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摘要!为有效利用棉籽这一优质蛋白质资源!以棉籽蛋白水解度"*Q$和水解液感官"色泽!气%滋

味$为评价指标!对蛋白酶进行选择!再以棉籽蛋白*Q为指标!利用单因素实验及响应面实验对复

合蛋白酶水解棉籽蛋白制备棉籽多肽的工艺条件进行优化!并研究了棉籽多肽的氨基酸组成及功

能特性& 结果表明'选择碱性蛋白酶和风味蛋白酶按质量比 !k% 构成复合蛋白酶#最优工艺条件为

水解 TQ%"%水解温度 7"f%加酶量 7 """ PFI%水解时间 ." 24A!在此条件下棉籽蛋白 *Q为

!.j$&i#棉籽多肽中有 / 种必需氨基酸!必需氨基酸总含量达到 %!9&" 2IF%"" 2I!占氨基酸总量

的 !79!&i#与棉籽蛋白相比!棉籽多肽的吸湿性有较大提升#在 !"f时棉籽多肽的吸油性较好#在

弱碱性时棉籽多肽的乳化性与乳化稳定性较好#棉籽蛋白*Q与棉籽多肽的起泡性呈正相关!与泡

沫稳定性呈负相关& 采用该工艺制备的棉籽多肽氨基酸含量丰富!具有良好的功能特性&

关键词!棉籽蛋白#水解#多肽#功能特性
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JJ棉籽是棉花的种子%是最主要的油料之一&

!"!% 年%全球棉籽产量约 - $6" 万\& 棉籽粕是棉籽

油提取过程中产生的副产品%其含有 !!i g&7i的

粗蛋白质%是优质的植物蛋白资源& 全球棉籽蛋白

产量约 % """ 万 \%可满足超过 &" 亿人的蛋白质需

求%是可持续的蛋白质来源)%*

& 但目前棉籽蛋白利

用率不高%造成了棉籽资源的浪费&

生物活性肽是蛋白质通过酶(酸(微生物发酵或

胃肠消化处理释放出来的%发挥抗氧化)!*

(抗高血

压)$*

(抗菌)-*

(免疫调节和抗血栓形成)&*等生物活

性作用的物质%是健康营养的保健品)7*

& 目前生物

活性肽的生产多采用水酶法%其反应条件温和(安

全性高%可以使蛋白质的功能特性得到大幅度的

提高& 在水酶法分解蛋白质的过程中%使用不同

蛋白酶会释放不同的氨基酸序列的肽)/*

%其本质

就是使用蛋白酶将大分子蛋白质中的肽键切断%

得到小分子的肽和氨基酸从而改变其功能特

性)6*

%不同蛋白酶之间具有协同性%而复合蛋白酶

聚集了多种酶的活性&

目前生物活性肽主要从牛奶蛋白).*

(鸡蛋蛋

白)%"*

(鱼蛋白)&*

(小麦蛋白)%%*和大豆蛋白)%!*中获

得%缺少从棉籽蛋白中提取生物活性肽的研究)%$*

&

棉籽多肽的氨基酸谱及其吸湿性(吸油性(起泡

性(泡沫稳定性(乳化性和乳化稳定性等功能特性

是食品应用中的重要参数)%*

& 因此%本研究以棉

籽蛋白为原料%采用复合酶法水解制备棉籽多肽%

通过单因素实验对多种影响因素进行探究%通过

响应面实验确定棉籽蛋白水解制备棉籽多肽的最

优工艺条件%并对棉籽多肽的氨基酸组成和不同

水解度"*Q#棉籽多肽的功能特性进行分析%以期

为棉籽多肽在医药(食品等行业的应用提供理论

依据及技术支撑&

<=材料与方法

%9%J实验材料

%9%9%J原料与试剂

棉籽蛋白%实验室自制!碱性蛋白酶"! m%"

&

PFI#(

中性蛋白酶"! m%"

&

PFI#%南宁庞博生物工程有限

公司!木瓜蛋白酶"% m%"

&

PFI#(风味蛋白酶"% m

%"

