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木霉 No. 183菌株木聚糖酶的研究

解复红 , 张克勤 , 李文鹏
(云南大学 云南省工业微生物发酵工程重点实验室 ,云南 昆明　650091)

摘要 :筛选到一株木聚糖酶高产木霉菌株 (No. 183) ,研究了该菌株产木聚糖酶的液态发酵和粗酶液的酶

学性质.结果表明 ,以麸皮和木聚糖为主要碳源 ,28℃,190 r/ min摇瓶培养时 ,木霉 No. 183菌株在接种后 84 h

酶活最高 ,达到 298. 47 U/ mL .该木聚糖酶的最适反应温度为 50℃,最适 p H为该木聚糖酶在 p H 5～7和 40℃

以下时相对稳定. Ca2 + ,Zn2 +和 Cu2 +对该木聚糖酶有较强的促进作用 ,Fe3 +和 Hg2 +对该酶有较强的抑制作用.
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　　木聚糖 (β- 1 ,4 - xylan)是植物半纤维素的主

要成分.它是自然界中含量仅次于纤维素的多糖 ,

分别占被子植物和裸子植物干质量的 15 %～30 %

和 7 %～12 %[1 ] .木聚糖是吡喃木糖以β- 1 ,4 - 糖

苷键连成主链的不均一多糖 ,侧链通常有 O - 乙酰

基 ,α- L - 呋喃阿拉伯糖基 ,葡糖醛酸基[2 ] .

完全降解木聚糖主要需要 2种酶的参与 :木聚

糖酶 (1 ,4 -β- D - xylanase ; EC3. 2. 1. 8)和β- 木

糖苷酶 (1 ,4 -β- xylosidase ; EC3. 2. 1. 27) .木聚糖

酶以内切的方式水解β- 1 ,4 - 糖苷键 ,β- 木糖苷

酶从木寡糖的非还原端切下木糖[3 ] .

木聚糖酶是一种重要的工业用酶 ,它可广泛被

用于饲料、食品和酿造工业.自从 1989 年 Viikari

发现木聚糖酶可以用于对纸浆的漂白以来 ,国内外

对木聚糖酶研究和开发越来越关注 ,主要原因是用

木聚糖酶对纸浆进行预处理后 ,可大大减少后续漂

白过程中氯化物的用量 ,降低环境的污染.近年来

有关木聚糖酶对纸浆漂白的研究文献有很多[5 ,6 ] .

许多真菌、细菌和放线菌都能产生木聚糖酶 ,

真菌中木霉属 ( T richoderm a )的许多种是木聚糖

酶的高产菌.我们从保藏于云南省工业微生物发酵

工程重点实验室的 400 多株木霉菌株中筛选到了

一株木聚糖酶高产的木霉菌株 (No. 183) .本文介

绍了该菌株的产酶特性及其木聚糖酶的一些性质.

1　材料和方法

1 . 1　菌种　木霉 ( T richoderm a sp . ) No. 183.

1 . 2 　化学试剂和仪器 　桦木木聚糖 ( birchwood

xylan)购自 Sigma公司 ,其他药品和试剂均为国产

分析纯. 721 - 100型分光光度计 (上海第三分析仪

器厂) ,p HS - 3C型 p H计 (上海雷磁仪器厂) ,HZQ

- QX全温振荡器 (哈尔滨东联电子技术开发有限

公司) .

1 . 3　培养基和培养条件

(1) 斜面种子培养基 : PDA培养基.

(2) 发酵产酶培养基 (g/ L ) :麸皮 10 ;木聚糖

8 ;蛋白胨 6 ;酵母浸膏 1. 5 ; (N H4) 2 SO4 1. 5 ; Tween

80 2. 0 ; CaCl2 0. 3 ; MgSO4·7H2O 0. 3 ; KH2 PO4

0. 3 ; FeSO4·7H2O 0. 005 ; MnSO4·H2O 0. 0016 ;

ZnSO4·7H2O 0. 0014 ;CoCl2 0. 002 ;自然 p H.

(3) 培养条件 : 500 mL 三角瓶装发酵培养基

100 mL ,190 r/ min ,28℃培养 4 d.

1 . 4 　粗酶液的制备 　在 4℃的条件下将发酵液

10 000 r/ min离心 6 min ,上清液即为粗酶液.

1 . 5　木聚糖酶活力测定 　在 25 mL 刻度试管中

加入 1. 8 mL 0. 01 g/ mL 用乙酸 - 乙酸钠缓冲液

(p H 4. 8)配制的木聚糖溶液 ,50℃水浴保温 5 min ,

加入适当稀释的酶液 0. 2 mL , 50℃水浴保温 10
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min.加入 DNS (3 ,5 - 二硝基水杨酸)试剂 2 mL ,

沸水浴保温 5 min ,冷却后加入蒸馏水 21 mL ,摇

匀 ,540 nm测 OD值.每分钟产生相当于 1μmol还

原糖 (以木糖计)的酶量定义为一个酶活力单位

(U) .

1 . 6　产酶历程 　接种培养后每隔 12 h 取样一次

测酶活 ,用 p H计测发酵液的 p H值.

