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果 胶酶产 生 菌 的选 育

李强军 许侣康 张星元 }巫画
(发酵系 ) (食工系 ) ( 发醉系 ) (食工系 )

摘要 本试验筛选到一株适于使苹果汁澄清的果胶酶产生黑 曲菌N o .

07
,

应 用物理

因素及化学因素对 N 。 .

07 进行处理
,

从白色突复菌落中获得一 高产株 c L一 8 5 01
,

衬

C L一 8 5 0 1 的培养基及发酵条件进行了优化
,

在优化的培养基及较适条件下
,

C L一

8 5 0 1产酶达 6 3 1
.

6单位 /毫升
,

产量比 出发
.

株N o .

07 提高约 1 05 倍
。

主题词 果胶薛 f 黑曲酶 ; 苹果汁澄清 ; 菌种选育

在食品工业中
,

果胶酶主要用于果汁
、

果酒的澄清
、

桔子脱囊衣及麻类脱胶等
。

自本世

纪 3 0年代
,

K e r t e s z 2
.

和W i l l a m a n J J及 M e h l i t v发现果胶酶能澄清果汁以来川
,

对产果

胶酶的菌种调查 2[, ” 1,

对某些菌产酶的条件 t4, 5 ,61
,

酶的分离纯化及性质代 ,t, , ,
,

以及酶的作用

机制 [`0’ 川进行了深入的研究
。

本研究主要是筛选出适于使苹果汁澄清的果胶酶产生菌
,

应用 诱变方法进行育种提高酶

活
,

对获得的高产菌发酵条件进行优化
。

关于 C L一 8 5 0 1产生的果胶酶在苹果 汁澄清中的应用 将另文报告
。

表 1 平板筛选培养基成分 ( p H S
。

0)

1 材料和方法 含 量 ( % )

1
.

1 菌种

中科院北微所菌种保藏中心及本院发酵系

和食工系微生物教研室提供的霉菌斜面
。

1
.

2 产果胶酶菌株的平板筛选

将试验菌株点接于表 1所示的平板培养基
,

置于 30 ℃培养 3天
,

加入 1 %的十六烷基三甲基

嗅化钱 (多糖沉淀剂 )
,

静止 10 分钟
,

产果胶酶

的菌株
,

菌落周围的果胶被果胶酶水解形成透明圈
,

明圈的菌落进一步试验
。

蔗 糖

果 胶

M g S O ;

K e l

F e S O ;

K Z
H P O `

N a N O
3

0
。

0 5

0
。

0 5

0
。

0 0 1

0
。

1

0
。

3

透明圈的大小与酶活有关
。

挑选形成透

本文 1日.已年 3月 2 1 日收到
。
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1
。

3 苹果汁培养试验

将筛得的产果胶酶的菌株接种于盛有 10 毫 升 新鲜苹果 汁的 试 管 1 0 x 1 0 0毫 米 中
,

于

30 ℃下静止培养
,

观察澄清度
。

1
。

4 诱变

以生理盐水将抱子从斜面 (麦芽汁培养基 )上洗下
,

用玻璃珠打散
、

过滤
,

制成 1沪个 /毫

升抱子悬浮液供诱变
。

诱变用 E M S和亡 射线交替进行
。

经诱变的抱子悬浮液适当稀释后 涂

布筛选平板 (表 1 )于 30 ℃下培养 3 天
,

计算透明圈大小与菌落直径之比值
,

挑选比值大的菌

落转接麦芽汁斜面
,

供进一步筛选
。

表 2 摇瓶筛选培养基 ( p H S
.

0)

,
.

5 摇瓶培养筛选

将筛得的产酶较高菌株接种于盛有 30 毫升

培养基 (表 2 )的 2 50 毫升三角
.

瓶 中
,

于 30 ℃旋

转式摇瓶机上 ( 2 0 0转 /分 )培养 3 天
,

用粘度法

测定各菌的相对活性
,

每株做一只
。

根据测定结果
,

挑选产酶提高的菌株进行

复筛
,

条件同前
,

每菌做 3 只摇瓶
。

1
.

