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葡萄糖酸内酯为凝固剂时大豆蛋白的胶凝特性
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摘 要：测定了以葡萄糖酸内酯（789）作为凝固剂时不同热处理条件下大豆蛋白主要组分———

3+和..+单独胶凝时的流变学曲线，证实了蛋白质的充分变性是789引发大豆蛋白胶凝的前
提，且已充分热变性的3+和..+组分在单独胶凝时具有大致相当的凝胶强度)通过测定3+和

..+组分的物理化学性质，解释了在以789作为凝固剂时两组分表现出基本相似的胶凝能力，与

3+组分较高的疏水性和..+组分较高的巯基含量有关)
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葡萄糖酸内酯（789）是目前最为常见的豆腐
凝固剂，它是一种高度水溶易分解的化合物，在高

温和碱性条件下可分解为葡萄糖酸)由于大豆蛋白
的等电点在-=2)"左右，因而在中性条件下，浆料
中的大豆蛋白分子表现为带负电，酸凝固剂在水中

释放的质子（=Z）会使得变性大豆蛋白质表面带负
电荷的基团减少，蛋白质分子之间的静电斥力减

弱，有利于蛋白质分子的凝结)

影响大豆蛋白胶凝性质的主要因素包括热处

理条件和大豆的来源，即大豆蛋白的3+和..+比
例)很多学者在研究中发现3+／..+比例会对大豆
蛋白凝胶性能产生影响，且大多数认为高的..+／3
+比例有助于得到强的凝胶［.!$］，并将这一结果与

..+组分高的/+=蛋白相联系)然而L@[@’等人
的研究却得到相反的结论［2］)作者在前期工作中比
较了大豆蛋白的热胶凝、酸胶凝和酶促胶凝特性，
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结果表明相同热处理条件下，不同凝固剂作用于大

豆蛋白时，!"和##"组分对大豆蛋白凝胶的贡献
也表现出不同的规律性［$］%然而，关于导致这些差
异的原因，目前还未见详细的报道%
为明确以&’(作为凝固剂时适宜的热处理条件

以及起主要作用的蛋白质组分，本实验在热处理条件

下对&’(诱发的!"和##"组分胶凝性质的影响进
行研究，并通过对!"和##"组分与胶凝有关的物理
化学性质的影响来探讨导致这些结果的可能原因%

! 材料与方法

!"! 主要材料
大豆：市售东北大豆；&’(（’)葡萄糖酸)!)内

酯）：常州瀚兴化工有限公司产品；其它试剂均为分

析纯%
!"# 方 法

!%#%!! 大豆蛋白———!"和##"的粗分离和部分
纯化

#）脱脂豆粉：整粒大豆筛选!粉碎!石油醚脱
脂!脱脂豆粉

*）!"和##"组分的粗分：见文献［+］%
,）!"和##"组分的进一步纯化：见文献［!］%

!%#%#! 部分纯化的!"和##"的十二烷基硫酸钠
聚丙烯酰胺电泳（"’")-.&/） 电泳条件、图谱及
分析见文献［$］%
!%#%$!!"和##"组分变性温度的测定 采用差
示扫描量热仪测定!"和##"的变性温度，扫描速
率为$0／123，扫描范围为,4!#440%
!%#%%!!"和##"组分氨基酸组成分析 将分离
得到的!"和##"样品分别置于水解管中，加入+
156／(的786溶液，真空封口，在##40下水解*9
:，冷却后定容、过滤、蒸干，再加入4%4*156／(的

786溶液在真空中放置,4123，上氨基酸自动分析
仪测定除色氨酸外的其它氨基酸含量%
!%#%&!!"和##"蛋白质的预热处理 取冷冻干燥
得到的!"和##"样品，溶于水中配置成;<／=(的
溶液，调节>7值为!%4，在?40水浴中保温,4123%
!%#%’! 预热处理对!"和##"样品@"7含量的影
响 取4%*1(未经处理的或已经预热处理的;
<／=(的!"和##"溶液，加入含#%;1(磷酸缓冲
液（4%#;156／(，>7;%4，含4%449156／(/’A.）的
试管中，加入*4"(/661B3’C试剂（91<／1(’DAE
溶于AF2C)&6G缓冲液中）混匀后在*$0保温，自加
入/661B3’C试剂起开始计时至#$123时测其在

9#*31的吸光度［;］%以@"7的摩尔吸光系数为

#,!44计算蛋白质的@"7含量%
!%#%(! 预热处理对!"和##"样品胶凝性质的影
响 取61(未经处理和已经热处理的!"和##"
溶液（为;<／=(），加入4%$1(新鲜配制的#<／=(
的葡萄糖酸内酯（&’(）溶液，搅拌均匀后迅速将混
合样品加至样品平台上，随即降下流变测定夹具并

