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混合发酵产甲壳素酶发酵条件优化及粗酶部分性质研究
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,
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,
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摘要 利用 甲壳素作为唯一破源从土坡中筛得的真菌
,

与细 菌 泥合发醉
,

对其录适产醉条件
、

所产甲壳素

粗醉的制取 以及粗醉性质进行初 步研究
。

结果表明
,

混合发醉产岭的能力与单独发醉相比 显著提高
,

混合发

哮最适培养基组分为 一 ’ 尿紊
, ,

认
,

以
,

醉毋粉
,

甲

壳紊 一 。, ,

接种贵 体积分数
, ,

培养
,

锥形瓶培养基装童为
。

经过优化
,

发酵液 中甲壳紊酶活 力从
洲

提升到
。

通过对粗璐性质初 步的研 究
,

发现该

畴有较好的德定性
。

关趁词 甲壳素酶 酶活力 培养条件优化 醉学性质
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甲壳素是 由
一

脱氧
一 一

乙酞氨基
一

仆葡聚糖通过
一 , 一

糖昔键连接起来的天然碱性多糖
,

大量存在
于 自然界中

。

在甲壳素研究领域中酶学研究是一

个重要的分支
,

同甲壳素广泛存在于 自然界一样
,

甲

壳素酶也广泛存在于动物
、

植物和微生物 包括细

菌
、

真菌
、

薪菌
、

原生动物
、

藻类等 中〔一 〕。

选择合适

的生物酶降解甲壳素
,

可以特异性地
、

选择性地切断

甲壳素糖链上的 汗
,

糖昔键
,

而得到特异的寡糖
,

降解过程容易控制
,

易于得到所需分子质量范围的

低聚糖产品
,

条件温和
,

环境污染少
,

但缺点是现有

的酶活性低
,

酶解时间长
,

难于工业化生产
,

因此采

用高活性甲壳素酶法降解甲壳素已经成为国内外寡

糖研究的热点仁‘一 〕。

本工作从产甲壳素酶的真菌

和细菌 出发
,

对其混合发酵条件进行优化
,

确定了

较适合的产酶培养条件 发酵液经过冷冻离心
,

硫酸

按分级盐析
,

收集活力区间内的蛋白进行透析
,

冷冻

干燥
,

制得粗酶
,

并对粗酶的部分性质进行研究
,

确

定了最适反应条件
。

材料和方法

菌株的来源

菌株 和 由实验室筛选
。

培养基

斜面种子培养基组分 。一

‘ , , ,

。 , ,

酵母粉
,

胶体甲壳

素
,

琼脂
, 。

液体发酵培养基组分
一

, , ,

‘ , ‘ ,

酵母粉
,

胶体甲壳

素
, 。

酶活 力的测 定
沙

待测酶液加人含 的甲壳素底物的

乙酸
一

乙酸钠缓冲液
, ,

℃ 保温
,

用沸水浴灭活 的酶液作为

对照
,

用 法 〕测定还原糖含量
。

酶活力单位定

义为在 ℃
,

条件下 酶液每分钟催化

产生 拌 还原糖 以
一

乙酞氨基葡萄糖计 所需

要的酶量
。

发酵条件的优化

将菌株 和 接 种 于 发 酵 培 养 基

三角瓶 中
,

经过 的活化后作为种子

液
,

除非特定说明外
,

培养温度为 ℃
,

时间为
,

摇床转速为
,

接种量为 体积分数
,

三角瓶装液量为
,

每组试验重复 次
,

每次试验 组平行样
,

优化结果都用于以后试验
。

不同氮稼对产醉的影响

在发酵培养基 中
,

氮源分别为尿素
、 。 、

、

蛋 白陈
、

牛 肉膏
、 。 ,

质量浓度 为
,

培养后测定发酵液酶活力
,

试验不同氮

源对产酶的影响
。

不同碘抓对产醉的形响

在发酵培养基中
,

碳源分别为葡萄糖
、

蔗糖
、

壳聚

糖
、

淀粉
、

甲壳素
、

纤维素
,

质量浓度为
,

培

养后测定发酵液酶活力
,

试验不同碳源对产酶的影响
。

培养基起始 对产醉的影响

将发酵培养基的起始 分别调至
、 、

收稿 日期
一 一 ,修回 日期

一 一
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对醉稳定性的形响
用不同 缓冲液 同 配制质量浓度为

