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双酶分步水解制备菜籽蛋白肽

金晶1 ,2 ,　徐志宏 3 1 ,2 ,　魏振承1 ,　谢笔钧2 ,　刘 军1 ,2

(1. 广东省农业科学院 农业生物技术研究所 ,广东省农产品加工公共实验室 ,广东 广州 510610 ;

2. 华中农业大学 食品科技学院 ,湖北 武汉 430070)

摘　要 : 实验选取 Alcalase 214 L 碱性蛋白酶和复合风味蛋白酶分步水解菜籽蛋白。结果表明双

酶分步水解制备菜籽肽的最佳工艺为 Alcalase碱性蛋白酶在 p H 值 915 ,温度 55 ℃,底物质量分

数 3 % ,酶活性 5 500 u/ g条件下酶解 515 h ,水解度为 21114 % ,再用复合风味酶在 p H 值 6 ,温度

50 ℃,酶活性 900 u/ g条件下继续酶解 3 h。单因素试验和正交实验研究粗肽液用活性炭脱色的

优化条件为 :在活性炭质量分数 115 % ,p H 值 415 ,温度 55 ℃条件下脱色 50 min ,脱色率达

32115 % ,氨基酸损失率为 25115 %。
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Abstract : In t his manuscript , t he determination of optimum conditions of the rapeseed protein

hydrolization was performed and t he result s listed as follows : hydrolyization time 5 hours wit h

alcalase at p H 915 , 55 ℃, 3 % subst rate and enzyme concent ration 5500 u/ g , t he hydrolysis rate

could reach to 21114 % , t hen hydrolization wit h flavourzyme for 3 hours at p H 6 , 50 ℃ and

enzyme concent ration 900 u/ g , t he bit ter value of rapeseed protein hydrolysates was very low

under such conditions. The result s of decoloration experiment of rapeseed p rotein hydrolysates

wit h active carbon showed t hat t he optimum conditions were : active carbon do sage 115 % , p H

415 , temperat ure 55 ℃, and reaction time 50 min , the decoloration rate could reach to 32115 % ,

and t he amino acid loss rate was 25115 % under such conditions.
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　　菜籽蛋白是一种优质蛋白 ,生物效价和营养价

值比大豆、花生、棉籽等其他植物蛋白高 ,水解后制

备成具有生理活性的菜籽蛋白肽的生物效价和营

养价值更高。碱性蛋白酶 (Alcalase)是一种高效的

细菌蛋白酶 ,主要用于水解各种蛋白质 ,该酶的主

要有效成分枯草杆菌蛋白酶 A 是一种内切蛋白酶。

而且 Alcalase 碱性蛋白酶具有高度的操作安全

性[1 ]。复合风味酶 ( Flavourzyme)是一种用于中性

或微酸性条件下水解蛋白质的真菌蛋白酶/肽酶的

复合体 ,该酶可用于脱除低水解读产物的苦味 ,同

时也可用于水解蛋白质 ,增进和改善水解液的风

味[2 ]。由于不同的酶它们的最适 p H 值 ,最适温度

不一样 ,为了使它们达到最佳的水解效果 ,一般采

取分步酶水解的方法。本实验选用碱性蛋白酶和

复合风味酶对菜籽蛋白进行分步酶水解 ,结果表明

利用此两种酶进行酶解可有效提高水解度以及减

少菜籽多肽的苦味。

菜籽蛋白经碱性蛋白酶解后其溶解性得到了

改善 ,经风味复合酶酶解后其苦味值降低 ,但其色

泽较深 ,气味较重 ,需要进行脱色脱异味处理。活

性炭具有很大的比表面积 ,当被脱除的有色物质的

分子直径小于或等于活性炭的入孔直径时可被活

性炭吸附而起到脱色效果 ,同时 ,活性炭还兼具脱

臭的效果[3 ]。本实验采用粉末活性炭作为吸附剂

对菜籽蛋白酶解液进行脱色实验。

1　材料与方法

111　试验材料

菜籽蛋白 :作者自制 ,蛋白质量分数 83167 % ;

