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白腐真菌产木质素降解酶及固定化载体研究

高 尚’, 陈 诚’,
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摘要 从四种 白腐真菌中优选出最适产酶菌株黄抱原毛平革菌 阳 扣护

“ ,并对其在不同载体的附着及产酶情况进行了相关研究 试验结果表明 ,白腐真菌 尸

夕 。的锰过氧化物酶 及木质素过氧化物醉 活性最高分别可达

、 ,较其它三种菌株要高 , 几 对尼龙纤维 、厨

用金刚砂尼龙 、纤维海绵 、玉米芯及海绵有较好的附着能力 ,但以厨用金刚砂尼龙 、纤维海绵和

玉米芯为最佳 ,而以玉米芯为载体所产生的 〕和 活性为最高 ,分别可达 和

,较未加载体的酶活有所提高且持续时间较长 ,实验优选出白腐真菌 、

,且其以玉米芯为载体时所产 及 活性为最高
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引 言

白腐真菌 是一类能够降解木质素的丝状真菌 ,因其对多种难降解物具

有强大的降解功能而倍受人们关注 近年来 ,不断有学者将其应用于环境领域中 ,挖掘其在

去除难降解污染物方面的巨大潜能 区别于一般的细菌系统 ,白腐真菌对于污染物的降解 ,

主要依靠其胞外的过氧化物酶 木质素过氧化物酶 和锰过氧化物酶 的催化 目

前 ,利用不同的生物反应器〔’一口对各种难降解物进行降解已成为国内外研究的热点 ,而在反应

器的设计和运行中 ,白腐真菌菌体的附着及固定化技术成为白腐真菌应用的关键 ,它将为菌体

的良好生长和正常工作 、控制生物量在反应器中的分布以及实现反应器的连续运行提供保障

且细胞固定化技术在废水生物处理领域的研究及应用 ,正成为高效的新兴技术的开发热点之

一 ,固定化微生物则具有更强的降解有毒化合物的能力 ’ ,处理难降解有机废水有一定的优越
性 因此 ,研究白腐真菌的产酶及其在不同载体上的附着和生长性能具有很重要的意义

国内外学者研究发现 ,多孔陶瓷 、聚氨醋泡沫和烧结玻璃卜,〕等物质可作为黄抱原毛平

革菌 尸“ “ 优良的固定化载体 本文选取了几种常见的载体且含

有农业废弃物 ,比较研究了菌体对不同载体的附着性能 ,同时考察了其产酶能力 ,旨在为实

现白腐真菌酶制剂的经济 、高效生产提供一定的技术依据

材料与方法

菌种

“ 由本实验室提供保存 先接种至 固体培养基斜面上 , ℃培养

后 ,放人 ℃冰箱中保存 ,每月转接一次 其余 种白腐真菌分别为紫芝 、韩芝和云芝 ,均

购自于上海市农业科学研究院 ,接种和保存方法同 尸

培养基

固体培养基采用 培养基 一’ 马铃薯 ,葡萄糖加 , , 月·

,维生素 残 ,琼脂 ,

限氮培养基参照文献 ,限氮培养基 一’ 葡萄糖 ,酒石酸铰 , 苯用醇

, , · ,维生素 , ,微量元素液 ,

醋酸缓冲液调节 至 微量元素液 一’ 氨基乙酸 , 月·

, , · , , · ,

, · , · , , ·

实验过程与条件

选择紫芝 、韩芝 、云芝及 尸 种白腐真菌 ,在限氮培养条件开展摇瓶产酶

实验 温度为 ℃ ,起始 ,装液量 ,接种量 火一 个抱子 ,转

速为 ,跟踪监测 和 活性的动态变化情况 ,通过比较实验结果 ,优化筛选

出高产 和 的白腐真菌菌种 以上述研究结果为基础 ,在限氮 、摇瓶培养条件下 同

上 ,选择 种不同的多孔载体 尼龙纤维 、厨用金刚砂尼龙 、纤维海绵 、玉米芯和海绵 ,尺寸

均为 。 。 。 ,每个摇瓶投加 个载体 并高温高压灭菌 ,投加当

天记为第 ,跟踪监测 和 的活性 ,考察并分析不同载体对产酶的影响
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分析方法

木素过氧化物酶

根据 , 」等人研究方法 ,于 培养液含 · 一’的蔡芦醇 , · 一’

