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出芽短梗霉发酵生产 卜多糖的研究
( I )不产黑色素酵母样形态菌株的选育

‘
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摘要 研究用澳乙锭和紫外线为诱变剂
,

筛选出不产黑色素并具有酵母样细胞形态的 卜多糖生产

菌种出芽短梗霉 S N OS.

关键词 澳乙锭
,

紫外线
,

黑色素
,

卜多糖
,

酵母样细胞

分类号 T Q 9 2 9. 2

卜多糖(P ul lu lan )也称短梗霉多糖
,

是具有酵母样和菌丝型形 态
,

属半知菌类的双型性真

菌出芽短梗霉的胞外代谢物
.

研究表明
,

卜多糖是一种 以麦芽三糖为基本单位的由
a 一

1
,

6 糖

昔键连结的链状水溶性中性多糖
.

近十年来
,

已先后发现 卜多糖可用作血浆代用品
、

食品增稠

剂
、

食品包装膜
、

化妆 品和肥料等
,

在工
、

农
、

医等领域具有广泛的用途
〔”

.

因此
,

卜多糖的生产

与研究业 已引起许多投资商和科学家的重视
.

卜多糖在生产过程中需解决如下两个难题
:

一

是培养物在发酵 48 h 后开始分泌大量的黑色素
,

使产品在下游加工 片
’

必须采用活性炭多次脱

色 ;二是作为双型性真菌的出芽短梗霉在发酵过程中只有当形态呈酵母样时
,

才能分泌出大量

的 卜多糖
.

这两个障碍的实质可归因于生产菌种的遗传特性和发酵参数的控制
.

针对这两个

问题
,

本研究采用澳乙锭结合紫外线对出发菌株 出芽短梗霉 A S3
·

3 9 8 4 进行诱变处理
,

得到不

产生黑色素的具有酵母样形态的 卜多糖生产菌株 S N 08
.

1 材料和方法

L l 实验材料
_

L L l 出发 菌种 出芽短梗霉 A S 3
·

3 9 8 4 系中国科学院微生物研究所菌种室保存菌种
.

1
.

1
.

2 试剂 所用试剂均为市售分析纯和生化试剂级
.

1
.

1
.

3 针 面和平板培养基 P D A 培养基
.

1
.

1
.

4 发酵培 养基的质量分数 (又 一。一
“
) 蔗糖 5

.

0
,

(N H
4
)
2
5 0

: 0
.

0 3
,

酵母膏 0
.

2 5
,

K H
:
PO

4

0
.

2 0
,

M g S O
‘ ·

7H
z
O 0

.

0 1
,

N a C I 0
.

1 0
,

pH 值按研究方案定
,

1 2 l rC 灭菌 3 0 m in
.

L Z 实验方法

1
.

2
.

1 培养条件 采用二级摇瓶培养
,

5 00 m L 三角瓶定容 10 0 m L 发酵培养基接入斜面菌

来

本文 1 9 94
一
1 0

一

14 收到
;
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种后
,

培养物置于 2 20
r ·

m in
一 ‘

旋转式摇床 28 ℃培养时间 (t )为 48 h
.

种子液按其质量分数

0
.

1 接至装量为 1 50 m L 发酵培养基的 5 00 m L 三角瓶中同一温度与转速连续培养 1 44 h.

1
.

2
.

2 诱变剂及诱变处理 用质量分数为 0
.

o02 K CI 生理盐水把出发菌种斜面培养物制成

每 m L 抱子数量为 3 又 10
“

的抱子悬液
,

再用质量分数为 0
.

0 02 K CI 稀释成每 m L 3 义 10
,

个饱

子 后 取 3 m L 置于 电磁搅拌器 上搅拌照射
.

紫外灯 (功率 为 30 W )照射距离 25 c m
,

时间

3 0 5 ,

在暗室 红光 下进行
.

取 处理 后的抱子 悬液 0
.

1 m L 涂布在 PD A 固体培养基上培养

48 h
,

存活率为 52 %
.

挑选颜色略带浅粉红色的菌落移接至 PD A 斜面上培养 48 h 供澳 乙锭

诱变处理
·

1
.

2. 3 E B 诱变处理 取上述斜面培养物用质量分数为 。
.

0 02 K CI 制成抱子数量为 3 x 1 06

的抱子悬液
.

嗅 乙锭用体积分数为 0
.

2 5 乙醇配成 1 0 : 1 溶液
.

取饱子悬液 3 m L
,

嗅 乙锭溶

液 90 拼L 置于试管内室温下摇床振荡 3 h 后
,

再用质量分数为 0
.

0 02 K CI 稀释 1 0 0 。倍后
,

取

0
.

1 m L 涂布于 PD A 固体培养基上培养 48 h
.

挑选颜色为粉红色的小菌移至 PD A 斜面上培

养 48 h 供进一步试验
.

1
.

2
.

4 卜多糖的提取按文 〔3〕进行
.

1
.

2
.

5 卜多糖分子量按文〔4〕测定重均分子量 (而w )
.

仪器为美国 C hro m at ix 公司 K M X
一

6

折光指数增量仪和 K M K
一

16 小角激光散射仪
,

工作温度 25 ℃
,

溶剂为无离子水
.

1
.

2
.

6 形态观察采用 日本 Ol ym pus 公司 BH A 光学显微镜按文 〔5〕进行
.

1
.

2
.

7 细胞生物量用菌体干重表示
,

1 05 ℃烘干称至恒重
.

