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摘要!为解决玉米胚芽蛋白溶解性低的问题!提高其在食品工业领域的实际应用!以玉米胚芽蛋白

为原料!通过酶解&转谷氨酰胺酶"DF-X:$交联!制备了不同交联时间的玉米胚芽蛋白!利用红外光

谱仪和粒度分析仪分析玉米胚芽蛋白结构和表面性质的变化!并检测其溶解性&乳化性&起泡性等

功能性质% 结果表明'随着交联时间的延长!玉米胚芽蛋白的溶解性&起泡能力&持水性&乳化活性

逐渐增强!乳化稳定性变化趋势与之相反!泡沫稳定性先升后降!持油性先降后升#与原样相比!交

联 ( 9的玉米胚芽蛋白的乳化活性提高了 %$6& 倍!持水性和持油性分别增加了 )6%$g和 '6&%g#

DF-X:交联反应改变了玉米胚芽蛋白的二级结构!酰胺
$

带的伸缩振动增强!

!

#转角增多!蛋白质

粒径和 :̀V-电位发生改变!蛋白质结构和表面性质的改变造成其功能性质的变化% 综合来看!交

联 ( 9的玉米胚芽蛋白的功能性质表现最佳%

关键词!玉米胚芽蛋白#转谷氨酰胺酶#功能性质#二级结构
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CC玉米胚芽蛋白由玉米胚芽榨油后的副产物玉米

胚芽粕中提取而来$主要由水溶性白蛋白和盐溶性

球蛋白组成-%.

$含有 ' 种人体必需氨基酸-!.

$还具

备婴幼儿所必需的组氨酸$氨基酸含量均衡$营养价

值较高% 玉米胚芽蛋白具有良好的起泡+增稠和乳

化能力$被广泛用于食品和非食品领域-( #=.

% 此外$

玉米胚芽蛋白还可作为食物补充剂$应用于烘焙制

品+肉制品中以补充营养->.

% 由于制油过程中的高

温高压环境导致玉米胚芽蛋白严重变性$通常具有

低溶解度和难闻气味两种缺陷$限制了玉米胚芽蛋

白进一步应用的潜力-$.

$因此有必要对玉米胚芽蛋

白进行改性研究% 目前$对于玉米胚芽蛋白提取的

研究较多$而对于玉米胚芽蛋白改性的研究还有所

缺乏%

酶法改性是利用酶催化蛋白质水解或交联$从

而改变蛋白质的结构和特性% 酶法交联是改造蛋白

质组成及结构+易于调控其功能性质的高效方法$也

是近年来相关研究的焦点% 转谷氨酰胺酶"DF-X:#

是一种可以催化蛋白质"或多肽#分子之间发生共

价交联的酰基转移酶$可使蛋白质分子间和分子内

生成
#

#"

$

#谷氨酰基#赖氨酸异肽键-&.

% 转谷

氨酰胺酶促交联可以改善蛋白质稳定性+溶解性+持

水能力+流变学特性+起泡性和乳化性-' #%!.

