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摘要!为了改善玉米谷蛋白的功能性质!研究了碱性蛋白酶酶解及转谷氨酰胺酶"NS146$催化交联

协同作用对玉米谷蛋白功能性质的影响& 首先利用碱性蛋白酶酶解玉米谷蛋白制备水解度为 &J

的酶解产物!随后控制 NS146催化交联反应程度"反应时间分别为 $%!%D 5$得到 D 种交联产物

"SHN$!SHN!!SHND$!测定了酶解产物和交联产物的结构%功能性质和苦味值!并与玉米谷蛋白进

行了对比& 结果表明'相对于玉米谷蛋白!其酶解产物"SH$及交联产物具有更加疏松的结构#酶

解产物及交联产物溶解性显著增强!起泡能力%持水性显著增加!而泡沫稳定性没有显著变化! SH

和SHN$ 的持油性没有显著变化!而SHN! 和SHND 的持油性显著增加#玉米谷蛋白本身没有苦味!

酶解后苦味值显著增加!但随着蛋白交联程度的加深!苦味值显著降低& 研究表明结合碱性蛋白酶

酶解和NS146催化交联两种修饰反应能够改善玉米谷蛋白的功能性质!同时一定程度上克服酶解

带来的苦味&
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EE玉米谷蛋白具有维持小肠屏障等良好的生理功

能*$+

&但其在中性及弱碱性环境中溶解性差&限制

了玉米谷蛋白在食品加工体系中的应用' 而蛋白质

改性技术能够改变蛋白质的分子结构&从而有望获

得具有特定功能性质和营养特性的新型食品配料'

通常&蛋白质限制性酶解可以将蛋白质主肽链断裂&

从而有效地提高蛋白质的溶解性)乳化性)起泡性以

及其他功能性质*! #D+

' 蛋白质的交联对蛋白质功能

性质的改善也有一定的贡献*++

&如转谷氨酰胺酶

$NS146%催化的蛋白质侧链的赖氨酸及谷氨酰胺残

基发生分子内及分子间交联&引起蛋白质结构发生

改变&从而影响蛋白质的凝胶性)乳化性)起泡性)黏

度和持水能力等*&+

' 在实际应用中&由于蛋白质酶

解过程中疏水性氨基酸的暴露&常常会引发苦

味*' #%+

' 理论上&NS146催化的交联反应有利于包

埋疏水性氨基酸&从而有利于改善酶解产物的

苦味*-+

'

针对玉米谷蛋白溶解性等功能性质差而应用受

限的问题&本研究采用碱性蛋白酶酶解和 NS146催

化交联对蛋白质主侧链进行修饰&改变其结构&从而

赋予其新的功能特性&以期在改善玉米谷蛋白功能

性质的同时克服酶解产生的苦味&为其开发利用提

供一定的理论基础'

:;材料与方法

$;$E实验材料

玉米蛋白粉&中粮生化能源$龙江县%有限公

司!转谷氨酰胺酶$NS146%&江苏一鸣精细化工有限

公司!碱性蛋白酶&泰兴市一鸣生物制品有限公司!

亮氨酸标准品&天津市光复精细化工研究所!邻苯二

甲醛$dFH%&上海麦克林生化科技有限公司!苦丁

茶&杭州艺福堂茶叶有限公司!其他试剂均为分

析纯'

YX#-"H型涡旋混合器&上海青浦沪西仪器

厂!N!& 型均质机&德国PbH公司!a)#&D"$FI型荧

光分光光度计&日本岛津公司!Uj&$"" 型紫外可见

分光光度计&上海元析仪器有限公司!I)$&aY型高

速离心机&Q2_1852公司'

$;!E实验方法

$;!;$E玉米谷蛋白及其分子链修饰产物的制备

采用V56=>等*,+的方法&从玉米蛋白粉中提取

玉米谷蛋白' 玉米蛋白粉依次经过去除淀粉)色素)

醇溶蛋白后&用 ";$ 093@GR1dQ溶液在料液比

$m$")'"L)水浴振荡 ! 5 条件下提取玉米谷蛋白&

然后于 + """ K@02= 离心 $" 02=&收集上清液调节

[Q至 +;-$玉米谷蛋白的等电点%&于 + """ K@02=

离心 $" 02=&收集沉淀并用 %"J乙醇洗涤两次&再

水洗两次后冷冻干燥&即得玉米谷蛋白$S%'

