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摘!要!大豆分离蛋白"+45#通过微波辐射与糖进行接枝反应!研究了微波辐射功率$-6$缓冲液

的类型与浓度$无机盐$及底物的配比与浓度对该反应程度的影响)结果表明%微波辐射功率$-6
及磷酸盐有助于该反应的进行!反应物的配比与浓度对反应的影响是双向的!而无机盐的加入对

反应具有抑制作用)
关键词!微波辐射#大豆分离蛋白#糖#接枝反应
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!!蛋白质2糖 接 枝 反 应’.!#(是 基 于 蛋 白 质 分 子 中

氨基酸侧链 的 自 由 氨 基 和 糖 分 子 还 原 末 端 的 羰 基

之间的 羰 氨 反 应)))美 拉 德 反 应#ED?((DMKZ,DH2
N?’<$%该反应中蛋白质与 糖 以 共 价 结 合%不 需 要 催

化剂%仅加热 就 可 使 该 反 应 自 发 地 进 行%经 接 枝 改

性的蛋白 质 功 能 性#如 水 溶 性%乳 化 性%热 稳 定 性

等$有很大的 改 善%是 目 前 蛋 白 质 改 性 中 较 为 理 想

的方法)
对于美拉德反应%美国化学家6’KA,’/(于.%#!

年首先对该反应机理作了系统的论述%认为美拉德
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反应可以分成1个反应阶段!初级阶段"羰 氨 加 成

反应#$高级阶段"成环%脱水%重排%异构化等#及最

终反应阶段"生成类黑素#)影响美拉德反应的因素

有-6值%温度%反应时间%离子强度等)
从目前所报道的文献来看$蛋白质与还原糖通

过美拉德反应进行接枝改性的方法主要有干法&!$"’

与湿 法&0!%’两 种)但 是 这 两 种 方 法 的 反 应 时 间 较

长$特别是干法反应$少则数小时$多则几天甚至几

周$不利于应 用)因 此 作 者 采 用 微 波 辐 射 方 式 加 速

蛋白质2糖枝 反 应$并 从 微 波 辐 射 时 间%微 波 功 率%

-6值%缓冲液的 选 择%无 机 盐 的 影 响%底 物 的 配 比

及浓度几个方面加以研究)

