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光胶片的菌株
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摘要 从 , 门。感光胶片厂的污水中分离到3

、芽
麟

。
,

其中一株显示了较强的分赫确益
的能力

 

该菌经鉴定为巨大芽抱杆苗4知阴坦78 9 呢, 扭1 功价 3 。”
 

用溶菌碑制备3盯菌的原生质体、经

策外线诱变获得一变异株〔3 :; 一 & <5
,

产蛋白醉活力由=� :7 > 而提高到峨; � �7 > 9 ∋

关键词 原生质体
,

诱变
,

蛋白醉
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、
光胶片是由感光乳剂 4明胶和卤化银 5涂布在聚醋片基上而制成的

 

由于
、
射线的穿透

力强
, 6
光胶片比照相胶卷

、

电影胶片具有较高的含银量
,

而且所含的银的颗粒较大
〔。

 

用过的
6 光片可以用焚烧法除去聚酷回收银

,

但焚烧法污染环境
,

且不能 回收片基
 

而建造焚烧炉的

成本也很高
 

日本用微生物的方法回收
6
光胶片中的银及片基取得 良好的效果晰

 

用微蛋物法

回收的关键是菌种
,

利用菌种产生的蛋白酶使明胶分解
,

从而使银从片基上脱落
,

为获得对底

物明胶特异性强的菌株
,

我们用明胶平板举行初筛
,

用 明胶法测定发酵液中蛋白醉的活力
·

为

提高蛋白酶的发酵水平
,

用溶菌酶制备3 :; 菌原生质体
,

然后用 # ? 处理原生质体
·

选育到 3 :;

一&≅ 菌株
,

其产蛋白酶水平是出发菌株的≅倍多
,

对
、
光胶片的脱胶效果良好
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材料和方法

材料
 

4 �5 样品来源
Α

从厦门福达感光胶片厂的污水中采取水样
·

435 培养基 4Β 5斜面培养基
Χ

牛

4过 5摇瓶发酵培养基
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4的 ( ,Ε 康
, 氏明胶平板

,

Η Δ Χ 豆饼粉 Ι Δ Χ ϑ ) Κ

Γ∀
‘:

 

: � Δ Χ % Ε Α Λ Φ Α
:

 

� Δ Χ % 扭Α ) Μ Φ ‘ ·

� 3)
Α : :

 

Ι写 Χ
自然 Γ)

 

4Β?5 高渗培养

基
Α

牛肉膏 � Δ Χ
蛋白脉 � Δ

Χ % Ε Ε ∀
 

≅ Δ Χ ∀
,

89 ΦΝ 蔗糖
Χ :

 

:3 9 成 Ο ΠΘ ΡΑ Χ Γ) ;Α3 4�5 酸性汞试剂
 

4Ι5 原生质体稳定液 4‘刚
5 Α: 89 区蔗糖刃

·

。Κ9 困心ΘΡ Α Χ : : 3耐
 

顺丁烯二酸
Χ

Γ) Η =一 ; : 

 

本文 � 2 2 : 一 :; 一 。≅收到
 



�3 Η 华 侨 大 掌 学 报 � 2 2 3

4≅ 5 溶菌酶 4−
 

旅
, ΘΣ 产品 5

 

4Η 5 紫外灯4� : Τ 5
 

�
 

3 方法

�
 

3一 � 初筛的测定方法 将待讨菌株点种在 (,Ε 云Υ, 平板上
,

�; ℃培养 3 Ις
 

菌落长出之后
,

取

出平板
,

滴加酸性汞试剂在菌落周围
 

如菌落周围出现透明圈说明该菌具有蛋白酶
,

能分解明

胶
 

以透明圈的直径与菌落直径的比值 Ω 阿的大小
,

初步表示醉活力的柑对大小
�

 

