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摘要:为了改善鳙鱼肌原纤维蛋白的凝胶特性,以脱乙酰基魔芋葡甘聚糖(konjacglucomannan,KGM)为凝胶改良

剂,探讨了影响鳙鱼肌原纤维蛋白凝胶特性的因素,并以脱乙酰基KGM添加量、加热温度和NaCl浓度为自变量,

凝胶强度为响应值,采用响应面设计和分析优化得到了最佳制备条件:脱乙酰基 KGM 添加量0.52%,加热温度

79.5℃,NaCl浓度0.10mol/L;在此条件下鳙鱼肌原纤维蛋白的凝胶强度可达107.35g/cm.通过进一步扫描电

镜观察发现,添加脱乙酰基KGM的肌原纤维蛋白热凝胶结构更加致密,空洞小而少,进而提高复合肌原纤维蛋白

凝胶的性质.
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肌原纤维蛋白是鱼糜凝胶制品形成的关键蛋白组分,其凝胶特性对鱼糜制品独特质构、保水性等

有着决定性的作用[1].近年来,随着优质海水鱼资源的日益锐减和人们对鱼糜制品需求量的快速增

长,如何合理开发利用以养殖的淡水鱼类为原料生产鱼糜制品,已成为当今世界各鱼糜生产大国共同

关注的热点[2].
鳙鱼(Aristichthysnobilis)又叫花鲢、黑鲢等,是中国四大家鱼之一,因其分布广泛、数量庞大以及相

对低廉的价格,是生产淡水鱼糜原浆的重要原材料 [3].然而,鳙鱼鱼糜的凝胶性差且极易凝胶劣化,因此,

如何有效地改善鱼糜制品的凝胶强度是开发和利用鳙鱼鱼糜的关键点[4].
为了提高鱼糜制品的凝胶特性,以食品胶为代表的天然生物大分子是一类常用的鱼糜凝胶改良剂.魔

芋葡甘聚糖(konjacglucomannan,KGM)是一种从魔芋块茎中提取出来的高分子量植物多糖,其分子主链

由甘露糖和葡萄糖以1.6∶1比例通过β-1,4糖苷键连接而形成的[5-6].KGM 主链上大约每19个糖残基

C-3上有一个以酯键形式结合的乙酰基[7].KGM的凝胶性能与其分子链的乙酰基残基的数量密切相关.研

究表明,通过适当的碱处理 KGM,使其分子链上的乙酰基残基脱去,是 KGM 形成稳定凝胶的重要途

径[8].KGM具有很强的水结合能力、乳化性和凝胶性等,是食品加工中常用的增稠剂、乳化剂以及凝胶改
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良剂[9-10].此外,KGM还具有改善人体胃肠道生态、调整脂类代谢、降低糖尿病和心血管疾病发生率等功

效[11].KGM被广泛应用于鱼肉糜制品,但目前有关脱乙酰基KGM 对鳙鱼肌原纤维蛋白热诱导凝胶特性

影响的研究还未见报道.因此,本试验以鳙鱼肌原纤维蛋白为材料,通过脱乙酰基KGM添加量、加热温度

和NaCl浓度对其凝胶性质的影响及优化凝胶制备条件,为开发高品质鳙鱼鱼糜制品提供理论依据.

1 材料与方法

1.1 材 料

新鲜鳙鱼(平均质量1.5kg)购于农贸市场,用两倍体积的碎冰保鲜后运到实验室,放置于4℃备用.

KGM(纯度为92%),由云南三艾有机魔芋发展有限公司提供.其他试剂均为分析纯.

TA-XTplus质构仪,英国StableMicroSystems公司;GB204万分之一电子天平,瑞士MettlerTole-

do仪器有限公司.

1.2 方 法

1.2.1 脱乙酰基KGM的制备

参考Zhangetal[12]的方法并做一定的修改.称取30gKGM与150mL50%的乙醇混匀,于40℃下搅

拌30min,迅速加入Na2CO3(添加量为KGM量的1/30),40℃下反应24h.将产物反复用50%的乙醇冲

洗,直到样品溶液的pH 为中性为止.然后用95%的乙醇将样品脱水,于40℃下烘干,得脱乙酰度为

62.3%的脱乙酰基KGM.

