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摘要!采用麦芽粉和碱性蛋白酶>L*GLG_T两步水解玉米醇溶蛋白和大豆分离蛋白的混合物!质量比

$l$#制备复合抗氧化肽$以水解度"可溶性蛋白含量和抗氧化活性为指标$对第二步 >L*GLG_T的水

解条件进行优化$确定两步水解法制备复合抗氧化肽的最适条件& 另外$对复合抗氧化肽相对分子

质量分布"稳定性和氨基酸组成进行了研究& 结果表明$制备复合抗氧化肽的最适条件为在底物质

量分数 $";"aA8&8"8"U"酶!麦芽粉#底质量比 1";条件下水解 1 F 后$再在底物质量分数

$";"aA9&8"%"U"酶!>L*GLG_T#底质量比 "&28;条件下继续水解 1 F& 在最适条件下$水解度"可

溶性蛋白含量"羟自由基清除率和亚铁离子螯合率分别为 1%&1!;"1%&91 Q/(QH"<"&"$;和

9%M91;$相对分子质量主要分布在 1"" B% 8"" IG!含量 '!&<<;#范围内$必需氨基酸指数

!O>>E#值为 9&"!!0 i'#$属于优质蛋白源& 复合抗氧化肽具有热稳定性$在中性及碱性条件下稳

定$但不耐受酸性!aA1 B8#"<U贮存和反复冻融的加工条件&

关键词!麦芽粉%两步水解%玉米醇溶蛋白%大豆分离蛋白%玉米#大豆复合肽%抗氧化活性%稳定性
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[-*̂Kb-KLK/0G+C Y-K:T*F+KLK/0$ H-\T40_:TQE+_:-:R:T$ EQQG+RTLVG+:YGL:-*=TCT̂GLZ+-]T̂_-:0$

VGL-+-+/̂GC !1%"$%$ kR__-G'

:95)3-4))3FT*KQaKR+C G+:-Ke-CG+:aTa:-CTcG_a T̂aĜTC b0:cK#_:Ta F0C K̂L0_-_K\.T-+ #_K0a K̂:T-+
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66玉米肽是玉米醇溶蛋白经蛋白酶水解或微生物

发酵后得到的相对分子质量小的短肽聚合物# 与玉

米醇溶蛋白相比$玉米肽的水溶性显著增加$而且具

有多重生物活性$包括抑制血管紧张素转换酶,$-

(

促进乙醇代谢,!-

(抗氧化,1-

(抗炎,<-

(护肝,8-

(抗

菌,%-等$在食品工业具有潜在的应用价值# 但是$

玉米肽与玉米醇溶蛋白的氨基酸组成相似$均缺乏

人体必需的H0_和 3̂a

,2 #9-

$导致玉米肽虽然生物活

性很高$但营养价值相对于其他肽类产品来说偏低#

另外$目前玉米生物活性肽的制备主要采用商用酶

制剂$用量主要在 $; B1;范围内$有的甚至高达

'&$1;

,'-

# 由于商用酶制剂价格偏高$大大提高了

玉米肽的生产成本$制约了玉米肽的工业化生产和

产品推广#

多种原料的综合利用可以有效地提高和拓展生

物活性肽的生理功能$且原料的营养特性可以得到

优势互补# 何慧,$"-

(王进,$$-等用大豆分离蛋白和

玉米醇溶蛋白按一定比例复配$利用碱性蛋白酶水

解获得了玉米#大豆复配肽$复配肽的降血压能力

和营养价值优于玉米肽和大豆肽# 但是$相对于玉

米肽和大豆肽的研究而言$复合肽的研究还未引起

广泛关注#

本实验将大豆分离蛋白和玉米醇溶蛋白以质量

比 $l$ 混合$采用酶系丰富的麦芽粉和对玉米蛋白

酶解效率较高的碱性蛋白酶 >L*GLG_T进行两步水

解$以制备营养均衡(具有高抗氧化活性的复合抗氧

化肽# 利用第一步麦芽粉的作用$将复合底物蛋白

质的高级结构破坏$使埋藏在分子内部的活性位点

暴露出来$为第二步水解创造有利条件$在保证酶解

效率的同时$降低第二步商业酶制剂的用量# 同时$

对玉米#大豆复合抗氧化肽的稳定性进行了研究$

以期为复合抗氧化肽的工业化生产及更好地开发利

用奠定基础#

$%材料与方法

$&$6实验材料

$&$&$6原料与试剂

玉米醇溶蛋白$4-/QG#>LC -̂*F 公司%大豆分离

蛋白$临沂山松生物有限公司%碱性蛋白酶 >L*GLG_T

&酶活力 %&!9 j$"

