
     2012, Vol. 33, No. 11 食品科学 ※基础研究30

无机盐对木瓜蛋白酶凝固大豆

分离蛋白凝胶的影响

笪久香 1，李莹莹 1，栾广忠 1 , 2 ,*，崔亚丽 1，胡亚云 1，李志成 1 , 2

(1.西北农林科技大学食品科学与工程学院，陕西 杨凌      712100；
2.陕西省农产品加工工程技术研究中心，陕西 杨凌      712100)

摘   要：为研究食品中常见无机盐对木瓜蛋白酶凝固大豆分离蛋白凝胶的影响，以大豆分离蛋白(SPI)为原料，测

定添加 NaCl、KCl、CaCl2、MgCl2 和 MgSO4 等常见无机盐后木瓜蛋白酶凝固 SPI 的时间、凝胶质构、凝固过程

中 pH 值及蛋白质降解程度的变化。结果表明：添加一定浓度的无机盐可以缩短凝固时间并提高凝胶强度。相同

离子强度下，Ca2+ 和 Mg2+ 对凝固时间及凝胶强度影响均大于 Na+ 和 K+。添加无机盐可使 SPI 的 pH 值降低，加酶

后 pH 值再次持续下降，但一定时间后趋于稳定。无机盐的种类和浓度对木瓜蛋白酶凝固 SPI 过程中蛋白质降解程

度影响不明显。SPI 中 CaCl2 的离子强度为 15(CaCl2 浓度为 5mmol/L)时，将酶添加量从 0.15% 减少到 0.1%，可使凝

胶强度提高 60%。因此，添加适量的一价及二价无机盐可显著缩短酶凝固时间并提高凝胶强度。添加 Ca2+ 和 Mg2+

等二价阳离子盐类是提高木瓜蛋白酶凝固大豆蛋白凝胶强度的有效途径。
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Abstract ：In order to explore the effect of inorganic salts on papain-induced coagulation of soybean protein, the changes of

clotting time, texture properties, pH and protein degradation were determined during or after the coagulation of soybean protein

isolate (SPI) in the presence of one of five salts including NaCl, KCl, CaCl2, MgCl2 and MgSO4. The results showed that the clotting

time was shortened and gel strength was increased; the pH of SPI was reduced after the addition of salts. After papain was added,

the pH revealed a continuous decrease to a steady level upon a certain time of incubation. Ca2+ and Mg2+ revealed more effective

than Na+ and K+ on both clotting time and gel strength under the same ionic strength. The gel strength revealed an increase by 60%

when the amount of papain was reduced to 0.1% from 0.15% (m/m). Therefore, the presence of salts could shorten clotting

time and gel strength, and the addition of calcium or magnesium salts is an effective way to enhance the strength of

papain-induced SPI gel.
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大豆分离蛋白(soybean protein isolate，SPI)是将豆

粉除去油脂和水溶性非蛋白成分后，得到的一种蛋白质

含量(N × 6.25)不低于 90% 的混合物[1]。SPI 的蛋白质消

化率修正氨基酸评分(PDCAAS)达到 0.99[2]，是完全蛋白

质，具有很高的营养价值。S P I 具有溶解性、乳化性、

起泡性和胶凝性等特性[3]，其中胶凝性是大豆蛋白重要

的功能特性之一。目前制备大豆蛋白凝胶的方法主要

有：加热处理[4]、无机盐和葡萄糖酸内酯(GDL)处理[5]、
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高压处理[6]、酶凝固法[7-8]等。酶法凝固大豆蛋白条件温

