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可得然胶对肌球蛋白凝胶冻融稳定性的影响
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摘要!为了探索可得然胶对鱼糜制品冻融稳定性的影响及作

用机理#以肌球蛋白凝胶为模型#研究可得然胶的添加对其

循环冻融过程中凝胶强度%持水率的影响#并通过低场核磁

共振!

/]5+,Q

"%傅里叶红外光谱!

]W5RQ

"%扫描电镜!

1K,

"

等手段分别测定添加可得然胶对肌球蛋白凝胶水分分布%分

子间作用力%微观结构的影响#探讨作用机理$结果表明'添

加
%N

可得然胶可提高肌球蛋白凝胶的凝胶强度和保水性#

减缓循环冻融过程中凝胶强度和持水率的降低$添加可得

然胶可增强肌球蛋白内部的氢键作用#使蛋白凝胶形成密实

的三维网络结构#降低肌球蛋白凝胶中不同组分水的流动

性#同时降低不易流动水向自由水的转化量#从而使蛋白凝

胶冻融稳定性和持水率得到提高$

关键词!肌球蛋白&冻融处理&可得然胶&稳定性
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冻品是鱼糜制品最常见的产品形式!由于冷藏'运输和

销售过程中一些无法避免的因素所引起的温度波动!会使鱼

糜制品的凝胶强度'质构特性下降!影响产品质量和食用品

质&添加亲水性胶体被证明可提高蛋白凝胶类食品的品质!

并可在一定程度上缓解温度波动对鱼糜制品的损伤0

%YA

1

&

可得然胶是由
"

5%

!

!5

糖苷键组成的线性无分枝结构!无

味'无臭'无色的微生物胶!

%I>I

年首先在日本投入商业生

产&由于其独特的功能!如热凝胶特性等!被广泛应用于食

品行业中0

"

1

&

]39-<8

等0

D

1研究可得然胶对猪肉糜热特性'

凝胶特性和流变特性影响的结果表明!在
&"\

下可得然胶

与猪肉可以形成较强的凝胶结构!同时明显提高了猪肉凝胶

的保水性&励慧敏等0

&

1研究发现!添加
$*"N

的可得然胶可

以显著提高猪肉丸口感'风味'结构'咀嚼性以及综合评分&

胡亚琴等0

>YI

1研究了可得然胶在带鱼鱼糜中的添加效果!发

现添加可得然胶能改善带鱼肌肉蛋白的凝胶性能&但鱼糜'

肉糜制品成分的复杂性限制了对可得然胶添加效果作用机

理的探讨&

肌球蛋白是鱼肌肉蛋白质中最重要且含量最多的一种

蛋白质!占肌原纤维蛋白的
"$N

"

""N

!占鱼肌肉总蛋白的

!$N

以上0

%$

1

&肌球蛋白也是肌原纤维蛋白中唯一一种可单

独形成良好凝胶的蛋白0

%%

1

!是鱼糜制品形成稳定凝胶结构

的主要成分!其凝胶特性直接影响产品的质量&目前未见可

得然胶与肌球蛋白的凝胶作用以及凝胶冻融稳定性的研究&

$!



本试验以肌球蛋白为材料!制备肌球蛋白凝胶!以循环

冻结(解冻模拟鱼糜制品在物流过程的温度波动!研究可得

然胶的添加效果!并探讨其作用机理!旨在为冷冻鱼糜制品

冻融稳定性的提高提供理论参考&

%

!

材料与方法
%*%

!

材料与试剂

红罗非鱼)个体质量*

"$$p%$$

+

2

!福州永辉超市购得,

可得然胶*

BaO

+)纯度
'

I>*$N

!货号
P%$AI

!美国
P<5

7F;0(

公司,

+-+

!

'

W78;

'

HB)

'

KEWP

'

H@BZ

!

'

,

2

B)

#

'盐酸'醋酸

镁'

"

5

巯基乙醇)分析纯&

%*#

!

主要仪器设备

搅拌机)

,e5#"G,$"P

型!广东精品电器制造有限公司,

高剪切分散乳化机)

]P5#"

型!法国弗鲁克*上海+有限

公司,

高速冷冻离心机)

eP5#D

型!美国贝克曼有限公司,

质构测试仪)

WP5_W

?

