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摘 要 从华根霉（!"#$%&’()"#*+*(#(’(!）发酵液中通过离子交换色谱和凝胶过滤色谱分
离纯化获得一种耐酸性木聚糖酶)，将它和另外!种耐酸性木聚糖酶：米曲霉（,(&+-.#//’(
%-0$1+)*+"!,）木聚糖酶+和白曲菌（,(&+-.#//’(2131)"##*-.#%$,）木聚糖酶/分别应用于
清酒酿造中，结果表明，木聚糖酶+可以促进米细胞的溶解，对于原料米的利用率有明显的
提高，而木聚糖酶/和木聚糖酶)的作用则不太明显。
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木聚糖酶（12345"，#5!45567892675
8924:73;489<1=/%>!>">,）通过内切方式水
解木聚糖分子中!5"，#5木糖苷键，其水解产
物主要为木二糖与木二糖以上的寡聚木糖，

也有少量木糖和阿拉伯糖。由于其在造纸、

食品和饲料等工业中潜在的应用前景，越来

越引起研究者广泛而深入的关注［"］。具有

新性质的木聚糖酶产生菌仍然一直处于被研

究之中。丝状真菌由于分泌出胞外木聚糖酶

而且产酶水平高于酵母和细菌而尤为受到重

视［"］。米曲霉（,(&+-.#//’(%-0$1+）和白曲菌
（,(&+-.#//’(2131)"##）在日本传统发酵食品
中应用历史悠久，而且现在也已经用于工业

酶制剂的生产中。这!种微生物都产生耐酸
性的木聚糖酶，即：米曲霉（,>%-0$1+
)*+"!,）木 聚 糖 酶 +［!］和 白 曲 菌（,>
2131)"##*-.#%$,）木聚糖酶/［%］。

"$年前，日本的研究者对于白曲菌木聚
糖酶在日本大麦烧酒（<:4?:@）中的应用进行
了研究，取得了良好的效果［#］。清酒（<9A1）
是日本的传统酒，大米是主要生产原料，米粒

中淀粉层外围有纤维素和木聚糖等半纤维素

的包围，从而影响到对原料中淀粉的利用率，

在日本，米的价格比较高，影响到清酒生产的

成本。但是由于木聚糖酶有比较复杂的水解

底物特异性，所以迄今为止还未能够找到有

效应用于清酒酿造的耐酸性木聚糖酶。

华根霉是中国酿造行业中应用比较广泛

的微生物，通过初步研究，发现华根霉所产木

聚糖酶具有较好的耐酸性，因此本文首先对

从中国曲中分离出的华根霉（!"#$%&’()"#4
*+*(#(’(!）产生的木聚糖酶进行纯化，这在
国内尚属首次；并着重研究比较了不同曲霉

耐酸性木聚糖酶+、/和华根霉木聚糖酶在
清酒酿造中的作用，希望能够寻找出适合于

酿酒行业应用的耐酸性木聚糖酶，再通过蛋

白质工程来提高产酶水平。

" 材料与方法

!"! 清酒酵母
日本酿造协会清酒酵母B$"号。

!"# 耐酸性木聚糖酶的制备

">!>" 米曲霉木聚糖酶+（,(&+-.#//’(%4
-0$1+)*+"!,）
制备、纯化方法见参考文献［%］。

">!>! 白曲菌木聚糖酶 /（,(&+-.#//’(
2131)"##*-.#%$,）
制备、纯化方法见参考文献［#］。

">!>% 华根霉木聚糖酶)（!"#$%&’()"#4
*+*(#(’(!）制备和纯化
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!"#"$"! 粗木聚糖酶的获得
发酵培养基：%"!& 蛋白胨，%"’& 酵母

浸 出 物，%"!& ()(*$，%"!& +#,-*.，

%"%’& /01*.·2,#*，%"%$& 蔗糖，%"%%!&
34#（1*.）$#&，小麦麸皮，发酵起始5,’"’，
装液量为#%&，在#’6下培养7%8。

!"#"$"# 华根霉木聚糖酶9的纯化
所有环节下在.6均进行。发酵液（!:）

经过离心（;%%%<0，$%=>?），过滤，膜（@=>A
BC?D/!%超滤膜，日本）浓缩，!%==CE／:
醋酸盐缓冲液（5,’"%）透析后纯化。粗木
聚糖酶进阴离子柱（-CFCG-H／/，."7==<
!%%==，日本），离子交换柱预先用.%==CE／

