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摘!要!采用含有稳定同位素%1*-氯化铵为主要氮源的专用发酵培养基配方和相应的提取精制条
件!采用微生物直接发酵方法研制%1*-3-脯氨酸高丰度产品)结果显示!每克%1*-氯化铵实际可得

#)$2"4%1*-3-脯氨酸!提取精制得率最高达"1)2"5!产品%1* 丰度达,.)!.5!比原料下降

%)!$5)
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>;/0$&?0!%1*-3-SH’(=>DEAMJHDJAHDQTRODHKD>GAG=’>=>AMJDC=O=C>@GH=D>GKDQ=@KC’>GA=>=>4
%1*-AKK’>=@KC?(’H=QDA>Q4H’EG?MG=K@(A>GM%A>QE=G?M@TMDU@D>G=M’(AG=’>A>QJ@H=O=CAG=’>’O
%1*-3-SH’(=>DOH’KODHKD>GAG=’>(=U@=Q)#)$2"4HAK%1*-3-SH’(=>DEAMJH’Q@CDQO’H’>D4HAK’O
%1*-AKK’>=@KC?(’H=QD)6?DTDMGJ@H=O=CAG=’>R=D(QHDAC?DQ"1)2"5)6?DD>H=C?KD>G’O%1*-3-
SH’(=>DEAM,.)!.5%A>QG?AG=M%)!$5(’EDHG?A>%1*-AKK’>=@KP?(’H=QD)
@.1A"$6/!%1*-3-SH’(=>D"T=’MR>G?DM=M"=’>DVC?A>4D"=M’(AG=’>

!!3-脯氨酸#SH’$%又称四氢吡咯-!-羧酸%是构成
蛋白质的!#种基本氨基酸之一)它的分子式为

9*#P9!$$P9P::9%相对分子质量为%%1)%$%分
解温度!!!W%等电点")$#%属于杂环族氨基酸%具
有香甜味%易溶于水和乙醇%在医药&农业&化工及
食品等方面有着广泛的用途%尤其是在医药上用来
配制氨基酸输液%又可用于合成抗高血压药物和治
疗帕金森氏症的多肽类药物’%%!()因此%1*-3-脯氨酸
作为一种对人体无辐射危害&损伤的示踪剂%在医
学&药物学&农业科学&生命科学等许多领域的研究

中将得到极为广泛的应用)国内有关发酵法生产

3-脯氨酸的报道也不少’$!1(%而 %1*-3-脯氨酸的研
制目前国内尚属空白%国外已有%1*-3-脯氨酸产品
面市%但仅见到一篇文献’"(报道了用有机合成法制
备%$P&%1*双标记的的3-脯氨酸%该方法步骤多%副
产物也不少)作者采用微生物直接发酵法得到发酵
液%再加以提取精制研制成%1*-3-脯氨酸高丰度产
品)经过多次发酵试验和提取精制条件试验%获得
了适合研制%1*-3-脯氨酸实验室规模的稳定操作的
工艺条件)
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B!材料与方法

BCB!实验材料

B)B)B!菌种!脯氨酸产生菌!!!嗜乙酰乙酸棒杆
菌 "!"#$%&’()*&#+,- ()&*"()+."/0+1,- # X7-$
"BYH$B@C4$I9SH#)
B)B)D!%1*发酵培养基!组分"4%3#&葡萄糖%01$
玉米浆!#$Z!9S:0%)#$F4B:0’19!:#)1$

*AP($%$%1*90P($#$PAP:$0#)J92)!)
B)B)E!树脂及试剂!阳离子树脂%"!$"(阴离
子树脂%"!!"为上海树脂厂产品)标准脯氨酸及
氨水等试剂为上海化学试剂公司产品)
BCD!实验方法

B)D)B!%1*-3-脯氨酸发酵工艺!X7-$"BYH$B@C4$

I9SH#菌株活化到斜面上$于$#W培养后接入种
子培养基$振荡培养%%?后$以05接种量接入发
酵培养基$再振荡培养,"?$得发酵液$合并)
B)D)D!%1*-3-脯氨酸提取工艺!发酵液调J9$离
心所得上清液上阳离子树脂柱$洗脱后真空浓缩得
脯氨酸及杂酸粗品)
B)D)E! %1*-3-脯氨酸分离纯化工艺!脯氨酸及杂
酸粗品用水溶解调J9后上阴离子树脂柱$洗脱所
得脯氨酸单斑洗脱液$真空浓缩得干品$再脱色精
制得%1*-3-脯氨酸)
B)D)F!分析方法

