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微波固相合成糖基化卵清蛋白及其理化功能特性研究
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摘 要 以卵清蛋白(ovalubumin，OVA)和葡萄糖(glucose)为原料，以传统加热为对比，研究不同底物配比下微

波加热协同美拉德反应对卵清蛋白的游离氨基含量、pH值、褐变程度、乳化性质和起泡性的影响。结果表明：在

微波加热以及底物中蛋白质比例较低的条件下，更能促进糖基化OVA的游离氨基含量和pH值的下降，褐变程

度、乳化性质及起泡性质的提高。
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鸡蛋中的卵清蛋白(ovalubumin，OVA)是一种优

质蛋白，属于典型的球蛋白。此外，OVA是蛋清蛋白

中的主要组成成分，而蛋清蛋白是食品加工过程中广

泛应用的一种功能性食品基料¨。21。通过美拉德反

应对蛋白质进行糖基化改性，可以明显改善其理化功

能性质，从而提高食品的质量以及可利用度¨1。影

响美拉德反应的因素有很多，包括反应温度、时间和

底物比例、处理方式(微波、超声波)等”。。。

近年来，微波由于其高效节能的特性，已被广泛

应用于食品生产加工中。TU等”1研究了微波功率

以及微波时间协同糖基化对OVA的影响，发现随着

微波功率的增大以及微波时间的延长，糖基化OVA

的抗氧化活性以及乳化性等逐渐增加。然而，不同食

品在加工过程中，其原料中蛋白质和糖的比例往往各

不相同，且蛋白质的理化功能性质在微波场中随着糖

基化反应底物比例的变化情况尚未阐明。因此，本论

文主要以OVA为研究对象，采用传统加热为对比，研

究微波场中不同底物比例对糖基化OVA理化功能性

质的影响，主要包括游离氨基、pH值、褐变程度、乳化

性质和起泡性质等。

1 材料与方法

1．1材料与试剂

鸡蛋，老南沟鸡蛋；葡萄糖、阿拉丁；邻苯二甲醛
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(OPA)、赖氨酸，美国Sigma公司；大豆油，金龙鱼有

限公司；十二烷基磺酸钠(sodium dodecyl sulfonate，

SDS)、(NH4)2S04、乙二胺四乙酸(ethylenediaminetet-

raacetic acid，EDTA)、三羟甲基氨基甲烷(Tris)、

Na：B。O，·10H：O，天津市大茂化学试剂厂；HCl等均

为分析纯。

1．2仪器与设备

G80F20CN2L-B8(RO)型微波炉，广东格兰仕微

波炉电器制造有限公司；DZG-6021P pH计，瑞士梅特

勒．托利多有限公司；T6新世纪紫外一可见分光光度

计，北京普析通用仪器有限公司；LGJ一1型冷冻干燥

机，北京亚泰科隆仪器技术有限公司。

1．3实验方法

1．3．1 卵清蛋白的提取∞1

以新鲜的老南沟鸡蛋为原料，采用盐析法分离提

取卵清蛋白，冷冻干燥备用，所提蛋白纯度大

于95％。

1．3．2 美拉德反应

称取适量的OVA溶于0．05 mol／L Tris-HCl缓冲

液(pH 7．8)配制0．05 g／mL的OVA溶液，按OVA：

葡萄糖质量比为1：1，2：1，3：1，4：1加入葡萄糖，充分

混匀后，冷冻干燥。将干燥后的样品放置于装有饱和

KBr溶液的干燥器中，室温静置24 h。采用间歇式加

热处理：微波功率为400 W，微波辐射1 min至最终

温度(60±2)oC，冰水浴1 min；水浴加热温度为

60℃，加热1 min，冰水浴1 min。重复上述操作，直

至加热12 min后，冰水浴冷却终止反应后，配制蛋白

质浓度为0．005 g／mL的样品溶液备用。

1．3．3 游离氨基含量的测定¨1

 



OPA配制：7．620 g Na28407·10H20和200 mg

SDS溶于150 mL的蒸馏水中。取160 mg的OPA溶

于4 mL的无水乙醇溶液中，并转移至上述溶液中。

再加入176 mg二硫苏糖醇(DTT)，于容量瓶中定容

至200 mL。

样品测定：取200 IxL样品与4 mL的OPA试剂

反应5 S，避光静置2 min，340 am处测定吸光度值。

200斗L的蒸馏水和4 mL的OPA试剂混匀作为空白。

根据赖氨酸标准溶液的标准曲线计算样品溶液中游

离氨基的含量。

1．3．4 pH值测定¨1

用pH计测定制备好的样品溶液的pH值。

1．3．5褐变程度的测定H’

采用紫外一可见分光光度计于294 nm和420 am

处测定样品溶液的吸光度值。

1．3．6乳化性质的测定¨叫

取3 mL大豆油，加入9 mL样品，在室温下用高

速分散机均质1 min，转速为9 500 r／min，迅速从底部

吸取100斗L乳状液，加入到4．9 mL浓度为1 ms／mL的

SDS溶液中，混合均匀，500 nm波长处测定吸光度

(A。)，10 min后，以同样方式再次测定吸光度(A。。)。

乳化性(emulsion activity，EAI)和乳化稳定性

(emulsion stability，ESI)的计算公式如下：

2 x2．303×A．X DFEA∥(“L’g“)2]瓦忑菥 (1)

