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摘要!为了制备适合开发低苯丙氨酸特膳食品的原料$花生

蛋白经碱性蛋白酶
a(>8(857#)<A

及木瓜蛋白酶降解后$通过

单因素及正交试验分别确定了风味蛋白酶
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水

解及活性炭吸附工艺#结果显示$在
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W
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活性炭$于
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条件下吸附
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$苯丙氨酸去除率可达
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#经氨基酸

及分子 量 分 析 显 示$产 物 中 苯 丙 氨 酸 含 量 大 幅 下 降
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($主要为
F$$;8

以下的寡肽和游离氨基

酸$适合将来为苯丙酮尿症患者制备特殊医学配方食品#
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+活性丧失或合成不足!导致
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无法被正

常代谢/

"

0的常见隐性遗传氨基酸代谢症"现阶段推荐通过

饮食管理达到治疗的目的!即控制患者每日饮食摄入的

2̀7

/

#]!

0

"在采取普通严格低蛋白饮食时!患者可能会出现

如不饱和脂肪酸#维生素及矿物质等营养素缺乏症/

<]F

0

!因

此推荐食用低苯丙氨酸特殊医学配方食品补充患者每日所

需蛋白质#维生素及矿物质等营养素"目前!此类特膳食品

主要为低.无苯丙氨酸游离氨基酸配方食品/

%]1

0

"但此类特

膳食品适口性差!存在由于摄入过多游离氨基酸而致腹泻的

风险/
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0

"通过蛋白酶水解天然蛋白!分离
2̀7

后所得低苯丙

氨酸肽混合物可用于为
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患者制备特殊医学配方

食品/
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0
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目前!制备低苯丙氨酸肽混合物的原料主要以乳清蛋

白/

"$]"#

0和酪蛋白/
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0等动物性蛋白为主!而对植物蛋白的

开发利用主要以不含过敏源的玉米蛋白/
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0

#小麦蛋白/

"E

0及

大米蛋白/

"F

0为原料"由于花生蛋白含有大分子过敏性蛋

白/

O

0限制了对其的开发利用!针对这一现状!本研究通过多

酶分步深度降解花生蛋白!再利用活性炭吸附分离
2̀7

制备

不含过敏性蛋白的低苯丙氨酸肽混合物!一方面为花生蛋白

<1"



的应用提供新方向!另一方面为将来制备适合
P̀d

患者食

用的特殊医学配方食品提供更多的原料选择"
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材料与方法
")"

!

材料与仪器
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材料与试剂

花生蛋白(粗蛋白含量
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!陕西森弗天然制品有限
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a(>8(857#)<A

(食品级!
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.
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!诺维信*中国+投

资有限公司-
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有限公司-
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等(分析纯!上海国药集团化学试剂有限公司-

粉末活性炭(食品级!

#$$
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W

K

计(

.Z9#$

型!梅特勒
9

托利多国际贸易*上海+有限

公司-
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+游离
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含量测定样品处理(取一定量酶水解样

品!用
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中和盐酸!转移至
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滤液于离心管内!于
"E$$$3

.

L4:

离心
"$L4:

!取

<$$

#

A

上清液于液相小瓶!待测"

")#)#

!

.(8+'J3T

B

L7

水解花生蛋白释放游离
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配制
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粉末活

性炭!静态吸附
#)$2

"吸附完成后过滤!滤液稀释
"$

!

#$

倍

后分别测定
+9

#F$

#

+9

##$

!计算去除率及
+9

##$

.

+9

#F$

"

*

<

+时间对吸附效果的影响(取水解液
E

份预热至

!Ec

!均调整
W

K

至
!)E

!添加
%

X

.

"$$

X

粉末活性炭!分别静

态吸附
$)E

!

")$

!

")E

!

#)$

!

#)E

!

!)$2

"吸附完成后过滤!滤液稀

释
"$

!

#$

倍 后 分 别 测 定
+9

#F$

#

+9

##$

!计 算 去 除 率 及

+9

##$

.

+9

#F$

"

")#)E

!

活性炭吸附正交试验
!

在单因素试验的基础上!固定

吸附时间为
#)E2

!选择
+9

##$

.

+9

#F$

为指标!以温度#

W

K

及

活性炭用量为正交试验因子!设计三因素三水平正交试验"

")#)F

!

分子量分布分析

*

"

+色谱条件(色谱柱(

0/P

X

7(#$$$/eYA

*

%)1LL_

!$$LL

+-紫外检测器检测波长(

!!$:L

-流动相(乙腈,

水,三氟乙酸*体积比为
<$

)

F$

)

$)$E

+-流速(

$)ELA

.

