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大豆蛋白质的酶促速凝

钟 芳， 王 璋， 许时婴
（江南大学 食品学院，江苏 无锡!"4$-#）

摘 要：测定了#种商品蛋白酶胶凝大豆蛋白质过程中体系粘弹性质的变化曲线，定量比较结果

表明，木瓜蛋白酶（565678）和微生物蛋白酶（6’96’6:;）具有较强的使大豆蛋白质胶凝的能力(<65678
的热和5=稳定性均优于6’96’6:;，因而更适合于用作速凝凝固剂(当565678的添加量为$($0!
$("-->／?@时，速凝形成的大豆蛋白凝胶强度随添加量的增加而增大，进一步增大565678用量会

对大豆蛋白质的胶凝产生不利的影响，至添加量为$(!>／?@，速凝"A78后出现储能模量（!"）值

的急剧下落，最终导致反应后期不能形成凝胶(
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随着大豆优异的营养价值、功能性质以及生理

活性越来越多地被认可和发掘，近年来大豆及大豆

食品在全球范围内受到了广泛的关注("+++年，美

国G\C宣布了关于确认源自东方的黄豆能减少冠

心病风险的“健康声明”，引发了开发和生产新的大

豆食品的热潮［"］(随着人们生活节奏的加快，方便

食品正日益成为现代食品工业的主流(然而，目前

市场上还没有真正意义上的方便豆制品出售［!］(豆
腐是最大宗的豆制品，高的水分含量限制了传统豆

腐的保质期(因此，制备这样一种能在开水冲调后

迅速溶解继而在几分钟内凝固的方便豆腐粉应该

是具有吸引力和市场前景的(制备方便豆腐粉的一
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个困难在于采用传统的豆腐凝固剂，例如!"!#$或

