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枯草杆菌B F一7 6 5 8优一淀粉酶生产菌株

所产蛋白酶热稳定性研究

高益芝 陈秉跃

( 食工系)

摘 要

我国 a一淀粉酶 ( E C 3
.

2
.

1
。

1) 生产是用枯草杆菌 B F一 7 6 5 8 菌林
,

它产生的晦

是个复杂酶 系
。

其中混杂的蛋白酶未见酸性蛋 白酶
。

发酵液经热处理后
,

测蛋白酶

活 力
。

结果
,

减性蛋 白酶付热性比中性蛋 白酶强
。

发酵液经 55 ℃
,

30 分 钟 热处理

后 ,
碱性蛋白蛋残存活力与室温 ( 20 ~ 25 ℃ ) 下碱性蛋白酶活 力相差不 显 著 ( P >

0
.

05 ) , 而 中性蛋 白酶则相差显著 ( P < 0
.

0 5 )
。

用电泳法观察发酵 液 蛋白酶电泳谱

型
,

显示两条蛋白酶区带
。

主题词 :
枯草杆菌

,

淀粉酶
,

蛋白酶

. 自 J山 , 杏 .

lnJ 舌

、

自 B io d i m 和 E ff r o n t 等先后发现枯 草杆菌可以分 泌 a 一淀粉酶后
,

枯草杆菌淀粉酶

生产从菌种选育
,

酶生产工艺探讨
,

以及用途 [” 2 , ” 141 等方面都取得了很大的进展
。

我国目前

是用枯草杆菌 B F一 7 6 5 8 生产 a 一

淀粉酶
,

但在发酵过程中会伴生相当数量的蛋白酶
,

由于这

些蛋 白酶的存在
,

会引起 a 一

淀粉酶在贮藏过程中失活
,

另外也将妨碍淀粉酶的使用效果
,

如

在葡萄糖与果葡糖浆生产中使糖液颜色加深 51[
。

关于除混杂蛋 白酶的方法报道不少
,

如在实

验室中有用经基磷灰石吸附法 6[, : ]、 柱层析法 81[ 培养基成分调控方法
。

但在工业生产上
,

较

为实用的是用 5 0
。

~ 65 ℃
,

30 分钟的热处理方法 l9[
。

生产实践证明
,

加热方法对蛋白酶也只

能达到部分去除
。

因此
,

,

我们考虑到发酵液中可能有耐热与不耐热的两种蛋白酶存在
。

实验

证实了上述的看法
,

这为讨论工业化生产 a 一淀粉酶的菌种选育等问题提供了依据
。

1 材料与方法

1
。

1 菌种

B a e i l l u s S u b t + 1115 B F一 7 6 5 8 菌株 (选取产蛋白酶较高的菌株以便于研究 )

1
.

2 培养基及培养条件

豆饼粉 5
.

6%
,

玉米粉 7
.

2 %
,

磷酸氢钠 0
.

8 %
,

硫酸按 0
.

4 %
,

氯化钙 0
.

13 %
,

氯化钱 0
.

13 %

本文 1 9 8 8 年 4 月 5 日收到
.
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旋转式摇床
, 2 5 o m l 的三角瓶装量 s o m l

,
2 3 0转 /分

,
p H 6

.

3 ~ 6
。

s
,

3 7℃发酵吐。~ 4 5小

时
。

1
.

3 a 一淀粉酶活力测定方法
,

采用部颁标准 [’ 01

1
。

4 蛋白酶活力测定方法
,

采用部颁标准 [ ”̀ l

1
。

5 醋酸纤维薄膜电泳法 [`” ’ 2 1

将发酵液于冰浴离心得上清酶液用于点样
。

醋酸纤维薄膜经 0
.

o 75 m ol
、

p H 7
.

5的T r is 柠

檬酸电泳缓冲液充分浸透
,

用滤纸 吸干
,

于无光泽面距膜端 2
.

sc m 处点样 约 10 时
,

置 于

电泳槽中
,

静置平衡 10 分钟
,

电流 0
.

