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提高黑 曲糖化酶 活 力 的研 究
一

菌 种 选 育

毛醒一 顾国贤

近年来
,

糖化酶在我国的酒精
、

酿酒
、

葡萄糖
、

抗菌素
、

乳酸钙等工业中得到广泛应用
,

糖化酶科研
,

生产水平不断提高 11 一 3 1。 菌种的产酶能力是糖化酶生产水平的重要因 子
,

美
、

日等国在十多年间
,

由于对菌种的改良加上适当的培养方法
,

使酶的产量成倍增加
,

质盆也

大大提高
。

1 9 7 8 至 1 9 8 0年
,

我们对提高搪化酶的活力进行了研究
,

并 于 1 9 8 0 年 12 月技术

鉴定后推广应用
,

获得了显著的经济效益
。

一
、

材料与方法

1
。

菌种

将中国科学院微生物研究所选育的优良黑曲霉变异株 A
.

S
.

3
.

4 3 0 9 ( U V
一
1 1) 作为诱变处

理的初始菌株
。

2
.

培养基

1) 保藏培养基 查氏琼脂培养基

2) 分离培养基 ①查氏淀粉琼脂培养基 (以玉米淀粉代替蔗糖 ) , ② 查氏淀粉琼脂培养

基中加入 2%柠檬酸

3) 摇瓶培养基 ①玉米粉 8%
、

豆饼粉 3%
、

鼓皮 1% , ②玉米粉 10 %
、

豆饼粉 4%
、

数皮 1%

4) 发酵罐培养基 玉米粉 10 %
、

豆饼粉 4%
、

鼓 皮 1%

5 ) 种子罐种子培养基 教皮
:
水 = 1 : 1

.

2

6) 发酵罐种子培养基 玉米粉 4%
、

豆饼粉 3%
、

轶 皮 1%

8
。

突变株的诱变和分离

1 ) 诱变剂 硫酸二乙醋 ( D E S )
、 “ o C

o 丫射线
、 5一氟尿噢吮 ( 5

一
F U )

、

亚硝基肌 ( N T G )等
。

2) 菌悬液制备 ①将生长 7夭的斜面抱子悬浮于 。
.

9% N a C I中
,

供 D E S
、
Y射线和 5

一

F U

处理用 , ②将生长对数期的菌丝体 (用玉米粉 10 %
、

豆饼粉 4%
、

鼓皮 1%的水 解 液 摇瓶培

养 4 o h) 离心后加入石英砂和 p H 6
.

5高渗磷酸缓冲液研磨制成菌体悬浮液
,

供N T G 处理用
。

3 ) 诱变剂处理条件 ① D E S 浓度 1%
、

0
.

5%
、

0
.

2 5%
、

0
.

12 5%
,
3 0℃

,

振荡处理 3 o m i n
,

浓度 0
.

1 2 5%
,

3 0℃
,

振荡处理 3 0
、
6 0

、

9 0m i n ② Y 射线 照射剂量 1 0
、

2 2
、

3 0 ( x 1 0 . r a d )
,

本文 19 86年 9 月 1 日收到 .
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(照射 5卜 ), 照射剂量 2 0
、

