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茶渣蛋白糖基化改性工艺优化及功能特性研究
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摘要!采用湿法糖基化对茶渣蛋白进行改性$以接枝度和

褐变指数为指标$通过单因素和响应面试验优化改性工

艺$并分析改性对蛋白功能特性的影响"结果表明$以葡

萄糖作为糖基供体$与茶渣蛋白按
#

&

#

的质量比$在

-*;$-_

!

H

T#";$"

条件下进行糖基化反应$此时接枝度

达到%

*!;-,̀ ";)*

&

W

"该工艺下得到的茶渣蛋白较改性

前$溶解性!乳化性及乳化稳定性!起泡性及泡沫稳定性

分别增加
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关键词!茶渣蛋白'糖基化'改性'功能特性
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茶渣是茶叶经冲泡饮用或活性成分提取加工后的副

产物,

#

-

'含有丰富的纤维素+木质素+蛋白+多酚+多糖+皂

素等功效成分,

!N*

-

(茶渣中蛋白约
#)W

#

*"W

,

(

-

'且以

碱溶性蛋白为主'占蛋白总量的
));"$W

,

)

-

(研究表明'

茶渣蛋白具有高的疏水性'溶解度较差,

$

-

*,

,

+

-

#N!

'因此乳

化性+乳化稳定性+表面张力和黏度等功能性质方面不利

于在食品中的应用(

为了提升茶渣蛋白的功能特性'目前已报道的改性

方法有限制性酶解法和挤压膨化法(王洪新等,

-

-利用酶

法水解改性后'茶渣蛋白的溶解性+起泡性+乳化性提高'

但泡沫稳定性和乳化稳定性均有所降低(黄梦姣等,

,

-通

过挤压改性法'使绿茶渣的水溶性提高了
+;(#W

'但挤压

膨化中高温高压对产品的色泽+营养价值等的不良影响'

使其他改性方法的探究具有发展空间(

糖基化改性是利用蛋白质)糖的接枝反应形成共价

复合物'实现对蛋白质的化学改性(此方法已应用于燕

麦,

#"

-

+米渣,

##

-

+玉米,

#!

-等蛋白的改性'但在茶渣蛋白中

的应用还未见报道(本试验拟以湿法糖基化对茶渣蛋白

进行改性'探究糖基供体种类+反应物比例+

H

T

+温度和时

间对糖基化效果的影响'并分析改性前后茶渣蛋白的溶

解性+乳化性和乳化稳定性+起泡性和泡沫稳定性的变化

情况(以期为糖基化改性法在茶渣蛋白中的应用提供理

论依据(
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材料与方法
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!

材料与仪器

#;#;#

!

材料与试剂

绿茶$安康市紫阳县向阳茶厂&

葡萄糖+葡聚糖+乳糖+麦芽糊精$分析纯'北京酷尔

化学科技有限公司&

牛血清白蛋白标准品$纯度
+

,-W

'上海江莱生物科

"'!

&PP'QRMSTUV/@%

第
*)

卷第
)

期 总第
!##

期
"

!"#,

年
)

月
"



技有限公司&

其他试剂均为分析纯(

#;#;!

!

仪器与设备

紫外可见分光光度计$

Ae0#,"#

型'北京普析通用仪

器有限责任公司&

低速离心机$

'̂(0!M

型'北京医用离心机厂&

恒温振动水浴锅$

YTM0S

型'常州国华电器有限

公司&

电热恒温鼓风干燥箱$

h[?0h&#"#0!0.Y

型'上海跃

进医疗器械有限公司&

真空冷冻干燥机$

YSU/VA[0)"V

型'宁波新芝生物

科技股份有限公司&

旋转蒸发仪$

@/0)!MM

型'上海亚荣生化仪器厂(

#;!

!

方法

#;!;#

!

原料预处理
!

绿茶原料以料液比
#

&

##"

#

9

*

1̂

%

加水于
-)_

下冲泡
*"136

'重复
!

次,

#*

-

'抽滤后剩余的

茶渣在
)"_

下干燥至恒重'粉碎过
$"

目筛'备用(

#;!;!

!

