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"对分泌表达纤维素酶
FeK

重组枯草芽孢杆菌

的发酵条件进行优化%利用
P-,6d1<<7W)*G,+

实验设计对淀粉'酵母粉'蛋白胨等
E

个因素对枯草芽孢杆菌产纤维素

酶
FeK

的显著影响与否进行评估分析#筛选得到淀粉'酵母粉和
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为
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个显著影响的因素#再利用

W(S7W10+d1+

实验设计对这
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个因素进行进一步优化#确定最佳培养基的配比为淀粉
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%在最优条件下#利用小型发酵罐对重组菌进行扩大培养#其最高酶活力达到
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+
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关键词!纤维素酶
FeK

$枯草芽孢杆菌$响应面优化$发酵
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纤维素是由
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7"r#7

糖苷键连接的多聚葡萄糖$

广泛地分布于自然界中$如秸秆稻草(木材及各类废

弃纸张等都是纤维素的丰富来源%同时$纤维素又

是自然界中分布最为广泛的可再生资源$通过光合

作用每年可产生超过
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亿
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纤维素物质贮存于植

物干物质内%然而$这巨大的资源宝库还未被有效

开发与利用%通过生物降解的方法能有效地将纤维

素物质转化成简单糖$进而再发酵生产醇类物质$可

作为一种洁净的可再生资源&

"7#

'

%

纤维素的生物降解体系包含了各种组分的纤维

素酶"
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$其中最主要的为内切
(

7"

$

#7

葡

聚糖酶"

1+I(7"

$

#7

(

7

4

-)6,+,;1

$

FU!@$@-@#

#(外切
(

7

"

$

#7

葡聚糖酶"

1S(7"

$

#7

(

7V7

4

-)6,++,;1

$

FU!@$@"@D"

#

和
(

7"

$

#7

糖苷酶"

(

7"

$

#7

4

-)6(;3I,;1

$

FU!@$@"@$"

#%

通过各种酶的协同作用可将纤维素酶彻底降解成单

糖%因此$纤维素酶的获取是有效利用纤维素的关

键之一%

纤维素酶
FeK

是由福寿螺胃液中分离出的共

生菌株
U.T-HH7V;

N

@5<*,3+KU7"

所产的一种纤维

素内切酶%该酶具有较好的热稳定性且在酸性条件

下相对稳定$有较好的工业应用前景&
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%在前期工

作中$利用了枯草芽孢杆菌&

E

'对其进行了重组表达$

在此基础上$本文利用相应面法&

D7"%

'对已构建的重

组菌株的发酵产酶条件进行了进一步优化$并进行

了小规模发酵放大实验$为大规模生产纤维素酶

FeK

提供理论参考%

!

!

材料与方法
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重组枯草芽孢杆菌
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枯草芽孢杆菌基础表达培养基!蛋白胨
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摇瓶培养操作

将低温保存的
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甘油菌在的
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培养基固体平板上进行划板培养
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%挑取单

个菌落接种至含
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的
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培养基的试管中$在
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摇床中培养
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的

比例转接至含
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培养基的锥形瓶中$置于
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摇床培养摇床培养
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%收集发

酵液于
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收集上清液$测

定纤维素
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酶活力%为保持菌株质粒稳定性$

各级培养基中均含有终浓度为
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发酵罐培养操作

将筛选出的
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单克隆菌株先

接种至含的
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试管中$在
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培养基的锥形瓶中$在
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优化培养基的发酵罐中

进行发酵培养$在培养温度为
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速
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$通气量为
"%Q

)

G3+

的稳定条件进行

发酵培养$并间隔一定时间提取适量发酵液$离心取

上清液测定酶活力%
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纤维素酶
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酶活力测定

羧甲基纤维素钠"
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酶液$在
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进行酶活反应
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试剂煮沸
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*利用分光光度计

检测
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吸光值%以灭活的酶液进行空白对照%

酶活力定义!在羧甲基纤维素钠"

Ù U7>,

#检

测法中定义一个酶活力单位为
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水解产生

"

#

G(-

还原糖所需的酶量%
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实验

根据前期单因素实验结果对包含空白在内的共

D

个因素分别选取高水平"用1

"

2表示#和低水平"用
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2表示#进行的
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实验设计$各

因素值见表
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实验

在
P-,6d1<<7W)*G,+

实验设计的基础上$对其

中显著影响产酶活力的因素重新编号$分别选取
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个水平"高水平用1
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2表示$中水平用1
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实验设计结果
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的取值进行
P-,6d1<<7W)*G,+

实验结果
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软件对数

据进行分析%当
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值小于
%@%B

时$该因素为显著

影响因素$由分析结果可知$
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响因素%
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$表示此模型可以解
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的以上实验结果$且可靠%
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实验设计结果
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实验数据结合软件分析的结果见

表
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和表
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$所选取的
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个因素中各因素的交互作

用见图
"A!

图%

等高线图越接近椭圆$说明这两个因素之间的

交互作用显著$反之$若等高线图接近圆形则说明这

两个因素之间的交互作用不显著%由图
"A

图
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的

响应面和等高线图可以直观地反映出各因素之间的

交互作用$其中$淀粉和酵母粉之间的交互作用最显

著%而图
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图
!

的响应面立体显示的顶点即为产

酶量的最大值$该顶点的坐标值则为对应最大产酶

时各因素的取值$分别是
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影响产酶量的响应和等高线

图
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影响产酶量的响应和等高线
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发酵实验

在响应面优化的基础上采用小型发酵罐对重组

菌进行扩大培养%控制温度为
!&M

(利用稀
OU-

和

>,hO

控制发酵过程
N

O

为
&

$恒定转速为
E%%*

)

G3+

$通气量为
"%Q
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G3+

%取不同时间点检测发酵

液菌体密度和上清酶活力其结果如图
#

示%

图
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!

发酵时间与菌体生长密度和纤维素

酶
FeK

产酶活力的关系曲线

菌体的生长在
E0

内呈现对数增长的趋势$同

时纤维素酶活力快速增长*发酵至
E0

时达到最大

产酶量
"$C#9

)

Q

%之后$菌体生长逐渐进入平台

期$发酵体系中蛋白水解酶的逐渐积累$纤维素酶

FeK

被降解$酶活力持续降低%

$
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结
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论

纤维素酶作为一种高效的生物催化剂$其应用主

要集中在饮料业$发酵(酿造工业$饲料工业和医药行

业中$除此之外$纤维素酶在糖化发酵生产燃料乙醇

的领域也有重要的应用%本文通过响应面优化法对

重组枯草芽孢杆菌
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K9;
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产纤维素酶

FeK

进行发酵培养基配比进行优化$通过
P-,6d1<<7

W)*G,+

实验设计$从各培养基组分中筛选出著影响

因素为淀粉(酵母粉和
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%并对这
!

个

因素进一步使用
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实验设计方案$结合软

件分析$确定摇瓶培养的最优产酶时各因素的取值分

别为淀粉
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在此基础上$采取发酵罐扩大培养$相比普通的摇瓶

实验只能控制体系的温度和转速$发酵实验过程中还

可以精准的控制体系的
N

O

(溶氧量和营养成份$发酵

产纤维素酶
FeK

的最高酶活力可达
"$C#9

)

Q

$相比

原始菌种的产酶活力提高了
C

倍&

"$

'

$对提高纤维素

酶表达量$广泛应用于工业化生产具有重要的意义%
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