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解淀粉芽孢杆菌ＳＷＪＳ２２固体发酵产

谷氨酰胺酶的优化研究
Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｎｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｒｏｍ犅犪犮犻犾犾狌狊犪犿狔犾狅犾犻狇狌犲犳犪犮犻犲狀狊

ＳＷＪＳ２２ｂｙｓｏｌｉｄｓｔａｔｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

周池虹伶

犣犎犗犝犆犺犻犺狅狀犵犾犻狀犵
　

崔　春

犆犝犐犆狌狀
　

赵谋明

犣犎犃犗犕狅狌犿犻狀犵

（华南理工大学轻工与食品学院，广东 广州　５１０６４１）
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摘要：以南海海泥中筛选出来的解淀粉芽孢杆菌ＳＷＪＳ２２

（犅犪犮犻犾犾狌狊犪犿狔犾狅犾犻狇狌犲犳犪犮犻犲狀狊ＳＷＪＳ２２）为菌种，优化固体发酵

产谷氨酰胺酶的工艺。选择发酵条件（接种量、发酵时间、发

酵温度）和发酵培养基（淀粉原料、料水比、产酶诱导剂）进行

单因素试验，通过正交试验对料水比、产酶诱导剂、接种量进

行进一步优化，将谷氨酰胺酶活力从（８３．１０±４．６４）Ｕ／ｍｇ

干基提高到了（２６９０．０２±２８．８０）Ｕ／ｍｇ干基。优化后的发

酵条件为：接种量２．０％（犞／犿），温度３７℃，时间４８ｈ；优化

后的发酵培养基为：豆粕２０ｇ，小麦粉５ｇ，蔗糖脂肪酸酯

（ＳＥ１１７０）０．０２ｇ，料水比１．０∶０．６（犿∶犿）。对固体曲料中

的谷氨酰胺酶进行提取工艺的优化，在料液比为１∶８（犿∶

犞）、３７℃下摇床提取１ｈ最优。将粗酶液与同等酶活力的商

业酶对谷氨酰胺进行酶解，通过测定谷氨酸和谷氨酰胺的含

量变化，验证了粗酶液将谷氨酰胺转化成谷氨酸的能力

较强。

关键词：解淀粉芽孢杆菌；谷氨酰胺酶；固体发酵
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　　海洋拥有着地球上８０％的生物资源，因海洋具有高盐、

高压、寡营养、低温等极端环境，在微生物长期生存过程中，

会形成一些与陆地微生物所不同的特点，而这些微生物所产

的酶类，通常也会具有更强的耐受力和适应能力［１］。

　　谷氨酰胺酶（ＥＣ３．５．１．２）是催化谷氨酰胺水解生成

谷氨酸和氨的一种酶，是控制食品鲜味的关键酶，在食品、医

学等领域都有广泛的应用［２］。谷氨酰胺酶在酱油中应用广

泛，而发酵酱油所用的米曲霉所产的谷氨酰胺酶，不耐盐不

耐热，酶活力不高［３］。这与米曲霉的产酶特性有关，也是因

为谷氨酰胺酶的产生条件与中国酱油的制曲工艺相矛盾。

日本学者［４］将枯草菌液体发酵所制得的谷氨酰胺酶制剂运

用到酱油发酵中，取得了一定的效果。叶茂等［５］采用添加粗

酶粉的方法研究了谷氨酰胺酶对酱油发酵过程的影响，验证

了该方法能改善酱油风味。目前尚未发现有关混合不同的

曲料进行酱油发酵的研究。

　　本研究旨在用一株从南海海泥中筛选到耐盐性好的解

淀粉芽孢杆菌ＳＷＪＳ２２，在不改变酱油发酵原有的原料配比

的基础上，通过单因素和正交试验进行固体发酵的培养基和

培养条件的优化，以提高曲料中的谷氨酰胺酶活力。优化后

的固体曲料，能直接应用于酱油发酵，提高酱油鲜味。不仅

有耐受力更好的谷氨酰胺酶作用，还有高耐盐性的解淀粉芽

孢杆菌作用于酱油发酵，意在改善酱油鲜味。同时，研究酶

的提取方法，验证其将谷氨酰胺转化为谷氨酸的能力，为谷

氨酰胺酶的分离纯化以及商业化生产打下基础。
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１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　试验材料

