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碱性蛋白酶水解豆粕制备大豆多肽

黄雅燕，王文平，肖美添

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　采用碱性蛋白酶水解豆粕制备大豆多肽，以蛋白质的转化率和水解度为指标，通过单因素试验，考察

影响酶解工艺的主要因素，并利用正交试验确定最佳酶解条件．结果表明：在温度为５５℃，ｐＨ值为９．５，加酶

量为０．１５％，底物质量分数为７％的最佳条件下，水解豆粕３ｈ，其转化率可达７５．７３％，水解度为４９．３０％．液

相色谱分析表明：酶解液的大豆多肽相对分子质量分布主要集中在５０００以下，占比达８０．２１％．
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豆粕是大豆加工生产豆油的副产品，约含４５％～５０％的大豆蛋白质，有很高的开发和利用价值
［１］．

由于大豆蛋白分子量大、不易吸收，而且存在多种抗营养因子，目前主要用作饲料，在食品方面应用极

少．大豆多肽是由大豆蛋白经蛋白酶水解生成的低分子肽混合物．研究表明：大豆多肽具有低黏度、高稳

定性等优良加工特性，以及降低血清胆固醇、降血压和促进脂肪代谢等独特的保健功能，是一种比较理

想的新型大豆深加工产品［２?３］．近年来，采用酶法水解豆粕制备大豆多肽的研究日渐增多，但大多以水解

度为唯一考察指标，且水解度普遍不高［４?５］．本文采用碱性蛋白酶水解豆粕粉，以转化率和水解度为考察

指标，通过单因素和正交实验，确定最佳酶解工艺条件，并测定大豆肽的相对分子质量分布．

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

豆粕（粗蛋白的质量分数为４３．４％，粗脂肪的质量分数１．４６％，水的质量分数１１．３５％，福建省福

海粮油公司提供）；碱性蛋白酶（酶比活力为７．４２ｍｋａｔ·ｇ
－１，广西南宁庞博生物工程有限公司）；细胞

色素Ｃ（犕ｒ＝１２５００）、抑肽酶（犕ｒ＝６５１１．４４）、杆菌肽（犕ｒ＝１４２２．６９）、Ｖａｌ?Ｔｙｒ?Ｖａｌ（犕ｒ＝３７９．５）和

Ｇｌｙ?Ｔｙｒ（犕ｒ＝２３８．２）（美国Ｓｉｇｍａ公司）；三氟乙酸、乙腈均为色谱纯，其他试剂均为分析纯．

１．２　仪器

ＷａｔｅｒｓＬＣ?２９９８型高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ科技有限公司）；ＴＰ?２１４型电子天平（美国丹佛

仪器有限公司）；ＵＶ?１８００型紫外可见分光光度计（上海美谱达仪器有限公司）．

１．３　方法

１．３．１　样品及其制备　将豆粕粉碎，过６０目筛，备用．

１．３．２　碱性蛋白酶水解豆粕　按照一定的底物质量浓度准确称取豆粕于水解反应器中，加入适量蒸馏

水，搅拌均匀．用１．０ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ调节溶液酸碱度至所需的ｐＨ值，准确量取一定量的碱性蛋白

酶加入水解反应器中，反应过程控制系统保持在要求的ｐＨ值．反应至预定时间后，调节酶解液的ｐＨ

值至４．５，使未水解的蛋白质沉淀．在沸水浴条件下，高温灭活５ｍｉｎ，冷却，离心（４０００ｒ·ｍｉｎ－１，２０

ｍｉｎ），取上清液，待测．
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１．３．３　分析方法　蛋白酶活力测定按照ＳＢ／Ｔ１０３１７－１９９９福林?酚法；粗蛋白含量测定按照 ＧＢ

５００９．５－２０１０凯氏定氮法；蛋白质含量的测定按照紫外光吸收法
［６］；转化率（犚）

［７］、水解度（犇犎）测定

均按照茚三酮显色法［８］．

１．３．４　相对分子质量分布　

大豆肽相对分子质量分布采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定．色谱柱为ＳＲＴＳＥＣ?１００（７．８ｍｍ×

３００ｍｍ）；流动相为犞（乙腈）∶犞（水）∶犞（ＴＦＡ）＝２０∶８０∶０．１；ＵＶ检测波长为２２０ｎｍ；流速为０．５

ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温为３０℃；进样量为１０μＬ．采用已知相对分子质量的细胞色素Ｃ（犕ｒ＝１２５００），抑肽