葡萄糖酸内酯（%&’），凝固豆浆时一般都需要超过

()*+,的时间-$)世纪.)年代，日本学者/0121
和3/214151 在 研 究 中 发 现 无 花 果 蛋 白 酶

（6+7+,）有使大豆蛋白质胶凝的能力［(］-89:)年，日

本学者3/21和;10</=21也报道菠萝蛋白酶

（>?@*A#"+,）可促使大豆蛋白质凝固［B，C］-89:.年，

210</;D首次报道了某些商品微生物蛋白酶制

剂具有使大豆蛋白质胶凝的功效［E］，并采用评价凝

乳酶活力的方法比较了多种商品蛋白酶制剂胶凝

大豆蛋白质的能力，但实验中大豆蛋白溶液是否胶

凝是以肉眼观察为标准的，以定性为主［E，.］-根据酶

催化反应的一般原理，通过改变加酶量可以对酶反

应速度进行有效的调控-因此，若能筛选出具有较

高的促进大豆蛋白质胶凝活力的蛋白酶并能确定

加速胶凝的酶用量，就有可能将其作为大豆蛋白质

的速凝凝固剂-为定量地比较蛋白酶使大豆蛋白质

凝结作用的强弱，研究中通过比较几种酶制剂与大

豆蛋白溶液共存静置反应过程中体系流变性质的

变化，寻找出能使大豆蛋白质胶凝的商品酶制剂，

进而通过比较酶的热及FG稳定性，确定用作速凝

凝固剂的适合蛋白酶以及合适的酶添加量-

! 材料与方法

!"! 主要材料与设备

脱脂大豆粉：黑龙江三江食品公司提供；葡萄

糖酸内酯（%&’）：常州瀚兴化工有限公司提供；木

瓜蛋白酶：商品酶制剂；碱性蛋白酶（1#7"#"HA）、复合

风味蛋白酶（3#"I@J?KL*A）、中性蛋白酶（MJN?,"HA）、

复合蛋白酶（O?@NA*"P）、波萝蛋白酶（Q?@*+,"HA），

均为M@I@公司产品，其它试剂均为分析纯-
1R8)))RSA@*ANA?型流变仪：英国01D,HN?JT

*A,N制造-
!"# 实验方法

!-#-! 大豆分离蛋白质的制备及预热处理 以脱

脂大豆粉为原料，采用碱提、酸沉淀的方法制备大

豆分离蛋白质（<OD）-调节<OD溶液的蛋白质质量

浓度至:U／V’（FG.-)）-将:U／V’的<OD溶液置

于夹套反应器中，于9)W保温()*+,，停止加热后

迅速将已经预热处理的<OD溶液倒入烧杯，将烧杯

置于冰浴冷却至8)W左右，再置于冰箱冷藏待用-
!-#-# 蛋白酶活力的测定8 以酪蛋白为底物，采用

分光光度法测定蛋白酶活力［:］，以8*+,水解产生

8!U酪氨酸为8个酶活单位（/）-
!-#-$ 不同种类的蛋白酶使大豆分离蛋白质胶凝

能力的比较8 分别取$*’已预热处理的<OD溶液

（:U／V’，FG.-)）与8*’新鲜配制的蛋白酶溶液

混合-混合液中蛋白酶的质量浓度及酶活见表8-将
形成的混合液迅速加入流变仪的样品台进行流变

性质测定-设定的参数如下：夹具B)**平行板（使

用油 封 和 溶 剂 盖）；样 品 间 隙C))!*；加 样 量

)-E*’；恒温B)W，时间B)*+,；振荡扫描参数：角

频率8$-C?／H；应力8-)O"-
表! 蛋白酶%&’(混合体系的组成

)*+"! ,-.*/012314-5-1.16&’(%37158-.*482-95:78

混合体系

蛋白酶

质量浓度／

U／V’
酶活／

（/／*’）

<OD
质量浓度／

U／V’

<ODT碱性蛋白酶 )-).B 8)-) C-((

<ODT菠萝蛋白酶 )-8E( 8)-8 C-((

<ODT复合风味蛋白酶 )-B88 8)-$ C-((

<ODT中性蛋白酶 )-$BC 8)-$ C-((

<ODT木瓜蛋白酶 )-8)) 8)-$ C-((

<ODT复合蛋白酶 )-):) 8)-8 C-((

!-#-; 酶反应过程中体系FG值的变化8 分别取

8)*’已预热处理的<OD溶液（:U／V’，FG.-)）与

C*’新鲜配制的蛋白酶溶液混合-混合液中各蛋

白酶的质量浓度与8-$-(相同，混合的同时开始计

时-将混合液置于B)W的水浴中进行酶反应-在反

应体系中插入FG计，记录FG的变化-
!-#-< 酸凝固剂诱发<OD凝结过程中凝胶强度与

FG值的关系8 取$*’已预热处理的<OD溶液（:
U／V’，FG.-)）与8*’新鲜配制的%&’溶液（8-$
U／V’）混合-形成的混合液迅速加入流变仪的实验

平台进行流变性质测定-测定时除温度设定为C)
W外，其它测定条件如8-$-(-同时按8-$-B的方法

测定在C)W条件下，上述<ODT%&’体系FG随时

间的变化-
!-#-= F"F"+,及1#7"#"HA的热失活曲线8 配制质量

浓度8U／V’的F"F"+,（或1#7"#"HA）溶液-分别取该

酶液$*’于B组试管中，试管用薄膜封口-各取8
组试管分别置于E)，.)，:)和9)W的水浴中热处

理，反应分别至8，$，B，E，:和8)*+,时取出8支试

管放入冰浴中冷却-按8-$-$的方法测定经上述热

处理后所得酶液的残余活力-以未经热处理的酶液

的酶活力为8))X-
!-#-> FG值对F"F"+,和1#7"#"HA活力的影响8 配

置不同FG值的酪蛋白底物溶液（质量浓度为)-E
U／V’），控制FG分别为C-:，E-8，E-B，E-.，.-)（采

用)-$*@#／’的磷酸缓冲液配制）-按8-$-$的方法

)EC 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第$8卷
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测定不同!"条件下!#!#$%和&’(#’#)*的活力+
!+"+# !#!#$%用量对,-.速凝性质的影响/ 分别

取012已预热处理的,-.溶液（34／52，!"6+7）

与/12新鲜配制的!#!$%溶液混合+混合液中!#8
!$%的质量浓度分别为：7+794／52，7+7:64／52，7+/
4／52，7+/;;4／52，7+/:64／52和7+04／52+将形成

