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组成型纤维素酶高产菌的筛选及产酶条件优化

许婧， 欧阳嘉， 何冰芳。
(南京工业大学制药与生命科学学院，江苏南京210009)

摘要：从富含植物纤维素的土样中筛选得到一株组成型纤维素酶产生茵LC-9，结合Biolog微生

物自动鉴定仪和16S rDNA序列分析，该菌株鉴定为Bacillus subtilis。通过发酵与产酶条件优

化，确定了菌株最佳培养条件。在优化条件下发酵35 h后，内切纤维素酶活力可达l 301．4

U／mI。，木聚糖酶活力可达289．2 U／mL。该菌株产酶发酵周期短，无需纤维素类物质的诱导，推

测为一株新型组成型多功能纤维素酶高产菌株。
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Screening of an Efficient Constitutive-Producting Strain and

Fermentation Optimization for Cellulase Production

XU Jing，OUYANG Jia，HE Bing—fang’

(College of Life Science and Pharmaceutical Engineering，Nanjing University of Technology，Nanjing 210009，China)

Abstract：An efficient strain LC-9 secreting was newly isolated from the soil．On the basis of the

result of taxonomic studies including the analysis of Biolog Identification System and 1 6S rDNA

sequence analysis，LC一9 was identified as Bacillus subtilis．、According to the effect of various

substance on the cell growth and activity of cellulase，the components of optimized medium and

fermentation conditions were confirmed．Under optimized conditions。l 301．4 U／mL of CMCase

and 289．2 U／mL of Xylanase in cultured supernatant were obtained after 35 h fermentation．

Without cellulose or xylan inducers were used during cellulase production．
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conditions

纤维素占植物干重的35％～50％，是地球上分

布最广、含量最丰富的碳水化合物，因此纤维素的

降解和利用等关键问题的研究得到了高度重视。

目前对于纤维素的生物降解研究主要集中在真菌

和部分细菌。真菌所产纤维素酶多为胞外酶，产酶

效率高、酶系结构完整、都是复合酶，且常为诱导
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酶r1-43。细菌所产纤维素酶多为胞内酶或吸附在菌

壁上[1巧]，通常也为诱导酶[6]，野生菌株酶活普遍较

低[7。8]，纤维素酶成分单一。通过对野生菌株进行

诱变，可较大幅度地提高纤维素酶活力p]。细菌所

产纤维素酶也多属诱导酶。90年代日本花王公司

报道了一株组成型纤维素高产野生菌株Alkalo—

philic bacillus KSM一635，该菌株在木聚糖的诱导

下酶活较高。国内近几年所报道的高产纤维素酶

菌株都需要添加纤维素类诱导物，如嗜碱菌株ZU—

04u1|，在CMC诱导后酶活可达5．37 IU／mL。纤

维素及纤维素酶的广泛应用需要开发更有效的纤

维素酶产生菌，尤其是多功能纤维素酶、组成型纤

维素酶及高产纤维素酶产生菌株的研究和开发具

有较高的理论和实际应用价值。

作者从富含植物纤维素的土样中筛选到一株

组成型纤维素酶产生菌，该菌株产内切葡聚糖酶

(又称内切纤维素酶，或CMCase；endo一1，4-glu—

canase，EC 3．2．1．4)和木聚糖酶(Xylanase，

EC3．2．1．8)。优化了菌株的生长和产酶条件。研

究表明，该菌具有高效分泌组成型纤维素酶的．能

力，发酵周期短，具有较大的开发潜力。

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 土样采集 富含植物纤维素的土样136

份。

1．1．2培养基

1)羧甲基纤维素培养基(g／L)：KH。PO。1．0，

MgS04·7H。O 0．5，NH。CI 1．0，酵母膏0．5，玉米

浆1．o mI。／L，羧甲基纤维素钠(CMC—Na)5．0；

NaOH调节pH值至7．0。

2)发酵基础培养基(g／L)：KHz PO。1．0，Mg-

SO。·7H。O 0．5，酵母膏(国产)5．0，蛋白胨(国产)

