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瑞氏木霉 QM9414利用蔗渣发酵产纤维素酶的研究
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摘要: 以蔗渣为培养基料,通过单因子及正交试验,对瑞氏木霉 QM9414 固体发酵产纤维素酶的产酶条件

进行了探讨. 其优化的产酶条件为: 甘蔗渣 2. 5 g, 麸皮 1 g, 加含 7. 5 g/ L ( NH4 ) 2SO4 的 Mandels 营养液 14 mL

(干物质( g)与水( mL )的比例为 1B4) , 调初始 pH 4. 0, 30 e 发酵 120 h.在此优化条件下,每克干曲产纤维素酶

酶活力可达 8. 26 U .
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  甘蔗渣是制糖工业的主要副产品, 是甘蔗机械

压制后的剩余部分. 蔗渣的主要成分为 50. 4%的

纤维素, 28. 5%的半纤维素, 14. 9%的木质素, 2%

的灰分以及 1. 59%的粗蛋白[ 1] . 由于其木质化程

度高,难以消化,因此很难作为动物饲料加以利用.

长期以来大量的甘蔗渣都作为燃料烧掉或废弃,既

浪费资源又污染了环境.

纤维素酶是降解纤维素为葡萄糖的一组酶的

总称, 在食品、医药、饲料、洗涤等行业中有广泛的

应用. 纤维素酶生产中常利用纤维素含量高的秸

秆、玉米芯等作为培养基, 以微生物发酵获得纤维

素酶. 与秸秆、玉米芯相比, 蔗渣富含纤维素, 且成

本更低,资源更丰富, 因此更适合用做纤维素酶生

产的培养基料. 本文以瑞氏木霉 QM9414 为产酶

菌株,探讨了利用蔗渣作为培养基料生产纤维素酶

的最佳条件,为甘蔗渣的有效利用和开发提供一条

新的途径.

1  材料和方法

1. 1  材料
1. 1. 1  菌种  瑞氏木霉 ( Tr ichoderma r eesei )

QM 9414菌株, 中科院微生物所保存并友情赠送.

1. 1. 2  甘蔗渣  收集榨汁后的蔗渣, 60 e 烘箱烘
干,粉碎机粉碎后过孔径为 0. 301 mm 铜筛,塑料

袋封装备用.

1. 1. 2  培养基
斜面培养基:麦芽提取物 2 g,琼脂粉 2 g ,H 2O

100 mL, pH 3. 5.

固体发酵培养基: 以麸皮 1. 5 g , 甘蔗渣 2 g,

Mandels[ 2]营养液 14 mL 作为基础培养基.培养基

以 121 e 灭菌 30m in后备用.

1. 1. 3  主要仪器与设备  721B分光光度计(上海

第三分光仪器厂) , sartorious 电子精密天平(北京

赛多利斯天平有限公司) , cerit rifuge 5804R 高速冷

冻离心机(日本日立) , 水浴锅, 培养箱, 酸度仪, 血

球计数板.

1. 1. 4  主要试剂  0. 1 mol/ L pH 4. 8醋酸缓冲

液, DNS 试剂按文献[ 3]配制.

1. 2  方法

1. 2. 1  培养条件  斜面培养条件为 30 e 培养
192 h. 固体发酵培养条件为每个处理接入孢子悬

液含量为 1. 2 @ 109 L- 1的菌液 0. 6 mL, 30 e 培养

120 h.

1. 2. 2  粗酶液的提取  向固体发酵培养物中加入
10倍 0. 1 mol/ L, pH 4. 8,HAc- NaAc缓冲液 35 mL,

加入 10颗玻璃珠, 30 e 摇床上振荡提取1 h.提取物

经 8层纱布初过滤,除去固体培养物后, 5 000 r/ min

离心 5min除菌体,上清即为备用粗酶液.
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1. 2. 3  酶活力测定( FPA)  滤纸条( 1 cm @ 6 cm )

置于试管中,加入 1. 2 mL 缓冲液, 再加入 0. 1 mL

粗酶液, 50 e 作用 1 h,加入 DNS 试剂 2 mL, 再补

加蒸馏水至 10 mL, 540nm 处测光密度值.酶活用

滤纸酶活( FPU )表示.