&

PFI#%W4;Z?3XT公司!其他试剂均为分析纯%国药

集团化学试剂有限公司&

%9%9!J仪器与设备

*̂ #%"% M 集热式恒温加热磁力搅拌器%巩义

市英峪予华仪器厂!n.6-" 自动凯氏定氮仪%济南海

能仪器有限公司! *̂#6 型冷冻干燥机%北京博医康

实验仪器有限公司!L*&N#bM 离心机%湖南省凯

达科学仪器有限公司!TQM #$ [型 TQ计%上海仪

电科学仪器股份有限公司!TQ#M\3\装置%上海亚荣

生化仪器厂!SQ̂ #*Q#M_00*均质器!7"" 高效

液相色谱仪"配 !-6/ 紫外检测器和 ($! 工作站#%

b3\DXZ公司&

%9!J实验方法

%9!9%J棉籽多肽的制备

将棉籽蛋白溶解在蒸馏水中得到 &" IF'的蛋

白溶液%并使用 ! 2;5F'氢氧化钠溶液调节溶液的

TQ%加入一定量的复合蛋白酶%在一定温度下水解

一定时间%然后煮沸 %" 24A 以使蛋白酶失活%再以

& """ XF24A离心 !" 24A后收集上清液%即为棉籽多

肽液%冷冻干燥后得到棉籽多肽%在 #!"f储存

备用&

%9!9!J感官评价

以色泽(气味(滋味为评价指标%挑选 %" 位长期

从事感官评价工作的人员组成感官分析品评小组对

棉籽蛋白水解液进行感官评价&

%9!9$J*Q的测定

参考U;ZD23XI等)%-*的方法%采用 TQ#M\3\法测

定 *Q& 在棉籽水解过程中不断添加 "9& 2;5F'

+3]Q溶液%第 % 个小时每 %" 24A 记录 % 次消耗碱

液的量%然后每 $" 24A 记录 % 次%水解完成后立即

灭酶处理%按下式计算*Q&
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为水解度!5为水解过程中 +3]Q消
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为被

水解的棉籽蛋白质量%I!?
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式中'; 为酶解过程中反应液的 TQ!D为
"

#

+Q

q

$

的解离常数"通常取数值 /#&

%9!9-J棉籽多肽氨基酸组成与含量的测定

参考RW&"".9%!-$!"%70食品安全国家标准

食品中氨基酸的测定1测定棉籽多肽的氨基酸组成

与含量&

%9!9&J吸湿性和吸油性的测定

参考 NG4d;53等 )6* 的方法测定吸湿性& 将

%"9" I棉籽多肽样品装入 &" 2'烧杯%在 !& f

下放置 6 E%样品吸收水增加的质量与初始棉籽

多肽质量的比值为样品的吸湿性&

先称取 !9" I棉籽多肽样品置于 %" 2'离心

管中%再向离心管中加入 & 2'大豆油%涡旋振荡 &

24A%然后分别置于不同温度下水浴 "9& ?%最后以

$ &"" XF24A离心 %" 24A%除去离心管上层未被吸

附的油脂%样品吸收油增加的质量与初始棉籽多

肽质量的比值为样品的吸油性&

%9!97J乳化性和乳化稳定性的测定

取 $9" I棉籽多肽样品放入烧杯中%配制成质

量分数为 $i的样品溶液%再将其 TQ分别调至 $(

&(/(.%加入 $$ 2'大豆油%在 %" """ XF24A下均质 !

