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底物浓度对碱性蛋白酶水解面筋流变特性的影响 
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摘要：本文较系统地研究了 Alcalase 碱性蛋白酶催化不同浓度小麦面筋蛋白水解过程中酶解产物的表观现象、表观粘度、剪切

应力和流变特性。研究结果表明：酶解体系中小麦面筋的浓度越高，pH 值下降幅度越少，在反应刚开始的 6 h 内是 pH 值变化最明显

的区间，固形物浓度越高的样品，越早进入变化平稳的阶段。随着固形物浓度的提升和酶解时间的延长，酶解液的水分活度有下降的

趋势，且固形物浓度越大，水分活度下降幅度越大，下降速度越快。在整个反应过程中，各固形物浓度酶解物的表观粘度和剪切应力

均会随着酶解时间的延长而不断下降；固形物浓度越大下降趋势越明显，且不同固形物浓度酶解液的表观粘度和剪切应力的大小始终

保持 40%>32%>24%>16%>8%。此外，研究发现 Ostwald-dewaele 模型可以很好的拟合碱性蛋白酶催化不同固形物浓度小麦面筋蛋白

酶解液的流变特性。 
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Abstract: The apparent viscosity, shear stress, and rheological properties of wheat gluten hydrolysates obtained from the hydrolysis of 

wheat glutens of different concentrations by an alkaline protease, Alcalase, were investigated. The results showed that a higher concentration of 

wheat gluten in the hydrolysis system resulted in a smaller decrease in pH value. The first six hours of the reaction showed the most significant 

change in pH, and samples with a higher solid concentration achieved a steady-state change earlier. With increasing solid concentration and 

hydrolysis time, the water activity of the wheat hydrolysates showed a downward trend. In addition, a higher solid concentration led to a higher 

magnitude of reduction in water activity and a faster reduction rate. During the whole hydrolysis process, the viscosity and shear stress of the 

hydrolysates at different solid concentrations dropped constantly as the hydrolysis time was increased; a higher solid concentration led to a more 

apparent declining trend, and the viscosity and shear stress values of wheat gluten hydrolysates at different solid concentrations were always in 

the order of 40%>32%>24%>16%>8%. In addition, it was found that the Ostwald-de Waele model could be used to fit the rheological 

properties of wheat gluten hydrolysates obtained from the hydrolysis of wheat glutens of different concentrations by an alkaline protease. 
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谷朊粉，又名小麦面筋蛋白，是加工制作小麦粉

时所产生的主要副产品，是一种天然的谷物蛋白质[1]。

小麦面筋蛋白中含有大量的谷氨酸（大部分以酰胺形

式存在），脯氨酸和其他非极性氨基酸，导致在水中分

散性差，限制了其在各个领域的应用[2,3]。由于酶法改 

性具有效率高、易控制、专一性强、不产生有毒有害

物质、不损害原料中的其他营养成分等优点，现在已

越来越多的应用于蛋白质的改性研究中[5~7]。在实际应

用中，蛋白质的酶法水解改性比非水解改性具有更大

的意义。高固形物浓度酶解反应具有节水、投资少、 
设备尺寸小、利用率高、终产物浓度高、废水产量少、

简化工艺和能够提高等优点。现已成为研究热点之一
[8,9]。目前工业化的面筋蛋白酶解体系中小麦面筋蛋白

的常规浓度一般控制在 10~20%的狭小范围。然而，
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近年来蛋白质“常浓”酶解技术的缺点日益突出，如单

