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摘!要!采用硫酸铵分级沉淀"透析脱盐"4565078((9(’:8离子交换色谱等分离纯化技术!从!"-
#$%&’(()"*’+)), 菌株混合酶系中分离得到3种菊粉酶组分!应用薄层层析法分离各组分水解菊
粉的产物!发现其中/种组分主要含外切菊粉酶!一种主要含有内切菊粉酶#进一步对所得到的
内切菊粉酶组分酶解菊粉制备低聚果糖进行了研究!研究了底物浓度"加酶量"反应温度和反应

;<对低聚果糖制备的影响!确定其最适反应条件为$底物浓度"$=%>"加酶量#$?%=底物!反应
温度3"@!反应;<%)$#在此条件下反应.!A!菊粉酶解率达.3B!低聚果糖得率可达"$B以
上!酶解产物以4C!!4C3为主#
关键词!!"#$%&’(()"*’+)),$菊粉酶$外切菊粉酶$内切菊粉酶$低聚果糖
中图分类号!D"" 文献标识码!6
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E6*F+G-=%!+H*IA8-=0J9%!+H6*FK’%L?L980MG-=
#NOA’’(’PQ’’RNOG8-O8,-R5-=G-88SG-=%N’9TA8S-U,-=TV8?-GW8S:GTJ%E9XG!#3$/%%7AG-,$

9:60$&,0!YA8OS9R8G-9(G-,:8PS’M!"#$%&’(()"*’+)), Z,:;9SGPG8RG-,:8[98-O8’P’;8S,TG’-:
G-O(9RG-=,MM’-G9M:9(P,T8PS,OTG’-,TG’-%G’-8XOA,-=8OAS’M,T’=S,;AJ’-4565078((9(’:8)
Q’9SAG=A(J;9SGPG8R8-VJM8:Z8S8TA9:’\T,G-8R)YAS88’PTA8MZ8S8GR8-TGPG8R,:8X’G-9(G-,:8%

,-RTA8S8:T’-8M,G-(JO’-T,G-8R8-R’G-9(G-,:8)CS8;,S,TG’-’PG-9(’’(G=’:,OOA,SGR8:9:G-=TA8
8-R’G-9(G-,:8Z,::T9RG8R)YA8’;TGM,(O’-RGTG’-:P’SG-9(’’(G=’:,OOA,SGR8:;S8;,S,TG’-Z8S8
8:T,\(G:A8R,-R:A’Z-,:P’((’Z:!"$=&>G-9(G-%8-VJM8O’-O8-TS,G’-’P#$?&=:9\:TS,T8%3"
@%,-R;<%)$)YA8G-9(G-0R8=S,RG-=R8=S88Z,:9;T’.3B,-RTA8G-9(’0’(G=’:,OOA,SGR8:JG8(R
Z,:’W8S"$B,PT8S.!A’PAJRS’(JV,TG’-)YA8M,]’S;S’R9OT:Z8S8GR8-TGPG8R,:4C!T’4C3)
;.3<"$*6!!"#$%&’(()"*’+)),"G-9(G-,:8"8X’G-9(G-,:8"8-R’G-9(G-,:8"G-9(’’(G=’:,OOASGR8

!!菊粉是一种天然的果聚糖%是植物菊芋中的一
种贮存性多糖%由 40呋喃果糖以"0!%#糖苷键相

连%在其还原端接一个葡萄糖基%呈直链结构%一条
菊粉链一般由/$个果糖单位和#个#040呋喃葡萄
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糖组成!
微生物菊粉酶"学名为"0!##040果聚糖酶$可以

催化植物中的菊粉水解为果糖或低聚果糖!根据
其作用方式不同可以分为外切型菊粉酶"5X’0G-9(G0
-,:8$和内切型菊粉酶"5-R’0G-9(G-,:8$#外切型菊
粉酶从菊粉分子的非还原末端依次切下果糖分子

并最终将其水解成果糖和葡萄糖%内切型菊粉酶从
菊粉分子内部随机切断糖苷键#得到 FQ!&FQ/&

FQ3&Q!&Q/&Q3&Q"等低聚果糖!低聚果糖以其能够
促进双歧杆菌的增殖&低致龋性&难消化性及类似
膳食纤维等作用#现已成为一种具有独特生理活性
的食物配料!
对!"#$%&’(()"*’+)), 所产菊粉酶混合酶系

进行了分离#并利用分离得到的内切菊粉酶组分水
解菊粉制备低聚果糖!

