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基于美拉德反应的酶改性大豆蛋白冻融稳定性研究
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摘要：为提高大豆分离蛋白（ＳＰＩ）的冻融稳定性，利用胰蛋白酶对 ＳＰＩ酶解处理得到不同水解度的大豆分离蛋白水
解物（ＳＰＨ），随后与葡聚糖发生美拉德反应生成大豆分离蛋白 葡聚糖共聚物（ＳＰＩ Ｄ）和大豆分离蛋白水解物 葡

聚糖共聚物（ＳＰＨ Ｄ），研究基于美拉德反应的酶改性 ＳＰＩ的冻融稳定性。接枝度、褐变指数和内源荧光光谱的测
定证明了 ＳＰＩ Ｄ和 ＳＰＨ Ｄ有美拉德反应的特定荧光物质生成，蛋白改性朝着有利于冻融稳定的方向进行。比较
发现 ３次冻融循环后 ＳＰＨ Ｄ乳液具有更好的冻融稳定性，尤其当水解度为 ３％时，ＳＰＨ３ Ｄ乳液的粒径尺寸、聚
结程度和出油率分别比 ＳＰＩ Ｄ乳液降低了 ４８２８％、８１６１％和 ６３８１％。激光共聚焦显微镜观察发现 ＳＰＨ３ Ｄ
乳液在 ３次冻融循环后蛋白没有明显的桥联絮凝现象，油滴依然被紧密地包裹在界面膜中，表现出较好的冻融稳
定性。
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０　引言

大豆分离蛋白因具有两亲结构常被当做乳化剂

应用在食品加工领域
［１］
。为了延长保质期和维持

最佳口感，许多食品需要通过冷冻技术来保存。然

而，蛋白乳化体系对环境变化极为敏感
［２］
，在冷冻

过程中，乳液界面膜上的蛋白相互作用力减弱，尖锐

的冰晶极易刺破界面膜破坏乳液的油 水平衡，使乳

液出现乳析、聚结、絮凝和奥氏熟化等不稳定现

象
［３］
，严重限制了大豆分离蛋白在植脂奶油及冷冻

食品中的应用。因此，对蛋白进行改性处理以提高

其功能性质非常必要。

酶改性和美拉德反应是两种常用的蛋白改性方

法。许多研究表明，蛋白经过酶法改性后会暴露出

更多的疏水基团
［４］
，同时增加分子的柔性

［５］
，提高

大豆蛋白的功能性质
［６］
。美拉德反应是一种安全

有效的蛋白改性方法，改性蛋白能够快速吸附至油

水界面增加界面膜的厚度
［７］
，糖链的引入增加了油

滴之间空间位阻的排斥力
［８］
，提高蛋白的冻融稳定

性。近几年，酶改性联合美拉德反应对大豆蛋白进

行改性处理已成为研究的热点。ＺＨＡＮＧ等［９］
发现

单纯的酶解可以使大豆分离蛋白的抗氧化性得到提

升，而大豆分离蛋白水解物与麦芽糊精反应后，其抗

氧化性进一步得到提高。ＷＡＩＴＥＲ等［１０］
研究了限

制性酶解和美拉德反应联合作用对大豆蛋白免疫反

应性的影响，发现蛋白水解度为 ７８％时，与多糖的
共聚物可以有效降低大豆蛋白的免疫反应性。然

而，目前关于酶改性联合美拉德反应提高乳液冻融

稳定性的研究还未见报道。

本文利用胰蛋白酶对 ＳＰＩ（大豆分离蛋白）酶解
处理得到不同水解度的 ＳＰＨ（大豆分离蛋白水解
物），随后与葡聚糖发生美拉德反应生成 ＳＰＩ Ｄ（大
豆分离蛋白 葡聚糖）和 ＳＰＨ Ｄ（大豆分离蛋白水
解物 葡聚糖）。通过接枝度、褐变指数、内源荧光

