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摘要:从单胃动物的粪便垃圾堆中分离出一种可分泌植酸酶的青霉.进一步的研究表明这种青霉培养液最佳的淀

粉含量为 40 g·L-1.青霉生长与其分泌植酸酶之间存在矛盾.青霉生长旺盛时产酶少 ,测出的酶活性低.青霉生长

缓慢时产酶多 ,测出的酶活性高.植酸酶大量分泌前伴随着培养液 pH 值的急剧下降.
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　　植酸(phytate)又称肌醇六磷酸酯 ,是植物组织中

磷的主要贮存方式 ,在谷物 、豆类 、油料等作物种子

中 w(植酸 )约为 1%～ 3%,它不能为人和单胃动物

消化吸收 ,随粪便排出体外 ,不仅浪费磷资源 ,还污

染环境;植酸能与体内某些蛋白质和金属阳离子形

成络合物而降低其食品营养价值.

植酸酶可以降解植酸为肌醇和无机磷.在动物

饲料中添加植酸酶 ,不仅为动物提供所需的磷 ,而且

通过解除螯合作用提高动物对矿物元素及蛋白质的

利用率 ,促进动物生长发育 ,减少环境污染[ 1 ～ 3] .

许多植物饲料中都含有植酸酶 ,但其含量极少 ,

热 、酸不稳定 ,在饲料加工过程中和动物胃中往往使

之失活.微生物生产的植酸酶不仅耐酸 ,而且热稳定

性相对于植物自身植酸酶要高.目前国内应用的植

酸酶均属进口产品 ,价格昂贵.国内仅在近几年有几

家单位开始此项工作的实验室研究 ,但产酶活力低 ,

成本高 ,因而至今仍无商品级植酸酶面世[ 4 , 5] .因

此 ,培育和筛选产植酸酶高并具有广泛的生长适应

性的菌株在目前显得尤为重要.作者已从单胃动物

的粪便垃圾堆中分离出一种青霉菌(Penicillium

sp.),并对其生长条件及产酶特性进行了初步研究.

1 　材料与方法

1.1　植酸钙的制备

在植酸(pH1 ～ 2 ,密度 1.1 g·mL-1)中加入饱和

CaCl2溶液 ,滴入高浓度的 NaOH 溶液至中性 ,过滤 ,

用大量蒸馏水冲洗沉淀后烘干至恒质量.

1.2　培养基及培养方法

　　(1)培养基母液的制备:5 g·L-1MgSO4·7H2O +

50 g·L-1NH4NO3 + 5 g·L-1KCl +1 g·L-1MnSO4·

2H2O +0.1 g·L
-1
FeSO4·7H2O , 使用时稀释 10倍.

　　(2)固体培养基的制备及培养方法:15 g·L-1葡

萄糖+30 g·L
-1
琼脂 +稀释 10倍的培养基母液 ,

5 g·L-1植酸钙 ,pH 5.5 , 溶解后倒入培养皿 ,冷却后

划线培养 ,30℃, 3 ～ 5 d.

(3)液体培养基的制备及培养方法:30 g·L
-1
葡

萄糖 +20 ～ 80 g·L-1淀粉 +3 g·L-1植酸钙+稀释

10倍的培养基母液 ,pH5.5.500 mL三角瓶中装液体

培养基 100 mL , 在固体培养基上挑取 3环青霉菌到

液体培养基 ,于 30℃, 120次/min振荡摇床上培养 5

～ 7 d.

1.3　菌种的来源

在鸡粪的垃圾堆中 ,取 1 g 湿泥稀释 1 000 倍.

吸取 1 mL 在固体培养基上划线培养 ,初步筛选出分

解植酸钙的菌落.

1.4　植酸酶检测方法[ 6]

在固体培养基上挑取 3 环青霉菌到液体培养

基 ,30 ℃振荡培养 , 将菌液在10 000 r/min 离心 5

min ,取上清液作为粗酶液.取酶液 0.5 mL 加底物缓

冲液(0.25 mol/L 乙酸-乙酸钠 ,1.4 mg·mL
-1
植酸 ,

pH5.0)1.5 mL ,45℃保温 30 min ,然后加 0.1 g·mL-1

TCA 1 mL ,定磷试剂 3 mL ,在 660 nm 下测定 A660 nm

值.以每毫升粗酶液作用 1 min放出 1 nmol无机磷

为1酶活力单位(nmol·min
-1
·mL

-1
).

1.5　青霉生长量测定

采用质量法 , 先称量滤纸质量 , 作好记录和标

号.取 10 mL 菌液进行过滤 ,烘干称质量 ,减去滤纸

质量得菌丝净质量.
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2　结果与分析

2.1　植酸酶野生菌的筛选

　　从单胃动物(鸡 、猪)的粪便垃圾堆中取湿泥进

行多次稀释培养 ,发现了一种能自然产生植酸酶的

菌落 ,对其进行了初步提纯复壮 ,繁殖培养 ,经鉴定

确认为青霉 ,如图 1 所示 ,菌落为青绿色 ,有白色边

缘 ,四周的植酸钙白色沉淀被分解 ,培养基呈透明 ,

初步表明此青霉具有产生植酸酶的能力 ,挑选出有

透明斑 、生长旺盛的大菌落 ,进行酶活性测定.