B!材料与方法

BCB!主要试剂!材料

大豆分离蛋白"+45#!由日本不二公司"粗蛋白

%![$\$水分#[3\#("2乳糖$葡聚糖$赖氨酸$邻苯

二甲醛"]47#$十二烷基磺酸钠"+V+#$#̂ 巯基乙

醇$硼砂$甲醇$磷 酸 氢 二 钠$磷 酸 二 氢 钾 等 均 为 分

析纯)
BDE!主要仪器

松下**2+#/1:J变频微波炉$1..%2$$#$型离

心套管"*D(A,$9+7#$弗 鲁 克 高 剪 切 分 散 乳 化 机$
尤尼柯 9&2!.$$分 光 光 度 计$磁 力 加 热 搅 拌 器$

BV"2!离心机)
BDF!实验方法

BDFDB!+45溶液的制备!称取一定量的+45$加入

磷酸缓冲 液 中$均 质.U?<$磁 力 加 热 搅 拌!G"1$
_#$离心1$U?<"!$$$!#后所得上清液经滤纸过

滤后于"_冰箱保存备用$凯氏定氮法测定蛋白液

的质量浓度)
BDFDE!+452糖 微 波 辐 射 接 枝 反 应!将 制 备 好 的

+45液用相同的磷酸缓冲液稀释到.[$UA)UB$加
入糖$混合液 装 入 离 心 套 管 中$采 用 间 歇 式 微 波 辐

射加热$功率!$$!.$$$R$即微波辐射.U?<至

最终温度"%#‘!#_$冰浴.U?<$重复上述操作(反
应结束后于冰箱保存备用)
BDFDF!自由氨基测定!采用]47法对蛋白 中 自

由氨基进行 测 定$参 照 文 献&0$3’方 法 的 基 础 上 进 行

改进!准确称取"$UA的]47溶解于.UB的甲醇

中$分别 加 入 质 量 分 数!$\的+V+![#UB$$[.
U’()B的硼砂!#UB及.$$$B!2巯 基 乙 醇$最 后

用蒸馏水定容到#$UB)测定时$各取空白液%]47
试剂"UB于试管中$分别注入!$$$B样品液$混

匀后于1#_反应!U?<$在1"$<U下测其吸光值

"1"$$二者之差%"1"$为自由氨基的净吸光值)以赖

氨酸作出标准 曲 线$根 据%"1"$计 算 样 品 中 自 由 氨

基的含量)
BDFDG!褐变程度!类黑素"测定!取$[!UB样品

液加 入"UB稀 释 液"含 质 量 分 数.$\ +V+及

$[$#U’()B硼砂#$在"!$<U下测定吸光值""!$$
根据BDUY,MN2a,,M定律$#b""!$)&c$"稀释倍数$
这里取!.#$可计算出类黑素的浓度"根据文献&3’$&
平均值取为#$$U’(2.*B*HU2.#)
BDFDH!接枝度的计算

V8"\#b"#$ #̂%#)#$c.$$\
#$$未反应时蛋白质中自由氨基浓度(#%$反应

%时刻蛋白质中自由氨基的浓度)
BDG!实验设计与统计分析

对于+45与糖在某一条件上进行研究时$反应

的其它条件均 相 同)所 有 实 验 均 进 行 平 行 实 验$而

且重复1次(样品的测定均重复1!"次$结果取平

均值(并对结果进行%分布检验"&"$[$##)

E!结果与讨论

EDB!微波辐射时间的确定

+45与糖通过微波辐射在密闭的条件下进行接

枝反应$因此每次微波辐射加热时间的长短对于反

应的进行及其 安 全 性 至 关 重 要)辐 射 时 间 太 短$反

应的温度上不去$反应缓慢(辐射时间过长$温度上

升过高$反应 不 便 控 制)实 际 中 反 应 的 最 终 温 度 定

为%#_左右$以研究每次微波辐射的时间)图.显

示+452糖反应混合液的温度随微波辐射时间的加

长而升高$但是不同的微波辐射功能对温度的影响

是很大的$加热到%#_$用.$$$R 的火力大约需

要.U?<$而#$$R 要1U?<)因此$每次微波 辐 射

的时间随不同的微波辐射功率而定$例如$.$$$R
定为.U?<$而#$$R 时$则为1U?<)

图B!微波辐射时间对+789糖反应混合液温度的影响

)-2CB!4((.,0"(01.0-I."(I-,$">&?.$&*-&0-"%"%01.

I-J0#$."(+78&%*5&,,1&$-*.5

!!微波加 热 其 实 就 是 介 电 加 热(对 于 介 电 加 热$
有两种主要理论&.$’!一种理论是偶极极化理 论$另

0.!第#期 管军军等#微波辐射大豆分离蛋白2糖接枝反应条件的研究

万方数据



一种理论是传导理论)极性溶剂或离子可进行微波

加热!一般认 为 溶 剂 的 极 性 越 强"比 如 介 电 常 数 很

高#!越易于 吸 收 微 波 辐 射 能!所 获 得 的 温 度 越 高)
作者在研究中发现!除了缓冲液外!+45与糖都是极

性物质!且+45在带有电荷!因此可用于微波加热)
当底物的浓度与体积相同时!达到同一温度所需时

间与微波辐射的功率有关$功率大!辐射时间短!反

之则长)
EDE!微波辐射功率对反应的影响

由于微波的辐射功率对反应的温度影响很大!
所以直接影响 着 反 应 的 速 度)对 于 每 一 种 糖!在 相

同的微波辐射总时间内"对于乳 糖 定 为.#U?<!而

对于葡聚糖则为"#U?<#!除功率不同外!其余条件

相同的情况下对+452糖接枝反应程度进行研究)从

图!可看出!在+45与所研究的两种糖的接枝反应

中!反应混合物的褐变程度与V8均随着微波辐射

功率的增加而提高!当从!$$R 增加到.$$$R!对
于+452乳糖接枝反应!V8提高了近..倍%而对于

+452葡聚糖接枝反应!V8则提高了近%倍!可见影

响很大)但在 反 应 混 合 物 的 颜 色"褐 变 程 度#来 看!
微波辐射功率低时!反应物的褐变程度较小)

图E!微波辐射功率对K:及褐变程度的影响

)-2CE!4((.,0"(01.L">.$"(I-,$">&?.$&*-&0-"%"%01.

