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摘要:主要研究还原剂 Na2SO3 或表面活性剂吐温80及大

豆卵磷脂对木瓜蛋白酶水解大豆蛋白水解进程、产物得率和

起泡性的影响,结果显示水解前加入适量的 Na2SO3 和大豆

卵磷脂,不仅能够显著提高水解进程,同时能够进一步提高

可溶性水解物得率,且产物具有较高的起泡性和泡沫稳定

性。氨基酸分析表明沉淀中的疏水性氨基酸含量高于上清

液,说明水解过程聚集和沉淀的产生与疏水相互作用有重要

关联。
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Abstract:Effectswerestudied,ofwhichNa2SO3asreducingagent
orsurfactantincludingTween80andsoybeanlecithin,onsoyprotein
hydrolysisprocess,productyieldandfoamingcapacitybypapain
hydrolysi.Theresultsshowed thatadding suitable amount of
Na2SO3andsoybeanlecithinnotonlycanimprovethehydrolysis
processsignificantly,butalsocanimprovetheyieldofsolublehy-
drolysate,andtheproducthashighfoamingcapacityandfoamsta-
bility.Aminoacidanalysisshowedthatthecontentofhydrophobic
aminoacidinprecipitationwashigherthatinsupernatant.Itmeans
thataggregationandprecipitationofhydrolysisprocesseshaveclose
relationtohydrophobicinteraction.
Keywords:soybeanprotein;papain;hydrolysis;foamingcapacity;

yield

大豆蛋白氨基酸组成平衡、营养品质优良,同时具有良

好的溶解性、乳化性、起泡性和凝胶性等加工性质,是食品工

业中重要的蛋白质之一。天然大豆蛋白尽管有着不错的各

种性质,然而其起泡性远不如蛋清蛋白、乳化性远不如酪蛋

白、凝胶性也远不如肌纤维蛋白,总体而言,天然大豆蛋白尚

不足以满足实际应用的需要[1]。通过对大豆蛋白进行物理、

化学及酶法改性可以有效提高其功能性质[2,3],并使之具有

作为功能性食品配料的应用潜力。其中酶法改性因其温和、

自然和无害的特点,受到重点关注。

酶法改性是利用酶制剂对大豆蛋白进行有限水解,通过

蛋白酶部分水解蛋白质,降低分子量、增加其带电基团并让

更多的疏水基团暴露出来,从而达到改变蛋白质功能性质的

目的,例如提高乳化性、起泡性、溶解性等[2]。但是,大豆蛋

白经过酶解会产生大量沉淀,得到的大豆蛋白产物得率也较

低[4,5]。有研究[6,7]表明,沉淀的聚集体可能是通过疏水相互

作用和二硫键形成的。

前人研究[8]以及本实验室前期研究[9,10]显示,采用木瓜

蛋白酶水解大豆蛋白,在水解度约为3%时,产物起泡性较

好,但是得率低下(<45%)。本研究针对酶解大豆蛋白产物

得率低的问题,以木瓜蛋白酶水解大豆分离蛋白(SPI)获得

的高起泡性产物为研究对象,通过在酶解或灭酶时添加还原

剂 Na2SO3、表面活性剂吐温80、大豆卵磷脂,寻找缓解疏水

作用和二硫键导致的聚集体和沉淀问题的途径。研究过程

通过测定各自的酶水解进程曲线、产物得率、产物起泡性和

稳定性以及上清液和沉淀氨基酸分析来判断聚集体形成的

阻断效应。本研究旨在为寻找提高酶水解大豆蛋白得率的

途径提供理论和技术依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂

大豆:东北毛豆王,黑龙江尚志市庆美种业有限公司;

木瓜蛋白酶:250U/mg,上海如吉生物有限公司;

亚硫酸钠、吐温 80:分 析 纯,国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限

公司;

大豆卵磷脂:分析纯,美国Sigma公司;

其他试剂:分析纯,国药集团化学试剂有限公司。

1.1.2　主要仪器设备

家用粉碎机:9FZ-15B型,台州余国电器有限公司;
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高速冷冻离心机:AvantiJ-26型,美国Beckman公司;

数显恒温水浴锅:HH-4型,江苏金坛市荣华仪器制造

有限公司;

机械搅拌器:RW20D型,上海IKA仪器有限公司;

磁力搅拌器:C-MAG MS10型,广州仪科实验仪器有限

公司;

