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摘!要!对产!1转移葡萄糖苷酶的黑曲霉 4菌株固态发酵条件进行了优化)结果表明"麸皮和水

的质量比为.5.较好!%$6培养"27时产酶量及酶活较高#4菌株生长的最适89值为/:##麸

皮中的碳源和氮源可以满足该菌株产酶的需要!可以不外加碳源和氮源)
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<.3="$*4!!1M-,BLE(NQ’LAH,LD"!"#$%&’()"L’(AH1LM,MDCD-SDBM,MA’B

!!!1转 移 葡 萄 糖 苷 酶#!1M-,BLE(NQ’LAH,LD G)J)
!)").)!"$又 称!1葡 萄 糖 苷 酶#!1E(NQ’LAH,LDG)J)
%)!).)!#$%它 可 以 从 低 聚 糖 类 底 物 的 非 还 原 性 末

端切开!1.%"糖苷键%释放出葡萄糖%或将游离出的

葡萄糖残基以!1.%/糖苷键转移到另一个糖类底物

上%从而得到 非 发 酵 性 的 低 聚 异 麦 芽 糖#以 下 简 称

?+Z%主要包括异麦芽糖’潘糖’异麦芽三糖等$’糖

脂或 糖 肽 等)该 酶 既 具 有 水 解 能 力%又 具 有 转 移 能

力%故对其命名说法不一(.!%))!1转移葡萄糖苷酶在

自然界中分布广泛%种类繁多%性质各异%几乎存在

于所有生物 体 内%在 人 类 的 糖 原 降 解 及 动 物’植 物

和微生物的糖类代谢方面具有重要的生理功能)它

作为工业化生产?+Z的关键酶制剂倍受国内外食

品工业界的重视("%$))与国外相比%我国的研究工作

还处于起步阶段%主要集中在!1转移葡萄糖苷酶生

产菌株的筛选方面%对于其性质’化学结构’催化机

制等方面的 报 道 较 少)目 前%国 外 生 产 的!1转 移 葡

萄糖苷酶大部分为纯酶%国内研究主要以粗酶液为

主)作者在选育出高产!1转移葡萄糖苷酶的黑曲霉

菌株基础上%对黑曲霉固态发酵条件进行了优化研
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究!确定了最佳产酶条件!为该酶的分离提纯"酶学

性质研究及国产化提供理论依据#/!3$)

>!材料与方法

>?>!实验材料

>)>)>!菌种!作者所在实验室经诱变选育的高产

!1转移葡萄糖苷酶的黑曲霉菌株4)
>)>)@!培养基

.%斜面培养基&[\=%’马铃薯去皮"切碎!称取

!##E!切成条或块!加水.###SI!煮沸%#SAB!双
层纱布过滤!取滤液!用水补足至.###SI!加葡萄

糖$#E!琼脂!#E!89值自然)
!%固体 麸 皮 培 养 基’麸 皮&沈 阳 市 东 大 面 粉 厂

生产%!水!营养物)
>?@!主要仪器

9]<1O./#全温振荡 培 养 箱’哈 尔 滨 市 东 联 电

子技术开发 有 限 公 司 制 造(.#.1!=数 显 电 热 鼓 风

干燥箱’上海沪南 科 学 仪 器 联 营 厂 制 造(PF1J@1.O
超净工 作 台’苏 州 安 泰 空 气 技 术 有 限 公 司 制 造(

\F"##)$#I立 式 电 热 蒸 汽 两 用 消 毒 器’上 海 光 华

机械 厂 制 造(全 自 动 显 微 照 相 设 备’日 本 奥 林 巴 斯

光学工业株式社制造(高速冷冻离心机’日本7AS,Q
Ĵ !._(高效液相色谱仪’美国 F,MD-L/##G)
>?A!试验方法

>)A)>!相 对 酶 活 测 定 方 法!国 际 酶 学 委 员 会 规

定’在一 定 条 件 下&89 值"温 度"离 子 强 度 等%!.
SAB内将."E分子的 底 物 转 化 为 产 物 的 酶 量 定 为

一个国际单位&?)4)%)用直接滴定法测定!1转移葡

萄糖苷酶作用 于 一 定 浓 度 的 底 物&麦 芽 糖%生 成 产

物还原糖的量!用消耗反应液体积来间接反映!1转

移葡 萄 糖 苷 酶 的 酶 活!即 相 对 酶 活)通 过 试 验 证 明

用直接滴定法测还原糖所消耗的酶反应液体积&以

下简称耗糖体积%来反映酶活与定量测定结果趋势

一致)说 明 耗 糖 体 积 越 多!反 应 液 中 还 原 糖 含 量 越

低!则 在 单 位 时 间 内!1转 移 葡 萄 糖 苷 酶 水 解 底 物

&麦芽糖%的 能 力 越 差!即 相 对 酶 活 越 低(反 之 相 对

酶活越高)
>)A)@!还原糖测定方法!直接滴定法#.#$)

