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环糊精葡萄糖基转移酶工业发酵染茵

(砌cZ砌s co庇乃豇st均in PGRS7)的鉴定及防治

李 皎，杨国武，段梦露，邓媛，毛 勇，刘清利
(陕西省微生物研究所，陕西西安7l0043)

摘要环糊精生产厂家B-环糊精葡萄糖基转移酶(B-cyclodextrin glycosylt舢sfemse，B—cGl'鹳e)发酵过程中
频繁柒茵，为解决这一问题，从发酵异常的发酵液中分离得到l株不产酶的杂茵H03s。研究杂茵发酵过程中

的茵体密度、pH值、酶活等指标，发现杂茵生长速度明显低于正常茵，发酵液pH值下降速度也慢于正常茵。

结合厂家实际生产情况分析：若发酵过程规范操作，则正常茵会优先形成生长优势，抑制杂茵生长；如果发酵

罐实消后放置时间过长或者突发停电导致发酵终止后重新启动，杂茵会形成优势茵群，降低发酵液pH值，不

利于正常菌的增殖。16s rDNA鉴定杂茵序列与正常茵不同，应归属于Bnc洌m co^瓜i strain PGRS7。因此，发酵

前应预先采用16S rDNA分析鉴定菌种，排除杂茵，避免发酵中断和延迟，防止发酵染茵。
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Classi6cation and Prevention of hldustl．ial Fe咖entation Contanlinant

(王kc而妇s co砌菇strain PGRS7)伽Cydodextrin Glycosyltransfer嬲e

u Jiao，YANG Guo-wu，DUAN Meng—lu，DENG Yuan，MAO Yong，UU Qing—li

(舭r06泓啊加t．矿‰础，凰’鲫710043)
AbstI胃ct Bacteria cont锄ination occurs fiequently during the fementation of B·cyclodextrin glycosyltmIlsferase(B-

CGrr髂e)in production胁埘es．To solve this problem，the autllo玛isolated a sundry bac矧al strain H03s舶m aber-

瑚t fennentation broth“B·CG‰e tllat did not pmduce tIle enzyme．．11le bacteria DD，pH value and eIlzyme activity

of H03S in fe瑚entation pr0Hces8 were studied．It w髂found that tlle伊州h mte锄d pH of H03S w鹳signific锄dy lower

than that of the肿册al bacteria．Analysis corIIbined w汕t}Ie actual production situation，ifthe fe珊蚰tation pmcess

w鹅under no肿al叩eration，the no舯a1 bacteria诵U primarily fo咖孕。卅h doIIIinance and inhibit the罂uwtIl of sundr_y

bacteria，however，if tlIe fenIlentation tallI(were placed for a long time after sterilization or the fe肿entation were re·

started幽er a period of temination due to sudden power黼lure，H03s might fo眦dominant p叩ulati蚰粕d玎educe the

pH of fe珊entation broth，帅d make a鲥nst山e prol如mtion of nomal st商n．16S rDNA identificati∞of H03S was

knowable tIIat it was di脏r{ent肺m肿珊al st面n in sequence帅d it should belong to觑泓站co概托st面n PGRS7．

Therefore，before starting the fennentation，analysi8 and identification of pmduction strain could anticipa￡e adopting

16S rDNA to preclude the contaminati∞of sundry strain，at the s帅e time，avoid the abon粕d r{etardation 0f the fe卜

mentation，to prevent the fe咖entation of sundry stmin．
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环糊精(cyclodextrin，CD)是由若干个D．吡喃

