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麦芽三糖酶酶解大米淀粉产物的回生性质研究 

吴春森, 张  妍, 康吉平, 张  健, 钱建亚* 

(扬州大学食品科学与工程学院, 扬州  225127) 

摘  要: 目的  研究麦芽三糖酶对大米淀粉回生性质的影响。方法  以不同麦芽三糖酶添加量(0、200、300、

400、500、600 U)水解大米淀粉, 利用差示扫描量热仪、X 射线衍射仪测定酶解产物的回生性质和重结晶性质, 

并利用凝胶色谱分析系统分析酶对淀粉分子结构的影响。结果  麦芽三糖酶酶解大米淀粉, 随着水解程度增

加可显著降低其 4℃储藏 14 d 后的回生焓、相对结晶度以及分子尺寸, 显著提高脱支大米淀粉酶解产物中聚

合度(degree of polymerization, DP)<9 的极短链所占比例; 淀粉水解率≥25.96%后, 实验条件下未能检测到回

生焓和重结晶峰。结论  麦芽三糖酶酶解大米淀粉后可有效抑制酶解产物的回生, 当淀粉水解率≥25.96%, 

大米淀粉酶解产物的回生被完全抑制, 这主要是因为支链淀粉的外链被水解生成具有大量 DP<9 极短链的分

支糊精。本研究可为麦芽三糖酶应用大米淀粉制品的酶法回生控制提供理论参考和技术依据。 
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Research on the retrogradation properties of rice starch hydrolyzed  
by α-maltotriohydrolase 

WU Chun-Sen, ZHANG Yan, KANG Ji-Ping, ZHANG Jian, QIAN Jian-Ya* 

(College of Food Science and Engineering, Yangzhou University, Yangzhou 225127, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the effects of α-maltotriohydrolase on the retrogradation properties of rice 

starch. Methods  The rice starch were hydrolyzed with different amount of α-maltotriohydrolase (0, 200, 300, 400, 

500, 600 U) to perform retro gradation. The retrogradation properties and re-crystallization properties were analyzed 

by differential scanning calorimeter and X-ray diffractometer, and the molecular structure was analyzed by the gel 

chromatography system. Results  With increasing α-maltotriohydrolase hydrolysis, the retrogradation enthalpy, 

relative crystallinity and molecular size of rice starch stored at 4℃ for 14 days were significantly decreased, whereas 

the proportion of short chains with degree of polymerization (DP) less than 9 were significantly increased. When the 

degree of hydrolysis over 25.96%, the retrogradation enthalpy and recrystallization peak were both disappeared under 

the experimental conditions. Conclusion  The α-maltotriohydrolase can effectively inhibit the retrogradation of rice 

starch. When the hydrolysis degree over 25.96%, the retrogradation is completely inhibited, which mainly because 

the amylose and longer chains of amylopectin are hydrolyzed to generate a large proportion of chains with DP less 

than 9. These results can prove theoretical reference and technical basis for enlarge the use of α-maltotriohydrolase in 

the field of enzymatical control of retrogradation of rice starch products. 
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0  引  言 

近年来, 由于食品制作和流通技术的蓬勃发展, 生活

节奏的加快和新冠疫情的不断发生, 方便食品因其操作方

便、营养丰富、易于携带等特性, 愈发受到消费者、研究

者和生产者的追捧[1]。我国特殊饮食结构决定了高淀粉质

食品如米饭、馒头、面条以及米粉等在方便食品中占有极

其重要的地位[2‒3]。然而高淀粉质食品在加工储运过程中易

发生淀粉回生, 导致产品口感变差、组织硬化等系列问题, 

造成资源的极大损失和浪费, 严重制约了我国方便预制食

品产业的发展[1‒3]。目前, 国内外研究者已通过化学修饰、

酶法改性的手段改变淀粉结构组成或添加改良剂改变分子

间相互作用力的手段有效延缓了淀粉的回生[4‒6]。其中, 酶

法改性具有绿色、高效和安全的优势, 在众多延缓回生的

手段中更具有吸引力[7]。 

近年来, 多种淀粉水解酶如 α-淀粉酶[6‒7]、麦芽低聚

糖形成酶[8‒9]、β-淀粉酶[10‒11]、分支酶[12]可以实现对淀粉

链的有效修饰达到延缓回生的效果。不同淀粉酶经由不同

的水解方式作用于淀粉分子, 其抗回生效应也有所不同: 

