
   



聚半乳糖醛酸裂解酶(果胶酶主要组成之一)测

定方法：与上述底物相同，采用测定反应底物235 nm

波长处的紫外吸收的方法来定量酶的活力[7l。

2结果与讨论

2．1产酶发酵条件的优化

2．1．1不同氮源对碱性聚半乳糖醛酸酶产率的影响

以甜菜粕为碳源和诱导物，在产酶初始固体培养

基中，将0．5 g蛋白胨分别用等量的其他氮源替换。

调查各种氮源对产酶的影响，见表1。可以看出，有

机氮源比无机氮源更适合提高聚半乳糖醛酸酶的产

率，其中酵母膏、麸皮都可明显的提高产酶率，而麸皮

作氮源在成本上具有优势。

表1不同氮源对产酶的影响

氮源 酶活／u·g-1(生物质)

不加氮源

蛋白胨

酵母膏

大豆蛋白胨

KNo，

NaN03

麸皮

鱼粉

2．1．2不同麸皮添加量对碱性聚半乳糖醛酸酶产率

的影响

在初始产酶固体培养基中，分别用不同量的麸皮

作氮源，代替蛋白胨，配制发酵培养基，结果表明，麸

皮添加量为2．0 g时，酶活最高。结果见图1。
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图1麸皮添加量对产酶的影响

2．1．3不同糖类对碱性聚半乳糖醛酸酶产率的影响

向初始产酶培养基中分别添加0．15 g果胶、聚

半乳糖醛钠、葡萄糖、乳糖、半乳糖、麦芽糖、蔗糖等碳

源，进行发酵试验，结果表明，添加的几种碳源都不能

明显提高酶的产率，并且葡萄糖、麦芽糖、和木糖的加

入反而会降低酶的产率。

2．1．4培养基中的含水量对产酶的影响

墨蠲
固态发酵过程中，培养基中的含水量不但会影响

菌体对水分的吸收，而且还会影响菌体对氧的吸收，

因此适合的含水量是产酶的重要条件。初始产酶培

养基中以2．0 g麸皮代替蛋白胨，然后加入不同量的

水，考察含水量对产酶的影响。由图2可知，当加入

20mL水时产酶率最高。
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图2含水量对产酶的影响

2．1．5不同盐类对产酶的影响

在初始产酶培养基中以2．0 g麸皮代替蛋白胨，

然后分别添加不同量的CaCl2·2H20、FeS04-7H20、

MgS04·7H20、MnS04·7H20、CuS04·7H20，进行发

酵试验，结果(表2)表明，MgS04·7H20对产酶有明

显的促进作用，且添加量为1 mmol时最佳，FeS04·

7H20对产酶影响不明显，CaCl2·2H20、CuS04·

7H20、MnS04·7H20对产酶有一定的抑制作用。

表2不同盐对产酶的影响

2．1．6 Na2C03的添加量对培养基初始pH和产酶

的影响

将初始产酶培养基的蛋白胨换为2．0 g麸皮，然

后添加不同量的Na2C03进行发酵试验，结果见图3。

发酵过程中添加Na2C03可以调节培养基的pH，提

高产酶率，通过试验可知，在培养基中加入0．12 g
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Na2C03可使产酶率达到最大值，此时培养基的pH

为8．7。

Nacq含量，g

图3 Na2a岛的掭加量对培养基初始pH和产酶的影响

2．1．8培养温度对产酶的影响

采用优化后的产酶固态培养基(甜菜粕5．0 g，麸

皮2．0 g，KH2P04 0．015 g，MgS04。7H20 0．25 g，

Na2Cq 0．12 g，水20mL)在不同培养温度下绘制产

酶生长曲线。结果见图4，表明最适发酵温度为

40℃，在72 h出现产酶高峰。
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图4不同培养温度下的产酶生长曲线

通过优化试验，确定培养基组成为：甜菜粕5．0

g，麸皮2．O g，KH2P04 0．015 g，MgS04·7H20 0．25

g，Na2C03 0．12 g，水20 mL；培养温度40℃；发酵时

间72 h；酶的产率可达2 300 u／g。与中国专利CN

1480529A采用的短小芽孢杆菌液体深层发酵的产率

20 u／mL相比具有一定优势。若再考虑各个因素的

交互作用，继续进行多因素多水平的优化试验，预计

能找到更佳的发酵条件。

2．2酶的特性

2．2．1反应pH值对酶活性的影响

在40℃反应温度下，在不同pH值的底物溶液

中，测定粗酶液的聚半乳糖醛酸酶活力，如图5所示，

此酶在pH 10．5时活力最高。

2．2．2反应温度对酶活性的影响

在pH 10．5的底物溶液中，采用不同的反应温度

测定粗酶液的聚半乳糖醛酸酶活力。结果见图6，表

明该酶在60℃的反应温度下活力最高。

10 I!塑曼yQ!：曼!丝Q：!(!鱼!g!至Q12

pH

—◆一反应pH对酶活性影响；

—o一不同pH下酶的稳定性

图5反应pH值对酶活性的影响和不同

pH下酶的稳定性
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图6反应温度对酶活性的影响

2．2．3酶的pH稳定性

酶溶液在不同pH缓冲液中，55℃水浴保温30

min后，测定剩余的聚半乳糖醛酸酶活力，以初始酶

活力为100％，结果表明(图5)，该酶在pH 9．5～11

范围内稳定性较高。

2．2．4酶的热稳定性

酶液在pH 10．5的缓冲溶液中，在不同的温度下

保温，每0．5 h取样测定剩余的聚半乳糖醛酸酶活

力，以0 h酶活为100％，结果表明(图7)，在40℃时，

酶可以长时间保持活力；高于55℃时，酶的活力损失

很快。

2．2．5金属离子和表面活性剂对酶活的影响
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图7不同温度下酶的热稳定性
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