% 利用

转谷氨酰胺酶对玉米胚芽蛋白进行交联改性$以期

解决玉米胚芽蛋白溶解性低的问题$提高其在食品

工业领域的实际应用% 为此$本文以玉米胚芽蛋白

为原料$利用转谷氨酰胺酶进行交联处理$通过对不

同交联时间的玉米胚芽蛋白功能性质及结构表征分

析$深入研究结构变化对其性质的影响$分析其可能

的作用机制$以期为玉米胚芽蛋白改性提供参考%

:;材料与方法

%6%C实验材料

玉米胚芽饼$市售!转谷氨酰胺酶"酶活%"" O?1#$

江苏一鸣精细化工有限公司!碱性蛋白酶 "酶活

! 万 O?1#$诺维信有限公司!石油醚$天津市天力化

学试剂有限公司!磷酸二氢钠$天津市科密欧化学试

剂有限公司!所有分离用有机溶剂均为国产分析纯%

ÌRJ#FE 型酸度计$赛多利斯科学仪器"北

京#有限公司!DO#%'%" 紫外可见分光光度计$北

京普析通用仪器有限责任公司!E<:7VUM,KA:傅里

叶变换红外光谱仪$美国L*公司!I-A8#̀ E)" 型粒

度分析仪$英国\-/W:UA公司!TG'" 型万能粉碎机$

天津泰斯特仪器有限公司%

%6!C实验方法

%6!6%C玉米胚芽蛋白的提取

参考文献-%( #%>.采用碱溶酸沉法提取玉米

胚芽蛋白% 将玉米胚芽饼用磨粉机磨粉 $ h& 次$然

后与石油醚按 %o> 比例混合浸提 ( 次"每次 ! 9#进

行脱脂$烘干后过 "6%> ,,"%"" 目#筛$得到脱脂玉

米胚芽粕粉% 按料液比 %o!" 向脱脂玉米胚芽粕粉

中加入蒸馏水$水浴加热至 >"m后加 "6"' ,8/?J

I-KP溶液调 <P至 '6>$磁力搅拌 ! 9$于 = """

U?,.A离心 %" ,.A$取上清液用 % ,8/?JPR/调节上

清液的 <P至 =6&$以 = """ U?,.A离心 %" ,.A$取沉

淀$加入 %" 倍质量的预先用 % ,8/?JPR/调节 <P

至 =6& 的去离子水进行洗涤$以 = """ U?,.A 离心

%" ,.A$重复 ( 次$取沉淀!加 I-KP溶液调节沉淀

的 <P至 &$然后冷冻干燥 != 9$即得玉米胚芽蛋

白$记为原样%

%6!6!C不同交联时间玉米胚芽蛋白样品制备

配制 >g的玉米胚芽蛋白溶液$调节溶液 <P至

%"$并加热到 =>m$按 >" O?1"以玉米胚芽蛋白的质

量计#加入碱性蛋白酶$反应 ( 9$得到酶解物溶液$

经冷冻干燥$即得玉米胚芽蛋白酶解物$记为酶解

样% 将按上述方法制备的玉米胚芽蛋白酶解物溶液

置于 (&m的恒温水浴振荡器中$按%" O?1"以玉米

胚芽蛋白的质量计#加入DF-X:$分别振荡反应 %+!+

( 9$置于 )"m水浴锅灭酶 > ,.A$冷却至室温后倒

入冻干杯$冷冻干燥+研磨后得到不同交联时间的玉

米胚芽蛋白%

%6!6(C红外光谱测定

采用傅里叶变换红外光谱仪对蛋白样品分子结

构进行表征$扫描范围 >"" h= """ 7,

#%

% 使用

<:-BS.V软件拟合样品的特征峰$通过特征峰位置和

面积分析蛋白二级结构
"

#螺旋+

!

#折叠+

!

#转

角和无规则卷曲的含量%

%6!6=C粒径分布和 :̀V-电位测定

参考文献-%$.的方法$将样品配制为 "6% ,1?,J

&=
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的蛋白质分散液$用 "6!!

!

,水膜过滤后$用粒度

分析仪测定粒径分布和 :̀V-电位%

%6!6>C溶解性测定

参考文献-%>.的方法$分别取 "6%!> 1样品于 $

只干净的烧杯中$分别加入 !> ,J去离子水$用 %

,8/?JPR/溶液和 % ,8/?JI-KP溶液调节溶液的

<P分别至 !6"+=6"+$6"+'6"+%"6"+%!6"$将烧杯放

入水浴摇床振荡 (" ,.A$然后在 ( """ U?,.A下离心

!" ,.A$取上清液$测定 !'" A,处的吸光度$当吸光

度大于 "6' 时$稀释相应倍数并重新测定吸光度$空

白对照液为去离子水% 以吸光度表征样品的溶解

性$吸光度越大$溶解度越大$溶解性越强%

%6!6$C起泡性测定

参考文献-%&.的方法$用磷酸盐缓冲液配制蛋

白质质量浓度为 % 1?J的样品溶液$取 %"" ,J蛋白

溶液于 !>" ,J烧杯中$测量样品体积"A

J

#$用高速

组织搅拌机以 %! """ U?,.A均质 % ,.A$记录搅打刚

停止时的泡沫体积"A

"

#$以及搅打后静置 (" ,.A 时

的泡沫体积"A

("

#% 按下式计算样品的起泡能力

"1

R

#和泡沫稳定性"1

E

#%

1

R

BA

"

<A

J

C%""> "%#

1

E

BA

("

<A

"

C%""> "!#

%6!6&C持水性和持油性测定

参考文献-%'.的方法测定持水性% 向干燥的

离心管"质量记为 6

%

#中加入 "6!"" " 1干燥至恒重

的蛋白样品"质量记为 6

"

#$加入 %" ,J蒸馏水$搅

拌使蛋白样品与蒸馏水充分混匀$然后在 > """

U?,.A下离心 (" ,.A$缓慢倒出上清液$称量离心管

与沉淀的质量"质量记为 6

!

