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产p葡聚糖酶淀粉液化芽孢杆菌的选育

林小杰， 李崎， 顾国贤
(江南大学教育部工业生物技术重点实验室，江苏无锡214036)

摘要：通过对一株淀粉液化芽孢杆茵进行紫外和60Co逐级诱变，使该菌株产伊葡聚糖酶酶活从

80 U／mL提高到105 U／mL；对突变株进行多次单茵落分离及传代，对其传代稳定性的研究表明：

该菌株产酶性能稳定；在5 L发酵罐中突变株的产酶水平比摇瓶要高，可达120 U／mL，产酶周期

比摇瓶缩短了15 h．
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Screening of Bacillus amyloliquefaciens Mutant 5582

in Production伊-glucanase

LIN Xiao-jie，LI Qi， GU Guo—Man

(Key Lab of Industrial Biotechnology under Ministry of Education，Southern Yangtze University，Wuxi 214036，China)

Abstract：One strain Bacillus amyloliquefaciens was treated with UV，60 Co，and the over—

producing pglucanase mutant Bacillus amylolique{aciens 5582 was obtained．The fl-glucanase

activtty was improved from 80 U／mL to 105 U／mL．In 5 L fermentation the activity of the

producing pglucanase mutant reached 120 U／mL，and the production cycle was shortened 15 h

than that in the concial flask．
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p葡聚糖酶广泛应用于食品和发酵工业．美国、

日本、丹麦、德国、澳大利亚、加拿大等国均已采用

p葡聚糖酶作为啤酒工业的主要酶制剂之一[1]．p

葡聚糖是自然合成的多糖，是大麦籽粒中半纤维素

的主要组分之一，其含量与大麦品种有关，见

表1[2]．p葡聚糖过多地存在会增加麦汁(或啤酒)