开始测量%测定时参数设定为：9411平行板（使用
油封和溶剂盖）；样品间隙：#444"1；振荡扫描程
序：（#）升温扫描，94!;$0，*40／123；（*）降温
扫描，;$!$40，90／123；振荡扫描参数：角频率

#*%$FB=／C；应力：#%4-B%

# 结果与讨论

#"! 热处理温度对大豆蛋白()和!!)组分胶凝
性质的影响

大豆蛋白的热变性是其发生热胶凝的前提，一

些学者在研究大豆蛋白的热胶凝时发现，相同的热

处理条件会对大豆蛋白的两个主要组分!"和##"
产生不同的影响%ABHB5DB<B35等人在研究中发
现，!$!;40的热处理可使!"组分的凝胶性能显
著增强，而对##"组分凝胶性能影响不显著［9］，分
析可能是!"和##"组分变性温度不同的缘故%那
么，在由&’(引发大豆蛋白胶凝时，热处理强度对

!"和##"组分的胶凝性质的影响如何呢？从图

#，*可以看出，采用&’(作为凝固剂时，!40、;4
0和?40预热处理的!"样品胶凝时其!"值基本
相等（也就是说形成的凝胶强度相当），且均高于未

经预热处理的!"样品；而!40和;40预热处理的

##"样品却具有与未经预热处理的##"样品大致相
同的!"值，?40预热处理样品的!"值则明显高于前
者%也就是说，只有?40的预热处理才足以使##"
组分发挥其胶凝能力%这一实验结果证实了在采用

&’(作为凝固剂时，蛋白质的变性也是胶凝的前提%
因为从图,，9可以看出，本实验纯化出的!"和##"
组分其变性温度分别为++0和;,0%
#"# 影响()和!!)胶凝性质的其它物理化学
因素

比较图#，*中?40预热处理!"和##"样品
的胶凝曲线可以发现，两者具有大致相同的!"值%
也就是说，在充分变性的前提下，胶凝时!"和##"
形成的凝胶具有相似的凝胶强度，这与多数学者报

道的结果有差异，虽然IB5FJ等人的研究也得到过
类似的结论［?］%为解释上述现象，有必要对除热处
理温度外的其它影响!"和##"组分胶凝性质的
物理化学因素进行比较，以期从中找到答案%
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图! 不同温度预热处理"#样品的胶凝曲线

$%&’! ()*+,%-./0-1%*)2-1"#34(56+1,)07+0%-82*4
/0)9)+,):

图; 不同温度预热处理!!#样品的胶凝曲线

$%&’; ()*+,%-./0-1%*)2-1!!#34(56+1,)07+0%-82*4
/0)9)+,):

图< "#组分的热分析图谱

$%&’< =9)0>+*+.+*42%2/0-1%*)-1"#

图? !!#组分的热分析图谱

$%&’? =9)0>+*+.+*42%2/0-1%*)-1!!#

!）"#和!!#组分的平均疏水性：疏水相互作
用是参与蛋白质胶凝的主要次级键，当蛋白质充分

变性展开后，蛋白质的表面疏水性应与其氨基酸组

成有关，氨基酸的平均疏水性就决定了蛋白质形成

疏水相互作用能力的大小$应该说，平均疏水性越
高，蛋白质通过疏水相互作用而交联的能力越强$
实验测定了"#和!!#组分的氨基酸组成（见表

!），并根据氨基酸组成计算出了"#和!!#球蛋白
的平均疏水性指数［!%］$经计算，得到"#和!!#组
分的平均疏水性分别为&$’’，($))*+／,-.残基$

表! "#和!!#组分的氨基酸组成

=+3’! @>%.-+A%:A-.2,%,8,%-.-1"#+.:!!#

氨基酸的种类
摩尔分数／/

"# !!#

天门冬氨酸 !0$%& !!$1%

苏氨酸 0$(" ($)’

丝氨酸 2$0" 2$’2

谷氨酸 0!$10 !)$%1

甘氨酸 &$)’ !!$%"

丙氨酸 &$"2 ’$%1

半胱氨酸 3 !$0%

缬氨酸 &$&( &$)2

蛋氨酸 %$’2 %$10

异亮氨酸 &$)& ($"1

亮氨酸 1$"% "$02

酪氨酸 0$&" 0$&2

苯丙氨酸 ’$2! ($))