的混合液迅速加入流变仪的样品平台进行流变性

质测定+测定条件如下：夹具<711平行板（使用油

封和溶剂盖）；样品间隙/777!1；振荡扫描程序：

升温扫描，<7"39=，07=／1$%；降温扫描，39"
97=，<=／1$%；振荡扫描参数：角频率为/0+9>／)；

应力为/+7-#+

" 结果与讨论

"$! 蛋白酶凝固大豆蛋白质能力的比较

为比较蛋白酶使大豆蛋白质凝结作用的强弱，

测定了在相同酶活及用量条件下，酶与大豆蛋白质

反应过程中体系流变性质的动态变化+:种蛋白酶

的添加量及酶活见表/，酶作用于预热处理,-.时

的流变曲线见图/，反应至<71$%后,-.凝胶的流

变学性质及!"见表0+

<7=
图! 蛋白酶%&’(体系流变性质（!)）随时间的变化

*+,$! -./01+23+42567048+29:5;+765;9:586+/046%&’(
1+<8=:64

从表0的实验结果可以看出，静置反应过程中

:种蛋白酶的作用均可使体系损耗角下降，反应后

期体系的损耗角均小于/7?+也就是说，这:种蛋白

酶都具有使大豆蛋白质发生胶凝的能力+比较图/
中反应体系的!"（储能模量）数值可以发现，在试

用的:种蛋白酶当中，&’(#’#)*和!#!#$%促使大豆

蛋白质形成的凝胶强度最高，其次是@>A1$%#)*+因
此，商品酶制剂&’(#’#)*和!#!#$%可以作为大豆蛋

白凝固剂+图0和图;所示是&’(#’#)*和!#!#$%胶

凝大豆蛋白质的动态流变曲线，从中可以明显看出

蛋白酶在几分钟的时间内使大豆蛋白质出现明显

的胶凝，图中同时示出了与胶凝过程对应体系的

!"的变化+

表" 蛋白酶作用>?1+/后&’(凝胶的性质

@0A$" @B6&’(C67’:596:8+640;86:>?1+/，*5775D+/,8B6
EFF+8+5/5;’:586+/046

混合体系
储能
模量

!"／-#

损耗
模量

!#／-#

损耗
角

!／?
!"

,-.8碱性蛋白酶 /<3+7 ;;+3 /0+B :+06

,-.8菠萝蛋白酶 BB+7 00+9 /0+6 :+09

,-.8复合风味蛋白酶 69+7 /9+6 //+B :+09

,-.8中性蛋白酶 3+/ /+6 /0+7 :+;0

,-.8木瓜蛋白酶 /6/+7 ;B+: /;+7 :+;0

,-.8复合蛋白酶 <9+7 3+: /7+3 :+;0

<7=，&’(#’#)*7+76<4／52
图" E7207046%&’(体系流变性质随时间的变化

*+,$" -./01+23+42567048+29:5;+760/F9G9:5;+765;
E7207046%&’(1+<8=:6
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!"#，木瓜蛋白酶的质量浓度为"$%&／’(
图! "#"#$%&’()体系流变性质随时间的变化

