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ＴＧａｓｅ 对海地瓜胶原蛋白凝胶强度的影响

 郭书谱， 吴光斌， 陈发河

（集美大学食品与生物工程学院， 福建 厦门 ３６１０２１）

［摘要］ 为了研究海地瓜胶原蛋白的凝胶特性， 提高其凝胶强度， 探讨了谷氨酰胺转氨酶 （ＴＧａｓｅ） 对

海地瓜胶原蛋白凝胶特性的影响， 在单因素的基础上采用响应面设计对影响凝胶特性的 ３ 个显著因素

（ＴＧａｓｅ 添加量、 作用时间、 作用温度） 进行优化． 结果显示： 单因素实验时， 海地瓜胶原蛋白的凝胶强度

在 ＴＧａｓｅ 添加量 １８􀆰 ０ Ｕ ／ ｇ、 作用时间 ５􀆰 ０ ｈ、 作用温度 ４０􀆰 ０ ℃时达到最大； 通过响应面优化， 得到海地瓜

胶原蛋白凝胶强度在 ＴＧａｓｅ 添加量 １８􀆰 ００ Ｕ ／ ｇ、 作用时间 ５􀆰 １３ ｈ 和作用温度 ４０􀆰 ３０ ℃ 时达到最大， 为

６４７３􀆰 ９８ ｇ·ｍｍ， 是未优化前凝胶强度 ５５１１􀆰 ５０ ｇ·ｍｍ 的 １􀆰 １７ 倍， 是未添加 ＴＧａｓｅ 前凝胶强度 １１１８􀆰 ８８ ｇ·ｍｍ
的 ５􀆰 ７９ 倍， 即 ＴＧａｓｅ 能够促进蛋白质之间的交联作用， 显著提高海地瓜胶原蛋白凝胶强度． 经过验证性试

验， 得到该条件下海地瓜胶原蛋白凝胶强度为 ６４２８􀆰 ３６ ｇ·ｍｍ， 与理论值相比， 误差仅为 ０􀆰 ７０％ ．
［关键词］ 谷氨酰胺转氨酶； 海地瓜； 胶原蛋白； 凝胶强度； 响应面试验

［中图分类号］ ＴＳ ２５４􀆰 ４

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ ｏｎ Ｇｅｌ Ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ
Ａｃａｕｄｉｎａ ｍｏｌｐａｄｉｏｉｄｅｓ Ｃｏｌｌａｇｅｎ
ＧＵＯ Ｓｈｕ⁃ｐｕ， ＷＵ Ｇｕａｎｇ⁃ｂｉｎ， ＣＨＥＮ Ｆａ⁃ｈｅ

（Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｊｉｍｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉａｍｅｎ ３６１０２１， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｇｅｌ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ Ａｃａｕｄｉｎａ ｍｏｌｐａｄｉｏｉｄｅｓ ｃｏｌｌａｇｅｎ， ｆｏｒ ｂｅｔｔｅｒ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
ａｎｄ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ （ＴＧａｓｅ） ｏｎ ｉｔｓ ｇｅｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ． Ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ ＴＧａｓｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ， ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｇｅｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ａｃａｕｄｉｎａ ｍｏｌｐａｄｉｏｉｄｅｓ
ｃｏｌｌａｇｅｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｇｅｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｗａｓ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＧａｓｅ
ｆｏｒ １８􀆰 ０ Ｕ ／ ｇ， ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ５􀆰 ０ ｈ ａｔ ４０􀆰 ０ ℃． Ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｔｅｓｔｓ， ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒ⁃
ｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ｕｓｉｎｇ ｇｅｌ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ａｓ ａｎ ｉｎｄｅｘ， ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＴＧａｓｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ， ｒｅ⁃
ａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧａｓｅ， ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａ⁃
ｔｕｒｅ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｇｅｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧａｓｅ ｗａｓ
１８􀆰 ００ Ｕ ／ ｇ， ａｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ａｔ ４０􀆰 ３ ℃ ｆｏｒ ５􀆰 １３ ｈ， ｍａｘｉｍａｌ ｇｅｌ ｓｔｒｅｎｇｔｈ （６４７３􀆰 ９８ ｇ·ｍｍ） ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ，
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０　 引言
海地瓜 （Ａｃａｕｄｉｎａ ｍｏｌｐａｄｉｏｉｄｅｓ） 是海参的一种， 又称白参、 香参、 海茄子， 在中国福建、 山东、

