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摘  要：辛烯基琥珀酸淀粉（OSAS）在水中具有高粘度和低溶解度，常导致淀粉与辛烯基琥珀酸酐

在碱性条件下的酯化反应效率低和辛烯基琥珀酸酐（OSA）基团分布不均匀，而酶解 OSAS 可以解决

这一问题。用蜡质玉米淀粉制备 OSAS，用普鲁兰酶酶解改性辛烯基琥珀酸淀粉（E-OSAS），分子量

随着酶的加入而降低，E-OSAS 的取代度大于 OSAS，随着普鲁兰酶添加量的增加，E-OSAS 的取代度

呈上升趋势，表观粘度显著下降。其粒径和多分散指数越小，zeta 电位的绝对值越大。E40-OSAS 的粒

径最小、均匀性和稳定性最好，其重均分子量（1.38×106 g/mol）最小、数均分子量（1.37×105 g/mol）

最小、取代度最大（0.019）。实验结果可为新型微胶囊的研究提供一定的依据。 
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Abstract: Octenylsuccinic anhydride starch (OSAS) has high viscosity and low solubility in water, which 

often leads to low efficiency in the esterification reaction between starch and octenylsuccinic anhydride 

under alkaline conditions, and uneven distribution of octenylsuccinic anhydride (OSA) groups. Enzymatic 

hydrolysis of OSAS can solve this problem. Using waxy corn starch to prepare OSAS, the molecular weight 
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of enzyme-modified octenylsuccinic anhydride starch (E-OSAS) decreased with the addition of pullulanase. 

The degree of substitution of E-OSAS was greater than that of OSAS, and as the amount of pullulanase 

increased, the degree of substitution of E-OSAS showed an upward trend, while the apparent viscosity 

decreased significantly. The smaller particle size and polydispersity index (PDI), the larger the absolute value 

of the zeta potential. E40-OSAS, with the smallest particle size, the best homogeneity and stability, had the 

smallest weight average molecular weight (1.38×106 g/mol), the smallest number average molecular weight 

(1.37×105 g/mol), and the largest degree of substitution of 0.019. This study provides some basis for the 

research of new microcapsules. 

Key words: waxy corn starch; pullulanase; enzymolysis; octenyl succinate starch; structure characterization. 

