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摘 要:耐高温a一淀粉酶是淀粉生产麦芽糖的关键酶。本文对两种耐高温a一淀粉酶的酶学性质进行了对比研究。

结果表明:两种酶的耐高温能力差别较大，酶活差别明显;最适pH值均为7.0，耐酸性较差;当Ca 2+浓度在7
9mmo1/L时，酶活提高明显。
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Abstract:Heat-resisting (x -amylase is a critical enzyme for producing maltose. Enzyme properties of two species of heat-

resisting a .-amylases were studied. The results were as follows: the heat-resisting ability for two species of enzymes was different,

and there was an evident difference in enzyme activity. The optimum pH was 7.0, and the acid-resisting ability was poor. The
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3 结 论

    植物乳杆菌素L-1经硫酸铰沉淀，透析除盐后效价

达1280A U/ml，作用方式为杀菌。在7, 15, 30,

37℃下，添加植物乳杆菌素L-1对单增李斯特菌都有一

定的抑制作用。7℃下该细菌素在144h内控制住初始菌

数，温度较高的情况下则可以在短时间内迅速降低活菌

数。在选用的六种pH下，pH7.0时植物乳杆菌素L-1的
抑菌效果最好。不论在培养基中还是pH7.0, 5mmoi/L

的磷酸缓冲液中，盐对该细菌素具有一定的拮抗作用，

各盐分之间和同种盐不同浓度之间差异不显著。有关吸

附作用的研究发现:低pH(5.0-5.5)下，植物乳杆菌素
L-1不能吸附在单核细胞增生李斯特氏菌上，而pH6.0-
7.5下有50%吸附在指示菌上。盐对该细菌素吸附单核

细胞增生李斯特氏菌没有显著影响。
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activity of two kinds of enzymes could be enhanced when the concentration of Ca" was 7-9mmol/L in the enzyme solution.
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    高麦芽糖浆是一种麦芽糖含量较高()50%)而葡萄糖

含量较低(簇10%)的淀粉糖浆。因其具有无色透明、甜

度低、熬糖温度高、吸湿性低、抗结晶性好等特点而

成为糖果工业更新换代的产品，被广泛应用于糖果、蜜

饯、果蔬汁饮料中‘1-41。低聚异麦芽糖是近些年国内外

市场上发展较快的一种功能性低聚糖。作为生产低聚异

麦芽糖过程中(X一转移葡萄糖普酶的作用底物，也要求

这种淀粉水解产物中含有较高的麦芽糖、较低的葡萄糖

和糊精。目前，国内外生产低聚异麦芽糖产品主要是

以玉米淀粉为原料，国内也有用木薯淀粉及玉米直接法

生产低聚异麦芽糖的报道「5-71。国内外在低聚异麦芽糖

生产工艺中采用耐高温a一淀粉酶和真菌a一淀粉酶生产

高麦芽糖浆的较多。耐高温(X一淀粉酶是淀粉生产高麦

芽糖浆的关键酶。耐高温a一淀粉酶的选择对提高麦芽

糖产品质量和降低生产成本至关重要。选用的耐高温a-

淀粉酶一般要求具有作用温度高，作用力强等特点，能

耐110℃左右的高温，符合生产工艺操作条件。目前，

国内外生产的耐高温a一淀粉酶种类较多，酶活及酶学

性质差别较大。研究耐高温a一淀粉酶的酶学性质及性

价比，可为生产麦芽糖的企业提供理论指导，本文在

此方面做了些探讨。

2.1 稀释倍数对G酶、N酶酶活的影响

    将G酶和N酶从冰箱中取出适量，用蒸馏水(pH值6.0)
分别稀释不同倍数，测定不同稀释倍数下的酶活，结

果如表 to

Table 1

  表1 稀释倍数对酶活的影响

Effect of dilution multiple on enzyme activity

稀释倍数 G酶酶活(Uim1) N酶酶活(U/ml)

616名

1304.1

100
200
300
400

注:“一”表示超出测定酶活力范围，无法计算酶活力。
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1.1 材料

1.1.1 酶制剂 国产耐高温a一淀粉酶(以下简称“G
酶”);进口耐高温。一淀粉酶(以下简称“N酶”)。

1.1.2 玉米淀粉(洁鹅牌) 中国人民解放军辽宁省军区
宁官农场淀粉厂。

1.1.3 可溶性淀粉 沈阳化学试剂厂。

1.2 试验方法

    酶活测定方法一吸光光度法。

    吸取2%的可溶性淀粉20ml于试管中，加入缓冲液

5m1摇匀，耐高温a一淀粉酶在最适温度下，pH值6.5
条件下反应5min，再加入稀释好的酶液lml，立即计

时，准确反应5min。立即吸取反应液1.0ml加入到5 ml

稀碘液中，摇匀，并以稀碘液作空白，在660nm波长

下比色，迅速测定吸光度值，根据吸光度值查表，求

得测试酶液的浓度(C)，通过公式计算出样品的酶活力。

    X=cn  X一样品的酶活力(U/ml) ;

