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摘要
:

在麦芽糖昔基海藻糖合成酶 (M巧
s a e

) 和麦芽糖昔基海藻糖水解酶 (M l l l a
s e

) 双酶

的作用下
,

淀粉可转化为海藻糖
,

但是其转化率较低
。

文中采用多种固定化载体进行酶固

定化研究
,

发现通过经戊立醛与壳聚糖交联后的载体与酶液作用
,

可吸附与海藻糖合成无

关的杂酶和杂质
,

从而提高海藻糖合成酶的活性
。

通过比较固定化过程中与反应条件中多

个因素的影响
,

得到了如下最佳作用条件
:

将酶液与经 3%戊二醛交联 1 8h 后的滤纸作用

18 h
,

再与 10 % 的淀粉溶液反应 h9
,

与未经固定化作用比较
,

海藻糖的产率提高 10 倍
,

达

到 27
.

22 留L
,

转化率从 5
.

33 %提升到 54
.

43 %
。
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是由两分子葡萄糖以
。 ,

a 一 1
,

l 糖昔键连接而成的非还原双糖
。

它有 3 种光学异构体
: 。 , 。 型

、 。 ,

日型和 p
,

p

型
,

通常所说的海藻糖是
。 , 。 型

,

构象式如图 ll[ 〕 :

在自然界中
,

海藻糖不仅是一种碳水化合物的存储物质
,

而且是一种能使动物组

织免受物理和化学损伤的保护剂 ; 同时
,

海藻糖具有高含水特性能保护生物膜的完整

性
。

当今
,

海藻糖作为一种添加剂
、

稳定剂和甜味剂已经广泛应用于食品
、

化妆品和

医药工业 [2
一 4 ]

。
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本实验室主要以淀粉为原料酶法制备海藻糖
,

基本的酶反应机理如下
:

、 ,,产、 12
112

Z召、/̀、麦芽低聚 蠢丽桑而蘸菩俪孰而赢广麦芽低聚糖海藻糖

麦芽低聚糖海藻
麦芽寡糖基海藻糖水解酶

丽i哀蕊广海藻糖
+ 麦芽低聚糖

图 l
a , a

型海藻糖构象式

为了提高酶的重复利用率
,

降低成本
,

本

实验尝试用多种 固定化 载体固定 M JH as e 和

H巧 a s e ,

但是研究表明
,

这些载体不能很好的

0H 固定海藻糖合成酶 ( M飞
a s e 和 M lT l as e

)
,

但经

固定化处理后的酶液海藻糖合成能力有大幅度

提高
,

说明了此过程对酶活有较大的影响
,

同

时发现固定化过程中杂酶受到了抑制
,

从而间

接达到了纯化酶的目的
。

本文给出了固定化过程中戊二醛质量分数
、

戊二醛与载体交联时间
、

酶反应时间

以及反应温度等各个影响因素的对海藻糖合成酶活力的影响
,

并确定了优化条件
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 菌种
:
微球菌 。夕交~ cc us osr

e。 ) 本实验室 自筛保存
。

1
.

1
.

2 主要试剂
:
壳聚糖为实验室 自制

,

D2 61 树脂为南开大学化工厂生产
,

海藻糖标

准品购自 is g n a
公司

,

其他试剂均为分析纯
。

1
.

2 方法 [5 ]

1
.

2
.

1 载体制备方法
:
载体 I : 将 39壳聚糖溶于 ooZ mL 冰醋酸中

,

用纱布过滤
。

将预

先烘千的滤纸置于其中浸泡 1h2
,

烘干
。

将经壳聚糖涂层过的滤纸在室温下浸泡于戊二

醛溶液中
,

交联一定时间
,

再用去离子水洗去多余的戊二醛
。

载体 n :
将硅胶 ( 100

目 ) 加至含 3 %壳聚糖的 1% 冰醋酸中溶液中
,

搅拌过夜
,

过滤后用 1% 的 N白O H 中和
,

水洗至中性
,

加人适量戊二醛溶液
,

室温搅拌 h6
,

水洗至溶液无戊二醛为止
,

得颗粒

状固定化酶载体
。

载体 111
:
直接将 2 %壳聚糖溶解到 1% 的冰醋酸中

,

然后加人 6mo lL/

的 Na 0 H 中和
,

得壳聚糖凝胶
,

然后加人 3% 的戊二醛
,

得到固定化载体
。

载体 W :
将

2D 61 (大孔弱碱性阴离子树脂 ) 经过缓冲溶液预处理
,

然后烘干待用
。

1
.

