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�
短杆菌异淀粉酶产

及酶作用性质

生菌选育

研究

王 武 周 晓宏

�无锡轻工业学院 � �商业部谷物油脂化学所 �

摘要 研 究和讨论 了一 株短杆 菌异淀粉酶的 筛选
,

诱变
,

产酶 条件及部分晦 学特

性
。

结果是摇瓶发酵液 中酶活单位最 高可达 � � �� � � �
�

酶作用最适 � � 可低至 �
�

�
,

最适温度可 高至 �� ℃
�

该酶对多种 不同的含
� 一

�
,

�
一

蔺萄糖普键的底物 皆具有 良好

的水解作用
。

水解产物的分子 量分布情况 类似于假单胞 菌异淀粉酶
。

关键词 异淀粉酶
�短杆菌

� 前 言

异淀粉酶 �� � �
�

�
�

�
�

� �
,

又称
,

� 一

�
,

�
一

葡萄糖昔酶
,

能水解支链淀粉分支点的
� 一

�
,

�
一

葡萄

糖昔键
。

目前世界上以酶法 �
� 一

淀粉酶和糖化酶 �生产淀粉糖的最高转化率 � � 值为 � �
,

若过

程 中再加入异淀粉酶
,

水解残余的
� 一

�
,

� 糖昔键
,

则可使 � � 值提高至 ��  以上
。

� � � � 年以

来
,

许多研究单位对异淀粉酶进行了开发研究
,

已经发现诸如假单胞菌
,

产气气杆菌等几十

种微生物能产生异淀粉酶
。

其中大批量生产的有丹麦 � � � � 公司研制并生产的普鲁兰酶
,

已用于果葡糖浆
,

高麦芽糖浆 生产和啤酒外加酶法糖化工 艺
。

由于糖化酶作用 � � 较低

��� �
�

�、 �
�

� �
,

作用温度较高 ��� ℃ 一 �� ℃ �
,

在淀粉糖工业中与糖化酶配合使用 的异淀粉

酶如具有相似的作用 � � 和作用温度范 围
,

则能大大开拓其市场
。

目前
,

一株国内现有的异

淀 粉酶 产生 菌 �产气气 杆菌 �所 产的酶的特性 尚不够 理 想 �酶作 用最适 � � �� �
,

温度 为

�� ℃ �
,

因此
,

本研究旨在开发一种能耐更低 ��
,

更高温度的异淀粉酶新酶种
。

� 材料与方法

� � 分离源

各种含支链淀粉 的土壤

� � 培养基
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� � � � �

一� � 一� �



无 锡 轻 工 业 学 院 学 报 第 �� 卷第 � 期

�
�

�
�

� 常规细 菌培养基 �

�
�

�
�

� 藕米淀粉 筛选培养基 �

糯米淀粉 � � � � �
� �

�

��

� � � � �
�

� � �
·

�
�
� ��

� �
�

� � �

� � � �
� ·

��
�
� �

�

� � � � 琼脂 � �

��
‘

�
�

�
�

�
�

�
�

� 异淀粉酶发酵培养基 �

可溶性淀粉 �
�

� � � �� �
�

�� �

蛋白陈 。
·

� � � � � ��
� ·

��
�
� �

�

� � �

� �
‘
� � �

�

� � �� � �
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�
� �

�

� � �

�
�
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�� �� �
·

��

�� �
�

�

�
�

�
�

� 假单胞菌异淀粉酶发酵培养基 ��
�〕

� � 主要试剂

玉米支链淀粉 �� � ��

假单胞菌异淀粉酶 �� � ��

普鲁兰 �� � � �

� � � � �� � � 公司
� � 测定方法

�
�

�
�

� 异沈粉酶活 力刚定 参照文献【�〕
,

酶作用温度改为 �� ℃
,

反应体系 � � 改为 �
�

�

�
�

�
�

� 普鲁兰 酶活力浏定 参照文献� �〕
,

� �〕测定
,

普鲁兰酶活单位为上述条件下
,

每分钟

可产生 �拌 � � 还原糖所需的酶液量
。

�
�

�
�

� � 一

淀粉酶活力测定 参照文献【�」
�

�
�

�
�

� �
一

淀粉酶活力测定 参照文献 ��」
�

�
�

�
�

� 糖化酶活 力浏定 参照文献〔�〕
�

�
�

�
�

� �
一

菊聚糖酶活力 浏定 �� 

� � 发酵基本条件

� � � �培养液装 � � � � �三角瓶中
,

于旋转式摇瓶机 �� � � � � ��
、

� � ℃培养 � � �
�

� � 诱变方法

�
�

�
�

�
‘

诱变出发株在培养基 � 斜面上活化 ���
,

接种入液体培养基 �
,

摇瓶 �� 后
,

离心收

集菌体
,

以 �
�

�� � � � �
�

� 的磷酸缓冲液洗涤三遍
,

玻璃珠打散菌团块后
,

制成 � � 。 细胞 � � �

的菌悬液
。

待诱变
。

�
�

�
�

� 紫外诱变处理 取 � � �菌悬液置于平皿中
,

无菌条件下 以 巧� 紫外灯 � �� � 距离

照射一定时间
,

照毕在平皿 中加入 �� 培养基 �
,

静止培养 ��
,

再稀释涂布于培养基 � 培养

��
�

�
�

�
�

� � � � 诱变处理 � � � 溶于 � �� � �丙酮
,

再以磷酸缓冲液 �� � �
�

的稀释 �� 倍
,

配制

成 �� � � � � � � � 溶液
。

然后按一定比例与菌悬液混合
,

�� ℃
,

处理 ��
,

后以大量稀释法终

止反应
,

涂布培养基 � 平板
。

�
�

� 酶水解产物分子量分布测试法

,
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取 �� � �溶于 � � �
�

� 醋酸缓冲液的 �� � � � �玉米支链淀粉溶液加入酶 �� 单位
,

于 52 ℃

作用 Zoh
,

加热灭酶
,

离心取上清液 6m l
,

于 Sep had ex
一

G s o 上柱
,

再 以 0
.
zm o l pH 7

.
3 的磷酸

钠
一

磷酸缓冲液洗脱
,

分部收集洗脱组分
,

以苯酚硫酸法测定阁
。

2

.

1

结果与讨论

产生异淀粉酶菌株选育

2
.
1
.
1 土样初筛 考虑到富含支链淀粉的分离源中可能会存在着产异淀粉酶的微生物

,

故

选择富含支链淀粉的土壤作为分离源
。

土样经制作成悬液后
,

涂布于培养基 B 平板
,

平板分

为两组
,

甲组 pH S
.
5 ,

乙组 pH 7
.
0 ,

分别于 28 ℃和 32 ℃培养
。

甲组筛选平板适合于真核微生

物生长
,

而乙组适合于原核微生物生长
。

培养两天后以碘液染色平板
。

发现 甲组平板上 出现

了一些具有无色透明圈而不具有蓝色变色圈的菌落
,

镜检表明这些菌落多有酵母
,

乙组平板

上出现的菌落中有 3 个菌落周边 出现蓝色变色圈
,

将这三个菌落进一步纯化后保藏
,

命名为

1:
,

1

1 3 ,

1

1 。
.

初筛的根据是
,

异淀粉酶可专一性水解
a一

1

,

6

一

糖昔键
,

使支链淀粉解枝成直链状
,

故与碘液接触后呈蓝色
,

因此
,

出现无色变色圈的菌落仅具有水解
a一

1

,

4

一

糖昔键的酶类
,

而

出现蓝色变色圈的菌落才有可能产生异淀粉酶
。

2

.

1

.