α-淀粉酶内切作用于淀粉分子, 迅速降低淀粉分子量, 降

低体系黏度等, 抑制回生的同时会导致产品过于松软无法

成型等问题, 影响产品的加工和感官品质[6‒7]; β-淀粉酶外

切作用于淀粉分子, 对淀粉分子量和体系黏度等影响较小, 

其抗回生能力较弱, 需较大的酶添加量才可完全抑制淀粉

回生[10‒11]。麦芽 α-淀粉酶为麦芽低聚糖酶的一种, 可通过

内外切共作用于支链淀粉内外链, 淀粉水解率约 20%即可

完全抑制支链淀粉回生, 具有维持淀粉原有口感且高效抑

制淀粉回生的能力[8]。目前, 麦芽 α-淀粉酶为公认最有效

抗回生的淀粉酶, 诺维信公司已将其实现商业化, 但价格

昂贵。可部分替代麦芽 α-淀粉酶的高抗回生能力淀粉酶的

筛选是目前酶法回生控制领域的热点问题。麦芽三糖酶也

是麦芽低聚糖酶的一种, 市售价格略低于麦芽 α-淀粉酶, 

其水解机制已被证实与麦芽 α-淀粉酶相近, 同时具有内切、

外切和转糖基活性[8‒9]。前期研究发现麦芽三糖酶通过先外

切后内切的方式作用于支链淀粉, 当淀粉水解率>15.9%时, 

支链淀粉回生即可被有效抑制[9]。据此, 麦芽三糖酶与麦芽

α-淀粉酶类似, 在较低淀粉水解率即可完全抑制支链淀粉

回生, 具备部分替代麦芽 α-淀粉酶应用于高淀粉质食品回

生控制的潜力。基于此, 本研究首先以大米淀粉为原料并进

行充分糊化, 研究麦芽三糖酶添加量对于大米淀粉分子结

构、回生性质的影响规律, 以明确此酶对大米淀粉分子结构

及回生性质的量效关系, 为拓展麦芽三糖酶在淀粉酶法回

生控制领域的应用提供理论依据和技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

大米(粳米): 中粮米业(大连)有限公司。 

麦芽三糖酶(AMT 1.2L, Microbacterium imerial)[阿

玛 诺 天 野 酶制 剂 商 贸 ( 上海 ) 有 限 公司 ]; 异 淀 粉酶

(Pseudomonas sp.)(爱尔兰 Megazyme 公司); 普鲁兰标准品

(分子量 342~2.35×106 Da)(美国 Merck 公司); 所有其他化

学品(分析纯, 上海国药集团化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

YWDG-680冷冻干燥机(南京研沃生物科技有限公司); 

