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牛乳酪蛋白的人乳化改性研究
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摘要 由 于牛乳酪蛋 白不 易为婴儿消化吸 收
,

通过对牛乳酪 蛋 白人乳化改性 的研

究
,

即运 用犊牛皱 胃酶的作用
,

减少牛乳 ��
� 一

酪蛋 白的量
,

使 户 酪蛋 白与 ��
� 一

酪 蛋

白的比例 由 原来的 �
�

� 提 高到 �
�

� 以上
,

从而接近 了人乳的 消化吸 收性
。

经人乳化

改性后的牛乳可适用 于新生婴儿配方乳的制造
。
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人乳是婴儿营养最理想的第一种食物
,

世界各国均大力提 倡母乳喂养
,

虽然从临床上讲

只有 � �的母亲不能哺乳
,

但是 由于种种原因而采取人工喂养的婴儿还很多
,

因而在相当长

的时期内
,

婴儿配方乳还需存在
,

这就必须研制适合婴儿食用的奶粉
,

改善其消化性
、

过敏性

及提高抗病力等
,

使其更接近母乳喂养
,

是使婴儿健康成长的一项重要课题
。

牛乳和人乳最难消除的差异是蛋 白质
,

表 � 人乳与牛乳的主要差异

它包括酪蛋白
、

乳清蛋白和免疫球蛋 白
。

两者

在酪蛋白上的差异见表 �
�

从表 � 可以看 出
,

牛乳和人乳的主要区

别是
�

相对于乳清蛋白
,

牛乳酪蛋白的含量高

得多 � 另外
,

人乳以 牌 酪蛋 白为主
,

��
一

酪蛋

成分 �蛋白质 �
每升乳中含量

人 乳 牛 乳

酩蛋 白 �� �

盯
一

西各蛋白

� 西各蛋白

�
�

�

痕量

�
�

� �

� � � � �

� � ��

白几乎不存在
,

而牛乳的电
一

酪蛋白含量很高
,

它包括 �� 一酪蛋 白
、

嘶
� 一

酪蛋白
、

��
� 一

酪蛋白等
。

牛乳 户 酪蛋白与
� �一 酪蛋 白的 比例仅为 ��  三��

。

研究表明川
,

正是 占 ��
一

酪蛋白达 �� � 的 甄
一

酪蛋 白使得牛乳不易被婴儿消化吸收
。

目前市场上的婴儿配方奶粉只是调整了牛乳乳清蛋白与酪蛋 白的比例
,

并未对酪蛋 白

进行改性
,

因而并未根本改善婴儿消化不 良情况
,

为此
,

对牛乳酪蛋白进行 人乳化改性就成

了迫切研究的课题
。
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� 实验材料和方法

�
�

� 实验原料和仪器

犊牛皱胃 无锡市黄巷牛奶场分场提供

鲜牛乳 无锡市马山牛奶场提供

��  ! 电泳成套试剂 上海化学试剂采购站提供

标准 月
一

� � �  �� 和 � � 一

� � � � �� � �� � � 公司提供

�� � 型分光光度计 上海第三分析仪器厂

� ��
一

离心沉淀机 涟水 电讯电机厂

� � �
一

� 电泳仪 北京六一仪器厂

垂直平板 电泳槽 北 京六一仪器厂

岛津 � �� 电泳扫描仪 日本岛津公司

� �  
