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溶氧浓度对微生物谷氨酰胺转胺酶发酵的影响
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　　[摘　要 ]　研究了不同溶氧 (DO )浓度对微生物谷氨酰胺转胺酶 (M T G)发酵的影响。结果表明,当溶氧浓度为

2. 88 m göL 时, M T G活性和菌体干重最高,分别达到 4. 32 U ömL 和 23. 5 göL ,底物利用率为 81. 6 % ;当溶氧浓度

继续升高时,发酵后期M T G 活性下降显著。为此采用了分阶段溶氧控制策略,即在 0～ 34 h 控制溶氧浓度为2. 88

m göL , 34 h 后控制溶氧浓度为 0. 96 m göL ,最终M T G 活性达到 4. 72 U ömL ,菌体干重达到 27. 32 göL ,较恒定

2. 88 m göL 溶氧浓度时分别提高了 9. 26%和 16. 26% ,其底物利用率达 83. 2%。
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　　微生物谷氨酰胺转胺酶 (M icrob ia l T ran sglu2
tam inase, EC2. 3. 2. 13, 简称M T G)是一种催化酰

基转移反应的转移酶: (1)其可催化蛋白质以及肽键

中谷氨酰胺残基的 Χ酰胺基和伯胺之间的酰胺基转
移反应,利用该反应可以将赖氨酸引入蛋白质以改

善蛋白质的营养特性。(2)当蛋白质中赖氨酸残基的

Χ氨基作为酰基受体时,蛋白质在分子内或分子间

形成 Ε2(Χ2glu tam yl)L ys 共价键, 通过该反应蛋白

质分子发生交联,使得食品及其他制品产生质构变

化,从而赋予产品特有的质构特性和粘合性能。 (3)

当不存在伯胺时,水会成为酰基的受体,谷氨酰胺残

基脱去氨基,该反应可以用于改变蛋白质的等电点

及溶解度[123 ]。由于谷氨酰胺转胺酶催化作用机理的

特殊性,使其在食品、化妆品、制药和医疗保键等领

域具有广泛的应用前景,并日益引起人们的极大兴

趣[4 ]。目前,国外对发酵法生产M T G 的研究[2, 3, 527 ]

较多,并已应用到了食品工业,而国内主要有江南大

学生物工程学院开展了该方面的研究[1, 4, 8210 ]工作。

微生物谷氨酰胺转胺酶发酵生产属于好氧发

酵,发酵过程中菌体的新陈代谢与氧气呼吸有关,调

节通气和搅拌,可影响发酵周期时间的长短和代谢

产物生成量的高低[11 ]。而了解了菌体生长阶段和代

谢产物形成阶段的最适需氧量,就有可能实现合理

供氧。因此,进行溶氧浓度的控制是极其重要的。本

研究以茂原链轮丝菌 (S trep toverticillium m o2

ba raense)为出发菌株,以提高酶活为研究目标,研究

了 10 L 罐中不同溶氧浓度对M T G 发酵过程的影

响, 并得出了最适的溶氧浓度控制策略, 旨在为

M T G 的进一步工业化生产奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌种　茂原链轮丝菌 (S trep toverticillium

m oba raense)由华东师范大学生命科学学院微生物

实验室保存。

1. 1. 2　培养基　 (1)孢子培养基。高氏一号培养

基[12 ]。(2)种子培养基。甘油 20 göL ,蛋白胨 25 göL ,

酵母膏 5 göL , K 2H PO 4·3H 2O 2 göL , M gSO 4·

7H 2O 2 göL , pH 7. 4。(3)发酵培养基。淀粉 10 göL ,

葡萄糖 20 göL ,鱼粉水解物 25 göL ,酵母膏 5 göL ,

K 2H PO 4·3H 2O 2 göL , M gSO 4·7H 2O 2 göL , pH

7. 4。

1. 2　方　法

1. 2. 1　培养方法　 (1)种子培养法。接 1环孢子培

养基中生长良好的茂原链轮丝菌,移至装有 100 mL

种子培养基的 500 mL 三角瓶中, 210 röm in 30 ℃恒

温培养 40 h 左右。(2)分批发酵培养。发酵罐为上海

高机生物工程有限公司生产的B IO F26010S 罐, 10

L 罐的装料量为 6 L , 接种量为 10% , 发酵过程中

pH 自然,温度控制在 30 ℃,搅拌转速为 200～ 450
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röm in。