1.2.2 鳙鱼肌原纤维蛋白的提取

参考Kobayashietal[13]的方法并做一定的修改.新鲜鳙鱼宰杀后,去头、去皮、去内脏后进行采肉.
将鱼肉捣碎,加入5倍体积预冷过含0.10mol/LNaCl的磷酸盐缓冲液(20mmol/L,4℃,pH 值为

7.5),冰浴条件下高速均质2min得匀浆液后,将匀浆液低温离心15min,弃除上清液,收集沉淀物.将

沉淀物复溶于上述缓冲液中,重复以上步骤3次;将得到的沉淀加入4倍体积的冷0.10mol/LNaCl溶

液,高速均质30s,调整混合液的pH值为6.25,低温离心(4℃,8000g,15min),弃除上清液,收集

沉淀物,重复2次,收集的沉淀为肌原纤维蛋白,并将其于4℃下保存,且3d内使用.

1.2.3 复合凝胶的制备

将提取的肌原纤维蛋白复溶于超净水中,配成30mg/mL的溶液.将脱乙酰基KGM按0.1%,0.3%,

0.5%,0.7%,1.0%加到肌原纤维蛋白分散液中,并搅拌混匀.将混合溶液置于水浴锅中加热形成凝胶.之

后冰水冷却,然后贮存在2~4℃的冰箱中备用.制备好的凝胶在每次分析前要在室温(18~20℃)条件下

放置30min.

1.2.4 复合凝胶性质的测定

1.2.4.1 凝胶强度测定

参考 Yinetal[14]的方法,采用英国TA公司的TA-XTplus质构仪来测定样品的凝胶强度.采用直径

为5mm圆柱形探头,测试前、测试时和测试后探头速度均为60mm/s,测试距离为20mm.每组样品分

别进行5次的平行试验,结果取平均值.

1.2.4.2 持水性测定

根据纪蓉等[15]的方法,在肌原纤维蛋白凝胶中间部分切取厚5mm,质量为m1 的薄片,置于上、下各

3层的定性滤纸中间,在其上加10kg的重物,保持2min后,称质量为m2.持水性按以下公式计算:

持水性/%= 1-
m1-m2

m1

æ

è
ç

ö

ø
÷×100
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每组样品分别进行3次的平行试验,结果取平均值.

1.2.4.3 电子显微镜扫描

将样品切成小块,放于2.5%戊二醛溶液中4℃浸泡过夜,用磷酸缓冲液(0.10mol/L,pH值为7.0)

漂洗样品3次,每次15min;接着用1%锇酸溶液固定样品2h,用磷酸缓冲液(0.10mol/L,pH值为7.0)

漂洗样品3次,每次15min;用50%,70%,80%,90%和100%的乙醇溶液对其进行梯度脱水处理,再用纯

醋酸异戊酯处理样品2h;临界点干燥,离子溅射仪镀膜,扫描电子显微镜观察,加速电压设定为15kV.

1.2.5 单因素试验

选择对试验影响较大的脱乙酰基KGM的添加量、加热温度、加热时间3个因素,考察其对复合肌原

纤维蛋白制品凝胶强度、持水性的影响.每组试验重复3次.

1.2.6 优化设计及数据处理

在单因素的基础上,以凝胶强度为响应值对复合凝胶特性进行响应面优化设计(表1).
表1 试验因素与水平设计

因  素
水     平

-1 0 1
脱乙酰基KGM添加量A/% 0.4 0.5 0.6

加热温度B/℃ 75 80 85

NaCl浓度C/mol/L 0.09 0.10 0.11

  所有试验重复3次,数据以平均值及方差表示.使用Origin8.5,SPSS22.0,DesignExpertV8.05进行

数据处理和显著性分析,p<0.05表示差异有统计学意义.

