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摘 要 对黑曲霉( Aspergillus niger ) LLW - 1菌株固态发酵生产酸性果胶酶的发酵培养基组成和发酵条件以

及利用果胶酶澄清苹果汁的工艺条件进行了研究。固态发酵产酶条件为:250 mL三角瓶装10 g基料(豆饼:鼓

皮=2.0 g:8.0 g),(NH4)ZSO4 20 g ikg,Tween-80 1.5 g /kg，玉米浆50 mL /kg, KHZP04 3.0 g kg, CaC12 1.0 g /

吨，MgSO4 . 7姚01.0 gikg(均相对于基料)，料水比1:1.2，自然pH; 31℃静置培养72 h，期间在为24 h翻曲1

次，果胶酶活力达2 418 IU仓(干曲)。酸性果胶酶澄清苹果汁的工艺条件为:果汁自然pH值，果胶酶用量500

IU毛(果汁)，明胶添加量0.05 g /L(果汁)，酶解温度和时间分别为45℃和1 ho
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    果胶酶(pectinases)是指能协同分解植物组织中
果胶质的一组酶的总称，可分为2大类:解聚酶(de-

polymerizing enzymes)和果胶醋酶(pectinesterase en-

zyme)。酸性果胶酶一般指内聚半乳糖醛酸酶(endo

一polygalacturonase, EC 3.2.1.15)，通过水解作用方
式无规则切断果胶酸分子的a一1,4糖昔键，将其降

解成寡聚半乳糖醛酸和少量半乳糖醛酸，目前主要应

用于食品工业的果蔬汁和果酒澄清、桔子脱囊衣、低

糖果冻生产，麻料脱胶，木材防腐川和饲料工业[[21

等。碱性果胶酶一般多指聚半乳糖醛酸裂解酶

(polygalacturonate lyase, EC 4.2.2.1一2)，通过反式

消去作用方式裂解果胶酸分子的a一1,4糖昔键，其

主要应用于植物病毒的纯化、纸浆漂白和棉织物处理

等[31。

    本研究室选育了1株高产酸性果胶酶的黑曲霉

LLW一1菌株(另文报道)。文中报道了LLW一1菌

株固态发酵生产果胶酶的发酵培养基和发酵条件试

验结果以及利用果胶酶澄清苹果汁的工艺条件试验

结果。

1 材料与方法

1.1 生产菌株

    黑曲霉(Aspergillus niger) LLW一1酸性果胶
酶高产菌株，江南大学医学系分子生物学研究室选育

和保藏。

1.2 原料和试剂

    鼓皮、豆饼粉和玉米浆，无锡市恒盛生物技术有

限公司;食用果胶，Danisc。公司;试剂级果胶和半乳

第一作者:博士，副教授。
收稿日期:2006-04-29.改回日期:2006-09-19

糖醛酸，Sigma公司;其他试剂均为国产分析纯。

1.3 培养基及培养方法

1.3.1 固体培养基

    马铃薯琼脂培养基〔41，用于菌种的活化和保藏

等。

1.3.2 平皿分离培养基

    在马铃薯琼脂培养基中添加1.5 g/L去氧胆酸
钠，以限制丝状真菌在平皿上扩散生长，便于单菌落

的分离和挑选〔510

1.3.3 技曲种子培养基

    250 mL三角瓶装10 g基料(鼓皮),(N氏)2504

10 g/kg,K玫P04 3.0 g /kg, CaC12 1.0 g/kg, MgSO4·

7玩O 1.0 g/kg(均相对于基料)，料水比1:1.0，自然

pH; 121℃灭菌30 min;接种一菌耳斜面活化种子，
30℃静置培养96 h，期间约28 h翻曲1次。对于发

酵培养基优化试验,30℃培养72 h,24 h翻曲1次。

1.4 果胶酶活力测定(DNS法)

    参照文献【6」的方法并作相应改动。

1.4.1 果胶酶抽提

    称取成熟固态发酵曲1.0 g，加29 mL Na2HPq-

柠檬酸缓冲液(pH 3.5)，于研钵中充分研磨，40℃浸

提30 min,滤纸过滤，滤液再经适当稀释，待测定。

1.4.2 酶活力测定

    吸取0.1 mL适当稀释的酶液，加至2.4 mL用

pH 3.5,Na2HP04一柠檬酸缓冲液配制的5.0 g/L果
胶(Sigma)溶液中，50℃准确反应10 min;采用DNS

法测定酶水解产生的还原糖。以每分钟水解果胶产

生1 tmol还原糖(以半乳糖醛酸计)的酶量定义为1
个果胶酶活力国际单位(IU)a

1.5 苹果汁澄清试验方法[['7l
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    用水把苹果洗净(市售红富士)，去核，切成碎块，