8

Z(QH'$DK]K.0QT_公司%大麦

芽$齐齐哈尔华润雪花啤酒厂%硫代巴比妥酸(菲洛

嗪(氧化型谷胱甘肽 &%$! IG'(还原型谷胱甘肽

&1"2 IG'$上海生工生物有限公司%! #脱氧 #H#

核糖(蓝色葡聚糖 !"""(Ga K̂:-+-+T&% 8"" IG'(杆菌

肽&$ <"" IG'$4-/QG公司%其他试剂均为国产色谱

纯或分析纯#

$&$&!6仪器与设备

h7(hH7HI#81 真空冷冻干燥机$美国 [-LL̂K*,

公司%DI>2"$ 全自动凯氏定氮仪$JOHh公司%

3IH#8 #>离心机$ 上海安亭科学仪器厂%

hR -̂\-T̂$""蛋白质纯化色谱仪$美国XO公司%I=#$

集热式磁力加热搅拌器$常州市荣华仪器制造有限

公司%4RaT̂CTehTa:-CT$"(1"" XH凝胶层析柱$美国

XO公司%hY#$" aA计$北京赛多利斯仪器有限公

司%3Z#$'"$ 双光束紫外可见分光光度计$北京普

析通用仪器有限责任公司%H#9'"" 全自动氨基酸

分析仪$日本日立公司%=@$22 小型粉碎机$天津市

泰斯特仪器有限公司#

$&!6实验方法

$&!&$6麦芽粉的制备

用小型粉碎机在转速 $% """ (̂Q-+(时间 $" _

的条件下反复多次将大麦芽磨成粉$磨粉时要时刻

注意温度的变化$防止温度过高使蛋白酶变性# 粉

碎后过孔径 "&19 QQ&9" 目'筛$得到麦芽粉&根据

XY(3!92$8.!"$! 测定麦芽粉的蛋白酶总活力为

"<
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&!%9&!2 p%&$$' Z(/'$在 <U冰箱中保存备用#

$&!&!6玉米#大豆复合抗氧化肽的制备

采用两步水解法制备#

第一步水解)取 8 /玉米醇溶蛋白和 8 /大豆分

离蛋白于 !8" QH烧杯中$加入蒸馏水制成底物质量

分数 $";的悬浮液$调节 aA至 8&8$按酶底质量比

1";加入麦芽粉$搅拌均匀$加入转子后$将烧杯放

入 8"U水浴磁力搅拌器中央$开始水解反应# 水解

过程中通过滴加 "&8 QKL(HDG?A使 aA维持在

8M8$记录滴加 DG?A的体积$计算水解度$水解 1 F

后获得第一步水解液#

第二步水解)调节第一步水解液 aA至 9&8$温

度至 %"U$按一定的酶底质量比加入 >L*GLG_T开始

第二步水解反应$水解过程中通过不断滴加 "&8

QKL(HDG?A使 aA维持在 9&8$记录水解 "&8($(

$M8(! F时滴加DG?A的体积$计算水解度$并在每

个时间点取样 ! QH于离心管$放入沸水浴中灭酶 8

Q-+$再于 < """ (̂Q-+下离心 $" Q-+$取上清液测定

可溶性蛋白含量和抗氧化活性#

$&!&16蛋白质含量的测定

可溶性蛋白含量采用 =KL-+ #酚法测定,$!-

$总

蛋白质含量采用微量凯氏定氮法测定#

$&!&<6水解度的测定

采用 aA#_:G:法,$1-测定#

$&!&86抗氧化活性的测定

在蛋白质质量浓度为 ! Q/(QH条件下测定样

品的抗氧化活性$检测指标包括羟自由基清除活性

和亚铁离子螯合能力$测定方法参照文献,$<-#

$&!&%6相对分子质量分布的测定

参照文献,$8-采用凝胶色谱法测定相对分子

质量分布# 将样品溶解在含有 "&$8 QKL(HDG7L的

aA2&" 磷酸盐缓冲液&hY4$"&"! QKL(H'中$配制成

蛋白质质量浓度为 ! Q/(QH的溶液$于 <U($" """

