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β-呋喃果糖苷酶法合成低聚乳果糖工艺优化

廖春龙 1,2，印遇龙 1,2,3，阮 征 1,2,*，文红艳 1,2

(1.南昌大学 食品科学与技术国家重点实验室，江西 南昌      330047；2.南昌大学生命科学与食品工程学院，

江西 南昌      330031；3.中国科学院亚热带农业生态研究所，湖南 长沙      410125)

摘   要：目的：确定β- 呋喃果糖苷酶合成低聚乳果糖的最佳工艺条件。方法：以蔗糖和乳糖为底物，利用β- 呋
喃果糖苷酶粗酶液合成低聚乳果糖，通过单因素和 Box-Behnken 试验，对酶法合成工艺进行响应面分析，得到酶

法合成低聚乳果糖的最佳工艺参数。结果：最佳工艺条件为反应时间 22.77h、pH7.0、反应温度 35.0℃、底物质

量浓度 20.0g/100mL、底物与酶的体积比 1:1，低聚乳果糖含量为 22.70%。结论：Box-Behnken 结合响应面优化果

糖苷酶法合成低聚乳果糖工艺，模型可靠，方法可行。
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Abstract：Objective: To obtain the optimum process conditions for the synthesis of lactosucrose under the catalysis of β-

fructofuranoside. Methods: Lactosucrose was prepared from lactose as an acceptor and sucrose as a fructosyl donor by a

fructose-transferring enzyme, β-fructofuranoside derived from Arthrobacter sp.10138. The process was optimized by Box-
Behnken experimental design followed by response surface analysis. Results: Adding the same volume of β-fructofuranoside
solution to a mixture of lactose and sucrose in equal proportion by weight in aqueous solution to catalyze the reaction between
the two sugars for 22.77 h at 35.0 ℃ provided optimum synthesis of lactosucrose, and the content of lactosucrose in reaction
product was 22.70%. Conclusion: Combined use of Box-Behnken experimental design and response surface methodology has
the feasibility to be used as a mathematical approach to optimize the synthesis process for lactosucrose, and the established
model is reliable in predicting the content of lactosucrose in reaction product.
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低聚乳果糖(lactosucrose, LS)，化学名为 O-β-D-
galactopyranosyl-(1 → 2)-β-D-fructofuranoside，低聚乳

果糖是以蔗糖和乳糖为底物，经节杆菌(Arthrobac ter
sp.)产生的β- 呋喃果糖苷酶的作用生成的。β- 呋喃果

糖苷酶是一种胞外酶，由节杆菌发酵获得，它具有水

解活力和果糖基转移活力，能将蔗糖水解成葡萄糖和果

糖基，并通过转移活力将果糖基转移到乳糖的还原性末

端 C 1 原子上，得到低聚乳果糖[ 1 -2 ]。

目前，低聚乳果糖生理功能的研究主要集中在作用

机理、基因代谢调控以及其在医用保健方面的价值等方

面[ 3 -6 ]。低聚乳果糖很难被人唾液中的消化酶、胃液及

小肠黏膜中的酶消化水解，几乎不被分解直达大肠，能

量值极低，很少被转化为脂肪，具有降血脂、降低胆

固醇等功效。研究发现[ 7 ]每天摄入 5 g 低聚乳果糖，粪

便中双歧杆菌数会有显著增加。研究表明低聚乳果糖可

以改变肠道微生态环境，调节肠道的免疫功能[8]。由于

能调节肠道微生物菌群的关系，低聚乳果糖对治疗慢性

肠炎有一定效果[9]。低聚乳果糖经过肠道微生物代谢为

乙酸、丙酸和丁酸等短链脂肪酸，可使得肠道内的 pH
值下降，从而抑制了肠道内腐败微生物和病源微生物的
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生长 [ 1 0 ]。基于低聚乳果糖的上述几种生理功能，服用

