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摘要!为提高豌豆蛋白的酶水解敏感性及其水解物的抗氧化活性!分别考察 'FI&%" +-= 的热处理

和%" """ f5&%" +-=的高速剪切对豌豆蛋白水解性能的影响并探究其改善原因% 结果表明!热处

理和高速剪切均提高了豌豆蛋白的水解度&氮回收率以及水解物的抗氧化活性".m"3"F$!高速剪

切提高了不溶性聚集体比例!而热处理使其降低!其中热处理优化效果更为明显!水解度和氮回收

率分别增加了 !%3%J和 '3(J!不溶性聚集体降低了 !&3&J% 热处理和高速剪切使豌豆蛋白溶解

度显著提高!使豌豆蛋白水解物氨基酸含量和小分子肽比例显著增加".m"3"F$% 采用红外光谱

和扫描电子显微镜观察预处理前后豌豆蛋白的二级结构和表观形貌的变化发现!两种预处理方式

在不同程度上促使了豌豆蛋白紧密结构的展开!有助于实现豌豆蛋白的高效水解% 综上!热处理相

对于高速剪切更有利于提高豌豆蛋白的水解效率%
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CC豌豆"=%')3&7%()3b-#蛋白因其来源丰富+成

本低廉+营养组成均衡而备受消费者喜爱)%*

% 酶水

解简单+安全+环保$目前已被广泛用于将豌豆蛋白

转化为更具商业价值和功能性的豌豆蛋白水解物%

近年来$研究人员陆续从豌豆蛋白水解物中分离出

具备显著抗氧化+增强免疫力和降血糖等功能活性

的水解物)!*

% 然而$豌豆蛋白的酶水解仍存在得率

不高$水解过程中易产生沉淀$水解物活性不高等问

题)/ #F*

$限制了豌豆蛋白的应用% 此外$单独的酶水

解不一定能改善蛋白的功能特性)(*

% 因此$选择合

适的预处理方式对于提高酶水解效率和改善水解物

的功能特性至关重要% ).+,.-+,<-等)&*将小麦面筋

在 &FI下进行 /" +-= 的热处理后用碱性蛋白酶水

解$发现水解度以及水解物的抗氧化活性提高%

K5=A等)0*在碱性条件下对核桃蛋白高速剪切后进

行酶水解$大幅提高了核桃蛋白的溶解度和水解效

率% 目前$对于热处理和高速剪切优化豌豆蛋白水

解效果的系统比较鲜有报道%

本文采用热处理和高速剪切对豌豆蛋白进行预

处理$再进行酶水解制备水解物$研究了热处理和高

速剪切对豌豆蛋白酶水解进程和效率的影响$并表

征水解物的分子质量分布+氨基酸组成+体外抗氧化

活性+溶解度$同时通过测定预处理前后豌豆蛋白表

观形貌的变化$进一步了解热处理和高速剪切对豌

豆蛋白水解性能改善的原因$以期为豌豆蛋白作为

功能性食品成分的开发和高效利用提供理论依据%

<=材料与方法

%3%C实验材料

%3%3%C原料与试剂

豌豆蛋白 "凯氏定氮法测定蛋白质含量为

'%3!J#$江苏荣海公司提供!P.4,.,8;碱性蛋白酶

"!3$ PH>A#+_\5];+,d复合蛋白酶 "%3! PH>A#$

R5[5@B+;8公司!邻苯二甲醛"L_P#$O-A+,公司!其

他试剂均为分析纯%

%3%3!C仪器与设备

R-45.;]MO%" 傅里叶红外光谱仪$美国R-45.;]公

司!PA-.;=]%!(" 自动氨基酸分析仪$美国安捷伦公

司!高效液相色谱仪$美国 a-.Y5\< o,];\8公司!

OD;4]\,a,d酶标仪$美国 a5.;4:.,\e;[-4;8公司!

