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*目的+研究大豆种类,凝固酶种类及反应条件对大豆蛋白凝胶特性的影响)*方法+选择
"

种优质

大豆品种吉农
E!

,吉农
$&

,吉农
#&

,吉农
#B

,吉农芽豆及北豆
$&

(对其大豆蛋白质含量及凝胶强度进行分析'然后以

未添加酶组为空白对照(分析加入转谷氨酰胺酶,碱性蛋白酶,中性蛋白酶,木瓜蛋白酶对大豆蛋白凝胶强度的影响'

并通过响应面优化试验与
F349

Q

+C?R

K

3*0&<%

数据处理软件(对高强度大豆蛋白凝胶的制作工艺进行优化'通过扫描电

镜和圆二光谱(对转谷氨酰胺酶作用前后大豆蛋白的凝胶构象进行表征)*结果+

"

种大豆中(吉农芽豆的蛋白质含

量最高(凝胶特性最强)

!

种蛋白酶中(以转谷氨酰胺酶对大豆分离蛋白凝胶强度的提升效果最为明显)对高强度大

豆蛋白凝胶制作工艺的优化结果表明(在转谷氨酰胺酶添加量为
E!<"B8

$

Q

,反应时间
$<$#1

,反应温度
"%b

,

K

N

为

B<$$

的条件下(大豆蛋白的凝胶强度达到最大(为
#&#<BBD

Q

1

LL

)通过扫描电子显微镜观察,

TF

图谱分析及
]33@

拟合计算可知(转谷氨酰胺酶作用前后大豆蛋白的表观结构,二级结构及三级结构均发生了明显变化)*结论+转谷

氨酰胺酶对大豆蛋白形成凝胶具有促进作用(其通过使大豆蛋白结构发生变化来实现)
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大豆是我国传统的植物蛋白源食物%

#

&

(具有使

用范围广,制品种类多等特点%

$

&

)大豆中蛋白质含

量较高%

E

&

(且必需氨基酸含量丰富%

!

&

)大豆蛋白具

有溶解性,凝胶性,乳化性等功能特性(添加到食品

中可以提高食品的营养价值(改善食品的感官(具有

降血脂,保护心血管及美容等功效%

M

&

)但天然的大

豆蛋白功能特性不突出(如形成凝胶的强度差等(难

以满足食品体系对大豆蛋白的需求(需要用一定的

方法改善大豆蛋白的功能特性)目前(大豆蛋白改

性的方法有物理法,酶法,化学法等)其中酶法改性

大豆蛋白不但可以提高大豆蛋白的功能特性(还能

提高其营养价值(被认为是一种理想的改性方法(成

为人们研究的热点)但目前酶法改性大豆分离蛋白

的改性结果仍然不能满足工业生产需要(如曲玲

等%

"

&对大豆分离蛋白进行复合改性(改性后的大豆

分离蛋白的凝胶性能虽然得到了提高(但提高效果

并不显著)酶法改性大豆蛋白过程极其复杂(大豆

品质%

B

&及大豆蛋白凝固酶的种类%

&

&

,作用时间%

D

&

,作

用温度,添加量和
K

N

等(均为影响大豆制品口

感%

#%

&

,品质及外观的重要因素%

##

&

(改性过程中氨基

酸的组成,比例,蛋白的空间结构均会发生很大变

化(如何控制酶凝固过程(使改性后大豆蛋白的功能

特性满足人们的需求(是酶改性大豆蛋白的关键(但

目前对该问题的研究尚显薄弱)本研究从大豆蛋白

和酶两个方面进行分析(包括优质大豆的选择%

#$

&及

大豆蛋白凝固酶种类的选择%

#E

&等(利用响应面法优

化转谷氨酰胺酶凝固大豆蛋白的最佳作用时间%

#!

&

,

温度,

K

N

和酶添加量(旨在提高大豆蛋白的凝胶

性(并对转谷氨酰胺酶聚合大豆蛋白结构%

#M

&的变化

进行分析(以期为大豆蛋白的分离和大豆制品的开

发利用提供依据)

#

!

材料与方法

#<#

!

供试大豆品种

大豆品种吉农
E!

,吉农
$&

,吉农
#&

,吉农
#B

,吉

农芽豆及北豆
$&

(由吉林农业大学生命科学学院提

供)

#<$

!

