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米曲霉ASP—m21产果胶酶及其酶学性质
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摘 要：以产果胶酶PG为主的米曲霉(Aspergillusoryzae)为出发菌株进行固态发酵研究。确定

最适合发酵条件为：以30 g／dL麸皮，8 g／dL橘皮粉，添加2 g／dL的泡沫材料作为透气支撑载体，

每千克原料添加8 g硫酸铵，10 g葡萄糖，接种体积分数为10％，经过42 h发酵，最终果胶酶酶活

可达807 U／g(干曲计)。果胶酶的最适反应温度为50℃，最适pH范围在3．0～3．6之间。试验

结果表明：果胶酶在3．0--一7．0的pH的范围内，适合产物生成速度最大的pH点在3．6左右，产物

生成速度为0．3 mmol／(L·min)；50℃是酶促反应的最适温度，在30 min条件下生成的产物最

高可达9 mmol／L。在桔子澄清实验中，向舍有体积分数30％的橙汁中添加酶活为1 U／mL的果

胶酶，分解果胶为半乳糖醛酸，并且随着半乳糖醛酸量的增加，橙子浆的黏度降低，透光率增加。

反应7 h后，透光率可高达91．1％。

关键词：果胶酶；固态发酵；应用；澄清；半乳糖醛酸

中图分类号：Q 814．1 文献标识码：A

Study on Characteristics of Polygalacturonase Production from

Aspergillus oryzae

TANG Xiang—hual，Xu Suo—lianl，Mu Yue—lin92，CHENG Wen-Jiu3，HUANG Zun-xil’2

(1．Colleage of Life Science，Yunman Normal University，Kunming 650222，China；2．Microorganismal Institute，Yunman

Normal University，Kunming 650222，China；3．Tobacco Company of Zhaotong，Zhaotong 657000，China)

Abstract：The pectinase production from Aspergillus oryzae by solid—state fermentation was

reported．The result suggested that the optimum medium components is：30％bran，8％orange

peel powder，0．8％(NH4)2S04，1％glucose，2％polyurethane foam plastic(PFP)．The best

material--water ratio is 1：1．2．Under the optimum condition，a maximum enzyme activity of

807 U／g was obtained under 50℃at 42 h．The stable pH range of the enzyme was 3．0 to 3．6．

The application of the peetinase on orange j uice demonstrated that the suspension was clarified，

the viscosity was reduced and the galacturonate was increased after 1 U／mL of the

polygalacturonase produced from Asp—m2 1 was added．The transmittancy of the orange j uice

treated with the enzyme could be increased by 1．5 times compared to that of the contr01．

Key words：pectinase；solid—state fermentation；application；clarification；galacturionic acid

收稿日期：2007—04—20．

基金项目：云南省科技应急项目(2006c0004z)．

作者简介：唐湘华(1973一)，男；云南昆明人，工学硕士t工程师，主要从事生物技术与酶工程方面的研究．

通讯作者：黄遵锡(1964一)，男，安徽金寨人，工学博士，教授，主要从事发酵工程的研究．

Email：huangzunxi@163．COITI

  万方数据



第2期 唐湘华等：米曲霉ASP—m21产果胶酶及其酶学性质 113

果胶类物质是存在于高等植物初生壁和细胞

间隙中的多糖，是非淀粉多糖(NSP)中化学组成和

相对分子质量结构变化最大的一类多糖，在不同植

物组织中其化学结构和相对分子质量变化很

大m引。果胶酶(E．C．3．2．1．15)是一类分解果胶质

酶的总称，是含有多种组分的复合酶，而在复合酶

中具有代表性的水解酶是多聚半乳糖醛酸酶(PG)。

果胶酶广泛存在于高等植物和微生物中，在某些原

生动物和昆虫中也有发现。在微生物中，细菌、放

线菌、酵母和霉菌都能合成果胶酶[3-5]，其中研究最

多的是黑曲霉[6’7]。国外对果胶酶的研究自20世

纪30年代开始，通过诱变处理方法提高菌株的产

酶活性，取得了很大进展．国内对果胶酶方面的研

究始于20世纪60年代，许多工作者对果胶酶菌种

的选育、生产工艺和酶的应用等方面做了许多工

作，崔福绵[6]等利用黑曲霉突变株CP85211，在500

L发酵罐中表达酶活力为308 U／mL6

。以米曲霉为菌株经发酵制得的果胶酶，最适

pH值在3．O～3．6，广泛应用于果汁制造、果酒酿造

和饲料工业[8]。此外，果胶酶在木材防腐和麻类脱

胶方面也有应用口-1引。近年来，在饲料中添加果胶

酶以降解饲料中含有的植物细胞壁中的果胶，促使

淀粉、脂类、矿物质和蛋白质等营养物质释放出来，

从而提高饲料的消化利用率[1卜12]。目前，将果胶酶

用于农村能源沼气发酵中处理富碳原料，使富碳原

料得到充分利用。作者以廉价的麸皮和橘皮粉作

为培养基，添加泡沫作为透气载体进行固态发酵[13]

