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　　【摘要】　以条斑紫菜为原料，利用建立的酶膜反应器制备紫菜降压肽，为获得最大蛋白转化率，采用径向基人

工神经网络模型（ＲＢＦＡＮＮ）对该工艺进行优化，并采用交互验证的方法优化并建立最优模型。通过模型的模拟及

优化，得到间歇式酶膜耦合制备紫菜降压肽的最佳工艺条件：底物质量浓度 １０ｇ／ｍＬ、加酶量 ４％、反应温度 ５０℃、

ｐＨ值 ９０、循环泵转速 ３００ｒ／ｍｉｎ的条件下反应 ６０ｍｉｎ。其蛋白转化率为 ５５６７％，多肽得率为 ２２２７％，单位酶产

肽量为 １３９１，ＩＣ５０质量浓度为 ０４９２ｍｇ／ｍＬ。在优化工艺条件基础上进行连续酶膜耦合研究，结果表明：与传统酶

解反应相比，蛋白转化率提高 ２１９８％，多肽得率提高 ８７９％，单位酶肽产量比间歇反应提高 ４７倍。
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　　引言

血管紧张素转化酶抑制剂（ＡＣＥＩ）是目前用于
治疗高血压的重要药物。然而人工合成的 ＡＣＥ抑
制剂常会伴有不同程度的副作用

［１～２］
，食物蛋白源

ＡＣＥＩ则因其安全性高、副作用小、易吸收，成为活性
肽研究领域的热点

［３～５］
。近年来，众多学者对紫菜

的提取成分及其保健价值进行了广泛研究，发现利

用蛋白酶酶解条斑紫菜制备的多肽液具有一定的降

压效果
［５］
。但传统酶法制备 ＡＣＥ抑制肽存在酶利

用率不高、底物过度降解以及操作不具备连续性等问

题，而采用酶膜反应器制备则可以改善以上问题
［３，６］
。

酶膜耦合反应是集酶促水解、催化剂循环利用、

产物在线分离纯化等多步工序于一体，实现连续操

作的有效模式
［６］
，且酶膜耦合反应可以通过产物的

分离不断打破反应平衡，使反应尽可能向产物方向

进行，因而得到比传统制取工艺更高的转化率。

近年来，人工神经网络已逐渐用于食品工业过

程的仿真与建模
［７～１１］

。在这些应用中，常用误差反

向传播（ＢＰ）网络来实现，但 ＢＰ网络存在训练速度
慢、效率低及局部最小解等问题，而径向基函数

（ＲＢＦ）神经网络在一定程度上克服了这些问题，并
且 ＲＢＦ神经网络比 ＢＰ神经网络更适合解决函数逼
近的问题

［１２］
。基于以上原因，本文选择 ＲＢＦ网络

建立间歇式酶膜耦合制备紫菜 ＡＣＥ抑制肽模型并
对其反应进行工艺优化，并在优化的基础上进行连

续酶膜耦合制备紫菜 ＡＣＥ抑制肽研究。

１　试验材料与方法

１１　原料与试剂
脱脂条斑紫菜细粉，实验室自制；碱性蛋白酶

Ａｌｃａｌａｓｅ２４Ｌ，诺维信（中国）生物技术有限公司，酶
活１０９５２万 Ｕ／ｍＬ；血管紧张素转换酶，猪肺提取，
酶活 ４２Ｕ／ｍＬ；马尿酰组氨酰亮氨酸，Ｆｌｕｋａ公司；
乙腈，色谱纯；其他试剂均为国产分析纯。

１２　试验方法
１２１　抑制率测定

ＡＣＥ抑制肽活性的测定使用高效液相色谱
法

［１３］
。

１２２　多肽液浓度测定
多肽液浓度测定采用福林酚法

［１４］
。

１２３　蛋白转化率计算方法
蛋白转化率为透过液中多肽质量占反应液中蛋

白质质量的百分比，即

Ｘ０＝
Ｃ１Ｖ１
Ｃ０Ｖ０

×１００％

式中　Ｘ０———蛋白转化率，％
Ｃ０———原料液蛋白质量浓度，ｍｇ／ｍＬ
Ｖ０———原料液总体积，ｍＬ
Ｃ１———透过液蛋白质量浓度，ｍｇ／ｍＬ
Ｖ１———透过液总体积，ｍＬ

