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巴氏杀菌鸡蛋清液磷酸化改性及性质研究
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摘要!以巴氏杀菌鸡蛋清为原料"利用三聚磷酸钠&

0JH

'对鸡

蛋清液进行磷酸化改性#通过单因素和正交试验确定了磷酸

化最佳工艺条件"即反应
P

b$?%

"

0JH

添加量
.I

"反应温度

.#\

"反应时间
.;

"该条件下磷酸化程度为
%#?&(5

=

+

=

"并利

用低场核磁共振&

Ĝ/1FT

'辅助观察了反应过程中蛋白质

与水分的结合情况#结果表明"鸡蛋清液经过磷酸化改性

后"其溶解性!持水性!起泡性!乳化性均得到了改善#

关键词!鸡蛋清%巴氏杀菌%三聚磷酸钠%磷酸化程度%低场核

磁共振
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鸡蛋是人类理想的天然食品之一)

"

*

#含有高生物价值的

蛋白质以及大量的维生素及矿物质#营养成分均衡#是良好

的蛋白质来源'将鸡蛋加工成液态蛋后#具有安全+易于储

存和运输的特点#因此在食品工业中被广泛应用)

)

*

'而蛋清

液作为鸡蛋中主要的功能性物质来源#具有良好的溶解性+

持水性+起泡性等性质#能有效改善食品的品质和质构)

!

*

#是

重要的食品加工原料'

蛋清的功能特性与其蛋白的化学组成和各成分比例有

关)

.

*

'蛋清的改性就是在不影响其营养价值的基础上#利用

物理或生化手段改变其蛋白质的空间构象#从而引起其功能

性质发生改变)

%3(

*

'磷酸化改性作为蛋白质化学改性的一

种#已被认定为改善蛋白质功能性质的有效改性方法#改性

后的蛋白质等电点发生迁移#同时溶解性明显提高)

$3'

*

'因

此许多国内外学者致力于蛋白质磷酸化改性的研究#

F6/

L;@7N

)

&

*研究了多聚磷酸钠用量+改性温度及
P

b

值对大豆蛋

白磷酸化的影响#发现反应与改性条件关系密切'李瑜)

"#

*

对小麦面筋蛋白进行多聚磷酸钠改性#改性后的蛋白可以很

好地应用于烘焙食品中'刘丽莉等)

""

*对鸡蛋清蛋白磷酸化

改性及改性后功能性质的变化进行了研究#该试验将鸡蛋清

喷雾干燥制成蛋清粉后进行磷酸化改性#改性后各项功能性

质均得到提高'

近年来#低场核磁共振技术!

Ĝ/1FT

$被广泛应用于生

物体系中水分迁移变化的研究)

")

*

#

Ĝ/1FT

是根据弛豫时

间的改变从而反映出水分分布情况的变化#达到区分自由水

和结合水的目的'而利用
Ĝ/1FT

观察分析禽蛋及其制品

内部水分迁移情况的研究较少#刘斯琪等)

"!

*利用
Ĝ/1FT

技术研究了食盐对鸭蛋黄品质的影响#研究表明食盐会改变

鸭蛋黄内部氢质子的分布情况#使其质构及出油率发生改

变#从而影响鸭蛋黄的品质'利用
Ĝ/1FT

研究鸡蛋清液

磷酸化改性前后水分迁移情况尚未见报道'

本试验拟利用三聚磷酸钠!

0JH

$直接对鸡蛋清液进行

磷酸化改性#并采用
Ĝ/1FT

技术辅助分析蛋清液改性前

后的功能性#旨在为进一步提高蛋清液的加工特性以及其在

食品中的应用提供参考和依据'

""



"

!

材料与方法

"?"

!

试验材料

新鲜鸡蛋"市售#表面洁净无裂纹#内部蛋黄完整#蛋白

澄清透明+无异味#无其他组织异物%

三聚磷酸钠!

0JH

$"分析纯#天津市天力化学试剂有限

公司%

其他试剂均为分析纯'

"?)

!

