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固定化-甘露聚糖酶水解魔芋粉制备
葡甘露低聚糖工艺研究 
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摘  要：以魔芋精粉为原料，通过研究固定化-甘露聚糖酶水解魔芋粉制备葡甘露低聚糖工艺条件。

结果表明，反应时间、魔芋精粉浓度、反应温度、加酶量及 pH 等对葡甘露低聚糖的制备都有不同程

度的影响，其中魔芋精粉浓度和反应时间影响较大，加酶量和 pH 影响较小。通过正交实验优化得出

的固定化酶水解魔芋精粉制备葡甘露低聚糖的最佳工艺条件为：底物浓度为 1.5%、加酶量为

80×103 U/g、反应时间为 6 h、反应温度为 75 ℃，pH 值为 3.5。葡甘露低聚糖的得率为 29.5%。 
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Study on preparation of glucomannan oligosaccharides by hydrolyzing  
Konjac powder with immobilized β-mannanase 

YANG Wei-dong 
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Abstract: Taking Konjac powder as raw material, glucomannan oligosaccharides was prepared by 

hydrolyzing Konjac powder with immobilized β-mannanase. The experimental results showed that the 

reaction time, Konjac powder concentration, reaction temperature, enzyme amount and pH had different 

effects on the preparation of glucomannan oligosaccharides, in which the influence of concentration of 

Konjac powder and reaction time was larger than that of enzyme amount and pH. The optimal process 

conditions for the preparation of glucomannan oligosaccharides by hydrolyzing Konjac power with 

immobilized enzyme by orthogonal test were as follows: substrate concentration 1.5%, enzyme dosage 

80×103 U/g, reaction time 6 h, reaction temperature 75 ℃, and pH 3.5. The yield of glucomannan 

oligosaccharide was 29.5%. 
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葡甘露低聚糖（Glucomannan oligosaccharides）

是甘露聚糖的酶降解产物,由 2～10个甘露糖通过

糖苷键连接形成主链，主链上连接葡萄糖或半乳

糖的杂聚寡糖[1-2]。广泛存在于魔芋粉、瓜儿豆胶、

田菁胶及多种微生物细胞壁内，具有低热、稳定、

安全无毒等良好的理化性质，能有效促进人体内
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双歧杆菌的生长繁殖，调节肠道菌群平衡，增强

人体免疫力等多种功能[3-7]。用固定化酶来生产甘

露低聚糖具有酶可重复利用且活力稳定、产物可

以直接分离得到，可实现连续生产，且体系中可

溶性蛋白质少，利于脱色等许多游离酶无法比拟

的优点[8]。本实验通研究以甲壳素为载体固定的

-甘露聚糖酶，制备葡甘露低聚糖的工艺条件，

以期获得较大规模低聚糖连续化生产的参数，为

进一步扩大到工业化生产打下基础。 
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1  材料与方法 

1.1  实验材料 

黑曲霉-甘露聚糖酶：自制；魔芋精粉：武

汉市清江魔芋制品有限公司；甘露低聚糖：武汉

市东方天琪有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  固定化-甘露聚糖酶的制备[8] 

取一定量 30 目的甲壳素，加入 0.8%的戊二

醛，在 4 ℃温度下，交联 3 h后彻底水洗至洗脱

液中没有戊二醛，再按照 2000 U/g 载体加入 pH

值为 4的-甘露聚糖酶溶液于冰浴中搅拌 1 h后，

放入冰箱中 4 ℃吸附固定 8 h以上。然后用蒸馏

水彻底水洗，过滤干燥，即得到固定化-甘露聚

糖酶。 

1.2.2  甘露低聚糖的制备 

配制一定 pH 值和浓度的魔芋精粉溶液置于

带塞锥形瓶中，预热到一定温度后，加入固定β-

甘露聚糖酶，在恒温摇床上反应一段时间后，过

滤分离固定-甘露聚糖酶，用薄层—比色法测定

检测低聚糖含量。 

1.2.3  葡甘露低聚糖的测定[7] 

