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从米根霉细胞壁寻找天然壳聚糖的研究 (l )
‘
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(华侨大学化工与生化工程系
,

泉州 3 6 2 0 1 1 )

摘要 研究用米根霉发酵法生产壳聚糖
·

经 72 h 摇瓶培养
,

壳聚糖产量为 1 0
.

1 % (占
_

生物t 干

重)
,

重均分子量为 5
.

37 x 10
, ,

粘度为 2 40 m P。 · s ,

脱乙酞荃程度
’

92 纬
.

关键词 壳聚糖
,

米根霉
,

发酵法

分类号 T Q 929
.

2

文〔1一幻报道用红外光谱
、

热重分析及粉末 x
一

射线衍射研究证实米根霉细胞壁含有夭然

的壳聚糖
.

米根霉是用于生产 L
一

乳酸等生化产品的菌种
,

生物量培养条件简单
,

本文报道通

过发酵法生产壳聚糖的研究
.

1 材料和方法

(1) 菌种
.

米根霉 (R
.

ory za
。)A S 3

.

3 4 6 2
.

系中国科学院微生物研究所保藏菌种
·

(2) 试剂
.

所用试剂均为市售分析纯及生化试剂级
.

壳聚糖标准样品 (从虾壳中提取 )购

自美 国 Si g m a
公司

·

(3) 培养基
.

斜面培养基为 C za Pe k
,

发酵培养基为 Y PG (pH 5
.

0)
.

(4 ) 菌体生物量的获得
.

于 32 ℃
,

220
r ·

m in 一 ,
下摇瓶培养 72 h.

(5) 菌体细胞质
、

蛋白质
、

脂类物质的去除及细胞壁的制备
.

按文〔3~ 4〕进行
.

(6 ) 壳聚糖的提取
.

按文〔5〕进行
.

(7) 壳聚糖的红外光谱定性分析
.

采用 PE 公司 FT
一
IR 1 7 2 5X 红外光谱仪

,

K Br 压片法
.

(8) 壳聚糖脱乙酞基程度测定
.

采用 S hi m ad zu 公司 U V
一

26 。紫外可见吸收光谱仪按文

〔6〕进行
.

(9) 壳聚糖的折光指数增量值 (d 叮d : )
、

第二维利系数 (A
:
)和重均分子量 (又)测定

.

采用

c h ro m a ti x
公司 K M X

一

6 小角激光光散仪和 K MX
一

16 激光示差折射仪系统按文〔7〕测定
·

(1 0) 壳聚糖粘度 (帕的测定
.

用 N D J
一

79 旋转式粘度计 (上海同济大学机电厂 )按文〔5〕测

定
.

2 结果和讨论

(l) 培养时间对壳聚糖产量及菌体生物量的影响
.

米根霉培养时间为 72 h
,

在 I L 的培养

基 中
,

壳 聚糖产量 m 壳 (g )及米根霉菌体生物量 m 生 (g )达到最高峰
,

此后呈逐步下降趋势 (表

,

本文 1” 6
一
0 2

一
0 6 收到

;
国家教委国内访间学者基金与福建省自然科学基金的资助项目
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1)
.

D a vi d 等人
‘幻
发 现大毛霉 (M

.

m uc ed o) 细胞 内
cA MP水平和细胞壁 中壳聚糖所占 比例成

表 1 培养时间对壳聚糖产量及菌体生物量的影响¹

范一4731501921m 先范 哪 . / g w 充旅./ ⋯ /( % ) w 充扭柳生 . t/ ( 肠)

41731062539.109.9.9.勺自�匕舟匕R�心自
..

⋯
UQ4C乙1上0叮乙,口曰勺Q曰,口..

⋯
月bOJ�石八巴,
.�

.一,111
1.上,上n�亡d,口一U口口�b.勺一勺匕�4..

⋯
�勺匕dl‘。哎JJU口勺尸舀0

1�dJ任亡�OJ八入�7.斑b
..

⋯
‘.二1.一. .工,11.1

t/h一487296

1 2 0

1 4 4

¹ 壳聚糖量
、

细胞壁产量 , 细 ( g )及菌体生物量均按干燥至恒重时计算表示

反 比
.

