
!"卷"期
#$$$年!!月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&%’()*$+,(-.#(/%0"$(,(12
%&’(!")&("

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
)&*+,-+. #$$$

收稿日期：#$$$/$#/##，修回日期：#$$$/$0/!1。

分批发酵生产谷氨酰胺转氨酶的温度控制策略

郑美英 堵国成 陈 坚 顾王芳
（无锡轻工大学生物工程学院环境生物技术研究室，无锡 #!2$1"）

关键词 茂原链轮丝菌，谷氨酰胺转氨酶，分批发酵，温度控制策略

中图分类号 345#6 文献标识码 7 文章编号!$$$/1$"!（#$$$）$"/$065/$2

微生物谷氨酰胺转氨酶（89:.&-9;’<.;=>?’@<;,9=;>+，简称

83A，BC#D1D#D!1）由于能催化许多食品中蛋白质的交联反
应，改善各种蛋白质的功能性质，在食品工业具有广泛的应

用潜力［!］，因而引起了人们的极大兴趣。谷氨酰胺转氨酶的

生产通常采用从豚鼠肝脏或组织中提取，由于豚鼠肝脏或组

织来源稀少，谷氨酰胺转胺酶的分离纯化过程复杂，因而价

格昂贵。#$世纪E$年代末，7=F&和8&<&G9等人［#，1］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；近年

来，A+.-+.等人［2］对其下游技术进行改进；HI@J;=?等人［6］

通过化学计算法对培养基进行分析和设计，提高了发酵水

平。国外加快了微生物发酵法生产谷氨酰胺转氨酶的研究，

并使之应用于食品工业，国内有关这方面的研究报道极少。

典型的谷氨酰胺转氨酶分批发酵过程是菌体生长和产

物合成属部分偶联型，菌体生长和产物合成过程所需控制条

件不同［"］。为了得到较高的谷氨酰胺转氨酶的产量、产率系

数及生产强度，控制不同发酵阶段的较佳环境条件非常重

要。温度是影响谷氨酰胺转胺酶发酵过程的重要的环境条

件之一。

本文以K<.+L<&*+.<9:9’’9@,,&-;.;+=>+为出发菌株，以提
高谷氨酰胺转氨酶酶活及生产强度为研究目标，研究了

#D6M小罐培养中控制温度为#6N!16N的情况下，83A分
批发酵过程的动力学特性，并详细讨论了温度对细胞干重、

细胞产率系数、细胞比生长速率以及对83A酶活、酶产率系
数及酶的比合成速率的影响。在此基础上得出了345(6
7+*+%$&%分批发酵生产谷氨酰胺转氨酶的分阶段温度控制策
略，并在小型发酵罐上进行了实验验证。

! 材料与方法

!"! 菌种
茂原链轮丝菌（3/*%8/(9%*/#0#,,#)55(7+*+%$&%）OKP/H#

（本研究室保藏号）。

!"# 培养基

!(#(! 斜面培养基：麦汁（!$QR），琼脂（#$?／M），LP0D$。

!(#(# 种子和发酵培养基（?／M）：淀粉#$，蛋白胨#$，酵母
膏#，无水硫酸镁#，磷酸氢二钾#，无水磷酸二氢钾#，

LP0D$。

!"$ 培养方法
（!）种子培养方法：接一环生长良好的斜面培养物至装
有06,M种子培养基的6$$,M三角瓶中培养，摇瓶转速为

#$$.／,9=，温度1$N，培养2$I。
（#）小罐培养：#D6M小罐（韩国ST/#D6M台式发酵罐）的
装液量为!D6M，接种量!$U，初始淀粉浓度1$?／M，发酵过
程中控制LP值"D6，温度控制在#6N!16N，搅拌转速为

2$$!6$$.／,9=。

!"% 分析方法

!(%(! 菌体细胞生长量：取发酵液6,M，"$$$.／,9=离心6
,9=，蒸馏水水洗#次，!$6N干燥至衡重后称重。

!(%(# 83A酶活性测定：比色法测定酶活性［0］。一个

83A酶活单位（!@／,M）定义为：10N时 83A每分钟催化
底物（)/"/CQH/A’=/A’V，K9?,;公司）生成!#,&’M/谷氨酸$/
单羟胺酸（氧肟酸）。