１２４　多肽得率计算方法
多肽得率 Ｙ（％）为最终得到的目标粗肽制品质

量与投入的脱脂原料紫菜粉质量的百分比。

１２５　单位酶产肽量计算方法
单位酶产肽量 Ｑ定义为单位质量酶产生目标

粗肽制品的质量，即粗肽制品与蛋白酶的质量之比。

单位酶产肽量是在考虑酶用量因素下表征产物生成

量的一个指标，单位酶产肽量越大，单位质量酶产生

目标粗肽制品的质量越多。

１２６　酶膜耦合试验
试验参数见表 １。首先配制 ４００ｍＬ一定浓度

蛋白液加入酶膜反应器内（图 １），按参数设计调节
ｐＨ值和温度，启动超滤循环装置使超滤装置和管道
均充满料液，再将反应器内补充料液至 ４００ｍＬ，在
酶膜反应器中加入蛋白酶 Ａｌｃａｌａｓｅ进行反应（加酶
量见表 １），在间接酶膜反应中按渗出量不断补充
水，在连续酶膜反应中按渗出量补充相同浓度的料

液，保持一定的水解温度、ｐＨ值及循环泵转速，水解
至设定时间，测定底物蛋白转化率。

图 １　连续式膜反应器装置示意图

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅａｃｔｏｒ
１．反应器　２．磁力搅拌水浴锅　３．循环泵　４．出肽阀门　５．超

滤膜器　６．精密 ｐＨ计　７．给水泵
　

１３　ＲＢＦ神经网络模型的建立
１３１　试验样本选择及处理

试验得到的样本量较少，每个样本都具有高度

的对称性和代表性，当训练样本包含接近于优化区

的样本数据时，预测结果较好
［７］
。经过综合考虑，

选择１５个学习样本数，见表１。测试样本数为３个，
见表２。输入参数为 ６个（加酶量、温度、ｐＨ值、时
间、循环泵转速和底物质量浓度），输出值为蛋白转

化率。同时，由于输入参数的物理意义各不相同，变

化范围差异较大，对样本集数据进行归一化处理，即

Ｘ′＝
Ｘ－Ｘｍｉｎ
Ｘｍａｘ－Ｘｍｉｎ
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式中　Ｘ′———归一化后的值
Ｘ———实际值
Ｘｍａｘ、Ｘｍｉｎ———归一化前样本集中每个参数的

最大值、最小值

１３２　网络结构设计
在试验中，６个工艺参数对应一个蛋白转化率，

因此输入神经元为 ６，输出神经元数为 １。利用
Ｍａｔｌａｂ神经网络工具箱中的 ｎｅｗｒｂｅ（Ｐ，Ｔ，ＳＰＲＥＡＤ）
函数建立一个准确的径向基网络（其中 Ｐ为输入向
量，Ｔ为目标向量，ＳＰＲＥＡＤ为径向基函数扩展速
度）。ｎｅｗｒｂｅ（Ｐ，Ｔ，ＳＰＲＥＡＤ）函数在构建神经网络

时，会自动选择隐含层神经元的数目，只要隐单元足

够多，可以逼近任意 Ｍ元连续函数，使得训练样本
的误差为零。在训练之前，选择多个径向基函数的

扩展速度 ＳＰＲＥＡＤ。
１３３　ＲＢＦ神经网络训练与测试

不同的 ＳＰＲＥＡＤ值构建不同的神经网络模型。
将随机选取的 １５个学习样本（表 １）归一化后输入
神经网络模型中训练，利用训练好的 ＲＢＦ神经网络
对３个测试样本（表 ２）进行预测，与实际结果进行
比较以检测 ＲＢＦ神经网络预测模型的准确性和稳
定性。

表 １　人工神经网络的学习样本

Ｔａｂ．１　ＬｅａｒｎｉｎｇｓａｍｐｌｅｓｏｆＡＮＮ

序号
输入参数

加酶量 Ａ／％ 温度 Ｂ／℃ ｐＨ值 Ｃ 时间 Ｄ／ｍｉｎ 转速 Ｅ／ｒ·ｍｉｎ－１ 质量浓度 Ｆ／ｇ·ｍＬ－１
蛋白转化率／％

１ ３ ５０ ８５ ７０ ２５０ １０ ３０１５

２ ３ ４０ ９５ ６０ ２００ ２０ １６２５

３ ２ ５０ ８５ ６０ ２００ １５ １７８０

４ ２ ４０ ９５ ８０ ３００ １０ ３７８３

５ ２ ４５ ９０ ７０ ２５０ ２０ １３６９

６ ４ ５０ ９５ ７０ ３００ ２０ ３４７８

７ ４ ４０ ９０ ６０ ２５０ １５ ２０８６

８ ３ ５０ ９０ ８０ ２００ ２０ ２９３６

９ ３ ４０ ８５ ７０ ３００ １５ １７０３

１０ ３ ４５ ９５ ６０ ２５０ １０ ３０３１

１１ ２ ５０ ９５ ８０ ２５０ １５ １７７６

１２ ２ ４０ ９０ ７０ ２００ １０ ３５９５

１３ ２ ４５ ８５ ６０ ３００ ２０ １８８２

１４ ４ ５０ ９０ ６０ ３００ １０ ５５６７

１５ ４ ４５ ９０ ７０ ２００ １５ ２１５５

表 ２　人工神经网络的预测值与试验结果的比较

Ｔａｂ．２　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＡＮＮｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔ

序号
工艺参数

Ａ／％ Ｂ／℃ Ｃ Ｄ／ｍｉｎ Ｅ／ｒ·ｍｉｎ－１ Ｆ／ｇ·ｍＬ－１
实际转化率／％ 预测转化率／％ 相对误差／％

１ ３ ４５ ９０ ８０ ３００ １５ １９３２ ２０１６ ４３

２ ４ ４５ ８５ ８０ ２００ １０ ４０９２ ４１４７ １３

３ ４ ５０ ９０ ６０ ３００ １０ ２３５７ ２２８９ ２９

２　结果与讨论

２１　ＲＢＦ神经网络的建立
随机选取 １５个训练样本，剩余 ３个为测试样

本。选择多个 ＳＰＲＥＡＤ值，观察它们对网络预测性
能的 影 响，从 而 确 定 ＳＰＲＥＡＤ 的 最 佳 值。当
ＳＰＲＥＡＤ为２４时，学习样本误差为零，说明建立的
ＲＢＦＡＮＮ网络能够很好地逼近训练集样本变化规
律。测试样本的预测误差见表 ２，预测相对误差控

制在５％以内，说明 ＲＢＦ神经网络模型具有较好的
预测性，可以用于间歇式酶膜耦合制备紫菜 ＡＣＥ抑
制肽的仿真。

２２　网络的仿真与优化
利用训练好的神经网络对酶解过程进行模拟，

预备试验表明酶解过程中底物质量浓度、加酶量、反

应温度、ｐＨ值、循环泵的转速对转化率有较大影响，
而反应达到６０ｍｉｎ后蛋白转化率增幅较小，所以设
定反应时间为 ６０ｍｉｎ。分别改变上述 ５个参数值，
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以最大转化率为目标对酶解过程进行预测并考察各

个参数对转化率的影响。考虑到人工神经网络模型

的泛化性能，对因素的水平进行适当的拓宽。各因

素的仿真结果如图２～６所示。

图 ２　蛋白质转化率随反应 ｐＨ值变化的模拟曲线

Ｆｉｇ．２　Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅｗｉｔｈｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｐＨｖａｌｕｅ
　

图 ３　蛋白质转化率随反应温度变化的模拟曲线

Ｆｉｇ．３　Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅｗｉｔｈｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
　

图 ４　蛋白质转化率随循环泵转速变化的模拟曲线

Ｆｉｇ．４　Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅｗｉｔｈｔｈｅｐｕｍｐｒｏｔａｔｉｏｎｓｐｅｅｄ
　

图 ５　蛋白质转化率随底物质量浓度变化的模拟曲线

Ｆｉｇ．５　Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｒａｔｅｗｉｔｈｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
　

由图 ２～５可知，通过对各因素的水平进行拓
宽，反应最适 ｐＨ值为 ９０，底物质量浓度为 １０～

图 ６　蛋白质转化率随加酶量变化的模拟曲线

Ｆｉｇ．６　Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｒａｔｅｗｉｔｈｔｈｅｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
　
２０ｇ／ｍＬ时，转化率随着质量浓度的增大而减小，
但考虑到当底物质量浓度处于较低水平时，虽然底

物蛋白的转化率相对高一些，但单位时间对应的产

物浓度低、含量少，反应到达后期时，底物对酶的保

护作用比较弱，酶活性会降低较多，影响料液的酶解

效率，所以确定１０ｇ／ｍＬ作为神经网络仿真模型底
物质量浓度下限；当温度在 ３５～５５℃时，蛋白转化
率随温度的升高而升高，但由于所采用的膜的推荐

安全使用温度上限为５０℃，确定５０℃作为神经网络
仿真模型温度上限；当转速在 １５０～３２０ｒ／ｍｉｎ，蛋白
转化率随转速的增加而增加，但由于所采用的循环

泵的最大转速为 ３００ｒ／ｍｉｎ，确定 ３００ｒ／ｍｉｎ作为仿
真模型循环泵转速上限；由图 ６可知，当加酶量在
１％ ～５％范围内时，蛋白转化率随加酶量的增加而
增加，但增加到一定程度后，底物与酶的结合趋于饱

和，蛋白转化率的增长趋于平缓，继续增加酶浓度对

反应速度已无显著影响
［１５］
，因而选取外延加酶量为

５％、６％和７％，但通过对试验范围内加酶量为 ３％
和４％的情况进行验证比较，结果表明在加酶量为
５％和 ６％时的转化率与 ４％时候变化不明显，说明
在加酶量为４％时，底物与酶的结合达到完全饱和。
分析认为造成外延加酶量模型拓展偏差的原因在