位设备的生产效率低、浓缩能耗高、水消耗量大和人

工成本高等。高浓度底物酶解或高浓酶解技术是针对

“常浓”酶解技术不足而提出的新技术，属于绿色生产

技术。相对于“常浓”体系而言，高底物浓度酶解具有

许多优点：（1）显著提高了生产设备利用率，提升了

单位设备的产能；（2）单位产品产生废水更少，废水

治理成本低；（3）酶解产物的浓缩、干燥所耗能量更

低[10,11]。 
随着底物蛋白浓度的提高，酶解体系传热、传质

和传动特性发生显著变化，因此阐明高浓酶解体系的

流变特性具有重要意义。本文以小麦面筋蛋白为原料，

系统研究了不同底物浓度对碱性蛋白酶水解面筋蛋白

酶解产物流变特性的影响，以期为小麦面筋蛋白高浓

酶解的产业化奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  原料、试剂与仪器 

原料及试剂：小麦面筋蛋白、Alcalase 碱性蛋白

酶均为食品级，安徽碧绿春生物科技有限公司；浓盐

酸、浓硫酸、氢氧化钠、苯酚、石油醚（30-60）、溴

甲酚绿、甲基红、硫酸钾、硒粉、硼酸、BSA 牛血清

蛋白、硫酸铜和葡萄糖等添加剂均为分析纯；Sephadex 
LH20，瑞典 Pharmacia 公司。 

仪器：SHA-C 水浴恒温振荡器，江苏省金坛市恒

农仪器厂；101A-2 数显电热鼓风干燥箱，上海浦东跃

欣科学仪器厂；KDN-103F 微量凯式定氮仪，上海纤

检仪器有限公司；HYP-308 八孔消化炉，上海纤检仪

器有限公司；GL-21M 高速冷冻离心机，湘仪离心机

仪器有限公司；PHS-3E 数显 pH 计，上海精密科学仪

器有限公司；UV-2100 紫外可见分光光度计，上海优

尼科仪器有限公司；Haaka MARS Ⅲ流变仪，德国

Thermo Fisher 公司；EL204 精密电子天平，梅特勒-
托利多仪器（上海）有限公司；AquaLab Series 4Te
水分活度仪，美国 Decagon 公司；SZC-C 脂肪测定仪，

上海纤检仪器有限公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  小麦面筋蛋白酶解物的制备 
将小麦面筋蛋白按 8:92、16:84、24:76、32:68 和

40:60（m/m）溶于预先调好的碱溶液中，置于恒温水

浴锅中振荡预热，待温度达到 50 ℃和 pH 达到 8.0，
添加 0.2%的碱性蛋白酶酶，水浴振荡，将振荡速率控

制在 100~120 r/min，恒温酶解。在 6 h、12 h、18 h、

24 h、30 h 和 36 h 分别取样，然后置于沸水浴中灭酶

15 min，再将酶解物置于-18 ℃冷柜中冷冻保存备用。 
1.2.2  小麦面筋蛋白基本成分的测定 

蛋白含量的测定：参照 GB/T 5511-1985，小麦面

筋蛋白的换算系数为 5.7。水分含量的测定：参照 GB/T 
5009.3-1985，采用 105 ℃恒重法测定原料面筋蛋白中

的水分含量。粗脂肪含量的测定：参照 GB/T 5490- 
1985，采用索氏抽提法测定小麦面筋蛋白的脂肪含量。

灰分的测定：参照 GB/T 5009.4-1985。多糖含量的测

定：采用苯酚-硫酸法测定原料中多糖含量[12]。 
1.2.3  pH 的测定 

将冷冻保存的样品取出，置于 20 ℃恒温摇床中水

浴解冻，待完全溶解后，摇匀，使用 pH 计进行测量。 
1.2.4  水分活度的测定 

将冷冻保存的样品置于室温条件下解冻，均匀铺

满测量皿容器底部，使用水分活度仪进行测定，待数

值稳定后取值。 
1.2.5  流变特性的测定 

参考龙肇[13]的方法，略有改动，准确移取 1 mL
样品于流变仪平台上，使用转子的型号为 P35Til 
Polished，设定测试参数分别为：测量温度为 25±1 ℃，

板间距为 1 mm，剪切速率于 120 s 内由 0 升至 60 s-1，

线性选取 80 个参考点考察粘度和剪切应力与剪切速

率变化的关系。 
使用软件 Rheowin Data Manager software Version 

4.30 对表观粘度，剪切应力和剪切速率间的曲线进行

分析，Ostwald-de waele 模型能够很好拟合。 
粘度模型：η=K×γn-1 
剪切模型：τ=K×γn 
模型中，η为表观粘度；τ为剪切应力；K 为稠度系数；γ

为剪切速率；n 为流动指数。 

1.2.6  数据处理 
所有试验结果均为三个平行样的测定结果，结果

表示为平均值±标准偏差，使用 SPSS 21.0 和 Excel 
2007 软件进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  小麦面筋蛋白的基本组成 

小麦面筋蛋白是加工小麦淀粉时留下的副产品，

受限于加工方法等客观条件，出品的小麦面筋蛋白一

般还含有其他的成分。本实验小麦面筋中粗蛋白含量

为(80.21±1.21)%，多糖含量为(6.13±0.25)%，粗脂肪

含量为(1.92±0.32)%，灰分含量为(2.2±0.43)%。本文

各固形物浓度条件下的酶解体系如表 1 所示。 
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表1 样品信息 

Table 1 Sample information 

固形物浓度/% 面筋蛋白/% 水分/% 油脂/% 多糖/% 灰分/% 

8 6.43 92.75 0.11 0.59 0.12 

16 12.85 85.50 0.23 1.18 0.24 

24 19.28 78.25 0.34 1.77 0.36 

32 25.71 71.00 0.46 2.36 0.47 
40 32.14 63.75 0.57 2.95 0.59 

2.2  不同固形物浓度对酶解过程中 pH 和水分

活度的影响 
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图1 碱性酶酶解体系在酶解过程中pH(a)和水分活度(b)的变

