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摘!要!研究了谷氨酰胺转移酶"34567#对大豆蛋白膜特性的影响$研究表明%在成膜溶液中加

入34567"#8&9#可以使膜的抗拉强度增加.%:&;!表面疏水性增加/2:!;!同时也明显降低了

膜的断裂伸长率’水分含量’总可溶性物质量及透光率!但是对水蒸气转移速率几无影响$扫描电

镜"<=>#显示!酶法交联膜的表面比对照膜略为粗糙!断面却更为均匀致密$<?<0@A4=分析表

明!34567催化<@B产生了共价交联$
关键词!谷氨酰胺转移酶$大豆分离蛋白$蛋白质膜

中图分类号!3<!$.*! 文献标识码!A
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<=50$&,0!=MM7TO6(MOQ5D69)-O5WGD567#34567$OQ75OW7DO(DXQ(X7QOG76(M6(RXQ(O7GDG6()5O76
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O(O5)6()-H)7W5OO7Q#3<>$%6-QM5T7JRPQ(XJ(HGTGOR #<$$56Y7))56OQ5D6X5Q7DTR(M345670
OQ75O7PMG)W65DPT(DOQ()MG)W6Y7Q77U5)-5O7P5MO7QT(DPGOG(DGD9MG)W6X7TGW7D65O!"]5DP"$;
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>I%3<> 5DPOQ5D6X5Q7DTRU5)-76*34567OQ75OW7DOJ5PD(7MM7TO(DOJ7 E’3\U5)-76*
<T5DDGD97)7TOQGTWGTQ(6T(XR#<=>$6J(Y7POJ5OOJ7345670OQ75O7PMG)W6J5PQ(-9J7Q6-QM5T76
T(WX5Q7PYGOJOJ5O(MOJ7T(DOQ()%H-OW(Q7J(W(97D7(-65DPT(WX5TOTQ(66067TOG(D6*<?<0
@A4=5D5)R676T(DMGQW7POJ7(TT-QQ7DT7(MTQ(660)GDZGD9GDP-T7PHR34567%YJGTJW5R5TT(-DO
M(QOJ7JG9J7Q3<%<$5DP)(Y7Q3<>U5)-76#56T(WX5Q7PYGOJOJ(67(MT(DOQ()$*
>.3?"$*5!3Q5D9)-O5WGD567#34567$"6(RXQ(O7GDG6()5O76"XQ(O7GDMG)W

!!可食膜是指由可食材料构成的连续薄层%可以

用作涂层或薄膜置于食品组分之间%起到防止质量

传递的作用&.’(近年来消费者对高品质)长货架期

食品的需求日益增长%但同时由于废弃包装数量与

日俱增而导致的环保问题也成为公众关注的焦点(
于是%从农产品发展可食的涂层和薄膜已经成为国

内外科研 工 作 者 研 究 的 热 点(蛋 白 质 膜 具 有 营 养

价值高)口感 好)隔 油)隔 气 性 能 好 等 特 点%因 而 开
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发以天然生 物 材 料 制 成 的 可 食 性 蛋 白 包 装 膜 具 有

广阔应用前景!但与合成膜相比"蛋白质膜的机械

强度 低#透 水 性 高"这 已 成 为 限 制 其 工 业 化 生 产 和

实际商业应用的原因!
改善蛋白 膜 特 性 的 一 种 有 效 途 径 是 采 用 化 学

方法或酶 学 方 法 使 蛋 白 质 之 间 产 生 共 价 交 联!谷

氨酰胺转 移 酶$34567%=I!:/:!:./%全 称 为 蛋 白

质0谷胺酰胺!0谷氨酰胺基转胺酶&是一种催化多肽

或蛋白质的谷氨酰胺残基的!0羟胺基团$酰基的供

体&与许多伯胺化合物$酰基的受体&之间的酰基转

移反应的酶’!(!34567可通过胺的导入#交联及脱

胺/种 途 径 改 性 蛋 白 质!作 者 以 大 豆 分 离 蛋 白

$<@B&为原料"研究谷氨酰胺转移酶改性对大豆分

离蛋白性能的影响!

