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间歇出酶对纸浆产纤维素酶的促进作用
王 磊，王步成，勇 强，余世袁

( 南京林业大学 林木遗传与生物技术省部共建教育部重点实验室，江苏 南京 210037)

摘 要: 为了提高分批补料制备纤维素酶的生产能力，本研究采用间歇出酶的方法，定期将部分酶蛋白从培养液中

分离出来，以达到高效产酶的目的。在以里氏木霉为产酶菌、以纸浆为碳源的分批补料产酶过程中，从第 4 天开始

间歇出酶。当每天取出 10. 0% ～ 20. 0%的酶液时，总滤纸酶活和总 β-葡萄糖苷酶活分别提高 26. 3% ～ 40. 3%和

69. 8%～108. 9%。为避免感染杂菌，菌丝体也可以不回收; 当每天取出 15. 0%的酶液和菌丝体时，总滤纸酶活提高

42. 9%，总 β-葡萄糖苷酶活提高 84. 3%，菌丝体质量浓度维持在 4～ 5 g /L。结果表明: 只要菌丝体浓度维持在合理

范围内，间歇出酶可以保护已产出的酶蛋白，降低培养液中的产物浓度，从而大幅度提高产酶能力。
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Periodical enzyme recovery to improve cellulase production from pulp

WANG Lei，WANG Bucheng，YONG Qiang，YU Shiyuan

( Key Laboratory of Forest Genetics ＆ Biotechnology of the Ministry of Education，Nanjing Forestry University，Nanjing 210037，China)

Abstract: Periodical enzyme recovery in a fed-batch cellulase production was investigated to improve the
productivity．In the fed －batch cellulase production from pulp by Trichoderma reesei，periodical enzyme
recovery was started on the fourth day．When 10. 0% to 20. 0% of cellulase was recovered daily，the total
filter paper activity and β-glucosidase activity increased by 26. 3% to 40. 3% and 69. 8% to 108. 9%，

respectively．When 15. 0% of enzymes and mycelia were removed daily，the total filter paper activity and
β-glucosidase activity increased by 42. 9% and 84. 3%，respectively，with mycelia kept at 4 － 5 g /L．
Periodical enzyme recovery could reduce products inhibition or degrodation，and thereby to improve the
cellulase productivity significantly when the fungal cell concentration is kept within a suitable range．
Keywords: cellulase; fed-batch; enzyme recovery; Trichoderma reesei; pulp

