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摘要研究了在木瓜蛋白酶作用下蛋氨酸酯与水解明胶进行类蛋白反应的条件，利用单因素实验并通过主成

分分析法对几个评价指标进行综合评定，得出最佳反应条件为：氨基酸酯采用蛋氨酸月桂醇酯、底物浓度为

40％，反应时间为6 h，加酶量为0．1％水解明胶，加酯量为0．025 nlol，100 g水解明胶，反应温度为55℃，pH为

6．O。
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类蛋白反应是利用浓缩的蛋白水解物在合适的

条件下(底物浓度、pH、底物类型等)经蛋白酶的作用

合成类蛋白产品。类蛋白反应最早是由日本人发现，

由于它可以较好地解决水解蛋白的苦味去除而引起

人们的重视。Yamashita等利用合成类蛋白反应在

木瓜蛋白酶存在下，将蛋氨酸乙酯导人大豆蛋白和酪

蛋白中，这种反应改变了蛋白的氨基酸组成，同时也

提高了其生物效价旧J。张雅丽等报道了以大豆蛋白

和芝麻蛋白的胰蛋白酶水解物为原料，以胃蛋白酶为

催化剂合成类蛋白物并对其进行了营养评价，结果表

明，利用该反应可以进行优质蛋白质资源的开

发【1，2I。Watanabe等以明胶做亲水性原料，亮氨酸酯

做亲油性材料，在木瓜蛋白酶作用下进行酶反应，得

到蛋白质型表面活性剂H J。众所周知，水解明胶以

其优良的水溶性、营养丰富以及生物活性等特性为人

们所喜爱。但由于某些氨基酸的缺乏，降低了它的应

用范围，同时如果采用单纯直接地加入氨基酸的方法

不利于其吸收利用。另外由于水解明胶的相对分子

质量相对于明胶低，且亲水性氨基酸含量相对较高，

亲油性较弱，所以要使水解明胶成为营养丰富而且功

能性质较好的理想食品，做一定的改性是非常必要

的。

本试验的目的在于利用水解明胶和蛋氨酸酯，通

过类蛋白反应接上氨基酸月桂酯，一方面提高了其营

养价值，另一方面也较其他方法导人氨基酸的改性水

解蛋白的乳化性、稳定性得到提高，克服了水解明胶

由于分子质量较小而导致的理化功能急剧降低的缺

点，该产品可应用于化妆品生产、食品添加剂等领域。

另外通过对类蛋白反应条件的研究，也为研究其反应

机理提供了理论依据。
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1 实验材料与方法

1．1实验材料与设备

1．1．1试剂与材料

DL一蛋氨酸：生物试剂；乙醇、月桂醇、丙酮、十

二烷基硫酸钠(SDS)等：均为分析纯；水解明胶、DL一

蛋氨酸乙酯、DL．蛋氨酸月桂醇脂：均为实验室自

制；木瓜蛋白酶：购于NoVO公司；氨基酸自动分析

仪(美国安捷伦1100)；722型光栅分光光度计(上海

第三分析仪器厂)；超级恒温水浴锅：超级恒温浴(上

海市实验仪器厂)；高速分散器：JANKE&

KUNKEL IKAR—Labortechnik ULTRA—TURRAX

睨5；LG-3型多用冰冻干燥机(宁波市生化仪器厂)；
90-2型定时恒温磁力搅拌器(上海沪西分析仪器

厂)。

1．2实验方法

1．2．1表面活性剂合成

参考Y锄aShita等的一步法进行。称取一定量
的水解明胶加入至一定pH的缓冲溶液中，充分溶

解，然后加入蛋氨酸酯，再加入木瓜蛋白酶和适量的

L一半胱氨酸进行反应。蛋氨酸月桂醇酯改性时须

加入20％丙酮碳酸盐缓冲溶液，其他条件同上。测

定不同时间对反应进程的影响时，分别在0、0．5、2、

6、12、24 h取样，用最终体积分数为80％的乙醇沉淀

样品并洗涤，沉淀产物经干燥获得干品。

1．2．2氨基酸组成与含量的测定

采用自动氨基酸分析仪测定。

1．2．3乳化性测定

采用浊度法【6 J。精确称取0．5 g样品于250 mL

烧杯中，加入50 mL去离子水，加热溶解(40℃)一定

时间，然后在磁力搅拌下缓慢加入5 mL大豆色拉

油，并用高速分散机以20 500 r／min的转速搅打l
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min。搅打后立即取1 mL乳化液于100 mL容量瓶

中，加入0．1％的SDS溶液定容至刻度并摇匀，然后

测定样品在500 nm处的吸光度。此外，搅打后立即

取25 mL样品于具塞试管中并置于30℃恒温水浴静

置1 h，1 h后将试管取出并轻轻摇动试管使其中的

样品混匀，随后取1 mL样品按上述方法再稀释，并

测定稀释样品在500 nm处的吸光度。样品浊度的

定义为T，T=2．303A500／J，其中工为光路长度，此

处为1 cm。由于采用的稀释倍数相同，乳化剂的乳

化能力(EC)可直接用搅打结束后测定的样品浊度

(T1)表示。乳化稳定性(ES)则用1^后的浊度(T2)

变化程度表示，ES=T2／T】。

2结果与讨论

2．1蛋氨酸酯的醇种类的选择

1．0

0．8

杂o·6

S 0．4
脚
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改性反应时间，h
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图1不同蛋氨酸酯改性水解明胶

