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摘 要: 研究了氮源种类和比例、碳氮比( C/ N)等因素对里氏木霉木聚糖酶和纤维素酶生物合成的影响。

在各种氮源中,蛋白胨是最好的氮源。复合氮源中当硫酸铵 N 和尿素 N 的比例为 13 时, 木聚糖酶活力最高,

达93. 3 IU / mL ; 当比例为 1 1 时, 滤纸酶活力和羧甲基纤维素 ( CMC ) 酶活力达到最大值, 分别为

0. 263 FP IU / mL 和 0. 026 IU / mL。当控制培养基的 C/ N为 8. 0和 6. 0 时, 它们对木聚糖酶和纤维素酶的诱

导作用最强,分别为 95. 1 IU/ mL 和 0. 310 FPIU / mL。
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Abstract: Effects of nitrogen sources and C/ N on the biosynthesis of x ylanase and cellulase by T r ichoderma r eesei

w ere investig ated. Peptone is the best nitrogen sour ce for xylanase and cellulase product ion among t he nitrogen

sources which have been studied. T he highest xylanase activity was 93. 3 IU / mL , when nitro gen fr om ammonium

sulfate to that from urea was 13, and w hen this value was changed to 11, the highest filter paper activ ity and CMCase

activit y were obtained, w hich w ere 0. 263 FPIU/ mL and 0. 026 IU / mL, respect ively. The best ratio of C/ N for the

biosynthesis of xylanase and cellulases was different. It was 8. 0 for the former and 6. 0 for the latter . In these cases,

x ylanase activity and cellulase activity were 95. 1 IU / mL and 0. 310 FP IU / mL , respectively .
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木聚糖酶是由内切木聚糖酶( EC 3. 2. 1. 8)、外切木糖苷酶( EC 3. 2. 1. 37)和降解支链取代基的辅

助酶组成的能将木聚糖降解成单糖的一组酶的总称[ 1]。近年来, 木聚糖酶在植物纤维原料糖化、低聚

木糖生产、生物漂白和生物脱墨领域的应用研究受到了人们的普遍关注[ 2]。针对木聚糖酶的不同工业

用途, 对木聚糖酶酶系结构提出了不同的要求,以木聚糖酶在制浆造纸工业上的应用为例,为了保证纸
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浆的强度和得率,要求木聚糖酶中不含纤维素酶或纤维素酶活力尽量低
[ 3]
。因此不同用途木聚糖酶的

