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摘 要 研究了酪蛋白糖基化湿法改性工艺，分析了底物配比、浓度以及pH值对酪蛋白接枝度的影响，并确定

了酪蛋白一葡聚糖接枝反应的优化工艺参数。研究结果表明：pH增大有助于该反应的进行，底物的配比与浓度

对反应的影响是双向的。正交分析表明，最佳反应条件为：酪蛋白浓度2 mg／mL，底物配比(酪蛋白与葡聚糖的

质量比)o．1，pH 7．8，接枝度(DG)可达到35．10％，且褐交指数仅为0．198。乳化性能测定结果表示随着接枝度

的增大，乳化性逐渐增大，当接枝度为35％时，酪蛋白的乳化性提高了约1．5倍。SDS—PAGE结果证实酪蛋白

经湿法改性生成了接枝共聚物。
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酪蛋白具有较高的营养价值和功能性质[1]，可添

加到其他食品中强化蛋白质或改善食品质构。然而，

酪蛋白的功能特性依然存在着一定的缺陷，例如低酸

性条件下，溶解性差，且水溶性和乳化性也较差，限制

了酪蛋白的使用。因此，为改善酪蛋白的一些功能特

性，如溶解性、乳化性以及起泡性等，扩大酪蛋白的使

用范围，需对其进行适度改性。

蛋白质的改性有物理、化学(酰化、磷酸化、糖基

化及去酰胺等)和酶(生物工程)等方法。在这些方

法中，有的效果不显著，如物理方法；有的使用了化学

有毒试剂，如化学方法，从而使产品在食品工业中的

应用受到限制。从1980年代末期开始，国际上把研

究的重点转移到蛋白质一糖接枝改性上。该反应基

于美拉德反应，不需要任何化学试剂作为催化剂，仅

加热就可使该反应自发地进行，经接枝改性的蛋白质

功能性，如水溶性，乳化性等都有较大的提高[2]，是目

前蛋白改性众多方法中较为理想的方法。

目前，蛋白质与还原糖通过美拉德反应进行接枝

改性的方法主要有干法[3“]和湿法[5~7]2种。本文以

酪蛋白为原料与葡聚糖通过美拉德反应进行湿法接

枝反应，通过对底物浓度及配比和pH等因素的综合

考虑，对该接枝反应及反应产物的功能性质进行分析

和研究。

1 材料与方法

1．1试验材料与主要试剂

干酪素，化学纯，国药集团化学有限公司；葡聚糖

2万(右旋糖酐)，化学纯，国药集团化学有限公司；2，
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4，6一三硝基苯磺酸(2，4，6-trinitrobenzene sulfonic

acid，TNBS)，Sigma公司；福临门大豆色拉油，东海

粮油；十二烷基硫酸钠(SDS)，化学纯；其余试剂均为

分析纯。

1．2主要仪器与设备

HH—S数显恒温油浴锅，金坛市金伟实验仪器

厂；722型分光光度计，上海精密科学仪器有限公司；

FJ一200高速分散均质机，上海标本模型厂。
．

I．3接枝反应

称取一定量的酪蛋白，加入0．066 7 mol／L磷酸

缓冲液中，室温下磁力搅拌1 h。加入一定量的葡聚

糖，混合搅拌30 min，取8 mL混合液装入带旋塞的

试管中，密封后置于110℃的油浴中加热60 min；反

应结束后冰浴迅速冷却。

I．4接枝度测定(TNBS法)

取0．25 mL样品加入盛有2 mL的磷酸缓冲液

(pH 8．2，0．212 5 mol／L)的试管中，混匀，然后加入

1 mL 0．01％TNBS溶液，试管于50℃水浴避光加热

30 min。反应完成后，加入2 mL 0．1 mol／L无水亚

硫酸钠终止反应，试管于室温下放置15 rain后，测定

420 nm下的吸光值，以水为空白[8]。

蛋白质接枝度(degree of graft，DG)的计算：

DG／％一A—01--一At×100^0

式中，A。为未反应时TNBS所测蛋白质自由氨

基数；A。为反应t时刻蛋白质自由氨基数。

1．5褐变指数的测定

取2 mL样品液加入2 mL稀释液(含质量分数

10％的SDS及0．05 mol／L硼砂)，在420 nm下测定

吸光值[9]。A啪数值越小，表示褐变指数越小，对产

  