能源是人类生存和发展的重要物质基础，随着

不可再生能源的逐渐枯竭，开发可再生资源、寻找

替代物成为社会发展的必然趋势［1］。利用气化、热
解和生物转化等途径将木质纤维素转化为能源，其

中，通过生物转化制取纤维素乙醇是最受关注的研

究之一。纤维素乙醇作为一种可再生的清洁能源，

既不与民争粮，又能避免燃烧秸秆带来的环境污染

问题，还 能 增 加 农 民 的 收 入，具 有 广 阔 的 应 用 前



景［2］。我国政府要求到 2020 年在全国范围推广车

用乙醇汽油，需要燃料乙醇 1 200 万 t 以上，除适度

发展粮食燃料乙醇外，还需要大力发展纤维素燃料

乙醇等先进生物液体燃料，这为纤维素乙醇提供了

发展机遇。
纤维素乙醇的生产工艺包括原料预处理、纤维

素酶水解、戊糖己糖发酵等步骤。经济分析表明，

在整个生产工艺中，纤维素酶水解的成本占总成本

的 40%以上［3］，高昂的纤维素酶成本是制约木质纤

维素转化乙醇产业化发展的一个瓶颈［4］。所以，使

用廉价的木质纤维原料为碳源并提高纤维素酶产

率，是降低纤维素酶生产成本、实现纤维素乙醇工

业化生产的关键技术之一。
工业化酶制备主要有间歇产酶、分批补料产酶

和连续产酶等 3 种方式。其中，分批补料产酶可以

大幅度提高底物浓度，获得较高的酶活力，因而得

到广泛应用。但是，分补料产酶需要较长的操作时

间才能完成。在长时间的产酶过程中，许多物理、
化学及生物学因素，如搅拌的剪切力、酶蛋白和固

体底物的碰撞、气-液相的接触、代谢产物的抑制作

用等，都可能使细胞降低产酶能力，或者使酶蛋白

失活。因此，改进分批补料工艺，提高产酶能力，是

纤维素酶研究领域的重要课题。
本研究中，笔者在分批补料制备纤维素酶时，

提出了间歇出酶的方法，即在产酶过程中定期取出

部分已产出的酶蛋白，既保护酶蛋白不受长时间操

作的损伤，又可降低培养液中的产物浓度，以提高

产酶能力。为避免感染杂菌，同时考察菌丝体不返

回培养液对产酶的影响，以期为工业化生产工艺的

改进提供依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

里氏木霉 ( Trichoderma reesei) Ｒut C30，纤维素

酶生产菌株，接种于马铃薯-琼脂斜面培养基上，于

30 ℃培养 7 d，4 ℃下保存备用，由南京林业大学生

物化工实验室提供。
针叶材纸浆由南京林业大学造纸系提供。物

料用粉碎机粉碎成粉末状，10 g 纸浆加入 100 mL 15
g /L 的 H2SO4 溶液，搅拌均匀后于 121 ℃ 水解 1 h，

用温水洗涤直至洗出液呈现中性，4 ℃下保存备用。
按照 NＲEL 方法［5］对物料进行成分分析，主要成分

如下: 未经过稀酸水解的纸浆中，纤维素质量分数

为 80. 31%，半纤维素质量分数为 17. 22%，木质素

质量分数为 0. 95%; 经过稀酸水解之后，纤维素质

量分 数 上 升 至 85. 37%，半 纤 维 素 质 量 分 数 为

14. 64%，木质素质量分数为 0. 65%。
稀酸蒸汽爆破的玉米秸秆由南京林业大学生

物化工实验室提供。筛选粒度为 3～5 cm 的玉米秸

秆，用 0. 5%～1. 0%( 质量分数) 的稀酸浸泡 2 h，然

后于 170 ℃、1. 5～2. 2 MPa 下处理 5 min，经大量蒸

馏水 洗 涤 呈 中 性 后，于 4 ℃ 下 保 存 备 用。按 照

NＲEL 方法［5］进行成分分析，得到酸爆玉米秸秆的

纤维素质量分数为 54. 90%，半纤维素质量分数为

6. 93%，木质素质量分数为 36. 61%。
1. 2 试验方法

1. 2. 1 纤维素生产

活化培养基为 Mandels 培养基［6］。分批补料产

酶培养基组分: 1 g /L 葡萄糖，2 g /L KH2 PO4，0. 3
g /L MgSO4，0. 3 g /L CaCl2，1 g /L 蛋白胨，3. 7 mg /L
CoCl2·6H2 O，1. 4 mg /L ZnSO4·7H2 O，1. 6 mg /L
MnSO4·H2O，5 mg /L FeSO4·7H2O 和 2 mL /L 吐温

80，培养基用柠檬酸-NaOH 缓冲液调节初始 pH 为

4. 8±0. 1。
起始碳源为纸浆，纤维素质量浓度为 8 g /L，起

始氮源为 1. 83 g /L 的( NH4 ) 2 SO4 和 0. 13 g /L的尿

素; 补加的碳源为稀酸水解纸浆 ( 纤维素质量浓度

为 6 g /L) ，补加的氮源为 1. 153 g /L 的 ( NH4 ) 2SO4

和 0. 262 g /L 的尿素。
将里氏木霉试管斜面孢子接入 250 mL 锥形瓶

中，瓶 中 装 有 50 mL 活 化 培 养 基，在 30 ℃、170
r /min的活化条件下培养 36 h。活化后的菌丝体按

接种量 10%( 体积分数) 接入装有 50 mL 产酶培养

基，产酶第 1 天温度控制在 30 ℃，第 2 天之后控制

在 28 ℃，摇床转速为 170 r /min。
1) 分批补料产酶。起始碳源为纸浆，产酶过程

中每隔 24 h 补加稀酸水解纸浆。
2) 间歇出酶。在分批补料的实验基础上，从产

酶第 4 天开始，每隔 24 h 进行间歇出酶实验。模式

1: 在 800 r /min、10 min 的条件下将酶液与菌丝体离

心分离，然后取出不同体积分数的酶液，剩余的酶

液和菌丝体回收，并向培养体系中补加相同体积的

填补液，进行后续产酶直至第 8 天结束。模式 2: 由

于取出的酶液和菌丝量是一样的，直接摇匀取出所

需量的发酵液，然后补加相同体积的填补液继续产

酶，第 8 天结束产酶收取全部酶液。
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1. 2. 2 纤维素酶水解

