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液化型久一淀粉酶的精制及其性质的研究

张 星 元

从能液化淀粉酶枯草杆 菌 B a e i月 u s a m y l o l i q u e f a e i e n s K 4 9 的发 酵液 出 发
-

通过硫酸按盐析
、

淀粉吸附
、

D EA E
一

荀聚糖凝胶的离交浓缩和 交联 葡聚糖 设胶 过

滤等步骤
,

获得 了电泳纯的液化型
a 一

淀粉酶制 剂
。

以 这种酶制 剂为 材 料
,

采 用分

子筛 ( 交联萄聚糖凝胶 G
一 1 0 0) 估得该酶的分子量为 47

,

0 0 0
。

通过等电聚焦 测 得该

酶的等电点为 p H 5
.

2 40 酶学性质的研究结果表明
,

该酶确 系 液 化 型 a 一

淀粉酶
,

其作用最适 p H 为 5
。

8 ,

最适温度为 70 ℃
,

在 p H 7 一

10 的范围内比较稳 定 ( 40 ℃
,

20 小时 )
,

但衬热不够稳 定
。

C a 十 十

离子的存在能提高酶的热稳定性
,

氛 化 钠 能使

酶激活
。

前 言

a 一

淀粉酶 ( E C 3
.

2
.

l
.

i
.

a 一 i , 4
一

g l u e a n 4 一 g l u e a n o h y d r o l a s e ) 是任意水解淀粉分子 中
a 一 1 , 4 一

葡萄糖普键的酶
,

在纺织工业和食品工业上有广泛的用途
。

枯草芽抱杆菌产生的 a 一

淀粉酶因菌种不同大致可分为两种类型
。

一种是液化 型 a 一

淀 粉

酶 ( B a e t e : i a l L i q u e f y i n g A m y l a s e 简称 B L A )
,

另一种是 糖 化 型 a 一

淀 粉 酶 ( B a e t e r i a l

S a 。 。 h a r汀 iy n g a m y la se 简称 B S A )
。

本研究以枯草芽抱杆菌 K 49 的培养液为材料
,

对其液化型 a 一

淀粉酶进行纯化
,

并用 纯

化的酶研究该酶的性质
,

并对该酶的有关性质进行讨论
。

本研究所建立的研究方法可在研究

属于枯草芽抱杆菌的其它菌种生产的液化型
a 一

淀粉酶时作参考
。

_

材 料 和 方
·

法
.

夕

卜

一
、

菌 种 B a e i l l u s a m y l o l i q u e f a e i e n s K 4 9 (2 )

二
、

培养基及培养条件

大豆粕 5% (在 O
。
5% N a O H 中煮沸抽提一小时

,

过滤
,

用滤液 )
,

可溶性淀粉 3%
,

玉 米

浆 1%
,

( N H ` ) ZH P O : 1%
,

消前 p H 7
。

O
, s o o m l 坂口瓶装液 8 0m l

,

接种后在 12 0 r pm 往复式摇

床 3 0℃培养 2 4 h r后接入 2 “ l的W
a l d h o f型发酵罐 (培养基同本

,

装液 1 0 1)礴拌转速
18 o r p m

,

本天收到旧 期
1 98 2 年:招 月 :斌石

. 一

二 一



通气鼠 1 ; 厂 v m
,

35 ℃培养三天
。

三
、

q 一

淀粉酶的分析方法

l %可溶性淀粉溶液 5 m l
,

样品酶液 l m l 在 。
.

IM p H 6
.

0醋酸盐缓冲条件下于 40 ℃水浴作用

15 m in 妇隋确计时 ) 后 ,
按改良的 F he h o g : L

e
h m a n n

一

冬
。 h。 。川 法 (3) 测定酶反应混合物巾的还

原糖含量
。

在上述条件下
,

使反应混合物释放 1毫克分子葡萄糖的酶的量被定义为一个酶单

位
。

酶活力与酶液的蛋 白质浓度 ( 2 8 0n m 波长下的 O D 读数 )之比即为比活力
。

四
、

D E A E
一

葡盛糖凝胶柱析层
“ ,

将样品加入预先经 O
。

01 M 醋酸盐缓 冲液 (P H S
。

8
,

含 0
。

01 M C a 一
A C Z ) 平衡了的 D E A E

-

葡聚搪凝胶柱 ( 30 x 30 o m m )
,

然后用适量的 N a
CI 含量从 。 到 0

.

