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发酵乳中ACE抑制肽的超滤工艺研究 

林 璐1,2，潘道东1,2， 

(1．东北农业大学 乳品科学教育部重点实验室，黑龙江 哈尔滨 150030； 

2．南京师范大学食品科学与营养系，江苏 南京 210097) 

摘 要：本实验采用超滤法分离发酵乳中的ACE抑制肽，研究了超滤工艺的主要技术参数。结果表明：截留分 

子量为6000Da的超滤膜，在压力0．10MPa，温度25℃条件下，能得到具有较高ACE抑制活性的超滤液。 
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Ultrafiltration Technology of ACE Inhibitory Peptides Derived from Fermented M ilk 
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(1．Key Laboratory ofDairy Science,Ministry ofEducation，Northeast Agricultural UniVersity，Harbin 150030，China； 
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Absl ：Inthisexperiment,theultrafiltrationtechnologyOf ACEinhibitorypeptidesderivedfrom fermentedmilkwas studied． 

The results showed that the higher ACE inhibitory activity solution with ACE inhibitory pe ptides were obtained with the 

ultraffltrationmembraneof60OODamolecular weightcutoff atthepressureofO．10]VIPaan dthetemperatureof25℃． 
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ACE(angiotensin-I converting enzyme，EC3．4．1 5．1， 

简称 ACE)抑制肽是一类具有抑制ACE活性的多肽物 

质，这些多肽的氨基酸和肽链长度各不相同，但链长 
一 般为3～10个氨基酸【I J，分子量在 3OO～10000之内。 

ACE抑制肽分子量都比较小，因此，选择经济合理的 

分离方法富集 ACE抑制肽是必要的。 

超滤技术是膜分离技术的一个重要分支，广泛应用 

于医药、食品、化工及废水处理等领域。超滤是借助 

于人工合成的、具有选择透过性的膜，在常温下以膜 

两侧的压力差为推动力，基于物质能否透过膜或透过膜 

的速率不同，使液体中各组分得以分离、分级、提纯 

和富集的技术[21。适应于大分子物质(蛋 白质、多糖、 
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胶体等)与小分子组分及溶剂的分离【3】。在蛋白质及生物 

活性物质的浓缩与分离方面具有重要的意义。 

本研究利用超滤法的机械筛分原理，依据膜的截留 

分子量分离纯化发酵乳乳清中的ACE抑制肽，不仅具有 

分离过程不发生相变、工艺流程短、成本低等优点， 

而且易于实现工业化大生产【4_ 。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

菌种：瑞士乳杆菌(LaCtobaCfllu heIveticU 

ATCC150019) 本实验室保藏。UF-4050型超滤装置 上 

海摩速科学器材有限公司；生化培养箱 广东省医疗仪 

器厂；超净工作台 上海浦东跃欣科学仪器厂；高速 

冷冻离心机 赛特湘仪离心机仪器有限公司；PHS．3C型 

精密pH计 上海雷磁分析仪器厂；Hippury—L．histidyl— 

L．1eucine(Hip—His．Leu) Sigma公司；ACE(来源于兔肺) 

