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三相流化床生物反应器同时产酶

同时降解壳聚糖的研究
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摘要
:

采用多孔聚醋泡沫块固定里 氏木霉
,

在三相流化床固定化反应器中同时产酶同时降解壳聚糖
。

结果表

明
,

通过控制降解时间可以得到不同平均聚合度的降解物
。

在 28 ℃
,

pH 4
.

8
,

通气量 2
.

5

~ 条件下
,

重复利用

菌丝降解 2 % (w八)浓度壳聚糖
。

每批产生的壳聚糖酶活力平均达到 1团
1llU

.

m L
一‘
以上

,

壳聚糖平均降解率

为 72 % 以上
。

利用此固定化反应器
,

在 45 天内连续进行 15 批同时产酶降解试验
,

结果发现壳聚糖酶活和壳

聚糖降解率能保持稳定
。
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壳聚糖是主要由 D 一 氨基葡萄糖以 汗l
,

4 键连接而成的多糖
,

在 自然界 中主要存在于某些真菌的

细胞壁中
,

但可以通过几丁质脱乙酞大量得到
。

几 丁质又称 甲壳素
,

广泛存在于虾
、

蟹等甲壳动物的
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外壳中
,

资源丰富
,

是自然界中第二大可再生资源
。

但是它的应用却被忽视
,

造成资源浪费
,

并污染环

境〔
‘〕

。

近年来
,

由于发现壳聚糖的降解物
—

壳聚寡糖具有抗细菌 [z]
、

抗真菌 [aj
、

抗肿瘤 [’] 以及免疫

激活 [s] 等一系列重要的生理作用
,

它们的作用 日益引起人们的重视
。

壳聚寡糖可 以通 过酸水解或酶

降解的方法得到
。

酸水解作为传统的制备壳聚寡糖方法
,

由于降解得率低
、

产物分离 困难以及环境污

染等问题
,

其应用 日益受到限制同
。

而酶法降解通常包括壳聚糖的生产及壳聚糖降解两个主要过程
。

由于各自在不同反应条件下进行总的生产周期较长
,

设备投资大
,

经济成本较高图
。

在本工作中
,

我们将传统的酶法降解技术作了改进
,

把壳聚糖酶的生产和壳聚糖的降解祸合在三

相流化床固定化反应器中进行
,

并考察了该反应器长期运行的稳定性
。

1 材料和方法

1
.

1 菌株

里氏木霉(乃自切山功砚 ~
1 ATCC56 7 64 )

,

本实验室保藏
,

保存在马铃薯琼脂(PD A )斜面上
。

1
.

2 壳聚糖

壳聚糖从玉环海洋生物工程公司购买
,

平均分子量为 30 〕以)
,

壳聚糖的脱乙酞度为 88
.

7 %
。

1
.

3 培养基

生长培养基 (g
·

L
一 ’

)
:
葡萄糖 10

,

蛋白陈 1
.

0
,

(NH 4
)
2 sq l

.

4
,

尿素 0
.

3
,

KHZ PD4 2
.

o
,

C副C12
·

2玩。

0
.

4
,

吨Sq
·

7玩0 0
.

3
,

吐温 80 1
.

0
,

微量元素盐 11力L
。

PH 用 l
mo l

·

L
一

柠檬酸缓 冲液调至 4
.

8
。

微量

元素盐 (g’ L
一 ’

)为 Fe sq
·

7玩0 5
.

0
,

Mn sq
.

玩 0 1
.

6
,

zn sq
·

7玩0 1
.

4
,

c oc lz. 6玩 0 3
.

70

产酶与发酵培养基(g
·

L
一 ‘

)
: 可溶性壳聚糖阁(脱乙酞度 88

.

7 % ) 20
,

KHZ叽 2
.

0
,

c ac 几
·

玩 0 0
.

4
,

Mg SO4
·

7珑0 0 3
,

吐温 80 1 一 2
,

微量元素盐 l
fnL

,

PH 用 lm 0 卜L
一 ‘
醋酸缓冲液调 4

.

80

以上培养基都在 121 ℃下灭菌 30而no

�
1

.

4 固定化反应器

固定化反应器 为带有恒温水夹套的玻 璃柱反应器

(喊oo ~
x 650 ~ )

,

固定化反应器底板为直径 5
~ 的 书

1

温

多孔筛板
,

筛孔分布均匀
。

将 6 克左右 的多孔聚醋载体

(大小为 Zc m x k m x k m
,

空隙率大于 卯% )置于反应器

柱体中
,

吸附 固定里 氏木霉菌丝
,

反应器 的工作体积为

1
.

