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响应面法优化大豆分离蛋白复合酶法糖基化

交联改性工艺研究
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摘要：大豆分离蛋白（ＳＰＩ）用木瓜蛋白酶适度水解再与氨基葡萄糖在转谷氨酰胺酶的作用下进行
糖基化交联改性，制备高乳化性能 ＳＰＩ。在单因素实验基础上以氨基葡萄糖与 ＳＰＩ质量比、ＳＰＩ水
解度和交联反应时间为自变量，以乳化活性为响应值，利用响应面法对ＳＰＩ糖基化改性条件进行优
化。结果表明：最佳反应条件为氨基葡萄糖与ＳＰＩ质量比０．９６∶１、ＳＰＩ水解度０．６４％、交联反应时
间３．２９ｈ。在最佳反应条件下，改性ＳＰＩ乳化活性为１６．９７ｍ２／ｇ，是未改性 ＳＰＩ乳化活性的３．２５
倍，乳化稳定性提高了３５个百分点，达到９６％。
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　　大豆分离蛋白因其价格低廉、营养价值高，被广 泛应用于食品加工行业［１］。但大豆分离蛋白功能

特性相对较差，对加工条件（高温、ｐＨ等）敏感，很
大程度限制了其在诸多食品体系的应用，因此需要

对大豆分离蛋白进行改性［１－２］。目前改性的方法有

物理改性、化学改性以及酶法改性，其中酶法改性具

有催化反应条件温和而且专一、无副产物等优点，已

成为大豆分离蛋白改性的主要研究方向，是具有广
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泛前景的大豆蛋白改性方法［３］。

大豆蛋白的酶法糖基化修饰主要是通过转谷氨

酰胺酶（ＴＧ）途径，通过 ＴＧ酶将具有伯胺性质的糖
连接到大豆分离蛋白，能够有效地提高其溶解性、乳

化性、凝胶性、热稳定性、流变性等功能特性［４－６］。

大豆蛋白在天然状态下呈现出紧密的球状结构，反

应基团深埋在蛋白分子内部，不利于糖基化交联的

进行。故先使用蛋白酶处理能够有效改善大豆蛋白

的结构状态，从而达到改善蛋白质功能特性的目

的［７－９］。Ｂａｂｉｋｅｒ等［１０－１１］研究发现，大豆蛋白酶解

物经ＴＧ交联后，不仅增加了蛋白质的溶解性，还显
著提高了其乳化性和起泡性。Ｗａｌｓｈ等［１２］利用碱

性蛋白酶对大豆蛋白进行限制性水解，再经 ＴＧ交
联，产物溶解度显著提高。Ｚｈａｎｇ等［１３－１６］在大豆蛋

白酶解－糖基化接枝复合物制备的研究中发现，水
解度为２．２４％时，糖基化产物具有良好的乳化性、
乳化稳定性和抗脂质氧化性，并将其应用于鱼油微

胶囊的制备。

本实验使用木瓜蛋白酶对大豆分离蛋白进行适

度水解，将其与具有伯胺性质的氨基葡萄糖在 ＴＧ
酶的作用下进行糖基化交联修饰。研究氨基葡萄糖

与大豆分离蛋白质量比、ＳＰＩ的水解度、交联反应时
间对大豆分离蛋白乳化活性和乳化稳定性的影响，

并采用响应面优化法确定最佳工艺参数，为 ＳＰＩ进
一步的研究应用提供参考。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

大豆分离蛋白（蛋白质含量９２．９２％），华丰试
剂公司；福临门一级大豆油；氨基葡萄糖（≥９９％），
阿拉丁试剂；木瓜蛋白酶（≥２０００００Ｕ／ｇ），博美生物
科技有限责任公司；转谷氨酰胺酶（≥１５００Ｕ／ｇ），
博美生物科技有限责任公司；透析袋，索莱宝科技有

限公司；氢氧化钠、浓盐酸、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、
磷酸氢二钠、磷酸二氢钠等均为分析纯。

１．１．２　仪器与设备
ＵＶ－２０００紫外可见分光光度计，尤尼柯仪器

有限公司；ＪＢ－１Ａ磁力搅拌器；ＦＡ２１０４Ａ分析天
平；ＰＨＳ－３ＣｐＨ测定仪，上海理达仪器厂；仪表恒
温水浴锅；ＴＨＺ－Ｃ台式恒温振荡器；ＬＣＪ－１０Ｄ冷
冻干燥机，北京四环科学仪器厂有限公司；Ｔ１８型高
速分散器，德国 ＩＫＡ公司；涡旋振荡器，江苏金仪仪
器有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　大豆分离蛋白酶解物制备