5 M 的同样的醋酸盐缓冲液洗

脱
。

收集洗脱液 (每管 15 m l)
,

并顺次分别测定每管的 0 D 280 和酶活力
。

五
、

交联有聚籍凝胶过滤

根据 A n d r e w s 巧 )的方法在交联葡聚糖凝胶 S e p h a d e x G
一 1 0 0 柱 ( 3 0 x 13 3 0m m ) 上进行

。

平衡和洗脱时用含有 O
。

01 M C a
一

A C Z和 O
。
I M N a

CI 的 O
。

01 M醋酸盐缓冲液 (P H S
。

8)
,

洗脱速

度为 22 m l/ h r 。

收集洗脱液 (每管 6
.

6 m l )
,

顺次分别测定每管的 O D 28 。 和 O D峰处的酶活力
。

六
、

聚丙烯酞胺凝胶电泳

根据 D ar vi s (6) 的方法
。

丙烯酞胺浓度 7
.

5%
,

柱规格 5 x 70 m m ,

缓冲系统 p H 8
.

3 ,

电流

2 一 s m A /柱
,

在室温下电泳 40 m in
,

以 1%酸胺黑 10 B (溶于 7%醋酸中 )液染色 l hr 后在 7%醋

酸溶液中通电 (5 m A /柱 ) 4hr 脱色
。

`

七
、

等电聚焦方法 ()T

用 L K B 8 10 1等电聚焦柱 ( 1 1 0 m l) 测定酶的等电点
。

由载体两性电解质 ( A m p h ol y et p月

3
.

5 一 1 0) 和蔗糖溶液按规定比例配制混合溶液 24 管 (其中第 13 管含有被检酶液 2
。

0 m l )
,

将它们

顺次装入柱中
。

在 3 5 o v , 4℃条件下通电聚焦 42 hr
,

按每管 Z lrn 收集柱中液体
,

并顺次分别侧

定酶活力 p H及 O D 28 。
。

J、
、

变旋光效应的检测 (8)

往 6m ls %淀粉溶液中加入 o
.

s tn l酶溶液 (约 2 0。 / m l )
,

在 25 ℃进行酶水解反应
,

于不同

的时间间隔测旋光度
。

反应 6 0 m i n 时
,

加入 3 m g N a Z C O 3 ,

过 1 0 m i n 后再测旋光度
,

比较加

N a Z C O
3
前后的旋光变化

。

九
、

纸上层析

将淀粉的酶水解液点在东洋 50 号滤纸上
,

用正丁醇
、

毗吮和水 ( 6
` 4 , 3 ,

体积比 )的 溶 剂

系统在 50 ℃下一次上行展开 (上行距离 3 c0 。 以上 )
,

用碱性硝酸银检测法显色 (9)
。

十
、

液化淀粉旅活性的快速检测法
` ’

取 0
.

l m l酶液加入 5 m l以 。 .

05 M醋酸盐缓冲液配制的 1%淀粉溶掖
,

置 40 ℃ 水浴反应在不

1 0



同的时间取出
,

加入 0
.

I N 12
一
K l溶液 ( 0

.

IN K t
, o

.

o o ZN xZ ) 显色
,

与标准的 o
.

I N 12一

K l 溶

液的颜色作比较
,

计达到标准色度的反应时间
,

以反应时间长短度量酶活力的大小 ( 时间越

长酶活越低 )
。

十一
、

试 剂

D E A E
一

葡聚搪凝胶 A
一

50
, 交联葡聚糖凝胶 G

一

10 0为瑞典产品
,

iV
s k i n g 透析膜为美国

产品
,

酶作用的各种底物有些是 日本有关公司或实验室提供的
,

其余为日本商品
。

结 果 和 讨 论

一
、

a 一

淀粉酶的提纯

K 4 9

4 3 7 u
/ m l

。

是典型的液化型
a 一

淀粉酶产生菌
。

该菌在 W al d h of 型发酵罐中培 养 6 5 .hl 酶 活达

以此发酵液为材料
,

提纯
a 一

淀粉酶
。

提纯的方法和结果见图 1
。

发酵成熟酵 (活力 4 3 7 u / m l)

工触
,。

, 。。。 · p m
, Z o m i · ,

取上、青液

出发酶液 (活力 4 l l u /m l
,

比活力 1
.

o o u / O D )

{鲍
2`% 硫酸` 饱和度

, 5℃ 过,廷

小
.

