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摘要: 麦芽四糖是一种新型麦芽低聚糖 .试验中采用麦芽四糖淀粉酶和普鲁兰酶协同水解预

处理过的淀粉 ,通过单因素试验和响应面曲线 ( RSA)法确定了较好的酶解工艺条件 .所得产

品中麦芽四糖占总糖比例达 84%以上 ,转化率为 77%左右 .
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　　麦芽四糖是一种特定聚合度的直链麦芽低聚糖 ,一般不能用简单的酸法或酶法水解得

到 ,而必须采用专一的麦芽四糖淀粉酶水解淀粉来制备 [1～ 3 ] .该淀粉已经过适当的预处理 ,

以适合麦芽四糖淀粉酶糖化所需 .麦芽四糖淀粉酶是一种类似于 β -淀粉酶、葡萄糖淀粉酶的

外切型淀粉酶 ,所不同的是 ,该酶作用于直链淀粉分子时 ,从淀粉分子的非还原性末端开始 ,

依次间隔 4个葡萄糖分子切开α-1, 4糖苷键 ,生成麦芽四糖 .如果底物是由奇数个葡萄糖单

位所构成 ,则还可生成麦芽三糖或葡萄糖分子 ;如果底物是由偶数个葡萄糖单位所构成 ,且

非 4的整数倍 ,则还可生成麦芽糖分子
[4 ]
.试验中使用中科院微生物所专门提供的产碱菌麦

芽四糖淀粉酶 ( Alcalig enes sp. )
[ 5] .麦芽四糖淀粉酶水解支链淀粉的作用是不完全的 ,在遇

到分枝点α-1, 6键时作用受阻 ,不能进一步水解 ,残留下一定量的极限糊精 .由于绝大多数

淀粉中均含有 75% ～ 85%的支链淀粉 ,因此要提高麦芽四糖的得率 ,必须同时使用能切开

支链淀粉中α-1, 6糖苷链的切枝酶 .切枝酶作用于支链淀粉时 ,能使整个支链切下 ,成为相

对分子量较小的直链糊精 ,以利于麦芽四糖淀粉酶顺利水解 .本试验采用丹麦 Novo公司提

供的普鲁兰酶新品种 promozyme.

在麦芽四糖生产用酶制剂确定之后 ,麦芽四糖的含量就主要取决于反应温度 , pH值及

反应时间等因素 .试验中采用响应面分析 ( RSA)法对这些工艺参数进行分析和优化 .此外 ,

麦芽四糖的含量还受到预处理淀粉 DE值以及底物浓度的影响 . 预处理淀粉 DE值较低 ,则

生成聚合度是奇数的寡糖机会较少 ,有利于提高终产物中麦芽四糖的含量 ;采用较低的底物

浓度也有利于麦芽四糖的生成 ,且对操作有利 .当然 ,浓度太低会加重浓缩负荷 ,使成本增
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加 .课题研究中对这些因素也进行了系统地考虑 ,制订了切实可行的生产工艺路线 .

1　材料与方法

1. 1　原料、试剂、仪器、设备

1. 1. 1　主要原料与试剂　麦芽四糖淀粉酶　中科院微生物研究所提供 ;普鲁兰酶　丹麦

NoV o公司提供 ;预处理淀粉　自制 ;麦芽四糖标样　 Sigma公司提供

1. 1. 2　主要仪器与设备　淀粉糖中试成套设备　无锡金成食品有限公司提供 ;高效液相色

谱仪 490型　美国 Waters公司制 ;电导率仪 DDS-11C　上海雷磁仪器厂制 ;糖量计　泉州

光学仪器厂制 ;酸度计　上海第二分析仪器厂制 .

1. 2　主要测定方法

1. 2. 1　麦芽四糖淀粉酶活力的测定　反应总体积 5 m l, 1%可溶性淀粉 , pH6. 6, 0. 05 mo l /

L磷酸缓冲液 ,适量酶液 , 50℃保温 10 min,然后在 100℃水浴中加热 10 min停止反应 ,用

DN S法测定反应液中还原糖 ,对照用失活的酶 .在上述反应条件下 , 1 h释放 1 mg的还原糖

(以葡萄糖作标准曲线 )所需酶量定义为一个酶活力单位 ( U) .

