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复合酶水解卵白蛋白及其特性与结构分析
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摘要!为提高鸡蛋清蛋白的功能特性"以鸡蛋卵白蛋白

#

]T+-SW*,K

"

]7N

$为研究对象"采用复合酶#木瓜蛋白酶!

中性蛋白酶和风味蛋白酶$对其进行酶解改性处理"并分析

卵白蛋白功能特性和结构的变化(以水解度为指标"确定了

木瓜蛋白酶
"

中性蛋白酶
"

风味蛋白酶的最佳质量比为
#

"

#

"

!

(在单因素试验的基础上"通过响应面优化试验确定了

复合酶的最佳酶解工艺条件*

;

\'2$

!酶解时间
'D

!

]7N

浓

度
$P

!加酶量
'$""d

%

V

!温度
$& _

"该条件下水解度为

#

1#2"1M"2#5

$

P

(针对复合酶水解
]7N

功能性质的分析

表明"其持水性提高了
#2&$

V

%

V

"持油性降低了
#2"$

V

%

V

"表

面疏水性降低了
52"$P

"浊度显著性地下降(通过化学作用

力!荧光光谱和扫描电镜#

9(O

$分析酶解对
]7N

结构的影

响(结果表明"酶解导致蛋白质的一级结构发生了显著的变

化"同时三级结构也发生了改变)此外"微观结构由球状变成

片状(

关键词!鸡蛋卵白蛋白)酶解物)功能特性)结构表征)复合酶
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中国是世界上第一鸡蛋生产大国'蛋品深加工比例却不

到
#P

!

#

%

'这种现状严重限制了中国蛋品行业的发展(鸡蛋

清粉是蛋品深加工中产量最大的制品之一'但它的功能特性

及局限性影响了其在食品加工中的应用(卵白蛋白又称卵

清蛋白#

]T+-SW*,K

'

]7N

$'是鸡蛋清中的主要成分'其分子

量为
552$[F+

!

!

%

(等电点为
52$

'由
5

个自由巯基和
#

个包

埋在
]7N

中心的二硫键组成!

1

%

(

]7N

中疏水氨基酸含量

为
$"P

!

5

%

(

]7N

作为模式蛋白能较好地体现鸡蛋清的功能

特性(

目前'提高蛋白质的功能特性主要是通过对蛋白质改性

实现的!

$

%

(国内外关于鸡蛋清蛋白改性的报道有很多'如许

美玉等!

&

%通过碱性蛋白酶酶解改善
]7N

的乳化性'并优化

了酶解工艺条件'使其酶解
]7N

的乳化活性较未改性
]7N

提高了
6%2&#P

(

<:3D:T+-,:.

等!

'

%研究了干热处理对蛋清粉

功能+营养和过敏性的影响(

C,4K

V

等!

6

%研究了高强度超声

波#

\Bd9

$对
]7N

结构和性质的影响(本课题组!

%

%前期利

用碱性蛋白酶对
]7N

进行酶解处理'发现酶解后
]7N

溶

'5



解度和乳化性明显提高(酶法改性可以将大分子的蛋白质

降解成小分子肽甚至更小的氨基酸'同时产生具有生物活性

的物质'从而提高了人体对其的消化吸收!

#"

%

(

市场上的鸡蛋清粉由于溶解度差+腥味重等缺点限制了

其在食品加工中的应用'所以需要应用适当的方法对蛋清粉

进行改性以开发出功能特性较好的蛋清粉(而针对
]7N

改

性的探讨对提高整体蛋清粉的功能特性起到关键作用(生

物酶解改性方法是当前蛋白质较为理想的改性方法'它具有

安全+高效+作用条件温和的优点(但目前针对酶解
]7N

改

性的相关文献研究!

&

'

%

%多集中在单一酶源的筛选和应用'

]7N

的水解度偏低'而且缺乏针对酶解改性后
]7N

特性

与结构的深入分析(本试验拟在前期单一酶酶解
]7N

试

验!

%

%基础上'采用复合酶对
]7N

进行酶解改性'以提高

]7N

的功能特性从而开发出高附加值的功能性蛋清粉'为

鸡蛋深加工制品提供一种新途径(

#

!

