
目罨圆
B口cⅢMs n口ffD 918蛋白酶水解玉米醇溶蛋白的研究

李志锐，芦明春，王 莉，刘英新，高 跃，金凤燮

(大连工业大学生物与食品工程学院，辽宁大连，116034)

摘要酶解玉米醇溶蛋白获得生理功能短肽的研究，多采用碱性蛋白酶和混合酶等商品酶制剂。通过培养

B口c“z钟5凇t￡o 918茵，采用固态发酵方式生产蛋白酶，测定水解度，确定水解经碱处理的玉米醇溶蛋白最佳酶解

条件为：底物浓度10％、加酶量8 Ooo U／g、pH=9．5、反应温度40℃、反应时间3．o h，在此条件下水解率达到

33．8％。
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玉米蛋白粉是玉米淀粉生产的主要副产物，含有

约60％的蛋白质，主要为玉米醇溶蛋白(68％)和谷

蛋白(22％)[1’21。玉米醇溶蛋白中含有高比例的疏

水性氨基酸。近年来，人们发现玉米醇溶蛋白经水解

后可产生具有多种生理功能的短肽，可以作为保健型

功能食品的基料或辅料，如具有抗疲劳作用的玉米肽

饮料和抗高血压作用食品等[3’4]。以玉米醇溶蛋白

为底物进行酶解，获得生理功能短肽的研究，多采用

碱性蛋白酶和混合酶等商品酶制剂，成本高“]。采用

固态培养微生物产酶水解玉米醇溶蛋白研究报道较

少。纳豆菌(B盘c删“s咒口￡￡o)是日本传统发酵食

品——纳豆的生产菌种[6]，本文通过对B口矗zz“s咒口￡一

￡D 918采用固态发酵方式产的酶进行水解玉米醇溶

蛋白研究，旨在为玉米蛋白的转化、利用及提高其附

加值提供一条可行的途径。

1 材料与方法

1．1材料

玉米蛋白粉由沈阳军区淀粉厂提供，B口以zz“s

咒口￡￡o 918菌种朝鲜国家科学院发酵研究所提供。

1．2仪器与设备

SPX一250型培养箱，上海跃进医疗器械厂；GL

一21M高速冷冻离心机，长沙湘仪离心机仪器有限

公司；722S分光光度计，上海精密科学仪器有限公

司。

1．3 B口cⅢ“s加ffD 918菌株固态发酵

B口f谢“5，z口￡￡D 918菌株经扩培后，在豆粕、麦麸

与水按一定的比例配置的培养基中接入菌种，调整培

养温度、pH，水分含量、培养时间等条件采用固态发
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酵。

1．4试验方法

1．4．1 玉米醇溶蛋白的提取：超声波萃取法

萃取条件为：乙醇体积分数95％、最佳料液比1

：10、提取时间60 min、提取温度40℃、提取次数3

次。此时所得玉米醇溶蛋白的纯度达到97．8％。

1．4．2 酶活的测定：Follin一酚法

酶活力定义：每毫升酶制剂在40℃，pH 9．0条

件下每分钟水解酪蛋白产生1"g酪氨酸的所需酶量

为一个活力单位。

1．4．3 蛋白质含量的测定

凯氏及氮法。

1．4．4蛋白酶活力测定

Folin-酚法‘71。

1．4．5蛋白水解度测定

茚三酮法‘81。水解度的计算公式：

DH一^／|ll。×100％一

[差量鐾：!：!!!!!!：竺：!!!：]×，。。％
式中：C[N¨，水解蛋白液中的一NH：的含量，

6．25N，水解蛋白液中蛋白质含量；O．013 195(mmol／

g)，原料玉米醇溶蛋白水解前一NH。的含量；9．2(即

h。)，对于玉米醇溶蛋白其^。=9．2(mmol／g)。

1．5水解试验

从玉米蛋白粉中提取出的玉米醇溶蛋白粉用

O．1 mol／L的NaoH调至pH9．O，在90℃条件下保

持60 min。以底物浓度、加酶量、pH、反应时间4

个可能影响水解率的因素做单因素试验，以确定相关

影响因素及各因素的合适范围。在单因素试验的基

础上，以水解度为考察目标，通过正交试验优化出酶

水解玉米醇溶蛋白的最适条件。
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2结果与讨论

2．1 B口ci玎Ⅱs n口ffo 918菌株固体培养条件的优化

以B口f删站s恕口￡￡D918产酶酶活力为评价指标，对

培养基配比、培养温度、pH，水分含量潞养时间等条
件优化，得出B口cⅢ“s咒口潮918菌产酶活高的最佳

培养条件：m(麸皮)=豆粕为2 t 5，温度37℃，

pH8．0，水分含量85％，培养时间1 d。

2．2酶活热稳定性测定：

将酶液分别在35、40、50℃的条件下保持5h，在

此期间每隔15 min取样测定，酶活见图1。

I，

g 700

o

釜soo
谥

O 75 150 230

时间，min

—◆一50℃

—-．40℃

—●一35℃

图1 B口cizZ“s彻ffo酶液的热稳定性

水解蛋白过程中温度不同酶活可能降低，通过测

定酶活，可以确定水解反应的最适温度。由图1试验

结果可知B口c倒“s咒口￡zD 918产蛋白酶酶活在35℃和

40℃时较高且最稳定，而在50℃时的稳定性较差。

因此我们选择在35℃下，对影响水解度的其他因素

进行试验，进一步确定水解的最佳条件。

2．3 B口cⅢHs n口tfD 918酶水解条件单因素试验

底物浓度、加酶量、pH、反应时间最佳条件见图

2～图5。

底物浓度，％

图2底物浓度对水解率的影响

由图2可以看出，随着底物浓度的增加，水解度

上升较快，底物浓度达到10％时，水解度最大，当底

物浓度大于10％时，随着底物浓度的增加，水解度反

而降低，其原因可能是底物浓度过大后，蛋白不能充

分浸润，影响了酶对蛋白的作用，因此我们确定最适
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酶解反应的底物浓度为10％。

