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+ 结论

菊芋酶解液对双歧杆菌有一定的作用；菊芋水解

液对双歧杆菌有明显的促进作用；先水解后酶解的菊

芋溶液对双歧杆菌的促生长作用最为显著。
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图 ! 各样品的 "#值随时间的变化关系曲线

!( # 0( + "0( # $*( # $$( # +( ! ( $$( !

活菌数

（ K $# .）

（LCM N =’）

表 $ 各样品活菌记数结果
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生物活性肽 !酪蛋白磷酸肽
（"##）的研制

蔡为荣 薛正莲 安徽机电学院生化工程系 芜湖 "*$###

LQQ是牛乳酪蛋白经酶水解、分离纯化而得到的
一类富含磷酸丝氨酸的肽类化合物。它可作为无机离

子的载体促进肠膜对钙、铁、硒尤其是钙的吸收和利

用 R $，" S，它还具有明显的抗蛀牙功能 R + S、防止钙丢失 R * S

等诸多生理功能。我国第三次营养调查表明人们膳食

营养素中以钙缺乏最为显著，摄入量仅为 TUV 的

!#O，某些地区儿童佝偻病发病率高达 *#O，中、老年
骨质疏松病患者也很普遍 R ! S，所以 LQQ作为唯一的促
钙吸收的活性肽在我国有着巨大的市场，我国在这方

面的研究刚刚起步，加速对 LQQ的开发与研究具有重
要的现实意义。本文系统的介绍了用 "-#,碱性蛋白酶
制备 LQQ的最佳工艺过程，为工业化生产 LQQ提供理

摘 要 摸索了 "-#, 碱性蛋白酶水解酪蛋白制备 LQQ的最佳工艺条件：底物浓度 $#O、用酶量 $!##! N A反应温度

*!W、XY$#( !、反应时间 $!#=25。采用选择沉淀法分离 LQQ，在 XY*( ! 添加 $( $O L8L’ "（Z N [）和 !#O（[ N [）乙醇，室温沉
淀 *<，得到 LQQ产品的 ) N Q、得率分别为 0( +,O和 $+( ,*O。
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论依据。

% 材料与方法

%) % 材料
酪蛋白（上海生化试剂厂），#,$-碱性蛋白酶（食

品级 无锡酶制剂厂 %$ 万 . / 0），其它试剂均为分析
纯。

%) # 方法
%) #) % 分析方法
总氮的测定：按微量凯氏定氮法 1 2 3；总磷的测定：

按 456657’8微量快速定磷法 1 , 3；酶活测定：按福林试剂

法 1 9 3；水解程度的测定：按甲醛滴定法 1 2 3；* / :摩尔比
为：总氮 /总磷 ; "% / %+；<::得率（=）为：<::总氮含
量 /所用酪蛋白总氮含量 ; %$$。
%) #) # 制备 <::酶解工艺的优化
固定底物浓度 %$=（底物浓度过大时反应液粘度

大难以操作，浓度低欠经济，通过实验 %$=浓度较为
合适），在不同酶浓度、反应温度、反应 >?和反应时间
条件下，分析碱性蛋白酶对酪蛋白的水解作用，水解

程度以 %) $@’( / A *BC?溶液滴定体积（@(）表示。
%) #) " 制备 <::分离条件的优化
将上述最佳酶解条件下得到的水解液调至

>?+) !，离心除去沉淀，上清液分别调至不同的 >?，加
入 %) %= <B<( #（D / E）和 !$=（E / E）乙醇，室温放置不
同时间，离心得沉淀，经真空干燥得 <::产品。

# 结果与讨论

#) % <::产品评定指标
由于 <::功能性质（促进钙的吸收和利用）要通

过体外模拟或活体动物试验才能给予评定，因此功能

性质不适作为评定指标。<::的分子结构决定其功能
性质，但多肽的测定非常复杂，因此 <::的分子结构
也不可能作为评定指标。<::产品中的 * / :值较客观
地反映了 <::肽链的长短及磷酸基的密度，因酪蛋白
分子内含有磷酸基的数目是一定的，* / :值越小，则
产品中不含磷酸基的肽段被切除和分离得越多，<::
的肽链就越短、磷酸基密度、产品的纯度也就越高。因

