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油料蛋白

糖相对分子质量对微波合成花生蛋白 F

糖接枝产物结构性质的影响
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摘要!采用微波辐射的方式合成花生蛋白%糖接枝产物!以接枝程度和褐变程度为考察指标!研究

糖相对分子质量对接枝反应的影响!通过还原电泳%红外光谱及扫描电镜分析不同相对分子质量糖

接枝花生蛋白的结构差异!并对其乳化性质进行测定& 结果表明'较低相对分子质量葡聚糖与花生

蛋白接枝程度较高!糖接枝改性不会影响花生蛋白的亚基组成!花生蛋白和糖以共价键进行连接!

通过接枝!花生蛋白二级结构的
!

%螺旋含量增加!

"

%逆折叠含量下降!接枝改性减少了花生蛋白

的聚集!且接枝较小相对分子质量葡聚糖的结构更为分散#与花生蛋白相比!接枝产物的乳化性明

显增强!且随着接枝葡聚糖相对分子质量的减小!接枝产物的乳化性逐渐提高!相对分子质量为

# """的葡聚糖与花生蛋白形成的接枝产物乳化活性和乳化稳定性最高!分别为"###8"$ h!F!$$
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;;在植物蛋白资源中&花生蛋白居第三位&占蛋白

总量 ##D&是较理想的食用蛋白资源)#*

' 花生蛋白

具有独特的风味和品质&在食品加工生产中常用作

基础原料' 天然花生蛋白虽表现出一定的功能性

质&如乳化性+起泡性+凝胶性等&但仍不能满足工业

生产的需要)!*

' 因此&对花生蛋白进行改性处理&

改善其使用价值&具有重要应用价值)& %,*

' 利用美

拉德反应对蛋白进行接枝改性是常见的改性方式之

一&基于蛋白质分子中氨基酸侧链的自由氨基和糖

分子还原末端的羰基之间发生羰氨反应&通过糖接

枝改性可以有效提高蛋白的界面性质)- %(*

' 研究发

现(花生蛋白引入糖链后其溶解性+乳化性和起泡性

都得到明显改善)$*

' 此外&通过对花生蛋白进行糖

接枝改性能有效改善蛋白膜的强度及延伸性)'*

&提

高蛋白的热稳定性+溶解性+乳化性等功能性质).*

'

虽然在糖接枝改性花生蛋白方面已开展了相关

研究&但是目前的研究成果主要集中在改性工艺优

化&对糖接枝改性对花生蛋白结构的影响研究较少'

对于改性过程中&花生蛋白亚基+二级结构+蛋白颗

粒聚集形态的研究尚未有相关报道' 另外&糖种类

对于糖接枝反应程度以及产物性质影响的研究报道

也较少' 因此&有必要开展研究不同相对分子质量

糖与花生蛋白发生糖接枝反应的特点&考察产物的

结构功能性质差异'

本实验采用微波辐射方式&将不同相对分子质

量葡聚糖接枝花生蛋白&并测定其乳化性质&利用还

原电泳+傅里叶红外光谱及扫描电镜等技术研究了

糖相对分子质量对花生蛋白结构变化的影响&以期

为花生蛋白的改性及应用提供理论依据'

:;材料与方法

#8#;实验材料

#8#8#;原料与试剂

花生米+鲁花花生油(市场购买!

"

%巯基乙醇+

考马斯亮蓝 e%!-"(美国 H3P12公司!电泳 a2ŴOW

$相对分子质量 #" <!"" ^+2%(立陶宛aEJ公司!丙

烯酰胺+M&Mv%亚甲双丙烯酰胺+甘氨酸+赖氨酸

等(美国 @1OWA9:公司!葡聚糖+乳糖+磷酸二氢钠

$M2B

!

?b

,

%+碳酸钠$M2

!

Lb

&

%+邻苯二甲醛$b?@%+

硼砂+溴化钾+十二烷基硫酸钠 $ H+H%等&均为分

析纯'

#8#8!;仪器与设备

+))%#! 型电泳仪!G#'+H!- 型高速剪切乳化

机(德国 Jj@公司!M39:4O3A- 型红外光谱仪(美国

GQOW1:公司!B3X29Q3H %&,"" 型扫描电子显微镜(

荷兰 */J公司!IJC%(&"" 型紫外分光光度计!

eeB?%&-" 型粉碎机!a@H %

#

型微波辐射反应

器!*+- %& 型冻干机(德国 Hej公司!+I%- %E型

离心机!+/IG@&!" 型 NB计!SO4%+:9kei凝胶

成像仪(美国伯乐生命医学产品有限公司!j%"- 型

自动定氮仪'