试验用酶

碱性蛋白酶,木瓜蛋白酶,中性蛋白酶及转谷氨

酰胺酶(均购于
=9

Q

,L,

)

#<E

!

试验方法

#<E<#

!

大豆分离蛋白的制备
!

以
"

种大豆粉碎的

大豆粉为原料(经石油醚脱脂制得脱脂大豆粉(然后

采用碱提酸沉法%

#"

&制备大豆分离蛋白)

#<E<$

!

"

种大豆的蛋白质含量及凝胶强度分析
!

精

选
"

种不同大豆(利用近红外谷物分析仪对大豆蛋

白质,脂肪及水分含量进行分析(并用上述
!

种凝固

酶对
"

种大豆分离 蛋 白 进 行 凝 固 反 应(利 用

=\=[5<X[Z-)4

质构仪测定大豆蛋白的凝胶强度(

分析大豆蛋白质含量对大豆分离蛋白凝胶的影响)

凝胶强度为破断力与凹陷距离的乘积#凝胶强度

!

Q

1

LL

"

c

破断力
d

凹陷距离)

#<E<E

!

!

种酶对大豆分离蛋白凝固能力的比较
!

准

确称取
B

Q

大豆分离蛋白(放入烧杯中(加入
M%LY

蒸馏水(充分搅拌均匀(使大豆分离蛋白达到均匀,

稳定状态(在
%<#\Z,

,

#$#b

高温下蒸煮
$%L9+

(

置室温条件下冷却)将冷却后的大豆分离蛋白在

!%b

水浴
#1

(然后分别加入转谷氨酰胺酶,碱性蛋

白酶,中性蛋白酶,木瓜蛋白酶(酶加入后迅速搅拌(

使酶与大豆分离蛋白迅速混合(

#1

后取出(放入冰

水混合物中冷却
#1

(置于
!b

冰箱保存(即得大豆

蛋白凝胶(测定大豆蛋白的凝胶强度)同时以未添

加酶的处理为空白对照)每组
E

个平行)

#<!

!

大豆分离蛋白凝胶强度的影响因素

#<!<#

!

反应时间
!

控制反应条件为反应温度
M%

b

(酶添加量
E"8

$

Q

(

K

NB<%

(测定反应时间为
#

(

$

(

E

(

!

和
M1

时大豆蛋白的凝胶强度)

#<!<$

!

反应温度
!

控制反应条件为酶添加量
E"

8

$

Q

(

K

NB<%

(分别在
E%

(

!%

(

M%

(

"%

和
B%b

的温度

条件下反应
$1

(测定大豆蛋白的凝胶强度)
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第
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#<!<E

!

酶添加量
!

控制反应条件为反应温度
M%

b

(

K

NB<%

(在转谷氨酰胺酶添加量分别为
$!

(

E%

(

E"

(

!$

和
!&8

$

Q

的条件下反应
$1

(测定大豆蛋白

的凝胶强度)

#<!<!

!K

N

!

控制反应条件为反应温度
M%b

(酶添

加量
E"8

$

Q

(在
K

N

分别为
M<%

(

"<%

(

B<%

(

&<%

和

D<%

的条件下反应
$1

(测定大豆蛋白的凝胶强度)

#<M

!

高强度大豆分离蛋白凝胶制作工艺的响应面

法优化

在单因素试验的基础上(选取酶添加量!

A

#

",

反应时间!

A

$

",反应温度!

A

E

"和
K

N

!

A

!

"作为自变

量(以大豆分离蛋白的凝胶强度为因变量!

O

"进行

响应面!表
#

"分析(对大豆蛋白凝胶的最佳制作工

艺条件%

#B

&进行优化)

表
#

!

高强度大豆分离蛋白凝胶制作工艺响应面优化试验的因素及水平

[,S-3#
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Q

140*3+

Q

014(

;

S3,+

K

*(039+94(-,03

Q
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水平

Y3:3-

因素
7,>0(*

酶添加量$!

8

1

Q

O#

"

?+P

;

L3>()+0

反应时间$
1

]3,>09(+09L3

反应温度$
b

]3,>09(+03L

K

3*,0)*3

K

N

O# E% # !% "<%

% E" $ M% B<%

# !$ E "% &<%

#<"

!

