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低聚果糖合成酶

—
果糖转移酶的部分酶学性质研究

江 波 王 璋

�食品科学与工程系 �

摘要 研究从土攘 中筛选得到 的
�

黑曲 霉 � � � � � � 菌株所产的 件果糖 转移酶的一

些酶学性质
。

该酶的最适 � � 为 �
�

�
,

最适温度为 � � ℃
,

有较好的热稳定性 和较宽

的 �� ��
�

� � � � �适 宜 范围 � 并研 究了 � � 种化学物质对酶活 的影响 和 底物的特 异

性
。

结果显示
,

枯离子对该酶 有一定的激活作用 � 底物分子越 大其反应速度越慢
。

该酶 的 米氏常 数 �
�
一 � � � � ��

,

葡萄 糖 是酶反 应的 竞争 性抑 制 剂
,

其 �
,

�

� � � � � � �
�

当 � � 铸�� � � � 蔗糖 与酶在 � � �
�

� 和 � � �作用 � � � 时
,

得歹
,

� � � � �产物

� 总糖 �低聚果糖
。

主题词 低聚糖 �糖基转移晦 � 微 生物 � 低聚果糖 � 月
一

果糖基转移晦 � 黑 曲霉

中图分类号 � � ��  
�

� �

� 前 言

低聚果糖
,

又称寡果糖或蔗果低聚糖
,

结构式为 � 一 � 一�
。 , 。

一 � � � �� 为葡萄糖
,

� 为

果糖 �
,

它是 由蔗糖和 �一 � 个果糖基通过 口一 �
,

� 键与蔗糖 中的果糖基结合而成的蔗果三

糖
、

蔗果四糖和蔗果五糖及其混合物
。

它是利用微生物或植物中具有果糖基转移活性 的酶作

用于蔗糖而得到的
,

反应过程可用以下反应式表示
�

� 一�� 蔗 �遭
卡 � �葡 � � � 一 � �蔗 � � � 一� 一� �蔗果三糖 �

� � 一 �一� 一� �蔗果四糖 � � � 一 � 一� 一� 一� �蔗果五糖 �

� � � � 年 � � � � � � � � � � � �� � � 「‘�及 � �
� � � � � � � � � � �  ! � � �

, �在研究酵母转化酶 ��
� �  ! � � � � �

时
,

分别独立地发现 了该转 化酶除了具有水解作用外
,

还具有转移作用
。

蔗糖水解时产生

了不等量的葡萄糖和果糖
,

除此外
,

还生成了一些低聚糖
,

这些低聚搪的结构后来得到了进

一步确定
,

并被命名为蔗果三糖 ��
� � ��� � �族低聚糖

。

由于发现低聚果糖具有优越的生理学特性〔�〕
,

可作为一种新颖 的食品功能因子和健康

食品的原料
。

� �  ! 年 日本 日高秀昌等 〔‘一 �〕对采用含有果糖转移酶的微生物生产低聚果糖做

收稿 日期
� �� � �

一

� �
一

� �
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了较为详细的研究
,

而后韩国学者 �
� � � 等〔卜

’〕与 �
� � � 等�� 也对酶法制备低聚果糖作了研

究
。

能催化蔗糖产生低聚果糖的酶为 件�
一

果糖转移酶
,

又称件�
一

吠喃果糖昔酶 �� ��
�

�
�

�
�

�
�

�
�

� ��
�

它们广泛分布于生物界
。

经研究发现 �� �
,

能转移果糖基的微生物有
�

米曲霉 � � �

� � � � ���� � � � � � � � �最多 �
、

青霉属 �� � �� ����� �
、

黑曲霉 � � � � � � ���� � � �� � �
、

屈芽短梗菌 � � �  �

� � � � �� �� � � � ��� �� � � 和酵 母等多种微生物
。

� � � � 年 � � � �� 等 � ” �利 用菊芋 ��
� �  � � ��� � � � �

�

� � � � � �中 的一种 酶 系
,

称 为蔗糖
�

蔗 糖
一

�
一

果糖 基转 移酶 ��
� � �  � � � � � � � � � � �

一

�� �  � � � � �
�

� � � � �� � �  ! � �� �� �
,

酶法合成异蔗果三糖
。

我们对从土壤中筛选得到的黑曲霉 � � � � � � 菌产生的 件�
一

果糖转移酶进行了部分酶学

性质的研究
,

并对其生产低聚果糖的工艺作了探索
。

� 材料与方法

�
�

� 试剂

蔗果三搪及四糖 由 日本明治公司惠赠
,

其它试剂均为化学纯以上级药品