浙江、 海南等省海域均有分布， 资源非常丰富． 海地瓜相对于其他食用海参而言， 虽然品质较差， 但

价格低廉， 含有胶原蛋白、 多糖、 皂苷、 矿物质元素等多种营养物质， 营养不亚于刺参． 胶原蛋白是

海地瓜体壁的重要组成部分， 具有多种生物活性［１］ ． 干品海地瓜中含有的体壁胶原蛋白有 ５６􀆰 ５６％ ，
其占总蛋白质的 ７７􀆰 １８％ ［２］ ． 目前， 海地瓜深加工利用产品比较少， 海地瓜胶原蛋白主要用于制备胶

原蛋白膜［３］、 凝胶［４］、 饮料［５］等． 动物胶原蛋白的提取方法主要有热水、 酶解、 碱、 酸以及中性盐

等提取法［６］， 热水提取法因步骤相对简单、 得率更高、 成本比较低、 产品更安全而得到广泛使用［７］ ．
谷氨酰胺转氨酶 （Ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ， ＴＧａｓｅ） 又称转谷氨酰胺酶， 是一种可催化蛋白质分子内、

分子间以及促进蛋白质与氨基酸之间 Ｇｌｎ 残基 γ－羧基酰胺基与 Ｌｙｓ 残基 ε－氨基发生交联作用形成

ε－（γ－Ｇｌｎ） Ｌｙｓ共价键而使蛋白质聚合的酶， 它促使蛋白质形成致密交叉的三维网状结构， 改变蛋白

质的结构， 具有起泡性、 乳化性、 溶解性等功能特性， 从而改善蛋白质产品的质构和口感［８ － １０］ ． 近

年来， 随着凝胶工艺技术研究的深入， 胶原蛋白的凝胶特性成为人们研究和关注的热点： Ｇｕｄｍｕｎｄａｓ⁃
ｓｏｎ 等［１１］对于鳕鱼皮胶原蛋白的凝胶特性及影响因素进行了研究； Ｓａｒａｂｉａ 等［１２］ 研究了几种盐对罗非

鱼鱼皮胶原的影响， 发现盐的加入可使溶液的凝胶强度增大． 但目前关于海地瓜胶原蛋白凝胶特性的

研究还鲜有报道． 本文采用热水法制备海地瓜胶原蛋白， 研究 ＴＧａｓｅ 作用条件对海地瓜胶原蛋白凝胶

特性的影响， 旨在为海地瓜胶原蛋白凝胶开发应用提供理论依据．

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料与试剂

海地瓜， 干品， 购于连云港市绿洋食品有限公司； ＴＧ 酶 （酶活力 １１９􀆰 ２ Ｕ ／ ｇ） 购于江苏欣瑞食

品科技发展有限公司； 甲醛溶液、 无水乙醇、 二甲苯、 石蜡购于国药集团化学试剂有限公司； Ｗｅｉｇｈｔ
铁木素、 酸性分化液、 ＶＧ 染色液购于北京雷根生物科技有限公司．
１􀆰 ２　 仪器与设备

ＴＭＳ － ＰＲＯ 质构仪 （Ｆｏｏｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ， 美国）； 快速水分测定仪 （ Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ． 德国）；
ＫＤＣ －１０４４ 低速离心机 （科大创新， 中国）； 轮转切片机 （ＬＥＩＣＡ ＲＭ２２３５， 德国）； 显微镜 （Ｎｉｋｏｎ
ＥＣＬＩＰＳＥ５０ｉ， 日本）．
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 海地瓜胶原蛋白凝胶的制备　 将海地瓜干品泡发 １２ ｈ 后， 清理泥沙、 内脏以及表面的污垢，
切块粉碎后用热水提取法［７］ 提取胶原蛋白， 喷雾干燥后待用． 设定进料量 ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 进口温度

