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摘 要： 模拟水解玉米淀粉的生产工艺，初步探讨液化时间、液化过程引入 Ca2+对糖化质量的影响。研究表明，α-
淀粉酶和糖化酶的最适 pH分别为 5.0和 4.2；在淀粉水解过程中，一定量的 Ca2+能促进 α-淀粉酶的活性并能增强
其热稳定性，但对糖化酶的活性却表现为抑制作用。在保证正常液化的前提下，应尽可能减少 Ca2+用量。液化时间
选定 90～130 min为宜。糖化时间并不是愈长愈好，只有定期对产品实施监控，才能获得高 DE值的葡萄糖浆。
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Abstract: The hydrolysis of maize starch was simulated. The effects of liquefaction time and the addition of Ca2+ in liquefaction process on the
saccharification quality were investigated. The results indicated that the optimum pH values of α-amylase and glucoamylase were 5.0 and 4.2 re-
spectively, the addition of Ca2+ during starch hydrolysis could improve the activity and the thermal stability of α-amylase, however, it behaved as
an inhibitor to glucoamylase activity. Therefore, the addition of Ca2+ should be reduced as possible to ensure normal liquefaction. The proper liq-
uefaction time should be between 90 and 130 min. Longer saccharification process did not stand for better production quality, only the monitoring
of the products periodically could ensure glucose syrup with a higher dextrose equivalence (DE).
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现在，酶法水解淀粉的工艺由淀粉凝胶化（糊化）、液
化和糖化 3 步完成[1～2]。 用高压高温（100～175℃）蒸汽
对淀粉浆处理数秒钟，即完成凝胶化操作；随后，浆液通
过挤压机被打入反应器作一段时间的液化处理； 待料液
降到 55～65℃时， 调 pH 4.5～5.0， 再添加糖化酶处理
48～92 h，生成 DE 值为 97 %～98 %的葡萄糖 [3～5]，表明
酶法水解淀粉的工艺完成。为了提高液化质量，许多厂家
往往要添加一定剂量的 Ca2+， 以维持 α-淀粉酶 (EC
3.2.1.1)的高活性与热稳定性。 而 Ca2+的引入必然对后续
工序提出更高的要求 （如： 采用离子交换树脂除 Ca2+

等），此外，Ca2+的引入对糖化工艺是否会产生影响？液化
时间的选定等问题都值得深入探讨。
带着这一系列问题，本课题组考察了 α-淀粉酶和糖

化酶(EC 3.2.1.3)的部分性质，并设计了“调浆-液化-凝胶
化-糖化”的生产工序，进而省去了高温、高压对淀粉凝胶
化处理的操作。此外，还对液化时间以及液化工序是否添

加 Ca2+等问题进行了探讨。 旨在为双酶法水解淀粉的工
艺提供重要参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂
α-淀粉酶（武汉华润啤酒股份有限公司提供），按文

献[6]的方法测定其酶蛋白浓度为 1.94 mg / mL；糖化酶
（湖南鸿鹰祥生物工程股份有限公司提供）， 固体酶稀释
500倍后的酶蛋白浓度为 43.56 μg / mL， 用 SDS-PAGE
法测得其分子量约为 95 kDa；可溶性淀粉（洛阳市化学试
剂厂），AR；玉米淀粉（武汉太阳行食品有限责任公司），
一级淀粉；3，5-二硝基水杨酸（浙江湖州食品化工联合公
司菱湖望菱试剂厂），CP；其他试剂均为市售分析纯。

DNS试剂的配制：称取 3，5-二硝基水杨酸 6.3 g，苯
酚 5 g，无水亚硫酸钠 5 g，固体氢氧化钠 10.48 g，酒石酸
钾钠 71.62 g，用蒸馏水溶解后，定容至 1000 mL，于棕色
瓶保存，2周后使用。
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1.2 仪器与设备
pHS-3C 数字酸度计， 杭州东星仪器设备厂； 7200

分光光度计，尤尼柯（上海）仪器有限公司；HH-2 数显恒
温水浴锅，国华电器有限公司；DHG-9060A 型电热恒温
鼓风干燥箱，上海精密实验设备有限公司；全自动电光天
平，直流稳压电源，真空干燥器，秒表等。
1.3 方法
1.3.1 两种酶活力测定方法
按照 DNS 法 ， 将酶液与可溶性淀粉溶液 （pH

