
《食品科学》!" #$$%，&’() ##，*’) +

大豆分离蛋白酶法有限水解

工艺过程及动力学分析

蛋白质经酶水解有助于改善其营养价值和功能性

质，从而拓宽其应用范围 , % -。在低水解度的条件下，水

解产物性质的改善主要体现在功能性质方面。因此，

有限水解作为改善含蛋白质食品质构特征的加工工艺

技术有着特殊的应用范围和意义。

在蛋白质水解过程中，产物质量控制对其应用性

能的影响是至关重要的。与其它方法相比，酶法工艺

具有条件温和，反应特异性强，以及较少发生副反应的

特点。从应用角度看，大豆分离蛋白来源丰富，较适合

做蛋白质水解物制备的原料。

蛋白质经酶水解过程受酶的种类以及水解过程条

件的影响。.(/0(012是一种非特异性蛋白质肽键内切
酶，主要作用于含有酪氨酸、苯丙氨酸及色氨酸的肽

键。以往研究认为 .(/0(012是一种很适合于蛋白质，如
345进行水解处理的蛋白酶 , # -。

有限水解产物由于其分子量分布介于蛋白质与低

聚肽之间，性能上表现出不同于两者的特征。对于有

限水解过程，从反应机理出发，结合有限水解过程的特

点，推导出符合实验数据的实验模型，对于加深对蛋白

质水解过程的理解是很有实际意义的。

本研究通过 67 8 1909法水解工艺，研究主要工艺
参数，包括酶与底物摩尔浓度比 , : - ; , 3 -和反应时间 9
对产物水解度及溶解性两项性能的影响规律。在实验

基础上通过理论分析，提出了相应的水解过程反应动

力学模型，为制备有限水解产物提供了水解过程相应

条件，可作为工艺相关操作依据。

% 实验材料和方法

%) % 实验材料
蛋白酶 .(/0(012 $) "<= *>&>公司产品，使用前测

定比活力 , ! -为 $) "+.? ; @A
大豆分离蛋白（345）三江食品公司产品，经测定，

蛋白质 B#) #%C，水分 !) D#C
紫外 8可见分光光度计 ?& 8 %#$ 8 $# 型，3EFG

@0HIJ公司
自动电位滴定仪 KL 8 #型，上海雷磁分析仪器厂
所用试剂均为分析纯

%) # 实验方法

刘粼 浙江工业大学生物与环境工程学院 杭州 !%$$%+

摘 要 采用 67 8 1909法在 67M) $，N O D$P条件下，以 .(/0(012酶对大豆分离蛋白进行有限水解处理，探讨了酶与底
物摩尔浓度比 , : - ; , 3 -和反应时间 9对产物水解度及溶解性的影响；研究了相应的有限水解（Q R") $）过程的动力学特
征。实验结果显示，控制主要影响因素为 ,: - ; , 3 - R$) +C，67M) $ 和 N O D$P条件下，在 #D@FS内可使产物的水解度 Q
达到约 ") $C，并且产物在酸性 67范围的溶解性明显改善。对实验结果的分析显示，水解过程中底物与酶之间的相互
作用引起酶的抑制和失活。在此基础上推导出底物存在临界浓度，在实验条件下，其值为 B") TT@A ; @(。
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%) #) % 水解过程 , -. , /010法 2 + 3 以蒸馏水配制底物

溶液，在 -.4) $及 5 6 7$8下预热 79:;，然后按比例
加入酶液。反应过程维持 -.和温度恒度。反应条件为
2 < 3 6 4$9= > 9(，-.4) $和 5 6 7$8。
记录不同时刻 0时，为维持反应体系 -.恒定而消

耗的碱液的 9(数。产物水解度，?，定义为蛋白质中被
水解的肽键的比例，由下式计算：

式中，@为所消耗的碱液的当量数；!为 ! , *. A

的平均解离度，实验条件下为 $) 4B；C-为蛋白质质
量，=；D0 为单位质量蛋白质肽键当量数，<EF 取
") "79GH > =。
%) #) # 产物溶解性测定 , 5IJ指数法 2 7 3

取水解液 %9(，!78下恒温 79:;，加入 +9( 5IJ
液，以 $) %9’( > K *1L.或 .I(调节 -.，摇匀，静置
%$9:;。在 +$$$M > 9:;条件下离心 79:;，#"7;9处测定
上清液中吸光度，从标准曲线计算 , *. #含量。以对

比样品做为空白。5IJ指数按下式计算：

式中，*%上清液中 , *.#含量；*#对比样中 , *.#

含量；* 5样品中总 , *. #含量的计算值。

# 理论分析

蛋白质酶法水解反应符合双底物顺序反应机

理 2 N 3，由以下几步反应过程组成。在水溶液中，第二步

反应为限速步骤，并且逆过程可忽略。

在有限水解条件下，相应反应速度为

在稳态下，有下列反应平衡式

又有，2< 3 O O P , % > P % 6 Q %R P , %O O P #)
因此R具有催化活性酶浓度

酶失活由游离酶与中间过度态结合而产生 2 " 3，即

其相应失活动力学方程为

又有，在有限水解条件下，2 < 3可近似为底物初浓
度。

因此，由式（+）和式（7）两端分别相比，整理得

对式（N）积分，得

因此得

实验目的是制备有限水解物，因此，实验条件的选

择以在 #79:;左右 ?值达到约 N) $S。在有限水解条件
下，底物浓度小于 BN9= > 9(时，产物水解度和酶与底
物摩尔浓度比之间基本上呈线性增加。根据实验结果，

