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大豆蛋白组分-4和&&4的凝胶特性
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摘!要!采用动态流变仪研究了5)67)789碱性蛋白酶在酶凝大豆蛋白-4!&&4组分和不同配比的

-4和&&4组分的混合物的过程中温度"酶的添加量对体系流变性质的影响*结果表明#-4和&&
4的酶凝反应均受温度和加酶量的综合影响!低温均有利于两者的凝胶#!$!"$:下都能得到较
高的凝胶强度$在各个温度下两者也都有一个最适的酶添加量*两者相比较#温度对&&4的影响更
为明显!相同条件下&&4所形成的凝胶强度要比-4大*&&4是使大豆蛋白胶凝的主要组分!-4
是影响胶凝的重要组分*
关键词!-4$&&4$5)67)789$凝胶$流变特性
中图分类号!;%& 文献标识码!5
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!!大豆蛋白质主要以大豆球蛋白为主要成分%将
大豆球蛋白做超离心沉降分析或凝胶法过滤分析%
按照沉降系数区分%可以获得!%-%&&%&%4"种主
要成分%其中以-4和&&4成分最多%占全蛋白的

-$[以上&&’*很多学者在研究中发现-4与&&4的
比例会对大豆蛋白凝胶性能产生影响%多数认为高

的&&4(-4比例有助于得到强的凝胶%然而 V7\7(
等人的研究却得出相反的结论&!%.’*这些结论都证
明了大豆-4和&&4组分的胶凝性质是有差异的*
在前期的实验中%本研究小组已筛选出了能使

大豆蛋白产生凝胶能力的微生物酶制剂 5)67/
)789&"’*因此%本研究中采用动态流变仪跟踪 5)67/
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)789碱性蛋白酶作用于-4!&&4组分和不同配比
的-4和&&4的混合物及反应过程中体系的粘弹
性指标随时间的变化情况!来确定酶促胶凝过程中
起关键作用的大豆蛋白组分!以及反应过程中温
度"酶的添加量"反应的速率对体系流变性质的
影响*

<!材料与方法

<=<!材料与仪器
脱脂豆粉#东北产$5)67)789碱性蛋白酶#丹麦

+(,(公司产品$数控低温超级恒温水浴#上海天
平仪器厂制造$5]/)$$$流变仪#英国 V5=E8ON?/
W9EO公司产品*
<=>!方法

<*>*<!大豆分离蛋白质的制备!方法见参考文
献%%&*
<*>*>!?4和<<4的制备!-4和&&4粗分离工
艺是以&&4具有在XA 值#̂"的条件下冷沉的性
质为依据的!-4和&&4纯化工艺则以硫酸铵分级
沉淀为主要手段%#!-&*
<@>@A!预热处理!将喷雾干燥得到的-4和&&4
溶解于去离子水!配成蛋白质浓度为#[的溶液!调
节XA 值至 -̂$*将溶液置于夹套反应器中!于

1%:保温.$WIE!停止加热后迅速将已经预热处
理的溶液倒入烧杯!将烧杯置于冰浴!冷却至&$:
左右!再置于冰箱中冷藏待用*
<@>@B!5)67)789/4_=体系动态流变曲线的测定!
取已经热处理的-4或&&4样品加入新鲜配制的
不同浓度的 5)67)789酶溶液!配制成蛋白浓度为

%̂.[的溶液!搅拌均匀后迅速加到平台上!随即降
下流变测定夹具并开始测量!测定时参数#夹具#"$
WW平行板’使用油封和溶剂盖($样品间隙#&$$$

"W$加样量#$̂#W<$温度#分别在!$!"$*#$:下
恒温$振荡扫描参数#角频率&!̂%N)8!应力&̂$_7*
>!结果与讨论

>=<!?+C9’,&’&7.体系的动态流变曲线
经预热处理的大豆蛋白构像初步展开!易于被

蛋白酶作用!在5)67)789作用下蛋白质分子构象进
一步改变!变性的蛋白质分子逐渐联结!形成凝胶
网络结构*我们可以通过测定一个粘弹性体系的粘
弹性随时间的变化情况来反应样品的胶凝过程以

及所形成的凝胶的性质*
>@<@<!不同5)67)789酶添加量下?4/5)67)789体
系的动态流变曲线!小幅震荡实验是测定物体粘
弹性的方法之一!其评价指标为!"!!#和!!其中!"

