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!! 过程分析与优化

酪蛋白酶解制备酪蛋白磷酸肽研究

齐崴 何志敏 何丽霞 天津大学化学工程研究所酶工程研究室 QIIIM!

摘 要 以 BR Z =9,9技术跟踪间歇搅拌反应釜中酪蛋白—碱性蛋白酶抑制备酪蛋白磷酸肽 J 622; K 过程特性，利用水
解度 JXRK表征其反应历程。分析了温度 J A K、BR值、底物浓度 J b ; c K、酶浓度 J bd c K及时间 J 9 K等参数对 XR的影响，并通
过多元线性回归求得其关联式，确定出最适酶解条件为：A e PIf，BR e #I，bd c e I& !g，b ; c e !& "? h [，9 e QIF+-。
关键词 酪蛋白 碱性蛋白酶 酪蛋白磷酸肽 水解度 操作参数
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生物多肽大多以非活性状态存在于蛋白源长链

中，可以通过适当的有限酶解反应而被释放出来，显

示出各种生理功效，是 !#世纪重点开发的药物和功
能食品。

酪蛋白——— 碱性蛋白酶水解体系是制备生物活

性多肽——— 酪蛋白磷酸肽 J 622; K 的有效酶解体系。
622;是一种含有成簇磷酸丝氨酸残基的活性多肽，在

动物小肠中性或偏碱性条件下与钙形成可溶性复合

物，可防止不溶性磷酸钙沉淀，从而促进钙的保持和

吸收 b # c。美、日已将其作为补钙功能食品的原料，德国

也将其列入药典，而国内研究刚刚起步 b ! c。

目前，对 622; 的研究主要集中于分子结构确定
b Q c、作用机理探讨 b P c、功能性特性评价 b " c、制备工艺改

进 b % c、以及应用开发 b M c等，涉及酶解反应过程特性的研

究甚少。本文在详细分析各操作参数对水解度 JXRK
影响规律的基础上，利用多元线性回归得出其关联方

程，实现了对间歇搅拌反应釜 J /;ACK中酪蛋白——— 碱
性蛋白酶解反应过程的定量表征，并确定了最适酶解

工艺条件，为进一步建立反应特征动力学模型提供了

可能。

# 材料与方法

#& # 材料
酪蛋白：生化试剂，军事医学科学院天津市东方

卫生材料厂，蛋白氮含量 #Q& "g；碱性蛋白酶：无锡酶
制剂厂，酶活 MPHIIa h ?；其他试剂均为分析纯。
#& ! 仪器
自动电位滴定仪：上海雷磁仪器厂，jX Z !型；磁

力加热搅拌器：常州国华电器有限公司；电子继电器：

黄骅市亚龙仪器仪表有限公司，%PI! Z X型。
#& Q 方法
酪蛋白含量测定：T/ h A #PMM# Z ’Q。
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图 ! "#对水解度的影响

碱性蛋白酶活力测定：#$%&’() * + ,*。
水解度定义为：

其中：$ -碱耗量 . / 0，12 -碱摩尔浓度 .345 6 / 0，78 -
蛋白质质量 . 9 0，:;4; -底物中的肽键总数 .345 6 9 0，! -
! + 1<!的平均解离度。

%) = 酶解步骤
配制一定浓度的酪蛋白溶液；在如图 %所示的带

有电加热器及磁力搅拌间歇酶解实验装置中，将底物

溶液升温至水解温度，并调 ><至要求；平衡后迅速加
入一定浓度的酶液；反应过程中通过 >< + ?;@;技术维
持 ><恒定，根据所加碱液体积计算 A<值；通过加热
. B - "’C 0和 6或调 ><.>< - =) " 0灭酶终止反应，同时
使未反应的酪蛋白沉淀；将酶解混合物离心分离，上