　　菌种：从中国南海海泥中筛选出的解淀粉芽孢杆菌

ＳＷＪＳ２２（犅犪犮犻犾犾狌狊犪犿狔犾狅犾犻狇狌犲犳犪犮犻犲狀狊ＳＷＪＳ２２，ＣＧＭＣＣＮｏ．

８４２５），由华南理工大学轻工与食品学院食品生物技术实验

室提供。菌种保存于斜面培养基（４℃），每３个月转接一次。

　　斜面培养基：牛肉浸膏４ｇ／Ｌ，蛋白胨６ｇ／Ｌ，浸出酵母粉

２ｇ／Ｌ，氯化钠５ｇ／Ｌ，琼脂２０ｇ／Ｌ，ｐＨ７．０。

　　ＺｏＢｅｌｌ２２６１Ｅ培养基：酪蛋白１０ｇ／Ｌ，牛肉浸膏３ｇ／Ｌ，氯

化钠５ｇ／Ｌ，磷酸二氢钾２ｇ／Ｌ，琼脂１５ｇ／Ｌ，ｐＨ７．４±０．１。

　　种子培养基：胰蛋白胨１０ｇ／Ｌ，酵母抽提物５ｇ／Ｌ，蔗糖

１０ｇ／Ｌ，Ｆｅ２ （ＳＯ４）３ ·ＸＨ２Ｏ ０．１ｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４ · Ｈ２Ｏ

