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乳酸产生菌的诱变选育

陈碧娥 李 旭 李文琦
’

2化工与生化工程系 4

摘要 米根稼 & 9∀ 经紫外线和氛化锉复合诱变处理
,

获得一株高产
、

稳产 )
一

乳酸的变异株 & 9∀
一

!�
7

其在�: ;初糖和发醉∀< 小时
,

产酸达 9
7

�9 ;
7

关桩词 )
一

乳酸
,

根母
,

诱变

= 迎6侣旨
甘 # 7 ‘二二

乳酸最早发现在发酵的牛乳中
7

自�9 9� 年 ( > ?≅ Α 首创乳酸生产后
,

乳酸发醉已成为较重

要的工业 〔‘〕
7

乳酸除在食品中用作清凉酸味添加剂和防腐剂外
,

在皮革
、

印染
、

纺织
、

医药等方

面也有广泛的用途
7

乳酸有 Β
、

)
、

Β ) 三种构型
7

它作为食品添加剂时
,

仅有 ) 型乳酸能被人体

吸收
7

目前国 内外发酵 法生产乳酸
,

主要采用以糖蜜
、

搪化淀粉等为原料
,

以德氏乳杆菌

2)Χ “砧口‘6’66 8 Δ #云才加“‘差,’’’4 为菌种的方法
,

产物是 Β ) 型乳酸比
’〕

7

工业生产上需要能积累 ) 型

乳酸的高产菌
7

早期有 日本高桥
、

北原等对根霉产生 )
一

乳酸做过探索〔,Ε
,

近年来国外的研究又

有新进展阁
7

本文以米根霉为出发菌
,

选育 )
一

乳酸产生菌
7

报道了诱变株的选育及产物鉴定的

结果
7

� 材料与方法

�
7

� 材料

264 菌种
Δ

米根霉 2& ΦΓ 二
妒‘ Δ Η勺ΙΧ

。4& 9∀
,

来自(ϑ
7

2< 4主要试剂
Δ
2Γ 4口服葡萄糖

、

玉米粉

碳酸钙等
,

市售
Κ 2ΓΓ 4去氧胆酸钠

,

中国医药公司 2意大利进 口分装 4 Κ 2ΓΓ Γ4 氯化锉
,

上海试剂二

厂
,

化学纯
7

2Γ>4 )
一

乳酸钙标准品
,

/咭。
。
公司产品

7

2 4 培养基 Κ
「

2Γ4 斜面培养基
,

为 ΛΒ ( 培养

基 Κ 2ΓΓ 4菌种筛选培养基
,

为在斜面培养基中加去氧胆酸铂:
7

诬呱
,

抓化铿。
7

<呢
,

自然 Η Μ Κ 2ΓΓ Γ4

文本� ! ! <一:Ν 一�: 日收到
7

福建省自然科学幕金资助项目
7

李旭
、

李文琦系9∀ 级毕业生
7

校测试中心黄进所
、

兰心仁同志帮助测定乳酸钙红朴光谱
7
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发酵培养基
,

主要成分为葡萄糖 �: ;或玉米粉�: 铸
7

�
7

< 方法

264 发酵液中残糖的测定
7

用 Β ∋ / 比色法闭
7

2< 4Λ Μ 测定
7

用 ΛΜϑ 一 <型酸度计测定
7

2 4

发酵液中总酸的测定
7

发醉液过滤后
,

用 . Β 0 ( 法测定乳酸钙川后乘以:
7

Ν9� 折算为乳酸Ο
,

2�4 乳酸钙的光谱分析
7

用 ΠΘ≅ 压片法
,

在 氏
≅
ΡΓ

= 一

日Σ ?≅ ! 9 型红外分光光度计上测定红外

光谱
7

2Ν 4紫外线
、

抓化理复合诱变处理
7

取 :
7

6Σ6 浓度为 �:
,

个Τ认6的抱子惫浮液徐布在含

:
7

< ;氛化铿的筛选培养基上
