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摘 要： 以稻草秸秆粉为碳源，利用绿色木霉和黑曲霉进行固体发酵产纤维素酶的研究。以混合菌接种比例、麦麸

与稻草粉质量比、发酵时间和三角瓶装量 4 因素为考察对象，通过单因素实验和正交实验优化混合菌固体发酵条

件。确定该混合菌株的最优产酶条件，结果表明，混合菌最佳固体发酵条件为：绿色木霉和黑曲霉接种比例为 1∶1、麦
麸与稻草粉质量比为 1∶3.0、发酵时间为 4 d、装量为 50 mL/1000 mL三角瓶。在此最佳发酵条件下，FPA 酶活、CMC
酶活、β-G 酶活分别为 5.29 IU/mL、9.33 IU/mL 和 49.91 IU/mL，分别是单菌发酵的 2.28～2.47 倍、2.39～2.45 倍、
1.38～2.09 倍。混合菌发酵产生的各酶活性均高于各种菌单独发酵产生的各酶活性。
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Abstract：Straw stalk powderwas used as carbon source, and cellulase-producing conditions by solid fermentation of Aspergillus niger and Tri-
choderma viride were investigated. The solid fermentation conditions of mixed strains were optimized by single factor experiments and orthogonal
experiments in four aspects including the inoculation ratio, the mass ratio of bran and straw powder, fermentation time and the filled content of
flask. Finally the optimum solid fermentation conditions were summed up as follows: the inoculation ratio (Trichoderma viride∶Aspergillus niger)
was 1∶1, the mass ratio of bran and straw powderwas 1∶3, fermentation time was 4 d, and the filled content of flask was 50 mL /1000 mL. Under
the above conditions, the activity of FPAase, CMCase and β-Gase were 5.29 IU/mL, 9.33 IU/mL and 49.91 IU/mL respectively, which were
2.28～2.47 times, 2.39～2.45 times and 1.38～2.09 times as high as that by single strain fermentation. In conclusion, enzyme activity by mixed
strains fermentation was higher than that by single strain fermentation.
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纤维素是自然界植物合成量最大的有机物之一，占

农作物秸秆的 30 %～50 %[1]。 纤维素利用的“瓶颈”问题

是纤维素酶的活性低，人们已在提高纤维素酶活方面作

了大量研究 [2]，在高酶活菌株选育及发酵工艺上取得了

一定进展，但至今仍无重大突破。 纤维素酶是几种具有

不 同 酶 活 性 的 酶 复 合 物 ， 主 要 分 为 外 切 纤 维 素 酶 (C1
酶)、内切纤维素酶(Cx 酶)、β-葡萄 糖苷酶(CB 酶)等 [3]。
C1 酶和 Cx 酶主要溶解纤维素，CB 酶主要将纤维二糖、
纤维三糖转化为葡萄糖，当 3 个主要成分的活性比例适

当时，就能协同作用完成对纤维素降解。 而绿色木霉和

黑曲霉 2 种霉菌所含上述 3 种酶的成分不同，作用于纤

维素的位点也不同， 各酶对纤维素的降解程度也不同。
混合发酵可以充分发挥各酶之间的协同作用，进而使纤

维素酶的活性达到较高水平[4]。
本课题采用固体发酵技术， 探索绿色木霉和黑曲霉

混合培养降解稻草秸秆粉的适宜产酶条件，得到较高的

酶活，降低纤维素酶的生产成本，为纤维素酶的工业化生

产奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 菌种
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绿色木霉 （Aspergillus niger）、 黑曲霉（Richoderma
viride）：由三峡大学艾伦·麦克德尔米德再生能源研究所

保藏提供。
1.1.2 培养基

斜面培养基：马铃薯 200 g，葡萄糖 10 g，琼脂 15 g，
水 1000 mL，pH 自然。

种 子 液 培 养 基 ：KH2PO4 0.5 %， (NH4)2SO4 1.5 %，
MgSO4 0.08 %，葡萄糖 8 %。

固 体 发 酵 培 养 基 ： 麸 皮 6 g， 稻 草 秸 秆 粉 18 g，
KH2PO4 0.5 g，(NH4)2SO4 0.5 g，MgSO4 0.06 g，H2O 50 mL。
1.1.3 仪器

