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以玉米芯木聚糖为碳源的草菇木聚糖酶的发酵条件
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摘!要!在玉米芯木聚糖的碱法提取中!玉米芯木聚糖在0#5抽提-!#678的抽提率较高!还原
糖质量分数较低!同时!抽提液的颜色较浅!明显优于-!-5抽提"#678(以0#5抽提的木聚糖为
诱导!草菇产生的木聚糖酶的酶活比-!-5抽提的木聚糖的酶活高(以0#5抽提的木聚糖为碳
源!通过正交试验!设计出适合草菇生长和产生木聚糖酶的发酵条件(培养基组成为"木聚糖-29#

:!$);$%!<=$!(29#:!>?@@8/0#"9#:!酵母膏-9#:!A;!B=$-9#:!*9<=$&3;!=#(49#:!
微量元素#(###29#:(C;3(#!$#5下-2#,#678培养$D!此时酶活达"!($EF#6:(
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!!木聚糖是细胞中最具代表性的半纤维素!是陆
生植物中除纤维素以外含量最丰富的碳水化合物(
它可以作为再生资源被微生物转化为酶"单细胞蛋
白"酒精等有用物质!还可以诱导木聚糖酶的产
生#!$(玉米是我国重要的农作物!每年都有大量的
玉米芯产生!玉米芯是半纤维素含量最高的植物!
玉米芯中木聚糖的含量达"2̂ !$#̂ #-$(
木聚糖的碱法提取得率较高#"$!反应条件温

和!操作简单!是提取玉米芯木聚糖较好的方法(目
前!有不同的木聚糖碱提取方法!其中!有两种方法
比较常见!即-!-5抽提"#678#$$%方法一&和0#
5抽提-!#678#"$%方法二&(作者主要研究了这两
种碱法提取的玉米芯木聚糖及对酶活的诱导(同时
以木聚糖为碳源!对草菇发酵培养基配方进行正交
优化设计!摸索适宜的产酶条件!为以后工业化木
聚糖酶酶制剂的研制提供依据(

B!材料与方法

BCB!实验材料
玉米芯’自备(菌种’草菇%!"#$%&’(##%$"#$%*

)(%&由南京师范大学何强泰先生惠赠(主要仪器’
分光光度计!粉碎机!高压灭菌锅!烘箱!离心机!电
热式恒温水浴锅等(主要化学试剂’"!2/二硝基水
杨酸!亚硫酸钠!酒石酸钾钠!浓硫酸%体积分数

.0̂ &!氢氧化钠!碳酸钙!结晶酚!乙醇!木糖!对羟
基苯甲酸酰肼%BH;TH;&!盐酸!燕麦木聚糖等(
BCD!实验方法

B(D(B!玉米芯的粉碎!选择新鲜的"无虫蛀"无霉
变的玉米芯!先用锤子敲碎成小块!然后置于粉碎
机中粉碎(粉碎后的玉米芯粉过$#目筛备用(
B(D(D!测定方法

-&还原糖%_<&的测定’\)<法#2$(
!&总糖%><&的测定’取2#6:的木聚糖粗提
液!加入-(26:体积分数.0̂ 的 硫酸!-##5水
解!J!用碳酸钙中和后过滤!定容至-##6:!测滤
液中还原糖质量(
"&木聚糖酶酶活测定方法’木聚糖酶的酶活
测定是以质量浓度#(2̂ 的燕麦木聚糖为底物!使
用对羟基苯甲酸酰肼为反应终止剂和显色指示剂!
检测木聚糖水解后产生的还原糖量#4$%用木糖作为
标准&(以#(-6:的#(2̂ 燕麦木聚糖为底物!并
加粗酶液!#":!在0#":#(-6&’):C;4(!#的
邻苯二甲酸氢钾/咪唑缓冲液中于4#5先保温"#
678!然后加入#(46:的对羟基苯甲酸酰肼试剂
#!%#(26&’):)+=;&‘!%溶于#(26&’):;L’

的2̂ BH;TH;&a$‘-$!摇匀!沸水浴煮-#
678!然后冰水浴中冷却!最后用分光光度计测定

$-#86下的吸光度值(一个国际单位%EF&定义为
以质量分数#(2̂ 的燕麦木聚糖为底物!每分钟产
生-"6&’还原木糖所需要的酶量(
B(D(E!木聚糖的制备

