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无花果曲霉固态发酵中菊粉酶的提取工艺
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摘 � 要: 对无花果曲霉固态发酵中菊粉酶的提取工艺进行了研究。主要研究了溶剂种类、提取时

间、固液质量体积比、振荡频率和提取温度等因素对酶活的影响,确定了最佳提取工艺: 以 pH 为

4� 5的 0� 1 mol/ L 醋酸缓冲液为提取溶剂, 提取时间 40 min, 固液质量体积比 1 � 20� 5,振荡频率
为 207 r/ min, 提取温度 39� 6 � ,菊粉酶的提取得率相对于初始提取条件可以提高 50%以上。
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Abstract:T he targ et of this study is to develop a ef f icient ex tract process of inulinase f rom

A sp er gi llus f i cuum by solid state fermentation. For this, the ex t ract process parameters w er e

carefully invest igated and listed as fol low s: 0. 1 mol/ L sodium acetate buffer of pH 4. 5 w as used

fo r ex tr act ion solvent, the rat io of so lid to liquid o f 1: 20. 5, temperatur e o f 39. 6 C, st irring rate

of 207 r / min, ex tr act ion t ime of 40 m in. By the opt imum conditions, the enzyme recovery yield

w as incr eased by more than 50% , when compared w ith that of the init ial condit ions.

Key words: A sp ergi l lus f icuum , inulinase, so lid-state fermentat ion, ext raction technolog y

� � 菊粉酶是一种主要来源于微生物的多糖水解

酶,可催化水解菊粉中的�-2, 1糖苷键,生产高果糖

浆和低聚果糖
[ 1- 3]
。低聚果糖是一种水溶性膳食纤

维,具有低热能值、抗龋齿、增殖肠道内双歧杆菌等

优点,是常用的功能性食品添加剂。利用菊粉酶水

解菊粉生产果糖,相对于传统的淀粉转化法, 果糖

得率可由 45%提高到90%以上。菊粉酶的生产,传

统方法一般采用液态发酵。近年来, 也有学者报道



使用固态发酵法生产菊粉酶[ 4- 7] 。

固态发酵相对于液态发酵具有成本低、工艺简

单、产酶活力高等众多优点, 在酶制剂生产上具有

巨大的潜力。但在固态发酵中, 各种发酵代谢产物

在固体曲中高浓度积累, 这也为下游工程的处理带

来了困难。目前对固态发酵的研究大多集中在微

生物发酵方面, 对如何有效地把发酵代谢产物从固

体曲中提取出来研究较少,而在整个生物工艺过程

中,产物的回收成本占整个生产成本的 80%以上,

因而研究固体曲中发酵产物的提取具有重要意

义
[ 8]
。Ramadas

[ 9 ]
等利用双水相法从固态发酵基质

中提取淀粉葡糖苷酶; Ikasari[ 10]等研究了不同条件

下固体曲中蛋白酶的提取效果; Cast ilho[ 11] 等采用

了不同的实验模型研究了固态发酵中果胶酶的提

取; M arcio M azut ti[ 12] 等利用酵母固态发酵甘蔗渣

生产菊粉酶,并研究了菊粉酶的提取条件。

作者利用无花果曲霉固态发酵生产菊粉酶, 系

统研究了固体曲中菊粉酶的提取工艺,主要考察了

溶剂种类、时间、温度、振荡频率和固液质量体积比

等因素对菊粉酶提取得率的影响。

1 � 材料和方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 菌种 � 无花果曲霉,作者所在实验室保存。

