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白腐真菌 F9 产漆酶发酵条件的优化
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　　摘　要:采用液体摇瓶培养方法 ,探讨了碳源 、氮源 、pH值 、培养温度等各种因素对白腐真菌

分泌漆酶能力的影响 ,采用正交试验对主要的影响因素进行了优化。优化的培养条件为:马铃薯

200 g/L ,葡萄糖20 g/L ,酵母膏5 g/ L ,MgSO41.5 g/L ,VB10.1 g/L ,ZnSO4 0.05 g/ L ,MnSO40.05

g/L ,KH2PO43.0 g/ L ,pH 6 ,120 r/min ,28℃发酵到 10 d左右粗酶液酶活达到109.1μ/mL。
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　　白腐真菌是一种能够引起木材白色腐烂的担子菌 ,

因其特殊的代谢类型及其独有的细胞外降解特性能 ,降

解各种生物难降解的有机污染物而成为近年来国内外

研究的热点[ 1] 。漆酶(Laccase , EC1.10.32)是一种含铜

的多酚氧化物酶 ,与抗坏血酸氧化酶和哺乳动物血浆铜

蓝蛋白同源 ,都属于蓝色多铜氧化酶家族。在自然界

中 ,漆酶分布于多种植物 、真菌体内 ,以及少数昆虫和细

菌中[ 2] 。

漆酶广泛应用于木质素降解[ 3] 、生物燃料细胞[ 4] 、

反应中的酶标标签[ 5] 、生物传感[ 6] 、纸浆漂白[ 7] 、绿色有

机物质的合成[ 8] 、染料脱色[ 9] 、生物修复功能[ 10] 、含酚废

水检测及处理[ 11]等方面 ,具有十分重要的应用价值及前

景 ,因而成为当今研究的热点。

1　材料与方法
1.1　试验材料

1.1.1　菌种　山东大学自助筛选的具有高产漆酶活性

的白腐真菌 ,暂命名为 F9。

1.1.2　试剂　邻联甲苯胺(上海化学试剂总厂分析纯);