@!材料与方法

@A@!材料

谷氨酰胺转移酶$340[&)泰兴市一鸣精细化工

有 限 公 司 产 品%I[V0)09)-O5WGDR)9)RTGD7 和 N0
4J-5WGT5TGP!0W(D(JRP(_5W5O7)<G9W5公 司 产

品%大豆分离蛋白$蛋白质含量1":!;&)山 东 万 得

福科技公司产品%甘油为分析级!

@AB!仪器

质 构 仪 3A0K3!G)英 国<O5H)7>TGQ(<R6O7W
公司制造%!!@I分光光度仪)上海凌光科技公司制

造%悬滴振荡流变仪‘?4!$A>@)德国?5O5XJG60
GT6BD6OQ-W7DO64WĤ 公司制造%环境电子扫描显

微镜KN/$)@JG)GX6=)7TOQ(WGT6">5JY5J+,公

司制造!

@AC!实验方法

@*C*@!34567酶活性的测定!34567酶活性采用

S()Z和I()7$.2%"&’/(报 道 的 分 光 R̂PQ(_5W5WGT
5TGP分 析 法 测 量!反 应 物$包 含$:.W()*N3QG60
Î)缓 冲 液"X̂ %:$"/$WW()*NI[V0)09)-O5WG0

DR)9)RTGD7"$:.W()*NJRPQ(_R)5WGD7&于/&]与

酶溶液反应.$WGD后"添加氯化铁*三氯醋酸试剂

$$:&9*PN&中止酶反应"1$$$Q*WGD离心."WGD"
去除沉淀后"所 形 成 的 红 色 上 清 液 于"!"DW测 定

其 吸 光 度"用 N04)-O5WGT5TGP!0W(D(JRP(_5WGT
5TGP作标准曲线!.单位34567活性$8&定义为在

/&]"X̂ %:$的条件下每分钟产生.!W()JRP(_0
5WGT5TGP所需要的酶量!

@ACAB!膜的制备!将大豆分离蛋白$"9*PN&和甘

油$/;&溶 于 3QG60̂ I)$X̂ 1:$&缓 冲 溶 液 中"于

&$]水浴锅中加热/$WGD"待成膜溶液冷却至室温

后"加入#8*934567"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$/&TWa!.TW&
中"然后放在室温$!"]&下干燥!#J"揭膜!以不

加34567的膜 作 为 对 照!膜 制 好 后 裁 切 成 需 要 的

样品形状"立即放在相对湿度为"$;的环境中平衡

#1J备用!

@*C*C!膜性能指标测定

.&厚 度 测 定)用 螺 旋 测 微 器$精 确 到$:$$.
WW&在裁切好 的 膜 上 均 匀 取"个 点"测 厚 度"取 平

均值!

!&机械 性 能 测 定)按\JGW $.221&’#(的 方 法"
采用质 构 仪 3A0K3!G测 定 各 膜 的 抗 拉 强 度$3<&
和断裂伸长率$=[&!每种膜测定%个样"每个样品

大小为!:"#TWa.$TW!

/&水蒸气透过率测定)取直径/TW#深#TW
的圆形敞口塑料杯"加入/9干燥的I5I.!"将裁切

成直径&TW的 膜 样 品 盖 住 杯 口"膜 与 杯 之 间 的 接

口用 石 蜡 封 住!而 后 将 各 杯 置 于 底 部 加 入.$$$
WN蒸馏水 的 干 燥 器 中$!"]"相 对 湿 度.$$;&!
每.!J称量.次"持续.周!通过杯重的增加量确

定水 蒸 气 的 透 过 量!按 A<3> 方 法 $=2%02/"

.22/&计算水蒸气转移速率$E’3\&和水蒸气透过

率$E’@&!纯 水 在!" ]时 的 饱 和 水 蒸 气 压 为

/:.%&.Z@5!

