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不溶性大豆浓缩蛋白物理改性

机理的研究

华欲 飞 谷 文英 沈培英 …刘复光…

�食品资源科学与工程 系 �

摘要 从 分子 间作用 力的角度
,

研 究了醉法浓缩大豆蛋 白 �� �� �� �的物理增溶机

理
。

通过 蛋 白质溶出物分布可知
,

分子 间力均匀作 用于各个 � � � � � 蛋 白分子
,

而

� �� � 蛋 白分子 则通过共价键形 成聚集休
,

聚集体间无任何形 式的 作用 力
。

荧光光

谱证明疏水性基团处 于聚集休内部
,

因而具有可溶性蛋 白结构
。

对可溶性聚集体的

形成机理进行 了研究
。

主题词 大 豆 � 蛋 白 � 蛋 白质改性

中图分类号 � � �� 一 � �

� 引 言

醇浸出法是主要的大豆浓缩蛋白 ��� � �� � �� �� � � � � � � � � � ��
,

简称 � � � �生产工艺
,

该工

艺具有无需排放废水
,

产品色泽浅
,

风味清淡等优点
。

另一方面
,

由于醇溶液强烈的蛋白质变

性和聚集作 用
,

使得蛋白质溶解度较低 �� ��  ��  �
,

严重限制了醇法 �� 犯 的应用范围
。

通

过 研究发现
,

在优化工艺条件下 �� � �
,

温度 � �� �
,

时 间 �� ���
,

物理改性法处理可使醇法

��� 溶解 度从 �� �左右提 高到 �� 写以上
,

乳化
,

起 泡
,

吸油等功能性 质也 能随之得到改

善
。
� ’�

所谓物理改性是指利用热
,

电
,

机械能等能量形式的改性方法
,

� �〕它具有 费用低
,

无毒副

作用以及对产品营养性能影响较小等优点
。

然而
,

物理改性过程意味着蛋白质进一步变性
,

一般情况下
,

这将导致溶解度降低
。

从这个意义上讲
,

醇法 ��� 的物理改性增溶突破了关于

蛋白质变性及溶解度的传统观念
。

为了能够深入地认识物理改性方法
,

本文对加热
一

均质过程中蛋白结构变化机理进行了

研究
,

通过测定蛋白质在不同溶剂中的溶解度以及蛋 白质溶出物分子量分布
,

推测各种次级

键强度和空间分布
。

并根据大豆蛋白的物理化学特征
,

提出醇法 � �� 的物理改性增溶机理
。
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� 材料与方法
�� 醇法大豆浓缩蛋白 �� �

