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酸性 Β-甘露聚糖酶的固态发酵工艺研究
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　　[摘　要 ]　在对黑曲霉WM 20211 产酸性 Β2甘露聚糖酶的培养基组分和培养条件单因素研究的基础上, 设计

了 P lackett2Burm an 试验选取主要影响因素, 并进行响应面分析。结果表明, 黑曲霉WM 20211 产酸性 Β2甘露聚糖酶

的最适培养基和发酵条件为: 水 11. 7 mL , 麸皮 9. 0 g, 豆饼粉 1. 0 g, 魔芋粉 0. 98 g, 玉米浆 0. 375 mL , (N H 4) 2SO 4

12. 5 gökg, CaC l2 1. 0 gökg,M gSO 4 1. 0 gökg, KH 2PO 4 2. 5 gökg (相对于固体料) , 自然 pH; 28 ℃固体静置培养 96

h, 期间翻曲 2～ 3 次。在此条件下, 菌株产酶活性可达 1 337 IU ög 干曲。
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　　Β2甘露聚糖酶 (Β21, 42D 2m annan m annohydro2
lase; EC3. 2. 1. 78) 是一种能降解甘露聚糖、葡萄甘

露聚糖和半乳甘露聚糖的主链 Β21, 42D 2甘露糖苷键

的酶。它能够水解可食性植物胶 (如魔芋粉、角豆胶、

瓜儿豆胶等)产生促进双歧杆菌生长的寡聚糖[1 ]。因

此, 人们对高活力产 Β2甘露聚糖酶菌株的选育和发

酵工艺的研究产生了兴趣[2 ]。国内已有马延和等[3 ]、

田新玉等[4 ]、杨文博等[2 ]报道了嗜碱芽孢杆菌 (A l2
ka lip h ilic bacillus sp. ) 和地衣芽孢杆菌 (B acillus

lichen if orm is) 所产碱性 Β2甘露聚糖酶的研究; 崔福

绵等[5 ]报道了枯草芽孢杆菌 (B acillus subtilis) 所产

中性 Β2甘露聚糖酶的研究。国外 C ivas 等[6 ]、

T am aru 等[7 ]、A k ino 等[8 ]报道了 Β2甘露聚糖酶生产

和纯化的研究, 但也主要集中在中性、碱性Β2甘露聚

糖酶。为此, 本文研究了黑曲霉 (A sp erg illus n ig er)