葡萄糖单元通过仅-1，4糖苷键连接而成的环状低

聚糖，由于其具有内疏水外亲水的中空筒状结构，

可通过主客体识别作用包合疏水性分子，使客体

分子的性质，如水溶性、挥发性、参与化学反应的

性能等均发生有利的改变¨引。常见的天然环糊

精有0L-CD、B-CD及1-CD，分别由6、7和8个葡

萄糖残基组成H引。B一环糊精(B．cyclodextrin，B．

CD)由于相对容易析出、易于分离的特性使得其

在3种环糊精中最易实现工业化生产，所以在食

品、制药、化妆品、农业、环保等方面有着非常广泛

的应用∞d¨。B-CD由B—cyclodextrin glycosylt啪s-
ferase，B-CGT鹊e作用于淀粉后使葡萄糖基发生

转移反应而获得u2．13】，是具有高附加值的淀粉深

加工产物。目前，6-CGlke的工业化发酵生产菌

种主要为芽胞杆菌[14。7|，其培养条件为强碱性

(pH>9)，因此发酵过程中染菌的概率非常低。

近几年来，发酵车间长时间连续生产导致环境中

出现嗜碱性菌群，因此生产厂家发酵染菌的现象

越来越多，发酵液酶活降低，B-cD产量下降，直接

影响生产效益，增加了企业的生产成本和负担，如

何防控B-CGlke发酵过程中的杂菌污染已经引

起研究者的极大重视【l舡19 J。笔者所在的团队多年

来致力于环糊精的工业化生产工艺研究，对B-环

糊精、羟丙基环糊精、磺丁基环糊精发酵生产建立

了成熟完整的工业化生产工艺，并为全国多个环

糊精生产厂家提供技术服务。在对B-CD生产厂

家进行技术服务过程中发现，如果发酵罐实消后

放置时间过长或者突发停电导致发酵终止后重新

启动，则容易发生染菌。取染菌的发酵液进行分

离筛选，得到1株在碱性条件下可以和正常菌共

生的杂菌H03S，经鉴定该菌归属于菌株胁以如
cD^，l豇stmin PGRs7。由于B-CGTase生产属于正

压发酵，发酵污染的来源可能是空气过滤系统或

菌种污染。因此在工业发酵过程中，应预先采用

16S rDNA分析排除污染杂菌，定期净化空气过滤

系统，避免发酵中断和延迟，可以防止染菌，降低

企业生产成本。

1 材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌种菌株H03S自生产厂家发酵异常

的发酵液中分离得到；嗜碱性蜡样芽胞杆菌为陕

西省微生物研究所保藏B-cGT酗e生产菌种耽c订·

如sp．JSM 081004。

1．1．2 培养基(g／L) ①分离培养基：玉米浆

60，七水硫酸镁0．2，磷酸氢二钾l，马铃薯淀粉

15，琼脂20，pH 7．0，加入无水碳酸钠10。②筛选

培养基：以分离培养基为基础，加入酚酞0．3。

1．1．3仪器与设备全自动立式电热压力蒸汽

消毒器(Yx400zN，上海三中医疗器械有限公

司)；生物发酵智能控制系统及GUJs-10发酵罐

(镇江东方生物工程设备公司)；电热恒温培养箱

(GH一600ASB，上海博讯实业有限公司)；恒温培养

摇床(ZHwY-2012，上海智诚分析仪器制造有限公

司)；聚合酶链式反应仪(S1000，美国bio-rad公

司)；水平式核酸电泳槽(DYCP-31E，北京六一仪

器制造厂)；紫外仪(wD-9430F，北京六一仪器制

造厂)；小型震荡仪(QL-901Vonox，海门其林贝尔

仪器制造有限公司)；精密台式数显pH计(PB·

10，北京赛多利斯仪器系统有限公司)；分光光度

计(722N型，上海精密科学仪器有限公司)。

1．2方法

1．2．1 发酵液酶活测定采用碘液法测定B-

CGTase水解活性Ⅲ】。取2．5 g／L马铃薯淀粉溶

液0．2 mL，与等体积％s．HCl缓冲液(50 mmoL／

L，pH 8．0)混合，于40℃水浴预热5 min，加入10

斗L发酵液反应10 min，反应结束后立即置于冰水

浴中并加入3％(体积分数)醋酸溶液0．5 mL终

止反应，加人3 mL0．05 g／L碘液显色，蒸馏水定

容至10 mL。以蒸馏水为空白，不加酶液为对照，

在单色波长700 nm处比色。1个酶活力单位定

义为每分钟减低10％吸光度所需酶量。

酶活力(U／mL)
／ l、

=塑二盟×l 000×酶液稀释倍数
a

式中a为对照组的吸光度；b为样品的吸光度。

1．2．2发酵液光密度测定将菌液稀释至线性

范围内，分光光度计测定其在波长600 nm下的光

密度值。
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1．2．3 杂菌的筛选和分离 发酵液按10的倍数