仪器与设备

电热恒温水浴锅"

Ze/&'/"

型#天津市泰斯特仪器有限

公司%

集热式恒温磁力搅拌器"

+̂/)##

型#巩义市予华仪器有

限责任公司%

台式高速离心机"

J2"(/d0

型#湘南湘仪实验室仪器开

发有限公司%

酸度计"

H,/"#

型#赛多利斯科学仪器!北京$有限公司%

可见分光光度计"

C/%###

型#上海元析仪器有限公司%

凯氏定氮仪"

eZ-/&')#

型#北京市通润源机电技术有限

责任公司%

低场核磁共振分析仪"

1F/")#

型#上海纽迈电子科技

有限公司'

"?!

!

方法

"?!?"

!

巴氏杀菌蛋清液的制备
!

利用分离器分离鲜鸡蛋的

蛋清与蛋黄#于磁力搅拌器上以
!#M

(

N

搅拌
)%57:

#静置
";

后弃除底层脐带等杂质'将除杂后的蛋清液在
%&?%\

下杀

菌
.?%57:

)

)

*

#于
.\

下冷藏备用'

"?!?)

!

成分含量的测定

!

"

$水分含量"按
2,

(

J%##&?!

&

)##!

执行'

!

)

$蛋白质含量"按
2,

(

J%##&?%

&

)##!

执行'

"?!?!

!

磷酸化程度的测定
!

参考文献)

".

*#略作修改#分别

取磷酸化反应前后的溶液
%5̂

#加入
%5̂

的
"#I

三氯乙

酸!

J+*

$使蛋白变性沉淀#用离心机
.###M

(

57:

离心

"#57:

#取上清液加入
"5D8

(

^

的乙酸锌
h:

!

*B

$

)

#使溶液

P

b

至
!?'

"

!?&

!用乙酸锌调节$#形成沉淀后加入氨缓冲液

使沉淀溶解#并以铬黑
J

为指示剂#用
#?"5D8

(

^4ZJ*

标

准溶液进行滴定#溶液颜色由紫红变为蓝色时即为滴定终

点#磷酸化程度按式!

"

$计算"

J+

T

)

V

!

P

"

U

P

)

$

V

JO

)J

# !

"

$

式中"

J+

&&&磷酸化程度#

5

=

(

=

%

)

&&&

4ZJ*

标准溶液浓度#

5D8

(

^

%

P

"

&&&滴定样品所耗标准溶液体积#

5̂

%

P

)

&&&滴定空白所耗标准溶液体积#

5̂

%

J

O

&&&磷的摩尔质量#

!#?&$

=

(

5D8

%

J

&&&样品中蛋白质质量#

=

'

"?!?.

!

蛋清蛋白磷酸化功能性的研究

!

"

$溶解性的测定"参考文献)

"%

*

!!

#略作修改#称取一

定量的改性前后鸡蛋清液#配制成质量浓度为
"?#

=

(

"##5̂

的蛋白质溶液#分别调节
P

b

值在
)

"

""

#置于磁力搅拌器上

中速搅拌
#?%;

#静置
!#57:

后
!%##M

(

57:

离心
"%57:

#收

集上清液#凯氏定氮法测定上清液中蛋白质的含量#溶解度

!

#>6

$按式!

)

$计算"

#>6]

水溶性蛋白

总蛋白
_"##I

' !

)

$

!

)

$持水性的测定"参考文献)

"(

*#略作修改#将改性前

后的鸡蛋清液真空冷冻干燥制成蛋清粉'准确称取
"?##

=

样品于离心管中并称重#记为
!

"

'加入
!#5̂

蒸馏水后搅

拌均匀#并分别调节样液的
P

b

至
)

"

""

'将装有样品的离

心管于
(#\

下水浴
!#57:

#然后
!###M

(

57:

离心
"#57:

#

去除上层清液后称重#记为
!

)

#持水性按式!

!

$计算"

!*)

T

!

)

U

!

"

!

# !

!

$

式中"

!*)

&&&持水性#

=

(

=

%

!

&&&样品质量#

=

%

!

"

&&&样品和离心管总重量#

=

%

!

)

&&&沉淀和离心管总重量#

=

'

!

!

$蛋白起泡性的测定"参考文献)

"$

*#略作修改#将改

性前后的鸡蛋清溶液配置成蛋白浓度为
"I

的溶液#分别调

节
P

b

值至
)

"

""

#用高剪切分散乳化机
"####M

(

57:

剪切

"57:

#然后迅速将泡沫及溶液转移到
)%#5̂

量筒中#读取

泡沫层的体积
P

"

'静置
!#57:

后#读取残留泡沫体积记为

P

)

#泡沫稳定性按式!