茶渣蛋白的提取
!

根据预试验所得的优化提取工

艺'茶 渣 样 品 用
";"+) 1E4

*

^ V2PT

溶 液 以
#

&

$"

#

9

*

1̂

%的料液比在
)(;!_

下水浴振荡提取
(7

'浸提液

经添加
(W

双氧水在
)"_

下脱色'并于
H

T*;)

下等电点

沉淀后'冷冻干燥(

#;!;*

!

糖基供体的选择及评价指标测定

#

#

%茶渣蛋白)糖的共价复合物制备$参考王成

波,

#(

-的方法略作修改(以
";"+)1E4

*

^V2PT

溶液复溶

茶渣蛋白'使蛋白质量浓度为
#;!W

'取
!"1̂

按
#

&

#

的

质量比加入不同糖基供体'磁力搅拌
!"136

使其混合均

匀(用
";#1E4

*

^TS4

溶液或
";#1E4

*

^V2PT

溶液调

节
H

T

至
##;"

'磁力搅拌
)136

(将茶渣蛋白)糖混合液

置于
,"_

下水浴加热反应一定时间'并在冰浴中冷却

)136

以终止反应'所得样品液于
(_

冷藏待用(

#

!

%接枝度测定$采用邻苯二甲醛法,

#)

-

(

#

*

%褐变指数测定$参照
Y86

等,

#$

-的方法'以反应体

系在
(!"61

下的吸光度值为褐变指数(

#

(

%溶解性测定$根据张蓓等,

#"

-的方法修改如下'将

共价复合物样品液冷冻干燥后'配制成
#1

9

*

1̂

复合物

溶液'

,"""I

*

136

离心
#)136

'采用考马斯亮蓝
h0!)"

法

测定上清液中的蛋白质含量'并按式#

#

%计算溶解性(

>:

S

Z

#

Z

"

U

#""W

' #

#

%

式中$

>:

)))溶解性'

W

&

Z

#

)))上清液中蛋白质含量'

(

9

*

1̂

&

Z

"

)))样品中总蛋白质含量'

(

9

*

1̂

(

#

)

%乳化性及乳化稳定性测定$参照文献,

#+

-'配制

#1

9

*

1̂

的共价复合物样品液进行测定(

#

$

%起泡性及泡沫稳定性测定$参照文献,

#-

-'配制

#1

9

*

1̂

的共价复合物样品液进行测定(

#;!;(

!

茶渣蛋白)糖共价复合物的制备工艺优化

#

#

%茶渣蛋白与糖的质量比对糖基化效果的影响$将

茶渣蛋白与选择的糖基供体分别按照
!

&

#

'

#

&

#

'

#

&

!

'

#

&

*

'

#

&

(

的质量比进行混合'在
,"_

+

H

T##;"

条件下

反应
!7

'其他步骤按
#;!;*

#

#

%所述制备共价复合物(

#

!

%体系
H

T

对糖基化效果的影响$将茶渣蛋白与选

择的糖基供体按照
#

&

#

的质量比进行混合'分别调节

H

T

至
-;"

'

,;"

'

#";"

'

##;"

'

#!;"

'于
,"_

下反应
!7

'其他

步骤按
#;!;*

#

#

%所述制备共价复合物(

#

*

%温度对糖基化效果的影响$将茶渣蛋白与选择的

糖基供体按照
#

&

#

的质量比进行混合'调节
H

T

至
##;"

'

分别于
$"

'

+"

'

-"

'

,"

'

#""_

下反应
!7

'其他步骤按
#;!;*

#

#

%所述制备共价复合物(

#

(

%响应面试验设计$根据单因素试验结果'以质量

比+

H

T

和反应温度为自变量'接枝度为响应值'进行三因

素三水平的
.E\0.<76K<6

响应面试验(

#;!;)

!

数据分析
!

所有数据以#均值
`

标准差%表示'每

次样品的测定均重复
*

次(采用
YLYY#,;"

进行方差分

析和差异显著性分析#

L

#

";")

即为差异显著%(其中'响

应面设计试验数据以均值表示'采用
'<B3

9

6/\

H

<IC-

对

数据进行二次多项式回归拟合分析(

!

