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　　[摘　要 ]　在液体摇瓶培养和固体发酵条件下,对 2株产纤维素酶的野生型真菌的产酶动态和酶系活性进行

了分析,并将固态酶曲与海林产酶粉进行了综纤维糖化对比试验。结果表明, 2菌株酶系组分酶活较高,尤其是 Β2葡
萄糖苷酶酶活远高于海林酶粉。
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　　纤维素酶能将纤维素降解成葡萄糖。该酶是起

协同作用的多组分酶系[1～ 4 ]。要使纤维素得以充分

水解,就酶本身而言,主要考虑两个方面,一是提高

酶的活力;二是改善纤维素酶系各组分的相对含量,

充分发挥他们之间的协同作用。近年来,通过大量的

诱变育种工作,纤维素酶活力不断提高,但纤维素水

解产物对酶活性有较强的抑制作用,其中纤维二糖

是抑制纤维素酶水解作用的主要水解产物。许多研

究者在改进纤维素酶系组成方面做了大量工作,为

提高 Β2葡萄糖苷酶活性,有人采取在木霉纤维素酶

中补加曲霉的 Β2葡萄糖苷酶,或克隆高活性 Β2葡萄
糖苷酶基因,构建高效分解纤维素工程菌[5 ]。本研究

对 2株具有较高 Β2葡萄糖苷酶活性的野生真菌的酶
系组分进行酶活分析,以了解其产酶情况,为直接开

发利用产纤维素酶真菌,通过诱变育种或构建高产

纤维素酶工程菌提供出发菌。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　试验菌株　M 1 (白地霉 Geotrichum cand id um ) ;

M 2 (灰绿曲霉 A sp erg illus g laucus)由黑龙江八一农

垦大学微生物系提供。

酶制剂　黑龙江省海林市万利达集团生产。

培养基及培养　参照文献[ 6, 7 ]方法进行。

菌种斜面培养基　马铃薯 200 g,葡萄糖 10 g,

KH 2PO 4 1 g,琼脂 18 g,水 1 000 mL , pH 6, 121℃,

灭菌 30 m in。

液体发酵培养基　综纤维 (脱木素稻草) 10. 0

g, 麸皮 10. 0 g, 蛋白胨 0. 5 g, 尿素 0. 3 g, KH 2PO 4

4. 0 g, K2H PO 4 3. 0 g, (N H 4) 2SO 4 1. 4 g, CaC l2 0. 3

g, M gSO 4 · 7H 2O 0. 3 g, Tw een80 2. 0 g,

FeSO 4·7H 2O 0. 005 g, M nSO 4 · H 2O 1. 6 m g,

ZnSO 4·7H 2O 1. 4 m g, CoC l2 2 m g, pH 6, 250 mL ,

蒸馏水 1 000 mL , 三角瓶装培养基 100 mL , 121℃

灭菌 30 m in。

固体发酵培养基　麦秆粉 7. 0 g, 麸皮 3. 0 g,

(N H 4) 2SO 4 0. 3 g, KH 2PO 4 0. 1 g,醋酸钠 0. 01 g,V c

0. 01 g, 自来水 35 mL , 装入 300 mL 克氏扁瓶中

121℃灭菌 60 m in, 28℃培养。

1. 2　方　法

接种方法及接种量　参照文献[ 7, 10 ]进行。

酶液的制备　固体发酵物加入 10倍 0. 05 molö

L pH 4. 8 的柠檬酸缓冲液 (加体积分数 0. 1%

tw een280) ,摇匀后 45℃保温 1 h, 新华定性滤纸过

滤,得粗酶液。液体发酵物用新华定性滤纸过滤,得

粗酶液。

酶活力测定　参照 IU PA C 推荐的国际标准方

法测定。酶活力由 1 g纤维素酶曲在 1 m in 酶解底物

生成葡萄糖 Λg数表示。

滤纸酶活 (FPA )　于 25 mL 具塞试管A 和B

中加缓冲液 1 mL ,分别加入卷成筒状的滤纸片1 cm

×6 cm 1 条, 50℃预热 5 m in 后在 A 管中加入

0. 5 mL适当稀释的酶液。50℃保温 60 m in,取出各

加 3 mL DN S试剂。B 管中补加 0. 5 mL 酶液,煮沸

5 m in,立即冷却,加蒸馏水至刻度,用 722型分光光

度计于 540 nm 处测定光密度 (B 管为对照)。从葡萄
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糖标准曲线上查出相应的葡萄糖含量。

