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产耐碱性!!!，#!聚糖酶芽孢杆菌"!0%液体发酵研究

陈士成 曲音波" 张 岩 高培基
（山东大学微生物技术国家重点实验室 济南 $5%!%%）

摘 要 研究了搅拌转速、BC控制以及结合摇瓶发酵过程中不同时间硫酸铵的补加对"/!，#/聚糖酶形成的影响，

优化得到D/0%的"/!，#/聚糖酶分批发酵操作条件和初步优化了（+C#）$EF#流加发酵条件。研究结果显示麸皮表

面有大量D/0%菌体细胞的吸附，搅拌转速对菌体吸附和"/!，#/聚糖酶的形成有明显影响；发酵过程中BC下降有

利于"/!，#/聚糖酶形成。采用了初期以5:G／H的速率恒速流加，后期测定（+C#）$EF#浓度进行调整的流加方法，

使木聚糖酶活达到"!"IJ／:G，纤维素酶活达到!K00JI／:G。
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"/!，#/聚糖酶的研究一直是以纤维素资源的有

效利用为目标进行的。近年来，"/!，#/聚糖酶类在

造纸制浆、纺织和洗涤剂工业上有着广泛的应用前

景。这些应用要求往往在中性或碱性条件下进行，

因此对碱性和中性微生物及其所产相应"/!，#/聚糖

酶的研究也逐渐受到重视。

我们曾经筛选到能产生碱性木聚糖酶的细菌

M"/$［!］，用其所产生的酶液处理麦草浆，进行草浆

改性，可提高纸浆白度，降低脆性，提高滤水性。但

是M"/$不产纤维素酶，而我们的研究结果显示，酶

制剂中含有适量比例纤维素酶能显著改善纸浆的强

度性能（如提高裂断长）［$］。短小芽孢杆菌D/0%是

我室选育的一株在生产上具有潜在价值的生产菌

株，本文报道D/0%液体浸没发酵的分批发酵研究以

及流加发酵研究的方法。

# 材料和方法

#$# 菌种

短小芽孢杆菌D/0%（.+0#,,)&3)4#,)&D/0%），

芽孢 杆 菌 N!%"（.+0#,,)&&35N!%"），黑 曲 霉G$$
（6&3%*1#,,)&$#1%*G$$），黑曲霉DA&"（6&3%*1#,,)&
$#1%*DA&"），斜卧青霉D/!%（7%$0#,,#)48%0)49%$&
D/!%）菌株均为本室保存。