=!材料与方法

=>=!材料
菊粉#优级#̂S,PTG公司产品%4565078((9(’:80

"!为NG=M,公司产品%其它化学试剂均为分析纯%
菌株’!"#$%&’(()"*’+)),+*NC"($%#作者所在实
验室保藏!

=>?!粗酶液的制备

!"#$%&’(()"*’+)), 菌株在菊粉质量分数为

!B#酵母膏质量分数为!B#"*<3$<!Ĉ 3$)"=)

R>#*,7($)"=)R>#_=N̂ 3*.<!^$)$"=)R>#

I-N̂ 3*.<!^$)$#=)R>#初始;<值%)"的发酵
条件下#培养"R#发酵液经过滤除去杂质和菌体#
滤液即为粗酶液!

=>@!菊粉酶分离纯化程序
粗酶液

!"加"*<3$!N̂ 3#3 @静置过夜#离心"3$$$S)

MG-##$MG-$#沉淀用少量;<")$的醋酸缓冲液

溶解

酶溶液

!"透析"至无*<3‘离子$
浓缩液

!"4565078((9(’:8离 子 交 换 柱#$ !$)3 M’()
>*,7(梯度洗脱#合并活力峰

活力峰

=>A!酶活力的测定
菊粉酶酶活力的测定参照C8::’-G等人+#,的方

法#即酶液经适当稀释后取#M>加入3M>!B菊
糖"用$)!M’()>#;<3)"醋酸缓冲液配制$#"$@下
反应/$MG-#再取$)"M>反应液#加入#)"M>水

和#)"M>/#"0二硝基水杨酸试剂#沸水浴加热"
MG-后#定容至!"M>#"."-M下测定吸光度#并计
算反应生成的还原糖量!在相同条件下#以加入在
沸水浴中加热"MG-失活的酶液作对照!在此条件
下#以每分钟转化生成#$M’(还原糖所需的酶量为
一个酶活力单位#以H表示!
以3M>质量分数!B的蔗糖代替菊糖#其它步

骤同上!以每分钟转化生成#$M’(还原糖所需的
酶量为一个酶活力单位#以?表示!

=>B!薄层层析分析
采用硅胶FQ!"3"%$型$#以氯仿a醋酸a水".

a.a.$"/$a/"a"$作展开剂#用体积分数#B#0
萘酚"含#$B冰磷酸$染色+!,!

=>C!酶解液糖组分测定
高压液相色谱法’美国 E,T8S:公司%$$型高

效液相色谱仪#配有!3#$型示差折光检测器%.3$
数据处理机!色谱柱’<J;8S:G(*<!#填料粒度"

$M#尺寸’3)%MMb!"$MM%柱温’/$@%流动相’

."B乙腈".a.$%体积流量#M>)MG-%样品进样前
用$)3"$M的微孔滤膜过滤!

=>D!酶解率计算
酶解率c酶解液还原糖总量)原料菊粉总量

=>E!低聚果糖得率的计算
由高压液相色谱测得聚合度为!!1的糖的总

量与原料菊粉的比值#即为低聚糖的得率!

?!结果与讨论

?>=!酶组分的分离纯化

?)=)=!!*<A"?N̂ A分级沉淀!采用不同浓度
"*<3$!N̂ 3沉淀粗酶液中的菊粉酶#测定上清液中
残留菊粉酶活力#以未加"*<3$!N̂ 3溶液沉淀的酶

液的酶活为#$$B#测定结果见表#!
表=!不同质量浓度硫酸铵沉淀后上清液中残留的菊粉酶活

F&:>=!5%#’-%&6.6&,0-G-0-.6$.7&-%.*-%01.’-H#-*&(0.$
!IJA"?+KA8$.,-8-0&0-"%

"*<3$!N̂ 3 质量浓度)"=)R>$ 上清液中残留酶活)B

$ #$$

!$ 2!

