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培养基及培养条件对普鲁兰酶的影响

金 羽中 ,顾国贤 ,陆　健
(无锡轻工大学生物工程学院 ,江苏无锡 214036)

摘要: 从土壤中分离出一株产普鲁兰酶的菌株 ,初步鉴定为芽孢杆菌 .通过优化发酵培养基

及发酵培养条件 ,在 250 m L的摇瓶中可达到 4. 5μmo l /( min· mL)的普鲁兰酶酶活 .优化后

的发酵培养基成分如下: 玉米支链淀粉 2 g /dL ,蛋白胨 2 g /d L,牛肉膏 1. 5 g /dL , NaCl 0. 5

g /dL , Mn SO4 2μmo l / L.摇瓶发酵工艺条件:接种量 17% ,温度 37℃ ,摇瓶转速 220 r /min,

p H 6. 0,发酵周期 32 h.通过 2 L容积的发酵罐批式发酵 ,酶活可稳定在 3. 3μmo l /( min·

m L)左右 .
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中图分类号: Q556. 2　　　文献标识码: A

普鲁兰酶 ( Pullulanase, E C. 3. 2. 1. 41)作为淀粉酶类的新品种 ,主要应用于以淀粉质为

原料的食品工业 (大部分淀粉质原料含有 75% ～ 85%的支链淀粉 ) ,通过高效切割α-1, 6-糖

苷键 ,可以显著提高淀粉原料的利用率 ,从而提高生产效率 ,目前已较成功的应用于高葡萄

糖浆、高麦芽糖浆、低聚寡糖和啤酒生产
[ 1]
,在医药领域亦有应用 .有关该酶的报道在国内并

不多见 ,笔者在已获菌株的基础上 ,对培养基成分及培养条件对发酵产酶的影响进行了探

索 ,在 2 L容积罐上批式发酵并与摇瓶发酵作对比 .

1　材料与方法

1. 1　菌种

J-008　作者自筛 .

1. 2　培养基

1. 2. 1　试管斜面培养基　支链淀粉 2 g /d L,蛋白胨 0. 4 g /dL,琼脂 2 g /dL , CaCl2· 2H2O

50μmol /L , K2HPO4· 3H2O 0. 2 g /dL, M nCl2 0. 1μmo l /L; pH 6. 0, 0. 1 M Pa下灭菌 20

min.

1. 2. 2　种子培养基　蛋白胨 1 g /d L,牛肉膏 0. 5 g /dL, NaCl 0. 5 g /d L; pH 7. 0, 0. 1 M Pa

灭菌 20 min.
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1. 2. 3　起始发酵培养基　支链淀粉 2 g /dL,鱼粉蛋白胨 0. 8 g /dL ,牛肉膏 0. 5 g /dL, NaCl

0. 5 g /d L; pH 6. 5和 0. 1 M Pa下灭菌 20 min,接种前加入 0. 5%灭菌后的 CaCO3 .

1. 3　菌种鉴定方法

根据菌种个体形态、生理生化特征 ,结合电镜照片 ,依据 伯杰氏细菌鉴定手册 (第 8

版 ) ,进行菌种的初步鉴定 .

1. 4　酶活测定方法

参照文献 [2] ,采用 3, 5-二硝基水杨酸法 ( DNS法 ) ,笔者稍加改动 .

1)发酵液 1 mL+ pH5. 5的 Na2HPO4 -KH2 PO4缓冲液 n mL(稀释 n + 1倍 ) .

2)取两根试管 ,各加入 1 m L稀释后发酵液 ,一根加 0. 5%普鲁兰糖溶液 pH 5. 5, 1 mL,

另一根加入 1 mL pH 5. 5磷酸盐缓冲液 , 55℃水浴锅反应 30 min, 流动水速冷终止反应 ;

3)各取 0. 5 mL加入 25 mL的比色管中 ,加 1. 5 m L蒸馏水+ 1. 5 mL DN S试剂 , 沸水

浴 5 min,流动水速冷定容 ,测 O. D. 520nm.

4)把两个结果代入酶活计算公式中 ,相减得净酶活 .

酶活定义: 在上述条件下 ,每分钟产生相当于 1μmol葡萄糖还原力的酶活力为 1个酶

活单位 .

1. 5　残总糖测定方法

盐酸水解并中和彻底后以 DNS法测 O. D. 520nm .