一

� 光学显微镜 上海光学仪器厂

���
一

� �
一

� � 扫描电子显微镜 上海光学仪器厂

�� �
一

�� 机 ��� 公 司

�
�

� 实验方法

�
�

�
�

� 皱 胃酶的提取及活 力浏定方法 , 月

犊牛皱胃� 清洗� 细切� 浸提 �分三次�� 过滤� 透析� 干燥 � 皱 胃酶

皱 胃酶活力测定方法参考 � � �
�

�
�

�
�

� 酪蛋 白溶液浓度的 �� 定 酸沉淀酪蛋白重新溶解后
,

溶液的蛋白质浓度采用分光光

度法测定
。

用醋酸稀释样品后测得 � � �� � 下的吸光值
,

对照标准曲线
,

从而获得其浓度值
。

�
�

�
�

� 酪蛋 白的人乳化改性及优化实验比
� 」

酪蛋白溶液� 皱胃酶作用� 灭酶活� 离心分离� 上清液即为改性的酪蛋白

此改性实验采用响应曲面分析法 �� � � �优化
。

�
�

�
�

� 聚丙烯酸胺凝胶 电泳检 ��� ! 比
弓
司 改性后的酪蛋白溶液采用 ��  ! 电泳检测

。

其中

分离胶为 �
�

� �
,

浓缩胶为 �
�

� �
,

缓冲液为
‘

� �� �
一

��
,

以标准 ��
一

酪蛋白和 户 酪蛋白为对照
。

�
�

�
�

� 酪蛋 白的酸凝性质和 胃蛋 白酶水解性质的 ��� ! 定 参阅文献 � �」
�

�
�

�
�

� 扫描电镜测定酪蛋 白的结构 � � �
�

� 条件下获得的酩蛋白沉淀
,

用戊二醛固定
,

经

临界点干燥后
,

用扫描电镜观察它们的结构
。

� 实验结果与讨论

�
�

� 皱胃酶的提取及其凝乳活力

早在 � � 年代
,

人们就 从犊牛皱胃中提取分离出结晶态的皱 胃酶
,

到如今
,

皱 胃酶的提取

分离纯化的方法 已经相当成熟了
,

本研究并不要求用纯化的凝乳酶
,

仅要求其中不含 胃蛋 白

酶就可以了
,

因而用粗制的皱 胃酶也能取得较好的效果
。

犊牛皱 胃经提取
,

透析和 干燥 后得到 白色粉末状的皱 胃酶
,

该 酶经活力测定
,

效价 为

� � � � � 单位 � �
�

�
�

� 牛乳酪蛋 白的人乳化改性
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�
�

�
�

� 酪蛋 白改性 的结果 酪蛋白溶液添加一定量的钙离子
,

经皱 胃酶作用一定时间后
,

�任��侧祖崔健

有沉淀析 出
,

离心分离所得上清液
,

即为改性的

酪蛋白
,

用 �� �  凝胶 电泳检测
,

发现和原酪蛋

白相 比
,

��
� 一

酪蛋 白位置的 电泳谱带减弱 了许

多
,

而 户 酪蛋白位置的 电泳谱带强度则只略有

减小
。

这说明
,

经人乳化改性后的酪蛋 白已成功

地去除了大量的与 ��
� 一

酪蛋白
,

在此同时保留了

大部分的 户 酪蛋白
。

电泳图如图 �
�

为了获得理想的改性实验的条件与结果
,

作

者采用了响应曲面分析法 � � �  �进行改性优化
,

此优化设计的是三因素水平的 �� 个实验
,

其三

因素分别为加酶量
、

钙离子浓度和反应时间
。

其

三水平的代码分别为
”

