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糖基化改性对酪蛋白酶解产物抗氧化活性的影响
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摘要!为了提高酪蛋白酶解产物的抗氧化活性#将酶解产

物分别与葡萄糖$木糖$果糖进行糖基化改性%在酶解产

物与糖质量比为
#

#

!

的条件下#研究改性条件对产物抗

氧化活性的影响%结果表明#酶解产物与木糖$果糖改性

后的产物#在
:

;$7"

时羟基自由基清除率达到最大#分

别为
%+7(%Q

#

%!7+!Q

!均高于对照"'

:

;$7"

时#葡萄糖$

木糖糖基化产物的还原能力最强%随着反应温度升高#

酶解产物与
%

种糖的糖基化产物的抗氧化活性不断增

强#在
#!"

#

#%"\

时#

%

种糖的糖基化产物的羟基自由基

清除率和还原力均高于对照%在反应
@K

时#酶解产物与

木糖$果糖及葡萄糖糖基化后的羟基自由基清除率都达

到最大!分别为
((7?$Q

#

+%7%%Q

#

@!7""Q

#均高于对照"#

还原力最大分别为
#7#!

#

#7#@

#

#7"?

!均高于对照"%糖基

化改性可以提高酪蛋白酶解产物的抗氧化活性#其中酶

解产物与木糖的糖基化产物的抗氧化活性最高#其最佳

糖基化反应条件为
:

;$7?

$温度
#%"\

$时间
@K

%

关键词!酪蛋白酶解产物'还原糖'糖基化反应'抗氧化活

性'羟基自由基清除率'还原力
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美拉德反应!

S./00.EHEF.83/9G

%

SX

#是指食品中羰基

化合物与氨基化合物发生的羰氨缩合反应*

#

+

%又称蛋白

质或氨基酸的糖基化改性反应&美拉德反应不但可以改

善食品的颜色和风味%而且其反应产物还具有抗氧化活

性等%

;9H

4

F

*

!

+认为美拉德反应会生成类黑精色素及其他

高分子杂环化合物$孙常雁等*

%

+研究发现乳清蛋白肽的

美拉德反应产物!

SX=1

#具有较强的总还原力)羟基自由

基清除能力%且抗氧化活性随着乳清蛋白肽美拉德反应

产物质量浓度的增加而加强$刘蒙蒙*

@

+研究发现罗非鱼

皮胶原蛋白肽'葡萄糖
SX=1

抗氧化活性随加热时间的

延长以及葡萄糖浓度增加而提高%且在碱性介质中产物

#""

V<<&WSOC;>B,XY

第
%?

卷第
#"

期 总第
!#(

期
"

!"#*

年
#"

月
"



活性较高$钱森和等*

?

+发现美拉德反应能够有效增强芝

麻多肽的抗氧化活性$项惠丹等*

(

+研究发现大豆分离蛋

白与还原糖反应的
SX=1

抗氧化性均低于酪蛋白制备的

SX=1

%且两种
SX=1

都有较强的抗氧化活性$

DFE3/33/AL0

等*

$

+在研究猪血红蛋白和葡萄糖发生美拉德反应后%发

现不同
:

;

和加热时间对
SX=1

的抗氧化能力都有显著

影响&

&9G

4

等*

+

+研究发现水解
!

'

乳球蛋白与葡萄糖经

美拉德反应后%

SX=1

的抗氧化能力显著提高&

现有研究主要集中在某单一的反应物种类及反应条

件对
SX=1

的抗氧化活性的影响%尚未见对反应物种类

和反应条件对
SX=1

抗氧化活性的影响进行系统研究的

报道&试验拟将酪蛋白碱性蛋白酶的酶解产物与还原糖

!葡萄糖)果糖)木糖#在不同反应
:

;

)温度和时间下建立

糖基化反应体系%系统分析还原糖种类和反应条件对酪

蛋白碱性蛋白酶的酶解产物糖基化产物的抗氧化活性的

影响%并优化反应条件%以期对今后的糖基化产物的应用

提供参考&

#

!

材料与方法
#7#

!

试验材料

酪蛋白"生化试剂%天津市大茂化学试剂厂$

!$"*

碱性蛋白酶!

!7"]#"

?

U

(

4

#"生化试剂%北京鸿

润宝顺科技有限公司$

葡萄糖)果糖)木糖"分析纯%山东省龙力生物科技股

份有限公司$

水杨酸"分析纯%国药集团化学试剂有限公司$

硫酸亚铁)抗坏血酸)磷酸盐缓冲液)铁氰化钾)三氯

乙酸)氯化铁)过氧化氢"分析纯%天津市大茂化学试

剂厂&

#7!

!

试验仪器

紫外分光光度计"

>B,RO'D?

型%上海仪电分析仪器

有限公司$

油浴锅"

&V'#

型%金坛市虹盛仪器厂$

分析天平"

_RO#!@R

型%赛多利斯科学仪器!北京#有

限公司$

水浴锅"

bSJ&'!"@

型%江苏科析仪器有限公司&

#7%

!