1. 2. 2　普鲁兰酶活力的测定　酶作用底物为 0. 2%普鲁兰 ,温度 40℃ , p H5. 0, 0. 05 mol /L

柠檬酸盐缓冲液 .反应时间 30 min.在上述标准条件下 ,每分钟水解普鲁兰释放出相当于 1

μmo l葡萄糖的还原糖所需酶量 ,定义为一个普鲁兰酶活力单位μmol /min.

1. 2. 3　还原糖测定　菲林试剂热滴定法 .

1. 2. 4　糖液组成测定　 HPLC法 .氨基柱 25cm× 4. 9cm,流动相 CH3 CN /H2O= 70 /30,示

差折光检测器衰减 8x.根据峰面积采用一元线性回归方程计算样品各组分浓度 .

1. 3　主要试验方法

响应面分析方法 ( RSA) .采用三因素三水平响应面分析实验 ,用计算机软件作响应面

分析曲线图及回归模型数学分析和回归方程的方差分析 .

2　结果与讨论

2. 1　温度、 pH值对麦芽四糖淀粉酶活力和稳定性的影响 .

底物质量分数:预处理淀粉 1% ; Ca2+质量分数: ≥ 30× 10-6

图 1　温度对麦芽四糖淀粉酶活力和稳定性的影响

　　按常规方法 ,在不同温度下分别测

定酶活力 ,另将酶液分别在 30～ 70℃不

同温度下 ,保温相同时间 ,测定酶的残余

活力 .图 1显示了以预处理淀粉为底物

时温度对麦芽四糖酶活力及稳定性的影

响 .其最适温度为 55～ 60℃ .在 30℃～

60℃时 ,酶较稳定 .

　　采用不同 pH值的缓冲溶液 ,分别测

定酶活力 ,另在不同的 pH值缓冲溶液

中 ,将酶液保温 30 min,按常规方法测定酶的残余活力 .图 2显示了 pH值对麦芽四糖酶活

力的影响 .结果表明: 以预处理淀粉为底物时 ,最适 pH值为 6. 5～ 7. 0.在 pH值为 5. 5～ 8. 5

时 ,酶仍保持稳定 .
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2. 2　温度、 pH值对普鲁兰酶活力的影响

底物质量分数:可溶性淀粉 1% ; Ca2+质量分数: ≥ 30× 10-6

图 2　 pH值对麦芽四糖酶活力和稳定性的影响

试验表明 ,普鲁兰酶的最适温度为

60℃左右 ,最适 pH值为 4. 5～ 5. 5.比较

麦芽四糖酶和普鲁兰酶的最适温度和最

适 pH值可以发现 ,上述两种酶的最适温

度非常接近 ,而最适 pH值有一定差异 .

因此 ,如果使用普鲁兰酶协同糖化时 ,可

使反应体系最初两小时控制在 pH值为

5. 5左右 ,使普鲁兰酶在最适条件下充分

发挥切枝作用 ,然后调 pH值到 6. 5～ 7.

0,加入麦芽四糖淀粉酶 ,协同进行糖化 .

2. 3　麦芽四糖淀粉酶水解不同 DE值底物的试验

采用不同 DE值的预处理淀粉作为麦芽四糖淀粉酶水解底物 .反应结束后 ,用 HPLC法

测定糖分组成 ,结果见表 1.

表 1　麦芽四糖淀粉酶水解不同 DE值底物的结果

底物 DE /% 液化方式
糖分组成 /%

G1 G2 G3 G4 G+
5

3 酸水解 1. 8 4. 9 7. 6 81. 2 4. 5

5 酸水解 2. 0 5. 4 8. 2 80. 3 4. 1

8 酶液化 2. 2 8. 5 12. 0 72. 5 4. 8

12 酶液化 2. 8 10. 6 14. 7 67. 1 4. 2

20 常规酶液化 6. 2 18. 7 27. 1 36. 6 11. 4

　　注: G1葡萄糖 , G2麦芽糖 , G3麦芽三糖 , G4麦芽四糖 ,

G+
5 麦芽五糖及以上部分

　　由表 1可见 ,随着底物 DE值增

加 ,最终产品中麦芽四糖含量逐渐下

降 ,采用酸法预处理 ,一般 DE值在

3% ～ 5%左右 ,最终麦芽四糖质量分

数可达到 80%以上 .采用酶法预处

理 ,当 DE值控制在 8%～ 12%时 ,麦

芽四糖质量分数也能达到 65%以上 .

而一般淀粉糖生产中 ,液化 DE值

经常控制在 20%左右 ,此时麦芽四糖质量分数仅能达 36%左右 .当然 DE值越低 ,相应操作

越困难 .因此必须根据产品的要求 ,选择合适的液化方式和相当的 DE值 .

