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壳聚糖酶生产菌的产酶工艺条件研究

李和生, 裘迪红, 吴汉民, 王鸿飞, 孙玉喜
(宁波大学生命科学与生物工程学院,宁波 315211)

摘　要: 壳聚糖是自然界中唯一一种带阳离子的能生物降解的高分子材料,已广泛应用于农业、医药、食品等领域。其降解

产物甲壳低聚糖具有比壳聚糖更好的溶解性和生理活性,采用酶法降解具有反应条件易于控制、产物安全性高和环境污染

少等独特的优越性,因此,筛选壳聚糖降解酶的方法和条件有重要意义。对壳聚糖酶生产菌所产壳聚糖酶的培养条件进行

了初步研究,并对测定壳聚糖酶酶活力的DN S法进行了研究。结果表明,DN S法的最大吸收波长在 495 nm。该实验所用菌

种产壳聚糖酶的培养条件以培养时间为 60 h,初始 pH 值为 5. 0,装液量为 50 mL 比较适宜。
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0　引　言

壳聚糖是甲壳素的脱乙酰化产物,是存在于自然界

中唯一一种带阳离子的能生物降解的高分子材料,在自

然界中储量丰富。其具有安全、无毒、成膜、抑菌、可食

用、可降解等多种特性,且具有提高人体免疫力、促进伤

口愈合和降血脂、降血压等独特的生理活性而备受关

注[ 1 ]。已被广泛应用于农业、医药、食品、饲料、环保等多

个领域。近年来,壳聚糖在果蔬保鲜方面的开发应用受

到高度重视,在猕猴桃、番茄、苹果和桃、草莓、辣椒和黄

瓜等果蔬上已得到应用[ 2, 3 ] ,可一定程度上延缓果实衰

老,减少腐烂,保持果蔬品质,延长果蔬的贮藏寿命。

然而,一般甲壳素脱乙酰化制得的壳聚糖分子量很

大,并有紧密的晶体结构,溶解性能差,只能在某些酸性

介质中溶解,使壳聚糖的应用受到极大限制;此外,分子

量对壳聚糖的性质有很大影响,不同分子量的壳聚糖性

质差异很大,有时甚至表现出截然相反的特性。甲壳低

聚糖是壳聚糖降解的产物,具有较低的分子量,良好的

水溶性。壳聚糖的许多独特功能只有在分子量降解到一

定程度时才表现出来,如抗肿瘤作用、增殖人体肠道双

歧杆菌作用、抗菌抑菌作用等等[ 4, 5 ]。在农业上,壳聚糖

的降解产物甲壳低聚糖可作为植物功能调节剂,调节植

物抗性基团的关闭与开放,激活植物的防御反应,起动

抗病基因的表达[ 6- 8 ]。因此,选择适当的方法对壳聚糖

进行降解就显得尤为重要[ 9, 10 ]。

目前,降解壳聚糖的方法主要有化学降解法和酶降

解法两种[ 11, 12 ]。采用化学法降解产物得率低,反应过程

较难控制,分离困难,对环境污染严重;而酶降解法以其

降解过程容易控制、反应条件温和以及对环境污染小、

产物安全性好等优点已引起人们的关注[ 13 ]。几种专一

性和非专一酶在壳聚糖或甲壳素的生物降解中已有一

些研究尝试[ 14- 16 ] ,取得了阶段性结果,但是与理想的结

果相比还有一定的差距,所以筛选合适的壳聚糖降解酶

就成为酶法降解壳聚糖、高效利用壳聚糖的关键点。本

文试图对壳聚糖酶生产菌产酶条件进行一些初步的研

究,并对DN S 法测定壳聚糖酶活力的一些条件进行研

究,为酶法制备甲壳低聚糖奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　菌种

采用壳聚糖酶生产菌,为本校食品科学与工程研究

所保藏,保存在 PDA 斜面上。

1. 2　主要材料和试剂

壳聚糖:脱乙酰度为 90. 46% ,灰分 0. 81% ,由本校