*$+,! -.%#/$01$20345#26$0"738$54#%9":"738$5438
(#"#$%&’()/$;6<74

蛋白酶水解蛋白质的同时具有使体系)*下降

的趋势，)*值下降的程度一方面可以反映蛋白质

的水解程度［+］，另一方面同使用酸凝固剂一样，)*
的下降本身就有促进大豆蛋白质胶凝的作用［%"］$为
考察,种蛋白酶促使大豆蛋白质胶凝能力的强弱

是否是因为水解程度和体系)*下降程度的差异而

造成的，试验中同时检测了在相同条件下酶-./0体

系)*的变化$从表1可以看出，体系)*变化幅度

基本相同，这说明在试验选定的酶反应条件下，,种

蛋白酶水解大豆蛋白质的能力相当，同时也说明在

试验条件下，体系)*的下降并非大豆蛋白质胶凝

的主要原因$为进一步考察体系)*下降对大豆蛋

白质胶凝贡献的大小，试验中测定了以酸凝固剂

（23(）为凝固剂时，大豆蛋白质体系流变参数与

)*的关系，试验结果如图!所示$可以看出，对于

单纯由酸引发的大豆蛋白质胶凝，只有当体系的

)*值降至4$,时才出现体系!"的显著上升，即蛋

白质的胶凝才刚刚开始$而如图1、图5所示，在)6-
)678和9:;6:6<=的作用下大豆蛋白质已经显著胶凝

时，9:;6:6<=-./0和)6)678-./0体系的)*值分别下

降到,$4和,$>!左右，这就更加确定了蛋白酶使

大豆蛋白质胶凝的机理是不单纯依赖于水解过程

中体系)*值的下降，但不排除)*下降对大豆蛋白

质胶凝的辅助作用$不同蛋白酶胶凝大豆蛋白质能

力的强弱应来源于其底物特异性，)6)678和9:;6:6<=
水解大豆蛋白质的模式可能更有利于肽链间形成

交联网络结构$

4"#，葡萄糖酸内酯质量浓度为"$!&／’(
图= >-?&’()体系流变性质随时间的变化

*$+,= -.%#/$01$20345#26$0"738$54#%9":"738$5438
>-?&’()/$;6<74

@,@ "#"#$%和A50#5#24的":和热稳定性

蛋白酶具有促使大豆蛋白质胶凝并形成较高

强度凝胶的能力，是其作为大豆蛋白速凝凝固剂的

必要前提$此外，鉴于速凝时开水冲调的高温条件，

作为速凝凝固剂还应具有高的热稳定性，否则就需

加大用量以保证热失活后残余的酶活仍能满足促

使大豆蛋白质胶凝的需要$但从经济的角度讲，高

的酶用量显然是不合适的$9:;6:6<=和)6)678的热

失活曲线分别见图4和图,$从图中所示结果看，

)6)678的热稳定性远远优于9:;6:6<=，+"#热处理

%"?78后仍保留有!+$%@的残余活力，而9:;6:6<=
在A"#受热1?78后其活力仅残存4"$1@$

在速凝过程中蛋白酶-大豆蛋白体系的)*是

下降的，因此，若使用的蛋白酶在广泛的)*范围内

能保持较高的酶活力，则速凝时可使用低的添加量

而形成强度高的大豆蛋白凝胶$在不同)*条件下，

9:;6:6<=和)6)678的相对酶活力列于表5$从表中数

1,4 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第1%卷
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据来看，在酶促大豆蛋白质胶凝时的!"变化范围

内，!#!#$%的活力随!"下降基本呈现持续升高趋

势，仅在!"&’(时有小幅回落’而)*+#*#,-的活力

则随!"下降而逐渐下降，至!"&’(，其活力已下

降至!".’/时的&0’.1’

图! "#$#%&的热失活曲线

’%()! *+,%-.#/#01%2%13$456%/+,56$#$#%&

图7 8/0#/#,+的热失活曲线

’%()7 *+,%-.#/#01%2%13$456%/+,568/0#/#,+

表9 不同$:下$#$#%&和8/0#/#,+的相对活力（以$:;)<
时的活力记做=<<>）

?#@)9 *+/#1%2+#01%2%1356"#$#%&#&-8/0#/#,+#1-%66+4+&1
$:

反应体系

!"值

酶的相对活力／1
木瓜蛋白酶 碱性蛋白酶

.’/ 0// 0//

2’. 0/3 34’.

2’5 005 .(’0

2’0 003 25’(

&’( 00/ &0’.

综上所述，无论是就热稳定性还是!"稳定性

而言，!#!#$%都比)*+#*#,-更适合于用作大豆蛋白

质的速凝凝固剂’
A)9 $#$#%&用量对大豆蛋白质速凝特性的影响

在模拟开水冲调后温度变化的条件下，试验中

测定了采用不同!#!#$%用量时大豆蛋白质的速凝

特性曲线’从图.可以看出，当 酶 的 质 量 浓 度 在

/’/&!/’0667／89的范围内时，!#!#$%:;<=体系的

!"值都随速凝时间的延长而上升，且随着!#!#$%加

入量的增大，!"增加的幅度也上升’当!#!#$%用量

增大到质量浓度为/’02.7／89时，速凝初期体系的

!"值仍高于低!#!#$%用量时的数值，但反应后期其

!"值低于!#!#$%用量为/’0667／89的情况’当!#:
!#$%用量进一步增大到质量浓度为/’47／89时，体

系的!"值呈现先上升后下降的变化趋势，反应0
>$%后就出现!"值的急剧下落，最终导致反应后期

不能形成凝胶’高!#!#$%用量对大豆蛋白质胶凝的

不利影响可能是高温高酶活条件下大豆蛋白质水

解速度太快，使得大豆蛋白质及其水解产物在形成

凝胶网络结构前已被过度水解，这对大豆蛋白质的

胶凝显然是极为不利的’

图; 不同$#$#%&用量B"C的速凝特性曲线

’%(); C&,1#&105#(./#1%5&$456%/+,56"#$#%&DB"CE%FD
1.4+#1-%66+4+&1"#$#%&.,#(+/+2+/,

9 结 语

综上所述，实验中所试用的2种蛋白酶水解大

豆蛋白质的能力相当，但其中!#!#$%和)*+#*#,-具

有较强的使大豆蛋白质胶凝的能力’从酶在静置反

应过程中体系!"变化曲线与?@9凝固大豆蛋白

质时的!"变化曲线的比较可以看出，酶促胶凝过

程中单纯依靠体系!"的下降还不足以使大豆蛋白

质胶凝’鉴于!#!#$%具有远优于)*+#*#,-的!"和

热稳定性，因而更适宜用作速凝凝固剂’高的!#!#$%
用量有助于形成强的大豆蛋白速凝凝胶，但!#!#$%
添加量过大反而会对凝胶强度产生不利影响’在适

宜的!#!#$%用量下，大豆蛋白质可在6>$%内形成

具有一定强度的凝胶’
（下转第&.6页）
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