１７０ ℃， 抽风量 ３ ｍ３ ／ ｍｉｎ， 出口温度 ６５ ～ ８０ ℃， 将喷雾干燥的粗胶原蛋白配成质量分数为 １５％的溶

液， 配制时温度保持在 ３０ ℃， 加入 ＴＧａｓｅ 并搅拌均匀， 分装， 一定温度下使酶作用一定时间， ９０ ℃
下保温 ２０ ｍｉｎ 后冰水冷却， 并 ４ ℃过夜后测定各凝胶特性指标．
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＴＧａｓｅ 的添加　 将 ＴＧａｓｅ 预先溶解在 ３ 倍质量的蒸馏水中， 充分溶解， 然后放置在冰水中， 待

用； 在添加时， 用移液枪准确量取算出的酶液， 和胶原蛋白液混合均匀即可．
１􀆰 ３􀆰 ３　 凝胶强度的测定　 在 ７ ℃下采用 ＴＭＳ － ＰＲＯ 型物性分析仪对样品凝胶强度进行测量［１３］， 得到

破断强度和凹陷度， 两者的乘积就是凝胶强度． 测定参数为： 球状探头 ５ ｍｍ， 下压速率和测试速率

均为 ３０ ｍｍ ／ ｍｉｎ， 回程速率为 １００ ｍｍ ／ ｍｉｎ， 刺入深度 １５ ｍｍ， 感应力 ０􀆰 ０５ Ｎ． 每组进行 ６ 个平行实

验， 每个平行试验测 ２ 次数据， 取实验结果的平均值［１４］ ．

·２２·
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１􀆰 ３􀆰 ４　 凝胶石蜡组织切片　 参照杨莉莉等人［１５］的方法， 略有改动， 具体如下： 鱼糜凝胶→１０％ （体
积分数） 甲醛溶液 ４ ℃下固定→用 ５０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 、 ９５％ 、 １００％ （体积分数） 乙醇梯度脱水→二

甲苯浸泡透明→分别用 ５２ ～ ５４ ℃、 ５４ ～ ５６ ℃、 ５８ ～ ６０ ℃石蜡浸蜡 １ ｈ→５８ ～ ６０ ℃石蜡进行包埋→
４ ℃冷藏→切成 ５ μｍ 的薄片→６５ ℃烘箱熔化→二甲苯浸泡→１００％ 、 ９５％ 、 ８０％ 、 ７０％ （体积分数）
乙醇浸泡→Ｗｅｉｇｈｔ 铁木素染色→酸性分化液分化→ＶＧ 染色液染色→９５％ 、 １００％ （体积分数） 乙醇

快速脱水→二甲苯浸泡透明→中性树胶封片→光学显微镜观察．
１􀆰 ３􀆰 ５　 单因素试验设计　 配好的胶原蛋白液离心去气泡， 在 ３０ ℃水浴锅降温平衡， 称一定量数份，
经过以下处理： １） ＴＧ 酶添加量分别为 ０， ３􀆰 ０， ６􀆰 ０， ９􀆰 ０， １２􀆰 ０， １５􀆰 ０， １８􀆰 ０， ２１􀆰 ０ Ｕ ／ ｇ， 作用温度

为 ４０ ℃， 作用时间为 ５􀆰 ０ ｈ； ２） ＴＧ 酶添加量为 １８􀆰 ０ Ｕ ／ ｇ， 作用温度 ４０ ℃， 作用时间分别为 ０，
１􀆰 ０， ２􀆰 ０， ３􀆰 ０， ４􀆰 ０， ５􀆰 ０， ６􀆰 ０ ｈ； ３） ＴＧ 酶添加量为 １８􀆰 ０ Ｕ ／ ｇ， 作用时间为 ５􀆰 ０ ｈ， 作用温度分别

为 ３０， ３５， ４０， ４５， ５０ ℃ ． 另取一份对照样不经过此步骤， 然后在 ９０ ℃下处理 ２０ ｍｉｎ， 每组 ６ 个平

行样品均冰水冷却后放置在 ４ ℃恒温环境过夜， 取出后在 ７ ℃下测定凝胶强度．

表 １　 响应面试验因素与水平表

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ
编码水平 Ｃｏｄｉｎｇ ｌｅｖｅｌ
－ １ ０ １

ＴＧａｓｅ 添加量 ＴＧａｓｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ／ （Ｕ·ｇ － １） １１． ０ １５． ０ １９． ０