@!结果与分析

@?>!B菌株形态观察

4菌株菌丝较短!白色!成熟时孢子呈棕褐色!
较小!在显微镜下观察结果见图.)

图>!B菌株形态!右"!CDE>F"

)-2?>!G"$H1"’"23"(40$&-%B!$-210"!CDEFD"

@?@!麸皮加水量对产酶的影响

在.#E干麸皮中分别加入$!.#!.$!!#!!$SI
蒸馏水!用玻璃棒搅匀!密封后于/#6水浴锅中保

温.7!并于.!.6灭菌/#SAB!冷却)接种 4菌株

孢子悬浮液#)$SI于$个 不 同 处 理 中!用 玻 璃 棒

搅匀后置于%$6下培养"27)准确称取培养好的

麸曲%E!加入%#SI蒸馏水!室温浸泡/7!"6于

$###-)SAB离心!#SAB!取上清液作为粗酶液)取

$SI具塞刻度试管若干!分别加入.SI!#E)HI
麦芽糖".SI89$)"的缓冲液!在$$6水浴锅中

保温$SAB后!加入上述不同处理的酶液.SI!反

应.7后灭酶&沸水浴中$SAB%!测定不同处理的相

对酶活!结果见图!)可知该菌在加入.#!.$SI水

时!固态培养菌所产酶的酶活较高!观察发现菌丝生

长状态良好!确定最佳麸皮和水的质量比为.5.)

图@!加水量对相对酶活的影响

)-2?@!I((.,0"(=&0.$J#&%0-03"%$.’&0-K..%L36.&,5

0-K-03

@?A!麸皮HM值对产酶的影响

配制不同89值的磷酸氢二钠1柠檬酸缓冲液!
称取麸皮.#E!加入不同89值的缓冲液.#SI!其
他操作同!)!!测定不同处理的相对酶活!结果见图

%)可知4菌在89值/)#时产酶酶活较高)定期观

察菌株生长状况时发现!在此89值条件下生长状

况良好)
@?C!培养温度对菌株生长及产酶的影响

称取麸皮.#E!按 质 量 比 为.5.的 比 例 加 入

水!其他操作同!)!)于不同温度下进行固态发酵试

验!酶反应结果见图")可知%$6是 该 菌 的 最 佳 产
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酶温度)定期观察菌株生长状况时发现!%#6和%$
6处理时菌体生长状况良好)

图A!HM值对相对酶活的影响

)-2?A!I((.,0"(HMK&’#."%$.’&0-K..%L36.&,0-K-03

图C!温度对相对酶活的影响

)-2?C!I((.,0"(0.6H.$&0#$."%$.’&0-K..%L36.&,0-K-03

@?N!接种量对产酶的影响

在.#E麸 皮 中 分 别 加 入3)0$!3)$!3)#!2)#!

/)#SI蒸 馏 水!水 浴"灭 菌!对 应 接 种 孢 子 菌 悬 液

#)!$!#)$!.)#!!)#!")#SI!%$6培养"27!在同

一条件下制取酶液!进行酶反应!结果见图$)4菌

株接种量超过.SI时!酶活差别不显著!确定.)#
SI为最佳接种量)

图N!接种量对相对酶活的影响

)-2?N!I((.,0"(-%",#’&0-"%K"’#6."%$.’&0-K..%L36.