食品科学与工程研究所提供。

DN S 试剂: 称取 5 g 3, 52二硝基水杨酸,溶于蒸馏

水中, 加入 10 g N aOH , 100 g 酒石酸钾钠, 加蒸馏水

250 mL ,升温溶解后,加入苯酚 1 g,无水亚硫酸钠 0. 25

g,加热搅拌,待全溶后,定容至 500 mL ,贮于棕色瓶中,

室温保藏 7 d 后使用。

柠檬酸缓冲液: pH 4. 8—0. 1M 柠檬酸 507mL +

0. 2M 磷酸氢二钠 493 mL ; pH 4. 6—0. 1M 柠檬酸

532. 5mL + 0. 2M 磷酸氢二钠 467. 5 mL。

醋酸缓冲液: 取无水N aA c 83 g,冰醋酸 60 mL ,定

容到 1000 mL , pH 为 4. 66。

1%壳聚糖溶液: 称取壳聚糖 1. 00 g, 用 pH 4. 66

醋酸缓冲液定容至 100 mL。

盐酸氨基葡萄糖 (B. R. ) ,中国医药集团上海化学

试剂公司。

除 3, 52二硝基水杨酸 (C. P. ) , 蛋白胨 (B. R. ) , 吐

温 80 (C. P. ) ,麦芽糖 (B. R. )外; (N H 4) 2SO 4, KH 2PO 4,

M gSO 4·7H 2O , FeSO 4·7H 2O , ZnSO 4·7H 2O , 尿素,

CaC l2,M nSO 4·H 2O , CoC l2·5H 2O , N aOH ,苯酚,酒石

酸钾钠,蔗糖,葡萄糖,乳糖等其它试剂均为A R 级。

1. 3　培养基

PDA 培养基 (göL ) :马铃薯 10 g,葡萄糖 10 g,蛋白

胨 10 g,牛肉膏 5 g, N aC l 5 g,琼脂 20 g,水 1000 mL ,
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pH 自然。马铃薯去皮后,切碎煮沸 30 m in,然后用纱布

过滤,再加入葡萄糖及琼脂,溶化后补足水至 1000 mL。

生 长 培 养 基 ( göL ) : 葡 萄 糖 10, 蛋 白 胨 1,

(N H 4 ) 2SO 4 1. 4, 尿 素 0. 3, KH 2PO 4 2. 0, CaC l2 0. 4,

M gSO 4·7H 2O 0. 3, 吐温 80 1. 0, 微量元素 1 mL , pH

值用柠檬酸缓冲液调至 4. 8。

微量元素 (göL ) : FeSO 4·7H 2O 5. 0,M nSO 4·H 2O

1. 6, ZnSO 4·7H 2O 1. 4, CoC l2·5H 2O 3. 7。

产酶培养基 (göL ) : KH 2PO 42. 0, CaC l2 0. 4,M gSO 4

·7H 2O 0. 3, 吐温 80 1～ 2, 微量元素 1 mL , pH 用 1

m o löL 醋酸缓冲液调节至 4. 8。

以上培养基都在 121℃下灭菌 30 m in。

1. 4　主要仪器

低速大容量离心机, DL 25, 上海安亭科学仪器厂;

电热鼓风干燥箱, CS10121AB ,重庆银河试验仪器有限

公司; 自动电位滴定仪, ZD 22, 上海精密科学仪器有限

公司; 恒温恒湿培养箱, L RH 21902S, 广东省医疗机械

厂; 气浴恒温振荡器, TH Z282B , 江苏省金坛市医疗仪

器厂; 可见分光光度计, 722,上海精密科学仪器有限公

司; 电子天平, AB 1042N 型,梅特勒2托利多仪器 (上海)

有限公司; 电热手提式压力蒸汽消毒器, YXQ. SG41.

