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揭开Pyrenophora phaeocomes S-1产生木质 - 半纤维素分解酶混合物的能力
以及稻草秸秆的同步生物脱木质素用于增强的酶促糖化 IF:5.94
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Introduction 

小麦

玉米

大米

低消化率、高硅含量以
及低营养价值，导致这
种废料不能用作饲料

纤维素（44％）和半纤
维素（20.1％）与木质
素（19％）和不易消化
的二氧化硅（9.8％） 

造纸和生物燃料工业生
产中最不优选的底物



Introduction 

白腐真菌

白腐真菌是一类使木材呈白色腐朽的真菌,能够分泌胞外氧化酶降解木质素,且降解木质素的能力优于降解
纤维素的能力,这些酶可以促使木质腐烂成为淡色的海绵状团块——白腐,故称为白腐真菌。

它既不专指某一种真菌也不是泛指某一些真菌，而是限定为一类腐生木质上对木质有相同进攻能力并造成
木质发生相同结构与外观变化—白腐的丝状真菌的总称



Introduction 

Ligno-hemicellulases

（木质半纤维素酶）

Laccase

（漆酶）

Xylanase

（木聚糖酶）

Mannanase

（甘露聚糖酶） 

氧化还原酶; EC 1.10.3.2

内切-β-1,4-木聚糖酶（EC3.2.1.8） 

内切-β-1,4-甘露聚糖酶（EC3.2.1.78） 

鉴于上述要求，本研究的目的是分离真菌菌株，该菌株能在木质

纤维素残留物上共同产生漆酶，木聚糖酶和甘露聚糖酶的混合物，

并能同时使稻秆脱木质素以获得有效的酶促作用水解。
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腐烂的木
质样品 

01

02

输入文本

印度昌迪加尔市 

Material and methods 
Microorganism 

漆酶 木聚糖酶 甘露聚糖酶

愈创木酚
发红区域

刚果红
透明圈

刺槐豆胶板
透明圈

选择菌株是基于它能够在麦麸固态发酵（SSF）4天后共同产生木
质 - 半纤维素分解混合物的所有三种酶，并具有相当的滴度。



Material and methods 
Solid state fermentation of wheat bran 

5g麦麸+7.5ml蒸馏水

250ml锥形瓶中

灭菌15 psi for 30 min 

从PDA平板上生长良好的
菌落周围切下5个菌丝盘
（7mm）接种，然后在
28℃下在静态条件下温育
4天，用手动每天摇晃一
次。 

200ml蒸馏水 
金属筛过滤
4℃以10,000rpm离心10分钟 
无菌丝上清液作为粗酶制剂 



Material and methods 
Enzyme assays  

酶活性以国际单位(IU)表示
每分钟氧化1 μmoles 愈创木酚所需的酶 漆酶

木聚糖酶

甘露聚糖酶

10分钟内在50℃氧化时测量愈创木酚在
470nm的吸光度变化来测定漆酶 

50℃下每分钟释放的木糖的摩尔数，使用
二硝基水杨酸 酸试剂

50℃下每分钟释放的甘露糖的摩尔数，使
用二硝基水杨酸 酸试剂

使用spelt xylan 
作为底物测定木聚糖酶活性

使用瓜尔胶
作为底物测定甘露聚糖酶活性



Material and methods 
Identification of the strain 

18S rDNA测序，
基于测序，BLAST和Multialn结果，
使用MEGA 4软件构建了系统发育树



Material and methods 
Assessment of different lignocellulosic residues for supporting the growth and co-production of laccase, 

xylanase and mannanase by solid state cultures of P. phaeocomes S-1 

salt solution containing (g/L): 
NH4NO3,                    4.0; 
KH2PO4,                     0.8; 
Na2HPO4 7H2O,        0.75;  
MgSO4 7H2O,             0.5; 
yeast extract,             2.0;
 ZnSO4 7H2O,          0.002; 
FeSO4 7H2O,            0.005; 
CaCl2 2H2O,                0.06;
MnSO4 4H2O,              0.05   
CuSO4 7H2O,                  0.5 

