
云南大学学报 （自然科学版），２００８，３０（６）：６２０～６２４ 犆犖５３－１０４５／犖 犐犛犛犖０２５８－７９７１

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犢狌狀狀犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔



瑞氏木霉犙犕９４１４利用蔗渣发酵产纤维素酶的研究

伍 红１，２，秦天莺１，谭德勇２，农 向３

（１．西南民族大学 生命科学与技术学院，四川 成都 ６１００４１；２．云南大学 生命科学学院，云南 昆明 ６５００９１；

３．乐山师范学院 化学与生命科学学院，四川 乐山 ６１４０００）

摘要：以蔗渣为培养基料，通过单因子及正交试验，对瑞氏木霉犙犕９４１４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犵，麸皮１犵，加含７．５犵／犔（犖犎４）２犛犗４的犕犪狀犱犲犾狊营养液１４犿犔

（干物质（犵）与水（犿犔）的比例为１∶４），调初始狆犎４．０，３０℃发酵１２０犺．在此优化条件下，每克干曲产纤维素酶

酶活力可达８．２６犝．
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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．本文以瑞氏木霉犙犕９４１４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（犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪狉犲犲狊犲犻）

犙犕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℃烘箱烘

干，粉碎机粉碎后过孔径为０．３０１犿犿铜筛，塑料

袋封装备用．

１．１．２ 培养基

斜面培养基：麦芽提取物２犵，琼脂粉２犵，犎２犗

１００犿犔，狆犎３．５．

固体发酵培养基：以麸皮１．５犵，甘蔗渣２犵，

犕犪狀犱犲犾狊
［２］营养液１４犿犔作为基础培养基．培养基

以１２１℃灭菌３０犿犻狀后备用．

１．１．３ 主要仪器与设备 ７２１犅分光光度计（上海

第三分光仪器厂），狊犪狉狋狅狉犻狅狌狊电子精密天平（北京

赛多利斯天平有限公司），犮犲狉犻狋狉犻犳狌犵犲５８０４犚高速冷

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犿狅犾／犔狆犎４．８醋酸缓冲

液，犇犖犛试剂按文献［３］配制．

１．２ 方法

１．２．１ 培养条件 斜面培养条件为３０℃培养

１９２犺．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犔－１的菌液０．６犿犔，３０℃培养

１２０犺．

１．２．２ 粗酶液的提取 向固体发酵培养物中加入

１０倍０．１犿狅犾／犔，狆犎４．８，犎犃犮－犖犪犃犮缓冲液３５犿犔，

加入１０颗玻璃珠，３０℃摇床上振荡提取１犺．提取物

经８层纱布初过滤，除去固体培养物后，５０００狉／犿犻狀

离心５犿犻狀除菌体，上清即为备用粗酶液．
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１．２．３ 酶活力测定（犉犘犃） 滤纸条（１犮犿×６犮犿）

置于试管中，加入１．２犿犔缓冲液，再加入０．１犿犔

粗酶液，５０℃作用１犺，加入犇犖犛试剂２犿犔，再补

加蒸馏水至１０犿犔，５４０狀犿处测光密度值．酶活用

滤纸酶活（犉犘犝）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２μ犿狅犾／犔的葡萄糖标准溶液０，

０．２，０．４，０．６，０．８，１．０犿犔，然后加入犇犖犛显色

液，沸水浴５犿犻狀，于５４０狀犿测定吸光度．以不同浓

度（狔）的标准葡萄糖溶液和对应的吸光度（狓）为坐

标得到葡萄糖含量标准曲线：狔＝０．４４８２狓－

０．００３３，犚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、培养基初始狆犎、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．再选取初始狆犎、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，进行犔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犺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犿犔三角瓶

中，３０℃培养１２０犺，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犺，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犺以上），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犺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犵，甘蔗渣２犵，犕犪狀犱犲犾狊营养液１４犿犔，１２１℃灭

菌３０犿犻狀）中接入孢子悬液浓度为１．２×１０９犔－１的

菌液０．６犿犔，混匀后于３０℃，静置倾斜培养．每隔

２４犺，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犺，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犺，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犺，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犝．１２０犺之后，纤

维素酶活力开始下降．这一实验结果表明１２０犺是

产酶最高的发酵时间，故后续试验中均以１２０犺作

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（犵）与水（犿犔）的比例分别为１∶２，

１∶３，１∶４，１∶５，１∶６，１∶７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（犵）与水（犿犔）的比例为１∶４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

犉犻犵．１犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犪犮狋犻狏犪狋犻狅狀狋犻犿犲狅狀犲狀狕狔犿犲狆狉狅

犱狌犮狋犻狅狀

图２ 培养时间对产酶的影响

犉犻犵．２犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻狀犮狌犫犪狋犻狅狀狋犻犿犲狅狀犲狀狕狔犿犲狆狉狅

犱狌犮狋犻狅狀
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图３ 培养基不同含水量对产酶的影响

犉犻犵．３犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿狅犻狊狋狌狉犲犮狅狀狋犲狀狋狅狀犲狀狕狔犿犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀

２．４ 培养基不同的初始狆犎对产酶的影响 产酶

发酵中，不同的菌种对狆犎的要求是不同的，求得

最适发酵狆犎对提高产酶量有重要的作用．调节培

养基的初始狆犎为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

始狆犎为酸性时对该菌株发酵产酶影响不大，在

狆犎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，而以初始狆犎为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．狆犎大于７以后，产酶量显著降低，只有最优狆犎

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 培养基不同初始狆犎对产酶的影响

犉犻犵．４犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻狀犻狋犻犪犾犿犲犱犻狌犿狆犎狅狀犲狀狕狔犿犲

狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀

２．５ 培养基成分中不同的犿（甘蔗渣）∶犿（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犿犔的犕犪狀犱犲犾狊营养液，接入０．６犿犔

