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黑曲霉酸性13一甘露聚糖酶的产酶条件

李剑芳“2，邬敏辰3，夏文水“2
(1．江南大学食品科学与技术国家重点实验室，江苏无锡214122；2．江南大学食品学院，江苏

无锡214122；3．江南大学医药学院，江苏无锡214064)

摘 要：研究了培养基组分和培养备件对黑曲霉茵株Aspergillus niger Lw一1固态发酵产3一甘露

聚糖酶的影响。在单因素试验的基础上，采用Plackett—Burman和Box—Behnken实验设计确定的

最佳产酶培养基组成和培养条件：麸皮与豆饼粉质量比为7．5：2．5(g／g)，其它物质相对于固体

物料的质量分数分别为魔芋粉4％．KH。PO。0．3％，玉米浆5％，CaCl。0．1％，MgSO。0．1％，

(NH。)。s 0{l％，液固质量比为1．5：1，自然pH；32℃静置培养84 h，期间翻曲1次。最高酶活可

迭24 879 IU／g。
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Study On Fermentation Conditions of Acidic p’Mannanase
from Aspergillus niger LW一1
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Abstract：In this manuscript，the nutritional and environmental conditions oil口一mannanase

production were investigated and optimized．The optimum conditions was determined by the

nmltivariant statistical approaches．With the optimum conditions，a highest acidic B—mannanase

activity was achieved at 24 879 lU／g dry medium at 32℃for 84 h．

Key words：口一mannanase；Aspergillus niger；fermentation conditions，response surface analysis

旷H露聚糖酶(8—1，4-D-mannan mannohydro一

[ase，EC 3．2．1．78)是一种能水解甘露聚糖、葡萄

甘露聚糖、半乳甘露聚糖和半乳葡萄甘露聚糖的主

链B一1，4-D-甘露糖苷键的半纤维素酶，广泛存在于

动植物和微生物中。近年来，随着对自然界半纤维

素资源的开发和甘露寡糖生理功能的发现，以及绿

色饲料的兴起，B甘露聚糖酶的研究和开发进入了

一个新高潮，并已在食品、医药、饲料、造纸、纺织、

洗涤、石油开采等领域得到了广泛运用“⋯。

国内外对来源于不同菌种的口一甘露聚糖酶的

研究、生产和应用报道多集中在碱性一和中
性“_7】酶方面，而有关酸性争甘露聚糖酶的研究和

报道则较少，且所见报道固态发酵产酶活力不超过

10 000 IU／g。本课题从实验室现有的一株酸性B
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甘露聚糖酶高产菌株黑曲霉Aspergillus niger

Lw—l出发，通过对产酶培养基和发酵条件的优化，

最终产酶活力达到24 879 IU／g，是迄今为止所有报

道中最高的，为该酶的工、№生产和应用奠定了基

础。

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 菌种 黑曲霉Aspergillus niger I．W—l酸

性0一甘露聚糖酶高产菌株，由江南大学医学系分子

生物学研究室选育和保藏。

1．1．2培养基

1)活化培养基：马铃薯培养基。用于菌种分

离、斜面种子及保藏。

2)麸曲种子培养基：250 mI。的锥形瓶装麸皮

10．0 g，硫酸铵0．1 g，水12．0mI。；自然pH，1 21℃

灭菌30min。

3)基础发酵培养基：250 mI。的锥形瓶装麸皮

8．0 g，豆饼粉2．0 g，硫酸铵0．1 g，魔芋粉0．1 g，

水12．0mL(基质与水质量比为l：1．2)；自然pH，

121℃灭菌30min。

1．2实验方法

1．2．1酶活性测定(DNS法)取0．1 mL适当稀

释的酶液，加到2．4 mL用pH 4．8 Na：HPO。柠檬

酸缓冲液配制的质量浓度为5 g／I。的角豆胶溶液

中，50℃准确反应15 min；采用DNS法测定水解产

生的还原糖。以每分钟水解底物产生1“tool还原

糖(以甘露糖计)的酶量，定义为一个B甘露聚糖酶

活力单位(IU)。

1．2．2 Plackett—Burman实验设计 该实验设计”83

适用于从众多的考察因素巾快速有效地筛选出最

为重要的几个因素。

1．2．3 Box Behnken实验设计 由Box—Behnken

提出的中，0组合设计[33是一种较常用的响应面分

析法(Response Surface Analysis，RSA)，适用于2

至5个因素的优化设计和试验。通过对试验数据

的二：次回归拟合，可求出各因素的最佳值。

2结果与讨论

2．1产酶培养基的优化

菌株产酶水平的高低一方面与菌株本身的遗

传特性有关，另一方面与其生长基质和培养环境密

切相关。为有效提高菌株Lw一1的发酵酶活，试验

中分别通过单因素试验、Plackett Burman实验和响

应面分析法等对菌株的发酵培养基进行优化。

2-1．1麸皮豆饼粉质量比对产酶的影响 在基础

发酵培养基配方的基础上，用豆饼粉替换部分麸皮

以补充有机氮源，试验了麸皮和豆饼粉不同质量比

对菌株产酶的影响。即麸皮十豆饼粉一10．0 g，魔

芋粉0．1 g，硫酸铵0．1 g，水1 2．0mI，，32℃培养84

h。表1表明，当麸皮弓豆饼粉质量比为7 5：2．5

时，菌株产酶活性最高。

表1麸皮与豆饼粉质量比例对产酶的影响

Tab．1 Effect of the proportion of wheat bran to soybean

flour on mannanase production

2．1．2加水比例时产酶的影响 适当的含水量可

确保菌丝良好的生长和代谢产物的积累。由图l

可知，液固质量比1．5：1对菌株产酶最有利。

@
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．几。n．m⋯
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液固质量H√(g／g)