加入转谷氨酰胺酶前后大豆分离蛋白凝胶的

扫描电镜分析

取加入转谷氨酰胺酶后制得的大豆蛋白及未加

转谷氨酰胺酶的大豆蛋白样品各适量(

M%%%*

$

L9+

离心
#%L9+

(保留沉淀并均匀分散于体积分数
!g

的戊二醛中(

!b

冰箱中过夜固定)取固定的沉淀

用
K

NB<!

的磷酸盐缓冲液冲洗
E

次(用体积分数

E%g

(

M%g

(

B%g

(

&Mg

(

DMg

的乙醇溶液逐级脱水(

再用体积分数
#%%g

的乙醇脱水
$

次(每次脱水
#M

L9+

)脱水后的样品
M%%%*

$

L9+

离心
#%L9+

(收集

沉淀(于真空冷冻干燥机中冷冻干燥(最后电镜检

测)

#<B

!

大豆分离蛋白结构的圆二光谱分析

#<B<#

!

/3,*C8ATF

光谱检测
!

主要用于大豆分

离蛋白的三级结构分析)称取
ML

Q

大豆分离蛋白

样品(溶于
MLY

K

NB<$

的
MLL(-

$

Y

磷酸盐缓冲

液中(室温条件下搅拌
$ML9+

(

&%%%*

$

L9+

离心
#%

L9+

(收集上清液(稀释至
#L

Q

$

LY

进行
TF

光谱检

测)圆二光谱的检测波长为
$M%

"

E$%+L

)

#<B<$

!

73,*C8ATF

光谱检测
!

主要用于大豆分

离蛋白的二级结构分析)称取
ML

Q

大豆分离蛋白

样品(溶于
MLY

K

NB<$

的
MLL(-

$

Y

磷酸盐缓冲

液中(室温条件下搅拌
$ML9+

(

&%%%*

$

L9+

离心
#%

L9+

(收集上清液(稀释至
%<#L

Q

$

LY

进行
TF

光谱

检测)圆二光谱的检测波长为
#D%

"

$M%+L

)

$

!

结果与分析

$<#

!

"

种大豆的蛋白质含量及凝胶强度

大豆分离蛋白的凝胶强度与大豆中所含的蛋白

质含量密切相关)由表
$

可知(

"

种大豆的蛋白质

含量均较高(其中吉农芽豆中的蛋白质含量最高(达

到了
E&E<D

Q

$

J

Q

)对图
#

和表
$

进行对照分析得

知(大豆蛋白含量与所形成凝胶的强度呈正相关性(

蛋白质含量越高(凝胶强度值越大(吉农芽豆所形成

的大豆蛋白凝胶强度最强(与理论上高蛋白有利于

提高大豆分离蛋白的凝胶强度相一致%

#&

&

)所以在

后续试验中选择吉农芽豆作为原材料)

表
$

!

"

种供试大豆主要成分的含量

[,S-3$

!

\,9+>(L

K

(+3+04(.49R43-3>03@4(

;

S3,+4

Q

#

J

Q

大豆品种

=(

;

S3,+:,*930934

脂肪

7,0

水分

a,03*>(+03+0

蛋白

Z*(039+

大豆品种

=(

;

S3,+:,*930934

脂肪

7,0

水分

a,03*>(+03+0

蛋白

Z*(039+

吉农
E!'9+(+

Q

E! $#"<% #%&<% E$D<$

吉农
#B'9+(+

Q

#B $%D<D ##M<E E!E<#

吉农
$&'9+(+

Q

$& $%%<& #%"<% E!#<#

吉农芽豆

'9+(+

Q

4

K

*()03@S*(,@S3,+

#&$<# #%&<D E&E<D

吉农
#&'9+(+

Q

#& $$!<# #%D<! E$!<"

北豆
$&_39@()$& $%E<E ###<! EME<%

$<$

!

!

种蛋白酶对大豆分离蛋白凝固能力的影响

试验观察发现(未添加蛋白酶的对照组未形成

大豆蛋白凝胶)由图
$

可以看出(相较于对照(蛋白

酶的加入使得大豆蛋白的凝胶强度得到了明显提

高(但每种蛋白酶对大豆分离蛋白的凝固能力也不

尽相同(其中以转谷氨酰胺酶对大豆分离蛋白凝固

的影响作用最强(所以选择转谷氨酰胺酶进行后续

试验)

<<
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图
#

!