#&水分含量$>I&和总可溶性物质量 $3<>&
测定)将膜样$!TWa!TW&在.$"]下干燥至恒

重"称重后根据干重和湿重之差计算水分含量!然

后将其放入盛有/$WN水的烧杯中"在室温下溶解

!#J"再将膜在.$"]条件下干燥至恒重"称重"根

据两次干 重 之 差 计 算 水 溶 性!另 一 测 定 总 可 溶 性

物质量的方 法 是 取 未 经 干 燥 的 膜 样 直 接 放 入 盛 有

/$WN水的烧杯 中"在 室 温 下 溶 解!#J"再 将 膜 在

.$"]下干燥至恒重"称重"以测定水分含量时测得

的平均干重为样品初始干重计算水溶性!

"&透光 率 测 定)将 膜 裁 成 条 状 $.:!TWa#
TW&"紧贴于比色皿的一侧"在"$$DW波长下测定

其透光率"以空比色皿作为对照!

%&表面疏水性$"$&的测定)表面疏水性以水滴

与膜的接 触 角 表 示!接 触 角 是 采 用 悬 滴 振 荡 流 变

仪‘?4!$A>@根据N5QQb$!$$$&’%(方法测定!

&&透 油 性 测 定)将"WN色 拉 油 加 入 试 管 中"
以待测膜封口"倒 置 于 滤 纸 上"每!#J称 量 滤 纸.
次"持续.周!根据公式计算透油系数$#‘&!

#‘ $"% &’("(
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式中!#‘ 为透油系数"9#WW$"W!#P%%&"% 为滤

纸 质 量 变 化"9%&’3 为 膜 厚 "WW%&" 为 膜 面 积

"W!%&(为时间 "P%&"%$(为质量随时间变化曲线

线性部分的斜率’

@*C*D!电镜扫描!将镀金后的样品置于环境电子

扫描显微镜KN/$观察’

@*C*E!十 二 烷 基 磺 酸 钠0聚 丙 稀 酰 胺 凝 胶 电 泳

!<?<0@A4="!电 泳 是 根 据N57WW)G".2&$%的 方

法进行’<@B034567反 应 液 电 泳!分 别 在$($:!"(

$:"(.(!(/(#J取蛋白质与酶的反应液$:"WN于

事先装有$:"WN样品缓冲液的离心 管 中)充 分 混

合’电泳前将各离心管煮沸"WGD)取%!N进 样’

<@B膜电泳!称取"W9膜样品于 离 心 管 中)加 入.
WN样 品 缓 冲 液"$:.!"W()$N3QG60̂ I))!9$PN
<?<)体积分数";的!0巯 基 乙 醇%)充 分 振 荡 后 在

室温"!"]%下放置!#J)不时振荡’电泳前将各离

心管离心.$WGD".$$$$)%)煮沸"WGD)取%!N进

样’

@ACAF!数 据 分 析!采 用 >GTQ(T5)‘QG9GD’%:.
6(MOY5Q7进行方差分析和显著性分析’

B!结果与讨论

BA@!膜性能

由表.可 以 看 到)34567处 理 显 著"*#$:$"%
改变了<@B膜的各项性能指标"E’3\除外%’

BA@A@!机械性能!在成膜溶液中 加 入34567后)

<@B膜的抗 拉 强 度 比 对 照 增 加 了.%:&;’这 可 能

是因为34567使蛋 白 质 分 子 中 产 生 了 共 价 交 联 从

而形成高 分 子 聚 合 物 的 缘 故’适 度 的 共 价 交 联 可

以提高膜的3<值)这与 国 内 外 的 许 多 报 道 都 相 吻

合*%02+’然 而)34567处 理 使<@B膜 的 断 裂 伸 长 率

下降了//:1;’在 大 多 数 的 共 价 交 联 的 场 合 中)

3<值的升高往往伴随着=[值的降低*&).$c..+’
表@!谷氨酰胺转移酶对大豆蛋白膜各项性能的影响"