淀粉是第二大多糖，也是人类饮食仅次于纤

维素的主要能量提供者。它还可以作为生物可降

解和生物相容性材料[1]。天然淀粉含有丰富的羟

基，使其在糊化后对水有很高的亲和力。改性淀

粉相对于天然淀粉而言，通常具有优越的理化性

质和功能。如淀粉经辛烯基琥珀酸酐酯化后具有

两亲性，可用作微胶囊壁材和乳化剂[2]。 

辛烯基琥珀酸淀粉（Octenyl succinate starch，

OSAS）是在碱性条件下通过酯化反应生成的[3]。

此法研究较为广泛，以优化反应条件为主。此外，

预处理如机械搅拌[4]、超声[5]以及加热和酶[6]也被

证明可以提高改性效率。Sweedman 等[7]及 Ackar

等[8]评估了这种方法的实验参数，但由于 OSAS

在水中溶解度低，常导致辛烯基琥珀酸（Octenyl 

succinic anhydride，OSA）基团分布不均匀，反应

效率低[5]，且 OSAS 在水中粘度高，限制了其工

业应用。 

为了解决这些问题，应开发出粘度更低、取

代度更高、淀粉分子上 OSA 基团分布更均匀、以

及包埋性能更好的微胶囊壁材 OSAS，从而增加

微胶囊的应用范围。酶法处理 OSAS 可以解决这

一问题。Li 等发现，α-淀粉酶处理可改善 OSAS

乳化性能 [9]。Xu 等发现经过 β-淀粉酶消化的

OSAS 平均分子量降低，取代度和支化度增加[10]。

Hong 等研究了盐酸水解 OSAS 的结构和乳化性

能，发现与天然 OSAS 相比，水解 OSAS 的粘度降

低，乳化性能显著增强[11]。Randal 等发现，α-淀粉

酶处理的 OSAS 具有更高的取代度、更低的粘度

和更好的热稳定性[12]。 

为研究普鲁兰酶的不同添加量对 OSAS 的

影响，本研究以蜡质玉米淀粉为原料，以辛烯

基琥珀酸酐为修饰剂，以普鲁兰酶为酶解剂，

制备了一系列不同分子量的 E-OSAS，利用表征手

段验证酯化反应是否成功，同时测定了 E-OSAS 的

分子量、取代度、表观粘度、晶型、热稳定性、表

观形貌和粒径，以期为新型微胶囊壁材的研究提供

一些依据。本研究不涉及微胶囊的制备，在后续研

究工作中将开展微胶囊香精的制备。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

蜡质玉米淀粉、辛烯基琥珀酸酐（≥95.0%）

和普鲁兰酶（1 000 ASPU/g）：国药（上海）试剂

有限公司；其他试剂：上海泰坦科技股份有限公

司，分析级。 

1.2  仪器与设备 

Avance NEO 600 MHz 1H NMR 核磁共振仪

（配备 PABBO 探针）：瑞士布鲁克巴厄斯宾有限

公司；Q5000 IR 热重分析仪：美国沃特斯公司；IS5

傅立叶变换红外光谱仪：美国赛默飞世尔科技公

司；DAWN HELEOS II HPSEC-MALLS-RI 多角度

激光光散射凝胶色谱联用仪：美国怀雅特公司；

Rigaku Ultimate IV X 射线衍射仪：日本理学公司；

NanoBrook Omni 多角度粒度与高灵敏度 Zeta 电位

分析仪：美国布鲁克海文仪器公司；TECNAI G2F20

场发射透射电子显微镜：美国 FEI 公司；NDJ-5S

数字式粘度计：上海精天电子仪器有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  OSAS 的准备 

OSAS 根据 Li 等[9]和 Guo 等[13]的方法制备。

将 60 g 蜡质玉米淀粉与 130 mL 去离子水混合，

再用 0.5 mol/L NaOH 将淀粉水溶液的 pH 调至
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8.5，缓慢加入 1.2 g 辛烯基琥珀酸酐乙醇溶液（辛

烯基琥珀酸酐∶乙醇，1∶2，v/v），在 35 ℃，

300 rpm 下搅拌反应 4 h。然后中和混合物以终止

反应，离心（2 775×g，5 min），用 75%乙醇溶液

洗涤，冷冻干燥 48 h，并研磨成粉末（直径小于

0.15 mm），得到的粉末称为 OSAS。 

1.3.2  E-OSAS 纳米粒子的制备 

将 30 g OSAS 加入 200 mL Na2HPO4-柠檬酸

缓冲液（pH=5.0）中，在沸水浴中搅拌加热 40 min

形成糊状物。当糊状物温度降至 58 ℃时，加入

不同量的普鲁兰酶（10、20、30 或 40 ASPU/g）。

在相同温度下搅拌水解 8 h，然后在 100 ℃下加热

15 min 使酶失活。将水解物离心（11 100×g，5 min），

收集上清液并冷冻干燥。其中，添加 10、20、30

和 40 ASPU/g 制 备 的 干 燥 粉 末 分 别 命 名 为

E10-OSAS、E20-OSAS、E30-OSAS 和 E40-OSAS。 

E-OSAS 纳米颗粒根据 Hu 等[14]的方法稍作

修 改 制 备 。 将 E-OSAS 加 入 磷 酸 盐 缓 冲 液

（pH=7.4）中，制备固体含量为 10 mg/mL 的悬

浮液，然后在 37 ℃下搅拌 6 h，用无水乙醇洗涤

3 次，冻干 48 h。 

1.3.3  OSAS 和 E-OSAS 分子量的测定 

将 20 mg OSAS 或 E-OSAS 溶解在 4 mL 二甲

基亚砜（Dimethyl sulfoxide，DMSO）中，并在

100 ℃下加热。样品经 0.45 μm 过滤器过滤后注

入系统 100 μL。色谱柱以 0.5 mL/min 的流速用

DMSO 进 行 洗 脱 。 淀 粉 溶 液 DN/DC 值 为

0.100 mL/g。色谱柱温度设置为 25 ℃[11]。 

1.3.4  取代度的测定 

根据 Tizzotti 等[15]的方法，通过 1H NMR 测定

取 代 度 （ Degree of substitution ， DS ）。 在 含 有

0.5% （w/w）溴化锂的 DMSO-D6 中，分别将 20 mg

蜡质玉米淀粉、OSAS 或 E-OSAS 在 80 ℃下溶解，

然后转移到含有 20 mg 三氟乙酸-D1（Trifluoroacetic 

acid ， TFA-D1 ） 的 核 磁 共 振 （ Nuclear magnetic 

resonance，NMR）管中。以下为 DS 计算公式： 

0.89

α 1,6 α 1,4 r e

I

3(I I I )
DS

  


