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工业纤维素酶的测定和比较
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摘 要 以 �� �
,

滤 纸 和 纤 维二糖等作底物
,

用大 量实验 浏定 了纤 维素酶 活 力
。

研究了产物浓度随时间的变化关系和稀释倍数对 �,� 定 的影响
。

� 种工 业酶制剂的

�� 定和比较结果表明
�
只有诸活 力的综合 测定方能全面地反映酶制剂对纤维素的

作用
。

关键词 纤维素酶
� 活力 测定 � ��� ��

� �� ��� � � 纤维二糖酶

� 引 言

自然界每年通过光合作用合成大量的生物质�� �� �
� � � �

,

其中约三分之一为纤维素
。

将

纤维素转变为可发酵糖的唯一现实途径是酶水解
,

因此
,

强有力的工业纤维素酶是各国科技

工作者的一个重要研究 目标
。

自 �� 年代以来
,

一些世界著名的酶制剂公司相继推出了工业纤维素酶
。

它们大多来源

于 �
�

�� ��  己 和 �
�

�� �� � 
,

少数来源于 � 二
�� � ��

,

其性能可有很大的差异
,

酶的用户 自然对

各公 司产品的活力及其比较感兴趣
。

然而
,

生产商提供的信息常常不足以进行可靠的比较
。

一方面
,

并非所有厂家均提供关

于酶活力定义及其测定方法的详细资料
。

另一方面
,

各公司往往采用不同的酶活力单位
,

它

们之 间常常是不可换算的
。

国际生物化学协会酶委员会曾规定了统一的单位
,

但 由于种种原

因
,

它 尚未成为普遍采用的标准
。

酶活力单位定义的不同首先来源于各工业部门对酶有不同

的要求和衡量标准
,

其次来源于各公司用不同的方法测定活力 �� 
。

纤维素酶是一类酶的总称
,

而非单一的酶
。

目前在各酶对纤维素的作用机理上
,

特别是

对 �
, 一

�
二

酶假设尚有争议川
。

不过
,

下述四种酶的存在是众所公认的
�
��� 内切 口
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其中纤维二糖水解酶又有内切和外切之分
。