(̂Q-+下离心 $" Q-+$上清液用 "&!!

!

Q微孔滤膜

过滤待测# 4RaT̂CTehTa:-CT$"(1"" XH凝胶层析柱

用含有 "&$8 QKL(HDG7L的 aA2&" 的 hY4&"&"!

QKL(H'进行平衡和洗脱# 样品的上样体积 $""

!

H$

流速 "&!8 QH(Q-+$检测波长 !$< +Q# 在测定样品

前$色谱柱先用蓝色葡聚糖 !""" 测定外水体积$用

标准蛋白&Ga K̂:-+-+T$杆菌肽$氧化型谷胱甘肽$还

原型谷胱甘肽'进行校正$建立标准蛋白相对分子

质量对数&L/F

^

'与有效分配系数&I

Gc

'的线性回归

方程&Ji#1&21< 2!f<&9$8 1$%

!

i"&'9!'# 根据

标准曲线回归方程计算蛋白的相对分子质量#

$&!&26稳定性的研究

用 aA分别为 1(8(2('($$ 的缓冲液将复合抗

氧化肽样品配成蛋白质质量浓度为 ! Q/(QH的溶

液$在 !8U下保温 %" Q-+后测定羟自由基清除率和

亚铁离子螯合率$以调节 aA前的样品为对照$表征

aA对复合抗氧化肽稳定性的影响#

将复合抗氧化肽样品配成 $" QH蛋白质质量浓

度为 ! Q/(QH的溶液$测定 #!"U冷冻 !< F$!8U

解冻 $ F&反复冻融 "($(!(1(<(8 次'时的羟自由基

清除率和亚铁离子螯合率$表征冻融次数对复合抗

氧化肽的影响#

将复合抗氧化肽样品配成 $" QH蛋白质质量浓

度为 ! Q/(QH的溶液$分别在 <(!8(12($""U下放

置 ! F$测定羟自由基清除率和亚铁离子螯合率$表

征温度对复合抗氧化肽的影响#

$&!&96氨基酸组成的测定及必需氨基酸指数

&O>>E'的计算

以>L*GLG_T单酶水解制备的玉米肽为对照$研

究复合抗氧化肽的氨基酸组成# 采用离子交换色谱

茚三酮柱后衍生法对氨基酸组成进行分析# "&8 /

样品与 % QKL(HA7L混合$在氮气环境下于 $$"U下

水解 !! F后用全自动氨基酸分析仪测定各氨基酸

的含量# 在测定样品前$氨基酸分析仪用 $2 种标准

氨基酸进行标定# 必需氨基酸指数参照文献,$%-

采用公式&$'计算#

K

O>>

i0 j

<

$

<L

$

j3 j

<

0

<L

0

j$"" &$'

