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一种高产饲用复合酶的米曲霉菌株及其应

用

(57)摘要

本发明公开了一种高产饲用复合酶米曲霉

菌株及其应用，属于生物发酵技术领域。发酵所

用菌株具体为米曲霉DJ36，保藏于中国普通微生

物保藏中心，保藏号为CGMCC  NO.13575；多肽饲

料制备过程结合液态发酵和酶解技术，具体包

括：制备米曲霉菌的单孢子菌悬液，液体菌种制

备，用三角瓶或发酵罐液态发酵，发酵液酶解杂

蛋白，干燥、粉碎、包装等步骤。本发明通过米曲

霉发酵和发酵后期酶解共同作用，高效生成功能

性的小分子多肽，综合了微生物发酵和酶解技术

的优点，大大减少了酶制剂的使用，降低了多肽

的生产成本，加快了多肽的产业化进程；且制得

的饲料添加剂具有较高的营养价值和抗病性能，

具有广阔的应用前景。
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1.一种高产饲用复合酶的米曲霉(Aspergillus  oryzae)菌株，所述菌株为米曲霉DJ36

菌株，已于2017年2月10日保藏于中国普通微生物菌种保藏管理中心，保藏号为CGMCC 

NO.13575。

2.一种如权利要求1所述的米曲霉菌株的应用，其特征在于，所述米曲霉菌株用于制备

富多肽饲料添加剂。

3.一种如权利要求1所述的米曲霉菌株应用于制备富多肽饲料添加剂的方法，其特征

在于，包括如下步骤：

步骤1、制备米曲霉菌的单孢子菌悬液：

将米曲霉菌菌种活化后，用含有0.01％v/v吐温80的0.75％无菌生理盐水将孢子洗下，

放到装有50mL无菌生理盐水和无菌玻璃珠的锥形瓶中，充分振荡20-30min，待孢子充分打

散后，调节孢子悬液中孢子的含量为1.0×108CFU/mL，即得单孢子菌悬液；

步骤2、液体菌种制备：

按照5％-10％v/v的接种量，将步骤1中所得的单孢子菌悬液接种在装有30-50mL已灭

菌的种子培养基的250mL三角烧瓶中，培养基中加入20粒已灭菌的玻璃珠，瓶口以6-8层纱

布封口，置于空气摇床中扩大培养，设定转速为180-220r/min，温度为26-34℃，培养2-4d，

得到二级种子培养液；

步骤3、液态发酵制备复合酶：

在发酵容器中装入发酵培养基，121℃灭菌20-30min，将温度逐渐降至28-32℃，取步骤

2所得的二级种子培养液接种于发酵容器中，初始发酵控制条件为：温度28-32℃，发酵培养

基初始pH5.5-6.5；发酵2-4d，发酵温度降为25-28℃；发酵至3d开始补料每隔12h补料一次，

共补料2-3次；发酵6d时，将发酵温度提高至35-40℃，用2mol/L的NaOH调节发酵液pH值；发

酵6d时，添加灭过菌的豆粕粉和谷朊粉悬浮液；继续发酵至7d，接着将温度提高到45-50℃，

并将发酵液pH调节至7.0-7.5，维持4h，结束发酵；

步骤4、发酵液酶解杂蛋白：

发酵结束后，发酵液导入酶解罐中，向发酵液中添加麸皮、谷糠、豆粕粉、谷朊粉，使发

酵液变成浓稠状，调节其pH值为5.5，控制温度为50℃，维持4-6h，中间搅拌2-3次；调节pH到

4.0-7.0，控制温度为50℃，维持4-6h，得到发酵酶解料；

步骤5、干燥、粉碎、包装：

酶解结束后，采取55-65℃低温烘干的方法对以上发酵酶解料进行干燥处理，粉碎后过

150-200目筛，成品包装得到富多肽饲料添加剂。

4.根据权利要求3所述的米曲霉菌株应用于制备富多肽饲料添加剂的方法，其特征在

于，步骤2中所述种子培养基的制备方法为：分别取蛋白胨5-10g，黄豆粕粉5-10g，谷朊粉

10-20g，麸皮粉5-10g，葡萄糖10-15g，淀粉10-20g，(NH4)2SO4  1g，吐温-80  0.5mL，无机盐营

养液10mL，充分混合后，调节pH5 .0-6 .5，补充去离子水至1000mL，再置于121℃下灭菌

15min。
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一种高产饲用复合酶的米曲霉菌株及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物发酵技术领域，具体的涉及一种高产饲用复合酶米曲霉菌株及其