)3;

型!英国
14-6)F,807(1

.

;4F<

公司,

核磁共振分析仪)

=̀ $$%

型!上海纽迈电子科技有限

公司,

红外光谱仪)

'F74F:&$]WRQ

型!法国弗鲁克有限公司,

扫描电子显微镜)

e1,5D!>$/'

型!日本电子有限公司&

%*!

!

方法

%*!*%

!

凝胶的制备
!

肌球蛋白的提取参考
=-7̂

等0

%#

1的方

法!采用双缩脲法测定蛋白质浓度!用
$*D<()

/

/HB)

溶液调

整蛋白质溶液至
A$<

2

/

</

&可得然胶以
%

2

/

%$$

2

的比例

添加到肌球蛋白溶液作为处理!相同浓度的纯肌球蛋白溶液

为对照&样品在
%$$$$7

/

<89

均质
%<89

!

A\

静止过夜后!

取
%$</

分别加入到
#"</

烧杯!水浴锅中以
#\

/

<89

的

升温速率从
#$\

加热到
>$\

并于
>$\

保温
#$<89

&用流

动水冷却至室温并于
A\

过夜&

%*!*#

!

循环冻融
!

样品放置于
Y%>\

的环境下冷冻
%>S

后

于室温*

#"\p%\

+下解冻
DS

!计为
%

个冻融循环&肌球

蛋白及其与可得然胶的混合凝胶样品分别进行
%

!

#

!

!

!

A

!

"

次的循环冻融0

%!

1

!取样测定&

%*!*!

!

持水率的测定
!

参照文献0

%A

1!按式*

%

+计算持水率&

试验设置
D

个平行样品&

H"A

X

H

%

Y

H

#

H

%

Z

%$$N

! *

%

+

式中)

H"A

(((持水率!

N

,

H

%

(((离心前样品质量!

2

,

H

#

(((除去水分后的样品质量!

2

&

%*!*A

!

凝胶强度的测定
!

采用
WP*_W=)3;

型物性测试仪

E,RPEF)-489F

程序的压缩模式测试0

%"

1

&探头型号)

=$*"

!测

前速度)

#<<

/

;

!测试速度)

%<<

/

;

!测后速度)

#<<

/

;

!形

变量)

A$N

!触发力)

"

2

,触发类型)自动&

%*!*"

!

低场核磁共振*

/]5+,Q

+检测
!

质子共振频率为

%>*%>!,@f

!磁体强度
$*A!W

!测量温度为
!#\

&大约
#

"

A

2

样品放入直径
#"<<

核磁管!而后放入分析仪中&自

旋(自 旋 弛 豫 时 间
D

#

用
B-775=370F))5,F686((<5E8))

*

B=,E

+序列进行测量!参数设置)

DH

*重复采样等待时间+

为
>$$$<;

!

D<

*回波时间+为
$*><;

!

$4

*扫描次数+为
A

!

$<A"

*回波个数+为
%#$$$

!

O

%

*

I$m

脉宽+为
"

#

;

!

O

#

*

%>$m

脉宽+为
%$*A

#

;

!

ON%

*前置放大倍数+为
!

!得到的图为指数

衰减图形&

B,=E

指数衰减曲线用仪器自带的
,3)48K:

?

R9UP9-)

.

;8;

软件进行反演!得到
D

#

值&

%*!*D

!

傅里叶红外光谱*

]W5RQ

+检测
!

将冻融处理的凝胶

冻干后取
%

"

! <

2

!溴化钾压片&傅里叶光谱扫描范围

A$$$

"

A$$0<

Y%

!分辨率
A0<

Y%

!室温下重复扫描
%D

次&

扫描结果采用
Z78

2

89&*$

作图&

%*!*&

!

1K,

扫描电镜观察
!

样品切成
!<<b!<<b

#<<

的薄片!放入
AN

甲醛和
#*"N

戊二醛混合溶液*体积

比
%

"

%

+中固定
#S

,用
$*%<()

/

/

的磷酸盐缓冲液*

?

@&*#

+

漂洗
"

"

%$

次!再用乙醇*

!$N

"

%$$N

+和丙酮*

%$$N

+溶液

梯度脱水!每次各
%$<89

,用冷风除去易挥发的有机溶剂后!