称取 2. 5 g 的绝干酸爆玉米秸秆于酶解瓶中，

按实验要求加入纤维素酶 20 FPU /g( 以 1 g 纤维素

计) 、1 mol /L的柠檬酸缓冲液 2. 5 mL 以及适量蒸馏

水，使酶水解体系的总体积为 50 mL，在 pH 为 4. 8、
150 r /min、50 ℃条件下酶水解 48 h。

酶水解得率= ( 0. 9ρV) / ( mw) ×100% ( 1)

式中: ρ 为水解液中还原糖质量浓度，g /L; V 为水解

液体积，L; 0. 9 为纤维素和葡萄糖、纤维二糖之间的

转换系数; m 为原料的绝干质量，g; W 为原料中纤维

素的质量分数，%。
1. 3 分析方法

滤纸酶活力和 β-葡萄糖苷酶活力是采用国际

理论和应用化学协会 ( IUPAC) 推荐的标准方法［7］

测定。一个滤纸酶活力的国际单位( FPU) 等于在标

准反应条件下每分钟生成 1 μmol 葡萄糖量所需的

酶量。一个 β-葡萄糖苷酶活力国际单位( U) 定义为

标准条件下每分钟转化 1 μmol 底物( 即生成 2 μmol
葡萄糖) 的酶量。

蛋白 质 含 量 通 过 Bradford 法［8］ 进 行 测 定，

Bradford Ｒeagent 购于 Sigma-Aldrich 公司。
由于存在纤维素，菌丝体浓度无法直接测量，

只有通过测定细胞内蛋白质浓度来计算得到［9］。
培养液离心得到固体渣，将固体渣用蒸馏水定容至

50 mL，混合均匀后得到测定液。取 10 mL 测定液，

经 G3 玻 砂 漏 斗 过 滤 后，用 15 mL、0. 2 mol /L 的

NaOH 溶液将固体转移至 25 mL 刻度试管中，100 ℃
沸水中煮 20 min，取出后加蒸馏水定容至 25 mL，用

Bradford 法测定蛋白质浓度。
采用高效液相色谱( HPLC) 法测定酶水解液中

的糖浓度。在色谱仪 Agilent 1100 型高效液相色谱

仪上，采用 Bio-Ｒad Aminex HPX-87H( 300 mm×7. 8
mm) 色谱柱，以 0. 005 mol /L 的 H2SO4 作为流动相，

流速为 0. 6 mL /min，色谱柱温为 55 ℃，采用示差折

光检测器( ＲI) 检测，进样量为 10 μL。

2 结果与讨论

2. 1 分批补料产酶

采用间歇方式生产纤维素酶时，滤纸酶活最高

可达到 2. 45 FPU /mL，β-葡萄糖苷酶活达到 0. 92 U /
mL。纤维素在第 2 天被大量消耗，用以支持菌丝体

的生长以及纤维素酶的合成; 第 3 天后，培养基中的

纤维素所剩无几，此时没有足够的碳源来维持菌丝

体的生存和产酶，所以菌丝体开始逐渐死亡，pH 逐

渐升高。当培养基中再无纤维素可利用时，滤纸酶

活开始下降。提高底物浓度可以促进菌丝体的生

长，增加纤维素酶的产量。
为了提高纤维素酶的产量和得率，采用分批补

料方式确保体系中有足够的碳源支持菌丝体的生

长以及纤维素酶的合成。以纸浆为底物，起始碳源

为纸浆，纤维素质量浓度为 8 g /L，每隔 24 h 补加稀

酸水解纸浆( 纤维素质量浓度为 6 g /L) ，第 8 天收

样，产酶结果如图 1 所示。

图 1 分批补料产酶时各参数的变化情况

Fig. 1 Changes of parameters during fed-batch
cellulase preparation

由图 1 可知: 每天补加 6 g /L 纤维素的稀酸水解

纸浆，纤维素酶活逐渐增加，至第 8 天收样时，滤纸酶

活达到 9. 78 FPU/mL，此时 β-葡萄糖苷酶活为 1. 72
U/mL，与间歇产酶相比，滤纸酶活增加了 3 倍，β-葡
萄糖苷酶活增加了 86. 96%。胞外蛋白的浓度随着酶