OP$"!X电子舌$日本M=8;=]公司!扫描电子显微镜$

日本日立株式会社%

%3!C实验方法

%3!3%C豌豆蛋白的预处理

热处理参考P89\,Y等)'*的方法$将豌豆蛋白溶

液"质量浓度为 F A>%"" +b$DE&3"#在 'FI水浴中

加热 %" +-= 进行预处理!高速剪切处理参考 K5=A

等)0*的方法$在 %" """ f5 下高速剪切 %" +-= 进行

预处理%

%3!3!C豌豆蛋白水解物的制备

用 /J"以底物质量计#的 P.4,.,8;碱性蛋白酶

和 %J"以底物质量计#的_\5];+,d复合蛋白酶分别

在 DE03F+FFI和 DE&3"+F"I的最适条件下对豌

豆蛋白溶液进行 ! 9和 % 9的顺序酶解$酶解过程中

添加 "3F +5.>bR,LE或 EQ.溶液以维持混合物的

DE分别为 03F 和 &3"% 酶解完成后$在 %""I下灭

酶 %" +-=% 冷却后$以 ' 0"" f5 离心 %F +-=$分离

出上清液并在#!"I下冷冻干燥$备用%

%3!3/C水解效果的评价

以水解度+氮回收率和不溶性聚集体比例综合

评价水解效果% 水解度的测定采用 L_P法)%"*

!氮

回收率为水解后上清液和水解前底物蛋白中的氮含

量之比$其中氮含量由凯氏定氮法测定!不溶性聚集

体比例参照b-,=A等)%%*的方法计算$为水解离心后

经蒸馏水水洗 / 次的烘干沉淀质量与底物蛋白的质

量之比%

%3!3$C水解物组成的测定

氨基酸组成及含量测定参照 p9,5等)%!*的方

法!分子质量分布测定参照p9;=A等)%/*的方法%

%3!3FC水解物体外抗氧化能力的测定

用谷胱甘肽作阳性对照$参照 PA\,c,.等)%$*的

方法并稍作修改测定水解物体外抗氧化能力%

%3!3F3%Ce__E自由基清除能力的测定

将 ! +b样品溶液与 ! +b"3"$ +A>+b的

e__E乙醇溶液混合后旋涡振荡 /" 8$在黑暗条件

下孵育 /" +-= 后$于 F%& =+处测定吸光度%

$/
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e__E自由基清除率",

%

#按公式"%#进行计算%

测定不同质量浓度样品溶液的 e__E自由基清除

率$绘制质量浓度与清除率的回归拟合曲线$计算

MQ

F"

值"MQ

F"

是清除率在 F"J时对应的样品质量

浓度#%

,

%

k"% #

!

%

#!

!

!

"

# f%""J "%#

式中&!

"

为用去离子水代替样品溶液的吸光度!

!

%

为加样品反应液的吸光度!!

!

为不含 e__E自由

基的样品溶液及溶剂的吸光度%

%3!3F3!CPXNO自由基清除能力的测定

将 "3! +b& ++5.>bPXNO溶液与 "3! +b!3$F

++5.>bK

!

O

!

L

0

溶液混合$在黑暗中放置 %! 9 以充

分产生PXNO 自由基$得 PXNO 工作液% 将 % +b样

品溶液与 ! +bPXNO工作液混合$避光反应 %" +-=

后$在 &/$ =+处测定吸光度% PXNO 自由基清除率

",

!

# 按公式 " ! # 进行计算% 按 %3!3F3% 计算

MQ

F"

值%

,

!

k"% #

!

%

#!

!

!

"

# f%""> "!#

式中&!

"

为用去离子水代替样品溶液的吸光度!

!

%

为加样品反应液的吸光度!!

!

为不含 PXNO 自由

基的样品溶液及溶剂的吸光度%

%3!3F3/CZ;

! l结合能力的测定

将! +b样品溶液与"3"! +b! +5.>bZ;Q.

!

1(E

!

L

溶液和 "3"$ +bF3" ++5.>b的菲咯嗪溶液混合后

旋涡振荡 /" 8$室温下孵育 %" +-= 后$在 F(! =+处

测定吸光度% Z;

! l结合能力",

/

#按公式"/#进行计

算% 按 %3!3F3% 计算MQ

F"

值%

,

/

k

!