#% 按下式计算持水性

".

G

#%

.

G

B"6

!

D6

%

D6

"

#<6

"

"(#

参考文献-%'.的方法测定持油性% 向干燥的

离心管中加入 "6! 1蛋白样品"样品质量为 6#$再

加入 %" ,J大豆油"体积记为 A

%

#$搅拌使蛋白样品

与大豆油充分混合$然后在 > """ U?,.A 下离心 ("

,.A$将上清液缓慢倒入量筒中$记录其体积"体积

记为 A

!

#% 按下式计算持油性".

8

#%

.

8

B"A

%

DA

!

#<6 "=#

%6!6'C乳化性测定

参考文献-%).的方法$以 "6% ,8/?J磷酸盐溶

液为溶剂配制质量浓度为 % 1?J的蛋白样品溶液$

加入大豆油"大豆油与蛋白质溶液体积比 %o(#$然

后用均质机以 %! """ U?,.A 均质 % ,.A% 取 >"

!

J

上清液$加入 > ,J% 1?J的十二烷基磺酸钠溶液$

测定 >"" A,处的吸光度"!

"

#% 再取均质静置 %"

,.A后的上清液重复上述操作% 按下式计算乳化活

性和乳化稳定性%

E

*H

B

! C!

"

C4 C!F("(

$C"% D

%

# C%" """

">#

E

*E

B!

%"

<!

"

C%""> "$#

式中& E

*H

为乳化活性$,

!

?1!

%

为样品溶液油的

体积分数! $为乳化前蛋白样品溶液的质量浓度$

1?,J!4为稀释倍数!E

*E

为乳化稳定性!!

%"

为乳液静

置 %" ,.A后的吸光度%

<;结果与分析

!6%C交联时间对玉米胚芽蛋白二级结构的影响

玉米胚芽蛋白的红外光谱图如图 % 所示$二级

结构含量如表 % 所示%

图 :;玉米胚芽蛋白红外光谱图

表 :;玉米胚芽蛋白二级结构含量 N

样品
"

#螺旋
!

#折叠
!

#转角 无规则卷曲

原样
!!6>&

3

(!6!(

7

!=6("

3

!"6)"

7;

酶解样
!!6'=

3

(%6>$

7

!(6&>

3

!%6'>

3;

交联 % 9

%&6=%

;

=(6>>

-

%)6=)

7

%)6>>

;;

交联 ! 9

!"6'>

7

('6"(

3

!"6'"

7

!"6(!

7;

交联 ( 9

!>6!%

-

%$6!)

;

((6)!

-

!=6>'

-;

C注&同列不同字母表示差异显著" )p"6">#

由图 % 可见&在 ( ("" h( $"" 7,

#%的衍射峰对

应K2P的伸缩振动-!".

$各组样品均出现氢键的特

征峰$而 ( (>" 7,

#%和 ( %'' 7,

#%处的双峰则对应

I2P的反对称与对称伸缩振动吸收峰-!%.

!经过

DF-X:交联后的玉米胚芽蛋白的最大吸收峰值较原

样发生偏移$表明蛋白质氢键发生改变且 K2P和

I2P含量发生变化!! ''" h! ))" 7,

#%处的衍射

峰对应R2P伸缩振动$随着交联时间的延长该处

峰面积增大$表明随着交联时间的延长$蛋白质的主

侧链碳基结构发生变化!在DF-X:交联 ( 9 后$在酰

胺
$

带范围内"% $"" h% &"" 7,

#%

#$玉米胚芽蛋白

的特征峰 "% $>' 7,

#%

#相对于酶解样的特征峰

"% $>( 7,

#%

#蓝移了 > 7,

#%

%

由表 % 可见$玉米胚芽蛋白被碱性蛋白酶酶解

后$二级结构中除无规则卷曲增加外$其他变化不显

'=
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著$因为酶解主要改变蛋白质一级结构$而对玉米胚

芽蛋白的二级结构影响程度较小% 随着DF-X:交联

的进行$

!

#折叠含量在前 % 9 内升高随后下降$

"

#螺旋和
!