试验方法

#7%7#

!

酪蛋白碱性蛋白酶酶解产物的制备
!

将酪蛋白与

蒸馏水配制成质量浓度为
?Q

的溶液%然后用
#-90

(

D

B.<;

调
:

;

至
#"

%加入
@"""U

(

-D

的碱性蛋白酶%在

??\

酶解
%K

%然后在
*"\

水浴
#"-/G

%即得酪蛋白酶解

液%酶解液冷冻干燥备用&

#7%7!

!

糖基化改性的单因素试验设计
!

以反应产物抗氧

化活性为指标%进行单因素试验条件的筛选&按糖与酪

蛋白质量比为
!

#

#

的比例%准确称量
!

4

葡萄糖)木糖和

果糖分别溶于酪蛋白碱性蛋白酶酶解产物溶液中%进行

糖基化改性&待完全溶解后调
:

;

为
$7"

%

+7"

%

*7"

%

#"7"

%

在
##"\

下反应
!K

%确定最佳
:

;

$调
:

;

为
#"7"

%在

#""

%

##"

%

#!"

%

#%"\

恒温下反应
!K

%确定最佳反应温度$

调
:

;

为
#"7"

%在
##"\

恒温下反应
!

%

%

%

@

%

?K

%确定最佳

反应时间&以上每个处理做
%

次重复&

#7%7%

!

正交试验设计
!

在单因素试验的基础上%选取最

优还原糖)

:

;

)温度和时间%每个单因素确定
%

个较优水

平&采用三因素三水平正交试验设计%以选择最优抗氧

化的糖基化反应条件&

#7%7@

!

糖基化改性产物抗氧化活性的测定

!

#

#清除羟基自由基活性"取
?"

%

D

糖基化反应产物

!

"7"?

4

(

-D

#%加水定容至
!-D

%稀释
@"

倍%剩余步骤见

文献*

*

+&

!

!

#还原力"取
!"

%

D

糖基化反应产物!

"7"?

4

(

-D

#%

加水定容至
!-D

%稀释
#""

倍%剩余步骤见文献*

*

+&

以未经处理的酪蛋白酶解液为对照样品&

#7%7?

!

统计分析方法
!

用
S/8E919I3,28F0!"#"

及
>_S

R=RRR3.3/13/81!!7"

进行统计分析&

!

!

结果与分析

!7#

!:

;

对糖基化产物羟基自由基清除率和还原力的

影响

!!

如表
#

所示%酶解产物与木糖)果糖的糖基化产物的

羟基自由基清除能力在
:

;$7"

时最高%分别是
%+7(%Q

和

%!7+!Q

%高于对照且与其他试验组差异显著!

=

$

"7"?

#&

与葡萄糖的糖基化产物的羟基自由基清除能力随
:

;

的

升高变化无规律%其中
:

;$7"

和
:

;*7"

之间差异不显著

!

=

%

"7"?

#%而
:

;*7"

和
:

;#"7"

之间差异显著!

=

$

"7"?

#$在
:

;#"7"

时清除率最高为
!?7($Q

%但仍低于对

照%说明葡萄糖和酪蛋白酶解物糖基化产物的自由基清

除率较低&可以初步推断%葡萄糖并不适于通过糖基化

来提高酪蛋白水解产物抗氧化性&综上所述%

:

;$7"

是

木糖和果糖通过糖基化来提高酪蛋白水解产物抗氧化

表
#

!:

;

对不同还原糖糖基化产物羟基自由基

清除率的影响h

J.M0F#
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值 葡萄糖 木糖 果糖
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M
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!

h

!

对照样品对羟基自由基清除率为!

!*7"!e#7?$

#

Q

$同列字

母不同表示差异显著!

=

$

"7"?

#&

$""

会议专栏
C<DUSBV<XC<BV,X,BC,

#
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国际杂豆产业科技论坛$ 总第
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性的最佳
:

;

&

!!

从表
!

可以看出%酪蛋白酶解物与
%

种糖的糖基化

产物的还原能力在试验
:

;

范围内差异基本不显著!

=

%

"7"?

#!果糖在
:

;$7"

还原力偏低#&结合表
#

)

!

%

:

;$7"

是葡萄糖)木糖通过糖基化来提高酪蛋白水解产物抗氧

化性的最佳
:

;

&

表
!

!:

;

对不同还原糖糖基化产物还原能力的影响h

J.M0F!

!

,IIF8319I

:

;9G3KFEFHL8/G

4:

95FE9IH/IIFEFG3

EFHL8/G

4

1L

4

.E1

4

0

6

891

6

0.3/9G

:

E9HL831

:

;

值 葡萄糖 木糖 果糖

$7" "7$#e"7"#

.

"7$?e"7!"

.