定向合成显得十分重要。

因为含有编码纤维素酶和木聚糖酶的基因, 里氏木霉( Tr ichoderma reesei )具有合成纤维素酶和木

聚糖酶的能力[ 4]。尽管里氏木霉的纤维素酶和木聚糖酶的合成受基因调控, 而基因是稳定的,但在基

因指导下的酶的合成受外界环境的影响是很大的
[ 5 \
。影响里氏木霉木聚糖酶和纤维素酶合成的因素

还包括碳源、氮源、诱导物、生长因子和培养条件等。作者研究了以木聚糖为碳源用里氏木霉合成木聚

糖酶时,氮源对木聚糖酶和纤维素酶合成的影响, 为制备不同用途木聚糖酶提供了依据。

1 材料与方法

1. 1 菌种

里氏木霉( T . reesei ) Rut C 30,纤维素酶和木聚糖酶生产菌株, 于 4 保存在马铃薯- 琼脂斜面培

养基上。

1. 2 木聚糖

一定量的玉米芯用水抽提,然后用一定浓度的碱液抽提,抽提液经酸中和、离心洗涤、脱盐后可获得

一定浓度的木聚糖溶液。

1. 3 蛋白胨

蛋白胨,生化试剂( BR) ,上海化学试剂公司生产。

1. 4 培养基

种子扩大培养基采用 Mandels培养基。产酶基础培养基组成如下( % ) :木糖 0. 1, 木聚糖 0. 7, 磷酸

二氢钾 0. 2, 七水硫酸镁 0. 008,二水氯化钙 0. 04,七水硫酸亚铁 0. 000 5,一水硫酸锰 0. 000 16, 七水硫

酸锌 0. 000 14。

1. 5 木聚糖酶的合成

50 mL 培养液置于 250 mL 带棉塞的三角瓶中, 接种量 10% ,于 170 r/ min的恒温振荡器上培养。

产酶第 1天温度控制在( 30 1) ,第 2天后控制在( 28 1) 。

1. 6 分析方法

还原糖测定采用 DNS 法;滤纸酶活力、CMC酶活力和木聚糖酶活力按国际标准方法测定。

2 结果与讨论

2. 1 蛋白胨浓度对木聚糖酶和纤维素酶合成的影响

木聚糖酶活力 xylanase activity;

滤纸酶活力 filt er paper act ivity

图 1 蛋白胨浓度对木聚糖酶和纤维素

酶合成的影响

Fig. 1 Effects of peptone concn. on biosynthesis

of xylanase and cellulase

里氏木霉在木聚糖质量浓度为 7 g / L 的 Mandels培养

基中产酶, 培养基中蛋白胨质量浓度分别为 0、0. 2、0. 4、

0. 6、0. 8、1. 0、1. 5、2. 0 g/ L 时对木聚糖酶和纤维素酶合成

的影响如图 1。

里氏木霉在以木聚糖为碳源和诱导物合成木聚糖酶

时,也产生少量纤维素酶。可能原因有二:一是木聚糖对里

氏木霉合成纤维素酶有一定的诱导作用, 二是在自制的木

聚糖中,或多或少地存在少量的纤维素或低聚葡萄糖,它们

的存在对纤维素酶有诱导作用。

由图 1可知,里氏木霉在合成木聚糖酶和纤维素酶的

过程中,随着培养基中蛋白胨浓度的增加,木聚糖酶活力、

滤纸酶活力均不断上升。当蛋白胨质量浓度从 0 上升

到 2. 0 g/ L 时,木聚糖酶活力由 35. 5 IU / mL 提高到 60. 5

IU/ mL,滤纸酶活力由 0. 136 FPIU/ mL 提高到 0. 218 FPIU / mL。这说明蛋白胨对木聚糖酶的合成具
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有明显的促进作用, 是产酶的较好氮源。但培养基中蛋白胨浓度越高,产酶成本越高,同时,工业生产中

培养基中蛋白胨浓度过高会带来过多的泡沫,从而对酶的生产带来不利的影响,所以在培养基中蛋白胨

浓度一般不宜过高。

木聚糖酶活 xylanase act ivity; 酶活比

xylanase/ celluase; 滤纸酶活 f ilter paper act ivity;

pH 值 pH value

图 2 里氏木霉木聚糖酶和纤维素酶合成过程

中各参数随时间变化规律

F ig. 2 T ime course of xy lanase and cellulase

biosynthesis by T . r eesei

表 1 不同氮源种类和不同比例的木聚糖酶和纤维素酶的合成

Table 1 The xy lanase and cellulase biosynthesis in different

variety and ratio o f nitrog en sour ces

氮源

nitrogen sources

木聚糖酶活

/ ( IUmL- 1)

xylanase activity

滤纸酶活

/ ( FPIUmL- 1)

f ilter paper act ivity

CMC酶活

/ ( IUmL- 1)

CMCase act ivity

硫酸铵

ammon ia sulfate
59. 6 0. 162 0

SNU N1)

