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  摘要 :用半纤维素酶对大豆膳食纤维进行水解, 研究其不同水解条件及水解液的抑菌活性。结果表明, 在 50e

下, pH418 时,大豆膳食纤维的酶水解液对大肠杆菌、假单孢菌、金黄色葡萄球菌具有明显的抑菌效果, 对乳酸菌的抑

菌效果也较明显,其最低抑菌浓度( MIC)为 519%。由于大豆膳食纤维水解液来源丰富, 制备较易, 将是一种极具开发

价值的新型天然食品防腐剂。
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Abstract: Soybean dietary fiber hydrolysate was successfully prepared by hemicellulose enzyme. The hydrolysis re-

act ion conditions and the bacteriostat ic activity of the enzymatic hydrolysate were tested. The results showed that the hy-

drolysate had inhibitory activity on Escherichia coli , Pseudomonas sp , Staphylococcus aureus and Lactobacillus sp . When

soybean dietary fiber hydrolysate was hydrolyzed by enzyme at 50 e , pH 418, Its MICwas 519%. The hydrolysate of soy-
bean dietary fiber can be gotten easily, and it was valuable to develop soybean dietary fiber hydrolysate as a new natural

food preservative.
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  大豆膳食纤维( Soybean dietary fiber)主要是指那

些不能为人体消化酶所消化的大分子糖类的总称,

是由纤维素,果胶质,木聚糖和甘露糖等各种多糖组

成的化合物,是一种具有潜在应用价值的生理活性

物质
[ 1, 2]
。在成熟大豆中的大豆膳食纤维约占全大

豆总重量的5% ~ 7% ,大豆饼粕含大豆膳食纤维为

7% ~ 10%
[ 3]
。在以往大豆蛋白,大豆油及其他豆制

品生产过程中, 人们常将豆渣和大豆油饼粕用作饲

料或肥料, 而其中的大豆膳食纤维一直未得到应有

的开发利用,资源浪费很大。

研究表明, 许多高分子多糖本身没有抑菌活性,

但降解到一定分子量范围的片段时抑菌作用明显。

日本山梨大学横土冢弘毅等[ 4]在研究中发现果胶用

果胶酶水解到一定分子量时水解物具有明显的抑菌

活性, 并已确定抗菌性果胶分解物是一些平均重合

度为 3~ 5的低聚半乳糖醛酸和半乳糖醛酸[ 5] ,从而

开发了果胶水解物作为新型的天然食品防腐剂。琼

脂、海藻酸等许多植物多糖本身无抑菌性, 但降解到

一定分子量范围的低聚物时也具有明显的抑菌效

果[ 6]。由于大豆膳食纤维中含有果胶及其他的多糖

类, 本研究用半纤维素酶对大豆膳食纤维进行水解,

在设计反应条件的同时还对其水解物的抑菌活性进

行了研究,不仅提出了大豆膳食纤维作为一种新的

天然防腐剂的制备方法, 而且为大豆膳食纤维的开

发利用提供了新思路。

1  材料和方法

1. 1  材料

1. 1. 1  试验材料  实验室自制大豆膳食纤维,市售

半纤维素酶, 国产分析级的NaAc和 HAc。
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1. 1. 2  供试菌株  大肠杆菌( Escherichia coli )、假单