.

$计算"

%>

T

P

)

P

"

V

"##I

# !

.

$

式中"

%>

&&&泡沫稳定性#

I

%

P

"

&&&泡沫层的体积#

5̂

%

P

)

&&&残留泡沫#

5̂

'

!

.

$乳化性测定"参考文献)

"'

*#略作修改'称取
!

=

冷

冻干燥后的样品于烧杯中#加入
%#5̂

蒸馏水并调节
P

b

为

'?#

#加入
%#5̂

花生油#用高速组织捣碎机
"####M

(

57:

搅

拌
)57:

#然后
)###M

(

57:

离心
.57:

'取出离心管#测定其

乳化层高度及液体总高度#乳化性按式!

%

$计算"

+"

T

*

"

*

)

V

"##I

# !

%

$

式中"

+"

&&&乳化性#

I

%

*

"

&&&离心管中乳化层高度#

B5

%

*

)

&&&离心管中液体总高度#

B5

'

!

%

$乳化稳定性测定"参考文献)

"&

*#略作修改#称取
!

=

冷冻干燥后的样品于烧杯中#加入
%#5̂

蒸馏水并调节
P

b

为
'?#

#加入
%#5̂

花生油#用高速组织捣碎机
"####M

(

57:

搅拌
)57:

#然后于
%#\

下水浴
!#57:

#取出离心管#测定其

乳化层高度#乳化稳定性按式!

(

$计算"

+>

T

*

"

*

)

V

"##I

# !

(

$

式中"

)"

基础研究
!

)#"$

年第
"

期



+>

&&&乳化稳定性#

I

%

*

"

&&&水浴后乳化层高度#

B5

%

*

)

&&&样品原始乳化层高度#

B5

'

"?!?%

!

蛋白质低场核磁共振分析
!

低场核磁共振指标测定#

硬脉冲
+HF2

序列各项参数"

Z

"

]".

#

Z

)

])'

#

E!].###

#

X;$]!

#

>!])##

#

X%!]!#?#

#

>%

"

]"'

#

4

"

].!#'""?"

#

;$

"

])#

#

#>].

#

E+]#?.

#

#+)*]"!###

'

"?!?(

!

单因素试验设计

!

"

$

0JH

添加量"称取适量样品#调节其
P

b

值至
'

#分

别向溶液中加入
"I

#

)I

#

!I

#

.I

#

%I

的
0JH

#调节其反应

温度为
.#\

#使其反应
.;

'反应结束后#以磷酸化程度为

指标#确定出蛋清液磷酸化的
0JH

最佳添加量'

!

)

$反应温度"称取适量样品#调节其
P

b

值至
'

#向溶

液中加入
.I

的
0JH

#分别调节其反应温度至
)%

#

!#

#

!%

#

.#

#

.%

#

%#

#

%%\

#使其反应
.;

'反应结束后#以磷酸化程度为

指标#确定出蛋清液磷酸化的最佳反应温度'

!

!

$反应时间"称取适量样品#调节其
P

b

值至
'

#向溶

液中加入
.I

的
0JH

#调节其反应温度为
.#\

#分别使其反

应
"

#

)

#

!

#

.

#

%;

'反应结束后#以磷酸化程度为指标#确定出

蛋清液磷酸化的最佳反应时间'

!

.

$反应
P

b

"称取适量样品#分别调节其
P

b

值为
$?#

#

$?%

#

'?#

#

'?%

#

&?#

#

&?%

#向溶液中加入
.I

的
0JH

#调节其反应

温度为
.#\

#使其反应
.;

'反应结束后#以磷酸化程度为

指标#确定出蛋清液磷酸化的最佳反应
P

b

'

"?!?$

!

正交试验方案
!

通过单因素试验的确定#选用
^

&

!

!

.

$

正交表进行优化试验#平行试验
!

次'

"?.

!

数据统计分析方法

试验数据采用
4WB@8

和
0

P

NN)"?#

进行分析'

)

!

结果与讨论
)?"

!

正交试验结果

正交试验各因素水平见表
"

#试验方案及结果见表
)

'

由表
)

可知#影响磷酸化程度的各因素主次顺序为
Z

$

*

$

,

$

+

#确定的最优水平为
Z

"

*

)

,

!