%#J9值测定&用精密J9试纸和酸度计测定)
!#3-脯氨酸&定性测定用纸层析吲哚醌显色
法*2+和茚三酮显色法)定量测定用P?=>AHQ比色法
及氨基酸自动分析仪测定)
$#产品纯度分析&凯氏定氮法)
0#产品丰度分析&F86-!2%型质谱仪测定)
1#熔点测定&显微熔点测试法)

D!结果与讨论

DCB!普通29脯氨酸摇瓶发酵最佳条件的确定
采用正交试验方法试验各种营养因素以及综

合考虑装液量(种龄和接种量等对X7-$菌株3-脯
氨酸发酵的影响$所得到的摇瓶发酵最佳条件列于
表%)
!!从表%可看出$脯氨酸的发酵需添加!14%3的
谷氨酸钠$它作为生物合成脯氨酸的前体可较大幅
度地提高脯氨酸的产量)但若要研制%1*-3-脯氨酸
就需添加%1*-3-谷氨酸钠$否则会造成产品丰度的
大幅下降$不利于对%1* 的综合利用)综观各种因

素$采用了不添加谷氨酸钠(牺牲产酸率的方案进
行低丰度试验)

表B!29脯氨酸摇瓶发酵最佳条件

G&;CB!G4."H0+=&’(.$=.%0&0+"%?"%6+0+"%/"(29:$"’+%.+%

/4&I+%3(’&/I

成分 种子培养基 发酵培养基

葡萄糖质量浓度%"4%3# !1 %"#

*90P(质量浓度%"4%3# "#

"*90#!B:0质量浓度%"4%3# 1

玉米浆质量浓度%"4%3# 0# 1

Z9!S:0质量浓度%"4%3# %)# %)#

F4B:0质量浓度%"4%3# #)1 #)1

谷氨酸钠质量浓度%"4%3# !1

&9质量浓度%"#4%3# 1##

PAP:$质量浓度%"4%3# %# 0#

J9 2)# 2)#

!1#K3三角瓶装液量%K3 1# %!)1

接种量%5 0

温度%W $# $#

培养时间%? %% 2!

DCD!%18929脯氨酸低丰度发酵试验
发酵培养基配方"组分$4%3#&葡萄糖%"#$

%1*90P("#$玉米浆!#$Z9!S:0%)#$PAP:$0#$

F4B:0’19!:#)1)J92)!)
配制!##K3发酵培养基$经$#W(,"?发酵$

实得%1#K3低丰度发酵液$经提取分离精制$共得

!)!"4产品$丰度为,),5$纯度大于,.5$结果见
表!)

表D!BJ8929脯氨酸低丰度发酵

G&;CD!2"A&;#%6&%?.(.$=.%0&0+"%"(BJ8929:$"’+%.

%1*90P(
丰度%5

产酸率%
"4%3#

产品!
丰度%5

产品!
质量%4

提取!
得率%5

%#)$, !1 ,),! !)!" "#)%1

!!高丰度%1*90P(价格昂贵$故必须进行低丰度
试验)通过对得到的低丰度%1*-3-脯氨酸进行丰度
测定$来证实与原料丰度之间的下降值是否在容许
的范围内)此 次 低 丰 度 试 验 的 丰 度 下 降 值 为

0)1!5$虽未超过15$但下降幅度较大$需进一步
改进条件)
DCE!BJ8929脯氨酸高丰度发酵试验
根据低丰度试验的情况$为了提高%1*的利用

率$节约氮源$%1*90P(的配比需作 下调)另外$试
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验中还发现发酵液粘度偏大!残糖太高!不利于提
取!经试验后得出如下较佳条件"葡萄糖质量浓度
为%014#3!*90P(质量浓度为$#4#3!添加*AP(
质量浓度为$%4#3$P([的增加有助于脯氨酸的积
累%)发酵培养基配方及发酵条件见%)%)!!试验结
果见表$)

表E!BJ8929脯氨酸高丰度发酵!B"

G&;CE!K+34&;#%6&%?.(.$=.%0&0+"%"(BJ8929:$"’+%.!B"

%1*90P(
丰度#5

产酸率#
$4#3%

产品
丰度#5

产品
质量#4

提取
得率#5

,,)!. !%)% ,")%0 %"),$ "1)2"

!!共配制%1##K3高丰度发酵培养基!实得

%!!#K3发酵液!提取产品%"),$4!纯度大于

,.)15!熔点!!#!!!!W$均与空白标准一样%!丰
度为,")%05!比原料%1*90P(丰度,,)!.5下降了

$)%"5!提取精制得率为"1)2"5!实际每克%1*-3-
脯氨酸消耗!)""4%1*90P()
丰度下降值仍大于$5!之后不断改进试验条

件!再做高丰度发酵试验!结果见表0)
表F!BJ8929脯氨酸高丰度发酵!D"

