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PEG/(NH4)2SO4双水相相平衡数据的关联及 

木瓜蛋白酶在该体系中分配模型的建立 
 

董安华，彭健，许英豪，王伟涛，蒋欣欣，张海德 

（海南大学食品学院，海南海口 570228） 

摘要：为了研究木瓜蛋白酶在双水相中的分配行为，用浊点法测定了聚乙二醇（2000、4000、6000）/硫酸铵双水相体系在 298.15 

K 下的双节线和液液相平衡数据，采用Merchuk方程、Othmer-Tobisa 方程和 Bancroft 方程对双节线数据、液液相平衡数据进行了关

联，并建立了木瓜蛋白酶在 PEG/(NH4)2SO4双水相体系中的分配模型。通过相关系数考察双水相各组分浓度与分配系数的相关度，得

到分配系数的对数与上下相组分的浓度差相关度较高，提出了木瓜蛋白酶分配系数与双水相成相组分浓度差的经验关系式，木瓜蛋白

酶分配系数的计算值与实验值之间的相对偏差小于 10%且小于其他同类模型，表明实验建立的模型对木瓜蛋白酶在聚乙二醇（2000、

4000、6000）/硫酸铵双水相体系中关联效果较好，可用于木瓜蛋白酶分配系数的计算，为双水相体系中木瓜蛋白酶酶活分配系数的

工程计算和双水相萃取过程的设计提供参考。 
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Correlation of PEG/(NH4)2SO4 Aqueous Two-phase Equilibrium Data 

and Modeling of Partition of Papain 

DONG An-hua, PENG Jian, XU Ying-hao, WANG Wei-tao, JIANG Xin-xin, ZHANG Hai-de 

(College of Food Science and Technology, Hainan University, Haikou 570228, China) 

Abstract: In order to investigate the partition of papain in aqueous two-phase systems, the liquid-liquid phase equilibrium data of the 

aqueous two-phase systems containing poly(ethylene glycol) (2000, 4000, 6000) /ammonium sulfate was measured by cloud point 

measurements at T=298.15 K. The experimental binodal data and liquid-liquid phase equilibrium data were correlated using the Merchuk, 

Othmer-Tobisa, and Bancroft equations. A model was established to describe the partition of papain in the PEG/(NH4)2SO4 aqueous two-phase 

system. The degree of correlation between the component concentrations and partition coefficients in different groups of the aqueous two-phase 

system was examined using relevant coefficients. The logarithm of the partition coefficient and the concentration difference between the 

two-phase components had a relatively high correlation; meanwhile, an empirical equation describing the papain partition coefficient and 

concentration difference between the aqueous two-phase components was developed. The mean relative deviation between the experimental and 

calculated papain partition coefficients was less than 10%, and was also less than the values from similar models. This confirmed that the 

established model revealed a good correlation between papain in PEG/(NH4)2SO4aqueous two-phase system and could be used for calculation of 

papain partition coefficients. The result provided references for engineering calculations of papain partition coefficients in aqueous two-phase 

systems and design of aqueous two-phase extraction processes. 
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木瓜蛋白酶来源于未成熟番木瓜果实的新鲜乳

汁，是一种含有巯基的肽链内切酶，由 212个氨基酸

组成，由于其耐高温、稳定性好、水解能力强等特点 
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被广泛用于食品、医药等领域[1]。但是，现有的制备

木瓜蛋白酶的方法纯度不高，规模化生产不足，高纯

度的木瓜蛋白酶主要依赖于进口。因此，对木瓜蛋白

酶分离行为和机制的研究非常紧迫。 

双水相体系（Aqueous two-phase system）是指某

些亲水性的高分子聚合物与聚合物或聚合物与无机盐

溶解在水中，超过一定浓度能自然分成互不相溶的两

相或多相的体系[2]。双水相由于其萃取条件温和，易
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于放大，容易操作等特点[3]，已广泛应用于核酸、蛋

