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摘!要!对玉米芯中半纤维素的提取方法及条件进行改进!将蒸煮法与碱法提取相结合有效提高
了半纤维素的提取率和提取纯度)以提取的半纤维素作为选择性碳源!可用来制备分离筛选木聚
糖酶产生菌的分离培养基"探讨了半纤维素添加方式及添加量对培养基产透明圈效果的影响 )
关键词!木聚糖酶$半纤维素$分离培养基
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!!低聚木糖可有效促进体内双歧杆菌增殖%改善
肠道微生态环境%增强机体免疫力%并且与其它功
能性低聚糖相比具有有效剂量低&酸热稳定性好&
选择性高等优点’%(%低聚木糖的生产已成为目前食
品工业研究开发的热点)
高产木聚糖酶菌种的分离筛选是低聚木糖酶

法生产上游工程中的关键步骤之一%透明圈法又是
菌种初筛的重要方法之一)从自然界筛选和诱变后
筛选优良产酶菌都要用到大量的分离培养基%分离

培养基成分的质量直接关系到筛选效果)由于纯木
聚糖产品价格较高%以自制半纤维素作为选择性碳
源制备透明圈明显的分离培养基一直是菌种初筛

的难点)许多文章中报道的制备方法由于其半纤维
素提取纯度不高及培养基配制方法等原因%其分离
培养基分离效果不明显 ’!!"()
作者从优化半纤维素提取方法及培养基配制

方式入手%探讨了一种可产生明显透明圈的分离培
养基的制备方法%所产生透明圈的大小可基本反映
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出酶活高低!从而可快速"实用"有效的初步筛选出
优良的产木聚糖酶菌株)

A!材料与方法

ABA!菌种!培养基测定方法

A)A)A!菌种!芽孢杆菌3C-0"#作者所在实验室保
藏菌种)
A)A)C!培养基

%$种子培养基#组分%:&U$#葡萄糖 .)#!

*?1*B$$)#!*@E(0)#!V!?WB1!)#!X:CB1’

Y?!B#)!!琼脂%0)8?Y)0)
!$选择培养基#组分%:&U$#*?1*B$$)#!

*@E(0)#!V!?WB1!)#!X:CB1’Y?!B#)!!酵母
浸出汁1)0!半纤维素%#)#!琼脂%0)8?Y)0)
$$摇瓶培养基#组分%:&U$#麸皮$#!*?1*B$

$)#!*@E(0)#!V!?WB1!)#!X:CB1’Y?!B#)!!半纤
维素%#)#)8?Y)0)
A)A)D!测定方法

%$半纤维素提取率及纯度的测定#

提取率Z
产品质量%:$
原料质量%:$

半纤维素纯度以提取产品中的多聚糖质量分

数计!多聚糖质量分数%[$Z总糖质量分数%[$\
还原糖质量分数%[$)
总糖的测定#按文献(Y)方法)
还原糖的测定#按文献(.)方法)
!$酶活的测定#取#)%PU适当稀释的酶液!
加%PU用#)!P’(&U8?1).醋酸缓冲液配制的
质量浓度为%:&MU木聚糖溶液!0#]酶解$#P=9!
用 *̂C法测定还原糖%以木糖计$(,))
ABC!实验流程
培养基制备的基本过程为#
选取合适的半纤维素提取原料"优化半纤维

素提取方法"改进分离培养基的制备方式"对照
值%透明圈直径%!$&菌苔直径%"$$与酶活力的
关系)
ABD!半纤维素提取原料的选取
选择木聚糖质量分数较高的原料是有效提取

木聚糖的前提!表%列出了部分原料纤维素"半纤
维素"木质素的质量分数)从表中可以看出#玉米芯
中半纤维素质量分数最高!纤维素质量分数最低!
木质素质量分数居中!适合半纤维素的提取)我国
玉米种植面积广"产量大!玉米芯资源相当丰富!并
且利用玉米芯作为半纤维素提取原料还可有效利

用这一存在广泛的可再生资源!因此选用玉米芯作

为提取原料)
表A!部分原料中纤维素!半纤维素和木质素质量分数"AE#

F&>BA!F4.:"%0.%0"(:.’’#’"/.$4.7+:.’’#’"/.&%6’+3%+%+%

7&0.$+&’/

原 料
纤维素
质量分数&
[

半纤维素
质量分数&
[

木质素
质量分数&
[

玉米芯 $!!$" $0!1# !$

棉子壳 11 !0!!. !.

