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m 广西壮族自治区教育厅资助项目 ∀

第一作者 }周桂 o出生于 t|y|年 o讲师 o主要从事壳聚糖的

生物转化与利用研究 ∀ ∞p °¤¬̄}½«²∏ª∏¬ª¬� «²·°¤¬̄q¦²°

收稿日期 }ussvp s{p ux~修回日期 }ussvp s|p t{

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 o低聚水溶性壳聚糖的研究已引起各国学者的关

注 o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 o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 ≈t  ∀目前已发现 vs多种专一或非专

一性酶可用于壳聚糖的降解反应 o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 ≈u ∗ w 
~非专一性水解酶由于来源广 o成

本低 o受到广泛的关注 ∀纤维素酶与淀粉酶是两种常

见的聚糖酶 o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 o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 o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 ∀

t 材料与方法

tqt 材料

纤维素酶 }上海化学试剂公司生产 o酶活力大于

或等于 t xss �rª∀

淀粉酶 }上海化学试剂公司生产 o酶活力大于或

等于 u sss �rª∀

壳聚糖 }脱乙酰度 {vq|zh o平均分子量 wq|≅ ts
w∀

tqu 方法

tquqt 氨基葡萄糖标准曲线的绘制 准确称

取 ts ª铁氰化钾 o溶解于 t sss °�sqx °²̄r��¤u≤� v

溶液 o贮于棕色试剂瓶中备用 ∀准确配制 u °ªr°�的

氨基葡萄糖溶液 o在带塞子试管中分别加入 so squo

sqwo sqyo sq{ °�氨基葡萄糖溶液 o再分别加入 tqx

°�铁氢化钾溶液 o定容至 ts °�∀

tququ 还原糖浓度及酶反应速度的测定 ≈x  在

具塞的试管中加入 x °�经酶降解后的壳聚糖溶液 o

用 sqx °²̄r ��¤��溶液调节其 ³�至 z ∗ {o加入 tqx

°�tqss ªrtss °�的碱性铁氰化钾溶液 o蒸馏水定容

至 ts °�o混合均匀 ∀试管加塞后 o沸水浴反应 tx °¬±o

冷却 o用蒸馏水定容至 us°�∀过滤反应液 o在 wus ±°

波长 o以光径为 sqx¦°的比色皿测吸光值 Αwus o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 m
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k
t广西民族大学化学与生态工程学院 南宁 xvsssyl

k
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提要 采用还原糖测定法 o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 o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 o反

应最适温度均为 xs ε ~最适 ³�值为 xqw~纤维素酶与淀粉酶降解壳聚糖米氏常数 Κ° 值分别

为 }tqy{ °ªr °�!sqtz °ªr °�~最大酶反应速度 ς°¤¬分别为 }tquw °ª# �
pt # °¬±

pt !tquu °ª#

�
pt # °¬±

pt ∀
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剂溶液的光密度 Αχwus o算出 ∃ Αwus � Αwus p Αχwus o根据

∃ Αwus o由标准曲线即可查出还原糖浓度 o以单位时间

内还原糖浓度的变化表示酶反应速度 ∀

tquqv 温度对酶促反应速度的影响实验 在

vs ∗ {s ε 的范围内 o于 x °�sqxh壳聚糖溶液 k³� �

wl 中加入一定量的纤维素酶溶液和淀粉酶溶液 o用

³� � w的缓冲溶液定容至 ts °�o置于不同温度的恒

温水浴中反应 t«后比色测定还原糖浓度及酶反应速

度 ∀

tquqw ³�值对酶促反应速度的影响实验 取

³� � vqy ∗ xq{的 sqxh壳聚糖醋酸盐溶液 x °�o分别

加入一定量的纤维素酶溶液和淀粉酶溶液 o用醋酸 p

醋酸钠缓冲液定容至 ts °�o于 xs ε 下反应 t «o然后

比色测定还原糖浓度及酶反应速度 ∀

tquqx 反应时间对酶促反应速度的影响实验

将 ³� � xqwo浓度为 squx ªr tss °�壳聚糖醋酸

p醋酸钠缓冲溶液分别与一定量的纤维素酶与淀粉

酶于 xs ε 反应 o反应体系中纤维素酶与淀粉酶浓度

均为 sqwss °ªr°�∀每隔一定时间取样 o比色测定还

原糖浓度及酶反应速度 ∀

tquqy 酶浓度对酶促反应速度的影响实验

分别在 ³� � xqwo浓度为 squx ªr tss °�壳聚糖醋酸

p醋酸钠缓冲溶液中 o加入不同量的纤维素酶溶液与

淀粉酶溶液 o于 xs ε 温度下反应 t «o然后各取反应

液进行比色测定还原糖浓度及酶反应速度 ∀

tquqz 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 k³� � xqwl o分别加入一定

量的纤维素酶液与淀粉酶溶液 o保持纤维素酶液与淀

粉酶溶液的体系浓度为 sqwss °ªr °�o于 xs ε 温度

下反应 t «后各取反应液进行比色测定还原糖浓度

及酶反应速度 ∀

u 结果与讨论

uqt 温度对酶促反应速度的影响

从图 t可以看出 o酶反应时间为 t «时 o在 vs ∗

xs ε 间 o随着温度的升高 o酶反应速度增大 ~xs ε 时 o

纤维素酶与淀粉酶反应速度均达最大值 ~而在 xs ∗ {s

ε 时则逐渐降低 o温度超过 xs ε o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最适温度均为 xs

