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摘! 要：脆壁克鲁维酵母（!"#$%&’()$*&+ ,’-./"/+）456013.. 合成的 !070半乳糖苷酶具有较高的催化
半乳糖基转移反应活力*脆壁克鲁维酵母（!0 ,’-./"/+）456013.. 细胞生长和 !070半乳糖苷酶的合成
同步*该菌株生长和产酶的最适碳源为半乳糖，乳糖次之；最适氮源为蛋白胨 5$%#；最适培养条件
为：发酵培养基的初始 89值为 &* %，摇床的转速为 "%% : ; <=>*培养基中碳源和氮源质量浓度对菌
体生物量和 !070半乳糖苷酶活力有重要影响，以 ." <? ; <4乳糖为碳源，.3 <? ; <4蛋白胨（5$%#）
为氮源，在最适培养条件下培养 #" @后，菌体生物量和 !070半乳糖苷酶活力分别为 &* A3 ? ; 4和 .1*
1# B ; <4 *
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! ! !170半乳糖苷酶（ZV #* "* .* "#）属于水解酶
类，同时具有转移酶类性质* !170半乳糖苷酶可以

催化乳糖水解生成葡萄糖和半乳糖，还可以催化乳

糖水解过程中产生的半乳糖基转移至乳糖等受体
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上，形成低聚半乳糖［!］"
低聚半乳糖甜度低，对酸、热稳定，水分活度

低，具有抗淀粉回生等理化特性［#］；低聚半乳糖还

具有非致龋齿性、非消化性（具有膳食纤维的生理

功能）、产热能低、促进双歧杆菌增殖等优异的生理

学特性［$］"因此，低聚半乳糖作为一种新型的功能
性食品配料应用前景广阔"
以乳糖为底物，应用 !!%&半乳糖苷酶催化合成

低聚半乳糖是工业化生产低聚半乳糖的主要途

径［’，(］"很多种类的细菌、酵母菌、霉菌都产生 !!%&
半乳糖苷酶"来源于不同种类的微生物的 !!%&半乳
糖苷酶催化乳糖水解和半乳糖基转移反应的活力

差异很大［!］" 作者筛选出一株脆壁克鲁维酵母
（"#$%&’()*%+’, -(./0#0,），菌株编号 )*+&,-!!，其产
生的 !!%&半乳糖苷酶具有较高的催化半乳糖基转
移反应活力"
作者研究了影响脆壁克鲁维酵母（"1 -(./0#0,）

)*+&,-!! 生长和 !!%&半乳糖苷酶合成的摇瓶培养
条件，以期为大幅度提高 !!%&半乳糖苷酶发酵产量
提供依据"

!" 材料与方法

!# !" 菌种
脆壁克鲁维酵母（"1 -(./0#0,）)*+&,-"

!# $" 培养基与培养条件
!）发酵培养基（组分 . / )）：蛋白胨（*’0$）!0，
酵母膏 !0，乳糖 !0"初始 12值 3" 0"

#）培养条件：摇床转速 #00 4 / 567，培养温度
#( 8，培养时间 $# 9，#(0 5)三角瓶装液量 #0 5)，
接种体积分数 !" 0: "
!# %" 粗酶的制备
发酵液经冷冻离心机离心（于 # ; , 8，’ 000

4 / 567离心 !0 567）后，弃去上清液得到湿细胞，用
0" ! 5<= / )，12 3" 0 的磷酸盐缓冲液制成浓菌悬液，
该菌悬液用超声波处理（超声破碎仪的功率为 ’00
>，间歇式工作，破碎时间 ( 567）后，添加0" #. / ?)
的蜗牛酶，’0 8恒温，磁力搅拌下作用 - 9 以充分
破碎细胞壁，释放出胞内 !!%&半乳糖苷酶"
!# &" 酶活的测定
参照 @7.A BACDA==EFGA4 的方法［3］，并作适当修

改"取 # 5)质量浓度为 #(0 5. / 5)的乳糖溶液（用
0" ! 5<= / )，12 3" 0 的磷酸缓冲液溶解）加入试管
中，将试管浸入（’0 H !）8恒温水浴中预热 ( 567
后，加入 ’0 ")粗酶液于 -0 8反应 $0 567，立即取
出，置于沸水浴中灭酶 !0 567，冷却后取 ’0 ") 反

