
基金项目!天津市科技重大专项与工程!一二三产业融合发展科

技示范工程#!编号"

"#[gW+UD$$$#$

#$国家自然科学

基金项目!编号"

!"*1"#!&

%

!"#1"#""

#

作者简介!王丹丽%女%天津商业大学讲师%博士&

通信作者!连喜军!

")1'

'#%男%天津商业大学教授%博士&

+,-./0

"

0/.70/J'$$'

!

"%!345-

收稿日期!

'$'",$",")

!"#

"

$%&$'()*

(

+

&,--.&$%%'/)011&*%*$&%1&%'%

小麦醇溶蛋白沸石分离工艺优化及其组分分析
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摘要!目的!探究谷朊粉中醇溶蛋白的提取分离方法#方

法!以醇溶蛋白凝沉率为评价指标!优化谷朊粉醇溶蛋白

的静置凝沉工艺#进一步以优化后的静置凝沉工艺制备

的醇溶蛋白为原料!研究碱液处理沸石分离醇溶蛋白组

分工艺!重点考察碱液质量分数&

'$̂

!

*$̂

!

#$̂

'"加热

时间&

!$

!

%$

!

"'$-/7

'以及加热温度&

!$

!

*$

!

1$

!

)$i

'对

沸石分离醇溶蛋白组分的影响#结果!谷朊粉中醇溶蛋

白提取率为
'&̂

!

&

!

"$

!

'$

!

!$i

下静置凝沉
&$9

后!醇

溶蛋白凝沉率分别为
"%3%̂

!

'$3%̂

!

'&3$̂

!

"#3)̂

#显

微图像表明!开始凝沉时醇溶蛋白中大小球状蛋白均出

现&

"

,

"

#

,

"

$

,

醇溶蛋白'!凝沉
"$9

后!在
&

!

"$i

下出现虫

状醇溶蛋白&

!

,

醇溶蛋白'!凝沉
'$9

后!虫状醇溶蛋白聚

集体大量出现#沸石处理温度为
*$i

"

eEP

质量分数

为
'$̂

"处理时间为
"'$-/7

时醇溶蛋白分离量最大!分

离量为
"$3!!%

?

(

B

?

沸石#同组空白试验所分离出的醇

溶蛋白为
&31!$

?

(

B

?

沸石!分离最大量相较于空白试验

分离量多出
*3%$%

?

(

B

?

沸石#根据紫外最大波长分析!

醇溶蛋白及其组分的最大紫外吸收波长均在
'##3&7-

附

近#柱层析第
"

组分主要成分是低分子量醇溶谷蛋白!

第
'

组分主要成分是高低分子醇溶谷蛋白和
"

,

"

#

,

"

$

,

"

!

,

醇溶蛋白!第
!

组分主要成分为低分子量醇溶谷蛋白#

结论!温度对醇溶蛋白凝沉速率影响很大!沸石改性可提

高所分离醇溶蛋白量!且分离量与
eEP

溶液质量分数及

改性时间密切相关#

关键词!醇溶蛋白$静置凝沉$氢氧化钾$沸石$柱层析
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小麦醇溶蛋白为单体蛋白%分为
"

*

#

*

$

*

!

&

种不同

类型%是面筋蛋白的重要组分,

"N'

-

&麦醇溶蛋白缺乏弹

性%使面筋黏稠并具有延展性和流通性%因其能促进小麦

淀粉回生%因此可作为食品添加剂用于制备高品质的回

生淀粉,

!N1

-

&利用体积分数为
%*̂

的乙醇水溶液浸泡谷

朊粉提取醇溶蛋白是制备醇溶蛋白的常用方法,

#N)

-

%但

关于从提取液中分离出醇溶蛋白固体及将不同性质醇溶

蛋白组分分离的研究较少&利用高效液相色谱层析方法

可鉴定和分离醇溶蛋白%该方法准确度高*重现性好%但

试验成本高%而且分离时间长*产物少,

"$N""

-

&

柱层析法是利用混合物中各组分在固定相和流动相

中溶解度的差异%经多次分配将各组分分离而达到纯化

的目的,

"'

-

&柱层析试验设备简单%且分离产物纯度比较

高,

"!