51 49. 0 0. 209 0. 016

31 0. 240 0. 023

11 77. 0 0. 263 0. 026

13 93. 3 0. 237 0. 015

15 79. 6 0. 195 0. 002

尿素 urea 47. 9 0. 094 0

蛋白胨 peptone 99. 6 0. 246 0. 073

1) SN、UN 分别指培养基硫酸铵中总氮和尿素中总氮

培养基中蛋白胨浓度为 2 g/ L 时, 里氏木霉产酶过程中各

参数随时间的变化规律见图 2。

从里氏木霉木聚糖酶和纤维素酶生物合成的历程可以

看出,里氏木霉在产酶过程中, 木聚糖酶活力、纤维素酶活

力随着培养时间的延长而提高, 产酶 2 d, 木聚糖酶活力和

滤纸酶活力分别达到60. 5 IU/ mL 和0. 218 FPIU/ mL。但

当产酶时间延长到第 3天后,木聚糖酶活力有所增加而滤

纸酶活力有所降低,分别为 66. 9 IU/ mL 和 0. 202 FPIU/

mL。这是因为在产酶后期,酶活力大小受到 2种因素的综

合影响,一方面, 在产酶后期,当培养基中的营养物质消耗

完后,微生物细胞逐渐死亡自溶,细胞内物质包括酶蛋白释

放到培养液中, 从而引起产酶后期酶活力升高。另一方面,

产酶后期细胞自溶过程中,随着杂蛋白释放到培养液中引

起培养液中氨基氮上升, 导致 pH 值在产酶后期急剧升高,

产酶第 3天,培养液 pH 值上升到 7. 42, 较高的 pH 值使部分酶失去活性, 从而引起酶活力的下降。从

图 2还可以看出,与木聚糖酶相比,纤维素酶对高 pH 值更加敏感。当培养液 pH 值从第 2天的 5. 88上

升到第 3天的 7. 42时,上述 2种因素的综合作用使木聚糖酶活力有所增加而滤纸酶活力反而略有降

低。

当木聚糖酶用于纸浆漂白时, 要求其中的纤维素酶活力越低越好,通常用木聚糖酶活力和纤维素酶

活力的比值来表示, 木聚糖酶活力和纤维素酶活力比值越大,说明木聚糖酶中纤维素酶活力相对越少,

木聚糖酶适合于用作纸浆漂白。从图 2可知,木聚糖酶活力和纤维素酶活力比值随着产酶时间的延长

而不断提高,产酶第 2天,木聚糖酶活力和纤维素酶活力比值从第 1天的 161. 1提高到 277. 5, 说明在

里氏木霉木聚糖酶合成过程中,木聚糖酶合成的速度相对快于纤维素酶合成的速度。产酶第 3天,木聚

糖酶活力和纤维素酶活力比值提高到 331. 2,除上述原因外,产酶后期由于细胞自溶和 pH 值急剧升高

的综合因素导致木聚糖酶活力升高而纤维素酶活力降低也是引起酶活比升高的主要原因。

2. 2 氮源的种类和比例对木聚糖酶和纤维素酶合成的影响

在木聚糖酶制备过程中, 酶的合成同时

受诱导物和酶蛋白前体的调控,诱导物主要

来自于碳源,而酶蛋白的前体则主要来自于

氮源。与碳源一样, 氮源的种类和性质也影

响酶的活力和产率。

表1是在保持培养基中总氮量不变的

前提下,单一氮源和复合氮源以及复合氮源

中不同的氮源比例对木聚糖酶和纤维素酶

合成的影响作用。

由表 1可以看出,当培养基中以蛋白胨

作为单一氮源时,木聚糖酶活力优于其它单

一氮源和复合氮源。当分别以蛋白胨、硫酸

铵和尿素为单一氮源时, 木聚糖酶活力分别

为99. 6、59. 6和47. 9 IU / mL。当硫酸铵与
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尿素按不同比例混合组成复合氮源时, 木聚糖酶活力比单一氮源时高,而且木聚糖酶活力与培养基中氮