:5,’"%醋酸盐缓冲液平衡，用含%!!"’
=CE／:的()IE的同种缓冲液连续梯度洗脱，
收集有活性的部分，浓缩后进凝胶过滤色谱

柱（J1+ K#%%%1L，#!"’==<7%%==，

JCGC8公司，日本），用含有%"#=CE／:()IE
的5,’"%，.%==CE／:醋酸盐缓冲液洗脱，收
集有活性部分。

!"# !$米溶解试验

!%0"A米（已经浸泡、蒸煮过的精白度为

2%&的米）中加入!%单位（M）木聚糖酶、!%
=0KENIA!%%（含"A淀粉酶和糖化酶，日本），

$%=:水，在各木聚糖酶最适作用温度和5,
进行溶解试验，反应停止后，样品经过灭酶、.
%%%F／=>?离心!’=>?（.6），取上清液测定
还原糖含量。

!"% 小型清酒酿造方法
清酒酿造按表!的方案进行，在初投时

加入适量的乳酸并且接入酵母泥，$投保持

26，!O后逐日升温（!6／O）到!’6为止，保
持至结束。在$投时加入木聚糖酶!M／0
米。

!"& 测定方法

!"’"! 木聚糖酶活性的测定方法
粗木聚糖酶采用 9PPAQRE)?方法测

定［.］，以排除木糖苷酶的影响，其余各个环

节的酶活力测定方法如下：%"#=:适当稀释
的酶液加入到.%6预保温的%"’=:的#&

木聚糖（1>0=)公司）和%"$=:%"!=CE／:醋
酸盐缓冲液中，在5,."’，.%6反应$%=>?，
释放 出 的 糖 按 照 1C=C0R>A(4EGC? 法 测
定［’，7］。酶活单位定义：.%6每分钟产生!
#=CE产物（木糖）为!活性单位（M）。

表! 小型清酒酿造试验方案

初投 #投 $投 合计

总米／0 $’ 7’ !%% #%%
米饭／0 #’ ’’ ;% !7%
米曲／0 !% !% #% .%
水／=: ’’ 2’ !$% #7%
时间／O # ! !
温度／6 !’ S 2

!"’"# 还原糖的测定方法
按照1C=C0R>A(4EGC?法测定［’，7］，以木

糖为标准。

!"’"$ 清酒中的乙醇体积分数、相对体积质
量、酸度、5,值的测定方法
见参考文献［2］。

# 结果与讨论

’"! #种耐酸性木聚糖酶的基本性质

#"!"! 华根霉木聚糖酶的纯化
将粗木聚糖酶进入-H／/离子交换柱后

仅获得!个含有木聚糖酶活性的部分，将此
部分再经过浓缩后进入凝胶过滤色谱柱

（J1+K#%%%1L），经过J1+K#%%%1L后获
得!个含有木聚糖酶活性的部分，在聚丙烯
酰胺凝胶上显示单一条带，表明该酶已经达

到了电泳纯（华根霉木聚糖酶9的纯化和性
质研究将另文发表）。该纯化的华根霉木聚

糖酶被命名为木聚糖酶9，该酶可以应用于
清酒酿造中。

由细菌和真菌产生的木聚糖酶绝大部分

是诱导型的［!］，!"#$%&’(9HP!#;和 !"
)’*’+,--H3*.$%;在以木聚糖为诱导底物
时都产生多组分木聚糖酶［#，$］，.,-&#/01
+,-2(21-1DS#在以小麦麸皮为诱导底物时，
比以木聚糖为诱导底物时产生的酶活要高，

但是只产生单组分木聚糖酶，据文献报道，合

适诱导底物是有效产生木聚糖酶的关键因素
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之一［!］，但底物是否会影响到微生物所产生

