
读书报告

汇报人：郭祥瑞

日期：2016-11-26



Journal of ChemicalTechnology&Biotechnology

影响因子：2.738



摘要

背景介绍：纤维素酶和木聚糖酶是将木质纤维

素转化为可发酵糖的关键酶。 Western Ghat 

region（印度）是分离新微生物的活跃地区。

这项工作目的是分离产生纤维素酶和木聚糖酶

的微生物，主要应用在啤酒糟的糖化过程中。



结果：分离了93种微生物，筛选出了14种产纤维

素酶和7种木聚糖酶的微生物，主要集中在

XR44A菌株，产生的木聚糖酶活性高达10.5 U 

mL-1
。

• 通过酶谱分析和蛋白质组学鉴定，XR44A木

聚糖酶活性主要由一种新型的内切-1,4-β木聚糖

酶发挥作用。

• 通过氨水浸泡预处理，应用在啤酒糟的糖化

过程中。



结论：具有木聚糖酶活性的解淀粉芽孢杆菌

XR44A上清液在啤酒糟的糖化过程中允许回

收约43％木糖，与来自绿色木霉属的商业木

聚糖酶获得的值类似，并且最大阿拉伯糖产

率为92％，比商业木聚糖酶获得的产量高约2

倍。



介绍01



• 用于燃料生产的可发酵糖，优先通过用纤维素

酶和半纤维素酶进行水解，产生的多糖对生物量的

预处理来完成对木质纤维素的转化。丝状真菌是纤

维素酶和半纤维素酶的主要来源。与真菌相比，研

究细菌纤维素酶和半纤维素酶较多，因为细菌具有

更高的生长速率等。



• 在这项研究中，解淀粉芽孢杆菌XR44A产

生木聚糖酶活性，通过氨水浸泡预处理来水解

啤酒糟的能力。 显示新的木聚糖酶活性能够在

相同的反应条件下，产生与应用预处理的BSG

商业酶获得的木糖量水平相当。应用新的木聚

糖酶活性产生的最大阿拉伯糖产量比应用商业

酶获得的产量高约2倍。



材料与方法02



腐殖土

岩石表面 草地内部

岩石

样品的分离



稀释、纯化、保存

分离

CMC、木聚糖、0.1％刚果红、
5 mol L-1 NaCl

筛选 接种

发酵

37℃、125 rpm、
OD600nm

测酶活

单菌落、3mL、37℃



• 反应混合物由1.8 mL 1.0％（w / v）桦木木聚糖在

50 mmol  L-1柠檬酸钠（pH5.3）和0.2 mL 酶稀释液

在50℃下温育5分钟。释放的还原糖通过加入3mL的

3,5-二硝基水杨酸溶液，然后在95℃下温育混合物5

分钟来测定，在540nm测量吸光度。定义为每分钟释

放1μmol木糖的酶量为一个酶活单位。

木聚糖酶测定



• 每个细菌菌株的菌落的形态学分析观察形状

（规则/不规则/假茎/点状/纤维状），边缘（整齐

/波状），表面（干/粘性/粉状），高度（平面/凸

起）和菌落的颜色。

微生物分离株的表型特征



阿拉伯呋喃糖苷酶活性测定

• α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶活性，用对硝基

苯基α-L-阿拉伯呋喃糖苷（pNPA）作为底

物。一个单位的α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶活性

定义为反应混合物在这些测定条件下每分钟

释放1μmol的对硝基苯酚中的酶量。



•  在粗酶液中加入80%的硫酸铵，

通过在4℃、7500rpm离心45分钟，

回收蛋白质，加入20mmol L-1 pH 7 

Tris-HCl 透析。

蛋白分离



• 电泳后，将凝胶浸泡在缓冲液中轻轻振荡除

去SDS并复性蛋白质凝胶。然后将含1％木聚

糖铺在1.5％琼脂凝胶的上部，在40℃温育1小

时后，用0.1％刚果红水解木聚糖。

酶谱分析



最适的温度和耐热性

• 测定24小时温育后含有木聚糖酶活性的菌株

XR44A的上清液以研究最适温度和耐热性。为

了确定最适温度，将用于活性测定的底物（桦木

木聚糖）溶解于50 mmol L -1柠檬酸钠，在40℃，

50℃， 60℃和 70℃下进行温育（5分钟）。取

出样品测定残余的木聚糖酶活性。



最适的pH和pH抗性

• 为了测定XR44A木聚糖酶活性的最适pH，

使用溶解在50mmol L-1柠檬酸磷酸盐缓冲液

中的底物桦木木聚糖进行木聚糖酶活性测定，

pH值为3.0-9.0，温育5分钟， 通过将其在

pH 3-9柠檬酸磷酸盐缓冲液中稀释，并在

25℃下温育来研究含有木聚糖酶活性的菌株

XR44A的上清液的pH抗性。



预处理和化学成分的测定

• 由供应商提供的BSG，在实验室进行氨水溶液

预处理。根据 Maurelli et al.所描述的，将板栗壳

研磨成细粉末，添加量为10％，浸泡在5％（v / v）

氨水溶液中，然后在70℃，25mL具塞试管中温育

22小时以减少蒸发。将碱性混合物以800×g离心，

并用50mmol L-1乙酸钠缓冲液充分洗涤残余物，

