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摘 要：从产果糖转移酶的 "" 株菌株中筛选出一株黑曲霉 %%56/7 菌 (该菌株在含蔗糖的培养

基中，最佳摇瓶发酵时间为 $# 8，9: 值为 ; ( #；当蔗糖质量浓度在 !1# < = > 以内时，产酶与蔗糖质

量浓度呈正相关；?<@A7·;:!A 和 B:!6A7 的添加量分别以控制在 " ( 1 < = > 和 " ( # < = > 为宜 (
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近年来，国内外出现了多种商品化的功能性低

聚糖，如低聚木糖、大豆低聚糖、低聚异麦芽糖及低

聚果糖等 ( 由于低聚糖具有优越的生理化学活性，

如促进肠胃功能，降低血脂、胆固醇、甘油三酯，防

龋齿等，因而越来越受到人们的重视，其中低聚果

糖深受消费者喜爱，而且它来源于蔗糖，不含杂质，

风味良好［"］(
商品化低聚果糖主要由蔗糖经果糖转移酶作

用而获得，其分子式为 I—M—M*，* _ " ‘ $（I 为

葡萄糖基，M 是果糖基）［!］(

"-1# 年果糖转移酶（ UEOTQ&PV’QE+,PURE+PR）就已

被发现［$］，但是直至 /# 年代，这种酶才被科学家们

注意并用于低聚果糖生产 (产果糖转移酶的微生物

有 多 种，如 酵 母（ WR+PQ）、米 曲 霉（ !"#$%&’(()"
+%,-.$）［1］、青 霉 属（ /$*’0’((’)1 ）［2］、黑 曲 霉（ !"2
#$%&’(()" *’&$% ）［;］及 屈 芽 短 梗 菌（ !)%$+3."’4’)1
#)(()(.*"）［/］等 ( 作者对来自越南且产果糖转移酶

的 "" 株菌株进行了筛选，获得一株产较高酶活的

黑曲霉 %%56/7，并优化了该菌株发酵生产果糖转

移酶的条件 (
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! 材料与方法

! " ! 菌株

越南糖厂筛选的 ! 株菌，越南河内食品工业研

究院保留的 " 株菌，命名见表 # $
表 ! 保藏菌株的产酶能力

#$%"! &’()*+ ,-./01234+ $%3532) .6 72.-+/ 72-$3’7

菌株

编号

湿菌体质量浓度

（%& ’ %(）

酶活力

) ’ %( ) ’ &

**+,-. /- $ . / $ 01 -0 $ 1

**+,-/ /2 $ . / $ 31 1/ $ -

**+,-3 30 $ 2 2 $ !. #-3 $ 2

**+,-! 30 $ / 3 $ .1 #0" $ !

**+,-" /- $ ! / $ 12 #0/ $ #

4( 3# $ " / $ !2 -! $ -

153 32 $ / 3 $ 21 #0# $ /

22 3. $ # / $ -0 10 $ /

220 /1 $ # / $ -! 1- $ !

//.3 /! $ . / $ 20 #0! $ #

6. 30 $ / / $ 1# 12 $ 0

! " 8 试剂

所用的试剂均为色谱纯或化学纯 $
! " 9 设备

7895. 型酸度计：上海第三分析仪器厂生产；

:;##0 电子天平和 :, .0005.0 电子天平：上海天

平仪器厂生产；高速均质仪 )<=>? 5 +@>>?A +.!：B?C5
D<E 6@CDE< (?FG>?=G>HE9 生 产；高 效 液 相 色 谱 系 统

（8,(4）：I?=E>9 .01 系列，J30# 示差折光检测仪，

色谱柱为 K$ :E>LD 公司生产的 (HLM>G9G>F / $ 1 %%
N #!0 %% 氨基柱；8OP5QQ 型回转式恒温调速摇瓶

柜：上海新星自动化控制设备成套厂生产 $
! " : 实验方法

! $: $! 黑曲霉的培养

#）斜面培养基：土豆培养基 $
.）基础发酵培养基组分（& ’ (）：蔗糖 #2!，酵

母膏 !，蛋白胨 #0，:&RS3·28.S #，68.,S3 #，

78 " $ ! $
/）培养方法：将种子从斜面管接到装有 /0 %(

液体 基 础 培 养 基 的 .!0 %( 三 角 瓶 中，于 .00
> ’ %HC，/0 T条件下振荡培养 /" M $
! $: $8 酶的提取 合并两瓶发酵培养液，用抽滤

瓶过滤，经 78 ! $ 0 柠檬酸5磷酸盐缓冲液多次洗涤

菌体，滤干后收集称重，即得湿菌体量 $在上述湿菌

体中加入 /0 %( 78 ! $ 0 的柠檬酸5磷酸盐缓冲液，

于 . 300 > ’ %HC 均质 # %HC，重复一次，冰箱中贮存 /
M 后，抽滤并收集滤液，即得初酶液，放入冰箱中待

用 $
! $: $9 酶活力测定 采用 8HU?D?［3］的方法并经适

当修改 $ 底物蔗糖质量浓度为 .!0 & ’ (，0 $ # %G< ’ (
78 ! $ 0 的柠檬酸5磷酸盐缓冲液 ! %(，酶液 0 $ .!
%(，夹套式酶反应器中于 !0 T反应 # M $酶活定义：

