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功能特性的影响
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摘要!考察了超声时间'

+
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(对鹰嘴豆分离蛋白

理化和功能特性的影响"结果表明!超声处理后鹰嘴豆

分离蛋白的乳化性得到明显改善!溶解度由
-=+0

9

)

0V

增加至
(=!0

9

)

0V

!起泡性显著增强!最大值为
#),=,,T

#

热诱导蛋白凝胶的保水性由
+$=A"T

增加至
-+=-+T

!破

裂力由
-+=-

9

增加至
!+A=,

9

#鹰嘴豆分离蛋白的自由巯

基含量*表面疏水性*表面电势逐渐增大!粒径逐渐减小#

随着超声时间的延长!鹰嘴豆分离蛋白的
!

/

螺旋含量升

高!

"

/

折叠含量降低!内源荧光强度降低!最大发射波长红

移
+80

!表明超声处理改变了鹰嘴豆白的二级和三级结

构"综上!高强度超声处理通过改变鹰嘴豆分离蛋白的

结构从而改变其功能性质"

关键词!超声#鹰嘴豆分离蛋白#结构#功能特性
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消费者对植物蛋白食品原料的兴趣日益增强+

#

,

'其

中鹰嘴豆蛋白可作为大豆蛋白的潜在替代品+

!

,

(鹰嘴豆

主要分布于新疆-青海-甘肃和云南等地+

,

,

'其分离蛋白

具有产量高-成本低-必需氨基酸组成平衡性好-生物利

用度高-致敏性低等优点+

AY)

,

'而植物蛋白的功能特性会

影响其在食品工业中的应用+

!

,

(

aD

6

>

等+

-

,研究表明'鹰

嘴豆分离蛋白具有有限的功能特性(

超声技术是一项新兴的绿色技术'已被广泛应用于

各个领域+

$Y#"

,

'其超声波通常被分为高频率低场强和低

)
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频率高场强两种范围(高频率低场强通常指频率为
"=#

"

#="IP;

'场强
$

#]

*

@0

!

'低强度超声常用于评价食品

的理化性质'如酸度-糖含量-硬度-成熟度等+

##

,

&低频率

高场 强 是 指 频 率 为
!"

"

#"" \P;

'场 强 为
#"

"

#"""]

*

@0

!

'高强度超声产生的空化作用和机械效应可

以改变食品的物理和化学性质+

##Y#!

,

(研究表明'高强度

超声对卵清蛋白+

#,

,

-肌原纤维蛋白+

#A

,

-大豆蛋白+

#+

,等蛋

白质结构和功能性质存在影响'且差异显著(例如'超声

处理对卵清蛋白乳化性无明显影响+

#"

,

'但能显著提高鸡

肉肌原纤维蛋白的乳化性+

#A

,

(此外'超声处理可增加大

豆分离蛋白自由巯基含量+

#+

,

'同时减少牛血清蛋白自由

巯基含量+

#)

,

(试验拟探讨高强度超声对鹰嘴豆分离蛋白

结构和功能特性的影响'旨在为生产具有特定功能性质

的鹰嘴豆分离蛋白提供理论指导(

#

!

材料与方法

#=#

!

材料与仪器

#=#=#

!

材料与试剂

卡布里鹰嘴豆#

)0@=B'B0=G0($O V288=

%$云南省文州

自治区丘北市天星乡&

正己烷-氢氧化钠-盐酸$分析纯'国药集团化学试剂

有限公司&

磷酸氢二钠-磷酸二氢钠氢-十二烷基硫酸钠-甘氨

酸-

+

'

+/

二巯基
/!

'

!/

二硝基苯甲酸$上海源叶生物科技有

限公司(

#=#=!

!

主要仪器设备

分析天平$

Na!)+/Z

型'梅特勒)托利多仪器#上海%

有限公司&

电子天平$

bN,"",R

型'上海菁海仪器有限公司&

锤式实验粉碎磨$

VI,#""

型'伊伊西科技#北京%有

限公司&

水浴锅$

PP/A!

型'常州万科仪器科技有限公司&

质构分析仪$

BN/fBX3<4

型'英国
ZF1H3>I2@CDZ

6

4/

F>0

公司&

冷冻干燥机$

V1H/#/+"

型'北京博医康实验仪器有限

公司&

超声波破碎仪$

Ô/-+"

型'美国
ZLRQOZ

公司&

纳米粒度电位仪$

K>F142;>CR18DKZ

型'英国马尔文

仪器设备有限公司(

#=!

