
高压脉冲电场对大豆胰蛋白酶抑制剂的钝化效果
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摘要  研究了高压脉冲电场对大豆胰蛋白酶抑制剂的钝化效果。结果表明 :随着脉冲强度和脉冲处理时间的延长 ,大豆胰蛋白酶抑制
剂活性下降 ,但效果不太显著。当脉冲电场和加热联合使用时 ,可以明显地钝化大豆胰蛋白酶抑制剂的活性 ,尤其是先脉冲处理后加热
钝化效果更为显著。
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Abstract  Effect of high intensity pulsed electric fiel d ( PEF) on inactivation of soybean trypsin inhibitors( STI) was studied in this paper . The result
showed that the activity of soybeantrypsininhibitors was decreased withthe increment of the pulsed electric field intensity and the prolongationof treatment
ti me with a less obvious effect . Whenthe combination of pulsed electric field and heating treatment , soybeantrypsi ninhibitors were obviously inactivated ,
especially for pulsed electric field treatment before heating treatment .
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  大豆是我国重要的油料作物,它富含脂肪和蛋白质。其

中大豆蛋白的氨基酸配比合理, 生物价及蛋白净利用率接近

动物蛋白,是公认理想的食用蛋白资源并且广泛应用于食品

工业。但大豆中含有一些抗营养因子如大豆胰蛋白酶抑制

剂、植物凝聚素、植酸等。其中大豆胰蛋白酶抑制剂是一种

重要的抗营养因子 ,其抗营养作用主要表现在抑制胰蛋白酶

的活性 ,从而限制了人体对大豆蛋白的吸收利用以及造成胰

腺增生和肿大,进而影响人体的生长发育。大豆胰蛋白酶抑

制剂具有高度耐热的特性,短时间的加热不能使其完全钝化

失活, 长时间加热虽然能使其大部分失活, 但常常导致其中

必需氨基酸( 尤其是赖氨酸) 的损失和物料理化性质的改变 ,

从而影响大豆制品的营养价值[ 1 ,2] 。高压脉冲电场是一种非

热食品加工和保藏方法。它是以高电压( 0～50 kV) 、短脉冲

( 0～200 0μs) 和温和的温度条件处理液态或半固态食品。高

压脉冲电场能杀死致病、致腐微生物和钝化酶类, 有利于食

品的保藏。与传统的热杀菌相比, 由于脉冲处理时间短, 热

能损失和由于热引起的食品成分的变化较小,因而能最大限

度地保存食品原有的风味、口感和营养价值[ 3 - 5] 。笔者以豆

奶为原料, 与传统的加热方法相结合, 初步探讨了高压脉冲

电场对大豆胰蛋白酶抑制剂钝化的效果,为高压脉冲电场技

术在大豆制品加工中的应用提供理论参考。

1  材料与方法

1 .1  材料和试剂  Tris- CaCl 2 缓冲溶液: 称取三羟甲基氨基

甲烷 Tris ( hydroxymethyl ) methylamine 6 .05 g 和 CaCl 2·2H2O

2 .94 g 溶解于去离子水中。用1 mol/ L HCl 调pH 值到8 .2 , 然

后定容到1 L。

BNPNA 溶液的配制 :称取苯甲酰- DL- 精氨- P- 硝基酰替苯

胺盐酸盐( Benzoyl- DL-arginine- p- nitroanilide hydrochloride , Sigma

公司 生产) 40 mg 充 分溶解 于 1 ml 二甲 基亚砜( di methyl

sulphoxide) ,然后用上述预热到37 ℃的Tris- CaCl2 缓冲溶液定

容到100 ml , 此试剂被使用时应保持在37 ℃, 并且要当天
�
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配制使用。

标准胰蛋白酶溶液: 称取胰蛋白酶( Trypsin , Sigma 公司

生产) 40 mg 溶解于1 mmol/ L 的盐酸溶液中, 并定容到2 L。

此胰蛋白酶溶液在4 ℃可保存2 周; 在分析时2 ml 溶液( 40

μg) 在除去试剂空白后的吸光度应该是0 .410 + 0 .01。

豆奶的制备:大豆( 山东农科院提供) 按1∶15 比例加水 ,

在室温25 ℃浸泡24 h , 然后打浆 ,用200 目的尼龙筛过滤2 次

弃去滤渣,即得鲜豆奶,固形物含量为5 %。

1 .2 主要仪器设备 pHS-2 精密酸度计( 上海雷磁仪器厂) ;

