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淀粉颗粒内取代基分布对蜡质玉米淀粉
物化特性的影响

张皓然,摇 于婷婷,摇 刘摇 颖,摇 赵摇 凯*

(哈尔滨商业大学 食品工程学院, 黑龙江 哈尔滨摇 150028)

摘摇 要: 为探究取代基在淀粉颗粒内分布对蜡质玉米淀粉物化特性的影响,以蜡质玉米淀粉为原

料,采用普鲁兰酶与葡萄糖淀粉酶对其进行酶解处理,通过控制酶解与乙酰化改性条件制备不同改

性程度的酶解乙酰化淀粉。 对酶解乙酰化淀粉进行表面糊化处理,通过糊化度、凝胶渗透色谱确定

颗粒内不同区域取代度变化,并通过扫描电子显微镜、差示扫描量热仪、红外光谱仪和 X 射线衍射

仪对不同取代基分布的淀粉进行分析,测定不同取代基分布淀粉的冻融稳定性。 结果表明,根据对

淀粉颗粒糊化度及糊化前后取代度的分析,随着酶解与改性程度的增加,糊化后剩余淀粉取代度增

加;乙酰基能够被引入淀粉颗粒内部,使淀粉颗粒取代基分布相对均匀。 扫描电镜结果显示,淀粉

颗粒随改性程度加深,表面结构被破坏,出现凹陷及孔洞,淀粉颗粒内部取代增加。 红外光谱、差示

扫描量热分析和 X 射线衍射及冻融稳定性结果表明,随着淀粉颗粒内部乙酰基取代度的增加,淀
粉分子的玻璃化转变温度降低、结晶特征峰减弱、相对结晶度下降、冻融稳定性增强。 研究旨在为

复合改性淀粉在食品工业中的应用及后续的取代基分布研究提供参考。
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摇 摇 蜡质玉米淀粉(waxy corn starch, WCS)也叫糯

玉米淀粉,几乎全部由支链淀粉组成,具有高产量、
低价格和高再生性等优点[1 - 2]。 与普通玉米淀粉相

比,WCS 中支链淀粉接近 100% ,高支链结构使其空

间位阻大,膨胀力、黏滞性以及透明度都远远高于普

通玉米淀粉[3 - 4]。 同时,WCS 因颗粒间结构排列松

散[5],较普通淀粉更容易引入外来基团,对 WCS 进

行脱支化处理能够使其成为更优秀的包合物材

料[6]。
乙酰化改性通过引入乙酰基团,利用空间位阻

效应和更广阔的电子云分布,可显著提升淀粉溶胀

力、溶解度和吸水能力,同时颗粒尺寸会略微增大。
乙酰化淀粉通过增强保水性和稳定性能够改善食品

质地、口感及加工流变特性,从而可在多种食品体系

中改善淀粉的物化特性[7 - 8]。 Cao 等[9] 通过电场和

超声波处理乙酰化马铃薯淀粉,对其表面糊化后发

现,乙酰化反应主要从马铃薯淀粉颗粒表面开始,大
部分的基团取代发生在淀粉颗粒外围。 Huang
等[10]对乙酰化马铃薯蜡质淀粉和乙酰化马铃薯淀

粉进行表面糊化,发现乙酰基在淀粉颗粒内部分布
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是不均匀的,且大部分的乙酰基团分布在颗粒外围。
这可能与淀粉颗粒的致密结晶结构密切相关,未经

酶解处理的淀粉颗粒表面结晶区阻碍了化学试剂的

渗透[11]。 为了使乙酰基进入淀粉颗粒内部,在乙酰

化改性前通过普鲁兰酶和葡萄糖淀粉酶的协同作用

可特异性切割支链淀粉的 琢鄄1,6鄄糖苷键,形成多孔

结构[7]。 研究表明,酶解预处理不仅能提高取代

度,还能通过调控水解程度实现取代基的定向分

布[8,12]。 Zhang 等[13]发现,酶解后的 WCS 经乙酰化

改性后,乙酰基可深入颗粒内部,显著提升冻融稳定

性。 此外,表面糊化技术通过破坏、剥离颗粒表层,
可分析内外取代基分布[14]。 赵凯等[15] 利用表面糊

化结合红外光谱,发现乙酰化单一改性及乙酰化羟

丙基复合改性的取代反应主要发生在淀粉颗粒表

层,内部取代概率较小。 目前,大多数乙酰化改性因

淀粉颗粒特性,基本仅发生于淀粉颗粒表层;而采用

限制性酶解将乙酰基团引入淀粉颗粒内部、确定酶

解程度与乙酰基分布的定量关系,以及其对玻璃化

转变温度(Tg)、结晶度等关键物化性质的影响机制

仍不明确。
本研究以 WCS 为原料,拟对其采用普鲁兰酶与

葡萄糖淀粉酶进行限制性酶解和乙酰化改性。 将取

代基团引入淀粉颗粒内部,使取代基团与内部的淀

粉分子发生乙酰化反应。 通过控制酶解条件和乙酰

化改性程度来控制取代基团在淀粉颗粒内的分布,
从而分析取代基位置分布对淀粉颗粒物化特性的影

响,希望为改性淀粉在食品领域的进一步应用奠定

理论基础。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与试剂

蜡质玉米淀粉,保龄宝生物股份有限公司;普鲁

兰酶(2 000 U / mL),沧州夏盛酶生物技术有限公司;
琢鄄淀粉酶(3 700 U / g)、葡萄糖淀粉酶(100 000 U / g),
北京奥博星生物技术有限责任公司;苯酚、亚硫酸

