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混合添加乙醇和H202对嗜热子囊菌产过氧化氢酶的影响

芦国军L2， 华兆哲L扣， 堵国成1’2， 陈 坚1’2

(1．江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏无锡214122；2．江南大学生物工程学院，江苏无锡214122)

摘要 在以嗜热子囊茵(T．aurantiacus WSH03一01BC)生产过氧化氢酶的7L罐发酵研究

中，发现混合添加适量的乙醇(75％)和H2 02可以促进茵体产酶。在发酵36h和48h分别添加

0．8％(v／v)的乙醇时，酶活比对照提高了34．3％；当添加乙醇的总量超过2．4％时，对茵体的生长

及产酶有明显的抑制作用；在发酵36--60h恒速流加1．6％的乙醇，CAT的酶活达到2519U／mL，

单位细胞产酶能力提高了47．3％；在发酵36h～60h恒速流加1．6％的乙醇并在48h混合添加

0．4％的H202时，CAT的酶活达到2786U／mL，比对照提高了50．1％。
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过氧化氢酶(hydrogen pemxidase 0I"hydrogen

peroxidase oxidoreductase)，又称触酶(Catalase，

CAT)，在食品工业、纺织工业、制浆和造纸工业、医

疗诊断等方面有越来越广泛的应用。近年来，随着

环保和节能意识的不断加强，在纺织染整工艺中利

用过氧化氢酶取出漂白液中残余过氧化氢已越来越

被接受⋯。目前商品化的过氧化氢酶主要来源于牛

肝、微球菌和黑曲酶，但这些种类的过氧化氢酶耐热

性和耐碱性较差。近年来，国内外研究者对嗜热性

微生物的耐热性过氧化氢酶产生了浓厚的兴趣，关

于嗜热菌[2’3】、嗜碱菌[4]或嗜热嗜碱菌[5’6]产生CAT

的报道陆续出现，并且对利用添加不同碳源或者诱

导剂(H202等)来促进嗜热子囊菌合成CAT表现出

极大的关注。本研究室在前期研究中，对嗜热子囊

菌(ZheF'rlloascus aurantiacus)生产碱性耐热过氧化

氢酶的基本条件及保藏稳定性进行了研究n】，为进

一步的工业化生产工艺条件研究提供了基础。

本文在7L发酵罐中，研究了用乙醇作为外加

碳源对嗜热子囊菌产过氧化氢酶的影响，并进一步

研究混合添加乙醇和H2 Q对嗜热子囊菌产酶的促

进作用，从而考察利用T．aurantiacus WSH 03．01

发酵产CAT的工业化生产的可行性。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1茵种

金黄色嗜热子囊菌(rherrrloascu$aurantiacus

WSH 03—01BC)，江南大学生物工程学院环境生物

技术研究室保藏。

1．1．2培养基

斜面培养基(每支茄子瓶)：5度麦芽汁50mL，

琼脂lg，RH 6．0。

种子培养基(g／L)：酵母膏4，玉米淀粉15，蛋

白胨4，K2 HI：)04 1，Na2 I--IF)04 1，IVlgS04·7H2 O

0．5；pH 6．8。

基础发酵培养基(g／L)：玉米淀粉26，蛋白胨

10，(NH‘)2 S04 2，K2 HP04 5，KH2 I：'04·3H2 O 3，

MgS04·7H202微量元素液2 mL；pH 8．0。

微量元素液(∥L)：FeC6H5 07·以H20 6，CaCl2·

2H20 4，ZnS04·7H20 2，MnCl2·4H20 0．1，K1

0．1，(Nil,)6MoT0h·4H20 0．1，COCl2·6H20 0．1，

H113030．1，NaCI 5。

1．1．3化学试剂

乙醇(75％)，H2Q(30％)。

基金项目：国家重点基础研究发展规划项目(973计划)(No．2007CB714306)；国家自然科学基金项目(20676056)。

*作者简介：芦国军(1984～)，男，硕士研究生，环境工程专业。

·通讯作者。电话：0510—85918309。E—mail：huazz@jimgnm．edu．cn
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1．2 方法

