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摘要:
 

以天然原料作为培养基主要成分,采用 Plackett-Burman(PB)、最陡爬坡和 Box-Behnken(BB)试验设计

及响应面(RSM)分析,对高产纤维素酶的里氏木霉液态发酵培养基进行优化。 结果表明:最优发酵培养基

条件为豆饼粉添加量 2. 140%,麸皮添加量 1. 88%,蛋白胨添加量 0. 30%,在此条件下,里氏木霉发酵液中的

纤维素酶活力可达(42. 62±1. 30)
 

U / mL;发酵后期(5
 

d),随着里氏木霉菌丝体大量生长,纤维素酶活力不断

提高;制备的纤维素粗酶液可降解玉米秸秆中的纤维素和半纤维素,产生游离的葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、纤
维二糖等可发酵性糖。
关键词:里氏木霉;液态发酵;纤维素酶;发酵培养基
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0　 引言

自然界存在的大量农业废弃物(如玉米秸秆、
小麦秸秆、稻草、麸皮等)是转化生物基化学品(如

乙醇、丁醇、L-乳酸等)的潜在原料[1] ,其主要成分

(如纤维素、半纤维素等)可被纤维素酶降解产生可

发酵单糖(如葡萄糖、木糖等),并通过微生物发酵

生产相应的产品[2] 。 纤维素酶是由外切葡聚糖酶、
内切葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶组成的复合酶,通过

协同催化作用将纤维素和半纤维素转化为可发酵性

糖[3] 。 同传统物化处理方式相比,纤维素酶水解纤维

素和半纤维素具有转化率高、副产物少、反应条件温

和、能耗低等优点[4] 。 目前,木质纤维类原料生化转

化的主要问题是纤维素酶用量大且成本高[5] ,如何降

低纤维素酶的生产成本,是促进纤维素酶在多个领域

更广泛应用的重要课题。 业界普遍认为,里氏木霉是

目前分泌纤维素酶能力最强的微生物,在纤维素酶发

酵产业应用广泛[6] 。
培养基可为微生物的生长和代谢产物的形成提

供必需的营养物质和能量,是影响发酵水平的关键

因素[7] 。 传统纤维素酶液态发酵多采用纯纤维素

及其衍生物(如结晶纤维素、羧甲基纤维素钠或纸
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浆等)作为发酵培养基成分[8-9] 。 为降低生产成本,
近年来逐步出现了利用天然原料替代高成本工业产

品用作发酵培养基成分产纤维素酶的报道,如利用

豆饼粉、麸皮、甘蔗渣、橡木或各种农作物秸秆等进

行发酵产酶,结果表明天然原料在纤维素酶生产上

具有经济可行性[10-11] 。
基于此,本文以天然原料(豆饼粉、麸皮等) 为

培养基主要营养成分,采用 Plackett-Burman( PB)、
最陡爬坡和 Box-Behnken( BB) 试验设计及响应面

(RSM)分析对纤维素酶发酵培养基进行系统优化,
并进行酶解验证,拟筛选影响纤维素酶活力的显著

因素及其最适添加量,以期提高里氏木霉 Rut-C30
(Trichoderma

 

reesei
 

Rut-C30)的发酵产酶水平,为纤

维素酶的液态发酵生产提供技术支持。

1　 材料与方法

1. 1　 供试菌种

里氏木霉 Rut-C30,购于中国工业微生物菌种

保藏管理中心(CICC)。

1. 2　 主要材料与试剂

蒸汽爆破玉米秸秆,河南天冠集团有限公司产;
马铃薯、豆饼粉和麸皮,购于郑州市某菜市场;葡萄

糖、尿素、蛋白胨、结晶纤维素、KH2PO4、(NH4 )2SO4、
CaCl2、MgSO4、吐温 80、 CoCl2·6H2O、 FeSO4·7H2O、
ZnSO4·7H2O、MnSO4·H2O,均为分析纯,天津科密欧

化学试剂有限公司产。

1. 3　 主要仪器与设备

LDZF-30KB-Ⅲ型高压灭菌锅,上海申安医疗器

械厂产;THZ-100 型摇床、
 

TY2014003876 型无菌操

作台,上海一恒科学仪器有限公司产;TDL-5-A 型

高速台式离心机,上海安亭科学仪器厂产;Agilent
 

1260 型高效液相色谱仪,美国安捷伦科技公司产;
LIDA

 