"

#!

%

!

"

f%""> "/#

式中&!

"

为用去离子水代替样品溶液的吸光度!

!

%

为加样品反应液的吸光度%

%3!3(C溶解度的测定

参考 MOL%F/!/ 的方法$将豌豆蛋白样品溶于

去离子水中配成 % A>%"" +b的溶液$在 !FI下搅拌

/" +-=$在 $I下以 $ """ f5 离心 %F +-=$取上清

液% 采用凯氏定氮法测定上清液中可溶性氮含量

"?

%

#和样品中总氮含量"?

"

#% 用氮溶指数"@

RO

#来

反映溶解度$按公式"$#进行计算%

@

RO

k?

%

>?

"

f%""J "$#

%3!3&C二级结构的测定

采用傅里叶红外光谱仪和_;,? Z-]$3%! 分析软

件测定豌豆蛋白的二级结构% 称取 %" +A样品与

% A溴化钾混匀后充分研磨$并压成半透明薄片进

行扫描% 扫描条件&扫描波长 0"" i$ """ 4+

#%

$扫

描次数 /! 次$分辨率 ! 4+

#%

%

%3!30C表观形貌的测定

将未经预处理和经过两种不同方式预处理后的

豌豆蛋白冻干粉末均匀固定于导电胶上$喷金后用

扫描电子显微镜"O)a#于加速电压 /3" ?g和放大

倍数 % """ 倍下观察%

%3!3'C数据处理

本研究中所有实验均至少重复 / 次$数据采用

O_OO %'3" 软件分析$使用 L\-A-= !"%& 制图% 数据

表示为'平均值j标准偏差($以 .m"3"F 为显著性

指标%

>=结果与讨论

!3%C热处理和高速剪切对豌豆蛋白水解进程和效

率的影响

水解度通常用作蛋白水解程度的监测参数)&*

%

热处理和高速剪切对豌豆蛋白水解进程的影响见

图 %%

图 <=热处理和高速剪切对豌豆蛋白水解进程的影响

CC由图 % 可知&在前 $" +-= 内$随水解时间的延

长$对照组"豌豆蛋白未经预处理#和预处理组样品

的水解度增幅均较大!当水解进行到 %0" +-= 时$水

解反应趋于平衡$这可能归因于底物蛋白中容易被

酶水解的肽键消耗殆尽$也可能是因为水解物会抑

制酶的活力)%F*

!热处理和高速剪切预处理豌豆蛋白

水解度均有所增加$在 %0" +-= 时水解度分别达到

/!3&J和 /"3&J$较对照分别增加 !%3%J和

%/3(J%两种预处理方式可能导致氨基酸天然序列

之间的相互作用被破坏$豌豆蛋白结构进一步展

开$使更多的酶结合位点在更大范围内暴露$更多

的肽键被水解$因此水解度增加)%(*

%

豌豆蛋白深度水解过程中$已形成的肽段之间

产生疏水相互作用并发生聚集$不可避免地产生一

些难溶性沉淀而影响蛋白质利用率)%&*

% 因此$本文

考察了水解完成后氮回收率和不溶性聚集体比例的

变化$结果如图 ! 所示%

F/
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C注&同一指标不同小写字母表示差异显著".m"3"F#% 下同

