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新型β-甘露聚糖酶制备葡甘寡糖工艺优化
成莉凤，冯湘沅，段盛文，郑 科，刘正初*

（中国农业科学院麻类研究所，湖南 长沙 410205）

摘  要：为探索能应用于葡甘寡糖制备的新型β-甘露聚糖酶，利用半纤维素降解高效菌株Bacillus subtilis BE-91

高产的β-甘露聚糖酶水解魔芋胶（纯度＞95%）。在单因素试验的基础上，采用四因素三水平的正交试验优化魔

芋胶酶解工艺条件，薄层层析法定性分析酶解产物。结果表明：正交试验的最佳酶解工艺组合为魔芋胶质量浓度

0.33 g/100 mL、加酶量6 U/g、酶解时间1 h、酶解温度60 ℃，在该条件下魔芋胶水解率为35.96%；β-甘露聚糖酶水

解魔芋胶产物为二糖以上的寡糖，且主要介于二糖与六糖之间。该新型β-甘露聚糖酶用于葡甘寡糖制备，其工艺具

有加酶量少、酶解时间短、产品纯度高等优势，在功能性食品制备方面具有广阔的应用前景。
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Optimization of the Process Conditions on Preparation of Glucomanno-Oligosaccharides Using a Novel β-Mannanase
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Abstract: This study explored the preparation of glucomanno-oligosaccharides by the hydrolysis of konjac gum with 

purity more than 95% using a new high-yield β-mannanase with high degradation efficiency of hemicellulose secreted by  

Bacillus subtilis BE-91. Based on one-factor-at-a-time experiments, a four-variable, three-level orthogonal array design was 

applied to optimize the hydrolysis process of konjac gum, and thin layer chromatography (TLC) was used to qualitatively 

analyze the products. Results showed that the optimal experimental conditions that provided maximum hydrolysis efficiency 

(35.96%) were determined as follows: konjac gum concentration, 0.33 g/100 mL; β-mannanase dosage, 6 U/g; hydrolysis 

time, 1 h; and hydrolysis temperature, 60 ℃. The hydrolysis rate of the konjac gum obtained under these optimal conditions 

was 35.96%. The hydrolysis products were mostly oligosaccharides with a polymerization degree of 2–6. The enzymatic 

approach to the preparation of glucomanno-oligosaccharides possesses the advantages of lower enzyme consumption, shorter 

hydrolysis time, and higher-purity products which have broad application prospects in the preparation of functional foods. 
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魔芋葡甘露聚糖是一种由D-葡萄糖和D-甘露糖组成

以β-1,4糖苷键为主链、含有β-1,3糖苷键支链的高分子不

均一多糖[1]。β-甘露聚糖酶水解魔芋葡甘聚糖可生成含有

2～10 个单分子组成的葡甘寡糖，能有效降低人体胆固醇

和三脂酰甘油水平、降低血糖、减轻便秘、增加肠道内

益生菌比例，可作为高血压、糖尿病和肥胖症患者用甜

昧剂[2-3]。

传统的化学方法（酸水解）和物理方法（超声波、
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射线辐射等）制备葡甘寡糖存在产物分子质量范围难掌

