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木聚糖酶固态发酵培养基的优化
α

邬敏辰a, 王　瑾b, 杨书艳b, 李剑芳a

(江南大学 a. 医学系, 江苏 无锡 214064; b. 生物工程学院, 江苏 无锡 214036)

　　[摘　要 ]　采用单因素试验和正交试验对宇佐美曲霉 (A sp erg illus usam ii) YW 238 菌株产木聚糖酶的固态发

酵工艺条件进行了研究。结果表明, 三角瓶优化培养基及发酵条件为: 250 mL 三角瓶装 8. 0 g 基料 (m (麸皮) ∶

m (玉米芯) = 3. 5∶4. 5) ,N H 4NO 3 10 gökg, Tw een280 3 gökg, KH 2PO 4 3. 0 gökg, CaC l21. 0 gökg,M gSO 4·7H 2O 1. 0

gökg (均相对于基料) , 基料与自来水的质量比为1∶1. 3～ 1∶1. 4, pH 自然; 于29 ℃培养72 h, 期间翻曲2 次, 此工艺

条件下最高比酶活力为8 752 IU ög。曲盘发酵工艺条件为: 基料与自来水的质量比1∶1. 8, 其余成分同三角瓶优化

培养基, 29 ℃培养 68 h, 比酶活力可达 8 761 IU ög。
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　　木聚糖酶 (Xylanases) 是一类在木聚糖降解过

程中起协同作用的多组分酶系, 属于半纤维素酶类,

通 常 指 Β21, 42D 2木 聚 糖 内 切 酶 ( Β21, 42D 2
endoxylanase, EC 3. 2. 1. 8) , 能从木聚糖主链的内

部水解木糖苷键, 将其降解成寡聚木糖、木二糖和少

量木糖[1 ]。

近年来, 随着对自然界半纤维素资源的开发利

用, 尤其是低聚木糖优越的生理功能, 木聚糖酶已在

食品、饲料、酿酒、医药、造纸、纺织、环境和能源等领

域中得到了广泛应用[2 ]。但国内木聚糖酶的发酵酶

活力均较低。刘月英等[3 ]利用棒曲霉UA 22 菌株进

行固态发酵, 所产木聚糖酶活力为2 696 IU ög; 杨瑞

金等[4 ]筛选获得了 1 株青霉菌, 在添加玉米芯木聚

糖的培养基中进行液体发酵, 酶活力为 289. 3

IU ömL。

作者从丝状真菌中筛选获得了1 株高产木聚糖

酶的宇佐美曲霉YW 238 菌株, 发现其所产木聚糖酶

不仅非常适用于水解玉米芯木聚糖制备低聚木糖,

有利于人体肠道双歧杆菌等有益菌的生长和繁殖,

提高人体免疫功能 (将另文报道) ; 而且可与其他酶

制剂一起添加于饲料中, 以消除某些“抗营养因子”,

提高饲料营养物质的消化和吸收[5 ]。本试验对该菌

株的三角瓶固态发酵培养基、发酵条件及曲盘发酵

工艺进行研究, 旨在为木聚糖酶的工业化生产奠定

基础。

1　材料与方法

1. 1　菌　株

　　宇佐美曲霉 (A sp erg illus usam ii) YW 238 木聚

糖酶高产菌株, 由江南大学医学系分子生物学研究

室筛选获得并保藏。

1. 2　原料和试剂

麸皮、玉米芯粉 (过 0. 635 mm ×0. 635 mm 筛

子)由无锡市恒盛生物技术有限公司提供; 桦木木聚

糖和木糖均购于Sigm a 公司。其他试剂均为国产分

析纯或化学纯。

1. 3　培养基及培养方法

1. 3. 1　斜面培养基　豆芽汁培养基, 参照文献 [ 6 ]