"

种大豆分离蛋白凝胶强度的比较

79

Q

<#

!

T(L

K

,*94(+(.49R4(

;K

*(039+94(-,03

Q

3-40*3+

Q

014

图
$

!

不同蛋白酶对大豆分离蛋白凝胶强度的影响

79

Q

<$

!

?..3>0(.@9..3*3+0

K

*(03,434(+40*3+

Q

01(.4(

;K

*(039+94(-,03

Q

3-

$<E

!

大豆分离蛋白凝胶强度的影响因素

$<E<#

!

反应时间
!

由图
E

可知(在反应时间小于
$

1

时(大豆蛋白的凝胶强度随着反应时间的增加不

断增大(反应超过
$1

后大豆蛋白的凝胶强度逐渐

降低)因此确定大豆蛋白与转谷氨酰胺酶的最佳反

应时间为
$1

)

$<E<$

!

反应温度
!

由图
!

可知(在反应温度为
M%

b

时(大豆蛋白的凝胶强度达到最高值)主要原因

可能是在温度较低的条件下转谷氨酰胺酶的活性较

低(因此大豆蛋白的凝聚程度较低'而温度过高时(

大豆蛋白的催化活性有所降低%

#D

&

)所以在其他反

应条件确定时(大豆蛋白与转谷氨酰胺酶的最佳反

应温度为
M%b

)

图
E

!

反应时间对大豆分离蛋白凝胶强度的影响

79

Q

<E

!

?..3>0(.*3,>09(+09L3(+40*3+

Q

01(.

4(

;K

*(039+94(-,03

Q

3-

图
!

!

反应温度对大豆分离蛋白凝胶强度的影响

79

Q

<!

!

?..3>0(.*3,>09(+03L

K

3*,0)*3(+40*3+

Q

01(.

4(

;K

*(039+94(-,03

Q

3-

5<
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$<E<E

!

酶添加量
!

由图
M

可以看出(在酶添加量为

E"8

$

Q

时(大豆蛋白的凝胶强度达到最佳值)所以

在其他反应条件确定时(大豆蛋白与转谷氨酰胺酶

反应时酶的最佳添加量为
E"8

$

Q

)

$<E<!

!K

N

!

由图
"

可以看出(在反应
K

N

为
B<%

时(大豆蛋白的凝胶强度达到最大)原因可能是转

谷氨酰胺酶的最佳催化
K

N

为
B<%

(

K

N

过高或过低

都会抑制转谷氨酰胺酶的酶活%

$%

&

)

图
M

!

酶添加量对大豆分离蛋白凝胶强度的影响

79

Q

<M

!

?..3>0(.3+P

;

L3>(+>3+0*,09(+(+

40*3+

Q

01(.4(

;K

*(039+94(-,03

Q

3-

图
"

!K

N

对大豆分离蛋白凝胶强度的影响

79

Q

<"

!

?..3>0(.

K

N:,-)3(+40*3+

Q

01(.

4(

;K

*(039+94(-,03

Q

3-

$<!

!

高强度大豆分离蛋白凝胶制作工艺的优化

$<!<#

!

大豆分离蛋白凝胶制作工艺的响应面优化

!

酶添加量!

A

#

",反应时间!

A

$

",反应温度!

A

E

"和

K

N

!

A

!

"对大豆分离蛋白凝胶强度!

O

"影响的响应

面试验结果见表
E

)

表
E

!

大豆分离蛋白凝胶制作工艺响应面试验结果

[,S-3E

!

]34)-0(.*34

K

(+434)*.,>3(+

K

*3

K

,*,09(+(.4(

;K

*(039+94(-,03

Q

3-

试验号

?R

K

3*9L3+0,-

+)LS3*

A

#

$

!

8

1

Q

O#

"

A

$

$

1 A

E

$

b A

!

O

$!

Q

1

LL

"

试验号

?R

K

3*9L3+0,-

+)LS3*

A

#

$

!

8

1

Q

O#

"

A

$

$

1 A

E

$

b A

!

O

$!

Q

1

LL

"

# E" E M% & #B% #" E" E !% B #BE

$ !$ $ "% B #M& #B E% $ M% & #"%

E E" $ "% & #B& #& E" E "% B #B$

! !$ $ !% B #"B #D E" E M% " #""

M E" $ M% B #&% $% E" $ M% B #&$

" E% # M% B #!M $# E" # "% B #"!

