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淀粉酶的研究(

—
糖化型淀粉酶的发酵生产条件及纯化

陶文沂 桧山圭一 郎 洪 田信威 竹西繁行 冈田茂孝
(无 锡轻工业学院发醉系) (大阪市 立工业研究所
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摘 要

枯草茅抱杆菌 K O Z 在合适的碳 源
,

如糊精
、

可 溶性淀粉及氮源
,

如主饼浸出液

的培养液中三天能达产糖化型 a
一

淀粉酶高峰
。

使用硫酸按分级盐析
,

离交 色谱
,

凝

胶过滤可获得纯净的晦
。

讨此纯化的酶的研究表明
:

该晦的等电点为 p H 5
.

16
, p H

稳 定范围5
。

O一8
.

5 ,

温度稳定范围 40 一50 ℃ 以 下
,

最适作用 p H 为 5
。

5 ,

最适作 用温

度66 ℃
,

分子量经凝胶过滤
、

高压 液相 色谱
、

S D S 电泳及超速 离心分析测得为 42
, 0 00

~ 45
, 0 0 0 ,

由 3 9 6 氛基酸残基构成并确定 了各种氛基酸的 百分比及数量
,

讨于可 溶性

淀粉 的米氏常数为 0
.

05 7 ,

最大速度 V 二 a 二 = 1
.

3微克分子 / 分钟
·

毫升
.

单位 酶活
。

比

较此酶与液化型
a 一

淀粉晦
、

糖 化晦时基质的作用表明
,

此酶具有独特的作用机理
。

引 言

a 一

淀粉酶是以随机方式作用于淀粉分子中
a 一

1
.

4 一

葡萄糖普键的一类酶
,

其作用方 式 不

同于其它类型的淀粉酶
,

在酿造
、

啤酒
、

淀粉糖及纺织
一

E 业上已得到广泛应用
。

进一步研究

发现不同来源的
a 一

淀粉酶根据搪化活性与糊精化活性比值
、

水解的最终程度和终产 物 可 以

分为两组 t‘l,

枯草芽抱杆菌生产的糖化型 a
一

淀粉酶 (Ba e te r ia l S a e e h a r o g e n ie a 一
A m yla S 。

简称 B SA )在酶的物理
、

化学性质和对基质的作用方式等各方面均不同于液化 型 a
一

淀 粉 酶

(B a e te r ia l L iq u e fy in g 。
一

A m , la s e
简称 B L A )

,

在分解淀粉产生葡萄糖过程中的独 特 的

性质使其在发酵工业中具有特殊的应用价值
。

本课题就此酶的产生
、

纯化
、

性质及作用特点

作一初步探讨
。

本文讨论此酶的发酵生产条件及纯化方法
。

材 料 与 方 法

1
。

菌 种

拈草芽抱杆菌 (B a c ill: : : , , b zili: ) K 0 2

2
。

培养基和培养条件

斜面培养基组成为 l% 蛋白陈
, 1 %牛肉膏

, o
。

5 %氯化钠
, 1

.

5 % 琼脂
, p H 7

.

。
。

水文 1 9 8 4 年 3 月 6 日收 到
。
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发酵培养基包括碳源如葡萄糖
、

糊精
、

可溶性淀粉
,

氮源如蛋白膝
、

豆讲没出汁
、

玉米

浆
,

以及无机盐类如磷酸氢二按
、

硫酸镁等
。

发酵试验在 50 0 m l坂 口瓶中进 行
,

摇 瓶 装 液

5 0 m l
,

往复式摇床 (摇床频率 12 0次 / 分) 30 c 培养 1一 4 天
。

3
。

酶活性分析方法

淀粉酶活性测定方法是建立于体系中由淀粉分解产生的还原糖的 量 来 度 尼 的
。

将 5 m l

0
.

6 %可溶性淀粉溶液和 lm l已作适 当稀释的酶液 (两者都处于 0
.

0 5M p l{ 5
.

6 乙酸缓冲液环

境 中)混合于大试管中
,

置
一

于 40 c 水浴保温 10 分钟 (精确 )
,

立即加入索莫 吉 (So m 帷户) 溶

液使酶促反应中止
,

利用索莫吉法 [“1测定酶促分解产生还原糖的量
。

在此反应系统中每分钟

能分解产生 1 微克分子还原糖的酶量定义为单位酶活
。

4
.