2. 4　单酶水解和双酶协同水解对麦芽四糖产品组成和得率的影响

将酸水解淀粉 ,酶液化淀粉溶液分别进行单酶水解试验和双酶协同水解试验 .单酶试验

时直接调整反应液 pH值为 6. 8左右 ,反应温度 55℃ ,反应时间 6 h.双酶协同水解试验时 ,

首先调整反应液 pH值为 5. 5左右 ,反应温度 55℃ ,先加入普鲁兰酶 ,反应 2 h后 ,调整 pH

值为 6. 8左右 ,分别采用 HPLC法测定终产物中麦芽四糖含量 ,酒精沉淀法测定转化率 ,结

果见表 2.

表 2　单酶水解和双酶协同水解对麦芽四糖产品组成和得率的影响

方法
加酶量

麦芽四糖淀粉酶 ( U /g) 普鲁兰酶 (μmol /( min· g)

糖液组成 /%

G1 G2 G3 G4 G+
5

转化率%

酸法
预处理

　　　单酶　 200　　　
　　　双酶　 200　　　

/
2

1. 8
2. 0

4. 9
5. 1

7. 6
8. 0

81. 2
84. 6

4. 5
0. 3

53. 1
77. 6

酶法
预处理

　　　单酶　 200　　　
　　　双酶　 200　　　

/
2

2. 2
2. 6

8. 5
9. 3

12. 0
13. 4

72. 5
74. 7

4. 8
0. 0

57. 1
85. 4

　　由表 2可见 ,单酶水解时 ,麦芽四糖产品中除 G1～ G4外 ,还有一定的 G5及聚合度更高

的低聚糖 ,且转化率较低 ,糖液中残留极限糊精量较多 .当双酶协同作用时 ,首先让普鲁兰酶

在最适条件下水解预处理淀粉中的支链淀粉 ,切开α-1, 6键 ,使大部分支链淀粉转变为直链
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糊精 ,然后再和麦芽四糖酶协同作用 .表 2显示 ,双酶协同水解后 ,总糖中几乎不含 G4以上

聚合度的低聚糖 ,且淀粉转化率明显提高 , G4含量也有一定提高 .

2. 5　 pH值、温度及反应时间对麦芽四糖含量影响的响应面分析

2. 5. 1　实验设计　为确定麦芽四糖酶水解条件 ,采用响应面分析方法 ,对影响水解的 pH

值、温度及反应时间 3个主要因素进行分

析 ,并以麦芽四糖质量分数作为响应值 .在

多次摸索性实验基础上确定因素 -水平表 ,

结果见表 3.

　　水解底物: 预处理淀粉 ;底物质量分

表 3　三因素三水平实验设计

因　素 编码 水平取值 因素取值

pH值 X 1 + 1, 0, -1 6. 5 7. 0 7. 5

反应温度 /℃ X 2 + 1, 0, -1 50 55 60

反应时间 /h X 3 + 1, 0, -1 4 6 8

数: 20% ;麦芽四糖酶: 200 U /g;普鲁兰酶: 1μmol /( min· g )

2. 5. 2　实验分析　根据中心组合设计原理 ,共设计了 15个实验点 ,其中 12个为分析因子 ,

3个为零点 .零点实验重复 3次 ,以估计误差 .实验结果见表 4.