钠、冰醋酸、氢氧化钠、无水氯化钙,天津市天力化学

试剂有限公司;乙醇,天津市富宇精细化工有限公

司;3,5鄄二硝基水杨酸、酚酞,天津市福晨化学试剂

厂;乙酸酐、盐酸,西陇化工股份有限公司;酒石酸钾

钠,汕头市西陇化工股份有限公司;葡萄糖、无水醋

酸钠,天津市致远化学试剂有限公司;琼脂糖凝胶

CL鄄2B,瑞典 Pharmacia LKB 公司;氯化钠,天津市东

丽区天大化学试剂厂;叠氮钠,成都贝斯特试剂有限

公司。 实验所用试剂均为分析纯。
1郾 2摇 仪器与设备

DF-101S 型集热式恒温加热磁力搅拌器、HH-
ZK4 型双列四孔水浴锅,巩义予华仪器有限公司;
ALC-2100 型分析天平,上海精密仪器有限公司;
TG16-WS 型台式高速离心机,上海卢湘仪离心机仪

器有限公司;DHG-9203A 型电热恒温干燥箱,上海

一恒科学仪器有限公司;722E 型分光光度计,上海

光谱仪器有限公司;SHA-C 型水浴恒温振荡器,杭
州旌斐仪器科技有限公司;PHS -25 型 pH 计,上海

雷磁电科学仪器有限公司;DJ1C 型增力搅拌器,金
坛市三和仪器有限公司;Versamax 型酶标仪,美国

Molecular Devices 公司;DBS -160F 型液相色谱层析

分离仪,上海精科实业有限公司;Spectrum 100 型红

外光谱仪 ( fourier transform infrared spectrometer,
FT鄄IR)、DSC4000 型差示扫描量热仪 ( differential
scanning calorimetry, DSC),美国 Perkin Elmer 公司;
Smart Lab (9) 型 X 射线衍射仪 (X鄄ray diffraction,
XRD),日本理学株式会社;SU8020 型扫描电子显微

镜( scanning electron microscope, SEM),日本日立

公司。
1郾 3摇 实验方法

1郾 3郾 1摇 酶解淀粉的制备及淀粉酶解程度的测定

取 15郾 0 g 淀粉(干基)加入乙酸-乙酸钠缓冲

液,分别选取 pH 值、温度、酶种类(普鲁兰酶、琢鄄淀
粉酶、葡萄糖淀粉酶)及比例、酶添加量、酶解时间

为单因素进行实验。 酶解完成后加入氢氧化钠终止

反应。 根据单因素实验结果设计正交试验。
取 1郾 0 mL 稀释 10 倍的上清液于 25 mL 反应管

中,加入 1郾 0 mL 蒸馏水,再加入 1郾 5 mL DNS 试剂,
沸水浴中加热 5 min,定容放置 20 min 后在波长

550 nm 处测量吸光度[16]。
1郾 3郾 2 摇 酶解乙酰化淀粉的制备及乙酰化淀粉取代

度的测定

将酶解后淀粉制备成质量分数为 30% 的淀粉

乳,分别选取乙酸酐用量、温度、时间、pH 值为单因

素,制备不同取代度的乙酰化改性淀粉[17]。
分别称取 2郾 0 g 原淀粉(干基)、乙酰化淀粉于

250 mL 锥形瓶中,加入 50 mL 蒸馏水,并滴加 3 滴

酚酞指示剂,混匀后用 0郾 1 mol / L 的氢氧化钠将反

应溶液滴定至微红色,再加入 25 mL 0郾 5 mol / L 的氢

氧化钠溶液,恒温振荡 0郾 5 h 后,用 0郾 5 mol / L 的盐
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酸溶液滴定至红色消失即为终点[9,15],取代度计算

见式(1)、式(2)。

WAC =
(V2 - V1) 伊 c 伊 0郾 043

m 伊 100% 摇 。 (1)

DS =
162WAC

4 300 - 42WAC
摇 。 (2)

式(1)、式(2)中, WAC,乙酰基含量,% ;V1,样
品消耗 HCl 体积,mL;V2,原淀粉消耗 HCl 体积,
mL;c,盐酸溶液浓度,mol / L;m,称样质量,g;DS,乙
酰化淀粉取代度。
1郾 3郾 3摇 淀粉的表面糊化及糊化程度的测定