生化培养箱 BPC-250F： 武汉瑞华仪器设备有限责

任公司；恒温培养摇床 HQD98L：武汉海声达仪器设备有

限公司；紫外可见分光光度计 UV-1100：上海天美科学

仪器有限公司。
1.2 实验方法

1.2.1 稻草秸秆的预处理

采用物理法进行预处理，即稻草烘干，剪切至 3 cm
左右，经烘干后粉碎过 80 目筛。
1.2.2 培养方法

将在斜面上 培养 3 d 的绿色 木 霉 菌 株 和 黑 曲 霉 菌

株，分 别 制 成 1.0×107 个 / mL 的 孢 子 悬 浮 液。 分 别 取

1 mL 接于 100mL液体种子培养基中，于 28℃、120 r/ min
培养 3 d，将液体种子按 10 %的接种量，其 2 种菌接种

比例为 1:1，接种 于固体发酵 培养基中，装 量为 50 mL/
500 mL 三角瓶，并搅拌均匀，于 28℃恒温培养 5～6 d。
1.2.3 粗酶液的制备

将固体发酵物加入 6 倍的柠檬酸缓冲液，搅拌均匀，
在摇床上浸提 1 h，然后在 4000 r/ min，离心 20 min，用滤

布过滤,取上清液即为粗酶液，于 4℃冰箱保存，备用。
1.2.4 酶活力测定方法[5-7]

酶活定义：在 pH 值 4.8，温度 50℃下，每 1 mL 纤维

素酶液在 1 h 内能水解底物生成 1 mg 的葡萄糖，称为 1
个酶活单位，IU。

CMC 酶活测定：取适当稀释的上清液 0.5 mL，加浓

度为 1 %的 CMC-Na 1 mL， 再加 pH 值 4.8 的醋酸缓冲

液 0.5 mL，50℃反应 30 min， 取出加 3 mL 3, 5-二硝基

水杨酸(DNS)溶液，沸水浴中保持 10 min，流水冷却后用

蒸馏水定容至 25 mL， 混匀， 在波长 540 nm 处比色测

OD 值，以不加底物为对照。
FPA 酶活测定： 取经适当稀释的上清液 0.5 mL，以

50 mg(1 cm ×6 cm)新华滤纸条为底物，加 pH 4.8 的醋酸

缓冲液 1.5 mL，50℃反应 60 min， 后面步骤同 CMC 酶

活测定。

β-葡萄糖苷酶(β-G 酶)活测定：取适当稀释的上清

液 0.5 mL， 加入浓度 1 %的水杨素溶液 1 mL， 再加 pH
4.8 的醋酸缓冲溶液 0.5 mL，50℃反应 30 min，后面步骤

同 CMC 酶活测定。
1.2.5 绿色木霉、黑曲霉单菌株发酵产酶

分别将绿色木霉孢子液、 黑曲霉孢子 液接入到装

量为 50 mL /500 mL 的固体发酵培养基中，接种量均为

10 mL,于 28℃培养，摇床转速均为 120 r/min，发酵 5 d，
分别测 CMC 酶、FPA 酶和 β-G 酶活。
1.2.6 混合菌固体发酵条件的研究

1.2.6.1 混合菌种的接种量比对酶活的影响

保持混合种子液接种量 10 %不变，设定黑曲霉种子

液占混合种子液体积百分比分别为 0、33 %、50 %、67 %
（即 绿 色 木 霉 种 子 液 与 黑 曲 霉 种 子 液 接 种 量 比 例 分 别

为 1∶0、1∶0.5、1∶1.0、1∶2.0），分 别 接 种 于 装 量 为 50 mL/
500 mL 的固体发酵 培养基中，于 28 ℃培养，摇床 发 酵

