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牛骨胶原蛋白酶解工艺优化及结构特性分析
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摘要!为研究前期纯化的特异性降解牛骨胶原蛋白的胶原蛋

白酶'

P̀X

(对牛骨胶原蛋白的酶解工艺!以水解度为响应

值!在单因素试验基础上通过五元二次正交旋转组合试验!

确定最佳酶解工艺为&反应温度
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"牛骨胶原蛋白添加量
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P̀X

添加量
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"反应时间
$E

"

M

V$7:

!该工艺条件下水解度为
<;7'5?

#采用紫外光谱

'

C=

("荧光光谱'

aP

("傅里叶红外光谱'

aD)bR

("扫描电镜

'

P(S

(对牛骨胶原蛋白及其产物进行结构特性分析#通过

C=

分析表明
P̀X

酶的降解作用破坏了牛骨胶原蛋白的三

股螺旋结构!游离出大量的氨基酸%

aP

分析表明牛骨胶原蛋

白分子表面
X

!

_

"

X_%V

!

"

X__V

逐步增多!胶原蛋白肽

中生色基团分布也随之发生变化%

aD)bR

分析可知牛骨胶原

蛋白经降解后的胶原蛋白肽的肽链上)

%V

\

!

)排斥作用逐

渐减弱!主要以
#

)

转角为主%

P(S

表明酶破坏了牛骨胶原蛋

白的表面分子结构!使其变得疏松#

关键词!牛骨%胶原蛋白%酶解%结构特性
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近年来$随着人们对肉制品需求的增加$其副产物&&&

动物骨骼的加工利用受到研究学者的广泛关注%动物骨骼

中含有如蛋白质+氨基酸+矿物质+软骨素+骨胶等具有保健

作用的功能物质)

#

*

$其所含的蛋白质中$胶原蛋白占到
'"?

以上$能够促进人体皮下组织的代谢功能$还可以延缓衰

老)

!

*

%但胶原蛋白具有特殊的三股螺旋结构$难以被人体消

化吸收%而胶原蛋白肽是胶原的三股螺旋结构中分子链被

断开形成的小分子蛋白$是一类具有较强的水溶性+蛋白含

量高且黏度较低+极易被人体吸收的产物$具有抗氧化+降血

压+降血脂的功能特性)

<Q:

*

%

目前多数研究学者将微生物与骨胶原相结合进行发酵

降解$如张宇等)

$

*的研究表明采用红曲菌与米曲菌复合发酵

猪骨能够较好地降解骨胶原(彭慧莉)

9

*采用乳酸菌发酵猪骨

泥$有效提升了其利用价值%有学者研究发现$与微生物发

酵法相比$酶解法降解骨骼时间短$效率高$更适合应用到实

际生产$如蔡丽华等)

5

*将碱性蛋白酶作用到牛骨来制备降压

肽(赵妍嫣等)

'

*采用胰蛋白酶作用于骨胶原$结果表明与胶

原蛋白相比$酶解后的蛋白肽有更好的乳化性和溶解性(

hE+2

A

T4E+/

等)

#"

*将牛骨胶原通过
$

种常规蛋白酶处理与

";



未处理的进行对比发现$处理后的产物胶原蛋白肽可以降低

血压%但这些研究所采用的蛋白酶对骨骼的降解程度仍未

达到较佳的工业利用价值%本课题组前期曾纯化出了具有

特异性降解牛骨胶原蛋白的胶原蛋白酶!

/̀21)6

M

18,J,88/--+)

A

12+61

$

P̀X

#$较其他蛋白酶其对牛骨胶原蛋白有更好的降

解效果%本研究拟对胶原蛋白酶酶解牛骨胶原蛋白的工艺

进行优化$并进行结构特性分析$为今后的工业化生产提供

理论依据%

#

!

材料与设备
#7#

!