的酒石酸 ,加人 , · 一’的 启动反应 , ℃下反应 ,测

处吸光值的变化 反应以每分钟形成 拌 葵芦醛为一个酶活力单位 黎芦醛的摩尔吸光系

数为 一’·。 一,

锰过氧化物酶

根据 ,〕等人研究方法 ,于 反应液含 · 一’乳酸铿 , 苯

酚红 , · 一’的 , 白蛋白 , 〔 · 一’的酒石酸缓冲液 ,加

入 · 一’的 启动反应 , , 下反应 ,用 滴 一’的 溶液中

止反应 以不加 的反应液作空 白 ,测定在 处的吸光值 定义吸光值每升高

为一个酶活力单位

结果与分析

菌种优化筛选

限氮 、摇瓶条件下 种白腐真菌于培养 时 肠 和 活性达到最大 ,并分别于

停止产酶 见图 而在 种白腐真菌中以 “ 的 和 酶活为最高 ,

分别于 和 均以接种时为 ,下同 出现 及 酶活 ,且 酶活于 达到最大

值 , 酶活于 达到最大值 ,并分别于 和 消失

。

习卜
。卜

一山一
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尸
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图 限氮摇瓶培养条件下 种白腐真菌 , 活性动态变化

一

注 黄抱原毛平革菌 , 萦芝 , 云芝 , 韩芝
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而其它几种白腐真菌中以韩芝较好 ,它于 开始出现 和 酶活 ,并分别于

达到最大值 、 ,于 和 消失 ,但均低于 少 ,,

这是由于其它 种白腐真菌体内的主要酶系并不是过氧化物酶系〔’‘, ”〕于是 ,在后续实验

中均以尸 。、 为菌种深化开展后续研究

白腐真菌在限氮培养基中对载体的附着性能

将等量的 尸 。 抱子接种到 瓶装有 限氮培养基和载体的锥形瓶

中 ,培养 后白腐真菌菌丝附着情况如图 所示

图 限氮摇瓶培养条件下 尸 岁。 在不同载体表面的附着情况

‘大 少 刀 一

注 尼龙纤维 厨用金刚砂尼龙 纤维海绵 玉米芯 。海绵

尸 。、 在不同的载体表面的附着情况有明显的差异 ,以厨用金刚砂尼龙 见

图 、纤维海绵 见图 。和玉米芯 见图 为最佳 ,其中在厨用金刚砂尼龙和玉米芯表

面附着有大量的白色菌丝体 ,菌体以膜状 见图 和 附着于载体表面且载体孔隙内均

长有菌丝 ,而载体纤维海绵在实验开始前 天时附着较好 ,但由于放置于摇床中有一定剪

切力至实验结束时纤维海绵已全部解体 ,因此并未获得 天后其附着情况图片 在以海绵

见图 为载体的培养基中 ,出现菌丝小球 ,但菌丝体附着情况较差 而在尼龙纤维 见图

为载体的培养基中 ,培养液较清但载体孔隙中附着有菌丝 见图 ,但表面并未出现菌

膜 由此可知 ,不同的载体对白腐真菌的生长状况与形态有一定的影响 ,当载体表面较粗糙

且孔隙较大时 ,菌丝体较易附着在载体表面 ,且主要以菌膜 见图 和 形式生长 ,在不

易附着的载体上 ,则只能以菌丝球的形式生长 ,因此菌丝的生长附着情况与载体的孔隙及粗

糙程度有关 ,与王灿【’〕等人研究结果相一致

图 后 尸 。 在不同载体表面的附着情况

夕、 、

注 尼龙纤维 , 厨用金刚砂尼龙 玉米芯 , 海绵
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不同载体对产酶的影响

不同的载体对 产酶有一定的影响 ,以玉米芯为载体获得的 、

酶活最高 见图 和 ,分别于第 天和第 天达到最大的 , ,较

未加载体有所提高且 酶活最高时是未加载体的 倍以上 ,并且酶活持续时间较长 ,优于

同行研究水平〔’‘〕,其原因主要是由于玉米芯不仅是白腐真菌固着生长的良好载体而且还能

有效的提供一定的碳源供 尸 所利用 ,从而使其酶活维持在一个较高的水平

且持续时间较长 ,像玉米芯这类植物材料 ,可兼作菌的固定载体和代谢底物之用〔”〕,在节约

物料方面 ,具有一定的实际应用意义

其它载体获得的酶活较玉米芯要低 ,但加人载体后其酶活最高出现时间会有所延迟 ,主

要是由于加人载体后一定时间内会影响菌体对氧的利用 ,待 尸 在载体表面

附着完全后 ,又能较好的利用氧且酶活能长时间内维持在一个较高的水平 ,届此 ,选择玉米

芯做为 尸 的最佳载体

门、︸,‘,‘,压

︵一曰·口︶、山口芝

图 不同载体对 的影响
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不同载体对 的影响

城

结 论

白腐真菌中 尸 为产酶最佳菌株 ,其 和 酶活较其它菌株要

高 ,且分别于第 天和第 天达到最大值 和
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当载体表面较粗糙且孔隙较大时 ,菌丝体较易附着在载体表面 ,且主要以菌膜形式

生长 ,而在不易附着的载体培养基中 ,则只能以菌丝球的形式生长

以玉米芯为载体获得的 和 酶活较高 ,分别于第 天和第 天达到最大

的 和 ,较未加载体有所提高且酶活持续时间较长 ,但其最高酶活较

未加载体有所延迟
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