�
” , ’‘

�’’
, “

一 �
“ ,

代码水平
’‘

��� 为最好的水平
,

即预实验结果最理想的中心条

件
。

这 巧 个实验的结果同样经电泳检测并定量

扫描
,

所得的 尽酪蛋白回收率与 ��
、一

酪蛋白的回

收率之 比作为响应值
,

经计算机处理后
,

得到回

归系数
、

� 值和等高图
。

� 值显示结果是可靠的
。

� �  方法的图形显示的是特定的响应面所对应

的 因素构成的一个三维空 间在二维平面上 的等

高图 �见图 � �
,

可以直观地反映各因素对响应值

曰日日日日日�日日日日尸�

样品

图 �

� � 强

〔三三弱

人乳化改性酪蛋白电泳图

样品 � 标准 夕
一

酩蛋 白

样品 � 标准与 � �
一

酩蛋白

样品 � 牛乳酩 蛋白

样品 � 人乳化改性的酩蛋白

夕夕夕
� �������

义义
�����

厂厂
� ���

抓抓抓
�������������

气气气气
一代逻逻

式式
���

一一一一一一一一一一 �
�

������
产产产产� � � 口尸 �������

次次次
� ����� � 了了

少少

�一任�喇谧具

衍衍衍衍
二二妥一一

‘� � � 一 ,,

杀杀杀尸尸尸尸
� �

一一一一一一一一一一一

一一一一一 一, � 、、、、

一一一一一, 、、、、、

厂厂厂�������
���

仇仇
刀刀刀刀 厂厂飞飞飞 ��

,,

��������� 钦钦骡
�����

� ����
愕愕愕

一

�
�

朋朋朋朋

��� 岁岁�����
�

贸贸贸贸贸贸

趁趁趁趁趁
一 � ���

犷犷犷一一一一一一一一一二多多多多���������������
������� ���������

�����任已�侧爱申被翁

加酶量�� ��

� � �

时间���  � �

�� �

图 � �  � 优化实验的部分等高图

在一定的反应时间 � �� � �� � 的条件下
,

钙

离子浓度和 加酶量对响应值的影响

� � � 在一定的钙离子浓度 � � � � �� � � � 的条件

下
,

加酶量和反应时间对响应值的影响
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的影响
。

经对这些等高图的分析
,

显示在最优的 � � 值
、

温度
、

钙离子浓度
、

酶量和反应时间

下
,

牛乳酪蛋白经人乳化改性后
,

可以使 户 酪蛋 白与 ��
, 一

酩蛋白的比例由原来的 �� � 左右提

高到 �
�

� 以上
,

与人乳相接近
,

同时
,

夕
一

酪蛋 白的回收率可达 ��  以上
,

总蛋 白质回收率可

达 �� �以上
,

人乳化后的酪蛋白溶液浓度为 � �
,

均比文献值图有所提高
。

表 � � �� 优化实验结果

序序 号 � , �� � �
·� � �� � � , � � 、

���

】
序 号 � , ‘� , “

。·� ‘� , “ ,‘气
���

��� � � � � �
�

� �
�

� ���

�
� � 

·

� ��
·

� �

一一

��� � �
�

� � �
�

� �
�

� ���

�
‘。 ‘”

‘

’ ‘,
’

‘ �
’

� ���
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�

� �  
�

� �
�

� ���

�
‘, � �

’

� ’�” �
‘

。���

��� �  
�

� �  
�

� �
�

� ���

�
‘“ ‘�

‘

’ ‘,
�

� 。
’

“���

��� � �
�

� �  
�

� �
�

� ���

�
‘� ’。

’

� ‘,
�

。 ‘
�

‘���

��� � �
�

� � �
 

� !
 

� ���

⋯
“ 6“ 5 ‘”

.
‘ 3

.

““

777 42.7 39
.
8 1.0777

⋯
’” ‘。

’

‘ ““ ‘ “
.
“匕匕

888 3 2
.
3 6 6

.
4 0

.
4 99999

价 月
一

酩蛋 白的刚文率 气
,

as

l 一

酩蛋 白的回收率

2. 2. 2 牛乳酪蛋 白人乳化改性的机理讨论 皱 胃酶作用于牛乳酪蛋白
,

一般是用来生产

干酪的
,

其有关理论 已相 当成熟
。

本文 只讨论关于皱 胃酶作用后
,

能够使 as
, 一

酪蛋 白大量沉

淀
,

而 浮 酪蛋白得到保留的机理
。

1) 酪蛋白的胶束结构 正常牛乳中的酪蛋白
,

大约 95 % 都是以胶束状态
,

呈粗糙的

球形粒子存在
,

分子量大约为 108
.
其胶束是 由许多称为逊胶束的亚单位构成

,

各个逊胶束

之间主要是 由胶体磷酸钙和疏水键结合在一起
。

维系着酪蛋 白胶束结构的成分 间的相互作

用
,

可归纳为如下三种[sj
:

一是 as
l一
召

一

和 K
一

酪蛋白与钙的相互作用

(a ) as
l一
酪蛋 白+ C a

Z+

一
沉淀

尽 酪蛋白+ C a
Z上

一
沉淀 (4 C 下不沉淀

,

35 C 下沉淀 )

K 一

酪蛋白 + C a
Z-

一
不沉淀

(b ) as
一

酪蛋 白 + K
一

酪蛋 白
—

形成复合物 (as
, 一

/
K

一 l)
尽 酪蛋白 + K

一

酪蛋白
一

形成复合物

(c) (as
, 一

酪蛋白 + K
一

酪蛋白)+ C a
Z宁

一
不沉淀 电一/ K 一

1一 10 )

