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螺旋纤维床固定化生物反应器同时产酶降解壳聚糖的研究
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摘 要 采用多孔聚酯泡沫固定里氏木霉，在鼓泡柱固定化反应器中同时产酶降解壳聚糖。结果表明通过控制降

解时间可以得到不同平均聚合度的降解产物。在$13，45671，通气量#889条件下，利用固定化反应器，在#%:内

连续进行!%批同时产酶降解试验，结果发现壳聚糖酶活力和壳聚糖降解率能保持稳定。每批产生的壳聚糖酶活

力平均达到%7!&;／9<以上，壳聚糖平均降解率为2#=。
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近年来由几丁质和壳聚糖降解而形成的甲壳寡

糖具有抗细菌［$］、抗真菌［#］、抗肿瘤［6］以及免疫激

活［&］等一系列重要的生理作用，已日益引起人们的

重视。壳聚寡糖可以通过酸水解或酶降解的方法得

到。酸水解［"］由于得率低、产物分离困难以及环境

污染等问题，其应用受到限制。酶法降解通常包括

壳聚糖酶的生产及壳聚糖降解两个主要过程。由于

各自在不同反应条件下进行，总的生产周期较长，设

备投资大，成本较高。

本工作我们将壳聚糖酶的生产和壳聚糖的降解

耦合在固定化反应器中同时进行，并考察了该反应

器长期运行的稳定性。

! 材料和方法

!"! 菌株

里氏木霉（3*#0"(4%*5+*%%&%#），本实验室保藏，

保存在@A?斜面上。

!"# 培养基

生长 培 养 基（B／<）：葡 萄 糖!%，蛋 白 胨!，

（+56）$CD6!76，尿 素%7#，E5$@D6$7%，F-F)$·

$5$D%76，,BCD6·25$D%7#，吐温1%!7%，微量元

素!9<。45用!9()／<柠檬酸缓冲液调至671。微

量元素（B／<）：GHCD6·25$D&7%，,ICD6·5$D!7"，

JICD6·25$D!76，F(F)$·"5$D#72。

营养限制培养基：可溶性壳聚糖［2］（脱乙酰度

1172=）$%，E5$@D6$7%，F-F)$·$5$D%76，,BCD6·

25$D%7#，吐温1%!!$，微 量 元 素!9<，45用

!9()／<醋酸缓冲液调至671。

以上培养基都在!$!3下灭菌#%9KI。

!"$ 固定化反应器

本试验所用固定化反应器如图!所示，为带有

恒温水夹套的玻璃柱反应器（"!%%99L"&%99），

将17"B多孔聚酯泡沫（厚&99，空隙率大于/%=）

用不锈钢丝网固定成螺旋状，置于反应器柱体，反应

器底板是直径为&99的多孔筛板，筛孔分布均匀。

反应器的工作体积为!7"<。

!"% 里氏木霉的固定化和壳聚糖的降解

按&=的比例接入里氏木霉的孢子悬液，使生

长培养基中的孢子浓度达到!%"个／9<。在#%3、

通气量!7&889条件下培养，至菌丝在载体上固定

完全 后，用45671%7%&9()／<醋 酸 缓 冲 液 洗 涤#
次。接着，在反应器中加入已灭菌的营养限制培养

基进行 同 时 产 酶 降 解 试 验。反 应 条 件 为 通 气 量

#889，$13培养!$M，至培养基粘度下降后，通气量

减小为!7&889。在重复分批试验中，当前一批试验

完成后，用%7%&9()／<醋酸缓冲液清洗菌丝#次

后，再接入下一批营养限制培养基，如此反复进行。

壳聚糖降解率（=）N
以氨基葡萄糖计的还原糖浓度（9B／9<）L!"!7!"