材料与试剂

新鲜牛骨头"购买于河南省洛阳市大张购物中心(

溴化钾+乙醇+

<)

甲氧基
);

3

)%

$

%)

二甲氨基黄酮+甲醛"

分析纯$天津市德恩化学试剂有限公司%

#7!

!

仪器与设备

高速冷冻离心机"

V#$:"

型$湖南湘仪实验室仪器开发

有限公司(

M

V

计"

WVP)<X

型$上海精科有限公司(

荧光分光光度计"

Ra):<"#WX

型$日本岛津有限公司(

紫外可见分光光度计"

C=!$""

型$日本岛津有限公司(

aD)bR

红外光谱仪"

W1HG12ZU9!""

型$德国
H̀4f1H

公司(

扫描电镜"

>PS)bD:""

型$日本
>1/-

有限公司%
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!

方法

#7<7#

!

牛骨胶原蛋白的制备
!

将新鲜采购的牛骨骼除去表

面牛肉纤维$在高温高压下蒸煮
!"*,2

后将其分成颗粒$采

用乙醚回流脱脂!

;"@

#$

"7;5?

盐酸脱钙$骨粒径为
:**]

#"**

$提取胶原的介质为
#?

柠檬酸和
#?

胃蛋白酶复合

液%经真空冷冻干燥获得牛骨
b

型胶原蛋白)

##

*

%

#7<7!

!

P̀X

酶的制备流程

!

#

#菌种发酵培养基"蔗糖
#

A

'

#"" *B

$胰蛋白胨

!
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$氯 化 钙
"7":

A

'

#"" *B

$磷 酸 二 氢 钠

"7":

A

'

#""*B

$磷酸氢二钾
"7!:

A

'

#""*B

$

M

V

值
$7$

"

$75

%

!

!

#将活化好的
M=E;@;0I S̀ B#<)C

菌株在
<: @

$

#$"H

'

*,2

的条件下连续发酵
;$E

$收集发酵液
#!"""H

'

*,2

$

;@

离心
!:*,2

$收集上清液即为
P̀X

酶的粗酶液$将其依

次通过硫酸铵分级沉淀+

Z(U()P1

M

E+H/61a+6Ga-/0

离子交

换层析+

P1

M

E+L1. c)#""

凝胶层析$最终得到分子量为

:!fZ+

的
P̀X

酶%

#7<7<

!

P̀X

酶解牛骨胶原蛋白的酶解工艺
!

向牛骨胶原蛋

白中加入适量的
P̀X

酶$调节
M

V

值$置于恒温培养摇床中

进行酶解反应$反应结束后
'"@

灭酶
#:*,2

$

#!"""H

'

*,2

离心
#:*,2

$将上清液干燥后得到胶原蛋白肽%

酶解液中水解度的测定"采用甲醛滴定法)

#!

*

%

#7<7;

!

P̀X

酶解牛骨胶原蛋白的工艺优化

!

#

#单因素试验"主要选取影响酶解反应的
:

个因

素)
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$反应温度!
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97"
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57"
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#%

固定酶解参数为"反应温度
<: @

+牛骨胶原蛋白添加量

<7:

A

'

#""*B

+

P̀X

酶添加量
"7;

A

'

#""*B

+反应时间
:E

+

M

V

值
97"

$分别改变其中一因素$进行单因素试验$研究其对

水解度的影响$得出最佳反应参数%

!

!

#响应曲面优化试验"在单因素试验基础上$采用五

元二次正交旋转试验组合设计$以反应温度+牛骨胶原蛋白

添加量+

P̀X

酶添加量+反应时间+

M

V

值为考察因素$以水解

度为响应值!

"

#$得出酶解最适工艺参数组合%

#7<7:

!

牛骨胶原蛋白及胶原蛋白肽的结构特性

!

#

#紫外光谱分析"将酶解
"

$

!

$

;

$

$E

的胶原蛋白肽液

在紫外
)

可见光分光光度计上进行全波长扫描$波长范围为

!#:

"

!:"2*

%

!

