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孚L清 中乳糖 的酶 法 水解
李强军 全文海

《食品科学与工程系 ) (发酵工程系 )

摘要 本文研 究 了 A a p e r g i l l u r n i g e r C W L ZN U
一

s乳糖酶在乳清中的应 用
,

探讨

了温度
、 p H

、

金属离子
、

底物浓度
、

酶浓度及水解时间等因素时乳清中乳糖的酶法

水解速度的影响
,

在此基础上确 定了主要影响因素
,

通过正交试脸
,

获得乳清中乳楷

水解的最佳工艺条件 (6 5℃
、

p H 4
.

5
、

乳糖 15 %
、

〔E〕 [/ L 〕 = 。
。

03
、

水解时间 2
。

s h )
,

在此条件下乳糖水解率 为 9 1
。

O%
。

关键词 乳糖酶 , 乳清 , 乳糖的水解多 黑曲霉

0 前 言

乳清是乳品工业的主要副产品
。

据统计
,

全世界每年乳清的产量高达数十万吨【’ l ,

但目

前乳清尚未得到很好的利用
,

许多乳品厂将乳清直接排放到自然界 2[J
。

由于乳清的 B O D ( iB
o l o g i e a l o x y g e n d e m a n d ) 值很高

,

达 3 0 0 0 0一 4 0 0 0 0 p p m [” l ,

因此造成了严重的环境污 染
,

引起了人们的极大关注
。

在美国
,

许多市政当局对乳品厂实行了严格的废物排放控制
,

并开

始征收乳清处理附加费 121
。

在每升乳清中含有 6一叱蛋白质
,

45 一 50 9乳搪
,
6一叱无机盐

, 1一 2 9脂肪
。

其中蛋白质

可以用超滤技术回收 [心一 , 1作为食品原料
。

乳清分离蛋白质所得的渗透液 ( P e r m e at e )中主要含有乳糖
。

由于乳糖溶解度小和甜度

低
,

许多人不耐受等缺点
,

因而渗透液几乎没有利用价值
。

如果将渗透液中乳搪水解成葡萄

糖和半乳糖
,

因所获得的混合糖浆具有较高的甜度
,

则可用作食品工业甜味剂
。

乳糖的水解方法有
:
强酸性离子交换树脂水解法 t1B 多 酸水解法 l9[ , 酶水解法 l’ “ l等

。

由于

强酸性离子交换树脂水解法和酸水解法反应条件剧烈
,

常伴有副反应发生
,

影响产品的质里
。

而酶水解法条件温和
,

反应专一
,

无副反应产生
,

产品质量较好
,

是目前研究最多的一种方

法
。

文献 【̀’ 一 ’ ” ]报道的乳清中乳糖的水解都是在 60 ℃以下进行的
,

其中许多是在常温和 低 温

下进行的
,

因而水解速度缓慢
,

水解时间长
。

在常温下水解时
,

还易受杂菌污染
。

作者通过

选育获得一株产高温乳糖酶的菌株 A s
eP r g il ih s n i ge r C W L ZN U

一
3忆川

。

本文报道乳清中

该菌乳糖酶的性质及乳清中乳糖水解最佳工艺条件的试验
。

1
一

材料与方法

本文 1日9 1年 2月 2 1 日收到

本文是在 ;亘亘{教授和向瑞赛教授指导下完成的
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卜 l
二

酶的制备
·

: -

一 淤
.

二 一

二 一 汽
· 、

·

几

一
:

一
-

按文献 I川报道的发酵条件
,

接种 A
。

in g er C W L Z N U
一 3菌株进行摇瓶发酵

,

发酵 液 经

离心分离 ( s 0 0 0 r

加 i n
、

s o m i n 、

4

析
,

收集 5 0%一 8。%饱和度的沉徒

℃ )
,

收集上清液
,

于室 温下
,

用 ( N H 4
)

2 5 0 ;
进行分级盐

,溶于 p H .4 6
、
。 , 0 5 m矶 1/ 柠檬酸钠缓冲浪中

,

经 S e p ha de x

G
一

25 (中2
.

5 x 4 0。 m )脱盐
,

政集活性部夯
,

超滤浓缩
,

贮于冰箱备用 (酶的比活为 4
.

05 o N P G

单位 / m g蛋白质 )
。 一

. `

一
1

.

2 乳清液的制备
-

-

称取一定量的乳清粉
,

加蒸馏水配制成含 30 %乳糖的乳清液
,

以此作为母液
,

试验中所

需的不同乳糖浓度
,

的乳清液均由母液经适当稀释后而得
。 一

”
一 ’

1
.

