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转谷氨酰胺酶(mTG)改性明胶的物理性质研究
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摘要：用来源于gig-物的转谷氨酰胺酶(mTG)对不同品级和不同类型的明胶进行改性，并考察

了改性产物的物理性质与酶用量的关系。结果表明：随着酶用量的增加，低强度明胶改性产物的

凝胶强度有所提高，而高强度明胶改性产物的凝胶强度保持不变甚至有所降低；所有改性明胶的

熔．点都随酶用量的增加而提高，有些甚至达到90℃；所有改性产物在60℃时的粘度都随酶用量

的增加而提高；改性产物的凝胶温度不仅受酶用量的影响，而且与明胶的品级和种类有关。这一

实验结果显示出源自微生物的转谷氨酰胺酶在提高低品级明胶的使用性能及曼充分利用制革废

弃物等方面都有广阔的应用前景。
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Abstract：Microbial transglutaminase(mTG)was applied to modify different quality and different

type of gelatins，and the physical properties of the modified gelatin were studied．When mTG

was used to modify gelatin，the physical properties，such as gel strength，melting point and

viscosity would chouge．The gel strength of low Bloom gelatins could improve with increase of

enzyme concentrations，whereas the gel strength of higher Bloom gelatins either stayed at the

same level or even decreased with increase of enzyme concentration．AIl gelatins had higher

melting points with the increase enzyme amounts，some even was higher than 90℃．Viscosities，

measured at 60℃，increased with the increase of the enzyme concentrations．These data

indicated that the gelation temperature increase related with not only the quality of the gelatins

but also the enzyme concentrations．The results of this research demonstrated the feasibility of

using mTG to upgrade the lower quality gelatins and alter the physical properties of gelatin by-

products from leather industry and thus increasing the potential markets for new value—added
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products．