的方法制备。接种YW 238 菌种后于31 ℃培养96 h,

用于保存菌种和斜面种子等。

1. 3. 2　平皿分离培养基　在豆芽汁培养基中添加

去氧胆酸钠1. 5 göL , 以限制丝状真菌在平皿上扩散

生长, 便于挑选单个菌落。培养方法同1. 3. 1。

1. 3. 3　麸曲种子培养基　向250 mL 三角瓶加8. 0

g 基料 (m (麸皮) ∶m (玉米芯) = 6. 0 ∶ 2. 0) ,

(N H 4) 2SO 4 0. 08 g, KH 2PO 4 0. 024 g, CaC l2 0. 008 g,

M gSO 4·7H 2O 0. 008 g, 再按基料与自来水的质量

比为 1∶1. 2 的比例添加自来水, pH 自然; 121 ℃灭

菌40 m in; 接种YW 238 斜面种子, 于31 ℃培养84 h,

期间翻曲2 次 (24 h 和40 h)。如无特殊说明, 发酵培
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养基优化试验中均采用 29 ℃培养 72 h, 期间翻曲 2

次 (20 h 和36 h)。

1. 4　玉米芯预处理法

对玉米芯进行预处理能减弱木聚糖与纤维素或

木质素的结合强度[7 ] , 使木聚糖在发酵过程中更易

游离出来, 诱导菌株产木聚糖酶。

1. 4. 1　纤维素酶预处理　称取一定量的玉米芯, 按

m (玉米芯) ∶V (自来水) = 1∶12 的比例添加自来

水后, 再按V (纤维素酶, 1 000 U ömL )∶m (玉米芯)

= 1∶100 的比例加入纤维素酶, 60 ℃处理 8 h, 过

滤, 滤渣烘干备用。

1. 4. 2　稀硫酸预处理　称取一定量的玉米芯, 按

m (玉米芯)∶V (稀硫酸, 1. 0 göL ) = 1∶12 的比例

加入稀硫酸, 80 ℃处理4 h, 过滤, 滤渣烘干备用。

1. 5　发酵培养基优化试验

1. 5. 1　发酵培养基单因素试验　 (1)培养温度和时

间对木聚糖酶活力的影响。向250 mL 三角瓶麸曲种

子培养基中接入宇佐美曲霉YW 238 菌株, 分别于

26, 29 和32 ℃温度下培养, 36 h 后每隔12 h 取样测

定木聚糖酶活力, 确定最适培养温度和酶活力到达

高峰时的培养时间。

(2) 麸皮与玉米芯质量比对菌株产木聚糖酶的

影响。在麸曲种子培养基的基础上, 研究m (麸皮)∶

m (玉米芯) 分别为 8∶0, 6∶2, 5∶3, 4∶4, 3∶5,

2∶6对宇佐美曲霉YW 238 菌株产木聚糖酶的影响,

而其余成分不变。

(3)玉米芯预处理对菌株产木聚糖酶的影响。在

麸曲种子培养基的基础上, 分别用经纤维素酶预处

理和稀硫酸预处理的玉米芯取代未处理的玉米芯,

且m (麸皮)∶m (玉米芯)分别为5∶3, 4∶4, 3∶5; 对

照为未处理的玉米芯, 且m (麸皮) ∶m (玉米芯) 为 4

∶4, 其余成分不变。研究玉米芯预处理对宇佐美曲

霉YW 238 菌株产木聚糖酶的影响。

(4) 基料与自来水质量比对菌株产木聚糖酶的

影响。在麸曲种子培养基的基础上, m (麸皮) ∶

m (玉米芯)为4∶4, 其余成分不变, 研究基料与自来

水的质量比分别为1∶1. 1, 1∶1. 2, 1∶1. 3, 1∶1. 4,

1∶1. 5, 1∶1. 6 对宇佐美曲霉YW 238 菌株产木聚

糖酶的影响。

(5) 无机氮源及其含量对菌株产木聚糖酶的影

响。在已部分优化的种子培养基组成 (最适m (麸皮)

