
利用纤维素酶酶解粗饲料的研究
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全
‘�
维素是

�

池球上最多的一种有机物
，
它是由葡萄糖以 日一 �

�

吐连按赶来的高分子聚合

物
。

纤维素十分稳定
，

但微生物产生的纤维素酶对它的水解要比酸水解有效得多
，

纤维素经

纤维素酶水解后可生成菊萄糖和纤维二糖
。

我国农村产品及其它植物性纤维素物资资源丰

富
，
据统计仅稻草

、

麦秆
、

稻壳
、

棉子壳
、

玉米芯等五项年产就达�。 。 。亿斤 �����年全国

纤维索醉座谈今咨料 �
，

此类农副产晶含有大量翎纤维
，
但很少能被非反垒动物 、 如猪 �

消化吸收
。

因而
，
研究如何通过纤维素醉的水解作用

，
伎其转什为被猪所能淤北叭收的物

质
，
超 进非猎生产豹发展

，

具有重大意 义
。

近一
、

二十年来
，

由于工农业生产止
�

展 白需要
，
对于纤维索劣年 撇生物及纤维素酶的

电

理论和应用各方面的研究
，
国际上已引起重视

，
并获得了较大过仄

，

扛位了纤纷京酪作用

机理方面的一些理论
，

应用诱变育种
，

改善培养条件和加诱导剂等关利
，
饭高了酌的活性

。

利用高活性菌株
，

结合予处理酶解底物
，

可获得较高的糖化牛
。

炭目
、
日本

、

已生产纤维素酶剂
，

英国
、

加拿大也在进行纤维素酶理论方面的研艾
。

法国

近年来
，
我国有关单位相继开展了纤维素分解微生物乃其酷的石叉工

�

作
，
甚二和用微生

物提高粗饲料营养价值方面作了大量工作
，
在菌种选育

，
制曲工艺

，
醉解条件

一 ，
喂猪等方

面都取得了一些迸展
。

日前
，

存在的主要问题是
�

纤维素酶菌种的酶活性不高
， 又缺乏破坏纤维素分子结构

经济有效的处理方法
。

因之
，

酶解粗料得糖率低
，
在生产条件下保箱困难

。

在农村条件

下
，
广泛应用于养猪生产

，
还有许多技术关键问题没有失被

。

我们于����一����年进行了纤维素菌种的分离筛选工作
。

现将这两年的工作总结报告

于后
。

材 料 与 方 法

一
、

菌 种 分 离

�
、

分离样品
。
分离样品主要采自我省长白山脉 的原始森林和次生林区的枯枝落叶

层
、

腐木
、

林地土壤以及我省西部草原的土攘和草层
。

此外
，
也采集了耕地土壤

、

麻厂腐

麻
、

堆肥
、

牛瘤胃内容物
、
牛羊粪等总计���份样品 �表 � �

。
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菌神分离样品统计

数量 集 典立

︸
森 林枯汽落月一

��� 松江河
、

大石头
、

通化

森森体腐木 一 ���� …
�

�
� �

‘

�
一 ““

森森帐卜壤 � ����
，� 尸 汀汀

潭潭原土壤 …… 乌兰毛都
、

查金台
、

高林屯
、

大洼洼

草草原草层 ���
一一���

彩碗土履一���
一一

一一一一
一一一一

一一一一
一一一一
一一一
���

堆堆 肥肥

腐腐 麻麻 ��� 桦皮厂亚麻厂厂

牛牛瘤胃内容物物 ���� 公主岭肉联厂厂

公公 主 岭岭

，，，，

总总 计计 �������

， 污水
、

腐烂玉米秸等

�
、

分离方法 〔 ‘ 〕

分离所用的培养基
。

� � �纤维素粉琼脂培养基
�

纤维素粉��克
，

硫酸按足
�

�克
，

磷酸二氢钾 �克
，

硫酸镁�
�

�克
，
硫酸铁 �毫克

，
硫酸锰�

�

�毫克
，

氯化锌�
�
�毫克

，

氯化钻�
� 。 毫克

，

琼脂��克
，

水����毫升
，
���

�

�
。

�� �改 良伊 氏培养基
� 〔 � 〕 纤维素粉��克 ，

硫酸按�
�

�克
，
磷酸氢二钾 �克

，
硫

酸镁。 �

�克
，

氯化钠�
�

�克
，
氯化钙。 �

�克
，
琼脂��克

，
水�的 。 毫升

，
�附

� 。一�
�

�
。

�注 〕 加富培养
，
以滤纸条代替纤维素粉并去掉凉脂

。

�� �马铃薯汁葡萄糖琼脂培养基
�
马铃薯��。克

，
葡萄糖 和克

，
琼脂巧克

，
水

����毫升
，
�� �

�

�
。

先以培养基 � � �及 �� �进行加富培养
。

即取分离祥品约 �克
，
投入装有滤纸条

��
�

���
�

�� ��厘米 �的培养液试管中
，
��一��

“
�定沮培养后

，

选取滤纸条断裂的试管

培养
，
再用培养基 � � �及 �� �进行平板分离

