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摘要  以绿色木霉( Trichoderma viride) 为产酶菌 ,研究了不同pH值控制方法对绿色木霉合成纤维素酶的影响。结果表明 ,初始pH 值对
绿色木霉合成纤维素酶的影响较大 ,当初始pH值为4 .5 时 ,纤维素酶活力到第7 天达到40 .74 IU/ ml ;而初始pH值为6 .0 时 ,纤维素酶活
力到第7 天仅有29 .02 IU/ ml 。采用产酶过程调控pH 值,当pH值7 .5 为最佳调控点,此时纤维素酶活力最高可达41 .35 IU/ ml 。采用0 .1
mol/ L 的柠檬酸缓冲液调节产酶过程中的培养基pH值 ;经过6 d 培养 ;纤维素酶活力可达58 .70 IU/ ml 。
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Abstract  The effects of pHvalue on production of cell ulase from Trichoder ma viride were investigated .The results showed that the cellulase activity was
40 .74 IU/ ml whenthe initial pHvalue of culture media was 4 .5 .And the cellulase activity was 29 .02 IU/ ml whenthe initial pH value of culture media
was 6 .0 . While pHvalue of culture media was maintained at 7 .5 ,the cellulase activity was 41 .35 IU/ mL.The maxi mal cellulase activity reached 58 .70
IU/ mL at the sixth day whenthe buffer solution of 0 .1 mol/ L citric acid was used to control pHvalue of culture media .
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  研究表明, 用酒精代替或部分代替汽油作为汽车燃料 ,

可提高燃烧值,改善防爆性能, 减少有毒物质排放, 利于保护

环境[ 1] 。我国有丰富的植物纤维资源, 通过适当预处理, 各

种类型的生物质原料都可作为酒精发酵的底物[ 2] 。但要以

生物质纤维原料来发酵生产酒精 ,必须采用合适的方法来降

解纤维素和半纤维素, 而纤维素酶解法具反应温和、环境污

染小等特点。绿色木霉是生产纤维素酶的一种常用的菌株 ,

pH 值直接影响该菌的生长和酶的合成。笔者以绿色木霉为

产酶菌, 研究不同pH 值对合成纤维素酶的影响, 为经济有效

地生产纤维素酶, 提供技术参数和理论依据。

1  材料与方法

1 .1  材料 ①菌种。绿色木霉( Tri choder ma viri de) , 可降解

纤维素的菌种,于4 ℃保存在木糖- 马铃薯 - 琼脂斜面培养

基上, 购于中 国微 生物菌 种保 藏管 理中 心( CICC, 编 号

13047) 。②碳源物质。纸浆: 硫酸盐纸浆粉粹至60～100 目

备用, 由镇江造纸厂提供; 葡萄糖和纤维素: 分析纯 AR, 购于

上海化学试剂有限公司。③产酶培养基。纤维素酶制备培

养基采用如下配方( 单位 :g/ L) : 磷酸二氢钾2 , 七水硫酸镁

0 .08 ,二水氯化钙 0 .4 , 七水硫酸亚铁0 .005 , 一水硫酸锰

0 .001 6 ,七水硫酸锌0 .001 4。纸浆、葡萄糖、尿素和蛋白胨等

适量, 使碳氮比值控制在4 .0～8 .0。

1 .2  方法  ①纤维素酶的制备。在250 ml 三角烧瓶中 , 加

入50 ml 产酶培养基和一定量的菌丝体, 在28～30 ℃、150～

175 r/ min 的恒温振荡器上培养。取样于2 000 r/ min 条件下

离心10 min ,所得上清液即为纤维素酶粗酶液。②可溶性蛋

白质测定。采用 Bio- Rad[ 4] 法。③还原糖浓度测定。采用

DNS( 3 ,5 - 二硝基水杨酸) 法[ 6] 。④纤维素酶活测定。采用

国际理论和应用化学协会(IUPAC) 推荐的方法[ 5] 。

  表1 初始pH值对合成纤维素酶的影响

初始

pH值

产酶过程培养基pH值

1 d 3 d 5 d 7 d

还原糖浓度∥g/ L

1 d 3 d 5 d 7 d

纤维素酶酶活力∥IU/ ml

1 d 3 d 5 d 7 d

4 .0 4 .22 4 .78 5 .77 7 .57 1 .035 0 .981 1 .328 1 .497 4 .06 20 .40 32 .23 34.45