所谓的 �
二

酶
,

系指 ��� 和 ���
�

而 �
,

酶则被认为是 ��� 〔’
·

‘〕
�

图 � 表示这几种酶的作用位置
。
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另外
,

还 有二种酶也可降解纤维 素
,

但 人们

对这二种酶的作用研究较少
。

它 们是纤维素

裂解酶 �
� ���� ��

� � �� � � � �和 月葡 聚糖酶 �月
�

� �� � � � � � � �
�

现在 己可用 先进 的手段将上述 几种酶

分离
,

然后分别测活力
。

可是这样的测定只

是定性或半定量的
。

首先
,

分离难达 完全且

难免有活力损失
。

再者
,

各酶之间的协同作

用不易测定
。

因此
,

测得的活力与酶对纤维

素的作用效果之间并无等价关系
。

因此
,

目前仍采用测总活力的方法
。

分

为测糖化力和液化力二类方法
。

前者测定产

物中还原基团浓度并将其表为葡萄糖
� 后者

测定体系粘度等物理量
,

但仅得到一个相对

值
。

常用于纤维素酶测定的底物 有 �� �
,

� �� �� �和滤纸等
。

用 � �� 测得的主要是 内

切酶 � � �
�

�
�

�
�

�
,

习惯上称为 �� ��� �
�

用

少厂声一

��
外切纤维 素酶 内 �� 纤维 素酶

醉

…
潇

纤维七尸
一

纤维
�

糠水解酶 �

图 � 各种纤维素酶的作用部位

滤纸或 � �� �� �测得的是各种酶作 用的总效果
。

滤纸是较纯的纤维素
,

其中相当部分呈结晶

态
,

测得的活力称 � ��� �
�

� �� �� �的结晶度较少
,

测得的活力称 � � �� �� ��
�

另一种较纯的纤

维素
—

棉花
,

结晶度较高
,

较少用作测定底物
。

笔者从 � � � �
,

� �� �
一

� � � � � � � �
,

� � �� � �
,

� � � �
,

� � � � � � �
等著名的酶公 司获得 � 多种工

业纤维素酶
,

并对它们的活力作了测定和 比较
。

为维护各公司的商业利益
,

一律用代号表示

这些酶制剂
。

� 材料与方法

所有的底物均 用 �
�

� � �� � � � 一

� � � � 缓 冲溶液制备
,

� � 调至 �
�

�
�

酶制剂亦用此缓冲

液稀释
。

用� � �� � �
一

�� �
� � � �法测 还原 糖 含 量

,

标 准 曲线用 葡萄糖绘 制
,

浓 度范 围为。� � � �

拌� � � �
�

�
�

� � � �� � �� � � 活力测定

使 � � 、� �
�

� � � � 的 � � �� � ��� �� � � �济液与 �
�

�� �酶溶液在 � � � 水浴中反应
,

至一定时间

后加入 �
�

�� �� � � � � 溶液使反应停止
,

然后测还原糖 含量
。

�
�

� ��� � 活力测定

将一 片 � � �� � 的 � ��� � � � � 号滤纸 放入 � � �缓 冲溶液中
,

加入 。
�

� � � 酶溶液
,

在

�� � 水浴中反应
。

至预定时间后放 入 �� � �水浴 中停 留 �� � � 
,

然后在 � � � �� 下离心分离

�� ��
,

取其清液测还原搪
。

�
�

� ��� � �� 活力测定
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使 �� � �� �� � � � 的 � �� �� �� �
� �溶液与 �

�

� � � �酶溶液在 so C 水浴中反应
。

至预定

时间后移入 100 C 水浴停留 10 m in
,

然后测还原糖
。

1

.

4 纤维二糖酶活力测定

使 sm l 2 09/L 的纤维二糖(Sigm
a)溶液与 0

.
Inll酶溶液混合

,

在 so C 水浴中反应
。

至一

定时间后移入 100 C 水浴中停留 10m in
.
用 Boe hr ing er酶法和 Y S I 葡萄糖计分别测葡萄糖

浓度
。

2 结果与讨论

本研究将测定 pH 定在 5
.
0 ,

温度定在 50 C
,

均在常见纤维素酶的适宜工作范围内
,

且

与多数酶公司采用的测定条件相符
。

酶的活力单位一律定义为在测定条件下每分钟产生相

当于 1拌m ol 葡萄糖的还原糖量所需的酶量
。

这个单位可以很方便地换算成国际单位(相 当

于 16
.
7n K atal)

.

2
.
1 C M C ase 活力

一般认为 EC 3
.
2
.
1
.
74 ,

E C 3

.

2

.

1

.

9 1 和 E C 3
.
2
.
1
.
2 1对 C M C 基本不起作用 〔5」

。

但由于

测还原基团
,

故只能认为 C M C as
e 主要代表 了内切纤维素酶 E C

.
3
.
2
.
1
.
4 活力

,

因为外切纤

维素酶 EC 3
.
2
.
1
.
74 也有作用〔6〕

,

尽管可能不占主要地位
。

内切纤维素酶的作用类似于淀粉

水解中的液化酶
。

因此有人认为测粘度下降较能代表该酶的作用
,

不足的是只得到相对值
。

笔者认为这二种测定是互相补充的
。

测 定的反应时间分别为 10
,

20 和 30 m in
,

用线性 回归法
,

从还原糖一时间关系的斜率计

算活力
,

以保证测定时间处在动力学线性区
。

表 1 列 出 9 种被测酶制剂的活力
。

就 C M C as e 而言
,

可分为三类比较
。

表 l 工业酶制剂的活力比较

代号 C M C ase FP ase 纤维二搪酶 A vieelase

A 1133 14

l2

83

84

18

16

84

237

113

nOO�U11sn亡JO口‘bQ‘,J只�111丈CB

曰EFGH

活力 羊位
:u /m l 或

u/g

前三种酶为一类
,

它们均作为工业纤维素酶出售
。

可以看出酶 C 的 C M C
ase 活力大大

低于其余二种酶
,

而酶 B 则是三种酶中 C M C
ase 活力最高的

。

酶 D
.
E
.
G
.
H
.
I为另一类

。

它们是作为植物细胞壁液化酶出售的(其中酶 D 也同时作为
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纤维素酶出售)
。