材料与设备
#2#

!

材料与仪器

#2#2#

!

材料与试剂

木瓜蛋白酶#

#2"̀ #"

5

d

)

V

$+中性蛋白酶#

$2"̀ #"

5

d

)

V

$

和风味蛋白酶#

#2&̀ #"

5

d

)

V

$"上海蓝季生物有限公司*

酒石酸钾钠"分析纯'济南金日和化学试剂有限公司*

溴酚蓝+溴化钾"分析纯'上海一研生物有限公司*

尿素+三羟甲基氨基甲烷"分析纯'上海山浦化工有限

公司(

#2#2!

!

仪器与设备

高速分散均质机"

\F)#&"5

型'北京杰瑞恒达科技有限

公司*

磁力加热搅拌器"

'6)#

型'深圳美达仪器有限公司*

高速分散均质机"

\F)#&"5

型'北京杰瑞恒达科技有限

公司*

超速冷冻离心机"

\#&$"

型'北京兴达恒信科技有限

公司*

全自动凯氏定氮仪"

b%6&"

型'济南海能仪器股份有限

公司*

磁力加热搅拌器"

'6)#

型'深圳美达仪器有限公司*

荧光分光光度计"

>+.

0

:3-,

;

J:

型'美国
N

V

-,:KQ

公司*

扫描电镜"

(O)1"=-WJ

型'韩国
>]C(O

公司(

#2!

!

方法

#2!2#

!

]7N

的酶解工艺
!

称取一定质量的
]7N

粉溶解于

蒸馏水中'配制成
]7N

溶液'调节温度和
;

\

'加入一定量

的复合酶'再滴加
8+]\

来维持
;

\

值恒定'反应一段时间

后'置于
%"_

水浴中灭酶
#"*,K

'冷却后于
#"""".

)

*,K

离

心
#"*,K

'取上清液测水解度'将上清液冷冻干燥'即得

]7N

肽(

#2!2!

!

复合酶配比选择
!

配制
1P

蛋白浓度的
]7N

溶液'

;

\

为
6

'总酶量
$"""d

)

V

#木瓜蛋白酶+中性蛋白酶和风味

蛋白酶的质量比分别为
!

"

#

"

#

'

#

"

#

"

!

'

#

"

!

"

#

$'在

$"_

的水浴锅中加热
5D

'测定其水解度(并以
1

种单一酶

作为对照(

#2!21

!

]7N

酶解工艺优化
!

#

#

$

;

\

的选择"固定酶解时间
&D

'底物
]7N

浓度

$P

'加酶量
6"""d

)

V

'温度
&"_

'分别考察不同
;

\

#

$

'

&

'

'

'

6

'

%

$对酶解反应水解度的影响(

#

!

$酶解时间的选择"固定
;

\'

'底物
]7N

浓度
$P

'

加酶量
6"""d

)

V

'温度
&"_

'分别考察不同酶解时间#

!

'

5

'

&

'

6

'

#"D

$对酶解反应水解度的影响(

#

1

$底物
]7N

浓度的选择"固定
;

\'

'酶解时间
&D

'

加酶量
6"""d

)

V

'温度
&"_

'分别考察不同底物
]7N

浓度

#

!P

'

1P

'

5P

'

$P

'

&P

'

'P

$对酶解反应水解度的影响(

#

5

$加酶量的选择"固定
;

\'

'酶解时间
&D

'底物
]7N

浓度
$P

'温度
&" _

'分别考察不同加酶量#

5"""

'

$"""

'

&"""

'

'"""

'

6"""

'

%"""d

)

V

$对酶解反应水解度的影响(

#

$

$温度的选择"固定
;

\'

'酶解时间
&D

'底物
]7N

浓度
$P

'加酶量
6"""d

)

V

'分别考察不同温度#

5"

'

5$

'

$"

'

$$

'

&"

'

&$_

$对酶解反应水解度的影响(

#2!25

!

]7N

酶解的响应面优化试验
!

在单因素试验基础

上'利用
F:J,

V

K)(X

;

:.Q62"2$

软件'以水解度为响应值'设计

五元二次通用旋转组合试验(

#2!2$

!