∶m (玉米芯) 和最适基料与自来水的质量比) 基础

上, 研究 (N H 4) 2SO 4, N H 4C l 和N H 4NO 3 3 种无机氮

源及其不同含量 (5, 10 和 15 gökg) 对宇佐美曲霉

YW 238 菌株产木聚糖酶的影响。对照为不添加任何

无机氮源。

(6) 表面活性剂及其含量对菌株产木聚糖酶的

影响。在已部分优化的种子培养基组成 (最适m (麸

皮)∶m (玉米芯) , 最适基料与自来水的质量比, 最

适无机氮源及其用量) 基础上, 研究 Tw een280,

T riton X2100 和SD S 3 种表面活性剂及其不同添加

量 (2, 4 和6 gökg)对宇佐美曲霉YW 238 菌株产木聚

糖酶的影响。

(7) 培养基初始pH 值对菌株产木聚糖酶的影

响。在已部分优化的种子培养基组成 (最适m (麸皮)

∶m (玉米芯) , 最适基料与自来水的质量比, 最适无

机氮源及其用量, 最适表面活性剂及其用量) 基础

上, 研究不同培养基初始pH 值 (pH 4. 0, 4. 5, 5. 0,

5. 5, 6. 0, 6. 5 和 7. 0) 对宇佐美曲霉YW 238 菌株产

木聚糖酶的影响。

1. 5. 2　发酵培养基正交试验　在 1. 5. 1 试验基础

上, 选取对酶产量影响程度较大的m (麸皮) ∶m (玉

米芯) ,N H 4NO 3 和Tw een280 3 个因素, 利用正交试

验表L 9 (34)进行3 因素3 水平正交试验, 以进一步优

化三角瓶固态发酵培养基。

1. 5. 3　曲盘发酵工艺条件试验　基料与自来水的

质量比改为 1∶1. 8, 其余同三角瓶固态发酵优化培

养基。取基料 140 g 和一定比例的其他成分混匀,

121 ℃灭菌40 m in, 接入20 mL 孢子悬液, 装入一个

曲盘 (5 20 cm ×4 cm )。29 ℃培养84 h, 期间翻曲2 次

(20 h 和36 h)。

1. 6　木聚糖酶活力测定

按文献[ 8 ]的方法并略作改动: 一定量的成熟曲

中加入 29 倍体积的N a2H PO 4 柠檬酸缓冲液 (pH

4. 6) , 捣碎, 40 ℃浸提 30 m in, 过滤, 滤液为粗酶液。

取0. 1 mL 适当稀释的粗酶液, 加入用同一缓冲液配

制的 2. 4 mL 5. 0 göL 桦木木聚糖溶液中, 于

(50±0. 2) ℃反应15 m in; 采用3, 52二硝基水杨酸显

色法 (DN S 法)测定酶解产生的还原糖。在上述条件

下, 以每分钟水解木聚糖产生 1 Λmo l 还原糖 (以木

糖计)所需的酶量为1 个木聚糖酶活力单位 ( IU ) ; 比

酶活力定义为每g 绝干曲含有的酶活力单位数 ( IU ö

g)。

2　结果与分析

2. 1　三角瓶固态发酵工艺单因素试验

2. 1. 1　培养温度和时间对木聚糖酶活力的影响　

由图1 可见, 29 ℃培养72 h 木聚糖酶的比酶活力最
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高。温度过低, 微生物生长缓慢, 发酵周期长; 温度过 高, 菌丝体过早衰老, 产酶周期短, 产酶量不高。

图 1　培养温度和时间对木聚糖酶活力的影响

F ig. 1　Effect of cu ltu ral temperatu re and tim e on enzym e activity

2. 1. 2　麸皮与玉米芯质量比对木聚糖酶活力的影

响　由表 1 可见,m (麸皮) ∶m (玉米芯) = 4∶4 时,

菌株产木聚糖酶的比酶活力最高 (6 142 IU ög) , 较

对照组 (m (麸皮) ∶m (玉米芯) = 8∶0) 提高了

59. 3%。这是由于虽然固态发酵培养基中麸皮是最

常用的基料, 但由于木聚糖酶是一种受木聚糖诱导

的酶, 而玉米芯木聚糖含量是所有半纤维素资源中

最高的, 对木聚糖酶具有更强的诱导作用[9 ]。

表 1　麸皮与玉米芯质量比对木聚糖酶活力的影响

T able 1　Effect of ra t io of w heat b ran to co rn cob on enzym e activity

m (麸皮)∶
m (玉米芯)

m (W heat b ran)∶
m (Co rn cob)

