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大豆生理活性肽的研究(工)
——酶法水解的_T-艺

刘健敏， 钟芳， 麻建国
(江南大学食品学院，江苏无锡214036)

摘 要：研究了高水解度大豆多肽的制备和脱盐工艺，采用两种蛋白酶ASl．398和Alcalase水解

大豆分离蛋白制得水解度为10％～24％的大豆多肽．结果显示：在等电点沉淀分离多肽时，相同水

解度下，Alcalase酶水解产物的水解得率比ASl．398酶水解产物的水解得率高20％．采用

DA201一C大孔吸附树脂对水解液进行脱盐，得到了优化的吸附和解吸的条件．该条件下大孔吸附

树脂对水解液的吸附率为89．7l％，解吸率为72．30％．
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Soybean Bioactive Peptides(工)

——Technology of Enzymatic Hydrolysis

LIU Jian—rain， ZHONG Fang， MA Jian—guo

(School of Food Science and Technology，Southern Yangtze University．Wuxi 214036．China)

Abstract：The experiment was conducted to investigate the technology involving in utilizing ASl．

398 and Alcalase to hydrolyze SPI for preparing soybean polypeptides with DH of 10％～24％．

The result shows that when separated peptides under isoelectric point precipitation，the yield of

hydrolysates prepared by the action of Alcalase was 20％higher than that of ASl．398 at the same

I)H．The optimal condition for desahing with DA201一C macroporous resins was determined．

Under the optimal condition，adsorption ratio was 89．71％and desorption ratio was 72．30％．

Key words：soybean protein isolates；enzymatic hydrolysis；desalting

大豆蛋白质分子结构复杂，其相对分子质量大

多在10万以上，大多数分子内部呈反向phelix非

有序结构，分子高度压缩、折叠，大豆蛋白的三级结

构高度结构化，从而使得大豆蛋白质消化率和生物

效价不及牛奶、蛋等动物性蛋白[1]．蛋白质的酶解

是改善蛋白质特性的一种很好的方式，大豆蛋白质

经蛋白酶水解后生成大豆多肽和大豆寡肽，其氨基

酸组成和大豆蛋白质基本相同，但更易被人体消化

吸收．另外，大豆多肽还具有多种生理功能，日本的

一些学者现在已经从大豆蛋白水解产物中分离出

具有抗氧化性、降血压、降低胆固醇和预防骨质疏

松等疾病的肽段，并对短肽的一级结构进行了鉴

定∞]．大豆多肽的这些生理活性取决于多肽的相对

分子质量大小和氨基酸序列，而多肽的相对分子质
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量大小和氨基酸序列又与蛋白质水解所用的蛋白

