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摘要!以醋糟为主要原料#利用好食脉孢菌固态发酵生产

木聚糖酶#以木聚糖酶活力为指标#通过单因素试验和正

交试验对培养条件进行优化%结果表明&由
?

4

醋糟和

"7@

4

豆 渣 组 成 培 养 基#初 始
:

; ?7?

#料 水 比
#

#

%

!

4

(

-D

"#接种量
#"

(个孢子(瓶#

!+\

培养
%H

#该条件

下的木聚糖酶活力为
@#!7%@U
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#较优化前!

##@7*?U

(

4

"提高了约
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关键词!好食脉孢菌'固态发酵'醋糟'木聚糖酶
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木聚糖是植物细胞壁中最丰富的半纤维素%是自然

界中仅次于纤维素的多糖*

#

+

&木聚糖酶!

,C%7!7#7+

#可

将木聚糖水解成不同长度的低聚木糖和
Q'

木糖*

!

+

%在工

业上应用广泛%如用于纸浆改性*

%

+

)生产生物燃料*

@

+

)澄

清果 汁*

?

+

)提 升 饲 料 质 量*

(

+以 及 生 产 木 糖 醇*

$

+等&

!"#*

年
#

月
%

日%澳新食品标准局发布
$"'#*

号通告%拟

批准来自里氏木霉转基因菌株的木聚糖酶作为烘焙产品

生产中的加工助剂*

+

+

&

醋糟为酿造食醋后的废弃物%年产量巨大&由于难

降解%纤维含量高%营养价值低%在养殖业中很难达到像

酒糟)豆渣等糟渣类原料的高利用率$且由于酸度高%直

接排放又易造成环境污染*

*

+

&好食脉孢菌是一种子囊菌

属真菌%生长速率快%为常见工业真菌黑曲霉和产黄青霉

的
!

#

%

倍*

#"

+

&好食脉孢菌是
V&O

组织认证的安全性真

菌*

##

+

%已见关于好食脉孢菌降解纤维类底物富集蛋白质

及产纤维素酶等产物的报道*

#!T#@

+

&课题组前期报道了

好食脉孢菌发酵产木聚糖酶的工艺*

#?T#(

+

%原有工艺分别

是采用液态发酵和固态发酵产酶%所使用的培养基配方

较复杂%且生产成本有进一步降低的空间&

由于固态发酵往往具有比液态发酵更高的产酶活

力*

#$

+

%试验拟以富含纤维的酿醋废弃物醋糟为发酵底物%

经好食脉孢菌固态发酵生产木聚糖酶%对发酵培养基组
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第
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卷第
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期 总第
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期
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!"#*

年
#"

月
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成及培养条件进行优化%以期为木聚糖酶提供安全)价廉

的新来源%也为醋糟的利用提供新途径%提高酿醋行业经

济效益和社会效益&

#

!

材料与方法
#7#

!

材料与仪器

#7#7#

!

菌种

好食脉孢菌!

#&*=4A

E

4=3A'?4

E

0'93

#"齐齐哈尔大学

食品与生物工程学院生物工程教研室菌种保藏室提供%

分离自北方发酵豆制品&

#7#7!

!

材料与试剂

醋糟"齐齐哈尔市黑龙酿造有限责任公司$

木聚糖"美国
R/

4

-.

公司$

其余试剂均为国产分析纯&

#7#7%

!

仪器与设备

压力蒸汽灭菌锅"

Ybi'RZ@('!+"R

型%上海博讯实业

有限公司医疗设备厂$

高速冷冻离心机"

;/-.8CV#?Xb

型%日立!中国#有

限公司$

隔水式电热恒温培养箱"

=Yb'&;R

,

%?"'_R'

'

型%

上海跃进医疗器械厂$

分光光度计"

JU'#+#"

型%北京普析通用仪器有限

公司&

#7!
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方法

#7!7#

!

培养方法

!