比酶活力ö
( IU ·g- 1)

Specific enzym e
activity

相对酶活力ö%
Relative enzym e

activity

m (麸皮)∶
m (玉米芯)

m (W heat b ran)∶
m (Co rn cob)

比酶活力ö
( IU ·g- 1)

Specific enzym e
activity

相对酶活力ö%
Relative enzym e

activity

8∶0 3 856 100 4∶4 6 142 159. 3

6∶2 4 842 125. 6 3∶5 5 621 145. 8

5∶3 5 278 136. 9 2∶6 4 895 126. 9

2. 1. 3　玉米芯预处理对木聚糖酶活力的影响　由

表 2 可见, 玉米芯采用纤维素酶预处理, 且m (麸皮)

∶m (玉米芯) = 4∶4 时, 菌株产木聚糖酶的比酶活

力最高 (6 873 IU ög) , 但仅比对照 (未处理的玉米

芯)提高了11. 9% , 且增加了固态发酵的工序。故从

工业化固态发酵的生产成本和周期考虑, 以下试验

玉米芯均不作任何预处理。

表 2　玉米芯预处理对木聚糖酶活力的影响

T able 2　Effect of treatm ent of co rn cob on enzym e activity

预处理法
M ethods of

treatm en t

m (麸皮)∶
m (玉米芯)

m (W heat b ran)∶
m (Co rn cob)

比酶活力ö
( IU ·g- 1)

Specific enzym e
activity

预处理法
M ethods of

treatm en t

m (麸皮)∶
m (玉米芯)

m (W heat b ran)∶
m (Co rn cob)

比酶活力ö
( IU ·g- 1)

Specific enzym e
activity

对照 Contro l 4∶4 6 142

纤维素酶预处理
T reatm en t of

cellu lase

5∶3 6 538

4∶4 6 873

3∶5 6 127

稀硫酸预处理
T reatm en t of

H 2SO 4

5∶3 6 254

4∶4 5 945

3∶5 5 971

2. 1. 4　基料与自来水的质量比对木聚糖酶活力的

影响　由表 3 可见, 基料与自来水的质量比以

1∶1. 3～ 1∶1. 4 为宜。本试验中发现, 当培养基含

水量过高时, 发酵过程中曲料易结块成团, 菌丝体只

在团块表面生长, 造成发酵不均匀而影响菌株产酶

量。
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表 3　不同基料与自来水质量比对木聚糖酶活力的影响

T able 3　Effect of ra t io of base m edium to w ater on enzym e activity

m (基料)∶
m (自来水)

m (Base m edium )∶
m (W ater)

比酶活力ö
( IU ·g- 1)

Specific enzym e
activity

相对酶活力ö%
Relative enzym e

activity

m (基料)∶
m (自来水)

m (Base m edium )∶
m (W ater)

比酶活力ö
( IU ·g- 1)

Specific enzym e
activity

相对酶活力ö%
Relative enzym e

activity

1∶1. 1 5 860 100 1∶1. 4 6 978 119. 1

1∶1. 2 6 219 106. 1 1∶1. 5 6 108 104. 2

1∶1. 3 7 132 121. 7 1∶1. 6 5 421 92. 5

2. 1. 5　无机氮源及其含量对木聚糖酶活力的影响

　有研究[10 ]结果表明, 无机氮源对菌株产酶的促进

效果明显优于有机氮源。表 4 表明, 添加 10 gökg

N H 4NO 3 处理的木聚糖酶比酶活力最高。
表 4　无机氮源及其含量对木聚糖酶活力的影响

T able 4　Effect of ino rgan ic n itrogen and its concen tra t ion on enzym e activity