的粘度，使其过滤困难，还容易造成啤酒混浊和沉

淀．外加p葡聚糖酶对p葡聚糖进行降解，不仅可解

决上述问题，还可提高麦汁得率，增加可发酵糖的

含量．

表1不同品种100 g绝干大麦芽中肛葡聚糖质量

Tab．1 The contant of哥Glucan in different malt

麦芽 仔葡聚糖质l／mg

加拿大大麦芽

澳大利亚大麦芽

国产沪麦大麦芽

350

255

450
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性的优良菌种，而进口酶制剂价格昂贵，以致国内

啤酒厂仍采用常规麦芽糖化发酵酿酒．此外，由于

仔葡聚糖酶对饲效的提高也很有帮助，因而也作为

畜禽饲料的添加剂之一．

目前国内外主要利用微生物法来生产仔葡聚

糖酶[3]．虽然多种微生物能产生专一性降解混合键

型葡聚糖的内一B一1，3—1，4一葡聚糖酶[4’5]，但绝大多数

菌株的酶系对大麦p葡聚糖无特异性，能特异分解

大麦p葡聚糖酶的菌株主要来源于芽孢杆菌属和

曲霉属．不同来源的伊葡聚糖酶有不同的最适温

度，其中芽孢杆菌属来源的p葡聚糖酶最适温度在

60℃以上，而黑曲霉属来源的p葡聚糖酶最适温度

与内源p葡聚糖酶类似，因此不宜用于酿造过

程邙]．作者研究的淀粉液化芽孢杆菌除了产p葡聚

糖酶还可产蛋白酶和口一淀粉酶，通过对其进行紫外

诱变，选育出产p葡聚糖酶酶活较高的菌株．

1材料与方法

1．1 菌种

淀粉液化芽孢杆菌Bacillus amyloliquefa-

ciens B-19，由江南大学生物工程学院保藏．

1．2培养基

斜面培养基(g／dL)：蛋白胨1．0，牛肉膏0．5，

NaCl 0．5，琼脂2．0．pH 7．0，0．1 MPa／cm2灭菌20

rain．

分离培养基与斜面培养基相同．

种子培养基(g／dL)：蛋白胨1．0，牛肉膏0．5，

NaCl 0．5．pH 7．0，0．1 MPa／cm2灭菌20 min．

鉴定培养基(g／dL)：蛋白胨1．0，牛肉膏0．5，

NaCl 0．5，伊葡聚糖0．005，刚果红0．01．pH 7．0，

0．1 MPa／cm2灭菌20 rain．

发酵培养基(g／dL)：玉米粉4，豆饼粉4，大麦

粉2，Na2 HP04 0．8，(NH4)2 S04 0．4，NH4 C1

0．075，CaCl2 0．1．pH 6．5，0．1 MPa／cm2灭菌20

rain．

1．3诱变方法

1．3．1单细胞悬浮液的制备保藏斜面菌种接种

于肉汤摇瓶，37℃培养12 h至对数生长前期，用

0．9％的无菌生理盐水于4 000 r／min离心洗涤2

次，转移到有玻璃珠的无菌三角瓶中震荡打散，用

无菌脱脂棉过滤，然后用生理盐水将单细胞悬浮液

稀释到107个／mL，得单细胞悬浮液备用．

1．3．2紫外诱变 吸取出发菌株B-19的单细胞悬

浮液10 mL，注入直径9 cm的底部平整的培养皿

中，将盛有悬浮液的培养皿置于诱变箱内紫外灯管

下的磁力搅拌器上，培养皿距功率15 W的紫外灯

管的垂直距离为10 cm(紫外灯预热30 min使光波

稳定)．调节搅拌子的转速，转速稳定后，打开培养

皿盖子照射，并开始计时．14个平皿，每两个为一

组，共分7组，分别照射0，5，10，15，20，25，30 S．从

每个平皿中取出0．1 mL的菌悬液，稀释105倍，取

稀释后的菌悬液0．3 mL，涂布分离培养基平板，然

后置于37℃恒温培养箱培养(为避免光复活，平皿

需用黑纸或牛皮纸包裹)[6]．整个诱变操作过程均

需在红光下进行，2 d后长成菌落，统计菌落数并计

算致死率，致死率计算公式为：

瓤率=必趟鬻嚣裂鬟竽躞
每组以两个平皿菌落的平均值作为该组的菌落数．

1．3．3 60Co辐射诱变 吸取由菌株Z一52制得的

单细胞悬浮液，分别注入6个直径1．8 cm、长18 cm

的无菌试管中，每个试管的装液量为5 mL．用60Co

发出的7射线处理，分别采用5×104，6×104，7×

104，8×104 R剂量处理．分别从每个试管样品取出

0．1 mL的菌悬液做适当稀释．吸取稀释后的菌悬

液0．3 mL，涂布分离培养基平板，倒置于37℃恒温

培养箱培养．菌落长好后计数，并计算致死率．

1．4筛选方法

1．4．1 伊葡聚糖酶突变株的平板初筛 p葡聚糖

分子能与刚果红染料紧密结合，菌体产酶时其周围

的葡聚糖被降解后形成透明圈，应用此原理可进行

菌种初筛．将诱变后的菌悬液，稀释后涂布于斜面

培养基平板上，24 h后将长出的菌落点种于鉴定培

养基平板上．48 h后根据菌落直径与水解圈直径比

值，挑选单菌落传代于斜面培养基上扩大培养．

1．4．2摇瓶初筛 上述扩大培养后的菌株，分别

接人种子培养基，于37℃，200 r／rain培养12 h，以

体积分数8％接种至发酵培养基，37℃培养60 h，

10 000 r／min离心，取上清液稀释相应的倍数测定

酶活．

1．4．3摇瓶复筛 挑选一定量的初筛最佳菌种，

接种摇瓶进行复筛，复筛条件及方法同初筛．每株

菌做3个平行，取其平均值．

1．5分析方法

1．5．1伊葡聚糖酶分析方法0．1 mL稀释酶液加

0．4 mL底物，于40℃反应10 min，每个样品中加

入3 mL沉淀液，离心，测定上清液在590 am处的

吸收值A，以0．1 mL蒸馏水代替酶液做空白．

酶活计算公式：
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酶活(U／mL)一[(A。。。+0．001238)／0．8903]×咒