浸泡于1.0 g/L的抗坏血酸溶液中，取出沥干，用捣

碎机打成果浆，迅速于沸水浴中处理5一10 min灭

酶，纱布过滤，取滤汁20 mL分装于25 mL具塞刻度

试管中，加入不等量的果胶酶和其他助剂，于不同温

度下酶解澄清一定时间，待测定。

1.6 苹果汁澄清测定方法[[8l

1.6.1 澄清度测定

    将酶处理的果汁定时取出，于沸水浴中处理 5

min终止反应，滤纸过滤，用722型分光光度计在660

nm处以蒸馏水为参比，测定滤液透光度，即为澄清

度的百分数。

1.6.2 过滤速率测定

    将20 mL酶处理的果汁用滤纸过滤，记录过滤

至10 mL滤液所需时间，换算成单位时间内的滤液

体积(mL/min)，即为过滤速率。

1.6.3 果胶降解量测定

    参照文献〔9]的方法并略作改动。吸取2 mL经

过酶处理的果汁滤液，加人4 mL酸性乙醇(含10

mL/L浓HC1)，混匀，20 min后用分光光度计在660

nm处以酸性乙醇为参比，测定透光度，定义为果胶

降解量的百分数。

    将种子培养基中的基料(豆饼粉 +鼓皮)质量

比改为2:8，其余成分不变，试验了不同料水比对菌

株产果胶酶的影响(表2)。由表2可见，最适料水比

为1:1.2。在实验中发现，当培养基含水量过高时，

曲料易结块成团，菌丝体只在团块表面生长，发酵不

均匀，而影响菌株产酶。

表2 不同料水比对菌株产果胶酶的影响

m(基料):m(水) 1:0.9   1:1.0   1:1.1 1:1.2   1:1.3

酶活力/lu-g-1(干曲) 886   1 086   1 150   1 247    1 121

2.1.3 果胶、玉米装添加量

    在已确定的较佳培养基组成「m豆饼粉):m(熬

皮)=2:8，料水比1:1.2」基础上，又试验了添加果胶

和玉米浆对菌株产果胶酶的影响(表3)0

表3 果胶、玉米浆添加t对菌株产果胶酶的影响

食用果胶电

玉米浆/mL

酶活力/IU"g-'

    (干曲)
1 236 1 033 1 564 1 318 1 182 1 614 1 286

2 结果与讨论

2.1  LLW一1菌株产酶培养基的单因素优化试验

2.1.1 豆饼粉与获皮质量比

    在鼓曲种子培养基的基础上，用豆饼粉替换部分

献皮以补充有机氮源，其余成分不变，试验了豆饼粉

与鼓皮不同质量比对菌株产果胶酶的影响(表 1)a

由表1可见，果胶酶活力随豆饼粉与鼓皮质量比的升

高而提高，当m(豆饼粉):m(鼓皮)二2:8时，菌株

产酶量最高，达1 128 IU电(干曲)。
    表1 豆饼粉与数皮质，比对菌株产果胶酶的影响

m(豆饼粉):m(鼓皮)

酶活力//Iu.g-'(干曲)
旦:10
702

1:9     2:8     3:7     4:6

984    1 128   1 061    878

    表3的结果表明，在发酵培养基中添加玉米浆对

菌株产果胶酶有促进作用，用量为0.5 mL/10 g(基

料)时，产酶量最高。玉米浆中含有促生长因子、微量

元素，对菌株的生长和产酶有促进作用〔‘“〕。果胶酶
属于诱导酶，一般认为，基质中含有的果胶或聚半乳

糖醛酸对产酶起着诱导的作用，但本试验结果表明，

向培养基中添加食用果胶，对该菌株产酶量影响不

大，且增加了培养基的粘度和发酵成本，所以添加果

胶对果胶酶的工业化生产意义不大。

2.1.4 无机氮源添加量

    在已确定的发酵培养基组成的基础上，又试验了

(N氏)2SO4,N执Cl和N氏NO:三种无机氮源不同添

加量对菌株产果胶酶的影响(表4)。结果表明，在已

用豆饼粉做有机氮源的前提下，再添加无机按盐可进

一步提高产酶量，其中添加20 g/kg (NH4)2SO4的产

酶量最高，达1 747 IU馆(干曲)。
2.1.2 料水比

表4 无机氮源添加f对菌株产果胶酶的影响

一一一一一一
无机氮源/g-kg一‘

酶活力/IU"g-1(千曲) 1 423      1 747      1 241 1 228      1 412      1 075      1 178      1 280      1 346