!

#荧光光谱分析"将
<)

甲氧基
);m)%

$

%)

二甲氨基黄酮

溶于乙醇中作为荧光探针$分别加入酶解
"

$

!

$

;

$

$E

的胶原

蛋白肽液中$设置激发波长
<5"2*

$发射波长
;$:2*

)

#;

*

$分

别将其放入荧光分光光度计中进行扫描%

!

<

#红外光谱分析"分别将牛骨胶原蛋白和胶原蛋白肽

与适量的溴化钾充分混合后压片制样$将其放入
aD)bR

红外

光谱仪中在
;""

"

;"""8*

Q#波长下进行扫描)

#:

*

%
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;

#扫描电镜分析"分别将酶解
"

$

!

$

;

$

$E

后的牛骨胶

原蛋白真空冷冻干燥后进行喷金处理$再将样品放入扫描电

镜下观察表面结构的变化%
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数据处理
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采用
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,257:

+

Z16,

A

2(.

M

1HG57"

软件

对本试验数据进行统计分析%

!

!

结果与分析

!7#

!

单因素试验结果分析

不同酶解条件对水解度的影响见图
#

%

!!

由图
#

!

+

#可知$水解度随反应温度的增加先升高后急速

下降$在
;:@

时最大%这是因为随着温度的上升$胶原蛋白

的三股螺旋结构逐渐展开$

P̀X

酶的催化活性增强$但过高

的温度会逐渐破坏
P̀X

酶的分子结构$活性降低$直到失活$

同时也会改变产物的形成方向$导致水解度直线下降%因

此$选取最佳反应温度为
;:@

%

由图
#

!

F

#可知$随着牛骨胶原蛋白添加量的逐渐增加$

溶质流动性较好$使牛骨胶原蛋白与
P̀X

酶充分结合$水解

度逐渐上升$当牛骨胶原蛋白添加量达到
;7:

A

'

#""*B

时

水解度最高$但随其添加量的继续增加$溶液黏度增大$阻碍

了反应进行$水解度降低%因此$选取最佳牛骨胶原蛋白添

加量为
;7:

A

'

#""*B

%

由图
#

!

8

#可知$水解度的变化随着
P̀X

酶添加量的增

加先升高后缓慢降低$当
P̀X

酶添加量为
"7<

A

'

#""*B

时

水解度最大$认为在牛骨胶原蛋白含量一定时$

P̀X

酶添加

量的增加会加大两者结合程度$使水解度不断上升$但过多

P̀X

酶的加入使牛骨胶原蛋白相对不足$导致反应进程减

弱$水解度下降)

#$

*

%因此$选取最佳
P̀X

酶 添 加 量 为

"7<

A

'

#""*B

%

由图
#
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L

#可知$随反应时间的增加$

P̀X

酶与牛骨胶原

#;

基础研究
!

!"#9

年第
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蛋白的结合作用不断加大$在
$E

时两者充分作用$水解度

最大$若反应时间继续延长$牛骨胶原蛋白浓度逐渐降低$

P̀X

酶催化位点不断减少$水解度下降)

#9

*

%因此$选取最佳

反应时间为
$E

%

由图
#

!

1

#可知$随
M

V

值的升高$水解度也逐渐加大$在

M

V97"

时达到最大$但
M

V

值进一步升高水解度快速降低$

原因是
M

V

值对
P̀X

酶活性的相关基团影响较大$环境过酸

或过碱都会破坏其分子构象$活性降低$同时还会影响牛骨

胶原蛋白与
P̀X

酶在反应中的解离状态$抑制反应的进行%

因此$选取最佳
M

V

值为
97"

%

!7!

!

响应曲面优化试验结果分析

在
!7#

得到最佳单因素条件!见表
#

#基础上$采用五元

二次正交旋转组合试验设计对酶解工艺进行优化$设计方案

及结果和方差分析见表
!

+

<

%

图
#

!

