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摘要：用二次回归正交旋转组合设计对乳清蛋白酶解条件进

行优化，建立酶法水 解 乳 清 蛋 白 的 水 解 度 与 水 解 温 度、水 解

时间、加酶量等 三 因 素 的 正 交 回 归 模 型。结 果 表 明：在 反 应

温度５７℃、加酶量８　２１４Ｕ／ｇ·蛋白条件下酶解１１４ｍｉｎ，可
获得中性蛋白酶水解乳清蛋白的最大水解度１１．７２％，与 模

型值基本相符。
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近年来随着人们营养健康意识的增强，蛋白质和脂肪含

量相当于原料乳１０倍 的 干 酪，成 为 世 界 上 唯 一 保 持 连 续 上

升的乳制品［１］。按生产１ｔ干酪排放９ｔ乳清计，每年有上亿

吨的乳清等待利用和处理［２］。乳清不仅产量大，且营养丰富

（含乳清蛋白、脂肪、乳 糖、矿 物 质 和 水 溶 性 维 生 素 等），必 需

氨基酸组成完全符合或超出ＦＡＯ／ＷＨＯ要求［３］。由于蛋白

酶能部分降解乳清 蛋 白 多 肽 骨 架，增 加 特 殊 功 能 基 团，具 有

改变乳清蛋白的乳化性、稳定性等功能特性［４］。也是降低其

过敏反应的有 效 方 法 之 一［５］。本 研 究 为 便 于 乳 清 蛋 白 酶 解

后直接用于乳制品中，因此在自然ｐＨ下 对 乳 清 蛋 白 预 处 理

及酶解条件进行优化，以提高乳清蛋白酶解产物的利用率和

营养价值。

１　材料与方法

１．１　材料

乳清浓缩蛋白（ＷＰＣ８０）：美国哥兰比亚乳业公司；

中性蛋白酶：酶活１４．６万Ｕ／ｇ，广西南宁庞博生物工程

有限公司；

木瓜蛋白酶：酶活２１．４万Ｕ／ｇ，广西南宁庞博生物工程

有限公司；

胰蛋白酶：酶 活１０．０万 Ｕ／ｇ，北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公

司。

１．２　仪器与设备

电热恒温水浴锅：ＤＫ－Ｓ２２型，上海精密实验设备有限公

司；

光栅分光光度计：７２２型，山东高密彩虹分析仪器有限公

司；

精密ｐＨ计：ｐＨ　Ｓ－３Ｂ型，上海雷磁仪器厂；

多管架自动平衡离心机：ＴＤＺ５－ＷＳ型，湘仪离心机 仪 器

有限公司。

１．３　方法

１．３．１　测定项目及方法

（１）蛋白酶活力测定：福林—酚法［６，７］。

（２）蛋白含量测定：微量凯氏定氮法［８］。

（３）蛋白水解度（ＤＨ）测定：改进ｐＨ－ｓｔａｔ法［９，１０］。

１．３．２　预处理 方 式 对 乳 清 蛋 白 酶 解 的 影 响　分 别 采 用６３

℃／３０ｍｉｎ，８０℃／１０ｍｉｎ，９５℃／５ｍｉｎ的预处理方式 对 乳 清

蛋白 ＷＰＣ８０进行处理，以未经预处理的作对照。水解条件：

ＷＰＣ８０　８％，初始ｐＨ　６．８，木瓜蛋白酶量５　０００Ｕ／ｇ·蛋白，
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温度５０℃，时间６０ｍｉｎ。通 过 乳 清 蛋 白 水 解 程 度 来 确 定 最