应用。

背景技术

[0002] 豆粕、棉籽粕、谷朊粉、羽毛粉等农副产品中粗蛋白含量高，价格低廉，但蛋白分子

量较大，不易被消化利用，氨基酸组成不平衡，有效利用率较低，其饲料添加量与利用率较

低。同时，还存在多种抗营养因子，如胰蛋白酶抑制因子、脲酶等，研究发现，这些抗营养因

子影响了畜禽对营养成分的消化、吸收，影响动物的健康及生产性能。而农副产品发酵过程

中可产生蛋白酶、非淀粉多糖酶等多种酶活，可消除抗营养因子，把大分子量的饼粕蛋白质

分解为多肽、寡肽，甚至小肽，从而增加水溶性，利于动物消化吸收。

[0003] 米曲霉(Aspergillus  oryzae)是一种好气性真菌，易于培养，又不产生黄曲霉素，

是一类有较高利用价值的霉菌。米曲霉是美国食品与药品管理局FDA认可的使用安全的菌

种之一，其在在食品业、农业、畜牧业、生物技术等方面都得到了广泛的应用。米曲霉是一类

产复合酶的菌株，除产蛋白酶外，还可产淀木聚糖酶、纤维素酶、植酸酶等。在蛋白酶的作用

下，将不易消化的大分子蛋白质降解为蛋白胨、多肽及各种氨基酸，而且可以使辅料中粗蛋

白、粗纤维、植酸等难吸收的物质降解，提高营养价值、保健功效和消化率。

[0004] 目前，多肽的生产方法有酶解法和微生物发酵法。酶解法生产多肽较为简单，易于

操作，且生产效率较高，但所用酶制剂较多且昂贵，生产成本很高；微生物发酵法主要是利

用微生物对蛋白物料进行发酵处理，既可以将有毒的成分经微生物代谢去除，又可以通过

微生物发酵将植物细胞壁彻底破坏，使得营养物质更易释放，有利于动物更快更好的吸收，

而且发酵对饲料的营养成分破坏很小，不会造成营养价值降低，且成本较低、并可大量操

作。但是，生产多肽需先利用微生物发酵产生蛋白酶，再用蛋白酶将难以被动物消化吸收的

大分子蛋白部分降解，产生多种小分子活性多肽，其步骤较为复杂，生产效率偏低。

发明内容

[0005] 1.要解决的技术问题

[0006] 本发明要解决的技术问题在于提供一种高产饲用复合酶的米曲霉菌株及利用其

以液态发酵和酶解复合技术制备富多肽饲料添加剂的方法，其以富蛋白农副产物为材料，

以米曲霉为菌种进行发酵，高效生成后续酶解所需的蛋白酶、菊粉酶等多种酶制剂，用产生

的液态混合酶制剂制备富多肽饲料添加剂。该发明充分利用了微生物发酵和酶解技术的优

点，大大减少了酶制剂的分离纯化的生产成本，发酵结束后直接用发酵液处理富蛋白农副

产物用，降低了多肽的生产成本，加快了多肽的产业化进程；且制得的饲料添加剂具有较高

的营养价值和抗病性能，具有广阔的应用前景。

[0007] 2.技术方案

[0008] 本发明的目的是提供一种用于发酵产酶用于制备多肽饲料的米曲霉菌株及利用
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该菌株发酵制得的酶来酶解蛋白制备富多肽饲料添加剂的方法。