采用薄层色谱法，以硅胶 G为载体，正丙醇

与水 85∶15为展开剂，点样量为 50 μL带状点样，

展开后按照标准样低聚糖的 Rf值，将硅胶板上相

对应的硅胶刮下，用纯净水洗脱定容至 25 mL。

取洗脱液 2 mL用苯酚-硫酸法检测总糖量（即为

葡甘露低聚糖的量）。 

1.2.4  固定化酶活力测定 

取 10 mL用 pH 3.4的缓冲溶液，配制的 0.3%

的魔芋精粉溶液，在 75 ℃的水浴中预热 10 min，

然后加入 0.3 g的固定化酶准确反应 10 min后终

止反应，吸取 1 mL反应液加 3 mL DNS沸水浴中，

加热反应 5 min后比色。 

1.2.5  单因素实验 

按照葡甘露低聚糖的制备方法，以葡甘露低

聚糖得率为考察指标，分别考察 7 个乳糖浓度

（%）：0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5；6 个

反应温度（℃）: 60、65、70、75、80、85；5个

底物溶液 pH：2.5、3.0、3.5、4.0、4.5；7个加酶

量（×103U）50、60、70、80、90、100、110；         

9个反应时间（h）：0.5、1、2、3、4、5、6、6、

7、8。 

1.2.6  正交实验 

根据单因素实验确定了各单因素对葡甘露低

聚糖得率的影响，选择反应温度、魔芋精粉浓度、

酶用量和反应时间，通过 5因素 4水平的 L16（45）

正交，并进行极差分析、实验结果优化甘露低聚

糖酶法合成葡甘露低聚糖的最佳工艺条件。 

2  结果与分析 

2.1  不同因素对葡甘露低聚糖得率的影响 

2.1.1  反应时间对葡甘露低聚糖得率的影响 

在加酶量为 80×103 U、魔芋精粉体积和浓度

分别为 50 mL和 1.0%、pH 3.4、温度 75 ℃的条

件下，研究了不同反应时间对葡甘露低聚糖得率

的影响。 
 

 
 

图 1  反应时间对葡甘露低聚糖得率的影响 

 
由图 1 可以看出：反应时间对葡甘露低聚糖

有显著影响，反应时间较短的时候，固定化酶将

产物分子水解成中、低等分子量的糖类，得率随

着时间的增加而逐渐增加，所以在反应的前 5 h

里得率逐渐的增加。在 5 h 时，得率达到最大值

27.1%。在 5 h之后，低聚糖的得率又呈现出下降

趋势。这主要是因为在反应中酶与底物反应时，

底物在载体的内部和外部都存在扩散阻力，底物

在固定化酶表面和内部都存在逐渐减小的浓度梯

度，另外产物在固定化酶表面形成了较高的浓度，

从而抑制了反应向正方向的进行，由于这两个方

面使得低聚糖产率的降低。与大部分固定化酶水
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解底物规律基本相似，但与硅胶等材料固定β-

甘露聚糖酶制备葡甘露低聚糖（低聚糖达到峰值

时间为 15 h）方法相比 [7]，低聚糖得率达到峰值

时间显著缩短。 

2.1.2  加酶量对葡甘露低聚糖得率的影响 

在魔芋精粉体积和浓度分别为 50 mL 和

1.0%、pH 3.4、温度 75 ℃的条件下反应 5 h，研

究不同加酶量对葡甘露低聚糖得率的影响。 
 

 
 

图 2  加酶量对葡甘露低聚糖得率的影响 

 
不同加酶量对葡甘露低聚糖得率的影响结果

如图 2 所示，可以看出，在一定范围内，随着加

酶量的增加，得率也在逐渐增加，加酶量为 80× 

103 U/g魔芋精粉时，葡甘露低聚糖得率最高达，

为 26.7%，当加酶量超过 80×103 U/g魔芋精粉时，

葡甘露低聚糖得率反而逐渐下降，说明得率与加

酶量不成线性关系，这是因为当加酶量过大时，

反应中生成的产物又被酶分解成为单糖，从而降

低了得率，因此选择酶量不宜过高。综合考虑，

选择 80×103 U/g的加酶量为最佳。 

2.1.3  底物浓度对葡甘露低聚糖得率的影响 

在反应温度 75 ℃、pH 3.4、反应时间 5 h、

加酶量 80×103 U/g魔芋精粉的条件下，不同的底

物浓度对葡甘露低聚糖得率的影响如图 3所示。 

 

 
 

图 3  底物浓度对葡甘露低聚糖得率的影响 

由图 3 可以看出，魔芋精粉的浓度对葡甘露

低聚糖得率有显著的影响，这与其它报道的结果

一致。当底物浓度增加的时候，葡甘露低聚糖得

率也随之增加，在底物浓度在 1.5%时达到最大

值。当大于 1.5%时，低聚糖的得率反而下降。这

是由于魔芋精粉浓度过高，反应中传质困难，从

而使固定化酶表面的葡甘露低聚糖又被酶所分

解，从而导致得率下降。综合考虑选用 1.5%的魔

芋精粉浓度为宜。 

2.1.4  反应温度对葡甘露低聚糖得率的影响 

在魔芋精粉浓度为 1.5%、pH 3.4、反应时间

5 h、加酶量 80×103 U/g魔芋精粉的条件下，反应

中反应温度对葡甘露低聚糖得率的影响结果如图

4所示。 

 

 
 

