
随着我国养 殖规模的不 断扩大和饲 料工业的

迅速发展 , 作为常规能量饲料的玉米 供应紧缺状

况日益突出 。据预测 , 到 2020 年 我国能量饲 料缺

口将达到 0.83 亿 吨 [1], 因此 , 开发 非常规饲料 原料

资源显得尤为迫切。我国有着丰富的麦类谷物及
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糠麸类资源 , 但 因 其 含 有 非 淀 粉 多 糖 (NSP)抗 营 养

因子 (主要是 β- 葡聚糖和阿拉伯木聚糖), 使其

在配合饲料中的用量受到限制 [2], 原因在于摄入

含有这类抗营养因子的饲料会 增加消化道 内容物

的黏度 , 阻碍畜禽的消化吸收 , 降低饲料 养分消化

率 , 同时会促使有害微生物的大量繁殖 , 给卫生和

疾病控制带来困难。许 多研究表明 , 添加木聚糖

酶 、β- 葡 聚 糖 酶 是 消 除 饲 料 中 非 淀 粉 多 糖 的 抗

营养作用最行之有效的方法 [3]。
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摘 要 : 研 究 了 木 质 层 孔 菌 不 同 发 酵 条 件 对 木 聚 糖 酶 、β- 葡 聚 糖 酶 性 能 的 影 响 , 并 对 其 酶 作 用 特 性 进 行

了 研 究 结 果 表 明 : 木 质 层 孔 菌 产 木 聚 糖 酶 最 适 碳 源 为 麸 皮 , 氮 源 为 蛋 白 胨 , 最 适 发 酵 温 度 为 25℃ ; 而 产 β- 葡

聚 糖 酶 最 适 碳 源 为 木 糖 , 氮 源 为 酵 母 膏 , 最 适 发 酵 温 度 为 28℃。就 产 酶 时 间 而 言 , 在 发 酵 前 60 h 菌 株 均 不 产 生

β- 葡 聚 糖 酶 和 木 聚 糖 酶 , 在 72 h 才 有 微 量 的 酶 产 生 , 到 192～240 h 两 种 酶 均 达 到 产 酶 高 峰 , 并 以 216 h 产 酶

最 高 ; 两 种 酶 的 最 佳 缓 冲 液 均 为 柠 檬 酸 缓 冲 液 , 木 聚 糖 酶 的 最 适 作 用 pH 值 5.0, 最 适 反 应 温 度 为 50℃ , 而 β-

葡 聚 糖 酶 最 适 作 用 pH 值 4.6, 最 适 反 应 温 度 为 60℃。
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Abs tract: Different fermentation conditions which affected the performance of xylanase and β- glucanase of

Fomes lignosns (Brek) Ccoke and characteristic of its enzyme were studied. The results showed that the optimal

carbon source for Fomes lignosns (Brek) Ccoke to produce xylanase was wheat bran, the optimal nitrogen source

was yeast extract, the optimal ferment temperature was 25℃. The optimal carbon source for Fomes lignosns (Brek)

Ccoke to produce β- glucanase was xylose, the optimal nitrogen source was yeast extract, the optimal ferment

temperature was 28℃. For producing enzyme time, the Fomes lignosns (Brek) Ccoke didn't produce xylanase and

β- glucanase until it fermented for 60h. Minim enzyme was produced when strain 5.132 fermented for 72h and

enzyme producing fastigium is 192h - 240h. Maximal enzyme was produced at 216h. The optimal buffer for xy-

lanase and β- glucanase was citric acid buffer, the optimal pH for xylanase was 5.0, the optimal reaction temper-

ature was 50℃, the optimal pH for β- glucanase was 4.6, the optimal reaction temperature was 60℃.
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在 国 内 对 木 聚 糖 酶 、β- 葡 聚 糖 酶 的 研 究 已

