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摘  要: 用 4-A-糖基转移酶对大米淀粉进行改性,采用体外模拟消化实验测定了改性后大米淀粉

的消化特性,并通过差示扫描量热( DSC)、X-射线衍射( X-ray )、扫描电镜( SEM )对改性后大米淀

粉消化特性改变的原因进行了探讨。结果表明,大米淀粉经 4-A-糖基转移酶改性后, 慢消化淀粉质

量分数先增加后减小,并在改性 3~ 4 h达到最大值; DSC测定发现,酶改性 2~ 6 h时样品回生焓

增加, 而酶改性 6 h及以上则淀粉回生焓逐渐降低; X-ray 结果显示, 改性淀粉晶型逐渐由 A 型变

为 B 型; SEM 结果表明,改性后淀粉变得粗糙不规则, 且有很多小颗粒紧密堆叠。这些理化特性

的变化可以在机理上对淀粉消化性的变化进行一定的解释。
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Abstract:T his manuscript study the effect of 4-A-GTase on the dig estibility of rice starch, then

the corresponding mechanisms was elucidated by dif ferential scanning calorimetry ( DSC) , X- ray

diff ract ion ( X-ray) , and scanning elect ron m icroscope ( SEM ) . It w as found that : 1) The content

o f the slow ly digest ible star ch ( SDS) in starch increased to the max imum value w hen modif ied fo r

3~ 4 h by 4-A-GT ase ( 50 U / g dry starch) , and then decreased w ith increasing of the modificat ion

t ime; 2) Dur ing of 2~ 6 h modif icat ion, the rate of ret rogr adation w as accelerated, then g radually

decreased af ter 6 h; 3) T he crystal st ructure o f starch w as changed from A-type to B-type after

t reated by 4-A-GT ase; 4) T he sur face of starch became r ough and irregular w ith mo re and smaller

f ract ion stacked. From the above r esults, it is can be concluded that the changes o f the

digest ibility could be att ributed to the changes of st ructure and property.
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  淀粉作为人体能量供应的主要来源之一,在人