光谱、粒径大小、聚结程度和出油率来评价改性蛋白

的冻融稳定性，选择出最优酶解体系，随后利用激光

共聚焦显微镜观察最优酶解体系的微观结构，为进

一步探究提高 ＳＰＩ冻融稳定性的方法提供理论
依据。

１　材料与方法

１１　材料与仪器

大豆分离蛋白，采用碱溶酸沉法
［１１］
提取，凯氏

定氮法测定蛋白质量分数为 ９０９６％；胰蛋白酶，美
国 Ｓｉｇｍａ公司；葡聚糖（右旋糖酐分子质量 ４０Ｋｕ），
国药集团化学试剂有限公司；九三大豆油，市售；其

他试剂均为分析纯。

Ｔ１８Ｂａｓｉｃ型高速分散机，德国 ＩＫＡ公司；ＡＶＰ
２０００型高压均质机，英国 ＳｔａｎｓｔｅｄＦｌｕｉｄＰｏｗｅｒ公司；
Ｆ ４５００型荧光分光光度计，日本日立公司；ＴＵ
１８００型紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器有
限责任公司；ＭａｓｔｅｒＳｉｚｅｒ２０００型激光粒度分析仪，
英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司；ＴＣＳＳＰ２型激光共聚焦显微镜，
德国 Ｌｅｉｃａ公司。
１２　试验方法
１２１　大豆分离蛋白水解物的制备

根据前期试验，用磷酸盐缓冲溶液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，
ｐＨ值８０）将 ＳＰＩ配制成质量浓度为 ２ｍｇ／ｍＬ的溶
液，加入质量分数为 ０２５％的胰蛋白酶，在 ３７℃恒
温水浴锅中分别反应 １５、１２０、２００、２５５、３００ｍｉｎ后，
于９０℃水浴灭活 １０ｍｉｎ，冷却至室温（２０℃）后冻
干，得到水解度分别为 １％、２％、３％、４％和 ５％的
ＳＰＨ。
１２２　ＳＰＩ Ｄ和 ＳＰＨ Ｄ接枝物的制备

将 ＳＰＩ（ＳＰＨ）和葡聚糖按 １∶１溶于磷酸盐缓冲
溶液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ７０），蛋白质量浓度为
２ｍｇ／ｍＬ，并添加质量浓度为 ００２ｍｇ／ｍＬ的叠氮钠
以防止微生物滋生。将混匀的样品液密封后置于

９５℃水浴锅中反应１５ｈ，取出，冷却至室温，冻干。
１２３　乳液制备

用磷酸盐缓冲溶液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ７０）将
ＳＰＩ Ｄ和ＳＰＨ Ｄ配制成质量浓度２ｍｇ／ｍＬ的样品
液，加入体积分数１０％的大豆油，在１０８００ｒ／ｍｉｎ条件
下均质处理１ｍｉｎ形成初乳液，然后以 ４０ＭＰａ的压
力高压均质处理，一次得到 ＳＰＩ Ｄ乳液和 ＳＰＨ Ｄ
乳液。

１２４　冻融循环
将不同样品乳液立即转移到２５ｍＬ的具塞试管

中，－２０℃冷冻储存 ２２ｈ后，在 ２５℃水浴中解冻
２ｈ，取部分样品进行试验分析，如此循环３次。
１２５　接枝度和褐变指数测定

将 ＳＰＩ Ｄ和 ＳＰＨ Ｄ以 ２ｍｇ／ｍＬ的质量浓度
溶于去离子水中。取２００μＬ样品溶液加入到 ４ｍＬ
ＯＰＡ（邻苯二甲醛）试剂中，混匀后 ３５℃水浴保温反
应２ｍｉｎ，以 ＯＰＡ试剂做空白，在 ３４０ｎｍ紫外波长
处测定吸光度，接枝反应前后吸光度的变化率即为