式中)K

O>>

为必需氨基酸指数值%0 为比较的必

需氨基酸数量$本文中 0 i'%<

0

为样品中第 0 个必

需氨基酸含量$/($"" /%<L

0

为标准蛋白中必需氨基

酸含量$/($"" /#

$&!&'6数据处理

每个实验均平行 1 次$所有数据均以 !平均

值p标准差"表示$用 4h44 4:G:-_:-*_$'&" 进行统计

学分析# 采用 IR+*G+ 检验进行差异显著性分析$

'q"&"8 为差异具有显著性#

&%结果与讨论

!&$6玉米#大豆复合抗氧化肽制备条件的优化

!&$&$6酶底质量比的确定

按 $&!&! 的方法$研究第二步 >L*GLG_T水解条

件# 在底物质量分数 $";的条件下$研究不同酶底

质量比对水解度(可溶性蛋白含量及产物抗氧化活

性的影响$结果如图 $ 所示#

由图 $ 可以看出$随着酶底质量比的增加和水

解时间的延长$水解度和可溶性蛋白含量均逐渐增

$<
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大# 这是因为在底物质量分数一定的条件下$酶促

反应速率和酶浓度呈正比$随着加酶量增加$水解速

率加快$水不溶性的复合蛋白在蛋白酶的作用下逐

渐被切割成小分子肽段$导致可溶性蛋白含量增加#

VK+/等,$2-以玉米醇溶蛋白为原料$在底物质量分

数 8;(酶&>L*GLG_T'底质量比 !;条件下水解$玉米

醇溶蛋白的水解度为 $!&$;# 本实验在底物质量

分数 $";(酶&>L*GLG_T'底质量比 "&28;(水解时间

! F 条件下$第二步的水解度为 $$&<!;$说明虽然

底物质量分数提高$且>L*GLG_T用量减少 $M!8 个百

分点$但酶解效率却没有降低# 可能是因为第一步

加入的麦芽粉中包含比较丰富的酶系$如内肽酶(羧

肽酶(氨肽酶(二肽酶等$不同蛋白酶的酶切位点及

作用方式的不同$导致麦芽粉的水解可以破坏复合

底物中蛋白质的高级结构$降低反应空间位阻的同

时$为第二步水解提供了丰富的酶切位点# 但是$当

酶底质量比由 "&28;增加至 $&"";时$可溶性蛋白

含量之间差异不显著&'m"&"8'$可能的原因是当酶

底质量比超过 "&28;时$酶相对过量$发生了底物的

竞争性抑制,$9 #$'-

$阻碍了酶与底物的结合#

666666

666666

注)同一水解时间下不同的肩标字母表示差异具有显著性&'q"&"8'# 下同

图 $%酶底质量比对玉米L大豆复合蛋白酶解效率及产物抗氧化活性的影响

66由图 $ 还可以看出$不同酶底质量比对产物抗

氧化活性的影响相对较大# 与酶底质量比 "&8";

和 $&"";相比$酶底质量比 "&28;制备的复合抗氧

化肽具有更高的抗氧化活性$可能是因为不同加酶

量影响了水解产物中的肽段长度及结构,!"-

$进而影

响了复合抗氧化肽的抗氧化活性# 在酶底质量比为

$&"";条件下$复合底物的酶解效率高$随着水解度

的增大$具有抗氧化活性的多肽继续水解为无抗氧

化活性的短肽或游离氨基酸$导致清除羟自由基和

螯合亚铁离子的能力降低# 而在酶底质量比为

"M8";时$由于酶解效率低$具有抗氧化活性的复合

抗氧化肽产量较少或活性位点暴露较少#

本实验采用两步水解法是利用麦芽粉的初步水

解作用降低 >L*GLG_T的用量$同时制备出高抗氧化

活性的复合抗氧化肽# 综合以上分析$确定第二步

水解最适酶底质量比为 "&28;#

!&$&!6底物质量分数的确定

按 $&!&! 的方法$研究第二步 >L*GLG_T水解条

件# 在酶底质量比 "&28;的条件下$研究不同底物

质量分数对水解度(可溶性蛋白含量及产物抗氧化

活性的影响$结果如图 ! 所示#

由图 ! 可以看出$随着底物质量分数的增加$水

解度逐渐下降$而可溶性蛋白含量逐渐上升# 在高

底物质量分数条件下$>L*GLG_T与复合蛋白充分接

触$且酶切位点丰富$从而有利于酶切反应的进行$

酶对肽段切割程度较大$可溶性蛋白含量也随之上

升# 在整个水解期间$当底物质量分数由 8;增加

至 $";时$水解产物的羟自由基清除率和亚铁离子

螯合率均增大$但是继续增加底物质量分数$抗氧化

活性降低# 在底物质量分数低于 $";时$抗氧化活

性的提高可归因于 >L*GLG_T对底物的有效水解$从

而产生更多具有抗氧化活性的肽# 但是$随着底物

质量分数的继续增加$水解效率降低$具有抗氧化活

性的多肽释放出来的量少$导致清除羟自由基和螯

合亚铁离子的能力降低#

综合以上分析$选择最适的底物质量分数

为 $";#

!<
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图 &%底物质量分数对玉米L大豆复合蛋白酶解效率及产物抗氧化活性的影响