体的新陈代谢过程中发挥了极其重要的作用。淀

粉在人体内的主要消化部位是小肠, 并以不同的速

率和程度被消化。Engly st 等人[ 1] 模拟小肠内消化

环境, 在体外分析了淀粉的消化特性, 并根据淀粉

的消化速率将其分为 3类: 1)快消化淀粉( RDS) ,在

20 min内被消化的部分; 2)慢消化淀粉( SDS) , 在

20~ 120 m in内被消化的部分; 3)抗性淀粉( RS) ,

120 m in内不能被消化的部分。

研究证实, SDS 相比 RDS 有许多有益于人体

健康的优点, 如在控制血糖代谢、糖尿病、肥胖等方

面有很大益处 [ 2]。SDS在人体内消化较慢,可以维

持一个持续的血糖供应和较低的血糖指数( GI)。

而较低的 GI 在一定程度上有助于降低糖尿病和心

血管疾病的风险
[ 3]
。此外 SDS不仅对生理有益,而

且对心理还有一定的影响[ 2] 。

SDS 的生产通常采用物理, 化学, 生物等多种

技术。近来许多研究利用 A-淀粉酶、普鲁兰酶或异

淀粉酶来水解淀粉分子中 A-1, 4-糖苷键和A-1, 6-糖

苷键, 从而破坏淀粉的结构并产生更多的短链, 再

利用淀粉链的部分回生来生产 SDS。Guraya 等

人
[ 4]
用脱枝酶处理蜡质大米淀粉生产 SDS,在此基

础上 Miao
[ 5]
对脱枝程度和回生时间对淀粉消化性

的影响进行了研究。

4-A-糖基转移酶 ( 4-A-GTase, EC 2. 4. 1. 25)是

一个多功能性酶,属于 A-淀粉酶家族 [ 6]。已有许多

学者研究了该酶的酶学性质, 其对淀粉的作用可以

概括为歧化、环化、偶合、水解 4 种。该酶可催化淀

粉分子间的转糖基作用,使得糖苷链从一个分子链

转到另一个分子链上, 此反应为歧化反应; 该酶也

可催化分子内的转糖基作用形成环糊精, 即环化反

应,其逆反应称为偶合反应。关于该酶对淀粉分子

结构、流变特性、回生特性都有所研究 [ 7-10]。Cho 等

人[ 9] 实验证明 4-A-GT ase的改性可以加速大米淀粉

凝胶回生, Par k
[ 10]
证明 4-A- GT ase 改性大米淀粉会

有低-中等相对分子质量高分子簇的支链淀粉产生。

而 Lehmann [ 2]认为支链淀粉回生形成的不完美晶

体有利于淀粉慢消化特性的形成。所以应用 4-A-

GTase改性大米淀粉,理论上可以提高淀粉体系中

SDS 的质量分数。然而, 关于 4-A-糖基转移酶对大

米淀粉消化特性的影响尚无报道。

作者利用 4-A-GTase 改性大米淀粉, 研究了改

性淀粉的消化性变化, 并通过 DSC、X-ray、SEM 进

一步探讨了该酶引起大米淀粉消化性变化的机理。

1  材料与方法

1. 1  实验材料

大米粉:购自无锡市场; 4-A-糖基转移酶: 由基

因工程菌 E. col i培养发酵,再经分离纯化得到[ 6, 9] ;

淀粉葡萄糖苷酶:由江苏无锡赛德生物工程有限公

司提供 (黑曲霉发酵生产) ; 猪胰 A-淀粉酶 ( EC

31 21 11 1) : Sigma公司产品;其它试剂均为分析纯。

11 2  实验仪器
差示扫描量热仪 ( DSC) : Py ris-1型, 美国 Per-

kin-Elmer 公司; X-射线衍射仪 ( X-rad ) : D8-Ad-

vance 型, 德国 Bruker AXS 公司; 扫描电镜仪

( SEM ) : Quanta-200型,荷兰 Philips-FEI公司。

11 3  实验方法
11 31 1  改性淀粉的制备  采用碱消化法 [ 11] 提取

大米淀粉,干燥后粉碎并过 100目筛网。配制淀粉

溶液(水分质量分数 65%)并在 100 e 水浴锅中加

热 1 h使其充分糊化,降低温度并维持在 75 e 。然

后向淀粉糊中分别加入 25、50 U / g 干淀粉的 4-A-

GT ase(酶活的定义参见文献[ 9] ) ,酶解 0、2、6、12、

24 h 后分别取样,立即将样品置于 120 e 的油浴锅

中加热 30 m in灭酶。待淀粉凝胶冷却到室温后, 置

于 4 e 贮藏 3 d, 然后在 30 e 烘箱中干燥 48 h,最

后粉碎并过 100目筛网。

11 31 2  淀粉消化性的测定  慢消化淀粉的测定

参考 Eng lyst [ 1] 和 M ing M ao[ 5]。称取 200 mg 淀

粉,加入 15 mL pH 值为 51 2的磷酸盐缓冲液,并于

37 e 的水浴锅中预热 5 m in。然后加入在 37 e 预

热的 5 mL 猪胰 A-淀粉酶( 290 U/ mL)和淀粉葡萄

糖苷酶 ( 15 U/ mL)的混酶 (酶活的定义为: 在 pH

51 2, 37 e 条件下,水解 2 g / dL 的可溶性淀粉溶液 1

m in产生 1 mg 葡萄糖量为一个酶活单位) , 立即置

于 37 e 的水浴锅中振荡( 150 r/ min)并准确计时。

在 20和 120 min时分别取出 01 5 mL 水解液, 迅速

加入 41 5 mL 的无水乙醇灭酶。吸取上层溶液,采

用 DNS法测定对应样品的葡萄糖质量分数。各样

品重复测定 3次。

样品中快消化淀粉( RDS)、慢消化淀粉( SDS)

和抗性淀粉( RS)的质量分数按式( 1) ~ ( 3)计算:

RDS = (G20 - FG ) @ 0. 9 (1)
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SDS = (G120 - G20) @ 0. 9 (2)

RS = T s - (RDS+ SDS) (3)