-

&该法被广泛应用于制药*食品*化工等领域,

"&N"%

-

&

沸石是天然存在且分布广泛的离子交换材料%具有选择

性吸附和筛分能力%可用于柱层析的固定相中,

"1N"#

-

&与

高效液相色谱层析方法相比%采用改性沸石柱层析制备

不同分子量醇溶蛋白组分%不需要昂贵设备%过程简单%

可高效分离出不同分子量的醇溶蛋白组分&

试验拟研究碱液处理沸石分离不同性质醇溶蛋白组

分工艺%以期为乙醇浸提谷朊粉制备醇溶蛋白提供可借

鉴的方法&

"

!

材料与方法

"3"

!

材料与仪器

谷朊粉"思象粉业有限公司$

无水乙醇*氢氧化钾"分析纯%天津市诺奥科技发展

有限公司$

碱性蛋白酶"

'$$$`

(

?

%天津市诺奥科技发展有限

公司$

天然沸石!黑火山土#"市售$

电热恒温鼓风干燥箱"

RP,"$",!YM

型%天津市中环

实验电炉有限公司$

低速离心机"

Q*!*,"

型%湖南湘仪实验室仪器开发有

限公司$

紫 外 可 见 分 光 光 度 计"

Q.-IG.'*

型%美 国

O<=B/7+0-<=

公司$

台式电热恒温培育箱"

ZO'*T

型%天津市泰斯特仪

器有限公司$

扫描式电子显微镜"

eP,#1$$

型%浩视中国有限

公司$

旋转蒸发器"

V+,*'TT

型%上海亚荣生化仪器厂$

增力电动搅拌器"

((,"

型%天津市华仪鑫达仪器仪表

有限公司$

电子天平"

WR'$'U

型%上海精密科学仪器有限公司$

液相色谱仪"安捷伦
"'%$67>/7/8

H,

型%安捷伦科技

公司$

多角度激光光散射仪"

RTZU P+Q+EM

,

型%美国

怀雅特公司$

动态激光光散射仪"

R

H

7.O=5U.75M8.=

型%美国怀雅

特公司&

"3'

!

试验方法

"3'3"

!

醇溶蛋白粗提物制备
!

将市售谷朊粉
'$$

?

按液

料比!

P

乙醇
b5

谷朊粉#
!$b"

!

-Q

(

?

#溶于体积分数为
%*̂

的乙 醇%置 于
!$ i

水 浴 中 并 搅 拌
' 9

%

!

次 离 心

!

!*$$=

(

-/7

%

!-/7

#%取上清液%用旋转蒸发器蒸出乙醇

后%所得浓缩液为醇溶蛋白组分
"

$将提取的上清液冷藏%

分别于
&

%

"$

%

'$

%

!$i

下静置凝沉
"

%

'

%

&

%

#

%

"$

%

'$

%

&$9

%

所得沉淀为醇溶蛋白组分
'

%该醇溶蛋白干重与谷朊粉干

重!每
'$$

?

谷朊粉的干重为
&#

?

#的比值为凝沉率$用旋

转蒸发器将冷藏后的上清液浓缩冻融后离心%所得上清

液为醇溶蛋白组分
!

%沉淀为醇溶蛋白组分
&

&测量沉淀

的质量并通过光学显微镜观察样品形貌&

"3'3'

!

沸石碱处理
!

向玻璃瓶中加入
*$$

?

沸石%然后加

入
eEP

溶液!质量分数分别为
'$̂

%

*$̂

%

#$̂

#直至没

过沸石
"

%

'4-

&将装有沸石的玻璃瓶放入水浴锅中%分

别设定
&

个不同加热温度!

!$

%

*$

%

1$

%

)$i

#和
!

个不同

加热时间!

!$

%

%$

%

"'$-/7

#$将
eEP

溶液处理过后的沸

石加蒸馏水洗至中性%自然风干&

"3'3!

!

沸石吸附醇溶蛋白
!

将
&i

下静置凝沉
"'9

制备

的醇溶蛋白溶解于体积分数为
%*̂

的乙醇中%向其中加

入经
eEP

处理并干燥的沸石%沸石量没过溶液即可%吸

附
!9

后将溶液倒出&

"3'3&

!

醇溶蛋白组分分离
!

采用层析法&将乙醇作为柱

层析中的流动相%以经碱处理的沸石为固定相%向层析柱

中加入已经
eEP

处理并吸附过醇溶蛋白的沸石%量取适

量的无水乙醇倒入层析柱中%乙醇溶液没过沸石
"

%

'4-

%'!