酶种类和控制的水解度大小有关系．因此大豆蛋白

水解物通过选择不同种类的蛋白酶、控制水解度的

大小，可以得到具有不同生理活性的肽，这一领域

是目前国内外研究的热点．

在大豆蛋白酶解研究中，可供选择的酶有动物

蛋白酶、植物蛋白酶以及微生物蛋白酶三大类，其

中动物蛋白酶如胃蛋白酶、胰蛋白酶等价格昂贵、

副反应多，植物蛋白酶如木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶

来源少，效率低，都不适合工业化生产．而随着生物

技术的进步，微生物蛋白酶的生产技术日趋成熟，

价格逐渐降低，而且来源广泛，是一种比较理想的

酶源¨]．本实验采用两种微生物蛋白酶，即中性蛋

白酶ASl．398和碱性蛋白酶Alcalase作为水解大

豆分离蛋白的酶源，通过控制不同的水解度得到一

系列大豆活性肽溶液．本实验采用DA20卜C大孑L

吸附树脂对水解液进行脱盐，确定了脱盐的最佳工

艺条件，并初步试验了梯度洗脱对大豆多肽的分离

效果．

1材料与方法

1．1 材料

大豆分离蛋白：黑龙江三江食品公司产品；

ASl．398中性蛋白酶：无锡杰能科酶制剂公司产

品；ALCALASE碱性蛋白酶：丹麦NOVO公司产

品；DA20l-C大孔吸附树脂：江阴有机化工厂产品；

其它试剂均为分析纯

1．2方法

1．2．1 大豆分离蛋白的酶解方法 按一定的底物

浓度准确称取大豆分离蛋白于酶反应器中，加入适

量蒸馏水搅拌均匀．然后在90℃下热处理10 min，

冷却到酶反应温度后，用2 mol／L的NaOH溶液调

至酶反应所需pH值，依据所用酶的活力单位加入

一定蛋白酶，反应过程中不断滴加2 mol／L的

NaOH溶液，使pH值稳定在最适pH值．反应至一

定水解度后，用2 mol／L的HCl溶液调至pH值为

4．5，沸水浴灭酶10 min，冷却后3 000 r／rain离心

15 min取上清液，即得到黄褐色的大豆活性肽溶

液．该溶液经脱盐，浓缩，冷冻干燥后得到淡黄色的

大豆活性肽粉末．水解度的控制和计算采用

pH—Slal法⋯．

1．2．2水解液脱盐条件的优化

1)大孔吸附树脂的预处理：将一定量的树脂先

用无水乙醇浸泡24 h，然后用无水乙醇洗至220 nm

无吸收峰时，再用去离子水洗净后备用．

2)水解液的制备：按前面所叙述的酶解工艺，

用ASl．398酶制备I)H为12的水解液，其蛋白质

质量浓度为37．66 mg／mL．之后进行的所有吸附实

验均使用该水解液．

3)静态吸附实验：称取25 g湿树脂于250 mL

的锥形瓶中，加i00 mL水解液，25‘C恒温摇床180

r／min，不同时间取样用滤纸过滤的方法将树脂和

溶液分离，测定吸附液的蛋白质质量浓度，按下式

计算吸附率和吸附量．

吸附率=倒盟舔躺糕产煳。％
吸附量(mg／g)一

原液蛋白质质量一吸附液蛋白质质量

树脂质量

4)动态吸附和解吸实验：取洗净的吸附树脂

100 mL装柱，将水解液以100 mL／h的体积热量为

上柱，收集透过液，计算吸附率和吸附量．然后用去

离子水淋洗除去树脂表面的盐分，再用体积分数为

75％的乙醇以同样的流速洗脱，收集洗脱液，按下

式计算解吸率．

解吸率=可氮夜虿l凳器薯譬≤鼍晶毳曩‰×-。。％
2结果与讨论

2．1两种蛋白酶的最佳作用条件

作者在前期工作试验了5种常用的商品蛋白

酶对大豆分离蛋白的水解效果，初步筛选出两种蛋

白酶：中性蛋白酶ASl．398和碱性蛋白酶Alca—

lase．中性蛋白酶ASl．398是由枯草芽孢杆菌经深

层发酵制得，作用的肽键具有广泛的专一性，碱性

蛋白酶Alcalase是由地衣芽孢杆菌生产而得，该酶

的主要有效成分是一种内切酶．由于同种蛋白酶对

不同的底物具有不同的最适温度和pH值，作者确

定了两种蛋白酶作用于大豆分离蛋白的最佳作用

条件[5]，结果见表1．

衰1 ASl．398和ALCALASE的最佳作用条件

Tab．1 The best condition of ASl．398 and AIcalase hydrolaz-

ing SPI

2．2两种蛋白酶不同水解度的水解得率比较

由于具有生理活性的大豆多肽都是一些相对

分子质量较小的肽段，所以在酶解制备活性肽的工
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艺过程中，酶解之后将水解液的pH值调节到蛋白