活的增加而稳定上升，第 8 天蛋白质量浓度可以达到

3. 14 g /L。但随着纤维素的不断补加，菌丝体持续生

长，收样时菌丝体质量浓度可以达到 8. 65 g /L，此时

培养液比较黏稠，传质比较困难。
目前，很多学者都采用分批补料的方式生产纤

维素酶，得到了较高的纤维素酶产率。Ma 等［10］以

微晶纤维素为碳源，Shibuya 等［11］以蒽醌烧碱法纸

浆为碳源，采用分批补料的培养方式生产纤维素

酶，均得到了 10 FPU /mL 以上的滤纸酶活。由于滤

纸酶活是综合酶活力的代表，β-葡萄糖苷酶活因含

量低而受到普遍关注，因此本实验主要测定这 2 种

酶活。滤纸酶活采用沃特曼 ( Watman) 1 号滤纸为

底物，β-葡萄糖苷酶活采用对硝基苯基-β-D-葡萄糖

苷为底物，这 2 种底物质量稳定，实验数据的重复性

比较好。其他酶活 ( 如，微晶纤维素酶活和羧甲基

纤维素酶活) 的测定，由于不同批次的底物质量不
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够稳定，测定数据的重复性较差，所以本实验没有

采用。本实验所用的纸浆是大宗工业产品，纤维素

含量高，且价格不高，是诱导纤维素酶的较好原料。
但是，纸浆纤维素的结晶度较高，无定形区较少，影

响了里氏木霉菌丝体分泌的纤维素酶对纤维素的

降解作用。经过稀酸处理后的纸浆纤维长度变短、
分丝帚化程度提高，有利于纤维素酶的攻击。实验

证明，这 2 种纸浆的合理搭配使用，能大幅度提高纤

维素酶的产率。
分批补料产酶能够有效解决碳源不足的问题，

提高纤维素酶的产量，但是在纤维素酶生产上仍然

存在问题。第一，在分批补料过程中，随着碳源的

逐渐添加，菌丝体不断生长，产酶后期菌丝体生长

过多，导致反应液黏稠，体系传质困难。第二，分批

补料发酵生产纤维素酶需要延长培养时间，但在此

过程中，力学、化学以及热力学因素都有可能对已

经产出的酶蛋白产生负面影响，从而影响纤维素酶

的生产［12］。因此，出于保护培养液中酶蛋白的目

的，本研究中，笔者提出了间歇出酶的方法，即定期

将已产出的酶蛋白从培养液中分离出来，并考察取

出的菌丝体不返回培养液的情况对产酶的影响。
2. 2 间歇出酶

在产酶进行一段时间后取出部分酶液，离心分

离后，菌丝体返回锥形瓶中继续产酶，同时补加等

量的填补液以保持培养液体系不变［13］。为减少在

产酶过程中各种负面因素对纤维素酶活的影响，实

验中采用不同的间歇出酶方式。在分批补料的实

验基础上，从产酶第 4 天开始出酶，分为 3 种方式:

①每 天 出 酶，每 次 出 酶 15. 0% 即 7. 5 mL ( 1—
15. 0%) ;②每隔 2 天出酶，每次出酶 30%即 15 mL
( 2—30. 0%) ;③每隔 3 天出酶，每次出酶 45. 0%即

22. 5 mL( 3—45. 0%) 。第 8 天结束产酶、收样，产酶

结果见表 1。本文表中测得的酶活是当天出酶前的

数据，总酶活则包括前期出酶所收获的总量。

表 1 间歇出酶方式对纤维素酶生产的影响

Table 1 Cellulase preparation with enzyme recovery on different intervals

出酶方式
出酶时间 /

d

滤纸酶活 β-葡萄糖苷酶活

体积酶活 /
( FPU·mL－1 )