和、凝固物细腻，不但保持了其营养价值，还可以改

善其功能特性 [ 9 ]。但与酸类凝固剂和盐类凝固剂相比，

酶凝固法凝胶强度低，限制了其进一步应用[10]。目前发

现能够凝固大豆蛋白的酶均为蛋白酶，如微生物蛋白

酶、植物蛋白酶等[11]。其中，木瓜蛋白酶来源于植物，

凝固活性较高[11 ]，在食品和医药中应用也很广泛[12]。

无机盐对球蛋白的胶凝性具有很大的影响，如

Ca2+、Mg2+ 通过静电屏蔽及盐桥作用可增强大豆蛋白的

凝胶强度[5 ,13]。本实验以 SPI 为原料，以木瓜蛋白酶为

凝固剂，研究常见无机盐 NaCl、KCl、CaCl2、MgCl2

和 MgSO4 对木瓜蛋白酶凝固 SPI 的凝固时间、质构、pH
值和蛋白质降解等特性的影响，进而寻找可能提高酶法

凝固大豆蛋白凝胶强度的有效方法，为其进一步应用打

下基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

SPI(素宝 -760 IP，蛋白质含量 90%(干基))    上海舒

莱公司。

木瓜蛋白酶(木瓜乳冻干而得，EC3.4.22.2，酶活力

3500U/mg)    美国 Sigma 公司；氯化钠、氯化钾、氯

化钙、氯化镁、硫酸镁(均为分析纯)   上海国药集团化

学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

HH-S6 型水浴锅    北京科伟有限公司；TA.XT2 质

构仪    英国Stable Micro System公司；PHSJ-4A pH计    上
海精科有限公司；Mini PROTEIN 3 Cell 垂直板电泳设备

美国 Bio-Rad 公司；Universal Hood Ⅱ全自动凝胶成像

体系    意大利 Bio-Rad 公司。

1.3 方法

1.3.1 SPI 分散液的制备

将SPI粉末分散于去离子水中，质量浓度为 4g/100mL，
搅拌 5min，经沸水浴热处理 15min 后，立即在冰水混

合物中冷却至 4 ℃，备用。

1.3.2 木瓜蛋白酶凝固 SPI 凝固时间的测定

参照 Arima 等[14]的方法，取 5mL 预处理的 SPI 溶液

于 25mL 试管中，加入一定量的无机盐溶液，在 40℃水

浴保温 30min，加入体积分数 0.15% 的 5g/100mL 酶液并

开始计时(精确到秒)，迅速涡旋混匀后继续保温，观察

SPI 的状态，管壁开始出现凝固颗粒时，即判断 SPI 凝
固，所用的时间为凝固时间。以未添加无机盐的 SPI 溶
液为对照。

1.3.3 离子强度的计算

按照下式[15]计算离子强度(ionic strength，IS)。
           1
IS ＝——∑ck2

            2

式中：c 为溶液中各离子的浓度 /(mmol/L)；k 为该

离子的价数。

实验中，SPI 中 NaCl、KCl 离子强度与物质的量浓

度数值相同；C a C l 2、M g C l 2 离子强度分别为 6、1 5、
30、40 所对应的分别为 2、5、10、40/3mmol/L；MgSO4

离子强度分别为 6、15、30、40 所对应的物质的分别

为 1.5、3.75、7.5、10mmol/L。无机盐配制成 2.0mol/L
的溶液，计算添加至 SPI 溶液中所需的无机盐的体积。

1.3.4 凝胶质构的测定

取 50mL 预处理的 SPI 溶液置于 100mL 烧杯中，之

后操作按 1.3.2 节，凝固后 30min 取出置于冰水浴中冷却

至 4℃，并于该温度下保存过夜。

测定前 30min 取出 SPI 凝胶恢复至室温，参照质构

仪自带的反向挤压(back extrusion)程序进行测定。所得

质构曲线中，x 轴上方曲线的最大峰所对应的力表示硬

度 F /g ，代表凝胶的强度；x 轴下方的曲线最大峰所对

应的力与 x 轴形成的面积表示凝胶的黏性指数(index of
v i s c o s i t y，I V ) / ( g·s )，代表凝胶的黏附性。

测定参数为：探头：A / B E (直径 3 5 mm)；测试深

度：20mm；触发应力：0 .5g；测试前速率：1mm/s；
测试速率：1 m m / s；测试后速率：1 0 m m / s。

1.3.5 木瓜蛋白酶凝固 SPI 过程中 pH 值变化的测定

取 50mL预处理后的SPI溶液，40℃水浴保温 30min，
添加不同离子强度的无机盐后，继续保温 30min，测定

SPI 在添加不同离子强度无机盐前后的 pH 值变化。再加

入体积分数 0.15% 的 5g/100mL 木瓜蛋白酶液，每隔一定

时间测定 p H 值。

1.3.6 SDS-PAGE
参照 Laemmli[16]的方法，于不同离子强度的酶凝胶

中分别在凝固之前、凝固中、凝固后取样，迅速的将

样品置于沸水浴中 20min，使酶失活。采用不连续 SDS-
PAGE：4.5% 浓缩胶、10% 分离胶，加样量 10μL，考

马斯亮蓝 R-250 染色。

1.4 统计分析

数据统计采用 DPS2003 数据处理系统分析，结果用

x－± s 表示，每组实验重复 3 次。

2 结果与分析

2.1 无机盐对木瓜蛋白酶凝固 SPI 凝固时间的影响
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增加(P ＜ 0.05)；当离子强度进一步增加至 40 时，凝胶

