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摘 要
:

以魔 节粉为原料
,

研究 了用黑曲霉 件甘露聚糖酶制备低聚 甘露糖 的工 艺条件
。

结果 表明
:

反 J旋时间
、

魔 华粉浓度
、

温度
、

加酶壁
、

p H 对酶 法制备低聚甘露糖的 工艺均有不 同程度的影响
,

其中反应时
一

间和温度影

响较大
,

p H 影响较小
。

通过 正交试验确定 了用黑曲霉 p
一

甘露聚糖酶制备低聚甘露糖的最佳工艺条件为
:

反应

体系的 p H透
.

2
、

魔芋粉浓度 2
.

。%
、

温度 65 (
、 、

加酶量 108 U / g
、

反应时间为 4
.

O h
。

在最佳工艺条件下
,

低聚 1J’ 露

糖的产率 可达 3 2
.

3%
。
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低聚甘露糖 (简称M O )S 是一类由 2一 10 个甘 素的替代品
。

露 糖 以糖昔键 聚合而成 的直链 或支链 低 聚糖
。

M O S 既可以从天然原料中提取
,

也可 以采用

M O S 作为双歧杆菌的增殖因子
,

能有效促进体内 酶法或化学方法进行合成川
。

酶法合成
,

尤其微生

有益菌增殖
、

改善肠道菌群结构
,

具有保肝
、

抗肿 物酶法合成
,

条件温和
、

生产成本低
,

是生产 M O S

瘤
、

增强免疫力
、

促进肠道蠕动
、

降低血清胆 固醇
、

最理想的方法
。

p
一

甘露聚糖酶 ( E C
.

3
.

2
.

1
.

7 8) 是

抗衰老等生理活性
。

此外
,

M O S 还具有吸附病原 一种内切水解酶
,

可水解件 l
,

4
一

D
一

甘露糖昔键
,

能

体
、

阻断病原体定植
、

刺激动物免疫功能以及强大 够将甘露聚糖
、

葡甘露聚糖和半乳甘露聚糖等降

的竞争性排斥作用等
,

在某些方面有望成为抗生 解成 M O S
。

本文以魔芋粉为原料
,

研究 了不同因
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素对黑曲霉p
一

甘露聚糖酶制备M OS 工艺的影响
,

并对其工艺条件进行了优化
。

过极差分析和试验结果确定 M O S 酶法合成的最

佳工艺条件
。

2 结果与讨论

2
.

1 不同因素对 M O S 产率的影响

2
.

1
.

1 魔芋粉浓度的影响 在反应时间 3 h
,

温

度 6 0 C
,

p H 4
.

2
,

酶用量 g o U / g 的条件下
,

研究了

魔芋粉浓度对M O S 酶法制备的影响
,

结果见图 1
。
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圈 1 魔芋粉浓度对甘 I 低报摘产率的影响

F ig
.

1 E f f e e t o f t h e e o n e e n t r a t i o n o f k o n j a k

g u n o n t h e y i e ld o f M O S

当魔芋粉浓度低于 3
.

0 叼时
,

随着魔芋粉浓度

的增加
,

M O S 产率呈逐渐增加 的趋势
,

说明在一

定范围内增加魔芋粉浓度有利于压甘露聚糖酶对

魔芋粉的水解
。

当魔芋粉浓度大于 3
.

0 %时
,

随着

魔芋粉浓度继续增加
,

M O S 产率逐渐降低
,

可能

是 由于魔芋粉不完全溶解
,

甘露聚糖分子在水中

分散程度低
,

影响 了底物与酶的传质
,

件甘露聚糖

酶催化活力不能有效发挥的缘故
。

2
.

1
.

2 反应 温度 的影响 在反应时间 3 h
,

p H

4
.

2
,

酶用量 90 U / g
,

魔芋粉浓度 30 9 / I
J

条件下
,

研究了反应温度对 M ( )S 酶法制备的影响
,

结果见

图 2
。
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1 材料与方法

1
.

1 材 料

1
.

1
.

1 主要试剂 黑曲霉 p
一

甘露聚糖酶 ( 自制 ) ;

魔芋粉 (武汉市清江魔芋制品有限公 司 ) ; 甘露低

聚糖 (武汉东方天琪生物工程有限公司 ) ; D N S 试

剂
、

醋酸钠
、

正丙醇和苯酚等均为分析纯试剂
。

1
.

1
.