总酶活 /
FPU

体积酶活 /
( U·mL－1 )

总酶活 /
U

1—15. 0%

4 4. 67 233. 50 0. 82 41. 00
5 5. 49 309. 53 0. 87 49. 65
6 7. 32 442. 20 1. 40 82. 68
7 8. 25 543. 60 1. 92 119. 18
8 10. 01 693. 48 1. 93 134. 08

2—30. 0%
4 4. 45 222. 50 0. 95 47. 50
6 6. 68 400. 75 1. 91 109. 75
8 6. 72 502. 95 1. 71 128. 40

3—45. 0%
4 4. 46 223. 00 0. 80 40. 00
7 5. 27 363. 85 1. 68 102. 00
8 4. 43 440. 43 1. 29 120. 30

由表 1 可知: 当每天回收 15. 0%的酶液时，总滤

纸酶活达到 693. 48 FPU，和分批补料对照实验的

489. 00 FPU 相比，提高了 41. 82%，总酶活提高率较

明显; 当每 2 天出酶 30. 0%时，总滤纸酶活提高率只

有 2. 85%; 而当每 3 天出酶 45. 0%时，总滤纸酶活

与对照实验相比下降了 12. 00%。结果表明，出酶

量的大小对纤维素酶的生产影响较大。
里氏木霉被认为是不善于生产 β-葡萄糖苷酶

的。一般情况下，里氏木霉生产的 β-葡萄糖苷酶和

纤维素酶的比例在 0. 3 ～ 0. 5，而纤维素降解成葡萄

糖所需的最佳比例是 1 ∶ 1［14］。分批补料生产的 β-
葡萄糖苷酶总酶活为 86. 00 U，而间歇出酶总酶活

最高可达到 134. 08 U，相比提高了 55. 91%。定期

酶回收可以有效保护已生产的 β-葡萄糖苷酶，这可

能就是回收酶后总酶活提高的原因。
2. 3 间歇出酶量的优化

出酶量的大小对于纤维素酶的产量有较大的影

响，为研究不同的出酶量对纤维素酶生产的影响，在
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分批补料的基础上，从产酶第 4 天开始，每天将培养

液离 心 后 取 出 部 分 酶 液，取 出 量 分 别 为 10. 0%、
12. 5%、15. 0%、17. 5%和 20. 0%，剩余组分全部转入

锥形瓶中，补加等量的填补液以保持培养液体积不

变，之后继续产酶。第 8 天结束产酶、收样。不同出

酶量对纤维素酶生产的影响如表 2 所示。

表 2 间歇出酶过程中每天不同出酶量对纤维素酶生产的影响

Table 2 Effects of the enzyme amounts on the preparation of cellulase and β-glucosidase with daily enzyme recovery

出酶量 /
%

滤纸酶活 / ( FPU·mL－1 )

4 d 5 d 6 d 7 d 8 d
总滤纸酶活 /

FPU
滤纸酶活
提高率 /%

10. 0 5. 10 5. 50 6. 98 8. 54 9. 74 617. 60 26. 30
12. 5 4. 53 5. 87 7. 64 8. 24 9. 37 632. 75 29. 40
15. 0 4. 77 6. 05 7. 50 8. 16 9. 75 686. 10 40. 31
17. 5 5. 01 5. 42 7. 03 7. 64 8. 90 664. 63 35. 92
20. 0 4. 50 5. 36 6. 53 7. 69 8. 86 683. 80 39. 84

出酶量 /
%

β-葡萄糖苷酶活 / ( U·mL－1 )

4 d 5 d 6 d 7 d 8 d
总 β-葡萄糖
苷酶活 /U

β-葡萄糖苷酶活
提高率 /%

10. 0 1. 07 1. 67 2. 02 2. 54 2. 19 146. 00 69. 77
12. 5 1. 04 1. 44 2. 01 2. 58 2. 71 179. 69 108. 94
15. 0 1. 11 1. 47 1. 90 2. 37 2. 38 170. 38 98. 12
17. 5 1. 11 1. 16 1. 42 1. 99 2. 24 161. 70 88. 02
20. 0 1. 05 1. 21 1. 54 2. 00 1. 99 157. 50 83. 14