桦木 10 !Y !#

杨木 1Y !1 %.

稻草杆 $Y!$, !#!!! .!%%

稻穗部 1% !1 $$

稻叶 $. !1 $#

芦竹%安徽$ 0! !. %,

慈竹%四川$ 11 !0 $%

淡竹 1" !! $$

黄竹%四川$ 0Y %, !$

西风竹%四川$0Y %. !! \

玉米杆 $Y !% %.

高粱杆 $, 11 !!

芨芨草%内蒙$1, !0 %" \

蔗髓 $. !0 !#

龙须草 00 !% %$

芦苇 0" !% !%

毛竹 10 !% $#

ABG!半纤维素提取方法的优化
从玉米芯中提取半纤维素的方法主要有碱法"

蒸煮法(%%)和沉淀法!其中以碱法最好(%!))玉米芯中
木聚糖与木质素结合在一起以木聚糖-木质素复合
物的形式存在!破坏半纤维素与木质素的结合!使
半纤维素与木质素分离是提高碱溶率的前提)
%$0]蒸煮$#P=9可破坏半纤维素与木质素的复
合结构!使木聚糖与木质素分离(%$)!但常规的碱法
提取通常对原料不经预处理或预蒸煮温度不够!因
此起不到破坏复合物结构的作用!从而影响提
取率)
作者将此处理条件与常规碱提取法结合起来

提取半纤维素并测定提取率及提取纯度)
半纤维素提取方法#将玉米芯洗净后粉碎!

%$0]蒸煮$#P=9!过滤!滤渣用%#:&MU*@B?
.#]浸提!D%固液比为%:_%0PU$!过滤取滤
液!用"P’(&U?E(中和!$0##I&P=9离心!#P=9!
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沉淀用体积分数,0[乙醇浸泡过夜!离心得泥状沉
淀物备用)
ABH!分离培养基配制方法的改进
取!##:泥状半纤维素加入水中加热!搅拌均

匀!加入其它培养基成分!定容于%###PU!调8?
至Y)0!灭菌后倒0PP厚单层平板)
ABI!透明圈直径!!"#菌苔直径!""与酶活关系

!""值是衡量透明圈产生效果的重要指标)将
菌种在分离培养基上划线分离!$#]培养!M后挑
取透明圈明显#!""值较高的菌落进行酶活测定并
比较二者的关系)

C!结果与讨论

CBA!蒸煮条件对半纤维素提取率及提取纯度的
影响

实验表明!%$0]蒸煮$#P=9可明显提高半纤
维素提取效果!而较低温度则不能起到较大程度破
坏半纤维素与木质素复合物分离半纤维素的作用

$见表!%)
表C!蒸煮条件对提取率及提取纯度的影响

F&>BC!9((.:0/"(6+3./0+%3:"%6+0+"%"%.*0$&:0+%3$&0+"&%6

8#$+01

处理条件 提取率"[ 纯度"[

未蒸煮 !0)! 0.)!

%##]%D !,)$ "!).

%$0]$#P=9 1#)Y Y!)"

CBC!碱处理条件的影响
采用不同质量浓度的碱溶液及处理时间提取

半纤维素!结果表明!用%#:"MU的 *@B? 按固液
比%:_%0PU于.#]浸提!D效果最好)
CBD!半纤维素添加方式及添加量的影响
自制半纤维素的添加方式及添加量是决定分

