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摘 要: 对芽孢杆菌( Bacillus sp. ZU- 04)产纤维素酶的工艺参数进行了优化,研究结果表明: 木糖渣和豆饼

粉分别是该菌合成纤维素酶的适宜碳源和氮源, N aCl和 KH2 PO4对纤维素酶的合成具有重要作用, 其适宜质

量用量分别为 0. 5% ~ 1. 0%及 0. 1% , 麸皮的添加可明显提高发酵液中的酶活力; 3 L 发酵罐中的适宜发酵

条件为: 搅拌速度 300 r/ min,通气量 0. 3 L/ ( L min) ,培养温度 37 , 中性和碱性纤维素酶活力分别达到了

257. 6和 125. 6 U / mL, 显示了良好的工业应用前景。
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从废纸浆中筛选到一株芽孢杆菌( Bacil lus sp. ZU- 04) ,前期研究结果表明, 该菌能分泌内切型- -

葡聚糖酶( CM Case) ,此酶的作用范围为中性至碱性( pH 值 6. 5~ 10. 5) ,所以在制浆造纸、纤维素织物

的水洗整理[ 1]及洗涤剂工业[ 2~ 3]中具有潜在的应用价值。为了进一步优化产酶工艺, 提高发酵液中的

酶活力,作者分别在摇瓶及发酵罐条件下对芽孢杆菌产纤维素酶进行了深入研究,本文主要报道这方面

的试验结果。

1 材料与方法

1. 1 菌种

芽孢杆菌, 从废纸浆中筛选获得,为浙江大学生物工程实验室保藏菌种
[ 4]
。

1. 2 粗原料

1. 2. 1 废纸浆 由杭州新华造纸厂提供, pH 值 9~ 10, 含水量约 12% ,纤维素含量约 86%(除特别标

识外以下均为质量基数)。

1. 2. 2 木糖渣 来自河北乐亭木糖厂, 是玉米芯制取木糖后的纤维剩余物, 其化学成分为: 纤维素

62% ,半纤维素 5%,木质素 18%, 其它 15%。

1. 2. 3 豆饼粉 来自山东临沂油脂厂,为黄豆榨油工艺中的生产剩余物。

1. 3 培养基

1. 3. 1 液体种子培养基 蛋白胨 1. 0% , 酵母粉 1. 0% , 羧甲基纤维素 ( CM C) 1. 0%, NaCl 0. 5%,

KH2PO4 0. 1% ;另配Na2CO3 10% ,分开灭菌后与上述培养基成分按 19的比例混合均匀,使培养基的初

始 pH 值为 9. 5~ 10. 0。

1. 3. 2 产酶培养基 豆饼粉 2%,木糖渣 1% ,麸皮 0. 5%, NaCl 0. 5%, KH2PO4 0. 1%,培养基 pH 值为
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10. 0。根据研究需要,培养基成分的个别变动将在文中指出。

1. 4 摇瓶产酶试验

1. 4. 1 种子培养 250 mL 摇瓶中装液 30 mL, 将芽孢杆菌的斜面菌种移接到液体种子培养基中, 37

、200 r/ min下振荡培养 36~ 48 h,制成液体菌种。

1. 4. 2 产酶试验 取 2 m L 的种子液,按 1%的接种量转移到 50 mL( 250 mL 的三角瓶)液体产酶培养

基中,于 37 , 180 r/ min下振荡培养,定时取样测定发酵液中的酶活力。

1. 5 发酵罐产酶试验

采用自控式 3 L 发酵罐(美国 Cole-Parmer公司生产) ,装液量 70%, 将制备好的液体菌种按 2%的

量接入,在特定的培养条件下进行发酵试验, 定时取样测定发酵液中的酶活力。

1. 6 纤维素酶活力的测定[ 5, 6]

