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果胶酶 G5512菌株深层液体发酵
中试及提取工艺研究
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　　[摘　要 ]　以炭黑曲霉 (A sp erg illus carbonarius)A S 3. 396的高产果胶酶突变株 G 5512为生产菌,在 500 L

发酵罐中进行深层液体发酵中试。结果表明,在发酵过程中分别进行补料和调节 pH ,能大幅度提高酶活性;同时进

行补料和调节 pH ,以高酯果胶为底物时发酵液最高酶活性可达 1 248. 17 U ömL ,以低酯果胶为底物时达 2 235. 75

U ömL ,分别较出发菌株提高了约 2倍和 11倍。通过试验,还确定了从发酵液中分离提取果胶酶的最佳工艺流程:

发酵酶液→超滤→酒精沉淀→真空干燥,其酶活性回收率在以高酯果胶为底物时达到 89. 3% ,以低酯果胶为底物

时为 80. 3%。
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　　果胶酶是一种能分解果胶的酶系的总称[1 ] ,它

在果品加工和纺织工业等领域的应用越来越广泛,

需求量也愈来愈大。传统的生产果胶酶的工业化方

法为固体发酵法,该法耗料多,劳动强度大,易污染,

且质量不稳定,而深层液体发酵法可克服上述不足。

目前,国内外对液体生产果胶酶的研究较少,一般为

摇瓶发酵,最大仅为 10 L 发酵罐水平[2～ 4 ]。

本研究以炭黑曲霉 (A sp erg illus ca rbona rius)

A S 3. 396为出发菌,经物理、化学方法诱变筛选,获

得 1株高产果胶酶突变株 G5512 [5, 6 ] ,先在 1 L 通气

培养玻璃瓶和日本产M D 25L 发酵罐中进行发酵试

验,初步确定各种发酵参数,然后在 500 L 发酵罐上

进行了中试,现将试验结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌　种　炭黑曲霉突变株 G5512由A . ca r2
bona rius A S 3. 396诱变选育而来,该出发菌株由中

国科学院微生物研究所提供。出发菌株摇床发酵酶

活性, 在以高酯果胶和低酯果胶为底物时分别为

415和 181 U ömL [6 ]。

1. 1. 2　培养基　斜面培养基配方为察氏培养基[7 ]。

种子培养基配方:蔗糖 50 göL ,辅料。发酵培养基配

方: 配方 0 为麦麸 50 göL , 甜菜渣 50 göL , 蔗糖 30

göL ,辅料;配方 1为麦麸 10 göL ,甜菜渣 50 göL ,辅

料。其中辅料成分包括: (N H 4) 2SO 4 10 göL ,M gSO 4

1 göL , K2H PO 4 · 3H 2O 1 göL , KC l 0. 5 göL ,

FeSO 4·7H 2O 0. 1 göL。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　工艺流程[8 ]　试管斜面菌种→茄子瓶扩大

菌种→种子罐培养液体菌种→发酵→发酵酶液→过

滤→超滤浓缩→
→喷雾干燥
保护剂
酒精沉淀→真空干燥

1. 2. 2　种子罐培养条件　种子罐总容积为 50 L ,

培养基装量 40 L ,初始 pH 4. 0,培养温度 30 ℃,罐

压 0. 05 M Pa,通入无菌压缩空气,每分钟通气量与

培养基装量的体积比为 (0. 8～ 1. 2)∶1. 0,搅拌速度

100～ 135 röm in,接种量为 1支 300 mL 茄子瓶斜面

孢子悬液,培养时间 32～ 36 h。

1. 2. 3　发酵罐培养　 (1)发酵罐培养条件。发酵罐

总容积 500 L ,培养基装量 350 L ,初始 pH 4. 5, 培

养温度 30 ℃,罐压 0. 03～ 0. 05M Pa,通入无菌压缩

空气, 每分钟通气量与培养基装量的体积比为

(1. 0～ 1. 3)∶1. 0,搅拌速度 100～ 300 röm in,接种
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量 (体积分数) 8%～ 10% ,培养时间 54～ 67 h。 (2)

