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α-淀粉酶催化甜菊糖的改性研究 
 

李乐，袁莹，马双 

（重庆化工职业学院环境与质量检测学院，重庆 401228） 

摘要：在本文中，通过筛选三种 α-淀粉酶，以甜菊苷的转化率为指标，选用一种耐酸性的中温 α-淀粉酶，其商品名称为高峰淀

粉酶，将供体可溶性淀粉水解为葡萄糖基引入甜菊苷中对甜菊糖进行酶法改性以改善其味质。经试验后，对酶法催化工艺进行优化，

最佳工艺条件为：供体淀粉浓度为 100 g/L，底物比例(甜菊糖:淀粉)为 1:10 (m/m)，反应温度为 60 ℃，加酶量为 1.5 U/mL。改性后的

甜菊糖产品采用高效液相色谱(HPLC)法测定甜菊苷的转化率，结果为 42.5%。最后对酶法改性后甜菊糖产品进行感官味质评定，结

果表明经酶法改性后的甜菊糖，味质得到显著的改善，甜味变得清淡且味道柔和，有微弱的苦味，但低浓度下基本无后苦味。经 α-

淀粉酶催化甜菊糖后能达到预期的味质效果，且大大降低了酶成本，为甜菊糖提供了理论与工业化基础。 
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Optimization of Enzymatic Modification of Steviosides by Alpha-amylases 
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Abstract: In order to improve taste quality, enzymatic modification of stevia by grafting glucose was investigated using soluble starch as 

glucose donor. The hydrolysis was catalyzed by acid-resistant mesophilic α-amylase, whose trade name is Taka-diastase, that was screened from 

three different α-amylases. Using stevioside conversion rate as an indicator, the enzymatic processes were optimized and the optimum conditions 

obtained were donor starch concentration 100 g/L, substrate ratio 1:10 (m/m), reaction temperature 60 ℃, and enzyme concentration 1.50 U/mL. 

The conversion rate of the modified stevioside was determined as 42.5% by high performance liquid chromatography (HPLC). The organoleptic 

evaluation results showed that the enzymatic modification improved the taste quality of stevia significantly. The sweetness became mild and soft, 

and a slight bitter taste still remains at high concentration, but disappears at low concentration. Desirable taste quality with significantly reduced 

production cost could be achieved by enzymatic modification of stevia. 
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甜菊糖（Steviosides）为一种高效的天然甜味剂，

来源于菊科草本植物甜叶菊。甜度远高于蔗糖，热量

仅为蔗糖的 0.003 倍[1]。其具有丰富药理功效，对“三
高”类疾病有较好辅助治疗效果[2]。甜菊糖是目前世界

上公认的最接近蔗糖口味的天然低热值甜味剂，并经

我国卫生部批准使用。是继甘蔗、甜菜糖之外第三种

国内外公认的理想的蔗糖替代健康新糖源，被誉为“世
界第三糖源”[3,4]。目前新型低热量天然甜味剂已受到

广泛研究，甜菊糖一般用于低卡食品和保健医药中。 
甜菊糖主要是八种二萜糖苷的混合物，它们具有

相同的糖苷单元，不同之处在于连接在 C19 和 C13 位 
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上的糖基数目和种类，不同甜菊糖各组分的结构及其

性质如图 1 和表 1 所示[5]。其中，主要成分为甜菊苷

（Stevioside，简称 St），其含量占甜菊糖的 60%以上。

St 入口即有些许苦涩味且具有令人不悦的余味[6]，造

成了甜菊糖的不佳口感且局限了甜菊糖更广泛的应

用。 
目前，甜菊糖不良味质的改善主要通过酶法修饰

改性，以提高甜菊糖的综合价值。归纳起来有以下几

种：将淀粉作为供体用环糊精葡萄糖基转移酶对 St
进行修饰以改善口感；以蔗糖为供体利用 β-呋喃果糖

苷酶在糖甙元引入果糖基进行改性；在其糖基基团上

酶法合成半乳糖使其成为更佳的甜菊糖配糖体[7~9]。以

上的酶虽高效但价格高昂，来源不足，且其中的糖基

供体（如蔗糖、乳糖）也增加了成本，大大地超过了

甜菊糖苷本身的价值，应用到工业生产不切实际，这

极大地限制了甜菊糖的广泛应用。但也有部分学者利
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用大宗商品酶 α-淀粉酶进行酶法改性。有报道[10]采用

