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促进剂对发酵生产碱性果胶酸裂解酶的影响
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摘 要：为制取适用于纺织用碱性果胶酶，必须得到高酶活的发酵液)通过促进剂的单因素试验及
正交试验，对!"#$%%&’’&()$%$’6+7#!/#!产生碱性果胶酸裂解酶的摇瓶发酵条件进行了优化)
优化后该菌株产酶活比对照提高了$#8，所采用的促进剂优化组合为：9:,,;<2#$=／>，?@?A$4
=／>，B=+A5·47!A5=／>)
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果胶酶（̂ ,LRO;@Y,）是指分解果胶质的一类含多
种酶的复合酶，是一类具有广泛用途的生物酶)其
中碱性果胶酸裂解酶（3(]@(O;,-,LR@R,(S@Y,Y）是在
碱性范围内具有较高活性的果胶酶，主要用于从桔

皮中提取香料油和类胡萝卜素等医用原料；在果汁

的制备中可提高水果出汁率、改善果汁的过滤效

率、加速和增强果汁的澄清作用；还可用于提取咖

啡和香料，以及提高葡萄酒的收率等)与此同时，由
于传统的棉纺织染整加工需要耗用大量的水和化

学物质，不仅消耗资源，而且产生严重污染，不能适

应社会的可持续发展)解决这一问题的根本出路就
在于发展生态型染整工艺，即绿色染整工艺，其中

应用生物技术是重要途径之一)进入!.世纪，随着
生物技术与纺织技术的进一步结合，人们对与棉纺

织加工相关的生物技术越加重视)其中，特别是碱
性果胶酶在棉纺织预处理上的优良特性，使之越来

越受到人们的关注［.!"］)为此，作者研究了碱性果
胶酶产生菌株!"#$%%&’’&()$%$’6+7#!/#!在添加
促进剂情况下对发酵酶活的影响)
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! 材料与方法

!"! 菌种
菌株!"#$%%&’’&()$%$’!"#$%&$%，由江南大学

作者所在实验室保藏’
!"# 培养基

(）种子培养基 组分（)／*）：豆饼粉水解液

+$，葡 萄 糖 +，酵 母 膏 +，,)"-.·/#%- (，
（0#.）%"-.%’+，1%#2-.·3#%-34’/，1#%2-.(%，
玉米浆3，5#/’$’
%）发酵培养基（对照） 组分（)／*）：豆饼粉水
解液+$，1%#2-.·3#%-34’/，1#%2-.(%，5#/’$’
!"$ 果胶酸裂解酶（%&’()(&*+),&）活力测定
以聚半乳糖醛酸（267）为底物，在波长%3+89

处测定反应混合物吸光值的增加’取发酵液离心后
的上清液，根据实际酶活情况，稀释后取%$!*，加
入%9*$’%)／:*的267溶液（267溶于5#;’.
的甘氨酸<氢氧化钠缓冲液，其中含有$’499=>／*
的?@?>%·%#%-，在.+A保温(+9B8’用39*
$’$39=>／*的磷酸终止反应’一个标准酶活单位
（C）定义为：每分钟使聚半乳糖醛酸裂解产生

(!9=>的不饱和聚半乳糖醛酸所需的酶量’不饱和
聚半乳糖醛酸在波长%3+89处的摩尔吸光系数为

.4$$（9=>／*）’
!"- 试验方法
每只%+$9*三角瓶中装入%+9*培养液，于

(%(A条件下灭菌%$9B8’冷却后，从斜面接种两环
于种子培养基中，进行种子培养，时间为(%D’再从
中移接种子液于发酵培养基中（接种量为体积分数

($E），发酵培养(+D’培养温度3/A，在%3$F／9B8
离心’

# 结果与讨论

#"! .)./$对产酶的影响
在发酵培养基中，加入不同质量浓度的?@?-3，

进行产酶试验见图(’结果表明，?@?-3对产酶有促
进作用’进一步试验表明，加入?@?-3/)／*时发酵
滤液的果胶酸裂解酶（2*）酶活最高，比对照提高了

%+E’
#"# 硫酸镁对产酶的影响
在发酵培养基中加入不同质量浓度的硫酸镁，

进行摇瓶发酵试验’从图%可以看出，硫酸镁对产
酶有促进作用，且在质量浓度为3)／*时，产酶酶活
达最高，与对照相比提高了($E’

