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摘要:目的:为开发利用产纤维素酶菌种的资源利用率.

方法:采用产纤维素酶系齐全、活性高的枯草芽孢杆菌

(Bacillussubtilis)XWSＧA 制 作 细 菌 麸 曲,通 过 BoxＧBeＧ
hnken响应面设计优化制曲工艺,并对其产酶特性进行探

讨.结果:制曲最佳工艺为控制接种量７．５％,培养温度

４６℃,含水量４６％,该工艺条件下生物量达到了(４．５±
０．３)×１０１１ CFU/g;成品麸曲具有３种纤维素酶活性,最

佳测定条件下内切βＧ葡聚糖酶活力为(２５１０±７０)U/g,

外切βＧ葡聚糖酶的活力为(１５±２)U/g,βＧ葡萄糖苷酶的

活力为(３０±３)U/g.结论:制作麸曲有利于产纤维素枯

草芽孢杆菌 XWSＧA获得有效增殖、提高产酶量及维持酶

活性.

关键词:枯草芽孢杆菌;麸曲;工艺;纤维素酶;产酶特性

Abstract:Objective:Inordertodevelopandutilizetheresource

utilization rate of cellulase producing strains．Methods: A

BacillussubtilisXWSＧAwithcompletecellulaseproductionsysＧ

temandhighactivitywasusedasthestartingstraintomakebacＧ

terialFuqu．BoxＧBehnkenresponsesurfacedesignwasusedtoopＧ

timizethetechnologyofFuqu,anditsenzymeproductioncharacＧ

teristicswereexplored．Results:TheoptimumconditionsofFuqu

making were fixed inoculum amount of ７．５％, culture

temperatureof４６℃,watercontentof４６％,UnderthesecondiＧ

tions,BacillussubtilisXWSＧA waseffectivelyproliferated,and

thebiomassreached(４．５±０．３)×１０１１ CFU/g;Fuquhadthree

kindsofcellulaseactivities,andthebestconditionsfordetermiＧ

nationwereendonuclease．TheactivityofendoＧβＧglucanasewas
(２５１０±７０)U/g．TheactivityofexoＧβＧglucanasewas (１５±

２)U/g．TheactivityofβＧglucosidasewas(３０±３)U/g．ConcluＧ

sion:BymakingFuqu,XWSＧAcaneffectivelyproliferateandimＧ

provetheenzymeproductionofthestrain,andtheFuqucan

maintaintheenzymeactivityofthestrain．Itprovidesaneffective

wayfortheefficientutilizationofcellulaseproducingstrainsand

thedevelopmentandutilizationofcelluloseresources．

Keywords:Bacillussubtilis;Fuqu;process;cellulase;characＧ

teristicsofenzymeproduction

纤维素在动植物中普遍存在,被称为最丰富的可再

生能源之一,广泛应用于医药、食品、棉纺、环保行业,具
有远大的经济开发前景[１].纤维素资源的利用经常需要

进行降解处理,主要分为物理降解法、化学降解法和生物

降解法,生物降解法因其绿色和低能耗的优点备受青睐,

而生物降解法一般是通过利用产纤维素酶的微生物来实

现的[２].纤维素酶是由细菌、真菌等微生物产生的能够
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将纤维素降解成可发酵性糖的一系列酶类的总称,主要

由内切βＧ葡聚糖酶、外切βＧ葡聚糖酶和βＧ葡萄糖苷酶３种

酶构成,３ 种酶类的协同作用才能更 好 地 将 纤 维 素 酶

解[３].能够同时产内切βＧ葡聚糖酶、外切βＧ葡聚糖酶和

βＧ葡萄糖苷酶菌株的酶系较为复杂,目前从自然界中筛选

出的产纤维素酶菌株存在分解纤维素的酶解效率低,应
用于实践生产难的局限性[４].

选育性能良好的产纤维素酶菌株是利用纤维素的基

础.杨伟平等[５]分离出一株能高效降解纤维素的细菌,鉴
定为甲基营养型芽孢杆菌;黄玉兰等[６]从土壤中筛选出一

株纤维素酶高产菌株 XWＧ１,其最佳的产酶条件下的酶活

性为１５．６０U/mL;胡丽娟等[７]筛选出一株高产纤维素酶的

突变株 YＧ９,经工艺优化后的酶活性可达２８．６２U/mL.以

往的研究大多只以羧甲基纤维素钠(CMCＧNa)为底物测

定内切βＧ葡聚糖酶活力作为菌株纤维素酶活力参考,而
少有对纤维素酶３种酶的酶活特性进行综合探讨,且对

于纤维素生物降解的应用多采用直接接种的方式,造成

酶生成量少、酶稳定性差、酶作用效率低等问题,无法满

足现阶段工业上的应用需求.