补料。从发酵 24 h 开始,每 8 h 补料 10 L ,共补料 4

次;补料成分:蔗糖 100 göL ,低酯果胶 50 göL ,牛肉

膏 50 göL。 (3)调 pH。用N aOH 调整发酵液的pH

值在4. 0～ 4. 5。 (4)试验次数。发酵培养基筛选、补

料及调 pH 对产酶效率的影响均进行 5 次重复试

验;发酵产酶进行 3次重复试验。

1. 2. 4　果胶酶活性的测定[6, 9 ]　取 pH 3. 5 (高酯果

胶)或 pH 4. 5 (低酯果胶)的 0. 05 mo löL 磷酸氢二
钠和 0. 025 mo löL 柠檬酸缓冲液配制的 0. 25%的

果胶溶液 0. 5 mL ,加入适当稀释的酶液 0. 2 mL , 50

℃水浴保温 1 h,用 Somogiyi比色法[10 ]测定水解产

物的还原糖。将 1 h 产生 1 m g 还原糖 (以半乳糖醛

酸计)的酶量计为一个酶活力单位 (U )。

1. 2. 5　果胶酶的分离提取　发酵液经 0. 175 mm

尼龙滤布过滤后离心,得澄清的发酵酶液,后续试验

均采用该酶液。(1)酒精沉淀。将发酵酶液 10 L + 淀

粉 50 g (处理 1)和发酵酶液 10 L (处理 2)分别与体

积分数 95%的酒精按 1∶3 比例混合, 比较其酶活

性回收率。 (2)喷雾干燥。以丹麦AN H YDRO 喷雾

干燥器对发酵酶液进行离心式喷雾, 热风温度 300

℃,出风温度 150 ℃。 (3)超滤。选用截留分子质量

为 6 000 u 的生物型中空纤维超滤器浓缩果胶酶发

酵液, 外压式, 压力 0. 02～ 0. 04 M Pa, 膜通量 50

L ö(M Pa·m in) ,每支 4 m 2, 3支串联,三级超滤。

2　结果与分析

2. 1　发酵培养基的筛选

　　筛选菌种时的摇床发酵培养基在以高酯果胶和

低酯果胶为底物时, 其酶活性分别为 415 和 181

U ömL [6 ]。由表 1可知,大罐发酵时其对应的酶活性

均有所提高,且配方 1优于配方 0,故选用配方 1作

为后续试验的发酵配方。该试验为后续试验的对照。
表 1　培养基配方对发酵产酶的影响

T able 1　Effect of differen t com binations of

m edium on pectinase p roductit ivity

培养基编号
T ype of
m edium

酶活高峰
时间öh

T he tim e of
the h ighest

enzym e
activity

酶活性ö(U·mL - 1)
Enzym e activity

高酯果胶
为底物

Fo r h igh
ester pectin

低酯果胶
为底物
Fo r low

ester pectin

0 65 920 1 280

1 60 1 074. 6 1 393. 4

2. 2　补料对产酶效率的影响

由表 2得知,随着发酵的继续,培养基中营养消

耗较快,菌体会随之衰老、自溶,该发酵系统的产酶

效率相应较低;加入含有果胶酶诱导物的补料,可使

发酵系统的产酶效率大幅度提高。
表 2　补料对产酶效率的影响

T able 2　Effect of addit ional m ateria l

on pectinase p roductivity

组　别
T ype

酶活高峰
时间öh

T he tim e of
the h ighest

enzym e
activity

酶活性ö(U·mL - 1)
Enzym e activity

高酯果胶
为底物

Fo r h igh
ester pectin

低酯果胶
为底物
Fo r low

ester pectin

补　料
A dditional

m aterial
61. 0 1 150. 3 1 721. 2

CK 60. 0 1 074. 6 1 393. 4

2. 3　调 pH 值对产酶效率的影响

该菌体生长最适 pH 为 4. 0～ 4. 5,在发酵过程

中,菌体进行着旺盛的代谢活动,使得培养基 pH 值

降低至 3. 0以下,从而抑制了菌体的正常代谢活动。

由表 3知,及时调整pH 值到 4. 0～ 4. 5,能促进菌体

生长,提高产酶能力。
表 3　调 pH 值对产酶效率的影响

T able 3　Effect of adjust ing the pH value of

ferm entat ion liquo r on pectinase p roductivity

组　别
T ype

酶活高峰
时间öh

T he tim e of
the h ighest

enzym e
activity

酶活性ö(U·mL - 1)
Enzym e activity

高酯果胶
为底物

Fo r h igh
ester pectin

低酯果胶
为底物
Fo r low

ester pectin

调节 pH 值
A djusting

the pH value
63 1 178. 5 1 963. 2

CK 60 1 074. 6 1 393. 4

2. 4　发酵产酶

以配方 1 为发酵培养基,在发酵过程中分批补

