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花生乳状液体系中蛋白质的酶解动力学研究*

章绍兵摇 刘向军摇 陆启玉
(河南工业大学粮油食品学院, 郑州 450001)

摘要: 采用碱性蛋白酶 Alcalase 2郾 4 L 水解花生乳状液体系中蛋白质,研究了蛋白酶在乳状液体系中的水解特性。
结果表明:蛋白质水解度随着初始酶浓度的增加而提高,在酶浓度一定的情况下水解度随着初始底物浓度的提高

而降低。 蛋白质水解度与乳状液的破乳率存在显著正相关( r = 0郾 983)。 在花生乳状液体系中 Alcalase 2郾 4 L 的水

解动力学参数 Km = 0郾 069 8 mol / L,Vmax = 3郾 71 伊 10 - 4 mol / (min·L)。 由实验数据推导出蛋白质酶解初级阶段的动

力学方程,确定蛋白质水解和乳状液破乳的临界初始底物质量浓度为 8郾 73 g / L(加酶量为 0郾 05% )。 在酶和底物初

始浓度以及反应时间确定的前提下,通过动力学方程可预测破乳过程中蛋白质的水解度及破乳率。
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Kinetics of Enzymatic Hydrolysis of Proteins in Peanut Emulsion

Zhang Shaobing摇 Liu Xiangjun摇 Lu Qiyu
(College of Food Science and Technology, Henan University of Technology, Zhengzhou 450001, China)

Abstract: The kinetics of protein hydrolysis catalyzed by alkaline protease Alcalase 2郾 4 L was
investigated in the peanut emulsion medium. The results showed that degree of protein hydrolysis was
enhanced with the increase of initial enzyme concentration, but it was decreased with the increase of
initial substrate concentration at fixed enzyme concentration. There was a good positive relationship
between degree of protein hydrolysis and demulsification of emulsion ( r = 0郾 983 ). The apparent
Michaelis constant Km was 0郾 069 8 mol / L and the maximum velocity Vmax was 3郾 71 伊 10 - 4 mol / (min·L)
in the peanut emulsion. The kinetic equation of peanut protein hydrolyzed by Alcalase 2郾 4 L at initial
stage was obtained based on the experimental data. The critical substrate concentration was 8郾 73 g / L
(initial enzyme concentration was 0郾 05% ) for hydrolysis of protein and demulsification.
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摇 摇 引言

水剂法同时制油和蛋白质从 20 世纪 50 年代就

开始应用于花生加工,其工艺研究近年来得到了不

断完善[1 ~ 4]。 与传统的提油工艺相比,水剂法制取

的花生油质量高,后续精炼工艺少,得到的蛋白质变

性程度低,有利于对油料蛋白的深度利用。 但制油

过程中由于形成大量稳定的乳状液,严重影响了游

离油的分离。 为提高水剂法制油工艺的油脂得率,

对乳状液必须进行破乳处理。 通常采用的破乳方法

有加热[5]、冷冻解冻[6]、转相法[7] 和高速离心[8] 等,
这些物理方法虽可以有效破乳,但耗能高的缺点限

制了其工业化应用。 前期研究发现采用蛋白酶可以

有效破坏花生乳状液的稳定性,花生油的提取率可

以达到 90% 以上[9]。 蛋白酶破乳的本质应该是乳

状液中蛋白质(包括界面蛋白质和非界面蛋白质)
被水解后分子量变小,难以维持原有界面膜的强度

所致。 目前关于水相体系中蛋白质酶解动力学的研



究已有较多报道[10 ~ 12],而对于乳状液体系中蛋白质

酶解动力学的认识却非常有限。 Alcalase 2郾 4 L 是

一种来源于枯草杆菌的食品级碱性内切蛋白酶,由
于其对底物作用范围广,水解蛋白质程度较为彻底,
已被广泛应用于植物或动物蛋白的水解中。 由于乳

状液破乳与蛋白质酶解程度密切相关,为进一步掌

握花生乳状液的破乳规律,本文采用 Alcalase 碱性

蛋白酶水解花生乳状液体系中蛋白质,研究影响蛋

白质水解度的重要因素,在此基础上确定乳状液体

系蛋白质酶解反应的动力学参数,并探讨初级阶段

反应的动力学方程。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

花生仁(未脱红衣):市售,粗脂肪质量分数为

46郾 06% 、粗蛋白质量分数为 26郾 50% 、含水率为

3郾 46% 。
蛋白酶:Alcalase 2郾 4 L,酶活力 2郾 48 伊 105 IU。

1郾 2摇 仪器

A 88 型组织匀浆捣碎机,江苏金坛医疗器械

厂;JMS 50DX 型胶体磨,廊坊市廊通机械有限公

司;DT5 4B 型离心机,北京时代北利离心机有限

公司;PHS 3C 型 pH 计,上海大浦仪器有限公司。
1郾 3摇 实验方法

1郾 3郾 1摇 基本指标测定

含水率的测定:直接干燥法,参照 GB 5009郾 3—
2010。 花生仁粗蛋白质含量和乳状液中蛋白质含量

的测定:凯氏定氮法,参照 GB 5009郾 5—2010。 粗脂

肪和乳状液中油脂含量测定:参照 GB / T 5009郾 6—
2003;酶活力测定:参照 SB / T 10317—1999。
1郾 3郾 2摇 蛋白质水解度的测定方法(pH鄄stat 法)