280,宁波医疗器械厂; 电热恒温水浴锅, D K2S24,上海

精密实验设备有限公司。

1. 5　实验方法

1. 5. 1　菌种保存

保存在 PDA 斜面上。每月转接一次, 30℃培养 7

d,再放入冰箱 4℃保存。

1. 5. 2　菌种的扩大培养

将斜面菌种制成孢子悬液 (柠檬酸缓冲液) ,再接入

250 mL 锥型瓶中 (生长培养基) , 28℃摇床培养 (180

röm in) 60 h,然后转入产酶培养基。

1. 5. 3　壳聚糖酶活力的测定

采用DN S法。取 5 mL 发酵液,离心后取上清液 2

mL (粗酶液)与 2 mL 1%的壳聚糖溶液混合, 30℃下保

温 30 m in,用 5 m o löL 的N aOH 溶液调节pH 值至8. 0,

离心去除絮状沉淀。取上清夜 1 mL 于 25 mL 比色管

中,加水 1 mL、DN S 试剂 1. 5 mL ,混匀后,在沸水中反

应 5 m in,立即冷却后定容至 25 mL , 在最大吸收波长

下,测其吸光度值。同时配制标准曲线,从标准曲线上查

出酶液的氨基葡萄糖含量,计算在各种培养条件下该壳

聚糖酶的酶活力。

在 30℃下,水解壳聚糖每分钟产生 1 Λm o l氨基葡

萄糖的还原糖所需的酶量为一个壳聚糖酶活力单位

(U )。

2　结果与讨论

2. 1　DN S法测定还原糖含量的条件确定

2. 1. 1　最大吸收波长的确定

由于DN S 法测定还原糖所采用的波长有各种报

道[ 17 ] , 如 490、520、540、550 nm。各波长下, DN S法

的灵敏度有较大差异。且一般文献中DN S法测还原糖

量时, 用葡萄糖做标准曲线, 而壳聚糖水解的最终产物

为氨基葡萄糖。因此, 分别测量了葡萄糖和氨基葡萄糖

在不同波长下的吸光度, 测得结果如图 1。由图 1可知,

具有还原性的葡萄糖和氨基葡萄糖在 470～ 610 nm 范

围内均在 495 nm 处产生最大吸收峰。因此, 两者将 3,

52二硝基水杨酸 (DN S) 还原为棕红色的显色基团是相

同的,但氨基葡萄糖与DN S反应的灵敏度高于葡萄糖。

选择在吸收波长较高的位于 495 nm 左右的 500 nm 作

为测量用的吸收波长。在 500 nm 处测定, 方法的灵敏

度高且稳定。其它文献中选在 520、540、550 nm 测定,

与最大吸收峰偏离较大, 相对灵敏度较低, OD 值易波

动。因此, 选取 500 nm 作为测定波长是比较合适的。

图 1　吸收光谱

F ig. 1　A bso rp tion spectrum

2. 1. 2　标准曲线的绘制

在 500 nm 的波长下分别测定了不同氨基葡萄糖

含量与DN S 试剂反应后的溶液光密度OD 值,以糖量

为横坐标,以OD 值为纵坐标绘制曲线 (图 2)。

图 2　标准曲线

F ig. 2　Standard cu rve

对标准曲线进行了多次重复实验,其回归方程及相

关系数如表 1所示。
表 1　回归方程及相关系数表

T ab le 1　R egression equations and their coefficien ts

编号 回 归 方 程 相关系数 (R 2)

1 y = 0. 4832x - 0. 0309 0. 9912

2 y = 0. 5048x - 0. 011 0. 9978

3 y = 0. 519x - 0. 0158 0. 9978

4 y = 0. 486x - 0. 02 0. 9955

5 y = 0. 5022x - 0. 0135 0. 9911

6 y = 0. 4664x - 0. 0198 0. 9903

7 y = 0. 4986x - 0. 0249 0. 9910
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　　结果表明,标准曲线的相关系数均在 0. 99以上,经