3
 

3 蛋白醉活力的侧定 明胶法田
 

�
 

3
 

� 原生质体的制备和再生 将 3 :; 菌接入含有 ≅ :而 肉汤培养基的 <∀: 9Ν 三角瓶中
,

旋转

式摇床� =: 转> 9 勿 培养 � :ς
,

按 3 Δ接种量转接于新鲜肉扬培养基
 

培养至对数生长期 4�Η 一

� =Ξ 5
 

经� ≅ : :转> 9 加 离心
,

收集菌体
 

先用 8 Ο” 液将菌体洗涤3次
,

然后悬于 8入仁“液中
,

加溶

菌酶至终浓度为 �:你邸9 Ν
 

于�; ℃恒温水浴保沮
,

计算其原生质体的形成率和再生率
 

� 3 Ι 原生质体形成率和再生率的计算

原生质体的形成率 Ψ
原生质体数

未经溶菌醉处理的总菌数

未经溶菌酶处理的总菌数

Ζ Ρ∀∀呱

二
一

经舞处理后的剩余菌数
未经溶菌醉处理的总蔺数

Ζ � : :铸

原生质体的再生率 [
再生培养基上总菌数 一 经醉处理后的剩余菌数

原生质体数
又 �: :呱
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3
 

≅ 诱变及筛选“,
原生质体悬液里于� : ∴ 紫外灯下 4距离� :Θ 9 5

,

照射 Ν9 娜
,

将照射后的原

生质体和未经照射的原生质体用高渗液体培养基稀释后
,

分别取样置于高渗平板上
,

�; ℃培养

3Ι 一 � Ης
,

计算紫外线对原生质体的致死率
·

挑取诱变后的原生质体单菌
,

移接到斜面上并测定

其摇瓶发醉的醉活力
 

3 结果与讨论
,

3 � 菌种分离和选育程序

水样[ 营养肉汤富集[ �: :℃水浴处理 �: 汕一稀释[ 做混菌平板[ 挑 3 :; 个单菌落移入

斜面 [ 用 ( , Ε ] ΒΥ ,
氏平板初筛[ 摇瓶发醉复筛‘得3 :; 个菌株, 自然分离 [ 原生质体诱变‘播

瓶发醉筛选[ 3: ; 一& <菌株
 

3 3 初筛及复筛的结果

逐个测定从水样中分离出的3 :; 个菌株的水解圈
,

选 Ω 阳 值较大的 3 Η株 4表 �5
 

挑取单菌

落移接在斜面上
,

�; ℃培养3 Ις
,

再接入摇瓶发醉培养基
,

在旋转式摇床上
,

3 �: 转 >而
+ ,

�; ℃培

养 Ι= ς 后测定其蛋白酶活力
 

其中 �: 株产酶在 � �: 一 = � :刀9 Ν4 表35
 

酶活为= � :林>而 的3 :; 号菌
,

不仅酶活高
,

而且发酵液离心后较清
,

故选其 进行原生质体诱变
 

表� 3 :个菌株的 Ω > 1 值

序号 � 3 � Ι ≅ Η ; = 2 � : 一� � 3 �� � Ι �≅ �Η � ; �= � 2 3 :

,
, 」

Ι
 

Η 2 Ι
 

Η ; Ι
 

≅ = Ι
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第Ν期 原生质体诱变选育分 解
6
光胶片的菌株 �3 ;

表3 复筛菌株的蛋白酶活力

序号 �
·

3 � 、 ≅
一

毛 ; 一 = 2 �万一一

活力扣 > 9 Ν5 � 2 2 �Ι : �≅ 2 � � � 3 2 = _ Ι Η = � : 3 2 = Ι口: 3 2 Ι

3
·

� 3: ;菌株的特性

3: ; 菌细胞呈杆状3 又 8Φ 9
 

革兰氏染色为阳性
 

芽抱呈椭圆形
,

中生
,

芽抱囊不膨大
 

在葡

萄糖肉拣斜面上
,

幼龄细胞用蕃红染色不均匀
 

菌落为画形
、

中凸
、

光滑
 

根据分类检索鉴定为

巨大芽抱杆菌 4⎯7
Λ ΒΝΝ 二 9 Υ ΠΕ αΥ, Β

79 5
 

3 :; 菌发醉液
,

分别用 Γ)
;

 

≅与 2
 

�= 的缓冲液测定其蛋白酶活力
 

在碱性条件下
,

其蛋 白酶

的活力大大高于中性条科下的蛋白醉活力
,

因此 3: ;菌产生的蛋白酶为碱性蛋白酶
 

3
 

Ι 原生质体的形成率和再生率与溶菌酶作用时间的关系

在溶菌酶浓度同是 �:: 阳>而 的条件下
,

把悬于 8Ο Ο 液的菌液分别在 �; ℃恒温水浴中保

温 Ν。
、

3 :
、

� : 9 功
 

从表 �可以看出
,

随着溶菌酶作用时间的增加
,

虽然原生质体的形成率有所提

高
,

但再生率显然降低
 

因此取溶菌酶作用 � :[ 制备原生质体
 

表 � 原生质体的形成率和再生率与榕菌酶作用时间的关系

溶菌降处理

时间 49 Β+ ,

未经溶菌酶

处理的总菌数

溶菌醉处理后

剩余菌数

再生培养基

上总菌数
�

 

�≅ Ζ � :‘

�
。

3 Ζ � : �

3 = Ζ � : 3

原生质体

形成率
�:

3 :

� :

�
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Κ Ζ _ ∀
‘
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‘

; Ζ �: ,

3 沐 �:
�

3 又 �: ,

2 2
。

; = Δ
22

·

2 Ι Δ
2 2

,

2 2 Δ

原生质体

再生率
�

 

Ι Δ
:

 

: Ι Δ
:

 

: : 3 ≅ Δ
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≅ 明胶法测定酶活力

蛋 白酶活力的测定方法
,

最常用的是福林 4(Φ 助 5法
 

但在
6
光胶 片分解菌的筛选中

,

如果

用福林法测定
,

则难以获得分解力强的菌株
 

因为福林法是以酩蛋白经蛋白酶作用后产生的酪

氨酸与酚试剂反应的原理来测定酶活的
 

明胶是一种蛋 白质
,

但是 明胶 中所含的酪氨酸极

少〔≅〕 ,

对酪蛋白分解力强的蛋白酶
,

并不适用于明胶的分解
 

用明胶法测定
,

具有底物特异性强

的优点
,

适用于筛选分解废胶 片的产蛋白酶的菌株
 

3
 

Η 萦外线对原生质体诱变的效果

原生质体经 7
·

? 诱变处理Ν 9 Β+ 后
,

致死率达23 Δ
 

测定再生菌的产酶水平
 

表 Ι列出其中

�: 个突变体的酶活
·

表 减 诱变后 �: 个突变体的酶活

[

一多号 � 3 �
、

‘ ≅ Η
二

β

β
β β

“β 2
β

β β

沙
酶活 47 > 9 Ν5 _ ; Η 3 = = � � � ≅ Ι = � � � Ι � � � � � Η : 绍Ι 2 � : Ι ; � �

出发菌株 3 :; 产酶水平是 = � :7 > 9Ν
 

其突变体中
,

酶活高于= � ∀7 >耐 的正突变菌株不多
,

仅

占 ≅ : Δ左右
 

但有的突变菌株酶活提高的幅度较大
 

突变株 3: ; 一 & <酶活高达 Ι; � �。 > 9 Ν
,

是出

发菌株的≅倍多
 

可以认为用 7
·

0 直接处理剥除细胞壁后裸露的原生质体 是一种有效的育种

方法
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