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米曲霉 !!半乳糖苷酶催化合成
低聚半乳糖的工艺研究

许牡丹，杨伟东，柯 蕾，檀志芬，崔丽娜

!"#$%&’()$’*+,’-."#/0 !"#$%"1

摘 要23456789:;<=>:?>:@AB:&’ CDEF
;<GHIJKLMNOPL@AB:;<=>:67?>
IJKQ&R STUVWXYZI[\] !(F;<^A
_‘GHDEF;<Iab+cdefg&’)*$: ?>
++,:;<=> -$.:@AB -$/ 0 1:6789 2#3R ha
b+cdeiLDEF;<IGHjf 2#*-.R

关键词g[\]LDEF;<L"4F;<^A

!"#$%&’$(!"# $%%$&’( )% ’*+$, *-*’*./ /.&’)(# &)-&#-’0.’*)-,
’#+1#0.’20$, $-34+$ 5+)2-’ 5-6 17 )- ’"$
(4-’"$(*( )% 85/59’):)/*8)(599"50*6$ %0)+ /59’)($
2(*-8 ! :85/59’)(*65($ ;$0$ *-<$(’*85’$6= >"#
0#(2/’ (");#? .( %)//);@ *-*’*./ /.&’)($
&)-&$-’0.’*)-, $-34+$ .+)2-’, .-? ’$+1$0.’20$
".? (’0)-8 *+1.&’( )- ’"$ 0$.&’*)- .-? ’"$
8./.&’) :)/*8)(.&&".0*?$ 4*$/? 0$.&"$? AB=CD
2-6$0 ’"$ )1’*+2+ 9)-6*’*)-(@ ’*+$ ;5( AB",
’$+1$05’20$ ;5( EEF G ’"$ *-*’*./ /.&’)($
&)-&$-’0.’*)- ;.(CHD I 17 ;.( J=H, .-6 ’"$
$-34+$ .+)2-’ ;.( CHK L 8=

)*+ ,-%.#(M(1$08*//2( )0435$N 85/59’):)/*8)(599"50*6$N !:
85/59’)(*65($

中图分类号："#$%&’$() 文献标识码：*
文 章 编 号 ：&%%$+,-,.（$%%.）%&+%&/-+%0

收稿日期：$%%)+%1+$$
作者简介：klmn56)241LoLpqL34rsgtu(vwx*yz

{|R
基金项目："#}~��’������n#$$578#61R

低聚半乳糖（简称 234）是在乳糖的半乳糖基一
侧以 !（5!-），!（5!0）或 !（5!.）键连接有 560 个
半乳糖分子的寡糖类混合物758。234是母乳中的天然
成分，能有效促进双歧杆菌生长繁殖，具有整肠、分

解致癌物质、促进钙吸收和维生素合成等功能 7$8。获

取 234主要有三条途径：从天然原料中提取、酶法合
成和化学合成7-8。但是自然界中 234含量极少，且无
色，不带电荷，难以分离提取；化学合成法需要使用

大量的化学试剂，易造成化学物质残留；酶法合成，

尤其微生物酶法合成，条件温和、生产成本低，是生

产 234最理想的方法。酶法合成 234又分为游离酶
和固定化酶两种 709)8，固定化酶法合成 234 具有酶利
用率高、稳定性好、234 产率高、产物后处理工艺少
等优点，已成为 234合成研究的热点。本文以乳糖为
原料，研究了不同因素对固定化 !+半乳糖苷酶催化
合成 234的影响，并对其合成工艺条件进行了优化。

$ 材料与方法
$%& 材料与仪器
米曲霉 !+半乳糖苷酶 自制；考马斯亮蓝 2+

$)% 英国进口分装；葡萄糖测定试剂盒 上海荣盛
生物技术有限公司；海藻酸钠、乳糖、戊二醛 均为

分析纯试剂。

:;<+5%%=恒温培养摇床，>2+?%5 型电热恒温
培养箱，<<%%//+@A 型微量进样器，1AA 型分光光度
计，B*A%%?电子天平。

&%! 实验方法
5’A’5 固定化酶的制备 将一定浓度的海藻酸钠与
一定比例 !+半乳糖苷酶液混合，C1D水浴使海藻酸
钠融化，再用注射器逐滴滴入氯化钙溶液中，移入