[0009] 由背景技术中可知，要制备多肽饲料，蛋白酶必不可少。另外，菊粉作为一种纯天

然的功能性配料，已被世界20多个国家批准为营养增补剂，广泛运用于乳制品、饮料、低脂

低热量食品、烘培食品、保健食品。利用菊粉酶分解菊粉生产的低聚果糖低聚果糖是一种良

好的双歧因子和水溶性膳食纤维，有防治便秘、抑制肠内腐败物质形成、提高机体免疫力、

改善脂质代谢、降低胆固醇等作用。故而，本发明所要提供的米曲霉菌株要求能高产蛋白酶

和菊粉酶。

[0010] 本发明采取如下技术方案：

[0011] 本发明所提供的高产饲用蛋白酶和菊粉酶的米曲霉菌株具体为米曲霉

(Aspergillus  oryzae)DJ36，是从江苏徐州市屠宰场、肉类销售市场、豆制品厂附近土样分

离得到。具体制备过程如下：

[0012] (1)富集培养：吸取2-4mL处理后的土样浑浊液，加入到装有30-60mL富集培养基一

的容量为250mL的三角瓶中，置于35-40℃、转速180-200r/min条件下的恒温摇床中培养5-

7d；然后在无菌操作下量取30-50mL富集培养液至离心管中，在转速4000-5000r/min下离心

5-10min，以富集培养基二将离心后的沉淀洗至装有40-50mL富集培养基二的250mL三角瓶

中，置于35-40℃、转速160-200r/min条件下的恒温摇床中培养3-4d；

[0013] (2)菌株初筛：将富集后的培养液逐级稀释到10-3、10-4、10-5、10-6，取各级稀释的培

养液0.2mL分别涂布于霉菌筛选培养基上，培养皿晾至表面没有流动液体时，用保鲜膜将培

养皿口封好，并置于35-40℃恒温培养箱中倒置培养2-3d，然后将平板置于25-28℃恒温培

养箱中继续倒置培养1-2d；将平板上长出的菌落点种到两个初筛选择培养基的相同位置，

两个初筛培养基分别为蛋白酶初筛培养基和菊粉酶初筛培养基；接种好的培养皿置于35-

40℃恒温培养箱中倒置培养2-4d；待有明显菌落形成，观察蛋白酶初筛培养基上有无明显

透明圈出现；将菊粉酶初筛平板上加入一定量0.1％的刚果红染液，染色2-8min；观察菌落

周围刚果红颜色是否明显变浅；将在两种初筛平板上均出现明显相应变化的菌株从蛋白酶

初筛平板上接种出来，待进行复筛；

[0014] (3)菌株复筛：将初筛得到的菌株于复筛发酵培养基平板上划线，置于30-37℃恒

温培养箱中培养2-3d，重复划线培养，如连续多次观察到菌落形态一致则认为菌株已纯化；

将纯化后的菌株接种到固体种子培养基上，选取活性较高的菌株进行划线传代培养，最终

得到一株产酶稳定的菌株，即得高产饲用复合酶的米曲霉。

[0015] 上述高产饲用酶复合酶(蛋白酶和菊粉)的米曲霉具有以下微生物学特征：

[0016] (1)形态学特征

[0017] 本发明所述菌株，菌落在PDA平板上呈辐射状快速生长，菌丝发达，初期菌丝表面

疏松、平坦，菌落正面白色，接着因产生分生孢子菌落中间部位而呈现黄绿色，以后逐渐增

多，呈褐色或淡绿褐色，菌落背面有褶皱，无色。菌落无渗出液，无特殊气味。在放大400倍的

光学显微镜下观察，菌丝发达，有隔膜，菌丝顶端直接产生孢子梗，分生孢子成链状生于小

梗上，分生孢子头呈球形。

[0018] (2)分子鉴定

[0019] 以菌株基因组为模板，PCR扩增到18s  rDNA特异性片段，经过测序，所得序列通过

Blast与GeneBank中核酸数据进行分析比对，鉴定为米曲霉(Aspergillus  oryzae)。
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[0020] 上述菌株已于2017年2月10日保藏于中国普通微生物菌种保藏管理中心(简称