WM 20211 菌株合成酸性 Β2甘露聚糖酶的工艺条

件。

1　材料和方法

1. 1　菌　种

　　黑曲霉 (A sp erg illus n ig er)WM 20211 酸性 Β2甘
露聚糖酶高产菌株, 由江南大学医学系分子生物学

研究室保存。

1. 2　培养基和培养方法

1. 2. 1　斜面培养基　马铃薯 200 göL , 蔗糖 20

göL , 琼脂 20 göL , 自然 pH , 用于菌种保存、斜面种

子和平板分离等。

1. 2. 2　麸曲种子培养基　250 mL 三角瓶装麸皮

10 g, 水 12 mL , 121 ℃灭菌 30 m in; 接种一菌耳斜

面种子, (30±1) ℃静置培养 96 h, 期间翻曲 2～ 3

次。

1. 2. 3　固态发酵培养基　250 mL 三角瓶, 装料量

分别为水 12 mL , 麸皮 8 g, 豆饼粉 2 g, 魔芋粉 0. 4

g, 玉米浆 0. 5 mL , (N H 4) 2SO 4 0. 1 g, KH 2PO 4 0. 02

g, CaC l2 0. 01 g,M gSO 4 0. 01 g, 自然 pH。121 ℃灭

菌 30 m in; 按 3. 0 gökg 接入麸曲种子, (30±1) ℃

静置培养 84 h, 期间翻曲 2～ 3 次。

1. 3　P lacket t2Bu rm an 试验及响应面分析方法

首先选用N = 12 的 P lacket t2Bu rm an 试验设

计, 对影响黑曲霉WM 20211 菌株产酸性 Β2甘露聚

糖酶的 8 个因素 (包括培养基组成和培养条件)进行

研究, 从而快速、有效地筛选出最为重要的 3 个因

素; 然后用响应面分析 (R espon se Su rface A nalysis,

R SA ) 法对筛选出的产酶重要影响因素进一步优

化。

1. 4　酶活性测定

1. 4. 1　粗酶液制备　向发酵好的新鲜麸曲中加入

10 倍体积的生理盐水, 充分捣碎, 于 4 ℃浸提 3 h,

采用双层滤纸抽滤, 滤液即为粗酶液。

1. 4. 2　酶活性测定　按文献 [ 8 ]并略作修改: 取
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0. 5 mL 适当稀释的粗酶液, 加到 2. 0 mL 用