2
.

2 海藻糖合成酶的释放
:
将所得发酵液以 10 月x 〕 r/ 而

n
离心 5而

n ,

菌体以质量分

数 o4 % 悬浮于 0
.

IM 离子强度的磷酸缓冲溶液 (声 为 8
.

0)
,

以体积分数为 3% 的甲苯

25 ℃下处理 hl
。

1
.

2
.

3 交联方法
:
破碎后的细胞 10

,

仪幻 r/ 而
n
离心

,

取细胞碎片
,

与载体 I
、

11 和 111 在

30℃下交联一段时间
,

然后用载体和残酶液分别进行反应
。

-

L 2
.

4 反应方法
:
将酶液与 10 % 淀粉溶液在一定温度下反应一定时间

。

反应结束后
,

将反应液煮沸杀酶 10 而 n ,

经 10
,

《X刀 r/ 而
n
离心

,

测定海藻糖质量分数
。

1
`

.2 5 分析方法
: H p L C法

。

色谱条件
:
色谱柱 ( z OBR xA

~

M几柱 ) ; 柱温 35 ℃
,

流动

相为乙睛
一
水 ( 7 :8 22 )

,

流速为 I n l l j 而
n ,

折光检测器
。
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2 结果与讨论

2
.

1不同载体的固定化效果

由于壳聚糖及其衍生物具有亲合蛋白的化学结构和性质
,

并且来源丰富
,

加工工

艺简单
、

安全无毒等特性
,

目前已经作为一种优良的载体广泛应用 于固定化酶
,

而且

已经成功应用于多种酶 (包括葡萄糖异构酶等 ) 的固定化
,

而 M as 咖or oY his da 困也成功

利用树脂固定化上了海藻糖磷酸化酶和麦芽糖磷酸化酶
。

因此本文也选择壳聚糖 (载

体 I
、

11
、

111) 和树脂 (w ) 作载体
。

将载体 I
、

n
、

111 与 W与破碎后的细胞碎片进行交联处理之后
,

再将所得固定化酶

和残液再分别与 10 % 的淀粉溶液反应在 45 ℃下反应 h6
,

结果如表 1
。

表 1 不同载体反应结果比较

固定化条件 固定化 残酶液

载体编号 p麦芽糖

/ (彭L )

尸海藻糖

/ (创L )

038708844420
门j60空白

戊二醛交

联时间h/

/

酶交联

时间h/

/

Q了.1000nU

黑
6

l 2

p麦芽糖

/ (留L )

/

3
.

如

9
.

19

3 5 3

10
.

66

2
.

67

15
.

18

0

12
.

25

8
.

05

从表 1可以看出
,

4 种载体对海藻糖合成酶的固定化效果均不明显
,

但经载体 L

m 和 W 的处理之后的残酶液与淀粉溶液反应
,

海藻糖质量分数却提高较多
。

载体 I使

海藻糖质量分数从 2
.

67 留L 提高到 巧
.

18 9 / ;L 载体 m 则使海藻糖质量分数提高到

12
.

26 留;L 载体 w 提高到 .8 05 留L
。

同时
,

实验结果也表明
,

载体 n 和载体 w 对麦芽糖

合成酶有较强的固定化作用
,

前者使麦芽糖质量分数从 2
.

03 留L 可以上升到 9
.

19 梦L
,

后者则上升为 10
.

59 梦L
,

不过经 n 处理后的残酶液几乎没有海藻糖合成
,

这说明海藻

糖合成酶固定上了
,

但可能由于硅胶表面 的特性而无法进行海藻糖合成反应
。

从载体

w 的作用效果来看
,

其与 I具有类似的吸附作用
,

但其海藻糖合成酶酶活提高效果不

如载体 I 明显
。

而经载体 111 处理过的残酶液虽然海藻糖收率提高
,

但麦芽糖收率也很

高
。

因此
,

比起载体 I来
,

载体 n
、

m 和 W对海藻糖合成酶酶活的影响不如载体 I 明

显
。

虽然固定化效果不佳
,

但在固定化过程中却看到了残酶液中海藻糖质量分数地异

常提高
,

因此
,

我们决定考察载体 I 固定化处理过程中各条件以及同 10 % 淀粉溶液反

应中各个因素对酶活的影响
,

来确定其使整个酶反应条件得以优化
。

这些因素包括交

联剂 (戊二醛 ) 的浓度
、

交联时间 (包括戊二醛交联时间和酶交联时间 )
、

反应温度以

及反应时间等
。

2
.