+

)

#即反应
P

b$?%

#

0JH

添

加量
.I

#反应温度
.#\

#反应时间
.;

'对理论最优方案进

行多组平行验证实验#结果表明#在该方案下蛋清液的磷酸

化程度为
%#?&(5

=

(

=

#达到最大值#因此此方案为最优方案'

)?)

!

蛋清液磷酸化功能性分析

)?)?"

!

蛋清液磷酸化对其溶解性及持水性的影响
!

由图
"

可知#从整体趋势来看#磷酸化改性后鸡蛋清蛋白的溶解性

大于未改性前'

P

b

在
)

"

!

及
%

"

""

时#改性后的蛋白溶解

度大于改性前#这为一些酸性食品的开发生产提供了依据'

表
"

!

正交试验各因素水平范围表

J6Q8@"

!

T6:

=

@DK@6B;K6BLDM7:DML;D

=

D:68L@NL

水平
*0JH

添加量(
I ,

反应温度(
\ +

反应时间(
; Z

反应
P

b

" ! !# ! $?%

) . !% . '?#

! % .# % '?%

表
)

!

正交试验方案及试验结果

J6Q8@)

!

XML;D

=

D:68L@NL

P

MD

=

M65N6:AL@NLM@N<8LN

试验号
* , + Z

磷酸化程度(

!

5

=

/

=

3"

$

" " " " " ."?#)

) " ) ) ) .#?.%

! " ! ! ! .(?%!

. ) " ) ! .$?&"

% ) ) ! " .&?&.

( ) ! " ) .!?'"

$ ! " ! ) !$?%$

' ! ) " ! ..?!(

& ! ! ) " .'?#!

L

"

.)?($ .)?"$ .!?#( .(?!!

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

L

)

.$?)) ..?&) .%?.( .#?("

L

!

.!?!) .(?") ..?(' .(?)$

; .?%% !?&% )?.# %?$)

未改性时蛋清蛋白等电点!

P

V

$在
P

b%

左右)

)#

*

#而磷酸化改

性会使其等电点发生迁移#即改性后蛋白等电点在
P

b.

左

右#此时蛋白的溶解度小于改性前#这是因为在等电点附近#

蛋白所带的净电荷减少#水化作用减弱#使溶解性下降%当

P

b

$

.

时#介质的
P

b

大于蛋白质的等电点#导致蛋白表面

的电荷分布情况发生改变#同时磷酸基团的引入使蛋白质体

系的电负性增强#分子间的静电斥力增大#蛋白质结构更加

松散#更易分散于水中#使改性后的溶解度明显提高'

由图
)

可知#当
P

b].

时#改性后的蛋白持水性低于改

性前#是因为此处接近改性后蛋白等电点#蛋白质分子间静

图
"

!

磷酸化改性对蛋清蛋白溶解性的影响
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图
)

!

磷酸化改性对蛋清蛋白持水性的影响
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电斥力减小而吸引力增大#导致其大部分极性基团参与蛋白

与蛋白之间的相互作用#无法与水结合#这时蛋白之间的吸

引力使蛋白质分子结合更紧密#分子间的孔隙减少#水分子

不易向蛋白分子内部扩散#导致持水性降低#同理#当
P

b](

时#此处接近未改性的蛋清蛋白等电点#导致其持水性小于

改性后'而当
P

b

$

(

时#改性前后的蛋清蛋白持水性均呈

上升趋势#这是因为
P

b

的增大使蛋白质所带电量增加#分

子间的斥力增大使蛋白质解聚#形成持水的空间网络结构#

因此持水性变大)

)"

*

'

)?)?)

!

蛋清液磷酸化对其起泡性的影响
!

由图
!

可知#从整

体上看#随着
P

b

的增大#改性后鸡蛋清液的起泡性大于改

性前'鸡蛋清液的起泡性与其溶解性有关#未改性的蛋白等

电点在
P

b%

左右#而改性后的蛋白等电点在
P

b.

左右#此

时两者的溶解度较低#因此溶液较粘稠且流动性差#不易形

成液膜包裹空气#同时由于蛋白质在等电点区域易凝结#因

此两者的起泡性均为最低值'当
%

&P

b

&

"#

时#改性后的

蛋白起泡性高于改性前#这是因为改性后蛋白的溶解度高于

改性前#蛋白表面亲水基团增多#液膜的表面张力下降#因此

起泡性增强'但是溶解度过高同样会导致液膜包容空气的

能力下降)

))

*

#不易于泡沫的形成#因此
P

b

$

'

时#改性后的

蛋白起泡性呈下降趋势'

由图
.