由表 2 可以看出: 滤纸酶活在第 8 天可以达到最

大，出酶量为 10. 0%时滤纸酶活为 9. 74 FPU/mL，当

出酶量逐渐增加时最大酶活逐渐减小，这可能是因

为取出大量的酶之后培养体系受到影响。当每天

回收 10. 0%～20. 0%的酶液时，与分批补料相比，总

的滤纸酶活提高了 26. 30% ～ 40. 31%。其中，每天

回收 15%的酶液时，总滤纸酶活提高率最大，可以

达到 40. 31%。
分批补料时 β-葡萄糖苷酶总酶活为 86. 00 U，

而采用间歇出酶方式生产的总 β-葡萄糖苷酶酶活

均达到了 146. 00 U 以上，提高了 69%以上。当每天

回收酶液为 12. 5%时，β-葡萄糖苷酶总酶活提高率

最大，达到了 108. 94%。饶庆隆等［15］以亚硫酸盐纸

浆为碳源，采用分批补料方式生产纤维素酶，得到

的 β-葡 萄 糖 苷 酶 活 最 高 为 0. 27 U /mL。赵 士 明

等［16］用绿液处理得到的玉米秸秆为碳源生产 β-葡
萄糖苷酶，其最高酶活为 1. 31 U /mL。由表 2 可以

得出结论，间歇出酶有利于 β-葡萄糖苷酶的生产。
在长时间的培养中酶容易失活，定期酶回收可

以保护已生产的酶，尤其是分子量较大的 β-葡萄糖

苷酶，从 而 提 高 纤 维 素 酶 的 生 产 效 率，改 善 酶 系

结构。

2. 4 不回收菌丝体时的间歇出酶量比较

在以上实验中，间歇出酶时取出部分酶液后，

将离心得到的菌丝体返回培养液继续产酶，此过程

易使培养液染菌。在出酶时不返回菌丝体，可以避

免杂菌的感染以及离心力对菌株造成的影响，但对

菌丝体浓度可能有影响。本实验在间歇出酶的基

础上，每次出酶出菌时菌丝体不返回培养液，之后

补加相同体积的填补液，培养至第 8 天结束，研究不

同出酶出菌量对里氏木霉产纤维素酶的影响，结果

见表 3。
由表 3 可知: 对照实验的分批补料产酶的总滤纸

酶活为 489. 00 FPU，总 β-葡萄糖苷酶活为 86. 00 U。
当每天同时出酶出菌丝 15. 0%时，总滤纸酶活达到

698. 98 FPU，比对照提高了 42. 94%，提高率最大; 总

β-葡 萄 糖 苷 酶 活 达 到 158. 53 U，比 对 照 提 高 了

84. 33%。改变每天的出酶出菌丝量，滤纸酶活提高

率在 37%～43%，而 β-葡萄糖苷酶活提高率在66%～
100%，这表明不同的出菌丝量对滤纸酶活的影响较

小，但会控制 β-葡萄糖苷酶的生产。当每天取出

10. 0%的酶液和菌丝体时，总 β-葡萄糖苷酶活最高，

可达到 171. 85 U，酶活提高率为 99. 83%。随着取出

量的增加，β-葡萄糖苷酶总酶活下降，这可能是因为
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出酶出菌量增加，取出的酶液和菌丝体会相应变多， 对培养体系造成的影响较大，导致酶活逐渐下降。

表 3 间歇出酶出菌量对产酶的影响

Table 3 Fed-batch cellulase preparation with enzyme and mycelia removal on different enzyme amounts

出酶出菌
量 /%

总滤纸
酶活 /FPU

滤纸酶活
提高率 /%

总 β-葡萄糖
苷酶活 /U

β-葡萄糖苷
酶活提高率 /%

m( 总蛋白质) /
mg

纤维素酶体积产率 /
( FPU·L－1·h－1 )

纤维素酶得率

10. 0 688. 90 40. 88 171. 85 99. 83 278. 25 51. 26 13. 78
12. 5 687. 88 40. 67 163. 88 90. 56 208. 75 47. 77 13. 76
15. 0 698. 98 42. 94 158. 53 84. 33 180. 00 45. 51 13. 98
17. 5 672. 00 37. 42 145. 30 68. 95 187. 96 41. 18 13. 44
20. 0 691. 10 41. 33 143. 00 66. 28 213. 00 39. 99 13. 82

