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突变黑曲霉高产p葡萄糖苷酶的培养基优化
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摘 要：对实验室筛选出产p葡萄糖苷酶的黑曲霉进行辐射诱变处理得到高产酶突变菌株，同时

采用单因素和正交实验对黑曲霉产酶培养基进行优化研究。结果表明：经过X射线辐射诱变的黑

曲霉产的仔葡萄糖苷酶活力提高了18．86 U／mL。该茵株最适宜产酶的培养基为(质量分数％)：

麸皮与玉米粉(1：1)1．5、(NH。)2 S04 0．15、KH2 P04 0．2、吐温80 0．1，所得酶活力最大可达到

59．86 U／mL。
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Abstract：In this study，Aspergillus niger mutant with high pglucosidase was obtained by

radiation．Single factor and orthogonal test were developed to optimize the culture medium for O-

glucosidase production．Only 18．86 U／mL／9-glucosidase was achieved after X-ray radiation

mutation．The optimum composition of medium were listed：bran and maize power(1：1)

1．5％，(NH4)2S04 0．2％，KH2P04 0．2％，Tween 80 0．1％．the highest p-glucosidase activity

were achieved at 59．86 U／mL with the optimum medium．
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p葡萄糖苷酶(EC．3．2．1．21)可催化水解p胁

葡萄糖苷键，是纤维素酶的主要组分之一，其酶活

高低主要影响纤维素酶的总体酶活高低。由于纤

维素分子本身难以分解以及菌种产酶能力有限、纤

维素酶比活力低、酶组分比例不协调等原因，从而

影响纤维素酶工业化生产能力阻4。，其主要的解决方

法在于现代生物技术的应用和酶工程的进一步探

索。目前，国内外对木霉纤维素酶的研究报道很
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多，但由于普遍存在p葡萄糖苷酶活力低的缺陷，

致使纤维二糖积累，影响酶解效率【2_3]。但是在木

霉纤维素酶中加入p葡萄糖苷酶可极大地提高纤

维素酶的降解能力。另外，p葡萄糖苷酶作为食品

风味酶有广阔的应用前景n]。

p葡萄糖苷酶目前主要用黑曲霉发酵来获取，

但普遍存在酶活力低、发酵周期长等缺陷，而诱变

育种可得到优良菌株并提高生产性能[5]。因此，作

者拟采用辐射诱变得到高产p葡萄糖苷酶的黑曲

霉，并优化其产酶培养基，为伊葡萄糖苷酶的工业

化生产提供一定的理论依据。黑曲霉经过x-射线

辐射诱变后酶活达到30．91 U／mL，高于文献[1]报

道的17 U／mL。

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 茵种黑曲霉由作者所在学院微生物研究

室保藏。

1．1．2培养基

PDA培养基：马铃薯(去皮切块)300 g、葡萄糖

20 g、琼脂20 g、蒸馏水1 000 mL，121℃灭菌20

min[¨。

摇瓶发酵培养基：麸皮0．5 g、(NH。)z SO。40

mg、KH2P0450 mg、MgS04 5 mg、CaCl2 0．25 mg、

FeS04·7H2 O 0．25 mg、尿素5 mg，ZnCl2 0．05

mg，加水25 mL于250 mL的三角瓶中，pH值自

然，121℃灭菌20 min。

1．2实验方法

1．2．1 茵株的培养方法在PDA斜面培养基上，

30℃活化菌种48 h，然后接人PDA固体培养基的

500 mL的三角瓶中(种子培养基)，30℃恒温培养

24 h，用无菌水洗下种子培养基中的孢子，接入发酵

培养基(250 mL的三角瓶装25 mL，121℃灭菌20

min)，接种体积分数10％，30℃、150 r／min摇床培

养72 h，取发酵液于4 000 r／min离心10 min，收集

上清液，测酶活力。

1．2．2 茵种的辐射诱变 采用X一射线与r射线对

黑曲霉进行辐照处理，辐射时间8 min，通过初筛和

复筛，分别得到一株p葡萄糖苷酶产量提高、遗传

稳定的突变株。

1．2．3 p葡萄糖苷酶的酶活测定方法 取0．5

mL一定稀释度的样液，加入0．5 mL 0．5 g／dL的

水杨苷(溶于0．1 mol／L pH 4．8醋酸缓冲溶液中)，

55℃保温20 min后，加入1 mL DNS试剂，充分混

合后在沸水中煮5 min，冷却后用蒸馏水稀释至10

mL，在722型分光光度计上于540 nm处测OD

值啪，以加热灭活的酶液按照同样的方法处理作为

空白。在上述条件下，定义每小时由底物产生1

t比mol还原糖(以葡萄糖计)所需的酶量为一个酶活

单位(U)。

2结果与讨论

2．1菌种的诱变

由表1可以看出，黑曲霉经过X一射线辐射诱变

后酶活最高，达到30．91 U／mL，相比原菌株提高了

18．86 U／mL。

表l不同辐射处理对产酶的影响

Tab．1 Effect of radiation treatment on p-glueosida。se prmtue—

tion

黑曲霉 酶活力／(U／mL)

