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氨肽酶与中性蛋白酶协同水解大豆分离蛋白的研究

吕广林, 田亚平*

(江南大学 工业生物技术教育部重点实验室, 江苏 无锡 214122)

摘 要: 以大豆分离蛋白为底物,游离氨基酸含量、多肽分布、水解度为指标,氨肽酶 ProteAXG 为

对照,开展中性蛋白酶和氨肽酶双酶协同水解的研究。在底物质量浓度 6 g/ dL, 中性蛋白酶添加

量 5 000 U/ g,氨肽酶添加量 9 75 105 U / g, pH 8 5, 温度 50 ,水解 4 h 后, 水解液中游离氨基

酸含量 13 6 mg/ mL,多肽相对分子质量在 1 100以下,其中 600左右的多肽约占 16% ,二肽三肽

约占 75%, 水解度达 50 8%。氨肽酶与中性蛋白酶优化后, 水解度达 62%。结果表明:该氨肽酶

无论单独或与中性蛋白酶组合水解,都能达到较为深度的水解效果。
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Study on Hydrolysis of Soybean Protein Isolate by Aminopeptidase

and Neutral Protease

LV Guang lin, TIAN Ya ping
*
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Abstract: T his manuscript w ith soybean protein iso late as the subst rate to study the opt imum

enzyme hydro lysis parameters o f the combinat ion of the neutral protease and am inopept idase.

w ith free amino acids, pept ide dist ribut ion, the hydro lysis deg ree as indexes and aminopept idase

Pr oteAXG as the contr ol, the optimum condit ions w ere determined and listed as fol low s:

temperature 50 , subst rate concentrat ion of 6% , neutr al protease addit ion rat io E/ S = 5000U/

g, aminopeptidase addition ratio E/ S = 9. 75 105 U / g , pH 8. 5 and 4h. Under the opt imum

conditions, the results of the hydr olyzate is that : the content o f f ree amino acid in the hydro lyzate

is 13. 6 mg/ mL, w hich is 1. 95 t imes than that of ProteAXG hydroly sis, the molecular w eight o f

the polypeptide is less than 1100D, w hich consist of by 16% of 600D and 75% of dipept ide and

tripept ide. The hydroly sis degr ee achieved at 50. 8%. Under the opt imum condit ions, the deg ree

of hydroly sis is up to 62%. From the above results, w e concluded that am inopept idase f rom

Bacillus subt ilis either alone or in combinat ion w ith the neutral pr otease, can hydrolyze the

soybean iso lated pr otein in depth.

Key words: soybean pro tein iso late, am inopept idase, neutral pr otease, hydroly sis



蛋白质的彻底水解不仅需要内切酶, 还需要外

切酶的参与。大豆分离蛋白经酶深度水解后, 产物

主要为游离氨基酸和寡肽, 与大豆分离蛋白相比,

寡肽除氨基酸组成与大豆蛋白一样具有优质蛋白

的特点以外,还具有大豆蛋白所不具备的良好的溶

解性、稳定性等理化性质[ 1] , 而且具有易吸收和低

过敏原性等多种功能。

蛋白质的水解度是在水解过程中打开的肽键

占蛋白质肽键总数的百分比,是描述蛋白质水解程

度的一个非常重要的指标。随着水解度的增加, 蛋

白水解产物的溶解性增大、肽链变短, 相对分子质

量变小[ 2]。目前国内酶法水解大豆分离蛋白 [ 3] , 所

用的酶主要有木瓜蛋白酶、中性蛋白酶、碱性蛋白

酶 2. 709、酸性蛋白酶、Alcalase、Promatex、Fla

vourzyme等, 单酶的水解度一般在 30%以下
[ 4 5]

,

水解后的肽相对分子质量大都在 500~ 1 200 之

间[ 6]。

氨肽酶是一类从多肽链 N 末端顺序逐个水解

氨基酸的酶
[ 7]
。可用作蛋白质序列测定的分子工

具, 在食品工业上通常与蛋白酶复合使用, 广泛应

用于调味品和奶酪的生产、蛋白水解液脱苦、蛋白

质深度水解和多肽的制备等方面 [ 8]。国外氨肽酶

的研究主要在分子
[ 9 10]