０．００１ｇ／Ｌ，ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ０．００１ｇ／Ｌ，ｐＨ７．０。

　　豆粕、面粉、麦麸、小麦粉：市购；

　　吐温６０、吐温８０：纯度≥９８％，天津市科密欧化学试剂

有限公司；

　　甘油：纯度≥９９％，国药集团化学试剂有限公司；

　　蔗糖酯（ＳＥ１１７０）：食品级，日本三菱化学食品株式

会社；

　　Ｌ谷氨酰胺：纯度≥９８．５％，上海博奥生物科技有限

公司；

　　Ｌ谷氨酸检测试剂盒：德国ＲＢｉｏｐｈａｒｍ公司。

１．１．２　主要仪器设备

　　超净工作台：ＳＸＺ型，上海浦东跃新科学仪器厂；

　　霉菌培养箱：ＺＪＰＡ１４３０型，上海智诚分析仪器制造有

限公司；

　　全波长扫描多功能读数仪：ＶＡＲＩＯＳＫＡＮＦＬＡＳＨ 型，

赛默飞世尔科技公司；

　　台式离心机：３１８Ｋ型，德国Ｓｉｇｍａ仪器公司；

　　氨基酸分析仪：Ａ３００型，德国 ＭｅｍｂｒａＰｕｒｅ公司。

１．２　试验方法

１．２．１　菌种活化　取出实验室保藏的解淀粉芽孢杆菌

ＳＷＪＳ２２试管斜面，在无菌操作台中，刮取少许菌落，在Ｚｏ

Ｂｅｌｌ２２６１Ｅ平板上划线。３７℃恒温培养箱中培养２４ｈ，挑取

单菌落转接到另一平板进行培养，如此重复３次，使菌株完

全复壮。

１．２．２　种子液制备　挑取已活化的菌落，接入２５ｍＬ种子

液培养基于锥形瓶（２５０ｍＬ）中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下恒

温摇床培养６ｈ，得到种子液。

１．２．３　固体发酵产酶条件的单因素试验研究

　　（１）淀粉原料对酶活力的影响：选用小麦粉、面粉和麦

麸为淀粉原料，按照豆粕∶淀粉原料＝４∶１（犿∶犿）的比例，

在料水比为１．０∶０．７（犿∶犿），接种量为１．０％（犞∶犿），

３７℃条件下发酵４８ｈ，测定酶活力。

　　（２）发酵温度对酶活力的影响：将豆粕和小麦粉以４∶１

（犿∶犿）的比例混合，按照料水比１．０∶０．７（犿∶犿）制作固体

培养基，种子液添加量为１．０％（犞∶犿），在不同的发酵温度

下（３０，３５，３７，４０，４５℃）发酵４８ｈ，测定酶活力。

　　（３）发酵时间对酶活力的影响：将豆粕和小麦粉以４∶１

（犿∶犿）的比例混合，按照料水比１．０∶０．７（犿∶犿）制作固体

培养基，种子液添加量为１．０％（犞∶犿），在３７℃下发酵不同

时间（２４，４８，７２，９６ｈ），测定酶活力。

　　（４）接种量对酶活力影响：将豆粕和小麦粉以４∶１（犿∶

犿）的比例混合，以料水比１．０∶０．７（犿∶犿）制作固体培养

基，分别添加以０．５％，１．０％，２．０％，３．０％，５．０％（犞／犿）的

比例往培养基中添加种子液，３７℃条件下发酵４８ｈ，测定酶

活力。

　　（５）料水比对酶活力影响：将豆粕和小麦粉以４∶１（犿∶

犿）的比例混合，按照不同的料水比（１．０∶０．４，１．０∶０．５，

１．０∶０．６，１．０∶０．７，１．０∶０．８，犿∶犿）制作发酵培养基，固

定种子液接种量为１．０％（犞／犿），在３７℃下发酵４８ｈ，测定

酶活力。

　　（６）产酶促进剂对酶活力的影响：将豆粕和小麦粉以

４∶１（犿∶犿）的比例混合，以料水比１．０∶０．７（犿∶犿）制作固

体培养基，添加１．０％（犞／犿）的种子液，分别添加表面活性

剂：０．１０％（犿／犿）的吐温６０、吐温８０、蔗糖酯（ＳＥ１１７０）、甘

油以及０．０２％（犿／犿）的ＳＤＳ；产酶诱导物：分别添加０．０５％，

０．１０％（犿／犿）的谷氨酰胺和０．０５％，０．１０％（犿／犿）的天冬酰

胺。根据试验结果，对具有一定促进效果的产酶促进剂进行

浓度的梯度试验和互配试验，３７℃条件下发酵４８ｈ，测定酶

活力。

１．２．４　产酶条件的正交试验设计　根据单因素试验结果，

