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凝固剂种类对大豆蛋白质组分 56和 --6
胶凝能力的影响

钟 芳， 王 璋， 许时婴
（江南大学 食品学院，江苏 无锡 !-7#"2）

摘 要：在分离纯化得到具有较高纯度大豆蛋白 56和 --6组分的基础上，采用动态流变仪测定了
不同凝固剂单独作用于 56和 --6时的胶凝曲线 (结果表明，在采用葡萄糖酸内酯（89:）作为凝固
剂时，在 89:质量浓度 # ($ ; < =:，2# >条件下，--6组分的胶凝速度明显高于 56组分，但反应后期
两者形成的凝胶强度相当；转谷氨酰胺酶（?86）更有利于 --6的胶凝，在 ?86作用下，--6凝胶的强
度约为 56凝胶的 "倍；而以木瓜蛋白酶（@+@+AB）为凝固剂时，低酶用量条件下对胶凝起主要作用的
是 --6组分，而高酶用量条件下起主要作用的是 56组分，在各自适宜的 @+@+AB用量条件下，--6组
分凝胶的强度高于 56组分 (
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随着美国 H9D宣布大豆能减少冠心病危险以
来，大豆作为健康食品在全球范围内受到越来越多

的关注［-］(目前，对于大豆蛋白的功能性质以及生
理活性，研究人员已进行了深入细致的研究 (在此
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基础上，采用基因改性的方法来改变大豆组成以改

善其加工及功能性质的研究也成为新的研究热点，

其中包括改变大豆蛋白的两个主要组分 !" 和 ##"
的比例［$］%
在改变大豆蛋白中两主要组分的比例时，多数

研究者倾向于减少 !"的含量，因为研究表明 !"是
大豆蛋白的主要过敏源［$］%但由于 !"和 ##"组分在
胶凝、乳化等功能性质方面存在差异，因此两组分

比例的改变必然会对大豆蛋白的功能性质产生影

响 %
很多学者对 !"和 ##"组分的胶凝性质进行过

比较 % &’()*+ 和 ,+-(.//0在比较 !"和 ##"的热胶凝
能力时发现，经 12 3、42 *+-预热处理后，!" 凝胶
的强度明显高于 ##"凝胶［4］；"0+5 等人的研究则证
实，在采用硫酸钙为凝固剂时，##"形成的凝胶强于
!"凝胶［6］；而关于采用 789作为凝固剂时的情况，
各学者报道结果不一，:%;% <+［=］等人认为 !" > ##"的
比例不会影响大豆蛋白的凝胶强度，而 ?0(@+A)*.
等人的研究却表明，##" 凝胶强于 !" 凝胶［B］%从这
些研究报道不难看出，凝固剂种类是影响 !"和 ##"
的相对胶凝能力的重要因素 %因此，作者在分离出
较高纯度 !"和 ##"组分的基础上，测定在不同凝固
剂作用下两组分单独凝固时的动态胶凝特性，比较

两组分的胶凝能力，并推测在特定凝固剂作用下改

变大豆蛋白组成对其胶凝能力可能产生的影响 %

! 材料与方法

! "! 材料与设备
大豆：市售东北大豆；789（8C葡萄糖酸C!C内

酯）：常州瀚兴化工有限公司产品；木瓜蛋白酶（D0C
D0+-）：商品酶制剂；转谷氨酰胺酶（E7"）：日本味之
素公司；其它试剂均为分析纯 % 流变仪（FG#222
G@.5*.’.H）：英国 EF I-(’H)*.-’；电泳仪：J"64$ 型稳
流稳压电泳仪，电泳槽：垂直板电泳槽 %
! "# 实验方法
! %# %! ! 大豆蛋白主要组分 !"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［!］%
4）!"和 ##"组分的纯化：见文献［1］%

! %# %# ! 部分纯化的 !"和 ##"的十二烷基硫酸钠聚
丙烯酰胺电泳（"8"C;F7K） 采用不连续电泳凝胶 %
分离胶：#2 L > M9，浓缩胶：4 L > M9；电泳条件：恒流 #2
*F；制胶方法参见文献［N，#2］%所采用的相对分子

