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摘要!为改善大豆分离蛋白膜的性能!利用碱性蛋白酶制备玉米醇溶蛋白酶解产物"fY$!通过转谷

氨酰胺酶"FN/̂T$催化大豆分离蛋白"GbJ$与fY发生交联反应!对反应条件进行了优化#通过控制

反应时间得到 $ 种修饰产物"分别为 " ` #GbJ?fY%"74 ` #GbJ?fY%% ` #GbJ?fY%%74 ` #GbJ?

fY$!并对修饰产物制备的膜性能进行研究& 结果表明'最佳的 FN/̂T催化 GbJ与 fY交联反应条

件为 GbJ与fY质量比 &74k%%底物质量浓度 $" .<?.I%cY+74%酶添加量 %" U?<"以蛋白质质量

计$%反应温度 $4i%反应时间 %74 `#随着反应时间的延长!$ 种修饰产物制备的复合膜抗拉强度

和不透明度增加!含水量%断裂伸长率和水蒸气透过率降低#与 GbJ膜相比!%74 ` #GbJ?fY制备的

复合膜的抗拉强度增加了 474E!含水量与水蒸气透过率分别下降了 !473E和 &!7!E!不透明度

增加了 %%$7!E& 综上!采用FN/̂T催化 GbJ与fY发生交联!所制的复合膜综合品质较好!为 GbJ

复合膜的开发提供了技术支持&
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BB大豆分离蛋白" GbJ#分子中存在大量的疏水

键)二硫键)氢键$赋予了 GbJ良好的成膜性能'%(

%

但是由于 GbJ的亲水性$导致其成膜后易吸水$阻水

性能较差'!(

$这限制了其在包装亲水性食品中的应

用% 常通过以下两方面改善 GbJ膜的性能&一是外

源添加明胶改变 GbJ的亲疏水性'&(

!二是对 GbJ进

行改性修饰$天然高分子物质的大分子特性一定程

度上有利于提升膜的特性'$(

%

转谷氨酰胺酶"FN/̂T#能够催化蛋白质分子中

的谷氨酰胺残基与赖氨酸残基发生分子内或分子间

反应'4(

$生成大分子物质% 因此$理论上利用该酶

将外源物导入 GbJ中$会改善蛋白质的成膜特性$然

而利用FN/̂T将不同种类蛋白交联制膜的研究暂无

报道%

玉米醇溶蛋白是一种优良的成膜材料$而且其

分子富含疏水性氨基酸"约占 4"E#$能够赋予蛋白

膜良好的阻水特性'3(

% 因此$将玉米醇溶蛋白引入

到 GbJ分子中$有望改变 GbJ的成膜性% 由于玉米

醇溶蛋白的水溶性极差'+(

$因而利用蛋白酶酶解断

裂玉米醇溶蛋白的肽键$以减小其在 FN/̂T反应中

的空间位阻$同时暴露更多的反应位点% 本研究通

过FN/̂T催化 GbJ和富含疏水基团的玉米醇溶蛋白

酶解产物"fY#发生交联反应$在形成致密网络结构

的同时$将疏水性蛋白"玉米醇溶蛋白#导入 GbJ中$

提高 GbJ膜的阻水性能$以期改善 GbJ的成膜性能%

?@材料与方法

%7%B实验材料

脱脂豆粕$哈尔滨市宾县禹王植物蛋白有限公

司!玉米蛋白粉$中粮生化能源"龙江县#有限公司!