L4:

-

柱温(

!$ c

-进样量(

"$

#

A

-混合标准品(细胞 色 素
,

*

@e"#E$$

+#杆菌酶*

@e"<E$

+#乙氨酸,酪氨酸,精氨酸

*

@e<E"

+#乙氨酸,乙氨酸,乙氨酸*

@e"1O

+"

*

#

+样品处理(样品经
$)<E

#

L

水系微滤膜过滤"

")#)%

!

数据处理
!

试验重复
!

次!采用
3̂4

X

4:O)$

及
/̀ //

#$

进行数据处理与分析"

#

!

结果与分析
#)"

!

.(8+'J3T

B

L7

水解花生蛋白释放游离
2̀7

#)")"

!

温度对
.(8+'J3T

B

L7

水解花生蛋白释放游离
2̀7

的

影响
!

温度对蛋白酶的水解反应有两方面的影响(

$

通过

影响分子热运动而影响水解速率-

%

影响蛋白酶的活

性/

#$

0

#$#

"由图
"

可知!随温度的上升!分子热运动加强!水解

速率增快!游离
2̀7

含量随之上升"当温度升至
E$c

时!所

得游离
2̀7

含量达到了最高"当温度超过
E$c

后!游离
2̀7

含量下降!可能是高温致使蛋白酶变性导致活性下降"因

此!

.(8+'J3T

B

L7

水解花生蛋白释放游离
2̀7

的最适温度在

E$c

左右"

#)")#

!W

K

对
.(8+'J3T

B

L7

水解花生蛋白释放游离
2̀7

的影

响
!W

K

通过影响蛋白酶氨基酸侧链基团的解离状态!改变

空间构型!从而对酶的活性造成影响/

#$

0

#$#]#$!

"由图
#

可知!

在选定的
W

K

下!随着
W

K

的上升!水解活性增强!游离
2̀7

图
"

!

水解温度对游离
2̀7

含量的影响

.4

X

J37"

!

Z[[7>6'[2

B

?3'(

B

54567L

W

7386J37':627

>':67:6'[[377 2̀7

图
#

!

水解
W

K

对游离
2̀7

含量的影响

.4

X

J37#

!

Z[[7>6'[2

B

?3'(

B

545

W

K':627>':67:6

'[[377 2̀7

含量也随之上升"当
W

K

升至
F)E

时游离
2̀7

含量达到了最

高!继续升高
W

K

!其含量随之下降!可能是过高的
W

K

导致

酶的空间构型发生变化!活性下降"因此!

.(8+'J3T

B

L7

水解

花生蛋白释放游离
2̀7

的最适
W

K

在
F)E

左右"

#)")!

!

酶浓度对
.(8+'J3T

B

L7

水解花生蛋白释放游离
2̀7

的影响
!

蛋白酶催化水解反应时!当底物浓度一定时!酶浓

度的上升能加速水解过程/

#$

0

#$E

"由图
!

可知!随着酶浓度的

上升!游离
2̀7

含量随之上升"当浓度升至
!$$$d

.

X

时!

游 离
2̀7

含 量 增 幅 减 缓!因 此 选 择
! $$$ d

.

X

为

.(8+'J3T

B

L7

水解花生蛋白释放游离
2̀7

的最适酶浓度"

#)")<

!

水解时间对
.(8+'J3T

B

L7

水解花生蛋白释放游离
2̀7

的影响
!

当其他水解条件一定时!水解时间同产物成正

比/

#$

0

#$O]#"$

"由图
<

可知!随着水解时间的增加!游离
2̀7

含

图
!

!

酶浓度对游离
2̀7

的影响

.4

X

J37!

!

Z[[7>6'[7:T

B

L7>':>7:63864':':627>':67:6

'[[377 2̀7

图
<

!

水解时间对游离
2̀7

含量的影响

.4

X

J37<

!

Z[[7>6'[2

B

?3'(

B

54564L7':627>':67:6

'[[377 2̀7

F1"
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量随之上升!但水解
E2

后所得游离
2̀7

趋于稳定"这是由

于蛋白酶的水解作用具有位点特异性!随着水解程度的加

深!可供酶水解的位点逐渐减少!水解产物趋于平衡/

#"

0

"因

此水解时间为
E2

为宜!后续试验固定水解时间为
E2

"

#)#

!

.(8+'J3T

B

L7

水解正交试验

正交试验设计及结果见表
"

#

#

"

表
"

!

水解正交试验因素水平表

08C(7"

!

.8>6'358:?(7+7(5'['362'

X

':8(6756['32

B

?3'(

B

545

水平
a

温度.
c I

W

K ,

酶浓度.*

d

1

X

]"

+

" <E F)$ #E$$

# E$ F)E !$$$

! EE %)$ !E$$

表
#

!

水解正交试验结果

08C(7#

!

=75J(65'['362'

X

':8(6756['32

B

?3'(

B

545

试验序号
a I ,

游离
2̀7

含量.