配制质量浓度为 ' >@$"" 0G的玉米谷蛋白溶

液&调节 [Q至 -;&&并升温至 '"L$反应过程维持

恒温%&加入 ";$J碱性蛋白酶&反应过程中用 ";"&

093@GR1dQ溶液维持体系 [Q-;& 恒定&根据 [Q#

O_1_法*$"+测定反应过程中的水解度&当水解度达到

&J时&于 -&L 灭酶 & 02= 终止反应&冷却至室温&

冻干&获得酶解产物$SH%'

将酶解产物 $SH% 配制成蛋白质含量为 +

>@$"" 0G)[Q-;" 的溶液&升温至 D%L时添加 !"

U@>$以蛋白质质量为基准%NS146&恒温振荡不同

时间$$)!)D 5%&反应结束后于 -&L灭酶 & 02=&冷

冻干燥&获得交联产物 SHN$$反应 $ 5%)SHN!$反

应 ! 5%和SHND$反应 D 5%'

$;!;!E游离氨基含量的测定

dFH溶液的配制(用 ";+ 093@G硼酸缓冲溶液

$[Q,;&%溶解 !;"" >十二烷基磺酸钠$O*O%&加入

$ 0G-" >@G的dFH#乙醇溶液和 !""

#

G

"

#巯基

乙醇&用 ";+ 093@G硼酸缓冲溶液$[Q,;&%定容于

$"" 0G棕色容量瓶中$现配现用%'

标准曲线绘制(配制 ";' >@G亮氨酸标准储备

溶液&稀释制得系列质量浓度的亮氨酸标准工作溶

液$")";"$!)";"$-)";"!+)";"D")";"D' >@G%' 分

别取系列亮氨酸标准工作溶液 D 0G&与同体积的

dFH溶液混合均匀后计时 & 02=&在 D+" =0处测定

吸光度&以亮氨酸的质量浓度为横坐标&吸光度为纵

坐标&绘制标准曲线'

&!
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样品测定(取 D 0G待测样品稀释液$代替亮氨

酸标准工作溶液%&按照标准曲线绘制方法&测定吸

光度&再通过标准曲线计算样品中游离氨基的含量&

结果以093@B>$以蛋白质质量为基准%表示'

$;!;DE内源荧光发射光谱分析

用 ";"$ 093@G磷酸盐缓冲液$[Q%;"%配制质

量浓度为 ";& 0>@0G的蛋白质分散液&于 $" """

K@02= 离心 $& 02=&取上清液' 在激发波长 D," =0)

发射波长 +%" =0以及狭缝宽度 & =0条件下&用荧

光分光光度计扫描 D"" M+"" =0的发射光谱'

$;!;+E溶解性的测定

用 ";"& 093@G[Q!;" M$";" 的缓冲溶液$[Q

!;" MD;"&柠檬酸盐缓冲溶液![Q+;" M&;"&乙酸盐

缓冲溶液![Q';" M-;"&磷酸盐缓冲溶液![Q,;" M

$";"&碳酸盐缓冲溶液%分别配制质量浓度为 ! >@G

的蛋白溶液&充分溶解后&于 - """ 5离心 $" 02=&取

上清液稀释适当倍数后&采用福林酚法分析其蛋白

质含量&以待测样品中可溶性蛋白质含量的占比表

示其溶解性*$$+

'

$;!;&E起泡能力和泡沫稳定性的测定

参照Q1006K45

%

A等*$!+的方法&采用搅打法测

定样品的起泡性和泡沫稳定性' 用 ";"& 093@G磷

酸盐缓冲液$[Q%;"%配制质量浓度为 $ >@G的蛋白

溶液' 取 $"" 0G蛋白溶液于 !&" 0G烧杯中&测量

样品体积$;

G

%&用均质机以 $! """ K@02= 的转速均

质 $ 02=&记录搅打刚停止时的泡沫体积$;

"

%以及

静置 D" 02= 时的泡沫体积$;

D"

%&重复测定 D 次'

待测样品的起泡能力$B

I

%和泡沫稳定性$B

O

%分别

按式$$%)式$!%计算'

B

1

h;

"

%;

G

i$""C $$%

B

O

h;

D"

@;

"

i$""J $!%

$;!;'E持水性和持油性的测定

参照V519等*$D+的方法测定样品的持水性和持

油性'

向干燥的离心管$质量为!