CGMCC，地址为：北京市朝阳区北辰西路1号院3号中国科学院微生物研究所，邮编：100101)，

保藏号为CGMCC  NO.13575，分类命名为米曲霉DJ36(Aspergillus  oryzae  DJ36)。

[0021] 本发明还提供了一种上述高产饲用复合酶的米曲霉菌株应用于以液态发酵和酶

解复合技术制备富多肽饲料添加剂的方法，包括如下步骤：

[0022] 步骤1、制备米曲霉菌的单孢子菌悬液：

[0023] 将米曲霉菌菌种活化后，用含有0.01％v/v吐温80的0.75％无菌生理盐水将孢子

洗下，放到装有50mL无菌生理盐水和无菌玻璃珠的锥形瓶中，充分振荡20-30min，待孢子充

分打散后，调节孢子悬液中孢子的含量为1.0×108CFU/mL，即得单孢子菌悬液；

[0024] 步骤2、液体菌种制备：

[0025] 按照5％-10％v/v的接种量，将步骤1中所得的单孢子菌悬液接种在装有30-50mL

已灭菌的种子培养基的250mL三角烧瓶中，培养基中加入20粒已灭菌的玻璃珠，瓶口以6-8

层纱布封口，置于空气摇床中扩大培养，设定转速为180-220r/min，温度为26-34℃，培养2-

4d，得到二级种子培养液；

[0026] 步骤3、液态发酵：

[0027] 在发酵容器中装入发酵培养基，121℃灭菌20-30min，将温度逐渐降至28-32℃，取

步骤2所得的二级种子培养液接种于发酵容器中，初始发酵控制条件为：温度28-32℃，发酵

培养基初始pH5.5-6.5；发酵2-4d，发酵温度降为25-28℃；发酵至3d开始补料每隔12h补料

一次，共补料2-3次；发酵6d时，将发酵温度提高至35-40℃，用2mol/L的NaOH调节发酵液pH

值；发酵6d时，添加灭过菌的豆粕粉和谷朊粉悬浮液；继续发酵至7d，接着将温度提高到45-

50℃，并将发酵液pH调节至7.0-7.5，维持4h，结束发酵；

[0028] 步骤4、发酵液酶解杂蛋白：

[0029] 发酵结束后，发酵液导入酶解罐中，向发酵液中添加麸皮、谷糠、豆粕粉、谷朊粉，

使发酵液变成浓稠状，调节其pH值为5.5，控制温度为50℃，维持4-6h，中间搅拌2-3次；调节

pH到4.0-7.0，控制温度为50℃，维持4-6h，得到发酵酶解料；

[0030] 步骤5、干燥、粉碎、包装：

[0031] 酶解结束后，采取55-65℃低温烘干的方法对以上发酵酶解料进行干燥处理，粉碎

后过150-200目筛，成品包装得到富多肽饲料添加剂。

[0032] 进一步地，所述步骤3中当所需发酵的二级种子培养液较少时，所述发酵容器为三

角瓶，具体步骤为：将装有发酵培养基200-300mL的1000mL三角瓶置于121℃下灭菌20-

30min，将温度逐渐降至28-32℃，将步骤2所得的二级种子培养液按照5-10％的接种量接

种，置于摇床上震荡发酵；初始发酵温度28-32℃，发酵培养基初始pH5.5-6.5，摇床震荡频

率180-200r/min；发酵2d-4d，发酵温度降为25-28℃，摇床震荡频率不变；发酵至3d开始补

料，每次补料20-30mL，每隔12h补料一次，共补料2-3次；发酵6d时，将发酵温度提高至35-40

℃，用2mol/L的NaOH调节发酵液pH值为5.0-6.5，摇床转速降至160-180r/min；发酵6d时，添

加灭过菌的豆粕粉和谷朊粉悬浮液20-30mL；继续发酵至7d，接着将温度提高到45-50℃，并

将发酵液pH调节至7.0-7.5，维持4h，结束发酵。

[0033] 进一步地，所述步骤3中当所需发酵的二级种子培养液较多时，所述发酵容器为发

酵罐，具体步骤为：在15L的发酵罐中装入发酵培养基8-10L，发酵罐夹套升温至95℃，再将
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蒸汽直接通入发酵培养基中，121℃灭菌20-30min，将温度逐渐降至28-32℃，取步骤2所得