佳的预处理方式。

１．３．３　不同蛋白酶水解乳清蛋白的效果比较　选用木瓜蛋

白酶、中性蛋白酶和 胰 蛋 白 酶，在 加 酶 量５　０００Ｕ／ｇ·蛋 白，

初始ｐＨ　６．８，５０℃，６０ｍｉｎ的条件下对终浓度８％的乳清蛋

白（ＷＰＣ８０）进行酶解，并经沸水１０ｍｉｎ，冷至室温后，通过比

较水解程度来确定乳清蛋白酶解的最佳酶。

１．３．４　单因素试验

（１）加酶量对酶解乳 清 蛋 白 的 影 响：在 初 始ｐＨ　６．８、水

解温度５０℃、水解６０ｍｉｎ条件下，用最佳酶对终浓度８％的

乳清蛋白进行酶解，分别测定在１　０００，３　０００，５　０００，７　０００，９

０００Ｕ／ｇ·蛋白加酶量的水解度。

（２）水解温度对酶解 乳 清 蛋 白 的 影 响：在 初 始ｐＨ　６．８、

加酶量５　０００Ｕ／ｇ·蛋白、水解６０ｍｉｎ条件下，用最佳酶对终

浓度８％的乳清蛋白进行酶解，分别测定 在４０，４５，５０，５５，６０

℃水解温度下的水解度。

（３）水解时间对酶解 乳 清 蛋 白 的 影 响：在 初 始ｐＨ　６．８、

水解温度５０℃、加酶量５　０００Ｕ／ｇ·蛋白条件下，用最佳 酶

对终 浓 度８％的 乳 清 蛋 白 进 行 酶 解，分 别 测 定３０，６０，９０，

１２０，１５０ｍｉｎ水解时间的水解度。

１．３．５　正交旋转回 归 试 验 设 计　基 于 单 因 素 试 验 结 果，以

木瓜蛋白酶的水解温度、水解时间和加酶量３个因素为自变

量，以乳清蛋白水解度为响应值，设计２０个试验点的正交旋

转回归试验，保证试 验 点 最 小 的 前 提 下，提 高 乳 清 蛋 白 酶 解

效率，并用Ｄｅｓｉｇｎ　Ｅｘｐｅｒｔ　８．０．６统计软件对结果进行分析。

２　结果与分析

２．１　预处理方式对酶解乳清蛋白的影响

由于乳清蛋白的热稳定性较差，不同的预处理方式对其

酶解效果影响较大。为了得到最佳水解效果，按表１的预处

理方式及水解条件酶解乳清蛋白 ＷＰＣ，并测其水解度。

由图１可知，其中８０℃处 理１０ｍｉｎ的 水 解 度 最 大，达

９．２１％。所以选用８０℃处理１０ｍｉｎ对酶解前乳清蛋白进行

预处理。
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图１　不同预处理方式水解乳清蛋白的比较

Ｆｉｇｕｒｅ　１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｏｆ

ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｗｈｅｙ　ｐｒｏｔｅｉｎ

２．２　不同蛋白酶水解乳清蛋白的效果比较

考虑到酶解反 应 受 温 度、加 酶 量、底 物 浓 度 和 水 解 时 间

等多种因素影响。为 寻 找 水 解 乳 清 蛋 白 的 适 宜 酶 及 其 最 佳

酶解条件，本研究分 别 用 木 瓜 蛋 白 酶、中 性 蛋 白 酶 和 胰 蛋 白

酶３种酶，在相同酶解条件水解乳清蛋白，比较其水解程度。

由图２可知，木瓜蛋 白 酶 水 解 度 最 大，达８．９６％。因 此 选 用

木瓜蛋白酶作为乳清蛋白水解最佳用酶。
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图２　不同蛋白酶水解乳清蛋白的比较
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２．３　单因素试验

２．３．１　加酶量对酶 解 乳 清 蛋 白 的 影 响　由 图３可 知，在 同

一初始ｐＨ、水 解 温 度 和 时 间 下，当 木 瓜 蛋 白 酶 量 低 于５

０００Ｕ／ｇ·蛋白时，乳清蛋 白 水 解 度 随 酶 量 的 增 加 而 明 显 升

高；而加酶量高于５　０００Ｕ／ｇ·蛋白时，由于底物浓度和酶逐

渐达到饱和，水 解 度 升 高 幅 度 不 明 显。因 此，初 步 确 定 木 瓜

蛋白酶水解乳清蛋白 适 宜 用 酶 量 为５　０００Ｕ／ｇ·蛋 白，相 应

水解度ＤＨ为９．６５％。
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图３　加酶量对蛋白酶水解乳清蛋白的影响
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２．３．２　水解温度对 酶 解 乳 清 蛋 白 的 影 响　由 图４可 知，在

同一初始ｐＨ、水解 时 间 和 加 酶 量 下，酶 解 温 度 控 制 在４０～

５５℃时，乳清蛋白 水 解 度 随 温 度 上 升 而 增 大，而 高 于５５℃

００２
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时，则随着温度升高，水解度降低，说明酶活力下降。木瓜蛋