取 17郾 5 mL 4 mol / L 的无水氯化钙,将 7郾 5 g 酶

解乙酰化改性淀粉悬浮其中,在磁力搅拌器中

(160 ~ 200 r / min,21 益)搅拌一定时间。 以 0 益冰

水混合物终止反应,离心(8 000 r / min、20 min),弃
上清液。 为去除残留氯化钙,以蒸馏水润洗沉淀

15 ~ 25 min,离心,即得表面糊化淀粉[10,18]。
将表面糊化淀粉置于 500 mL 烧杯中,加入

200 mL 蒸馏水,磁力搅拌器快速搅拌 10 min(重复 3
次),静置 25 min,倒出上清液,旋转蒸发去除水分,
醇洗后离心(8 000 r / min、30 min),置于 40 益真空干

燥箱中烘干,即得糊化淀粉[10,14]。 在沉淀中继续加

入一定量蒸馏水,重复搅拌和旋转蒸发步骤,最后将

沉淀醇洗 2 次后离心,40 益烘干至恒重,即得未糊

化淀粉。 淀粉糊化率计算见式(3)。
淀粉糊化率 =

m(糊化淀粉)
m(糊化淀粉) +m(未糊化淀粉) 伊 100% 摇 。

(3)
1郾 3郾 4摇 淀粉理化特性测定

1郾 3郾 4郾 1摇 分子质量分布测定

将 5 mL 样品(1 mg / mL)注入凝胶柱,用质量分数

为0郾 025%的脱气NaCl 和0郾 01%NaOH 溶液洗脱样品,
流速为 30 mL / h,使用自动分析仪收集级分[19 -20]。
1郾 3郾 4郾 2摇 总糖含量的测定

通过苯酚 -硫酸法测定总糖含量。 取 40 滋L
1郾 3郾 4郾 1 节中收集的级分于酶标板内,加入 40 滋L
质量分数为 5% 的苯酚溶液和 140 滋L 浓硫酸,室
温下保持30 min,使用酶标仪在 490 nm 测定吸光

度[19] 。
1郾 3郾 4郾 3摇 淀粉蓝值测定

取 100 滋L 1郾 3郾 4郾 1 节中收集的级分于酶标板

内,加入 100 滋L 0郾 02 mol / L 碘标准溶液,利用酶标

仪测定样品在 650 nm 的吸光度[14]。
1郾 3郾 5摇 淀粉颗粒微观结构的观察

取一定量的样品均匀分散至导电双面胶上,将
双面胶粘贴于载物台上,进行镀金处理,然后将其放

入 SEM 放大 2 000 倍观察。
1郾 3郾 6摇 淀粉颗粒玻璃化转变温度的测定

将样品与蒸馏水按质量比 1 颐 2置于 DSC 铝盘

中,密封,于室温下平衡 2 h,以空皿为参比,进行

二次扫描,淀粉的 Tg在第 2 次扫描后的曲线中点

取值[21] 。 温控程序设置为 20 益 恒温 1 min,随后

以10 益 / min的速率从 20 益 降至 - 30 益,再以

10 益 / min的速率从 - 30 益升至 30 益。 得到热流

曲线后对其取一阶导数得最大冷冻浓缩状态下玻

璃化转变温度 ( Tg of maximally freeze鄄concentrated
state, T忆g)。
1郾 3郾 7摇 淀粉颗粒有序程度的测定

将样品与干燥的溴化钾混合压片后进行红外扫

描,观察淀粉样品的分子基团变化。 扫描范围为

450 ~ 4 000 cm - 1。
1郾 3郾 8摇 淀粉颗粒结晶特性分析

参考 Chen 等[22]的方法,使用 XRD 对样品的结

晶特性进行分析。 衍射角(2兹)扫描范围为 1 ~ 60毅,
步长 0郾 02毅,扫描速度 10毅 / min。
1郾 3郾 9摇 淀粉颗粒冻融稳定性的测定

参考李新华等[12] 的方法,并加以改进。 配制质

量分数为 6% 的淀粉乳,于沸水浴中加热 30 min 糊

化。 待淀粉乳自然冷却至室温后,称取一定质量淀粉

乳(m1)于 15 mL 离心管中,放置于 - 18 益冰箱中贮

藏 24 h 取出,自然解冻后重复离心 5 次(4 000 r / min、
20 min),弃去上清液,称得沉淀质量(m2)。 析水率

计算见式(4)。

析水率 =
m1 -m2

m1
伊 100% 摇 。 (4)

1郾 4摇 数据处理

所有实验均重复 3 次,数据以平均值 依 标准偏

差表示。 利用 SPSS 与 Excel 软件对数据进行分析;
Duncan 多重比较进行差异显著性分析,P < 0郾 05 表

示差异显著。 使用 Origin 软件绘图。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 酶解乙酰化淀粉制备条件优化结果

通过单因素实验确定酶解乙酰化淀粉的处理条
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件,结合正交试验得到优化组合。 实验结果表明,当
普鲁兰酶颐 葡萄糖淀粉酶的质量比为1颐 1时,还原力