6 果胶酶相对活性的测定

以果胶溶液粘度下降百分率表示果胶酶相

对活性
,

技斋藤方法测定 t ` 2 1
。

含 量 ( % )

蔗 糖

果 胶

N H
o N 0 s

( N H
;

)
2 5 0 4

M g S O 4

K e l

F e S O 4

2

2

0
。

2

0
。

0 5

0
。

5

0
。

05

0
。

0 0 1

K ZH P O ;

1 0
·

1

1
。

1 果胶酶活 力测定

按 。
.

5 % 果胶溶液
, 0

.

5摩 尔 p H 4
.

6 醋 酸 缓 冲 液
,
蒸馏水 = 20

: 2 : 3 配 制 底 物 溶

液
,

取 25 毫升底物溶液加入 1毫升适当稀释的酶液
,

混匀后
,

取 10 毫升加入奥氏粘度 计 中
,

于 10 分钟内连续 4 次测定液面通过上下刻度的时间
,

并记录反应开始至每次液面通过上刻度

时间A (精确至 0
.

1分 )
,

按下式计算相对流动度 F
: :

_ K
p Q 一 K H Z o

『
一 T 一 K HZ。

式中
:

K p Q一一果胶溶液空 白流动时间 ( s)

K巾 。
一一水空 白流动时间 ( )S

T一一加酶后混和液流动时间 ( )S

用 T除以 1 2 0 ,

将其 。
。

1位上的值加到 A值作为修正时间 ( T )̂
,

以 F
r

与 T 人 作图
,

得一直线
,

在直线上任取两点
,

按下式求斜率M :

_ F rZ 一 F
r ;

T 人 2 一 T 人 1

酶活力用下式计算
:

酶活力 M = x l o o x 稀释倍数 ( U / m l )

在此条件下
, 1 分钟内使20 毫升 0

.

5 %的果胶粘度下降 1 %的酶为 1 单位
。

二 果胶含最的测定

采用咔哩比色法 [ , 3 1
。

二 蔗糖含 t 的测定
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采用硫代硫酸钠滴定法 l4[ l
。

1
·

10 果胶水解物纸层析 15[ 1
-

取果胶水解液 5~ 20 微升点样于 3 号新华滤纸
,

:
水 = 25

: 2 : 3
,

显色剂为苯胺一一邻苯二甲酸
。

1
。

n 主要试剂

果胶
: iS g m a

公司产品

十六烷基二甲苯嗅化钱
: S e r v e

公司产品

E M S
:
上海试剂一广产品

C
o 60 :

本院辐化实验室的钻源

其它试剂为分析纯试剂

2 结果与分析

于室温下进行展开
,

展开剂为丁醇
,
酷酸

犷
一

污
、 J

几
`

.2 1 产果胶酶菌株的筛选
-

-

一 二

2
.

1
.

1 产果胶酶菌株的平板筛选 按本文 1
.

2方法
。

发现有 7个菌 落 周围产生透明圈 (如图

i )表明产果胶酶
,

它们分别为N o .

o i
,

N
。 .

0 2 ,
N 。 .

0 3
,

N
。 .

0 4 ,

N
o .

o s
,

N o ` 0 6 ,

N o .

o 7
。

其

中 N
o .

0 1
,

N
o .

0 2 ,
N o .

0 4 ,
N o .

o 6 ,
N o .

o 7为 黑 曲霉 ( A
. n i g e r

)
,

N o .

o 3为黄 曲 霉

( A
。

f l a v u e
)

,
N o .

0 5 为米曲霉 ( A
。 o r g z a e

)
。

图 I N 。 。

0 1~ N 。 。

0 7周 围产生的透明圈

2
.

,
.

2 苹果汁培养试验 按本文 1
.

3方法进行
。

`

每隔 12 小时观察一次苹果汁澄清度
,

结果如

表 3
。

表 3 不同菌种对国光苹果汁澄清效果

、 ~
一

\

时间 (补掣、
\

、

N o 。

0 1} N
o .

0 2 N o .

0 3 } N o 。

0 4 N O
。

0 5 N o .

0 6 } N
o .

0 7 } 对照

+

++++++
...月.

口
...月 ......óóó.......

一+

二
+

+ + +

一+++一林++
2

JLL一丹匕`10自怪d

注 : “ 一 ” 混浊 ; “ + ”
微清

;
(’+ +,, 中等清 ; ,’+

+

+,, 较清 , + 小 + +

很清

由表 3 可知
,

N o .

ol
、

N
o .

04
、

N
o .

07 澄清效果好
。

`
:

. . ’ .