FN/̂T$江苏一鸣精细化工有限公司!碱性蛋白酶

"

"

!" 万U?<#$诺维信有限公司!亮氨酸标准品$天

津市光复精细化工研究所!邻苯二甲醛$上海麦克林

生化科技有限公司!低分子质量标准蛋白质"蓝色

葡聚糖 ! """#!抑肽酶)杆菌肽)氧化型谷胱甘肽)

还原型谷胱甘肽$北京欣经科生物技术有限公司!其

他试剂均为分析纯%

UD#4%""型紫外可见分光光度计$上海元析仪

器有限公司!FH7VFc1R 型̂质构仪$英国 G\/_1Tg08[9

G>̂\T.公司!bR[0Z0T[̂%"" 型凝胶色谱仪$N,公司%

%7!B实验方法

%7!7%BGbJ的制备

将脱脂豆粕与蒸馏水按料液比 %k%" 低温溶胀

过夜$调节 cY为 274$4"i水浴搅拌 ! `$随后离心

收集上清液% 调节 cY为 $74$将悬浮液离心$所得

沉淀用 cY$74 的蒸馏水冲洗 ! 次$离心$取沉淀$用

! .91?I的(/QY调 cY至 +74$冷冻干燥$获得 GbJ%

%7!7!BfY的制备

采用 f̀T;<等'2(的方法制备玉米醇溶蛋白% 取

一定量的玉米蛋白粉$按料液比 %k%" 加入bWG缓冲

液"cY374#$充分分散$加入
!

#淀粉酶$+"i分散

! `$随后 '"i灭酶 &" .0;$冷却至室温$取沉淀水

洗 & 次$烘干沉淀$研磨至粉末状并称质量% 然后按

液料比 %k%" 加入丙酮提取 &" .0;$去除色素$离心$

收集沉淀物$用 +"E乙醇"液料比 %"k%#在 3"i下提

取 ! `$离心收集上清液% 将上清液蒸发浓缩至有微

小颗粒析出$将浓缩液转移至小盒内$真空冷冻干

燥$得到玉米醇溶蛋白%

将玉米醇溶蛋白以料液比 %k%" 分散在 cY274

的水中$升温至 3"i$按照 "7% <?%"" <"以蛋白质

质量计#的比例加入碱性蛋白酶$反应过程中用

"7%! .91?I的(/QY溶液维持体系 cY274 恒定"反

应过程维持 3"i恒温#% 根据 cY#̂\/\法''(测定水

解度$当水解度达到 %!7"E时$24i处理 4 .0;灭酶

终止反应$冷却至室温$冻干$获得fY%

%7!7&BGbJ与fY修饰产物的制备

将 GbJ与fY以质量比 &74k% 混合均匀$加入一

定量的水配成一定质量浓度的分散液$加入一定量

FN/̂T$调节体系 cY$一定温度下反应一定时间后$

将样品置于 24i水浴锅中灭酶 4 .0;$冷却至室温$

冷却干燥后备用%

%7!7$BGbJ与fY复合膜的制备

使用溶液浇铸法制备复合膜'%"(

% 制备 &"

.<?.I的蛋白分散液$取 &" .I分散液加热至

2"i$添加 "7!4 .I甘油与 "7+4 <卡拉胶$充分溶

解后$缓慢滴加(/QY溶液$调节溶液的 cY至 '7"%

静置消泡后$将溶液倒入有机玻璃板$均匀流延$置
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于 +"i的干燥箱中干燥揭膜% 最后将其置于 !4i

的环境下吸潮 !$ `$即得复合膜%

%7!74B玉米醇溶蛋白酶解液分子质量分布测定

参照王晓杰等'%%(的方法$利用凝胶色谱法测定

玉米醇溶蛋白酶解液分子质量分布%

测试条件&GRcT[]TLbTc\0]T%"?&"" NI色谱柱!

上样量 %""

!

I!流速 "7!4 .I?.0;!检测波长 !%$ ;.%

%7!73BfY溶解度的测定

用 cY为 +74 的bWG缓冲液溶解fY$配制成质

量浓度为 ! <?I的溶液% 涡旋使其充分溶解后$置

于 $i冰箱溶胀$2 """ [?.0;离心!" .0;$收集上清液

并通过S910; #酚法测定可溶性蛋白质的含量% 溶解

度以可溶性氮的占比表示%

%7!7+BGbJ与fY修饰产物接枝度的测定

参照闫爽等'%!(的方法测定接枝度%

%7!72B复合膜性能测试

%7!727%B含水量的测定

通过称量法测定样品含水量% 将膜剪成 !" ..j

!" ..的形状$然后置于称量瓶中 %"4i下烘干至

恒重$按式"%#计算含水量%

+l""

%

#"

!

