
摘 要

挤用一株多粘芽抱杆菌(Bacillus nolvmvxa，编号T1163)对红麻千
、鲜皮和鲜茎在振荡、静置两种脱胶体系中酶和酶解产物的动态变化规

潍行了研朴妙表明:(1) T1163到产9妙 酪分子勤别为
70800. 61600. 60000、56300. 51200- 43000- 41700、33500和288000

这些醉在脱胶过程中产生的时间、速度和数盆随红麻材料和发醉方式不同

存在不同程度差别。在这些酶作用下，红麻干皮、鲜皮和鲜茎在振荡、静

置两种发醉体系中完成脱胶的时间分别为36h- 54h- 84h和60h- 48h- 72h0

(2)采用Somogyi-Neson法测得混合酶系中果胶酶和半纤维素酶作用的

最适温度均为500C .最适pH分别为8.0, 4一 同一材料在发醉对应时段

醛活均是振荡系较静置系高;千皮和鲜皮月pi狡过程中果胶酶活峰值早于半

纤维素酶活峰值】鲜茎则相反·峰值过后活性变化相对恒定。(3)鲜皮和

鲜茎脱胶过程中的外切酶活性很低，推测其脱胶主要依靠内切酶活性的发

挥，并使大部分非纤维素物质发生块状崩演，因此脱胶酶高产菌株的筛选

不能以酶活测定为唯一依播 (4)发醉掖中胞外可溶性蛋白大多呈“M"

型变化趋势，这一变化源于麻皮中蛋白溶出速率、溶出盆多少、微生物胞

外酶分泌盆及其对胞外蛋白的利用奉 (5)用铜碘试剂法测得红麻鲜皮脱

胶过程中静置系还原糖浓度高于振荡系;在鲜茎中，前48h是静盆系还原

糖果高于振荡系，48h以后则相反，且均呈“M"型变化趋势 (6)用中

和滴定法测得振荡系中有机酸均较静置系低，静置系有机酸呈不断升高趋

势，振荡系变化则相对稳定，鲜皮中的有机酸值远高于鲜茎，pH的变化

趋势与有机酸相反。(7)用高锰酸钾法测定的可溶性有机物总盆数据同样

表明静置系较振荡系高，且鲜皮高于鲜茎，在鲜皮中，可溶性有机物变化

总趋势是先增多后减少，在鲜茎中的总趋势是不断升高;不溶性有机物的

StE各种MM中均呈不f_}es=i多趋势。以上研究结果迄今未见国内外报道少v
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引 言

红麻 (H  CHnnahlniLc)又名洋麻、太阳麻，锦葵科一年生草本植物，

具有适应性强、生长周期短、单位面积产里高等特点，我国在本世纪初引

入后开始种植，作为一种重要的优质天然纤维资源，主要用于纺织工业和

作为木材替代资源川。我国发展红麻产业有既成的更具潜在优势，其中脱

胶是红麻加工的第一道工序，脱胶效果的好坏直接影响到纤维的产盆和品

质进而影响深加工。所谓微生物脱胶即借助微生物胞外酶的作用除去包

埋、包被于韧皮纤维内外或镶嵌于细胞壁纤维素分子之间的胶杂质以获得

纯净束纤维，从而实现红麻的使用价值，并产生相应的经济效益和社会效

益。分析测定表明:红麻韧皮部的主要成分及所占比例为:纤维素52.36%,

果胶10.04%、半纤维素14.60%、木质素11.11%，另有部分蜡腊质及水溶

物团。胶杂质是非纤维素成分的统称，其中果胶由半乳箱醛酸聚合而成，

半纤维素主要由多缩戊错、多缩已糖和多缩糖醛酸构成 (其中木糖占

80.1$0/0,葡萄糖占12.19010，另有少盈甘协糖、鼠李糖和阿拉伯糖11)，半

纤维素的主链由D-毗喃木搪通过13-1: 4-糖昔键相互连接，其葡萄箱醛酸

侧链残基借醋键与木质素 (天然高分子复杂聚合物)牢固结合”·习。红麻

中这些复杂紧密的分子结构决定了脱胶彻底的艰巨性。

    就脱胶方法而言，有传统的天然水浸法、陆地湿润脱胶、人工加菌脱

胶和酶制剂脱胶，目前国内外普遍采用的仍系沿袭数千年之久的天然水浸

沤麻法，该方法存在脱胶时间长、占用水面大、水俐亏染严重、纤维品质

难以控制等诸多弊端，危及麻区人民的生活和健康，影响水产养殖业的发

展I&i01，妨碍了红麻的深加工品质和生产的发展·为了提高脱胶效果·国

内外相继发展了其它一些脱胶方法，如印度、前苏联使用专门的脱胶池，

我国的全杆一次水浸脱胶、两浸一洗、稻田嘛田高埂脱胶等(7. 101。这些方
法均未摆脱水的束缚。

    七十年代初，中国农业科学院麻类研究所在国内外首次提出黄红麻陆

地湿润脱胶技术，这是一种区别于传统天然沤麻的全新脱胶方法，麻完全



脱离水体在陆地上堆积进行湿润发酵，在控制堆温350C-40℃条件下，可

使脱胶时间较水沤法缩短一半，对水的污染程度降低90%左右，且大大缓

解了水资源缺乏地区麻类脱胶的矛盾，从根本上解决了传统方法带来的诸

多弊端U1. 121.因此得到迅速推广并产生了巨大的经济效益和生态效益。

    为了增强对脱胶的人为控制能力，本世纪初 (1902)开始对参与麻类

脱胶的微生物进行研究并从沤麻等环境中不断分离到一些脱胶酶产生菌[13-

131，已被确认参与红麻脱胶的主要需氧细菌涉及Arthrobacter

s},Pseudomonas.sp,丛 Bacillus.vulgatus,B.cereus,B.mac

erans B.polymyr a和B.subtilis等种，同时孟加拉等国也分离到一些脱

胶真菌，包 括 As Penicillium frequentans,Mucor

sp,Sclerotium  rawalfsii,mycelia  sterilia,MacropHomina  Phaseoli

和Phoma一 sp[3-s1.其中印度用一种曲霉形成的过培养物与固相载体混合配制
成脱胶菌剂在生产上已获得一定规模的应用。从麻纤维生产的目的出发.

脱胶酶产生菌应具较高的果胶和半纤维素(主要是木聚糖)酶活而纤维素

酶活低或无。中国农业科学院麻类研究所用多粘芽抱杆菌T1163进行红麻

千皮湿润脱胶试验，结果表明:350C搅拌培养6h后的菌悬液可在76h内

完成脱胶，与陆地湿润脱胶相比，时间减少3夭，精洗率提高1. 8%[121;
进行干皮振荡(浴比1:15、接种且2-3ml/lOg干皮，35*C、120rpm)可

在36h完成并获得优质纤维L '19-201.河南信阳师范学院用从田泥筛选的多粘

芽袍杆菌A 4试验，在适宜条件下(pH7. 3、34*C-38'C)完成红麻脱胶时间

较天然水浸法减少7天[211。

    上述三种方法的共同之处在于:均经历了胶养菌、菌产酶、酶脱胶三

个阶段。为了进一步缩短脱胶时间，又对酶制剂脱胶进行了研究。国外研

究微生物酶制剂脱胶已有50多年历史，并且做了不少小样试验[2x231，我

国也开展了这方面的有关工作。华中农业大学用黑曲霉(As  r丝工us

Niger)分泌的胞外酶制剂可使经预处理的红麻干皮在16h完成脱胶，该

制剂包含高活性的组成型果胶酶和诱导型木聚箱酶，且其作用条件基本一

致，在pH4.5, 50℃按4O U果胶酶/克预处理的干皮、浴比1: 15加酶液

可使果胶除去率达87.04%、半纤维素减少40.25%[2e1，显示了酶制剂脱胶



的潜在优势.