高峰淀粉酶将改性 St，得到的产品口感更似蔗糖；另

有报道[11]将 α-淀粉酶分散在柱子中，再使甜菊糖循环

缓缓流过，大大降低了其苦味；叶发银等人[12]利用马

铃薯淀粉为供体采用 α-淀粉酶BAN 480L 对其进行改

性也得到更佳的甜菊糖产品。综上所述，α-淀粉酶也

可能应用于酶法改性甜菊糖中。 
高峰淀粉酶是从微生物米曲酶培养液中提取的

消化酶的混合物，是一种耐酸性中温淀粉酶。该酶溶

液热至 85 ℃以上失去糖化力；在酸或碱存在下，糖

化力减弱。能催化淀粉水解的同时表现出转糖基活性，

水解淀粉的能力是一般淀粉酶的 1.5~2.0 倍，最适 pH 

4~6。本文通过筛选三种 α-淀粉酶，选用工业化的大

宗商品酶高峰淀粉酶，同时立足于价格低廉且来源广

泛的淀粉为配比底物，为改善甜菊糖的总体味质，

并寻求一套经济的工艺参数。 

 
图1 甜菊糖苷的基本结构 

Fig.1 The basic structure of stevia glycosides 

表1 甜菊糖中各糖苷的含量和味质特性 

Table 1 Sweet components of stevia glycosides 

组分名称 -R1 -R2 含量/% 相对甜度 味质特性 

甜菊苷（St） -β-G -β-G2-β-G1 55-65 250-300 后苦味 

莱鲍迪苷 A -β-G 
-β-G2-β-G1

┃3 
β-G1 

22-28 350-450 最接近蔗糖 

莱鲍迪苷 B -H 
-β-G2-β-G1

┃3 
β-G1 

0.08-0.5 300-350 后苦味 

莱鲍迪苷 C -β-G 
-β-G2-β-R1

┃3 
β-G1 

4-7 50-120 强苦味 

莱鲍迪苷 D -β-G2-β-G1 
-β-G2-β-G1

┃3 
β-G1 

0.3-0.8 200-300 后苦味 

莱鲍迪苷 E -β-G2-β-G1 -β-G2-β-G1 <0.05 250-300 强苦味 

杜尔可甙 A -β-G -β-G2-β-R1 0.8-1.6 50-120 后苦味 

斯替维伯甙 -H -β-G2-β-G1 <0.05 100-125 后苦味 

注：G-葡萄糖基，R-鼠李糖基。 

1  试验材料与方法 

1.1  试验材料与设备 

1.1.1  材料 
甜菊糖，河南省兴源化工产品公司；高峰淀粉酶、

Fungamyl® 2500 BG、BAN 480L(均为 α淀粉酶的商

品名称)均购自诺维信（中国）生物制剂有限公司；食

品级可溶性淀粉，广东省升讯化工有限公司。 
1.1.2  主要仪器设备 

真空冻干机；分光光度计；酶标仪、高效液相色

谱仪等。 

1.2  试验方法 

1.2.1  淀粉酶的选择及工艺 
参照文献[13]报道的方法，先用供体（如可溶性淀

粉）悬浮液煮沸 5 min，再与底物甜菊糖混合，后加

入适量高峰、中温、BAN 480L 淀粉酶，控制反应体

系体积为 100 mL，反应时间 8 h。最后高温下灭活 15 
min 终止酶法改性。使用水相滤膜过滤反应体系得到

澄清滤液，HPLC 测定滤液中 St 含量。其转化率换算

如下式： 
St - StSt %=

St
反应前 的含量 反应后 的含量

的转化率/
反应前 的含量

 

具体工艺条件如下：酶添加量 0.50%（相对于甜

菊糖的质量百分比）；甜菊糖与供体（可溶性淀粉）比

例为 1:10；调节体系 pH 为 6.0，45 ℃下反应 4 h。 
1.2.2  酶活的测定 

根据 3,5-二硝基水杨酸法测定所选取酶活性[14]。

在 pH 为 6.0，温度 60 ℃的条件下，1 min 内释放相

当于 1 µmol 麦芽糖的还原糖所需的酶量，定义为 1 个

酶活单位。 
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1.2.3  甜菊糖酶法改性工艺的优化 
首先，从供体淀粉浓度、底物比例、反应温度和

加酶量四个方面进行单因素试验设计。其中，供体淀

粉浓度设置为 25、50、100、150、200 g/L；底物比例

（甜菊糖:淀粉质量比）为 1:1、1:5、1:10、1:15、1:20；
反应温度为 30、40、50、60、70 ℃；加酶量为 0.5、
1.0、2.0、3.0、5.0 U/mL。按 1.2.1 的方法进行操作，