5 d，测酶活。 从而确定最佳混合菌种的接种量比。
1.2.6.2 麸皮与稻草秸秆粉比对酶活的影响

保持每 50 mL 固体发酵培养基中麸皮和稻草秸秆

粉总质量为 24 g 不变，设定稻草秸秆粉质量百分比分别

为 71 %、75 %、78 %、80 %（即麸皮和稻草秸秆粉质量比

分别为 1∶2.5、1∶3、1∶3.5、1∶4），吸取绿色木霉孢子液、黑曲

霉孢子液各 5 mL，接种于装量为 50 mL /500 mL 的固体

发酵培养基中，于 28℃培养，摇床发酵 5 d，测酶活。从而

确定最佳麸皮和稻草秸秆粉质量比。
1.2.6.3 装量对酶活的影响

将绿色木霉孢子液与黑曲霉孢子液各 5 mL，接种于

三角瓶体积为 100 mL、250 mL、500 mL、1000 mL （即装

量为 50 mL /100 mL、50 mL /250 mL、50 mL /500 mL 和

50 mL /1000 mL）的固体发酵培养基中，于 28℃培养，摇

床发酵 5 d，测酶活。 从而确定装量对酶活的影响。
1.2.6.4 培养时间对酶活的影响

将绿色木霉孢子液与黑曲霉孢子液各 5 mL,接种于

装量为 50 mL /500 mL 的固体发酵培养基中，先 28℃摇

瓶发酵 6 d，在发酵的 3 d、4 d、5 d、6 d，分别取出测酶活。
从而确定混合发酵产酶所需时间。

2 结果与分析

2.1 绿色木霉、黑曲霉单菌株发酵产酶

绿色木霉、黑曲霉的单菌株发酵产酶活结果(图 1)表
明，2 株菌产生的纤维素酶各酶系的酶活是有区别的，综

合考虑黑曲霉产酶活较高,其中黑曲霉产 β-G 酶活是绿

色木霉的 1.52 倍。 但绿色木霉 FPA 酶活却是黑曲霉的

1.08 倍。
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图 1 绿色木霉、黑曲霉单菌株发酵产酶活性

2.2 混合菌固体发酵条件的研究

2.2.1 混合菌种的接种量比对酶活的影响

黑曲霉和绿色木霉 2 种混合菌接种量比例对混合发

酵产酶的影响，结果见图 2。

由图 2 可知， 当黑曲霉种子液体积百分比为 50 %，
即绿色木霉孢子液与黑曲霉孢子液接种比为 1∶1 时，产

酶活最高， 且 3 种酶活力均高于单种菌株产的酶活力，
此 时 FPA 酶 活 、CMC 酶 活、β-G 酶 活 分 别 为 8.124 IU
/mL、9.092 IU /mL 和 46.818 IU /mL。
2.2.2 麸皮与稻草秸秆粉比对酶活的影响

