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木聚糖降解菌的筛选和木聚糖酶性质的研究

周世宁 法 勇军 杜 扬
( 中山大学生物化学系

,

广州 5 1 0 2 7 5)

摘 要 筛选两株生长快
、

产木聚糖酶活力高的菌种
:

黑曲霉 (A sP er g llt
u : , i ge

r ,

A N 01 )
、

链霉菌 ( S t r e P t o

柳
c e s s p

.

S t r 7B )
,

酶活力分别达 1 2 8 m g / L
·

m in 和 1 7 6 m g / L
·

m i n , 酶反应

最适温度分别为 60 ℃与 50 ℃ ; 最适 p H 值为 5
.

。 和 6
.

0
,

并分别在 p H 2
.

2一 5
.

0
,

5
.

8~ 6
.

4 酶

活性稳定 ; 在 60 ℃ 条件下保温 1
.

s h
,

酶活力分别剩余 20
.

5%
,

88
.

5%
,

其中 A N 01 株原酶

液在 9 0℃保温 一0 m i n ,

活力仍剩余 1 4
.

5写
.

C
u Z+
对酶活表现出极强抑制

,

F
e Z+ ,

M g Z+ ,

C a Z+

等离子则有促进作用 ; 用纸层析法探讨了不同培养时间各种产物产生的情况
.

关键词 木聚糖酶
,

黑曲霉 A N 01
,

链霉菌 st 7r B
,

寡木糖

分类号 Q 55

每年地球上植物光合作用产生的巨大资源中
,

有 1 3/ 是半纤维素
,

约占陆地植物干

物质含量 15 % ~ 30 %
,

是一类可再生的重要潜在资源
.

与纤维素相比
,

半纤维素更易为

微生物所降解和转化
,

降解产物木糖在酶的作用下可转变为乙醇
.

国外 已有不少研究者

对木聚糖酶进行了研究
〔̀ 〕 ,

有的 已在探索运用基因工程手段将木聚糖酶基因转入大肠杆

菌或酵母中
〔2一们 ,

而 国内目前对木聚糖酶的研究还较少
,

且主要集中于外切酶的活性

上 〔“
·

6 , ,

对内切木聚糖酶研究很少
.

内切酶作用的产物为寡糖
.

由于寡糖在饲料工业和食

品保健方面有很大的应用前景而受到人们的重视
.

用化学方法生产寡糖有副产物多
、

粘

性大及成品不易提纯等缺点
,

酶法生产则避免了上述的不足
.

本研究筛选出了对木聚糖分解能力较强的黑曲霉 ( A sP e
gr ill us in ge

: ,

A N 01 ) 和链霉

菌 ( tS erP ot my ce
: s p

·

S t r 7B ) 两个菌株
,

研究了它们粗酶液的一些特性
,

并初步分析了其

粗酶液中所含内切酶的比例
.

1 材料和方法

1
.

1 菌 种

链霉菌 ( tS r 7 B )
,

土壤分离
; 黑曲霉 A N 01 株

,

本实验室保存菌种
.

.1 2 木聚枪的制备

干蔗渣加 0
.

5 %的草酸按 ( 以湿润蔗渣为准 )
,

85
`

C 水浴保温 90 m in
,

抽滤 (用草酸
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钱连续处理 3 次 )
,

弃上清液
.

沉淀物在 60 C烘干后
,

用 4 % 的氢氧化钠浮泡 (氢氧化钠

用量以浸没沉淀为度 )
,

40 C保温 16 h 后抽滤
,

取滤液
,

用 ” % 乙酸调 p H 至 5
.

5
,

然后

加入 95 %乙醇 (用量为氢氧化钠用量的一半 )
,

立即出现木聚糖沉淀
.

将木聚糖的乙醇液

放入冰箱中冷却 2
.

s h
,

离心
,

并用 95 % 乙醇洗沉淀物两次
,

离心后烘干得到深棕色 固体
,

产率约为 10 %
·

1
.

3 培养基

( 1) 保藏培养基
.

P D A 培养基
.

( 2 ) 选择培养基
.

木 聚 糖 l % ; N a N O
。 0

.

3% ; K
Z
H P O

; 0
.

1% ; M g SO
4 ·

7 H
Z
O

0
.

0 5%
; K C I 0

.

0 5 % ; F e SO
、 0

.

0 0 1%
;
琼脂 1

.

5 %
.

( 3) 营养盐液
.

