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微生物胞外多糖———热凝胶的酶法提取
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摘!要!采用中性蛋白酶处理热凝胶胞外多糖发酵液!降解其中的菌体!实验证明!与传统的酸碱

法相比!中性蛋白酶法更能有效地对热凝胶多糖发酵液提纯!而且保持了其主要性能"""热成胶

性(进一步确定了酶法提取纯化热凝胶的最优条件!获得的多糖产品为纯一的!/#-!"$葡聚糖!且

有效地去除了蛋白质等杂质(
关键词!微生物胞外多糖#热凝胶#中性蛋白酶#提取
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A=/0$&;0!YH,T’+>R+D+N,&+T+ZZ’BU+EB&>B>S&&TSB<’TS&,BEDH>B[H<ER<,\&/?<’’B>?Z,&Z<,EF(
Q,+TBEB&>+’’F%UH,T’+> ]+D,<U&C<,<TS,&\ER<S<,\<>E+EB&>N,&ERNFN+D</+UBTZ,&U<DDB>?(
M&]<C<,%ERBD\<ER&TU&H’TUR+>?<ER<U&>S&,\+EB&>&SUH,T’+>%+>T?,<+E’FT<U,<+D<ER<
ER<,\&/?<’’B>?U+Z+UBEF&SER<<XE,+UE<TUH,T’+>(Q&<>R+>U<ER<ER<,\&/?<’’B>?U+Z+UBEF%><HE,+’
Z,&E<B>+D<]+DUR&D<>E& Z,&U<DDUH,T’+>S<,\<>E+EB&> N,&ER(QR<,<DH’EDDR&]<TER+E%

<XE,+UEB>?UH,T’+> ]BER><HE,+’Z,&E<B>+D<]+D\&,<<SSBUB<>EER+>ER<N+D</+UBTZ,&U<DDB>?
\<ER&T(KH,ER<,,<D<+,URT<E<,\B><TER<&ZEB\+’<>WF\<Z,&U<DDB>?U&>TBEB&>D(QR<<XE,+UE<T
Z&’FD+UUR+,BT<NF ><HE,+’Z,&E<B>+D< ]+DBT<>EBSB<T+D!/#-%"$/?’HU&D+>(QR<Z,&E<B>B>
Z,&THUEB&>]+D,<\&C<T%+>TBEDER<,\&/?<’’B>?Z,&Z<,EF]+D,<\+B><T(
B.1C"$6/!\BU,&NB+’<X&Z&’FD+UUR+,BT<"UH,T’+>"><HE,+’Z,&E<B>+D<"<XE,+UEB>?

!!热 凝 胶&-’#YH,T’+>$%又 叫 凝 结 多 糖(热 凝 多

糖%它是一 种 微 生 物 胞 外 多 糖%不 溶 于 水%完 全 由

!/-%"/葡萄糖残基 线 性 连 接 组 成%相 对 分 子 质 量 约

为$$###!0####(由于其在水中分散加热可以形

成凝 胶 的 特 性%使 它 在 食 品 生 产 领 域 被 广 泛 应

用&-’(热凝胶是 继 黄 原 胶(结 冷 胶 之 后 新 的 微 生 物

发酵生产的多糖(这种食品添加剂由日本武田药品

有限 公 司#Q+̂<T+YR<\BU+’8>THDE,B<D%;ET($生
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产!并以GH,<?’HU+>Q*为商品名!从-.0.年起在日

本"韩国"台湾广泛使用#!$(美国K=@于-..3年准

许将其作 为 食 品 的 稳 定 剂"增 稠 剂 用 于 食 品 配 料

中(
相对于其它微生物多糖来说!热凝胶在国内研

究较少!特 别 是 关 于 提 取 方 面 的 研 究 论 文 几 乎 没

有(热凝胶发酵液与其它微生物多糖发酵液不同!
它不溶于水!在发酵结束后与菌体一块沉在反应器

底部!不容易 与 菌 体 分 离!且 由 于 其 独 特 的 热 成 胶

性!不能采用常规的有机溶剂沉淀"高速离心"微孔

滤膜过滤"硅 藻 土 吸 附 过 滤 等 分 离 方 法#"$!查 阅 关

于热凝胶的提取和纯化的外文资料!涉及到的仅是

酸碱化学法 提 取#$$(基 于 热 凝 胶 溶 于 )+:M 溶 液

的物理性质!此 法 简 便 易 行!且 提 取 所 用 试 剂 为 实

验室常用的 酸 碱!成 本 低 廉(但 据 日 本 F̂&E&大 学

的 Q:5M8: Q+T+!Q@I@V:5M8 *+EDH\&E&!

