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大豆乳清蛋白的热促凝聚及其对分离蛋白功能性的影响
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摘　要：分别在 ｐＨ８．０和 ｐＨ４．５对“碱提酸沉”法制备大豆分离蛋白过程中所得提取液进行热处理，研究了大豆乳清

蛋白的热促凝聚效果及其对所制备分离蛋白功能性的影响。结果表明：加热处理可降低大豆乳清中乳清蛋白的含

量，在 ｐＨ８．０和 ｐＨ４．５时提取液经 ７０℃加热 １０ｍｉｎ分别使 ２５．７％和 ４０％乳清蛋白转移到分离蛋白产品中。以普通

分离蛋白为对照，对３种分离蛋白产品进行功能性分析，发现３种产品均在 ｐＨ４．５～４．８的范围内溶解度最小，７０℃加

热１０ｍｉｎ所制备分离蛋白的持水性明显高于普通分离蛋白，但其持油性、起泡性、泡沫稳定性和乳化性均低于普通分

离蛋白，而乳化稳定性无显著差异。

关键词：大豆乳清蛋白；碱提酸沉；热促凝聚；功能性质

中图分类号：ＴＳ２１４．２　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：１０００９８４１（２０１０）０２０２８８０４

ＴｈｅｒｍａｌＡｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆＳｏｙｂｅａｎＷｈｅｙＰｒｏｔｅｉｎａｎｄＩｔｓＥｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅＦｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ＰｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＳｏｙＰｒｏｔｅｉｎｓ
ＹＥＬｉｎｇｆｅｎｇ，ＸＵＪｉｎｇｔｉｎｇ，ＧＵＯＳｈｕｎｔａｎｇ
（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＮｕｔｒｉｔｉｏｎａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００８３，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｒｅｃｌａｍａｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎｗｈｅｙｐｒｏｔｅｉｎ（ＷＳＰ）ｃａｎｂｒｉｎｇｅｃｏｎｏｍｉｃｂｅｎｅｆｉｔｓａｎｄｒｅｄｕｃｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｐｏｌｌｕｔｉｏｎ
ｄｕｒｉｎｇｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．ＥｘｔｒａｃｔｓａｔｐＨ８．０ａｎｄｐＨ４．５ｗｅｒｅｈｅａｔｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｔｈｅｒｍａｌａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆＷＳＰａｎｄ
ｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｓ．ＲｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｈｅａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＷＳＰｉｎｓｏｙ
ｂｅａｎｗｈｅｙ，ｅｘｔｒａｃｔｓａｔｐＨ８．０ａｎｄｐＨ４．５ｗｅｒｅｈｅａｔｅｄｂｙ７０℃ ｗｉｔｈ１０ｍｉｎｕｔｅｄｉｖｅｒｔｅｄ２５．７％ ａｎｄ４０％ ＷＳＰｉｎｔｏｓｏｙｂｅａｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｓＩｓｏｌａｔｅｄ（ＳＰＩ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓＳＰＩｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｙａｌｌｈａｄｔｈｅｍｉｎｉ
ｍｕｍｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｄｕｒｉｎｇｐＨ４．５４．８．ＳＰＩｐｒｅｐａｒｉｎｇｂｙｈｅａｔｅｄｂｙ７０℃ ｗｉｔｈ１０ｍｉｎｕｔｅｈａｄｈｉｇｈｅｒｗａｔｅｒｈｏｌｄｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｙｔｈａｎ
ｃｏｍｍｏｎＳＰＩ，ｂｕｔｈａｄｌｏｗｅｒｏｉｌｈｏｌｄｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｙ，ｆｏａｍｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｙａｎｄｆｏａｍｉｎｇｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｈａｎｃｏｍｍｏｎＳＰＩ，ａｎｄｈａｄｎｏｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｅｍｕｌｓｉｆｙｓｔａｂｉｌｉｔｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｓｏｙｂｅａｎｗｈｅｙｐｒｏｔｅｉｎ；Ａｌｋａｌｉｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄａｃｉｄｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ；Ｔｈｅｒｍａｌａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ；Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

收稿日期：２００９１０２６
第一作者简介：叶凌凤（１９８６），男，在读硕士，研究方向为蛋白质加工利用。Ｅｍａｉｌ：ｙｅｌｉｎｇｆｅｎｇ＿１１４７＠１６３．ｃｏｍ。
通讯作者：郭顺堂，教授，博士。Ｅｍａｉｌ：ｓｈｕｎｔａｎｇ＠ｃａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　“碱提酸沉”法是制备大豆分离蛋白的常规方

