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酶解大豆蛋白工艺及其对面团
流变特性的影响
杜振亚，陈复生，张丽芬，左贯杰

（河南工业大学 粮油食品学院，河南 郑州　４５０００１）

摘　要：采用响应面优化中性蛋白酶酶解大豆分离蛋白工艺条件，确定了最佳水解条件为加酶量
６％、水解时间６ｈ、底物浓度３．７％、温度４２℃、ｐＨ７．０，得到水解度为７．７４％。酶解得到水解度为
３．１％、４．４％、５．２％、６．２％、７．４％的五种样品，并采用ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳来分析其分子量
的变化规律。在小麦粉中分别添加２％的大豆分离蛋白和酶解样品，通过粉质仪和拉伸仪研究其
对面团流变学特性的影响。结果表明，大豆分离蛋白酶解后产生两条新的肽段，其分子量约为３０．５
ｋｕ和２６．４ｋｕ；添加大豆分离蛋白的面团吸水率、稳定时间、面团拉伸能量、拉伸阻力、拉伸比例均
有所增大；而添加酶解样品则均有所降低，并随着水解度的增加其对面团流变特性的破坏越严重。

关键词：大豆分离蛋白；中性蛋白酶；ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳；流变特性
中图分类号：Ｓ５６５．１　文献标识码：Ａ　文章编号：１００７－７５６１（２０１５）０６－００９９－０６

Ｓｔｕｄｙｏｎｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｔｓｉｎｆｌｕｅｎｃｅ
ｏｎｄｏｕｇｈｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｙ

ＤＵＺｈｅｎ－ｙａ，ＣＨＥＮＦｕ－ｓｈｅｎｇ，ＺＨＡＮＧＬｉ－ｆｅｎ，ＺＵＯＧｕａｎ－ｊｉｅ
（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＨｅｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＨｅｎａｎ　４５０００１）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅｗｉｔｈｎｅｕｔｒａｌｐｒｏｔｅａｓｅｗｅｒｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄｂｙｒｅ
ｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅ：ｅｎｚｙｍｅｄｏｓａｇｅ６％，ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅ６ｈ，ｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ３．７％，
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ４２℃ ａｎｄｐＨ７．０．Ｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｗａｓ７．７４％．Ｆｉｖｅｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅ
ｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ，３．１％，４．４％，５．２％，６．２％ ａｎｄ７．４％，ｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄ．Ｔｈｅｉｒｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＳＤＳ－ＰＡＧＥ．２％ ｏｆｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅｏｒｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅａｄｄｅｄ
ｉｎｔｏｗｈｅａｔｆｌｏｕｒ，ａｎｄｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｓｏｎｄｏｕｇｈｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂｙ
Ｂｒａｂｅｎｄｅｒｆａｒｉｎｏｇｒａｐｈａｎｄｅｘｔｅｎｓｏｇｒａｐｈ．Ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｗｏｎｅｗｐｅｐｔｉｄｅｆｒａｇｍｅｎｔｓｅｍｅｒｇｅｄａｆｔｅｒ
ｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅｗｉｔｈｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔａｂｏｕｔ３０．５ｋｕａｎｄ２６．４ｋｕ；ｔｈｅｗａｔｅｒ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆｄｏｕｇｈ，ｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ｔｅｎｓｉｌｅｅｎｅｒｇｙ，ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｅｘｔｅｎｓｉｏｎａｎｄｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇｒａｔｉｏｗｅｒｅａｌｌｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄｗｈｅｎａｄｄｉｎｇｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ；ｗｈｅｎａｄｄｉｎｇｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ，ｔｈｅｙｗｅｒｅａｌｌｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄ
ｔｈｅｄｏｕｇｈｒｈｅｏｌｏｇｙｐｒｏｐｅｒｔｙｇｏｔｗｏｒｓｅａｎｄｗｏｒｓｅｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ；ｎｅｕｔｒａｌｐｒｏｔｅａｓｅ；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；ｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｙ

收稿日期：２０１５－０４－２４
基金项目：国家８６３项目（２０１３ＡＡ１０２２０８－５）；国家十二五科技支撑

计划（２０１４ＢＡＤ０４Ｂ１０）
作者简介：杜振亚，１９８８年出生，男，硕士研究生．
通讯作者：陈复生，１９６３年出生，男，博士生导师，教授．

　　面团流变特性能够对面制品的品质有一个基本
的预测，一般而言流变特性良好的面团，才能生产出

高品质的面制品［１－３］。大豆蛋白是氨基酸平衡特性

较好的一种植物性蛋白，富含人体所需的８种必需
氨基酸，特别是谷物限制性氨基酸—赖氨酸含量丰

富。研究表明大豆蛋白可以提高面制品的营养价值

并能在一定程度上改善其综合品质［４］，目前有关大

豆蛋白的改性手段主要是物理、化学、酶等手段，而

将改性的大豆蛋白应用到其他食品中的相关报道较

少，对大豆蛋白酶解后应用于面制品方面的研究更

为罕见［５－７］。因此，研究酶改性大豆蛋白对面团流

变特性的影响具有重要意义。

大豆蛋白经过适度的酶解不但提高了蛋白利用
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率，而且具有抑制肥胖、缓解骨质疏松、抗癌等生理

保健功能特性［５，８－９］。为此，本研究采用中性蛋白酶

水解大豆分离蛋白，在控制加酶量、酶解时间、ｐＨ、
底物浓度、温度单因素的基础上，响应面优化中性蛋

白酶酶解工艺条件；依据酶解工艺制备不同水解度

的样品，同时利用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析分子量的
变化，研究酶解大豆分离蛋白对面团流变特性的影

响，旨在为酶解大豆分离蛋白应用于面制品提供一

定的理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　材料与试剂

大豆分离蛋白，河南鲲华生物技术有限公司；中

性蛋白酶，诺维信；金苑特一粉，郑州金苑面粉有限

公司；Ｌ－酪蛋白（分装进口），中国嘉兴生物试剂有
限公司；凝胶制备试剂盒，武汉博士德生物工程有限

公司；低分子量标准蛋白（分装进口），上海纪宁实

业有限公司。所用试剂均为分析纯。

茚三酮显色剂：２ｇ茚三酮加入蒸馏水溶解定容
至１００ｍＬ，置于棕色试剂瓶中，４℃冰箱保存，有效
期３ｄ；缓冲溶液均以浓度为０．１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸二氢
钠和磷酸氢二钠溶液进行配置。

１．１．２　主要仪器与设备
粉质仪，ＢｒａｂｅｎｄｅｒＦａｒｉｎｏｇｒａｐｈ－ＡＴ；拉伸仪，

ＢｒａｂｅｎｄｅｒＥｘｔｅｎｓｏｇｒａｐｈ－Ｅ；ＴＵ－１９０１双光束紫外
可见分光光度计，北京浦西通用仪器有限责任公司；

ＬＧＪ－１８型冷冻干燥机，北京四环科学仪器厂；计算
机三恒电泳仪 ＤＹＹ－６Ｄ，北京六一仪器厂；Ｂｉｏｒａｄ
ＧｅｌＤｏｃＸＲ伯乐凝胶成像系统，伯乐生命医学产品
（上海）有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　样品基本参数的测定

酶活力的测定参照 ＧＢ／Ｔ２３５２７—２００９；粗蛋白
含量测定参照 ＧＢ５００９．５—２０１０；水分的测定参照
ＧＢ／Ｔ５００９．３—２０１０；灰 分 的 测 定 参 照 ＧＢ／Ｔ
５００９．４—２０１０。
１．２．２　甘氨酸标准曲线的绘制

