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烟曲霉产壳聚糖酶液体发酵条件研究
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摘要:以烟曲霉( A sp erg illus f umigatus ) 为出发菌,通过选择适合的培养条件,筛选出产壳

聚糖酶的菌株。实验结果表明, 烟曲霉是良好的产壳聚糖酶出发菌。烟曲霉液体发酵产壳

聚糖酶最适培养基组成为: 壳聚糖 1% , KH 2 PO4 0. 06% , 尿素 0. 2% , ( NH 4 ) 2 SO4 0. 1% ,

M gSO 40. 012% , 20%土豆汁 3% , NaCl 0. 05%。在 pH 5. 0、温度 28 、摇床转速 120 r / min

培养条件下振荡培养 3 d, 烟曲霉产壳聚糖酶的能力最强,达 25. 1 U / mL。
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壳聚糖是甲壳素经脱乙酰化的产物, 是由 ( 1,

4) 2 氨基 2 脱氧 D 葡萄糖单元和 ( 1, 4) 2 乙酰

胺基 2 脱氧 D 葡萄糖单元组成的共聚物。壳聚糖

广泛存在于虾、蟹和昆虫的外壳及藻类、菌类的细胞

壁之中,是迄今发现惟一的天然碱性多糖。由于壳聚

糖分子质量大,溶解性差, 在人体内不易被吸收而使

它的应用受到极大限制。经降解得到的壳寡糖不仅

有水溶性好、易吸收等优点, 还具有抗细菌、真菌, 调

节机体免疫及抗癌等功能[ 1, 2] , 属功能性低聚糖。制

备壳寡聚糖的方法主要有化学法和酶降解法, 化学

法存在诸多缺点,而酶降解法具有反应条件温和、寡

糖得率高、不造成环境污染等优点, 是壳聚糖降解发

展的主要方向。目前已发现 30 多种专一或非专一性

酶可用于壳聚糖的降解。这些酶包括专一性水解酶

如壳聚糖酶、几丁质酶; 非专一性水解酶如脂肪酶、溶

菌酶、蛋白酶等[ 3~ 5] 。

M onaghan 等[ 6] 在研究细菌和真菌过程中, 首先

提出壳聚糖酶( chitosanase, EC3. 2. 1. 99)是一种不同

于几丁质酶的新酶, 这种酶对胶态几丁质不水解, 但

是能够降解几丁质脱乙酰化的壳聚糖, 所以它被认

为是对线性的壳聚糖具有水解专一性的一种酶。目

前已经在许多微生物中发现有壳聚糖酶的存在, 包

括细菌、放线菌和真菌等。其中对细菌 Bacillus属和

放线菌A ctinomycetes 属的许多菌株已经作了较多的

研究。国内曾报道球孢白僵菌、假单胞菌、青霉菌产

壳聚糖酶的研究[ 7~ 9]。作者报道了烟曲霉产壳聚糖

酶的条件研究,有关此方面的研究尚未见报道。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 壳聚糖

脱乙酰度 83. 97%,平均相对分子质量 4. 9 104。

1. 1. 2 烟曲霉( A sp ergillus f umig atus)

广西农科院植物保护研究所提供。

1. 1. 3 培养基及培养条件

1. 1. 3. 1 斜面种子培养基及培养条件

20%土豆汁 100 mL ,葡萄糖 0. 2 g ,琼脂 2 g; pH

6; 121 灭菌 30 min, 冷却,无菌检查培养 2 d,取少量

烟曲霉接入斜面种子培养基, 28 下培养 5 d 后, 4

冰箱保存待用。

1. 1. 3. 2 选育平板培养基及培养条件

( 1) KH2 PO4 0. 06% , 尿素 0. 2% , ( NH 4 ) 2 SO4

0. 1% , M gSO 4 0. 012% , 20% 土豆汁 3% , NaCl

0. 05% , 琼脂 2% ; pH 5. 5。 ( 2 ) 1% 壳聚糖溶液

( pH 5. 5)。( 1)与( 2)分别在 121 灭菌 30 min 后, 按

1! 1体积混合,冷却, 无菌检查培养 2 d,从斜面种子

培养基中取少量烟曲霉至含壳聚糖成分的选育平板

培养基中, 28 下培养 5 d。

1. 1. 3. 3 摇瓶发酵产壳聚糖酶培养基及培养条件
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摇瓶发酵产酶培养基除去琼脂外, 组成及配制