注: 纤维素酶得率为 1 g 纤维素产 FPU 的酶活。

综合分析表 2 和 3 的数据可以看出: 取出少量

的菌丝体并不会对纤维素酶的生产造成大的影响，

滤纸酶活的提高率基本维持在 37% ～ 43%，而且将

菌丝体与酶液一起取出可以避免离心这一步骤，不

仅方便生产，更可以减少感染杂菌的风险。Mandels
等［17］认为在生产纤维素酶的过程中，纤维素酶的基

础表达可以将不溶性的纤维类碳源降解成可溶性

的，从而大量诱导纤维素酶的生产，因此，无论是仅

取出酶液还是菌丝体与酶液一起取出，出酶所得到

的纤维素酶产率均高于不出酶时，纤维素酶的产量

可以得到有效的提高。本实验结果表明，间歇出酶

可以有效保护已经产出的酶蛋白，特别是分子量较

大的 β-葡萄糖苷酶，从而提高纤维素酶的产率。只

要菌丝体浓度维持在合理的水平，菌丝体也可以不

回收，以防止染菌。
2. 5 典型反应历程

以未经稀酸水解的针叶材纸浆为初始碳源诱

导里氏木霉产纤维素酶，产酶期间补加稀酸水解的

纸浆，补加的纤维素质量浓度为 6 g /L。从产酶第 4
天开始，每天出酶出菌丝量为 15. 0%，第 8 天收样，

此过程中各参数随时间的变化如图 2 所示。
由图 2 可知: 滤纸酶活随着培养时间的延长而

增加，第 8 天时达到最大值 9. 70 FPU /mL，此时 β-葡
萄糖苷酶活为 2. 11 U /mL。纤维素酶为胞外酶，胞

外蛋白质的浓度随着滤纸酶活和 β-葡萄糖苷酶活

的增加而稳定增加，最高时可达到 2. 72 g /L，但当酶

活下降时，蛋白质浓度也会有所下降。虽然每天都

补加 6 g /L 的纤维素，但是其仍在快速消耗，第 7 天

培养基中的纤维素几乎被完全利用。
在里氏木霉诱导纤维素酶合成的过程中，培养

体系的 pH 是影响菌丝体生长和纤维素酶生产的重

图 2 出酶出菌量为 15. 0%时的反应历程

Fig. 2 Ｒeaction process when 15. 0% of enzyme
and mycelia were removed daily

要因素之一［18］。培养基的初始 pH 是 4. 8，在产酶

初期氮源被利用，而且纤维结构打开后产生一些酸

性物质，这些都会导致 pH 下降［16］。第 4 ～ 6 天，培

养基的 pH 基本维持在里氏木霉的最适 pH 左右，此

时菌丝体强壮，生产稳定，所以纤维素酶活能快速

增加。第 6 天之后，pH 随着纤维素酶的大量合成而

迅速上升，这是因为菌体开始自溶，胞内的碱性物

质以及蛋白分泌出来，导致培养基的 pH 超出缓冲

液的缓冲范围［13］。
由图 2 可知: 菌丝体的起始质量浓度为 0. 87

g /L，经过初始培养阶段的快速生长后，在第 4 天菌

丝体质量浓度达到 4. 74 g /L。从第 4 天开始，每天

定时移出 15. 0%的培养液，并且其中的菌丝体不返

回。在之后几天中，菌丝体质量浓度一直维持在 4～
5 g /L，产酶能够顺利进行。分批补料产酶培养基中

的菌丝体浓度较高，但纤维素酶生产能力并不是很

高。本实验中菌丝体质量浓度维持在 4 ～ 5 g /L，纤

维素酶仍能正常生产，并不影响产酶能力，说明高

的细胞浓度在纤维素酶生产中并不是必须的。产
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酶的主体是菌丝体，合理控制碳源和 O2 的供给以

