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摘 要: 经纤维素刚果红平板初筛及摇瓶发酵复筛 , 从菜地、腐烂的树根及朽木周围的土壤中筛选出 1 株高产纤

维素酶真菌 ZM- 4, 经鉴定为里氏木霉。以稻草与麸皮之比 3∶1 为碳源、硫酸铵为氮源 , ZM- 4 于初始 pH4.5、30 ℃、

200 r/min 摇床中降解稻草 96 h, 产还原糖量达 1.842 g/L, 羧甲纤维素酶活及滤纸酶活分别达 53.07 u 及 9.74 u。利

用气相色谱对 ZM- 4 降解稻草生成的还原糖组分进行了初步分析 , 水解产物中以葡萄糖为主 , 其含量是木糖含量

的 45.10 倍。
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Abstract: Primarily screened by cellulose-congo red plate and then screened by shake flask fermentation, an effective cellulase-producing fungus

named ZM-4, identified as Trichoderma reesei, was isolated from vegetable gardens, soil around rotten trees roots and deadwood. With the mix-

ture of rice straw and bran in the ratio of 3 to 1 as carbon source, (NH4)2SO4 used as nitrogen source, when ZM-4 fermented rice straw at pH4.5

for 96 h in 200 r/min shake bed under 30 ℃, it could produce 1.842 g/L reducing sugars. Accordingly, its CMCA and FPA could achieve 53.07 u

and 9.74 u respectively. Analyzed by gas chromatography, the compositions of reducing sugars in rice straw hydrolytes were determined. The re-

sults showed that glucose was the main component with its content 45.10 times of xylose content.
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能源危机的出现使天然木质纤维素通过生物转化

得到酒精等能源物质成为当前国际研究的热点[1～3]。利

用廉价的秸秆类农业废弃物作为原料生产燃料酒精是

目前学者们研究的主要方向。

针对上海地区的农作物种植结构, 笔者选择稻草为

目标降解物 , 拟从菜地、腐烂的树根及朽木周围的土壤

中筛选出纤维素酶活性高、且酶活稳定的稻草降解菌,

以提高稻草的可利用性, 同时为纤维素酶的生产以及燃

料酒精生产起一定的指导作用。此外, 传统的 DNS 法[4]

只能测定水解液中的还原糖总量从而表征菌株活性, 本

文拟利用气相色谱法对水解液中的还原糖成分进行具

体分析, 从而为后续的酒精生产起一定的指导作用。

1 材料与方法

纤维素酶产生菌分离供试材料分别采自上海交通

大学校园内及上海市闵行区吴泾镇不同生态环境下有

机质含量较高的土壤 , 分别采自菜地、腐烂的白玉兰树

根及朽木周围的土壤。

1.1 培养基

筛 选 时 采 用 纤 维 素 刚 果 红 培 养 基 : K2HPO4 0.50g,

MgSO4·7H2O 0.25g, 纤维素粉 1.88 g, 刚果红 0.20 g, 琼

脂 14.00 g, 明胶 2.00 g, 用蒸馏水定容至 1 L, 调 pH5.0。

富集与纯化培养基、种子培养基及液体发酵产酶培养基

具体参照文献[5,6]。

1.2 菌种筛选方法

取 10 g 土样置于 90 mL 无菌水中 , 30 ℃、200 r/min

振荡 2 h 后, 静置 30 min。取静置后的上清液 10 mL 接

种到 90 mL 富集培养基中 , 于 30 ℃、200 r/min 摇床中

振荡培养 3 d。以此摇瓶中的培养菌液作为菌源, 在同样

条件下进行二次转接。
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将 二 次 转 接 培 养 后 的 菌 液 用 无 菌 水 分 别 稀 释 至

10- 4、10- 5、10- 6 倍 , 涂布到纤维素刚果红平板上 , 于 30 ℃

培养箱中培养 4 d。根据水解圈直径(H)与菌落直径(D)