应液加入含有苯酚（0" ## 55<= / )）、葡萄糖氧化酶
（’00 I）、过氧化物酶（! 000 I）和 ’&氨基氨替吡啉
（!(3 ". / )）的 $ 5) 混合液中，（$3 H !）8恒温反
应 #0 567，于分光光度计（波长 (0, 75）比色"

!!%&半乳糖苷酶 ! 567 催化乳糖水解生成 !
"5<=葡萄糖定义为一个酶活力单位"
!# ’" 生物量的测定
发酵液离心后得到的湿细胞于 J0 8烘箱中干

燥至恒重后，称量干菌体的质量"

$" 结果与讨论

$# !" !" #$%&’(’) ()*+,-!! 生长和产酶
"1 -(./0#0, )*+&,-!! 生长和产酶时间曲线见图

!"
脆壁克鲁维酵母（"1 -(./0#0, ）)*+&,-!! 生长曲

线呈典型的 +型" !!%&半乳糖苷酶的合成与细胞生
长同步，培养 , 9后细胞生长进入对数生长期，酶开
始大量合成，$- 9后进入恒定期，酶的合成停止，!!
%&半乳糖苷酶活力达到最大值，为 !," ,# I / 5)"

图 !" !" #$%&’(’) ()*+,-!! 生长和产酶曲线
)./# ! " 012345 678 97:;<9 =128>?4.27 ?>1@9 A21 !"

#$%&’(’) ()*+,-!!

K K "1 -(./0#0, )*+&,-!! !!%&半乳糖苷酶活力达到
峰值后，继续延长培养时间，酶活力仍维持不变，表

明胞内 !!%&半乳糖苷酶稳定性高，不易发生失活或
被内源蛋白酶降解"
$# $" 碳源
脆壁克鲁维酵母（"1 -(./0#0,）)*+&,-!! 可利用

多种碳源生长及合成 !!%&半乳糖苷酶，但碳源种类
对该菌株的生长和产酶有重要影响"以半乳糖为碳
源，脆壁克鲁维酵母（"1 -(./0#0,）)*+&,-!! 生长和产
酶效果最好，乳糖、果糖、葡萄糖次之，以鼠李糖、木

糖、果胶等为碳源效果最差，见表 !"
K K 碳源是菌体细胞组成的原料，也是菌体生长发
育必需的能源物质［,］"脆壁克鲁维酵母（"1 -(./0#0,）
)*+&,-!! 对不同碳水化合物利用能力差异很大的
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原因可能是该菌株对不同种类碳源的吸收利用能

力不同!
表 !" 碳源对 !!#$半乳糖苷酶生长和产酶的影响

%&’( ! " )**+,- .* ,&/’.0 1.2/,+1 .0 "# $%&’()(* 345$67!!
8/.9-: &0; +0<=>+ 1=0-:+1?1

碳 源 酶活力 "（# " $%） 生物量 "（& " %）

半乳糖 ’(! )* +! ,,

乳糖 ,+! +- .! )(

果糖 ,(! +’ +! -,

甘油 ,*! (/ .! **

麦芽糖 ,,! )’ .! 0,

葡萄糖 ,0! /+ .! )(

山梨醇 /! ’’ +! //

木糖 )! )+ 0! /,

果胶 -! 0’ ,! 0/

鼠李糖 ’! +0 0! (-

1 1 培养基的成本约占发酵成本的 .02左右［+］，同
半乳糖相比，乳糖价格低廉，适于作为工业化生产

!" #$%&’(’) %345+),, !565半乳糖苷酶的碳源!因此本
试验所用的碳源主要是乳糖!
培养基中乳糖质量浓度对脆壁克鲁维酵母（!"

#$%&’(’)）%345+),, 细胞生长和 !565半乳糖苷酶活力
的影响见图 ’!菌体的生物量和 !565半乳糖苷酶活
力随着培养基中乳糖质量浓度增加而增加，乳糖质

量浓度为 ,’ $& " $%，菌体生物量和酶活力达到最
大值，分别为 (! +* & " %和 ,/! ,’ # " $%!