ＴＧａｓｅ 作用时间 ＴＧａｓｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ／ ｈ ４． ０ ５． ０ ６． ０

ＴＧａｓｅ 作用温度 ＴＧａｓｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃ ３５． ０ ４０． ０ ４５． ０

１􀆰 ３􀆰 ６　 响应面试验　 根据 Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ
中心组合实验设计原理， 在单因素试验

结果基础上， 以 ＴＧａｓｅ 添加量 （Ｘ１） 、 作

用温度 （Ｘ２） 、 作用时间 （Ｘ３） 为影响因

素， 海地瓜胶原蛋白的凝胶强度 （Ｙ） 为

响应值， 采用三因素三水平响应面分析

法进行试验设计， 因素和编码水平见表１．
结果运用 Ｄｅｓｉｇｎ － Ｅｘｐｅｒｔ􀆰 Ｖ８􀆰 ０􀆰 ５ 软件和

ＳＡＳ 软件进行数据处理和响应曲面分析．

２　 结果与分析
２􀆰 １　 ＴＧａｓｅ 添加量对海地瓜胶原蛋白凝胶强度的影响

海地瓜胶原蛋白凝胶强度受 ＴＧａｓｅ 添加量的影响是显著的 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ． 如图 １， 随 ＴＧａｓｅ 添加量

的增加， 海地瓜胶原蛋白凝胶的破断强度、 凹陷度以及凝胶强度均呈现先增加后降低的趋势． 当

ＴＧａｓｅ 添加量是 １８􀆰 ０ Ｕ ／ ｇ 时， 海地瓜胶原蛋白凝胶的破断强度、 凹陷度以及凝胶强度值均达到最大，
分别为 ３７２􀆰 １０ ｇ、 １４􀆰 ６４ ｍｍ 和 ５４４７􀆰 ３８ ｇ·ｍｍ， 分别是未添加 ＴＧａｓｅ 对照样品的 ２􀆰 ７３ 倍、 １􀆰 ８５ 倍和

５􀆰 ０５ 倍．
２􀆰 ２　 ＴＧａｓｅ 作用时间对海地瓜胶原蛋白凝胶强度的影响

海地瓜胶原蛋白凝胶强度受 ＴＧａｓｅ 作用时间的影响是显著的 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ． 如图 ２， 在添加一定

的 ＴＧａｓｅ 之后， 随着作用时间的延长， 样品的破断强度、 凹陷度以及凝胶强度呈现先增加后降低的趋

势． 在 ５􀆰 ０ ｈ 时， 海地瓜胶原蛋白凝胶的破断强度、 凹陷度和凝胶强度达到最大， 分别是对照样品的

２􀆰 ７２ 倍、 １􀆰 ８２ 倍和 ４􀆰 ９３ 倍． 再继续延长作用时间， 凝胶特性反而降低． 在 ６􀆰 ０ ｈ 时， 破断强度、 凹

陷度以及凝胶强度分别是 ５ ｈ 时的 ９３􀆰 １０％ 、 ９６􀆰 ７８％和 ９０􀆰 １２％ ．
２􀆰 ３　 ＴＧａｓｅ 作用温度对海地瓜胶原蛋白凝胶强度的影响

海地瓜胶原蛋白凝胶强度受 ＴＧａｓｅ 作用温度的影响是显著的 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ． 如图 ３， 在添加一定

的 ＴＧａｓｅ 之后， 当温度为 ３０ ～ ４０ ℃时， 作用温度的升高使样品的破断强度、 凹陷度和凝胶强度都呈

现显著增加， 并均在 ４０ ℃时达到最大值． 与对照相比， 在该温度下破断强度、 凹陷度和凝胶强度都

增加到了对照的 １􀆰 ６１ 倍、 １􀆰 ２５ 倍和 ２􀆰 ０３ 倍； 当温度为 ４０ ～ ４５ ℃时， 温度的增加会使样品的破断强

度和凝胶强度明显降低， 而凹陷度却略微降低； 当温度为 ４５ ～ ５０℃时， 温度的增加会使样品的破断

强度、 凹陷度以及凝胶强度都明显降低．

·３２·
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TG 酶添加量 TGase addition amount/（U·g-1）

a 破断强度和凹陷度 Breaking force and deformation

TG 酶添加量 TGase addition amount/（U·g-1）

b 凝胶强度 Gel strength
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图 1 TGase 添加量对海地瓜胶原蛋白凝胶破断强度、凹陷度和凝胶强度的影响

