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温度和 pH 对鹅肠道细菌纤维素酶活力的影响
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摘 要 : 试 验 设 计 不 同 温 度 和 pH, 测 定 鹅 肠 道 细 菌 纤 维 素 酶 活 力 。 来 源 于 回 肠 的 菌 株 H1在 60℃、pH 为

6.0 时 , 酶 活 力 最 大 为 41.4U; 来 源 于 盲 肠 的 菌 株 M3 在 60℃、pH 为 4.0 时 , 酶 活 力 最 大 为 51.4U。
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Effect of Temperature and pH on Activity of Bacteria l Cellulose
from Geese Intes tinal Tract

ZHANG Gui- shan, CUI Xiu- yan, XU Jing, LOU Yu- jie

(College of Animal Science and Technology, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China)

Abs tract: Different temperature and pH was adopted to determine activity of bacterial cellulose in geese

intestinal tract. The results showed that the strain H1 in ileum reaches best enzyme activity 51.4U at 60℃ , pH6.

0; The strain M3 in caecum reaches 41.4U at 60℃, pH4.0.
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鹅是以放牧为主 , 补食为辅的节粮型水禽。鹅

的消化道具有强大有力肌胃的机械作用、腺胃的

化学作用、大肠中的微生物作用 , 三者的协同作用

结果 , 使牧草纤维素得以消化分解。

纤维素是植物细胞壁主要组成成分 , 是绿色

植物光合作用的主要产物 , 约占植物总量的一半。

纤 维 素 分 子 是 由 许 多 吡 喃 型 的 D- 葡 萄 糖 残 基 以

β- 1,4- 苷键连接而成的多糖 , 是一种高分子化合

物。自然界中 , 纤维素能被几百种真菌、细菌和放

线菌等微生物降解。

纤维素酶是糖与蛋白质的共价键或可降解的

复合物形式存在的糖蛋白。它是降解纤维素生成

葡萄糖的一组酶的总称。纤维素酶降解纤维素有

多种假说。原初假说认为 , 当纤维素酶作用时 , 首

先对纤维素的C1组分起作用 , 继而使CX组分变成纤

维 低 聚 糖 , 再 由 β- 葡 萄 糖 苷 酶 分 解 成 葡 萄 糖 。
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协同假说认为 , 内切葡萄糖酶首先进攻纤维素的

非结晶区 , 形成外切纤维素酶需要的新的游离末

端 , 然后外切纤维素酶从多糖链的非还原端切下

纤 维 二 糖 单 位 , β 一 葡 萄 糖 苷 酶 再 水 解 纤 维 二 糖

单位形成葡萄糖。一般来说 , 当酶组分的混合比例

与纤维素分解细菌发酵滤液各组分相近时 , 协同

作用最大 , 不同菌的内切与外切酶之间也具有协

同作用。

通过本试验清楚地看到 , 纤维素酶分解纤维

素的最适温度和酸碱度 , 增加了人们对纤维素酶

降解纤维的机理了解 , 纤维素酶可应用于畜牧业

生产 , 增加纤维类饲料的利用及减少纤维类物质

对环境的污染。

1 材料与方法

1.1 菌种来源

本试验的出发菌株是从吉林白鹅回肠、盲肠

食糜及内壁刮取物中分离筛选出来的 , 分离筛选

出 3株 兼 性 厌 氧 细 菌 M2 、M3 、H 1 和 1 株 需 氧 细

菌 M1(H1来源于回肠、M1、M2、M3来源于盲肠)。

1.2 培养基
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将 各 管 溶 液 混 合 均 匀 后 , 沸 水 浴 5 min, 立 即