鉴于目前的研究现状,在不降低产纤维素酶菌株的

产酶特性条件下扩培菌种以及提高酶的稳定性变得尤为

重要,产纤维素酶菌株的大规模应用首先需要扩大培养,

制备麸曲是白酒行业比较常见的生产用菌扩培方式.麸

曲一般以麸皮为原料,经处理后接种微生物培养产酶,工
业上常通过制备麸曲的方式对纯种微生物进行扩培,提
高经济效益[７].研究拟以一株产纤维素３种酶齐全、酶
活性高的枯草芽孢杆菌———XWSＧA[８]为出发菌株制作细

菌麸曲,利用DesignＧExpert８．０．６软件设计试验优化工艺

扩大菌种,并对成品麸曲的内切βＧ葡聚糖酶、外切βＧ葡聚

糖酶和βＧ葡萄糖苷酶的活力进行测定,以期改善菌种应

用价值,提高资源利用率,为开发利用纤维素资源提供一

条新途径.

１　材料与方法

１．１　材料

XWSＧA菌种:酿酒生物技术及应用四川省重点实

验室;

麸皮:市售;

羧甲基纤维素钠:淄博海澜化工有限公司;

微晶纤维素:河南德鑫化工实业有限公司;

水杨苷:上海源叶生物科技有限公司;

纤维素酶、(NH４)２SO４、KH２PO４、DNS试剂:分析

纯,成都市科龙化工试剂厂.

１．２　仪器及设备

电子天平:CP２１４型,奥豪斯仪器有限公司;

紫外可见分光光度计:UVＧ１２００型,翱艺仪器上海有

限公司;

高速冷冻离心机:５４３０R型,德国Eppendorf公司.

１．３　培养基

羧甲基纤维素钠(CMCＧNa)培养基:羧甲基纤维素钠

１０g/L,(NH４)２SO４ ４g/L,NaCl１．２５g/L,KH２PO４

１．０g/L,MgSO４０．５g/L,琼脂粉１８g/L,pH７．０;

LB培养基:蛋白胨１０g/L,酵母提取物５g/L,NaCl
１０g/L,琼脂粉１８g/L,pH７．０.

１．４　试验方法

１．４．１　麸曲枯草芽孢杆菌生物量测定　取１０g样品(麸
曲)加入９０mL无菌水,作为１０－１浓度,采用 LB培养基

稀释涂布计数[９].

１．４．２　麸曲工艺流程

１．４．３　枯草芽孢杆菌麸曲制作单因素试验　以芽孢杆菌

生物量为指标,在前期预试验的基础上,确定原料采用全

麸皮,固定培养时间为６０h,分别考察不同接种量(１％,

３％,５％,７％,９％,１１％)、培养温度(３０,３５,４０,４５,５０,５５,

６０ ℃)和 含 水 量 (３０％,３５％,４０％,４５％,５０％,５５％,

６０％)对麸曲中 XWSＧA菌株生物量的影响.

１．４．４　枯草芽孢杆菌麸曲制作的响应面优化　根据单因

素结果,运用 DesignＧExport８．０．６软件设计试验 BoxＧBeＧ
hnken中心组合,以芽孢杆菌生物量为响应值,选取接种

量、培养温度和含水量为试验因素,确定强化麸曲的工艺

最优点[１１].

１．４．５　麸曲纤维素酶活力的测定

(１)标准曲线绘制:分别在比色管中加入１．０g/L的

葡萄糖标准溶液０．０,０．２,０．４,０．６,０．８,１．０mL,各管分别

补离子水至１mL,再分别加入１．５mLDNS试剂,沸水浴

５min,冷却后稀释至刻度线(２５mL),以不加葡萄糖标准

溶液为空白,５４０nm 处测定吸光值.
(２)纤维素酶活力检测(DNS法):分别在比色管中

加入０．５mg/mL酶液０．１mL和质量分数为１％缓冲液

０．９mL(内切βＧ葡聚糖酶活力测定采用羧甲基纤维素钠

柠檬酸缓冲液;外切βＧ葡聚糖酶测定采用微晶纤维素柠

檬酸缓冲液;βＧ葡萄糖苷酶测定采用水杨苷柠檬酸缓冲

液),调节pH,一定温度条件下水浴１０min,加入１．５mL
DNS溶液终止反应,沸水浴５min,冷却后稀释至刻度线

(２５mL),以先加入 DNS溶液,后加入缓冲溶液和酶液作

为空白,５４０nm 处测定吸光值[１２].
(３)纤维素酶活力的定义:在３７ ℃,pH５．５的条件

下,每分钟从质量浓度为４mg/mL 的羧甲基纤维素钠溶
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液中降解释放１μmol还原糖所需要的酶量为一个酶活力