    微生物脱胶过程可概括为:胶养菌、菌产酶、酶脱胶.以水浸脱胶为

例，其过程依次为:.(1)麻吸水的同时伴随一部分碳水化合物、蛋白、单

宁、矿物质等水溶物的渗出;(z)需氧微生物在繁殖过程中不断消耗发酵

系统的。2、分泌胞外酶水解水溶物并产生乙酸、丁酸和乳酸等酸性物质，

使pH降低;(3)厌氧微生物在厌氧环境建立后利用水溶物和胶质大最繁

殖，一方面将部分酸性物质转化或分解为乙醉等使水体酸度降低 (pH回

州·另一方面分泌胞外酶降解非纤维素物质，最终使脱胶完成{13. 25r271。
在参与脱胶的酶系中，起主要作用的是果胶酶和半纤维素酶。已知微

产生的果胶酶至少有八种，参与红麻脱胶的有三种[ae-zsl:果胶酶、

和果胶甲基醋酶，它1门分别作用于果胶分子的不同位点，从而使之分解成

半乳糖醛酸;半纤维素酶 (主要是木聚糖酶)以随机方式内切水解16-11

4-糖普键，产物主要为木二糖与木二糖以上的木寡糖，亦有少最木糖、阿

拉伯糖和甘璐精，该酶与底物的结合部位存在多个亚位点，其大小、数番

亲合力等决定该酶的专一性和作用方式[~1。

    中国农业科学院麻类研究所对影响脱胶的水质、温度、浴比、辅剂、

起始pH值和原料特性 (品种、收获时期、鲜干程度、剥皮与否)等因素

进行了全面研究1391-a]，结果表明:(1)天然水体中塘水和缓流软水沤麻所

需时间最短;(z)在17-38℃范围内，水温愈高，发酵周期愈短;(3)添

加适里尿素或磷酸盐助剂利于脱胶，其中尿素能维持对微生物生长有利的

pH值并提供部分氮源，可使脱胶周期缩短40%左右，币拓嘟较盐则延迟脱胶

进程;(4)浴比以1 : 15-1: 3 0最好;(5)理想初始pH为5.0; (6)沤

麻水经适当稀释后再次沤麻可缩短时间;(7)从原料品质上看，收获太早

纤维不成熟，影响产盆和品质;收获过晚则韧皮纤维木素含盆高，加大脱

胶难度，在生产实践中.麻农总结了许多确定最佳收获时期的标准("l。

这些影响因素归根到底关系到相应酶的种类、数且和活性。为了从分子水

平充分探讨胶杂质的酶促降解机制，山东大学微生物所正在利用质谱、色

谱、电泳和克隆等方法对果胶酶、木质紊酶、半纤维素酶及酶的结合与催

化区域进行研究网，吉林大学用色谱、电泳、层析等方法研究了从一种黑



曲霉产生的果胶酶粗品中分离出的两种聚半乳糖醛酸酶的结构和性质1451

中科院微生物所等对不同来源的木聚糖酶系进行了分离和酶学性质研究匡

4s1国外亦有不少有关方面的报道，"%p .所有这些研究均以微生物纯培养

产生的酶为对象，而微生物发酵过程中产生酶的种类及特性要远为复杂.

中国农业科学院麻类研究所用红麻千皮加菌振荡发酵和静止发酵的对比实

验表明:Q一振荡发酵完成脱胶时间为36h.静止发酵为60h;②两种脱胶

方式中脱落物、总残渣和发酵液可溶性有机物总最值均呈慢一快一慢的增

长趋势;③振荡发酵系碱性酶作用，在此过程中发酵液内有机酸的量不断

降低，相应地，pH值不断上升，由脱胶起始的中性达到脱胶完成时的最

高值7.8;静止发醉则系酸性酶作用，在此过程中有机酸的里呈迅速上升

一一缓慢回落变化趋势，最大值达2200mg/L，相应地，pH值呈‘lull型变

化，最低点为pH4.民④脱胶过程中纤维的形态结构变化只与脱胶时间的

长短有关15M31。由此可见，振荡发酵较静止发醉时间缩短近一半，发醉液

中pH值和有机酸呈相反的变化趋势，这说明T 116 3菌株在两种体系中的

代谢机制存在差异，但国内外迄今尚无有关微生物月刘狡的复杂发醉体系中

酶的种类、数且、特性、作用机制及酶解产物的系统报道。

    本文通过系统研究红麻微生物脱胶过程中酶及酶解产物的动态变化规

律，揭示微生物脱胶酶与胶质的作用机理，为加速高效脱胶菌株的选育、

酶制剂的生产及发酵条件的改良提供科学依据，以便早日形成新型的微生

物脱胶方法，最终达到降低生产成本和劳动强度、提高纤维产量和品质、

缓解优质天然纤维供不应求的矛盾和充分发挥我国麻类纤维资源优势的目

的。

材 料 和 方 法

一、材料

(一)菌种:麻类研究所选育的红麻脱胶专用菌株旦ac丝lus polymyxa(代
号T1163)

(二〕供试森样:红麻干皮、鲜皮、鲜茎



(三)培养基

1"菌种活化用马铃薯葡萄糖(国培养基伪:去皮马铃薯20.0,几队062.0.
加琼脂2.0则可做试管斜面和平板培养基 (PG4;

2、扩培用豆饼粉培养基(14:豆饼粉2.0. MgSO,.7H20. (NH,) ZHPO,, KH,PO,
各0.05;

3、无机氮素培养基伪 :果胶2.0.木聚糖1.0, MgSO,.7H,O 0.05,

(NH,) ZHPO, 0. 2 , C,H,,O, 0. 5、KH,PO, 0. 05;

4、菌落计数用培养基(%)

(1) T1163计数 用马铃薯葡萄糖琼脂培养基 伪 :去皮马铃薯20.0

C,H,,O, 2. 0琼脂2.0;

(2)杂菌计数 用葡萄箱营养琼脂培养基伪:C满八0.5-营养琼脂3.50
(四)供试试剂 果胶、木聚糖均为美国Sigma公司产品，丙烯fA胺(Acr)

为Fluk a进口分装，十二烷基硫酸钠 (SDS)用甲醇、丙酮经进一步纯化

其余均为市售分析纯或化学纯。

二、方法

(一)菌种培养和菌悬液配制

    取沙土管保藏菌株分离活化，扫瞰典型菌落一环接种于5m1P G液，35

℃静止培养8h后吸2m l转接于盛100ml 2号培养基的500m 1三角瓶中，35

0C、120rp。振荡培养8h0

    在MgSO,.7HZ0. (NH,) ZHPO:两种助剂各含。.05%的水溶液中按2%的盆

加入豆饼粉菌原液，配成脱胶用菌悬液。

  (二)麻样接种与脱胶

    将红麻鲜皮和鲜茎经适度刹青并除去基部30-40cm、梢部60-80c m后

剪成约5c二长的小段后混匀。每三角瓶盛麻样2010.19，按浴比1: 8加

菌悬液160ml, 350C振荡(120r耐 、静置分别发酵至脱胶完成;将红麻

干皮除去基、梢部各30cm,剪成约Sc m长的小段后混匀。每三角瓶盛麻

样10士0.19，按浴比1:15加菌悬液150m1(或加水150m1. O.1MPa/cm2灭菌

15mi n成无菌干皮)振荡、静置分别发酵至脱胶完成.

