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响应面法优化康宁木霉产纤维素酶固态发酵培养基
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摘 要: 采用响应面法试验设计,对康宁木霉( T richoderma konigi i )固态发酵玉米皮生产纤维素

酶的条件进行了优化,并建立了纤维素酶随麸皮添加量、物料初始水分质量分数和 pH 值变化的二

次回归方程。利用该方程探讨了各因子对纤维素酶的影响。结果表明,各因子对纤维素酶的影响

顺序为:物料初始水分质量分数> 麸皮添加量> pH 值,各因子间交互作用不显著。结合单因素实

验, 最终确定适宜的发酵条件为: 麸皮添加量 24 4 g/ dL ;营养液添加量: 1 0 g/ dL 硫酸铵, 0 05 g/

dL 磷酸二氢钾, 0 1 g/ dL 硫酸镁, 0 2 g/ dL 乳糖; 初始水分质量分数 58 6% ; pH 5 5。在此条件

下发酵 120 h,滤纸酶活达到 11 3 IU/ g,较未优化前提高了 2 9倍。
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Abstract:Corn bran w as used as the substr ate for cel lulase product ion using Tr ichoderma konigi i

to achieve its high value ut ilization, and the nutrit ional and envionmental condit ions w er e

optim ized for enhancing cellulase yield. Such key parameters as w heat bran addit ion, init ial

mo isture content and pH were optim ized by Box Behnken experimental design. Experimental

results show ed that the impact order of three key parameters on cellulase production w ar e listed

as fo llow s: init ial moisture content > wheat bran addit ion > pH , w hile the dependence betw een

thr ee factors w as not signif icant Predicted results indicated that cellulase product ion w as high up

to 11 3 FPAase units / g dry subst rate af ter the fermentat ion of 5 days w ith 24 4% o f w heat

bran addit ion, 1 0% o f ammonium sulfate, 0 05% o f potassium dihydro gen phosphate, 0 1% o f

magnesium sulfate, 0 2% of lacto se, 58 6% o f the initial w ater content and pH5 5.

Key words: T r ichoderma konigi i , so lid state fermentat ion, cellulase, response sur face analysis,

medium opt imizat ion



中国玉米年产量位于美国之后, 居世界第二

位,玉米深加工的副产品 玉米种皮年产量达

2 000万 t。玉米种皮作为膳食纤维原料, 含有比麦

麸和米糠更丰富的总纤维(纤维素和半纤维素)
[ 1]
,

它的开发利用主要集中在食品[ 2] 以及功能性物

质[ 3- 4]提取等方面。在饲料工业, 由于玉米皮本身

复杂的化学组成和不均一的结构, 导致难以被动物

直接消化吸收, 而且玉米皮本身的适口性和营养性

很差,因而玉米皮在饲料行业未能得到有效利用。

针对此问题,作者提出了微生物固态发酵玉米皮产

纤维素酶的新思路, 这是因为: 第一, 在发酵过程

中,微生物发酵产生的纤维素酶可使纤维水解成单

糖后被微生物利用转化为蛋白质; 第二, 纤维素酶

作为一种非消化性酶能帮助动物利用原本无法利

用或利用率极低的物质
[ 5]
, 分解植物细胞壁, 促进

营养物质的消化吸收; 消除饲料中的抗营养因子,

提高饲料转化率, 减少环境污染。其中, 真菌纤维

素酶产量高、活性大 [ 6- 9] ,在畜牧业和饲料工业中有

着极其广泛的应用。

基于此,作者以成本低廉、来源丰富的玉米皮

作为原料, 采用微生物固态发酵方式生产纤维素

酶,并利用响应面实验设计[ 10- 15]优化产酶的最优培

养基配比,希望能为低成本利用生物质资源技术提

供更有利的依据。

1 材料与方法

1 1 实验材料与菌株

1 1 1 实验原料 玉米皮:山东菱花味精厂提供。

1 1 2 实验菌株 康宁木霉( Trichoderma konigii )