一定量的低聚乳果糖不仅能够调整肠道菌群，而且可以

降低某些疾病发生的风险性。

目前，国内的低聚糖生产厂家总的年产能大约为 10
万吨左右，其中主要种类为低聚异麦芽糖和低聚果糖，

而我国 2011 年低聚糖产品的年需求量将达 20 万吨以上，

市场缺口比较大。由于我国低聚糖的种类和产能都与国

外存在较大的差距，所以研究开发新型的低聚糖及实现

其工业化具有重要的意义。低聚乳果糖的产业化在国内

一直未见报道，原因是在生产中酶的活力和糖的纯化制

约了其在国内的发展。随着人们保健意识的日益增强和

食品工业的发展，各种新型功能性食品添加剂的市场需

求越来越大，作为具有巨大发展潜力的低聚乳果糖的需

求缺口也将越来越大，而酶法合成低聚乳果糖是唯一能

解决这个问题的方法，因此低聚乳果糖酶法合成技术已

成为急待解决的问题。

本实验拟通过单因素和 Box-Behnken 试验设计，对

酶法合成工艺进行响应面分析，以期获得酶法合成低聚

乳果糖的最佳工艺参数，为低聚乳果糖的中试和生产提

供一定参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

菌种(Arthrobacter sp. 10138)    中国普通微生物菌种

保藏管理中心；β- 呋喃果糖苷酶粗酶液(酶活 250U/mL)
实验室自制；低聚乳果糖标准样    日本 WAKO 有限公

司；乙腈(色谱纯)     美国 Tedia 公司；蔗糖、乳糖均

为分析纯；二次蒸馏水。

1.2 仪器与设备

SHA-CA 水浴恒温振荡器    江苏金坛市荣华仪器有

限公司；1200 高效液相色谱仪(配有美国 Softa Model
300s ELSD 检测器)    美国 Agilent 公司。

1.3 方法

1.3.1 粗酶液制备

菌种活化后按体积分数 2% 的接种量接入发酵培养

基中，30℃、pH7.0、110r /min 培养 24h，装液量为

500mL发酵瓶装 200mL。培养结束后将培养液以 4000r/min
离心 20min，收集上清液置于－ 20℃冰柜中放置 1d，再

取出解冻，使没有离心干净的节杆菌因溶胀作用而失

活。经过酶活测定，酶活为 250U/mL。一个酶活力单

位定义为在 pH7.0 条件下，将 3mL 粗酶液和 3mL 糖液(含
20g/100mL 蔗糖和乳糖)于 37℃反应 24h，每分钟产生

10-9mol 低聚乳果糖的量。

1.3.2 酶法合成低聚乳果糖

乳糖蔗糖混合液与酶混合，考察底物质量浓度、

反应时间、反应 p H 值、酶用量、反应温度 5 因素对

低聚乳果糖得率的影响，用单因素试验得出水平范围，

再用 Box-Behnken 设计结合响应面分析确定找到最佳酶

法合成条件。

1.4 检测方法

采用 HPLC-ELSD 法对低聚乳果糖含量进行测定。

HPLC 色谱条件：色谱柱：Kromasil 氨基柱(250mm ×

4.6mm，5μm)；流动相：乙腈 - 水(75:25)；流速：1mL/
m i n；柱温：3 0℃；漂移管温度：7 0℃；检测器：蒸

发光散射检测器。

2 结果与分析

2.1 低聚乳果糖的成分分析

微生物酶法合成的低聚乳果糖成分比较复杂，主要

包括果糖、葡萄糖、蔗糖、乳糖、低聚乳果糖，低

聚乳果糖的液相色谱图如图 2 所示。

1 .果糖；2 .葡萄糖；3 .蔗糖；4 .乳糖；5 .低聚乳果糖。

图 2 低聚乳果糖的液相色谱图

Fig.2   HPLC chromatogram of lactosucrose synthesized under the
catalysis of β-fructofuranoside

420
380
340
300
260
220
180
140
100
60
20

1

响
应

值
/m

V

时间 /min
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

2
3

4 5

2.2 底物质量浓度对 LS 合成的影响

以等质量混合乳糖和蔗糖为底物，取不同质量分数

的底物混合液 3mL，与 3mL 粗酶液混合，底物 pH7.0，
反应温度 37℃，反应时间为 16h，混合后底物质量浓度

水平选择 1 0、2 0、3 0、4 0、5 0、6 0 g / 1 0 0 mL。

由图 3 可以看出，底物质量浓度的变化对 LS 的得

图 1 低聚乳果糖的生成反应

Fig.1   Reaction mechanism for lactosucrose synthesis
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率影响不大，理论上增加底物质量浓度可以降低整个体

系的水分活度，可以增加酶的转移活性，但是增加底

物质量浓度，底物的黏度也会随之增加，不利于反应

的进行，所以在实际的操作过程中，底物质量浓度选

择 20g/100mL 是比较符合实验要求的。

2.3 反应时间对 LS 合成的影响

乳糖蔗糖混合液 3mL 与 3mL 粗酶液混合，底物质

量浓度 20g/100mL，底物 pH7.0，反应温度 37℃，反

应时间水平为 8 、1 6 、2 4 、3 2 、4 0 、4 8 h 。

当底物质量浓度 20g/100mL、反应时间 24h，LS 最

大得率为 20.91%，当反应时间继续增加时，低聚乳果

糖含量反而会降低。LS 酶法合成是一个可逆反应，随

着反应时间的增加，水解产物葡萄糖的增加会抑制合成

反应的正向进行，L S 水解，含量降低。

2.4 底物 pH 值对 LS 合成的影响

乳糖蔗糖混合液 3mL 与 3mL 粗酶液混合，底物质

量浓度 20g/100mL，反应时间 24h，反应温度 37℃，底

物 p H 5 . 7、6 . 0、6 . 5、7 . 0、7 . 5、8 . 0。
由图 5 可得，底物 pH7.0 时，LS 含量为 20.51%，

说明底物 pH7.0 时，酶的转移活力最高，pH 值过高或

者过低都会影响酶的转移活力。

2.5 酶用量对 LS 合成的影响

配制 60% 混合糖液，取 3mL，分别加入 0.5、1、
2、3、4、5mL 粗酶液，然后再加入PBS 缓冲液(0.05mol/L、
pH7.0)至 9mL，确保体系的底物质量浓度 20g/100mL，反