!&$&16水解时间的确定

按 $&!&! 的方法$研究第二步 >L*GLG_T水解条

件# 在底物质量分数 $";(酶底质量比 "&28;的条

件下$研究水解时间对水解度(可溶性蛋白含量及产

物抗氧化活性的影响$结果如图 1 所示#

666666

注)同一曲线不同的肩标字母表示差异具有显著性&'q"&"8'#

图 '%水解时间对玉米L大豆复合蛋白酶解效率及产物抗氧化活性的影响

66由图 1 可以看出$随着水解时间的延长$水解度

和可溶性蛋白含量均呈逐渐增加的趋势# 第一步水

解时$麦芽粉中蛋白酶的水解作用可以将埋藏在复

合底物分子内部的 >L*GLG_T的催化位点暴露出来$

加入>L*GLG_T进行第二步水解时$由于加酶量低$所

以酶切速度较慢$酶切反应持续进行$水解度持续增

加$产生了更多的可溶性蛋白#

由图 1 还可以看出$随着水解时间的延长$水解

产物的羟自由基清除率和亚铁离子螯合率均呈先升

高后降低的变化趋势$在 >L*GLG_T水解 1 F 时$羟自

由基清除率和亚铁离子螯合率均达到最高值$分别

为 <"M"$;和 9%&91;$此后继续延长水解时间$羟

自由基清除率和亚铁离子螯合率开始下降# 多肽的

抗氧化活性与其肽段长度(构象以及氨基酸组成等

因素有关,$%-

$随着水解时间的延长$>L*GLG_T持续水

解影响了水解产物中肽段的氨基酸组成和构象$进

而影响了复合肽的抗氧化活性#

综合以上分析$确定 >L*GLG_T的最适水解时间

为 1 F# 在此条件下$玉米#大豆复合蛋白两步水解

的水解度(可溶性蛋白含量(羟自由基清除率及亚铁

离子螯合率分别为 1%&1!;(1%&91 Q/(QH(<"M"$;

和 9%&91;$减去第一步的水解效果后$第二步的水

解度和可溶性蛋白含量分别为 $$&88;和 1!&!"

Q/(QH# H-等,!$-采用 >L*GLG_T水解玉米醇溶蛋白

时$当底物浓度 8;(酶加量 !&8;(水解时间 $ F

时$水解度仅为 9&2;$进一步说明本实验采用的麦

芽粉与>L*GLG_T的两步水解方式$既保证了酶解效

率$又降低了>L*GLG_T的用量#

!&!6玉米醇溶蛋白 #大豆分离蛋白水解产物的相

对分子质量分布

食物和动物来源的抗氧化活性肽$通常含有

! B1" 个氨基酸残基$相对分子质量在 8"" B$ 9"" IG

范围内$该相对分子质量范围的肽通常具有较高的抗

氧化活性$而且容易被人体消化吸收,!! #!1-

# 将样品

1<
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配成蛋白质质量浓度为 < Q/(QH的溶液$测定麦芽

粉水解 1 F和>L*GLG_T继续水解 $(!(1 F时水解产物

的相对分子质量分布$凝胶冼脱图谱如图 < 和图 8 所

示$相对分子质量分布的计算结果如表 $(表 !所示#

图 =%麦芽粉水解 ' 6时样品的凝胶洗脱图谱

表 $%麦芽粉水解 ' 6时样品的相对分子质量分布

洗脱体积(QH 相对分子质量(IG 含量(;

q$"&22 m% 8"" $'&''

$$&!8 ! 1<' B% 8"" "1&<!