#

#斜面培养"培养基为马铃薯葡萄糖琼脂培养基

!

=&O

#%配制方法参照文献*

#+

+&将
@\

保存的好食脉

孢菌菌株挑取至
=&O

斜面上%

!+\

培养
%

#

?H

&

!

!

#固态发酵培养"在
!?"-D

三角瓶中装入
?

4

干

醋糟%其他原料及配比根据试验确定&

#7!7!

!

氮源种类对木聚糖酶活力的影响
!

培养基碳源为

?

4

醋糟%氮源分别为
#Q

醋糟质量的玉米蛋白粉)豆粕)

干豆渣&料水比
#

#

%

!

4

(

-D

#%初始
:

;

为培养基自然

:

;

%灭菌后接入好食脉孢菌孢子悬液
#-D

!含孢子量

#"

(个(
-D

#%

!+\

恒温培养
%H

后测定木聚糖酶活力&

#7!7%

!

干豆渣浓度对木聚糖酶活力的影响
!

调节培养基

中干豆渣浓度分别为醋糟质量的
"Q

%

#Q

%

!Q

%

%Q

%

@Q

%

(Q

%

+Q

%

#"Q

&将
?

4

干醋糟与上述不同浓度干豆渣加

入到
!?"-D

三角瓶中%料水比
#

#

%

!

4

(

-D

#%灭菌后接

入好食脉孢菌孢子悬液
#-D

!含孢子量
#"

(个(
-D

#%

!+\

培养
%H

后测定木聚糖酶活力&

#7!7@

!

培养基料水比对木聚糖酶活力的影响
!

!?"-D

三角瓶中加入
?

4

醋糟和
"7@

4

干豆渣%调节培养基的料

水比分别为
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-D

#%灭菌后

接入好食脉孢菌孢子悬液
#-D

!含孢子量
#"

(个(
-D

#%

于
!+\

培养
%H

后测定木聚糖酶活力&

#7!7?

!

培养时间对木聚糖酶活力的影响
!

!?"-D

三角

瓶中加入
?

4

醋糟和
"7@

4

干豆渣%调节培养基的料水比

分别为
#

#

%

!

4

(

-D

#%灭菌后接入好食脉孢菌孢子悬液

#-D

!含孢子量
#"

(个(
-D

#%于
!+\

培养
!

%

%

%

@

%

?H

后

测定木聚糖酶活力&

#7!7(

!

正交试验优化
!

利用
D

*

!

%

@

#正交试验对好食脉孢

菌产木聚糖酶的培养基初始
:

;

)培养温度和接种量进行

优化&

#7!7$

!

粗酶液的制备
!

培养结束后%向固态发酵培养物

中加入
#""-D

生理盐水%

#+"E

(

-/G

浸提酶
!K

&浸提结

束后%过滤%在
@\

)

#""""E

(

-/G

离心
#"-/G

%得粗酶液&

#7!7+

!

酶活力的测定
!

参考
Z_

(

J!%+$@

'

!""*

方法%对

酶促反应的温度和
:

;

稍作修改&酶活力定义为在

@"\

)

:

;(7"

条件下%每分钟水解木聚糖生成
#

%

-90

还

原糖所需酶的量为一个酶活力单位%用
U

(

4

表示&

#7%

!

数据统计分析

所有试验均重复
%

次%利用
,28F0!""%

和
R=RR

软件

对数据进行统计分析%字母不同表示差异显著!

=

$

"7"?

#&

!

!

结果与讨论
!7#

!

标准曲线的测定

由图
#

可知%标准曲线
G

!为
"7**+@

%可用于好食脉

孢菌固态发酵醋糟产木聚糖酶活力的测定&

!7!

!

氮源种类对木聚糖酶活力的影响

由图
!

可知%当以豆渣为氮源时%好食脉孢菌产木聚

糖酶活力显著高于玉米蛋白粉和豆粕的!