3$ 1%

1$ #1

2$ .

!!结果表明大部分菊粉酶在!$!2$=)R>之间沉
淀#因此#选用!$!2$=)R>的"*<3$!N̂ 3对粗酶
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液进行分辰盐析!据此"*<3#!N̂ 3分级沉淀采用

以下步骤$首先在粗酶液中添加固体"*<3#!N̂ 3至

!$B饱和度%在3@静置过夜%离心去除部分杂蛋白
沉淀%在上清液中继续加入"*<3#!N̂ 3至2$B饱和
度%3@静置%A%离心弃去上清液%收集沉淀!

?)=)?!透析脱盐!将沉淀溶于;<")$的$)#
M’(&>醋酸缓冲液中%再用$)$#M’(&>醋酸缓冲
液";<值")1#透析脱盐%得到菊粉酶液!

?)=)@!4565078((9(’:8离子交换色谱!据文献报
道’3!%(%菊粉酶的等电点一般为3!"%因此选用阴

离子交换柱"!d%OMb"$OM#对菊粉酶进行分离!
离子柱预先用$d$#M’(&>的醋酸缓冲液";< 值

"d1#平衡!将经"*<3#!N̂ 3分级沉淀)透析脱盐得
到的酶液加到已平衡过的离子交换柱%先用!倍柱
床体积的缓冲液洗柱%将不被柱吸附的杂蛋白洗
去%然后用含有$!$d3M’(&>*,7(的醋酸缓冲液
进行阶段梯度洗脱%洗脱液体积流量为$d%M>&

MG-!分别测定各收集管中溶液的紫外吸收及酶
活%得到洗脱曲线如图#所示!

分离条件$柱$!)%OMb"$OM*起始缓冲液$;<")1的$)$#M’(&>醋酸缓冲液*体积流量$%M>&MG-*用含$M’(&>!$)3M’(&>

*,7(的醋酸缓冲液进行阶段梯度洗脱)

图=!菊粉酶的LM9MNO.’’#’"6.柱层析图

)-2>=!O1$"7&0"2$&813"(-%#’-%&6.6($"7!-*’+)),"%LM9MNO.’’#’"6.

!!由洗脱曲线可见%%用起始缓冲液洗脱时%得
到蛋白峰%而没有检测到酶活%说明洗脱出的是杂
蛋白%菊粉酶全部被吸附到离子交换剂上!由此证
明菊粉酶的等电点小于")1%所选择的离子交换剂
和缓冲液;<适于分离菊粉酶!&用含$)#M’(&>
和$)!M’(&>*,7(醋酸缓冲液洗脱时均得到两个
酶活力峰%后者中有一个活力峰较弱%所占比例很
小%因此在下面的研究中不再对其进一步分离纯
化!’用$)/M’(&>*,7(醋酸缓冲液洗脱时得到
一个酶活力峰!分别收集各活力峰%得到3个组
分!由此可以看出%!"#$%&’(()"*’+)), 菌株所产
菊粉酶体系非常复杂!
将离子交换色谱分离纯化获得的菊粉酶组分

采用薄层层析法分离各自水解菊粉的产物%发现前

/种组分的水解产物主要是果糖%而后一种组分的
水解产物中主要为低聚果糖%也有部分果糖!另外
从洗脱曲线中各组分所测的H&N值也可以看出%后
一种组分的H&N要比前/种组分的H&N值大!因

此%可以认为前/种组分主要含外切菊粉酶%而后
一种组分中主要含有内切菊粉酶!因此将这3种
组分分别定义为5X’0(%5X’0)%5X’0*%5-R’!
离子交换色谱是比较有效的分离纯化菊粉酶

