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提要 从海产品虾和蟹中分离出蛋白酶产生菌共 株 其中 ≠ 菌株蛋白酶生产活力

较高 为 ∀以 ≠ 为出发菌株 通过物理和化学方法复合诱变 获得了 ≠ 号

菌株 ∀对其产酶条件的研究结果表明 它的最适产酶温度为 ε 最适生长 为 经过

摇床培养 ∗ 其产酶活力为 比出发菌株的产酶活力提高了 ∀该

菌株经发酵的粗酶液最适作用 为 最适作用温度是 ε 是一种中温型中性蛋白酶 ∀
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海产品中鱼 !虾 !贝 !藻等所含的蛋白质 !矿物质

及维生素是陆生生物所不能比拟的 ≈ 研究表明 海

洋生物中含有大量对人体有益的生物活性物质 ∀甲壳

素是海洋生物中含量丰富且具有重要生物活性的一

种天然多糖 甲壳素及其衍生物在许多领域已有极其

广泛的用途 尤其是在医疗和药物制剂方面 ∀另外 甲

壳素作为功能性健康食品 具有明显的抗癌 !降血脂

和降血压的作用 ∀

目前 甲壳素的生产主要从虾和蟹壳中提取 其

传统生产工艺主要包括酸碱处理脱钙 ! 蛋白质和脂

肪 漂洗干燥等 ∀由于虾蟹壳中残留较高含量的蛋白

质 以上 因此 在生产中要消耗大量的酸和

碱 ∀这样以来 不仅虾蟹壳中残留的蛋白质没有得到

利用而浪费 更重要的是大量酸碱及含蛋白质的生产

废液的排放严重污染周边环境及海域 影响其他养殖

业和沿海旅游业的发展 ∀这些问题在甲壳素生产中普

遍存在 严重制约着甲壳素产业的可持续健康发展 ∀

本研究选择具有高效蛋白酶活性的微生物为工

程菌对甲壳素生产工艺进行改进和优化 用高效工程

菌对甲壳素进行生物处理 以缩短生产周期 减轻生

产废液对环境的污染 并开发出较高附加值且具有虾

蟹风味的功能食品 进一步为甲壳素的二代 !三代产

品的研究开发奠定良好的基础 ∀本文主要报道了蛋白

酶生产菌的选育和产酶条件的优化 ∀

材料和方法

样品来源

虾和蟹的下脚料购于烟台市莱山区烟台大学农

贸市场 ∀

培养基

斜面培养基 蛋白胨 牛肉膏 ≤

琼脂 富集培养基 蛋白胨

酵母膏 牛肉膏 ≤ 种子培养基

葡萄糖 蛋白胨 酵母膏 °

≥ # ≤ 初筛培

养基 干酪素 2酪氨酸 ° #

≥ # ≤ ƒ ≥

琼脂 发酵培养基 可溶性

淀粉 酵母膏 牛肉膏 蛋白胨 ≤

° # ° #

≤ ∀
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∗ 范围内均有较高的产酶活力 ∀当发酵液

的初始 超过 时 菌体的生物量和产酶活力都

明显降低 ∀

培养温度对产酶活力的影响 选用

的发酵培养基 分别在 ! ! ! ! ε 和

的条件下培养 测得发酵液的酶活见表

∀由表 可以看出 ≠ 菌株产酶的最适培养温度

为 ε 在 ε 发酵培养时 产酶活力也较高 超过

ε 时 产酶活力明显下降 ∀

培养时间对产酶活力的影响 将活化的

种子培养基接入 的发酵培养基中 ε 和

的摇床条件下培养 在不同发酵时间 每隔

培养条件

菌种分离 取一定量的样品在富集培

养基中振荡培养 将富集培养液用生理盐水稀

释 涂布于酪素琼脂培养基平板上 ε 培养

观察并记录水解圈和菌落直径的大小 ∀将目的菌的菌

落挑起 接斜面培养基 ε 培养 后 置 ε 冰

箱保存 ∀

发酵培养 取斜面菌种 2 环接入种子

培养基 ε 振荡培养 以 的接种量转接于

发酵培养基 ε 摇床培养 测发酵液的酶活 ∀

蛋白酶活力测定