。 的酶溶液
,

℃静置 后
,

分别取
的混合液作为待测酶液

,

法测定方法 同
测定残存酶活力

,

以确定不同 对 甲壳素酶

稳定性的影响
。

结果与讨论

菌株
、

菌株 及 两种菌混合培养生长

曲线和产酶过程

图 为菌株 和菌株 的单独培养和混合培养
的比较

。

可以看出
,

菌株 单独培养时
,

生长缓慢
,

且几乎不表现出酶活力
,

产酶能力弱 菌株 单独培
养时

,

生长良好
,

不过其酶活力较低
,

产酶能力不高
菌株

、

混合培养时
,

菌体密度与单独培养相差无

几
,

但发酵液表现出较高的酶活力且培养 酶活

力最高
。

用混合发酵的方法产甲壳素酶
,

目前文献
未有此类的报道

。

二者的具体相互作用机制有待于

进一步的探讨
。

旦可

一八︸八︸︵日﹄,了勺月峥月﹄

, 菌, 醉活力

菌 腾活力

令菌和勤醉活力

, 菌和颧人
们

名

二菌
‘力

, 菌 。 了

︵日与︶、长舰谧
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、 、 、 、 、 、 ,

培养后测定发酵液

酶活力
,

试验培养基起始 对产酶的影响
。

接种量对产醉的影响
在发酵培养基 中

,

分别按
、 、 、 、

、

体积分数 的接种量接种菌液
,

培养后测定

发酵液酶活力
,

试验接种量对产酶的影响
。

通气 对产酶的影响

分别在
砂

三 角瓶 中装人
、 、 、

、

发酵培养基
,

培养后测定发酵液酶活

力
,

试验培养基通气量对产酶的影响
。

甲壳素酶粗酶的制备

发醉培养
利用优化后的发酵条件进行混合发酵

,

后将
所得发酵液在 ℃下

,

离心
,

取发酵

上清液
。

如无特别说明所有纯化步骤均在 ℃进行
。

硫酸按分级盐析曲线的测定
取离心后的发酵上清液

,

冰浴
,

在磁力搅拌器搅

拌下加人粉末硫酸钱至硫酸按饱和度达到
,

℃

静置过夜
,

冷冻离心
,

收集沉淀
,

并用少量冷却的蒸馏水溶解
,

透析除盐 再向离心后

的上清液中加入硫酸钱至终饱和度到
,

重复上

述步骤
。

同法分别调硫酸按饱和度为 一

进行实验
。

分别测定不同饱和度透析液的酶活力和

蛋白质浓度
,

计算比活力
,

由此确定甲壳素酶分段盐

析所需要的硫酸按的饱和度
。

粗醉粉的制备
根据盐析曲线收集活性 区间的沉淀

,

将其充分

透析脱盐后
,

经冷冻干燥即可制得甲壳素酶的粗酶粉
。

甲壳素粗酶酶学性质初 步研究

取冷冻干燥所得 甲壳素酶粗品
,

溶于去离子水

配制成 的酶溶液
,

保存于 ℃中
,

作为研

究其基本酶学性质的初始酶液
。

温度对醉反应活性的形响
分别选取不 同温度

、 、 、 、 、

作

为酶反应的作用温度
,

测定酶活力
,

以确定该甲壳素

酶的最适反应温度
。

温度对醉稳定性的影响

将酶液在不 同温度
、 、 、 、 、

的

水浴中静置
,

取出后测定酶活力
,

以确定不同

温度对甲壳素酶稳定性的影响
。

对醉反应活性的影响
分别配制

、 、 、

的乙酸
一

乙 酸钠

缓冲液
, 、 、

的磷酸氢二

钠
一

磷酸二氢钠缓冲液
, 、 、

的
一

盐酸缓冲液 和 甘氨
酸

一

氢氧化钠缓冲液
,

取不 同 的缓

冲液
,

作为反应时所用的缓冲液
,

法测定

酶活力 同
,

以确定该甲壳素酶的最适反应
。

培养时间

图 菌株 和菌株 的单独培养和混合培养的比较
,

发酵条件的优化

不同氮源对产酶的影响
图 为不同氮源源对产酶的影响

。

图 表明
,

在这些不同形式的氮源中尿素最有利于产酶
,

酶活

力最高
, ‘ 。和 。

次之
,

尿素为最适氮源
。

图 不同氮源对产酶的影响
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不同碳源对产醉的影响
表 为不 同碳源对产酶的影响