有不少报道 , 但主要集中在黑曲霉、青霉、木霉等 ,

另一方面对白腐真菌的研究主要集 中在木质素 降

解 酶 的 研 究 , 对 其 非 淀 粉 多 糖 酶 的 研 究 较 少 , 因

此 , 本文探讨了不同培养条件和 培养方法对 木质

层孔菌 产木聚糖酶 、β- 葡 聚 糖 酶 的 影 响 , 并 对 其

部分酶性质进行了研究 , 为酶制 剂的生产提 供必

要的技术参考。

1 材料与方法

1.1 菌种

木质层孔菌购自中国科学院微生物所。

1.2 培养基

综合 PDA 培 养 基 : 马 铃 薯 提 取 液 1 000 mL、

葡 萄 糖 20.0 g、KH2PO4 3.0 g、MgSO4·7H2O 1.5 g、

维生素 B1 微量(5 μg/ml)、琼脂 15.0 g, pH 6.0。

基础液体产 酶培养基 : 在 Mandel’s 营养盐中

加入 2%的麸皮、0.2%的蛋白胨 , pH 约 5.5。

1.3 试剂药品

Mandel’s 无 机 盐 营 养 液 : 常 量 元 素 液 :

KH2PO4 2.0 g、(NH4)2 SO4 1.4g、MgSO4·7H2O 0.3 g、

CaCl2 0.3 g, 加 600 mL 蒸馏水使之溶解。

微 量 元 素 液 FeSO4·7H2O 5.0 mg/L, MnSO4·

H2O 1.6 mg/L、ZnSO4 ·7H2O 1.4 mg/L、CoCl2 2.0

mg/L, 加蒸馏水 200 mL 使之溶解。

将 常 量 元 素 液 与 微 量 元 素 液 混 合 后 , 用 HCl

调 pH 至 5.5, 再 以 蒸 馏 水 定 容 至 1 000 mL 即 为

Mandel’s 无机盐营养液。

主要药 品 : - 葡 聚 糖 和 燕 麦 木 聚 糖 购 自 Sigma

公司 , 其它药品试剂均为国产分析纯、化学纯。

1.4 酶活力测定方法

木聚糖酶活 力测定 : DNS 法 [4- 7], β- 葡 聚 糖 酶

活力测定 : DNS 法 [4.6.8]。

1.5 发酵条件的研究

不同碳源对产酶的影响 : 将活化后的菌株按相

同的接种量接种于不同碳源的基础液体产酶培养基

中, 于 28℃, 120 rpm 振荡培养 5 d 后测定酶活。

不同氮源对产酶的影响 : 将活化后的 菌株按

相同的接种量接种于不同氮源的基础 液体产酶培

养基中 , 于28℃, 120 rpm振荡培养5 d后测定酶活。

培养温度对 产酶的影响 : 将活化后的 菌株按

相 同 的 接 种 量 接 种 于 基 础 液 体 发 酵 产 酶 培 养 基 ,

分别在不同的温度条件下 , 培养 5 d 后测定酶活。

培养时间对 产酶的影响 : 在基础液体 产酶培

养 基 上 于 28℃培 养 , 并 从 培 养 12 h 开 始 , 对 其 定

时 (每 间 隔 12 h)取 样 测 定 酶 活 一 次 , 观 察 培 养 时

间对酶活力的影响。

1.6 酶作用特性研究

酶作用最适 温度 : 在不同 温度下进行 酶解反

应 , 测定相应条件下酶活性。

酶作用最适缓冲溶液 : 在 酶最适作用 温度下 ,

使用 pH5.0 的不同缓冲 液进行酶 解反应 , 测定 相

应条件下酶活。

酶 作 用 最 适 pH 值 : 使 用 酶 最 适 缓 冲 溶 液 , 并

在 不 同 pH 值 下 进 行 酶 解 反 应 , 测 定 相 应 条 件 下

酶活性。

2 结果与分析

2.1 不同碳源对产酶的影响

由图 1 可知 , 对于木聚糖酶 而言 , 最佳碳 源是

麸皮 , 其次是自制木聚糖和木糖。对于 β- 葡聚糖

酶 而 言 , 以 木 糖 为 碳 源 时 酶 活 最 高 , 其 次 是 a- 乳

糖 , 由此也表明 , 不同碳源对产木聚糖酶 和 β- 葡