ε ∀

uqu ³�值对酶促反应速度的影响

从图 u可知 o纤维素酶与淀粉酶降解壳聚糖的

最适 ³�均为 xqw∀但 ³�值在 vqy ∗ xq{时 o纤维素酶

反应速度受 ³�值的影响显著 o ³�偏离最适 ³�xqwo

酶反应速度显著降低 ∀淀粉酶反应速度也受 ³�值的

影响 o 但没有纤维素酶那么显著 o ³� 偏离最适

³�xqwo酶反应速度变化不大 o这说明淀粉酶的 ³�适

应性比纤维素酶大 ∀

uqv 反应时间对酶促反应速度的影响

图 t 温度对酶反应速度的影响

ƒ¬ªqt ∞©©̈¦·²©·̈°³̈µ¤·∏µ̈ ²± µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼

由图 v及图 w可知 o反应在 s ∗ x «内 o随着反应

时间的延长 o纤维素酶与淀粉酶酶解产物的还原糖浓

度逐渐增加 ox «后 o还原糖的浓度增加缓慢 o最后趋

于平稳 ∀s ∗ ys °¬±之间 o随着反应时间的延长 o纤维

素酶与淀粉酶解产物的还原糖浓度呈线性增加 o线性

方程分别为 } Ψ� sqwzu t Ξ+ zqysw zo Ρu
� sq||x uo

Ψ= sqtyw v Ξn x|qtwvoΡu
� sq||{ z∀说明纤维素酶与

淀粉酶酶解壳聚糖的酶反应速度在 s ∗ ys °¬±内保持

恒定 ∀ys °¬±以后 o由于产物的抑制 !酶的部分变性失

活等因素的影响 o酶反应速度逐渐降低 ∀为了正确确

图 u ³�对酶反应速度的影响

ƒ¬ªqu ∞©©̈¦·²©³� ²± µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼
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图 v 反应时间对纤维素酶反应速度的影响

ƒ¬ªqv ∞©©̈¦·²©µ̈¤¦·¬²±·¬°̈ ²± µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼

图 w 反应时间对酶反应的影响

ƒ¬ªqw ∞©©̈¦·²©µ̈¤¦·¬²±·¬°̈ ²± µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼

定酶反应速度并避免以上因素的干扰 o测定维素酶与

淀粉酶酶解壳聚糖的酶反应速度时 o酶反应时间以

ys °¬±以内为宜 ∀

uqw 酶浓度对酶促反应速度的影响

由图 x可以看出 o当壳聚糖的浓度为 squx ªrtss

°�时 o纤维素酶浓度在 sqst ∗ squz °ªr °�范围内 o

随着酶浓度的增加 o纤维素酶反应速度呈线性增加 o

线性方程为 }Ψ= vq||w v Ξn sqsz{ {oΡu
� sq||x x∀

由图 y可以看出 o当壳聚糖的浓度为 squx ªrtss

°�时 o淀粉酶浓度在 sqsx ∗ squx °ªr °�范围内时 o

随着淀粉酶浓度的增加 o酶反应速度呈线性增加 o线

性方程为 }Ψ= uqs{ Ξn sqtzuoΡu
� sq||y z∀说明当底

物足够过量时 o酶反应速度与酶浓度成正比例关系 ∀

uqx 底物浓度对酶促反应速度的影响

图 x 纤维素酶浓度对酶反应速度的影响

ƒ¬ªqx ∞©©̈¦·²©¦̈¯̄∏¤¶̈ ±̈½¼°̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²±

µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼

图 y 淀粉酶浓度对酶反应速度的影响

ƒ¬ªqy ∞©©̈¦·²©¤°¼̄¤¶̈ ¬̈½¼°̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²±

µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼

纤维素酶浓度为 sqwss °ªr °�时 o壳聚糖浓度

在 squx ∗ uqs °ªr °�范围内时 o随着壳聚糖浓度的

增加 o 酶反应速度呈线性增加 o 线性方程为 } Ψ�

squvv { Ξn squt{ uo Ρu
� sq||x |∀壳聚糖浓度大于

uqs °ªr°�以后 o酶反应速度增加缓慢 o趋于稳定 ∀淀

粉酶浓度为 sqwss °ªr°�o壳聚糖浓度在 sqsx ∗ sqzx

°ªr °�时 o随着壳聚糖浓度的增加 o酶反应速度呈线

性增加 o线性方程为 } Ψ� sqwyx u Ξn sqztz {o Ρu
�

sq||v |∀壳聚糖浓度大于 sqzx °ªr°�以后 o酶反应

速度增加缓慢 o趋于稳定 ∀说明在低底物浓度时 o酶反

应速度与底物浓度成正比例关系 o高底物浓度时 o酶

与底物的结合逐渐达到饱和 o酶反应速度增加不显

著 o直到酶与底物的结合饱和 o酶反应速度不再增

加 ∀
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图 z 反应速度与壳聚糖浓度的双倒数图

ƒ¬ªqz ⁄²∏¥̄¨µ̈¦¬³µ²¦¤̄ ³̄²·²©µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼ µ̈µ¶∏¶