          。一测试酶液的浓度(U/ml) ;
            n一样品稀释倍数。

    从表中看出，不同稀释倍数对酶活有一定影响，

稀释倍数增加，酶活迅速降低，当达到稀释400倍时，

两种酶均不易测出酶活。N酶稀释300倍时酶活还高于

G酶稀释200倍的酶活，可见N酶的酶活高于G酶。为

研究方便，选用N酶稀释300倍(以下简称N-300), G酶
稀释200倍(以下简称G-200)作为反应酶液，进行其它酶

学性质研究。

2.2   N-300, G-200酶的最适温度
    最适温度不是酶的特征性物理常数。酶作用时间长

短影响最适温度值。酶在短时间内能耐受较高温度;当

反应时间延长时，最适温度向低温方向移动。因此，

严格讲只有在反应时间一定时，才有最适温度。

-.一N300

一月卜-G200

温度(℃)

                图1 两酶的最适温度

Fig.1  Optimum temperature for two kinds of enzymes

2 结果与分析

    分别吸取2%的可溶性淀粉20ml于若干试管中，各

加入磷酸氢二钠一柠檬酸缓冲液5ml摇匀，在不同温度的

恒温水浴锅中预热5min，再加入稀释好的酶液各1m1,测

试酶液的酶活，结果见图1。可知N-300酶在40- 1000C

范围内，随温度升高，酶活增加;而G-200在80℃时酶

活最高，到100℃时酶活明显降低。可确定在试验研究

范围内，N-300, G-200的最适温度分别为100, 800C.

2.3   N-300, G-200酶的热稳定性
    不同酶的耐高温能力不同，将酶于不同温度下处理
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一定时间(通常为I ，迅速冷却至室温，用标准方法测

定酶的残余活力，可了解酶的热稳定性。

    取适量N-300, G-200酶液，分别在不同温度下保

温1h，然后冷却至室温，按常规方法测定酶活(N-300

酶为100'C, G-200酶为800C)，结果见表2。说明N-

300酶的热稳定性比较好，在不同温度下保温1h，残余

酶活力较高。G-200酶热稳定性较差，95, 100℃保温

1h后，丧失酶活。

值条件下测定酶活。结果见图3。可知两种酶在pH值

4.0 7.0的范围内较稳定，当pH值达到8.0时，残余
酶活明显降低。当pH值毛3.0时，酶变性失活。同
时，也进一步证明了在相同条件下，N-300的酶活要高

于 G一200。
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            表2 两酶的热稳定性

Table 2   Heat-resistance of two kinds of enzymes

温度(℃) N-300酶活(X 103U/ml) G200酶活(X 103U/ml) 2   3   4 5   6    7   8

                              pH

              图3 两酶的pH值稳定性

Fig.3  The stability of two kinds of enzymes in different pH
                          value solution
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注:“一”表示酶活较低，超出测定范围。 2.6   Cat'对耐高温a一淀粉酶活力的影响

    有些学者认为，耐高温a一淀粉酶作用时要求Ca 2+

浓度越低，酶稳定性越好，Cat+浓度对酶活影响不大，

本文对此做了研究。精确称取不同量的CaC12(精确到

0.0001g)放于小试管中，加入定量的N-300, G-200酶液，
配制不同Cat十浓度的酶液，充分混匀后，室温静置

30min，取lml酶液，按标准方法测定酶活，结果见图

4。可见Cat+对耐高温a一淀粉酶有一定影响，加入Cat'

的处理好于对照，尤其当Cat十浓度在7-9mmo1几时，

酶活增加明显。
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2.4 N-300. G-200酶的最适pH值
    pH值是影响酶活的主要因素。它影响酶分子构象

的稳定性，影响酶分子极性基团的解离状态，也影响

底物的解离。pH值不是酶的特定常数，它可随底物的
浓度和种类、酶的纯度、缓冲液的种类和浓度、温度、

反应时间长短以及抑制物的作用等而改变。

    配制不同pH值的磷酸氢二钠一柠檬酸缓冲液，用

不同pH值缓冲液配制2%的可溶性淀粉。分别吸取不同
pH值的2%可溶性淀粉20m1于若干试管中，各加入相
应pH值的磷酸氢二钠一柠檬酸缓冲液5m1，摇匀，在最适
温度(N-300酶为100'C, G-200酶为80'C)的恒温水浴锅
中预热5min，再加入稀释好的酶液 lml，测定酶液的