,

用  5Υ 紫外灯距离� :ς Σ 照射 ΩΣΓ
=
后

,

放在  : ℃恒温箱避光培

养 Ξ Φ 随机挑起单菌落移接斜面上 72 Ξ 4筛选方法
·

逐个测定各菌株和产酸率
·

将挑起的菌落移

接在斜面上
,

一个菌落一支斜面
7

用斜面泡子直接接种到发醉培养基
,

每 �:: Σ6 发酵培养基接

种 �护个抱子
,

 : ℃摇瓶震荡培养∀< Φ 后侧定乳酸含量
7

< 结果与讨论

<7 �菌种选育程序
出发菌株 2& 9 ∀ 4Ψ 纯化, 性能测定 2包括发酵条件及产酸能力4

,

白然夯离
�
茨二制成单

抱子悬浮液 2悬浮液进行活菌计数 4Ψ 用诱变剂处理 2处理前进行诱变剂里的选择 4, 处理后的

悬浮液作活菌计数并计算存活率Ψ 涂布平板
,

观察变异的单菌落‘挑取单菌落并移植到斜面

上”摇瓶筛选2测定产酸能力 4Ψ 连续传代
,

考察其稳定性
7

<
7

<抑制剂添加Ο 的选择

根霉为丝状真菌
,

菌落大而蓬松
气

菌丝体在矛衅生
长旺盛

,

迅速地连成一片
,

不能获得单

菌落 为使根霉在平板上形成单菌落
,

邺
去氧胆碑钟作抑制剂

·

亦料面培养基中分别加入不

同浓度的去氧胆酸钠倒成平板
·

用:7< Σ6 的斜面袍 子悬浮液进行汾布
·

 : ℃恒温培养 <外后观
察生长情况

·

结果见表 �7 :7 �: ;的去氧胆酸钠为食适的抑制剂的堆度
·

在此浓度下
,

根霉菌既

能形成单菌落
,

菌落直径又不至于太小

表� 去氧胆酸钠浓度对菌丝生长影响

去氧胆钠浓度 2Ζ Τ 655Σ Β

菌丝生长情况

:
7

: � :
7

: Ξ :
7

: 9 :
。

� : :
。

� <

菌丝连成一片 菌丝连成一片 菌落稠密 菌落均匀 苗落小

<
7

 不同诱变剂量对 & 9∀ 的致死作用

在用一个抓化铿剂量 2:
7

<呱4下
,

& 9∀ 分别经  5Υ 紫外灯 2距离 � :3 Σ 4照射 �一ϑΣ Γ= 后
,

放

入 : ℃恒温箱避光培养  Ξ Φ 后进行活菌计数
,

得出各剂量下的菌体细胞的存活数
·

用存活数算

出致死率
,

可得到紫外线照射不同时间和菌体细胞致死率 2呢 4的关系
,

即致死曲线如图6所示
7

诱变作用主要是 由干诱变剂直接或间接作用子菌体的染色体而引起基因突变
7

诱变通常有一

个最适的剂量
,

它要兼顾到细胞的存活数和诱变率
7

从图6可以看出
,

当紫外光照射 <分钟时
,

菌

体细胞的致死率为 9Ν ;
,

我们选择该剂量为诱变剂量
7

<
7

� 紫外线和氯化樱复合诱变对产酸的影响

挑取在致死率9Ν 呱的剂量下存活的菌落<Ν :个
,

对其中的�  : 株进行摇瓶测定
7

经复合诱变
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后
,

菌体的产徽能为发生了变化
,

见图 <
7

如以出发株 & 9∀ 产酸量为功。呱 Κ 复合诱变后 �  : 株中

有 : 株为正突变株
,

正突变率为< 
7

� ;
7

在同样的发醉条件下
,

9个正突变株与出发留& 9∀ 的产

酸水平比较见表 <
7

突变株 & 9∀
一

!� 产酸量达9
7

�9 ;
,

比出发菌 & 9∀ 提高�: ;
7

�悠喊撇翎
叨加� 甲

!