759S 可见分光光度计(上海棱光技术有限公司); DSC3500

差示扫描量热仪(differential scanning calorimetry, DSC)[耐

驰科学仪器商贸(上海)有限公司]; D8 Advance 多晶 X 射线

衍射仪(X-ray powder diffraction, XRD)(德国 Bruker-AXS

公司); LC-20AD 岛津高效液相色谱仪(日本岛津仪器有限

公司); XPE 分析天平[精度 0.00001 g, 梅特勒-托利多国际

贸易(上海)有限公司]; JM-50 型胶体磨(上海诺尼轻工机械

有限公司); H1650 高速离心机(湖南湘仪实验室仪器开发

有限公司); GRAM 30/100/300/1000 系列凝胶色谱柱(德国

Mainz 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  大米淀粉的提取 

大米淀粉的提取, 参考 WANG 等[13]报道的提取方法

并稍作修改, 将 500 g 大米浸泡于 2500 mL 的蒸馏水中静

置 12 h, 于胶体磨进行打浆过 200 目筛, 离心, 弃去上清

液。将离心所得沉淀与甲醇以 1:1 (m:V)的比例混合均匀, 

置于 4℃静置 24 h, 于 8000×g 离心 10 min, 弃去上清液。

后将沉淀与 0.2%的NaOH溶液以 1:5 (m:V)的比例混合均匀, 

并以 200 r/min 的转速搅拌 48 h, 期间 24 h 更换 NaOH 溶

液, 于 8000×g 离心 10 min, 弃去上清液及黄色沉淀。将沉

淀反复水洗直至淀粉乳的 pH 成中性, 置于烘箱中 45℃烘

干, 过 200 目筛。 

1.3.2  大米淀粉的酶解 

大米淀粉的酶解参照 WU 等[14]的方法, 首先用 0.1 mol/L 

pH 6.5 的磷酸盐缓冲液配制 8% (m:V)的大米淀粉分散液, 

于沸水浴中边搅拌边糊化 30 min, 转速为 300 r/min。糊化

结束后冷却至 50℃, 分别加入 200、300、400、500、600 U

的麦芽三糖酶反应 30 min 得到大米淀粉水解液, 于沸水浴

中加热 10 min 进行灭酶。冷却至室温后, 转速 8000 r/min

离心 20 min, 取部分上清液测定反应液中还原糖含量, 其

余样品进行冷冻干燥, 粉碎并过 200 目筛。淀粉的水解率
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采用公式(1)进行计算:  

淀粉水解率/%=
0.9

100%
还原糖含量

总淀粉含量干基


    (1) 

1.3.3  淀粉酶解产物的回生性质研究 

淀粉酶解产物的回生性质的测定参照 LI 等[15]的方法

采用 DSC 进行。首先用坩埚准确称量 5 mg 酶解样品, 以

2:3 (m:m)的比例加入去离子水后进行密封, 并在 4℃条件

下平衡 12 h。将密封好的坩埚转移至 DSC 中, 测试程序如

下: 以空坩埚为参比, 从 25℃升温至 100℃, 升温速度为

5℃/min。扫描完成的样品转移至 4℃冰箱中贮藏 14 d, 于

25~100℃区间以 5℃/min 的速率再次进行程序升温扫描。 

1.3.4  淀粉的 X-射线衍射分析 

准确称取 3 g 酶解样品, 以 2:3 (m:m)的比例加入去离

子水, 置于沸水浴中搅拌加热 10 min 进行分散, 自然冷却至

室温后转移至 4℃冰箱中贮藏 14 d。贮藏后的样品冷冻干燥

后粉碎过 200 目筛, 将制备好的样品用于 XRD 的分析[16]。

XRD 的测定条件如下: 扫描范围为 4~40° (2θ), 扫描速度

为 2°/min。 

1.3.5  淀粉分子结构分析 

将 2 mg 淀粉样品溶于 0.7 mL 溴化锂/二甲亚砜(0.5%, 

m:V)溶液中, 并在 80℃条件下边搅拌边加热 12 h, 转速为

300 r/min。参照 GU 等 [17]的测试条件 , 使用 LC-20AD 

Shimadzu 系统与 RID-10A 折射率检测器, 使用 GRAM30 和

GRAM300 凝胶色谱柱串联表征大米淀粉的分子大小分布。 

1.3.6  淀粉链长分布测定 

参照 WU 等[14]的方法, 将 5 mg 淀粉样品溶于 0.7 mL

热水中并分散均匀, 冷却至室温后, 加入 0.1 mL 醋酸钠缓

冲液(pH 3.5, 0.1 mol/L)和 2.5 μL 的异淀粉酶(5 U/mg 淀粉)