质量标准蛋白（D@0H*0O+0公司产品）为：牛血清蛋白
（相对分子质量 B! 222）、鸡蛋白蛋白（相对分子质量
64 222）、碳酸酐酶（相对分子质量42 222）、胰蛋白酶
抑制剂（相对分子质量 $2 #22）和"C乳清蛋白（相对
分子质量 #6 622）%
! %# %$ ! !"和 ##"蛋白的预热处理 取冷冻干燥得
到的 !"和 ##"样品溶于水中配成 1 L > M9的溶液，调
节其 D?至 ! %2，在 N2 3水浴中保温 42 *+-%
! %# %% ! 789作为凝固剂时 !"和 ##"样品胶凝性质
取 / *9已经热处理的 !"（或 ##"）溶液（1 L > M9）加
入 2 % = *9 新鲜配制的 # % = L > M9 的葡萄糖酸内酯
（789）溶液搅拌均匀后迅速加入平台上，随即降下
流变测定夹具并开始测量 %测定时参数设定：夹具：
62 ** 平行板（使用油封和溶剂盖）；样品间隙：#
222#*；震荡时间扫描参数：恒温 == 3；频率：# ?A；
应力：2 %= ;0%
! %# %& ! D0D0+-作为凝固剂时 !"和 ##"样品胶凝性
质 取 / *9已经热处理的 !"（或 ##"）溶液（1 L > M9）
加入 2 %= *9新鲜配制的木瓜蛋白酶（D0D0+-）溶液，
搅拌均匀后迅速加入平台上（混合液中 D0D0+-的质
量浓度分别为 2 % 44 L > M9，2 % #B! L > M9），随即降下流
变测定夹具并开始测量 %测定时参数设定：夹具：62
**平行板（使用油封和溶剂盖）；样品间隙：# 222

#*；震荡时间扫描参数：恒温 62 3；频率：# ?A；应
力：2 %= ;0%
! %# %’ ! E7"作为凝固剂时 !"和 ##"样品胶凝性质
取 / *9已经热处理的 !"（或 ##"）溶液（1 L > M9）加
入 2 %= *9新鲜配制的 E7"溶液，搅拌均匀后迅速加
入平台上（混合液中 E7"的量为 6 & > L蛋白质），随
即降下流变测定夹具并开始测量 %测定时参数设
定：夹具：62 **平行板（使用油封和溶剂盖）；样品
间隙：# 222#*；震荡时间扫描参数：恒温4= 3；频
率：# ?A；应力：2 %= ;0%

# 结果与讨论

# "! ()和 !!)的分离纯化和纯度鉴定
采用 E@0-@ P% ?%等人建立的 !"和 ##"粗分离

工艺［!］以及由 ".’()Q5 I %等人建立的 !"和 ##"纯化
工艺来制备具有一定纯度的 !"蛋白和 ##"蛋白［1］%
E@0-@ P%?%等人建立的 !"和 ##"粗分离工艺是以
##"具有在 D? B%6条件下冷沉的性质为依据的，而
".’()Q5 I %等人建立的 !"和 ##"纯化工艺则以硫酸
铵分级沉淀为主要手段 %纯化得到的 !"和 ##"组分
的纯度可用 "8"C;F7K（"8"C聚丙烯酰胺凝胶电泳）
进行检测 %

4#第 4期 钟 芳等：凝固剂种类对大豆蛋白质组分 !"和 ##"胶凝能力的影响

万方数据



标准蛋白质、!" 和 ##" 组分的 "$"%&’()图谱
见图 # *!" 组分中最主要的成分是!%伴球蛋白（!%
+,-./0+1-1-），它由"、"2、!和# 3 种亚基组成 *根据
蛋白质相对分子质量与相对迁移率的关系计算，图

#中 !"组分的电泳图谱中 3 条主要的蛋白带所对
应的亚基相对分子质量，从上至下依次为4# 555，
!6 555，7# 555和 38 555，这与文献报道的 !"球蛋白
的 3种亚基的相对分子质量基本吻合［##，#6］* ##"组
分中最主要的成分是大豆球蛋白（./0+1-1-），每个大
豆球蛋白分子由 #6条多肽链 * 8个酸性亚基和 8个
碱性亚基两两结合形成 8个亚单位 *图 #中 ##"组
分的电泳图谱中 3 条主要的蛋白带所对应的亚基
相对分子质量，从上至下依次为 3# 555，9! 755，
#: 855和 #8 555，分别与文献报道的酸性亚基相对
分子质量（3# 555和 9! 755）和碱性亚基相对分子质
量（#: 855 和 #8 555）相吻合［##，#6］*从制备的 !" 和
##"组分的 "$"%&’()图谱中可以看出，还能发现存
在少量的杂带，但可以认为它们已具有相当高的纯

度，可作为纯化的组分用于实验 *

图 ! 标准蛋白，"#和 !!#的 #$#%&’()图谱
*+,-! #$#%&’() ./ 01234254 "# 234 !!# 65.17+3（0）

8 -8 ($9作为凝固剂时 "#和 !!#的胶凝特性
葡萄糖酸内酯（($;）是目前最为常见的豆腐凝

固剂，它在高温和碱性条件下可分解为葡萄糖酸 *
由于大豆蛋白质的等电点在 <= 3*7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

