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摘要!以大豆分离蛋白为原料!采用超声辅助复合酶酶解制备大豆多肽!以单因素实验为基础!选择

复合酶添加量&酶解时间&酶解温度以及酶解 [A为自变量!大豆多肽得率为响应值!采用响应面分

析法研究各自变量及其交互作用对大豆多肽得率的影响!并对大豆多肽的相对分子质量分布进行

测定% 结果表明!影响大豆多肽得率的各因素强弱顺序为'酶解温度e复合酶添加量e酶解时间e

酶解 [A#超声辅助复合酶酶解制备大豆多肽的最佳工艺条件为超声功率 #&" F&超声时间 #" ,.E&

超声温度 20d&碱性蛋白酶与中性蛋白酶质量比 2i#&复合酶添加量 !5"'<&酶解时间 '5" Q&酶解

温度 0)d&酶解 [A&5"!在此条件下大豆多肽得率为 125!$<!相对分子质量大部分集中在 # """

以下%
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((大豆多肽是指大豆蛋白经酶解或发酵处理得到 的水解产物$主要以 2 j1 个氨基酸组成的小分子肽

为主$同时还含有其他成分如少量的大分子肽'游离

氨基酸'糖类和无机盐等(#)

% 近年来$随着生物技

术的进步$一些活性肽的结构和生理功能逐渐明确$

促进了大豆多肽的研究与开发% 与大豆蛋白相比$

大豆多肽具有消化吸收率高'降低胆固醇'降低血压

!$
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和促进脂肪代谢等生理功能(! %2)

% 因此$大豆多肽

的开发将会对大豆产品深加工产生重大影响$为人

类的健康提供优良的新物质资源(')

%

目前$大豆多肽的研制大多采用单一酶或复合

酶处理$很少使用物理因子进行预处理$手段较为单

一$多肽得率较低(0 %$)

% 也有少部分研究关注于超

声辅助单一酶酶解大豆多肽(&)

$而鲜见针对超声辅

助复合酶酶解工艺的研究% 因此$本文利用超声波

进行预处理$考察其是否能够提高复合酶酶解工艺

的多肽得率$同时针对复合酶的种类'复配比例$复

合酶添加量$酶解时间$酶解温度$酶解 [A等进行

实验$以多肽得率为指标$采用响应面法优化复合酶

酶解工艺$同时对在此条件下得到的大豆多肽进行

相对分子质量分布分析$为大豆多肽的工业化生产

提供理论依据%

78材料与方法

#5#(实验材料

#5#5#(原料与试剂

大豆分离蛋白&山东禹王生态食业有限公司!碱

性蛋白酶"!0" cIbM#&诺维信!中性蛋白酶"&" cIbM#&

杰能科!菠萝蛋白酶 "$0 cIbM#'木瓜蛋白酶 "&"

cIbM#&南宁庞博生物工程!胰蛋白酶"0" cIbM#&

>.M,-!其他试剂均为分析纯%

#5#5!(仪器与设备

AA%1 数显恒温水浴锅!NN%# 精密增力电动

搅拌器!YA> %2@型 [A计!=_0?%F> 型台式离心

机! Ò%0""_f型数控超声波清洗器%

#5!(实验方法

#5!5#(超声辅助复合酶酶解工艺

准确称取一定量的大豆分离蛋白于酶反应器

中$调节底物质量分数至 #"<$进行超声波预处理$

本实验参照文献(&)采用的超声波预处理参数为超

声功率 #&" F'超声时间 #" ,.E'超声温度 20d%

超声波预处理结束后调整温度'[A至实验值$后加

入所需酶量$开始计时$反应一定的时间后$停止酶

解% 将酶解液置于 #""d水浴锅中 #" ,.E$使酶失

活% ' """ 9b,.E 离心 #" ,.E$取上清液$测定固形

物含量$按下式计算大豆多肽得率())

%

大豆多肽得率o"上清液质量 h上清液固形物

含量#b(大豆分离蛋白粉质量h"# %大豆分离蛋白

含水量#) h#""<

#5!5!(含水量及固形物含量测定

参照Cf0"")52*!"#1+食品安全国家标准 食

品中水分的测定,测定含水量及固形物含量%

#5!52(相对分子质量分布的测定

采用F-S;9X1"" 高效液相色谱仪测定相对分子

质量%

色谱条件& => M̀;/!""">FRG色谱柱"2"" ,,h

$5& ,,#!流动相为乙腈 %水 %三氟乙酸"体积比

'0i00i"5# #!紫外检测波长 !!" E,!流速 "50

,Gb,.E!柱温 2"d!样品制备为吸取样品 ! M于 #"

,G容量瓶中$用流动相稀释至刻度$用微孔滤膜过

滤后供进样!进样量 !"