pH鄄stat 法主要是基于蛋白质水解过程中,总要

伴随质子的释放或吸收,质子化的多少,依赖于溶液

的 pH 值,通过用于维持体系 pH 值的碱或酸的消耗

直接计算出水解度。 计算公式[13]为

x =
BNBMp

琢htot
伊 100% (1)

式中摇 x———水解度,%
B———碱液的体积,mL
NB———碱液 NaOH 的浓度,取 0郾 1 mol / L
琢———氨基的离解度

Mp———底物中蛋白质总量,g
htot———底物中蛋白质肽键摩尔质量浓度,取

7郾 5 mmol / g
1郾 3郾 3摇 乳状液的制取

花生仁和水按 1 g颐 10 mL 的比例置于烧杯中浸

泡 12 h。 使用组织捣碎机对花生进行初步粉碎,再
使用胶体磨对花生进一步粉碎,调节磨头间隙为

16 滋m。将适量花生浆转移烧杯中,用 10 mol / L 的

NaOH 调节体系 pH 值为 10郾 5,放入水浴锅中,40益
下搅拌 1郾 5 h。 将物料转移至离心机中进行离心

(2 800 g,15 min)。 离心后用吸管吸出上层少量清

油,再用小勺取出乳状层,放入烧杯中 4益 冷藏备

用。
1郾 3郾 4摇 加酶量对蛋白质水解度及破乳率的影响

取 20 mL 乳状液(蛋白质质量浓度 0郾 92 g / mL)
放入 50 mL 离心管中,加入 20 mL 蒸馏水混匀,此时

蛋白质底物质量浓度为 4郾 60 g / L,调节混合浆液 pH
值到 8郾 5(Alcalase 在花生乳状液体系中水解蛋白质

的最适 pH 值,由前期实验测定)。 在 60益(Alcalase
在花生乳状液体系中水解蛋白质的最适温度,由前

期实验测定)恒温水浴条件下,分别在 5 个样品中

加入 0郾 025% 、0郾 050% 、0郾 075% 、0郾 100% 、0郾 125%
的 Alcalase 酶进行水解反应,测定不同酶解时间下

乳状液蛋白质的水解度。 并将酶解 1 h 后的混合液

在 2 800 g 条件下离心 20 min,取上层清油,称其质

量 W1,用罗兹 哥特里法测定乳状液中总油脂质量

W0,破乳率计算公式为

P =
W1

W0
伊 100% (2)

1郾 3郾 5摇 底物质量浓度对蛋白质水解度的影响

分别取 5、10、15、20、25、30、35 mL 乳状液,添加

蒸馏水至 40 mL 混匀,此时底物质量浓度分别为

1郾 15、2郾 30、3郾 45、4郾 60、5郾 75、6郾 90、8郾 05 g / L,调节混

合浆液 pH 值到 8郾 5,在 60益恒温水浴条件下,加入

0郾 05%的 Alcalase 酶进行水解,测定不同酶解时间

下乳状液蛋白质的水解度。 用反应 30 min 时的水

解度,按照 Linewaver Burk 作图法绘图,计算出前

30 min 酶解反应的动力学参数 Km和 Vmax值,其中底

物质量浓度以底物中肽键物质的量浓度表示。
1郾 4摇 数据处理

实验结果以 2 次以上实验的平均值 依标准偏差

表示,并使用 SPSS 13郾 0 for Windows 软件进行单因

素方差分析,p < 0郾 05 代表差异显著。

2摇 结果与讨论

2郾 1摇 加酶量对蛋白质水解度及破乳率的影响

由图 1 可以看出,在同一时间下,水解度随初始

酶浓度的增加而增加。 在同一初始酶浓度下,水解

速率随着水解时间的延长而下降;在较低的初始酶

浓度下,蛋白质水解度随着水解时间延长而显著增

加,当加酶量(体积分数)达到 0郾 125%时,水解度在
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40 min 以后增加趋缓;当水解时间相同时,蛋白质的

水解度随初始酶浓度的增加而提高。 由图 2 可知,
在加酶量为 0郾 050% 、水解时间为 1 h 时,破乳率可

达 90%以上,随着加酶量的继续增加,破乳率没有

显著变化。 酶解乳状液的最终目的在于破乳,而不

是获得蛋白质的最高水解度,所以本实验选择

0郾 050%作为最佳加酶量。

图 1摇 加酶量对花生乳状液体系蛋白质水解度的影响

Fig. 1摇 Effect of enzyme concentration on degree of
hydrolysis of proteins in peanut emulsion

