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摘　要　低聚木糖又名木寡糖, 是一种具有多种保健功能的食品添加剂, 主要以富含半纤维素的原料经一定

的加工方式制得。介绍了采用 sp. E286 菌株制备木聚糖酶的详细过程, 探讨了发酵时间与木聚糖酶活性以及

木聚糖酶液 pH 值之间的关系, 同时提供了一种以玉米芯为原料, 采用质量分数为 2◊ 的N aOH 溶液预处理,

通过 sp. E286 菌株产木聚糖酶酶解制备低聚木糖的试验方法。考察了不同酶解反应时间条件下低聚木糖产物

平均聚合度的变化情况, 并用 TL C 法测定出本研究所得的产物是以木糖、木二糖为主的低聚木糖产品。
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Abstract 　 T he deta il p rocessing fo r p reparing the xylanase from sp. E286 stra in is

invest iga ted. T he rela t ion sh ip among the ferm en ta t ion t im e to the xylanase act ivit ies, and

the pH of the xylanase so lu t ion s are discu sses. A m ethod of p reparing xyloo ligo sacch rides

from co rncob s is in t roduced. T he co rncob pow der w as trea ted w ith 2% N aOH so lu t ion, and

then degraded to xyloo ligo sacch rides by the xylanase of sp 2E86 stra in. T he variab ility of the

xyloo ligo sacch rides’ degree of po lym eriza t ion (D. P ) under d ifferen t enzym e react ion t im es

w as studied. T he TL C resu lts show ed that the m ain componen ts in the p roducts are xylo se

and xylob io se.
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低聚木糖也称木寡糖, 由 2～ 7 个木糖聚合而成[1 ] , 是一种由半纤维素降解而得的低度聚

合物。由于人体胃肠道内没有水解低聚木糖的酶系统, 因此它不被消化吸收而直接进入大肠,

优先为双歧杆菌所利用, 是双歧杆菌的增殖因子。另外, 低聚木糖在酸性条件 (pH = 215) 下加

热, 也基本不分解, 具有耐酸、耐热、不易分解等特点, 较适合用在酸奶、乳酸菌和碳酸饮料等酸

性饮料当中[2 ]。

低聚木糖主要以富含半纤维素的玉米芯、稻壳、棉籽壳、秸秆和稻草等为原料, 经过一定的

处理制得。每年我国大约可均产玉米芯 014 亿 t [3 ] , 目前仅利用 10◊ ～ 15◊ , 绝大部分被白白

燃烧掉, 因此如何利用这些废弃物使之造福于人一直是人们关注的课题。为此笔者以玉米芯为



原料, 进行了生物分解制取低聚木糖的试验研究。

1　材料与方法

111　试验材料

玉米芯, 中国农业科学院北京昌平南口基地当年产; 桦木木聚糖, 自制; 菌种, sp. E286, 日

本筑波大学农学系食品生化学实验室提供。

化学试剂: 生化试剂有牛肉胨、酵母培养物和琼脂; 分析纯有 (N H 4) 2H PO 4,M gSO 4õ7H 2O ,

KH 2PO 4, 浓盐酸和N aOH。

112　仪器与设备

摇床和发酵罐 (5 L ) , IW A SH IYA B IO 2SC IEN CE CO. L TD 生产; 恒温水浴槽 (M IN I2
80) , 大洋科学工业株式会社生产; pH 计 (<10) 和紫外2可见光分光光度计 (DU 265) , 美国

