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13一甘露聚糖酶固态发酵的产业化生产技术

邬敏辰1，徐春梅
(1．江南大学医药学院，江苏无锡214122；2．

， 李剑芳
江南大学食品学院，江苏无锡214122)

摘要：在黑曲霉Lw一1—9菌株三角瓶固态发酵试验的基础上，经曲盘(垂20．0 cm×5．0 cm)固

态发酵试验，放大到30 m3固态发酵罐(西4．5 m X 2．0 m)的产业化生产规模。固态发酵基料(其

中：麸皮700～800 kg，豆饼粉或菜籽饼粉200～300 kg)总量为l 000 kg／批次，料水质量比l：1．8

～2．0，自然pH，并添加魔芋粉3％～5％，玉米浆3％～5％，(NH。)2S04 1％～1．5％，CaCl。0．05％

～O．1％，MgS04 0．05％～0．1％，KH2 PO。0．3％～o．5％(质量分数，相对于基料)；经灭菌、接种

后，于32～36℃间断通风培养72～84 h，期间分别于第20一24小时和第36—40小时各翻曲1次，

并同时补加无菌水180～200 kg。在上述发酵工艺条件下，LW一1-9菌株产业化生产p甘露聚糖

酶，活性可达每克干曲26 725～29 218 IU。
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Industrial Production Technology of the p_Mannanase with

Solid-State Fermentation by Aspergillus niger
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(1．School of Medicine，Jiangnan University，Wuxi 214122，China；2．School of Food Science and Technology，

Jiangnan University，Wuxi 214122。China)

Abstract：Based On the tests of solid—state fermentation by Aspergillus niger LW一1—9 strain with

shake flask and koj i tray，the industrial production of B—mannanase was carried out in 30 m3 solid—

state fermentor(①4．5×2．0 m)．The amount of base material(wheat bran 700～800 kg，

soybean or rapeseed cake flour 200～300 kg)was 1000 kg，the ratio of based material to waster

was 1：1．8～2．0，natural pH，complemented with konjac powder 3～5％，corn steep liquor 3～

5％，(NH4)2 S04 1～1．5％，CaCl2 0．05～1％，MgS04 0．05～0．1％，KH2 PO。0．3～0．5％

(related to based materials)．The pmannanase activity reached 26 725～29 218 IU／g dry koji at

32～36℃for 72～84 h by adding water and turning koji at 20～24 h and 36～40 h．
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液的酶法破胶[3j、纸浆的生物漂白[4]，以及B-甘露