!

结果与分析
!;#

!

糖基供体的确定

!;#;#

!

不同糖基供体的糖基化效果分析
!

图
#

为茶渣蛋

白分别与葡萄糖+葡聚糖+乳糖+麦芽糊精在
"

#

(7

反应

过程中接枝度的变化曲线(随着反应时间的延长'接枝

度均呈先增加后降低的趋势(

(

种糖基供体中'乳糖的接

枝度最高'反应
#7

即为#

*);*-̀ ";+,

%

W

'其次为葡萄糖'

反应
!7

后达到最高接枝度#

*#;)-̀ ";-*

%

W

'而葡聚糖和

麦芽糊精在受试时间内的接枝度均未超过
#)W

(葡萄

图
#

!

反应时间对不同茶渣蛋白)糖复合物接枝度的影响
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糖+乳糖含有较多的还原性羰基'更容易与茶渣蛋白发生

接枝反应'而葡聚糖+麦芽糊精的相对分子质量较大'支

链的空间位阻效应则限制了反应的进行,

#"

-

(

!!

茶渣蛋白与葡萄糖+葡聚糖+乳糖+麦芽糊精进行糖

基化反应的时间对产物褐变指数的影响如图
!

所示(

(

种糖基供体产物褐变指数的变化趋势一致'在
"

#

(7

反应时间内不断增大'且表现为$葡萄糖
%

乳糖
%

麦芽糊

精
%

葡聚糖(结果表明'葡萄糖和乳糖与茶渣蛋白的反

应更为剧烈'能够较快进入美拉德反应的高级阶段'从而

形成褐变物质,

#,

-

(

!;#;!

!

不同糖基供体的产物功能特性分析
!

表
#

为不同

糖基供体与茶渣蛋白形成共价复合物的功能特性测定结

果(从表
#

中数据可知'茶渣蛋白)葡萄糖复合物的溶

解性+乳化性和起泡性明显高于其他
*

种糖基供体'而乳

化稳定性与泡沫稳定性则是葡聚糖最高'葡萄糖次之(

图
!

!

反应时间对不同茶渣蛋白)糖复合物褐变

指数的影响

&3

9

8I<!

!

/GG<>CEGI<2>C3E6C31<E6C7<JIE5636

9

36=<\
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表
#

!

不同茶渣蛋白(糖复合物的功能特性g

A2J4<#

!

A7<G86>C3E624

H

IE

H

<IC3<BEGC7<=3GG<I<6CC<2I<B3=8<

H

IEC<360B2>>72I3=<>E1

H

4<\<B

糖基供体种类 溶解性*
W

乳化性 乳化稳定性*
W

起泡性*
W

泡沫稳定性*
W

葡萄糖
!

--;#-̀ #;),

2

";$"(̀ ";"#)

2

**;#,̀ ";,(

J

#(#;+$̀ !;)"

2

$#;-#̀ #;)+

J

乳糖
!!

+$;-(̀ #;#,

>

";*!+̀ ";"",

=

*#;")̀ ";+-

>

#**;-,̀ #;,+

J

)-;#+̀ !;"$

>

葡聚糖
!

-#;*)̀ #;+-

J

";*-(̀ ";"#!

>

*-;!#̀ #;"*

2

#!$;"#̀ !;#!

>

$,;"-̀ #;-(

2

麦芽糊精
$);!+̀ #;*-

=

";(+"̀ ";"#(

J

!+;$#̀ ";-)

=

##";!$̀ #;))

=

),;!$̀ #;*$

J>

!!!

g

!

同列字母不同表示差异显著#

L

#

";")

%(

!!

因此'综合接枝度+褐变指数+功能特性各项指标'最

终选择葡萄糖作为茶渣蛋白糖基化改性的最适糖基供体(

!;!

!

茶渣蛋白(糖共价复合物制备的工艺优化

!;!;#

!

单因素试验

#

#

%茶渣蛋白与糖的质量比对糖基化效果的影响$由

图
*

可知'开始时'随着葡萄糖的添加比例增大'反应底

物间的接触增多'加速了美拉德反应的进程'接枝度在茶

渣蛋白与糖的质量比为
#

&

#

时达到最大值'为#

*#;#)`

";)#

%

W

(而后此作用效果减弱'加之体系黏度随葡萄糖

图
*

!