!

G!相对分子质量校正曲线

所用标准品为细胞色素 @" #! 0"" #' 抑菌肽

"1 0""#' 杆菌肽 "# '0"#' C/L%C/L%?9M%=L9

"'0##' C/L%C/L%C/L"#&)#%

#5!5'(数据处理

采用*Z6;/!"#" 作图$_;X.ME *Z[;9S$5" 软件进

行响应面分析%

98结果与分析

!5#(超声波预处理对大豆多肽得率的影响

酶解条件&!<碱性蛋白酶$酶解温度 00d$酶

解 [A)5&$酶解时间 ' Q% 在相同的酶解条件下以

不超声处理为对照组$结果为&对照组大豆多肽得率

"0"5&# l"5)$#<$实验组大豆多肽得率"025)# l

"5'##<$得出超声波预处理对提高大豆多肽得率

有显著影响"*m"5"0#$这是因为采用超声波预处

理能够增加可溶性蛋白的含量$进而有效提高大豆

多肽的得率(#")

%

!5!(酶制剂的筛选

!5!5#(单一酶制剂对大豆多肽得率的影响

按照 #5!5# 工艺$选择相应的酶制剂各加入

! "̂<"以大豆分离蛋白质量计#$反应条件为各酶

的最适条件$其中碱性蛋白酶为酶解 [A)5&$酶解

温度 00d!中性蛋白酶为酶解 [A$5"$酶解温度

'0d!菠萝蛋白酶为酶解 [A150$酶解温度 '"d!

胰蛋白酶为酶解 [A&5"$酶解温度 2$d!木瓜蛋白酶

为酶解 [A15"$酶解温度 00d!酶解时间均为 ' Q%

不同酶制剂对大豆多肽得率的影响如图 #所示%

(注&-5碱性蛋白酶!]5中性蛋白酶!65菠萝蛋白酶!W5胰蛋

白酶!;5木瓜蛋白酶%

图 78不同酶制剂对大豆多肽得率的影响
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((从图 # 可以看出$采用碱性蛋白酶的大豆多肽

得率最高$其次为中性蛋白酶'菠萝蛋白酶'木瓜蛋

白酶$最后为胰蛋白酶$这是因为蛋白酶的酶解位点

具有专一性$ 各种蛋白酶的酶解位点不同$所以采

用这 0 种蛋白酶得出的大豆多肽得率差异较大(##)

%

为提高大豆多肽得率$可进一步将酶进行复配使用%

!5!5!(复合酶制剂对大豆多肽得率的影响

根据 !5!5# 实验结果$选择将碱性蛋白酶和中

性蛋白酶进行复配使用$并对其比例进行筛选$反应

条件为复合酶添加量 !5"<'酶解温度 00d'酶解

[A&5"'酶解时间 ' Q$结果如图 ! 所示%

图 98复合酶质量比对大豆多肽得率的影响

((从图 ! 可以看出$复合酶的添加较单一酶能够

有效地提高大豆多肽得率$最佳的复合配比为碱性

蛋白酶与中性蛋白酶质量比 2i#$这是因为二者的

蛋白切点相似$且在该比例下产生的协同作用最

强(#!)

$因此后续实验均采用该种复合酶%

!52(单因素实验

!525#(复合酶添加量对大豆多肽得率的影响

采用工艺参数为超声波预处理$酶解时间 ' Q'

酶解 [A&5"'酶解温度 00d$考察复合酶添加量分

别为 #<'#50<'!<'!50<'25"<对大豆多肽得率

的影响$结果如图 2 所示%

图 ;8复合酶添加量对大豆多肽得率的影响

((从图 2 可以看出$大豆多肽得率随复合酶添加

量的增加而升高$在复合酶添加量达到 !5"<时最

大$继续增加复合酶添加量$大豆多肽得率升高的趋

势减缓% 这是因为在底物质量分数一定的情况下$

复合酶未使底物饱和$其添加量越大$对肽段的切割

作用越大$大豆多肽得率越高(#2)