1� 1� 2 � 主要试剂和设备 � 菊粉: 优级纯, Sigma 公

司,用于酶活测定; 菊芋粉: 由菊芋洗净、去皮、切

片, 50 � 烘干粉碎而得,用于培养基; SW-CJ-1F 双

人单面超净工作台: 苏州安泰空气技术有限公司产

品; HYG-A 型回转恒温调速摇瓶柜: 江苏太仓市实

验设备厂产品; U V-2100紫外分光光度计: 尤尼科

上海仪器有限公司产品; H H-6数显恒温水浴锅: 江

苏省金坛市仪器制造有限公司产品; THZ-82A 水

浴恒温振荡器: 金坛市荣华仪器制造有限公司产

品。

1� 1� 3 � 培养基
1)斜面培养基( g/ L ) : 马铃薯 (洗涤, 去皮, 切

碎) 200,葡萄糖 15,琼脂 20。

2)种子培养基( g/ L) :菊粉 20,蛋白胨 20,酵母

膏 10。

3)固体培养基: 250 mL 三角瓶中添加固体基

质麸皮 10 g , 菊芋粉 11� 47 %, NH 4H 2 PO4 0� 76
%, NaCl 0� 5%, MgSO4 0� 05 %, ZnSO 4 0� 01 %,

KH 2PO 40� 1 %, 玉米浆5� 71 %, 吐温-80 0� 5 % (均

为相对于固体基质的质量分数) , 固液质量体积比 1

g � 1� 3 mL,初始 pH 5� 5。
1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 培养方法

1)斜面培养方法: 30 � 培养 72 h。

2)种子培养方法: 250 mL 的三角瓶装液 30

mL, 121 � 灭菌 15 m in, 接种后, 30 � 、200 r/ min

摇瓶培养 24 h。

3)固态培养方法: 接种后, 121 � 灭菌 30 m in,

28 � 静止培养 72 h, 期间翻曲 3~ 4次。

1� 2� 2 � 菊粉酶的提取 � 实验所用固体发酵曲均来
自同一批发酵样, 经混匀后在- 20 � 冰箱保存备
用。每次取出一定量发酵曲, 加入一定比例溶剂,

振荡提取一定时间后,纱布过滤, 获得滤液,然后在

5 000 r/ m in离心机上离心 10 m in, 取上清液, 并记

录体积[ 7]。

1� 2� 3 � 菊粉酶测定 � 采用 3, 5-二硝基水杨酸

( DNS) 法[ 8] 测定, 具体测定方法如下: 取 0� 2 mL

粗酶液,加入 2 mL 底物(质量分数 2%蔗糖溶液,用

pH4� 5的 0� 2 mo l/ L 醋酸缓冲液配制) , 50 � 反应

30 min 后, 沸水浴 5 min 使酶失活, 然后冷却至室

温,测定水解物中还原糖含量。在相同条件下, 以

直接在沸水浴中加热 5 min失活的酶液作对照。菊

粉酶活力单位定义为: 在上述条件下, 以每分钟转

化生成 1 �mol 还原糖所需的酶量为一个酶活力单

位( U )。

1� 2� 4 � 响应面试验 � 采用可旋转中心组合设计方
法进行试验设计, 以液固质量体积比、振荡频率、温

度 3个因素作为自变量,以提取的菊粉酶酶活( Y )

为响应值,设计 3 因素 5水平的响应面试验。试验

结果利用 SAS8� 1软件分析。

表 1� 试验设计因素水平编码表

Tab. 1 � Factors and levels of experimental design

变量
代码

- 1� 681 79 - 1 0 + 1 + 1� 681 79

X 1 固液质量体积比/ ( g / mL ) 1� 11� 6 1� 15 1� 20 1� 25 1� 28� 4

X 2 振荡频率/ ( r / min) 116 150 200 250 284

X 3 温度/ � 31� 6 35 40 45 48� 4
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2 � 结果与讨论