, 基因克隆方面
[ 11]

, 并有成

品氨肽酶生产, 如日本天野的肽酶, NOVO 公司的

风味蛋白酶( F lavourzyme) , 它们既含有外切酶活,

又有内切酶活。目前国内对氨肽酶研究较少, 产品

化的氨肽酶还没有,使用的少量氨肽酶大都是从动

物类中提取制得
[ 12]
。作者从豆腐乳中分离得到一

株能产氨肽酶的枯草芽孢杆菌 Zj016, 该酶是一种

金属酶, 主要含有外切酶活性, 因其最适 pH 值在

8~ 10,有与碱性蛋白酶
[ 13]
、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、

菠萝蛋白酶、中性蛋白酶组合水解的应用潜力。作

者主要选择中性蛋白酶与氨肽酶开展单独与组合

水解大豆分离蛋白的研究,从而考察该枯草芽孢杆

菌氨肽酶在蛋白质原料深度水解方面的应用价值。

1 材料与方法

1 1 材料

大豆分离蛋白: 黑龙江省三江食品公司产品

(蛋白质质量分数 90% ) ; 氨肽酶: 作者所在实验室

制备;中性蛋白酶: 夏盛实业集团有限公司提供;

Pro teAXG 酶:日本天野公司产品。

1 2 主要仪器

氨基酸分析液相色谱仪: 美国安捷伦公司产

品;高效液相色谱仪 Waters 600:配 2487紫外检测

器和 Empow er 工作站, Waters 公司产品; 酸度计

Delta320:梅特勒托力多公司产品; 电光分析天平

TG 328A: 梅特勒公司产品; 高速冷冻离心机 H i

mac CR22G:日本日立( H IT ACHI)公司产品;电热

恒温水浴锅:上海医疗器械五厂产品。

1 3 主要方法

1 3 1 氨肽酶的制备 枯草芽孢杆菌 Zj016发酵

液 4 , 10 000 r/ min离心 10 min, 取上清液;用质

量分数为 18%的( NH 4 ) 2 SO 4澄清; 离心取上清液用

相对分子质量 50 000的超滤膜超滤浓缩;得浓缩液

用相对分子质量 30 000的超滤膜脱盐; 体积分数

68%乙醇醇沉;沉淀真空冷冻干燥得氨肽酶酶活为

4 0 10
5
U / g。

1 3 2 酶活测定方法 氨肽酶活力测定: L PAN

法
[ 14]

; 内切蛋白酶活力测定: Fo lin 酚试剂法
[ 15]
。

1 3 3 甲醛滴定法测定水解度 参考文献[ 16 17]

进行。

1 3 4 游离氨基酸含量测定 分析方法: OPA、

FMOC 柱前衍生化法; 色谱条件: 色谱柱( D 4 6

mm 250 mm, 5 m ) ODS HYPERSIL ; 柱温: 40

; 流动相: A 相 称取 8 0 g 结晶乙酸钠, 加入 1

000 mL 水搅拌至结晶溶解, 再加入 225 mL 三乙

胺, 搅拌并滴加体积分数 5%的醋酸, 将 pH 调到

7 20,加入 50 mL 四氢呋喃, 混合后备用; B 相: 称

取8 0 g 结晶乙酸钠, 加入 400 mL 水搅拌至结晶溶

解, 搅拌并滴加体积分数 2%的醋酸, 将 pH 调到

7 20,将此溶液加入 800 mL 乙腈和 800 mL 甲醇,

混合后备用。体积流量: 1 0 mL/ min; 紫外检测波

长: 338 nm 梯度洗脱。

1 3 5 大豆分离蛋白水解液中多肽分布的测定

色谱条件 色谱柱: T SKgel 2 000 SWXL 300 mm

7 8 mm ; 流动相: V (乙腈) V (水) V (三氟乙

酸) = 45 55 0 1;体积流量: 0 5 mL/ m in; 柱温:

30 。

样品制备:吸取样品 2 mL 于 10 mL 容量瓶中,

用流动相稀释至刻度,用微孔过滤膜过滤后供进。

相对分子质量校正曲线所用标准品:细胞色素

C( MW12500) ; 杆菌酶( MW1450) ; 乙氨酸- 乙氨

酸- 酪氨酸- 精氨酸( MW451) ; 乙氨酸- 乙氨酸

- 乙氨酸( MW189)。

1 3 6 酶水解大豆分离蛋白 首先对大豆分离蛋

白预处理,配成底物质量浓度为 6 g / dL 的溶液, 在

85 恒温水浴 15 min, 冷却室温,调到所需 pH 值,

在水浴锅中调到反应温度, 加入所需酶, 不断的搅

拌, 用 2 mol/ LNaOH 滴定, 维持反应 pH 值, 精确
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到 0 1, 每隔 30 m in记录一次碱液消耗量,达到预

定反应时间使水解液迅速升至 90 加热 10 m in,

钝化水解液; 水解液离心 20 min,取上清液冷冻保

藏。

2 结果与分析

2 1 ProteAXG酶水解大豆分离蛋白

以国外氨肽酶 Pro teAXG 为对照, Pro teAXG

外切酶活: 3 90 106 U / g、内切酶活: 55 000 U/ g。

水解条件: pH 8 5,温度 60 ,外切酶加量 9 75

10
5
U/ g,内切酶加量 4 500 U/ g,底物质量浓度为 6

g/ dL, 水解 4 h。在此条件下水解后,将水解液分别

进行水解度、游离氨基酸、多肽分布分析, 结果见图

1、图 2。

图 1 ProteAX 酶水解大豆分离蛋白液中游离氨基酸

的图谱

Fig. 1 ProteAX enzymatic hydrolysis of soy protein iso

late solution of free amino acid pattern

图 2 ProteAX酶水解大豆分离蛋白液中多肽分布图谱

Fig. 2 ProteAX enzymatic hydrolysis of soy protein iso

late solution of Peptide distribution

由图 1可知,蛋白水解液中游离氨基酸的质量

浓度为 6 832 mg/ mL,由图 2可知,水解液中有大

分子物质存在, 相对分子质量从 5 000~ 12 000 的

大分子约占 12% , 在 600~ 5 000 左右的多肽约占

45 77%, 其中三肽二肽约占 40 76% , 甲醛法测得

终水解度为 19 3%。

2 2 氨肽酶、中性蛋白酶单独水解大豆分离蛋白

氨肽酶水解, 在外切酶活添加量与 Pro teAXG

的添加量相同,氨肽酶的最适水解条件下, 水解液

中游离氨基酸含量为 13 379 mg/ mL,多肽相对分

子质量在 6 000以上的几乎没有, 在 5 000 左右约

占 0 87%, 相对分子质量 600左右的约占 28%, 三

肽二肽约占 63 76%, 甲醛法测定水解度为 50%。

中性蛋白酶, 优化条件后, 在温度 45 , pH

8 5,酶加量 8 000 U/ g,底物质量浓度 6 g/ dL 下水

解 4 h, 蛋白水解液中游离氨基酸的含量为 1 796

mg / mL,水解液中还有大分子物质存在, 相对分子

质量从 5 000~ 16 000的大分子约占 2%, 在 600左

右的多肽约占 35%,其中三肽二肽约占 54%, 甲醛

法分析最终水解度为 15 6%。

2 3 氨肽酶和中性蛋白酶双酶协同水解大豆分离

蛋白

与国外氨肽酶相比, 在温度 50 , pH 8 5, 底

物质量浓度 6 g / dL ,中性蛋白酶加量 5 000 U/ g ,氨

肽酶加量 8 10
5
U/ g ,水解 4 h, 将水解液分别进行

水解度、游离氨基酸、多肽分布分析, 结果见图 3、图

4,大豆蛋白原液多肽分布如图 5。

图 3 双酶复合水解大豆分离蛋白水解液中游离氨基

酸的图谱

Fig. 3 Pairs of enzymatic hydrolysis of soy protein iso