的方法%在所报道的菊粉酶的纯化中都采用了离子
交换色谱%如$*,e,M9S,等人’.(采用4565078((90
(’PG-860"$$离子交换色谱将/$0’+’((’),:;)Y*0
11所产菊粉酶系中的外切酶和内切酶分离开%5T0
T,(G\G等人’1(采用 45650N8;A,O8(从 !"#$%&’(()"
*’+)), 菊粉酶系中分离得到"种外切酶和/种内
切酶%6VA,SG等人’!(从!"#$%&’(()"*’+)), 菊粉酶
体系中分离得到一种外切酶和一种内切酶%此外%

/$0’+’((’),120+3$4"5’’"!种菊粉酶#’#(%62+’(()"
"7$2%879$%,8#9’()"fC#!12"!种菊粉酶#’%(!

?>?!低聚果糖的制备
采用分离得到的内切菊粉酶组分5-R’水解菊

粉制备低聚果糖%研究了底物质量浓度);<)加酶量
对低聚果糖得率的影响!

.!第#期 王 静等!!"#$%&’(()"*’+)), 菊粉酶的分离纯化及其酶解菊粉制备低聚果糖
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?)?)=!底物质量浓度对5-R’酶解菊粉的影响!
底物浓度对酶促反应具有很大的影响!当底物浓度
较低时!提高底物的浓度可以提高反应速度!但当
底物浓度较高时!底物浓度进一步提高!反应速度
的增加变得缓慢甚至不再增加"

图?!不同底物浓度对低聚果糖得率的影响

)-2>? ! M((.,0 "( 6#:60$&0. ,"%,.%0$&0-"% "% 01.

8$"*#,0-"%3-.’*"(5K+<-01M%*"

!!分别采用!$!"$!#$$=#>的菊粉为反应起始质
量浓度!研究底物质量浓度对5-R’酶解菊粉的影
响"反应条件为$加酶量"?#=菊粉!反应温度3"
@!反应;<值"!反应时间2%A"酶解不同时间下
的产物做 <C>7分析!根据各聚合度糖的生成量计
算低聚果糖%4C!!4C1&的得率!结果如图!所示"
由图!可以看出!底物质量浓度为#$$=#>时!低聚
果糖的得率较低"底物质量浓度为"$=#>时!酶解

31A后低聚果糖的最高得率可达"!B"虽然底物
浓度采用!$=#>时!低聚果糖的得率也较高!但从
生产的角度来考虑!底物浓度高对生产成本的降低
有好处%可以降低产品浓缩的成本&"因此!采用酶
组分5-R’酶解菊粉制备低聚果糖应选用"$=#>
的底物质量浓度为宜"
从图!还可以看出!随着酶解时间的延长!低

聚果糖的得率先增大!后又有缓慢减小的趋势!这
可能是由于所选用的酶源中仍含有少量的外切菊

粉酶!随着低聚果糖质量浓度的增大!为外切菊粉
酶提供了更多的底物!低聚果糖被酶解为果糖!使
得酶解产物中低聚果糖不再增加!反而减少"

?)?)?!;<对5-R’酶解菊粉的影响!通过对酶的
最适反应;<和;< 稳定性的研究知道!内切菊粉
酶的最适反应;< 值为")$!外切菊粉酶的最适反
应;<值为3)"!二者在;<%)$仍能维持.$B以上
的酶活!考虑到在偏酸性环境中越有利于果糖的生
成!因此选用;< 值"!%!.来研究其对5-R’酶解
菊粉的影响"

分别用;<值")$!%)$!.)$的缓冲液配制质量
浓度为"$=#>的底物菊粉!反应条件为$加酶量"
?#=菊粉!反应温度3"@!不同反应时间下取样进
行 <C>7分析!计算反应产物中低聚果糖的生成
量"结果见图/"

图@!不同8J条件下低聚果糖得率随酶解时间的变化

)-2>@!M((.,0"(8J"%01.8$"*#,0-"%3-.’*"(5K+<-01

M%*"