2� 1 � 溶剂种类对菊粉酶提取的影响
溶剂种类对菊粉酶提取效果的差异主要是由

于溶剂离子强度和极性的不同。各种溶剂的提取

效果如表 2所示。

表 2� 溶剂种类对提取效果的影响

Tab. 2 � Effect of dif ferent solvents on inulinase extraction

溶剂种类及其 pH 值 相对酶活/ %

0. 1 mo l/ L 磷酸二氢钠- 柠檬酸缓冲液
pH 3. 0

81. 3

0. 1 mo l/ L 磷酸二氢钠- 柠檬酸缓冲液
pH 3. 5

87. 1

0. 1 mol/ L 乙酸- 乙酸钠缓冲液pH 4. 0 80. 6

0. 1 mol/ L 乙酸- 乙酸钠缓冲液pH 4. 5 100

0. 1 mol/ L 乙酸- 乙酸钠缓冲液pH 5. 0 95. 3

0. 1 mol/ L 乙酸- 乙酸钠缓冲液pH 5. 5 93. 1

0. 1 mo l/ L 磷酸氢二钠- 磷酸二氢钠缓
冲液 pH 6. 0

86. 3

0. 1 mo l/ L 磷酸氢二钠- 磷酸二氢钠缓
冲液 pH 7. 0

81. 0

0. 1 mo l/ L 磷酸氢二钠- 磷酸二氢钠缓
冲液 pH 8. 0

76. 1

10% NaCl溶液 88. 7

20% NaCl溶液 81. 3

10%乙醇溶液 86. 7

20%乙醇溶液 72. 6

蒸馏水 77. 1

� 注:表中数据是以提取所得的最高酶活为 100% , 提取条
件:时间为 60 min, 振荡频率为 150 r/ m in, 温度为常温。

� � 表 2显示, 溶剂的使用能减少菊粉酶的损失,

其中提取效果最好的是pH 4� 5的 0� 1 mol/ L 乙酸-

乙酸钠缓冲液, 相对于蒸馏水提取, 菊粉酶酶活提

高了 22� 9%。这与文献报道的结果相似, M arcio

Mazut ti
[ 12]
等利用 pH4� 8 的 0� 1 mol/ L 乙酸-乙酸

钠缓冲液提取菊粉酶, 相对于蒸馏水提取, 菊粉酶

酶活提高了 14� 1%。
2� 2 � 响应面试验结果

可旋转中心组合试验设计的结果如表 3所示。

� � 通过 SAS 软件对试验数据进行二次多项回归

拟合,得到二次多项式回归模型为:

� Y = 97� 626 4+ 1� 586 9X 1+ 2� 308 8X 2-

� � 1� 152 2X 3- 8� 551 9X 12+ 0� 137 5 X 1X 2+

� � 0� 437 5X 1X 3- 9� 029 2X 22- 0� 837 5X 2X 3-

� � 7� 455 9X 32

表 3� 试验设计与结果

Tab. 3 � Experimental design and results

序号

固液质量
体积比 X 1 /

( g/ mL )

振荡频率
X 2 /

( r/ min)

温度
X3 /

�

相对

酶活/
%

1 - 1 - 1 - 1 69. 9

2 - 1 - 1 1 68. 2

3 - 1 1 - 1 74. 1

4 - 1 1 1 71. 9

5 1 - 1 - 1 69. 8

6 1 - 1 1 72. 7

7 1 1 - 1 77. 4

8 1 1 1 74. 1

9 - 1. 681 79 0 0 70. 4

10 1. 681 79 0 0 77. 4

11 0 - 1. 681 79 0 68. 2

12 0 1. 681 79 0 76. 9

13 0 0 - 1. 681 79 80. 4

14 0 0 1. 681 79 73. 6

15 0 0 0 96. 1

16 0 0 0 97. 8

17 0 0 0 97. 6

18 0 0 0 100

19 0 0 0 98. 2

20 0 0 0 95. 9

� 注:表中数据是以提取所得的最高酶活为 100% , 提取时

间 60 min。

� � 表 4方差分析结果显示,该模型极显著( ( P model

> F) = 0� 0001) , SAS软件的分析结果显示, 该模型

的决定系数为 98� 96%, 表示仅有 1� 04%的变更无
法用该模型解释。因此, 该模型与实际情况拟合良

好,具有较好的代表性, 可以对实验结果进行分析

和预测。

表 4方差分析显示, X 1、X 2、X 12、X 2
2
和 X 3

2
的

置信度均大于 99 %, 对菊粉酶的提取具有极显著

影响, X 3的置信度大于 95 %, 对菊粉酶的提取具有

显著影响。X 1 X 2、X 1 X 3、X 2 X 3 3 项的置信度均小

于 90% ,表明 3项之间无明显交互作用。

在提取过程中,酶能否充分溶散在溶剂中影响

着提取效果, 这不但与溶剂的加入量有关, 而且还

与溶剂对固体基质的溶解能力有关, 提取过程中,
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振荡可以加快酶在溶剂中的扩散和溶解, 但是振荡

