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康氏木霉固态发酵生产纤维素酶条件的研究

张建新
‘ , ,

刘起丽 ‘
, ,

李学梅 ’ ,

吴云 锋
,

马 威
‘ ,

姜秋会
‘ ,

梁树才
河南师范大学 生命科学学院

,

河南 新乡 。。 河南科技学院 植物保护 系
,

河南 新乡

西北农林科技大学 植物保护学院
,

陕西 杨凌

〔摘 要 以鼓皮和玉米芯 为主要原料
,

采用康氏木霉
,
认 阴

, , ,
固态发酵生产纤维素酶

,

并对

影响纤维素酶活性 的碳源和氮源配 比
、

外加氮源
、

培养基初始 值
、

培养时间和表面活性剂等因素进行了研究
。

结

果表明
,

培养基碳源和氮源配 比以鼓皮 玉米芯为 时最适合 外加氮源 以 质量分数 硝酸钱产纤维素酶

活性最高 培养基初始 值为 。时
,

纤维素酶活力最高
,

是对照 的 倍 表面活性剂以质量分数
“

奇

强
”

洗洁精对提高纤维素酶活性的作用最显著
,

较对照提高
,

培养时间为 时
,

纤维素酶活性最高
。
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我国人 口 多
,

人均土地少
,

饲料资源 紧张
,

人畜

争料的矛盾十分突出
。

因此
,

要保持我国饲料工业和

畜牧业的持续发展
,

必须解决好饲料问题
。

地球上最

丰 富的资源是植物性纤 维素类 物 质
,

每年 约生 成

亿
,

其中除部分作为造纸和植物性纤

维利用外
,

大部分被燃烧或废弃
,

不仅造成 资源浪

费
,

而且还会污染环境川
。

以植物性纤维为原料
,

利

用微生物生产纤维素酶
,

并将其转化为人类急需的

能源
、

食物和化工原料
,

对于人类社会解决环境污

染
、

食物短缺和能源危机具有重大的现实意义
。

因

此
,

通过微 生物发酵充分利用农 副产 品下脚料
、

秸

杆
、

糠等生产纤维素酶添加剂
,

用于提高畜禽生产性

能
,

提高饲料利用率
,

改善粗饲料 的营养价值
,

降低

饲料成本
,

具有广阔的开发前景
。

纤维素酶不仅适用

于饲料生产
,

同时还广泛用于食 品加工
、

酿造
、

城市

废水处理
,

以及采油
、

烟草与茶叶加工等行业川
。

张

建新等
‘二已成功的以简单的鼓皮和玉米芯为底物

,

利用黑曲霉发酵生产木聚糖酶
。

纤维素酶作为复合

饲用酶制剂的重要组成之一
,

目前在生产上 主要 以

稻草等秸秆为原料
。

为了配合利用鼓皮和玉米芯生

产木聚糖酶
,

实现企业不改变原料的情况下可 同时

生产两种酶
,

本文对 株康氏木霉 固态发酵生产纤

维素酶的条件进行 了研究
,

以为纤维素酶生产 的中

试和开发利用奠定理论基础
。

材料与方法

材 料

供试 菌种 康氏木霉 口
’

由

中国工业微生物菌种保藏中心提供
。

供试试 剂 二硝基水杨酸 试剂
。

取酒石酸钾钠
,

溶于 蒸馏水 中
,

依次

加人
, 一

二硝基水杨酸
, ,

苯酚
,

亚硫酸钠
,

搅拌至溶解
,

冷却后用蒸馏水定容

至
,

贮 于棕色瓶 中备用
,

室温下放置

后使用
。

梭甲基纤维素钠 溶液
。

取 竣

甲基纤维素钠 粘度 一
·

溶于

蒸馏水 中
,

水浴加热至溶解
,

用一层纱布过滤
,

取滤

液
,

加人 磷酸氢二钠 一 柠檬酸缓冲

液
,

蒸馏水 混匀
,

贮冰箱备用
。

创

标准葡萄糖液
。

精确称取 烘

至恒重的无水葡萄糖 分析纯
,

以蒸馏水

溶解
,

定容至 容量瓶中制成 标准葡

萄糖液
。

培 养基 困 去皮马铃薯
,

蔗糖
,

琼脂
,

水 一 ,

高压蒸汽灭菌
。

三角瓶培养基 试验处理中
,

在研究碳源对产纤

维素酶 的影响时
,

培养基 中鼓皮与玉米芯质量 比分

一 一
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。
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别为 。
, , , , , ,