0E冰箱中硬化 $F，过滤洗涤，加入戊二醛溶液，交联
0F，洗涤，测定酶活力。
5’A’A 固定化酶活力的测定 5%GH5I乳糖底物
（J:.’%磷酸缓冲液配制）加入 AK固定化酶，A%%L MGNO、
)%E反应 5%GNO，用葡萄糖试剂盒测酶活。酶活定义
为：在 ))E，J:.’% 条件下，每分钟释放 5"GPQ 葡萄
糖所需酶量为 5个活力单位。
5’A’- 234 的合成 将配制的磷酸缓冲溶液置于
5)%GH 带塞锥形瓶中，加入乳糖溶液，预热后加入固
定化 !+半乳糖苷酶，在转速为 A%%L M GNO 的恒温摇
床中震荡反应，取样，用薄层色谱法检测各糖组分的

含量。

食品添加剂

!"#



!"#$%"$ &%’ ($")%*+*,- *. /**’ 0 %’1234-

!""# 年第 "$ 期

食品工业科技

!"#"$ %&’的检测 采用上行的薄层色谱法，以硅胶
% 作薄板，正丙醇 (水)*+(!+ 为展开剂，点样量为
,"#!- .!/，用苯胺0二苯胺1磷酸溶液喷雾后于 !!,2
加热下显色 !,345，用直接测定法检测各糖组分含量。
!"#"+ 单因素实验 按照 %&’ 的合成方法，以 %&’
合成率为考察指标，依次进行了 6个乳糖浓度 789：
#,、:,、$,、+,、6,、;,；+ 个反应温度 （2）：:,、$,、+,、
6,、;,；6 个 <=：:"+、$"+、+",、+";+、6"+、;"+；!, 个加酶
量 （> . - 乳糖 9：!,、#,、:,、$,、+,、6,、;,、*,、?,、!,,；
!6 个反应时间（@）的单因素实验。每个水平重复 :
次，测定结果取平均值。

!"#"6 正交实验 根据单因素实验结果，以 %&’ 得
率为考察指标，选择反应温度、乳糖浓度、酶用量和

反应时间，设计五因素四水平正交实验 /!67$+9，并重
复 : 次，结果取其平均值，再通过极差分析和实验结
果优化 %&’酶法合成的最佳工艺条件。

! 结果与讨论
!%& 不同因素对 ’()合成的影响
#"!"! 反应时间的影响 在反应温度 +,2、乳糖浓
度 :,8、<=+"+、加酶量 $,> . - 乳糖时，研究了水相中
酶法合成 %&’的反应历程，结果见图 !。

随着时间的延长，乳糖转化率呈上升的趋势，葡

萄糖和半乳糖的产率也呈缓慢上升的趋势，而 %&’
的合成率则呈现先上升后下降的变化，说明 %&’ 的
合成存在着最适的酶反应时间，反应时间太短或太

长都不利于 %&’的合成。
#"!"# 乳糖浓度的影响 在反应时间 :,@、温度
+,2、<=+"+、加酶量 $,> . - 乳糖的条件下，研究了乳
糖浓度对 %&’合成的影响，结果如图 #所示。
当乳糖起始浓度低于 $,8时，随着乳糖浓度的

增加，乳糖转化率逐渐下降，葡萄糖和半乳糖的产率

逐渐增加，%&’ 的合成率也呈增加的趋势，说明在一
定范围内增加乳糖起始浓度能促进 "1半乳糖苷酶
对乳糖的转苷作用。当乳糖起始浓度大于 $,8时，随
着乳糖起始浓度继续增加，%&’ 合成率反而逐渐减
少，这可能是由于乳糖不完全溶解，乳糖分子在水中