水解度测定
!

采用甲醛滴定法测定氨基态氮含量'

凯氏定氮法测定总氮含量!

##

%

(水解度#

F\

$按式#

#

$计算"

$,

W

#

#

#

"

Z

#""P

' #

#

$

式中"

$,

&&&水解度'

P

*

#

#

&&&上清液中氨基态氮含量'

*4-

)

<

*

#

"

&&&样品中总氮含量'

*4-

)

<

(

#2!2&

!

]7N

功能特性的测定

#

#

$持水性和持油性的测定"称取
"2#

V

待测样品于离

心管中称量总重'加入
1*<

水#或大豆油$'静置
1"*,K

后'

于
#"""".

)

*,K

离心
#"*,K

'称量沉淀与离心管总重!

#!

%

(

按式#

!

$计算蛋白质持水性和持油性(

M?7

#

H?7

$

G

M

!

ZM

#

M

"

' #

!

$

式中"

M?7

&&&蛋白质持水性'

V

)

V

*

H?7

&&&蛋白质持油性'

V

)

V

*

M

"

&&&待测样品的重量'

V

*

M

#

&&&待测样品和离心管的总重量'

V

*

M

!

&&&沉淀与离心管总重量'

V

(

#

!

$表面疏水性的测定"参照
>D:-D

等!

#1

%的方法'将

]7N

+

]7N

肽分别溶于
;

\'25A.,J)\>-

缓冲液中'加入

#*

V

)

*<

溴酚蓝溶液
!""

#

<

'于
#"""".

)

*,K

离心
#"*,K

'

取上清液稀释
#"

倍后在
$%$K*

处测定吸光值'以
A.,J)\>-

缓冲液为空白'以
# *<

;

\ '25

的
A.,J)\>-

缓冲液加

#*

V

)

*<

溴酚蓝为对照(蛋白质表面疏水性按式#

1

$计算"

<,

W

!""

Z

#

?

"

X

?

#

$

?

"

' #

1

$

65

基础研究
!

!"#6

年第
%

期



式中"

<,

&&&蛋白质表面疏水性'

P

*

?

"

&&&

#*<

;

\'25

的
A.,J)\>-

缓冲液加
#*

V

)

*<

溴酚蓝为对照的吸光值*

?

#

&&&上清液稀释
#"

倍后在
$%$K*

处测定吸光值(

#

1

$浊度的测定"取一定量的
]7N

+

]7N

肽分别加入

;

\'25

的
A.,J)\>-

缓冲液'配制成
!2$*

V

)

*<

溶液'于

&""".

)

*,K

均质
#*,K

'使其充分溶解'以不加样品的
A.,J)

\>-

缓冲液作为空白组'在
15"K*

处测定样品吸光度值

#

?

15"K*

$'吸光值表示其浊度!

#5

%

(

#2!2'

!

]7N

结构表征

#

#

$化学作用力的测定"根据文献!

#$

%的方法'修改如

下'准确称取
#

V

]7N

和
]7N

肽'分别加入
#" *<

的

"2"$*4-

)

<8+>-

#

9N

$+

"2& *4-

)

< 8+>-

#

9E

$+

"2& *4-

)

<

8+>-l#2$*4-

)

<

尿素#

9>

$+

"2&*4-

)

<8+>-l62"*4-

)

<

尿

素#

9F

$+

"2&*4-

)

<8+>-l62"*4-

)

<

尿素
l#2$*4-

)

<

"

)

巯

基乙醇#

9(

$'于
#"""".

)

*,K

均质
#*,K

后'

5_

静置
!D

'然

后于
#"""".

)

*,K

冷冻离心
#"*,K

'取上清液(采用标准曲

线法计算上清液中不同蛋白质含量(分别按式#

5

$

$

#

'

$计

算离子量含量+氢键含量+疏水相互作用含量和二硫键含量(

37

W

7

!

X

7

#

' #

5

$

,P

W

7

1

X

7

!

' #

$

$

,3

W

7

5

X

7

1

' #

&

$

$P

W

7

$

X

7

5

' #

'

$

式中"

37

&&&离子量含量'

P

*

,P

&&&氢键含量'

P

*

,3

&&&疏水相互作用含量'

P

*

$P

&&&二硫键含量'

P

*

7

#

&&&溶解于
9N

的蛋白质含量'

P

*

7

!