法，将豆粕用偏碱性的水为溶剂进行抽提，绝大部

分大豆蛋白质可被提取出来。由 １１Ｓ和 ７Ｓ构成的

大豆球蛋白在 ｐＨ４．５时会沉淀析出，该部分沉淀所

得蛋白即为大豆分离蛋白（ＳＰＩ）［１］。而有少部分蛋

白在此 酸 性 条 件 下 稳 定，称 为 大 豆 乳 清 蛋 白

（ＷＳＰ），约占大豆蛋白的 １０％［２］
，主要是脂肪氧化

酶（１０２０００Ｄａ）、β淀粉酶（６１７００Ｄａ）以及在ｐＨ２．２

～１０．８的范围内均稳定的凝集素（３３０００Ｄａ）和在

ｐＨ３．０～１０．０内 稳 定 的 胰 蛋 白 酶 抑 制 剂

（２００００Ｄａ）［３］。因乳清中的这些蛋白不能被酸沉

和回收，常常被当作废液排放掉，造成了巨大的资

源浪费和环境污染。有些企业曾尝试采用传统的

蒸发浓缩方法回收乳清蛋白，但因为蛋白质浓度太

低，回收时耗能太高，经济效益差而无法得到应用。

膜处理方法被认为是处理乳清废水回收乳清大豆

蛋白的好方法，但由于乳清中大分子有机物质的浓

度极差化效应，使膜的通透量显著降低，对膜造成

严重污染，膜再生时费时费水，以至于无法正常运

行
［４－５］

。乳清蛋白具有热促凝聚效果，在加热条件

下，ＷＳＰ可产生沉淀，因此可通过热促凝聚 ＷＳＰ，并

将其回收利用。利用这一原理，探讨大豆分离蛋白

生产过程中对不同 ｐＨ条件下所得溶液进行适当的

热处理，研究 ＷＳＰ的热凝聚沉淀效果及其对分离

蛋白功能性的影响，以期为 ＷＳＰ的回收利用提供新

的途径。

１　材料与方法

１．１　供试材料

脱脂豆粕，安阳漫天雪食品制造有限公司提
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供。过硫酸铵、丙烯酰胺、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、

溴酚蓝、三氯乙酸、脲等均为北京化学试剂公司分

析纯产品；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购自北京天来生物

医学科技有限公司；考马斯亮蓝 Ｇ２５０、β巯基乙醇

为 Ｓｉｇｍａ公司产品；Ｎ，Ｎ′甲叉双丙烯酰胺、四甲基

乙二胺为 Ｆｌｕｋａ公司产品。

１．２　试验方法

１．２．１　大豆分离蛋白的制备　采用传统的碱提酸

沉法制备大豆分离蛋白，将脱脂豆粕与蒸馏水以

１∶１０的比例混合，用 ６ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ调整混合物

的ｐＨ为８．０，充分搅拌１．５ｈ，离心分离，用１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＨＣｌ调整上清液的 ｐＨ值为４．５，所得沉淀为大豆分