90-4 恒温磁力搅拌器( 上海沪西分析仪器厂) ;722 光栅分光

光度计( 无锡科达智能仪器厂) ; 高压脉冲电场设备:OSU- 4L

PEF System( 美国俄亥俄州大学生产) , 电压范围0～15 kV; 脉

冲宽度1～8μs ; 连续处理室, 流速范围48～120 ml/ min ; 脉冲

周期0 .001～0 .009 s ; 双极脉冲 ;波型为方波。

1 .3 方法

1 .3 .1 高压脉冲参数设计和样品处理。当脉冲宽度为2μs ,

流速为90 ml/ min , 脉冲频率 f = 400 HZ 时,不同的场强:0、20、

25、30、35、40 kV/ cm。当脉冲宽度为2 μs , 脉冲强度 E = 35

kV/ c m,脉冲频率 f = 400 HZ 时不同的脉冲处理时间: 0、

172 .5、345、517 .5、690、862 .5、1 036 μs。将鲜豆奶在设定的脉

冲参数下进行脉冲处理。

1 .3 .2 大豆胰蛋白酶抑制剂活性的测定方法[ 6] 。5 ml 豆奶

加入45 ml 0 .01 mol 的 NaOH 溶液中, 用磁力搅拌器提取1 h ,

然后再将提取液稀释8 倍。将下列溶液加入各管中:a 管( 溶

剂空白) 蒸馏水1 ml ;b 管( 标准液) 胰蛋白酶液1 ml ,水1 ml ;c

管( 样品空白) 稀释样品1 ml ;d 管( 样品) 稀释样品1 ml , 胰蛋

白酶液1 ml( c 、d 一般有多支管) 混匀后置37 ℃预热10 min ,

然后在每一试管中加入预先保温37 ℃的 BNPNA 溶液2 .5

ml , 混匀后置37 ℃准确保温反应10 min 后,各管立即加入0 .5

ml 30 %的醋酸溶液中止反应。a 管和c 管各补加胰蛋白酶液

1 ml 。离心后取各管上清液分别于波长410 nm 测定其吸光

度。样品设3 个重复,结果取其平均值。

样品抑制百分数= [ ( Ab - Aa) - ( Ad - Ac) ] / ( Ab - Aa) ×

100 %

样品大豆胰蛋白酶抑制剂活性百分数= [ ( Ab - Aa) -
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( Ad - Ac) ] 处理样品/ ( Ab - Aa) - ( Ad - Ac) ] 对照×100 %

Aa、Ab、Ac、Ad 为各试管在410 nm波长吸光度。

2  结果与分析

2 .1  高压脉冲电场对大豆胰蛋白酶抑制剂的钝化效果 大

豆胰蛋白酶抑制剂的钝化程度往往作为大豆食品安全性的

评价指标。图1、2 是豆奶经脉冲处理后STI 的残留活性。从

图中可以看出 , 随着脉冲处理时间的延长和脉冲强度的增

大, 残存的大豆胰蛋白酶抑制剂的活性有所降低, 但降低幅

度不大。在其他脉冲条件恒定不变, 脉冲处理时间为567 μs

或脉冲强度为42 kV/ c m时,高压脉冲电场对大豆胰蛋白酶抑

制剂钝化了15 %或12 .5 %。由此可知单独的脉冲电场处理

并不能彻底钝化大豆胰蛋白酶抑制剂活性。因此该实验把

脉冲电场和加热联合处理比较其钝化效果。

图1 脉冲处理时间对STI 的钝化

图2 脉冲强度对STI 的钝化

2 .2  先加热后脉冲电场处理对大豆胰蛋白酶抑制剂的钝化

效果 图3、4 反映的是豆奶95 ℃加热10 min 后再经高压脉

冲电场处理的大豆胰蛋白酶抑制剂的钝化程度。从图中

可以看出, 随着脉冲处理时间的延长或脉冲强度的增大 , 大

图3 加热后脉冲处理时间对STI 的钝化

图4 加热后脉冲强度对STI 的钝化

豆胰蛋白酶抑制剂的钝化程度明显增加,残存的大豆胰蛋白

酶抑制剂活性显著降低。当其他条件恒定, 脉冲处理时间为

1 036μs 时,大豆胰蛋白酶抑制剂活性钝化了52 % ;而当脉冲

强度为42 kV/ c m时 ,大豆胰蛋白酶抑制剂活性钝化了42 % 。

因此可知脉冲处理时间对大豆胰蛋白酶抑制剂活性钝化程

度大于脉冲强度。

2 .3  先脉冲电场处理后加热对大豆胰蛋白酶抑制剂的钝化

效果 图5、6 是先脉冲处理再经95 ℃加热10 min 测定的残

留的大豆胰蛋白酶抑制剂活性结果。结果表明, 随着脉冲处

理时间的延长和脉冲强度的增大 ,大豆胰蛋白酶抑制剂的钝

化程度明显增加, 当脉冲处理时间延长到1 036μs 时, 大豆胰

蛋白酶抑制剂活性钝化了74 % ; 而当脉冲强度为42 kV/ c m

时, 大豆胰蛋白酶抑制剂活性钝化了57 %。这进一步说明脉

冲处理时间对大豆胰蛋白酶抑制剂活性钝化程度大于脉冲

强度。从图3、4、5、6 可以看出, 先脉冲处理后加热的钝化效

果大于先加热后脉冲处理的钝化效果,原因是脉冲处理使大

  图5 脉冲处理时间对STI 的钝化( 后加热)

图6 脉冲强度对STI 的钝化( 后加热)
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农村的稳定局面。