图 @" 碳源质量浓度对 "# $%&’()(* 345$67!! 生长和产
酶的影响

4?8( @ " )**+,-1 .* ,&/’.0 1.2/,+1 .0 "# $%&’()(* 345$
67!! 8/.9-: &0; +0<=>+ &,-?A?-=

@( B" 氮源
脆壁克鲁维酵母（!" #$%&’(’)）%345+),, 对各种

氮源的利用情况见表 ’!

表 @" 氮源对 !!#$半乳糖苷酶生长和产酶的影响
%&’( @" )**+,- .* C 1.2/,+

氮 源 酶活力 "（# " $%） 生物量 "（& " %）

蛋白胨（3*0-） ,+! /* .! ’/

胰蛋白胨 ,)! (0 .! .’

酵母膏 ,*! *, (! --

大豆蛋白肽 ’! ’’ 0! +’

酪蛋白磷酸肽 ’! // ,! (-

（78*）’ 49* : 0! ,.

7;79- : 0! ,(

1 注：:未检测到酶活力!

1 1 由表 ’ 可知，脆壁克鲁维酵母（!" #$%&’(’)）%345
+),, 难以利用无机氮生长和合成 !*65半乳糖苷
酶，它对不同种类的有机氮源利用能力差异很大!
以蛋白胨 3*0- 为氮源，菌体的生物量最大，!*65半
乳糖苷酶活力最高!氮源的种类影响脆壁克鲁维酵
母（!" #$%&’(’)）%345+),, 生长和产酶的原因可能是：
（,）脆壁克鲁维酵母（!" #$%&’(’)）%345+),, 对不同
种类的无机氮和有机氮的分解和同化能力不同；

（’）某些氮源不含有或缺乏脆壁克鲁维酵母（!"
#$%&’(’)）%345+),, 生长和 !*65半乳糖苷酶具有活性
所需的生长因子!
以蛋白胨（3*0-）为氮源，培养基中氮源质量浓

度对脆壁克鲁维酵母（!" #$%&’(’)）%345+),, 生长和
产酶的影响见图 -!当氮源质量浓度低时，菌体生物
量小，!*65半乳糖苷酶活力低! 当氮源质量浓度为
,) $& " $%时，生物量和酶活力均达到最大值，分别
为 )! 0) & " % 和 ,+! +0 # " $%!

图 B" 氮源质量浓度对 "# $%&’()(* 345$67!! 生长和产
酶的影响

4?8( B " )**+,- .* C 1.2/,+ ,.0,+0-&-?.0 .0 "# $%&’()(*
345$67!! 8/.9-: &0; +0<=>+ 1=0-:+1?1

@( D" EF值
发酵培养基的初始 <8值影响脆壁克鲁维酵母

（!" #$%&’(’) ）%345+),, 生长和 !*65半乳糖苷酶的合
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成，见图 !"培养基的初始 #$ 值为 ! 时，菌体的生
物量最小，!%&%半乳糖苷酶活力最低" 随着发酵培
养基的初始 #$ 值分别增加至 ’，(，) 时，菌体的生
物量和酶活力逐步增加；#$ 值为 ) 时，菌体生物量
和酶活力达到峰值，分别为 ’" *+ , - . 和 /(" /0 1 -
2.；#$值为 0 时，菌体生物量和酶活力开始降低"

图 !" 培养基初始 #$值对 !" #$%&’(’) %&’()*++ 生长和
产酶影响

&,-. ! " /00123 40 ,5,3,67 #$ 45 !" #$%&’(’) %&’()*++
-8493: 65; 15<=>1 ?=53:1?,?

3 3 #$值影响底物分子和酶分子的带电状况，从
而影响微生物对营养物质的吸收利用和酶的活力，

这可能是发酵培养基的初始 #$值影响脆壁克鲁维
酵母（!" #$%&’(’) ）.45%0(// 生长和产酶的原因"
@. A" 摇床转速
静止培养（摇床转速为 *）不利于脆壁克鲁维

酵母（!" #$%&’(’) .45%0(//）生长和产酶"随着摇床转
速的增加，菌体生物量和 !*&%半乳糖苷酶活力增
加" 转速为 +** 6 - 278 时，生物量和酶活力达到峰
值，分别为 ’" 9: , - . 和 /)" (0 1 - 2.，见图 ’"

图 A" 摇床转速对 !" #$%&’(’) %&’()*++ 生长和产酶影
响

&,-. A" /00123 40 84363,45 ?#11; 45 !" #$%&’(’) %&’()*++
-8493: 65; 15<=>1 ?=53:1?,?