#转角含量的趋势正好相反$无规则卷

曲的含量则在前 ! 9 内基本稳定$在 ( 9 时突然增

加$可能受蛋白质聚集影响$使蛋白质由有序结构向

无序结构转变%

!6!C交联时间对玉米胚芽蛋白粒径的影响"见图 !$

图 <;交联时间对玉米胚芽蛋白粒径的影响

CC由图 ! 可见$随着交联时间的延长$玉米胚芽蛋

白的粒径发生了变化$原样+酶解样+交联 % 9+交联

! 9 和交联 ( 9 的样品的平均粒径分别为 %('6%+

%%$6>+%!%6(+%!>6>+%('6! A,% 经碱性蛋白酶酶解

后玉米胚芽蛋白的粒径减小$是由于蛋白质分子链

断裂所致!随着DF-X:交联时间的延长$玉米胚芽蛋

白粒径逐渐增大$是由于 DF-X:的作用使得经过酶

解后的部分蛋白质分子发生再聚集$形成体积较大

的聚合体$聚合体数量随交联时间的延长而增多$从

而使粒径增大% 另外$各样品的峰值所对应粒径的

大小$也呈现相同的变化趋势%

!6(C交联时间对玉米胚芽蛋白 :̀V-电位的影响

"见图 ($

图 =;交联时间对玉米胚芽蛋白Z(,&电位的影响

CC :̀V-电位绝对值大小反映蛋白质表面的静电排

斥强弱$ :̀V-电位绝对值越大$静电排斥作用越强$

分子间越不易聚集-!!.

% 由图 ( 可见$酶解后 :̀V-电

位绝对值增加$这是因为酶解促使蛋白质内部带负

电荷的氨基酸残基暴露-!(.

% DF-X:交联后 :̀V-电

位绝对值小于酶解后的玉米胚芽蛋白% 随着 DF-X:

交联时间的延长$ :̀V-电位绝对值先增大后减小$交

联 ! 9 时$ :̀V-电位绝对值最大% 这是因为在交联

前期$DF-X:交联会使谷氨酰胺与赖氨酸形成异肽

键$导致氨基丢失$减少正电荷数$使 :̀V-电位绝对

值增加!在交联后期$反应体系中没有赖氨酸残基或

伯胺时$水作为酰基受体与谷氨酰胺残基发生水解$

脱除带负电的酰胺基团$从而减少了 :̀V-电位绝

对值-!=.

%

!6=C交联时间对玉米胚芽蛋白溶解性的影响"见

图 =$

图 >;交联时间对玉米胚芽蛋白溶解性的影响

CC由图 = 可见&随着 <P的升高$各样品的溶解度

呈先下降后上升的趋势$酶解样的溶解度在各 <P

均最高$这是因为经碱性蛋白酶酶解后蛋白质分子

链变短$有利于蛋白质溶解!在 <P为 = 时各样品的

溶解度均表现为最低值$这是因为此时蛋白质接近

电中性$分子间静电斥力减弱$因此溶解度最低-!>.

!

随着交联时间的延长$玉米胚芽蛋白的溶解性逐

渐增强$交联 ( 9 的玉米胚芽蛋白溶解性最强$这

是因为 DF-X:可以催化谷氨酰胺残基与赖氨酸形

成分子内和分子间的异肽键$降低球蛋白表面的

疏水性$从而提高溶解性$另外$

!

#转角含量升高

也会降低蛋白质的表面疏水性$提高蛋白质的溶

解性-!$ #!&.

%

!6>C交联时间对玉米胚芽蛋白起泡性的影响"见

图 >$

图 ?;交联时间对玉米胚芽蛋白起泡性的影响

CC由图 > 可见$随着交联时间的延长$玉米胚芽蛋

白的起泡能力呈上升趋势$交联 ( 9 时$起泡能力最

)=
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强$为 %&>g$显著高于其他样品")p"6">#$说明

DF-X:处理玉米胚芽蛋白可提高其起泡能力$且可

通过交联时间的长短来调控% 这是因为随着 DF-X:

交联时间的延长$玉米胚芽蛋白肽链上谷氨酰胺与

氨基酸残基相连$形成高机械强度网状液膜$膜的弹

性及致密性提高$气体不易向外扩散$从而使起泡能

力增强-!'.

