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复合酶中糖化酶活力的测定
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摘! 要：复合糖化酶的酶活力检测是主要的质量控制指标，只有选用合理的糖化酶活力检测方法，
才能真实反映出复合酶中糖化酶活力的高低*为避免因协同作用而产生的复合酶中其他酶制剂对
糖化酶活力检测的干扰，作者总结了以往的研究成果，结合 $ 种不同酶制剂的作用机理，最终否定
了常用的淀粉底物法，确定了麦芽糖底物法为首选方法*
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! ! !!.，$0葡萄糖淀粉酶又名糖化酶，广泛应用于
淀粉糖、食用酒精、味精、柠檬酸、啤酒、果汁等食品

制造业中*随着生物技术的不断发展，除了单一糖
化酶产品，又出现很多将糖化酶与其他品种酶制剂

混合的复合型酶制剂*这种复合型酶制剂已经充分
表现出其独到的优势* 例如糖化酶与普鲁兰酶混
合，可以最大限度地分解淀粉中的直链和支链淀

粉，获得最大的葡萄糖收率并缩短糖化时间，减少

葡萄糖复合反应的发生* 另外，在某些糖化酶产品
中还存在或多或少的副酶活性，如芽孢杆菌中温淀

粉酶、真菌麦芽糖淀粉酶等，这些副酶的存在都会

对糖化酶的应用效果产生影响*

糖化酶作为具有专一活性的酶，其应用效果主

要是通过酶活力的高低来评估，糖化酶活力的检

测，就成为评估样品中糖化酶真实含量的主要方

法，而复合酶中普鲁兰酶或其他副酶的存在会对复

合酶中真实糖化酶含量的检测产生一定的影响*
目前检测糖化酶活力最普遍的方法是用淀粉

作底物，通过测定被酶分解产生葡萄糖的含量来定

量分析糖化酶的活力*但作为底物的淀粉同样能被
其他类型酶制剂所分解，如复合糖化酶中的普鲁兰

酶、芽孢杆菌中温淀粉酶、真菌麦芽糖淀粉酶等*
另外，还有一种测定糖化酶活力的方法，是用

麦芽糖作底物，通过测定被酶分解产生葡萄糖含量
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来测定糖化酶活力的方法! 相比淀粉底物方法而
言，麦芽糖只能被糖化酶专一分解，其他 " 种酶制
剂不能对其产生影响!
针对复合酶中糖化酶的活力检测方法，作者对

上述两种不同的方法进行了比较和研究，并确定其

中的麦芽糖底物法为推荐方法!

!" 材料与方法

!# !" 材料和试剂
淀粉葡萄糖苷酶，糖化酶，真菌麦芽糖淀粉酶，

芽孢杆菌中温淀粉酶，普鲁兰酶：诺维信公司产品；

可溶性淀粉：浙江湖州食品化工联合公司产品；一

水麦芽糖：#$%&’ 公司产品；葡萄糖脱氢酶试剂
（()*+,-./）：默克公司产品；碘化钾，碘，乙酸钠
等试剂均为分析纯!
!# $" 主要仪器
自动分析仪、分光光度计、恒温水浴锅、秒表、

比色管、移液管、滴定管、加样器、计时器!
!# %" 试验方法
!! %! !" 用淀粉底物法测定糖化酶活力

0）方法原理：糖化酶有催化淀粉水解的作用，
能从淀粉分子非还原性末端开始，分解 !!0，1 葡萄

糖苷键生成葡萄糖! 葡萄糖分子中含有醛基，能被
次碘酸钠氧化，过量的次碘酸钠酸化后析出碘，再

用硫代硫酸钠标准溶液滴定，计算出酶活力!
2）酶活力定义：0 % 固体酶粉（或 0 &3 液体
酶）于 14 5、6- 1! 7 的条件下，0 8 分解可溶性淀
粉，产生 0 &%葡萄糖，即为一个酶活力单位，以 * 9 %
（* 9 &3）表示!

"）方法误差：低于 2: !
!! %! $" 用麦芽糖底物法测定糖化酶活力; 采用诺
维信公司糖化酶活力测定方法!

0）方法原理：!!0，1.葡萄糖淀粉酶（即糖化
酶）水解麦芽糖生成 ,.葡萄糖!生成的葡萄糖可通
过与葡萄糖脱氢酶反应而测得，结果见图 0!
葡萄糖脱氢酶（()*+,-）试剂中加入变构酶可

将 !!,.葡萄糖转化成 !!,.葡萄糖!在 ()*+,- 的作
用下，".,.葡萄糖与 <=,（烟酰胺腺嘌呤二核苷酸）
发生反应生成 <=,-，后者即等于葡萄糖初始浓
度，可用于分光光度法在 "14 >&测定其数值!