选取料水比、ＳＥ１１７０、接种量３因素３水平设计正交试验

Ｌ９（３
３），以酶活力为指标，探究这３因素之间的交互作用，进

一步提高酶活力。

１．２．５　酶活力的测定　将曲料混合均匀。称取３０００ｍｇ

曲料均匀分散到５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ６．９８的磷酸盐缓冲溶液

中，３７℃下保温，加入３ｍＬ１．０％的Ｌ谷氨酰胺底物，酶解

３０ｍｉｎ后，加入 １５ ｍＬ１０％ 的 ＴＣＡ 终止反应，然后用

５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ６．９８的磷酸盐缓冲溶液定容至１００ｍＬ，

４层纱布过滤后，滤液备用。空白将Ｌ谷氨酰胺底物和ＴＣＡ

的添加顺序交换即可。分别测定０．００６，０．０１０，０．０２０，

０．０４０，０．０６０ｇ／Ｌ的Ｌ谷氨酸含量在４９２ｎｍ下的吸光值，

以Ｌ谷氨酸浓度为横坐标，吸光值为纵坐标，绘制标准曲线

（用Ｒｂｉｏｐｈａｒｍ公司的Ｌ谷氨酸检测试剂盒，测定Ｌ谷氨酸

含量）。在３７℃，ｐＨ６．９８的条件下，每毫克酱油曲料（干

基）每分钟催化Ｌ谷氨酰胺（浓度１．０％）分解生成１μｍｏｌ

Ｌ谷氨酸，即为一个酶活力单位，以Ｕ／ｍｇ干基表示。

１．２．６　谷氨酰胺酶的提取　称取适量的曲料于ｐＨ６．９８的

磷酸盐缓冲溶液中，按照料液比１∶４，１∶６，１∶８，１∶１０

（犿∶犞），在３７℃，１５０ｒ／ｍｉｎ的摇床条件下提取９０ｍｉｎ，４层

纱布过滤定容后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，测上清液酶

活力。

　　按优化后的料液比１∶８（犿∶犞），称取一定质量的曲料

于ｐＨ６．９８的磷酸盐缓冲溶液中，在３７℃，１５０ｒ／ｍｉｎ的摇

床条件下，提取３０，６０，９０，１２０，１８０ｍｉｎ，４层纱布过滤定容

后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，测上清液酶活力。

１．２．７　粗酶液的功能验证

　　（１）谷氨酰胺酶酶解谷氨酰胺：以１％的谷氨酰胺为底

物，添加１．０，２．０Ｕ的酶活力梯度的粗酶液以及同等酶活力
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梯度的商业酶，３７℃下反应１ｈ后，测谷氨酸和谷氨酰胺的

含量。

　　（２）谷氨酸和谷氨酰胺的测定：采用 Ａ３００氨基酸分析

仪对谷氨酸和谷氨酰胺的含量进行测定。

　　氨基酸检测条件：４ｍＬ样品与１ｍＬ１５％的磺基水杨酸

溶液混合沉淀样品中大分子的蛋白和多肽，４℃下反应１ｈ，

４℃，１００００×ｇ离心１５ｍｉｎ，样品经过微滤膜（０．２２μｍｏｌ）处

理。用液相离子交换柱（分离柱ＴＳ２６３，ＭｅｍｂｒａＰｕｒｅ）分离

氨基酸，茚三酮显色，流速为６０μＬ／ｍｉｎ，５７０ｎｍ处检测，氨

基酸浓度采用外标计算。

１．２．８　数据分析　每次试验重复３次，结果表示为平均

值±标准偏差，使用ＥＸＣＥＬ２０１３和ＳＰＳＳ１９．０软件进行数

据分析。

２　结果与讨论
２．１　固体发酵培养基及培养条件的单因素优化

２．１．１　淀粉原料对菌株产谷氨酰胺酶活力的影响　由图１

可知，淀粉原料产酶能力依次为：小麦粉＞面粉＞麦麸。麦

麸做淀粉原料产酶活力最低，仅８３．１０Ｕ／ｍｇ干基，小麦粉

的产酶活力为４１６．５１Ｕ／ｍｇ干基，是麦麸的５．０１倍，有显著

性差异（Ｐ＜０．０５）。

不同小写字母表示差异显著

图１　淀粉原料对菌株产谷氨酰胺酶活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｔａｒｃｈｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｓｏｎｔｈｅ

ｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＷＪＳ２２

　　小麦粉中含有７０％左右的淀粉，蛋白含量约为１０％～

１４％，麦胶蛋白和谷蛋白含量丰富，而谷蛋白中的谷氨酰胺

含量约占４０％
［６］。面粉是将小麦去掉麦麸之后，研磨而成，

其蛋白质含量比小麦粉要高［７］。麦麸是小麦最外层表层，空

隙大，能起到透气的作用。小麦粉相较于面粉而言，透气性

要更强，更有利于微生物的生长与产酶；相较于麦麸而言，营

养物质更丰富，故选用小麦粉为固体发酵的淀粉原料。

２．１．２　发酵温度对菌株产谷氨酰胺酶活力的影响　由图２

可知，３７℃时最高酶活力达到２１６６．７５Ｕ／ｍｇ干基，与该菌

的最适生长温度保持一致［８］。温度的细微差别，都会对酶活

力有较大影响，３５，４０℃与３７℃相比，酶活力均有显著性差

异（Ｐ＜０．０５）；当温度从４０℃提高到４５℃时，酶活力急剧下

降，从１５０３．８９Ｕ／ｍｇ干基下降到４８３．４３Ｕ／ｍｇ干基。

　　温度是影响微生物生长繁殖和生存的最重要因素之一，

微生物只有在繁殖状况良好的前提下，才能生产目的代谢产

不同小写字母表示差异显著

图２　发酵温度对菌株产谷氨酰胺酶活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅ

ｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＷＪＳ２２

物［９］。生长温度低，菌体生长缓慢，酶活力不高；生长温度

高，菌体生长周期缩短，过早老化，细胞功能急剧下降，不利

于产酶，且温度高于目标酶耐受温度时，也会对酶活力产生

负面影响。选用３７℃作为发酵温度。

２．１．３　发酵时间对菌株产谷氨酰胺酶活力的影响　由图３

可知，发酵时间对菌株产谷氨酰胺酶活力的影响明显。发酵

时间为２４ｈ时，菌体还处于生长适应期，其酶活力不高，仅

６１８．１８Ｕ／ｍｇ干基，发酵时间达到４８ｈ时，豆粕提供的营养

物质丰富，菌群大量繁殖，达到饱和，酶活力达到最大值，为

２１２０．１２Ｕ／ｍｇ干基，显著高于其他发酵时间（Ｐ＜０．０５）。

随着时间的延长，营养物质消耗过量，豆粕颜色变深，解淀粉

芽孢杆菌分泌的物质和酶系使豆粕黏度增大，曲料的水分含

量下降，氨味增加［１０］，不利于微生物产谷氨酰胺酶，其酶活

力一直处于下降趋势，故选择最优发酵时间为４８ｈ。

不同小写字母表示差异显著

图３　发酵时间对菌株产谷氨酰胺酶活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＷＪＳ２２

２．１．４　接种量对菌株产谷氨酰胺酶活力的影响　由图４可

知，随着接种量的增加，谷氨酰胺酶活力先增高后降低，与文

献［１１］报道的解淀粉芽孢杆菌产纤溶酶活力的趋势一致。

当接种量为２．０％（犞／犿）时，谷氨酰胺酶活力最高，为

８３２．９８Ｕ／ｍｇ干基。当接种量为０．５％，５．０％（犞／犿）时，酶

活力分别为４５８．１２，５３２．１５Ｕ／ｍｇ干基，两个接种量相差

１０倍，酶活力并无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。可知，并不是接种
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不同小写字母表示差异显著

图４　接种量对菌株产谷氨酰胺酶活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｉｎｏｃｕｌｕｍｏｎｔｈｅ

ｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＷＪＳ２２

量越大，酶活力越高。接种量低时，营养物质虽然丰富，而微

生物的基数小，生长达不到饱和状态；接种量高时，竞争激

烈，抑制了解淀粉芽孢杆菌的生长和繁殖，不利于微生物产

谷氨酰胺酶。因此，接种量对谷氨酰胺酶活力有一定影响，

接种量为２．０％（犞／犿）时最优。

２．１．５　料水比对菌株产谷氨酰胺酶活力的影响　水分为细

菌的生长提供了一个正常的生理需求，因此，料水比是影响谷

氨酰胺酶活力的一个重要因素，对酶活力的提高有显著影响。

由图５可知，当料水比为１．０∶０．６（犿∶犿）时，谷氨酰胺酶活

力最高，为１１３５．１７Ｕ／ｍｇ干基，有显著性差异（Ｐ＜０．０５），与

文献［１２］报道的复合益生菌发酵豆粕中，在料水比１．０∶０．６

（犿∶犿）的情况下，豆粕的多个品质指标均维持在最高水平的

结果一致。当料水比为１．０∶０．４（犿∶犿）时，水分含量太低，

菌体不能正常生长，酶活力仅为２１９．３９Ｕ／ｍｇ干基；当料水比

为１．０∶０．８（犿∶犿）时，水分含量太高，营养物质易结块，附在

锥形瓶底部，曲料不易晃动，没有空隙，影响微生物的通气和

散热［９］，酶活力也不易提高，仅为６８９．５６Ｕ／ｍｇ干基。因此，

料水比为１．０∶０．６（犿∶犿）时最优。

２．１．６　产酶促进剂对菌株产谷氨酰胺酶活力的影响　少量

的产酶促进剂会显著提高酶活，选用一些表面活性剂来提高

细胞膜的通透性，和底物诱导剂来诱导谷氨酰胺酶的生成。

以０．１０％（犿／犿）的蔗糖脂肪酸酯（ＳＥ１１７０）和０．０５％（犿／

犿）的谷氨酰胺的促进效果最为明显，有显著性差异（Ｐ＜

０．０５）。在此条件下，对ＳＥ１１７０进行浓度梯度试验，将最优

不同小写字母表示差异显著

图５　料水比对菌株产谷氨酰胺酶活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒａｔｉｏｏｆｍａｔｅｒｉａｌｔｏｗａｔｅｒｏｎｔｈｅ

ｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＷＪＳ２２

的表面活性剂和最优的诱导物进行混合，结果见表１。由

表１可知，互配效果并没有得到进一步提高，故选用０．０５％

（犿／犿）的ＳＥ１１７０作为最终的产酶促进剂。

表１　产酶促进剂对菌株产谷氨酰胺酶活力的影响


Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｎｚｙｍｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｒｏｎｔｈｅ

ｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＷＪＳ２２

组别（犿／犿） 酶活力／（Ｕ·ｍｇ－１）

对照组 １１４３．４１±２７０．９９ｂ

０．０５％ＳＥ１１７０ ２４５３．５２±３３４．４３ａ

０．１０％ＳＥ１１７０ １７５４．４６±７０．２８ｂ

０．１５％ＳＥ１１７０ １７６０．６９±７０．５７ｂ

０．０５％谷氨酰胺 １８７７．０７±３４０．４０ａｂ

０．０５％ＳＥ１１７０＋０．０５％ 谷氨酰胺 １３８８．２４±１．９９ａｂ

　　　不同小写字母表示差异显著。

２．２　固体发酵培养基及培养条件的正交试验优化

　　根据上述单因素的结果，选取对酶活力影响较明显的料

水比、接种量、ＳＥ１１７０含量（见表２）来进行Ｌ９（３
３）正交试

验，进一步提高酶活力。由表３可知，酶活力影响顺序为料

水比＞ＳＥ１１７０＞接种量，最优条件组合为料水比１．０∶０．６

（犿∶犿），ＳＥ１１７００．５％（犿／犿）；接种量２．０％（犞／犿），酶活

力最高能达到（２６９０．０２±２８．８０）Ｕ／ｍｇ干基。与韩敏海

等［１３］通过液体发酵得到的３５６Ｕ／ｍＬ相比有明显的优势，高

于邹敏娟［１４］测的不同曲料中最高的谷氨酰胺酶活力

（２５８０Ｕ／ｍｇ干基）。

表２　Ｌ９（３
３）正交试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ２　Ｌ９（３
３）Ｔｈｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

水平 Ａ料水比（犿∶犿） ＢＳＥ１１７０／％ Ｃ接种量／％

１ １．０∶０．５ ０．０５ １．０

２ １．０∶０．６ ０．１０ ２．０

３ １．０∶０．７ ０．１５ ３．０

表３　Ｌ９（３
３）正交试验优化结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｌ９（３
３）Ｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