 
 式（1） 

式中，I0.89 是 OSA 的 CH3 基团信号的 1H NMR

积分，Iα-1,6 和 Iα-1,4 分别是 α-1,6 约为 4.75 ppm 的

1H NMR 积分和 α-1,4 约 5.11 为 ppm 的 1H NMR

积分。Ir-e 对应于还原链末端。 

1.3.5  表观粘度的测定 

将 E-OSAS 加入蒸馏水中，制备成 1%淀粉悬

浮液。使用装有 1 号转子的粘度计测量样品表观

粘度，测试温度为室温，转速为 60 r/min。 

1.3.6  傅立叶变换红外光谱 

将 1 mg 蜡质玉米淀粉、OSAS 或 E-OSAS 与

200 mg 纯溴化钾混合并压制成薄片。使用傅立叶

变换红外光谱仪在 4 000~400 cm–1 范围内进行检

测，扫描数为 32 次，分辨率为 4 cm–1。 

1.3.7  热重分析 

校准仪器后，将 5 mg 样品放入固态坩埚内密

封，在初始温度 30 ℃、终点温度 500 ℃、升温速

度 10 ℃/min、氮气流速 20 mL/min 的条件下测试。 

1.3.8  X 射线衍射 

测试波长为 1.541 8 A，扫描角度 5°~40°，扫描

速度 5°/min，电压 40 kV，电流 40 mA。 

1.3.9  粒径、多分散指数和 zeta 电位的测定 

以 DLS Particle Sizing Measurement 模式对样

品进行粒径和多分散指数的测量，样品的 Zeta 电

位测量方法是 ALS Zeta Potential Measurement。 

1.3.10  透射电子显微镜 

在水中加入 E-OSAS，配置浓度为 0.1%（w/v），

超声 1 min，取 30 µL 样品添加到 200 目铜网上，

在红外灯下干燥，用醋酸铀染色，用水洗涤，进

行成像，加速电压为 200 kV。 

1.4  数据处理 

实验数据以 x s 表示，使用 SPSS 23.0 统计

软件进行分析，采用邓肯多重范围检验统计分析，

显著水平为 P<0.05。 

2  结果与讨论 

2.1  分子量的测定 

由图 1 和表 1 可知，OSAS 的重均分子量（Mw）

和数均分子量（Mn）分别为 1.03×107 g/mol 和

1.52×106 g/mol，均大于 E-OSAS。这表明酶解后

的 OSAS 的分子量降低。Han 等[16]发现，酶解后

OSAS 的分子量和表观粘度呈下降趋势。E-OSAS 的

分子量（Mw 和 Mn）随着普鲁兰酶浓度的增加而降
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低。例如，Mw 从 E10-OSAS 的 3.70×106 g/mol 下降