30167:购自中国农业微生物菌种保藏管理中心。

1 2 实验方法

1 2 1 康宁木霉产酶的生长曲线 以初始发酵培

养配制, 每隔 24 h 取样, 测定滤纸酶活和还原糖质

量浓度,绘制生长曲线。

1 2 2 康宁木霉固态发酵工艺的单因子实验 分

别以麸皮添加量、硫酸铵添加量、乳糖添加量、硫酸

镁添加量、磷酸二氢钾添加量、水分质量分数、pH

值等 7个单因子来考察其对纤维素酶产量的影响。

1 2 3 响应面法优化发酵工艺 综合单因素实验

结果,根据 Box Behnken 中心组成设计原理, 设计

了三因素三水平的响应面分析( RSA )实验,实验因

子和水平见表 1。

1 3 测定方法

1 3 1 孢子菌悬液制备
[ 16]

从斜面刮几环孢子接

入盛有玻璃珠的无菌水中, 振荡打散孢子, 用血球

计数板法 [ 17]计数并调整孢子浓度。

表 1 实验设计因素水平表

Tab. 1 List of levels and factors in experiments design

因素
水 平

- 1 0 1

X 1 麸皮/ ( g / dL ) 10 20 30

X 2 水分质量分数/ % 50 60 70

X 3 pH 值 4 5 5 5 5

1 3 2 酶活力测定方法

1) 粗酶液制备[ 18] : 称取培养适当的固体曲 1

g,溶于 9 mL、pH 4 8的乙酸缓冲液中, 40 浸提1

h,其间摇晃 3~ 5次 浸提完毕后, 3 000 r/ m in 离

心 5 min, 上清液即为用于测定的粗酶液。

2) 酶活单位的定义[ 19] : 50 下, 每毫升酶液

(或每克绝干曲)每分钟水解底物生成 1 mol还原

糖所对应的酶活定义为 1个酶活单位( IU )。

3) 滤纸酶活 ( FPA) 的测定: 于试管中加 pH

4 8乙酸缓冲液 1 5 mL, 再加入卷曲的滤纸条 ( 1

cm 6 cm)一张, 50 预热 5 min后, 在试管中加入

0 5 mL 酶液, 50 保温 60 min。反应完毕后, 加入

1 5 mL DNS 试剂以终止其反应,沸水浴 5 min 后

用流水冷却至室温,定容至 10 mL。在 540 nm 处

测定吸光值,并从葡萄糖标准曲线查出相应的葡萄

糖质量浓度,折算成酶单位。

2 结果与讨论

2 1 康宁木霉产纤维素酶生长曲线

向固态培养基中接种康宁木霉孢子悬液, 搅拌

均匀后培养, 因为 FPA 法操作步骤简单, 成本低,

而且较 CMCase 精确度高。研究表明, 可用 FPA

法所测的酶活性代表纤维素酶活性,因此选择 FPA

为研究目标
[ 20]
。每 24 h 取出固体发酵培养基, 测

定滤纸酶活和还原糖质量浓度,结果见图 1。

由图 1可知,在 40 h以内,酶的分泌量很小,而

此时培养基内只有白色菌丝体; 当培养时间达到 48

h时,酶的分泌量开始迅速增加,培养基中开始有绿

色的孢子产生;当培养到 72 h时,培养基中的孢子

逐渐增多,继续培养时, 白色菌丝全部转化成绿色

的孢子,滤纸酶活也逐渐升高, 因此选择发酵时间

为 5 d。在 72 h时, 还原糖的质量浓度最高。这是

因为发酵初期,康宁木霉分解玉米皮产生的糖大于

利用的糖,而过了 72 h后,利用的糖大于分解的糖,

所以还原糖质量浓度下降。
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图 1 发酵时间对产酶的影响