色众 10 , o o o r p m
, Z o m ` ,`

取上清液

酶溶液 I (活力 4 o Z u /m l )

}卿
玉米淀粉

:

助滤土
二 1 0 : ` , 5℃

厂一一
一

含酶滤饼
飞
滤液

0
。

0 3 3M N a Z H P 0 4 , 4 0℃ , 2 0m i n

取滤液

}瓤
{皿丝

毒篷蟹

7 0%硫酸按饱和度
,

冰浴

取沉淀

0
。

02 M T r i s 一 马来酸缓冲液

酶溶液 五 (活力 6 9 7 u / m l ) 酶溶液 r (活力 6 0 u / m l )
_

」
O

.

01 M T r i s 一马来酸缓冲液
, 5℃

, 4 8 l l r
.

恤//

透析液 (活力 5 3 0 u / m l )

} D E A E
一

葡聚糖凝胶 A
一

50

工
离交浓缩 。

。

01 M醋酸缓冲液 (P H S
。
8 ,

含0
.

01 M C a 一
A C : )

N a C 1 0一 0
.

5M梯度洗脱
洗脱液 I (活力 1 9 0 0 u / m l

,

比活力 1 7 s u
/ O D )

】 交联葡聚糖凝胶 G
一 1 00

土避丝尾近默珊l镰含沈
液 `” H S

·
8含 0

·

” ’ M C一 “ C 公

洗脱液 亚 (即供酶研究用的酶制剂
,

活力 1 3 2 u
/ m l

,

比活力遵6 5 / O D )

图 1 K 4 9液化型 a 一

淀粉酶的纯化过程

将发酵液冷冻离心
,

其清液作为出发酶液
,

其 a 一

淀粉酶活力为 4 l l u / m l
。

1
.

盐析和吸附
: 用 24 %的硫酸按饱和度

,

将出发酶液在 5℃冷室静置过夜
,

经冷冻离心

除去沉淀 (杂蛋白质 )令其清液通过装有玉米淀粉吸附层的布 氏漏斗
。

该吸附层 由 10 份玉米淀



粉和 1份助滤土 S( Pu
e r c e l )和 24 %饱和度的硫酸钱溶液拌和而成

。

每升酶液约用 10 9 玉米淀

粉
。

用材料与方法部分 中所述酶活性快速检测法检查流出液的酶含量及控制 吸 附 操作
。

用

o
。

03 3M N a ZH P O ;
溶液在 40 ℃下将吸附在玉米淀粉上的酶洗脱下来

,

洗脱 20 m in 后抽滤得含
a 一

淀粉酶的澄清的洗脱液
。

对在吸附过程中流过吸附层的溶液中残存的酶
,

进一步用 70 %的

硫酸钱饱和度在冰浴中盐析 ( Z h r 以上 )
,

将其沉淀溶于适量的 0
.

02 M T ir s 一 马 来 酸 缓 冲 液

(P H 7
.

动
。

将这含酶的缓冲液和上述含酶的洗脱液分邢在 0
.

o 1M 的同种缓冲液 (P H 了
.

5) 于

5℃下透析 4 8 h : 。

透析液中含 a 一

淀粉酶 4
.

21 x l沪单位
,

占出发酶总酶量的21
.

8%
。

2
。

离交浓缩
:

通过 D E A E
一

葡聚糖凝胶 A
一

50 柱对透析所得酶液进行 离交浓缩
。

浓缩结

果是酶主要集中在第 31 一 44 号 14 个试管 2 10 m l洗脱液中
,

其中第 3 9和 40 号 管 活 力 最 高
,

均

在 19 0 0 u / m l 以上
。

从 21 号到 55 号共 35 个试管中的酶的总量为 4
。

07 欠 10 5
单位

,

占出发酶液

中酶总量的 2 1
.