赖氨酸 2$0% &$0&

组氨酸 !$"& !$2%

精氨酸 "$!! ’$"&

脯氨酸 2$%! 2$&0

由两组分的平均疏水性数值可知，"#组分具
有高于!!#组分的疏水性，因而对于充分变性的样
品，在速凝过程中"#组分应能形成更强的疏水相
互作用$两组分在疏水性上的差异可能导致"#形
成更强的凝胶$
0）"#和!!#组分的3#4含量：多数学者在
得出!!#具有比"#更强的胶凝能力的结论时，都
将这一现象解释为!!#组分具有较高的3#4含
量，有助于形成分子内或分子间的二硫键［&］$仅从"
#组分和!!#组分本身的3#4含量来说，!!#的

3#4含量远远高于"#组分，每个"#球蛋白分子
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含有!个胱氨酸残基而每个""#球蛋白分子含有

!!个胱氨酸残基$热处理时，氨基酸侧链上的%#&
会彼此交联形成%#%#%键共价交联，因此，对于
大豆蛋白的热胶凝来讲，情况可能的确如此$但在
研究经预热处理的蛋白样品胶凝性质时，加热过程

中的%#%#%交联可能会产生负面的影响$加热过
程中由二硫交联形成的聚合物有可能因为在水中

的溶解度下降而沉淀；此外%#&还可能与其它氨
基酸残基的侧链发生反应而在胶凝时失去交联的

能力$所有这些都有可能减弱""#%#&含量高的
优势$’()*等人在研究打浆温度对豆腐凝胶强度的
影响时也提出了类似的观点［""］$他们认为，开始胶
凝前蛋白%#&含量的损失会造成蛋白质胶凝能力
的下降$不同预热处理条件下得到的+#和""#样
品中游离%#&含量见图,，-$

图! 预热处理条件对"#组分$#%含量的影响

&’()! *++,-./+01,2,3.’4(-/45’.’/4/4.2,-234(,/+
$#%-/4.,4./+"#

图6 预热处理条件对77#组分$#%含量的影响

&’()6 *++,-./+01,2,3.’4(-/45’.’/4/4.2,-234(,/+
$#%-/4.,4./+77#

本实验分离得到的未经预热处理""#组分和

+#组分的%#&含量分别为每克蛋白质.!$.!/*0
和+$.!/*0$从图中数据可以看出，对+#组分而

言，在选定的热处理温度下，%#&含量随受热时间
的延长而持续下降；但对""#组分来说，在+12预
热处理.1/)3就会使""#组分的%#&含量由

.!$.!/*0／4显著下降至"1$,,!/*0／4，继续延长
热处理时间，%#&含量没有进一步的明显下降$51
2预热处理时其%#&含量的变化趋势与+12预
热处理时相似$当预热处理温度达到612时，""#
组分%#&含量除了在前.1/)3有显著下降外（从

.!$.!/*0／4下降至+$".!/*0／4），随加热时间延
长还会继续下降$总的来说，在经过相同强度的预
热处理后，""#组分样品的%#&含量虽仍高于+#
组分，但两者的比值明显低于未经预热处理的样

品；对经612热处理的样品来说，两者的差别已降
至.!/*0／4$因而仅从形成二硫交联的角度来分
析，经预热处理的""#组分胶凝时所形成的凝胶应
具有较高的强度，但二者形成%#%#%交联能力的
差别显然不如高浓度大豆蛋白直接热胶凝时显著$
7）胶凝过程中+#和""#的静电相互作用：由
于胶凝曲线是在以89:为凝固剂的情况下测定
的，也就是说在胶凝过程中体系中的89:会不断
地分解为葡萄糖酸使;&值下降$经测定，按照实验
设定的升、降温程序，当温度降至-12时体系的

;&值已降至,$,左右$+#的等电点为;&!$!，而

""#的等电点;&为,$5左右［5］，因此在;&值,$,
时""#分子之间存在较强的静电相互作用，而+#
组分的静电相互作用较弱$
综合以上关于预热处理对+#和""#组分在

胶凝时形成疏水相互作用和二硫交联及静电相互

作用能力的讨论，可以得到这样的结果：经充分预

热处理变性展开的+#球蛋白在胶凝时有可能形成
更多的疏水相互作用，""#组分则有可能形成较多
的二硫交联，但其优势远不及在热胶凝时显著；同

时在体系所处的酸碱环境中，""#组分之间还存在
较强的静电相互作用$多因素的共存有可能导致胶
凝时由充分预热处理的+#组分和""#组分分别
形成的凝胶具有大致相同的弹性模量$

8 结 论

采用89:作为凝固剂时，大豆蛋白的热变性
仍是其产生胶凝的前提，充分预热处理的纯化+#
和""#组分，在单独胶凝过程中表现出相近的形成
凝胶的能力，分析可能与+#组分较高的平均疏水
性和""#较高的%#&含量有关$

（下转第"1页）
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