到 E40-OSAS 的 1.38×106 g/mol。Mn 则从 1.35×

106 g/mol 下降到 1.37×105 g/mol。当加入更多的

酶时，α-1,6-糖苷键的断裂效率会更高，从而形成

更短的葡聚糖链。对于 OSAS 和 E-OSAS 来说，

数值都是大于 1 的。对于单个分散颗粒，分散度

（Mw/Mn）等于 1。对于含有链长不均匀的聚合

物的体系，Mw/Mn 总是大于 1[16]。在 OSAS 和

E-OSAS 中，两者所含支链淀粉聚合度不同，因

此数值较高。 

2.2  取代度的测定 

DS 可以通过滴定法[17-19]或使用 1H NMR 光

谱法[20-21]来测定。1H NMR 光谱如图 2 所示，与蜡

质玉米淀粉相比，E10-OSAS、E20-OSAS、E30-OSAS

和 E40-OSAS 在 0.89 ppm 处出现了 OSA 的 CH3

基团的核磁共振峰，这表明 OSA 基团成功接入蜡

质玉米淀粉中。此外，E-OSAS 中 I0.89（OSA 的

CH3 基团信号的 1H NMR 积分）值随着普鲁兰酶

添加量的增加而变大。由表 2 可知，OSAS、

E10-OSAS、E20-OSAS、E30-OSAS 和 E40-OSAS 的

取代度呈上升趋势，并且 E-OSAS 的 DS 大于

OSAS，E-OSAS 的 DS 随着普鲁兰酶添加量的增

加呈增加趋势。这可能是由于 E-OSAS 制备过程

中去除了部分没有被取代的老化淀粉[10]。 

 

 
 

图 1  不同浓度普鲁兰酶产生的 OSAS 和 E-OSAS 的分子量分布 

Fig.1  Molecular weight distribution of OSAS and E-OSAS 
produced at different concentrations of pullulanase 

 

表 1  OSAS 和 E-OSAS 分子量的测定结果 

Table 1  The measurement results of the molecular weight of OSAS and E-OSAS 

样品 Mw/(g/mol) Mn/(g/mol) 分散度(Mw/Mn) 

OSAS (1.03±0.02)×107 b (1.52±0.04)×106 b 6.78±0.11b 

E10-OSAS (3.70±0.01)×106 a (1.35±0.02)×106 a 2.74±0.15c 

E20-OSAS (2.54±0.02)×106 d (2.17±0.02)×105 d 11.71±0.19a 

E30-OSAS (1.74±0.02)×106 c (2.09±0.03)×105 c 8.33±0.12e 

E40-OSAS (1.38±0.01)×106 e (1.37±0.02)×105 e 10.07±0.13d 

注：同一列不同字母表示差异显著（P＜0.05），下同。 

Note: Different letters in the same column indicate significant difference (P＜0.05), same as below. 

 

 
 

注：蜡质玉米淀粉（A）；OSAS（B）；E10-OSAS（C）；

E20-OSAS（D）；E30-OSAS（E）；E40-OSAS（F）。  

Note: waxy corn starch (A); OSAS (B); E10-OSAS (C); 
E20-OSAS (D); E30-OSAS (E); E40-OSAS (F). 

图 2  核磁共振氢谱图 

Fig.2  The 1H-NMR spectra 

表 2  OSAS 和 E-OSAS 取代度的测定结果 

Table 2  Measurement results of the degree of substitution 
of OSAS and E-OSAS 

样品 DS 

OSAS 0.012±0.001 a 

E10-OSAS 0.014±0.002 b 

E20-OSAS 0.015±0.002 c 

E30-OSAS 0.017±0.001 d 

E40-OSAS 0.019±0.002 e 

 

2.3  表观粘度的测定 

粘度源于分子纠缠，对于具有相同成分的化

学物质，粘度通常与分子量正相关[22]。从图 3 中

可以看出，OSAS、E10-OSAS、E20-OSAS、E30-OSAS

和 E40-OSAS 的表观粘度分别为 60.23、16.63、

12.33、8.13 和 3.65 mPa·s。这说明 OSAS 经普鲁
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兰酶酶解后，其表观粘度降低，造成这一现象的

原因是鲁普兰酶切断 OSAS 的 α-1,6 糖苷键，导

致 OSAS 的链长和分子量减少。 
 

 
 

注：不同字母表示差异显著，P＜0.05。 

Note: Different letters indicate significant difference, P＜0.05. 

图 3  普鲁兰酶的添加量对 E-OSAS 表观粘度的影响 

Fig.3  The effect of the amount of pullulanase added 
on the apparent viscosity of E-OSAS 

 

2.4  傅立叶变换红外光谱 

蜡质玉米淀粉（A）、OSAS（B）、E10-OSAS（C）、

E20-OSAS（D）、E30-OSAS（E）和 E40-OSAS（F）

的傅立叶变换红外光谱（Fourier transform infrared 

spectroscopy，FTIR）如图 4 所示。3 440 cm–1 处

的峰归因于羟基的弯曲振动，2 931 cm–1 处的峰归

因于 C—H 的拉伸振动，928 cm–1、1 018 cm–1 和

1 155 cm–1 处的峰是由于 C—O 拉伸振动。OSAS、

E10-OSAS、E20-OSAS、E30-OSAS 和 E40-OSAS 与 
 

 
 

注：蜡质玉米淀粉（A）；OSAS（B）；E10-OSAS（C）；E20-OSAS

（D）；E30-OSAS（E）；E40-OSAS（F）。 

Note: waxy corn starch (A); OSAS (B); E10-OSAS (C); 
E20-OSAS (D); E30-OSAS (E); E40-OSAS (F). 