#$% 培养基

#$%$# 种子培养基（O）：葡萄糖!%，+82)5，蛋白胨

5，P$CQF#!，ROEF#·&C$F%K$，定容至!G，BC6K5。

#$%$% 产酶培养基：摇瓶发酵培养基（O）：麸皮5%，

蛋白胨$K5，+82)5，P$CQF#!，ROEF#K&C$F%K$，

定容至!G，BC6K5。发酵罐培养基（O）：麸皮5%，

（+C#）$EF#$K5，+82)5，P$CQF#!，ROEF#·&C$F
%K$，定容至!G，BC6K5，消泡剂根据实验需要加入。

#$& 发酵方法

摇瓶发酵：按!%S接种量接种至发酵培养基

中，培养条件为在0%%:G三角瓶中装样量5%:G，温

度0$T，BC6K5，旋转摇床转速为!5%U／:;A。

发酵罐发酵：德国V*VU8-A公司生产的V;(?W8W*
V型$G自 控 式 发 酵 罐，工 作 体 积!K5G，通 风 量

!：!K%。转速根据实验需要进行调整。!%S接种量，

0$T发酵，BC用+8FC和C2)调节，用聚醚类消泡

剂控制发酵过程中的泡沫。

#$’ 分析测定方法

#$’$# 纤维素酶活测定：用%K%$:()／GBC&K$的

+8C$QF#/+8$CQF#缓冲液制备!S的2R2/+8溶

液。加入适当稀释的酶液%K5:G，5%T反应0%:;A，

终止反应后用X+E法测定5#%A:光吸收，以葡萄

糖做标准溶液，以每分钟生成!#:()葡萄糖作为一

个酶活单位。

#$’$% 木聚糖酶活测定：用%K%$:()／GBC&K$



的!"#$%&’(!"$#%&’缓冲液制备)*的木聚糖溶

液。加入适当稀释的酶液+,-./，-+0反应1+.23，

终止反应后用4!5法测定-’+3.光吸收，以木糖

做标准溶液，以每分钟生成)!.67木糖作为一个酶

活单位。

!"#"$ 发 酵 液 蛋 白 质 浓 度 的 测 定 方 法：采 用

86723(酚比色测定方法［1］，以牛血清蛋白为对照。

!"#"# 发酵液中铵离子的测定方法：用氨氮快速

分析试剂盒以及9:;<=:76<反应法［’］检测。

!"#"% 残糖测定方法：用1，-(硝基水杨酸法。

!"#"& 扫描电镜观察：定时取样，将样品放于蒸馏

水中漂洗，再置于无水乙醇中-.23，取出充分干燥，

喷金。

!"% 主要化学试剂及仪器

木聚糖（&"<>?:7<>）为52@."公司产品，氨氮快

速分析试剂盒为北京大学化学系研制。其他试剂若

非特别说明均为分析纯。A$$分光光度计为上海第

三分析仪器厂出品，$/发酵罐及水浴摇床为德国

9B9;"C3公司生产，摇瓶机为山东大学实验仪器厂

生产。扫描电镜为日本#2<"D=25(-$+型。

’ 结果和讨论

’"! 产!(!，#(聚糖酶%株优良菌株摇瓶发酵性能

的比较

造纸制浆工艺往往要求在碱性或中性条件下进

行。为了优选出能够应用在造纸制浆工业的生产菌

种，从我室选育的大量的产"()，’(聚糖酶菌株的基

础上，选出性状较为优良的-株菌株，在同一发酵条

件下进行摇瓶发酵，结果见表)。可见短小芽孢杆

菌E(1+能够产生的碱性的纤维素酶和木聚糖酶，并

且木聚糖酶的容积产率可以达到-$)+FG／（/·=）的

发酵水平，并具有适量的纤维素酶活，其发酵性能较

其他的’株菌有明显优势，符合造纸制浆工艺的要

求，因此将其选为进一步研究的菌株。

表! %株优良产!(!，#(聚糖酶菌株摇瓶发酵性能的比较
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’"’ 搅拌转速对@($A分批发酵过程的影响

在纤维素酶和木聚糖酶的生产过程中，溶解氧

和基质一样，是影响菌体生长代谢的重要因素。在

通气量不变的情况下，提高搅拌转速可以提高发酵

罐的传氧速率，从而保证细胞生长和代谢所需溶氧

的供给。在其他条件相同的情况下，测定在不同转

速下E(1+的生长产酶过程变化曲线，结果如图)。

实验表明：过高或过低的搅拌转速对E(1+的"()，’(
聚糖酶的生成有重大影响。转速为1++;／.23时，在

+#1’=溶氧接近于+，不能满足E(1+的生长代谢需

要，说 明 E(1+对 氧 的 需 求 很 高。当 搅 拌 转 速 为

-++;／.23时，两酶产量达到最高，木聚糖酶活可以

达到’1-FG／./，纤 维 素 酶 活 可 以 达 到+,ATFG／

./，并且纤维素酶在发酵到$+=就达到产酶高峰。

转速提高到A++;／.23时，溶氧状态得到改善（溶氧

饱和度大于’+*），木聚糖酶的产酶高峰较其他两

种情况提前，但木聚糖酶活与-++;／.23时相比下降

了)-*，纤维素酶下降了1+*，其产酶高峰也有所

滞后。文献报道纤维素降解菌在发酵过程中往往与

纤维素材料紧密接触［-］，甚至有文献报道［R］菌体是

进入植物纤维的细胞腔内进行纤维素降解的，和纤

维素的直接接触是细胞生长和纤维素酶的诱导所必

需的。我们对发酵过程中的样品取样进行扫描电镜

观察，发现麸皮上有大量菌体细胞吸附，转速的提高

可能影响到了细胞与麸皮的接触，从而影响到"()，

’(聚糖酶的诱导生成。更为具体的原因还需进一步

的深入探讨。
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图! 不同转速对"#$%分批发酵过程的影响