1%
,

离交收率 96
.

8%
。 卜

-

3
。

交联葡聚糖凝胶柱层析分离酶蛋白
:

取上述第 39 号和 40 号管混合而得浓缩酶 液 各
2 m l

,

在同一根交联葡象糖凝胶 G
一

10 。 柱先后进行层析
。

第一次操作所用的缓 冲液告 0
.

I M

aN cl
,

第二次不含N a
cl

。

洗脱曲线见图 2
` 。

从图上可见
,

不论有没有 N a
cl 存在

,
o D 和酶

活力高峰出现的时刻变化不大
。

但在有 N a
CI 存在时

,

酶活力的高峰比无 N a
CI 时更高些

。

洗

脱曲线上其余的 O D 峰不显 a 一

淀粉酶活性
,

为层析分离出来的杂蛋白峰
。

口么o8

.0 4 / (A 抽谧加
醉活力(喃`)

120

00000六妇0月甘
户O月呀ÒB了画西!么户)

Q 3

~ - . , , :
,

产

A

( o功

\
白( 。刃

、夕̀
,.0Q

4 0 石 0 6 0 70 印 g O IOO J旧 12 0

收某管号

图 2 K 49 液化 淀粉酶在交联 简聚糖凝胶 G
一

10 0柱上的洗脱曲线

A
.

缓冲液中含 N a
CI B

. 、

缓冲液中不含 N
a
CI

在第一次操作中
,

以第 7 8号到 91 号管中所含的酶活力计
,

收率为 1 0 4
.

9% ; 在第二次操

作中
,

以第 76 号到 95 号管中所含酶活力计
,

收率为 89
。

1%
。

由此推 测 N a C I 对 a 一

淀粉酶有

激活作用
。

交联葡聚糖凝胶层析使酶进一步纯化
,

酶液的比活力从离 交浓 缩 后 的 1 7 8 u / O D 上 升

到 4 6 8 u /O D
。

此时所得纯化酶制剂的活力为 1 3 2 u / m l
,

供以下试验用
。

12



二
、

眺的纯度的鉴定

聚丙烯酞胺凝胶电泳
:
对纯化的酶制剂进行聚丙烯醉胺凝胶电泳其结果是只见到一条色

带 (图 8)
,

可见此酶 己被纯化
。

一
_

一

三
、

分子里的估计 (10 》
,

交联葡聚糖凝胶过滤
:

以兰葡聚糖 ( lB ue de
x t ar n) 为大分子参照 物

,

以 牛 血清 蛋 白

( B 。 v i。 。 。 e : u m 。 l b 。 m i n )
、

卵清蛋白 ( o v a l b u m i n )
、

糜蛋白酶原 ( e h y m o t r y p s i n o g e

厅)
、

核

糖核酸酶 ( R i b o n u e l e a s e )为标定蛋 白
,

利用交联葡聚搪凝胶 G
一 1 0 0柱 ( 1 6 x 9 5 0 in 币) 为分子

筛
,

进行凝胶过滤
,

估得该 a 一

淀粉酶的分子量为 47
, o o 0( 图 4 )

。

一

~

四 J 等电点的测定

用已纯化的酶制剂按材料与方法部分所述等电聚焦法测得 K 49 液化淀粉酶的等 电 点 为

p H S
。
2 4 (图 5 )

。
二

.

五
、

变旋光现象

a 一

淀粉酶作用于淀粉溶液生成 a 一

葡萄糖
。

a 一

葡萄糖在溶液中逐步地转变成 卜 葡萄糖
,

最后达到实验条件下的 a 一

型和 卜型葡萄搪的平衡
。

在溶液中加入碱
,

可以加速这种平衡的

建立
。

由于 a 一

葡萄糖的旋光度比 p
一

葡萄糖的高
,

碱的加入使反应混合物中过量的 a 一

葡萄糖

迅速转变成氏葡萄搪
,

表现为旋光度下降
。

奋
.

