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摘!要!用5(6,(,78水解酪蛋白!用9*:;法监测酪蛋白的水解度"<=#!运用纳滤技术改善产品
质量$同时还研究了不同!*%!>"摩尔比#的?>>"酪蛋白磷酸肽#结合钙离子和亚铁离子的能力)结
果表明!用5(6,(,78酶可以使酪蛋白的水解度"<=#达到#4@!!$@!9*:;法可以明显减少碱的
引入!从而降低?>>产品的灰分含量)截留相对分子质量为#2$的纳滤膜可以适当的降低?>>产
品的!*%!>!改善产品质量!而且能达到0$@的总氮回收率$在<=为!$@左右!!> 基本上没有损
失)该工艺适合于工业化生产较高!*%!> 的?>>产品)!*%!> 较低的?>>结合钙的能力好于!*%!>
较高的?>>产品$?>>也可以抑制亚铁离子的沉淀)
关键词!酪蛋白磷酸肽$碱性蛋白酶$9*:;法$纳滤$结合钙
中图分类号!A224). 文献标识码!5
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!!酪蛋白磷酸肽!?>>"是以牛奶酪蛋白为原料#
经过蛋白酶水解#再分离纯化后得到的含有磷酸丝
氨酰基的肽)?>>的核心部位由"个磷酸丝氨酸残
基组成一个/;8S!>"/残基簇#后面紧接着!个/J(E/
残基)?>>被称为钙促进因子$#!!%#能通过增加无
机铁的溶解性促进铁在肠道中的吸收)
!!工业制备?>>的方法有钙/乙醇沉淀法&膜分
离法和离子交换法$"%)作者采用 5(6,(,78水解酪蛋
白并运用纳滤技术得到?>>产品#并将此工艺与
钙/乙醇沉淀工艺进行比较’还研究了各级?>>的
结合钙和亚铁离子的能力#从而评价该新工艺的特
点和可行性)

B!材料与方法

BCB!材料与仪器
酪蛋白(食品级#绿宝石乳业集团公司提供’

5(6,(,78PJ![%\(*’T’公司产品!5);]!0$$"’
纳滤膜 *P!3$/!2%$(南京化工大学膜科所产品’

X1;/!#2型离子活度计(上海雷磁厂生产’钙离子选
择电极(上海雷磁厂生产)
BCD!工艺流程
膜分离法生产?>>的工艺路线(

酪 蛋 白

5(6,(,78水解
9*:;

"########
法检测水解度

酪 蛋 白 水 解 液 "##
纳滤

"####
喷雾干燥

?>>产品

乙醇钙沉淀法工艺路线(

酪蛋白

胰酶水解

X=/7R,R
"########

法检测水解度
酪蛋白水解液 "#####

乙醇钙沉淀

"##
干燥
?>>产品

BCE!分析与测定方法

B)E)B!总氮的测定!半微量凯氏定氮法$%%)
B)E)D!灰分的测定!灼烧法$%%)
B)E)E! 总磷的测定 ! ’̂SSH7’- 快速微量定
磷法$2%)
B)E)F!水分质量分数的测定!干燥法)
B)E)G!?>>质量分数测定!乙醇钡沉淀法!荷兰
公司提供")
B)E)H!水解度的测定!9*:;法$4%)
B)E)I!?>>产品结合钙能力的测定!利用X1;/
!#2型离子活度计和钙离子选择电极测定游离钙的
质量浓度)结合钙质量浓度]总钙质量浓度_游离
钙质量浓度$3%)
B)E)J!?>>阻止亚铁离子沉淀效果的定性测量!