川洲

∀#务以烈

∃ % ∃

照射时间 &而旧

图∋ 紫外线照射时间和

菌体细胞致死率的关系

乳酸产量伪

图( 复合诱变对产酸的影响

诱变后 )个正突变株的产酸水平

菌 号

乳酸&∗ + ∋, ,耐 #

∀ )−

−
�

% − )
�

∋ )

∋ (. ∋/ %

)
�

, ∃ )
。

, ,

( (

)
�

, ,

∃ ( ∋ − /. ∋ , )

−
�

) ) −
�

) ∃ −
�

)( −
�

− −

,‘∋几表0

(
�

∃ 型态变异株都是负突变株

诱变后的形态突变株
,

菌丝短
,

菌落较小且致密
,

抱子呈墨绿色
�

而 ∀ )− 的菌丝为白色
,

粗
且长

,

菌落蓬松
、

抱子呈黑芭随机选取 ∃株形态突变株进行摇瓶产酸测定
,

发现它们都是负突

变株
,

而且几乎不产酸
�

形态突变型与产酸的关系
,

可以应用到菌种保藏及发酵生产
,

不断淘汰

形态突变型
,

防止菌种退化
� 一 1 2

1

(
�

. 产酸稳定性试验

从遣传学上分析
,

由于表型延迟
,

经诱变处理得的高产菌株还必须进行分离纯化
、

连续传

代
,

以便得到性状稳定的优良菌株阁
�

在 3 个月的时间里
,

对 ∀ ) −
一

0 ∋连续移种 −次
,

产酸水平是

稳定的
,

见表/�

表/ 连续传代对 ∀ ) −
一 0 ∋产酸水平的影响

移接代数

相对产贵&4 #

∀ )− 一 0 ∋ 5 一 ∋ 5一 6 5 一 /

0 −
�

( 0 /
�

/ 0%
� −

5一 %

岌鸽
�

名

尸一∃

袖犷0

5一 . 5 一 −

0 )
�

∃ ∋ , (
�

/

(
�

− ∀ ) −
一

0 ∋菌株 7
一

乳酸的发醉过程
�

经正交法试验和综合考察不同碳源等因素对产酸的影响后
,

选择 ∀ ) −
一

0∋ 的最佳发酵条件

为温度 / , ℃
,

葡萄搪作碳源
,

展荡培养
�

定时取样测定发酵液中乳酸
、

残糖的含量和 89 值
,

结
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果见图  7 根霉 & 9 ∀
一

!� 在发酵  Ξ 一 � 9Φ 内
,

糖耗迅速
,

乳酸大量积季
·

在发醉过程中
,

由于加入

过量的碳酸钙作中和剂
,

所以发酵液 ΛΜ 波动不大
7 ,

·

<7 9 )
一

乳酸的鉴定

将 & 9∀ 匆 友酵液经过滤
、

浓缩
、

结晶等提取工序获得乳酸钙白色结晶
7

将此样品及 )
一

乳

酸钙标准品在洲 红外光光度计上测定其红外光谱
7

样品的红外光谱与 )
一

乳酸钙标准品相符
,

见图�
7

图中曲线 �为提纯发酵产物钙盐的红外光谱
,

曲线<为 )
一

乳酸钙标准品的红外光谱
7

可

见根霉 人9了
一

! �积累的发酵产物为吞乳酸
7

时间 加

�愁补识喇
:�;

2
呜<

�下它备 鹅仑份乓砚娜

玻 叙 ‘“黔

图/ ∀ 盯
一

0∋ 7
一

乳酸发醉过程

乍 亦

图% 乳酸钙红外光谱

由根霉 ∀ )− 经紫外线及抓化铿复合诱变后获得的菌株 ∀ ) −
一

0∋
,

积累吞乳酸
,

不仅纯度高

而且产酸水平及对糖转化率高
,

是优良的 7
一

乳酸产生菌
�

参
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