##"

%

j%""N "%#

式中&+为含水量!"

%

为膜初始质量$<!"

!

为膜

恒重后的质量$<%

%7!727!B机械性能的测定

使用质构仪测定膜的机械性能'%&(

% 将膜裁剪

成 %" ..j3" ..的矩形长条$初始拉伸距离为

!" ..$拉伸速度为 !"" ..?.0;$测得膜的抗拉强

度和断裂伸长率%

%7!727&B水蒸气渗透性的测定

参照*[0AT1等'%$(的方法测定膜的水蒸气透过率%

%7!727$B不透明度的测定

将膜剪裁成大小合适的长条状$贴在比色皿一

侧$测定其在 3"" ;.波长处的吸光值$以空白比色

皿为对照'%4(

%

A@结果与讨论

!7%BfY的分子质量与溶解度

利用凝胶色谱法考察 fY的分子质量分布$能

够直观地呈现fY的可溶性物质分子质量组成% 玉

米醇溶蛋白酶解液分子质量分布见图 %$各肽段占

比见表 %%

由图 %)表 % 可知$玉米醇溶蛋白酶解液保留体

积集中在 %"7"$ h%'7%! .I$分子质量主要为 %!4 h

3 $+& P/$其中分子质量 %!4 h% ""& P/的肽段为主

要组分$占 4+7+3E$分子质量 % ""& h3 $+& P/的肽

段占 &+7&'E% 经测定$fY溶解度为 $&7+3E% 综

上$较低的分子质量及较高的溶解度减小了蛋白质

的空间位阻$从而极大地增加了玉米醇溶蛋白与其

他反应底物结合位点接触的概率$有利于后续与

GbJ发生交联反应%

图 ?@玉米醇溶蛋白酶解液分子质量分布

表 ?@玉米醇溶蛋白酶解液各肽段占比

分子质量?P/ 占比?E

C3 $+& "7!%

'% ""& h3 $+&( &+7&'

'%!4 h% ""&# 4+7+3

o%!4 $73$

!7!B修饰产物制备条件的优化

!7!7%B底物质量浓度的优化

在 cY27")反应温度 $"i)酶添加量 4 U?<"以

蛋白质质量计$下同#)反应时间 % `的条件下$考察

底物质量浓度对接枝度的影响$结果见图 !%

注&不同字母表示差异显著"!o"7"4#% 下同

图 A@底物质量浓度对修饰产物接枝度的影响

BB由图 ! 可知&随着底物质量浓度从 !" .<?.I

增加到 $" .<?.I$修饰产物的接枝度从 %&7$E增加

到 %'7'E!但当底物质量浓度继续增加至 4" .<?.I

时$接枝度下降$这可能是由于反应体系黏度增加$

分子碰撞概率变小'%3(

% 因此$选择最佳底物质量浓

度为 $" .<?.I%

!7!7!B反应时间的优化

在 cY27")反应温度 $"i)酶添加量 4 U?<)底

物质量浓度 $" .<?.I的条件下$考察反应时间对

接枝度的影响$结果见图 &%

由图 & 可知$随着反应时间从 "74 `延长到 %74

`$产物的接枝度从 %+73E增加到 !&74E$当反应时

%2
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间继续延长至 ! `时$接枝度下降$可能是由于大豆