0. 1 mo löL 和 pH 4. 8 醋酸缓冲液配制的 0. 5% 角豆

胶 (Sigm a)溶液中, 60 ℃反应 10 m in; 3, 52二硝基水

杨酸显色法 (DN S 法) 测定还原糖。在上述条件下,

将每分钟产生的还原糖量相当于 1 Λmo l 甘露糖所

需酶量定义为 1 个 Β2甘露聚糖酶活性单位 ( IU ) ; 比

酶活性定义为每 g 绝干曲中含有的活性单位数

( IU ög)。

2　结果与讨论

2. 1　发酵培养基组成及发酵条件的单因素试验

2. 1. 1　碳氮比的确定　在麸曲种子培养基的基础

上添加豆饼粉补充氮源, 研究了麸皮与豆饼粉质量

比对菌株产酶的影响 (表 1)。由表 1 可见, 在一定范

围内, Β2甘露聚糖酶活性随麸皮与豆饼粉质量比的

降低而提高, 当质量比为 8∶2 时菌株产酶最高

(482 IU ög)。
表 1　麸皮与豆饼粉质量比对菌株产酶的影响

T able 1　Effect of the p ropo rt ion of w heat b ran

to soybean flour on ferm entat ion

麸皮∶豆饼粉 (g∶g)
W heat b ran∶
soybean flour

比酶活性ö( IU ·g- 1)
Specific enzym e

activity

10∶0 387

9∶1 442

8∶2 482

7∶3 480

6∶4 453

2. 1. 2　魔芋粉、玉米浆的用量　以培养基中麸皮与

豆饼粉质量比 8∶2 为基础, 研究了魔芋粉、玉米浆

不同用量对菌株产酶的影响 (表 2)。由表 2 可见, 魔

芋粉和玉米浆用量分别为 0. 4 g 和 0. 5 mL 时产酶

最高 (1 045 IU ög)。
表 2　魔芋粉、玉米浆对菌株产酶的影响

T able 2　Effect of the amount of kon jac pow der

and steep liquo r on ferm entat ion

魔芋粉ög
Konjac
pow der

玉米浆ömL
Steep
liquo r

比酶活性ö( IU ·g- 1)
Specific enzym e

activity

0. 2

0 836
0. 5 844
1. 0 679

0. 4

0 890
0. 5 1 045
1. 0 770

　　大多数微生物的 Β2甘露聚糖酶是诱导酶, 只有

在培养基中含有Β2甘露聚糖时才进行Β2甘露聚糖酶

的合成[2, 3, 5, 6 ]。玉米浆含有某些生长因子、微量元素

等, 对微生物的生长和产酶有促进作用。本研究结果

表明, 适量的玉米浆对WM 20211 菌株合成 Β2甘露

聚糖酶具有显著影响。

2. 1. 3　加水比例　在已确定培养基中麸皮、豆饼

粉、魔芋粉和玉米浆加量的基础上, 研究了不同加水

量对菌株产酶的影响 (表 3)。表 3 结果表明, 最适的

加水比例为 1. 2∶1。
表 3　加水比例对菌株产酶的影响

T able 3　Effect of the p ropo rt ion of

w ater addit ion on ferm entat ion

水∶固料 (mL ∶g)
H 2O∶so lid

m edium

比酶活性ö( IU ·g- 1)
Specific enzym e

activity

0. 8∶1 699
1. 0∶1 976
1. 2∶1 1 106
1. 4∶1 968

2. 1. 4　其他氮源　在上述较好培养基组成的基础

上, 又分别研究了 (N H 4) 2SO 4、尿素、N H 4C l、N aNO 3

等氮源用量对菌株产酶的影响 (表 4)。表 4 结果表

明, 在已用豆饼粉作为氮源的前提下, 再添加无机铵

盐时, 可进一步 提 高 产 酶 效 率, 且 以 10 gökg

(N H 4) 2SO 4 最佳。
表 4　其他氮源对菌株产酶的影响

T able 4　Effect of o ther n itrogen

sources on ferm entat ion

氮源
N itrogen

source

用量ö(g·kg- 1)
Concen tration

比酶活性ö( IU ·g- 1)
Specific enzym e

activity

(N H 4) 2SO 4

10 1 162
20 1 153
30 1 074

尿素U rea

10 791
20 596
30 450

N H 4C l

10 1 118
20 1 027
30 991

N aNO 3

10 785
20 710
30 702

　　陈一平等[9 ]研究表明, 芽孢杆菌M 50在所有被

试的氮源中, (N H 4) 2SO 4 最有利于产 Β2甘露聚糖

酶。崔福绵等[5 ]研究了各种氮源对枯草芽孢杆菌

BM 9602 所产中性 Β2甘露聚糖酶的影响, 除尿素外

无机氮源和有机氮源均能显著提高菌株合成酶的能

力。多数研究结果表明[2, 3 ] , 在不同氮源中, 有机氮源

明显优于无机氮源, 其中以豆饼粉、酵母膏、谷氨酸

钠等对产酶的促进作用最大。本研究采用由豆饼粉

和 (N H 4) 2SO 4 组成的复合氮源, 在有机氮源豆饼粉

比例进一步提高 (表 1) 未能有效提高酶活性的前提

下, 在 培 养 基 中 添 加 10 gökg 的 无 机 氮 源
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(N H 4) 2SO 4, 使酶活性提高了 5. 1%。

2. 1. 5　KH 2PO 4 无机盐用量　磷和钾是微生物生

长的必需元素。在上述较好的培养基组成基础上, 研

究了不同 KH 2PO 4 用量对菌株产酶的影响 (表 5)。

表 5 结果表明, KH 2PO 4 为 2. 0 gökg 时菌株产酶最

高。
表 5　KH 2PO 4 对菌株产酶的影响

T able 5　Effect of the amount of

KH 2PO 4 on ferm entat ion

KH 2PO 4ö(g·kg- 1) 比酶活性ö( IU ·g- 1)
Specific enzym e activity

0 1 162

1. 0 1 187

2. 0 1 295

3. 0 1 248

2. 1. 6　培养温度　测试了 (28±1) ℃, (30±1)

℃, (32±1) ℃等不同温度对WM 20211 菌株产酶的

影响 (表 6)。表 6 结果表明, (30±1) ℃最适合菌株

产酶。温度太低, 微生物生长缓慢。温度太高,

WM 20211 菌株产生大量黑色孢子。
表 6　培养温度对菌株产酶的影响

T able 6　Effect of the cu ltu ral tempera2
tu re on ferm entat ion

温度ö℃
T emperatu re

比酶活性ö( IU ·g- 1)
Specific enzym e activity

28±1 884

30±1 1 295

32±1 1 220

2. 1. 7　培养时间　测试了WM 20211 菌株不同发

酵时间的酶活性, 如图 1 所示。由图 1 可见, 产酶高

峰在 84 h, 继续培养则酶活性开始下降。与文献报

导相比, 枯草芽孢杆菌BM 9602 [5 ]和芽孢杆菌M 50
[9 ]