2 野生株 的诱变改 良 利用培养基 D 对初筛获得的三株野生菌株进行产酶水平比较

发现其中 I
:
的产酶水平达 7u /m l

,

故选择 I
:
作为进一步诱变的出发株

。

通过 N T G 处理浓度与致死率关系的测试
,

得知 500阳/m l N T G 处理造成 I
:
致死率为

90 %
.
以 50印g/m l N T G 进行诱变处理后

,

挑取菌落在培养基 A 和培养基 B 平板上对应点

种
,

2d 后
,

对培养基 B 平板进行碘液染色
,

再从培养基 A 上挑出对应于蓝色变色圈较 大的

菌落
,

进行摇瓶培养测试酶活
。

过程中结合产酶条件的摸索
,

使首批变异株中的 BI 25 的产

酶水平达 200
u/m l

.
同样条件下再次诱变

,

获得了二次变异株 BI 25
,

其产酶水平达 35ou/m l
.

对菌株进行了若干特性研究时
,

发现原出发株可产生多糖
,

造成发酵液有一定的粘度
,

两轮 N T G 诱变大大提高了酶活水平
,

却未能降低其产胞外多糖的水平
。

因而第三轮诱变选

用 紫外线处理
。

BI 25
1 经紫外线处理 15se。 后

,

挑到发酵粘度较小的变异株 BI 25丁6
,

再以

30印g/m lN T G 诱变之
,

最后得到 BI 25 164
,

其产酶水平平均达 460
u/m l

,

发酵粘度比原 出发

株降低
。

最后一轮诱变选用 300拼g / m l N T G 是 因为 50 0拼g / m l N T G 造成 BI 25 16 的致死率达

10。%
,

同样剂量的诱变剂对原 出发株和紫外诱变变异株的致死率造成如此大的差异
,

可以

解释为紫外变异株产生胞外多糖水平降低
,

使得靠多糖保护细胞抵御外界因子渗入细胞的

能力降低
,

故对 N T G 的敏感程度大大提高
。

异淀粉酶诱变株 BI 25164 的诱变谱系见表 l
,

表 1 诱变谱系

菌株 诱变手段
产酶水平(u /m l)

(PH S
.0 )

胞外多糖

I: 7 料

500产g / m l N T G (未经条件优化 )
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续表 1

菌株

B l 25

令 一—Bl251
今 ~
—Bl2516

备 ~
—

Bl25164

诱变手段
产酶水平 (u/ m l)
(PH S

.0 )
胞外多糖

500拜g / m l N T G
2 00

3 50

1 5 S eC

3 0 0“g / m l N T G

4 6 0

(最高达 520)

2. 2 菌种鉴定

菌株 I
:
经普通显微镜观察

,

确认为细菌
。

I
:

培养于培养基 A 固体斜面 18h 后
,

进行形态

和生理生化初步鉴定
,

结果如下
:

显微镜观察 革 氏染色 阳性

细胞形态 短杆状
‘

/

分裂方式 二分分裂

芽抱生成 无

透射电镜观察 细胞产胞外多糖

无鞭毛或纤毛

部分酶学特性 接触酶 阳性

蛋 白酶 阴性

溶菌酶处理胞外多糖
,

不分解
,

说明不是肤聚糖
。

发酵性测试 发酵葡萄糖
,

产气不产酸

发酵乳糖
,

产气不产酸
。

需氧性 半 固体穿刺试验
,

菌体长在穿刺线上
,

为兼性厌氧
。

对照细菌学手册
,

菌株 I
:
初步鉴定为短杆菌属 (B re vi bac t

eri u m sp
.
)

。

又因该菌可产生

异淀粉酶
,

故以 Bl 命名变异株系列
,

I 代表异淀粉酶 (I
s
oa m ylas e)

。

短杆菌产生较高异淀粉

酶水平的研究 尚未见报道
。

2. 3 产酶条件研究
2
.
3
.
1 碳

、

氮源对产酶的影响 研究 比较了几种不同的淀粉和糖对短杆菌异淀粉酶生成的

影响
。

在培养基 C 基础上几种不同的碳水化合物分别按 1% 的浓度配入培养基
,

30 ℃
,

发酵

96h
,

测定异淀粉酶生成情况
,

结果如表 2
.