精确称取１２５ｍｇ甘氨酸溶于蒸馏水中，然后
定容至１００ｍＬ的容量瓶中，得到浓度为 １２５μｇ／
ｍＬ的甘氨酸标准溶液。分别移取０．８、１．０、１．２、
１．４、１．６、１．８ｍＬ甘氨酸标准溶液于２５ｍＬ的试管
中并补水至２．０ｍＬ，加入０．５ｍＬ的茚三酮显色液
和０．５ｍＬ磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ８．０），沸水浴中反

应１５ｍｉｎ，冷水冷却５ｍｉｎ，５７０ｎｍ下测定吸光度
值。

１．２．３　水解度的测定
酶解样品以８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液

１～２ｍＬ，稀释适当的倍数，然后取稀释后溶液２ｍＬ
于２５ｍＬ的试管中，加入０．５ｍＬ磷酸盐缓冲溶液
（ｐＨ８．０）和０．５ｍＬ茚三酮显色剂，沸水浴中加热
１５ｍｉｎ，冷却稀释至 ２５ｍＬ，５７０ｎｍ下测定吸光度
值，相同条件下以未加酶的大豆蛋白上清液作参

比［１０］。水解度（ＤＨ）计算：

ＤＨ＝酶解后游离氮含量—酶解前游离氮含量
样品总氮含量

×１００％。

１．２．４　单因素实验设计
１．２．４．１　加酶量对水解度的影响

分别称取大豆分离蛋白７份，每份２．００ｇ，溶解
到４０ｍＬ的缓冲溶液中，配置成底物浓度为５％的
样品溶液，在水解时间２ｈ、温度５０℃、ｐＨ７．０的条
件下，中性蛋白酶加入量分别选取０、１％、２％、３％、
４％、５％、６％，酶解完后 ９０℃恒温水浴中灭酶 １５
ｍｉｎ，离心取上清液用于水解度测定。　
１．２．４．２　水解时间对水解度的影响

分别称取大豆分离蛋白６份，每份２．００ｇ，溶解
到４０ｍＬ的缓冲溶液中，配置成底物浓度为５％的
样品溶液，在加酶量５％、温度５０℃、ｐＨ７．０的条件
下，水解时间分别取１、２、３、４、５、６ｈ，酶解完后９０℃
恒温水浴中灭酶１５ｍｉｎ，离心取上清液用于水解度
测定。

１．２．４．３　底物浓度对水解度的影响
分别称取大豆分离蛋白６份，质量依次为１．２０、

１．６０、２．００、２．４０、２．８０、３．２０ｇ，溶解到４０ｍＬ的缓
冲溶液中，配置成底物浓度分别为 ３％、４％、５％、
６％、７％、８％的样品溶液，在加酶量５％、水解时间５
ｈ、温度５０℃、ｐＨ７．０的条件下，酶解完后９０℃恒
温水浴中灭酶 １５ｍｉｎ，离心取上清液用于水解度
测定。　　　
１．２．４．４　温度对水解度的影响

分别称取大豆分离蛋白５份，每份１．６０ｇ，溶解
到４０ｍＬ的缓冲溶液中，配置成底物浓度为４％的
样品溶液，在加酶量５％、水解５ｈ、ｐＨ７．０的条件
下，温度分别取３５、４０、４５、５０、５５℃，酶解完后９０℃
恒温水浴中灭酶１５ｍｉｎ，离心取上清液用于水解度
测定。

１．２．４．５　ｐＨ对水解度的影响
分别称取大豆分离蛋白５份，每份１．６０ｇ，溶解
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到４０ｍＬ缓冲溶液中，配置成底物浓度为４％的样
品溶液，在加酶量５％、水解５ｈ、温度４０℃的条件
下，ｐＨ分别为６．０、６．５、７．０、７．５、８．０，酶解完后９０
℃恒温水浴中灭酶１５ｍｉｎ，离心取上清液用于水解
度测定。