酶解条件对水解度的影响

a,

A

4H1#

!

DE1,2J-41281/JL,JJ1H12G12N

I

*+G,88/2L,G,/26/2L1

A

H11/JE

I

LH/-

I

6,6

表
#

!

因素水平编码表

D+F-1#

!

a+8G/H-1K1-G+F-1

水平
k

#

反应温度'

@

k

!

牛骨胶原蛋白

添加量'!

#"

Q!

A

,

*B

Q#

#

k

<

P̀X

酶添加量'

!

#"

Q!

A

,

*B

Q#

#

k

;

反应时间'

E

k

:

M

V

值

Q! <: #7: "7! !7" :7"

Q# ;" <7" "7< <7: $7"

" ;: ;7: "7; :7" 97"

# :" $7" "7: $7: 57"

! :: 97: "7$ 57" '7"

!;
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表
!

!

五元二次正交旋转组合试验设计方案及结果

D+F-1!

!

g4+LH+G,8/HGE/

A

/2+-H/G+H

I

8/*

M

/6,G11.

M

1H,*12)

G+-L16,

A

2

#

,28/L1L-1K1-/JJ,K1K+H,+F-16

$

+2L1.)

M

1H,*12G+-H164-G

#

([<

$

试验号
k

#

k

!

k

<

k

;

k

:

"

水解度'
?

# # # # # # !:7:'

! # # # Q# Q# !;7'<

< # # Q# # Q# !'7!<

; # # Q# Q# # #57<$

: # Q# # # Q# !;7"!

$ # Q# # Q# # #$79#

9 # Q# Q# # # !!7$#

5 # Q# Q# Q# Q# !"7<$

' Q# # # # Q# !57$#

#" Q# # # Q# # !'7!<

## Q# # Q# # # !!7$!

#! Q# # Q# Q# Q# !"7!5

#< Q# Q# # # # !<79$

#; Q# Q# # Q# Q# #97'#

#: Q# Q# Q# # Q# !#7!5

#$ Q# Q# Q# Q# # #97!:

#9 Q! " " " " !#7$5

#5 ! " " " " !;7;'

#' " Q! " " " #579:

!" " ! " " " !;7":

!# " " Q! " " #97$9

!! " " ! " " !<7:$

!< " " " Q! " !<7"<

!; " " " ! " !$7''

!: " " " " Q! !:7:$

!$ " " " " ! !<7!5

!9 " " " " " <!7$:

!5 " " " " " <!7:#

!' " " " " " <"7"5

<" " " " " " <<7:9

<# " " " " " !57<<

<! " " " " " !575$

<< " " " " " !'79;

<; " " " " " <<7$5

<: " " " " " <!7#'

<$ " " " " " <#7#:

!!

采用
Z16,

A

2(.

M

1HG57"

对优化结果进行多元回归拟合$

得出回归方程为"

"[Q<$57!59\579$'9

#

\##7;"!9

!

\!<:7':$9

<

\

$Y'##9

;

\!'7'##9

:

Q"7":#9

#

9

!

Q!7#9;9

#

9

<

\

"7"9'9

#

9

;

Q"7!:#9

#

9

:

\97"9#9

!

9

<

Q"7#9!9

!

9

;

Q

"7#$99

!

9

:

Q!7$!#9

<

9

;

\$7<<#9

<

9

:

Q"7!9$9

;

9

:

Q

"7"9"9

!

#

Q"7'$"9

!

!

Q!<:7::!9

!

<

Q"7::'9

!

;

Q#7;";9

!

:

% !

#

#

表
<

!

方差分析表

D+F-1<

!

U2+-

I

6,6/JK+H,+281

变异来源 平方和 自由度 均方
R

值
W

值 显著性

k

#

#79$ # #79$ "7;< "7:!<#

不显著

k

!