&&&溶解于
9E

的蛋白质含量'

P

*

7

1

&&&溶解于
9>

的蛋白质含量'

P

*

7

5

&&&溶解于
9F

的蛋白质含量'

P

*

7

$

&&&溶解于
9(

的蛋白质含量'

P

(

#

!

$荧光光谱分析"将待测样品溶于
;

\'25

的
A.,J)\>-

缓冲液中'配制成浓度为
#*

V

)

*<

的蛋白溶液'激发和发射

单色器的带宽均为
$K*

'在激发波长为
!%$K*

'扫描范围

1""

$

5$"K*

的条件下'测定待测样品的荧光发射光谱(

#

1

$扫描电镜#

9(O

$分析"分别将
]7N

+

]7N

肽进行喷

金处理'再将样品置于扫描电子显微镜下观察样品的微观

结构(

#2!26

!

数据分析
!

每个样品重复
1

次试验'采用
F:J,

V

K)(X)

;

:.Q62"2$

软件进行响应面试验设计及方差分析'

].,

V

,K62$

软件作图(

!

!

结果与分析

!2#

!

复合酶配比的筛选

复合酶配比对
]7N

水解度的影响见图
#

(

由图
#

可知'采用复合酶酶解
]7N

的水解度显著优于

图
#

!

复合酶配比对
]7N

水解度的影响

L,

V

W.:#

!

(UU:3Q4U:KY

0

*:.+Q,44K/:

V

.::4UD

0

/.4-

0

J,J

+K/4U]7N

单一酶#

=

#

"2"$

$*而且不同配比的复合酶酶解
]7N

水解度

的顺序为
#

"

#

"

!

$

#

"

!

"

#

$

!

"

#

"

#

'当
1

种酶的质量比

为
#

"

#

"

!

时'水解度达到最大值'为
!&2$5P

'故
1

种酶复

合的比例选用
#

"

#

"

!

(

!2!

!

单因素试验

不同酶解条件对水解度的影响见图
!

(

由图
!

#

+

$可知'当
;

\

#

'

时'水解度随着
;

\

升高而升

高*当
;

\

$

'

时'水解度随着
;

\

的升高而下降*当
;

\

为
'

时'水解度达到最大值(可能是
1

种酶的最适
;

\

均在
'

左

右!

#&

%

'当
;

\

$

'

时'酶的活性受到影响'水解度降低'因此

]7N

的酶解
;

\

为
'

时较为适宜(

由图
!

#

S

$可知'水解度随着
]7N

酶解时间的延长'呈

先升高后下降的趋势*当酶解时间为
&D

时'水解度出现最

大值(可能是在一定酶解时间内'随着酶解时间的延长'酶

作用在
]7N

上'使其断裂成大小不一的多肽分子'

]7N

中

可被酶解的肽键逐渐增多'水解度变大*而后随着酶解时间

的延长'酶的活性下降'进而造成水解度逐步下降!

#'

%

(因此

酶解时间选择
&D

(

由图
!

#

3

$可知'当
]7N

浓度
#

$P

时'水解度逐渐增

加*当
]7N

浓度
$

$P

时'水解度呈逐渐下降趋势(这可能

是当
]7N

浓度逐渐增大时'复合酶和
]7N

结合的几率增

大'

]7N

酶解较彻底'水解度逐渐增大*而当
]7N

浓度继

续增大时'导致酶与蛋白之间接触减小'酶解液黏度变大'溶

解性降低'

]7N

酶解进行较慢'从而导致水解度降低!

#6

%

(

因此'

]7N

浓度选定为
$P

(

由图
!

#

/

$可知'水解度随着加酶量的增加'呈先增加后

减少的趋势(原因是随着加酶量的增加'酶与
]7N

结合的

几率增大'反应速率升高'水解度相应增大*但随着加酶量的

增多'底物
]7N

相对不足'导致反应进程减弱'水解度逐渐

减小(因此'加酶量选定为
6"""d

)

V

(

由图
!

