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魔芋葡甘露聚糖的酶水解工艺条件
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摘 要：研究了利用黑曲霉(Aspergillus niger)E-56菌株所产高活力p甘露聚糖酶水解魔芋葡甘

露聚糖的工艺条件。在单因素试验的基础上，进一步通过正交试验确定酶法制备甘露低聚糖的最

佳工艺条件为：魔芋胶质量浓度240 g／L(去离子水配制)，加酶量为120 U／g，50℃酶解8 h。在该

工艺条件下，酶解液中葡甘露低聚糖的平均聚合度(DP)在1．8～1．9范围内。
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Study on Hydrolytic Conditions of Konj ak Giucomannan by,6-Mannanase
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(1．School of Food Science and Technology，Jiangnan University，Wuxi 214122，China 2．School of Medicine，
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Abstract：The hydrolytic conditions of konjak gum for producing glucomannan oligosaccharides

were studied with high activity J9-mannanase from Aspergillus niger E一56．Based on single factor

test，the optimum conditions were obtained by orthogonal test．The optimum hydrolytic

conditions were as follows：konjak gum solution 240 g／L(with deionized water)，hydrolytic

temperature 50℃，pmannanase dosage 120 U／g konjak gum，and hydrolytic time 8 h．With

these conditions．the range of average polymerization degree(DP)was 1．8～1．9 in hydrolysates．
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魔芋葡甘露聚糖(Konjak glucomannan，

KGM)是一种由胁葡萄糖和胁甘露糖按l：1．6

或1：1．7的摩尔比，以伊1，4糖苷键连接成主链

并含有伊1，3糖苷键支链的高分子不均一多糖[1]。

采用伊甘露聚糖酶水解KGM，可生成2～10个单

糖的魔芋葡甘露低聚糖(konjak glucomannan oil—

gosaccharides，KGMOS)[2]。KGMOS除了具有低

热量、稳定、安全等理化特性外，还能促进肠道内双

歧杆菌等有益菌群增殖，提高机体抗氧化能力，对

实验性高脂血症的防治、降血脂和护肝作用，排除

体内毒素和增强机体免疫力等多种生理功能[3。6J。

酶法制备KGMOS的核心技术是采用高活力伊甘

露聚糖酶和高浓度魔芋胶溶液。但目前发酵酶活

力低，导致酶的生产和使用成本高[71；同时由于魔

芋胶水溶液的粘度非常大，40 g／I。的魔芋胶已呈凝

胶状态，可阻止酶对它的水解作用【8J。因此所有国

内外文献报道的魔芋胶酶水解工艺均采用10～30

g／L的魔芋胶溶液，导致了酶解产物的后处理成本
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很高、生产效率极低，仍处于实验室或中试阶段口]。