品的色泽越为有利。

1．6乳化性及乳化稳定性的测定

参照文献1-10]的方法，进行改进：取样溶解成蛋

白含量为1 mg／mL的溶液，取30 mL该溶液和10

mL油，在高速分散器上以10 000 rlmin的转速分散

1 min，制成体积分数25％的O／W乳状液。立即从

底部取50“L乳状液稀释于5 mL质量浓度为1 mg／

mL的SDS溶液，摇匀，迅速在500 nm下测吸光度，

以吸光度值作为乳化指数。

1．7 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDs-PAGE)分析

分离胶浓度12％，浓缩胶浓度5％，蛋白浓度1

mg／mL，电泳上样量12肚L，电泳电压120 V，当染料

前沿距橡胶框底边1 cm时，停止电泳。在固定液中

固定20 rain后，用考马斯亮蓝R250染色20 mln后，

进行洗脱。

1．8数据统计及分析

文中数据为3次平行测定值的平均值。采用

SPSS 13．0软件的One-Way ANOVA对数据在a=

0．05水平下进行显著性分析。

2 结果与讨论

在前实验基础上，选择反应温度为110℃，反应

时间60 rain。本实验主要研究了酪蛋白浓度、底物

配比、pH值3因素对接枝反应的影响。

3．1酪蛋白浓度对反应的影响

当反应物的配比一定时，随着反应物浓度的提

高，反应物分子之间碰撞的几率大大增加，有利于反

应的进行。但是，浓度增加到一定程度，考虑到蛋白

质分子和多糖分子的空间位阻，分子之间的碰撞几率

会减少，不利于反应的进行。此外，随着糖浓度的提

高，有可能加速焦糖化反应的发生，反应体系的褐变

指数随着反应物的浓度的提高而加深。因此，有必要

对酪蛋白浓度对反应程度的影响进行研究。控制反

应条件为：温度110℃，反应60 min，pH 7．4，底物配

比0．1，改变酪蛋白浓度，研究其对接枝反应的影响，

结果如图1。

统计分析表明，酪蛋白浓度对DG和褐变程度影

响显著(P<O．05)。从图1可以看出，随着酪蛋白浓

度的增大，接枝度呈先增大后下降的趋势。然而，褐

变指数随酪蛋白浓度的增大而逐渐增大，可见，反应

底物浓度的增大对产品的色泽不利。因此，选定酪蛋

白浓度为1～3 mg／mL，DG较大，且褐变程度相对较

小，对反应的进行比较有利。
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图1 酪蛋自浓度对DG和褐变指数的影响

2．2底物配比对反应的影响

蛋白和多糖的分子间共价键合是在一定的基团

间进行的。为得到更高的接枝度，要求反应物的配比

适当，以期实现最佳比例的键合。适当的反应物配比

不仅可以提高反应的速度和最终的反应程度，而且还

可以减少副反应(如焦糖化)的发生。因此，对底物配

比对反应程度的影响进行研究。控制反应条件为：温

度110℃，反应时间60 min，pH 7．4，糖用量不变，改

变底物配比，研究其对接枝反应的影响，结果如图2。

酪蛋白／葡聚糖

图2底物配比对DG和褐变指数的影响

图2显示，底物配比对DG影响显著(P<

0．05)，DG随着酪蛋白与糖的质量比呈先增后减的

趋势。而底物配比对褐变指数影响不显著(P>

0．05)，这是因为褐变主要是由副反应——焦糖化作

用引起的。因此，选取底物配比为0．05"～0．15时，对

接枝改性反应是比较适宜的。

2．3 pH对反应的影响

控制反应条件为：反应温度为110℃，反应时间

60 min，酪蛋白浓度2 mg／mL，底物配比0．1，改变

pH，研究其对接枝反应的影响，结果如图3。

结果显示，pH因素对DG和褐变指数的影响显著(P

<o．05)。从图3中可以看出，随着pH的升高，接枝程度

与褐变程度都随之增大，但当pH高于7．8后，pH对IX；

的影响不显著，而褐变程度则随着pH的升高而急剧增

大。美拉德反应本质上是碱催化反应，因此pH偏向碱性

有利于反应的进行。但是碱性过强，蛋白质的一级结构可

  



