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大豆肽螯合钙能力影响因素的研究
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摘要!研究脱酰胺改性方法及改性方式'肽钙比及肽段的金属离子亲和特性对大豆肽螯合钙能力的

影响% 结果表明&酸法脱酰胺对大豆肽螯合钙能力的改善要优于 R.?=,+-A,[8酶法脱酰胺的效果#

并且先酶解再脱酰胺方式的效果要优于先脱酰胺再酶解的方式#将肽钙比扩大至 #C!"质量摩尔

比$后!大豆肽>的钙结合量增幅最大!由 &(4/$ +EFE增加至 #!&4(! +EFE#肽段的金属离子亲和

能力越强!钙螯合效果越好#羧基中\原子及氨基中 S原子是主要配位原子#肽键也参与了螯合#

相对分子质量大于 # <B,的肽段较相对分子质量小于 # <B,的肽段更易参与钙螯合物的形成%

关键词!肽钙螯合物#脱酰胺#肽钙比#金属离子亲和特性
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KK钙作为最早被确定的机体必需元素之一$占人

体体重的 #40G p!4!G

(# %!)

& &&G的钙存在于骨

骼和牙齿中$另外 #G的钙存在于血液和软组织中$

在神经调节%肌肉收缩%有丝分裂%血液凝固等生命

活动的调节中发挥着重要作用(()

& 长期缺钙会导

致身体出现诸多钙缺乏症状$比如佝偻病%病理性骨

折%骨质疏松症及高血压等& 钙制剂的发展包括 (

个阶段(')

'第一代钙制剂以无机钙盐为主$虽然钙

含量较高$但溶解性差$利用度低$在胃中会消耗大

量的胃酸$不宜大量服用!第二代钙制剂主要是有机

酸钙$在溶解度以及利用率上有较大的提升$但对机

体仍然存在一定的毒副作用!第三代钙制剂包括氨

基酸螯合钙及肽螯合钙$具有溶解性好%钙利用率

高%易于机体吸收等优势&

大豆蛋白含有人体所需的 1 种必需氨基酸$其

校正氨基酸评分";BVLLJ#值为 #4"$属于完全蛋白

质$是唯一类似于动物蛋白的植物蛋白(0)

& 大豆蛋

白因其良好理化性质以及感官特性而广泛应用于食

"$

VUNSL\NMJ LSBWLIJKKKKKKKKKKKKKK!"#1 H6.a'( S6a!



品工业中(/)

& 此外$大豆蛋白具有非常好的营养保

健功能$可以降低胆固醇($)

$降低肥胖症(1)

%骨质疏

松症(&)等的发病率&

通过水解制备的大豆肽近乎保留了大豆蛋白全

部的营养价值$以其制备的肽钙螯合物不仅可以为

机体提供优质的肽源$更为机体提供优质的钙源&

本文采用L.5,.,[8酶解脱植酸大豆分离蛋白$制备

低相对分子质量的大豆肽钙螯合物$并探讨了改性

方法及改性方式%肽钙比以及金属离子亲和特性对

肽螯合钙能力的影响$为新型钙制剂的制备提供

参考&

67材料与方法

#4#K实验材料

#4#4#K原料与试剂

低温脱脂豆粕$山东禹王集团!植酸酶"'0 """

OFE#$山东潍坊苏柯汉生物技术有限公司!L.5,*

.,[8$S6Z6̀Y+8["中国 #! R.?=,+-A,[8JB%V#""J

"#"" E=?FE#$天野酶制品株式会社!J8:7,@6[8VM%

/>$;7,@+,5-,!V#1 填料$ J-.-VY5.8!亚氨基二乙酸

"NBL#$J-E+,%L.9@-57!!$!|%联喹啉 %'$'|%二二

钠甲酸">VL#$苏州亚科科技股份有限公司&

L]级氢氧化钠%硫酸%碳酸氢钠%盐酸%醋酸

钠%无水乙醇%硫酸钾%氯化钙%环氧氯丙烷")VU#F

磷酸氢二钠%氯化钠%乙二胺四乙酸二钠")BIL#%

醋酸%六水氯化铁%碳酸钠$U;MV级乙腈%三氟乙酸

"IWL#$>]级三羟甲基氨基甲烷"I@-[#$硼氢化钠

"&1G#&

#4#4!K仪器与设备

l&1'" 自动凯氏定氮仪!U-+,5V]!#R

)