接枝度。ＯＰＡ试剂按照王喜波等［１２］
的方法配制。

以去离子水做空白对照，在 ４２０ｎｍ波长下测得
ＳＰＩ Ｄ和ＳＰＨ Ｄ样品溶液的吸光度即为其褐变
指数。

１２６　内源荧光光谱测定
用磷酸盐缓冲溶液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ７０）将
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ＳＰＩ、ＳＰＩ Ｄ和 ＳＰＨ Ｄ配制成质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ
的样品溶液，设置激发波长 ３４７ｎｍ，发射波长范围
３７５～５５０ｎｍ进行扫描［１３］

。然后将上述样品溶液稀

释２０倍使其质量浓度为 ０２５ｍｇ／ｍＬ，设置激发波
长２９０ｎｍ，发射波长范围 ３００～４００ｎｍ进行扫描。
激发和发射狭缝为５０ｎｍ，扫描速度２４０ｎｍ／ｍｉｎ。
１２７　粒径测定

利用 ＭａｓｔｅｒＳｉｚｅｒ２０００型激光粒度分析仪测定
乳液的平均粒径，设置分散相折射率分别为 １４６０
和０００１，连续相折射率为 １３３０［１４］。将初始乳液
和经过冻融循环后的乳液用质量分数为 １％的 ＳＤＳ
（十二烷基硫酸钠）稀释 ５倍后，分散在去离子水中
使遮光度达到１０％，测定其体积平均粒径 Ｄ４，３。
１２８　聚结程度测定

聚结是乳液中油滴分子之间经过接触合并形成

大油滴的过程。聚结程度计算公式为

Ｃ＝
Ｄ４，３ｆ－Ｄ４，３ｉ
Ｄ４，３ｉ

×１００％ （１）

式中　Ｄ４，３ｆ———冻融后乳液的体积平均粒径
Ｄ４，３ｉ———初始乳液的体积平均粒径

１２９　出油率测定
参考 ＰＡＩＡＮＵＷＥＣＨ等［１５］

的方法略加改动。

称取００１５ｇ苏丹Ⅲ试剂加入到 １０００ｇ大豆油中，
室温搅拌１２ｈ得到苏丹Ⅲ油溶液。准确称取 ４ｇ苏
丹Ⅲ油溶液和１６ｇ待测乳液于 ５０ｍＬ离心管中，振
荡混匀，以 １６０００ｇ（４℃）的离心力离心 ２０ｍｉｎ，收
集上层油液于５０８ｎｍ处测定吸光度，同时以大豆油
做空白。出油率计算公式为

φ＝
ｍ０（ａ－１）
ｍｅφｄ

×１００％ （２）

式中　ｍ０———苏丹Ⅲ油溶液的质量
ｍｅ———乳液的质量
ａ———苏丹Ⅲ油溶液吸光度与离心后苏丹Ⅲ

油溶液吸光度的比值

φｄ———乳液中油相的质量分数
１２１０　激光共聚焦显微镜分析

取１ｍＬ样品乳液于试管中，加入４０μＬ尼罗红
染料和４０μＬ尼罗蓝染料，充分振荡混匀 ５ｍｉｎ。取
１０μＬ染色后的样品乳液滴加到载玻片中央，盖上
盖玻片后分别在４８８ｎｍ和６３３ｎｍ激发波长下进行
激光共聚焦扫描，油镜进行图像采集，红色代表油