取 0. 5 m L 适当稀释的粗酶液,与1 mL 质量分数为 1% 的羧甲基纤维素钠( CMC-Na)溶液混合,在

50 下反应 30 min,中性纤维素酶活力测定控制反应 pH 值为 6. 7, 碱性纤维素酶活力测定控制反应

pH 值为 9. 5。用 DNS法测定反应生成的还原糖(空白试验中除酶液事先灭活外,其余条件不变)。在

上述条件下,将每小时由底物形成 1. 0 mg 还原糖所需的酶量定义为一个活力单位, 以 U/ mL 表示。

2 结果与讨论

2. 1 摇瓶产酶试验

2. 1. 1 碳源 研究了不同碳源对芽孢杆菌产纤维素酶的影响(见表 1)。结果表明: 纤维素粉为碳源时

酶活力最高,废纸浆和木糖渣次之。但纤维素粉价格较贵,用其作为碳源成本偏高; 而废纸浆和木糖渣

都是工业纤维废弃物,尤其是木糖渣, 作为木糖厂的纤维废弃物, 量大而集中,目前普遍未得到合理利

用,常常造成环境污染。选用木糖渣作为碳源生产纤维素酶可以变废为宝,大大降低生产成本, 其社会

效益和经济效益都十分明显, 所以在以下试验中均采用木糖渣为碳源。

表 1 不同碳源对芽孢杆菌产纤维素酶的影响

T able 1 Effects of carbon source on cellulase production of Bacillus sp. ZU- 04

碳 源

carbon sources

中性酶活力 / ( UmL- 1)

neut ral cellulase activities

碱性酶活力 / ( U mL- 1)

alkali cellulase act ivit ies

发酵液 pH 值

pH value of broth

1%羧甲基纤维素 CM C 49. 3 31. 7 9. 8

1%纤维素粉 cellulose pow der 69. 6 50. 4 9. 8

1%微晶纤维素 avicel 29. 8 21. 9 9. 8

1%糊精 dext rin 26. 7 17. 8 9. 5

1%废纸浆 w aste pulp 60. 1 42. 5 9. 8

1%木糖渣 xylilol product ion residue 61. 9 40. 3 9. 5

2. 1. 2 氮源 不同氮源对芽孢杆菌产纤维素酶的影响如表 2所示,试验结果表明: 豆饼粉是芽孢杆菌

合成纤维素酶的适宜氮源,这种原料价格便宜,购买方便,产酶效果良好,同时添加少量麸皮对纤维素酶

合成的促进作用更为明显。

表 2 不同氮源对芽孢杆菌产纤维素酶的影响

T able 2 Effects of nitrogen source on cellulase production of Bacillus sp. ZU- 04

氮 源

nitrogen source
中性酶活力/ ( U mL- 1)

neut ral cellulase act ivities

碱性酶活力/ ( UmL- 1)

alkali cellulase act ivit ies

发酵液 pH 值

pH value of broth

1%蛋白胨 peptone+ 1%酵母粉 yeast ext ract 53. 6 29. 6 9. 8

1%蛋白胨 peptone+ 1%豆饼粉 bean cake 49. 7 30. 8 9. 8

1%酵母粉 yeast ext ract+ 1%豆饼粉 bean cake 57. 3 35. 3 9. 8

2%豆饼粉 bean cake 66. 4 40. 8 9. 5

2%豆饼粉 bean cake+ 0. 5%麸皮 w heat bran 81. 5 49. 5 9. 5

2. 1. 3 营养盐 研究了 Na
+

, K
+
质量用量对芽孢杆菌产酶的影响(见表 3)。结果表明: NaCl和

KH2PO4对纤维素酶的合成均有重要作用,缺少任何一种都会对产酶造成明显影响。在本实验条件下,
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KH2PO4的质量分数以 0. 1%为宜,进一步提高其质量分数对纤维素酶的合成无明显作用。NaCl的质

量用量可采用0. 5% ~ 1. 0%, 进一步增加用量反而对产酶不利。

表 3 不同营养盐质量分数对芽孢杆菌产纤维素酶的影响

T able 3 Effects of nutr ient salt mass par ts on cellulase production of Bacillus sp. ZU- 04