生产果胶酶，研究了pH值和温度对果胶酶稳定性

的影响，并从酶动力学方面进行研究[14。，最后在橙

子果汁应用实验中进行验证。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1茵种 米曲霉Asp-m21，由作者所在微生

物工程研究所保藏。

1．，．2培养基

1)斜面查氏培养基：NaN03 2 g，K2HPO,1 g，

KCl 0．5 g，MgS040．5 g，FeS04 0．01 g，蔗糖30 g，

琼脂20 g，水1 000 mL，pH值自然。

2)种子培养基：麸皮2 g，葡萄糖2 g，(NH。)：

S040．5 g，K2HP04 0．5 g，水100 mL。

3)固体发酵培养基：水60 mL，麸皮30 g，橘子

粉8 g，(NH。)2SO。0．04 g(0．8 oA干料计)，2 g／dL

的泡沫，葡萄糖1．0 g(1％干料计)，0．1 MPa，121

℃灭菌45 min。

1．1．3 实验试剂0．1 mol／L的柠檬酸缓冲

液[153；pH 3．6的0．25 g／dL的果胶(Fluka，76280)

底物缓冲液；DNS试剂。

1．1．4 实验仪器 各种规格的移液枪(Eppen—

dorf，Gilson)；KL-009Ⅱ高精度酸度计(自动温

补)；722型分光光度计(LENG GUANG)EBAl2

离心机(Hettich)；水果搅拌机(广东威的公司制

造)；SHZ-82水浴恒温振荡器(江苏省金坛市医疗

仪器厂制造)；ML-902定时恒温磁力搅拌器(上海

浦江分析仪器厂制造)；电子天平(the Mettler-To—

ledo Group制造)。

1．2实验方法

1．2．1半乳糖醛酸的标准曲线的制作 精确称取

0．100 g半乳糖醛酸，用缓冲溶液定容至100 mL，

制得质量浓度为0．1 g／dL的半乳糖醛酸的标准溶

液。作标准曲线，求得系数h。

1．2．2酶活定义 在pH 3．6，50℃条件下，每分

钟内从底物溶液中分解释放1弘m01半乳糖醛酸所

需要的酶量定义为一个酶活单位U／g。

1．2．3酶活计算公式

果胶酶活力单位(U／g)一k X A X N×

1 ooo／(TX W×M)／(1一P)

式中：A为样品的OD值；K为标准曲线的斜率；N

为稀释倍数；T为反应时间(min)；1 000为转换因

子1 mmol=1 000弘mol；W为半乳糖醛酸的相对

分子质量(200．16)；P为水分含量(固体曲而言)；

M为加入酶液量(mL)

1．2．4酶活的测定(DNS法) 分别吸取待测酶液

0．2 mL于两支已在50℃预热的试管A、B中，A、B

管中含有果胶底物1．8 mL，50℃保温30 min，取出

后加入3 mL DNS试剂终止反应，即入沸水浴沸腾

5 min，流水冷却，加蒸馏水10 mL混匀。在C管中

先加入1．8 mL果胶溶液，50℃保温30 min，再加

入3 mL DNS溶液，取出后加入0．2 mL待测酶液，

即人沸水浴5 min，流水冷却后立即加蒸馏水10

mL混匀，在722型分光光度计以C管为空白，于

540 nm比色，记录数据[1 6。。

1．2．5不同载体对产酶的影响 取液体种子按照

体积分数10％的接种量接种于含有不同质量浓度

的泡沫载体固体培养基，于30℃的培养箱中培养

45 h，以不加载体为空白，测定酶活。从培养24 h

起每隔4 h取样测定，直到发酵酶活降低为止。

1．2．6待测酶液的制备 称取固体曲2．0 g，放置

于100 mL相应pH值的缓冲溶液中，用磁力搅拌

器搅拌30 min，纱布过滤，对滤液进行微孔过滤，得
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到棕红色的酶液，根据所得滤液酶活高低用缓冲溶．