6&=G@!4((.,05"(0$&%52’#0&7-%&5."%9$"9.$0-.5"(5"39$"H

0.-%-5"’&0.5(-’75

性能指标 对照膜 34567改性膜

厚度$WW $:$2#d$:$$" $:.$"d$:$$/

抗拉强度
"3<%$>@5 !:!.d$:!"5 !:"1d$:!1H

断裂伸长率
"=[%$; ."2:2d2:!H .$":2d2:!5

水蒸气转移速率

"E’3\%$"9$"J#W!%% /&:!2d$:.$5 /%:".d$:!#5

续表.

性能指标 对照膜 34567改性膜

水蒸气透过率"E’@%$
"9#WW$"Z@5#J#W!%% .:!#d$:$.

5 .://d$:$"H

水分含量
">I%$; !":"d$:%H !!:%d$:#5

总可溶性物质量.

"3<>.%$; /&:/d$:!HT /#:$d$:25T

总可溶性物质量 !

"3<>!%$; #.:1d$:"HP //:$d$:"5T

透光率$; &&:/d.:"H %1:#d.:&5

接触角$e !":"d":%5 /":"d#:&H

!" 每一个数值都是多次重复"+$/%的平均值加上标准偏
差’5和H 表 示 各 性 能"同 行%之 间 的 显 著 性 差 异"*#
$:$"%’T和P表示3<>两 种 测 量 方 法"同 列%之 间 的 显 著
性差异"*#$:$"%’

BA@AB!水 蒸 气 透 过 率!34567改 性<@B后)膜 的

水蒸气转移 速 率 略 有 降 低)但 无 显 著 性 的 差 别&而

膜的水蒸气透过率却有轻微且显著的增加)这可能

与膜的厚度有关’34567膜明显比对照组膜厚)由

公式 E’@fE’3\a($"# "(!膜 厚&"#!压 力

差%可以看出)厚度增加使 E’@值略有上升’

BA@AC!水分质量分数和总可溶性物质量!34567
改性 显 著 降 低 了<@B膜 的 水 分 质 量 分 数 和 总 可 溶

性 物 质 量"*#$:$"%)膜 的 >I 值(3<>. 值 及

3<>! 值 分 别 比 对 照 降 低 了 ..:#;(1:1; 和

!.:.;’34567催 化 蛋 白 质 交 联 使 蛋 白 质 膜 的 水

分含量降低)这可能是因为交联使蛋白质的某些氨

基酸残基)特别使赖氨酸残基和谷氨酰胺残基不能

够通过 氢 键 来 吸 附 水 分’如 同 3<值 升 高 一 样)

3<>值的降低也表明在34567催化交联的<@B膜

中产生了新的交联’由表.可以看到)两种测量方

法在对照膜之间有显著性差异"*#$:$"%)其3<>!

值大于3<>.值&而在34567处理膜之间没有显著

性差异’这可能是由于在第一种测量方法中)样品

在浸入水中之前已被加热处理)使膜中增加了新的

交联)从而 降 低 了 膜 的 溶 解 度 的 缘 故*.$).!+’因 此)
在以后的研究中)均采用第二种测量方法’

BA@AD!透光率!34567改 性<@B后)膜 的 透 过 率

比对照 下 降 了..:";"*#$:$"%)这 可 能 是 由 于

34567引起的 蛋 白 质 交 联 和 聚 集 使 成 膜 溶 液 的 浊

度增加的缘故’

BA@AE!表面疏水性!表面疏水性以水滴与膜的接

触角表示)接触角越大表明膜的疏水性越强’由表

.可以看到)34567处理<@B明显使 膜 的 疏 水 性 比

对照 提 高 了/2:!;"*#$:$"%’这 可 能 是 因 为

34567处理使<@B中 更 多 的 疏 水 核 心 或 基 团 暴 露

%! 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!
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出来!唐传核等"!$$"#研究指出$在34567诱导的

<@B絮凝和凝胶实验中$球 蛋 白 的 碱 性 亚 基 和 伴 球

蛋白的"0亚 基 的 疏 水 相 互 作 用 是<@B形 成 絮 凝 和

凝胶的主要原因之一!

