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摘 要 通过对黑曲霉(A5声e僧izz“j，ligPr)wz 003液态发酵过程的调控，制备了高活性的果胶裂解酶，并讨论

了发酵过程中聚半乳糖醛酸酶活力的变化情况。实验表明，发酵产酶培养基组成为(g／L)：麸皮60，玉米粉40，

酵母膏20，胡萝卜12，CaC0。10。培养条件为：初始pH 6．5，30℃，接种量8％，培养2 d。此时果胶裂解酶活力

为375．3 U／mL，为基础条件下的6．225倍，而聚半乳糖醛酸酶的合成得到了有效控制，酶活仅为29．4 U／mL。

改变发酵条件，有利于聚半乳糖醛酸酶的发酵生产，此时酶活力为基础条件下的5．05倍。
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自1980年代以来，对果胶低聚半乳糖醛酸的研

究已引起了国内外学者的广泛关注[1叫]。果胶酶

(pectinolytic enzyme)是分解果胶质的一类酶的总

称[51，其中主要是聚半乳糖醛酸酶(polygalacturo—

nase，简称PG)、果胶裂解酶(pentinlyases，PL)。自

然界中，许多不饱和物质通常具有饱和物质所不具备

的独特的生物活性，因此如何减少酶系中其他组分的

影响，从而获得高活力的果胶裂解酶来制备不饱和果

胶低聚糖的研究具有重要意义。

PMG水解高酯化果胶分子的a一1，4糖苷键，而

PG则通过水解作用切断果胶酸分子的a一1，4糖苷

键，形成相应的饱和低聚半乳糖醛酸。后者对果胶

的水解速度及程度随果胶酸酯化程度的增加而降低，

与PE的协同作用可加速降解；对寡聚半乳糖醛酸的

水解作用也随着聚合度的长度减少而降低[6]。endo_

PG可将果胶降解为小分子，使果胶粘度降低并释放

还原末端。PL只能裂解贴近甲酯基的a一1，4糖苷

键，裂解反应遵循口一消去机制，生成在非还原末端的

C4和C5位置有不饱和键的半乳糖醛酸[7]，产生不

饱和低聚半乳糖醛酸，但还原性末端与用PG水解的

情况完全相同。即PL与PG的分解效果在表观上是

一样的，都能造成还原糖含量的增高和黏度的降低。

我国从1990年代初开始对果胶裂解酶进行研

究，一般均停留在菌种筛选及对酶特性研究阶

段明州51。有关果胶酶酶系中各个酶之间相互影响关

系的研究鲜有报道。

本文以黑曲霉菌种(As夕Prg删乱s竹培盯)、Ⅳz 003为

出发菌株，改变培养基及发酵条件，以利于高活性PL
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的制备，同时在发酵过程中控制PG的合成，减少PG

的影响，同样改变控制条件也可获得较高活力的PG。

1材料和方法

1．1实验材料

1．1．1 茵 种

黑曲霉(AspPrgiZZ越s n堙8，．)wz003菌株，由浙江

工业大学生物与环境工程学院实验室保藏。

1．1．2斜面培养基(查氏培养基[1胡)

NaN03 29，K2HP04 1 g，KCl O．59，MgSO．

O．59，FeSO‘O．019，蔗糖3 g，琼脂15～20 g，水1 000

mL，pH自然。121℃灭菌20 min。

1．1．3基础培养基

麸皮10．O g，豆饼粉4．0 g，水50 mL，pH中性。

121℃灭菌20 min。

1．1．4 主要试剂

DNS试剂，磷酸氢二钠一柠檬酸缓冲液(pH 4．2，

pH 6．8)，半乳糖醛酸。

果皮粉的制备：将果皮粉50℃烘干，用粉碎机粉

碎后经100目筛得到的粉末即可。

1．1．5主要仪器

隔水式电热恒温培养箱，紫外可见分光光度仪，

高速冷冻离心机，鼓风电热恒温干燥箱，恒温摇床。

1．2实验方法

1．2．1培养基优化

分别讨论碳源、氮源、无机盐、诱导物及不同配比

对PL和PG酶活力的影响，从而得到优化因素及优

化配比。

1．2．2发酵条件优化

研究起始pH、发酵温度、接种量、发酵时间对产

酶的影响，通过对PL酶活力和PG酶活力的测定选
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择发酵条件。