5$7;: # 5$7;: !#7"$ "7""";

极显著

k

<

<575' # <575' '7;9 "7""99

极显著

k

;

$579! # $579! #$79; "7""#"

极显著

k

:

'7;; # '7;; !7<" "7#:"!

不显著

k

!

#

'$7$$ # '$7$$ !<7:: "7"""!

极显著

k

!

!

#;'7!" # #;'7!" <$7<:

$

"7"""#

极显著

k

!

<

#997:: # #997:: ;<7!$

$

"7"""#

极显著

k

!

;

:"7:; # :"7:; #!7<# "7""<!

极显著

k

!

:

$<7#" # $<7#" #:7<9 "7""#;

极显著

k

#

k

!

!7<: # !7<: "7:9 "7;$##

不显著

k

#

k

<

#57'" # #57'" ;7$" "7";59

显著
!

k

#

k

;

:7$< # :7$< #7<9 "7!:''

不显著

k

#

k

:

!:7#< # !:7#< $7#! "7"!:5

显著
!

k

!

k

<

#57"" # #57"" ;7<5 "7":<9

不显著

k

!

k

;

!7<' # !7<' "7:5 "7;:$5

不显著

k

!

k

:

#7"# # #7"# "7!; "7$!9'

不显著

k

<

k

;

!7;9 # !7;9 "7$" "7;;'9

不显著

k

<

k

:

$7;# # $7;# #7:$ "7!<";

不显著

k

;

k

:

!79: # !79: "7$9 "7;!$#

不显著

回归
5!97<; !" ;#7<9 #"7"5

$

"7"""#

极显著

剩余
$#7:9 #: ;7#"

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

失拟
!97'$ $ ;7$$ #7!: "7<$9#

不显著

误差
<<7$# ' <79<

总和
5557'# <:

!!

表
<

结果表明$拟合的二次回归方程极显著$失拟项
W

值不显著!

W["7<$9#

#

"7":

#$决定系数
P

!为
'<7"9?

$模型

拟合度较高$证明所建立的模型有效可用%由
R

值高低得五

因素对水解度的影响依次为"牛骨胶原蛋白添加量+反应时

间+

P̀X

酶添加量+

M

V

值+反应温度%

本试验构建的模型在
!

["7":

显著水平下剔除不显著

水平后的方程为"

"[Q<$57!59\##7;"!9

!

\!<:7':$9

<

\$7'##9

;

Q

!7#9;9

#

9

<

Q"7!:#9

#

9

:

Q"7"9"9

!

#

Q"7'$"9

!

!

Q!<:7::!9

!

<

Q

"7::'9

!

;

Q#7;";9

!

:

% !

!

#

!7<

!

构建模型的等高线与响应面分析

由图
!

可知$在最佳值的范围外响应面比较陡峭$表明

当其他
<

因素为定值时$水解度对
P̀X

酶添加量和反应温度

的变化敏感$两者等高线图为椭圆状$表明
P̀X

酶添加量和

反应温度有较为明显的交互作用)

#5

*

%从等高线图分析表

明$当固定牛骨胶原蛋白添加量
:7#;

A

'

#""*B

+反应时间

$7"$E

+

M

V$7:9

时$

P̀X

酶添加量在
"7<:

"

"7:"

A

'

#""*B

$

反应温度在
;"7$

"

;'7!@

时$两者交互作用最明显$水解度

达到
<"?

%

图
<

中反应温度和
M

V

值的响应面图显示$在最佳值的

<;
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图
!

!

反应温度和
P̀X

酶添加量对水解度影响的响应面和等高线图

a,

A

4H1!

!

DE1H16

M

/26164HJ+81+2L8/2G/4H*+

M

/J,2J-412816/JH1+8G,/2G1*

M

1H+G4H1+2L

P̀X+LL1L+*/42G/2L1

A

H11/JE

I

LH/-

I

6,6

图
<

!

反应温度和
M

V

值对水解度影响的响应面和等高线图

a,

A

4H1<

!