逐级梯度稀释，并分别在分离培养基和筛选培养

基上进行培养。

1．2．4采用16S rDNA技术进行菌种分析与鉴定

采用酚．氯仿沉淀法提取菌种基因组DNA。根

据细菌16s rDNA的保守性，设计通用引物27F：

57一AGAGrIvrTGATCATGGCTCAG-3’；1 492R：5 7一GG—

TTACCTTGrITllACGAC‘rr一3’，以基因组DNA为模

板，模板DNA量为50～200 ng，PCR扩增程序：95

℃热变性3 min；94℃变性1 min，55℃退火40 s，

72℃延伸2 min，40个循环；72℃延伸10 min，10

g／L琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。目的片段经

胶回收和纯化后，连接于pGM．T载体上，转化至

感受态细胞E．co如DH 5d中，37℃培养过夜。挑

取单菌落培养并进行PcR验证，验证后的阳性克

隆子菌液送至杨凌天润奥科生物科技有限公司测

序。使用BLAsT搜索软件在NcBI网站GenBank

基因库中对测序结果进行同源性分析和检索，筛

选出与目的菌种相似度匹配最高的种属。

2 结果与分析

2．1杂茵H03S的分离筛选

取环糊精生产车间发酵异常的发酵液进行分

离筛选。由于正常菌产生的B—CGTase可将培养

基中的淀粉转化为13一cD，p—cD包埋培养基中的

酚酞在菌落周围产生褪色圈，而杂菌不产酶，因此

菌落周围无褪色圈。从图l中可以看出，菌落l

可在碱性培养基上(pH试纸显色为碱性)生长，且

周围产生褪色圈，为正常菌菌落；菌落2虽然可在

强碱性培养基上生长(pH试纸显色为碱性)，但周

围无褪色圈，为杂菌，命名为H03s；3为置于培养

基上的盖玻片，将pH试纸置于盖玻片之上，使培

养基和试纸分离，结果试纸不变色，这进一步证实

了试纸的显色是由碱性培养基引起的，与其他因

素无关。

2．2菌株H03S发酵生长曲线

将正常菌和菌株H03s分别接人10 L全自动

发酵罐，以相同培养条件进行发酵，并记录两种菌

的发酵生长曲线，见图2。0～8 h时，两种菌几乎

不增长，8～20 h时，H03S生长速度明显低于正常

菌，直至发酵终点其菌体密度一直远低于正常菌。

由此分析，在工业发酵过程中，只要规范操作，则

正常菌会优先形成生长优势，抑制杂菌生长；但

如果发酵罐实消后放置时间过长或者突发停电导

致发酵终止一段时问后重新启动，则杂菌可能会

形成优势菌群，从而抑制正常菌的增长，导致发

酵失败。

图1 正常菌和菌株H03S在筛选培养基上的生长情况

Fig．1 Gmwth()f normal baclel iLlm an(I H03 S on

t11e sele(·tion nle‘liuln

1：正常菌菌落；2：菌株H03s菌落；3：对照

l：The【吣l()“y of nomlal I)a(叶el‘iulll；2：The colo”y of H03S；

3．rolltI(11

图2菌株H03S和正常菌的发酵生长曲线

卜1ig．2 CH)wth cul-ves of H03S afl(1 normal ba(1feria

2．3菌株H03S发酵pH值变化曲线

将正常菌和菌株H03S分别接人10 I．全自动

发酵罐，以相同培养条件进行发酵，并记录两种菌

发酵过程中的pH值变化。如图3所示，两种菌在

发酵过程中，pH值均呈现先下降后略有上升的趋

势，正常菌培养12 h时，pH值降至最低，而菌株

H03S在20 h降至最低，且正常菌发酵过程中，pH

值下降速度高于菌株H03s pH值下降速度。因

此pH值下降速度可作为判断发酵异常的指标之

一，对生产实践具有指导意义。
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2．4菌株H03S发酵过程中的酶活变化

将正常菌和菌株H03S分别接人10 L全自动

发酵罐，以相同培养条件进行发酵，并记录两种菌

发酵过程中的酶活变化。如图4所示，正常菌的

酶活在28 h时达到峰值4 026．44 u／mL，而菌株

H03S则不产酶。

2．5 菌株H03S的16S rDNA分析

对菌株H03S进行16S rDNA克隆和测序，

图3菌株H03S和正常菌发酵过程中pH变化曲线

F唔3 pH curv㈨()I H03s a11d n(JrITlal har时i“

囊q置n∞s p咖曲叼叠，懈I∞憎|9钠’嘲B：
Seled。△盥垒i垒Ⅱ皇SeIeded．0

使用BLAST在GenBank基因库中进行同源性搜

索和多序列比对，如图5所示，经比对菌株

H03S应归属于Bodff凇co丘n以strain PGRS7。而笔

者之前的研究表明，正常菌是嗜碱性蜡样芽胞杆

菌，归属于Boc肌us sp．JSM 081004【㈨。9。因此，

在发酵前可预先采用16S rDNA基因序列分析鉴

定菌种，排除染杂菌的菌种，防止发酵染菌的

发生。

4 000

2 000

0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

f／h

图4菌株H03S和正常菌发酵过程中酶活的变化

Fig．4 Enzvme a(，tivjtv curves of H03S and 110IInal IJacIe—a

娃棚皤n呻I=；lDownIoad v鱼呈凸旦8咚。§魄e盐堡垒i§鲤凸鳇!￡鳇垡f壁戥竖 o

3 讨 论

图s 菌株H03S 16S rDNA分析比对结果

Fig 5 16S rDNA a11{1lysis()f}103S

通过特异性酚酞筛选培养基，从环糊精生产

厂家B—CGTase发酵异常的发酵液中分离得到1

株杂菌菌株H03s，该杂菌在碱性(pH值>9)条

件下可以和正常菌共生，但并不产酶。通过对

H03S在发酵过程中的光密度、pH值、酶活等指标

的研究，发现该菌生长速度明显低于正常菌，发酵

液pH值下降速度也慢于正常菌。结合厂家实际

生产情况分析可知，在工业生产中，只要规范操

作，正常菌就会优先形成生长优势，降低发酵液

pH值，抑制杂菌生长；如果发酵罐实消后放置时

间过长或者突发停电导致发酵终止一段时间后重

新启动，则杂菌可能会形成优势菌群，降低发酵液

pH值，从而不利于正常生产菌的增殖，并且增加

了环境中污染其他杂菌的可能性。对菌株H03S

进行16S rDNA基因序列分析，可知该菌归属于

Bnc删“s co概ii strain PGRS7，与正常菌序列不同。

由于B—CGTase生产属于正压发酵，发酵污染的来

源可能是空气过滤系统或菌种污染，因此应预先

采用16S rDNA分析排除染杂菌的菌种，同时定

期净化空气过滤系统，避免发酵的中断和延迟，从
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而防止发酵染菌，提高企业生产效率。
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