1. 2. 4  葡萄糖含量标准曲线的制定  取 6支试管

分别加入浓度为 2 Lmol/ L 的葡萄糖标准溶液 0,

0. 2, 0. 4, 0. 6, 0. 8, 1. 0 mL, 然后加入 DNS 显色

液,沸水浴 5 min,于 540 nm测定吸光度.以不同浓

度( y )的标准葡萄糖溶液和对应的吸光度( x )为坐

标得到葡萄糖含量标准曲线: y = 0. 448 2x -

0. 003 3, R 2= 0. 996.

1. 2. 5  条件优化方法  选取菌种活化时间、固体

培养时间、培养基含水量、培养基初始 pH、培养基

中甘蔗渣与麸皮的质量添加比例、培养基不同氮源

以及硫酸铵添加量等因素,进行单因子对产酶活性

影响的实验.再选取初始 pH、含水量、硫酸铵添加

量以及甘蔗渣与麸皮的质量添加比例等对产酶有

较大影响的因素, 进行L 9( 3
4)的正交实验分析,从

而获得产酶的优化条件. 每个实验重复 3次, 实验

结果按常规统计方法进行统计分析.

2  结  果

2. 1  菌种活化时间对发酵产酶的影响  为了获得

最好的产酶发酵效果,本研究首先对菌种活化时间

进行优化.取在斜面培养基上活化培养了 96, 120,

144, 168, 192, 216, 360 h 的菌种制成孢子悬液,分

别接种在一个装有固体培养基的 150 mL 三角瓶

中, 30 e 培养 120 h, 测定各培养瓶里发酵产纤维

素酶的酶活性. 结果见图 1,菌种活化 192 h,其发

酵产酶活力最大,说明此时菌种生命活力恢复至最

佳状态.活化时间过短, 则菌种细胞的生命力未完

全复苏, 时间过长( 192 h以上) , 则菌种生长处于衰

退期,或可能发生孢子分化, 产酶能力将逐渐下降.

因此本试验选择活化 192 h 的菌种进行发酵产纤

维素酶的研究.

2. 2  培养时间的确定  向固体产酶培养基(麸皮

1. 5 g, 甘蔗渣 2 g , Mandels营养液 14 mL, 121 e 灭
菌 30 min)中接入孢子悬液浓度为1. 2 @ 109 L - 1的

菌液 0. 6 mL,混匀后于 30 e ,静置倾斜培养.每隔

24 h, 定期取出一瓶新鲜曲, 测其酶活, 以确定后续

试验中的培养时间. 结果见图 2,在接种后的最初

24 h, 为微生物生长的适应期,接入的孢子开始萌

发, 产酶活力低,此时进行翻曲,使孢子在培养基内

分布均匀. 在 48~ 96 h, 微生物生长进入对数生长

期,菌丝在固体培养基上迅速生长繁殖, 固体培养

基表面被绿色的孢子所覆盖.发酵至 120 h,微生物

生长转入对数生长中后期,此时纤维素酶活力达到

最高,每克干曲产酶酶活可达 5 U. 120 h之后, 纤

维素酶活力开始下降.这一实验结果表明 120 h 是

产酶最高的发酵时间,故后续试验中均以 120 h 作

为发酵时间.

2. 3  培养基不同含水量对产酶的影响  配制固体

培养基中干物质( g )与水( mL)的比例分别为 1B2,

1B3, 1B4, 1B5, 1B6, 1B7的培养基,接入孢子悬液进

行产酶发酵, 提取粗酶液, 测酶活力. 结果见图 3,

固体培养基的含水量对产酶有很大的影响,以干物

质( g )与水( mL)的比例为 1B4 的培养基产酶活力

最高.水分含量太少, 无法满足霉菌孢子萌发菌丝

生长所需湿度; 而加水量过多, 则不利于固体培养

基的通气和散热.