的来源和比例有关, 随着培养基中来自硫酸铵的 N 的比例不断减少和来自尿素的 N 的比例不断增加,

木聚糖酶活力呈现先上升后下降的趋势。当培养基中来自硫酸铵的 N 和来自尿素的 N 的比例为 13时

(即培养基中硫酸铵质量浓度为0. 8 g/ L ,尿素为 1. 1 g/ L 时) , 木聚糖酶活力最高,达93. 3 IU / mL;但仍

比以蛋白胨作单一氮源时的木聚糖酶活力低。而当培养基中来自硫酸铵的 N 和来自尿素的 N 的比例

分别为 51(即培养基中硫酸铵质量浓度为 2. 6 g/ L ,尿素为 0. 24 g / L 时)和 15 时(即培养基中硫酸铵质

量浓度为 0. 5 g/ L, 尿素为 1. 2 g/ L 时) ,木聚糖酶活力分别为 49. 0和 79. 6 IU / mL。

从表 1还可看出,当培养基中来自硫酸铵的N 和来自尿素的 N 的比例从 51降低到 15时,滤纸酶活

力和内切葡聚糖酶活力(通常用 CMC酶活力表示)均是先上升后下降, 当它们的比例为 11时(即培养基

中硫酸铵质量浓度为 1. 6 g/ L ,尿素为 0. 72 g / L) ,两者达到最大值, 滤纸酶活力和 CMC酶活力分别为

0. 263 FPIU / mL 和 0. 026 IU/ mL。这说明不同比例氮源浓度对纤维素酶活力和CMC酶活力的影响作

用是一致的,这与内切葡聚糖酶是纤维素酶系中的一个组分的结论相一致。

在各种氮源中, 蛋白胨对纤维素酶、内切葡聚糖酶的诱导作用最强, 当培养基中蛋白胨为单一氮源

时,滤纸酶活力和 CMC酶活力分别为 0. 246 FPIU/ mL 和 0. 073 IU / mL。当采用硫酸铵或尿素作单一

氮源时, CMC 酶活力很低或检测不到, 而采用复合氮源时却能够产生内切葡萄糖酶,说明氮源对内切葡

聚糖酶的合成有较大的诱导作用。

2. 3 碳氮比对木聚糖酶和纤维素酶合成的影响

微生物的生长和产物的合成除了与碳源和氮源的种类有关外, 还与它们的比例有关。碳氮比

( C/ N)是影响微生物酶合成的一个重要因素。微生物酶的合成一般都有一个较适碳氮比范围, 采用适

宜的碳氮比是提高酶活力和酶产率的关键技术之一。

以木聚糖为碳源,通过改变氮源中硫酸铵和尿素的量但不改变培养基中硫酸铵和尿素的比例,进行

了不同碳氮比对木聚糖酶和纤维素酶合成影响的研究。碳氮比对里氏木霉合成木聚糖酶和纤维素酶的

影响作用见表 2。
表 2 碳氮比对木聚糖酶和纤维素酶合成的影响

Table 2 Effects of C/ N ratio to x ylanase and cellulase preparation

C/ N

木聚糖酶活

/ ( IUmL- 1)

xylanase act ivity

CMC酶活

/ ( IUmL- 1)

CMCase act ivity

滤纸酶活

/ ( FPIUmL- 1)