3 0
、

4 0 ( x i o . r a d )
,

(照射 1 8 h )
。

③ 5
一

F U 浓 度 2 0 0林g / m l
,

10 0 0卜g /m l
,

3 0 0C
,

在查氏培养基中振荡 处 理 1 2 h , 浓 度

2 0卜g /m l
,

1 0 0卜g / m l
,

平板培养基上生 长 处 理
。

④N T G 浓 度 1 0 0 0卜g / m l
,

3 0℃
,

处 理

4 5m i n
。

4) 变异株的分离方法 将处理后的悬浮液
,

用菌丝过滤法浓缩
,

即在查氏培养 基中培

养一定时间
,

滤去菌丝
、

滤液涂布于分离培养基平板上生长
,

挑取生长代谢快的菌落进行摇

瓶筛选
。

黑曲糖化酶发酵过程中产生有机酸
,

主要为柠檬 酸 t1[
,

因此 p H 降低
,

在低 p H 时产酶

受到抑制
,

在分离培养基中加入柠檬酸
,

所分离的菌株不因发酵过程中 p H 降低 面 抑 制产

酶
。

5) 菌种筛选 于 50 0 m l三角瓶中装入培养基 50 m l
,

接种一小块斜面培养物
,

用旋转式

摇床 ( 1 8 o r/ m in ) 摇瓶培养 88 h (摇瓶培养基① )或 1 3 h6 (摇瓶培养基② )
,

取出测定发酵上清

浓酶活力
。

在 3 0 0 0 1发酵罐 ( 直径 1
.

2m
,

高 2
.

4 m
,

箭 叶 涡轮搅拌器二挡
,

了〔径 4 0 0m m
,

功率 5
.

5

k w )中投料 1 8 0 1
,

在下述条件下进行发酵
:
温度 3 1士 l oC

,

风量 1 : 0
.

5~ 0
.

8
,

转速 2 0 0 r

/ m i n
,

种量 8%
,

发酵时间 9 6ho

4
.

分析方法

1) 糖化酶
, a 一

淀粉酶
,

酸性蛋白酶活力
,

按轻工业部部颁方法测定 ( 1 9 8 0)

2) 还原糖
、

总搪用碘量法测定 (总糖用硫酸水解后测定 )

3) 柠檬酸按张宽厚 《 细菌生理学 》 中的方法测定 lt8

4) 酸度用 0
.

IM ol / IN
a
O H 以酚酞为指示剂确定

5) D E 值
、

转移葡萄营酶按中国科学院微生物研究所研究报告川中的方法测定

二
、

结果与讨论

1
.

诱变效应

经过诱变处理的菌种是否起到诱变作用
,

首先根据处理后菌落形态的变化来判断
,

若形

态变化初步认为有效
,

然后再进行筛选
。

现将几种诱变剂的诱变效应分述如下
:

1) D E S 诱变效应 将 D E S处理 U V
一
1 1

,

其诱变效应表示于图 1
。

次
椒

, 、

旧
五 U

从
30、J

次她件

0
。

1 2 5 啊 。 30
·

的
’

~ 一 ”

杯而
:

一
正变% 卜

“ 有活吓

图 1 ( 1 ) D E S 处理 3 0m in 图 1 ( 2 ) D E S 处理浓度 0
.

1 2 5沁
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由图 l可见
,

D E S处理浓度从 0
.

12 5%增加至 0
.

5 00 %
,

存活率由 7
。

7 降至 1
.

。% ,
正变

率由 8
.

2% 降至 3
.

6% , 在 。
.

125 % 浓度下延 长 处 理 时 间
,

至 90 m in 没 有 明显变 化
。

用

o
。
1 2 5%

、
s o m i n 处理时提高 1 0%至 1 5%

,

获得变异株 D
一
8 比 U V

一 1 1提高 1 2
.

5%

2) 丫射线诱变效应 丫射线处理 D
一 8 ,

诱变效应表示于图 2

由图 2 可见
,

随着照射剂量增加
,

存活率

椒次旧欲收件降低 , 当照射剂量相同时
,

则剂量率小的存活

率低
。

用 1 0 x 1 0` r a d
,
2 x l o 4 r a d / h 照射时

,

酶

活力提高 15%
,

其中 C
o 一 6 6 ,

C
o 一

7 1 比 U V
一
1 1

提高 30 %

3) 5
一

F U 诱变效应 将 C 。 一 71 涂布 于 含

5
一

F U 的平板培养基上生长处理
,

菌落生长少

而弱
,

甚至全部死亡 , 而用含 20 0协g / m l
,
10 0 0

昭 / m l液体振荡培养处理 1 2 h
,

死亡率分别为

7 5%
、

7。%
,

正变率高达 4 0%
。

用 2 0 0卜g / m l

处理时
,

变异株酶活力 提 高 20 ~ 30 %
,

其 中

7 E
一
1 9与 U V

一
1 1对比

,

提高 6 5%
。

4 ) N T G 诱变效应 用 N T G处理 7 E
一
1 9

,

出现了更高酶活力的变异株
,

其 中 7 E
一
1 9

一
1 2

与初始菌株 U V
一

n 比较
,

酶活力提高 1 0 0
.