式中: G20 为混酶水解 20 min 后产生的葡萄糖质量

分数( mg/ g ) ; FG 为混酶水解处理前淀粉中游离葡

萄糖质量分数( mg/ g ) ; G120 为混酶水解 120 m in后

产生的葡萄糖质量分数( mg/ g) ; T S , 样品中总淀粉

质量分数( mg/ g )。

11 31 3  淀粉的回生性  采用差示扫描量热仪

( DSC)测定淀粉的回生特性。用铝盒准确称量 31 0
mg预先处理好的样品, 再用微量注射器加入 6 LL

去离子水,将铝盒密封并在室温平衡静置 2 h,然后

以 10 e / min的升温速率在 30~ 90 e 进行温度扫
描。

11 31 4  淀粉的晶体分析  采用 X-射线衍射仪分

析淀粉的晶型。采用铜靶 CuKA(K= 01 154 06 nm) ,

功率为 1 600 W ( 40 kV @ 40 mA) , 采用 N aI 晶体

闪烁计数器测量 X-射线的强度, 扫描范围为 10~

30b,扫描速度 2 b/ min。DS- SS-RS 设置分别为 1

mm-1 mm-01 1 mm(发散狭缝、防散射狭缝、接受狭

缝)。

11 31 5  改性淀粉的扫描电镜观察  在室温下,将

干燥的、精细磨碎的淀粉固定在样品台上, 镀金( 10

nm)处理后在 10 kV 的加速电压下用扫描电镜观

察,并拍下扫描图片。

11 31 6  数据分析  采用 Origin 71 5分析软件进
行数据分析。

2  结果与分析

21 1  改性时间对大米淀粉消化特性的影响

大米淀粉糊化后, 以不同的酶浓度和不同的酶

解时间对大米淀粉进行改性,淀粉体系中 SDS 质量

分数随改性时间的变化情况见图 1。由图 1可以看

出, SDS的质量分数随着 4-A-GT ase改性时间的增

加,先增加后减小, 在 3~ 4 h时达到最大值。这说

明选用较高的酶浓度和较短的时间改性大米淀粉,

可以得到较高含量的 SDS;随着改性时间进一步延

长,淀粉中 SDS质量分数明显降低; 而且酶浓度越

高,其下降得越快。

因为酶浓度和酶改性时间不同时, 淀粉体系中

各组分的结构特性也就不同[ 10] 。在 4-A-GT ase 改

性大米淀粉的过程中, 会有长侧链支链淀粉、中等

相对分子质量的支链淀粉、大环糊精、低聚糖以及

单糖等多种组分产生[ 9- 10] ,这些复杂的组分对淀粉

的消化特性作用不一。因此, 在 4-A-GTase 改性的

不同阶段,改性淀粉消化特性有较大的差异。

图 1  4-A-GTase改性对慢消化淀粉的影响

Fig. 1 Effect of 4-A-GTase modif ication on the SDS

21 2  影响改性淀粉消化特性变化的因素
21 21 1  改性淀粉的回生特性  大米淀粉用 4-A-

GT ase( 50 U / g 干淀粉)改性不同时间后,置于 4 e

回生 3 d,用 DSC 分析回生性, 其回生情况见图 2。

从图 2可知:淀粉的回生焓随着酶改性时间的增加

呈先增加后减少的趋势。空白淀粉(不加酶的淀

粉)的回生焓值为 01 79 J/ g。酶改性 2 h 时,淀粉的

回生焓值为 11 21 J/ g ,即改性加速了淀粉凝胶的回

生。然而改性 6 h( $H = 01 85 J/ g)以及更长时间

时,淀粉的回生焓值逐渐减小, 9 h和 12 h改性淀粉

的回生焓值分别降为 01 47 J/ g 和 01 28 J/ g。由此

可以看出,较短时间( 2~ 6 h)的酶改性加速淀粉回

生,而较长时间(大于 6 h)的酶改性则抗淀粉回生。

推测其原因可能为: 改性时间较短时, 4-A-GT ase的

转糖基作用相对明显, 由于分子内或分子间转糖基

作用使得支链淀粉侧链变长 [ 9] ,而聚合度( DP)的增

加可加速淀粉凝胶的回生
[ 12]

;另一方面, 改性时间

较长时, 4-A-GTase 的水解作用显著, 淀粉链崩解并

同时生成高分子簇糊精、环糊精、低聚糖等抗淀粉

体系回生的物质 [ 10, 13] ,从而淀粉体系回生焓降低。

淀粉回生本质上是糊化淀粉中无序分子链重

排和结晶的过程。回生产生的重结晶阻碍了淀粉

酶与淀粉分子活性部位的接触, 从而抗淀粉酶的水

解 [ 2] ,通过 DSC的结果可部分解释改性淀粉消化性

的变化。改性 2~ 6 h 时,样品回生度较高,所以2~

6 h改性淀粉的 SDS 质量分数较高; 而随着改性时

间的增加, 改性淀粉的回生程度逐渐降低, 即淀粉

的重结晶度逐渐降低,因此导致淀粉体系中 SDS质

量分数逐渐降低。另一方面,虽然 2 h改性淀粉的

回生焓大于 6 h 改性淀粉的回生焓, 但 2 h 改性淀

粉的 SDS质量分数却小于 6 h 改性淀粉的 SDS质

量分数。这表明,淀粉回生性对消化性的影响并不

是绝对的。综上可以推断: 改性淀粉的回生性在很
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大程度上影响并决定着淀粉消化特性, 然而淀粉的

