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两种淀粉酶的酶学性质及应用研究

毕金峰
(中国农业科学院农产品加工研究所,农业部农业核技术与农产品加工重点实验室,北京 100094)

摘　要: 研究了两种耐高温Α2淀粉酶和两种真菌Α2淀粉酶的酶学性质,确定了最佳酶反应条件。将其应用于淀粉糖生产中,

以 30%的玉米淀粉为原料,用进口耐高温Α2淀粉酶水解至还原糖含量为 16. 5% ,再用日本真菌Α2淀粉酶在最佳条件下反应
21 h,可得到含纯麦芽糖 31. 1%、葡萄糖 1. 7%、糊精2. 7%的高麦芽糖浆。
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0　引　言

淀粉酶主要用于淀粉制糖工业中。耐高温Α2淀粉酶
和真菌Α2淀粉酶 (或Β2淀粉酶)是玉米淀粉生产高麦芽

糖浆的关键酶。高麦芽糖浆是一种麦芽糖含量较高 (≥

50% )而葡萄糖含量较低 (≤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- 3 ]。耐高温Α2淀粉酶和真
菌Α2淀粉酶的合理选择和有效使用,不仅可以提高淀粉

生产高麦芽糖浆的质量,也可以降低生产成本。选用耐

高温 Α2淀粉酶一般要求作用温度高, 作用力强, 能耐

110℃左右的高温; 选用真菌Α2淀粉酶要求产生界限糊
精少。对市场上销售的多种耐高温Α2淀粉酶和真菌Α2淀
粉酶,国内进行比对研究的较少[ 4- 6 ]。本文首先进行了

两种耐高温Α2淀粉酶和两种真菌Α2淀粉酶的酶学性质
研究,优选最佳生产酶制剂,并探讨了两种酶在淀粉生

产高麦芽糖浆中的应用。

1　材料与方法

1. 1　材料

酶制剂: 国产耐高温 Α2淀粉酶 (酶活力 120000

U·mL - 1,以下简称“G 酶”)、进口耐高温Α2淀粉酶 (酶

活力 430000 U·mL - 1,以下简称“N 酶”) ; 丹麦真菌Α2
淀粉酶 (酶活力为520000 U·mL - 1,以下简称“F 酶”) ;

日本真菌Α2淀粉酶 (酶活力为450000 U·mL - 1,以下简

称“B 酶”)。

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, GB 8885, 1988)。

缓冲液:磷酸氢二钠2柠檬酸。
麦芽糖: 上海生工生物工程有限公司, AM R ESCO

分装。

异麦芽糖、潘糖、异麦芽三糖标准样品: 均为美国

Sigm a 公司产品。

1. 2　主要仪器

高效液相色谱仪 (W aters,美国) ,具体配置如下:

600型四元梯度高压泵; 全 32 位色谱管理系统;

2410 示差折光检测器; 真空脱气机; 柱温箱; 碳水化合

物分析柱等。

CR 21G 型紫外2可见分光光度计,日本。

1. 3试验方法

每次试验设 3 个重复,取平均值,并对结果进行统

计分析。

酶活测定方法:吸光光度法[ 7 ]。

还原糖含量 (以下简称D E 值)测定方法: 采用直接

滴定法测定还原糖和总糖的含量[ 8 ] ,计算公式为:

D E (以葡萄糖计) = (还原糖含量ö总干物质含量)

×100%

糊精的测定:国家标准 (QB öT 2491- 2000) [ 9 ]。

麦芽糖的定性测定:纸层析法[ 9 ]。

麦芽糖、葡萄糖的定量测定:高效液相色谱法[ 9 ]。

2　结果与分析

2. 1耐高温Α2淀粉酶酶学性质研究
2. 1. 1　稀释倍数对G 酶、N 酶酶活的影响

将G 酶和N 酶用蒸馏水 (pH 值6. 0)稀释不同倍数,

测定不同稀释倍数下的酶活,结果如表1。可知稀释倍数

增加,酶活迅速降低。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 2300”)、G 酶

稀释 200倍 (以下简称“G2200”)作为反应酶液,进行其

它酶学性质研究。
表 1　稀释倍数对酶活的影响

T ab le 1　Effect of dilu t ion m ult ip le on enzym e activity

稀释倍数 G酶酶活öU·mL - 1 N 酶酶活öU·mL - 1

100 — —

200 616. 8 —

300 — 1304. 1

400 — —

　注:“—”表示超出测定酶活力范围,无法计算酶活力。

2. 1. 2　N 2300、G2200酶的最适温度

分别吸取 2%的可溶性淀粉 20 mL 于若干试管中,
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各加入缓冲液 5 mL 摇匀,在不同温度的恒温水浴锅中