１．２．５　聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）

依据凝胶电泳试剂盒，配制浓缩胶５％，分离
胶１２％；采用恒电流的方法，预电泳恒流２８ｍＡ，
预电泳３５ｍｉｎ；浓缩胶电泳恒流 ２８ｍＡ，间隔胶
电泳恒流５０ｍＡ，分离胶电流恒流 ５０ｍＡ。电泳
结束后，取出凝胶固定 ２ｈ后加入染色液 ３ｈ，用
清水洗涤后，放入脱色液中，每 ３ｈ换液一次，直
到背景清晰，于凝胶成像系统下拍下电泳凝胶

图像。

１．２．６　面团流变特性研究
粉质特性的测定参照 ＧＢ／Ｔ１４６１４—２００６，拉伸

特性测定参照 ＧＢ／Ｔ１４６１５—２００６。
１．２．７　数据处理

数据分析和绘图分别采用 ＳＰＳＳ１６．０和 Ｏｒｉｇｅ
８．５软件，实验线性回归和方差分析采用 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ８．０５软件。

２　结果与分析
２．１　样品基本参数的测定

中性蛋白酶酶活力：（３．０７±０．０８）×１０４Ｕ／ｇ；
大豆分离蛋白粗蛋白含量：９１．１％ ±０．２％，水分含
量：５．７０％±０．０５％；小麦粉粗蛋白含量：１１．０７％±
０．０４％，水分含量：１４．１％±０．０２％。
２．２　甘氨酸标准曲线及回归方程

将甘氨酸与茚三酮反应后的溶液经紫外吸收光

谱扫描后，确定最大吸收峰为波长５７０ｎｍ，线性回
归方程为：ｙ＝０．００６１ｘ－０．４７４１，Ｒ２＝０．９９８３，甘
氨酸含量在 １００～２２５μｇ范围内，线性关系良好
（图１）。　　

图１　甘氨酸标准曲线

２．３　单因素实验结果
２．３．１　加酶量对水解度的影响

由图２可知，随着加酶量的增加水解度逐步上
升，当加酶量为１％时，水解度达到４．６％，之后随着
加酶量的进一步增加水解度增速减慢，且加酶量为

５％和６％时水解度增加趋势趋于平缓。原因可能
是加酶量增加到一定程度时，大豆分离蛋白可水解

的肽键大部分被水解，而余下的肽键水解非常缓慢。

因此，基于酶成本考虑加酶量选用５％。

图２　加酶量对水解度的影响

２．３．２　水解时间对水解度的影响
水解时间对水解度的影响如图３所示。由图３

可知，随着水解时间的增加，水解度逐渐增大，刚开

始１ｈ水解速度比较快，随后水解度随着水解时间
的延长增长缓慢，且５ｈ后水解度基本不再增大。
原因可能是此条件下水解时间超过５ｈ后水解速度
非常缓慢或者水解趋于完全。因此，基于酶解周期

考虑，酶解时间选用５ｈ。

图３　水解时间对水解度的影响

２．３．３　底物浓度对水解度的影响
底物浓度对水解度的影响如图４所示。由图４

可知，随着底物浓度的增加，水解度呈先上升后下降

的趋势，底物浓度为４％时水解度达到最大，原因可
能是底物浓度低于４％时，酶与大豆分离蛋白接触
的机会低，底物浓度高于４％时，酶解过程由于底物
浓度过高而受到一定的限制。
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图４　底物浓度对水解度的影响

２．３．４　温度对水解度的影响
由图５可知，随着温度的上升，水解度先上升后

下降，在温度为４０℃时水解度达到７．０％，５５℃时
水解度最小，仅有 ６．１％。原因可能是此条件下，
４０℃是中性蛋白酶最适酶解温度，５５℃时中性蛋
白酶发生部分变性。因此，酶解温度选用４０℃。

