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黑曲霉产粥化酶的发酵条件优化和浓缩酶液的制备

赵允麟， 姜晓红， 张倩， 顾宇峰
(江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏无锡214036)

摘要：对作者所在实验宣保藏的高产果胶酶的粥化酶产生菌株A．niger 537进行发酵营养和培

养条件的优化，确定优化的工艺条件，果胶酶、纤维素酶、木聚糖酶、蛋白酶和糖化酶的干曲酶活分别

达到4 973，199．8，4 993．3，26 636．7，3 170弘／g．同时对浸提条件及浓缩酶液的制备进行了考察．
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Optimal Macerating Enzyme Fermentation Condition by Aspergillus niger

and the Condensed Enzyme Liquid Preparation

ZHAO Yun—lin，JIANG Xiao—hong， ZHANG Qian， GU Yu—feng

(Key Laboratory of Industrial Bioteehnology，Minstry of Education，Southze Yangtze University，Wuxi 214036，China)

Abstract：The optimal nutrition and culture conditions of Aspergillus niger strain 537 were

studied．The solid koji activity of pectinase，CMCase，xylanase，glucoamylase and proteinase were

4 973．6，199．8，4 993．3，3 170．0，26 636．7 U／g，respectively．The extracting conditions of the

fermented broth was also studied．
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粥化酶(macerating enzymes)又称软化酶，它

是一种复合酶，主要有果胶酶、半纤维素酶、纤维素

酶、蛋白酶、淀粉酶等[1]．粥化酶可由单一微生物培

养产生，其中各种酶的比例可根据使用要求的不

同，通过菌种或营养、培养条件的改变而变化．它主

要用于果蔬加工，可促进过滤，提高出汁率，因此这

种复合酶的研究具有很好的实际意义和应用前景．

作者对粥化酶产生菌A．niger 537的营养条件和培

养条件进行了考察，确定了优化的工艺条件，并研

究了酶液的制备和浓缩条件．

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 菌株果胶酶产生菌黑曲霉A．niger 537，

作者所在实验室保藏．

1．1．2试剂 低酯果胶：苏州丹尼尔公司惠赠，酯

化度约为28％；高酯果胶：苏州丹尼尔公司惠赠，酯

化度约为81％；苹果渣：自制(国光苹果切碎榨汁后

用两层纱布过滤，滤渣烘干粉碎)；其他试剂均为分

析纯．

1．2培养基

1．2．1斜面活化培养基PDA培养基．

1．2．2 基础发酵培养基 麸皮4 g，豆饼粉1 g，

(NH4)2S04 0．1 g，水6 mL．

1．3测定方法

1．3．1果胶酶酶活测定Somogyi法[引．

1．3．2纤维素酶酶活测定DNS法[引．
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1．3．3木聚糖酶酶活测定DNS法[引．