的分散状态不好以及大量 "1乳糖异构化，影响了 "1

半乳糖苷酶的催化活力，致使 "1半乳糖苷酶水解和
转苷作用同时下降。

#"!": 反应温度的影响 在反应时间 :,@、<=+"+、乳
糖浓度 $,8、加酶量 $,> . - 乳糖的条件下，研究了乳
糖浓度对 %&’合成的影响，结果见图 :。

由图 : 可以看出，反应温度小于 +,2时，随着温
度升高，乳糖转化率、葡萄糖和半乳糖产率逐渐增

加，%&’ 合成率也呈增加趋势，说明温度在一定范围
内升高利于转苷反应。这可能是由于水解反应的活

化能较低，转苷反应的活化能较高的缘故。反应温度

在 ++A6,2范围内，乳糖转化率和 %&’ 合成率变化
均不明显。当温度超过 6,2时，乳糖转化率和 %&’
合成率均明显降低，可能是由于 "1半乳糖苷酶部分
变性所致。

#"!"$ 酶用量的影响 在反应时间 :,@、乳糖浓度
$,8、温度 +,2、<=+"+ 时，研究了不同酶用量对 %&’
合成的影响，结果见图 $。
当酶用量低于 $,> . - 乳糖时，随着酶量增加，

%&’的合成率逐渐增加，但增加幅度不大。酶用量超
过 $,> . - 乳糖时，反应体系中 %&’ 产量有所下降，
%&’ 产量与加酶量之间未呈现线性关系。这是由于
%&’ 在复杂的反应体系中，同时存在着的水解与糖
苷转移反应，产物葡萄糖和半乳糖能够不同程度地

抑制 %&’ 的水解和糖苷转移反应。此外，"1半乳糖
存在着变旋现象，由于变旋而产生的 #1半乳糖是更
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强的抑制剂，致使酶的有效活力下降。

!"#"$ %&的影响 在反应时间 ’()、乳糖浓度 *(+、
温度 $(,、加酶量为 *-. / 0 乳糖时，研究了不同 %&
对 123合成及乳糖转化的影响，结果如图 $所示。

随着反应体系中 %& 的增加，乳糖转化率逐渐下
降，123的产量表现为先增加后降低。%&在 *4$5$46$
区间，乳糖转化率缓慢下降，123 的合成率较高，且
变化幅度不大。当 %&小于 *4$或者大于 74$ 时，123
合成率均较低。乳糖转化率在 %& 小于 *4$ 时比较
高，可能是由于乳糖发生了酸水解的缘故。

!%! &’(合成条件的优化
为了进一步确定固定化 !8半乳糖苷酶合成

123 的最佳工艺参数，本研究进行了五因素四水平
正交实验，共 97个处理，每个处理重复三次。结果见
表 !。
对正交实验结果进行极差分析可知，各因素极

差值大小顺序为 :;<:=<:><:?<:@，五个因素对 123
合成影响的主次顺序为 ;!=!>!?!@。分析得知
各因素的最优水平组合是 >!?!;!=’@’，即温度 $$,、
%&74-、乳糖浓度 *-+、加酶量为 *-. / 0 乳糖、反应时
间 ’!)。在各因素的最优水平组合条件下对 123 进
行合成，重复三次进行验证实验，测得 123 合成率平
均为 ’!4*+，明显优于正交实验表中的 #7 个处理。

) 小结
选用米曲霉 !8半乳糖苷酶对 123 进行催化合

成，能明显提高 123的合成率。实验结果表明，反应
时间、乳糖浓度、温度、加酶量、%& 对 123 的合成均
能产生不同程度的影响，其中加酶量、乳糖浓度和反

应温度的影响较大，是影响 123合成的主要因素。通
过正交实验优化出的米曲霉 !8半乳糖苷酶催化合成

实验号 >温度A,B ? %& ; 乳糖浓度A+B = 加酶量A. / 0乳糖B @ 反应时间A)B 123A+B
9
!
’
*
$
7
6
C
D
9-
99
9!
9’
9*
9$
97