当
cA M P 浓度升高时

,

细胞壁中壳聚糖含量则下降
.

。A MP 是微生物对生长环境中葡

萄糖浓度变化产生反映的一种细胞内信号分子
.

当葡萄糖随着微生物培养时间的推移逐步被

消耗时
,

细胞 内
。A M P 浓度逐步增高

.

由此推论米根霉培养时间超过 72 h ,

壳聚糖与菌体生

物量的下降趋势是发酵培养基中葡萄糖浓度逐步降低所致
.

因此用发酵法生产壳聚糖应在培

养期间内根据糖耗补入一定量的可发酵性碳源
.

(2 ) 生物素对壳聚糖产量及菌体生物量的影响
.

丙酮酸梭化酶和磷酸烯醇式丙酮酸梭化

酶在微生物细胞 内通过对 CO :

的固定催化底物丙酮酸和磷酸烯醇式丙酮酸生成草酞乙酸
,

弥

补 T C A 循环中C ‘

化合物因生物体用于种生物合成用途的大量消耗
,

起着糖代谢的回补作用
.

生物素作为这两种酶的辅酶
,

其功能在于介导 表 2 生物素对壳聚糖产量及菌体生物量的影响

底物丙酮酸
、

磷酸烯醇式丙酮酸的梭化作用
,

把

被 A T P 活化的淡基转移至狡基 的受体物分子

上
.

本研究发现
,

在 I L 的发酵培养基中加入

不 同水平的生物素 m 索 ,

对壳聚糖产量及米根

霉菌体生物量的提高都具有促进作用 (表 2)
.

m 众八
1堪 m 充 / g

0
.

0

1
.

0

2
.

0

3
。

0

m 生 / g

1 9
.

31

1 9
.

8 0

20
。

20

20
.

50

二Jl‘。00O砂00自口d.

⋯
,工O自心自乃‘

因此用富含生物素的废糖蜜来代替发酵培养基中的葡萄糖可能是一项降低生产成本的有待研

究的措施
.

( 3) 亚胺环 已酮对壳聚糖产量的影响
.

据 K a tz 等人
〔, ,
的报道

,

亚胺环 已酮 可以显著提高

葡胺糖在构巢曲霉 (A
.

。id u la n : )细胞壁中的含量
·

然 表 3 亚胺环已酮对壳聚糖产量的影响

而在本研究的 I L 的发酵培养基中加入不同水平的亚
,

一蕊刃瘫厂一一一不动丁一-

胺环已酮 m 亚 对壳聚糖的产量并无提高作用 (表 3)
·

瓦石
一

丁亏亏
.

(4 ) 壳聚糖红外光谱定性研究
.

从米根霉细胞壁 20
·

。 1. 96

提取的壳聚糖与用虾壳提取的标准样品壳聚糖作定性 40
·

0 L 94

对 比研究
,

结果发现 (图 1
,

2) 来源于米根霉细胞壁的 60
·

。 1
·

93

壳聚糖的红外光谱符合其分子结构特征
.

在 1 5 00 一 - - - 竺巴一一- - 一一上里i -
目

一
60 0 。m 一‘

的红外光谱指纹区中
,

两种不同来源的壳聚糖均显示出具有相同的分子骨架
.

然而

在该区中
,

发现发酵法生产的壳聚糖其表征伯胺基 ( R 一 N H Z )的吸收谱带 ( 1 56 7
.

0 c m 一 ‘)相对

强度明显大于由虾壳提取的壳聚糖
,

并且表征乙酞胺基的红外吸收谱带 (仅见表征酸胺 I 的吸

收峰 )也远少于虾壳来源的壳聚糖
.

壳聚糖是天然线性多糖
a 一

几丁质经脱去乙酞基反应后得

到的产物
.

已知
a 一几丁质的单体单元为 (1 ~ 4 )

,

2
一

乙酸胺
一

2
一

脱氧渭
一

D
一

毗喃葡萄糖
,

脱去乙酞
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基成 为 (l~ 4 卜 2 一

胺基
一
2
一

脱氧渭
一

D
一

毗喃葡萄糖
.