G&;CF!K+34&;#%6&%?.(.$=.%0&0+"%"(BJ8929:$"’+%.!D"

%1*90P(
丰度#5

%1*90P(质量
浓度#$4#3%

产酸率#
$4#3%

产品
丰度#5

丰度
下降值#5

,,)1% $1 $$ ,.)!. %)!0

!!至此!试验有了较完美的结果!丰度下降值小
于%)15!但仍有望进一步提高产品的丰度值)
DCF!BJ8929脯氨酸的提取精制

D)F)B!树脂及洗脱剂的选择!由于3-脯氨酸是最
不易被树脂吸附的氨基酸之一!采用阳离子%"&!
"&$"!阴离子0"&1"等树脂做试验!结果见表1)

表J!树脂及洗脱剂的选择

G&;CJ!G4./.’.?0+"%"($./+%&%6.’#.%0

树脂
型号
总交换容
量#$DU#3%

去除色素
能力

洗脱剂
$#)%K’(#3%

分离
结果

阳%" %). 一般 氨水 分不开

阴%" %)0 差 盐酸 分不开

阳!" !)# 强 氨水 分不开

阳$" !)# 一般 氨水 分不开

阴!" %)% 一般 盐酸 分开

!!根据以上试验结果!将发酵离心清液先上!"

阳离子树脂!以除去大量色素及杂质!然后再上!"
阴离子树脂分离得到脯氨酸)
D)F)D!脱色问题! 3-脯氨酸发酵液的颜色较深!
上柱前发酵液用活性炭进行脱色!连续脱了!!$
次未见效!后采取多上几次%"阳离子柱的办法有
所改观)但多上柱会使处理周期延长!工作效率降
低!扩大规模更有难度!还会使产品损失过多$经测
试!每上一次柱会损失2)%5左右%)而用活性炭脱
色!问题更多!损失更大 !每脱一次就损失.),5左
右!与文献’,(报道的,)%5接近!且一般用活性炭
脱色总要连续脱!次以上!足见其损失率)而采用!
"强酸性阳离子树脂后!脱色问题大为改观!由于!
"阳离子树脂吸附了较多的色素!在之后的处理过
程中活性炭相对用量少!可提高脯氨酸的提取
得率)
D)F)E!精制问题!3-脯氨酸是所有氨基酸中溶解
度最大的一种氨基酸!并且可溶解于乙醇中!正是
由于脯氨酸的这一特性!使得纯化精制的难度加
大)虽然文献报道提取脯氨酸的方法’%#!%!(很多!但
考虑到该产品可能作医用&药用试验!因此就不能
采用甲醇&乙醇&异丙醇&正丁醇联合使用的方法!
这样所能利用的条件就更有限!同时!也增加了精
制的难度)利用脯氨酸不溶于乙醚的特性!作者试
过以无水乙醇和乙醚相结合来精制!但用了乙醚之
后易使脯氨酸结晶氧化发黄!故不宜使用!最后还
是采用乙醇精制为好)

E!结!语

发酵法合成%1*氨基酸产品与一般发酵法合成
氨基酸有很大区别!必须树立起节约%1*氮源&控制
其它天然氮源的理念!甚至应以%1*的利用率或转
化率而不是糖的转化率来衡量生物发酵过程)在
%1*-3-脯氨酸的研制过程中!由于%1*-氯化铵的价
格比其他原料贵重得多!因此要尽量减少%1*-氯化
铵的消耗!以提高%1*的利用率!同时又要控制天然
氮源的过多&过量导入!甚至不惜以降低产酸率为
代价来防止产品%1*丰度的下降)在生物合成%1*-
3-脯氨酸的过程即为控制玉米浆的加入量亦或选
用替代的含氮量少的氮源)作者在上游的氮源控制
发酵及下游的提取精制工艺上均获得较好的效果)
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!!!%半流质高能食品具有不同于一般食品的流
变学特性#不同温度下的半流质高能食品的流变学
模型也不相同#%#!$#W时的流变学模型为$^
-2%[%)而温度在0#!1#W时#其流变学方程是$^
3_-(>$2%)

$%无论样品是否经过热处理#它们的粘度变化
总趋势是一样的#即随着温度升高而下降)但是#热
处理后的样品粘度曲线呈现平滑下降走势#而热处
理前的样品的粘度曲线会出现明显的波折)
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10!第"期 侯静华等"微生物发酵合成%1*-3-脯氨酸

万方数据