filt er paper activity

酶活比

xylanase

/ cellulase

2. 0 60. 5 0. 247 0. 235 257. 4

4. 0 85. 2 0. 243 0. 265

5. 0 76. 6 0. 270 0. 269 284. 8

6. 0 88. 8 0. 271 0. 310 286. 5

8. 0 95. 1 0. 258 0. 303 313. 9

10. 0 71. 0 0. 217 0. 235 302. 1

从表 2看出,随着碳氮比的增加,木聚

糖酶活力先上升后下降。当碳氮比从 2. 0

上升到8. 0时,木聚糖酶活由60. 5 IU/ mL

提高到 95. 1 IU / mL, 进一步提高碳氮比

时,木聚糖酶活下降,这说明木聚糖酶的合

成存在一个较合适的碳氮比范围。以木聚

糖为碳源,里氏木霉合成木聚糖酶的最适

碳氮比为 8. 0左右。过高或过低的碳氮比

均不利于木聚糖酶的合成。

与木聚糖酶合成一样, 里氏木霉合成

纤维素酶时也存在一个最适碳氮比问题。由表 2可知,随着碳氮比的变化, 滤纸酶活力和 CMC 酶活力

的变化趋势是一致的, 当碳氮比为 6. 0 时, 滤纸酶活力和 CMC 酶活力均达到最大值, 分别为 0. 310

FPIU/ mL 和 0. 271 IU/ mL,高于或低于此值均不利于纤维素酶的合成。

从表 2还可以看出, 随着碳氮比的增大, 木聚糖酶活和滤纸酶活的比值先增大后减小。当碳氮比从

2. 0上升到 8. 0时,酶活比由 257. 4上升到 313. 9; 但当碳氮比由 8. 0增大到 10. 0时,酶活比由 313. 9

减小到 302. 1。因此, 当以制备漂白用木聚糖酶为目的时,碳氮比以 8. 0为宜。

3 结论

3. 1 蛋白胨对里氏木霉合成木聚糖酶和纤维素酶具有明显的促进作用。当 Mandels培养基中蛋白胨

浓度为 2. 0 g/ L 时,木聚糖酶活力和滤纸酶活力分别为 60. 5 IU / mL 和 0. 218 FPIU/ mL。
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3. 2 里氏木霉合成木聚糖酶和纤维素酶过程中,纤维素酶比木聚糖酶对终点 pH 值敏感,较高的终点

pH 值有利于提高酶活比,从而适合于纸浆漂白。当产酶终点 pH 值为 7. 42时,酶活比达到 331. 2。

3. 3 当培养基中硫酸铵 N 和尿素 N 的比例为 13 时, 木聚糖酶活力最高, 达 93. 3 IU / mL;当比例为

11时, 滤纸酶活力和 CMC酶活力均达到最大值,分别为 0. 263 FPIU / mL 和 0. 026 IU/ mL。

3. 4 里氏木霉合成木聚糖酶和纤维素酶的最适碳氮比不一样,分别为 8. 0 和 6. 0, 相应的木聚糖酶活

力和纤维素酶活力分别为 95. 1 IU/ mL 和 0. 310 FPIU / mL。当以制备适宜于纸浆漂白的木聚糖酶时,

碳氮比以 8. 0最佳, 此时酶活比为 313. 9。
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大型精密仪器 准确分析结果

林化所仪器分析中心

中国林业科学研究院林产化学工业研

究所重点实验室仪器分析中心拥有如下大

型精密仪器及装置, 可对林化产品及其它

化工产品的结构、性质进行定性、定量

分析。

美国Nicolet 气相色谱-傅立叶红外联用仪

美国Agilent 气相色谱-质谱联用仪

美国 P- E 公司AA300原子吸收光谱仪

英国 Malvern 公司 Mastersizer 2000 激

光粒度仪

日本 Shimadzu LC- 10AD液相色谱仪

日本 Rigaku TAS100热重、差热分析仪

超临界 CO2萃取装置

法定检验机构 第三方公正评价

国家林业局林化产品质量监督检验站

挂靠在中国林业科学研究院林产化学

工业研究所的国家林业局林化产品质量监

督检验站, 是国家林业局授权的法定检验

机构, 具有第三方公正地位。可对如下产

品进行质量监督和产品质量检验。

脂松香及再加工产品

松节油及再加工产品

栲胶原料、栲胶产品

单宁酸原料、工业单宁酸、工业没食子

酸、络合剂等

活性炭产品

其它归口的林化产品

欢迎来人来函联系产品分析和产品质量检验
联系地址: 210042 南京市锁金五村 16号林化所内 联系人:张新民,朱水兰, 黄海涛

电话: 025- 85482448、85482449 传真: 025- 85413445 E-mail: zhangxinm in328@ 163. com

账号:工商行南京板仓分理处 4301012509001028549 中国林业科学研究院林产化学工业研究所
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