序号 Ａ Ｂ Ｃ 酶活力／（Ｕ·ｍｇ－１）

１ １ １ １ ６７５．６３±５６．３４

２ １ ２ ２ ８０４．１６±２４．３６

３ １ ３ ３ ５６６．９８±２８．６６

４ ２ １ ２ ２６９０．０２±２８．８０

５ ２ ２ ３ ２０９３．７２±２０９．８６

６ ２ ３ １ １８１０．５９±７０．５７

７ ３ １ ３ １７９９．６６±１７４．０７

８ ３ ２ １ １７５４．４６±６０．１８

９ ３ ３ ２ １０９２．１０±１９．１１

犽１


６８２．２５６１７２１．７７１１４１３．５６０

犽２ ２１９８．１１３１５５０．７８１１５２８．７６２

犽３ １５４８．７４１１１５６．５５８１４８６．７８８

犚 １５１５．８５７ ５６５．２１３ １１５．２０２
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２．３　固体曲料中谷氨酰胺酶的提取

　　对固体曲料中的谷氨酰胺酶进行提取，对提取过程中的

料液比和提取时间进行优化。由图６（ａ）可知，当料液低时，

固体曲料体积大，不利于提取；料液比增加，酶浓度降低，导

致酶比活力下降，不利于后面进一步的分离纯化试验，因此

确定最佳料液比为１∶８（犿∶犞）。由图６（ｂ）可知，酶活力随

着提取时间的增加，呈现先提高后平稳的趋势。当提取时间

超过１ｈ后，其提取酶活力趋于平缓，没有显著性差异（Ｐ＞

０．０５），为了保险起见，选用提取２ｈ进行后续试验。

不同小写字母表示差异显著

图６　料液比及提取时间对谷氨酰胺酶活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｅｘａｃｔｉｏｎｏｆｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅｏｎｒａｔｉｏｏｆ

ｍａｔｅｒｉａｌｔｏｓｏｌｖｅｎｔａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｔｉｍｅ

２．４　粗酶液和商业酶对谷氨酰胺的酶解效果比较

　　本试验将提取得到的谷氨酰胺酶的粗酶液，按照表４所

示的量，添加到１％的谷氨酰胺中酶解，比较谷氨酰胺和谷氨

酸的含量变化。对于该反应体系，谷氨酸和谷氨酰胺的摩尔

数是一个定值，因此选用谷氨酸和谷氨酰胺的摩尔数百分

比，直观观察到谷氨酰胺转化为谷氨酸的情况。１．０Ｕ的粗

酶液在１ｈ内能够将底物中０％的谷氨酸含量提高到

４４．３７％，２．０Ｕ的粗酶液能在１ｈ内能够将谷氨酸含量提高

到８８．７４％，而２．０Ｕ的商业酶则１００％的将谷氨酰胺转化

成谷氨酸。可见，解淀粉芽孢杆菌ＳＷＪＳ２２所产的谷氨酰胺

酶有一定的酶解效果，相较于同等酶活力的商业酶来讲，效

果差别不大，要使其酶活力提高，还需要进行进一步的分离

纯化及研究。

表４　酶解液中谷氨酸和谷氨酰胺的摩尔数百分比

Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｍｏｌｅｓｆｏｒｔｈｅｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄａｎｄ

ｇｌｕｔａｍｉｎｅｉｎｔｈｅｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ ％

指标 １．０Ｕ粗酶液 １．０Ｕ商业酶 ２．０Ｕ粗酶液 ２．０Ｕ商业酶

谷氨酸　 ４４．３７ ５２．４６ ８８．７４ １００

谷氨酰胺 ５５．６３ ４７．５６ １１．２６ 　０

３　结论
　　本试验通过单因素和正交试验对解淀粉芽孢杆菌

ＳＷＪＳ２２的发酵条件和发酵培养基进行优化。结果表明，在

料水比１．０∶０．６（犿∶犿），ＳＥ１１７００．５％（犿／犿），接种量

２．０％（犞／犿），３７ ℃的条件下，发酵４８ｈ，酶活力可达到

２６９０．０２Ｕ／ｍｇ干基。对固体曲料进行酶的提取和粗酶液的

作用效果验证。优化后的曲料能直接用于酱油发酵，胞内、

胞外和细胞间的谷氨酰胺酶都能作用于提高酱油鲜味，为酱

油发酵提供了一个新思路，其作用效果还有待进一步的探索。
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