预热 5 m in,再加入稀释好的酶液各 1 mL ,测试酶液的

酶活,结果见图1。可知N 2300酶在40～ 100℃范围内,随

温度升高,酶活增加;而G2200在80℃时酶活最高。可确

定在此研究范围内, N 2300、G2200 的最适温度分别为

100℃、80℃。

图 1　两酶的最适温度

F ig. 1　Op tim um temperatu re fo r tw o k inds of enzym es

2. 1. 3　N 2300、G2200酶的热稳定性

取适量N 2300、G2200酶液,分别在不同温度下保温

1 h,然后冷却至室温, 按常规方法测定酶活 (N 2300 酶

为100℃、G2200酶为80℃) ,结果见表2。说明N 2300酶

的热稳定性较好,在不同温度下保温1 h,残余酶活力较

高。G2200酶热稳定性较差, 95℃、100℃保温1 h 后,丧

失酶活。
表 2　两酶的热稳定性

T ab le 2　T hermo stab ility of tw o k inds of enzym es

温度ö℃ N 2300酶活ö103U·mL - 1 G2200酶活ö103U·mL - 1

75 1. 21 0. 68

80 1. 22 0. 72

85 1. 12 0. 61

90 1. 21 0. 41

95 1. 39 —

100 1. 38 —

　注:“—”表示酶活较低,超出测定范围。

2. 1. 4　N 2300、G2200酶的最适pH 值

配制不同pH 值的缓冲液,用不同pH 值缓冲液配

制2%的可溶性淀粉,在最适温度 (N 2300酶为100℃、G2
200酶为80℃)进行酶反应,测定反应液酶活,结果见图

2。可知N 2300和G2200酶的最适pH 值均为7. 0,当pH

值低于5. 2时,酶活降低。说明耐高温Α2淀粉酶对酸敏
感,可用加酸的方法来灭酶。

图 2　两酶的最适pH 值

F ig. 2　Op tim um pH value fo r tw o k inds of enzym es

2. 1. 5　N 2300、G2200酶pH 值稳定性

配制不同pH 值的缓冲液,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

1 h 后,调pH 值为 7. 0,在最适pH 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8. 0时,残余酶活明显降低。当pH 值≤3.

0 时,酶变性失活。同时,也进一步证明了在相同条件

下,N 2300的酶活要高于G2200。

2. 1. 6　Ca2+ 对耐高温Α2淀粉酶活力的影响
有些学者认为[ 1 ] ,耐高温Α2淀粉酶作用时要求Ca2+

浓度越低,酶稳定性越好, Ca2+ 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CaC l2 (精确到 0.

0001 g)放于小试管中,加入定量的N 2300、G2200酶液,

配制不同Ca2+ 浓度的酶液, 充分混匀后, 室温静置 30

m in,取 1 mL 酶液,按标准方法测定酶活,结果见图 4。

可见Ca2+ 对耐高温Α2淀粉酶有一定影响,加入Ca2+ 的处

理稍好于对照,尤其当Ca2+ 浓度在7～ 9 mm o l·L - 1时,

酶活有增加的趋势,而后下降。

图 3　两酶的pH 值稳定性

F ig. 3　Stab ility of tw o

k inds of enzym es in

differen t pH value so lu t ion

图 4 Ca2+ 对两酶酶活的影响

F ig. 4　Effect of Ca2+

on the act ivity of

tw o k inds of enzym es

2. 2　真菌Α2淀粉酶酶学性质研究
2. 2. 1　稀释倍数对B 酶、F 酶酶活的影响

将B 酶和F 酶用蒸馏水 (pH 值 6. 0)分别稀释成不

同倍数,测定不同稀释倍数下的酶活,结果见表3。可知

稀释倍数增加,酶活降低。相同稀释倍数下, F 酶的酶活

高于B 酶。为研究方便, B 酶、F 酶均选用稀释 1000倍

(以下分别简称B 21000、F21000)的酶液作为酶反应液,

进行其它酶学性质研究。

表 3　稀释倍数对酶活的影响

T ab le 3　Effect of dilu t ion m ult ip le on enzym e activity

稀释倍数 F 酶酶活ö103U·mL - 1 B 酶酶活ö103U·mL - 1

100 5. 21 4. 50

500 4. 80 4. 31

1000 4. 43 4. 20

1500 4. 13 3. 78

2000 3. 02 2. 10

2. 2. 2　B 21000、F21000酶的最适温度

试验方法同2. 1. 2,测定反应液酶活,结果见图5。可

见B 21000、F21000酶的最适温度分别是60℃和55℃。两

种酶在70℃时酶活都明显下降。

2. 2. 3　B 21000、F21000酶的热稳定性

试验方法同 2. 1. 3,测定酶活 (B 21000 酶反应温度

为60℃、F21000酶反应温度为55℃) ,结果见表4。表明

两种酶在50℃以下的热稳定性都较好, 55℃以上时保温
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1 h, 残余酶活力较低; F21000 酶的热稳定性更好些。