最强。 由于还原力的高低能够影响后续取代基进入

淀粉颗粒的位置,所以需要选取有梯度的还原力条

件。 各因素对淀粉酶解效率的影响程度从大到小依

次为反应时间、酶浓度、反应温度,pH 值对酶水解过

程无显著影响。 优化的淀粉酶解条件为反应时间

20 h、酶浓度 100 U / g、反应温度 45 益、pH 值为 4郾 5,
此时还原力(DE 值)最高,为 0郾 78。 结合单因素实

验和正交试验结果,选择低、中、高 3 类不同还原力

程度的限制性酶解淀粉: ( 1 ) 低还原力组 ( low
reducing power, LRP),反应时间 5 h、酶浓度40 U / g、
反应温度35 益、pH 值为 4郾 5,DE 值 0郾 23;(2)中还

原力组 (middle reducing power, MRP),反应时间

15 h、酶浓度 60 U / g、反应温度 40 益、pH 值为 4郾 5,
DE 值 0郾 48;(3)高还原力组( high reducing power,
HRP),反应时间 20 h、酶浓度 100 U / g、反应温度

45 益、pH 值为 4郾 5,DE 值 0郾 78。
通过单因素实验结果,对乙酰化取代反应的工

艺条件进行了研究,探究乙酸酐添加量、反应温度、
反应时间以及 pH 值对取代度的影响,进而选出低、
中、高 3 类不同取代度乙酰化淀粉:(1)低取代度组

(low substitution degree, LSD),乙酸酐添加量 4% 、
反应温度 50 益、反应时间 1 h、pH 值为 7郾 5;(2)中
取代度组(middle substitution degree, MSD),乙酸酐

