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77摘7要!糖化酶活力是制曲过程中的一个重要指标& 建立了 #$O N二硝基水杨酸!L=0"结合连续流

动化学分析仪!D̀S"检测麸曲糖化酶活力的方法& 结果表明%通过9检验$次碘酸盐法'L=0法和L=0优

化法测定糖化酶活力均无显著性系统误差$L=0优化法的误差值最低为 %#@% 4_<$M0L值为 %@F"^& 通

过:;检验双样本方差分析$L=0优化法较快速滴定法'L=0法测定麸曲糖化酶活力的精密度均有显著

性提高$且具有简便'快捷的特点&

关键词!麸曲#连续流动化学分析仪!D̀S"##$O N二硝基水杨酸!L=0"#糖化酶

中图分类号!UfF!O 文献标志码!D

AA糖化酶!Z.*2)-G9.-76#;R#@!@%@#@$是一种外切型

糖苷酶#作为白酒微生物代谢过程主要代谢产物之一#

其活力大小是衡量麸曲质量的重要指标(%B#)

% 糖化酶能

按顺序水解淀粉或淀粉类似物非还原端的多种糖苷键

而生成葡萄糖(&)

#因此被广泛运用于食品工业中% 常规

测定糖化酶活力方法有次碘酸盐法' 023))+.法 !L4

法$'快速滴定法和 ##O N二硝基水杨酸!L=0$法等#但

各个测定方法均有一定的缺陷(OBE)

%

本文采用微量连续流动分析仪对L=0法进行改进#

利用导管取样#运用分光光度计的原理#通过电脑软件

自动检测样品含量(FB%$)

#并与次碘酸盐法'快速滴定法进

行比较#以期建立检测麸曲糖化酶活力准确'实用'快

速'简便的新方法#并为麸曲生产的规范化提供数据与

理论支持#更好的指导麸曲生产%

% 材料和方法

!L! 材料与仪器

材料&麸曲#由酿酒生物技术及应用四川省重点实

验室提供"糖化酶!酶活力 %$$ $$$ 4_<$#上海蓝季科技

发展有限公司%

试剂&P<0g

&

'[Q

!
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&
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#

'醋酸'醋酸钠'葡萄

糖'##O N二硝基水杨酸!L=0$等均为分析纯#购于成都

科龙化工试剂厂%

仪器与设备&4?N!$$$ 紫外可见分光光度计!上海

尤尼柯有限公司$"连续流动化学分析仪!P12+)NRXD$

!美国D78)+1-̀ -21/12S,86+,-81),-.$"恒温水浴锅!北京中

兴伟业仪器有限公司$"]Q计!上海精密科学仪器有限

公司$%

!L) 固态发酵培养

称取 %$ <的麸皮#加水 E^!5_G$#[Q

!

g̀

&

$@$! <#

P<0g

&

$@$! <#=

-

=g

#

$@# <#在 !O$ GV三角瓶中润料 ! 3

后#%!% \灭菌 #$ G1,#趁热摇散#冷却至 &$ \左右#接

入 $@#^ !G_G$麸曲#混合均匀#于温度 #$ \'湿度

FO^#培养 &E 3

(%%)

!!! 3时进行扣瓶$%

!L$ 粗酶液的制备

发酵结束后#加入 &$ \水 %"$ GV% 然后加入 !$ GV

]Q&@' 的醋酸 N醋酸钠缓冲溶液#搅匀#&$ \保温浸泡

% 3#保温时每隔 %$ G1, 搅拌 % 次% 用脱脂棉过滤#弃去

初滤液#得澄清滤液待用(%%)

!滤液应尽快分析#若#$ G1,

内不能使用#应将滤液暂置冰箱中冷藏#分析时升温至



&$ \后使用$%

!L' 检测方法

%@&@% 酶活力测定方法

次碘酸盐测定糖化酶活力(O)

%

快速滴定法测定糖化酶活力(")

%

##O N二硝基水杨酸法测定糖化酶活力(E)

%

%@&@! 连续流动化学分析仪检测

在传统 ##O N二硝基水杨酸!L=0$法的基础上#结

合美国!D̀S$连续流动化学分析仪#对麸曲糖化酶和标

准糖化酶活力进行测定!图 %$%

图! 糖化酶活力测定连接示意图

%@&@# 葡萄糖标准曲线测定

浓缩标准液 !%$ <_V$&称取 % <葡萄糖溶于 %$$ GV

蒸馏水#需存于棕色瓶
!