3 3 摇床转速对脆壁克鲁维酵母（!" #$%&’(’) .45%
0(//）生长和产酶的影响可能由于：（/）脆壁克鲁维
酵母（!" #$%&’(’) .45%0(//）属于需氧微生物，摇床转
速直接影响发酵培养基中溶解氧的水平；（+）摇床
转速影响代谢产物和发酵热的传递［)］"
@. *" 发酵过程曲线
以 /+ , - .乳糖为碳源，/( , - . 蛋白胨（4!*9）

为氮源，在最适培养条件下进行发酵，发酵过程曲

线见图 ("

图 *" !" #$%&’(’) %&’()*++ 发酵过程曲线
&,-. *" &18>15363,45 2B8C1 048 !" #$%&’(’) %&’()*++

3 3 整个发酵过程中，发酵液的 #$ 值呈缓慢上升
趋势，培养基中残糖质量浓度不断下降"培养 0 ; 9(
<时，菌体生物量和 !*&%半乳糖苷酶活力呈线性增
加，培养 9( < 后菌体生物量和酶活力分别为 )" ’(
, - .和 /0" 09 1 - 2.，随后在较长时间内保持恒定"

D" 结" 论

脆壁克鲁维酵母（!(+,-.$/0,1.) #$%&’(’)）.45%
0(// 生长和合成 !%&%半乳糖苷酶同步"该菌株的生
长曲线呈典型的 5 型，细胞生长进入对数生长期，
!*&%半乳糖苷酶大量合成，细胞生长进入稳定期，
酶的合成停止，胞内 !*&%半乳糖苷酶活力达到最
高" 脆壁克鲁维酵母（ !(+,-.$/0,1.) #$%&’(’)）.45%
0(// 生长和产酶的最适碳源和氮源分别为半乳糖
和蛋白胨 4!*9，最适培养条件为发酵培养基的初始
#$值为 )" *，摇床转速为 +** 6 - 278"培养基中碳源
或氮源质量浓度低，菌体生物量小，酶活力低，脆壁

克鲁维酵母（!(+,-.$/0,1.) #$%&’(’)）.45%0(// 生长
和产酶的适宜碳源、氮源质量浓度分别为 /+ 2, -
2.和 /( 2, - 2."

（下转第 :9 页）
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芽糖释放）!此酶为内切淀粉酶，可以迅速水解糊化
淀粉、直链淀粉和支链淀粉内部的 !!"，# 糖苷键，
从而生成具有两个葡萄糖单位的麦芽糖［$］!

!" 结" 论
麦芽糖底物法应当是检测复合酶中糖化酶活

力的首选方法! 综合以上 # 种酶制剂的水解方式，
并依据糖化酶产生葡萄糖的速度是基于作用底物

葡聚糖链的长度，不难看出糖化酶分别与另处 $ 种
酶制剂复合时，由于它们都能降解淀粉底物，通过

协同作用产生葡萄糖，这时候若使用淀粉底物法对

复合糖化酶活力进行测定，就出现了结果偏差! 当
副酶含量过高时，由于淀粉底物葡聚糖链的长度被

大大降解，从而降低了糖化酶的进一步酶解速度，

产生的葡萄糖含量减少，检测出的糖化酶活力会偏

低；而当副酶含量较少时，产生较多的被部分降解

的淀粉底物分子，葡聚糖链的长度适合糖化酶进一

步水解底物，生成更多的葡萄糖! 因此，检测出的
糖化酶活力会偏高!在使用淀粉底物法测定糖化酶
活力时，这种干扰是无法避免的!
当使用麦芽糖底物法对复合糖化酶活力测定

时，由于麦芽糖底物只能被糖化酶专一分解，即使

存在其它副酶，也不会产生葡萄糖，所以不会影响

糖化酶活力的检测结果!
以上的实验结果以及原理分析证明了在对复

合糖化酶活力的测定时，淀粉底物法存在结果偏

差，不能准确反映出真实的糖化酶活力，而麦芽糖

底物法由于不受复合糖化酶中副酶活力的影响而

成为检测复合糖化酶中糖化酶活力的首选方法!
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