2 结果与分析

2.1 脱乙酰基KGM 添加量对肌原纤维凝胶性质的影响

图1可以看出,随着脱乙酰基KGM添加量的增加,肌原纤维蛋白凝胶的凝胶强度逐渐增强,在脱

乙酰基KGM添加量为0.5%时,其凝胶强度由初始的41.25g/cm增大到95.39g/cm,提高了约2.31
倍(p<0.05).这可能是添加脱乙酰基KGM后,脱乙酰基KGM与肌原纤维蛋白发生交联或者以填充物

的形式包含于肌原纤维蛋白凝胶网络中,从而使得复合凝胶的凝胶强度逐渐增强[16];而当脱乙酰基

KGM继续增多时,反而阻碍肌原纤维蛋白之间的交联作用[17].

加热温度为90℃,NaCl浓度为0.10mol/L.

图1 脱乙酰基KGM添加量对肌原纤维凝胶性质的影响

脱乙酰基 KGM 添加量对肌原纤维蛋白凝胶的

持水性也呈现出类似的变化趋势.在脱乙酰基KGM
添加量为0.5%时,持水性达到94.51%,较空白组

提高了13%.其原因可能是 KGM 本身吸水膨胀并

填充于肌原纤维蛋白凝胶网络,从而提高其持水性;

脱乙酰基KGM 与肌原纤维蛋白发生交联,增加复

合凝胶的网络结构而提高复合凝胶的持水性[16].但

是,过多的脱乙酰基 KGM 能够阻碍肌原纤维蛋白

之间的交联,使得复合凝胶体系的持水性反而降

低[7].这与Zhangetal[12]结果相一致.综合复合凝胶

强度和持水性分析,本试验选择脱乙酰基 KGM 添

加量0.5%为最佳添加量.
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2.2 加热温度对肌原纤维凝胶性质的影响

从图2可以看出,肌原纤维蛋白凝胶的凝胶强度随着加热温度(60~80℃)的上升而提高,且添加脱乙

酰基KGM的复合凝胶的凝胶强度明显高于空白组(p<0.05).加热有利于肌原纤维蛋白变性,促进蛋白质

重新聚集而形成凝胶网络结构[18].然而,当加热温度超过80℃,复合凝胶的凝胶强度则有所减弱.这可能

是高温能加快肌原纤维蛋白的变性速率,较为迅速地促进其蛋白簇形成,且蛋白簇颗粒较大,不利于进一

步形成有序的三维网络结构,降低凝胶网络的致密性,从而使得肌原纤维蛋白凝胶强度降低[19].此外,不

同的加热温度,脱乙酰基KGM自身的凝胶行为与肌原纤维蛋白发生的反应也有所不同,对肌原纤维蛋白

空间结构的影响不同,从而导致其凝胶强度降低[16,20].
从图2还可以看出,肌原纤维蛋白凝胶的持水性随着加热温度呈现出上升的趋势,但在80℃以后上升

趋势较为缓慢,差异无统计学意义(p>0.05).这现象可能与不同加热温度下肌原纤维蛋白与脱乙酰基

KGM形成的凝胶差异有关[16].综合复合凝胶强度和持水性分析,本试验中加热温度选择80℃为宜.

2.3 NaCl浓度对肌原纤维凝胶性质的影响

由图3可知,随着体系中 NaCl浓度的增大,肌原纤维蛋白凝胶的凝胶强度呈显著增大趋势(p<

0.05),在 NaCl浓度为0.10mol/L时,其凝胶强度为初始值的3.5倍.然而,当体系中 NaCl浓度超

过0.10mol/L时,肌原纤维蛋白凝胶的凝胶强度变化则不显著(p>0.05).对于复合凝胶的持水性,

当加入 NaCl浓度在0.04~0.10mol/L时,持水性随浓度的增加而上升,比空白组提高了34%;在

浓度处于0.14mol/L时,持水性达到最高;随后浓度继续增大,复合凝胶的持水性则逐渐趋于稳定

(p>0.05).这现象可能与 NaCl有利于肌原纤维蛋白的溶解有关[21].适当地添加 NaCl,能促进肌原

纤维蛋白溶解度的提高,从而促进肌 原 纤 维 蛋 白 的 凝 胶 化,形 成 稳 定 的 网 络 凝 胶 结 构[22].同 时,

KGM 可能与肌原纤维蛋白在低离子浓度下存在协同作用,促进复合网络凝胶的形成,进而影响复合

凝胶的性质.另一方面,高盐浓度条件下盐的水化能力强于蛋白和多糖,从而夺去了多糖分子和蛋白

质外围的水膜,使复合凝胶的持水性下降[2,23].综上,本试验选择NaCl浓度0.10mol/L为最佳浓度.