其它试剂均为分析纯或者化学纯。

1.1.3　培养基　综合马铃薯固体培养基(马铃薯

200 g/ L ,葡萄糖 20 g/ L , MgSO 41.5 g/ L , VB1 0.1 g/L ,

ZnSO40.05 g/L ,MnSO40.05 g/ L ,KH2PO4 3.0 g/ L ,琼

脂20 g/L);液体培养基(综合马铃薯固体培养基中去掉

琼脂)。

1.2　试验方法

1.2.1　扩大培养　综合马铃薯固体培养基接种白腐真

菌 F9 ,28℃恒温培养。

1.2.2　液体产酶培养 250 mL 三角瓶中装入 70 mL液

体培养基 ,接入 4片(8 mm)9 d龄平板菌种 ,120 r/min、

28℃摇床培养。

1.2.3　粗酶液制备　液体培养至第 9天时 ,用6层纱布

过滤培养液 ,4 000 r/min离心 ,取上清即为粗酶液。

1.2.4　酶活测定[ 12] 　0.1 mol/L 、pH 4.6的醋酸缓冲液

3.5 mL ,加入 3.36 mmol/L的邻联甲苯胺 0.5 mL ,再加

入适当稀释的粗酶液 0.5 mL ,25℃保温 5 min ,722E型

可见分光光度计测 595 nm处光密度(OD值)。试验中

定义酶活力单位为:样品与底物反应 5 min后光密度增

加 0.01为 1个酶活力单位(μ/mL)。

2　结果与分析
2.1　C源 、N源对漆酶分泌的影响

2.1.1　C源对漆酶分泌的影响　在液体培养基中分别

以 20 g/L的葡萄糖 、蔗糖 、麦芽糖 、可溶性淀粉 、麸皮作
为 C源 ,其它成分不变 ,装液量 70 mL ,接种量 4 片 ,

28℃,120 r/min摇床发酵培养。培养 9 d后测定漆酶酶

活(见表1)。由表 1可知 ,当以可溶性淀粉 、麸皮为C源

时有利于菌丝体的生长 ,但不适于漆酶的分泌。以葡萄

糖为 C源时所产漆酶活力最高。
　　表 1　　不同碳源对生物量及漆酶分泌的影响

碳源 菌丝球湿重/g 酶活力/μ·mL-1

葡萄糖 9.272 62.8

蔗糖 6.184 12.2

麦芽糖 5.379 10.7

可溶性淀粉 13.429 18.7

麸皮 14.368 20.5

2.1.2　N源对漆酶分泌的影响　以 20 g/L的葡萄糖为

碳源 ,分别加入5 g/L 的NH4NO3 、(NH4)2SO4 、酵母膏、

牛肉膏 、蛋白胨 、尿素 ,装液量 70 mL ,接种量 4片 ,28℃,

120 r/min ,摇床发酵培养 ,第 9天测定酶活(见表 2)。由

表 2可以看出 ,有机氮源促进漆酶分泌的效果总体好于
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无机氮源。当以酵母膏为 N源时最有利于漆酶的分泌 ,