控、副产物多和寡糖得率低等问题[4-7]，而酶解制备方法

有作用条件温和、酶切位点专一和寡糖产率高等优点。

生物酶解法是高效利用魔芋胶制备葡甘低聚糖的发展趋

势，其关键技术是采用高质量浓度魔芋胶溶液和高活力

β-甘露聚糖酶[8-10]。过高质量浓度的魔芋胶溶液呈凝胶状

态，影响酶的分子运动，也易出现产物抑制，降低水解

效率。因此，采用高活力β-甘露聚糖酶是高效制备葡甘

寡糖的有效途径之一。

本项目组前期选育到一个半纤维降解高效菌株 

Bacillus subtilis BE-91，其分泌的耐热偏酸性β-甘露聚糖

酶是一种新型的工业酶[11-12]。本研究以该高酶活力（大于 

3 050 U/mL）的新型β-甘露聚糖酶为研究对象，用正交

试验优化其水解魔芋胶的工艺参数，并结合薄层层析

（thin-layer chromatography，TLC）定性分析酶解产物，

为探索来源于B. subtilis BE-91的β-甘露聚糖酶在葡甘寡糖

制备方面的应用提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 菌株

半纤维降解高效菌株B. subtilis BE-91（前期命名为

欧文氏杆菌变异菌株CXJZ11-01）由中国农业科学院麻类

研究所酶工程项目组选育并保存。

1.1.2 培养基

生长培养基组成（质量分数）：0.5% NaCl、0.1%葡

萄糖、0.4%魔芋精粉、0.3%牛肉膏、0.2%酵母膏和0.5%

蛋白胨；固体培养基再添加2%琼脂粉。

诱导培养基组成（质量分数）：0.7%魔芋精粉、

0.3%牛肉膏、0.2%酵母膏、0.5%蛋白胨、0.5% NaCl[13]。

1.1.3 试剂

魔芋胶（纯度＞9 5 %，粒度≥1 2 0  目，黏度≥ 

36 000 mPa·s） 成都路特实业有限公司；甘露糖 

美国Sigma公司；正丁醇、冰乙酸、苯胺、二苯胺、丙酮、

磷酸等（均为分析纯） 国药集团化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

切向流超滤膜包（孔径2 μm，截留分子质量50 kD

和5 kD） 德国Sartorius Vivaflow公司；Mltiskan GO酶 

标仪 美国Thermo Scientific公司；EU-88扫描仪 日本 

Epson公司；UV-2700紫外分光光度计 日本岛津公

司；MS32000LE分析天平 瑞士梅特勒公司；GF254硅

胶TLC板 青岛海洋化工分厂。

1.3 方法

1.3.1 菌种培养基及β-甘露聚糖酶液制备

取斜面保存的B. subtilis BE-91接种5 mL试管液，稀

释涂皿。取优良单菌落接种5 mL试管液，35 ℃培养5 h；

接种100 mL的小三角瓶，180 r/min，35 ℃培养6 h；

按接种量2%接种诱导培养基（300 mL/瓶），35 ℃， 

180 r/min发酵9 h，即为成熟发酵液。取成熟发酵液2 L用

孔径2 μm的膜包超滤除菌体，再依次用孔径截留分子质

量50 kD和5 kD的膜包超滤，收集分子质量5～50 kD的截

留液，即为β-甘露聚糖酶粗酶液[14]。

1.3.2 β-甘露聚糖酶活力测定

参照Akino等[15]方法。用魔芋胶和pH 6.5的0.025 mol/L 

柠檬酸-0.05 mol/L NaH2PO4缓冲液配制0.5 g/100 mL的

底物溶液，取1 mL适当稀释的酶液与2 mL预热的底物

溶液充分混匀，65 ℃反应10 min，3,5-二硝基水杨酸

（3,5-dinitrosalicylic acid，DNS）法测还原糖生成量。

用灭活的酶液做相同处理作对照。β-甘露聚糖酶活力定

义：底物每分钟释放相当于1 μmol甘露糖的还原糖所需

酶量为1 个酶活力单位（以U表示）。

1.3.3 魔芋胶总糖及游离还原糖含量测定

魔芋胶总糖含量指魔芋胶水解后的还原糖含量。称

取20 mg魔芋胶于具塞比色试管中，加入4 mL 2 mol/L三

氟乙酸，110 ℃水解3 h，冷却至室温，3 000 r/min离心

10 min，取适当稀释倍数的水解产物用DNS法测定还原

糖含量（mg/mL）[16]，换算成总还原糖含量（g/mL）。

以甘露糖为标准品，所得的糖质量浓度（mg/mL）标准

曲线方程为：y=0.477 6x－0.011 6，R=0.999 5。

魔芋胶游离还原糖含量指魔芋胶水解前的还原糖含

量。称取20 mg魔芋胶于具塞比色试管中，加入4 mL重蒸

水充分溶胀，110 ℃保温3 h，冷却至室温，3 000 r/min离

心10 min，取适当稀释倍数的水解产物用DNS法测定还原

糖含量（mg/mL），换算成总游离还原糖含量（g/mL）。

1.3.4 魔芋胶水解率测定

不同质量浓度的魔芋胶于不同温度条件下酶解一定时

间，取样、灭酶活，取适当稀释倍数的样品用DNS法测定

以甘露糖计的还原糖含量（mg/mL），换算成酶解液的总

还原糖含量（g/mL）[17]。水解率计算如下式所示：

100m1 m2

m3 m2/%

式中：m1为魔芋胶总还原糖含量/（g/mL）；m2为游离还

原糖含量/（g/mL）；m3为酶解液还原糖含量/（g/mL）。

1.3.5 工艺优化

1.3.5.1 单因素试验

分别以酶解时间（ 0～ 1 2 0  m i n）、酶解温度

（35～70 ℃）和pH值（4.0～8.0）为变量，固定其他魔

芋胶水解条件，进行单因素试验，选择最优水平。

1.3.5.2 正交试验

采用正交试验设计L9（34）优化水解工艺[18-19]。每组

试验设置3 个重复，以平均水解率为衡量指标，结合极差

分析和方差分析选择最优酶解工艺。
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表 1 L9（34）正交试验因素及水平

