
书书书

高大响，黄小忠．１株黑曲霉固态发酵豆渣生产纤维素酶及淀粉酶工艺的优化［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（２２）：２１８－２２０．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．２２．０５９

１株黑曲霉固态发酵豆渣生产纤维素酶
及淀粉酶工艺的优化

高大响，黄小忠
（江苏农林职业技术学院，江苏句容２１２４００）

　　摘要：以豆渣为主要原料，利用黑曲霉为产酶菌株，在２９℃下，通过固态发酵法生产纤维素酶和淀粉酶。单因子
和正交试验结果表明，产纤维素酶的最佳条件为：１５ｇ干豆渣、含水量５５％、黑曲霉接种量１．７ｍＬ、培养时间８４ｈ；产
淀粉酶的最佳条件为：１５ｇ干豆渣、含水量６０％、黑曲霉接种量１．５ｍＬ、培养时间６０ｈ。在此条件下，纤维素酶活力达
４７５Ｕ／ｇ，淀粉酶活力为１９８Ｕ／ｇ。说明利用黑曲霉对豆渣进行固体发酵产酶是可行的，具有良好的应用前景。
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　　豆渣是大豆制品加工中的副产物，主要成分是纤维素和
蛋白质，还含有维生素以及钙、镁、钾、铁等矿物质，其口感粗

糙，有豆腥味。国外多采用酶解法处理豆渣，直接用微生物发

酵法处理豆渣的研究较少。国内多利用微生物发酵豆渣来生

产糖化菌粉、核黄素［１］和蛋白酶［２］，利用微生物发酵豆渣来

生产纤维素酶和淀粉酶的研究尚未见报道。

纤维素酶是开发纤维素转变成能源和其他资源的一种高

效、安全的生物方法，其生产方法有液体发酵法和固体发酵

法［３］。纤维素酶生产菌多为木霉、曲霉及少数细菌，木霉是

目前公认较好的纤维素酶生产菌［４］。淀粉酶广泛用于食品、

纺织、造纸及医药等方面，主要产酶菌株为杆菌、黑曲霉和米

曲霉［５］。本试验利用１株黑曲霉固态发酵豆渣生产纤维素酶
和淀粉酶，以实现资源的有效利用。

１　材料与方法

１．１　试验材料
菌种为黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ），由笔者所在实验室筛

选和保存。

豆渣，市售。

培养基：（１）斜面培养基为ＰＤＡ培养基，配方为３００ｇ马
铃薯、２０ｇ葡萄糖、２０ｇ琼脂、１０００ｍＬ自来水，ｐＨ值自然；（２）
固态发酵培养基，配方为适量干豆渣、２ｇ玉米秸秆粉、２ｇ麸
皮、０．１ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４、０．１ｍＬ吐温－８０、适量水，ｐＨ值自然。
１．２　试验方法
１．２．１　孢子悬浮液的制备　将保存的黑曲霉菌种接至 ＰＤＡ
培养基上，置于３０℃恒温培养箱内培养４ｄ得到成熟的孢
子，加入已灭菌的去离子水，用接种环刮下孢子，倒入已灭菌

的装有玻璃珠（直径 ３ｍｍ，５～６粒）的三角瓶中，于

１８０ｒ／ｍｉｎ下振荡５～１０ｍｉｎ得孢子悬浮液，用去离子水将其
Ｄ５６０ｎｍ调至０．１（孢子悬浮液浓度约为１×１０

６个／ｍＬ）备用［６］。

所有操作均在无菌操作台内进行。

１．２．２　固态培养物的制备　在２５０ｍＬ锥形瓶中装入固态发
酵培养基，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ，冷却后接入孢子悬浮液，用无
菌玻璃棒打碎并搅拌均匀，于２９℃恒温培养，培养期每天翻
曲１～２次。
１．２．３　粗酶液制备　参照文献［７］制备粗酶液，并略作改
动。取５ｇ固态培养物于三角瓶中，加入５０ｍＬ蒸馏水，在
４０℃ 水浴中浸提１ｈ。然后用脱脂棉过滤，滤液即为粗酶
液，４℃保存，２４ｈ内使用。
１．２．４　纤维素酶活力测定　滤纸酶活力测定方法参照文献
［８］，并略有改动。取 ０．２ｍＬ粗酶液，加入 １．８ｍＬ
０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为４．８的醋酸缓冲液，水浴至 ５０℃，加入
５０ｍｇ（１ｃｍ×６ｃｍ）新华滤纸条，保温６０ｍｉｎ，以不加底物为
对照。加入１．５ｍＬ３，５－二硝基水杨酸试剂（ＤＮＳ试剂），沸
水浴５ｍｉｎ，冷却，用蒸馏水定容至２５ｍＬ，测定其Ｄ５２０ｎｍ。