!!从图/可以看出!反应初期!;< 值"条件下!
菊粉酶解速度最快!31A低聚果糖得率达到最大!
但反应后期又缓慢下降";<值%条件下低聚果糖
不断增加!.!A时低聚果糖得率可以达到"3B"因
此选用;<值%有利于低聚果糖的生产"

?)?)@!酶量对5-R’酶解菊粉的影响!为了确定
最适酶剂量!选择"?#=菊粉’#$?#=菊粉’和!$
?#=菊粉/种剂量进行反应!反应条件为底物质量
浓度"$=#>!反应温度3"@!反应;<值%d$!反应
时间2%A"不同反应时间下取样进行 <C>7分析!
计算反应产物中低聚果糖的生成量"结果见图3"

图A!酶量对低聚果糖得率的影响

)-2>A!M((.,0"(.%P37.,"%,.%0$&0-"%"%01.8$"*#,0-"%

3-.’*"(5K+<-01M%*"

!!从图3可以看出!不同的加酶量对低聚果糖的
得率没有显著影响!只是影响达到最高得率的时
间!加酶量越大!达到最高得率所需的时间越短!加
酶量越小!达到最高得率所需的时间越长""?#=
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菊粉的加酶量时!菊粉的酶解速度较小!.!A后低
聚果糖的得率达到最大"加酶量为#$?#=时!酶
解31A即可达到最高得率!加酶量!$?#=时!达到
最大得率的时间进一步缩短"尽管酶的剂量愈大!
愈能缩短到达低聚果糖最高得率的时间!但低聚果
糖的最终浓度随反应时间的进行而显著降低"从
经济的解度考虑!选用#$?#=菊粉的加酶量适宜"
综合上述酶组分5-R’酶解菊粉制备低聚果糖

的动力学研究结果!用酶组分5-R’来酶解菊粉制
备低聚果糖的最适反应条件为$底物浓度"$=#>%
加酶量#$?#=底物!反应温度3"@!反应;<%)$"

?)?)A!酶解时间对产物组成变化的影响!在酶组

分5-R’酶解菊粉制备低聚果糖的最适反应条件
下!研究不同酶解时间下产物的组成情况"即在不
同反应时间下对酶解产物进行 <C>7分析!计算不
同时间下各聚合度低聚糖的生成量!比较酶解产物
的组成!结果见图""
从图"可以看出!酶解初期!果糖和4C!!4C1

的低聚果糖都不断增加!随着酶解时间的延长!较
高聚合度的低聚果糖逐渐减少!到酶解后期!酶解
产物中主要含有果糖及4C!!4C3的低聚果糖!酶
解率达.3B!酶解产物中低聚果糖的质量分数达到

"!B"

图B!不同反应时间!-*’+)),M%*"酶解菊粉产物变化规律图

)-2>B!O1$"7&0"2$&81-,("’’"<N#8!#6-%2H#&%0-0&0-G.J4QO&%*1-60"2$&7$.8$.6.%0&0-"%""(-%#’-%13*$"’36-6<-01

M%*"

@!结!论

通过硫酸铵分级沉淀%透析脱盐%4565078((90
(’:8离子交换色谱等分离纯化技术!从!"#$%&’(()"
*’+)), 菌株混合酶系中分离得到3种组分!其中/
种主要含外切菊粉酶!一种主要含内切菊粉酶"

采用经4565078((9(’:8离子交换层析分离得
到的内切菊粉酶组分5-R’酶解菊粉时!在底物质
量浓度"$=#>!加酶量#$?#=菊粉!温度3"@!

;<值%)$条件下!菊粉酶解率达.3B!低聚果糖得
率可达"$B以上!酶解产物以4C!!4C3为主"
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由分子结构的变化引起的!超声波引起大豆蛋白
质其他功能性质的影响和超声改性机理还有待更

深一步的研究"以便使其更好地应用于大豆蛋白的
改性及深加工生产!
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