聚糖酶在其它领域[5 3的广泛应用，市场上对伊甘露

聚糖酶的需求量在不断增大。但伊甘露聚糖酶在

各行业中的应用程度与其重要性相比还相差甚远，

主要原因在于微生物发酵酶活性过低，无产业化价

值，勉强生产将导致酶的生产和应用成本过高。美

国ChemGen公司开发的伊甘露聚糖酶产品Hemi—

cell，商品名是“和美酵素”，其售价高达60万元／t。

因此，要打破国外公司对国内市场的价格垄断，实

现p甘露聚糖酶的大规模应用及拓展该酶的应用

领域。关键在于提高发酵酶活性和降低生产成本。

针对目前B一甘露聚糖酶产业化生产过程中存

在的问题，以提高发酵酶活性和降低生产成本为目

的，在前期对产p甘露聚糖酶菌株的诱变育种、三

角瓶和曲盘固态发酵工艺条件等研究的基础上，采

用麸皮、豆饼粉或菜籽饼粉等农副产品为发酵主原料

(即固态发酵基料)，并添加适量的魔芋粉、玉米浆、无

机盐和自来水等，利用黑曲霉LW-1—9高产菌株、固

态发酵罐(1 000 kg基料／批次)，实施了p甘露聚糖

酶的产业化生产，发酵酶活性达到每克干曲26 725

29 218 IU，酶产品生产成本仅为1．5万元／t。

1材料与方法

1．1生产菌株

黑曲霉(Aspergillus niger)Lw一1-9菌株，由江

南大学医药学院分子生物学研究室选育。

1．2原料和试剂

麸皮、豆饼粉、菜籽饼粉、玉米浆等：由无锡市

恒盛生物技术有限公司提供；魔芋粉：购自成都百

仕隆生物科技有限公司；角豆胶、甘露糖、3，5一二硝

基水杨酸：购自Sigma公司；其余试剂均为国产分

析纯。

1．3斜面种子培养基

马铃薯200 g／L，蔗糖20 g／L，琼脂18 g／L，自

然pH；121℃灭菌20 rain，放置斜面；冷却后接种

黑曲霉LW-1—9菌株，于(32±0．5)℃培养96 h。

1．4麸曲种子制备

1．4．1一级麸曲种子 500 mI。的三角瓶中加入

麸皮20 g，自来水24 mL，自然pH；121℃灭菌

40 min；冷却后接种斜面种子，于(32-+-0．5)℃培养

96 h，期间分别于第24小时和第48小时各翻曲1

次。

1．4．2二级麸曲种子 称取麸皮3．0 kg，加自来

水3．6 kg，自然pH；拌匀后，于121℃灭菌40 min，

冷却后接种1只三角瓶麸曲种子，混匀，装入曲盘

(100 cm×50 cm×8 cm)中，置于(32士0．5)℃曲

房中培养96 h，期间分别于第24小时和第44小时

各翻曲1次，同时在第44小时补加360 mL无菌水

1次。

1．5固态发酵培养基

1．5．1 曲盘发酵培养基称取基料(麸皮质量：

豆饼粉质量=7：3)150 g，料水质量比1；1．8，自

然pH，并添加魔芋粉4％，玉米浆5％，(NH。)。SO。

1．0％，CaCl2 0．08％，MgS04 0．08％，KH2 P04

0．3％(质量分数，相对于基料)。

1．5．2产业化生产培养基 称取基料(其中：麸皮

700 800 kg，豆饼粉或菜籽饼粉200～300 kg)

1 000 kg，自来水1 800～2 000 kg，自然pH，并添加

魔芋粉30～50 kg，玉米浆30～50 kg，(NH。)2SO。

10～15 kg，CaCl2 0．5～1．0 kg，MgS04 0．5～1．0

kg，KH2PO。3～5 kg。

1．6酶活性测定

1．6．1粗酶液提取取1～2 g成熟麸曲，加入10

倍体积的0．1 mol／I。HAc—NaAc缓冲液(pH 4．8)，

充分捣碎，于40℃浸提30 rain，采用滤纸过滤或离

心，清液即为伊甘露聚糖酶粗酶液。

1．6．2 酶活性测定 取0．1 mL适当稀释的粗酶

液，加到2．4 mI。用0．1 mol／L、pH 4．8的HAc-

NaAc缓冲液配制的5．0 g／L的角豆胶溶液中，

50℃准确反应10 min；采用3，5一二硝基水杨酸显

色法(DNS法)[6]测定水解产生的还原糖。在上述

反应条件下，以每min催化底物水解产生1／-mol

还原糖(以甘露糖计)的酶量定义为1个p甘露聚

糖酶活性单位(IU)。

2结果与讨论

2．1 曲盘发酵工艺条件试验

2．1．1 曲盘发酵条件 将曲盘发酵培养基(见

1．5．1)分装于3只500 mL的三角瓶中，121℃灭菌

40 min，冷却后每瓶接入一级麸曲种子1．0 g左右，

混匀，装入一个曲盘(垂20 cm x 5 cm)内；(32±

0．5)℃培养84 h，期间分别在第24小时和第44小

时各翻曲1次，同时在第44小时补加27 mL无菌

水1次。

2．1．2曲盘产酶进程曲线 黑曲霉LW-1-9菌株

(32±0．5)℃培养24 h后，每隔12 h取样，测定伊

甘露聚糖酶活性和曲料水分(见图I)。由图l可

见：曲盘发酵72 h达到产酶高峰，酶活性达每克干

曲45 519 IU，随后缓慢下降；曲料水分在24 h以后

下降较快，说明黑曲霉生长产热量高，水分蒸发快，
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故需在曲盘发酵过程中(第44小时)补充一定量的