方法同 1. 1. 3. 2, 从选育平板培养基中取一定量烟曲

霉接种于摇瓶发酵产酶培养基中, 150 mL 摇瓶装液

量 50 mL, 温度 28 , 摇床转速 120 r/ min, 振荡培养

产壳聚糖酶。

1. 2 方法

1. 2. 1 还原糖含量的测定

采用 DNS 法测定[ 10] 。

1. 2. 2 壳聚糖酶活力的测定[ 11]

定时从摇瓶发酵产壳聚糖酶培养基中取发酵液

3 mL ,离心后取上清液(粗酶液) 2 mL 与 1%壳聚糖

溶液 2 mL 混合, 30 下保温 30 min, 调节混合液的

pH 8. 0,离心除去沉淀,取上清液 1 mL ,用 DNS 法测

定还原糖含量,计算壳聚糖酶活力, 以水解壳聚糖每

分钟产生相当于 1 mol/ L 氨基葡萄糖的还原糖所需

的酶量为一个单位( U )。

1. 2. 3 培养时间对烟曲霉产壳聚糖酶能力的测定

从选育平板培养基中取一定量烟曲霉接种于摇

瓶发酵产酶培养基中, 150 mL 摇瓶装液量 50 mL ,

pH 5. 5, 28 , 120 r / min 振荡培养,每隔 12 h 取样测

定壳聚糖酶活力。

1. 2. 4 培养温度对烟曲霉产壳聚糖酶能力的测定

从选育平板培养基中取一定量烟曲霉接种于摇

瓶发酵产酶培养基中,摇瓶装液量 50 mL, pH 5. 5,在

不同的温度下 120 r/ min 振荡培养 3 d 后分别取样测

定壳聚糖酶活力。

1. 2. 5 pH 值的变化对产酶能力的测定

调节摇瓶发酵产壳聚糖酶液体培养基的 pH 值

分别为 4. 0, 5. 0, 5. 5, 6. 0, 7. 0, 从选育平板培养基中

取一定量烟曲霉分别接种于摇瓶发酵产酶培养基

中, 150 mL 摇瓶中 50 mL 装液量, 28 , 120 r/ min。

振荡培养 3 d 后取样测定壳聚糖酶活力。

1. 2. 6 摇瓶液体培养基装液量变化时产酶能力的影

响实验

在 150 mL 的三角烧瓶中分别装入 30, 50, 70, 90

mL同组成的产酶液体培养基, 分别接入同量菌种,

pH 5. 0, 28 , 120 r / min, 振荡培养 3 d 后取样测定

壳聚糖酶活力。

1. 2. 7 添加氮源不同对产酶能力的影响实验

在平板培养基及摇瓶液体培养基中分别添加

0. 2%的尿素、蛋白胨、酵母膏作为不同的氮源, 平板

培养 4 d, 分别接入同量菌种于含对应氮源的摇瓶

中, 150 mL 摇瓶装液量 50 mL , pH 5. 0, 28 , 120 r /

min 振荡培养 3 d后取样测定壳聚糖酶活力。

1. 2. 8 培养基中壳聚糖质量分数对产酶能力的影响

平板培养基及摇瓶液体培养基均分别采用

0. 5% , 1. 0% , 1. 5% , 2. 0%的不同质量分数壳聚糖溶

液。平板培养 4 d 后,取同量菌种接入对应壳聚糖溶

液质量分数的摇瓶中, 振荡培养 3 d 后取样测定壳聚

糖酶活力。

2 结果与讨论

2. 1 培养时间对烟曲霉产壳聚糖酶能力的影响

从图 1可知, 从培养的第 48 小时起菌种就显示

明显的酶活力 ,到第 72小时酶活力达到最大值,在随

后的 24 h 内, 酶活力有所下降, 但下降趋势平稳, 可

能随着培养时间的延长, 菌体的衰退, 发酵液 pH 值

的变化等, 引起壳聚糖酶生物合成衰退。因此该菌种

产酶最佳培养时间为 3 d。

图 1 烟曲霉产壳聚糖酶过程曲线

Fig. 1 Tim e cours e of chitosanase production

by A sper g il lus f umig atu s

2. 2 培养温度对烟曲霉产壳聚糖酶能力的影响

由图 2 可知, 该菌种在 28 时的酶活力均明显

大于 22, 32, 36 时的酶活力, 其酶活力在 28 呈最

大值, 32, 36 时的酶活力均略小于 28 的酶活力,

小于 22 及大于 36 时酶活力很低。温度过低, 菌

丝生长缓慢, 不利于产酶, 温度过高, 菌丝旺盛生长,

产热较多, 对酶的稳定性造成影响。

图 2 培养温度对烟曲霉产壳聚糖酶的影响

Fig. 2 T he effect of tem perature on chitosanase

production by A spe rg il lus f umig atu s
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2. 3 pH 值的变化对产酶能力的影响