图 4 K 49 液化淀粉晦分子量

图 3 入 4 9液化淀粉酶的策丙

烯酞胺凝胶 电泳结果

的估计 (交联 荀聚糖凝胶过滤法 )

图中 : a 为核糖核酸酶 (分子量为

1 4 , 0 0 0) ; b 为糜蛋 白酶原 (分子量为

2 5 , 0 0 0 ) , e 为才p清蛋白 (分子量 为

4 5
, 0 00 ) , d 为牛血清蛋白 (分子量为

6 7 , 0 0 0 )
o



.受魂翻切

叼盆护;咭:
.伯r才̀,,̀占

黔

一
户

叭~ ~ 目卜. .明 J执 .

一
1“ `拍 )

(!
l

{
花气之书 1 犷穿瑞

从丸蕊 f 若

卜卜火火火
一一

}}}
?????

图 5’ K 4 9 液化淀粉睁等电点

的浏 定 (等电聚焦法 )

.宫肉自

图 6 K 49 液化淀粉降的变旋

光试验

采用材料和方法部分中检测变旋光效应的方法检查 K 49 的酶
。

加碱后旋光度 确 实 下 降

(图朴
·

表观补
一

斌粉酶的特性
,

、

一一
:

六
、

阵的热稳定性

1
.

对 p H的稳定性
。

如图 (
`

份)所
.

示
,

当诊H值
卜

低于 5时稳定性差
一

(于 4 0℃温度下存 放 2 0 h r

后酶活几乎全部消失 )
,

但在 p H S一 10 范围内
,

即使在 40 ℃环境下也比较稳定
。

2
.

对热的稳定性
:

如 图 8 所示
,

这种
a 一

淀粉酶对热并不稳定
。

在实验条件下
,

当处理温

度上升时酶活力就下降 , 但当有 C a + `

存在时
,

酶的热稳定性就增强
。

说明 C+a
`

对该酶 的 活

性有保护作用
。

相时”右询沙指}
-

-

- - - -
-

- - -
-

- -

- - -

一一门

的 沁
.

C

把花砚 班嫂
`

图 7 K 4仑液化型 淀粉酶对 p H

的稳定性
、

处理条件
: 酶浓度 30 叮m l

,

缓冲

液浓度。
.

05 M
,

处理温度 4q℃
,

处理时间 2 0 h r ,

在不同 p H下处理

后
,

浏残存薛活 力

图 8 K 49 液化型
a 一

淀粉睁时温

度的德定性
处理条件

: 酶浓度 3。。 / m l
,

C+a
个

浓度 O
。
IM或 O ,

缓冲液
0

。

0 5M
, p H 6

。
0 ,

处理时 l’q 15

分钟在不同温度下处理后测

残存晦活 力



七
、

酶作用的最适温度和最适 p H

如图 9 所示
,

K 49 液化型 a 一

淀粉酶的最适作用温度是 70 ℃
,

当作用温度高于 90 ℃酶活力

迅速丧失 , 该酶的最适作用 p H是 6( 图 1 0 )
,

当 p H高于 8和低于 4时
,

酶就不能充分发挥作用
。

栩垃活力t,.)OQJ翻材洛力脚阴

t 」

一
一~ 匕一上一二一」

` . 目 如 沁 如 匀
.

C

七 段越 性班欢协 . 二
p

甲尽

图 9 温度时 K 49 液化型
a 一 淀粉酶活

性的影响

晦作用的条件 : 底物浓度
, 1% 可溶性 淀

粉溶液 , 缓冲液
, 0

。

05 M 醋酸盐缓冲

液
, p H 6

。

仍 酶浓度 lu /m l
,

在不同温

度下作用 15 分钟
。

图 10 p H 对 K 49 液化型
a 一

淀粉

酶的活性 的影响

酶作用条件
:

底物浓度 1% 可溶

性沈粉酶浓 度 u1 /m l , 缓冲液

浓度 O
。

05 M , 作用温度 40 ℃ 。

在

不同 p H下作用 15 分钟
。

八
、

对各种基质的作用

如表一所示
,

在实验条件下
,

K 49 液化型 a 一

淀粉酶制剂作用于可溶性淀粉
、

直链淀粉
、

支链淀粉和 氏界限糊精而产生葡萄搪
,

但几乎不能分解葡聚搪 10
、

。 一

环状糊精
、

日
一

环状糊

表一 K 49 液化型 a 一

淀粉酶对各种基质的作 用
.