表 2 碳源对产酶的影响

碳源 蔗糖 乳糖 葡萄糖 甘露糖 麦芽糖
糯米

淀粉

可溶性

淀粉

12酶活
(u/m l)

0 20 2 40 110

由此可见可溶性淀粉是短杆菌产异淀粉酶的最佳碳源
。

不同的氮源对产酶的影响也进行了比较
,

结果如表 3( 氮源浓度为 0
.
8 %
.‘

) N H

;

A

。
为最

佳氮源
。
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表 3 不同氮源对产酶的影响

氮源

儿酶活
(u /m l)

(N H ;):5 0 ‘ N H
;
C I N H

o
A
e

C O ( N H
,

)
2

K N 0
3

接着对碳
、

氮源浓度对产酶的影响进行了测试
。

试验结果见图 1
.
由此可看出

,

在酶产量

()0CU川]5l()

二任、n)

U一�
只想谧

还未大幅度提高之前
,

1
:

5
% 的可溶性淀

粉为碳源
,

0

.

8 % 的 N H
;A 。

为氮源 时
,

菌

株 I
:
产酶水平达到高峰

。

么 3. 2 p H 对产酶的影响 把培养基分

别配成 pH 6
.
o ,

7

.

0

,

8

.

0

,

测试培养基 pH

对异淀粉酶生成的影响
,

发现 pH 6
.
o 时

,

发酵过程不产酶
,

p H S

.

o 时产酶水平仅

为 pH 7
.
o 时 的 1/4

.
故确定 pH 7

.
0 为最

合适培养基 pH 条件
。

2

.

3. 3 产晦过 程 曲线 各种 发酵产酶

0.5 1.0 1.5 2.0 2.

浓度
( % 》

图 1 碳
、

氮源浓度对产酶的影响

一州3—
碳源
—

△

—
氮源

最佳条件确定后
,

对最终变异株 BI 25164 产酶过程进行 了测试
,

结果如图 2
.
从 图 2 可以看

出
,

发酵 60 h 以后才开始产酶
,

发酵 96h
,

产酶达到高峰
。

酶活可达 52ou/m l
.
另外伴随着产

酶的开始
,

p H 开始缓慢下降
,

直至产酶达高峰时
,

p H 下降至 6
.
5
.

工业生产上总是尽量缩短

500400300200100

(|叼|�农艇谧

图 2 菌株 Bl 25164 产酶过程曲线

发酵周期
,

以提高效益
,

由于时

间关系
,

关于改 良发酵工艺
,

缩

短产酶周 期的试 验未能进 行
。

经分析
,

由于短杆菌 所产的
Q-

1 ,

4
一

葡萄糖昔酶的活力非常低

(见后 面部分 )
,

在 发酵培 养基

中的淀粉为唯一碳源虽能刺激

(或诱导 )异淀粉酶 的生成
,

但

发酵前期却未能提供足够 的糖

以供 细胞的 吸收
,

故造 成产酶

前滞 期偏长
,

这一 问题可 以通

(|0|�国d

过调整碳源
,

配制混合碳源的办法得 以解决
。

2

.

4 酶作用特点研究
2
.
4
.
1 短杆 菌葡萄糖普酶 系活 力初 步分析 初步研究表明

,

短杆菌的葡萄糖昔酶是胞外

酶
。

当发酵液中的菌体与上清液分离后
,

以超声波破碎菌体
,

与上清液 比较异淀粉酶活力
,

发

现发酵液酶活力中 90 % 存在于上清液部分
。

胞 内虽含有少量的异淀粉酶(尚未分泌出 )
,

但

比例很小
。

其他葡萄糖昔酶的情况亦类似
,

故 以发酵液进行葡萄糖昔酶系分析
,

结果见表 4
.