Kev words

由于明胶的n胶原分子侧链上存在种类和数

量众多的活性基团，因此，可以通过化学改性的方

法——一般是通过在其胶原分子侧链之间产生交

联(crosslinks)的方法来提高其使用性能。关于这

方面的研究工作已经比较深入[10，作者所在实验室

(Fats，Oils and Animal Co—products Researeh Unit

)在以前曾经用戊二醛、乙二醛、脂肪族二胺等作

为交联剂，对不同品质的市售明胶及实验室制备的

明胶进行改性，显著改善了其物理性能o。。但是，

这种传统的化学改性方法存在一些缺点，比如成本

较高、交联剂有毒性等等，限制了其广泛应用。

转谷氨酰胺酶(EC 2．3．2．13)可以在许多蛋白

质的分子内或分子间产生交联作用。其原理是这

种酶可以催化肽段中谷氨酰胺残基的r酰胺基团

作为酰胺提供者发生酰胺转移反应，伯胺可以作为

酰胺受体。比如当肽段中赖氨酰胺残基侧链上的

e一胺基作为受体时，就会形成e一(7-谷氨酰)赖氨酸

交联：

P—CH2一CH2一CONH2+H2 N一(CH2)4一P—P—

CH2一CH2CONH一(CH2){一P+NH。

在没有伯胺作为受体时，转谷氪酰胺酶还可以催化

谷氨酰胺残基发生脱氨基反应，此时H：O为酰胺

的受体：

P—CH。一CHz—CONH2+H2 O—P—CH2一CH2

CO—OH+NH，

转谷氨酰胺酶的这一特性早在20世纪50年代

就引起了人们的兴趣，其反应机理在20世纪70年

代被搞清楚并开始在各类蛋白质食品的改性中进

行试验性应用。但是，早期的转谷氨酰胺酶是从哺

乳动物(主要是guinea pig的心脏和淋巴组织)获

得，是一种钙依赖性(calcium-dependent)酶，价格

高且原料来源有限，不可能批量生产，因此也就不

可能被大量使用。1989年，H．Ando等人口3从一

种Streptoverticillium的微生物中分离出了转谷氨

酰胺酶(microbial transglutaminase，简称mTG)；

mTG的分子是一个单肽链，肽链上半胱氨酰胺残

基侧链的巯基为起催化作用的基团；其相对分子质

量约38 000，为从几内亚猪心中提取的同类产品的

一半o]。mTG与从哺乳动物组织中获得的同类产

品相比有许多优点：它是一种非钙依赖性(calcium—

independent)酶，由于可以用微生物发酵的方法大

批量生产，其原料来源丰富，价格也低得多。1992

年，Ajinomoto有限公司和Amano制药有限公司在

H。Ando等人的研究工作基础上联合申请了发明

专利03并开始用发酵的方法大批量生产mTG，转谷

氨酰胺酶才开始大量用于食品工业，比如用来对动

物蛋白、大豆蛋白、乳清蛋白、酪蛋白进行功能化改

性等‘⋯3。

作者用mTG对Bloom强度为78 g、95 g及

240 g之问的市售B型食用明胶，以及分别用碱和

胰蛋白酶从制革废弃物中提取的Bloom强度分别

为90 g和l g的明胶进行改性，并研究了改性方法

对产物的强度、粘度、凝胶的熔点等物理性质的

影响。

1材料与方法

1．1主要仪器及试剂

凝胶强度测定仪：TA．XT2 Texture Analy—

zer，Texture Technologies Corporation，NY，

USA；粘度测定仪：Model LV 2000 Canon Rotary

Viscometer，State College，PA，USA。

．微生物型转谷氨酰胺酶(mTG)：Activa TG-

TI，活力为100 U／g，美国Ajinomoto有限公司

(Teaneck，NJ)提供；B型牛皮食用明胶：Bloom强

度分别为75 g、95 g及240 g，Sigma(St Louis)公

司产品；自制明胶：Bloom强度为90 g，用碱性方法

从制革废弃物中提取，实验室制备”。3。。自制明胶：

Bloom强度为l g，用胰蛋白酶从制革废弃物中提

取，实验室制备o’8]。

1．2实验方法

1．2．1试样的准备Bloom强度分别为75，95，

240 g的市售明胶样品与Bloom强度分别为90，1 g

的实验室制备明胶(经过去离子处理并冷冻干燥)

