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HPLC分析大曲中酶组分的研究
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摘 要： 在提取条件为料液比 1∶2、pH值 6.0、温度 30℃、提取时间 2 h下，用水相制取不同大曲的酶组分溶液，并
按常规方法测定其液化力、糖化力。以 α-淀粉酶、糖化酶水溶液作为标样，对提取液中酶组分进行高效液相色谱
（HPLC）分析，分别计算标样和提取液对应峰的峰面积，进行峰面积比较并换算为酶活。与常规方法测试结果进行比
较，HPLC分析结果与常规分析结果一致。
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Study on Enzyme Components of Daqu by HPLC Analysis
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Abstract：In the extracting conditions of 1∶2 ratio of raw materials and liquid, pH 6.0, temperature at 30℃, and 2 h extracting time, enzyme com-
ponents solution of different Daqu were prepared by aqueous phase, and its liquefying power and saccharifying power were measured by conven-
tional methods. α-amylase solution and saccharifying enzyme solution were used as the standard samples, and HPLC analysis of enzyme compo-
nents of the extracting solution was carried out, the peak areas of the standard samples and the extracting solution were calculated respectively and
then converted into enzyme activity, and their peak areas were compared. HPLC analytical results were in accord with conventional analytical re-
sults in the experiments.
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大曲在白酒的酿造过程中是作为糖化剂、 增香剂使
用，有着举足轻重的作用。 大曲一般采用小麦、大麦和豌
豆等为原料，经粉碎拌水后压制成砖块状的曲坯，自然网
罗制曲环境中的微生物接种发酵， 微生物在曲坯中彼消
此长，自然积温转化并风干而成的一种多酶、多菌的微生
态制品[1]。 大曲中的酶根据各自不同的催化功能大致可
分为糖化酶、液化酶、酯化酶、酸性蛋白酶、脂肪酶、半纤
维素酶、纤维素酶、单宁酶、果胶酶等酶类[2]。
大曲生产发酵积累的酶对随后的窖池发酵起着重要

作用，如液化、糖化、酯化等。部分酶也因此成为大曲的常
规质量指标体系的重要组成。 大曲质量好坏直接关系着
后续的白酒生产过程， 判别大曲质量对白酒生产有着重
要的意义。 但由于大曲是酶、微生物的混合制剂，还无法
对其质量进行精准的判断， 目前常采用感官识别结合化
学方法分析其糖化、液化、酯化以及发酵力等参数[3]。
本研究将大曲中的蛋白以水相提取， 以 α-淀粉酶、

糖化酶水溶液为标样采用高效液相色谱（HPLC）进行分

析，并与常规化学法测定的糖化力、液化力进行比对，以
此探索大曲质量指标（酶组分）的快速测试方法。

1 材料与方法

1.1 材料
大曲：泸州老窖、水井坊、郎酒、丰谷成品曲药，酿酒

重点实验室提供。
酶：α-淀粉酶，生化试剂 BR，北京奥博星生物技术

有限责任公司；糖化酶，生化试剂 BR，北京奥博星生物
技术有限责任公司。
仪器：高效液相色谱，Agilent 1100 系列，美国安捷伦

公司。 其余试剂和设备均为实验室常规配备。
1.2 实验方法
大曲酶蛋白液制取：大曲粉碎，与蒸馏水混合，料液

比 1∶2、pH6、温度 30 ℃、提取时间 2 h，提取时 60 r/min
匀速搅拌，提取完后用真空泵抽滤，滤液 4000 r/min 离心
15 min，上清液即为大曲酶蛋白液。
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大曲液化力测定：根据 QB/T 1803—1993[4]测定。
大曲糖化力测定：根据 QB/T 1803—1993[4]和 GB/T

5009.7—2008[5]进行测定。
高效液相色谱分析方法 [6 -7]：色谱柱 ：C18 柱 （4×

150 mm）；柱温 ：30 ℃；检测波长 λ：280 nm；进样量 ：
10 μL；流动相 A：异丙醇、B：0.1 mol/L NaH2PO4；流速：
0.6 mL/min；洗脱方式：梯度洗脱，使 A 相在 30 min 从
20 %升至 60 %、B相在 30 min从 80 %降到 40 %。