于，此学习样本没有覆盖在另一变化趋势中，同时过

多加入蛋白酶会导致成本增加，且系统中未及时分

离出的活性肽还可能与蛋白酶结合，造成活性肽过

度降解，使活性肽数量减少、蛋白转化率下降。因

此，确定４％作为神经网络仿真模型加酶量上限。
在 Ｍａｔｌａｂ环境下，选取底物质量浓度 １∶０２∶５、

温度３５∶１∶５０、转速１８０∶７５∶３００、加酶量１∶０１５∶４、
ｐＨ值８∶０５∶１０、反应时间 ６０∶５∶８０（中间数字为设
定步长），将这些参数归一化后进行排列组合，得到

３７０４４００个参数组合，将这些组合输入到神经网络
中，然后搜索神经网络仿真模型中蛋白转化率的最

优值，搜索到的结果是 ５５６７％，对应的工艺条件
是：底物质量浓度 １０ｇ／ｍＬ、加酶量 ４％、循环泵转
速３００ｒ／ｍｉｎ、反应温度 ５０℃、反应液 ｐＨ值 ９０、反
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应时间６０ｍｉｎ，该工艺条件存在于学习样本中。在
此条件下，测得多肽得率为 ２２２７％，单位酶产肽量
为 １３９１，ＩＣ５０质量浓度为 ０４９２ｍｇ／ｍＬ。说明此
ＲＢＦ神经网络具有较好的预测性，可作为模拟活性
肽制备过程工艺优化的方便工具。

２３　连续酶膜耦合反应
在优化得到的条件下，以初始反应体积４００ｍＬ、

耦合反应时间 ６０ｍｉｎ进行补料连续酶膜耦合反应
制备 ＡＣＥ抑制肽的研究，结果表明：蛋白转化率
３８３０％，多肽得率 １５３２％，单位酶产肽量 ４０９４，
ＩＣ５０质 量 浓 度 ０４８７ｍｇ／ｍＬ，共 消 耗 反 应 液
１７０９ｍＬ。在上述补料连续酶膜耦合反应结束后，进
行后续补水连续酶膜耦合反应，当多肽液浓度低于

补水反应最大浓度一半时停止反应，收集肽液并测

定补料补水连续酶膜耦合反应的酶解参数值。后续

的补水连续酶膜耦合反应共消耗 １５４７ｍＬ水，补水
时间３００ｍｉｎ。最终蛋白转化率为 ６０７６％，多肽得
率２４３０％，单位酶产肽量 ６４９０。可以看出，与传
统酶 解 反 应 制 备 ＡＣＥ抑 制 肽 （蛋 白 转 化 率
３８７８％、多肽得率 １５５１％、单位酶产肽量 １２９２）
相比

［１６］
，蛋白转化率提高了２１９８％，多肽得率提高

了 ８７９％，单位酶肽产量比间歇反应提高了 ４７
倍，可见基于 ＲＢＦ神经网络优化得到的参数具有良
好的实际应用效果。

３　结论

（１）利用 ＲＢＦ神经网络建立了间歇式酶膜耦合
制备紫菜 ＡＣＥ抑制肽的模型，实现了对酶膜耦合制
备 ＡＣＥ抑制肽的预测和模拟，对试验结果进行预测
并得到最佳的工艺条件为：底物浓度 １０ｇ／ｍＬ、加
酶量４％、循环泵转速３００ｒ／ｍｉｎ、反应温度５０℃、ｐＨ
值９０、反应时间６０ｍｉｎ。在此条件下，蛋白转化率
为５５６７％，多肽得率为 ２２２７％，单位酶产肽量为
１３９１，ＩＣ５０质量浓度为０４９２ｍｇ／ｍＬ。

（２）优化得到的条件可为后续连续酶膜耦合反
应制备 ＡＣＥ抑制肽试验提供参考依据，同时也证明
利用 ＲＢＦ人工神经网络建立的模型对制备活性肽
过程的模拟、优化与预测是行之有效的。在间歇式

酶膜耦合最佳工艺基础上进行连续补料后，补入适

量水延长系统运行时间，使得蛋白转化率提高

２１９８％、多肽得率提高 ８７９％和单位酶产肽量提
高４７倍。

（３）基于 ＲＢＦ神经网络对酶膜耦合过程的模拟
及应用证明酶膜耦合反应可通过消除产物抑制效

应，强化反应过程，提高蛋白转化效率；通过产物在

线分离，避免了多肽的过度降解，有助于产物活性的

提高；通过酶的循环利用，显著提高单位酶的产肽

量。
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