消化性可能还受到其它因素的影响。

图 2 不同改性时间的淀粉糊回生 DSC曲线

Fig. 2 Differential scanning calorimetry thermograms of

the control and treated starches

21 21 2  改性淀粉的晶体分析  淀粉的晶体结构可

分为 4类,即 A型, B型, C 型, 和 V 型
[ 14]
。不同的

晶体在分子链的堆叠和水分含量是不同的。这些

差异会影响淀粉的消化特性,通常与 A型晶体淀粉

相比, B型晶体淀粉更能抗酶的水解
[ 15]
。

大米淀粉用 4-A-GTase ( 50 U/ g 干淀粉)改性

不同时间后,放置在 4 e 回生 3 d,其 X-射线衍射图

谱见图 3。从图 3可以看出: 原淀粉在 15b、17b、18b

和 23b处显示了较强的衍射峰, 这说明大米原淀粉

为典型的 A型晶体。而在同样测定条件下, 改性淀

粉显示了不同的 X-射线衍射图谱。酶改性 2 h 时,

样品无明显的特征衍射峰,即淀粉糊化使得其 A 型

晶体特征迅速丧失;酶改性 6 h和 9 h时,改性淀粉

的 X-射线衍射峰变得明显, 且在 2H= 17b和 20b处出

现强峰, 2H= 13b、22b和 24b处出现弱峰,即为 B 型和

V 型晶体的特征峰;酶改性 12 h 和 24 h 时, 淀粉晶

体的 B+ V型特征也逐渐丧失, 淀粉无明显特性衍

射峰。

通过分析改性淀粉的晶体结构, 可进一步解释

改性淀粉消化性的变化。酶改性 2 h 时, 淀粉无明

显的特征衍射峰; 而酶改性 6 h时, 淀粉呈现 B+ V

型晶体的特征峰。因为 B 型晶体结构更适合形成

淀粉的慢消化特性,结合 DSC的结果, 则可进一步

能解释/ 2 h 改性淀粉比 6 h改性淀粉回生程度高,

而 SDS 质量分数却低0的原因。另一方面, 虽然酶

改性 9 h 时,淀粉晶体同为 B+ V 型晶体,但由于其

回生焓较低, 致使 SDS 质量分数较低。综合分析可

知:改性淀粉的消化性不仅受其回生性的影响, 而

且还在一定程度上受淀粉晶体结构的影响。

图 3 淀粉的 X-射线衍射图谱

Fig. 3 X-ray diffraction patterns of samples

21 21 3  改性淀粉的表观结构  大米淀粉用 4-A-

GT ase( 50 U/ g 干淀粉)改性后,放置在 4 e 回生 3

d,用扫描电镜观察淀粉颗粒的微观结构, 结果见图

4。从图 4可以看出:空白淀粉颗粒表面结构光滑,

颗粒较大, 有棱有角, 且其颗粒尺寸分布在 100~

300 Lm(图 4a) ; 然而, 改性淀粉呈现粗糙不规则的

表面结构,并且可以观察到有很多堆叠密度较高的
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小碎片生成, 这些小碎片的颗粒尺寸分布在 30~

100 Lm(图 4b~ d)。

许多研究证明,结晶区和非结晶区的堆叠对淀

粉酶 解的 敏感 性 有一 定程 度 的影 响[ 15- 16]。

Zhang
[ 15]
认为结晶区和非结晶区堆叠作为一个整体

可以阻碍淀粉的快速消化,最终导致形成淀粉的慢

消化特性。因此,大米淀粉经 4-A-GTase改性后,堆

叠密度较高的碎片可能更适宜于 SDS的形成。

图 4 不同改性时间的淀粉 SEM 图

Fig. 4  Scanning electron micrograph of the control and treated starches

3  结  语

1)通过控制 4-A-GTase 的改性时间可以提高大

米淀粉中 SDS 的质量分数。淀粉经 4-A-糖基转移

酶改性 3~ 4 h, 在 4 e 放置回生时,淀粉体系中慢

消化淀粉含量最高。通过 DSC、X-ray、SEM 探讨消

化性变化的机理: 淀粉体系的加速回生和晶型的转

变共同影响着改性淀粉的消化特性。

2)该研究证实了 4-A-GTase改性淀粉的优良消

化特性,为今后进一步利用 4-A-GT ase 改善淀粉的

性质并扩展该酶改性淀粉在食品工业的应用提供

了更好的理论依据。至于应用 4-A-GTase改性淀粉

提高 SDS质量分数的最适酶浓度和酶解时间, 有待

进一步优化研究。
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