滴，绿色代表蛋白质。

１３　数据处理

所有试验重复 ３次取平均值，采用 ＳＰＳＳ１９０
进行数据处理和分析，使用 Ｏｒｉｇｉｎ８６软件制图。

２　结果与分析

２１　不同蛋白样品接枝度和褐变指数分析

研究表明，美拉德反应程度越高，褐变程度越

大，且蛋白的美拉德反应程度与蛋白水解程度密切

相关
［９］
。图 １中 ＳＰＨ１ Ｄ～ＳＰＨ５ Ｄ表示水解度

分别为１％ ～５％的大豆分离蛋白水解物与葡聚糖
的接枝物。由图１可以看出，随着水解程度的增加，
接枝度和褐变指数均呈现先降低后升高的趋势。在

水解度为 ２％时，接枝度与褐变指数最低，分别为
６３２％和０５２４，可能是由于酶解和美拉德反应共
同作用导致改性产物结构发生变化

［１６］
。当水解度

达到４％时，ＳＰＨ Ｄ的接枝度明显高于 ＳＰＩ Ｄ的
接枝度，这是因为酶解使蛋白结构展开，柔性增加，

暴露出更多的赖氨酸残基，更易与葡聚糖发生反

应
［１７］
。此外，胰蛋白酶的酶切位点以及不同亚基的酶

解过程不同步等因素都会影响蛋白与葡聚糖的美拉德

反应。另外，ＳＰＩ Ｄ褐变指数明显高于 ＳＰＨ Ｄ，这可
能是由 ＳＰＩ比 ＳＰＨ分子量更大导致的［１８］

。

图 １　不同蛋白样品的接枝度和褐变指数

Ｆｉｇ．１　Ｇｒａｆｔｉｎｇｄｅｇｒｅｅａｎｄｂｒｏｗｎｉｎｇｉｎｄｅｘｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｓａｍｐｌｅｓ
注：不同字母表示不同样品之间差异显著，下同。

　

２２　不同蛋白样品内源荧光光谱分析

荧光物质是美拉德反应高级阶段的小分子物

质，可灵敏地反映其早期过程。固定激发波长

３４７ｎｍ，扫描得到的荧光光谱如图 ２ａ所示，其荧光
强度表征了高级阶段荧光物质的产生状态。ＳＰＩ在
发射波长为４５００ｎｍ处有最大荧光强度，而ＳＰＩ Ｄ
和 ＳＰＨ Ｄ在发射波长 ４３９４～４４３４ｎｍ之间有最
大荧光强度，最大荧光强度发生了蓝移（即向短波

方向移动）且明显高于 ＳＰＩ，说明有美拉德反应的特
征荧 光 小 分 子 物 质 生 成。ＢＥＮＪＡＫＵＬ等［１９］

和

ＬＥＲＴＩＴＴＩＫＵＬ等［２０］
研究发现，猪血浆蛋白的美拉德

反应产物荧光强度明显高于猪血浆蛋白，与本试验

结果一致。
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图 ２　不同蛋白样品的荧光光谱

Ｆｉｇ．２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓａｍｐｌｅｓ
　

大豆分离蛋白中的色氨酸残基有很强的荧光

性，对微观环境的变化非常敏感，因此能够灵敏地反

映蛋白质的构象变化
［２１］
。固定激发波长２９０ｎｍ，扫

描不同样品的荧光光谱如图 ２ｂ所示。大豆分离蛋
白经过酶解和美拉德反应之后，其内源荧光光谱的

最大荧光强度发生了红移（即向长波方向移动），说

明糖基化反应会改变蛋白质色氨酸残基的周围环

境，使其所处环境极性增加
［２２］
，ＣＯＲＺＯＭＡＲＴＩＮＥＺ

等
［２３］
在 β乳球蛋白 半乳糖糖基化改性的研究中也

得到相似的结果，共价复合物的最大荧光强度在糖

基化反应后发生红移，表明色氨酸残基向更加亲水

的环境中暴露。同时可以明显看出 ＳＰＨ Ｄ相较于
ＳＰＩ Ｄ红移程度更大，说明酶解能使大豆分离蛋白
结构展开，被包埋在结构内部的色氨酸基团暴露，增

加其表面疏水性
［２４］
。而糖基化后的蛋白荧光强度

降低，推测是大豆分离蛋白与糖结合后，取代了大豆

分离蛋白表面分子的原因
［２５］
。

２３　不同蛋白乳液平均粒径分析
一般来说，蛋白乳液的液滴平均粒径越小，乳液

越稳定
［２６］
。冻融循环对乳液液滴平均粒径的影响

如图３所示。在冻融循环之前，ＳＰＩ Ｄ初始乳液的
粒径为（１３７±００２）μｍ，经过 ３次冻融循环后，
ＳＰＩ Ｄ乳液粒径分别为（１７±０１１）μｍ、（３６７±
０２１）μｍ和（４４８±０２４）μｍ。由此发现 ＳＰＩ Ｄ乳
液在冻融循环后粒径明显增加，单纯的蛋白和多糖