图1液固质量比对产酶的影响

Fig．1 Effect of the ratio of water and draw medium OR

mannanase production

2．1-3 附加碳源对产酶的影响 在以麸皮为主要

碳源的发酵培养基中，附加占干料质量分数l％的

其它碳源取代其中的魔芋粉，对照则不添加附加碳

源，结果见表2。从表中可见，除甘露糖、羧甲基纤

维素外，大多数试验碳源对酶的产生有一定的促进

作用，甘露聚糖类的角豆胶、瓜儿豆胶、魔芋粉诱导

效果明显，魔芋粉效果最佳。这与杨文博”]、陈一

平。。等报道的结果接近。另外空白对照有较高的酶

活，推测是由于麸皮作为主要碳源本身含有甘露聚糖

等半纤维素，对酶的产生有一定的促进作用。
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表2附加不同碳源对产酶的影响

Tab．2 Efket of other carbon sources on mannanase produc‘

tion

嚣裂。洲IU／g，移 墨袈。斛IU／97)群，
对照8 798 72。5 可络性淀粉 9126 75．2

葡萄糖9162 75．5 果胶 9 696 79 9

甘露糖8 213 71，8 黄原胶8 871 73 1

半乳糖9 308 76．7 角强胶 10 837 89．3

乳精 9 417 77．6 瓜儿豆胶 10193 84．o

魔芋粉12135 100 羧甲基纤维素8 240 67，9

2．1．4魔芋粉用量对产酶的影响 前面试验表

明，魔芋粉为0甘露聚糖酶的诱导物，对酶的合成

与分泌具有明显的促进作用。试验中在发酵基础

培养基中分别添加占干料质量分数0～5％的魔芋

粉，结果显示当魔芋粉的添加量为4％时。酶话达最

高值16 475 IU／g。

2．1．5 附加氮源对产酶的影响 在前面实验得到

的较优发酵培养基中，附加占干料质量分数1％的

其它氮源以取代其中的硫酸铵，魔芋粉用量为4％，

考察对产酶的影响。从表3可见，大多数附加氮源

对产酶有促进作用，其中硫酸铵的效果最好。

表3 附加不同氯源对产酶的影响

Tab．3 Effect of other nitrogen sources oR mannanase pro—

duction

篓袈(黼IU／g，虢 瑟絮(酬1U／g)移
对_!|{1 14 359 86．6 尿素 13 882 83．6

(NH．)2Soi 16 581 100 酵母膏 15 006 90，5

NaNO， 14 741 88 9 牛肉膏 1 4 210 85．7

N¨4NO。 1 6 365 98．7 蛋白胨 14 260 86．0

NH。Cl 16 100 97．1

2．I．6硫酸铵用量对产酶的影响 前面试验表

明，硫酸铵为黑曲霉Lw一1产B甘露聚糖酶的最佳

氮源，为此试验中考察硫酸铵以0～3％的不同添加

量(质量分数)对酶活产生的影响。结果显示，1％

添加量最佳，酶活达最高值l 6 620 IU／g。

2．1．7 Plackett Burman实验 根据已有实验结

果．选择发酵培养基中的魔芋粉质量分数、硫酸铵

质量分数2个因素，及欲确定的6种添加物质量分

数为PB实验的8个因素，每个因素取2个水平，高

水平“+”为低水平“”的1．25或1．3倍。以8一甘

露聚糖酶活力Y(IU／g)为响应值，试验结果经SAS

分析和整理后列入表4。

表4 Plackett-Burman实验设计各因素、水平及影响效果

Tab．4 Experiment design and result or Plackett—Barman

因素
水平

x。 CaCl2质量分数?Y,t 0．1

X2 Tweew80质量分数／％0．3

x3 MgS()。质量分数／％0 1

墨 玉米浆质量分数／％ 5

x。 KH：PO。质量分数／％0 2

扎(NH、)。SO。质量分数／％ l

Xt FeSO。质量分数／％0．ol

甄 魔芋粉质量分数／％ 3

0．13

0，4

0．13

6．5

0．2j

】，3

0 013

4

一I 228 74

0．545 11-3

1 208 28

4．529 25

4 840 381

0 71 8 151

0 006 393

2．506 497

町信

度

重要性

排序

0．306 765

0．623 589

0．313 494

0 020 136

0 016 82

0．524 54

0．905 3

0．087 206

>95％

>95％

>90％

4

7 兰
5

2

1

6

8

3

由T检验可知，魔芋粉、玉米浆和KH。PO；3

个凼素的可信度均大于90％，为重要因素。其中玉

米浆低水平好，其它二因素高水平的好。

2．1．8 Box Behnken实验以PB实验可信度大于

90％的3个重要因素作为自变量，其它可信度较小的

因素因对产酶无太大影响，维持在较低水平的质量分

数，即CaCl2 0．L％、MgSO^0．1％、(NH4)2SOd l％。

以Y(IU／g)为响应值，采用三因素三水平的Box Be—