冷冻干燥
%"S

,喷金!用电子显微镜观察&

#

!

结果与讨论
#*%

!

循环冻融对凝胶强度的影响

凝胶强度是衡量肉制品凝胶品质的重要物理参数&本

课题组前期试验证明
$*#"N

"

%*$$N

的可得然胶均可显著

提高肌球蛋白凝胶的凝胶强度和持水率!添加量为
%N

时效

果最佳&由图
%

可知!添加可得然胶可显著提高肌球蛋白凝

胶的凝胶强度&在冻融过程中!肌球蛋白及其与可得然胶的

混合凝胶的凝胶强度随冻融次数的增多而降低!但添加可得

然胶组高于对照组!说明可得然胶可显著提高肌球蛋白的凝

胶性能和冻融稳定性&

P9

2

F)-@394

等0

%D

1报道了卡拉胶添

加量为
$*#"N

"

%*$$N

的阿拉斯加鳕鱼鱼糜凝胶的破断力

随冻融次数的增加而降低!整体凝胶强度呈下降趋势!与本

试验基本一致&

#*#

!

循环冻融对凝胶持水率的影响

蛋白凝胶持水能力与静电作用'疏水作用'氢键'范德华

力'凝胶水分分布与流动性及微观结构等有关0

%&

1

&由图
#

可知!未冻融时!可得然胶(肌球蛋白混合凝胶的持水率高

图
%

!

冻融次数对肌球蛋白凝胶强度的影响
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于肌球蛋白组&丁丽丽等0

%>

1研究发现!

$*AN

的可得然胶添

加量即可使鱼糜制品的压出水分从
A*"N

降低至
#*"N

!提高

了鱼糜制品的持水率!与本试验结果一致&反复冻融会导致

凝胶内部三维网络结构损伤!凝胶中的水分流失!持水率下

降&肌球蛋白凝胶及其与可得然胶的混合凝胶的持水率随

冻融次数的增多而降低!但添加可得然胶组的持水率均高于

未添加组!可得然胶的添加减缓了肌球蛋白凝胶冻融过程中

持水率的降低&肖旭华0

%I

1研究发现!鱼糜凝胶的持水率随

冻融次数的增加而降低!与本试验结果类似,鱼糜凝胶在反

复冻融过程中!冰晶不断形成和消失!对三维凝胶网络有一

定的破坏作用!使其截留水分的能力降低&

图
#

!

冻融次数对肌球蛋白凝胶持水率的影响

]8

2

37F#

!

KVVF04(VV7FFfF54S-T0

.

0)F;(94SF[-4F7S()M89

2

0-

?

-084

.

(V4SF<

.

(;89

2

F)

#*!

!

/]5+,Q

测试

弛豫时间可以反映水分的自由度!弛豫时间越短说明水

分与底物结合越紧密!弛豫时间越长说明水分越自由&对

B=,E

脉冲序列得到的衰减曲线进行多指数拟合后*图
!

'

A

+!

发现
D

#

在
%

"

%$$$$<;

的弛豫时间分布上出现了
A

个峰!

D

#%

!*"%%

"

I*!#D<;

'

D

##

#>*A>

"

%"%*II<;

'

D

#!

%&A*&"

"

>%%*%!<;

'

D

#A

%#!#*>"

"

#A&&*$><;

!分别对应结合水'中

度不易流动水'不易流动水'自由水
A

种水分!与
8̀9

等0

#$Y#%

1的报道一致&图
!

'

A

为经过
"

次冻融后肌球蛋白凝

胶及肌球蛋白(可得然胶凝胶的
D

#

图谱&由表
%

可知!循

环冻融过程中
D

#%

'

D

##

'

D

#!

'

D

#A

的弛豫时间呈增大趋势!表

明混合凝胶经过多次冻融循环后!凝胶中水分受到的束缚力

降低!

A

种不同状态水分的流动性增大!可能是凝胶在冻融

过程中凝胶三维网状结构受到冰晶的破坏!使凝胶内部整体

平均孔径变大!水分在凝胶网络中自由流动的空间增大&

,

代表肌球蛋白凝胶,

$]W

'

%]W

'

!]W

'

"]W

分别代表
$

'

%

'

!