PHS-3C 型 pH 计,上海理达仪器厂产;HH-S
型恒温水浴锅,郑州科华仪器设备有限公司产;UV-

2012PC 型紫外分光光度计,尤尼柯(上海) 仪器有

限公司产。

1. 4　 主要培养基及其培养条件

菌种保藏培养基:马铃薯提取液 1. 0
 

L,葡萄糖
 

20. 0
 

g,琼脂
 

15. 0
 

g,pH 值保持自然。 马铃薯提取

液:取去皮马铃薯 200
 

g,切成小块,加去离子水

1. 0
 

L 煮沸 30
 

min,滤去马铃薯块,添加去离子水将

滤液定容至 1. 0
 

L。
种子培养基:葡萄糖 10

 

g,尿素 0. 3
 

g,蛋白胨

0. 75
 

g, ( NH4 )2SO4
 1. 4

 

g, KH2PO4
 2. 0

 

g, CaCl2
 

0. 06
 

g,MgSO4
 0. 06

 

g,吐温 80
 

2
 

mL,微量元素溶液

0. 2
 

mL,添加去离子水定容至 1
 

L,pH 值调至 5. 50。
微量元素溶液组成为: CoCl2·6H2O

 

0. 003
 

7
 

g,
FeSO4·7H2O

 

0. 005
 

g, ZnSO4·7H2O
 

0. 001
 

4
 

g,
MnSO4·H2O

 

0. 001
 

6
 

g,添加去离子水定容至 1
 

L。
产酶培养基:将种子培养基中的葡萄糖换为结

晶纤维素,其他成分保持不变,即得。

1. 5　 实验方法

1. 5. 1　 粗酶液的制备 　 将里氏木霉 Rut-C30 菌株

接种于菌种保藏培养基上,于 28
 

℃条件下培养 96
 

h
后,用接种环刮取表面孢子并接入 100

 

mL 种子培养

基(250
 

mL 三角瓶)中,于 28
 

℃ 、175
 

r / min 条件下

培养 46
 

h,即得种子液;将种子液以 5%的接种量接

入液体产酶培养基 ( 250
 

mL 三角瓶),于 28
 

℃ 、
250

 

r / min 条件下发酵 168
 

h 后,将发酵液于 4
 

℃ 、
10

 

000
 

r / min 条件下离心 10
 

min,上清液即为纤维

素酶粗酶液。
1. 5. 2 　 酶活力的测定方法 　 酶活力依据 QB

 

2583—2003[12]进行测定。
1. 5. 3　 酶解实验方法　 为了考查纤维素酶对木质

纤维素原料的酶解效果,对蒸汽爆破玉米秸秆进行

酶解实验。 称取一定量的原料置于三角瓶中,加入

pH 值为 4. 8 的柠檬酸缓冲液和适量纤维素酶,将三

角瓶置于 50
 

℃恒温振荡水浴中,于 200
 

r / min 条件

下振荡酶解 48
 

h 后,将酶解液加热至 100
 

℃进行灭

活处理,于 5000
 

r / min 条件下离心 10
 

min,取上清

液用滤膜过滤,通过液相色谱分析酶解产物。
1. 5. 4　 酶解液单糖组成测定　 酶解液中葡萄糖、木
糖、阿拉伯糖、纤维二糖等物质采用高效液相色谱进

行测定,具体方法为:液体样品经 0. 22
 

μm 滤膜过

滤;分析柱为 Biorad
 

Aminex
 

HPX-87H 柱(300
 

mm×

7. 8
 

mm);流动相为 0. 05
 

mol / L
 

H2SO4 溶液,流速

为 0. 5
 

mL / min;柱温为 65
 

℃ 。
1. 5. 5　 PB 试验设计　 分别选取豆饼粉添加量、麸
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皮添加量、 结晶纤维素添加量、 蛋白胨添加量、
KH2PO4 添加量、( NH4 ) 2SO4 添加量、CaCl2 添加量