图 4  温度对葡甘露低聚糖得率的影响 

 
由图 4 可以看出，固定化酶能在 70 ℃时保

持较高的催化活力。固定化酶的催化活力随着温

度的升高而增大，较高的反应温度有利于获得葡

甘露低聚糖，这主要是合成需要一定的活化能；

另外高温会增加葡甘露低聚糖的溶解度，降低了

黏度，有利于底物向固定化酶表面的传递。但是

在更高的温度时，会促使固定化酶的变性，使酶

的活力下降，从而使葡甘露低聚糖得率的降低。 

2.1.5  底物溶液的 pH对葡甘露低聚糖得率的影响 

在魔芋精粉浓度为 1.5%、反应温度 75 ℃、

反应时间 5 h、加酶量 80×103 U/g魔芋精粉的条件

下，底物溶液的 pH对葡甘露低聚糖得率的影响。 

由图 5可以看出，在反应中，底物溶液的 pH

对葡甘露低聚糖得率的影响比较平缓，而且在酸

性的条件下也能保持较高的低聚糖得率，这主要  
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图 5  pH 值对葡甘露低聚糖得率的影响 
 
是因为固定化酶的抗酸性增强，在 pH值为 3.5时，

葡甘露低聚糖的得率达到最大值 26.6%，考虑到

反应中固定化酶的 pH稳定性和最适 pH，选择在

pH3.5制备葡甘露低聚糖。 

2.2  水解条件的优化 

为进一步确定固定化-甘露聚糖酶水解魔芋

精粉制备葡甘露低聚糖的最佳工艺参数，实验中 

进行了 5因素 4水平正交设计，共 16个处理，结

果见表 1。 

 
表 1  正交实验结果 

样品号 A/h B/ 
(103U/g) C/% D/℃ E 

葡甘露

低聚糖

得率/%
样品号 A/h B/ 

(103U/g) C/% D/℃ E 
葡甘露

低聚糖

得率/%

1 4 60 1.0 60 2.5 20.0 12 6 90 1.5 60 3.5 26.0 

2 4 70 1.5 65 3.0 24.5 13 7 60 2.5 65 3.5 19.5 

3 4 80 2.0 70 3.5 21.6 14 7 70 2.0 60 4.0 20.4 

4 4 90 2.5 75 4.0 20.6 15 7 80 1.5 75 2.5 26.3 

5 5 60 1.5 70 4.0 21.3 16 7 90 1.0 70 3.0 22.1 

6 5 70 1.0 75 3.5 23.4 K1 21.675 20.300 22.775 21.575 21.400   

7 5 80 2.5 60 3.0 19.9 K2 21.150 21.900 24.525 22.400 21.725   

8 5 90 2.0 65 2.5 20.0 K3 22.825 23.350 20.600 21.075 22.625   

9 6 60 2.0 75 3.0 20.4 K4 22.075 22.175 19.825 22.675 21.975   

10 6 70 2.5 70 2.5 19.3 R 1.675 3.050 4.700 1.600 1.225   

11 6 80 1.0 65 4.0 25.6 最优组合 A3B3C2D4E3 

 

 
 

图 6  葡甘露低聚糖得率实验因素与水平 
 

由 R 值可知，通过对固定化β-甘露聚糖酶

水解魔芋粉制备葡甘露低聚糖正交实验优化，影

响得率的因素顺序为：底物浓度>加酶量>反应时

间>反应温度>底物 pH，底物浓度对得率具有显

著的影响。由分析可知最优组合为 C2B3A3D4E3，

即底物浓度为 1.5%、加酶量为 80×103 U/g 魔芋

精粉、反应时间为 6 h、反应温度为 75 ℃，     

底物溶液 pH 值为 3.5。在各因素最优水平组合  

条件下，进行固定化酶水解魔芋粉制备葡甘露低

聚糖验证实验，葡甘露低聚糖的得率为 29.5%，

高于正交实验中的任一个处理，证明实验结果  

可信。 
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3  结论 

以魔芋精粉为原料，通过选用甲壳素固定-

甘露聚糖酶，对魔芋精粉水解制备葡甘露低聚糖 

的工艺进行研究。考察了反应时间、魔芋粉浓度、

反应温度、加酶量、底物溶液 pH 等因素对葡甘

露低聚糖得率的影响，采用正交实验优化最佳制 

备工艺条件，在各因素最优水平组合条件下，葡

甘露低聚糖的得率为 29.5%。与其他文献报道的

固定化方法(硅胶为固定化载体，反应时间 16 h，

低聚糖得率为 30.8%)相比 [8],低聚糖得率大致   

相同，但是选用甲壳素固定-甘露聚糖酶能显著

缩短水解时间，降低生产成本，并能实现连续化

生产。后续将进一步研究固定化-甘露聚糖酶  

制备葡甘露低聚糖的机制，提高葡甘露低聚糖的  

产量，探索实现连续化生产葡甘露低聚糖工艺    

条件。 
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