  图 1 菌种活化时间对发酵产酶的影响

Fig. 1 Effect of different activation time on enzyme pro-

duction

  图 2  培养时间对产酶的影响

Fig . 2 Effect of different incubation time on enzyme pro-

duction
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图 3 培养基不同含水量对产酶的影响

Fig . 3 Effect of different moisture content on enzyme production

2. 4  培养基不同的初始 pH对产酶的影响  产酶
发酵中,不同的菌种对 pH 的要求是不同的, 求得

最适发酵 pH 对提高产酶量有重要的作用. 调节培

养基的初始 pH 为 3. 0, 4. 0, 5. 0, 6. 0, 7. 0, 8. 0,

9. 0, 10. 0,测定发酵产酶量, 结果见图 4,培养基初

始pH 为酸性时对该菌株发酵产酶影响不大, 在

pH 3~ 6的范围内都能生长产较高的酶,说明该菌

株有良好的耐酸特性,而以初始 pH 为 5的培养基

产酶活力最高. 但该菌株不适应在碱性的环境中培

养. pH 大于 7以后, 产酶量显著降低,只有最优 pH

时 1/ 4~ 1/ 3.所以,在大量发酵产纤维素酶的工业

生产中适宜选偏酸的培养基.

  图 4 培养基不同初始 pH对产酶的影响

Fig. 4 Effect of different initial medium pH on enzyme

product ion

2. 5  培养基成分中不同的 m(甘蔗渣) Bm(麸皮)对

产酶的影响  尽管甘蔗渣和麸皮均含有较高的纤维

素,但甘蔗渣还是需要一定的麸皮进行混合发酵才

能获得较高的产量,为了得到一个甘蔗渣与麸皮的

最佳比例,甘蔗渣与麸皮按不同比例混合(见图 5) ,

然后再加入 14 mL 的 Mandels营养液,接入 0. 6 mL

菌种, 30 e 培养 120 h,提取粗酶液,测酶活力.结果

见图 5, m (甘蔗渣) Bm (麸皮)为 2. 5B1. 0的时候产

酶量最高.除处理 5( m (甘蔗渣) Bm (麸皮)为 1. 0B

2. 5)的产酶较低外,其它处理比较接近.

1~ 6:分别表示 m (甘蔗渣)Bm( 麦夫皮)为 3. 0B0. 5,

2. 5B1. 0, 2. 0B1. 5, 1. 5B2. 0, 1. 0B2. 5, 0. 5B3. 0

图 5 培养基不同的 m (甘蔗糖)Bm(麸皮)对产酶的

影响

Fig . 5 Effect of the proport ion of bagasse and wheat bran

on enzyme production

2. 6  培养基不同氮源对产酶的影响  向培养基中
加入不同的氮源,调初始 pH 为 5,接入孢子悬液进

行产酶发酵,以探讨不同氮源对产酶的影响. 结果

见表 1, 以硫酸铵为氮源的培养基产酶活力最高.

为了探讨硫酸铵的不同质量浓度对产酶的影响, 调

节营养液中硫酸铵质量浓度分别为 2. 5, 5, 7. 5,

10, 12. 5, 15 g/ L ,初始 pH 为 5,接入孢子悬液进行

产酶发酵, 取粗酶液测酶活力. 结果见图 6, 以 10

g/ L 硫酸铵的培养基产酶活力最高,硫酸铵添加量

较低或高,产酶量都有下降的趋势.

  表 1  不同氮源对产酶的影响

Tab. 1 Effect of different nitrogen sources on enzyme pro-

duction

氮  源 质量浓度/ ( g#L- 1 ) 酶活力/ U

尿素 2. 5 3. 492

蛋白胨 2. 5 3. 567

硫酸铵 2. 5 4. 183

硫酸铵+ 尿素 12. 5+ 12. 5 2. 953

酸铵+ 蛋白胨 12. 5+ 12. 5 2. 921

2. 7  各因素对产酶的综合影响  从单因子实验发
现, 培养基的初始 pH、含水量、硫酸铵添加量以及

蔗麸比例等因素变化会对产酶带来较大的影响. 为
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  图 6 硫酸铵质量浓度对产酶的影响

Fig. 6 Effect of different ammonium sulfate content of

enzyme product ion

了获得一个最佳的产酶发酵条件, 采用 L 9( 3
4)正

交表试验进一步探讨初始 pH、含水量、硫酸铵添加

量以及蔗麸比例对产酶的综合影响.实验结果见表

2.从极差R的大小看, 因素B (硫酸铵质量浓度)是影

响瑞氏木霉 QM9414 产纤维素酶的最大因素. 其

次是因素 A (初始 pH) , 对产酶也有较大影响, 再

次是因素 D (蔗麸比值) , 因素 C (初始含水量)极

差最小,是四因素中相对不重要的因素, 实验的主

次顺序为 B > A > D > C . 产酶最高的组合是

A 1B 1C2D2, 即称取 2. 5 g 甘蔗渣和 1 g 麸皮, 硫酸

铵的添加量为 7. 5 g/ L , 干物质( g )与水( mL)的比

例为 1B4,初始 pH 为 4的条件是产酶最优条件.