2 各种条件对酶活的影响

2
.

2
.

1 戊二醛体积浓度的优化
:
用体积分数分别为 0 (即空白 )

、
l %

、
3 %

、
5%

、
7 %

、

9%戊二醛活化已经壳聚糖涂层的滤纸 1h2
,

然后再与细胞碎片交联 1h2
,

取出滤纸
,

将

细胞碎片在 45 ℃下与 10 % 淀粉液反应 h6
。

结果如图 2
。

由图 2 可 以看出
,

在戊二醛体积分数为 3% 时
,

得到的海藻糖质量分数最高
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( 0 1
.

73 9/ L)
,

此时
,

麦芽糖的质量分数却达到

了最低 l(
.

3 89 /L ;) 而随着戊二醛浓度的继续

增高
,

海藻糖质量分数在逐渐降低
。

因此
,

将 3%浓度选为最佳的戊二醛浓度
。

2
.

2
.

2 戊二醛交联时间影响
:
将经壳聚糖涂

层后的滤纸在 3% 戊二醛 中分别浸泡 6
、

12
、

18
、

24 h
,

并分别与 10 % 的淀粉液在 45 ℃下反

应 6h 和 1h2
,

可以发现
,

在戊二醛交联 1h8 的

情况下
,

海藻糖质量分数达到最高
,

分别达到

了 巧
.

19留L 和 14
.

5 09L/
。

而此时麦芽糖质量分

数只有 0
.

89 留L 和 0
.

95 9 L/
。

该结果表明一定的

交联时间既使戊二醛充分发挥了去除海藻糖合

成酶抑制剂和杂酶的作用
,

又将其毒性降低到

最低
。

因此
,

得出最佳戊二醛交联时间为 18 ho

.2 .2 3 反应温度的影响
:
由于反应温度对酶

反应的酶活和反应体系均有影响
,

因而继续考

察反应温度的影响
。

将反应温度调 整到 3认

35
、

O4
、

45
、

50℃
,

戊二醛浓度为 3%
,

交联

时间为 1h8
,

酶交联时间为 1h8
,

反应时间为

h6
。

根据实验结果可以看出
,

当 40 ℃时
,

所得

的海藻糖质量分数提高到 19
.

32 留L
,

比起空白

(海藻糖浓度 2
.

6 7 9 / L ) 提高了约 6 倍
。

此时
,

麦芽糖质量分数虽然达到了 2
.

10彭L, 与空 白

(麦芽糖浓度 2
.

06 留 L ) 比较
,

麦芽糖的质量分

数没有明显提高
。

因此
,

温度对酶活影响较

大
,

确定最佳反应温度为 40 ℃
。

2
.

2
.

4 酶交联时间的确定
:

以 3%戊二醛活化

滤纸
,

交联 1h8
。

反应条件同前
。

具体结果见

图 3
。

由图 3 可以看出
,

在与酶交联 1h8 以后
,

所得海藻糖质量分数达到最大 ( 25
,

10到L )
,

而

此时
,

麦芽糖的质量分数也达到最低 (1
.

5 8 9 /

L )
。

因此
,

得出最佳酶交联时间为 1h8
。

ǎ闷\巴\氛尔咽饵淞

戊二醛体积分数 s/

图 2 不同戊二醛体积分数的影响

.
-

海藻糖质量分数
,

. 麦芽糖质量分数

卜一一一迎幼粤一
刁

6 8 1 0 12 14 1 6 1 8 2 0 2 2 2 4

亡/ h

2624即20181610141242068
ǎ闷\忽\氛余咧饵舞

图 3 不同酶交联时间的影响

月
一
海藻糖质量分数

,

」卜麦芽糖质量分数

一n乙ìO一ǹ

八为工L口̀nù弘司,l 了厂

上八U
一上二」

.卜..L八é曰

2826222420181614121086420

ǎ之J\绷余鸽舞叫

图 4 酶反应时间的影响

J 卜 海藻糖质量分数
,

」卜 麦芽糖质量分数

2
.

2
.

5 反应时间的影响
:
将滤纸同戊二醛 ( 3 % ) 的交联时间确定为 1 h8

,

分别同酶交

联 1h8
,

在 O4 ℃下分别反应 h3
、

h6
、

h9
、

1h2 和 24 h
,

结果如图 4
。

从图 4 中可以看出
:
l) 在反应 h9 时

,

海藻糖质量分数达到最大值 ( 27
.