型冷

冻离心机'日本 U-=,57-公司!MRP%#1 型冷冻干燥

机!UU%/"# 超级恒温水浴箱!磁力搅拌器!JUL%

!L冷冻水浴恒温振荡器!IBi0 %XJ 台式低速离心

机!L]!!'VS电子天平!箱式电阻炉!LL%!'" 原子

吸收分光光度计'美国 H,@-,A 公司!B%!""" ).-=8

高效液相色谱仪'日本 U-=,57-公司! S-56.8=S8̂?[

'$" 傅里叶红外光谱仪'美国 S-56.8=公司!UB%(

紫外检测仪!UM%! 恒流泵&

#4!K实验方法

#4!4#K脱植酸大豆分离蛋白的制备

将低温脱脂豆粕与水以 #C#""质量比#的比例

混合$用 ! +6.FM氢氧化钠溶液调节 :U为 $4"$搅

拌 # 7& 用纱布进行粗过滤$取滤液在 $ 0"" @F+-A%

'c条件下离心 (" +-A& 取上清液$用 ! +6.FM盐酸

调节 :U为 04"$加入植酸酶 '" OFE$搅拌 # 7& 后调

节 :U至'a0$酸沉# 7& 取下层混浊液$在$ 0"" @F+-A%

'c条件下离心 (" +-A& 离心后取沉淀$加入 ' 倍水

复溶$用 ! +6.FM氢氧化钠调节 :U为 $4"$在 ( """

@F+-A下离心 !0 +-A& 取上清液干燥$即得大豆分

离蛋白"J;N#&

#4!4!K大豆肽的制备

将 J;N配制成 0 EF+M的溶液于夹套烧杯中$调

节溶液 :U&4"$酶添加量 !G"以 J;N质量计#$在

/"c下用 L.5,.,[8酶解 0 7$反应结束后调节溶液

:U至 $4"$沸水浴灭酶$离心$收集上清液$干燥$得

到大豆肽L&

酸法脱酰胺处理'将大豆肽 L加水配成 0G的

溶液$加盐酸调节溶液 :U至 #4"$于 /0c下反应

0 7!反应过程中用保鲜膜密封好$以防水分蒸发!反

应结束后调节溶液 :U至 $4"$离心$收集上清液$干

燥$得到大豆肽>&

酶法脱酰胺处理'将 J;N配制成 0 EF+M的溶液

于夹套烧杯中$调节溶液 :U至 &4"$酶添加量 !G

"以 J;N质量计#$在 /"c下用L.5,.,[8酶解 0 7$反

应结束后调节溶液 :U$4"& 加入 !G"以 J;N质量

计#谷氨酰胺酶 R.?=,+-A,[8$于 0"c下反应 !40 7

后$沸水浴灭酶$离心$收集上清液$干燥$得到大豆

肽V&

将 J;N配成 0 EF+M的溶液$调节 :U为 #4"$于

/0c下反应 0 7& 反应结束后调节溶液 :U至 &4"$

加入L.5,.,[8酶解 0 7$酶添加量 !G"以 J;N质量

计#$酶解温度为 /"c& 反应结束后将溶液 :U调

为 $4"$沸水浴灭酶 #" +-A$冷却$离心$收集上清

液$干燥$得到大豆肽B&

#4!4(K肽钙螯合物的制备

参照 M-? 等(() 的方法并稍加调整& 称取

"40"" " E肽样品$溶于 !0 +M的 !" ++6.FMI@-[%

盐酸":U$41#缓冲液$以 #C#"质量摩尔比$下同#肽

钙比加入 "4! +6.FM氯化钙溶液$水浴恒温振荡器

中 '"c下反应 # 7& 离心"' """ @F+-A$#" +-A#$取

上清液$按体积比 #C/ 加入无水乙醇$静置沉淀 ("

+-A$离心$沉淀于 0"c烘干$即得螯合物& 螯合物

得率%钙螯合率计算公式下'

螯合物得率 e螯合物质量F"肽加入质量 d

蛋白质含量g加入钙质量# d#""G

钙螯合率e

螯合的钙质量

加入钙质量
d#""G

#4!4'K螯合物中钙含量的测定

取干燥至恒重的螯合物样品 #" +E左右于坩埚

中$记下准确质量$在红外炉上灼烧至无黑烟产生&

转移至箱式电阻炉中$于 0""c灰化 ' 7 左右至无

#$
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黑色碳粒& 冷却至室温后加少量盐酸溶解并定容至

#"" +M$稀释 #" 倍$采用火焰原子吸收法测定金属

钙的含量& 测定条件为'空心阴极灯波长 '!!4$

A+$光谱宽度 "40 A+$电流 #" +L$质量浓度上限

'a"

!

EF+M& 钙结合量以螯合物中平均每克蛋白质

结合的钙量表示$计算公式如下'

钙结合量e

螯合的钙质量

螯合物样品质量d蛋白质含量

#4!40K傅里叶变换红外光谱(#")

"WIN]#分析

取适量待测样品于研钵内$与 l>@粉末一起研

磨均匀后压片& 检测样品于 ' """ p'"" 5+

%#范围

内的透光度变化&

#4!4/K相对分子质量分布的测定

采用高效液相色谱法测定大豆肽以及肽钙螯合

物的相对分子质量分布& 流动相为乙腈%水%三氟

乙酸"体积比 '0C00C"4##& 样品用流动相溶解$质

量浓度为 0 +EF+M$经滤膜过滤并超声后进样& 测

定参数'进样量 !"