考察各因素对甜菊糖中 St 的转化率。再根据单因素试

验结果，分别选择四个因素的三个较优的水平，进行

行 L9（34）的正交试验。 
1.2.4  甜菊糖酶法改性产物的制备 

按最终优化的工艺条件，扩大反应体系为 1 L，
灭酶活后冷却至室温，纱布过滤除去絮凝物和沉淀，

真空抽滤，得到澄清糖液。参照文献[13,14]方法，选择

DM301 作为柱层析用填料。将澄清糖液过柱后除去残

留淀粉，再用 80%乙醇洗脱，65 ℃下使用旋转蒸发

仪除去洗脱液中的乙醇。最后通过真空冻干机获得酶

改性甜菊糖的粉末。 
1.2.5  甜菊糖的感官评定 

甜味强度的测定目前没有适合的甜度仪器测定方

法，通常选择感官尝味评价的方法来进行。参照文献

报道[15,16]的方法稍加改动，将蔗糖和改性后的甜菊糖

溶液制成不同浓度溶液。室温条件下，评定小组（男

女各 5 名）分别对两种溶液进行品尝，找出甜菊糖溶

液甜度相匹配的蔗糖溶液，并对改性后的产品作出味

质评价。 

1.3  数据处理分析 

利用 SPSS 软件进行数据分析，及 origin 软件进

行图形绘制。单因素方差分析比较组间数据，显著性

差异以 p<0.05 表示，结果以平均值±标准偏差表示。 

2  结果与讨论 

2.1  不同的 α-淀粉酶筛选的结果 

从表 2 得知，不同的 α-淀粉酶虽作用相同的底物

和供体，但其对甜菊糖中 St 的转化率大有不同。其中

高峰淀粉酶的转化率最高，达到 30.7%的转化率；

Fungamyl® 2500 BG 酶的转化率最低，仅为 8.6%。因

此我们选择高峰淀粉酶为酶法改性甜菊糖的催化酶。 
源自米曲霉高峰淀粉酶其分子质量约为 51 ku，是

一种多功能液化型 α-淀粉酶。它可以水解淀粉中的

α-1,4 糖苷键，并且将淀粉转化为糊精和具有转移葡萄

糖基的能力[17]。据相关文献[6]报道，味质可能会产生

较大变化，来源于将糖基（不同种类或数量）连接在

甜菊糖分子不同 C 位上（C13 位或 C19 位）。 
表2 不同的α-淀粉酶转化St的结果 

Table 2 Results of different St-amylases converting St 

淀粉酶种类 来源 供体 St 的转化率/% 

高峰淀粉酶 Aspergillus oryzae 可溶性淀粉 30.72±1.05 

BAN 480L Bacillus amyloliquefaciens 可溶性淀粉 19.48±0.87 

Fungamyl® 2500 BG Aspergillus sp. 可溶性淀粉 8.61±0.66 

注：表中结果以平均值±标准偏差表示。 

2.2  高峰淀粉酶改性甜菊糖的产物分析 

 
图2 高峰淀粉酶改性前甜菊糖的HPLC图 

Fig.2 HPLC chromatogram of steviosides before modification 

根据标样的液相色谱图结合图 2 可知，当

tR=9.563 为 St，tR=11.935 为莱鲍迪苷 C，tR=16.083

为莱鲍迪苷 A，三者面积百分比例约为 10:1:3.3，大

致符合已知文献呈现的比例。 

 
图3 高峰淀粉酶改性后甜菊糖的HPLC图 

Fig.3 HPLC chromatogram of steviosides before modification 

如图 3 所示，莱鲍迪苷 C（5.02%）和 A（17.19%）

与图 2 情况相一致，St 的占比出现下降（至 38.50%）。
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这说明甜菊糖经酶法改性后，淀粉提供了葡萄糖基经