5.0，0.02 M 柠檬酸溶于 0.04 M Na2HPO4溶液中，用 HCl
和 NaOH 调 pH 5.0，buffer 1）于 60℃（α-淀粉酶）/ 50℃
（糖化酶）水浴中预热 3～5 min 后，取 0.2 mL酶液（空白
为 0.2 mL buffer 1）加到 9.8 mL 2 %（w /w）的可溶性淀粉
溶液中反应 15 min。 取上述反应液 0.5 mL 到 1.5 mL
DNS试剂中，摇匀。 沸水浴 15 min后，取出，迅速冷至室
温。 加入 10.5 mL蒸馏水稀释，摇匀，于 550 nm处测 OD
值。 麦芽糖和葡萄糖的标准曲线分别为：y = 0.7175 x -
0.0889 和 y = 0.897 x - 0.1074， 这两条曲线分别用于计
算 α-淀粉酶和糖化酶实验过程中还原糖的生成量。

α-淀粉酶活力的定义：在 60 ℃、pH 5.0 条件下，
1 min 水解可溶性淀粉产生 1 mg 麦芽糖所需酶量为一
个酶活力单位。
糖化酶活力的定义为：在 50℃、pH 4.2 的条件下，每

15 min 水解可溶性淀粉产生 1 mg 葡萄糖所需酶量为一
个酶活力单位。
1.3.2 各时段的糖产量计算
间歇性的从淀粉水解液中取样 0.2 mL，作适当稀释

后，再取稀释液 0.5 mL到 1.5 mL DNS试剂中，摇匀。 然
后按还原糖的测定方法操作， 根据稀释倍数计算出淀粉
水解液中的糖产量。

2 结果与分析

2.1 α-淀粉酶和糖化酶的性质
2.1.1 酸度对酶活性的影响

pH值是影响酶活的主要因素之一，其决定着酶分子
极性基团的解离状态，并影响着酶分子构象的稳定性，同
时对底物的解离也起到关键性作用。 因此，pH值关系到
酶的活性及酶与底物亲和力的大小[7]。
酸度对酶活力影响的操作方法基本与酶活力测定法

相同，只是移取 0.2 mL 酶液到用不同酸度（3.0、3.5、4.0、
4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0）溶解的 2 %（w /w）可溶
性淀粉溶液中， 然后根据麦芽糖和葡萄糖标准曲线将
OD值换算成还原糖量，进而求出各酸度下的酶活力，结
果见图 1。

由图 1 可知，α-淀粉酶活性受酸度的影响较大 。
pH5.0 时 ，α-淀粉酶能发挥最大活性 ， 酶活力达到
33.08 u/μg蛋白。 在 pH 3.5～6.5 之间，可保留半数以上
的酶活力，当 pH＞7.5或者＜3.0时，该酶的活性低。糖化
酶的活性受酸度的影响相对要小一些。pH 4.2时，糖化酶
的活性最高，为 1.416 u/μg蛋白。在 pH 3.0～6.0之间,可
保留 85 %以上的酶活力，当 pH＞8.0时，该酶的活性低。
2.1.2 Ca2+对两种酶催化效率的影响
2.1.2.1 对 α-淀粉酶催化效率（图 2）
催化时间与 α-淀粉酶作用对糖产量关系的影响结

果见图 2。

由图 2 可知 ， 未加 Ca2+ 时 ，α -淀粉酶 (0.01164
μg/mL)催化 50 mL 5 %（w /w）的可溶性淀粉(pH 5.0)的
最适温度为 75℃(注：70℃和 80℃时的糖产量稍低于
75℃， 图 2中未画出)；60℃的温度相对较低，α-淀粉酶
的催化效能未得到充分发挥 ；85 ℃时的糖产量低于
75℃，表明有部分 α-淀粉酶发生了热变性。
添加 10 mmol / L Ca2+（400×10-6 g / g 浆料）后，α-淀

粉酶的最适反应温度为 85℃，与对照酶相比，该温度提
高了 10℃。 就 α-淀粉酶在 75℃和 85℃催化效率而言，
加 Ca2+后的糖产量也有较大的提高。 这说明 Ca2+的引入
提高了 α-淀粉酶的活性和热稳定性。该结论与许多文献
[8]报道一致。
2.1.2.2 Ca2+对糖化酶催化效率的影响

