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麦芽中 -淀粉酶的纯化及其性质
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摘要　采用疏水色谱( Pheny l Sephar ose CL-4B)和凝胶过滤色谱 ( Sephacry l S-

200)将麦芽中的 -淀粉酶和 -淀粉酶分离, 用高效液相色谱( HPLC)测定酶水解

蜡状玉米淀粉的产物, 从而验证所得 -淀粉酶样品的纯度。还研究了麦芽中 -淀粉

酶的最适反应温度。
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0　前　　言
-淀粉酶主要存在于高等植物和谷物中,由于 -淀粉酶的共存使得 -淀粉酶的测定受

到影响,因此难以准确测定其中任何一种酶的纯活力。以前大多数纯化 -淀粉酶的方法是

将含有这两种酶的粗提取物加热到70℃, 使热敏感性的 -淀粉酶先失活[ 1]。如想除去 -淀粉

酶以得到 -淀粉酶就将粗提物在 pH3. 6和低温条件下保持几小时, -淀粉酶因酸敏感而先

失活[ 2]。

这些选择性失活的技术不能完全令人满意。有证据证明在大量 -淀粉酶存在时, 低 pH

处理对它无效[ 3]。此外, 这种强烈的处理方法对淀粉酶的性质的影响还没有进一步研究。近

几年来,以对硝基苯酚麦芽七糖( PNPG7)和对硝基苯酚麦芽五糖( PNPG5)分别作为 -淀粉

酶、-淀粉酶的专一底物, 可以测定这两种酶的单纯活力[ 4～6]。但这些合成底物非常昂贵

( PNPG5　5mg 19. 20 ＄, PNPG7　5mg 24. 70 ＄) ,作者没有采用。另外,也有报道用 -限

制糊精作为 -淀粉酶的专一底物
[ 7]
。最初也曾试验用这种方法来测定 -淀粉酶的活力,但因

高纯度的 -限制糊精的制备非常困难,仍未能分别测定出这两种酶的单纯活力。因此需要一

种更为先进的技术, 从含有 -淀粉酶和 -淀粉酶的粗提物中分离出具有活力的 -淀粉酶。

有文献报道可以用疏水色谱分离 -淀粉酶和 -淀粉酶 [ 6] , 实践证明疏水色谱只是把这两种

酶与其它亲水性蛋白质分开, 并没有把这两种酶分开。又有文献报道 -淀粉酶的相对分子

质量为50 000 [ 8, 9] , -淀粉酶的相对分子质量为197 000[ 10] ,所以可以按相对分子质量的大小

分离这两种酶 [ 11]。

作者应用疏水色谱从麦芽中分离出具有活力的 -淀粉酶和 -淀粉酶,用超滤浓缩洗脱

液,再用交联丙烯基葡聚糖 Sephacry l S-200,按分子量大小将 -淀粉酶和 -淀粉酶分开。采



用高效液相色谱( HPLC)分析酶水解蜡状玉米淀粉的产物, 从而鉴定所得 -淀粉酶样品的

纯度。文中还研究了 -淀粉酶的最适反应温度。

1　材料与方法
1. 1　材料

大麦麦芽　无锡东亭麦芽厂产品; 维生素 B12标准样　上海生化试剂公司产品;