酶液蛋白质含量及比活

蛋白质含量根据紫外吸收值来计算
,

即利用紫外分光光度计测定波 民 2 8 0 n : n 处 光 密 度

来表示
。

某一样品的酶活性与其蛋白质含量(光密度值 )之比称为酶样品的比活
。

比活是酶纯

度的度量
。

5
。

离交色谱柱的制备

称取 I) E A E
一
S e p h a d e x (葡聚糖凝胶 )A

一

5 0 1 5 克
,

使之浸泡于 so o n l lo
.

S N N a OH 溶液

中
, 1 小时后抽滤

,

去离子水洗至 p H 7
.

0 ,

再浸于 50 o m l o
.

S N H CI 溶液中
, l 小时后抽真

空除去树脂浆中二氧化碳
,

蒸馏水洗至 pH S
.

0 ,

随后使用离交所用同样的缓冲液洗三遍后装

入 小3 0 x 3 0 。色谱柱中
,

连接缓冲液贮槽
,

连续洗涤色谱柱一晚
,

备用
。

6
.

凝胶过滤柱的制备

称取葡聚糖凝胶 G
一 1 00 70 克于 1 0 0 0 ~ 1 5 o 0 m l去离子水中

,

缓慢搅拌使之均匀
,

将此烧

杯置于沸水浴中 5 小时或在室温下放置 72 小时
,

使凝胶充分膨胀
,

抽 滤
,

重新悬于含 0
.

IM

N a
CI 的 pH 7

.

0 , o
.

o 5M T r iS
一

马来酸缓冲液中洗涤及抽滤两遍
,

在第二遍悬浮时抽真空除去

凝胶中气体
。

柱壁外侧先作 90 0 及 95 0 m l标记
,

关闭出口 阀后倾入约 2 50 m l缓 冲 液
,

然 后

谨慎地倾入凝胶浆至 90 o m l标记
,

在柱顶安装一个漏斗
,

将剩余的凝胶浆倾入漏斗中
,

使凝

胶颗粒能缓慢下沉形成均匀的柱
,

吸去多余的部分使柱表面位于两标记之间
,

连接进口 管及

缓冲液贮槽
,

使用柱体积 2一 3 倍体积的同种缓冲液平衡柱后备用
。

了
.

聚丙烯酞胺凝胶圆盘电泳

园盘 电泳根据 D a vi s t31 的方法
,

所用柱直径 s m m ,

分离层丙烯酸胺浓度 7
.

5 %
,

浓缩层

及样品层丙烯酞胺 2
。

5 %
,

T r is
一

甘氨酸缓冲液 p H g
.

4 ,

电泳电流 2 一 3 m A /柱
,

室温下 电 泳

1 小时左右
,

澳酚蓝色厌接近下端时结束
,

取 出柱
,

l%酸胺黑染色 1 小时
, 7 %乙酸溶液脱

色
。

8
。

超速离心沉降法鉴定酶制剂纯度

超速离心沉降法可以区别分子量差异很小的各个组分
。

在 日立 28 2 型分析超速离
J

合机的

样品池中加入 O
。

7 ~ 0
.

75 m l样品
,

样品浓 度 0
.

5一 1%
,

即 O D 二 8一 15
,

分 析 条 件 6 0
,

0 0 0

印m , 2 5 c ,

达转速后每隔 6 分钟拍摄照片 1 张
,

66 分钟结束
。

结 果 与 讨 论

1
.

索莫吉法测定糖化型
a 一

淀粉酶活性的一些影响因素

1) 索莫吉法测定还原糖的准确性 准确配制葡萄糖标准溶液浓度为 36
.

o m g / lo o m !
,

反
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a 一

淀粉酶的研 完( I ) l 1

应试管中分别加入糖标准液 。
,

0
.

5 , r
,

2
,

3
.

2
,

5 m l
,

按分析方法记下所耗 N a ZS Z。
;;
体积

,

以此体积及对

应糖量作标准曲线图 1
。

曲线表明此法测定还原糖

的线性状况及重复性均较好
,

在滴定体 积 差 小 于

5 m l左右的范围内结果的准确性是满意的
。

其斜率

G / V
= 0

.