图 >=热处理和高速剪切对氮回收率

和不溶性聚集体比例的影响

CC由图 ! 可知$热处理和高速剪切使氮回收率由

0"3'J分别增加到 003&J和 0F3/J".m"3"F#$分

别增加了 '3(J和 F3$J% 相比于对照组$热处理组

不溶性聚集体比例降低了 !&3&J$高速剪切组不溶

性聚集体比例增加了 %!3&J$说明高速剪切对可溶

性水解物的得率有不利影响% 这可能是由于高强度

的剪切力造成部分蛋白质过度变性$进而引发蛋白

质聚集$对酶水解产生抵抗而形成沉淀)0*

%

!3!C热处理和高速剪切对豌豆蛋白水解物分子质

量分布的影响

表 % 为豌豆蛋白及其水解物的分子质量分布%

表 <=豌豆蛋白及其水解物的分子质量分布

样品
占比>J

n%" ?e, F i%" ?e, / iF ?e, ! i/ ?e, % i! ?e, "3F i% ?e, "3%0 i"3F ?e,

豌豆蛋白
$030" j"3F(

,

/(3$" j"3$(

,

(30& j"3%F

,

F3F& j"3"(

,

%3"& j"3"(

4

%3$" j"3%"

6

#

对照
"3&" j"3"$

6

"3/" j"3"/

6

"30" j"3"%

6

!3"" j"3%"

6

%"3%& j"3!F

,

!&3/" j"3("

,

F!3'/ j"3$!

6

热处理
"3"' j"3"%

4

"3"& j"3"%

6

"3F! j"3"%

4

%3"' j"3"$

4

03"& j"3%F

6

!&3'" j"3/(

,

F(3(/ j"3FF

,

高速剪切
"3"' j"3""

4

"3"& j"3"F

6

"3&F j"3"!

6

!3"" j"3%$

6

%"3"0 j"3"(

,

!&3F" j"3!(

,

F/3/& j"3%F

6

C注&未列出分子质量 "3%0 ?e,以下的占比

CC由表 % 可知$水解前的豌豆蛋白分子质量超过

%" ?e,的部分占 $030"J$水解后的豌豆蛋白分子

质量主要集中在 / ?e,以下% 这表明豌豆蛋白在水

解过程中大部分被水解为小分子肽段% 经过热处理

和高速剪切后$超过 F ?e,的肽段被更彻底地分解$

生成了更多中间范围和低分子质量的水解物%

!3/C热处理和高速剪切对豌豆蛋白水解物氨基酸

组成的影响

水解物的氨基酸组成通常与原料蛋白种类+水解

度+酶种类+酶解时间等因素有关% 经过预处理后获

得的豌豆蛋白水解物的氨基酸组成及含量见表 !%

表 >=热处理和高速剪切对豌豆蛋白水解物

氨基酸组成及含量的影响 6W<TT 6

氨基酸 对照 热处理 高速剪切

P8D

03/( j"3!!

4

'3&" j"3"0

,

'3%0 j"3"$

6

T.:

%!3!$ j"3"'

4

%/3&0 j"3%!

,

%/3"% j"3%%

6

O;\

!3/0 j"3"(

4

/3"% j"3"F

,

!3(F j"3%/

6

E-8

%3$% j"3"$

4

%3(& j"3"/

,

%3F/ j"3"/

6

T.B

!3$% j"3"F

4

!3'' j"3"&

,

!3F% j"3"'

6

N9\

;

%30' j"3"$

4

!3"' j"3"(

6

!3!" j"3"(

,

P\A

F3%0 j"3"(

4

(3$! j"3%"

,

(3%$ j"3"&

6

P.,

9

!3F/ j"3"(

4

/3%' j"3"&

,

!300 j"3"'

6

NB\

9

%3/& j"3"0

4

!3"/ j"3"'

,

%3&( j"3"$

6

QB8#8

9

"3"( j"3"%

4

"3%' j"3"%

,

"3%% j"3"!

6

g,.

;$9

/3/% j"3"/

4

$3"/ j"3%!

,

/3&0 j"3"&

6

a;]

;$9

"3$0 j"3"!

4

"3(/ j"3"%

,

"3F' j"3"/

6

_9;

;$9

/3%$ j"3%F

4

$3%' j"3%$

,

/3&/ j"3"F

6

续表 > 6W<TT 6

氨基酸 对照 热处理 高速剪切

M.;

;$9

/3%% j"3"(

4

/3'F j"3%!

,

/3&% j"3%/

6

b;:

;$9

F3"! j"3!"