图! .)./$对产酶的影响

012"! 344&’(54.)./$56(7&895:;’(15654%<

图# 硫酸镁对产酶的影响

012"# 344&’(54=2>/-56(7&895:;’(15654%<

#"$ 表面活性剂对产酶的影响
选用不同表面活性剂（GHII8<J$、GHII8<4$、

GHII8<%$）加入培养体系，发现其中仅有GHII8<4$
对产酶有利（其他数据未列）（见图3）’从图3可以
看出，当加入质量浓度3)／*的GHII8<4$时，可使
产酶酶活达最高，比对照高出近($E’

图$ ?@&&6ABC对产酶的影响

012"$ 344&’(54?@&&6ABC56(7&895:;’(15654%<

#"- 正交试验
根据上述对 ?@?-3、硫酸镁及表面活性剂

GHII8<4$等试剂单因素试验结果，设计三因素三水
平正交试验，各因素水平见表(，结果见表%’
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表! 正交试验因素水平

"#$%! &’(’)*#+,-#./01*0-01/2030+#)’45’167’+/*

水平

! " #
!"!#$／
（%／&）

’%(#)·*+,#／
（%／&）

-.//0123／
（%／&）

4 2 , ,

, * $ $

$ 5 ) )

表8 正交试验结果

"#$%8 9’*:)/0-01/2030+#)’45’167’+/*
试验

号

列 号

! " #
6&活力／
（7／8&）

4 4 4 $ 9:29

, , 4 4 *:45

$ $ 4 , 2:)2

) 4 , , 2:*$

9 , , $ 9:,4

2 $ , 4 *:)$

* 4 $ 4 2:*;

5 , $ , *:23

; $ $ $ $:;)

$4 4;:4* 4;:,; ,4:)3

$, 4;:;; 4;:$* ,3:*;

$$ 4*:5$ 45:$$ 4):53

% ,:42 4:3) 2:23

根据表,的极差分析，影响该菌株产果胶酸裂
解酶能力的主次因子顺序为：#!!!"&以上三因
素的优势组合为-.//0123$%／&；!"!#$*%／&；

’%(#)·*+,#)%／&，由此得酶活可比对照提高

$3<:
8%; 讨论

"’()**+,,+-.)*),作为碱性果胶酸裂解酶的生

产菌株，经大量试验证明，其产酶能力往往被大多

数碳源所阻遏:因此，欲提高其产酶能力，必须从其
内部的代谢机理作进一步研究:在发酵体系中加入
一定种类及数量的促进剂能有效提高微生物的产

酶能力，而在众多促进剂中，金属离子及表面活性

剂的作用较为突出:
4）"’()**+,,+-.)*),的代谢网络主要由=’6、

+’6及-!>途径组成，其中有相当一部分酶则需
要各种金属离子作为辅助因子:=’6途径中的限速
酶已糖激酶、磷酸果糖激酶等需要’%,?；作为合成
碱性果胶酸裂解酶所需氨基酸的提供者———-!>
循环中，琥珀酰!@>合成酶亦需要 ’%,?；再如

+’6途径中，转酮酶、葡萄糖酸内酯水化酶等同样
需要’%,?［2］:
,）对于!",?而言，碱性果胶酸裂解酶又需要
其作为激活剂［2］:在对果胶酸裂解酶结构研究中，
发现均有!",?的结合位点［*!5］:
$）在试验中发现，加入表面活性剂-.//0123
后对产酶有促进作用:-.//0123为饱和脂肪酸的亲
水性衍生物，较其游离态易溶于水，且在结构上比

其他脂肪酸更能拮抗油酸（生物素的前体），从而形

成异常的细胞质膜结构，膜磷脂含量降低，使细胞

膜的通透性得以改善，增大了细胞膜的通透力，有

利于打破胞内酶合成的动力平衡，从而影响酶的分

泌；另一方面，亦可改善通气效果，它们作用于有限

的位置，促进酶在此较快释放［43!44］:

< 结 论

通过$种促进剂分别对产酶影响的研究，并结
合正交试验，得出了它们的优化组合:结果表明，在
发酵体系中加入促进剂能有效改善菌种的产酶能

力:使用优化后的促进剂组合，可使摇瓶发酵产碱
性果胶酸裂解酶能力提高$3<:
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