羧甲基纤维素酶活 (CM CA )　底物为体积分数

1%羧甲基纤维素钠溶液 1 mL , 50℃保温 30 m in,其

他同上。

Β2葡萄糖苷酶活 (BGA )　底物为体积分数 1%

水杨素溶液 2 mL , 50℃保温 30 m in,其他同上。

粗纤维的制备[9, 10 ]　将风干的秸秆切成 2 cm

左右小段, 加体积分数 1% N aOH 溶液 (1∶12) ,

121℃湿热处理 1 h,分离碱液,水洗至中性,处理后

的秸秆干燥后粉碎,过 1 mm 筛。

粗纤维酶解方法[11, 12 ]　称取 0. 3 g 固态干酶

曲,加 5 mL pH 4. 8的柠檬酸缓冲液, 45℃浸提 1 h,

取滤液加综纤维 1 g, 补充缓冲液至 50 mL , 置于

250 mL 三角瓶中, 45℃水浴中酶解 24 h。用DN S法

测可溶性还原糖浓度,进一步计算底物糖化率。

糖化率 (% ) =
还原糖×0. 9
底物 ×100

2　结果与讨论

2. 1　液体培养纤维素酶系活性

　　从表 1可见, FPA、CM CA、BGA 在发酵过程中

的产酶趋势大体一致。发酵初期酶活较低,随着发酵

时间的延长而逐渐上升,达到峰值后又逐渐下降。但

同一酶活 2个菌株间产酶峰期不同。如M 1 菌株的

FPA、CM CA、BGA 分别于发酵 72, 84, 84 h 达到峰

值,而M 2 菌株除 CM CA 的峰值在 84 h 外, 其他 2

种湿热处理酶活均在发酵 60 h 即达峰值。即M 2 菌

株的产酶高峰期较M 1 菌株早 24 h。从酶活看,M 2

菌株普遍高于M 1,如产酶高峰期M 2 菌株的 FPA、

CM CA 是M 1 菌株的 1. 4倍,BGA 是M 1 的 2. 3倍。

表 1　供试菌株液体培养纤维素酶系活性

Table 1　Componen t enzym e activities of cellulase comp lex under liquid culture

培养时间öh
Culture period

FPA CM CA BGA

M 1 M 2 M 1 M 2 M 1 M 2

36 3. 44 2. 34 7. 72 9. 42 4. 94 13. 46

60 2. 11 12. 01 20. 39 49. 71 7. 24 27. 39

72 8. 39 11. 28 32. 25 51. 17 10. 12 17. 22

84 4. 34 11. 04 44. 58 62. 14 12. 07 13. 64

96 4. 77 8. 69 26. 06 41. 75 9. 61 10. 52

120 3. 81 5. 97 31. 61 32. 46 4. 42 6. 71

2. 2　固态发酵纤维素酶系组分活性

M 1 和M 2 菌株的固态发酵过程中的产酶趋势

与液体摇瓶培养基本相似 (表 2) , 酶活随发酵时间

的延长而上升,达到峰值后,逐渐回落; 同一酶活 2

个菌株的产酶高峰期除 FPA 均是144 h, CM CA、

BGA 则不相同。M 1 菌株的 CM CA、BGA 在发酵

144 h达到高峰,而M 2 菌株较之提前 72 h; 2菌株产

酶高峰期的酶活数值差异较大,M 2 菌株的 FPA 是

M 1 的 2 倍,而M 1 菌株的CM CA 是M 2 的 1. 2 倍,

M 2 菌株的BGA 约是M 1 的 1. 6倍。

表 2　供试菌株固态发酵纤维素酶系活性

Table 2　Componen ts enzym e activities of cellulase comp lex under so lid ferm entation