(2)

其中：DF为稀释倍数，此处为50；F为乳状液中

有体积分数，此处为25％；At=10 min；p为乳化液形

成前蛋白质水溶液中蛋白质量浓度，g／mL。

1．3．7起泡性质的测定¨u

取25 mL样品溶液，室温下用高速分散均质机均

质2 min，转速为9 500 r／min，然后快速转移至50 mL

量筒中，记录泡沫体积(v0)，静置30 min后，记录泡

沫体积(‰)。

起泡性(foaming ability，FA)和起泡稳定性(foa-

ming stability，FS)计算公式如下：

K一25FA／％=等×100 (3)

FS／％=等×100 (4)

1．4统计分析

样品做3次平行试验，采用Origin 8．0软件作

图，SPSS 13．0软件进行统计分析，每组测定3个平

圈墨
行，取平均值。结果用(平均值±标准偏差)表示，P

<0．05表示有显著性差异。

2 结果与分析

2．1游离氨基含量变化

蠖l◆一燃OVA l：l 2：l 3：l 4

样品

图1 ()、^浓度对游离氮鹱等：l；=的影响

Fig 1 The f·{-^·(、t nf(J、’A。Ollt+rnlrafllJll 011 frPe 3nlill(}

group content

注：样品1：l、2：l、3：1霹1分别代表OVA：葡萄糖样品(质量比)。图2一图8同。

小写字母不同表示差异显著(P<0．05)。图2一图8同。

游离氨基含量通常用来评价美拉德反应的程度，

游离氨基含量减少的越多，表明美拉德反应程度更

高¨2‘。由图1可知，微波加热和传统加热均可以降

低OVA中游离氨基的含量，表明微波加热和传统加

热都会促进美拉德反应程度，且与传统加热相比，微

波加热会导致美拉德反应程度更高。这主要是因为

微波可以穿透材料并且储蓄能量，可通过体积加热产

生热，由于能量的传输不依赖从表面扩散的热量，因

此可以实现厚材料的快速和均匀加热，从而更好地促

进美拉德反应的进行∞1。当底物质量比为1：1时，样

品的游离氨基含量下降最多，表明当OVA和葡萄糖

的质量比为1：1时，美拉德反应速率较其他底物比例

快。这是因为当反应体系中葡萄糖含量越大时，糖基

化反应程度更高¨“。

2．2 pH值

图2 OVA浓度对pH值的影响

Fig．2 The effect of OVA concentration on pH

由图2可知，微波和传统加热之后，OVA的pH

值明显下降，且微波加热比传统加热引起pH值下降

 



的程度更大。随着OVA含量的增加，糖基化OVA的

pH值下降程度逐渐降低。其中当OVA一葡萄糖质量

比为1：1时，pH值下降最多，由未处理时的7．12下

降到5．61(微波加热)和6．53(传统加热)。这是因

为微波加热时及当反应底物中还原糖含量较高时，能

够更好的促进美拉德反应的进行，使得反应产物中有

机酸(甲酸、乙酸)的生成量较高¨卜151以及氨基的消

耗量较大(图1)，因而pH值较低。

2．3 褐变程度

在294 am处的紫外可见，吸光度值与美拉德反

应的中间产物生成量有关，可用来监测美拉德反应速

率；420 am处的吸光值与反应末期棕色聚合物生成

量有关，可检测褐变反应的最终阶段一’”1。

图3 OVA浓度对420nm处吸光度值的影响

Fig．3 The effect of OVA concentration off absorbance

at 420 nm

翰 荔l 黼撼凰
ovA 2：1 ：{ 4

样．％

图4 OVA浓度灯294 nm处吸光度值的影响

Fig．4 The effect of OVA concentration on absorbance at 294 nm

如图3和图4可知，微波加热之后，糖基化OVA

的褐变程度均高于传统加热。美拉德反应明显受到

蛋白质和还原糖的比例以及加热方式的影响。随着

反应底物中葡萄糖含量的降低，420 am和294 llm处

的吸光值逐渐下降，表明美拉德反应速率和反应的最

终产物随着葡萄糖含量的降低而逐渐下降。当OVA一

葡萄糖质量比为1：1时，褐变程度均高于其他比例，

表明此时美拉德反应程度较其他比例高。当OVA-葡

萄糖质量比为3：1和4：1时，褐变程度值在0．2左右

甚至小于0．2，说明糖基化反应程度基本处于美拉德
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反应的初期或中期阶段Ⅲ1。