根据文献$3%中测定?>>阻止磷酸钙沉淀效果的方
法并作改进)在反应器中加入适量$[#W’()\的

*,=!>C% 和?>>#使得两者在2$$W\反应体系中
浓度分别为0WW’()\和质量浓度$#%$$##!$$
WL)\)溶液保温到 !2 ‘ 后加入 $[# W’()\ 的

P8;C%溶液#使得P8!a浓度为0WW’()\且反应体
系中!!P8"b!!>"]#b#)其中#>指由 *,=!>C%
所提供的以不同离解状态存在的磷酸根中的磷)此
时立即用$[#W’()\的 *,C= 将反应体系X= 调
到3[!#并不断滴加$[#W’()\的*,C=使得体系
的X=保持在3[!时)从调节X= 即开始计时#X=
调到3[!约需!WH-#从!WH-开始记录$[#W’()\
的*,C=的消耗量)以时间为横坐标#$[#W’()\
的*,C=的消耗量为纵坐标作图$3%)

D!结果与讨论

DCB!?’9&’&/.取代胰酶水解酪蛋白
图#是酪蛋白水解度进程曲线#用9*:;法监

测水解度)从图上可以看出#5(6,(,78表现出了较强
的水解能力#当水解时间接近2G时水解度已达到

#4@)
与胰蛋白酶相比#5(6,(,78有以下!个优点(

图B!酪蛋白在?’9&’&/.的作用下水解度曲线

=+3CB!KL9#$-."(9&/.+%416$"’1M.6:1?’9&’&/.
注(水解温度(4$‘’水解起始X=(0[2’c);]"4M)dL’酪蛋白质量

浓度(!$L)Q\

!!#"在各自的最佳反应条件下#5(6,(,78对酪蛋
白的水解能力要比胰蛋白酶强#胰蛋白酶水解酪蛋
白的水解度一般只能达到#!@#而5(6,(,78水解度
则可以达到#4@!!$@)
!"5(6,(,78较胰蛋白酶便宜)

DCD!<;NO法代替>LP/0&0法监测酪蛋白水解过程
与X=/7R,R法相比#9*:;法监测水解度有以

下"个优点(

#"X=/7R,R法为了控制X=值到酶的最佳反应

X=值0)2#在整个水解过程中加入碱’而用9*:;
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法监测酪蛋白水解度则仅在水解前加碱调节体系

的X=值到酶的最佳反应X=值!这样9*:;法就
节省了碱的用量)
!"9*:;法测得的水解度要比X=/7R,R精确!
见图!)

图D!>LP/0&0法和<;NO法测定酪蛋白水解度比较

=+3CD!<4.9"Q>&$+/"%"(KL"(9&/.+%6.0.$Q+%.6:1

>LP/0&0Q.04"6&%6<;NOQ.04"6

!!由图!可以看出!用9*:;法测得的水解度比

X=/7R,R法测得的水解度小一些!原因可能是X=/
7R,R法所使用的碱一部分用于和酪蛋白溶液中其他
的阳离子结合生成溶解性较差的碱而消耗了碱的

用量)
""9*:;法可以明显的降低?>>产品中灰分
的质量分数!见表#)由表#可以看出#

$#"!种方法所得到产品的灰分质量分数有着
明显的差别!9*:;法监测酪蛋白水解度所得产品
的灰分质量分数是X=/7R,R法所得到的产品的一
半)?>>作为一种功能性食品!灰分的质量分数不
能太高!而用 9*:;法得到的?>>的灰分质量分
数和荷兰公司产品的灰分质量分数相当$荷兰公司
的?>>产品的灰分质量分数为2)3@")

$!"两者除灰分质量分数不同外!!*%!> 和*的
得率都差不多!这表明9*:;法完全可以替代X=/
7R,R法)

表B!不同水解度监测方法所得788产品成分比较!>LP/0&0法 和<;NO法"

<&:CB!<4.9"Q>&$+/"%"(04.7889"Q>"%.%0/>$"6#9.6:16+((.$.%0KL9"%0$"’Q.04"6/!>LP/0&0Q.04"6&%6<;NOQ.04"6"

9*:;法
纳滤前
液体

纳滤后
液体

纳滤前
固体产品

纳滤后
固体产品 X=/7R,R法

纳滤前
样品

纳滤后
样品

喷雾干燥
样品

!*%!> "!)4 !2)# "!)3 !%). !*%!> "!)! !!)3 !!)3

*的得率%@ .2)2 3.)" 3.)" 3.)" *的得率%@ #$$)$ 0!)0 0!)0

>的得率%@ #$$)$ #$$)$ #$$)$ #$$)$ >的得率%@ #$$)$ #$$)$ #$$)$

=!C质量分数%@ 4)# %)% =!C质量分数%@ !)"