和
,

在研究

其他条件对产纤维素酶的影响时
,

鼓皮和玉米芯质

量 比以研究的最佳配比为基础
,

每瓶共装干料
,

料水 比为
, , · ,

, ,

〔高压蒸汽灭菌
。

主要仪 器 型可见分光光度计 上海精

密科学仪器有限公 司分析仪器总厂生产
,

恒温水浴

锅 士
,

电子天平 北京赛多

利斯天平有限公司生产
,

粉碎机
。

方 法

培养方 法 将保藏的康 氏木霉菌种接种到

斜面培养基中活化培养
,

放在 〔冰箱中

保存
。

接种时用接种环刮 环康氏木霉抱子接种到

三角瓶培养基中
,

与培养基混匀
,

在 〔
、

培养
。

所有处理平行重复 次
。

,

酶活性 的测 定 门 采用 测定还原糖法

测定梭 甲基纤维素 酶活性 将三角瓶培养基

中培养好的酶样 自然干燥
,

用 粉碎机粉

碎
。

精确称取以
“
四分法

”
采样取得的样品

,

用蒸

馏 水定容至
碑

装于带有刻度的试管
,

充分振

荡 左右
,

振荡液用滤纸过滤
,

所得滤液即为

待测酶液
。

取 待测酶液预热
,

加入

溶液
,

〔
、

恒温反应
,

立 即加人

试剂
,

在沸水浴中煮
,

终止反应后立 即加

入 蒸馏水
,

冷却后在可见分光光度计

比色
。

将在规定条件下每分钟催化底物生成 拌

葡萄糖的酶量定义为 个酶活力单位
。

一一一

一

酶 活 性八 拌 · 二长 又

仪 ,

“

式 中
,

为从 曲线上 查得的与标 准葡萄糖液相对 应

的葡萄糖质量浓度 拜 为实际参 与反应的

酶量如 为反应时间 为葡萄糖的分

子量
。

结果与分析

不 同配比鼓皮和玉米芯对纤维素酶活性的影

响

由图 可见
,

纤维素酶活性随鼓皮 比例的增加

而 升
,

当鼓皮与玉米芯质量 比为 时酶活性最

高
,

但除 。 外
,

其他配 比对康氏木霉生产纤维素

酶的影响不显著
。

这可能是 因为鼓皮富含多糖
、

蛋白

质
、

纤维素和矿物质等常用的培养基成分
,

既是碳源

又是氮源
,

还 含有某些其他对微生物生长和产酶起

促进作用 的因子
,

但鼓皮过多
,

培养基粘性增大
,

不

利于透气
,

影响生产规模和产量
。

而玉米芯中含有丰

富的纤维素
,

能增加培养基空隙
,

且成本 比鼓皮小
,

但玉米芯过多
,

菌丝生 长缓慢
,

酶活性低
。

综合考虑

以 上各种因素
,

鼓皮 与玉米芯质量 比以 为宜
,

既不影响产量
,

又降低 了生产成本
。

。日热。﹄户﹃﹃。代
一三日二。任二︾幸华避。任补。﹄公一之。阅三日二。日二丫软华滋

鼓皮 玉米芯 硝酸按

图 不 同配比鼓皮和玉 米芯对

纤维素酶活性的影响

。

外加氮源对纤维素酶活性的影响

从表 可 以看 出
,

硝酸按作为氮源时产酶活 力

最高
,

达到 拌 ,

磷酸氢二 钱产酶活力

图 不 同浓度硝酸钱对

纤维素酶活性的影响
〕

最低
,

这可能是因为硝酸钱中氮元素含量较高
,

使其

有利于利用康氏木霉生产纤维素酶
。

有机氮源尿素

和蛋 白陈的产酶活力较其他无机氮源低
,

这 可能是
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由于有机氮会促进菌体的生长繁殖
,

对酶的合成不

利
。

表 不 同外加氮源对纤维素酶活性的影响

氮源 质量分数

飞

酶活性
拜 · 、

尿素

蛋白脉

一

‘

对照 、 飞

培养时间对纤维素酶活性的影响

培养时 间分别为
, , ,

和 时取

样
,

烘干
,

测定纤维素酶活性
,

结果见图
。

图 结果

表 明
,

培 养时 间 为 时
,

酶 活性 最 高
,

为

拌 从
,

酶活性呈逐渐升高趋势
,

在

达到顶峰
。

这是 由于在 以前菌体大量增

加
,

其分泌纤维素酶 的量大大增加
,

酶活性逐渐增

加
。

而从
,

酶活性呈逐渐下降趋势
,

这是

由于在 以后
,

菌体不再增加
,

随着培养时间的

延长菌体逐渐衰退