5 一 Z L (图 l )
。

1
.

5 里氏木霉的固定和壳聚糖的降解

按 10 % (
v
八 )的比例接人里氏木霉的抱子悬液

,

使生

长培养基中的抱子浓度达到 1护个
·

m L
一 l 。

然后在 3 0℃
、

111 1 一 一一

多孔聚西旨载体

寸日温水火套
f叨流洲

又下J!

rl
,
温水进 口

邢
空气过滤器

/ 、灰乏

、
J
产

/
几入

空压机

固定化反应器装置

R g
.

I L印叽o blli zed
.

ce U bi o re ac tor sys te m

通气量 1
.

5 一 Z v

vln 条件下培养
。

至菌丝在载体上固定化完全后
,

用州4
.

8 0
.

05 mo l
·

L
一 ‘
醋酸缓冲液洗

涤菌丝数次
。

随后
,

在反应器中加人已灭菌的产酶和发酵培养基进行同时产酶降解试验
。

反应条件为

通气量 2
.

5 v

vln
,

反应温度为 28 ℃
。

在重复分批降解试验 中
,

当前一批培养完成后
,

用 0
.

05 mo l
·

L
一 ‘
醋

酸缓冲液清洗菌丝数次后
,

再接人下一批产酶和发酵培养基
。

壳聚糖降解率 ( % ) 二
初始壳聚糖浓度(mg

·

mL
一’

)
x 179

.

17
X I (X)
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1
.

6 分析方法

壳聚糖酶活的测定参照 U chi d a 法 [aj
。

以 D 一 氨基葡萄糖计的还原糖的测定采用 D N s 法回
。

氨基

糖胺浓度的测定采用 Ehri
ch 法【‘川

。

降解物平均分子量的测定参照 Mag 扮理ni 法【川
。

测定菌体干重时
,

将已知重量的固定化载体和吸附在其上的菌丝 80 ℃烘干至恒重
,

扣除载体重量
,

即为菌体干重
。

D 一

氨基葡萄糖的测定用 W aters 510 高效液相色谱测定
.

糖柱为 Sh以le x SC IOll
。

流动相采用超纯水
,

流速

为 O
.

s lllL
.

m in
一 ’ ,

检测器为 W 自te rs 41 0 示差折光检测器
。

2 结果与讨论

2
.

1 三相流化床反应器的开发

以多孔聚醋载体(PPF )作为固定化载体的三相流化床反应器
。

采用多孔聚醋作载体
,

菌丝不仅可

以吸附在载体表面
,

而且还可以包络在载体中
,

这大大增加 了单位质量载体吸附的菌丝量
。

此外
,

PPF

载体的网隔又对菌丝起到一定的过滤作用
,

既有利于保持菌丝活性
,

又能使衰老 自溶的菌丝碎片通过

网隔而 自动脱落
。

而且 PPF为疏水性材料
,

新生的菌丝又可在载体上重新生长
。

在通气培养过程中
,

空气通过罐底的筛板导人
,

使反应器处于流化状态
,

这样 PPF 载体为固定的

菌丝提供了较大的气液固接触的比表面积
,

使包络在其中的菌丝得到了充分的氧供应
,

这非常有利于

好氧的丝状菌生长
。

2
.

2 里氏木霉菌丝的固定化

尹省
·

皆�\侧喇卜油
�一
.

省
.

留�\铡胆汪津派
里氏木霉抱子悬液接人反应器后

,

分生抱子能迅速地

吸附在多孔聚醋泡沫块上
。

大约经过 6h 左右的培养
,

抱

子开始萌发
,

菌丝开始在载体表面上生长
。

如图 2 所示
,

经过 72 h 培养菌体量达到最大
,

每克载体上所固定的菌体

量达到 1
.

07 9
,

每升培养基中菌体干重大约为 6
.

43 9
。

在强

制通气情况下
,

反应器已处 于流化状 态
,

对菌体的供 氧充

分
,

而且又不受剪切力的影响
,

因此大大增加 了活性 菌丝

的数量
。

扫描电镜观察
,

此时菌丝体已形成较密的网络结

时问 /d

翼# 嚣基睿黔器霎,o= 粼孺夔:攫{薰:淤点翼慰:
在菌丝体的培养过程中基本没有发现有泄漏情况存在

。

2
.

3 固定化里 氏木霉同时产酶降解壳聚糖

同时产酶降解壳聚糖的过程如图 3 所示
,

还原糖浓度

随着壳聚糖酶活力的增加而提高
,

培养 60 h 后壳 聚糖酶活力达到最大
,

152
.