脱乙酰基KGM添加量为0.5%,NaCl浓度为0.10mol/L.

图2 加热温度对肌原纤维蛋白凝胶性质的影响

脱乙酰基KGM添加量为0.5%,加热温度为80℃.

图3 NaCl浓度对肌原纤维蛋白凝胶性质的影响

2.4 响应面试验优化

响应面试验结果如表2,回归方程方差分析见表3.经Design-Expert软件对表2数据进行多元回归拟

合后,得到试验因素对响应值的二次多项回归方程:

Y=-2346.64+1083.0A+41.28B+10365.75-2.12AB+377.5AC-16.45BC-

928.01A2-0.24B2-45333.8C2
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  由表3可知,建立的模型差异有统计学意义(p<0.01),失拟项p=0.1485>0.05(差异无统计学意

义),模型的决定系数R2 为0.9986,校正决定系数R2 为0.9969,表明该模型的拟合良好.同时,脱乙酰

基KGM添加量(A)和NaCl浓度(C)对肌原纤维蛋白凝胶强度的影响均有统计学意义(p<0.01),而加热

温度对肌原纤维蛋白凝胶强度的影响无统计学意义(p>0.05).
表2 响应面分析实验设计与结果

试验号 A B C 凝胶强度/(g·cm-1) 试验号 A B C 凝胶强度/(g·cm-1)

1 0 -1 1 99.23 10 -1 0 1 92.58

2 1 0 1 97.42 11 0 0 0 107.47

3 0 1 -1 95.40 12 0 0 0 106.82

4 1 0 -1 93.15 13 0 0 0 107.19

5 0 1 1 97.11 14 -1 -1 0 88.09

6 1 -1 0 95.33 15 1 1 0 93.28

7 0 0 0 106.93 16 0 -1 -1 94.23

8 -1 0 -1 89.82 17 -1 1 0 90.28

9 0 0 0 106.87

  注:A 为脱乙酰基KGM添加量(%),B 为加热温度(℃),C 为NaCl浓度(mol/L).

表3 回归方程的方差分析表

来源 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著性

模型 738.63 9 82.07 578.43 <0.0001 **

A 42.38 1 42.38 298.70 <0.0001 **

B 0.08 1 0.08 0.58 0.4703

C 23.60 1 23.60 166.32 <0.0001 **

AB 4.50 1 4.50 31.72 0.0008 **

AC 0.57 1 0.57 4.02 0.0851

BC 2.71 1 2.71 19.07 0.0033 **

A2 362.61 1 362.61 2555.72 <0.0001 **

B2 153.10 1 153.10 1079.09 <0.0001 **

C2 86.53 1 86.53 609.89 <0.0001 **

残差 0.99 7 0.14

失拟项 0.70 3 0.23 3.15 0.1485

纯误差 0.30 4 0.07

总误差 739.62 16

  注:**表示p<0.01,*表示p<0.05,差异有统计学意义.

根据多元回归分析结果作相应的响应曲面图(图4),脱乙酰基KGM 添加量与加热温度间交互作用,

NaCl浓度与加热温度间交互作用对凝胶强度的影响有统计学意义;而脱乙酰基KGM添加量和NaCl浓度

间交互作用对凝胶强度的影响无统计学意义,这与表3的方差分析结果相一致.
由Design-Expert软件对模型的各因素进行回归优化,得出改善鳙鱼肌原纤维蛋白凝胶强度的最佳条

件:脱乙酰基KGM添加量0.52%,加热温度79.5℃,NaCl浓度0.10mol/L.在此条件下,鳙鱼肌原纤维

蛋白凝胶强度的预测值可达到107.96g/cm.