1. 2. 2　菌体干重测定　取发酵液 5 mL , 3 000

röm in离心 30 m in,蒸馏水水洗 2 次, 105 ℃干燥至

恒重后称重。

1. 2. 3　M T G 酶活性测定　采用比色法测定[13 ]。

1. 2. 4　残糖测定　采用DN S法[14 ]。

1. 2. 5　M T G 比合成速率、细胞比生长速率、产物

得率系数和细胞得率系数的计算　参考文献[ 11 ]和

[ 15 ]的方法进行。

2　结果与分析

本试验分别考察了 0. 96, 1. 92, 2. 88 和3. 84

m göL 的溶氧浓度对M T G 发酵过程的影响。

2. 1　不同溶氧浓度对产酶过程的影响

图 1为不同溶氧浓度下M T G 活性随时间的变

化曲线。从图 1可以看出,发酵 16 h 后茂原链轮丝

菌开始产出M T G,当溶氧浓度大于 0. 96 m göL 时,

34 h 以内的M T G 活性迅速增加; 此后, 2. 88 m göL
溶氧浓度的M T G 活性继续缓慢增加,在 44 h 达到

最大值 4. 32 U ömL ,而 1. 92 和 3. 84 m göL 溶氧浓
度的M T G 活性在发酵 34 h 后开始下降, 特别是

3. 84 m göL 溶氧浓度处理的M T G 活性下降比较迅

速。在 0. 96 m göL 溶氧浓度时,酶活在 34 h 前增加

缓慢, 34 h 后才以较快的速度增加,直到 48 h 达到

最大值 4. 00 U ömL。这说明较高的溶氧浓度有利于

M T G 的合成,但过高的溶氧浓度又加速了M T G 的

失活,可能是因为M T G 活性中心的Cys具有- SH

基,而- SH 基在高溶氧浓度下易被氧化[8 ]。因此,理

论上存在 1个既有利于产M T G 又不会使M T G 活

性迅速降低的最适溶氧浓度。

2. 2　不同溶氧浓度对菌体干重的影响

图 2为不同溶氧浓度下茂原链轮丝菌菌体干重

随时间的变化曲线。由图 2可知,在 0. 96 m göL 溶
氧浓度时, 24 h 前菌体干重变化与其他溶氧浓度差

别不大, 24 h 后增加速度减慢,菌体干重在 40 h 达

到最大值; 随着溶氧浓度的增大,菌体干重也增加,

且达到最大菌体干重的时间提前到 34 h。当溶氧浓

度为 2. 88 m göL 时, 菌体干重达到最大值 23. 5

göL ;当溶氧浓度继续升高至 3. 84 m göL 时,菌体干

重有所下降。说明适当增高溶氧浓度有利于该微生

物的生长。

图 1　不同溶氧浓度对M T G活性的影响

F ig. 1　Effect of DO concen tra t ions on M T G activity

图 2　不同溶氧浓度对菌体干重的影响

F ig. 2　Effect of DO concen tra t ions on dry cell w eigh t

2. 3　不同溶氧浓度对底物利用的影响

图 3为不同溶氧浓度下底物利用随时间的变化

曲线。由图 3可以看出,不论溶氧浓度大小,底物利

用趋势都是一致的, 即在 0～ 8 h 底物几乎未被利

用,在 8～ 24 h 底物被迅速利用,之后底物利用速度

减缓, 34 h 以后底物浓度已降到很低。

从图 3 还可以看出,在1. 92 m göL 的溶氧浓度
时,底物利用率最高,其次是 2. 88和 0. 96 m göL 的
溶氧浓度处理, 最差的是3. 84 m göL , 但在前 16 h

的发酵中,溶氧浓度越大,底物利用速度越快。底物

的利用情况说明,在发酵开始后的前 16 h 中,较高

的溶氧浓度有利于底物的利用,而在这之后,适当低

的溶氧浓度有利于底物的利用。出现这种现象的可

能的解释是高溶氧浓度促使微生物细胞过早的自

溶。在实际试验中,通过显微镜观察也发现,发酵后

期微生物菌丝体在高溶氧浓度下出现了大量断裂

现象。
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图 3　不同溶氧浓度对底物利用的影响

F ig. 3　Effect of DO concen tra t ions on

substra te u tlizat ion

图 4　分阶段溶氧控制分批发酵过程曲线

F ig. 4　Curve of tw o2stage DO contro l

M T G batch ferm entat ion p rocess

2. 4　分阶段溶氧浓度控制对M T G 发酵的影响

由图 1, 2 可知, 溶氧浓度维持在 2. 88 m göL
时,所得的菌体干重及M T G 活性均优于其他溶氧

浓度,但过高的溶氧浓度会造成发酵后期 (34 h 后)

M T G 活性下降较快。因此本试验采用了如下策略:

在发酵前期 (0～ 34 h )维持 2. 88 m göL 的溶氧浓
度, 发酵后期 (34 h 后)维持 0. 96 m göL 的溶氧浓
度。

图 4为分阶段溶氧控制下的M T G 分批发酵曲

线。由图 4可以看出,发酵 48 h 后M T G 活性达到

最高,为 4. 72 U ömL ,菌体干重达 27. 32 göL ,较恒

定 2. 88 m göL 溶氧浓度分别提高了 9. 26%和

16. 26% , 底物利用率达 83. 2% , 也略高于 2. 88

m göL溶氧浓度时的 81. 6%。这说明分阶段溶氧控

制不仅可以得到较高的菌体干重,而且也有利于维

持较高的M T G 合成速率, 有利于M T G 的合成与

积累,并且减少了M T G 的失活,提高了整个M T G

发酵过程的生产水平。

表 1为单一溶氧浓度与分阶段溶氧浓度控制时

的M T G 发酵过程各参数值的计算结果。由表 1可

以看出,分阶段溶氧浓度控制的M T G 比合成速率

略高于 0. 96, 1. 92和 2. 88 m göL 时的M T G 比合成

速率,其产物得率系数和细胞得率系数分别为295. 2

U ög 和 1. 46 gög,较单一溶氧浓度的最高水平2. 88

m göL 分别高出 10. 89%和 8. 15%。另外,分阶段溶

氧控制的细胞比合成速率仅大于 0. 96 m göL 溶氧
浓度处理,而较其他溶氧浓度处理小, 这是由于 34

h 后溶氧浓度维持在 0. 96 m göL 时,使得茂原链轮

丝菌菌体细胞生长期延长,菌体干重达到最大值的

时间较长造成的。
表 1　单一溶氧浓度与分阶段溶氧浓度控制对M T G发酵过程的影响

T able 1　Effects of single DO concen tra t ion and tw o2stage DO concen tra t ion con tro l on M T G batch ferm entat ion

溶氧浓度ö
(m g·L - 1)

DO concen trations

M T G比合成速率öh- 1

Specific M T G
fo rm ation rate

细胞比生长速率öh - 1

Specific cell
grow th rate

产物得率系数ö(U·g- 1)
M T G yield
coefficien t

细胞得率系数ö(g·g- 1)
Cell yield
coefficien t

0. 96 0. 029 0. 038 254. 3 1. 22

1. 92 0. 030 0. 046 253. 9 1. 33

2. 88 0. 031 0. 047 266. 2 1. 35

3. 84 0. 037 0. 047 250. 2 1. 29

2. 88～ 0. 96 0. 032 0. 042 295. 2 1. 46

3　结　论

分阶段溶氧浓度控制提高了微生物谷氨酰胺转

胺酶分批发酵的M T G 产量、M T G 得率系数和细胞

得率系数,这表明在发酵过程中可以根据目的产物

合成不同阶段的不同特性进行合理控制,从而提高

目的产物的产量。例如,文献[ 9210 ]对微生物谷氨酰

胺转胺酶分批发酵 pH 值和温度的分阶段控制试验

表明,分阶段控制结果优于单一 pH 值或单一的温

度控制。如果能将这些因素综合起来考虑进行发酵,
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可能会进一步提高M T G 产量,但同时也加大了控 制过程的复杂性,故有待进一步的研究。
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Effects of DO concen tra t ion s on M icrob ia l T ran sg lu tam inase Ferm en ta t ion

J I Guo-D ong1, ZHOU Bo1, GAO Hong-L iang1, CHANG Zhong-Y i1, 2,YANG Jun 2

(1 S chool of L if e S ciences, E ast Ch ina N orm al U niversity , S hang ha i 200062, Ch ina;

2 J iang su Y u run F ood G roup Co. L td , J iang su,N anj ing 210041, Ch ina)

Abstract: T he effects of DO concen tra t ion s on M T G batch ferm en ta t ion w ere studied. T he resu lts

show ed, w hen DO concen tra t ion w as 2. 88 m göL ,M T G act ivity and dry cell w eigh t reached the h ighest,

w h ich w ere 4. 32 U ömL and 23. 5 göL respect ively, and sub stra te u t iliza t ion ra t io w as 81. 6 %. How ever,

the h igher DO concen tra t ion cou ld rem arkab ly reduce the M T G act ivity a t la ter phase. T herefo re, the st ra t2
egy of stepw ise DO concen tra t ion con tro lM T G batch ferm en ta t ion w as in troduced: a t 0～ 34 h,DO concen2
t ra t ion w ere con tro lled at 2. 88 m göL , and after 34 h, it w en t dow n from 2. 88 m göL to 0. 96 m göL. A nd fi2
nally,M T G act ivity reached 4. 72 U ömL and dry cell w eigh t reached 27. 32 göL , 9. 26 % and 16. 26% h igh2
er than w hen DO conan tra t ion w as 2. 88 m göL respect ively, and sub stra te u t iliza t ion ra t io w as 83. 2%.

Key words: M icrob ia l T ran sglu tam inase; DO concen tra t ion; the st ra tegy of stepw ise con tro l; enzym e

act ivity; sub stra te u t iliza t ion
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