图 2 催化时间与 α-淀粉酶作用产糖的关系

图 1 酸度对两种淀粉酶活性的影响
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糖化酶作用底物的最适温度为 58～65℃已多有文
献[3]报道。 本文以 50 mL 5 %（w /w）的可溶性淀粉(pH
4.2, 65℃) 为底物， 间歇性地考察了 Ca2+浓度对糖化酶
（1.089 μg蛋白 /mL）催化性能的影响，结果见图 3。

由图 3 可知，随着 Ca2+ 用量的加大，糖化酶催化可
溶性淀粉释放的还原糖量呈下降的趋势，这表明 Ca2+对
糖化酶的催化效能有抑制作用。
2.2 液化时间的影响
将 90 g玉米粉配成 30 %（w/w）pH 5.0 的玉米浆后，

加入 1.32 mLα-淀粉酶(2873 u)，混匀后，于 75℃反应不
同时间，考察液化时间对后续糖化工艺的影响。具体操作
如下：
当液化进行到 90 min时， 从混合液中取 50 mL样品

2份。 将其中一份的品温迅速降至 65℃，再加入 5 mL糖
化酶（498 u）进行糖化（样品 1）。另一份样品则置于电炉上
加热，煮沸后保持 10 min，以实现灭酶和淀粉凝胶化的目
的。 随后，将样品品温降至 65℃，再加入与第一份样品等
量的糖化酶继续糖化（样品 2）。两种样品液化与糖化共历
时 340 min 后，发现样品 2 的溶液均匀，而样品 1 中仍存
在大量不溶性淀粉，且糖产量明显低于样品 2。可见，淀粉
凝胶化的操作在酶法水解淀粉的工序中必不可少。
当液化进行到 130 min、160 min 和 325 min 时，从反

应混合液中分别取 50 mL样品各 1 份，其后续操作与样
品 2相同，然后分时段（从 α-淀粉酶加入后计时）考察各
样品的糖产量（见表 1）。

由表 1 可知， 双酶催化玉米淀粉的糖产量随反应
时间的延长而增大。在 30 h 的考察时间内，各样品的糖
产量接近。 由于液化的品温较糖化要高，故液化时间愈

长，能耗愈大，生产成本越高。 所以液化时间选定90～
130 min为宜。
2.3 液化过程中引入 Ca2+对糖化质量的影响
将 75 g 玉米淀粉配成 30 %（w/w）pH 5.0 的玉米

浆后，将其平均分为 2 份，1 份加入 CaCl2，使其浓度为
10 mmol/L。随后，将 2份样品置于 75℃水浴预热 5 min，
再分别加入 0.55 mLα-淀粉酶（1197 u），混匀。液化 90 min
后，再将样品置于电炉上加热，煮沸后保温 10 min，再使 2
份样品的品温迅速降至 65℃。 从 1份样品中移取 50 mL
混合物 2 份，分别加入 5 mL（498 u）、10 mL（996 u）糖化
酶。 另一份样品的处理方法与前一样品同。
完成上述操作后， 将 4 份样品同时放入 65℃水浴

中，间歇性取样，分析各时段的糖产量，以考察糖化酶的用
量和液化过程中 Ca2+的使用对糖化效果的影响（见表 2）。

由表 2 可知，① 操作条件相同，糖化酶使用剂量愈
大，相同时段的糖产量愈高。 ② 采用相同剂量的糖化酶
糖化，若液化过程中引入 Ca2+，则该方案的糖化效果要比
对照的差。 说明液化过程中应尽可能少地引入 Ca2+，否
则，不仅影响糖化效果，还会增添后续工序，增加除 Ca2+

的费用。③液化过程中不加 Ca2+，采用 996 u糖化酶的糖
化方案，19 h 时的糖产量反而不及 18 h 时的高。 这说明
糖化酶中含有一定数量的转苷酶， 因为这种酶能将葡萄
糖转化为异麦芽糖、曲二糖等产品，使葡萄糖的产率大大
降低[5, 9]。该方案也进一步说明，糖化时间并不是愈长愈好。
只有定期地对产品实施监控，才能保证产品的高 DE值。

3 结论

3.1 Ca2+能提高 α-淀粉酶的活性和热稳定性，但对糖化
酶的活性具有抑制作用。 因此，为保证糖化效果，液化过
程中应尽量少地引入 Ca2+。
3.2 在葡萄糖浆的生产工艺中，α-淀粉酶的液化时间选
定在 90～130 min 为宜。 液化后对淀粉凝胶化的操作必
不可少。
3.3 糖化时间并不是愈长愈好。 只有定期地对产品实施
监控，才能保证产品的质量。
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