蛋白发生自交联$造成空间位阻增大而阻碍 fY的

导入% 因此$选择最佳反应时间为 %74 `%

图 D@反应时间对修饰产物接枝度的影响

!7!7&B酶添加量的优化

在 cY27")反应温度 $"i)反应时间 % `)底物

质量浓度 $" .<?.I的条件下$考察酶添加量对接

枝度的影响$结果见图 $%

图 H@酶添加量对修饰产物接枝度的影响

BB由图 $ 可知&随着酶添加量的增加$接枝度显著

增加$在酶添加量 %" U?<时$接枝度达到最高$为

!473E!但随着酶添加量的继续增加$接枝度下降%

有研究表明$FN/̂T能够催化蛋白质中的谷氨酰胺

残基与赖氨酸残基发生分子内及分子间交联'%+(

$当

酶的添加量过大时$导致蛋白质分子内交联的概

率增加$一部分氨基酸残基被包埋在分子内部无

法进行反应$降低酶的作用效果'%2(

% 因此$确定最

佳酶添加量为 %" U?<%

!7!7$B反应温度的优化

在 cY27")酶添加量 4 U?<)反应时间 % `)底物

质量浓度 $" .<?.I的条件下$考察反应温度对接

枝度的影响$结果见图 4%

图 $@反应温度对修饰产物接枝度的影响

BB由图 4 可知&随着反应温度从 &4i升高到

$4i$产物的接枝度从 !!7%E增加到 !+73E!反应

温度继续升高到 4"i时$接枝度下降% 上述现象与

酶自身的特性相符$即在适宜温度时活力最高$当温

度高于最适温度时$酶的活力反而下降% 因此$选择

最佳反应温度为 $4i%

!7!74BcY的优化

在酶添加量 4 U?<)反应温度 $"i)反应时间 %

`)底物质量浓度 $" .<?.I的条件下$考察 cY对接

枝度的影响$结果见图 3%

图 K@5G对修饰产物接枝度的影响

BB由图 3 可知$当 cY达到 +74 时$接枝度达到

&&7$E$当继续增大反应体系的 cY至 27" 时$接枝

度下降至 !+74E$这是因为 cY的变化会影响酶的

活性和稳定性% 因此$选择最佳 cY为 +74%

基于以上结果$在优化条件下$控制不同反应时

间"" h%74 `#制备 GbJ与 fY的交联产物"根据反

应时间不同分别命名为 " ` #GbJ?fY)"74 ` #GbJ?

fY)% ` #GbJ?fY)%74 ` #GbJ?fY#$并制备复合膜%

!7&B复合膜性能分析

!7&7%B含水量

含水量是膜应用的关键参数之一$它表示膜的

亲水能力% 不同反应时间修饰产物所制复合膜的含

水量见表 !%

表 A@反应时间对复合膜含水量的影响

类别 含水量?E

GbJ膜
&&7%2 n"72%

T

" ` #GbJ?fY膜
!'7+2 n"7"2

]

"74 ` #GbJ?fY膜
!+7++ n"7"$

8

% ` #GbJ?fY膜
!374+ n"7&!

_

%74 ` #GbJ?fY膜
!$732 n"7!!

/

B注&肩标上不同字母表示差异显著"!o"7"4#% 下同

由表 ! 可知$外源添加 fY$复合膜的含水量由

&&7%2E降低到 !'7+2E$这主要是因为 fY中含有

大量疏水基团$使复合膜的亲水性下降$导致复合膜

含水量减小% 当蛋白共混物"" ` #GbJ?fY#经FN/̂T

处理后$所制复合膜含水量显著下降$当反应时间延

!2
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长至 %74 `$复合膜含水量相比 GbJ膜下降 !473E%

这可能是因为 FN/̂T促使交联反应发生$引起蛋白

质分子结构发生了变化$使亲水基团被包埋于分子

内部'%'(

$从而导致亲水性下降%

!7&7!B机械性能

膜的机械性能主要包括抗拉强度和断裂伸长

率% 抗拉强度是指膜内部链之间的凝聚力产生的

抗拉力$而断裂伸长率是膜柔韧性的一个指标%

不同反应时间修饰产物所制复合膜的机械性能见

表 &%

表 D@反应时间对复合膜机械性能的影响

类别 抗拉强度?gb/ 断裂伸长率?E

GbJ膜
3722 n"7!&

8]

3!7"4 n!73"

T

" ` #GbJ?fY膜
&7++ n"7!%

/

$%73% n!7"4

]

"74 ` #GbJ?fY膜
473' n"7&4

_

&47"2 n!7$%

8

% ` #GbJ?fY膜
374" n"7$4

8

!37'3 n%7+$

_

%74 ` #GbJ?fY膜
+7!3 n"7!'