代表弹性部分!!#代表粘性部分!!为损耗角!其正
切OF!$!#)!"表征了体系的粘弹特性*OF!越大则
粘性成分占优势!体系表现为流体的特征$越小则
弹性成分占优势!体系表现为固体的特征*
图&!.所示分别为在!$!"$!#$:时!不同蛋

白酶添加量下-4/5)67)789体系储能模量!"随时
间的变化情况*到时间O‘时!"达到最大值!此时的
流变学参数!"W7T"!的值见表&*

图<!>DE不同9’,&’&7.酶添加量下?+C9’,&’&7.体系的

动态流变曲线

)-2=<!F3%&G-,H-7,".’&70-,6$"(-’."(?+C9’,&’&7.&0

>DE

图>!BDE不同9’,&’&7.酶添加量下?+C9’,&’&7.体系

的动态流变曲线

)-2=>!F3%&G-,H-7,".’&70-,6$"(-’."(?+C9’,&’&7.&0

BDE

图A!IDE不同9’,&’&7.酶添加量下?+C9’,&’&7.体系

的动态流变曲线

)-2=A!F3%&G-,H-7,".’&70-,6$"(-’."(?+C9’,&’&7.&0

IDE
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表<!达到!"G&J时?+C9’,&’&7.体系的凝胶特性

K&8@<!K1.2.’6$"6.$0-.7"(?+C9’,&’&7.&0!"G&J

温度!

:

5)67)789浓度!

"Q!W<#

时间

%!8

!"W7T!

_7
!!L9FN998

!$ &!$$$ !0$! &!#̂1 &!̂%.

-!$$ 10"& !"$̂# 1̂1-0

.#$$ 11#&̂0 !$%̂0 1̂1$"

&0$$ &!1$! !&&̂1 &$̂.&

"$ &!$$$ 0.#̂& &##̂" 0̂%$&

-!$$ !"0. !"1̂- -̂.$"

.#$$ ""0$ !"!̂0 -̂"%#

&0$$ %0&1 !&&̂# 0̂!&%

#$ .#$$ &.$. -"̂0# 1̂1%1

!%$$ &-!! &&&̂& 0̂!"!

!$$$ !-1- &%&̂& -̂#0!

&0$$ !1!" &.-̂0 -̂%1

!!从图&我们可以看到$在!$:%随着5)67)789
酶活力的降低!"W7T先增大后减小%在酶活为-!$$
Q!W<时有最大!"W7T$!"$̂#_7%因此-!$$Q!W<
为!$:时的最适酶添加量*同时还可以看到酶浓
度越大反应过程中!"上升得越快%即到达!"W7T所
用时间越短%但之后!"下降得也越快*尤其在酶活
为&!$$$Q!W<时%!"W7T只有&!#̂1_7%并且反应
速度很快%!"迅速上升又迅速下降*其原因可能是
酶的活力过大%大豆蛋白被过度水解成短肽而无法
形成凝胶网络结构%只有水解适中才能使蛋白质分
子变性展开后又逐渐联结%形成凝胶网络结构*从
图!可以看到%在"$:时也有与!$:时类似的情
况%其最适酶活力是-!$$Q!W<%其!"W7T为!"1̂-
_7%加酶量高于或低于-!$$Q!W<都不能得到最
大的!"W7T%其原因可能是$加酶量低时%酶活低%反
应速率过慢%导致最终的水解程度太小%大豆蛋白
还未达到形成凝胶的最佳展开程度%只有增大酶的
添加量才能进一步增大形成凝胶的强度&而加酶量
高时%反应速率快%水解度很快升高%在大豆蛋白还
没形成凝胶网络结构之前就已经被过度水解成短

肽%从而无法形成凝胶*从图.可以看到在#$:的
最适酶活力已经下降到了!$$$Q!W<%其!"W7T也
降低到&%&̂&_7%因此%在高温度下是不利于-4
的凝胶的%只有降低加酶量才那能-4凝胶%但凝
胶强度明显降低了*比较图&’图!和图.可得出这
样的结论$在!$:和"$:下%即较低温度下有利

