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茁霉多糖酶产生菌株 A3345的选育
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(中山大学生命科学学院 , 广州 510275)

摘　要　报道以产茁霉多糖酶的产气气杆菌 (Aerobacter aerogenes)为出发菌株 , 采用亚硝基

胍、 紫外线、 亚硝酸等交叉或复合处理的方法 , 以突变株中筛选出一株产茁霉多糖酶活力较高

的 A3345菌株 . 摇瓶试验表明该菌株在藤尾培养基中 , 30℃发酵 4 d, 酶活力在 7. 5× 105 U /L以

上 . 比原出发菌株提高 110% . 该酶反应的最适 PH5. 2～ 6. 4, 最适温度为 50℃左右 .
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茁霉多糖酶在医药、 食品、 发酵等行业有广泛的用途 . 应用于啤酒外加酶法糖化 , 可

节省麦芽 , 提高啤酒的产品质量 ; 用于酒精工业 , 增加出酒率等
[1～ 3 ]

. 已知茁霉多糖酶由某

些酵母、 细菌和放线菌产生 , 在某些高等植物和动物的脏器中也有所发现 , 但他们所产的

酶活力低 , 不能应用于生产 , 目前研究和应用较多的是产气气杆菌 , 其所产酶活力仍不够

高 , 为选育高酶活性的菌株 , 人们正在采用基因工程技术 [4, 5 ]和常规的理化诱变方法 . 如能

选育出茁霉多糖酶高产菌株 , 对于发展酶制剂工业 , 充分利用淀粉资源、 节约粮食将有重

要的作用 . 本文主要报道茁霉多糖酶产生菌株 A3345的诱变选育及其产生的茁霉多糖酶的一

般性质 .

1　材料和方法

1. 1　菌　种

产气气杆菌 ( Aerobacter aerogenes ) 由赵因平博士提供 .

1. 2　培养基

细菌活化用 L1 B培养基 ( 10%蛋白胨 , 10% NaCl, 5%酵母提取物 , pH 7. 2) . 斜面保

存用 L1 B培养基加 1. 5%的琼脂 . 平板初筛用斜面培养基另加 1%的支链淀粉 .

摇瓶发酵采用藤尾 ( D. M ) 培养基 A (可溶性淀粉 10% , CH4 COON H4 8% , K2 HPO4

1% , M gSO4· 7H2 O 0. 5% , KCl 0. 5% , FeSO4· 7H2O 1% , 蛋白胨 0. 5% ) . 以上培养基

皆在 1 kg /cm
2压力下灭菌 30 min.
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1. 3　培养条件

斜面及平板菌种在恒温箱中 30℃培养 2 d.

诱变处理菌体的培养: 出发菌株接种于 5m L L1B液体培养基中 ,置于旋转摇床 ( 200 r /

min) 30℃培养 2 d.

摇瓶发酵: 500 m L三角瓶中装 100 m L藤尾培养基 , 转入 5 m L培养过夜的菌液 . 于

旋转摇床 ( 200 r /min) . 30℃培养 4 d.

1. 4　诱变处理方法

1. 4. 1　亚硝基胍 ( N TG) 处理　见文献 [6] .

1. 4. 2　紫外线 ( U. V )处理　收集对数期的菌体 , 用无菌水稀释到一定浓度后涂平板 , 在

紫外灯 ( 20 W ) 下 35 cm处照射 10 s, 用黑布包好 , 置 30℃培养 .

1. 4. 3　亚硝酸 ( HNO2 ) 处理　见文献 [7 ].

1. 4. 4　亚硝酸与紫外线复合处理　先按亚硝酸处理 , 涂平板后即用紫外线处理 ,然后黑布

包好 , 置于 30℃培养 .

1. 5　突变株的筛选

1. 5. 1　平板初筛　随机挑取诱变处理后生长的单菌落 ,转到含支链淀粉的初筛平板 ,并同

时接 1株出发菌株作对照 , 一式二份 , 于 30℃培养 3 d, 取其中一份加入 0. 1%碘液 . 有酶

活的菌落周围出现蓝色圈 , 从中挑出蓝圈与菌落比值较大的菌株进行复筛 .

1. 5. 2　摇瓶复筛　经平板初筛挑出的菌落 , 转接于 5 m L L1 B培养液中过夜 , 转入摇瓶发

酵 4 d, 离心收集发酵液 , 适当稀释测定其酶活力 , 挑出酶活力高的菌株保存 .

1. 5. 3　酶活力测定法　在 10 m L比色管中加入 1%可溶性糯米淀粉溶液 5 m L, 0. 1m ol /L

pH 5. 8醋酸缓冲液 1 m L、 酶液 1 m L摇匀后立即吸出 1 m L混合液至预先吸有 13 m L

0. 005 m ol /L H2 SO4的 25 m L比色管中作为反应零时的对照 .样品管于 50℃水浴中反应 30

min, 反应混合液迅速用水浴冷却至室温、 吸取 1 m L反应液加入装有 13 m L 0. 005 m ol /L

的 H2 SO4的比色管中 , 终止反应 , 再加入 1 m L 0. 01mo l /L碘液 , 用蒸馏水定容至 25 m L,

摇匀放置 15 min,在 620 nm波长处用 1 cm厚度的比色皿测定样品与反应零时的光密度之

差△Α.