"为发酵液稀释倍数

伊葡聚糖酶酶活定义：1 mL发酵液于40℃、

pH 6．5，每分钟分解大麦p葡聚糖产生1弘mol还

原糖定义为1个酶活单位．

1．5．2蛋白酶分析方法见文献[8]．

2结果与讨论

2．1 出发菌株的选择

测定B-1、B一14、和B_19淀粉液化芽孢杆菌的

p葡聚糖酶和蛋白酶两个指标，挑选适宜的菌株作

为出发菌株，结果见表2．

表2出发菌株的选择

Tab．2 The selection of primordial strain

从13-1、B-14、和B_19这3株菌的测定结果来

看，B一19菌的伊葡聚糖酶酶活较高而蛋白酶酶活较

低，是理想的出发菌株．

2．2稀释倍数的确定

种子液稀释倍数在10～103时，平板菌落成密

集状，无法记数；在104倍时菌落在千个左右，悬浮

液中的细菌尚未形成单细胞状态．为此，确定105倍

为悬浮液稀释倍数．106倍平板菌落较少，减少了出

现高产突变株的概率．单细胞菌悬液平板培养菌落

记数见表3．

表3稀释倍数与菌落数的关系

Tab．3 The relationship between diluent multiple and the

number of colony

2．3紫外线诱变致死率的测定

计算不同照射时间下的紫外杀菌曲线，结果见

图1．从图1可以看出，该菌对紫外线较为敏感，随

着时间的延长，致死率急剧增加，照射30 S的致死

率为100％，照射10 s的致死率为80％．故选择10 S

为紫外诱变育种的最适时间．

1。。

摹80

薰s。
祷4。

20

2．4紫外线诱变结果

分离紫外线诱变得到的突变株60株，每株一

瓶进行初筛得到13株较好的菌株，再将13株菌株

按每株3瓶进行复筛，结果见表4．

表4紫外诱变结果

Tab．4 The production of mutagenesis by UV

从上述菌株中挑选出酶活最高者Z一52，其p葡

聚糖酶酶活是出发菌株的I．13倍，将Z一19涂布于

肉汤平板，进行分离纯化，挑选单菌落，接种于斜面

培养基，长出后置冰箱保藏待用．

2．5∞Co诱变结果

由于紫外诱变所得的菌株产酶量不是很高，因

此有必要采用新的诱变方法，以得到高产菌株．作

者采用60Co发出的y射线处理107个／mL的Z一52

单细胞悬浮液，剂量为5×104，6×104，7×104，8×

104 R，照射剂量与致死率曲线见图2．选择致死率

为95％的7×104 R为60Co的照射剂量．
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从鉴定平板上利用透明圈大小筛选出50株突

变株，然后用发酵培养基摇瓶发酵进行初筛、复筛．

从7×104 R照射的菌株中选出9株产p葡聚糖酶

水平高于出发菌株Z一52的突变株，其中C-8和C_

15产p葡聚糖酶的水平最高，其产p葡聚糖酶酶活

分别为出发菌株的1．25倍及1．19倍，故选这两株

菌作为目标菌株进行实验．

照射剂量／R

图2”Co诱变致死率曲线

Fig．2 The death rates under the mutagensis by
60
Co

04

2．6突变株的纯化及传代

对C-8和C-15两株菌进一步分离纯化，平板划

线分离，挑选出单菌落，由单菌落接种至斜面培养

基，不断重复，选出一株编号为5582的突变株，传

代稳定性较好，结果见表5．

表5菌株5582的传代稳定性

Tab．5 Genetic stability of strain 5582

2．7小型发酵实验

在摇瓶培养的基础上，采用5 L发酵罐完成小

型发酵实验．5 L发酵罐的装液量为3 L，通风量为

3 L／min，搅拌转速为600 r／min．将培养12 h的种

子培养基按体积分数8％的接种量接种至发酵培养

基中，发酵曲线见图3，4。

由图3，4可以看出，5 L发酵罐的发酵过程中

蛋白酶的产酶高峰在25 h，而p葡聚糖酶的产酶高

峰为35 h，整个发酵周期比摇瓶缩短了15 h．发酵

前期，溶氧下降很快，可能是由于此时的细胞处于

生长阶段，对氧气的需求较大，低溶氧水平维持时

间较长．20 h后溶氧逐渐回升，由于此发酵为好氧

发酵，因此如果能够进一步提高发酵前期的溶氧水

平，可能会更有利于p葡聚糖酶酶活的提高．
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图3 5 L发酵罐产酶曲线

Fig．3 Fermentation curve of strain 5582 in 5 L

fermentor

摹

璐
缝
靛
罂

O 10 20 30 40

时间，h

图4 5 L发酵罐相对溶氧与发酵液pH值随时间变化

关系

Fig．4 DO and pH curves of strain 5582 in 5 L

fermentor

3 结 论

在p葡萄糖酶产生菌的分离过程中，首先以种

子培养基对产生菌进行增殖，再采用刚果红琼脂平

板培养基对产生菌进行分离，由于伊葡聚糖分子能

与刚果红染料紧密结合，菌体产酶时其周围的葡聚

糖被降解后形成透明圈，极大地提高了分离工作效

率．透明圈的颜色深浅基本可显示酶活的高低，但

由于在倒平板的操作中较难达到均一，因此仍需要

用产酶培养基进一步验证菌株的产酶情况．经紫

外、60Co诱变筛选，突变株的p葡聚糖酶的活力提

高到了105 U／mL左右，蛋白酶酶活提高不是很

大，在5 L发酵罐中p葡聚糖酶的产量为120 U／

mL，主要考虑到蛋白酶酶活太高，会对发酵液中其

它酶有分解作用．
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