木聚糖酶组分的多少，目前尚不清楚。作者

以!"#$%&’("#$!%&和)*+&#,-./*+0(0.+.
’(%为对象，正在进行研究不同底物对产生
木聚糖酶组分多少的影响。

%)!)% *种耐酸性木聚糖酶的基本性质
对华根霉木聚糖酶"的基本性质进行

了研究，结果列于表%中。
表! "种耐酸性木聚糖酶的基本性质

酶的基本性质
木聚糖

酶$［*］
木聚糖

酶+［,］
木聚

糖酶"
分子质量／-. /0 %( 10
最适作用温度／2 00 03 00
最适作用45 /)0 %)3 0)3
热稳定性／2 !03 !03 !00
45稳定性 %)3!&)3 !)3!()3 *)0!&)3

从表%可以看出，这*种酿造微生物来
源的木聚糖酶虽然分子质量不同，但是都有

比较好的耐酸稳定性，其中木聚糖酶+是典
型的酸性木聚糖酶。在清酒酿造的酸性条件

下，这*种木聚糖酶都可以发挥作用。

!#! !$米溶解试验
从图!可以看出，木聚糖酶$能够较好

地促进米细胞的溶解，表现在还原糖含量有

较大的增加；木聚糖酶+和"的作用不明
显，很可能和这些木聚糖酶的水解底物的特

异性有关。

图! *种木聚糖酶对"6米溶解的影响

!#" 小型清酒酿造

%)*)! 发酵过程
图%显示了小型清酒发酵过程，虽然发

酵温度比较低（1!!02），但是加入木聚糖酶

$的发酵比较快，+7%失重在发酵!38（即加
入木聚糖酶$18）后明显增加。虽然木聚糖
酶+能够促进大麦烧酒发酵的效率［,］，但在
这里，木聚糖酶+和"对于清酒发酵过程的
促进作用则不明显。

图% 清酒的发酵过程

%)*)% 发酵结束后清酒的各项指标
表" "种耐酸性木聚糖酶对清酒酿造的影响

指标
空白

对照

木聚

糖酶$

木聚

糖酶+

木聚

糖酶"
45值 *)(( *)(& *)(/ *)(/
酸度 *),% *)0% *)/, *)0/
相对体积质量 !)33/0 !)331* !)33// !)33/&
乙醇体积分数／9 !0)0 !/)/ !0)& !0)(

表*是发酵结束后清酒的几项主要指
标，可以看出，*种木聚糖酶的添加对于清酒
酿造没有负面影响，几项主要清酒指标也都

正常，虽然木聚糖酶+和木聚糖酶"也在一
定程度上提高了酒精的产率，但不是很明显，

而木聚糖酶$有明显的作用，将原料的利用
率提高比较多，这表明木聚糖酶$是适合清
酒酿造用的。

!)#$%&’( "#$!%& 和 !"1’2’/*++
#:7,*3&在以木聚糖为诱导底物时都产生多
组分木聚糖酶［%，*］，!"1’2’/*++#:7,*3&所
产耐酸性木聚糖酶+水解木聚糖主要产生
木二糖、木三糖和少量的低聚木糖［%］；研究

发现!"#$%&’("#$!%&所产耐酸性木聚糖

(%
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酶!水解木聚糖后仅产生木二糖，不同于其
他!"#$%&’("#!$%&木聚糖酶组分水解木
聚糖的特性。因此深入研究耐酸性木聚糖酶

!、’和"对不同底物水解的特性，寻找出木
聚糖酶水解底物特异性与其应用效果之间的

联系，将是一项有意义的研究工作。
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我国食品卫生告别;<<个旧标准

%EE$年$$月$%日，我国食品卫生方面的有关专家再次会聚北京，讨论形成了新的食品卫生标准文本，

这标志着我国食品卫生标准已经全部清理完毕，所有新的标准文本都将会形成，并上报卫生部。

此次清理的卫生标准，包括食品产品标准、污染物标准及食品添加剂、农残、营养强化剂、食品产品的检验

方法等标准近@EE个，涵盖了我国所有的现行食品卫生标准。在清理过程中，专家们本着健康保护、促进公平

贸易的原则，将我国的食品标准与国际标准进行比较，进行危险性评估，同时也对过去标准操作过程中发现的

问题进行了修正，进一步提高了我国食品标准的科学性和完整性。

新的标准文本一改过去一个产品一个标准的局面，把基本问题相同的标准归在一起，减少了标准的数量，

提高了标准的实用性和可操作性，从而更有效地保护了消费者。
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