由于本试验以秸秆为主要碳源，所以选择适宜的麸

皮与稻草秸秆粉比例对于提高其降解率是十分必要的，
添加适量麸皮有利于初始阶段菌株对碳源的有效利用。
不同麸皮和稻草秸秆粉质量比对绿色木霉和黑曲霉混

合发酵产酶影响实验结果见图 3。

图 3 结果表明， 当稻草秸秆粉质量百分比为 75 %，
即麸皮与稻草秸秆粉质量比例为 1∶3 时酶活较高， 此时

FPA 酶 活、CMC 酶 活、β-G 酶 活 分 别 为 5.283 IU /mL、
9.271 IU /mL 和 46.502 IU /mL。

2.2.3 装量对酶活的影响

装量对酶活的影响结果见图 4， 由于黑曲霉和绿色

木霉均属于好氧菌株， 因此装量的大小也影响到发酵产

酶的量。 通过图 4 可看出，产酶量的大小随通气量变化

较大，当三角瓶体积为 500 mL，即装量为 50 mL/500 mL
时，酶活较高，此时 FPA 酶活、CMC 酶活、β-G 酶活分别

为 6.921 IU /mL、7.918 IU /mL 和 46.290 IU /mL。

2.2.4 培养时间对酶活的影响

生物降解过程中酶活的变化在不同培养时间时，对

不同菌株产酶能力的影响不同，将黑曲霉与绿色木霉混

合培养一段时间后， 分别在不同的时间段测定酶活力。
绿色木霉与黑曲霉混合发酵时间对产酶影响结果见图

5。 图 5 结果表明，绿色木霉与黑曲霉混合发酵 4 d 时达

到总酶活的高峰， 此时 FPA 酶活、CMC 酶活、β-G 酶活

分别为 5.461 IU /mL、6.157 IU /mL 和 49.838 IU /mL，故

最适的培养时间为 4 d。

2.3 最佳产酶条件的确定

在单因素实验的基础上，选用装量、麦麸与稻草粉质

量比、 培养时间和混合菌接种比例进行 4 因素 3 水平正

交设计实验，分别测定 FPA 酶活、CMC 酶活、β-G 酶活，
各酶活单位为 IU/mL，最终以 β-G 酶活为考察指标优化

产酶条件，正交设计见表 1，正交实验及结果见表 2。
通过 3 个酶活的正交实验分析可得如下结论， 黑曲

霉与绿色木霉的接种比例对酶活影响最大， 其次分别为

图 3 麸皮与稻草秸秆粉质量比对酶活的影响

图 2 混合菌种的接种比例对酶活的影响

图 5 培养时间对酶活的影响

图 4 装量对酶活的影响
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（S. Lactis）；乳 酸 乳 杆 菌（L. Lactis）和 短 乳 杆 菌（L. Bre-
vis）。14 株乳酸菌的产酸特性可分为两种类型：一类菌株

是 37℃发酵 12 h 时 pH 值可达到最小值， 此后逐渐上

升； 另一类菌株是 37℃发酵 12 h 时 pH 值迅速下降，到

24 h 可达到最小值，pH 值在 4.5 以下， 此后逐渐趋于平

缓。
3.2 乳酸菌是白酒生产中的一大类细菌，认识乳酸菌的

种类及发酵特性有助于合理控制发酵进程， 有效做到

“增己降乳”。 从宋河中温酒曲中分离鉴定的 16 株乳酸

菌中，乳球菌和片球菌为乳酸菌的优势菌，占总菌株总

数的 62.4 %。 在白酒的酿造过程中，过去一致认为，乳球

菌和片球菌为有害乳酸菌，现已有报道，在人工窖泥中

接种乳球菌不但可抑制乳酸乙酯和乳酸钙的生成，而且

可促进其他酯类的生成，能提高优质酒率，延缓窖池老

化[10]；片球菌在发酵过程中也可作为促酵物，同时与发酵

风味有关[11]。 对于分离到的乳球菌、片球菌及乳杆菌在白

酒发酵过程中的应用值得继续研究。
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培养时间、麸皮与稻草秸秆粉组成比例、三角瓶容量。 最

佳条件为 A1B2C2D2， 在此最佳培养条件下的 FPA 酶活、
CMC 酶活、β-G 酶活分别为 5.29 IU/mL、9.33 IU/mL 和

49.91 IU/mL，分别是单菌株发酵的 2.28～2.47 倍、2.39～
2.45 倍和 1.38～2.09 倍。

3 结论

3.1 经 过 单 因 素 实 验 对 混 合 菌 产 酶 条 件 的 初 步 探 讨

发 现 其 产 酶 的 最 佳 培 养 为 ：2 种 混 合 菌 接 种 最 佳 比 例

为1∶1，最佳 麦草比为 1∶3，最 佳培养时 间为 4 d，装量为

50 mL/500 mL。
3.2 通过正交实验表明， 混合菌固体发酵产酶的最佳

条件为：混合菌接种比例为 1∶1、麦草比为 1∶3、培养时间

为 4 d、装量为 50 mL/1000 mL。 在此最佳培养条件下的

FPA 酶 活 、CMC 酶 活 、β-G 酶 活 分 别 为 5.29 IU/mL、

9.33 IU/mL 和 49.91 IU/mL，分别是单菌株发酵的 2.28～
2.47 倍、2.39～2.45 倍和 1.38～2.09 倍。
3.3 绿色木霉与黑曲霉混合发酵产生的纤维素酶活高

于各自单菌株发酵产生的纤维素酶活。 说明混菌发酵可

使菌种间协同互助，促进产酶，纤维素酶活力得了到提

高。
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