2
。

1
。

3 苹果汁澄清试验 为了进一步确定产适于苹果汁澄清的果胶 酶的 菌株
,

将 N 。
。

i0
、 ,

N 。 。

04
、

N 。 。

07 接种摇瓶筛选培养基 (表 2 )按本文 1
。

5方法培养过滤
,

取 1毫升滤液加入 9毫升

苹果汁中混匀
,

于室温下静置
,

每隔 12 小时于 6 60 纳米测一次透光率及相对稚渡 卯结 果 如
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-
-

.目 . . . . . . . . . . . .

图 2
、

图 3所示
。

36 小时
,

粘度最低
,

澄清度最高
,

其中尤以 N ”
·

07 最佳
,

.

因而 以 N “
·

07 作

为出发菌株
,

进行下列试验
。

子二仁妥;
. . . . . . . . . . . . . .

` , , 、 . `

’ `

属
.1

I.L
卜卜1
.

"

60

八%à喇补长

(万越纂翻忽

2

i

方一啥厂 , 蒙一责一愉
作用时间 h( )

柳
.

01
x一~ 父N Q

,

时
公 一一 △ N O

。

04

1
0

0` 州卜月尸吮卜嘴产嘴尸
作用时间 ( h》

.

二~
一

拉。
一

0飞 么~ ~ △封。一。`
’

况

se
伙执火0 ,

图 2 苹果汁透光率与作用时间关 系 图 3 苹果汁拈度与作用时间关 系

2
。

1
.

4 果胶水解物纸层析 取 N o .

07 发酵液 1毫升加入盛有 4毫升 1%果胶溶液 (P H 4
.

6
,

0
。

05 摩

尔醋酸缓冲液 )的试管中
,

于 30 ℃保温
,

每隔一定时间取样一次
,

沸水浴中热处 理 5分钟使酶

失活
,

按本文 1
.

10 方法做纸层析
。

计算比移值凡
,

结果见图 4
,

果胶经水解后生成一系列低

聚物
。

随着时间的延长
,

低聚物进一步水解
,

最后生成半乳糖醛酸
,

说明 N 。
.

07 产生 的酶对

果胶有很强的水解能力
。

O八í八éOO口八é凡U
`

八讶口夕
.

爷口廿
ù八U月口乃以八J八日廿八W找”协一泥叭”八甘

必

赫翔滋竹呵赫1
.

的拼

亨— 1 0一二乡 么透 3压 一 选压
.

6仆
. `

了舀 习Q召

水解时何伍 )

图 4 N 。 。
0 7产生的果胶酶水解果胶产物层析结果

2
。

2

2
。

2
.

菌种的选育

不同诱变因素对产酶性状的影响 D E S和紫外线对 N o
.

07 的诱变效 果 都 不 理 想

E M S
、

C o 60处理后所得的突变株产酶性状有很大提高
。

表 4为初筛菌株的酶活分布
。

在 E M S处理的 86 个菌株中
,

有 3 0
。

2 % 与原种酶活相仿
, 1 7

.

4 %比原种酶活提 高
,

其 中
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最高者比原种提高 1
。

55 倍 (酶活数据待发表 )
。

在 C o6 ”
处理的 74 株菌中

,

77
.

1 %比原种酶活提高
,

最高者比原种提高 8
。

77 倍
。

(酶活数

据待发表 )

经过 C
o 60 处理后菌落的生长

,

抱子的疏密
,

菌落形态及菌落颜色都发生了很大变化
,

有

的菌落发生龟裂
,

生长的培养基表面液化
,

菌落颜色发生变化
。

表 4 N
o .

07 经 E M S
、

C o 60 处理后初筛菌株的相对活力分布

夔州日亘巨份悴悴州
竺坐

:

E M S

1
0

}
8

·

`

}
“
州

“
·

6

}
“

·

`,

}
3 0

·

2 ’

】
` 2

·

8

}
`

·

7

}
0

竺于
.

尸::.l1
.

?.1 几
引

{
5

价 }
_

_

`
·

`
} 5: ` l二

{
2

·

了
.

}
`

·

` { 子:
7

.

!
… 2挤

* 出发菌相 村酶活位于此范围

2
,

2
.

2 诱变后菌落形态变化与产酶性状的关系 将筛选平板上的菌落形态发生变异的菌 株

转接斜面
,

进一步 (按本文 1
.

