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一株曲霉果糖转移酶的发酵条件及转果糖基活性
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摘要：对一株曲霉果糖转移酶菌株的产酶培养奈件进行了研究。确定了最佳培养基组成：初始

蔗糖质量浓度15～18 g／dL，氮源为酵母膏，KzHPO。对果糖转移酶的产生具有明显的促进作用，添

加0．2 g／dLCMC能够使果糖转移酶活力提高到原来的1．3倍，在pH 5．5，30℃条件下，果糖转移

酶最高酶活力为30．42 u／mL。HPLC分析结果表明，转糖基产物为总质量的55．8％。
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Study on Fermentation Conditions for the Production of Fructosyltransferase

and Transfructosylation from Aspergillus niger

WANG Li—mei， ZHOU Hui—ming

(School of Food Science and Technology．Southern Yangtze University，Wuxi 214036，China)

Abstract：The optimal conditions for fructosyltransferase production from Aspergillu5 sp．were

investigated．The initial concentration of sucrose was 15～18 g／dL．Yeast extract was the best

nitrogen source．K2 HPO‘was effective in increasing enzyme production．The enzyme activity

was increased 30％by addition of 0．2 g／dL of CMC in the medium．The highest

fruct08yltrnsferase activity was 30．42 U／mL at pH 5．5 and 30℃．Fructooligosaccharides was

55．8％of the total products．
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低聚果糖是由蔗糖和1～3个果糖基通过俨2，1

键结合而成的寡糖。低聚果糖具有低热值、预防龋

齿、增殖肠道内的双岐杆菌、调节机体免疫力等生

理功能，被广泛应用于食品、饲料和医药工业，是一

种重要的保健型添加剂[1]。

低聚果糖是果糖基转移酶通过催化蔗糖水解

并将果糖基转移到蔗糖分子的果糖残基c。位置上

而合成的。能够催化此类反应的酶有果糖转移酶

(FTase，EC2．4．1．9)和伊n呋喃果糖苷酶(FFase，

EC3．2．1_26)。据报道，发酵生产果糖基转移酶常

用的微生物菌种有黑曲霉(Aspergillus niger)、米

曲霉(Aspergillus oryzae)、出芽短梗霉(Aureobas—

idium pullulans)、节杆菌(Arthrobacter sp．)和酵

母等[z-53。采用物理化学复合方法诱变一株黑曲

霉，获得了一株高产果糖基转移酶的突变株JNl9。

研究了该突变菌株的发酵条件，并对其转果糖基活

性进行了初步探讨。
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1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1主要试剂 蔗果三糖：Sigma Co，Ltd产品；