B E" $ M% B #&# $$ E" # !% B #"!

& E" $ !% & #B! $E !$ # M% B #M$

D E" # M% " #"% $! E" $ "% " #B!

#% !$ E M% B #!M $M E" $ M% B #&%

## E% $ "% B #B% $" !$ $ M% " #M&

#$ E" $ !% " #B$ $B E" $ M% B #&%

#E E% $ !% B #"% $& !$ $ M% & #"%

#! E" # M% & #"$ $D E% E M% B #"!

#M E% $ M% " #M"

!!

注#

A

#

H

酶添加量'

A

$

H

反应时间'

A

E

H

反应温度'

A

!

H

K

N

'

OH

凝胶强度)表
!

同)

/(03

#

A

#

H?+P

;

L3,L()+0

'

A

$

<]3,>09(+09L3

'

A

E

H]3,>09(+03L

K

3*,0)*3

'

A

!

H

K

N

'

OHW3-40*3+

Q

01<[,S-3!944,L3<

!!

根据表
E

试验数据(对自变量
A

#

!酶添加量",

A

$

!反应时间",

A

E

!反应温度"和
A

!

!

K

N

"进行回归

分析(由
F349

Q

+C?R

K

3*0&<%<M<%

拟合出二次多项回

归方程为#

Oc#&%H"O#H$MA

#

UEHM&EEEEA

$

U%HMA

E

U

#HMA

!

O"HMA

#

A

$

O!HBMA

#

A

E

O%HMA

#

A

!

O

%H$MA

$

A

E

U%HMA

$

A

!

U%HMA

E

A

!

O#"HD$MA

$

#

O

##H"BMA

$

$

O%HMMA

$

E

OMH%MA

$

!

)

二次响应面回归模型的显著性检验及方差分析

结果见表
!

)由表
!

可以看出(回归方程中因素
A

$

,

A

#

A

$

,

A

#

A

E

,

A

$

#

,

A

$

$

及
A

$

!

对大豆蛋白凝胶强度影

响极显著!

!

"

%H%#

"'因素
A

#

对大豆蛋白凝胶强度

影响显著!

!

"

%H%M

"'因素
A

E

,

A

!

,

A

#

A

!

,

A

$

A

E

,

A

$

A

!

,

A

E

A

!

及
A

$

E

对大豆蛋白凝胶强度的影响不

显著!

!

#

%<%M

")
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表
!

!

二次多项回归模型的
5/GA5

分析

[,S-3!

!

5/GA5,+,-

;

494(.

^

),@*,09>L)-09+(L9,-*3

Q

*3449(+L(@3-

方差来源

=()*>3(.:,*9,+>3

平方和

h),@*,09>4)L

自由度

FG7

均方

\3,+4

^

),*3

D

值

D:,-)3

!

值

!:,-)3

显著性

=9

Q

+9.9>,+>3

模型
\(@3- $D$!<M" #! $%&<&D "&<"$

"

%<%%%#

%%%

A

#

#&HBM # #&HBM "H#" %H%$"!

%%

A

$

#M!H%& # #M!H%& M%H"$

"

%H%%%#

%%%

A

E

E # E %HDD %HEEBB

%

A

!

$B # $B &H&B %HEEBB

%

A

#

A

$

#"D # #"D MMHM$

"

%H%%%#

%%%

A

#

A

E

D%H$M # D%H$M $DH"M

"

%H%%%#

%%%

A

#

A

!

# # # %HEE %HMBM"

%

A

$

A

E

%H$M # %H$M %H%& %HBB&"

%

A

$

A

!

# # # %HEE %HMBM"

%

A

E

A

!

# # # %HEE %HMBM"

%

A

$

#

#&M&H%D # #&M&H%D "#%H!%

"

%H%%%#

%%%

A

$

$

&&!H#! # &&!H#! $D%H!M

"

%H%%%#

%%%

A

$

E

#HD" # #HD" %H"! %H!EMM

%

A

$

!

#"M<!$ # #"M<!$ M!<E!

"

%<%%%#

%%%

残差
]349@),- !$<"$ #! E<%!