营养盐

nutrient salt

中性酶活力/ (U mL- 1)

neut ral cellulase act ivit ies

碱性酶活力/ ( U mL- 1)

alkali cellulase act ivit ies

发酵液 pH 值

pH value of broth

0. 1% KH2PO 4 22. 6 11. 4 9. 5

0. 5% NaCl+ 0. 1% KH2PO 4 96. 9 60. 8 9. 5

1. 0% NaCl+ 0. 1% KH2PO 4 94. 7 63. 5 9. 5

1. 5% NaCl+ 0. 1% KH2PO 4 68. 2 41. 6 9. 5

0. 5% NaCl 32. 1 15. 8 9. 5

0. 5% NaCl+ 0. 2% KH2PO 4 101. 5 59. 5 9. 5

0. 5% NaCl+ 0. 5% KH2PO 4 98. 2 61. 3 9. 5

表 4 培养液的初始 pH值对芽孢杆菌产纤维素酶的影响

T able 4 Effects of initial pH value on cellulase pr oduction

of Bacillus sp. ZU- 04

培养液的初始 pH 值

initial pH value of broth

中性酶活力/ ( U mL- 1)

neut ral cellulase activit ies

碱性酶活力/ ( UmL- 1)

alkali cellulase act ivit ies

6. 5 63. 2 31. 3

7. 0 79. 6 41. 8

8. 0 88. 5 43. 5

9. 0 118. 1 60. 3

10. 0 115. 2 65. 2

11. 0 92. 8 55. 7

2. 1. 4 培养液的初始 pH 值 对芽孢杆

菌在不同初始 pH 值( 6. 0~ 11. 0)条件下

的生长和产酶情况进行了研究(见表 4)。

结果表明: 该菌在 pH 值 6. 0~ 8. 0环境

下,生长较慢,产酶能力较低;而在 pH 值

9. 0~ 11. 0的条件下, 生长良好, 纤维素

酶活力较高, 故确定培养液的适宜初始

pH 值为 10. 0。

2. 1. 5 培养温度 芽孢杆菌在不同温度

下的产酶结果表明: 该菌的最适温度为

37 ,当温度在 35 以下和 39 以上时,酶活力明显下降(见图 1)。

图 1 培养温度对芽孢杆菌产纤维素酶的影响

Fig . 1 Effects of culture temperature on cellulase

product ion of Bacillus sp. ZU- 04

中性纤维素酶活力 neut ral cellulase activit ies( pH 6. 7) ;

碱性纤维素酶活力 alkali cellulase act ivities( pH 9. 5)

2. 2 发酵罐产酶试验

2. 2. 1 搅拌速度对纤维素酶合成的影响 在通气量为

0. 2 L/ ( Lm in)的条件下, 分别采用 100, 200, 300 和 400

r/ min的搅拌速度进行产酶试验, 培养 8 h 后定时取样, 镜

检观察菌体生长状况, 并测定发酵液中的酶活力。结果表

明(图 2, 图 3) : 在本实验条件下, 搅拌速度以 300 r/ min为

宜,产酶高峰期在 28 h左右出现, 中性纤维素酶和碱性纤

维素酶活力分别为 216. 8 和 117. 2 U/ mL。降低搅拌速

度,将由于溶氧不足而导致菌体生长变慢,产酶的高峰期延

后及酶活力下降。100 r/ min时中性和碱性酶活力的峰值

拖后至 36 h 左右出现, 且最大酶活力比 300 r/ min时分别

下降了 12. 1% 和 20. 7%。另一方面, 当搅拌速度提高到

400 r/ min,虽然酶活力的峰值提前至 24 h出现,但中性和

碱性酶的最大活力却比 300 r/ min时分别下降 8. 9%和 16. 3% ,这是由于高的搅拌速度会引起酶蛋白

的变性失活;同时在高速搅拌情况下,发酵罐中的泡沫增多,对纤维素酶的合成也不利。

2. 2. 2 通气量对纤维素酶合成的影响 固定搅拌速度为 300 r/ min,将通气量由原来的 0. 2 L/ ( L min)

分别增大为 0. 3 L/ ( Lm in)和 0. 4 L/ ( Lmin)进行产酶试验,结果表明(图 2,图 3) : 通气量增大到 0. 3 L/

( Lmin)后,菌体生长更快更旺盛,产酶高峰期也有所提前,大约在 24 h 左右出现, 中性和碱性纤维素酶

活力均显著提高,分别为 257. 6和 125. 6 U/ m L, 44 h后酶活力开始缓慢下降。当通气量继续增大到 0.