  (三)取样与处理



    上述过程中，干皮静置和鲜茎发醉液每12h取样一次，干皮振荡和鲜

皮发醉液每6h取样一次，每处理3个麻瓶，分别混合后①用pH计测班

值;②各取1m 1经适当稀释后测微生物活菌且;③各取250m 1经3000rpm

离心20mi n所得上清液供以下4-7用。

(四)胞外蛋白浓度测定

    采用考马斯亮蓝法冈在595n m处测定，其中标准方程的建立以牛血清

白蛋白(BSA)为标准。

(五)胞外蛋白粗分离

    采用分级离心法。300Orpm离心所得上清液依次经800Orpm, 160OOrpm

离心，所得沉淀用双蒸水分别溶解、转人Eppendorf管并定容，然后加等

体积的样品溶解液，沸水浴5mi n后一20℃保存。

    样品溶解液成分伪二SDS 1. 0.疏基乙醉1.0.澳酚兰0.02甘油20.0

O.OSM pH8.0 Tris-Hci缓冲液20.0.

  (六)脱胶酶活测定

    3000rp m离心所得上清液作为粗酶液，采用Somongyi-Neso n法[Sal和

脱胶实效法测酶活。

1、果胶魏活力:取适当稀释的粗酶液lm 2加人用。.1M pH8.O Tris-Hcl

缓冲液配制的1%果胶溶液imi. 500c酶解30mi n后测还原糖盆.以半乳糖

醛酸为标准。

2、木聚糖酶活力:取适当稀释的酶液lm 1加人0.1N- pH4. 4醋酸缓冲液

配制的1%木聚糖溶液1m1,酶解产物以木聚糖为标准，反应条件、产牧您口

定同to

3, CMC酶活力:取适当稀释的酶液1m1，加人i% 甲基纤维紊钠(MN习.

1m 1酶解产物以葡萄糖为标准，反应条件、产物测定同1。

    以上1、2, 3均以煮沸灭活酶液为空白对照。

4,酶活单位:在上述条件下，每分钟产生1二9还原精的酶盘定义为一个

活力单位 (0;

5,蛋白水解酶活力:取粗酶液1.0m1，分别加入用pH3.0. 7.5. 10.5的

缓冲液配制的10m9/m 1酩素底物溶液1.0m140℃反应semi n并经其余处理



后于680n m处测酶解产物 (以L-骆氨酸为标润 。在此条件下每分钟产生

1，9酪氨酸定义为一个活力单位帅 。

6、脱胶实效法:粗酶液来自培养不同时间的豆饼粉菌液，根据脱胶完成

时间确定酶的整体活性。

(七)胞外酶种类和分子量测定

    采用十二烷基硫酸钠一一聚丙烯酞胺凝胶电泳法(SDS-PAGE) 151.电

极缓冲液为pH& 3Tris=甘氨酸，凝胶浓度10%.根据标准蛋白的Rm值(Rm=

蛋白质迁移距离/指示剂迁移距离)绘制标准曲线并据此由待测样品的Rm

求其分子盆。

(八)酶解产物的测定

1、可溶性有机物 用高锰酸钾法1581，其数值计算公式为:

  可溶性有机物(mg/L)二[K (V,+VZ)-101 XNX8X 1000/V

  K一一。.OIN KMn04溶液的标准系数

  V,一一加入水样中的NO,溶液体积(MI)

  VZ一一滴定时消耗的KIfn04溶液体积(ml)

    V一一水样且 (ml)

    N一一草酸钠标准溶液的当至浓度

2、还原糖 用铜碘试剂法1581，标准曲线的绘制以CgH,20。为标准;

3、有机酸 用中和滴定法1591，其数值计算公式为:

  有机酸(以乳酸计，mg/L)二(N·V) ,,,,XO.09XO.05X I000X 1000
    N一一NaO H溶液当量浓度

    V一一滴定消耗NaOH溶液的体积 (ml)

4、不溶性有机物 发醉液经3000rpm. 20mi n离心所得沉淀烘干后由称重

测得。

结 果 与 分 析

一、韧皮脱胶过程中蔺和蔺解产物的动态变化

(一)酶的动态变化



1、胞外可溶性蛋白

    干皮、鲜皮刀荆狡过程中胞外可溶蛋白的测定结果如图1, 2所示。
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图1干皮脱胶过程中可溶性蛋白
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            脱胶时间/h

图2鲜皮脱胶过程中可溶性蛋白

                            o-A振荡系 x一x静皿系

    图 1表明:振荡系在前12h蛋白里迅速增加，从32m9/ L增到峰值

148mg/L;在整个脱胶过程中呈‘'M"型变化趋势。这种变化可能是:前期
由于麻中可溶性蛋白快速溶出，导致测定值迅速上升;随后，由于可溶性

蛋白溶出置渐少、加之微生物大量繁殖对已有蛋白不断分解利用，因此总

的结果是不断减少;到了后期，由于纤维束与束之间柔膜组织的破坏及部

分微生物解体使蛋白浓度再次上升;脱胶快完成 (30h)时，同样由于消

耗大于溶出，因此又开始下降。静置系在48h前一直增加，这可能是由于

镶嵌或包埋于韧皮中的蛋白没有受到振荡冲击作用而溶出较慢的缘故。

    鲜皮在两体系中胞外蛋白的浓度变化 (图2)均呈‘。M”型趋势，振

荡系较静置系含量高。其最高峰值分别为26骊/L和177mg九。与千皮相

比，鲜皮中可溶蛋白含里最高。结合脱胶过程中微生物变化 (图3)亦不

难看出 振荡、静置两体系中的蛋白在前30h来自麻溶出和菌体分泌两条

途径，前期虽然微生物 (T116 3和杂菌)在不断增多，但其对可溶蛋白的

分解利用速率低于产 越率，故呈不断上升趋势;随后，微生物盆相对稳

定，蛋白被利用的速率不再增加，但由于麻溶出蛋白减少，故含且开始下

降;蛋白里第二次增多主要是由于胶质的不断分解使麻中可溶蛋白进一步

较大量溶出，脱胶快结束之前则开始下降.
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2、脱胶过程中酶蛋白电泳图谱

(1)干皮脱胶过程中酶蛋白电泳图谱

    经SDS-PAGE分析所得结果如图4-7、图版1-3所示。
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图4干皮振荡月刘狡酶谱 (8000RPM) 图5千皮振荡脱胶酶谱 (16000RPW

                      (从左至右依次为6h-36 h样)

    由图4-7可以看出:①两体系中1, 3, 4. 12号带可能是麻中游离态

蛋白，因为它们在接种后 6小时内开始出现 (遇水即溶th)，随后不断减

少，而且振荡系中溶出的盘较静置系多、溶出速度快。如果来自培养基的

话就不应该有童和时间上的区别。(乡振荡系中5. 9等条带可能是麻中结

合态蛋白或溶出蛋白的降解产物 也可能是发酵体系中的微生物 (包括

T116 3和杂菌)受溶液中特定物质的刺激而产生的应激酶.其中一些成分

由于被微生物利用而从溶液中消失，在后续阶段不再存在;静置系中只有

5带可能是麻中结合态蛋白或者麻中溶出蛋白质的降解产物或者微生物产



洛

佑

到

 
 
-

-

-

-
一
一

-
-

3
4
5

牌

侣

幼
灯 

 
--

二 二 =

川
拼
幼
引诬
料

一
一
-
三

一
-
一
一一
一

一
一
一
一-
一

一
一
︸
一~
一

-
-
一
三

图6千皮静置脱胶酶谱 (8000RPM) 图7干皮静置脱胶酶谱 (16000RP*

                (从左至右依此为12h-60 h样)