88 54
,
G 葡萄糖微克分子数

,

V 硫代硫酸

钠毫升数
,

可供酶活测定时应用
。

2) 酶浓度对测定方法的影响 酶浓度与 分 解

产生还原糖的量不完全成线性关系
,

利用同一酶样

品稀释配制成不 同浓度酶液
,

依法进行测定分解产

生的还原糖量
,

结果如图 2
。

说明在用此法测定酶

活时需控制酶活性在较低范围
,

使产生的葡萄糖在

3 微克分子范围内
,

能反映 出酶的真正活性
。

3) 底物浓度对测定方法的影响 底物浓 度 对

于底物木身的酶促分解具有很大的影响
,

在 已确定

八飞,e魂里

图 1 索莫 吉法还原糖 刚 定标 准曲线

的作用温度及时间的基础上
,

必须确定能准确反映酶分解能力的底物浓度
,

使用不同浓度的

底物同一酶样品分解的测定结果如图 3
。

说明底物浓度低于 0
.

4 %时导致测 定 结 果 偏 低
,

0
.

4 % 以上曲线趋于平坦
。

裸发盆

万 仁
了 歹

’

一 讥护取翻仰

云带�.

御
月夕
翻口

图 2 酶浓度与分解产物

的关 系

盛箱欢友勇

图 3 底物 浓度及 由此侧得酶活性的

关 系
,

实际 使用酶活 相 同
,

偏

差为刚定条件下的误差

由以上结果确定使用索莫吉法测定糖化型 a 一

淀粉酶时使用底物浓度及测定结果 的 正 确

范围
。

2
.

枯草芽抱杆菌 K O Z 产酶适宜条件确定

1) 碳源及氮源的选择 供试碳源包括葡萄糖
、

糊精
、

可溶性淀粉
,

供试氮源包括 蛋 白

陈
、

豆饼浸出液
、

玉米浆
、

以及无机盐
,

各种物质的浓度及结果如表 1
。

结果表明在使用豆

饼浸出液及 (N H 4 ) ZH PO ; 时该菌产酶最高
,

此时所用碳源糊精与淀粉相差不大
,

故 取 两 者

同时作进一步试验
。
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N 1 N Z

的 选 择

3 4 5 6 7 8 9

表 1 碳 源 及 氮 源 的

CNNCNC,1JJCNJljlCN)一,‘NCCN

试 验 号

碳 源

氮 源

酶 活 性 1 0
.

7 3 3 2
。

4 6 2通
。

5 9 7
。

3 3 3 9
。

7 0 3 2
.

6 4 1 3
。

2 3 3 7
.

1 1 3 2
.

0 1

C : : 3 % 荀萄糖 ; C Z : 3 %糊精
, C 3 : 3 % 可溶性淀粉

。

N ; : 1% 蛋白陈
,
工% 鱼 肉

膏
, 0

.

2 % (N H ; ) : H P0 4 , o
。

0 2 %M g SO 4 ; N : : 5 %豆饼浸 出液气 一% (N H ; )ZH PO ; ;

N 、: 5 % 玉米浆
,

l% (N H : ): H PO ;

. 豆饼浸 出液 : 50 克豆饼粉在 5 0 0 m l 0
.

02 % N a OH 溶液中沸煮 30 分钟
,

棉花过

滤
,

调 pH 7
.

o
,

滤液即 10 %豆饼浸 出液
。

2) 发酵周期的选择 酶作为微生物的一种特殊产物与发酵周期关系密切
,

延长发 酵 时

间会导致酶活下降
,

而时间不足则积 累量未达高峰
。

利用上面确定的两种培养基作酶活随时
\

间变化的试验
,

结果如图 4
。

表明以糊精为碳源时发酵 3 天可达到明显高的酶产量
。

一一~ ~ ~ 、,

图 4 发酵周期的选择

培养条件如方法上所述
,

么 为 C ZN : (糊 精

破源 )
,

O 为 C 3N : (可 溶性淀粉作碳 源)
,

摇瓶种子培养基组成同发 酵
,

种 龄 42 小

时
,

接种量 1 %
。

以上结果确定发酵培养基及周期
,

由此

进行大规模培养以制取研究所 需 的 酶
,

用

22 0 个摇瓶获得发酵液
,

经连续高速离心
,

收集得上清液 9
.

