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节杆菌 7879: 产 !1呋喃果糖苷酶
条件及酶学性质

朱桂兰，! 童群义
（江南大学 食品学院，江苏 无锡 "0&%#5）

摘! 要：研究表明，节杆菌 0%0#4 产 !1呋喃果糖苷酶的最佳条件为：温度为 #% 6，/7 值 48 $，接种
体积分数为 "9，装液体积为 &% :;+该条件下 !1呋喃果糖苷酶的转移酶活为 044+ 42 < = :;，酶作用
最适 /7值为 5+ $，最适温度为 #% 6，在 /7值为 5+ % > 2+ % 和 &$ 6以下稳定+ ?@ A和 BC" A对该酶有

较强烈的抑制作用，DEF?和 G@" A对酶活也有一定影响+
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! ! 节杆菌 0%0#4 产 !1呋喃果糖苷酶主要用于催
化合成低聚乳果糖，在以蔗糖和乳糖为原料的条

件下，将蔗糖水解产生的果糖基转移至乳糖还原

性末端的 B0位羟基上，生成半乳糖基蔗糖即低聚

乳果糖+低聚乳果糖作为一种新型功能性甜味剂
自 0’’% 年在日本开发以来，其保健功能逐渐被人

们接受，近年来已进入日本及欧美市场+ 低聚乳果
糖是天然食物的组成部分，既可作为一种非膳食

纤维来使用，又是双歧因子，可应用于各种食品

中，如乳制品、低脂食品、面包和饮料等+
目前日本对低聚乳果糖的国内需要量已达到

每年 " %%% U以上，位于同类产品的前列，增长速度
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很快，其平均价格为 !"" 日元 # $%&而我国目前还没
有低聚乳果糖产品上市& 作者就节杆菌 ’"’() 产
!*呋喃果糖苷酶的培养条件及 !*呋喃果糖苷酶的
酶学性质进行了试验研究，以期为低聚乳果糖的

工业化生产提供参考&

!" 材料与方法

!# !" 菌种
节杆菌 ’"’()（!"#$"%&’(#)" +,& ’"’()），购于中

国工业微生物菌种保藏中心&
!# $" 培养基
斜面培养基成分（ % # -）：牛肉膏 ’& "，蛋白胨

". !，/012 "& !，琼脂 ’& !，,3 )& "
活化培养基成分（ % # -）：牛肉膏 ’& "，蛋白胨

". !，/012 "& !，,3 )& "
摇瓶培养基成分（ % # -）：蔗糖 4& 4!，酵母膏

’. 4"，蛋白胨 "& 5(，（/34）63784 "& 4，9%:84·

)368 "& ’(，,3 )& "&
!# %" 试剂
低聚乳果糖标准样品购于日本，其它均为国

产分析纯试剂&
!# &" 菌种的培养与处理
!& && ! " 菌种活化 " 将保藏菌种用接种环接入活
化培养基中，(" ;，’’" < # =>?培养 64 @&
!& && $ " 摇瓶培养 " 将活化培养后的菌种以体积
分数 (A的比例接入各种发酵培养基中，于 (" ;
条件下，’’" < # =>?培养 !B @&
!# ’" !(呋喃果糖苷酶的转移酶活测定

!*呋喃果糖苷酶的转移酶活定义为每分钟转
化生成 ’" C5 =D2 低聚乳果糖来表示& 低聚乳果糖
的测定方法为：将等体积的酶液和糖液（含 4" % #
E-的蔗糖和乳糖，,3F& !）于 () ;反应 64 @ 即生
成低聚乳果糖& 采用薄层色谱法检测低聚乳果糖
的含量&色谱条件为：展开剂为正丙醇 G 水（HG
H）I 5G 6，显色剂为苯胺*二苯胺*磷酸溶液，扫描
波长为!(" ?=&

$" 结果与讨论

$# !" 发酵条件对产酶量的影响
$& !& ! " 不同温度对产酶量的影响 " 将接种后的
菌液于不同温度下培养 !B @，收集粗酶液，与底物
（4" % # E-的蔗糖和乳糖）反应，测定 !*呋喃果糖苷
酶的转移酶活，结果见图 ’&

图 !" 不同温度对产酶量的影响
)*+# !" ,--./0 1- 0.23.45064. 17 !(-46/01-645718*958.

34196/0*17

J J 由图 ’ 可以看出，节杆菌产 !*呋喃果糖苷酶
的最适温度为 (" ; &
$& !& $" ,3 值对产酶量的影响 " 将培养基的 ,3
值调至 !& ! K B& !，) 个不同的 ,3值，灭菌后接种，
于 (" ;下培养 !B @，测其转移酶活的大小&
J J 结果表明（图 6），在 ,3 值 )& ! 时，节杆菌产
酶量得到最大&