#

:

$可知'随着温度的升高'水解度先上升后下降*

在
&"_

时'水解度达到最大值(可能是温度过高导致蛋白

酶变性'从而使酶解反应速率降低!

#%

%

(所以'温度选定为

&"_

(

!21

!

二次回归正交旋转试验

通过五因素三水平通用旋转试验对复合酶酶解制备

]7N

肽的工艺进行响应面优化'其试验设计方案及结果见

表
#

+

!

(

%5
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图
!

!

酶解条件对水解度的影响

L,

V

W.:!

!

BKU-W:K3:4U/,UU:.:KQ:KY

0

*+Q,334K/,Q,4KJ

4K/:

V

.::4UD

0

/.4-

0

J,J

表
#

!

五元二次通用旋转组合设计试验因素与水平

A+S-:#

!

L+3Q4.J+K/-:T:-JWJ:/,KJ:34K/)4./:-.4Q+Q,4K

34*S,K+Q,4K:X

;

:.,*:KQ+-/:J,

V

K

水平
C

#

;

\

C

!

酶解

时间)
D

C

1

底物
]7N

浓度)
P

C

5

加酶量)

#

d

/

V

Z#

$

C

$

温度)

_

Z! &2" &2" 12" '""" $"2"

Z# &2$ &2$ 52" '$"" $!2$

" '2" '2" $2" 6""" $$2"

# '2$ '2$ &2" 6$"" $'2$

! 62" 62" '2" %""" &"2"

表
!

!

五元二次通用旋转组合试验设计方案及结果

A+S-:!

!

mW+/.+Q,34.QD4

V

4K+-.4Q+.

0

34*

;

4J,Q::X

;

:.,*:KQ+-

/:J,

V

K,KQ:.*J4U34/:/T+-W:J4UU,T:T+.,+S-:J+K/

34..:J

;

4K/,K

V

:X

;

:.,*:KQ+-.:JW-QJ

试验号
C

#

C

!

C

1

C

5

C

$

水解度)
P

# # # # # # !'2#1

! # # # Z# Z# !%2&6

1 # # Z# # Z# !'2&6

5 # # Z# Z# # !%25%

$ # Z# # # Z# !&2&!

& # Z# # Z# # 1"2%%

' # Z# Z# # # 1"25&

6 # Z# Z# Z# Z# !&2"&

% Z# # # # Z# !'25#

#" Z# # # Z# # 1"2%&

## Z# # Z# # # !'2$6

#! Z# # Z# Z# Z# !&25$

#1 Z# Z# # # # !'2&1

#5 Z# Z# # Z# Z# !&2&5

#$ Z# Z# Z# # Z# !$26#

#& Z# Z# Z# Z# # !$2"%

#' Z! " " " " !&2$$

#6 ! " " " " !621'

#% " Z! " " " !'26!

!" " ! " " " !62'%

!# " " Z! " " !$2$%

!! " " ! " " !'2#!

!1 " " " Z! " !%2!1

!5 " " " ! " !&2'%

!$ " " " " Z! !62#!

!& " " " " ! 1"2$%

!' " " " " " 1"2!6

!6 " " " " " 1"2$%

!% " " " " " 1"2!%

1" " " " " " 1#2"6

1# " " " " " 1"2#!

1! " " " " " 1#2#5

"$

基础研究
!
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!!

对表
!

中水解度的试验数据进行多元回归拟合'得到水

解度的回归方程为"

!!

4

#

G1"25'l"2$%T

#

l"216T

!

l"256T

1

Z"25#T

5

l

"2'$T

$

Z"25$T

#

T

!

Z"255T

#

T

1

Z"2!1T

#

T

5

l"2#%T

#

T

$

Z

"2"1"T

!

T

1

Z"2$1T

!

T

5

Z"21!T

!

T

$

Z"26'T

1

T

5

Z

"2"#&T

1

T

$

Z"2#$T

5

T

$

Z"2&'T

!

#

Z"25&T

!

!

Z"2%5T

!

1

Z

"2$1T

!

5

Z"2#%T

!

$

( #

6

$

该水解度模型在
!