% 随着交联时间的延长$玉米胚芽蛋白泡

沫稳定性先上升后下降$原样+酶解样和交联 % 9 的

样品泡沫稳定性差异不显著")q"6">#$交联 ! 9 的

样品泡沫稳定性最强")"6$g#$交联 ( 9 时样品的

泡沫稳定性减弱% 虽然玉米胚芽蛋白发生交联反应

形成了较大的聚合物$有利于泡沫的形成和吸附$导

致起泡能力增强$但 DF-X:交联 ( 9 的样品 :̀V-电

位绝对值变小$分子间易于聚集$导致泡沫坍塌$影

响泡沫的稳定性-!) #(%.

%

!6$C交联时间对玉米胚芽蛋白持水性和持油性的

影响"见图 $$

图 J;交联时间对玉米胚芽蛋白持水性和持油性的影响

CC由图 $ 可见$玉米胚芽蛋白经碱性蛋白酶酶解

和DF-X:交联反应后$持水性和持油性均有所增强$

并且持水性随着交联时间的延长而提高$交联 ( 9

时持水性达到了 (6)" 1?1$较原样提高了 )c%$g$

其原因可能是碱性蛋白酶的脱酰胺导致蛋白质的二

级结构发生变化$更多的亲水肽链暴露$经DF-X:处

理后形成了新的化学键$增强了蛋白质的网状结构$

为水分子的留存提供了空间$两者协同提高了玉米

胚芽蛋白的持水性-(%.

% 结合蛋白质二级结构的变

化规律$推测
!

#折叠向
!

#转角的转变可能会促

进玉米胚芽蛋白网状结构的形成% 交联( 9 时玉米

胚芽蛋白的持油性表现为最高值"(6'% ,J?1#$较

原样提高了 '6&%g$且显著高于其他样品 ")p

"6">#$但在 " h! 9 的交联时间内$持油性增长缓

慢$归因于DF-X:交联反应初期的肽链解离$形成的

聚合物较少$而油分子较大$蛋白质结构不能良好地

支撑油分子$随着交联时间的延长聚合物增多$蛋白

质空间结构变密$相对分子质量变大$有利于俘获和

支撑油分子-(!.

%

!6&C交联时间对玉米胚芽蛋白乳化性的影响"见

图 &$

图 V;交联时间对玉米胚芽蛋白乳化性的影响

CC由图 & 可见$碱性蛋白酶酶解后玉米胚芽蛋白

的乳化活性"(6(%> ,

!

?1#比原样"%6)&( ,

!

?1#有所

增加$这是由于酶解后玉米胚芽蛋白的分子链变短$

暴露出极性基团使其乳化活性稍有改善% 经碱性蛋

白酶酶解后的玉米胚芽蛋白乳化稳定性最高

"=!c"%g#$这是因为酶解后蛋白质相对分子质量

较小$溶解性最好$ :̀V-电位绝对值最高$所以其乳

化稳定性最强% 随着交联时间的延长$玉米胚芽蛋

白的乳化活性逐渐升高$交联 ( 9 的玉米胚芽蛋白

乳化活性较原样提高了 %$6& 倍$并且也显著高于其

他样品")p"6">#% 这是因为经过 DF-X:交联的蛋

白质小分子发生聚集$形成了更多的网状结构$增强

了水油界面的吸附性$同时更大的蛋白质粒径也有

助于形成更大粒径的乳液$从而提高了乳化活

性-((.

!其次$随交联时间延长蛋白质羟基增多$其二

级结构的改变造成了其溶解性和疏水性的改变$疏

水性的降低可能是由于聚合肽暴露的疏水残基被埋

在聚合分子内部$蛋白质亲水基团增多利于其在水

油界面上的吸附$从而提高了乳化活性-(= #(>.

% 玉米

胚芽蛋白乳化稳定性则随着DF-X:交联时间的延长

而降低$这可能是由于交联形成的聚合物增多导致

相对分子质量增大$蛋白质之间易于团聚所导致%

=;结;论

对DF-X:交联玉米胚芽蛋白功能和结构性质进

行检测表征$结果表明$与原样相比$DF-X:交联处

理可以增强玉米胚芽蛋白的溶解性+起泡能力+持水

性+持油性和乳化活性$除持油性外$与交联时间均

呈正相关的趋势$综合来说$交联 ( 9 的玉米胚芽蛋

白的功能性质表现最佳% 交联处理后蛋白质中
!

#

转角二级结构和羟基增多$蛋白质的粒径大小和

:̀V-电位发生了改变$蛋白质结构与表面化学性质

的变化共同影响着玉米胚芽蛋白的功能性质%
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