图５　温度对水解度的影响

２．３．５　ｐＨ对水解度的影响
由图６可知随着 ｐＨ的变化，水解度呈先上升

后下降的变化趋势，ｐＨ７．０时水解度为７．４２％，明
显高于其他几组，原因可能是中性蛋白酶最适 ｐＨ
为７．０，高于或低于这一值时，中性蛋白酶的活性均
会受到不同程度的抑制。因此，响应面实验时不再

作为一个影响因素考察。

图６　ｐＨ对水解度的影响

２．４　响应面实验结果与分析
在单因素实验的基础上，采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ

８．０５软件设计四因素三水平的响应面实验，主要影

响因素加酶量、水解时间、底物浓度、温度分别用Ａ、
Ｂ、Ｃ、Ｄ表示，实验结果见表１～表３。

表１　响应面实验因素水平

水平
Ａ

加酶量／％
Ｂ

时间／ｈ
Ｃ

底物浓度／％
Ｄ

温度／℃
－１ ４ ４ ３ ３５
０ ５ ５ ４ ４０
１ ６ ６ ５ ４５

表２　响应面实验结果

实验编号 加酶量 时间 底物浓度 温度 水解度／％
１ １ ０ ０ －１ ６．８９
２ １ １ ０ ０ ７．５２
３ １ ０ －１ ０ ７．３６
４ ０ ０ ０ ０ ７．３８
５ ０ １ １ ０ ６．５８
６ ０ －１ ０ １ ６．９６
７ －１ ０ １ ０ ６．０２
８ ０ －１ －１ ０ ６．７２
９ ０ ０ ０ ０ ７．４７
１０ ０ ０ １ １ ６．３１
１１ ０ ０ ０ ０ ７．２９
１２ －１ ０ －１ ０ ６．８２
１３ ０ －１ ０ －１ ６．４３
１４ ０ ０ －１ －１ ６．７３
１５ ０ １ ０ １ ７．４０
１６ ０ ０ １ －１ ５．９９
１７ ０ ０ ０ ０ ７．３２
１８ １ ０ ０ １ ７．３５
１９ －１ ０ ０ １ ７．０１
２０ －１ ０ ０ －１ ６．６６
２１ ０ ０ ０ ０ ７．２５
２２ －１ －１ ０ ０ ６．５６
２３ １ －１ ０ ０ ６．９３
２４ ０ －１ １ ０ ６．０１
２５ ０ １ ０ －１ ７．２８
２６ ０ １ －１ ０ ７．４８
２７ １ ０ １ ０ ６．４６
２８ ０ ０ －１ １ ７．０３
２９ －１ １ ０ ０ ７．４１

表３　二次回归模型的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ６．２４ １４ ０．４５ ７３．１５ ＜０．０００１ 
Ａ ０．３４ １ ０．３４ ５６．４０ ＜０．０００１ 
Ｂ １．３７ １ １．３７ ２２５．６１ ＜０．０００１ 
Ｃ １．９ １ １．９０ ３１１．４２ ＜０．０００１ 
Ｄ ０．３６ １ ０．３６ ５９．２２ ＜０．０００１ 
ＡＢ ０．０１７ １ ０．０１７ ２．７８ ０．１１７９

ＡＣ ２．５×１０－３ １ ２．５００×１０－３ ０．４１ ０．５３２０

ＡＤ ３．０２５×１０－３ １ ３．０２５×１０－３ ０．５０ ０．４９２５

ＢＣ ９．０２５×１０－３ １ ９．０２５×１０－３ １．４８ ０．２４３５

ＢＤ ０．０４２ １ ０．０４２ ６．９０ ０．０１９９ 
ＣＤ １．０×１０－３ １ １．０００×１０－３ ０．０１６ ０．８９９８

Ａ２ ０．１０ １ ０．１０ １７．１４ ０．００１０ 

Ｂ２ ０．０５３ １ ０．０５３ ８．７４ ０．０１０４ 

Ｃ２ ２．０５ １ ２．０５ ３３６．２９ ＜０．０００１ 
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续表