Fig.1 Effect of TGase addition amount on breaking force and deformation,
gel strength of Acaudina molpadioides collagen
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图 2 TGase 作用时间对海地瓜胶原蛋白凝胶破断强度、凹陷度和凝胶强度的影响

Fig.2 Effect of reaction time on breaking force and deformation,gel strength of Acaudina molpadioides collagen
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a 破断强度和凹陷度 Breaking force and deformation b 凝胶强度 Gel strength
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图 3 TGase 作用温度对海地瓜胶原蛋白凝胶破断强度、凹陷度和凝胶强度的影响

Fig.3 Effect of reaction temperature on breaking force and deformation,
gel strength of Acaudina molpadioides collagen
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２􀆰 ４　 三因素二次通用旋转中心组合设计

２􀆰 ４􀆰 １　 回归分析及回归模型的建立

以凝胶强度 （Ｙ） 为响应值， 以 ＴＧａｓｅ 添加量 （Ｘ１） 、 作用温度 （Ｘ２） 和作用时间 （Ｘ３） 为自变量，
建立数学模型， 进行响应面分析优化， 实验设计及结果见表 ２．

·４２·
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表 ２　 优化 ＴＧａｓｅ 添加量对海地瓜胶原蛋白凝胶
强度影响的实验设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｎｈｎｋｅｎ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧａｓｅ ａｎｄ ｉｔｓ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｇｅｌ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ Ａｃａｕｄｉｎａ ｍｏｌｐａｄｉｏｉｄｅｓ

ｃｏｌｌａｇｅｎ
实验号

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ
Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｙ ／ （ｇ·ｍｍ）

１ － １ － １ ０ ２９８４． １４
２ － １ １ ０ ３９９２． ２６
３ １ － １ ０ ５４０５． ０２
４ １ １ ０ ６２４４． ５１
５ ０ － １ － １ ３６５３． ８４
６ ０ － １ １ ３６９２． ０１
７ ０ １ － １ ３１５２． １８
８ ０ １ １ ３８０６． ５２
９ － １ ０ － １ ２３１８． ４７

１０ － １ ０ １ ２４６３． ３６
１１ １ ０ － １ ４３７０． ８３
１２ １ ０ １ ４６５８． ３２
１３ ０ ０ ０ ５８５５． ００
１４ ０ ０ ０ ５９９９． ４６
１５ ０ ０ ０ ６６０５． ９５
１６ ０ ０ ０ ５９６０． ３２
１７ ０ ０ ０ ５８３２． １９

按照三因素三水平二次通用旋转中心组合设计进行

试验， 对试验所得的结果采用 ＳＡＳ 软件 ＲＳＲＥＧ 过程进

行多元回归分析， 得出以 ３ 个试验因素的编码值为自变

量的回归方程为：Ｙ ＝ ６０５０􀆰 ５８ ＋１１１５􀆰 ０６ Ｘ１ ＋ １８２􀆰 ５６ Ｘ２ ＋
１４０􀆰 ６１ Ｘ３ － ４２􀆰 １６ Ｘ１Ｘ２ ＋ ３５􀆰 ６５ Ｘ１Ｘ３ ＋ １５４􀆰 ０４ Ｘ２Ｘ３ －
７５８􀆰 ７５ Ｘ１２ － ６３５􀆰 ３５ Ｘ２２ － １８３９􀆰 ０９ Ｘ３２ ． 回归方程的方