添加量 6% 、反应温度 40 益、反应时间 1郾 5 h、pH 值

为 9; ( 3 ) 高取代度组 ( high substitution degree,
HSD),乙酸酐添加量 10% 、反应温度 45 益、反应时

间 2 h、pH 值为 8郾 5。
2郾 2摇 酶解乙酰化淀粉糊化度分析

不同酶解、改性程度淀粉的糊化度见图 1。 由

图 1 可知,相同反应条件下,表面糊化后不同改性程

度淀粉的糊化度不同,还原力与取代度越高,改性淀

粉的糊化度越高。 根据糊化度的高低,淀粉颗粒表

面被不同程度剥离,糊化度越高淀粉颗粒表面被剥

离的越多,其剩余淀粉取代发生的位置就越深,说明

取代基已经进入淀粉颗粒内部。 这可能是由于淀粉

酶解后形成了蜂窝状孔洞,酶解程度越高,孔洞越

多,而乙酰化改性后淀粉表面结构被破坏,外部面积

增大,因此酶解改性程度越高,淀粉的表面糊化程度

越大,其糊化度越高。 中还原力淀粉糊化度相较低

还原力淀粉提升幅度较大,高还原力淀粉却提升幅

度较小,可能是由于外部淀粉在中还原力时已经能

被基本糊化,再提高还原力对糊化度提升较小。

图 1摇 不同酶解乙酰化淀粉的糊化度

Fig. 1摇 Gelatinization degree of different hydrolyzed
acetylated starch

摇

2郾 3摇 酶解乙酰化淀粉取代度分析

不同酶解、改性淀粉表面糊化后的取代度见

表 1。由表 1 可知,表面糊化后剩余淀粉的取代度均

比表面糊化前有所降低;同时可以发现,相同酶解条

件下,改性程度越高,剩余淀粉取代度较原取代度下

降越明显,这可能是由于乙酸酐是一种快速反应剂,
在侵入颗粒内部之前就已经与淀粉分子外部的羟基

发生了反应,因此乙酰化主要发生在淀粉颗粒外层,

表 1摇 不同酶解乙酰化淀粉的取代度

Tab. 1摇 Substitution degree of different hydrolyzed
acetylated starch

样品
取代度

糊化前 糊化后

LRP鄄LSD 0郾 024 9 依 0郾 002 6 f 0郾 016 4 依 0郾 001 0g

LRP鄄MSD 0郾 034 5 依 0郾 001 4e 0郾 019 6 依 0郾 001 5g

LRP鄄HSD 0郾 055 2 依 0郾 001 2cd 0郾 028 2 依 0郾 004 9d

MRP鄄LSD 0郾 039 1 依 0郾 001 0e 0郾 020 8 依 0郾 001 8 f

MRP鄄MSD 0郾 059 9 依 0郾 007 0c 0郾 029 9 依 0郾 000 9c

MRP鄄HSD 0郾 076 5 依 0郾 001 6b 0郾 038 0 依 0郾 002 4b

HRP鄄LSD 0郾 051 5 依 0郾 002 5d 0郾 025 2 依 0郾 003 2e

HRP鄄MSD 0郾 079 3 依 0郾 001 0b 0郾 038 0 依 0郾 001 6bc

HRP鄄HSD 0郾 095 8 依 0郾 000 6a 0郾 045 9 依 0郾 001 6a

摇 摇 LRP鄄LSD 为低酶解程度低取代度淀粉,LRP鄄MSD 为低酶解程度

中取代度淀粉,LRP鄄HSD 为低酶解程度高取代度淀粉,MRP鄄LSD 为

中酶解程度低取代度淀粉,MRP鄄MSD 为中酶解程度中取代度淀粉,
MRP鄄HSD 为中酶解程度高取代度淀粉,HRP鄄LSD 为高酶解程度低

取代度淀粉,HRP鄄MSD 为高酶解程度中取代度淀粉,HRP鄄HSD 为高

酶解程度高取代度淀粉。 不同小写字母表示同列数据差异显著

(P < 0郾 05)。
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淀粉颗粒内部乙酰基含量均较低,即改性淀粉颗粒

