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红芝固态发酵产漆酶条件研究

摘 要： 对红芝固态发酵产漆酶的培养基和培养条件进行了研究。结果表明，适宜的固态发酵培养基为：以 1.5∶1
甘蔗渣和麦麸为基质，葡萄糖 0.5 %、硫酸铵 5 %、CuSO4·5H2O 0.01 %、培养基含水率 73 %；适宜的固态培养条件

为：初始 pH 值 4.0，接种量 20 %（V∶W），28℃静置培养 8 d，酶活达到最高 23803 U/g 干曲。
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漆酶（Laccase）是一类含铜的多酚氧化酶，可催化氧

化多种芳香类化合物，具有作用底物广泛和不需要 H2O2

参与反应等优点[1]。 在食品、造纸、纺织、环保、新能源开

发等诸多领域具有潜在的应用价值。在酿酒工业中，漆酶

能减少酿酒酵母酒精发酵材料中的酚类抑制物， 提高酒

精产量；漆酶处理过的葡萄酒、啤酒，在品质、色度、稳定

性方面都较传统方法好，有利于长期贮存并保持澄清 [2]。
同时漆酶可加快酒体中醇醛的氧化，可用于白酒催陈。

固态发酵是在没有或几乎没有游离水的状态下，微

生物利用自然基质或惰性基质作为营养成分和支持物的

发酵过程[3]。 与液态深层发酵相比，固态发酵具有原料来

源广泛、生产工艺简单、设备投资小、生产效率高、产物易

分离、环境污染小及易于放大培养等特点[4]。 因此，固态

发酵受到发酵行业的广泛研究与应用。
本文对红芝固态发酵的产漆酶工艺条件进行研究，

旨在通过对固态发酵培养基和培养条件的优化， 缩短发

酵周期，提高产酶效率，降低生产成本，为漆酶的工业生

产开发与应用提供依据。

1 材料与方法

1.1 菌种

红芝（G. lucidum），广西师范大学微生物研究所保藏

菌种。
1.2 原料

甘蔗渣、木屑、玉米芯、稻草、稻壳、麦麸烘干，用植物

粉碎机粉碎，过 20 目筛。
1.3 培养基

1.3.1 菌种保藏培养基

PDA 斜面培养基。
1.3.2 种子培养基

在 PDA 培养基中不加琼脂， 加入 KH2PO4 1.0 g/L，
MgSO4·7H2O 0.5 g/L，VB1 0.01 g/L，调 节 pH 为 4.5，加 玻

璃珠，121℃灭菌 20 min。
1.3.3 固态发酵培养基[5]
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Abstract: The culture mediums and culture conditions of solid fermentation of G.lucidum to produce constitutive laccase were investigated. The
optimum culture mediums were composed of substrate (the ratio of bagasse to wheat bran appropriate was 1.5∶1), 0.5 % glucose, 5 % ammonium
sulfate, 0.01 % CuSO4·5H2O, and 73 % moisture content of substrate. The best culture conditions were summed up as follows: the initial pH value
was 4.0, inoculating quantity was 20 %(V∶W), and culture at 28℃for 8 d . The activity of the produced laccase could reach 23803 U/g dry starter
eventually.
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木质纤维废弃物（甘蔗渣、木屑、玉米芯、稻草、稻壳）
57.3 %，麦 麸 38.2 %，葡 萄 糖 0.5 %，(NH4)2SO4 2.5 %，
CaCl2 0.48 %，KH2PO4 0.5 %，MgSO4·7H2O 0.5 %，CuSO4