3 乳清中乳糖的测定

准确称取 5 9 乳清粉
,

溶于适量的蒸馏水中
,

加入 5 m l
l

、

2 1
.

9% (韶 /均 Z (n A 。 ) : ·

ZH Z O 及

s m l
、

1 0
.

6% (留 /
,

) K F e
( C N ) 3

溶液
,

定容至 s o o m l
,

静置沉淀一o m i n
左右

,
.

过 滤
,

采 用 硫

酸一一酚法 t` 5 1测定滤液中乳糖的浓度
,

由此计算乳清
_

粉中乳糖的含量为 71 %
.

1
.

4 乳糖水解速度的测定
- - 一 ’

- ,

、 、

在本试验条件下
,

乳糖水解一定时间后
,

取样
,

沸水浴加热 3 m i n ,

用葡萄糖氧化酶一一

过氧化物酶法 t“ 1测定水解产生 的葡萄糖
。

l m in 内 l m l反应液中水解产生的葡萄糖卜m ol 数为

乳糖的水解速度 ( 。终 o1 / m i n’ m l)
。

-

!.l 卜 蛋白质的测定
、

一
采用改良的 L 。 , r y法测定乳清中蛋白质 16[ 1

。
.

.

葡萄糖的测定
-

- - .

:

采用葡萄糖氧化酶一一过氧化物酶法 [’ 7 1测定乳清及水解液中葡萄糖的含量
。

乳清水解液中乳糖及半乳 糖浓度的计算

按上述方法测定乳清中乳糖及葡萄搪
,

采用减量法计算水解液中乳搪及半乳搪的浓度
。

L 十 H ZO一 , G + G al

+ [ G丁一 〔G o j

.

C G一 C G O

了

—
丽不下一歹 ,
二“ G I :

山
、

立ML

乳糖
:

c L一

(瓮
- C G 一 C G o

M G )
M ·

反应开始时
,

体系中半乳糖含量可忽略不计
,

C G a l 二
`

C G 一 C G o
, ·

则半乳糖
:

式中

L
、

〔L o]
、

〔L 〕一一分别表示乳糖
、

反应开始时和反应进行到某一时刻乳糖的 摩 尔

浓度 ,

口
、

〔G。〕
、

〔G〕一一分别表示葡萄糖
、

反应开始时和反应进行到某一时刻葡萄 糖 的

摩尔浓度
,

G
。 ,
一一半乳搪浓度 ,

C L。 、

C L
一一反应开始和反应进行到某一时刻乳糖的浓度 (脚 /岭

; -
. .
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C G。 、

C G
一一反应开始和反应进行到某一时刻葡萄搪的浓度 ( 留/

,
) ;

C 。 。 1
一一反应进行到某一时刻半乳糖的浓度 (留 /刃 ,

M L
一一乳搪分子量

;

M G
一一葡萄糖分子量

.

8 乳糖水解度的计算

技上述方法测定乳清中乳糖浓度及葡萄糖浓度
,

然后用下式计算乳糖的水解度D H ( % :)

D H ( % ) = 水解产生的葡萄糖浓度 ( m m ol / l)

水解开始时乳糖浓度 ( m m ol l/ )
X 1 0 0

1
.

9 脂肪的测定

采用罗斯一一高特里巴 ( R os
e
一 G ot ilt

e
b) 法测定乳清中脂肪的含量 〔 “̀ 〕。

1
。

10 灰分的测定

乳清液和乳清水解液经截留分子量为 1 0 0 0 0的超滤膜超滤
,

滤液中的灰分采用电导法 19[ ,

测定
。

1
.

” 试剂与仪器

乳清粉
:

从西兰进口 (上海乳品二厂提供 ) ;
葡萄搪测定试剂盒

:

卫生部上海生物制品研

究所产品 , 其他试剂
,

采用分析纯或优级纯 ; D D S一 1 1C型电导率仪 : 上海雷磁仪器厂出品
。

2 结 果

2
。

1 酶浓度的影响

为了确定乳清中乳糖水解试验中的加酶量
,

试验了酶浓度对水解速度的影响
。

图 1表明
,

在酶浓度较低时
,

水解速度随酶浓度增加而迅速增加
,

当酶浓度超过 0
.

03 m g / m g 乳搪时
,

反应速度即缓慢增加
,

由此可见加酶量以 0
.

03 m g酶蛋白 / m g 乳糖为佳
。

图 1还表明
,

反应速

度随着反应时间增加而下降
,

这可能是产物对酶抑制而引起的
。

/ / /
.

