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荞麦淀粉酶水解工艺条件研究
Ξ

张国权1,史一一1,魏益民1, 2,罗勤贵1,杜双奎1,秦清翠1

(1 西北农林科技大学 食品科学与工程学院,陕西 杨凌 712100;

2 中国农业科学院 农产品加工研究所,北京 100094)

　　[摘　要 ]　为探索荞麦淀粉酶水解特性及工艺条件,试验采用中温Α2淀粉酶、真菌Α2淀粉酶及其不同组合对荞
麦淀粉进行水解,并在水解温度、pH、底物浓度及酶用量等单因素试验的基础上进行了二次回归正交旋转试验,确

定了荞麦淀粉酶解工艺条件。结果表明,真菌Α2淀粉酶适用于荞麦淀粉水解,其淀粉转化率和D E 值均较高;各因素

对真菌Α2淀粉酶水解荞麦淀粉影响程度大小依次为pH > 水解温度> 酶用量> 底物浓度;真菌Α2淀粉酶水解荞麦淀
粉的适宜工艺条件为:水解温度 54 ℃, pH 6. 0,底物浓度50 göL ,酶用量100～ 130 U ög,水解时间为75 m in,在此工

艺条件下荞麦淀粉酶水解度为 66. 05%。
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　　荞麦由于营养价值高,对心脑血管病、糖尿病等

具有一定的治疗和保健作用而倍受研究人员关注,

近年来对其籽粒及制品功能特性方面的研究已有许

多报道[122 ]。荞麦中含有700 gökg 左右的淀粉[3 ] ,但

荞麦淀粉的开发与利用却长期被人们忽视。荞麦淀

粉构成与谷物淀粉相似,但其淀粉颗粒较小,平均为

5. 8 Λm ,稍大于大米淀粉粒, 明显小于玉米和小麦

淀粉粒[426 ]。淀粉糖品是食品工业的重要甜味剂,也

是酒精、有机酸发酵及有机化工等行业的基础原料,

是淀粉应用的重要方向之一。以玉米淀粉、小麦淀粉

和马铃薯淀粉等为原料进行酶法液化、糖化的工艺

研究报道已经很多[728 ] ,但尚未见荞麦淀粉酶水解的

研究报道。考虑到淀粉水解程度直接受到淀粉种类

和水解条件的影响,为了得到较优的荞麦淀粉酶解

工艺,本试验选用中温Α2淀粉酶、真菌Α2淀粉酶及其
组合对荞麦淀粉进行水解试验,筛选出荞麦淀粉水

解糖化的适用酶,并在单因素试验的基础上,通过二

次正交旋转试验对适用酶的水解条件进行了优化,

以为荞麦及其淀粉的精深加工奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　荞麦淀粉由宁夏泽发荞麦制品有限公司提供,

淀粉含量为 724. 5 gökg; 中温Α2淀粉酶 (M eso ther2
m al2Α2am ylase,M )由北京奥博星公司生产,活力为

4 000 U ög; 真菌Α2淀粉酶 (Fungal2Α2am ylase, F )由

N ovo 公司生产,实测酶活力为12 500 U ög。

1. 2　荞麦淀粉水解

根据文献 [ 9 ], 确定水解温度、水解时间、酶用

量、pH、底物浓度为影响酶水解的主要因素。称取荞

麦淀粉加适量水配制成淀粉乳液, 在YQ 2PJ 268 型

自动糖化仪中 90 ℃恒温水浴糊化 30 m in 后, 调节

pH ,并加CaC l2 使水解液Ca2+ 浓度为0. 01 mo löL ,再

加入淀粉酶溶液,在要求的温度下进行水解反应,每

隔一段时间取5 mL 水解液,沸水浴5 m in 钝化酶终

止反应, 离心后取上清液, 测定还原糖 (葡萄糖)含

量,以葡萄糖含量 (D E 值)表示水解度。残渣加入体

积分数10%乙醇洗涤后离心, 105 ℃烘至恒重,计算

淀粉转化率。

1. 3　还原糖含量的测定

采用费林滴定法[10211 ]测定还原糖含量。

1. 4　荞麦淀粉酶水解工艺条件的确定

1. 4. 1　荞麦淀粉水解酶的选择　选用中温Α2淀粉
酶、真菌Α2淀粉酶及这两种酶的组合,按表 1设计方

案和1. 2中的水解方法进行荞麦淀粉的水解试验。
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表 1　荞麦淀粉酶水解条件

