
8  2016, Vol.37, No.16             食品科学	 ※工艺技术

嗜冷普鲁兰酶制备玉米抗性淀粉工艺优化 
及其表征

康怀彬，尤晓颜*，肖天天，张晓宇，刘朝建
（河南科技大学食品与生物工程学院，河南省食品原料工程技术研究中心，河南 洛阳 471023）

摘  要：以玉米淀粉为原料，采用嗜冷普鲁兰酶脱支处理和压热处理相结合的方式制备玉米抗性淀粉，考察了玉米

淀粉乳质量分数、耐高温α-淀粉酶添加量、嗜冷普鲁兰酶添加量、嗜冷普鲁兰酶作用时间对抗性淀粉得率的影响，

采用正交试验对压热-酶解法制备玉米抗性淀粉的工艺参数进行了优化。采用扫描电子显微镜、X-射线衍射和差示

扫描量热仪对玉米抗性淀粉形貌、晶体结构、热特性进行了观察与分析。结果表明，制备玉米抗性淀粉的最佳工艺

条件为：玉米淀粉乳质量分数18%、耐高温α-淀粉酶添加量7 U/g、嗜冷普鲁兰酶添加量10 U/g、嗜冷普鲁兰酶作用

时间9 h。在最佳条件下，玉米抗性淀粉得率为16.84%。玉米淀粉经复合酶法处理后，抗性淀粉形成了致密的层状

晶体结构，表面形态结构呈现出不同于玉米原淀粉A型晶体结构的V型晶体结构；玉米抗性淀粉的起始温度、峰值

温度、终止温度和相变焓值分别为117.07、140.69、153.03 ℃和1 858.12 J/g，均高于玉米原淀粉。
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Abstract: In this research, corn resistant starch was produced by autoclaving treatment combined with psychrophilic 

pullulanase hydrolysis, and starch slurry content, the amounts of heat α-amylase and psychrophilic pullulanase, and 

psychrophilic pullulanase reaction time were optimized for the enhanced production of corn resistant starch through 

orthogonal array experiments. Then, the crystal structure characterization and formation mechanisms of resistant starch 

were investigated by using the scanning electron microscope (SEM), X-ray diffraction (XRD) and differential scanning 

calorimeter (DSC). It was found that the optimum parameters for resistant starch preparation were as follows: corn 

starch slurry concentration, 18%; thermostable alpha-amylase dosage, 7 U/g; psychrophilic-pullulanase dosage, 10 U/g; and 

reaction time, 9 h. The yield of resistant starch was 16.84% under these conditions. The crystal structure of resistant starch 

belonged to the V-type, which was different from that the A-type crystal structure of raw starch. Compared to raw starch, 

the resistant starch showed higher phase onset temperature (117.07 ℃), peak temperature (140.69 ℃), end temperature  

(153.03 ℃) and phase change enthalpy (1 858.12 J/g), respectively, resulting in better thermo stability.
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自20世纪80年代发现以来，抗性淀粉凭借其能够控