G"2"$

水平下剔除不显著项后的回

归方程为"

4

#

G1"25'l"2$%T

#

l"216T

!

l"256T

1

Z"25#T

5

l

"2'$T

$

Z"25$T

#

T

!

Z"255T

#

T

1

Z"2$1T

!

T

5

Z"26'T

1

T

5

Z

"2&'T

!

#

Z"25&T

!

!

Z"2%5T

!

1

Z"2$1T

!

5

( #

%

$

!212#

!

方差分析和显著性检验
!

由表
1

可知'

4

#

回归模型的

!

!

G%&251

'

=

#

"2"""#

'差异极显著'失拟项
=G"2#$6&

$

"2"$

'差异不显著'说明
4

#

模型的拟合度较高(因此该回归

模型可以较好地反映自变量与响应值之间的变化关系(

!212!

!

双因素交互效应分析
!

由图
1

可知'响应面呈抛物

线形'等高线呈椭圆形'说明底物
]7N

浓度与加酶量的交互

作用对水解度影响极显著'这与表
1

中显著性分析结果一

致(由等高线的变化趋势可看出'当底物
]7N

浓度低于

$2"P

$

$2$P

中某固定值+加酶量低于
''$"

$

6"""d

)

V

中

某固定值时'随着底物
]7N

浓度与加酶量增加'水解度增

加*当底物
]7N

浓度高于
$2"P

$

$2$P

中某固定值+加酶量

高于
''$"

$

6"""d

)

V

中某固定值时'随着底物
]7N

浓度

与加酶量的增加'水解度减小*当底物
]7N

浓度为
$P

+加

酶量为
6"""d

)

V

时'水解度为
1"2!6P

(

由图
5

可知'酶解时间与加酶量的响应面呈抛物线形且

表
1

!

水解度的方差分析表

A+S-:1

!

NK+-

0

J,J4UT+.,+K3:U4.QD:D

0

/.4-

0

J,J/:

V

.::

变异来源 平方和 自由度 均方
:

值
=

值

C

#

6216 # 6216 !12&% "2"""$

C

!

121% # 121% %2$% "2"#"!

C

1

$2$# # $2$# #$2$6 "2""!1

C

5

52#" # 52#" ##2$% "2""$%

C

$

#1216 # #1216 1'261

#

"2"""#

C

#

C

!

125" # 125" %2&1 "2"#"#

C

#

C

1

12"$ # 12"$ 62&# "2"#1&

C

#

C

5

"26! # "26! !21! "2#$&1

C

#

C

$

"2$% # "2$% #2&6 "2!!#%

C

!

C

1

"2"#5 # "2"#5 "2"5# "26516

C

!

C

5

52$5 # 52$5 #!261 "2""51

C

!

C

$

#2&1 # #2&1 52&" "2"$$!

C

1

C

5

#!2## # #!2## 152!5 "2"""#

C

1

C

$

"2""5 # "2""5 "2"#! "2%#5%

C

5

C

$

"21' # "21' #2"1 "211"6

C

!

#

#12"1 # #12"1 1&261

#

"2"""#

C

!

!

&2"6 # &2"6 #'2#6 "2""#&

C

!

1

!&2"& # !&2"& '12'"

#

"2"""#

C

!

5

62!" # 62!" !12!" "2"""$

C

!

$

#2"% # #2"% 12"6 "2#"'!

回归
#"$2#' !" $2!& #526'

#

"2"""#

剩余
126% ## "21$

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

失拟
!2%5 & "25% !2$6 "2#$6&

误差
"2%$ $ "2#%

总和
#"%2"& 1#

图
1

!

]7N

浓度与加酶量交互作用对水解度的影响

L,

V

W.:1

!

?:J

;

4KJ:JW.U+3:+K/34..:J

;

4K/,K

V

34KQ4W.

;

-4QJJD4R,K

V

QD::UU:3Q4U,KQ:.+3Q,4K4U]7N

34K3:KQ.+Q,4K+K/:KY

0

*:/4J+

V

:4K/:

V

.::4UD

0

/.4-

0

J,J

图
5

!

酶解时间与加酶量交互作用对水解度的影响

L,

V

W.:5

!

?:J

;

4KJ:JW.U+3:+K/34..:J

;

4K/,K

V

34KQ4W.

