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摘　要　为获得最佳产酶配方 ,同时获得高活力的β2甘露聚糖酶 ,经碳源、氮源、碳氮质量比、初始 p H和培养温度 5

个单因素发酵条件的优化 ,得到芽孢杆菌 WY45发酵产β2甘露聚糖酶的最适发酵培养条件 :以 4 g/ L 魔芋精粉为碳

源 ,1133 g/ L 大豆蛋白胨为氮源 ,碳氮质量比为 4/ 1 , 初始 p H 515 ,50 ℃培养时间 96 h。此条件下 ,β2甘露聚糖酶活
性最高可达 2 800 U/ mL。
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Optimization ofβ2mannana se production by Bacillus subtilis WY45
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Abstract　Bacillus s ubtilis WY45 for high activity of extracellularβ2mannanas e was is olated from s oil s amples . The fer2
mentation conditions , including carbon s ource , nitrogen s ource , ratio of the two s ources , cultivation temp erature and

pH value , were optimized in order to improve the activity and amount of the enzyme . The res ult showed that Bacillus

s ubtilis WY45 grew best when cultured at 50 ℃with the medium compos ed of 4 % konjac powder as carbon s ource ,

1 . 33 % s oya p eptone as nitrogen s ource , and pH value 5. 5. After 96 h culturing , the enzyme show the highest activity

of 2 800 U/ mL that is the highest value obtained up to now.
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　　半纤维素是自然界第二大植物多糖资源 ,而甘

露聚糖作为半纤维素的第二大组分分布广泛 ,来源

丰富[1 ] ,在魔芋粉、槐豆胶、沙蒿胶、瓜儿豆胶等中

都有不同种类的甘露聚糖存在。β2甘露聚糖酶可以
水解甘露聚糖、葡萄甘露聚糖、半乳甘露聚糖等中的

(1 ,4)2β2D甘露吡喃糖 ,主要产物为甘露低聚糖[2 ]。

甘露低聚糖为功能糖类 ,不能被人体胃肠道消化 ,但

可作为肠道益生菌———双歧杆菌的碳源 ,促进其增

殖且抑制有害菌生长 ,从而改善人体肠道功能 ;同

时 ,甘露低聚糖还有防龋齿的作用[3 5 ]。

对β2甘露聚糖酶的研究始于 20世纪 50年代末

60年代初 ,是研究甘露聚糖及其水解时发现的 ; 70

年代对产甘露聚糖酶的研究着重于产酶菌株的筛

选、酶的分离纯化和酶学性质 ,并将其作为工具酶用

于对天然多糖类物质糖链结构的分析 ;80年代β2甘
露聚糖酶被作为微生物酶制剂开发 ,其研究开始向

应用研究和产业化方向发展[4 9 ]。对β2甘露聚糖酶
发酵的研究主要集中于黑曲霉菌 ( Aspergill us)和芽

孢杆菌 ( B acill us) ,而对芽孢杆菌的研究又多集中于

枯草芽孢杆菌 ( B acill us subtilis ) 、地衣芽孢杆菌

( B acill us lichenif orm is ) 和嗜碱芽孢杆菌 ( alka2
lophilic B acill us sp . ) 。这 3种芽孢杆菌中枯草芽孢

杆菌的发酵产酶活性最高 ,但目前所见报道中其活

性最大值也仅为 33416 U/ mL [10 ]。由于β2甘露聚糖
酶活性水平普遍较低 ,限制了其在实际生产中的应

用 ,为此 ,本研究对 1株产较高活性β2甘露聚糖酶的
芽孢杆菌的发酵条件进行优化 ,以期得到最佳产酶

配方 ,同时获得高活力的β2甘露聚糖酶。
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1　材料与方法

111　菌株与培养基

芽孢杆菌菌株 W Y45 为本实验室从全国采集

的 200多份土壤样品中筛选得到的。发酵产酶培养

基成分 (质量浓度 ,g/ L) :槐豆胶 15 ,牛肉蛋白胨 8 ,

酵母提取物 4 , KH2 PO4 1 ,MgSO4·7H2O 0125。

112　主要试剂

槐豆胶 (Sigma) 、酵母提取物 (Oxcid) 、牛肉蛋白

胨 (北京奥星公司) 、魔芋精粉 (四川魔芋粉厂) 、魔芋

普通粉 (四川魔芋粉厂) 、琼脂粉 (北京奥星公司) ,其

他试剂均为国产分析纯。

113　β2甘露聚糖酶活性与蛋白质含量的测定
β2甘露聚糖酶活性的测定参照 DNS法[11 ] ,在

019 mL 质量浓度为 5 g/ L 的槐豆胶底物 (p H 615 ,

0105 mol/ L 的磷酸缓冲液配制)中加入适当稀释的

酶液 011 mL ,60 ℃水浴中反应 10 min ,用DNS试剂

测定产生的还原糖量 ,以 D2甘露糖作为标准。上述
反应条件下 ,每 min产生相当于 1μmol D2甘露糖的
还原糖所需要的酶物质的量为 1个酶活性单位 ,U。