制血糖、调节血脂、增加肠道的有益菌、增加排泄物、

促进矿物质的吸收等生理功效，已经被广泛应用于食品

工业中[1-8]。抗性淀粉与可溶性膳食纤维性质相近，一般

将其分为4 类：即物理包埋淀粉、抗性淀粉颗粒、回生

淀粉、化学改性淀粉[9]，其中回生淀粉对热稳定且抗酶解

能力强，具有重要的商业价值，被用于多种传统食品的

生产[10-11]。回生淀粉可以采用压热法、酶解法、压热-酶

解法、微波-酶解法等方法进行制备[12-18]。压热-酶解法制

备RS3是近年来常采用的一种方式，它结合了压热法和酶

解法的优点，可以有效提高抗性淀粉的得率，已经成功

应用于绿豆、玉米等抗性淀粉的制备[14,19]工艺中。压热-

酶解法制备回生淀粉主要采用普鲁兰酶进行脱支，即利

用普鲁兰酶特异性地水解淀粉中支链淀粉的α-1,6-糖苷

键，增加直链淀粉分子的含量，从而促进淀粉回生过程

中回生淀粉结晶的形成，所使用的普鲁兰酶多为嗜热普

鲁兰酶[14,20]。

普鲁兰酶PulNX-1是从假交替单胞菌NX-1中分离得到

的一种嗜冷普鲁兰酶，该酶最适作用温度为20 ℃，能够在

低温条件下水解支链淀粉中的α-1,6-糖苷键。康怀彬等[21] 