K:&%*<$">%-%2*.2$..&0LMNDE

!! 反 应 速 度 可 用 7MMG,<?;Q 方 程 表 示$’b
"(%)&*+)从该方程 可 以 看 出!有 两 个 基 本 途 径 可 提

高化学反应的速度)第一!"!描述分子的 运 动 性!
与在反应界 面 的 分 子 振 动 频 率 有 关)第 二!%)!自

由活化能)有报道指出!微波可提高分子的振动"!
改变了自由活化能%)!从而加速了反应’.$()因此!
微波的辐射 功 率 高!相 同 的 时 间 内!+452糖 接 枝 反

应的程度大)
EDF!缓冲体系对反应的影响

蛋白质2糖的湿法接枝反应通常在一定的缓冲

体系中进行!为此研究了缓冲体系对微波辐射+452
糖接枝反应的 影 响)从 表.可 以 看 出!在 其 它 条 件

相同的情况下!不同的缓冲体系对于+452糖的枝反

应的影响很 大!在 磷 酸 盐 缓 冲 液 中!+452糖 接 枝 反

应程度"V8与类黑素#较高)对磷酸盐 缓 冲 体 系 的

研究发现"图1#!随着磷酸盐浓度的提高!+452糖接

枝反应的程 度 提 高$当 浓 度 不 大 于$[!U’(&B时!

V8及褐变程度增长迅速!超过$[!U’(&B时!则变

化平缓)
表B!缓冲体系对微波辐射+789糖接枝反应的影响

O&<DB!4((.,0"(<#((.$5"%+7895&,,1&$-*.2$&(0$.&,0-"%

缓冲体系
".&.#U’(&B!
-60[!#

+452乳糖

V8&
\

类黑素浓度&
"UU’(&B#

+452葡聚糖

V8&
\

类黑素浓度&
"UU’(&B#

磷酸盐 1/ .[! !# $[3

柠檬酸盐 .! $[/ 3 $["

!!磷酸盐加速微波辐射+452糖接枝反应同一些

报道磷酸盐加速美拉德反应的研究基本相同)关于

磷酸盐催化美拉德反应的动力学研究指出’..(脱氢

磷酸盐离子被假定为对7UDK’M?重排有催化作用)
然而!确切的磷酸盐加速反应机制并不清楚)比如!

a,((最近提出’..(!磷 酸 盐 作 为 双 功 能"酸&碱#催 化

剂加速氨基 酸 的 糖 基 化 反 应)Z?OO?认 为’.!(磷 酸 盐

提高了中间7UDK’M?化合物质子被夺取的能力)

图F!磷酸盐缓冲液浓度对K:及褐变程度的影响

)-2CF!4((.,0"(01.L1"5L1&0.<#((.$"%01.K:&%*

<$">%-%2*.2$..&0LMNDE

ECG!+78与糖的不同配比及浓度对反应的影响

由于+45为不同氨基酸组成的高聚物!不同于

一般的有机 物!也 不 同 于 人 工 合 成 的 聚 合 高 分 子!
所以+452糖的接枝反应有一定的特殊性)当糖的用

量一定时!V8随着+45与糖的 质 量 比 呈 现 先 增 后

减的趋势!而褐变程度则与之相反"图"#%对于+452
乳糖的接枝反应!V8最大时+45与 乳 糖 的 质 量 比

为$[!左右!而 对 于+452葡 聚 糖 则 为$[.左 右!而

且此条件下反应混合物的颜色较浅)当+45与糖的

配比一定时!V8随着+45浓度 的 增 加 也 呈 现 出 先

增后降的趋 势!但 是 褐 变 程 度 则 呈 加 深 的 态 势"图

##$当+45浓度在.[#UA&UB左右时!V8最佳%而

+45浓度在"UA&UB左右时!V8接近于$)

3. 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!
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图G!+78与 糖 的 配 比 对 K:及 褐 变 程 度 的 影 响!LM

NDE"乳糖HI2#IP"葡聚糖BQI2#IP$

)-2CG!4((.,0"(01.$&0-""(+780"5&,,1&$-*.5"%01.