于-4形成凝胶网络结构%所需的最适酶活力添加
量为-!$$Q!W<*当温度升高到#$:后%就不利
于-4的胶凝*
>@<@>!不同温度相同酶添加量下?4/5)67)789体
系的动态流变曲线!图"对比了不同温度相同酶
活条件下-4/5)67)789体系的动态流变曲线%以进
一步讨论温度对酶凝反应的影响*

图B!不同温度相同9’,&’&7.酶活下?+C9’,&’&7.体系

的动态流变曲线!9’,&’&7.浓度"AIDDL#GM$

)-2=B!F3%&G-,H-7,".’&70-,6$"(-’."(?+C9’,&’&7.&0*-(C

(.$.%00.G6.$&0#$.!9’,&’&7."AIDDL#GM$

从图"可以看到从!$:到#$:%达到!"W7T所
需的时间越来越短%并且温度越高达到最高点后!"
下降的越快*可见温度对-4的酶凝反应速率有影
响%温度越高反应速率越大*综上%-4的酶凝反应
受温度和加酶量的综合影响%较高的温度不利于-
4的胶凝%并且每个温度下都有一个最适的加酶量*
>@>!<<+C9’,&’&7.体系的动态流变曲线

>@>@<!不同5)67)789酶添加量下<<4/5)67)789体
系的动态流变曲线!图%!-所示分别为在!$%"$%

#$:时%不同蛋白酶活力下&&4/5)67)789体系储
能模量!"随时间的变化情况&!"达到最大值时的流
变学参数!"W7T’!的值见表!*

图N!>DE不同9’,&’&7.酶添加量下<<+C9’,&’&7.体系

的动态流变曲线

)-2=N!F3%&G-,H-7,".’&70-,6$"(-’."(<<+C9’,&’&7.&0

>DE
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图I!BDE不同9’,&’&7.酶添加量下<<+C9’,&’&7.体系

的动态流变曲线

)-2=I!F3%&G-,H-7,".’&70-,6$"(-’."(<<+C9’,&’&7.&0

BDE

图?!IDE不同9’,&’&7.酶添加量下<<+C9’,&’&7.体系

的动态流变曲线

)-2=?!F3%&G-,H-7,".’&70-,6$"(-’."(<<+C9’,&’&7.&0

IDE
表>!达到!"G&J时<<+C9’,&’&7.体系的凝胶特性

K&8@>!K1.2.’6$"6.$0-.7"(<<+C9’,&’&7.&0!"G&J
温度!

:

5)67)789浓度!

"Q!W<#

时间

%!8

!"W7T!

_7
!!L9FN998

!$ .#$$ %&#̂! &&-. &!̂%-

&0$$ !$"# &0-$ &$̂0.

&$$$ ."0# &1#" 1̂-&0

0$$ %"!0 !!$. &$̂!0

%$$ #0"& !&0! &$̂&-

"$ .#$$ "0"̂! &"". &&̂$%

&0$$ &!!1 &-0% &$̂!1

&$$$ &--! &#.! &$̂$%

0$$ !$1- &#$! 1̂1-%

#$ .#$$ &"&̂. !%1̂! &$̂.#

&0$$ -.1 &$-" 0̂#0"

&$$$ 00$̂! &$$" 0̂.""

0$$ 1--̂# -&-̂& 0̂!1

!!从图%我们可以看到$在!$:%随着5)67)789
酶浓度的降低!"W7T也一直在增大%到酶活为0$$

Q!W<时有最大!"W7T$!!$._7%继续降低酶浓度
至%$$Q!W<%!"W7T稍有下降至!&0!_7*因此%在

!$:%较低的酶浓度更有利于&&4的凝胶%0$$Q!