液稀释至适当浓度，备用。

1．2．7酶诈燕戆最适pH值取经过稀释的栗胶

酶液加入到pH值为2．O、3．0、3．6、4．5、6．0的底物

缓冲溶液中，予50℃反应30 rain，测定酶活。

I。2．8酶锋燕鲰最适滠痰取经避搽释鳃暴黢酶

液分别在30、37、50、60、70℃，底物质量浓度为

0．25 g／dL，pH为3．6的条件下测定酶活。

1。2。9金蓬离子对酶活力的影响在经过稀释酶

果胶酶液中分别添加金属离子Cu2+、Ca2+、M92+、

K+、Na+、Pb2十和Ag+，使反应液巾各种金属离子

的质鼙分数分剃巍5、50、500、l 000|lg／g。在pH

3．6，50℃下反应30+min，以不加金属离子为对照

(以对照组酶活力为100％)，测定果胶酶活力。

1。2。10果胶酶在橙子中酶应用

1)橙子浆的配制：取300 g橙子(去皮)，加入

700 g pH 3．0购缓冲溶液，用水果搅拌机搅碎，混

合均匀，分装在lo个三霜瓶中，待甩。

2)橙子浆中半乳糖醛酸的测定：取搅碎橙子

浆离心，取0．2 mL上清液加入到1．8 mL pH 3．0

的缓冲溶液申，再加入3 mL DNS，100℃沸水中5

min，取出后立即加蒸馏水10 mL混匀冷却，测OD

值，换算半乳糖醛酸。

3)果胶酶添加量对橙汁的影响：分别取添糯后

终浓度为0．5、1．0、1．5、2．0 U／mL的果胶酶到橙

汁中，以不加酶为空白，50℃保温，在pH 3．0的条

件下，每隔30 rain取样测定半乳糖醛酸的相对增搬

量和透光率孔to NM。

2结果与讨论

2．1不同质量浓度的泡沫载体对酶活的影响及固

淬发酵产酶嚣穰

图1表明：添加载体对固体发酵产酶有促进作

用，添加2 g／dL的泡沫能提高酶产量40％。图2

是产酶历程。纂胶酶的酶活跌24 h的120 U／g(干

基计)，经过16 h后达到最大值，为807 U／g(千基

计)，_之后酶活开始降低。

2。2酶作用韵最适pH德

由图3可以看出；当pH值为3．O～3．6时，果

胶酶的稳定性较好，酶活力较高。随着pH值增加，

果胶薅酶活有下降的趋势；当pH馕为6．0时，酶活

力降低到56％。图4表明，不同pH值的酶促反应

速度随作用时阔的延长趋于平缓，达到一个平衡

状态。
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Fig．4 Effect of pH Oil enzyme reaction velocity

2．3酶传用的最适溢度

图5裘明：栗胶酶的最适溢度范围沟50～55

℃，在70℃时酶损失较大，只有最大酶活的30％左

^^《_}目．8》o嚣日v、瓣溅落蜮黼
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右。图6表明，在不同温度条件下的产物生成最大

量随作用温度的升高而降低。
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图5酶作用温度与酶活力的影响

Fig．5 Effect of temperature on pectinase activity
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图6作用温度对半乳糖醛酸产物生成量的影响

Fig．6 Effect reaction temperature on galacturionic acid

production

2．4金属离子对酶活力的影响

由图7可以看出，Pb2+和Ag+严重抑制该酶活

力；Cu2+抑制此酶而M92+、K+、Na+对酶无明显激

活或抑制作用；Ca2+有较弱的激活作用。

图7金属离子对PG稳定性的影响

Fig．7 Influence of metal salt on enzyme stable

2．5橙汁的运用实验

由图8、9可以看出：因橙子浆中含有大量果

胶，果胶属于多糖类物质，故黏度较大。添加果胶

酶后，其能分解果胶为半乳糖醛酸，并且随着半乳

糖醛酸量的增加，橙子浆的黏度降低，透光率增加。

当添加1 U／mL的果胶酶降解7 h后，透光率可高

达91．1％，同时，橙子浆随着果胶酶酶量的增多，分

解释放的半乳糖醛酸的相对增加量也越来越多。

实验表明，半乳糖醛酸的生成量与橙汁的澄清度有

一定的相关性。
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习
备
￥
嘲
曩
舞
铽
搿
躲
辞
井

图9半乳糖醛酸生成量随时间的变化

Fig．9 Time coarse of galacturionic acid production

3 结 语

以产果胶酶的米曲霉(Aspergillus oryzae)为

出发菌株，进行固态发酵的研究，确定最适合发酵

条件为：麸皮为30 g／dL，橘皮粉8 g／dL，添加2 g／

dL的泡沫材料作为透气支撑载体，每千克原料添加

8 g硫酸铵，10 g葡萄糖，接种体积分数为10％，经

过42 h发酵，最终果胶酶酶活可达807 U／g(干曲

计)。果胶酶的最适温度为50℃，最适pH值范围

在3．O～3．6。通过橙子的应用试验结果表明，添加

适量的果胶酶可使橙子浆中的果胶分解为半乳糖

醛酸，黏度下降，显著提高果汁的透光率，使果汁变

得澄清；当添加果胶酶为1 U／mL时，能使透光率

达到91．1％，比未加酶时提高1．5倍。
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