冷 却 定 容 20 mL, 摇 匀 , 490 nm 波 长 处 测 定 OD

值 , 以葡萄糖质量为横坐标 , 光吸收值(OD)为纵坐

标 , 用软件 excel2000 绘制标准曲线 , 结果见图 1。

1.5 粗酶制备及测定方法

1.5.1 粗酶制备

250 mL三角烧瓶中装50 mL种子培养基 , 接种

斜 面 菌 体 , 40℃旋 转 摇 床 振 荡 培 养24h作 种 子 液 ,

按 接 种 量 的 2% 转 接 于 500 mL三 角 烧 瓶 中 的 100

mL发酵培养液中于40℃ 10 000 r/min离 心20 min,

除去菌体取上清液 , 缓 慢 加 入 硫 酸 二 铵 至80%饱

和 度 , 4℃ 静 置 过 夜 , 再 离 心 收 集 沉 淀 物 , 溶 于 少

量 缓 冲 溶 液 (0.02 mol/L磷 酸 氢 二 钠 , 磷 酸 二 氢 钠

pH8.0)中 , 用同样缓冲溶液透析 , 即得到粗酶液。

1.5.2 酶活力测定

取 4 支 带 有 20 mL 刻 度 的 试 管 , 1 支 作 空 白

对照样 , 另外 3个 试 管 作 平 行 样 品 试 管 , 每 支 样 品

试管内加入 1 mL 酶溶液 , 然后在 4 个试管中分别

加 入 4 mL 已 预 热 至 60℃ 的 0.625% 羧 甲 基 纤 维

素钠磷 酸 盐 缓 冲 溶 液 , 准 确 计 时 10 min 取 出 , 每

支 试 管 立 即 加 入 1 mL 2 mol\L 氢 氧 化 钠 溶 液 和 2

mLDNS 显 色 液 , 摇 匀 后 对 照 试 管 加 入 1 mL 酶 溶

液 , 将试管放入沸水浴中煮沸 5 min, 立即冷却 , 用

蒸馏水定容至 20 mL, 于 490 nm 处测定 OD 值 , 从

标准曲线中计算出产生的葡萄糖量 , 以每毫升粗

酶溶液反应 1 min 释放 1 μg 葡萄糖的量 为 1个 酶

活力单位(U)。

2 结果与讨论

2.1 温度对酶活力的影响

将 42℃发 酵 培 养 48 h 菌 液 产 生 的 纤 维 素 酶

在 pH 为 6.0 和 温 度 分 别 为 36℃ 、44℃ 、52℃ 、

60℃、68℃条件下进行酶活力测定 , 结果见图 2。

由 图 2 可 知 , 4 株 菌 产 生 的 酶 在 温 度 为 60℃

酶 活 力 最 高 , 来 自 回 肠 菌 最 高 酶 活 力 达 到 了 41.

4U, 来自盲肠菌株 M3最高酶活力达 31.8 U, 随 温

度升高或降低酶活力则呈下降趋势 , 当温度接近

鹅体温时酶活力又有所升高。

2.2 pH 对酶活力的影响

将 42℃发 酵 培 养 48 h 菌 液 产 生 的 纤 维 素 酶

在 60℃ 和 pH 分 别 为 3 、4、5、6、7、8 条 件 下 进 行

酶活力测定 , 结果见图 3。 (下 转 第 59 页)

表 1 不 同 溶 液 加 入 量

项 目 1 2 3 4 5 6 空白

葡萄糖标准液(mL) 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 0
相当于葡萄糖质量(mg) 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 0
蒸馏水(mL) 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 2.0
2 mol/L 氢氧化钠(mL) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
3.5- 二硝基水杨酸 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
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种子培养基(g /100 mL): 采用复合蛋白胨1.0、