T able 1　H ydro lysis condit ion of buckw heat starch enzym e

中温Α2淀粉酶活力∶
真菌Α2淀粉酶活力

M∶F

中温Α2淀粉酶
添加量ö(U·g- 1)

Enzym e amount of M

真菌Α2淀粉酶
添加量ö(U·g- 1)

Enzym e amount of F

温度ö℃
T emperatu re pH

底物浓度ö(g·L - 1)
Substrate

concen tration

1∶0 20 0 60 6. 0 50

0∶1 0 20 55 5. 5 50

4∶1 16 4 55 5. 5 50

1∶1 10 10 55 5. 5 50

1∶4 4 16 55 5. 5 50

1. 4. 2　单因素试验　 (1) 水解时间的确定。50 göL
的荞麦淀粉乳液在pH 5. 5、55 ℃、真菌Α2淀粉酶用量
100 U ög、Ca2+ 浓度 0. 01 mo löL 的条件下分别水解
30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 m in,测其D E 值。

(2) 水解温度的确定。50 göL 的荞麦淀粉乳液
于pH 5. 5、真菌Α2淀粉酶用量100 U ög、Ca2+ 浓度0.

01 mo löL 时,在温度分别为 45, 50, 55, 60, 65, 70 ℃

的条件下水解75 m in,测其D E 值。

(3)pH 值的确定。50 göL 的荞麦淀粉乳液于55

℃、真菌Α2淀粉酶用量100 U ög、Ca2+ 浓度0. 01 mo lö

L 时,分别在pH 值4. 0, 4. 5, 5. 0, 5. 5, 6. 0, 6. 5的条

件下水解75 m in,测其D E 值。

(4)底物浓度的确定。在pH 5. 5、55 ℃、真菌Α2
淀粉酶用量为 100 U ög、Ca2+ 浓度为 0. 01 mo löL 的
条件下,分别对 10, 30, 50, 70, 90, 110 göL 的荞麦淀
粉乳液水解75 m in,测其D E 值。

(5)酶用量的确定。50 göL 的荞麦淀粉乳液于

pH 5. 5、55 ℃、Ca2+ 浓度0. 01 mo löL、真菌Α2淀粉酶
用量分别为 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 U ög 的条

件下水解75 m in,测其D E 值。

1. 4. 3　二次回归正交旋转试验　通过对单因素试

验结果的分析,选择温度、pH、底物浓度和酶用量 4

个因素进行二次回归正交旋转组合设计,以D E 值

为评定指标,试验因素水平编码见表2。

表 2　荞麦淀粉酶水解二次回归正交旋转试验因素水平编码表

T able 2　L evel and coding facto rs of regression revo lving o rthognal test fo r buckw heat starch enzym etic hydro lysis

