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Ellman’S试剂测定脱脂豆粕中巯基含量

田其英， 谌卉， 华欲飞
(江南大学食品学院，江苏无锡214122)

摘 要：采用3种不同方法对干热处理后的脱脂豆粕进行处理，再加入Ellman，S试剂来测定脱脂

豆粕中的巯基含量。通过理论和数据分析得到，方法二即脱脂豆粕、尿素一SDS溶液和Ellman’S

试荆相混合反应可用于测定脱脂豆粕中的巯基含量。
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Sulphydryi Content of Defatted Soy Flour Determinated

by Ellman's Reagent

TIAN Qi—ying， CHEN Hui，HA Yu—fei

(School of Food Science and Technology，Jiangnan University，Wuxi 214122，China)

Abstract：The dry heated defatted soy flour was treated with three different methods respectively．

then the sulphydryl content of defatted soy flour was determinated with Ellman’S reagent．

Through analyzing of the theory and the results，we concluded that method 2，namely mixed

reaction of defatted soy flour，Urea-SDS solution and Ellman’S reagent，can determined exactly

sulphydryl content of defatted soy flour．
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蛋白质中的巯基(一SH)和二硫键(一孓S-)具有很

高的化学活性，在发挥蛋白质的食品功能性方面起

着重要作用。如凝胶的形成，蛋白质的成膜性等都

与一SH转化成一孓孓有关[1]。除了加热、高压、氧化

剂和还原剂处理能引起巯基和二硫键的变化[1]，脱

脂豆粕中含有的脂肪氧合酶催化氧化作用也能影

响巯基含量的变化。脂肪氧合酶具有特异性催化

含顺，顺一1，4～戊二烯结构的不饱和脂肪酸及酯的氢

过氧化作用，生成的脂质氢过氧化物具有很高的氧

化活性。在面粉中加入少量的含脂肪氧合酶活力

的大豆粉，能改进面粉的色泽和强化面筋蛋白质的

三维网络结构。这是因为脂肪氧合酶氧化生成的

氢过氧化物能够除去面粉中的色素和氧化面筋蛋

白质的巯基生成二硫键[2]。

脱脂豆粕是制备大豆蛋白的原料。测定豆粕

中巯基含量对判断豆粕氧化程度和研究大豆蛋白

的功能性质有着重要参考价值。本试验测定的脱

脂豆粕的巯基是游离的巯基，它包括暴露在蛋白质

表面的巯基和埋藏在蛋白质分子内部的巯基两部

分。利用Ellman’S试剂，前人曾测定过面粉、面筋

和大豆分离蛋白中的巯基含量[3_5]。然而对于复合

体系脱脂豆粕，其巯基含量的测定尚未见报道。本
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试验利用Ellman’8试剂，分别对3种不同处理方法