;

-4QJJD4R,K

V

QD::UU:3Q4U,KQ:.+3Q,4K4U

D

0

/.4-

0

J,JQ,*:+K/:KY

0

*:/4J+

V

:4K/:

V

.::4UD

0

/.4-

0

J,J

#$
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比较陡峭'等高线呈明显的椭圆形'说明酶解时间与加酶量

对水解度影响有极显著的交互作用(由等高线的变化趋势

可看出'当酶解时间低于
'2"

$

'21D

中某固定值+加酶量低

于
''$"

$

6"""d

)

V

中某固定值时'随着底物
]7N

浓度与

加酶量增加'水解度增加*当底物
]7N

浓度高于
'2"

$

'21D

中某固定值+加酶量高于
''$"

$

'%16d

)

V

中某固定值时'

随着底物
]7N

浓度与加酶量的增加'水解度减小(

!25

!

利用回归方程确定最佳作用参数和模型验证

经五元二次正交旋转试验及响应面优化法'采用
F:J,

V

K

(X

;

:.Q62"

软件和回归方程分析得到复合酶酶解
]7N

的最

佳工艺为"

;

\'2$

+酶解时间
'2!%D

+底物
]7N

浓度
$2!6P

+

加酶量
'$!%2'!d

)

V

+温度
$&25!_

'此时水解度为
1#2!!P

(

为了提高复合酶酶解制备
]7N

肽试验的操作性和验证模

型的准确性'将预测的最优工艺条件修改为"

;

\'2$

+酶解时

间
'D

+底物
]7N

浓度
$P

+加酶量
'$""d

)

V

+温度
$&_

(

在此条件下做
1

次重复验证实验'实际测得水解度为

#

1#2"1M"2#5

$

P

(水解度的实际值与预测值相差
"2&#P

'说

明水解度的模型方程与实际结果拟合度良好'证明响应面优

化复合酶酶解
]7N

的工艺条件是可行的(

!2$

!

复合酶酶解对
]7N

功能特性的影响

由表
5

可知'

]7N

肽的持水性较
]7N

提高了
#2&$

V

)

V

(

可能是酶解使蛋白分子断裂'形成小分子肽链'从而使其结合

水的能力增强'持水性增强!

!"

%

(与持水性相反'

]7N

肽的持

油性较
]7N

降低了
#2"$

V

)

V

'主要是蛋白的持油性与表面疏

水性有关'表面疏水基团减少'与油结合机会减少造成的(

]7N

肽较
]7N

的表面疏水性大小明显减小了
52"$P

#

=

#

"2"$

$'造成的主要原因是复合酶酶解得到的
]7N

肽的溶解

度升高'表面疏水性相应降低!

!#

%

(

]7N

肽的浊度大小呈下降

趋势且差异显著!

!!

%

#

=

#

"2"$

$'这是因为
]7N

肽是由
]7N

经酶解得到了分子量较小的多肽或者氨基酸'

]7N

肽能与水

形成氢键'使其溶解度较
]7N

升高浊度下降!

!1

%

(

!2&

!

复合酶水解
]7N

结构表征

!2&2#

!

化学作用力分析
!

酶解改性对
]7N

化学作用力即

离子键+氢键+疏水相互作用+二硫键的影响见表
$

(相对于

]7N

'

]7N

肽的离子键含量明显减少#

=

#

"2"$

$'这是因为

酶解改性使得离子键发生了断裂'导致
]7N

肽的离子键含

量较
]7N

分别下降
&2&1P

(氢键的稳定性弱于离子键'经

酶解处理后的
]7N

即
]7N

肽的氢键发生断裂使其含量较

]7N

明显减少
#'2!%P

#

=

#

"2"$

$(

]7N

肽的疏水相互作

用含量较
]7N

分别减少
521$P

'可能是酶解使蛋白质分子

量变小'亲水基团增多'溶解性升高'疏水相互作用减弱*另

外'

]7N

肽的羰氨缩合破坏了蛋白质分子的疏水性相互作

用'最终导致
]7N

肽的疏水相互作用含量较
]7N

明显减

少#

=

#

"2"$

$(相对于
]7N

'酶解制备的
]7N

肽的二硫键

含量均明显减少#

=

#

"2"$

$'可能是酶解改性破坏了半胱氨

酸残基'使二硫键的形成受阻!

