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固定化嗜热脂肪芽孢杆菌连续合成半乳糖寡糖的研究
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摘 要 利用固定了产!0半乳糖苷酶的嗜热脂肪芽孢杆菌，以乳糖为底物，在纤维床反应器中连续合成半乳糖寡

糖（345），最高得率为&%627。在连续反应体系中，研究了底物浓度、89、反应温度和停留时间对半乳糖寡糖合成

的影响，确定最佳反应条件为底物浓度1&%:／;、反应温度&&<、8926%、停留时间!%%=>?。在连续反应$1@后，流

加!6&7的A0半乳糖能提高合成345的能力，固定化细胞反应体系中连续稳定操作!$%@。
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!0半乳糖苷酶不仅能将乳糖水解为半乳糖和葡

萄糖 而 且 能 催 化 转 糖 苷 反 应 合 成 半 乳 糖 寡 糖

（3-)-DE(()>:(F-DD@-G>HI，345）［!，$］，345是一种双歧

因子，能促进肠道内双歧杆菌增殖［#，1］，对人类的健

康有许多益处，渐渐成为营养学研究方面的热点。

由于!0半乳糖苷酶价格较贵，转糖苷活力较低，导致

345生产成本高，从而限制了345在保健食品和

医药领域的广泛应用。虽然国外文献报道了多种!0
半乳糖苷酶都具有转糖苷活力，但合成345的产率

都很低［&"2］。J-=K*等就345生产工艺发表专

利［L］，其最高产率只有#!7。现迫切需要研究一种

高效、低消耗生产345的方法。

本文利用固定化细胞在纤维床反应器中连续合

成345，通过反应条件优化，力求提高345合成的

产率，以降低其生产费用。

! 材料和方法

!"! 材料

嗜 热 脂 肪 芽 孢 杆 菌（.+0#,,)&&/%+*(/"*3(4
5"#,)&），实 验 室 保 藏；乳 糖、乙 腈、其 他 试 剂 都 为

C*M*。

9N;O色谱仪，型号 P-EIGF=(H)I)&!%，P-EIGF
公司制造。

!"# 方法

!*#*! 嗜热脂肪芽孢杆菌的培养：取斜面孢子接

种种子培养基，在&&<通气培养$%@，以!%7的接

种量接种发酵培养基，&&<培养$1@，得到的菌液

用于细胞的固定化。

!*#*# 固定化细胞制备：取一块长"%=，宽#%D=
的纤维绕轴卷成圆柱状装入一带夹套的玻璃反应器

中，夹套中用&&<恒温水循环。采用恒流泵把$&%
=;嗜热脂肪芽孢杆菌菌液循环!$@，依靠微生物

自身分泌的粘附素及纤维的拦截作用把细胞固定在

纤维床上。再用#%%=;发酵培养基循环!$@，使

微生物细胞增殖。

!*#*$ 固定化细胞的酶活力测定：取!D=$含固

定化细胞的纤维，加$滴甲苯，振荡!&=>?，加入&
=;89"6L的缓冲液和%6&:的乳糖，&&<水浴振荡

!&=>?，用葡萄糖试剂盒测定反应液中葡萄糖的量，

以每分钟产生!#=()的葡萄糖为!单位酶活。

!*#*% 半乳糖寡糖的连续合成：在固定化细胞纤

维床反应器中，夹套中用&%<恒温水循环，1&%:／;
的乳糖溶液（8926%的磷酸缓冲液配制）用恒流泵连

续泵入填充柱，定时取样9N;O分析。

!*#*& 糖的分析：单糖、双糖和寡糖都采用9N;O
分析。层析柱：;>D@(F(GQMN!L（$&D=R!&D=）。色

谱条件为：流动相乙腈：9$4S"&：#&（6／6），流速

为!6$=;／=>?，测定温度为$&<，进样量为!%#;。

# 结果与讨论

#"! 游离酶与固定化细胞合成345反应历程比

较：由图!可看出：固定化细胞合成345的能力和

稳定性都高于游离酶。由于游离酶暴露于溶液中，

直接受搅拌剪切力的影响，酶易失活，合成345的



能力随着反应时间延长而下降。而固定化细胞受载

体的保护和屏蔽，合成!"#的能力和稳定性都比游

离酶好。

图$ 合成!"#的反应历程

%&’($ )*+,-&./,.012*.3!"#24/-5*2&2
!—%1***/647*；"—877.9&:&6*;,*::