的二级种子培养液400-1000mL以火焰法接种于发酵罐中，发酵罐压为0.05MPa；初始发酵控

制条件为：温度28-32℃，发酵培养基初始pH5.5-6.5，无菌空气通风比1:0.6-0.8(V/V)，搅

拌转速260-300r/min，保持溶氧20-30％；发酵过程观察泡沫情况，并流加以消泡剂泡敌，消

除培养过程中产生的过多泡沫；发酵2-4d，发酵温度降为25-28℃，无菌空气通风比1:0.4-

0.6(V/V)，通过自动流加氨水调节pH，控制pH于6.0-6.5；发酵至3d开始补料，每次补料500-

1000mL，每隔12h补料一次，共补料2-3次；发酵6d时，将发酵温度提高至35-40℃，用2mol/L

的NaOH调节发酵液pH值为6.0-7 .0，降低无菌空气通风比1：0.4-0.6(V/V)，搅拌转速降至

200-240r/min；发酵6d时，添加灭过菌的豆粕粉和谷朊粉悬浮液1-2L；继续发酵至7d，接着

将温度提高到45-50℃，并将发酵液pH调节至7.0-7.5，维持4h，结束发酵。

[0034] 具体地，步骤2中所述种子培养基的制备方法为：分别取蛋白胨5-10g，黄豆粕粉5-

10g，谷朊粉10-20g，麸皮粉5-10g，葡萄糖10-15g，淀粉10-20g，(NH4)2SO4  1g，吐温-80 

0.5mL，无机盐营养液10mL，充分混合后，调节pH5.0-6.5，补充去离子水至1000mL，再置于

121℃下灭菌15min。

[0035] 具体地，步骤3中所述发酵培养基中含有菊粉；所述发酵培养基的制备方法为：分

别取黄豆粕粉10-20g，谷朊粉10-20g，菊粉5-10g，麸皮粉5-10g，淀粉10-20g，(NH4)2SO4  1g，

吐温-80  0.5mL，玉米浆15-30g，无机盐营养液10mL，充分混合后，补充去离子水至1000mL，

再置于121℃下灭菌15min。

[0036] 3.有益效果

[0037] (1)本发明采用米曲霉作为菌种，充分利用了微生物发酵的优点，且米曲霉菌易于

培养，使用安全，又不产生黄曲霉素。本发明具体采用高产伺用复合酶米曲霉，其制得的复

合酶酶活力高，且复合酶中的蛋白酶具有较高的热稳定性和广泛的耐酸范围，在加工过程

中不易失活，适合在饲料中使用；且米曲霉发酵产生的复合酶中还含有菊粉酶，在其发酵培

养基中添加菊粉，菊粉酶分解菊粉产生低聚果糖，添加在饲料中，有利于增强饲料的营养价

值和抗病性能。

[0038] (2)本发明采用米曲霉菌和富蛋白农副产品共同发酵产生大量蛋白酶、菊粉酶等

多种酶活，为后期酶解过程提供主要作用酶，实现两种技术的有效关联。

[0039] (3)本发明结合液态发酵技术和酶解技术，先采用液态发酵技术发酵米曲霉菌种

和农副产品，产生大量蛋白酶、菊粉酶等多种酶活；再采用酶解技术，利用上述多种酶活将

富含粗蛋白的农副产品分解，消除抗营养因子，把大分子量的饼粕蛋白质分解为多肽、寡

肽，甚至小肽，从而增加水溶性，利于动物消化吸收。可以节约大量的酶制剂，降低多肽的生

产成本，加快多肽的产业化进程。

[0040] 本发明以富蛋白农副产物为材料，米曲霉为菌种进行发酵，高效生成后续酶解所

需的蛋白酶、菊粉酶等多种酶制剂，用产生的液态混合酶制剂制备富多肽饲料添加剂。充分

利用了微生物发酵和酶解技术的优点，大大减少了酶制剂的使用，减少了酶制剂的分离纯

化的生产成本，降低了多肽的生产成本，加快了多肽的产业化进程；且制得的饲料添加剂具

有较高的营养价值和抗病性能，具有广阔的应用前景。
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附图说明

[0041] 图1为实施例中复筛后得到的纯化的米曲霉菌株；

[0042] 图2为实施例1中米曲霉所产蛋白酶在不同温度下的活性测定折线图；

[0043] 图3为实施例1中米曲霉蛋白酶于50℃在不同pH条件下的活性测定折线图；

[0044] 图4为实施例1中米曲霉蛋白酶于酸性(pH5.0)的条件下在不同温度下的热稳定性

测定折线图；

[0045] 图5为实施例1中米曲霉蛋白酶在于30℃在不同pH条件下的pH稳定性测定折线图。

具体实施方式

[0046] 下面结合附图和实施例对本发明作进一步详细的说明。

[0047] 实施例1

[0048] 1.高产伺用复合酶蛋白酶与菊粉酶菌株的制备

[0049] (1)采样及样品处理：

[0050] 从江苏省徐州市屠宰场、肉类销售市场、豆制品加工厂、菊芋种植地等富含蛋白质

及菊芋的地方取土样20份。称取固体土样5g，放入装有玻璃珠及100mL已灭菌的生理盐水的

三角瓶中，以180r/min的转速室温振荡20-30min，制成悬液备用。

[0051] (2)富集培养：

[0052] 吸取2-4mL处理后的土样浑浊液，加入至装有30-60mL富集培养基一的容量为

250mL的三角瓶中，置于35-40℃、转速180-200r/min下恒温摇床中培养5-7d；然后无菌操作

下量取30-50mL富集培养液至离心管中，4000-5000r/min离心5-10min，倒掉上清液，以富集

培养基二将离心后的沉淀洗至装有40-50mL富集培养基二的250mL三角瓶中，再次置于35-

40℃、转速160-200r/min的恒温摇床中培养3-4d。

[0053] 上述富集培养基一的制备方法为：分别取豆粕粉1g、谷朊粉0.5g，无机盐营养液

1mL，混合均匀后补充水至100mL，调节pH值为4.5；在121℃温度下灭菌15min，自然冷却后，

加入过滤除菌的氨苄青霉素至溶液最终浓度为50mg/L。

[0054] 上述富集培养基二的制备方法为：分别取菊芋粉2g、无机盐营养液1mL，混合均匀

后补充水至100mL，调节pH值为4.5；在121℃温度下灭菌15min，自然冷却后，加入过滤除菌

的氨苄青霉素至溶液最终浓度为50mg/L。

[0055] 上述制备方法中无机盐营养液的制备方法为：分别取(NH4)2SO45g，NaNO3  2.0g，尿

素2g，K2HPO4  1 .5g，CaCl2  1 .5g，MgSO4  0 .1g，FeSO  4·7H2O  0 .01g，MnS04·H20  1 .6mg，

ZnS04·H2O  0.05g，CoCl2  0.5mg，去离子水1000mL，混合均匀。

[0056] (3)初筛：

[0057] 将富集后的培养液逐级稀释到10-3、10-4、10-5、10-6，取各级稀释的培养液0.2mL分

别涂布于霉菌筛选培养基上，培养皿晾至表面没有流动液体时，用保鲜膜将培养皿口封好，

并置于35-40℃恒温培养箱中倒置培养2-3d，然后将平板置于25-28℃恒温培养箱中继续倒

置培养1-2d。

[0058] 将平板上长出的菌落点种到两个初筛选择培养基的相同位置，两个初筛培养基分

别为蛋白酶初筛培养基和菊粉酶初筛培养基。接种好的培养皿置于35-40℃恒温培养箱中

倒置培养2-4d。待有明显菌落形成，观察蛋白酶初筛培养基上有无明显透明圈出现。将菊粉
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酶初筛平板上加入一定量0.1％的刚果红染液，染色2-8min，倒掉染色液。观察菌落周围刚