24A%然后在 ! """ XF24A 下离心 - 24A%离心管中乳

化层高度与离心管中液体总高度的比值为样品的乳

化性&

将测完乳化性的样品在 6"f条件下水浴 "9&

?%冷却后在 ! """ XF24A下离心 & 24A%"9& ?水浴后

乳化层高度与初始时乳化层高度的比值为样品的乳

化稳定性&

%9!9/J起泡性和泡沫稳定性的测定

参考L4245ZDA3等)%&*的方法测定起泡性和泡沫

稳定性& 将 "9& I棉籽多肽样品分散在 &" 2'蒸馏

水中%调节 TQ为 /& 在 !" """ XF24A 下均质 ! 24A

形成泡沫%样品起泡后在离心管的总高度与样品在

离心管中的原始高度的比值为样品的起泡性&

将测定完泡沫体积的离心管在室温条件下静置

$" 24A%剩余的泡沫体积与原始泡沫体积的比值为

泡沫稳定性&

>=结果与讨论

!9%J蛋白酶的选择

选取碱性蛋白酶(中性蛋白酶(风味蛋白酶和木

瓜蛋白酶 - 种酶制剂%在 - 种酶的最适温度与 TQ

"碱性蛋白酶 &"f(TQ69&%中性蛋白酶 -&f(TQ

/9"%风味蛋白酶 &"f(TQ/9"%木瓜蛋白酶 &"f(

TQ/9"#(水解时间 ." 24A(加酶量 - """ PFI(底物

质量分数 $i条件下对棉籽蛋白进行水解%测定水

解液的*Q%并进行感官评价%结果见表 %&

表 <=蛋白酶种类对水解度及感官评价的影响

蛋白酶 *QFi 感官评价

碱性蛋白酶 %&9& 溶液澄清%呈褐色%无异味

中性蛋白酶 .9$ 溶液澄清%呈浅黄色%轻微苦味

风味蛋白酶 !9- 溶液澄清%无色%具有香味

木瓜蛋白酶 &9/ 溶液澄清%无色%无异味

由表 % 可知%- 种蛋白酶水解棉籽蛋白的*Q有

较大差别%其中碱性蛋白酶的 *Q最高%为 %&9&i&

原因可能是碱性蛋白酶主要含有内肽酶%可切割多

肽链内的肽键%释放中小型肽%并且碱性蛋白酶处理

可以提高棉籽蛋白水解液的抗氧化活性)%-*

& 风味

蛋白酶是内肽酶和外肽酶的混合物%可产生小分子

肽和游离氨基酸%其是 - 种蛋白酶中唯一使水解液

具有香味的蛋白酶& 为了既提高 *Q又保留香味%

选用碱性蛋白酶为主酶与风味蛋白酶按质量比 !k%

构成复合蛋白酶%用于制备棉籽多肽&

!9!J复合蛋白酶水解棉籽蛋白的单因素实验

!9!9%J水解 TQ对棉籽蛋白*Q的影响

在水解温度 7"f(加酶量 7 """ PFI(水解时间

%!" 24A的条件下%选择 TQ为 6(.(%"(%% 进行实

验%考察水解 TQ对棉籽蛋白 *Q的影响%结果如图

% 所示&

图 <=水解7T对棉籽蛋白!T的影响

JJ由图 % 可知%随着水解 TQ的增大%棉籽蛋白的

*Q先从 !%9-6i上升到 !/9/&i%随后又下降到

%69&%i%在 TQ为 %" 时棉籽蛋白 *Q最大%这一结

果与(3等)%7*的实验结果相符& TQ过大或过小时

*Q较低%可能是由于蛋白质和水之间的相互作用

减少%而增强了蛋白质与蛋白质的相互作用%导致蛋

白质聚集和沉淀%从而影响*Q

)%/*

& 因此%最佳水解

TQ为 %"&

!9!9!J水解温度对棉籽蛋白*Q的影响

在水解 TQ.(加酶量 7 """ PFI(水解时间 %!"

24A的条件下%选择水解温度为 -&(&"(&&(7"(7&f

进行实验%考察水解温度对棉籽蛋白*Q的影响%结

果如图 ! 所示&

!$
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图 >=水解温度对棉籽蛋白!T的影响

JJ由图 ! 可知%水解温度从 -&f升高到 &&f%棉

籽蛋白*Q从 %/9&%i上升到 !-9"&i%水解温度在

&& g7&f时% *Q先上升到 !-9-.i再下降到

!!j$7i%这是因为反应温度 && g7"f接近酶的最

适温度%升高温度使酶的活性变高%水解反应速度加

快%*Q增大%继续升高温度破坏了酶的结构%使酶

的活性降低%水解反应速率下降%*Q降低& 因此%

最佳水解温度为 7"f&

!9!9$J加酶量对棉籽蛋白*Q的影响

在水解 TQ.(水解温度 7"f(水解时间 %!" 24A

的条件下%选择加酶量为 ! """(- """(7 """(6 """

