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电场处理对普鲁兰酶水解糯米淀粉的影响
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摘要!目的!探明电场处理对普鲁兰酶水解糯米淀粉的强

化作用机理!方法!测定不同强度电场作用下普鲁兰酶

水解糯米淀粉的效率"并利用扫描电子显微镜#

;

射线衍

射仪#差示扫描量热仪和快速黏度分析仪表征酶解产物

的结构和热性质变化!结果!强度
"

"7(<

$

9/

的电场处

理可提高普鲁兰酶活力#促进糯米淀粉的水解"并且水解

产物表面出现裂痕和孔洞#相对结晶度增加#起始糊化温

度%

+

=

&增加#淀粉糊黏度降低'强度
#

(<

$

9/

的电场处

理可引起普鲁兰酶的部分失活#糯米淀粉水解效率降低#

相对结晶度和淀粉糊黏度等降低!结论!在当前试验条

件下"电场处理对普鲁兰酶水解糯米淀粉的强化作用主

要影响普鲁兰酶活性"而对糯米淀粉结构无显著影响!

关键词!电场'普鲁兰酶'糯米淀粉'水解
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淀粉%除了作为人类和动物的食物之外%绝大部分通

过酶法或化学法转化为淀粉水解物)葡萄糖浆)果糖糖浆

和麦芽糊精等高附加值产品*

#P"

+

&工业上使用的淀粉原

料多数是支链淀粉与直链淀粉的混合物%其中支链淀粉

含量一般在
:(Q

"

+(Q

&直链淀粉是主要由
!

.#

%

,.

糖苷

键形成的线性聚合物%支链淀粉则由约
'(Q

的
!

.#

%

,.

糖

苷键和约
(Q

的
!

.#

%

*.

糖苷键形成的多分支结构构成*

!

+

&

因此%为了彻底水解淀粉%通常需要多种淀粉酶的协同作

用&其中%葡萄糖淀粉酶既能水解
!

.#

%

,.

糖苷键又能水

解
!

.#

%

*.

糖苷键%但其水解
!

.#

%

*.

糖苷键的速率较慢%从

而造成淀粉质原料利用率及产品品质的下降&而普鲁兰

酶能够专一性地切开支链淀粉中的
!

.#

%

*.

糖苷键%加速

!

.#

%

*.

糖苷键的水解%实现原料利用率的提高及产品品质

的改善*

,P(

+

&因此%普鲁兰酶逐渐成为淀粉加工中不可

或缺的关键酶制剂%被广泛应用在淀粉糖加工)改性淀

粉)医药)饲料)啤酒及白酒酿造等工业中%尤其是作为淀

粉加工中的非大宗关键酶制剂%在工业应用方面有重大

价值及大量需求*

*P:

+

&

电场作为食品处理的常用物理方式%可以改善淀粉

的理化性质和微观结构%作为淀粉常压干法改性的方法%

具有重要的工业应用潜力*

+

+

&同时%其特有的电学特性

!

RSST U )VWNXY-Z[

第
!+

卷第
:

期 总第
",'

期
$

"$""

年
:

月
$



在淀粉改性和酶活性调控方面表现出了高适应现象*

'

+

&

\0/0F040

B

0M8

等*

#$

+发现%

*$]

条件下
#<

(

9/

电场处理

后%

!

.

淀粉酶活性可增加
,#Q

&

T6F?0/

等*

##

+发现%

!$]

条件下%

+

"

#"<

(

9/

电场处理后%纤维素的酶解速率常

数可增加
,'Q

"

#*,Q

&

S?@?1/0

等*

#"

+发现%与传统水

浴加热相比%低强度脉冲电场在相同加热速率时%可提高

酶活性
(Q

"

"$Q

&与菌株筛选)基因工程菌株构建等复

杂方法相比%电场处理具有操作简单)容易实现的优点&

然而现有研究中%未见关于电场处理对普鲁兰酶活力影

响的报道%其作用机制不明&研究拟以糯米淀粉为原料%

通过扫描电子显微镜)

;.

射线衍射仪)差示扫描量热仪和

快速黏度仪等技术对电场作用下糯米淀粉酶解效率)酶

解淀粉的颗粒形貌)结晶性质和热特性等进行研究%并在

此基础上探究电场处理对普鲁兰酶活力!不加淀粉#以及

淀粉结构性质!不加酶#的影响%从而解析电场影响普鲁

兰酶水解糯米淀粉的机制%为电场技术在淀粉酶法改性

领域的应用提供依据&

#

!