¦«¬·²¶¤±¦²±¦̈±·µ¤·¬²±

图 { 反应速度与壳聚糖浓度的双倒数图

ƒ¬ªq{ ⁄²∏¥̄¨µ̈¦¬³µ²¦¤̄ ³̄²·²©µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼

µ̈µ¶∏¶¦«¬·²¶¤±¦²±¦̈±·µ¤·¬²±

所以纤维素酶与淀粉酶降解壳聚糖的米氏常数

Κ ° 分别为 }tqy{ °ªr °�!sqtz °ªr °�o最大酶反应

速度 ς°¤¬分别为 }tquw °ª# �
pt # °¬±

pt ! tquu °ª#

�
pt # °¬±

pt ∀纤维素酶与淀粉酶降解壳聚糖的米氏方

程 ϖ= ς°¤¬# Χ≥rk Κ° n Χ ≥lk Χ ≥ 为底物浓度l分别为 }

ϖ� tquw# Χ ≥rktqy{n Χ ≥l ! ϖ� tquu# Χ ≥rksqtzn

Χ ≥l ∀纤维素酶米氏常数 Κ° 大于淀粉酶 o说明纤维素

酶与壳聚糖的亲和力小于淀粉酶 ∀

v 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 o能有效地催化壳聚糖降解 ∀得出了降解过程

中最适温度为 xs ε ~最适 ³�值为 xqw~淀粉酶降解

壳聚糖的 ³�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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t ≠²∏��o≥«¤«¬§¬©o�q≥q°µ̈³¤µ¤·¬²± ²©¦«¬·¬±¤±§¦«¬·²¶¤±

¦«¬·²²̄¬ª²¶¤¦¦«µ¬§̈¶¤±§·«̈¬µ¤³³̄¬¦¤·¬²±¶¬± ³«¼¶¬²̄²ª¬¦¤̄

©∏±¦·¬²±¤̄ ©²²§¶qƒ²²§ � √̈¬̈ º¶�±·̈µ±¤·¬²±¤̄ ousssotykul }

tx|p tzy

u °¤±·¤̄ ²̈±̈ ⁄o ≠¤̄³¤±¬� o≥¦²̄ ¤̄µ� q �±∏¶∏¤̄ ¶∏¶¦̈³·¬¥¬p

¬̄·¬̈¶²©¦«¬·²¶¤±·² ±̈½¼°¤·¬¦«¼§µ²̄¼¶¬¶q≤¤µ¥²«¼§µ� ¶̈o

t||uouvz}vuxp vvu

v ≠¤̄³¤±¬� o°¤±·¤̄ ²̈±̈ ⁄q �± ¬̈¤ °¬±¤·¬²± ²©·«̈ ∏±∏¶∏¤̄

¶∏¶¦̈³·¬¥¬̄¬·¬̈¶²©¤ °¬±²ª̄¼¦¤±¶·² ±̈½¼°¤·¬¦«¼§µ²̄¼¶¬¶q

≤¤µ¥²«¼§µ� ¶̈ot||wouxy}tx|p tzx

w ≠²∏��o�¬° ≥q≤²±·¬±∏²∏¶³µ²§∏¦·¬²± ²©¦«¬·²²̄¬ª²¶¤¦p

¦«¤µ¬§̈¶∏¶¬±ª¤§∏¤̄ µ̈¤¦·²µ¶¼¶·̈°q°µ²¦̈¶¶�¬²¦«̈ °o

usssoxkyl }yuvp yvu

x 周桂 o黄在银 o谭学才 o等 q溶菌酶对海洋生物高分子壳

聚糖的降解研究 q海洋科学 oussuouykvl }xvp xy

k下转第 67页l

从图 z及图 {可看出 o �¬±̈ º̈ ¤√̈ µp �∏µ®法双倒

数作图 o双倒数图呈直线 o由此可知 o纤维素酶与淀

粉酶对壳聚糖的降解属米氏酶的特性 o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 ktr Κ °l 与最大酶反应速度的倒数

ktr ς°¤¬l ∀

研究报告 Ρ ΕΠΟΡΤΣ



�¤µ¬±̈ ≥¦¬̈±¦̈¶r∂²̄ quzo�²qttrussv yz

为 wy «o最短时间为东风情况 o时间为 ts «∀
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