5方法 )做摇瓶培养
,

测定发酵液中酶活
,

结果表 明 菌落龟裂与

产酶无明显关系
。

菌落的颜 色与产酶性状的关系见表 5
。

原种在筛选平板上颜色为黄色
,
经

0C 60处理后其中有些变成白色
。

白色菌落中产酶性状的正突变率高
,

约比黄色菌落高 2倍
,

酶

活提高幅度亦变大
。

表 5 白色菌落和黄色菌落相对酶活分布

0~ 1 0

1 0~ 2 0 .

2 0 or 3 0

3 0~ 4 0

4 0~ 5 0

5 0~ 6 0

菌菌 数数 占比例 ( % ))) 菌 数数 占比例 ( % )))

66666 1 8
。

222 111 1 000

lll 999 5 7
。

666 555 5 000

88888 2 4
。

222 1 ,, 1 000

00000 ())) 111 1 000

00000 ())) 0
---

000

00000 ())) 222 2 000

* 出发菌相 衬酶活位于此范围

2
。

2
。

3 N o .

07 的选育系谱
.

选择 N .o 07 为出发菌株
,

用旦M S处理
,

从 1 81 株菌中获得正突变

株 86 株
,

其中 L一 l产酶能力比 N o .

07 提高 1 ,

55 倍
。

L一 1出发经 0C 60 处理 (选白色菌落 )获得一

株白色突变株 L一 2 ,

其在平板及摇瓶培养中菌落及菌球都为白色
,

摇瓶发酵液 酶活比L一 1

提高约 8 倍左右
。

发酵液中长成的菌球细小而密
,

直径约 1
.

5毫米左右
。

由于菌球 小 而 多
,

表面积大
,

利于培养液 中的培养成分的扩散及产物的分泌
。

由 L一 2出发
,

进一 步用 E M S及

C o 60 交替处理
,

最后获得一株高产菌 C L一 85 01
,

其产酶能力比出发菌株提高约 1 05 倍
。

通过

累积处理
,

得到如下系谱
:
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N o
.

o 7 ( A s p e r g i l l u s n i g e ,
) e

.

o 6 单位 /毫升

备 1 % E M S 温度加℃处理 2小时

L一 1
一

9
.

38 单位 /毫升

杏 C产 4万伦
,

室温处理 11 分钟

L一 2 8 2
。

3 7 单位 /毫升

杏

L一 3

否

L一 4

丢

L一 5

杏

L一 8 5 0 1

注 : E M S一磺酸甲基 乙醋

C o 60一枯
一

60 产生的丫
一

射线

2 % E M S
, Z s oC 处理 2 小时

9 4
.

7 7 单位 /毫升

0C 60 5万伦
,

室温处理 13 分钟

25 0
.

09 单位 /毫升

i % E M S
, Z s oC 处理 5 小时

5 42
.

70 单位 /毫升

C
o 60 5

.

5万伦
,

室温处理 15 分钟

6 3 1
.

6 单位 /毫升

2
.

8 C L一 8 5 0 1发酵工艺条件的优化

C L一 8 5 0 1发酵工艺条件的优化包括培养基营养成分及培养条件两部分
。

培养 基 成分主

要考虑碳源
、

氮源
、

酶底物及 C / N比的影响 , 培养条件主要考虑抱子预 培 养
、

抱 子 浓度
、

p H值
、

通风量
’

、

产酶时间对产酶的影响
。

2
.

8
.

1 培养基成分的优化 碳源的影响
。

试验了单糖
、

低聚糖及高聚糖等 16 种糖
。

分别 用

不同的糖代替发酵培养基中的蔗糖和果胶 (浓度为 4 % )
,

30 ℃培养 3 天测酶活
,

结果见表 6
。

果胶酶是高分子果胶的水解酶
,

`

但表 6 表明
,

单糖木糖
、

半乳糖对 C L一 8 5 0 1产酶有明显

的促进作用
,

其机理待进一步研究
。

二聚糖中以蔗糖效果较好
,

高分子碳水化合物中以果 胶

效果最好
,

这说明果胶酶是诱导酶
。

表 6 C L一 85 01 对各种碳源的利 用

亘工二…叫 扮
PPP HHH 平平 A

’’

…
碳 源源

月任,二11

…
通
占口勺ùb

左
占丹匕1占

…
内O八O月任

...............