日本Wake Pure Chemicals公司。 

1．2 方法 

1．2．1 膜通量的测定 

膜通量是用单位内通过单位膜面积的透过液的量来表 

示的。在一定压力、料液流速、温度等条件下，取样， 

然后记录一定时间内的透过液。按下式计算膜通量【3】。 

V 

J(％)=— — ×100 
T × A 

式中，J为膜通量(L／mz·h)；V为取样体积(L)； 

T为取样时间(h)；A为有效膜面积(mz)。 

1．2．2 超滤工艺参数对膜通量的影响 

考察不同操作压力(0．02、0．06、0．10、0．14、 

0．18MPa)，不同的料液温度(5、25、40℃)，不同的操 

作时间对超滤膜膜通量的影响，确定最佳工艺参数。 

1．2_3 蛋白质含量的测定 

采用考马斯亮蓝法【6】。 

1．2_4 肽含量的测定 

取2．5ml样品溶液，加入2．5ml 10％的三氯乙酸水溶 

液与之混合反应，静置 10min，在 4000r／min下离心 

15min，然后用缩脲法测定【7】。 

1．2．5 游离氨基酸的测定 

采用甲醛滴定法【6】。 

1．2．6 抑制ACE活性的测定【8】 

用含有0．3mol／L NaC1的0．1mol／L硼酸盐缓冲液 

(pH8．3)将Hip．His．Leu配成5．0mmol／L的溶液。在试管中 

分别加入200ul的5．0mmol／L Hip．His．Leu溶液和80ul的 

样品于37~C下保温3min后，再加入20la1 ACE溶液(溶 

解在蒸馏水中，活力为0．1U／m1)，混匀后在 37℃下保温 

30min，再加入 250la 1 1N的盐酸溶液以终止反应，再加 

入 1．7ml醋酸乙脂，经 15s振荡混匀后，静置5min，用 

移液管吸取 1．0ml的醋酸乙脂层，真空冷冻干燥后，加 

入 1．0ml蒸馏水，混匀后在 228nm处测定吸光度。 

在上述条件下，ACE抑制率 =【(B—A)／(B—C)】× 

100％。 

式中，A为含有发酵SLSL清(或溶于蒸馏水中的多 

肽溶液)和 ACE溶液的吸光度；B为不含有发酵SLSL清 

(或溶于蒸馏水中的多肽溶液)，但含有 ACE溶液的吸光 

度；c为含有脱脂乳乳清(或蒸馏水)，但不含ACE溶液 

的吸光度 。 

2 结果与分析 

2．1 膜的选择 

在相同压力(0．10MPa)、相同温度(25℃)下用截留分 

子量不同的膜对发酵乳清进行超滤，比较膜通量。 

● 

皇 

埘雎f 

时间(min) 

图1 不同截留分子量的膜对通量的影响 

Fig．1 Effects of membranes of different molecular weight 

on flux 

表1 超滤对ACE抑制活性的影响 

Table 1 Effe~s of ultrafiltration on inhibition activity of ACE 

由图 1可知，在相同条件下，用不同截留分子量 

的膜对发酵乳进行超滤，对膜通量有不同的影响。分 

子量为 10ku的膜在超滤的最初阶段，通量衰减很快， 

后来通量衰减较慢，平均膜通量为7．82L／m2·h；分子 

量 6ku的膜的通量比10ku的变化缓慢，平均膜通量为 

4．16L／m2·h。10ku膜的平均膜通量比6ku膜的平均膜 

通量高3．66L／m h。由表 1可得出在相同条件下分别 

用截留分子量为 10ku和 6ku的膜对超滤液进行超滤， 

ACE抑制活性分别比原来提高了7．39％和 17．89％。从工 
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业化生产考虑，可选用通量高的膜，因为高通量的膜， 

速度快，系统内的最小残余体积减小，膜的吸附量也 

减少，易于工业化生产；而从实验室研究考虑 ，可选 

用通量较低的膜 ，因为通量较低的膜，可以得到较高 

活性的ACE抑制肽。因此，本试验选用截留分子量为 

6ku的膜。 

2．2 操作压力对膜通量的影响 

压力是影响膜通量的一个重要因素。本试验在温度 

25℃、6ku滤膜的条件下考察了滤膜两侧压力差对膜通 

量的影响。一般情况，滤液的压差越大 ，滤速越快 ， 

通量也越大。但浓差极化是膜操作过程中一个不可忽视 

的影响因素 。 

● 

昌 

嘲j] 

时间(h) 

图2 不同操作压力对膜通量的影响 

Fig．2 Effects of pressure on flux of the membrane 
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图3 操作压力对ACE抑制活。陛的影响 

Fig．3 Eeffects of pressure on ACE inhibitory activity 

从图2中可知，在不同的时间段内，随着操作压 

力的升高，膜通量增加。在超滤初期，在0．14MPa到 

0．1 8MPa的压力范围内，膜通量随时间的增加显著下 

降，30min后下降缓慢。在 0．02MPa到0．IOMPa之间， 

膜通量随时间的增加缓慢下降。这是因为在操作过程 

中，操作压力增大，迫使溶液中的溶质和溶剂穿过膜 

的速率增加，其中溶剂基本上是畅通无阻，可以全部 

穿过，但是对溶质来说，由于膜的障蔽作用，使其绝 

大部分无法通过而很快被截留在膜的高压侧表面上，当 

压力达到某一临界值时，膜面凝胶层逐渐形成并增厚， 

膜通量不再增大。而图3表示不同操作压力对 ACE抑制 

活性的影响。从图中可以看出，ACE抑制活性随着操 

作压力的增大，呈先上升后下降的趋势。这是因为随 

着操作压力的增大，膜通量增大，通过膜的ACE抑制 

肽也相应的增多，因此，超滤液的ACE抑制活性也增 

大。而当操作压力超过一定限度时，料液和泵以及料 

液和膜之间的剪切力对ACE抑制肽有一定的影响，使部 

分的ACE抑制肽失活，因此，ACE抑制活性呈下降趋 

势。所以本试验选择操作压力为0．10MPa。 

2．3 操作温度对膜通量的影响 

● 

昌 

删 

蚓 

时间(min) 