4

(3F% j"3/'

,

F3(F j"3%!

6

bB8

;

$3F0 j"3!%

4

F3/F j"3"$

,

F3%F j"3"&

6

_\5

9

!3&% j"3"&

4

/3'$ j"3"'

,

/3%$ j"3%"

6

必需氨基酸
!%3F/ j"3/'

4

!(3&F j"3$!

,

!$30% j"3/&

6

疏水性氨基酸
!%3&/ j"3/%

4

!03(( j"3F'

,

!F3/F j"3$%

6

氨基酸总量
("3/% j"3F0

4

&/3(& j%3!!

,

(&3&/ j"3/0

6

C注&;表示必需氨基酸$9表示疏水性氨基酸

CC由表 ! 可知&豌豆蛋白水解物氨基酸含量丰富$

可以补充人类膳食需求!经过热处理和高速剪切后

获得的水解物中氨基酸含量较对照分别增加了

!!3!J和 %!3/J$必需氨基酸含量由 !%3F/ A>%"" A

分别提高到 !(3&F A>%"" A和 !$30% A>%"" A%

!3$C热处理和高速剪切对豌豆蛋白水解物体外抗

氧化活性的影响

经过预处理后获得的豌豆蛋白水解物的体外抗

氧化活性见表 /%

表 @=热处理和高速剪切对豌豆蛋白水解物

体外抗氧化活性的影响

样品

MQ

F"

>"+A>+b#

e__E自由基

清除能力

PXNO自由基

清除能力

Z;

! l

结合能力

谷胱甘肽
"3%0 j"3"%

<

"3"& j"3"%

<

"3"$ j"3"%

4

对照
!3'( j"3"F

,

%3"F j"3"!

,

"3'" j"3"%

,

热处理
%300 j"3"/

4

"3FF j"3"!

4

"3&! j"3"%

6

高速剪切
!3!F j"3"!

6

"3&$ j"3"!

6

"3&$ j"3"/

6

(/
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CC由表 / 可知$热处理和高速剪切作用后的水解

物中各MQ

F"

值相比对照显著降低$即对应的自由基

清除能力和 Z;

! l结合能力有所增强% 水解物的抗

氧化活性通常与水解度有关)%0*

$热处理和高速剪切

加深了豌豆蛋白的水解程度$产生更多的肽或小分

子蛋白$可作为氢供体与自由基反应转化为更稳定

的产物$从而达到清除自由基的效果)%'*

% 蛋白质水

解物的抗氧化活性主要来自于其中的疏水性氨基酸

和分子质量在 % ?e,以下的短肽)!"*

$豌豆蛋白水解

物抗氧化活性的提高与表 % 和表 ! 中预处理后疏水

性氨基酸和小分子肽比例的增加结果一致% 研究发

现$低分子质量的肽对于水解物抗氧化活性起重要

作用)!%*

!另外$抗氧化活性的差异还与氨基酸种类

和氨基酸之间的相互作用有关)!!*

$如 a5=]5=;

等)!/*研究发现$在 Q端具有芳香族+两亲性和极

性氨基酸以及在 R端具有疏水性氨基酸的肽可能

具有更好的抗氧化活性%

!3FC热处理和高速剪切对豌豆蛋白溶解度的影响

由于热处理和高速剪切后的酶水解是在 DE03F

和 DE&3"的条件下进行的$因此本研究着重对这两

个条件下豌豆蛋白的溶解度进行对比分析$结果见

图 /%

图 @=热处理和高速剪切对豌豆蛋白溶解度的影响

CC由图 / 可知$与对照"未经预处理的豌豆蛋白#

比较$热处理和高速剪切均能够起到增加豌豆蛋白

溶解度的作用% 热处理可能一方面破坏了蛋白质结

构中的氨基和邻近羧基间的次级键$使得溶解度提

高!另一方面造成了蛋白质高级结构的破坏$形成了

易溶的非共价分子)%%*

% 相比热处理$高速剪切处理

后的样品溶解度较高$这是由于高强度的剪切力导

致豌豆蛋白颗粒之间产生强烈的剪切+拉伸和挤压

作用$增加了与水相互作用的表面积)0*

%

!3(C热处理和高速剪切对豌豆蛋白二级结构的

影响

二级结构的组成能够反映蛋白质分子的有序性

和松散程度)!$*

% 经过预处理后获得的豌豆蛋白的

二级结构组成及含量见表 $%

表 A=热处理和高速剪切对豌豆蛋白

二级结构的影响 D

样品
"