白质和病毒等生物产品的分离纯化[4]，是极有前途的

新型分离技术[5]。该技术在应用方面取得了较大的进

展，但是关于双水相系统的形成机理及生物物质在其

中的分配行为的理论探讨仍十分薄弱。 

近年来，对双水相体系相平衡及分配系数的研究

十 分 活 跃 。 Mohammed Taghi Zafarani 等 [6] 用

Othmer-Tobias 和 Bancroft 方程对聚乙烯吡咯烷酮

3500/硫酸钠双水相相平衡数据进行了关联，结果较理

想。谢国红等[7]用一个修饰的多元维里渗透模型描述

了 Triton X-100/无机盐双水相体系的相平衡，研究表

明模型模拟效果较好。对于双水相分配系数的模型近

年来也时有报道，Mirjana A 等[8]研究了果胶酶在

PEG/Na2SO4双水相系统中的分配行为，采用响应面实

验设计方法建立了统计学模型，预测果胶酶分配比与

双水相成相剂的关系。Diamond 和 Hsu[9]关联了 PEG/

葡聚糖体系的分配系数与PEG 的质量分数，结果表明

对于双聚合物体系分配系数的预测效果较好。 

目前关于木瓜蛋白酶双水相萃取的研究主要集中

在双水相体系优化这个阶段，对于其分配理论的研究

报道比较少。本文采用浊点法测定了 PEG/(NH4)2SO4

在 298.15 K下的双节线及相平衡的数据，并通过经验

方程对数据进行了关联；研究了木瓜蛋白酶分配系数

与双水相体系特征值的相关度，并建立了木瓜蛋白酶

在该体系中的分配系数模型。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

木瓜蛋白酶（BR）生物生工有限公司；PEG2000

（化学纯）、PEG4000（化学纯）、PEG6000（化学纯），

国药集团化学试剂有限公司；硫酸铵（分析纯）、甲醛

溶液（分析纯）、氢氧化钠（分析纯）广州化学试剂厂；

其他均为市售分析纯。 

1.2  仪器与设备 

TU1901 紫外可见分光光度计，北京普析通用有

限责任公司；DK-98-1 型恒温水浴锅，天津泰斯特仪

器有限公司；PHS-3C 型 pH计，上海雷磁仪器厂；阿

贝折射仪，上海光学仪器一厂。 

1.3  方法 

1.3.1  双节线的测定 

利用浊点滴定法测定双节线的组成，在 298.15 K 

 

恒温条件下进行操作。取一定量已知浓度的不同分子

量的 PEG 放在 100 mL的小烧杯里，向其中滴加已知

浓度的(NH4)2SO4 溶液，同时利用磁力搅拌器进行搅

拌直到溶液出现浑浊，变为两相区。算出浊点时溶液

各组分的质量百分含量。再向浑浊溶液中滴加去离子

水，直至溶液变为澄清，变为单相区，再继续滴加已

知浓度的(NH4)2SO4 溶液直到下一个浑浊点出现，反

复重复上述操作。 

1.3.2  液-液相平衡数据的测定 

以相图为指导，选取大致适当的点配置溶液，将

溶液加入 50 mL的离心管中，在恒温振荡器上振荡半

小时，在 25 ℃下放置 2.5 h，待溶液分相完全，体系

达到平衡，测定上下相各组分质量分数。上下相中

(NH4)2SO4 的质量分数由甲醛滴定法[10]来确定，PEG

的质量分数由测得的折射率来确定[11]。折射率n ，PEG

的质量分数 wp，(NH4)2SO4的质量分数 ws，三者之间

的关系为： 

sp wawaan 210                       （1） 

方程参数见表 1。 

表 1 PEG/(NH4)2SO4双水相方程(1)参数 

Table 1 Parameters in Equation (1) for PEG/(NH4)2SO4 

aqueous two-phase system. 