蛋白质含量的测定采用Lowry法[12 ] ,以牛血清蛋白

为标准。

114　发酵产酶条件的优化

在 250 mL 三角瓶中装入 40 mL 发酵产酶培养

基 ,在 50 ℃恒温空气浴往复式摇床上以 200 r/ min

振荡培养。在此基础上进行以下不同试验。

1)碳源的影响。a1改变碳源 (质量浓度 15 g/

L)种类 ,考察其对产酶的影响。碳源包括单糖和多

糖 (槐豆胶、魔芋精粉、魔芋普通粉、花芋粉、瓜儿豆

胶、脱脂椰粉、沙蒿粉、可溶性淀粉、马铃薯淀粉、葡

萄糖和甘露单糖)共 11种。b1最佳碳源确定后 ,将

其作为唯一碳源并改变其质量浓度 (10～50 g/ L ,5

g/ L 为 1个梯度 ,共 9 个梯度) ,考察碳源不同质量

浓度对产酶的影响。

2)氮源和碳氮质量比对产酶的影响。最佳碳源

及其质量浓度确定后 ,用不同有机或无机氮源作为

唯一氮源 ,质量浓度 10 g/ L ,考察氮源对产酶的影

响。选用干酪素、大豆蛋白胨、胰蛋白胨、牛肉蛋白

胨、酵母提取物、麦芽提取物、(N H4) 2 HPO4、N H4 H2

PO4、( N H4 ) 2 SO4、KNO3、N H4Cl 和尿素等 12 种氮

源 ,并调节所有培养基初始 p H使之与对照发酵产

酶培养基相同。

最佳氮源确定后 ,改变氮源相对于碳源的添加

量 ,考察碳氮质量比对产酶的影响。碳氮质量比分

别为 1/ 1、2/ 1、3/ 1、4/ 1、5/ 1和 6/ 1。

3)培养基初始 p H的影响。在优化碳、氮源的

基础上 ,以 011 mol/ L 的柠檬酸或 NaOH溶液将培

养基初始 p H分别调至 315、410、415、510、515、610、

615、710、715和 810。

4)培养温度的影响。在 1)～3)的基础上 ,采用

不同温度 (30～55 ℃)发酵培养菌株 ,考察温度对产

酶的影响。

2　试验结果

211　不同碳源对酶活性的影响

不同碳源对 W Y45 所产β2甘露聚糖酶活性的
影响见表 1。可以看出 ,魔芋精粉对其诱导产酶能

力最强。以魔芋精粉为碳源的 W Y45 所产β2甘露
聚糖酶活性达 1 156 U/ mL ,比以槐豆胶为碳源的高

5倍以上 ;普通魔芋粉和花芋粉对 W Y45 的诱导产

酶效果也高于槐豆胶 ,但其诱导该菌所产β2甘露聚
糖酶的最高酶活性与魔芋精粉诱导的相比要低

300～500 U/ mL。槐豆胶和脱脂椰粉也可诱导该菌

产酶 ,但酶活性低于 500 U/ mL。其他碳源基本没

有诱导产酶作用 ,甘露单糖对菌株的发酵产酶甚至

起到了抑制作用。

表 1　不同碳源对 WY45产β2甘露聚糖酶活性的影响
Table 1　Effect of carbon sources onβ2mannanase production

碳　源　
酶活性/

(U/ mL)
碳　源　

酶活性/

(U/ mL)

槐豆胶 204 瓜儿豆胶 48

魔芋精粉 1 156 沙蒿粉 32

魔芋普通粉 916 马铃薯淀粉 34

花芋粉 651 葡萄糖 33

脱脂椰粉 357 甘露单糖 34

　　注 :培养温度 50 ℃,培养时间 96 h ;下同。

培养基中魔芋精粉的添加量对β2甘露聚糖酶活
性有很大影响 (图 1) ,魔芋精粉质量浓度 40 g/ L 时

酶活性最高 ,为 1 530 U/ mL。

212　不同氮源和碳氮质量比对酶活性的影响

不同氮源对 W Y45 产β2甘露聚糖酶活性的影
响很大 (表 2) ,有机氮源培养的菌株所产酶的活性

均较高且稳定 ,效果明显优于无机氮源 ;其中大豆蛋

白胨和牛肉蛋白胨又明显优于其他有机氮源 ,且以

大豆蛋白胨为氮源的菌株所产酶的活性较以牛肉蛋

白胨为氮源的高约 150 U/ mL。
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图 1　魔芋精粉质量浓度对 WY45产β2甘露
聚糖酶活性的影响

Fig. 1　Effect of konjac powder concentration
onβ2mannanase production

　

表 2　不同氮源对 WY45产β2甘露聚糖酶活性的影响
Table 2　Effect of nitrogen sources on
β2manannase production

氮　源　
酶活性/

(U/ mL)
氮　源　

酶活性/

(U/ mL)