水平
L evel

温度ö℃
T emperatu re

X 1

pH
X 2

底物浓度ö(g·L - 1)
Substrate

concen tration X 3

酶用量ö(U·g- 1)
Enzym e amount

X 4

+ 2 61 6. 5 70 130

+ 1 58 6. 0 60 115

0 55 5. 5 50 100

- 1 52 5. 5 40 85

- 2 49 4. 5 30 70

∃ j 3 0. 5 10 15

1. 5　数据分析

采用D PS软件对试验数据进行分析。

2　结果与分析

2. 1　荞麦淀粉水解酶的选择

　　由图 1 可以看出,真菌Α2淀粉酶对荞麦淀粉的
水解程度高于中温Α2淀粉酶,两种淀粉酶组合中真

菌Α2淀粉酶的比例越大,荞麦淀粉的水解度越高。由

图 2 可知,两种酶配合使用较单独使用时的转化率

略高,但转化率均超过99. 5%。若以D E 值作为评定

指标,则可以确定真菌Α2淀粉酶为荞麦淀粉水解糖
化的适宜用酶。

2. 2　荞麦淀粉水解条件的确定

2. 2. 1　水解时间　由图3可以看出,前30 m in 内荞

麦淀粉的水解度迅速增加,从30 m in 到75 m in 水解

度增加缓慢, 75 m in 以后水解度基本趋于稳定。这表

明真菌Α2淀粉酶水解荞麦淀粉的时间为75 m in。

2. 2. 2　温　度　由图4可以看出,温度从45 ℃升高

到55 ℃,荞麦淀粉的水解度升高,当温度高于55 ℃

时,随着温度的升高,水解度急剧下降, 70 ℃时水解

度最低。这一现象与酶促反应的普遍规律吻合,即温

度升高时,反应速度加快,但超过其适宜温度范围时,

酶蛋白逐渐变性失活,反应速度降低[12 ]。表明真菌Α2
淀粉酶水解荞麦淀粉的适宜温度为55 ℃。
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图 1　不同淀粉酶及其配比对荞麦淀粉的水解曲线
F ig. 1　D E value of buckw heat starch w ith

differen t starch enzym es and their compo sit ion
　

图 2　不同淀粉酶及其配比水解荞麦淀粉的转化率曲线
F ig. 2　T ransfo rm ation curve of buckw heat starch

enzym es and their compo sit ions w ith differen t

am ylase and their compounding

图 3　真菌Α2淀粉酶水解时间对荞麦淀粉水解度的影响
F ig. 3　Effects of reaction tim e on the hydro lysis

degree of fungal2Α2am ylase tobuckw heat starch

图 4　温度对荞麦淀粉水解度的影响
F ig. 4　Effects of reaction temperatu re on

the hydro lysis degree of buckw heat starch

图 5　pH 值对荞麦淀粉水解度的影响
F ig. 5　Effect of pH value on the hydro2

lysis degree of buckw heat starch

图 6　底物浓度对荞麦淀粉水解度的影响
F ig. 6　Effect of substra te concen tra t ion on

the hydro lysis degree of buckw heat starch
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2. 2. 3　pH 值　图 5 显示,当pH 值为 5. 5 时,荞麦

淀粉的水解度最大;当pH 大于5. 5时,随着pH 值的

升高,荞麦淀粉的水解度逐渐降低。这与酶的自身性

质有关,即酶在一定的pH 值范围内表现出最大活

力, pH 值过高或过低均会改变酶的活性中心构像,

甚至改变整个酶分子的结构使其变性失活[12 ]。结果

表明,真菌Α2淀粉酶水解荞麦淀粉的适宜pH 为5. 5。

2. 2. 4　底物浓度　由图 6 可知,当底物浓度为 50

göL时,荞麦淀粉的水解度最高,以后随着底物浓度

的升高,淀粉水解度降低。其原因可能是底物浓度较

小时,酶与底物的接触机率较少,而当底物浓度过大

时,又会导致底物分散不均匀,从而影响酶的催化效

率及产物分子扩散,导致水解度降低。因此,本试验

确定的真菌Α2淀粉酶水解荞麦淀粉的适宜底物浓度
为50 göL。
2. 2. 5　酶用量　图 7 结果表明, 随着酶用量的增

加,荞麦淀粉水解度呈两段增高趋势。荞麦淀粉水解

度在酶用量为25～ 100 U ög 时,速度增加较快,在酶

用量为100～ 175 U ög 时增加较为缓慢。从节约

酶用量和降低生产成本角度考虑,真菌Α2淀粉酶水
解荞麦淀粉的适宜酶用量应为100 U ög。

图 7　酶用量对荞麦淀粉水解度的影响

F ig. 7　Effects of enzym e amount on the

hydro lysis degree of buckw heat starch

2. 3　荞麦淀粉水解的二次回归正交旋转试验

二次回归正交旋转试验方案及结果见表 3。用

D PS软件对试验数据进行回归分析,得模型为:

Y = 63. 31- 1. 80X 1+ 2. 55X 2+ 0. 79X 4- 1. 44X
2
1+

1. 95X 1X 2- 1. 41X
2
2- 0. 27X

2
3 (1)

表 3　荞麦淀粉酶水解二次回归正交旋转组合设计试验方案及结果

T able 3　Schem e and resu lts of regression o rthogonal ro tary design fo r buckw heat starch enzym atic hydro lysis