#& Y' \保存#备用%

葡萄糖标准液梯度稀释&将浓缩标准液进行梯度稀

释#稀释浓度见表 %%

表! 葡萄糖标准液

还原糖

标准液

浓缩标准液

GV

中性蒸馏水

加至GV

标准液浓度

G<_V

% %$@$ %$$ %$$

! !$@$ %$$ !$$

# &$@$ %$$ &$$

& '$@$ %$$ '$$

O E$@$ %$$ E$$

' %$$@$ %$$ %$$$

%@&@& 糖化酶酶液的制备

称取 %@%#'' <糖化酶#溶于 !$$ GV蒸馏水中#配得

的糖化酶活力为 O'E@# 4_GV#& Y' \保存#备用%

!L& 数据分析

应用 0 0̀0 %"@$ 统计软件对不同方法测定的糖化酶

活力与准确度进行9检验分析%结合 :;检验双样本方

差分析#分析测定麸曲糖化酶活力的最佳方法%

! 结果与分析

)L! 不同方法测定糖化酶活力

采用不同方法对糖化酶的活力进行测定# 通过9检

验分析结果见表 !%

表) 不同方法测定糖化酶活力分析

方A法 次碘酸盐法 快速滴定法 L=0法

, O O O

>/ & & &

误差 !$@! !# !#@E

均值!4_<$ O'$@E& OO%@%E OOE@O&

M0L!^$ #@' &@! &@#

8 !@%%E #@!F# !@#%"

单尾概率 $@$O% $@$%O $@&$"

双尾概率 $@%$! $@$# $@$E%

AA由表 !可知#采用不同方法测定糖化酶活力其准确度

有较大的差异% 通过误差和均值分析可知#次碘酸盐的差

值最小#说明次碘酸盐有较高的准确度"而L=0 法的差值

最大#准确度最低% 从M0L值也可以看出#次碘酸盐法的

M0L值为 #@'^#较快速滴定法和L=0法准确度高%

通过9检验#采用次碘酸盐法和L=0 法测定糖化酶

活力#9值分别为 !@%%E 和 !@#%"#均小于9!$@$!O# &$ h

!@""'% 双尾概率分别为 $@%$! 和 $@$E%#均大于 $@$O%

所以采用次碘酸盐法和 L=0 法测定糖化酶活力无显著

性的系统误差% 而采用快速滴定法测定糖化酶活力时#

9h#@!F# i9!$@$!O# & $ h!@""'#双尾概率 $@$# j

$@$O#说明采用快速滴定法测定糖化酶活力的结果有显

著性的系统误差%

)L) 不同方法测定麸曲糖化酶活力

采用不同方法对麸曲糖化酶的活力进行测定#通过

:检验分析结果见表 #% 方差分析结果见表 &%

表$ 不同方法测定麸曲糖化酶活力分析

方法 次碘酸盐法 快速滴定法 L=0法

, O O O

>/ & & &

误差 #F@' OF@' OO@'

均值!4_<$ %$&'@%! %$#'@F& %$#"@%'

M0L!^$ #@" O@" O@#

AA由表 # 可知#通过误差分析#不同方法测定麸曲糖

化酶活力有相对误差#且次碘酸盐法测定结果误差值最

小#M0L为 #@"^% 快速滴定法和L=0 法测定的结果都

有较大的误差#影响的因素可能是测定结果的判定和操

作引起的%

表' 不同方法测定糖化酶活力方差分析

方A法 次碘酸盐法与快速滴定法 次碘酸盐法与L=0法 快速滴定法与L=0法

均值!4_<$ %$&&@%! %$#'@F& %$&&@%! %$#"@%' %$#'@F& %$#"@%'

方差 #FF@'F" O!$@"O# #FF@'F" &"&@O!# O!$@"O# &"&@O!#

X $@"'E $@E&! %@$F"

` $@&$! $@&#' $@&'O
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AA由表 & 可知#通过XN检验双样本方差分析#三种测