除不含 C o CI
:

外
,

其它成分同 M an d el s 氏营养盐液
.

(4 ) 液体发酵培养基
.

在营养盐液 中加入 0
.

5 %的半纤维素
,

2%的鼓皮
,

p H 约为

5
.

5
.

1
.

4 方 法

1
.

4
.

1 木聚糖降解 菌的筛选方法 用以上选择培养基进行筛选
.

将不同地点采集来的

土样约 1 9
,

用无菌水稀释 10 万倍
,

涂于选择性培养基上
,

置 28 C培养箱中培养
,

纯化
.

1
.

4
.

2 摇床培养方法 直接将斜面菌种接入培养液中
,

5 00 m L 三角瓶装量为 12 5 m L
,

在 30
`

C
,

1 50
: /m in 条件下振荡培养

·

1
.

4
.

3 粗酶液的制备 直接取发酵液
,

离心后 (3 Oo o r / m in
,

20 m in) 取上清液即为粗

酶液
.

1
.

4
.

4 测定方法

( 1) 木糖量测定
.

采用 3
,

5一二硝基水杨酸比色定糖法 ( D N S 法 ) 测定还原糖
.

(2 ) 木聚糖酶活力测定
.

取粗酶液 0
.

s m L 加入 1%木聚糖溶液 。
.

sm L
,

混匀
,

60 C

水浴酶解 20 m in
,

将反应体系置于 1 00 C沸水灭活 10 m in
,

用 D N S 法测定其中还原糖

量
.

空白对照
.

取粗酶液 0
.

sm L 于沸水浴灭活 10 m in
,

再加入木聚糖溶液 0
.

s m L
,

60
`

C

保温反应 20 m in
,

其余同上法
.

计算每 m L 酶液反应每 m in 释放 1 拼g 木糖的量为 1个酶活单位
.

( 3) 用上行纸层析法
,

定性测定酶解产物
.

展开剂为正丁醇
:

毗咤
:

水 (6
: 4 :

3)
;

显色剂为苯胺
一

二苯胺显色剂
.

2 结 果

2
.

1 木聚糖酶产生菌的筛选

将纯化的菌株和黑曲霉 01 株 ( A N o l) 分别接入液体发酵培养基中
,

30
`

C
,

1 5 O r /m in

摇瓶培养 72 h
,

提取粗酶液 0
.

5 m L 与木聚糖溶液 (1 % ) 0
.

5 m L 混合
,

50
`

C 反应 20 m in
,

点样进行纸层析
; 另取酶液进行酶活力测定

.

结果除黑曲霉 A N 01 外
,

尚有一株 S t r 7B 的

酶活力较高且酶解产物中有寡糖产生
,

经鉴定 tS r 7B 株为链霉菌属
.

2
. `

2 培养时间对木聚糖酶活性的影响

取两菌种用产酶培养基进行摇瓶培养 6 d
,

每隔一定时间取样
,

测定酶活性
,

结果如
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S 咬r 7 B

3

日寸If0 /d

A N 01 及 s t r 7 B 产木聚糖酶时间

曲线

1 T h e x y la n a s e p r o d
u e t io n o f

A N O I a n
d S t r 7B in d if f e r e n t

t 1 1l l e s

1g.图Fi

OO

口O000

图 1 所示
.

由图 1 可见
,

A N 01 株在前 24 h
,

产酶量迅速

增加
,

到 24 h
,

酶活力达到最高
,

之后酶活慢慢下

降
.

tS r7 B 株在前 24 h 产酶量增加较慢
,

到第 3 d

才达到最高酶活
,

之后又缓慢下降
,

最后
,

酶活稳

定在一个较高的水平
.

2
.

3 培养时间对内切酶与外切酶产生的影响

将两 菌株培养 72 h 的原酶液分别与木聚糖溶

液反应
,

将反应液点样进行纸层析
,

结果如图 2
一 a

.

培养 6 d 后
,

再分别取酶液如上反应及层析
,

结果

如图 2
一

b
.

2
.

4 A N 01 和 st r 7 B 所产木聚糖酶特性

用来自 A N o l (摇瓶培养 2 4 h ) 及 S t r 7 B (摇瓶

培养 72 h) 培养液的粗酶液与标准木聚糖底物在各

种条件下反应
,

结果如下
.

用 H C I和 N a O H ( 0
.

1 m o l / L )分别调节酶促反

应时的 p H 值
,

6 o C反应 2 0 m i n ,

测酶活
,

结果如

图 3
一 a ,

得 A N 01 及 tS r 7B 木聚糖酶反应最适 p H 分

别为 5
.