图3中，当加酶量较小时，随着加酶量的增加水

解度迅速上升。当加酶量达到一定的量时，水解度不

再随酶量的增加而上升，因此，仅增加酶量来提高水

解度效果不显著。综合酶的成本以及酶水解玉米蛋

白的利用率，本实验选择加酶量为8 ooo U／g。

吞

加酶量，u．g-1

图3加酶量对水解率的影响

底物玉米醇溶蛋白随着pH的变化表现出不同

的解离状态，pH值直接影响了酶与底物的结合和酶

对底物的催化。由图4可以看出在pH 9．O的条件

下酶解玉米醇溶蛋白的水解度最高，因此确定pH

9．0为反应的最佳条件。

pH值

图4 pH对水解率的影响

由图5看出，反应开始时，最初底物的浓度较大，

水解度随着时间的延长而明显升高，随反应进行，底

物浓度逐渐降低，反应速度也随之降低，当反应4h时

水解效果最好，水解度由9．73％增加到32．90％，但

4 h以后，水解度开始有所下降．因此，B口以zz乱s咒nt—

zD 918酶水解玉米醇溶蛋白的最佳水解时间为4 h。

2．4 B口cⅢHs n口fto 918酶水解条件正交试验

以底物玉米醇溶蛋白浓度为10％，对其他因素

进行三水平的正交试验，结果见表1。，

由表1可知，加酶量对水解率的影响最大，其次

是pH和温度。B口c删“s，l口￡￡D 918蛋白酶的最佳水

解条件为A2BzCaDt，即加酶量为8 000 U／g，温度为

40℃，pH为8．5，水解时间为3 h。在此条件下得到

的水解度达到33．8％。
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水解时间，h

图5水解时间对水解率的影响

表l正交试验结果表

实验号，哿擘。
温度

／℃ pH水弓?间篇
1 7 500 35 8．5 3．O 13．8

2 7 500 40 9．0 3．5 13．4

3 7 500 45 9．5 4．O 24．6

4 8 000 35 9．5 4．0 30．5

5 8 000 40 8．5 3．0 33．8

6 8 000 45 9．O 3．5 24．1

7 8 500 35 9．O 3．5 29．3

8 8 500 40 9．5 4．0 17．2

9 8 500 45 8．5 3．O 16．O

K， 17．267 24．533 18．367 21．200

K2 29．467 21．467 19．967 22．267

K3 20．833 21．567 29．233 24．100

R 12．200 3．066 10．866 2．900

3 结 论

(1)B口cizz“s竹口￡￡o 918菌产酶活高的最佳培养

条件：麸皮：豆粕为2：5，温度37℃，pH 8．o，水分

含量85％，培养时间1d。酶的热稳定性试验表明：

B口“Zz“s7l口z￡o 918产蛋白酶酶活在35℃和40℃时高

而且最稳定，在50℃时的稳定性较差。

(2)单因素水解条件试验分析表明，底物浓度、加

酶量、pH、反应时间等对B口f洲“s 7ln￡￡D 918发酵产

酶水解玉米醇溶蛋白的水解率有较大影响。
’

(3)通过正交试验确定了最佳水解工艺条件为：

底物浓度为10％，加酶量8 ooO U／g、pH9．5、反应温

度40℃、反应时间3．0 h，且在此条件下水解率可以

达到33．8％。
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The Study on Hydrolysis Zein by the Protease

Enzyme of B口cZZZ比s n口ffD 91 8

Li Zhirui，Lu Mingchun，Wang Li，Liu Yingxin，Gao Yue，Jin Fengxie

(College of Bi0109y and Food Technology，Dalian Polytechnic University，Dalian 116034，China)

ABSTRACT The study to gain physi0109ical function short peptide by eazymolysis zein has always adopted

alkaline proteinase and admix enzyme，enzymes that are usually prepared as commodities． Through cultiva—

ting the B口fiZZ“5 n口￡￡o TK一1，we used s01id state fermentation to produce protease，to determined degree of

hydr01ysis，and the best enzymolysis conditions for hydrolyzing the zein after alkali treatment as：the concen—

tration of substrate 10％，enzyme addition 8000U／g，pH=9．5，reaction temperature 40℃，and reaction time

3．Oh．The hydrolysis rate may achieve 33．8％under this condition．

Key words B口fiZZ铭s”口￡￡o，solid state fermentation，Zein
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