针对存在的问题，作者采用E一56菌株所产高

活力伊甘露聚糖酶(另文报道)，设计了一种独特的

魔芋胶酶水解工艺(在不断搅拌下，15～20 min内

将定量的魔芋胶以少量、连续的方式加入含p甘露

聚糖酶的去离子水中)，将魔芋胶质量浓度由10～

30 g／L提高至240 g／L，可实现产业化酶法生产魔

芋葡甘露低聚糖。查新结果表明，未发现与本魔芋

胶酶水解工艺相同的国内外文献报道。

1材料与方法

1．1菌株与酶液

黑曲霉p甘露聚糖酶高产菌株Aspergillus hi-

ger E-56，由江南大学医药学院分子生物学研究室

选育。在优化的固态发酵工艺条件下，于32℃培

养84 h，伊甘露聚糖酶发酵酶活力高达每克干曲42

000 U。该成熟麸曲直接用去离子水浸提，可获伊

甘露聚糖酶粗酶液，酶活力达12 000 U／mL以上。

该酶的最适反应温度和pH分别为70℃和3．5，温

度低于70℃、pH为2．5---8．0范围稳定，A13+、Ca2十

对酶有激活作用，Ag+对酶有一定的抑制作用。

I．2原料与试剂

麸皮、豆饼粉和玉米浆：无锡市恒盛生物技术

有限公司提供；甘露糖、角豆胶：购自Sigma公司；

魔芋胶(普通魔芋精粉PK04，粒度≥40目，KGM

质量分数≥70％、蛋白质质量分数≤4．6％、脂肪质

量分数≤0．1％、淀粉质量分数≤0．5％、水分质量

分数≤12％、SO。质量分数≤0．3％、灰分质量分数

≤3．0％)：购自成都百仕隆生物科技有限公司；其

它试剂均为国产分析纯。

1．3实验方法

1．3．1伊甘露聚糖酶活力测定按文献[10-]并略

作修改：在2．4 mL 5．0 g／L角豆胶底物溶液(用

pH 4．8乙酸一乙酸钠缓冲液配制)中加入0．1 mL

适当稀释的酶液，(50±0．2)℃恒温水浴保温15

min；采用DNS法测定酶解产生的还原糖量。在上

述条件下，以每分钟酶解角豆胶底物释放l t-mol还

原糖(以甘露糖计)所需的酶量定义为1个_B一甘露

聚糖酶活力单位(U)。

L 3．2魔芋胶总糖和游离还原糖含量测定

1)魔芋胶总糖含量测定 该总糖是指KGM

(不含淀粉)提取液被酸完全水解后所有还原性单

糖之总。称取0．100 g魔芋胶，加入0．01 mol／L的

甲酸一氢氧化钠缓冲液(pH 3．2)40 mL，于室温溶胀

4 h并定容至50 mL，4 000 r／min离心20 rain，上清

液即为KGM提取液。吸取4 mI。提取液于25 mL

的具塞试管中，加入0．5 mL 6 mol／L的H。S0。，混

匀，于沸水浴中密闭水解1．5 h，NaOH中和并定容

至lO mL。取滤液0．5 mL用DNS法测定还原糖

量。总糖按公式(1)计算：

魔芋胶总糖质量分数=焉要褂X 100％

(1)

2)魔芋胶游离还原糖含量测定 游离还原糖

是指样品水解前的还原糖。称取0．250 g魔芋胶，

置250 mL的具塞三角瓶中，加去离子水70 mL室

温溶胀2 h并定容至i00 mL，4 000 r／rain离心20

min，取上清液2．5 mI。用DNS法测定还原糖量，游

离还原糖含量按公式(2)计算：

魔芋胶游离还原糖质量分数=

颦錾鬟檠掣×100％ (2)
魔芋胶量(g) 一 ～7

3)魔芋胶葡甘露聚糖含量计算 KGM是指

样品中魔芋胶总糖含量与游离还原糖含量之差乘

以0．9(换算系数)，按公式(3)计算：

魔芋胶葡甘露聚糖质量分数一型趟篁娶嬖垄搴擎幽×o．9X100％
魔芋胶量(g)

⋯‘

(3)

1．3．3魔芋胶水解率测定伊甘露聚糖酶水解魔

芋胶一定时间，取样、灭酶、离心，取上清液适当稀

释后用DNS法测定还原糖(以甘露糖计)量。魔芋

胶水解率按公式(4)计算：

魔芋胶水解率=

酗邀幽篥娶东篷絮塑数×100％魔芋胶总糖量(g)
⋯～“

(4)

1．3．4酶解液平均聚合度测定平均聚合度(DP)

是指魔芋胶总糖量与酶解液还原糖量之比值。数

值越接近1，表示酶解越彻底。当制备魔芋葡甘露

低聚糖时，该比值一般控制在1．8---,1．9之间【7]。

平均聚合度(DP)一毒襄辍黧潞(5)
2结果与讨论

2．1魔芋胶总糖和游离还原糖含量

同一批魔芋胶样品重复多次测定，结果见表1。

经统计学方法[110检验，总糖含量的标准差艿=

±0．46，变动系数CV=士0．57；游离还原糖含量的

标准差艿一±0．093 9，变动系数CV一土2．2，实验

数据可靠。由此可确定该魔芋胶样品的总糖质量
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分数为80．19％，游离还原糖质量分数为4．30％，