.

..................
口

.........

no` .占1二1几11门11匕叮̀OU八01卜口OUCOtl. .上Od` .一ǹ,l八OU自,工O自,曰
..
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6
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4
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3
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。
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4
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4
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。
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4
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2 2 2

2 1 9

1 1 5

1 2 0

2 5 5

1 0 9

2 6 2

1 17

糊
,

精

糖
一

原

可溶性淀粉

乳
.

糖

树胶醛糖

甘 露 糖

果 糖

葡 萄 糖

只
·

8

0
一

2 5 2

0
。

0 5 3

0
。

2 3 6

0
。

13 0

0
。

2 3 2

0
。

2 5 1

0
。

1 3 5

2
。

5

1 5 1

7 1

1 6 2

1 5 0

1 2 1

2 2 3

1 3 9

2 0 3

注 : P H一发酵液最终P H

平一菌丝重量 ( g / 3 O m l发酵液 )
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A一果胶酶活力 ( U /二 l)

2
.

3
.

2 氮源的影响 分有机氮源和无机氮源
。

本试验选用 6 种无机氮源及

分别用不同的氮源代替发酵培养基中的硝酸钱
,

浓度为 0
.

2 %
,

结果见表 7

4 种有机氮 源

表 7 C L一 8 5 0 1菌株对不同氮源的利用
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注 : 同表 6

由表 7可见
,

无机氮源中以硝酸按效果最好
,

进一步展开试验
,

最佳浓 度 为。
.

2 %
。

有

机氮源中以干酪素最佳
,

因考虑到干酪素价格昂贵
,

故选用硝酸按作氮源进一步试验
。

表 S C / N对产酶的影响
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* 果胶中的 C含量参照哥本哈根果胶厂产品说明书

2
。

8
。

S C / N比的影响 本试验固定硝酸按浓度
,

以蔗糖加果胶为 C源
,

分别变化蔗 糖 及 果

胶浓度得到不同 C / N
,

结果见表 8
。

C / N 以 2 0
.

98 为最佳
。

且以果胶和蔗糖混合的复合 碳 源

比单一的碳源 (蔗糖或果胶 )效果更好
。

2
。

8
。

4 果胶对产酶的影响 果胶对果胶酶有诱导作用
。

图 5 表明培养基中不同果胶浓 度 对

产酶的影响
,

果胶浓度从 1%增加到 2 %时
,

酶活从 2 00 单位 /毫升增至 5 00 单位 /毫升
,

但继续

增加果胶浓度酶活开始下降
。
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图 5 果胶含量与 C L一 8 5 01 产酶 的关 系 图 6 培养基 p H甘产酶的影响

条件
: 2 5 0 m l三角瓶中加 30 m l培养基

,

培养基如表 2所示
。

果胶 浓 度加 1
.

0 %
、

1
。

5 %
、

2
.

0%
、

2
。

5 %
、

3
.

0 %
,

30 ℃摇瓶 4天
,

补足蒸发水
,

刚 定酶活
。

2
.

3
.

` ; p H 的影响由于对摇瓶发酵过程中 p H 的控制较困难
,

故本研究只探讨了发酵培 养 基

的初始 p H值对产酶的影响
。

图 6 所示
,

在较高 p H和较低 p H时对产酶都不利
,

以p H S
。

0为最好
。

2 `3
.

6 通风量的影响 采用 2 50 毫升三角瓶分别装入不同量的培养基进行试验
,

结果表明以

2 0毫升装液量为佳 (图 7 )
。

)
, _

1

nU内U勃
.

和ǎ一成、己只姐翅翻眼

20 30 万O
- - - -

一 如
J音养去坚装瓶见 (

; : 1

1)

条件
: 2 5 0 :u ! 三角瓶中分别力队表

2 步音养丛 1 0 . , 1 1
、

2 0 , ,、 1
、 3 0 11 1 1

、

。。: 11 x ,
月]预培养一失菌丝体接种 (浓度。 x 1 0 `

个 /
. 1、生)

,

子。。℃下
,

绍0 1 1 1
1

、

猫 J. ` ,冷
养 4天

,
.