水分。
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图1 LW-1-9菌株曲盘发酵产步甘露聚糖酶的进程曲

线

Fig．1 Time course of卢-mannanase fermentation by

LW-I-9 strain with koji tray

2．2产业化生产实例

本课题组设计的产业化生产30 m3固态发酵装

备[7]，罐体直径4．5 m、高度2．0 m，实装1 000 kg

基料／批次，发酵培养基堆积厚度30～35 cm；带有

自动控温鼓风装置，机械进料、摊平、翻曲和出料装

置，补水装置等。该设备具有生产效率高、产量大、

发酵过程易控制和杂菌污染少等特点。以下是以

麸皮、豆饼粉或菜籽饼粉等农副产品为发酵基料，

并添加适量的魔芋粉、玉米浆、无机盐和自来水等，

利用黑曲霉LW一1—9菌株、30 m3固态发酵罐(基料

1 000 kg／批次)，固态发酵产业化生产p甘露聚糖

酶的实例。

2．2．1例1——32℃恒温培养

1)固态发酵培养基：基料(麸皮质量：豆饼粉

质量=8；2)1 000 kg，自来水l 800 kg，自然pH，

添加魔芋粉40 kg、玉米浆50 kg、(NH。)。S0。

15 kg、CaCl2 1．0 kg、MgSOa 0．5 kg、KH2POt 3 kg。

2)固态发酵条件：将上述发酵培养基加入6 m3

高压蒸煮锅中，用直接蒸汽加热至121℃，保温40

min，冷却至38～40℃后，接种1只曲盘的二级麸

曲种子(用水制成菌悬液)，混匀，转移至30 m3固态

发酵罐内培养；采用自动间断通风将温度控制在

(32土0．5)℃，恒温培养84 h。由于黑曲霉菌株在

发酵过程中菌丝体相互缠绕、曲料板结，使通风散

热受阻或短路，同时通风散热带走了大量的水分，

影响了菌株的生长和产酶[7]。因此本产业化生产

工艺，分别于第24小时和第40小时各机械翻曲1

次，在翻曲的同时分别补加无菌水200 kg。

重复3批次的上述产业化生产试验，结果表

明：(32±0．5)℃恒温培养84 h达到产酶高峰，成

熟发酵曲料经45"一50℃热风烘干(干曲含水量8％

左右)，B一甘露聚糖酶平均酶活性达到每克干曲
26 725 IU。

2．2．2例2——36～32℃变温培养

对于p一甘露聚糖酶固态发酵产业化生产，由于

不可避免有杂菌污染，所以本例采用固态发酵温度

前高后逐渐降低的变温控制模式，以达到缩短发酵

周期和控制杂菌污染的目的。固态发酵培养基同

例1。发酵培养基经灭菌、冷却、接种后，置于30 m3

固态发酵罐内，温度控制情况如下：

1)发酵前期(0—20小时)：O一8小时将进风口

和出风口全部关闭，温控仪设置在(36±0．5)℃；

8—12／]、时开启进风口，将回风口开启2／3，出风口

开启]／3；第12小时以后逐渐开大出风口至全部开

启，相应地关小回风口至全部关闭，温度仍控制在

(36-t-O．5)℃。

2)发酵中期(20—56小时)：发酵至第20小

时，一边翻啮一边喷洒无菌水180 kg，同时将设定

温度调低至(35±0．5)℃；第36小时再翻曲1次并

补加无菌水200 kg，同时将设定温度调低至(34±

0．5)℃；第36—56小时逐渐将发酵温度调低至(32

±0．5)℃。

3)发酵后期(56—72小时)：将(32±0．5)℃一

直保持到第72小时发酵结束。

重复3批次的上述产业化生产试验，结果表

明：采用前高后低的变温控制模式，黑曲霉LW一1—9

菌株培养72 h达到产酶高峰，成熟发酵曲料经45

"-50℃热风烘干(干曲含水量8％左右)，8_甘露聚