循环水式多用真空泵:SHB-III型,郑州长城科工贸有限

公司;

酸度计:DELTA320型,梅特勒-托利多仪器(上海)有

限公司;

高速乳化均质机:T18型,英国IKA公司。

1.2　方法

1.2.1　SPI的制备　采用碱提酸沉法[3]。大豆去皮碾碎成

粉(60目),加入正己烷乙醇溶液(9︰1,V ︰V)脱脂(料液

比1︰3,m ︰V),室温搅拌30min,浸提,抽滤后平铺于托

盘中挥发过夜。脱脂豆粉与水(料液比1︰10,m ︰V)混合

后,用2mol/L的NaOH 调pH 到8.0,室温下搅拌2h,双层

纱布过滤,滤液15900×g离心25min。取上清液用2mol/L
的 HCl液调pH 到4.5,3300×g离心15min,得到沉淀;加

水复溶并调到中性,微量凯氏定氮法测其浓度(m/V),加入

0.03%叠氮化钠于4℃保藏。

1.2.2　木瓜蛋白酶水解大豆分离蛋白　高起泡性大豆蛋白

水解 物 制 备 参 考 文 献 [11]。调 节 SPI溶 液 浓 度 至 5%
(m/V),取 150 mL 加入酶反应器,调节 pH 为 7.0,温度

55℃,搅拌30min,加入木瓜蛋白酶(酶与底物的比为1%)

进行酶反应,反应过程中利用0.2mol/L的 NaOH 溶液滴

定,保持pH 恒定,并记录每分钟 NaOH溶液的消耗量。通过

pH-stat法计算水解度为3%时 NaOH 的消耗量,当水解度达

到3%时,沸水浴加热10min终止反应,冷却后以4360×g
离心20min,收集上清液和沉淀。采用 Lowry法测定上清

液中蛋白质含量。起泡剂得率为上清液中蛋白质含量除以

水解大豆分离蛋白量。样品S1为空白,S2为在酶解前加入

0.1% Na2SO3,S3为在灭酶前加入0.1% Na2SO3,S4为在

酶解前加入0.1%吐温80,S5为在灭酶前加入0.1%吐温

80,S6为在酶解前加入0.1%大豆卵磷脂,S7为在灭酶前加

入0.1%大豆卵磷脂,S8为在酶解前加入0.1% Na2SO3 和

大豆卵磷脂,S9为在灭酶前加入0.1% Na2SO3 和大豆卵磷

脂,S0为原始未酶解的SPI。

1.2.3　水解度的测定　根据文献[11],通过pH-stat法计算

蛋白质的水解度。

1.2.4　起泡性和泡沫稳定性的测定　根据文献[10]。

1.2.5　氨基酸分析　根据文献[9]和[10]。

2　结果与讨论

2.1　SPI的酶解曲线

采用pH-stat法测定木瓜蛋白酶水解SPI的进程曲线,

结果见图1。其中S1、S3、S5、S7的酶解曲线相同,统一用S1
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图1　木瓜蛋白酶水解大豆分离蛋白的酶解速率曲线