后的乳化能力随时间的变化

注：反应条件：底物浓度40％、温度57℃、pH 6．O、加酶量

0．1％水解明胶、加酯量O．025 mol／100 g水解明胶。

由图1可知，经过4种蛋氨酸酯改性的水解明胶

的乳化能力随酯中烃链长度的不同而有所差别。由

长链醇所形成的酯改性后的水解明胶的乳化能力较

短链的强，这是因为长的烃链具有较强的疏水性，与

亲水性的水解明胶反应能形成较好的两亲性产物，使

其乳化能力加强。对于每种改性剂来说，在开始反应

的6 h内，蛋氨酸的丁酯和乙酯改性的水解明胶的乳

化能力下降较快，这是因为在这段反应时间，水解作

用占主导地位，所以水解明胶被进一步水解，相对分

子量变小，从而导致乳化能力下降。但随着反应的进

一步的进行，水解作用减弱，合成同时进行，所以乳化

能力不再有明显变化。而对于辛酯改性的水解明胶，

不同改性时间所得产品的乳化能力变化比较复杂。

在前2 h的改性反应时间内，产品的乳化能力下降较

快，而后逐渐上升，说明合成作用大于水解作用，随后

乳化能力的下降是由于相对分子质量的变小所致，当

水解作用不再进行时，乳化能力又有所上升。月桂酯

改性水解明胶，在不同改性时间产品的乳化能力变化

不明显，但随着反应时间的延长，乳化性有所下降。

说明经过蛋氨酸月桂酯改性的水解明胶具有较好的

乳化性能，考虑到改性后水解明胶应有较好的功能性

质，因此以下实验选用蛋氨酸月桂酯作为改性剂。

另外由图1可知，比较4种改性剂对水解明胶的

改性效果来看，在改性过程中，产品的乳化性均有一

个升高的过程，但对不同改性剂所需的改性时间不

同，并且酯中烃链越短所需改性时间就越长，由此也

说明烃链越长越容易进行改性反应。

2．2影响类蛋白反应的条件

本实验综合得率、乳化性、乳化稳定性、蛋氨酸含

量4个指标作为评价的依据，考察了底物浓度、时间、

加酶量、加酯量、温度、pH 6个因素对水解明胶改性

的影响，实验结果见表1。利用saS软件对单因素数

据结果进行主成分分析，可得4个主成分，处理结果

如下：

协差阵的特征值

主成分1

x1 O．820456

x2 一．OO0039

x3 O．571254

)【4 0．022808

差异 贡献率

29．341239 0．5698

87．330485 O．4272

0．602916 O．0029

0．0000

累计贡献率

O．5698

0．9970

1．0000

1．0000

由于前2个主成分累计贡献率达到99％，根据

累计贡献率超过85％的原则，选择前2个主成分即

可反映5个指标的变化。另外，在第2主成分中，乳

化稳定性的系数为0．820 773，而其他指标的系数均

较小，说明第2主成分只是主要反映了乳化稳定性的

变化，而在本实验中，乳化稳定性并非主要指标，因此

在进行综合评定时只选用第1主成分，即y=0．820

456x1—0．000 039x2+0．571 254x3+0．022 808x4。

评定结果见表1。根据评定结果，酶合成的反应

条件为：底物浓度为40％，反应时间为6 h，加酶量为

水解明胶的0．1％，加酯量为0．025 mol／100 g(水解

明胶)，反应温度为55℃，pH为6．0。
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表l水解明胶改性反应的影响因素

2．2．1底物浓度的影响

底物浓度的大小是类蛋白反应的一个重要影响

因素。一般情况下合成类蛋白所需底物浓度为20％

～40％。而更低的底物浓底对水解反应的进行是有

利的。因此本实验选取20％、30％、40％和50％这4

个水平研究底物浓度对反应的影响。由表1可知，在

20％～40％范围内，随着底物浓度的提高，得率逐渐

增加，乳化性逐渐下降，乳化稳定性逐渐升高，当底物

浓度达到50％时，得率略有下降，乳化性保持不变，

而乳化稳定性下降。在整个浓度范围内，蛋氨酸含量

均随底物浓度的升高而升高，但总体变化并不大。这

是因为在底物浓度为20％～40％的范围，随着底物

浓度的提高，得率的提高有2方面的原因，一是高的

底物浓度不利于水解反应的进行，从而使分子质量下

降较小。另外高的底物浓度促进了类蛋白反应速度

的提高，使得80％乙醇不溶物增加，即得率提高。蛋

氨酸含量的变化在一定程度上也反应了氨基酸酯的

导入和水解明胶被进一步水解的情况。该指标的增

加也反映了上面所述的类蛋白反应随底物浓度变化

的规律。乳化能力随着底物浓度的提高而有所下降，

可能是底物浓度不同所形成的产物结构不同所致，目

前尚无法解释清楚，有待于做进一步的类蛋白反应机

理详细探讨。’综合以上指标可知，最佳反应的底物浓

度为40％。

2．2．2反应时间的影响

有关类蛋白反应所需时间在文献报道中说法不

一，反应时间在15 min～36 h不等。实验中分别选

取0、0．5、2、6、12、24 h。由表1可知，在开始的0．5 h

内，蛋氨酸含量下降，而得率仅略有上升，乳化能力下

降，说明在这段反应时间水解作用占优势，蛋氨酸被

水解下来，也导致分子质量降低，引起乳化性下降。

从0．5～6 h这段时间内，得率及蛋氨酸含量均呈上

升的趋势，而从6 h～24 h则略有下降的趋势。说明

在反应0．5 h以后，类蛋白反应进行较快，而在6 h以

后，2种反应基本维持平衡状态。其乳化能力变化的

规律可见2．1节中月桂酯改性过程对乳化能力的影

响。

2．2．3加酯量的影响

选择4个加酯量水平，即0、0．025、0．05 nlol／

1009(水解明胶)进行类蛋白反应。由表1可知，当不

加酯时，其得率较加酯量为0．5、1．0 mol／kg(水解明

胶)高，其原因为当加酯量较高时，反应体系变得粘
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