编 号 { 基 质 还原搪 (葡萄糖m g ) } 相对速率 (% )

可溶性淀粉

直链淀粉心 P ; 10 0

支链淀粉 G

动物淀粉

日
一

界限糊精

葡聚搪 10 ( M W 1 0 ,
0 0 0 )

q 一

环状糊精

日
一

环状糊精

普鲁兰
一

呱
~

3 0 x 10生

爱希南

2
。

18

2
。
7 3

2
。
7 6

1
。

8 1

1
。

3 3

10 0

12 5

12 6

8 3

6 l

. 反应体系基质浓度 Z m g /m l, 醉浓度 0
。

2 5 u /m l
, p H 6

。
0 醋酸盐缓冲液的浓度 O

。

O02 M
,

C a C 12 浓度 0
。
o o ZM

,
N a C I 浓度 0

。
o l M

,

作 用温度 4 0℃
,

作用时 j’q 2 4 h r 。



精
、

普鲁兰 (P u l lu l a n
)和爱希南 (E l s i n a n )

。

九
、

声斗可溶性淀粉的水解
` t 一

_ 一

图 11 液化型 a一淀粉酶对可溶性淀粉

的作用 (工 ) 用糖化降处理滤纸后显 色

图中 M O是麦芽寡糖

在 20 m l 2%可溶性淀粉榕液和 1
m8 lo

。

02 M

磷酸盐缓冲液 ( PH 6
。

0 )中加入 Zm l酶液 ( s u
/m l

或 1叮 m l )
,

于 40 ℃水浴中作用
,

在规定的时刻

取出在沸水浴中处理 1 s m i “ 后做纸尾析
、

测总

糖
、

还原榕 (葡萄糖 )和与碘的呈色度 ( 取 o
.

s m l

样品
,

用蒸馏水稀释 到 1 6 m l
,

以 4 m l o
。

0 1 N

12一 K l 溶液发色
,

测 6 6 0n m 波长下的光密度 )
。

如图 n 和 12 所示酶作用于可溶性
一

淀粉
,

产生

葡萄糖 ( G ; )
,

麦芽糖 ( G Z )
,

麦芽三搪 ( G 3 .) 二

… 和低分子糊精
。

_
.

作用于淀扮分 子 能在很短
的时间内把它切割成对碘苯呈迄时低分子糊精

(图 1 3 )
,

但作用终点时水解液的还原搪含量仍

不高
。

由此可见要想单独使用液化型
a 一

淀粉酶

来获得还原搪是有一定困难的
。

~~~ 一- ~ 甲叫一一自 ,峭 . 一一

户户
---

分解季阴扣

时 I司

图 1 2 液化型 a 一

沈粉酶时可溶性淀粉酶的

作用 ( l ) 未用糖化降处理即 显 色

图中M O 是麦芽寡糖

图 13 K 4 9 液化型 a 一

淀粉酶对淀粉作

用的研究结果

图中三 角形的点指的是薛浓度为 s u
/ m l时的

情况
,

圆
.

点指的是酶浓 度 为 lu / m l 时 的情

况
。

综合 K 49 液化型 a 一

淀粉酶对各种底物作用的结果

空
.
二点代表光密度

,

实
.
二点 代表分解率

。

,

可以认为这种酶在适 当的条件下能以

很快的速度任意切割线状或树枝状的萄聚搪 (包括淀粉 )大分子中的 a 一
1
。
4 一

葡萄糖 普 键
,

但

作用速度随着大分子中以 a 一 l
。

4
一

葡萄搪普键相连的部分的葡萄糖单位数的减少而 降 低
。

这

种酶不能 (或很难 )切割环状葡聚搪分子中的 a 一 1
.

4一葡萄搪昔键
。

厂
` .
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