图4 操作温度对膜通量的影响 

Fig．4 Effect of temperature on flux of the membrane 

本实验选择5、25和40~C三个温度来研究温度对膜 

通量的影响，结果如图4。图4显示料液膜通量随着温 

度的升高而增大，高温料液的膜通量始终高于低温料 

液的膜通量。但随着超滤的进行，温度为25℃和40℃ 

的膜通量差别越来越小。这是因为温度升高，料液黏 

度下降，料液中各种分子的活化能提高，扩散系数和 

传质系数增大，浓度极差减弱【51，膜通量也随之增大。 

但较高的温度会影响肽的生物活性，又因为蛋白质和肽 

都有很强的表面活性 ，极易吸附在膜表面，造成膜的 

污染，它们的吸附性随着温度的升高而增大，而且较 

高的温度需要耗费较多的能源，还会缩短膜的寿命。因 

此本实验选择 25℃为操作温度。在此温度下，可以保 

持肽的生物活性，防止微生物引起的膜污染。 

2．4 操作时间对膜通量的影响 

操作时间也是影响超滤速度的一个重要的因素。如 

图5所示，对于截留分子量为6ku的膜呈现较典型的超 

滤衰减 模式 ，其 曲线 比较平滑 ，在超滤进行 的前 

20min，膜通量随着时间的延长快速下降；20min以后， 

料液的膜通量变化不是很大，趋于稳定。这是因为， 

在超滤初期，由于浓度极差化，膜表面的凝胶层增厚， 

导致了料液的膜通量下降。这说明在此条件下可以进行 

∞ ∞ ∞ ∞ 加 O 

维普资讯 http://www.cqvip.com 



※工艺技术 目 晶 科 学  2007,VoL 28,No．12 175 
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咖】 
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圈5 操作时间对膜通量的影响 

Fig．5 Effects of time on flux of membrane 

表2 超滤前后溶液的变化 

Table 2 Effects of ultrafiltration on solution 

长时间的操作。 

2．5 超滤对发酵乳乳清蛋 白质、肽和游离氨基酸的影 

响 

超滤前后溶液的蛋白质、肽和氨基酸的含量见表 

2。从表 2可知，超滤后溶液的蛋白质含量下降较多， 

而肽和氨基酸含量几乎不变。可知超滤将溶液中未完全 

水解的蛋白质、酶、高分子量的多肽和有机胶体杂质 

除掉，多肽和氨基酸得到了保存。而这些多肽和氨基 

酸可能与某些生物活性有关。 

2．6 超滤对发酵乳乳清生物活性的影响 

姜瞻梅f91等通过超滤富积酪蛋白酶解物中的ACE抑 

制肽、蒋菁莉DO]等通过超滤富积牛乳酪蛋白酶解物中的 

ACE抑制肽的研究结果说明超滤可以有效地对 ACE抑制 

肽进行分离富集。因此，本实验对超滤前后的发酵乳 

乳清的ACE抑制活性进行了研究，结果见表 1。从表 

l中可以看出，经 6000Da截留分子量的膜超滤过的溶 

液的ACE抑制活性有显著的提高，其ACE抑制活性由 

57．69％升高到75．58％。超滤后溶液的ACE抑制活性提 

高的原因可能是超滤富集了溶液中的一些肽，而这些肽 

对ACE的活性具有一定的抑制作用，从而提高了溶液的 

ACE抑制活性。 

3 结 论 

本实验采用超滤法分离发酵乳中的ACE抑制肽，研 

究了超滤的几个主要参数对膜通量的影响。研究结果表 

明：截留分子量为6000Da的超滤膜，在压力0．10MPa， 

温度25℃条件下，能得到具有较高ACE抑制活性的ACE 

抑制肽。证明了超滤膜对发酵乳中的ACE抑制肽具有分离 

纯化的作用。通过对发酵乳中的ACE抑制肽进行分离，可 

以获得ACE抑制活性较高、较稳定的降血压产品。 
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@ ⑨@囝◎⑤⑤ 

日本爱媛大学教授远藤弥重太研究成功一种大量合成蛋白质的技术，用它合成蛋白质产量要比用现有方法高 5 

倍 多 。 

据当地媒体报道，新技术的关键物质是从小麦的胚芽细胞中提取出的核蛋白体，它是细胞合成蛋白质的 “工 

厂”。科学家将这种核蛋白体与信使核糖核酸(mRNA)、合成原料氨基酸一起放入容器里发生反应，在两、三天之 

内就能大量合成所要获得的蛋白质。研究发现，这种方法比使用动物的核蛋白体合成蛋白质产量要高5至 10倍。 

两家日本企业的实验结果证实，运用这一技术能够合成包括人、老鼠及 昆虫等在 内的 i4种蛋白质。 

⋯ 寸二 
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