*

"$

]#

L

X

1

LA

]"

+

" " " " #E)#"

# " # # #%)<%

! " ! ! #%)!1

< # " # #1)"F

E # # ! #1)<#

F # ! " #<)E$

% ! " ! #F)EE

1 ! # " #F)"<

O ! ! # #")%"

S

"

#F)F1 #F)F< #E)#1

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

S

#

#%)$! #%)!< #E)%1

S

!

#<)1$ #<)E! #%)<E

极差
K #)#! #)1" #)"%

!!

由表
#

可知!影响
.(8+'J3T

B

L7

水解花生蛋白释放游离

2̀7

的因素主次为
K

I

"

K

a

"

K

,

!最佳水解工艺为
E$c

!酶

浓度
!E$$d

.

X

!

W

KF)E

!水解
E2

"经次重复实验验证!在此

工艺条件下水解所得游离
2̀7

可达
#1)FEL

X

.

"$$LA

"

#)!

!

活性炭分离
2̀7

#)!)"

!

温度对吸附效果的影响
!

由图
E

可知!温度的上升有

利于
2̀7

的吸附"超过
!Ec

时!

2̀7

去除率下降!活性炭对

其他氨基酸的吸附增加导致吸收示差下降"因此!活性炭吸

附
2̀7

的合适温度在
!Ec

左右"

#)!)#

!W

K

对吸附效果的影响
!W

K

一方面影响氨基酸在体

系中的存在形式!另一方面通过影响活性炭分子表面的带电

情况而改变吸附能力/

##]#!

0

"由图
F

可知!

W

K

的上升有利于

2̀7

的去除!

W

K

超过
!)$

时!活性炭对
2̀7

的吸附能力下降!

对其他氨基酸的吸附能力增加导致吸收示差下降"因此!活

性炭吸附去除
2̀7

的最适
W

K

在
!)$

左右"

#)!)!

!

活性炭用量对吸附效果的影响
!

由图
%

可知!随着活

性炭用量的增加
2̀7

去除率及吸收示差均出现上升现象"

图
E

!

吸附温度对
+9

##$

+

+9

#F$

及
2̀7

吸附率的影响

.4

X

J37E

!

Z[[7>6'[8?5'3

W

64':67L

W

7386J37':627+8(J7'[

+9

##$

+

+9

#F$

8:?62737L'+8(3867'[ 2̀7

图
F

!

吸附
W

K

对
+9

##$

+

+9

#F$

及
2̀7

去除率的影响

.4

X

J37F

!

Z[[7>6'[8?5'3

W

64':

W

K':627+8(J7'[

+9

##$

+

+9

#F$

8:?62737L'+8(3867'[ 2̀7

图
%

!

活性炭添加量对
+9

##$

+

+9

#F$

及
2̀7

去除率的影响

.4

X

J37%

!

Z[[7>6'[627>':67:6'[8>64+867?>83C':':627

+8(J7'[+9

##$

+

+9

#F$

8:?62737L'+8(3867'[̀ 27

当添加量增至
%

X

.

"$$

X

时!

2̀7

去除率趋于平缓!继续增加

用量对
2̀7

去除率的贡献有限!吸收示差的下降说明活性炭

对其他氨基酸的吸附逐渐增强"因此!活性炭适宜添加量在

%

X

.

"$$

X

左右"

#)!)<

!

吸附时间对吸附效果的影响
!

在活性炭吸附过程中!

其不仅特异性地吸附
2̀7

!对非芳香族氨基酸也有一定的吸

附能力/

##]#!

0

"由图
1

可知!吸附时间的延长有利于
2̀7

的

去除!但长时间的吸附会导致其他氨基酸大量损失!从而导

致吸收示差大幅下降"因此!活性炭吸附
2̀7

的时间应在

#)E2

左右为宜!后续正交试验固定水解时间为
#)E2

"

%1"

开发应用
!

#$"%
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图
1

!

吸附时间对
+9

##$

+

+9

#F$

及
2̀7

去除率的影响

.4

X

J371

!

Z[[7>6'[8?5'3

W

64':64L7':627+8(J7'[

+9

##$

+

+9

#F$

8:?62737L'+8(3867'[ 2̀7

#)<

!

活性炭吸附正交试验

吸附正交试验设计及结果见表
!

#

<

"

表
!

!

吸附正交试验因素水平表

08C(7!

!

.8>6'358:?(7+7(5'['362'

X

':8(67565

['38?5'3

W

64':

水平
a

温度.
c I

W

K

,

活性炭用量.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

" !$ #)E E

# !E !)$ %

! <$ !)E O

表
<

!

吸附正交试验结果

08C(7<

!

=75J(65'['362'

X

':8(6756['38?5'3

W

64':

试验序号
a I ,

+9

##$

.