。

挑选类型不同的菌落移植于马铃薯汁葡

萄糖琼脂斜面上
，
再以 � � �

、

�� �培养基反复进行纯化
，

获得纯培养
。

二
、

菌种筛选 〔 ‘
� 〔 么〕

筛选分初筛和复筛两步
，
方法如下

�
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� � �初筛
。

以滤纸为反应底物
，
用 目测方法观察涟纸条的断裂速度

。

即将纯化之菌

株在马铃薯汁葡萄糖琼脂斜面上培养 �天后
，
再移植到如前述加富培养用的液体培养基试

管中
，
��一�� �

“

静止培养
，
选留 �天内撼纸条断裂的试管培养

，
投入复筛

。

�
、

复筛
。

以 �� �一��及滤纸为反应底物
。

采用���法及滤纸崩溃法测定各菌株的

纤维素酶解活性
。

�� �酶活的测定
。

采用麦熬曲培养法提取酶液
。

制曲原料为鼓皮
，
制曲时于���毫

升三角瓶内加鼓皮 �克和 自来水��毫升
，
��磅��分钟灭菌后

，
接种真菌抱子

，

��一��
�

�培

养 �天
，
取出加蒸馏水��毫升

，
搅拌

，
于��

“
� 下浸提��分钟

，
过滤得粗酶液

。

取适当稀

释的酶液�
�

�毫升 �我们取稀释�。 。倍的酶液�
， 。 �

�� �� �一�
� �毫升

，
� ��

�

�醋酸缓冲

液�
�

�毫升
，
于��

“
� 恒温水浴中保温酶解��分 钟

，
加�

�

�一二硝基水 扬酸显色剂 �毫升
，

煮沸显色 ��分钟 �
，

冷后用��型分光光度计比色 ����毫微米 �
，
并以灭活酶液 �用���

显色剂直接杀酶�在相同条件下作空白测定以枝正酶活数字
。
�� �酶活以

“
毫克 �糖 ��

毫升
、

小时
”
表示

。

滤纸酶活的测定
，
用滤纸崩溃法

。

制曲方法同前
，

取稀释 �� 倍的酶液 �毫升
一

和��

、
�

�醋酸缓冲液 �毫升
，

加于��毫升三角瓶中
，
再加二甲苯两滴防腐

，
投入华特曼 �夸滤

纸片一枚 � � �� �厘米 �
，

在��
�

�恒温室中
，
于康 氏振 荡机上振荡 �小 时 �振幅 �厘

米
、

频率���次�分 �
。

每盯��分钟检查一次滤纸崩搜情况
，
滤纸崩溃以

“
十

”
表示

，
分

为五级
，
即十 �

一

卜� 十为全崩
、
十 十 � �为接近全崩

，
� �

一

卜为崩一半
、
� �为三分之一

崩溃
、

十为稍见崩溃
。

三
、

菌种分类 〔 “ 〕 〔 “ 〕

菌落特征的观察用马铃薯葡萄糖琼脂培养基
，
采用表面点植方法 �三点培养法 �

，

��
�

�培养 �一 �天观察
。

形态特征的观察采用
“
整体观察法

” 。

即将平板培养去皿盖置

显微镜下
，
用低倍镜 � � ��或 、 扔 。 �直接观察菌落边沿部分的菌丝及生抱子器官

。

四
、

毒性试验

取一月令小白鼠为 试验对象
。
以烘妙的玉米面 ���� �与大豆粉 ���� �及少量食盐

配成饲料
，
每只小白鼠 日给食量平均为 �克

，
分两次喂饲

，
自由饮水

。

试验分三组
，
即 �

工 �对照组
、

�互 ��� �一���酶液组
、
���� �����酶液组

。

每组试验动物 �一 �只
。

试

验组于饲料中加入等量的粗酶液
，
对照组拌入制曲培养基的浸液

。

试验期观察精神状态
，

食欲情况
，

排粪等表现
。 」

试验结束时测定了体重
，
并每组随机取样三只进行剖检

。

、

结 果

一
、

菌种分离与筛选

采用上述方法
，
由�盯份样品电分离 出各类微生物����株 �包括 真菌

、

放线菌
、

细

菌 �
，
考虑到真菌的纤维素酶较易提取

，
我们则以真菌为对象进行筛选

。

经初筛选 由各类

霉菌��峨株
，
再投入复筛

，
结果见表 �

、
�

。
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‘ � 己�曰� ‘ 二 ‘ �����‘�

表 � 复筛菌株的滤纸酶活性

滤 纸 崩 溃 菌 株 数 菌 株�

�小时未全崩

�� �小时内全崩

�
�

�一 �小时全崩

�
�

�小时内全崩

根据表 �及表 �所列 �故 �酶活及滤纸酶活测定结果
，

我们暂定以 ���酶活在���毫

克 �糖 ��毫升
、

小时以上
，
滤纸酶活在 �小时内全崩为标准

，
选出较高酶活的菌株共

��株
，
见表 �

。

表 � 纤维素酶活较高的菌株

、 扮 �一飞�谕言 … 滤 纸 酶 活 …
’