2）酶活力定义：=?(单位（0 =(@）即标准条
件下每分钟裂解 0 !&A)麦芽糖所需酶量!

"）标准条件：底物：麦芽糖 24 % 9 3，6- 1! "4，
反应温度："B 5，反应时间 "4 &$>!

1）方法误差：低于 2: !

图 !" 麦芽糖底物法的测定原理
&’(# !" )*+, -.’/0’-1* 23 451,2+* +67+,.5,* 4*,829

$" 结果与讨论

$# !" 两种活力方法检测复合酶中糖化酶真实活力
的实验结果

表 0 为糖化酶分别与 " 种不同的酶制剂复合
时，淀粉底物法与麦芽糖底物法测试糖化酶活力的

实验结果!表中 #0，#2 为糖化酶与芽孢杆菌中温淀

粉酶复合酶；#"，#1 为糖化酶与真菌麦芽糖淀粉酶
复合酶；#C，#7 为糖化酶与普鲁兰酶复合酶；,DE.
FGAHI&D J为诺维信公司复合酶!
$# $" 对两种测定方法实验结果的评估
综合以上酶活力检测结果，可以看出：对以上 1

种复合酶，麦芽糖底物法都能给出准确无误的真实

的糖化酶活力结果；而淀粉底物法测定的结果偏差

很大，最高达到 "K: ! 这说明副酶与糖化酶发生协
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同作用，副酶的存在影响了葡萄糖的生成，从而得

出错误的糖化酶活力! 在淀粉底物法测定中，复合
酶干扰严重程度的排序为："#，"$ % "&，"’ % "(，")!
从淀粉底物法检测结果中还能看到，对于糖化酶与

真菌麦芽糖淀粉酶或普鲁兰酶混合时，副酶含量过

多会减少反应生成的葡萄糖；相反，副酶含量较少

会增加反应生成的葡萄糖，从而产生糖化酶真实含

量的结果偏差，淀粉底物法测定糖化酶活力的局限

性由此而暴露出来!
表 !" 糖化酶活力检测结果

#$%& !" ’()*+$,-($./ $*01210- 3/.)(0 +4 .0$3*5 .)%.03$0/

测定
方法
样品
复合酶中真实
的糖化酶活力 *
（+ * ,-）

复合酶中检测出
的糖化酶活力 *
（+ * ,-）

偏差 *
.

淀粉底
物法

"& ’’ $// ’$ 0)$ &&

"’ $$ 011 (/ $(/ &#

"# ’’ $// &# 10/ 2 #3

"$ $$ 011 (( ’&& 4 ’#

"( ’’ $// ’& /(’ 2 )

") $$ 011 $) (’3 $

56789:;<,6 = $) ’0) (/ )/0 1

麦芽糖
底物法

"& 0# 0’ 2 &

"’ &$( &(/ #

"# 0# 0# /

"$ &$( &$) /

"( 0# 0’ 2 &

") &$( &$0 &

56789:;<,6 = &3( &3’ ’
> 注：采用诺维信公司的 56789:;<,6 = 复合糖化酶产品做
为实例进行淀粉底物法与麦芽糖底物法比较时，前者的糖
化酶活力检测偏差为 1.，而后者只有 ’. ! 所以对于该产
品的糖化酶活力检测应采用麦芽糖底物法，而不能用淀粉
底物法!

6& 7" 各种酶制剂的水解方式
各种酶制剂对淀粉底物分解的机理与区别见

图 ’!
6! 7! ! > !!&，$?葡萄糖淀粉酶（又名糖化酶）的水解
方式> !!&，$?葡萄糖淀粉酶是一种 !!&，$?5?外切淀
粉酶，学名为葡聚糖葡萄糖水解酶! 它从非还原性
糊精末端和低聚糖链末端分别将一个又一个的葡

萄糖分子释放!它不仅能水解淀粉分子中的 !!&，$
键，而且还能水解 !!&，) 键和 !!&，# 键，产生 !!葡
萄糖，只是这 # 种键的水解速度不同，结果见表 ’!
而糖化酶分解底物葡聚糖链的速度与其底物相对

分子质量呈反比，即底物分子愈大而水解速度愈

慢，见表 #!