2 结果与分析

2.1 大曲液化力测定
对丰谷大曲、泸州老窖大曲、水井坊大曲、郎酒大曲

曲药蛋白（酶）提取液和 α-淀粉酶标样进行淀粉酶酶活
的吸光值测定，分别测定 3 个平行样，求算术平均，结果
见表 1。

根据吸光值对查附表得到各样液中 α-淀粉酶活力。
α-淀粉酶的酶活力为 4.619 U/mL， 此为稀释 50 倍的酶
活力，原酶活力为 230.950 U/mL，测得 α-淀粉酶酶活力
小于标称的酶活力，可能是由于 α-淀粉酶在贮藏过程中
有部分酶变性失活造成的。 以 α-淀粉酶酶活力为 1，则
定其液化力比值为 “丰谷大曲∶泸州老窖大曲∶水井坊大
曲∶郎酒大曲∶α-淀粉酶＝0.808∶0.889∶0.777∶0.763∶1.000”。
泸州老窖大曲的液化力最高。
2.2 大曲糖化力测定
用葡萄糖标液滴定每 10 mL 碱性酒石酸铜溶液

（甲、 乙液各半） 的相当量，3 个平行样算术平均值为
10.49 mL， 即 10 mL碱性酒石酸铜溶液相当于 10.49 mg
葡萄糖。
分别用丰谷大曲、泸州老窖大曲、水井坊大曲、郎酒

大曲曲药和糖化酶标样糖化（20 g/L）淀粉溶液 1 h 的糖
化液经处理后滴定 10 mL 酒石酸铜溶液 （甲、 乙液各
半），以计算糖化液中含还原糖的含量，分别测定 3 个平
行样，求算术平均，结果见表 2。
由表 2可知，4个大曲糖化（20 g/L）淀粉溶液 1 h后，

糖化液中还原糖含量为丰谷大曲 0.725 mg/mL，泸州老窖
大曲 0.568 mg/mL，水井坊大曲 0.538 mg/mL，郎酒大曲
0.588mg/mL·h，糖化酶标样的糖化力为 1.262mg/mL·h。以
糖化酶的糖化力为 1，则它们的糖化力比值为“丰谷大曲∶
泸州老窖大曲 ∶水井坊大曲 ∶郎酒大曲 ∶糖化酶＝0.575 ∶

0.450∶0.426∶0.466∶1.000”。其中，丰谷大曲（20 g/L）淀粉溶
液 1 h 后每毫升含还原糖量最高， 说明丰谷大曲的糖化
力最强，郎酒大曲、泸州老窖大曲次之，水井坊大曲的糖
化力最弱。
2.3 HPLC分析
对 α-淀粉酶、糖化酶以及 4 个大曲提取液在相同的

条件下进行 HPLC过柱分析，结果见图 1、图 2。

从图 1 可知，α-淀粉酶的最大吸收峰在 2.44 min 附
近，糖化酶的最大吸收峰在 1.64 min附近，酶液吸收峰较
多的原因应是纯度不高、贮存时间长所导致，但其最大吸
收峰仍然是代表糖化酶、α-淀粉酶。 对应与 4 种大曲吸
收峰图（图 2），在 1.64 min、2.44 min 附近都有相应的吸
收峰，表明大曲样中都含有糖化酶、α-淀粉酶成分。
将图中吸收峰面积依据 α-淀粉酶、糖化酶特征峰进

行换算，其结果见表 3。
由表 3 的换算数据与表 1、表 2 进行比较可知，液化

图 1 酶样液相色谱分析峰图
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图 2 大曲高效液相色谱分析峰图
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力换算比值除泸州大曲药有 7.6 %的偏差外， 化学法测
定的液化酶活力与采用 HPLC分析结果一致。 糖化酶活
力的化学法测定结果与 HPLC分析结果高度一致。 表明
HPLC分析大曲中活性蛋白成分的方法可行。
从 4个大曲的吸收峰图可以看出， 在提取液中还有

多种蛋白（酶）组分，如酯化酶、蛋白酶、脂肪酶、纤维素酶
等，但由于本研究使用的液相色谱仪为半制备型，不能收
集分离组分， 故而不能确定此次所测定的大曲中还含有
的蛋白（酶）种类和含量，若有标酶样品，通过吸收峰对比
也应可进行 HPLC定性定量分析。

3 结论

以提取条件为料液比 1∶2、pH值 6.0、 温度 30℃、提
取时间 2 h，用水相制取不同的酒曲的酶组分溶液，并按
常规测定其液化力、糖化力。以 α-淀粉酶、糖化酶水溶液
作为标样，对提取液中酶组分进行高效液相色谱（HPLC）
分析，分别计算标样和提取液对应峰的峰面积，进行峰面
积比较并换算为酶活。 与常规方法测试结果进行比较，

HPLC 分析结果与常规分析结果一致。 这一结果表明
HPLC适用于大曲的质量评价，HPLC的精确性和可同时
分析多组分特性表明， 该法在曲药质量测定中有较好的
应用前景。
由于实验条件的限制， 未能对更多的酶组分进行分

析， 且方法是否适用于所有的酶组分还有待进一步的研
究。 在后续的研究工作中结合目前蛋白组学研究中运用
到的新方法应能对大曲的酶组分进行快速的分析。
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