甲
一

酪蛋 白 + K
一

酪蛋 白)+ C a
Z十

一
不沉淀

由于上述三 种作用力
,

酪蛋 白胶束状态稳定地存在于乳 中
,

其中 K
一

酪蛋白具有双亲媒

性
,

其一端是憎水的副 + K
一

酪蛋白
,

另一端是亲水的巨肤
。

根据 K
一

酪蛋 白的一级结构
,

这两

端间的分界点是 10 5 位的苯丙氨酸和 106 位的蛋氨酸之间形成的键 is]
。

K

一

酪蛋白的这种结

构决定了它对 气
1一
和 尽 酪蛋白的保护作用

,

这种保护作用的机制是 K
一

酪蛋白和 as
l
一户 酪

蛋白的复合物形成外壳
,

钙与 as
l一
和 户 酪蛋白的聚合物形成内心而构成酪蛋白胶束[8j

。

2) as

l 一

酪蛋白较多沉淀的机理讨论 要破坏酪蛋白胶束的稳定结构
,

并改变其中 夕
-

酪蛋白和 as
l一
酪蛋白的 比例

,

皱胃酶的作用是较理想的方法
。

皱 胃酶专一地进攻 K
一

酪蛋白

一级结构中 105 ~ 106 位之间的肤键
,

使 K
一

酪蛋白分解成两个碎片[8]
,

从而失去了对其它酪
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的影响
。

经对这些等高图的分析
,

显示在最优的 pH 值
、

温度
、

钙离子浓度
、

酶量和反应时间

下
,

牛乳酪蛋白经人乳化改性后
,

可以使 户 酪蛋 白与 as
, 一

酩蛋白的比例由原来的 0. 7 左右提

高到 3
.
0 以上

,

与人乳相接近
,

同时
,

夕
一

酪蛋 白的回收率可达 70 % 以上
,

总蛋 白质回收率可

达 50 % 以上
,

人乳化后的酪蛋白溶液浓度为 1%
,

均比文献值图有所提高
。

表 2 R SA 优化实验结果

序序 号 R , ( % ) R
·5 1

( % ) R , / R 、
111

】
序 号 R , ‘% , “

。·1 ‘% , “ ,‘气
...

111 100 64.3 1.5666

{

9 23· 4
1

7

·

6
1

一一

222 37.7 23.0 1.6444
1

‘。 ‘”
‘

’ ‘,
’

‘ 2
’

3 222

333 2
9

.

3 2 0

.

9 1

.

4
000

{

‘, 3 3
’

8 ’6” 2 ‘

。222

444 6 1
.
9 7 2

.
3 0

.
8 666

}

‘“ ‘5
‘

’ ‘,
.

5 。
’

“666

555 9 2
.
9 7 1

.
6 1

.
3 000

}

‘3 ’。
’

5 ‘,
.
。 ‘

.
‘555

666 4 7
.
7 2 7

.
7 1

.
7 222

⋯
“ 6“ 5 ‘”

.
‘ 3

.

““

777 42.7 39
.
8 1.0777

⋯
’” ‘。

’

‘ ““ ‘ “
.
“匕匕

888 3 2
.
3 6 6

.
4 0

.
4 99999

价 月
一

酩蛋 白的刚文率 气
,

as

l 一

酩蛋 白的回收率

2. 2. 2 牛乳酪蛋 白人乳化改性的机理讨论 皱 胃酶作用于牛乳酪蛋白
,

一般是用来生产

干酪的
,

其有关理论 已相 当成熟
。

本文 只讨论关于皱 胃酶作用后
,

能够使 as
, 一

酪蛋 白大量沉

淀
,

而 浮 酪蛋白得到保留的机理
。

1) 酪蛋白的胶束结构 正常牛乳中的酪蛋白
,

大约 95 % 都是以胶束状态
,

呈粗糙的

球形粒子存在
,

分子量大约为 108
.
其胶束是 由许多称为逊胶束的亚单位构成

,

各个逊胶束

之间主要是 由胶体磷酸钙和疏水键结合在一起
。

维系着酪蛋 白胶束结构的成分 间的相互作

用
,

可归纳为如下三种[sj
:

一是 as
l一
召

一

和 K
一

酪蛋白与钙的相互作用

(a ) as
l一
酪蛋 白+ C a

Z+

一
沉淀

尽 酪蛋白+ C a
Z上

一
沉淀 (4 C 下不沉淀

,

35 C 下沉淀 )

K 一

酪蛋白 + C a
Z-

一
不沉淀

(b ) as
一

酪蛋 白 + K
一

酪蛋 白
—

形成复合物 (as
, 一

/
K

一 l)
尽 酪蛋白 + K

一

酪蛋白
一

形成复合物

(c) (as
, 一

酪蛋白 + K
一

酪蛋白)+ C a
Z宁

一
不沉淀 电一/ K 一

1一 10 )