材料与方法
#7#

!

材料与试剂

糯米淀粉"食品级%淀粉含量
'(Q

以上%其中支链淀

粉含量达
'+Q

%安徽蚌埠市兄弟粮油食品有限公司$

普鲁兰酶"

#L

(

/

J

%上海源叶生物试剂有限公司$

TY\

试剂"分析纯%上海源叶生物试剂有限公司$

醋酸)醋酸钠)盐酸)氢氧化钠等"分析纯%国药集团

化学试剂有限公司&

#7"

!

仪器与设备

单相输出
($$<V

变频电源"

%NT.##$$

型%宁波凯华

德电子科技有限公司$

紫外可见分光光度计"

N̂ !!#"$V

型%南京菲勒仪器

有限公司$

扫描电子显微镜"

-<S._\#$

型%德国卡尔,蔡司股

份有限公司$

;

射线衍射仪"

T" N̂V\-Z

型%美国
&F6M8F

仪器

公司$

差氏扫描量热仪"

"̀$

型%美国
>V

仪器公司$

快速黏度分析仪"

Z<V,($$

型%澳大利亚
8̂FA84

公司$

冷冻干燥机"

RF88a=48

型%美国
_049=49=

公司$

高速离心机"

b_."$b.N

型%上海安亭科学仪器厂&

#7!

!

方法

#7!7#

!

电场处理对普鲁兰酶水解糯米淀粉的影响
!

利用

乙酸钠缓冲液!

$7$,/=2

(

_

%

D

N,7,

#配制
$7$*

J

(

/_

的普

鲁兰酶溶液%并取
"$/_

加入
"7$

J

糯米淀粉%磁力搅拌

!$@

%

($ ]

恒温水浴%插入电极片!电极尺寸
#$//c

#$//c"//

#%打开交变电源!正弦#进行电场处理"电

场强度分别为
$7$

%

"7(

%

(7$

%

:7(

%

#$7$

%

#"7(<

(

9/

$电场频

率
($ NE

$处理时间
"$ /14

&处理后%加入
" /=2

(

_

Y0SN

溶液调整
D

N

至
##7$

灭酶%再加入
"/=2

(

_NW2

溶液中和&

!($$F

(

/14

离心
#$/14

%所得沉淀物经
+$Q

乙醇洗涤
!

次!每次
#$$/_

#%冻干备用$利用
TY\

法测

定上清液中还原糖含量&

#7!7"

!

电场处理对普鲁兰酶活力的影响!不加淀粉#

!

利

用乙酸钠缓冲液!

$7$,/=2

(

_

%

D

N,7,

#配制
$7$*

J

(

/_

的

普鲁兰酶溶液%并取
"$/_

%

($]

恒温水浴%电场强度分

别为
$7$

%

"7(

%

(7$

%

:7(

%

#$7$

%

#"7(<

(

9/

$电场频率
($NE

$

处理时间
"$/14

%测定酶活力&

#7!7!

!

电场处理对淀粉结构性质的影响!不加酶#

!

准确

称取
"7$

J

糯米淀粉于
"$/_

乙酸钠缓冲液!

$7$,/=2

(

_

%

D

N,7,

#中%混匀%

($]

恒温水浴%电场强度分别为
$7$

%

"7(

%

(7$

%

:7(

%

#$7$

%

#"7(<

(

9/

$电场频率
($NE

$处理时间

"$/14

%

!($$F

(

/14

离心
#$/14

&所得沉淀物经
+$Q

乙

醇洗涤
!

次!每次
#$$/_

#%冻干备用&

#7!7,

!

还原糖含量测定
!

采用
TY\

法*

#!

+

&

#7!7(

!

酶活力测定
!

参照龙杰*

(

+的方法&

#7!7*

!

扫描电镜观察!

\-)

#

!

用牙签将淀粉及其酶解产

物均匀分散至双面导电胶带上!双面导电胶带固定于载

物台上#%用洗耳球吹去粘结不牢的粉末%真空喷金%观察

淀粉及其酶解产物的表面形态!加速电压
($$$<

%放大

倍数
($$$

#&

#7!7:

!