&’()! *++,-./0+1’++,2,3./.’22’3(24.,03,3567,82019-.’030+"#$%
"):’7,#-092/,0+-,;;9;4/,82019-.’03； <):’7,#-092/,0+=6;434/,82019-.’03； >):’7,#-092/,0+1’//0;?,10=6(,3

:@,?4;9,0+/.’22’3(/8,,1（2／7’3）A4/：!$%% "B%% #C%%

!"# $%控制对&’#(的!’)，*’聚糖酶形成的影响

"#$%是耐碱性细菌，最适产酶的起始8D为

EF%，但分批发酵过程中，发酵液8D在%!!%@发酵

过程中可下降到GFH（见图IJ），因此作者在其他条

件不变的情况下（转速控制在B%%2／7’3），把整个发

酵过程8D均控制在EF%，研究发现进行8D控制反

而不利于"#$%的"#!，H#聚糖酶的形成（图I"，<），

文献［C］报道在真菌"#!，H#聚糖酶发酵过程也观察

到这一现象，他们认为在发酵过程中8D的下降是

诱导"#!，H#聚糖酶所必需的，但没有解释具体原因。

固体的纤维性材料是无法直接进入细胞内部来诱导

"#!，H#聚糖酶的合成，推测可能细胞首先组成型表

达适量的"#!，H#聚糖酶，降解大分子的纤维性材料

为可进入细胞内部起诱导作用的小分子物质，从而

实现"#!，H#聚糖酶的诱导。据此我们认为"#$%发

酵过程中出现不控制8D有利于"#!，H#聚糖酶产量

提高的现象，可能与其产生的碱性"#!，H#聚糖酶底

物最适作用8D（EF%!KF%）较高有关。发酵至B@，

8D下降到GFH左右，此时"#$%碱性的"#!，H#聚糖

酶在低8D下可以从不溶性底物缓慢地释放可溶性

糖，图I>可以看出从发酵液中不断有还原糖释放，

不控制的还原糖浓度基本上一直低于控制的。因此

可溶性小分子诱导物能够维持在较低水平来诱导"#
!，H#聚糖酶形成而不产生阻遏，使得"#!，H#聚糖酶

产量提高。

!"* &’#(的!’)，*’聚糖酶流加发酵研究

首先进行了摇瓶发酵研究，不同时间添加!L
硫酸铵来考察对"#$%的"#!，H#聚糖酶产生的影响

（表I）。结果表明，适时补加可以大幅度的提高两

类酶的酶活，在!I@补加与不补加外源氮源的对照

图I 8D控制与否对"#$%分批发酵过程的影响

&’()I >07842’/030+,++,-./M,.A,,3-03.20;;,18D43193-03.20;;,18D03M4.-@-9;.92,0+"#$%
"):’7,#-092/,0+-,;;9;4/,82019-.’03；<):’7,#-092/,0+=6;434/,82019-.’03；>):’7,#-092/,0+2,;,4/,12,19-’3(/9(42；J):’7,#-092/,0+8D

">03.20;;,18D； !N3-03.20;;,18D
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相比，木聚糖酶活提高了!"#，纤维素酶活提高了

