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摘  要: 本文是在前文(Ⅰ)确定菌株 CNY086 低温纤维素酶发酵培养基的基础上, 通过单因素和

正交实验研究温度、装液量、接种量及种龄对菌株 CNY086 低温纤维素酶发酵影响。最适发酵温

度、装液量、接种量和种龄分别为 15°C、250 mL/500 mL、15%、10 h。上述条件下 CNY086 菌

株 5 L 发酵酶活力为 104.36 U/mL。 
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Abstract: Based on the research of text (Ⅰ) which determined the fermentation medium, the fermentation 

condition of CNY086 including temperature, volume, inoculum and inoculum age had been studied by 
single factor and orthogonal experiment. The optimum temperature, liquid volume, inoculum and seed 
age were 15°C, 250 mL/500 mL, 15%, 10 h. Under the conditions above mentioned, enzyme activity 
reached 104.36 U/mL in 5 L fermentor. 
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纤维素酶是指能降解纤维素分子生成纤维二糖

和葡萄糖等小分子物质的一组酶的总称, 是一种复

合诱导酶[1]。目前广泛应用于纺织、食品、可再生

资源利用等领域的纤维素酶几乎都是中温型纤维素

酶[2]。而高效的低温纤维素酶的研究报道较少。低

温纤维素酶(最适作用温度 15°C~25°C)与中温纤维

素酶(最适作用温度 45°C~55°C)相比在应用上更具

优势和潜力 [3], 其在自然条件下具有高酶活力及高

催化效率, 可大大缩短处理时间并节省昂贵的加热

或冷却费用, 经过温和的热处理即可使其活力丧失, 

不会影响产品品质。因此, 对减少工艺流程、降低生
产成本以及节能等方面应用具有相当大的优势[4]。通

过对发酵条件进行优化能够大幅度提高低温纤维素

酶产量, 本文在低温纤维素酶菌株 CNY086 最适发
酵培养基确定的基础上, 通过单因素和正交实验进
一步研究发酵温度、装液量、接种量和种龄, 以期
为规模化生产低温纤维素酶制剂奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌株 
菌株 CNY086, 大连大学生物工程学院发酵工
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程实验室保藏。 

1.2  培养基 
斜面活化培养基: 马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、

琼脂 15 g、陈海水 1000 mL, 1×105 Pa灭菌 30 min。 
种子培养基: 马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、陈海

水 1000 mL, 1×105 Pa灭菌 30 min。 
发酵培养基: 秸秆粉 1.20%、麸皮 0.70%、硫酸

铵 0.50%、磷酸二氢钾 0.55%, 1×105 Pa灭菌 30 min。 

1.3  实验方法 
1.3.1  粗酶液制备: 发酵 48 h 的发酵液于 4°C,  
8000 r/min离心 15 min, 上清液即粗酶液。 

1.3.2  酶活测定法: 根据 Horikoshi方法[5]。酶活力

定义为每分钟水解底物产生 1 µg还原糖的酶量为一

个酶活力单位。 

1.3.3  发酵条件单因素实验: 分别控制温度、装液

量、接种量和种龄, 于 500 mL锥形瓶装发酵培养基, 

145 r/min发酵 48 h; 取发酵液于 4°C、8000 r/min离

心 15 min, 测定上清液酶活力。 

1.3.4  发酵条件优化正交实验: 根据单因素实验结

果, 采用 L25(54)正交实验优化发酵条件, 正交实验

设计见表 1。 

 
表 1  发酵条件优化 L25(54)因素和水平 

Table 1  L25(54) factors and levels on fermentation condition 

A B C D        因  素 
      Factor 

水  平 
Level 

温度(°C) 
Temperature (°C) 

装液量(mL) 
Volume (mL) 

接种量%(V/V) 
Inoculum% (V/V) 

种龄(h) 
Seed age (h) 

1 10 100 5 10 

2 15 150 10 15 

3 20 200 15 20 

4 25 250 20 25 

5 30 300 25 30 

 