0 及 .6 .0

用 H C I和 N a O H ( 0
.

l m o l / L ) 将反应液调至不

同的 p H 值
,

放入 60 ℃水浴锅 内保温 l h
,

然后再将

p H 值调 回其最适 p H 值
,

测定酶活力
.

结果见图

3
一

b
,

得 A N 01 木聚糖酶在 p H 2
.

2一 5
.

。范 围内较稳

定
,

st r 7 B 则在 p H S
.

8一 6
.

4 范围内稳定
.

在不同

温度条件下
,

分别进行酶促反应
,

结果如图 4
一 a ,

得

A N 01 及 tS r7 B 木 聚糖酶 活 的最 适 温 度 分别 为

6 0 C 和 S O C
.

将 0
.

5 m L 酶液分别置于不同温度下保温不同

时间
,

然后再加入 0
.

5 m L 木聚糖溶液 (1 % )
,

置

6 0
`

C水浴锅中
,

按常规方法测酶活力
,

未保温的酶

活力为 1 0 0%
,

结果如图 4
.

得两菌株的木聚糖酶在

4 o C都较稳定
,

但在 60 C 下
,

A N 01 酶极不稳定
,

而

S t r 7 B 却较稳定
.

将培养基用 H C I 或 N a O H ( 0
.

1 m o l / L ) 调不

同 的 p H 值
,

培 养 至 2 4 h ( A N o l ) 及 7 2 h

( tS r 7 B )
,

然后测定其终 p H 值及酶活
.

结果如表

1
.

0000拜
二

On000

摇瓶培养 7 2 1
1 ( a ) 和 6 d ( b ) 后

两种木聚糖酶反应层析图

2 T h e p a p e r e h r o m a t o g r a p h y

P a t t e r n s
h

o w n t h
e P r o

d
u e t s

o f x y l a n a s e r e a e t io n a t 3 o C

f o r 7 2 h ( a ) a n d 6d ( b ) w i t h

s
h

a k in g

zg图iF
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10 0

— S t r7 B

A N 01

80604020
ǎ界à一咙塔禽年

A N 0 1 S t r 7B

0 1 2 3 4

图 3

5 6 7 8 9 1 0 1 1 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 11 12

P H

p H 值对木聚糖酶活性 (a) 和酶稳定性 b( )

F ig
.

3 T h e e f fe e t o f p H
o n th

e a e t iv it y (a ) a n d th e s t a b il it y (b )

b y A N O I a n
d S t r 7B

的影 响

o f x y la n a s e P r o
d

u e e
d

二二二丁一创` 一一一一一一一闷 40℃

一` = = 二二= 二= = = 瑞盟毛
几
。
à一华绝言三

60卫
9 0 U
9 0℃

00608040200

10 劝 30

T I (℃ )

40 5 0 6 0 7 0 8 0 90

t /m in

图 4

F ig
·

4 T h
e e f fe e t

温度对木聚糖酶活性 (a) 和稳定性 (b) 的影响

o f t e m p e r a t u r e o n th
e a e t iv it y (

a
)

a n
d th

e rm o一 s t a b l
e (b ) o

f

x y la n a s e p r o
d

u e e d b y A N O I a n d S t r 7B
.

表 1 不 同起始 p H 值对产酶的 影响

T
a b

.

1 T h e e f fe e t o f o r ig in a
l p H v a lu e s o f th e m e d ia o n th e e n z ym e a e t iv i t y

起始 p H (灭菌前 ) 5 5
.

5 6

A N 0 1 4
.

0 4
.

4 4
.

4 3
.

5 5
.

4 6
.

4

终 p H

S t r 7B 5
.

0 5
.

4 6
.

4 6
.

7 6
.

7 7
.

2 8
.

0

0门

:
ǎ卜O以

ù

L? l

A N O I

酶活 /m g
·

l
碑 一 ` ·

m ni 一 `

S t r 7B

2 9
.

0 3 0
.

5 4 4
.

0 4 9
.

5 4 7
.

5 3 7
.

0

0 1 7
.

0 2 8
.

0 4 6
.

0 4 5
.

0 4 2
.

5

在酶促反应液中加入不同金属离子 (使金属离子的终浓度达到 0
.

02 m ol /I
J

)
,

测定不

同金属离子对两种木聚糖酶活力的影响
,

结果见表 2
.
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表2 金属离子对木聚糖酶活力的影响

T a b
.