每分钟生成 #!%G< 蔗果三糖为一个酶活力单位 $
! $: $: 糖组分的分析 利用高效液相色谱系列测

定各糖组分的含量 $测定的条件为进样质量浓度 !
& ’ ( ，流动相为乙腈与水体积比为 2! V .!，体积流量

# %( ’ %HC，温度 .! T，进样量 #0!( $样品处理是

将糖液稀释至总固形物质量浓度为 ! & ’ (，0 $ 3!!%
微孔滤膜过滤 $

8 结果与讨论

8 " ! 产酶菌株的筛选

将初筛得到的 ## 株菌进行复筛，测定发酵后

的菌体量及果糖转移酶活力，结果见表 # $从表 # 可

以看出，## 株菌都有产果糖转移酶的能力，但产酶

能力大小各异 $其中 **+,-3 不仅具有较高产酶能

力且生长良好，因此选择 **+,-3 作为研究对象 $
8 " 8 发酵条件对果糖转移酶生产的影响

8 $8 $! 发酵时间的影响 测定不同发酵时间的酶

活、湿 菌 体 量 以 及 发 酵 液 的 78 值，结 果 见 图 # $
/0 M内酶活力和湿菌体量都随时间延长而提高，当

从 /0 M 增加到 2. M 时，菌体量不断增加，但酶活力

不断下降 $图 # 表明，发酵过程中发酵液 78 有很大

的变化，特别是在起始的 /3 M 内，78 随时间延长很

快从 " $ ! 降到 . $ "，然后保持在 78 / 左右，直至结

束 $由于果糖转移酶在 78 / $ ! 以下时不稳定，该菌

株在发酵后期产酸，影响产酶量，故发酵时间应该

控制在 /0 M 为宜 $
8 $8 $8 78 值的影响 结果表明，发酵过程中菌株

产酸会使 78 值降低，为了证实这一现象对产酶是

否有影响，作者采取了两种方法进行实验：一是提

高发酵液的起始 78 值；二是在发酵过程中每隔 / M
调整至起始 78 " $ !，结果见表 . 和图 . $表 . 表明，

起始 78 值为 2 $ 0 时，酶活最高 $图 . 表明，在前 /0
M 进行 78 值调整，对酶活力没有影响，后 /0 M 酶

活力可以保持在最高水平并略有升高，但提高量很

低，也就是说，用调整发酵液 78 值的方法来提高酶

活没有意义 $
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图 ! 发酵时间对产酶的影响

"#$% ! &’’()* +’ ’(,-(.*/*#+. *#-( +. *0( (.12-( 3,+4
56)*#+.

表 7 起始 38 值对产酶的影响

9/:%7 &’’()* +’ #.#*#/; 38 +. *0( (.12-( 3,+56)*#+.

起始 !" 值 酶活力 #（$ # %&）

’ ( ’ ) ( *

* ( + , ( ’

* ( ’ - ( ’

) ( + - ( )

) ( ’ ) ( ,

图 7 38 值对产酶的影响

"#$% 7 &’’()* +’ 38 +. *0( (.12-( 3,+56)*#+.

7 (7 (< 蔗糖质量浓度的影响 测定了不同蔗糖质

量浓度对发酵产酶活力和湿菌体量的影响，结果见

图 . (蔗糖质量浓度提高，酶活力随之增加，但酶活

力提高的幅度在蔗糖质量浓度高于 /++ 0 # & 后趋

缓 (从经济角度考虑，蔗糖质量浓度以 1)+ 2 /++
0 # &为宜 (

图 < 蔗糖质量浓度对产酶的影响

"#$% < &’’()* +’ =6),+=( )+.)(.*,/*#+. +. *0( (.12-(

3,+56)*#+.

7 (7 (> 30456·)"/5 质量浓度的影响 在培养基中

添加不同质量浓度的 30456·)"/5 进行实验，结果

见图 6(可以看出，酶活力随 30456·)"/5 质量浓度

的增加而升高，在 1( ’ 0 # & 时酶活力达到最高，之后

随 30456·)"/5 质量浓度的继续增加，酶活力下降 (

图 > ?$@A>·B87A质量浓度对产酶的影响

"#$% > &’’()* +’ ?$@A>·B87A )+.)(.*,/*#+. +. *0( (.4

12-( 3,+56)*#+.

7 (7 (C 7"785> 质量浓度的影响 不同质量浓度

的 7"/856 对酶活的影响见图 ’ ( 最佳的 7"/856

添加质量浓度为 1 0 # & ( 7"/856 添加质量浓度高于

或低于 1 0 # & 时均不能得到更高酶活力 (

图 C D87EA> 质量浓度对产酶的影响

"#$% C &’’()* +’ D87EA> )+.)(.*,/*#+. +. *0( (.12-(

3,+56)*#+. （下转第 ./ 页）
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!）" # ""$ % " # "&’ ()* + , 柠檬酸三钠的加入，

能明显增强卡拉胶对牛奶酒的稳定作用 #
-）加入质量分数 &".的蔗糖，并未对添加卡

拉胶的牛奶酒稳定性起到改善作用，当 " # ""/ ()* +
, 的柠檬酸三钠和质量分数 &".的蔗糖共存时，牛

奶酒的最终稳定性取决于蔗糖的作用 #
/）牛奶酒在 -" 0贮藏过程中，12 值基本不

变，体系的粘度后期有下降趋势，色度（ ! 值）前期

稍有增加后期趋于平稳 #
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: 结 论

&）对 && 株 菌 进 行 筛 选 得 到 了 一 株 黑 曲 霉

YYUZ$-，具有较高产酶能力 #
’）以黑曲霉 YYUZ$- 为研究对象，优化该菌

株生产果糖转移酶的过程表明，发酵条件对产酶影

响很大，最佳发酵条件：发酵时间 !" M，蔗糖质量浓

度 ’"" D + ,，起始 12 G # "，LDQ[-·G2’[ 质量浓度

& #/ D + ,，R2’Z[-质量浓度 & D + , # 在此最佳条件

下，酶活力达到每毫升发酵液 &’ \ #
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