料并不断调整发酵液的 pH 值,所得果胶酶在以高

酯果胶和低酯果胶为底物时的酶活性分别较对照提

高了约 16%和 60% (表 4) ; 与出发菌株相比, 则分

别提高了约 2倍和 11倍。
表 4　发酵产酶的最高酶活性

T able 4　T he h ighest enzym e activity in

the course of ferm entat ion

组　别
T ype

酶活高峰
时间öh

T he tim e of
the h ighest

enzym e
activity

酶活性ö(U·mL - 1)
Enzym e activity

高酯果胶
为底物

Fo r h igh
ester pectin

低酯果胶
为底物
Fo r low

ester pectin

试验 T est 61. 7 1 248. 17 2 235. 75
CK 60 1 074. 6 1 393. 4

2. 5　分离提取

果胶酶为具生物活性的热敏性蛋白质,在常温

下,处于溶液中的酶活性降低很快,这一特性为工业

化分离提取增加了难度,本试验探索了常温下分离
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提取果胶酶的有效方法。

2. 5. 1　酒精沉淀　由表 5可知,酶液中加淀粉保护

剂 (处理 1)后用酒精沉淀,对酶有一定保护作用,酶

活性回收率较未加淀粉的处理 2高,达 80%以上。
表 5　酒精沉淀分离果胶酶的效果

T able 5　Effect of separat ing pectinase in alcoho l

样品处理
Samp le
p roces2

sing

干酶粉量ög
Amount

of dry
enzym e

dust

对高酯果胶的酶活性
Fo r h igh ester pectin

对低酯果胶的酶活性
Fo r low ester pectin

酶活性
Enzym e
activity

总酶活性öM U
To tal enzym e

activity

回收率ö%
Received
efficiency

酶活性
Enzym e
activity

总酶活性öM U
To tal enzym e

activity

回收率ö%
Received
efficiency

发酵酶液
Ferm en tation
enzym e liquo r

820 U ömL 8. 2 1. 98 kU ömL 19. 8

处理 1
T reatm en t 1 541 12. 6 kU ög 6. 83 83. 3 30. 4 kU ög 16. 4 82. 9

处理 2
T reatm en t 2 483 12. 6 kU ög 6. 10 74. 4 31. 1 kU ög 15. 0 75. 9

2. 5. 2　喷雾干燥　该方法是从溶液中纯化、干燥热

敏物质的一种有效方法。发酵酶液喷雾干燥后得到

酶粉,酶活性回收率在以高酯果胶和低酯果胶为底

物时分别为 50. 5%和 70. 4%。
表 6　喷雾干燥分离果胶酶的效果

T able 6　Effect of separat ing pectinase by sp raying2fog dry

样品
Samp le

体积或重量
V o lum e
o r w eigh

对高酯果胶的酶活性
Fo r h igh ester pectin

对低酯果胶的酶活性
Fo r low ester pectin

酶活性
Enzym e
activity

总酶活性öM U
To tal enzym e

activity

回收率ö%
Received
efficiency

酶活性
Enzym e
activity

总酶活性öM U
To tal enzym e

activity

回收率ö%
Received
efficiency

发酵酶液
Ferm en2

tat ion
liquo r

enzym e

800 L 297 U ömL 237 600 U ömL 480

酶粉
Enzym e

dust
37. 3 kg 3 220 U ög 120 50. 5 9 070 U ög 338 70. 4

2. 5. 3　超　滤　果胶酶是酶蛋白,通过选用截留分

子质量 6 000 u 的中空纤维超滤膜, 使果胶酶酶液

得到浓缩后,回收率可达 80%以上 (表 7)。

2. 5. 4　超滤浓缩并酒精沉淀　由表 8知,超滤浓缩

酶液在以高酯果胶和低酯果胶为底物时,其酶活性

回收率分别为 94%和 89. 2% ;超滤浓缩酶液经酒精

沉淀、真空干燥后所得酶粉,其对应的酶活性回收率

分别为 95%和 90%。在超滤浓缩后用酒精沉淀分离

与单纯用酒精沉淀相比,可节省大量酒精,回收效果

更好。总回收率为超滤浓缩酶液酶活性回收率与酒

精沉淀酶活性回收率的乘积,即最终的酶活性回收

率。
表 7　超滤浓缩回收果胶酶的效果

T able 7　Effect of separat ing pectinase by u ltrafilt ra t ion

反应底物
Reaction
substrate

原酶液活性ö
(kU·mL - 1)