!

试验方法

#=!=#

!

鹰嘴豆分离蛋白的提取
!

将鹰嘴豆于
+"U

烘箱

中烘干'粉碎'过
$"

目筛'采用正己烷脱脂'得脱脂粉(

采用碱溶酸沉法提取鹰嘴豆分离蛋白'透析'冷冻干燥'

得鹰嘴豆蛋白粉末(其蛋白质含量为
$#=(T

'灰分为

,=$T

'水分为
)=,T

'脂肪为
#=(T

(

#=!=!

!

超声处理
!

配置质量分数为
$T

的鹰嘴豆分离蛋

白溶液'采用超声设备对其进行超声处理'冷冻干燥'备

用(超声波探头直径
#,00

'频率
!"\P;

'功率
A+"]

'

超声时间分别为
+

'

#"

'

!"028

&脉冲工作时间
!4

'间歇时

间
A4

(

#=!=,

!

鹰嘴豆分离蛋白理化性质测定

#

#

%溶解度$根据文献+

#-

,略作修改(将
#T

的蛋白

悬浊液于
$"""C

*

028

离心
#+028

'取
#0V

上清液加入

到
A0V

双缩脲试剂中'混匀'避光反应
," 028

'测定

+A"80

处吸光率(

#

!

%粒径和电位$配置浓度为
#0

9

*

0V

的鹰嘴豆分

离蛋白溶液'采用激光粒度仪测量鹰嘴豆分离蛋白粒径

和
;>F1

电位(

#=!=A

!

蛋白质界面性质测定

#

#

%乳化性$取
#T

的蛋白溶液
#+0V

'加入
+0V

大

豆油'

#""""C

*

028

高速搅拌
!028

'制备乳液(立即取

#""

(

V

乳液加入至
+0V"=#T Z'Z

溶液中'振荡混匀'

测定
+""80

处吸光度(乳液静置
#"028

后'取
#""

(

V

乳液至
+0V"=#TZ'Z

溶液中'振荡混匀'测定吸光度(

按式#

#

%-#

!

%计算乳化活性和乳化稳定性+

#$

,

(

+./h

!_!<,",_,_.

"

@_

#

_#""""

' #

#

%

+:/h

.

"

.

#"

Y.

"

_G

' #

!

%

式中$

+./

)))乳化性'

0

!

*

9

&

+:/

)))乳化稳定性'

028

&

,

)))稀释倍数&

.

"

)))

"028

时吸光度&

.

#"

)))

#"028

时吸光度&

@

)))蛋白浓度'

9

*

0V

&

#

)))油体积分数(

#

!

%起泡性和泡沫稳定性$取
+T

的鹰嘴豆分离蛋白

分散液
#+0V

'

$"""C

*

028

均质
!028

#均质
!"4

停
!"4

'

共
)

次%'然后快速转入量筒中'分别记录
!

'

,"028

时泡

沫体积+

#,

,

(按式#

,

%-#

A

%计算起泡性和泡沫稳定性(

C.h

T

"

#+

_#""T

' #

,

%

C:h

T

,"

T

"

_#""T

' #

A

%

式中$

C.

)))起泡性'

T

&

C:

)))泡沫稳定性'

T

&

T

"

)))

!028

时泡沫体积'

0V

&

T

,"

)))

,"028

时泡沫体积'

0V

(

#=!=+

!

蛋白质凝胶性质测定

#

#

%凝胶保水性$配置质量分数为
#AT

的鹰嘴豆分

离蛋白溶液'

("U

水浴
#5

'冷却'于
AU

冷藏过夜(将制

*!

基础研究
&*R'NI.RBNVS.Z.NSOP

总第
!!)

期
"

!"!"

年
$

月
"



备好的凝胶于
$"""C

*

028

离心
#+028

'用滤纸拭干凝胶

表面水分'称重'按式#

+

%计算持水量(

5*)h

O

#

YO

!

O

#

_#""T

' #

+

%

式中$

5*)

)))保水性'

T

&

O

#

)))初始凝胶质量'

9

&

O

!

)))离心后凝胶质量'

9

(

#

!

%凝胶破裂力$使用质构仪和
X

*

"=+

柱形铝探针进

行测量(预试速度
#="00

*

4

'测试速度
#="00

*

4

'上试

速度
!="00

*

4

'测试距离
#"="00

'触发力
#"

9

(

#=!=)

!