1．2．1培养方法

将成熟的孢子接种至斜面上，于45℃培养12--

15d，待孢子成熟后，刮取斜面上的孢子，用无菌水制

成孢子悬液接种于种子培养基中(培养基中孢子浓度

为1045"／mL)，45℃摇床培养52 h。按10％的接种量

接种于含100 n1L基础发酵培养基的500 mL摇瓶

中，于45℃培养72 h。每项实验均设3个平行样。

1．2．2测定方法

1．2．2．1 发酵液挥发量的校正

由于发酵过程在45℃高温下进行且周期较长，

培养基中水分的挥发对实验结果的准确性有较大影

响，因此在发酵结束后采用称重补水法进行校正．

将接种后的摇瓶用电子天平(±0．01 g)记录初始质

量，发酵结束后，分别将去离子水补人摇瓶至相应初

始值．恢复质量后的发酵液再用于发酵液各项参数

的分析测定。

1．2．2．2生物量测定

取50 mL发酵液进行真空抽滤，收集湿菌体，

用蒸馏水洗涤2次后，置105℃下干燥至恒重，用称

重法测定生物量。

1．2．2．3过氧化氢酶活性测定

过氧化氢酶活性采用分光光度法在25℃下测

定【7】．反应总体积为3 mL，含0．1 IllL酶液和2．9

n1L含10mmol／L H202的50 mmol／L磷酸二氢钾、

磷酸氢二钠缓冲液(pH 7．0)。过氧化氢的分解速

率用752型紫外一可见光分光光度计在240 nln下测

定．酶活定义为：在25*(3下，分解H202 ltmaol／min

所需的酶量为一个酶活单位。

1．2．2．4总糖的测定

总糖的测定采用蒽酮比色法【8】。

2结果与讨论

2．1 乙醇添加量对过氧化氢酶合成的影响

有研究表明乙醇作为嗜热子囊菌的碳源【91对菌

体产酶有促进作用，一方面，乙醇可以作为碳源参与

菌体的生长代谢；另一方面，乙醇在T．aurantiacus

WSH03—01体内可能的代谢途径是：体系中的乙醇首

先在NADPH氧化酶．过氧化氢酶体系作用下，在过氧

化氢酶的催化下直接氧化成乙醛，然后生成的乙醛可

由乙醛脱氢酶(AIDH)代谢成乙酸，后者以乙酰CoA

的形式进入三羧酸循环，氧化成二氧化碳和水。因

此，在发酵过程中添加乙醇可以对T．aurantiacus

WS'I-幻3—01BC合成过氧化氢酶有着较好的诱导作用。

在工业化生产时，如果采用95％乙醇，因为补料罐体

积太大，无法提供紫外照射，不能保证在无菌环境下

将乙醇加入容器，要保证无菌条件下会增加生产成

本，因此采用75％的乙醇作为J'HJn碳源，不仅可以降

低染菌的机会，而且有效地节约工业生产的成本。从

该生产菌种生长周期看，16h～44h是该子囊菌的对

数生长期，因此选择在36h开始添加乙醇。从图1可

以看到，添加适量的乙醇可以促进过氧化氢酶的合

成，当向发酵液中添加0．8％(体积百分数)时，在菌体

浓度下降了4．“％的情况下，过氧化氢酶的产量却达

到2276U／mL，比对照组提高了29．46％。随着添加

量的增加，当超过0．8％时，细胞生长受到了明显的抑

制，并且酶产量也在下降。
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图1 乙醇的添加量对产酶的影响

一■一CAT—●一DCW

2．2 乙醇添加时间对过氧化氢酶合成的影响

实验表明，乙醇的添加时间对菌体生长和过氧

化氢酶的合成都有较大的影响(图2a)。在发酵前

期添加的乙醇对菌体合成酶的促进作用很小，并且

比较明显地抑制菌体生长，而乙醇添加时间较晚对

过氧化氢酶的合成具有很好的促进作用，在36 h添

加乙醇，细胞浓度虽降低了5．6％，但过氧化氢酶的

酶活为2289 u／mL，比对照提高了28．74％(图2b)，

单位细胞产酶能力比对照提高了36．5％。在发酵前

期添加的乙醇抑制了细胞的生长。可能是因为一方

面乙醇(75％)在接触菌体的短时间内具有杀菌作

用，另一方面由于细胞生长及相关酶系刚处于发育
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的初期，所以对菌体的生长有较强的抑制作用，而过

氧化氢酶主要在发酵后期合成。因此，在发酵后期

添加的乙醇不仅可以补充一定量的碳源，而且可以

作为诱导剂，对过氧化氢酶的合成具有一定诱导作

用。
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图2 乙醇的添加时间对茵体产酶的影响

(a，对菌体生长和产酶的影响；b，对单位细胞产酶以影响)