产中性 Β2甘露聚糖酶最高的培养时间分别为 36 h

和 60 h, 地衣芽孢杆菌N K227 [2 ] 和嗜碱芽孢杆菌

N 1625 [3 ]产碱性 Β2甘露聚糖酶最高的培养时间分别

为 48 h 和 40 h, 与之相比WM 20211 菌株发酵产酸

性 Β2甘露聚糖酶的培养时间较长。

图 1　WM 20211 菌株产酶进程曲线

F ig. 1　P rofile of enzym e syn thesis

in WM 20211 stra in

2. 2　P lacket t2Bu rm an 试验及响应面分析结果

将黑曲霉WM 20211 产酸性 Β2甘露聚糖酶的培

养基组成及培养条件的 8 个因素作为 P lacket t2Bu r2
m an 试验的 8 个因素, 每个因素取 2 个水平, 高水平

为低水平的 1. 25 倍。试验结果经 SA S 分析和整理

后见表 7。

表 7　P lackett2Burm an 试验设计各因素、水平及影响效果

T able 7　Experim ental design of PB and effect of various facto rs levels

因素
Facto r

低水平
L ow level

高水平
H igh level t P r> û tû

x 1 麸皮∶豆饼粉 (g∶g) W heat b ran: soybean flour (g∶g) 8. 78∶1. 22 9∶1 0. 571 301 0. 607 791

x 2 魔芋粉ög Konjac pow der 0. 2 0. 25 6. 107 478 0. 008 82 3
x 3 玉米浆ömL Steep liquo r 0. 3 0. 375 0. 040 807 0. 970 014

x 4 水∶固料 (mL ∶g) H 2O∶so lid m edium (mL ∶g) 1∶1 1. 25∶1 3. 318 986 0. 045 088 3
x 5 (N H 4) 2SO 4ö(g·kg- 1) 10 12. 5 0. 598 506 0. 591 677

x 6 KH 2PO 4ö(g·kg- 1) 2. 0 2. 5 0. 299 253 0. 784 281

x 7 培养时间öh T im e 76. 8 96 4. 298 358 0. 023 164 3
x 8 培养温度ö℃ T emperatu re 28 35 - 1. 904 34 0. 152 977

　　注: 3 可信度> 95%。

N o te: 3 Reliab ility> 95%.

　　由 t2检验结果可知, 魔芋粉、加水比例、培养时

间这 3 个因素的可信度分别为 99. 1% , 95. 5% ,

97. 7% , 高于 95% , 为重要因素。为进一步优化, 需

在相应条件区域进行响应面分析, 寻找这 3 个因素

的最优水平, 其他 5 个因素取 P lacket t2Bu rm an 试

验的优水平。

根据Box2Behnken 的中心组合设计原理, 以魔

芋粉、加水比例、培养时间 3 个因素为自变量, 以比
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酶活性为响应值设计了三因素三水平共 15 个试验 点的响应面分析试验, 试验方案与结果见表 8。
表 8　R SA 试验方案与结果

T able 8　Experim ental design and resu lts of R SA

试验号
N um ber

X 1

魔芋粉ög
Konjac pow der

X 2

水∶固料 (mL ∶g)
H 2O∶so lid

m edium

X 3

培养时间öh
T im e

Y
比酶活性ö( IU ·g- 1)

Specific enzym e
activity

1 - 1 (0. 5) - 1 (1. 0) 0 (96) 985
2 - 1 1 (1. 4) 0 850
3 1 (1. 5) - 1 0 870
4 1 1 0 874
5 0 (1. 0) - 1 - 1 (72) 1 080
6 0 - 1 1 (120) 1 036
7 0 1 - 1 995
8 0 1 1 976
9 - 1 0 (1. 2) - 1 890
10 1 0 - 1 880
11 - 1 0 1 865
12 1 0 1 825
13 0 0 0 1 350
14 0 0 0 1 336
15 0 0 0 1 328

　　运用 SA SπR SR EG 程序对 R SA 试验结果分析

得如下回归方程及方差分析表 (表 9)。

Y = 1 338 - 18. 625X 1 - 34. 5X 2 - 18. 875X 3 -

299X
2
1+ 34. 75X 1X 2 - 5. 5X 1X 3 - 144. 25X

2
2 +

6. 25X 2X 3- 172X
2
3。

表 9　R SA 试验回归方程的方差分析

T able 9　R egression equation of ANOVA

方差来源
Source

平方和
Sum of squares

自由度
D F

平均平方和
M ean square

F 值
F value

显著性
Sign ificancy

一次项 Simp le term 15 147. 25 3 5 049. 08 155. 595 79 3 3
二次项Q uadratic term 516 158. 97 3 172 052. 99 5 302. 095 8 3 3
交互项A lternan t term 584 616. 5 3 194 872. 17 52. 465 331 3
误差项 E rro r term 486. 75 5 97. 35