葡萄糖 1.0、酵母膏 1.0、pH7.0。

发 酵 产 酶 培 养 基(g/100 mL): 羧 甲 基 纤 维 素 钠

培 养 基 0.5、牛 肉 膏 0.5、蛋 白 胨 1、麸 皮 4、豆 秆 粉

0.5、麦草粉 0.5、NaCl 0.5、pH7.0。

1.3 主要实验设备

751型 紫 外 可 见 光 光 度 计(上 海 光 尼 柯 仪 器 有

限公司), 冷冻离心机(SIGMA)。

1.4 葡萄糖标准曲线绘制

葡萄糖标准液的配制 : 准确称 取 100 mg 分 析

纯的无水葡萄糖 , 用少量蒸馏水溶解后 , 定量转移

到 100 mL 容量瓶中 , 再定容到刻度 , 摇匀。浓度为

1 mg\mL 取 7 支 25 mm×250 mm 试管 , 分别按表

1加入试剂。

图 1 葡 萄 糖 标 准 曲 线

y=1.493 3 x- 0.001 8 R2=0.987 8

图 2 不 同 温 度 对 酶 活 力 影 响
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由图 3可知 , 来自盲肠菌株 M3产生的酶在pH

值为 4 时酶活力最高 , 最高酶活力达到了 51.4U,

随着 pH 值升高或降低酶活力呈下降趋势 , 另外 3

株 菌 产 生 的 酶 在 pH 为 6 时 酶 活 力 较 高 , 其 中 来

自回肠菌株 H1最高酶活力达到了 41.4U, 随着 pH

值升高或降低酶活力呈下降趋势。

3 结 论

鹅肠道纤维分解菌在发酵培养时产生了胞外

纤维素酶 ,从而 可 以 利 用 饲 料 中 的 粗 纤 维 类 物 质 ,

提高粗饲料的利用率。

鹅 肠 道 细 菌 纤 维 素 酶 活 力 受 温 度 和 pH 影

响 , 温度为 60℃时 , 该组酶的活力最高。
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图 3 不 同 pH 对 酶 活 力 影 响

的制备过程中 , 充当碳源的物质不但 是微生物生

长代谢的能量来源 , 而且也是酶合 成诱导物的 重

要来源。碳源的类型和性质直接 影响酶的活 力和

产率。同时 , 碳源成本也是影响酶生产成本的一个

重要因素 , 因此 , 选择适宜的碳源是决定非淀粉多

糖酶生产成败的关键 ; 今后应从酶 的诱导合成 和

阻遏机制方面加深对碳源的研 究。本实验木 质层

孔 菌 产 木 聚 糖 酶 选 择 的 合 适 碳 源 为 麸 皮 , 而 产

β- 葡聚糖酶则选择木糖作为碳源。

木 质 层 孔 菌 在 培 养 72 h 时 才 有 微 量 的 酶 产

生 , 到 192～240 h 两 种 酶 达 到 产 酶 高 峰 , 而 黑 曲

霉、木霉 在发酵 24～36 h 就 有 微 量 的 酶 产 生 , 在

72～84 h 就达到产酶高峰 , 因此在生产 β- 葡聚

糖 酶 、木 聚 糖 酶 时 , 要 综 合 考 虑 产 酶 活 力 、培 养 时

间及设备利用率等因素 , 选择理想的生产菌种。

木 质 层 孔 菌 所 产 非 淀 粉 多 糖 酶 最 适 pH 都 在

酸 性 范 围 , 并 且 在 50～60℃范 围 内 具 有 较 高 酶 活

力。加工饲料都需要一个制粒工艺 , 在制粒过程中

有 一 个 短 暂 的 高 温 过 程 , 一 般 为 75～93℃ , 在 此

温度下 , 酶活性大幅度丧失。因此 , 要在饲料 中真

正推广利用非淀粉多糖酶必须 具有良好 的热稳定

性。另一方面酶的最终作用场所是在动 物正常体

温 (37～39℃ )的 胃 肠 道 中 , 非 淀 粉 多 糖 酶 必 须 在

常温下具有较高活性。因此如 何解决在制 粒高温

和动物正常体温下同时具有较高酶 活性是饲用 酶

制剂应用的关键性技术环节。因此 , 酶制剂在生产

和处理过程中稳定化技术研究是今 后的一个重 要

研究方向。
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