"7@(e"7"?

M

+7" "7*%e"7@?

.

"7+$e"7#(

.

"7($e"7#%

.M
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.

#"7" "7$*e"7#%

.
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.

"7$(e"7#(

.

!

h

!

对照样品还原力
"7(%e"7"%

$同列字母不同表示差异显著

!

=

$

"7"?

#&

!7!

!

温度对糖基化产物羟基自由基清除率和还原能力的

影响

!!

由表
%

)

@

可知%当温度由
#""\

升至
##"\

时%酪蛋

白酶解物与
%

种糖的糖基化产物羟基自由基清除率随温

度的提高变化差异基本不显著!除果糖略有差异外#%还

原能力随温度的变化差异也不显著$但均显著低于

#!"\

和
#%"\

的结果!

=

%

"7"?

#$

%

种糖的糖基化产物的

羟基自由基清除率均低于对照%而还原能力低于或略大

于对照&当温度由
#!"\

升至
#%"\

时糖基化产物的羟

基自由基清除率和还原力均高于对照&

章银良等*

#"

+研究温度对酪蛋白'木糖美拉德反应产

物抗氧化性的影响时%发现随着温度的升高%糖基化产物

的羟基自由基清除能力和还原力都增强$刘海梅等*

##

+发

现%随着温度的升高%葡萄糖'牡蛎酶解液的糖基化产物

还原力增强%与试验结果基本一致&综上所述%

#!"

#

#%"\

是葡萄糖)木糖和果糖通过糖基化来提高酪蛋白

表
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温度对不同还原糖糖基化产物羟基自由基

清除率的影响h
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温度对不同还原糖糖基化产物还原能力的影响h
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水解产物抗氧化性的最适温度范围&

!7%

!

反应时间对糖基化产物羟基自由基清除率和还原能

力的影响

!!

反应时间对糖基化产物的羟基自由基清除率和还原

能力的影响见表
?

)

(

&在反应前
@K

内%酪蛋白酶解物与

%

种糖的糖基化产物的羟基自由基清除率和还原力基本

随反应时间的延长而增加$在
@K

时%

%

种糖的糖基化产

物的羟基自由基清除率和还原力均达到最高%且均显著

高于对照!

=

$

"7"?

#&

%

种糖的糖基化产物%在反应
%K

和

@K

时的羟基自由基清除率均高于对照%虽然果糖
%K

的

糖基化产物在检测羟基自由基清除率是误差较大%但是

与还原力检测结果一致%在反应
!

#

%K

时都无显著差异

!

=

%

"7"?

#$在反应
!

#

?K

时的还原能力均高于对照&这

是因为美拉德反应达到一定时间后%美拉德反应中间产

物与氨基化合物进行醛基
T

氨基反应最终生成类黑精%

类黑精具有抗氧化等活性&

@K

后有所下降%可能是长时

间加热后导致还原性物质分解所致*

#!

+

&江连洲等*

#%

+研

究葡聚糖糖基化处理对绿豆蛋白抗氧化性影响时%发现

反应开始时羟自由基清除能力迅速提升%之后随着反应

时间的延长呈现下降趋势&赵晶等*

#@

+发现%随着时间的

延长%酪蛋白酶解物与还原糖糖基化产物的还原力呈现

先增加后降低的趋势&两者研究结果与试验结果一致&

综上所述%反应时间
@K

时%

%

种糖与酪蛋白酶解物的糖

表
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糖基化改性工艺的优化
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+研究发现乳清蛋白分离物与
(

种糖!葡

萄糖)乳糖)木糖)果糖)蔗糖)麦芽糖#进行美拉德反应

后%乳清蛋白分离物与木糖产生的糖基化产物抗氧化活

性最高%其研究结果与试验结果一致&所以正交试验选

用木糖与酪蛋白酶解物进行糖基化反应&正交试验因素

水平取值见表
$

%试验设计及结果见表
+

&

!!

由表
+

可知"影响糖基化产物羟基自由基清除率的

主次因素为
C

%

_

%

O

&影响糖基化产物还原力的主次因

素为
_

%

C

%

O

&酪蛋白酶解产物与木糖反应产生糖基化

产物羟基自由基清除率和还原能力的优化水平分别为
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和
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分别在温度
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#的条件下进行
%

次

平行验证实验&结果表明%
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的羟基自由基清除率
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的羟基自由基清除率为
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)时间
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结论
研究结果表明%通过糖基化改性可以提高酪蛋白酶

解物的抗氧化性$酪蛋白酶解产物与木糖糖基化改性产

物的抗氧化活性最强%最优的抗氧化反应条件为温度
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各类食品中的作用&
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_,B̂ Ò UDR

%
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此%耐氧青春双歧杆菌特性良好&后续可进一步对多种

低聚糖共同影响青春双歧杆菌的增殖效应%以及改善耐

氧青春双歧杆菌生长条件进行研究&
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