从表 中可看出短杆菌 Bl 2 5164 所产的葡萄糖昔酶 中
,

含有极少量的
a一

1
,

3

一

葡萄糖昔

酶
,

和少量的
a一

1
,

4

一

葡萄糖昔酶 (主要是糖化酶 )
,

后者对于菌株能以淀粉为唯一碳源而言是

关键的酶类
。

a 一
1

,

6
一

葡萄糖昔酶则是短杆菌所产的主要葡萄糖昔酶
,

它能以糯米支链淀粉
,
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玉米支链淀粉
,

普鲁兰为底物
,

说明其具有

很广的底物范 围
,

在酶促反应时对
a一

1

,

6

-

键之间的距离和分布并无特异性要求
,

是

一种很有应用前景的
a一

1

,

6
一

葡萄糖昔酶
。

2

.

4

,

2 酶促反应条件 酶促反应条件的

研究主要围绕 pH
、

温度和金属离子的影响

而进行的
。

酶促 pH 条件的 比较是在温度为 52 ℃

时进行的结果如 图 3
.
从 中可 以看出

,

p H

表 4 短杆菌 Bl 25164 葡萄糖昔酶系活力分析

酶活单 位
(U /m l)

方 法

a一淀粉酶活力

卜淀粉酶活力

糖化酶 活力

日
一

葡聚糖酶活力

异淀粉酶活力

(可溶性糯 米淀粉 )

(玉米支链淀粉 )

普鲁兰酶活力

0.0752

S K B 法[2〕

还原糖法[z]
SP 法 [2]

还原糖法[sj

300

460

1.925

碘法〔
2〕

碘法〔2〕

还原糖法闭

3
.
5 时

,

酶反应体系中仍有 15 % 左右的酶活力
,

随着 pH 逐步提高至 5
.
0 时

,

酶活达最高
,

p H 继续升高至 6
.
0 ,

酶活仅略为下降
,

故确定酶的最适 pH 为 5
.
0.

酶促温度条件的 比较是在 pH S
.
o 的条件下进行的

,

从图 3 中看出最适温度为 50 ℃
,

但

为点

600
.
40050030020010n

�一E口、�只收谧

飞
.
卜气布一石一不厂? 犷花下

。。H ,

一
一一习厂一洁一一犷- 孺一瓜尸

TOC,

一
图 3 酶促反应 pH 和温度条件研究

温度升 高到 55 ℃时
,

酶 活力并无

明显下降
。

与现行的其他异淀粉酶

相比 (最适温度镇 50 ℃
,

p H )
5

.

5)

具有酶促反应最适 pH 降低
,

最适

温度提高的优势
。

研究过程中发现 E D T A 对酶

活产生彻底抑制
,

说明异淀粉酶酶

促反应时需要金属离
」

子作为辅因

子
。

实验中以多种一价两价和三价

离子进行测试
。

结果表 明
,

一价离

子对酶活力有正 向影响
,

其 中 Li
干

可使酶活提高 50 %
,

二价离子 中

的大多数对酶活的促进作用不强
,

但 Zn“十离子可使酶活提高 35 %
.
有趣的是三价离子 Al

“+
,

F
e 3 十对酶活产生了彻底抑制造成

酶活为零
。

各种金属离子的浓度皆为 lm m ol /L
,

关于浓度变化对酶活的影响尚未进行
。

2

.

4

.

3 解枝产物分布情况比较 三种不同的异淀粉酶—
即 SI G M A 公司的假单胞菌异

淀粉酶 (PI )
,

无锡酶制剂厂的产气气杆菌异淀粉酶 (A l) 和本研究所获的短杆菌异淀粉酶

(BI )的水解产物分布情况 的比较
。

作法是用三种不同的酶在完全相同的条件下对玉米支链

淀粉进行水解
,

水解产物分别以 S
ep h ad

ex一
50

G 进行柱层析
,

测定水解程度和淀粉断链后分

子大小分布情况闭
。

结果见图 4
.