一一一CAT 一▲一DCW

2．3乙醇添加方式对过氧化氢酶合成影响的比较

实验结果表明，添加适量的乙醇可以促进过氧

化氢酶的合成，乙醇既可以作为一种补充碳源，又是

一种刺激子囊菌产过氧化氢酶的重要诱导剂。通过

表1 乙醇(75％)的多次添加对产酶的影响

多次少量的添加乙醇，给细胞以持续地刺激，可以进

一步提高过氧化氢酶的提高(表1)。结果表明随着

添加次数的增加而添加总量超过2．4％时，乙醇对

细胞生长有着明显的抑制，产酶量也在下降；而在

36h和48h分别添加0．8％的乙醇，发酵结束时过氧

化氢酶产量达到了2389U／mL，较对照提高了

34．3％。

上述实验结果表明多次少量的添加乙醇可以有

效地促进菌体合成过氧化氢酶，那么可以选择恒速

流加的方式给细胞均匀持续的刺激，促进菌体更有

效地合成过氧化氢酶。在36h 60h恒速流加总量

为1．6％的乙醇，结果显示分别在36h、48h添加

O．8％的乙醇和在36～60h恒速流加总量1．6％的

乙醇两种方式对菌体的生长的影响趋势基本一致

(图3)，但是在48～60h阶段前者的菌体量下降幅

度很大，细胞浓度下降了5．4％，这可能是因为在

48h一次性添加0．8％的乙醇，对菌体生长产生较大

的抑制作用，而在细胞浓度比对照下降2．1％时，酶

活提高了30％，单位细胞产酶能力提高了40．9％；

在48--60h阶段采取恒速流加方式的菌体量下降不

明显，菌体量比较稳定，可能由于持续地给菌体以均

匀的较小的刺激，对菌体的生长的抑制作用相对较

小，有利于菌体稳定地合成过氧化氢酶，与对照相比

细胞浓度下降3．9％(图4)，酶活达到了2519

U／mL，比对照提高了41．6％，单位细胞的产酶能力

提高了47．3％，在添加总量一定的乙醇时，采取恒

速流加更能有效地促进菌体合成过氧化氢酶。
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图3 乙醇的不同添加方式对茵体生长的影响

▲发酵36h。48h分别添加0．8％的乙醇；

●发酵36h-60h恒速流加1．696的乙醇；一对照
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图4 乙醇的不同添加方式对产酶的影响

▲发酵36h，48h分别添加0．8％的乙醇；

●发酵36h--60h恒速流加1．6％的乙醇：■对照

2．4 H202添加浓度对过氧化氢酶合成的影响

RQ是刺激菌体产生CAT的直接外源诱导物，

有研究表明当细胞受到某些因素刺激导致活性氧大

量产生，引起细胞氧化损伤时，抗氧化物酶合成水平

的提高是细胞抵抗氧自由基攻击最直接也是最有效

的方式【加J。缺少Q叮的T．aurantiacus咖3—01
在正常生长条4牛-F其生长受到的影响并不大，但是在

外源H2Q直接胁迫下，CAT却是不可缺少的，只有高

水平的CAT才能够保证细胞在高浓度的RQ中存

活下来[1¨。坞Q作为菌体合成CAT直接的诱导剂，

发酵过程中添加过量的H2Q可以有效地刺激细胞产

生过氧化氢酶。实验表明(数据未列出)，在菌体生长

的稳定期前期添加RQ对菌体产CAT有明显的促

进作用，选择在发酵48h添加不同浓度的心Q以考

察其对菌体产酶的影响。实验结果表明添加适量的

H2Q可以促进过氧化氢酶的合成，甚至能促进菌体

的生长，如图5所示，当向发酵液中添加O．3％(体积

分数)的坞Q时，发酵结束时酶活达到最高2258U]

mL，比对照提高了26。9％，而菌体浓度基本上不变，

单位细胞的产酶能力提高了27％，随着RQ的添加

量的增加，菌体产过氧化氢酶的量渐渐降低，这时候

墁Q对菌体产酶以及生长的抑制作用占据主导地

位。有报道称添加甲萘醌((Menadione，又称维生素

K3)也可以有效地促进子囊菌产酶[12’1引，但是作为一

种内源的刺激物甲萘醌对细胞的生长具有较大的损

害作用，并且价格较贵，不适合作为工业上刺激过氧

化氢酶生长的外加刺激物。
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图5 H2Q的浓度对产酶的影响