6%
。

10 2 0 嘴 3 0 `心 ( r a d x 10` )

一
正变% 卜 ~ 内

存活%

图 2 丫 射线诱 变效应
a 、

照射 s h b
、

照射 1 8h

此外静电加速器电子也具有诱变效应
,

用 3
.

8 x 10 ` ar d 辐照 C。 一

71
,

酶活力提高 10 %左

右
。

5) 变异株的酶活力

表 1 变异株的酶活力

摇 瓶 培 养 基②
菌 株 号 码

摇 瓶 培 养 基①

酶 活 力 ( u / m l ) 提 高 ( % ) 酶 活 力 u( / m l) 提 高 (% )

U V
一 1 1

D
一
8

C o 一 7 1

7 E
一
1 9

7E
,
1 9

一
1 2

3 2 0 0

3 6 0 0

4 1 0 0

4 9 6 0

4 5 1 4

1 2
。

5

2 8
。

1

5 5
。

0 7 4 5 0

9 0 5 7

6 5
。

0

1 0 0
。

6

由表 l 可见
,

通过上述几种诱变剂累积处理
,

连续筛选
,

酶活力大幅度提高
,

最终可提

高 1 0 0
.

6%
。

2
。

变异株的形态和产酶的关系

据报道 91L
,

糖化酶产量变异株与原菌株形态相同或不同
,

如分生抱子比原菌株少等等
。

现将分离过程中观察
、

测定结果概括如下
:

1) 分生饱子略少
,

生长稍慢的菌株
,

酶活力提高 10 ~ 20 %的菌株数较 多
,

这种菌株在

纸皮培养基上恢复产抱子能力 , 分生饱子很少或者分生抱子厚而密聚或者分生抱子形成很早

.

_
. _

一
一一一一一一一一 - -~ ~ ~ -~
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的平坦形菌落皆为负变株 , 抱子呈不同颜色的菌 株
,

酶 活力 提 高 不 大
,

大 部 分 为 负 变

株
。

2) 随着处理剂量的增加
,

出现的小菌落数增加
,

菌落直径和产酶能力的关系见表 2
。

表 2 菌落直径和产酶能力

菌落 \
\

直 径
一 、

( e m )

变 异 率

正 变 1 负 变 } 提高 5一 10 % l
(% ) } (% ) } (% ) !

提高 10 ~ 20 %
( % )

3
。

5~ 5
。

0

2
。

0~ 3
。

5

1
。

0~ 2
。

0

2 7
。

3

2 4
。

4

1 5
。

7

…
3`

·
`

…
, 8

·

2

1
,

·
`

{
` 7

·

8

1
` 3

·

3

1
’ `

·

`

}
. 二 .

斧
,

·

几
二

}
_

_
二

王
”

·

….T
_ .

}
_

. ,

三,’只
.

…

d
ù氏Jl上左

ù
通
ù口二

由表 2可见
,

挑取鼓凸形中等至稍大菌落获得高产变异株的机率较大
。

根据遗传学理论
,

每个基因各有相对一定突变频率
,

二个独立基因同时发生突变为二个

基因各自发生突变频率的乘积
,

因此诱变处理后的菌株中
,

既发生形态变异又发生产量变异

的机率很小
,

尽管如此
,

获得形态变异的高产株仍为人们所重视
。

3
.

变异株性能

1) 7 E
一
1 9 菌株性能 ① 7 E

一

19 与 U V
一

n 形态比较 将 U V
一
1 1

、
7 E

一

19 在查氏琼脂培

养基平板上生长 7天观察
,

以及液体摇瓶培养定时观察
,

结果如表 3
。

表 a

培 养

7 E
一
19与 U V

一
11 形态

方 式
}

u v
一 1 1形 态

7 E
一
1 9形 态

平 板 培 养

3 2℃
、

7 日

菌落 3
.

5~ 4
.

oc m 菌落 3
.