2 .3 .2 腐朽落后意识的复旧。①宗族意识的复旧。一些

地方通过续家谱、修宗祠、祭祖先等活动培育农民的家庭忠

诚感 ,离散了农民对国家的忠诚 ,构成了对制度化社会的挑

战———以族代法、族权凌驾于国家权威和法律之上 , 演化出

来家长制、裙带风、盲目排外、帮派观念等 , 严重阻碍着国家

的民主与法治建设。②封建迷信思想的复苏。封建迷信活

动死灰复燃, 庙宇祠堂重新建起 , 神汉巫婆、“阴阳”风水先

生重操旧业, 迷信活动参加者的层次不断扩大 , 造成大量的

社会财富、资源的浪费。③平均主义观念的显化。主要表

现在农民对“先富起来的人”的敌视心理依然存在, 且有一

定程度的加强。同时 , 个别地方农民采取非理性行动公然

哄抢他人劳动成果的事件时有发生 , 任其发展下去将会从

深层次制约农村的发展 ,影响农村的政治稳定和社会安宁。

3  重视精神文化建设促进农村稳定和发展的措施

3 .1  发展农村经济  要大力发展农村经济, 千方百计提高

农民收入和生活水平, 促进农村经济社会稳定、发展, 为丰

富农村精神文化生活、增强文化力提供物质前提。

3 .2  加强农村文化建设  要重视调整农村社会的非正式

制度安排 ,当代中国农民精神文化心理的矛盾与冲突、焦虑

与彷徨、困惑与迷茫是在全球化趋势下社会文化转型的必

然现象。要消除社会转型期农民的精神文化障碍 , 走出心

理困境, 必须在全球意识的关照下, 对中国传统农村精神文

化进行反思和批判地继承 , 并以开放的心态积极吸纳现代

先进文化成果 ,在此基础上进行整合与创新 , 建构起既具有

民族地域特色又具有时代先进性的社会主义农村文化, 在

农村社会形成共同的理想信念和精神支柱。在农村中, 要

大力发展先进文化, 支持健康有益的文化活动 , 讲道德、树

新风, 建立良好的礼仪, 推广有利于人际合作的文化符号,

目前我国有的农村地区开展建设“文明户”、“文明村”活动,

普及新“三字经”等 ,都起到了稳定和发展农村社会的作用。

3 .3  促进农村公共物品的供应  一方面公共物品的发展

可以降低交易成本, 为社会经济商品化、专业化提供条件,

从而促进生产力的进步。另一方面, 公共物品通常能施惠

于社区广大农民 , 更能体现社会主义共同富裕的目标。当

前,在我国农村扩大公共物品的供应, 主要是大力发展交

通、通信事业, 改善村容、镇容, 保护农村环境, 发展文化教

育事业, 为提高农村人力资本水平创造条件。要在广大农

村大力发展小学和初中教育 , 扫除文盲、半文盲 ; 积极发展

农村成人教育 ,动员社会各方面力量的大力支持, 解决政府

投资不足的困境, 如企业办学、私人办学、高校办学、联合办

学等 ,开展多形式、多层次、多渠道的农村成人教育 ; 积极探

索新的办学形式, 如网络教学。通过有计划、有步骤、有目

标地对农民进行文化、精神素质的培养和劳动技能训练 ,为

他们脱贫致富创造条件。建立、巩固农村社会秩序 , 促进农

村法制社会的形成。要通过大力发展农村科技与教育, 清

除邪教的影响。此外政府应通过资助科学发展的途径在农

村大力宣传无神论 ,打击迷信活动。

3 .4  鼓励劳动力的流出 通过人口流动 , 在增加农民收入

和社会财富的同时 , 农民可与外界进行思想交流和进行观

念上的碰撞, 从而吸纳外部的各种文化信息 , 将自己融入一

种新的文化发展过程, 在这个过程中 ,肯定能领悟到千百年

来习以为常的田园牧歌式生活的封闭性、狭隘性和落后性,

感受到城市生活、市场经济生活的冲击, 最终是否返回农村

并不重要 ,成功与否也不重要, 因为通过一种新的生产和生

活方式的冲击, 农民和他们的后代将会以一种新的心态来

面对生活 ,从而真正走出传统农业社会, 融入新的生产和生

活方式, 并在外力的影响和帮助下, 能够以创新、自主、自强

和积极进取的精神面貌 ,迅速重建起与市场经济、工业文明

相适应的生存、发展模式以及观念、行为模式 , 从而为脱贫

致富造就内在张力 , 大大增强贫困地区农民下定决心脱贫

致富奔小康 , 加快现代化进程的积极性、主动性 , 形成反精

神文化贫困的主体精神。
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豆胰蛋白酶抑制剂分子发生了极化 , 极化的分子更易于加

热失活。

3  结论

脉冲电场可以钝化大豆胰蛋白酶抑制剂的活性 , 但钝

化效果不太明显。当脉冲电场和加热联合使用时 , 可以大

幅度地钝化大豆胰蛋白酶抑制剂的活性, 而适度的加热既

消除豆腥味又可以最大限度地保存豆奶的营养价值。这在

生产实践中是切实可行的。
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