Q:5M8_:*+DHT+研究发 现!热 凝 胶 在 )+:M 溶

液中!其空间 结 构 会 发 生 变 化!从 而 造 成 其 热 成 胶

性大大下降#2$(根 据 实 验 室 实 际 提 取 效 果 来 看!用

酸碱法提取的热凝胶!其凝胶性能的确与热凝胶发

酵液成胶性 差 别 较 大!无 法 得 到 成 胶 性 好 的 成 品!
由此考虑采 用 其 它 方 法(有 人 用 混 合 酶 处 理 虫 草

菌菌丝体进行 破 壁 溶 菌 研 究!且 效 果 较 好!有 人 曾

用蛋白酶对谷氨酸菌进行破壁提取的研究#3$!还有

人用木瓜蛋 白 酶 脱 蛋 白 技 术 用 于 螺 旋 藻 多 糖 提 取

工艺中#6$(根据 热 凝 胶 生 产 菌 的 结 构 特 点!本 实 验

采用细菌中性蛋白酶降解菌体(实践证明该法能较

完全地降解发酵液中菌体!得到较好热成胶性的热

凝胶多糖!有较好的提纯效果(

D!材料与方法

DED!材料

D(D(D!菌种!作者所在实验室保藏的粪产碱杆菌

91/Y-!%!"#$"%&’(’)*$’#$"%)+$,-./01&’(’&

D(D(F!酶制剂!液态细菌中性蛋白酶!无 锡 杰 能

科酶制 剂 有 限 公 司 提 供!测 得 酶 活 为-(6‘-#2

A’\;(
D(D(G!化学试剂!-\&’’;)+:M溶液!"\&’’;
MY’!体积分数.2a的乙醇(
D(D(H!主要仪器!高速冷冻离心 机%YK6#!型&(
日本日立公司制造)水浴恒温振荡器%5ML/!!型&(
太仓 市 医 疗 机 械 厂 生 产)水 分 分 析 仪%*@$#型&(
德国5@_Q:_8A5公 司 生 产)红 外 光 谱 仪%2=14
KQ/8_型&()BU&’<E5Z<UE,&\<E<,产 品)紫 外 光 谱

分析仪%A/"###型&(日本 M8Q@YM8公司生产)物

性测 试 仪%Q@(XQWB型&(采 用 英 国5E+N’<*BU,&
DFDE<\产品(
DEF!方法

D(F(D!酸碱法提取热凝胶工艺流程!综合所查资

料和本实验室研究的结果!酸碱法提取工艺如下(

91/Y-! 发 酵 得 到 的 发 酵 液
离心

"#####
弃去上清液

沉 淀

加入-\&’’;)+:M
"########

充分溶解
粘稠的糊状液

离心

"####
除去沉淀

热凝胶的

碱溶 液
加入"\&’’;MY’

调ZM值至
"#######

6(#
无 色 半 透 明 的 胶 状 沉 淀

透析除盐

"####
冷冻干燥

热凝胶成品

D(F(F!中性蛋白酶法提取热凝胶的工艺流程!中

性蛋白酶提取工艺如下(

91/Y-!发 酵 得 到 的 发 酵 液
调ZM值

"####
调温度

酶 解 罐

加入一定

比例的酶液

控制ZM值" "#######
温度

酶 解 液
离心

"#####
除去上清液

热 凝 胶 沉 淀

加入!!"倍

"#####
体积的乙醇

凝结沉淀
透析除盐

"####
冷冻干燥

热凝胶成品

D(F(G!分析方法

-&不溶性固形物的测定(将一定量的样品液经

0###,’\B>离心-#\B>!倾出上清液!将剩余的固

形物烘干至恒 重!称 重!计 算 样 品 溶 液 中 不 溶 性 固

形物的含量#0$(
!&镜 检(将 酶 解 液 制 成 干 燥 玻 片%结 晶 紫 染

色&!油镜检查细胞破碎情况(
"&微生物检测(平板计数法(
$&总氮测定(凯氏定氮法(
2&酶活测定(福林/酚法(
3&红 外 光 谱 分 析(将 提 取 后 的 样 品 用#(-

\&’’;的)+:M 溶 液 溶 解!离 心 除 去 不 溶 物!上 清

液用5<C+?<法 除 去 蛋 白 质 后!将 清 液 置 入 截 留 相

对分子质量-####!!####层析袋中!透析"T!每
天换水$!2次!并将层析后的样品冷冻干燥(取干

燥样品!\?左右!与-##!!##\?经干燥的 I4,
粉末在玛 瑙 研 钵 中 轻 轻 研 磨 均 匀!压 片 机 压 成 薄

片!用红外光谱仪作全波段扫描#.!-#$(
6&紫 外 光 谱 分 析(多 糖 样 品 配 成 质 量 浓 度!