荷，酸凝固剂在水中释放的质子（=>）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 *从
图 6和图 9所示 !"和 ##"组分在 ($;作用下单独
胶凝时的流变学曲线可以看出，在相同蛋白质质量

浓度（7 *99 . ? @;）和相同温度（77 A）条件下，($;质
量浓度 5 *7 . ? @;，!"组分的胶凝速度明显低于 ##"
组分 * !"组分的胶凝存在一个诱导期，当反应时间

至 !75 B后才开始出现显著胶凝，储能模量（!"）的
增大与反应时间之间基本符合一级动力学关系 *
##"%($;体系的 !"在 ($;作用初期就随反应时间
的延长呈线性上升，至 355 B左右上升趋于平缓，此
后 !"随反应时间的延长没有显著变化，处于平衡
期 *两组分胶凝过程动态变化趋势的显著差异分析
应该与其不同的等电点有关，!"的等电点为 3 * 3，而
##"的等电点为 7 * 4 左右［4］*因此，在 ($;作用下，
中性的蛋白质溶液首先接近 ##"的等电点使其出现
明显的胶凝 *虽然两组分的胶凝动力学不同，但比
较图 6和图 9 可以看出，反应后期 !"%($; 体系的
!"数值与 ##"%($;体系的 !"相当，且其 !"曲线仍
处于上升期 *也就是说，在采用 ($;作为凝固剂时，
($;添加量，体系 <=的下降程度是影响 !"和 ##"
组分对凝胶贡献大小的主要因素，随着 ($;添加量
的增大，起主要作用的组分将由 ##"转变为 !"*

图 8 "# % ($9体系的胶凝特性曲线
*+,-8 (7:21+.3 65./+:70 ./ "#%($9 0;017<

图 = !!#%($9体系的胶凝特性曲线
*+,-= (7:21+.3 65./+:70 ./ !!#%($9 0;017<

8-= 转谷氨酰胺酶（>(#）作为凝固剂时 "#和 !!#
的胶凝特性

转谷氨酰胺酶（)C 6* 9 * 6 * #9）是一种氨基转移
酶，它催化肽链中谷氨酸残基的!%羧基酰胺和各种
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伯胺的转氨基反应 !当肽链上的赖氨酸残基上的!"
氨基作为酰基受体时就会形成分子间的!"（""谷氨
酸）赖氨酸交联［#$］!大豆蛋白是该酶的良好底物，
%&’&()*+等人的研究表明，转谷氨酰胺酶有使豆乳
胶凝的能力［#$］!
转谷氨酰胺酶胶凝 ,-和 ##-的胶凝曲线分别

如图 .和图 /所示 !从两图中 !"和 !#曲线来看，,-
和 ##-在 01-作用下的胶凝都呈现两段式，起初 !"
和!#都随反应时间的延长而上升，至 2 333 ’左右出
现转折，此后 !"的上升速度减慢而 !#开始下降 !这
种变化趋势可以转谷氨酰胺酶胶凝大豆蛋白的机

理方面得到部分的解释 !根据酶反应的一般规律，
酶反应初期，大豆蛋白中可参与共价交联的氨基酸

残基数量较多，因而反应速度快 !肽链间通过共价
交联发展网络结构的速度也较快，在交联还没有足

以形成强的凝胶之前，就导致 !"和 !#的同时上升 !
反应后期，随着凝胶网络结构的形成，体系的流动

性下降，!#下降；同时随着酶反应速度减慢，!"的上
升也逐渐放缓 !另比较图 .和图 /中 !"和 !#的绝对
数值可以发现，在采用 01-作为凝固剂时，##-组分
的胶凝能力远远高于 ,-组分，两者所形成的凝胶强
度相差约 $倍 !

图 ! "#$%&#体系的胶凝特性曲线
’()*! &+,-.(/0 12/3(,+4 /3 "#$%&# 454.+6

7*! 木瓜蛋白酶作为凝固剂时 "#和 88#的胶凝特
性

早在 23 世纪 ,3 年代，日本学者 45&*& 和
67*&8&9&就在研究中发现无花果蛋白酶（:);)<）有使
大豆蛋白胶凝的能力［#.］!此后，#=>3 年，日本学者
67*&和 %&5’7+*&也报道菠萝蛋白酶（?@+ABC&)<）可促
使大豆蛋白凝固［#/，#D］! #=>,年，E&5’7A)首次报道了
某些商品微生物蛋白酶制剂具有使大豆蛋白胶凝

的功效［#,］!作者在前期研究中定量比较了 D种商品
酶制剂胶凝大豆分离蛋白（-FG）能力，其中 H&H&)<诱
发 -FG形成的凝胶强度最高［#>］!因此，以 H&H&)< 为

代表讨论以蛋白酶作为凝固剂时 ,-与 ##-胶凝能
力的相对大小 !