一

�� 〔 �从低温脱溶脱脂大豆粉制取
,

按照文献所定工艺条件

进 行加热
一

均质改性
,

得到改性大豆浓缩蛋 白�� � �� �
�

酸法大豆浓缩蛋 白 �� � ��� �
,

大豆

分离蛋 白�� � �� 均从国内某厂购得
。

�� �
�

��� � �� 磷酸缓冲液
,

� � � 溶液
�

�� �� 尿素溶液 中蛋白质溶解测定
�

溶剂分别为

�
�

�� � �磷酸缓冲液
,

�
�

� � � � � ���
�

� � ��  � 水溶液和 � � � �脉溶液
,

溶解时温度为 � � �
,

搅

拌 ��
,

离心 �� � � �
�

� � �
�� �� � �

� ,

凯 氏定氮法测上清液 中蛋白质含量 ��
�

�� 又 � ��  
,

当溶剂为

脉溶液时
,

用 � � � � � 紫外吸收测定蛋 白质
�

溶解度一些缨霎篡擎猩
,

讨弓变口 仄
�� 蛋白质溶出物分子量分布

�

用凝胶层析法测定
,

分离条件为
� � � � �� � 层析柱

,

装填

� � � � � � � � �
一

� � 凝胶 �瑞典 � �� � � � � �� 公司产品 �
,

洗脱液为 �
�

�� � �磷酸缓冲液 � �
�

� � � � � � �

� ��� � �
�

� �
,

流速为 �� �� �
,

用兰葡聚糖 � � � � 求得空体积为 �� � �
,

当溶剂为 � � � �尿素溶液

时
,

洗脱液改为 �
�

� � �� � � � � � � 溶液
,

其余条件不变
。

�� 蛋 白质荧光光谱测定
�

仪器为 日立
一

� �� 荧光分光光度仪
,

� 。� 石英 比色皿
,

激发波

长
� � � � � �

·

�� 蛋 白质表面疏水性测定
�

采用 � � � ��
一

苯胺基
一

�
一

茶磺酸盐 �荧光探针法川
,

蛋 白质

样品悬浮于 �
�

�� � �磷酸缓冲液中�� � �
�

� �
,

在高速均质机上均质�� � � � �
� � � ��

,

�� �� �
,

离心

�� � � �
�

� � ��
,

�� � �� �
�

上 清液 用同一磷酸缓冲液逐步 稀释后
,

加入 � � � 溶液 ��
�

� 又 �� 一 ‘

� � !
�

测定蛋 白质
一

� � � 溶液的荧光强度
,

人
、

一 � �  � �
,

凡
。
一 � � � � �

,

以荧光强度对蛋白质

浓度作图
,

曲线开始时的斜率为蛋 白质的表面疏水性
。

� 结果与讨论

�
�

� 蛋 白质分子间作用力在增溶过程中的变化

大豆蛋 白样品在各种溶剂中的溶解度 见表 �
�

表 � 各种溶剂中蛋白质溶解度

人�� �
�
� � � � �

,
�二 � � � �� � ��

缓冰�
,

液 � � � �
�

。� �  
�

� � 
�

� � �
�

� � �
�

�

� ��� 溶液 � 〔一 ‘� � 几� �飞。 � � �  
�

� � �
�

� � �
�

� � �
�

�

尿素济液 �� � �� �� � �
�

� � �
�

� � �
�

� �  
�

�

蛋 白质在水中溶解时
,

蛋 白分子间的相互作用力必须在水的作用下瓦解并被蛋 白分子
�

水分子相互作用所取 代
,

另一 方面
,

不溶性蛋白分子间必定存在更强的作用力
。

在 。
�

�� � � � 

�� � � 溶液中
,

蛋白质吸附大量带 电的 � � � 分子后
,

同性 电荷产生斥力
,

如果这种斥力足以克

服蛋白分子间的作用力
,

将使其溶解
� 如分子 间作用力较强

,

则蛋白质仍不能溶解
。

高浓度

�� 
、
ol ) 尿素溶液是一种较强的蛋 白质变性剂

,

可破坏除二硫键之外的所有次级键 (非共价

键)江
,

]

因此
,

不溶性蛋白质分子 间作用 力的强度是不同的
,

按照键能从低到高
,

可分为较弱的
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次级键
,

较强的次级键和共价键作用力
。

白质溶解度降低的百分数
,

其中
:

D S I= S D S 一S U L

D S Z = U S U I
_
一 S D S

D S 3 = 1 一 U S U L

D S I
,

D S Z 和 D S 3 分别反映了上述各种作用力使蛋

图 l 表示不同样品中 D S I
,

D S Z 和 D S 3 的相对大小
,

通过 比较可发现
,

醇法 SP C 蛋白质分子间主要是非共

价键 (D SI 和 D S 2) 和 相对较少的共价键 (D S3) 作用

力
,

产生这种分子间作用力模式 的变性方式为热醇变

性
。

醇法 SP C 经加热
一

均质处理成为 M SP C 后
,

分子

间作用力模式发生很大变化
,

非共价键基本消失 (D SI

和 D S Z 很小 )
,

而共价键 则成 为主要作用 力 (D S 3 较

大 )
。

由此
,

高温均质法通过减少不溶性蛋 白质内键能

较低的非共价键增加溶解度
。

作为对比
,

图 1 同时给 出了 A W S P C 和 S PI 的分

侧
黑

M SPC A LS PC A W SPC SP L

图 l 大豆蛋白样品分子间作用力模式

... DS
I 【二〕0 52 昏习 D s3

子间作用力模式
。

一般情况下
,

它们应具备较高的溶解度
,

但本文中这两种样品的溶解度都

很低
,

可能是生产过程中工艺条件控制不 当所致
。

图 1 显示
,

S
PI 和 A W SP C 的分子间作用

力主要是非共价键
,

共价键作用力范围很小
。

根据这种作用力模式推断
,

由于不存在键能较

高的共价键
,

通过加热一均质处理
,

S PI 和 A W S P C 的溶解度将被大幅度提高
。

2

.