白酶水解乳清蛋白的适宜水解温度为５５℃，相应水解度ＤＨ

为９．９６％。

２．３．３　水解时间对 酶 解 乳 清 蛋 白 的 影 响　由 图５可 知，在

同一水解温度、初 始ｐＨ 值 和 加 酶 量 下，乳 清 蛋 白 水 解 度 随

水解时间的延长 而 升 高。而 水 解９０ｍｉｎ后，水 解 度 趋 势 线

变缓。因此，初步确定木瓜蛋白酶水解乳清蛋白适宜水解时

间为９０ｍｉｎ，相应水解度ＤＨ为９．８７％。
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图４　水解温度对酶解乳清蛋白的影响
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图５　水解时间对酶解乳清蛋白的影响
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ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ

２．４　正交旋转回归试验

２．４．１　正交旋转回归设计酶解乳清蛋白试验结果分析　根

据单因素试验结果确 定 的 回 归 正 交 旋 转 试 验 因 素 水 平 取 值

见表１，木瓜蛋白酶解乳清 蛋 白 回 归 正 交 旋 转 试 验 结 果 见 表

２，方差分析见表３、４。

用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件 进 行 回 归 分 析，对 各 因 素 回 归 拟

合后得回归方程：

ＤＨ＝１０．４０＋０．２２　Ｘ１＋０．３０　Ｘ２＋１．３１　Ｘ３＋０．０１９　Ｘ１

Ｘ２＋０．０１１　Ｘ１Ｘ３－０．０３９　Ｘ２Ｘ３－０．３９　Ｘ１２－０．１６　Ｘ２２－０．

４０　Ｘ３２ （１）

表１　正交旋转回归设计的因素水平编码表

Ｔａｂｌｅ　１　Ｆａｃｔｏｒｓ　ｌｅｖｅｌ　ｃｏｄｉｎｇ　ｓｃｈｅｄｕｌｅ　ｏｆ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｒｏｔａｒｙ　ｔｅｓｔｓ

编码 Ｘ１水解温度／℃ Ｘ２时间／ｍｉｎ　Ｘ３加酶量／（Ｕ·ｇ－１蛋白）

＋１．６８２　 ６３．４１　 １４０．４５　 ８　３６３．５９

＋１　 ６０　 １２０　 ７　０００

０　 ５５　 ９０　 ５　０００

－１　 ５０　 ６０　 ３　０００

－１．６８２　 ４６．５９　 ３９．５５　 １　６３６．４１

表２　正交旋转回归设计酶解乳清蛋白试验与结果

Ｔａｂｌｅ　２　Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｒｏｔａｔｉｏｎａｌ

ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｗｈｅｙ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ

序号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ ＤＨ水解度／％

１ －１ －１ －１　 ７．４４

２ ＋１ －１ －１　 ７．８３

３ －１ ＋１ －１　 ７．９４

４ ＋１ ＋１ －１　 ８．３７

５ －１ －１ ＋１　 １０．４０

６ ＋１ －１ ＋１　 １０．８０

７ －１ ＋１ ＋１　 １０．７１

８ ＋１ ＋１ ＋１　 １１．２２

９ －１．６８２　 ０　 ０　 ９．０７

１０ ＋１．６８２　 ０　 ０　 ９．８３

１１　 ０ －１．６８２　 ０　 ９．４１

１２　 ０ ＋１．６８２　 ０　 １０．８２

１３　 ０　 ０ －１．６８２　 ７．５６

１４　 ０　 ０ ＋１．６８２　 １１．３０

１５　 ０　 ０　 ０　 １０．２３

１６　 ０　 ０　 ０　 １０．６７

１７　 ０　 ０　 ０　 １０．２３

１８　 ０　 ０　 ０　 １０．５８

１９　 ０　 ０　 ０　 １０．３３

２０　 ０　 ０　 ０　 １０．２８

　　由表３可 知，模 型 交 互 项 Ｘ１Ｘ２、Ｘ１Ｘ３、Ｘ２Ｘ３及 二 次 项

Ｘ２２差异不显著，模型一次项Ｘ２、Ｘ３及二次项Ｘ１２、Ｘ３２差异极

显著，模型一次项Ｘ１差异显著，说 明 响 应 面 分 析 所 选 的３个

主效应显著。其 中 各 种 因 素 间 的 交 互 作 用 较 小。同 时 由Ｆ

值（各项均方／剩 余 误 差 均 方）可 看 出，水 解 温 度、水 解 时 间、

加酶量３个因素中加酶量对乳清蛋白水解度影响最大，其次

为水解时间和温度。
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表３　正交试验结果方差分析表

Ｔａｂｌｅ　３　Ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｔａｂｌｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ

ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔｓ

变异来源
系数

估计值

平方和

ＳＳ
自由度 均方 ＭＳ　Ｆ值 显著性

截距 １０．４０ — — — —

Ｘ１ ０．２２　 ０．６６　 １　 ０．６６　 ７．１０ ＊

Ｘ２ ０．３０　 １．２６　 １　 １．２６　 １３．５５ ＊＊

Ｘ３ １．３１　 ２３．３０　 １　 ２３．３０　２５０．５４ ＊＊

Ｘ１Ｘ２ ０．０２　 ０．００　 １　 ０．００　 ０．０３

Ｘ１Ｘ３ ０．０１　 ０．００　 １　 ０．００　 ０．０１

Ｘ２Ｘ３ －０．０４　 ０．０１　 １　 ０．０１　 ０．１３ ＊＊

Ｘ１２ －０．３９　 ２．２０　 １　 ２．２０　 ２３．６６

Ｘ２２ －０．１６　 ０．３５　 １　 ０．３５　 ３．７６ ＊＊

Ｘ３２ －０．４０　 ２．２８　 １　 ２．２８　 ２４．５２ ＊＊

回归模型


２９．４２　 ９　 ３．２７　 ３５．１６

剩余误差 ０．９３　 １０　 ０．０９

纯误差 ０．１８　 ５　 ０．０４

失拟项 ０．７５　 ５　 ０．１５　 ４．１７

总变异 ３０．３５　 １９

　＊为显著（Ｐ＜０．０５），＊＊为 高 度 显 著（Ｐ＜０．０１）；Ｆ０．０１（１，１０）＝

１０．０４，Ｆ０．０５（１，１０）＝４．９６；Ｆ０．０１（５，５）＝１１．０，Ｆ０．０５（５，５）＝５．０５；

Ｆ０．０１（９，１０）＝４．９５，Ｆ０．０５（９，１０）＝３．０２。

表４　乳清蛋白水解度模型的方差分析

Ｔａｂｌｅ　４　Ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ＤＨ

模型统计 结果

均值 ９．７５

标准差 １．２６

复相关系数的平方 ９６．９４

复相关系数 ９８．４６

变异系数 １２．９６

　　本试验模型不同处理间差异极显著，说明回归方程描述

各因子与响应值之间的关系时，其应变量与全体自变量之间

的线性关系是显 著 的。同 时 变 异 系 数（ＣＶ＝１２．９６％）也 说

明了这种试验方法是可靠的。复 相 关 系 数 平 方Ｒ２＝回 归 平

方和／总平方和＝９６．９４％，说明由这３个因素及二次项 能 解

释９６．９４％响应值的变 化。由 表３可 知，回 归 方 程 的 显 著 性

检验Ｆ值＝３５．１６＞Ｆ０．０１（９，１０）＝４．９５极显著，说明试验数据

与采用的数学模型相符合；回归方程的失拟性检验Ｆ值＝４．

１７＜Ｆ０．０５（５，５）＝５．０５不显 著，可 认 为 所 选 用 的 二 次 模 型 是 适

当的［１１－１５］。

２．４．２　响应面效应分析　用Ｄｅｓｉｇｎ　Ｅｘｐｅｒｔ软件 进 行 分 析，

作出响应面和等高线，得到因素间的交互关系及对乳清蛋白

水解度的影响。由 图６可 知，水 解 体 系 加 酶 量 一 定 时，乳 清

蛋白水解度随着反应时间增长而增大，当时间达到一定值后

水解度的增大变缓；在 水 解 体 系 加 酶 量 一 定 时，乳 清 蛋 白 水

解度随着温度增加而增加，当温度达到一定时水解度开始下

降。在适当中间区域 的 反 应 时 间 和 温 度 两 种 因 素 交 互 作 用

下，可获得水解度较高的酶解产物。

同样，由图７和８可看出，水解温度与加酶量、水解时间

和加酶量等之间的关 系 均 与 图６水 解 温 度 和 水 解 时 间 的 分

析结果类似。

２．５　酶解乳清蛋白最佳水解条件确定

为进一步确定乳清蛋白最佳酶解条件，对回归方程取一

阶偏导数为零整理得：

０．２２＋０．０１９　Ｘ２＋０．０１１　Ｘ３－０．７８　Ｘ１＝０

０．３０＋０．０１９　Ｘ１－０．０３９　Ｘ３－０．３２　Ｘ２＝０

１．３１＋０．０１１　Ｘ１－０．０３９　Ｘ２－０．８０　Ｘ３

烅
烄

烆 ＝０

（２）

