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超高水溶性麦芽糖基!-环糊精的生物反向合成

周 博!!方 燕!!常 辉!!杭 锋!!曹新志!! 徐学明
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摘!要!以 麦 芽 糖"!!环 糊 精 为 原 料!采 用 普 鲁 蓝 酶 生 物 反 向 合 成 得 到 超 高 水 溶 性 的 麦 芽 糖 基

#"!%""$!-环糊精)试验测定!在340)#!0)!!温度1.!"#5!酶量!!#!$#.6%7!!89!麦芽糖

与!-环糊精的摩尔比为2:%!.:%!反 应 时 间$1!$.;的 条 件 下 !环 糊 精 转 化 率 可 达 到0#<
以上)
关键词!麦芽糖基!"!%""#!-环糊精$普鲁蓝酶$反向合成

中图分类号!=>!#!)$ 文献标识码!?

71%04./+/"(8+34’17"’#9’.:&’0"/1’#!!%""$";<1=’"6.*0$+%
>4$"#3404.?.-.$/.?.&=0+"%"(@#’’#’&%&/.

@4A6B’%!C?*DEFG%!84?*D4HI%!4?*DCJG7%!8?A/IG-K;I%!/6/HJ-LIG7
#>M;’’(’NC’’O>MIJGMJFGO=JM;G’(’7P%>’HQ;JRGEFG7QKJ6GI+JRSIQP%THUI!%0#$"%8;IGF$

A9/0$&=0!VF(Q’SP(!-8PM(’OJUQRIGWFSSPGQ;JSIKJONR’LLF(Q’SJFGO!-MPM(’OJUQRIGIGFRJ+JRSJ
RJFMQI’GHSIG73H((H(FGFSJ)V’RJQ;FG0#< ’NLF(Q’SP(!-MPM(’OJUQRIGWFS’XQFIGJOHGOJRQ;J
N’((’WIG7M’GOIQI’GS!L’(FRRFQI’’NLF(Q’SJQ’!-MPM(’OJUQRIG2!%Q’.!%%Q;JFL’HGQ’N
3H((H(FGFSJ!!#!$#.6&7!-MPM(’OJUQRIG%Q;J340)#!0)!%FGOQ;JRJFMQIG7QJL3JRFQHRJ1.!
"#5%RJS3JMQI+J(P)
B.1C"$6/!LF(Q’SP(#"!%""$!-MPM(’OJUQRIG"3H((H(FGFSJ"RJ+JRSJRJFMQI’G

!!!-环糊 精 #!-8PM(’OJUQRIG%!-89$作 为 食 品 添

加剂具有无 毒’无 味’在 人 体 内 易 水 解 为 葡 萄 糖 分

子的特点)在食品加工和保存 过 程 中%!-89与 食 品

中的某些分子形成包合物%增加了这些成分的抗氧

化’抗光照能力及热稳定性(%%!))!-89还用于去除食

品中的不良味道或有害成分)包合作用是在水溶液

中进行的可逆过程%壁材和囊心的摩尔比大于或等

于%)反应过程可表示为

!-89Y 囊心分子 #"包合物

由于!-89分子中8! 和8$ 羟基之间易形成分子内

氢键%使其形 成 的 包 合 物 具 有 低 水 溶 性 的 特 点%这

一特性限制了!-89的应用)如同淀粉’纤维素通过

化 学 改 性 可 以 得 到 新 的 理 化 性 质 的 改 性 化 合 物 一

样%!-89也可以通过酶的作用将葡萄糖或麦芽糖基

等亲水化合物与环糊精以"-%""糖苷键相连%以增

加其水溶性)水 溶 性!-89在 水 相 中 具 有 很 高 的 溶

解度%反应 中 可 包 合 的 囊 心 分 子 浓 度 也 相 应 增 高%
从而得到更好的包合效果%应用 领 域 也 更 大)目 前
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已有许多改性后的高水溶性!-89的应用实例!如

