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在pH8时已基本失去活性，这说明该菊粉酶的反应，

pH值为4～5，酶活性中心处于与底物较有利的结合

状态，酶活力最高；碱性条件下菊粉酶容易失活，当

pH值为8时酶活力接近0，可能是酶蛋白已变性或

酶分子的活性中心构象发生很大改变而导致其不能

与底物很好结合；在pH值较低时菊粉酶可保持一定

活力，这可能是由于底物的酸分解所导致，凶为菊粉

在pH<4时会发生分解，生成果糖和低聚糖。菊粉

酶反应的最适pH在4～5之间。

将反应体系p11值分别凋至4．00，4．25，4．50，

4．75，5．00，测酶活，pH值与酶活的趋势如图3所示。
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围3口H对酶活力影响趋势图

由图3可知，在pH4．s～5时菊粉酶活性更高，

且比较稳定；当pH<4．5时，酶活随pH降低而迅速

降低。因此可确定该菊粉酶的最适pH值为4．7左

右。

2．2温度对菊粉酶活力的影响

2．2．1反应温度对酶活的影响

以2％菊粉溶液为底物，加入稀释1 000倍的酶

液，反应体系pH 4．7，分别在45、50、55、60、65℃下反

应15min，测酶活，结果如图4所示。
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图4温度对酶活力的影响

从图4可知，菊粉酶的活力随温度升高而升高，

在60℃时酶活最高，65℃时酶活有所下降。因为对

于菊粉酶来说，温度越高酶蛋白越易变性而导致活力

损失就越多，但对于酶反应速度而言，温度越高，反应

速度越快，60℃时酶活力和反应速度处于较好的平衡

以此做为该酶的最适反应温度。

2．2．2温度对酶稳定性的影响

将酶液分别在45，50，55，60，65℃的水浴中保温
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处理一定时间，另有2个样分别在冰箱和室温下放置

30 min，再在55℃下反应15 min，测定酶活。另做对

照，将酶从冰箱取出立即加入酶反应体系进行反应，

测定酶活。结果如图5所示。
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图5温度对酶活稳定性影响

由图5可知，菊粉酶在45℃处理0．5h，活性损失

较少，酶活甚至比对照组和冰箱保存的酶还高。这是

因为45℃下保存0 5h的处理恰恰对酶起了活化作

用。若将保存时间延长，酶活损失则会比在冰箱保存

的酶大。此外，随着处理温度的升高，酶活不断下降，

当处理温度达到65℃时，酶稳定性大大降低，仅处理

0．5 h，酶活相对于对照损失了35％，而在室温下保存

的酶活则低于50、55℃下的酶活，这是由于在相对较

短的保存时间内，一方面该酶在50、55℃活性有损

失，另一方面该温度对对酶有部分活化作用。菊粉酶

在低温下活性较稳定，45℃保存O．5h对酶有活化作

用。

2．3底物浓度对酶活力的影响

将pH为4．7，浓度分别为2％、5％、8％、11％、

14％、17％的菊粉溶液，加入稀释2 500倍的酶液，在

60℃下反应15min，测酶活。底物浓度对酶活影响趋

势见图6。
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图6底物浓度对酶活力影响

如图6所示，菊粉酶活性随着底物浓度增加而增

高，当底物浓度增加到14％时酶活基本趋于平缓。

因为反应体系中底物浓度的增加使底物和酶分子碰

撞的机会增加，酶容易和底物结合，而该反应的底物

菊粉的溶解度是有限的，在60℃下浓度达到14％基

本处于饱和状态，浓度为17％的菊粉溶液澄清度较

   



差，悬浮的不溶物反而在一定程度卜-会影响酶和底物

分子的结合。所以菊粉酶反应的最适底物浓度为

14％。

2．4金属离子对菊粉酶活性的影响

在反应体系中分别加入1 mm。l／l的zn”、

Mg”、Ca”、Fc”，反应15 mln后测酶活。对照组不

加金属离子，结果见图7。
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图7金属离子对酶活性影响

由图7可知，zn2+、M一+、ca2+对菊粉酶都有激

活作用，其中Ca2+的激活作用最显著。而加入Fe”