9A$-B
9
9
9
!A$$B
!
!
!
’A7-B
’
’
’
*A7$B
*
*
*

9A$4$B
!A7B
’A74$B
*A6B
9
!
’
*
9
!
’
*
9
!
’
*

9A’$B
!A*-B
’A*$B
*A$-B
!
9
*
’
’
*
9
!
*
’
!
9

9A!-B
!A’-B
’A*-B
*A$-B
’
*
9
!
*
’
!
9
!
9
*
’

9A!CB
!A’-B
’A’!B
*A’*B
*
’
!
9
!
9
*
’
’
*
9
!

!-49
9C4’
!94*
!$47
!C4!
!74$
!!4’
!-4-
!-4’
!!49
!-4-
!*4’
!’4*
9C4!
!*49
!$47

E9 C$4* D!4- D!4! C*4D C74’

"F’7-4*

E! D64- C$4# D*4D C#46 C74$
E’ C746 C64C 6D4D D64’ D$47
E* D#4’ D$4$ D’4* D74$ D!4-
G# !#4* !’4- !’4# !#4!’ !#47
G! !*4’ !’4D !’4C !-4*’ !#47
G’ !#46 !!4- !-4- !*4’’ !’4D
G* !!4C !#4’ !’4* !*4#’ !’4-
:H !4D !47 ’4C ’46 !4’

表 ! 正交实验结果及分析
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!"# 的最佳工艺条件为：反应体系的
为 $%&’(、温度 ))*、乳糖浓度 +,-、加酶量 +(. /0 乳
糖、反应时间 123，在此条件下 !"#的合成率为 124+-。
采用固定化 !5半乳糖苷酶对 !"# 进行催化合

成，不但能增加 !5半乳糖苷酶的稳定性，而且能大
大延长该酶的使用寿命，减少由于酶的分离纯化所

带来的生产成本的增加，具有良好的发展应用前景。
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壳聚糖（_3F9GY:C）67=28是由甲壳质经脱乙酰作用，
脱去 _2上的乙酰基而得到的。它不溶于水和碱溶液

及一些有机试剂，能与多种稀酸，如盐酸、醋酸等结

合形成盐类而溶于水中。由于壳聚糖不溶于水和普

通溶剂，使其应用受到了很大的限制。通过对壳聚糖

进行化学改性，可以增加其水溶性，提高其应用范

围。将壳聚糖羧甲基化，可制得 ‘="5羧甲基壳聚糖
（‘="5H:?aGb[IB93[; H3F9GY:C），它溶于水，在水溶液

中易形成牢固膜，此膜对气体有选择渗透性，特别适

于果蔬保鲜。

油豆角（!"#$%&’($ )(’*#+,$ -4）是黑龙江省特有
的蔬菜品种，它色泽嫩绿、味道鲜美、营养丰富，深

受消费者的喜爱，但供应季节性强，不耐贮存，因此

油豆角的保鲜问题一直是亟待解决的问题。本研究

以羧甲基壳聚糖为主剂，辅配其它助剂制成涂膜材

料，对油豆角进行涂膜保鲜实验，以延长油豆角的贮

藏期。

$ 材料与方法
$’( 实验材料
油豆角 选取均匀、顺直、成熟度适当和无机械

伤的紫花油豆角，采摘后及时在 7,*冰箱中预冷；‘=
"5羧甲基壳聚糖 由本实验室制备，取代度为 74,2。

()! 实验方法
74247 涂膜液的配制 将制备的 ‘="5羧甲基壳聚糖
溶于水，分别配成浓度为 74,-、74)-、24,-的溶液作
为主剂，然后与不同浓度的副剂混合制成涂膜液，副

剂有 &5<E、脱氢醋酸钠等。
74242 涂膜的方法 将供试油豆角在 7,,I0 / X0 次
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