10．0，NaOH调节pH至7．0。固体培养基中添加2

g／dL琼脂粉。

3)诱导培养基：发酵基础培养基中添加5．0

g／L羧甲基纤维素钠(CMC—Na)。

1．1．3 主要试剂 木聚糖Xylan(from Birch

Wood)为sigma公司产品；羧甲基纤维素钠

CMC—Na(粘度600～800 mPa·s)和3，5一二硝基水

杨酸(DNS)为上海国药集团产品，其他试剂为市售

国产分析纯。

1．2实验方法

1．2．1 纤维素酶产生菌的富集培养与分离 将各

种富含植物纤维素的土壤加入到羧甲基纤维素培

养基中进行富集培养(30℃，180 r／rain)，3--5 d后

转接，在相同的培养基中共转接3次，对富集培养

后的菌液进行梯度稀释(105～107倍)。取100弘L

稀释液涂平板，培养后进行单菌落分离和验证。

1．2．2 刚果红平板快速筛选法 用自制打孔器

(直径约7 mm)在固体平板上打孑L，加入等量候选

菌株的培养液，以1 mg／mL饲料级纤维素酶作阳性

对照。30℃培养箱中静置约2～3 h，用0。1 g／dL的刚

果红溶液染色1 h，再用1 mol／l。的NaCl溶液洗脱，具

有一定纤维素酶活力的将出现明显的透明圈[12]。

1．2．3纤维素酶及木聚糖酶活力测定

1)内切纤维素酶(CMCase)活力的测定[1引：取

1 g／dL的羧甲基纤维素钠1．0 mL作为底物，加入

0．5 mL适当稀释的纤维素酶溶液，在特定条件下

反应30 rain，用DNS法f1 4]测定还原糖，以每分钟产

生1肛g的葡萄糖所需要的酶量定义为一个酶活

单位(U)。

2)木聚糖酶(Xylanase)活力的测定n5|：采用1

g／dL桦树木聚糖作为底物，具体操作方法及酶活计

算方法同内切纤维素酶。

1．2．4 菌体生物量 以640 am波长处的吸光值

表示生物量。

1．2．5 菌株LC～9的种属鉴定

1)Biolog菌种鉴定：根据革兰氏染色结果及简

单生理生化性质，选定相应的Biolog鉴定板，根据

菌株对95种有机物的代谢情况进行分析鉴定，具

体操作见文献[1 6]。

2)16S rDNA序列测定和分析：采用细菌16S

rDNA的通用引物F(27f)和R(1492r)，扩增候选菌

株的16S rDNA并连接到T载体上，由上海英俊生

物技术公司测序。候选菌16S rDNA序列登录

GenBank(http：}7啊ww．ncbi．nlm．nih．gov)，越

用BI。AST程序进行同源性分析。

1．2．6培养条件 经预实验初步确定菌株I，C一9

对数生长期为8～16 h，发酵24～50 h为产酶高峰

期并且酶活稳定，因此实验中采用35℃培养12 h

作为种子液，接种体积分数为2％，35℃振荡培养

36 h，取样测定菌体的生长与产酶情况。

2结果与讨论

2．1 组成型纤维素酶高产菌的筛选及初步验证

以羧甲基纤维素钠为主要碳源，从富含纤维素

的土样中分离得到42株菌。将每株菌分别接种于
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发酵基础培养基和诱导培养基中培养36 h后，取发

酵液进行刚果红平板的快速筛选，得到一株在两种

培养基中培养均能产生明显透明圈的菌株，将其命

名为LC一9。菌株I．C-9在添加诱导剂和未添加诱导

剂的培养液中都有较强的纤维素酶活力，内切纤维

素酶活力分别为25．02 U／mL和22．32 U／mI．，并

且都体现一定的木聚糖酶活力。将菌株I．C一9的发

酵液、发酵上清液、菌泥悬浊液分别进行酶反应，结

果表明该菌株所产纤维素酶为分泌型胞外酶。

2．2菌株LC-9的鉴定

菌株LC一9在固体培养基上菌落呈白色，产芽

孢，革兰氏阳性，为好氧菌。经Biolog微生物鉴定

系统分析，菌株LC一9为Bacillus subtilis，分析结果

SIM值为0．95，具有较高的可信度。通过菌株LC-

9的16S rDNA序列测定并递交GeneBank(登录

号：EU022584)，采用BI。AST分析，表明该菌的

16S rDNA与GenBank中Bacillus subtilis的序列

同源性高达99．7％，与Biolog的生理生化性能鉴

定结果一致，因此将该菌株命名为Bacillus subtilis

LC-9。

2．3菌株LC-9生长与产酶条件优化

2．3．1培养温度及培养基初始pH值对茵株生长

及产酶的影响 考察温度(见图1)及培养基初始

pH值(图2)对菌株I。C一9生长与产酶的影响。该菌

株最适生长和产酶温度均为35℃；最佳培养基初始

pH为5～5．5。35 h发酵培养后CMCase活力可达

107．5 U／mI。，Xylanase活力可达23．9 U／mL。

l内切纤维素酶／(U／mL)口木聚糖酶／(U／mL)
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图1 培养温度对菌株LC-9生长和产酶的影响

F嘻l The effect of temperature on。the growth and ell-

zyme activity of the strain LC-9

2．3．2碳源及纤维素类诱导剂对产酶的影响 通

常碳源特别是一些纤维素类或木聚糖类的碳源对

微生物产酶有显著的诱导作用m-1 8|。作者在发酵

基础培养基中添加5 g／L不同的单糖、纤维素类聚

糖及天然纤维素等碳源，考察对菌株产酶的影响。

一_一内切纤维素酶／(u，mL)

0
曼
邑
＼

lig
鞋
鬟
懈
蛾
虫
B
霞

_▲一木聚糖酶／(U／mL)