!"! 连续合成#$%反应条件的优化

!"!"& 底物浓度对半乳糖寡糖合成的影响：!<半

乳糖苷酶能把乳糖水解为半乳糖和葡萄糖，同时具

有转糖苷活性，又能把半乳糖苷转移到乳糖上形成

半乳糖寡糖。!<半乳糖苷酶水解乳糖的动力学模型

符合有产物抑制的米氏方程，水解反应受乳糖水解

产物<半乳糖的抑制。当底物浓度较低时，水解产物

半乳糖浓度较低，其对水解反应的抑制作用较小，此

时酶表现出水解活力较高，而转糖苷活力较低，因此

产物中单糖含量较高。当乳糖浓度较高时，水解产

物半乳糖浓度较高，当其达到一定值就对水解酶活

图= 底物浓度对!"#合成的影响

%&’(= >33*,-.3&/&-&+:2092-1+-*
,./,*/-1+-&././!"#24/-5*2&2
!—!"#；#—?&2+,,5+1&;*；

$—@./.2,,5+1&;*2；"—A+,-.2*,./B*12&./

产生抑制作用。半乳糖是转糖苷的底物，浓度高有

利于半乳糖寡糖的合成，因此底物浓度较高时，产物

中寡糖含量较高。由图=可见：起始底物浓度低时，

产物中的单糖含量很高，说明在此条件下，对水解有

利，对合成不利；底物浓度的增高可促进寡糖合成。

乳糖浓度在CDE’／A以下时，随着底物浓度增大，寡

糖的浓度有显著增加，但底物浓度大于CDE’／A时，

糖液很粘稠，影响了传质，从而不利于底物传递到固

定细胞内部而影响寡糖的合成。

!"!"! 反应温度对半乳糖寡糖合成的影响：试验

结果见图F，由图F可看出，温度在DDG以下时，酶

的水解能力强，单糖的浓度较高。这可能是由于水

解反应的活化能较低，而转糖苷反应的活化能较高，

温度稍高有利于寡糖的合成。温度大于DDG时，由

于固定化细胞中的酶易失活，乳糖的转化率较低，无

论是对水解还是对合成都不利。DDG为半乳糖寡糖

合成的最适温度。

图F 反应温度为!"#合成的影响

%&’(F >33*,-.31*+,-&./-*7H*1+-01*./24/-5*2&2.3!"#
!—!"#；$—@./.2,,5+1&;*2；#—?&2+,,5+1&;*；

"—A+,-.2*,./B*12&./

!(!(’ HI对半乳糖寡糖合成的影响：试验结果见

图C，由图C得知：在HI低于JKE时，乳糖转化率较

低，固定化细胞的水解活力和转糖苷活力都较低。

HI在JKE"LKE之间，固定化细胞转糖苷作用较强；

HI大于LKE时，对寡糖的合成不利。因此HI为

LKE时，最有利于寡糖的合成。

!(!(( 停留时间对半乳糖寡糖合成的影响：连续

反应的停留时间直接影响半乳糖寡糖的合成，底物

从溶液到细胞内部和产物从细胞内到溶液中都涉及

传质过程。停留时间太短，不利于底物向反应场所

的充分扩散和利用，转糖苷反应未达到平衡，!"#
的合成量未达到最大值。停留时间太长，不利于产
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物及时传递而离开反应场所，!"#会被水解为双糖

和单糖。根据实验结果图$得到%&&’()为连续合

成!"#的最佳停留时间。

图* +,对!"#合成的影响

-(./* 01123451+,5)67)4826(651!"#
!—!"#；"—95)56338:;(<26；#—=(6:338:;(<2

$—>:3456235)?2;6(5)

图$ 停留时间对!"#合成的影响

-(./$ 01123451;242)4(5)4(’25);2:34(5)
!—!"#；#—<(6:338:;(<2；

"—’5)56338:;(<26；$—>:3456235)?2;6(5)

由以上实验确定了固定化细胞在纤维床反应器

中连续合成半乳糖寡糖的最佳反应条件为：底物浓

度为*$&.／>，温度为$$@，+,为AB&，停留时间为

%&&’()。最高半乳糖寡糖浓度为%CDB&.／>，用钠

型阳离子树脂使部分单糖和双糖吸附，寡糖浓度可

浓缩到E$&.／>以上，得到的产品为粘稠的糖浆能

直接作保健食品的添加剂。

!"# 在纤维床反应器中连续合成$%&的稳定性

利用固定化的产!F半乳糖苷酶的嗜热脂肪芽孢

杆菌在纤维床反应器中连续操作过程中（实验结果

见图C），!"#合成能力的下降有以下两方面的原

因：一方面由于固定在纤维床上的细胞部分脱落，使

酶活降低；另一方面是由于产物在固定化细胞内部

积累到一定的浓度后，造成产物抑制，使反应平衡向

着寡糖水解方向移动，从而造成!"#合成能力的下

降。在操作AD8时改变反应的停留时间，使停留时

间由原来的%&&’()延长到%%&’()，可提高流出液

中!"#的浓度。在连续反应D*8后流加%B$G=F
半乳糖能大大促进!"#的合成，使!"#的产率从

ECBHG提高到$&BAG。由于!F半乳糖苷酶水解反

应是受=F半乳糖竞争性抑制，=F半乳糖能使反应平

衡朝着转半乳糖苷方向移动，有利于!"#的合成。

固定化细胞能较稳定地操作%D&8，!"#的最高得

率为$&BAG。

图C 连续合成!"#的反应历程

-(./C I824(’235J;6265135)4()J5J6!"#67)4826(6
K;;5L%%()<(3:42<4824(’2L82)=F.M:34562

L:612<，K;;5LD%()<(3:42<4824(’2L82)

;242)4(5)4(’2L:638:).2<

$—-2<F.:M:34562；!—N512<F.:M34562
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