在上述条件下 ,反应 1 h,使光密度在 620 nm波长处增加 0. 01所需酶量为一个酶活力

单位 .

　　　　一个酶活力单位 ( u /m L) = △ A /0. 01× 2n
n为发酵液稀释倍数

2　结果与讨论

2. 1　产气气杆菌生长曲线及产酶曲线

摇瓶发酵 24 h后 , 每隔 12 h取 5 m L发酵液分别测定菌体浓度 ( A600 )①及离心后取上

清液测酶活力 . 得菌生长曲线和产酶曲线 (见图 1) . 表明取培养 4 d后的发酵液测酶活力

比较适合 .
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2. 2　诱变处理结果

　　图 1　产气气杆菌生长 (○ )

和产酶 (△ ) 曲线

以产气气杆菌为出发菌株 ,经过多次诱变处理

及自然分离 ,得到 A3345实变株 .诱变选育谱系如下:

Aerobacter aerogenes

( 359 u /m L)

N TG A1463

( 424 u /m L)

U. V A2128

( 460 u /mL )

N TG A2235

( 473 u /m L )

U. V A2361

( 494 u /m L)

HNO2 A3106

( 531 u /mL )
U. V A3259

( 592 u /m L)

N HO2. U . V自然分离 A3345

( 762 u /mL )

从选育谱系中可看出诱变作用使菌株酶活力

的提高是渐进的、 累积的 . 而复合处理的效果较为

显著 , 经多次物理化学因素交叉和复合处理 , 自然

分离选育出来的突变株 A3345 . 其所产酶活力均在

760～ 840 u /m L, 比原出发菌株的酶活力提高

110% .

2. 3　酶的一般性质

2. 3. 1　酶的类型　将 A3345菌株接在含有 1%茁霉

多糖琼脂培养基 [8 ]平板上 , 30℃培养 3 d后 , 用丙

酮沉淀培养基中的茁霉多糖 , 形成乳浊色的背景 , 而菌落周围由于茁霉多糖已被分解而显

现清晰的透明圈 . 说明 A3345突变株产生的异淀粉酶能够分解茁霉多糖 , 称茁霉多糖酶或普

鲁兰酶 .

图 2　 p H对酶活动的影响　　　　　　　　　　　　　　　图 3　酶的热稳定性

酶的最适 p H ( -○ - ) 是 5. 2～ 6. 4;

茁霉多糖酶在 pH 5～ 9之间稳定 ( -△ - )

2. 3. 2　酶反应的最适 p H与 p H稳定性　培养到 96 h的发酵液经离心除去沉淀菌体 ,用硫

酸铵盐析 , 取 30% ～ 45%硫酸铵饱和度的部分 , 离心收集沉淀加水溶解、 透析 , 得较纯的

酶液供酶性质研究用 .

反应系统的其他成分不变 ,加入反应系统的缓冲液仍然为 0. 1 mol /L.在适当酶量存在

下 , 在不同 pH的缓冲液中进行反应 , 测定其相对酶活力 , 结果见图 2.
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由图 2可见酶反应的最适 p H为 0. 2～ 6. 4. 其最适 pH受缓冲液影响 , 在 p H 5. 8的醋

酸缓冲液中比在相同 p H值的柠檬酸缓冲液中所测得的酶活性高 85% . 这与产气气杆菌

10016菌株异淀粉酶最适 pH受缓冲液影响一致 .

提纯酶液在不同 p H的缓冲液中 ,置于 40℃保温 1 h ,立即冷却 , 用 0. 2 mol /L pH 5. 8

醋酸缓冲液调回 pH, 然后测酶活 . 表明茁霉多糖酶在 pH 5～ 9之间稳定 . (图 2)

2. 3. 3　最适温度与热稳定性　分别在 40℃ , 45℃ , 50℃ , 55℃ , 60℃ ,℃ 65, 70℃测酶活 ,

结果表明最适温度为 50℃左右 .

酶液分别在上述各温度中水浴保温 10 min, 立即冷却 , 适当稀释后测定酶活力 . 结果

见图 3. 说明该酶在 50℃以上不稳定 .

从以上结果可以说明 A3345产的茁霉多糖酶的这些性质与产气气杆菌 10016异淀粉酶

的性质相似 [3 ] .
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Selection of Pullulanase Producing Strain A3345

Wang Yiliang
 　　 Zhang Tianyuan　　Luo J inx ian

Abstract　 A Aerobacter aerogenes m utant producing high pullulanas eactivi ty was selected

by reciprocal or mixed trea tm ent of the parental strain wi th N TG; U. V and HNO2 . The

pullulanase activi ty o f the selected strain is 750 u /m L in Teng Wei ( D M ) medium ( A)

af ter 4 day s incobation a t 30℃ , w hich is 110% higher than the parental st rain. The

optimal pH and temperature is 5. 2～ 6. 4 and 50℃ respectiv ely.

Keyword　 pullulanase, Aerobacter aerogenes, mutagenesis
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