植物细胞壁 由多种多糖类碳水化合物组成
,

其中纤维素约占三分之一
。

细

胞壁的水解 (液化 )既需要强有力的纤维素酶
,

也需要能水解其他多搪的酶
,

特别是果胶酶和

半纤维素酶
。

而且各种酶的 比例是非常重要的
。

不难看出
,

酶 D 和 G 的 C M C as
e 活力亦较

高
;而酶 E H 和 I的活力则较低

,

尤以酶 I为最低
。

酶 F 为 75 % 酶 A 和 25 % 酶 J 的混合物
,

而酶 J 则是一种较纯的纤维二糖酶
。

然而其

C M Ca
se 活力并不等于酶 A 的 75 %

,

而是高于 75 %
.
这一结果可用二个原因来解释

。

一是

反应速度与酶浓度不成正比
。

二是纤维二糖是纤维素酶的强抑制剂
,

故酶 J 的存在有助于使

纤维素酶的活力更有效地 发挥
。

测定时
,

将各酶制剂稀释 了
‘

2

00 倍
。

既然反应速度不正比于酶浓度
,

那么稀释倍数对测

定就有不可忽视的影响
。

这一影响将在下文 中讨论
。

实际上
,

酶 E 中含 40 % 的酶 F
,

其活力亦高于此 比例
。

除了以上所列的原因外
,

在其余

的 60 % 中亦含有一定的纤维素酶活力
。

测定结果可得到二点重要结论
:

l) 所用的测定方法能够将各种酶制剂的 C M C
ase 活力大小加以比较

。

所得活力数值

间有足够的差别
,

使这一比较有实质意义
。

2 ) 对于 5 种植物细胞壁液化酶
,

用甜菜
、

菊芋
、

洋姜等块根进行的水解试验 显示酶 E

为效果最佳者
。

从 C M C a
se 测定结果看

,

除酶 I外其余诸酶均不是由于缺乏 C M C as
e 而导致

液化效果欠佳
。

2

.

2 F P
a s e 活力

滤纸试验是纤维素酶测定的经典方法之一
。

其优点是滤纸的物理状态较接近于天然纤

维素
,

故根据滤纸试验结果在工业上应用时较可靠
。

滤纸试验方法有多种
,

有的测滤纸崩溃

所需时间
,

有的测崩溃后物系的粘度等物理量
。

本研究采用测还原基团的方法
。

由反应速度计算酶活力时
,

要求动力学关系 (还原基团浓度随时间的变化关 系)为一直

线
。

为验证所用的测定方法保证这一线性关 系的成立
,

选择了酶 A
,

作不同倍数的稀释
,

测得

的动力学曲线见图 2
.
尽管实验点数不多

,

但线性关 系的存在还是显而易见的
。

在其他稀释

倍数下所得结果与此基本相似
。

图中直线系用线性 回归法获得
,

一般不经过原点
,

从其斜率

可计算活力
。

如果测定时只取一点
,

实际上即假设直线通过原点和该测定点
。

显然
,

测得的

活力数值是大不相同的
。

二者相 比
,

测动力学曲线当能更全面地反映反应的特性
。

不同稀释倍数下测得的酶活力是不同的 (见图 3)
.
从理论上说

,

当稀释倍数很大时
,

亦

即底物浓度远大于酶浓度时
,

反应速度应与酶浓度成正比
。

换言之
,

酶活力与稀释倍数无关
。

从图 3看这一条件尚未满足
。

稀释倍数过大
,

会使误差加大
。

图 3 指出在稀释 100 倍左右时

测得的酶活力最高
。

图中数据曾经重复试验所证实
,

因而是可信的
。

不过
,

这一结论似乎只

对特定的酶成立
。

对酶 D 也作了测定
,

但未能归纳出规律
。

可能是由于反应时间对此酶而言

已太长之故
。

由此可知
,

对一未知酶制
,

rl]