失拟项
Y(44(..9009+

Q

ED<!$ #% E<D! !<D %<%"D%

%

纯误差
Z)*33**(* E<$ ! %<&

总和
=)L $D"B<#B $&

!!

注#

%

表示无显著影响(

!

#

%<%M

'

%%

表示影响显著(

!

"

%<%M

'

%%%

表示影响极显著(

!

"

%<%#

)

/(03

#

%

\3,+49+49

Q

+9.9>,+0

(

!

#

%<%M

'

%%

\3,+449

Q

+9.9>,+0

(

!

"

%<%M

'

%%%

\3,+43R0*3L3-

;

49

Q

+9.9>,+0

(

!

"

%<%#

)

!!

根据
5/GA5

分析可以看出(反应时间对大豆

蛋白凝胶强度的影响最为显著)由表
!

可知(失拟

项的
!

值
#

%<%M

(差异不显著(模型的
D

检验值为

"&<"$

(

!

检验值
"

%<%%%#

(差异性极显著(说明该

模型与实际试验结果拟合较好(可用于对大豆蛋白

凝胶强度的理论预测)

通过响应面法优化可知(在酶添加量为
E!<"B

8

$

Q

,反应时间为
$<$#1

,反应温度为
"%b

及
K

N

为
B<$$

时(大豆蛋白的凝胶强度达到最大(为

#&#<BBD

Q

1

LL

)

$<!<$

!

影响因素交互作用分析
!

#

"转谷氨酰胺酶

添加量与反应时间的交互作用)由图
B

可知(当转

谷氨酰胺酶的添加量和反应时间增大或减小时(大

豆蛋白凝胶的凝胶强度随之增大或减小(而当转谷

氨酰胺酶的酶添加量达到
E"8

$

Q

左右(反应时间约

为
$1

时(大豆蛋白凝胶强度达到最高)超过此范

围(凝胶强度则下降)说明转谷氨酰胺酶的添加量

过高或反应时间过长都不适合大豆蛋白凝胶强度的

增大%

$#

&

(故本试验中转谷氨酰胺酶添加量与反应时

间的交互作用对大豆蛋白凝胶强度有极显著的影

响)

图
B

!

转谷氨酰胺酶添加量与反应时间的交互作用对大豆蛋白凝胶强度影响的等高线图及响应面图

79

Q

<B

!

T(+0()*L,

K

,+@*34

K

(+434)*.,>3L,

K

(.4(

;

S3,+

K

*(039+

Q

3-40*3+

Q

01)+@3*0139+03*,>09(+

S30233+0*,+4

Q

-)0,L9+,43>(+>3+0*,09(+,+@*3,>09(+09L3

!!

$

"转谷氨酰胺酶添加量与反应温度的交互作 用)由图
&

可知(在反应温度一定的条件下(大豆蛋
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白的凝胶强度随酶添加量增加先增大后减小(在酶

添加量为
E"8

$

Q

时达到最高值)而在酶添加量一

定的条件下(大豆蛋白凝胶的凝胶强度随反应温度

的变化略有不同)本试验中转谷氨酰胺酶的添加量

与反应温度的交互作用对大豆蛋白凝胶强度有极显

著影响)

图
&

!

转谷氨酰胺酶添加量与反应温度的交互作用对大豆蛋白凝胶强度影响的等高线图及响应面图

79

Q

<&

!

T(+0()*L,

K

,+@*34

K

(+434)*.,>3L,

K

(.4(

;

S3,+

K

*(039+

Q

3-40*3+

Q

01)+@3*0139+03*,>09(+

S30233+0*,+4

Q

-)0,L9+,43>(+>3+0*,09(+,+@*3,>09(+03L

K

3*,0)*3

$<M

!

转谷氨酰胺酶对大豆蛋白凝胶结构的影响

由图
D

和
#%

可知(未添加转谷氨酰胺酶的大豆

蛋白凝胶内部结构非常松散!图
D

"(而添加转谷氨

酰胺酶的大豆蛋白凝胶内部结构致密!图
#%

"(说明

转谷氨酰胺酶对大豆蛋白凝胶的内部结构或集团之

间的相互作用有非常重要的调节作用%

$$

&

)

图
D

!

未加入转谷氨酰胺酶的大豆蛋白凝胶的电镜观察

79

Q

<D

!