2.1. 5  Tween一80添加量

    试验了表面活性剂Tween一80不同添加量对菌

株产果胶酶的影响(表5)。由表5可见，添加1.5 g/

kg的Tween一80对产酶有显著促进作用。某些特定

表面活性剂能提高酶的产量，其作用机理目前尚不清

楚，但一般认为可能是由于以下原因所致:(1)表面
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活性剂能改变细胞膜的通透性，使细胞内的酶更易透

过细胞膜而分泌出来，但细胞内酶的数量总是趋于恒

定不变。因此，细胞内的酶将随着不断向外分泌而不

断合成，细胞外培养基中的酶则不断积累，从而提高

了酶的产量。(2)某些表面活性剂能提高酶的稳定

J性或对酶有激活作用。

28℃时，微生物生长较缓慢

度过高时，菌丝体过早衰老

发酵周期延长;而发酵温

产酶周期短。

表5 表面活性剂及其用，对菌株产酶的影响

  Tween一80/g-kg-'      0   0.5   1.0   1.5   2.0
酶活力/IU"g-'(干曲) 1 648  1 821 2046  2 395 2 173
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2.2 固态发酵培养基正交试验

    在上述单因素试验的基础上，选取影响菌株产酶

活力较大的培养基组分:豆饼一鼓皮、(N风)2504和

Tween - 80三个因素，利用正交试验表场(34)进行
三因素三水平正交试验(表6)，以进一步优化三角瓶

固态发酵培养基。

表 6 正交试验试验数据及处理结果

试验
豆饼:熬皮

  (9:9)

1(1.0:9.0)

(NI1,)2SO4

  /g.橄-1

Tween一80

/g-kg-'

酶活力

/IU-g-'

1(10)

2(20)

3(30)

    1

  2

  3

  1

  2

  3

1 806

2 033

1 670

  363

1(1.0)

2(1.5)

3(2.0)

    2

    3

    1

    3

    1

    2

1 663

1 925

1 921

  262

1 251

  图1 发酵温度和时间对LLW一1菌株产果胶酶的影响

2.4 果胶酶对苹果汁澄清效果的影响

2.4.1 明胶用量时果汁澄清效果的影响

    试验了明胶不同添加量对果汁澄清效果的影响

(表7)。由表7可见，澄清度、过滤速率和果胶降解

量随明胶添加量的增加而增加，当明胶添加量超过

0.05 g/L，各种参数的增加已不明显，因此在本试验

条件下取明胶用量0.05 g/L。加人明胶能形成明胶

一单宁沉淀物，通常0.05--0.1 g/L的明胶对果汁的

澄清已很充分「‘〕。
2          1

3          1

4     2(2.0:8.0)

5          2

6          2

7     3(3.0:7.0)

8          3

9          3

k 1        1 468

k2         2 104

k3         1 936

R         636

表 7

明胶用量/A. L-1

明胶用t对果汁澄清效果的影响

        0     0.025   0.05   0.075

澄清度/% 88.4    90.8    93.1    92.5    93.2

过滤速率/mL"min-1    1.13    1.34    1.50    1.60    1.56

果胶降解量/% 93.6    95.2    97.1    97.3    96.1

    注:果胶酶浓度 500 IU/L，酶解温度和时间分别为50℃和 1 ho
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    表6试验数据及处理结果表明，m(豆饼):m(熬

皮)的极差R 二636为最大，Tween一80的极差 R

=262为最小。从k值分别取其数值最大的参数，

可获得三角瓶固态发酵优化培养基配方为:250 mL

三角瓶装10g基料，仁m(豆饼):m(熬皮)二2.0 g:

8.0 g)〕，(N氏)2SO4 20 g/kg, Tween一80 1.5 g/kg,

玉米浆50 mL/kg, K玩pq 3.0 g/kg, CaC12 1.0 g/

kg,MgS04.7H20 1.0 g/kg(均相对于基料)，料水比

1:1.2，自然pH.