摇

图 2摇 加酶量对酶法水解花生乳状液破乳率的影响

Fig. 2摇 Effect of enzyme concentration on
demulsification of peanut emulsion

摇
2郾 2摇 底物质量浓度对蛋白质水解度的影响

从图 3 可以看出,水解度随底物质量浓度的提

高而下降,这一现象表明在反应体系中高质量浓度

底物对酶促反应存在抑制作用,当底物质量浓度达

到一定值时,抑制作用会大大加强。 这与刘璘[10] 和

黎金[12]等研究水相体系中蛋白质酶解特性得到的

结果一致。 另一方面,在本研究的特定体系中,随着

底物质量浓度的提高,乳状液的粘度势必增加,从而

有可能限制了底物和酶分子的碰撞和结合,降低了

蛋白质的水解度。
2郾 3摇 蛋白质水解度与乳状液破乳率的相关性研究

由图 4 可知,蛋白质水解度和乳状液的破乳率

在水解前 30 min 内增加都很快,之后增加趋于平

缓,通过线性拟合可知随着水解时间增加,两者存在

显著正相关关系( r = 0郾 983),即乳状液的破乳率随

着蛋白质水解度的增加而提高。 赵新淮等[14] 报道

了大豆浓缩蛋白、分离蛋白的限制性酶解均可以提

高产品的乳化活性。 但在他们的研究中大豆蛋白的

水解度均非常低,仅为 1%和 2% 。 本实验结果表明

图 3摇 底物质量浓度对酶法水解花生乳状液体系

蛋白质水解度的影响

Fig. 3摇 Effect of substrate concentration on degree
of hydrolysis of proteins in peanut emulsion

摇
随着花生乳状液蛋白质水解度增加,由于蛋白质分

子量变小而容易从界面脱吸,使乳状液原本稳固的

界面膜受到破坏,乳状液油滴易于相互聚并,最终导

致破乳率增加。

图 4摇 乳状液体系蛋白质水解度与破乳率的关系

Fig. 4摇 Relationship between degree of protein
hydrolysis and demulsification of emulsion

摇
2郾 4摇 酶法水解花生乳状液体系蛋白质的动力学

从图 1 可以看出,不管酶浓度的高低,Alcalase
酶水解花生乳状液蛋白过程中,前 30 min 蛋白质水

解度随酶浓度的增加而显著升高,表明此时底物中

可水解肽键数量仍很多,属于有限水解过程(反应

初期阶段)。 这一阶段也正是破乳率升高最快的阶

段(图 4),因此,对其蛋白质水解动力学的研究具有

重要意义。 在反应初期阶段,产物与底物之间差异

较小,有助于用较简单的水解过程模型来描述。 在

高底物质量浓度条件下,反应过程近似满足米氏方

程[13]。
2郾 4郾 1摇 水解动力学参数的确定

由图 5(图中 cS表示底物质量浓度,用肽键物质

的量浓度表示;V 表示水解速率)得线性方程为 y =
188郾 29x + 2 697郾 5,R2 = 0郾 998 7,相关性很好。 由方

程可得,Alcalase 催化水解花生乳状液蛋白反应前

30 min 的 Km = 0郾 069 8 mol / L, Vmax = 3郾 71 伊
10 - 4 mol / (min·L)。与该酶在水相体系中催化水解

米渣蛋白的动力学参数(Km = 0郾 659 8 mol / L, Vmax =
3郾 51 伊 10 - 3 mol / (min·L)) [15] 相比,在乳状液体系

中 Alcalase 的 Km更小,表明界面蛋白可能与该酶的
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亲和力更强(不考虑 2 种底物的一级结构差异),而
最大反应速度由于受到乳状液体系粘度大的影响明

显变小。

图 5摇 Linewaver Burk 作图法求 Km和 Vmax

Fig. 5摇 Determination of Km and Vmax by

Linewaver Burk mapping method
摇

2郾 4郾 2摇 水解动力学方程的确定

蛋白质的有限水解过程符合双底物顺序反应机

理,在恒定 pH 值和温度的条件下,花生乳状液蛋白

质的总水解速率可表示为[16 ~ 17]