1．2．3酶液的制备

发酵产物用2层纱布进行过滤，滤渣舍弃，滤液

在4℃条件下10 000 r／min离心10mim，滤渣舍弃，

取上清液。

1．2．4聚半乳糖醛酸酶(PG)活力测定方法

参照Miller(1959)方法[17]。取2．5 mL适当稀

释的酶液于试管中，加入5 mL pH 4．2磷酸氢二钠一

柠檬酸缓冲液，40℃水浴平衡5 min。加入2．5 mL

的2％果胶溶液，40℃保温30 min，煮沸灭酶活，过

滤。取2．O mL滤液，加人3．0 mL DNS溶液，沸水

浴7 min，冷却后加10 mL蒸馏水，置分光光度计上

于550 nm处比色，测定反应体系中半乳糖醛酸量。

酶活单位定义(U)：每分钟产生1“g半乳糖醛

酸的酶量定义为1个单位聚半乳糖醛酸酶(PG)酶活

(U)。

1．2．5 果胶裂解酶(PL)活力测定方法

参照Ishii(1975)等[18]的方法。取2．0 mL 1％

果胶溶液(pH 6．8)于试管中，40℃水浴平衡5 min，

加入待测酶液1 mL，40℃保温10 min。取上述反应

混合物1 mL于9 mL的o．0l m01 HCl中充分混合

终止反应，在235 nm处测定吸光值。

酶活单位定义(U)：在40℃，pH 6．8条件下，每

分钟水解1％果胶，使235 nm处消光值增加O．01的

酶量定义为1个果胶裂解酶(PL)酶活单位。

2 结果与讨论

2．1优化发酵培养基

2．1．1 碳源种类和添加量对PL和PG合成的影响

以玉米粉为原料，与来源广泛，价格较为便宜的

葡萄糖对照组进行产酶实验比较。实验结果如图1

所示。
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粉为碳源时酶活最高。结果表明，在所试验的5种碳

源中，玉米粉为合成PL的最佳碳源，添加量为4％时

果胶裂解酶(PL)酶活达到152．4U／mL，为基础培养

基条件下的2．99倍；玉米粉价廉易得，以它作碳源可

以大大减少酶的生产成本，而葡萄糖有效抑制了PG

的合成，Maldomado等人[1钉对葡萄糖的抑制机理作

了研究，认为这种抑制是可逆的。因此，在添加量不

大的情况下也有可能解除抑制效果。

2．1．2 氮源对PL和PG合成的影响

氮源对2种果胶酶的影响实验结果如图2所示。
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图2不同氮源对PL和PG合成的影响

结果表明，酵母膏为促进PL合成，抑制PG合成

的较佳氮源。而NaN0。、KNO。等无机氮源对PL的

合成影响不大，却大大提高了PG的酶活，其原因可

能是无机氮源中小分子中的氮比大分子有机物中的

氮更有利于产PG，因此，可以初步得出结论，无机氮

源有利于产PG，有机氮源有利于产PL。汤鸣强等口1

考察了无机氮源对黑曲霉产PL的影响，其中

NaN0。、KN0。促进了PL的合成。说明固态发酵与

液态发酵的调控机理是不同的。

2．1．3 碳氮比对PL和PG合成的影响

培养基中碳氮比对微生物生长繁殖和产物合成

有非常显著的影响。实验选择碳氮比为：1／1、2／1、3／

1、4／1、5／1、6／1和7／1。结果如图3所示。
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图1不同碳源对PL和PG合成的影响 图3不同碳氮比对PL和PG合成的影响

由图1可见，对PL的合成而言，玉米粉的促进 由图3可知，对PL而言，当碳氮比达到5／l时，

作用最大；而对PG的合成而言，其中以粗糠和橘皮 PL酶活力达到最大值162·3U／mL，PG酶活力为
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33．8U／mL。

2．1．4 无机盐对PL和PG合成的影响

实验选取10种不同的无机盐，按O．5％的添加

量加入基础培养基中，结果如图4所示。在所试的

10种无机盐中，CaC03、K2 HPO。、KCl和CaCl2 4种

无机盐对PL的合成有较明显促进作用，其中CaC0。

的促进作用最大，酶活达到241．5U／mL为基础条件

下的3．96倍。说明钙盐和钾盐对PL的合成影响较

大，而且可以较好的抑制PG的合成，添加无机盐后，

PL和PG的合成得到了比较有效地控制。

2．1．5不同浓度无机盐对PL和PG合成的影响

由表1中数据可以看出，在实验所试的不同浓度

无机盐中，当CaC0。质量浓度为10 g／L时，PL酶活
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图4无机盐对PL和PG合成的影响

力最大，达到161．40 U／mL，为空白对照的3．O倍。

而质量浓度为8 g／L时，PL活力仅为10 g／L时的

50％，说明无机盐的添加量对产酶影响显著。虽然

M92+对PG活力的影响比较大，但是同种无机盐不

同浓度对PG的合成影响并不明显。

裹1不同浓度无机盐对PL和PG酶活的影响

注：／表示酶活无变化，+表示活力增大，一表示活力减小，++表示活力增大的幅度较大，+++表示活力增到最大．

2．1．6诱导物对PL和PG合成的影响 粉中果胶含量较高，但黏度也比较大，不易于微生物

由图5可见，以胡萝卜作为诱导物时，对PL的 吸收利用。

合成促进作用最大，酶活力达到176．1 U／mL，为不

添加诱导物时的1．68倍，此外，胡萝卜的添加较好地
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图5不同诱导物对PL和PG合成的影响