的反应体系有沉淀，溶液澄清度不好，因此所测的

OD值大小不能正确反应溶液中还原糖含量多少，以

此算出的酶活也不能反应真实值，暂不予考虑。

由于日常饮用水中已含有足够的c一+、M92+，

实际工业生产中直接使用合格自来水即可，而对于

zn”，其对酶的激活作用远不如Ca2+显著，所以可以

认为反应体系中无需加入任何金属离子。

2．5反应时间对菊粉酶活性的影响

将pH 4 7，2％的菊粉溶液，加入稀释1 000倍

的酶液，60℃下反应，分别测出0，5，10，15，20，25min

时的产物浓度，并计算酶活。对产物还原糖含量和反

应时间作图，酶水解进程曲线见图8。

从图8町知，在菊粉酶反应进行的25 min内，产

物浓度和反应时间成正比关系，此时酶反应速度是恒

定的，因此前25 min内所测的反应速度可以认为是

酶的初反应速度。所以町以确定测该酶活性的最适

反应时间为20 min。

2．6菊粉酶的米氏常数的测定

米氏公式为：V二V⋯[s]／(K。+[s])，其中

米氏常数K。为反应速度是最大反应速度1／2时的底

物浓度，单位为rml／L，表示酶同底物亲和力的大小。

采用双倒数法求出菊粉酶的米氏常数。将米氏

方程两边取倒数并整理得到：1／v=(K。／V⋯)(1／

[s])+l／v⋯，对l／v和1／[s]作图即得到一条自．

线，斜率为K。／V。。。，截距为1／V⋯，凼此K。、=斜

率／截距；V。。，为1／截距。

时f叫，m1“

图8酶反应进程曲线

配制pH4．7，浓度分别为2％、3％、4％、6％、

8％、10％的菊粉溶液，加入稀释1 000倍的酶液，

60℃下反应10 mm，测出产物浓度，计算反应速度，

对各组l／v和l／[s]作回归分析并作图，得到如图9

的直线。

[s一，n1L mP_。

图9米氏常数曲线

回归方程为Ⅳ=120．1z+1．906 6，R=0．99

米氏常数为：K。=62．99 mg／mL，即O．35mol／L(分

子质量为180计)

V⋯=O．52 mg／min(以产生果糖量计)

2．7菊粉酶酶活的测定

以pH4．7，底物浓度为14％的菊粉溶液为底物，

加入稀释2 500倍的酶液，60℃水浴反应20 min，测

得菊粉酶的活力为24 000 u／mL。

3结 论

(1)菊粉酶在弱酸性条件下活力较高，最适反应

pH为4 7。

(2)菊粉酶耐热性一般，保存温度越高酶活损失

也越多，最适反应温度为60℃。

(3)底物浓度越高，所测酶活力也越高，其最适底

物浓度为14％。

(4)金属离子zn”、Mg”、ca2+都对菊粉酶有激

活作用，其中ca2+的激活作用最娃著。

(5)菊粉酶反应前25 min速度较稳定，所测得反

应速度町认为是酶初反应速度，可确定测酶活的最适

反应时间为20 min。

(6)实验所测得该菊粉酶的米氏常数Km为
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0．35 m。l／L，V⋯为O．52 mg／mln。 formulin hydrol”is[J]F00d chemlstry，2005，95(1)：77～