单位 U,每１min水解产生１μ/g还原糖(以葡萄糖计)所

需的酶量为一个酶活力单位(U/g)[１３].

以上 试 验 均 测 定 ３ 次,结 果 取 平 均 值,并 做 ３ 次

重复.

１．５　数据处理

使用DesignＧExport８．０．６软件进行响应面设计、方差

分析及模型预测,采用SPSS２２．０数据分析软件对试验结

果进行多重比较和显著性分析.

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果

由图１可知,最佳接种量为７％,最佳培养温度为

４５℃,最佳含水量为４５％,并以此结果为基础设计响应

面水平中心点.

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图１　接种量、培养温度和含水量对麸曲生物量的影响

Figure１　Effectofinoculationamount,culturetemperatureandwateradditioncontentonbiomassofFuqu

２．２　BoxＧBehnken响应面试验

BoxＧBehnken响应面设计各因素及水平见表１,试验

设计及结果见表２.

　　对结果进行二次多元分析,得到拟合评分结果的二

次多元的编码方程为:

Y＝４．４４＋０．１５A ＋０．１８B ＋０．１７C－０．０２５AB －
０．１３AC－０．０７５BC－０．２８A２－０．２８B２－０．２３C２. (１)

由表３可知,模型P检验值 ＜０．０００１模拟试验呈显著,

失拟模型不显著(P失拟项 ＝０．６７１６＞０．０５),证明拟合方程

可靠[１４].由图２可知,预测值与试验实际值接近程度较

高,模型可行度分析结果表明,平均值为０．０８３５,相关系

数R２为０．９９０４,表明９９．０４％响应值变化来源为变量值,

R２
Adj为０．９７８２,CV％为１．２１,证明试验误差较小,用该模

型优化产纤维素酶的枯草芽孢杆菌麸曲的生产工艺具有

可行性[１５].

　　由图３可知,接种量与培养温度、接种量与含水量、

培养温度与含水量的交互图均呈椭圆形,３D立体图存在

极点值,说明各因素之间交互作用显著,各因素交互作用

对麸曲生物量结果有较大影响.模型分析预测的最大值

表１　BoxＧBehnken响应面设计各因素及水平

Table１　FactorsandlevelsofBoxＧBehnkenresponse
surfacedesign

水平 A接种量/％ B培养温度/℃ C含水量/％

－１ ５ ４０ ４０

０ ７ ４５ ４５

１ ９ ５０ ５０

为４．５,对应的实际值为A＝７．４,B＝４６．３,C＝４６．４.考虑

到试验操作的方便性,将结果修正为A＝７．５,B＝４６,C＝

４６,即模型预测的最佳工艺为:接种量７．５％,培养温度

４６℃,含水量４６％.

　　为验证响应面设计结果的可靠性,在最佳工艺参数

表２　BoxＧBehnken响应面设计及结果

Table２　BoxＧBehnkenresponsesurfacedesignandresults

序号 A B C
生物量/

(×１０１１CFU􀅰g－１)

１ ０ ０ ０ ４．４

２ ０ －１ １ ４．０

３ －１ １ ０ ３．９

４ －１ －１ ０ ３．５

５ ０ １ －１ ４．０

６ ０ ０ ０ ４．５

７ １ ０ １ ４．１

８ ０ １ １ ４．２

９ １ １ ０ ４．２

１０ ０ ０ ０ ４．４

１１ ０ ０ ０ ４．４

１２ －１ ０ １ ４．１

１３ ０ ０ ０ ４．５

１４ ０ －１ －１ ３．５

１５ １ －１ ０ ３．９

１６ －１ ０ －１ ３．５

１７ １ ０ －１ ４．０
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表３　中心组合的回归方程方差分析