3 m U
·

m
·

L
一 ’ ,

还原糖浓度

在培养 72 h后达到最大
,

17
.

06 mg
·

m
·

L
一 ’,

之后糖浓度有所下降
,

直至培养结束
。

由于采用营养限制

性培养基
,

壳聚糖降解物 (氨基葡萄糖及氨基寡糖 )井不能被里氏木霉大量消耗用于菌丝的生长
,

但是

它们作为碳源可以维持菌体的生长并保持其活性
,

井且诱导壳聚糖酶的合成
。

降解物的平均分子量
,

即平均聚合度 ( AD p )在培养初始阶段快速降低
,

这说明壳聚糖酶 以 内切方式切割件1
,

4 糖昔键
,

同时

在降解的初始阶段
,

降解物中的氨基单糖含量很低
。

因此若能控制好培养时间
,

就可以得到不同平均

聚合度的降解产物
。
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令\侧如坷除酷

0 10 2 0

. 壳聚糖酶
,

O 还原糖
,

. PH
,

口平均聚合度
,

▲氨基葡萄糖

图 3 固定化里氏木霉同时产酶降解壳聚糖
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同时产酶降解同用壳聚糖酶粗酶液直接降解 的结果相 比较见表 l

,

虽然前者降解的周期较长
,

但考

虑到产酶时间需 6d 【’2】
,

实际上总反应周期明显缩短
,

而且反应条件温和且降解率基本相 同
。

因此
,

同

时产酶降解无论在技术上还是在经济上都具有传统酶解方法所不可替代的优势
。

表 1 两种不同壳聚糖降解方法的比较

T曲
.

I C翻叩目如on of 扣即0 曲晚比n t 面t“明口 d eg , da 廿o n n 犯th . 如

(h)一72铭
降解 工艺

壳聚糖初始浓度
( % )

壳聚

( n 1U

糖酶
.
n 止

-味
反应温度

(℃ )
降解时间 最大降解率

( % )
总降解时间

(d )

同时产酶降解

产酶 和酶解分步进行

2
.

能
2

.

0 2

152
.

3
决

153
.

6
衡 2

邓

功

7 1
.

9

7 1
.

6

6 (3 )
’ “

8

注 : 二 最 大壳聚糖酶活力 ; , 2 初始壳聚糖酶活力 ; *
3 括号中指菌 丝重复利用时降解时间

。

2
.

4 固定化里氏木霉重复分批降解壳聚糖

重复分批降解试验的壳聚糖初始浓度为 2 % (w/ v)
,

每批周期为 3 d
,

重复 15 批
,

共 4 5 d
。

在培养过

程中发现菌丝生长一直 比较 良好
,

与载体紧密结合
,

培养液中因衰亡而脱落的游离菌丝量很少
。

壳 聚

糖的降解得率以 及壳聚糖酶活力也一直保持相对稳定
。

在每批降解 中
,

壳聚糖酶活力平均可达到

150 m U
.

m L
一 ’左右

,

降解率也可达到 72 % 以上 (图 4 )
。

�
一、月日
·

口通\谧椒深长

005000500
Q一.卫孟.1

�.倡
·

留�\铡长称鹭日

在三相流化床 固定化 反应器 中
,

不仅菌

丝所受的剪切力小
,

而且反应 器中溶氧浓度

高
,

菌丝体与氧气的接触面积大
,

这些都有利

于保持菌 丝的 活性
。

在重 复分 批培 养过 程

中
,

菌丝可以很 好地附着在载体上连续地生

长
,

而衰老和死 亡的菌丝又可从载体上脱 落

而随收获 的每一批降解 液被移去
,

这样 不但

使菌体量保持着一定 的平衡状态
,

而且 能使

菌体持续保持较高的产 酶能力
。

同时
,

降解

反应时环境的 PH 也相对较低
,

因此每批操作

中染菌的可能性 也大大降低
,

这些都提高了

反应器长期运行的稳定性
。

0 3 6 9 12 15 18 2 1 24 2 7 30 33 36 3 9 42 4 5

时间 / d

. 还原糖浓度
,

O 壳聚糖酶活力

图 4 固定化里氏木霉重复间歇降解壳聚糖的时间进程
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3 结论

采用固定化里氏木霉同时产酶降解壳聚糖可省去产酶过程
,

而且由于可以重复利用菌丝
,

因此壳

聚糖降解周期缩短为 3d
,

与传统的两步法降解相 比
,

新工艺的降解效率大大提高
。

此外从工业化角度

分析
,

该方法具有设备投资小
、

工艺流程简单
、

培养基成本低等特点
,

有利于进行连续操作
,

实现计算

机 自动化控制
。
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