KGM质量分数为68．30％。

表1 魔芋胶总糖和游离还原糖含量测定结果

Tab．1 Determination of the total sugar and free reducing

sugar

2．2魔芋胶酶解条件单因素试验

2．2．1酶解pH值的选择在每克魔芋胶加酶量

80 U、50℃水解6 h条件下，试验了用去离子水及

不同pH值缓冲液配制的魔芋胶溶液(80 g／L)对水

解率的影响(见表2)。表2结果表明，用pH 5．5～

6．5缓冲液配制的魔芋胶溶液的水解率较低(<

47％)；用去离子水(pH 6．0左右)或pH 3．0～5。0

缓冲液配制的水解率较高(>50％)，以pH 3．5最

高。与所用伊甘露聚糖酶的最适作用pH 3．5相吻

合[1 2|，也表明离子强度对该酶有一定影响。考虑到

缓冲液离子将给酶解液精制带来困难和增加生产

成本，因此在实际应用中以去离子水配制魔芋胶溶

液[8“3l。以下试验均采用去离子水配制魔芋胶溶

液。

表2魔芋胶溶液pH值对水解率的影响

Tab．2 Effect of the pH of konjak gumsolution on hydrolytic

rate

2．2．2魔芋胶酶解加酶量的确定 在魔芋胶质量

浓度80 g／L、50℃水解6 h条件下，试验了加酶量

对魔芋胶酶解液平均聚合度(DP)的影响(表3)。

随着加酶量的增加，酶解液中的还原糖量逐渐增

加，平均聚合度逐渐降低。由于本试验的目的是获

取高含量的魔芋葡甘露低聚糖，尽量减少单糖的

量，因此参考李剑芳等人Ⅲ的文献报道，将DP控制

在1．8～1．9范围内，即加酶量确定为每克魔芋胶

70～80 U。

表3 加酶量对魔芋胶酶解液还原糖量及DP的影响

Tab．3 Effect of the dosage of enzyme on reducing sugar and

DP of hydrolysates

2．2．3 魔芋胶酶解时间的影响 在魔芋胶质量浓

度80 g／L、50℃、加酶量分别取40、60、80 U／g的

条件下，试验了不同酶水解时间对酶解液DP的影

响(见图1)。由图1可见，酶解液DP随酶解时间增

加而逐渐降低，且发现加酶量和酶解时间对DP的

影响是关联的，即达到一定的DP，加酶量越大，酶

解时间越短；加酶量越少，酶解时间越长。为了控

制DP在1．8～1．9范围内，在加酶量分别取40、60、

80 U／g的情况下，对应的酶解时间控制在10～12

h、7～9 h和5～6 h。

2．5

2．3
山
凸

舞2．1
磔
蜉1．9
牛
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40℃、90 U，50℃、70～80 U，60℃、60 U。

表4酶解温度对魔芋胶酶解液还原糖量及DP的影响

Tab．4 Effect of temperature on the reducing sugar and DP of

konjak hydrolysates

2．2．5魔芋胶质量浓度的影响 首先在50℃水

解6 h条件下，试验了魔芋胶质量浓度对DP的影

响(见图2)。由图2可见，魔芋胶质量浓度越高，

DP也越高，当魔芋胶质量浓度超过200 g／L时，DP

均大于1．9。为达研究目的，作者采取了延长酶解

时间的措施。在每克魔芋胶加酶量100 U、酶解温

度50℃下，分别于4、6、8、10 h测定(见图3)。由

图3可见，为使DP值在1．8～1．9范围内，反应时

间需8 h。

山
口
蜊
．d口

磔
霸
}

魔芋胶质量浓度／(∥L)

图2魔芋胶质量浓度对酶解液平均聚合度的影响

Fig．2 Effect of konjak solution concentration On the DP

of hydcolysates

2．3魔芋胶酶解条件正交试验

2．3．1正交试验结果选择加酶量、魔芋胶浓度、

酶解时间3个因素，利用正交试验表L。(34)进行三

因素三水平正交试验(见表5)。表5结果表明，加

酶量的极差R=0．17为最大，魔芋胶质量浓度的

极差R=0．06为最小。为控制DP在1．8～1．9

内，同时考虑工艺的简化和成本的最小化，故最佳

魔芋胶酶水解工艺条件为：加酶量为120 U／g，魔芋

胶质量浓度240 g／L及50℃水解8 h。

山
。
蜊
dⅡ

繇
露
}

酶解时间／h

图3酶解时间对魔芋胶酶解液平均聚合度的影响

Fig．3 Effect of hydrolytic time on the DP of konJak

hydrolysates

表5正交试验数据及处理结果

Tab．5 Data and Results of k(34)orthogonal test

2．3．2最佳酶水解条件验证选用上述最佳魔芋

胶酶水解工艺条件，重复试验3次(见表6)。由表6

可见，3次试验结果DP值均在1．8～1．9之间，符

合研究目标。

表6最佳酶水解条件的验证

Tab．6 Verification of the optimum hydrolytic conditions
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3 结 语

利用黑曲霉(Aspergillus niger)E一56菌株所

产高活力伊甘露聚糖酶，研究了魔芋葡甘露聚糖的

酶水解工艺条件。在单因素试验的基础上，进一步
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