Fig. 1 Effect of different fermentation time on cellulase

production

2 2 康宁木霉发酵产酶过程中的单因子影响

通过单因素实验来考察固态发酵培养基的一

些关键参数,如:麸皮添加量、硫酸铵、乳糖、硫酸镁

和磷酸二氢钾添加量、水分质量分数和初始 pH 值

对康宁木霉发酵产酶的影响。

2 2 1 麸皮添加量对康宁木霉产酶的影响 以玉

米皮和麸皮混合物作为实验材料, 调节麸皮所占比

例为 0、10、20、30、40 g / dL , 实验结果见图 2。实验

表明,当麸皮添加量为 20 g / dL 时, 滤纸酶活最高,

虽然麸皮作为粗纤维原料诱导纤维素酶的产生, 并

为纤维素酶的产生提供必要的营养因子, 但是过高

的麸皮含量同样会导致纤维素酶活的下降。这可

能是因为麸皮质量浓度过高, 培养基的蓬松度下

降, 从而导致通风量的下降阻遏了纤维素酶的产

生,这与陈和秀
[ 21]
和袁宏伟

[ 22]
研究纤维素酶的产

酶情况一致,因此选择麸皮的添加量为 20 g / dL。

图 2 麸皮质量浓度对产酶的影响

Fig. 2 Ef fect of wheat bran addition on cellulase pro

duction

2 2 2 硫酸铵质量浓度对康宁木霉产酶的影响

将硫酸铵配制成不同质量浓度的溶液加入发酵培

养基中进行单因素实验, 结果见图 3。硫酸铵的质

量浓度从 0 增加到 1 g/ dL 时, 滤纸酶活呈上升趋

势, 说明微生物利用氮源来合成酶; 但当硫酸铵质

量浓度超过 1 0 g/ dL 时, 酶活急剧下降,这可能是

因为玉米皮中本身的氮源比较丰富, 外加氮源过多

导致碳氮比失调, 使菌体生长过慢, 不利于产酶。

可见,控制适宜的氮源是必须的, 实验中选择硫酸

铵添加量为 1 0 g/ dL。

图 3 硫酸铵质量浓度对产酶的影响

Fig. 3 Eff ect of different ( NH4 ) 2 SO4 concentration on

cellulase production

2 2 3 乳糖质量浓度对康宁木霉产酶的影响 调

节发酵培养基中乳糖质量浓度分别至 0、0 1、0 2、

0 4 g/ dL ,其它条件不变,结果见图 4。在乳糖质量

浓度小于 0 2 g/ dL 时,随着添加的增大,诱导作用

显著增强;在质量浓度为 0 2 g/ dL 时,产酶最高,达

到 8 7 IU/ g, 为对照组的 1 5 倍; 当添加质量浓度

超过 0 2 g/ dL 时,继续提高乳糖的质量浓度并不能

增强其诱导能力, 反而使酶活下降, 可能是由于乳

糖过多对微生物产生反馈抑制。因此选择乳糖的

最适添加量为 0 2 g/ dL。

图 4 乳糖质量浓度对产酶的诱导作用

Fig. 4 Effect of the lactose concentration on cellulase

production

2 2 4 硫酸镁质量浓度对康宁木霉产纤维素酶的

影响 调节发酵培养基中硫酸镁添加质量浓度分

别至 0、0 05、0 1、0 2、0 3 g/ dL ,其它条件不变, 结
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果见图 5。在 0 1 g/ dL 范围内,随着镁离子质量浓