的F 有所降低，IV 有所增加，但差异均不显著(P ＞ 0.05)。
KCl 对凝胶的 F 和 IV 的影响与 NaCl 相似。对于二价盐

离子，CaCl2、MgCl2 离子强度分别在 0～30、0～15 范

围内，凝胶的 F 和 IV 随离子强度的增加而增加，相对

于对照 SPI 均差异显著(P ＜ 0.05)；MgCl2 的离子强度增

加至 30 时，凝胶的 F 和 IV 均显著下降(P ＜ 0.05)；二

者的离子强度继续增加至 40 时，SPI 形成颗粒状沉淀，

乳清大量析出。MgSO 4 离子强度从 0 增加至 30，凝胶

的 F 和 IV 均显著增加(P ＜ 0.05)；当离子强度进一步增

加至 40 时，凝胶的 F 和 IV 反而显著降低(P ＜ 0.05)。相

比于对照，Ca2+ 对凝胶 F 和 IV 最大，其次是 Mg2+、Na+

和 K + 影响较小。

一价离子本身不能凝固大豆蛋白，离子强度增加

时，可能通过静电屏蔽作用使蛋白质之间的斥力减弱[5]，

从而提高了凝胶的 F 和 IV。当离子强度进一步增加时，

无机盐的电荷使蛋白质的电荷完全屏蔽后，凝胶的 F 和

I V 均趋于稳定，表现为差异不显著。

一定离子强度范围内，二价离子除了静电屏蔽作用

外，还会与蛋白质的极性基团作用形成钙桥[17]，从而提

高了凝胶的 F 和 IV；当离子强度过大时，过多的二价

阳离子会占据凝胶的阴离子位点，从而阻止了相邻多肽

链间的共价交联，削弱了凝胶结构[18-19]，因此凝胶 F 和

I V 均降低。

2.3 无机盐对木瓜蛋白酶凝固 SPI 过程中 pH 值变化的

影响

由表 2 可知，添加一定量的无机盐均使 SPI 溶液的

pH 值有不同程度的降低。对照组的 pH 值为 7 .02，加

表 1 不同离子强度的无机盐对凝胶硬度和黏性指数的影响

Table 1   Effect of salt ion strength on firmness and viscosity index of SPI gel

离子强度
               NaCl               KCl                CaCl2              MgCl2                    MgSO4

F/g IV/(g·s) F/g IV/(g·s) F/g IV/(g·s) F/g IV/(g·s) F/g IV/(g·s)
0 23.3 ± 0.2bc 12.0 ± 0.4a 23.3 ± 0.2bc 12.0 ± 0.4a 23.3 ± 0.2c 12.0 ± 0.4c 23.3 ± 0.2d 12.0 ± 0.4d 23.3 ± 0.2c 12.0 ± 0.4c

6 22.3 ± 0.3c 9.1 ± 0.6c 21.7 ± 0.7c 8.9 ± 0.3c 26.7 ± 0.4b 14.2 ± 0.2c 26.7 ± 0.8b 12.9 ± 0.4c 27.0 ± 1.2b 12.6 ± 1.0c

15 22.6 ± 1.9c 10.5 ± 1.3b 24.7 ± 1.3ab 10.2 ± 0.7b 32.9 ± 0.3ab 21.6 ± 0.9b 30.5 ± 0.8a 18.3 ± 0.2a 29.7 ± 0.5a 16.9 ± 0.5a

30 26.7 ± 1.6a 12.7 ± 0.5a 25.5 ± 0.9a 12.8 ± 0.7a 34.7 ± 3.2a 23.9 ± 1.3a 24.7 ± 0.4c 15.0 ± 0.4b 29.3 ± 0.6a 17.4 ± 0.5a

40 25.0 ± 0.5ab 13.2 ± 0.7a 24.3 ± 0.9ab 12.3 ± 0.7a － － － － 27.8 ± 0.8b 15.6 ± 0.6b