酶活，结果见图2。可知N-300和G-200酶的最适pH值
均为7.0，在pH值6.0-7.6范围内较稳定，当pH值低
于5.2时，酶活降低。说明耐高温a一淀粉酶对酸敏感，
可用加酸的方法来灭酶。

Cat'浓度(mmol/L)

              图4                      Ca2"对两酶酶活的影响

Fig.4  Effect of Ca2" on the activity of two kinds of enzymes
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            图2 两酶的最适pH值

Fig.2   Optimum pH value for two kinds of enzyme

2.7 两酶的性价比分析

    G酶和N酶的市场售价分别为30元/kg和47元/kg.
从酶学性质分析，N酶的酶活高于G酶，N酶耐高温能

力强，能满足以蒸汽喷射液化工艺糊化、液化淀粉要

求，酶反应条件温和，适合工业化生产;G酶尽管价

格较低，但各方面性质不如N酶，建议生产上使用N

酶。市场上还有几家公司生产耐高温a一淀粉酶，其酶

学性质和催化特性有待于进一步研究。

2.5   N-300, G-200酶pH值稳定性
    配制不同pH值的磷酸氢二钠一柠檬酸缓冲液，用

不同pH值的缓冲液将N酶和G酶分别稀释300倍和200
倍。在常温下保温1h后，调pH值为7.0，在最适pH

3 结 论

    耐高温a一淀粉酶N酶、G酶的最佳试验稀释倍数分

别为300, 200. N-300酶的最适温度为100 0C，在100'C
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绿原酸清除活性氧和抗脂质过氧化的研究
胡宗福，于文利，赵亚平*

(上海交通大学化学与化工学院，上海 200240)

摘 要:采用化学发光法，研究了不同浓度的绿原酸溶液对3种活性氧((Reactive Oxygen Species) 0-2 " , " OH和
Hz0:的清除和抗脂质过氧化能力。研究表明，绿原酸对三种活性氧均有清除作用，其清除能力与浓度呈剂量关

系，还与所清除的自由基种类有关系。绿原酸溶液浓度较大时，对三种活性氧的清除效果均明显而且稳定，而浓

度较低时，对Oz·和·OH清除效果则不理想，甚至产生一定的促氧化作用。同样，绿原酸对脂质过氧化也有

明显的抑制作用，抑制效果也与浓度呈剂量关系。

关键词:绿原酸;自由基;脂质过氧化;化学发光法

Study on the Scavenging of ROS and Anti-lipid Peroxidation勿Chlorogenic Acid

HU Zong-fu, YU Wen-li, ZHAO Ya-ping*

(School of Chemistry and Chemical Engineering, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai   200240, China)

Abstract:The scavenging ability on ROS(Reactive Oxygen Species)-- Oz.，·OH and Hz02 and anti-lipid peroxidation of

chlorogenic acid was evaluated by means of chemiluminescence system. The results show that the scavenging ability varies with

the concentration of chlorogenic acid and the type of reactive oxygen species. High concentration of chlorogenic acid has significant

scavenging effects, while very low concentration has less effect, even has prooxidative actions towards 0-2·and·OH. The

anti-lipid peroxidation of chlorogenic acid is also obvious and is related with the concentration of chlorogenic acid.

Key words: chlorogenic acid; ROS; lipid peroxide; chemiluminescence
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    生物体系中包含有大量的脂质过氧化和自由基反

应。正常情况下，生物体内自由基的产生和清除呈平

衡状态，失去平衡时，在机体内可造成多种功能行障

碍与疾病的发生。脂质过氧化严重破坏细胞膜的脂质结

构中的脂肪酸，使膜酶损伤导致细胞功能障碍。研究

发现，肿瘤、化学中毒、感染、炎症反应、自身免

疫病、辐射损伤、血管疾病、癌症、衰老、DNA损

伤等生理过程与二者有密切联系【1,21

    绿原酸(Chlorogenic acid)是我国传统中药金银花、
杜仲叶的主要有效成分，也存在于葵花籽、水果、蔬

菜、大豆、小麦、咖啡豆中。研究表明，绿原酸具

有清热解毒、消炎利胆、抗菌、降血脂等生理功能[3)

收稿日期:2005-01-24 *通讯作者
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下保存lh酶活仍较高;最适pH值为7.0，在pH值
4.0̂ 7.0的范围内较稳定;Ca 2+浓度在7一  9mmo1JL时对

该酶有激活作用。G-200酶的最适温度为80 0C，在95'C

下保存lh几乎失去酶活;最适pH值为7.0，在pH值4.0̂-
7.0的范围内也较稳定;Ca2+浓度在7̂-9mmol/L时对该酶

也有激活作用。从性价比分析，建议生产上选用N酶。
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