"

%中加入 ";+"" " >

样品$样品质量记为!

$

%&再加入 +;" 0G蒸馏水&室

温下溶胀 D" 02=&使蛋白质充分水合&随后于 & """

5离心 D" 02=&倒出上清液&称量离心管总质量

$!

!

%&按式$D%计算样品的持水性$L

<

%'

L

<

h$!

!

#!

"

%@!

$

$D%

向离心管中加入 ";!"" " >样品$样品质量记

为!

D

%&随后加入 D;" 0G大豆油$体积记为;

$

%&室

温放置 D" 02=后&于 & """ 5离心 D" 02=&缓慢将上

清液倒入 $" 0G量筒中&读取上清液体积$;

!

%&按

式$+%计算样品持油性$L

d

%'

L

d

h$;

$

#;

!

%@!

D

$+%

$;!;%E苦味值的测定

参照罗鹏等*$++的方法&以苦丁茶为基准物质&

室温$!!L%条件下由感官评价人员评定样品的苦

味值' 将含量为 !&)&")%&)$"")$&" 0>@B>的苦丁

茶标准溶液分别定义苦味值为 !;")+;")';")-;")

$";"' 检验前感官评价人员不得吸烟或吃刺激性较

强的食物&以免降低感觉器官灵敏度&检验时取待测

液 !;" 0G放入口中&细心品尝&然后吐出&用温水漱

口&再取苦丁茶标准溶液进行品尝&若两者苦味相

近&即将该待测液定义为该标准溶液的苦味值$每

品尝一种样品后都要用温水漱口%' 平行测定

D 次'

<;结果与讨论

!;$E游离氨基含量

玉米谷蛋白及其修饰产物的游离氨基含量变化

见表 $'

表 :;玉米谷蛋白及其修饰产物的游离氨基含量变化 1+&NO3

S SH SHN$ SHN! SHND

";!"% l";""'

1

";+"! l";""!

6

";D-$ l";""-

`

";D'+ l";""D

8

";D&& l";""+

^

E注(不同字母表示差异显著$Mn";"&%' 下同

EE由表 $ 可知(玉米谷蛋白经碱性蛋白酶酶解后&

游离氨基含量显著提高&由 ";!"% 093@B>提高至

"g+"! 093@B>&随后经 NS146催化交联游离氨基含

量又显著降低!NS146不同催化交联反应时间得到

的修饰产物游离氨基含量也存在显著差异&随着反

应时间的延长&游离氨基含量显著降低' 这是因为

碱性蛋白酶是一种内肽酶&可以随机断裂蛋白质的

肽键&从而暴露出部分游离氨基&导致游离氨基含量

增加&而NS146引起的蛋白质中赖氨酸的
&

#氨基

和谷氨酰胺的
#

#氨基自交联&会导致游离氨基含

量减少*+&$&+

&且随着交联反应时间的延长&交联程度

加深&游离氨基含量减少得更多' 研究结果说明&通

过碱性蛋白酶酶解协同NS146催化交联获得了具有

不同肽链组成的玉米谷蛋白修饰产物'

!;!E蛋白质构象

蛋白质内部色氨酸残基在微环境中的最大吸收

波长$

'

01W

%变化可反映蛋白质结构的变化*$'+

&故检

测了玉米谷蛋白及其修饰产物的内源荧光发射光

'!
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谱&结果如图 $ 所示'

图 :;玉米谷蛋白及其修饰产物的内源荧光发射光谱

EE由图 $ 可知&玉米谷蛋白对应的
'

01W

为 D++ =0&

是典型的色氨酸荧光光谱*$%+

&其酶解产物的
'

01W

增

加至 D&! =0&即荧光峰发生了不同程度的红移' 相

对于玉米谷蛋白&交联产物仍表现为红移&

'

01W

在

D+, MD&! =0之间' 一般来说&

'

01W

红移与蛋白质分

子荧光发射基团暴露密切相关*$- #$,+

' 研究结果说

明&玉米谷蛋白经碱性蛋白酶酶解及 NS146催化交

联协同处理后表现为更加松散的结构特征'

!;DE溶解性

玉米谷蛋白及其修饰产物的溶解性如图 !