联立上述３个方程求 解，得 到 极 值 点Ｘ１＝０．３２４、Ｘ２＝

０．７９４、Ｘ３＝１．６０７。换算后 得 乳 清 蛋 白 最 优 酶 解 条 件，即 在

反应温度５６．６２℃、加 酶 量 为８　２１３．７７Ｕ／ｇ·蛋 白 条 件 下，

木瓜 蛋 白 酶 水 解 乳 清 蛋 白１１３．８３ｍｉｎ时 能 获 得 最 大 水 解

度，其最大水解度为１１．６０％。考虑到实验可操作性，验证实

验在反应温度５７℃、加酶量８　２１４Ｕ／ｇ·蛋白、水解时间１１４

ｍｉｎ条件下进行，所得到 乳 清 蛋 白 水 解 度 为１１．７２％，与 模 型

值（１１．６０％）相符。
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图６　水解温度和水解时间对水解度的交互影响
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图７　水解温度和加酶量对水解度的交互影响
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图８　水解时间和加酶量对水解度的交互影响
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３　结论

为更好地提高乳清蛋白酶解产物的利用率和营养价值，

本研究比较了乳清蛋白在不同预处理方式下酶解程度，分析

了酶切位点相异 的 蛋 白 酶 自 然ｐＨ 下 对 乳 清 蛋 白 的 酶 解 效

果，并通过正交旋转 回 归 设 计 优 化 了 乳 清 蛋 白 的 酶 解 条 件。

研究表明乳清蛋白水溶液经８０℃１０ｍｉｎ预 处 理 后，加 入８

２１４Ｕ／ｇ·蛋白的木瓜蛋白酶，５７℃水解１１４ｍｉｎ后 能 获 得

最大水解度。以往关于酶解乳清蛋白的研究，都是控制蛋白

酶在其各自最适ｐＨ下且未考虑预处 理 对 水 解 产 物 的 影 响，

这势必会影响到 乳 清 蛋 白 在 食 品 中 的 应 用。本 研 究 不 仅 提

高了乳清蛋白酶解效率，同时还可将其酶解产物—乳清蛋白

肽直接地应用于液态乳制品等功能性食品中。
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１０　Ｊｅｎｓ　Ａｄｌｅｒ－Ｎｉｓｓｅｎ．Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｏｆ　ｔｈｅ

ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｂｉｔｔｅｒｎｅｓｓ　ｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ　ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ［Ｊ］．Ｃｈｅｍ．

Ｔｅｃｈ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，１９８４（３４Ｂ）：２１５～２２２．

１１　官波，郑文诚．山药多糖提取工艺的优化［Ｊ］．食品与机械，２０１０，

２６（１）：９８～１０１．

１２　刘军海，黄宝旭，蒋德超，等．响应面分析法优化艾叶多糖提取工

艺研究［Ｊ］．食品科学，２００９，３０（２）：１１４～１１８．

１３　王曙光，贾士儒，乔长 晟，等．响 应 面 法 优 化 鸡 骨 泥 酶 解 条 件 的

研究［Ｊ］．中国酿造，２００９（２）：８０～８２．

１４　林伟静，吴广 枫，王 强，等．燕 麦 全 粉 中β－葡 聚 糖 提 取 工 艺 优 化

［Ｊ］．食品与机械，２０１０，２６（１）：１２１～１２４．

１５　吴波，陈运中．响应面分析法 优 化 鱼 鳞 脱 钙 条 件 的 研 究［Ｊ］．食

品科学，２００８（９）：１２３～１２９．

３０２

第３１卷第１期 孙　洋等：乳清蛋白酶解条件优化 　