离蛋白。分别将在 ｐＨ８．０和 ｐＨ４．５时提取液进行

７０℃加热１０ｍｉｎ，冰浴至室温后，制备大豆分离蛋

白，水洗蛋白沉淀 ２次，复溶后用 ２ｍｏｌ·Ｌ－１的

ＮａＯＨ溶液调 ｐＨ至 ７．０，并进行喷雾干燥制粉，同

时以普通 ＳＰＩ为对照，进行相关功能性的测定。

１．２．２　大豆乳清蛋白的加热凝聚　量取 ３份弃去

沉淀后的蛋白质提取液（ｐＨ８．０）和调酸后的提取液

（ｐＨ４．５）各 ３０ｍＬ，分装于 ３个试管中，分别置于

６０、６５、７０℃水浴中保持 １０ｍｉｎ，然后移入冰水浴中

冷却至室温，按照 １．２．１步骤分别制备分离蛋白，

并收集乳清。

１．２．３　可溶性蛋白含量的测定　精确量取 １ｍＬ

样品加蒸馏水稀释 ３倍，以牛血清白蛋白为标样，

采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［６］
测定乳清中可溶性蛋白的含量。

１．２．４　大豆乳清蛋白的电泳分析　分别量取经热

处理后的 ｐＨ８．０和 ｐＨ４．５提取液制备分离蛋白所

得乳清５ｍＬ于离心管中，再分别加入 ５ｍＬ２４％三

氯乙酸溶液，使混合液中的三氯乙酸浓度为 １２％，

混合后静置３０ｍｉｎ，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ，弃

去上清，并用甲醇和乙醚的混合液洗涤沉淀 ２次，

风干后进行 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳［７］
。

１．２．５　溶解性的测定　配制 １％（ｗ／ｖ）大豆蛋白

溶液，平衡４５ｍｉｎ，分别调节 ｐＨ２，３，４，５，６，７，８，９，

各取５ｍＬ在１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液

稀释１０倍后，用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［６］
测定其蛋白含量。３

次重复。

１．２．６　持水性和持油性的测定　参考韦艳姿［８］
的

方法。

１．２．７　起泡性和泡沫稳定性的测定　参考 Ｍｏｒｒ

等
［９］
的方法。

１．２．８　乳化性和乳化稳定性的测定　参考 Ｋｅｖｉｎ

等
［１０］
和 Ｂｅｒｎａｒｄ等［１１］

的方法。

２　结果与分析

２．１　加热对大豆乳清蛋白含量的影响
“碱提酸沉”过程中在对 ｐＨ８．０和 ｐＨ４．５时提

取液进行加热，进一步制备大豆分离蛋白，所得大

豆乳清中可溶性蛋白含量变化如图 １所示，无论哪
种处理所得乳清中乳清蛋白含量都随着温度的升

高逐渐降低，而大豆 ７Ｓ组分蛋白的变性温度为
７２℃左右［１２］

，故选择最高加热温度为 ７０℃。在
ｐＨ８．０时７０℃加热 １０ｍｉｎ，乳清蛋白含量由对照的
１．０５ｍｇ·ｍＬ－１下降至 ０．７８ｍｇ·ｍＬ－１，降低了
２５．７％；在 ｐＨ４．５时 ７０℃加热 １０ｍｉｎ，乳清蛋白含
量为 ０．６３ｍｇ·ｍＬ－１，降低了 ４０％。这与 Ｒａｃｋｉｓ
等

［１３］
和帖向宇

［１４］
的研究结果一致，表明大豆乳清

蛋白具有热不稳定性，部分成分易发生热凝聚。

图 １　不同加热温度下所得乳清

中可溶性蛋白含量

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｉｎｓｏｙｂｅａｎ

ｗｈｅｙａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｅａｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．２　加热对大豆乳清中可溶性蛋白组分变化的影响
进一步对不同加热处理方式所得大豆乳清蛋

白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分析，结果如图 ２、３所示。从图
２可以看出，ｐＨ８．０时的提取液随着加热温度的升
高，所得乳清蛋白中脂肪氧化酶和 β淀粉酶的相对
含量逐渐下降，在 ７０℃时脂肪氧化酶基本消失，而
凝集素和胰蛋白酶抑制剂相对含量基本保持不变。

从图３可以看出，提取液在 ｐＨ４．５时随加热温度的
升高，所得乳清蛋白中不但脂肪氧化酶和 β淀粉酶
的相对含量逐渐下降，而且胰蛋白酶抑制剂在 ６５℃
加热时含量已经明显减少。结果表明，脂肪氧化

酶、β淀粉酶和部分胰蛋白酶抑制剂由于热凝聚反
应而转移到了大豆分离蛋白产品中。

２．３　含有乳清蛋白成分的大豆分离蛋白功能性
２．３．１　溶解性　在食品加工中，大豆分离蛋白通
常都要求以水溶液的方式来应用，所以分离蛋白在

各 ｐＨ值下的溶解度至关重要［１４］
。对试验所得 ３
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１：低分子量标准蛋白；２：大豆乳清蛋白，

３－５分别为６０、６５、７０℃加热所得到得大豆乳清蛋白

１：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ；２：ｓｏｙｂｅａｎｗｈｅｙｐｒｏｔｅｉｎ

３－５：ｓｏｙｂｅａｎｗｈｅｙｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＳＰＩｈｅａｔｅｄａｔ６０，６５，７０℃

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ２　ｐＨ８．０时加热所得乳清蛋白的电泳分析

Ｆｉｇ．２　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｓｏｙｂｅａｎｗｈｅｙｐｒｏｔｅｉｎ

ｐｒｅｐａｒｉｎｇｂｙｈｅａｔｅｄａｔｐＨ８．０

１：低分子量标准蛋白；２：大豆乳清蛋白，

３－５分别为６０、６５、７０℃加热所得到的大豆乳清蛋白

１：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ；２：ｓｏｙｂｅａｎｗｈｅｙｐｒｏｔｅｉｎ

３－５：ｓｏｙｂｅａｎｗｈｅｙｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＳＰＩｈｅａｔｅｄａｔ６０，６５，

７０℃，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ３　ｐＨ４．５时加热所得乳清蛋白的电泳分析

Ｆｉｇ．３　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｓｏｙｂｅａｎｗｈｅｙｐｒｏｔｅｉｎ

ｐｒｅｐａｒｉｎｇｂｙｈｅａｔｅｄａｔｐＨ４．５

种分离蛋白进行了溶解度分析，结果如图 ４所示，３
种分离蛋白产品的溶解度曲线均呈“Ｖ”字型，在
ｐＨ４．５～４．８的范围内溶解度最小，高于或低于这一
范围，溶解度都增加，在 ｐＨ低于 ３和高于 ７的范
围，３种分离蛋白均有很高的溶解度。在 ｐＨ４～５的
范围，经过加热处理所制备的分离蛋白溶解度明显