清液冷冻保存，有待进一步分析。

! 结果与讨论

固定其他条件不变，逐一改变 B、><、D E F、D G F四
项水解参数进行酶促水解反应，绘制相应的酶解曲

线，得到该参数对水解度之间的影响规律。

!) % 温度的影响
图 !表明，随着温度的升高，酪蛋白初始酶解速

率加快，随后趋于平缓；=’C转化率最高，=(C开始下
降；(’C出现反常，表现为起始酶解速率很快，%(3HI
后快速趋于平缓，并与 =(C的曲线交叉。因此，可近似
认为酪蛋白—碱性蛋白酶体系的最适温度为 =’C。
在酪蛋白酶解过程中，温度是一个相当复杂而重

要的操作参数，可能从以下几方面影响反应速率：. % 0
温度变低，残余酶活力升高，反应活化能降低，酶解速

率加快；.! 0温度升高，酶失活加快，酶解速率降低；. * 0
在较高的温度下，酪蛋白适度热变性有利于折叠结构

的舒展 .解聚 0，肽键更易与酶结合，酶解速率加快。
!) ! ><的影响
图 *表明，随 ><提高，酪蛋白水解度增大，>< -

%’ 达到最大值，但在 %’ 和 %% 之间出现交叉。即 ;
J=’3HI前，>< - %’时其酪蛋白水解度较高；而 ;K

=’3HI后，时其酪蛋白水解度较高。据文献报道 D & F，碱

性蛋白酶的最高活力出现在 >< - %’ L %%，而稳定性在
& L %!之间差别不大。因此，可认为酪蛋白—碱性蛋白
酶体系最适 ><约为 %’。

在蛋白质酶解过程中，><从以下几方面影响反应
速率：. % 0 ><对底物中结合部位解离状态的影响；. ! 0
><对酶活力的影响；. * 0 ><对酶稳定性的影响。后两
项本质上是对酶活性中心的催化部位与结合部位侧

链基团解离形式的改变，使具有特殊催化功能的离子

基团在总酶量中所占比例发生变化，表现为催化能力

的差异。又由于蛋白质酶解过程具有由碱性至酸性的

特点，所以维持 ><值全程恒定，对于酶解反应的控制
与优化是至关重要的。

!) * 酶浓度的影响
图 =和图 (分别表示酶浓度对 A<和初始反应速

率 . M?4 0的影响。如图可见，随着酶浓度的增大，A<值及
酶解速率提高；D G F 4 J!9 6 /时，初始反应速率增加较
快，但非线性变化，随后趋于平缓。

根据拟稳态假设：
N3 NO4;G P E% D GE F&G P 8

图 $ 温度对水解度的影响

图 % &’()酶解实验装置示意图

%—>< + ?;@;调控器；!—碱液容器；*—滴液管；=—玻璃电极；(—反应

容器；"—磁力加热搅拌器；Q—导电表；&—电子继电器；,—阀门；%’—

磁阀；%%—磁转子

A< - :
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图 ! 酶浓度对初始反应速度的影响

当 # $ % & ’() !*时，随着酶浓度的增加，中间复合
物 # $+ %不断积累，并进一步生成产物 ,，使酶解速率逐
渐加快；当 # $ % &- () !*时，底物已完全被酶所饱和，
再增加酶浓度对反应初速度已无影响。由 . / .方程
可知：当初始底物浓度 # + % &- - 01时，23 4 0567 8 #$ % & 4
2169，即 2+正比于 # $ % &。但对于酪蛋白—碱性蛋白酶解
体系而言，在 # $ % &达到饱和前，23与 # $ % &呈非线性变

化关系，这一方面说明该反应体系存在明显的竞争性

抑制，另一方面也验证了蛋白质酶解反应速率更符合

如下关系式 # : %：2+ 4 ;567 8 #$ % &
<，其中 <为底物的溶解

度指数，可求得该体系 < 4 () ==>=〈〈?。因此，在酪蛋白
酶解前，通过粉碎、加热等手段尽可能增大底物的溶

解度是提高转化率的有效途径之一。

!) > 底物浓度的影响
图 @表明，随着底物浓度的增大，水解度降低。图

" 所示的 . / .及 A / B动力学关系直观地说明了酪
蛋白—碱性蛋白酶解体系存在明显的底物抑制现象：

当 # + % & ’!) =C D A时，酶活性中心仍未被饱和，大部分
酶处于游离状态，因此反应速率随 # + % &的增大而迅速

增加；# + % &’!) =C D A为最适底物浓度，此时酶解速率
最大，2+，169’() (=?11EF D G A·1H< I；进一步增加底物
浓度，酶解速率反而减小。