0a  
1a  

2a  

1.3310 

PEG2000,1.41×10-3 

(NH4)2SO4,1.47×10-3 PEG4000,1.50×10-3 

PEG6000,1.46×10-3 

1.3.3  双水相萃取木瓜蛋白酶及其酶活的测定 

双水相体系按质量进行配置，各组分用质量分数

表示，体系总质量为 20.0 g，木瓜蛋白酶的添加量为

20.0 mg，体系pH值固定为 7.0，恒温振荡30 min 混

合均匀，体系在 25 ℃下静置分相，读取上下相体积。

以酪蛋白为反应底物，在 275 nm 测定上下相的吸光

值，计算上下相木瓜蛋白酶的酶活 U[12]，按 1.3.2 方

法测定上下相各组分的含量。 

1.3.4  数据处理及数据分析 

采用 Origin8.0 和 Mathematic9.0 对数据进行处理

和分析，每组均重复 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  双节线数据的关联 

采用1.3.1的方法测定PEG/(NH4)2SO4双水相体系

中双节线上的数据，并通过 Merchuk 方程对实验数据 
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进行关联。 

 35.0exp ssp cwbwaw                  （2） 

a、b 、c为经验方程参数，wp 和 ws 分别代表

PEG 和(NH4)2SO4 的质量分数。近年来，Merchuk 方

程已经成功的用于聚合物/盐和离子液体/盐双水相双

节线数据的关联。Merchuk 经验方程形式简洁，比

Pitzer、Cabezas 等半经验半理论的热力学模型具有更

广泛的实际应用价值[13]。相关系数(R2)和标准偏差(sd)

见表 2。从表 2 中可知，双节线关联方程的关联度很

好，对此体系双水相相图的制作有现实的指导意义。 

表 2 298.15K 时 PEG/(NH4)2SO4双节点关联结果 

Table 2 Binodal correlation results of PEG/(NH4)2SO4 system at 

298.15 K 

PEG 分子量 a  b  c  2R  
asd  

PEG2000 88.87 -0.49 6.14×10-4 0.9992 0.25 

PEG4000 62.29 -0.35 7.35×10-4 0.9995 0.1 

PEG6000 96.12 -0.53 7.22×10-4 0.9998 0.08 

注：   Nwwsd
N

i

p

cal

p

a

2

1

exp



，N是双节点

的数。 

 
图 1 T=298.15K 温度下 PEG/(NH4)2SO4双水相双节曲线 

Fig.1 Binodal curve ofthe PEG/(NH4)2SO4 system at 298.15 K 

2.2   利用Othmer-Tobias和Bancroft方程对液

液平衡数据进行关联 

Othmer-Tobias 和 Bancrof 经验关联方程[6]的表达

式如下： 
n

b

s

b

s

t

p

t

W

W
K

W

W







 














 1-1 p                        （3） 
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


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



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w                           （4） 

Wp
t 代表上相中 PEG 的质量分数，Ws

b 代表下相中

(NH4)2SO4 的质量分数，Ww
t，WW

b 代表上相、下相中

水的质量分数，K、K1、n 和 r 为方程参数。 

表 3 PEG/(NH4)2SO4双水相方程(3)和方程(4)中的参数 

Table 3 Parameters of Equations (3) and (4) for 

PEG/(NH4)2SO4aqueous two-phase system 

PEG 分子量 K  n  2R  1K  r  '2R  

2000 0.3039 1.3027 0.9994 2.4894 0.7877 0.9980 

4000 0.2354 1.4243 0.9963 2.8151 0.701 0.9942 

6000 0.3250 1.1172 0.9973 2.7759 0.9339 0.9980 

将298.15 K时PEG/(NH4)2SO4体系液液相平衡实

验数据做图 2、图 3，结果见表 3。线性相关系数(R2)

表明 Othmer-Tobias 方程和 Bancrof方程可以很好的关

联 PEG/(NH4)2SO4 相平衡的数据。 

 

图 2 Othmer-Tobias 方程的线性相关性 

Fig.2 Linear correlationof the Othmer-Tobias equation 

 
图 3 Bancroft 方程的相关性 

Fig.3 Linear correlation of the Bancroft equation. 