差分析见表 ３， 回归系数的显著性检验见表 ４．
由表 ３ 可知， 二次回归模型的 Ｐ ＝ ０． ０００２ ＜ ０． ０１ ，

说明该模型方程差异极显著， 即不同处理间的差异极显

著； 失拟项的 Ｐ ＝ ０． ２３５８ ＞ ０． ０５ ， 差异不显著， 该方

程拟合效果较好； 回归方程的决定系数 Ｒ２ ＝ ０． ９６６３ ，
校正后的 Ｒ２

Ａｄｊ ＝ ０． ９２２９ ， 说明该模型的拟合程度较好，
而且可信度很高． 因此， 该模型方程可以用于对海地瓜

胶原蛋白的凝胶强度进行分析和预测． 另外， 回归方程

的一次项、 二次项差异均为极显著 （Ｐ ＜ ０． ０１） ， 交互

项差异不显著 （Ｐ ＞ ０． ０５） ．
由表 ４ 可知， 在所选范围内， 对于该回归模型， 作

用温度 （Ｐ ＜ ０． ０００１） 对凝胶强度的影响最大， 而且对

凝胶强度的影响都达到了极度显著水平 （Ｐ ＜ ０． ０１） ；
酶添加量 （Ｐ ＝ ０． ０２３２） 次之； 作用时间 （Ｐ ＝ ０． ０７０６
＞ ０􀆰 ０５） 影响最小， 对凝胶强度的影响并不显著．

表 ３　 优化 ＴＧａｓｅ 添加量对海地瓜胶原蛋白凝胶强度影响回归方程的方差分析

Ｔａｂ． ３　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧａｓｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｌ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ Ａｃａｕｄｉｎａ ｍｏｌｐａｄｉｏｉｄｅｓ ｃｏｌｌａｇｅｎ

回归 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ 自由度 Ｖａｒｉａｎｃｅ 平方和 Ｓｑｕａｒｅ ｓｕｍ Ｒ２ Ｆ Ｐ
一次项 Ｏｎｅ ｔｅｒｍ ３ １０ ３７１ ５９４ ０． ３２９８ ２２． ８２ ０． ０００５

二次项 Ｑｕａｄｒａｔｉｃ ｔｅｒｍ ３ １９ ９０６ １８３ ０． ６３３０ ４３． ８０ ＜ ０． ０００１
交互项 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｒｍ ３ １０７ １０９ ０． ００３４ ０． ２４ ０． ８６８８

模型 Ｍｏｄｅｌ ９ ３０ ３８４ ８８６ ０． ９６６３ ２２． ２８ ０． ０００２
失拟项 Ｌａｃｋ ｏｆ ｆｉｔ ３ ６５５ ３９２ ２１８ ４６４ ２． １６ ０． ２３５８
纯误差 Ｐｕｒｅ ｅｒｒｏｒ ４ ４０５ １４２ １０１ ２８５
总误差 Ｔｏｔａｌ ｅｒｒｏｒ ７ １ ０６０ ５３３ １５１ ５０５

表 ４　 优化 ＴＧａｓｅ 添加量对海地瓜胶原蛋白凝胶强度影响回归系数的显著性检验

Ｔａｂ． ４　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｆｔｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧａｓｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｌ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ Ａｃａｕｄｉｎａ ｍｏｌｐａｄｉｏｉｄｅｓ ｃｏｌｌａｇｅｎ

参数 Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ＤＦ 回归参数 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ 标准差 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｔ Ｐ
常数项 Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｉｔｅｍ １ － １３７ ９８３ １６ ５２４ － ８． ３５ ＜ ０． ０００１

Ｘ１ １ １ ６８２． ８１１ ５６３ ５８１． ６９６ ２５５ ２． ８９ ０． ０２３２
Ｘ２ １ ５ ４６１． ８５３ １２５ ２ ５６３． ９５９ ２３９ ２． １３ ０． ０７０６
Ｘ３ １ ５ ７３２． ４３６ ６５０ ６５４． ５２１ ７３１ ８． ７６ ＜ ０． ０００１