2 主要仪器 H W Y
一

1 00 B 恒温培养摇 床
,

D G
一

4 0 1 型电热恒 温培养箱
,

Y Y 0 o 8 8
一

9 2 型微量

进样器
,

72 2 型分光光度计
,

F A ZOO4 电子天平
,

电

热恒温水浴锅
,

W S 7 0
一

l 型红外线快速干燥器
,

手

动薄层涂铺器
。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 M O S 的合成 配制一定 p H 的醋酸
一

醋酸

钠缓 冲液
,

置于 2 00 m L 带塞的锥形瓶中
,

加人一

定量 的魔芋粉溶液和黑曲霉 p
一

甘露聚糖酶
,

于恒

温摇床中反应一定时间
,

取样
,

用薄层色谱法检测

各糖组分的含量
。

1
.

2
.

2 M O S 的检测 以硅胶 G 作薄板
,

在薄层

板下端 Z c m 处用微量进样器点样
,

将 50 一 1 00 川
J

样液点成一横条状
。

将点样后的薄层板以正丙醇
:

水 一 8 5 :

15 为展开剂
,

采用上行 法展开至 18

c m
,

取 出薄层板
,

挥干
,

同时作空白薄层板
。

根据

标准 M O S 的叮值确定样品中 M O S 在硅胶薄层

板上的位置
,

准确刮取薄层板 M O S 处的硅胶
,

置

于离心管中
,

同时刮取 同样位置和大小的空 白薄

层板的硅胶
,

置另一离心管中作为对照
,

各离心管

加人 5 m l
砂

蒸馏水
,

于 50 C水浴中加热溶解 5 m in
,

离心分离 10 m in
,

取上清液 Z m I
J ,

用苯酚
一

硫酸法

检测 M O S 含量
。

1
.

2
.

3 单 因素试验 按照 M O S 的制备方法
,

以

M O S 得率为考察指标
,

依次进行 6 个魔芋粉浓度

( g / I
J

)
: 1 0

、

2 5
、

2 0
、

2 5
、

3 0
、

3 5 ; 7 个反应温度 ( C )
:

3 0
、

4 0
、

5 0
、

5 5
、

6 0
、

7 0
、

8 0 ; 6 个 p H 值
: 3

.

0
、

3
.

6
、

4
.

2
、

5
.

0
、

5
.

5
、

6
.

4 ; 5 个酶用量 ( U / g )
: 3 6

、

5 4
、

7 2
、

90
、

1 0 8 ; 1 0 个 反 应 时 间 ( h ) 1
.

0 0
、

2
.

0 0
、

3
.

0 0
、

3
.

2 5
、

3
.

5 0
、

3
.

7 5
、

4
.

0 0
、

4
.

5 0
、

5
.

2 5
、

6
.

0 0 的单因

素试验
。

每个水平重复 3 次
,

测定结果取平均值
。

1
.

2
.

4 正 交试 验 根据 单 因素试 验结 果
,

以

M O S 得率为考察指标
,

选择反应温度
、

乳糖浓度
、

p H
、

酶用量和反应时间
,

设计五因素四水平 正交

试验 I
J . 6

( 4
5
)

,

并重复 3 次
,

结果取其平均值
,

再通

5 2 2
.

5 3 3
.

5

温度 / ,C T e m p e r a t u r e

图 2 反应温度对甘礴低琅精产率的影响

F i g
.
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反应温度低 于 6 0C时
,

随着 温度升高
,

M O S

产率也逐渐增加
。

当温度升高到 60 C 时
,

M O S 产

率达到最高
。

反应温度超过 60 C 时
,

随着温度升

高
,

M O S 产率又呈现下降的趋势
,

可能是高温导

致各甘露聚糖酶发生部分变性所致
。

2
.

1
.

3 日
一

甘霉聚糖酶用 量的 影响 在反应时间

3 h
,

温度 60 C
,

p H 4
.

2
,

魔芋粉浓度 3 0 9 / L 的条件

下
,

研究了酶用量对 M O S 酶法制备的影响
,

结果

见图 3
。

大
。

p H 小于 4
.

2 时
,

随 p H 的增大
,

M ( ) S 产率呈增

加 趋势 ; p H 为 4
.

2 时
,

M O S 产率达到最大值
; 在

p H 4
.

2 ~ 5
,

6 区间
,

M O S 产率呈现先下降后上升

的变化
,

但变化 幅度不大
; p H 大 于 5

.

6 时
,

随着

p H 的增大
,

M O S 产率又呈现下降的趋势
。

这是

由于 p H 能够影响件甘露聚糖酶的构象和稳定性
、

底物的解离状态 以及酶与底物分子 的亲和力等
,

从而影响了 M O S 的产率
。

2
.

1
.

5 反 应 时 间 的 影响 在反 应温 度 6 O C
,

p H 4
.

2
,

酶用量 90 U /g
,

魔芋粉浓度 30 9 / L 条件

下
,

研究了反应时间对 M O S 酶法制备的影响
,

结

果见图 5
。
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图 3 加酶 , 对甘姗低聚糖产率的影响

F i g
.