生的应激酶。③对振荡系干皮脱胶起作用的可能是8, 13, 15, 16, 19,

21,24,26,27,31号酶带，它们多在12h以前开始合成并有增加趋势;

对静置系千皮脱胶起作用的可能是13, 15, 16, 21, 24, 26, 27, 29, 31,

32, 3 4号酶带，其合成大多始于24h以前。两体系中15, 16, 21, 27带

明显粗些且振荡系在量上更多。

    上述所有可能具脱胶活性的胞外酶 (亚基)产生的时间、速度和A的

多少受溶液中pH、有机酸、还原糖等多种因素影响，因而存在不同程度

差别，其中一些分泌到一定里后不再继续增加，另有一些则随时间推移呈

不断增多的趋势(如15、16, 21、27, 31)，说明其合成未受阻遏。

  (2)鲜皮脱胶过程中酶蛋白电泳图谱

    鲜皮脱胶过程中脱胶酶经SDS-PAGE分析所得结果如图8-11,图版4-

7所示。

    由图8-11可知:①两体系中有2, 4, 28带可能是麻中游离态蛋白，因

振荡系较静置系溶出快。②振荡系中3, 5, 6, 11, 14. 17, 18, 33, 35-39

带可能是麻中结合态蛋白或者溶出蛋白的降解产物，也可能是由多种微生

物产生的应激酶:在静置系中有3, 6- 8, 12, 22, 35, 37-39带属类似

情况;③振荡系中起脱胶作用的可能是7, 9, 10, 13, 15, 16, 19, 21,

24, 26, 27, 30, 31等带，静置系中则是5, 7, 12-16, 21, 26, 27, 29,

31, 34等带。这些酶多在12h以前合成且有随时间延长而增加的趋势。
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图8鲜皮振荡脱胶酶谱 (8000RPM) 图9鲜皮振荡脱胶酶谱(16000RPNO

                      (从左至右依次为6h-54h样)
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图10鲜皮静里脱胶酶谱(8000RPM)图11鲜皮静置脱胶酶谱(16000"

                      (从左至右依次为6h-42h样)

    经比较，在可能属脱胶酶的谱带中，鲜皮振荡与干皮振荡的共同带有

13, 15, 16, 19. 21, 24, 26, 27, 31九条，编号为火9. 10. 30的是
鲜皮振荡系特有的带，而8可能是千皮振荡系特有的带;鲜皮静置与干皮

静置的共同带有13. 15. 16, 21. 24. 26. 27. 29. 31. 34+条，5. 7.

12则可能是与千皮静置系相区别的酶带，32是干皮静置系中特有的。这

些相同的酶可能对韧皮中的非纤维素物质起类似的作用。不同材料、同一

材料不同体系之间酶的差异很可能是由于一些特定物质种类和浓度对

T1163和杂菌控制相应酶合成的基因定向诱导所致。例如，编号为7的带

很可能是鲜皮脱胶与干皮之间的差别所在。这些相异酶带很可能是影响脱

胶周期、造成酶解产物差异的根本原因。



3-酶的活性测定

    千皮、鲜皮脱胶过程中发酵液的果胶和半纤维素酶活测定结果如图

12.图13所示。

    图12表明:(1)振荡系较静置系酶活高，其中果胶酶活峰值

872.9u/m1.611.0u/ml分别在12h, 24h出现 半纤维素酶活峰值166.2u/ml
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△一△振荡系果胶酶活

x一x静置系果胶陇招

.一.振荡系半纤维累酶活

0一。静置系半纤维素酶活



和99.7u/m1分别出现于18h、36h; (2) 完成后，两体系中果脱酶活

降低，半纤维素酶活有上升趋势，这可能与果胶酶构象改变、降低了与底

物分子间亲合力而半纤维素充分暴露有关;(3)同一体系中果胶酶活峰值

出现于半纤维素酶活峰值之前，峰值过后酶活变化总幅度不大;(4)结合

酶活测定结果分析，31、34两谱带很可能属半纤维素酶，并且大多数微

生物来源的木聚糖酶分子且均较小〔~，。

    鲜皮(图13)与干皮相比，酶的活性相似之处:(1)振荡系高于静

置系;(2)同一体系中果胶酶活峰值早于半纤维素酶活峰值出现，峰值后

酶活变化幅度较小;(3)脱胶完成后果胶酶活降低而半纤维素酶活升高。

不同之处在于前者:(1)果胶、半纤维素酶活峰值在振荡系中分别出现于

12h. 18h，在静置系中峰值87.3u/ml, 16.6u/ml分别在12h, 24h出现，

从平均水平看，两类酶在静置系中的活性不及振荡系的1/3; (2)两体系

酶活较在干皮中要低得多，大约仅其1/1。左右水平，说明外切酶活性俘

  (二)酶解产物的动态变化

1、可溶性有机物

    鲜皮脱胶过程中可溶性有机物测定结果 (图14)表明:(1)静置系

始终高于振荡系，二者峰值分别为1779mg/ L和958mg八;(2)振荡、静

置系分别从6h, 12h始一直呈下降趋势.这就是说，鲜皮中含有一定盆的

可溶性有机物，脱胶前迅速溶出导致溶液中测定值快速增高，而后，微生

生物大最繁殖，消耗大于产生;(3)每一对应时段的可溶性有机物里，静

置系为振荡系的2倍以上。这主要是因为有氧条件下微生物繁殖速度快，
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图14鲜皮脱胶过程中可溶性有机物变化

          △一△静置系 o-o振荡系



消耗有机物多于缺氧条件的缘故。这些可溶性有机物几乎都是来自于韧

皮，在微生物酶的作用下逐步降解为还原糖和有机酸。它们是脱胶过程中

形成的主要酶解产物。它们的变化情形分述如下:

  (1)还原糖

    鲜皮发酵液中还原糖测定结果 (图15)表明:(1)振荡系在前24h

一直下降，24 h以后基本平稳;静置系在O-6h - 18-24 h有两次升高，峰

值为900mg/L, 30 h以后趋于平稳。(2)整个脱胶过程中，虽然静置系酶

活较振荡系低，但由于前者所含微生物少，体系中糖的消耗盘低，故能积

累于溶液中的糖较振荡系还是要多.这与干皮中的测定结果明显不同 在

干皮的两体系中还原糖总趋势是不断增加，静里系浓度始终高于振荡系

峰值分别为1267mg/L和979mg八[52-sat.

  (2) PH和有机酸

    pH虽不属酶解产物，但它是反映发醉体系中复杂多样生化过程的一

个综合指标，而且与有机酸的含量变化密切相关。鲜皮发酵液中pH和有
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图15鲜皮脱胶过程中还原糖变化图16鲜皮脱胶过程中pH和有机酸变化