灰分质量分数%@ 2). 2). 灰分质量分数%@ #$)"

?>>质量分数%@ #2)% ?>>质量分数%@ !!)#

!注#!*%!>#产品中磷酸丝氨酸残基的密度!!*%!> 愈低!磷酸丝氨酸残基密度越高&?>>质量分数#?>>样品溶液经等电点处
理!使部分酪蛋白水解物沉淀!后离心得到上清液!再经乙醇钡沉淀之后得到的沉淀干重占?>>样品干重的百分比)

DCE!纳滤技术取代乙醇钙沉淀法改善产品质量
纳滤膜用于本工艺的目的主要是滤去一些短

肽和游离氨基酸!适当的降低!*%!>!代替乙醇钙沉
淀法改善产品质量)对该项技术的要求是 *的回
收率要高!>最好不要损失)
D)E)B!透过液中短肽及氨基酸的流走情况!收集
纳滤透过液体!浓缩干燥后测定其中的主要成分!
结果见表!)
!!由表!可以看出!在纳滤过程中!>基本上没有
损失!透过液中存在游离氨基酸和短肽)
D)E)D!纳滤改善产品的质量!由表#可以看出!
纳滤后得到?>>产品的!*%!> 有了一定的降低!产
品质量有了一定改善)虽然!*%!> 较乙醇钙沉淀法

得到的?>>产品的!*%!> 要高!但是纳滤过程能耗
低’回收率高!不会因为引入钙离子而增加灰分含
量!适合于工业生产)乙醇钙法能耗大!引入钙!而
且乙醇的回收也较困难)因此用纳滤取代乙醇钙沉
淀法改善?>>产品质量的工艺很有前途)

表D!透过液经过冷冻干燥后成分分析

<&:CD!?%&’1/+/"(9"Q>"%.%0/+%>.$Q.&0.6/"’#0+"%&(0.$

($..M+%36$1

成 分 质量分数%@

> $)$#

游离氨基* !)!"

蛋白质 "4)"$
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DCF!788样品体外功能实验

D)F)B!不同!*!!> 的?>>样品成分分析!用不同
的生产工艺制得各级?>>产品!其主要成分分析见
表")

表E!不同!;!!8 的788成分分析

<&:CE!?%&’1/+/"(9"Q>"%.%0/+%788A+046+((.$.%0!;!!8
"Q"’&$$&0+"#

样品号 ?>># ?>>! ?>>" ?>>%

!*"!> "!)% !%)23 ##)%3 #$)!2

?>>质量分数"@ #2)%$ !#)$% %")"$ %%)$$

=!C质量分数"@ 4)$3 2)02 ")!4 ")#3

灰分质量分数"@ 2).# #$)0$ #2)3$ #4).#

?,!a质量分数"@ #)2. #)42

!!?>>#是用 5(6,(,78水解酪蛋白#9*:;法监
测水解度$后的酪蛋白水解液直接喷雾干燥所得到
的产品%?>>!是用 5(6,(,78水解酪蛋白#X=/7R,R
法检测水解度$后的酪蛋白水解液经过纳滤之后得
到的喷雾干燥产品%?>>"!?>>%是用 5(6,(,78水
解酪蛋白#X=/7R,R法检测水解度$后的酪蛋白水解
液经过乙醇钙沉淀得到的真空干燥产品)
由表"可以看出!各级?>>产品的?>>质量

