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嗜碱菌碱性蛋白酶菌株的筛选

程丽娟 来航线 霍克光
.

(西北农业大学 陕西杨凌 7 12 100 )

摘 要

自新 ,
、

宁互
、

陕西采集了 45 份盆旅地区土搜
,

分离蹄选到一株旅 8 , 株
,

经初步鉴定月于蜡状芽抱杆菌

(肠
` .

~
)
。

该菌在 pH g 以上的培养基上生长
,

产酶 ;于 37 ℃
、

闭10
、

种龄 14 h
、

接种盆 1 %
、

发酵

48 h 的条件下
,

酶活稳定
,

酶活力达 108 9以而
。

关键词 咭碱性
;蛋白酶 ;蜡状芽抱杆菌

特种微生物资源的开发利用
,

是近 20 年来备受人们关注的问题
。

分布于自然界高碱环境

下的某些微生物就是其中之一
。

由于它们经受了长期的自然选择和驯化 具有与普通微生物

不同的生理生化特性
,

特别是产某些特殊酶类
,

如碱性蛋白酶
,

若应用于洗涤
、

制革
、

处理工业

废弃物
,

进行盐碱土改良等
,

无疑具有重要理论意义和应用价值.lt 2 ]
。

1 材料与方法

1
.

1 样品来源

采自新疆
、

宁夏
、

陕西等地的重盐碱土壤 45 份
。

1
.

2 培养基

菌种斜面培养基
:
肉汁一陈培养基加人酵母膏 0

.

5 %
,

p H 调为 10
。

分离培养基 ( % )
:

可溶淀粉 1
.

呢
,

酵母膏 0
.

5 9
,

蛋白陈 0
.

5 9
,

凡 H PO月 0
.

19
,

M g OS
月 .

7 zH o

0
.

0 2 9
,

脱脂奶粉 5
.

0 9
,

p H 为 1 0
。

发酵培养基 (% ) : 于分离培养基中加人牛肉膏 1
.

0 9
,

pH 为 9
。

酵素水解培养基 (% )
:

脱脂奶粉 5
.

0 9
,

琼脂 1
.

590

1
.

3 菌种分离纯化

常规土壤稀释分离法
。

1
.

4 菌种筛选

1
.

4
二

1 初筛 酪素水解法 a[]
。

于牛奶平板上以点滴法接种
,

培养 1
、
3

、
5天

,

观察菌落形成
、

发育与形成酷素水解圈之大小
,

挑选目标菌移接于菌种斜面培养基上保存
。

1
.

4
.

2 复筛 F iol
。 法 [’1

,

接种初筛菌株于液体发酵培养基中 ( 2 5 0耐 三角瓶装量 25 d )
,

置

·
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旋转式摇床上( 转速 2 40 一0 2 8 转 /分 )
,

振荡培养 4 8h
,

离心取清液
,

即粗酶液
。

以 F iol
n
试剂显

色法测定酶活
。

在 入6 8 0 n m 下用 721 型分光光度计比色侧定
。

2 结果
2

.

1 菌种分离与初筛

用强碱性培养基从朽 份土样中分离出 29 株嗜碱性细菌菌株
。

经酪素水解试验
,

获得有

分解酷蛋白能力的菌株 19 株
,

其中水解圈直径大于 2
.

oc m 的有 10 株
,

占参试菌株 65
.

5%
。

2
.

2 复筛

将初筛所得的 10 株菌进行发酵试验
,

反复比较
,

选出了 7 株产酶稳定
、

酶活较高的菌株

(表 1)
,

其中碱 8 菌株较突出
,

故对碱 8 菌株做进一步探讨
。

表 1 产碱性蛋白酶菌株的复筛结果

菌株号 来派 水解圈 (二 ) 醉活力(以回 ) 发醉液 PH

B 一 2

D 一 2

1 一 1

8 一①

11 一 1

碱
一 7

碱
一 8

新班

新祖

陕西大荔

映西大荔

陕西大荔

宁夏平罗

宁夏平罗

2
.

0

2
.

3

2
.

4

2
.

5

2
.

1

2
.

3

> 9

4 7
.

79

5 3
.

4 8

5 3
.

4 6

7 0
.

4 4

4 7
.

78

6 1
.

以!

8 36
.