总回归 To tal 478 485 9 53 165 546. 122 2 3 3

　　注: 3 3 . 高度显著, 3 . 显著, F 0. 05 (3, 2) = 19. 16, F 0. 01 (3, 2) = 99. 17。

N o te: 3 3 . H igh sign ifican te, 3 . Sign ifican te, F 0. 05 (3, 2) = 19. 16, F 0. 01 (3, 2) = 99. 17.

　　回归方程 F 值为 546. 122 2; F > F 0. 01 (9, 5) =

10. 16; R
2= 99. 90%。说明上述回归方程描述各因

子与响应值之间的关系时, 其因变量与全体自变量

之间的线性关系是显著的, 这种分析方法可靠。响应

面分析图见图 2。

图 2　响应面分析图

F ig. 2　R esponse surface p lo t

　　为确定各因素的最佳取值, 对二次回归方程求

导。当 Y 取最大值时, 得 X 1 = - 0. 037 91, X 2 =

- 0. 125 4, X 3= - 0. 056 40。即魔芋粉 0. 98 g, 加水

比例为 1. 17∶1, 培养时间为 96 h 时, 理论最大产酶
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活性为 1 341 IU ög 干曲。再以该法筛选出的最佳培

养基组成和最适培养条件进行发酵试验, 得实际最

大产酶活性为 1 337 IU ög 干曲。实际值与理论值相

差 0. 3% , 证明了用 R SA 法来寻求黑曲霉WM 202
11 产酸性 Β2甘露聚糖酶的最佳发酵工艺条件是可

行的。

3　结　论

影响微生物产酶的因素主要有微生物菌株的自

身优劣、微生物的培养基组成和微生物的培养条件

3 个方面。为了最有效地发挥WM 20211 菌株合成 Β2

甘露聚糖酶的潜力, 本研究不仅对培养基组成和培

养条件进行了单因素试验, 还设计了 P lacket t2Bu r2
m an 试验选取了 3 个重要因素, 并进行了三因素三

水平的响应面分析, 获得了较好的发酵工艺参数。

即: 最适发酵培养基组成为麸皮 9. 0 g, 豆饼粉 1. 0

g, 魔芋粉 0. 98 g, 玉米浆 0. 375 mL , 水 11. 7 mL ,

(N H 4) 2SO 4 12. 5 gökg, CaC l2 1. 0 gökg,M gSO 4 1. 0

gökg, KH 2PO 4 2. 5 gökg, 自然 pH; 最适培养条件为

28 ℃固体静置培养 96 h, 期间翻曲 2～ 3 次。在该条

件下, 菌株产酶活性可达 1 337 IU ög 干曲。
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Study on the so lid2sta te ferm en ta t ion of acid ic Β2m annanase

ZHU J ie1,L I J ian -fang2,W U M in -chen 1
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Abstract: T he effects of the nu trit ion ingredien ts and cu ltu ra l condit ion s on the p roduct ion of acid ic Β2
m annanase by A sp erg illus n ig er WM 20211 w ere studied in th is paper. T he op t im al ferm en ta t ion m edium

con ta ined 9. 0 g of w heat b ran, 1. 0 g of soybean flou r, 0. 98 g of kon jac pow der, 0. 375 mL of steep liquo r,

12. 5 gökg (N H 4 ) 2SO 4, 1. 0 gökg CaC l2, 1. 0 gökg M gSO 4, 2. 5 gökg KH 2PO 4, and 11. 7 mL of H 2O. T he

h ighest Β2m annanase act ivity w as 1 337 IU ög dry m atter by so lid2sta te ferm en ta t ion at 28 ℃ fo r 96 hou rs.

Key words: Β2m annanase; A sp erg illus n ig er; so lid2sta te ferm en ta t ion; respon se su rface analysis
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