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米曲霉果糖基转移酶催化合成蔗糖 �6�乙酸酯
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摘要:对来自于米曲霉 ( A sp erg illus ory zae)的果糖基转移酶催化蔗糖 ( s)与葡萄糖�6�乙酸酯 ( g�6�a)生成蔗糖�6�乙
酸酯 ( s�6�a)的反应进行了研究。考察了底物质量比 m ( g�6�a)�m ( s)、反应温度、反应时间、pH、酶的质量浓度对
反应的影响。单因素实验结果表明, 最优的催化反应条件为: 反应温度 50 � 、pH = 6� 2、m ( g�6�a )�m ( s) = 1�3、
反应时间 48 h、酶的质量浓度为 4�0 g /L。在该条件下, g�6�a的摩尔转化率可达 26�69%。
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Synthesis of Sucrose�6�acetate Catalyzed by Fructosyltransferase
from Asperg illus oryzae
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Abstract: The synthesis reaction o f sucrose�6�acetate( s�6�a) w ith sucrose( s) and g lucose�6�acetate( g�
6�a) cata lyzed by fructosy ltransferase from A spergillus oryzae was invest igated. The effects ofm ass ratio
of reactantsm ( g�6�a) �m ( s), reaction temperature, reaction time, pH, mass concentra tion of enzym e on
the reaction w ere exam ined. The one�factor experimental resu lts show ed that the optimum y ie ld w as

obtained at 50 � , pH = 6�2, m ( g�6�a) �m ( s) = 1�3, reaction time 48 h and mass concentration of
enzyme 4�0 g /L. On th is cond ition themo lar convert rat io of g�6�a w as 26�69%.
Keywords:A sp ergillus oryzae; sucrose�6�acetate; fructosy ltransferase; biological eng ineering
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� � 三氯蔗糖是迄今为止人类开发的一种最完美的
强力甜味剂,蔗糖 �6�乙酸酯 ( s�6�a)是制备三氯蔗糖
的重要中间体, s�6�a的合成技术是制备三氯蔗糖的
关键技术之一。目前, s�6�a的合成方法包括化学方
法和酶法两大类。化学法主要有原乙酸三乙酯

法
[ 1]
,二甲氧基乙烯法

[ 2]
, 二丁基氧化锡催化法

[ 3]

等。但化学法对反应条件和分离设备提出了非常高

的要求。因此,在化学合成的基础上,又发展了酶法

合成。酶法合成的最大优点在于其高效专一性,是

化学合成法不可比拟的, 它具有广阔的应用前景。

早在 1958年, Duff等
[ 4- 5]
就发现枯草杆菌 ( Bacillus

Sub tilis)发酵葡萄糖可以得到葡萄糖�6�乙酸酯 ( g�6�
a), 之后在果糖基转移酶的作用下从蔗糖 ( s)中转

移果糖基形成 s�6�a,但产率偏低。后来从枯草杆菌

Subtilis NCIB 11871
[ 6 ]
中分离得到一种特异性果糖

转移酶可以专一地将 g�6�a转化为 s�6�a, 产率高达
48%。

一直以来, 国内外研究人员从不同菌株中成功

地分离出了果糖基转移酶,如:节杆菌、枯草杆菌、黑

曲霉、出芽短梗霉等,但从米曲霉中分离出果糖基转

移酶则不多见。作者以实验室筛选出来的米曲霉

(A sp. oryzae )果糖基转移酶为生物催化剂,对 s与 g�
6�a为底物反应生成 s�6�a的条件进行了考察。

1� 实验部分

1�1� 试剂与仪器
米曲霉 (Asp. oryzae ) , 本课题组自制; 果糖基转

移酶催化蔗糖 (质量分数 > 99�9 % ), AR, 购于

HP
线条

HP
线条



S igma公司; s�6�a标样 (质量分数 > 96% ), 购自加

拿大 TRC公司; g�6�a, 购于郑州奥利实业公司; 葡萄
糖、果糖标样 (质量分数 > 99�9% ), 购于 S igm a公

司;蔗果三糖标样 (质量分数 > 96% ), 购于 S igma公

司;柠檬酸 -磷酸缓冲液, 本课题组自制。

培英 HZQ - F160全温振荡培养箱 (上海天呈科

技有限公司 ); JOAN BR4i mu lt ifunction centrifuge离

心机 ( Thermo E lectron Co. ) ; JY92- 2D型超声破碎

仪 (宁波新芝生物科技股份有限公司 ) ; M SC300超

滤杯 (上海摩速科学器材有限公司 ) ; Coolsafe 55- 4

型冷冻干燥机 (丹麦 Scan laf公司 )。

1�2� 方法
1�2�1� 菌体培养
将米曲霉 (Asp. oryzae )菌体接种到查氏培养基

中, 28 � 生化培养箱里培养 24 h。挑取长势良好的

单菌落,接种到马铃薯液体培养基 (马铃薯培养基:

200 g马铃薯煮沸 30 m in的滤出液,定容至 1 L,加

入 8 g葡萄糖,自然 pH; 121�5 � 、0�1 MPa灭菌 20

m in)中, 170 r/m in, 29 � 恒温振荡培养 48 h。

1�2�2� 粗酶的制备
收集菌悬液,冰浴 30 m in, 于 4 � , 10 000 r /m in

离心 20 m in, 取上清液和菌丝体。将菌丝体置于柠

檬酸 -磷酸缓冲液中,进行后续的超声波破碎。经

超声波破碎后, 于 4 � 、10 000 r /m in离心 20 m in,

收集上清液,即为胞内粗酶液。将粗酶液用截留分

子质量为 30 kD的超滤膜, 在氮气保护、冰浴条件下

于超滤杯中进行超滤。滤后,酶液 - 40 � 预冻 12 h

后,经冷冻干燥机处理制得干粉状粗酶。 4 � 保存
备用。

1�2�3� 粗酶酶活的定义
在反应温度 40 � ,柠檬酸 -磷酸缓冲液 pH =

6�6条件下,每小时转化 1 �mo l g�6�a所需的粗酶质
量为一个活力单位。

1�2�4� 反应体系条件
将不同质量比的反应物 s和 g�6�a溶于 2mL柠

檬酸 -磷酸缓冲液,加入粗酶并在不同温度下,恒温

水浴摇床中反应。反应液 100 � 煮沸 10 m in灭活

酶终止反应。

1�2�5� 检测与计算方法
检测仪器: W aters 1525 B inary HPLC pump,

W aters 2424 ELS Detector。

分析条件: 色谱柱为 W aters Carbohydrate柱

( 4�6mm � 250 mm ), 流动相为 V (乙腈 ) �V (水 ) =

75�25, 流速 1�0 mL /m in,进样量 15 �L,柱温 30 � ,
分析时间 40m in,对照品为 s�6�a标准品。

计算方法: 从反应样品上样后的 HPLC积分图

谱中, 根据不同组分峰的积分面积,用归一法计算出

各个组分的质量分数,设校正因子为 1。根据反应

物 g�6�a、产物 s�6�a的质量分数可计算得到理论和

实际所生成 s�6�a的物质的量,最终算出反应中 g�6�
a的摩尔转化率。公式如下:

g�6�a 的 摩 尔 转 化 率 /% =
n ( s�6�a)实验值
n ( s�6�a)理论值

=

w ( s�6�a) /M ( s�6�a)
w ( g�6�a) /M ( g�6�a) + w ( s�6�a) /M ( s�6�a)

� 100

其中, n: 物质的量; w: 质量分数;M :摩尔质量。

2� 结果与讨论

2�1� 反应目标产物的鉴定
将蔗糖�6�乙酸酯、葡萄糖 �6�乙酸酯、葡萄糖、果

糖、蔗糖、蔗果三糖标准品配制成一定浓度的标准混

合溶液 (溶剂为双蒸水 ) ,进行高效液相色谱分析得

到混合标样的 HPLC标准图谱 (图 1)。将反应结束

后的样品经过灭酶活、离心等前处理后,用双蒸水稀

释 100倍后进行高效液相色谱分析得到反应样品的

HPLC图谱 (图 2)。

由图 1可知,色谱峰 1葡萄糖�6�乙酸酯标样的
保留时间为 4�562 m in, 峰 2蔗糖 �6�乙酸酯标样的
保留时间为 6�537 m in,峰 3果糖标样的保留时间为
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7�443 m in, 峰 4葡萄糖标样的保留时间为 8�328
m in,峰 5蔗糖标样的保留时间为 11�493 m in, 峰 6

蔗果三糖标样的保留时间为 19�806 m in。在相同色
谱条件下,图 2中色谱峰 1~ 6的保留时间分别与图

1中标样色谱峰 1~ 6一致,证明反应后样品中存在

葡萄糖 �6�乙酸酯、蔗糖 �6�乙酸酯、果糖、葡萄糖、蔗
糖、蔗果三糖以及一种未知产物。其中, 葡萄糖 �6�
乙酸酯和蔗糖为未反应完的反应物, 果糖和葡萄糖

为蔗糖水解产物, 蔗糖 �6�乙酸酯为目标产物, 蔗果
三糖和未知产物为竞争产物。其反应过程可表达

为:

2�2� 反应时间对反应的影响
在缓冲液 pH = 6�6、m ( g�6�a) �m ( s) = 1�3、酶质

量浓度 1�5 g /L、40 � 的条件下,考察不同反应时间
对反应的影响,以 g�6�a的摩尔转化率为指标, 结果
见图 3。当反应时间在 12~ 48 h时,反应物 g�6�a的
摩尔转化率逐渐上升。当反应时间超过 48 h后, g�
6�a的摩尔转化率在极小范围内上下波动, 并在反
应 60 h时达到最大值,但考虑到生产效率等因素,

最适反应时间取 48 h。

图 3� 反应时间对反应的影响

F ig. 3� E ffect o f reaction tim e on the reaction

2�3� pH对反应的影响
在反应时间 48 h、m ( g�6�a) �m ( s) = 1�3、酶质量

浓度 1�5 g /L、40 � 条件下,考察了不同缓冲液 pH

对反应的影响, 结果见图 4。随着缓冲液 pH的增

大, g�6�a的摩尔转化率总体波动幅度不大。在 pH

= 6�2时, g�6�a的摩尔转化率达最高值 13�14%。
2�4� 反应物质量比对反应的影响
在缓冲液 pH = 6�6、酶质量浓度 1�5 g /L、40

� 、反应 48 h条件下, 考察了不同反应物质量比对

反应的影响, 结果见图 5。当反应物质量比逐渐增

大时 (即从 s过量逐渐变为 g�6�a过量 ), g�6�a的摩

尔转化率显著降低, m ( g�6�a) �m ( s) = 1�3时转化率
最高达 14�50%。此结果与郑建仙 [ 7 ]

等人的研究结

果相近。

2�5� 酶质量浓度对反应的影响
在缓冲液 pH = 6�6、m ( g�6�a) �m ( s) = 1�3、反应

温度 40 � 、反应时间 48 h的条件下, 考察了不同酶

质量浓度对反应的影响,结果见图 6。

图 6� 酶质量浓度对反应的影响

F ig. 6� Effect o fm ass concentra tion o f enzym e on the reaction

� � 随着酶质量浓度的提高, 在酶质量浓度为 0�5
~ 3 g /L时, g�6�a的摩尔转化率不断提高; 当酶质量
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浓度为 3~ 5 g /L时, g�6�a的摩尔转化率则是先降
后升再降并最终趋于平缓。当酶质量浓度为 4�0 g /
L时, g�6�a的摩尔转化率达最高值 20�89%。
2�6� 反应温度对反应的影响
在缓冲液 pH = 6�2、m ( g�6�a) �m ( s) = 1�3、反应

时间 48 h、酶质量浓度为 2�5 g /L的条件下,考察了
不同反应温度对反应的影响,结果见图 7。当反应

温度低于 50 � 时, 随着反应温度的升高, g�6�a的摩
尔转化率呈现波浪式的上升趋势 � � � 先升后降,然
后显著上升;当反应温度高于 50 � 后, g�6�a的摩尔
转化率显著降低至 10% 左右且趋于平缓。可能是

过高的反应温度使得大部分的酶变性失活所致。此

酶在 45~ 50 � 内活性较好,最适反应温度取 50 � 。

图 7� 反应温度对反应的影响

F ig. 7� Effect o f reac tion tem pera ture on the reaction

3� 结论

从各个影响因素来看, 反应时间、酶质量浓度、

物料质量比和反应温度四因素对反应的影响较为明

显,而缓冲液 pH对反应的影响较小, 属于非显著因

素。实验结果表明,反应的最优条件为反应时间 48

h、酶质量浓度 4�0 g /L、缓冲液 pH = 6�2、m ( g�6�a)
�m ( s) = 1�3、反应温度 50 � ,在此条件下 g�6�a的摩
尔转化率可达 26�69%。

实验过程中所使用的为米曲霉 ( Asp. oryzae )果

糖基转移酶粗酶。虽然众多文献
[ 8- 13]

报道纯酶的

活性要比粗酶高,但对于工业化生产来说粗酶更具

优势
[ 14]
, 因为粗酶更易于使用且更为经济,而获得

纯酶需要进行一系列纯化工作,如: 超滤、离子交换

柱层析等,经济成本大幅提高。经初步纯化后,酶活

并未明显提高,因此从实验实际情况与经济等方面

综合考虑后,此实验过程使用粗酶。

� � 反应过程中, 葡萄糖 �6�乙酸酯在果糖基转移酶
的作用下,以 1� 2糖苷键的形式连接上果糖残基生
成蔗糖�6�乙酸酯。利用此酶高效的专一性催化合
成蔗糖�6�乙酸酯是化学合成方法不可比拟的, 同时
也为蔗糖酯类的合成提供了思路和途径,具有广阔

的应用前景。
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