?’;的溶液!用A/"###型紫外分光光度计在-.#!
$##>\范围内扫描!检查有无核酸和蛋白质(

0&凝 胶 断 裂 强 度 测 定(用 英 国 的 Q@(XQWB
Q<XEH,<@>+’FD<,测 定 断 裂 强 度(方 式%*&T<&(

K&,U<)探 头%G,&N<&(@’QP)探 头 移 动 距 离%=BD/
E+>U<&(-2\\)移动速度%5Z<<T&(-\\’D(
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F!结果与讨论

FED!酶法提取热凝胶的工艺条件

F(D(D!作用时间对酶解效果的影响!取一定量的

发酵液在22b!ZM6(#!体 积 分 数-a的 酶 加 量

下!分别取酶解时间为#!!!$!3!0R的发酵液进行

不溶性固形物测 定"见 图-#(随 着 酶 解 时 间 延 长!
不溶性固形物的含量不断下降!直到3R以后!降到

最低点(这 说 明 发 酵 液 中 的 菌 体 被 降 解 成 小 分 子

物质和碎片!易 进 入 上 清 液 而 被 除 去!使 发 酵 液 中

不溶性固形 物 减 少(这 时 从 镜 检 中 可 以 看 到 视 野

中大多数被染成紫色的菌体边缘模糊!且出现了大

量的细片状物(在3R以后!不溶性固形物的含量

降低幅度不大(综合考虑酶解时间$对生产周期$设

备利用率的影响!故选择最佳酶解时间为3R(

图D!酶解时间对发酵液酶解的影响

I+3ED!J4..((.;0"(0+9."%>$"0.+%&/.0$.&09.%0

F(D(F!温度对酶解效果的影响!根据厂家提供的

中性蛋白酶说明!其 温 度 范 围 是 在$#!3#b之 间

最有效!所以取$#!$2!2#!22!3#b等条件!酶解3
R后取出!检测其中不溶性固形物含量"见图!#(随

着酶解温度的提高!其不溶性固形物的含量持续下

降!当温度为22b时!不溶性固形物的含量降至最

低!再升高 温 度!不 溶 性 固 形 物 的 含 量 反 而 升 高(
这可能是由 于 温 度 再 升 高!引 起 酶 蛋 白 变 性 失 活!
导致 酶 解 不 彻 底 所 致!故 选 择 最 适 酶 解 温 度 为

22b(

图F!酶解温度对发酵液酶解的影响

I+3EF!J4..((.;0"(0.9>.$&0#$."%>$"0.+%&/.0$.&09.%0

F(D(G!不 同 的 加 酶 量 对 酶 解 效 果 的 影 响!在

22b!水浴摇床振荡3R的条件 下!按 照 发 酵 液 的

体积百分比添加液体中性蛋白酶!研究最适酶的添

加比例"见图"#(在 本 实 验 条 件 下!随 着 加 酶 量 的

增加!不溶性 固 形 物 的 含 量 下 降%当 酶 的 添 加 量 超

过体积分数-a时!不溶性固形物的含量下降不明

显(为了节省 酶 的 用 量!并 考 虑 综 合 生 产 成 本 和 酶

解最大效果!故选用酶的最适用量为体积分数-a(

图G!酶添加量对发酵液酶解的影响

I+3EG!J4..((.;0"(.%819.;"%;.%0$&0+"%"%>$"0.+%&/.