Ｘ１∗Ｘ１ １ ６５４． ５２１ ７３１ １１． ８５５ ６４０ － ４． ００ ０． ００５２
Ｘ２∗Ｘ１ １ － １０． ５３９ ３７５ ４８． ６５４ ５１８ － ０． ２２ ０． ８３４７
Ｘ２∗Ｘ２ １ － ６３５． ３５４ ５００ １８９． ６９０ ２３３ － ３． ３５ ０． ０１２３
Ｘ３∗Ｘ１ １ １． ７８２ ５００ ９． ７３０ ９０４ ０． １８ ０． ８５９９
Ｘ３∗Ｘ２ １ ３０． ８０８ ５００ ３８． ９２３ ６１５ ０． ７９ ０． ４５４６
Ｘ３∗Ｘ３ １ － ７３． ５６３ ６８０ ７． ５８７ ６０９ － ９． ７０ ＜ ０． ０００１
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２􀆰 ４􀆰 ２　 响应面分析直观图

由于 Ｄｅｓｉｇｎ － Ｅｘｐｅｒｔ 软件作图更加方便， 因而由 Ｄｅｓｉｇｎ － Ｅｘｐｅｒｔ 软件生成响应面立体分析图， 如

图 ４—图 ６ 所示．
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图 4 TGase 添加量和作用时间对凝胶强度影响的响应面图

Fig.4 Response surface graph of TGase addition amount and reaction time on the gel strength of collagen
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图 5 TGase 添加量和作用温度对凝胶强度影响的响应面图

Fig.5 Response surface graph of TGase addition amount and reaction temperature on the gel strength of collagen

图 6 作用时间和作用温度对凝胶强度影响的响应面图

Fig.6 Response surface graph of reaction time and reaction temperature on the gel strength of collagen
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在图 ４—图 ６ 中， 等高线的形状反映了交互效应的强弱， 椭圆形状越显著表示两因素交互作用越

明显［１６］ ． 从图 ４ 等高线可以直观看出， ＴＧａｓｅ 添加量和作用时间有较弱的交互作用． 当 ＴＧａｓｅ 添加量

固定时 （比如 １５􀆰 ０ Ｕ ／ ｇ）， 随着作用时间的延长， 凝胶强度先急剧增加再缓慢降低， 此结果和单因素

相同． 而且等高线横向左密右疏， 说明凝胶强度在酶添加量为 １１􀆰 ０ ～ １５􀆰 ０ Ｕ ／ ｇ 范围时随着添加量的

增加而大幅度增加， 而在酶添加量为 １５􀆰 ０ ～ １９􀆰 ０ Ｕ ／ ｇ 范围时随着添加量的增加凝胶强度变化较小，
也和单因素结果相同． 从图 ５ 可以看出， 等高线椭圆形状显著， 说明 ＴＧａｓｅ 添加量和作用温度交互作

用明显． 等高线纵向分布较密， 说明凝胶强度随着作用温度变化而变化显著． 而且当酶添加量固定时

（比如 １５􀆰 ０ Ｕ ／ ｇ）， 凝胶强度随着作用温度的升高先急剧增加再急剧降低； 当温度一定时， 凝胶强度

随酶添加量的增加先急剧升高， 达到最大后又稍微降低， 和单因素结果相同． 而且从图 ４、 图 ５ 可以

看出， 当 ＴＧａｓｅ 添加量固定时 （比如 １５􀆰 ０ Ｕ ／ ｇ）， 凝胶强度分别随着作用时间、 作用温度的增加先显

著增加， 再显著降低， 而且这种情况在 ＴＧａｓｅ 添加量适量 （比如 １５􀆰 ０ Ｕ ／ ｇ） 时更加明显． 图 ６ 中的

等高线相对于图 ４、 图 ５ 椭圆形更加显著， 即作用时间与作用温度之间的交互作用更加显著， 而且当

一个因素确定时， 凝胶强度随着另一个因素的升高先显著增加再显著降低． 而且由等高线的疏密程度

可以看出各因素的贡献率． 综合图 ４—图 ６ 来看， 对凝胶强度影响的大小程度为： 作用温度最大，
ＴＧａｓｅ 添加量次之， 作用时间最小， 这和表 ４ 中得到的结论相同．
２􀆰 ４􀆰 ３　 最佳添加量的确定及验证试验