质的等电点4．5，使没有水解的蛋白质和水解得到

的⋯些较长的肽段沉淀F来，而型在上溥渡中的那

些相对分子质量较小的肽段就是目标产物．由于不

同豹蛋白酶对大豆分离蛋囱的承解模式不同，水辩

所得到的肚段大小也不同，这可能导致最后上清液

中樽到的多肽数量有断差髯．作者按下式计算了两

种蛋白酶不同水解度的产品的最终蛋白质得率，结

果觅表2．

水解过程蛋白质褥率的t}算：

萤出质得率=类薹筹簧萋琶簧鳘簧萋軎麟×t。。％
寰2两种蛋白酶水解过程的蟹白质得率

lab。2 The yield of protein in course of hydrolysts

DH／％
蛋白质得率／蹦

ASl．398 Alca[asc

由表2可以看出．随着水解度的增大，蛋白质

的得率也增大，即水解液中褶对分子质量较小的可

溶性多肢增加了。而比较两种蛋白酶在阿一水解度

的蛋白质得率。Alcalase系列比ASl．398高20％．

这可能是匿为Alca|ase是内切酶，它水解得到的肽

段长度比较均匀，而ASl．398水解的肽键具有广泛

的专一睦，它东惩得刘翡肽段长度不～，其中一部

分相对分子质量较大而溶解度差，在离心过程巾沉

淀下来，使水解液的得率不高．

2．3大孔吸附树脂的静态吸附动力学过程

由于在酶解过程中为了保证反应过程的PH值

保持雨变，霈要不断加入NaOH溶液进行滴定。在

分离工序中要除去未水解的蛋白质还需加入盐酸，

溶涟会产生一定量的盐分(主要是NaC[)，嚣此，需

要进行脱盐处理．常用的脱盐方法有透析、纳滤等。

它们都箍根据盐离予和蛋白质分子的钼对分子质

量的差别进行分离的，而大豆多肽相对分子质量主

要在1 000以下，和盐离子的相对分子质量差别较

小，耨理不适台用透析、纳滤等方法。彝藏较常用的

方法有应用离子交换树脂和大孔吸附树脂进行脱

盐，丽其中太强暇孵树貉对多肽具有选择牲的暇

附，用乙醇等旃机溶剂洗脱也较为方便，而且利用

不同浓度的洗脱荆的极性不同，对吸附的多肽分于

能达到分步洗脱的效果．作嚣试用了几种常用的吸

附树脂，初步筛选出一种效果较好的1)A201 C大孔

暇辩树骣．

图l是DA201～C大孔吸附树脂静态吸附的动

力学盏线．可以看出，该衡脂对走再话性肽溶液的

吸附速率较快，在1 h内就达到总吸附量的75％左

右，8 h达到暇附甲衡时的吸附量是81．56 rag／g．大

豆活性肽溶液是小相对分子质最多肽的混合物，其

申台有大量的疏水性氨基酸，它们可以通过疏水性

作尾从水相吸附到书}}脂的酸水表面上，DA201 C大

孔吸附树脂属于非极性吸附数树脂，对舍有疏水性

基翻较多的大聂活性获溶液吸附效果较好，两且它

的比表面积比较大，为1 000～1 300 m2／g，这也是

影响吸附效暴的重要因素，而溶液中的其它无概盐

离子则不能吸附到树脂上，从而达到了对水解液脱

盐的效皋．

盎
b
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昏
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时阐，h

圈1 大毳吸附楗鹰转态吸跗的动力学曲线

Fig．1 The static state absorption dynamics gurvc or

DA20t-C rnacroporous resins

2，4大孔树糖的动态吸附

大孔吸附树脂的静态吸附特点箍吸附量较高，

瞧需要足量的承解渡，导致吸附率较低．两为了袋

得蛋白质尽蟥得到回收又需要有较高的吸附率，作

者试验了大孔吸附橱脂对水解液的动态驳驸，踱辫

曲线见图2．可以看出，当树脂用量为100 mI．时，穿
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透点的通液鼍为75 mI。即水解液的处理量小于75