!

M$检测波长 !#' A+$流速 "40

+MF+-A$柱温 ("c$进样时间 (0 +-A&

#4!4$K吸附肽%未吸附肽的钙螯合物的制备

参照文献(##)制备 NBL%J8:7,@6[8%VM%/>

填料$参照 M} 等(#!)的方法制备 NBL%J8:7,@6[8%

VM%/>%W8

( g亲和层析柱$并对肽样品进行吸附洗

脱$得到吸附肽%未吸附肽$之后进行钙的螯合$考察

吸附肽%未吸附肽对钙的螯合能力&

87结果与讨论

!4#K改性方法对大豆肽钙螯合能力的影响

大豆肽L%>%V样品中的蛋白质含量及氮回收

率结果如表 # 所示&

表 67大豆肽样品中的蛋白质含量及氮回收率 J

样品 蛋白质含量 氮回收率

大豆肽L $$4"! n"4&! 1/4'( n#4"(

大豆肽> 0(4$$ n"4// 104&! n#4"0

大豆肽V /$40& n#4"# 1(40" n#4!0

K注'氮回收率 e大豆肽的总氮含量F原料的总氮含量 d

#""G&

KK由表 # 可以看出$大豆肽 L中的蛋白质含量%

氮回收率均高于大豆肽 >%大豆肽 V& 说明脱酰胺

改性会降低所制备的大豆肽中的蛋白质含量$同时

导致氮回收率的下降& 由于酸法脱酰胺过程引入大

量的盐分$所以大豆肽 V的蛋白质含量高于大豆肽

>!而酸法脱酰胺过程可能导致了肽键的进一步断

裂$而R.?=,+-A,[8脱酰胺作用专一$从而使大豆肽

>的氮回收率增加$大于大豆肽V&

以螯合物得率%钙结合量%钙螯合率为评价指

标$测定了上述 ( 种大豆肽样品的钙螯合能力$结果

如表 ! 所示&

表 87大豆肽样品的钙螯合能力

样品 螯合物得率FG 钙结合量F"+EFE# 钙螯合率FG

大豆肽L (040" n"4$# 1!4#( n#4!( !&4(# n"4/#

大豆肽> '"4#" n"4$! &(4/$ n#4'& (&40$ n"41(

大豆肽V ($4/! n"4/# 1/41" n#4$# (/4'! n"41#

KK由表 ! 可以看出$大豆肽 >的 ( 个指标均最

大$其次是大豆肽 V%大豆肽 L$表明脱酰胺改性有

助于大豆肽钙螯合物的制备$与文献(#( %#')报道相

符& 且酸法脱酰胺对于大豆肽螯合钙能力的改善

优于酶法脱酰胺的效果$说明了酸性氨基酸残基

的重要作用&

!4!K大豆肽及肽钙螯合物的红外光谱分析

对上述 ( 种大豆肽样品以及相应的肽钙螯合物

进行红外光谱分析$由于其图谱变化趋势相同$本文

只列出大豆肽L及其肽钙螯合物的红外光谱图$如

图 # 所示&

脂肪族氨基酸中伯胺 S*U的伸缩振动在

( 0"" p( !0" 5+

%#范围内形成 # 个双峰$并且在低

频区一侧有肩峰!酰胺 N带的红外吸收峰范围在

# /1" p# /!" 5+

%#

$主要来源于羰基
&&

V \的伸缩

振动!酰胺
)

带的吸收峰主要来自于亚氨基 S*U

的面内弯曲振动$在 # /0" p# 0#0 5+

%#范围内$靠

近酰胺N带!V\\*对称伸缩振动在 # '!" p# (""

5+

%#

!1"" p0"" 5+

%#范围内的吸收峰来源于V*U

和S*U振动& 由图 #可知$( !11 5+

%#的伯胺S*U

伸缩振动的红外吸收峰$螯合后转移到 ( ('&

5+

%#

$说明肽段中氨基端的 S原子参与了钙的螯

合!螯合后$# /0' 5+

%#移动到 # /0$ 5+

%#

$并在

# 0/' 5+

%#处出现新的吸收峰$说明酰胺中*SU

与钙发生了键合!V\\*的吸收峰由 # '"# 5+

%#转

移到 # '#" 5+

%#处$表明了*V\\U可能参与了金

属离子的结合形成*V\\*V,& 这些峰位的转

移%消失或出现$说明羧基中 \原子及氨基中 S原

子是钙螯合的主要配位原子!肽键也参与了螯合

物的形成(#0)