2.2　培养液中淀粉含量对青霉生长的影响

在液体培养基中添加不同含量的淀粉(20 、40 、

60 、80 g·L-1),对青霉进行培养 ,培养温度为 30℃,结

果表明(表 1):淀粉经过高温高压灭菌后 ,晶格化被

破坏 ,呈糊状.培养液淀粉含量 80 g·L-1时 ,菌液受

淀粉糊化影响 ,粘稠摇动困难 ,溶解氧量少 ,浪费营

养.20 g·L-1时菌液呈水状 ,溶解氧量多 ,但浪费发

酵空间 , 产率低.初步认为培养液中淀粉含量为

图 1　产生植酸酶的青霉菌落

Fig.1　 Penicillium sp.colony producing phytase

40 g·L-1较合适 ,此时淀粉利用充分 ,产率高.

表 1　培养基中淀粉含量对青霉生长的影响

Tab.1　 Effects of starch content on Penicillium sp.growth

ρ(淀粉 starch)

/(g·L-1)

t(培养 culture)

36 h 60 h 5 d

80 白色 ,呈稠粘的浆糊状 深紫色 , 呈稠粘的浆糊状 青色 ,呈浆糊状 , 有较多的淀粉剩余

60 微红色 ,呈稀糊状 深紫色 , 呈稀糊状 青色 ,呈稀糊状 , 有少量的淀粉剩余

40 粉红色 ,呈稀糊状 深紫色 , 呈稀糊状 青色 ,菌液呈水状 , 大量青霉菌落悬浮于水中 ,

无淀粉剩余

20 紫红色 ,呈水状 深紫色 , 呈水状 青色 ,呈水状 , 菌落稀疏 ,无淀粉剩余

2.3　青霉生长曲线

青霉的培养温度为 30 ℃.从图 2看出 ,在培养

初期(12 h内),青霉的生长表现出快速生长的趋势 ,

以后交替出现快 ※慢※快※慢的动态 ,且间隔时间

为6 h ,青霉生长总体呈阶梯状上升趋势.

图 2　青霉生长曲线

Fig.2　 Growth curve of Penicillium sp.

2.4　植酸酶活性与青霉生长时间的关系

从图 3可以看出随青霉生长时间的延长 ,其分

泌的植酸酶活性呈波浪状变化 ,培养的第 24 、36 、54 、

66 h的酶活性较高 ,而且是对应发生在青霉生长的

平缓期(图 2),这可能是由于青霉大量产生植酸酶 ,

消耗很多蛋白和能量 ,导致生长减慢.尤其在 36 h

出现了短时间的植酸酶活性高峰后 ,酶活性很快降

低.以后呈较平缓的波浪状变化.这种变化似可说

明当培养液中缺乏磷时 ,生产植酸酶的基因被激活 ,

植酸酶大量产生 ,大量植酸被分解而产生大量的磷 ,

磷不能马上被完全利用 ,不断积累的磷反而抑制植

酸酶的产生 ,从而使植酸酶的活性呈一高一低的波

浪状变化.

图 3　植酸酶活性与青霉生长时间的关系

Fig.3　The relationship between phytase activity and growth

time of Penicillium sp.
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2.5　培养液中 pH随青霉生长变化

从图 4看出随着青霉培养时间的延长培养液pH

缓慢降低 ,最终降至 2 左右 ,在 24 ～ 30 h菌液 pH 降

低迅速.这一时段正好是在酶活性急剧增高之前 ,可

能由于青霉在大量产酶前代谢旺盛 ,产生一些酸性

的代谢产物所致.

图 4　培养液 pH与青霉生长时间的关系

Fig.4　 The relationship between pH of liquid medium and

growth time of Penicillium sp.

3　结论

在植酸酶野生菌的筛选过程中 ,有些菌并不分

泌植酸酶 ,但它也能形成透明的菌斑 ,后来发现是这

些菌分泌大量酸性物质 ,溶解植酸钙(pH<3时开始

溶解)的缘故.这是初步筛选中应注意的问题.

植酸酶活性随着青霉的生长而呈波浪状变化 ,

当植酸酶活性升高时 ,对应时期的青霉生长就变得

缓慢 ,这可能是由于青霉大量产生植酸酶 ,消耗很多

蛋白和能量 ,导致生长减慢.植酸酶活性的变化是由

什么来决定的呢 ?笔者在试验中发现培养液中的无

机磷含量变化与植酸酶活性的变化一致 ,所以推测

无机磷对植酸酶有反馈抑制的作用.

植酸酶大量分泌前伴随着培养液 pH 值的急剧

下降 ,这可能与青霉的代谢加快有关 ,并分泌出酸性

物质 ,或是产生的 CO2 形成 HCO
-
3 ,在生产上可作为

一项指标 ,预示着植酸酶分泌高峰的到来 ,因为植酸

酶活性的测定不仅较培养液 pH 值的测定要复杂得

多 ,而且需要 2 h以上 ,不能及时预报植酸酶分泌的

情况 ,难以及时控制生产.
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The Screening of Phytase-Producing Penicillium sp.and Study
of Its Growth Requirements
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Abstract:A strain of the fungus Penicillium sp.which could produce phytase was isolated f rom a heap of monogastric

animal feces.The optimal concentration of the starch in the penicillium(Penicillium sp.)liquidmedium was 40 g·L
-1
.

Phytase production of the penicillium was inversely related to its growth.When the penicillium grew fast , phytase was

produced slowly and in small quantity.When the penicillium grew slowly , much phytase was produced.Before a great

deal of phytase was produced the pH of the penicillium liquid medium decreased sharply.
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