原菌株

x-射线诱变菌株

r射线诱变菌株

12．05

30．91

2．2碳源对产酶的影响

表2的可知，黑曲霉在以麸皮与玉米粉为碳源

的酶活力最高，麸皮次之，单独使用玉米粉作为碳

源时，酶活力不高，说明该菌株对麸皮和玉米粉复

合的纤维素利用能力较强，麸皮和玉米粉有协同作

用[4]。而采用米糠及米糠和麸皮作为黑曲霉培养

基的碳源不理想。因此添加2％的麸皮与玉米粉

(质量比1：1)为碳源，所得到的酶活最高。

表2碳源对产酶影响

Tab．2 Effect of carbon soul-c．e on哥glueosidase production

2．3氮源对产酶的影响

表3表明，无机氮优于有机氮，(NH。)。SO。为

氮源时，p葡萄糖苷酶酶活力最高(37．65 U／mL)，

因此作者选择了0．1％(NH。)：SO。作为氮源。
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裹3氮源对产酶影响

Tab．3 Effect of nitrogen source on pglucosidase production

2．4磷酸盐对产酶的影响

表4表明，0．2％的KH。PO。对产酶有较好促进

作用较好。

表4磷酸盐对产酶影响

Tab。4 Effect of phosphate Oil哥glucosidase production

2．5吐温-80对产酶的影响

表5表明，吐温80对产酶有促进作用，且质量

分数0．1％吐温80对产酶促进作用较好，而质量分

数0．15％的吐温80对产酶促进作用开始下降，说

明吐温80质量分数过高，对产酶有抑制作用。

表5吐温80对产酶影响

Tab．5 Effect of Tween 80 on productionS-glucosidase

2．6 M矿+对产酶的影响

表6表明，镁离子质量分数的改变，对产酶的

影响不大。

表6 M矿+对产酶影响

Tab．6 Effect of M矿+ion on production p-glucosidase

2．7培养基正交实验优化

通过上述单因素试验，确定了影响酶活的4个

主要因素，并确定了它们的最佳添加范围。这4个

因素为：碳源质量分数、氮源质量分数、磷酸盐及吐

温80质量分数。考虑到这4个因素对产品的综合

影响，选定每一个因素的最佳添加范围的3个水

平，设计L。(34)正交表试验，试验安排见表7，并通

过对发酵产生的酶活力为指标，确定培养基最佳配

方，结果见表7。
表7正交试验方案及计算分析

Tab．7 The design and result analysis of the orthogonal experiment

3

2

7

；

一

6

3

6

江

：一

1

2

9

^：j一

3

3

2

：

一

7

O

6

0

—

5

4

3

¨

：一

O

4

8

L

(一

3

3

Z

●

一

5

O

6

0

—

8

5

2

U

，一

7

2

3

L

j一

2

3

3

：

一

7

4

O

，

一

O

5

O

M

●一

6

9

8

L

／一

3

2

2

{

一

l

2

3

自芒

(_

 万方数据



第5期 许晓鹏等：突变黑曲霉高产p葡萄糖苷酶的培养基优化 127

由表7的4个因素的极差分析可知：各因素对

酶活的影响大小分别为A>C>B>D，麸皮和玉米

粉(碳源)的协同作用对实验的影响较大，起主导作

用，KH。PO。与氮源次之，吐温80相对影响较小。

高产伊葡萄糖苷酶培养基的最佳配比为A·Bs C2

D：，即麸皮+玉米粉(质量比1：1)1．5％，(NH4)z

SO。质量分数0．15％，KH：PO。质量分数0．2％，吐

温80质量分数0．1％。在该条件下发酵产生的酶

活力单位达到59．86 U／mL。

3 结 语

通过对产伊葡萄糖苷酶的黑曲霉菌株进行辐

射诱变处理均能提高其产酶活力，其中X射线辐射

诱变能使酶活力提高最大，达到18．86 U／mL。该

菌株最适宜产酶的培养基为：1．5％麸皮添加量与玉

米粉(质量比l：1)、质量分数0．15％(NH。)zS04、

质量分数0．2％KH。P04、质量分数0．1％吐温80，

所得酶活力最大可达到59．86 U／mL。
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