4 .5 5 .00 5 .01 6 .52 8 .17 0 .095 0 .087 1 .401 1 .631 4 .41 24 .95 37 .57 40.74

5 .0 6 .23 6 .67 7 .33 8 .84 1 .023 1 .007 1 .374 1 .518 4 .10 22 .73 29 .26 35.23

5 .5 6 .43 6 .75 7 .85 9 .00 1 .213 1 .065 1 .241 1 .411 3 .58 21 .74 25 .23 30.29

6 .0 6 .67 7 .92 8 .26 9 .73 1 .253 1 .175 1 .242 1 .398 3 .39 17 .27 25 .19 29.02

2  结果与分析

2 .1 初始pH 值对合成纤维素酶的影响  采用酸碱调节产

酶培养基的初始pH 值,结果表明( 表1) , 产酶培养基初始pH

值对绿色木霉合成纤维素酶的影响较大。随着培养时间的

增加, 产酶培养基溶液的pH 值不断上升 ,纤维素酶酶活力也

随时间不断增大。培养7d 后,初始pH 值为4 .0、4 .5、5 .0、5 .5

和6 .0 的培养液纤维素酶酶活力分别为34 .45、40 .74、35 .23、

30 .29 和29 .02 IU/ ml 。其中 ,初始pH 值为4 .5 的培养液在整

个过程中, 纤维素酶活力始终保持最高, 到第7 天达最大
�
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值40 .74 IU/ ml 。另外, 从培养液还原糖浓度来看 ,当初始pH

值为4 .5 时,还原糖浓度在第3 天的相对最低0 .087 g/ L 上升

到第7 天的最高1 .631 g/ L , 说明在此期间, 酶液中纸浆的分

解率最快。分析原因, 可能是培养基初始pH 值4 .5 有利于

菌丝细胞的生长,在显微镜下也可观察到在此pH 值条件下

绿色木霉菌丝生长良好。

2 .2 产酶过程控制pH 值对产纤维素酶的影响 在整个培

养过程中,每隔8 h ,采用无菌酸碱调整控制产酶培养基的pH

值, 结果表明( 表2) , 随着培养时间的增加, 产酶培养基溶液

的纤维素酶酶活力不断增大。培养7 d 后,pH 值为5 .0、5 .5、

6 .0、6 .5、7 .0、7 .5、8 .0 和8 .5 的纤维素酶酶活力分别为12 .45、

17 .63、21 .83、29 .96、33 .78、41 .35、27 .89 和19 .24 I U/ ml 。其
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中,当培养基pH 值控制为7 .5 时, 在整个培养过程中纤维素