"

X503!1

"

U53#

王丹丽等!小麦醇溶蛋白沸石分离工艺优化及其组分分析



!约为
!$$-Q

#%待沸石吸附
"$-/7

后%打开开关将层析

出的醇溶蛋白溶液放出%每个样品层析出的液体按照顺

序平均分为三等份接出%每个组分为
"$$-Q

%分别标记

为
T

*

Y

*

D

&

"3'3*

!

醇溶蛋白紫外最大吸收波长的确定
!

将每个样品

的
!

个组分在
&i

下冷藏
"'9

后%取出样品%将上清液收

集在一起后用旋转蒸发仪回收乙醇%剩余液体冷藏所得

沉淀即为醇溶蛋白%将样品去皮后称其重量%分析碱质量

分数*碱处理时间*碱处理温度对沸石分离醇溶蛋白组分

的重量的影响&取出若干试管%向其内加入
&

%

*-Q

的

体积分数为
%*̂

的乙醇%用钩针钩取每个样品的每个组

分的沉淀%放入乙醇液中充分溶解后采用紫外分光光度

计测定其紫外最大吸收波长&

"3'3%

!

醇溶蛋白分子量测定
!

按照文献,

")

-的测定方

法%以沸石柱层析分离所得三组分作为流动相%利用高效

凝胶渗透色谱联用多角度激光散射和示差折光仪

!

POM+D,CTQQM,V6R

#进行分析%采用
T:8=.%

软件收集

和处理数据&

"3!

!

统计学处理

每个数据均取自
!

个重复试验的均值%采用
9

检验%

利用
MOMM

软件进行差异性分析&

'

!

结果与分析
'3"

!

醇溶蛋白凝沉率与静置凝沉温度及时间关系

将谷朊粉醇提溶液分别在
&

%

"$

%

'$

%

!$i

下静置凝

沉
"

%

'

%

&

%

#

%

"$

%

'$

%

&$9

%测定凝沉出的醇溶蛋白凝沉率%

结果如图
"

所示&

!!

由图
"

可知%静置凝沉前
"9

%

&

%

"$i

两组样品醇溶

蛋白凝沉速率迅速增长且远多于另外两组%另外两组几

乎未凝沉出醇溶蛋白$

"

%

&9

时%

'$

%

!$i

两组样品凝沉

速率开始缓慢增长%而
&

%

"$i

两组醇溶蛋白增长趋缓$

&

%

'$9

时%

'$

%

!$i

两组样品凝沉速率小幅增长%

'$9

时

两温度下沉淀量接近%

&i

下的凝沉率比其他各组都快%

图
"

!

醇溶蛋白凝沉率与静置凝沉温度及时间的关系

F/

?
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!
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;
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?
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?
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;
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沉淀量超过了
"$i

的样品%成为沉淀量最多的组分%而

"$i

下的样品凝沉较为缓慢&凝沉
'$

%

&$9

时%

'$

%

!$i

两组样品凝沉速度加快&静置
&$9

后%

&

%

"$

%

'$

%

!$i

下醇 溶 蛋 白 的 凝 沉 率 分 别 为
"%3%̂

%

'$3%̂

%

'&3$̂

%

"#3)̂

%经
&$9

静置凝沉之后%

!$i

和
"$i

下最

终提取的醇溶蛋白质量相近%而
'$i

下的样品提取量最

大%

&i

下能更快地凝沉出接近最大沉淀量的醇溶蛋白&

'3'

!

不同温度和时间沉淀出醇溶蛋白光学显微图像特征

差异比较

!!

图
'

为不同温度和时间醇溶蛋白提取液及冻融沉淀

的光学图像特征差异比较&将第
"

组分和第
!

组分进行

对比%可以看出第
"

组分的醇溶蛋白聚集程度相对较低%

可见通过冻融之后%醇溶蛋白的聚集程度获得了提升%说

明样品经冻融处理更加容易提取&将第
'

组分和第
&

组

分进行对比%可以看出醇溶蛋白形状上有明显变化%第

'

组分的醇溶蛋白以小体型聚集为主%而且形状扁平%第

&

组分的醇溶蛋白则是体型偏大的聚集为主&说明经过

冷冻之后%样品中醇溶蛋白的聚集性比仅经过冷藏的样

品强%更容易凝聚沉淀&因此%要想得到更多的醇溶蛋白

提取物%宜将谷朊粉醇提液浓缩后先进行冷藏%再进行冻

融处理&

图
!