2 T he e f fe e t om fe ta li
on son t he e a ti

v
i ty ofxy lane a sP ro due e

dby AN0 1an dSt r 7 B

金属离子 对照 N
a +

K
+

M n Z +
F

e Z +
M gZ +Ca, +

C
u Z+

酶活力 / g
·

L
一 ’ ·

m in 一 `
A N 0 1

S t r 7B

5 7
.

2 5 4 5 1 9 8

1 1 0 1 1 4 1 0 7 7 7

1 5 3 6 8

1 4 1 1 1 1

1 2 2

1 2 1

3 讨 论

利用微生物酶降解木聚糖生成寡糖
,

国内外均有研究
.

在木聚糖来源方面
,

国外有

用经济性硬木川
,

白桦
、

麦草
、

白杨
、

落叶松木及玉米棒子
〔` 〕
等来制取木聚糖

,

再用化学

法或微生物酶降解
,

将单糖除去后
,

得到从木二糖到木六糖的一系列寡糖
.

作者则利用

华南地区蔗渣资源丰富的特点
,

由蔗渣提取木聚糖
.

将得到的木聚糖酶解后
,

产物用纸

层析显示
,

得到了从单糖到三糖以上的寡糖 (图 2
一 a )

,

由图 2
一 a
可看出

,

S t r 7 B 酶作用的

酶解产物中
,

单糖很少
,

三糖及二糖含量较高
,

说明该株所产木聚糖酶中
,

内切酶活性

高
,

比例大
,

外切酶则相反
.

但 A N 01 则不同
,

其单糖和寡糖产物相去不远
,

说明内切

酶与外切酶比例大致相当
.

而从图 2
一

b 可看到
,

培养 6 d 后
,

tS r 7 B 株酶解反应产物中又

出现了大量单糖
,

单糖与寡糖的产量基本持平
,

即其所产木聚糖酶中内切酶与外切酶比

例相当
.

而培养 6 d 的 A N 01 株酶解反应产物的层析结果与培养 72 h 的结果相似
.

产木聚糖酶的微生物种类方面
,

以放线菌属
、

芽抱杆菌属
、

黑曲霉及木霉属
〔幻居多

.

这些菌株都产生内切及外切两种酶
.

筛选的 A N 01 株具有生长快速的特点
,

30 C
,

24 h 已

使培养基因长满菌丝球而粘稠
,

且酶活达到最高 ( 1 2 8 m g / L
·

m i n ) (图 1 )
,

st r 7 B 株虽

然生长较慢
,

但酶活力较高
,

3 d 最高酶活达 1 76 m g / L
·

m in
.

进一步研究培养条件以提

高菌株生长速度及 内切酶比例
,

是努力的方向
.

由图 3
一 a
可见

,

不论是 A N 01 或 S t r 7 B
,

p H 值对酶活性的影响是很显著的
.

在最适

p H 之外
,

酶活迅速下降
,

但 A N 01 株对 p H 值的变化比 tS r 7 B 有较好的稳定性 (图 3
一

b )
,

在 p H 2
.

5~ 5
.

5 的范围内酶活变化不大
.

由表 1 还可看出
,

一般情况下
,

不论起始 p H 值

如何
,

在发酵后其 p H 值都会向产酶的最适 p H 值方向移动
,

特别是 tS r 7 B
,

其酸性 p H 值

升高得非常显著
,

在最适 p H 值附近
,

其酶活也是最高的
.

温度也是影响酶活力的主要因

子 (图 4
一

a)
,

在最适温度以外
,

酶活都迅速下降
,

但 A N 01 的酶在其最适温度 ( 60 ℃ ) 却

不稳定
,

保持 3 o m in
,

酶活只剩 28
.

5%
,

而 tS r 7 B 在 40 ~ 60 C范围内却有较好的稳定性
,

保温 g om in
,

仍有 88
.

5 % ~ 98 %的酶活
.

两者 比较
,

S t r 7 B 的酶热稳定性是较为理想的
,

因为在其酶活的最适温度下
,

其稳定性也最高
,

对酶促反应非常有利
.

由表 2 可看出
,

F e Z+
对两菌株均有较好的提高酶活的作用

,

尤其值得一提的是 C u Z +

对两菌株的木聚糖酶活都有极强的抑制作用
,

几乎使酶活降到零
.
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3

4

F u k u s a k i E
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