� 。

困 牛小 �，二亡丈 �专
�

了平半 、 〕霆抓军� ，人 口舟 、 � � ，
� 口舟 � �、 足韶 、 � ，� ，丙

�、 毛兀
、 ‘

陌
�

毛
少 ’ ” ‘ �

’ ” ” 产
� ” ‘ �

’ “ ” �
土朋

产

�

属属霉霉
��

曲青

属属属霉霉霉
�，�，�，��，

曲青木

���
�

�

���
�

�

����
，

�

����
�

�

���
�

�

���
�

�

���
�

�

���
�

�

���
�

�

���
�

�

���
�

�

���
�

�

���

���

���

���

���

�
�

� ��� � � ��

�
�

� �� � � � � �

�
�

� �� � �，
�

�

� �� � �� �

�
�

� �� � � � 牛�

�
�

� �� � � � ��

�
�

� �� � � � ��

�
�

� �� � � � � �

�
�

� �� � � � ��

�
�

� �� � �� ��

�
�

� �� � � ���

�
�

� �� � 千� ��

�’
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从表 �看到
，
我们所分离筛选的纤维素酶菌种

，
���酶活最高的菌株 为����

�

��青

霉属 �
，
其酶活是���毫克 �糖 ��毫升

、

小时� 滤纸酶活最强的是能�
�

�和���
�

�两个菌

株 �木霉属 �
，
在 ‘ �

�小时内使滤纸全部崩遗
。
两种酶活都高的菌株只有���

�

�一株 �青霉

属 �
，
其���酶活为��� 毫克 �糖 ��毫升

、

小时
，
滤纸在 �小时内完全崩溃

。

从这一测定结果看出
，
各被测菌株的���酶活与滤纸酶活强弱并非平行关系

。

这与微

生物的种类有关
，
木霉的滤纸酶活较高

，
而青霉的���酶活较高

，
各有其特点

。

为了评定我们所分离筛选菌种的酶活水平
，
收集并测定了一批 目前国内生产和科研上

应用的纤维酶菌种的酶活
，
结果列于表 �

。

表 � 国内某些纤维素酶菌种的���酶活性

菌 株
酶活 �毫克 �糖 �

�毫升
、

小时 �

� �

����

���

龙轻��

� � �一���

木 �

�
、

����

�
。

����

�
�

����

���一�

糖研��

�
�

����

���

��

���

���

���

�
‘

��

���

��

���

���

��

、

���

���

��

天津市工微所

西北水保所

黑龙江轻工所

上海植生所

上海农科院

北京微生物所

沈阳林土所

广州糖研所

济南轻工所

济南前进厂

�

从上表所列测定结果看到
，
在��株被测菌株中

， ���酶活在���毫克 �糖 ��毫升
、

小时以下的 �株
，
���毫克 �糖 ��毫升

、

小时以上的 �株
，
���毫克 �糖 ��毫升

、

小时

以上的�株
。

其中以上海植生 所诱变选 育的� 人�一���酶 活最高为��� 毫克 �糖 ��毫