分数随着!*"!> 的降低而增加%?>>#的灰分质量分
数最低!?>>#!?>>!中基本上没有钙!由乙醇钙沉
淀法得到的?>>产品灰分质量分数很高!钙的质量
分数也很高)
D)F)D!不同?>>产品结合钙的能力与产品!*!!>
之间的关系!用XU7/!#型离子活度计和钙离子选
择电极测定不同!*"!> 的?>>在不同温度&X= 条
件下的游离钙&总钙!分析结果见表%)
!!?>>"!?>>%的总钙质量浓度与?>>#!?>>!
的不同是因为?>>"!?>>%产品中本身带有一定的
钙)测定体系的体积均为2$W\!加入各级?>>的
质量浓度均为%WL"W\)
由表%可以看出!在相同的温度和X=条件下!

各?>>样品的结合钙的量随着!*"!> 的降低而增
大!这说明磷酸基的密度是?>>样品结合钙能力的
关键指标之一)磷酸基的密度越高!肽链上负电荷
的密度越高!结合钙的能力就越强)对于每一种

?>>产品!在相同的的X= 条件下!结合钙的能力
随着温度的升高而降低!这可能是因为随着温度升
高!?>>分子与钙的结合力减小!因此结合钙的含
量降低)在相同的温度下!每一种?>>产品的结合
钙的量都随着X= 值的升高而增大!这可能是因为

随着X=的升高!?>>分子中所带的负电荷增多!
因此结合钙离子的能力就越强!?>>结合钙的量也
随之增加)

表F!不同788产品结合钙能力比较

<&:CF!<4.9"Q>&$+/"%"(6+((.$.%0788>$"6#90/"%9&’9+#Q

:+%6+%3&:+’+01

样品 !*"!> ##总钙$"

#WL"\$

##结合钙$"#WL"\$

X=3)$
"2‘ !2‘

X=3)%
"2‘ !2‘

?>># "!)% %%2)# !$$)$!"3)#!2")" "$3)#

?>>! !%)2. %%2)# !#%)4!0#)#"$!)% "!2)3

?>>" ##)%3 2$0)3 "".)""%#)3"4#)" "02)!

?>>% #$)!2 2##)# "%#)3"%3)#"4")2 "0.)$

D)F)E!?>>阻止亚铁离子沉淀的效果!通过?>>
延缓P8!a测定的时间来反映?>>结合P8!a的效果
见图")

图B!788阻止亚铁离子测定效果

=+3CB!?:+’+01"(788B"%+%4+:+0+%35$"%"!#

注’!2‘!!#P8!a$b!#>$]#b#时?>>#阻止亚铁离子沉淀效果

!!由图"可以看出!#!$$WL"\的?>>#延缓亚
铁离子沉淀的时间达到0$WH-以上)据报道!钙离
子是?>>结合亚铁离子的竞争抑制剂!对于缺铁的
人来说!补钙会加剧缺铁的程度(.))

E!结!论

!!#$用5(6,(,78可以使酪蛋白的<=达到#4@

!!$@%9*:;法可以大幅度降低?>>产品中的灰
分含量%截留相对分子质量为#2$的纳滤膜可以适
当的降低!*"!>!改善产品质量!*的回收率能达到

0$@!>没有损失)
!$由于省去乙醇钙沉淀步骤!而纳滤本身所需
压力小&纳滤温度低&能耗小!因此纳滤膜分离法可
应用于工业化规模生产?>>)
膜分离法生产出来的?>>的!*"!> 较高)据报

道!并非!*"!> 越低越好!磷酸丝氨酸残基以外的氨
基酸残基对 ?>> 的功能性质也起着一定的作

!. !!!!!!!无!锡!轻!工!大!学!学!报!!!!!!!!!!!第!"卷!
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用!#$")因此#没有必要生产!*$!> 太低的?>>)作者
所在的实验室研究得出的工艺就比较适合于大规

模%!*$!> 较高的?>>产品的经济生产)

"&!*$!> 较低的?>>产品结合钙的能力好于

!*$!> 较高的?>>产品)?>>也可以抑制亚铁离子
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