#8!;实验方法

#8!8#;花生蛋白的提取

称取一定量的去皮花生米&用粉碎机粉碎后过

(" 目网筛&收集筛下物并采用索氏抽提法去除其中

的油脂&剩余的花生粕与去离子水在 ,"=下以 #g#"

混合&调节 NB为 ##8" 并不断搅拌 # Q&- """ Wc13>

离心 &" 13>&取上清&然后调 NB为 ,8-&搅拌 !" 13>

后于 - """ Wc13> 下离心 &" 13>&取沉淀&将沉淀透

析&冻干&得到花生蛋白' 凯氏定氮法测定花生蛋白

中蛋白质含量为$'#8(. h!8.(%D'

#8!8!;花生蛋白%糖接枝产物的制备

采用微波辐射的方法对花生蛋白和糖进行接枝

改性)#"*

' 取一定量的花生蛋白&溶于 "8# 1:4cI的

M2B

!

?b

,

%M2

!

Lb

&

缓冲溶液$NB.8"%中&搅拌 # Q

后&- """ Wc13> 离心 &" 13>&取上清部分并用相同

NB的缓冲液将其稀释至 #" 1Pc1I&按 #g! 的质量

比分别加入不同相对分子质量$# """ <," """%葡

聚糖&充分搅拌溶解后倒入圆底烧瓶中&置入微波反

应装置内&反应温度 ."=&辐射功率 -"" R&反应 !"

13>后迅速用冰水浴冷却&取 ' 1I放入 ,=冰箱保

存备用&其余冻干'

#8!8&;褐变程度的测定

参照EW2>UA等)##*的方法' 取 ! 1I样品液加入

! 1I稀释液$含质量分数 #"D H+H 和 "8"- 1:4cI

硼砂%&以稀释液作为空白&于 ,!" >1下测定吸

光度'

#8!8,;接枝程度测定

接枝程度测定参考 LQOV243OW等)#!* 的方法'

b?@试剂配制(准确称取 '" 1P的 b?@溶解于 !

1I的甲醇中&然后加入质量分数 !"D H+H !8- 1I&

"8# 1:4cI的硼砂 !- 1I及
"

%巯基乙醇 !""

!

I&最

后用蒸馏水定容至 #"" 1I' 测定时&取 , 1Ib?@

$&
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试剂和 !""

!

I样品液混合均匀后&于 &-=水浴中

反应 ! 13>&在 &," >1下测定吸光度&以赖氨酸绘制

标准曲线&计算样品中的自由氨基含量' 按下式计

算接枝程度$:;%'

:;p

<

"

%<

!

<

"

f#""D $#%

式中(<

"

为未反应时蛋白质自由氨基含量!<

!

为

反应!13>蛋白质自由氨基含量'

#8!8-;还原电泳$H+H %?@S/%分析

将样品与溶解液$含 "8"! Pc1I的 H+H&"8"-

Pc1I

"

%巯基乙醇&"8""# Pc1I溴酚蓝&"8#" Pc1I

甘油&"8"- 1:4cI+NB(8' GW3A%BL4%等体积混合

$! 1Pc1I%&沸水加热 - 13> 后在 #" """ Wc13>下离

心 #" 13>' 上样量 -

!

I&分离胶质量分数 #!8-D&

浓缩胶质量分数 &D' 样品在浓缩胶中时电流为 #-

1@&进入分离胶后调为 &" 1@' 参照?@H方法染色

糖)#&*

' 采用考马斯亮蓝e%!-" 染色蛋白 # Q&之后

使用脱色液$含 "8# Pc1I甲醇和 "8# Pc1I冰乙

酸%脱色直至背景清楚'

#8!8(;傅里叶红外光谱$*GJe%分析

取适量样品与溴化钾混合研磨成均匀粉末&压

成薄片' 傅里叶红外光谱仪扫描的波数范围

, """ <,"" 91

%#

&扫描次数 (, 次&分辨率 ! 91

%#

'

花生蛋白的红外光谱用 bW3P3>'8- 以二次微分从红

外光谱 # ("" <# $"" 91

%#的波峰中寻找隐峰&按照

# (#" <# (,! 91

%#归属
"

%折叠&# (,! <# (-" 91

%#

归属无规卷曲&# (-" <# ((" 91

%#归属
!

%螺旋&

# ((" <# ('" 91

%#归属
"

%转角&# ('" <# $""

91

%#归属
"

%逆折叠)#,*

&进行归类与计算二级结构

组成'

#8!8$;扫描电子显微镜$H/a%分析

取少量样品放入玻璃容器中&用 #D的四氧化

锇气体固定 , Q&利用离子溅射仪对样品进行镀膜&

最后用扫描电子显微镜观察'

#8!8';乳化性质分析

参照 [52> 等)#-*的方法并略有改动&样品溶于

"8# 1:4cI的M2B

!

?b

,

%M2

!