采用 ƒ 酚法 ≈ ∀以 酶液在 ε

的条件下 水解酪蛋白每 产生 Λ 酪氨酸所需

的酶量定义为一个酶活力单位 ∀

诱变育种

采用紫外线和硫酸二乙酯 ⁄∞≥ 复合诱变法≈ ∀

初筛

将待测菌株用灭菌的牙签点接到酪素琼脂平板

上 ε 培养 测量其水解圈和菌落直径 ∀

结果与讨论

蛋白酶菌株的分离与筛选

在酪素琼脂培养基平板上共有 株菌产生透

明的水解圈 表明这些微生物都是分泌胞外蛋白酶的

生产菌 ∀经测定 水解圈的直径在 ∗ 之

间 菌落大小在 ∗ 之间 ∀通过计算酪蛋白水

解圈直径与菌落直径的比值 挑选比值较大的菌落

株进行分离纯化 保藏于斜面培养基上 ∀纯化后的

株菌经初筛 获得了 株产酶活力较高的菌株 分

别编号为 ≠ !≠ 和 ≠ ∀在油镜下这 株

细菌细胞均呈杆状 单个排列 菌落为乳白色 表面粗

糙 有皱褶 ∀革兰氏染色结果为阳性细菌 ∀

复筛

将初步筛选获得的 株产酶活力较高的细菌经

活化后接入摇瓶发酵培养基中 ε 培养

其发酵液经 离心 测上清液

的蛋白酶活力 ∀结果如图 所示 ≠ 的产酶活力

最高 为 ≠ 的产酶活力最低 为

≠ 居中 是 ∀根据上述复

筛结果 选择 ≠ 为出发菌株进行诱变育种 ∀

诱变育种

采用 ∂ 和 ⁄∞≥复合诱变 ≠ 号菌株 得到

了 株突变体 ∀经过初筛 !复筛 选出了一株产酶活

力较高的菌株 编号为 ≠ 产酶活力为

比原始出发菌株的产酶活力提高了 ∀

菌株摇瓶发酵培养条件的研究

发酵液初始 对产酶活力的影响 分

别配制不同 的培养基 在 ε 和 的条

件下培养 测定发酵液的酶活 结果见表 ∀从表

可看到 ≠ 号菌株的最适产酶 为 在

图 株菌的蛋白酶活力

ƒ × √ ¬

表 1  πΗ对 ΨΜ079 号菌株产酶活力的影响

Ταβ .1  Εφφεχτ οφ τηε πΗ ον τηε προτεασε αχτιϖιτψεξχρετεδ βψτηε ΨΜ079 στραιν

酶活力
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图 培养时间对 ≠ 号菌株产酶活力的影响

ƒ ∞ ∏ ∏

√ ≠

粗酶液的性质

最适作用 值 用不同 的 × 2硼

酸缓冲液配制酪蛋白溶液 在 ε 水浴中进行酶反

应 ∀结果表明 该菌株产生的蛋白酶的最适作用 为

在 ∗ 范围内均有较高的酶活力 ∀

最适作用温度 选用 的酪蛋白

溶液 分别在 ! ! ! ! ! ε 条件下进行酶反

应 结果表明 ≠ 菌株产生的蛋白酶的最适作用

温度为 ε 属于中温型蛋白酶 ∀虾蟹壳是海产品加

工后的下脚料 含有较高的蛋白质 ∀开发利用这些低

值的海洋资源 提高其附加值 是海洋生物技术领域

的重要研究内容 ∀利用微生物发酵工程和酶工程 对

虾蟹壳综合开发和利用 降低环境污染 使其中的蛋

白质变废为宝 生产出易于消化吸收的氨基酸 !肽类

和其它生物活性物质 是水产品综合开发利用的一条

可行的思路 ∀
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测定发酵液的酶活 结果如图 ∀从图 可以看出

培养时间在 ∗ 之间酶活最高 ∀

表 2  培养温度对 ΨΜ079 号菌株产酶活力的影响

Ταβ .2  Εφφεχτ οφτηετεµ περατυρε ον τηε προτεασεαχτιϖιτψεξ2

χρετεδ βψτηε ΨΜ079 στραιν

温度 ε

酶活力
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