无机氮源
Ino rgan ic
n itrogen

含量ö(g·kg- 1)
Concen tration

比酶活力ö
( IU ·g- 1)

Specific enzym e
activity

无机氮源
Ino rgan ic
n itrogen

含量ö(g·kg- 1)
Concen tration

比酶活力ö
( IU ·g- 1)

Specific enzym e
activity

对照 Contro l 0 4 852

(N H 4) 2SO 4

5 6 460

10 7 035

15 6 721

N H 4NO 3

5 7 124

10 7 856

15 6 830

N aNO 3

5 5 750

10 6 038

15 6 278

2. 1. 6　表面活性剂及其含量对木聚糖酶活力的影

响　由表5 可见, 添加Tw een280 可提高木聚糖酶的

活力, 其中以添加 4 gökg Tw een280 的木聚糖酶的

比酶活力最高; T riton X2100 在其所添加的浓度范

围内木聚糖酶的比酶活力差异不大; 而SD S 则对木

聚糖酶的活力有抑制作用。一定浓度的表面活性剂

可以改善真菌细胞膜的通透性, 使合成的酶更多地

从胞内释放而提高胞外酶的产量; 但当表面活性剂

浓度过大时, 膜解体, 膜透性增大, 使细胞内的电解

质大量外渗, 各种代谢失调, 产酶量则受到抑制。
表 5　表面活性剂及其含量对木聚糖酶活力的影响

T able 5　Effect of surfactan t and its

concen tra t ion on enzym e activity

表面活性剂
Surfactan t

含量ö
(g·kg- 1)

Concen tration

比酶活力ö
( IU ·g- 1)

Specific enzym e
activity

对照 Contro l 0 7 631

Tw een280

2 7 716

4 8 342

6 7 528

T riton X2100

2 7 554

4 7 714

6 7 458

SD S

2 6 017

4 4 840

6 4 216

2. 1. 7　培养基初始pH 值对木聚糖酶活力的影响

　麸皮和玉米芯具有较大的缓冲能力, 如选用缓冲

液来改变培养基初始pH 值有很大误差, 且改变了

培养基中无机离子的浓度, 所以本试验采用酸或碱

调节初始pH 值。由表6 可见, 初始pH 值为5. 5～ 6. 0

时对菌株产酶最有利。由于培养基自然pH 值为5. 8,

所以无需调节pH 值。
表 6　培养基初始pH 值对木聚糖酶活力的影响

T able 6　Effect of in it ia l pH value

of m edium on enzym e activity

初始pH 值
In it ial pH value

相对酶活力ö%
Relative enzym e activity

4. 0 109

4. 5 112

5. 0 126

5. 5 138

6. 0 136

6. 5 122

7. 0 100

2. 2　三角瓶固态发酵培养基正交试验

表7 表明, 麸皮与玉米芯质量比的极差R 最大,

Tw een280 的极差R 最小。从k 值分别取其数值最大

的参数, 可获得三角瓶固态发酵优化培养基配方为:

250 mL 三角瓶装 8. 0 g 基料 (m (麸皮) ∶m (玉米

芯) = 3. 5∶4. 5) , N H 4NO 3 10 gökg, Tw een280 3 gö

kg, KH 2PO 4 3. 0 gökg, CaC l2 1. 0 gökg, M gSO 4 ·

7H 2O 1. 0 gökg (均相对于基料) , 基料与自来水的质

量比1∶1. 3～ 1∶1. 4, pH 自然; 于 29 ℃培养 72 h,

翻曲2 次, 其发酵比酶活力为8 752 IU ög。
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表 7　三角瓶固态发酵培养基正交试验设计及结果

T able 7　Experim ental data and treated resu lts of o rthogonal tests

试验
T ests

m (麸皮)∶
m (玉米芯)

m (W heat b ran)∶
m (Co rn cob)

N H 4NO 3ö
(g·kg- 1)