超声处理对鹰嘴豆分离蛋白结构的影响

#

#

%

Z'Z/

聚丙烯酰胺凝胶电泳$制备
#!T

分离胶和

+T

浓缩胶'将
A"

(

V

浓度为
A0

9

*

0V

的鹰嘴豆分离蛋

白溶液加至
A"

(

V

还原液中'震荡混匀'

#"" U

水浴

+028

'冷却(取
#"

(

V

混合物加至浓缩凝胶中'

$"^

下

电泳
,"028

'再
##"^

电泳
#=+5

'用考马斯亮蓝
!̀+"

染

色
,"028

'脱色(

#

!

%圆二色谱$用磷酸缓冲液#

#"00D3

*

V

'

G

P-

%配制

浓度为
#0

9

*

0V

的鹰嘴豆分离蛋白溶液(

#""""C

*

028

离心
#+028

'采用双缩脲试剂法测定上清液蛋白溶解度(

将蛋白用磷酸盐缓冲液稀释至
"=#0

9

*

0V

'带宽
#="80

'

光谱测量范围
#("

"

!)"80

+

#,

,

(

#

,

%内源荧光$鹰嘴豆分离蛋白#

"=#0

9

*

0V

%的制备

方法同
#=!=)

#

#

%'激发波长
!("80

'发射波长
!($

"

A""80

'发射狭缝宽度
!=+80

'扫描速度
#!""80

*

028

(

#

A

%表面疏水性$根据文献+

#)

,并修改(用磷酸缓冲

液#

"="#0D3

*

V

'

G

P-

%配置浓度为
#0

9

*

0V

的鹰嘴豆分

离蛋白溶液'并分别稀释至
"=#""

'

"="+"

'

"="!+

'

"=""+

'

"=""#0

9

*

0V

(将
NRZ

溶于磷酸缓冲液#

"="#0D3

*

V

'

G

P-

%'取
,"

(

VNRZ

溶液加至
,0V

蛋白溶液中'用荧

光分光光度计测量荧光值(激发波长
,$+80

'发射波长

A("80

(通过线性回归分析将荧光强度和蛋白浓度的初

始斜率作为表面疏水性(

#

+

%自由巯基$取
"=#

9

鹰嘴豆分离蛋白溶于
+"0V

BC24/PO3

缓冲液#含
$)00D3

*

VBC24

'

("00D3

*

V

甘氨

酸'

A00D3

*

V'BRa

'

G

P$

%'用磁力搅拌器搅拌
,"028

'

#""""C

*

028

离 心
#+ 028

(取
+"

(

V 'BRa

溶 液

#

A0

9

*

0V

%加至
+0V

蛋白上清液中'避光反应
#+028

'

测定
A#!80

处吸光度(按式#

)

%计算巯基(

:*h

-+<+,_2_.

)

' #

)

%

式中$

:*

)))巯基'

(

0D3

*

9

&

2

)))稀释倍数&

)

)))蛋白浓度'

9

*

0V

&

.

)))

A#!80

处反应液与蛋白空白溶液吸光度的

差值(

#=!=-

!

数据处理
!

所有试验重复
,

次'数据用平均值
i

标准差表示(采用
LC2

9

28(

软件作图(采用
ZXZZ!#="

软件进行统计分析'利用单因素方差分析#

NRLRN

%对数

据进行统计分析'采用
'<8@18j4

方法对均值进行多重比

较分析'字母不同表示差异显著#

X

$

"="+

%(

!

!

结果与讨论
!=#

!

对鹰嘴豆分离蛋白理化性质的影响

!=#=#

!

溶解度
!

由图
#

#

1

%可知'超声处理可显著提高鹰

嘴豆分离蛋白溶解度'且随超声处理时间的延长而增大(

当超声时间为
!"028

时'鹰嘴豆分离蛋白溶解度达最大

值
(=!0

9

*

0V

(超声的空化和机械效应可将粒径较大的

蛋白质聚集体解聚成粒径较小的蛋白质颗粒'从而降低

蛋白质聚集体粒径'增强蛋白质与水的相互作用'使蛋白

质溶解度增加+

#(

,

(

!=#=!

!

粒径
!

由图
#

#

H

%可知'超声处理降低了鹰嘴豆分

离蛋白团聚体在溶液中的粒径'是由于超声处理过程中

产生的空化-剪切力和湍流作用加速了蛋白质团聚体的

碰撞和聚集速度'不稳定的蛋白质团聚体被解聚成更小

的蛋白质颗粒+

!"