1 2 5 1
矛

,

酶 活 6 7
.

6 3 ,

O D 落言吕

二 1
。

19 4
,

比活 1
。

1 3 3
。

3
.

酶的纯化

1) 从发酵上清液 中盐析提取 酶 硫 酸

按盐析提取酶是最常用的方法
,

根据蛋白质

分子量不同
,

所需硫酸按的饱和 程 度 也 不

同
,

利用低饱和度除去高分子杂蛋白质及适

宜高饱和度 以最高得率收集酶
,

是盐析的关

键
。

图 5 显示了在不同饱和度下盐析获得沉

淀物的比活及得率
。

由此可见使用 40 % 饱和度可在 损 失 很

小的情况下除去杂蛋 白
,

75 %饱和度可获得

高收得率
。

在 9
。

1 25 r
J

上清液中边搅拌边缓

漫加入 2
.

2 2 3 k g (N H ; ): 5 0 4 ,

静置冷库沉淀

过夜
, 8 , 0 0 0 r p m 2 0 分钟离心除去沉淀

,

上清液中再加 2
.

3 6理k g (NH 4 )2 5 0 ; 使达 7 5 %饱和
,

置于冷库过夜
。

收集沉淀
,

用尽可能少的缓冲液溶解
,

除去不溶物
,

此酶液使用半透膜袋在

冷库中去离子水里透析除盐及分子量小于 8 , 0 00 的蛋白质
。

除盐后酶液 1
.

”L
,

酶活 2 5 5 。/ m1
,

O D 2 6
. 4 ,

比活 9
, 7

。
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a 一 淀粉酶的研完 ( 工)

图 5 不同硫酸按饱和度下盆析 的结 果

分别取 20 m l上清液逐步加 入硫酸按至所需饱和度
。

冷库保持 2 小时后
, 1 2 ,

00 0r p m

离
‘
二 1 5 分钟

,

收集沉淀
,

用 p H 7
.

0 20 毫克分子浓度三径 甲基氛基 甲烷一马来酸缓

冲液 [4l 溶解至 20 m l
,

刚定酶活及蛋白质含量
。

2) 离交色谱法纯化酶 离交色谱法纯化酶的基础是酶蛋白的两性性质
,

对于未知 等 电

点的酶
,

可用等电聚焦确定等电点后选择适宜的离交树脂
。

这里使用几根小柱采用不同树脂
、

不同离子浓度及不同 p H 缓 冲液作试验
,

以摸索适宜条件
,

结果如表 2
。

表明利用阴离子交换树脂 D E A I乙
一

葡聚糖凝胶 A
一

50
, pH 7

.

0 o
.

0 1 M 缓冲液对于此酶的

表 2 离 交 色 谱 分 离 条 件 试 验

树
\ 二

{ 树 脂

D E A E
一

萄聚糖凝胶 A
一

50 SP
一

糖聚糖凝胶 C
一

50

PH
流 出 液 洗 脱 液

收率 (% )⋯酶 活 l收率 (% ) 酶

流 出 液

活
’

收率 (% ) 酶

一酶182果\
\

\

;子浓度

0
。

OOS M

0
。

0 1 M

0
。

0 2 Nl

2 6
。

3 6
。

6 2

5
。

2 5

4 6 8

5 5 0
。

2

5 0 9
。

7

9 2
。

6

1 0 0

1 0 0

5 5 6
。

9

4 4 4
。

2

6 0 3
。

6

1 0 0

8 7
。

9 3

1 0 0

1 4 5

1 0 6

洗 脱 液

活 收率 (% )

.

。
{

: 5
.

7

。

1
’

2 0
。

8nU
.

丹了

}一
7

。

2 5

8
。

0
0

。

0 1 M

0
。

0 2 M

竖
“

_

一
⋯
⋯

4 5 0
。

6

5 3 0
。

4

8 9
。

2

1 0 0

1 5 8 3
.

4

1 6 8 9
。

5

10 0

1 0 0

1 0 6
。

2

1
。

4 3

2 1
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纯化是适宜的
。

利用此条件对经透析的粗酶纯化的结果如图 6 所示合并高流分得 酶 液 比 活

4 9
.