补足蒸发水
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2
,
公

。
7 抱子预培养及接种量的影响 将抱子在不加果胶的发酵培养基 (表 2 )中分别预培 养

。 、 2 4
、

4 8小时后接种发酵培养基 (表 2 )摇瓶试验
,

结果表明 (见图 8 )
,

抱子预培 养 1夭后

接种
,

产酶量高于抱子直接接种和培养48 小时后接种
。

这对生产来说是很有利的
,

在不改变

任何条件下
,

就可以提高产量
。

.

.

接种量的多少对产
.

酶
.

也有影响
。

在 2 50 毫升三
.

角瓶中加入 30 毫升培养基
,

接种不同浓度

的预培养24 小时的菌丝体进行摇瓶试验
,

结果表明
,

30 毫升培养基的接种量以 5 “ 10 4抱子 /毫

升浓度培养的菌丝体效果最好 (图 9 )
。

(1弓、已只绞谧澎眯

0000
叹甘月.`

(工。、
。à只地谧昌味

3
一 、

“ 4
. .

5
一

厂
. .

一一石

病班声六养时可(刁少

、 一一 x 用预结养 1天的苗丝体接种
八一二 △用预培养 2夭的菌丝休接种

用袍子悬浮板接种 飞下一-
~

5石万丽
, 一

—
.

过乙犷一
’

~ 一

。 --ix Q’

抱子浓度(个知 : l)

图8 艳子预培养对C L一 8 5 0 1菌株产酶的影响 图9 抱子浓度对 C L一 8 5 0 1菌株产酶的影响

2
。

8
。

8 发酵过程曲线 经过 以上培养基成分及发酵条件的优化
,

获得较佳的培养基为
:
硝酸

钱 O
。

2 %
,

蔗糖 2 %
、

果胶 2 %
、

硫酸按 O
。

05 %
、

硫酸镁 o
。

5 %
、

氯化钾 0
.

05 %
、

硫酸铁 0
.

0 01 %
、

磷酸氢二钾 0
.

1 %
,

较适宜的发酵条件为 p H S
。

o ,

装液量 20 毫升 / 2 5 0毫升三角瓶
,

预培养24 小

时
,

接种量 5 x 10
4
抱子 /毫升

。

在此条件下试验了产酶
、

菌体生长
、

p H 和残糖与时间关系曲

线 (图 1 0 )
。

如图所示
,

培养开始时 p H开始下降
,

菌体开始生长
,

残糖和果胶含量都急 速 下 降 , 培

养 3天时
, p H 达最低值

,

菌体生长达峰值
,

此时产酶并未达到峰值 , 培养 72 小时
,

p H开始

上升
,

菌体下降 , 培养 96 小时产酶达峰值
,

此时酶活达 6 3 1
.

6单位 /毫升
。

一
洲尸砂别
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C L一 8 5 0 1菌林发酵过程曲线

一
。

酶活力曲线 X — X

△一△ 果胶含量 变化 曲线

甲一甲 p H 变化 曲线

D一 D

菌丝生长曲线

蔗糖含量变化曲线

3 讨论

不同的菌种产 的果胶酶的种类
、

_

数量
、

比例都不同
,

对苹果汁澄清效果也不同
。

作者设计了一种有效的筛选程序
〕

,

首先将待试验菌接种加果胶培养基 (表 1 )试验
,

产果

胶酶的菌落周围的培养基中的果胶被水解
,

在菌落周围产生透明圈
。

但是产生果胶酶的菌种

并不一定适合苹果汁澄清
,

将平板筛选获得的菌株接种苹果汁试验
。

从图 1可见
,

所得 7 株

菌在平板上形成的透明圈都很大
,

然而在苹果汁澄清试验中效果相差很大
,

这种现象主要是

不同菌种产生的酶的数量及种类不同之故
。

E dn ol l l对白腐盾壳霉 ( C
.

id p l a i e
n a) 果 胶 酶系

进行分离纯化
,

得到 6 种果胶酶然后将纯酶按不同比例做苹果汁澄清试验
。

结果表明
,

原来

果胶酶系中各种酶之间比例不是最佳比例
,

可见筛选其适宜酶系微生物是很重要 的
。

N
。 、

07 表

现出对苹果汁有很好的澄清效果 (表 3 )
,

因此用作诱变的出发株
。

微生物在诱变育种中
,

有时会发现一些菌落的形态突变与产量性状有关
。

这时可从某一

形态 的突变株中筛得高产菌
。

如金霉素链霉菌经紫外线处理后
,

有些菌株产生黄色素
,

从产

黄色素菌落中筛选到四环素高产菌 [̀ 3 1
。

又如 B a ol e
将黑曲霉抱子用紫外线照射

,

得 一 变异

株
,

其菌落呈黄色具泥土气味
,

糖化酶活性提高 3 倍【” l
。

在 C L 8 5 0 1诱变过程中
,

选用 了几种

化学和物理因素进行试验
,

结果发现 E M S
、

C
。 “ “
对N

o .