hnken响应面分析法进一步对培养基进行优化。其

因素水平选取见表5，方差分析见表6。

表5响应面三园子水平

Tab．5 The three factors and levels in the Respond Surface A—

nalysis
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表6回归方程的方差分析表

Tab．6 ANOVA of regression equation

案蕃平拥管端． F值喾
一次项2 866 287．1

二次项33 866 227

交互项997 569．SS

误差项l 088 017

3 95j 429 03

3 】1 288 742．33

3 332 523 18

5 217 603 4

13 172 1

155．602 7 }

1．584 3

总回归35106 285 14 2 507 591 79

SAS分析结果表明，回归方程R2—96．90％，

说明回归方程拟台程度良好。由方差分析得知，【：旦I

归模型的F_检验高度显著，因子x，的一次项、墨的

二次项显著IF>^*(9，5)j，x．、x。的二次项高度

显著[F>，。n，(9，5)j，而各交互项4i显著。方差分

析还显示，魔芋粉的质量分数变化对产酶影响最品

著。其响应面图见图2。

运用SAS分析得如下回归方程：

Y一24 386．67—477．875X1+1 79．625X2—

312．5X。2 012．583X1 2+355．5X X2+

334．25X】Xs一2 104．083X：2一106．2jX，X。一

833。333 3X3
2

刘二次回归方程求导．当y取最大值时，得X一一

0．134，X。一0．037．X。=：～0，218。即各物质的质量

分数分别为魔芋粉3．866％，KH。POj 0．304％，玉

米浆4．782％。此时理论最大产酶活性为24 456

IU／g。为配制培养基方便，选择魔芋粉、KH。PO。、

玉米浆的添加量(质量分数)分别为4％、0．3％、

5％。

-0，9—0．6-0．3 0 0．3 0 6 0．9

置
固定水平点=0

图2响应面分析圈

Fig．2 Response surface plot

2．2发酵条件的优化

2．2．1 培养基起始pH对产酶的影响 将最优发

酵培养基起始pH分别调为4．0～8．0(自然pH为

6．o)，32℃发酵培养84 h。结果显示，起始pH 5．5

～6．5时酶活均占最高酶活的95％以上，且自然

pH发酵效果最好。
．

2．2．2培莽温度对产酶的影响 将菌株分别于

26、29、32、35℃下培养，48 h后每隔12 h取样测定

酶活。图3表明，温度过低，菌体生长缓慢，发酵周

期长，酶活力不高；培养温度达35℃时，虽然开始
圈3温度对产酶的影响

时产酶速度较快，但菌丝体过早衰老·最终酶活力 Fig．3 Effect oftemperature onmann∞ase product．on

仍不高；同此最适培养温度为32℃。 大量菌丝及少量黑色孢子，pH值降至最低点(pH
2·2·3发酵周期对产酶的影响将菌株用最优培 3．52)，还原糖快速降低，酶活出现增长趋势；以后

养基在32℃培养，研究固体发酵的产酶进程曲线， pH逐步回升，还原糖维持在较低水平，酶活快速增
结果见图4。由图可知，在接种培养12 h时，培养 长，至84 h，酶活力达到最大值24 879 IU／g，培养

基内仅出现少量白色葡丝，还原糖量达到最大值， 时间进一步延长，酶活力逐渐下降。以酶活为指

pH开始下降，酶活力很低；至36 h，培养基内出现 标，培养时间84 h最佳。
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固4产酶进程曲线

Fig,4 Time COllide of maunanase production
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影响微生物产酶主要有3个方面的因素：即微
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生物菌株的自身优劣、微生物的培养基组成和微生

物的培养条件。为最有效地发挥黑曲霉Aspergil—
lus niger Lw l菌株合成p甘露聚糖酶的潜力，在

进行培养基优化时分别通过单因素试验、Plackett

Burman实验和响廊面分析法，获得了最佳的产酶

培养基组成。

黑曲霉Aspergillus nigPr LW 1菌株的最律产

酶培养基组成和培养条件为：麸皮与移饼粉质量比

为7．5：2．5(g／g)，其它物质相对于固体物料的质

量分数分别为魔芋粉4％，KH：PO。0．3％，玉米浆

j％，CaCl。0．1％，MgSO；0．1％，(NH。)!SO；1％，

液固质量比为1．5：l，自然PH；32℃静置培养84

h。在该条件下，最高酶活I=l丁达24 879 IU／g，迄今

为止是所有报道中酶活水平最高的。
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