应时间 2 4 h，反应温度 3 7℃，底物 p H 7 . 0，考察酶用

量对 L S 合成的影响。

酶用量过低，LS 含量也低，究其原因是因为酶浓

度过低，底物与酶的结合不充分，随着酶用量的增加，

LS 含量会急剧增加，当酶用量为 3mL 的时候，LS 含量

为 20.32%，随着酶用量的继续增加，LS 的含量反而有

所降低，分析其原因可能是因为酶所具有的水解活性水

解低聚乳果糖所造成的，所以 3mL 混合糖液中酶用量为

3mL，即混合糖液与酶用量体积比为 1:1 为最佳。

2.6 反应温度对 LS 合成的影响

乳糖蔗糖混合液 3mL 与 3mL 粗酶液混合，底物质

量浓度 20g/100mL，反应时间 24h，底物 pH7.0，反应

温度水平选择为 2 7、3 2、3 7、4 2、4 7℃。

图 3 底物质量浓度对 LS 合成的影响

Fig.3   Effect of total concentration of two sugars in aqueous solution
on lactosucrose synthesis
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图 4 反应时间对 LS 合成的影响

Fig.4   Effect of reaction time on lactosucrose synthesis
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图 5 pH 值对 LS 合成的影响

Fig.5   Effect of pH on lactosucrose synthesis
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图 6 酶用量对 LS 合成的影响

Fig.6   Effect of enzyme amount on lactosucrose synthesis
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图 7 反应温度对 LS 合成的影响

Fig.7   Effect of reaction temperature on lactosucrose synthesis
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温度过低时，则酶的活性低，故合成的 LS 含量也

低，在 32～37℃的时候，LS 含量比较高，在 32℃时，

LS 含量达到 21.77%。随着温度的再度增加，酶活降低，

L S 合成的量急剧下降。

2.7 响应面优化 LS 合成工艺

根据单因素试验结果，选择反应时间、底物 p H
值、反应温度这 3 个因素设计试验，用响应面对合成工

艺进行优化。

因素
水平

－ 1 0 1
X1 时间 /h 16 24 32

X2 pH 6.5 7.0 7.5
X3 温度 /℃ 30 35 40

表 1 β- 呋喃果糖苷酶法合成低聚乳果糖响应面试验

因素水平编码表

Table 1   Coded values and corresponding actual values of variables in
response surface analysis

试验号 X1 X2 X3 LS 含量 /%
1 － 1 － 1 0 17.30
2 － 1 1 0 21.45
3 1 － 1 0 18.72
4 1 1 0 17.51
5 0 － 1 － 1 14.71
6 0 － 1 1 19.71
7 0 1 － 1 18.23
8 0 1 1 15.31
9 － 1 0 － 1 16.77
10 1 0 － 1 19.75
11 － 1 0 1 19.90
12 1 0 1 18.25
13 0 0 0 22.45
14 0 0 0 22.96
15 0 0 0 22.23

表 2 β- 呋喃果糖苷酶法合成低聚乳果糖 Box-Behnken
试验设计与结果

Table 2   Scheme and experimental results for response surface analysis

利用 SAS 软件对试验结果进行分析，得到 LS 得率

与反应时间、底物 pH 值、反应温度的二次多项回归模

型为 Y=22.54667－ 0.14875X1 ＋ 0.2575X2 ＋ 0.46375X3 －

1.062083X12 － 1.34X1X2 － 1.1575X1X3 － 2.739583X22 －

1.98X2X3 － 2.817083X32，由表 3 可知，X1X2、X1X3 项显

著，X 2、X 2X 3、X 3 项极显著，其因变量和全体自变量

之间的线性关系即回归方程的相关系数为 0.9554，这也

表明响应值的变化有 95.54% 来自有所选变量(反应时间、

底物 pH 值、反应温度)，平方项极显著、交互项显著、

模型极显著，失拟项不显著，表明该方程对试验拟合

较好，可以用于 L S 酶法合成的预测。

注：* .差异显著，P ＜ 0 . 0 5；* * .差异极显著，P ＜ 0 . 0 1。下同。

方差来源 自由度 平方和 R2 均方 F 值 P 值 显著性

X1 1 0.177012 0.177012 0.22223 0.657199
X2 1 0.53045 0.53045 0.665952 0.451577
X3 1 1.720513 1.720513 2.160014 0.201593
X1 1 4.165001 4.165001 5.228942 0.070942