参考徐莹等［１７］的实验方法，有所改动。将大豆

分离蛋白（ＳＰＩ）溶于蒸馏水中搅拌充分溶解，制备
５０ｇ／Ｌ的ＳＰＩ溶液，在４５℃下预热３０ｍｉｎ，调节ｐＨ
为７．０。加入适量木瓜蛋白酶，通过加入０．１ｍｏｌ／Ｌ
的ＮａＯＨ溶液稳定酶解过程 ｐＨ为７．０，记录 ＮａＯＨ
溶液的消耗量。酶解结束９０℃水浴加热１０ｍｉｎ灭
酶，冷却至室温备用。采用 ｐＨ－Ｓｔａｔ法计算产物水
解度（ＤＨ）。

ＤＨ＝ ＣＶ
αＭｐｈｔｏｔ

×１００％

式中：Ｃ为ＮａＯＨ溶液浓度，ｍｏｌ／Ｌ；Ｖ为水解过
程中消耗ＮａＯＨ溶液的体积，ｍＬ；α为氨基解离度；
Ｍｐ为底物蛋白质质量，ｇ；ｈｔｏｔ为蛋白质中总的可被水
解的肽键数。

１．２．２　ＳＰＩ酶解物糖基化产物的制备
在ＳＰＩ酶解物溶液中加入适量的氨基葡萄糖，

在３７℃、ＴＧ酶添加量１５Ｕ／ｇ、ｐＨ７．５的条件下振
荡反应，反应结束后 ８５℃水浴加热灭酶 ５ｍｉｎ［４］。
冷却至室温后，将上述溶液装入透析袋，在４℃条件
下透析过夜，除去未反应的氨基葡萄糖，冷冻干燥

备用。

１．２．３　ＳＰＩ酶解糖基化产物的乳化性能测定
参照Ｐｅａｒｃｅ等［１８］的方法进行改进。取１５ｍＬ

０．１％的糖基化产物溶液（待测产物溶于０．２ｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ７．０的磷酸缓冲液中）于离心管中，加入５ｍＬ大
豆油，在１００００ｒ／ｍｉｎ下高速均质１ｍｉｎ，立即从离
心管底部取乳化液 ５０μＬ，加入到 ５ｍＬ０．１％的
ＳＤＳ溶液，涡旋混匀后于５００ｎｍ处测定吸光值 Ａ０，
以ＳＤＳ溶液作为空白。放置１０ｍｉｎ后再次取样测
定吸光值Ａ１０。乳化活性（ＥＡＩ）及乳化稳定性（ＥＳＩ）
分别按下式计算：

ＥＡＩ＝
２×２．３０３×Ａ０×Ｎ
αＬＣ×１０４

ＥＳＩ＝
Ａ１０
Ａ０
×１００％

式中：α为乳化液中油相的比例；Ｌ为比色杯光
径；Ｃ为蛋白质的初始质量浓度；Ｎ为稀释倍数。
２　结果与分析
２．１　单因素实验
２．１．１　氨基葡萄糖与 ＳＰＩ质量比对糖基化产物乳
化性能的影响

在１００ｍＬ、５０ｇ／Ｌ、水解度０．５％的ＳＰＩ酶解物
溶液中加入与 ＳＰＩ质量比分别为 ０．５∶１、０．７５∶１、
１．０∶１、１．２５∶１的氨基葡萄糖，在３７℃、ＴＧ酶添加量
１５Ｕ／ｇ、ｐＨ７．５的条件下振荡反应３ｈ，制备糖基化产
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物，测定其ＥＡＩ和ＥＳＩ。考察氨基葡萄糖与ＳＰＩ质量
比对糖基化产物乳化性能的影响，结果见图１。

图１　氨基葡萄糖与ＳＰＩ质量比对ＥＡＩ和ＥＳＩ的影响

　　由图１可以看出，随着氨基葡萄糖与 ＳＰＩ质量
比不断加大，ＳＰＩ的乳化活性先增加后减少。这是
因为随着糖基导入量的增加，使 ＳＰＩ的溶解度增加
同时暴露更多的疏水性基团，从而使乳化活性提高；

但过量的糖分子基团会影响ＳＰＩ在油水界面的吸收
及内部的展开复位，降低乳化活性［１９］；随着糖基的

引入和蛋白质结构的改善，ＳＰＩ的乳化稳定性得到
提高，且数据之间变化不显著。

２．１．２　ＳＰＩ水解度对糖基化产物乳化性能的影响
在１００ｍＬ、５０ｇ／Ｌ、水解度分别为 ０、０．５％、

１０％、１．５％的 ＳＰＩ酶解物溶液中加入与 ＳＰＩ质量
相同的氨基葡萄糖，在３７℃、ＴＧ酶添加量１５Ｕ／ｇ、
ｐＨ７．５的条件下振荡反应３ｈ，制备糖基化产物，测
定其ＥＡＩ和ＥＳＩ。考察 ＳＰＩ水解度对糖基化产物乳
化性能的影响，结果见图２。