5 ~ 1
.

o m A c/ m 宽
,

电压 15 o V 左右
,
通 电 30 ~ 60 分

钟
。

1
。

6 蛋白酶谱染色 l3[ ]

取分析滤纸按 2 x c7 m 剪成长条
,

在 2 %酪素液中浸透
,

略干
,

置于 玻片上
,

取 F电泳

毕的醋酸纤维薄膜
,

点样面向滤纸叠合 (严防移动或起泡 )
,

置于有盖 小盒 中
,

密 闭
,

防止

干燥
。

在 40 ℃保温 20 分钟
,

揭去薄膜
,

滤纸用氨基黑 10 B染色 5 分钟
,

用漂洗 液 漂 洗
,

即

出现白色的蛋白酶谱区带
。

2 结 果

2
.

1 混杂蛋白酶的测定

发酵液经离心 (以碎冰为浴 ) 4 0 0 0 转 /分 15 分钟离心后
,

吸取酶上清液
,

然后分别以 p H

3
.

0 2
、

%酪素。
。

05 m ol 乳酸乳酸钠缓冲液配成 )
, p H 7

.

52 %酪素 ( 0
.

02 m ol 磷酸缓冲液配成 ) p H

1 1
.

0 2 %酪素 (硼砂氢氧化钠缓冲液配成底物
,

按部颁方法测定其活力
。

结果表 明
:
混杂的蛋

白酶为中性蛋白酶与碱性蛋白酶
。

无酸性蛋白酶
。

其中
,

中性蛋白酶活力平均值为
: 1 4 8 4士 1 63

协 / m l
,

碱性蛋白酶活力平均值为2 41 士 6件 / m l
。

2
.

2 热处理对 a 一淀粉酶活 力的影响

发酵液经同一处理后得酶上清液
,

在室温 以及 40 ℃
、

50 ℃
、

55 ℃
、

60 ℃
、

70 ℃ 恒温水

浴中加热 30 分钟
,

然后测定其 a 一淀粉酶活力
,

结果如表 1所示
。

由表 1及 图 1看 出
, a 一

淀粉酶的热稳定性能较好
,

在 55 ℃仅有 3 %失活
,

在 60 ℃有 1 1 %失活
,

这较强的热 稳定性为

采用加热法去除混杂蛋白酶提供了可能性
。

表 1 热处理对 a 一淀粉酶活 力影响

\ \ 活力
样

丫 、

\ \
室 温

带 4 0℃ 5 5 oC 6 0℃ 7 0℃

N O
。

1

N O
。

2

N O
。

3

平 均

残留率 ( % )

3 3 0

3 5 1

3 6 0

3 4 7

10 0

3 2 8

3 4 5

3 5 6

3 4 3

9 9

3 2 0

3 3 8

3 4 6

3 3 5

9 7

2 8 8

3 1 2

3 2 7

3 0 9

8 9

2 4 0

2 5 7

2 5 8

2 5 1

7 2

室温栏
,

指晦液在 20 ~ 25 ℃放置 30 分钟后刚得 a 一

淀粉晦活力
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090 7
.

(次à开班摄叔胆谧窦形

室温 扬
一

s’0 面 0 7
.

加热温度( ,C )

图 1 热处理衬淀粉酶活力影响

2
。

3 热处理对中性蛋白酶活力的影响

酶液同上所述之处理
,

测得其中性蛋白酶活力如表 2 所示
。

表 2 热处理对中心 蛋白酶活力的影响

洽沙竺…
温 度 (℃ )

室温

N O
。

1

N O
。

2

N O
。

3

N O
.

4

丝一上竺一
止…_ 55

{
60

二匕生一
7 9 08 7 0

.

:

nUn
ù

N O
。

5

平均值

残留率 ( % )

1 6 8 0

1 8 0 0

1 6 1 0

1 4 6 0

1 4 8 4

1 0 0

1 5 9 0

1 7 2 0

1 5 0 0

1 4 3 0

1 4 0 6

9 5

6 7 0

1 4 8 0

1 5 9 5

13 8 0

13 1 0

1 2 8 7

8 7

5 8 0

1 1 10

1 1 15

1 1 1 0

1 1 15

1 0 0 6

6 8

2 8 0

3 0 0

5 6 0

5 1 5

4 5 0

4 2 1

2 8

取经 55 ℃
,

30 分钟热处理后所测中性蛋白酶活力与室温下中性蛋白酶活力相比较
,

采用

数理统计 了值检验法 [` 4 1,

得其 ( t) = 2
.