&

!$
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图 67大豆肽/及其肽钙螯合物的红外光谱图

!4(K大豆肽及肽钙螯合物的相对分子质量分布

对不同大豆肽样品螯合钙前后的相对分子质量

进行测定$并将相对分子质量划分为 $ 个范围$分别

为'

#

#" <B,%#" p0 <B,%0 p! <B,%! p# <B,%

# p"40 <B,%"40 p"4( <B,%

"

"4( <B,$计算每个范

围的肽段占比& 结果发现$螯合后$相对分子质量大

于 # <B,的肽段占比呈现扩大趋势$相对分子质量

小于 # <B,的肽段占比呈减少趋势$说明相对分子

质量大于 # <B,的肽段较相对分子质量小于 # <B,

的肽段更易参与钙螯合物的形成& 但金属离子对相

对分子质量的选择与肽源也密切相关& U?,AE

等(#/)通过超滤发现相对分子质量小于 # <B,的虾

蛋白肽$具有最高的钙结合量!M-? 等(()通过超滤发

现 ( p0 <B,范围的麦胚芽蛋白肽具有最高钙结

合量&

!4'K酸法脱酰胺改性方式对大豆肽螯合钙能力的

影响

进一步探讨了酸法脱酰胺的方式对大豆肽螯合

钙能力的影响$结果如表 ( 所示&

表 =7脱酰胺改性的方式对肽螯合钙能力的影响

样品 螯合物得率FG 钙结合量F"+EFE# 钙螯合率FG

大豆肽> '"4#" n"4$! &(4/$ n#4'& (&40$ n"41(

大豆肽B (!4!& n"40' 114#! n#4$/ #$4'/ n"4(1

KK由表 ( 可以看出$大豆肽 >的螯合物得率为

'"4#"G$较大豆肽 B高 #&G!钙结合量为 &(4/$

+EFE$同样明显优于大豆肽B$因而导致钙螯合率明

显高于大豆肽B& 这些结果表明$酸法脱酰胺改性的

方式对肽螯合钙的能力有显著的影响$即先酶解再脱

酰胺方式的效果要优于先脱酰胺再酶解的方式&

!40K肽钙比对大豆肽螯合钙能力的影响

结合已有报道(#$)

$肽钙比对螯合反应的影响尤

为显著$为制备出更高钙结合量的大豆肽钙螯合物$

将实验加入的钙量扩大为原来的 ! 倍$即肽钙比

#C!$结果如表 ' 所示&

表 >7肽钙比对肽螯合钙能力的影响

样品 螯合物得率FG 钙结合量F"+EFE# 钙螯合率FG

大豆肽L !14/( n"400 1'401 n#4'' !#411 n"4(0

大豆肽> (#4#$ n"4/( #!&4(! n!4'/ #14&' n"4'#

大豆肽V (!4/0 n"4'& &(4/0 n#4(# !"4!/ n"4((

大豆肽B #(4/" n"4#1 #"!40! n!4"# 04#1 n"4"0

KK由表 ' 可以看出$增加肽钙比后$钙结合量均有

一定程度的增加$其中大豆肽 >增加幅度最大$由

&(4/$ +EFE增加至 #!&4(! +EFE& ' 种大豆肽的螯

合物得率以及钙螯合率均下降$说明此时钙用量属

于反应过量的状态&

!4/K肽段的金属离子亲和特性对其螯合钙能力的

影响

在上述实验的基础上$选择大豆肽 >为原料$

通过金属离子亲和层析柱对其进行肽段的分离& 得

到的吸附肽%未吸附肽实际螯合钙结果如表 0 所示&

由表 0 可以看出$吸附肽的钙结合量 ##/4/0

+EFE明显优于未吸附肽的 &&41$ +EFE$可能与吸附

肽中含有大量的易螯合金属离子的肽段或氨基酸残

基组成有关&

表 ?7吸附肽%未吸附肽的钙螯合能力

样品 钙结合量F"+EFE# 螯合物得率FG

吸附肽 ##/4/0 n#4'0 ($4'# n"4/$

未吸附肽 &&41$ n#4&" &4!# n"4!#

=7结7论

综上所述$酸法脱酰胺对于大豆肽螯合钙能力

的改善要优于 R.?=,+-A,[8酶法脱酰胺的效果& 红

外光谱分析及相对分子质量分布的结果表明'羧基

中\原子及氨基中S原子是主要配位原子!肽键也

参与了螯合!相对分子质量大于 # <B,的肽段较相

对分子质量小于 # <B,的肽段更易参与钙螯合物的

形成& 酸法脱酰胺改性的方式%肽钙比及肽段的金

($
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属离子亲和特性对其螯合钙能力有较大影响&
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