表面糊化程度越高,获得的剩余颗粒取代度较原取

代度就越小[23];相同乙酰化改性条件下,酶解程度

越高,剩余淀粉取代度较原取代度下降越明显,是由

于酶解后淀粉结构被破坏,导致改性淀粉糊化度增

加,因此剩余淀粉颗粒取代度下降就越明显。 但随

着酶解程度的继续升高,淀粉的糊化度升高,且在剩

余淀粉颗粒表面被更大程度剥离的情况下,表面糊

化后剩余颗粒的取代度是升高的。 这充分证明了在

酶解条件下,引入淀粉颗粒内部的取代基增多,与正

常乙酰化改性相比,其取代基在淀粉颗粒内外分布

更均匀。 所以根据低、中、高还原力与取代度的梯度

覆盖,及引入淀粉颗粒内取代基的情况,后续实验着

重选取 3 种典型程度的改性淀粉(LRP鄄LSD、 MRP鄄
MSD、HRP鄄HSD)进行分析。
2郾 4摇 酶解乙酰化淀粉分子质量分布分析

凝胶渗透色谱法可用于不同组分分离鉴定及分

析高分子同系物。 依据淀粉分子流出凝胶柱顺序,
淀粉组成可分为高分子质量级分、中分子质量级分

和低分子质量级分。 而淀粉分子质量分布的改变会

致使总糖及蓝值发生相应变化,通过深入分析总糖

及蓝值在这一过程中的前后变化情况,能够为淀粉

的改性和表面糊化后的淀粉颗粒长、短链的变化提

供更具价值的分析依据,证实淀粉颗粒的表面被降

解、剥离。
不同酶解乙酰化淀粉的分子质量分布见图 2。

原淀粉[图 2( a)]的峰形较高且尖锐,酶解乙酰化

处理对淀粉分子质量大小及分布有一定影响,其总

糖含量及蓝值均呈下降趋势。 由图 2 ( a)、 ( c)、
(e)、(g)可知,淀粉分子的峰值降低,峰位置也逐渐

推后,且开始出现第 2 个峰,这可能是由于改性反应

将淀粉分子内的支链进一步的裂解,成为支化度较

小的级分[24],随着改性程度的加大,淀粉分子降解

程度也加大。 分别对比图 2 ( a)、 ( b),图 2 ( c)、
(d),图 2(e)、( f),图 2( g)、(h),即表面糊化前后

淀粉分子质量分布,可以发现表面糊化处理后不同

改性程度淀粉与糊化前的总糖与蓝值相对变化趋势

相同,但表面糊化处理后淀粉的总糖含量与蓝值均

较表面糊化前低,说明在表面糊化处理过程中,淀粉

分子的支链部分断裂成不同分子质量的短链,且部

分短链发生降解,短链的形成也导致第 2 个峰的出

现。 这表明,经表面糊化处理后总糖与蓝值降低,
WCS 的表面被部分降解。 且由于酶解与乙酰化处

理也有这种作用,因此改性程度越大,总糖与蓝值下

降就越明显,降解程度就越大。 不同改性程度 WCS
的糊化度、表面糊化前后取代度和分子质量的分析

表明,酶解乙酰化改性可以将取代基团引入颗粒内

部,使取代度的分布更均匀,且改性程度越大,内部

取代效果越明显。
2郾 5摇 酶解乙酰化淀粉颗粒形貌特征分析

不同酶解乙酰化淀粉颗粒形貌见图 3。 由图 3
可知,蜡质玉米原淀粉呈多面体形,棱角圆滑,淀
粉表面结晶结构完整。 图 3( b)、( d)、( f)分别为

不同酶解改性程度的 WCS 扫描电镜图,与图 3(a)
对比可知,淀粉颗粒大小没有发生明显的变化,可
能是由于淀粉酶解后,淀粉颗粒表面产生不同程

度的凹陷孔洞,导致改性后的淀粉颗粒大小增大

不明显。 随着酶解与改性程度的加大,凹陷导致

的孔洞越来越多,孔洞也越来越深,从而使乙酰基

能够进入淀粉颗粒内部,这可从酶解过程取代度

分析结果得到证实。 分别对比图 3 ( b)至( g)可

知,经表面糊化后,由于表面的糊化淀粉被破坏剥

离,淀粉颗粒不再完整,且随着酶解改性程度的提

高,剩余淀粉颗粒表面更粗糙,形成了较为明显的

片层结构,淀粉颗粒失去原有结构,颗粒形状有所

改变[25] 。
2郾 6摇 酶解乙酰化淀粉玻璃化转变温度分析

当水分含量较低( < 20% )时,一般采用常速

DSC 测定 Tg;当水分含量高( > 20% )时,普遍以 T忆g
来表示,T忆g是特定的 Tg,特指在过量水分含量条件

下进行冷冻处理时,体系达到最大冷冻浓缩状态时

对应的 Tg
[26 - 27]。

不同酶解乙酰化淀粉的 Tg 见表 2。由表 2 可

知,随水分含量增加,表面糊化前后酶解乙酰化淀粉

的 Tg 均下降。 这是因为多余的水分可以增加淀粉

体系的自由体积,从而为溶质的分子链段运动提供

所需的空间[28]。 随着酶解和改性程度的提高、取代

基分布的均匀,淀粉 Tg 降低,这是因为取代度越大,
进入淀粉分子内部的乙酰基越多。 由于取代基空间

位阻作用,淀粉原有结构发生变化,其链段自由体积

增大,分子流动性增强。 这与水对淀粉体系的作用

相似,最终导致 Tg 下降[29]。 同时可以发现,经表面

糊化后,淀粉分子的 Tg 降低,且酶解和改性程度越

大、取代基分布越均匀的淀粉温度降低越明显。 Yu
等[30]认为,这可能是由于表面糊化导致 WCS 支链

结构发生降解,降解后的短支链倾向于形成凝胶球,
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图 2摇 不同酶解乙酰化淀粉的分子质量分布

Fig. 2摇 Molecular weight distribution of different hydrolyzed acetylated starch
摇

且 1 个支链淀粉分子可能形成 1 个相对独立的大簇

和超球,由于它们的支链更小,长度更短,凝胶球和

超级球之间的分子纠缠比线性聚合物链之间的分子

纠缠要小。 因此,这些由支链淀粉形成的凝胶球比

那些由长线性链形成的凝胶球需要更少的能量来移

动;而由于取代基分布均匀,糊化后形成的凝胶球分
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图 3摇 不同酶解乙酰化淀粉颗粒形貌

Fig. 3摇 Morphology of different hydrolyzed acetylated starch granules
摇

摇 摇 摇 表 2摇 不同酶解乙酰化淀粉的玻璃化转变温度

Tab. 2摇 Glass transition temperatures of different hydrolyzed acetylated starches 益

样品
Tg T忆g

w(水) = 2% w(水) = 6% w(水) = 10% w(水) = 14% w(水) = 18% w(水) > 20%
原淀粉 93郾 43 依 0郾 17a 82郾 67 依 0郾 47a 73郾 29 依 0郾 24a 63郾 06 依 0郾 57a 48郾 43 依 0郾 48b - 4郾 29 依 0郾 75a

表面糊化前
LRP鄄LSD 92郾 77 依 0郾 48a 80郾 29 依 0郾 23b 66郾 83 依 0郾 02b 57郾 57 依 0郾 48c 45郾 86 依 0郾 46d - 5郾 36 依 0郾 66b

MRP鄄MSD 90郾 86 依 0郾 44b 78郾 22 依 0郾 97c 63郾 52 依 0郾 25c 53郾 62 依 0郾 40d 44郾 22 依 0郾 15e - 7郾 19 依 0郾 58b

HRP鄄HSD 83郾 14 依 0郾 46d 70郾 30 依 0郾 13e 61郾 27 依 0郾 38d 48郾 74 依 0郾 18g 42郾 11 依 0郾 19 f - 12郾 33 依 0郾 18a

原淀粉 92郾 89 依 0郾 49a 80郾 57 依 0郾 11b 67郾 11 依 0郾 49b 59郾 53 依 0郾 29b 46郾 98 依 0郾 48c - 4郾 32 依 0郾 34d

表面糊化后
LRP鄄LSD 91郾 40 依 0郾 35b 77郾 51 依 0郾 15c 63郾 76 依 0郾 24c 52郾 29 依 0郾 18e 43郾 75 依 0郾 01e - 5郾 72 依 0郾 67e

MRP鄄MSD 86郾 05 依 0郾 45c 72郾 35 依 0郾 11d 61郾 07 依 0郾 09d 50郾 24 依 0郾 27 f 42郾 82 依 0郾 01 f - 9郾 37 依 0郾 44c

HRP鄄HSD 81郾 50 依 0郾 38e 69郾 74 依 1郾 33e 58郾 34 依 0郾 28e 48郾 61 依 0郾 19g 40郾 88 依 0郾 47g - 13郾 98 依 0郾 48e