茶渣蛋白与葡萄糖的质量比对糖基化效果的影响

&3

9

8I<*

!

/GG<>CEGC<2I<B3=8<

H

IEC<360

9

48>EB<12BB

I2C3EE6C7<I<2>C3E6I<B84CB

的添加比例增大而提高'导致底物间的接触反而受到限

制(褐变指数却随质量比的增大而呈现不断上升的趋

势'且在质量比超过
#

&

*

时上升幅度增大'可能与副反

应#如焦糖化%的发生有关,

##

-

(因此'确定茶渣蛋白与葡

萄糖的适宜质量比为
#

&

#

#

#

&

*

(

!!

#

!

%体系
H

T

对糖基化效果的影响$由图
(

可知'随

着体系
H

T

的不断增大'接枝度呈先增加后降低的趋势'

而褐变指数则持续上升(当
H

T

为
##;"

时'接枝度达到

最大值'为#

*#;-$`";-#

%

W

(由于提取得到的茶渣蛋白

为碱溶性'

H

T

值的提升促使蛋白质的溶解性增加'有利

于反应的进行(随后'极端
H

T

值使氨基的反应性降低'

图
(

!

体系
H

T

对糖基化效果的影响
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接枝度有所下降'但茶渣中的多酚与蛋白质等物质在碱

性+湿热作用下的氧化反应会加剧褐变程度(因此'确定

反应体系的适宜
H

T

为
#"

#

#!

(

!!

#

*

%温度对糖基化效果的影响$由图
)

可知'接枝度

和褐变指数先随反应温度的升高而逐渐增加'当温度为

-"_

时'两个指标分别达到#

*#;--`";)(

%

W

和#

#;((#`

";"#+

%(此阶段反应温度的升高使蛋白质受热展开'与葡

萄糖的反应位点增加'反应加快(当蛋白分子上共价结

合的糖链增长'位阻效应的存在使反应受到限制'同时过

高的温度也会使茶渣蛋白的营养价值降低'但高温却促

使了焦糖聚合物的形成,

!"

-

'使褐变指数继续升高(因此'

确定适宜的反应温度为
+"

#

,"_

(

图
)

!

温度对糖基化效果的影响
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响应面试验
!

根据单因素试验的结果'糖基化效

果的两个衡量指标中'褐变指数是美拉德反应高级阶段

的重要表征'但褐变程度过大对产品的色泽会造成不利

影响&接枝度则反映了共价复合物主链上葡萄糖的接枝

程度'其越大越有利于接枝反应,

!#

-

(因此'以接枝度为响

应值'进行三因素三水平的响应面试验设计#表
!

%'具体

试验方案及结果见表
*

(

!!

采用
'<B3

9

6/\

H

<IC-

软件对试验数据进行二次多项

式回归拟合'得到的回归方程如下$

4 a *#;(!N#;#!"N#;(,Jo#;-!+o";##"JN

#;"-"+N";*"J+N#;*("

!

N!;"$J

!

N*;(,+

!

( #

!

%

表
(

为回归模型的方差分析结果(从表中可知'

2

值为
#,;-$

'

L

值
";"""*

'说明建立的回归模型极显著'加

表
!

!

.E\0.<76K<6

试验设计因素水平表

A2J4<!

!

&2>CEIB26=4<F<4BEG.E\0.<76K<6<\

H

<I31<6C

=<B3

9

6

水平
M

茶渣蛋白
&

葡萄糖#

9

*

9

%

.

反应
H

T S

反应温度*
_

N# #

&

# #";" +"

" #

&

! ##;" -"

# #

&

* #!;" ,"

表
*

!
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试验结果
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!
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试验号
M . S

接枝度
4
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W
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#+ " N# N# !);!!

之失拟项不显著'

;

!

a";,$!*

'

;

!