为不同温度和时间下%静置凝沉醇溶蛋白的光

学图像特征差异比较&由图
!

可以看出%在第
"9

冷藏凝

沉醇溶蛋白的图像中%

&

个温度下的醇溶蛋白分布都比较

散乱%大小各不相同且无规律&第
'9

的与第
"9

时相

似%但球状醇溶蛋白!

"

,

*

#

,

*

$

,

醇溶蛋白,

'$N'"

-

#逐渐汇聚&

第
&9

的图像中%在
&

%

"$i

下静置凝沉的醇溶蛋白都接

近圆形%且聚集程度更高%而另外两组的醇溶蛋白形状无

图
'

!

不同温度和时间醇溶蛋白提取液及沉淀的

光学显微图像特征差异比较
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规律%且分布较分散&第
"$9

的图像中%

&i

的出现了虫

状醇溶蛋白!

!

,

醇溶蛋白,

''

-

#%

"$i

的醇溶蛋白出现了程

度较轻的变扁%

'$i

的醇溶蛋白呈椭圆状%这
!

个温度下

凝沉的醇溶蛋白分布均较为集中%且
&i

的醇溶蛋白最

为集中$

&$i

样品显微图像中醇溶蛋白形状依旧无规律

且分布较为散乱&在
'$9

时%

&

%

"$

%

'$i

的样品均以虫

形
!

,

醇溶蛋白为主%夹杂部分椭圆形醇溶蛋白%密集程度

都较高%

!$i

的样品依旧是以圆形的
"

,

*

#

,

*

$

,

醇溶蛋白

为主%且密集程度则稍微稀疏一些&在
&$9

的样品图像

中%不同温度下的醇溶蛋白皆以圆形为主%仅含有少量虫

状
!

,

醇溶蛋白%可能在此阶段球状
"

,

*

#

,

*

$

,

醇溶蛋白聚

集到虫状
!

,

醇溶蛋白表面%相互融合形成了大的球状结

构&综上所述%为了高效制备醇溶蛋白%

&i

静置冷藏效

果最佳&

'3!

!

预处理条件对沸石分离醇溶蛋白组分的影响

图
&

和图
*

为经不同工艺预处理沸石对分离醇溶蛋

白提取量及其组分紫外吸收光谱的影响&由图
&

可知%

在不同处理温度和不同处理时间情况下均表现出
eEP

溶液质量分数越低%分离出醇溶蛋白的量越多的规律&

即%所分离的醇溶蛋白的量与
eEP

溶液质量分数呈反

比&结合图
*

!

.

#可知%在温度为
!$ i

*处理时间为

!$-/7

的条件下%

eEP

溶液质量分数为
'$̂

%

*$̂

%

#$̂

时%组分
T

的最大吸收波长分别为
'##3&

%

'##3%

%

'##3%7-

%吸光度分别为
$3&1"

%

$3')"

%

$3'")

%

eEP

质量

分数为
'$̂

时的吸光度最大且峰形窄&因此%质量分数

为
'$̂

时分离出醇溶蛋白最纯&

!!

同样%由图
&

可见%沸石处理时间越长%所分离出来

的醇溶蛋白量也越多%结合图
*

!

I

#可以得到%沸石处理时

间为
!$

%

%$

%

"'$ -/7

的最大吸收波长分别为
'##3&

%

'##3$

%

'#)3%7-

%吸光度分别为
$3!*"

%

$3!%#

%

$3%$*

%时间

为
"'$-/7

时吸光度最大且峰形窄&因此%处理沸石时间

为
"'$-/7

时分离出的醇溶蛋白最纯&

由图
&

还可以看出%在沸石改性中%随温度上升%沉

淀重量先上升后减少%然后再上升%即大多条件下%温度

在
*$i

时所分离出的蛋白量最多%结合图
*

!

4

#可得出%

在
*$

%

1$

%

)$ i

下%组分
T

的最大吸收波长为
'##3$

%

'##3&

%

'#)3%7-

%吸光度分别为
$3!%&

%

$3!$#

%

$3"%&

%温度

为
*$i

时的吸光度最大且峰形窄&因此%处理沸石温度

为
*$i

时分离出醇溶蛋白最纯&

!!