沂一一

廿甘
2
j.`

八l日毛ō日、一。日侧己瑕书赓

0 0
。

0 3 0
。

0 6 0
。

0 9

乳搪酶 /乳艳 ( m g / m口

0
. 12 0

.

15

.

一 60 ℃ p H I
。

0 15 %乳糖 反应 30 m in
x

一
x

6 0℃ P H 4
。

0 1 5% 乳糖 反应 6 0 m i n

图 l 酶浓度时乳清中乳糖水解速度 的影响
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2
.

2 p H对乳清中乳糖水解速度的影响

图 2表明
,

乳清中乳糖 的酶法水解以 p H 4 . o为宜
。

当 p H在 3
.

。̀ 4
.

0时
, p H 的 改变对水

解速度影响不大
。

由此可见
,

乳清中p H对酶反应的影响与乳糖溶液中的影响〔川相似
。

。黔郭

(次í洲侧跳书职发

泥度 (℃ )

温度 6 0 c0 乳糖 1 0% 加酶量 o
.

3 m g / m l 1 5 m i n p H 4
.

O 乳糖 1 0名加酶量 o
.

3 m g / m l i s m i n

图 2 p H时乳清中乳 糖水解速度的影响 图 3 温度衬乳贵中乳糖水解速度的影响

2
.

3 温度对乳清中乳糖水解速度的影响

如图 3所示
,

最适温度为 70 ℃
。

当超过 70 ℃后
,

反应速度迅速下降
,

这表 明酶开始失活
。

在以乳糖为底物的试脸中 〔̀ 4互,

温度与酶的相对活力曲线上出现了两个峰值
,

一个为 55 ℃
,

另一个为 70 ℃
。

但在图 3中
,

55 ℃处未见峰值而在 64 ℃ 左右处出现一个肩峰
,

这可能是乳 清中

存在的蛋白质或其他物质对 55 ℃峰值的酶分子具有影响而导致其最适温度向高温移动之故
。

2
.

4 底物浓度对乳清中乳糖水解速度的影响

由图 4可见
,

乳清中乳搪的水解速度随乳糖的浓度增加而增加 (0 一 15 % )
,

当乳糖浓度达

15 %后
,

水解速度则缓慢增加
。

乳糖浓度为 20 %时
,

水解速度达最大 ( 2
.

外 m ol / m i .n m l )
。

W ie r z b i o ik 和 K o s i k o w s ik 〔2 , l在乳清中乳糖水解动力学研究中测得乳清中乳搪浓度为 22 %

时水解速度最大
。

3二,10

户日
.

刀毛一
。日斗越假跳荟

15沁

油
仪渊

x

一
x

6 0℃ p H 4
.

o 〔E」= o
.

s m g / m l i s m i n

.

一
6 0℃ P H 4

。

0 [ E〕 = 2
。

s m g / m l 1 5 m i n

图 4 底物浓度时乳清中乳糖水解速度的影响
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2
。

5 金属离子对乳清中乳糖水解速度的影响

为了寻找对酶有激活作用的金属离子和试剂等
,

试验了 K
干 、

N a 车 、

C a Z干

等 18 种金属离子

和 E D T A
、

琉基 乙醇对乳清中乳糖水解速度的影响
。

表 1表明
,

P b Z+

和 A g +

对酶有轻微的 抑

制作用
,

其它离子在所试验的条件下
,

对酶反应速度无显著的影响
。

表 1 金属离子对乳清中乳糖水解的影响

添加物 浓 度

( m m o l / 1 )

相衬速度 g添加物 浓 度

( m ln o l / l )

相 又寸速度

( % ) ( % )

K C I

N a C I

C a C 12

M g S O 4

M
n S 0 4

Z n S O

A I C 13

F e S O

F e C 13

S n C 12

1 0 0
。

2

9 8
。

6

1 0 6
。

2

1 0 1
。

7

1 0 2
。

3

9 3
。

9

1 0 3
。

5

95
。

2

9 5
。

5

1 0 1
。

1

9 2
.

1

9 9
。

7

P b A e Z

C u S O ;

H g S O ;

A g N O 3

C O C 13

T i C 13

N 15 0 ;

B a C 12

E D T A

琉基乙醇

对照

8 7
。

8

1 0 3
。

3

1 0 3
。

7

3 9
。

6

9 6
。

5

1 0 0
。

5

1 0 6
。

1

9 8
。

6

9 4
。

7

1 0 3
。

4

1 0 0

2
.

6 反应过 程曲线

图与为反应时间与乳糖水解度之间的关系
。

在本试验条件下
,

反应 l h
,

水解度己超过 80 % ;

水解h2 后
,

乳糖已基本水解完全
。

对冰à侧签关

1 含

水解时间 (幼

3 盆

1 5% 孚匕糖 6 0℃ p H 4
。

0 〔E 〕/〔L 〕 = 0
.