PFI进行实验%考察加酶量对棉籽蛋白 *Q的影响%

结果如图 $ 所示&

图 ?=加酶量对棉籽蛋白!T的影响

JJ由图 $可以看出%在加酶量为 ! """ g7 """ PFI

时%棉籽蛋白*Q为 %/96%i g!-9-&i%酶促反应速

度和加酶量呈线性关系%说明这一阶段影响酶促反

应速度的主要因素是加酶量& 加酶量超过 7 """ PFI

后%*Q曲线趋于平缓%这可能是加酶量较大%而底

物浓度不够%影响了反应速度& 因此%考虑到经济成

本等因素%最佳加酶量为 7 """ PFI&

!9!9-J水解时间对棉籽蛋白*Q的影响

在水解 TQ.(水解温度 7"f(加酶量 7 """ PFI

的条件下%选择水解时间为 %"($"(&"(/"(."(%%"(

%$" 24A进行实验%考察水解时间对棉籽蛋白*Q的

影响%结果如图 - 所示&

由图 - 可以看出%在水解时间为 %" g." 24A

时%随着水解时间的延长%*Q从 %$96"i上升到

!6j-.i%说明水解反应快速进行& 在水解时间为

." g%$" 24A时%*Q从 !69-.i上升到 !.9%!i%*Q

曲线趋于平缓%表明随着水解时间的延长%蛋白质水

解达到相对平衡& 因此%考虑到经济效益%最佳水解

时间为 ." 24A&

图 G=水解时间对棉籽蛋白!T的影响

!9$J复合蛋白酶水解棉籽蛋白的响应面实验

在单因素实验的基础上%固定水解时间 ." 24A%

利用*DZ4IA #0<TDX\%"9"9- 软件%以水解 TQ"/#(

水解温度"5#和加酶量"&#为因素%以棉籽蛋白的

*Q"1#为指标进行 W;<#WD?AHDA 响应面实验优

化%响应面实验因素及水平见表 !%响应面实验设计

及结果见表 $&

表 >=响应面实验因素及水平

水平 水解 TQ 水解温度Ff 加酶量F"PFI#

#% . && - """

" %" 7" 7 """

% %% 7& 6 """

表 ?=响应面实验设计及结果

实验号 J/ J5 & 1Fi

% #% #% " !$9"$

! % #% " !!9-&

$ #% % " !$9."

- % % " !-97%

& #% " #% !"97"

7 % " #% !!9%/

/ #% " % !$96.

6 % " % !!966

. " #% #% !-96/

%" " % #% !$9.-

%% " #% % !-9&&

%! " % % !/9%"

%$ " " " !.9$%

%- " " " !.9!.

%& " " " !69.6

%7 " " " !.9!&

%/ " " " !69.7

JJ通过分析复合蛋白酶水解棉籽蛋白的响应面实

验结果%对表 ! 数据建立响应面二次回归模型如下'

$$
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1p!.9%&6 q"9"67/q"9&6%5q"96&&&q"9$!!/5#

"97-&/& q"96/"5& #-9%.&/

!

#%9-7&5

!

#

!j&/6&

!

& JJJ

进一步对该回归模型进行方差分析%结果见

表 -&

表 G=方差分析

来源 平方和 自由度 均方 7 %

模型 %$&9!& . %&9"$ %6/9.&

o"9""" %

""

/ "9"7 % "9"7 "9/- "9-%7 .

5 !9/" % !9/" $$96"

"9""" /

""

& &96& % &96& /$9%-

o"9""" %

""

/5 "9-! % "9-! &9!" "9"&7 7

/& %977 % %977 !"96%

"9""! 7

""

5& $9"$ % $9"$ $/967

"9""" &

""

/

!

/-9%% % /-9%% .!796%

o"9""" %

""

5

!

.9"- % .9"- %%$9"7

o"9""" %

""

&

!

!/9.6 % !/9.6 $-.9.%

o"9""" %

""

残差 "9&7 / "9"6

失拟项 "9-- $ "9%& -96. "9"/. 7

纯误差 "9%! - "9"$

总和 %$&96% %7

J注'

""

为极显著"%o"9"%#

由表 - 可知%模型极显著"%o"9""" %#%失拟项

不显著%表示构建的回归模型拟合度较好%模型可

靠& 模型相关系数 "4

!

# 为 ..9&.i%调整系数

"4

!