!(%($ 残糖测定：改进的蒽酮法［E］。

# 结果与讨论

#&! 不同温度下的’()分批发酵过程
图!为不同温度下345(7+*+%$&%发酵生产谷氨酰胺转

氨酶的细胞干重（WCO）、83A酶活及残糖的时间过程曲线。
从图!可以发现，当温度控制相对较低时（#6N和#EN），前
期细胞生长的延滞期较长，谷氨酰胺转氨酶的合成与细胞生

长同步进行，细胞进入对数细胞生长期，酶大量产生，细胞生

长进入平衡期后，酶的合成随即停止；当温度控制较高时

（1$N，1#N和16N时），细胞生长的延滞期较短，83A酶活
也随着细胞的生长而增加，细胞干重达到最大值的时间大大

缩短，当细胞生长进入平衡期，酶活继续增加"I左右才停
止，达到最大酶活的时间也比温度较低时缩短了。

从图!中还可以看出：（!）随着发酵控制温度的提高，达
到最大菌体浓度和最高酶活的时间都大大缩短了；（#）当发
酵控制温度较低时，随着温度的升高，细胞干重和83A酶活
不断增加，1$N细胞干重和83A酶活均达到最大值，当温度
继续升高时，两者反而都有下降。



图! 不同温度下"#$分批发酵%&’、"#$酶活及()&的时间过程曲线

!"! 温度对细胞比生长速率及其产率系数的影响
不同温度下的比生长速率（!*+,,）是由细胞生长数据得到

的，即：!-
!
!
"!
"#-

!
!,./"#!0

"!
"#
。用$1223422,绘图软件对图!

中的生长数据进行插值计算（时间间隔为05!6），再用78*+,
软件求解得到不同时刻的!*+,,再经平滑处理，得到不同温度
下的!*+,,94关系曲线，如图:。

图: 不同温度下的比生长速率随时间的变化关系

!;<=>；:;<:>；<;<0>；?;:@>；=;:=>

从图:中可以看出：（!）不同温度下!*+,,随着时间变化趋
势相似。（:）当温度相对较高时（<=>，<:>）时，前期细胞以
较高的!*+,,生长，A6左右!*+,,迅速达到最大值，然后!*+,,迅
速降低，<06左右降为零。（<）温度较低时，!*+,,达到最大值
的时间延迟，其增大和降低的速率均较慢。（?）:?6后，:@>
时的!*+,,高于其它温度下的值。
图<为不同温度下的细胞产率系数（$B）的变化曲线。

从图<可以看出，随着温度的升高，$B不断增大，当温度增
大到<:>时，$B达到最大值!5<AC／C糖，然后DB下降。

图< 温度对细胞产率系数的影响

由此可见，在发酵前期，宜采用较高的培养温度（如

<:>），这样不仅可以缩短细胞生长的延滞期，减少总的发酵
时间，还可以获得高的细胞产率系数$B，提高糖的利用率。

!"# 温度对$%&产率系数及其比合成速率的影响
图?为不同温度下"#$产率系数（$"#$）的变化。从

图?可见，当温度从:=>升高到<:>时，$"#$不断升高至最
大值，然后$"#$缓慢下降。当温度从:=>增加到<:>时，

$"#$从@:5=E·CF!增高到!?=5@E·CF!，增加了@0G，表明适

当提高温度有利于产酶。

图? 不同温度下"#$的产率系数

图= 不同温度下"#$酶活比合成速率随时间关系

!：<=> :：<:> <：<0> ?：:@> =：:=>

根据!%&’-
!
!
"!
"#-

!
!,./"#!0

"(
"#
，求得"#$比合成速率

（!"#$）与时间的关系曲线（类似于!*+,,的求法），如图=所
示，从图中可以看出：（!）不同温度下!"#$与时间的变化关
系都呈现钟罩形；（:）除了<=>，其它温度下在!:6左右的

"#$比合成速率均迅速增加，<:>时增加速率最大；（<）不
同温度下，!"#$达到最大值时的时间不同，当发酵温度为
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!"#、!$#、!%#、$&#和$"#时，!’()达到最大值时的发酵
时间分别为$$*、+"*、+"*、+"*和+$,"*；（-）!$#时，!’()
所达到的最大值最大，但其下降速度也最快，温度$&#时，尽
管!’()的最大值相对较小，但其下降速度较慢，发酵+&*，