在 37℃下反应 4 h。加入 0.1 mL 的 NaOH (0.1 mol/L)调节

pH≈7, 于 80℃加热 1 h, 进行冷冻干燥。冻干样品溶于溴

化 锂 / 二 甲 亚 砜 (0.5%, m:V) 中 , 使 用 GRAM100 和

GRAM1000 串联进行脱分支淀粉链长分布分析。 

1.4  统计分析 

每个实验至少重复 3 次, 采用 PASS Statistics 24.0 对实

验结果进行统计分析处理, 结果用平均值±标准偏差表示, 

显著性分析采用Turkey法; 数据采用Origin 2018进行作图。 

2  结果与分析 

2.1  大米淀粉的酶解 

糊化后的大米淀粉被不同添加量的麦芽三糖酶作用至

不同水解程度, 以研究麦芽三糖酶对大米淀粉分子结构及回

生性质的影响。从表 1 可以看出, 大米淀粉的水解率随着酶

添加量的增加而提高; 当麦芽三糖酶的添加量为 600 U 时, 大

米淀粉的水解率最大可达到 30.15%, 表明在实验条件下, 通过

控制麦芽三糖酶的添加量可以控制大米淀粉的水解程度。 

2.2  大米淀粉酶解产物的回生性质研究 

不同大米淀粉酶解产物在 4℃贮藏 14 d的回生性质的

变化情况见表 1。大米淀粉的回生焓值为 6.13 J/g, 而水解

率为 8.06%、12.17%和 17.62%的酶解产物的回生焓值与其

相比分别降低了 39%、68%和 91%, 并且当水解率继续增

加至 25.96%时, 样品无吸收峰检出。DSC 的结果表明麦芽

三糖酶处理大米淀粉能够有效抑制其回生, 当淀粉水解率

≥25.96%时, 大米淀粉的酶解产物回生被完全抑制。表 1

中测得 To、Tp 和 Tc 均处于 60℃左右及其以下范围, 这可能

是因为大米淀粉及其酶解产物的回生主要是因为贮藏期间

支链淀粉重排堆积形成结晶区[18‒19]。这与前期研究发现关

于麦芽三糖酶水解支链淀粉, 水解率大于 15.9%时即可完

全抑制支链淀粉回生的结果相一致[9]。 

2.3  大米淀粉酶解产物回生后结晶性质分析 

图 1 为麦芽三糖酶酶解大米淀粉产物贮藏 14 d 的 X-

射线衍射图谱及其相应的结晶度。天然大米淀粉在 2θ接近

14.2°、17.4°、18.7°和 23.4°时出现衍射峰, 这是典型的 A-

型淀粉结构[20]。当酶解产物经过糊化和贮藏 14 d 后, 淀粉

的峰型发生了明显的改变, 在 2θ 接近 17°出现了典型的 B

型回生结晶峰[21]。这是因为糊化后的支链淀粉链在低温贮

藏过程中会重新排列, 并通过氢键作用重新形成有序结构, 

淀粉分子堆叠形成半结晶物, 并产生新的衍射峰。相对结

晶度的结果显示, 麦芽三糖酶酶解大米淀粉可显著降低回

生后的相对结晶度, 且降低效应随着水解率增加而增强; 

当大米淀粉的水解率≥25.96%, 储藏 14 d 样品无吸收峰检

出, 表明其重结晶被完全抑制, 这与 DSC 结果相一致。 
 

表 1  麦芽三糖酶酶解大米淀粉的水解率及其回生性质 
Table 1  Degree of hydrolysis and retrogradation properties of rice starch hydrolysates generated by α-maltotriohydrolase 

酶添加量/U 水解率/% To/℃ Tp/℃ Tc/℃ ΔH/(J/g) 