75℃时保温1 h,两种酶均已失活。

图 5　两酶的最适温度

F ig. 5　Op tim um temperatu re fo r tw o k inds of enzym es

表 4　两酶的热稳定性

T ab le 4　H eat2resistance of tw o k inds of enzym es

温度ö℃ B21000酶活ö103U·mL - 1 F21000酶活ö103U·mL - 1

5 3. 94 4. 47

40 3. 98 4. 54

45 4. 06 4. 35

50 4. 02 4. 32

55 3. 38 3. 98

60 3. 50 3. 65

65 2. 01 2. 50

75 0. 00 0. 00

2. 2. 4　F21000、B 21000酶的最适pH 值

操作同2. 1. 4,测定结果见图6。可见两种酶在pH 值

5. 2～ 7. 0之间酶活较高,最适pH 值均为5. 5。

图 6　两酶的最适pH 值

F ig. 6　Op tim um pH value fo r tw o k inds of enzym es

2. 2　B 21000、F21000酶pH 值稳定性

操作方法同2. 1. 5,结果如图7。可见B 21000酶在pH

值5～ 7的范围内稳定, F21000酶在pH 值 5～ 8的范围

内稳定。都在pH 值≤3时失去酶活。

图 7　两酶的pH 值稳定性

F ig. 7　Stab ility of tw o

k inds of enzym es in

differen t pH value so lu t ion

图 8 Ca2+ 对两酶酶活的影响

F ig. 8　Effect of Ca2+ on

the act ivity of tw o

k inds of enzym es

2. 2. 6　Ca2+ 对真菌Α2淀粉酶的影响

Ca2+ 对真菌Α2淀粉酶有保护作用,而且只可在适宜

浓度范围内才表现出激活作用。操作方法同2. 1. 6,结果

见图8。可见Ca2+ 对真菌Α2淀粉酶酶活有一定影响,加入

Ca2+ 的处理好于对照,尤其当Ca2+ 浓度在7 mm o l·L - 1

时,两种酶酶活增加都很明显。

2. 3　淀粉酶在生产高麦芽糖浆中的应用

2. 3. 1　耐高温Α2淀粉酶反应时间与D E 值关系

用N 2300作为生产工艺试验用酶,其最适pH 值为

7. 0, 最适温度为 100℃。配制 30%的玉米淀粉各 200

mL ,放于沸水浴中糊化, 当温度达到近 100℃时, 加入

N 2300各 12 mL 进行液化,分别在液化 6、8、10、12 m in

时加入几滴1 m o l·L - 1的盐酸灭酶。测定还原糖和总糖

含量,计算D E 值,结果如表5。可以看出,随着液化时间

延长, D E 值增加。根据文献[ 2 ] ,该D E 值正好在生产所

要求的范围内,因此确定这 4种液化液均为真菌Α2淀粉
酶的反应底物。

表 5　酶反应时间和D E 值的关系

T ab le 5　Effect of enzym e react ion tim e on D E value

液化时间öm in 6 8 10 12

D E 值ö% 14. 3 16. 5 18. 5 20. 3

2. 3. 2　真菌Α2淀粉酶生产高麦芽糖浆工艺
选用B 酶作为试验用酶,其最适pH 值为 5. 5,最适

温度为60℃。取耐高温Α2淀粉酶水解的产物作为底物,

调pH 值为5. 5,放于60℃水浴锅中保温5 m in,加入稀释

1000倍的B 酶液,按 1∶50比例加入淀粉液化液中,分

别在不同反应时间点样,纸层析定性检测,同时用高效

液相色谱仪定量测定麦芽糖、葡萄糖含量。纸层析检测

结果见图9,高效液相色谱定量测定麦芽糖结果见图10。

注: 左右两张纸色谱图为重复处理, 每张图由左至右为麦芽糖原液

(CK)、酶解2～ 16 h 反应液的结果

图 9　不同反应时间的纸色谱

F ig. 9　Paper ch rom atogram of differen t react ion tim e

图 10　不同反应时间麦芽糖含量

F ig. 10　Change cu rve of m alto se con ten t

w ith differen t react ion tim e
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从图10看出,随着酶反应时间的延长,麦芽糖含量