5g不同木质纤维素残留物



Material and methods 
稻秆固态发酵期间生产木质素 - 半纤维素分解酶混合物的时间过程

250ml锥形瓶

时间：固态发酵10天

操作：以24小时的间隔取出锥形瓶

目的：研究了在稻草上生产漆酶，木聚
             糖酶和甘露聚糖酶的时间过程
             研究三种酶的生产曲线



Material and methods 
Characterization of crude ligno-hemicelluloytic enzymes cocktail of P. phaeocomes S-1 

测定不同温度范围为25至70℃的酶活性，在50℃
下培养酶制剂96小时来研究热稳定性曲线，并且
通过以相同的时间间隔取出样品来测定残留活性 

乙酸盐缓冲液pH 3.0-6.0，磷酸盐缓冲液pH 7.0-
8.0和Tris-HCl缓冲液pH 8.0-10.0，100mM浓度

BaCl22H2O, CuSO45H2O, HgSO4, NaCl, MgSO47H2O, 
CaCl22H2O, MnSO4, FeSO47H2O, ZnSO47H2O, KCl, 
CoCl2 and CH3COONa 

EDTA，十二烷基硫酸钠（SDS），叠氮化钠
（NaN3），丙酮，甲醇，乙腈和福尔马林

温度和热稳定性

pH

金属离子

有机溶剂



Material and methods 
P. phaeocomes S-1在稻草生物脱木素中的应用

15g稻草+蒸馏水

若干500ml锥形瓶中

灭菌121℃下30 min 

从PDA平板上生长良好的菌落周围
切下15个菌丝盘（7mm）接种，然
后在28℃下在静态条件下培养60天，
用手动每天摇晃一次。 

4,8,10,15,20,30,40和60天后，一式两份取出烧瓶

每个烧瓶中的内容物与600ml蒸馏水混合，在实
验室混合器中混合，然后通过机械筛。用蒸馏
水将固体残渣洗涤2-3次，然后在80℃下干燥。

上清液进行漆酶，木聚糖酶和甘露聚糖酶活性
检测，以及总量还原糖检测



Material and methods 

稻草样品的成分分析
根据NREL实验室分析程序（Sluiter等，2008），根据纤维素，半纤维素和木质素含量
测定未处理和预处理的稻草样品的组成。 预处理期间各种成分的损失计算如下：

％纤维素/半纤维素/木质素的损失=1-
残留物回收×残余物中的纤维素/半纤维素/木质素含量

天然纤维素/半纤维素/木质素含量
x100



Material and methods 

用室内生产的纤维素酶进行酶水解
分别将未处理（U），生物预处理（B），NaOH提取（N）以及生物处理的+ NaOH提取的（B + N）
稻秆残余物各2g分别分散在30ml的0.1M乙酸钠缓冲液 （pH 4.5）在250ml锥形瓶中。 将它们在15psi
下蒸3小时，冷却至室温，随后加入10ml来自黑曲霉NS-2（Bansal等，2014）的粗制纤维素制剂以
提供5FPU / g 干基质和0.1％甲醛以防止微生物污染。 在水浴振荡器（150rpm）中于50℃进行水解
144小时。 定期24小时取出样品，以10,000rpm离心10分钟，并通过DNS分析还原糖（Miller，
1959）。 得到的信息用于计算糖化效率如下：