?-3>0*(+L9>*(4>(

K

3(S43*:,09(+(.

4(

;

S3,+

K

*(039+2901()0,@@909(+(.0*,+4

Q

-)0,L9+,43

图
#%

!

加入转谷氨酰胺酶的大豆蛋白凝胶的电镜观察

79

Q

<#%

!

?-3>0*(+L9>*(4>(

K

3(S43*:,09(+(.

4(

;

S3,+

K

*(039+2901,@@909(+(.0*,+4

Q

-)0,L9+,43

$<"

!

大豆分离蛋白的圆二光谱

$<"<#

!

/3,*C8ATF

分析
!

大豆分离蛋白经过转

谷氨酰胺酶处理前后的近紫外
TF

分析结果见图

##

(近紫外
TF

图谱可明确显示出大豆分离蛋白酶

处理前后三级结构的变化)由图
##

可以看出(大豆

分离蛋白在
$"M+L

处有紫外吸收峰)不同种类氨

基酸的吸收峰值不同(

[*

K

,

[

;

*

及
Z13E

种芳香族

氨基酸的吸收峰值均在
$M%

"

$D%+L

%

$E

&

(故本研究

证实近紫外光谱的主要来源为芳香族氨基酸(经过

转谷氨酰胺酶的处理(芳香族氨基酸所对应区域的

光谱图形状椭圆率大幅降低)由此说明经过转谷氨

酰胺酶处理后(芳香族氨基酸残基更多地暴露出来(

这与
Y,

Q

*,9+

等%

$!

&的研究结果一致)

$<"<$

!

7,*C8ATF

分析
!

转谷氨酰胺酶处理前后

大豆蛋白二级结构的远紫外
TF

分析结果见图
#$

)

从图
#$

可以看出(大豆蛋白和转谷氨酰胺酶处理大

豆蛋白
$

种样品的远紫外
TF

图在
#DM

及
$#M+L

附近分别有
#

个正峰和
#

个负峰(这是高度有序的
(

类型结构的一种特征)

通过
]33@

拟合计算(得到
$

种样品的二级结构

组成(见表
M

)从表
M

可以看出(转谷氨酰胺酶处理

前后大豆蛋白的二级结构存在一定的差别(与未经

过酶处理的大豆蛋白相比(转谷氨酰胺酶处理后的

大豆蛋白有序度更高(无规则卷曲结构含量相对较
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低(而
(

折叠含量相对增加)可能原因是经过转谷

氨酰胺酶处理的大豆蛋白疏水基团重新排列%

$M

&

(大

豆蛋白聚集体结构发生了变化(形成了稳定的
(

C

折

叠构造(从而使产品的凝胶强度得到了明显改善)

图
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转谷氨酰胺酶处理前后大豆蛋白三级结构的近紫外光谱分析
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表
M

!

转谷氨酰胺酶处理前后大豆蛋白二级结构的变化
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!
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;
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*(039+29013+P
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大豆蛋白
!!!

=(

;

S3,+

K

*(039+

!!!

%

C

螺旋$
g

%

C13-9R

(

C

折叠$
g

(

C41330

(

C

转角$
g

(

C0)*+4

无规则卷曲$
g

],+@(L>(9-

加酶
a9013+P

;

L3 #&<E# EB<"! $M<#% #&<DM

未加酶
a901()03+P

;

L3 #B<M% $&<EM $%<%$ E!<#E

E

!

结
!

论

#

"确定了大豆品种吉农芽豆高蛋白更有利于提

高大豆分离蛋白的凝胶强度(转谷氨酰胺酶为最佳

的大豆蛋白凝固酶)

$

"响应面法优化结果表明(在酶添加量为

E!<"B8

$

Q

,反应时间为
$<$#1

,反应温度为
"%b

及
K

N

为
B<$$

时(大豆蛋白的凝胶强度达到最大值

#&#<BBD

Q

1

LL

)

E

"通过电子显微镜扫描发现(转谷氨酰胺酶对

大豆蛋白凝胶的内部结构或集团之间的相互作用有

非常重要的调节作用)

!

"

TF

图谱分析表明(经过转谷氨酰胺酶作用(

大豆蛋白聚基体结构发生了变化(形成了稳定的
(

C

折叠构造(从而使产品的凝胶强度得到明显改善)
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