。

�
�

� 酶的培养条件及提取

菌种 从土壤中筛选得到黑曲霉 � � � � � � 菌
。

培养基 蔗糖 ��
�

� � �� � ��
,

蛋白陈 �
�

�� �
,

硝酸按 �
�

��  
,

酵母膏 �
�

� �
,

七水硫酸

镁 �
�

��  
,

磷酸二氢钾 �
�

�� �
�

用往复式摇瓶机进行发酵试验
,

振荡频率为 ��� 次 � � ��
,

振幅 � �� �
,

培养温度 �� �
�

酶提取 湿菌体 � � � � �经 一 � � � 冷 冻 及 � � � 融 化交 替三 次
,

在研 钵 中加 入 � � � �

�
�

�� �� 磷酸
一

柠檬酸缓冲液 �� � �
�

�� 用石英砂研磨
,

冰箱中保存 � �
,

抽滤得到 �� � �粗酶提

取液
。

�
�

� 果糖转移酶活力测定

底物 �蔗糖 �浓度为 ��  �� � ��
,

含 �
�

�� � �� � � �
�

� 磷酸
一

柠檬酸缓冲液
,

配成总体积

�� � �
,

置于直径 �
�

�� � 恒温夹套反应器中
,

�� � �� � � � � �� 搅拌反应 ��
�

酶活定义为每分钟

生产 �拼� � 蔗果三搪 ��
一

k es
t
os

e
) 为一个活力单位

。

酶用量为 Zu /g 蔗糖
。

测定酶活时蔗果

三糖产物的浓度最好不超过总糖的 10 %
.

1
.
4 糖组分测定方法

H PL C w aters 20 9 系列配有 R 401 示差折光检测器和 M 74 。数据处理器

色谱柱 H ew lett P ack ard 公司 A P S H yp
。 r s

i l 4

.

6 火 l o o m m 填料粒度 5拼

流动相 乙睛/水 75/25 (v /v) 流速 lm l/ m in

温度 28 C

进样量 10拼l

标准样品三糖(1
一

ke

s t
os

e
) 和四糖(ny

sto se )由日本明治制果公司惠赠

1
.
5 K m 及 K

:
测定方法

配制含有 2%
,

4
%

,

6
%

,

8
% 浓度的蔗糖溶液 50 m l

,

在 。
.
05 M p H 5

.
0 磷酸

一

柠檬酸 缓冲

液条件下
,

4 o C 反应 30 m in
,

其中总酶量均 为 16 U
.
分别测定其初速度

;抑制剂葡萄糖的加

入量为 2
.
0 %
.
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2 结果与讨论

2.1 pH 对酶活的影响
配制一系列不同 pH 的柠檬酸

一

磷酸缓冲液
,

取酶液使其在 pH 3一 7
.
5 的条件下进行酶

促反应
,

于 4o C 反应 1h 测定酶活
,

结果见图 1
.
由图可知

,

该酶的最适 pH 为 5
.
0
.
在 pH 4

.
o

~ 6
.
5 范围内均能表现较强的酶 活

,

说明该酶具有较宽的 pH 适应范围
。

将酶液与不同 pH 的缓冲液 (p H 3一8 磷酸
一

柠檬酸缓冲液
,

8

.

6 一10
.
6 甘氨酸

一

氢氧化钠

缓冲液 )[l
2〕保温 lh 后

,

再按以 上酶活测定法测其活力
。

以未保温处理的酶的活力为 100 %
,

在最适条件下测定残余酶活
.
然后折合成剩余活力的百分数

,

以此对 pH 作图
。

图 2 是黑曲

霉果糖转移酶的 pH 稳定性曲线
。

保温温度为 30 C
,

保温时间是 lh
.
由图可见该酶在 pH 4.

6一 10 范 围内是 比较稳定的
。

本研究的结果同 Hi
rayam a 等人

L’3」报道的黑曲霉 中该酶的最

适 pH 和 p H 稳定性均相同
。

�次�班短七风年�次�舰谧节风罕

‘
03允厄飞石兀石飞下兀污飞飞兀飞飞万而下)

5 ‘o

净犷了石不而下万7 石
~
百喇

。

pl一 pH

图 l p H 对酶活的影响 图 2 酶的 pH 稳定性

从图 1 可看到一个非常特殊的现象就是在酶活
一

p H 曲线上 出现两个峰
:
一个最高峰在

pH S
.
o ,

另一个在 pH 6
.
5 处

,

酶活约为最高峰的 85 %
.
起始我们认为可能是 由于实验误差

造成的
,

后经重复试验仍然得到同样的结果
,

这可能是 由于该酶具有同功酶
。

曾用不同的缓

冲液对果糖转移酶活性进行测定
,

采用醋酸缓冲液时酶活性有所下降
,

约为磷酸
一

柠檬酸缓

冲液的 85 %
.