图 $" 3:对产酶量的影响
)*+# $" ,--./0 1- 3: 17 !(-46/01-645718*958. 34196/(

0*17
$& !& %" 装液量对产酶量的影响" 在 6!" =- 的三
角烧瓶中分别装入 (" K )" =- 的不同体积培养
基，灭菌后接种，于 (" ;摇瓶培养 !B @，测其转移
酶活的大小&
J J 由图 ( 可以看出，随着装液量的增加，酶的转
移酶活下降，考虑经济因素，选取装液量为 4" =-
（三角烧瓶容积为 6!" =-）&
$& !& &" 接种量对产酶量的影响" 在 6!" =- 的三
角烧瓶中装入 4" =- 的培养基，灭菌后，分别按体
积分数 ’A K!A的接种量接种，于 (" ;摇瓶培养
!B @，测其转移酶活&
J J 由图 4 可以看出，当接种量取最大值时，转移
酶活反而较小，当接种体积分数为 6A时，酶表现
出较高的转移活力，这可能是由于随接种量的增

加，菌体繁殖快，反而不利于菌体内转移酶的形

成&因此最佳接种体积分数为 6A &
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图 !" 装液量对产酶量的影响
#$%& !" ’(()*+ ,( -).$/- 0-,/1+ ,1 !2(3/*+,(/301,4$2

.04) 53,./*+$,1

图 6" 接种量对产酶量的影响
#$%& 6" ’(()*+ ,( $1,*/7/- 0-,/1+ ,1 !2(3/*+,(/301,2

4$.04) 53,./*+$,1

8& 8" !2呋喃果糖苷酶的性质
8! 8! 9" "#值对酶活及酶稳定性的影响" 配置不
同 "#值的柠檬酸$磷酸缓冲溶液，取酶液分别在
"#值 % & ’ 的条件下进行酶促反应，测定酶活，以
酶活最高者为 ())*，结果见图 +! 由图 + 可知，该
酶的最适 "#值为 ,! +!

图 :" 5;对酶活的影响
#$%& :" ’(()*+ ,( 5; ,1 !2(3/*+,(/301,4$.04) 0*+$<$+=

- - 将酶液与不同 "#值的缓冲液在一定条件下保
温 ( .后，再按以上酶活测定法测其活力!以在最适
反应 "#值下保温所测的酶活为 ())*，其余折合成
其剩余活力的百分数，以此对保温 "#值作图，图 ,
是节杆菌 !$呋喃果糖苷酶的 "# 值稳定性曲线!保
温温度为 %+ /，保温时间为 ( .!由图 ,可见该酶在
"#值为 ,! ) &’! )范围内是比较稳定的!

图 >" 5;对酶稳定性的影响
#$%& >" ’(()*+ ,( 5; ,1 !2(3/*+,(/301,4$.04) 4+0?$7$+=

8! 8! 8" 温度对酶活及酶稳定性的影响" 取)! 0 12
适当稀释的酶液于 )! 0 12底物中，底物用 )! )( 134 5
2的磷酸缓冲液（"# ,! +）配制，分别在 0) & ,) /下
反应，测定酶活，结果见图 6，得该酶最适温度为
%+ /! 从图 6 可以看出，该酶的适宜温度范围也较
大!
另外，还进行了 !$呋喃果糖苷酶的热稳定性

研究! 取适量酶分别于 0) & ,) /水浴保温，间隔 (
.取酶液测酶活，结果见图 ’! 结果表明，7+ /保
温时酶活能维持 ’)*以上，,) /保温能维持 ,)*
以上，说明该酶的耐热性好! 而 (88) 年 93:; 9<=>$
?@等人报道 !"#$"%&’(#)" A"! B$( 的 !$呋喃果糖苷
酶在 ++ /下活性最高，7+ /以下酶的热稳定好，
在,) /下保温时维持 60*的酶活!

图 @" 温度对酶活的影响
#$%& @" ’(()*+ ,( +)-5)30+/3) ,1 !2(3/*+,(/301,4$.04)

0*+$<$+=

图 A" 温度对酶热稳定性的影响
#$%& A" ’(()*+ ,( +)-5)30+/3) ,1 !2(3/*+,(/301,4$.04)

4+0?$7$+=
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!! !! "# 金属离子和化学物质对酶活力的影响
金属离子和其它化学物质对 !"呋喃果糖苷酶

的影响见表 #!
表 $# 金属离子和其它化学物质酶活的影响

%&’( $ # )**+,- .* /+-&0 1.23 &24 .-5+6 6+&7+2-3 .2 !8
*69,-.*96&2.314&3+ &,-1:1-;

金属离子 相对酶活 $ %

对照组 #&&
’()* +,! -
./01 -2! 3
0/01, -+! ,
45678 +,! 8
49678 -3! ,

:;,（678）< =-! 2
>9678 #=! <
*5.7< #! #
0?678 #! <

@ @ 从表 # 可以看出，银离子和铜离子对该酶有

较强烈的抑制作用，锌离子也表现出一定的抑制

作用，’()*和镁离子对酶活也有一定影响!

"# 结# 论

#）节杆菌 #&#<2 产 !"呋喃果糖苷酶的最佳条
件为，温度 <& A，BC值 2! 3，接种体积分数 ,%，装
液量 8& DE，该条件下 !"呋喃果糖苷酶的转移酶活
为 #22! 2- F $ DE!

,）!"呋喃果糖苷酶的转移酶作用最适 BC 值
为 =! 3，最适温度为 <& A，在 BC值 =! & G -! & 和 83
A以下稳定，=& A保温酶活能维持 =&%以上! *5 H

和 0?, H对该酶有较强烈的抑制作用，>9 H也表现

出一定的抑制作用，’()* 和 45, H对酶活也有一

定影响!
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