图２　ＳＰＩ水解度对ＥＡＩ和ＥＳＩ的影响

　　由图２可以看出，随着ＳＰＩ水解度的增加，ＳＰＩ的
乳化活性先增加后减小。这是因为适当的酶解打开

了ＳＰＩ的球状结构，暴露出疏水性基团和糖基化位
点，从而使乳化活性提高。但过度的水解会使糖基化

产物的极性电荷数量和亲水性增加，吸附油滴能力下

降，降低了乳化能力；随着ＳＰＩ水解度的增加，ＳＰＩ的
乳化稳定性得到提高，且数据之间变化不显著。

２．１．３　交联反应时间对糖基化产物乳化性能的
影响

在１００ｍＬ、５０ｇ／Ｌ、水解度０．５％的 ＳＰＩ酶解物
溶液中加入与 ＳＰＩ质量相同的氨基葡萄糖，在

３７℃、ＴＧ酶添加量１５Ｕ／ｇ、ｐＨ７．５的条件下振荡反
应１、２、３、４ｈ，制备糖基化产物，测定其 ＥＡＩ和 ＥＳＩ。
考察交联反应时间对糖基化产物乳化性能的影响，

结果见图３。

图３　交联反应时间对ＥＡＩ和ＥＳＩ的影响

　　由图３可以看出，随着交联反应时间的延长，
ＳＰＩ的乳化活性先增加后减小。这是因为交联反应
时间越长，导入的糖基数量就越多同时暴露更多的

疏水性基团，从而使乳化活性提高。但交联反应时

间过长会使过量的糖分子基团影响ＳＰＩ在油水界面
的吸收及内部的展开复位，同时过度交联会聚合生

成大分子基团，从而影响乳化能力；随着反应时间的

延长，乳化稳定性先减小后增大，数据之间变化

不大。

２．２　响应面优化实验
由单因素实验结果可以看出，单因素因素水平

变化对乳化活性影响显著，对乳化稳定性影响不大，

故确定氨基葡萄糖与 ＳＰＩ质量比（Ａ）、ＳＰＩ水解度
（Ｂ）、交联反应时间（Ｃ）为考察因素，以乳化活性
（ＥＡＩ）为响应值，依照 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合实验
设计原理［２０－２１］，采用三因素三水平响应面进行实

验。每组实验重复３次，取平均值为实验结果。响
应面实验因素水平见表１，响应面实验方案设计及
结果见表２，回归模型方差分析见表３。

表１　响应面实验因素水平

水平 Ａ Ｂ／％ Ｃ／ｈ
－１ ０．７５∶１ ００． ２
－０ １．００∶１ ０．５ ３
－１ １．２５∶１ １．０ ４

表２　响应面实验方案设计及结果

实验号 　Ａ 　Ｂ 　Ｃ ＥＡＩ／（ｍ２／ｇ）
１ －１ ０ －１ １１．６７
２ ０ －１ １ ５．９７
３ １ ０ －１ １１．２４
４ １ －１ ０ ７．４２
５ －１ １ ０ １３．１０
６ －１ ０ １ １４．２５
７ －１ －１ ０ ８．０１

０３ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０１８Ｖｏｌ４３Ｎｏ４



续表２

实验号 　Ａ 　Ｂ 　Ｃ ＥＡＩ／（ｍ２／ｇ）
８ ０ ０ ０ １６．５０
９ ０ １ １ １３．５１
１０ ０ ０ ０ １６．４５
１１ １ １ ０ １２．４７
１２ ０ １ －１ ８．１１
１３ ０ ０ ０ １６．５３
１４ ０ ０ ０ １６．５０
１５ １ ０ １ １３．４７
１６ ０ －１ －１ ６．２９
１７ ０ ０ ０ １６．５２

表３　回归模型方差分析

方差来源 平方和
自由

度
均方 Ｆ Ｐ

模型 ２３２．８４ ７ ０３３．２６ ２８４３．５０ ＜０．００１
Ａ ０００．６８ １ ０００．６８ ５８．０１ ＜０．００１
Ｂ ０４７．１４ １ ０４７．１４ ４０３０．００ ＜０．００１
Ｃ ０１２．２３ １ ０１２．２３ １０４５．２０ ＜０．００１
Ａ２ ００４．６０ １ ００４．６０ ３９２．８８ ＜０．００１
Ｂ２ １１５．２７ １ １１５．２７ ９８５３．９４ ＜０．００１
Ｃ２ ０３３．００ １ ０３３．００ ２８２１．４４ ＜０．００１
ＢＣ ００８．１８ １ ００８．１８ ６９９．２４ ＜０．００１
残差 ０００．１１ ９ ０００．０１
失拟项 ０００．１０ ５ ０００．０２ １．４２ ＜０．４５２
误差 ０００．００３ ４ ０００．００１
总残差 ２３２．９４ １６