DE1H16

M

/26164HJ+81+2L8/2G/4H*+

M

/J,2J-412816/JH1+8G,/2G1*

M

1H+G4H1+2L

M

V/2L1

A

H11/JE

I

LH/-

I

6,6

范围外响应面陡峭$表明当其他
<

因素不变时$

M

V

值和反应

温度的变化对水解度影响较大$等高线图呈明显椭圆状反映

出两者有较为明显的交互作用%等高线图分析表明$当牛骨

胶原蛋白添加量
:7#;

A

'

#""*B

+反应时间
$7"$E

+

P̀X

酶添

加量
"7;!

A

'

#""*B

时$反应温度在
;;7"

"

;97$ @

$

M

V

在

$7<

"

97#

时交互作用达到最大$水解度在
<#?

以上%

!7;

!

P̀X

酶解牛骨胶原蛋白的工艺优化及验证

经五元二次正交旋转试验及响应面优化法$采用
Z16,

A

2

(.

M

1HG57"

软件和回归方程分析可得
P̀X

酶解牛骨胶原蛋

白的最佳工艺为"反应温度
;$ @

+牛骨胶原蛋白添加量

:7#;

A

'

#""*B

+

P̀X

酶添加量
"7;!

A

'

#"" *B

+反应时间

$E

+

M

V

值为
$7:

$对此条件进行验证实验$重复
$

次$得到水

解度为
<;7'5?

$与预测值相差
#7#:?

$误差较小$此条件下

试验可行%

!7:

!

紫外光谱分析

图
;

为不同酶解时间下胶原蛋白肽的紫外光谱扫描图%

!!

由图
;

可知$

b

+

bb

+

)

+

*

均在
!!"

"

!<"2*

内出现胶原

蛋白及胶原蛋白肽的特征吸收$并且特征吸收峰随着酶解时

间的延长发生红移$说明胶原蛋白肽中生色基团的分布有所

+"*

酶解时间分别为
"

$

!

$

;

$

$E

图
;

!

不同酶解时间下胶原蛋白肽的紫外光谱图

a,

A

4H1;

!

DE1C=/J8/--+

A

12

M

1

M

G,L16,2L,JJ1H12G

12N

I

*/-

I

6,6G,*16

改变$牛骨胶原蛋白在
P̀X

酶作用下三股螺旋结构逐渐打

开$分子表面
X

#

_

+

X_%V

!

+

X__V

等具有紫外吸收的生

色基团逐步增多)

#'

*

$导致紫外吸光度逐渐增大%

!7$

!

荧光光谱分析

图
:

为不同酶解时间下胶原蛋白肽的荧光光谱扫描图%

;;
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+"*

酶解时间分别为
"

$

!

$

;

$

$E

图
:

!

不同酶解时间下胶原蛋白肽的荧光光谱图

a,

A

4H1:

!

DE1J-4/H16812816

M

18GH/68/

MI

/J8/--+

A

12

M

1

M

G,L16,2L,JJ1H12G12N

I

*/-

I

6,6G,*16

!!

由图
:

可知$荧光探针在
;$:2*

处的峰强度随酶解反

应进程不断增强$反应
$E

的胶原蛋白肽与反应
"E

的牛骨

胶原蛋白相比荧光峰明显增强$表明反应结束时荧光探针周

围环境极性降低$证明溶液中胶原蛋白肽产生了聚集状态$

酶解后的胶原蛋白肽链之间存在疏水区$这是由
P̀X

酶解

牛骨胶原蛋白过程中三股螺旋结构遭到破坏$产生胶原蛋白

肽的肽链上&

%V

\

!

&相互排斥逐渐减弱$疏水氨基酸残基

作用增强$再加上酶解后的胶原蛋白肽分子内与分子间氢键

作用不断增强所导致的)

#!

*

%

!79

!

红外光谱分析

图
$

为牛骨胶原蛋白和降解物胶原蛋白肽的红外光谱图%

图
$

!