1. 6　菌体生长浓度测量方法

取发酵液 1 mL,加 0. 1 mol /L稀 HCl溶解未反应的 CaCO3 ,稀释至 10 m L,以发酵 0 h

的发酵液为空白 ,在波长 620 nm处测 OD值 .

2　结果与讨论

2. 1　 J-008的生物学特性

J-008菌株的形态和生理生化特性见表 1.

表 1　菌株形态和生理生化特性

考察项目 特征 考察项目 特征

菌体细胞形态
棒杆状 , 0. 4～ 0. 7μm× 1. 6～ 2. 2

μm,呈紊乱的链状分布 葡萄糖 利用

运动性 无 蔗糖 利用

菌落形态 圆形 ,中凸 ,乳白色 乳糖 利用

鞭毛 无 麦芽糖 利用

芽孢 顶端有 生长 pH 4. 5～ 9

革兰氏染色 阳性 生长温度 20～ 60℃

普鲁兰酶 产 牛乳胨化 阳性

水解明胶 阴性 耐渗性 弱 ( NaCl质量分数大于 5%时生长贫瘠 )

水解可溶性淀粉 阳性 V - P实验 阴性

过氧化氢酶 阳性 吲哚实验 阴性

　　根据上面的特性 ,依照 伯杰细菌鉴定手册 (第 8版 ) ,初步得出 J- 008菌株为芽孢杆

菌属 ( Baci llus. sp )的结论 .

2. 2　发酵培养基优化

2. 2. 1　碳源对发酵产酶的影响　见表 2.
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表 2　不同碳源对产酶的影响

碳源 ( 2% ) 最终 pH 酶活 / (μmol / ( min· mL) )

葡萄糖 5. 1 0

麦芽糖 5. 1 0

可溶性淀粉 5. 1 0

玉米支链淀粉 5. 8 1. 02

马铃薯淀粉 5. 8 0. 95

注:其它成分为鱼粉蛋白胨 0. 8 g /dL,牛肉膏 0. 5 g /dL,

NaCl 0. 5 g /dL.接种前加入 0. 5%灭菌后的 CaCO3.

　　由表 2数据可知 ,玉米支链淀粉和马铃

薯淀粉都是较理想的碳源 .这是因为玉米淀

粉和马铃薯淀粉含有较多的支链 ,对普鲁兰

酶的产生具有较强的诱导作用 .保持发酵培

养基中其它成分含量不变 ,改变玉米支链淀

粉的添加量 ,结果如图 1所示 .在氮源保持不

变的情况下 ,加 2. 0%的支链淀粉时酶活最

图 1　支链淀粉添加量对产酶的影响

高 ,达 1. 09μmol / (min· mL) ,碳源浓度过高 ,酶活反

而有下降趋势 ,这是因为支链淀粉浓度过高会在发酵

过程中产生大量还原糖 ,从而对酶的生成产生阻遏作

用 ,另外还使发酵液粘度增加 ,影响发酵体系的通风

状况 .有实验显示 ,在不加 CaCO3的情况下 ,发酵液最

终 pH为 4,可见有机酸含量大量增加 ,从而使发酵液

pH下降 ,影响了菌体自身的繁殖和产酶能力 ,酶也迅

速失活 .而当碳源不足时 ,则可能因能量缺乏而使菌

体生长不足 ,产酶能力降低 .

2. 2. 2　氮源对发酵产酶的影响　为研究氮源对产酶的影响 ,分别选取了几种经济的常见有

机和无机氮源进行研究 .结果见表 3.

表 3　不同氮源对产酶的影响

氮源 ( 1. 5% ) 终点 pH 酶活 /(μmol / ( min· mL) ) 氮源 ( 1. 5% ) 终点 pH 酶活 /(μm ol / ( min· mL) )

蛋白胨 5. 6 0. 71 干酪素 5. 8 0. 18

牛肉膏 5. 8 0. 47 N H4CH2COO H 6. 4 0

酵母膏 8. 0 0. 43 N H4NO3 6. 2 0

豆饼粉 5. 9 0. 19 ( NH4 ) 2 SO4 6. 5 0

酪蛋白水解物 6. 8 0. 26 尿素 7. 0 0

注:其它成分为支链淀粉 2 g /dL, NaCl 0. 5 g /dL.接种前加入 0. 5%灭菌后的 CaCO3.