碱性蛋白酶 Alcalase 214L (活力 95 000 U/ g) :丹麦

NOVO 公司产品。 Fl avourz y me 复合风味酶

500M G(活力为 7740U/ g) :丹麦 NOVO公司产品。

其它所用化学试剂均为分析纯。

112　主要试验仪器

台式离心机 : TDL25 型 ,上海安亭科学仪器厂

生产 ;p H计 :p hs23C型 ,上海理达仪器厂生产 ;分析

天平 : FA2004 型 ,上海精科天平厂产品 ;分光光度

计 :UV21700 ,Sigma 公司产品 ,美国 ;冷冻干燥机 :

FD21 ,北京博医康实验仪器公司生产 ;恒温水浴振

荡器 :SHA2C ,金坛市精达仪器制造厂生产。

113　方法

11311　蛋白酶活力测定 　福林2酚法 ,见参考文献

[4 ]。

11312　蛋白质水解度 (D H)测定 　p H2stat 法 ,见

参考文献[5 ]。

11313　氨基态氮测定 　甲醛快速滴定法 ,见参考

文献[ 6 ]。

11314　苦味值的测定 　感官评定法 ,见参考文

献[ 7 ]。

11315　酶解方法

配制一定浓度的菜籽蛋白溶液 ,水浴至实验设

定的温度 ,用 1 mol/ L 的 NaO H调 p H 至实验设定

值 ,加入适量的碱性蛋白酶并低速搅拌。在反应过

程中以 011 mol/ L 的 NaO H 维持 p H 值恒定 ( ±

011 p H值单位) ,水解至预定时间后 ,酶解液置沸水

浴 10 min钝化碱性蛋白酶 ,冷却到 2次酶解所需的

温度 ,调 p H值 ,加入适量的复合风味酶 ,低速搅拌 ,

水解至预定时间后至沸水浴中钝化复合风味酶 ,

5 000 r/ min的转速离心 10min ,取上清液于烧杯

中 ,冷冻干燥[8 - 10 ]。

11316　脱色研究方法　在菜籽蛋白肽液中加入一

定量的活性炭吸附剂 ,用 1 mol/ L 的 NaO H 调 p H

值 ,设定脱色温度 ,在水浴恒温振荡器中振荡一定

的时间 ,过滤水解液 ,上清液在波长为 400 nm 处测

定其吸光度 ,按下列公式计算脱色率[3 ,11 ] ;同时上清

液在波长为 280 nm 处测定其吸光度 ,按下列公式

计算氨基酸损失率 :

脱色率 ( %) =
A 400脱色前 - A 400脱色后

A 400脱色前
×100

氨基酸损失率 ( %) =
A 280脱色前 - A 280脱色后

A 280脱色前
×100

2　结果与分析

21 1　酶水解条件的试验研究

21111　酶活力对酶解菜籽蛋白水解度的影响　在

不同的酶浓度下 ,p H 值为 8 ,温度 50 ℃,底物质量

分数 3 % ,酶解 180 min ,测定水解度 ,结果见图 1。

图 1　酶浓度对水解度的影响

Fig. 1　Effect of [ E] on hydrolysis rate

　　随着酶活力的增加 ,水解度也随之增加 ,当酶

活力达到 5 000 u/ g时 ,水解度达到最大 ,当酶浓度

继续增加时 ,水解度变化不大 ,考虑到成本等经济
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原因 ,故选择酶活力 5 000 u/ g。