牛骨胶原蛋白和胶原蛋白肽的红外光谱分析

a,

A

4H1$

!

DE1aD)bR/JF/K,218/--+

A

12+2L8/--+

A

12

M

1

M

G,L16

!!

由图
$

可知$牛骨胶原蛋白和胶原蛋白肽分别在

<<#!7<:

$

<!$97'$8*

Q#处呈现明显的吸收峰$这是由
%

&

V

伸缩振动引起的$是蛋白的特征吸收$经
P̀X

酶降解作用$牛

骨胶原蛋白的吸收峰发生红移$是酶解后的胶原蛋白肽中

%

&

V

伸缩振动与氢键形成了缔合体)

!"

*所导致的%胶原蛋

白肽在
!'!!7$<8*

Q#出现强吸收峰$是&

X_%V

&的特征

吸收峰$表明酶解产物为胶原多肽%

#<$"

"

#!""8*

Q#为酰

胺
)

带$二者在此波数范围内均出现特征吸收$为
X

&

V

伸

缩振动和
%

&

V

弯曲振动所产生的$但是胶原蛋白肽具有较

强的吸收峰$表明在
P̀X

酶作用下牛骨胶原蛋白的肽链发

生断裂$酶解后的胶原蛋白肽二级结构居多$由图
$

!

F

#可知$

经过酶解的胶原蛋白肽在
#!9:79:8*

Q#处出现强吸收峰$

是
#

)

转角伸缩振动引起的$表明胶原蛋白肽结构中以
#

)

转角

为主$可能是酶解过程中有较多的游离脯氨酸$其分子中的

环状结构和平面角对
#

)

转角的形成具有催化作用%

!75

!

扫描电镜分析

图
9

为不同酶解时间下牛骨胶原蛋白的扫描电镜图%

图
9

!

不同酶解时间下牛骨胶原蛋白的扫描电镜图

a,

A

4H19

!

DE1P(S/JF/K,21F/218/--+

A

12,2L,JJ1H12G

12N

I

*/-

I

6,6G,*16

!!

由图
9

可知$

P̀X

酶对牛骨胶原蛋白的表面结构影响较

大$其中图
9

!

+

#中牛骨胶原蛋白的表面结构为细丝状$但图

9

!

F

#+!

8

#+!

L

#显示牛骨胶原蛋白的表面结构随着酶解时间

的延长而逐渐被剥离$这是由于
P̀X

酶将牛骨胶原蛋白中

的
b

型胶原蛋白降解为小分子多肽$破坏了其完整的表面结

构$使牛骨胶原蛋白中所含的大分子物质
b

型胶原蛋白越来

越多地暴露在表面$加快了
P̀X

酶的作用$水解越来越显著$

导致紧密结合的细丝状表面结构变得更加疏松%

<

!

结论
!

#

#本试验将前期分离纯化得到的
P̀X

酶作用于牛骨

胶原蛋白$以水解度为指标$在单因素试验基础上$采用五元

二次正交旋转试验和响应面优化法得出酶解的最佳工艺参

数为反应温度
;$@

+牛骨胶原蛋白添加量
:7#;

A

'

#""*B

+

P̀X

酶添加量
"7;!

A

'

#""*B

+反应时间
$E

+

M

V$7:

$在此条

件下进行验证实验$得到水解度为
<;7'5?

%

:;
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!

!

#

P̀X

酶的酶解作用使牛骨胶原蛋白的三股螺旋结

构遭到破坏$生色基团分布发生改变$使胶原蛋白肽的肽链

上&

%V

\

!

&相互排斥减弱$疏水氨基酸残基作用增强$分子

内与分子间的氢键作用增加$

%

&

V

伸缩振动与氢键形成了

缔合体$并且酶解作用促进
#

)

转角的产生$同时破坏了牛骨

胶原蛋白的表面分子结构$使其变得疏松%本研究为今后牛

骨资源的深加工提供了理论指导%
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