　　由表 3可见 ,该菌几乎不能利用无机氮源 ,或在无机氮源上不产酶 ,有机氮源中蛋白胨、

牛肉膏和酵母膏都是较理想的氮源 .为了考察混合氮源的影响 ,将蛋白胨分别与牛肉膏、酵

母膏混合在发酵培养基中 ,结果见表 4.

　　由表 4可见 ,选用 1. 0%蛋白胨

+ 0. 5%牛肉膏时酶活较大 .为考察牛

肉膏在发酵培养基中的含量与菌株产

酶能力的关系 ,改变牛肉膏的添加量 ,

结果见图 2.可见牛肉膏的量占 1. 5%

时 , J-008菌种普鲁兰酶酶活最高 .当

表 4　混合氮源对产酶的影响

混合氮源 终了 pH
酶活 /

(μmol /( min· mL) )

0. 5%蛋白胨+ 1. 0%牛肉膏 5. 8 0. 75

1. 0%蛋白胨+ 0. 5%牛肉膏 6. 0 1. 16

1. 0%蛋白胨+ 0. 5%酵母膏 6. 0 0. 47

0. 5%蛋白胨+ 1. 0%酵母膏 7. 2 0. 62

牛肉膏的量大于 1. 5%时 ,可能由于促进因子过多而影响抑制菌种生长 ,导致发酵产酶下

降 .固定牛肉膏占 1. 5%的量 ,考察蛋白胨量的影响 ,结果如图 3所示 .蛋白胨量占 2%时 ,普

鲁兰酶酶活最高 .采用 2. 0%支链淀粉 , 2. 0%蛋白胨 , 1. 5%牛肉膏为碳氮源 ,可获得比原来

高 31%的酶活力 .
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图 2　牛肉膏添加量对产酶的影响　　　　　　图 3　蛋白胨量对产酶的影响

2. 2. 3　碳氮源正交实验　为考察 C /N (碳氮比 )及不同复合氮源量对产酶的影响 ,设计了

三因素三水平的正交实验 .由极差分析可知 ,最佳配比条件为 2%支链淀粉 , 2%蛋白胨 , 1.

5%牛肉膏 ,最高酶活为 1. 3μmol /( min· mL).经多次验证 ,酶活稳定 .

2. 2. 4　金属离子对发酵产酶的影响　微生物在生长繁殖和生产过程中 ,需要一些微量元素

如 Mn
2+
, Ca

2+
, Zn

2+
, N H

+
4 , Mg

2+
, Fe

2+
, Cu

2+
等 ,以作为其生理活性物质的组成或生理

活性作用调节物 .为了考察它们对 J- 008产普鲁兰酶的作用 ,在基础培养基里加入 50

μmo l /L的金属离子 ,发酵后测酶活 ,结果见图 4.可见 , M n
2+ 对该菌株产酶具有较大促进作

用 .这点与文献 [3]报道一致 ,可能是由于 Mn2+ 改变了细胞膜的通透性 ,从而提高了酶分泌

的结果 .另外 , Zn
2+
对产酶有较明显的抑制作用 .金属离子一般在低浓度时对微生物生长、产

酶有促进作用 ,在高浓度时常表现明显的抑制作用 . 锰离子最适作用浓度一般在 1 mmol /L

～ 0. 1μmol /L之间 ,通过对锰离子浓度的优化 ,结果见表 5.很明显 , Mn2+ 的浓度为 2μmol /

图 4　金属离子对产酶的影响

L时对发酵产酶提高最大 ,约为原来的 100% ,当

Mn
2+
的浓度再增大时 ,酶活反而有所下降 .

表 5　 Mn2+ 量对发酵产酶的影响

Mn2+ / ( mol /L) 终了 pH 酶活 / (μmol /( min· mL) )

0 6. 2 1. 3

1× 10- 7 6. 5 2. 2

2× 10- 6 6. 5 2. 9

5× 10- 5 6. 3 2. 2

1× 10- 4 6. 4 1. 8

1× 10- 3 6. 5 1. 4

2. 3　培养条件的影响

图 5　接种量对产酶的影响

2. 3. 1　接种量对产酶的影响　接种量的大小是决定

菌体在发酵培养基中生长繁殖速度的一个重要因素 ,

选择适当的接种量是必要的 .以培养 16 h的不同量的

种子液接入发酵培养基中 ,发酵结果见图 5.