Tw een280ö
(g·kg- 1)

比酶活力ö
( IU ·g- 1)

Specific enzym e
activity

1 1 (4. 5∶3. 5) 1 (5) 1 (1) 7 151

2 1 (4. 5∶3. 5) 2 (10) 2 (3) 7 802

3 1 (4. 5∶3. 5) 3 (15) 3 (5) 7 352

4 2 (4. 0∶4. 0) 1 (5) 2 (3) 8 038

5 2 (4. 0∶4. 0) 2 (10) 3 (5) 8 224

6 2 (4. 0∶4. 0) 3 (15) 1 (1) 7 713

7 3 (3. 5∶4. 5) 1 (5) 3 (5) 7 845

8 3 (3. 5∶4. 5) 2 (10) 1 (1) 8 328

9 3 (3. 5∶4. 5) 3 (15) 2 (3) 8 572

k1 7 435 7 678 7 731

k2 7 992 8 118 8 137

k3 8 248 7 879 7 807

R 813 440 406

2. 3　曲盘发酵工艺条件试验

由图2 可见, 曲盘发酵在72 h 达到产酶高峰, 随

后逐渐下降, 再对酶活力结果作二次回归曲线拟合,

求得顶点处的发酵时间为68 h, 比酶活力8 761 IU ö

g; 发酵至 48 h 后, 培养基水分基本不变, 并保持了

较高的曲料含水率 (约 59% ) , 说明木聚糖酶固态发

酵较平稳、产热量低, 水分蒸发少, 故发酵过程无需

补充水分。

图 2　宇佐美曲霉YW 238 菌株产木聚糖酶进程曲线

F ig. 2　P rofile of the syn thesis of xylanases in YW 238 stra in

3　结　论

经一系列的三角瓶固态发酵单因素试验和正交

试验, 获得的优化培养基为 250 mL 三角瓶装 8. 0 g

基料 (m (麸皮) ∶m (玉米芯) = 3. 5∶4. 5) , N H 4NO 3

10 gökg, Tw een280 3 gökg, KH 2PO 4 3. 0 gökg,

CaC l2 1. 0 gökg,M gSO 4·7H 2O 1. 0 gökg (均相对

于基料) , 基料与自来水的质量比为 1∶ 1. 3～

1∶1. 4, 自然pH。三角瓶固态发酵于29 ℃培养72 h,

比酶活力可达8 752 IU ög。曲盘发酵工艺试验表明,

基料与自来水的质量比为1∶1. 8, 其余同三角瓶优化

培养基, 29 ℃培养68 h, 期间翻曲2 次 (20 h 和36 h) ,

该工艺条件下最高比酶活力为8 761 IU ög。
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O p tim iza t ion of so lid2sta te ferm en ta t ion m edium fo r Xylanases

W U M in -chena ,W ANG J inb,YANG Shu-yanb,L I J ian -fanga

(a. D ep artm en t of M ed icine, S ou thern Y ang tz e U niversity ,W ux i, J iang su 214064, Ch ina;

b. S chool of B iotechnology , S ou thern Y ang tz e U niversity ,W ux i, J iang su 214036, Ch ina)

Abstract: T he so lid2sta te ferm en ta t ion fo r xylanase p roduct ion by A sp erg illus usam ii w as invest iga ted

in th is paper. M u lt ivaria te sta t ist ica l app roaches w ere emp loyed to evaluate the effects of severa l variab les

(carbon and n it rogen sou rces, the ra t io of base m ateria l to w ater, in it ia l pH and temperatu re) on xylanase

p roduct ion. U nder the op t im ized p rocess condit ion s, the xylanase act ivity reached 8 752 IU ög dry ko ji

cu ltu red w ith flask at 29 ℃ fo r 72 h and 8 761 IU ög dry ko ji w ith ko ji t ray at 29 ℃ fo r 68 h.

Key words: A sp erg illus usam ii; Xylanases; so lid2sta te ferm en ta t ion; o rthogonal test; enzym e act ivity
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