糖化％=
总还原糖释放 X 0.9 X 100

预处理稻草中碳水化合物的含量
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S-1

Pleurotus 
ostreatus

Trametes 
versicolor 

S-1
培养4天后
漆酶 1618 IU gds-1

木聚糖酶90.37 IU gds-1

甘露聚糖酶20.83 IU gds-1

是第一个被报道的，
在小麦秸秆培养
after 28 days到达最
高值

Results and discussion

培养21天后
漆酶 72.9 ± 1.4 U gds-1  

木聚糖酶98.9 ± 6.4 U gds-1  

甘露聚糖酶35.5 ± 3.9 U gds-1  

它可以在非常短的时间内以相当高

的滴度共产生三种重要的木质纤维

素分解酶，使其成为酶商业化的潜

在候选物。但是，通过研究酶生产

的时间进程，选择合适的底物和补

充营养素，可能会进一步提高酶的

生产力。



Results and discussion

1米糠
2脱油米糠
3小麦麸
4甘蔗渣
5二手茶叶
6小麦秸秆
7稻草
8稻壳
9干树叶
10土豆皮 
11干草
12玉米秸秆
13地螺母壳
14菠萝提取物
15 Mausami
16木屑
17香蕉茎
18厨房垃圾
19Sarkanda 
20纸浆



1米糠
2脱油米糠
3小麦麸
4甘蔗渣
5二手茶叶
6小麦秸秆
7稻草
8稻壳
9干树叶
10土豆皮 
11干草
12玉米秸秆
13地螺母壳
14菠萝提取物
15 Mausami
16木屑
17香蕉茎
18厨房垃圾
19Sarkanda 
20纸浆

漆酶：小麦秸秆、玉米秸秆、干草、稻草
木聚糖酶：脱油米糠、麦麸、干草、玉米秸秆
甘露聚糖酶：厨房垃圾、菠萝提取物、香蕉茎、干树叶

Results and discussion



不同底物上的各种真菌的固态培养物         比较木质纤维素酶的产率



在稻秆固态发酵过程中由P. phaeocomes S-1生产木质素 - 半纤维素混合物的各种
酶的时间过程

漆酶：192h
24,347.13±1
16.91 IU gds-1

木聚糖酶：
144h
264.43±0.43 
IU gds-1

甘露聚糖：
72h
15.61±0.08
IU gds-1



温度(a)和pH(b)对P. phaeocomes S-1生产的木质素 - 半纤维素混合物的各种酶的活性影响

在25℃的温度下
漆酶                        44.8％
木聚糖酶                59％
甘露聚糖酶            57％ 

最高酶活性
漆酶                  50℃
木聚糖酶         55℃
甘露聚糖酶     55℃

在pH=3下
漆酶                        27％
木聚糖酶                56％
甘露聚糖酶            55％
在pH=9下
漆酶                        25％
木聚糖酶                57％
甘露聚糖酶            48％  

最适pH
漆酶                  5.5
木聚糖酶         5
甘露聚糖酶     5



热稳定性曲线
在50℃下
5mM KCl
漆酶(a)
木聚糖酶(b)
甘露聚糖酶(c)

半衰期
漆酶                     5h→8h
木聚糖酶           10h→24h
甘露聚糖酶        2h→3h



1mM（a）和5mM（b）的各种金属盐对由P.Phaeocomes S-1生产的木质素 - 半纤维
素混合物的各种酶的活性的影响。



EDTA，抑制剂，表面活性剂和有机溶剂对由P. phaeocomes S-1生产的木质素 - 半纤维
素混合物的各种酶的活性的影响。

 NaN3被证明是漆酶的抑制剂，
即使最低浓度为0.375mM也被抑
制，可能是由于活性位点中的2
型和3型铜阻止内部电子转移而
形成的复合物



32.4％纤维素，
28.1％半纤维素
20.0％木质素



单独生物处理后的稻草组成百分比变化（40 d），用0.1N NaOH（30分钟，室温）单独
提取，生物预处理，然后用0.1N NaOH萃取。

B+N
纤维素8％
半纤维素60％
木质素78％

B
纤维素5.2％
半纤维素50.9％
木质素63.3％



（B+N）➗ U=4.90倍
（B+N）➗ N=1.77倍
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