接种量对 J-008菌株产酶的影响 ,集中表现在菌体

生长繁殖与发酵产酶的矛盾中 .由图 5可见 ,接种量为

5 mL,即 17%时 ,菌体发酵产酶最高 .当接种量过小

时 ,发酵前期菌体生长缓慢 ,发酵周期延长 ,发酵产酶

高峰期滞后 ;当接种量过大时 ,发酵初期菌体生长繁殖
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图 6　装液量对产酶的影响

迅速 ,营养物质多被用于菌体细胞合成 ,使发酵效果不明

显 ,酶合成下降 .

2. 3. 2　通气量对产酶的影响　普鲁兰酶的发酵是一个

好氧过程 .在此过程中 ,无论是基质的氧化、菌体的生长

或是酶的产生 ,均需要大量的氧 .因而发酵液中的溶氧浓

度是发酵过程中的一个需要调节的重要参数 .用改变摇

瓶装液量来进行调节控制 ,在 250 mL的摇瓶中装不同

量的培养基 ,按 17%接种量 , 37℃摇床培养 48 h,测胞外

酶活力 ,结果见图 6.可见 ,装液量为 20 mL时酶活最高 .

图 7　发酵温度对产酶的影响

2. 3. 3　发酵温度对发酵产酶的影响　将发酵液置于

不同温度下发酵 48 h,测定结果见图 7.

　　由图 7可知 ,在 37℃下 , J-008菌株普鲁兰酶活

力最大 .温度较低时 ,由于菌株生长缓慢 ,发酵周期延

长 ,产酶较慢 .温度过高时 ,酶系失活较快 ,同时菌体

过早的衰老 ,产酶时间缩短 ,导致酶活较低 .

2. 3. 4　初始 pH对发酵产酶的影响　由于添加了

CaCO3以控制发酵液 pH,故初始 pH只要在菌株生

长 pH范围内 ,发酵结果差别不大 . pH6. 5是该菌的最适生长 pH.

2. 4　 J-008菌株摇瓶发酵过程与 2 L容积罐发酵过程的比较

由图 8及图 9可以看出 ,发酵过程基本相似 ,产酶过程与菌体生长过程基本偶联 ,当菌

体达指数生长期时 ,酶活最高 ;发酵液中还原糖量呈现 M 形 ;但由于搅拌罐的传质较好 ,故

发酵周期显著缩短 .

　图 8　摇瓶发酵过程曲线　　　　　　　　　图 9　 2 L容积发酵罐批式发酵过程曲线

3　结　　论

通过对培养基及培养条件的优化 ,酶活比初始发酵培养基提高近 6倍 .碳源、氮源及金

属离子 Mn
2+
对发酵产酶均有较大的影响 .优化后的摇瓶发酵培养基为:玉米支链淀粉 2 g /

d L、蛋白胨 2 g /dL、牛肉膏 1. 5 g /d L、 NaCl 0. 5 g /dL、 MnSO4 2μmol /L.摇瓶发酵工艺条

件为:接种量 17%、温度 37℃、摇瓶转速 220 r /min、 pH 6. 0、发酵周期 32 h.

比较摇瓶发酵过程和 2L发酵罐批式发酵过程都发现发酵液中残还原糖呈现 M 形 ,

发酵产酶过程和菌体生长基本偶联 ,它们明显的不同之处在于后者由于良好通风传质而导
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致的发酵周期的缩短 .
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Pullulanase from a New Isolated Strain

JIN Chong, GU Guo-xian, LU Jian
( School of Bioengineering , Wuxi Univ ersity of Light Indust ry , Jiangsu Wux i 214036)

Abstract: A bacteria producing pullulanase w as isolated f rom soi l w ith a special method

and identified to be Baci llus sp. on the basis of i ts mo rphological and phy siological

cha racteristics, referring to "Berg ey 's Mannual o f Determina tiv e Bacteriolog y ( 8th ed. ) ".

The fermentation medium and culture condi tions o f the st rain w ere investiga ted and

optimized, enzyme activi ty of 4. 5μmol /( min· mL) can be achiev ed af ter 32h rs when the

st rain w as cul tiv ated in the amy lopectin-pepton-sal t medium ( 20 ml) containing 2% co rn

amylopectin, 2% po lypepton, 1. 5% beef ex t racts, 0. 5% NaCl and 2μmol /L M nSO4 in a

250 mL Erlenmeyer f lask at 37℃ , p H6. 5; the pullulanase activi ty maintained at about 3.

3μmo l /( min· mL) when the st rain w as cultiv ated in a 2 L fermento r.

Key words: pullulanase;bacillus; optimize; fermenta tion
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