pheny l sepharose CL-4B　瑞典Pham acia产品; Sephacryl S-200　瑞典 Phamacia 产品; 蜡

状玉米淀粉　本校粮油系提供; 可溶性淀粉　浙江菱湖淀粉厂产品

1. 2　方法

1. 2. 1　 -淀粉酶的提纯　称取麦芽粉500 g, 用10倍体积的 0. 1 mol / L NaAC 缓冲液在0℃

搅拌提取6 h,在0℃冷冻离心15 min(转速为6000 r / min) ,将上清液保持在0℃冰浴中, 在搅

拌情况下缓缓加入( NH4 ) 2SO 4使其饱和度达到100%. 冷冻离心,倾出离心杯中的上清液,

加少量的水使沉淀溶解,然后装入透析袋并置于20 m mol/ L 的 NaA C 缓冲液( pH5)中,在

0℃透析过夜,然后冷冻离心,上清液经冷冻干燥制得酶粉。称取1 g 酶粉经溶解后上疏水色

谱柱,经梯度( 0. 6～0 mol / L ( NH4) 2SO4 )洗脱后,回收含 -淀粉酶活力的洗脱液, 再经过超

滤处理,所得浓缩液,全部上 Sephacr yl S-200柱。

1. 2. 2　 -淀粉酶的鉴定　

1)　称取1 g 蜡状玉米淀粉,加少量0. 02 m ol/ L , pH5. 0的 NaAC 缓冲液,煮沸,冷却后

用同一缓冲液定容到100 m l. 在试管中加入上述淀粉溶液2 m l, 再加入相应于洗脱图谱上

各出峰位置(见图1和图2)的洗脱液1 ml, 于50℃水浴中反应,每隔5 min 取1滴反应液, 在白

瓷板上用碘试剂检验淀粉的水解情况, 根据碘反应的颜色变化来定性判断 -淀粉酶和 -淀

粉酶被洗脱出来的部位。

2)　以 HPLC 测定蜡状玉米淀粉的水解产物。所用仪器: Waters 209 系列,配有 R401

示差折光器和 M 740数据处理器。填料: LiChrosorb NH 2;填料粒度: 5 m. 流动相:乙晴/水

= 3/ 1(体积分数) ;流速: 1 ml/ m in; 温度: 25℃.

用0. 02 m ol/ L , pH 5. 0的 NaAC 缓冲液配制1. 0%蜡状玉米淀粉溶液。取上述溶液48

ml ,加入含 -淀粉酶活力的洗脱液2 ml(对照用2 ml 缓冲液) , 在60℃反应2 h,加热使酶失

活,加150 ml无水乙醇, 使乙醇体积分数达到75% ,快速搅动并保温一段时间, 过滤,用75%

的乙醇洗涤滤纸, 合并滤液,用真空旋转蒸发仪除去乙醇,加水溶解浓缩物, 并定容到50 ml ,

微孔膜过滤, 取滤液作 HPLC.

1. 2. 3　疏水色谱材料 Pheny l Sephar ose CL-4B 的再生
[ 12]　室温下依次用5%的 SDS 溶

液、水、乙醇、丁醇、乙醇和水轻轻搅拌洗涤 phenyl sepharose CL-4B,然后加0. 02%的 NaN 3

在0℃保存。

1. 2. 4　 -淀粉酶的最适温度的测定　 试剂: 0. 02 mo l/ L NaAC 缓冲液, pH 为5. 0; 1. 0%的

淀粉溶液:称取1 g 可溶性淀粉, 加少量上述缓冲液润湿, 煮沸,冷却后加缓冲液定容到100

ml .

测定: 1) 在不同温度( 30℃, 40℃, 50℃, 60℃, 70℃)的酶反应器中分别加入淀粉溶液

15. 6 m l和从 Sephacry l S-200分离出的 -淀粉酶0. 4 m l,立刻计时; 2) 分别于5, 10, 15, 20,

25, 30, 40, 50和60 min从各反应器中迅速吸取1 m l反应液,放入装有1. 5 ml 3, 5-二硝基水
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杨酸( DN S)溶液的比色管中,沸水浴显色5 min, 迅速冷却, 定容到25 m l,用722型分光光度

计测定540 nm 波长下的消光值。

以消光值为纵坐标,反应时间为横坐标,作出消光值- 时间曲线,根据曲线最初的直线

部分的斜率计算不同温度的 -淀粉酶活力。每分钟增加消光值1被定义为一个酶活力单位。

以酶的活力作为纵坐标,反应温度作为横坐标作出酶活力- 温度关系曲线,从曲线确定

-淀粉酶的最适反应温度。

2　结果与讨论
2. 1　疏水色谱纯化 -淀粉酶

根据 -淀粉酶和 -淀粉酶不同的作用方式来判定图1各洗脱峰中含有的酶品种。-淀粉

酶是端解酶,它作用于蜡状玉米淀粉时, 从淀粉的非还原性末端切下麦芽糖单位,使体系中

图1　粗酶的疏水色谱洗脱曲线

柱: 2. 6×20 cm; 流速: 12. 2 m l/ cm 2h ;

洗脱剂: 0. 02 mol/ L NaAC 缓冲液(p H5. 0) ,含( NH4) 2S O 4

线性梯度( 0. 6～0 m ol/ L)