对该酶的产酶条件进行了优化，优化后嗜冷普鲁兰酶的

产量可达25.172 U/mL。嗜冷普鲁兰酶是国内外近期研究

普鲁兰酶的一个主要发展方向[21-23]，而利用嗜冷普鲁兰酶

来生产抗性淀粉的工艺目前还鲜有相关报道。嗜冷普鲁

兰酶制备抗性淀粉在工艺上是否可行，与中、高温普鲁

兰酶相比所制备的抗性淀粉的结构和性质如何，是否会

赋予抗性淀粉新的特征，这些科学问题的解答还需要进

行相关的研究，特别是在淀粉工业节能降耗的背景下，

开展嗜冷普鲁兰酶相关应用的研究更具有重要的价值。

基于此，本研究选用我国的优势淀粉资源玉米淀粉为原

料，采用压热-酶解法制备玉米抗性淀粉，探索嗜冷普鲁

兰酶PulNX-1制备玉米抗性淀粉的工艺条件，并通过扫描电

子显微镜、X-射线衍射和差示扫描量热仪检测所制备玉

米抗性淀粉的晶体结构和热力学特性，旨在为开展嗜冷

普鲁兰酶工业化生产抗性淀粉提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

玉米淀粉  南京甘汁园糖业有限公司；普鲁

兰酶PulCA（酶活力4 000 U/g，最适温度55～60 ℃，

pH 4.2～4.8） 上海生工生物工程股份有限公司；嗜冷

普鲁兰酶PulNX-1（酶活力25.17 U/mL，最适温度20 ℃，

pH 7） 自制；耐高温α-淀粉酶（酶活力40 000 U/g，最

适温度90 ℃以上，pH 5.5～7.0）、葡萄糖淀粉酶（酶活力

100 000 U/g，最适温度60～65 ℃，pH 4.0～4.5） 江苏

锐阳生物科技有限公司；胃蛋白酶（酶活力3 000 U/g， 

适用温度小于70 ℃，最适pH 2.0～4.0） 上海源叶生物

科技有限公司。

1.2 仪器与设备   

822型差示扫描量热仪 瑞士Mettler-Toledo公司；

ESEM XL-3型环境扫描电子显微镜 荷兰Philips公司；

BDX3300型X射线衍射仪 北京大学仪器厂。

1.3 方法

1.3.1 玉米抗性淀粉的制备工艺流程

将市售玉米淀粉配制成一定质量分数的淀粉乳，调

pH值，加入一定量的耐高温α-淀粉酶，将其置于高压

蒸汽灭菌锅内进行压热处理，自然冷却至室温；调pH

值，加入一定量的嗜冷普鲁兰酶进行脱支处理，然后在

100 ℃沸水浴中灭酶处理10 min，自然冷却至室温；将

灭酶后的样品置于4 ℃冰箱中老化处理一段时间，之后

在干燥箱中干燥；干燥后的样品经粉碎后过60 目筛即为

玉米抗性淀粉样品，将玉米抗性淀粉样品置于干燥器中

进行保藏。

1.3.2 工艺优化试验设计

在上述制备工艺的基础上相应地改变某个因素的

水平进行单因素试验：玉米淀粉乳质量分数选取5%、

10%、15%、20%、25%、30%，固定耐高温α-淀粉酶添

加量10 U/g、嗜冷普鲁兰酶添加量10 U/g、嗜冷普鲁兰

酶作用时间12 h；耐高温α-淀粉酶添加量选取0、6、8、

10、12、14 U/g，固定玉米淀粉乳质量分数15%、嗜冷普

鲁兰酶添加量10 U/g、嗜冷普鲁兰酶作用时间12 h；嗜冷普

鲁兰酶添加量分别选取4、6、8、10、12、14 U/g，固定玉

米淀粉乳质量分数15%、耐高温α-淀粉酶添加量10 U/g、嗜

冷普鲁兰酶作用时间12 h；嗜冷普鲁兰酶作用时间分别选

取2、4、6、8、10、12、24 h，固定玉米淀粉乳质量分数

15%、嗜冷普鲁兰酶添加量10 U/g、耐高温α-淀粉酶添加

量10 U/g。

以玉米淀粉乳质量分数、耐高温α-淀粉酶添加量、

嗜冷普鲁兰酶添加量、嗜冷普鲁兰酶作用时间为因素，

在每个因素的最适条件附近选取3 个水平，进行L9（34）

正交试验设计。

1.3.3 抗性淀粉得率的测定

玉米抗性淀粉得率的测定参照刘树兴等 [ 2 4 ]所述

方法并做适当修改：准确称取1.00 g样品，依次加入

10 mL pH 5.8的磷酸盐缓冲液和一定量耐高温α-淀粉酶，

在沸水浴中煮沸30 min，冷却、离心、弃上清液；在沉

淀物中再依次加入0.2 mol/L pH 1.7的HCl-KCl缓冲液和

一定量胃蛋白酶，之后在40 ℃水浴中放置1 h，取出，冷

却、离心、弃上清液；再次在沉淀物中依次加入pH 4.6

的乙酸-乙酸钠缓冲液10 mL和一定量的葡萄糖淀粉酶，

60 ℃水浴30 min后冷却，离心，弃上清液，水洗，重
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复3 次；在沉淀中加入10 mL 2 mol/L的KOH溶液，静置