'

"

次

冻融

图
!

!

"

次循环冻融对肌球蛋白凝胶
D

#

的影响

]8

2

37F!

!

KVVF04(VV8UF48<F;V7FFfF54S-T0

.

0)F;(94SFM8;5

4786348(9(V4SFD

#

7F)-:-48(948<F;(V<

.

(;89

2

F)

,

代表肌球蛋白凝胶,

BaO

代表可得然胶,

$]W

'

%]W

'

!]W

'

"]W

分

别代表
$

'

%

'

!

'

"

次冻融

图
A

!

"

次循环冻融对肌球蛋白(可得然胶凝胶
D

#

的影响

]8

2

37FA

!

KVVF04(VV8UF48<F;V7FFfF54S-T0

.

0)F;(94SFM8;5

4786348(9(V4SFD

#

7F)-:-48(948<F;(V<

.

(;895

037M)-9

2

F)

!!

各峰的峰面积百分比可以用来表示不同组分水分占总

水分的比例&表
#

为冻融处理前后
D

#%

'

D

##

'

D

#!

'

D

#A

的面积

百分比&

D

#%

代表的是凝胶结构中与蛋白质结合最紧密的结

合水!在循环冻融过程中变化量较小&

D

##

'

D

#!

代表中度不

易流动水和不易流动水!可将二者统一定义为不易流动水!

D

#A

为自由水!由图
!

'

A

和表
#

可知!在循环冻融的过程中部

分不易流动水转化为自由水!可得然胶的添加减少了不易流

动水的转化量&此结果与冻融过程中肌球蛋白凝胶的持水

率变化规律相符合&

表
%

!

冻融过程中
D

#

弛豫时间的变化

W-6)F%

!

WSF0S-9

2

F(VD

#

7F)-:-48(948<F;89V7FFfF54S-T0

.

0)F;47F-4<F94 <;

弛豫时间
肌球蛋白

$

次
%

次
!

次
"

次

肌球蛋白
dBaO

$

次
%

次
!

次
"

次

D

#%

A*$!&$ "*!!D& >*%%%! >*%%%! "*!!D& "*!!D& "*!!D& &*$"A>

D

##

!&*DAI &"*DAD >D*I&A >I*DAD !#*&A" &"*DAD >D*I&A >D*I&A

D

#!

!"%*%% A$!*&$ ADA*%" ADA*%" !"%*%% ADA*%" ADA*%" ADA*%"

D

#A

%A%&*A #%"A*A #%&&*$ #A"A*A %D#I*& %D#I*& %>&!*> %>&!*>

#!

第
!!
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"
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表
#

!

冻融过程中
D

#%

%

D

##

%

D

#!

%

D

#A

的面积百分比变化

W-6)F#

!

D

#%

$

D

##

$

D

#!

$

D

#A

-7F-

?

F70F94-

2

F(VV7FFfF54S-T0

.

0)F47F-4<F94 N

峰面积
肌球蛋白

$

次
%

次
!

次
"

次

肌球蛋白
dBaO

$

次
%

次
!

次
"

次

4

#%

$*"AA $*>"D %*%$D $*>>A $*AI$ $*>&$ $*>D% $*I!>

4

##

%*>&D >*$&A %!*#$" %#*&DD $*II> D*!#D %%*$%% %%*%&$

4

#!

I%*I#A "I*>AA !I*D&# !A*D&# ID*D%> &&*!I> ""*$!% A>*!A%

4

#A

"*D"& !%*##D AD*$%& "%*D&> %*>IA %"*A$D !!*%%D !I*""%

#*A

!

]W5RQ

测试

由图
"

和表
!

可知!肌球蛋白及其与多糖的混合凝胶的

红外特征峰有
=H%

!

!A!$0<

Y%

*酰胺
P

带!

+

(

@

伸缩振

动+,

=H#

!

#I!$0<

Y%

,

=H!

!

%D"#0<

Y%

*酰胺
R

带!

B

#

Z

伸

缩振动+,

=HA

!

%"A$0<

Y%

*酰胺
RR

带!

+

(

@

弯曲振动+,

=H"

!

%$DD0<

Y%

0

##Y#!