比值的大小进行初筛。将 H/D 值大于 2.0 的菌株作为复

筛菌种。根据还原糖产量、内切纤维素酶酶活及滤纸酶

活的大小进行复筛。

1.3 菌种鉴定方法

细菌依照《伯杰手册》(第八版)[7]鉴定 , 真菌依照《真

菌鉴定手册》[8]鉴定。

1.4 菌体生长及总还原糖测定方法

将发酵后的菌液稀释 10 倍, 用 752 型分光光度计

在 600 nm 处测定光密度值(OD), 以未接种的培养基等

量稀释液作对照。总还原糖量按照 DNS 比色法[4]测定。

1.5 酶活力测定

内切纤维素酶酶活(CMCA)及滤纸酶活(FPA)的测

定均按照 Ghose(1987)[9]所述的方法进行。将每毫升酶液

于 1 min 内催化纤维素类底物水解生成 1 μmol 葡萄糖

所需酶量定义为一个酶活力单位, 即 1U。

1.6 稻草水解产物中还原糖成分分析

将稻草水解产物中的还原糖衍生化, 用气相色谱分

析水解产物中还原糖的组成[10]。色谱条件为: DB- 5 毛细

管柱(30 m×0.25 mm i.d.×0.25 μm); 柱温 : 初温 180 ℃ ,

以 4 ℃/min 升至 220 ℃, 并在 220 ℃保温 20 min。进样

量 1 μL。载气为氮气, 流速为 1.3 mL/min。氢焰检测器,

检测器温度为 270 ℃。

2 结果与分析

2.1 菌种筛选结果

共筛选出 18 株能在纤维素刚果红平板培养基上产

生透明水解圈的菌株, 其中真菌 5 株、细菌 13 株。其中

有 4 株菌的 H/D 值超过 2.0, 故将其作为后续复筛的目

标物。对复筛目标物的产糖量、CMCA 及 FPA 值测定后

的结果表明, 真菌 ZM- 4 的 3 种指标值均明显高于其他

3 株菌, 故将其作为后续研究的对象。

2.2 ZM- 4的鉴定结果

图 1 为 ZM- 4放大 3000 倍后的扫描电镜照片。

将分离纯化后的 ZM- 4接种于 PDA 培养基上 , 置

30 ℃恒温箱中培养。肉眼可以观察到 , 菌落迅速蔓延 ,

菌丝层较厚 , 致密呈束状 , 初期为白色、平坦 , 后期呈深

绿色。PDA 培养基的背面呈浅黄色。

制片后, 在 1000 倍显微镜下观察到, 其分生孢子梗

分枝不规则, 分枝与分生孢子梗近似直角, 末端为小梗。

小梗为瓶形 , 分生孢子呈长椭圆形 , 表面粗糙 , 布满小

刺, 初步鉴定为半知菌亚门, 丝孢纲, 丝孢目, 丛梗孢科,

木霉属, 里氏木霉。

2.3 ZM- 4降解稻草最优发酵条件及产酶条件的研究

2.3.1 不同碳源对 ZM- 4产还原糖的影响

将 稻 草 与 麸 皮 以 不 同 比 例 混 合 作 为 碳 源 , 测 定

ZM- 4 生长及产还原糖情况, 结果见图 2。

由图 2 可以看出 , 随着稻草与麸皮比 例 的 增 加 ,

OD600 值与还原糖量均呈现先增大后减小的趋势 , 产还

原糖量与其生长状况成正比。其中以稻草与麸皮之比为

3∶1 时, OD600 值及还原糖量均最高。因此, 选择稻草与麸

皮之比为 3∶1 作为 ZM- 4降解稻草的最佳碳源。

2.3.2 不同氮源对 ZM- 4产还原糖的影响

分别以 1 %的蛋白胨、尿素、硫酸铵、谷氨酸钠及硝

酸钠作为氮源 , 测定 ZM- 4生长及产还原糖情况 , 结果

见图 3。

由图 3 可以看出 , ZM- 4在以硫酸铵和谷氨酸钠为

氮源时 , 生长状况较好且产还原糖量较高 , 其中以谷氨

酸钠效果最好。图 1 ZM- 4 的扫描电镜照片

 