牛肉膏 、蛋白胨作为 N原也比较有利于漆酶的分泌。综

合以上因素 ,确定最佳的产酶培养基配方为:马铃薯

200 g/ L ,葡萄糖 20 g/L ,酵母膏5 g/L ,MgSO41.5 g/L 、

VB10.1 g/ L、ZnSO40.05 g/L 、MnSO40.05 g/L ,KH2 PO4

3.0 g/ L。

　　表 2　　不同氮源对生物量及漆酶分泌的影响
氮源 菌丝球湿重/ g 漆酶活力/μ·mL-1

NH4NO3 10.232 28.8

(NH4)2 SO4 11.411 32.7

尿素 7.546 17.8

牛肉膏 12.392 72.2

酵母膏 14.814 83.2

蛋白胨 11.752 71.1

2.2　环境条件对漆酶分泌的影响

2.2.1　装液量对漆酶分泌的影响　250 mL三角瓶中分

别加入液体培养基 50、60 、70 、80、90 mL ,接种量 3片 ,

28℃,120 rpm摇床发酵培养 ,第9天测定酶活(见图1)。

由图 1可以看出 ,当装液量为 70 mL 时最有利于漆酶的

分泌 ,此时的酶活力最高 ,随着装液量的增加 ,酶活力也

迅速降低 ,因此最佳装液量为 70 mL。

图 1　装液量对漆酶分泌的影响

2.2.2　接种量对漆酶分泌的影响　250 mL三角瓶装液

量为 70 mL ,分别接入直径8 mm 的菌片 2、3 、4 、5、6片 ,

28℃,120 r/min摇床发酵培养 ,第9天测定酶活 ,结果见

图2。接种量为 4片时最有利于漆酶的分泌。当接种量

过大时反而不利于漆酶的分泌。

图 2　接种量对漆酶分泌的影响

2.2.3　发酵温度对漆酶分泌的影响　250 mL三角瓶中

加入液体培养基70 mL ,接种量4片 ,转速120 rpm ,分别

在20、25、28、32、37℃摇床发酵培养 ,第 9天测定酶活 ,结

果见图 3。温度在 25～ 30℃之间时产酶活力比较高 ,温

度过高或者过低均不利于漆酶的分泌 ,所以最适发酵温

度为 28℃。

2.2.4　转速对漆酶分泌的影响　250 mL三角瓶中加入

70 mL液体培养基 ,接种量 4片 ,温度 28℃,分别以 100、

110、120 、130 、140 rpm 进行摇床发酵培养 ,第 9天测定酶

活 ,结果见图4。当转速为 120 rpm 时产酶活力最高 ,当

转速过快或者过慢时 ,均不利于漆酶的产生。

图 3　温度对漆酶分泌的影响

图 4　摇床转速对漆酶分泌的影响

2.2.5　培养基初始 pH 值对漆酶分泌的影响　分别调

初始 pH 为 4、5 、6 、7 、8 、9 、10 , 250 mL 三角瓶装液量 70

mL ,接种量4片 ,28℃,120 rpm摇床发酵培养 ,第9天测

定酶活 ,结果见图 5。该菌种在较广泛的 pH 条件下均

可产漆酶 ,特别是在碱性条件下仍具有产漆酶的能力。

最有利的产酶pH在 6附近。

图5　初始pH 值对漆酶分泌的影响

2.3　最佳产酶条件的优化分析

采用接种量4片 ,28℃,120 rpm ,针对碳源 、氮源 、装

液量和初始 pH值设计 L9(4
3
),进行正交试验和极差分

析。结果表明 ,pH值 、氮源 、碳源对酶活力影响较大 ,尤

其以 pH 的影响最大 ,装液量的影响最小。优化后所的

组合为 A2B3C1D2 ,即葡萄糖 20 g/ L ,酵母膏 5 g/L ,

pH 6 ,装液量 70 mL。此结果与上述的单因素试验结果

较为一致。

2.4　最佳产酶条件下的产酶进程曲线

通过单因素试验和正交试验 ,得到最适培养基为:

马铃薯 200 g/L ,葡萄糖 20 g/L ,酵母膏 5 g/L ,MgSO4

1.5 g/L ,VB1 0.1 g/L ,ZnSO4 0.05 g/L ,MnSO40.05 g/L ,

KH2PO4 3.0 g/ L。培养条件为:pH 6 ,转速 120 rpm ,装液
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量70 mL ,28℃摇床培养 ,漆酶产量从第 7天开始迅速上

升 ,第9、10天达到最高 ,随后产酶能力逐渐降低(见图 6)。

　　表 3　　培养基碳源 、氮源 、pH 值和装液量

正交试验结果
序号 A/g·L-1 B/ g·L-1 C D/mL 酶活力/μ·mL-1

1 1(15) 1(3) 1(6) 1(60) 64.7

2 1(15) 2(4) 2(8) 2(70) 36.5

3 1(15) 3(5) 3(10) 3(80) 42.9

4 2(20) 1(3) 2(8) 3(80) 30.8

5 2(20) 2(4) 3(10) 1(60) 50.5

6 2(20) 3(5) 1(6) 2(70) 109.1

7 3(25) 1(3) 3(10) 2(70) 22.3

8 3(25) 2(4) 1(6) 3(80) 83.6

9 3(25) 3(5) 2(8) 1(60) 38.4

X1 48.033 39.267 85.8 51.2

X2 63.467 56.867 35.233 55.967

X3 48.1 63.467 38.567 52.433

R 15.434 24.2 50.567 4.767

　　注:A.葡萄糖浓度;B.酵母膏浓度;C.pH值;D.装液量。

图6　最佳条件下的产酶进程曲线

3　结论
采用单因素法结合正交试验分析对白腐真菌 F9产

漆酶条件 ,该菌种最适产酶条件为:马铃薯 200 g/ L ,葡

萄糖 20 g/L , 酵母膏 5 g/L , MgSO4 1.5 g/ L , VB1

0.1 g/ L ,ZnSO4 0.05 g/L , MnSO4 0.05 g/L , KH2PO4

3.0 g/ L ,pH 6 ,转速120 rpm ,装液量70 mL ,28℃发酵到

第10 d左右粗酶液酶活达到109.1μ/mL。

　　该试验所用菌种为山东大学自主筛选 ,其生理生化

试验还有待进一步进行 ,同时由于时间缘故 ,金属离子

等其它因素对该菌种产酶影响的研究及所产漆酶的酶

学性质研究尚未进行 ,这些工作有待在以后逐步完成。
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Studies on Fermentation Conditions for Laccase Production fromWhite-Rot Fungi F9

AI Liang , ZHU Qi-zhong , LI Wen-jing , SONG Bing-hong

(Marine College of Shandong University at Weihai , Weihai , Shandong 264209)

Abstract:The main factors affecting laccase production in liquid shake-flask fermentation were studied.The ef fects of

carbon source , nitrogen source , pH value culture , culture temperature on producing laccase were studied.The optimiza-

tion of fermentation conditions were conducted according to the orthogonal experiment.The optimal fermentation condi-

tions for laccase production were as follow s:potato 200 g/L , yeast paste 5 g/ L , MgSO4 1.5 g/L , vitamin B1 0.1 g/L ,

ZnSO4 0.05 g/ L , MnSO4 0.05 g/L , KH2PO4 3.0 g/ L , pH 6 , and incubation with 120 rpm at 28℃for 10 days.Lacca-

se activity w as 109.1μ/mL.

Keywords:laccase;culture condition;enzyme activity
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