测得的脱脂豆粕巯基含量进行分析，期望找到一个

测定脱脂豆粕巯基含量较好的方法。

1材料与方法

1．1材料

低温豆粕，作者所在江南大学实验室自制；尿

素、盐酸胍、SDS、EDTA，中国医药(集团)上海化学

试剂公司产品；10 mmol／L Ellman’s试剂即5，5’一

二硫代一2一硝基苯甲酸(DTNB)：Sigma公司产品；

Tris-甘氨酸缓冲溶液，pH值8．0；0．1 mol／L pH

值8．0磷酸盐缓冲溶液；尿素一盐酸胍溶液(8 mol／L

尿素和5 mol／L盐酸胍溶于Tris-甘氨酸缓冲溶

液)；尿素一SDS溶液(8 mol／L尿素和1 g／dL SDS

溶于水)。

1．2 仪器

恒温水浴锅，UV2100紫外可见分光光度计，旋

涡振荡仪，微量注射器。

1．3方法

1．3．1脱脂豆粕干热灭酶处理将脱脂豆粕装入

螺口具塞玻璃试管中，旋紧管帽。分别在设定温度

水浴中保持30 min，立即冰水浴冷却，待冷却至室

温后取出。

1．3．2蛋白质的测定 考马斯亮蓝法，测可溶蛋

白质浓度。

1．3．3 脂肪氧合酶活力的测定 粗酶液的配制：

取0．5 g脱脂豆粕，加20 mL去离子水，磁力搅拌

25 min，3 000 r／min离心15 min，上清液稀释100

倍为待测粗酶液。取0．3 mL酶液于试管中，加入2

mL底物乳状液(2．24×10‘3mol／L亚油酸分散于

含0．5“L／mL吐温-20的0．2 mol／L、pH值9．0

的硼酸缓冲液中)混匀后放入30℃水浴中振荡并

开始计时，反应3 min后迅速加入5 mL无水乙醇

终止反应，然后加入5 mL蒸馏水混匀并测定反应

液的吸光度(空白样中无水乙醇和底物的加入顺序

相反)。以l min内3 mL反应体系在234 nm的吸

光度增加0．001作为一个酶活力单位耶]。

1．3．4脱脂豆粕的巯基含量测定方法

1)方法一：取75 mg脱脂豆粕和l mL Tris一甘

氨酸缓冲溶液混合，再加入4．7 g盐酸胍，摇匀再将

体积补加到lO mL，室温下搅拌30 min，离心取豆

粕上层液1 mL与尿素一盐酸胍溶液4 mL混合，再

加入0．05 mL Ellman’s试剂，在室温下反应1 h，

每15 min振摇一次，然后混合物10 000 r／min离心

30 min，以不加Ellman’s试剂的为对照，取上清液

在412 nm波长下测定吸光度[3]。

2)方法二：取40 mg脱脂豆粕悬浮于0．9 mL

尿素一SDS混合液中，加入0．1 mL Ellman’S试剂，

振摇后室温下反应1 h，每15 rain振摇一次，离心

(13 600 g转速离心15 rain)，取0．1 mL上清液用1

mL尿素-SDS混合液来稀释，以未加Ellman’s试

剂的作对照，在412 rim波长下测定吸光度Ⅲ。

3)方法三：取75 mg脱脂豆粕溶解于10 mL

0．1 mol／L的磷酸盐缓冲液(pH值8．0)，该磷酸盐

缓冲液含有1 mmol／L EDTA和质量分数1％

SDS，在室温下搅拌30 min。取3 mL脱脂豆粕溶

液，加入3 mL磷酸盐缓冲液(同上)，再加入0．1

mL Ellman’s试剂，剧烈振摇后在25℃条件下水浴

1 h，然后混合物以10 000 g速度离心30 min。以

不加Ellman’s试剂的为对照，取上清液在412 rim

波长下测定吸光度∞]。

2结果与讨论

在温度分别为25～100℃条件处理下，测定脱

脂豆粕的酶活力和可溶蛋白质的质量浓度(见

表1)。

表1不同温度处理脱脂豆粕的酶活力和可溶性蛋白质质

量浓度

Tab．1 Lipoxygenase activity of defatted my flour dealt with

different temperature and soluble protein content of

1。3 methods

由表1可知，随着加热温度的上升，脱脂豆粕

中脂肪氧合酶的活力逐渐下降，在70℃以后下降

加快。脱脂豆粕中可溶性蛋白质质量浓度随着加

热温度上升而逐渐减小，在80℃以后减小明显。

鄢全等人[7]在研究干热灭酶温度对酶活及NSI的

影响时，也得到相同的结论。这些变化与豆粕中蛋

白质热变性有关。

应用方法一、二和三分别测定不同干热处理脱

脂豆粕的巯基含量，每一种材料豆粕在每种方法中

进行3次平行试验，试验数据见表2。
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由表2可知，3种不同方法测得的脱脂豆粕巯

基含量：方法一的最高；方法二的次之；方法三的最

低。Beveridge(1974)等人[31利用方法一测得的面

粉巯基含量比有关报道偏高，这是由于面粉混浊的

溶液在测定时易产生一定的吸收。没加热的游离

巯基含量比加热样品的高得多，这与Ou等人n]测

得加热豆奶巯基含量变化一致。这种变化可能与

蛋白质变性反应、分子内二硫键聚集和氧化反应有

关∞]。方法一和方法三测得的豆粕巯基含量随着

加热温度的升高呈下降的趋势，这与加热引起蛋白

质变性和脂质氧化反应引起蛋白质聚集导致的蛋

白质溶解度降低有关。游离巯基变化除了与温度

有关外，还受二硫键含量、pH值、缓冲液、压力和添

加的抑制剂等因素影响[8]。

表2试验数据表

Tab．2 Experimental dada

食品原料经高温处理能引起游离巯基和二硫

键含量发生变化，原因可能是二硫键的分解和再形

成、半胱氨酸的降解和产生其它含硫化合物[9]。Li

等人[103研究发现经高温(120℃)挤压后的小扁豆

粉的巯基含量增加。Ou等人[1]在95℃加热豆奶

并测定其游离巯基含量，发现巯基含量随着加热时

间的延长是先减小后增大，这个结果与本实验方法

二测得的加热豆粕的巯基含量结果相一致。大豆

蛋白质主要是由球状蛋白质组成，球状蛋白质具有

圆而紧密的三维结构和较强的内部疏水性，因而变

性温度较高，达到90℃以上H“。蛋白质变性伸展

使内部巯基暴露；再者加热引起的热聚集体和酶促

聚集体，可通过有机变性剂，如尿素、SDS、盐酸胍

等，将其变性伸展开。在60℃左右脂肪氧合酶有

一个激活态，使豆粕中的酶激发出更高的活力口]，

所以其对巯基的氧化性增大。随着温度增加酶活

力不断下降，酶催化氧化巯基的能力下降，所以豆

粕的巯基含量增加。由以上可知，方法二测得的结

果与理论分析相符。

对于不同脱脂豆粕巯基含量的测定，试验只考

察了一个因子A，方法一、方法二、方法三3种样品

处理方法为因子A的3个水平，在每个水平下进行

了3次重复试验，其方差分析结果见表3。

表3方差分析表

Tab．3 Variance analysis

100 因子A 9．491 2 4．745 1581．667

误差e 0．016 6 0．003

总计T 9．507 8

如果给定显著性水平a=O．05，故l--a=0．95，

查F分布表查得Fo．9s(2，6)=5．143。由于不同干

热温度处理的豆粕的F值均明显大于5．143，所以
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在显著性水平Ct=0．05水平上因子A是显著的。

这表明在显著性水平a=0．05水平上，方法一、方法

二、方法三3种样品处理方法测得的不同干热温度

处理的豆粕琉基含量存在显著差异。即3种样品

处理方法测得的不同豆粕的巯基含量存在系统误

差，方法一和方法三是不可取的。

3 结 语

利用Ellman’s试剂与脱脂豆粕中的蛋白质巯
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