2
.
2 温度对酶活的影响

取酶液分别在 30
,

3 5

,

4 0

,

4 5

,

5 0

,

5 5

,

6 0

,

6 5

,

7 O C 水浴测酶活
,

得该酶最适温度为 45 ~

50 C
,

分别在反应 lh 和 2h 测定了 2 组数据
,

结果由图 3 可见
,

该酶的适宜温度范围较大
,

从

4。一 55 C 都能表现较高的酶活
。

图 3 呈不对称型
,

也即低于最适温度
,

曲线下降平缓
;高于最

适温度
,

曲线下降相对较陡
。

从图 3 可看 出
,

反应时间对最适温度未有很大影响
,

均为 45 一

so C
,

但在 55 C 以上时
,

酶反应时间为 2h 时曲线下降较反应 lh 时为陡
。

另外还进行了户D
一

吠喃果糖昔酶的热稳定性研究
。

取适量酶加磷酸
一

柠檬酸缓冲液 (p H S
.
0) 分装于 6 个试管

中
,

分别于 35
,

4 0

,

45

,

50

,

5 5 和 60 C 水浴保温
,

间隔 lh 取酶液测酶活
,

结果如图 4 所示
。

该

酶的耐热性较强
,

55 C 保温 lh 酶残留 71 %
.
同 Hi ra ya m

a
等 仁’3 」报道的相同

,

比盐见德夫[l0 〕
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报道的 25 % 要高
。

n�OR亡C

(次�胆谧七试年

一一一
�次)规滋友军

45 5 0 55

温度(℃)

4 O
L-- 一一一一

一
一

35 40 45 50
温度 (℃ )

5 5 6 0

图 3 温度对酶活的影响 图 4 果糖转移酶的热稳定性

2
.
3 化学物质对酶活的影响

表 l 化学物质对酶活的影响

化学物质 C aC I: Fes(). z ns()4 C us(); e oe l: A le 13 肠el
Z

相对酶活 90 92 100 102 ]12 88 103

化学物质 M gS()‘ I
J : :

s ( )
.

M
n
s ( )

。
A g N ( )

.

H g C I
:

E D T A 对照组

相对酶活 98 96 100 了2 2 4 8 8 1 0 0

条件
:
蔗糖 10 %

. o
.
lm o l pH S

.
。柠檬 酸 磷酸缓 冲液

.
酶 量 JO U /g 蔗糖

。

化学物质浓度 氯化汞 0
.
Inln、0 1

,

其余 2
.
oninlo一 温度 一。(

,

反应 lh
.

从表 1 可以看出
,

汞离子对于该酶有较强烈的抑制作用
,

银离子也表现出一定的抑制作

用
,

钻离子对该酶有一定的激活作用
;E D T A 的加入对酶活影响不大

。

总体 来说
,

除钻离子

外其它金属离子和 E D T A 对酶活影响都不大
。

2

.

4 底物特异性 表 2 底物特异性

用不同种 类的底物
,

浓度为 20 写
,

与

酶在 pH S
.
0 ,

40 C 作用
,

然后分别测定产物

含量
,

其 自转移反应速度见表 2.

上表结果表明
,

该酶对蔗糖的果糖基

相对速率

Suerosc

K es[osc

N yst()Se

R aff一n o s e

蔗糖

蔗 果三糖

蔗果四糖

棉子糖

G F

G
一

F
1

Z F

G F
I

一

Z
F

I

一

Z
F

G
a

l l
6
G F

岑

转移能力最强
,

随着分子量的增加
,

其酶活逐渐下降
,

这说明可能是立体效应形成的空间障

碍使得酶转移能力下降
。

另外
,

该酶对葡萄糖和果糖无转移果糖基能力
,

只能催化 件D
一

吠蛹

果糖昔
,

说明其为一种 各吠喃果糖昔酶
。

2

.