逐渐升高。在试验所选的时间内,以耐高温Α2淀粉酶作
用玉米淀粉液化 8 m in 的溶液为底物,用真菌Α2淀粉酶
糖化 21h 的麦芽糖含量最高,达到 31. 1% ,此时葡萄糖

含量为1. 7% ,糊精含量为2. 7%。

3　讨　论

3. 1　几种酶的性价比分析

G酶和N 酶的市场售价分别为 30元ökg 和 47元ö

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,能满足蒸汽喷射液化工艺糊化、液化淀粉要

求,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。B 酶和F 酶的市场售

价分别为 140元ökg 和 167元ökg。从酶学性质分析, F

酶的酶活略高,但其价格亦较高; 从糖化结果和酶的最

适温度、最适pH 值分析,二者差异不显著,综合各种因

素,建议生产上选用B 酶。市场上还有几家公司生产耐

高温Α2淀粉酶、真菌Α2淀粉酶,其酶学性质和催化特性

有待于进一步研究。

3. 2　麦芽三糖对制品品质的影响

试验发现,淀粉糖化产物中含有较高含量的麦芽三

糖,即在图 9 中由上向下数的第三个点,在液相定量分

析中也出现了明显的麦芽三糖峰。Jay K. Shet ty曾提出

不同的麦芽糖糖浆类别,其成分差别较大,见表6 [ 10 ]。可

见无论哪种麦芽糖糖浆,均含有不同浓度的麦芽三糖。

若生产纯品麦芽糖,则需加入脱支酶,或进行麦芽三糖

的分离提纯。
表 6　几种麦芽糖浆的成分

T ab le 6　Compo sit ion of several m alto se syrup s %

糖浆 葡萄糖 麦芽糖 麦芽三糖 四糖及以上

麦芽糖浆 2～ 10 45～ 60 18～ 24 20～ 28

高麦芽糖浆 1～ 2 52～ 60 10～ 15 25～ 30

超高麦芽糖浆 < 1 80～ 82 9～ 11 8～ 10

4　结　论

1 ) 耐高温Α2淀粉酶N 酶、G 酶的最佳试验稀释倍

数分别为300、200。N 2300酶的最适温度为100℃,最适

pH 值为7. 0。G2200酶的最适温度为80℃,最适pH 值为

7. 0。Ca2+ 浓度在7～ 9 mm o l·L - 1时对两种酶都有激活

作用。

2) 真菌Α2淀粉酶B 酶、F 酶最佳试验稀释倍数均为

1000。B 21000酶的最适温度为60℃,最适pH 值为5. 5。

F21000酶的最适温度为55℃,最适pH 值为5. 5。Ca2+ 浓

度在7 mm o l·L - 1时对两种酶都有激活作用。

3) 选用耐高温Α2淀粉酶 (N 酶)和真菌Α2淀粉酶 (B

酶)进行玉米淀粉生产高麦芽糖浆工艺的研究。用稀释

300倍的N 酶作用于 30%的淀粉,在最佳条件下液化 8

m in 后灭酶,再加入稀释100倍的B 酶,在最佳条件下作

用21 h,得到含纯麦芽糖31. 1%的产品。该产品葡萄糖

含量为 1. 7% ,糊精含量为2. 7% ,生产出优质高麦芽糖

浆。
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Enzymatic properties of two k inds of am ylases and the ir appl ica tion s
B i J infe ng

( Institu te of A g ro2F ood S cience and T echnology , Ch inese A cad em y of A g ricu ltu ra l S ciences,

K ey L abora tory of A g ricu ltu ra l N uclear T echnology and A g ro2F ood P rocessing , B eij ing 100094, Ch ina)

Abstract: Op t im um enzym es and their react ion condit ion s w ere determ ined after enzym atic p ropert ies of tw o k inds

of therm o stab le Α2am ylases and tw o k inds of fungal2Α2am ylases had been stud ied. 30% m aize sta rch w as hy2
dro lyzed by im po rted therm o stab le Α2am ylase and con ten t of deox id ize sugar w as 16. 5% last ly, then 31. 1% h igh

pu rity m alto se syrup s w h ich con ta ined 1. 7% gluco se and 2. 7% dex trin w ere ob ta ined by Japanese fungal2Α2am y2
lase after react ion fo r 21 h under op t im um condit ion s.

Key words: therm o stab le Α2am ylases; fungal2Α2am ylases; m anufactu re; h igh m alto se syrup s
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