注：同列字母不同差异显著(P ＜ 0 .05)。－.加酶前已凝固；下同。

酶作用时间 /min 对照组 NaCl KCl CaCl2 MgCl2 MgSO4

0 7.02 ± 0.01a 6.90 ± 0.08a 6.88 ± 0.05a 6.54 ± 0.09a 6.68 ± 0.10a 6.72 ± 0.07a

10 6.68 ± 0.06b 6.56 ± 0.04b 6.61 ± 0.07b 6.24 ± 0.03b 6.46 ± 0.04b 6.63 ± 0.05b

40 6.62 ± 0.02c 6.34 ± 0.02c 6.47 ± 0.08c 6.10 ± 0.06c 6.33 ± 0.09c 6.51 ± 0.02c

70 6.48 ± 0.05d 6.31 ± 0.02d 6.33 ± 0.03d 6.00 ± 0.02cd 6.11 ± 0.03d 6.26 ± 0.05d

90 6.43 ± 0.07de 6.31 ± 0.02d 6.33 ± 0.02d 6.03 ± 0.05cd 6.08 ± 0.02d 6.26 ± 0.03d

120 6.42 ± 0.01e 6.30 ± 0.01d 6.32 ± 0.01d 6.00 ± 0.02d 6.07 ± 0.02d 6.25 ± 0.02d

150 6.41 ± 0.01e 6.30 ± 0.01d 6.32 ± 0.01d 5.98 ± 0.01d 6.06 ± 0.01d 6.24 ± 0.01d

180 6.41 ± 0.01e 6.30 ± 0.01d 6.31 ± 0.01d 5.99 ± 0.02d 6.06 ± 0.01d 6.24 ± 0.01d

表 2 不同无机盐对酶凝固 SPI 过程中 pH 值变化的影响

Table 2   Effect of salt ion strength on pH of SPI gel

注：无机盐离子强度为 1 5。

由图 1 可知，随着离子强度的增加，一价及二价盐

离子均使凝固时间缩短。其中 CaCl2 影响最大，当离子强

度为 30 时凝固时间为 2.5min，而对照 SPI(即离子强度为 0
时)为 93min。MgCl2、MgSO4 对凝固时间的影响与 CaCl2

相似，相同离子强度下三者对凝固时间的影响无显著差异

(P ＞ 0.05)。NaCl 离子强度为 40 时，凝固时间缩短为

5min。KCl 对凝固时间的影响与 NaCl 相似，二者差异

也不显著(P ＞ 0.05)。在相同离子强度下，Na+ 和 K+ 对

凝固时间的影响极显著小于 Ca2+ 和 Mg2+(P＜ 0.01)，其原

因可能是一价盐离子有静电屏蔽作用[5]，二价盐离子除此

作用外，还会与大豆蛋白质间形成“盐桥”[ 1 7 ]。

2.2 无机盐对木瓜蛋白酶凝固 SPI 凝胶质构的影响

由表 1 可知，对于一价盐离子，N a C l 离子强度

在 0～15 范围内，凝胶的 F 变化不大，IV 先降低后增

加；当离子强度增加至 30 时，凝胶的 F 和 IV 均显著

图 1 不同离子强度的无机盐对木瓜蛋白酶凝固大豆蛋白凝固时间

的影响

Fig.1   Effect of salt ion strength on coagulation time of SPI gel
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入 NaCl 或 KCl 后 pH 值降到 6.90 左右，加入 CaCl2 后 pH
值降到 6.54，而加入 MgCl2 或 MgSO4 后 pH 值降到 6.70
左右。其原因可能是无机盐离子与肽链氨基酸末端羟基