21112　p H值对酶解菜籽蛋白水解度的影响 　在

不同的 p H 条件下 ,酶浓度 5 000 u/ g ,温度 50 ℃,

底物质量分数 3 % ,酶解 180 min ,测定水解度 ,结果

见图 2。

图 2　pH对水解度的影响

Fig. 2　Effect of pH on hydrolysis rate

　　由图 2可知 ,随着 p H值的增大 ,水解度逐渐增

大 ,到 p H 值 915 时达到最大 ,继续增加 p H 值时 ,

由于过高的 p H值降低了酶的活性 ,水解度降低 ,且

酶解液颜色显著加深 ,气味也显著加重 ,故选择 p H

值为 915。

21113　底物质量分数对酶解菜籽蛋白水解度的影

响　在不同的底物浓度下 ,酶浓度 5 000 u/ g ,p H

值 915 ,温度 50 ℃,酶解 180 min ,测定水解度 ,结果

见图 3。

图 3　底物浓度对水解度的影响

Fig. 3　Effect of concentration of substrate on hydrolysis

rate

　　由图 3可知 ,当底物质量分数在 3 %时 ,水解度

最大 ,故选择底物质量分数为 3 %。

21114　温度对酶解菜籽蛋白水解度的影响　在不

同的温度下 ,酶活力 5 000 u/ g ,p H 915 ,底物质量

分数 3 % ,酶解 180 min ,测定水解度 ,结果见图 4。

由图 4可知 ,随着温度的上升 ,水解度逐渐增

大 ,当温度在 45 ℃～55 ℃时 ,水解度达到最大且相

对稳定 ,继续升高温度 ,酶的活性受到了抑制 ,使水

解度逐渐降低。综合考虑 ,选择酶解温度 50 ℃。

图 4　温度对水解度的影响

Fig. 4　Effect of temperature on hydrolysis rate

21115　水解时间对酶解菜籽蛋白水解度的影响　

酶浓度 5 000 u/ g ,p H值 915 ,底物质量分数 3 % ,温

度 50 ℃,酶解不同的时间 ,测定水解度 ,结果见图 5。

图 5　酶解时间对水解度的影响

Fig. 5　Effect of time on hydrolysis rate

　　由图 5 可知 ,随着水解时间的延长 ,水解度不

断增加 ,在酶解 4 h后水解度增加缓慢 ,水解 5 h ,水

解度达到最大 ,继续水解 ,水解度增加不明显 ,考虑

到经济原因 ,故选取酶解时间为 5 h。

21116　碱性蛋白酶酶解正交实验　在单因素的实

验基础上 ,固定底物质量分数 ,以 p H值、酶浓度、酶

解时间和提取温度为因素 ,设计 L9 (34 )正交实验 ,

实验方案和结果见表 1。
表 1　正交实验方案与结果分析

Tab. 1　The result of orthogonal experiment

试验
序号

酶解试验因素
A

(酶浓度) /
(u/ g)

B
(p H)

C
(温度) /
℃

D
(时间) /

h

D H/
%

1 1 (4 500) 1 (9) 1 (45) 1 (4. 5) 18. 71

2 1 2 (9. 5) 2 (50) 2 (5) 20. 57

3 1 3 (10. 0) 3 (55) 3 (5. 5) 20. 78

4 2 (5 000) 1 2 3 19. 23

5 2 2 3 1 20. 64

6 2 3 1 2 20. 50

7 3 (5 500) 1 3 2 19. 45
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续表 1

试验
序号

酶解试验因素
A

(酶浓度) /
(u/ g)

B
(p H)