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

Ｄ２ ０．３９ １ ０．３９ ６４．２５ ＜０．０００１ 
残差 ０．０８５ １４ ６．０８８×１０－３

失拟项 ０．０５６ １０ ５．５７６×１０－３ ０．７６ ０．６７３１
净误差 ０．０２９ ４ ７．３７０×１０－３

总离差 ６．３２ ２８
Ｒ２ ０．９８６５
ＲＡｄｊ２ ０．９７３０

　　注：指差异显著（Ｐ＜０．０５），指差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

运用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０５软件对实验数据进行
多元回归拟合，由于 ＡＢ、ＡＣ、ＡＤ、ＢＣ和 ＣＤ之间交
互作用的显著性在 α＝０．０５水平以上，故在建立模
型时去除，得到水解度与加酶量、水解时间、底物浓

度和温度四因素的二次回归模型为：

Ｙ＝７．３４０＋０．１７０×Ａ＋０．３４０×Ｂ－０．４００×Ｃ
＋０．１７０×Ｄ－０．１００×Ｂ×Ｄ－０．１３０×Ａ２－０．０９１×
Ｂ２－０．５６０×Ｃ２－０．２５０×Ｄ２。

由表３方差分析可以看出，模型的Ｒ２＝０．９８６５，
该模型极显著（Ｐ＜０．０１）。失拟项在 α＝０．０５水平
以上不显著（Ｐ＝０．６７３１＞０．０１），表明该模型能够
对中性蛋白酶酶解大豆分离蛋白的水解度进行准确

的预测和分析。调整确定系数 ＲＡｄｊ
２＝０．９７３０，模

型拟合程度良好，可以确定和预测大豆分离蛋白水

解的工艺条件。根据回归方程来绘制交互作用比较

明显的响应面立体分析图，见图７。

图７　温度和时间交互作用对水解度的影响

由图７可知水解时间和温度对水解度均有显著
性影响（Ｐ＜０．０５），温度对水解度的影响比水解时
间要大。对已有的工艺模型进行模拟和预测，得到

中性蛋白酶水解大豆分离蛋白的最佳工艺为加酶量

５．９５％、水解时间 ５．８５ｈ、底物浓度 ３．６９％、温度
４１．８℃、ｐＨ７．０，在此条件下水解度为７．６３％。为
了验证该方法的可靠性，同时基于实际操做条件，将

酶解工艺修正为加酶量６％、水解时间６ｈ、底物浓度
３．７％、温度４２℃、ｐＨ７．０。通过三次验证实验得水
解度为７．７４％±０．０６％，与理论预测值基本相符。

２．５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳
由图８可知，中性蛋白酶对大豆分离蛋白７Ｓ组

分的 α′和 α亚基的水解作用比较强，水解度为
３．１％时，基本被彻底水解，而 β亚基还有少量的未
被水解；对于１１Ｓ组分而言，Ａ亚基基本被彻底水
解，Ｂ亚基逐渐被水解，且随着水解度的增加Ｂ亚基
有减少的趋势。各种水解度的样品在低分子量范围

之内产生了两个新肽段，其分子量大约为３０．５ｋｕ
和２６．４ｋｕ。因此，可以预测中性蛋白酶酶切位点是
构成７Ｓ、１１Ｓ结构的关键位点，同时鉴于实验最大水
解度仅为 ７．４％以及新生成的肽链片段变化不明
显，可以推测中性蛋白酶仅对特定位点具有水解作