% 但当复合酶添加

量增加到一定值时$底物被酶所饱和$可供酶切割的

位点有限$再增加复合酶添加量$大豆多肽得率也不

会有显著的变化% 因此从成本考虑$选取复合酶添

加量 !5"<为最佳条件%

!525!(酶解时间对大豆多肽得率的影响

采用工艺参数为超声波预处理$复合酶添加量

!5"<'酶解 [A&5"'酶解温度 00d$考察酶解时间

分别为 !'2'''0'1 Q 对大豆多肽得率的影响$结果

如图 ' 所示%

图 <8酶解时间对大豆多肽得率的影响

((从图 ' 可以看出$随着酶解时间的延长$大豆多

肽得率一直在增加$但酶解时间超过 ' Q 后$大豆多

肽得率的增加开始变得缓慢$这是因为底物的量是

一定的$酶解反应在 ' Q 时就已经基本结束(#')

$继

续延长酶解时间$大豆多肽得率也不会有显著的变

化% 因此$选择酶解时间 ' Q为最佳条件%

!5252(酶解温度对大豆多肽得率的影响

采用工艺参数为超声波预处理$复合酶添加量

!5"<'酶解 [A&5"'酶解时间 ' Q$考察酶解温度分

别为 '"''0'0"'00'1"d对大豆多肽得率的影响$结

果如图 0 所示%

图 =8酶解温度对大豆多肽得率的影响

((从图 0 可以看出$大豆多肽得率在酶解温度为

'" j00d时$随酶解温度升高呈增加的趋势$超过

00d开始下降$这是因为复合酶在酶解时有一个最

适温度$不在最适温度范围内酶的活力就会受到影

响$导致酶解不彻底$大豆多肽得率降低% 因此$选

择酶解温度 00d为最适温度%

!525'(酶解 [A对大豆多肽得率的影响

采用工艺参数为超声波预处理$复合酶添加量

'$
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!5"<'酶解时间 ' Q'酶解温度 00d$考察酶解 [A

分别为 15"'$5"'&5"')5"'#"5" 对大豆多肽得率的

影响$结果如图 1 所示%

图 X8酶解+O对大豆多肽得率的影响

((从图 1 可以看出$大豆多肽得率在酶解 [A为

15" j&5" 时$呈现随酶解 [A增加而增加的趋势$超

过 [A&5" 开始下降$这是因为本实验采用的复合酶

为中性蛋白酶和碱性蛋白酶$在 [A中性偏碱性时

酶活最大$大豆多肽得率最高% 因此$选择酶解 [A

&5" 为最佳条件%

!5'(响应面法优化

!5'5#(响应面实验设计及结果

在单因素实验的基础上$以大豆多肽得率为响

应值$选取复合酶添加量"O

#

#'酶解时间"O

!

#'酶解

温度"O

2

#'酶解 [A"O

'

#为影响因素$采用 f7Z%

f;QEc;E 的实验设计$进行四因素三水平的响应面

分析(#0 %#1)

% f7Z%f;QEc;E实验因素水平如表 # 所

示$f7Z%f;QEc;E实验设计及结果如表 ! 所示%

表 78P&C HP#L)@#)实验因素水平

水平 O

#

b< O

!

bQ O

2

bd O

'

%# #5& 250 0" $50

" !5" '5" 00 &5"

# !5! '50 1" &50

表 98 P&C HP#L)@#)实验设计及结果

实验号 O

#

O

!

O

2

O

'

大豆多肽得率b<

# %# " # " 0252$

! %# " " # '$5##

2 # # " " '&5$'

' # " " %# 0!5'#

0 " %# " # '!5&$

1 " %# %# " ''51'

$ " " # %# 0)5$"

& # " # " 0)5)"

) " # " # 005)#

#" %# %# " " ''5"1

## " " " " 0)50$

#! " " # # 0&51'

#2 # " %# " '$5$)

续表 9

实验号 O

#

O

!

O

2

O

'

大豆多肽得率b<

#' " %# " %# 0"51"

#0 " %# # " 0&5!"

#1 " # %# " 0!5'0

#$ " " " " 0150#

#& %# # " " 0#512

#) " # # " 005$&

!" " " %# # '"52)

!# " # " %# 0!5#)

!! # %# " " 0!5)&

!2 " " %# %# 0#5'!