和 MgSO4 添加量(依次记为 X1—X8 )这 8 个因素的

高低 2 个水平,选用 Factors = 8,Runs = 12 进行 PB
试验设计,其因素和水平见表 1。 以纤维素酶活力

为响应值(记为 Y1 ),通过比较各因素的显著性水

平,筛选对酶活力影响较显著的因素。
表 1　 PB 试验设计因素和水平表

Table
 

1　 The
 

factors
 

and
 

levels
 

of
 

PB
 

test
 

design %

水平
因素

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8

-1 3. 000 3. 000 4 0. 300 0. 20 0. 20 0. 050
 

0 0. 050
 

0
1 3. 375 3. 375 5 0. 375 0. 25 0. 25 0. 062

 

5 0. 062
 

5

1. 5. 6　 最陡爬坡试验设计　 根据 PB 试验及其分

析结果设计最陡爬坡试验,对显著因素进行梯度设

计,其余不显著的因素,在 PB 分析结果中是正效应

的取高水平,是负效应的取低水平。
1. 5. 7　 BB 试验设计　 采用

 

SAS
 

V9. 2 软件中的 BB
试验设计模拟 RSM 模型,以最陡爬坡试验最优结果

为中心点,以纤维素酶活力为响应值(记为 Y2 )。 根

据
 

BB 试验设计原理设计三因素三水平 RSM 分析试

验,共 12 个试验点,3 个中心点重复试验。

2　 结果与分析

2. 1　 发酵培养基条件优化结果分析

2. 1. 1　 PB 试验结果分析　 PB 试验设计方案与结

果见表 2,PB 试验结果对纤维素酶活力影响的统计

分析见表 3。 由表 3 可知,豆饼粉添加量、麸皮添加

量和蛋白胨添加量均对纤维素酶活力呈负效应且影

响显著(P<0. 1),可作为主要影响因素进行最陡爬

坡试验设计和 BB 试验设计。 其他不显著因素,
KH2PO4 添加量、( NH4 ) 2SO4 添加量、CaCl2 添加量

和 MgSO4 添加量对纤维素酶活力呈正效应,取高水

平;结晶纤维素添加量对纤维素酶活力呈负效应,取
低水平[13] 。
2. 1. 2　 最陡爬坡试验结果分析　 因 PB 试验结果中

豆饼粉添加量、麸皮添加量和蛋白胨添加量均呈显著

负效应,故最陡爬坡试验设计中三者水平都应减小。
最陡爬坡试验设计方案与结果见表 4。 由表 4 可知,
纤维素酶活力在第 3 组达到最大值 21. 42

 

U / mL,故

　 　 　 　 表 2　 PB 试验设计方案与结果

Table
 

2　 PB
 

test
 

design
 

and
 

results

编号 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8
Y1 /

(U·mL-1 )
1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 5. 31
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1. 58
3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 5. 16
4 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 1. 14
5 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 1. 42
6 1 1 1 -1 1 1 -1 1 4. 22
7 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 4. 62
8 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 6. 07
9 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 7. 90
10 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 7. 22
11 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 6. 08
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 7. 96

表 3　 PB 试验结果对纤维素酶

活力影响的统计分析

Table
 

3　 Statistical
 

analysis
 

of
 

the
 

PB
 

test
 

results
 

on
 

cellulase
 

activity
因素 效应 T P 重要性排序
X1 -0. 954 -3. 69 0. 035 1
X2 -0. 707 -2. 73 0. 072 3
X3 -0. 318 -1. 23 0. 306 4
X4 -0. 746 -2. 88 0. 064 2
X5 0. 299 1. 15 0. 332 5
X6 0. 207 0. 80 0. 482 6
X7 0. 156 0. 60 0. 590 8
X8 0. 206 0. 80 0. 484 7

　 注:采用置信度 90%,即 P<0. 1 为影响显著。

表 4　 最陡爬坡试验设计方案与结果

Table
 

4　 Steepest
 

climbing
 

test
 

design
 

and
 

results

编号 X1 X2 X4 pH 值
酶活力 /

(U·mL-1 )
1 3. 000 3. 10 0. 31 3. 99 16. 96
2 2. 625 2. 82 0. 28 3. 88 18. 91
3 2. 250 2. 54 0. 25 3. 20 21. 42
4 1. 875 2. 26 0. 22 2. 99 16. 29
5 1. 500 1. 99 0. 19 2. 88 10. 99
6 1. 125 1. 71 0. 16 3. 02 8. 17
7 0. 750 1. 43 0. 13 4. 41 4. 82
8 0. 375 1. 15 0. 10 3. 06 3. 52
9 0 0. 87 0. 07 2. 65 0. 75