0$.&09.%0

!!综上所述!酶法提取热凝胶的最佳酶解工艺条

件为体积分数-a的酶添加量!温度为22b!水浴

振荡3R!可以获得最佳酶解效果(
FEF!热凝胶提取物的性能分析

F(F(D!物理性能!热凝胶多糖冷冻干燥的产品为

白色 粉 末!不 溶 于 水!!?&T;的 悬 浊 液 均 质 后 在

-##b加热-#\B>!形 成 弹 性 较 好 的 固 体 凝 胶!冷

却后!弹性不变!并 有 少 量 水 析 出!在ZM 值!!-!
的范围内稳定!与商品级热凝胶较为接近(
F(F(F!微生物指标!提取产品涂布平 板!菌 落 计

数$-###个&?(
F(F(G!纯度分析!经酶法提取和用酸碱法提取的

热凝 胶!用#(-\&’&; 的 )+:M 溶 液 溶 解 成-
?&T;的溶液!离心!取上清液!紫外扫描检查!种方

法提取的热凝胶是否有核酸和蛋白质特征吸收"见

图$!2#(比较两图可以看出!两者都在!!->\处有

紫外吸收峰!但是酸碱法提取的YH,T’+>没有核酸

的吸收峰!而 酶 法 提 取 的YH,T’+>在!3#>\处 有

核酸吸收峰(两 者 均 无 蛋 白 质 吸 收 峰!说 明 酶 法 提

取的热凝胶有核酸存在!而酸碱法提取的产品无核

酸存在!两者基本已去除蛋白质类杂质(
F(F(H!红外光谱分析!酶法提取样品的红外光谱

见图3(
!!由图3可见!在"$##U\c-左右处有一宽而强

的吸收峰!它 是 羟 基 伸 缩 振 动 的 典 型 吸 收%!."0
U\c-处的吸收为cYM!的典型吸收%在-#0!U\c-

#- 无!锡!轻!工!大!学!学!报!!!!!!!!!!!!!第!"卷!
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有较强的吡喃糖环的醚 键!Yc:cY"和 羟 基 的 吸

收峰#是多糖的糖苷键的吸收$在062U\c-左右有

明显的!/构型的特征吸收(这与资料上的结果完全

相符#由 此 也 说 明 了 酶 法 提 取 产 品 的 结 构 未 发 生

改变(

图H!酸碱法提取的热凝胶紫外扫描图

I+3EH!J4.,K/;&%/>.;0$&"(;#$6’&%&(0.$&;+6?=&/.

0$.&09.%0

图L!酶法提取的热凝胶紫外扫描图

I+3EL!J4.,K/;&%/>.;0$&"(;#$6’&%&(0.$>$"0.+%&/.

0$.&09.%0

图M!酶法提取热凝胶的红外光谱图

I+3EM!J4.+%($&$.6/>.;0$&"(;#$6’&%&(0.$>$"0.+%&/.

0$.&09.%0

F(F(L!凝胶断裂强度测定!热凝胶加热成胶的具

体机理是%加 热 后 分 子 链 发 生 重 排#依 靠 氢 键 等 次

价键结合形成凝胶(而凝胶强度则是衡量成胶性好

坏的重要标准之一(所以有必要对凝胶强度进行测

定(采 用 英 国 的 *BU,&5E+N’<5FDE<\ 的 Q<XEH,<
@>+’FW<,质构分析 仪 测 定!?&T;YH,T’+>的 凝 胶

强度#图6#0是质构分析仪测得的不同提取法所得

的YH,T’+>的凝胶强度图(
!!由图0可 见#热 凝 胶 是 典 型 的 塑 性 断 裂 形 式(
显示酶法提取的热凝胶具有良好的抗压能力#以-
\\&D的速度使探 头 移 动-2\\所 用 压 力 的 峰 值

达"(-2-)#而相同浓度的酸碱法提取的热凝胶的

压力峰值仅为#("6!)(作为热凝胶的最重要的质

量指标#酶法提取比酸碱法提取的产品有更高的凝

胶强度(

图N!酸碱法提取的热凝胶的凝胶强度

I+3EN!I"$;.?;"9>$.//+"%;#$-."(F3!62;#$6’&%&(0.$

&;+6?=&/.0$.&09.%0

图O!酶法提取的热凝胶的凝胶强度

I+3EO!I"$;.?;"9>$.//+"%;#$-."(F3!62;#$6’&%&(0.$
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G!结!论

对本实验室 保 藏 的 粪 产 碱 杆 菌 91/Y-!发 酵

得到的热凝 胶 发 酵 液 进 行 酸 碱 法 和 酶 法 提 取 的 研

究#结果表明#虽 然 酶 法 提 取 得 到 的 热 凝 胶 含 有 核

酸类物质#但 在 加 热 成 胶 性 方 面#酶 法 提 取 的 产 品

却优于酸碱法 提 取 的 产 品(综 合 各 项 指 标#对 于 热

凝胶的提 取 来 说#酶 法 提 取 优 于 传 统 的 酸 碱 法 提

取#核酸物质 的 存 在 并 不 影 响 产 品 的 质 量(对 中 性

蛋白酶提取工 艺 的 研 究#得 到 以 下 结 论%在 体 积 分

数-a的酶添加量#温度为22b#酶解3R的条件
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下!可以获得 最 佳 酶 解 效 果(在 此 条 件 下 产 品 经 结

构分析!确定所获得的多糖产品为纯一的!/-!"葡

聚糖!且有效地去除了蛋白质等杂质(
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