;.

射线衍射分析!

;ZT

#

!

参照
_1

等*

#,

+的方法&

W6

%

!

辐射%管压
,$M<

%管流
,$/V

%扫描速度
,

!

d

#(

/14

%扫

描范围!

"

"

#

,d

"

,$d

%步长
$7$"+

%接受狭缝
$7"//

&利用

)TXe038*7(

软件分析谱图%分析结晶晶型并按式!

#

#计

算相对结晶度&

H

9

f

-

9

-

0

g-

9

c#$$Q

% !

#

#

式中"

H

9

'''相对结晶度%

Q

$

-

9

'''结晶区含量%

Q

$

-

0

'''无定形区含量%

Q

&

#7!7+

!

差示扫描量热分析!

T\W

#

!

参照
_1

等*

#(

+的方法&

#7!7'

!

快速黏度分析!

Z<V

#

!

参照
VVWW:*."#

&

#7,

!

数据处理

所有试验重复
!

次取平均值&采用
SF1

J

14+7*

软件

绘图%

\̂ \\"#7$

软件进行显著性分析&

I

%

$7$(

代表差

异显著&

"

!

结果与分析
"7#

!

电场处理对普鲁兰酶水解糯米淀粉的影响

由图
#

可知%当电场强度为
$7$

"

"7(<

(

9/

时%还原

糖含量从
$7($

J

(

_

增加至
$7(!

J

(

_

$但之后随着电场强

度的进一步增加%还原糖含量逐渐降低$当电场强度为

(7$

%

:7(<

(

9/

时%还原糖含量大于空白对照组%当电场强

度为
#$7$

%

#"7(<

(

9/

时%还原糖含量低于空白对照组&

"

基础研究
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字母不同表示差异显著!

I

%

$7$(

#

图
#

!

电场强度对还原糖含量的影响

R1

J

6F8#

!

-CC89A=CA?814A84@1A

B

=CA?88289AF19C1823=4

A?89=4A84A=CF836914

J

@6

J

0F

研究*

'

%

#"

+表明%低强度电场处理可改善酶活性%酶活性的

增加可降低反应的活化能%有利于酶促反应的进行$而高

强度电场处理会严重破坏酶分子的结构%使酶钝化&

&0FI0

等*

#*

+发现%只有电场强度达到临界值!

#

9

#才可引

起蛋白分子的极化"低强度作用下%蛋白分子沿着电场方

向有序排列%但其结构变化较小$中强度电场可诱导蛋白

分子极化%其内部的疏水基团外露$但随着电场强度进一

步增加%极化蛋白分子间通过疏水相互作用络合%与试验

结果高度契合&

"7"

!

电场辅助酶解对淀粉颗粒结构的影响

由图
"

可知%天然糯米淀粉颗粒形状不规则%大部分

颗粒尺寸为
,

"

(

#

/

%与
_1

等*

#:

+的结果一致&经普鲁兰

酶处理后%淀粉颗粒表面出现孔洞或裂缝%部分大颗粒被

降解为小的片段%且小的片段间可能发生粘附&当电场

强度为
$7$<

(

9/

时%淀粉颗粒表面处有许多的裂缝和孔

洞$当电场强度为
"7(<

(

9/

时%由于酶解程度的增加%淀

粉颗粒破坏增加%小的碎片发生聚集%形成了大颗粒$随

着电场强度的进一步增加%淀粉酶解程度降低%淀粉表面

依然存在裂缝和孔洞%但数目和尺寸减少&淀粉颗粒表

面孔洞数目和尺寸的增加%将极大地提高淀粉的比表面

图
"

!

电场辅助酶解对糯米淀粉扫描电镜图像的影响
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B
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积%有利于运载功能性成分和用作吸附剂*

#+P#'

+

&低电场

强度时%淀粉表面会出现孔洞和裂缝%酶解产物可用作多

孔淀粉$而高电场强度时%淀粉颗粒结构被完全破坏%产

物不能用作吸附剂使用*

#:

+

&当电场强度为
#"7(<

(

9/

时%淀粉依然维持原有的颗粒结构%但表面孔洞和裂缝增

加%是由于试验温度固定为
($]

%消除了电场热效应影

响的缘故*

"$

+

&

"7!

!

电场辅助酶解对淀粉结晶结构的影响

由图
!