$<&$1 ! !12 B! 1<' ""&"<

$8&'1 8!2 B! !12 1"&'8

$2&$! 1"" B8!2 $2&28

m!$&$! q1"" !"&8%

6注)>&麦芽粉水解 1 F f>L*GLG_T水解 $ F%Y&麦芽粉水解

1 F f>L*GLG_T水解 ! F%7&麦芽粉水解 1 F f>L*GLG_T水解 1 F#

图 >%麦芽粉与:84-8-52复合水解时样品的凝胶洗脱图谱

表 &%麦芽粉水解 ' 6与:84-8-52水解不同时间时

样品的相对分子质量分布

水解时间(F 洗脱体积(QH 相对分子质量(IG含量(;

$ q$"&<9 m% 8"" 2&21

$%&!1 1"" B% 8"" '"&8<

m!!&1$ q1"" $&1%

! '&"! m% 8"" $&2'

$"&!' m% 8"" $&<"

$8&9$ 1"" B% 8"" '8&'8

1 q$"&"2 m% 8"" $&1%

$8&%8 1"" B% 8"" '!&<<

m$'&1' q1"" 8&!8

66由图 < 和表 $ 可以看出$在麦芽粉水解 1 F 时$

水解产物的相对分子质量范围分布得比较宽$说明

麦芽粉的水解产物中$以中等大小的肽段为主要组

分$体现了麦芽粉中内切蛋白酶的性质$为第二步的

蛋白酶提供作用位点的同时$降低了反应底物的空

间位阻#

由图 8>可以看出$在麦芽粉水解 1 F 的基础

上$加入>L*GLG_T继续水解 $ F 后$样品的洗脱峰向

右移动$说明水解产物的相对分子质量进一步减小$

其中相对分子质量大于 % 8"" IG组分的含量仅为

2&21;$与麦芽粉水解 1 F 时相比减少了 $!&!% 个

百分点$而相对分子质量 1"" B% 8"" IG组分的含

量高达 '"&8<;$表明在麦芽粉水解的基础上$

>L*GLG_T继续水解$将玉米 #大豆复合蛋白底物水

解成相对分子质量低的肽段#

由图 8Y和图 87可知$随着 >L*GLG_T水解时间

的进一步延长$水解产物的相对分子质量逐渐减小$

进一步说明在麦芽粉水解的基础上$虽然降低了

>L*GLG_T的用量$但仍然可获得相对分子质量低的

活性肽#

另外$第二步>L*GLG_T水解后$水解产物中相对

分子质量小于 1"" IG组分的含量均小于麦芽粉水

解 1 F时$可能是形成了一些聚集体# 一些研究表

明$水解产物的聚集是谷氨酰内切蛋白酶水解的结

果,!<-

# >L*GLG_T同时具有枯草杆菌蛋白酶和谷氨酰

胺内切蛋白酶活性$因此可以释放 7末端具有 XLR

的肽段和疏水性补丁序列$从而导致生成的肽具有

高聚集趋势,!8-

$即相对分子质量小于 1"" IG短肽

在水解物中的比例降低可能是因为它们与大肽段发

生了聚集#

!&16复合抗氧化肽的稳定性

!&1&$6aA的影响

按 $&!&2 方法$研究 aA对复合抗氧化肽抗氧

<<
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化活性的影响$结果如图 % 所示#

图 ?%(J对复合抗氧化肽羟自由基清除率

和亚铁离子螯合率的影响

66由图 % 可以看出$与对照相比$中性和酸性 aA

导致复合抗氧化肽的羟自由基清除率显著降低

&'q"&"8'$而碱性 aA对复合抗氧化肽的羟自由基

清除率没有显著性影响&'m"&"8'# 除在 aA$$

时$复合抗氧化肽的亚铁离子螯合率没有显著性变

化外$aAq' 的条件均使复合抗氧化肽的亚铁离子

螯合率显著降低&'q"&"8'$尤其是在 aA1 B8 条

件下$复合抗氧化肽不具有螯合亚铁离子的能力#

蛋白质和肽的金属离子螯合能力可以通过与带电荷

氨基酸残基间的静电相互作用完成,!%-

# 随着 aA

的变化$溶剂介质中的氢离子浓度发生变化$影响了