0.02 %， 物料充分混匀后加入 2 倍的水， 于 121℃灭菌

60 min。
1.4 培养方法

1.4.1 种子液制备

取 5 块直径为 10 mm 的菌块， 接入装有 100 mL 种

子培养基的 250 mL 三角瓶中，28℃、120 r/min 恒温振荡

培养 5 d，制成种子液。
1.4.2 固态发酵培养

在 250 mL 三角瓶中装入 10 g（干重）固态发酵培养

基，接入 10 %（V∶W）的种子液，置于 28℃条件下静置培

养，定时用打孔器在不同部位取样测定酶曲的漆酶活力。
1.4.3 放大培养

将 200 g（干 重）的 固 态 产 酶 培 养 基 装 入 聚 丙 烯 塑

料袋中（15×30 cm），中间打孔，用棉花封口，灭菌后，按

20 %（V∶W）的接种量接入种子液。置于 28℃的培养箱中

静置培养。定时用打孔器在不同部位取样，测定漆酶活力

和含水率。
1.5 分析测定方法

精确称取 1 g 湿曲，加入 99 mL 蒸馏水，充分搅匀，
在 25℃、120 r/min 恒温振荡器中振荡 3 h， 再取滤液于

4000 r/min，离心 5 min，取上清液稀释后测定漆酶活力，
测定方法与文献[6]漆酶活力测定方法相同。

同时称取 1 g 湿曲置于 50℃烘箱中烘干至恒重，计

算含水率 β：
A=B×N×100
C=A/（1-β）
式 中 ：A 为 湿 曲 漆 酶 活 力 （U/g），B 为 酶 曲 液 的 漆 酶 活 力

（U/mL），N 为酶曲液稀释倍数，C 为干曲漆酶活力（U/g），β 为含水

率（%）。

2 结果与分析

2.1 不同纤维原料对固态发酵产酶的影响

分别选用甘蔗渣、木屑、玉米芯、稻草、稻壳等纤维废

弃物作为固态发酵基质，28℃条件下静置培养， 定时取

样测定漆酶活力。 不同纤维原料对产酶的影响结果见表

1。 以木屑作为纤维原料漆酶酶活最高，以甘蔗渣作为原

料产酶周期最短，综合考虑，选择甘蔗渣作为固态发酵的

纤维原料，达到最高酶活的时间为 8 d。 而且甘蔗渣透气

性好，有利于菌丝体的生长代谢及漆酶的积累。
2.2 甘蔗渣和麦麸的比例对产酶的影响

调整固态发酵培养基中甘蔗渣与麦麸的比例分别为

0.5∶1、1∶1、1.5∶1、2∶1、2.5∶1 和 3∶1， 于 28℃条件下静置培

养 8 d，测定不同物料比例对产漆酶的影响，结果见图 1。

图 1 结果表明， 当甘蔗渣和麦麸的比例为 1.5∶1 时，
漆酶活力最高。在固态发酵培养基中添加麦麸，有利于菌

体生长，麦麸营养成分丰富，除了含有微生物生长所必需

的碳源、氮源外，还含有大量的微量元素和生长因子。 当

麦麸较少时，菌种生长缓慢，漆酶活力较低，麦麸过量时，
菌体生长过旺，不利于漆酶的积累[7]。 甘蔗渣和麦麸加入

量的不同比例， 导致培养基的营养成分和透气性发生改

变，影响菌体的生长代谢，从而影响漆酶的产生。
2.3 葡萄糖用量对产酶的影响

在固态发酵培养基中分别添加 0、0.5 %、1 %、1.5 %
和 2 %的葡萄糖，于 28℃条件下静置培养 8 d，考察葡萄

糖含量对产漆酶的影响，结果见图 2。

从图 2 可知，葡萄糖浓度为 0.5 %时，漆酶活力达到

最高，葡萄糖浓度过高时，抑制漆酶的分泌，添加适量的

小分子碳源有利于促进菌丝体的生长，但是当小分子碳

源浓度过高时菌丝初始积累过多，反而不利于漆酶的分

泌[8]。
2.4 硫酸铵用量对产酶的影响

在固态发酵培养基中添加不同浓度的硫酸铵， 使其

含量分别为：0、2.5 %、5 %、7.5 %和 10 %，28℃条件下静
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图 1 甘蔗渣与麦麸的比例对产漆酶的影响

图 2 葡萄糖用量对产酶的影响
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图 4 培养基含水量对产酶的影响