Backm an 公司生产; 玻璃旋转真空浓缩器 (R E121) , 荷兰BU TCH 公司生产。

113　试验方法

1)木聚糖酶的制备。培养基有 2 种: a1 斜面培养基。桦木木聚糖 114◊ (质量分数, 下同) ,

牛肉胨 011◊ , 酵母培养物 011◊ , (N H 4) 2H PO 4011◊ ,M gSO 4õ7H 2O 0105◊ , 琼脂 112◊ ; pH

值 517。b1 产酶基础培养基。桦木木聚糖 2◊ , 牛肉胨 1◊ , 酵母培养物 013◊ , KH 2PO 41◊ ,

M gSO 4õ7H 2O 0105◊ 。

产酶培养液。桦木木聚糖 214◊ , 牛肉胨 114◊ , 酵母培养物 013◊ , KH 2PO 41◊ ,M gSO 4õ
7H 2O 0105◊ 。

酶液的发酵制取。a1 接种物液体扩大培养。在 500 mL 三角瓶中加入 100 mL 已配好的产

酶培养液, 121 ℃条件下灭菌 15m in, 取出冷至室温后接入 1～ 2 环新鲜试管菌种, 置于恒温摇

瓶振荡器上, 35 ℃, 125～ 130 rõm in - 1条件下培养 2 d。b1 木聚糖酶制备。在 5L 小型发酵罐中

加入 3 L 已配好的产酶培养液, 121 ℃条件下灭菌 15 m in, 冷至室温后接入 200 mL 液体菌种

(已振荡培养 2 d) , 发酵控制温度 35 ℃, 空气通入量 2Lõm in - 1, 搅拌速率 600 rõm in - 1。发酵过

程定期取样, 测定发酵液pH 值、木聚糖酶活性。待发酵液pH 值接近中性时, 结束发酵, 得木聚

糖酶粗酶液。

酶液的精制。将发酵制得的木聚糖酶粗酶液 213L 在 28～ 30 ℃条件下旋转真空浓缩至约

250 mL , 移入直径为 36 mm 的透析袋中。将袋放入冰水混合物中, 流动水循环, 3 ℃冷房中透

析 5 h 得 480 mL 酶液。将该酶液移入同型号透析袋中, 3 ℃蒸馏水中透析 8 h, 得精制酶液 600

mL。测酶活性, 置于 4 ℃冰箱中保存备用。

2)低聚木糖的制取。称取玉米芯粉 (过 511mm 筛) 110 g, 加入到 450 mL 质量分数为 2◊

的N aOH 溶液中, 50 ℃水浴中保温 115～ 2 h, 离心过滤, 水洗滤饼至 pH = 7, 用手挤饼渣不感

到滑为止。

取 250 mL 精制木聚糖酶液, 加入 250 mL 蒸馏水, 移入盛有已预处理玉米芯粉的 1 500

mL 反应器中。55 ℃水浴中以 200～ 300 rõm in - 1转速搅拌, 用 5mo lõL - 1的N aOH 溶液和HC l

保持反应液 pH 值为 516～ 518, 定期取样, 24 h 后停止反应。抽滤, 滤液置于沸水中煮 5 m in,

冷却到室温; 薄层层析测定酶解过程生成的产物。
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114　分析方法