      △一△ 振荡系 X-X睁2*1 △一△ 振荡系pH X一X 静置系vH

                                  O一。 静里系有机酸 .一. 振荡系有机酸

机酸的测定结果(图16)表明:(1)振荡系pH在经过短时间回落后逐渐

上升，终pH7.2;静置系pH一直呈下降趋势，终pH为5.15,脱胶完成后

回升。出现这种现象的原因是由于在静置系中除了胶质降解产生半乳箱醛

酸等酸性糖类物质外，微生物利用葡萄糖、甘璐糖、阿拉伯糖、半乳糖醛



酸主要以无氧呼吸方式获取能量的同时产生大量的乙酸、丙酸、丁酸、乳

酸及一些酸性中间代谢产物积累于溶液，故酸浓度高、pH逐渐降低。在

振荡系中，虽然酶系在对胶质分解的过程中同样产生一些酸性水溶物，但

由于微生物分解代谢的主渠道是有氧呼吸，避免了大童酸性发醉产物的积

累，同时T1163分泌的碱性果胶酶量多于静置系J有一定的中和酸性物质

的作用，故其pH逐渐上升。pH的这种变化趋势与千皮发酵液有相似之处

差别在于后者的pH在振荡系中始终维持在碱性条件下 (PH6.8-7.8)。一

直到脱胶完成后才开始下降 (2)有机酸的总变化趋势与pH相反，二者

呈负相关，静置系的酸盆远高于振荡系，峰值分别为2370mg/L和236mg压

2、不溶性有机物

    鲜皮脱胶过程中不溶性有机物测定结果(表1)表明:两体系均呈不断

升高趋势。这些不溶性有机物主要是由脱落的表皮组织和内切酶作用使非

纤维素物质发生“块状崩演”形成的，其盘的不断增多可能是由于外切酶

对其分解程度低而内切酶活性不断升高的缘故。36 h以后振荡系增幅明显

大于静止系则是由于游离块状物在振荡力作用下更易从纤维间冲洗脱落。

              表1 鲜皮脱胶讨程中不溶性有和物夺化

脱胶时间/h 6    12    18    24   30   36   42    48 54

不溶性有机

物重匆Mg

0 78   161   174  208   249  251   433  506  542

S 蛇 128   197  211   284  301   368  426 一

占鲜皮重

  (%)

0 0.39  0.80 0.86 1.03  1.23 1.25 2.15 2.50  2.74

S 0.49 0.64 0.98  1.04  1.41 1.50  1.82 2.11 一

注:0-振荡系 5一静盆系，表3同.

    在整个脱胶过程中，各种酶解产物与微生物之间的关系相辅相成、错

综复杂。微生物在利用发酵体系所提供的碳/氮源等营养成分的同时数里

不断增多并分泌多种胞外酶，而胞外酶的出现及活性大小反过来又影响酶

解产物的形成速率和最的多少。到一定时期后，当营养成分成为微生物进

一步扩大繁殖的限制因子时，其数量不再有大幅度增加、对有机物的耗用

速率亦不再升高。鲜皮振荡系中T116 3数盆为静盆系对应时段的10倍以

上但酶分子数相差并不悬殊，表明静置系中酶的分泌速率更高;静里系中



酶活测定值低却先于振荡系完成脱胶，这除了由于静置系与振荡系中微生

物种类和数量存在差异外，可能还与酶的种类及其酶解机制密切相关。据

推测，内切酶活性高低很可能是鲜皮两种脱胶体系的本质差异所在。

二、鲜茎脱胶过程中百和西解产物的动态变化

  (一)酶的动态变化

卜胞外可溶性蛋白

    测定结果 (图17)显示:鲜茎脱胶过程中胞外蛋白浓度水平在三种

  实验材料中最低 (与图1、图2比勃 。这一方面是由于麻盆相对少 (相

当于浴比tj 、溶出蛋白盆少(电泳时的点样A是韧皮的2'(ua);另一方面

则是由于微生物分泌的胞外蛋白酶量亦较另两种材料中的要少。振荡系在

72h之前一直呈上升趋势静置系在前24h略有增多24h-48h减少48h-72h

再次增多，脱胶完成后下降，总趋势是呈现"M”型，与鲜皮发醉液中蛋

  白变化趋势一致，结合微生物变化 (图18)分析，导致这种趋势的原因

亦与鲜皮类似。
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              月#J佼时间/h

图17鲜茎发酵过程中蛋白浓度

△一△振荡系 X一X静里系

              脱胶时间/h

图18鲜茎脱胶过程中微生物变化

  △一△振荡系T1163  X一X振荡系杂菌

  .一.1#2*,T1163 0-002#AM

2、脱胶过程中酶蛋白电泳图谱

    鲜茎月划狡过程中脱胶醛经SDS-PAG E分析所得结果如图19-22所示

                                                          19



由图17-20可知:①有4号带属麻中游离蛋白。②振荡系中6- 18, 23, 25,

28, 3。和静里系中22 - 23, 29, 30 , 33 . 3 5带可能是麻中结合蛋白及溶

出蛋白的降解产物，也可能是由多种微生物产生的应激酶 (干皮、鲜皮中

的第二类情珊 。③振荡系中可能具脱胶作用的有13-16, 19, 21. 24"

26- 27, 30, 31号带;静置系中则是13-16, 21. 24, 26-28- 31- 34. 36"

38. 39等谱带，比韧皮静置系共同带多出28, 36, 38. 3 9四条带。14"

28号带在鲜皮和茎两个系统中都有，可能是鲜皮和茎与千皮的本质区别
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图19鲜茎振荡脱胶酶谱(8000RPM) 图20鲜茎振荡月划狡酶谱(16000RPlk

(从左至右依次为12h-84h样)
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图21鲜茎静里脱胶酶谱(8000RPM) 图22鲜茎静直脱胶酶谱(16000PPW1

(从左至右依次为12h-72 h样)



所在。这些酶有相当一部分在12h以前即开始合成。

    综上所述:三种红麻材料在振荡系中共同的月泪佼带是13, 15, 16, 10-

21, 24, 26, 27, 31九条，在静置系中则是13, 15, 16, 21, 24, 26, 27,

31, 34九条，有八条相同，一条有别;两体系的主带都是15,21,27,31

四带。此外，鲜茎和鲜皮的振荡系特有18带，静置系特有29带;鲜皮与

干皮比，前者多7号带。由此可见，参与红麻脱胶的酶至少有九种，其中

七种在两类系统中共同存在，体现了脱胶的共性;19, 34号带及其它一

些酶带则体现不同体系和不同材料之间的个性。

    用SDS-PAGE法侧定谱带中所有蛋白及其中9种脱胶酶的分子最如表

2、图23所示.

            表2 各谱带对应蛋白及酶的分子量 KDa

No. 1    2   3   4   5    6   7    8    9    10  11  12  13

联 220 200  173  141 120 107 104 97.4 91.2  88 80.2 73.4 70.8

N0 14   15  16 17   18   19  20   21   22   23  24  25  26

姗 64.5 61.6 60  58.5 57.5 56.3 53.8 51.2 47 46.5 45 44 43

No. 27   28  29 30   31   32  33   34   35   36  37  38  39

MW 41.7 39.8 37.1 35.4 33.5 32.2 31 28.8 24.5 23.2 21.7 20.5 18.6

E23 SDS-PAGI位月定9#皿狡.分子f

卜
砚
闷

3,酶的活性测定

    定时取样测定鲜茎脱胶过程中的酶活，结果 (图24)表明:果胶、



半纤维素酶活均是振荡系较静置系高，二者在振荡系中的峰值分别出现于

60h . 48h，在静置系中的峰值则分别出现于72h . 48h，果胶酶活峰值均

迟于半纤维素酶活峰值出现，与干皮、鲜皮中的情形相反，并且振荡系果
胶酶活在48 h增加幅度大，推测可能是由于麻骨中溶出的某些小分子有机

物的激活作用，使其外切酶活ft增加，也可能是由于此时新产生的19号酶

的作用。

    如果将干皮振荡系中果胶、半纤维素酶活的峰值分别视为100，则其

它各材料中酶活的相对值列于表3.