5 酶反应时间对产物的影响

研究酶促反应时间对产物形成的影响
,

了解反应时间对低聚果糖形成可得到两个信息
:

一是对生产过程中的时间控制
; 二是得到酶反应的初速度

,

以利于动力学常数的测定
。

结果

如图 5 所示
,

在 0一2h 内
,

蔗果三糖
、

蔗果四糖反应进程曲线基本上呈直线状态
,

这说明在

酶活测定法所规定的条件下
,

反应 0
.
5一1h 所得的数据是落在直线范围之内

,

因而可以把它

作为酶反应的初速度
。

从反应进程曲线看
,

蔗果三糖在反应 10h 基本达到平衡
;而蔗果四糖
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和五糖仍缓慢增加
,

到 20 h 基本达到平衡
;而蔗糖浓度连续下降

,

葡萄糖含量不断增加
;反应

时间在 25 h 以上时
,

整个反应可认为已达平衡
。

2

.

6 酶的动力学常数和抑制常数的测定

本文采用双倒数作图法 (Li ne w ea ve 卜B盯k) 〔”〕测定该酶的动力学常数
,

以蔗糖 为底物
,

按上法在 40 C
,

p H S

.

0 之磷酸
一

柠檬酸缓冲液中测定转移酶之活力
,

以反应初速度 V 的倒数

l/V 对底物浓度 [S〕的倒数 l/[S ]作 图
,

从图 6计算得到 K
m = 47m m o l

.
V 。 = 0

.

s z Z m m
o
l /

{
「
一一-可瓜二

, , { ”u 阅甸 , . /

y

未加葡萄祷

.
1‘Jl 胜l,,..eseseses闷
l

蔗果四铸

10 15 20 25

反应时间(小时)

O‘
一 2 5 一 15 一 5 吃

) 5 1 0 1 5 2 0 2 5

l / S ( l /
m o 主)

图 5 低聚果糖反应进程图 图 6 双倒数法测定果撼转移酶的米氏常数

m in
.
由此 可见

,

该 酶与底物 蔗糖的亲和 力是 比较大 的
,

Hi
ra ya m

a

等人
[l 3〕报道 的 K

。

为

290 m m o l(蔗糖 )
。

经动力学推导
,

对于竞争性抑制剂
,

可采用公式
:

K
’m

~ K

m

( 1 +
[
I 〕/K

i)

其中 K
’m

是在存在有抑制剂浓度为「月情况下的表观米氏常数
,

而 K
。 ,

为抑制剂浓度为

零的情况下的米氏常数
。

由 1/V 对 1/[S 〕所作图上可求得 K
’m

和 K
m ,

代入公式便可得到 民

值
。

已有报道 [v,
’‘〕

,

反应过程中产生的副产物葡萄糖对酶反应有抑制作用
。

为了研究酶促反

应过程中可能存在的抑制物和抑制类 型
,

将 2呢 葡萄糖加入到底物蔗糖中进行反应
,

结果显

示
,

酶促反应受到葡萄糖的竞争性抑制
,

竞争性抑制剂的存在会影响到酶和底物蔗糖的结

合
,

结果显示
,

K

’。

增加
,

而 V 值不变
。

在加入抑制剂时其 K
’m

一 63 m m ol
.
经代入公式计算出

K
,

= 3 3 o m m

o

l

.

严格地说
,

我们在测定的米氏常数 K
m
时酶反应体系中就 含 有一定量的抑制剂

,

因为葡

萄糖是反应副产物
,

只是其含量较小
,

我们将它忽略了
。

2

.

7 酶法生产低聚果糖

将 100 m l50 % 蔗糖溶液 (pH S
,

0 含酶 ZU /g 蔗糖)于 so C 反应 16h
,

得到产物含量如表

3
.

表 3 低聚果枪成分

葡萄搪 蔗糖

G F

低 聚 果 搪

G

反应生成物 36

G F Z G F 3

25 24

G F.

5艺
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从表 3 可看出
,

低聚果糖得率为 50 % 左右
,

除了未作用的部分蔗糖外
,

还存在着一定量

的副产物葡萄糖
,

如何除去葡萄糖得到高纯度低聚果糖是下一步的工作重点
。

最后
,

需要说明的是
,

有关能催化蔗糖合成低聚果糖的酶的名称还未一致
,

通常将微生

物生产的酶称为 冬D
一

吠喃果糖昔酶
,

而从植物中产生的酶称为 1
一

果糖基转移酶 (1
一

Fr

u 。t。
-

s y lt
r a n s

f
e r a s e ,

E

.

C

.

2

.

4

.

1

.

9 9 )

,

又称 SST (S
u。r o s e :

S
u 。r o s e t r a n s f

e r a s e
) 〔

‘’
]

,

现在
,

有把两种

酶均称为果糖转移酶 (F
ruetosyltransferase )的趋向

。
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