果红颜色是否明显变浅。将在两种初筛平板上均出现水解圈的菌株从蛋白酶初筛平板上接

种出来，待进行复筛。

[0059] 上述霉菌筛选培养基的制备方法为：分别取PDA培养基800mL，无机盐营养液10mL，

混合均匀后，补水至1000mL，再加入琼脂粉15g并充分混合；在121℃温度下灭菌15min后加

入孟加拉红0.01-0.02g，氯霉素0.1-0.2g，混合均匀。

[0060] 所述PDA培养基包括马铃薯浸出液和蔗糖，具体的制备方法为：称取200g马铃薯，

洗净去皮切碎，加水1000mL煮沸半个小时，再用纱布过滤取滤液，补充水至1000mL，然后加

入20g蔗糖并混合均匀。

[0061] 上述蛋白酶初筛培养基的制备方法为：分别取PDA培养基100mL，干酪素1-2g，无机

盐营养液1mL，琼脂粉1.5g，混合均匀后，调节pH值为5.0-5.5；培养基在121℃温度下灭菌

20min后，充分摇匀，随着摇动，在60-70℃下倒入平板中。

[0062] 上述菊粉酶初筛培养基的制备方法为：分别取菊粉1-2g，酵母粉0.1-0.2g，无机盐

营养液1mL，琼脂1.5g，混合均匀后，加蒸馏水定容至100mL，调节pH值为4.5；在121℃温度下

灭菌15min。

[0063] (3)复筛

[0064] 初筛得到的菌株于复筛发酵培养基平板上划线，置于30-37℃恒温培养箱中培养

2-3d，重复划线培养三次以上，如连续多次观察到菌落形态一致则认为菌株已纯化。本发明

所述菌株如图1所示，编号为DJ36。

[0065] 将初筛得到的菌株纯化后，接种到固体种子培养基上，35-40℃下培养3-5d，切取1

平方厘米的菌苔接种到装有30-50mL液体种子培养基的250mL三角瓶中，在160-180r/min转

速下37-40℃进行液体震荡培养。培养3-4d后，按照6-10％(v/v)的接种量，将液体种子接种

到液体发酵培养中，在160-180r/min转速下30-37℃进行液体震荡发酵培养。发酵培养3-

5d，将发酵液在8000r/min转速下离心10min后，收集上清液并测定蛋白酶活性和菊粉酶活

性，结果如表1所示。选取活性较高的菌株(DJ36)进行划线传代培养，最终得到一株产酶稳

定且有较高酶活的蛋白酶、菊粉酶高产菌株。纯化的菌株接种于PDA斜面培养基上，在4℃条

件下保藏。

[0066] 上述复筛发酵培养基的制备方法为：分别取菊粉2-3g，无机盐营养液1mL，蛋白胨

1g，大豆蛋白1-2g，麸皮粉2-3g，吐温-800.5mL，无机盐营养液1mL，混合均匀后，补充去离子

水至100mL；在121℃温度下灭菌15min。

[0067] 上述固体种子培养基的制备方法为：分别取PDA培养基99mL，无机盐营养液1mL，琼

脂粉1.5g，混合均匀后，调节pH值为5.0；在121℃温度下灭菌15min。

[0068] 上述液体种子培养基的制备方法为：分别取菊粉2-3g，大豆蛋白1g，蛋白胨1g，无

机盐营养液1mL，混合均匀后，补充去离子水至100mL；在121℃温度下灭菌15min。

[0069] 上述菊粉酶活力的测定步骤为：发酵结束后，过滤，得到的滤液在8000r/min的转

速下离心20min；收集滤液作为粗酶液，取适当稀释的粗酶液0.2mL与0.8mL  2％菊糖(用

0.1mol/L，pH4.5醋酸缓冲液配制)在60℃条件下反应20min后，于100℃加热5min终止酶反

应，然后取1mL的反应液用DNS显色法测定产物中还原糖的量。在相同的条件下，用100℃灭

活的粗酶液作为对照。菊粉酶酶活力定义为：在pH4.5，60℃的环境中反应20min，每分钟转
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化成1μmol还原糖的酶量为一个酶活单位。

[0070] 上述发酵液中蛋白酶活的测定步骤为：采用Folin-酚法测定，以酪蛋白(2％)为底

物，1mL酶液在pH5.0、40℃下，一个蛋白酶活力单位(U)定义为每分钟释放出1μg酪氨酸所需

的酶量。

[0071] 表1各菌株粗酶液酶活

[0072]