          表3三种红麻材料在两种发酵体系中的相对酶活

材料 体系 味 6 12 18 24

30
36 42

8
54 60 72

84

DR

0
P 17 100 83 74 73 86

x 7 20 100 80 85 77 曰
S

P 50 70 57 73 58 门
x 5 42 60 54 54 口

FR

0
P 2 12 8 9 9 9 9 9 8 」
X 36 22 53 33 30 28 33 31 34 曰

S
P 4 6 2 2 3 2 2 2 门
X 2 4 10 10 8 6 10 10 曰

FS

0
F 2 2 1 1 2 2 2

X 3 4 6 9 7 6 口
S

P 0.6 2 1.6 1 1.6 2 口
X 1 3 5 7 7 7 口

DR一一干皮 FR一一鲜皮 PS一一鲜茎 0--振荡

S一一静盆 P--果胶醉 X一一半纤维素咚

同一栏内对应有2个时段者，醉活为第二个时段值。

        该表十分直观地反映了红麻干皮、鲜皮、鲜茎三种材料在不同发醉体系中

的果胶和半纤维素湘活差别 其中鲜皮和鲜茎中的酶活远低于干皮 有些情形下不及

后者的十分之一，结合脱胶完成所需时间分析」只能理解为鲜材料的脱胶主要依命内

切酶活性的作用。



(二)酶解产物的动态变化

25

=匕

加

污

抽

3

(1之
匀
︶
鹅
谧

o  r2 琳 肠 招 和 72鲜

                                脱.胶时间八

                    图24鲜茎脱胶过程酶活测定

                    △一△振荡系果胶醉活 .一.振荡系半纤维素酶活

                    x一x峥里系果胶的活 。一。峥里系半纤维素叻活

1·可溶性有机物

    由图25可知:两体系总变化趋势是逐渐上升的，静置系绝对值始终

高于振荡系，鲜茎脱胶过程中可溶性有机物的释放童较韧皮要低。这可能

是试验材料中可溶物 (贮存于韧皮中)相对较少;脱胶前期主要依靠茎段

端口溶出;酶解产物吸附于麻骨软组织上;振荡系微生物生长快、消耗多。
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  (1)、还原糖

    从还原糖的测定曲线 (图26)可以看出:①两体系变化趋势均呈‘,m,

型即两次升高两次降低，且与酶活测定结果密切相关。②振荡系、静置系

峰值分别为24.5mg/ L和19mg/L，在三种材料中最低，这与外切酶活性低

直接相关。③48 h以前静置系较振荡系略高，48h以后则相反.

(4、pH和有机酸

    从pH和有机酸的测定结果 (图27)可以看出:静置系有机酸较振荡

系高得多且逐渐上升，脱胶快结束时才开始下降，振荡系变化不规则。这
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                            脱胶时间/h

              图27鲜茎发酵过程中pH和有机酸的变化

    .一.振荡系vH△一△振荡系有机酸 O-O静里系pH  X一X静里系有机酸

可能与微生物代谢强度和酸性物质的积累有关，也可能与酶的作用机制发

生联系，有待进一步研究。另外，pH变化幅度较干皮、鲜皮要小。

2、不溶性有机物

    测定结果(表4)表明:两体系均呈不断增多的趋势。其中振荡系在

12h-24 h增幅大，静止系则在48h以后才大幅度增加。由于表皮组织角质

                表4 鲜茎脱胶过程中不溶性有机物变化

脱胶时间/h 12   24   36   48    60    72   84

不溶性有

机物I/mg

0 65   153  105  122   141   147  158

S 85   52   70   82    159   184 一

占鲜茎重

  (%)

0 0.53 1.26 0.87 1.01  1.17 1.20  1.32

S 、0.70 0.43 0.58 0.69  1.29  1.53 一



化程度高，脱胶微生物对它们不起直接作用，但在水的张力作用下而与皮

层组织分离，振荡条件下易于脱落，故前期振荡系的形成里高于静置系。

结合脱胶进程分析，后期酚止系内切酶的活性高于振荡系，纤维束之间的

非纤维素物质发生’·块状崩溃，，的量相对较大，因而静置系高于振荡系。

完成脱胶所需时间的差异能支持这一推断的正确性。

三、n163分泌脱胶有的种类和最适作用条件

(一)脱胶酶种类的鉴别

    为了进一步确定上述推断的可靠性，还做了如下试验:

1、T1163以无机氮为唯一氮源分泌脱胶酶试验。

    将多粘芽抱杆菌T1163接种于以(NH,) 250。为唯一氮源的3号培养基

中，振荡、静置分Nil*养 定时取样处理后测定T1163数童、酶活 (表5)

以及用SDS-PAG E法分析胞外酶的种类。结果表明 该菌在振荡、静置两

体系中先后均产生13. 15. 16, 21, 27. 31等6种胞外酶，分子盘分别为

70800, 61600. 60000. 51200. 41700和33500。可能受培养条件的限制

胞外酶谱带均较浅，编号为巧和31的带相对粗些。具有上述6种酶的培

养液兼有果胶和半纤维素酶活性，且振荡系较静置系高，无纤维素和蛋白

水解酶活，说明不含纤维素酶和蛋白水解酶。因未引入外源蛋白，消除了

外在蛋白对T1163产酶种类分析的干扰.这6种胞外酶均属前述三种红麻

材料脱胶过程所m(定的脱胶酶组分。

                表5  T1163在无机氮中产酶分析

T1163数盆 (cfu加l)

果胶酶活(ufml)

半纤维素酶活(u/ml)

纤维素/蛋白水解酶活(u/mi)

振荡系

3.5X108

231.7

46.6

静置系

2.7 X 108

176.4

29.1

  0

2、T1163在豆饼粉培养基中产酶分析

    T116 3在豆饼粉培养基振荡、静置培养过程中 定时取样钡口定微生物

活菌盈、诱导产酶种类和酶活，结果(表6、图版8)表明:振荡培养18h

或静置培养24h达果胶酶产生高峰，两体系中木聚箱酶产生高峰均在241)



T116 3数童峰值早于酶活峰值出现。电泳结果显示:在无机氮素培养基中

产生的6种酶同样存在于豆饼粉培养基的培养液中;酶活测定结果显示，

T1163在此培养基中还产生蛋白水解酶。

            表6    T1163在豆饼粉培养基中产酶分析

发醉体系

取样时段

  (h)

振荡系

T1163数盆 果胶礴活 半纤维素酶活

(cfu/ml)    (u/ml)   (u/ml)

Tl163f[f

  (cfu/ml)

  静里系

果胶酶活

  (u/ml)

半纤维累晦活

45.0

78.7

940

:;::

4.85X 100

6.90X 108

7.12X 108

6. 85 X 108

6.76X1萨

(u/ml)

12.6

52.9

88.7

126.9

97.4

167
324
746
872

，
l

q
户

，
土

八
︺

 
 
 
 

.

.

︹匕

门J

团

户
戒

中

1

12

减

，
、

乃了

9

~吕

6.47X1丁

8.0X1沪

7.55X 1沪

7.4X 1沪

7.21X1沪 731.4 795.0

6

12

18

24

30

3、有菌/灭菌干皮脱胶对比试验

    为了确定T116 3在以麻皮为底物时是否还诱导产生其它种类的脱胶

酶，并排除麻皮、容器、水体及空气携带杂菌对判别脱胶酶种类的影响，

将灭菌与未经灭菌处理的干麻皮接入T1163后进行振荡、静置脱胶对比试

验，定时随机取样分析发酵液中脱胶酶种类。结果表明:与纯培养试验结

果比较，无论是灭菌还是有菌干皮脱胶过程中均存在编号为13. 15- 16,

21, 27. 31这6条带;同时，振荡系还多出19. 26两条带 (分子盈分别

为56300, 43000),静置系多出26和34两带(分子里为43000和28800).

