
广西壮族自治区教育厅资助项目 ∀

第一作者 周桂 出生于 年 讲师 主要从事壳聚糖的

生物转化与利用研究 ∀ ∞ ∏∏ ¬

收稿日期 修回日期

低聚水溶性壳聚糖具有良好的水溶性 !吸湿保湿

性以及抗菌 !抑菌 !提高机体免疫 !抗肿瘤 !降低血压 !

吸附胆固醇等功能 ∀因而有极为广阔的应用前途 ∀近

年来 低聚水溶性壳聚糖的研究已引起各国学者的关

注 壳聚糖降解的主要方法包括化学降解法 !物理降

解法和酶降解法 ∀酶法降解因条件温和 !选择性高 !易

于控制 !污染小 !产物安全性好 而越来越引起重视和

关注 ∀酶法水解壳聚糖制备壳寡糖已成为甲壳素领域

的一个研究热点 ≈ ∀目前已发现 多种专一或非专

一性酶可用于壳聚糖的降解反应 专一性水解酶主要

是指壳聚糖酶 非专一性水解酶如脂肪酶 !溶菌酶 !蛋

白酶 !聚糖酶等 ≈ ∗ 非专一性水解酶由于来源广 成

本低 受到广泛的关注 ∀纤维素酶与淀粉酶是两种常

见的聚糖酶 有关纤维素酶或淀粉酶非专一性降解壳

聚糖的研究已有报道 但对纤维素酶与淀粉酶的非专

一性降解壳聚糖的比较研究未见报道 ∀

本文研究比较了纤维素酶与淀粉酶的非专一性

降解壳聚糖的动力学参数与催化特性 为利用非专一

性纤维素酶与淀粉酶降解壳聚糖制备壳寡糖提供重

要的参考数据 ∀

材料与方法

材料

纤维素酶 上海化学试剂公司生产 酶活力大于

或等于 ∀

淀粉酶 上海化学试剂公司生产 酶活力大于或

等于 ∀

壳聚糖 脱乙酰度 平均分子量 ≅ ∀

方法

氨基葡萄糖标准曲线的绘制 准确称

取 铁氰化钾 溶解于 ≤

溶液 贮于棕色试剂瓶中备用 ∀准确配制 的

氨基葡萄糖溶液 在带塞子试管中分别加入

氨基葡萄糖溶液 再分别加入

铁氢化钾溶液 定容至 ∀

还原糖浓度及酶反应速度的测定 ≈ 在

具塞的试管中加入 经酶降解后的壳聚糖溶液

用 溶液调节其 至 ∗ 加入

的碱性铁氰化钾溶液 蒸馏水定容

至 混合均匀 ∀试管加塞后 沸水浴反应

冷却 用蒸馏水定容至 ∀过滤反应液 在

波长 以光径为 的比色皿测吸光值 Α 再测

出以蒸馏水代替壳聚糖酶解液的碱性铁氰化钾显色

纤维素酶与淀粉酶降解壳聚糖的动力学研究

周 桂 何子平 邓光辉 黄在银 谭学才

广西民族大学化学与生态工程学院 南宁

广西农业科学院 南宁

提要 采用还原糖测定法 研究了纤维素酶与淀粉酶降解壳聚糖过程中酶反应动力学参

数 比较了以壳聚糖为底物的纤维素酶与淀粉酶的催化反应动力学特性 ∀ 研究结果表明 反

应 适温度均为 ε 适 值为 纤维素酶与淀粉酶降解壳聚糖米氏常数 Κ 值分别

为 ! 大酶反应速度 ς ¬分别为 # # ! #

# ∀

关键词 壳聚糖降解 !纤维素酶 !淀粉酶 !酶反应速度
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剂溶液的光密度 Αχ 算出 ∃ Α Α Αχ 根据