!' %# " %# " 2)5)#

!0 " " " " 1#5$2

!1 " " " " 1!5$&

!$ # " " # 0"5$&

!& " " " " 0)512

!) %# " " %# ')5!!

((使用 _;X.ME *Z[;9S$5" 软件$对表 ! 数据进行

处理'分析$利用软件进行非线性回归的二次多项式

拟合$得到回归方程为&Mo1"P"' g!P!$O

#

g#P)0O

!

g

0P$0O

2

%#P10O

'

%!P)0O

#

O

!

%"P2'O

#

O

2

g" #̂!O

#

O

'

%

!P01O

!

O

2

g!P&1O

!

O

'

g!P')O

2

O

'

%1 #̂0O

!

#

%'P12O

!

!

%

2P##O

!

2

%'P'&O

!

'

% 对模型方程进行方差分析$结果

见表 2%

表 ;8方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 N * 显著性

模型 # "'!5"#) #' $'5'2" #!5$)" m"5""" #

)))

O

#

1!5#"& # 1!5#"& #"51$2 "5""0 1

))

O

!

'05'20 # '05'20 $5&"& "5"#' 2

)

O

2

2)15120 # 2)15120 1&5#0& m"5""" #

)))

O

'

2!5&"! # 2!5&"! 0512$ "5"2! '

)

O

#

O

!

2'5&1) # 2'5&1) 05))! "5"!& !

)

O

#

O

2

"5'01 # "5'01 "5"$& "5$&2 $

O

#

O

'

"5"0& # "5"0& "5"#" "5)!! !

O

!

O

2

!15#12 # !15#12 '5')1 "5"0! 2

O

!

O

'

2!5$$1 # 2!5$$1 0512! "5"2! 0

)

O

2

O

'

!'5&0" # !'5&0" '5!$" "5"0$ &

O

!

#

!'05"1! # !'05"1! '!5### m"5""" #

)))

O

!

!

#2&5)!" # #2&5)!" !25&$! "5""" !

))

O

!

2

1!5$0# # 1!5$0# #"5$&2 "5""0 '

))

O

!

'

#2"5#22 # #2"5#22 !!521! "5""" 2

))

残差 &#5'$# #' 05&#)

失拟项 0&5!0& #" 05&!1 #5""' "50'1 $

纯误差 !25!#" ' 05&"!

总和 # #!25')" !&

(注&

)))

差异极度显著"*m"5""" ##!

))

差异高度显著

""5""" #

$

*m"5"##!

)

差异显著""5"#

$

*m"5"0#%

0$
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((从表 2 可以看出$该模型回归极度显著"*m

" "̂"" ##$失拟项不显著$且 3

!

o"5)2$3

!

?W:

o" &̂00$

说明该模型与实际拟合度较好$自变参数与响应值

之间关系显著$因此可以用于复合酶酶解制备大豆

多肽的工艺预测% 根据 N检验可以得到各个因素

影响的大小顺序为O

2

eO

#

eO

!

eO

'

$即酶解温度 e

复合酶添加量e酶解时间e酶解 [A%

O

2

'O

!

#

的偏回归系数差异极度显著!O

#

'O

!

!

'O

!

2

'

O

!

'

的偏回归系数差异高度显著$O

!

'O

'

'O

#

O

!

'O

!

O

'

的偏回归系数差异显著$说明因素之间存在交互作

用$因素对响应值不是简单的线性关系$复合酶添加

量与酶解时间的交互作用显著!酶解 [A与酶解时

间的交互作用显著%

!5'5!(最佳制备条件的确定

使用_;X.ME *Z[;9S$5" 软件$对拟合的回归方

程进行计算$得出复合酶酶解制备大豆多肽的最佳

条件为复合酶添加量 !5"'<'酶解时间 25)) Q'酶

解温度 0)52d'酶解 [A&5"!$此条件下大豆多肽得

率为 1!5&1<% 考虑实际操作$选择复合酶添加量

! "̂'<'酶解时间 '5" Q'酶解温度 0)d'酶解 [A

& "̂$经验证实验得大豆多肽得率为 125!$<$与预

测值相比$其相对误差为 "510<$说明实验优化得

到的技术参数是可靠的%

!50(相对分子质量分布

将上述最佳条件下得到的大豆多肽进行相对分

子质量分布测定$结果如图 $ 所示% 从图 $ 可以看

出$大豆多肽相对分子质量大部分集中在 # """