高峰淀粉酶处理后使部分 St 转化形成新的衍生物（即

tR=18.492 出现的峰），改性后的产品味质得到改良。 

2.3  单因素试验结果 

2.3.1  供体淀粉浓度对酶法改性甜菊糖的影响 

 
图4 供体淀粉浓度对酶法改性甜菊糖的影响 

Fig.4 Effect of donor starch concentration on stevioside 

modified by enzymatic method 
从图 4 中可以看出，低浓度供体溶液对甜菊糖改

性工艺更有促进作用；供体浓度增加，St 转化率呈现

明显的降低趋势。在 25 g/L 至 200 g/L 浓度范围内，

甜菊糖苷的总体转化率指标在供体淀粉浓度为 100 
g/L 达到最高值。St 转化率在淀粉浓度高于 100 g/L 后

发生大幅度的下降，这是由于淀粉的水溶性差，造成

整个酶促体系的总体粘度大，使酶与底物分子难以接

触，反应从而得到限制，同时增加了淀粉溶液浓度也

造成淀粉和甜菊糖扩散受到限制。因此确定供体淀粉

浓度最优水平为 100 g/L。 
2.3.2  底物比例对酶法改性甜菊糖的影响 

 
图5 底物比例对酶法改性甜菊糖的影响 

Fig.5 Effect of Substrate Ratio on Enzymatic Modification of 

Stevia 
在固定的酶法改性工艺体系中，底物比例（即为

甜菊糖/淀粉的质量比）对酶法改性甜菊糖的影响见图

5，可能由于淀粉提供了整个酶法改性体系的溶液中游

离的葡萄糖基，当淀粉比例的增加时 St 的转化率呈上

升的趋势。从图中还可以看出，转化率最高为 36.9%，

此时底物比例已为 1:20。结合实际考虑进一步提高比

例，体系的粘度将会很大，反而酶催化效果不好，随

后的分离纯化的工作量增加，因此底物的比例确定为

甜菊糖:淀粉=1:20(m/m)，不再继续扩大底物比例造成

工艺成本的增加。 
2.3.3  反应温度对酶法改性甜菊糖的影响 

 
图6 反应温度对酶法改性甜菊糖的影响 

Fig.6 Effect of reaction temperature on enzymatic modification 

of stevia 
在一般的酶促反应中，反应体系的温度往往对酶

的活性产生直接的影响且对整个反应至关重要。在固

定的酶法改性工艺体系中，分别考察了 30、40、50
及 60 ℃下的高峰淀粉酶对 St 转化率，见图 6。如一

般的酶促反应一样，反应体系温度过高或过低均不利

于酶促反应，因此该酶在整个酶法改性工艺中设置温

度为 60 ℃，此时 St 转化率相对来说最快。 
2.3.4  加酶量对酶法改性甜菊糖的影响 

 
图7 加酶量对酶法改性甜菊糖的影响 

Fig.7 Effect of enzyme addition on stevia sugar modified by 

enzyme 

在酶促反应中，酶的使用量对酶促反应速率产生

较明显的影响，在实际的工业生产中，也与经济成本

息息相关。本文所用的高峰淀粉酶（酶活力经测量为

1.83 U/mg），在此基础上探究了加酶量对酶法改性甜

菊糖的影响。从图 7 可知，随着酶用量的增加，新形

成的产物得率也升高，当酶用量由 1 U/mL 增加到 1.5 
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U/mL 时，整个体系最终的 St 转化率无明显变化，趋