木聚糖酶活性测定方法为日本筑波大学农学系食品生化学实验室提供; 总还原糖和直接

还原糖的测定采用 Somogyi 试剂法[4 ]; 酶解产物测定采用 TL C 法[5 ]: 展开剂为正丁醇∶吡啶

∶蒸馏水= 6∶4∶3; 显色剂为对氨基苯甲醚盐酸盐 1 g, 甲醇 10 mL , 正丁醇 90 mL , 140 ℃显

色 10 m in; 薄层板为纤维素板 (德国M erck 公司生产)。

2　结果与讨论

211　发酵时间对木聚糖酶活性的影响

图 1　发酵时间与酶活性的关系

图 1 示出 sp. E286 菌株在小型发酵罐中发酵产酶

时, 发酵时间与木聚糖酶活性的关系。可以看出, 随着发

酵时间的增加, 木聚糖酶活性呈上升趋势。前 12 h 酶活

性上升缓慢, 12 h 后酶活性急剧升高, 当发酵时间达到

24 h 时酶活性达到最高, 然后随着时间的增长, 酶活性

略有降低。随着发酵时间的增加, 有N H 3 气体生成, 使

溶液的 pH 值上升, 抑制了木聚糖酶的生成, 同时造成酶

活性有所下降。

212　发酵时间对木聚糖酶液 pH 值的影响

图 2　发酵时间与木聚糖酶液 pH 值的关系

图 2 为发酵时间与木聚糖酶液pH 值的关系。可

以看出, 随着发酵时间的增加, 木聚糖酶液的pH 值总

体呈上升趋势, 但在 12 h 前 pH 值却出现下降之势。

其原因是在 12 h 前, 木糖的生成量迅速增多并参与发

酵, 使得 pH 值降低; 12 h 后, 木糖的累积量趋于平缓,

同时有N H 3 气体生成, pH 值开始出现升高之势; 当发

酵时间到达 30 h 时, N H 3 气体累积量达到一定的值,

木聚糖酶液的 pH 值也达到一个高值——7104, 呈现

弱碱性, 发酵停止。

213　木聚糖酶酶解产物分析

表 1 示出木聚糖酶酶解产物的试验结果。可以看出, 酶解反应时间增加, 低聚木糖生成量

也随之增加, 其平均聚合度则逐渐降低。这表明在木聚糖酶酶解玉米芯的过程中, 首先降解下

表 1　木聚糖酶酶解产物试验结果

酶解产物
反应时间öh

1 3 5 8 24

总还原糖ö(m gõmL - 1) 121339 211814 271102 291746 311729

直接还原糖ö(m gõmL - 1) 41518 81823 121003 141449 141422

平均聚合度 2173 2147 2126 2106 2120

　　　　注: 木聚糖酶活性 22156UõmL - 1。
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图 3　sp. E286 产木聚糖酶酶解玉米芯

产物的 TL C 测定结果

来的是聚合度较高的木聚糖, 随着酶解反应的深

入, 木聚糖酶又将聚合度较高的木聚糖降解为聚合

度较低的木聚糖, 充分体现了该木聚糖酶的内切特

性。

图 3 为采用 TL C 法对 sp. E286 菌株产木聚糖

酶酶解玉米芯产物的测定结果。图的左端为质量分

数为 1◊ 的标准低聚木糖溶液的 TL C 测定结果,

右侧为试验结果。

可以看出, sp. E286 菌株产木聚糖酶酶解产物

主要以木糖、木二糖为主, 另外还产有少量的木三

糖和阿拉伯糖。酶解产物中没有测到葡萄糖成分,

因此可以说明 sp. E286 菌株产木聚糖酶组分较纯, 纤维素酶的含量较低。

3　结　论

1) sp. E286 菌株产木聚糖酶酶活性随着发酵时间的增加而增高, 但到 24 h 后, 酶活性略有

下降, 其原因是发酵过程中产生N H 3 气, 造成溶液的 pH 上升, 抑制了木聚糖酶的生成, 造成

酶活性有所下降。

2) 随着发酵时间的增加, sp. E286 菌株产木聚糖酶液的 pH 值总体呈现上升趋势, 但在前

12 h pH 值出现下降的现象, 其原因是此时间内, 木糖的生成量大量增加并参与发酵, 使得pH

值降低。

3)酶解反应产物低聚木糖的平均聚合度随酶解反应时间的增加呈降低趋势。TL C 测定结

果表明, sp. E286 产木聚糖酶酶解玉米芯产物主要是木糖、木二糖, 另有少量的木三糖和阿拉

伯糖; 没有测到葡萄糖的存在。表明本试验所用的 sp. E286 菌株产木聚糖酶液中主要为木聚糖

酶, 纤维素酶的含量较少。

4) 以玉米芯为原料, 经稀碱液预处理后, 用 sp. E286 菌株产木聚糖酶进行酶解, 可得到以

木糖、木二糖为主的低聚木糖产品。
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