1

&未加入和加入可得然胶组的峰位与

峰型基本一致!说明可得然胶的添加对肌球蛋白的骨架结构

基本没有影响!未发生蛋白质基团的改变&酰胺
P

*

!$$$

"

!"$$0<

Y%

+带通常被用来评估和分析蛋白质分子与水分子

之间的相互作用0

#A

1

!

BaO

的添加使得
=H%

位移至较低的波

数*

!!%#0<

Y%

+!表明肌球蛋白分子中氢键作用增强0

#"

1

!从

而提高了凝胶强度和持水率&

,

代表肌球蛋白,

BaO

代表可得然胶,

"]W

代表第
"

次冻融

图
"

!

冻融处理前后肌球蛋白凝胶的傅里叶红外扫描图谱

]8

2

37F"

!

]W5RQ;

?

F047-M-4F;(V<

.

(;89

2

F)6FV(F-9M-V4F7

V7FFfF54S-T0

.

0)F47F-4<F94

表
!

!

冻融前后肌球蛋白凝胶红外光谱数据c

W-6)F!

!

]W5RQ;

?

F047-)M-4-V(7<

.

(;89

2

F)6FV(7F-9M

-V4F7V7FFfF54S-T0

.

0)F; 0<

Y%

光谱数据
, ,d"]W ,dBaO ,dBaOd"]W

=H% !A!$ !A!$ !!%# !!%#

=H# #I!$ #I!$ #I!$ #I!$

=H! %D"# %D"# %D"# %D"#

=HA %"A$ %"A$ %"A$ %"A>

=H" %$DD %$DD %$ID %$I!

!

c

!

,

代表肌球蛋白,

BaO

代表可得然胶,

"]W

代表第
"

次冻融&

!!

蛋白质二级结构是通过其主链上
B

#

Z

和
+

(

@

间的

氢键作用来维持!

]W5RQ

经常被用来检测分析蛋白二级结构

的变化&酰胺
R

带*

%D$$

"

%&$$0<

Y%

+常被用来确认并分

析蛋白质的二级结构&酰胺
R

带的红外吸收主要与
B

#

Z

或
B

#

+

的伸缩振动有关!其中!

%D%$

"

%D!I0<

Y%被认为

是
"

5

折叠结构,

%DA$

"

%DD$0<

Y%被认为是无规则卷曲

*

B

#

Z

与水形成氢键+,

%DD%

"

%D>$0<

Y%被认为是
!

5

螺旋

结构,

%D>%

"

%&$$0<

Y%被认为
"

5

转角结构0

#D

1

&为了获得

更加详细的蛋白质二级结构变化的信息!利用傅里叶自去卷

积化对酰胺
R

带进行处理!然后对红外光谱上的酰胺
R

带进

行高斯曲线拟合!得到的结果见表
A

&由表
A

可知!

"

5

折叠'

无规则卷曲'

!

5

螺旋结构'

"

5

转角结构的含量基本上无较大的

变化!说明可得然胶的引入没有改变肌球蛋白的二级结构!

并且冻融过程中也没有涉及到蛋白质二级结构的变化&

表
A

!

可得然胶对肌球蛋白冻融前后二级结构的影响c

W-6)FA

!

KVVF04;(VBaO(9;F0(9M-7

.

;4730437F;(V<

.

(;89

6FV(7F-9M-V4F7V7FFfF54S-T0

.

0)F; N

二级结构类型
, ,d"]W ,dBaO ,dBaOd"]W

"

5

折叠
%I*I"# %I*I#> %I*I"$ %I*>%"

无规则卷曲
!I*>$D !I*&$& !I*#&" !I*#&!

!

5

螺旋
#$*$"D #$*$A> #$*$IA #$*#!%

"

5

转角
#$*#!& #$*!#$ #$*&#D #$*&I>

!

c

!

,

代表肌球蛋白,

BaO

代表可得然胶,

"]W

代表第
"

次冻融&

#*"

!

微观结构分析

三维网状结构是影响凝胶的凝胶强度'保水性等的重要

因素0

#&

1

&凝胶网络结构的形成是蛋白质变性所引起的!该

作用导致了分子间共价键和非共价键相互作用!包括二硫键

和疏水键等0

#>

1

&由
1K,

结果可知!未添加可得然胶的肌球

蛋白形成的凝胶网络孔洞较大且分布散乱!孔径大小不一!