度的增加,纤维素酶逐渐上升, 当硫酸镁的质量浓

度为 0 1 g/ dL 时, 滤纸酶活为 9 IU/ g, 是对照组

的 1 2倍,这是因为镁离子在各种酶的合成代谢中

都发挥着重要作用; 当硫酸镁质量浓度超过 0 2 g/

dL 后,继续提高质量浓度并不能增强酶的活性。因

此选择硫酸镁的质量浓度为 0 1 g / dL。

图 5 硫酸镁添加量对产酶的诱导作用

Fig. 5 Eff ects of the MgSO4 concentration on celulase

production

2 2 5 磷酸二氢钾质量浓度对康宁木霉产酶的影

响 磷元素在细胞壁中也大量存在,在微生物的能

量代谢方面发挥着很大的作用 [ 23] , 而通常微生物对

磷元素的需求来自于无机的 PO 4
3
; K

+
是细胞中重

要的无机阳离子,它是糖代谢中某些酶的重要辅助

因子,并且参与许多输送过程。作者通过调节无机

营养液中磷酸二氢钾的质量浓度 ( 0、0 05、0 1、

0 2、0 3 g/ dL)试图确定最佳的磷酸二氢钾的添加

量,结果见图6。当磷酸二氢钾添加量为0 05 g / dL

时,滤纸酶活最高为 8 1 IU / g, 是对照组的 1 1倍,

再增加磷酸二氢钾的质量浓度却并不能提高酶活,

这可能是因为玉米皮中含有较丰富营养物质, 因此

选择磷酸二氢钾的最适质量浓度为 0 05 g/ dL。

图 6 KH2PO4质量浓度对产酶的影响

Fig. 6 Eff ects of the KH2PO4 concentration on cellulase

production

2 2 6 含水量对康宁木霉产酶的影响 固态发酵

中, 培养基内的水分含量决定着微生物对营养成分

的利用情况,因此含水量对微生物的生长和酶合成

至关重要。通过固定固体料用量, 分别加入不同体

积营养液(保证相同的无机盐含量)以达到不同的

初始含水量, 结果见图 7。利于康宁木霉产酶的最

适含水量为 60% 左右, 类似现象和王菁莎 [ 24] 等报

道相一致,他们认为水分太多, 透气性下降,氧气供

给不足,菌丝体生长前期延长, 形成孢子时间延长,

使纤维素酶活力下降; 而水分太少, 菌丝体前期生

长良好, 但菌丝体后期生长需水分即营养供应不

足, 也使酶活力下降。因此, 作者选择 60%作为培

养基适宜的初始水分质量分数。

图 7 水分质量分数对产酶的影响

Fig. 7 Ef fects of the water concentration on cellulase

production

2 2 7 初始 pH 值对康宁木霉产酶的影响 培养

基环境中 pH 值是影响纤维素酶合成的重要因素之

一。由于麸皮和玉米芯具有较大的缓冲作用, 如选

用缓冲液来改变培养基的初始 pH 值, 会有很大误

差,且改变了培养基中盐的质量浓度
[ 13]
。选择在营

养盐中滴加不同量的 HCl或 NaOH 来改变其初始

pH 值, 将所加营养盐溶液配成 7个梯度( pH 3 0~

6 0)进行发酵,结果见图 8。在 pH 3 0~ 5 0范围

内, 纤维素酶活逐渐上升, 且在 pH 5 0 时, 酶活到

达最高, 为 11 4 IU/ g, 因此确定培养基的最适宜

pH 5 0。

2 3 中心组合实验

通过上述单因素实验能够确定单个发酵条件

对康宁木霉产酶的影响, 但不能确定各个因素之间

的浓度水平以及各因素之间的交互作用,采用中心

组合实验设计 ( CCD)进一步优化发酵玉米皮最优

条件。作者采用 3 因素 3 水平的中心组合实验设

计,将麸皮添加量、含水量和初始 pH 值重新编码和

进行水平标注, 见表 2。不同因素组合条件下对应

的响应值在表 3中给出, 其中 13, 14 次实验为中心

点重复实验,用于考察模型的误差。
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图 8 初始 pH值对产酶的影响

Fig. 8 Ef fects of diff erent initial pH on cellulase pro

duction

表 2 Box Behnken实验设计及结果

Tab. 2 Box Behnken experiments design matrix with experi

ment values

编号 X 1 X 2 X 3
滤纸酶活/
( IU / g)

1 0 - 1 - 1 11. 9

2 0 - 1 1 9. 5

3 0 1 - 1 6. 6

4 0 1 1 6. 4

5 - 1 0 - 1 7. 0

6 - 1 0 1 5. 9

7 1 0 - 1 7. 0

8 1 0 1 11. 8

9 - 1 - 1 0 3. 4

10 - 1 1 0 2. 2

11 1 - 1 0 8. 8

12 1 1 0 3. 0

13 0 0 0 11. 5

14 0 0 0 12. 1

由表 2 可知, 滤纸酶活的最小值是 2 2 IU/ g,

而最大值是 12 1 IU/ g, 这些结果说明所选的因素

对滤纸酶活的产量影响很明显。

而由表 3 知, F 值为 11 96, Pr = 0 0146 <

0 05,表明此模型是显著的。

说明回归方程的拟合程度较好,其全变量二次

回归方程为:

Y = 11 80 + 1 51X 1 - 1 93X 2 + 0 14X 3 -

1 15X 1X 2 + 1 48X 1 X 3 + 0 55X 2 X 3 - 4 06X 1
2 -

3 39X 2
2+ 0 19X 3

2

该方程表达了康宁木霉发酵产纤维素酶所选

的 3个自变量之间的线性关系是显著的, 即这种实

验方法是可靠的。其中 X 1和 X 3的回归系数为正

值,均可使 Y 线性增加; X 1、X 2、X 1
2 和 X 2

2 对 Y 的

影响是极显著的( p < 0 01) ; 但交互作用均不显著

( p> 0 05)。响应面分析见图 9。

表 3 回归方程各项的方差分析

Tab. 3 Analysis of variance for the response surface quadrat

ic model

方差
来源

方差
自由
度

均差 F 值 P r > F

模型 145. 22 9 16. 135 28 11. 957 59 0. 014 6 显著

X 1 18. 30 1 18. 301 25 13. 562 76 0. 021 2

X 2 29. 65 1 29. 645 21. 969 43 0. 009 4

X 3 0. 15 1 0. 151 25 0. 112 09 0. 754 6

X1X 2 5. 29 1 5. 29 3. 920 33 0. 118 8

X1X 3 8. 70 1 8. 702 5 6. 449 28 0. 064 0

X2X 3 1. 21 1 1. 21 0. 89671 0. 3973

X 1
2 52. 81 1 52. 812 5 39. 138 49 0. 003 3

X 2
2 36. 72 1 36. 720 5 27. 212 97 0. 006 4

X 3
2 0. 11 1 0. 112 5 0. 083 37 0. 787 1

误差 5. 40 4 1. 349 375

图 9 产量的响应面及等高线

Fig. 9 Responese surface and contour plot of the cellu

lase production

经典型性分析得到康宁木霉产酶最优条件为:

麸皮添加量 24 4 g / dL, 初始物料水分质量分数
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58 6%,发酵初始 pH = 5 5,在此条件下重复 3 次

取平均值,最终得到的滤纸酶活为 13 1 IU / g, 是优

化前纤维素酶活的 4 5 倍。而王菁莎
[ 24]
同样采用

康宁木霉固态发酵法优化秸秆产纤维素酶, 其酶活

仅为 2 9 IU/ m l;李素波[ 25] 采用诱变后的康宁木霉

发酵秸秆, 滤纸酶活最高可达到 69 U/ g ,证明菌种

诱变对提高滤纸酶活具有较大的作用。经优化后

的培养基产纤维素酶有了较大幅度的提高, 但距最

高水平相比还有一定的差距,这可能是因为本实验

采用的菌种并未诱变, 因此若想获得更高的纤维素

酶活,可在菌种改造方面进一步探索。

3 结 语

玉米皮为玉米种子的副产物,具有较秸秆类纤

维质相对丰富的营养价值,且具有成本低、来源广

等特点,是一种生产畜牧饲料的重要发酵碳源。作

者在单因素的基础上用中心组合设计对康宁木霉

发酵玉米皮的工艺进行优化,根据实验数据拟合得

到发酵产酶的理论模型, 并在此模型下重复验证。

结合模型和实验得到优化工艺为: 麸皮添加量为

24 4 g / dL ,营养液添加量为 1 0 g/ dL 硫酸铵, 0 05

g/ dL 磷酸二氢钾, 0 1 g/ dL 硫酸镁, 0 2 g/ dL 乳糖,

初始水分质量分数 58 6% , pH 5 5, 发酵时间 5 d。

在此条件下,得到了较高的纤维素酶活力值产品。
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