30 min，然后加入5 mL pH 5.8的磷酸盐缓冲液和一定量的

耐高温α-淀粉酶，沸水浴30 min，冷却至室温后调pH 4.6，

接着加入葡萄糖淀粉酶，再在60 ℃水浴中放置30 min，冷

却、离心，收集上清液，水洗，如此反复3 次，合并上清

液后用蒸馏水定容至100 mL。所得溶液用3,5-二硝基水杨

酸（3,5-dinitrosalicylic acid，DNS）法测定其中还原糖的含

量，结果乘以0.9，即为抗性淀粉的得率，重复3 次测定样

品中抗性淀粉的得率。计算如下式所示：

/%＝             ×100
0.9×M×V
m×V1×1 000

式中：M为DNS法测得的还原糖质量/mg；V为样品

提取液的体积/mL；m为抗性淀粉样品质量/g；V1为显色

用样品液体积/mL；0.9为修正值。

1.3.4 扫描电子显微镜分析

将待测淀粉样品置于105 ℃烘箱中干燥4～5 h，称取

5 mg淀粉样品于1 mL 50%乙醇溶液中，超声匀化成淀粉

悬浊液。将洁净的铝箔片黏附在样品台上，将上述淀粉

悬浊液滴于洁净铝箔片上，在红外灯下烘干液体后，置

于离子溅射仪的样品舱中，在15 mA的电流条件下喷金

90 s。样品取出后，在扫描电子显微镜下观察并拍摄淀粉

颗粒形貌的照片。

1.3.5 X-射线衍射分析

将测试样品在相对湿度为100%的干燥器中放置

5～7 d后进行测定，样品X-射线衍射测定条件为：起始

角5 °，终止角35 °，扫描速率4 °/min，靶型Cu，电压

36 kV，电流20 mA，数据采集步宽为0.02 °，所用射线

的波长为0.154 2 nm，扫描方式为连续扫描。

1.3.6 差示扫描量热分析

热特性采用差示扫描量热仪进行测定：称取一定量

待测的淀粉样品，制备成8%的淀粉乳，用移液枪吸取

18～24 mg的淀粉乳于坩埚中并加盖密封，用空坩埚做为

对照，从50 ℃升温至180 ℃，升温速率为10 ℃/min。

2 结果与分析

2.1 单因素试验结果
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图 1 玉米淀粉乳质量分数（a）、耐高温α-淀粉酶添加量（b）、嗜冷普

鲁兰酶添加量（c）、嗜冷普鲁兰酶作用时间（d）对抗性淀粉得率的影响

Fig. 1 Effects of starch slurry content, starch slurry content, 

the amounts of heat α-amylase and psychrophilic pullulanase, and 

psychrophilic pullulanase reaction time on resistant starch yield

由图1a可知，玉米淀粉乳质量分数过高或者过低都

将不利于抗性淀粉的形成。当玉米淀粉乳质量分数为5%

时，抗性淀粉得率较低，随着玉米淀粉乳质量分数的增

大，抗性淀粉得率迅速提高。当玉米淀粉乳质量分数达到

15%时，抗性淀粉得率最高（15.07%），之后抗性淀粉得

率开始呈下降趋势。这主要是由于淀粉乳质量分数过高

时，淀粉粒难以充分的膨胀、糊化，同时淀粉糊黏度增大

不利于直链淀粉分子之间的相互作用形成抗性淀粉晶体。

耐高温α-淀粉酶可以将淀粉分子的α-1,4-葡萄糖苷

键从内部随机切开，迅速地降低淀粉糊的黏度，因此

耐高温α-淀粉酶的添加量直接关系到抗性淀粉的得率。

在较低添加量时，随着耐高温α-淀粉酶添加量的增加，

抗性淀粉的得率呈迅速增加趋势，当添加量为8 U/g 

时，抗性淀粉得率最高（15.13%），之后随着添加量的

增加呈下降趋势（图1b）。

如图1c所示，随着嗜冷普鲁兰酶添加量的增多，

得率呈现出先缓慢增加后逐渐下降的趋势，在嗜冷

普鲁兰酶添加量为1 0  U / g时抗性淀粉得率达到最高

（14.77%），随着嗜冷普鲁兰酶添加量继续增加，抗性

淀粉得率开始下降。
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嗜冷普鲁兰酶作用时间对抗性淀粉得率的影响趋势与

嗜冷普鲁兰酶添加量相似（图1d），呈先升后降的状态，

在嗜冷普鲁兰酶作用10 h时抗性淀粉得率最高，为15.23%。

2.2 抗性淀粉制备工艺参数的优化

表 1 正交试验设计与结果

Table 1 Orthogonal array design with experimental results

试验号
A玉米淀粉乳
质量分数/%

B耐高温α-淀粉酶
添加量/（U/g）

C嗜冷普鲁兰酶
添加量/（U/g）

D嗜冷普鲁兰酶
作用时间/h

抗性淀粉
得率/%

1 12 7 9 9 12.21
2 12 8 10 10 12.94
3 12 9 11 11 6.65
4 15 7 10 11 16.55
5 15 8 13 9 10.16
6 15 9 9 10 8.43
7 18 7 11 10 11.99
8 18 8 9 11 12.60
9 18 9 10 9 15.37
k1 10.60 13.58 11.08 12.58
k2 11.71 11.90 14.95 11.12
k3 13.32 10.15 9.60 11.93
R 2.72 3.43 5.35 1.46