2．4乳化性质

蛋白质在食品乳化性质的形成中起着重要的作

用。由图5和图6可知，微波加热和传统加热均会增

加OVA的乳化性和乳化稳定性。这是因为加热处理

会促进蛋白质和还原糖发生美拉德反应，产生高分子

质量的糖结合物。它能与疏水性蛋白质共轭结合，并

牢固的吸附在水．油界面，同时亲水性的糖类物质可

以被水相介质高度溶解，从而提高蛋白质的乳化

性质‘18|。

囹微波
E：∑9水浴

搦 缓雾 獭雾 麟热
OVA 2：1 3：I 4

样品

图5 OVA浓度对乳化性的影响

Fig．5 The effect of OVA concentration on EAI

囫 鋈图 熏惑憋氦
OVA l：l 2 {：l 。l

样。{j

图6 OVA浓度对乳化稳定性的影响

Fig．6 The effect of OVA concentration on ESI

当底物比例为1：1时，样品乳化性以及乳化稳定

提高最多，当采用微波加热时，乳化性由未处理的

246．06 m2／g增加到328．35 m2／g，乳化稳定性由未

处理的2．68％增加到22．10％；采用传统加热时，乳

化性增加到286．6 m2／g，乳化稳定性增加到5．47％。

这表明了与传统加热相比，微波加热对蛋白质乳化性

的影响更大。

在微波加热条件下OVA的乳化性以及乳化稳定

性逐渐降低；传统加热条件下OVA的乳化性逐渐降

低，而乳化稳定性降低幅度不明显。这是因为当

OVA含量越小，美拉德反应速率越高，蛋白质防止液

滴聚合凝结的作用越强，从而引起蛋白质乳化性质的

提高‘191。

2．5起泡性质
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蛋白质的起泡性能是蛋白质的表面性质之一，包

含蛋白质的起泡性和起泡稳定性。由图7和图8可

知，未经处理的OVA具有一定的起泡性及起泡稳定

性，经过微波加热和传统加热之后，糖基化的OVA起

泡性和起泡稳定性都有一定程度的提高，且与传统加

热相比，微波加热对蛋白质起泡性质的影响更大。这

是因为微波加热促进了OVA与葡萄糖发生美拉德反

应，提高了蛋白质．糖以及蛋白质-蛋白质发生交联反

应的程度使得蛋白质起泡性提高旧0|。随着美拉德反

应底物中OVA含量的增加，葡萄糖含量降低，使得蛋

白质的起泡性质逐渐降低。其中当底物比例为1：1

时，样品起泡性及起泡稳定性较其他比例提高的多，

这是因为在该比例下，美拉德反应速率更高，此外，由

于糖的含量较高，导致溶液的黏度较高，并且糖可以

作为胶体的一部分使得蛋白泡沫膜强度增强，最终导

致泡沫稳定性增加旧“。

图7 OVA浓度对起泡性的影响

Fig．7 The effect of OVA concentration on FA
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图8 OVA浓度对起泡稳定性的影响

Fig．8 The effect of OVA concentration on FS

通常，糖基化会引起蛋白质的理化性质和结构的

改变，进而引起蛋白质的功能特性的改变旧⋯。本课

题组前期研究发现，OVA糖基化反应之后，通过糖·

赖氨酸以及蛋白质分子间二硫键进行共价交联反应

并形成大分子聚合物，导致其分子量增加。此外，内

源性荧光强度下降，Ot．螺旋结构增加，p．折叠和B一转

角结构降低，说明糖基化反应之后，蛋白质的二、三级

结构发生变化，从而引起蛋白质功能性质发生

囝圈
改变‘5‘23]。

3 结论

加热方式和反应底物比例均会影响OVA与葡萄

糖的美拉德反应，引起OVA理化功能性质的改变。

(1)与传统加热相比，微波加热导致蛋白质的游

离氨基含量和pH值下降程度更大，紫外可见吸光度

和褐变程度、乳化性质和起泡性质提高程度更多，表

明与传统加热相比，微波加热更能促进美拉德反应的

进行，更好地提高蛋白质的功能性质。

(2)随着反应底物中OVA含量的增加，葡萄糖

含量的减小，OVA的游离氨基含量和pH下降程度逐

渐减小，褐变程度、乳化性质和起泡性质提高幅度逐

渐降低，表明在一定范围提高反应体系中还原糖的浓

度，可以促进美拉德反应的进行，更好地提高蛋白质

的功能性质。
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Physicochemical and functional properties of glycated ovalbumin in

solid-state by microwave

DUAN Deng．1e1，TU Zong—cail，2+，WANG Huil，SHA Xiao-mei2，HUANG Ta01

1(State Key Laboratory of Food Science and Technology，Nanchang University，Nanchang 330047，China)

2(College of Life Science，Jiangxi Normal University，Nanchang 330022，China)

ABSTRACT Ovalbumin and glucose were used as raw materials，the effect of different substrate ratio on free amino

group，pH，browning intensity，emulsifying and foaming properties
of ovalbumin after glycated with glucose under mi_

crowave heating were compared with traditional heating．The results showed that under the condition of microwave

heating as well as the lower protein proportion．the free amino group and pH of glycated OVA
decreased significantly，

but the browning intensity，emulsifying and foaming properties increased．

Key words ovalbumin；glucose；Maillard reaction；physicochemical
and functional property
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