定方法相互比较#其结果是 `值均大于 $@$O#即三种测

定结果的精密度没有显著性%

)L$ +5M法优化探讨

!@#@% 标准曲线的测定

将梯度葡萄糖溶液通过连续化学分析仪进行检测#

并利用一次曲线对标准曲线进行拟合#结果图 ! 所示%

图) 还原糖含量测定标准曲线

AA将L=0法应用到连续流动化学分析仪中#进行还原

糖的测定#由图 ! 可知#采用 L=0 改进法测定还原糖的

标准曲线回归方程为& <h$@$$%$&OkN$@$!E#M

!

h

$@FFF"% 所以#在还原糖标准液浓度测定范围内#标准

曲线线性良好#符合检测要求%

!@#@! L=0优化法测定糖化酶活力

采用L=0优化法测定糖化酶活力#通过9检验分析

结果见表 O%

表& +5M优化法测定糖化酶活力分析

方A法 , >/ 误差 均值!4_<$ M0L!^$ 8 单尾概率 双尾概率

L=0优化法 O & %#@% O'&@#E !@# %@E$' $@$"# $@%&O

AA由表 O 可知#通过 8检验#采用 L=0 优化法测定糖

化酶活力9=%@E$' >9!$@$!O# &$ =!@""'#双尾概率

为$@%&O ?$@$O#所以采用L=0优化法测定无显著性的

系统误差%

)L' 对比试验

对比次碘酸盐法'快速滴定法和L=0改进法测定麸

曲糖化酶活力的结果见表 '% L=0优化法方差分析结果

见表 "%

表" 对比试验结果

方法 次碘酸盐法 快速滴定法 L=0法 L=0优化法

, O O O O

>/ & & & &

误差 #F@' OF@' OO@' !$@E

均值!4_<$ %$&'@%! %$#'@F& %$#"@%' %$O$@E&

M0L!^$ #@" O@" O@# %@F"

表# +5M优化法方差分析结果

方A法 L=0优化法与次碘酸盐法 L=0优化法与快速滴定法 L=0优化法与L=0法

均值!4_<$ %$O$@E& %$&'@%! %$O$@E& %$#'@F& %$O$@E& %$#"@%'

方差 '%@%&E !"E@$F" '%@%&E O!$@"O# '%@%&E &"&@O!#

X $@!!$ $@%%" $@%!F

` $@$E' $@$#% $@$#'

AA由表 ' 可知#经:;检验双样本分析#采用 L=0 优

化法测定麸曲糖化酶活力#与快速滴定法和L=0法方差

比较# @值分别为 $@$#% 和 $@$#'#均小于 $@$O"同时 :

值均小于 %#即L=0优化法较快速滴定法和L=0法精密

度有显著提高% L=0 优化法较次碘酸盐法精密度没有

显著性差异#但误差减小%

# 结束语

通过9;检验#采用次碘酸盐法和L=0法测定糖化

酶活力# 9值分别为 !@%%E 和 !@#%"#均小于9!$@$!O# &$

h!@""'#双尾概率分别为 $@%$! 和 $@$E%#均大于 $@$O#

所以采用次碘酸盐法和 L=0 法测定糖化酶活力无显著

性的系统误差% 而采用快速滴定法测定糖化酶活力时#

9=#@!F# ?9!$@$!O# &$ =!@""'# 双尾概率 $@$# j

$@$O#说明采用快速滴定法测定糖化酶活力的结果有显

著性的系统误差% 通过9;检验可知#采用L=0 优化法

测定无显著性系统误差%

通过 :;检验双样本方差分析#采用次碘酸盐法'
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快速滴定法和 L=0法三者比较#其 :;检验的 @值均

大于 $@$O#即三种测定结果的精密度没有显著性%

L=0优化法与次碘酸盐法'快速滴定法'L=0法进行双

样本方差分析#L=0 优化法与快速滴定法'L=0 法比

较#其精密度有显著提高#而与次碘酸盐法没有显著性

差异%

改进后的L=0法在操作上更加简便'人为因素影响

小#在处理样品较多的时候优势明显% 同时#L=0 改进

法为后续麸曲及麸曲酿造过程中糖化酶活力的分析检

测奠定了基础%
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