由单因素结果可知%沸石处理温度为
*$i

*

eEP

溶

图
!

!

不同温度和时间沉淀出醇溶蛋白光学显微图像特征差异比较
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液质量分数为
'$̂

*处理时间为
"'$-/7

时醇溶蛋白分

离量最大&按照最佳工艺参数醇溶蛋白最大分离量为

"$3!!%

?

(

B

?

沸石%同组未经碱液处理沸石所分离出的醇

溶蛋白为
&31!$

?

(

B

?

沸石%分离最大量相较于空白试验

分离量多出
*3%$%

?

(

B

?

沸石&进而观察同一组样品分离

出的
!

个组分的蛋白是否一样&由图
*

!

G

#可知%分离出

的醇溶蛋白不同组分的最大吸收波长基本相同%通过紫

外最大吸收波长无法判断醇溶蛋白中
"

,

*

#

,

*

$

,

*

!

,

醇溶蛋

白各组分的比例&

'3&

!

沸石分离醇溶蛋白组分中醇溶蛋白各组分比例

表
"

为沸石柱层析分离所得三组分中醇溶蛋白组分

分子量及含量&由表
"

可知%柱层析
T

组分主要成分是

低分子量醇溶谷蛋白%

Y

组分主要成分是高低分子醇溶谷

图
&

!

不同工艺预处理沸石对分离醇溶

蛋白提取量的影响
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图
*

!

不同方式预处理沸石后所分离醇溶蛋白组分的紫外吸收光谱图
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表
"

!

沸石柱层析分离所得三组分中醇溶蛋白组分分子量及含量k

K.I0<"

!

K9<C50.=-.::.7G4578<78:5>G/>><=<7845-

;

57<78:5>

?

0/.G/75I8./7<GI

H

450J-749=5-.85

?

=.

;

9

H

组分
数均分子量

I

7

(

!

?

0

-50

N"

#

重均分子量
I

A

(

!

?

0

-50

N"

#

分散度

!

I

A

(

I

7

#

不同成分所占百分比例(
^

$

%
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!
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%
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为低分子量醇溶谷蛋白$
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%

!*$$$

为
"

,

*

#

,
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$

,

醇溶蛋白$
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%
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为
!

,
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蛋白和
"

,

*

#

,

*

$

,

*

!

,

醇溶蛋白%

D

组分主要成分为低分子

量醇溶谷蛋白&但
D

组分中的高分子量醇溶谷蛋白分子

量比
T

*

Y

组分中的大很多%进而使该组分的平均分子量

远远大于
T

*

Y

组分&大分子量醇溶谷蛋白对于面筋延展

性具有重要作用%因而制备该类蛋白添加剂用于面条等

食品中可大大减小面条煮熟过程的断条率&

!

!

结论
通过对不同条件下的醇溶蛋白的提取情况以及其提

取物的显微图像进行分析%探究醇溶蛋白的最佳提取条

件%并以最佳条件下制备的醇溶蛋白为原料%通过对分离

情况及紫外波长*蛋白组分分子量等分析研究碱液处理沸

石分离醇溶蛋白组分工艺&结果表明%温度对醇溶蛋白凝

沉速率影响很大%贮存在
&i

环境下谷朊粉中提取醇溶蛋

白的效果最好%提取率可达
'&̂

$

eEP

改性沸石后所分离

醇溶蛋白量与
eEP

溶液质量分数呈反比%与改性时间呈

正比%温度为
*$i

*

eEP

溶液质量分数为
'$̂

*处理时间

为
"'$-/7

时预处理沸石醇溶蛋白分离量最大%分离量为

"$3!!%

?

(

B

?

沸石%相较于空白试验分离量多出
*3%$%

?

(

B

?

沸石&根据紫外波长分析%醇溶蛋白及其组分的最大紫外

吸收波长在
'##3&7-

附近&静置凝沉过程中醇溶蛋白中

"

,

*

#

,

*

$

,

醇溶蛋白组分先沉淀析出%

!

,

醇溶蛋白组分最后

凝沉析出&高分子量醇溶谷蛋白对于面筋延展性具有重

要作用%因此对于分子量范围分布更窄的高分子量醇溶谷

蛋白组分分离及应用是未来的研究和发展方向&
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