,

较可靠的办法是在若干不同稀释倍数下测其活力
,

方可较

全面地了解其特性
。

而且不可能确定一个统一的稀释倍数
,

使各种酶的活力值均达最大
。

于

是
,

决定在不稀释的条件下测定
,

其结果亦列于表 1 中
。

在三种纤维素酶(酶 A
.
B 和 C )中

,

酶 C 表现出很高的 F Pa se 活力
。

然而实验中观察到

用酶 C 作测定时滤纸被分解的程度最低
,

而其余二种酶则可将滤纸分解成糊状
。

综合 C M
-
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C as
e 和 F P as e 的测定结果

,

可以认为酶 A 和 B
,

尤其是酶 B
,

含较多的内切酶
,

而酶 C 则含

车之多的外切酶
。

�
�气定

一任\沈栽�坏医出

反应时lb] ( m ln ) 稀释倍数 (倍 )

图 2 不同稀释倍数下酶 A F Pas e 测定时的动力学 图 3 稀释倍数对酶 A 的 FP as e 活力测定的影响

在 5 种植物细胞壁液化酶中
,

酶 D 的F P
ase 活力遥遥领先

。

实验观察指出它与酶 C 一

样
,

滤纸被分解的程度也是较低的
。

不同的是它的C M C
ase活力也是较高的

。

由此可以认为

这种酶所含的内切酶和外切酶活力之间有较好的平衡
。

至于其他液化酶
,

除酶 I的 F Pas
e 活

力较低外均相差无几
。

有趣的是
,

尽管酶 F 中仅含 75 % 的酶 A
,

其 F Pas
e 活力反而高于酶 A

.
这充分说明了纤

维二糖酶的重要性
。

上述测定结果证实了所谓 C
.
酶的重要性

。

酶 D 既不缺乏内切纤维素酶 E C 3
.
2
.
1
.
4
. ,

又不缺乏外切纤维素酶 E C 3
.
2
.
1
.
74

,

是什么原因使其滤纸液化力低呢? 最顺理成章的解释

是它缺乏能作用于结晶纤维素的酶
,

亦即 C
l
酶

。

从文献报道的研究看
,

这种 C
:
酶就是纤维

二搪水解酶 EC 3
.
2
.
1
.
91

,

因为唯有它能作用于结晶纤维素
。

2

.

3 纤维二糖酶活力

纤维二糖酶的作用与淀粉水解中的糖化酶类似
,

不同的是它对小分子量底物表现 出较

高的活力
。

其活力测定因可得到纯底物一纤维二糖而较为简单
。

本研究中用二种方法测葡

萄糖浓度
,

所得结果一致
。

其中葡萄糖计用一由葡萄糖氧化酶制成的电极测定葡萄糖浓度
,

既快速又准确
。

测定时反应时间取为 10
,

20 和 30 m in
.
从动力学曲线(葡萄糖浓度

vs ,

时间 )

的形状看
,

有三种类型
:

1) 动力学为一通过原点的直线
。

具有此特征的有酶 C 和 J
.
后者为诸 制剂中唯一的

纤维二糖酶
。

酶 C 的动力学直线见图 4.

2) 动力学为一不通过原点的直线
。

此时仍可用线性 回归法通过直线的斜率计算活力
,

但不计入原点
。

属于此类的酶有酶 D
、

E

、

G 和 H
.
图 5 为酶 D 的动力学直线

。

3) 酶 A 和 B 的纤维二糖酶活力很低
。

虽然也可勉强归纳出一直线
,

但准确度不高
。

很

明显
,

这二种酶制剂中缺乏纤维二糖酶
。

各酶制剂的纤维二糖活力亦列于表 1 中
。

与酶 J 相 比
,

其他酶的纤维二糖酶活力均低得

多
,

尤以酶 A 和 B 为甚
。

酶 E 中含 10 % 的酶 J 和 30 % 的酶 A
,

其活力符合这个比例
。

这里 由
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于底物单一
,

其他酶 已不起作用
。

以

气 4
-

抓 如
-

泥
泥 水卜

/

尸
杯
/

盆尸‘�犯汉姐

l{卜

()

反应时Ibl m In

2()