0 0a 39.70±0.14a 49.40±0.28b 61.70±0.00d 6.13±0.25d 

200  8.06±0.14b 39.85±0.07a 47.70±0.14a 61.25±0.07c 3.74±0.35c 

300 12.17±0.78c 40.65±0.50b 48.20±0.00a 59.40±0.14b 1.98±0.28b 

400 17.62±0.14d 44.25±0.07c 52.10±0.42c 58.60±0.14a 0.57±0.09a 

500 25.96±0.28e -- -- -- -- 

600 30.15±0.49f -- -- -- -- 

注: To 起始温度; Tp 峰值温度; Tc 终止温度; ΔH 焓值; 同一列不同字母表示相互之间差异显著(P<0.05); --表示未检出, 下同。 
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图 1  麦芽三糖酶酶解大米淀粉贮藏 14 d 的 X-射线衍射图 

Fig.1  X-ray diffraction pattern of α-maltotriohydrolase-treated rice 
starch after 14 days storage 

 

2.4  大米淀粉的分子结构 

图 2 为大米淀粉随着麦芽三糖酶作用而发生的分子

尺寸分布的变化情况, 其中 P1 和 P2 两个峰, 分别对应直

链淀粉和支链淀粉。随着水解反应的进行, 两个淀粉峰的

位置也不断前移, 表明麦芽三糖酶对直链淀粉和支链淀粉

分子均发生水解作用。 

 
 

 
 

图 2  不同麦芽三糖酶添加量对大米淀粉的分子尺寸的影响 

Fig.2  Effects of different doses of a-maltotriohydrolase on 
molecular size of rice starch 

 
 

结合表 2 关于大米淀粉的分子尺寸分布的结构参数, 

可以看出, 大米淀粉的平均 Rh随着其水解率的增加而不断

减小。当大米淀粉的水解率为 8.06%时, 直链淀粉峰(P1)

水解生成了 Rh 为 4.75 nm 左右的新峰, 其分子尺寸明显降

低, 这表明麦芽三糖酶可能通过内切的方式作用于直链淀

粉。支链淀粉 P2 峰前移, 分子尺寸显著变小, 这可能是因

为麦芽三糖酶在水解初期其首先以外切的方式作用于支链

淀粉的外链, 分子尺寸降低[9]。P3 峰随着水解的进行不断

积累,可能是因为此酶可能通过内外切协同作用于大米淀

粉中的支链淀粉所生成大量的小分子分支糊精。 

 
表 2  麦芽三糖酶酶解大米淀粉的分子尺寸参数 

Table 2  Starch molecular size parameters of 
α-maltotriohydrolase-treated rice starch 

水解率/% P1/nm P2/nm P3/nm 平均 Rh/nm

0 20.42±0.14f 243.31±0.06c -- 166.88±0.30e

 8.06 4.75±0.00e 142.58±2.42b 25.17±0.03a 72.11±0.21d

12.17 4.52±0.06d 100.41±0.20a 26.85±0.02b 41.21±0.14c

17.62 4.36±0.01c -- 39.06±0.88c 33.23±1.23b

25.96 4.02±0.02b -- 26.67±0.27b 22.01±0.47a

30.15 3.88±0.02a -- 25.23±0.07a 20.73±0.05a

 