-&木聚糖粗提液的制备’
方法一’将质量浓度-#9)D:的氢氧化钠溶液

加入到粉碎后的玉米芯粉中!使固液比为-‘-#!在
高压灭菌锅中于-!- 5抽提"#678!冷却后于

2###,)678离心-2678!得木聚糖粗抽提液H(
方法二’将质量浓度-#9)D:的氢氧化钠溶液

加入到粉碎后的玉米芯粉中!使固液比为-‘-2!在
烘箱于0#5抽提-!#678!冷却后于2###,)678
离心-2678!得木聚糖粗抽提液T(
!&木聚糖粗提液的处理’木聚糖的粗抽提液用
体积分数.0̂ 的硫酸中和!此时有水不溶性的木聚
糖沉淀出来(然后加入"倍体积的体积分数为.2̂
乙醇!可使水溶液中醇不溶性木聚糖也沉淀析出(
2###,)678离心-2678得沉淀!沉淀用体积分数
为32̂ 的乙醇洗涤!次后!再用蒸馏水洗两次!风
干后得总的玉米芯木聚糖(
B(D(F!培养基

-&种子培养基%组分9):&’蔗糖-#!蛋白胨"!

A;!B=$ -!*9<=$ *3;! = #(4!微 量 元 素

#(###2(C;3(#(
!&发酵培养基%组分9):&’自制木聚糖-#!

%);$&!<=$"!A;!B=$-!*9<=$*3;!=#(4!微
量元素#(###2(C;3(#(
其它培养基配方根据实验需要安排(

B(D(G!草菇的培养方法!制备草菇种子液!接种-
6:的草菇菌丝于已灭菌的盛有2#6:培养基的

-2#6:三角瓶中!$#5下于-2#,)678下摇床培
养$D(2###,)678离心发酵液-2678!得上清液!
即为粗酶液(

D!结果与讨论

DCB!两种碱法提取的玉米芯木聚糖及对酶活诱导
影响的比较

D(B(B!两种碱法提取玉米芯中木聚糖的比较!粉
碎的玉米芯在-#̂ 的氢氧化钠溶液中分别于-!-
5抽提"#678%方法一&和0#5抽提-!#678%方法
二&!方法一中木聚糖的抽提液颜色较深!透光率降
低!同时粘度也降低(原因是在碱性条件下!高温有
利于玉米芯粉中的色素物质的溶出!但这不利于木
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聚糖的后处理!使木聚糖中混有其他杂质!实验中
也发现最后提取出的木聚糖的颜色-!-5下比0#
5下深(高温下抽提液的粘度下降!是因为高温能
促进木聚糖的水解!使木聚糖的聚合度下降!导致
木聚糖的产率下降(最终!抽提液中沉淀获得木聚
糖的结果见表-(

表B!两种方法的抽提结果

H&=CB!H4.$./#’0"(0>".*0$&<0+"%8.04"6/

方法
还原糖

质量分数"̂

总糖

质量分数"̂
+#还原糖$‘

+#总糖$"̂

方法一 .("- !2(3" "4(!

方法二 0(#4 "#($2 !4(2

!!从表-可看出!虽然-!-5的抽提时间小于0#
5的抽提时间!-!-5抽提时抽提液中还原糖的含
量大于0#5的!这说明在碱水解时随着温度的升
高!木聚糖的水解速率加速!使抽提液中还原糖的
含量增加(反之!-!-5抽提时抽提液中总糖的含
量小于0#5!这说明并不是温度越高就越有利于
木聚糖的抽提!因此提高温度不能增加木聚糖的抽
提率(除温度外!时间也可能影响木聚糖的抽提率!
在低温#0#5$条件下!延长抽提的时间!有助于木
聚糖从玉米芯粉中溶解出来(根据溶出的总糖量和

+#还原糖$‘+#总糖$值!方法二优于方法一(
总之!木聚糖的抽提过程不仅要将玉米芯粉中

的木聚糖充分提取出!而且要防止溶出的木聚糖被
降解为还原糖(比较上述两种方法!0#5抽提!J
为最佳(
D(B(D!不同碱法提取的玉米芯木聚糖对酶活诱导
的影响!分别以-!-5和0#5抽提的木聚糖#-#

9":$为碳源!比较不同的木聚糖对酶活诱导的影
响!结果见图-(由图-可知!以0#5抽提的木聚糖
为碳源!对草菇的木聚糖酶酶活的诱导比-!-5抽
提的木聚糖高-(3倍!因此对草菇发酵培养基配方
进行优化设计时!使用0#5抽提的木聚糖为碳源(

+(以-!-5抽提的木聚糖为碳源%P(以0#5抽提的木聚糖为碳源

图B!不同碱法提取的玉米芯木聚糖对酶活诱导的影响

7+3CB!?((.<0"(<"$%<"=*1’&%.*0$&<0.6=10>"&’I&’+

8.04"6/"%.%J18.&<0+-+01

DCD!草菇木聚糖酶的发酵条件

D(D(B!制定因素水平表!根据以前的实验数据和
本次实验的筛选结果!分别对0#5抽提的木聚糖&
#);$$!<=$&>?@@80#和酵母膏进行优化!各因素
和水平的对应关系见表!(