在短时间内不能充分反应生成足够多的大分子复合

物，在油滴周围形成的界面层并不十分紧密，小油滴

很容易从界面层渗透出来接触聚结成大油滴，破坏

乳液的冻融稳定性
［２７］
。研究表明，大豆分离蛋白在

酶解后会暴露出更多的疏水基团并生成一些具有良

好界面活性的多肽
［２８］
，因此 ＳＰＨ Ｄ乳液经 ３次冻

融循环后粒径尺寸增加程度较小，相比于 ＳＰＩ Ｄ乳
液更加稳定。同时可以发现 ＳＰＨ３ Ｄ乳液的粒径
明显小于其他样品乳液，经 ３次冻融循环后其粒径
比 ＳＰＩ Ｄ降低了４８２８％，说明 ＳＰＨ３ Ｄ乳液的冻
融稳定性最好。另外，虽然图 １中 ＳＰＨ１ Ｄ和
ＳＰＨ２ Ｄ的接枝度均低于 ＳＰＩ Ｄ，但它们的粒径明
显比 ＳＰＩ Ｄ小，暗示了在酶解联合糖基化反应体系
中，糖基化程度的高低并不能完全代表冻融稳定性

的强弱。

图 ３　冻融后不同蛋白乳液的体积平均粒径

Ｆｉｇ．３　Ｖｏｌｕｍｅａｖｅｒａｇｅｐａｒｔｉｃａｌｓｉｚｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｍｕｌｓｉｏｎｓａｆｔｅｒｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓ
　
２４　不同蛋白乳液聚结程度和出油率分析

经过冻融处理后，乳液界面膜变得不稳定，油滴

之间容易聚结。乳液的冻融循环次数越多，其聚结

程度越大。不同乳液经冻融循环后的聚结程度变化

如图４所示，由于酶解能够把大分子量的蛋白切成
分子量相对较小的肽片段从而改变其柔性和空间结

构
［２９］
，更易与多糖结合形成致密的界面膜，可以有

效抑制油滴聚集，因此 ＳＰＨ Ｄ样品的聚结程度明
显低于 ＳＰＩ Ｄ。随着水解度的增大，乳液的聚结程
度整体呈现先降低后升高的趋势，当水解度为 ３％
时，乳液每次冻融循环后的聚结程度都低于其他样

品乳液，分别为 ５４７％、３８０９％ 和 ４１２４％，比
ＳＰＩ Ｄ的聚结程度分别降低了 ８９８５％、６８９６％和
８１６１％。这可能是因为适度的酶解能暴露蛋白的
疏水基团，使其更易吸附在油滴表面抵抗冷冻对乳

液稳定性的破坏，然而过度酶解会生成过多的小分

子片段，降低多肽在界面膜中的相互作用，导致乳液

中的油滴结晶刺破较薄的界面膜，发生聚结
［２４］
。

不同蛋白乳液的出油率与聚结程度有相似的变

化规律（图５），糖链的引入以及适度的酶解作用使
ＳＰＨ Ｄ共价复合物具有较好的乳化性，在油水体
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系中能够迅速地在油滴表面形成相对较厚的界面

膜，抑制油滴之间聚合
［３０］
。ＺＨＡＮＧ等［３１］

利用超声

和微波辅助糖基化提高 ＳＰＩ Ｄ乳液的冻融稳定性，
经过３次冻融循环后，乳液出油率在 ９％左右，而从
图 ５可以看出，ＳＰＨ Ｄ乳液的出油率明显低于
９％。由此进一步说明酶改性联合美拉德反应可以
明显提高大豆分离蛋白的冻融稳定性。当水解度为