选择底物浓度在一合适的固定水平，2 < 3 6 4$9= > 9(。

! 结果与讨论

!) %工艺参数对产物水解度的影响
!) %) %底物浓度对水解度的影响
实验条件下 ?随 2 @ 3的变化如图 %。

在 0 6 #79:;条件下的实验结果表明，在实验范围
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内，低 , - .条件下，产物的 /值均达到较高水平。这一现
象表明，此时酶对底物的作用程度还很低。因此，/
01) $2时为有限水解。当 , - .增加到约 3145 6 4(左右
时，/ 7 , - .关系曲线出现转折。
这一现象表明底物同时存在着促进反应速度和对

酶产生抑制的双重作用。在有限水解过程中，底物对

酶产生抑制及失活而引起活力下降是反应速度降低的

主要原因。

!) %) #酶浓度对水解度的影响
在低 , 8 . 条件下，当反应时间为 #94:;时，产物 /

值随 , 8 .的增加而明显升高。但过高 , 8 .条件下 /值的
变化程度趋于降低，图 #。

这一效应可能通过下列一种或几种途径形成：%、
多个底物分别与酶活性中心不同部位作用，导致酶不

能完成催化功能；#、产物中某些组分对酶产生抑制。
这一作用随反应时间及酶浓度而增加；!、随产物浓度
的增加，体系中有效底物与酶结合过程中阻碍作用增

大。

采取较低酶浓度具有以下有利特点：可以减少酶

用量，降低成本；在低酶浓度条件下，产物的水解度易

于控制，有利于保证产品品质的均一性。

!) %) ! 反应时间对水解度的影响
实验所得 /与 <的关系如图 !所示。

在不同的 , - .条件下，/均随 <而增加，而水解速度
则随之降低。反应时间较短时，/的增加较为明显。在
实验范围内，当 <超过 !$4:;后，水解速度快速降低，
即 /增加程度变得缓慢。
水解速度随反应时间而降低的可能原因有以下几

个方面：= % >随水解作用进行，可被酶作用的肽键数量
减少；= # >产物对酶的抑制效应随产物浓度而增大；= ! >
酶的变性失活随反应进行而加重。

在实验的 , - .范围内，第一个因素不是主要的。当
<达到 !$4:;左右时，体系中可被作用的肽键远未全部
水解。在反应时间较短时，反应速度较高。但随时间增

加，反应速度逐渐降低。此时，酶受抑制作用及由底物

或产物质子化所引起的 ?@ 变化都对反应产生影响，
水解速度因而降低。

!) # 产物水解度与溶解度的关系
在 ?@1) $ 条件下产物 / 值与 ABC 指数的关系如

图 +所示。
水解度对产物的溶解特性产生影响。未经水解作

用的蛋白质的 ABC指数为 +D) D2。实验结果显示，即
使是有限水解作用也可以显著改善其溶解性。这一效

应为产物在酸性食品中的应用提供了条件。

这一效应主要是由于水解作用降低了分子的体

积，增加了离子化基团的数量和分布。同时也破坏了

分子中疏水区域的结构，分子间相互排斥作用增加，提

高了其在酸性溶液中的分散稳定性 , " .。

!) ! 水解过程底物临界浓度求算
对式（D）积分，得

图 ! " # $关系曲线
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本书以保健食品概述和质量标准制订为起点，比较

系统的介绍了保健食品分析技术，涉及功能性成分分析、

卫生质量分析、剂型质量检验及原料的薄层层析检验，并

着重剖析了热点保建食品质量分析方法。

作者将国内外的先进分析技术与自己的实践经验融

为一体，在内容的写法上体现“求实”和“创新”，对每

类功能性成分分析，既有各种方法的概述，又有重点方法

的介绍。该书具有一定的先进性、科学性和实用性，可供

高等院校、科研单位参考，是保健食品开发、生产、管理、

质量检验部门必备的分析工具书。

该书由宓晓黎、钮伟民等编著，全书 ##! 千
字。定价每册 %!, - 元 .另加邮费 %, - 元 /，需书者
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地 址：无锡市钱荣路 0号，江苏省微生物研究所
邮 编：#%+$1! 联系人：袁建兴
电 话：$-%$ 2 --$$1#1

一书由江苏科学技术出版社出版
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由不同 7 8 9条件下的 4，5值求出相应的 =，<值，列于表
%。作 = > 7 8 9关系曲线，图 -。
可见在表中所列实验数据范围内，两者间有较好

的线性关系，即符合

= 6 ! ? " 78 9
利用线性回归方法求出 ! 6 $) $!00+， " 6

$) $$$!"，得两者间关系式
= 6 $) $!00+ 2 $) $$$!" 78 9
相关系数 # 6 2 $) ""##。
因此，得到

当 7 8 9*"1) 00@A B @(时，上式%$，水解反应不能
进行。因此，此值为实验条件下的底物临界浓度。

+ 结论

通过控制主要工艺参数酶与底物浓度比 7C9 B 789
和反应时间 5，可以调节对大豆分离蛋白水解作用的程
度，使产物的 4值在 D1) $范围内，即实现有限水解。
大豆分离蛋白经蛋白酶 E(F=(=G: $) 1H 有限水解

作用过程动力学符合关系式

! " #$% & ’() * + ,( -

在水解过程中，过高底物浓度会引起酶的抑制失

活作用，导致反应速率下降。因此，反应过程存在相应

底物临界浓度。实验条件下其值为 "1) 00@A B @(。
有限水解产物在低 ;I处的溶解性表现出明显改

善，为增强其功能性质，扩大应用范围提供了条件。
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