一▲一CAT 一一一DI铘
2．5乙醇和H2 02混合添加对过氧化氢酶合成的

影响

上述实验结果表明添加一定量的乙醇(75％)或

H202都可以有效地促进菌体合成过氧化氢酶，但是

一次性的添加不能给菌体以均匀稳定的诱导作用，

在一定程度上影响了菌体大量合成过氧化氢酶，所

以考虑在36h～60h发酵期间恒速流加乙醇，在发酵

期间混合添加H2Q与乙醇既可以在菌体的发酵过

程中持续地给菌体的生长代谢提供一定的碳源，又

可以在NADPH氧化酶一过氧化氢酶体系作用下，由

过氧化氢酶的催化氧化变成二氧化碳和水，从而可

以对菌体过量合成过氧化氢酶起到较好的诱导作

用；实验表明在恒速流加乙醇的基础上，混合添加

H2Q会大大加强对菌体的诱导作用，而对菌体的生

长的抑制作用却不是叠加的，影响不大，具体原因需

要进一步探讨。前面实验表明单独添加O．8％的

75％乙醇或者添加0．3％的H2Q分别可以促进菌

体产酶量达到最大，则选择1．2％(0．6％)、1．6％

(0．8％)、2．0％(1．0％)三种添加量的乙醇在36～

48h采取恒速流加方式以及选择O．2％、0．3％、

0．4％三种添加量的H202进行混合添加，寻求最佳

诱导菌体产酶的条件，实验结果显示添加H2Q的最

佳混合添加时间分别选择在发酵36h(菌体对数生

长期)和48h(生长稳定期的前期)。

在发酵36～60h期间，在恒速流加乙醇的基础

上，考察混合添加乙醇和H2Q对过氧化氢酶合成的

影响。结果表明(表3)在菌体的生长稳定期恒速流

加1．6％的乙醇以及0．4％的H2q可以有效地促进

·-——45··——

 万方数据



第1期 工业微生物 第39卷

菌体产CAT，因为在这一时期，菌体的总量达到一

个最大值，此时特别是处于菌体生长对数期与菌体

生长稳定期转换阶段，有大量的次生代谢产物产生，

包括一些酶和抗生素，菌体的过氧化氢酶产量在这

时达到最高值2786U／mL，而单独添加乙醇可以使

过氧化氢酶产量提高29．46％，单独添加H202过氧

化氢酶产量比对照提高了26．9％，而两者进行有效

的混合添加，在发酵结束时酶活比对照提高了

50．1％，单位的细胞产酶量达到258．77U／mg，比对

照提高了51．9％(表2)，在菌体的生长对数期考察

这种混合添加方式产过氧化氢酶的影响，此时菌体

的代谢活力最强，生长速度最大，世代期短，从而对

外界不良环境条件比较敏感，虽然如表2显示，在流

加2．0％的乙醇以及添加0．4％的情况下，对数期菌

体的产酶量达到了2469U／mL，但是由于此时菌体

吸收营养主要维持自身的高速生长和繁殖速度，一

些代谢产物包括一些抗生素和酶主要在生长稳定期

的前期产生，所以菌体产酶量相比较低，而且由于此

时环境对菌体的生长抑制作用很强，从表2和表3

对比可知，在相同环境下处于对数生长期的菌体的

生长更容易受到抑制，细胞浓度普遍比在稳定期前

表2 H2Q在发酵36h添加对过氧化酶合成的影响

(75％的乙醇在36h--60h恒速流加)

表3 H2Q在发酵48h添加对过氧化氢酶合成的影响

(75％的乙醇在36h-60h恒速流JJn)

期的低，这也影响了菌体对过氧化氢酶的迸一步合

成。实验结果显示恒速流加适量的乙醇以及混合添

加H2 02能有效促进菌体生产过氧化氢酶，特别是在

菌体的稳定生长期的前期流加1．6％的乙醇以及混

合添加0．4％的H2Q可以使菌体产过氧化氢酶达

到最大值。

3结论

3．1添加适量的乙醇可以促进菌体合成过氧化氢

酶，当添加总量超过2．4％时，细胞的生长及产酶都

受到较大的抑制。

3．2在发酵36h～48h，恒速流加乙醇比一次性添

加等量的乙醇更有效地促进菌体的产酶。

3．3处于生长对数期的菌体相比稳定期前期的菌

体生长更容易受到添加的乙醇以及H202的抑制，不

利于诱导过氧化氢酶的合成。

3．4 在菌体生长的稳定期前期恒速流加适量的

1．6％乙醇以及混合添加0．4％的H2Q过氧化氢酶

的产量比对照提高了50．1％。
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Effects of adding mixture of ethanol and hydrogen peroxide

on production of catalase by Thermoascus aurantiacus

LU Guo-junl，一，HUA Zhao-zhel-一，DU Guo-ehengt”，CHEN JianI·2

(1．Key Laboratory of Industrial Bioteehnolcgy，Ministry of Education，Jiangmn Univemty，Wuxi 214122。Jiangshu，China