脱 乙酞基程度 (D e g r e e o f D e a e e ty la tio n ,

简

写 为D
.

D 值 )的不同
,

不仅造成产物结构及理化性质的差异
,

同时
,

也是衡量产品品质的标准

4 0 0 0 5 0 0 0 2 0 0 0 1 6 0 0 1 2 0 0 80 0 4 0 0 4 0 00 3 0 0 0 2 0 0 0 16 0 0 1 2 0 0 8 00 4 0 0

口八 m
一

, 。/c m -1

图 l 从米根霉细胞壁提取的壳聚糖的红外光谱 图 2 从虾壳提取的壳聚糖的红外光谱

之一 从红外光谱基团频率区所表征 乙酞胺官能团谱带数量及伯胺基相对吸收强度的差别
,

提示着从米根霉细胞壁提取的壳聚糖的 D
.

D 表 4 壳聚糖的D. D 值及粘度分析

值高于美国 Si g m a
公司的样品

.

为了证实这一 样 品 D
.

D /( % ) 川m Pa · s

。
推测

,

本研究作了两种不同来源的壳聚糖 D
.

D 壳聚糖 (米根霉) 92 2 40

值的测定 (表 4)
.

止型丝些二里立一一竺一一一坚七
-

(5) 壳聚糖 D
.

D 值及粘度的测定
.

两种不同来源的壳聚糖 D
.

D 值测定结果证实了红外光

谱研究的推测
,

实验表明发酵法生产的壳聚糖 D
.

D 值远高于来 自虾壳的壳聚糖
,

然而两者粘

度值的测定却与 D
.

D 值成反 比
.

从理论方面而言
,

D
.

D 值高的壳聚糖胺基 (一N H
:
)含量高

,

在

粘度测定的酸介质 (醋酸 )中胺基被质子化成按离子 (一N H 扩)后
,

其有效电荷密度的增加会使

壳聚糖这种聚 电解质溶液粘度增大
‘10J

.

因此从米根霉细胞壁提取出的壳聚糖 D
.

D 值与粘度

成反比的象现必须从高分子的胶体化学角度作进一步研究
,

有关这一问题的探讨待报道
.

(6) 壳聚糖的重均分子量 (丽
切
)

、

折光指数增量 (d n/ d ‘ )
、

第二维利系数 (A
Z
)测定

.

折光指

数增量值及第二维利系数是研究高分子共聚物组成及化学结构
、

胶体化学性质的重要参数
.

为

进一步研究壳聚糖的物化性质
,

本研究在测定壳 聚糖重均分子量的同时
,

也测定了其 dn/ d :
及

A
:

值(表 5 )
,

有关从真菌细胞壁提取壳聚糖这一问题的研究国内外迄今未见报道
.

表 5 壳聚糖的重均分子量
、

折光指数增量
、

第二维利系数的研究

样 品 虱 (d n
/ d

c )/
em , ·

g 一 ‘ 入 :
/ m L

·

m o一 g 一 ,

壳聚糖 (米根霉 ) 5
.

3 7 o x lo s 0
.

1 4 5 1
.

s x i o一 ‘

壳聚糖 (虾 壳 ) 8
.

5 0 5 X 1 0 4 0
.

1 7 0 一 5
.

4 火 1 0 一 3

3 结束语

微生物资源是地球上最大的生物基因库
,

其大部分种类可以用工业发酵技术实现大规模

培养
.

因此运用微生物工艺学的基础理论
,

通过发酵参数的控制
,

可以达到壳聚糖集约化生
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产
.

与用虾
、

蟹等谁洋甲壳纲动物外骨胳为原料的传统方法相比
,

显然发酵法有着不可 比拟的

优势
.

米根霉是生产 L
一

乳酸等生化产品的菌种
.

有关厂家可在获取主产品的同时
,

从废菌体

中提取壳聚糖
,

这不仅可以减少发酵下游处理过程中菌体对环境的排放量
,

同时也可提高资源

利用率和企业经济效益
.
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