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工艺条件对酶法改性大豆蛋白膜性能的影响Ⅱ
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摘 要：研究了底物蛋白的浓度、增塑剂的浓度、蛋白溶液预热处理的温度和时间及变性剂(2一巯

基乙醇)处理等工艺参数对谷氨酰胺转移酶(TGase)改性大豆分离蛋白(SPI)膜性能的影响。SPI

膜制好后裁切成所需要的样品形状，放在相对湿度为50％的环境中平衡48 h，测定抗拉强度

(TS)、断裂伸长率(EB)、水分含量(MC)、总可溶性物质量(TSM)、表面疏水性(S。)及透光率等各

项指标。随着底物蛋白质量浓度(3～9 g／dL)的增加，TGase改性SPI膜的TS值和EB值明显增

加，而接触角和透光率明显下降。随着甘油含量增加，TGase改性SPI膜的TS值和接触角明显降

低，透光率略有降低，而EB值和MC值明显增加。随着蛋白溶液预热处理温度(70～90℃)和时

阋(o．5～1．0 b)的增加，SPI膜的TS值明显增加，接触角和透光率稍有增加，TSM值略有下降。

变性剂2一巯基乙醇(2一ME)的加入，使TGase改性SPI膜的TS值、接触角明显增加，MC值明显下

降，TSM值和透光率变化不大。

关键词：谷氨酰胺转移酶；蛋白膜；改性

中图分类号：TS 201．2 文献标识码：A

Effect of Processing Parameters on the Properties of
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Abstract：Effects of processing parameters such as substrate protein concentration，plasticizer

concentration，preheating temperature and time of film—forming solution，and 2一mercaptan

ethanol(2一ME)on the properties of transglutaminase-treated soy protein isolate films(SPI)were

studied in this manuscript．Tensile strength(TS)，elongation at break(EB)，moisture content

(MC)，total soluble matter(TSM)， surface hydrophobicity(So)as well as transparency of

TGase—treated films and control films were evaluated after conditioning film specimens at 25℃

and 50％relative humidity(RH)for 48 h．The TS values and EB values increased with substrate

protein concentration increasing，while contact angles and transparency decreased．The TS values

and contact angles significantly decreased，transparency slightly decreased with glycerol

concentration increasing，while EB values and TS values increased．The TS values significantly

increased，contact angles and transparency slightly increased，the TSM values slightly decreased
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with preheating temperature of film—forming solution increasing from 70℃tO 90℃and

preheating time increasing from 0．5 h to 1 h．The addition of 2一mercaptan ethanol(2一ME)

significantly increased the TS and contact angle values and decrease the MC values，while had no