聚 糖 酶 的 效 果 各 异 , 同 一 碳 源 对 产 木 聚 糖 酶 和

β- 葡聚糖酶的作用效果也不同。

2.2 不同氮源对产酶的影响

由 图 2 可 见 , 菌 株 5.132 产 木 聚 糖 酶 以 蛋 白

胨 为 氮 源 时 酶 活 最 高 , 其 次 是 酵 母 膏 、牛 肉 膏 ; 在

图 1 不同碳源对菌株 5.132 产酶的影响
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图 2 不同氮源对菌株 5.132 产酶的影响
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以酵母膏为 惟一 氮 源 时 , β- 葡 聚 糖 酶 合 成 最 好 ,

其次是牛肉膏、蛋白胨 ; 并且有机氮源培养基都明

显优于无机氮源培养基。

2.3 培养温度对产酶的影响

在不同的温 度条件下 , 在 基础液体发 酵产酶

培 养 基 上 培 养 结 果 见 图 3, 图 3 表 明 , 菌 株 5.132

所 产 β- 葡 聚 糖 酶 以 28℃时 酶 活 最 高 , 而 木 聚 糖

酶酶活则以 25℃时最高。

2.4 培养时间对产酶的影响

在基础液体产酶培养基 上于 28℃培养 11 d,

并对其定时 取样测定酶 活 1 次 , 其 结 果 (图 4)表

明 , 在 发 酵 前 60 h 菌 株 5.132 均 不 产 生 β- 葡 聚

糖酶和木聚糖酶 , 在 72 h 才有微量的酶产生 , 到

192～240 h 两种酶均 达到产酶高 峰 , 并以 216 h

酶活力最高。

2.5 酶作用最适温度

由 图 5 可 以 看 出 , 菌 株 5.132β- 葡 聚 糖 酶 最

适反应温度为 60℃ , 并且酶活 力在 30～70℃之间

相当稳 定 , 酶活力保 持在 95.00%以上 。 木 聚 糖 酶

最 适 反 应 温 度 为 50℃ , 60℃下 降 明 显 为 60% , 但

在 60～70℃酶活下降缓慢。

2.6 酶作用最适缓冲溶液

由表 1 可见 , 在 pH5.0 的不同缓 冲 液 下 进 行

酶 解 反 应 时 , 菌 株 5.132β- 葡 聚 糖 酶 和 木 聚 糖 酶

最适缓冲液均为柠檬酸缓冲液。

2.7 酶作用最适 pH 值

在 最 适 缓 冲 溶 液 的 不 同 pH 值 下 进 行 酶 解 反

应 时 , β- 葡 聚 糖 酶 酶 活 性 变 化 (见 图 6), 表 明 菌

株 5.132β- 葡 聚 糖 酶 的 最 适 pH 为 4.6, 在 pH5.4

时 , 相对酶活力为 99.72%。在 pH3.0～6.6 的范围

内 , 相对酶活力在 90.85%以上。

菌 株 5.132 所 产 木 聚 糖 酶 的 最 适 反 应 pH 为

5.0, 在 pH4.6～6.0 范 围 相 对 酶 活 较 高 , 具 有 较 高

的稳定性(图 7)。

3 讨 论

优良的非淀 粉多糖酶生 产菌株是在 制备高活

力非淀粉多糖酶的前提条件 , 但菌株 产酶发酵条

件因菌种和菌株不同而 异。因此应 建立其优化 培

养条件和培养方法 , 尤其是碳源 ; 在 非淀粉多 糖酶

表 1 不同缓冲液对菌株 5.132 酶活的影响

酶 β- 葡聚糖酶 木聚糖酶

缓冲液 E- E0 相对酶活 E- E0 相对酶活

柠檬酸缓冲液 0.571 100 0.434 100
醋酸缓冲液 0.556 97.29 0.303 69.88
磷酸氢二钠 - 0.397 69.40 0.324 74.72
柠檬酸缓冲液
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图 7 柠檬酸缓冲液 pH 值对菌株 5.132 木聚糖酶活力的影响