按上述优化条件,在 150 mL 三角瓶中,取 2. 5

g 甘蔗渣和 1 g 麸皮按固态基质干重的 4倍加入

14 mL 含 7. 5 g/ L 硫酸铵的 Mandels营养液, 调初

始 pH 4,灭菌后,接入活化了 192 h的菌种孢子悬

液 0. 6 mL, 30 e 发酵 120 h. 进行发酵产酶实验, 纤

维素酶的酶活可达到每克干曲 8. 26 U, 验证了正

交试验的结果.

表 2 L 9( 34)正交试验设计与结果分析

Tab. 2 Design and results analysis of L 9( 3
4 ) orthogonal experiment

试

验
号

A B C D

初始 pH
硫酸铵/

( g#L - 1)

干物质( g)与

水( mL)的比例

m(甘蔗渣)B

m (麸皮)

纤维素酶活/ U

1 2 3 平均酶活 标准差

1 4 7. 5 1B3 3B0. 5 6. 018 5. 602 5. 982 5. 867 0. 230 489

2 4 10 1B4 2. 5B1 5. 558 5. 253 5. 491 5. 433 0. 160 29

3 4 12. 5 1B5 2B1. 5 6. 725 6. 681 6. 071 6. 492 0. 365 548

4 5 7. 5 1B4 2B1. 5 6. 949 7. 015 6. 770 6. 911 0. 126 769

5 5 10 1B5 3B0. 5 4. 316 3. 505 3. 669 3. 830 0. 428 802

6 5 12. 5 1B3 2. 5B1 5. 609 5. 699 5. 625 5. 644 0. 048 014

7 6 7. 5 1B5 2. 5B1 6. 116 6. 665 6. 517 6. 433 0. 284 459

8 6 10 1B3 2B1. 5 3. 654 3. 059 3. 446 3. 386 0. 301 954

9 6 12. 5 1B4 3B0. 5 5. 364 5. 401 4. 457 5. 074 0. 534 964

E K 1 53. 381 57. 634 44. 694 44. 314

E K 2 49. 157 37. 951 52. 258 52. 533

E K 3 44. 679 51. 632 50. 265 50. 37

R 8. 702 19. 583 7. 564 8. 219

3  讨  论

本研究从单因子试验并经过正交分析确定了

菌种最佳活化时间为 192 h;产酶最佳发酵时间为

120 h,干物质( g)与水( mL)的比例为 1B4, 最佳初

始 pH 为 4;最佳 m (甘蔗渣) Bm (麸皮)比例为 2. 5

B1. 0; 最佳的氮源为硫酸铵, 其使用质量浓度为

7. 5 g/ L.其中最佳初始 pH、硫酸铵添加量以及 m

(甘蔗渣) Bm (麸皮)与单因子试验结果比较都有一

定差异,表明多种因素综合作用的效应是明显的.
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以此最佳条件进行发酵,产酶量达每克干曲 8. 26

U ,表明蔗渣用于纤维素酶生产的固体培养基是可

行的.