化 

Fig.1 Changes in pH (a) and water activity (b) during Alcalase 

hydrolysis 

不同固形物浓度对酶解过程 pH的影响如图 1a所
示，pH 在酶解初期下降剧烈，之后 pH 下降趋势放缓。

五种固形物浓度条件下的碱性酶酶解物均在反应初的

6 h 内下降到 6.6~6.8 的范围内，无显著性差异。到酶

解反应中后期，不同固形物浓度条件下的酶解体系开

始呈现出不同的趋势，8%和 16%两个中低固形物浓度

的酶解样品 pH 值依然呈现明显的下降趋势，其中 8%
固形物浓度的样品 pH 下降最为明显，反应 36 h 时，

酶解液的 pH 值到达 5.8。而 24%、32%和 40%三个固

形物浓度体系的 pH值在酶解反应 6 h后趋于稳定，pH
的变化范围均不超过 0.3。在整个酶解反应过程中，不

同固形物浓度酶解液的 pH 值的大小始终保持为

40%≈32%≈24%>16%>8%。当固形物浓度达到 24%或

更高时，酶解体系在整个酶解反应过程中 pH 值变化

较小，这可能是由于蛋白质和多肽具有较强缓冲能力。 
不同固形物浓度酶解液在酶解反应过程水分活度

的变化如图 1b 所示。水分活度指的是水分在酶解体系

中存在的状态以及和蛋白质，多肽等亲水物质的结合

程度[14]。在酶解反应初始阶段，不同固形物浓度酶解

体系的水分活度相差较小，如 8%的样品和 40%的样

品水分活度差距仅有 0.012，但随着酶解反应的进行，

固形物浓度越高的样品，水分活度下降越快，其中，

固形物浓度为 40%的样品下降趋势最为明显，水分活

度从 0.9874 降至 0.9746，下降幅度超过 1.3%，下降

速率是固形物浓度为 8%的样品的 9 倍以上。在整个

酶解反应过程中水分活度的大小始终保持40%>32%> 
24%>16%>8%。 

小麦面筋蛋白水溶性较差，大部分不溶于水。在

整个酶解反应过程中，水分活度的降低可能是由于随

着反应的进行，小麦面筋蛋白分子在蛋白酶的催化不

断降解形成的可溶性的多肽、寡肽和氨基酸等小分子

物质进入酶解体系中，导致酶解体系的水分活度降低。

固形物浓度越高的酶解体系，水分活度越低可能是因

为本身体系中含有的水较少，另一方面，大量溶出的

多肽、寡肽和氨基酸等小分子物质更多导致水分活度

下降更为明显。 

2.3  不同固形物浓度对酶解体系表观现象的

影响 

图 2 为不同固形物浓度在酶解过程中对酶解液表

观现象的影响。在图 2 中，Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ分别为固形物

浓度为 16%，24%和 32%的样品在反应 6 h、12 h、18 
h、24 h、30 h 和 36 h 时溶液静置后的表观现象（固形

物浓度 8%与 16%的样品，40%与 32%的样品的表观

现象相似，故并未列出）；Ⅳ，Ⅴ和Ⅵ为各固形物浓度

在 6 h、24 h 和 36 h 时溶液静置后的表观现象。由图

2-I、2-II 和 2-III 可知，16%的样品在静置后分层现象
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明显，且上层液浑浊度和颜色逐渐加深，24%的样品