图 4  傅立叶变换红外光谱图 

Fig.4  Fourier transform infrared spectroscopy chart 

蜡质玉米淀粉相比较为相似，除了在 1 727 cm–1

和 1 572 cm–1 处出现新的特征峰。1 727 cm–1 处峰

的出现是由于 C=O 基团的拉伸振动，表明酯化反

应成功[23]，这与 1H NMR 核磁共振峰结果一致。

1 572 cm–1 处的特征峰是由于羧基的不对称拉伸

振动[24]。从图 4 可以观察到，这两个峰的强度随

着普鲁兰酶的添加而略有增加，这与前面实验中

取代度的结果一致。 

2.5  热重分析 

由热重分析（Thermogravimetric analysis, TGA）

结果（图 5）可知，蜡质玉米淀粉、OSAS、E10-OSAS、

E20-OSAS、E30-OSAS 和 E40-OSAS 主要有两个失

重阶段，具体信息如表 3 所示。所有样品第一阶

段主要由于水分蒸发，第二阶段主要是降解造成

的[24]。一般而言，样品最高降解温度越高表明其

热稳定性越好[14]。蜡质玉米淀粉最高降解温度比

OSAS 高，这可能是由于酯化反应引入 OSA 基团，

使 OSAS 的疏水性增加，并使其结晶结构的一部  
 

 
 

图 5  蜡质玉米淀粉、OSAS、E10-OSAS、E20-OSAS、 

E30-OSAS、E40-OSAS 的 TGA 图 

Fig.5  TGA charts of waxy corn starch, OSAS, E10-OSAS, 
E20-OSAS, E30-OSAS and E40-OSAS 

 
表 3  蜡质玉米淀粉、OSAS、E10-OSAS、E20-OSAS、 

E30-OSAS、E40-OSAS 的失重阶段 

Table 3  Weight loss stage of waxy corn starch, OSAS, 

E10-OSAS, E20-OSAS, E30-OSAS, E40-OSAS       ℃ 

样品 第一阶段 第二阶段 

蜡质玉米淀粉 30~105 202~354 

OSAS 30~105 200~383 

E10-OSAS 30~105 154~380 

E20-OSAS 30~105 154~385 

E30-OSAS 30~105 154~391 

E40-OSAS 30~105 154~393 
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分受到破坏[25]。E10-OSAS、E20-OSAS、E30-OSAS