W<为!$:时的最适酶添加量*从图#可以看到%
在"$:也有一个最适酶添加量为&0$$Q!W<%其

!"W7T为&-0%_7*从图-可以看到#$:时的最适
酶添加量也为&0$$Q!W<%但!"W7T已经降低到&
$-"_7*因此%高温明显不利于&&4的凝胶*
>@>@>!不同温度相同酶添加量下<<4/5)67)789体
系的动态流变曲线!图0对比了不同温度相同条
件下&&4/5)67)789体系的动态流变曲线%以进一步
讨论温度对酶凝反应的影响*

图O!不同温度相同9’,&’&7.酶活下<<+C9’,&’&7.体系

的动态流变曲线!9’,&’&7.浓度"<ODDL#GM$

)-2=O!F3%&G-,H-7,".’&70-,6$"(-’."(<<+C9’,&’&7.&0

*-((.$.%00.G6.$&0#$.!9’,&’&7."<ODDL#GM$

!!从图0可以看出$&&4的!"W7T明显比-4大%
并且与-4不同的是温度越低&&4所达到的!"W7T
越大%因此低温有利于&&4形成凝胶网络结构*而
从!$:到#$:%反应的初始速率相差不大%但达
到!"W7T所需的时间越来越短%并且温度越高达到最

高点后!"下降的越快*因此%温度对&&4的酶凝反
应速率也有影响*综上%&&4的酶凝反应也受温度
和加酶量的综合影响%其中温度的影响较明显*
>@A!不同比例的?+和<<+的混合溶液的动态流
变曲线

为了进一步确定酶促胶凝过程中起关键作用

的大豆蛋白组分%我们对比了不同比例的-4和&&
4的混合溶液的动态流变曲线%见图1%达到最大值
时的流变学参数!"W7T&!的值见表.*

!!从图1可以看出在相同的条件下&&4形成凝
胶的强度明显高于-4*因此%&&4应该是大豆蛋白
形成凝胶网络结构的主要组分*当&&4!-4a&!!
时%其曲线几乎与-4重合%而当&&4!-4a!时%
其!"W7T为1$0̂&_7%还不到相同条件下&&4所形

成的!"W7T"!$%&_7#的&!!*因此%对于大豆蛋白的
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胶凝-4的影响要比&&4大!-4是大豆蛋白形成
凝胶网络结构的重要组分*从%̂.[&&4b$̂0[-
4的曲线我们可以看到&&4混合了少量的-4后!
其!"W7T比单纯的&&4要稍高!因此-4和&&4在
一起是有协同作用的!但其作用结果并不是单纯的
两者的加和*另外!我们可以看到&&4形成凝胶的
速度相当快!而-4则很缓慢!这与两者的最适加
酶量有关!从前面的结论我们可以知道!在相同温
度下!&&4的最适加酶量要比-4小很多*因此!在

.$:!&0$$Q"W<的酶活力已经超过了&&4的
最适加酶活力量!使&&4很快就形成凝胶!但该活
力量还没有达到-4的最适加酶活力量!因此使-
4的凝胶反应很慢*

图P!不同比例的?+和<<+的混合溶液的动态流变

曲线!除%̂.Q&&+R$̂0Q-+外其余总蛋白浓

度均为%̂.Q#9’,&’&7.浓度$&0$$L"GM#温度$

.$E%

)-2=1!F3%&G-,H-7,".’&70-,6$"(-’."(01.G-J0#$."(-+

&%*&&+

表A!达到!"G&J时各体系的凝胶特性

K&8@A!K1.2.’6$"6.$0-.7"(01.7370.G&0!"G&J

蛋白体系 %"8 !"W7T"&_7%

&&4 &%0. !$%&

%̂.[&&4b$̂0[-4 !..$ !&&0

&&4"-4a! .%-# 1$0̂&

&&4"-4a$̂% #"-$ .%!̂0

-4 --!! .&1̂1

A!结!论

-4的酶凝反应受温度和加酶活力量的综合影
响!两者都影响反应速率和形成的凝胶强度*较低
的温度!即!$!"$:是有利于-4形成凝胶网络结
构的!最适酶添加活力量为-!$$Q"W<!当温度升
高到#$:后!则不利于-4的胶凝*&&4的酶凝反
应也受温度和加酶量的综合影响!其中温度对&&4
的影响比-4更明显!低温更有利于&&4形成凝胶
网络结构*!$:时!&&4达到最大!"W7T所需的酶添
加活力量为0$$Q"W<*相同条件下&&4所形成的
凝胶强度要比-4大得多!&&4是使大豆蛋白胶凝
的主要组分’而-4也是影响大豆蛋白胶凝的重要
组分*
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