
   



愈刨术酚营养肉汁琼脂(G—NA)：营养肉汁琼脂

灭菌后添加经无菌过滤器除菌的愈创木酚一乙醇溶

液，使愈创术酚的最终浓度为0．04％。

n一萘酚营养肉汁琼脂(nN—NA)；制法同昏NA，

以r萘酚替代愈创木酚。

愈刨木酚PDA(G—PDA)：制法同DNA，以PDA

替代营养肉汁琼脂。- 一

a一萘酚PDA(aN—PDA)：制法同G_PDA，以旷

萘酚替代愈创木酚。

木质素降解选择培养基(LDsM)：麸皮水解液

(以干麸皮木质素计)o．39、KtHPO。1．og、Nacl

O．59、MgSO‘·7H20 O．39、NaN03 2．59、CaCl2 O．

19，FeCIa O．019、水1 000 mL，pH7．4。

愈刨木酚一木质素降解选择培养基(GLDs)：在木

质素降解选择培养基中加入愈创本酚，使其终浓度为

0．04％。

a一萘酚-木质素降解选择培养基(NLDs)：在木质

素降解选择培养基中加入a一萘酚，使其终浓度为0．

5 mm01／L。

1．3．4液体产酶培养基(g／L)

马铃薯200、蔗糖20、K2HPO。3、MgsO··7HzO

1．5，pH自然。

1．4常见微生物菌种的漆酶生产分析

实验室保藏以及外购的细菌、放线菌、酵母、丝状

真菌的典型微生物菌种经斜面活化，制备成菌悬液，

适当稀释后，取o．2 mL细菌和放线菌稀释液分别涂

2h以减少细菌的存活量，然后以10倍稀释法适当稀

释后，取2mL接人装50mL LDsM的三角瓶，30℃、

20 r／min摇瓶培养5d后，取培养液O．2mL分别涂

布在ePDA和nN—PDA平板上。另l份无菌适当

稀释土样溶液取o．2 mL，同样涂布在pPDA和aN—

PDA平板上，30℃恒温培养。每1样品各种平板各

作3个平行，观察记录漆酶生产能力，并从平板挑取

具产酶潜力的生长菌落进行初筛。

1．6产酶土壤微生物的初筛

对上述挑出菌株进行斜面活化，制备成菌体或孢

子悬液，并适当稀释后，取O．2 mL分别涂布在GLDS

和NLDS平板上，30℃恒温培养。同样观察，记录漆

酶生产情况，挑选性能优良菌落，传代培养2～3代，

斜面保藏备用。

1．7产酶菌株的复筛

对初筛出的产酶菌株具体定量测定漆酶活性，进

行高产酶菌株的复筛。菌种斜面活化后接种于液体

产酶培养基中，30℃摇瓶培养4d后，测定菌体细胞干

重(Dcw)和漆酶活力，同样做3个平行样进行分析。

1．8酶活测定方法

发酵培养渡经3 Ooo r／min离心10min后，上清

液作为粗酶液。酶活测定采用根据c01l等的比色

法“3进行改良的方法o]。1个酶活单位(1u)定义为

1 min内将1pmol愈创木酚氧化所需的酶量。

2结果与讨论

布在GNA、aN—NA，GLDS和NLDS平板上，取0．2 2．1 常见微生物菌种的漆酶生产分析

mL酵母和丝状真菌稀释液分别涂布在ePDA、aN- 首先根据漆酶本身的性质、催化作用特征以及微

PDA、GLDS和NLDs平板上，30℃恒温培养。每1 生物生产漆酶的代谢作用特性而设计的各种产酶菌

样品各种平板各作z个平行，每天定时观察菌落形 株分离选择性培养基平板，对一些本实验室保藏以及

态，测量菌丝圈、变色圈直径，记录变色圈颜色深浅以 外购的典型微生物菌株的生长状况进行比较分析，培

分析判断漆酶生产能力。 养7 d后菌体生长及菌落大小、漆酶催化氧化还原反

1．5土壤微生物的分离 应产生的变色圈直径平均值及其变色圈颜色深浅程

每1份土样均分成2份，1份置于40℃烘箱中烘 度的实验观察结果如表1表示。

表l常见细菌和放线蕾在产酶微生物分离选择培养基平扳的培养结果

类别 菌株
G-NA aN—NA

b a b

大肠杆莆cGMccl-202l +(2) o(一) +(2) 0(一)

假单胞杆菌wzFF、G一350 +(2) o(一) +(1) 0(一)

细茁 枯草杆菌wzFEw一1088 +(3) o(一) +(2) 0(一)

地表芽孢杆菌CGMcCl．813 +(3) O(一) +(2) 0(一)

野油菜黄单胞菌cGMcCl．1653 +(2) O(一) 十(3) O(一)

放线菌 纺锤链霉菌wzFF B—12 一(o) O(一) 一(0) 0(一)

兰色链毒菌cGMcc4．1236 +(4) O(一) +(n o(一)

注m表示菌体生长状况(+生长．一不生长)，括号中表示菌落圈直径(mm)‘b，表示变色皤直径(mm)t括号中表示颜色探度(～无反应，+
较强．++强)．
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衰4产酶土壤擞生物蕾株在选择平板上的初筛