JE<KLFMK等 # ?( % 认为，牛乳蛋白 G包括酪蛋白和乳
清蛋白 I中存在着一种类似人体血液中 ! / NO物质的
丝氨酸蛋白酶抑制剂，它与蛋白酶迅速而不可逆的结

合使得部分酶分子未参与反应即被消耗掉，其含量与

底物浓度成正比，因此体现为底物抑制。

!) = 反应时间的影响
底物水解度随酶解时间的延长而增加，并逐渐趋

于平缓。究其原因，随着酶解反应的进行：G ? I底物浓
度减小，反应位点逐渐被酶分子饱和；G ! I产物浓度增
加，其竞争性抑制变强；G P I酶活性降低；G > I中间复合
物 # $+ %在经历了初始阶段的积累后达到稳态，趋于恒
定。上述因素综合作用的结果使得酶解速率及平均肽

链长度 G ,QA’?(( D RS* I 均随时间延长而逐渐减
小。对于酪蛋白—碱性蛋白酶解体系，由图 T所示数
据可推算出最适水解时间约为 P(1H<。

!) @ 各参数与 RS的关联方程
根据本文的实验结果，利用数理统计多元线性回

归分析，确定出水解度与各参数间的函数关联式为；

图 " 酶浓度对水解度的影响

图 # 酶解时间对反应过程的影响
6标准水解曲线； U平均肽链长度曲线

图 $ 酪蛋白酶解反应的 % & %及 ’ & (图

!基础研究 !((?，VEF) !!，WE) "《食品科学》
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表 ! 方差分析表
方差来源 自由度 平方和 均方和 #值 显著性

#$% && ’ (，)* + , (% "&!-)% -*.)(回归 /!% .$//-*% ()(/
残差 )* /$% $$/* !% $$$!

01 , 2 )!% !. 3 !% )$41 3 $% )$5 3 /% /" 67 8 2 $% ." 6 9 8

表 )所示方差分析结果表明，上式精度较高，可用
来近似求算不同操作条件下酪蛋白—碱性蛋白酶解体

系的水解度。

/ 结束语

本文利用 41 2 :;<;技术，通过研究水解度与各操
作参数之间的关系，较好地揭示了间歇搅拌反应釜中

酪蛋白—碱性蛋白酶解反应过程的特性，优化了操作

条件，确定了最适酶解工艺为：5 , ($=，41 , )$> 67 8
, $% !? > 6 9 8 , !% *@ A B> ; , /$CDE。利用多元线性回归
得出其关联方程，以上研究为进一步建立反应本征动

力学模型提供了可能。

需要指出的是，通过本文研究也发现，仅仅使用碱

性蛋白酶水解酪蛋白，其水解度较低，因此，有必要采

用性能更好的其它酶种，或者使用复合酶，研究最佳复

配方案，不仅可以获得目标产物，而且能够提高收率，

降低生产成本，最终实现产业化。
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摘 要 对不同浓度 ’ )*、)"、!$和 !(cYIDd +的番茄浆料分别在 /$、($、*$和 -$=时的流变学性质进行了研究。结果显
示，番茄浆料为假塑体系，屈服应力值的范围比较宽 ’ ($ 2 )($H< +。通过回归分析，发现数学模型，b , b$Ld4 ’7< A K5+和

b , RLd4 ’YG+，可以分别用来描述温度和浓度对番茄浆料稠度系数的影响。在实验条件下，实验值能够
很好地拟合模型。并且推导出温度和浓度同时对番茄浆粘度影响的方程。利用这些方程，可以预测实

际加工中不同温度和不同浓度下番茄浆料的粘度。

关键词 番茄浆料 浓度 温度 流变特性
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番茄浆料的流变特性研究

罗昌荣 麻建国 许时婴 无锡轻工大学食品学院 !)($/-

!基础研究《食品科学》!$$)，fOP% !!，MO% .