用，对其他大部分肽键没有水解作用，原因可能是酶

的专一性以及酶活受酶自身或者酶解后蛋白结构变

化的影响。

图８　凝胶电泳图

注：泳道Ｓ为大豆分离蛋白；泳道 Ｍ为低分子量标准蛋白；泳

道１、２、３、４、５依次是水解度为３．１％、４．４％、５．２％、６．２％、７．４％

的酶解样品。

２．６　面团流变特性
面团吸水率是指面团最大稠度处于５００Ｂ．Ｕ．时

所需的加水量，以１４％湿基小麦粉质量分数表示；
形成时间指开始加水直到面团稠度达到最大值时所

需揉混的时间；稳定时间表示小麦粉形成面团时耐

受机械搅拌的能力，稳定时间越长，韧性越好，面筋

强度越大，加工性能越好；弱化度表示面团在搅拌过

程中面团的破坏速率，即对机械搅拌的承受能

力［２］。由表４可知，添加大豆分离蛋白后的面团形
成时间、吸水率均有所提高，稳定时间、弱化度基本

没有变化，原因可能是大豆分离蛋白具有较多的亲

水基团，从而使面团的形成时间延长、吸水率增加；

其次大豆分离蛋白使面团的部分巯基转变成二硫键

进而达到增强面团筋力的效果［４－５，９］；添加酶解样品

的面团的形成时间、吸水率、稳定时间均表现出了破

坏作用，并且随着水解度的增大这种破坏作用呈增

强的趋势，可能是由于酶解导致大豆分离蛋白部分

疏水性基团暴露、酶解后蛋白结构的变化以及新产

生的多肽对面筋的稀释作用［５］。
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反映小麦粉特性的主要指标是拉伸能量、拉伸

比、拉伸阻力。能量也称粉力，是指拉伸曲线与基线

所包围的总面积；拉伸比值是将面团抗延展性和延

伸性两个指标综合起来判断小麦粉品质，拉伸阻力

表征面团的强度和筋力，阻力越大，表示面团越

硬［２］。由表５可知，添加大豆分离蛋白的面团拉伸
阻力、拉伸比均有所增大，拉伸能量有少许的增强趋

势，而延伸度有下降趋势。这说明添加２％的大豆
分离蛋白能够改善面团的拉伸特性，原因可能是大

豆分离蛋白能提高面团二硫键的数量和强

度［４－５，１１］；添加不同水解度样品的面团的拉伸能量、

拉伸阻力、拉伸比等均被削弱，并且随着水解度的增

大这种削弱作用有所增强，原因可能是大豆分离蛋

白经过酶解后，产生的小分子多肽稀释了面筋蛋白，

从而导致面筋筋力下降，这与之前的粉质结果相互

印证。由电泳与粉质、拉伸结果可以推测［１２］，大豆

蛋白７Ｓ、１１Ｓ对面团流变特性的影响显著，并且７Ｓ
的α′、α、β亚基及１１Ｓ的Ａ亚基的变化对面团的流
变特性影响效果更为明显；新生成的具有还原性的

小分子多肽，能够还原面筋蛋白的二硫键，稀释面筋

蛋白，进而削弱面筋筋力。

表４　粉质特性

面团 形成时间／ｍｉｎ吸水率／％稳定时间／ｍｉｎ弱化度／ＰＥ

小麦粉 ３．７ ６０．８ ６．３ ５５

大豆分离蛋白 ４．１ ６１．８ ６．８ ５７

３．１ ３．８８ ６０．６ ５．１７ ８７

４．４ ３．７７ ５９．９ ４．４２ ９９

５．２ ３．８０ ５９．３ ４．５２ １０９

６．２ ３．７０ ５９．３ ４．３３ １０３

７．４ ３．５８ ５９．１ ３．９５ １１２

　　注：表中面团依次表示小麦粉面团、添加２％大豆分离蛋白的面
团、添加２％酶解样品的面团，其中酶解样品的水解度分别为３．１％、
４．４％、５．２％、６．２％和７．４％。