0 3

图 5 反应过程 曲线

2
.

7 乳清中乳糖水解条件的试验
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通过前面的试验得到影响乳清中乳糖水解的主要因素为 T
、

p H
、

〔L 〕
、

〔 E〕/[ L 〕及t ,

选

用 L 16 (护 )正交表进行最佳工艺条件试验
,

结果见表 2
。

分别对表 2中反应速度与各因 素 之 间

的关系用方差分析法加以处理
,

得表 3和表 4
。

由表 3可见
,

加酶量
、

水解时间及底物浓度对水

解速度的影响显著
,

温度的影响较显著
,

在本试验范围内 p H的影响不显著
。

由表 4可看出
,

加

酶量对水解度影响显著
,

温度的影响较显著
,

而水解时间
、

底物浓度
、

p H对水解度影响不显著
。

表 2 正交试验表

E 亡 T p H L V D H

(协m o l加 i n ·

m l )
`

( % )

OtI

.甲住`OU勺自ùbǎXù内OJ任一óO自
....

……
1一口Ot̀八On
ù
只ùn
ónoQU内O八匕八O内O八bQlt只U00一Xù八O丹b八Ut诬氏」,习1土

, .上

70“556065705560605570655560“702
。

5

2
。

5

2
。

5

二Ju口ù匕二J
l
bl卜口叹」121712152017201512巧1220172

。

5

1 5
。

1

1 0
。

6

7
。

5

5
。

1

nCJ
.

dt̀n
曰.上

……
J任,曰八川n”ù二Jg目,土,11.11曰.上曰.土5

。

0

5
。

0

5
。

0

5
。

0

7
。

5

几匕尸09曰O自
.

…
刀性6

J任J住UO9Q
UQU

O曰n
甘

…
户勺,土刀性11,王1上

7
。

5

7
。

5

7
。

5

8
。

7

8
。

7

8
。

7

8
。

7

1
。

5

2
。

0

2
。

5

3
。

0

1
。

5

2
。

0

2
。

5

3
。

0

1
。

5

2
。

0

2
。

5

3
。

0

1
。

5

2
。

0

2
。

5

3
。

0

3
。

5

4
。

0

4
。

5

5
。

0

4
。

5

5
。

0

3
。

5

4
。

0

5
。

0

4
。

5

4
。

0

3
。

5

4
。

0

3
。

5

5
。

0

4
。

牙

1 0
。

1

9
。

8

1 0 0

1 0 0

1 0
。

2

12467835910111213141516

注
:
万一一酶浓度 ( m g / m l) 忿一一反应时间 h( )

T一一温度 (℃ ) p H一一反应物 p H值

L一一乳糖浓度 ( % ) V一一反应速度 (件m ol / m i .n ml )

D H一一水解度 ( % )

表 3 水解速度方差分析

方差来源

酶浓度

平方和 自由度 均方 F 显著性

2
。

5

9
。

5

米 米

浓 米

( 沐 )

米 嵌

户匀几匕

:
八匕

J.土ù匕
.

八日

八O八」

2 1
。

2

7 7
。

7

4 5

1 6
。

8

1
。

6

0
。

1 4

1 2 1
。

9

7
。

1 12
。

2 5
。

9 4 3
。

间度温时底 物

p H

1 5

差和误总
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F 0 . 0 1 (。 , 3 ) = 5
.

4 2 ;

表 4

F 0 . 2。 ( 3 , 3 ) = 1
.

2 5

水解度方差分析

方差来源

加酶量

平方和 自由度 均方 显著性

.

9
一

`

3 屯 4 8 7
。

0 5
.

3
.

一

米
4

(米 )

叮̀Q口月4né八匕
卜

月性
..0

月吮QéOU九D

:
、.

O口,土Q自O自Q.氏口内jQ。

111土

。0COCOnOCO

P H

误 差

总 和

1 4 6 0

2 9 8

4 5 3

3 9 8

9 3

18 4

2 8 8 0

综合考虑上述各因素对水解速度及水解度的影响
,

以及成本和工作效率等因素后
,

确定

乳清中乳糖水解最佳工艺条件为
:
温度 65 ℃

, p H 4
.

5 ,

乳糖 15 %
,

〔刀〕 /〔L 〕
`

= 0
.

03
,

时间 2
.