可知%原糯米淀粉在
#(7$"d

%

#:7$"d

%

#+7$+d

%

"!7$+d

处出现衍射峰%属于典型的
V

型淀粉%与
_1

等*

#:

+

的结果一致&电场辅助酶解后%糯米淀粉的结晶晶型未

发生显著变化%但酶解淀粉的相对结晶度均高于原糯米

淀粉&随着电场强度从
$7$<

(

9/

增加至
"7(<

(

9/

%糯米

淀粉的相对结晶度从
,"7!'Q

增加至
,'7**Q

$但随着电

场强度的进一步增加%相对结晶度逐渐降低&淀粉颗粒

是由疏松的无定形层和致密的结晶层交替排列形成的半

刚性结构&在酶解过程中%酶分子优先水解疏松的无定

形层%从而导致淀粉相对结晶度增加&

N04

等*

"#P"!

+发

现%电场处理可破坏淀粉的颗粒和半结晶结构%从而造成

淀粉相对结晶度降低&

"7,

!

电场辅助酶解对淀粉热特性的影响

由图
,

可知%原糯米淀粉的
T\W

曲线上出现了两个

吸热峰%第一个显著的吸热峰为支链淀粉熔融峰%第二个

较微弱的吸热峰则归因于热稳定的直链淀粉'脂质复合

图
!

!

电场辅助酶解对糯米淀粉
;.

射线衍射图谱和相对结晶度的影响
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物的熔化&一般情况下%淀粉相对结晶度增加代表淀粉

结构有序性增加%破坏其结构所需要的能量会增加%体现

在
T\W

曲线上即为糊化温度和焓值的增加&

VI3=FF8E0

等*

",

+报道%西米淀粉的糊化温度和焓值随酸解程度的增

加而增加&由表
#

可知%随着电场强度的增加%糯米淀粉

的
+

=

)

+

D

逐渐增加%但焓值变化不明显&这可能是电场

加快了非结晶区的酶解效率%对结晶区破坏较小%焓值不

变而糊化温度小幅度升高$其次%电场加快了支链部分的

酶解%使直链淀粉比例增加%也会导致糊化温度增加&此

外%糯米淀粉中含有少量的直链淀粉%该直链淀粉可与脂

肪形成脂质复合物%脂质复合物的热稳定性较高%通常出

现在
+$]

左右&随着酶解的进行%第
"

个吸热峰位置和

焓值并未发生显著变化%说明直链淀粉'脂质复合物的

图
,

!

电场辅助酶解对糯米淀粉
T\W

曲线的影响
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电场辅助酶解对糯米淀粉
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参数的影响h
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电场强度(

!

<

,
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P#

#

吸热峰
#

起始温度(
]

峰值温度(
]

终止温度(
]

$

"

(!

e

,

J

P#

#

吸热峰
"

起始温度(
]

峰值温度(
]

终止温度(
]

$

"

(!

e

,

J

P#

#
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h

!

字母不同表示差异显著!

I

%

$7$(

#&

含量未发生明显变化&

"7(

!

电场辅助酶解对淀粉糊化特性的影响

由图
(

和表
"

可知%淀粉酶解后%淀粉颗粒表面被破

坏%吸水膨胀能力受限%淀粉糊的峰值黏度)谷值黏度)崩

解值和最终黏度均降低&酶解程度越大%黏度降低越多&

经
"7(<

(

9/

电场辅助酶解后%淀粉糊黏度下降最多%峰值

黏度从原淀粉的
#+("/̂ 0

,

@

降低至
##(!/̂ 0

,

@

%崩解

值从
*#*/̂ 0

,

@

降低至
!",/̂ 0

,

@

$而经
#"7(<

(

9/

电场

处理后%淀粉糊黏度仅降低了
#"*/̂ 0

,

@

%崩解值减少了

"'"/̂ 0

,

@

%与还原糖结果一致&

=̂28@1

等*

"(

+和
V?/83

等*

"*

+研究发现%随着水解程度的增加%淀粉糊黏度逐渐降

低&淀粉回生值主要与直链淀粉的泄露及重新聚集有关&

研究*

":

+表明%淀粉的改性会导致淀粉分子排列的规整性降

低&酶解淀粉的回生值均低于原淀粉%是由于普鲁兰酶水

解
!