能发生变化，如脱氨、脱羧和肽键断裂，引起“胱赖反应”，

将氨基酸转变成有毒的化合物，反而不利于接枝反应的进

彳亍[11]。因此，选取pH为7．4,--,8．2时，阱较大，且褐变程
度相对较小。

图3 pH对13(3和褐变程度的影响

2．4 酪蛋白一葡聚糖湿法接枝反应工艺优化

影响蛋白质一糖接枝反应程度的主要因素有酪蛋

白浓度、底物配比及缓冲液pH。确定加热温度为

110℃，加热时间为60 min，对酪蛋白浓度(A)、底物

配比(B)及缓冲液pH(C)进行L9(33)正交设计试验

和分析，因素水平表见表1。

衰1 I一(33)正交实验因素衰

改性反应的因素依次为：酪蛋白浓度>底物配比>

pH

采用优化工艺参数，验证试验结果显示反应的接

枝度为35．10％，褐变指数为0．198。

2．5不同DG对接枝物乳化性能的影响

蛋白质与多糖都有稳定的水包油乳化液的性能。

一般来说，蛋白质因能在油—。水或气一液界面上形成

吸附层降低界面张力而多在胶体体系中充当乳化剂，

多糖则由于其良好的增稠和持水特性而常用做稳定

剂。蛋白质一多糖的接枝物在胶体体系中具有乳化和

稳定的双重作用。接枝物的蛋白质部分可以有效地

吸附在油一水界面上降低界面张力，同时，共价结合的

多糖分子链在吸附膜的周围形成立体网状结构增加

了膜的厚度和机械强度。就乳化性能而言，已有报告

指出，这种接枝物优于某些小分子乳化剂[121。

从图4可以看出，随着DG的增大，酪蛋白一葡聚

糖接枝物乳化性逐渐增大，当DG达到35％时，酪蛋

白乳化性增大了1．5倍。因此，利用美拉德反应改性

酪蛋白，可提高酪蛋白的乳化性能。
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图4 DG对酪蛋白一葡聚糖接枝物乳化性的影响

2．6酪蛋白一葡聚糖接枝反应物的SDS-PAGE

为了证实酪蛋白一葡聚糖之间发生接枝反应，因

此进行了SDS-PAGE分析，来鉴别共价连结是否发

生。电泳结果如图5所示：

1一标准相对分子质量蛋白：兔磷酸化酶B(97 400)，牛血清白
蛋白(66 200)，兔肌动蛋白(43 000)，牛碳酸酐酶(31 000)，胰

蛋白抑制剂(20 100)，鸡蛋清溶菌酶(14 400)；2一酪蛋白；3一
酪蛋白一葡聚糖接枝反应物。

图5 酪蛋白一葡聚糖接枝反应物的SDS-PAGE
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图谱显示，反应后，酪蛋白一葡聚糖接枝物得电泳

谱带相对于酪蛋白来说，分子量在>30 000 U的蛋白

条带模糊，基本消失，而在分离胶顶端出现1条明显

的蛋白条带，这是由于酪蛋白一葡聚糖接枝物的分子

量大，电泳速率大大减慢。证实了葡聚糖与酪蛋白的

确发生了接枝反应，生成了高分子酪蛋白一葡聚糖接

枝物。

3 结 论

(1)优化工艺结果表明，当酪蛋白浓度为2 mg／

mL，底物配比(酪蛋白与葡聚糖的质量比)为0．1，

pH为7．8时，在110℃下加热时间为60 min，接枝

度可达到35．10％，且褐变程度仅为0．198。

(2)正交实验结果表明：影响酪蛋白一葡聚糖湿法

接枝反应的因素依次为：酪蛋白浓度>底物配比>

pH。

(3)随着接枝度的增大，酪蛋白的乳化性逐渐增

大，当接枝度达到35％时，酪蛋白的乳化性提高了

1．5倍。

(4)SDS-PAGE结果证实酪蛋白经湿法改性生

成了接枝共聚物。
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Study of Casein·-Dextran Graft Reaction by Wet_-Heating

Liu Juan，Lu Rongrong

(School of Food Science and Technology，Jiangnan Univerisyt，Wuxi 214122，China)

ABSTRACT Casein-Dextran graft reaction products were prepared by Maillard reaction under wet—heating

condition．In this study，the effects of the ratio and concentration of reactants and pH on the graft reaction

were studied，which showed that pH could improve the reaction while the ratio and concentration of reactant

have the bidirectional effects on the reaction．Furthermore the optimal processing was investigated．which

led to the conclusion that casein concentration 2 mg／mL，casein：dextran 0．1(w／w)，pH 7．8 at 110℃，60

min would yield Casein—Dextran graft reaction products with DG 35．10％．As the DG increasing，Casein

was improved on emulsifying properties．When DG was 35％，the emulsifying activity of the production was

1．5 times higher than that of casein．Covalent attachment of dextran to casein was confirmed by SDS-PAGE．

Key words Casein,Dextran，Maillard，wet—heating，graft reaction
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