于不变的值，这说明整个酶促反应已为平衡点，加酶

量的增加已无效果。结合实际的生产成本以及绿色节

约的角度来说，加酶量控制 1.0 U/mL 即可达到理想的

效果。 

2.4  正交试验结果 

在进行单因素试验的基础上，总结各个因素产生

的作用效果并进行综合考虑，进行 L9（34）的正交试

验。正交试验因素水平表如表 3 所示。 
从表 4 正交试验结果的极差分析可以看出，四个

单因素影响高峰淀粉修饰甜菊糖的主次顺序为供体淀

粉浓度>加酶量>反应温度>加酶量。最后通过极差分

析获得最佳配方，结果为 A2B1C2D3，即供体淀粉浓

度为 100 g/L，底物比例(甜菊糖:淀粉)为 1:10 (m/m)，
反应温度为 60 ℃，加酶量为 1.5 U/mL。St 的转化率

达 42.5%。 
表3 正交试验因素水平表 

Table 3 Table of factors and levels of orthogonal design 

水平

因素 

A 供体淀粉

浓度/（g/L）
B 底物比例 

C 反应 

温度/℃ 

D 加酶量 

/（U/mL）

1 50 1:10 50 0.5 

2 100 1:15 60 1.0 
3 150 1:20 70 2.0 

 
表4 正交试验结果与分析 

Table 4 Results of orthogonal experiment for steviosides crystallization 

编号 
因素 

St 的转化率/% 
A 供体淀粉浓度/（g/L） B 底物比例 C 反应温度/℃ D 加酶量/（U/mL） 

1 1 1 1 1 32.91 

2 1 2 2 2 35.27 

3 1 3 3 3 33.45 

4 2 1 2 3 42.52 

5 2 2 3 1 36.28 

6 2 3 1 2 36.70 

7 3 1 3 2 31.91 

8 3 2 1 3 28.58 

9 3 3 2 1 29.03 

K1 101.63 107.34 98.19 98.22 - 

K2 115.50 100.13 106.82 103.88 - 

K3 89.52 99.18 101.64 104.55 - 

R 25.98 8.16 8.63 6.33 - 

表5 改性前后甜菊糖与蔗糖相等甜度及相对甜度的关系 

Table 5 The relationship between steviosides’ sweetness and sucrose 

名称 数值 
改性前甜菊糖浓度/% 0.02 0.04 0.05 0.06 0.08 0.10 0.15 0.20 

相当的蔗糖浓度/% 6.00 9.00 11.00 14.00 18.00 19.00 26.00 34.00 

改性前甜菊糖相对甜度 300a 225a 220A 233A 225A 190A 183A 170A 

名称 数值 
改性后甜菊糖浓度/% 0.02 0.04 0.05 0.06 0.08 0.10 0.15 0.20 

相当的蔗糖浓度/% 6.00 9.00 10.00 12.00 14.00 17.00 25.00 33.00 

改性后甜菊糖相对甜度 300a 225a 200a 200a 175a 170a 166a 165a 

注：上标字母不同显示为改性前后甜菊糖相对甜度差异具有显著性（p<0.05）。 

2.5  酶法改性甜菊糖的味质评价 

每种甜味剂都有其特征的甜味出现时间和和持续

时间，甜菊糖类似的高倍甜味剂有很明显的特征。在

甜味出现时间上，甜菊糖比蔗糖引起舌头感应甜味的

出现时间慢；在持续时间上，甜菊糖比蔗糖在口腔内

持续甜度的时间长，因此最容易引起不愉快的甜味，

这对于甜菊糖来说都是需要改变的方面[18]。 
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按照供体淀粉浓度为 100 g/L，底物比例(甜菊糖:
淀粉)为 1:10 (m/m)，反应温度为 60 ℃，加酶量 1.5 
U/mL 的工艺对甜菊糖进行酶法改性。经大孔树脂洗

脱纯化后，对最终甜菊糖溶液进行真空冷冻干燥，得

到精制的改性甜菊糖产品。由实验确定的改性前后甜

菊糖与蔗糖相等甜度及相对甜度的关系如表 5 所示，

表中对应的数值均为 10 个品尝成员评价结果的所得

到的平均值。 
改性前后的甜菊糖均在低浓度时相对甜度较大，

而随着浓度增高相对甜度降低。经酶法改性后的甜菊

糖，不论是高浓度还是低浓度下其相对甜度与原甜菊

糖相比均有一定的下降。这与李培等人[5]酶法改性甜

菊糖产品的研究结果一致。改性后的甜菊糖产品相对

甜度降低可以有效减缓不愉快的后味，使改性后甜菊

糖更接近蔗糖。 
类似于甜菊糖类的甜味剂物质溶于水时，低浓度

条件下，其味质更好且相对甜度同样较高（相对于高

浓度来说）。特别是在高浓度的甜菊糖溶液最容易出现

后苦味及令人不愉快的金属异味，因此甜菊糖这种的

高度甜味剂应用受到极大的限制[19]。改性后的甜菊糖

经品尝后，后苦味基本消除，后余味尚可接受，且在

低浓度时完全可以被接受。 

3  结果与讨论 

3.1  采用高峰淀粉酶为中心突破点，研究高峰淀粉酶

催化甜菊糖改性的酶促工艺。结果可知，St 经转糖基

化反应生成新的衍生化产物，使改性后的甜菊糖口感

更接近蔗糖，无明显的苦味及金属异味，给人尚可接

受的味质。通过优化工艺试验，得到优化条件：供体

淀粉浓度为 100 g/L，底物比例(甜菊糖:淀粉)为 1:10 
(m/m)，反应温度为 60 ℃，加酶量为 1.5 U/mL。甜菊

苷转化率为 42.52%。 
3.2  高峰淀粉酶的具体作用机制还需要进一步讨论。

未来的研究工作中可利用制备液相收集酶法改性后的

新物质出峰，再通过使用 EI-MS、红外光谱分析以及

核磁共振光谱等精确的技术，来鉴定识别新物质的结

构，从而推断高峰淀粉酶的作用机理。甜菊糖有望成

为一种高热低卡的高度甜味剂并广泛应用在生产中，

本文通过高峰淀粉酶对甜菊糖进行酶法改性，大大地

去除了不愉快的后味和苦味，大大地降低成本，并为

甜菊糖提供了理论与工业化基础。 
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