由表1可知，各个因素对玉米抗性淀粉得率的影响顺

序为：嗜冷普鲁兰酶添加量＞耐高温α-淀粉酶添加量＞ 

玉米淀粉乳质量分数＞嗜冷普鲁兰酶作用时间；由极

差分析得出的制备玉米抗性淀粉最优工艺参数组合为

A3B1C2D1，该组合在正交试验表中未出现，经验证实

验，A3B1C2D1组合制备的抗性淀粉得率为16.84%，抗性

淀粉得率高于表1中抗性淀粉得率最高的组合A2B1C2D3，

因此确定制备抗性淀粉最优的工艺参数为：玉米淀粉乳

质量分数18%、耐高温α-淀粉酶添加量7 U/g、嗜冷普鲁

兰酶添加量10 U/g、嗜冷普鲁兰酶作用时间9 h。

2.3 颗粒形态分析

10 µm 1 µm

a b

10 µm 1 µm

c d

10 µm 1 µm

e f

a.原淀粉（×1 000）；b.原淀粉（×4 000）；c.嗜冷普鲁兰酶抗性淀

粉（×1 000）；d.嗜冷普鲁兰酶抗性淀粉（×4 000）；e.市售普鲁

兰酶抗性淀粉（×1 000）；f.市售普鲁兰酶抗性淀粉（×4 000）。

图 2 玉米原淀粉与抗性淀粉扫描电子显微镜照片

Fig. 2 Scanning electron micrographs of corn native starch and 

resistant starch

电子显微镜照片结果显示，玉米原淀粉与抗性淀

粉在颗粒形态上存在着明显的差异，玉米原淀粉颗粒

呈椭圆形或者多边形，大小不一，表面较为光滑平整 

（图2a、b），而由嗜冷普鲁兰酶和市售普鲁兰酶所制备

的玉米抗性淀粉颗粒则多为不规则的团块状，不仅失去

了原有颗粒的形状、表面光滑性，而且形成了明显的致

密的层状结构（图2c～e）。出现这一现象的原因可能

是在制备抗性淀粉的过程中，α-淀粉酶与普鲁兰酶共同

作用，使得玉米原淀粉分子中的α-1,4糖苷键和α-1,6糖苷

键不断被水解，淀粉颗粒结构遭到破坏，产生了更多易

于结晶的直链淀粉分子，这些直链淀粉分子在后续的老

化过程中不断靠近、相互交联，最终形成了致密的团块

状颗粒结构。结果与Zhang Huanxin等[25]的观测结果相一

致。与市售普鲁兰酶制备的抗性淀粉相比，由嗜冷普鲁

兰酶制备的玉米抗性淀粉颗粒结构与之相似。

2.4 X-射线衍射分析
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图 3 玉米原淀粉与抗性淀粉X-射线衍射图

Fig. 3 XRD patterns of corn native starch and resistant starch 

如图3所示，与玉米原淀粉相比，由嗜冷普鲁兰酶

和市售普鲁兰酶所制备的玉米抗性淀粉的X-射线衍射图

谱均发生了明显的变化。玉米原淀粉在15.08 °、17.1 °、

18.1 °、23.5 °处具有特征衍射峰，属于A型淀粉晶体结

构，当经过经压热-酶解处理后，特征衍射峰完全消失，

由嗜冷普鲁兰酶和市售普鲁兰酶所制备的玉米抗性淀粉

在17 °和22 °处附近出现了新的特征衍射峰，这表明玉米

原淀粉在制备抗性淀粉的过程中晶体结构被完全破坏，

产生了新的晶体结构。嗜冷普鲁兰酶抗性淀粉的特征衍

射峰在17.34 °和22.32 °处，而市售普鲁兰酶抗性淀粉的

特征衍射峰在17.44 °和22.3 °处，两者峰形相似，均属于

V型淀粉晶体结构。在A、B、C、V 4 类淀粉晶体结构

中，V型晶体结构抗酶解性能最强，A型最弱[26]，因此，

X-射线衍射结果表明，嗜冷普鲁兰酶抗性淀粉和市售普

鲁兰酶制备抗性淀粉晶体结构相似，相对于玉米原淀粉

均具有较强的抗酶解性能。

2.5 差示扫描量热分析

由图4可以看到，玉米原淀粉有2 个吸热峰，第1个

吸热峰是糊化吸热峰，第2个吸热峰为相变吸热峰。这是

因为淀粉颗粒在糊化前，体系中含有较多水分，升温使
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得淀粉颗粒吸水发生膨胀，由于淀粉颗粒中的结晶区和