mi，时可以达到i00％的吸附率而不发生穿透：当处

理爨为600 mL时，树脂接近饱和状态。

o 100 200 300 400 500 600 700

吸附流出液体藏，mL

重2失孔吸附撼脂的动态吸附曲线

Fig．2 The dynamic absorption curve of DA201、C

macroporous resins

在实际的脱盐工艺中，需要保持尽爨高的吸附

率，即在一定的树脂用量下，要选择一个合适的上

徉爨．取i00 m1．吸附瓣脂装桂，分别取水艇液75，

100，】25，150 n1L上柱，进行动态吸附实验；吸附完

看再用去离子水淋洗去徐树膳表露韵盐分，计算吸

附率和吸附量，结果见袭3．

寝3不同上样■的吸附效果

Tab．3 The absorption effect of varying ratio of hydrolysates

solution to r幅tn

从擞3中可以看出，随着上样量的增加，树脂

对水解渡的暇酹|率减小，两单位质量尉脂的吸附量

增加．上样量为75 mL时的吸附率只有89．71“，小

于前面动态吸附时的100％．这可能是在用去离子

戒淋洗时一部分与挝脂结台力较弱的肽段已经被

洗脱下来，使得吸附率有所下降．

2。s大孔吸附据膜的动态洗脱

大孔吸附树脂主要是通过表面的范蔼华力进

行物理吸附的，用极性溶剂乙醇作洗脱荆，被吸辩

的多肽很容易洗脱下来，洗脱过程也是吸附树脂的

再生过程．采用体积分数75％的工业乙醇，体积流

量100 mL／h，解吸曲线见图3．

从洗脱曲线可以肴出，体积分数75％的乙醇可

以较集中的在洗脱翦期将大部分多肽洗脱下来，前

600 ml。洗脱液的解吸率为72．30％，之后的洗脱速

率较缓慢，可能是一部分相对分子质量较大的组分

在乙醇中翦溶解度较低而不容易被洗脱下来，遮一

部分洗脱液可以留待下一周期套用．

洗脱液体积，mL

固3大A暇辩辨脂雏洗脱曲线

Fig．3 The desorplion curve of DA201一C macroporous

resir毽

遂过必上大}L吸瓣树脂的动态吸附和解吸实

验，最终确定的脱盐条件为：水解液上样量0．75 BV

(傣桂俸授)，埔6 BV孵体拣分数75％乙醇洗脱，漉

量1 BV／h．该条件下大7L吸附树脂对大厦活性肽溶

液的吸酣率为89．71％，解暇率为72+30％．

2．6大孔吸附树脂的动态梯度洗脱

由于不矧体积分数乙醇的极性不嗣，它舸与不

同藏水性的肽段亲幸拜力不同，那么利用不同体积分

数的乙醇进行梯度洗脱，就可能得到疏水性不同的

膝敬，而这些赋段的生理活性又与它们豹豌承牲是

密切相关的．所以作者推测用不同体积分数进行梯

度洗脱得到的不同组分可能具有不同的生理恬往．

为此，实验依次用体积分数25％，50％，75％和

100％的乙醇溶液进行洗脱，洗脱曲线见图4．

从圈中看出，依次增加洗脱液乙醇的体积分数

(25％～75蹦)．可以得到3个不同的组分(洗脱曲

线中的3个峰)，将洗脱液浓缩，骧于，褥刭每叶、维

分的质量，数据列见表4．在以后的研究王作中，可以

通过分橱这3个组分的氨蒸酸组成和它们的活{生太

小，来确定梯度洗脱是否能根据脯段的疏水性达到分

离的效果以及活性大小与肤段疏水性的关系，

表4梯度洗脱的3个缉分的得率

'lab．4 The yield of three portion by gradient desorption

弛

∞

m

0
一‘要∞巨『}穗嫌蚓餐峨皿糊繇习嚣
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舟 200 400 6辩800 1 000 1 200

滤麓壤捧积&旺

鞴4犬孔暇辩辩璇的蟪魔漶黼辩缝

Fig．4 The静adlettt desorption￡Hm挂DA201·C maccoporom；reslns

2，7失菇簿耩耱髯燕翻镁珲

太强挝膳缝过一个璃絮静骥驸髑躲啜篷爨嚣，

嚣蕊再生时才酊以继睡循环使用，再生的过稷和预

照耀籀溺+俸者考察了丈魏辚疆熊褥群蕊辩教果，

缭袋蹙表5．缀避lo淡嗽辩霸解啜静籀臻谴臻，擞

瓣麴骥辩蠢下雎揠攫较小。麓零趋乎稼建，谶髓

DA201一C大ik唆辫树腾矮套较姆的暖辫稳定性越，

西鞭长期稽环靛耀．

3照论

综上蔚逮，实验中斯凌鞠的掰静赞巍酶瓣夫豆

努建溪＆均意较强黪瘩锵能宓，蕊Alcalase酶酌承

辫得率更高，采用DA20I—c大孔暇酣树脂脱盏舶最

谴条转为，永解涟上襻爨0。75 BV(罐鳇棒积)，麓§

BV抟箨掇分鼗为7s嚣艺簿淡聪，涟鬈1 BV／h。谈
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实验 l匪黠擞／ 窭验 蠛酣量／

敬散 frog／g) 敬靛(mg／g)

i 39，54 6 39+嚣

2 3S。80 7 35，ii

0 40，00 8 34。71

4 34．30 9 39．49

S 34．22 10 37。8蜉
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