2．School of Biotechnology，Jiangsu University，Wuxi 214122，Jiangshu，China)

Abstract The effects of adding the mixture of ethanol(75％)and H20l on the production of eatalase(CAT)by T．

aurantiacus WSH03—01 were investigated in a7L fermentor．ne addition with appropriate mixture of ethanol and H2Q

enhanced the production of CAT．Compared with that of the control。CAT activity increased 34．3％by adding 0．8％(v，

v)ethanol to the broth at 36h and 48h．Ⅵmen the total ethanol in the fermentation liquor exceed 2．4％(v／v)，the pro-

duction of CAT and the growth of T．aurantiacus WSH03．01 were inhibited significantly．Ⅵmen 1．6％ethanol was

added tO the broth by fed-batch with constant rate from 36h to 60h，the CAT activity reached 2519U／mL，and the spe-

cific productivity of CAT increased 47．3％compared with that of the contr01．When 1．6％ethanol was added with

constant rate from 36h to 60h and 0．4％H2 Q(v／v)w丛added at 48h，the cAT activity reached 2786U／mL which was

50．1％higher than that of the control(1856U／mE)．

Key words catalase；办盯m叩鲫fs aurantiacus；ethanol；hydrogen peroxide；mixed addition
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相似文献(10条)

1.期刊论文 方芳.李寅.堵国成.张娟.陈坚 一株嗜热子囊菌产生的碱性耐热过氧化氢酶及其应用潜力 -生物工程学

报2004,20(3)
    研究了一株嗜热子囊菌产过氧化氢酶的摇瓶发酵条件,并对其在纺织工业中的应用潜力进行了评价.以20 g/L糊精和1%(V/V)乙醇为混合碳源时,过氧

化氢酶酶活达到1594 u/mL,比以糊精和乙醇单独为碳源时过氧化氢酶的活力之和还高23%.改变培养基的初始pH、提高发酵液中的溶氧水平及添加外源过

氧化氢,过氧化氢酶的产量进一步提高到2762 u/mL,比优化前提高了5.8倍.将嗜热子囊菌的过氧化氢酶同来源于牛肝、黑曲霉的过氧化氢酶进行了热

(70℃,80℃,90℃)、碱(pH 9.0,pH 10.0,pH 11.0)稳定性的比较.结果显示,产自嗜热子囊菌的过氧化氢酶对高温和强碱性的耐受性能明显优于其它来源

的酶,在纺织染整工艺中具有良好的应用潜力.

2.学位论文 谢雪凤 嗜热子囊菌产过氧化氢酶的生产、固定化及应用研究 2009
    本文所研究的过氧化氢酶是由嗜热子囊菌胞外分泌产生。过氧化氢酶是一种能够高效催化分解过氧化氢的酶，广泛应用于食品消毒、临床分析、医