2.5  大米淀粉的链长分布 

依照链长大小和位置, 支链淀粉的不同分支链可以

分为 A 链、B 链(B1~B4)和 C 链, 结合实际将大米淀粉的

链长分布划分为 4个区域: 聚合度(degree of polymerization, 

DP)<9、DP 9~24, DP 25~130 和 DP>130[22‒23]。其中 DP<9

和中短链 DP 9~24 分别对应支链淀粉外侧最短链 A 链和

A+B1 链, DP 25~130 则对应着 B2~B4 链和支链淀粉内链 C

链, 而 DP>130 对应着大米淀粉中的直链淀粉[22‒23]。如表 3

所示, 对照组中 DP<9 所占比例最小, 仅为 14.32%。而 DP 

9~24, DP 25~130 和 DP>130 所占比例则分别为 45.79%、

23.75%和 16.14%。随着大米淀粉水解率的增加, 可以看到

DP>130 和 DP 9~24 所占比例在持续下降, 而 DP 25~130

和 DP<9 所占比例在不断上升, 表明麦芽三糖酶通过内外

切方式作用于样品中的淀粉分子链, 生成了大量的 DP<9

的短链, 这与前期利用麦芽三糖酶水解支链淀粉的结果相

一致[9]。结合分子大小数据以及前人研究结果[24‒25], 推测

可知麦芽三糖酶水解大米淀粉生成大量的短链分支糊精, 

即分支糊精中 DP<9 的短链占比升高。同时也与 GREWAL

等[26]采用麦芽 α-淀粉酶水解蜡质玉米淀粉, 有效降低了其

外链长度, 也生成大量的 DP<9 的短链的结果相一致。 

 

表 3  麦芽三糖酶酶解大米淀粉的链长分布 
Table 3  Unit chain length distributions of 
α-maltotriohydrolase-treated rice starch 

水解率/% DP>130 DP 25~130 DP 9~24 DP<9 

0 16.14±0.12f 23.75±0.03a 45.79±0.04d 14.32±0.01a

 8.06 13.44±0.04e 25.28±0.02b 44.48±0.04c 16.80±0.00b

12.17 10.30±0.28d 28.55±0.04c 43.93±0.14c 17.22±0.01c

17.62 8.49±0.00c 30.89±0.42d 41.71±0.74b 18.91±0.04d

25.96 2.82±0.14b 36.25±0.20e 40.61±0.42a 20.32±0.03e

30.15 1.21±0.01a 36.41±0.03e 40.05±0.18a 22.33±0.00f
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3  讨论与结论 

本研究通过改变麦芽三糖酶添加量控制大米淀粉水

解程度, 并利用 DSC 和 XRD 评价回生性质和结晶性质, 

结果表明麦芽三糖酶处理大米淀粉可有效抑制其酶解产物

的回生, 且抑制效果与淀粉水解程度成正比, 当大米淀粉

水解率≥25.96%时, 在实验条件下测得 14 d 储藏后大米淀

粉酶解产物的回生被完全抑制。通过凝胶色谱分析系统对

淀粉分子结构进行表征, 结果表明此酶通过内外切共作用

方式分别作用于直链淀粉和支链淀粉, 显著降低大米淀粉

分子大小, 生成大量较小分子支链糊精; 链长分布结果表明

随着大米淀粉水解率的增加, DP>130 和 DP 9~24 所占比例

在持续下降, 而 DP 25~130 和 DP<9 所占比例在不断上升, 

这就表明酶解生成的分子尺寸较小的分支糊精中 DP<9 的

短侧链占比升高。淀粉回生进程中, 直链淀粉的重结晶形

成晶核, 进一步导致支链淀粉回生[27], 而支链淀粉的外链长

度已被证明与回生进程中淀粉分子的重新聚集和速率均密切

相关[26]。淀粉分子链形成双螺旋结构所需的最小 DP 为 10[28]。

WANG 等[29]和 XU 等[30]通过 α-淀粉酶与 β-淀粉酶分别作用

于淀粉分子, 制得分支极限糊精, 发现其能够通过干预直链

淀粉成核等方式有效抑制淀粉回生。综上所述, 麦芽三糖酶

能有效抑制大米淀粉回生, 可能主要是因为麦芽三糖酶解直

链淀粉和支链淀粉生成大量的 DP<9 的短侧链占比升高的

小分子量分支糊精。 

对麦芽三糖酶影响大米淀粉的回生性质的研究, 可

为此酶在米制食品的回生控制中的应用提供理论依据和技

术参考。未来会对麦芽三糖酶酶解淀粉产物如何干预淀粉-

蛋白混合体系以及米线等产品的回生进程进行研究, 以进

一步拓展此酶在淀粉回生控制领域的应用范围。 
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