BA@AF!透油性!34567处理对<@B膜的透油性几

乎无影响!蛋 白 质 膜 由 于 其 固 有 的 亲 水 性 从 而 具

有良好的隔油性和较差的隔水性$这与以前的许多

报道结果相一致!

BAB!干燥曲线

由图.可见$在最初的/J内$两种成膜溶液的

失水速率都很高$而后来/#.$J失水速率减缓且

基本恒定!这是由于随着干燥时间的增加$成膜溶

液中自由 水 分 减 少 但 浓 度 增 加 的 缘 故!34567作

用于<@B$明显降低了溶液的失水速率$这是与接触

角的增加相一致的$表明成膜溶液的失水速率降低

与膜的表 面 疏 水 性 的 升 高 是 相 关 的!干 燥 速 率 取

决于溶液表 面 与 内 部 的 浓 度 差 及 自 由 水 分 从 内 部

向表面扩散 的 速 率!34567催 化<@B交 联 可 能 降

低了成膜溶液中水分的扩散速率!

图@!+8:膜的干燥曲线
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BGC!膜结构

由图!可见$对照膜表面较为平滑$而34567交

联膜的表面有条状突起!这可能是因为34567处理

使<@B中更多的疏水核心或基团暴露出来而聚集的

缘故!34567交联膜表面结构的粗糙与表面疏水性

的升高及成膜溶液的失水速率降低相一致!

图B!+8:膜的表面电镜扫描图!DKKL"
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!!由图/可见$34567交联膜具有更加均匀致密

的断面结构!这 也 许 就 是34567交 联 膜 比 对 照 膜

具有较高的 抗 拉 强 度$较 低 的 断 裂 伸 长 率%水 溶 性

和透光率的直接原因!

图C!+8:膜的表面电镜扫描图!CBKKL"
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BGD!+I+H8<N4分析

采用<?<0@A4=考察34567与<@B作用的情

况$结果见图#!可 见$在 实 验 条 件 下"还 原 状 态#$

<@B能够被 34567催 化 聚 合!随 着 催 化 反 应 的 延

长$各组分的 量 不 断 下 降$几 乎 所 有 的"0伴 球 蛋 白

和球蛋白的酸性亚基参与了酶的交联过程$部分球
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蛋白的碱性亚 基 也 被34567交 联 而 在 浓 缩 胶 与 分

离胶的界面 出 现 越 来 越 多 不 能 进 入 分 离 胶 的 聚 合

物!由于<?<0@A4=是 在 变 性 剂""0巯 基 乙 醇#存

在下进行的$于是可以断定新出现的聚合物是通过

二硫键以外的共价键形成聚合的$而不是二硫键和

非共价键所导致!<?<0@A4=分析表明$34567能

够催化<@B产生共价交联!

.%!%/%#%"%%%&分别代表在$%$:!"%$:"%.:$%!:$%/:$%#:$J
所取样品&> 相对分子质量标准

图D!6N&5.催 化+8:交 联 的+I+H8<N4图 !9OPAK"

BEQ#
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由图"可见$对照膜几乎完全溶于含有<?<和!0巯

基乙醇的样品缓冲液中$而34567交联膜几乎完全

不溶!可见34567作用明显降低了<@B膜在 水 溶

液中的溶解性!

.’对照膜&!’34567交联膜&>’相对分子质量标准

图E!+8:膜的+I+H8<N4图
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C!结!论

<?<0@A4=分析表明$34567催化<@B产生了

共价 交 联!34567作 用 于<@B$可 显 著 增 加"*#
$:$"#蛋白膜 的 抗 拉 强 度 和 表 面 疏 水 性$同 时 也 明

显降低了"*#$:$"#膜的断裂伸长率%水分含量%总

可溶性物质量及透光率!
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