图 2 不同碳源对 ZM- 4 产还原糖的影响

图 3 不同氮源对 ZM- 4 产还原糖的影响
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2.3.3 最适温度及初始 pH 值的确定

2.3.3.1 最适温度的确定

温度是影响细胞生长和发酵产酶的重要因素之一。

随着温度的提高, 反应速度也提高, 即酶活提高; 但温度

升至太高会使酶变性增加, 活性酶的量降低。因此细胞

生长和发酵产酶均存在着一个最佳温度。分别研究了温

度为 20 ℃、30 ℃、40 ℃、50 ℃及 60 ℃时 ZM- 4降解稻

草后的产糖量及 CMCA 和 FPA 值, 结果见图 4。

由图 4 可知, 还原糖量、CMCA 及 FPA 三者之间存

在较明显的正相关性, 三者均在温度为 30 ℃时达到最

大值。因此选择 30 ℃作为 ZM- 4 降解稻草的最优温度。

2.3.3.2 最适初始 pH 值的确定

由于酶分子上存在许多酸性和碱性氨基酸的侧链

基团, 这些基团随着 pH 值的变化可以处于不同的解离

状态。侧链基团的不同状态或者直接影响底物的结合和

进一步作用 , 或者影响酶的空间结构 , 从而影响酶的活

性。分别研究了初始 pH 值为 4.0、4.5、5.0、5.5 和 6.0 时

ZM- 4 降解稻草后的产糖量及 CMCA 和 FPA 值 , 结果

见图 5。

由图 5 可知 , 初始 pH 值为 4.5 时 , 还原糖量、CM-

CA 及 FPA 三者均达到最大值。因此选择 4.5 为 ZM- 4

降解稻草的最优初始 pH 值。

2.3.4 培养时间对 ZM- 4 产还原糖的影响

在 ZM- 4 降解稻草的最优发酵条件下 , 每隔 12 h

测 定 一 次 其 生 长 状 况 及 产 糖 情 况 , 研 究 培 养 时 间 对

ZM- 4 生长及产还原糖的影响, 结果见图 6。

由图 6 可知, 从 36 h 起, 菌体进入对数生长期, 72 h

起进入静止期。产糖量与生长情况成正相关性, 也经历

了迟缓期、对数期和静止期。但是 ZM- 4从 60 h 开始才

进入产糖对数期, 比菌体生长对数期延迟了 24 h。这可

能与纤维素酶的诱导合成机制有关。

2.4 ZM- 4 所产还原糖组成成分分析

将 ZM- 4 降解稻草后生成的还原糖衍生化, 用气相

色谱分析其组成。由于稻草水解产物以葡萄糖和木糖这

两种单糖为主, 因此对二者的具体含量进行了测定。首

先 , 将不同浓度的葡萄糖(分析纯)和木糖(分析纯)分别

进行 GC 分析, 确定出其保留时间分别为 11.06 min 及

9.58 min。并绘制出葡萄糖和木糖的浓度标准曲线。结果

表明 , 2 条标准曲线的方差分别为 0.9972 和 0.9971, 具

有很好的线性相关性, 可用于后续稻草水解产物中葡萄

糖和木糖的分析。图 7 是利用 GC 测定 ZM- 4 在最佳发

酵条件下降解稻草后水解产物中的葡萄糖和木糖组成

结果。

结合葡萄糖和木糖的标准曲线, 求得水解产物中葡

萄糖及木糖的浓度分别为 1.398 g/L 及 0.031 g/L, 总糖

共计 1.429 g/L。此结果比用 DNS 法测到的总还原糖含

量(1.842 g/L)低 0.413 g/L, 这可能是由于水解产物中的

二糖和多糖不能被 GC 检测出 , 而能被 DNS 法检测出