%,,"年ZJ+IG等采用的!-89及羟丙基!-89加入

果蔬汁中取代 二 氧 化 硫"&8等 防 止 果 汁 发 生 酶 促

褐变 的化合 物)实 验 表 明!通 过 调 整 羟 丙 基!-89
在果汁中的 浓 度 可 以 完 全 阻 止 或 减 缓 酶 促 褐 变 的

发生!而 普 通!-89却 无 法 达 到 这 一 效 果)但 是!以

化学方法合成的羟丙基为主的高水溶性!-89的开

发!因其安全 性 令 人 担 忧 而 使 其 在 食 品"医 药 等 领

域的应用受到了一定限制)因此开发安全的高水溶

性!-89已成为当今研究的一大热点)
本实验采用酶法合成麦芽糖基#"-%""$!-环糊

精!该产品 在 安 全 性 和 高 水 溶 性 方 面 都 比 较 理 想!
具有更广阔的前景)实验涉及的麦芽糖基#"-%""$

!-环糊精的合成途径是国外目前研究中认为最有前

途和价值的方法!但任何有关本产品合成方法的研

究在国内尚未见报道)

D!材料与方法

DED!试剂及仪器

D)D)D!试剂! 普鲁蓝酶%无锡杰能科生物有限公

司#酶 活 单 位 均 为 该 公 司 内 部 制 定 单 位!%###
6&L[$生产’麦芽糖#简作VF(!分析纯$%中国医药

集团上海 化 学 制 剂 公 司 生 产’!-环 糊 精#分 析 纯$%
上海化学试剂站中心化工厂生产’甲醇"无水乙醇"
无水乙醚等均为分析纯)
D)D)F!仪器!%#%?-!型干燥箱%上海市实验仪器

总厂制造’\B-$型 定 时 恒 温 磁 力 搅 拌 器%上 海 雷 磁

新泾仪器有 限 公 司 制 造’超 级 恒 温 水 浴 锅%上 海 市

实验仪器总厂制造’4[-!恒流泵%上海市新无线电

厂制造’9B>-%##电 脑 全 自 动 部 分 收 集 器%上 海 市

沪西分析 仪 器 厂 制 造’日 立"11?-%!液 相 色 谱 仪%
日本日立株式会社制造’Z-!$#%示差检测器%德国

Z*?6]̂ 公 司’柱%VFR_ *4! 柱’[IM;R’S3;JR
8%.柱)
DEF!实验方法

在一定 条 件 下 得 到 的 反 应 液!经 沸 水 加 热1
LIG灭酶#不断搅拌$!加0#L[水!降低粘度!再加

021L[乙醇并过滤!除去不溶物#主要为酶蛋白$)
滤液直接经 4‘[8检测分析麦芽糖基#"-%""$!-环

糊精的含量)

F!结果与讨论

FED!测定方法的比较

分别用日立"11? 4‘[8*4! 柱 和8%.柱 检

测!与标样比较!所得图谱见图%!0)

图D!麦芽糖基";环糊精标样!G8F 柱"

H+3ED!70&%6&$67&IJ’."(:&’";<K!<"’#I%G8F"

图F!反应样品!G8F 柱"

H+3EF!7&IJ’.!<"’#I%G8F"

图L!麦芽糖基";环糊精标样!<DM柱"

H+3EL!70&%6&$67&IJ’."(:&’";<K!<"’#I%<DM"

图N!反应样品!<DM柱"

H+3EN!7&IJ’.!<"’#I%<DM"

!!从分离效果与峰的形状可见!8%.柱的检测效
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果好于*4! 柱!因此!实验中以下各结果均由8%.
柱测定)
FEF!反应条件对产物得率的影响

影响 VF(-!-89合成的主要因素为34"反应温

度"加酶量"麦 芽 糖 与!-环 糊 精 的 摩 尔 比 及 反 应 时

间)为了提高 合 成 物 得 率!作 者 对 上 述 各 因 素 分 别

作 了 单 因 素 实 验!并 用 ?(I7JGQ4‘%%## 4‘[8
#8%.柱!"#84$A4$:"#4!A$a%:,!体 积 流 量

#)1L[%LIG!每次进样!1"[$对实验结果进行了

测定)
F)F)D!34对 VF(-!-89得率的影响!在麦芽糖与

!-89摩尔比为":%"普鲁蓝酶量#)1L[#!!#6%7

!-89$"反应温度 为2!5的 条 件 下!分 别 将 反 应 体

系34控制在$)#!$)1!0)#!0)1!1)#进行试验!反

应!0;!结果见图1)