高于普通分离蛋白，但在 ｐＨ６～８范围内，普通分离
蛋白溶解度较高。

２．３．２　其它功能性分析　大豆分离蛋白作为食品
添加剂，其持水性、持油性、乳化性、起泡性等功能

性质都是非常重要的，测定 ３种分离蛋白的常用功
能特性指标的结果见表 １。持水、持油性的分析结
果表明，在 ｐＨ４．５时加热所制备的分离蛋白持水性

图４　３种分离蛋白在不同 ｐＨ值下的溶解度

Ｆｉｇ．４　ＳｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆＳＰＩａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨ

是普通分离蛋白持水性的 ３．４倍，差异显著。在
ｐＨ８．０和 ｐＨ４．５时加热所制备的分离蛋白在持水
性上没有显著性差异。在持油性上，普通分离蛋白

持油性显著高于在 ｐＨ４．５时加热所制备的分离蛋
白，在 ｐＨ８．０时加热所制备的分离蛋白持油性介于
两者之间。

表 １　产品的功能性分析

Ｔａｂｌｅ１　ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＳＰＩｐｒｏｄｕｃｔｓ

功能性

Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

大豆分离蛋白

ＳＰＩ

ｐＨ４．５时加热的
分离蛋白

ＳＰＩｐｒｅｐａｒｉｎｇｂｙ
ｈｅａｔｅｄａｔｐＨ４．５

ｐＨ８．０时加热的
分离蛋白

ＳＰＩｐｒｅｐａｒｉｎｇｂｙ
ｈｅａｔｅｄａｔｐＨ８．０

持水性

Ｗａｔｅｒｈｏｌｄｉｎｇ
ｐｒｏｐｅｒｔｙ／％

１７２．７ｂ ５９４．７ａ ５７０ａ

持油性

Ｏｉｌｈｏｌｄｉｎｇ
ｐｒｏｐｅｒｔｙ／％

３１７．３ａ ２９４ｂ ３０６．７ａｂ

起泡性

Ｆｏａｍｉｎｇ
ｐｒｏｐｅｒｔｙ／％

１３１．９ａ １００．９ｂ ９６．９ｂ

泡沫稳定性

Ｆｏａｍｉｎｇ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ／％

６１．９ａ ５６．８ｂ ５５．８ｂ

乳化性

Ｅｍｕｌｓｉｆｙ
ｐｒｏｐｅｒｔｙ／ｍ２·ｇ－１

０．３４２ａ ０．２５３ｂ ０．２５８ｂ

乳化稳定性

Ｅｍｕｌｓｉｆｙｓｔａｂｉｌｉｔｙ
１１．６ａ １２．４ａ １２ａ

　　不同小写字母表示 α＝０．０５水平上有显著性差异
Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎａｒｏｗｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔ０．０５ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｌｅｖｅｌ．

从表１可以看出，热处理所制备的分离蛋白起泡
性和泡沫稳定性明显低于普通分离蛋白。影响蛋白

质起泡性因素有蛋白质内在属性（如内在结构及其

聚集状态）、蛋白质溶液浓度、ｐＨ值、温度和离子强度
等
［１５］
。显然，蛋白样品之间的主要差异在温度，这表

明较高温度热处理对大豆分离蛋白的起泡性和泡沫

稳定性有负面影响，这与胡坤等
［１６］
研究结果一致。

普通分离蛋白乳化性明显好于热处理所制备的分离

蛋白，但乳化稳定性并没有显著差异。
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３　结论

对豆粕提取液进行不同 ｐＨ条件下的热处理，
结果发现，提取液经热处理后都会降低大豆乳清中

乳清蛋白的含量，其中碱性 ７０℃加热 １０ｍｉｎ使
２５．７％乳清蛋白转移到了分离蛋白产品中，而提取
液酸调处理可使转移效率提高至 ４０％。转移的乳
清蛋白主要是发生了热促凝聚反应的脂肪氧化酶、

β淀粉酶和部分胰蛋白酶抑制剂。另外，３种分离
蛋白产品的溶解度曲线均呈“Ｖ”字型，在 ｐＨ４．５～
４．８的范围内溶解度最小，但经过加热处理所制备
的分离蛋白在 ｐＨ４．５～４．８的范围内的溶解度明显
高于不经过热处理所制备的分离蛋白；未经加热所

制备的分离蛋白的持油性、起泡性、泡沫稳定性和

乳化性均要高于加热所制备的分离蛋白，但持水性

明显低于加热所制备的分离蛋白，乳化稳定性没有

显著差异。
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