V = aS0exp( - bx) (3)
式中摇 S0———初始底物质量浓度

a、b———动力学参数

对式(3)进行积分可得水解速率随水解度变化

关系,方程为

dx / dt = aexp( - bx) (4)
对式(4)进行积分,可得水解度与水解时间的

关系方程

x = (1 / b)ln(1 + abt) (5)
使用 DPS 软件对不同底物浓度条件下水解度

和时间关系 (图 3 ) 进行非线性回归运算,可得

式(5)中动力学参数 a 和 b 的值(见表 1,E0 表示加

酶量)。

表 1摇 a 和 b 与 E0 / S0的关系

Tab. 1摇 Relationship between a, b and E0 / S0

S0 / g·L - 1 E0 / % E0 / S0 a b
1郾 15 0郾 050 0郾 043 5 16郾 684 9 0郾 152 973
2郾 30 0郾 050 0郾 021 7 11郾 416 2 0郾 153 556
3郾 45 0郾 050 0郾 014 5 10郾 257 5 0郾 174 621
4郾 60 0郾 050 0郾 010 9 6郾 048 4 0郾 168 516
5郾 75 0郾 050 0郾 008 7 4郾 698 9 0郾 156 306
6郾 90 0郾 050 0郾 007 2 3郾 679 5 0郾 152 946
8郾 05 0郾 050 0郾 006 2 3郾 000 0 0郾 173 187
4郾 60 0郾 025 0郾 005 4 4郾 015 8 0郾 175 510
4郾 60 0郾 075 0郾 016 3 8郾 836 0 0郾 158 575
4郾 60 0郾 100 0郾 021 7 9郾 417 4 0郾 148 323
4郾 60 0郾 125 0郾 027 2 11郾 742 3 0郾 151 393

摇 摇 从表 1 中可以看出,在加酶量 E0 为 0郾 050% ,
pH 值 8郾 5,温度 60益,不同底物浓度下水解 30 min
时,b 值总是接近一个常数,其值在平均值 0郾 160 5

左右波动。 并且在加酶量一定的情况下,a 值随着

S0的增加而减小。 经线性拟合后, 加酶量都为

0郾 050%的时候,a 与 S0存在如图 6 的关系。

图 6摇 a 与 S0的关系

Fig. 6摇 Relationship between a and S0

摇
由图 6 可知 a 与 S0的关系方程为

a = 16郾 839 - 1郾 928 2S0 (6)
因此,将式(6)代入式(4)可得

dx / dt = (16郾 839 - 1郾 928 2S0)exp( - 0郾 160 54)
(7)

式(7)表明,当 16郾 839 - 1郾 928 2S0逸0,即 S0臆
8郾 73 g / L 时,反应才能进行,否则,dx / dt臆0,反应将

无法进行。 所以,在加酶量为 0郾 05% 时,临界底物

质量浓度 S0为 8郾 73 g / L。 研究破乳实验过程中也发

现当乳状液不稀释时(此时初始底物质量浓度为

9郾 2 g / L),破乳效果很差。
由表 1 同样可知,在加酶量为 0郾 05% ,pH 值为

8郾 5,温度为 60益时,不同底物质量浓度条件下酶解

30 min,将 a 与 E0 / S0的值进行拟合(图 7)得到关系

方程

a = 360郾 27E0 / S0 + 2郾 169 (8)

图 7摇 a 与 E0 / S0的关系

Fig. 7摇 Relationship between a and E0 / S0

摇
将表 1 中参数 b 的平均值 0郾 160 5 与式(8)的 a

代入 x = (1 / b)ln(1 + abt)可得到描述 Alcalase 酶在

60益、pH 值 8郾 5 条件下催化水解花生乳状液中蛋白

质的动力学方程

摇 x = 6郾 230 5ln(1 + 57郾 823(E0 / S0 + 0郾 006) t) (9)
式(9)表明,在 Alcalase 蛋白酶催化水解花生乳

状液蛋白的体系中,水解度 x 与加酶量 E0、初始底

物质量浓度 S0和时间 t 存在一定关系:在 S0不变的

情况下,水解度随着加酶量 E0的提高而提高;反之,
在 E0不变的情况下,水解度随着初始底物质量浓度
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S0提高而降低。 随机抽取实验中 8 组数据与相应条

件下该方程的预测值对比,发现实验值与预测值无

显著差异。 在实际生产中,当初始酶浓度和底物质

量浓度已知时,可以通过此方程计算反应一定时间

后蛋白质的水解度,进而预测乳状液的破乳率。

3摇 结论

(1)Alcalase 蛋白酶水解花生乳状液体系中蛋

白质时,蛋白质水解度随着加酶量的增加而提高,在

加酶量一定的情况下水解度随着初始底物质量浓度

的提高而降低。
(2)蛋白质水解度与乳状液的破乳率存在显著

正相关( r = 0郾 983)。
(3)在花生乳状液体系中,Alcalase 蛋白酶的水

解动力学参数 Km = 0郾 069 8 mol / L,Vmax = 3郾 71 伊
10 - 4 mol / (min·L)。 水解初期(前 30 min)动力学方

程为 x = 6郾 230 5ln(1 + 57郾 823(E0 / S0 + 0郾 006) t)。
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