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细菌 a 一淀粉酶发酵技术研究 ( I )

一淀粉液化芽抱杆菌
a 一

淀粉酶的发酵条件的研究

邹显章 儿玉彻
.

大森俊雄
.

和蓑田泰治
.

将在 日本收集的 a 一

淀粉酶有关菌种
,

作 了菌种酶活性 的比较
,
发现淀扮液 化

芽袍杆菌 B a e i l l u s a m y l o l i q u e f a e i e n s K A 6 3 培养在 10 % 可溶性淀粉
,

2 % 蛋 白

陈
, 1% 牛 肉膏

, O
。
5% 酵母粉

, 0
。

5% N a C I
, 0

.

5% K Z H P O ; 中可获较高的
a 一

淀粉

晦酶活
, 2 升发酵罐培养 2 8

一
3小卜时

, a 一

淀粉酶酶活可达 4 00 单位 /毫升
,

该菌种

具有一 定的生产价值
,

将 为我 国增添一个液化型 a 一

沈粉酶 的新品种
。

引 言

a 一

淀粉酶是我国产量大
、

用途广的一种酶品种
,

主要用于淀粉液化
、

淀 粉 糖
、

棉 布 退

浆和食品
、

酝造
、

造纸等工业 11[
。

日本于 1 9 4 7 年开始工业生产细菌
a 一

淀粉酶
, 1 98 0 年的产量约 为 10

, 0 00 顿 山
,

主 要

是液化型细 菌
a 一

淀粉 酶
,

菌 种 采 用 B
.

a m y l o l i q u e f a 。 i e n s ,
B

.

m e s e n t r i 。 u s ,
B

.

s u b t i l i s

等
。

本文比较了 日本有关大学提供
a 一

淀粉酶菌株的发 酵酶活
,

以及 叙 述 B
.

a m y l o h q u e f a -

c i。 n s
产

a 一

淀粉酶的发 酵条件和提高酶活的研究
。

二
、

实 验 材 扦 和 方 法

微生物
:

B a e i l l u s a m y l o l宜q u e f a e i 。 n s K A 6 3 由日本大阪大学工学部提供
。

种子培养基
:

10 9 可溶性淀粉
,

10 9 蛋白膝
, 5 9 牛肉膏

, 2 9 酵母粉
, 2 9

K ZH P O ;
加水 l 升

,

消毒前 p H 为 6
.

8
。

发 酵培养基
: 1 0 0 9 可溶性淀粉

,

20 9 蛋白陈
,

10 9 牛肉膏
, 5 9 酵母粉

,

5 9 K Z H P O ; 加水 1升
,

消毒前 p H 为 6
。

s
。

N a C I
,

5 9

5 9 N a C I
,

. 日本东京大学农艺化学系应用微生物研究室

本文收到 日期 1 8 8 3 年 8 月 1 4 日



试管振荡培养试验
:

于 小18 x 180 m m 试管中加入 10 m l 种子培养基
,

接种后在往复振 荡 ( R
.

P
.

M
.

30 0 )
,

37 ℃

下
,

培养 16 小时后
,

按 10 % 接种量移入到另一同容积内含发酵培养基的同样试验管中
,

在

同一培养条件下培养 3一 5 天
。

2 升玻璃罐培养试验
:

取 50 Om l 吸滤瓶
,

加入 100 m l 种子培养基
,

`

消毒后接入斜面菌种
,

在旋转振荡 ( R
.

P
.

M
.

12 0)

30 ℃ 下培养 1 6t, 小时后
,

按 10 % 接种量接入内含 I 升发酵培养基的 2升玻璃 罐 中
,

在 37 ℃
,

搅拌 R
·

p
·

M
·

10 0 0
,

通风量 I v

八 / m 下培养 2 4一 3 0 \J/ 时
。

`

a 一

淀粉酶活性测定按 IJ S
一
K

一 7 0 01 法 3[]
。

p H
:

用 T D A 型 p H 计测定
。

O
.

D
.
:

用 日立光电比色计 6 6 0 n m ,
1 0 m m 下测定

。

三
、

结 果

(一 ) 培养基组成分的影响

在参观访问日本大阪大学时
,

索取到一支菌株
,

B
.

a m y lol iq u e fa o i e sn K A 6 3 ,

他们报导

过该菌有关形成
a 一

淀粉酶机制的研究结果〔4一 7〕
。

最近 S hi n m y 。
等又将 B

.

a m y l。 il q u e f a -

c i e n ;
链霉素抗性变株 (由 D ia w a K as e i c o

.

L dt 提供 )
,

制成固定化细抱
,

作了发 酵
一

生 产
a 一

淀粉酶的研究报告 81[
。

为了发掘该菌产
a 一

淀粉酶的发酵能力
,

我们采用摇管法
,

查定了木下培养基的各组成

分对
a 一

淀粉酶形成的影响
,

其结果见表一
。

表一 发酵培养基各组成分对
a 一

淀粉酶形成的影响

草{
”

森… 公
一

场 砂
· }

发 酵 完 了 p H { a 一

淀粉酶活性 u/ m l
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10

无淀粉

无 N H ; N O 3

无柠檬酸钠

无 K ZH P O ;

无 M g S O 4一 7H ZO

无 K C I

无 C a C I:

无蛋白膝

无酵母膏

全有 (对照 )

厅̀8

木下培养基 (对照 )
: 5 %可溶性淀粉

,

0
.