M=

:

a";,#*,

'表明模型

与试验的拟合良好'具有统计学意义(各因素中'体系

H

T

+反应温度的二次项'茶渣蛋白与糖的质量比+体系

H

T

+反应温度的一次项对接枝度影响极显著'茶渣蛋白

与糖质量比的二次项和茶渣蛋白与糖质量比+反应温度

的交互项则对接枝度影响显著(

表
(

!

回归模型的方差分析结果g
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图
$

为各因素交互作用对接枝度影响的响应面图(

通过该组图的曲线走势和等高线形状'可反映出
*

个考

察因素中任意两个因素交互作用的强弱'其中茶渣蛋白

与糖的质量比+反应温度的交互作用对接枝度影响显著'

与方差分析结果一致(根据拟合的多元回归方程'最终

计算得到的最优组合为茶渣蛋白与糖的质量比
#

&

#;(!

+

体系
H

T#";$"

+反应温度
-*;$-_

'此时接枝度的理论值

达到
*!;*-W

(为确定所得到的优化工艺对茶渣蛋白的

改性效果'进行验证实验(此反应条件下'测得产物的接

枝度为#

*!;-,̀ ";)*

%

W

'与理论最佳值基本一致'说明此

改性方案合理可行(

!;!;*

!

改性前后茶渣蛋白的功能特性测定
!

在优化的改

性工艺基础上'制备得到茶渣蛋白)葡萄糖共价复合物'

分别测定改性前后蛋白质的功能特性'结果见表
)

(改性

前'茶渣蛋白的溶解性仅为#

));*#̀ #;(#

%

W

'与其较高的

疏水性氨基酸含量有关&乳化性和对乳状液的稳定能力

分别为#

";!")`";""+

%

W

和#

!);#$`";$,

%

W

'与夏秀芳

等,

#+

-报道的大豆分离蛋白的乳化性#

";#$"W

%和乳化稳

定性#

!);+)W

%相当&起泡性较差'与其溶解性较差有关'

而维持泡沫的稳定能力为#

)+;()̀ !;)+

%

W

(

!!

经过糖基化改性后'测定的功能特性均有不同程度

的提高(溶解性增加了
*);+-W

'较溶解性增加
!(W

的限

图
$

!

因素交互作用对接枝度的影响
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表
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改性前后茶渣蛋白的功能特性
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茶渣蛋白 溶解性*
W

乳化性 乳化稳定性*
W

起泡性*
W

泡沫稳定性*
W

改性前
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改性后
,#;",̀ #;-) ";$!"̀ ";"## *);--̀ #;#( #(+;)#̀ !;)) $";$-̀ #;-(

&'!

提取与活性
/?A@MSAUPV Q MSAU]UA%

总第
!##

期
"

!"#,

年
)

月
"



制性水解法,

+

-

("N(#和
+;(#W

的挤压改性法,

,

-

'效果更为理

想(改性后茶渣蛋白的乳化性是改性前的
*;"!

倍'乳化

稳定性增加了
#";+!W

'优于限制性水解改性后茶渣蛋白

乳化性
+W

的提高和乳化稳定性的降低,

$

-

*(N*)

(起泡性

增加了
!,;,)W

'不及酶法水解改性后起泡性的改善效果

#增加
+,W

%'泡沫稳定性虽较其他功能特性的提升不明

显'但优于酶法水解改性,

-

-

(

*

!

结论
本研究从糖基化反应的接枝度+褐变指数和蛋白功

能特性
*

方面考察'选定葡萄糖为最适的糖基供体(以

接枝度为响应值'茶渣蛋白与葡萄糖的质量比+体系
H

T

和

反应温度为因子'通过响应面试验设计建立二次多项回归

模型'确定茶渣蛋白的优化改性工艺为茶渣蛋白与葡萄糖

的质量比
#

&

#

+体系
H

T#";$"

+反应温度
-*;$-_

(此改

性条件下'茶渣蛋白的溶解性+乳化性及乳化稳定性+起

泡性及泡沫稳定性较改性前均有提升'说明糖基化改性

法可用于茶渣蛋白的功能特性改善(后续可对改性茶渣

蛋白在具体食品模型中的应用进行研究'以利于茶渣资

源的合理开发(
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