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摘要" 利用普鲁兰酶对完全糊化的支链淀粉酶解脱支
"# $

再经过湿热处理!

"%" &'(

"

"#"!

#

# $

"

分别在
)

$

#*

!常温%$

+%

$

)% !

重结晶
# ,

& 通过将重结晶液离心分离的上清和沉淀两组分进行

多方面表征和综合分析"从而认识温度对支链淀粉脱支后在水溶液自组装过程的影响& 采用扫

描电镜!

-./

%$动态光散射$高效液相色谱法$

01

射线衍射法$傅立叶红外光谱仪$热重分析仪"

分析不同温度对重结晶上清和沉淀的形貌$相对分子质量分布$结晶结构$热性质等方面的影

响& 结果显示'重结晶沉淀得率随着温度升高呈降低趋势(扫描电镜照片显示上清存在淀粉分子

且颗粒比沉淀的大" 低温上清液形态为特殊片状和少量圆棒状(

02

射线衍射表明所有的样品显

示相似的强衍射峰"在经过脱支$凝沉处理之后显示
3

型结晶"

)% !

则转化为
345

型混合结晶

结构& 热重分析可知"沉淀和上清的失重最快温度比原淀粉降低"热稳定性降低(从相对分子质

量分布图谱可以看出" 重结晶完成后上清和沉淀中淀粉分子相对分子相对分子质量均变大"且

随温度升高不同组分含量升高&

关键词"支链淀粉(普鲁兰酶(重结晶(相对分子质量分布
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王志伟!等" 温度对支链淀粉脱支重结晶特性的影响

近年来!可生物降解纳米晶和纳米粒子的制备

和应用引起了人们越来越多的研究兴趣" 淀粉作为

一种典型的绿色可生物降解天然高分子!是制备纳

米晶和纳米粒子的理想选择" 目前制备方法主要有

酸水解和酶解法! 但是酸水解对环境有一定负面影响"

!"#$"%

等人&'(醇沉煮沸的土豆淀粉!得到
)*!'** %+

的纳米淀粉颗粒#

,$+

等人 &-(通过正丁醇和酶水解

的结合的方法!得到的是
'*!-* %+

的粒子#但是现

在越来越多学者为了避免使用化学试剂!采用普鲁

兰酶酶解的方法" 普鲁兰酶又称支链淀粉
./

葡聚糖

水解酶!可以裂解
!/

葡聚糖多糖!是一种广泛存在

的酶"

01$

等人&2(将糯玉米淀粉经酶解后!在室温下干

燥!在
34 "

下干燥
5- 1

!制得抗性淀粉!但粒径约

为
*678-6*"+

"研究发现!分枝短线性葡聚糖在低温

下通过冷冻干燥容易形成纳米淀粉颗粒&2(

" 目前通

过酶解和再结晶制备纳米淀粉颗粒的研究日渐深

入!但重结晶自组装机制的研究还较少"

作者以支链质量分数
99:

的淀粉为原料!经过

糊化断开其结晶区的氢键! 打开分子中双螺旋结

构!分子结构从有序状态变得无序" 普鲁兰酶对支

链淀粉的
!/'

!

.

糖苷键专一水解从而进行脱支!产

生更多较为均一的短直葡聚糖链!从而易于老化重

结晶" 采用分离重结晶淀粉水溶液的上清和沉淀!

以
0;!

$

<=>?

和
@?A

等技术手段研究不同温度不

同部分所获得的淀粉结晶体的形态和物化性质!进

行多方面表征和综合分析!进一步了解支链淀粉脱

支后在水溶液自组装过程"

!"!

原料

支链淀粉%来自蜡质玉米&'美国
BC! D$EF"GH

公司产品#普鲁兰酶%

5*** I0JKL+M

&'丹麦
A"%$HNE

公司产品#其他试剂均为分析纯"

!"#

仪器与设备

水浴恒温振荡器$数显恒温水浴锅'天津市欧

诺仪器仪表有限公司产品#立式蒸汽灭菌器'上海

华线区用核子仪器有限公司产品# 台式离心机'北

京白洋医疗器械有限公司产品#糖量计'上海米青

科实业有限公司产品#冷冻干燥仪'赛默飞事尔科

技有限公司产品#

D=O92**P

激光粒径分布仪'丹东

百特仪器有限公司产品#

@

射线衍射仪%

@?A

&'日本

岛津公司产品#丹东通达仪器有限公司#傅里叶变

换红外光谱仪 %

<=>?