,

(此外'超声处理过程中产生的能量破

坏了蛋白质的非共价相互作用'如氢键和疏水相互作用'

从而降低蛋白质分子间作用力'进而降低蛋白质颗粒的

图
#

!

超声处理对鹰嘴豆分离蛋白理化性质的影响

&2

9

<C>#

!
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G

5
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CD
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粒径+

!#

,

(

!=#=,

!

电位
!

由图
#

#

@

%可知'高强度超声处理使蛋白质

表面净电荷的绝对值降低'表明超声处理使鹰嘴豆分离

蛋白基团的电离程度减弱'可能是因为超声处理过程中

暴露了更多的正电荷基团'中和了蛋白质表面的部分负

电荷+

!!

,

(此外'亲疏水基团之间的平衡也会影响蛋白质

的表面电荷+

#,

,

(

!=!

!

对鹰嘴豆分离蛋白界面性质的影响

!=!=#

!

泡沫性质
!

由图
!

#

1

%可知'鹰嘴豆分离蛋白起泡

性随超声时间的增加显著增强'而泡沫稳定性无明显变

化(当超声时间为
!"028

时'起泡性达最大值
#),=,,T

'

是未处理组的
!=,,

倍'可能是因为超声的空化作用降低

了鹰嘴豆分离蛋白分子的聚集程度'从而增强了蛋白质

的柔韧性'使鹰嘴豆分离蛋白更容易吸附在气)水界

面+

#,

,

(

f2D8

9

等+

#,

,研究表明表面疏水性的增加和表面净

电荷的减少有利于增强蛋白质的起泡性(

!=!=!

!

乳化性
!

由图
!

#

H

%可知'超声处理后鹰嘴豆分离

蛋白的乳化活性略高于未处理组'可能是由于蛋白质结

构和表面基团发生了变化(此外'溶解度的增加也有助

于改善蛋白质的乳化活性'因为更多的可溶性团聚体会

使蛋白质与水之间的相互作用增强'使蛋白质在油水界

面迅速扩散和吸收'从而有利于提高蛋白质在油水界面

的吸附能力+

!,Y!A

,

(

!=,

!

对鹰嘴豆分离蛋白凝胶特性的影响

!=,=#

!

凝胶破裂力
!

由图
,

#

1

%可知'与未处理组相比'热

诱导凝胶的破裂力随超声时间的延长而增大'可能是因

为超声预处理改变了蛋白质的非共价相互作用(一方

面'溶解度的增加会产生更多的可溶性蛋白团聚体'这些

团聚体加热后会形成密度更大的蛋白凝胶网络(此外'

粒径的减小会使凝胶网络结构更加致密均匀'进一步提

高其凝胶破裂力(另一方面'超声处理后'鹰嘴豆分离蛋

白溶液在加热形成凝胶时产生更多的二硫键+

#"

,

'使凝胶

结构更加稳定'凝胶破裂力增强+

!+

,

(

!=,=!

!

保水性
!

由图
,

#

H

%可知'凝胶保水性随超声时间

的延长而增大(超声处理后'鹰嘴豆分离蛋白溶解度增

大'粒径减小'从而使凝胶网密度增大'结构更加致密'蛋

白凝胶能结合更多水+

!)

,

(

!=A

!

对鹰嘴豆分离蛋白结构的影响

!=A=#

!

电泳
!

还原条件下'鹰嘴豆分离蛋白的主要亚基

结构分别是
@D8J2@2328

和
J2@2328

+

!-

,

(由图
A

可知'

-"\'

处条带代表的是
1@D8J2@2328

+

!-Y!(

,

'

+"\'1

处条带代表的

是
J2@2328

&超声处理组与未超声处理组的鹰嘴豆分离蛋白

图
!

!

超声处理对鹰嘴豆分离蛋白界面性质的影响

&2
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!
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超声处理对鹰嘴豆分离蛋白凝胶特性的影响
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I=

蛋白
I1C\>C

!

#=

超声
"028

!

!=

超声
+028

!

,=

超声
#"028

A=

超声
!"028

图
A

!

鹰嘴豆分离蛋白还原条件下的
Z'Z/XǸ .

电泳图谱

&2

9

<C>A

!

Z'Z/XǸ .>3>@FCD

G

5DC>F2@

G

CD:23>4D:OXQ

<8?>CC>?<@28

9

@D8?2F2D8

之间的条带差异不显著'说明超声处理并没有改变蛋白

亚基的种类-数量和分子量+

#,

,

(

!=A=!