NEG

#为 ..9"7i%说明该模型相关度好%实验误差

小%信噪比为 $69&--%大于 -%说明该模型适合预测

棉籽蛋白*Q& $ 个因素对棉籽蛋白 *Q的影响大

小顺序为加酶量K水解温度K水解 TQ&

应用响应面寻优分析方法对回归模型进行分

析%得到最优工艺条件为水解 TQ %"(水解温度

7%j$%f(加酶量 7 -%.9." PFI%在此条件下理论*Q

为 !.9$!i& 考虑到实验的可行性和易操作性%将

最优工艺条件修正为 TQ%"(水解温度 7"f(加酶量

7 """ PFI(水解时间 ." 24A%在该优化条件下重复 $

次验证实验%测得棉籽蛋白的 *Q为 !.9$&i%与预

测值基本一致%表明该模型有效%基于该响应面法所

得到的优化工艺条件准确可靠%具有实际意义&

!9-J棉籽多肽的氨基酸组成及含量

在最优工艺条件下经复合蛋白酶水解得到棉籽

多肽%其氨基酸组成及含量见表 &&

由表 &可知%复合蛋白酶水解得到的棉籽多肽氨

基酸含量丰富%总氨基酸含量达 -/97% 2IF%"" 2I%包

含人体 /种必需氨基酸%总含量为 %!9&" 2IF%"" 2I%

占氨基酸总量的 !79!&i%并且棉籽多肽富含酸性

氨基酸"谷氨酸 %!9%. 2IF%"" 2I(天冬氨酸 &9&7

2IF%"" 2I#(碱性氨基酸"赖氨酸 %9&/ 2IF%"" 2I(

组氨酸 %9%- 2IF%"" 2I(精氨酸 &9$6 2IF%"" 2I#

以及芳香族氨基酸"酪氨酸 %9$& 2IF%"" 2I(苯丙

氨酸 !9&. 2IF%"" 2I#%这可能有助于提高其抗氧

化能力)%6*

& 食物中蛋白质营养价值的高低主要取

决于所含必需氨基酸的种类(含量及其比例是否与

人体所需要的相近%棉籽多肽的氨基酸组成及含量

较为理想%可作为人类营养的可持续替代蛋白质

来源&

= =表 H=棉籽多肽的氨基酸组成及含量 0.@<UU 0.

氨基酸 含量 氨基酸 含量

天冬氨酸"NZT# &9&7 苏氨酸"L?X#

"

%9/7

丝氨酸"MDX# !9&6 谷氨酸"R5=# %!9%.

甘氨酸"R5@# !9"- 丙氨酸"N53# !9%.

胱氨酸"[@Z# "96- 缬氨酸"h35#

"

!9"%

蛋氨酸"(D\#

"

"9/% 异亮氨酸"V5D#

"

%9!$

亮氨酸"5D=#

"

!97$ 酪氨酸"L@X# %9$&

苯丙氨酸"_?D#

"

!9&. 赖氨酸"'@Z#

"

%9&/

组氨酸"Q4Z# %9%- 精氨酸"NXI# &9$6

脯氨酸"_X;# %96- 总和 -/97%

J注'

"