$&#时的!’()高于!$#的值，$%*后，$&#的!’()高于其它
温度下的!’()。
由此可见，在’()发酵前期，宜采用相对较高的培养温

度（如!$#），使!’()的值较高，在发酵中后期宜采用较低的
温度如$&#），这样可以使!’()继续保持相对较高的值，提
高’()发酵水平，获得较高的生产强度。

!"# $%&分批发酵过程分阶段温度控制策略的确定及验
证

从上述单一温度控制的分批发酵过程可以看出，前期适

当提高温度后，不仅可缩短细胞生长的延滞期，有利于菌体

的生长，而且对酶的合成也有利。在发酵中后期，可适当降

低温度以进一步促进菌体的持续生长及产酶，提高整个

’()发酵过程的生产水平。因此，从图$细胞比生长速率
及图"的 ’()比合成速率随时间的变化关系可以得出，

’()发酵过程中温度控制策略为：%"+&*，控制温度为

!$#，+&*后将温度切换到$&#。采用此温度控制策略在

$,".小罐上进行’()发酵，其发酵过程曲线如图/所示。
从图/中可见，采用分阶段温度控制策略，发酵前期，细

胞生长延滞期短，生长速率较快，整个发酵过程中’()酶活

不断增加。培养!/*左右，最大细胞干重达到$0,$1／.，-$
*左右，’()酶活达到了!,!02／3.。

图/ 采用分阶段控制温度策略发酵过程曲线

比较单一温度（图+）及分阶段温度控制过程（图/）可以
明显看出，当前期温度控制!$#时，细胞生长的延滞期比

$&#明显缩短，菌体能以较快的速率生长，而且发酵前期的
产酶速率也大大高于温度较低时的情况。+&*将温度切换
到$&#后，细胞生长速率及产酶速率均高于单一温度控制时
的值，两者继续以较高的速度增加。-$*发酵结束时，’()
酶活比未控制温度时的最好水平提高了+-4，发酵时间也缩
短了/*。
表+为不同温度及分阶段控制温度’()发酵过程各参

数值的比较。

表’ 单一温度及分阶段控制温度对$%&发酵过程的影响

温度／（#）

发酵指标
$" $& !% !$ !" !$到$&

’()生产强度（2／.／*） !!5% -"5% /+5$ /%56 /%5/ &%5$

细胞生产强度（1／.／*） %5$6 %5!0 %5"$ %5/0 %5"" %50-

’()平均比合成速率（2／*／1789） +5&6 $5$& $5-- $5-0 $5&& !5%$

细胞平均比生长速率（1／*／1789） %5%+0 %5%+6 %5%$+ %5%$0 %5%!! %5%$&

’()产率系数（2／1） &$5" +%%5% +!+5& +-"5& +-%5" +-$5$

细胞产率系数（1／1） %5// %5&+ %566 +5!/ +5%/ +5!!

达到最大酶活的时间（*） /% "- -& -$ !/ -$

从表+中可以看出，采用分阶段温度控制策略不仅可明
显提高酶活，缩短发酵时间，而且生产强度也显著提高，达到

&%,$2／.／*，比未控制温度的最好发酵水平提高了!-4。

’()酶活平均比合成速率达到!,%$2／*／1菌体干重，高于

其它温度条件下的平均比合成速率。细胞的平均比生长速

率达到%,%$&1／*／1菌体干重，也高于$&#及!$#下的平均
比生长速率。由此可见，采用分阶段温度控制策略确实能够

显著提高’()发酵过程中的各项指标。
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2G?D:G2E;6DG;S

基因脉冲导入仪

性能指标 T/4#)# T/4’)#

输出波形 指数尖脉冲 矩形脉冲

输出电压（W） #))!’+)) #))!’)))

最大电流（R） #+) #)

配置电容 )X+!’#X+"A

基因脉冲导入仪可用于植物、动物和各种微生物的各类细胞电穿

孔，并能获得很高的转化率，经天津市科委组织鉴定一致认为达到()
年代末期国外同类产品的先进水平，可替代进口产品。

该产品荣获#$$’年全国新技术、新产品展销会金奖，被评为#$$’
年度国家级新产品，获天津市科技成果三等奖，#$$%年授予专利权，目
前已在国内许多国家级重点实验室应用，很受用户欢迎。

整机由微机控制，工作安全，稳定可靠，操作简单，使用方便。
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