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酪朊酸钠酶解液的分级膜分离的研究

徐 鑫 赵谋明 杨晓泉

(华南理工大学轻工食品学院，广州，510640)

摘 要 利用截留不同分子质量(10 ku、5 ku、3 ku和1 ku)的超滤膜将水解度为11．5％的酪朊酸钠水解液按分

子质量大小分为5级，利用sDS—PAGE研究了酪朊酸钠水解液的分子质量分布及分级膜的分离效果。结果表

明，分级膜分离方法对酪朊酸钠水解液中的混和肽类能按照分子量大小进行有效的分离。
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酪朊酸钠(Sodium caseinate)，又称干酪素、酪蛋

白酸钠，它的前体是从牛乳中分离制得的酪蛋白，酪

蛋白(casein)是一种富含生物活性肽的蛋白质，在特

异性蛋白酶(如胰蛋白酶等)作用下能够将生物活性

肽释放出来得到具有生物活性的酪蛋白生物活性肽。

酶解酪蛋白后所释放的活性肽包括：阿片样肽L1J、免

疫调节活性肽心J、促进钙吸收的酪蛋白磷酸肽

(CPP)[引、ACE活性抑制肽【引、促进乳酸菌生长的肽

类[51等。

由于具有生物活性的乳源肽类多为寡肽，分子质

量分布在500～1 500 u之间，但是蛋白质酶解液中各

种肽类的分子质量分布范围较宽，不利于有效成分的

分离，而制约了其应用。因此，寻找简便有效的分离

方法成为酶解制备生物活性肽的关键技术。超滤分

离法由于在操作过程中不发生相变，又可在较低的温

度下进行，能耗低，在众多的分离方法中具有明显的

优势。采用不同截留分子质量的超滤膜，对蛋白质酶

解液进行分级分离，可以对目标活性肽进行分子量范

围的定位纯化，建立低成本高效率的分离方法。

研究中利用不同截留分子质量的超滤膜对酪朊

酸钠水解液进行分级分离，根据特定生物活性的分子

量的分布实现对其的有效分离，为生物活性肽的工业

化生产提供理论依据。

1 材料与方法

1．1材料

酪朊酸钠：新西兰，蛋白质含量85．35％；胰蛋白

酶：Novozymes公司；低分子量肽标准物：英国B珏

Rad公司。

1．2主要仪器及操作条件

第一作者：博士研究生(赵谋明教授为通讯作者)。
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VIVAFLoW 50型板式超滤膜包，德国Sartorius

公司，MWCO分别为10 ku和5 ku；中空纤维超滤

膜。美国Phamacia公司，MwCO分别为3 ku和1

ku。采用截留液全回流操作方式，工作压力为0．12

MPa，工作温度为45℃。BT00一300M型蠕动泵，保定

兰格恒流泵有限公司；BUCHI全自动凯氏定氮仪，瑞

士Buchi公司；Mini—PROTEAN 3 CeU电泳系统，英

国Bio—Rad公司；PHS．3C精密pH计，上海雷磁仪器

厂；JB一3定时恒温磁力搅拌器，上海智光仪器仪表

公司；Himac CR一22G高速离心机，HITACHI公司。

1．3试验方法

1．3．1酪朊酸钠水解液的制备

酪朊酸钠水解条件：胰蛋白酶(酶活力1．078

IU／mg)，底物浓度100 g／L，温度50℃，酶用量E：S

=1：1 000，水解反应进行10 h后，在沸水中加热15

min，灭酶活，冷却，然后在转速为8 000 r／min的条件

下4℃离心20 min，取上清液。

1．3．2分级膜分离方法

取上述水解液的上清液粗滤后，首先采用10 000

u的超滤膜进行全回流超滤分离，控制出入口的压力

在膜的最适值，操作温度为45℃，待膜通量降低到一

定程度后终止操作，取透过液利用截留分子质量逐级

减小的超滤膜(5 ku、3 ku和1 ku)进行上述操作，最

终使酪朊酸钠的水解上清液按分子质量依次分离为

>10 ku、10～5 ku、5～3 ku、3～1 ku和<1 ku五个

部分，分别收集各分离组分，冷冻干燥，测定各级组分

的蛋白含量。

1．3．3水解度(DH)的测定【6 J

甲醛滴定法

厶

DH=≠羔}×100％
凡一九0

式中^：水解液中一NH2或一COOH的含量

(mmol儋)；^o：酶解前原料中一NH2或一CoOH的
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利用SDS～PAGE比较了原料以及各级超滤膜 论截留分子量将水解液分为各级产品，达到了预期的

截留液的分子量分布，结果见图3。 目的。表1中给出了各个分级组分中不同分子量肽

段的分布情况，其中10 ku的分离效果较其他3级作

用明显，同时说明水解的程度相对来说比较低，酶解

液中的大分子含量较高，这也是导致此级膜通量较低

的原因，而3 ku和5 ku的分离效果不明显，结合截留

率，在实际操作中应予以省略，降低生产成本。

表l各级组分的含量(按蛋白质％计)