#螺旋
#

#折叠
#

#转角 无规卷曲

对照
!/3'" j"3$"

,

/$30" j"3/(

4

%'3'" j"3$"

,

%03F/ j"3/!

4

热处理
!"3F/ j"3$%

4

$"3'" j"3/"

,

%F3// j"3!F

4

!/3F/ j"3//

,

高速剪切
!!3"F j"3$!

6

/03%/ j"3!F

6

%03// j"3/"

6

!%3%" j"3/$

6

CC由表 $ 可知$经过热处理和高速剪切后$豌豆蛋

白中
"

#螺旋和
#

#转角的含量显著下降$

#

#折叠

和无规卷曲含量显著上升".m"3"F#% 这可能是经

过预处理后豌豆蛋白的分子结构由有序向无序转

化$其紧密的二级结构被打开$构象的稳定性降低$

这有利于暴露更多的酶切位点$增强酶水解的敏感

性% Z,<-+:等)!F*研究超声预处理对羽扇豆蛋白水

解物的结构影响时也观察到类似的现象$并发现蛋

白质中的
"

#螺旋和
#

#转角比例与抗氧化活性呈

负相关%

!3&C热处理和高速剪切对豌豆蛋白表观形貌的

影响

未经处理+经加热和高速剪切预处理后冷冻干

燥的豌豆蛋白表观形貌见图 $%

图 A=热处理和高速剪切对豌豆蛋白表观形貌的影响

CC由图 $ 可知$经过热处理后$样品表面由较为光

滑的椭球形结构变得粗糙且破裂$有明显的裂缝和

孔洞$同时不规则凸形增加$这是由于热处理增加了

游离巯基和疏水基团在分子表面的暴露而形成蛋白

质聚集体)%%*

% 经过高速剪切后$样品表面总体变化

不明显$样品的结构变得较为松散$在剪切力的作用

下蛋白质团块被分解成许多小的团块% 总体而言$

热处理和高速剪切均在一定程度上展开了蛋白质内

&/
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部的封闭结构$增强了蛋白质与酶的可及性$因此水

解效率提高%

@=结=论

通过热处理和高速剪切预处理制备出性能显著

改善的豌豆蛋白水解物% 与未预处理的豌豆蛋白相

比$热处理和高速剪切有利于豌豆蛋白的溶解$破坏

了豌豆蛋白的完整性和紧密度$使蛋白质与酶的接

触更充分% 热处理和高速剪切使水解度分别增加了

!%3%J和 %/3(J$氮回收率分别增加了 '3(J和

F3$J$不溶性聚集体比例分别降低了 !&3&J和增

加了 %!3&J$氨基酸含量分别增加了 !!3!J和

%!3/J$分子质量主要集中在 / ?e,以下% 综上$相

对于高速剪切$热处理对于提高豌豆蛋白水解效率

更加简单有效%
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成+极性组分含量可用于对煎炸油稳定性进行快速

评价$其中脂肪酸组成可作为提前预判油品煎炸性

能的指标! / 种油品的总生育酚氧化速度偏差不

大!一次+二次精炼的 %0I棕榈油在煎炸稳定性和

风险因子的变化方面没有明显区别$虽然二次精炼

可以除去部分多环芳烃$但损失了有益的微量营养

成分$同时还伴生出新的风险因子$如增加了 / #

aQ_e)+反式脂肪酸% 对食用油加工业而言$应倡

导适度加工$以降低精炼过程营养成分的损失$避免

风险因子的生成%
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