07 效果很好
,

经诱变后
,

菌落的形态
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发生了很大变化
,

发现菌落白化与产酶性状有关
,

高产菌全部是白化菌落
。

对白化菌株进一

步诱变
,

有相当数量发生黄化 (回复突变 )
,

黄化菌落产酶下降
。

根据这一特性
,

结合透 明圈
,

可以大大提高诱变筛选的效率
。

白化突变株液体发酵液无色
,

对酶的应用是有益的
。

在工艺条件的优化过程中
,

发现经过预培养的菌丝接种对产酶有影响
。

预培养 2 4小时的

菌丝接种比抱子直接接种产酶提高
,

这可能是用菌丝接种
,

缩短了发酵阶段的适应期和诱导

期
,
接种后

,

很快进入主发酵阶段之故
。

在发酵过程曲线中
,

菌体生长曲线出现了两个峰值
,

这是因为培养基中含有两种碳源
,

一种为易于利用的蔗糖
,

另一种为难于利用的果胶
,

微生物首先利用蔗糖生长
,

1天后生长

达第一个峰值
,

蔗糖残存30 %
,

以后主要利用果胶
,

3 天后生长达第二个峰值
。

前 2 天菌体

生长缓慢
,

2天到 3 天为迅速生长期
,

随着菌体大量增殖
,

酶活迅速增加
,

4 天时
,

产酶达

峰值
。

经过诱变育种
,

发酵条件优化酶产量由N
。 。

07 的 6
。

06 单位 /毫升
,

提高 到 63 1
。

6 单位 /毫

升
,
提高约10 5倍

。

说明该菌有工业生产的潜力
。

致 谢

在研 完过程中
,

曾得到王璋老师的指导 及杨方棋老师的帮助
,

在此表示感谢
。
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1 9 6 5 , 2 9 ( 2 ) : 1 2 9~ 1 3 6

张筱玉等
.

微生物育种学术讨论会文集
.

科学出版社
,

1 9了5 :
18

胡学智
,

宋庆裴
.

酶制剂工业
。

科学出版社
,

1 9 8 4: 4 98
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T h e
一

5 e l e e t i o n o f P e e t i n a s e P r o d u e i n g S t r a i n

L i Q i a n g j u n X u L i u
k a n g Z h a n g X i n g y u a n

A b s t r a c t : A s p e r g i l l u s n i g e r N o .

0 7
,

W h i e h i s s u i t a b l e
f

o r c
l a r i f i e a t i o o o f

a p p l e j u i e e ,
15 s e r e e n e d

, t h
e n t r e a t e d w i t h p h y s i e a l a n d e h e m i e a l f a e t o r s

。

A h i g h y i e l d s t r a i n C L
一

8 5 0 1 15 s e l
e e t e d f r o m w h i t e m u t a n t e o l o n i e s

。

T h
e

f e r m e 介大a t i o n
.

e o n d i t i o n s a n d m e
d i u m e o m p o s i t i o n o

f C L
一

8 5 0 1 a r e i n v e s t i g a -

t e d
.

U n d e r
、

t h e f a v o r a b l e 。 o n d i t i o n a n d i n t h e s u i t a b l e m e d i u m ( s u e r o s e Z%
,

p e e t i n Z %
,

N H ` N O 3 0
.

2 % )
, t h

e a e t i v i t y o f p e e t i n a s e o f C L
一

8 5 0 1 r e a e
h e s 6 3 1

.

6 U / m l
,

、

1 0 5 t i m e , h i g h e r t h a n t h e s t a r t i n g s t r a i n N o
。

0 7
。

S u b j e c t w o r d s : P e e t i n a s e , A s p e r g i l l
u s n i g e r , A p p l e j u i e e e

la r i f i e a t i o n ;

5 t r a i n s e l e e t i o n