以下%

图 Y8大豆多肽相对分子质量分布

;8结8论

本文采用超声辅助复合酶酶解制备大豆多肽$

通过单因素实验以及响应面分析法对其制备工艺进

行优化% 结果表明$影响大豆多肽得率的各因素强

弱顺序为&酶解温度e复合酶添加量 e酶解时间 e

酶解 [A% 超声辅助复合酶酶解制备大豆多肽的最

佳工艺条件为超声功率 #&" F'超声时间 #" ,.E'超

声温度 20d'碱性蛋白酶与中性蛋白酶质量比 2i#'

复合酶添加量 !5"'<'酶解时间 '5" Q'酶解温度 0)

d'酶解 [A& "̂$在此条件下经验证实验得到大豆

多肽得率为 125!$<$与预测值 1!5&1<相比$其相

对误差为 "510<$说明实验优化得到的工艺参数是

可靠的% 将最佳条件下得到的大豆多肽进行相对分

子质量分布测定$结果表明其相对分子质量大部分

集中在 # """ 以下%

参考文献!

(#) 李善仁$陈济琛$胡开辉$等5大豆肽的研究进展(N)5中

国粮油学报$!"")$!'"$#&#'! %#'$5

(!) nHDH=_$AaRIJY$?D?=B$;S-/5*UU;6SX7UX7L];-E

[;[S.W;7E .,,8E;U8E6S.7E$ ]9-.E U8E6S.7E$ -EW E;897+

6Q;,.XS9L.E Q;-/SQLT7/8ES;;9X(N)5B8S9.S.7E$ !"#!$ !&

"!#&#0'5

(2) 周媛媛$周瑞宝5大豆多肽的分离纯化与抗氧化活性研

究(N)5中国油脂$!""&$22"0#&2' %215

(') 姚小飞$石慧5大豆多肽的功能特性及其开发应用进展

(N)5中国食物与营养$!"")"$#&!# %!'5

(0) 邓成萍$薛文通$孙晓琳$等5双酶水解制备大豆多肽的

研究(N)5粮油食品科技$!""1$#'"##&!2 %!'5

(1) 张连慧$贺寅$刘新旗5大豆肽的研究进展及其发展前景

(N)5食品工业科技$!"#!$22"!!#&'"1 %'"&5

($) 王龙$张少斌5大豆肽的制备及其营养功能研究进展

(N)5食品研究与开发$!"##$2!"###&#&1 %#&&5

(&) 刘政$胡丽菊$赵丽薇$等5超声波辅助分步酶解法制备

大豆肽的研究(N)5大豆科学$!"#2$2!"2#&'"! %'"05

()) 张毅$华欲飞$孔祥珍$等5?/6-/-X;酶解制备大豆肽工艺

条件的优化(N)5粮食与食品工业$!"")$#1"1#&'" %''5

(#") 胡爱军$郑捷5超声作用下蛋白酶解产生大豆肽的比较

研究(N)5食品科技$!""0"2#&!$ %2"5

(##) 陈星$李晓磊$吴琼5不同蛋白酶酶解产物活性大豆肽

分子量分布状态的研究(N)5西南大学学报"自然科学

版#$ !"#"$2!"$#&# %$5

(#!) 邹东恢$梁敏$江成英$等5大豆多肽复合酶解及脱色工

艺条件优化的研究(N)5粮油加工$!""$"###&&) %)!5

(#2) 周川农$刘飞$刘丹怡$等5酶法制备小分子大豆肽的蛋

白酶筛选以及酶解条件优化(N)5粮油加工"电子版#$

!"#'"1#&'" %'!5

(#') 豆康宁5酶解大豆分离蛋白制取大豆肽及其抗氧化性

研究(_)5郑州&河南工业大学$!""$5

(#0) 丛建民5二次回归通用旋转组合设计酶解法制备大豆

肽的研究(N)5食品科学$!""&$!)"0#&2#) %2!25

(#1) 薛静玉$陈复生$丁长河$等5用响应面法优化碱性蛋白

酶制备生物活性大豆肽的条件(N)5河南工业大学学报

"自然科学版#$!"#!$ 22"!#&#) %!'5

1$

@AHB?aHG> ?B_V?=>((((((((((((((!"#& k7/̂'2 B7̂$