可知#磷酸化改性后的泡沫稳定性有所提高'泡

沫稳定性由液膜强度决定#改性后蛋清蛋白表面吸附膜的粘

度和弹性增加#膜强度变大#使泡沫稳定性增强#因此改性后

泡沫稳定性高于改性前'虽然在
P

b].

时#改性后的蛋清

蛋白起泡性最低#但其泡沫稳定性较好#这是因为形成的泡

沫在等电点区域内破裂速度较慢#泡沫排液速率也有所减

缓#从而使得泡沫稳定)

"%

*

!(

'

)?)?!

!

蛋清液磷酸化对其乳化性的影响
!

由图
%

可知#磷酸

图
!

!

磷酸化改性对蛋清蛋白起泡性的影响
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图
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磷酸化改性对蛋清蛋白泡沫稳定性的影响
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图
%

!

磷酸化改性对蛋白质乳化性及乳化稳定性的影响
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化改性后#蛋清蛋白的乳化性及乳化稳定性均有所提高'这

是因为改性使蛋白分子间的斥力增大#使其疏水基团暴露#

蛋白质的亲油性提高#同时负电荷的引入大大降低了乳化液

的表面张力)

""

*

#促进了乳状液滴的形成#且相互之间彼此分

散#有利于蛋白质在乳化过程中在油&水界面扩散和重排定

位#提高了蛋清蛋白的乳化性'而改性后乳化稳定性有所提

高#是因为在乳状液失去稳定性前会发生界面蛋白质膜的解

析或形变#而不溶性的蛋白颗粒可以稳定已吸附的蛋白质

膜#从而防止蛋白膜表面发生变化#起到稳定作用'

)?!

!

蛋清液蛋白磷酸化
Ĝ/1FT

分析

蛋清是由水和大分子蛋白等构成的复杂凝胶体#水和蛋

白分子间的相互作用是影响系统氢质子弛豫过程的最重要

因素'在低场核磁共振体系中#不同的
E

)

弛豫时间有其对

应的组分#代表不同相态的氢质子'其中
E

)"

!

#

"

"#5N

$表

示蛋白质分子表面的极性基团与水分子紧密结合的水分子

层#

E

))

!

"#

"

"##5N

$表示存在于蛋白空间网状结构之间的

不易流动水#

E

)!

!

"##

"

"###5N

$表示存在于蛋白结构外间

隙中能自由流动的水'由图
(

+

$

可知#磷酸化改性后蛋清不

易流动水弛豫时间!

E

))

$和自由水弛豫时间!

E

)!

$均发生明

图
(

!

磷酸化前蛋清蛋白低场核磁图
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图
$

!

磷酸化后蛋清蛋白低场核磁图
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显变化#不易流动水!

E

))

$信号强度和峰面积均明显增加#而

自由水!

E

)!

$信号强度和峰面积明显减小'说明在磷酸化改

性后#蛋白质带电量增加#斥力增大#蛋白质解聚#形成持水

的空间网络结构#维持了坚固的四级空间立体结构#对于水

分的束缚作用增强#体系中的氢质子所受束缚力提高'

/̂1FT

结果表明#磷酸化改性后的蛋清蛋白持水性有

所提高#蛋白质分子与水分子结合更加紧密#不易失水'

!

!

结论
!

"

$利用
0JH

对蛋清液进行磷酸化改性!反应
P

b$?%

#

0JH

添加量
.I

#反应温度
.#\

#反应时间
.;

$#改性后蛋

白磷酸化程度达到
%#?&(5

=

(

=

#并采用
Ĝ/1FT

技术辅助

观察了蛋白质内部水分的迁移变化#结果表明磷酸化改性后

鸡蛋清液的功能性得到改善#这为拓展蛋白质的利用范围及

适应各类食品的生产开发提供了依据'

!

)

$现有鸡蛋清改性研究)

)!3).

*多以喷雾干燥制备的蛋

清粉为原料#本研究以蛋清液为原料#可最大程度地保留鸡

蛋清的各项功能特性#并节约生产成本'
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