Enzym e
activity
in in it ial
enzym e
liquo r

超滤浓缩
酶活性ö

(kU·mL - 1)
A ctivity of

enzym e
concen tra2

ted by u ltra2
filtration

回收率ö%
Received
efficiency

高酯果胶
H igh ester

1. 12 5. 92 83. 3

低酯果胶
L ow ester

2. 11 12. 1 90. 9

表 8　超滤浓缩并酒精沉淀分离果胶酶的效果

T able 8　Effect of separat ing pectinase by u ltrafilt ra t ion and alcoho l

样品
Samp le

体积或重量
V o lum e

o r w eigh t

对高酯果胶的酶活性
Fo r h igh ester pectin

对低酯果胶的酶活性
Fo r low ester pectin

酶活性
Enzym e
activity

总酶活性öM U
To tal

enzym e
activity

回收率ö%
Received
efficiency

酶活性
Enzym e
activity

总酶活性öM U
To tal

enzym e
activity

回收率ö%
Received
efficiency

发酵酶液 Fermonta2
t ion enzym e liquo r 80 L 1. 13 kU ömL 90. 7 1. 9 kU ömL 152

超滤浓缩酶液 U ltra2
filtrated enzym e liquo r

9. 5 L 8. 97 kU ög 85. 2 94 14. 2 kU ög 135 89. 2

酒 精 沉 淀 的 酶 粉
Pectinase dust from
p recip itated in alcoho l

700 g 116 kU ög 81 95 174 kU ög 122 90

总回收率% To tal re2
ceived efficiency

8. 75 göL 89. 3 80. 3
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3　结　论

根据以上试验结果可知,选用超滤加酒精沉淀

提取果胶酶的效果最优。其流程为:发酵至终点,发

酵液离心粗滤 (转速 4 000 röm in,滤布 0. 175 mm ) ,

粗滤发酵酶液再经超滤浓缩,获得高酶活性的超滤

浓缩酶液,然后加入淀粉保护剂进行酒精沉淀,即有

果胶酶沉淀析出,过滤沉淀物并进行真空干燥,便可

获得果胶酶成品; 也可对果胶酶超滤浓缩液进行喷

雾干燥而得其成品,此法酶活性回收率虽较低,但生

产程序简单。
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P ilo t tests of deep ferm en ta t ion fo r the pect inase m u tan t

st ra in G5512 and ex tract ing techno logy

SHE Qiu- sheng1, 2, GUO A i-guang1,W ANG J ian - l in2, SHAO J ian -n ing3, CHAO Ka i1,L IU Ha i- sen 3

(1 Colleg e of L if e S ciences, N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of L if e S cience,L anz hou U niversity ,L anz hou , Gansu 730000, Ch ina;

3 Institu te of B iology , Gansu A cad emy of S cience,L anz hou , Gansu 730000, Ch ina)

Abstract: A m u tan t st ra in G5512 w ith h igh yield of pect inase, w h ich is su itab le fo r the ferm en ta t ion,

w as ob ta ined from A sp erg illus ca rbona rius A S 3. 396 by chem icalm u ta t ion u sing N 2m ethy 12N′2n it ro2N 2n i2
t ro2soguan id ine (M NN G) and trea tm en t w ith Co 60 rad ia t ion. P ilo t tests of deep ferm en ta t ion have been car2
ried ou t in a 500 liter tank by u sing the m u tan t st ra in G5512. T he resu lts show ed that the enzym e act ivity

of ferm en ta t ion w as 1 248. 17 U ömL fo r h igh ester pect in and 2 235. 75 U ömL fo r low ester pect in. T he ac2
t ivity w as th ree t im es in h igh ester pect in than the o rig inal st ra inπs, and it w as tw elve t im es in low seter

pect in. T he op t im al techno logica l f low w as ob ta ined from co llect ing a pect inase of the ferm en ta t ion liquo r.
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