仅有轻微的分层，32%的样品已经未出现明显分层现

象，其中，24%的样品在反应 18 h 至 30 h 的区间内，

酶解液下层出现絮状物质，在其他的样品中却未出现

这种现象。由图 2-Ⅳ、2-Ⅴ和 2-Ⅵ可知，随着酶解体

系固形物浓度的提高，酶解液上层清液的比例不断减

少，直至不再出现分层。酶解反应时间对酶解液上层

清液的比例无明显影响。 

高固形物浓度条件下，自由水含量低，导致整个

酶解体系粘度和剪切应力上升，易造成搅拌困难，这

样不利于酶和底物的结合，酶的转移，酶解产物的扩

散，造成传质困难，同时搅拌困难又会导致酶解体系

分布不均，受热不匀，热量分布不平衡，造成传热困

难[16]。本实验中，以 10 为底数对剪切速率为 2 s-1时

的粘度和剪切应力求对数，以该值为Y轴建立坐标系，

所得不同固形物浓度在酶解过程粘度和剪切应力的变

化如图 3a 和 3b 所示。 
在碱性酶酶解体系中，随着反应时间的延长，各

固形物浓度的样品的表观粘度均呈现逐渐下降的趋

势，剪切应力的结果同表观粘度的结果相似。在整个

酶解反应过程中，面筋蛋白酶解体系中各固形物浓度

的表观粘度和剪切应力的大小始终保持 40%>32%> 
24%>16%>8%。其中，固形物含量较低的 8%和 16%
两组样品的指标非常接近。 

固形物含量 8%酶解体系的粘度和剪切应力分别

从20.01 mPa·s和40.03 mPa下降到11.15 mPa·s和22.5 
mPa，分别下降了 38%和 37%，而 40%酶解体系粘度

和剪切应力则分别从 10440 mPa·s 和 20890 mPa 下降

到 95.24 mPa·s 和 137.4 mPa，两组数值下降超过 99%。 

 
图2 碱性酶酶解体系在酶解过程中表观现象的变化 

Fig.2 Changes in appearance during Alcalase hydrolysis 

2.4  不同固形物浓度对表观粘度和剪切应力

的影响 2.5  不同固形物浓度对酶解体系流变特性的

影响 

非牛顿流体是指剪应力与剪切应变率之间不是线

性关系的流体，其剪应力与剪应变率之间的关系可通

过幂律函数来表示，即 Ostwald-de waele 模型。 

n
nn

KKK γγτ =⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=

dt
d

dr
dv  

式中，K 为稠度系数，n 为流动指数。 

 固形物浓度对碱性酶酶解体系 Ostwald-de waele
模型各参数的影响如表 2 所示。 

由表 2 可知样品的流动指数 n 均小于 1，说明酶

解体系是非牛顿流体中的假塑性流体，具有剪切变稀

的性质。伴随固形物浓度的提升和酶解时间的延长流

动指数 n 均呈不断下降的趋势，这说明提升固形物浓

度和酶解反应时间能够使剪切变稀特征更加明显。稠

度系数（K）是表征样品粘稠度的指标，由表 2 可知，

当固形物浓度提升，稠度系数也在上涨，说明样品的

粘稠度随着固形物浓度的提升而增加，当酶解时间增

长时，酶解液的稠度系数则发生下降，这个实验结果

同上一节的实验结果相似。相关性系数 R2>0.9，说明

Ostwald-de waele 模型可以很好的拟合碱性酶酶解面

筋蛋白体系。 

 
图3 碱性酶酶解体系酶解过程中表观粘度(a)和剪切应力(b)

的变化 

Fig.3 Changes in apparent viscosity and sheer stress during 

Alcalase hydrolysis 
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表2 固形物浓度对碱性酶酶解体系Ostwald-de waele模型各参数的影响 

Table 2 Effects of solid concentration on Ostwald de Waele model parameters in the Alcalase hydrolysis system 

固形物浓度 8% 16% 24% 32% 40% 

n（无量纲） 

6 h 0.765 0.745 0.598 0.538 0.475 

12 h 0.764 0.734 0.536 0.516 0.436 

18 h 0.743 0.679 0.506 0.472 0.378 

24 h 0.699 0.589 0.408 0.354 0.319 

30 h 0.684 0.496 0.359 0.292 0.212 

36 h 0.639 0.394 0.340 0.238 0.155 

K/(Pa·sn) 

6 h 0.013 0.074 0.094 3.93 10.5 

12 h 0.013 0.054 0.087 0.970 5.62 

18 h 0.011 0.033 0.076 0.507 1.95 

24 h 0.010 0.013 0.050 0.075 1.17 

30 h 0.009 0.013 0.033 0.055 0.228 
36 h 0.008 0.009 0.023 0.027 0.135 

R2 

6 h 0.906 0.994 0.999 0.999 0.979 

12 h 0.930 0.996 0.999 0.999 0.998 

18 h 0.947 0.980 0.999 0.998 0.974 

24 h 0.963 0.988 0.995 0.990 0.999 

30 h 0.960 0.992 0.999 0.999 0.999 

36 h 0.972 0.991 0.995 0.999 0.997 

3  结论 

3.1  不同固形物浓度条件下的面筋蛋白酶解物水分

活度的变化规律有显著区别。随着固形物浓度的提升

和酶解时间的延长，酶解液的水分活度有下降的趋势，

且固形物浓度越大，水分活度下降幅度越大，下降速

度越快。 
3.2  在整个反应过程中，各固形物浓度酶解物的表观

粘度和剪切应力均会随着酶解时间的延长而不断下

降，固形物浓度越大下降趋势越明显。 
3.3  Ostwald-dewaele 模型可以很好拟合碱性蛋白酶

催化不同固形物浓度小麦面筋蛋白酶解液流变特性。 
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