还原糖含量迅速增加, 但粘度下降很慢, 反

应最后产生麦芽糖和 -限制糊精, -限制糊

精与碘反应显红色 [ 13]。而 -淀粉酶为内切

酶,它作用于蜡状玉米淀粉, 任意切割 -1, 4

糖苷键, 使体系粘度下降很快, 与碘反应的

颜色由兰色很快变为黄色或无色, 根据这两

种酶作用于淀粉时的不同方式可以定性地

判断出 -淀粉酶和 -淀粉酶的出峰位置。用

此方法判断图1中 A, B, C 三个峰位置的洗

脱液作用于蜡状玉米淀粉溶液,溶液与碘反

应都显蓝色。用3, 5-二硝基水杨酸法测得该

反应液中不含还原糖, 说明这三个峰位置的

洗脱液不含 -淀粉酶和 -淀粉酶。D和 E 两峰位置的洗脱液作用于蜡状玉米淀粉溶液后,

溶液与碘反应迅速变为黄色,说明在这两个峰中包含 -淀粉酶。再用3, 5-二硝基水杨酸法测

得该反应液中含有大量的还原糖,说明在这两个峰中还可能包含 -淀粉酶。以上结果说明疏

水色谱只能把 -淀粉酶和 -淀粉酶与其它疏水性弱的蛋白质分开,而不能把这两种酶完全

分开。

2. 2　凝胶过滤色谱纯化 -淀粉酶

将疏水色谱的梯度洗脱液用超滤方法浓缩后, 浓缩液用凝胶过滤色谱( Sephacrayl s-

200)柱按分子量大小分离 -淀粉酶和 -淀粉酶,结果见图2中的 a 图。

图2中的 b 图是5种标准蛋白质在 Sepharyl S-200柱上的洗脱曲线。a 图中的第一个峰

洗脱体积为12 0ml , 与b图洗脱曲线比较 , 此峰包含的组分的相对分子质量应略高于

158 000,这与文献报道的 -淀粉酶的相对分子质量为197 000相近,因此可初步断定在此洗

脱峰中包含着 -淀粉酶。a 图中的第二个峰出峰位置为180 m l左右,与 b 图洗脱曲线比较,

此峰含有的组分的相对分子质量应略大于45 000, 这与文献中报道的 -淀粉酶相对分子质

量为50 000相近,因此可以断定在此洗脱峰中含有 -淀粉酶。与 b 图比较可知, a 图最后一

个峰中含有的组分的相对分子质量小于12 500, 可以断定此组分与 -淀粉酶和 -淀粉酶无

关。
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为了进一步确定第一个洗脱峰的酶液为 -淀粉酶, 再利用 HPLC 分析该酶液作用于蜡

状玉米溶液的产物。图3是酶水解产物的 HPLC图谱, 由图3知水解产物中只有麦芽糖, 说明

此酶是 -淀粉酶。

a　酶混合物洗脱图谱　　　　　　　　　　　　b　标准蛋白质洗脱图谱　　

　　　　　　　　　　　

A- -淀粉酶,

B- -淀粉酶,

C- 其他蛋白质

　　　　　　　

A - aldola se , MW: 158000; 　 B- album in, MW: 68000( bovine serum ) ;

C- albumin, M W: 45000( hen eg g) ;

D- chymo trypsino gen A, MW: 25000; E- cyt ochro m C, M W: 12 500

图2　混合酶液和标准蛋白质的凝胶过滤洗脱曲线

　　凝胶: Sephacryl S -200; 柱: 1. 6×150 cm; 流速: 10 ml / cm2h ; 洗脱剂: 0. 02 m ol/ L NaAC缓冲液( pH5. 0)

图3　样品的 HPLC图谱

　　　a- 葡萄糖标样; b- 麦芽糖标样; c- 麦芽三糖标样;

　　　d- -淀粉酶作用于蜡状玉米淀粉的产物; e- 对照样

2. 3　 -淀粉酶的最适反应温度

由图4可知,用本方法分离所得的 -

淀粉酶以纯淀粉溶液为底物时的最适反

应温度为40～60℃, 这与文献中的报道

一致[ 13]。

图4　 -淀粉酶的最适反应温度

3　结　　论
由上述实验结果可以得出结论

1)　 -淀粉酶和 -淀粉酶可以用疏水色谱( Pheny l Sepharose CL-4B)和交联丙烯基葡
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聚糖凝胶过滤色谱( Sephacry l s-200) 进行分离,解决了分别测定这两种酶活力的难题。

2)　 -淀粉酶的相对分子质量为50 000左右, -淀粉酶的相对分子质量为197 000左右。

3)　 -淀粉酶在淀粉溶液中的最适反应温度为40～60℃.
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Study on Purification and Property of -Amylase from Malt

Liu Yan　Wang Zhang　Xu Shiying

(T he S chool of Food Science & T ech nology, Wux i Un ivers ity of Ligh t Indus t ry, Wux i 214036)

Abstract　This paper describes a new w ay to separate -amylase and -amylase f rom bar-

ley -m alt by using hydr ophobic chro matography ( phenyl sepharo se CL-4B) and g el f ilt ra-

tio n chrom ato graphy ( Sephacr yl S-200) consecut iv ely . T he ident ity of -amy lase w as con-

firm ed by analy zing the enzym atic hydr olysis products o f w ax y corn starch w ith HPLC.

The o pt imum temperature o f the separated -am ylase in starch solut ion is also pr eser ted.

Key words　 -amy lase; purif icat ion; abst ract ion; hy dro phobic chromatog raphy; gel f ilt ra-

tio n chrom atog raphy
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