离培养基产生透明圈效果的关键因素)许多报道中
将半纤维素以固体颗粒状态添加&!!"’!此状态下半
纤维素分子之间及半纤维素与木质素等大分子之

间可能会重新形成部分网络结合!经蒸煮后仍不能
完全分离在培养基中!从而影响菌株的利用效果!
并且半纤维素颗粒分散不均匀对透明圈的观察也

会造成影响)若半纤维素提取后不经干燥直接以泥
状样品按比例添加至培养基中!并加热搅拌使半纤
维素充分均匀的分散于培养基中则可避免上述缺

点$见表$%)
!!半纤维素作为选择性碳源!添加量对形成透明

圈的大小也有较大影响!培养基中过高或过低的半
纤维素含量都不利于菌体的生长)实验证明%#:"U
的添加量产生透明圈的效果最好$见表1%)

表D!半纤维素添加方式的影响

F&>BD!9((.:0/"(4.7+:.’’#’"/.&66+0+"%@&1/"%7.6+#7&%6

0$&%/8&$.%0J"%./

添加
方式

透明圈!""
值"PP

培养基
底色

菌落
大小

固体颗粒 !)#!$)#
不均匀!分散有部分
颗粒影响观察

长出菌落
少且不均匀

泥状物 1)#!.)# 均匀柔和 大小均匀

表G!半纤维素添加量对!#"值的影响

F&>BG!9((.:0/"(4.7+:.’’#’"/.&66+0+"%"%K#6

添加量"$:"U% 透明圈!""值

0 !!$

%# 1!.

%0 $!0

!# !!1

!!注(半纤维素的添加量以纯半纤维素含量计)

CBG!!#"值与木聚糖酶活的关系
实验证明!在分离平板上多数产生较大水解圈

的菌株其产木聚糖酶活力也较高!部分实验结果见
表0)

表H!透明圈大小与木聚糖酶活力的关系

F&>BH!F4.$.’&0+"%/4+8>.0@..%!#"&%6*1’&%&/.&:0+-+01

菌株
号

菌苔
直径""
PP

透明圈
直径!"
PP

!""
酶活力
$;"PU%

% !)# ,)# 1)0 ,.)Y!

! !)# %!)# ")# %$1)Y"

$ %)0 .)# 0)$ %1.)$#

1 !)# .)# 1)# .#)#$

0 %)# .)# .)# %Y,)!1

" !)# %#)# 0)# %%0)!0

Y %)0 ,)# ")# %0%)Y%

. %)# .)# .)# !!")$.

D!结!论
本方法制备的单层分离平板不需添加显色剂

或诸如乙醇#溴化十六烷三甲基胺$E>3<%之类的
多糖沉淀剂!可直接观察到明显的透明圈$见图%%)
透明圈的产生效果关键在于选择性碳源的纯度#添
加量#在培养基中的分散程度以及其他成分配比是
否合理)
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图A!分离培养基上涂布产生透明圈的菌落

L+3BA!F$&%/8&$.%0J"%./"%04./.’.:0+-.7.6+#7"(4.7+:.’M

’#’"/.

!!观察透明圈时!若菌苔直径过大则菌落间!""
值的差距不大!不利于筛选#菌苔直径过小时!由于
部分菌株尚未达到产酶高峰期且不易准确测量菌

苔直径!因此会增大筛选误差)所以观察透明圈和
挑取菌株应选在菌种的产酶高峰期或对数生长期)
筛选本菌种时菌苔直径以!PP为宜)
作者与国内其他以半纤维素为选择性碳源制

备分离培养基的报道相比!关键在于增加了对玉米
芯的高温蒸煮步骤及改进了所提取半纤维素向培

养基中添加的方式)改进后的培养基可产生出较常
规方法更明显$与酶活对应性更强的透明圈)另外
制备其它产木聚糖酶菌种如曲霉的分离培养基时!
用文中半纤维素的提取及添加方式同样收到了较

好的效果)对选择性碳源的探讨可用于多种产木聚
糖酶菌种分离培养基的制备)
在低聚木糖生产上游工程中!用作者介绍的半

纤维素分离培养基可方便$实用$有效的初步筛选
出优良产木聚糖酶菌株!从而大大提高菌种的筛选
效率)
半纤维素分子的存在状态是决定提取率及微

生物利用效果的重要因素!不同条件下半纤维素分
子结构的变化需作进一步研究来指导半纤维素的

提取和利用)
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精的摩尔比为Y_%!._%!反应时间$0!$.D)
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