2 蛋白质分子间作用力分布的变化

A L S P C 和 M S P C 溶出物经过 Se l)1 、a r
os

e 一

6 B 凝胶层析后 (图 2 )
,

得到三个组分 (F l
,

F Z

和 F3)
.
各组分的紫外光谱见图 3

,

F l 和 F Z 在 280nm 处有蛋白质的特征吸收
,

F 3 则没有
。

因此
,

根据层析保 留体积判断
,

这三个组分依 次是
:
蛋 白分子聚集体

、

蛋 白分子和非蛋白组

分
。

0 D

0

·

5

厂
,

:

}

氏氏以

侧脚来/沈
、
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\
,
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·
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2
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图 2 蛋白质溶出物凝胶层析谱图

一
·

一 A LS PC 一 + 一 M S PC

图 3 蛋 白质溶出物紫外吸收曲线

A L SP C 蛋白溶出物分布主要集中在 F Z
,

其它组份的含量很小
。

与此相反
,

M S P C 溶出
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物 以 F l
.
为主

,

F Z 相对较小
,

因此
,

M S P C 亦被称之为
“

可溶性蛋白聚集体
”
( S ol

ub
le Pr ot

e
in

A g g
r e

g
a t e s

)
〔5]

。

图 4所示为 A L S P C 和 M S P C 在 6m ol 尿素溶液中溶出物的凝胶层析谱图
。

与图 2 进行

对 比后可发现
,

A L S P C 在尿素溶液中溶解时
,

F Z 的含量大大增加
,

然而 F l 含量的增长却很

小
,

另一方面
,

M S P C 在尿素溶液 中除了 FZ 稍有增加外
,

Fl 的含量与在水溶液中基本相同
。

变性大豆蛋白以分子聚集体(F I) 和分子 (F 2) 两种方式溶解
,

其主要原因是分子间作用力在

凝聚态蛋白质 内的空间分布不均匀所致
,

只有当蛋白分子间作用力强
、

聚集体间作用力较弱

时
,

才会以蛋 白分子聚集体的方式溶解
。

A L S P C 在尿素溶液中Fl 均远远小于 F Z
,

说明 A L
-

SP C 在溶解时蛋白质分子均匀地从凝聚态解离进入溶液
,

表明 A L S P C 的分子间非共价键

作用力均匀地分布
。

相反
,

M S P C 的蛋白分子聚集体即使在 6m ol 尿素溶液 中也不被破坏

(即图 4 中 F l 的含量与图 2 中 F l 的含量基本相同)
,

说明 M S P C 的聚集体内蛋白质分子间

具有很强的作用力
,

且包括共价键
。

另一方面
,

即使在水中 M S P C 也很容易以分子聚集体的

形式溶解
,

说明蛋 白分子聚集体间的作用力很弱
。

以上实验结果表明
,

高温均质增溶使得原先广泛
,

均匀地分布在 A L S P C 蛋白分子间的

作用力
“

区域化
” ,

转变为 M SPC 中在蛋白分子聚集体局部空间分布的共价键作用力
。

2

.

3 可溶性蛋白质聚集体的形成机理

增溶后使广泛 分布于蛋白分子之间的作用力集中在分子聚集体内
,

而聚集体间的作用

力则减弱
。

可以认 为
,

大豆蛋白本身的结构及物化性质是这一转变重要的内在因素
,

而加热

以及高速均质提供 了必不可少的外部条件
。

S hi m
a

d
a 和 M a t

su shi ta [e] 在研 究了多种蛋白质的热变性后的聚集行 为发现
,

若疏水性

氨基酸的 m ol 百分 比小于 31
.
5 %

,

则为凝胶型 (G
elat io n)

,

如大于 31
.
5 % 则为凝聚型 (C o

-

ag ul ati o n )
.
凝聚型蛋白(如鸡蛋白 )加热变性后

,

分子间能随机地结合形成不溶性的蛋白质

凝块(C oa gul
u m )

,

相反
,

热变性凝胶型蛋白(如大豆蛋白)形成凝胶是一个有序的过程
。

进一

步的研究证明
,

溶液中大豆蛋白加热凝胶按如下步骤进行川
:

大 豆蛋 白分子 ~ 可溶性 蛋白聚集体(Sol ub le A ggr
egate )~ 巨蛋 白聚集体 (M

acro
一
a
g

-

g
r e

g
a r e

)
~ 凝胶 (G

el)
.