和 E40-OSAS 的最高降解温度分别为 266、268、

270 和 272 ℃。这表明样品的热稳定性随着酶的

加入而逐渐增强。这可能是由于普鲁兰酶水解

OSAS 后，由于反应物间的接触面积增加而增强

了葡聚糖链之间的相互作用[26]。 

2.6  X 射线衍射 

由 X 射线衍射（X-ray diffraction, XRD）结果

（图 6）可知，蜡质玉米淀粉与 OSAS 在 15.10°、

17.00°、17.74°和 22.86°处均有衍射峰，显示其为

A 型结构。OSAS 衍射峰强度类似于蜡质玉米淀

粉 ， 说 明 主 要 在 非 结 晶 区 发 生 酯 化 反 应 [27] 。

E10-OSAS、E20-OSAS、E30-OSAS 和 E40-OSAS 呈

现相似的衍射图谱，但与蜡质玉米淀粉和 OSA 淀

粉相比，存在差异。峰出现在 16.80°、22.00°、

23.90°、14.40°和 19.42°，表明 E-OSAS 具有 B＋V

型结构[28]。A 型转化为 B＋V 型，可能是由于

OSAS 的结晶区和内部结构被普鲁兰酶破坏，形

成了外部亲水内部疏水结构。 

2.7  粒径、多分散性指数和 Zeta 电位 

由表 4 可知，E10-OSAS、E20-OSAS、E30-OSAS

和 E40-OSAS 的粒径呈递减趋势，这表明粒径随

着其分子量的降低而减小，当引入更多的 OSA 基 

团时，增加了 E-OSAS 的疏水性，导致样品在水

溶剂中形成紧密核心[14]。E10-OSAS、E20-OSAS、

E30-OSAS 和 E40-OSAS 的 多 分 散 性 指 数

（Polydispersity index, PDI）呈下降趋势。通常情

况下，PDI 值越小，样品的均匀性越好[29]。因此，

在分子量降低的情况下，E-OSAS 的均匀性变得

更好。由于重力作用，分子量越高的样品沉降的

可能性越大。E10-OSAS、E20-OSAS、E30-OSAS

和 E40-OSAS 的 Zeta 电位绝对值呈现递增趋势，

并且 Zeta 电位的绝对值越大，表示稳定性越好，

因此 E-OSAS 的稳定性随着分子量的减小呈现增

强的趋势。综上，粒径最小、均匀性最好、稳定

性最好的是 E40-OSAS。 
 

 
 

图 6  蜡质玉米淀粉、OSAS、E10-OSAS、E20-OSAS、 

E30-OSAS、E40-OSAS 的 XRD 图 

Fig.6  XRD images of waxy corn starch, OSAS, E10-OSAS, 
E20-OSAS, E30-OSAS and E40-OSAS 

 
表 4  分子量对粒径、多分散指数及 Zeta 电位的影响 

Table 4  The influence of molecular weight on particle size, polydispersity index and Zeta potential 

样品 粒径/nm 多分散指数 Zeta 电位/mv 

E10-OSAS 207.76±0.26d 0.296±0.006c –20.39±1.64c 

E20-OSAS 165.36±0.62c 0.285±0.009bc –22.03±1.56bc 

E30-OSAS 138.19±0.65b 0.275±0.006ab –22.03±1.07b 

E40-OSAS 107.27±0.11a 0.263±0.008a –36.35±1.70a 

 
2.8  E-OSAS 的显微结构 

如图 7 所示，E-OSAS 呈现的是一个重叠球

体。E10-OSAS（A）、E20-OSAS（B）、E30-OSAS（C）

和 E40-OSAS（D）的球体直径分别为 40~50、

30~40、20~35 和 15~25 nm。这与粒径测量一致

的是，普鲁兰酶添加量大的产生较小的颗粒。但

是从两种技术中获得的粒径绝对值彼此不同。粒

径测量了样品在水溶剂中的水动力直径，而透射

电子显微镜（Transmission electron microscope, 

TEM）检查了脱水状态下样品的物理直径[26]。随

着酶添加量的增加，从图 7A~D 可以看出 OSA 淀

粉的水解程度逐渐增加。特别是，在图 7D 中，

淀粉水解后残留的颗粒较少，而在图 7A 中残留

的颗粒相对较多。由此可见，普鲁兰酶的剂量效
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应对水解淀粉起一定的作用。 
 

 
 

图 7  E10-OSAS（A）、E20-OSAS（B）、E30-OSAS（C）、 

E40-OSAS（D）的透射电子显微镜图 

Fig.7  TEM images of E10-OSAS (A), E20-OSAS (B),  
E30-OSAS (C) and E40-OSAS (D) 

 

3  结论 

辛烯基琥珀酸淀粉在食品工业中应用较多，主

要用作微胶囊壁材和乳化剂。用普鲁兰酶降解

OSAS 导致 OSAS（或片段）具有较低的粘度和分

子量，以及较高的取代度。通过改变酶的用量，可

以进一步调整这些特性。E-OSAS 表现出独特的热

性能和晶体类型。这主要归因于淀粉内分子堆积的

破坏和外部亲水和内部疏水的新结构的形成。若包

埋疏水性风味物质，E-OSAS 的优势将体现出良好

的乳化性能和包埋性能，将在食品中获得更大的应

用。由于本研究未使用 E-OSAS 包埋芯材制备微胶

囊，将在后续工作中进一步研究。 
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