Table 1 Factors and levels for orthogonal array design L9(3
4) 

水平

因素

A魔芋胶质量
浓度/（g/100 mL）

B加酶量/
（U/g）

C酶解
时间/h

D酶解
温度/℃

1 0.33 2 1 50

2 0.67 4 2 55

3 1.00 6 3 60

1.3.6 水解产物定性分析

采用硅胶TLC法对酶解产物进行定性分析[20-22]。魔芋

胶经β-甘露聚糖酶作用不同时间后，取水解产物进行干

燥，用展层剂充分溶解后，上样。甘露寡糖分子质量标

准与样品采用同样处理方法。展层剂成分：正丁醇-冰乙

酸-水体积比12∶6∶6，显色剂：2 mL苯胺、2 g二苯胺、

10 mL 85%磷酸溶液于丙酮，115 ℃显色10 min。

1.4 数据分析

每个指标重复3 次，取平均值。利用Excel 2007和统

计分析软件SAS 9.0分别进行图表绘制和方差分析。

2 结果与分析

2.1 单因素试验结果

2.1.1 酶解时间的确定

0.0
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图 1 酶解时间对魔芋胶降解程度的影响

Fig.1 Influence of hydrolysis time on the degradation degree of  

konjac gum

在魔芋胶质量浓度0.5 g/100 mL、加酶量2 U/g的条

件下，取不同酶解时间的样品测定其以甘露糖计的还原

糖含量。如图1所示，随着酶解时间的延长，还原糖含量

不断增加，酶解80 min达到较高值；酶解100～120 min，

还原糖含量增长幅度不明显。考虑到缩短生产周期可以

提高生产效率和设备的利用率，同时可以降低染菌的风

险，故选择酶解80 min为宜。

2.1.2 酶解温度的确定

在魔芋胶质量浓度0.5 g/100 mL、加酶量2 U/g的条件

下，在不同温度反应30 min，取样测定以甘露糖计的还

原糖含量。如图2所示，最适酶解温度为60 ℃。当温度

提高到65～70 ℃时，魔芋胶的水解程度有所降低，这与 

β-甘露聚糖酶的热稳定性存在一定的关系[13]。
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图 2 酶解温度对魔芋胶降解程度的影响

Fig.2 Influence of hydrolysis temperature on the degradation degree 

of konjac gum

2.1.3 酶解pH值的确定
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图 3 酶解pH值对魔芋胶降解程度的影响

Fig.3 Influence of hydrolysis pH on the degradation degree of konjac gum

用不同p H值的磷酸盐缓冲液配制魔芋胶质量浓

度0.5 g/100 mL的底物溶液，加酶量2 U/g、60 ℃反应

30 min，取样测定以甘露糖计的还原糖含量。如图3所

示，在酶解pH值为6.0时，魔芋胶的还原糖含量最高。这

归结于该β-甘露聚糖酶的最适反应pH值为6.0[13]，有利于

酶催化魔芋葡甘露聚糖的水解。为了减轻实际生产的后

续脱盐压力，用重蒸水代替缓冲液配制魔芋胶底物。

2.1.4 加酶量的确定
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图 4 加酶量对魔芋胶降解程度的影响

Fig.4 Influence of enzyme dose on the degradation degree of  

konjac gum

在魔芋胶质量浓度0.5 g/100 mL、添加不同酶量的条

件下，50 ℃反应30 min。取不同的样品测定其以甘露糖

计的还原糖含量。如图4所示，随着加酶量增加，其还原

糖含量不断增加，加酶量为6 U/g达到较高值；加酶量大

于6 U/g，还原糖含量增长幅度不明显。考虑到实际生产

中，需要降低生产成本和减轻产物抑制，在该条件下选

择加酶量6 U/g较合适。



※工艺技术	                            食品科学	 2016, Vol.37, No.06   37

2.2 正交试验结果

表 2 L9（34）正交试验设计及结果

Table 2 Orthogonal array design L9(3
4) with experimental results 

试验号
A魔芋胶
质量浓度

B加酶量
C酶解
时间

D酶解
温度

水解率/%

1 1 1 3 2 22.07
2 2 1 1 1 6.12

3 3 1 2 3 22.40

4 1 2 2 1 14.03

5 2 2 3 3 11.97

6 3 2 1 2 9.03

7 1 3 1 3 35.96

8 2 3 2 2 11.36

9 3 3 3 1 5.71
K1 72.05 50.59 51.11 25.87
K2 29.45 35.03 47.79 42.45
K3 37.14 53.03 39.75 70.33
k1 24.02 16.86 17.04 8.62
k2 9.82 11.68 15.93 14.15
k3 12.38 17.68 13.25 23.44
R 14.20 6.00 3.78 14.82