effect on the TSM values and transparency．

Key words：transglutaminase(TGase)，protein film，modification

蛋白质膜在可食膜的开发上吸引了国内外科

研工作者越来越多的关注。然而，与合成高分子膜

相比蛋白质膜的机械强度低、透水性高是限制其工

业化生产和实际商业应用的原因。

谷氨酰胺转移酶(TGase)可以催化蛋白质之间

产生共价交联反应，形成相对高分子质量的聚合

物[1]。该酶已被证实可以有选择性地改进许多蛋

白质的某些特性，如a。，一酪蛋白、乳清蛋白、大豆分

离蛋白或11S球蛋白、卵白蛋白、去酰胺面筋蛋白

等。在蛋白膜改性方面的研究表明TGase的交联

增加了蛋白膜的抗拉强度和应变，降低了膜中蛋白

的溶解度，显示了它在改善蛋白膜性能上的潜力。

然而，在这项酶改性技术商业化地应用于膜工业之

前，仍然有许多的问题需要解决，例如有关工艺参

数的探讨。作者在另一篇文章中已经研究酶浓度、

成膜溶液的pH值、干燥温度等工艺参数对TGase

改性大豆分离蛋白(SPI)膜性能的影响L2J。作者在

此就主要研究底物蛋白的浓度、增塑剂的浓度、蛋

白溶液预热处理的温度和时间及变性剂(2一巯基乙

醇)处理等工艺参数对TGase改性SPI膜性能的

影响。

1材料与方法

1．1 材料

谷氨酰胺转移酶(TG-B)：泰兴市一鸣精细化工

有限公司生产；CBZ一卜glutaminylglycine和L—

Ghuamic acid卜monohydoxamate：Sigma公司产

品；大豆分离蛋白(蛋白质量分数85．2％)：山东万

得福科技公司产品；甘油为分析级。

1．2实验方法

1．2 TGase酶活性的测定见参考文献[3]。

1．2．2 膜的制备 将蛋白质和甘油溶于0．05

mol／L Tris—HCl(pH值8．0)缓冲溶液中，于

70℃水浴加热30 min。待成膜溶液冷却至室温后，

加入TGase(4 U／g SPI)，搅拌均匀。脱气后迅速薄

摊在内衬有聚乙烯薄膜的玻璃器皿(37 cm×21

cm)中，然后放在室温(25℃)下干燥24 h，揭膜。

以不加TGase的膜作为对照。

不同条件下制备蛋白膜具体操作如下：

1)不同底物蛋白浓度：将不同质量的蛋白质和

甘油溶于0．05 mol／L Tris—HCI(pH值8．o)缓

冲溶液中，配置成SPI质量分数分别是3％、5％、

6％、7％、8％和9％的蛋白溶液。注模前加入

TGase(4 U／g SPI)。其它操作如上段所述。

2)不同增塑剂浓度：将蛋白质(质量分数5％)

和不同量的甘油(分别是0、0．2、0．4、0．6和0．’8％

SPI，或者是0％、20％、30％、40％和60％(按蛋白质

总量计))溶于0．05 mol／L Tris—HCl(pH值

8．0)缓冲溶液中，配置成膜溶液。其它操作如上段

所述。

3)不同预热改性的温度和时间：将蛋白质(质

量分数5％)和甘油(质量分数2％)溶于0．05 mol／

L Ttis—HCl(pH值8．0)缓冲溶液中，分别于70、

80和90℃水浴加热30或60 rain。其它操作如上

段所述。

4)变性剂(2一巯基乙醇)改性：将蛋白质和甘油

溶于0．05 mol／L Tris—HCl(pH值8．o)缓冲溶

液中，然后加入0．02 mol／L的2一巯基乙醇，其它操

作如上段所述。以不加TGase的膜作为对照。

膜制好后裁切成所需要的样品形状，立即放在

相对湿度为50％的环境中平衡48 h备用。

1．2．3膜性能指标测定厚度、机械性能(抗拉强

度TS、和断裂伸长率EB)、表面疏水性So、水分含

量MC、总可溶性物质量TSM及透光率的测定见参

考文献∞J。

1．2．4 数据分析 采用Microcal Origin V．6．1

software进行方差分析和显著性分析。

2结果与讨论

2．1 底物蛋白质量浓度对TGase改性SPI膜性能

的影响 ，

表1显示了底物蛋白浓度对TGase改性SPI

膜性能的影响。由表1可见，随着底物蛋白浓度(3—

9 g／dL)的增加，SPI膜的TS值和EB值明显增加，

而接触角和透光率明显下降。以SPI质量分数为

3％作为对照膜，当SPI质量分数由3％增至9％时，
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TS值和EB值分别增加了24．6％～77．1％和

134．0％～274．4％；接触角和透光率分别下降了

5．8％～28．5％和10．1％～45．1％。与其它因素对

膜的影响不同的是，底物蛋白浓度的增加，同时增

加了SPI膜的抗拉强度和断裂伸长率。这可能是

因为在酶／蛋白比值(4 U／g)不变(即交联度不变)

的前提下，底物浓度的增加明显增加了膜的厚度，

从而增加了膜的机械性能。接触角下降的原因也

可能是因为膜厚度增加使空间位阻增大，使一些原

来已暴露的疏水基团又重新掩蔽起来的缘故。底

物浓度的增加对膜的水分含量和TSM值影响不

大。

2．2增塑剂对TGase改性SPI膜性能的影响

增塑剂的使用在制备蛋白质可食膜时是必须

的。它可以通过减少聚合物相邻链间的分子内相

互作用而降低膜的脆性及易碎性，增加膜基质问的

空隙，赋予膜一定的柔韧性[4-5]。增塑剂的组成、大

小和形状会影响它打断蛋白质多肽链间的氢键的

能力以及蛋白质体系吸附水分的能力。从而影响

到蛋白质膜的各项性能。

表2显示了增塑剂的含量对TGase改性SPI

膜性能的影响。由表2可见，随着甘油含量的增加

(o％～80％，以蛋白质量为基准)，SPI膜的各项性

能发生了显著的改变：SPI膜的TS值和接触角明

显降低，透光率略有降低，而EB值和MC值明显增

加。与未加甘油的对照膜相比，甘油的加入使TS

值和接触角分别降低了6．8％～31．6％和11．8％～

30．4％；EB值和MC值分别增加了31．5％～

156．8％和35．8"--93．9％。这是因为甘油可以打断

蛋白质多肽链间的氢键的能力从而影响蛋白质体

系吸附水分的能力，甘油含量越高，蛋白质膜吸附

水分的能力越强，平衡水分含量也越高。水分的增

加使蛋白膜的网络由紧密变为比较松散，因而增加

了柔韧性而降低了抗拉强度和透光率。水分的增

加同时使疏水基团通过疏水相互作用力而重新隐

藏到分子内部，因而表面疏水性也随之降低。

表1底物蛋白质量浓度对TGase改性SPI膜性能的影响

Tab．1 Effect of the concentration of substrate protein on the properties of TGase-modified SPI films