!5

%

(

表
5

!

酶解改性对
]7N

功能性质的影响a

A+S-:5

!

(UU:3Q4UQD::KY

0

*+Q,3*4/,U,3+Q,4K4KUWK3Q,4K+-

;

.4

;

:.Q,:J4U]7N

样品 持水性)#

V

/

Z#

$ 持油性)#

V

/

V

Z#

$ 表面疏水性)
P

浊度

]7N !2!%M"2"!

+

12!1M"2"1

3

'%266M"25!

3

"251M"2"#

3

]7N

肽
12%5M"2"1

S

!2#6M"2"!

S

'$261M"25'

S

"2!'M"2"#

S

!!!!!!!!!

a

!

不同字母表示差异显著#

=

#

"2"$

$(

表
$

!

酶解改性对
]7N

化学作用力的影响a

A+S-:$

!

(UU:3Q4UQD::KY

0

*+Q,3*4/,U,3+Q,4K4K3D:*,3+-.:+3Q,4K4U]7N P

样品 离子键含量 氢键含量 疏水相互作用含量 二硫键含量

]7N

!

!#2$&M#25'

3

1&2"'M!215

3

!!2#6M#251

3

#&2$1M"26&

3

]7N

肽
#52%1M"26$

S

#62'6M#21$

+

#'261M#2#'

S

#"2#6M"2$!

S

!!!!!!!!

a

!

不同字母表示差异显著#

=

#

"2"$

$(

!2&2!

!

荧光光谱分析
!

对
]7N

和复合酶酶解制备的
]7N

肽进行荧光光谱分析'结果见图
$

(

!!

从图
$

可以看出'相对于
]7N

'

]7N

肽的荧光强度均

有所降低*最大吸收峰位置也发生了改变'

]7N

的最大吸收

峰在
15"K*

处'

]7N

肽的最大吸收峰红移至
15$K*

处(

可能是荧光强度与表面疏水性呈正相关'酶解改变了
]7N

的空间构象'使其氢键更加稳定'表面疏水性降低'

]7N

肽

荧光强度减弱(

!2&21

!

扫描电镜#

9(O

$分析
!

对
]7N

和复合酶酶解制备

的
]7N

肽进行
9(O

测定分析'结果见图
&

(

!!

由图
&

中可知'

]7N

为典型的球蛋白'表面光滑'成颗

粒状(酶解之后'表面不规则的凹陷消失'颗粒变小(说明

酶解改性使其微观结构发生明显变化(

图
$

!

荧光光谱分析

L,

V

W.:$

!

NK+-

0

J,J4UU-W4.:J3:K3:J

;

:3Q.4J34

;0

!$

基础研究
!

!"#6
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图
&

!

改性前后
]7N

的
9(O

图

L,

V

W.:&

!

93+KK,K

V

:-:3Q.4K*,3.4

V

.+

;

DJ4U]7NS:U4.:

+K/+UQ:.*4/,U,3+Q,4K

1

!

结论
本试验研究了木瓜蛋白酶+中性蛋白酶和风味蛋白酶复

合酶水解
]7N

及其特性与结构'确定了
1

种酶的最佳质量

比和最适酶解工艺条件(结果表明'与单一酶相比'复合酶

显著性提高了
]7N

的水解度(通过对改性后的
]7N

特性

分析表明'酶解作用显著提高了
]7N

的功能特性'如持水性

提高+表面疏水性和浊度降低等(为了更加深入地了解

]7N

相关功能性质变化的机理'通过测定化学作用力分析

经酶解改性后
]7N

的离子键+氢键+疏水相互作用+二硫键

的变化*采用荧光光谱和扫描电镜观察改性后
]7N

结构的

变化(结果表明蛋白质的三股螺旋结构发生了明显的变化'

同时'

]7N

的微观结构由球状完全变成片状'表明酶解改性

对
]7N

结构产生显著性的影响(但针对改性后的
]7N

结

构与功能特性之间的构效机制还有待进一步的深入探讨(
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