图O!反应J8对 :&’;";<K得率的影响

H+3EO!P((.=0/"(04.J8"%:&’;";<KH"$I&0+"%

!!由图1可见!该反应的最适34为0)#!与普鲁

蓝酶的最适34 #0)!左右$基本吻合)34过低或过

高都将影响酶的活性)
F)F)F!反 应 温 度 对 VF(-!-89得 率 的 影 响!VF(
与!-89摩 尔 比 为":% !经#)1L[ #!!#6%7

!-89$普鲁 蓝 酶 催 化!在340)#缓 冲 液 中!于11!

12!"#!"!!"15的条件下进行1组实验!反应%1;!
检测结果见图")

图Q!反应温度对 :&’;";<K得率的影响

H+3EQ!P((.=0/"(>.IJ.$&0#$."%:&’;";<KH"$I&0+"%

!!由图"可见!反应最适温度为"#5!与普鲁蓝

酶的最适温度#11!"#5$相符)
F)F)L!加酶量对VF(-!-89得率的影响!VF(与!-
89摩尔比为":%!在温度为"#5"340)#的缓冲

液中!经#)!1!#)0#!#)1#!#)2#!%)##L[#!!#6%7

!-89$普鲁蓝酶 催 化!进 行1组 反 应!反 应 时 间%1
;!检测结果见图2)

图R!反应加酶量对 :&’;";<K得率的影响

H+3ER!P((.=0/"(04.P%S1I.AI"#%0"%:&’;";<KH"$I&;

0+"%

!!由图2可见!反应最适加酶量为#)01L[%7!-89!
即01#6%7!-89!增加加酶量使酶的切糖苷键作用较

连接作用增强快!因而不利于该反应的进行)
F)F)N!VF(与!-89摩尔比及底物浓度对VF(-!-89得

率的影响!分别将VF(与!-89摩尔比为0:%!":%!.
:%!,:%!%#:%!在"#5"340)#的条件下!经#)1L[
#!!#6%7!-89$普鲁蓝酶催化!平行进行1组实验!反
应%1;!检测结果见图.)

图M!反应 :&’与";<K摩尔比对 :&’;";<K得率的影响

H+3EM!P((.=0/"(04.$&0+""(:&’0"/.-/";<K:"’&$"%:&’;

";<KH"$I&0+"%

!!图.表明!反应的最佳 VF(与!-89摩尔比为

.:%!这与底物浓度对酶的催化反应速率的影响&$’

相矛盾!可能是由于浓度的提高!在 VF(-!-89得率

提高的 同 时 使 普 鲁 蓝 酶 水 解 VF(-!-89的 速 度 加

快!由于这两者相互作用!使得 VF(-!-89得率与底

物浓度的关系有最值)
F)F)O!反 应 时 间 对 VF(-!-89得 率 的 影 响!将 麦

芽糖与环糊精#.:%!摩尔比$!在"#5"340)#的条

件下!经#)1L[#!!#6%7!-89$普鲁蓝酶催化!在

%!!!2!$1!0#!1#!1";分别取样测定!结果见图,)

$$!第"期 周博等!超高水溶性麦芽糖基!-环糊精的生物反向合成
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图T!反应时间对 :&’;";<K得率的影响

H+3ET!P((.=0/"(?.&=0+"%>+I."%:&’;";<KH"$I&0+"%

!!图,表明!$1;后 VF(-!-89得率基本不变)实

际操作中可取拐点处$1;为最适反应时间!这样既

保证了较高麦芽糖基!-环糊精的得率!又降低了操

作成本!具有实际应用价值)
FEL!响应面分析

上述单因素试验表明!在温度"底物摩尔比"加

酶量及反应时间因素中!对反应利率影响较大的是

温度"底物摩尔比"加酶量)为了进一步提高反应得

率!优化 反 应 条 件!以 上 述$个 因 素 为 条 件 进 行 响

应面分析试验!其因素试验表及试验结果见表%!!)
表D!响应面分析因素水平

>&9ED!?7AH&=0"$2.-.’