学诊断以及纺织、造纸、制浆等工业。本文对嗜热子囊菌发酵生产过氧化氢酶的条件进行了优化，所产粗酶经初步分离纯化后，研究其酶学性质。利用

大孔吸附树脂对过氧化氢酶进行固定化，研究其最优固定化条件、固定化酶性质，并对其去除H2O2的应用做了研究。

    对摇瓶发酵条件进行优化，结果表明，最优种子培养条件是：碳源为玉米淀粉，氮源为蛋白胨，转速200r/min，装液量200mL（500mL摇瓶），培养

52h。在基础发酵阶段，最优条件为：10m/L的乙醇、20g/L的糊精为混合碳源，氮源为10g/L的蛋白胨，发酵培养基的初始pH为7.0，摇瓶装液量为

90mL（500mL摇瓶），分阶段控制摇床转速，酶活力最高达2267U/mL。在3L发酵罐中发酵时，最优的发酵条件为：接种量6％（v/v），搅拌转速

200rpm，从发酵24h开始，每12h添加一次乙醇，每次添加量为2mL（总添加量16mL）。发酵时间延长至116h，酶活最高达到2532U/mL。

    采用过滤-超滤-硫酸铵盐析-透析等步骤对粗酶液进行初步的分离纯化，研究酶学性质。结果表明，粗酶液经过分离纯化以后，酶活回收率达到了

59.3％，蛋白回收率30.2％，比酶活为4608 U/mg蛋白，纯化了1.96倍。酶的最适反应温度为30℃，最适反应pH为7.0，具有良好的耐热耐碱性能。向发

酵超滤酶液中添加一定量的甘油或者明胶，可以提高酶的贮藏稳定性。

    选择AB-8大孔吸附树脂作为固定化载体，戊二醛作为交联剂，最优固定化条件为：吸附温度35℃，pH7.0，吸附时间6h，加酶量970U/g（载体），戊

二醛终浓度0.2％，交联时间2h，交联温度4℃。在此条件下固定化过氧化氢酶的酶活收率达到45.2％。固定化酶的最适反应温度为35℃，最适反应

pH7.0。固定化酶的热稳定性，酸碱稳定性都较游离酶有了一定的提高，且具有较好的操作稳定性及贮藏稳定性，固定化酶重复使用10次，酶活仍能稳定

保持在初始酶活的60％以上。游离酶和固定化酶对H2O2都有很好的去除效果，在20min内能将H2O2完全去除。

3.期刊论文 王明星.李寅.方芳.华兆哲.陈坚.WANG Ming-xing.LI Yin.FANG Fang.HUA Zhao-zhe.CHEN Jian 添加

甲萘醌促进嗜热子囊菌合成过氧化氢酶 -过程工程学报2005,5(3)
    研究了添加甲萘醌对嗜热子囊菌(Thermoascus aurantiacus)IFO9862合成过氧化氢酶(CAT)的影响. 结果表明,添加甲萘醌有助于促进CAT的合成. 在

发酵的24或48 h分别添加1μmol/L的甲萘醌,发酵终了CAT酶活比对照分别提高了11.0%和23.1%;而在发酵的36和48 h各添加1μmol/L的甲萘醌,CAT酶活可

提高32.5%. 在发酵0 h添加88 mmol/L的H2O2,同时在48 h添加1μmol/L的甲萘醌,CAT酶活达到1725 U/mL,比对照(1074 U/mL)提高了60.6%.

4.会议论文 冷晒祥.华兆哲.堵国成.陈坚 纺织清洁生产用过氧化氢酶发酵生产条件及酶学性质 2007
    为了节约工业化生产成本,考察了不同工业级氮源对一株嗜热子囊菌发酵产过氧化氢酶的影响,结果表明,以0.076 g/L鱼粉和0.038 g/L蛋白胨为混合

氮源时,过氧化氢酶酶活达到1858u/mL基本能达到以0.076 g/L蛋白胨为氮源时的过氧化氢酶的活力,使得原料成本降低了近40%.探讨嗜热子囊菌的过氧化

氢酶高温和强碱性的的稳定性的结果表明:酶在pH在7～14区域稳定,而在pH＞15时酶失活.酶在85℃处理30 min酶活基本稳定,而在高于90℃酶快速失活

.产自嗜热子囊菌的过氧化氢酶在纺织染整工艺中具有良好的应用潜力.

5.会议论文 冷晒祥.华兆哲.堵国成.陈坚 纺织清洁生产用过氧化氢酶发酵生产条件及酶学性质 2006
    为了节约工业化生产成本,考察了不同工业级氮源对一株嗜热子囊菌发酵产过氧化氢酶的影响,结果表明,以0.076 g/L鱼粉和0.038 g/L蛋白胨为混合

氮源时,过氧化氢酶酶活达到1858u/mL,基本能达到以0.076 g/L蛋白胨为氮源时的过氧化氢酶的活力,使得原料成本降低了近40%.探讨嗜热子囊菌的过氧

化氢酶高温和强碱性的的稳定性的结果表明:酶在pH在7～14区域稳定,而在pH＞15时酶失活.酶在85℃处理30 min酶活基本稳定,而在高于90℃酶快速失活

.产自嗜热子囊菌的过氧化氢酶在纺织染整工艺中具有良好的应用潜力。

6.学位论文 芦国军 纺织清洁生产用过氧化氢酶的工业化生产条件优化 2008
    过氧化氢酶(Catalase，简称CAT)，存在于所有好氧微生物和动、植物细胞内，催化H2O2分解为H2O和O2，在食品消毒、临床分析、医学诊断以及纺

织、造纸、制浆等工业得到越来越广泛的应用。随着人们环保意识的加强，过氧化氢酶开始用于织物漂白工艺中替代水洗和化学试剂还原法去除

H2O2，是一种绿色，清洁、高效的生物催化剂。但是，大多数商品CAT不能耐受漂白浴液的苛刻条件，因此需要开发在高温(>60℃)和碱性(pH>9)条件下

稳定的酶，而嗜热子囊菌ThermoascusaurantiacusWSH03-01BC所产的CAT与目前市场上的商品酶相比，其耐热，耐碱性能更能满足纺织漂染工艺的要求。

    本论文以一株嗜热子囊菌ThermoascusaurantiacusWSH03-01BC为出发菌株，研究了发酵工艺改进和环境因素对菌体合成CAT的影响，并针对细胞内存