酶（犕ｒ＝６５１１．４４），杆菌肽（犕ｒ＝１４２２．６９），Ｖａｌ?Ｔｙｒ?Ｖａｌ（犕ｒ＝３７９．５），Ｇｌｙ?Ｔｙｒ（犕ｒ＝２３８．２）作为对照

品，进行ＨＰＬＣ分析．相对分子质量校正的线性回归方程为：ｌｇ犕狉＝４．９７１－０．０７７５狋（狉＝０．９９５５）．

２　结果与讨论

２．１　最佳酶解条件

按照酶解工艺，以蛋白质的转化率和水解度为指标，考察温度（θ）、ｐＨ值、底物质量分数（ω（底物））

和加酶量（ω（酶））等因素对酶解过程的影响，结果如图１所示．由图１可以看出：各个因素对酶解反应过

程都有一定的影响，温度为５０℃、ｐＨ值为９．５、加酶量为０．２０％、底物质量浓度为７％为最佳条件．

（ａ）温度 （ｂ）ｐＨ值

　（ｃ）加酶量 （ｄ）底物质量浓度

图１　酶解条件对转化率和水解度的影响

Ｆｉｇ．１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅａｎｄｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

根据单因素试验的结果，设计４因素３水平的正交试验，并进行酶解工艺参数的优化，因素水平的

选取如表１所示，正交试验结果如表２所示，极差分析表如表３所示．

表１　因素水平安排表

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

水平

因素

Ａ
（ｐＨ）

Ｂ
（θ／℃）

Ｃ
（ω（底物）／％）

Ｄ
（ω（加酶量）／％ ）

１ ９．０ ４５ ６ ０．１０

２ ９．５ ５０ ７ ０．１５

３ １０．０ ５５ ８ ０．２０
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表２　正交试验结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