4 L/ ( L min)时,菌体生长和产酶状况均无明显改善,但发酵罐中泡沫很多。所以综合考虑, 通气量还是
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以 0. 3 L/ ( Lm in)较为合适。

由图 2和图 3可以看出, 对于芽孢杆菌, 在本实验条件下,降低搅拌速度和减小通气量,都会延缓产

酶进程,降低酶活力,说明该菌对氧气的需求较高。但是另一方面,搅拌速度和通气量加大,酶的失活现

象也逐渐严重, 酶活力下降加速,在实际生产中,掌握这一特点尤为重要。

图 2 搅拌速度对纤维素酶形成的影响[ 0. 2 L/ ( Lmin) ]

F ig. 2 Effects of stirring speed on cellulase production

(A)中性纤维素酶的形成过程 t ime cours e of neut ral cellulase product ion

( B)碱性纤维素酶的形成过程 time course of alkali cellulase product ion

100 r/ min; 200 r/ min; 300 r/ min; 400 r/m in

图 3 通气量对纤维素酶形成的影响( 300 r/ min)

F ig. 3 Effects of aeration on cellulase production

(A)中性纤维素酶的形成过程 t ime course of neut ral cellulase product ion

( B)碱性纤维素酶的形成过程 time course of alkali cellulase product ion

0. 2 L/ ( Lm in) ; 0. 3 L/ ( L min) ; 0. 4 L/ ( Lmin)

3 结论

3. 1 木糖渣是用作芽孢杆菌合成纤维素酶的适宜碳源,具有成本低廉,酶活力高等优点。

3. 2 质量分数为 2%的豆饼粉是合成纤维素酶的适宜氮源,同时添加少量麸皮可明显提高发酵液中的

纤维素酶活力。

3. 3 营养盐 NaCl和 KH 2PO4对纤维素酶的合成具有重要作用,其适宜质量用量分别为 0. 5%~ 1. 0%

和 0. 1%。

3. 4 芽孢杆菌生长和产酶的适宜 pH 值为 10. 0, 适宜温度为 37 。

3. 5 搅拌速度和通气量是影响纤维素酶合成的重要因子, 在 3 L 发酵罐中,适宜发酵条件为:搅拌速度

300 r/ min,通气量 0. 3 L/ ( Lmin)。中性和碱性纤维素酶活力分别可达到 257. 6和 125. 6 U/ mL,显示

了良好的工业应用前景。
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ST U DIES ON CELLULASE PRODUCT ION BY BACILL US SP. ZU- 04

SH EN Xue-liang , XIA L-i m ing

(Department of Bioengineer ing and Chemical Engineer ing, Zhej iang University , H angz hou 310027, China )

Abstract: Cellulase production was studied using a bacterial str ain( Bacillus sp. ZU- 04) scr eened at our laboratory. Cellulase

activity could be detected from pH value 6. 5 to 10. 5. Cor n corb residue from x ylose industry was the suitable carbon source, and

bean cake was the suitable nitrogen sour ce for the strain. NaCl and K H2 P O4 were important to cellulase production, and their

optimal mass parts were 0. 5%- 1. 0% and 0. 1% , respectively. Cellulase activit y could be improv ed by addition of wheat bran.

O ptimal culture condit ions in a 3 L fermenter w ere: stirring speed 300 r / min, aeration 0. 3 L/ ( L min) , and culture temper ature

37 . N eutral and alkali cellulase activities detected from the fermentation broth were 257. 6 U/ mL and 125. 6 U / mL, respective-

ly. T he enzy me had a good application potential.

Key words:cellulase; bacter ial fermentat ion; corn co rb residue
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析测试等新成果,并选登部分译文。可供从事化工及应用化工产品的科技人员、技术工人和管理干部参考。该刊为季

刊,全年 4 期,收订费 30. 00元, 需订购者请按订阅单填写订阅份数、单位名称和详细地址, 连同汇款,由邮局汇寄,并请

注明订阅 杭州化工 及收件人详细地址。联系地址: 310014 浙江省杭州市湖墅石灰坝 7 号 杭州化工 编辑部, 联系

人:陈根荣; 电话(传真) : ( 0571) 88315561, E- mail: paper chemj@ mail. hz. zj. cn
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