&' 德国布鲁克光谱仪公司产

品#

0KO545*

扫描式电子显微镜' 日本日立公司产

品#

QO4*

热重分析仪'沃特斯中国有限公司产品"

!"$

试验方法

!"$"!

样品制备 样品制备在
0R%

&3(等基础上改进"

称取
S64 T

支链淀粉!加入
S4 T

蒸馏水!先将淀粉沸

水煮沸
2* +$%

再经过高温高压锅处理
2*!3* +$%

使其完全糊化!将糊化液放置水浴锅恒温至
47 "

!
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加入普鲁兰酶
!" !#

!参照文献 $%&

"同样实验条件下

此添加量时脱支效果佳#"在
%! !

恒温水浴摇床完

成
'( )

脱支过程$脱支完成后再将反应液之于高压

蒸汽灭菌锅中灭酶
*+"," -./

"分别置于
,

%

(%

&常温#%

*+

%

,+ !

的恒温培养箱中重结晶
,! )

$结晶完成后"

离心分离"首先小心用吸管取得上清置于冻干平皿

中"避免掺入沉淀'沉淀再用蒸馏水清洗
*",

次"同

样移入冻干平皿中$ 预冻
'("(, )

后经冷冻干燥得

到重结晶后上清和沉淀的冻干粉末样品备用$

!"#"$

高效液相色谱分析重结晶前后清液分子分

布 分别取脱支完成后和重结晶完成后的清液用

于
01#2

测定$3&重结晶前后清液淀粉分子分布$ 色

谱柱为
456789#75:

凝胶柱" 检测器为示差折光

检测器$

!"#"#

重结晶上清液可溶性糖参于重结晶絮凝速

率 在脱支淀粉溶液于
,

%

(%

&常温#%

*+

%

,+ !

的恒

温培养箱中重结晶的过程中"每隔
'( )

取样品液
' -#

"

'+ +++ ;<-./

离心
=+ -./

" 用糖量计测量上清中可

溶性糖的含量" 每个时间点点测
*

次求平均值"共

测量
%

个时间点$

!"#"%

重结晶沉淀的粒径分布 取适量沉淀冻干

物溶于蒸馏水中"超声波震荡
*+ -./

后用于粒度分

布测试$ 添加溶液于激光粒径分布仪中"缓慢滴加

调整质量分数为
=(>

后开始测定"经计算机软件处

理得到粒径分布数据$

!"#"&

重结晶上清和沉淀的形态观察 采用扫描

电子显微镜进行样品形态观察$ 用棉签轻轻蘸取各

个样品均匀且薄薄地涂抹在圆形托盘上的导电胶

表面上"喷进镀膜"置于电子显微镜下观察$ 采取不

同放大倍数进行观察拍照$

!"#"' ?4@A

分析重结晶上清和沉淀物理结构 取

样品
= -B

加入适量溴化钾充分研磨%压片$ 光谱范

围
, +++",++ C-

7=

"分辨率为
, C-

7=

"扫描次数(

=3

$

用
DEF@2

软件对所得图谱进行傅里叶去卷积处理

分析$

!"#"( G

射线射
GAH

分析重结晶上清和沉淀的结

晶结构 取适量样品置于扫描圆盘凹槽中"铺平压

实待测$ 测定条件(衍射角!

( "

)范围"扫描范围为

%I*%#

"扫描速度为
'J($<-./

"检测步宽
+J+($

"管压

*+ 6K

"管流
(+ -L

$ 所得数据用
MNOP3J+

进行分析

处理$ 参照文献中$(&方法计算结晶度$

!"#")

重结晶上清和沉淀的热分析 称取不同样

品均
* -B

左右装入热重天平篮中"通入
Q+ -#<-./

流量的高纯氮气吹扫"从常温开始"以
'+ !<-./

的

升温速度升至
3++ !

"得到微分热重曲线$

$"!

温度对重结晶沉淀得率的影响

结晶体沉淀的得率是衡量淀粉分子重结晶难

易程度的主要指标之一$ 温度是影响淀粉自组装过

程的重要因素"因为淀粉分子重排过程涉及了晶核

生成%晶核增长和完美晶体结构
*

个过程"温度影

响淀粉分子的运动"进而影响到淀粉分子晶核的形

成"以及晶核的增长速度和增长过程中分子的重排

方式$ 图
'

中可明显看到随着结晶温度的升高越难

絮凝" 且得率也越低"

,+ !