及酶的存留量，使得碳源酶水解得到的葡萄糖能满

足菌丝体正常的新陈代谢，这是一个合理产酶体系

的关键。因此，本实验提出的间歇出酶出菌方法，

不但保护了酶蛋白，而且有效控制了菌丝体浓度，

从而提高了纤维素酶的产率。
2. 6 酶水解

为了评估各种纤维素酶的水解能力，对不同的

纤维素酶酶解酸爆玉米秸秆的性能进行了研究。
酶解 48 h 后，取样 1 mL，10 000 r /min 离心 5 min，

取上清液适当稀释后测其中的还原糖浓度，由此计

算酶水解得率，结果见表 4。

表 4 不同纤维素酶酶解 48 h 后酶解得率比较

Table 4 Yields of enzymatic hydrolysis with
various cellulases for 48 h

纤维素酶 酶水解效率 /%

商品酶 Novozymes CTec2 93. 04
分批补料产纤维素酶 91. 22

分批补料出酶产纤维素酶 90. 97
分批补料出酶出菌丝产纤维素酶 88. 89

表 4 中商品酶 Novozymes CTec2 是一种复合酶，

酶系结构比较合理，通常用于纤维素酶水解实验，

但价格也较昂贵。由表 4 可知: 本实验以纸浆为碳

源分 批 补 料 生 产 的 纤 维 素 酶 酶 水 解 得 率 为

91. 22%，接近商品酶的水平。间歇出酶和间歇出酶

出菌丝的实验大幅度提高了纤维素酶的产率，其酶

水解得率也高达 90. 97%和 88. 89%。研究表明，3
种自产纤维素酶的水解能力几乎相同，这说明在分

批补料生产中采用间歇出酶和出菌丝的方式并不

会影响酶的水解能力。宋娜娜等［19］对里氏木霉和

黑曲霉混菌所产的纤维素酶进行酶水解实验，底物

质量浓度为 100 g /L，其余条件与本研究相同，最终

得到的酶水解得率为 70. 00%，其水解性能不如本

研究所产的纤维素酶性能好。纤维素酶将纤维素

转化为可利用的糖是通过其不同组分酶之间的协

同作用完成的，它受产物纤维二糖的抑制作用，而

这种抑制作用可以通过添加 β-葡萄糖苷酶来缓解，

Tang 等［20］通过实验证明高 β-葡萄糖苷酶活性的纤

维素酶水解效率比里氏木霉所产纤维素酶的高。
本试验所用的商品酶中添加了大量的 β-葡萄糖苷

酶，其 β-葡萄糖苷酶活与纤维素酶活之比远高于自

产酶，这可能就是自产酶的酶水解效率比商品酶略

低的原因。

3 结论

在以里氏木霉 ( Trichoderma reesei) ＲUT C30 为

产酶菌株，以针叶材漂白硫酸盐纸浆为碳源，分批

补料制备纤维素酶的过程中，采用间歇出酶的方

法，定期将部分酶蛋白从培养液中分离出来。从第

4 天开始间歇出酶，当每天取出 10. 0%～20. 0%的酶

液时，总滤纸酶活和总 β-葡萄糖苷酶活分别提高了

26. 3%～40. 3%和 69. 8% ～ 108. 9%。为避免感染杂

菌，菌丝体也可以不回收。当每天取出 15. 0%的酶

液与等量的菌丝体时，与分批补料对照实验相比

较，总滤纸酶活提高 42. 9%，总 β-葡萄糖苷酶活提

高 84. 3%，菌丝体质量浓度维持在 4～5 g /L，结果表

明，只要菌丝体浓度维持在合理范围内，里氏木霉

的产酶能力不受影响。
对自产的纤维素酶进行酶水解性能的研究，结

果表明间歇出酶和出菌丝不会对纤维素酶的水解

能力产生影响，自产酶对酸爆玉米秸秆的酶水解能

力相当，酶水解效率均达到 90%左右。
本文提出的间歇出酶方法，既保护了酶蛋白不

受长时间操作的损伤，又降低了培养液中的产物浓

度，从而显著提高产酶能力。间歇出酶出菌方法在

工业生产上可以进一步简化成连续抽提分离，即用

泵将部分培养液连续抽出，用离心或超滤装置予以

分离。本技术操作简单，新增成本低，感染杂菌机

会少，有工业应用价值。
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