=

$

"7"?

#%可

图
#

!

木糖标准曲线
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图
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氮源种类对木聚糖活力的影响
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能是豆渣中含有较高含量的膳食纤维!干基中约含

("Q

#

*

#*

+

%在发酵中起到了木聚糖酶诱导物的作用&

!7%

!

豆渣浓度对木聚糖酶活力的影响

由图
%

可知%随着豆渣浓度的提高%酶活力显著提高

!

=

$

"7"?

#%当培养基中豆渣添加量为醋糟质量的
+Q

时%

木聚糖酶活力最高$当继续增加豆渣浓度至
#"Q

时%培养

基状态较为黏稠%氧气流通性变差%不利于好氧菌的生长

代谢%导致酶活力有所降低%与黑曲霉固态发酵豆渣生产

纤维素酶及淀粉酶的研究结果*

!"

+相似&因此%确定培养

基中豆渣浓度为醋糟质量的
+Q

&

图
%

!

豆渣浓度对酶活力的影响

V/

4

LEF%

!

,IIF839I9A.E.89G8FG3E.3/9G9GFGa

6

-F.83/N/3

6

!7@

!

培养基料水比对木聚糖酶活力的影响

大多数丝状真菌在固态基质表面或内部的生长状态

取决于固态基质的孔隙率*

!#

+

&培养基料水比对于营养物

质的溶解状态%以及培养基的孔隙率均会有较大的影响%

进而对菌体生长和活性物质的积累产生一定的影响&由

图
@

可知%当料水比为
#

#

%

!

4

(

-D

#时%木聚糖酶活力显

著高于其他料水比的!

=

$

"7"?

#%达
@""7#*U

(

4

$继续加

大培养基含水量会导致酶活力显著降低!

=

$

"7"?

#%因

此%确定料水比为
#

#

%

!

4

(

-D

#&

!7?

!

培养时间对木聚糖酶活力的影响

由图
?

可知%随培养时间的延长%木聚糖酶活力呈先

升高后逐渐降低的趋势%培养至
%H

时酶活力显著增高

!

=

$

"7"?

#%之后无显著性变化!

=

%

"7"?

#%因此%确定培养

时间为
%H

&

图
@

!

培养基料水比对酶活力的影响
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!

培养时间对酶活力的影响
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!

正交试验优化

温度)培养基
:

;

和接种量是影响固态发酵效率的

%

个主要因子*

!!

+

&其中%温度的影响尤为显著%低温培养

减缓菌丝代谢速率%延长生产周期%高温培养易导致菌丝

快速老化%抑制产物生成%适宜丝状真菌产木聚糖酶的培

养温度大多在
!%

#

%?\

*

!%

+

$培养基
:

;

影响物质的膜间

运输%固态发酵过程主要研究培养基的初始
:

;

值对产物

的影响*

!@

+

%丝状真菌的最佳生长和产酶的初始
:

;

范围

大多在
%7+

#

(7"

*

!!

+

$接种量对于维持固态发酵中菌丝生

长和产物合成的平衡具有重要影响%接种量过小会导致

生物量过低%而接种量过大会导致不必要的真菌生长和

养分消耗%两种情况均导致酶的产量低下*

!?

+

%固态发酵中

采用的孢子接种量通常为
#"

?

#

#"

$个孢子(
4

干基*

!!

+

&

在前期预试验的基础上对好食脉孢菌发酵醋糟豆渣产木

聚糖酶的培养基初始
:

;

)培养温度和接种量进行正交试

验分析%试验因素水平设计见表
#

%试验结果及方差分析

分别见表
!

)

%

&

由表
!

可知%好食脉孢菌固态发酵醋糟获取木聚糖

酶的最优培养条件组合为"培养基初始
:

;?7?

)培养温度

!+\

%接种量
#"

(个孢子(瓶%影响木聚糖酶活力的主次

因素依次为培养温度
%

初始
:

;

值
%

接种量&

由表
%

可知%培养温度对木聚糖酶活力有显著影响

!