此 * / :可作为 <::的特性指标。得率的大小与产品
量的回收及经济效益直接相关，也是一个重要的工艺

指标。得率不仅与酪蛋白的水解液中 <::的回收率有
关，还与产品的纯度和磷酸基密度密切相关。工艺优

化的目的应是生产有较低 * / :的 <::，同时具有较高
的得率。

#) # 制备 <::最适酶解工艺的确定
实验表明，当底物浓度为 %$=时，酪蛋白经碱性

蛋白酶水解制备 <:: 的最适酶反应体系为：酶浓度
%!$$. / 0底物（图 %）、反应温度 +!F（图 #）、>?%$) !
（图 "）、反应时间 %!$@58（图 +）。

图 ! 反应 "#与水解程度的关系
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图 $ 酶浓度与水解程度的关系

图 % 反应温度与水解程度的关系
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#) + ,-对 .//沉淀形成的影响
水解上清液是 .//和非磷酸化多肽（*//）的混合

物，混合物中各组分的结构、带电基团及等电点都有

所不同，因此用 .0.( # 1乙酸沉淀 .//时，不同沉淀
,-必将对制得 .//产品的组分（* 2 /）及得率有较大
的影响。,-对 .//沉淀形成的影响见表 %。

由表 %可见，在 ,-+) $时，* 2 /和得率都最低。由
于 .// 本身是一个混合组分，其等电点一般在
,-% 3 + 45 6，,-+) $离 .//分子等电点较近，所带负电
荷较弱，与钙离子形成的交联度较低，所以沉淀不完

全，得率较低。随着 ,-的升高，离 .//的等电点也越
远，其上的磷酸基解离度增强，.//分子与钙离子形成
较强的交联，使其得率上升。但随着 ,-的进一步上
升，.//分子侧链上的一些酸性基团及末端羧基也解
离带负电，使得交链状的 .//颗粒带较多的 *//中一
些较大的分子很易沉淀，因此出现了高 * 2 /却没有高
得率。由上表可看出，沉淀 ,-为 ") !时得到 .//产品
的 * 2 /较低，而得率最高。
#) " 沉淀时间对 .//沉淀形成的影响

将 .0.( # 及乙醇分别加入水解上清液（,-") !）
中，在室温放置不同时间后离心，所得 .//产品的 * 2
/和得率见表 #。

由表 #可知，延长时间有利于 .//与钙离子的交
联、絮凝沉淀。随着沉淀时间的延长，.//的 * 2 /值有
增大趋势，得率随着沉淀时间的延长而增大并趋于恒

定。结合 * 2 /及得率得出最适沉淀时间为 # 3 "7。
由以上的研究得出 #8$5 碱性蛋白酶水解酪蛋白

制备 .// 的最佳工艺为：底物浓度 %$!、酶浓度
%!$$9 2 :底物、反应温度 "!;、反应 /-%$) !、反应时间
%!$<=>、沉淀 ,-") !、沉淀时间 # 3 "7。在此工艺条件下
制得 .// 产品的 * 2 / 及得率分别为 ?) +5@ 和

%+) 5"@。
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图 ! 反应时间与水解程度的关系

表 " 不同沉淀 #$对 %&&沉淀的影响

,- * 2 / 得率（@）

+) $ !) 5! \) !%

$表 % 中数据为沉淀 #7所得值
\) $ %$) $8 %%) %#
?) ! \) #8 %#) $!
") ! ?) +% %#) 5!

# ?) #5 %+) +%

? ?) ?! %+) \!
" ?) +\ %+) 5$

沉淀时间（7） * 2 / 得率（@）

表 ’ 沉淀时间对 %&&沉淀的影响

$ ?) %! 5) \!
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