。~ 3
.

sc m

鼓凸皱纹密而深
、

稍慢

摇 瓶 培 养

略呈幅射状皱纹
、

抱子形成快

菌丝分枝长而细
、

隔膜间距大 分枝多
,

短而粗
、

间距小

② 7 E
一

19 与 U V
一

n 酶活力对比 采用二种培养基
:

2%
、

玉米浆 2% , 培养基 2 配方同摇瓶培养基②
。

U V
一

11

工厂提供
。

试验结果如表 4
。

培养基 l配方为玉米粉 6%
、

豆饼粉

菌种及摇瓶机 ( 2 1 Or/ m in ) 由生产

表 4 了E
一
1 9与 U V

一

11 醉活力对比

活
( “ / m l )

力
.

;
’

提
“ ’

高
. ’

} ( % )

酶
HP编 号 菌 号 养 基

摇 瓶 时 间
( h )

培

2
0自门了时̀U V

一
1 1

7 E
一 19

3
。

4

4
。

0

2 5 2 0

3 3 8 4 3 4
。

3

U V
一
1 1

7 E
一
1 9

7 E
一 1 9

4 3 2 0

7 0 5 0

8 0 6 4

6 3
。
2

,土11ùU
.0.

nOO口J任八U八UO,乙勺自勺̀,上1几,二Q自O自勺自345

( 4 8 h 调 P H )
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由表 4可 见
,

用 培 养 基 1 时
,

时
, 7 E

一

19 酶活力比 U V
一

11 提高

6 3
.

3%
,

若 控 制 p H 则酶 活 力更

高
。

同时可见
,

对同一菌种改变培

养基和培养时间能够提高酶活力
,

说明选育新菌株后
,

调整培养工艺

才能发挥菌种潜力
。

③ 装液量 对 产 酶 的 影 响

50 0 m l锥形瓶内
,

装不 同休积的摇

瓶培养基①
,

瓶口扎 8 层纱布
,

结

果见表 5
。

7E
一

19 酶 活 力 比 UV
一

11 提 高 3 4
.

3% , 用培 养 基 2

表 5 装液盈对产酶的影响

号

…
” 、
黑

) 量

1
终 p H

酶 活 力
( u / m l )

1110 000 3
。

444

777 555 3
。

444

555 000 3
。

555

222 555 3
。

888

3 7 2 0

4 2 0 0

4 6 5 0

6 0 5 0

由表 5 可知
,

提高通风量有利于发酵产酶
。

④碳氮比对产酶影响 改变培养基中玉米粉和豆饼粉比例
,

摇瓶 5 夭
,

结果如表 6
。

表 6 碳氮比对产酶的影响

编 号

基 配 比 ( % )

豆 饼 粉 …鼓 皮
终 P H

酶 活 力
( u / m l )

3 0 0 0

4 6 7 0

5 5 6 0

67 0 0

7 2 5 0

5 9 0 0

6 0 5 0

5 4 0 0

内01
.

0暇。八01卜口
..

…
舟匕6内D工匕J任1二̀.二,11

.

1,1jl213
月任
56

厅̀8 4
。

0

4
。

0

由表 6 可见
,

玉米粉和豆饼粉按 2~ 2
。
5 ,

1效果较好
。

⑤铁和锌对产酶的影响 铁和锌对黑曲糖化酶的形成是必需的 81[
,

在摇瓶培养基①中加

入 F e 十 + 、

Z n + + ,

结果如表 5
。

表 5 铁和锌对产酶的影响

编编 号号 离 子 名 称称 浓 度度 P HHH 酶 活 力力 酶 活 对 比比
(((((((% ))))) (

u
/ m l ))) (% )))

11111 F e + +++
000 3

。

222 5 0 0 000 1 0 000

2222222 0
。
0 0 222 3

。

444 5 0 0 000 1 0 000

3333333 0
。

0 2 000 3
。

555 4 4 5 555 8 9
。

111

4444444 0
。

2 0 000 3
。

555 3 7 3 000 7 4
。
666

55555 Z n + +++
0

。

0 0 222 3
。

555 5 2 3 000 10 4
。
666

6666666 0
。

0 2 000 3
。

777 5 1 2 000 1 0 2
。

444

7777777 0
。

2 0 000 3
。

444 5 0 0 000 1 0 0
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由表 5可见
,