∃ Α 由标准曲线即可查出还原糖浓度 以单位时间

内还原糖浓度的变化表示酶反应速度 ∀

温度对酶促反应速度的影响实验 在

∗ ε 的范围内 于 壳聚糖溶液

中加入一定量的纤维素酶溶液和淀粉酶溶液 用

的缓冲溶液定容至 置于不同温度的恒

温水浴中反应 后比色测定还原糖浓度及酶反应速

度 ∀

值对酶促反应速度的影响实验 取

∗ 的 壳聚糖醋酸盐溶液 分别

加入一定量的纤维素酶溶液和淀粉酶溶液 用醋酸

醋酸钠缓冲液定容至 于 ε 下反应 然后

比色测定还原糖浓度及酶反应速度 ∀

反应时间对酶促反应速度的影响实验

将 浓度为 壳聚糖醋酸

醋酸钠缓冲溶液分别与一定量的纤维素酶与淀粉

酶于 ε 反应 反应体系中纤维素酶与淀粉酶浓度

均为 ∀每隔一定时间取样 比色测定还

原糖浓度及酶反应速度 ∀

酶浓度对酶促反应速度的影响实验

分别在 浓度为 壳聚糖醋酸

醋酸钠缓冲溶液中 加入不同量的纤维素酶溶液与

淀粉酶溶液 于 ε 温度下反应 然后各取反应

液进行比色测定还原糖浓度及酶反应速度 ∀

底物浓度对酶促反应速度的影响实验

取不同浓度的壳聚糖溶液 分别加入一定

量的纤维素酶液与淀粉酶溶液 保持纤维素酶液与淀

粉酶溶液的体系浓度为 于 ε 温度

下反应 后各取反应液进行比色测定还原糖浓度

及酶反应速度 ∀

结果与讨论

温度对酶促反应速度的影响

从图 可以看出 酶反应时间为 时 在 ∗

ε 间 随着温度的升高 酶反应速度增大 ε 时

纤维素酶与淀粉酶反应速度均达 大值 而在 ∗

ε 时则逐渐降低 温度超过 ε 纤维素酶与淀粉酶

均因为酶蛋白部分变性失活而使酶反应速度降低 ∀可

见纤维素酶与淀粉酶降解壳聚糖的 适温度均为

ε ∀

值对酶促反应速度的影响

从图 可知 纤维素酶与淀粉酶降解壳聚糖的

适 均为 ∀但 值在 ∗ 时 纤维素酶

反应速度受 值的影响显著 偏离 适

酶反应速度显著降低 ∀淀粉酶反应速度也受 值的

影响 但没有纤维素酶那么显著 偏离 适

酶反应速度变化不大 这说明淀粉酶的 适

应性比纤维素酶大 ∀

反应时间对酶促反应速度的影响

图 温度对酶反应速度的影响

ƒ ∞ ∏ √

由图 及图 可知 反应在 ∗ 内 随着反应

时间的延长 纤维素酶与淀粉酶酶解产物的还原糖浓

度逐渐增加 后 还原糖的浓度增加缓慢 后趋

于平稳 ∀ ∗ 之间 随着反应时间的延长 纤维

素酶与淀粉酶解产物的还原糖浓度呈线性增加 线性

方程分别为 Ψ Ξ+ Ρ

Ψ= Ξ Ρ ∀说明纤维素酶与

淀粉酶酶解壳聚糖的酶反应速度在 ∗ 内保持

恒定 ∀ 以后 由于产物的抑制 !酶的部分变性失

活等因素的影响 酶反应速度逐渐降低 ∀为了正确确

图 对酶反应速度的影响

ƒ ∞ √
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图 反应时间对纤维素酶反应速度的影响

ƒ ∞ √

图 反应时间对酶反应的影响

ƒ ∞ √

定酶反应速度并避免以上因素的干扰 测定维素酶与

淀粉酶酶解壳聚糖的酶反应速度时 酶反应时间以

以内为宜 ∀

酶浓度对酶促反应速度的影响

由图 可以看出 当壳聚糖的浓度为

时 纤维素酶浓度在 ∗ 范围内

随着酶浓度的增加 纤维素酶反应速度呈线性增加

线性方程为 Ψ= Ξ Ρ ∀

由图 可以看出 当壳聚糖的浓度为

时 淀粉酶浓度在 ∗ 范围内时

随着淀粉酶浓度的增加 酶反应速度呈线性增加 线

性方程为 Ψ= Ξ Ρ ∀说明当底

物足够过量时 酶反应速度与酶浓度成正比例关系 ∀

底物浓度对酶促反应速度的影响

图 纤维素酶浓度对酶反应速度的影响

ƒ ∞ ∏

√

图 淀粉酶浓度对酶反应速度的影响

ƒ ∞ ¬

√

纤维素酶浓度为 时 壳聚糖浓度

在 ∗ 范围内时 随着壳聚糖浓度的

增加 酶反应速度呈线性增加 线性方程为 Ψ

Ξ Ρ ∀壳聚糖浓度大于

以后 酶反应速度增加缓慢 趋于稳定 ∀淀

粉酶浓度为 壳聚糖浓度在 ∗

时 随着壳聚糖浓度的增加 酶反应速度呈线

性增加 线性方程为 Ψ Ξ Ρ

∀壳聚糖浓度大于 以后 酶反应

速度增加缓慢 趋于稳定 ∀说明在低底物浓度时 酶反

应速度与底物浓度成正比例关系 高底物浓度时 酶

与底物的结合逐渐达到饱和 酶反应速度增加不显

著 直到酶与底物的结合饱和 酶反应速度不再增

加 ∀
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图 反应速度与壳聚糖浓度的双倒数图

ƒ ⁄ ∏ √ ∏

图 反应速度与壳聚糖浓度的双倒数图

ƒ ⁄ ∏ √

∏

所以纤维素酶与淀粉酶降解壳聚糖的米氏常数

Κ 分别为 ! 大酶反应

速度 ς ¬分别为 # # ! #

# ∀纤维素酶与淀粉酶降解壳聚糖的米氏方

程 ϖ= ς ¬# Χ≥ Κ Χ ≥ Χ ≥ 为底物浓度 分别为

ϖ # Χ ≥ Χ ≥ ! ϖ # Χ ≥

Χ ≥ ∀纤维素酶米氏常数 Κ 大于淀粉酶 说明纤维素

酶与壳聚糖的亲和力小于淀粉酶 ∀

结论

纤维素酶与淀粉酶作为催化壳聚糖降解的非专

一性酶 能有效地催化壳聚糖降解 ∀得出了降解过程

中 适温度为 ε 适 值为 淀粉酶降解

壳聚糖的 适应性优于纤维素酶 纤维素酶与淀粉

酶对壳聚糖的降解属米氏酶的特性 淀粉酶与壳聚糖

的亲和力大于纤维素酶 ∀有关淀粉酶与纤维素酶降解

壳聚糖的机理有待进一步研究 ∀
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从图 及图 可看出 √ ∏ 法双倒

数作图 双倒数图呈直线 由此可知 纤维素酶与淀

粉酶对壳聚糖的降解属米氏酶的特性 符合米氏方

程规律 ∀双倒数图的横坐标与纵坐标截距分别为米

氏常数的倒数 Κ 与 大酶反应速度的倒数

ς ¬ ∀
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为 短时间为东风情况 时间为 ∀
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