实验中发现，大部分的菌株在2种平板上的生长

快慢略有差别，如同在表1和表2常见微生物的产酶

分析实验所观察到的结果，在添加a一萘酚的选择平板

上的生长速度大于添加愈创木酚的GLDS平板，说明

愈创木酚对菌体生长有一定的抑制作用。虽然由于

在培养过程中这2种底物对不同菌株菌体细胞生长

产生一定的抑制作用，或对漆酶生物合成的诱导作用

有差别等种种原因，变色圈的大小与生长圄的大小没

有必然的相关性。同一菌株在不同平板上的显色圈相

对大小也不完全相同，但大多数菌株呈现出了较好的

一致性。在变色圈所显色泽和强度方面，所有显色菌

株在同种选择培养基的不同平行平板中都能显示出

几乎一致的色泽与直径大小，说明选择平板的稳定性

和高度可重复性；大多数菌株在同种平板上显示的颜

色比较接近，但不同菌株之间颜色深浅有明显的差

别；同一菌株在不同平板上的显色反应也稍有差别，

一般在GLDS平板显色圈的色泽深于NLDS平板，可

能愈刨木酚对漆酶的产生具有一定的诱导作用。但

是，也有少部分菌株的颜色深浅不一致，如菌株w—

c3和W—G4在NLDS平板上显色较浅，而在GLDS

平板上颜色却很深。这些现象的产生除了与菌株所

合成漆酶的产量、活力和类型有关外，可能还与不同

菌株所产的漆酶对于愈创木酚和口-萘酚的催化专一

性差别有关。

因而，虽然实验中也观察到有少部分白腐真菌菌
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株单独以r萘酚或愈创木酚作氧化底物时会呈阴性

反应，以显色圈的大小和颜色深浅还不能直接作为判

断菌株产漆酶能力高低的标准，但是，经过多次反复

试验说明可以用本实验所设计的产酶微生物选择培

养基分离方法有效地筛选漆酶生产菌株。通过掌握

各选择平板的菌矍盔垄；察襞”塞囊嘲i引揣引删i“冀

甏嚣嚣要弊嚣蓉卿嗜碍锄堰墓雾示霪璧蟊的囊苷6囊

嚣堪哨-薹埔肖滋。"·霞∥崩婴美錾⋯誉蒂器南!囊露蓊

蠢彳巷癸蹒篓嚣雾恫且，驯唧悝国秘雏囊蔷萎馏矍¨

笋越Hi蠢薹簦景矗茹鐾薷揎倒：辩雾萎i；坠鐾擎

叁量冀管一趣碴冀蓠嚣；

蠢～瑟薹二囊妻竖■翌i硅蔷q，作用时间对麸皮

蛋白质水解度的影响

从图4可以看出，当作用时间在1_0～2．5 h，随

着作用时间的增加，蛋白质的水解度增大较快；>

2．5h时，水解度增加缓慢。最终确定蛋白酶的作用

时间为2．5～3．5h。

2．1．6各因素对膳食纤堆纯度的综合影响

实验中以膳食纤维的纯度为指标，淀粉酶的添加

量为A因素，淀粉酶的酶解时间为B因素，蛋白酶用

量为c因素，蛋白酶酶解时间为D因素，每个因素取

3个水平设计k(34)正交试验，结果见表3。由表3

可知，各个因素对纯度的影响顺序为B>A>D>C，

最优的工艺条件为A。B：c3D；。以优化的工艺条件

   



寰5复筛菌株的漆酶活力均值

表5中，作为测试对照菌的黑曲霉、橘青霉和粗

糙脉孢菌的漆酶活性都很低，但坠硒霎曩蘸酉羹川～

彗墼雩浮牙趸耋篓i痞绡省瑙哇霪鍪杠塑墓籀蓑儡|

菊乳羹酗△5暂萋薹擎黟}一鑫的蕾黔蒸：蚤鬟明

要美甄8拳堕薏妻蚕盛薹羹誊羹羹囊羹宣蠹篓嚣够誊

蠢羡矛彝麸艚食磐建功攀掣；燮理蓄彰影盖鋈蘑l虽l幕

螽蓥蔼二籍裤蠢耄坠鼋美蔫美粪}肇答专=馏告尝麸

膳食纤维功能性质的影响

膳食纤维功能的优劣， 与其粉碎粒度有一定的关

系。金玉钟口"等通过对添加不同粉碎粒度麦麸膳食

纤维的桃酥食用效果进行了研究，在对食用效果，食

用口感，外观色泽等进行综合比较后发现，粉碎粒度

在60～80目，添加 比例在15％左右，其防冶习惯性

便秘效果较好，对制品 的口感、色泽等质量无明显影

响。

髓国墨
2．2．1 膳食纤维的持水力和吸油力

膳食纤维的粉碎粒度对其持水力和吸油力的影

响情况见图 5。
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图5膳食纤维的粉碎粒度对其持水力

和吸油力的影响

从图5可以看出，随着粒度的减小，持水力和吸

油力均有下降的趋势，这与sangnark口7 3测得的结果

相一致，下降的原因可能是在粉碎的过程中，纤维基

质损坏，颗粒的毛细结构被部分破坏，使得膳食纤维

对水分和油的束缚减小。

2．2．2膳食纤雏的膨胀力

本实验测得的膨胀力的结果如图6所示，从图6

可以看出，膨胀力随着粒度的减小而减小，这是因为

随着粒度的减小，麸皮中的细胞被部分破碎，一方面

使更多的亲水性基团暴露出来，可增加粉体的膨胀

力；但另一方面，纤维基质损坏，颗粒的毛细结构被部

分破坏，使得粉体对水分的束缚减小，其膨胀力减小。
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膳食纤维的粒鲫目

图6膳食纤维的粉碎粒度对其膨胀力的影响

2．2．3膳食纤维的阳离子交换能力

膳食纤维化学结构中包含一些羧基与羟基之类

的侧链基团，呈现一种弱的阳离子交换树脂作用，可

与阳离子特别是有机阳离子进行可逆的交换，它不是

通过单纯结合而减少机体对离子的吸收，而是改变离

子的瞬间浓度，从而对消化道的pH，渗透区以及氧

   