Table３　Analysisofvarianceofregressionequationof

centralcombination

参数 平方和 自由度 平方均值 均值 P 值 显著性

模型 １．７６２ ９ ０．１９６ ８０．６０６ ＜０．０００１ 显著

A ０．１８０ １ ０．１８０ ７４．１１８ ＜０．０００１

B ０．２４５ １ ０．２４５ １００．８８２ ＜０．０００１

C ０．２４５ １ ０．２４５ １００．８８２ ＜０．０００１

AB ０．００３ １ ０．００３ １．０２９ ０．３４４１

AC ０．０６２ １ ０．０６２ ２５．７３５ ０．００１４

BC ０．０２２ １ ０．０２３ ９．２６５ ０．０１８７

A２ ０．３３６ １ ０．３３６ １３８．３６３ ＜０．０００１

B２ ０．３３６ １ ０．３３６ １３８．３６３ ＜０．０００１

C２ ０．２２７ １ ０．２２８ ９３．７２０ ＜０．０００１

误差 ０．０１７ ７ ０．００２
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

失拟 ０．００５ ３ ０．００２ ０．５５６ ０．６７１６ 不显著

纯误差 ０．０１２ ４ ０．００３

总和 １．７７８ １６

条件下 即 控 制 接 种 量 ７．５％,培 养 温 度 ４６ ℃,含 水 量

４６％,进行多次验证实验,结果表明,此条件下的成品曲

生物量结果为(４．５±０．３)×１０１１CFU/g,与预测结果４．５×

１０１１CFU/g接近,证明该响应面模型理想,参数组合稳定

可靠.

２．３　pH及反应温度对枯草芽孢杆菌麸曲纤维素酶活性的

影响

　　通过BoxＧBehnken响应设计优化制曲工艺,成功对

图２　预测对应关系图

Figure２　Predictioncorrespondencediagram

枯草芽孢杆菌 XWSＧA进行扩培,而纤维素酶的测定没有

具体的标准,甚至同一种测定方法中,处理条件的差异对

酶活的测定结果也会产生较大影响[１６－１７],考虑到纤维素

酶的酶学性质,试验测定在不同pH 及反应温度条件下枯

草芽孢杆菌 XWSＧA麸曲的酶活,结果见图４.

　　由图４可知,内切βＧ葡聚糖酶、外切βＧ葡聚糖酶与βＧ
葡 萄糖苷酶在pH为５．０时,酶活力达到最大值,分别为

图３　交互作用响应分析图

Figure３　Interactionresponseanalysisdiagram
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图４　不同处理条件对纤维素酶活测定的影响

Figure４　Effectofdifferenttreatmentconditionsonthedeterminationofcellulaseactivity

(２４２０±７０),(１５±１),(１９±１)U/g;酶是蛋白质,高温会

使蛋白质失活,内切βＧ葡聚糖酶活性在５５℃时酶活力达

到最大值(２５１０±７０)U/g;外切βＧ葡聚糖酶活性在５５℃
时酶活力达到最大值(１５±２)U/g;βＧ葡萄糖苷酶活性在

６０℃时酶活力达到最大值(３０±３)U/g.综合上述结果,

确定试验成品曲纤维素酶的酶活测定应控制pH 为５．０,

内切βＧ葡聚糖酶、外切βＧ葡聚糖酶的反应温度为５５ ℃,

βＧ葡萄糖苷酶的反应温度为６０℃.

３　结论

以 XWSＧA为出发菌株制作麸曲,通过响应面设计优

化制曲工艺,并对成品曲的产酶特性进行了研究.其最

佳工艺为:控制接种量 ７．５％,培养温度 ４６ ℃,含水量

４６％.该条件下 XWSＧA获得了有效的增殖,其成品曲的

生物量达到了(４．５±０．３)×１０１１ CFU/g,实现了 XWSＧA
的扩培.

不同测定条件下内切βＧ葡聚糖酶、外切βＧ葡聚糖酶、

βＧ葡萄糖苷酶的活性皆有较大差异,在最佳测定条件下内

切βＧ葡聚糖酶活力为(２５１０±７０)U/g,外切βＧ葡聚糖酶

的活力为(１５±２)U/g,βＧ葡萄糖苷酶的活力为(３０±

３)U/g.

但研究还存在部分待解决的问题,如尚未大量开展

中试及实际工业生产试验,缺乏对纤维素资源的多种途

径开发的实际生产数据,下一步将计划从食品、环保、造

纸等方向解决此问题,以进一步完备理论支撑依据.
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