+9

#F$

" " " " <E)<%

# " # # <1)!!

! " ! ! <F)1$

< # " # <F)#%

E # # ! <O)1%

F # ! " <E)#O

% ! " ! <!)!#

1 ! # " <F)"O

O ! ! # <E)<%

S

"

<F)FO <E)$# <E)FE

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

S

#

<%)"< <1)"! <F)FO

S

!

<<)OO <E)1E <F)FF

极差
K #)"E !)"" ")$<

!!

由表
<

可知!影响活性炭吸附效果的主次因素为
K

I

"

K

a

"

K

,

!最佳工艺为吸附温度
!E c

!

W

K!)$

!活性炭用量

%

X

.

"$$

X

"经
!

次平行实验验证!在此工艺条件下吸附

#)E2

!

+9

##$

.

+9

#F$

可达
<O)OE

!

2̀7

去除率达到
O1)F<D

"

#)E

!

氨基酸组成分析

花生蛋白经蛋白酶水解及活性炭吸附处理后!所得产物

氨基酸组成见表
E

!氨基酸图谱见图
O

"由表
E

可知!经活性

炭吸附后
2̀7

仅占
"%

种总氨基酸含量的
$)$OD

!符合
QI

图
O

!

低苯丙氨酸肽混合物氨基酸图谱

.4

X

J37O

!

aL4:'8>4?5

W

7>63JL'[('G

W

27:

B

(8(8:4:7

W

7

W

64?75L4V6J37

表
E

!

低苯丙氨酸肽混合物氨基酸组成g

08C(7E

!

aL4:'8>4?>'L

W

'5464':'[('G

W

27:

B

(8(8:4:7

W

7

W

64?75L4V6J37

氨基酸 含量.*

"$

]#

L

X

1

LA

]"

+

a5

W

*天冬氨酸+

"#")#%

Q(J

*谷氨酸+

""!)F<

/73

*丝氨酸+

!O)<1

K45

*组氨酸+

"E)"E

Q(

B

*甘氨酸+

!E)%1

023

*苏氨酸+

!E)$E

a3

X

*精氨酸+

<$)O%

0

B

3

*酪氨酸+

$)%"

,

B

595

*半胱氨酸+

")#O

&8(

*缬氨酸+

E%)O1

@76

*蛋氨酸+

F)EO

3̀'

*脯氨酸+

!$)"1

2̀7

*苯丙氨酸+

$)F"

A7J

*亮氨酸+

EO)#O

-(7

*异亮氨酸+

!F)F%

A

B

5

*赖氨酸+

<O)%O

03

W

*色氨酸+ ,

a(8

*精氨酸+

<$)O%

!!!!

g

!

$

]

%表示未检测"

#OO##

,

#$"!

中关于
P̀d

患者专用特膳食品中
2̀7

含量不

得高于
")EL

X

.

X

蛋白等同物的要求!因此!通过本工艺获得

的低苯丙氨酸肽混合物适合将来为
P̀d

患者制备特膳

食品"

#)F

!

分子量分布分析

花生蛋白虽然是一种具有较高营养价值的植物蛋白!但

由于含有分子量在
"$

!

%$H;8

的过敏性蛋白/

#<

0

!限制了其

在食品行业的应用"由图
"$

可知!经蛋白酶水解及活性炭

吸附!产物分子量主要为
F$$;8

以下的低聚肽和游离氨基

酸!过敏性蛋白被去除"人体对蛋白质的吸收主要以低聚肽

的形式为主/

#E

0

!因此!通过本工艺获得的低苯丙氨酸肽混合

物是一种不含过敏蛋白的可用于制备低苯丙氨酸特殊医学

配方食品的原料"

11"
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图
"$

!

低苯丙氨酸肽混合物分子量分布图谱

.4

X

J37"$

!

@'(7>J(83G74

X

26>23'L86'

X

38L'[('G

W

27:

B

(8(8:4:7

W

7

W

64?75L4V6J37

!

!

结论
通过试验发现!

.(8+'J3T

B

L7

水解花生蛋白释放游离

2̀7

的最佳工艺条件为(温度
E$ c

!

W

KF)E

!酶添加量为

!E$$d

.

X

!水解
E2

!在此工艺条件下游离
2̀7

含量可达

#1)FEL

X

.

"$$LA

"所得水解液添加
%

X

.

"$$

X

活性炭!于

!Ec

!

W

K!)$

!吸附
#)E2

!

2̀7

去除率可达
O1)F<D

!

+9

##$

.

+9

#F$

达到
<O)OE

"所得产物中
2̀7

仅占总氨基酸的
$)$OD

!

且主要为
F$$;8

以下的低聚肽及游离氨基酸!不含过敏性

蛋白!完全满足
QI#OO##

,

#$"!

中!关于
P̀d

患者特膳食

品中
2̀7

限量*

(

$)"EL

X

.

X

蛋白质等同物+的要求!适合将

来为此类患者制备不同品类的特膳食品"
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