7()$2+/
乙酰/X#2/丙氨酸"和$5#7289值-5$的磷酸缓
冲液于试管中#.-:水浴预热%!&$7FD#加入适
当稀释的酶液$5!72#保温.$7FD*采用茚三酮显
色法测定水解产生的2/丙氨酸*在上述条件下#每
克干曲每分钟催化底物水解释放出&"7()2/丙氨
酸所含酶量定义为一个氨基酰化酶单位*
=>?>@!水分的测定湿曲在&$%:干燥至恒重测
定*

?!结果与讨论

?>=!产酶菌种的筛选
将实验室收集保藏的&.株米曲霉接种于筛选

培养基#!0:培养"0;*结果见表&*-号菌株的产
酶能力明显高于其它菌株#而且经进一步试验证实
该菌株的产酶水平较稳定#因此选定该菌株为后续
试验的试验菌种#编号为 34#$-*
?>?!ABCDE的产酶条件

?>?>=!培养时间对产酶的影响!将 34#$-接种
于筛选培养基于!0:静置培养#从!";起每隔0;
取样测定其酶活#结果见图&*34#$-的最适产酶

周期为"0;*
表=!产酶菌种的筛选

F&:>=!+,$..%-%2"(60$&-%6G$"*#,-%2&5-%"&,3’&6.

序号 酶活$!<$6" 序号 酶活$!<$6"

& "05$ 0 &-&5#

! &.#5% 1 $

. !.5% &$ $

" 0"5$ && -"5!

% ##50 &! &&$5!

# -05$ &. #05!

- !#!5%

图=!培养时间对产酶的影响

)-2H=!I((.,0"(,#’0-J&0-"%0-5."%01.("$5&0-"%"(

&5-%"&,3’&6.

?>?>?!碳源对产酶的影响!以麸皮为基础碳源#
试验了不同碳源对产酶的影响#结果见表!*所选
用的碳源在试验浓度范围内均对氨基酰化酶的合

成有不同程度的抑制作用*因此在后续的试验中仍
以麸皮为单一的基础碳源*

表?!碳源对产酶的影响

F&:>?!I((.,06"(*-((.$.%0,&$:"%6"#$,.6"%01.("$5&0$-"%

"(&5-%"&,3’&6.

碳源种类 添加质量$6 氨基酰化酶酶活$!<$6"

玉米粉 $5& 0#

可溶性淀粉 $5& -1

葡萄糖 $5& &%$

乳糖 $5& $

蔗糖 $5& !%%

麦芽糖 $5& !.0

对照 !#1

?>?>@!氮源对产酶的影响!试验各种氮源对产酶
的影响#结果见表.*豆饼粉为最佳氮源*
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表@!氮源对产酶的影响

F&:>@!I((.,06"(*-((.$.%0%-0$"2.%6"#$,.6"%01.("$5&0$-7

"%"(&5-%"&,3’&6.

碳源种类 添加质量!6 氨基酰化酶酶活!"<!6#

硝酸钠 & 01

尿素 & -#

豆饼粉 ! !"0

硝酸铵 & &0.

蛋白胨 & &1.

硫酸铵 & &#&

酵母膏 & &#1

?>?>K!麸皮和豆饼粉的比例对产酶的影响!试验
了麸皮和豆饼粉的比例对产酶的影响$结果见表"*
麸皮和豆饼粉的最佳配比为-Y.*

表K!麸皮和豆饼粉的比例对产酶的影响

F&:>K!I((.,06"(<1.&0:$&%!6"3:.&%5.&’$&0-""%01.("$7

5&0-"%"(&5-%"&,3’&6.

豆饼粉 麸皮 氨基酰化酶酶活!"<!6#

& 1 &-%

! 0 !%&

. - !0-

" # !.#

% % &%0

# " 1!

- . 0.