由 ２􀆰 ４􀆰 １ 的回归方程可知， 该方程 Ｘ１２、 Ｘ２２、 Ｘ３２系数值均为负， 表明方程的抛物线向下开口， 有

极大值． 根据 ＳＡＳ 软件对回归模型进行典型性分析， 得出优化结果： Ｘ１ ＝ ０􀆰 ７３２ ５０３， Ｘ２ ＝
０􀆰 １２５ ４９５， Ｘ３ ＝ ０􀆰 ０５０ ５８４， 经过换算， 各因素的取值分别为： ＴＧａｓｅ 添加量 Ｘ１ ＝ １７􀆰 ９３０ ０１２ Ｕ ／ ｇ、 作

用时间 Ｘ２ ＝ ５􀆰 １２５ ４９５ ｈ、 作用温度 Ｘ３ ＝ ４０􀆰 ２５２ ９１９ ℃ ． 此时海地瓜胶原蛋白凝胶强度的理论最大值

为 ６４７３􀆰 ９９ ｇ·ｍｍ． 考虑到实际情况的可操作性， 经过修正， 分别取 ＴＧａｓｅ 添加量为 １８􀆰 ００ Ｕ ／ ｇ、 作

用时间 ５􀆰 １３ ｈ、 作用温度 ４０􀆰 ３０ ℃， 此时海地瓜胶原蛋白凝胶强度的理论最大值为 ６４７３􀆰 ９８ ｇ·ｍｍ．
根据优化后的条件进行验证性试验， 分别试验 ５ 组， 并取其平均值， 为 ６４２８􀆰 ３６ ｇ·ｍｍ， 与理论值相

比， 误差为 ０􀆰 ７０％ ．
２􀆰 ４􀆰 ４　 ＴＧａｓｅ 对海地瓜胶原蛋白凝胶石蜡组织切片的影响

由图 ７ 可知， ＴＧａｓｅ 对海地瓜胶原蛋白凝胶的微观结构有显著的影响． 对照样品 （图 ７ａ） 的三维

网络结构致密性较差， 且蛋白质颗粒凝聚程度较低且大小不一； 而优化后的样品 （图 ７ｂ） 形成了较

致密、 均匀、 有序的蛋白质网络结构． 这主要是因为在该条件下， ＴＧａｓｅ 能够充分反应， 促进了胶原

蛋白之间形成更多的 ε －（γ －谷氨酰胺基） 赖氨酸交联键， 使得蛋白质分子之间的交互增加， 进而形

成致密、 均匀的网络结构［１７］ ．

a 对照 Control（×200） b TGase 优化后 TGase Optimized（×200）

图 7 TGase 对海地瓜胶原蛋白凝胶微观结构的影响（200 倍）

Fig.7 Effect of TGase on microstructure of Acaudina molpadioidea collagen gel（×200）

·７２·
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３　 结论
１） 根据单因素结果， ＴＧａｓｅ 添加量、 作用时间、 作用温度分别在 １８􀆰 ０ Ｕ ／ ｇ、 ５􀆰 ０ ｈ、 ４０ ℃条件下

达到最佳．
２） 根据响应面分析结果， 对于 ＴＧａｓｅ 优化海地瓜胶原蛋白凝胶， 各因素的最优水平组合为：

ＴＧａｓｅ 添加量为 １８􀆰 ００ Ｕ ／ ｇ， 作用温度为 ４０􀆰 ３０ ℃， 作用时间为 ５􀆰 １３ ｈ． 经过验证试验得到该条件下

海地瓜胶原蛋白凝胶强度与理论预测值相差小于 １％ ， 说明该回归模型用于优化海地瓜胶原蛋白凝胶

加工工艺是可行且有效的．
３） 作用温度对海地瓜胶原蛋白凝胶强度的影响最大， ＴＧａｓｅ 添加量次之， 作用时间最小． ＴＧａｓｅ

添加量与作用温度、 作用时间与作用温度之间交互作用明显， 而 ＴＧａｓｅ 添加量与作用时间之间交互作

用不明显．
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［１５］ 杨莉莉， 熊善柏， 孙建清． 制备条件对鱼肉 －魔芋胶复合凝胶品质的影响． 食品科学， ２０１０， ３１（３）： ５５⁃５９．
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