5 6% N H ; N 0 3 ,
0

.

2 5%柠檬酸钠
, 0

.

1 3% K : H P O ; ,

0
.

0 5% M g S O ; ·

7H ZO
, 0

.

0 1% K C I
, 0

.

0 1% C a C 12
.

2 H 2 0
, 0

.

5% 蛋白陈和 0
.

2%酵母膏
。

表一说明
,

为了形成
a 一

淀粉酶
,

发酵培养基中的 淀粉
、

蛋 白膝
,

K o H P O ; 和 K o l 等是

必不可少的组分
,

这个基本成分同丸尾 A BY 产酶培养基很一致 l9[



(二 ) 培养基 p H 对
a 一

淀粉酶的影响

为了研究提高
a 一

淀粉酶的产量
,

试验了摇管培养的起始 p H 问题
。

培养基根据 A B Y培

养基同本试验 1 结果结合
,

稍作修改如下
:

10 % 淀 粉
, 2% 蛋白膝

, 0
.

5% 酵母 膏
, 1% 牛

肉膏
, 0

.

5% N a C I和 0
.

5 % K ZH P O ` 。

上述培养基经消毒 灭菌后再用 H 3 P O 4 或 N a O H 将 p H

调整在 5
.

0 到 8
。

O之间
,

试验结果见表二
。

表二 起始 p H 讨 a 一

沈粉酶产量 的影响

N o
.

{ 起 始 p H I 发 酵 后 p H

5
。
0

6
。

0

6
。

2

6
。

2

6
。

3

6
。

4

。 一

淀粉酶活性
u
/ m l

7
。

5

1 8 0
。

0

2 4 0
。

0

2 8 8
。

0

3 2 0
。

0

2 1 1
。

0

八J月任

8
.

0 6
.

4 { 1 9 2
.

0

N o
.

卜 4 ,

以 H 。 P O `
溶液调整

。

N o
.

5 ,

未调
。

N。
·

6一 7 ,

以 N a O H 溶液调整
。

表二表 明
,

发 酵起始 p H 应在 7
.

0 左右为宜
,

起始 p H 高或低时
,

虽然发酵 终 了 p H 也

能回降到 6
.

2一 6
.

4 左右
,

但对产酶有很大影 响
。

B a e i l l u s a m丁l o l i q o e f a e i e n s K A 6 3在 本

试验培养基 ( p H 7
.

0) 中
,

所得发酵单位约可比木下培养基提高 3
.

4 倍
。

(三 ) 比较不同微生物的
a 一

淀粉酶活性

将收集的有关产
a 一

淀粉酶的菌株
,

在本文所确定的培养基中作了产酶活性 的 比 较
,

方

法详见
“试验材料和方法

” ,

结果如下 (表三 )
。

表三 不同菌株 的产酶比较

序 号 { 微 生 物 名 称

2

3

4

5

6

7

8

9

]
.

0

B
.

a m y l o l i q u e f a e i e n s F U K U M O T O

1 5 2 1

1 5 2 2

1 5 2 3

B
.

a m y l o l i q u e f a e i e n s 7 4

B
.

S P
.

A k a b o r i
一 s t r a i n 8 5

B
。

S P
.

T o w a 一 s t r a i n 8 6

B
.

S u b t i l u s
.

n a t t o IA M 1 0 7 1

B
.

S P h e r i e u s 1 7 8 7 一 7 2H 8 4

B
.

a m y l o l i q u e f a e i e n s K A 6 3

B
.

S u b t i l u s v a r
,

a m y l o s a e e } z a r i t i e u s

( 5
.

A
.

C )

”

洲
后
{
发

妙
”

”

嘱苦辘
, …

8
。

5

8
。

7

8
。

8

8
。

7

8
。

7

8
。

8

9
。

0

8
。

5

8
。

7

3 0℃

3 0℃

3 0℃
3 0 oC

3 0℃
3 0℃

3 0℃

3 7 oC

3 0℃

1 12

13 9

2 2 8

15 9

9 4

3 2 0

8
。

5 3 0℃



菌种序号 1一 3 ,

是从东京大学 应 用 :微生

物研究所获得
。

菌种序号 4一 8 是从东京大学农艺 化 学系

应用微生物研究室获得
。

菌种序号 9 是从大阪大学发 酵 工 学 科获

得
。

菌种序号 10 是从日本大学农艺 化 学系有

用菌研究室获得
。

几支高产菌株的发酵时间曲线见图 1
。

反 复 试 验 看 出
,

B : a m y l o l i q u e f a C i e n s

K A 63 是属最稳 定
,

且 是 高产
a 一

淀粉酶的菌

卿21180Q

娜望侧架甘
J

万

:::

::

。一0一--00
亡口、jo,飞一JIIJ2

4 5

发睡时问
`妇

( 四 ) 2 升玻璃罐培养试验

几 支 a 一

淀粉酶菌株的发酵曲线
利用本实验室现有条件

,

进行 2 升玻璃罐

培养试验
。

有关溶解氧的参数如表四
。

OOOJ

6
飞J,J

2 升玻璃罐搅拌转速

与 K d 的关 系

葡体

1四图表

O0飞JO
ó魂J勺」

R P M } K d m o l 0 2
/ m l

, m i n , a t m
.