$$#，而且比发酵初始就加入也有较大幅度的提高。

为了进一步弄清楚%&$’对硫酸铵的利用情况，放大

到()罐上（控制转速为*’’+／,-.）分析其整个发酵

过程变化，结果如图$。从实验结果可以看出，%&$’
在发酵前期（’!/’0）对硫酸铵的利用很快，(’0后

发酵液硫酸铵浓度接近于’，溶解氧逐渐回升，此时

胞外蛋白浓度和两酶酶活达到产酶高峰并趋于稳

定。镜检发现此时%&$’的芽孢开始大量形成，推测

可能是氮源缺乏导致的。结合摇瓶发酵结果，作者

进行了流加硫酸铵的初步研究，结果如图"。整个

发酵过程如下：初始硫酸铵浓度改为(1*2／)，流加

液硫酸铵浓度为/’’2／)，发酵至(’0后开始流加，

流加速率控制在*,)／0左右。发酵过程中间隔(0
取样，及时测定硫酸铵浓度，以便调整流加速率，尽

量使发酵液中的硫酸铵浓度控制在/1’!(1’2／)
的水平，*’0停止流加。与分批发酵相比，由于初始

硫酸铵浓度的降低，从溶氧曲线可以看出，发酵前期

细胞代谢速率明显加快，溶解氧在30就降低为’，

持续到/"0开始回升，(’0后流加硫酸铵，但溶解氧

仍持续上升，$’0后及时调整流加速率，溶解氧下

降，说明此时细胞代谢又开始加速。尽管对硫酸铵

的流加是以取样离线测定、及时调整的方法进行控

制还显粗糙，但该控制方法基本满足了%&$’对硫酸

铵的需要，延长了菌体生长和"&/，"&聚糖酶的合成

时间，使发酵达到了较高水平，纤维素酶活和木聚糖

酶酶活分别达到/1$$45／,)和6/645／,)。

表! 不同时间硫酸铵的补加对产酶影响

"#$%&! ’((&)*+,((&&-*./&,(（012）!342,567%#5#+&

#5-898#+&:;,-<)*.,5

!／0 ’ /( (" $6 "3 6’ 78.9+8:

;<:=.=>?=@9-A-9<／（45／,)）(!3 $/( (** ($( ("B /33 /3’

7C7=>?=@9-A-9<／（45／,)）’D6(’D3’’D!"’D*/’D6/’D*/’D6’

图$ %&$’分批发酵过程变化曲线

E-2D$ F-,?@8G+>?8H%&$’I=9@0@G:9G+?
!7?::G:=>? ";<:=.=>? #J+89?-. $（KL"）(MN" %O->>8:A?8P<2?.

图" %&$’流加发酵过程变化曲线

E-2D" F-,?@8G+>?8H%&$’H?Q&@G:9G+?
!7?::G:=>? ";<:=.=>? #J+89?-. $（KL"）(MN" %O->>8:A?8P<2?.
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致 读 者

为提高广大作者投稿的命中率，使读者朋友们更加清楚地了解我刊对论文写作的要求，我们将在审读、编辑稿件中发现

的一些共性问题整理出来供大家参考，希望能对大家的写作投稿有所帮助。

!"摘 要

摘要部分非常重要，应将文章的核心内容列于此。主要应包括：目的、方法、结果、结论四部分。不要以“本文叙述了或研

究了⋯⋯”等第一人称开头。应全部介绍自己的工作，这里不能引用文献。英文摘要应与中文摘要基本对应，写完后最好请

英文水平较好的专家审定一下，以免因英文写作的糟糕，让评审专家蹙眉。

#"前 言

前言部分一般应简要追溯本研究领域的发展进程，尽量全面介绍国内外此课题的研究现状，所引文献越新越好，不仅介

绍国外的工作，国内同行的工作也应客观介绍，并与自己的工作进行比较。现在有一种不好的现象，就是国内工作除了自己

的文献，别人的很少涉及，且前言中动辄出现“本文首次报道⋯⋯”等字眼，殊不知审稿的专家都是本领域的行家，如言过其实

反尔令他们反感。

$"材料与方法

文章得出的结论主要靠这部分数据予以验证，因此，实验的来龙去脉在这里一定要交待清楚。方法的叙述应详略得当，

一些常用的方法或别人已使用过的方法，只要引出文献即可，但对于自己改进或独创的方法一定要详细说明。有些作者可能

因为申请专利等原因，写作时有所保留，但作为期刊来说，我们有义务为读者提供货真价实的研究成果。因此，严格来说，如

果涉及保密事宜，就不必拿出来发表，或只报告一条消息，而不是研究论文。只有结论而没有材料方法的文章很难说是真正

意义上的论文。

%"插 图

插图最重要的就是清晰准确，黑白分明，标注准确。有些作者线条图上的图注密密麻麻，挤成一团，照片图又几乎没有反

差，这样既影响专家阅读，也不符合日后印刷的要求。另外就是图的数量不必太多，一般不超过’!5幅。图、表内容一致时

只取其一。

以上只是编辑部在审稿时发现的部分典型问题，其他还有关于署名、版权、一稿拆二等问题，我们将在以后继续与大家探

讨，大家在写作中有什么疑问，也欢迎给我们来信。
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