late hydrolysates of free amino acids pattern

图 4 双酶协同水解大豆分离蛋白水解液中多肽相对

分子质量分布

Fig. 4 Pairs of enzymatic hydrolysis of soy protein iso

late hydrolysates of the Peptide weight distribu

tion

103第 1期 吕广林等:氨肽酶与中性蛋白酶协同水解大豆分离蛋白的研究



图 5 大豆分离蛋白未水解的相对分子质量分布图

Fig. 5 The molecular weight distribution of soy isolated

protein

由图 3可知,与国外氨肽酶 ProteAX 酶活添加

量接近相同的条件下, 由于国外的氨肽酶既有内切

酶活性, 又有外切酶活性, 因此通过添加中性蛋白

酶达到国外氨肽酶 Pr oteAX的酶活条件, 水解液中

游离氨基酸含量为 13 6 mg / mL, 与氨肽酶单独水

解后游离氨基酸含量增加不明显, 但与国外氨肽酶

Pro teAX水解相比, 游离氨基酸含量增加了 1倍;

水解后的多肽与未水解大豆分离蛋白多肽相比, 明

显没有了大分子的存在, 由图 4可知, 水解液中已

没有大分子物质, 主要是小肽物质, 相对分子质量

在 1 100以下,其中相对分子质量 600 左右的小肽

占约 16%,二肽三肽约占 75%, 比国外氨肽酶 Pro

teAX酶水解后的肽段更集中, 水解的更彻底。甲

醛滴定法测得水解度达 50 8%。

2 4 氨肽酶和中性蛋白酶进一步优化水解大豆分

离蛋白

在中性蛋白酶单独作用的最佳添加量( E/ S= 8

000 U / g )及双酶较优的水解条件下 (温度 50 ,

pH 8 5,底物质量浓度 6 g/ dL) ,主要变化氨肽酶的

加量,对其与中性蛋白酶的协同水解做进一步的优

化,水解 2 h后, 得到的水解度如图 6。

结果表明, 当氨肽酶加量达 50 000 U/ g, 水解

度已达 58%左右, 继续增加氨肽酶添加量, 水解度

仍然有所提高, 但幅度较小,氨肽酶加量80 000 U /

g,水解度达 62%。

由于国内已有商品化的中性蛋白酶, 价格相对

较低,因此实际应用中要达较为深度的水解, 水解

条件中增加中性蛋白酶的酶量, 降低氨肽酶加酶

量, 反而有利于整体成本的降低。

图 6 在氨肽酶不同添加量下与中性蛋白酶协同水解

大豆分离蛋白的水解度

Fig. 6 Effect of the peptidase amount and neutral prote

ase on the soy isolate protein hydrolysis degree

而氨肽酶与内切酶协同作用的另一个优势体

现在:即使是控制蛋白原料相同水解度的前提下,

水解时间都可比单独酶水解大大缩短, 因此国内氨

肽酶的进一步产业化及与各种内切酶的协同应用

方面研究意义重大。

3 结 语

大豆分离蛋白经国外氨肽酶 Pro teAXG 酶水

解, 水解度为 19 3%, 水解液中游离氨基酸的质量

为 6 832 mg/ mL, 在外切酶活加量相同条件下, 经

氨肽酶水解后,水解液中游离氨基酸的含量增加了

0 95倍, 水解度有较大提高, 通过中性蛋白酶与氨

肽酶协同水解, 使内外切酶活加量与国外氨肽酶

Pro teAXG酶相同时, 与国外氨肽酶 ProteA XG 酶

水解液相比, 游离氨基酸的含量增加了 1倍, 水解

度达 50 8%, 水解液中已没有大分子物质, 660 以

下的肽占 93%, 且二肽三肽所占比例高达 75%。

氨肽酶与中性蛋白酶协同水解大豆分离蛋白

进一步优化后, 最高水解度达 62% , 时间也大大缩

短, 通过肽的分布和水解度的大小, 说明该氨肽酶

与中性蛋白酶协同水解后,具有很好的效果。
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