1 . 7 　温度对木聚糖酶活力的影响 　分别在 30～

80℃的水浴条件下测木聚糖酶活力

1 . 8　木聚糖酶的耐热性试验　木聚糖酶液分别在

30～80℃水浴中保温 1 h ,冷却后按常规条件测定

酶活力.

1. 9　pH对木聚糖酶活力的影响　分别用不同 p H

的 0. 1 mol/ L 柠檬酸钠和 0. 2 mol/ L Na2 HPO4 -

NaH2 PO4缓冲液配制 0. 01 g/ mL 的木聚糖溶液 ,

然后按常规条件测定酶活力.

1 . 10 　木聚糖酶的 p H稳定性试验　用上述不同

的 p H缓冲液稀释酶液 ,在 40℃水浴中保温 4 h ,然

后按常规条件测定酶活力.

1 . 11　金属离子和其他试剂对木聚糖酶活力的影

响　在木聚糖酶液中加入不同的化合物 ,使最终反

应体系中化合物的浓度为 1 mmol/ L ,在 40℃水浴

中保温 30 min ,然后按常规条件测定酶活力.

2　结果和讨论

2. 1　产酶历程和 pH的变化情况　从图 1中可以

看出 ,接种后 24 h 内几乎不产酶 ,24 h 后 ,酶活开

始上升 ,第 60～84小时产酶最多 ,84 h以后产酶量

逐渐下降.在发酵过程中 ,p H值逐渐升高.

图 1　产酶曲线和 pH变化情况

Fig. 1 Time course of xylanase production and p H variation

2 . 2　温度对酶活的影响 　从图 2 中可以看出 ,木

聚糖酶的最适反应温度为 50℃,60℃时酶活保持

在 55 % ,70℃时下降很快 ,仅为 10. 7 %.

图 2　温度对木聚糖酶活力的影响

Fig. 2 The effect of temperature on the activity of xylanase

2 . 3　木聚糖酶的热稳定性 　如图 3 所示 ,木聚糖

酶在 40℃时比较稳定 ,酶活力保持在 97. 1 % ,50℃

以上时酶活不稳定.

2. 4　pH对木聚糖酶活力的影响　如图 4 ,木聚糖

酶的最适反应 p H 为 6 , p H 5 时相对酶活为

94. 3 % ,p H 7时为 63. 8 %.

2. 5　木聚糖酶的 pH稳定性　如图 5所示 ,p H在

5～8的范围内 ,相对酶活力保持在 82 %以上.

图 3　木聚糖酶的耐热性试验

Fig. 3 Thermostability of xylanase

2 . 6　金属离子和有机化合物对木聚糖酶活力的影

响　如表 1所示 , Fe2 + ,Ni2 + ,β- 巯基乙醇对酶既

无促进又无抑制作用. Ca2 + , Zn2 + ,Mg2 + , ED TA ,

尤其 Cu2 +对酶有促进作用. Fe3 +和 Hg2 +对酶有较

强的抑制作用.

28 云南大学学报 (自然科学版) 　　　　　　　　　　　　　　　　第 24卷



　　　　图 4　pH对木聚糖酶活力的影响

　　　　Fig. 4 Effect of p H on cylanase activity

　　　　　　　图 5　木聚糖酶的 pH稳定性

　　　　　　　Fig. 5 p H stability of xylanase

表 1　化合物对木聚糖酶活力的影响

Tab. 1 Effect of ions and compounds on xylanase activity

化合物 相对酶活/ % 化合物 相对酶活/ %

Control 100 CaCl2 112. 5

FeSO4 106. 3 ZnCl2 116. 3

FeCl3 20 HgCl2 45

CuSO4 137. 5 CoCl2 106. 3

NiCl2 100 EDTA 118. 8

MnCl2 97. 5 β- ME 100

MgCl2 125

2 . 7　小结 　木霉 No. 183 木聚糖酶与温度及 p H

的关系表明 ,该酶为中温、酸性木聚糖酶.虽然其最

适温度为 50℃,但由于 50℃时酶的稳定性差 ,故使

用时 ,反应温度控制在 40℃为好.该酶对 p H的耐

受范围为中性偏酸 ,反应 p H控制在 5～6 之间为

宜.
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Studies on the crude xylanase produced by T richoderm a sp . No . 183

XIE Fu2hong , ZHAN G Ke2qin , L I Wen2peng
( Key Laboratory of Industrial Microbiology & Fermentation Technology

of Yunnan , Yunnan University , Kunming 650091 ,China)

Abstract : The enzymological characteristics of crude xylanase produced by T richoderm a st rain 183 with

high xylanase productivity were studied with the following results :cultured on the medium with wheat bran

and xylan as the main carbon resource ,under 28℃and 190 r/ min shaking ,the p H and enzyme activity of the

broth kept increasing with the growth of st rain 183 ,the enzyme activity reached its peak at hour 84 after inoc2
ulation ,up to 298. 47 U/ mL . The enzyme has optinal reactive conditions of 50℃and p H 6 ,though the enzyme

is relatively stable under 40℃and p H 5～7. Fe2 + and Hg2 + st rongly inhibited the activity of this enzyme ,while

Zn2 + ,Ca2 + and Cu2 + evidently promoted the activity.

Key words : xylan ;xylanase ; T richoderm a ;enzyme activity
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