水平 Ａ
（ｐＨ）

Ｂ
（θ／℃）

Ｃ
（ω（底物）／％）

Ｄ
（ω（酶）／％ ）

犚／％ 犇犎／％

１ １ １ １ １ ５３．９２ ２７．４８

２ １ ２ ２ ２ ７２．１２ ４８．９５

３ １ ３ ３ ３ ６９．６１ ３６．５３

４ ２ １ ２ ３ ５７．１６ ２５．８６

５ ２ ２ ３ １ ６９．３０ ３５．７８

６ ２ ３ １ ２ ７５．３９ ４８．０３

７ ３ １ ３ ２ ５４．３９ ２９．１７

８ ３ ２ １ ３ ７０．１８ ３９．７２

９ ３ ３ ２ １ ７２．１１ ４０．３３

表３　极差分析表

Ｔａｂ．３　Ｔａｂｌｅｏｆｒａｎｇｅａｎａｌｙｓｉｓ

水平

犚／％ 犇犎／％

Ａ
（ｐＨ）

Ｂ
（θ／℃）

Ｃ
（ω（底物）／％）

Ｄ
（ω（酶）／％ ）

Ａ
（ｐＨ）

Ｂ
（θ／℃）

Ｃ
（ω（底物）／％）

Ｄ
（ω（酶）／％ ）

犽１ ６５．２２ ５５．１６ ６５．１１ ６６．５０ ３７．６５ ２７．５０ ３４．５３ ３８．４１

犽２ ６７．２８ ７０．５３ ６７．３０ ６７．１３ ３６．５６ ４１．４８ ４２．０５ ３８．３８

犽３ ６５．５６ ７２．３７ ６５．６５ ６４．４３ ３６．４１ ４１．６３ ３４．０４ ３３．８３

犚 ２．０６ １７．２１ ２．１９ ２．７０ １．２４ １４．１３ ８．０１ ４．５８

　　由表３极差分析可知：影响酶解过程转化率和水解度的因素排序不同，分别为Ｂ＞Ｄ＞Ｃ＞Ａ和Ｂ＞

Ｃ＞Ｄ＞Ａ；综合各因素犽值和直观比较，得出理论上最高转化率和水解度的酶解工艺条件也不尽相同，

分别为Ｂ３Ｄ２Ｃ２Ａ２ 和Ｂ３Ｃ２Ｄ１Ａ１．两种优化组合中，因素Ｂ和Ｃ的取值是一致的，因素Ａ（ｐＨ）对转化率

和水解度的影响最小，故可取Ａ１ 或Ａ２．加酶量Ｄ取Ｄ２ 时，转化率比取Ｄ１ 提高０．９５％，而水解度仅降

低０．０７％，故Ｄ因素选择Ｄ２．综合分析，最终确定碱性蛋白酶水解豆粕的最佳工艺条件为Ｂ３Ｄ２Ｃ２Ａ２，

即温度为５５℃，加酶量为０．１５％，底物质量分数为７％，ｐＨ值为９．５．在此条件下做验证实验，重复３

次，转化率分别为７５．２６％，７５．６０％和７６．３３％，平均值达７５．７３％；水解度分别为４８．５２％，４９．５８％和

４９．８０％，平均值达４９．３０％．

２．２　酶解液大豆肽相对分子质量分布的测定

为进一步确定碱性蛋白酶对豆粕的水解效果，将上述水解产物进行高效凝胶过滤色谱分析，观察豆

粕水解产物的相对分子质量分布情况．豆粕酶解物的相对分子质量分布曲线，如图２所示．由图２可以

看出：豆粕水解物中肽相对分子质量的分布是相对连续的，即水解物中存在各种大小不等的肽分子．

通过对比标准品的凝胶色谱图，标准品的相对分子质量分布如图３所示．由图２，３可以看出：绝大

图２　豆粕水解物的相对分子质量分布图　　　　　　　　图３　标准品的相对分子质量分布图
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多数大豆多肽的相对分子量在３００～５０００之间．将样品的色谱数据代入校正曲线中进行计算，经峰面

积归一法计算可得，大豆多肽相对分子质量在２０００～５０００占４５．５０％，３００～２０００占３０．３４％，而大分

子蛋白只占少数．

小分子肽易被人体吸收，而且具有许多生理活性功能，如抗氧化、降血脂、降血压等［９］，因此所优化

的酶解条件比较理想．酶解液相对分子质量小于５０００的大豆多肽比例为８０．２１％，达到３级大豆肽粉

的相对分子质量分布的标准．酶解液相对分子质量的测定为大豆多肽的进一步分离纯化奠定基础．

３　结束语

对碱性蛋白酶水解豆粕的工艺条件进行研究，获得最佳的酶解条件：温度为５５℃；ｐＨ值为９．５；加

酶量为０．２％；底物质量分数为７％．在此条件下水解３ｈ，转化率和水解度分别为７５．７３％和４９．３０％．

ＨＰＬＣ法检测，酶解液大豆多肽相对分子质量分布在５０００以下为８０．２１％，符合国标ＧＢ／Ｔ２２４９２－

２００８《大豆肽粉》中规定的３级大豆肽粉肽段的相对分子质量分布标准．
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犎狔犱狉狅犾狔狊犻狊狅犳犛狅狔犫犲犪狀犕犲犪犾

ＨＵＡＮＧＹａ?ｙａｎ，ＷＡＮＧＷｅｎ?ｐｉｎｇ，ＸＩＡＯＭｅｉ?ｔｉａｎ

（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ３６１０２１，Ｃｈｉｎａ）

犃犫狊狋狉犪犮狋：　Ｔｈｅｓｏｙｂｅａｎｍｅａｌｗａｓｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｔｏｐｒｅｐａｒｅｓｏｙｐｅｐｔｉｄｅｗｉｔｈａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ．Ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅ

ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅａｎｄｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｓｔｈｅｍａｉｎｉｎｄｅｘｅｓｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｃｈｉｅｆｆａｃｔｏｒｓｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｅｎｚｙ

ｍｏｌｙｓｉｓｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｗｉｔｈｓｉｎｇｌｅ?ｆａｃｔｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅｎｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄｕｓｉｎｇｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ．Ｉｔｗａｓ

ｓｈｏｗｎｔｈａｔｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｗｅｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ５５℃，ｐＨ９．５，ｐｒｏｔｅａｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

０．１５％，ｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ７％．Ｕｎｄｅｒｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅａｎｄｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｗｅｒｅ

７５．７３％ａｎｄ５９．３０％ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｗｈｅｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｆｏｒ３ｈ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｅｐｔｉｄｅｓ

ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｓｉｚｅｅｘｃｌｕｓｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓ８０．２１％ｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｅｐｔｉｄｅｗｉｔｈｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｌｅｓｓｔｈａｎ５０００．

犓犲狔狑狅狉犱狊：　ｓｏｙｂｅａｎｍｅａｌ；ｓｏｙｂｅａｎｐｅｐｔｉｄｅ；ａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ；ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅ；ｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

（责任编辑：陈志贤 　　英文审校：刘源岗）

７７６第６期　　　　　　　　　　　　　黄雅燕，等：碱性蛋白酶水解豆粕制备大豆多肽