Figuer1　DigestionratecurveofhydrolysisofSPIbypapain

代表。由图1可知,随着酶解时间的延长,蛋白质的水解度

逐渐增大,尤其在最初的20min水解速率很大,之后逐渐平

缓下来。添加还原剂 Na2SO3 的样品S2,其酶解速率明显快

于空白样品S1;添加表面活性剂吐温80或大豆卵磷脂的样

品S4和S6,其酶解速率在前10min略快于样品S1,而后速

率明显下降,明显慢于样品S1;同时添加 Na2SO3 和大豆卵

磷脂的 样 品 S8,其 酶 解 速 率 最 快。通 常 而 言,还 原 剂

Na2SO3 可以还原二硫键,抑制二硫键引起的聚集,而表面活

性剂则有可能破坏蛋白质中的疏水键、氢键和盐键[3]。上述

结果暗示,还原剂 Na2SO3 和吐温80可以部分抑制SPI在水

解过程中聚集,帮助蛋白质分子基团展开,从而促进底物和

酶的结合并加快水解速率;然而水解后期表面活性剂则难以

起到进一步抑制聚集促进水解的效应。

2.2　SPI酶解上清液的得率

样品S1~S9酶解上清液的得率见图2。样品S2和S3
的得率比空白提高了10%,且酶解前后加入得率几乎无差

别,该结果暗示酶解产物得率下降可能产生于加热灭酶阶

段,二硫键的还原有助于该阶段聚集体成长和沉淀的缓解。

样品S4和S5的得率差别显著,酶解时加入表面活性剂

吐温80可以有效提高得率,而酶解后加热前加入,尽管也能

提升得率,但是效果远不如酶解时加入,该结果说明,酶解过

程由于打开了SPI分子结构,促进了由于疏水相互作用产生

的聚集体沉淀,而表面活性剂吐温80可以有效抑制这种聚

集;而在加热灭酶前加入吐温80尽管可以部分抑制加热过

程引发的疏水聚集,但是无法使水解阶段已经聚集的体系解

离,因而S5的得率显著低于S4的。

由样品S6和S7的得率可以看出,具有还原性的两性离

子型表面活性剂———大豆卵磷脂无法有效抑制疏水聚集,在

酶解前的加入甚至还促进了沉淀的产生。

由于卵磷脂是目前制造大豆蛋白的常用分散剂,而吐温

80有异常风味,很少在工业中使用,因此样品S8和S9叠加

使用了还原剂 Na2SO3 和表面活性剂卵磷脂。从结果可以

看出,同时添加还原剂的表面活性剂能够很好地抑制沉淀的

产生,显著提升酶解产物得率。该结果暗示如果能够有效抑

制酶解过程和加热灭酶阶段的疏水聚集、二硫键结合效应,

酶解产物的得率是可以有效提升的。
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2.3　SPI酶解上清液的起泡性和稳定性

为了考察各种聚集抑制剂对产物功能性的影响,试验同

步测定了各种产物的起泡性和泡沫稳定性,样品S1~S9酶

解上清液的起泡性和稳定性结果见图3。相比较而言,未酶

解的样品S0,其起泡性和稳定性最差。还原剂 Na2SO3 的加

入,可以部分提高产物起泡性,但对稳定性影响不显著;而表

面活性剂吐温80的加入则使产物起泡性和泡沫稳定性均显
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图2　大豆分离蛋白酶解上清液的得率
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图3　大豆分离蛋白酶解上清液的起泡性和稳定性