!

圆二色谱
!

由表
#

和图
+

#

1

%可知'相比于未处理

组'超声处理后鹰嘴豆分离蛋白的圆二色谱峰值强度略

有增强(未处理组的
!

/

螺旋-

"

/

折叠-

"

/

转角和无规则卷

曲含量分别为
#-=-T

'

,!=+T

'

#)=+T

'

,,="T

(超声处理

后'鹰嘴豆分离蛋白的
!

/

螺旋含量略有增加'

"

/

折叠含量

减少'

"

/

转角和无规则卷曲含量无显著变化'与
>̂C>

等+

,"

,的结论一致(而
K5<

等+

!,

,研究发现超声处理使蛋

白质的
"

/

折叠含量增多'

!

/

螺旋含量减少'可能是由于超

表
#

!

超声时间对鹰嘴豆分离蛋白二级结构的影响

B1H3>#

!

.::>@F4D:?2::>C>8F<3FC14D82@F20>D84>@D8?1C

6

4FC<@F<C>D:@52@\

G

>1

G

CDF>28

超声时

间*
028

!

/

螺旋*

T

"

/

折叠*

T

"

/

转角*

T

无规则

卷曲*
T

"

#-=-i"=(

1

,!=+i#=+

1

#)=+i"=!

1

,,="i"=-

1

+

!"=!i"=+

H

,"=-i"=A

H

#)=$i"=!

1

,!=-i"=(

1

#"

#$=$i"=+

H

,#=Ai#=#

H

#)=+i"=#

1

,,=)i"=)

1

!"

#(=+i"=(

H

!(=!i#=,

H

#)=)i"=#

1

,,=(i"=+

1

声条件和蛋白质类型的不同所致(综上'高强度超声处

理改变了鹰嘴豆分离蛋白的二级结构(

!=A=,

!

内源荧光
!

由图
+

#

H

%可知'未处理组的最大荧光

强度波长为
,!)80

'超声处理后该波长为
,,#80

'表明

超声处理使蛋白的发射波长红移
+80

'发射波长红移可

以反映蛋白质构象的变化'说明位于蛋白质内部的芳香

氨基酸分子侧链基团逐渐暴露于水溶液中'其环境极性

逐渐增大&超声处理后鹰嘴豆分离蛋白的荧光强度降低(

综上'超声处理改变了蛋白质的三级结构(

!=A=A

!

巯基
!

由图
+

#

@

%可知'游离巯基含量随超声时间

的延长先增加后减少'是由于原本位于鹰嘴豆分离蛋白

内部的巯基经超声处理后逐渐暴露于蛋白分子表面'从

而使巯基含量增加&但随着超声时间的继续延长'游离巯

基含量逐渐减小'主要是因为长时间高强度超声处理会

图
+

!

超声处理对鹰嘴豆分离蛋白结构的影响

&2

9

<C>+
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产生过氧化氢'使游离巯基被氧化'进而降低游离巯基含

量+

#)

,

(蛋白质中游离巯基含量反映了其空间结构的变

化'巯基含量增多'证明蛋白质结构展开'蛋白质分子柔

性增加'进而有利于蛋白质溶解性和乳化性的提高'并且

在热诱导凝胶形成过程中'游离巯基可以转化为二硫键'

二硫键是维持凝胶形成的主要作用力'有利于形成致密

的空间网状结构'进而有助于提高鹰嘴豆分离蛋白凝胶

的保水性和破裂力(

!=A=+

!

表面疏水性
!

由图
+

#

?

%可知'超声处理后鹰嘴豆

分离蛋白的表面疏水性高于未处理组(蛋白质表面疏水

性的增加可以提高蛋白质在油)水和气)水界面的吸附

特性'从而有利于改善蛋白质的乳化性和起泡性(

,

!

结论
A+"]

高强度超声可以显著改善鹰嘴豆分离蛋白的

溶解度-乳化性-起泡性以及热致凝胶性(此外'超声处

理使蛋白的表面游离巯基含量和表面疏水性显著增大'

粒径和电位绝对值显著降低'并且改变了蛋白质的二级

和三级结构(试验研究了高强度超声处理对鹰嘴豆蛋白

功能性质的影响'而未详细研究此处理改变功能性质的

机制'因此后续研究应进一步详细深化此部分研究(
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