置培养 8 d，考察硫酸铵用量对产酶的影响，结果见图 3。

由图 3 可知，增加硫酸铵可以促进漆酶的产生，当其

浓度为 5 %时，漆酶酶活力达到最高，当其浓度大于 5 %
时，漆酶活力逐渐下降，而其浓度大于 7.5 %时，漆酶活

力下降明显。
2.5 培养基含水量对产酶的影响

固态发酵中， 培养基含水量直接关系到氧的传递和

发酵热的散失，从而影响到菌体的生长和漆酶的形成 [9]。
调节固态发酵培养基的含水量，在 28℃条件下静置培养

8 d，考察培养基含水量对漆酶合成的影响，结果见图 4。

由图 4 可知， 培养基中的含水量对固态发酵产酶影

响较大，最适含水量为 73 %。 培养基含水量过高和过低

都不利于漆酶的产生，含水量过低，不利于营养物质传递

与溶解，抑制了菌体的生长；含水量过高，培养基的透气

性较差，导致培养基中的溶氧不足，同样会影响菌体的生

长，从而导致漆酶酶活力的下降。
2.6 培养基初始 pH 值对产酶的影响

用 0.1 mol/L 的 HCl 和 0.1 mol/L 的 NaOH， 调节固

态 发 酵 培 养 基 的 初 始 pH 值 分 别 为 3.0、4.0、5.0、6.0 和

7.0，28℃条件下静置培养 8 d， 考察 pH 值对产酶的影

响，实验结果见图 5。
由图 5 可知， 培养基初始 pH 在酸性条件下有利于

红芝漆酶的合成，初始 pH 值为 4.0 时，漆酶活力达到最

高，之后随着 pH 值的增大，漆酶活力下降。 pH 值是通过

影响细胞膜所带的电荷， 影响细胞对营养物质的吸收和

代谢产物的分泌，从而影响菌丝体的生长代谢，同时不同

pH 值也影响漆酶稳定性。

2.7 培养温度对产酶的影响

将固态发酵培养基分别置于 25 ℃、28 ℃、31 ℃和

35℃条件下恒温培养 8 d， 考察温度对固态发酵产酶的

影响，结果见图 6。

图 6 结果表明，随着温度的升高，漆酶活力先上升后

下降，28℃时，漆酶酶活力达到最高，之后随着温度升高

酶活迅速下降，培养温度为 35℃时，酶活仅为最高酶活

的 10 %左右。 温度升高改变了微生物的生理生化过程，
从而影响漆酶的合成。
2.8 Cu2+ 对产酶的影响

漆酶是一种含铜的多酚氧化酶， 微量的铜离子有利

于漆酶的合成，在固态发酵培养基中加入 CuSO4·5H2O，
使 其 浓 度 分 别 为 ：0、0.01 %、0.02 % 、0.03 % 、0.04 %的

CuSO4·5H2O，在 28℃恒温静置培养 8 d，考察 Cu2+ 浓度

对固态发酵产酶的影响，结果见图 7。 图 7 结果表明，微

量的 Cu2+ 有利于漆酶的合成， 当 CuSO4 浓度为 0.01 %
时，漆酶活力达到最高，过高的 Cu2+ 抑制漆酶的合成。
2.9 接种量对产酶的影响

在 固 态 发 酵 培 养 基 中 分 别 接 入 5 %、10 %、15 %、
20 %、25 %（V/W） 的液体种子液，28 ℃恒温静置培养

8 d，考察不同的接种量对漆酶合成的影响，结果见图 8。
图 8 表明，随着接种量的增加，漆酶酶活逐渐提高，

接种量为 20 %时，漆酶活力达到最高（23803 U/g），之后

随着接种量增加酶活下降。当接种量较少时，菌体生长缓

慢，营养物质得不到有效利用，不利于漆酶的合成；而接

种量过大时，菌体生长旺盛，同样会抑制漆酶分泌。

图 3 硫酸铵用量对产酶的影响
图 5 培养基初始 pH 值对产酶的影响

图 6 培养温度对产酶的影响
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提供前驱物质。经多轮次循环，酒醅逐步形成明显的复合

酱香香气。
3.3 酱香型白酒的基酒有酱香、醇甜、窖底香之分，窖底

香基酒比例高低，影响着酱香型白酒产品质量，窖底香酒

中己酸乙酯含量适当，可克服酱香型白酒后尾苦涩感。通

过复合产酸菌培养底窖泥，应用于窖池，使窖底香基酒提

高近 2 %左右，且己酸乙酯含量有明显升高。
3.4 通过微生物技术在酱香型白酒生产中系统应用，所

生产的各轮次各类型酒贮存组合、勾调后的综合样，微黄

透明，酱香突出，酒体丰满，幽雅细腻，醇和绵柔，空杯留

香持久。
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3 结论

3.1 红芝固 态 发 酵 产 漆 酶， 纤 维 原 料 以 甘 蔗 渣 为 宜，
固态发酵必须添加麦麸， 甘蔗渣与麦麸的适宜比例为

1.5∶1。
3.2 在固态培养基中添加适量的小分子碳源葡萄糖和

无机氮源硫酸铵，有利于促进漆酶的合成，葡萄糖和硫酸

铵的适宜浓度分别为 0.5 %和 5 %。
3.3 对发酵条件的研究表明： 以甘蔗渣和麦麸作为基

质，适宜含水量为 73 %，适宜的初始 pH 值为 4.0，培养温

度为 28℃。
3.4 在培养基中添加微量的 Cu2+ 能够促进漆酶的合成，
Cu2+ 的适宜浓度为 0.01 %。
3.5 固态发酵的适宜接种量为 20 %（V∶W），最高漆酶活

力达 23803 U/g。
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图 7 Cu2+ 浓度对产酶的影响

团结酿酒八方人士 传播科技四海知识

28