3 E f f e
c t o f t h e a c t i v i t y o

f e n z y m
e

o n t h e y le l d o f M O S

从图 3 可以看出
,

随着 p
一

甘露聚糖酶用量的增

加
,

M O S 产率也逐渐增加
; 酶用量 为 90 U / g 时

,

M O S 产率基本上达到最大值
;酶用量超过 90 U /

g 时
,

M o s 产 率趋于平稳
。

说明采用酶 法制备

M O S 时存在着最适酶用量
,

继续增加酶的用量
,

不但不能明显增加 M O S 的产率
,

反而会增加生产

成本
。

2
.

1
.

4 不 同 p H 的影响 在反应时间 3 h
,

温度

6 O C
,

酶用量 90 U / g
,

魔芋粉浓度 30 9 / L 的条件

下
,

研究了不同 p H 值对 M O S 酶法制备的影响
,

结

果见图 4
。

2 3 3
.

2 5 3
.

5 3
.

7 5 4 4
.

5 5
.

2 5 6
.

4

时间 /h T im e

2 5

2 0

l 5

l 0

5

0

50芝怡Pl
。一尧。刀1

岁、瓣化舞深困ù昭如

3 3
.

6 4
.

2 5 5
.

5 6浮

图 4 p H 对甘搏低聚箱产率的影响

F ig
.

4 E f f e e t o f t h e PH o n t h e y ie l d o f M D S

由图 4 可 以看 出
,

p H 对 M O S 产率的影响较

图 5 反应时间对甘称低滚拍产率的影响

F i g
.

5 E f f
e e t o f t h e t i m

e o n t h e y i e ld o
f M D S

随着反应时间的延长
,

M O S 产率呈现先增加

后逐渐减小的变化
。

反应 4 h 时
,

M O S 产率基本

上达到最大值
。

4 h 以后
,

M O S 产率逐渐降低
。

说

明采用酶法制备M O S 时存在着最适酶反应时间
,

反应时间太短或太长都不利于M O S 生成
。

反应时

间过长 M O S 又能被件甘露聚糖酶水解为单糖
。

2
.

2 酶法制备 M O S 工艺条件的优化

为进一步确定酶法制备 M O S 的最佳工艺参

数
,

本研 究进行 了五因素 四水平正交试验
,

共 16

个处理
,

每个处理重复 3 次
。

试验结果见表 1
。

对正交试验结果进行极差分析可知
,

各因素

极 差值大小顺序为 R
。
> R

「〕
> R

C

> R
。
> R

E ,

5 个

因素对 M O S 产率影响的主次顺序为 A ~ D~ C~

B~ E
,

其 中反应时间和温度的影响较大
,

p H 影响

较 小
。

分 析 得 知各 因 素 的 最 优 水 平 组 合 是

A
3B I

C
4
D

3
E

Z ,

即 反 应 时 间 4
.

o h
、

魔 芋 粉 浓 度

2
.

0%
、

加酶量 l o 8 U / g
、

温度 6 5 C
、
p H 4

.

2
。

在各因

素的最优水平组合条件下对 M O S 进行酶法制备
,

重 复 3 次进行验证试验
,

测得 M O S 产率平均为

32
.

3%
,

明显优于正交表中的 16 个处理
。
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裹I 正交试脸结果及分析

T a b le1 o
rt h oga n o lx e

P e
r lmn et a ndu r s e lt s

序号
N O

-

A时间
/ h

T i m e

B 魔芋粉浓度 C加酶量
/ % C on e en一/ (U

·

g’)

rt a i on o f A et i vit y

kn o』a kgu n o f ez ny m
e

D 温度
/ 〔

’

T emP er-

atT e ll

MOS 产率
E%

PH Yi e ld o f

M (S )

13
.

02
、

0 54 3 5 5
.

6 2 0
.

9

3 2
.

02
,

5 72 6 0 4
,

2 22
.

1

3 3
.

0 3 0 90 6 5 4
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3 小 结

试验结果表明
,

以魔芋粉为原料
,

选用黑曲霉

件甘露聚糖酶制备M O S 能够取得 良好的结果
。

反

应时间
、

魔芋粉浓度
、

温度
、

加酶量
、

p H 对酶法制

备M O S 均可产生不同程度的影响
,

其中反应温度

和加酶量影响较大
,

p H 影响较小
。

通过正交试验

优化出的黑 曲霉 件甘露聚糖酶制备 M ( )S 最佳工

艺条件为
:

反应体系的 p H 4
.

2
,

魔芋粉浓度 2
.

0 %
,

温度 65 C
,

加酶量 10 8 U / g
,

反应时间为 4
.

o h
。

在

此条件下 M O S 的产率为 32
.

3%
。
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