5第4期     何明祥:脱乙酰基葡甘聚糖对鳙鱼肌原纤维蛋白热诱导凝胶特性的影响



图4 各因素交互作用对鳙鱼肌原纤维蛋白热诱导凝胶强度的影响
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为检验RSM法的可靠性,采用上述优化条件进行鳙鱼肌原纤维蛋白凝胶热诱导凝胶强度的验证.结果

3次平行试验测得的鳙鱼肌原纤维蛋白热诱导凝胶强度的平均值为107.35g/cm,与理论预测值相比相对

误差在1.0%内.因此,采用RSM法优化得到的工艺条件准确可靠,具有实用价值.

2.5 鳙鱼肌原纤维蛋白热诱导凝胶微观结构分析

从图5的电镜扫描图像可以看出,未添加脱乙酰基 KGM 的肌原纤维蛋白热诱导凝胶的结构比较松

散,空洞大而多,而添加0.52% KGM的肌原纤维蛋白热诱导凝胶结构更加紧致,空洞较少且小.凝胶的

性质与其微观结构密切相关[24].适当添加脱乙酰基KGM 于肌原纤维蛋白体系中,KGM 部分能与肌原纤

维蛋白之间部分形成相互交联作用[17,23,25],另一部分以填充的形式包含于肌原纤维蛋白交联而形成的三

维网状结构中,从而增加复合凝胶网络结构的致密性,提高其凝胶强度[16,26].同时,紧致凝胶微观结构能

够更容易截留水分,提高其持水性[27].因此,在其他相同的条件下,添加0.52% KGM的肌原纤维蛋白热

诱导凝胶样品具有较高的凝胶强度和持水性,这与上述结果相一致.

图5 脱乙酰基KGM对鳙鱼肌原纤维蛋白热诱导凝胶微观结构的影响

3 结 论

脱乙酰基KGM添加量、加热温度和NaCl浓度等对鳙鱼肌原纤维蛋白凝胶特性有影响,最优的制备

条件:脱乙酰基KGM添加量0.52%,加热温度79.5℃,NaCl浓度0.10mol/L;在此条件下混合凝胶

强度可达107.35g/cm,与预测值相对误差在1.0%内.且SEM观察优化前后的鳙鱼肌原纤维蛋白凝胶

发现,添加脱乙酰基KGM的肌原纤维蛋白热凝胶结构更加致密,空洞小而少,进而提高复合肌原纤维

蛋白凝胶的性质.
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EffectofDeacetylatedKGMonHeat-InducedGelProperties
ofBigheadCarp(Aristichthysnobilis)MyofibrillarProtein

HEMing-xiang1,2,3

1.FuzhouIndustrialProductsProductionLicenseReviewTechnologyCenter,Fuzhou350003,China;

2.FuzhouFoodandDrugsEvalutationCenter,Fuzhou350003,China;

3.CollegeofFoodScience,FujianAgricultureandForestryUniversity,Fuzhou350002,China

Abstract:Toimprovethegelpropertiesofbigheadcarp (Aristichthysnobilis)myofibrillarprotein,

deacetylatedkonjacglucomannan(KGM)wasaddedtothemyofibrillarproteinsystemasthegelmodifier.

Theinfluencingfactorsforthegelpropertiesofbigheadcarp myofibrillarproteinwereinvestigated.

Deacetylatedkonjacglucomannancontent,heatingtemperatureandNaClconcentrationservedastheinde-

pendentvariablesandgelstrengthastheresponse.Optimizationofformulationvariableswasrealized,u-

singtheresponsesurfacemethodology.Theresultsshowedthattheoptimumconditionsforpreparingthe

myofibrillarproteingelwereasfollows:deacetylationkonjacglucomannancontent0.52%,heatingtem-

perature79.5℃andNaClconcentration0.10mol/L.Undertheseconditions,thegelstrengthofmyofi-

brillarproteingelswasexperimentally107.35g/cm.Examinationwithscanningelectronmicroscopyindi-

catedthattheadditionofdeacetylatedKGM madethemicrostructuresofthemyofibrillarproteinmore

compact,comparedtothepuremyofibrillarproteingel,whichimprovedthepropertiesofthecomposite

myofibrillarproteingel.

Keywords:bigheadcarpmyofibrillarprotein,deacetylatedkonjacglucomannan,gelstrength,response

surfaceoptimization
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