糖酶平均酶活性达到每克干曲27 561 IU，比实例1

缩短了发酵周期、提高了酶活性。

2．2．3例3——改变麸皮与豆饼粉的质量比例

1)固态发酵培养基：改变发酵基料中麸皮与豆

饼粉质量比例及(NH。)：SO。添加量，其余组分同例

l。具体配方为：基料(麸皮质量：豆饼粉质量一7

：3)l 000 kg，自来水1 800 kg，自然pH，并添加魔

芋粉40 kg、玉米浆50 kg、(NH4)2S04 10 kg、CaCl2

1．0 kg、MgS04 0．5 kg、KH2P04 3 kg。

2)固态发酵条件：发酵培养基经灭菌、冷却、接

种后，转移至30 m3固态发酵罐内，发酵条件同例2。

重复3批次的上述产业化生产试验，结果表

明：采用改变了麸皮与豆饼粉质量比例及

(NH。)：S0；添加量的发酵培养基，黑曲霉LW一卜9

菌株同样在第72小时达到产酶高峰，p一甘露聚糖酶

平均酶活性达到每克干曲29 218 IU，平均酶活性比

实例2提高了6．01％。

2．2．4例4——用菜籽饼粉替代豆饼粉
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1)固态发酵培养基：用菜籽饼粉替代豆饼粉，

其余组分同例3。具体配方为：基料(麸皮质量：菜

籽饼粉质量=7：3)1 000 kg，自来水1 800 kg，自

然pH，添加魔芋粉40 kg、玉米浆50 kg、

(NH4)2S04 10 kg、CaCl2 1．0 kg、MgS04 0．5 kg、

KH2P04 3 kg。

2)固态发酵条件：同例2。

重复3批次的上述产业化生产试验，结果表

明：采用菜籽饼粉替代豆饼粉的发酵培养基，黑曲

霉I。W一1—9菌株产p甘露聚糖酶平均酶活性达到每

克干曲28 832 IU，与例3接近。例3和例4试验结

果表明，LW一1—9菌株固态发酵以豆饼粉或菜籽饼

粉作为有机氮源，均能达到较好的产酶效果。

3 结 语

1)曲盘固态发酵小结：基料150 g，料水质量比

1：1．8；各组分质量分数：魔芋粉4％，玉米浆5％，

(NH4)2 S04 1．0％，CaCl2 0．08％，MgS04 0．08％，

KH 2 P04 0．3％；自然pH；(32±0．5)℃培养72 h

达到产酶高峰，p甘露聚糖酶活性达每克干曲

45 519 IU。

2)产业化生产小结：在上述产业化生产实例

中，以例3产争甘露聚糖酶活性最高，例4与例3的

较接近。固态发酵培养基：基料(麸皮700 kg，豆饼

粉或菜籽饼粉300 kg)1 000 kg，自来水1 800 kg，

魔芋粉40 kg，玉米浆50 kg，(NH。)2 SOt 10 kg，

CaCl2 1．0 kg，MgS04 0．5 kg，KH2 P04 3 kg，自然

pH。固态发酵工艺：(1)发酵前期(0—20小时)：0

—8小时将进风口和出风口全部关闭，温控仪设置

在(36±0．5)℃；第8—12小时开启进风口，将回风

口开启2／3，出风口开启1／3；第12小时后逐渐开大

出风口至全部开启，相应地关小回风口至全部关

闭，温度仍控制在(36土0．5)℃。(2)发酵中期(20

一56小时)：第20小时翻曲1次并同时补加无菌水

180 kg，将设定温度调低至(35±0．5)℃；第36小

时再翻曲1次并同时补加无菌水200 kg，将温度调

低至(34士0．5)℃；第36小时后逐渐将温度调低至

(32±0．5)℃。(3)发酵后期(56—72小时)：将(32

±0．5)℃一直保持到第72小时发酵结束。
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