]

%'722 n!7$%

/

BB由表 & 可知$与 GbJ膜相比$" ` #GbJ?fY制备

的复合膜抗拉强度和断裂伸长率均减小$分别为

&7++ gb/和 $%73%E$这是因为玉米醇溶蛋白膜具

有低抗拉强度和断裂伸长率'!" #!%(

% 然而$" ` #

GbJ?fY经FN/̂T处理后所制复合膜抗拉强度增加$

且随着交联反应的进行$其抗拉强度显著增加$反应

%74 `时$复合膜的抗拉强度较 GbJ膜增加 474E%

这是因为在反应过程中$谷氨酰胺残基与赖氨酸残

基发生了交联反应$形成了异肽键$增强了分子间作

用力$从而提高了膜的抗拉强度'!!(

% 此外$经FN/̂T

处理后$复合膜断裂伸长率随着反应时间的延长而

下降$这是因为交联后分子质量增大$使分子流动性

下降'!&(

$导致了断裂伸长率的减小%

!7&7&B水蒸气渗透性

膜的水蒸气渗透性是水分子接触膜$然后渗透进

入膜$最后通过压力差迁移透过膜的过程% 不同反应

时间修饰产物所制复合膜的水蒸气渗透性见表 $%

表 H@反应时间对复合膜水蒸气渗透性的影响

类别
水蒸气透过率?

"%"

#'

</.

#%

/^

#%

/b/

#%

#

GbJ膜
!7'2 n"7"'

8

" ` #GbJ?fY膜
!72' n"7"2

8

"74 ` #GbJ?fY膜
!73% n"7%+

_

% ` #GbJ?fY膜
!7$2 n"7%!

_

%74 ` #GbJ?fY膜
!7"! n"7%2

/

BB由表 $ 可知$fY的加入使 GbJ膜的水蒸气透过

率下降$这是因为fY本身带有疏水基团$从而降低

了复合膜对水分子的亲和力$提高了复合膜的阻水

性能% 蛋白共混物"" ` #GbJ?fY#经 FN/̂T处理

后$复合膜的水蒸气透过率显著下降$与 GbJ相比$

%74 ` #GbJ?fY制备的复合膜水蒸气透过率下降

&!7!E% 这是因为 FN/̂T催化蛋白质分子发生交

联$导致亲水基团包埋于分子内部'!$ #!4(

% 由此可见

交联修饰对膜的水蒸气透过率有显著影响%

!7&7$B不透明度

膜的不透明度与原料自身色泽有关$吸光值一

定程度上可以表征膜的不透明度% 不同反应时间修

饰产物所制复合膜的不透明度见图 +%

图 L@反应时间对复合膜不透明度的影响

BB由图 + 可知$与 GbJ膜相比$fY的加入使得复

合膜的不透明度增加至 "7&'"$这主要是由于fY自

身色泽所致'!3(

% 随着FN/̂T处理时间的延长$复合

膜不透明度继续增加$%74 ` #GbJ?fY制备的复合

膜相较 GbJ膜增加 %%$7!E% 这是因为 GbJ与 fY

发生了交联作用$形成了更加紧密的结构%

D@结@论

研究确定了FN/̂T催化 GbJ和 fY制备交联修

饰产物的最佳条件&底物质量浓度 $" .<?.I$GbJ

与fY质量比 &74k%$酶添加量 %" U?<$cY+74$反应

温度 $4i$反应时间 %74 `% 与 GbJ相比$在最佳条

件下修饰反应使得所制复合膜的特性发生了显著变

化$其抗拉强度增加$含水量与水蒸气透过率分别下

降了 !473E和 &!7!E% 由此可见$利用 FN/̂T将

GbJ与fY共价交联$能够获得具有良好机械性能和

较低水蒸气透过率的可食性复合膜%
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