[0073] 2.菌株的鉴定

[0074] 上述高产饲用复合酶(蛋白酶和菊粉酶)的米曲霉DJ36具有以下微生物学特征：

[0075] (1)形态学特征

[0076] 本发明所述菌株DJ36，菌落在PDA平板上呈辐射状快速生长，菌丝发达，初期菌丝

表面疏松、平坦，菌落正面白色，接着因产生分生孢子菌落中间部位而呈现黄绿色，以后逐

渐增多，呈褐色或淡绿褐色，菌落背面有褶皱，无色。菌落无渗出液，无特殊气味。在放大400

倍的光学显微镜下观察，菌丝发达，有隔膜，菌丝顶端直接产生孢子梗，分生孢子成链状生

于小梗上，分生孢子头呈球形。

[0077] (2)分子鉴定

[0078] 以上形态特征与《真菌鉴定手册》中米曲霉的形态特征相符合；根据其分子生物学

特征，以菌株DJ36基因组为模板，PCR扩增到18srDNA特异性片段，经过测序，所得序列通过

Blast与GeneBank中核酸数据进行分析比对，鉴定为米曲霉(Aspergillus  oryzae)。米曲霉

具有丰富的蛋白酶系，是美国食品与药物管理局和美国饲料公司协会公布的安全微生物菌

株之一，也是国内酱油等发酵食品生产的主要菌株。因此，米曲霉用于发酵制备富多肽蛋白

饲料是非常安全的。

[0079] 3.米曲霉产酶中蛋白酶的特性研究

[0080] (1)米曲霉蛋白酶的最适作用温度

[0081] 最适温度的测定：在0.02mol/L，pH4.5的醋酸缓冲液中，不同温度(30-65℃)下进

行酶促反应。酶在不同温度下的测定结果如图2所示。在温度30-50℃之间，酶活性随温度上

升大幅增加，但当温度高于50℃时，酶活性逐渐降低。故酶最适作用温度为50℃。在较高的

温度下酶保持高活性，在蛋白酶的应用中具有重要意义；温度高可以加快酶促反应；另一方

面，较高的温度可以有效防止腐败微生物大量繁殖，有效防止腐败变质。

[0082] (2)米曲霉蛋白酶最适作用pH

[0083] 配制一系列pH范围为3.0-11 .0的缓冲溶液，将米曲霉蛋白酶适当稀释后，于50℃

下测定其在不同pH条件下的活性，结果见图3。由图3可以看出，米曲霉蛋白酶系在pH4.0-

7.0广泛范围内都具有较高的活力，该范围内酶活力均在90％以上；因此该酶适合在饲料中

应用。
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[0084] (3)温度对米曲霉蛋白酶活性的影响

[0085] 分别在30℃，40℃，50℃，60℃，70℃，80℃下测定米曲霉蛋白酶在酸性(pH5.0)的

热稳定性。结果图4所示，蛋白酶在60℃以下比较稳定，经过60min的孵育后，残余酶活性都

在80％以上。故该蛋白酶属于耐热性酶，在加工过程中，高温环境下不易失活，适合在饲料

中使用。

[0086] (4)酸碱性对米曲霉蛋白酶活性的影响

[0087] 米曲霉蛋白酶pH稳定性测定是将酶液加入到20mL的不同pH值缓冲液中，于30℃下

保温1h，按照标准方法测定酶活性。所用缓冲液：pH  6.0-7.5的磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓

冲液，pH  8.0-8.5的Tris-HCl缓冲液，pH  9.0-10.5的甘氨酸-氢氧化钠缓冲液，pH  11 .0-

12.0的磷酸氢二钠-氢氧化钠缓冲液。结果如图5所示，从图看出蛋白酶在有广泛的酸性范

围内都保持高活性，在pH2.0-8.0之间，酶活保持在80％以上。

[0088] 实施例2

[0089] 用三角瓶发酵制备富多肽饲料添加剂(适用于所需发酵的二级种子培养液较少的

情况)，包括如下步骤：

[0090] 步骤1、菌种活化

[0091] 从保存的米曲霉DJ36菌种斜面上刮取1环米曲霉孢子，接种于菌种的活化固体种

子培养基上，在28-32℃的生化培养箱中静止培养，培养3-5d，让菌种活化，孢子充分成熟

后，结束培养。

[0092] 步骤2、制备米曲霉菌的单孢子菌悬液

[0093] 用含有0.01％v/v吐温80的0.75％无菌生理盐水将步骤1培养好的孢子洗下，放到

装有50mL无菌生理盐水和无菌玻璃珠的锥形瓶中，充分振荡20-30min。待孢子充分打散后，

制备孢子含量为1.0×108CFU/mL的孢子悬液，即得单孢子菌悬液。

[0094] 步骤3、液体菌种制备

[0095] 按照5％-10％v/v的接种量，将上述单孢子菌悬液接种在装有30-50mL已灭菌的种

子培养基的250mL三角烧瓶中，培养基中加20粒灭菌的玻璃珠，以6-8层纱布封口，置于空气

摇床中扩大培养，设定转速为180-220r/min，于26-34℃下培养2-4d。

[0096] 上述种子培养基的制备方法为：分别取蛋白胨5-10g，黄豆粕粉5-10g，谷朊粉10-

20g，麸皮粉5-10g，葡萄糖10-15g，淀粉10-20g，(NH4)2SO4  1g，吐温-80  0.5mL，无机盐营养

液10mL，混合均匀后，调节pH至5 .0-6 .5，补充去离子水至1000mL；在121℃温度下灭菌

15min。

[0097] 步骤4、液态发酵制备复合酶

[0098] 将装有发酵培养基200-300mL的1000mL三角瓶置于121℃下灭菌20-30min，将温度

逐渐降至28-32℃，将步骤2所得的二级种子培养液按照5-10％的接种量接种，置于摇床上

震荡发酵；初始发酵温度28-32℃，发酵培养基初始pH5.5-6 .5，摇床震荡频率180-200r/

min；发酵2d-4d，发酵温度降为25-28℃，摇床震荡频率不变；发酵至3d开始补料，每次补料

20-30mL，每隔12h补料一次，共补料2-3次；发酵6d时，将发酵温度提高至35-40℃，用2mol/L

的NaOH调节发酵液pH值为5.0-6.5，摇床转速降至160-180r/min；发酵6d时，添加灭过菌的

豆粕粉和谷朊粉悬浮液20-30mL；继续发酵至7d，接着将温度提高到45-50℃，并将发酵液pH

调节至7.0-7.5，维持4h，结束发酵。测定发酵液蛋白酶活力达到6800-7000U/ml，菊粉酶活
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力达到：712-786U/ml。

[0099] 上述发酵培养基的制备方法为：分别取黄豆粕粉10-20g，谷朊粉10-20g，菊粉5-

10g，麸皮粉5-10g，淀粉10-20g，(NH4)2SO4  1g，吐温-80  0.5mL，玉米浆15-30g，无机盐营养

液10mL，混合均匀后，补充去离子水至1000mL；在121℃温度下灭菌15min。

[0100] 步骤5、发酵液酶解杂蛋白

[0101] 发酵结束后，发酵液导入酶解罐中，进一步向发酵液中添加麸皮、谷糠、豆粕粉、谷

朊粉，使发酵液变成浓稠状，调节其pH值为5.5，控制温度为50℃，维持4-6h，中间搅拌2-3

次；再次调节pH到4.0-7.0，控制温度为50℃，维持4-6h；得到发酵酶解料。

[0102] 步骤6、干燥、粉碎、包装

[0103] 酶解结束后，采取55-65℃低温烘干的方法对以上发酵酶解料干燥处理，然后粉碎

过150-200目筛，成品包装得到富多肽富蛋白酶饲料添加剂。

[0104] 实施例3

[0105] 用发酵罐发酵制备富多肽饲料添加剂(适用于所需发酵的二级种子培养液较多的

情况)，其制备步骤与实施例2中的不同之处在于，步骤4中液态发酵制备复合酶的具体操作

为：

[0106] 在15L的发酵罐中装入发酵培养基8-10L，发酵罐夹套升温至95℃，再将蒸汽直接

通入发酵培养基中，121℃灭菌20-30min，将温度逐渐降至28-32℃，取步骤2所得的二级种

子培养液400-1000mL以火焰法接种于发酵罐中，发酵罐压为0.05MPa；初始发酵控制条件

为：温度28-32℃，发酵培养基初始pH5.5-6.5，无菌空气通风比1:0.6-0.8(V/V)，搅拌转速

260-300r/min，保持溶氧20-30％；发酵过程观察泡沫情况，并流加以消泡剂泡敌，消除培养

过程中产生的过多泡沫；发酵2-4d，发酵温度降为25-28℃，无菌空气通风比1:0.4-0.6(V/

V)，通过自动流加氨水调节pH，控制pH于6 .0-6 .5；发酵至3d开始补料，每次补料500-

1000mL，每隔12h补料一次，共补料2-3次；发酵6d时，将发酵温度提高至35-40℃，用2mol/L

的NaOH调节发酵液pH值为6.0-7 .0，降低无菌空气通风比1：0.4-0.6(V/V)，搅拌转速降至

200-240r/min；发酵6d时，添加灭过菌的豆粕粉和谷朊粉悬浮液1-2L；继续发酵至7d，接着

将温度提高到45-50℃，并将发酵液pH调节至7.0-7.5，维持4h，结束发酵。测定发酵液蛋白

酶活力达到6800-7000U/ml，菊粉酶活力达到：712-786U/ml。

[0107] 其他步骤同实施例2。

[0108] 产品分析

[0109] 通过以上发酵工艺和发酵液酶解工艺最终大豆粕蛋白和谷朊粉中总蛋白转化为

多肽的得率高达65％。对制备的多肽粉进行分析确定，分子量小于6Kda的多肽占总肽量的

72.1％，其中分子量介于2-6Kda之间的多肽占总肽量的34.5％，有5.62％的多肽分子量在

6-20Kda之间。

[0110] 本技术领域中的普通技术人员应当认识到，以上的实施例仅是用来说明本发明，

而并非用作为对本发明的限定，只要在本发明的实质精神范围内，对以上所述实施例的变

化、变型都将落在本发明的权利要求范围内。
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