(7)在菊粉酶的最适反应条件：pH 4·7，温度 2篡tan L¨E。：m。ti。hvd，01 vsl。Ⅲ。。li。：⋯ltern。t，。。w。yt。
60℃，底物浓度14％，反应时间为20 min下，所测得 h。c10se prod：c哟nfJi．sta二h，198l，33：373～377
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该酶的酶活力为24 000 u／n】L。 3 Ettallbi M，Barattl J c．Punflcatlon，properti洲d compan。
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ABSTRACT The inulinase activities were investigated with inulin as substrate in different pH，temperature，sub

strate concentration and metal ions，as well as the change of inulinase activitles du“ng reactions．The Michaelis con—

stant and actlvitles of the inulmase were also studied ln this paper．our results showed that the optimum pH of m

uIlnasewas 4．7，andthe optlumumtemperaturewas 60℃，andthatCa2+and zn。+couIdimproedthe activity。fin—
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尉手糖粟、糯点的瀑如物新产戛

用杏仁皮代替小麦粉：美国加利福尼亚州杏仁面包公司最近采用杏仁皮替代小麦粉做原料，制作托尔替阿(一种墨

西哥人食用的不经发酵的玉米饼)和其他焙烤制品，可以提高制品曲蛋白质含量和减少碳水化合物及饱和脂肪酸的含量。例

如，使用杏仁粉加杏仁皮组成的原料，焙烤制品中就可以减少使用小麦粉或燕麦粉21％。研究表明，杏仁皮是经过漂白处理的

副产物，很少被利用。杏仁皮含52％的植物纤维以及多种极具抗氧化力的多酚化合物。

用大豆粉代替小麦粉：随着低碳水化合物的流行，大豆受到厂商和研究机构的关注。最近，凯利配料公司在市场上推出了

可替代小麦粉的、味道良好且对健康有益的低碳水化台物制品——大豆粉。从健康上看，这种产品既含有丰富的蛋白质和适量

的碳水化合物，又具有特殊的保健功能和良好的口感。由于去除了大豆粉的苦涩味，同时来使用化学溶剂，因此成为那些寻求

天然有机制品的生产企业的理想产品。该产品蛋白质含量为45％～65％，分成脂肪含量多和少2个不同品种。膳食纤维含量

为55％以上，只需少量添加就可以起到对面包、脆皮松饼、各种通心粉以及快餐食品，如比萨饼的营养强化作用。

此外，一家一1做斯别特拉姆的食品公司也在市场上推出了由大豆提取物制成的新一代高纤维、低脂肪的大豆粉和“高蛋白

大豆粉”2种产品。

纤维强化用的新材料和制品：MGP食品配料公司最近开发生产了一种强化纤维用的新材料制品“Fibersvm”，将它添加在

面包中会产生非常好的口味，可以起到增加纤维含量的作用。该产品具有低水分保持能力，总膳食纤维含量达70％～80％，属

于高功能性阻抗型变性淀粉之一。该产品是由小麦、土豆和高直链淀粉玉米等材料组成，具有无可比拟的适口性和白色润滑的

组织结构。添加在面包和其他食品中可以得到广大消费者所希望的风味、外观和组织结构，除可利用在面包、糕点生产中以外，

还可用亍如谷物旱餐、饼干、脆皮松饼、营养“棒”和快餐食品中。

此外，M(；11公司不久前还推出了一种由小麦制造的阻抗型变性淀粉“Fubersym7()”。该产品有小麦的自然风味，故添加利

用在用小麦粉加工制作的食品中能天然一致地同原产品相符。

MGP食品配料公司还生产了另一种由小麦原料制做的面包强化用膳食纤维材料，阻抗型变性淀粉“Rbersm”。该产品总

纤维含量70％～80％，有小麦风味和白色、柔滑的组织结构，低水分保持性，在焙烤制品和许多面制食品中可以部分或全面替

代小麦粉。

(、argill F。0d and Pharma Spenalt㈣公司最近也生产上市了用木薯原料加工制成的阻抗性变性淀粉产品“Actl sta，盯”。该产

品总膳食纤维含量高，可以80％取代小麦粉，尤其对面包和各物早餐之类的高碳水化合物制品，有降低碳水化合物含量的作

用。
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