.#

%

*.

糖苷键%切除支链后的淀粉分子排列规整性降低%

原本的有序结构受到影响%直链淀粉重新缔合的速率减慢%

回生值减小%与刘程玲等*

"+

+的结果相似&同时%淀粉损伤程

度的增加将会导致淀粉糊化温度的降低*

"'

+

&与原糯米淀粉

相比%酶解淀粉的糊化温度略有上升%可能与酶解过程中优

先水解无定形层导致的淀粉相对结晶度增加有关&

"7*

!

电场影响普鲁兰酶水解糯米淀粉的可能机制

由图
*

!

0

#可知%当电场强度从
$7$<

(

9/

增加到

(7$<

(

9/

时%相对酶活性从
#$$Q

增加到
##*Q

$但随着

电场强度的进一步增加%普鲁兰酶活性迅速降低&电场

作用下%普鲁兰酶活性的变化趋势与淀粉酶解效率一致%

说明试验条件下%酶活性的变化可能是导致淀粉酶解效

率变化的主导因素&然而%在利用电场强化
!

.

淀粉酶水

图
(

!

电场辅助酶解对糯米淀粉
Z<V

曲线的影响
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字母不同表示差异显著!
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$7$(
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字母不同表示差异显著!
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图
*

!

电场影响普鲁兰酶水解糯米淀粉的可能机制
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解玉米淀粉的试验中%电场对淀粉酶解效率的影响与

!

.

淀粉酶活力的变化趋势并不一致%而淀粉结构变化对

电场强化淀粉酶解效率的影响极为显著*

#:

+

&这可能是由

于前期试验条件中%未控制电场处理的温度且缓冲液浓

度较高!

$7"/=2

(

_

#%随着电场强度和处理时间的增加%淀

粉酶解液的温度逐渐上升%淀粉颗粒结构被部分破坏%淀

粉分子从颗粒内部泄露%与淀粉酶间的亲和力增加&而

该试验中%处理温度控制在
($ ]

且缓冲液浓度低

!

$7$,/=2

(

_

#%电场热效应可忽略&

淀粉颗粒和结晶结构的微小破损即可显著影响淀粉

的吸水膨胀%从而导致淀粉糊黏度的降低&为了进一步

明确电场对普鲁兰酶水解糯米淀粉的作用机理%测定了

电场作用下淀粉的糊化性质变化!不加普鲁兰酶#&由

图
*

!

I

#可知%不同电场处理后%淀粉的糊化曲线近乎重

叠%证实电场处理并未能对糊化结构性质造成显著影响&

因此%试验条件下%电场作用下淀粉结构性质变化可能并

非是影响普鲁兰酶水解糯米淀粉效率的关键因素&但值

得注意的是%由于电场拥有物质所具有的力和能量的客

观属性%会对处于其中的物质产生力及能量的作用*

!$

+

&

因此%电场作用于酶解反应时%可能会赋予淀粉酶解中间

产物!碳正离子#反应基团动能%使官能团中的原子和电

荷活跃度更高%更易参加反应&

!

!

结论
探究了不同强度电场作用下糯米淀粉水解效率)普

鲁兰酶活力)糯米淀粉结构性质的变化规律&结果表明%

强度
"

"7(<

(

9/

的电场可改善普鲁兰酶的活力%从而加

速糯米淀粉的酶解速率$强度
#

(<

(

9/

的电场则导致酶

活力的降低%酶解效率降低&随着酶解的进行%淀粉颗粒

表面逐渐出现孔洞)裂缝)破裂及小片段的聚集等现象&

电场辅助酶解不会改变淀粉的结晶晶型%但相对结晶度

增加$且酶解程度越高%相对结晶度越大&电场辅助酶解

后%糯米淀粉第
#

个糊化峰的起始温度增加%但第
"

个糊

化峰的起始温度以及糊化焓均未发生显著变化&淀粉的

峰值黏度)谷值黏度)终点黏度)崩解值和回生值经酶解

后均显著降低%且酶解程度越高%黏度下降越多&试验条

件下%电场对淀粉结构性质的影响不显著%说明电场对普

鲁兰酶水解糯米淀粉的作用主要与酶活力的变化相关&

而对于电场处理影响普鲁兰酶活性的原因尚不清楚%还

需进一步研究&
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