对比前述三种红麻材料试验结果，这里多出的三条带恰好是T1163在两种

脱胶体系中受麻的影响而定向诱导产生的且划狡酶。

(二)酶作用的最适pH和最适a度

1、最适pH

    用不同pH的。.1M NaZHPO‘柠檬酸缓冲液和Tris-Hc 1缓冲液配制一

系列1%的果胶和木聚糖溶液，以静置培养24 h的豆饼粉菌液作粗酶液来

源进行酶促反应，结果表明(图28):T1163来源的果胶酶系在pH6.0-9.0

间具较高活性，最适pH为8.0;半纤维素酶在pH3.0-6.5间具较高活性，

最适pH为4.4，在pH4. 4到pH8. 0之间，随着pH升高，半纤维素酶活逐渐



降低而果胶酶活逐渐升高。

    根据T1163在豆饼粉培养基中所产酶的特性看，在上述三种材料的不

同体系脱胶过程中，若其它条件完全相同，PH增加逐渐升高，半纤维素

酶活则降低;在不同体系之间，振荡系中的果胶酶活应高于静置系、半纤

维素酶活应低于静置系，但卜沐酶活测定结果不完全符合这一推断。这一

方面是由于在不同材料或同一材料不同体系中除了存在T116 3所产相同脱

胶酶外，还存在不同种类和数量及象征体系之间本质差别的其它酶;另一

方面则是由于酶的活性除受溶液pH值影响外，还受底物结构与数且、产

物浓度、金属离子种类和浓度、酶分子数及各种酶分子之间适宜配比等多

种因素影响。此外，通气与否同样对酶的分泌和活性有较大影响，在一定

条件下，充足的供氧更利于产酶。

2,最适温度

设置300C-70℃的不同温度(温差为5'C)，使酶与底物在最适pH和
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不同温度下进行酶促反应，结果 (图29)表明:果胶和木聚糖酶的最适

作用温度均为500C;而根据前人研究结果设计的最适温度35℃时，其相

对酶活仅为89, 83-

(三)脱胶实效试验

    用上述各取样时段的粗酶液做脱胶试验，每三角瓶盛干皮10士0.19.



浴比1:15.酶液2.0m1、自然叫、50'C,结果以来自振荡18h和静置24h

的粗酶液脱胶效果最好，与相应体系的酶活测定结果一致。

    为了弄消酶液的接入且对脱胶效果的影响，分别取粗酶液2.0, 4.0"

6.Oml，其余实验条件同上。开始每12h观察一次，以后每6h观察一次1

检测目荆狡效果，结果如表7所示。

                表7 粗酶液用童与脱胶时间的关系

  粗酶液来源 振荡18h _ 垫聊4h

  酶童(ml)         2.0  4.0  6.0         2.0        4.0  6.0

_AM", rill:.  (h)_。_丁f 72一 42- -66一一一 54一          30一  42
    以上结果可得如下结论:①酶法脱胶对酶液用盆的要求并非越多越

好，就本实验而言，二种来源的粗酶液均以4. 0m 1为最佳，超过4.Oml脱

胶时间反而延长。②对比酶活测定数据 (表的可以看出:在每一T1163

纯培养体系内，果胶酶活愈高月划胶时间愈短，两体系之间，虽然静里系24h

果胶酶活较振荡系18h低，但完成脱胶所需时间要短，似乎有悖常理，其

原因有待进一步研究，很可能与内切酶活性的发挥程度及不同酶之间的分

子数配比有一定联系。③酶制剂和粗酶液脱胶时不一定必需对千皮进行预

处理，这一点与有关文献的报道不一致.本研究证明:只要产酶时间和酶

液用且选择合适，同样可使未经任何预处理的麻获得满意脱胶效果。

问题 与讨 论

一、离效脱胶蔺株选育中的筋活测定

    目前，选育高产果胶/半纤维素酶菌株，主要是以测定菌株所产胞外

酶分解相应底物产生还原糖的能力为标准。迄今尚无一个十全十美的测定

方法。本研究发现，T116 3是一株红麻专用脱胶菌，但其对鲜皮·鲜茎脱

胶时测得的酶活值偏低;脱胶周期短者其脱胶酶活测定值未必一定高。这

是由于果胶/半纤维素酶均属复合酶系，各种酶与底物间的作用可以相互

发生影响，有些脱胶酶主要依靠其内切酶活性发挥对胶质的降解作用，而

外切酶活可能不是影响月划狡效果的决定因素。由于酶的高度专一性很强，



对市售果胶、半纤维素分解力强的酶对麻中的果胶和半纤维素不一定能进

行很好降解，因为麻中的果胶、半纤维素的结构错综复杂，不象市售商品

那样单一;反之，对市售果胶和半纤维素降解力差 (即酶活测定值小)的

菌种却有可能对麻中的胶质有很强的分解能力.这可以解释脱胶进程与酶

活不成正相关、酶活数值高但完成脱胶所需时间长等实验事实(2n)。如果要

选育优良脱胶菌株或其它高产果胶/半纤维素酶菌株的话 有必要根据育

种目标制备特定的果胶/半纤维素作酶活测定底物。在没有彻底弄清底物

的分子结构及其空间构象之前，采用脱胶实效法鉴定菌株的脱胶性能虽带

有一定主观性，但测试条件要求不高且能真正反映菌株脱胶酶的综合脱胶

能力，仍然是有效的。

二、杂菌对红麻脱胶进程的影响

    本研究是在杂菌存在的前提下进行的，由于麻皮、容器、水体及空气

均携带有一定种类和数量的杂菌，它们在脱胶过程中与T1163一样得以增

殖并且能或多或少地分泌某些酶。一方面，杂菌的存在对T1163的增殖和

产酶有抑制作用，限制了脱胶优势菌株作用的发挥;另一方面，杂菌消耗

酶解产物，可解除过多产物对酶的部分抑制作用，有助于酶促反应向胶质

降解的方向进行。总的说来，杂菌对脱胶的促进作用是较次要的，T1163

起着主导作用，其依据是:(1)与接种T1163的相比，不接种T1163、仅

依靠杂菌虽也能完成脱胶，但所需时间要长得多。以干皮静置为例，在上

述条件下需168N  (2)从脱胶酶电泳图谱中谱带强弱看，T116 3产多数脱

胶酶作为主带存在，其余带则相对要弱些 (3)给灭菌干皮接种T1163后

能加速脱胶进程 (提早6h-10 h完成脱脚 ，说明Tl163产脱胶酶种类齐

全，尤其是包括脱胶关键酶。

三、预处理对脱胶进程的影响

    本研究采用T1163对灭菌干皮进行脱胶的时间相对较短。这一实验事

实似乎是对混种脱胶优越性的否认。其实不然，经灭菌处理的千皮，提前

完成吸水溶胀过程、组织固有结构遭到破坏，加之T1163的优势在没有杂

菌的影响和干扰下得以更充分体现，才使得肚胡交完成时间缩短。当然，在

生产实践中，对红麻材料进行灭菌处理显然是不经济的，如果采取一定措



施适当破坏红麻材料固有的结构、调节发酵工艺条件以便微生物侵入并充

分发挥各种酶之间的协同作用显然是有效的。

四、三种红麻脱胶时间长短原因剖析

    脱胶是一个渐次进行的过程，具有累加效应，红麻干皮、鲜皮和鲜茎

在振荡、静置两种体系中完成脱胶所需时间分别为36h. 54h, 84h和60h-
48h, 72h，以干皮振荡最快，鲜茎振荡最慢，至少可从以下几方面分析脱

胶周期长短的原因:

卜酶的诱导和活性

    受产物浓度、特定诱导剂浓度·微生物生长速度和pH等多种因素的

影响，每种酶在不同材料、同一材料不同体系中诱导与否、诱导出现时间

的早晚及诱导量的多少存在不同程度差别，其中一些酶诱导到一定时间和

量后不再产生，另有一些酶则一直呈不断增多的趋势 所有酶在溶液中随

时间推移必然会有部分产生抑制甚至丧失活性。总的说来，干皮中酶的诱

导最快、酶量最多，鲜茎中最慢、酶量最少，鲜皮介乎其中，酶活测定结

果也显示出类似差别 (图12, 13, 24).在有些体系，虽然部分酶在整个

脱胶过程中一直被诱导，但新产生的酶并未使体系中酶的外切活性提高，

其作用可能有三:其一是随着酶量的增多，酶的内切活性得到加强，其二

是补偿了受抑制酶的活性，其三则是改变了不同酶分子之间的活性配比。

由于发酵体系中存在多种微生物及其分泌的胞外酶，进行着复杂多样的生

理生化反应，要更深人研究酶的产生和活性与溶液中各有机物之间的交互

影响，需通过凝胶过滤和离子交换等层析手段对各种酶一一分离并进行属

性归类，同时借助HPL C分析发酵液中糖、酸、醇等多种有机物的浓度，

才能从根本上揭示脱胶过程中多种酶与酶解产物之间错综复杂的变化关

系。

2、材料本身的差别

    对干皮和鲜皮而言，由于机械剥离使组织的固有结构遭到一定程度的

破坏，同时其接触水体和酶液的表面积较鲜茎大，酶与胶质之间可得到更

为充分的接触，对鲜茎来说，未经剥离、麻皮保持固有状态和结构，增大

了脱胶难度。理论上讲，由于振荡能促进酶与底物之间的亲合，因此若其



它条件完全一致，则振荡较静置完成脱胶所需时间要短，但对鲜皮和鲜茎

而言，一方面由于绿色表皮组织在振荡力的作用下较静置系更易悬浮于水

体使溶液变得混浊。影响了氧气的溶解;另一方面，某些生物活性物质大

大提高了内切酶的活性 (虽然有些酶对胶质是随机切割，但随机性亦会受

到限制，同时也不排除同种酶在不同条件下可在内切酶活性优势与外切酶

括性优势之间相互转变的可能 ，这些酶以简便快捷的方式即主要瓦解纤

维与非纤维之间的化学连接完成脱胶。因此，虽然鲜皮、鲜茎发酵液中外

切酶活较干皮低， 鲜茎静置系酶活较振荡系低却不一定后完成脱

胶 月#J佼周期的长短 内外因素综合影响。

小 结

利用红麻专用脱胶菌株T1163 (Ba )对红麻千皮、

鲜皮、鲜茎在振荡、静置两种脱胶体系微生物脱胶过程中酶和酶解产物的

系统研究得出如下结论:

1、红麻专用脱胶菌株T1163在脱胶过程中至少产生9种脱胶酶，其中分

子盘为70800- 61600、60000. 51200, 43000、41700、33500的七种酶在

两发酵体系共同存在、分子量为56300. 28800的两种酶分别只存在于振

荡、静置系，

                这些酶在脱胶过程中产生的时间·速度和数最随红麻

材料和发酵方式不同存在不同程度差别。在这一混合酶系中，果胶/半纤

维素酶作用的最适温度均为SOT,最适pH分别为8.。和4.4，在这些酶及

其它辅助酶的共同作用下，红麻干皮、鲜皮和鲜茎在振荡、静置两种发醉

体系中完成脱胶时间分别为36h - 54h - 84 h和60h- 48h- 72h。电镜观察

结果表明」荆狡过程中韧皮纤维形态与超微结构不变，说明这些酶优先作

用于复合胞间胶质。

2、跟踪测定红麻在不同发酵方式中的酶活，结果表明:千皮、鲜皮脱胶

过程中果胶酶活高峰早于半纤维素酶活高峰出现，鲜茎则相反;峰值过后

酶活性变化保持相对恒定;不同材料的发酵液中果胶、半纤维素酶活均是



振荡系较静置系高、说明通气有助于酶的产生和活性发挥;脱胶完成后果

胶酶活降低，半纤维素酶活有升高趋势。

3、干皮脱胶过程中外切酶活性高，而鲜皮和鲜茎脱胶过程中脱胶酶系的

外切活性较低，主要通过内切酶作用形成多聚糖且这些多聚糖产生后可能

在发酵液中多种酸、醇和金属离子等的作用下大多吸附于纤维表面或形成

沉淀。

4、发酵过程中胞外可溶性蛋白大多呈‘'M型变化趋势，这些蛋白的浓度

改变源于麻皮中可溶性蛋白溶出的速率、溶出量的多少、微生物胞外酶的

分泌量及其对胞外蛋白的利用率。

5、用铜碘试剂法测得红麻鲜皮脱胶过程中静置系还原糖浓度高于振荡系;

在鲜茎中，前48h是静置系还原糖果高于振荡系，48h以后则相反，且均

呈 ‘̀M"型变化趋势;鲜皮、鲜茎发酵液中糖含量远低于干皮。

6、用中和滴定法测得振荡系中有机酸均较静置系低，静置系有机酸呈不

断升高趋势.振荡系变化则相对稳定。鲜皮中的有机酸值远高于鲜茎，pH

的变化趋势与有机酸相反。

7、用高锰酸钾法测定的可溶性有机物总童数据同样表明静置系较振荡系

高，且鲜皮高于鲜茎。在鲜皮中，可溶性有机物,4}量变化趋势是增多、减

少。平稳，在鲜茎中的总趋势是不断升高;不溶性有机物最在各种材料发

酵过程中均呈不断增多的趋势。

    上述研究结果均未见前人报道。这一研究揭示了T1163所产脱胶酶及

酶解产物在不同材料和不同发酵方式中的动态变化规律，在理论上为酶学

基础研究、高效脱胶菌株的选育和基因工程菌的建立奠定了基础，在实践

上对形成新型脱胶方法、改良现行月荆狡工艺、设计脱胶治废方案、减轻脱

胶造成的环境污染具有指导意义。
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Abstract

    Enzymes and its products in static and oscillatory retting

systems of dry ribbon, fresh ribbon/stem have been studied with

strain Bacillus和lymyxa(T1163),and the results are showed as
follows.(1)At least 9 kinds of enzymes produced by T1163 are

available in kenaf retting process and their molecular weights are

97400, 70800,61600, 60000, 51200, 43000, 41700,33500 and 28800 as

estimated by polyaceylemide gel electrophoresis (PAGE) and SDS-PAGE.

Each of them is an only single strand protein. The time, ratio and

number of the enzymes secreted from T1163 are varied with the

materials and fermentation methods in oscillatory and static systems.

The retting time of dry ribbon, fresh ribbon/stem is 36h,54h,84h
under the oscillatory system and 60h,48h,72h under the static one

respectively.  (2)Pectinase  and  hemilosease  activities  are

determined with Somogyi-Neson method. the enzymes show optimal

activity at pH8.0,4.4 respectively and all at 500C.To the same

material at the same fermentation time. The activity of enzymes in

oscillatory system is higher than in static one. (3)in the course

of fresh ribbon/stem retting, the activity of exdoases is lower than
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that of endoases.(4)As for reducing sugar concentration, static

system is higher than in oscillatory one to fresh ribbon/stem and

they are all much less than in dry ribbon.“让，shape trends are showed

in both fresh ribbon/stem retting systems. (5)Volatile acid produced

in static system is much more and becoming more and more with the

time prolonged but stable in the other system. The trend of州 is

reverse to that of volatile acid.(6)As for the total of dissolve

materials,the trend is almost the same to volatile acid.

    All above hasn't been reported till now.

Key words: kenaf(H. Cannabinus) retting enzymes

hydrolytic products
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