在冷水中浸泡4 h使其膨胀，然后在65℃的水浴中

溶解，用1 mol／LNaOH或HCI溶液调pH值至

6．5。配制一系列不同浓度的mTG溶液各10 mL，

在磁力搅拌下将mTG溶液加入到已溶解好的明胶

溶液中，并使明胶溶液的最终质量分数为6．67％

(如无特别说明，本文中的明胶溶液质量分数均为

6．67％)。混合溶液在50℃的水浴振荡器中反应4

h后，在95℃水浴中放置10 min使酶失活，然后在

室温下自然冷却o]。
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1．2．2测试万法

1)凝胶强度的测定 将被测样品溶液盛于直

径为39 mm的广口瓶中，置于10 6c的恒温水浴中

17～18 h，然后放在测试台上。用直径为1．27 cm

的不锈钢测试头以l mm／s速度向下插入样品中4

mm深。计算机自动将测试头插入时的阻力换算成

Bloom值(g)用以表征凝胶的强度。每份样品重复

测定2次，取3次测定结果的平均值。

2)凝胶熔点的测定 将被测明胶溶液倒人直

径为15 Tilm的试管中(使样品高度为50 nm左

右)，置于lo℃的水浴中1 7～18 h使其形成凝胶。

加入2～3滴溴甲酚蓝指示剂，顶部放入一个直径

为5 ulm的玻璃球。以0．5℃／rain的速率将水浴

升温，当玻璃球下降到样品高度一半时的温度即作

为凝胶的熔点。每份样品重复测定2次，取3次测

定结果的平均值。

3)明胶溶液粘度的测定 将18 mL质量分数

为6．67％的被测明胶溶液置于样品筒内，在60℃

下平衡15 rain，调整Model LV 2000 Canon旋转牯

度计到恰当的档位即可测得粘度值。每份样品重

复测定2次，取3次测定结果的平均值““。

2结果与讨论

2．1 mTG处理对不同类型明胶强度的影响

M．Nonaka等人的研究表明，通过mTG处理

可以影响某些蛋白质凝胶的强度；某些不能自然形

成凝胶的蛋白质经过mTG处理后也可以形成凝

胶。图1是Bloom强度分别为7s，95，240 g的市售

B型食用明胶经过不同添加量(o～50 U／g，以干明

胶计)的m'TG处理后强度的变化趋势。

图1不同品级的B型食用明腔经mTG改性后的凝腔

强度

Fig．1 Gel strength of different quality type B edible ge—

latins modified wilth I【ITG

图1可以看出，随着mTG用量的增大，强度为

75 g的B型食用明胶的强度逐渐增大到145 g；而

强度为95 g的B型食用明胶除了在mTG用量为

10 u／g附近时强度略有提高外，其强度反而随酶用

量的增加而下降，这与H．Sakamoto等人的研究结

果吻合。H．Sakamoto等人认为这是由于过多的

E一(T一谷氨酰)赖氨酸交联键产生后，凝胶开始断裂

的结果o]。对强度为240 g的高品级明胶而言，少

量的mTG就可以对其强度产生影响：当2．5 U／g

的酶加入后，其强度略升高到244 g，但此后随着酶

用量的增加，其凝胶的强度迅速下降，当酶用量达

到50 U／g时，其强度下降到1 78 g。
——●一Bloom 1 g

250

掣200

嚣150
墓·00
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mTo用量／(u／91

图2不同强度的自制明胶经mTG改性后的凝胶强度

Fig,2 Gel strength of different Qu出ny experimental ge—

latins modified with mTG

图2是从制革废弃物中提取的明胶经过不同

用量mTG处理后的情形。对于用胰蛋白酶从制革

废弃物中提取的强度为1 g的明胶(因为其强度太

低，严格地说应该称之为胶状蛋白质)，用50 Ufg

的酶处理后，其凝胶强度提高了30倍，达到了30

g。当再提高明胶质量分数到12．5％后，用mTG进

行处理的结果表明，在酶用量分别为25 u／g和50

U／g时，此种胶状蛋白质的凝胶强度从4．6 g分别

提高到145 g和207 g。两者相对照可以看出，明胶

溶液的质量分数对其强度的影响是非常大的。用

碱性氧化物(MgO)从制革废弃物中提取的强度为

90 g的明胶，经过不同添加量的mTG处理后的情

形与强度为95 g的B型食用明胶类似。经过低添

加量的mTG处理后其强度略有提高，当酶用量达

到14 u／g时，凝胶强度增大到H4 g；此后随着酶用

量的增加，其凝胶的强度缓慢下降，但始终高于未

经酶处理的试样，这一点与强度为95 g的B型食用

明胶有所不同。

2．2 mTG处理对不同类型明胶的凝胶熔点的影响

从理论上分析，mTG如果催化明胶的分子链

之问产生交联，就意味着明胶相对分子质量的增

大，凝胶的熔点自然会提高。这一点对制备可食性

明胶包装膜很有意义，因为具有高于室温的凝胶熔

点是可食性明胶包装膜必须具备的性质。作者试
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验了不同品级的明胶经过不同添加量的mTG作用