24
．目
＼20

．、16
蜒
溢12

。冀s
。羹4
．0

图2培养基起始pH值对菌株LG-9生长和产酶的影

响

Fig．2 The effect of initial pH of medium Oll the growth

and enzyme activity of the strain LC-9

图3表明，可溶性单糖在很大程度上促进菌株

生长和产酶，葡萄糖和蔗糖显著促进菌体生长，其

中蔗糖为最佳碳源，CMCase活力可达到407．55

U／mI。，Xylanase活力达90。57 U／mL，均比对照提

高了4倍左右。该菌株在各种碳源的诱导作用下，

内切纤维素酶和木聚糖酶变化趋势基本一致，推测

所产酶可能是多功能酶。实验中纤维素类或木聚

糖类碳源的添加并未显著提高酶活，表明该菌株产

纤维素酶无需诱导，为组成型纤维素酶生产菌。

2．3．3 氮源对茵株I，C一9生长与产酶的影响 去

除发酵培养基中的氮源并添加5 g／L蔗糖为碳源的

培养基为对照，进一步考察氮源对菌株产纤维素酶

的影响(见图4)。玉米浆明显地促进了菌体的生

长，同时显著提高了酶活，35 h发酵后CMCase活

力可达559．2 U／mI。，Xylanase活力可达124．3 u／

mL；蛋白胨对产酶也有显著的促进作用而对生长影

响较小，因此选用玉米浆和蛋白胨进行复合氮源优

化。木聚糖酶酶活与内切纤维素酶趋势一致，为减

少检测次数，在正交实验中只考察CMCase活力的

变化。

玉米浆与蛋白胨的两因素三水平正交结果见

表1，统计分析的最佳方案和实验测定结果一致，30

mI。／L玉米浆和15 g／I。蛋白胨为最佳优化配方，，可

以明显促进菌株生长和产酶，CMCase酶活力达到

763．2 U／mL，同时Xylanase酶活力达到172．6

U／mL。
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2．4菌株LC-9摇瓶发酵过程及产酶曲线

根据上述实验结果，对无机盐等发酵条件进行

微调，确定优化培养基成分为(g／l，)：KHz POt 3．0，

MgSO。·7H20 0．3，蔗糖5．0，蛋白胨15．0；玉米

浆30 mL／L，初始pH 5～5．5；250 mL摇瓶装液量

为50 ml。，转速为200 r／min。在优化培养条件下，

^
暑
凸
o
V

栅
雾
酬

菌株生长和产酶曲线见图5。与优化前相比，菌体

生长对数期延长，最佳产酶时间为35 h，酶活比优

化前提高了40多倍，CMCase活力可达1 301．4U／

mL，Xylanase活力可达289．2 U／mL。该菌株生长

和产酶曲线呈现相同趋势，体现了组成型纤维素酶

产生菌的特征。

一
目

。
鼍
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*

时间／h

图5优化后菌株LC-9生长及产酶曲线

F逛．5 Growth curve and enzyme production of the strain LC-9 cultured in the optimized conditions

从发酵产酶周期来看，霉菌产纤维素酶、CM-

Case活力在3～4 d才能达到峰值¨引，细菌最高产

酶一般出现在48～72 h[7’2⋯，该野生高产菌LC-9

发酵周期仅需30 h，大大缩短了发酵周期。

与国内外细菌类纤维素酶生产菌相比，日本伊

藤进n明报道的Alkalophilic bacillus KSM-635在

无诱导剂存在时，发酵液中碱性纤维素酶活力为

2．202 IU／mL(相当于本研究的396．4 U／mL)，在

木聚糖诱导发酵48 h后，CMCase活力达6．2 IU／

ml。(相当于本研究的1 116 U／mL)；韩学易等[2¨报

道的枯草芽孢杆菌C-36在1 g／dL CMC诱导发酵

36 h后，CMCase活力达196．33 U／mI。，所得的菌

株LC-9在无诱导剂的培养基中内切纤维素酶活力

可达1 301．4 U／mI，，木聚糖酶活力可达289．2

U／mL，显现了较突出的优势。

3 结 语

从富含植物纤维素的土样中，经过富集培养与

改进的刚果红杯碟平板筛选法快速筛选得到了一

株纤维素酶高产野生菌株LC一9，经鉴定为枯草芽孢

杆菌，命名为Bacillus subtilis LC一9。菌株LC一9最

佳生长和产酶温度为35℃，培养基最适初始pH值

为5～5．5。优化后发酵培养基最佳成分为(g／L)：

KH2P04 3．0，MgSO；·7H20 0．3，蔗糖5．0，蛋白

胨15．0；30 mL／L玉米浆；250 mL摇瓶装液量为

50 mL，转速为200 r／min。上述条件下培养35 h

后，内切葡聚糖酶酶活可达l 301．4 U／mL，木聚糖

酶活力可达289．2 U／mL，比优化前提高了40多

倍。菌株LC一9产胞外纤维素酶，产酶过程无需诱

导，各种培养条件下两种纤维素酶产酶趋势基本一

致，推测为新型的组成型多功能纤维素酶．高产菌，

具有进一步的开发潜力。
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