升
、

小时
，
其次为西北水保所的黑曲霉��沙�右阳毫克 �糖 ��毫升

、

小时 �， 除此立菌株

之外
，

其余菌株
一

与我们所筛选之菌株比较
，

休活水平大致相仿
。 ’

二 分离菌株的微生物学分类
， 」

犷
一

根据我们对部分菌株的菌落特征和形态特

上的位置大部属于木霉属与青霉属
，
各占被鉴 的��

�

��和��
�

��
，

初步确定被观察菌株在分类学

该二属共计

��
�

�� �见表 � �
。

从表 �亦可看出
，
我们所筛选的纤维素涛睛较高的，�个，

晰多赓雪
木感属厂‘

一

” 棒
一

，

和青霉属 ��株 �
，
少数为曲霉 ��株 �

。

目前国内外常用的纤维素酶产生菌种主要为绿

色木霉 ����������� ������� �
，
其次有变异青霉 ��必�

������� ��
������ �和黑

曲霉 �� ���������� ������
。
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表 � 部分菌种的分类

菌 株 数 菌 株 �

���
�

�

��
�

�

八八��八口自台门，，自�自总 数

木 霉 属

青 霉 属

曲 霉 属

交链抱霉属

��
�

�

未禾 走 一 �� �

三
、

两株木霉的毒性观察

用小 白鼠试验观察了两株木霉的毒性
，
结果见表 �

。

表 � 两株木霉的毒性试验结果

一六﹄一

…
一�一�
︸

��

石
体重 �克�只 � 血 液

白血球数

检 查 内脏重量 �克� �只 �

红血球数
�个�毫升 �一�个�毫升 �

喂天饲喂 ��天饲��

�
�����口��对 照 组

���一���组

��
�

��
�

��������� ���一���

��������� � �������

���
�

�组 ��
�

� � ��
�

� ��������� 一 �������

肝肝肝 肺肺 脾脾

注
�

小白鼠剖检承本院畜牧所兽医组同志协助
。

根据试验期的观察和试验终了的剖检
， ���一���和���

�

�两株木霉对小白鼠未表现出

不良影响
，
精神状态

、

食欲情况及排粪均表现正常
。

血检指标及内脏器经肉眼观察无特殊

现象
，
均属正常

。

唯���
�

�酶液组的肝
、

肺
、

脾
、

肾等脏器较对照组为重
。

在观察期间各

组均出现雌鼠产仔现象
，
可见对小白鼠雌雄交配与生育无不 良影响

。

摘 要

两年来
，
由�叮份样品分离获得纤维素酶菌种���� 株

，
筛出纤维素酶活较高的��个

。

���酶活在���毫克 �糖 ��毫升
、

小时以上的 �株
，
最高为���毫克 �糖 ��毫 升

、

小

� �� � 吉林农业科学



时
，
�青霉�� ��

�

��
，
滤纸酶活在 �小时内滤纸全崩的 �株

，
最快为�

�

�小时 �木霉����弓

及���
�

��
。

酶活较高的菌株
，
在微生物学分类上主要属于木霉属与青霉属

。

木霉���一

霜滁�巍一
�两菌株的纤维素酶液对小白鼠未发现毒性反应

。
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