2  结果与讨论 

2.1  温度对菌株 CNY086 发酵影响 

控制发酵温度分别为 10°C、15°C、20°C、25°C

和 30°C, 菌株CNY086低温纤维素酶发酵结果见图1。 

图 1 表明, 当温度为 10°C~15°C 时, 酶活力随

着温度升高而提高; 当温度为 15°C时, 酶活力达到

最大值 98.47 U/mL; 当温度高于 15°C时, 酶活力呈

下降趋势。因此, 确定菌株 CNY086 低温纤维素酶

发酵最适温度为 15°C。 

 

 

图 1  温度对菌株 CNY086 发酵影响 
Fig. 1  The effect of temperature on fermentation  

2.2  装液量对菌株 CNY086 发酵影响 

在确定最适温度的基础上, 在 500 mL控制装液
量分别为 100 mL、200 mL和 300 mL, 菌株 CNY086
低温纤维素酶发酵结果见图 2。 

图 2表明, 当装液量为 100 mL~200 mL时, 酶
活力随装液量增加而提高; 当装液量为 200 mL 时, 
酶活力达到最大值 103.58 U/mL; 当装液量大于 
200 mL时, 酶活力呈下降趋势, 此时酶活力下降是
由于通气量减少, 即发酵液中溶氧量减少所致。因 
 

 

图 2  装液量对菌株 CNY086 发酵影响 
Fig. 2  The effect of volume on fermentation  
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此, 确定菌株 CNY086 低温纤维素酶发酵最适装液
量为 200 mL。 

2.3  接种量对菌株 CNY086 发酵影响 
在最适温度、装液量的基础上, 控制接种量分

别为 5%、10%、15%、和 20%, 菌株 CNY086低温
纤维素酶发酵结果见图 3。 
 

 

图 3  接种量对菌株 CNY086 发酵影响 
Fig. 3  The effect of inoculum on fermentation 

 
图 3表明, 接种量为 5%~15%时, 酶活力随接种

量增加而提高; 接种量为 15%时, 酶活力达到最大
值 107.32 U/mL; 接种量高于 15%时, 酶活力开始下
降。因此, 确定菌株 CNY086 低温纤维素酶发酵最
适接种量为 15%。 

2.4  种龄对菌株 CNY086 发酵影响 
在确定最适温度、装液量、接种量的基础上, 控

制种龄分别为 10 h、15 h、20 h、25 h和 30 h, 菌株
CNY086低温纤维素酶发酵结果见图 4。 

图 4表明, 当种龄为 10 h~15 h时, 酶活力随着
种龄的增大而呈逐渐上升趋势; 当种龄为 15 h 时, 
酶活力达到最大值 110.03 U/mL; 种龄大于 15 h时, 
酶活力呈下降趋势。因此, 确定菌株 CNY086 低温
纤维素酶发酵最适种龄为 15 h。 
 

 

图 4  种龄对菌株 CNY086 发酵影响 
Fig. 4  The effect of seed age on fermentation 

2.5  发酵条件优化 L25(54)正交实验 

在单因素实验确定最适温度、装液量、接种量

和种龄的基础上, 进行发酵条件优化 L25(54)正交实
验。结果如表 2。 

 
表 2  发酵条件研究结果 

Table 2  Results of fermentation conditions 

Group A B C D Result(U/mL) 