1．3．4蛋白酶酶活测定Folin法[51．

1．3．5糖化型淀粉酶酶活测定见文献E63．

1．4干曲酶活的测定

把发酵鲜曲经过1次、2次、3次浸提，由3次浸

提液的单位体积酶活和浸提液体积算得总酶活，用

总酶活除以经烘干后得曲的干重，即得干曲酶活

(U／g)．

2结果与讨论

2．1营养条件的正交优化

选择低酯果胶：蔗糖、NH。N03、KH。PO。、固水

比4个因素作为影响产酶培养基的主要因子，分别

以不同浓度选择3个水平，列L。(34)表，综合极差

分析结果见表1，2．

表1正交试验方案

Tab．1 Orthogonal layout of factors and number

注：(1)果胶8 g／dL+蔗糖2 g／dL；(2)果胶5 g／dL+蔗
糖5 g／dL；(3)果胶2 g／dL+蔗糖8 g／dL．

裹2正交试验结果

Tab．2 The results of orthogonal experiment

下：

通过正交度验可以看出，各种酶的正交结果如

果胶酶：D>A>C>B A281CzD。

纤维素酶：C>D>B>A A。B：c1D，

木聚糖酶：D>B>C>A A：B：C1D。

糖化酶：C>D>B>A A。B2ClDl

蛋白酶：D>C>B>A A382ClDl

最优产酶营养条件各不相同，除了果胶酶以

外，因素C和D对其它酶的产酶影响比较大，因素

A的影响比较小．对于纤维素酶、木聚糖酶、糖化

酶、蛋白酶来说，其最优条件基本一致，因此试验以

果胶酶为主，相应考虑其它酶类．综合极差分析取

相对较优的培养基组成为A。B。C。D。，即低酯果胶

0．25 g，蔗糖0．25 g，NH4N030．15 g，KH2P04 0．1

g，固水比为1：1．2．当然，培养基组成可以根据不

同的加工原材料、不同的生产需求进行一定的调

整，从而变化黑曲霉产酶的酶系组成．如生产中需

要的蛋白酶和淀粉酶相应比较多时，可以考虑调整

为A382ClDl．

2．2培养条件的选择

2．2．1接种量对产酶的影响 以孢子悬浮液(106

个／mL)接种，接种量过低其生长缓慢，发酵周期延

长，增加了染菌的可能性，而过高的接种量则会造

成菌株生长迅速，曲温过高不利于产酶[7]．从表3中

可以看出，接种量在0．03 mL／g湿料比较合适．

表3接种量对537菌株产酶的影响

Tab．3 The effect of inoculative amount on enzyme

production

2．2．2装料量对产酶的影响 在500 mL三角瓶

中，装有不同量的培养基，结果见表4．装料量过

多，菌株产酶能力变弱．这是因为装料多，料面厚不

利于通气，因此影响产酶E 8‘，所以在大三角瓶中培

养比在小三角瓶中培养的酶活力高．

表4装料量对537菌株产酶的影响

Tab．4 The effect of medium contents On enzyme production

by 537

2．2．3 最优条件试验干曲酶活是衡量菌株产酶

 

 万方数据



第4期 赵允麟等：黑曲霉产粥化酶的发酵条件优化和浓缩酶液的制备 63

水平的重要参数．三角瓶中装入10 g优化培养基

(麦麸8 g，豆饼粉2 g，低酯果胶0．5 g，蔗糖0．5 g，

NH4N03 0．3 g，KH2P04 0．2 g，吐温一80 0．02 g，固

水比为1：1．2)，以0．03 mL／g湿料的接种量接人菌

株537孢子悬液(106个／mL)，于30℃培养72 h后

浸提3次测酶活，并计算各酶的总酶活．总酶活除

以干曲重(3．06 g)所得商即为干曲酶活，见表5．

表5最优条件下试验结果

Tab．5 The experimental result under the optimal condition

酶 干曲酶活／(U／g)

果胶酶

纤维素酶

木聚糖酶

蛋白酶

糖化酶

4 973．6

199．8

4 993．3

26 636．7

3 170．0

2．3浸提条件的选择

2．3．1 浸提溶剂的选择将发酵成熟的固体培养

物分别用5倍2％CaCl：溶液、2％NaCI溶液、自来

水，在往复式摇床上于30℃，120 r／min下振荡1 h，

取滤液测定酶活，结果见图1．可以看出：用无机盐

溶液浸提比用纯自来水浸提效果好，其中CaCI。溶

液的浸提效果最好．

2．3．2浸提时间的选择 固体培养物加入5倍的

2％CaCl。溶液后子30℃，120 r／min下分别振荡浸

提0．5，1，1．5，2，3 h后测酶活，结果见图2．可以

看出，浸提时间对各种酶的提取效果是有影响的，，

各酶活力并不是一直随浸提时间延长而增加，当时

间增加至1．5 h后，酶液中的酶活力呈下降趋势，从

而确定最适浸提时间为1．5 h．

2．3．3浸提液量的选择 固体培养物加人5倍、

10倍、15倍的2％CaCl2溶液后分别于30℃，120 r／

min下浸提1 h，测定浸提液中的酶活，结果见表6．

浸提酶液中各酶的单位体积酶活随着浸提液体积

的增加而降低，但是总酶活是逐渐增加的，浸提倍

数为15倍和10倍的总酶活比5倍的分别提高了约

50％和20％．但是必须考虑到尽量减少浓缩所消耗

的动力能源，以5倍固液比浸提比较经济，滤渣残

存酶活可采用多次浸提加以提取．

图1浸提溶剂对酶活的影响

Fig．1 The effect of different extracting media on the activity of enzymes

图2浸提时间对酶活的影响

Fig．2 The effect of different extracting time on the activity of enzymes
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2．4浓缩酶液的制备