下只有不到
'+>

的得

率"这可能由于在较高温度下淀粉分子运动较为剧

烈"分子重排需要更高的能量来完成"最终降低淀

粉的结晶率"甚至当升高到一定温度几乎不会絮凝

产生重结晶体$

图
!

不同温度重结晶沉淀得率

*+," ! -./0123455+643+78 90./+9+343+78 1+.5: 43 :+;;.0.83

3.<9.043=0.

$"$

温度对重结晶上清液可溶性糖质量分数变化

支链淀粉经过酶解脱支后"因可溶性糖溶于水

因此使用糖度计可测出上清液中可溶性糖的质量

分数$ 图
(

中看到"不同温度下重结晶的淀粉溶液

上清中的可溶性糖质量分数会随着重结晶的进行

而发生不同趋势的降低变化"说明支链淀粉脱支后

溶液有可溶性糖且会逐步参与到重结晶沉淀的絮

凝中"变化快慢也与可溶性糖参于重结晶沉淀结晶

的速率一致$

, !

环境下"前
'(

小时降低幅度很大"

随温度升高"降低趋势减缓$ 这里的讨论不包括不

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
::::

:

:Q



研究论文

!"!"

年第
#$

卷第
%

期食品与生物技术学报

王志伟!等" 温度对支链淀粉脱支重结晶特性的影响

可溶性糖参于结晶的情况!以后还需继续全面深刻

地研究"

图
!

不同温度重结晶上清液可溶性糖质量分数变化

"#$% ! &'()$*+ ,- +,./0.* +/$(1 2,)3*)3 #) +/4*1)(3()3 ,-

1*215+3(..#6(3#,) -1,7 8#--*1*)3 3*74*1(3/1*

!%9

温度对重结晶沉淀粒径分布的影响

!!"

为颗粒中位径! 数值越大表示颗粒群颗粒

大#$

!#"$!%"

%

&!!"

用来表征大小颗粒差异程度!即

离散程度离散程度越小!粒度分布范围越窄!粒径

越集中!颗粒均一性越好'()

& 原淀粉粒径
%*+! !,

左

右!离散程度
%+-(

!原淀粉颗粒均一性较好& 脱支

后!粒径均减小!但是均一性变差& 低温
- !

下重结

晶得到的沉淀粒径最小!离散程度最小!颗粒均一

性最好&

!%:

温度对重结晶沉淀和上清液形态的影响

图
*

可见!上清液颗粒较沉淀颗粒大& 低温
- !

下!上清液为表面光滑片状和少量圆棒状!温度升

高仍为片状但是放大倍数下显示为大小均匀的圆

形颗粒联结状!在
*" !

下颗粒较大#不同温度下得

到的沉淀颗粒则均为为微小米粒状! 大小差异不

大!随温度升高到
-" !

!颗粒接近微球状&

上清$

.

%

"%" /

#沉淀$

0

%

"%" /

#

%

'

1

'

*

'

-

依次为
-

'

1!

'

*"

'

-"

图
9

不同温度上清液的电镜对比图

"#$% 9 &,74(1#+,) ,- 8#--*1*)3 3*74*1(3/1* ()8

*.*231,)7#21,+2,4* +/4*1)(3()3 ()841*2#4#3(3#,)

!%; <=>

衍射图谱分析

!%;%?

温度对重结晶沉淀结晶度及晶型的影响 原

支链淀粉(

2.3456 738.9:

!

;<

%衍射峰
%!#

'

%($

'

%=$

'

1*$

!表现出典型的
>

型结构& 如图
-

所示!不同温

度重结晶淀粉沉淀
?$

射线衍射峰减少!

- !

'常温'

*" !

均为
@

型!温度到
-" !

则为
@AB

!相对结晶度

达到
C# D

&那么确认脱支重结晶淀粉沉淀物含有部

分有序的晶体结构!而且较原淀粉结晶度随温度的

升高而增大& 分子间的作用力被更多的氢键强化!

因此需要更多的能量来破坏结构'=)

&

图
:

不同温度重结晶淀粉沉淀衍射图谱

"#$% : >#--1(23#,) 4(33*1) ,- 1*215+3(..#6(3#,) +3(12'

41*2#4#3(3#,) (3 8#--*1*)3 3*74*1(3/1*

!%;%!