后凝胶熔点的变化情况，结果见表1及图3。

衰1 mTG改性明腔的凝腋熔点

lab．1 Melting Point of Gelatilm Modified with mTG

从表1可以看出，对于强度为95 g的B型食

用明胶而言，当mTG用量达到10U／g时，其凝胶

熔点提高了3℃；当mTG用量达到20 U／g以上

时，其凝胶熔点将高于90℃；对于强度为240 g的

B型食用明胶而言，当mTG用量达到5 U／g时，

其凝胶熔点就达到90℃甚至更高。随着明胶品级

的提高，提高凝胶熔点所需要的mTG的量大大降

低。但用碱从制革废弃物中提取的Bloom强度为

90 g的明胶却不符合这一规律，从表l可以看出，

只需要2 U／g的酶即可将其凝胶熔点提高到gO℃

以上。由此来看，在mTG的作用下，Bloom强度为

90 g的自制明胶在强度的变化趋势上与强度相近

的B型食用明胶相似，而其凝胶熔点对mTG的敏

感性却类似于甚至超过品级比其高得多(Bloom强

度为240 g)的B型食用明胶。

图3给出了品级更低一些的明胶经过mTG作

用后凝胶熔点的变化趋势。从中可以看出，Bloom

强度为75 g的B型食用明胶，当酶用量达到50 u／

g时，其凝胶熔点从27．4℃升高到46．o℃。用胰

蛋白酶从制革废弃物中提取的Bloom强度为1 g的

明胶，经过酶的作用，虽然不像高品级的明胶那样

凝胶熔点急剧上升，但是与参照样相比还是有较明

显的提高，因为参照样即使在lo℃下冷却17 h后

仍然不凝固(即没有凝胶熔点)。当mTG用量达到

10u／g时，其凝胶熔点达到24．7℃；即使mTG用

量达到50 u／g，其凝胶熔点也仅能达到26．7℃；从

图3还可以看出，强度1 g的自制明胶在溶液浓度为

12．5％时，熔点为23 oC；经过25，50 U／g的mTG作

用后，其熔点分别升高到28．7℃和35．9℃。
—’●一Bloom 75 g

mTG用量／(U／g)

圄3 ml"G用量对低品级明胶凝腔熔点构影响

Fig．3 Effect of mTG cone．on the melting point of low

e’quality gelatin

2．3 mTG处理对不同类型明胶的粘度的影响

明胶的粘度也是衡量其在可食性包装膜中应

用的一个重要指标。mTG催化明胶分子链之间产

生交联而增大其相对分子质量之后，其溶液的粘度

也理应增大。图4是用通用方法[1”测量的B食用

明胶和自制明胶在60℃时，溶液粘度随mTG用量

而变化的情况。从图中可以看出，溶液的牯度的变

化不仅与酶的用量有关，而且与明胶的品级和种类

也有关系。一般来说，各类明胶的粘度都随着酶用

量的递增而提高，而且明胶的品级越高，将粘度提

高到相同值所需的酶用量就越少；但是，用碱性方

法从制革废弃物中提取的Bloom强度为90 g的明

胶，表现出一定的特殊性：这种明胶溶液的粘度对

mTG的敏感性比Bloom强度为240 g的B型食用

明胶还要大：2 U／g的酶用量就会使其在60℃时产

生凝胶而导致粘度无法测量；但是对于Bloom强度

为240 g的B型食用明胶，需要5 u／g的酶用量才

能达到同样的效果；对于Bloom强度为95 g的B

0 20 40 60

mTG用ti／(U／g)

图4 mTG用量对明胶粘魔的影响

Fig．4 Affection of mTG COLIC．on the viscosity of gelatin

solutions
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从图4中还可以看出，用胰蛋白酶从制革废弃

物中提取的Bloom强度为1 g的自制明胶，当溶液

质量分数为6．67％时，其粘度受酶的影响要小的

多，即使mTG用量为50 U／g时，其粘度也才达到

4．4 mPa·s；但是对于质量分数为12．5％的同种溶

液，mTG用量为50 U／g时，其粘度将达到38

mPa·s．这也说明了明胶质量分数对其粘度的影

响是相当大的。

3结论

用从微生物中分离出了转谷氨酰胺酶(mTG)
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