2.3  LLW一1菌株发酵条件的确定

    选取28,31和34℃三个不同温度分别对YL一1

菌株进行三角瓶固态发酵产酶试验,36 h起每隔12

h取样测定酶活力(图1)。由图1可见，31℃培养72

h果胶酶活力最高，达2 418 IU馆(干曲);发酵温度

2.4.2  pH值对果汁澄清效果的影响

    将苹果汁(自然pH 4.15)分别用HCl或NaOH

调节至不同的pH值，试验了不同pH值对果汁澄清

效果的影响(表8)。由表8可见，在pH 2.5-4.0范

围内，果胶酶均能有效地发挥其澄清果汁的作用。苹

果汁根据苹果成熟度的不同，其自然pH一般在3.2

-4.5范围内变化，几乎在酶的有效作用范围内。因

此澄清过程中无需调节苹果汁pH值，而且在实际生

产中也不宜用酸碱调节pH值。

            表8  pH值对果汁澄清效果的影响

苹果汁pH值
澄清度/%

过 滤 速 率AmL.

rmn一I

果胶降解量/%

2.5      3.0     3.5     4.0     4.5

96.6

1.72

97.9

95.2

1.63

96.6

93.9    92.6    88.5

1.68    1.55    1.33

96.2    95.0    92.1

    注:果胶酶浓度500 IU/L，明胶用量0.05 g/L,酶解温度和时间

分别为50℃和1 ho

2.4.3 温度对果汁澄清的影响
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    试验了不同酶解温度对果汁澄清效果的影响(表

9)。表9结果表明，在不使酶失活的温度范围内，苹

果汁的澄清度和果胶降解量随温度的升高而增加，但

温度过高将产生后熟味，严重影响苹果汁的风味和品

质。因此酶促果汁澄清的温度一般以45℃为宜，若

要加快果汁澄清，可适当提高酶浓度或温度。

            表， 温度对果汁澄清效果的影响

酶解温度八二 20     30     40     45      50     60

澄清度/% 81.0   85.5   88.8   92.5   93.3

果胶降解量/% 90.6   93.3   93.5   95.2   97.8

注:果胶酶浓度500 IU/L，明胶用量0.05 g/LI酶解时间1 ho

92.8

96.8

1.5 g/kg，玉米浆50 mL/kg, K姚Pq3.0 g/kg, Ca-

C12 1.0 g/kg, MgSO4 . 7叹O 1.0 g/kg(均相对于基

料)，料水比1:1.2，自然pH.
    (2) LLW一1菌株固态发酵条件为:31℃静置培

养72 h，期间约24 h翻曲1次。在该发酵工艺条件

下，黑曲霉LLW一1菌株所产果胶酶活力可达2 418

IU乍(干曲)。

    (3)果胶酶澄清苹果汁的工艺条件为:果汁自然

pH值，果胶酶用量500 IU/L，明胶添加量0.05 g/L,

酶解温度和时间分别为45℃和1 ho

2.4.4 酶浓度对果汁澄清的影响

    于不同温度(30℃和45U)和酶解时间(1 h)条件

下，试验了不同酶浓度和温度对果汁澄清效果的影响

(表10)。由表10可见，(1)为了达到一定的澄清度，

温度越低，所需酶浓度越高;(2)在相同温度条件下，

果汁澄清度随酶浓度增加而增加。综合各种因素选

取45r-、酶浓度500 IU/L.
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=2.0g:8.0 g)」，(NH4) 2 SO4 20 g/kg, Tween一80
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Production of Pectinanses and Its Application in Clarification of Apple Juice
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ABSTRACT  Fermentation medium and conditions of solid-state fermentation for production of pectinases by As-

pergillus niger LLW-1 strain and the process conditions of apple juice clarification treated with the pectinases were
studied in this paper. The results of solid-state fermentation tests showed the optimum conditions:m(soybean
flour):m (wheat bran)=2二8，corn steep of 50 mL/kg，(N氏)2SO4 20 g/kg，K玩P04 3.0 g/kg，CaC121.0 g/
kg，MgS04 1.0 g/kg，Tween-80 1.5 g/kg, water to base medium ratio of 1:1.2，and natural pH. The pectinases
activity reached 2 418 IU/g dry medium at 31'C for 72 h. The process of apple juice clarification process treated with the

pectinases were pectinases of 500 IU/L, gelatin of 0.05 g/L, apple juice of natural pH, and 45̀C for 1 hour.
Key words  solid-state fermentation, orthogonal tests, acidic pectinases, apple juice, clarification
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