由回归参数和下相各组分质量分数可以计算上相

各组分的质量分数，结果见表 4，PEG2000、PEG4000

和PEG6000的平均相对误差分别为0.0059%、0.015%、

-0.33%。(NH4)2SO4 的平均绝对误差分别为-0.018%，

-0.0025%，0.0035%。可见，方程拟合结果较好。 

2.3  分配系数模型 

双水相体系中木瓜蛋白酶的分配系数K定义为双

水相分相后上相中木瓜蛋白酶酶活（Ut）与下相中木

瓜蛋白酶酶活（Ub）的比值，公式表达如下： 

bU

U
K t                                （5） 
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变量 x和 y 的相关度 定义为 




 DyDx

yx
y

,cov
x,                       （6） 

式中 

    EyyExxEyx ,cov            （7） 

 2x ExxED                          （8） 





n

i

ix
n

E
1

1
x                           （9） 

表 4 298.15K 时 PEG/(NH4)2SO4双水相液液相平衡拟合结果 

Table 4 Fitting result of liquid-liquid equilibrium of PEG/(NH4)2SO4 aqueous two-phase system at 298.15 K 

实验值 拟合值 误差 

PEG/Wt% (NH4)2SO4/Wt% H2O/Wt% PEG/Wt% (NH4)2SO4/Wt% H2O/Wt% PEG/Wt%** (NH4)2SO4/Wt%* H2O/Wt%** 

PEG2000+(NH4)2SO4 

25.86 5.49 68.65 25.92 5.87 68.21 0.23 0.38 -0.64 

31.89 4.30 63.81 32.00 4.14 63.85 0.34 -0.16 0.06 

36.45 3.64 59.91 36.20 3.15 60.64 -0.68 -0.49 1.21 

40.65 3.01 56.34 40.55 2.83 56.63 -0.24 -0.18 0.51 

46.83 2.37 50.80 47.01 2.73 50.27 0.38 0.36 -1.04 

PEG4000+(NH4)2SO4 

24.59 5.07 70.34 24.36 5.16 70.48 -0.94 0.09 0.20 

26.45 5.24 68.31 26.47 5.10 68.44 0.077 -0.14 0.0019 

24.80 5.62 69.58 24.71 5.36 69.94 -0.36 -0.26 0.52 

22.23 6.07 71.60 22.88 6.48 70.64 2.92 0.41 -0.013 

34.61 3.85 61.54 33.84 3.12 63.03 -2.22 -0.73 2.42 

42.39 2.8 54.77 42.65 2.87 54.49 0.61 0.07 -0.51 

46.18 2.44 51.38 46.84 2.87 50.29 1.43 0.43 -2.12 

40.08 3.11 56.82 39.52 3.22 57.27 -1.40 0.11 0.0079 

PEG6000+(NH4)2SO4 

27.77 4.40 67.84 28.89 5.54 65.77 4.02 0.95 -3.14 

31.75 3.84 64.41 31.41 4.32 64.27 -1.07 0.48 -0.22 

36.33 3.38 60.30 35.38 3.78 60.83 -2.60 0.41 0.87 

39.89 2.93 57.18 38.95 3.21 57.83 -2.36 0.29 1.13 

42.76 2.48 54.77 42.46 2.64 54.88 -0.69 0.17 0.22 

47.78 2.19 50.03 48.13 2.01 49.87 0.72 -0.18 -0.32 

注：“**”表示平均相对误差，“*”表示平均绝对误差。 

表 5 分配系数与双水相体系组分浓度的相关度 

Table 5 Correlation between partition coefficient and difference in the concentrationsofcomponents in an aqueous two-phase system. 

 
  

PEGt (NH4)2SO4
t PEGb (NH4)2SO4

b ΔPEG Δ(NH4)2SO4 

Kln (PEG2000) 0.6331 -0.4586 -0.2347 0.6983 0.8737 0.9001 

Kln (PEG4000) 0.5771 -0.5507 -0.4221 0.6639 0.7835 0.8321 

Kln (PEG6000) 0.5894 0.3219 0.4786 0.6383 0.7253 0.8579 

注：t代表上相，b代表下相，△代表上下相浓度差。 

根据双节线拟合方程和液液相平衡的实验数据，

选取不同组成的双水相体系萃取木瓜蛋白酶，测定上

下相组分及酶活，考察组分浓度与分配系数的相关度，

见表 5。从表 5 可以看出分配系数与上下相各组分浓

度的相关度较低且相关系数都小于 0.7，但与 PEG 的

上下相浓度差和(NH4)2SO4 的上下相浓度差的相关性

较好且相关系数都大于 0.7。关联体系的分配系数与

PEG 和(NH4)2SO4 在上下相的浓度差得： 
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  2222