表示必需氨基酸

!9&J棉籽多肽的功能特性

在最佳工艺条件下对棉籽蛋白进行水解%控制

棉籽蛋白的水解时间分别得到 *Q为 "i"棉籽蛋

白#(.i(%6i(!/i的棉籽多肽%对不同*Q棉籽多

肽的功能特性进行测定&

!9&9%J吸湿性和吸油性

放置时间对不同*Q棉籽多肽吸湿性的影响如

图 & 所示&

图 H=放置时间对不同!T棉籽多肽吸湿性的影响

JJ由图 & 可知%随着放置时间的延长%在 " g& E

时棉籽多肽的吸湿性呈较快的上升趋势%在 7 g6 E

时吸湿性曲线逐步趋于平稳达到饱和状态%6 E 时%

*Q!/i的棉籽多肽的吸湿性上升到 !"9.-i%*Q

%6i的上升到 !!9!6i%*Q.i的上升到 %7j$$i%

而棉籽蛋白"*Q"i#的吸湿性上升到 !9&!i%棉籽

蛋白与棉籽多肽的吸湿性差别较大& 棉籽多肽良好

的吸湿性可使其广泛应用到各类食品加工中%解决

-$
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烘焙食品干燥失水等问题%从而改善食品的口感和

风味&

温度对不同*Q棉籽多肽吸油性的影响如图 7

所示&

图 R=温度对不同!T棉籽多肽吸油性的影响

JJ由图 7 可知%当温度从 !"f升高到 6"f%*Q

!/i的棉籽多肽的吸油性从 !9!/i下降到 %9$.i%

*Q%6i的从 !9%6i下降到 %9$/i%*Q.i的从

!j".i下降到 %9$$i%*Q"i的从 !9"!i下降到

%j$"i& 不同*Q棉籽多肽的吸油性均随温度的升

高呈线性下降趋势%原因可能是温度的升高改变了

油脂的黏度%从而影响了油脂与蛋白的结合能力&

随着*Q的升高%吸油性增强%这可能是因为水解作

用改变了蛋白质的分子构象%使蛋白质表面的疏水

性基团充分暴露%从而提高了吸油性& 将棉籽多肽

加入到肉制品中%能形成乳状液和凝胶基质%防止脂

肪向表面移动%因而起着促进脂肪吸收或脂肪结合

的作用& 利用棉籽多肽具有吸油性这一特性%还可

使曲奇具有柔软(膨松的口感%并且能够有效降低脂

肪(热量&

!9&9!J乳化性及乳化稳定性

乳化性是指油和水形成乳化液的能力%乳化稳

定性是指乳化液保持明显稳定状态并且不发生两相

分层不稳定现象的特性& TQ对不同 *Q棉籽多肽

乳化性和乳化稳定性的影响分别如图 / 和图 6

所示&

由图 / 和图 6 可知%棉籽多肽的乳化性为

%"j".i g&&9&&i%乳化稳定性为 %"9"!i g

&&j!/i& 在 TQ为 & 时乳化性和乳化稳定性均达

到最小值%其原因可能是 TQ为 & 时接近棉籽蛋白

的等电点%在等电点附近的乳化性及乳化稳定性最

差& 在 TQ. 时乳化性 "$.9$/i g&&9&&i# 和乳

化稳定性 "$&9!$i g&&9!/i#最高%这可能是弱碱

性的环境中电解质中的阴离子和蛋白质结合%使蛋

白质所带负电荷增加%蛋白质结合水分子的能力增

强%从而溶解度增大%使乳化性及乳化稳定性提高%

这与单因素实验中弱碱环境棉籽蛋白*Q增大相符

合& 由于棉籽多肽具有较高的乳化性和乳化稳定

性%因此棉籽多肽多用于制造烘焙产品(香肠(甜食

和其他乳化产品)%/*

&

图 S=7T对不同!T棉籽多肽乳化性的影响

图 V=7T对不同!T棉籽多肽乳化稳定性的影响

!9&9$J起泡性及泡沫稳定性

起泡性和泡沫稳定性是食品系统中搅打和充气

的首选功能特性& 不同*Q棉籽多肽起泡性和泡沫

稳定性如图 . 所示&

图 W=不同!T棉籽多肽起泡性和泡沫稳定性

JJ由图 . 可知'棉籽多肽的起泡性与 *Q呈正相

关%随着*Q的上升%棉籽多肽的起泡性从 &7977i

上升到 %7%9"/i!泡沫稳定性与之相反%其随*Q的

上升从 6&9-!i下降到 7$9%$i& 这可能是因为棉

籽蛋白的分子较大%其分子间作用力强%故泡沫稳定

性较高%但不利于产生泡沫%而随着 *Q的加大%分

子间作用力减小%泡沫稳定性降低%有利于起泡&

?=结=论

本研究采用碱性蛋白酶和风味蛋白酶按质量比

!k% 构成复合蛋白酶%对棉籽蛋白进行水解%通过单

因素实验以及响应面实验对复合蛋白酶水解棉籽蛋

白的工艺条件进行优化%得到最优工艺条件为水解

TQ%"(水解温度 7"f(加酶量 7 """ PFI(水解时间

&$
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." 24A%在此条件下棉籽蛋白的水解度为 !.j$&i&

采用复合蛋白酶制备的棉籽多肽必需氨基酸含量丰

富%为 %!9&" 2IF%"" 2I%占氨基酸总量的 !79!&i%

且棉籽多肽中富含酸性氨基酸(碱性氨基酸以及芳

香族氨基酸%这可能有助于提高其抗氧化能力& 棉

籽多肽具有良好的功能特性%这对棉籽多肽的多元

开发利用具有重要的意义&
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