复合抗氧化肽的带电荷性质$进而影响了复合肽的

亚铁离子螯合能力以及供氢的能力# 因此$将复合

抗氧化肽应用于食品工业时$应该选择保持其高抗

氧化活性的条件$即可以制备成弱碱性食品#

!&1&!6冻融次数的影响

按 $&!&2 方法$研究不同冻融次数对复合抗氧

化肽抗氧化活性的影响$结果如图 2 所示#

图 @%冻融次数对复合抗氧化肽羟自由基清除率

和亚铁离子螯合率的影响

66由图 2 可以看出$与冻融次数为 " 时相比$随着

冻融次数的增加$复合抗氧化肽的羟自由基清除率

和亚铁离子螯合率均逐渐降低$可能是因为复合抗

氧化肽是一种蛋白质$反复冻融会使肽链上活性氨

基酸残基的结构遭到破坏$从而导致抗氧化活性

降低#

!&1&16温度的影响

按 $&!&2 方法$研究不同温度对复合抗氧化肽

抗氧化活性的影响$结果如表 1 所示#

表 '%温度对复合抗氧化肽抗氧化活性的影响

温度(U 羟自由基清除率(; 亚铁离子螯合率(;

<

11&"" p$&$%

*

%'&22 p"&8'

*

!8

18&2% p!&1$

b*

9!&!< p$&22

b

12

12&1' p!&21

b

91&29 p"&1'

Gb

$""

<$&%9 p$&!8

G

9<&'< p$&$%

G

6注)同一列不同的肩标字母表示差异具有显著性&'q

"M"8'#

66由表 1 可以看出$与室温 !8U相比$<U不能破

坏复合抗氧化肽的羟自由基清除能力$而使亚铁离

子螯合率显著降低&'q"&"8'$12U对复合抗氧化

肽的抗氧化活性没有显著性影响$$""U使复合抗

氧化肽的羟自由基清除率和亚铁离子螯合率均显著

上升&'q"&"8'$说明复合抗氧化肽具有一定的热

稳定性$可能是因为复合底物经两步水解被降解成

相对分子质量低的活性肽$肽的空间结构简单$主要

具有肽链一级结构及少量的二级结构$高温处理没

有导致肽的聚集和肽链断裂$仅使肽链部分二级结

构展开$暴露一些活性位点于分子表面$从而使复合

抗氧化肽的抗氧化活性增大# 这与 G̀0G_

,!2-提出的

高温相对难以引起小肽聚集的观点相一致# 因此$

将复合抗氧化肽应用于食品工业时$可以耐受食品

加工中巴氏杀菌和干燥等高温处理#

!&<6复合抗氧化肽的氨基酸组成及O>>E值

必需氨基酸水平是影响蛋白质营养价值的主要

因素$O>>E反映了蛋白源的必需氨基酸组成与标准

蛋白必需氨基酸组成的拟合程度# 因此$可用必需

氨基酸水平和O>>E评价蛋白源的营养质量# 玉米

肽和复合抗氧化肽的氨基酸组成如表 < 所示#

表 =%玉米肽和玉米L大豆复合抗氧化肽的

氨基酸组成 CW$PP C

氨基酸 玉米肽
复合抗

氧化肽
鸡蛋蛋白

成人日

需求量,!9-

HTR

"

$1&98 $1&8' 9&$" 8&'"

3F^

"

$&9! $&%9 <&8" !&1"

JGL

"

!&%% $&9$ 8&<" 1&'"

ELT

"

!&9% $&9< <&'" 1&""

hFT

"

<&%9 <&!8

30̂

"

1&<8 1&8"

hFTf30̂ 9&$1 2&28 <&2" 1&9"

[T:

"

$&!$ !&<<

70_

"

"&$8 "&$2

[T:f70_ $&1% !&%$ 9&%" !&!"

8<
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续表 = CW$PP C

氨基酸 玉米肽
复合抗

氧化肽
鸡蛋蛋白

成人日

需求量,!9-

H0_

"

"&$1 $&<' %&%" <&8"

A-_ $&"! "&9%

>̂/ "&'9 "&'"

>_a 1&8' 1&<!