&,0-K-03
@?F!最佳培养时间试验

当麸皮和水的质 量 比 为.5.!接 种 量 为.SI
时!定期观察菌株生长状况!并定期取样制取酶液!
进行酶反应!结果见图/)培养"27时!4菌已长出

孢子!菌丝体量达到最大值)酶活测定结果表明!培

养"27时!酶活已经较高!确定最佳培养时间为"27)
@?O!浸提时间对产酶的影响

麸皮和水的质量比为.5.!接种量为.SI!%$
6培养"27)按.E菌体加入.#SI无菌水室温浸

泡!在不同时间离心取酶液!并测定酶活!结果见图

0)可知室温浸提/7时即获得较高酶活!浸提时间

延长到!"7时!酶活未见明显提高!浸提时间过长!
可能引起霉菌的二次生长!导致酶活降低)因此!选

择室温浸提/7即可)

图F!培养时间对相对酶活的影响

)-2?F!I((.,0"(,#’0#$.0-6."%$.’&0-K..%L36.&,0-K-03

图O!浸提时间对相对酶活的影响

)-2?O!I((.,0"(.P0$&,0-%20-6."%$.’&0-K..%L36.&,0-K-03

@?Q!外加碳源对产酶的影响

配制$E#HI的不同碳源)称取.#E麸皮!分别

加入上述配好的溶液.#SI)每种碳源两瓶!一瓶接

种4菌株!一瓶对照$J‘.%)在相同条件下培养菌

株!制 取 酶 液!进 行 酶 反 应!结 果 见 表.)同 时 做 不

外加碳源 的 接 种$J‘!%对 照!其 耗 糖 体 积 为0:2$
SI)可知外加碳源但未接种的对照间差别不显著!
只有葡萄糖的还原能力略高些)不同外加碳源对产

酶 的 影 响 较 小!外 加 葡 萄 糖 碳 源 的 相 对 酶 活 略 高

些!但因葡萄 糖 本 身 还 原 能 力 也 较 强!因 此 最 终 结

果无太大差异)外加碳源与未外加碳源的处理差别

不显著)从生产成本上考虑!以麸皮作培养基!可不

外加其他碳源!但当大规模生产时可适量加入)
表>!外加碳源对相对酶活的影响

9&;?>!I((.,0"(,&$;"%4"#$,.4"%$.’&0-K..%L36.&,0-K-03

碳源
耗糖体积#SI

J‘. 接种

蔗 糖 .$).# 0)2$
麦芽糖 .$).# 0)2#
葡萄糖 .")/$ 0)0$
淀 粉 .$)$# 0)3#

可溶性淀粉 .$)0$ 0)2#
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@?R!外加氮源对产酶的影响

配制%E!HI的不同氮源"取不同 氮 源 溶 液.#
SI"加入到.#E麸皮中"灭菌接种"定期观察结果"
并进行产酶分析"结果见图2)

.)牛肉膏#!)尿素#%)I1谷氨酸#")蛋白胨#$)酵母膏#

/)氯化铵#0)硝酸铵#2)硫酸铵#3)磷酸氢二铵#J‘)未加

氮源处理)

图Q!外加氮源对B菌株相对酶活的影响

)-2?Q!I((.,0"(%-0$"2.%4"#$,.4"%$.’&0-K..%L36.&,5

0-K-03"(40$&-%B

!!由图2看出"4菌株在."""$号外加氮源上生

长较好"产酶 酶 活 较 高)因 此 选 择 牛 肉 膏$蛋 白 胨$
酵母膏%种氮源"用."%"$E!HI%个质量浓度进一

步做氮源试验"结果见表!)J‘为加水试验"其耗糖

体积为3:.#SI)可知不同质量浓度的外加氮源对

菌株的影响不同)4菌株在牛肉膏中生长良好"酶

活较高"几个质量浓度的处理均好于不外加氮源的

对照)但牛肉膏价格昂贵"不利于降低生产成本)因

测试结果与对照差异不显著"固体麸皮培养基中可

不外加氮源"大规模生产时可寻找廉价氮源)
表@!外加氮源对相对酶活的影响

9&;?@!I((.,0"(%-0$"2.%4"#$,.4"%$.’&0-K..%L36.&,0-K-03

氮 源
耗糖体积!SI

4%.E!HI& 4%%E!HI& 4%$E!HI&

牛肉膏 2)2% 2)2# 2)2#

酵母膏 3)## 2)3# 3).$

蛋白胨 3)#$ 2)3# 2)20

A!结!论

.&诱变选育出一株产!1转移葡萄 糖 苷 酶 酶 活

较高的黑曲霉’4菌株"其固体培养方式产酶酶活

明显高于液体培养方式"所产酶属于细胞外酶)
!&固态发酵产酶条件优化结果表明"麸皮和水

的质量比为.(.较好"%$6培养"27时产酶量及

酶活较高"4菌株生长的最适89值为/)#"麸皮中

的碳源和氮源可以满足该菌株产酶的需要"可以不

外加碳源和氮源)
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