酶活力始终保持最高 ,到第7 天达最大值41 .35 I U/ ml 。一般

来说, 绿色木霉等真菌生长最适pH 值范围为4 .0～5 .0 ,但从

表2 结果来看却不利于绿色木霉的产酶。当控制培养基溶

液pH 值为5 .0 时,培养到第7 天时仅有12 .45 IU/ ml , 仅为控

制pH 值为7 .5 时的30 .1 %。

2 .3 采用缓冲液调控pH 值对产纤维素酶的影响  从图1

可见, 尽管采用了不同浓度的柠檬酸缓冲液来控制溶液的

pH 值,但随着培养时间的增加, 培养液的pH 值却呈不断上

升趋势。这种规律与仅控制培养基初始pH 值的产酶时的规

  表2 过程控制pH值对产纤维素酶的影响

控制

pH值

纤维素酶酶活力∥IU/ ml

1 d 3 d 5 d 7 d

还原糖浓度∥g/ L

1 d 3 d 5 d 7 d

5.0 4 .46  8 .33 11 .36 12 .45 1 .276 1 .386 1 .558 1 .417

5.5 4 .77 13 .02 15 .95 17 .63 1 .104 1 .137 1 .206 1 .536

6.0 4 .57 12 .48 20 .44 21 .83 1 .083 1 .163 1 .430 1 .513

6.5 4 .25 17 .99 28 .22 29 .96 0 .537 1 .032 1 .442 1 .455

7.0 4 .01 19 .87 28 .67 33 .78 0 .565 0 .865 1 .195 1 .434

7.5 4 .86 24 .32 38 .92 41 .35 0 .471 0 .979 1 .530 1 .335

8.0 3 .63 16 .14 26 .52 27 .89 0 .811 1 .033 1 .272 1 .455

8.5 2 .20 11 .31 18 .11 19 .24 0 .808 1 .271 1 .473 1 .313

注 :A. 采用0 .05 mol / L 柠檬酸缓冲液 ;B. 采用0 .10 mol / L 柠檬酸缓冲液。

图1 采用缓冲液调控pH值对产纤维素酶的影响

律大致相同。说明绿色木霉在产酶培养过程中可能分泌一

类碱性物质,使得培养液pH 值逐步上升。然而, 培养液中纤

维素酶酶活力变化却呈现“先上升后下降”的规律。仅培养

了6 d ,培养液中纤维素酶酶活力分别都达到了最大值 ,分别

为38 .92 和58 .70 IU/ ml ,此时培养基的pH 值分别为8 .24 和

7 .36 ,两值和过程控制时的最佳pH 值7 .5 相当接近。与前两

种pH 值控制方法比较可发现 ,尽管前两种方法经7 d 培养

后, 纤维素酶活力仍有上升趋势, 但明显变缓。而且依靠增

加时间来提高酶产量 ,同样会增加成本。而通过合适浓度的

缓冲溶液来控制培养基的pH 值 ,可在较短的时间内使纤维

素酶活力达到最大值。总之,绿色木霉等真菌的纤维素酶是

一种胞外酶,pH 值直接影响细胞膜所带的电荷 ,从而影响到

细胞膜的通透性, 最终影响到细胞纤维素酶向胞外分泌; 而

且绿色木霉生长状况也会影响酶的产量。因此, 要获得较高

的纤维素酶酶活力的培养方法, 必须同时兼顾绿色木霉等微

生物的生长和产酶的最适pH 值等条件。

3  结论

初始pH 值对绿色木霉合成纤维素酶的影响较大。初始

pH 值为4 .5 的培养液在整个过程中 ,纤维素酶活力始终保持

最高, 培养7 d 后该值为40 .74 I U/ ml 。

采用产酶过程调控pH 值, 当pH 值7 .5 为最佳调控点 ,

最高纤维素酶活力可达41 .35 IU/ ml 。

利用浓度为0 .1 mol/ L 柠檬酸缓冲液调节产酶过程中的

培养基pH 值, 可使pH 值保持在一定的范围内缓慢上升, 其

中纤维素酶活力最高为58 .70 IU/ ml , 分别为采用不同初始

pH 值( 4 .5) 和过程调控pH 值( 7 .5) 时达到最高值的1 .44 倍

和1 .42 倍。
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用, 而且对提高蛋白质和湿面筋含量有显著作用, 但施用量

不宜过大 , 在该区应掌握在172 .5 kg/ hm2 左右, 否则不但产

量下降还降低出粉率和沉淀值。P 肥对提高产量居第二位

作用,Zn、K 肥对增产增效居第三、第四位的作用 ; Mn、B 肥

对增产虽有作用, 但很小。P、K、Zn、Mn、B 对小麦品质的影

响趋势一致, 均不同程度的提高出粉率 , 其中 K、Mn 提高较

多; 但对湿面筋、沉淀值均稍呈负面影响。为兼顾小麦产量

和品质, 应 N、P、K、Zn 4 元素配施。
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