表５　拉伸特性

面团
拉伸能量／ｃｍ２ 拉伸阻力／ＢＵ 延伸度／ｍｍ 拉伸比／（ＢＵ·ｍｍ－１）

４５ｍｉｎ ９０ｍｉｎ １３５ｍｉｎ ４５ｍｉｎ ９０ｍｉｎ １３５ｍｉｎ ４５ｍｉｎ ９０ｍｉｎ １３５ｍｉｎ ４５ｍｉｎ ９０ｍｉｎ １３５ｍｉｎ
小麦粉 ５９．５±０．４ｂ ７２．０±０．０ａ ７７．５±２．２ａ ２３７．０±１０．７ｂ３０４．５±１０．３ｂ ３３７．５±４．９ｂ １４７．０±２．７ｂｃ １４４．５±４．９ａ１３７．５±１．３ａｂｃ １．６±０．１ｂ ２．２±０．１ｂ ２．５±０．０ｂ

大豆分

离蛋白
６３．０±０．９ａ ７３．０±２．７ａ ７５．０±０．９ａ ２７０．０±２．７ａ ３３１．０±０．９ａ ３５９．５±４．９ａ １４０．５±１．３ｃ １３５．５±５．８ａ１２７．５±２．６ｃ ２．０±０．０ａ ２．５±０．１ａ ２．８±０．１ａ

３．１ ４３．０±１．８ｄ ５７．５±２．２ｂｃ ６０．５±４．０ｂｃ１９１．５±１．４ｃ ２６５．０±３．６ｃ ２８４．５±２．２ｃｄ１３７．５±４．５ｃ １３５．５±５．８ａ１３５．５±６．７ａｂｃ １．４±０．０ｂ ２．０±０．１ｂｃ ２．１±０．１ｃ

４．４ ４３．０±０．９ｄ ５５．５±０．４ｂｃ ６１．０±０．０ｂｃ１９７．５±１．３ｃ ２５９．５±４．０ｃｄ ３０１．５±２．２ｃ １３６．０±３．６ｃ １３６．５±３．１ａ１３３．０±０．９ｂｃ １．５±０．１ｂ １．９±０．１ｂｃ ２．３±０．０ｂｃ

５．２ ４９．０±０．０ｃ ５９．５±１．３ｂ ６２．０±０．９ｂ １８３．５±１．３ｃｄ２５５．０±０．９ｃｄ ２８４．０±１０．７ｃｄ１６２．５±１．３ａ １５４．０±８．９ａ１４２．５±１．３ａｂ １．１±０．０ｃ １．８±０．０ｃｄ ２．０±０．１ｃ

６．２ ４３．５±０．４ｄ ５５．５±２．２ｂｃ ５８．０±０．９ｂｃ１６８．５±９．４ｄｅ２４２．５±４．９ｄ ２７５．０±２．７ｄ １５６．５±４．０ａｂ １５１．０±８．９ａ１３７．５±１．４ａｂｃ １．１±０．１ｃ １．７±０．０ｃｄ ２．０±０．０ｃ

７．４ ４０．０±０．９ｄ ５１．０±１．８ｃ ５３．５±２．２ｃ １５３．０±４．５ｅ ２１５．５±２．２ｅ ２３３．５±４．９ｅ １５８．０±５．４ａｂ １５４．０±８．９ａ１４７．０±１．８ａ １．０±０．１ｃ １．５±０．０ｄ １．６±０．０ｄ

　　注：表中同一列不含相同字母表示具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

３　结论
（１）本研究通过响应面法优化中性蛋白酶水解

大豆分离蛋白工艺条件，并建立多元回归模型。由

Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０５软件分析确定了最佳工艺条件
为加酶量６％、水解时间６ｈ、底物浓度３．７％、温度
４２℃、ｐＨ７．０，得到水解度为７．７４％。

（２）中性蛋白酶对大豆蛋白的７Ｓ和１１Ｓ水解
效果明显，水解后产生两条新的条带，它们的分子量

分布约为３０．５ｋｕ和２６．４ｋｕ。
（３）大豆分离蛋白少量的添加能提高面团的流

变特性，而经过中性蛋白酶酶解之后却大大削弱了

面团的流变特性。
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