以第 3 组作为响应面试验的中心点。
2. 1. 3　 BB 试验结果分析　 BB 试验设计的因素和

水平见表 5,BB-RSM 矩阵与实验结果见表 6。
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表 5　 BB 试验设计的因素和水平表
Table

 

5　 The
 

factors
 

and
 

levels
 

of
 

BB
 

test
 

design %

水平
因素

X1 X2 X4

-1 2. 000 2. 04 0. 20
0 2. 250 2. 54 0. 25
1 2. 500 3. 04 0. 30

表 6　 BB-RSM 矩阵与实验结果
Table

 

6　 The
 

BB-RSM
 

program
 

and
 

test
 

results
试验号 X1 X2 X4 pH 值 Y2 / (U·mL-1 )

1 -1 -1 0 2. 95 27. 71
2 -1 1 0 2. 93 29. 78
3 1 -1 0 3. 14 28. 36
4 1 1 0 3. 20 21. 95
5 0 -1 -1 2. 81 34. 27
6 0 -1 1 3. 08 38. 55
7 0 1 -1 2. 88 31. 67
8 0 1 1 3. 03 32. 05
9 -1 0 -1 2. 96 30. 81
10 1 0 -1 2. 99 37. 67
11 -1 0 1 2. 73 38. 05
12 1 0 1 3. 20 23. 25
13 0 0 0 2. 95 40. 68
14 0 0 0 2. 87 41. 02
15 0 0 0 2. 83 40. 59

　 　 通过 SAS
 

V9. 2 软件对 BB 试验数据及模拟的

RSM 模型进行分析, 该模型的相关系数 R2 为

0. 961
 

6,表明模型的拟合程度较好。 一般认为 Radj
2

至少要大于 0. 850
 

0[14] ,而本试验校正系数 Radj
2 为

0. 892
 

6,表明 89. 26%试验数据的变异性能够用此

模型解释,试验误差小,应用 RSM 法优化发酵培养

基工艺条件是可行的,具有参考性。
利用 SAS

 

V9. 2 软件中的 RSM 分析得到最优发

酵培养基条件为:豆饼粉添加量 2. 140%,麸皮添加

量 1. 88%,蛋白胨添加量 0. 30%,该条件下预测里

　 　 　

氏木霉发酵液中纤维素酶活力为 41. 75
 

U / mL。 在

最优发酵培养基条件下进行 3 次验证实验,里氏木

霉发酵液中纤维素酶活力为(42. 62±1. 30)
 

U / mL。

2. 2　 发酵过程中里氏木霉的形态变化分析

里氏木霉液态发酵过程中的形态变化见图 1。
由图 1 可以看出,发酵初期(3

 

d),里氏木霉菌丝为

初级菌丝,形态呈细丝状,孢子囊很少,且该时期纤

维素酶活力上升很慢;发酵后期(5
 

d),里氏木霉菌

丝为次级菌丝,大量的分支和孢子囊开始出现,纤维

素酶活力增长迅速。 纤维素酶的产生与次级菌丝密

切相关,一般认为丝状真菌蛋白的分泌主要发生在

菌丝顶点处[15] 。 S. Velkovska 等[16]在研究里氏木霉
 

RUT-C30 初级菌丝与次级菌丝形态特征的变化时

指出,只有次级菌丝才能生产纤维素酶。 因此,在液

态发酵过程中,需要控制好发酵条件以维持里氏木

霉的蛋白分泌能力。

2. 3　 酶解实验结果分析

在纤维素降解过程中,首先是纤维素酶分子吸

附到纤维素表面,由内切葡聚糖酶在葡聚糖链的随

机位点水解底物,产生短链纤维素和纤维低聚糖;然
后由外切葡聚糖酶从短链纤维素和纤维低聚糖的非

还原性端进行水解,主要产物为纤维二糖;最后由

β-葡萄糖苷酶将纤维二糖水解成葡萄糖[17-18] 。 里

氏木霉发酵液中的纤维素酶组成常存在 β-葡萄糖

苷酶活力较低的情况,导致酶解过程中纤维二糖积

累,降低酶解效率[19] 。 纤维素酶酶解玉米秸秆的高

效液相色谱图如图 2 所示。 由图 2 可以看出,在最

优产酶培养基条件下,纤维素酶的酶解液中含少量

纤维二糖,表明里氏木霉发酵液中纤维素酶体系的

β-葡萄糖苷酶含量不足,这在一定程度上成为整个

纤维素酶系有效降解纤维素底物从而生成葡萄糖的

　 　 　 　