影响因素主次 D＞A＞B＞C
最优组合 A1B3C1D3

表 3 L9（34）正交试验数据方差分析

Table 3 Analysis of variance of the results of orthogonal array design L9(3
4)

变异来源 自由度 平方和 均方 F值 P值
模型 8 2 299.351 674 287.418 959 137.49 ＜0.000 1

A魔芋胶质量浓度 2 1 030.979 830 515.489 915 246.59 ＜0.000 1

B加酶量 2 190.851 207 95.425 604 45.65 ＜0.000 1

C酶解时间 2 68.053 919 34.026 959 16.28 ＜0.000 1

D酶解温度 2 1 009.466 719 504.733 359 241.45 ＜0.000 1

误差 18 37.628 400  2.090 467

纠偏总值 26 2 336.980 074

注：P＜0.05为差异显著；P＜0.01为差异极显著。

单因素试验可以直观了解各因素对魔芋胶降解程

度的影响，但实际的酶解过程中各影响因素往往相互影

响，并且生产中以还原糖得率为指标。在单因素试验的

基础上，对底物质量浓度、加酶量、酶解时间和酶解温

度进行正交试验。

表2和表3结果表明，影响因素的主次顺序为酶解温

度＞魔芋胶质量浓度＞加酶量＞酶解时间；在选定的条

件下，最优工艺组合为魔芋胶质量浓度0.33 g/100 mL、

加酶量6 U/g、酶解时间1 h、酶解温度60 ℃；魔芋胶水解

率最高达35.96%。

2.3 魔芋胶酶解产物的定性分析

取不同降解时间的产物进行TLC分析（图5），酶

解时间为0 h的样品主要成分是多糖，仅有的少量寡糖也

集中在六糖以上；酶解时间为1 h的寡糖分子质量分布在

三糖及以上，有微量二糖；酶解时间为2 h的产物主要分

布在二糖到六糖。这与该β-甘露聚糖酶是典型的内切酶

相符。

M1CK 2

M.标准品，从上到下依次为甘露糖、甘露二糖、甘露三糖、

甘露四糖、甘露五糖、甘露六糖；1.魔芋胶酶解1 h的产物；

2.魔芋胶酶解2 h的产物；CK.未水解的魔芋胶，阴性对照。

图 5 魔芋胶水解产物的TLC分析

Fig.5 TLC analysis of the hydrolysis products of konjac glue

3 讨 论

利用B. subtilis BE-91高产的新型β-甘露聚糖酶降解

魔芋胶工艺加酶量少，酶解效率高。有报道[23]利用重组

β-甘露聚糖酶reAuMan5AN3C3水解魔芋精粉，当水解率为

36.6%时，酶添加量为60 U/g魔芋精粉，水解时间为6 h。

本研究的水解率达35.96%时，加酶量仅为6 U/g，酶解时

间为1 h，其加酶量少和酶解时间短的优点可以节省生产

成本。

不同来源的β-甘露聚糖酶作用于不同的底物，其降

解产物分布不同。前期研究表明来源于B. subtilis BE-91

的新型β-甘露聚糖酶的最适底物为魔芋胶[13]，本研究进

一步证明其水解产物以甘露寡糖（二糖到六糖）为主，

几乎检测不到单糖。Qiao Yu等[24]以洋槐豆胶为底物进行

酶水解，其主要产物为甘露一糖和甘露二糖。同比其他

报道，该β-甘露聚糖酶降解魔芋胶的产物集中在二糖到

六糖，有利于魔芋甘露低聚糖的制备。

本项目后续研究可结合液相色谱分析法对该β-甘露

聚糖酶水解产物进一步定性和定量，为酶解工艺的中试

实验提供科学依据；也可尝试β-甘露聚糖酶与β-内切葡

聚糖酶、甘露糖苷酶、葡萄糖苷酶等协同降解魔芋胶原

料，并对所产葡甘寡糖的功能、营养、药理（抗氧化）

等性质进行研究，为酶法制备的甘露寡糖在食品工业应

用提供理论依据[23,25]。

4 结 论

采用B. subtilis BE-91高酶活力的新型β-甘露聚糖酶水

解魔芋胶，结合正交试验优化其制备葡甘寡糖工艺，获

得了最佳工艺组合和较高的葡甘寡糖得率。水解产物主

要成分为甘露寡糖（二糖到六糖），具备开发成功能性

食品的潜能。
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