在的葡萄糖分解代谢物阻遏现象，联系其与乙醇代谢的关系，找到了添加乙醇(75％)促进CAT合成有利的规律。此外还对该菌株所产CAT粗酶的简单性能

，应用进行了研究，并且对活性氧影响细胞生长以及产酶的机理进行了初探。主要研究内容如下：

    1.由于T.aurantiacusWSH03-01BC子囊菌在发酵产酶的不同阶段对溶氧的要求不同的，分阶段控制溶氧水平有利于提高细胞生长和合成CAT水平。发

酵0～48h控制DO浓度为80％(体积分数)，菌体的生长量DCW达到最大值10.53g/L，比对照(10.09g/L)提高了4.4％；在发酵48h～72h控SUDO水平为

50％(v/v)，菌体合成过氧化氢酶达到最大值2837U/ml，比对照(1887U/ml)提高了50.34％。

    2.T.aurantiacusWSH03-01BC子囊菌是一种专性嗜热菌，实验表明它的最适生长温度和最适产酶温度不一致。分阶段控制发酵温度策略使得菌体的生

长充分的前提下进一步促进菌体大量的合成过氧化氢酶。发酵0h～36h控制发酵温度为46℃，在36h～72h将温度恒定在49℃，生长量达到10.79g/L，最大

酶活达到了2875U/mL，单位细胞产酶能力达到278.86U/mg，与单一控制发酵温度为46℃时的最大的酶活相比，分别提高了28.9％和29.9％。

    3.适量添加乙醇(75％)可以促进菌体合成过氧化氢酶，当添加总量超过2.4％时，细胞的生长及产酶则受到较大的抑制。在发酵36～48h，恒速流加
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乙醇比一次性添加等量的乙醇更有效地促进菌体的产酶。在菌体生长的稳定期前期恒速流加1.6％乙醇以及混合添加0.4％的H2O2，过氧化氢酶的产量比

对照提高50.1％。

    4.在前期研究的基础上，将实验结果放大到1m3和5m3罐的中试规模时，1m3和5m3罐的酶活和生产强度分别达到2224U/mL：9267U/L·h和

2300U/mL；13938U/L·h，分别接近和高于7L罐水平，表明所采用的放大方法并由此确定的通气量和搅拌转速是合理的，并且实际试生产结果表明利用

T.aurantiacusWSH03-01BC进行工业化产CAT是完全可行的。

    5.T.aurantiacusWSH—03-01BC所产CAT粗酶液的特性研究表明，此酶的热稳定性较高，温度适用范围是60℃～80℃，pH的适用范围为9～11，其耐受

高温和强碱性环境的特性在纺织行业中将有广阔的应用前景。

    6.提高环境中的溶氧浓度能够促进T.aurantiacusWSH03-01BC生长，但细胞对高氧浓度引起的O2-胁迫应激水平并不高，表现为提高溶氧浓度

(50％—80％)时CAT酶活没有明显地提高。而在甲萘醌(流加速度3μM·h-1)存在的情况下，提高溶氧浓度使得细胞对O2-胁迫应激水平提高了，表现为当

溶氧浓度提高到50％时，SOD和CAT酶活分别达到12.11U/mg和3200U/mL，与25％水平相比，分别提高了18.6％和17.3％；当DO继续提高到80％时，最大

SOD酶活高达12U/mg，但是最高CAT酶活(2889U/ml)与50％水平相比却降低了10.8％。对比细胞生长的情况，这可能是由于细胞受到过高的氧化损伤造成

的。

7.会议论文 方芳.堵国成.陈坚 来自嗜热菌的过氧化氢酶发酵条件优化及其在纺织工业中应用潜力的研究 2003
    过氧化氢酶是一种催化效率非常高的生化酶,广泛用于食品消毒、临床分析、医学诊断以及纺织、造纸、制浆等工业.近年来随着纺织工业追求全程

绿色,织物染整工艺的改进,大大加速了市场对过氧化氢酶的需求.过氧化氢酶在染整工艺中,主要是用于去除织物漂白废液中残余的过氧化氢,以避免给后

续染色工序带来问题.目前国内、外对过氧化氢酶的研究多数为酶学性质的研究,商品酶则主要来自动物肝脏和黑曲霉.由于织物经漂白后的废液为高温、

碱性,因此给提取自动物器官和由普通微生物合成的过氧化氢酶的应用带来一定的挑战.本研究旨在开发纺织用过氧化氢酶,采用一株嗜热子囊菌用于过氧

化氢酶的生物合成.