=

$

"7"?

#%初始
:

;

)接种量对木聚糖酶活力无显著

影响&

最终确定好食脉孢菌发酵醋糟制备木聚糖酶的条件

为"

?

4

醋糟与
"7@

4

干豆渣组合%料水比
#

#

%

!

4

(

-D

#%培

养基初始
:

;?7?

%接种量
#"

(个孢子(瓶%

!+\

发酵
%H

&

表
#

!

正交试验设计

J.M0F#

!

JKFHF1/

4

G9I9E3K9

4

9G.0F2

:

FE/-FG3

水平
O

初始
:

;

值
_

培养温度(
\

C

接种量(
_9330F

T#

#

!

%

@7?

?7?

(7?

!%

!+

%%

#"

?

#"

(

#"

$

&!"

会议专栏
C<DUSBV<XC<BV,X,BC,

#

!"#*

国际杂豆产业科技论坛$ 总第
!#(

期
"

!"#*

年
#"

月
"



表
!

!

D

*

#

%

@

$试验结果

J.M0F!

!

JKFEF1L039ID

*

#

%

@

$

9E3K9

4

9G.0F2

:

FE/-FG3

处理
O _ C

木聚糖酶活力(!

U

,

4

T#

#

# # # # #*$7$$

! # ! ! @"!7(?

% # % % !%?7+$

@ ! # ! !%!7($

? ! ! % %+!7$?

( ! % # !@?7*+

$ % # % #*?7+$

+ % ! # !$!7+$

* % % ! #*%7$$

X

#

!$+7$( !"+7$$ !%+7+$

))))))))))))))))))))))

X

!

!+$7#% %?!7$( !$(7%(

X

%

!!"7+@ !!?7!# !$#7?"

G ((7%" #@%7** %$7@*

表
%

!

木聚糖酶方差分析结果h

J.M0F%

!

JKFN.E/.G8F.G.0

6

1/19I2

6

0.G.1F

因素 平方和 自由度
K

值
K

临界值 显著性

O $+!"7+"@ ! @7!%" #*7"""

_ %$!$#7%!$ ! !"7#(# #*7"""

,

C !@*%7@(( ! #7%@* #*7"""

误差
#+@+7(+" !

))))))))))))))))))))))

!

h

,

表示差异显著!

=

$

"7"?

#&

该条件下产酶活力为
@#!7%@U

(

4

%较优化前!

##@7*?U

(

4

#

提高了约
%7?*

倍&

%

!

结论
以酿造食醋下脚料醋糟为主要原料%利用好食脉孢

菌固态发酵生产木聚糖酶%得到固态发酵培养基组成和

培养条件"

?

4

醋糟与
"7@

4

干豆渣组合%料水比
#

#

%

!

4

(

-D

#%培养基初始
:

;?7?

%接种量
#"

(个孢子(瓶%

!+\

发酵
%H

&此条件下产木聚糖酶活力为
@#!7%@U

(

4

%

较优化前!

##@7*?U

(

4

#提高了约
%7?*

倍&

将醋糟废物再利用%作为原料用于木聚糖酶的生产%

有助于降低酶的生产成本%且醋糟中的半纤维素经微生

物降解可为木聚糖酶提供诱导物%有助于进一步提高酶

活力$同时%采用
V&O

认证的安全菌种好食脉孢菌作为

生产菌种%提高了木聚糖酶的安全性%可进一步将其开发

为食品或饲料用酶制剂&木聚糖酶是一种诱导酶%在培

养基中添加适量的生物或非生物诱导子对酶活力的提高

具有一定的促进作用%后续可进一步研究诱导子对酶活

力的影响%以期能更大幅度地提高木聚糖酶活力&
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睿等!好食脉孢菌固态发酵醋糟产木聚糖酶的工艺优化