试验号
N um X 1 X 2 X 3 X 4 D E ö% 试验号

N um X 1 X 2 X 3 X 4 D E ö% 试验号
N um X 1 X 2 X 3 X 4 D E ö%

1 1 1 1 1 64. 77 13 - 1 - 1 1 1 61. 66 25 0 0 0 0 63. 46

2 1 1 1 - 1 64. 30 14 - 1 - 1 1 - 1 59. 79 26 0 0 0 0 63. 60

3 1 1 - 1 1 63. 90 15 - 1 - 1 - 1 1 62. 44 27 0 0 0 0 63. 12

4 1 1 - 1 - 1 61. 82 16 - 1 - 1 - 1 - 1 59. 80 28 0 0 0 0 63. 12

5 1 - 1 1 1 54. 64 17 - 2 0 0 0 62. 06 29 0 0 0 0 63. 46

6 1 - 1 1 - 1 52. 90 18 2 0 0 0 53. 49 30 0 0 0 0 63. 35

7 1 - 1 - 1 1 55. 04 19 0 - 2 0 0 61. 16 31 0 0 0 0 63. 22

8 1 - 1 - 1 - 1 53. 59 20 0 2 0 0 62. 30 32 0 0 0 0 63. 41

9 - 1 1 1 1 62. 45 21 0 0 - 2 0 61. 47 33 0 0 0 0 63. 60

10 - 1 1 1 - 1 62. 22 22 0 0 2 0 60. 62 34 0 0 0 0 63. 36

11 - 1 1 - 1 1 63. 59 23 0 0 0 - 2 64. 50 35 0 0 0 0 63. 45

12 - 1 1 - 1 - 1 62. 90 24 0 0 0 2 63. 41 36 0 0 0 0 53. 49

2. 3. 1　模型检验　回归方程的回归统计和方差分 析结果见表4。
表 4　荞麦淀粉酶水解回归方程的方差分析

T able 4　R egression variance analysis of buckw heat search enzym atic hydro lysis regression equation

变异来源
Source of variation

自由度
df

方差
S S

均方
M S

F
V alue of F

显著水平P
Sign ifican t level

回归 Regression 7 443. 233 4 63. 319 0 90. 495 3 1. 58E217

剩余 Residual 28 19. 591 45 0. 699 7

总和 To tal 35 462. 824 8

　　注:复决定系数R 2= 0. 957 7,相关系数R = 0. 978 6, D urb in2W atson 统计量D = 2. 167 4。

N o te: Coefficien t of determ ination R 2= 0. 957 7, coefficien t of co rrelation R = 0. 978 6,D urb in2W atson D = 2. 167 4.

　　回归方程方差分析结果表明, F > F 0. 01 (7, 28) = 3. 36,该数学模型在 0. 01 水平显著; 复决定系数
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R
2= 0. 957 7,表明该数学模型中 4个因素对水解度

的影响达 95. 77% , 而其他因素的影响和误差占

4. 23% , 即所选 4 个因子对真菌Α2淀粉酶水解荞麦
淀粉有显著影响; D u rb in2W atson 统计量 D =

2. 167 4,与 2. 000 接近, 表明水解试验无其他因素

的显著影响,模型与实际情况拟合较好。

回归方程系数显著性检验结果见表5。由表5可

知,引入方程的各回归项系数均在不同程度上达显

著水平,即各回归项对荞麦淀粉水解均有不同程度

的影响。
表 5　荞麦淀粉酶水解回归方程系数的显著性检验

T able 5　E stim ate value of coefficien ts in buckw heat starch enzym atic hydro lysis regression equation