M：标准样品；A：酪朊酸钠(未水解)；B：10ku截留液；

c：5ku截留液；D：3ku截留液；E：1ku截留液

图3 酪朊酸钠各级水解物样品的SDSPAGE图片

由图3可以看出样品B(10 ku截留液)、C(5 ku

截留液)、D(3 ku截留液)的分子量分布大致在6

000、4 000、3 000 a，而E(1 ku截留液)由于分子量太

小未能与染料显色，将B、C、D与A(未水解的酪朊酸

钠)比较可以看出原料用胰蛋白酶水解后经过超滤，

大分子消失，各级超滤膜基本上是可以按照给出的理

M<1ku 1～3ku 3～5ku 5～10ku >10ku

3 ku滤液 46．85 51．07 一 一 一

5 ku滤液 43．27 47．17 5．53 一 一

10 ku滤液 35．70 38．92 4．56 18．10 一

上清液 6．82 7．44 0．87 3．46 79．49

2．4分级分离产物的游离氨基酸分析

表2结果表明，在各个分级膜分离的产品中，游

离氨基酸含量总量随着超滤膜截留分子量的降低而

升高，很明显由于游离氨基酸的分子量很小，在逐级

分离的过程中得到了浓缩。各级产品中以Try、Phe、

Lys、Ile、Tyr含量较高，而酪朊酸钠完全水解后的氨

基酸含量由多到少依次为：Glu、Leu、Pro、Lys、Asp、

ser、Val、Tyr，这主要是由于所选用的胰蛋白酶相对

来说具有很强的水解专一性，酪朊酸钠中的部分肽键

不能被水解。

表2酪朊酸钠各级分离产品的游离氨基酸含量rng／1009

氨基酸訾1嚣3嚣5等1等耋篆 氨基酸嚣1嚣3嚣5嚣1篙耋嚣
A8D 6．09 13．33 11．54 12．13 8．96 1．02 Val* 86．37 103．82 79．69 83．07 114．95 59．29

Glu 93．79 79．16 78．64 72．6l 76．63 14．20 Met* “7．78 32．29 30．29 25．87 24．10 一

Ser 53．24 13．96 15．26 19．68 26．07 一 Cys 124．77 60．43 53．51 49．29 40．08 一

Gly 86．80 7．32 8．79 15．92 48．01 一 Ik 374．72 162．72 140．38 103．62 一 一

His* 131．81 80．3l 82．56 90．54 128．12 45．80 Leu* 203．82 148．22 130．76 119．63 133．51 35．09

A瑗* 76．99 97．90 85．16 70．13 103．34 11．17 Try 747．8l 376．14 385．37 360．94 402．24 248．43

Thr* 25．4l 一 一 一 一 一 Phe* 540．95 442．53 397．29 389．65 210．90 194．76

Ala 15．38 49．05 38．34 30．52 40．59 一 Lvs* 249．16 292．56 270．28 280．78 244．23 123．46

Pr0 68．55 77．53 42．17 34．20 28．81 5．81 总量 3229．44 2098．56 1904．12 1806．77 1711．1l 775．16

Tvr 226．01 61．31 54．09 48．19 80．56 36．13

*必需氨基酸。

2．5膜的清洗

及时有效的清洗是解决超滤过程中造成的膜污

染的方法，根据酪朊酸钠水解液的性质选择了3种清

洗剂，图4给出了这3种清洗剂对各级分离膜的清洗

效果。其中碱溶液的清洗效果最为显著，经过清洗后

膜的通量可以恢复到原来的90％左右，一些吸附能

力强的物质和堵塞于膜孔中的物质不能完全洗出。

由于10 ku的污染较为严重所以相对于另外3个膜
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它的通量恢复为最低。比较5 ku和1 ku、3 ku可以

看出，由于自身结构特点中空纤维膜要较板框式超滤

膜的污染程度低而且易于清洗。

3 结 论

采用分级膜(10、5、3和1 ku)分离技术对酪朊酸

钠水解液进行超滤分离，通过SDS—PAGE验证了该

方法可以对酪朊酸钠酶解液中的混和肽类按照分子

   



A B C

A：去离子水；B：NaoH溶液；C：sDs溶液

图4各种清洗剂的清洗效果

注：清洗温度为室温，清洗时间为30 min，清洗压力为0．04 MPa

量不同进行有效的分离，所得到的各级产品的蛋白含

量(干基)均大于90％，由于不同分子质量的肽类具

有不同的功能特性，因此，该技术对特定生物活性肽

的工业化生产具有指导意义。

考察所选用4级超滤膜的膜通量和截留率，兼顾

多数生物活性肽的分子量分布范围，可以考虑省却其

中5 ku这一步骤，简化分离过程，提高分离效率。
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Fractional Ultrafiltration Separation of Sodium Caseinate Peptides

Xu Xin Zhao Mouming Yang Xiaoquan
(Light Industry and‰d En百neering InStitute，south China University of Technology，Guangzhou，510640，China)

A璐TRACT The fractionation of Sodium caSeinate p印tide by ultrafiltration separation was studied． S0dium ca—

Seinate peptide products(hydrolysis degree of 11．5％)can be separated into five components(>10 ku，10～5 ku，

5～3 ku，3～1 ku，<1 ku)in terms of molecular weight．The molecular weight distribution of each retentate was

detemined by SDS—PAGE．The result showed that fractional ultrafiltration Separation can effectively separate sodi—
um caSeinate peptides．

Key words S0dium caSeinate peptides，fractionation，ultrafiltration，membrane Separation
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