３％时，３次冻融循环后乳液出油率比 ＳＰＩ Ｄ降低
了６３８１％，冻融稳定性最好。

图 ４　冻融后不同蛋白样品的聚结程度

Ｆｉｇ．４　Ｃｏａｌｅｓｃｅｎｃｅｄｅｇｒｅｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｅｍｕｌｓｉｏｎｓ

ａｆｔｅｒｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓ
　

图 ５　冻融后不同蛋白样品的出油率

Ｆｉｇ．５　Ｏｉｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｅｍｕｌｓｉｏｎｓ

ａｆｔｅｒｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓ
　

２５　不同蛋白乳液激光共聚焦显微镜分析
通过激光共聚焦显微镜对ＳＰＩ Ｄ（图６ａ、６ｃ）和

ＳＰＨ３ Ｄ（图６ｂ、６ｄ）的初始乳液和经过 ３次冻融循
环后乳液的微观结构进行观察，发现两种蛋白样品

初始乳液的液滴分布均匀一致，油滴尺寸细小，微观

结构并没有明显区别。ＳＰＩ Ｄ乳液经过 ３次冻融
循环后出现较为明显的蛋白聚集现象，部分小油滴

聚结成大油滴，油滴表面几乎观察不到绿色的蛋白

界面膜，但仍然有很多小油滴被紧密地包裹在界面

膜内，说明单纯的美拉德反应对提高乳液的冻融稳

定性是有一定作用的，这与孙洪蕊等
［８］
的观点一

致。而 ＳＰＨ３ Ｄ乳液在 ３次冻融循环之后油滴尺
寸略有增大，蛋白之间只出现轻微的桥联絮凝现象，

表现出较高的冻融稳定性。ＬＩ等［３２］
探究了大豆分

离蛋白水解物的美拉德反应并观察其微观结构，发

现大豆肽 葡聚糖共聚物具有极高的乳化稳定性，能

够形成较厚的吸附层防止液滴的聚集和絮凝，与本

试验结果十分吻合。这是因为适度的酶解能降低蛋

白中球形分子的数量，提高蛋白质的分子柔性，使得

蛋白质分子在油水界面上的排列更为有序
［３３－３４］

，形

成具有良好抗应变能力的界面膜，提高了乳液冻融

稳定性。这与乳液平均粒径、聚结程度和出油率的

测定结果一致。

３　结论

（１）基于美拉德反应的酶改性作用可以显著
提高大豆分离蛋白的冻融稳定性。经过 ３次冻融
循环后，ＳＰＨ Ｄ乳液的冻融稳定性明显高于 ＳＰＩ
Ｄ乳液，当水解度为 ３％时，ＳＰＨ３ Ｄ乳液的粒径
尺寸、聚结程度和出油率分别比 ＳＰＩ Ｄ乳液降低
了 ４８２８％、８１６１％和 ６３８１％。通过激光共聚
　　

图 ６　ＳＰＩ Ｄ和 ＳＰＨ３ Ｄ冻融前后的激光共聚焦显微结构

Ｆｉｇ．６　ＣｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｅｓｏｆＳＰＩ ＤａｎｄＳＰＨ３ Ｄｅｍｕｌｓｉｏｎｓａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓ
　

焦显微镜对 ＳＰＩ Ｄ乳液和 ＳＰＨ３ Ｄ乳液微观结构
的观察，发现单纯的美拉德反应对提高乳液的冻融稳

定性是有积极作用的。ＳＰＨ３ Ｄ乳液在 ３次冻融循
环后蛋白没有明显的桥联絮凝现象，油滴依然被紧密

地包裹在界面膜中，表现出较好的冻融稳定性。

（２）酶改性能使蛋白暴露出更多的疏水基团并产
生一些具有良好界面活性的多肽，有效改善蛋白的界

面性质，多糖的空间位阻效应能增加油滴之间的排斥

力，同时美拉德反应引入的糖链使蛋白水解物形成亲

水基团，从而提高乳液的乳化活性和乳化稳定性。
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