温度对重结晶上清液结晶度及晶型的影响 图

!

显示!温度对上清物影响较大!低温下淀粉溶液絮

凝速度快!上清物质图谱为馒头峰!成为非晶物质&

而结晶温度升高!不易絮凝!有着几乎类似的
?$

射

!&
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线衍射图案!在
!"!

和
#$!

有衍射峰!表明上清液淀

粉分子也存在重结晶行为!显示为
%

型结晶"

图
!

不同温度重结晶淀粉上清液衍射图谱

"#$% ! &#''()*+#,- .)++/(- ,' (/*(01+)22#3)+#,- 1+)(*4

15./(-)+)-+ )+ 6#''/(/-+ +/7./()+5(/

重结晶是个复杂的过程! 包括构象的变化!链

排列#晶体堆积#相位传播&'(

" 另一方面!脱支释放短

线性聚合物!有利于晶体重结晶!较长的直链淀粉

链更快形成网络!阻碍晶粒有序生长" 随着淀粉浓

度的增加!短链直链淀粉往往形成更好的双螺旋结

构存在!但随着温度的降低!直链淀粉分子链的运

动剧烈程度增加受到抑制!这可能导致了淀粉沉淀

的相对结晶度降低" 上清液也表现出这样的趋势!

而且相对于原淀粉和重结晶沉淀结晶度明显降低

了! 可能与上清液是较长的直链淀粉形成网络!内

部结构不够有序有关"

8%9

红外分析

将不同温度的上清和沉淀冻干样进行红外测

定! 利用
)*+,-

软件对红处的外图谱进行傅里叶

去卷积处理!可以有效分析淀粉分子链构象和双螺

旋结构的改变" 在红外图谱中
. /0" 12

3!处的吸收

峰是结晶区的特征吸收峰!代表了分子内的有序结

构$ 在
! /$$ 12

3!处的吸收峰是非结晶区的特征吸

收峰$

''4"! /// 12

3! 处的吸收峰是
-3)5

的弯曲

震动"

! /0"12

3!

6! /$$12

7.

!

. /##12

3.

8''912

3.被称

作淀粉结构因子指数 &./(

!这是综合考虑
:

个特征峰

得到的" 图中用
!

表示!是描述淀粉结晶结构的综

合指标"从图中可以看出!重结晶沉淀
"

值和
!

值均

随着温度升高呈现增大趋势! 这说明随着温度变

大!重结晶体沉淀相对结晶程度升高!分子排列的

有序性升高!即温度越低!絮凝越快速!分子重排所

用时间越短!短时间的快速重排就导致了分子链之

间双螺旋结构和相互交联的无序性!反之!温度温

度越高!高分子链之间形成双螺旋的交联所需时间

越长!这样由短链的直链淀粉重新组装成的重结晶

沉淀显得有序和完美$而不同温度分别对应的上清

液
"

#

!

值在
:/ #

以下!呈现相同趋势!

0/ #

发生下

降!同样可以看到上清中也形成了与沉淀空间结构

不同的重结晶!因此悬浮在上清液中!较高温度%

0/

#

&下!可能由于温度高!空间结构松散!分子活动性

高!导致上清的有序性降低"

图
9

上清液和沉淀的相关红外指标

"#$% 9 ":;< #-6#*)+,(1 ,' 15./(-)+)-+ )-6 .(/*#.#+)+#,-

8%=

热稳定性分析

如图
"

#

9

分别为重结晶不同温度沉淀和上清

液的
;<=

#

>;<

曲线" 图
"

中可以看到有
$

个质量

损失" 第
!

个在
?/ #

到
!!/ #

!在样品的起始温度

下降之前! 与水的蒸发有关" 第
$

个在
!"/ #

到
:!/

#

! 这个分解过程主要与颗粒大小和分子间作用力

影响有关&!!(

" 图
9

显示的是不同条件下最大降解速

率的温度!较高的温度通常代表更大的稳定性&!$(

"原

淀粉分解温度在
:00 #

!经过脱支和重结晶!最大

降解速率的温度降低" 上清液降低幅度大于沉淀!

图
=

不同温度重结晶淀粉沉淀和上清的
:>?