形状不规则!结构粗糙*图
DP%

+&添加
%N

的可得然胶(肌

球蛋白混合凝胶结构致密!孔洞分布均匀!孔径较小*图
D

G%

+&孔洞分布有序'孔径较小的凝胶网络凝胶强度较大,分

布杂乱'孔径较大的凝胶强度较小0

#I

1

&因此!推测这是可得

然胶(肌球蛋白混合凝胶强度大于纯的肌球蛋白凝胶的

原因&

!!

凝胶的冻结和解冻都伴随着其内部网络结构中冰结晶

的出现和消失!每一次的冻融过程都会对凝胶造成不同程度

的损伤&

"

次冻融后!纯肌球蛋白凝胶的网络结构基本完全

崩溃!产生了更大的孔洞和裂缝*图
DP#

+&添加
%N

可得然

胶的肌球蛋白凝胶冻融
"

次后的内部结构微观图像*图
D

G#

+显示!冻融使胶体原有的规则纤细的网络变成混乱粗糙

且具有较大孔洞的结构!以及断裂的纤维束&凝胶中的可冻

结水冻结时体积变大!导致小的网孔结构破坏&解冻时!临

!!

基础研究
!

#$%&
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"
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P

%

*肌球蛋白+'

G

%

*肌球蛋白
dBaO

+为冻融处理前的扫描电镜图

片,

P

#

*肌球蛋白+'

G

#

*肌球蛋白
dBaO

+为冻融处理后的扫描电镜

图片

图
D

!

肌球蛋白凝胶冻融处理前后的微观结构图

]8

2

37FD

!

1K,(V<

.

(;89

2

F)6FV(F-9M-V4F7V7FFfF54S-T

0

.

0)F47F-4<F94

近的网孔结构中的水分汇集!再次冻结时形成了较大的冰

晶!对凝胶三维网络结构进一步的损伤&因此!反复冻融后!

凝胶结构完全崩溃&添加的可得然胶参与了蛋白质凝胶的

形成过程!两者之间发生相互作用!形成了交联度高'结构牢

固'韧性强的网络结构!在一定程度上可以缓解冻融过程中

冰晶对凝胶结构的破坏&

!

!

结论
"

次循环冻融处理后!添加
%N

的可得然胶使肌球蛋白

凝胶的凝胶强度和持水率分别由对照组的
%#*!

2

'

!#*IIN

增

大至
#"*>

2

'

D#*#N

&凝胶中不易流动水的含量由
A&*A!N

增

大至
"I*"N

!自由水含量由
"%*D&N

降低至
!I*""N

&同时!

胶体的引入增强了肌球蛋白分子间氢键作用!与肌球蛋白形

成交联度高!结构致密!孔洞均匀的网络结构!提高了肌球蛋

白凝胶的凝胶强度和持水率!有效地缓解冻融过程中冰晶对

凝胶结构的破坏!减缓冻融过程中凝胶强度及持水率的降

低&因此!可得然胶可以作为一种提高冻融稳定性的添加物

应用在鱼糜制品的生产中&
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含量越高!茶品质越好,水分含量'总灰分'

?

@

值'粗纤维和

咖啡碱
"

个化学成分含量与品质呈负相关!这
"

种化学成分

含量越低!茶品质越好&

!

!

结论
本研究通过检测

"$

个普洱熟茶样品中
%%

个化学成分的

含量!结合感官审评!利用主成分分析法找到
"

个主成分!建

立了品质评价模型!描述了#苦味$#鲜味$#嫩度$#甜味$#汤

色$因子,利用偏最小二乘法判别分析推导出水浸出物'总糖'

茶多糖'茶多酚'氨基酸和茶色素与滋味品质呈正相关!水分'

总灰分'

?

@

值'粗纤维和咖啡碱与滋味品质呈负相关&

本研究创新性地提出了普洱茶品质因子(((#嫩度$!并

初步揭示了该因子与总灰分'粗纤维和咖啡碱
!

个化学成分

含量的相关性!但有关其形成机理'调控方法等仍有待深入

研究&
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