,

分泌纤维素酶逐渐减少
,

由于温

度
、

湿度等因素的影响
,

酶蛋 白逐渐变性失活
,

酶活

胜随之逐渐下降
。

,一,一口几

⋯⋯
月改孟︺。,﹄‘任门︵乙白乃乙臼‘口‘, ,

。巴洲。。汐一沂一。碱
︵三日二。日二︶、划鹅谧

由图 可 以看出
,

硝酸钱作为氮源时
,

以质量分

数为 时产酶活力最高
,

质量分数为 时产

酶活力最低
。

这是因为合适浓度的氮源能促进康氏

木霉生产纤维素酶
,

而高浓度的氮源抑制其产生纤

维素酶
。

培养基初始 值对纤维素酶活性的影响

改变培养基起始 值
,

培养
,

酶活

性测定结果见表
。

从表 可 以明显看出
,

随 逐

渐升高
,

酶活性逐渐降低
。

为培养基 自然

值
,

当培养基初始 值为 时
,

酶活性最高
,

为

自然 值的 倍
。

这可能是 由于霉菌一般适于

在偏酸性的环境下生存
,

通过酸性环境改变培养基

中有机化合物的离子化作用程度
,

以有利于细胞对

营养物质的吸收利用
,

促进微生物的生长 另外
,

酸

性环境增大了细胞膜的通透性
,

有利于纤维素酶的

胞外分泌
,

从而大大提高了纤维素酶的分泌量
。

表 培养基初始 值对纤维素酶活性的影响

培养时 间

图 培养时间对纤维素酶活性的影响

培养基初始 值
一

酶活性 拜
· ’

表面活性剂对纤维素酶活性的影响

表面活性剂是一端亲水另一端疏水的两性小分

子
,

它能作用 于细胞膜
,

改变膜结构的通透性
,

有利

于胞外酶的不断排出
,

从而提高酶产量
。

由表 可以

看 出
,

加人表面活性剂对康氏木霉产纤维素酶有一

定 的促进作用
, “

奇强
”
洗洁精随其浓度的提高酶活

性有所增加
,

吐 温
一

和
“

奇强
”

洗 衣粉从质量分数

环 时 酶 活 性 降低
,

但 从

又逐渐增加
,

这是 由于所加的表面活性剂大

都为混合物
,

其中含有多种未知成分
,

可能对菌体的

生长及产酶量起到副作用
。

由表 还可以看出
,

当质

量分数为 时
,

所有表面活性剂产纤维素酶活

性 均 最 高
,

分 别 比 对 照 增 加
,

和
。

其中
, “

奇强
”

洗洁精对产纤维素酶的促进作

用最强
,

比对照增加
。

由于
“

奇强
”

洗洁精不但

能显著提高酶活性
,

还有无毒无害
,

价格低
,

使用方

便的优点
,

能够避免其他表面活性剂带来的副作用
,

因此在本实验中是较为理想的表面活性剂
。

八︹一了工一才,口门﹄了江巧︹书才乙夕︼乙
,,

斗

、

一
一一 一

目目‘ ‘‘ , , 门
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表 不同衰面活性荆对纤维帝蔺活性的影晌

第 卷

件

表面活性剂质量分数
一

“

奇强 ”
洗衣粉

“

奇强 ”
洗沽精

一

刁工

⋯

讨 论

根据本试验结果
,

并综合考虑纤维素酶活性和

生产成本等因素
,

确定康氏木霉产纤维素酶最优的

产酶条件为 鼓皮与玉米芯质量 比
,

外添加质

量 分数 硝酸钱
,

质量分数
“

奇强
”

洗 洁

精
,

培养基初始 为 。,

培养
。

由于本研究测

定纤维素酶活性时采用的是培养物直接粉碎的粗酶

粉
,

未经过提纯
,

可能对酶活性有影响
。

另外
,

在酶活

性测定过程中
,

酶的稀释度
、

浸提等均可能对酶活性

有影响
,

但是经过多次试验
,

得 出 了 比较一致 的结

果
。

此外
,

还对固态发酵纤维素酶的中试放大作了进

一步研究
,

也得到了比较理想的结果
。

利用液态发酵

生产纤维素酶在工厂化大规模生 产 中存在一定优

势
,

因此研究液态发酵生产纤维素酶有其更重要的

意义
,

至于其发酵条件还有待进一步研究
。

三屡

纽

」

赶 」

仁 〕

舀 」
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