由图 3 可知, pH 值在 4~ 5. 5 之间的培养液其

培养效果较好,产酶能力较高, pH 5. 0 时酶活力达峰

值, pH 6. 0 的弱酸性条件下其产酶能力则显著下降,

中性条件其产酶能力则远不及酸性条件。

图 3 pH 对烟曲霉产壳聚糖酶的影响

Fig. 3 Th e ef fect of pH on chitosanase produc

t ion by A sp er gi l lu s f umig atu s

2. 4 摇瓶液体培养基装液量变化时对产酶

能力的影响。
由图4 可知, 150 mL三角瓶中 50 mL 的装液量时

产酶活力达峰值, 装液量大于 70 mL 时产酶能力则有

较明显的下降。当装液量较多时,摇瓶振荡培养过程

中不利于气 液、液 液传质,液体培养基中的溶解氧难

于满足细胞生长和产酶的需要。一般装液量约控制

在低于摇瓶体积的 1/ 2。因此, 应充分利用三角烧瓶

容积, 并考虑好氧菌的呼吸强度与产酶的需要。

图 4 装液量对烟曲霉产壳聚糖的影响

Fig. 4 T he effect of ferm entat ion l iqu or volum e

on chitosanase produ ct ion by A sp erg i llus

f umigatus

2. 5 添加氮源不同对产壳聚糖酶能力的影响

由图 5 可知,对于该菌种而言, 在实验范围内,将

尿素作为培养基氮源, 其产酶能力较蛋白胨及酵母

膏优越,而蛋白胨及酵母膏的产酶效果无太大的差

别,因此, 在三者中, 尿素为最佳氮源。由此可见, 该

菌种可能比较适合于小分子的有机氮源。

图 5 氮源对烟曲霉产壳聚糖酶的影响

Fig. 5 T he effect of nit rogen on chitosanas e

p rodu ct ion b y A sp erg i llus f umig atus

2. 6 培养基中壳聚糖质量分数对产壳聚糖

酶能力的影响
由图 6可知, 0. 5% , 1. 0% 的壳聚糖溶液对产酶

能力的影响比较接近,低质量分数壳聚糖溶液产酶效

果较好, 其中 1. 0%的壳聚糖溶液产酶能力最佳。壳

聚糖质量分数增大,其黏度也增大, 这会影响发酵液

的溶氧效果与传质效果。因此,该菌种适宜壳聚糖质

量分数为 0. 5% ~ 1. 0%。该菌种培养基组成可考虑

采用1. 0%壳聚糖溶液效果较好。

图 6 壳聚糖质量分数对烟曲霉产壳聚糖酶的影响

Fig. 6 T he ef fect of chitosan concent rat ion on

chitosanase pr odu ct ion by A sp erg i llus

f umig atus

3 小结

真菌菌丝顶端表现出的有规律的生长,是通过其

细胞壁物质的合成与分解来实现的, 几丁质、脱乙酰

几丁质(壳聚糖)等均为真菌细胞壁的常见成分,壳聚

糖酶与几丁质酶和几丁质合成酶等协同作用,完成真

菌细胞壁物质的合成与分解, 壳聚糖酶是一种诱导

酶, 在真菌细胞正常代谢活动中, 微量合成或不合成。
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而在适当底物存在下, 选择适合的菌种与培养条件,

加以一定的诱导手段,壳聚糖酶将会大量合成。实验

结果表明烟曲霉是良好的产壳聚糖酶的出发菌。

烟曲霉产壳聚糖酶的最佳培养条件为: 培养时

间3 d, 培养温度28 , pH5. 0, 150 mL 摇瓶中液体培

养基装液量为 50 mL , 最佳氮源为尿素, 培养基中壳

聚糖质量分数为 1. 0% , 摇床转速为 120 r/ min。烟

曲霉在最佳培养条件下产壳聚糖酶能力达 25. 1 U /

mL。
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Abstract: A mutant of A sp ergillus f umig atus , which could synthesize chitosanase effectively under the

optimized conditions, was obtained with selectiv e nutr ient mediums. The optimized liquid fermentation medi

ums were as fo llow s: chit osan 1% , KH 2 PO 4 0. 06% , U rea 0. 2% , ( NH4 ) 2 SO 40. 1% , M gSO4 0. 012% , 20% po

tato juice 3% , NaCl 0. 05% , and pH 5. 0. After 3 days fermentation at 120 r/ min and 28 , the chitosanase

act ivit y produced by the mutant o f A . f umigatus r eached a higher level o f 25. 1 U / mL .
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