0 ! -"

1 & &5#

?>?>L!复合氮源对产酶的影响!从表.的结果可
知$氨基酰化酶合成的最佳氮源为豆饼粉$其次为
蛋白胨和硝酸铵*因此在麸皮豆饼粉的基础培养基
中按不同比例加入蛋白胨和硝酸铵作为复合氮源$
考察其对产酶的影响*表%表明$在麸皮豆饼粉基
础培养基中加入.6!U2蛋白胨对产酶有明显的促
进作用$加&6!U2硝酸铵溶液和&6!U2蛋白胨也
能少量提高产酶能力*
?>?>C!表面活性剂对产酶的影响!试验了不同质
量浓度表面活性剂对产酶的影响$结果见表#*所选
用的表面活性剂在试验质量浓度范围内均对氨基

酰化酶的合成具有抑制作用*

表L!复合氮源对产酶的影响

F&:>L!I((.,06"(5-M.*%-0$"2.%6"#$,.6"%01.("$5&0$-"%

"(&5-%"&,3’&6.

硝酸铵
质量!6

蛋白胨
质量!6

氨基酰化酶酶活!"<!6#

$ $ !-.

$ $5& &%-

$ $5! !$&

$ $5. .%&

$5& $ &&%

$5! $ &%!

$5. $ !.$

$5& $5& !1$

$5& $5! &01

$5& $5. &1"

$5! $5& !.-

$5. $5& !#!

表C!表面活性剂对产酶的影响

F&:>C!I((.,06"(6#$(&,0&%06"%01.("$5&0$-"%"(&5-%"&,37

’&6.

表面活性剂
添加质量

浓度!"6!U2#

氨基酰化酶

酶活!"<!6#

吐温"$ $5% !0#

&5$ 10

&5% #"

吐温#$ $5% !"-

&5$ &%1

&5% &$!

吐温0$ $5% .!%

&5$ !0-

&5% &1#

对照 .#!

?>?>E!培养基中水分对产酶的影响!在固态发酵
中$水分是影响产量的一个重要因素*试验培养基
中不同水分质分数对氨基酰化酶合成的影响*从图

!可以看出$水分质量分数对产酶有较大的影响*培
养基中较适当的水分质量分数大约在%.Z左右"即
加水质量比为&Y&5&左右#*
?>?>N!培养基起始89值对产酶的影响!将培养
基调整至不同的89值".5%!-5%#灭菌%接种和培
养*图.的结果表明$培养基的起始89值在#5%左
右较佳*
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图?!培养基中水分对产酶的影响

)-2H?!I((.,0"(<&0.$,"%0.%0-%,#’0#$.5.*-#5"%("$7

5&0-"%"(&5-%"&,3’&6.

图@!起始GO对产酶的影响

)-2H@!I((.,06"(-%-0-&’GO"%("$5&0-"%"(&5-%"&,3’&6.

?>?>P!培养温度对产酶的影响!将 34#$-接种
于固态发酵培养基!分别于!%!!0!.$!.%!.-:培
养"0;!测定其酶活*图"的结果表明较适的产酶
培养温度为!0:*

图K!培养温度对产酶的影响

)-2HK!I((.,06"(,#’0-J&0-"%0.5G.$&0#$."%("$5&0-"%

"(&5-%"&,3’&6.

@!结!论

从实验室保藏的米曲霉中筛选出一株氨基酰

化酶的产生菌 34#$-*对该菌株的固态发酵条件
进行了初步研究!该菌株的较适碳源为麸皮!较适
氮源为豆饼粉和蛋白胨*培养基的水分和培养温度
对产酶影响较大*经过产酶条件的优化!该菌株产
酶适宜的固体培养基组成为"!%$72三角瓶装麸
皮-5$6#豆饼粉.5$6#蛋白胨$5.6#水&&72*产
酶适宜的培养条件为"培养基起始89#5%!培养温
度!0:*34#$-在此条件下培养"0;O!氨基酰化
酶的活力达到"$$<$6干曲左右*
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