图 9 88#$%&#体系的胶凝特性曲线
’()*9 &+,-.(/0 12/3(,+4 /3 88#$%&# 454.+6

蛋白酶胶凝大豆蛋白时需控制水解度在一定

的范围内，否则酶反应程度过高反而会导致胶凝能

力的下降甚至不能形成凝胶［#>］!图 D是 ,-"&H&)<体
系的胶凝特性曲线，从图 D&可以看出，当 H&H&)<的
添加量为 3 !#$$ I J KL时，在实验设定的反应条件下
就足以导致 ,-组分的过度水解而使得反应后期体
系的 !"下降 !降低 H&H&)<添加量至 3 ! 3D, I J KL，在
反应过程中，体系的 !"持续上升，至 2 333 ’时 1M达
到 .33 F&左右 !图 , 所示为 ##-"H&H&)<体系的胶凝
曲线 !实验首先在适宜于 ,-的 H&H&)<质量浓度条件
下进行，从图 ,& 可以看出，##- 组分在 H&H&)< 的作
用下不仅没有形成凝胶，反而使体系的 !"值随反应
的进行持续下降，损耗角持续上升 !这一结果的产
生有两种可能的原因：一是 H&H&)< 的作用不能使
##-组分胶凝；二是所采用的 H&H&)<活力过高 !降低
H&H&)<的质量浓度至 3 !3$$ I J KL，从图 ,?可以看出，
此时 !"和 !#的变化趋势与图 D& 中的相应曲线类
似，可见，H&H&)<具有使 ##-组分胶凝的能力，但胶
凝所需的 H&H&)<活力远远低于作用于 ,-组分时的
情况 !进一步降低 H&H&)< 质量浓度至3 !3#D, I J KL，
如图 ,;所示，在实验条件下，体系的 !"持续上升，
且 !"的绝对数值远远高于 ,-"H&H&)<（3 !3D, I J KL）体
系 !也就是说，在各自适宜的酶用量条件下，H&H&)<
诱发 ##-形成的凝胶强度高于其诱发 ,-组分形成
的凝胶，且适宜于 ##-的 H&H&)<用量是 ,-的 # J . !
通过以上的讨论可以得到这样的结论：在采用

H&H&)<作为大豆蛋白凝固剂时，在一定范围内，低酶
用量条件下对胶凝起主要作用的是 ##-组分，而高
酶用量条件下起主要作用的是 ,-组分 !无论从经济
的角度还是从得到高凝胶强度的角度，H&H&)<都更
适合于用作 ##-组分含量高的大豆蛋白的凝固剂 !
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图 ! "# $ %&’&()体系的胶凝特性曲线（图 &* ’&’&()
+*,-- . / 01；图 2* ’&’&() +*+!" . / 01）

3(.*! 456&7(8) ’98:(65; 8: "#<’&’&() ;=;75>（&* ’&’&()
+*,-- . / 01；2* ’&’&() +*+!" . / 01）

- 结 论

大豆蛋白 !"组分和 ##"组分单独胶凝时的相
对凝胶强弱不仅受凝固剂种类的影响，而且对于同

一种凝固剂而言，改变凝固剂用量也会导致起主要

作用的组分类型发生变化 $以 %&’作为凝固剂时，
随着 %&’ 添加量的增大，起主要作用的组分将由
##"转变为 !"；在 (%"作用下作为凝固剂时，##"组
分的胶凝所形成的凝胶强度约为 !"组分凝胶的

)倍；而以 *+*+,-为凝固剂时，低酶用量条件下对胶
凝起主要作用的是 ##"组分，而高酶用量条下起主
要作用的是 !"组分 $

图 " ,,# $ %&’&()体系的胶凝特性曲线（图 &* ’&’&()
+*+!" . / 01；图 2* ’&’&() +* +-- . / 01；图 ?* ’&’&()
+*+,!" . / 01）

3(.*" 456&7(8) ’98:(65; 8: ,,#<’&’&() ;=;75>（&* ’&’&()
+* +!" . / 01；2* ’&’&() +* +-- . / 01；?* ’&’&()
+*+,!" . / 01）
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