所示'

图 <;不同%H条件下玉米谷蛋白及其修饰产物的溶解性

EE由图 ! 可知&玉米谷蛋白在 [Q+;- 附近溶解性

最低&[Q偏离 +;- 时&其溶解性有所提高' 蛋白质

的溶解性与该蛋白质分子的解离及氨基酸所带电荷

密切相关&当 [Q为 +;- 时&体系中无正负电荷迁

移&净电荷值为 "&此时的蛋白质溶解性最差$等电

点%!当体系 [Q发生变化&蛋白质分子出现不同程

度的解离&甚至改变其自身的带电性&因此蛋白质的

溶解性随 [Q变化而发生改变' 在测定的 [Q范围

内&玉米谷蛋白表现为低的溶解性&碱性蛋白酶酶解

处理后&其溶解性显著提高' 这是因为酶解使蛋白

质的肽键断裂&产生了相对分子质量较低的肽段&从

而显著提高了该蛋白的溶解性*,+

' 随后的NS146催

化交联处理&修饰产物仍表现为较高的溶解性' 结

果表明&所制备的玉米谷蛋白修饰产物的溶解性显

著提高'

!;+E起泡能力和泡沫稳定性

玉米谷蛋白及其修饰产物的起泡能力和泡沫稳

定性如图 D 所示'

图 ?;玉米谷蛋白及其修饰产物的起泡能力及泡沫稳定性

EE由图 D可知&玉米谷蛋白的起泡能力为 %$;'+J&

酶解及交联产物的起泡能力显著增加&SHND 的起

泡能力达到 $$D;+J' 酶解及随后的交联显著提高

了玉米谷蛋白的溶解性$图 !%&这有利于蛋白质界

面上膜的形成和泡沫的产生&从而增加了起泡能

力*,+

' 此外&酶解及交联产物的泡沫稳定性与玉米

谷蛋白无显著差异$Mp";&%' 结果表明&碱性蛋白

酶酶解协同NS146催化交联有助于改善玉米谷蛋白

的起泡能力&但对泡沫稳定性无显著影响'

!;&E持水性和持油性

玉米谷蛋白及其修饰产物的持水性及持油性如

图 + 所示'

图 @;玉米谷蛋白及其修饰产物的持水性及持油性

EE由图 + 可知(玉米谷蛋白修饰产物的持水性显

著增加&与玉米谷蛋白$持水性 D;,% >@>%相比&酶

解产物的持水性增加至 &;!$ >@>&SHND 的持水性增

加至 %;!" >@>!玉米谷蛋白的持油性$$;!' 0G@>%

也发生了改变&酶解产物及 SHN$ 的持油性无显著

变化&而SHN! 和SHND 的持油性则显著增加&SHND

的持油性增加至 $;-" 0G@>' 这是因为酶解过程中

产生的亲水性肽段&有利于束缚水分子&导致持水性

增加*!"+

!而NS146催化交联作用赋予修饰产物一定

的空间网状结构&也有利于对水*!$+和油*!! #!D+的束

缚&从而增加了持水性和持油性' 结果说明&碱性蛋

白酶酶解以及NS146催化交联协同作用有利于提高

玉米谷蛋白的持水性及持油性'

%!
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!;'E苦味值

玉米谷蛋白及其修饰产物的苦味评价结果见

表 !'

表 <;玉米谷蛋白及其修饰产物的苦味值

S SH SHN$ SHN! SHND

无
+;"" l";!"

`

!;"" l";$&

8

$;D" l";!!

^

";'% l";"-

1

EE由表 ! 可知&玉米谷蛋白酶解后出现苦味&而经

NS146催化交联处理后&苦味值下降&且随着交联程

度的增加&苦味值逐渐降低&SHND 的苦味值由酶解

产物的 +;"" 下降至 ";'%' 当蛋白质酶解为低相对

分子质量肽段时&隐藏在蛋白质分子结构内部的疏

水性氨基酸暴露出来&肽链伸展&从而产生苦味*!++

'

而NS146催化交联作用使疏水性氨基酸重新被包埋

在分子内部&使得苦味降低*!&+

' 结果说明&NS146

的交联可以改善玉米蛋白酶解带来的苦味'

?;结;论

虽然酶解一定程度上有助于改善玉米谷蛋白的

功能性质&但是产品常伴有苦味' 本研究将酶解及

NS146交联修饰相结合&不但改善了玉米谷蛋白的

一些功能性质&如提高了玉米谷蛋白的溶解性)持水

性)持油性以及起泡能力&而且一定程度上克服了酶

解带来的苦味'
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