22 留L )
。

但是随着反应继续
,

海藻糖质量分数减少
。

2 ) 麦芽糖随着反应时间的继续
,

其质量分

数总体趋势是增加的
。

但在海藻糖质量分数最高 (即 27
.

22 留L ) 时
,

麦芽糖质量分数都

处于较低的水平
。

因此
,

得出最佳反应时间为 h9
。

2
.

2
.

6 工业化条件确认
:
根据前面的实验结果

,

可得最佳的反应条件
:
酶液与 3 %戊
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二醛交联 18h
,

经壳聚糖涂层的滤纸载体反应 18 h后再与 10 % 的淀粉溶液反应 h9
。

在该

条件下进行多次对比试验
,

所得海藻糖质量分数都保持在 27 9几 左右
,

转化率保持在

54 %左右
,

而且主要杂质麦芽糖的含量一致都保持在较低水平
。

因此
,

该条件不但基

本达到海藻糖工业化生产的要求
,

(国内尚未有相当的工业化报道 ) 而且为海藻糖的分

离纯化打下了良好的基础
。

2
.

2
.

7 戊二醛单独作用的影响
:
由上面的实验结果可以看出

,

戊二醛在其中可能起着一

定的作用
,

因此
,

我们在酶液中加人不同浓度下的戊二醛
,

并与空 白作比较
,

以发现戊二

醛具体的作用
。

在细胞破碎甲苯破碎 hl 之后
,

各取 20 mL 酶液
,

分别加入 5% (体积比 )各

体积分数的戊二醛
,

30 ℃ (空白最佳反应温度 )下反应 18
、

24 和 3h6
。

所得数据如表 2
。

表 2 戊二醛对酶活的单独影响

戊二醛浓度

尸海藻糖 (留)L

30872810
20̀U八j乃、ù

18 ( h )

14
.

97

16
.

33

12
.

49

12
.

1 1

8
.

57

1 1
.

24

24 ( h ) 36 ( h )

9
.

61
12

.

1吕

14
.

06

14
.

96

11
.

9 6

9
.

47

8
.

9 5

5
.

8 8

%.5%1%2%%35

从上表可以看出
,

与空白比较
,

在戊二

醛浓度较低的条件 (从 0
.

5 到 3% ) 下
,

酶活

都有一定提高
,

并且在 1%时
,

海藻糖质量分

数达到了最大
,

从 12
.

18 留L 提高到 16
.

87 9L/
,

并且反应 了 3h6 之后
,

酶活依然可 以达到

14
.

9 6舒L
,

而此时
,

空白中的海藻糖含量已经

从 n
.

24 留L 下降到 5
.

8 89 L/
,

损失了一半
。

但

在 5% 时
,

酶活却有很大的损失
,

说明此体积

分数下
,

戊二醛对海藻糖合成酶的毒性较大
。

空白

实验结果表明戊二醛具有保护酶活性的性质
,

并且较低浓度的戊二醛能够提高海藻糖

合成酶的酶活
,

这正是固定化过程使残酶液的酶活有较大提高的原因
。

通过以上实验结果
,

我们认为
:
l) 戊立醛对酶的活性有一定的刺激作用或保护作

用 ; 2 ) 戊二醛促进了酶释放 ; 3 ) 涂层后的滤纸吸附了酶的抑制剂和某些杂酶
。

第一

点已经得到了证实
,

而后面的原因都需要通过实验进一步分析和研究
。

3 结论

通过比较 4 种不同载体的作用效果
,

发现其固定化作用虽不明显
,

却使残酶液合

成酶活力异常提高 ; 在确定酶液同载体 I作用后
,

可使海藻糖的质量分数达到最高
,

并

使麦芽糖质量分数保持在较低水平
,

达到了酶纯化的目的
。

通过优化各个条件
,

得到

最佳作用条件为
:
酶液与 3%戊二醛交联 18 h 的载体反应 18 h

,

再与 10 % 的淀粉溶液反

应 h9
,

海藻糖的质量分数可提高到 27
.

22 留L
,

转化率上升到 54
.

43 %
,

麦芽糖的质量分

数降低
,

为 1
.

85 留L
,

符合工业化生产的需要并为下一步海藻糖的分离纯化打下了良好

的基础
。
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