无定形区是相连接的，在淀粉发生溶胀的过程中微晶也

发生融化，因而出现了第1个吸热峰；随着体系升温、水

分减少，剩余微晶在高温条件下继续熔化，产生第2个吸

热峰。而嗜冷普鲁兰酶抗性淀粉和市售普鲁兰酶抗性淀

粉曲线峰形相似，只有1 个相变吸热峰，主要是因为抗性

淀粉颗粒的晶体结构比较致密，淀粉颗粒与极性水分子

之间的亲和力小，糊化过程中不易发生吸水膨胀形成糊

化吸热峰。
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图 4 玉米原淀粉与抗性淀粉的差示扫描量热值曲线

Fig. 4 DSC curves of corn native starch and resistant starch

表 2 起始温度、峰值温度、终止温度和相变焓值比较

Table 2 Onset temperature, peak temperature, end temperature and 

phase change enthalpy of corn native and resistant starch

样品 起始温度/℃ 峰值温度/℃ 终止温度/℃ 相变焓/（J/g）

玉米原淀粉 115.78 120.75 136.19 1 193.63

嗜冷普鲁兰酶抗性淀粉 117.07 140.69 153.03 1 858.12

市售普鲁兰酶抗性淀粉 136.06 146.18 159.48 1 926.08

如表2所示，与玉米原淀粉相比，抗性淀粉的相变

起始温度、峰值温度、终止温度均有一定提高，其中

市售普鲁兰酶抗性淀粉提升幅度最高，分别为20.28、

25.43 ℃和23.29 ℃。这主要是因为玉米原淀粉颗粒经压

热-酶解处理后淀粉分子发生了定向重排进和交联，使

得淀粉内部的结构变得坚固紧密，形成了热稳定性更好

的V型结构的淀粉晶型，而要打破这种结构需要提供更

多的能量，表现在相变焓值升高。与市售普鲁兰酶抗性

淀粉相比，嗜冷普鲁兰酶抗性淀粉相变起始温度较低

（117.07 ℃），而其余差示扫描量热参数则与市售普鲁

兰酶抗性淀粉相近，说明尽管不同普鲁兰酶制得的玉米

抗性淀粉抗性淀粉在晶体结构方面相似（均为V型），但

两者之间的热力学性质还是存在着一定差异，从差示扫

描量热曲线中也可以观察到这种差异（图2）。

3 结 论

正交试验结果表明，采用嗜冷普鲁兰酶脱支处理和

压热处理相结合的方式制备玉米抗性淀粉的最优工艺参

数为玉米淀粉乳质量分数18%、耐高温α-淀粉酶添加量

7 U/g、嗜冷普鲁兰酶添加量10 U/g、嗜冷普鲁兰酶作用

时间9 h，该条件下的抗性淀粉得率为16.84%。

扫描电子显微镜观察结果显示，嗜冷普鲁兰酶制备

的玉米抗性淀粉颗粒形貌呈现出不规则的块状结构，玉

米原淀粉的颗粒形貌遭到破坏。X-射线衍射测定结果表

明，嗜冷普鲁兰酶制备的玉米抗性淀粉呈现出V型晶体

结构，不同于玉米淀粉的A型结晶结构。差示量热扫描

结果表明，嗜冷普鲁兰酶制备的玉米抗性淀粉，其起始

温度、峰值温度、终止温度和相变焓值均高于玉米原淀

粉，说明抗性淀粉的热稳定性更好。
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