4 7

9一 1 0

9

9一 1 0

2
·

3 碱 8 菌株的细菌学鉴定.s[ `】

2
.

3
.

1 形态特征 细胞杆状
,

有成链状
,

两端钝圆
,

营养体大小为 1
.

2 5 x 2
.

45 一 4
.

3 8拼m
,

芽抱中生
,

椭圆状
、

大小为 0
.

92 x 2
.

68 拜m
,

无英膜
,

周生鞭毛
,

G
干

菌
。

在肉汁一陈

平板上的菌落圆形
,

较大 (约 1。 m )
,

色淡黄
,

表面平坦
,

但不光滑
,

呈麻点
,

具蜡质光泽
,

边

缘正齐
,

不透明
。

2
.

3
.

2 生理特性 肉汁液体培养中生长

均一
。

水解淀粉和酷素
。

在 7 % N a CI 中生

长
,

在 p Hg一 n 中能生长且产酶
。

经参照 (一

般细菌常用鉴定方法》鉴定
,

依据《芽抱杆菌

属》进行分类
,

初步认定该菌株为蜡状芽抱杆

菌
。

2
.

4 产酶条件测试

2
.

4
.

1 种龄
、

接种量与 p H 对产酶的影响

表 2 种龄
、

接种t
、
pH 对酶活的影晌

种龄 ( h ) 接种盆 ( % ) 州值 蛋白醉活力《以园 )

, 88 3
.

1

::
97 9

.

0

89 1
.

2

9 88 9
.

3

99 1
.

2

.

8
.

3
.

8
.

8

塑863984竺907{:

:{

10 1 2
.

1

OJ

Z八,
ù

,rùb八6

燮898州竺578989921:{

{{

}{
以种龄 12 与 14 h 的培养体

,

按 1%
、

2 %
、

4 % 的接种量
,

中
,

在 2 8℃下振荡培养 4 8h
,

测酶活
。

其结果列于表 o2

分别接人 p H 为 9
、

`o
、

“ 的发钞
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表 2表明
,

碱 8 菌株在 p H 10 时产酶活性最好 ;接种量以 2% 时的酶活最高 ;而种龄虽对酶

活有一定影响
,

但不显著
。

在 p H 为 10
,

接种量为 1%
,

种龄在 1 4 h 时
,

该菌株酶活可达 10 12
.

4 u
/m l

。

2
.

4
.

2 温度对酶活的影响
】

将种龄 14 h 的种子液
,

以 1 %接种量接人 p H 10 的发酵液中
,

分别在 30
、

35
、

3 7
、
4 0℃ 温度

下
,

振荡培养 48 h
,

测其酶活
。

结果 (表 3) 表明
,

该菌株产酶最佳温度为 37 ℃
。

2
.

4
.

3 培养时间对酶活的影响

将培养 14 h 的种子液以 1 %接种量接人 p H 为 10 的发酵液中
,

3 7℃下振荡培养
。

分别培

养 12
、

2 4
、
3 6

、

4 8
、

6 0
、

7 2 h
。

其酶活测定结果见表 4
。

表 3 沮度对醉活的影晌

沮度 (℃ )

醉活力 (以 nU ) 94 7
.

3 964
.

9 1 06 2
.

9 9 3 8
.

6

表 4 培养时间对酶活的影晌

培养时间 ( h)

酶活力 (以司 )

5

;
, 24 3 6

8 9 1
.

0 9() 7
.

8

48

1 0 89
.

7

60

10 8 1
.

1

72

98 3
.

4

由表 4 可知
,

在 37 ℃
,

p H 为 10 条件下
,

以 48 h 发酵时间的酶活最高
。

时间延长酶活无增

加趋势
。

综上所述
,

从宁夏平罗重盐碱土中分离筛选到的产碱性蛋白酶较强菌株— 碱 8 号
,

经细

菌学鉴定
,

属于蜡状芽抱杆菌任达
`

.

~
;) 该菌株在本试验条件下

,

37 ℃
、
p H 10

、

经 4h8 发酵
,

获得了一定量的碱性蛋白酶
,

其酶活稳定
,

酶活力能达 1 0 89以而
,

是常温条件下产酶较好的有

效菌株
,

可作为良好的种质材料进一步培养并开发应用
。
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