直到获得酶促糖化过程所需的pH值（pH5.0）。



• 未处理和预处理的生物样品的碳水化合物组成根据

Davis的方法测定。该方法涉及两个步骤，进行酸水解以

将多糖分离成它们相应的单糖。 首先，将10％样品在

30℃、72％v / v H2SO4浸泡1小时；然后将混合物用蒸馏

水稀释至4％（v / v）H2SO4，在加入岩藻糖作为内标后，

在120℃下进行第二次水解1小时。在通过0.45μm滤膜过

滤后，通过高效液相色谱法分析产物。



结论03



分离和筛选分解木聚糖酶和
纤维素酶的微生物

• 使用50个不同性质的样品，例如腐殖土，草地，

岩石内部，岩石表面，排泄物，红土，用于分离

细菌和放线菌。 分别通过刚果红染色筛选具有木

聚糖酶和纤维素酶活性的93种微生物。其在平板

上显示透明圈，直径大于5mm。基于形态学分析，

这些微生物主要被分为芽孢杆菌和放线菌。



木聚糖和纤维素分离菌的
16S rRNA基因的测序

通过16S rRNA测序

鉴定21种微生物。15种

属于芽孢杆菌属，4种属

于链霉菌属，1种属于嗜

酸芽孢杆菌属，1种属于

类芽孢杆菌属。



在液体培养基中筛选分离物

进一步在液体培养基中筛选，使用1％木聚糖和1％

CMC的培养基。6小时温育后，8种微生物（R5A，R9A，

R10A，R10B，R13A，R13B，R14B，R21A）酶活性

范围从0.045到0.075 U mL - 1。XR18B，XR44A，

XR76A和XR108A产生最高水平木聚糖酶活性，范围为

0.4至0.6Um L-1，类似于其他木聚糖酶产芽孢杆菌菌株，

为了提高活动生产水平，将所选菌株的培养体积增加至

50m L，温度和转速调节分别调至40℃，250rpm。对于

XR18B和XR44A，这些条件增加了木聚糖酶活性生产分

别达到9.4和10.5 U m L-1。



木聚糖酶在不同的选择分离株的酶谱分析

• 负责木聚糖酶活性的蛋白质，通过压裂法在半变性

SDS-PAGE上分析木聚糖分解菌株XR18B和XR44A。样

品在6小时后在SDS-PAGE上加细胞培养物的上清液,不沸

腾并用还原剂处理。将所得凝胶铺在另一个含有1％木聚

糖底物的薄凝胶上，用于木聚糖酶活性检测。 SDS-PAGE

和酶谱进行比对，选择感兴趣的条带。通过刚果红染色检

测，仅菌株XR44A的条带可见，以及胶体考马斯亮蓝染色

中的相应条带切下染色的SDS-PAGE凝胶，进行蛋白质鉴

定。



木聚糖酶应用的酶学性质研究

• XR44A木聚糖酶活性在70℃，半衰期保持5分钟，在

50℃和60℃下为15分钟，在40℃下为2小时。在30℃下

至少保持90％活性，半衰期为7天。该酶在高于70℃的

温度下立即丧失活性，与由嗜气芽孢杆菌KGJ2产生的木

聚糖酶不同，其在80-90℃下温育60分钟后保留超过90

％的活性。解淀粉芽孢杆菌XR44A木聚糖酶活性显示较

宽的pH适应范围且稳定性好，在pH 3，pH 5，pH 6，

pH 7，pH 8和pH 9的半衰期为7天。



原料具有高的纤维素、木聚糖和低的木质素含

量，预处理是有效水解木质纤维素酶的关键步骤，

具有除去木质素部分保护细胞壁多糖免受酶攻击

的的重要功能。

木聚糖酶在谷物酿造预处理
中的糖化作用



Table4. Results of saccharification with sigma enzymes–cellulase from 

Trichoderma reesei ATCC26921(5.4Ug −1 of pretreated biomass);cellobiase 

from Aspergillus niger(145Ug −1 of pretreated biomass);xylanase from 

Trichoderma viride(1.5Ug −1 ofpretreated biomass);-xylosidase,thermostable

(0.5 U g − 1  of  pretreated biomass) – and xylanase f rom Baci l lus 

amyloliquefaciens XR44A (1.5 U g −1 of pretreated biomass)

在48小时的水解反应后，最大的木聚糖回收率

为约43％，并且其在长时间的温育时间内没有改变。

解淀粉芽孢杆菌XR44A木聚糖酶制剂的利用改进了

葡聚糖部分降解。



结论

• 具有木聚糖酶活性的解淀粉芽孢杆菌XR44A

的上清在啤酒糟糖化过程中可回收约43％木糖，

与来自绿色木霉属的商业木聚糖酶获得的值类似，

并且最大阿拉伯糖产率为92％，比商业木聚糖酶

获得的产量高约2倍。
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