结果和讨论

出发菌种和突变体在固体培养基上的培养特征

出芽短梗霉 (A S 3
.

3 9 84 )和突变体 (S N 08 )在 PD A 固体培养基上的培养特征见表 1
.

表 1 出芽短梗霉 A S 3
.

3 9 8 4 和 突变体 S N 08 两菌株培养特征的比较

菌落质地 菌落大小 / m m
t / h

颜 色

A S 3
.

3 9 8 4 S N 0 8 A S 3
.

3 9 8 4 S N 0 8 A S 3
.

3 9 8 4 S N 0 8

表面光滑
,

粘稠

表 面光 滑 ; 粘 稠
,

边缘 有黑 灰色绒
毛状菌丝

,

菌落呈
扇形

表面隆起
,

边缘有
暗 橄榄缘 色绒 毛
状菌丝

,

菌落呈扇

形

表 面 隆起
,

皱 褶
,

边 缘干燥 有黑 色
绒毛状菌丝

表面光滑
,

粘稠 白 色 白 色 1 2 ~ 1 5 1 2 ~ 1 0

表 面光 滑
,

粘 稠
,

边 缘有米 色绒 毛

状 菌丝
暗灰色

白色略微有粉
红色

2 0 ~ 3 0 1 0 ~ 1 5

表面平滑
,

粘稠 有
光译

,

边缘有米色
和 白色绒状 菌丝

黑 色 浅粉红色 3 0 ~ 4 5 1 5 ~ 2 0

表 面 平 滑
,

较 干
燥

,

边缘有浅黄色
绒毛状菌丝

黑 色 粉红色 5 0 ~ 7 0 2 0 ~ 3 0

边

毛 橙红色 7 5 ~ 8 5 3 0 ~ 3 5

乙绒刊色燥雌干洲
:,

黄眼平丝面有菌表 表缘状面 干燥
,

皱褶
,

12 0 边缘有 黑色绒 毛
状菌丝

黑 色
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从表 1 可以发现
,

发现出发菌种 出芽短梗霉 A S 3
.

3 9 8 4 在固体培养基上生长 48 h 后菌落

边缘开始出现黑色绒毛状菌丝
,

摇瓶培养也在同一时间培养液变成黑色
.

而 S N 08 无论在固

体培养上或摇瓶培养 中都未见有黑色素出现
.

S N 08 在摇瓶培养过程中
,

发酵液由米色在 48 h

后逐步转为浅粉红色
,

96 h 至 12 o h 由粉红色转变为橙红色
.

与 A S 3
.

3 9 8 4 相 比
,

突变体

S N 0 8 的菌落明显小于 出发菌种 A S 3
.

3 9 8 4
.

2
.

2 突变体 S N 08 的摇瓶培养

附图是突变体 S N 08 在发酵培养基起始 pH 6
.

0
,

培养时间为 1 44 h 的动态变化过程
.

从

附图可以看出
,

S N 08 的生长速率在 48 h 开始进入对数生长期
,

72 h 培养物的生长速率达到

最大值
,

72 一96 h 是生长平衡期
,

此后生长速率开始趋于下降
.

显微镜观察发现 S N 08 在发酵

培养基起始 p H 值为 6
.

0 时
,

细胞形态呈酵母样
.

卜多糖大量生成 出现在 48 h
,

但是生成速率

的最大值出现在 96 h
,

1 20 h 后略有下降
.

卜多糖是出芽短梗霉的胞外代谢物
.

然而实验表

明
,

卜多糖的生成速率与出芽短梗霉培养过程中生长速率不一致
,

根据 K a zu hi s a O n 。
等人的

研究
〔5 , ,

这一现象可归因于环境因素也控制着 卜多糖的生成
,

最主要因素是发酵培养基不同的

起始 p H 值
.

发酵培养基不同的起始 p H 值表明(见表 2 )
, p H 为 2

.

5 ~ 4
.

5 时
,

sN 08 的细胞生

表 2 不同起始 p H 值对 S N 08 卜多糖

生成量 W
,

及细胞量 W
:

的影响 ¹

起始 p H 值 w
l

/ g
·

L 一 , w Z / g
·

L 一 ,

2
.

5 4
.

0 6
.

2 12

。性\叮一

10
.

6

11
.

9

叮矛013

l3

7
.

0 12
.

5 3
.

7

¹ 培养时间为 14 4 h

附图 S N o s摇瓶培养的动态变化过程

1
.

卜多糖
; 2

.

微生物生长速率
;

3. p H 值
; 4

.

糖耗

物量高但 卜多糖生成量低
,

其中以 p H 2
.

5 最具代表性
.

当起始 pH 为 6
.

0 时
,

卜多糖的生成量

最高而细胞生物最低
.

显微 。。
’

见察发现
,

起始 p H 为 2
.

5 时 SN 08 细胞呈菌丝形态
;而 pH 为

6
.

0 时则细胞形态为酵母样
.

同样的结果也在出发菌株 A S 3
.

39 8 4 的摇瓶培养中观察到
.

由此看来
,

出芽短梗霉形态的双型性以及 卜多糖的生成不仅受遗传机制
,

而且受 p H 值的

控制
.

综 合上述研究结果可知
,

不产黑色素的出芽短梗霉 S N 08 可以作为生产菌株
.

其发酵 时
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间以 1 2 0 h 为宜
,

此时所提取的 卜多糖为白色 j 丸V 测定结果为 2
.

s x lo
“

.
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