曲线

"#$% = :>? *5(@/1 ,' 1+)(*4 .(/*#.#+)+#,- )-6 15./(-)+)-+

)'+/( (/*(01+)22#3)+#,- )+ 6#''/(/-+ +/7./()+5(/

:Q
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图
!

不同温度重结晶前后清液分子分布

"#$% ! &'()*+(,- .#/0-#1+0#'2 '3 /+4)-2,0,20 1)3'-) ,2.

,30)- -)*-5/0,((#6,0#'2

图
7

不同温度重结晶淀粉沉淀和上清液的
89:

曲线

"#$% 7 89: *+-;)/ '3 /0,-*< 4-)*#4#0,0#'2 ,2. /+4)-2,0,20

,30)- -)*-5/0,((#6,0#'2 ,0 .#33)-)20 0)=4)-,0+-)

表明重结晶后热稳定性降低! 所有重结晶样品在一

个更宽范围内进行! 天然样品的降解温度较高"但

温度范围窄! 一个可能的解释是"天然淀粉颗粒表

面致密" 紧凑的内部结构由直链淀粉和淀粉果胶"

因此需要更多的热量来完成相变! 沉淀的最大速率

降解温度随着结晶温度的升高呈下降趋势"而上清

则是随着结晶温度升高而升高! 这与
!"#

中叙述温

度越高重结晶淀粉愈难于絮凝是有很大关系的"温

度愈高"沉淀难以絮凝"所含淀粉物质少"稳定性越

差#上清则所含淀粉多"稳定性就相对越强!

>%7

温度对重结晶前后清液分子分布影响

淀粉经过脱支后"淀粉溶液为澄清状"采用高

效液相色谱法测得脱支后上清液相对分子质量分

布如图
$

所示"

%& '

重结晶完成后离心清液相对分子

质量分布如图
$

$

(

%所示&出峰时间可以代表某一种

相对分子质量的组分"峰面积大小可以反映组分含

量多少&图中所示"从结晶前有出峰时间为
!)"* +,-

$组分
.

%'

!/"0 +,-

(组分
1

% 到结晶后的
)2"$ +,-

(组分
!

%和
)$"% +,-

(组分
"

%"出峰时间提前"重结

晶完成后清液组分发生变化"清液中变成相对分子

质量更大的组分"且重结晶温度对上清中两个主要

组分含量有一定影响&

在较高温度
%* !

下" 组分
!

不存在#其他温度

下"随温度升高而升高"常温与
/* !

差别较小#组

分
"

也是随温度升高而升高& 可知随着温度不同上

清中淀粉小分子随着重结晶时间延长参于到重结

晶沉淀的凝絮"结晶后清液中则是相对分子质量更

大的淀粉分子&

通过对支链淀粉脱支重结晶后上清和沉淀的

多方面表征分析"来认识温度对淀粉分子重结晶特

性的影响& 主要结论如下)支链淀粉酶解脱支重结

晶低温(

% !

%下絮凝速度快且沉淀得率高"上清中

可溶性糖参于沉淀絮凝且随温度升高速度减慢#重

结晶完成后清液组分发生变化"清液中变成相对分

子质量更大的组分"且重结晶温度对上清中两个主

要组分含量有一定影响"随着温度不同上清中淀粉

小分子随着重结晶时间延长参于到重结晶沉淀的

凝絮"结晶后清液中则是相对分子质量更大的淀粉

分子& 不同温度下重结晶得到的淀粉沉淀"颗粒则

均为为微小米粒状" 大小差异不大"

%* !

颗粒接近

微球状&与原淀粉相比粒径均减小"均一性变差&低

温(

% !

%重结晶得到的沉淀粒径最小"离散程度最

小"颗粒均一性最好& 可而上清颗粒要比沉淀颗粒

大"低温上清为表面光滑片状和少量圆棒状"温度

升高仍为片状但是放大倍数下显示为大小均匀的

圆形颗粒联结状&

345

分析脱支重结晶淀粉沉淀物

含有部分有序的晶体结构"而且较原淀粉相对结晶

结结结结结 语语语语语
####

#

!$
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度随重结晶温度升高而增大!低温
! !

上清物质失

去淀粉结晶性! 常温升高到
!" !

结晶度也逐渐变

大' 红外分析显示沉淀和上清结构有序性随温度升

高增强!与
#$%

结果呼应' 热重分析显示沉淀的最

大速率降解温度随着结晶温度的升高呈下降趋势!

而上清液则是随着结晶温度升高而升高'
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