菌种，３０℃培养１２０犺，提取粗酶液，测酶活力．结果

见图５，犿（甘蔗渣）∶犿（麸皮）为２．５∶１．０的时候产

酶量最高．除处理５（犿（甘蔗渣）∶犿（麸皮）为１．０∶

２．５）的产酶较低外，其它处理比较接近．

１～６：分别表示犿（甘蔗渣）∶犿（麦夫皮）为３．０∶０．５，

２．５∶１．０，２．０∶１．５，１．５∶２．０，１．０∶２．５，０．５∶３．０

图５ 培养基不同的犿（甘蔗糖）∶犿（麸皮）对产酶的

影响

犉犻犵．５犈犳犳犲犮狋狅犳狋犺犲狆狉狅狆狅狉狋犻狅狀狅犳犫犪犵犪狊狊犲犪狀犱狑犺犲犪狋犫狉犪狀

狅狀犲狀狕狔犿犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀

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，调初始狆犎为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犵／犔，初始狆犎为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

犵／犔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

犜犪犫．１犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狀犻狋狉狅犵犲狀狊狅狌狉犮犲狊狅狀犲狀狕狔犿犲狆狉狅

犱狌犮狋犻狅狀

氮 源 质量浓度／（犵·犔－１） 酶活力／犝

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，培养基的初始狆犎、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
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犲狀狕狔犿犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀

了获得一个最佳的产酶发酵条件，采用犔９（３
４）正

交表试验进一步探讨初始狆犎、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．从极差犚的大小看，因素犅（硫酸铵质量浓度）是影

响瑞氏木霉犙犕９４１４产纤维素酶的最大因素．其

次是因素犃（初始狆犎），对产酶也有较大影响，再

次是因素犇（蔗麸比值），因素犆（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

次顺序为犅＞犃＞犇＞犆．产酶最高的组合是

犃１犅１犆２犇２，即称取２．５犵甘蔗渣和１犵麸皮，硫酸

铵的添加量为７．５犵／犔，干物质（犵）与水（犿犔）的比

例为１∶４，初始狆犎为４的条件是产酶最优条件．

按上述优化条件，在１５０犿犔三角瓶中，取２．５

犵甘蔗渣和１犵麸皮按固态基质干重的４倍加入

１４犿犔含７．５犵／犔硫酸铵的犕犪狀犱犲犾狊营养液，调初

始狆犎４，灭菌后，接入活化了１９２犺的菌种孢子悬

液０．６犿犔，３０℃发酵１２０犺．进行发酵产酶实验，纤

维素酶的酶活可达到每克干曲８．２６犝，验证了正

交试验的结果．

表２ 犔９（３
４）正交试验设计与结果分析

犜犪犫．２犇犲狊犻犵狀犪狀犱狉犲狊狌犾狋狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犔９（３
４）狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋

试

验

号

犃 犅 犆 犇

初始狆犎
硫酸铵／

（犵·犔－１）

干物质（犵）与

水（犿犔）的比例

犿（甘蔗渣）∶

犿（麸皮）

纤维素酶活／犝

１ ２ ３ 平均酶活 标准差

１ ４ ７．５ １∶３ ３∶０．５ ６．０１８ ５．６０２ ５．９８２ ５．８６７ ０．２３０４８９

２ ４ １０ １∶４ ２．５∶１ ５．５５８ ５．２５３ ５．４９１ ５．４３３ ０．１６０２９

３ ４ １２．５ １∶５ ２∶１．５ ６．７２５ ６．６８１ ６．０７１ ６．４９２ ０．３６５５４８

４ ５ ７．５ １∶４ ２∶１．５ ６．９４９ ７．０１５ ６．７７０ ６．９１１ ０．１２６７６９

５ ５ １０ １∶５ ３∶０．５ ４．３１６ ３．５０５ ３．６６９ ３．８３０ ０．４２８８０２

６ ５ １２．５ １∶３ ２．５∶１ ５．６０９ ５．６９９ ５．６２５ ５．６４４ ０．０４８０１４

７ ６ ７．５ １∶５ ２．５∶１ ６．１１６ ６．６６５ ６．５１７ ６．４３３ ０．２８４４５９

８ ６ １０ １∶３ ２∶１．５ ３．６５４ ３．０５９ ３．４４６ ３．３８６ ０．３０１９５４

９ ６ １２．５ １∶４ ３∶０．５ ５．３６４ ５．４０１ ４．４５７ ５．０７４ ０．５３４９６４

∑犓１ ５３．３８１ ５７．６３４ ４４．６９４ ４４．３１４

∑犓２ ４９．１５７ ３７．９５１ ５２．２５８ ５２．５３３

∑犓３ ４４．６７９ ５１．６３２ ５０．２６５ ５０．３７

犚 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犺；产酶最佳发酵时间为

１２０犺，干物质（犵）与水（犿犔）的比例为１∶４，最佳初

始狆犎为４；最佳犿（甘蔗渣）∶犿（麸皮）比例为２．５

∶１．０；最佳的氮源为硫酸铵，其使用质量浓度为

７．５犵／犔．其中最佳初始狆犎、硫酸铵添加量以及犿

（甘蔗渣）∶犿（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．

３２６第６期 伍 红等：瑞氏木霉犙犕９４１４
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以此最佳条件进行发酵，产酶量达每克干曲８．２６

犝，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 犿（甘蔗渣）∶犿（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（犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犽狅狀犻狀犵犻

犻）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，瑞氏木霉犙犕９４１４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犵／犔硫酸铵质量浓度

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１亿狋以上，

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（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犵犲狉）发酵的培养基料，生

产纤维素酶系中的β－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

瑞氏木霉犙犕９４１４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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