胞菌( Pseudomonads . sp )、金黄色葡萄球菌( Staphylo-

coccus aureus)、乳酸菌( Lactobacillus. sp ) 由本实验室

保存。

1. 1. 3  培养基  MRS液体培养基[ 7]
、营养琼脂培养

基[ 8]、假单胞菌培养基[ 8]。

1. 1. 4  仪器与设备  PAL-1 数字式折射仪,

JA2003N电子分析天平(购自上海精密科学仪器有

限公司) , 722分光光度计(购自上海精密科学仪器

有限公司) , METTLER TOLEDO EDLTA 320pH 计(购

于METTLER TOLEDO instrument Ltd)。

1. 2  方法

1. 2. 1  大豆膳食纤维水解液的制备[ 9, 10]  称取 3 g

大豆膳食纤维溶于300 mL 011 mol/ L pH 418的HAc-

NaAc缓冲液中,搅拌溶解,再称取 013 g的半纤维素
酶溶于 300 mL 上述缓冲液, 搅拌溶解预热 10 min,

将其加入到大豆膳食纤维溶解液中, 置 50 e 恒温水

浴锅中进行酶解反应。酶解过程中, 用 120 r/ min磁

力搅拌器不停的搅拌,分别在 60~ 320 min, 每隔 40

min取样, 然后放入 105 e 鼓风干燥箱中 15 min,灭

酶活, 用数字式折射仪测定固形物含量, 最后瓶装,

编号,灭菌待用。

1. 2. 2  大豆膳食纤维水解液的抑菌试验  用涂布
平板法测定水解液的抑菌性能,在准备好的平板上

加入 1 mL 不同水解时间的水解液, 涂布均匀, 将平

板倒置37 e 的恒温培养箱中培养, 24 h后观察试验

结果。

1. 2. 3  水解液抑菌圈的测定[ 11]  将直径为 6 mm

的干热灭菌的滤纸片分别放入不同时间的酶解液中

浸泡 15 min, 取出无菌条件下晾干,晾干后的滤纸片

等距离地放在涂布菌液的培养基上,做好标记, 每个

平皿 4片, 以浸在未水解的大豆膳食纤维溶液中的

滤纸片为对照, 倒置于 37 e 的恒温培养箱中培养,
24 h后观察结果, 每处理 3次重复。采用 SPSS1110
统计软件对数据进行显著性分析。

1. 2. 4  水解液最低抑菌溶度( MIC)的测定[ 12]  选

浓度为1116%的 240 min的酶解液做此试验,取5只

无菌试管,编号为 1~ 5, 向 1支试管中加入 4 mL 的

240 min的酶解液,加 1 mL 的无菌水,用移液枪吹打

混匀。取 4 mL 的混合液加到第 2支试管中,加入 1

mL 的无菌水, 如此稀释后的浓度分别是 1116%,
913% , 714%, 519%, 418%。吸取 1 mL 的稀释液加

入混菌的培养基中。平板倒置于 37 e 的恒温培养

箱中培养, 24 h后观察结果。每个处理 3次重复。

选用未水解的大豆膳食纤维为对照。

1. 2. 5  水解液对乳酸菌的抑菌试验  由于乳酸菌

的菌落小,计数不方便, 采用液体培养测定 OD的方

法来测定水解液对乳酸菌的抑菌效果。将实验室保

存的乳酸菌菌种活化,活化后按 1%的接菌量, 将乳

酸菌接种到加有 1 mL 水解液的 MRS 液体培养基

中, 37 e 的恒温培养箱中培养, 24 h后在 540 nm 下

测定乳酸菌的 OD值。

2  结果与分析

2. 1  不同时间的大豆膳食纤维水解液的抑菌作用

表 1 水解液对供试菌株生长的影响

Tab. 1  Ant-i bacterica activities of different soybean dietary fiber decomposition

供试菌株

Types of microbe

水解时间/ min
Hydrolysating time

0 60 100 140 160 200 240 280 320

大肠杆菌
Escherichia coli 3. 64 @ 105 5. 47 @ 105 5. 1 @ 105 2. 4@ 104 1. 44@ 104 3. 2@ 104 2. 6@ 103 1. 2@ 103 3. 64 @ 104

金黄色葡萄球菌
Staphy lococcus aureus 8. 1 @ 105 7. 3 @ 105 7. 0 @ 105 4. 5@ 105 5. 8@ 104 4. 0@ 104 3. 2@ 103 2. 6@ 103 3. 8 @ 104

假单胞菌
Pseudomonads sp 7. 0 @ 105 7. 6 @ 105 6. 4 @ 105 6. 0@ 105 5. 0@ 104 4. 8@ 104 4. 0@ 103 2. 4@ 103 2. 0 @ 104