葡萄糖氧化酶：保定长城临床试剂有限公司产品。

1．1．2菌种曲霉(Aspergillus sp)JN]9，作者所

在实验室分离保藏。

1．1．3培养基

1)斜面培养基：马铃薯琼脂培养基。

2)种子培养基：NaN@2 g，K2 HPO。1 g，KCl

0．5 g，MgSq．7H20 0．5 g，FeS04 0．01 g，蔗糖30

g，水1 000 mL，pH值自然。

3)基础培养基：蔗糖150 g，酵母膏15 g，水1

000 mL，pH值自然。

4)产酶培养基：蔗糖150 g，酵母膏10 g，

NaN035 g，K2HP041 g，MgS04·7H20 0．5 g，

KCl 0．5 g，CMC 2 g，水1 000 mL，pH值5．5。

1．2实验方法

1．2．1粗酶液的制备用无菌生理盐水将斜面孢

子洗下，谪节孢子浓度至lO 7个／mL，接种到40 mL

培养液，接种体积分数10％，28℃下振荡培养72

h，超声波破碎(4℃)细胞：超声波破碎5 S，停3 S，

破碎总时间20 rain。8 000×g冷冻离心，上清液为

粗酶液。

1．2．2酶活力的测定取适当稀释的粗酶液0．5

mL与25％的蔗糖溶液(用pH 5．0，0．1 mol／L磷

酸一柠檬酸盐缓冲液配制)2 mL混台均匀，45℃下

酶解1 h，100℃煮沸15 rain终止酶解反应嗍。果

糖基转移酶活通过测定酶解过程中所释放出的葡

萄糖(G)和还原糖(R)含量，按照下式计算酶解过程

中所产生的果糖量(F)和被转移的果糖(F’)量。

F=R—G

，=G—F=2G—R

在相同条件下，以加入失活酶液的蔗糖溶液作

为对照。在上述条件下，以每分钟转移1“tool果糖

所需的酶量为一个果糖转移酶活力单位。

1．2．3耱的刹定还原糖采用3，5-二硝基水杨酸

(DNS)法，葡糖糖采用葡萄糖氧化酶法。

1．2．4薄板层析按上述制备的酶解液进行薄层

层析，采用ALUGRAM SIL G／Uv2。。硅胶板

(MADCHEREY—NAGEL Co，Ltd)，展开剂为正丁

酵t毗啶：水体积比为6；4：3，展开两次，显色剂

为0．5％n一萘酚乙醇溶液。

1．2．5 HPLC色谱色谱仪为美国Waters公司

600型高效液相色谱仪。色谱柱为Hypersil NH2柱

(250 mmX4．6 ram)，填料粒度5Ⅱm·柱温保持在

30℃，流动相为体积分数75蹦的乙腈，流速

1 mL／min，Waters2410型示差折光检测器。酶解

产物进样前用0．45”m的微孔滤膜过滤。

2结果与讨论

2．1发酵条件对果糖基转移酶活的影响

2．1．1初始碳源质量浓度对茵体产酶的影响 配

制不同蔗糖质量浓度的种子培养基，接种量为106

个／mL，培养72 h，结果见图1。由图1可见，随着

蔗糖质量浓度的增加，菌株的果糖转移酶活力及生

物量均呈上升趋势，当蔗糖质量浓度大于15 g／dL

时，果糖转移酶活力增长速度减慢。当而蔗糖质量

浓度为9 g／dL时，黑曲霉的生物量达到最高，然后

缓慢下降，当蔗糖质量浓度大于18 g／dL时，生物量

迅速下降，表明蔗糖质量浓度过高会抑制该菌体生

长。因此蔗糖质量浓度控制在15～18 g／dL有利于

果糖转移酶的产生。
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图1初始碳源质量浓度对酶活力厦生物量的影响

Fig．1 Effects of initial concentration of corbOil source

on Frase production and blomass from Asper—

glflus sp．

2．1．2氮源对茵休产酶的影响 以蔗糖为碳源，

在种子培养基中分别加入不同氮源，测定不同的氮

源对果糖转移酶的影响，结果见表1。实验发现，酵

母膏为JNl9的最佳氮源，这一结果与Chen报道相

一致，Chents]认为酵母膏中丰富的氮源及生长困子

可以促进果糖转移酶的产生。尿素对微生物的生

长及酶的产生均有抑制作用。

表1不同氮源对菌株酶活和生物量的影响

Tab．1 Effects of various mt加掣强B蜘FTase production and

blom∞s from Asper毋Ilus sp
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2．I．3金属离子对茵体产酶的影响在基础培养

基中分别加入0．05％的金属离子，以未加金属离子

的培养基为对照，测定金属离子对JNl9果糖转移

酶酶活力及菌体生长的影响，结果见表2。由表2

可以看出，培养基中添加K：HPO。对果糖转移酶的

产生具有明显的促进作用，Jung口3报道K：HPq能

够促进A“rPo—basidium pullulans果糖转移酶的

产生，因为K。HPO。是一种缓冲试剂，能够维持培

养基pH值稳定，因此有利于微生物生长和产酶，而

MgSO。改变了细胞膜的渗透性，但在本实验中，添

加MgSO。对果糖转移酶酶活力影响不大。CuSO；

和FeS04对该菌株果糖转移酶酶活力具有抑制

作用。

表2不同金属离子对酶活和生物量的影响

Tab．2 Effects of various cations Oil FTrise production and bi·

{)mass from Aspergilms sp

2．1．4添加荆对茼体产酶的影响 据报道，聚合

物和表面活性剂的添加有助于酶的产生[6]。如表3

所示，聚乙烯醇和cMC均会促进果糖转移酶的产

生，当CMC的含量为0．2 g／dL时，果糖转移酶的

产量明显增加，是不加CMC的1．3倍，继续增加其

用量，对酶活影响不显著。

表3不同添加剂对酶活的影响

Tah 3 Effects of various additives on Fr蹈e production and

blomass from Asper鲋llus sp

2．1．5初始pH值对茵体产酶及生长的影响 利

用0．1 mol／L HCI或0．1 mol／L NaOH调整发酵

培养基的初始pH值，摇床培养3 d，观察初始pH

值对微生物生长和产酶影响，结果见图2。从图2

可以看出，pH值对酶的生产和微生物的生长影响

很大。在酸性条件下，该菌株产酶能力较弱，微生

物生长也受到影响；偏酸条件下(pH 5～6)，该菌株

产酶能力最强，最适初始pH值为5．5，菌体生长也

比较旺盛，生物量达到最高；pH值大于6．5，酶活力

明显下降，菌体生长受到抑制。
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图2 pH值对酶活力及生物量的影响

Fig．2 EffecN of initial pH 011 FTase production and bl‘

oms《；from Aspergillus sp．

2．2发酵产酶及转糖基产物分析

2．2．1产酶曲线菌株在上述培养条件下发酵6

d，测定不同培养条件下的菌体生长量和果糖转移

酶的活力，结果见图3。从果糖转移酶的合成进程

曲线中可以看出，菌株在优化的培养条件下，从24

h开始，培养液中果糖转移酶活力开始升高，在96 h

酶活达到最大值(30．42 U／mL)，然后开始缓慢下

降。24 h内菌体生长缓慢，然后迅速生长，72 h后

进入平稳生长状态，至144 h菌体生物量变化不大。
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图3 Aspergillus sp．的生长曲线及产酶曲线

Fig．3 The CUrve of growth and l”Tase production from

Aspergillus sp．

2．2．2黑曲霉果糖转移酶转糖基产物的分析转

糖基反应产物的HPLC分析见图4。由图4可知，

峰1和峰2分别是底物蔗糖的水解反应产物果糖和

葡萄糖，说明粗酶液具有水解特性，可能含有伊n

呋喃果糖苷酶，将底物蔗糖水解为葡萄糖和果糖。

峰3为底物蔗糖，峰4为蔗果三糖，峰5是蔗果四

糖，峰6和7是其它低聚果糖产物。根据峰面积计

算，黑曲霉果糖转移酶转糖基产物中总低聚果糖的

质量分数为55．8％。
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图4转糖基产物的HPLC图谱

Fig．4 HPLC spectrum of trazqsfroctosylation product by

FTase from Aspergillus。p．
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