图 1　 里氏木霉液态发酵过程中的形态变化
Fig. 1　 The

 

morphology
 

changes
 

of
  

Trichoderma
 

ressei
 

during
 

liquid-state
 

fermentation
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图 2　 纤维素酶酶解玉米秸秆的高效液相色谱图
Fig. 2　 High

 

performance
 

liquid
 

chromatogram
 

of
 

corn
 

stover
 

hydrolyzed
 

by
 

crude
 

cellulase
 

solution

瓶颈[20-21] 。 由于玉米秸秆中含有一定量的半纤维

素,在纤维素酶解作用下,也会降解产生少量木糖、
阿拉伯糖等单糖。

3　 结论

本文选取豆饼粉添加量、麸皮添加量、结晶纤维素

添加量、蛋白胨添加量、KH2PO4 添加量、(NH4)2SO4 添

加量、CaCl2 添加量和 MgSO4 添加量 8 个因素,通过

PB 试验、最陡爬坡试验和 BB 试验优化得到里氏木

霉最优发酵培养基条件为豆饼粉添加量 2. 140%,
麸皮添加量 1. 88%,蛋白胨添加量 0. 30%,在此条

件下,里氏木霉发酵液中的纤维素酶活力可达

(42. 62±1. 30)
 

U / mL。 里氏木霉发酵过程中需要控

制好发酵条件以产生大量分支和孢子囊,维持里氏

木霉的纤维素酶蛋白分泌能力。 以该优化培养基发

酵制备的纤维素粗酶液水解玉米秸秆中的纤维素和

半纤维素可得游离葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、纤维二

糖等可发酵性糖。 后续研究需要利用分子生物学等

技术手段将不同来源的高效 β-葡萄糖苷酶基因在

里氏木霉中表达,以提高 β-葡萄糖苷酶活力,增强

里氏木霉产纤维素酶降解天然纤维素底物的能力。
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Abstract:The
 

liquid-state
 

fermentation
 

medium
 

conditions
 

of
 

Trichoderma
 

reesei
 

of
 

high
 

yield
 

cellulase
 

were
 

opti-
mized

 

with
 

natural
 

agricultural
 

products
 

as
 

the
 

main
 

raw
 

materials
 

by
 

different
 

test
 

design
 

methods,
 

such
 

as
 

the
 

Plackett-Burman
 

(PB),
 

steepest
 

climbing,
 

Box-Behnken
 

( BB)
 

and
 

response
 

surface
 

method
 

( RSM)
 

analysis.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

optimal
 

fermentation
 

medium
 

conditions
 

for
 

enzyme
 

production
 

were
 

soybean
 

meal
 

2. 140%,
 

wheat
 

bran
 

1. 88%,
 

peptone
 

0. 30%.
 

Under
 

these
 

conditions,
 

the
 

cellulase
 

activity
 

of
 

the
 

fermentation
 

broth
 

could
 

reach
 

(42. 62±1. 30)
 

U / mL.
 

In
 

the
 

later
 

stage
 

of
 

fermentation
 

(5
 

d),
 

with
 

the
 

large
 

growth
 

of
 

myceli-
um,

 

the
 

cellulase
 

activity
 

increased
 

continuously.
 

The
 

crude
 

enzyme
 

solution
 

could
 

degrade
 

cellulose
 

and
 

hemicel-
lulose

 

in
 

corn
 

straw
 

to
 

produce
 

fermentable
 

sugars
 

such
 

as
 

free
 

glucose,
 

xylose,
 

arabinose
 

and
 

cellobiose.
Key

 

words:Trichoderma
 

reesei;
 

liquid-state
 

fermentation;
 

cellulase;fermentation
 

medium　
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