  由表 1可以看出,大豆膳食纤维在 50 e , pH418
时,在半纤维素酶的作用下开始水解。水解发生的

开始阶段,水解液不具有抑菌效果。随着水解时间

的延长,其抑菌性也逐渐增强。水解到 160 min后

开始有抑菌效果, 到 240 min 后抑菌性开始趋于稳

定。说明大豆膳食纤维水解液的抑菌性和其水解发

生的程度有关。当大豆膳食纤维在酶的作用下降解

到一定分子量大小的低聚物时,水解液具有一定的

抑菌性,并且一定水解时间的大豆膳食纤维水解液

对试验所用的这几种细菌都有一定的抑菌作用。

2. 2  大豆膳食纤维水解液抑菌圈的测定

  由表 2可以看出,不同时间的大豆膳食纤维酶

解液对供试菌株的抑菌圈直径在 917~ 1113 mm 之
间。经过 SPSS1110统计软件处理( t 检验) , 水解液
对 3种菌株的抑菌性和空白相比, 均有极显著性差

异( p< 0101)。说明大豆膳食纤维水解液对供试菌
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株具有抑菌作用。

表 2 大豆膳食纤维水解液对供试菌株的抑菌作用

Tab. 2 Ant-i bacteria activities of different

soybean dietary fiber hydrolysate

供试菌株
Types of microbe

抑菌圈直径/ mm
Diameter of inhibition zone

大肠杆菌
Escherichia coli

10. 6

假单胞菌
Pseudomonads sp 11. 3

金黄色葡萄球菌
Staphylococcus aureus 9. 7

2. 3  大豆膳食纤维水解液最低抑菌浓度的测定
由表 3可以看出, 水解液对 3种菌株的抑菌活

性随着水解液的浓度的减小而降低。当浓度稀释至

519%时,在假单胞菌和金黄色葡萄球菌的培养基上
开始有数量较少的菌落出现。当水解液浓度稀释到

418%时, 3种菌株的培养皿上均出现了菌落。以完
全没有菌落生长的稀释液浓度为最低抑菌浓度,故

大豆膳食纤维水解液的最低抑菌浓度 ( MIC) 为

519%。
表 3 大豆膳食纤维水解液最低抑菌浓度测定

Tab. 3  Effect of lowest concentration of enzymatic

hydrolysate on ant-i bacteria activities

水解液浓度/ %
Hydrolysate
concentration

大肠杆菌
Escherichia

coli

金黄色
葡萄球菌

Staphylococcus
aureus

假单胞菌
Pseudomonads

sp

11. 6 - - -

9. 3 - - -

7. 4 - - -

5. 9 - + +

4. 8 + ++ +

注: - .表示无菌落出现; + . 表示有较少菌落出现; ++ .表示菌落较

多.

2. 4  大豆膳食纤维水解液对乳酸菌的抑菌试验

将活化的乳酸菌菌种接种到加有大豆膳食纤维

图 4  不同时间大豆膳食纤维的水解液对乳酸菌的抑菌性

Fig. 4 Effect of different soybean dietary fiber

hydrolysate on the growth of Lactobacillus

水解液的 MRS 液体培养基中, 放入 37 e 恒温培养

箱, 24 h后用分光光度计在 540 nm 下测定菌液的

OD值,所得结果如图 4,从图 4可以看出,大豆膳食

纤维在开始水解时不具有抑制乳酸菌的活性, 但随

着水解时间的延长, 逐渐表现出抑菌性。加有水解

280 min 的水解液的菌液测得其OD值和空白相比,

将近下降了 3倍, 说明酶解液抑制乳酸菌的效果比

较明显。

3  结论与讨论

大豆膳食纤维做为一种多糖, 在半纤维素酶的

作用下水解到一定程度,显示出一定的抑菌效果,并

且抑菌效果随着水解发生到一定程度而趋于稳定,

这说明大豆膳食纤维酶解产物的抑菌性与一定大小

片段的物质有关; 大豆膳食纤维水解物的最适合的

水解条件是在 50 e , pH为 418时在半纤维素酶的作
用下,水解到 160 min时开始有抑菌效果, 随着水解

的发生,其抑菌性逐渐趋于稳定。而未水解的大豆

膳食纤维不具有抑菌的活性; 选择抑菌活性最好的

240 min的大豆膳食纤维水解液做最低抑菌浓度测

试, 得MIC 519%大豆膳食纤维水解液对本试验所用
的 4种常见细菌都有一定的抑制作用。
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