K:&%*<$">%-%2*.2$..

图H!+78质量浓度对K:及褐变程度的影响!LMNDE"

!+78R!乳糖SQDE"!+78R!葡聚糖SQDB$

)-2CH!4((.,0"(01.,"%,.%0$&0-"%"(+78"%01.K:&%*

01.<$">%-%2*.2$..

EDT!LM对反应的影响

用不同-6 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 调 节 反 应 体 系 的

-6值!以研究-6 对 反 应 的 影 响!如 图/所 示"总

的来说!碱性条件下有利于微波辐射+452糖接枝反

应的进行)在-60[3!+45与所研究的 两 种 糖 的 接

枝物的V8均较-6/[!时 提 高 了!倍 左 右#而 反

应褐变 程 度 的 变 化 则 不 同"+452乳 糖 接 枝 反 应 在

-60[3时褐变程 度 较 大!高 出-6/[!近/倍 多!
而+452葡聚糖仅高出!倍)

图T!LM对K:及褐变程度的影响

)-2CT!4((.,0"(LM"%01.K:&%*<$">%-%2*.2$..

EDN!盐离子对反应的影响

据报道盐离子对美拉德反应的颜色产生影响[

所以反应时 添 加 一 定 量 不 同 种 类 的 无 机 盐 改 变 反

应物的颜色!也不失为一种较好的途径)选取*DT(
与*D!+]"在不 同 浓 度 的 条 件 下!研 究 无 机 盐 的 加

入对微波辐射+452糖接枝反应的影响)从图0!3可

以看出!无机盐的加入有抑制微波+452糖接枝反应

的作用)盐 的 浓 度 越 大!其 抑 制 作 用 越 强!结 果 是

V8减小!褐变程度降低"无机盐对于+452乳糖接枝

反应的抑制作用要强于+452葡聚糖接枝反应)当无

机盐的浓度 小 于$[.U’($B时!其 抑 制 作 用 较 大!
浓度再增 加 无 机 盐 的 抑 制 作 用 变 得 平 缓)不 难 看

出!*D!+]"抑 制 微 波 辐 射+452糖 接 枝 反 应 的 作 用

要强于*DT()

图N!无机盐浓度 对 微 波 辐 射+789乳 糖 接 枝 反 应 的 影

响!LMNDE$

)-2CN!4((.,0"(01.-%"$2&%-,5&’05"%01.+789’&,0"5.
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!!+45属于高分子物质!结构复杂!影响其结构变

化的因素都有可能对微波辐射+452糖接枝反应产

生影响!如浓度%-6%离子浓度等)实验的结果表明

微波辐射+452糖接枝反应程度随 着-6%加 入 无 机

盐的增加而加 深!随 着+45浓 度%底 物 配 比 的 增 加

而出现先增后减的趋势)而这些条件都影响着+45
在溶液中的结构及分子之间的聚集状态!从而影响

反应的活性点氨基的暴露程度!以及与羰基碰撞机

率!进而影响接枝反应程度)由于葡聚糖是多糖!分
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子较大!空间位阻使得其羰基与+45氨基的碰撞机

率大大减小!因此微波辐射+452糖接枝反应速度较

+452乳糖慢)

F!结!论

微波辐射+452糖 接 枝 反 应 是 一 类 很 复 杂 的 反

应!但是由于 蛋 白 质 与 糖 自 身 组 成 结 构 不 同!则 反

应速度与接枝率有明显的差别[实验表明!通过外

界的条件适 当 调 节 是 可 以 控 制 其 反 应 的 程 度 及 预

期的方向)通过对各因素进行研究发现!微波辐射

功率"-6及磷酸盐有助于该反应的进行!+45与糖

的配比与浓度对反应的影响是双向的!而加入无机

盐对反应具有抑制作用)但是!在微波 辐 射+452接

枝反应中!这些因素之间是否存在着交互作用以及

谁占主导作用的问题还需进一步综合研究)
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