45
,

查表则 P < 0
.

05
,

即两者酶活力相比较
:

相差显

著
。

2
.

4 热处理对碱性蛋白酶活力的影响

酶液如上所述的处理
,

测得其碱性蛋白酶如表 3 所示
。

同样取 55 ℃
,

30 分钟热处理后所测的碱性蛋白酶活力与室温下 碱 性 蛋 白 酶 的活 力相

比较
,

采用数理统计 7 值检验法
,

得其 (t ) 二 2
.

17
,

故 P > 0
.

05
,

即两 者 酶活力 相 差 不 显

著
。

由上述知
,

中性蛋白酶经热处理 ( 1 5 5℃
,

30 分钟 )后酶活力与室温下相差显著
,

而碱性蛋

白酶经热处理酶活力与室温下相差不显著
,

可见
,

碱性蛋 白酶耐热性比中性蛋白酶强
。

如图

2所示
。
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表 3 热处理对碱性蛋白酶活力的影响

\ \ 活力 l 。。 *
,

。
、

藉宜些
/m ’̀

}一 , 一竺匕下一一生共兰丫’

.丁 品
、

\ \ { 室温 {
4”

{
“ ”

{
6。

,

1010510

月了QO

N O
。

1

N O
。

2

N O
。

3

N O
。

4

N O
。

5

平均值

残留率 ( % )

2 2 0

2 5 0

2 4 0

2 4 0

2 5 5

2 4 1

1 0 0

2 1 0

2 4 5

2 3 0

2 3 5

2 4 5

2 3 3

9 7

1 9 0

2 3 5

2 0 0

2 2 5

2 3 5

2 1 7

9 0

1 4 0

2 1 0

1 7 0

1 8 0

2 0 5

1 8 1

7 5

{
7。

0

. 州 . . . 口. . . . . . . 口 . . 目 . . . . . ` . . . . . . . . . . . 曰. . . .

图 2 加热对混杂蛋 白的酶活力的影响

2
.

5 醋酸纤维薄膜电泳的蛋 白酶谱型

将滤纸浸于 2 %酪素后与电泳毕之醋酸纤维薄膜叠合
,

放于玻片上
,

置 于湿润有盖 小盒

中
,

于 40 ℃保温 20 分钟
,

染色
,

漂洗即显示出如图所示 的两条蛋白酶区带
,

由此也证实了在

发酵液中有两种蛋白酶即中性蛋白酶与碱性蛋白酶的存在
。
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I ,