水平

因 素

底物摩尔比#
#VF($!-89%

反应温度

$
加酶量$L[

%
b% 2:% 11 #)!1

# .:% "# #)1#

% ,:% "1 %)##

表F!响应面分析结果

>&9EF!?7A?./#’0

序号 # $ % 产物得率$<

% b% b% # 0")$"
! b% # b% 0")#"
$ b% # % 0%)#"
0 b% % # 0.)0#
1 # b% b% $2).1
" # % % $0)"$
2 # % b% 0#)"0
. # b% % 01),"
, % # b% 0$)00
%# % # % $1)"1
%% % % # $!)1.
%! % b% # $$)1#
%$ # # # 00)#!
%0 # # # 00)#.
%1 # # # 00),#

!!注&试验反应时 间$1;!底 物 中 保 持!-环 糊 精 浓 度 不

变!为#)!L’($L[

F)L)D!时间和温度对麦芽糖基环糊精得率的影响

!由图%#分 析 得 知!麦 芽 糖 与 环 糊 精 的 最 佳 摩 尔

比范围是2!.!最适温度为1.!"#5!这与单一

因素分析所得的结果基本相符)

图DU!时间和温度对麦芽糖基环糊精得率的影响

H+3EDU!P((.=0/"(>+I.&%6>.IJ.$&0#$."%:&’;";<KH"$;
I&0+"%

F)L)F! 酶及麦芽糖与环糊精的摩尔比对麦芽糖基

环糊精 得 率 的 影 响!由 图%%分 析 得 知!最 佳 的 麦

芽糖与环糊精的摩尔比范围是2!.!最佳的酶量

为#)1!#)2L[!这与单一因素分析所得的结果基

本相符)

图DD!酶及麦芽糖与环糊精的摩尔比对麦芽糖基环糊精得

率的影响

H+3EDD!P((.=0/"(P%S1I.AI"#%0&%6:"’&$?&0+""(:&’0;

"/.&%6";<K"%:&’;";<KH"$I&0+"%

!!综合图%#!%%响应面图可知!反应最佳条件范

围&麦芽糖与环糊精的摩尔比为2!.!酶量为!!#!
$#.6$7!-环糊精!温度1.!"#5!此时麦芽糖基

!-环糊精得率达到0,<左右)

L!结!论

%%采用 4‘[88%.柱!在洗脱液"#甲醇%:"
#水%a,#:%#!体积流量#)1L[$LIG的条件下能

很好地分离检测)
!下转第..页"
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图A!分离培养基上涂布产生透明圈的菌落

L+3BA!F$&%/8&$.%0J"%./"%04./.’.:0+-.7.6+#7"(4.7+:.’M

’#’"/.

!!观察透明圈时!若菌苔直径过大则菌落间!""
值的差距不大!不利于筛选#菌苔直径过小时!由于

部分菌株尚 未 达 到 产 酶 高 峰 期 且 不 易 准 确 测 量 菌

苔直径!因此 会 增 大 筛 选 误 差)所 以 观 察 透 明 圈 和

挑取菌株应选在菌种的产酶高峰期或对数生长期)
筛选本菌种时菌苔直径以!PP为宜)

作者与国内其他以半纤维素为选择性碳源制

备分离培养基的报道相比!关键在于增加了对玉米

芯 的 高 温 蒸 煮 步 骤 及 改 进 了 所 提 取 半 纤 维 素 向 培

养基中添加的方式)改进后的培养基可产生出较常

规方法更明 显$与 酶 活 对 应 性 更 强 的 透 明 圈)另 外

制备其它产木聚糖酶菌种如曲霉的分离培养基时!
用 文 中 半 纤 维 素 的 提 取 及 添 加 方 式 同 样 收 到 了 较

好的效果)对选择性碳源的探讨可用于多种产木聚

糖酶菌种分离培养基的制备)
在低聚木糖生产上游工程中!用作者介绍的半

纤维素分离 培 养 基 可 方 便$实 用$有 效 的 初 步 筛 选

出优良产木聚糖酶菌株!从而大大提高菌种的筛选

效率)
半纤维素 分 子 的 存 在 状 态 是 决 定 提 取 率 及 微

生物利用效果的重要因素!不同条件下半纤维素分

子 结 构 的 变 化 需 作 进 一 步 研 究 来 指 导 半 纤 维 素 的

提取和利用)
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