反应时l司

图 4 酶 C 的纤维二枪酶测定动力学 图 5 酶 D 的纤维二枪酶测定动力学

在诸液化酶中数酶 D 的活力最高
。

结合 FP as
e 和 C M C as e 的测定结果

,

它应当是诸制

剂中对纤维素的水解作用最强的
。

酶 E 和 G 属于较低的档次
,

二者相 比酶 E 又略差些
。

酶

H 和 I 则明显地属于效果较差之类
。

在诸纤维素酶 中
,

酶 A 和 B 均须辅以纤维二糖酶方能有效地作用于纤维素
。

酶 C 可 以

单独应用
,

但由于缺乏 内切纤维素酶
,

其效果不好
。

二任\栽以
�
抓鹭出

2
.
4 A v ie elas e 活力

A v ieelase 活力与 FP
ase 有相同的意

义
。

但由于 A vi ce l的结晶度低
,

测得的活

力不同 F P ase
.
一般情况下二者有一已足

够
,

在本研 究中用酶 A 进行 了试验以与

FPase 测定作 比较
。

理论上
,

A vi
c

el 应 当 比滤纸容 易水

解
。

但实测的结果正相反
。

将酶 A 稀释

100 倍后
,

与 A vi ce ! 作用 lh 后还原糖浓

度为 36
.
3拼g / m l

,

而与滤纸作用同样时间

后还原糖浓度 为 18 7拜g / m l
.
稀 释 50 倍

后
,

二者分别为 72
.
6 和 35 8拌g / m l

,

以此

计算的反应速度倒是正 比于酶浓度的
。

从动力学 曲线(图 6) 看
,

无论 稀释倍

数如何均 非直线
,

无法从反应速度计算

酶活力
。

由此看来
,

用 A vi ce l 作底物并 不优

反应时间 m [n 、

图 6 酶 A 的
avieelase 测定动力学曲线

于滤纸
。

再者
,

很难用 A
vice l制备均匀

、

稳定的高浓度悬浮液
。
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3 结 论

纤维素酶测定的困难
,

一方面在于底物 的复杂性
,

另一方面在于各酶之间的协 同作用
。

若欲对酶制剂的特性有全面的认识
,

只用一种底物
,

在一定 条件下反应一定时间
,

从而计算

活力的方法显然是不够的
。

本研究力求用不太复杂的分析手段测定工业酶制剂的活力
,

并对它 们作 比较
。

为此
,

试

验了几种不同底物
,

在大量实验的基础上建立了测定几种酶活力的方法
。

C M C as

e

实际上代表了内切纤维素酶
,

测定时宜作产物浓度一时间关系直线
,

用线性回

归法求斜率
,

从而计算活力
。

F P
a

se 为各种酶作用的总效果
。

在直至 2h 的时间范围内动力学仍为直线
。

但稀释倍数

对测定结果有较大影响
。

A vi ce la se 的意义与 F P
ase 同

,

但不易得到线性动力学关 系
,

且反应速度低于滤纸试验
。

纤维二糖酶的测定较容易
,

但同样宜测动力学关系
。

因为动力学直线可能不通过原点
。

用以上方法对 9 种工业酶制剂作测定
,

对它们的作用有了较全面的认识
。

在 3种工业纤维素酶中
.
酶 A 和 B 基本相同

。

它们都必须辅以纤维二糖酶方能有效地

作用
。

而酶 C 则缺少内切酶活力而较多地含有外切纤维素酶
。

在 5 种植物细胞壁液化酶中
,

以酶 D 的活力较高
,

且各种酶的活力较平衡
,

唯有纤维二

糖水解酶活力似嫌不足
。

酶 I活力明显较弱
。

酶 E
、

G 和 H 则相差不太
。

用这几种酶对甜菜和葡芋等块根进行水解试验的结果表明
,

酶 D 和 E 效果最好
,

酶 G

次之
,

酶 H 和 I较差
。

这一顺序与它们的纤维素酶活力密切相关
。

不过
,

水解块根时果胶酶

和半纤维素酶均起十分重要的作用
,

故酶 E 能有较好的效果
。
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