频率过大会加大酶的机械损伤, 从而使酶失活。温

度也是影响提取效果的重要因素, 温度过低可能会

影响固体基质及酶在溶剂中的溶解效果, 温度过高

则酶的热稳定性下降,酶易失活。

经 SAS软件分析,当 X 1 (固液质量体积比) = 1

g � 20� 5 mL, X 2 (振荡频率) = 207 r/ m in, X 3 (温度)

= 39� 6 � 时, Y 值达到最大, 即菊粉酶提取效果最

好。

表 4� 方差分析表

Tab. 4� Analysis of variance of the regression parameters

因素 标准误差 平方和 自由度 F 值 Pr> F 显著性

X 1 0. 452 01 34. 392 9 1 12. 325 8 0. 005 624 0 * *

X 2 0. 452 01 72. 801 5 1 26. 090 9 0. 000 458 7 * *

X 3 0. 452 01 18. 132 1 1 6. 498 3 0. 028 905 2 *

X 1
2 0. 440 02 732. 037 1 1 262. 349 8 0. 000 100 0 * *

X 2
2 0. 440 02 1 000. 004 1 358. 384 8 0. 000 100 0 * *

X 3
2 0. 440 02 801. 137 2 1 287. 114 2 0. 000 100 0 * *

X 1 X 2 0. 590 58 0. 151 3 1 0. 054 2 0. 820 596 7

X 1 X 3 0. 590 58 1. 531 3 1 0. 548 8 0. 475 853 7

X 2 X 3 0. 590 58 5. 611 3 1 2. 011 0 0. 186 566 0

模型 2 665. 799 9 106. 153 1 0. 000 100 0 * *

误差 27. 903 1 10

总和 2 692. 892 1 19

2� 3 � 提取时间对菊粉酶提取的影响
在确定了提取溶剂、振荡频率、温度和固液质

量体积比等因素后, 对菊粉酶提取所需的最佳时间

进行了考察。时间的长短与酶的溶散效果、所受的

机械损伤程度、热失活程度等都有关系, 由图 1 可

知,菊粉酶最佳提取时间为 40 min。

图 1 � 提取时间对菊粉酶提取的影响

Fig. 1 � Effect of time on the extraction of inulinase

� � 根据以上所优化的提取条件, 对提取效果进行

验证,即在提取溶剂为 pH 4� 5的醋酸缓冲液,固液

质量体积比为 1 g � 20� 5 mL, 振荡频率为 207 r/

min,温度 39� 6 � ,提取时间 40 min 条件下对菊粉

酶进行提取, 相对于最初的以水为提取溶剂, 固液

质量体积比为 1 g � 20 mL,振荡频率为 150 r/ m in,

温度常温,提取时间 60 min 条件下, 菊粉酶的提取

得率提高了 50%以上。

3 � 结 � 语

对无花果曲霉固态发酵中菊粉酶的提取工艺

进行了研究, 主要考察了溶剂种类、提取时间、温

度、振荡频率、固液质量体积比等影响菊粉酶提取

效果的因素。菊粉酶最佳的提取工艺为: 以 pH4� 5
的 0� 1 mol/ L 醋酸缓冲液为提取溶剂, 提取时间 40

min,固液质量体积比 1 g � 20� 5 mL,振荡频率 207

r/ m in,提取温度 39� 6 � ,菊粉酶的提取得率, 相对

于初始提取工艺,可提高 50%以上。
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