回归项
Regression

偏回归系数
Coefficien ts

标准误差
Standard erro r

t检验值
t stat

显著水平P
Sign ifican t level

常数项 In tercep t 63. 312 01 0. 220 43 287. 219 4. 01E250

X 1 - 1. 803 75 0. 170 74 - 10. 564 2. 83E211

X 2 2. 559 58 0. 170 74 14. 991 6. 63E215

X 4 0. 788 75 0. 170 74 4. 619 7. 85E205

X 1X 1 - 1. 439 48 0. 147 87 - 9. 735 1. 74E210

X 1X 2 1. 946 9 0. 209 12 9. 310 4. 55E210

X 2X 2 - 1. 410 7 0. 147 87 - 9. 540 2. 69E210

X 3X 3 - 0. 270 7 0. 147 87 - 1. 831 0. 077 783

2. 3. 2　模型解析　 (1)主因素效应分析　由于经过

线性变换,偏回归系数已经标准化,其绝对值大小可

直接反映各因素对水解度的影响程度[13 ]。由模型

(1)可见,各因素对荞麦淀粉水解度的影响顺序依次

为pH > 温度> 酶用量> 底物浓度。为研究上述4个

因素在模型中的作用,现采用降维法进行分析,即固

定 3 个因素于零水平,考虑另一因素不同取值时水

解度变化的规律。由此可得各因素与水解度之间的

效应方程为:

Y (X 1) = 63. 31- 1. 80X 1- 1. 44X
2
1

Y (X 2) = 63. 31+ 2. 55X 2- 1. 41X
2
2

Y (X 3) = 63. 31- 0. 27X
2
3

Y (X 4) = 63. 31+ 0. 79X 4

根据效应方程可作出各因素与水解度的关系

图,结果见图 8。由图 8 可知,在本试验的设计水平

下,温度、pH 和底物浓度效应曲线呈开口向下的抛

物线形, 说明温度、pH 和底物浓度都有最适值, 远

离这个最适值,无论是增大还是减小都将导致水解

度的下降;酶用量效应曲线表明,在试验范围内随着

加酶量的增加,水解度不断升高,这与单因素研究结

果吻合。

图 8　荞麦淀粉酶水解单因素效应分析

F ig. 8　Single facto r effect analysis of

buckw heat starch enzym atic hydro lysis

(2)双因子交互效应分析　这里仅就对水解度

影响显著的温度与pH 值的互作进行分析,用“降维

法”将另外2个因素固定为零水平,导出的解析子模

型为 Y = 63. 31 - 1. 80X 1 + 2. 55X 2 - 1. 44X
2
1 +

1. 95X 1X 2- 1. 41X
2
2,将温度与pH 的不同取值水平

代入方程计算其交互效应水解度,结果列于表6。
表 6　温度与pH 交互效应对荞麦淀粉酶水解度的影响

T able 6　 In teraction betw een temperatu re and pH on buckw heat starch enzym atic hydro lysis %

温度水平
T emperatu re level

pH

- 2 - 1 0 1 2

2 35. 47 46. 15 54. 01 59. 06 61. 28
1 45. 48 54. 22 60. 14 63. 23 63. 51
0 52. 62 59. 41 63. 38 64. 53 62. 86

- 1 56. 88 61. 72 63. 74 62. 95 59. 33
- 2 58. 26 61. 15 61. 23 58. 48 52. 92
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　　表 6 表明,当底物浓度、酶用量、温度皆为 0 水

平, pH 值为+ 1 水平 (pH 6. 0)时,荞麦淀粉的水解

度最大,为64. 53% ;温度在2, 1水平上时,水解度均

随着pH 值的降低而下降; 温度在- 1, - 2 水平上

时, pH 为 0 水平时的水解度最高, pH 在- 1、0 水

平,温度为- 1 水平时,水解度较高,无论温度高于

还是低于此水平均会导致水解度下降; 在pH 值为

- 2 水平、温度+ 2 水平时的水解度最低, 仅为

35. 47%。采用响应曲面图 (图9)能够更清楚地反映

上述规律。从等高线图 (图10)可以看出,水解度随温

度和pH 变化的趋势基本一致; 随温度的变化趋势

更明显,并且随温度的升高,水解度的变化越来越敏

感。

图 9　温度和pH 值对荞麦淀粉酶水解的

交互作用响应曲面图

F ig. 9　Surface response p lo t of in teraction of

temperatu re and pH value on buckw heat

starch enzym atic hydro lysis degree

图 10　温度和pH 值对荞麦淀粉酶水解的

交互作用等高线图

F ig. 10　Contour figure of in teraction of

temperatu re and pH value on buckw heat

starch enzym atic hydro lysis degree

　　 (3)荞麦淀粉水解条件的优化　用D PS 软件对

模型进行拟和,得到水解度达最大时的水解条件为:

X 1= - 0. 021 1, X 2= 0. 892 8, X 3= - 0. 001 2, X 4=

2. 000, Y = 66. 05% ,即当温度为54 ℃、pH 为6. 0、底

物浓度为50 göL、真菌Α2淀粉酶用量为130 U ög 时,

D E 值达到理论最大值66. 05%。经实际检验在此最

佳水解条件下荞麦淀粉的D E 值为65. 80% ,与预测

值基本符合。

3　结　论

在荞麦淀粉水解过程中,真菌Α2淀粉酶和中温
Α2淀粉酶配合使用时淀粉转化率较高,真菌Α2淀粉
酶比中温Α2淀粉酶对荞麦淀粉的水解度高,且这两

种酶的淀粉转化率均超过 95% ,在以D E 值为评定

指标时选择真菌Α2淀粉酶比较合适。真菌Α2淀粉酶
水解荞麦淀粉的二次回归数学模型为Y = 63. 31-

1. 80X 1+ 2. 55X 2+ 0. 79X 4- 1. 44X
2
1+ 1. 95X 1X 2-

1. 41X
2
2- 0. 27X

2
3,各因素对真菌Α2淀粉酶水解荞麦

淀粉的影响大小依次为: pH > 温度> 酶用量> 底物

浓度。各因素对荞麦淀粉水解的影响规律与单因素

试验结果一致。模型拟和结果表明,真菌Α2淀粉酶水
解荞麦淀粉的适宜条件为温度 54 ℃、pH 6. 0、底物

浓度50 göL、真菌Α2淀粉酶用量130 U ög,在此条件

下荞麦淀粉水解度为66. 05% ,与实际检测值基本符

合。从降低生产成本和单因素试验结果考虑,加酶量

选择100 U ög 比较合适。试验采用的荞麦淀粉浓度

为 50 göL ,与一般淀粉液化糖化生产时的实际浓度

相比还很低,这与荞麦淀粉糊化时吸水膨胀能力强

和试验采用先糊化后液化的工艺条件有关,若采用

耐高温淀粉酶糊化液化同时进行的方法,则有望提

高淀粉乳浓度。
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Study on enzym at ic hydro lysis cond it ion s of

buckw hea t sta rch w ith am ylase

ZHANG Guo-quan 1, SH IY i-y i1,W E IY i-m in1, 23 ,L UO Qin -gu i1,D U Shuang-kui1, QIN Qing-cu i1

(1 Colleg e of F ood S cience & E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S hannx i 712100, Ch ina;

2 Institu te of A g ricu ltu ra l P rod ucts P rocessing , Ch inese A cad emy of A g ricu ltu ra l S ciences,B eij ing 100094, Ch ina)

Abstract: To study enzym atic hydro lysis condit ion s and the characterist ics in buckw heat starch p ro2
cessing, m eso therm al2Α2am ylase, fungal2Α2am ylase and their compounding w ith differen t p ropo rt ion s w ere

u sed to hydro lyze buckw heat starch respect ively. Single facto r experim en t and the regression revo lving o r2
thogonal test w ere adop ted to study the effect of tempera tu re, enzym e amoun t, pH and sub stra te concen tra2
t ion on hydro lysis. T he resu lts show that, the fungal2Α2am ylase w as the op t im al am ylase fo r its h igher

starch tran sfo rm at ion ra t io and D E value. T he con tribu t ion of fou r facto rs to D E value w ere pH , hydro lysis

tempera tu re, enzym e amoun t and sub stra te concen tra t ion in tu rn. T he op t im al condit ion s of buckw heat

starch hydro lysis w ith fungal2Α2am ylase w ere at the temperatu re 54 ℃, pH 6. 0, sub stra te concen tra t ion 50

göL , enzym e amoun t 100- 130 U ög, and hydro lysis t im e w as 75 m in. W ith th is op t im al condit ion, the hy2
dro lysis degree of buckw heat starch w as 66. 05%.

Key words: buckw heat starch; enzym atic hydro lysis characterist ics; enzym atic hydro lysis condit ion
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