Lb

&

缓冲溶液$NB.8"%

中&配制质量浓度为 # 1Pc1I&取 -" 1I样品溶解液

并向其中加入 #c, 体积的花生油&#" """ Wc13> 高

速剪切 # 13> 后迅速从底部吸取 !"

!

I乳液&用

# 1Pc1IH+H稀释至 - 1I&在 -"" >1处测定吸光

度' #" 13>后采用同样操作测定吸光度' 空白参照

为 # 1Pc1IH+H溶液' 按下式计算乳化活性$.=>%

和乳化稳定性$.?>%'

.=>p

! f!@&"& fAf=

"

-

f<f#" """

$!%

.?>p

=

"

!

=

"

%=

!

$&%

式中(.=>为乳化活性&1

!

cP!.?>为乳化稳定

性&13>!A为乳液稀释倍数!=

"

为 " 13> 时的吸光

度!=

!

为 #" 13>时的吸光度!

-

为油相比例!<为初

始蛋白质量浓度&Pc1I!!为 #" 13>'

#8!8.;数据分析

所有实验均重复测定 & 次&数据结果表示为

"平均值h标准偏差#&并采用 H?HH HX2X3AX39A!" 对

数据进行显著性分析'

<;结果与讨论

!8#;不同相对分子质量糖对接枝反应的影响

实验考察不同相对分子质量$# """ <," """%

葡聚糖对接枝反应的影响&结果见图 #' 相对分子

质量 ," """+!" """+#" """+- """+# """ 葡聚糖与

花生蛋白反应得到的接枝产物分别标记为 ?#+?!+

?&+?,+?-&花生蛋白 %乳糖接枝产物标记为 ?(&未

改性花生蛋白标记为?"'

图 :;不同糖对接枝程度#!"$和褐变程度##

A<M

$的影响

;;由图 # 可知&在相同的微波辐射反应条件下&随

着葡聚糖相对分子质量的减少&花生蛋白 %葡聚糖

接枝产物的接枝程度逐渐增加&这可能是由于较小

相对分子质量多糖分子灵活性较高&碳架空间位阻

作用较小)#(*

&从而有利于与花生蛋白氨基接触发生

接枝反应' 另外&接枝产物的褐变程度与接枝程度

有明显的正相关关系&接枝程度越大&褐变程度也越

大' 由图 # 还可知&花生蛋白%乳糖接枝产物$?(%

的褐变程度略高于花生蛋白 %葡聚糖接枝产物&然

而花生蛋白%乳糖接枝程度$#,8$&D h"F&'D%显

著低于 ?, $!'8-#D h#8-,D%+?- $&"8'.D h

"F#.D%&与 ?& 接枝程度 $#-8'$D h!F&#D%较

接近'

!8!;H+H %?@S/分析

花生蛋白和接枝产物的 H+H %?@S/分析见图

!' 由图 !$2%的电泳图谱可知&与花生蛋白相比&接

枝产物在较高相对分子质量区域出现连续谱带&这

'&

LBJM@bJIH @M+*@GH;;;;;;;;;;;;;;!"#' C:4F,& M:F#"



证明了花生蛋白与糖发生了接枝反应&生成了相对

分子质量较大的物质' 并且随着葡聚糖相对分子质

量的下降$即接枝产物接枝程度的增加%&在浓缩胶

与分离胶的交界处出现的蛋白谱带越来越明显&这

与 HQONQOWU等)#&*的报道结果类似' 另外&根据图 !

$\%出现的糖基谱带&进一步证实了花生蛋白与糖

经微波辐射发生了接枝反应'

图 <;花生蛋白和接枝产物的NINF=7O!图谱

!8&;傅里叶红外光谱"*GJe$分析

花生蛋白和接枝产物的*GJe分析见图 &'

图 ?;花生蛋白和接枝产物的STUV图谱

;;由图 & 可知&花生蛋白%糖接枝产物在 # !(" <

# """ 91

%#出现明显的吸收峰&这个结果与赵卓

等)#$*研究玉米蛋白 %糖接枝产物的结论类似'

# !(" <# """ 91

%#吸收峰的出现是由b-B面内变

性振动引起的&表明花生蛋白以共价键的方式结合

糖分子&进一步证明了花生蛋白与糖发生了接枝

反应'

表 # 是根据红外图谱计算得到的花生蛋白及接

枝产物不同的二级结构含量' 由表 # 可知&与花生

蛋白相比&接枝产物出现较明显的特点是
!

%螺旋

含量增加&而
"

%逆折叠含量下降&这说明花生蛋白

与糖发生接枝反应&影响蛋白的二级结构分布&从一

种有序结构转化为另一种有序结构'

表 :;花生蛋白及接枝产物的二级结构含量

样品
二级结构含量cD

!