在利用蔗渣作为培养基产纤维素酶时也需要

加入一定量的麸皮, 因为纤维素酶属于诱导酶,需

在诱导物存在下才能大量产生. 许多不溶性纤维

素、可溶性纤维素衍生物、一些低聚糖及某些单糖

和二糖均可作为诱导物.研究证明, 麸皮中含有丰

富的纤维素、半纤维素以及戊聚糖(低聚糖) , 是纤

维素酶产生的一种良好的诱导剂. 另外, 若只以蔗

渣作为单一碳源,因为蔗渣含有的纤维素没有被分

解,发酵前期需要的碳源满足不了菌体生长的需

要.所以, 在培养基中添加适量的麸皮, 在发酵初期

利用麸皮中的小分子葡聚糖分解较快, 提供菌体需

要的碳源,并产生纤维素酶,分解蔗渣中的纤维素

获得后续产酶阶段需要的碳源,因此添加麸皮可以

大大提高产酶效率. 合适的 m (甘蔗渣 ) Bm (麸

皮) , 可以收到既经济又高产率的双重效果.培养基

中的氮源对产酶有重要的影响,不同的菌株对氮源

有一定的选择性,康氏木霉( T richoderma koningi-

i )产纤维素酶的最佳氮源是硫酸铵或谷氨酸钠
[ 4]

,

而本试验发现, 瑞氏木霉 QM9414 的最佳氮源亦

为硫酸铵.这表明木霉类菌株对硫酸铵这种无机氮

源比较适应.硫酸铵的含量对产酶的影响也是比较

显著的,在单因子实验中, 10 g / L 硫酸铵质量浓度

最有利于产纤维素酶,而高于这个水平反而不利于

酶的高产.曾有报道认为, 尿素对纤维素酶活性有

抑制作用[ 9] ,故在发酵产纤维素酶的培养基中,以

尿素为氮源时, 需特别注意其添加量. 本试验中高

浓度的硫酸铵也降低酶的产量,可能也具有同样的

理由.

我国是世界上仅次于巴西、印度的第三产糖大

国,资料报道[ 5]我国年产蔗渣可高达 1 亿 t 以上,

因此开发利用蔗渣资源, 是近来很多研究者探讨的

热点
[ 6]

. 而将蔗渣作为微生物发酵的基料, 生产有

用的产品是对其利用的一个有效途径之一.有报道

利用蔗渣发酵获得单细胞蛋白[ 7] , 也有将蔗渣作

为黑曲霉( Asp ergillus niger )发酵的培养基料, 生

产纤维素酶系中的 B- 葡萄糖苷酶[ 8] . 但未见蔗渣

在瑞氏木霉产纤维素酶的生产中的应用报道.本研

究以甘蔗渣和适量的麦麸混合后作为营养基料, 用

瑞氏木霉 QM9414 进行固体发酵产纤维素酶, 并

获得了高产纤维素酶的优化条件,这对于寻找纤维

素酶产生菌的最佳培养条件,促进纤维素酶制剂的

研究和生产无疑是一次有价值的探索,也对有效地

开发和利用了蔗渣这种农业废弃物具有重要的意

义.
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Abstract: U sing T rizol, SDS- LiCl and improved CTAB methods, total RNA were isolated f rom four

Ficus species that they are F1 hisp ida, F1 racemosa , F1 al tissima and F . oligadon . Via OD value and Gel

elect rophoresis test , the results show ed that T rizol method is applicable for total RNA isolat ion only for

F1 hisp ida in the four species, w hile the SDS- LiCl method failed to ex tract total RNA from F1 ol igadon
and the yield and the quality for the other three species w ere low , the improved CTAB method can isolate

high quality total RNA from all the four species, and further Northern blot analysis testified the integrality of

RNA isolatied by the improved CTAB method. It w as also found that the improved CTAB method could get

high quality total DNA during RNA isolat ion. In all, the improved CTAB method is simple, economical and

suitable for isolat ing total RNA from the Ficus species.

Key words: total RNA isolation method; four species of Ficus ; improved CTAB method; Trizol

method; SDS- LiCl method
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Abstract: Ut ilizing bagasse as substrate the culture condit ions for therma reesei QM 9414 w as studied

through single factor experiments and orthogonal test . The results show ed that the opt imal culture conditions

w ere as follow s: medium prepared from 1g bagasse, 2. 5 g w heat bran and 14mL Mandels nutritional liquid

containing 7. 5 g/ L( NH4) 2SO4, adjustment of init ial pH to 4. 0, at 30 e for 120h. Under these optimal fer-

mentat ion conditions, cellulase act ivity reached 8. 26 U/ g dry medium.

Key words: bag asse; Tr ichoderma reesei QM9414; orthogonal test; solid-state fermentation; opt im ization

of culture condit ion
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