亚 。

图 3 友酵液的蛋 白晦谱型

工 中性蛋白酶 , 11 碱性蛋白酶

3 讨 论

枯草杆菌由于它可以分泌多种可溶性胞外酶
,

其中约有 40 种酶已被检定 t ’ , 1。

所以它是微

生物发酵工业制取胞外酶的重要来源
,

在这些酶中以淀粉酶和蛋白酶具有工 业 化生 产重要

性
。

经过严格选育菌种及精密设计相应的发酵培养条件
,

可以定向生产其中某一种酶
。

如淀

粉酶或蛋白酶
。

但从细菌生理学角度讲
,

要定向生产单一种酶是困难的
。

尤其在我国采用粗料

发酵
,

如玉米粉
,

豆饼粉
,

菌体为自身代谢
,

必然要分泌相当数量的水解酶
,

其中包括淀粉

酶和蛋白酶
,

才可能消化所供的发酵粗料
,

才能提供给自身的碳源和氮源
,

以满足菌体生长

发育
。

由此可知胞外酶系的复杂性是细菌生理学上的要求
。

目前工业生产淀粉酶
,

从产品质

量上要求蛋 白酶含量尽可能低些
,

但是在发酵产酶时
,

由于要保证足够的氮源供给
,

必须有

相当数量的蛋白酶存在
,

才能使淀粉酶发酵单位增加到最大
。

在使用枯草杆菌发酵作为胞外

酶来源时
,

上述问题 已使众多研究者陷入细菌生理学上的要求与产品质量上要求 的 矛 盾 之

中
。

为此
,

多年来在寻求淀粉酶发酵单位较高
,

而蛋白酶活力又适当的工艺条件
,

或者寻求

在下游工艺中使蛋 白酶活力下降的各种工艺一一如加热
,

加抑制剂
,

或分别提取淀粉酶和蛋白

酶等进行了多方面的研究
。

实际上只有加热处理这一方法才具有生产实践意义
。

生产实践证

明
,

加热方法只有使部分蛋白酶失活
。

因此
,

我们考虑在混杂的蛋白酶中
,

可能有热不敏感

蛋白酶存在
。

实验证实了上述看法
,

枯草杆菌 B F一 7 6 5 8发酵液有两种蛋白酶存在
,

即中性

蛋白酶活力较高
,

且不耐热
。

碱性蛋白酶活力较低
,

仅为中性蛋白酶的 16/ 左 右
,

但耐热性

强
,

不易加热破坏
。

为此
,

我们建议在菌种选育及工艺控制上
,

应该把与 a 一淀粉酶相伴生

的蛋白酶的质与量作为一个重要的观察指标
。

蛋白酶活力要保持适当
,

因为低蛋白酶菌株 a

一淀粉酶发酵产酶水平相应要低
,

影响经济效益
。

而高蛋白酶菌株
,

虽然 a 一淀粉酶的产酶

活力可以增加到最大值
,

但最终产品因含蛋白酶太高
,

影响质量
。

据本研究所得结果
,

提示
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可以选育伴生中性蛋白酶的 a 一淀粉酶生产菌株
,

其优点是
,

枯草杆菌发酵淀粉酶的 p H为6
.

5

~ 了
.

2
,

正是中性蛋白酶的最适 p H
,

对水解豆饼粉提供氨源而起到很好的作用
,

而伴生碱性

蛋白酶的菌株
,

在中性 p H 范围内作用较小
。

所以被选育的产 a 一淀粉酶菌株
,

在理想上应

伴生中性蛋白酶
,

而不是碱性蛋白酶 ; 实验提示
,

中性蛋白酶为热敏感蛋白酶
,

而碱性蛋白

酶为不热敏感蛋白酶
,

即使发酵过程中中性蛋白酶高些
,

以利于 a 一淀粉酶发酵活力提高
,

又

可在下游工艺中容易加热失活蛋白酶
,

保证 a 一淀粉酶的产品质量
。

若选育菌种时
,

碱性蛋

白酶不加限制
,

则在发酵过程中 p H 为 6
.

5~ 7
.

2 ,

对提供发酵氮源帮助较小
。

而 且在下游

工艺处理时
,

难以失活
,

使产品在使用过程和长达 6 个月保存期中达不到应有的质量要求
。

以前人们设想在粗料发酵时
,

选取伴生低蛋白酶的 a 一淀粉酶菌株以保证淀粉酶制品的

质量
,

这种设想实际上是很难达到的
。

生产蛋白酶的枯草杆菌菌株有产生中性蛋白酶的
,

也有产生碱性蛋白酶的
,

因此在产生
a 一淀粉酶的枯草杆菌菌株中选育伴生中性蛋白酶活力适当而碱性蛋白酶活力低下的菌株是

有可能的
。

这样就可以解决发酵过程中细菌生理学的需要
,

以及在下游工艺通过加热方法降

低蛋白酶活力
,

提高产品质量
。

枯草杆菌是基因表达中三个重要的表达系统之一
。

但因伴生蛋白酶常常使表达的蛋白质

被蛋白酶水解
,

这也是当前在基因工程领域中一个待解决的问题
,

所以在发酵工程中研究枯

草杆菌蛋白酶的伴生问题也是引人注目的
。
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