1 1 1 1 1 62.32 

2 1 2 2 2 95.20 

3 1 3 3 3 78.36 

4 1 4 4 4 89.86 

5 1 5 5 5 86.26 

6 2 1 2 3 77.55 

7 2 2 3 4 87.65 

8 2 3 4 5 99.04 

9 2 4 5 1 114.26 

10 2 5 1 2 88.35 

11 3 1 3 5 74.87 

12 3 2 4 1 67.20 

13 3 3 5 2 69.18 

14 3 4 1 3 68.48 

15 3 5 2 4 56.98 

16 4 1 4 2 81.15 

17 4 2 5 3 82.66 

18 4 3 1 4 87.19 

19 4 4 2 5 79.52 

20 4 5 3 1 88.82 

21 5 1 5 4 65.46 

22 5 2 1 5 91.14 

23 5 3 2 1 98.92 

24 5 4 3 2 97.64 

25 5 5 4 3 86.84 

 
由表 2 可以看出 , 不同的发酵条件组合对菌 

株 CNY086低温纤维素酶发酵影响显著, 发酵条件
组合为 A3B5C2D4时, 酶活力最低 56.98 U/mL; 发
酵条件组合为 A2B4C5D1 时 , 酶活力达到最大值
114.26 U/mL。 

由表 3 直观分析可以看出, 发酵条件最优组合
为 A2B4C3D1。 

各因素在不同水平下的均值的趋势如图 5。 

由方差分析表 4 可以看出, 在研究的 4 个因素
中, A 因素和 B 因素是低温纤维素酶发酵的显著性
影响因素。因此, 菌株 CNY086 生长和发酵过程中
要严格控制 A因素和 B因素。 
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表 3  直观分析 
Table 3  Direct analysis 

Serial number A B C D 

1 82.40 72.27 79.50 89.30 

2 93.37 84.77 81.64 86.30 

3 67.34 86.54 85.47 78.78 

4 83.87 89.95 84.82 77.43 

5 88.00 81.45 83.56 86.17 

R 26.03 17.68 5.97 8.87 

 

 

图 5  各因素趋势 
Fig. 5  Curve of factor trend 
 

表 4  发酵条件方差分析 
Table 4  Fermentation analysis of variance 

Factor SS df F F0.05 Significance

A 1894.447 4 15.884 6.390 * 

B 907.747 4 7.611 6.390 * 

C 119.265 4 1.000 6.390  

D 403.597 4 3.384 6.390  

Error 119.265 4    

 
2.6  菌株 CNY086 低温纤维素酶 5 L 发酵 

在菌株 CNY086 最适发酵培养基和最适发酵条
件下, 进行 5 L低温纤维素酶发酵。 

实验结果表明: 菌株 CNY086 在 5 L 罐中低 
温纤维素酶发酵酶活力为 104.36 U/mL。比该菌株
500 mL摇瓶发酵酶活力略有下降。 

2.7  菌株 CNY086 低温纤维素酶 5 L 发酵 

在菌株 CNY086 最适发酵培养基和最适发酵条
件下, 进行 5 L低温纤维素酶发酵。 

实验结果表明: 菌株 CNY086 在 5 L 罐中低 

温纤维素酶发酵酶活力为 104.36 U/mL。比该菌株
500 mL摇瓶发酵酶活力略有下降。 

3  讨论 

CNY086 菌株低温纤维素酶发酵条件优化时 , 
单因素与 L25(54)正交实验结果发现差异: 单因素确
定装液量和种龄分别为 200 mL/500 mL和 15 h。而
正交实验确定装液量和种龄分别为 250 mL/500 mL
和 10 h。出现上述差异的原因主要是因素之间相互
作用所致。 

CNY086 菌株低温纤维素酶发酵条件优化是在
500 mL 摇瓶中进行的, 在进行 10 倍发酵放大, 即 
5 L发酵实验时, 酶活力下降, 分析原因可能是以下
几方面: ①500 mL摇瓶和 5 L发酵罐的基质消耗、
产物生成、微生物生长等动力学发生变化; ②发酵
体积 10 倍放大, 导致发酵液溶氧量变化较大; ③发
酵罐通气及搅拌导致菌体生长状态及生长周期发生

变化。本实验启示是: 在进行发酵实验放大时, 尤其
是将摇瓶发酵条件上罐时, 应对发酵罐的条件再重
新优化, 才能达到比较理想的效果。本文后续研究
工作将进行 5 L发酵罐条件优化。 
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