的缘故。因此, 对于测定单糖而言, GC 比 DNS 法更精

确。此外 , ZM- 4 降解稻草后的水解产物中葡萄糖含量

远远高于木糖含量 , 是木糖含量的 45.10 倍。由于木糖

在后续的酒精生产中很难被酵母利用 , 因此,相对较少

图 4 温度对 ZM- 4 产还原糖及 CMCA 和 FPA 的影响

图 5 初始 pH 值对 ZM- 4 产还原糖及 CMCA 和 FPA 的影响

图 6 培养时间对 ZM- 4 产还原糖的影响

图 7 GC 分析稻草水解产物中还原糖组成
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图 2 未蒸煮大曲与蒸煮大曲发酵情况比较

经蒸煮大曲的缘故。说明大曲淀粉在制曲过程中所发

生的变性并不是不可逆转的变性 , 其在经过高温的处

理后 , 在利用情况上与熟淀粉基本相同。

3 结论

通过对生淀粉、熟淀粉和未经蒸煮和蒸煮大曲发

酵的对比实验得出 : 大曲中的淀粉能被大曲微生物所

利用 , 大曲淀粉在利用速度上明显快于生淀粉 , 但却明

显慢于熟淀粉的利用速度 , 大曲淀粉的利用速度介于

生淀粉与熟淀粉之间 , 而且更偏向于熟淀粉 , 说明大曲

淀粉性质既不同于生淀粉也不同于熟淀粉 , 但更偏向

于熟淀粉 , 其在制曲过程中淀粉的性质是向熟淀粉方

向变化的 , 淀粉在制曲过程中经过一系列的作用发生

了变性 , 其变性可能是由于大曲淀粉经过机械研磨而

发生了物理变性 , 同时在制曲过程中因微生物及酶的

作用发生了分子量下降的化学和生物变性。但其淀粉

在制曲过程中到底发生了怎样的变性 , 其变性机理还

有待进一步研究。
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的木糖含量是我们所期望的。因此, 可以看出, ZM- 4 是

一株较好的纤维素酶产生菌。

3 结论

3.1 经纤维素刚果红平板初筛和摇床发酵复筛 , 从菜

地、腐烂的树根及朽木周围的土壤中筛选出了 1 株高效

稻草降解真菌 ZM- 4, 初步鉴定其为里氏木霉。

3.2 研究表明 , ZM- 4 以硫酸铵或谷氨酸钠为氮源时 ,

产糖量相对较高。但因谷氨酸钠价格昂贵, 且以其作为

氮源时产糖量与硫酸铵相差不是很大 , 因此 , 综合经济

角度考虑, 选择硫酸铵作为 ZM- 4 的最佳氮源。此结果

与张继泉等[11]的报道一致。

3.3 ZM- 4 降解稻草的最优发酵条件及最优产酶条件

为: 以稻草与麸皮之比 3∶1 为碳源 , 硫酸铵为氮源 , 初始

pH 为 4.5, 发酵温度为 30 ℃。ZM- 4 在最优发酵条件下

降解稻草 96 h, 总还原糖量达 1.842 g/L, CMCA 及 FPA

分别达 53.07 u 及 9.74 u。

3.4 利用气相色谱 , 对 ZM- 4 降解稻草生成的还原糖

组分进行了初步分析。结果表明, 水解产物中的葡萄糖

含量是木糖含量的 45.10 倍。

3.5 为进一步提高 ZM- 4 的产糖及产酶能力 , 可以考

虑对其进行诱变育种。此外, 从纤维素酶的合成机制考

虑, 可以添加一些诱导剂进一步诱导纤维素酶的产生或

消除分解代谢产物对酶合成的阻遏作用。
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