。

表 表明
,

在

这些不同形式的碳源中粉末甲壳素最有利于产酶
,

为最适碳源
。

衰 不同碳源对产醉的影响

比 代

碳源 酶活力

葡萄糖

蔗糖

壳聚糖

淀粉

甲壳素

纤维素

培养基起始 对产醉的影响
图 表明

,

为 一 酶活力较高
,

时产酶能力最强
。

当起始 低于 。或高于

时
,

产酶能力均明显下降
。

最适的产酶
。

通气 对产酶的影响

图 为通气量对产酶的影响
。

图 表明培养基装

瓶量对产酶的影响很明显
,

适宜的装瓶量为
,

说明菌株的生长对溶氧有较高要求
。

装瓶量

时
,

发酵液体积小
,

挥发对整个发酵体系影响较大
,

从而导致产酶低下影响发酵
。

, 一‘一一‘一以一一

一
‘

一
一

培养基起始

图 培养基起始不同 对产酶的影响

接种 对产醉的影响

图 为接种量对产酶的影响
。

图 表明液体发

酵培养基的接种量为 体积分数
,

发酵液酶活力

最高
,

但当接种量超过 时酶活力降低
,

的接种

量为最适
。

图 通气量对产酶的影响

甲壳素酶粗酶的制备

分别测定在不同硫酸按饱和度下析出蛋白的酶

活力和蛋白质浓度
,

计算比活力
,

得到硫酸钱分级盐

析曲线 图
,

在 硫酸按饱 和度区间内

的透析液的酶活力较高
。

因此
,

盐析后收集此 区间

内的沉淀
,

充分透析脱盐后经冷冻干燥即可制得甲

壳素粗酶粉
。

甲壳素酶得到了初步的纯化
。

处 于

一 和 一 饱和度区间的沉淀蛋白没有

酶活力
,

为杂蛋白
。

﹃︶八︺一匕户峥弓‘

次欢湘谕蓄要

八曰户︺口勺﹄勺内丹,‘,‘咭立,二

︵的、口︶、只放公

今一今一幸一 今一
‘

一
一一“ 叫卜 今

硫酸按浓度

图 硫酸按分级盐析曲线

甲壳素酶基本酶学性质的研究

温度对醉反应活性及稳定性的影响
图 为温度对酶活反应 活性 和酶稳定性 的影

响
。

由图 酶活力曲线可以看出
,

在 ℃
,

酶活

图 接种量对产酶的影响 力高于其他温度
。

尤其在 ℃时的酶活力达 到最
, 。 一 。

高
。

从酶稳定性 曲线可 以看出 一 ℃
,

随着温度
,
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的升高
,

该甲壳素酶活力逐渐降低 低于 ℃
,

酶活

力稳定
,

温度在 一 ℃
,

酶的稳定性会受到轻微的

影响
,

酶活力一定程度的降低 当温度高于 ℃
,

酶

的稳定性受到显著影响
,

当温度高于 ℃时
,

该酶的

稳定性被彻底破坏而导致酶失活
。

, ,

酵 母 粉
,

甲 壳 素
,

,

接种量 体积分数
,

℃
,

培

养
,

锥形瓶培养基装量为
。

经

过优化
,

发酵液中甲壳素酶活力从 提升

到
,

提高了 倍
。

通过对粗酶性质初步的研究
,

很可能存在多种
甲壳素酶共同作用

,

而且从在 以上仍能保持
一定的酶活力推断

,

该发酵液中很可能存在比较稀

少的碱性甲壳素酶
。

初步研究表明此酶液具有较好

的稳定性
,

为以后酶的分离纯化
、

产业化生产及活性
甲壳寡糖的开发奠定了基础

。

同时对于菌株的菌种

鉴定和甲壳素酶蛋白分离纯化
、

结构的分析
、

酶基因

的克隆及序列分析等尚待进一步研究
。

︸且

‘ ‘ 二

牛 谧尸 岭称足
‘

阵

相对璐活力

次、只液谁蓄黑

‘一一

一
一州

注度 ℃

图 温度对酶活反应活性和酶稳定性的影响

对醉反应活性及稳定性的形响
图 为不同 对酶活力和酶稳定性 的影响

。

图 中酶活力曲线表明
,

在 和 时
,

甲

壳素酶活性都很高
,

推测该酶液中很 可能含有 种

甚至更多种的酶
,‘

· ’ 〕
。

时酶活力最高
。

超过
,

在碱性的条件下仍有一定的酶活
,

比较罕

见
,

如枯草杆菌 所产甲壳素酶

的最适 是 一 有的在中性范围表现最大

活性〔’ 〕。

酶稳定性曲线表明
,

。
,

该甲壳

素酶活力较稳定
。

当 低于 或者高于 时
,

该酶的稳定性会受到一定程度的影响
。

︺﹄“︸︸衬︸几

州
璐献性

卜
,

‘
、

,

门卜 相坷毋洁刀

次、长班诊常要

‘ ‘ ‘

图 不同 对酶活力和醉稳定性的影响

结论

通过单因素对两株菌 和 产甲壳素酶混合发

酵条件进行优化表明
,

较适合的产酶培养基组分为
一 尿素

, ‘ , 。
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