干酪素 1 211 (NH4) 2 HPO4 76

大豆蛋白胨 2 345 NH4 H2 PO4 7

胰蛋白胨 1 034 (NH4) 2 SO4 83

牛肉蛋白胨 2 188 KNO3 47

酵母提取物 1 511 NH4Cl 257

麦芽提取物 16 尿素 78

　　碳氮质量比是影响发酵过程的重要因素。氮源

添加量过高 ,会使菌体生长过于旺盛 ,不利于代谢产

物的积累 ;而氮源不足 ,菌体繁殖量小 ,影响酶的产

量。碳氮质量比优化结果见图 2 ,其 4/ 1 时最适于

产酶。较大的碳氮质量比有利与菌株的快速生长和

产酶 ,可使产酶时间提前 24 h 以上 ;但氮的质量浓

度过高会抑制酶蛋白的产生。

图 2　碳氮质量比对 WY45产β2甘露聚糖酶活性的影响
Fig. 2　Effect of the ratio of carbon source to nitrogen

source onβ2mannanase production
　

213　初始 pH对酶活性的影响

培养基初始 p H对 W Y45产β2甘露聚糖酶活性
的影响见图 3。可以看出 ,初始 p H 615～810 时抑

制了 W Y45所产β2甘露聚糖酶的活性 ,而略偏酸性

的初始 p H 较利于 W Y45 产酶 ,其中 p H 515 时最

佳 ;但发酵 48 h后 ,发酵液的 p H均自然趋向 510。

图 3　培养基初始 pH对 WY45产β2甘露
聚糖酶活性的影响

Fig. 3　Effect of primary p H onβ2mannanase production
　

214　培养温度对酶活性的影响

培养温度对 W Y45 产β2甘露聚糖酶活性的影
响见图 4。实验所选 6种不同温度下该菌株均可产

β2甘露聚糖酶 ,但以 50 ℃时酶活性最高。可能是由

于在从土壤稀释液中筛选该菌时的温度为 50 ℃,所

以靠近此温度时菌株产酶活性较高。

图 4　培养温度对β2甘露聚糖酶活性的影响 (96 h)
Fig. 4　Effect of temperature onβ2mannanase

production (96 h)
　

215　产酶历程

以优化后得到的最佳发酵培养基培养 W Y45 ,

结果表明 ,96 h内粗酶液蛋白质质量浓度和酶活性

持续升高 ,并均在 96 h 时达到最大值 0168 mg/ mL

和 2 800 U/ mL ,保持平稳约 48 h 后逐渐下降

(图 5) 。

3　讨　论

β2甘露聚糖酶属于诱导酶 ,在对有关嗜碱芽孢

杆菌[5 ,13 ]、地衣芽孢杆菌[2 ]、黑曲霉菌[7 ]等菌株发

酵优化的研究报道中 ,都有魔芋粉为最优诱导产酶

底物的结论 ,本实验结果与上述结论一致 ,可见魔芋
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图 5　产酶历程 (50 ℃)
Fig. 5　Time course ofβ2mannanase production

from WY45 (50 ℃)
　

精粉和魔芋普通粉是产β2甘露聚糖酶菌株液体发酵
中普遍最佳的碳源。本实验在取发酵液测酶活性的

同时在显微镜下观察菌株生长情况 ,发现以魔芋精

粉为碳源的发酵液中菌体密度最大 ,这说明其不仅

是β2甘露聚糖酶的极好的诱导物 ,同时也是菌株赖

以生长的优良碳源。较高的碳源含量有利于菌株的

生长 ,也使产酶稳定性增加 ;但含量过高时 ,培养基

过于黏稠甚至成凝胶状 ,会导致供氧不足而抑制菌

株的生长及产酶。

氮源是构成细胞原生质和酶蛋白的主要原料。

在微生物生长过程中 ,含有有机氮源的培养基常表

现菌株生长旺盛的特点 ,而无机氮源利用较快 ,可作

为速效性氮源[2 ]。菌体生产过程中 ,有机氮源的利

用使培养基的 p H有所升高 ,但并没有影响酶的合

成和分泌 ;而无机氮源中的铵盐被分解利用后 ,培养

基的 p H下降 ,酶的合成分泌量明显下降。芽孢杆

菌的发酵优化中 ,有机氮源几乎都优于无机氮源 ,但

多数以牛肉蛋白胨和酵母膏为最优 ,尚未发现以大

豆蛋白胨为最佳氮源的报道。本实验中大豆蛋白胨

的培养产酶效果略高于牛肉蛋白胨 ,可能因为大豆

蛋白胨中含有某些来自大豆的功能性成分促进了菌

株的生长和产酶。

李剑芳[7 ]等在黑曲霉合成β2甘露聚糖酶的研究
中提出 7/ 1的碳氮质量比是最有利的 ,明显高于本

实验的结论。本实验中 W Y45在碳氮质量比为 6/ 1

时酶活性已经大幅度下降 ,可见 W Y45需要更高的

氮源添加比例才能维持较高的酶蛋白产量和酶活性

水平。

环境的酸碱度对发酵的影响不仅在于改变基质

代谢速率 ,有时甚至可以改变代谢途径及细胞机

构[8 ]。不同菌株的发酵最佳其初始 p H相差较大 ,

初始 p H 7～8最利于地衣芽孢杆菌生长 ,而枯草芽

孢杆菌多在略偏酸性的初始 p H 下生长更为旺

盛[2 ,4 5 ,7 9 ]。
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