注：每一个数值都是多次重复(3～10)的平均值加上标准偏差。

农2甘油的含量对TGase改性SPI对TGase改性SPI膜性能的影响

Tab．2 Effect of glycerol concent on the properties of MTGase-modified SPI films

注：每¨个数值都是多次重复(3～lO)的平均值／JIJ=标准偏差。

2．3蛋白溶液预热改性温度和时间对TGase改性TGase改性SPI膜性能的影响。由表3可见，随着

SPI膜性能的影响 预热处理温度(70～90℃)和时间(0．5～1．0 h)的

表3显示了蛋白溶液预热处理温度和时间对 增加，SPI膜的TS值明显增加，接触角和透光率稍
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有增加，TSM值略有下降。以蛋白溶液在70℃预

热处理30 rain制备的SPI膜作为对照膜，随着温度

由70℃增加到90℃，时间由0．5 h增加到1．0 h，

SPI膜的TS值增加了6．4缅一--31．2％；接触角和透

光率分别增加了1．0％～15．0％和1．2％～7．2％；

90℃预热处理1 h可以使TSM值下降8．3％。注

模法制备蛋白膜与制备蛋白凝胶一样(因为蛋白膜

是由蛋白凝胶脱水干燥而来)，通常需要先加热蛋

白质溶液，使溶胶状态的蛋白质首先通过变性转变

成“预凝胶”状态。这一步导致蛋白质的展开和必

需数量的功能基团的暴露，主要是氢键基团和疏水

性基团。当温度降低时，热动能的降低有助于各种

分子上暴露的功能基团之间形成稳定的非共价键，

对于TGase改性膜还包括谷氨酰胺一赖氨酸共价键

的形成。预热改性温度和时间的增加使这一步变

性更加充分，暴露出更多的功能基团，增加了构建

膜的网络结构所需要的键连接，因而膜的机械性能

得到明显改善，表面疏水性也有所提高，同时膜也

变得更加透明(热变性使膜的溶解性提高)。

2．4变性剂(2-巯基乙醇)改性TGase改性SPI膜

性能的影响

表4显示了变性剂2一巯基乙醇(2一ME)改性对

TGase改性SPI膜性能的影响。由表4可见，2一ME

的加入，使TGase改性SPI膜的TS值、接触角明

显增加，MC值明显下降，TSM值和透光率变化不

大。以未加2-ME的TGase改性膜作为对照膜，2一

ME的加入使SPI膜的TS值和接触角分别增加了

12．3％和11．6％；MC值下降8．3％。2一巯基乙醇

是一种强变性剂，能够打开蛋白中存在的二硫键，

如同提高预热改性温度和时间一样，使蛋白变性更

加充分，暴露出更多的功能基团，增加了构建膜的

网络结构所需要的键连接，因而膜的机械性能得到

明显改善，表面疏水性也有所提高，同时随着疏水

基团暴露的增多水分含量也有所下降。

表3蛋白溶液预热改性的温度和时间对TGase改性SPI膜性能的影响

Tab．3 Effect of the temperature and time of preheating treatment on the properties of TGase-modified SPI films

注：每一个数值都是多次重复(3-i0)的平均值加上标准偏差。

表4变性剂(2-巯基乙醇)改性对TGa辩改性SPI膜性能的影响

Tab．4 Effect of 2-mercaptan ethanol treatment(2-ME)on the properties of TGase-modified SPI films

注：每一个数值都是多次重复(3～i0)的平均值加上标准偏差。

3 结 语

1)底物蛋白浓度对TGase改性SPI膜性能有

显著影响。随着底物蛋白浓度(3～9 g／dL)的增

加，SPI膜的TS值和EB值明显增加，而接触角和

透光率明显下降：

2)增塑剂含量对TGase改性SPI膜性能有很

大影响。随着甘油含量增加，TGase改性SPI膜的

TS值和接触角明显降低，透光率略有降低，而EB

值和MC值明显增加。

3)蛋白溶液预热处理温度和时间对TGase改
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性SPI膜性能有显著影响。随着预热处理温度(70

～90℃)和时间(o．5～1．0 h)的增加，SPI膜的TS

值明显增加，接触角和透光率稍有增加，TSM值略

有下降。
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