XLR $%&$$ $<&%2

4T̂ 1&!! 1&8'

XL0 "&'2 "&99

>LG %&<% %&!$

ĥK 8&88 %&"$

O>> 1"&9$ 1"&22 <!&9" !8&%"

DO>> 12&'" 1%&8<

6注)O>>为必需氨基酸$DO>>为非必需氨基酸%

"

为=>?

模式的必需氨基酸#

66由表 < 可以看出$与玉米肽相比$复合抗氧化肽

中H0_和[T:含量显著增加$分别是玉米肽的 $$&<%

倍和 !&"! 倍$且含硫氨基酸&70_和 [T:'的含量高

于=>?(@A?&!"$1'的成人日需求量#

用O>>E评价蛋白源时$当 0 i% B$!$提出的实

用评价标准为)O>>E值 m"&' 为优质蛋白源$

"&9

#

O>>E值q"&' 为良好蛋白源$O>>E值
#

"M2

为不适蛋白源,!'-

# 经计算$玉米 #大豆复合抗氧化

肽的O>>E值为 9&"!&0 i''$是玉米肽&O>>E值为

"M'%'的 9&18 倍$属于优质蛋白源$进一步说明了大

豆分离蛋白与玉米醇溶蛋白复合可以改善玉米肽的

营养品质#

'%结%论

为了解决玉米肽氨基酸组成不平衡以及制备过

程中商业酶制剂用量偏高等问题$本研究以玉米醇

溶蛋白和大豆分离蛋白的混合物&质量比 $l$'为原

料$先利用麦芽粉进行第一步水解$再利用 >L*GLG_T

进行第二步水解制备抗氧化活性肽$确定了两步水

解法制备营养均衡(高抗氧化活性复合抗氧化肽的

最适条件为)第一步在底物质量分数 $";(aA8&8(

8"U(酶&麦芽粉'底质量比 1";条件下水解 1 F%第

二步在底物质量分数 $";( aA 9&8( %"U(酶

&>L*GLG_T'底质量比 "&28;条件下水解 1 F# 所制

备的复合抗氧化肽属于优质蛋白源$具有热稳定性$

在中性及碱性环境中稳定$但不耐受酸性&aA1 B

8'(<U贮存和反复冻融的加工条件# 因此$在食品

加工过程中$应该尽量避免使用酸性及低温贮藏环

境# 本实验采用的两步水解法既降低了商品酶制剂

的用量$又保证了产物复合抗氧化肽的营养价值和

抗氧化活性$为生物活性肽的制备(工业化生产及推

广应用提供了新的方法#
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G+:-Ke-CG:-]T*K̂+ a K̂:T-+ F0C K̂L0_G:T_$ aR -̂\-*G:-K+ G+C

T]GLRG:-K+ K\:F T̂T+K]TL*K̂+ G+:-Ke-CG+:aTa:-CT_,W-&

=KKC 7FTQ$ !"$%$ !"<) <!2 #<1%&
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*KQ(_*-T+*T(Ĝ:-*LT(a--(4"'%1''%'$'1"2%!9&

,!'- 胡国宏$ 刘英&利用必须氨基酸指数&O>>E'评价鱼饲

料蛋白源,W-&中国饲料$ $''8&$8')

$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$

!' #1$&

!上接第 11 页#

,$$- Y>A>k?[ $̀ EIkE4 [E$ HOO37$T:GL&O\\T*:_K\

_R \̂G*:G+:*K+*T+:̂G:-K+ K+ Q-*̂KT+*Ga_RLG:TC cG_:T

]T/T:GbLTK-L,OY(?H-&,!"!" #"1 #!8-&F::a_)((CK-&

K̂/($"&$"%1($&8"9'<"<&

,$!- k?W>4 J[$ I>7?43>Y>h3E43>[>k7?DEH=$

XZE[>kwO4 # EDx7E? >$ T:GL& =K̂QRLG:-K+ K\

QG0K++G-_T_ *K+:G-+-+/ hZ=>_ b0 :FT GCC-:-K+ K\

Q-*̂KT+*Ga_RLG:TC *F-G_TTC_$ aRQa,-+ _TTC_G+C bĜR
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