显著性检验,吸光度与氨基葡萄糖含量高度线性相关,

说明了该方法的可靠性与稳定性。

2. 2　培养时间对产酶的影响

在产酶基础培养基中加入可溶性壳聚糖 (脱乙酰度

90. 46% ) 20 göL ,作为诱导壳聚糖酶的底物,并提供碳

源。250 mL 锥型瓶中产酶培养基的装液量为 150 mL ,

从生长培养基中取 5 mL 移入产酶培养基,与 28℃, 180

röm in 摇床中培养,每 12 h 取样测酶活力。结果如图 3

所示。

图 3　培养时间对酶活力的影响

F ig. 3　Effect of incubation tim e on enzym e activity

由图 3可知,培养初期,随着时间的延长,酶活力增

强; 60 h 以后,随着时间的延长,酶活力降低。60 h 左右

酶活力达到最大。

2. 3　培养起始 pH 值对产酶的影响

保持碳源、装液量及生长培养基中的取液量不变,

调产酶培养基的 pH 值分别为 3. 0、4. 0、5. 0、6. 0、7. 0、

8. 0。在 60 h 处分别测酶活力。结果如图 4。

图 4　pH 值对酶活力的影响

F ig. 4　Effect of pH value on enzym e activity

由图 4 可知, 产酶培养基初始 pH 值为 4. 0～ 6. 0

左右时酶活力较高。偏酸偏碱都将抑制酶活力,在 pH

值大于 6. 0时酶活力下降明显。所以宜选用酶活力为最

高的 pH 5. 0为产酶的最佳 pH 值。

2. 4　培养基装液量对产酶的影响

保持碳源不变, 将产酶培养基的 pH 值调至 pH

5. 0处, 分别在 250 mL 锥型瓶中装入 25、50、75、100、

125 mL 的产酶培养基, 然后按比例分别接入 2. 5、5、

7. 5、10、12. 5 mL 的生长培养基以保持各产酶培养基中

菌种浓度相同。在 60 h 处分别测酶活力。结果如图 5。

由图 5可知,装液量越小,酶活力越高。本研究的霉

为好氧性微生物,而装液量影响菌种与氧气接触的充分

性。装液量越少,则菌与氧气的接触越充分。实验证明

随着装液量的增大,酶活力减小。因为实验中选取摇床

的转速为 180 röm in,转速快,也使与通氧量增大。这使

得装液量成为并不唯一决定通氧量的因素,所以造成在

25 mL 到 100 mL 的范围内,装液量对酶活力的影响并

不明显。但在装液量为 125 mL 处,酶活力有明显的下

降。兼顾锥形瓶容积的利用率和产酶能力两个因素,选

定将 50 mL 作为优化后的装液量。

图 5　培养基量对酶活力的影响

F ig. 5　Effect of m edium vo lum e on enzym e activity

3　结　论

本实验研究了用来测定还原糖含量以确定酶活力

的DN S法,包括测量波长的确定和标准曲线的绘制。也

初步研究了培养时间,培养基初始 pH 值,装液量等培

养条件对壳聚糖酶生产菌产酶能力的影响。结果表明,

DN S 与氨基葡萄糖和葡萄糖反应后均在 495 nm 处有

最大吸收,但氨基葡萄糖的灵敏度更高。因此, 在 495

nm 左右测定, DN S 法的灵敏度和稳定性较高,溶液颜

色的深浅 (OD 值)与氨基葡萄糖的含量呈极显著线性

正相关,相关系数大于 0. 99。实验所用菌种的最佳产酶

条件为产酶时间 60 h,产酶培养基初始pH 值 5. 0,装液

量 50 mL。
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Pr imary study on technolog ica l cond ition s
for ch itosanase-produc ing m icroorgan ism

L i He she ng , Q iu D ihong , W u Ha nm in, W a ng Hongfe i, S un Yux i

( Institu te of L if e S cience and B ioeng ineering , N ing bo U niversity , N ing bo, Z hej iang 315211, Ch ina)

Abstract: Ch ito san is a h igh po lym er and a ca t ion ex ists on ly in na tu re, w h ich can be b io log ica lly degraded and

app lied in the field of agricu ltu re, m edicine and food, etc. L ow w eigh t m o lecu lar of ch ito san has bet ter so lub ility

and physio log ica l funct ion s than ch ito san. T he enzym ic hydro lysis has som e advan tages of easy2con tro llab le

react ion, h igh secu rity of p roducts and less environm en ta l po llu t ion. T hu s, the m ethod and condit ion s fo r

enzym ic hydro lysis of ch ito sn are im po rtan t. T h is paper dea ls w ith the incubat ion condit ion s fo r ch ito sanase

p roducing m icroo rgan ism basica lly and DN S m ethod fo r m easu ring enzym e act ivity of ch ito sanase. T he resu lts

show ed tha t the m ax im um ab so rp t ion w avelength of DN S m ethod w as 495 nm. T he op t im um incubat ion

condit ion s fo r p roducing ch ito sanase w ere 60 h of the incubat ion t im e, 4. 5 of the in it ia l pH value and 50 mL of

m edium vo lum e.

Key words: ch ito san; enzym ic hydro lysis; techno log ica l condit ion; incubat ion
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