X1X2 1 7.1824 7.1824 9.017131 0.030001 *
X1X3 1 5.359225 5.359225 6.728229 0.048608 *
X2 1 27.711942 7.71194 34.7909 0.001993 **

X2X3 1 15.6816 15.6816 19.68744 0.006783 **
X3 1 29.302 29.302 36.78714 0.001759 **

一次项 3 2.427975 0.0272 1.02 0.4591
平方项 3 54.595092 0.6119 22.85 0.0024 **
交互项 3 28.223225 0.3163 11.81 0.0105 *
模型 9 85.246292 0.9554 9.47181 11.89137 0.0070 **
失拟项 3 3.702175 1.234058 8.80 0.1038
纯误差 2 0.280467 0.140233
总误差 5 3.982642 0.796528
总和 14 89.22893

表 3 响应面试验结果方差分析

Table 3   Analysis of variance of the predicative regression model for the
content of lactosucrose in reaction product

2

2

2

固定水平：温度 3 0 ℃。

图 8 Y=f(X1,X2)的响应面

Fig.8   Response surface polt of Y=f(X1,X2)
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图 9 Y=f(X1,X3)的响应面

Fig.9    Response surface polt of Y=f(X1,X3)
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响应面图形是响应值对各因素 X 1、X 2、X 3 所构成

的三维空间曲面图，从这些三维图可以很直观的看出各

参数和最佳参数之间的相互作用。

2 2
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因素 X1 X2 X3

编码 － 0.154003 0.049807 0.096445
实际值 22.77 7.03 35.48

表 4 临界值

Table 4   Critical values of various reaction conditions

逆反应，即β- 呋喃果糖苷酶会水解蔗糖产生葡萄糖和

水解低聚乳果糖，会抑制合成反应的进行，如果想使

反应产生更多的低聚乳果糖，就必须使用一定的手段移

除反应过程中产生的葡萄糖，否则很难将低聚乳果糖的

含量提高。如利用酵母消耗反应过程中的葡萄糖，利

用流化床移除葡萄糖，或者利用双酶法等方法提高酶催

化反应产生的低聚乳果糖含量，再通过过膜、离子交

换层析等方法来提高低聚乳果糖的含量[13-16]，而国内这

些技术在低聚乳果糖开发利用上的研究较少，是进一步

研究的重点。
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通过运行所编写程序得到最佳工艺参数的临界值，

如表 6 所示，反应时间 22.77h、pH7.03、反应温度 35.48℃，

在最佳工艺条件下 LS 预测值 22.59%，由于在实际操作

过程中，条件控制达不到如此精确，故取最佳反应时

间 22.77h、pH7.0、反应温度 35℃，在此条件下的实

际值为(22.70 ± 0.2)%(重复 3 次)，说明该模型可靠。

固定水平：时间 2 4 h。
图 10 Y=f(X2,X3)的响应面

Fig.10   Response surface polt of Y=f(X2,X3)
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3 讨论与结论

中心组合(CCD)设计和Box-Behnken设计均可以拟合

一个二次完全析因设计的响应面设计，也是目前较为常

用的响应面法。作为 3 水平部分因素设计的 Box-Behnken
设计是相对于中心组合设计的较优选择。通过 B o x -
Behnken 设计和响应面分析，利用 SAS 软件，优化低

聚乳果糖的酶法合成工艺参数 ( 底物质量浓度、酶用

量、反应时间、底物 p H 值、反应温度 ) ，最终得到

最佳工艺参数为底物质量浓度 20g/100mL、底物与酶的

体积比 1:1、反应时间 22.77h、pH7.0、反应温度 35℃，

在此条件下酶法合成低聚乳果糖含量为 22.7%，取得较

理想效果，该实验对酶法合成低聚乳果糖的工业化有一

定的指导作用。

朱桂兰等[11]对低聚乳果糖的酶法合成进行研究，反

应条件为等体积的粗酶液和糖液(含 40% 的蔗糖和乳糖)，
pH6.5 于 37℃反应 24h，得到低聚乳果糖含量为 16.38%。

Han 等[12]也对该反应进行了研究，得到的最佳工艺参数

是 23℃、pH7.0、底物质量浓度 36g/100mL(蔗糖 18%、

乳糖 18%)，得到的低聚乳果糖含量 28.50%，此结果与

本实验的结果相比较高，可能是因为酶有所不同，Han 等[12]

使用的酶为果聚糖蔗糖酶(levansucrase)。
由于在合成低聚乳果糖的过程中，会存在副反应和