纤维素酶活力定义：在５０℃、ｐＨ值为４．８时，１ｍｉｎ水解
滤纸释放１μｍｏｌ葡萄糖所需的酶量为 １个酶活力单位，以
１ｇ固体培养物所含的酶活力单位（Ｕ／ｇ）表示。
１．２．５　淀粉酶活力测定　采用 ＤＮＳ法［９］测定淀粉酶的活

力。淀粉酶活力定义：在６０℃下，５ｍｉｎ内降解１ｍｇ／ｍＬ可
溶性淀粉溶液生成１μｍｏｌ还原糖（以葡萄糖计）所需的酶量
为１个酶活单位，以１ｇ固体培养物所含的酶活力单位（Ｕ／ｇ）
表示。

１．２．６　正交试验设计　在单因素试验基础上，选用 Ｌ９（３
４）

正交试验表确定最优产酶条件。

２　结果与分析

２．１　葡萄糖标准曲线
如图１所示，以标准葡萄糖溶液含糖量为横坐标，Ｄ５４０ｎｍ

为纵坐标，经统计分析得线性回归方程为 ｙ＝０．０１２８ｘ－
０．００５１，ｒ２＝０．９９５１。曲线线性良好，可信度较高。
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２．２　单因子对固态发酵豆渣产酶的影响
２．２．１　培养温度对产酶的影响　对固体发酵而言，培养温度
是首要因素。固态发酵培养基中加入１４ｇ粉碎的干豆渣，调
节含水量为５０％，接入１ｍＬ孢子悬浮液，分别于２７、２８、２９、
３０、３１、３２℃下培养６０ｈ。由图２可知，在２９℃时淀粉酶活
力最高，在３０℃时纤维素酶活力最高，综合考虑确定培养温
度为２９℃。

２．２．２　豆渣干质量对产酶的影响　分别称取１０、１２、１４、１６、
１８、２０ｇ粉碎的干豆渣，加入到固态发酵培养基中，调节含水
量为５０％，接入１ｍＬ孢子悬浮液，２９℃条件下培养６０ｈ。由
图３可知，纤维素酶和淀粉酶的活力均随豆渣干质量的增加
而增大。当豆渣干质量为 １４ｇ时，淀粉酶活力最大，为
１３３Ｕ／ｇ；豆渣干质量为 １６ｇ时，纤维素酶活力最大，为
３７０Ｕ／ｇ，表明适当增加豆渣干质量有利于酶活力的提高。可
能因为豆渣中含有蛋白质、多种微量元素和矿物质等营养成

分供菌种利用产酶，其中含量占干物质总量一半以上的纤维

素对纤维素酶的产生具有诱导作用，使纤维素酶大量生成，含

量较高的矿物质（钙、镁、钾等）和维生素有利于淀粉酶的积

累［１０］。之后豆渣干质量增加，纤维素酶和淀粉酶的活力均随

之下降。酶活力下降的原因可能是豆渣干质量过高，培养基

中含水量不足，影响产酶效果。固体培养基中添加了少量的

麸皮，麸皮中含有促进微生物生长的营养因子，有利于初始阶

段菌株对碳源的有效利用，能够提高酶活力［１１］。

２．２．３　培养基初始含水量对产酶的影响　在固态发酵培养
中，培养基的含水量对菌体生长和产酶极其重要，控制好培养

基含水量是发酵过程的重要环节［１２］。分别在含１５ｇ干豆渣、
接种量为１ｍＬ的固体发酵培养基中加入去离子水，使其含水
量分别为 ４０％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％，２９℃下培养
６０ｈ。由图４可知，当培养基中含水量上升时，２个酶活力均

随之升高。当含水量为５５％时，纤维素酶和淀粉酶的活力均
达到最大值，分别为４２６、１５５Ｕ／ｇ。培养基含水过多时，两者
酶活力随着含水量的增加而减少。培养基含水量过低，无法

满足微生物生长对水分的需要，同时随着培养时间的延长，培

养基的水分会减少，从而影响微生物的生长及产酶情况；而含

水量太高，培养基松散性和透气性变差，也影响了微生物的生

长和产酶情况［１３］。因此，选择培养基含水量为５５％时为最佳
的培养条件。

２．２．４　接种量对产酶的影响　分别在含１５ｇ干豆渣的固体
发酵培养基中接入０．５、１．０、１．５、２．０、２．５、３．０ｍＬ孢子悬液，
在含水量为５５％、２９℃条件下培养６０ｈ。由图５知，开始时
接种量较小，纤维素酶和淀粉酶的活力随接种量的增加而增