摇 摇 不同小写字母表示同列数据差异显著(P < 0郾 05)。

布也相对均匀,这会增大分子间的空间位阻,导致分

子内自由体积增大,从而降低了 Tg
[31 - 32]。

2郾 7摇 酶解乙酰化淀粉有序程度分析

酶解乙酰化淀粉红外光谱见图 4。 由图 4 可

知,原淀粉在 3 350 cm - 1 处出现—OH 振动峰,在
1 184、1 000、828 cm - 1处出现非对称的 C—O—C 伸

缩振动和 C—O 伸缩及骨架振动峰。 与原淀粉相

比,酶解乙酰化改性后的淀粉在 1 735 cm - 1处出现

酯羧基的特征峰,此峰为 詤詤C O 伸缩振动峰,证明了

乙酰基的存在[33 - 34]。 随着酶解乙酰化程度的增

大,—OH 振动峰、C—O—C 伸缩振动和 C—O 伸缩

及骨架振动峰越来越弱,引入的乙酰基数量越多,
詤詤C O伸缩振动峰越强。 同时可以发现,表面糊化

处理后,剩余颗粒的特征峰减弱。 由图 1、表 1 分析

可知,这是由于淀粉颗粒的平均取代度由外向内逐

渐降低,在表面糊化过程中,外层含乙酰基较多的结

构被剥离。 但 HDH鄄HSD 经表面糊化后,剩余颗粒

的特征峰并没有明显的减弱,可能是因为 HDH鄄HSD
酶解程度高,乙酰基已经均匀地分布在淀粉颗粒中,
内外层的乙酰基含量相似。 同时 1 022 cm - 1 和

1 047 cm - 1分别表示淀粉颗粒中无定形和有序(结
晶)区域的数量,1 022 cm - 1 / 1 047 cm - 1的比值可以

表征晶体的有序程度( orderliness degree, OD)。 由

图 4 计算可知,经酶解乙酰化改性处理后 WCS 的

OD 较原淀粉均降低,且 HDH鄄HSD 的降低程度最

大。 这可能是由于分布均匀的取代基会阻碍淀粉

分子在晶核周围聚集,破坏分子间氢键的形成,导
致淀粉分子有序性降低,增强了淀粉延缓回生的

能力[8] 。
2郾 8摇 酶解乙酰化淀粉结晶特性分析

酶解乙酰化淀粉 X 射线衍射分析见图 5。 由

图 5 可知,WCS 在 15郾 22毅、17郾 65毅、18郾 12毅、23郾 46毅
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图 4摇 酶解乙酰化淀粉红外光谱

Fig. 4摇 Infrared spectrum of hydrolyzed acetylated starch
摇

呈现出典型的 A 型结晶特征峰[35]。 经 Origin 计算

相对结晶度可得,未糊化的原淀粉、LRP鄄LSD、MRP鄄
MSD、 HRP鄄HSD 结 晶 度 为 36郾 95% 、 32郾 18% 、
26郾 22% 、19郾 47% ;表面糊化后剩余淀粉的结晶度分