Figuer3　Foamingcapacityandstabilityofenzymatic

hydrolysisofSPI

著下降;卵磷脂的加入降低了产物起泡性,但不影响稳定性。

还原剂 Na2SO3 和表面活性剂卵磷脂的叠加使用使产物的

起泡性和稳定性均轻微下降。产物起泡性和泡沫稳定性的

改变,可能是体系中还原剂和表面活性剂导致,也可能是还

原剂和表面活性剂的加入不仅影响了聚集体的生成还影响

了酶解过程产物的水解模式,从而导致产物性质改变。

2.4　酶解上清液和沉淀的氨基酸组成

为了进一步了解酶解产物性质改变的原因,将各个条件

下水解的样品(S1~S9)酶解后的上清液和沉淀进行了氨基

酸分析,结果见表1、2。由于采用酸法测定,色氨酸无法测

得。由表1可知,上清液中各个样品之间氨基酸组成差别不

是非常显著;但沉淀中除了谷氨酸以外,各个样品之间其他

氨基酸组成也差异不大,沉淀中S2、S3、S8和S94个样品中

谷氨酸含量显著低于其他样品。值得注意的是,将表1和表

2进行对照可以发现,上清中的谷氨酸和赖氨酸含量显著高

于沉淀中的;而异亮氨酸、缬氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、酪氨

酸等疏水性氨基酸含量均低于沉淀中的。该结果与 Tomo-

take等[12]的研究结果基本一致。这些结果进一步说明了水

解过程沉淀的产生与疏水相互作用有较大关联性。

3　结论

本研究主要针对酶解大豆蛋白产物得率低下的问题,在

木瓜蛋白酶水解大豆蛋白的不同阶段加入还原剂 Na2SO3、

表面活性剂吐温80、大豆卵磷脂以及它们的组合,寻找缓解

由于酶水解及随后的加热灭酶过程中由于疏水作用和二硫

键导致的聚集体和沉淀问题的途径。结果显示,在木瓜蛋白

酶水解大豆分离蛋白时,加入适量的还原剂 Na2SO3 和表面

活性剂大豆卵磷脂,不仅能够显著加快水解进程,同时能够

显著提高酶解产物得率,得率提高了50%以上;而酶解过程

单独加入还原剂 Na2SO3,则可以获得最好的产物性质,即产

物起泡性和泡沫稳定性最佳。水解产物上清液和沉淀的氨

基酸分析结果表明,沉淀中的疏水性氨基酸含量高于上清

液,说明水解过程聚集和沉淀的产生与疏水相互作用有重要

表1　大豆分离蛋白酶解上清液的氨基酸组成

Table1　AminoacidinsupernatantfluidofenzymatichydrolysisofSPI %

样品 Asp Glu Ser His Gly Thr Arg Ala Tyr Cys Val Met Phe Ile Leu Lys Pro

S1 11.2 28.1 4.80 3.08 3.85 3.46 7.75 3.30 2.79 0.49 4.22 1.29 4.77 4.07 6.13 7.54 3.05

S2 11.3 26.9 4.84 3.14 3.85 3.64 8.04 3.32 3.07 0.44 4.29 1.22 4.87 4.33 6.36 7.42 2.92

S3 11.1 25.8 4.93 2.92 3.78 3.74 7.98 3.52 3.47 0.30 4.28 1.34 4.93 4.22 7.00 7.41 3.27

S4 11.2 27.9 4.71 3.10 3.83 3.48 7.66 3.27 2.81 0.45 4.30 1.27 4.75 4.14 6.20 7.84 3.15

S5 11.2 27.8 4.82 3.09 3.85 3.56 7.81 3.33 2.88 0.48 4.25 1.24 4.80 4.13 6.22 7.77 2.71

S6 11.2 28.5 4.64 3.13 3.80 3.38 7.62 3.23 2.69 0.45 4.17 1.19 4.63 4.07 6.02 7.91 3.42

S7 11.2 28.1 4.71 3.21 3.83 3.43 7.76 3.23 2.83 0.48 4.16 1.20 4.63 4.08 6.03 7.91 3.29

S8 11.3 26.3 4.80 3.02 3.83 3.65 8.07 3.31 3.13 0.38 4.31 1.17 4.97 4.36 6.49 7.42 3.48

S9 10.9 24.9 4.79 2.88 3.88 3.74 7.80 4.55 3.12 0.37 4.96 1.34 4.80 4.42 6.88 7.21 4.42
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表2　大豆分离蛋白酶解沉淀的氨基酸组成

Table2　AminoacidinsedimentofenzymatichydrolysisofSPI %

样品 Asp Glu Ser His Gly Thr Arg Ala Tyr Cys Val Met Phe Ile Leu Lys Pro

S1 11.5 18.2 5.12 3.12 3.94 4.12 8.28 4.20 4.40 0.43 5.14 1.37 6.67 5.41 9.38 5.87 2.90

S2 11.7 16.8 5.20 3.27 3.97 4.05 7.97 4.39 4.52 0.41 5.16 1.50 7.02 5.32 10.10 5.73 2.94

S3 11.8 16.8 5.20 3.47 4.01 4.08 7.81 4.59 4.69 0.38 5.36 0.01 7.23 5.60 10.60 5.70 2.64

S4 11.5 18.3 5.09 3.11 3.97 4.14 8.46 4.25 4.30 0.40 5.12 1.33 6.64 5.50 9.41 5.81 2.62

S5 11.6 18.4 5.14 3.24 4.03 4.20 8.46 4.37 4.48 0.39 5.26 0.01 6.80 5.59 9.68 5.85 2.28

S6 11.3 18.2 5.01 3.10 3.95 4.12 8.37 4.24 4.34 0.40 5.23 1.33 6.63 5.55 9.39 5.85 2.93

S7 11.4 18.1 5.04 3.16 3.94 4.11 8.23 4.28 4.37 0.40 5.22 1.36 6.71 5.42 9.47 5.85 3.00

S8 11.4 15.4 4.94 3.48 3.90 3.97 7.76 4.63 4.80 0.32 5.68 1.53 7.32 5.74 10.80 5.70 2.62

S9 11.4 15.7 5.05 3.49 3.81 4.01 7.57 4.61 4.86 0.34 5.40 1.59 7.35 5.68 10.90 5.76 2.56

关联。本研究为更好地生产酶改性大豆蛋白产品提供了理

论参考。
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