朴杯

2
。

8 乳清水解液成分分析

在 上述最佳工艺条件下进行乳清中乳糖的水解试验
,

恒温水浴中振 荡 ( l o o r
/ m i n) 水解

2
.

hs
,

沸水浴 中热处理 s m i n ,

终止反应
,

测定水解前后各成分变化
,

结果见表 5 ,

水解度达

9 1
.

0 %
.

水解液经离心除去沉淀后得到金黄色
、

稍带奶香味的口感温甜的糖浆
。

·

表 5
一

乳清及乳清水解液成分
一

` ’
-

乳 清 ( % ) 水 解 液 ( % )

0
。

2 3 3
。

2

3 2
。

9

6
。

5

2 0
, 5

5
.

9

0
。

7么

9 1
。

0

ō .击尸匕O山ū才11
曰.上

葡萄糖

半乳糖

乳 糖

蛋白质

肪分灰脂

水解度 ( % )

0
。

7 3

0

—
一

—
—

-
-

一一— —
一

万
-

一节万甲…十亡一 , 一 , , 一一甲下甲苏 , , 钾一一一

3 讨
一 ’

论
一

’

几 一
`

、

一
洲

-

讨 论

乳清中存在的蛋白
_

质和甚他物质可能影响乳糖酶的性质
。

C W L Z N U
一 3菌株乳 ;糖 酶 在

水解乳清中乳糖时
,

温度与其水解速度的关系 (图 2) 同水解乳糖溶液 ( 由缓冲液配制 )时 的 关

系 `’ ` 〕相比
,

有明显不同
,

这可能是某中丫种分子形成的酶 (研究表明 A
. n 咭.rP c W工母N U

一 3

乳糖酶有 3种分子形式汇川 )与乳清中某种成分作用后
,

致使这一分子形式的酶温度特性改变
。

乳糖酶的性质受牛乳中成分影响有不少报道
,

例如 `M a

如 en y 和 A da m比
u kl 20] 报道了牛奶蛋

白质和纯化的
a 一

乳清蛋白与卜乳球蛋白对脆壁酵母 ( K
.

f终 9 111
5
碍L糖酶水解乳清中 乳 糖有

激活作用 ,
_

J争k u b o s w k i
·

J
. e t a l咚` I报道了乳清蛋白对连接于胶原蛋 白的固定化霉菌乳糖酶

有抑制作用 ; B 。 : n a l和eJ le n[ 22) 在试验乳酸酵母 ( K
.

al 户 i幼乳糖酶水解脱脂奶
、

一

…乳情
、 、

,

乳



无 锡 轻 工 业 学 院 学 报 第1 0卷

清渗透液等体系中乳搪时
,

发现天然存在的牛奶蛋白质或外加蛋白质对乳糖水解都 没 有 影

响 , M a h o n e y和W i ld e r 汇23 ]在研究牛奶中乳糖的酶法水解时发现
,

牛奶存在的 N a + 、

K
+ 、

乳

搪
、

半乳糖
、

酪蛋 白酸盐等对马克斯克鲁氏酵母 ( K
.

m ar ix a n u s
) 乳糖酶都有稳定作用

。

由

此看来
,

牛奶中的各种成分对不同来源的乳糖酶的性质影响不同
。

乳糖酶主要用于食品加工
、

乳清处理等方面
,

这些原料中含有丰富的营养成分
,

是微生

物的天然培养基
。

为了避免染菌
,

加速乳糖水解
,

人们希望使用作用温度较高的 乳 糖 酶
。

C W L ZN U
一

3 菌株乳搪酶在乳清中最适温度为 70 ℃ (图2) 比国外已开发的乳糖酶作用温度都

高 (脆壁酵母乳糖酶最适温度为 37 ℃ 〔241
,

乳酸酵母乳糖酶最适温度为 35 ℃ [川
,

米曲霉乳糖酶最

适温度为 50 一 55 ℃【25 ) ,

黑曲霉乳糖酶最适温度为 55 一 60 ℃ 〔川
,

大肠杆菌乳糖酶最适温度为 40

℃侧 1
,

马克斯克鲁氏酵母乳搪酶最适温度为45 一 52 ℃ 〔261 )
,

该酶可以在巴氏灭菌温度 ( “ ℃ )

下使用
,

由此避免了杂菌的生长
。

本文通过正交试验获得了最佳工艺条件
。

在此条件下
, 。

含15 %乳搪的乳清水解度达 91 %
,

而W i e r z b i e k l和 K
o s i k o , s

k i使用的黑曲菌乳糖酶
,

在含 1 4 %乳糖的乳清中水解 s h后
,

其

水解度只有65 %左右 I川
。

可见
,

ZN U
一 3菌株乳糖酶很适合乳清中乳糖的水解

。
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