别为原淀粉 33郾 82% 、LRP鄄LSD 29郾 78% 、MRP鄄MSD
22郾 54% 、HRP鄄HSD 16郾 18% 。

图 6摇 酶解乙酰化淀粉的冻融稳定性

Fig. 6摇 Freeze鄄thaw stability of hydrolyzed acetylated starch

图 5摇 酶解乙酰化淀粉 X 射线衍射结果

Fig. 5摇 X鄄ray diffraction results of hydrolyzed
acetylated starch

摇

淀粉经酶解乙酰化改性后仍然保留了 A 型结

晶特征峰,说明在改性过程中未形成新晶型;但随着

酶解改性程度的提高、取代基分布得更均匀,特征峰

强度大幅降低、峰宽增加。 这可能是因为随着酶解

乙酰化程度的升高,更多的乙酰基取代了淀粉分子

上的羟基,产生空间位阻,进而对淀粉分子的结晶结

构造成破坏[11]。 对比各组糊化前后淀粉结晶度可

以发现,经过表面糊化处理后,淀粉主要特征峰减

弱。 这是由于表面糊化使淀粉颗粒内结晶区的分子

间氢键断裂,晶体结构破碎、双折射现象逐渐消失,
进而破坏了结晶区。 而且化学表面糊化是淀粉颗粒

由外向内剥落的过程,因此,随着外层淀粉分子逐渐

被剥离,剩余颗粒的结晶度会降低[36]。 此外,HDH鄄
HSD 经表面糊化处理后结晶度降幅较大,这可能是

因为取代基在淀粉颗粒中分布更均匀,内部取代更

多,使淀粉颗粒内部逐渐趋于中空,CaCl2溶液更易

进入颗粒内部,导致晶体结构被破坏[37]。
2郾 9摇 酶解乙酰化淀粉冻融稳定性分析

酶解乙酰化淀粉冻融稳定性见图 6。 由图 6 可

知,随淀粉酶解改性程度的提高,改性淀粉的析水率

均降低,冻融稳定性增强。 这可能是由于引入的乙

酰基与淀粉中的羟基形成分子间氢键,乙酰基的亲

水性增加了空间位阻,提高了共混体系淀粉分子内

部网络结构的稳定性。 此外,酶解处理会使淀粉颗

粒表面产生孔隙,使乙酰基更易进入淀粉颗粒内部,
这进一步增强了淀粉颗粒的吸水能力,减少了水分

的析出,增强了淀粉分子的冻融稳定性[13]。 且高还

原力改性淀粉的析水率明显低于低、中还原力改性

淀粉,这可能是由于乙酰基进入淀粉颗粒内部,致使

淀粉分子链结晶过程受扰,结晶区域 OD 下降,结晶

结构趋于松散。 这种松散结构有利于应对冰晶生长

引发的体积变动,在淀粉无定形区域,内部乙酰基可

增强分子链柔韧性,乙酰基的嵌入也能够改变分子
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链间的相互作用。 遇冰晶生长压力时,无定形区域

分子链可借链段运动缓冲压力,从而减少结构破

坏[11]。 对比淀粉糊化前后的析水率可以发现,表面

糊化处理可以增强淀粉分子的冻融稳定性。 这可能

是由于表面糊化处理后淀粉分子的支链结构被破

坏,形成不同分子质量的短链,这与图 2 分子质量分

布的结果相同。 同时,乙酰基在颗粒表层的流失导

致了颗粒内部取代基相对增多,进一步增强了分子

链的柔韧性和网络结构的稳定性,从而提高了淀粉

分子的冻融稳定性。 相较于表面取代,内部取代显

著抑制水分迁移[38]。

3摇 结摇 论

本研究通过酶解和乙酰化改性 WCS,使乙酰基

进入淀粉颗粒内部,并均匀分布。 通过测定表面糊

化前后淀粉的取代度、分子质量分布可知,随着酶解

和改性程度的提高,表面糊化后剩余淀粉颗粒的取

代度呈升高趋势。 对不同酶解和改性程度的 WCS
进行 Tg、红外光谱、X 射线衍射及冻融稳定性的分

析。 结果表明,随改性程度的增加,Tg 降低,结晶区

域 OD 降低,冻融稳定性即吸水保水能力增大,但淀

粉仍保持原有的 A 型结晶结构。 经表面糊化处理

后,进入淀粉颗粒内部的取代基越多,改性淀粉 Tg

降低越多,晶体结构破坏程度也越大,冻融稳定性更

强,极大地提升了淀粉的食品加工耐受性。 本研究

旨在为酶解乙酰化复合改性淀粉在食品工业,尤其

是冷冻食品中的进一步应用提供理论依据。
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Effect of Substituent Distribution Within Starch Granules on
Physicochemical Properties of Waxy Corn Starch

ZHANG Haoran,摇 YU Tingting,摇 LIU Ying,摇 ZHAO Kai*

(College of Food Engineering, Harbin University of Commerce, Harbin 150028, China)

Abstract: To explore the influence of the distribution of substituents within starch granules on the
physicochemical properties of waxy corn starch, waxy corn starch was used as the raw material.
Enzymatic hydrolysis was performed using pullulanase and glucoamylase. Enzymatically hydrolyzed
acetylated starches with different degrees of modification were prepared by controlling the conditions of
enzymatic hydrolysis and acetylation modification. The enzymatically hydrolyzed acetylated starches were
subjected to surface gelatinization treatment. The changes in the degree of substitution in different regions
within the granules were determined by the degree of gelatinization and gel permeation chromatography.
The starches with different substituent distributions were analyzed by scanning electron microscopy,
differential scanning calorimetry, infrared spectroscopy, and X鄄ray diffractometry. The freeze鄄thaw
stability of starches with different substituent distributions was measured. The results showed that based
on the analysis of the gelatinization degree of starch granules and the degree of substitution before and
after gelatinization, with the increase in the degree of enzymatic hydrolysis and modification, the degree
of substitution of the remaining starch after gelatinization increased, acetyl groups were introduced into
the interior of starch granules, resulting in a relatively uniform distribution of the substituents in the starch
granules. The scanning electron microscopy results indicated that as the degree of modification deepened,
the surface structure of starch granules was damaged, with depressions and holes appearing, and the
internal substitution of starch granules increased. The results of infrared spectroscopy, differential
scanning calorimetry, X鄄ray diffractometry, and freeze鄄thaw stability analyses showed that as the degree
of acetyl substitution inside the starch granules increased, the glass transition temperature of starch
molecules decreased, the characteristic crystallization peaks weakened, the relative crystallinity
decreased, and the freeze鄄thaw stability enhanced. The purpose of this study was to provide a reference
for the further application of composite modified starch in the food industry and the subsequent study of
substituent distribution.

Keywords: waxy corn starch; enzymatic hydrolysis; acetylation; substituent distribution; physico鄄
chemical properties
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