少量 F +e
+

没有影响
,

但当浓度较高时对产酶有抑制作用
,

因 此 发酵罐不

宜用铁制罐
。

Z+n
+

没有明显抑制或激活产酶的作用
,

大概因为天然原料中己含有 微 量 铁和

锌
,

所以显示不出其激活作用
。

⑥酶液质量测定 通常糖化酶对淀粉糖化率的不利因素是酶液中糖化 酶含 量 低
, a 一

淀

粉酶含量高以及转移葡萄糖普酶的存在
,

黑曲糖化酶的淀粉分解率为邪 ~ 96 % 41[
。

取培养终了的发酵液
,

测定糖化酶活力 73 2 o u

/ m l
、

D E 值为 95 % ( 糖化 4 8h)
,

转移葡

萄搪普酶 5
.

24 m g / m l
, a 一 淀粉酶 1u2 /m l

,

酸性蛋白酶 4 6Ou
/ m l

。

以上测定值表明
,

该菌株培养终了时酶液的质量是较好的
。

2 ) 7 E
一
19

一
12菌株性能

7E
一
1 9

一
1 2 菌株的外观菌落形态及发酵培养过程菌丝体形态与 7E

一

19 类同
,

其他性能为
:

①稳定性 据报道 110 1
,

产糖化酶的臭曲霉变异株
,

连续移植 20 次
,

酶活力提高 1
.

9 倍
,

而

有些菌株移植后酶活力降低
,

为不稳定菌株
,

在不同培养基上移代对变异株的稳定性也是有

影响的
。

将 7 E
一
1 9

一
1 2

表 6

连续移代
,

考察在查 氏琼脂培养基上移代的稳定性

了E
一
1 9

一
12稳定性

斜 面 代 数
2

…
3

…_ 生
_ 一

_ _
.

沪

,口n
甘ón甘.QU月怪OtI酶活力 ( u / m l )

P H

9 0 5 7

4
。

5

8 9 3 3

4
。

0

8 8 12

3
。

9

由表 6 可见
,

菌株移代后基本稳定
。

② 7 E
一 1 9

一 1 2 在不同配方中的产酶能力 按下表中配方
,

每瓶接种轶曲抱子悬浮液 l m l
,

32 ℃
、

摇瓶 1 36 h
,

测定结果见表 了
。

表 7 7 E
一
19

一
1 2在不同配方中的产酶能力

活 力

(
tt
/ m l )

酶一…
ǔ

一

培 养 基
终 P H

粉 (% )

-

坠互一

一…
` ) 】鼓 皮 ( % ) {

豆饼粉 (% )

}
7 0 9 0

7 7 3 8

9 37 4

9 65 0

9 5 8 1

910101512

2
no
4
1匕

由表 7 可见培养基配方以 10 %
、

4% 及 1%较好
,

如增加玉米粉或豆饼粉浓度
,

酶活增加

不多
,

这是 由于培养基浓度高
,

通风不良
,

或者发酵时间不够的缘故
。

③培养过程生化测定 采用摇瓶培养基②
,

摇瓶培养
,

测定培养过程的变化
,

结果如图

3
。

由图 3可见
,

随着时间的变化总糖下降
,

9611 降至 l %左右
,

此时酶活力为 70 0 0。 / m l左
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右
。

p H值前期下降很快
,

酸度上升很快
,

是因为在产生酶的同时也产生一部分酸
,

在 72 ~

96 h 保持低 p H 值 ( 3
.

。 )
,

直至总糖不再下降
,

继而酸被消耗
,

p H 又回升
,

回升至 3
.