竞争，使 S P I 溶液释放了更多的 H +，二价阳离子与肽

链末端羧基的结合较一价阳离子更加紧密[20]，释放的 H+

多，因此其降低 pH 值的程度比一价无机盐大，这也可能

是二价盐离子缩短凝固时间比一价盐离子程度大的原因。

蛋白质酶解过程会造成 pH 值下降，降解程度与 pH
值降低程度正相关[21-22]。加酶凝固后，凝胶的 pH 值在

一定时间后(如加酶 150～180min 后)趋于稳定，说明蛋白

质的降解程度趋于稳定。其他离子强度的无机盐变化趋

势与其相似，数据未列出。

综上所述，凝固过程中 pH 值的降低是无机盐及肽

链水解的综合作用结果，这对凝固时间的缩短及凝胶强

度的提高都是有利的。

2.4    无机盐对木瓜蛋白酶凝固 SPI 过程中蛋白质降解的

影响

由图 2 可知，从电泳的条带可以看出，无论是否

添加无机盐，加入木瓜蛋白酶后，SPI 均迅速降解，而

且降解程度非常相近。说明在实验条件下，添加无机

盐对 SPI 的降解没有明显影响。其他离子强度的无机盐

对木瓜蛋白酶凝固 SPI 过程中蛋白质的降解情况相似，

数据未列于实验中。

2.5 木瓜蛋白酶的添加量对凝胶质构的影响

如 2.2 节所述，CaCl2 对凝胶的 F 和 IV 影响最大，

以 CaCl2 离子强度等于 15 为例，不同加酶量对凝固时

间、F 和 IV 的影响见表 3。其他离子强度的无机盐，不

同加酶量对凝胶影响与其相似，数据未列出。

加酶量 /% 凝固时间 /min F/g IV/(g·s)
0.025 不凝

0.05 57 35.3 ± 1.8a 21.0 ± 2.0ab

0.1 15.5 37.2 ± 1.0a 22.9 ± 1.0a

0.15 7.8 32.9 ± 0.3b 21.6 ± 0.9a

0.2 5.1 30.8 ± 0.9b 19.0 ± 0.5b

表 3 木瓜蛋白酶的添加量对酶凝胶硬度和黏性指数的影响

Table 3   Effect of papain amount on firmness and viscosity index of
SPI gel

由表 3 可知，木瓜蛋白酶的添加量为 0 .025% 时，

由于酶用量过低，不能使 SPI 凝固形成凝胶。木瓜蛋白

酶添加量为 0.05% 和 0.1% 时，凝固时间分别为 57min 和

15.5min，凝胶强度较高；当加酶量为 0.15% 和 0.2% 时

凝固时间很短，为 7.8min 和 5.1min，F 相对于低添加量

时显著降低(P＜ 0.05)，同时对 IV没有显著差异(P＞ 0.05)。
因此通过添加 CaCl2 和调整木瓜蛋白酶的添加量可以提高

凝胶强度，与对照组 SPI 凝胶 23.3g(表 1)相比，提高了

约 6 0 %。

原因可能是：1)加酶量影响凝固时间，凝固速率影

响凝胶的强度，凝固速率越快，凝胶的结构越粗糙，

凝胶强度越低[5 ,23 ]；2)加酶量影响蛋白的降解情况，加

酶量越多，大豆蛋白的肽链被降解成小分子的速率越

快，显然，这对凝胶强度的提高是不利的。

由图 3 可知，低酶活性(添加量为 0.05%，泳道 3 和 4)
时，木瓜蛋白酶对 11S 球蛋白的降解速度较慢，溶液中

存在浓度较高的 11S。有研究[24-25]表明，11S 比例高的

SPI 凝胶的强度明显高于 11S 比例低的凝胶。这也可能

是低酶活性下凝胶强度较高的原因之一。

3 结  论

添加适量的无机盐可以缩短木瓜蛋白酶凝固 SPI 的
时间，提高凝胶强度。同一离子强度下，相对于一价

泳道 1 ：S P I ；泳道 2 、3 、4 ：离子强度为 0 分别酶解了 3 0 、

9 0、1 2 0 m i n；泳道 5、6、7：N a C l 离子强度为 1 5 分别酶解

了 1 0、4 0、6 0 m i n；泳道 8、9、1 0：M g C l 2 离子强度为 1 5
分别酶解 5 、1 0 、3 0 m i n ；泳道 2 、5 、8 和泳道 3 、6 、9
以及泳道 4 、7 、1 0 分别为凝固前和凝固中以及凝固后取样。

图 2 无机盐对木瓜蛋白酶凝固 SPI 过程中蛋白质降解情况的影响

Fig.2   Effect of salt ion strength on protein degradation of SPI gel
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泳道 1 、2 ：S P I ；泳道 3 、4 ：加酶量 0 . 0 5 % ；泳道

5、6：加酶量 0 . 1 %；泳道 7、8：加酶量 0 . 1 5 %；泳

道 9、10：加酶量 0.2%；泳道 3～10 均为凝固点取样。

图 3 木瓜蛋白酶添加量对 SPI 凝固过程中蛋白质降解情况的影响

Fig.3   Effect of papain amount on protein degradation of SPI gel
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盐离子而言，二价盐离子能更有效地缩短木瓜蛋白酶凝

固 SPI 的时间，提高凝胶强度。通过添加无机盐和调整

木瓜蛋白酶的用量可以显著提高木瓜蛋白酶凝固 SPI 的
凝胶强度。
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