加；当接种量达到１．５ｍＬ时，淀粉酶和纤维素酶的活力均最
高；之后酶活力随接种量的增加而下降。

　　接种量过小，菌体生长较弱，发酵周期延长，影响产酶；接
种量过大，菌体生长较快，营养消耗过度，产酶期营养供应不

足。另外，菌体大量生长造成供氧不足，产热多，曲内温度升

高，从而进一步影响菌丝的生长和酶的产生［１４］。综合考虑，

选择接种量为１．５ｍＬ时为最佳的接种条件。
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２．２．５　培养时间对产酶的影响　培养基加入１５ｇ干豆渣，
含水量为５５％，接种量为１．５ｍＬ，在２９℃条件下分别发酵
３６、４８、６０、７２、８４、９６ｈ。由图６可知，培养３６ｈ时，纤维素酶
和淀粉酶已经产生，此时黑曲霉处于缓慢增长阶段，固体培养

基的内部和表面有少量的白色菌丝形成；３６～６０ｈ是纤维素
酶和淀粉酶快速形成时期，酶活力较高。淀粉酶活力在７２ｈ
时达到最大，为 １８８Ｕ／ｇ。而纤维素酶活力在 ８４ｈ时达到
４６２Ｕ／ｇ，以后继续增加但增加量不大。由于６０ｈ淀粉酶活
力达到最大以后快速下降，而纤维素酶活力在８４ｈ时继续缓
慢增加。因此，应根据不同产酶目的，选取适宜的培养时间。

２．３　最优产酶条件的确定
在单因素试验基础上，选用豆渣含量、黑曲霉接种量、培

养基含水量、培养时间进行正交试验。采用 Ｌ９（３
４）正交试验

确定最优产酶条件，其因素及水平选取情况如表１所示。

表１　正交试验的因素及水平

水平

因素

Ａ：豆渣干质量
（ｇ）

Ｂ：接种量
（ｍＬ）

Ｃ：含水量
（％）

Ｄ：培养时间
（ｈ）

１ １３ １．３ ５０ ６０
２ １５ １．５ ５５ ７２
３ １７ １．７ ６０ ８４

　　在单因素试验结果的基础上，由表２中的极差Ｒ可知，对
纤维素酶和淀粉酶活力影响最大的因素是培养基含水量，４
个因素对纤维素酶的影响力大小表现为 Ｃ＞Ａ＞Ｂ＞Ｄ，对淀
粉酶的影响力大小表现为Ｃ＞Ｄ＞Ｂ＞Ａ。生产纤维素酶的最
佳条件是Ａ２Ｂ３Ｃ２Ｄ３，而产淀粉酶的最佳条件是Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ１，即
在 ２９℃ 条件下，生产纤维素酶的最佳条件是在固态培养基
中加入１５ｇ干豆渣、含水量为５５％、接种量为１．７ｍＬ、培养
８４ｈ，而生产淀粉酶的最佳条件是在固态培养基中加入１５ｇ
干豆渣、含水量为６０％、接种量为１．５ｍＬ、培养６０ｈ。

经验证，该优化条件下所得纤维素酶和淀粉酶的活力分

别为４７５、１９８Ｕ／ｇ。

３　结论

培养基含水量对产酶影响最为显著，培养基中含水量过

高时，培养基黏度增加，易结块，透气性差，氧气供应减少，影

响产酶，２种酶的活力均迅速下降。
　　黑曲霉菌株产酶活力较高，因此，利用固态发酵豆渣产纤
维素酶和淀粉酶是可行的，这是一种很有应用前景的制备方

法。以豆渣作为微生物发酵产酶的良好原料，不仅扩大了产

酶的来源和途径，也使豆渣这一资源得到了充分利用，实现了

表２　最优产酶条件的正交试验结果

水平 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 纤维素酶

活力（Ｕ／ｇ）
淀粉酶活力

（Ｕ／ｇ）

１ １ １ １ １ ２１０ １６７
２ １ ２ ２ ２ ３８０ １０８
３ １ ３ ３ ３ ４６６ １５０
４ ２ １ ２ ３ ４６８ １４０
５ ２ ２ ３ １ ４１４ １９６
６ ２ ３ １ ２ ３４４ １２６
７ ３ １ ３ ２ ３０５ １２８
８ ３ ２ １ ３ ２６６ １５８
９ ３ ３ ２ １ ３８３ １１０

ｋ１（纤维素酶）３５２ ３２８ ２７３ ３３６
ｋ２（纤维素酶）４０９ ３５３ ４１０ ３４３
ｋ３（纤维素酶）３１８ ３９８ ３９５ ４００
Ｒ（纤维素酶） ９１ ７０ １３７ ６４
ｋ１（淀粉酶） １４２ １４５ １５０ １５８
ｋ２（淀粉酶） １５４ １５４ １１９ １２１
ｋ３（淀粉酶） １３２ １２７ １５８ １４９
Ｒ（淀粉酶） ２２ ２７ ３９ ３７

可持续发展。
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