%螺旋
"

%折叠
"

%逆折叠
"

%转角 无规卷曲

?"

#!8$! h"8.!

\

&,8#" h#8#"

2

#&8(' h"8#.

2

!$8,& h"8$-

\9

#!8"' h"8!(

\

?#

#-8.& h#8,!

2

!'8&" h"8$-

\

#"8-- h"8",

\9

!'8.- h"8,$

\

#(8!$ h!8-'

2

?!

#(8!' h"8..

2

!.8.! h!8(!

\

##8#$ h"8.-

\

&#8$& h!8"-

2

#"8." h"8(#

\

?&

#(8$. h&8&#

2

&&8#. h#8(#

2

".8!& h"8&,

9U

!'8!$ h!8"!

\9

#!8-# h"8((

\

?,

#,8$" h#8-!

2

&"8,. h"8."

\

"'8&# h!8,-

U

&&8(' h&8$,

2

#!8'! h#8#&

\

?-

#$8"& h!8(#

2

&,8!# h&8"(

2

"$8., h#8&"

U

!$8$# h"8$'

\9

#&8#" h"8"$

\

?(

#(8(( h!8,"

2

&,8'. h#8&!

2

#"8"# h"8!-

\9

!(8"# h"8!,

9

#!8,, h#8"$

\

;注(上标的不同字母代表同一列不同样品的显著性差异$&o"8"-%'

!8,;H/a分析

图 , 为花生蛋白$?"%+花生蛋白 %葡聚糖$相

对分子质量 ," """%接枝产物$?#%和花生蛋白%葡

聚糖$相对分子质量 # """%接枝产物$?-%的微观结

构图' 由图 , 可见&花生蛋白呈现出较明显的聚集

状态&经接枝改性后则变为较为分散的片状结构&且

随着接枝葡聚糖相对分子质量的减少&片状结构更

为碎小' 这可能是由于花生蛋白与葡聚糖共价结合

后减少了蛋白质分子的聚集)#"*

&且接枝程度越高&

分散越开'

.&
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图 A;花生蛋白和接枝产物的扫描电镜图

!8-;乳化性质

花生蛋白和接枝产物的乳化活性$.=>%和乳化

稳定性$.?>%结果见图 -'

图 B;花生蛋白和接枝产物的乳化活性#$#%$

和乳化稳定性#$&%$

;;由图 - 可知&接枝产物的乳化活性和乳化稳定

性均显著高于花生蛋白' 随着葡聚糖相对分子质量

的减少&乳化活性逐渐增加&与前面研究的接枝程度

变化一致' 乳化稳定性随着葡聚糖相对分子质量的

减少出现由高降低再增加的趋势&推测是由于相对

分子质量为 ," """ 的葡聚糖与花生蛋白接枝后&虽

然接枝程度降低&但是因为葡聚糖的相对分子质量

较大&由此能够产生较强的空间位阻作用&从而有助

于维持乳液的稳定)#(*

!相对分子质量较小的葡聚糖

与花生蛋白反应由于具有较高的接枝程度&能够有

效改善界面膜弹性&有利于提高乳液稳定性)#'*

' 相

对分子质量为 # """的葡聚糖与花生蛋白形成的接枝

产物乳化活性和乳化稳定性最高&分别为$###8"$ h

!F!$% 1

!

cP和$#&8$" h"F!!% 13>' 由图 - 还可知&

乳糖与花生蛋白发生接枝反应后对花生蛋白乳化性

质的改善优势不如葡聚糖'

?;结;论

花生蛋白与不同相对分子质量葡聚糖发生接枝

反应对其结构及性质产生很大的影响' 实验结果表

明&随着葡聚糖相对分子质量的减少&花生蛋白%糖

的接枝程度和褐变程度逐渐增加!H+H %?@S/及傅

里叶红外光谱分析结果证明&采用微波辐射的方式&

花生蛋白和糖发生了共价结合反应!花生蛋白经接

枝改性后二级结构的
!

%螺旋含量增加&而
"

%逆折

叠含量下降!通过扫描电镜观察微观结构发现&接枝

改性减少了花生蛋白的聚集&且接枝较小相对分子

质量葡聚糖的结构更为分散!同时&接枝改性对花生

蛋白的乳化性质也具有显著改善效果&较小相对分

子质量葡聚糖%花生蛋白接枝产物具有较高的乳化

活性和乳化稳定性&相对分子质量 # """ 的葡聚糖

与花生蛋白形成的接枝产物的乳化活性和乳化稳定

性分别为$###8"$ h!8!$% 1

!

cP和$#&8$" h"8!!%

13>' 利用微波辐射进行接枝反应&研究不同相对分

子质量葡聚糖对改善花生蛋白结构性质的效果&为

以后花生蛋白更好的开发利用提供理论指导意义'
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