初始壳聚糖浓度（9B／9<）L!2/7!2（ ）L!%%



图! 固定化反应器装置图
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!"# 分析方法

!"#"! 壳聚糖酶活的测定：参照=/>#-1法［?］，每分

钟产!!’(*氨基葡萄糖为!个壳聚糖酶活力单位。

!"#"$ 还原糖的测定：采用@AB法［C］，以!.氨基

葡萄糖为标准。

!"#"% 氨基糖胺浓度的测定：采用D>0#/>法［E］。

!"#"& 降解物分子量的测定：参照F1$>1’#法［!G］。

!"#"# 菌体干重的测定：将已知重量的固定化载

体和吸附在其上的菌丝于CGH烘干至恒重，扣除载

体重量，即为菌体干重。

!"#"’ @.氨基葡萄糖的测定：用 I12,03J!G高效

液相色谱测定，色谱条件：糖柱为B>(-,<B6.!G!!。

流动相：超纯水。流速：GKJ’L／’#7。检测器：I1.
2,03M!G示差折光检测器。

$ 结果与讨论

$"! 固定化反应器的开发

本试验研究了以多孔聚酯泡沫（NN"）为固定化

载体的螺旋纤维床固定反应器（6(7O(*82,-9#)0(83
),-)#(0,1/2(0，6"PP）。采用如图!%)所示的螺旋

状结构载体，可以大的表面积吸附菌丝，亦可包络生

长其中的菌丝。改变多孔载体的厚度可以控制反应

体系的传质速率。载体之间螺旋形的空隙，使空气

和代谢产生的6QR可以自由地向上流动，这样在罐

底进料中就不存在大压降的影响。衰老和死亡的菌

丝也可从载体上脱落至反应器底部。由于NN"为

疏水性材料，新生的菌丝又可在载体上重新生长。

此外，NN"材料的网络对菌丝又起到过滤作用，既

有利于保持活性菌丝，又使衰老自溶的菌丝碎片通

过网络而自动脱落。

在通气培养过程中，反应器的工作情况类似于

气升式反应器，空气通过螺旋状固定化载体之间的

空隙向上流动，而培养液则沿固定化载体向下流动，

这样NN"载体为菌丝吸附提供了较大的比表面积，

从而形成良好的气液固三相接触。此外，实验所用

NN"载体的空隙率大于EGS，这样也大大提高了反

应器的工作体积。

$"$ 里氏木霉菌丝的固定化

里氏木霉孢子悬液接入反应器后，分生孢子能

迅速地吸附在多孔聚酯泡沫卷上。大约经过T"C>
的培养，孢子萌发，菌丝开始在多孔聚酯泡沫表面上

生长。如图R所示，经过?R>培养菌体量达到最大，

每克载体上所固定的菌量达到!KRT$，每升培养基

中菌体干重大约为TK?C$。经扫描电镜观察，此时

菌丝体已形成较密的网络结构，生长旺盛，并与载体

紧密结合。此后，由于碳源基本消耗完全，菌量不再

增加。在培养过程中没有发现培养液中有游离菌丝

的存在。

图R 里氏木霉在多孔聚酯泡沫上的吸附固定进程
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在相同培养条件下，与搅拌转速为!""#／$%&（在此

转速下菌体生长最好）的’(’#)*&’+,-./.’01
通气搅拌罐中游离细胞培养结果相比，菌量高约

!"2。观察发现固定化反应器中气体分散情况很

好，气泡细微，在固定化载体表面密集分布，从而大

大改善了菌体的供氧状况。从溶氧情况的比较也可

发现（见图3），固定化反应器中溶氧低点的出现要

图3 培养液中溶氧浓度随时间的变化曲线

4%5(3 6%7789:;8<=5;&>8&>;&?#)?%8&:)#%;@A%?B?%$;
!+$$8C%9%D;@C%8#;)>?8#；"E-.F

比传统的搅拌罐早G!B出现。由于体系中的溶氧水

平主要由耗氧和供氧的相对大小所决定，而在相同

的培养条件下耗氧量一般不会有很大的区别。因此

可以认为在固定化反应器中溶氧水平优于通气搅拌

罐。而且，在固定化反应器中，菌丝不仅生长于载体

表面，而且深入载体里面，并与此紧密缠结，这大大

增加了菌体与培养基和空气的接触面积，促进它们

之间的物质传递。降低剪切力造成的损害，也增加

了活性菌丝的数量。

!"# 固定化里氏木霉产酶降解壳聚糖

同时产酶降解壳聚糖的过程如图H所示，还原

糖浓度随着壳聚糖酶活力的增加而提高，培养I"B
后壳聚糖酶活力达到最大为G0J$*／$1，还原糖浓

度在培养K!B后达到最大为GILHJ$5／$1，之后基

本保持稳定直至培养结束。在培养过程中发现载体

吸附的菌量基本维持不变，这可能是由于采用营养

限制性培养基，壳聚寡糖降解物不能被里氏木霉大

量消耗用于菌丝的生长，但是它可以维持菌体生长的

动态平衡并保持菌丝的活性，诱导壳聚糖酶的合成。

同时产酶降解同传统酶降解的结果相比较（见

表G），前者所需的最适反应温度明显降低，降解率

表$ 两种不同壳聚糖降解方法的比较
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略有提高。由于固定化菌丝不仅生长在载体的表面

而且深入基质内部，这大大增加了菌丝与可溶性壳

聚糖的接触面积，同时由于壳聚寡糖可以进入细胞

的周质空间［GG］，促进了部分定位于此的壳聚糖酶也

参与了酶解。而且，在同时产酶降解工艺中，壳聚糖

酶活能保持稳定，从而显示了良好的降解效果。

!"9 里氏木霉产酶降解壳聚糖机制的初步探讨

里氏木霉产生的壳聚糖酶为诱导酶［G!］。采用

同时产酶降解工艺，由于菌体已生长完全，作为次级

代谢产物的壳聚糖酶可以被壳聚糖诱导立即产生，

因此培养开始后酶活就快速上升（如图H），G!B后已

达到0GLH$*／$1。但在培养中期（G!!3"B）壳聚糖

酶活力的提高并不明显。此后，壳聚糖酶的活力才

开始升高。类似现象在木质纤维的酶降解中也存

图H 固定化里氏木霉同时产酶降解壳聚糖

4%5(H .%$;>8*#7;8M7%$*9?)&;8*7>B%?87)&)7;N#8@*>?%8&
)&@B=@#89=7%78M>B%?87)&A%?B%$$8C%9%D;@!"#$$%$&"