!!@,<A@B6：芽孢杆菌中温淀粉酶；CA+D:@,<A@B6：!!&，$?葡萄糖

淀粉酶；E+AA+A@F@B6：普鲁兰酶

图 6" 各种酶制剂对淀粉底物分解的机理与区别
819& 6" :1;;/3/40 /4<-,/. ;)4*01+4 +4 .0$3*5 .)%.03$0/

表 6" 黑曲酶糖化酶水解双糖的速度［!］

#$%& 6" =.>/391((). 9()*+$,-($./ 5-?3+(-.1. 3$0/ +4 *$3%+@
5-?3$0/

双 糖 !!键 水解速度 *（,C * + * G）

麦芽糖 &，$? ’! # H &/ 2&

黑曲酶糖 &，#? ’! # H &/ 2’

异麦芽糖 &，)? /! 3# H &/ 2’

表 7" 黑曲酶糖化酶水解不同底物的反应初速度［!］

#$%& 7" =.>/391((). 9()*+$,-($./ 5-?3+(-.1. 14101$( 3$0/ +4
*$3%+5-?3$0/

底物
直链
淀粉
支链
淀粉

"?极
限糊
精

!!极
限糊
精

麦芽
三糖
麦芽
糖
葡聚
糖

异麦
芽
三糖

异麦
芽糖
潘
糖

反应
初
速度

#// &’)/ 3// )1/ &$’ &// / 极微 /! ’ 3! #

6! 7! 6" 芽孢杆菌中温淀粉酶的水解方式" 芽孢杆
菌中温淀粉酶是一种内切淀粉酶，它以随机的方式

切断淀粉分子内的 !!&，$ 葡萄糖苷键，但水解位于
分子中间的 !!&，$ 键的概率比水解位于分子末端
的概率大! 它不能水解支链淀粉的 !!&，) 键，也不
能水解紧靠 &，) 分支点的 !!&，$ 键，不能水解麦芽
糖，但可以水解含有 # 个或 # 个以上 !!&，$ 糖苷键
的低聚糖，其水解速度随底物聚合度减少而降

低［’］!
6! 7! 7" 普鲁兰酶（或脱支酶）的水解方式" 普鲁兰
酶是能够专一性切开支链淀粉和糖原等分支点的

!!&，) 糖苷键，从而剪下整个侧支，形成长短不一的
直链淀粉!因此，将该酶与糖化酶配合使用时，可使
淀粉糖化完全!
6! 7! A" 真菌麦芽糖淀粉酶的水解方式" 真菌麦芽
糖淀粉酶可以用于对淀粉液化和糖化（葡萄糖和麦
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芽糖释放）!此酶为内切淀粉酶，可以迅速水解糊化
淀粉、直链淀粉和支链淀粉内部的 !!"，# 糖苷键，
从而生成具有两个葡萄糖单位的麦芽糖［$］!

!" 结" 论
麦芽糖底物法应当是检测复合酶中糖化酶活

力的首选方法! 综合以上 # 种酶制剂的水解方式，
并依据糖化酶产生葡萄糖的速度是基于作用底物

葡聚糖链的长度，不难看出糖化酶分别与另处 $ 种
酶制剂复合时，由于它们都能降解淀粉底物，通过

协同作用产生葡萄糖，这时候若使用淀粉底物法对

复合糖化酶活力进行测定，就出现了结果偏差! 当
副酶含量过高时，由于淀粉底物葡聚糖链的长度被

大大降解，从而降低了糖化酶的进一步酶解速度，

产生的葡萄糖含量减少，检测出的糖化酶活力会偏

低；而当副酶含量较少时，产生较多的被部分降解

的淀粉底物分子，葡聚糖链的长度适合糖化酶进一

步水解底物，生成更多的葡萄糖! 因此，检测出的
糖化酶活力会偏高!在使用淀粉底物法测定糖化酶
活力时，这种干扰是无法避免的!
当使用麦芽糖底物法对复合糖化酶活力测定

时，由于麦芽糖底物只能被糖化酶专一分解，即使

存在其它副酶，也不会产生葡萄糖，所以不会影响

糖化酶活力的检测结果!
以上的实验结果以及原理分析证明了在对复

合糖化酶活力的测定时，淀粉底物法存在结果偏

差，不能准确反映出真实的糖化酶活力，而麦芽糖

底物法由于不受复合糖化酶中副酶活力的影响而

成为检测复合糖化酶中糖化酶活力的首选方法!
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