表 4　响应面分析实验结果

编号 X 1( pH) X 2 /℃ X3 /h G4 /% 编号 X 1( pH) X2 /℃ X3 /h G4 /%

1 -1 ( 6. 5) -1 ( 50) 0 ( 6) 71. 6 9 + 1 ( 7. 5) -1 ( 50) 0 ( 6) 62. 8

2 -1 ( 6. 5) 0 ( 55) -1 ( 4) 70. 2 10 + 1 ( 7. 5) 0 ( 55) -1 ( 4) 56. 2

3 -1 ( 6. 5) 0 ( 55) + 1 ( 8) 78. 8 11 + 1 ( 7. 5) 0 ( 55) + 1 ( 8) 61. 7

4 -1 ( 6. 5) + 1 ( 60) 0 ( 6) 76. 0 12 + 1 ( 7. 5) + 1 ( 60) 0 ( 6) 71. 0

5 0 ( 7. 0) -1 ( 50) -1 ( 4) 63. 1 13 0 ( 7. 0) 0 ( 55) 0 ( 6) 82. 7

6 0 ( 7. 0) -1 ( 50) + 1 ( 8) 75. 2 14 0 ( 7. 0) 0 ( 55) 0 ( 6) 83. 6

7 0 ( 7. 0) + 1 ( 60) -1 ( 4) 72. 5 15 0 ( 7. 0) 0 ( 55) 0 ( 6) 82. 1

8 0 ( 7. 0) + 1 ( 60) + 1 ( 8) 75. 1

　　据响应面分析实验结果 ,可由计算机 RSA程序计算得到回归方程各系数和回归方程方

差分析表 (见表 5、 6、 7) .
表 5　回归方程式及回归系数取值

回归方程式 Y= a0+ a1x1+ a2x2+ a3x3+ a11x
2
1+ a22x

2
2+ a33x

2
3+ a11 x1 x2+ a22x1x3+ a33x2x3

回归系数 a0 a1 a2 a3 a11 a22 a33 a12 a13 a23

系数取值 82. 80 -5. 61 2. 73 3. 60 -8. 60 -3. 85 -7. 48 0. 95 -0. 78 -2. 38

表 6　回归方程的方差分析

方差来源 自由度 平方和 均方差 F值

回归 9 916. 98 101. 89 12. 75

残差 5 39. 95 7. 99

总离差 14 956. 93

　　注: f0. 01 ( 9. 5)= 10. 2

表 7　回归方程各项的方差分析表

方差来源 自由度 均方 F值 显著性

一次项 3 138. 54 243. 06 * *

二次项 3 157. 59 276. 47 * *

交互项 3 9. 53 16. 71

失拟项 3 12. 94 22. 70

误差 2 0. 57

注: f 0. 01 ( 3, 2)= 99. 2* * ; f 0. 05( 3, 2)= 19. 2* ; f0. 1 ( 3, 2)= 9. 16

　　由表 5、 6得到回归方程的 F值大于 f0. 01 ( 9, 5) ,说明方程应变量与全体自变量之间线性

关系明显 .由表 6, 7可以看出 ,回归方程的一次项、二次项的均方差和系数都较大 ,而交互项

系数较小 ,说明响应面分析所选 3个因素 ( p H值、温度和时间 )之间的交互作用较小 .

图 3为麦芽四糖的响应面分析图 .从响应面看 x3的作用不如 x1和 x2显著 ,另外从图中

可以看出 x1 ( p H值 )的最佳范围在 6. 8左右 , x2 (温度 )的最佳范围在 58℃左右 ,最佳 x3 (时

间 )的最佳范围在 7 h左右 .
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Y= f ( x1 , x2 )麦芽四糖含量的响应面立体图和响应面平面图

Y= f ( x1 , x3 )麦芽四糖含量的响应面立体图和响应面平面图

Y= f ( x2 , x3 )麦芽四糖含量的响应面立体图和响应面平面图

图 3　麦芽四糖含量的响应面分析图

2. 6　麦芽四糖酶水解工艺的确定

根据试验结果 ,可初步确定麦芽四糖酶水解工艺条件 ,即预处理淀粉 DE值分别控制在

3～ 5(酸法 )和 8～ 12(酶法 ) ,麦芽四糖加酶量为 200 U /g ,反应温度为 58℃ ,反应 pH值为

6. 8～ 7. 0,反应时间 6～ 7 h.如需提高转化率 ,可加入普鲁兰酶协同作用 ,开始时调整 pH为

5. 5左右 ,先加入普鲁兰酶反应 2 h,然后调整 pH为 6. 8,再加入麦芽四糖酶协同反应 6 h.

水解工艺流程见图 4.
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图 4　水解工艺流程图

3　结　　语

　　本文主要讨论了有关麦芽四糖糖化的各种工艺条件 ,采用响应面分析法 ( RSA)重点研

究了温度、 pH和反应时间等重要因素对麦芽四糖淀粉酶水解预处理淀粉的影响 ,并得到了

最佳工艺参数 .
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Research on the Production Technology of Maltotetraose

ZHU Ming
( Center Resear ch Institute, Wuxi Unive rsity of Light Indust ry , Jiangsu Wuxi 214036)

Abstract: M alto tet raose is a kind of new mal too lig osaccharide. The method o f hydro lyzing

pret rea ted starch w ith Mal to tet ralhydro lase and pullulanse was optimized by RSA. The

malto tet raose is ov er 84% of to tal saccha rides in the products.
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