!EB%?87)&)7;；"F;@*>%&57*5)#
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在。夏黎明等［!"］在研究纤维素酶解过程中，发现降

解初期纤维素酶被固体底物吸附而引起游离酶活降

低，随着底物被水解，酶蛋白又被解吸附回到液相，

引起酶活的上升。在可溶性壳聚糖的酶解过程中是

否存在类似的机理还有待更深入的研究。

从壳聚糖的降解结果来分析，虽然同时产酶降

解工艺降解率与传统酶解法相比有提高，但实际降

解率同纤维素降解得率［!#］相比并不高。降解物的

$%&’图谱（图(）显示，降解液中基本只有单糖和

二糖，其它寡糖的浓度已相当低。此时还原糖浓度

不再上升的主要原因是高浓度氨基葡萄糖对外切)
氨基葡萄糖糖苷酶（*+,)!)-)./01,234565732*）具有较

大的抑制作用［!8］，氨基二糖不能再被降解为氨基葡

萄糖，因此还原糖浓度上升不明显。

壳聚糖及其降解物的平均聚合度（9-%）在培养

初始阶段快速降低（图:），降解物的$%&’图谱也

显示，在同时产酶降解的初期，壳聚糖水解液中的氨

基单糖含量几乎测不出，显示壳聚糖酶主要以内切

方式切割!)!，8糖苷键。这对于壳聚寡糖的生产具

有重要的意义，只要控制培养时间就可以得到某一

平均聚合度的壳聚寡糖。

!"# 固定化里氏木霉重复分批降解壳聚糖

重复分批降解试验每批周期为;"<，重复!=
批，共#=7。在培养过程中发现菌丝生长一直比较

良好，与载体紧密结合（见图;），培养液中因衰亡而

脱落的游离菌丝量很少。壳聚糖的降解得率以及壳

聚糖酶活力也一直保持相对稳定。在每批降解中，

壳聚糖酶活力可达到=>!(?@／4&以上，降解率也

可达到;#A（见图B）。

在该固定化反应器中，菌丝不仅所受剪切小，而

且反应器中溶解氧浓度高，菌丝体与氧的接触面积

大，这些有利于保持菌体的活性。特别在重复培养

过程中，菌丝可以附着在%%C载体上连续地生长，

而衰老和死亡的菌丝又可从载体上脱落而随收获的

每一批降解液被移去，这样不但使菌体量保持着一

定的平衡状态，而且能使菌体保持持续的活性。此

图( 壳聚糖水解液的高效液相色谱图

C5.D( $%&’E3FF*G6,H<I7G,/IJ3F*7*G5K*7
HG,42,/0L/*1<5F,236

9DM/01,23456*：ND’<5F,L5,2*；’D’<5F,),/5.,4*G（-%!#）

图: 壳聚糖平均聚合度随时间的关系

C5.D: OHH*1F,H7*.G373F5,6F54*,69-%,H2,/0L/*1<5F,236

图; 重复利用#=7后的固定化里氏木霉载体的扫描电镜照片

C5.D; POQE,F,.G3E<2,H544,L5/5J*7!"#$%&’(")*"((+(#3HF*G02*7H,G#=73I2
9（R8!）；N（R"=#）
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图! 固定化里氏木霉重复间歇降解壳聚糖的时间进程

"#$%! &#’()*+,-(*.-#’+/012(*+-)3#0*-121-(4,*5+)0#*2
125365,*/6-#-*.)3#0*-127#03,(4(10(5+0#/#810#*2*.

#’’*9#/#8(5’6)(/#1*.!"#$$%$&:;
!:(5+)#2$-+$1,；"<3#0*-121-(1)0#=#06

外，该固定化反应器也不会像固定床反应器和膜反

应器，由于菌体生长旺盛造成反应器堵塞以及压降

的突然升高。同时，降解反应的4>为?@!，因此每

一批操作中染菌的可能性也大大降低了，这些都提

高了反应器长期运行的稳定性。

重复利用菌丝同时产酶降解壳聚糖，由于省去

了菌丝培养，降解周期只需A5（表;），同传统的两步

法降解相比，由于产酶一般需要A!?5［;;，;B］，因此

新工艺总的水解周期将大大缩短。从工业化角度分

析，该方法具有设备投资小，工艺流程简单，培养基

成本低等特点，有利于进行连续操作，实现计算机自

动化控制。为了进一步提高降解率，下一步工作将

考虑将产物的分离与同时产酶降解耦合进行，以消

除降解终产物对壳聚糖酶的抑制和阻遏作用。
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