培养时间öh
Culture
period

FPA CM CA BGA

M 1 M 2 M 1 M 2 M 1 M 2

48 207. 1 127. 2 1120. 1 2113. 2 406. 4 2475. 6

72 482. 7 319. 8 2316. 7 3583. 7 941. 3 3137. 3

96 428. 3 862. 8 2570. 3 3306. 3 1327. 3 1448. 1

120 580. 2 1051. 7 3461. 2 3021. 2 1762. 2 1211. 6

144 603. 3 1206. 7 4259. 7 2706 1991. 1 1194. 7

168 407. 8 941. 6 2809. 6 2005. 1 1617. 2 864. 3

　　为了解M 1 菌株和M 2 菌株产酶能力,特将其与

酶制剂进行对比试验 (表 3)。2菌株在产酶高峰期的

滤纸酶活分别是酶制剂的 25. 5%和51. 1%。酶粉的

CM CA 约为M 1 菌株 4倍,为M 2 的 4. 7倍。而BGA

恰恰相反,M 1 和M 2 菌株分别是酶制剂的 5. 5倍和

8. 7倍。

2. 3　综纤维酶解试验

为了解M 1 和M 2 菌株所产纤维素酶对综纤维
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的实际分解能力, 将M 1 和M 2 菌株发酵 96 h 和

144 h所得酶曲制得酶液,与海林酶制剂对比,进行

酶解试验。结果表明,在 45℃酶解 24 h,M 1 菌株发

酵144 h的酶曲反应体系中还原糖浓度、底物糖化率

大于发酵 96 h 的酶曲,M 2 菌株与之相反 (见表 4)。

可见M 2 菌株产酶速度较快, 酶解能力较M 1 菌株

强。以M 1 和M 2 菌株酶解能力较强的酶曲与酶制剂

比较,M 1 菌株还原糖浓度、底物糖化率均是酶制剂

的 62. 2% ,M 2 菌株均是酶制剂的 92. 2%。M 1 和M 2

菌株酶曲的得糖率仅比酶制剂减少 38%和 8%。若

延长酶解时间, 2菌株酶曲得糖率可望进一步提高。

表 3　酶曲与酶制剂酶活的比较

Table 3　Comparison of cellulase activity

of strains and enzym e pow der Λgö(m in·g- 1)

样品 Samp le FPA CM CA BGA

M 1菌株
M 1 strain

603. 3 4259. 7 1991. 1

M 2菌株
M 2 strain

1206. 7 3583. 7 3137. 3

酶制剂
Enzym e pow der 2365. 3 16748 361. 3

表 4　酶曲和酶制剂酶解效果

Table 4　Enzym atic hydro lysis of strains and enzym e pow der

样品
Samp le

培养时间öh
Culture
period

还原糖浓度ö
(g·L - 1)

Density of
reducing

sugar

底物糖化率ö%
Ratio of
sacchari2
fication

得糖率ö
(m g·g- 1)
Reducing

sugar
content

M 1

M 1 strain 96 4. 3 19. 4 719. 2

144 5. 6 25. 2 936. 4
M 2

M 2 strain
96 8. 3 37. 4 1383

144 7. 2 32. 4 1206
酶制剂

Enzym e pow der 9. 0 40. 5 1501

注: 还原糖浓度指 1 L 反应体系中酶解综纤维 24 h 所含还原糖克

数。

Note: Density of reducing sugar refers to the m ass of reducing sugar

w hen celluloses w ere hydro lied in 1 L reaction system after 24

hours.

3　小　结

通过液体摇瓶培养和固体发酵条件下的产酶动

态和酶系组成的酶活分析,及固态酶曲的综纤维糖

化试验表明,M 1 和M 2 菌株纤维素酶系组分酶活较

高,其中Β2葡萄糖苷酶酶活远超出海林酶粉。若优化
产酶条件, 2菌株所产纤维素酶活还可进一步提高。
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Study on the cellulase p roduction and enzym e activity
of cellulase system from two cellulo lytic fungus

TANG L i, XUE Quan -hong
(College of R esources and E nv ironm ent, N orthw est S cience and T echnology U niversity

of A g ricu lture and Forestry , Y ang ling , S haanx i 712100, China)

Abstract: T he changes of cellulase p roduction and enzym e activity of som e componen ts in the cellulase

system w ere analysed from two w ild cellulo lytic fungus grow n on so lid m edium ferm en tation and shake flask
culture. T he results show ed that two strains w ere of quick cellulase p roduction speed, comp lete componen ts in

the enzym e system and h igh enzym e activity, especially h igh Β2glucosidase activity. Two strains could be app lied
to cellulase p roduction and be paren t strains of m uttan stains.

Key words: cellulase; componen t of enzym e system ; enzym e activity
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