其中的蛋白聚集体被认为是具有束状结构
,

相互 间必须正确取向
,

才能结合成为凝胶
。

另外
,

Y
a

m
a

g i
s

hi 等人发现[sJ
,

若在大豆蛋白溶液中加入琉基封闭试剂 N E M (N
一

乙基马来酞

胺 )
,

则加热时体系将停留在可溶性聚集体阶段
,

而不会进一步发展
,

这一现象说明分子间二

硫键在由聚集体转变为凝胶的过程中起着重要作用
。

A L S P C 在高温时其蛋白质加速溶解
,

蛋白分子随之热变性并形成聚集体
,

但 由于高速

均质产生的剪切及搅拌作用
,

流体中任何一个很小的部份都相对于另一部份作高速运动
,

一

S H 和一 S 一S 一基团之间无法正确取向并形成二硫键
,

防止了聚集体的进一步聚合
。

然而在

蛋白聚集体内
,

蛋白分子位置相对固定
,

有利于聚集体内二硫键的形成
,

这反过来又降低了
-

S H 基团浓度及聚集体间形成二硫键

通过上述分析可知
,

M S P C 的蛋 白分子聚集体具有一疏水核心
,

外层被亲水基团包围
,

类似于天然可溶性蛋白分子结构
。

荧光发射光谱 (图 5) 部分证实了以上观点
,

M s P c 溶 出物 F1 组分(蛋白分子聚集体)的

荧光发射波长为 入一 334nm
,

与天然大豆蛋白的基本相同 (33 2~ 3 33
nm )

,

说明聚集体内的疏



华欲飞等
:
不溶性大豆浓缩蛋白物理改性机理的研究 329

Intonssty 强度

侧
顺

0一,沪,�l弓
、
,J,,曰n甘

卜氏仓0.0.

侧栩嗽

图 4

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

管数

6 m ol 服溶液中溶出物凝胶层析谱图

320 340 360 380 400

波长 (
nm )

M s P C 溶出物荧光发射光谱

一
·

一 F l 一 十一 F Z

�.念一八U片卜‘
八U,U

水性基 团 不与 水分子 相接触
;
但 FZ 组分

,

即溶 出物中蛋 白质分子 的荧光 发射波长 为

340n m
,

证明蛋白质分子已经变性
,

疏水基团与水接触[0]
。

表 2 各种大豆蛋白样品的 A N S 表面硫水性

样 品 F l F Z A I SPC A W SP C S PI

疏水性 5 12
. 58 157

.
30 76

.
88 162

.
83 22 2

.0

从表中可见
,

蛋 白分子聚集体具有大得多的 A N S 表面疏水性
,

其结论与荧光发射光谱

不一致
,

因为若疏水基团在聚集体 内部
,

则不可能有大的疏水性
。

这一矛盾可能与 A N S 作

为疏水性探针的某些至今仍不清楚的作用机制有关〔’。
·

” 〕
,

D
a

m

o

d

a r a n 注意到
,

虽然变性牛

血清蛋 白 (B S A )比天然 BS A 的表面疏水基 团多得多
,

但用荧光法测定 的表面疏水性 却较

低
。

他认为 A N S 疏水性虽然与蛋白质的功能性质有较好的相关性
,

但它并不能代表蛋白质

表面疏水性
,

而是蛋 白质的非极性空穴 (N on pol or C
avi ties)所表现的疏水性

,

这些空穴可容

许 A N S 分子进入
,

但水分子不能进入
「” 〕。

3 结 论
l) 醇法大豆浓缩蛋白分子间存在较强的次级键 (D S 2) 和二硫键 (D S3)

,

经过物理改性

增溶
,

成为 M SPC 后
,

破坏了次级键
,

但二硫键相互作用的变化较小
。

2) 醇法大豆浓缩蛋白分子间作用力分布较为均匀
,

但 M S P C 的蛋 白质分子间作用力

分布则不同
,

主要集中在蛋白分子聚集体内
,

而聚集体间没有作用力
。

3) 形成可溶性蛋白分子聚集体的主要原因有二
;
首先

,

大豆蛋白属
”

凝胶型
”

而不是
”

凝聚型
”

蛋白
,

其次
,

高速均质使蛋白质溶液产生剧烈运动
,

蛋白分子聚集体之间无法相互结
Z、
口 0

4) 荧光发射光谱证实
:
可溶性蛋白分子聚集体的结构为类似于天然大豆蛋白的

“

巨分

子
” 。
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