　注：为极显著，Ｐ＜０．０１；为显著，Ｐ＜０．０５。

以回归系数建立乳化活性（ＥＡＩ）与氨基葡萄糖与
ＳＰＩ质量比（Ａ）、ＳＰＩ水解度（Ｂ）、交联反应时间（Ｃ）的
响应面回归方程为：ＥＡＩ＝－３１．３２５＋３２．２６７Ａ＋
１７２０４Ｂ＋１６６０５Ｃ－１６．７１６Ａ２ －２０．９２９Ｂ２ －
２８００Ｃ２＋２．８６０ＢＣ。

由表３可知，回归模型极显著（Ｐ＜０．０１），同时
模型失拟项不显著（Ｐ＞０．０５），无失拟因素存在。
相关系数Ｒ２＝０．９９５，Ｒ２Ａｄｊ＝０．９９２，说明该模型拟合
程度较好，模型预测值与实际值吻合。在实验水平

范围内，氨基葡萄糖与ＳＰＩ质量比、ＳＰＩ水解度、交联
反应时间均是影响极显著的因素，影响大小顺序依

次为Ｂ＞Ｃ＞Ａ，即 ＳＰＩ水解度 ＞交联反应时间 ＞氨
基葡萄糖与ＳＰＩ质量比。

根据所建立的数学模型得最优工艺条件为氨基

葡萄糖与ＳＰＩ质量比０．９６∶１、ＳＰＩ水解度０．６４％、交
联反应时间 ３．２９ｈ，在此条件下 ＥＡＩ的预测值为
１７．０３ｍ２／ｇ，实际得到的 ＥＡＩ为１６．９７ｍ２／ｇ。预测
值与实验值拟合良好。

对改性前后 ＳＰＩ的 ＥＡＩ和 ＥＳＩ进行比较，结果
见表４。

表４　改性前后ＳＰＩ的ＥＡＩ和ＥＳＩ比较

样品 ＥＡＩ／（ｍ２／ｇ） ＥＳＩ／％
未改性ＳＰＩ ０５．２２±０．２１ ６１±１．５１
改性ＳＰＩ １６．９７±０．３３ ９６±２．４３

　　由表 ４可以看出，未改性 ＳＰＩ的 ＥＡＩ为 ５．２２
ｍ２／ｇ，通过复合酶法糖基化得到的改性 ＳＰＩ的 ＥＡＩ
为１６．９７ｍ２／ｇ，是未改性 ＳＰＩ的３．２５倍，同时 ＥＳＩ
提高了 ３５个百分点，达到 ９６％，ＥＡＩ和 ＥＳＩ显著
提高。

３　结　论
利用复合酶法糖基化对 ＳＰＩ进行改性，以乳化

活性（ＥＡＩ）为响应值，通过响应面法优化所得的最
佳工艺条件为氨基葡萄糖与ＳＰＩ质量比０．９６∶１、ＳＰＩ
水解度０６４％、反应时间 ３．２９ｈ，在此条件下 ＥＡＩ
为１６．９７ｍ２／ｇ。未改性的ＳＰＩ的ＥＡＩ为５．２２ｍ２／ｇ，
乳化稳定性（ＥＳＩ）为６１％，改性后其 ＥＡＩ是改性前
的３．２５倍，ＥＳＩ提高了３５个百分点，达到９６％，ＥＡＩ
和ＥＳＩ得到显著提高。
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通过对添加 ＴＧ酶工艺进行优化，得到最佳添

加量为０．２２％，萃取提取率降低１．２％，酸沉损失率
降低１３％，大豆分离蛋白的回收率由７０．２％提高到
７５．３％，大豆分离蛋白粗蛋白含量可达到９１３％，
在生产过程中中和黏度增加，对设备要求有所提高。

凝胶硬度提高２５．１％，弹性提高１２３％，咀嚼性提
高４１．１％。在大豆分离蛋白生产时使用ＴＧ酶可以
提高大豆的蛋白质利用率。在此过程中回收的大豆

分离蛋白的凝胶特性优势明显，提高了产品品质，扩

大了蛋白质的利用领域，对节约能源，提高经济效益

有重要意义。
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