8.期刊论文 曹翔宇.华兆哲.燕国梁.堵国成.陈坚.CAO Xiang-Yu.HUA Zhao-Zhe.DU Guo-Cheng.YAN Guo-Liang.

CHEN Jian 过氧化氢酶发酵生产条件优化及在染整清洁生产中的应用研究 -工业微生物2006,36(4)
    在以嗜热子囊菌生产过氧化氢酶的摇瓶发酵研究中,获得了适合工业化生产的碳源,即以26g/L的糊化玉米淀粉和1%(v/v)乙醇为混合碳源,过氧化氢酶

的酶活达到了1996 u/mL,比优化前提高了25%.在此基础上,重点研究了发酵罐上的主要影响因素溶解氧对发酵的影响,通过分段控制搅拌转速,在52h将搅

拌转速从200r/min提高到350r/min,过氧化氢酶最高酶活达到4505 u/mL,与不使用控制溶氧水平策略相比,酶活力提高了2.4倍.此外,还考察了该酶去除过

氧化氢的效率,并在实际纺织生产中进行了应用实验,取得了良好的效果.

9.期刊论文 冷晒祥.钱国坻.华兆哲.堵国成.陈坚.LENG Shai-xiang.QIAN Guo-di.HUA Zhao-zhe.DU Guo-cheng.

CHEN Jian 过氧化氢酶的棉针织物漂染工艺研究 -印染2006,32(19)
    氧漂后采用产自嗜热子囊菌的过氧化氢酶去除过氧化氢,对其应用条件进行了研究,得出的最优工艺条件为:过氧化氢酶0.1～0.2g/L,pH值

7.0～9.0,温度55℃,处理时间15 min.将该工艺与传统工艺作比较,并进行大样试验,结果表明,在棉针织物预处理工艺中应用过氧化氢酶,可以降低成本

,减少污染排放.

10.学位论文 曹翔宇 纺织用碱性耐热过氧化氢酶的工业化生产和应用研究 2006
    过氧化氢酶，简称CAT，存在于所有好氧微生物和动、植物细胞内，可以快速有效地将H2O2分解为H2O和O2。目前已有过氧化氢酶产品用于织物漂白

工艺中替代水洗和化学试剂还原法去除H2O2。同从动植物组织中提取相比，经特定方法筛选得到的微生物合成的过氧化氢酶具有耐热和耐碱等优点。

    本论文以嗜热子囊菌ThermoascusaurantiacusWSH03-01为出发菌株，在实验室前期研究的结果上，以中试生产为目的，考察了以工业级原料的替代

;确定了合适的接种量和起始pH；在考察金属元素对发酵产酶的影响时发现，添加适合浓度的和Zn2+碳酸钙对产酶有着较大的促进作用；考察了乙醇的添

加方式对产酶的影响；将7L发酵罐发酵结果分别放大到1.5m3和5m3发酵罐规模，获得了成功；此外还将生产获得的过氧化氢酶在印染厂漂染车间进行了

实际的生产应用，验证了ThermoascusaurantiacusWSH03-01合成的过氧化氢酶去除漂白残余的过氧化氢酶的酶法工艺替代传统热漂工艺的潜力。主要研

究内容如下：

    (1)在不影响菌体产酶水平的前提下，发现可以用玉米淀粉替代英国胶作为发酵培养基中的碳源；以(NH4)2SO4部分替换种子和发酵培养基中的蛋白

胨作为氮源，优化后种子培养基中蛋白胨的用量可以减少40％，发酵培养基中的用量可以减少20％。确定适宜的接种量为10％，起始pH为8.0，摇瓶产酶

水平可以达到1845U/mL。

    (2)在摇瓶水平上考察发现向培养基中添加为0.1mmol/L的Zn2+时和10g/L的CaCO3，产酶可以分别提高15％和20％。在7L发酵罐上考察了乙醇添加的

方式，从48h开始将1％的乙醇分六次平均加入可以替代原有匀速流加方式，酶活达到3103U/mL。

    (3)在1.5m3发酵罐和5m3发酵罐上采用两阶段控制搅拌转速和补加乙醇的策略，酶活在120h时过氧化氢酶达到了1594U/mL；发酵在96h时过氧化氢酶

酶活达到了2380U/mL，总提取收率达到77％。

    4)在无锡天时针织有限责任公司的漂染车间进行了实际生产的应用试验，结果表明该酶能在60C、pH11的条件下，在20分钟内将漂白液中剩余的过氧

化氢完全去除。表明该酶在实际生产中有着良好的应用前景。
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