22

ln
SPSP

SP

wwBwwA
ww

CK




     (10) 

wp、ws 分别代表PEG 和(NH4)2SO4在上下相中的

浓度差， A 、 B 、 C 代表方程参数。方程形式与

Diamond-Hus 模型相似。用上述模型模拟了木瓜蛋白

酶在 PEG/(NH4)2SO4 双水相中的酶活分配系数，用

Mathematic 软件对模型(10)进行了回归，参数拟合采

用最小二乘法，结果见表 6、图 4、图 5和图 6。由表

6 可知，本文模型的相对偏差均小于 10%，与

Diamond-Hus[9]模型和彭钦华等[15]提出的模型相比，本

实验建立的模型相对偏差较小。 

表 6 模型参数和分配系数预测值与实验值的相对偏差 

Table 6 Parameters ofmodels and relative deviations between predicted and experimental partition coefficients 

双水相组成 A  B  C  
%/ARD  

本文模型 彭钦华模型 D-H 模型 

PEG2000+(NH4)2SO4 -337.45 378.97 -102.19 9.21 21.75 25.35 

PEG4000+(NH4)2SO4 288.80 -103.66 -17.72 3.75 28.22 20.27 

PEG6000+(NH4)2SO4 198.35 -110.63 5.56 3.45 29.94 19.46 

注：     expexp1
KKK

N
ARD cal ，相对偏差。 

 

图 4 PEG2000/(NH4)2SO4双水相中木瓜蛋白酶分配系数的预测值 

Fig.4 Prediction of papain partition coefficient for 

PEG2000/(NH4)2SO4aqueous two-phase system 

 

图 5 PEG4000/ (NH4)2SO4双水相中木瓜蛋白酶分配系数的预测

值 

Fig.5 Prediction of papain partition coefficient for 

PEG4000/(NH4)2SO4aqueous two-phase system 

图 4、图 5 和图 6 给出了木瓜蛋白酶在

PEG/(NH4)2SO4 双水相体系的酶活分配系数与浓度差

的关联结果，由图可得，分配系数的对数与浓度差呈

线性关系，拟合结果令人满意，说明本实验建立的模

型是有效的。从图 4、图 5、图 6 和表 6中的相对偏差

的比较均可看出，本实验建立的模型与其他模型相比

有较大的改进。虽然 PEG2000 的相对偏差大于

PEG4000 和 PEG6000，但其相对偏差均小于 10%，说

明本实验建立的分配模型适用于拟合木瓜蛋白酶在

PEG/(NH4)2SO4 双水相体系中的分配行为。在本实验

建立的体系中，木瓜蛋白酶在PEG4000体系中的分配

系数较高于PEG2000 体系，与文献[15]报道一致。其原

因可能是由于盐离子的水化作用，使木瓜蛋白酶表面

疏水区附近的水化层脱离而暴露疏水区域，增大了木

瓜蛋白酶表面的疏水性，导致木瓜蛋白酶更倾向于进

入 PEG 分子量较大的一相。 

 
图 6 PEG6000/(NH4)2SO4 双水相中木瓜蛋白酶分配系数的预测

值 

Fig.6 Prediction of papain partition coefficient for 

PEG600/(NH4)2SO4aqueous two-phase system. 

3  结论 

在 298.15 K温度下，测定了PEG/(NH4)2SO4双水

相体系的液液相平衡数据。用非线性 Merchuk 参数方

程 关联 双节 线数 据， 效果 较为 理想 。通 过

Othmer-Tobias和Bancroft方程关联了液液相平衡的数
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据，列出各方程的参数，丰富了双水相液液相平衡的

数据库。实验测定了 298.15 K 温度下木瓜蛋白酶在

PEG/(NH4)2SO4 双水相体系中的酶活分配系数，并用

实验建立的模型对分配系数进行了关联，相对偏差均

在 10%以内，计算值与实验值符合较好，且 PEG4000

和 PEG6000 分配模型的相对偏差小于 PEG2000 分配

模型的相对偏差，本实验建立的模型对大分子量的

PEG 拟合效果更好。实验测定的液液相平衡数据和建

立的分配模型可为双水相萃取过程的设计和木瓜蛋白

酶在双水相体系中酶活分配系数的工程计算提供参

考。 
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