5~ 4
。

。

时发酵产酶趋于结束
,

发酵终了酶活力 9 o 5 0 u

/ m l
,

其他酶含量较少
。

a 一

淀粉酶随发酵时间

而增加
, 1 2 0 h 为 2 4u

/ m l
。

酸性蛋白酶前期缓慢增加
, p H 回升后有下降趋势

,

其总 含量很

低 (为 4 6 o u
/ m l )

,

由于酸性蛋白酶存在
,

致使酶蛋白一级结构 (氨基酸肤键 )分解
,

而使酶失

活
。

④ 发酵罐验证产酶能力 为了使 7 E
一 19

一
1 2 在生产条件下继续表现出它的产 酶 能力

,

在 3 0 0 0 1发酵罐中
,

用 15 %浓度配方
,

在低转速下通风培养 96 h
,

结果如图 4
。

,

会日、留àī扭盆越以已赵800
自̀奋à翅公长拐似̀

-̀/.̀愁华止57声5̀321
钊训叫剔引引

.

州耐J耐飞州!叫叫词翩

次娜劝伙6ù,42

时问 ( 1. )

吞一
.

亡 总枪% 1

。 ~ -` 柠稼映
眨 ǹ

2m l:

,弓
.

阵比自翻渭力 (叻目 ,

争- -闷 P H

一
栩化曲活力 t u /m l )

~
。
越肠百活力 (州而 l

2`

,
一

侣 p H

一e 下2
`

,店 时夙 (卜)

一
拍化d(J 心叫 )

(.泊l,)。配.枷7000洲洲洲3000000A咖
。

图 3 代 谢 曲 线

图 4 发酵雄产酶曲线

注 : 糖化率
,

指糖化晦活 力

由图 4 可见
,

产酶速度较快
,

而且没有产酶停滞期
,

发酵周期 96 h
,

酶活力 9 3 0 0 u
/ m lo

如果改进工艺条件和设备
,

以适应 7E
一

19
一

12 的特性
,

将进一步发挥它的潜力
。

三
、

小 结

1) 用 D E S
, 丫射线

, 5 一 F U
,

N T G 等诱变剂处理黑曲霉 A
.

S
.

3
.

43 09
,

具 有 较好的诱
卜 变效应

,

特别是 5
一

F U
,

N T G 可以提高酶的活力 20 % 以上
,

通过以上诱变剂累积 处 理
,

连

续筛选
,

7E
一 1 9

一
1 2 较 U V

一
1 1酶活力提高 1 0 0

.

6%
。

2) 筛选菌种的培养基和培养条件应和大生产相似
,

这样筛选出的菌种比较容易在生产上

见效
。

同样的条件下
,

摇瓶机或发酵罐转速快
,

则酶活力高
、

发酵周期 亦 短
。

7 E
一 1 9

一 1 2 菌

株适应浓醒发酵
,

在全面权衡经济效益前提下采用高浓度高转速
,

酶活力将相应提高
,

本试

验考虑我国目前生产工厂的装备及电耗
、

成本等因素
,

使用较低转速 ( 摇 瓶 机 18 o r/ m in
,

3 0 0 0 1发酵罐 Z o o r
/ m i n )

,

采用 1 0% 玉米粉
,

4%豆讲 i %扶皮培养基
,

酶活力可达 。 3 0 0 u
/ m l

。

助 试验中有些变异株摇瓶时酶活力高
,

而发酵罐培养时酶活力 不 高
,

利用摇瓶培养的
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筛选方法得到的最佳结果只是初步结果
,

只有用发酵罐验证才能最后确定是否为高产菌株
,

有无应用意义
。

经发酵罐验证
, 7 E 一 1 9

一 1 2 的产酶能力达到相应摇瓶酶活力水平
。

7 E一 1 9一 1 2 变异株性能稳定
,

可利用廉价原料
,

发酵周期短
,

酶系较纯
,

是 具 有优良性

能的高产变异株
。

附 图

附图一 7 E一 1 9
一 12 发酵过程 菌丝体形态 ( 1 6

、

3 2
、

7 2
、

8 8
、

1 0 4
、

1 1 2 h )

附 图二 U V
一

n
、

7 E
一 1 9一 1 2 菌落形态 U V

一

11
、 7 E

一 1 9
一
1 2 菌丝体 形态
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