6 5
,

纯度比离交分离前高出 5 倍
。

岛名汉�日8想臼

少少少

二孚且匕们.
、

。。

柑林 ! 号

图 6 离交 色谱法纯化酶

洗脱曲线

树脂柱 小3 0
、 3 O0 m m , 3 4 0 m l酶

液补 充以 浓缓冲液使之达相 同离

子浓度后 以 20 m l/ 小 时 速 度 上

柱
,

用同种缓冲液洗柱一夜后
,

用同种缓冲 液 及 含 1
.

0 M N a C I

的该液进行线性梯度浓度洗脱
,

犷先脱速度 3 0 m l/ 小 时
,

分部收集

器 以 每 20 分 钟一支试管的 速 度

收集
,

共 100 支
,

测 定紫外吸收

位及抽测酶活
,

在酶活 峰值 附近

区域测定母份样品 的酶活
。

功

图 7 凝胶过滤法纯 化酶洗脱曲线

15 m l 浓缩酶样 用于分 离
,

控制流速每 30 分

钟收集一管 一o m l
,

含 0
.

I M N a C I 的 p H S
.

6

O
。

ol M 醋酸钙缓 冲液用作洗脱介质
。

3) 凝胶过滤法纯化酶 凝胶过 滤法分离物质的依据是分子的大小
,

从而造成在凝 胶 柱

内滞留时间的差异而分开
。

由上述离交分离获得的高流分合并后先移入半透膜袋中
,

使用聚

乙烯乙二醉 ( 20
,

0 00 )使之浓缩成 20 一30 m l
,

浓缩液上凝胶过滤柱
,

结果见图 7 ,

合 并 高 流

分获得酶液比后 2 7 9
。

0
。

总结以上几步纯化可以列于表 3 ,

表中显示了每一 步纯化的效果及酶的损失情况
。

凝胶

过滤对纯化的效果特别显著
。

盐析及离交色谱法的收得率是满意的
,

但透析过 程 造 成 22 %

表 3 糖化型
a 一

淀粉酶的纯化

步 骤
体 积

( n l l)

酶 活

( u / : : l)

总
、

酶 活

( u )

光 密 度

O D ( 1 / m l)

,:
⋯
分步回收 :, 飞

u ) ( % )

总 得 率

( % )

卜r目
廿了、一LL一

、‘f沙

行了�Un
��减��匕口勺

.

⋯
00八D
�

n��j门了一U口阿了内O

培 养 液

盐 析

透 析

离交色谱
.

凝胶过滤

⋯
9

,

’2 5

} 1
,

0 0 0

一
1

,

720

」
_

2‘3

! J 1 0 1

{ L 7 9

6 7
。

6 3 1 6 1 7 , 10 0

5 6 1
。

8 5 6 1
,

8 0 0

2 5 5
。

0 4 3 8
,

6 0 0

3 8 2
。

3 8 3
,

9 2 9

2 9 3
。

0 2 9
,

5 9 3

3 4 8
。

0 2 7
,

4 9 2

5 9
。

7

7 5
。

O

2 6
。

4

7
。

7

1
。

0 5

1
。

4 8 9

1
。

1 3 3

7
。

4 9

9
。

7

4 9
。

6 5

2 7 9
。

0

2 3 3
。

0

9 1
。

0 4

1 0 0

9 1
。

0 4

7 1
。

0 7

6 8
。

8 0

4 6
。

3 0

. 离交 色谱使用 34 0 m l 透析后之酶液
。
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的损失
。

离交后浓缩及透析得到酶浓液未测定活力
,

可能是在此两步中酶失活较严

宜
。

·

4
。

纯化监定

使用园盘电泳及超速离心

沉降法来鉴定所制 得 酶 的 纯

度
,

结果如图 8
、

9
。

表明已获

得电性及分子量均为单一的酶

蛋白
,

可供进一步性质研究使
‘

用
‘
。

所以不能说明凝胶过滤的得率偏低
,

很

原 酶 液

离交色谱后

凝胶过滤后

图 8 械化型
a 一

淀扮降纯化的聚丙烯酸胺凝胶团盘电泳

条件
: pH g

.

4 , 7
.

5% 凝胶
,

2 ~ 3 m A /
,

林

图 9
‘

酶制剂的超速 离心沉降照片
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