2．4．1 浓缩方法的选择 由于液体酶需要长期保

存，其酶浓度的增加是必不可少的．实验中分别考

察了卷式膜超滤浓缩、中空纤维膜超滤浓缩以及真

空减压浓缩3种方法对酶液浓缩的影响．卷式膜超

滤浓缩选用UF202型超滤器，膜相对分子质量为

30 000，在25℃，40 kPa(冷却水温18℃)的条件下

浓缩，浓缩倍数为7倍左右．真空减压浓缩选用R一

501旋转蒸发器，在50℃，0．1 MPa的真空条件下

浓缩，浓缩倍数为5倍左右．中空纤维膜超滤浓缩

实验中酶液先用硅藻土进行过滤后，选用UPIS-503

型中空纤维膜的超滤装置，膜相对分子质量为

10 000，在室温下于60～80 kPa的操作压强下进行

浓缩，浓缩倍数在25倍左右．各种浓缩方法的回收

率见表7．

可以看出，中空纤维膜超滤浓缩的效果最好，

回收率都达到了90％，而卷式膜超滤浓缩和真空减

压浓缩的回收率比较低．在实验中发现，用卷式膜

超滤浓缩时较易发生堵塞，浓缩倍数较低，回收率

降低．而采用真空减压浓缩不仅动力消耗高，而且

由于浓缩时温度升高，酶液较易失活，使得酶的回

收率比较低．因此选用中空纤维膜进行超滤浓缩比

较合适．

表7浓缩方法的比较

Tab．7 The recovery rates with different methods of conden-

sation

2．4．2超滤浓缩对酶活力的影响 由于液体酶需

要长期保存，其酶浓度的增加是必不可少的．试验

中酶液先用硅藻土进行过滤后，选用UPIS一503型

中空纤维膜的超滤装置，膜截留相对分子质量为

10 000，在室温，60～80 kPa的操作压强下进行浓

缩，浓菌倍数在25倍左右，结果见表8．可以看出，

中空纤维膜超滤浓缩的效果很好，回收率都达到

90％．

表8超滤浓缩结果

Tab．8 The results of ultrafiltration experiments

授提液(5 L) 130．33 104．67 4．37 71．11 640

硅藻土滤液(5 L)129．03 102．62 4．26 67．78 616

超滤浓缩液(o．2 L)3 039 2 298．7 100．0 1 527．8 14 600

浸是液总黜 3 2． 6 3
oVl／、4

65．2 52． 18 35． 2
(，、10 U)

。 “ 。 。。

硅藻j啤液烹活力64．5 51．3 2．13、33．9 308
(×104 U)

。。 “。 ‘

超繁静舻力so．s te．o z．oo sⅢ29z

硅藻土回收率(％) 99 98 97 95 96

超滤回收率(％) 94 89．6 94 90 95

总回收率(％) 93 88 91 85．5 91．2

3 结 论

1)通过对菌种营养条件和培养条件的研究得

到优化的发酵工艺条件，最优条件试验菌种果胶

酶、纤维素酶、木聚糖酶、蛋白酶和糖化酶的干曲酶

活分别达到4 973，199．8，4 993．3，26 636．7，

3 170．0 U／g．

2)对浸提条件进行了考察，最佳浸提条件为

2％CaCl2溶液以1：5的固液比加入鲜曲中，于30

℃，120 r／min振荡条件下浸提1．5 h．

3)选择中空纤维膜超滤浓缩方法，酶活回收率

都达到了90％．
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相当一部分丙酮酸流向乙酰CoA，使得从丙酮酸到

缬氨酸的流量减少．然而，对发酵液进行有机酸的

分析表明，加入VB。可使发酵液中乙酸及草酰乙酸

的质量浓度降低．因此，下一步选育缬氨酸的高产

菌株，除了迸一步加强丙酮酸向缬氨酸方向流动

外，还要设法减弱丙酮酸形成草酰乙酸和乙酰CoA

方向的消耗．减弱丙酮酸羧化酶活性和减少丙酮酸

流向TCA循环的流量，可望有效地提高缬氨酸产

量和缬氨酸对葡萄糖的转化率．
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