从图中可以看出
,

三种异淀粉酶都能使玉米支链淀粉得到一定程度的水解
。

其 中 PI 对

底物水解后产生了两个明显的峰区 (峰区 l 和 l )
,

说明 SI G M A 公司的假单胞菌异淀粉酶

具有良好的解枝作用
,

峰区 l 为支链淀粉的 B 链
,

峰区 111 为支链淀粉的 A 链
。

水解产物中儿

乎不含小分子的低聚糖和单
、

双糖
,

说明该酶的纯度很高
。

A l 对底物水解后产生了一个很集

中的峰区 (峰区 I )
,

其分子量范 围略窄于峰 区 。
,

但峰面积大于峰区 1
.
值得注意的是 A l

‘

并未产生类似于峰区 l 范 围的水解产物
,

这可能表明 A l 实际上不是产气气杆菌的异淀粉

酶
,

而是富含外切型
a一

1

,

4

一

葡萄糖昔酶的酶制剂
。

进一步在糯米淀粉平板上点样进行碘染
·
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色
,

只出现无色透明圈
,

而未见蓝色变色圈
,

说明上述的酶样品不含
a一

1

,

6

一

异淀粉酶
,

而含有
a一

1

,

4

一

葡萄糖昔酶
。

这是因为酶样取 自市售的产气气杆菌异淀粉酶酶制剂
,

可能由于货架期

\

‘
_

八
、
.
尹

。

、
。
/ 么、

八

。

夕、沪 , 、、

10 0 110 12 0 130 !40 150

图 4 三种不同异淀粉酶对支链淀粉作用后水解产物分布的比较

—
+
—

原淀粉对照
—

一

—
Al
—

△

—
PI 一只〕

—
BI

已过
,

异淀粉酶活力 已失活所致
。

BI 对底物水解的情况较接近 PI 的情况
,

不过 BI 所产生的

峰区 w 比 P l的峰区 l 略为滞后
,

即水解产物的分子量区段略小些
,

另外峰区 v 比 PI 的峰区

l 滞后
,

且峰面积偏小
。

这可能说明了因为短杆菌异淀粉酶未经纯化
,

其 中混杂有少量糖化

酶
,

造成了异淀粉酶对支链淀粉切枝后产生的 A 链和 B 链被糖化酶进一步水解
,

致使 A 链

分子 区段的分子量下降
。

短杆菌 B1 25164 仍然能产生一定量的胞外多糖
,

影响了异淀粉酶的分离纯化
,

该菌的工

业化应用有待于对菌株进一步改良
,

以期尽量降低胞外多糖的生成
,

尽量提高异淀粉酶的活

力单位
。

。

另外
,

由于暂时未能获得标准普鲁兰酶
,

短杆菌 BI 25164
‘

所产生的异淀粉酶具有普鲁兰

酶 活力
,

究竟是因混杂有普鲁兰酶所致
,

还是由于其本身具有多底物性所致
,

还有待于进一

步研究确定之
。

3 结 论

(l) 从土样 中分离所得 的短杆菌可产生胞外异淀粉酶(BI )
,

经多次改 良
,

酶活单 位最

高可达 52oU /m l
.

(2) 酶促最适 pH 可低至 5
.
0 ,

最适温度可高至 55 ℃
,

对范 围较广的底物具有
Q一

1

,

6

-

葡萄糖昔酶水解作用
。

( 3) 该酶对玉米支链淀粉水解的产物分子量分布层析图较接近假单胞异淀粉酶的情

况
。

( 4) 短杆菌 BI 25 164 经改良后仍产生一定量的胞外多糖
,

进一步降低多糖生成量后
,

可望得到工业化开发
。
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