O0,廿J斗,内亡攀
气。一又Q6à

酬季

0000000, .
8二少20了̀IJ2

司 .月 ., .
以ù便智缩喇ù

、
名

3 0 0

4 0 0

5 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

12 0 0

13 5 0

培养液体积
:

1 升 通 风 量 1
。

0

F e r m e n t o r L F
-

K o g y o C o L t d
.

)

。

6 x 1 0
一 6

。

0 X 1 0 一 6

。

0 X 1 0 一 ,

。

5 x 1 0一 6

。

0 X 1 0一 6

。

0 X 1 0一 6

。

0 X 1 0 一 6

。

0 x 1 0
一 6

2 升玻璃罐中实容

。
.

6
节政万万

___

八O才1ōō匕O口月4八Utl

,土9自Q自

V / V / M ( L A B O
,

2 0 S u n a k a R ik a

时 l旬 (小日寸)

图 2 B
.

a m y l o l i q u e f a e i。 n s K A 6 3 在 2 升玻璃

堆 中
a 一

淀粉酶发 酵时间曲线 (温度 37 ℃
,

搅拌 1 00 OR
.

P
.

M
. ,

通风量 I V / V / M )
。

B
·

a m y l o l i q u e f a C i e n s K A 6 3 在 2 升罐中 a 一

淀粉酶发酵时间曲线见图 2
。

从结果看出
,

整个发酵过程比摇管培养要缩短得多
,

最高
a 一

淀粉酶活性在发 酵 28 一 32

小时左右
。

p H 曲线系 自动记录画成的
, p H 值随着菌体增殖缓慢上 升

,

12 小时左右约 7
.

3一 7
.

4 ,

之后逐步下降到 7
。

o ,

发酵后期由于菌体自溶
, p H 趋向上升

。

微生物菌体也在 10 一 12 小时迅速达到顶峰
,

在后的发酵过程中变化不大
。

a 一

淀粉酶活性随着菌体增殖也迅速增长
,

发酵 24 小时后酶活性增长 减 弱
,

发 酵终 了



a 一

淀粉酶活性约在 38 。一4 0 0 u
/ m l 左右

。

试验还发现
,

无论增加 K d 值或者提高发酵温度
,

微生物菌体量达到最大值时间还可进

一步缩短
,

缩短发酵时间对工业生产是有很大意义的
,

但
a 一

淀粉酶产量未见提高
,

有待 进

一步研究
。

四
、

结 论

]
。

将在 日本收集到的产
a 一

淀粉酶菌株 10 种
,

经筛选
,

结果 以 B
.

a m y lol iq ue f ac i e n s

K A 6 3 为较高产酶菌株
。

2
。

试验确定有利产
a 一

淀粉酶的培养基组成为
: 10 % 可溶性淀粉

, 2% 蛋 白陈
, 1% 牛

肉膏
, 0

.

5% 酵母膏
, O

。

5% N a
CI 和 0

。

SK ZH P O ` ,

发酵接种前 p H应控制在 7
。

O左右
。

3
。

2 升罐发酵结果
, a 一

淀粉酶活性可达 4 0 0 u
/ m l

,

发酵过程中产酶 p H 约 在 6
。

8一 7
.

4

之间
,

发酵温度 3 7 oC
,

时间 2 8一 3 0 小时 (搅拌 1 0 0 0 R PM
,

通风量 1
。

O V / V / M )
。

作者对日本有关大学提供
a 一

淀粉酶菌株表示谢意
。
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S t u dis o en t f i eP ro du et io n o f Ba et e ria l a 一 a m y l a s e
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t o r w i t h o n e l i t e r o f m e d i u m f o r 2 8一 3 0 h o u r a t 3 7℃ ( a g i t a t i o n ; 1 0 0 0 R P M
,

a e r a t i o n , 1
.

o V / V / M )
.

T h e o p t i m a l p H o f e u l t u r a l e o u r s e f o r p r o d u e t i o n o f

a a m y l a s e a e t i v i t y w a s i n t h e r a n g e o f 6
。

8一 7
。

4
.

T h e a 一 a nr y l a s e a e t i v i t y i n t h e e u l t u r e b r o t h w a s a p p r o x i m a t 。 l y 4 0 0 u n i t s
/ m l

.

1 8