图 6 柠檬酸缓冲液 pH 值对菌株 5.132 酶活的影响
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图 4 菌株 5.132 的产酶曲线
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图 3 温度对菌株 5.132 产酶的影响
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图 5 温度对菌株 5.132 酶活的影响
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由图 3可知 , 来自盲肠菌株 M3产生的酶在pH

值为 4 时酶活力最高 , 最高酶活力达到了 51.4U,

随着 pH 值升高或降低酶活力呈下降趋势 , 另外 3

株 菌 产 生 的 酶 在 pH 为 6 时 酶 活 力 较 高 , 其 中 来

自回肠菌株 H1最高酶活力达到了 41.4U, 随着 pH

值升高或降低酶活力呈下降趋势。

3 结 论

鹅肠道纤维分解菌在发酵培养时产生了胞外

纤维素酶 ,从而 可 以 利 用 饲 料 中 的 粗 纤 维 类 物 质 ,

提高粗饲料的利用率。

鹅 肠 道 细 菌 纤 维 素 酶 活 力 受 温 度 和 pH 影

响 , 温度为 60℃时 , 该组酶的活力最高。
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图 3 不 同 pH 对 酶 活 力 影 响

的制备过程中 , 充当碳源的物质不但 是微生物生

长代谢的能量来源 , 而且也是酶合 成诱导物的 重

要来源。碳源的类型和性质直接 影响酶的活 力和

产率。同时 , 碳源成本也是影响酶生产成本的一个

重要因素 , 因此 , 选择适宜的碳源是决定非淀粉多

糖酶生产成败的关键 ; 今后应从酶 的诱导合成 和

阻遏机制方面加深对碳源的研 究。本实验木 质层

孔 菌 产 木 聚 糖 酶 选 择 的 合 适 碳 源 为 麸 皮 , 而 产

β- 葡聚糖酶则选择木糖作为碳源。

木 质 层 孔 菌 在 培 养 72 h 时 才 有 微 量 的 酶 产

生 , 到 192～240 h 两 种 酶 达 到 产 酶 高 峰 , 而 黑 曲

霉、木霉 在发酵 24～36 h 就 有 微 量 的 酶 产 生 , 在

72～84 h 就达到产酶高峰 , 因此在生产 β- 葡聚

糖 酶 、木 聚 糖 酶 时 , 要 综 合 考 虑 产 酶 活 力 、培 养 时

间及设备利用率等因素 , 选择理想的生产菌种。

木 质 层 孔 菌 所 产 非 淀 粉 多 糖 酶 最 适 pH 都 在

酸 性 范 围 , 并 且 在 50～60℃范 围 内 具 有 较 高 酶 活

力。加工饲料都需要一个制粒工艺 , 在制粒过程中

有 一 个 短 暂 的 高 温 过 程 , 一 般 为 75～93℃ , 在 此

温度下 , 酶活性大幅度丧失。因此 , 要在饲料 中真

正推广利用非淀粉多糖酶必须 具有良好 的热稳定

性。另一方面酶的最终作用场所是在动 物正常体

温 (37～39℃ )的 胃 肠 道 中 , 非 淀 粉 多 糖 酶 必 须 在

常温下具有较高活性。因此如 何解决在制 粒高温

和动物正常体温下同时具有较高酶 活性是饲用 酶

制剂应用的关键性技术环节。因此 , 酶制剂在生产

和处理过程中稳定化技术研究是今 后的一个重 要

研究方向。
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