甲
一

酪蛋 白 + K
一

酪蛋 白)+ C a
Z十

一
不沉淀

由于上述三 种作用力
,

酪蛋 白胶束状态稳定地存在于乳 中
,

其中 K
一

酪蛋白具有双亲媒

性
,

其一端是憎水的副 + K
一

酪蛋白
,

另一端是亲水的巨肤
。

根据 K
一

酪蛋 白的一级结构
,

这两

端间的分界点是 10 5 位的苯丙氨酸和 106 位的蛋氨酸之间形成的键 is]
。

K

一

酪蛋白的这种结

构决定了它对 气
1一
和 尽 酪蛋白的保护作用

,

这种保护作用的机制是 K
一

酪蛋白和 as
l
一户 酪

蛋白的复合物形成外壳
,

钙与 as
l一
和 户 酪蛋白的聚合物形成内心而构成酪蛋白胶束[8j

。

2) as

l 一

酪蛋白较多沉淀的机理讨论 要破坏酪蛋白胶束的稳定结构
,

并改变其中 夕
-

酪蛋白和 as
l一
酪蛋白的 比例

,

皱胃酶的作用是较理想的方法
。

皱 胃酶专一地进攻 K
一

酪蛋白

一级结构中 105 ~ 106 位之间的肤键
,

使 K
一

酪蛋白分解成两个碎片[8]
,

从而失去了对其它酪
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的影响
。

经对这些等高图的分析
,

显示在最优的 pH 值
、

温度
、

钙离子浓度
、

酶量和反应时间

下
,

牛乳酪蛋白经人乳化改性后
,

可以使 户 酪蛋 白与 as
, 一

酩蛋白的比例由原来的 0. 7 左右提

高到 3
.
0 以上

,

与人乳相接近
,

同时
,

夕
一

酪蛋 白的回收率可达 70 % 以上
,

总蛋 白质回收率可

达 50 % 以上
,

人乳化后的酪蛋白溶液浓度为 1%
,

均比文献值图有所提高
。
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,
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,
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。
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,
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,

呈粗糙的

球形粒子存在
,
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,
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之间主要是 由胶体磷酸钙和疏水键结合在一起
。
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用
,

可归纳为如下三种[sj
:
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不沉淀

由于上述三 种作用力
,

酪蛋 白胶束状态稳定地存在于乳 中
,

其中 K
一

酪蛋白具有双亲媒

性
,

其一端是憎水的副 + K
一

酪蛋白
,

另一端是亲水的巨肤
。

根据 K
一

酪蛋 白的一级结构
,

这两

端间的分界点是 10 5 位的苯丙氨酸和 106 位的蛋氨酸之间形成的键 is]
。

K

一

酪蛋白的这种结

构决定了它对 气
1一
和 尽 酪蛋白的保护作用

,

这种保护作用的机制是 K
一

酪蛋白和 as
l
一户 酪

蛋白的复合物形成外壳
,

钙与 as
l一
和 户 酪蛋白的聚合物形成内心而构成酪蛋白胶束[8j

。

2) as

l 一

酪蛋白较多沉淀的机理讨论 要破坏酪蛋白胶束的稳定结构
,

并改变其中 夕
-

酪蛋白和 as
l一
酪蛋白的 比例

,

皱胃酶的作用是较理想的方法
。

皱 胃酶专一地进攻 K
一

酪蛋白

一级结构中 105 ~ 106 位之间的肤键
,

使 K
一

酪蛋白分解成两个碎片[8]
,

从而失去了对其它酪
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了它的酸凝性质
,

也易于被胃蛋 白酶水解
,

从而使得改性后的酪蛋白的消化吸收性得到了很

大的改善
。

用这种经处理的牛乳酪蛋白添加脱盐乳清来制造婴儿配方乳
,

在蛋 白质上更加接

近了人乳
,

使婴儿更易于消化吸收
,

用于新生婴儿喂养
,

将可大大提高婴儿人工喂养的质量
。

因此
,

酪蛋白酶改性的研究和推广将具有深远的意义
。
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