抑制了其合成，PG酶活力由387．1 U／mL降至50．1

U／mL。Biely等人[203认为橘子果胶可以诱导产酶，

但实验发现果胶的诱导效果不明显。推测原因可能

是不同菌种对不同诱导物的利用程度不同，虽然橘皮

2．1．7 不同添加量诱导物对PL和PG合成的影响

通过改变胡萝卜的添加量，考察了PL和PG酶

活力的变化(图6)。

由图6可以看出，对PL来说，当胡萝卜的添加

量为1．2％时，酶活力最大，达到177．3 U／mL，此后

增大胡萝卜添加量，PL酶活力下降。说明调节诱导

物的添加量是可以调控产酶的，这与Aguilar等人[21]

报道的低聚半乳糖醛酸浓度的对产酶影响的机理是

类似的。

2．2果胶裂解酶发酵条件优化

2．2．1 接种量对PL和PG合成的影响

接种量对PL活力的影响如图7所示。可以看

出，在接种量2％～14％，接种量对PL合成影响较

大。随着接种量的增大酶活力不断增大，当接种量为

8％，PL酶活力达到最高。此外，接种量对PG合成
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图6诱导物不同添加量对PL和PG合成的影响

的也影响显著，12％时酶活最大。为了更有效提高

PL含量并降低PG含量，选用8％的接种量为适宜。
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图7接种量对PL和PG合成的影响

2．2．2 pH对PL和PG合成的影响

如图8所示，对PL来说，pH 6．5时PL酶活达

到最高，为177．8 U／mL，此时PG酶活相对较低为

46．4 U／mL。
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图8不同起始pH值对PL和PG合成的影响

2．2．3 发酵时间对PL和PG合成的影响

将优化出的产酶发酵培养基放入30℃恒温摇床

中连续培养，定期取样测定PL和PG酶活力，得到培

养时间和酶活力的关系曲线。结果如图9所示。

对PL来说，发酵48 h时，酶活力达到最大，为

261．9 U／mL。在48～72 h，PL酶活力下降不大，当

发酵时间超过72 h，PL酶活力随着发酵时间的延长

迅速下降。因此，发酵48 h有利于PL的合成，PG

活力却是随着发酵时间的延长而增大。Ramesh[22]

发现，PG的最适发酵时间为72 h。根据文献报道及
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图9不同发酵时间对PL和PG合成的影响

实验结果比较可得PG的发酵周期比PL的周期长。

2．2．4 温度对PL和PG合成的影响

温度对2种果胶酶合成的影响实验结果如图10

所示。
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图10不同温度对PL和PG合成的影响

由图10可以看出，培养温度对产酶有比较明显

的影响。通过比较，可以得出，适合产PL的最适温

度为30～35℃。而对于PG来说，在40～45℃有利

于其发酵生产。Bailey[233发现，不同培养基中产酶条

件有着明显的差别，当采用查氏培养液培养黑曲霉

VTT—D86267时，18℃是产酶的最适温度，30℃时

产酶量极低。而在甜菜渣培养液(30 g／L)中培养该

菌株时，30℃条件下产酶高峰18℃条件下的产酶高

峰提前约1 W，但2者的高峰值大小较接近。

3 结 论

(1)通过控制培养基配方和发酵条件可以有效地

控制黑曲霉(A．nigPr)wz003发酵物中PL和PG的

产量。wz003发酵生产PL的液态发酵最佳培养基

(g／L)为：麸皮60，玉米粉40，酵母膏20，胡萝卜12，

CaC0。12，起始pH 6．5。培养温度为30℃，接种量

为8．O％，发酵时间48 h。在优化条件下，发酵液中

PL活力可达到375．3U／mL，为基础发酵条件下的

6．225倍；此时PG的活力是29．4 U／mL，仅为基础

条件下的18．3％，因此，大大降低了PG的影响。

(2)当液态发酵培养基(g／L)为：橘皮40，KN0。

 

 



40，NaNO。5，MgS0。2，发酵条件控制为起始

pH5．O，接种量12％，培养温度40℃，发酵时间96 h

时，有利于PG的发酵生产，此时PG的活力为基础

条件下的5．05倍。
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Fermentation Conditons of AspergZZZMs nfgPr I-or Production of

Pectin Lyase and PolygalacturOnase

Zhang Rui，Chen Huijie，Zhang Yinjun，Wang Zhao

(College of biologicaI and Envimmental engineering，Zhejiang University of Technology，Harlgzhou 310014，China)

ABSTRACT Fermentation conditions for Aspergillus niger wz003 for production of high active pectin lyase

was investigated in this paper． The effect of polygalacturonase activity was also tested． The experimental re—

sult indicated：the optimal fermentation medium was(g／L)：wheat bran 60，cornmeal 40，yeast extract 20，

carrotl2，CaC0310．After inoculation with 8％(v／w，106entries／mL)A．扎iger wz003，the medium was

cultivated at 30℃for 2d with original pH 6．5，the pectin lyase activity could reach 375．3 U／mL，increased to

6．225 times of that cultivated under the basic conditions，and the synthesized of polygalacturonase was effec—

tively controlled． The enzyme activity was 29．4 U／mL． When the fermentation conditions change，the po—
lygalacturonase activity could reach 5．05 times of which cultivated under basic conditions．

Key words As户PrgiZZ“s，zigPr，submerged fermentation，pectin lyase，polygalacturonase
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