表D!因素!水平表

H&=CD!H4.0&=’."((&<0"$&%6’.-.’+%2K"EF#"$04"3"%&’.*L

M.$+8.%0

水平

,
木聚糖
质量浓度"
#9":$

-
L")
质量比

.
>?@@80#
体积
分数"̂

\
酵母膏
质量浓度"
#9":$

- 2 $‘- # -

! -2 4‘- #(-2 "

" !2 0‘- #("# 2

D(D(D!正交试验结果与分析

-$正交试验结果’根据正交表:.#"$$作正交
试验!结果见表"!趋势图见图!(

表E!正交试验结果

H&=CE!N$04"3"%&’.*M.$+8.%0/("$<"8M"/+0+"%"(<#’0#$.

8.6+&

试验号
因素

, - . /

酶活力"

#EF"6:$

- - - - - !3(#2

! - ! ! ! !.(!#

" - " " " !0(-2

$ ! - ! " "#(-2

2 ! ! " - "!($#

4 ! " - ! !.($2

3 " - " ! !"($#

0 " ! - " !-(-2

. " " ! - !!($2

0- !0(-" !4(03 !2(00 !3("#

0! "#(43 !3(20 !3(!3 !3("2

0" !!("" !4(40 !3(.0 !4($0

1 0("" #(.# !(-# #(03

!!!$影响产酶能力的因素分析’由极差1值可
以看出!影响草菇产生木聚糖酶的因素依次为’,"
."-"/(对草菇而言!影响产酶的最主要的因素
是木聚糖的质量浓度!当木聚糖的质量浓度为-2
9":时!酶活最高!但木聚糖质量浓度大于-29":
时!反而不利于酶的产生(其原因可能是高质量浓
度的木聚糖能抑制木聚糖酶的产生!或高质量浓度

4. 无!锡!轻!工!大!学!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!

万方数据



的木聚糖使培养基过于粘稠!溶氧量减少!不利于
菌体呼吸所致(>?@@80#的影响也较显著!在本试
验中!>?@@80#体积分数为"̂ 时最高!一般认为!

该化合物作为一种表面活性剂!可提高膜的通透
性!进而影响某些蛋白质的分泌(因素L")在4‘-
时最高(酵母膏对木聚糖酶的产生影响最小(

图D! 趋势图

7+3CD!H4.0.%6.%<1(+3#$.

!!"#培养条件的优化处理$分析趋势图!适于草
菇生产木聚糖酶的优势组合为,!-!."/!2该组合
与表"中产生酶活最高的试验2的培养基,!-!."
/-基本吻合!验证了优势组合的优势效应(由于,!

-!.已取得最佳值!/ 基本达到最高值!经过综合
考虑!优化后的产酶培养基和产酶条件为$,!-!."

/-!即培养基组成为 %组分 9":#$木聚糖 -2!
%);$#!<=$!(2!>?@@8/0#"!酵母膏-!A;!B=$
-!*9<=$&3;!=#(4!微量元素#(###2(C;3(
#($#5-2#,"678摇床培养$D(此时!酶活达"!(
$EF"6:(

参考文献!
’-(余东霞!石勇!糜志远(玉米芯中木聚糖的提取研究’M((适用技术市场!!##-!.$$"b$$(
’!(;,6&X+*!B@Q,+]&X+V!T@7’OB(E8DKUQ7&8&RU@’’K’&S@+8DZO’+8/D@9,+D789@8WO6@SOSQ@6S78,34(&5’##637(&&(63PO
J&6&+8DJ@Q@,&/D7S+UUJ+,7D@SU&6C&S@D&R9’KU&S@+8DZO’&S@’M((!O.%P+<$"=+"’!-..-!-"3$2$-b2$3(

’"(邵佩兰!徐明!朱晓红(影响玉米芯木聚糖提取的因素探讨’M((宁夏农学院学报!!##!!!"%!#$24b23(
’$(洪枫!余世袁(木聚糖成分对木聚糖酶合成的影响’M((纤维素科学与技术!-...!3%!#$$!b$3(
’2(张维杰(糖复合物生化研究技术’*((杭州$浙江大学出版社!-...(
’4(:@X@,*(H8@?,@+UQ7&8R&,U&’&,76@Q,7UD@Q@,678+Q7&8&RU+,P&JOD,+Q@S’M((@%&’Q+"<4.8!-.3!!$3$!3"(

!责任编辑"李春丽#

3.!第!期 胡沂淮等"以玉米芯木聚糖为碳源的草菇木聚糖酶的发酵条件

万方数据