C
(温度) /
℃

D
(时间) /

h

D H/
%

8 3 2 1 3 20. 93

9 3 3 2 1 20. 58

K1 20. 02 19 . 13 20. 05 19. 98

K2 20. 12 20 . 71 20. 13 20. 17

K3 20. 32 20 . 62 20. 29 20. 31

R 0. 30 1. 58 0. 24 0. 33

　　由表 1可见 ,对水解度影响对大的是 p H值 ,酶

解时间和酶浓度次之 ,温度影响最小。最优组合是

A 3 B2 C3 D3 ,因为此组合不在正交表中 ,故需做一组

最优组合的实验 ,即在酶解活力为 5 500 u/ g ,p H

值 915 ,酶解温度 55 ℃条件下酶解 51 5 h ,测得的水

解度为 21114 %。

212　复合风味酶对菜籽蛋白的 Alcalase碱性蛋白

酶水解物的继续水解作用

21211　复合风味酶酶活力对 2次酶解的影响　在

不同的复合风味酶酶浓度条件下 ,p H 值 610 ,温度

50 ℃,酶解 1 h ,以每 mL 水解液中游离氨基氮含量

和苦味值为指标 ,结果如图 6。

图 6　复合风味酶酶浓度对二次酶解的影响

Fig. 6　Effect of Flavourzyme [ E] on the second hydrol2
ysis

　　由图 6 可知 ,随着复合风味酶浓度的增加 ,游

离氨基氮的含量逐渐增加 ,苦味也在逐渐减轻 ,酶

活力到 900 u/ g时 ,游离氨基氮含量达到最大 ,再增

加酶浓度 ,游离氨基氮含量增加不显著 ,苦味减轻

也不显著。故选择复合风味酶浓度为 900 u/ g。

21212　p H 值对 2 次酶解的影响 　在不同的 p H

条件下 ,酶活力 900 u/ g ,温度 50 ℃,酶解 1 h ,以每

毫升水解液中游离氨基氮含量和苦味值为指标 ,结

果如图 7。

图 7　pH对二次酶解的影响

Fig. 7　Effect of pH on the second hydrolysis

　　由图 7 可知 ,p H 值在 6～7 的范围内 ,游离氨

基氮的变化不显著 ,在 p H值为 6时 ,游离氨基氮含

量最大 ,p H过大或过小都不利于复合风味酶二次

酶解菜籽蛋白。同时 ,p H 过高或过低都无法使酶

解液的苦味减轻 ,故选取 2次酶解的 p H值为 6。

21213　酶解温度对 2次酶解的影响　在不同的酶

解温度下 ,p H值 610 ,酶浓度 900 u/ g ,酶解 1 h ,以

每 mL 水解液中游离氨基氮含量和苦味值为指标 ,

结果如图 8。

图 8　酶解温度对 2次酶解的影响

Fig. 8　Effect of temperature on the second hydrolysis

　　由图 8可知 ,游离氨基氮含量先随着温度的增

加而增加 ,当温度达到 50 ℃时 ,游离氨基氮含量达

到最大 ,温度继续上升时 ,游离氨基氮含量慢慢减

少 ,酶解液苦味恰好相反 ,过低或过高的温度都无

法达到减轻酶解液苦味值的效果 ,故选取 50 ℃为 2

次酶解的温度。

21214　酶解时间对二次酶解的影响 　p H 值 610 ,

酶解温度 50 ℃,酶活力 900 u/ g ,酶解不同的时间 ,

以每毫升水解液中游离氨基氮含量和苦味值为指

标 ,结果如图 9。

由图 9可知 ,酶解前 3 h ,游离氨基氮含量随着

酶解时间的延长迅速增加 ,3 h后 ,游离氨基氮含量

增加缓慢 ,菜籽肽的苦味值在酶解 3 h后达到最小 ,

继续酶解 ,苦味值不发生明显的改变。综合考虑 ,

故选择酶解时间为 3 h。
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图 9　酶解时间对二次酶解的影响

Fig. 9　Effect of time on the second hydrolysis

综上所述 ,菜籽肽酶分步酶解工艺为先用 A lcal ase

碱性蛋白酶在水解条件为 : A lcal ase碱性蛋白酶酶

浓度为 5 500 u/ g ,温度 55 ℃,p H值为 915 ,菜籽蛋

白质量分数 3 %酶解 515 h ,然后用复合风味酶在

p H值 610 ,酶解温度 50 ℃,酶活力 900 u/ g的条件

下酶解 3 h ,得到游离氨基氮含量较高 ,苦味值较低

的菜籽肽酶解液。

3　菜籽肽的脱色实验

由于此时的菜籽肽酶解液颜色较深 ,且气味较

重 ,故需要进行脱色实验 ,本实验采用粉末活性炭

作为吸附剂对肽液进行脱色实验 ,根据单因素实验

得到一系列的单因素实验结果 ,然后结合正交试验得

出最佳工艺 ,实验设计方案和结果分析如表 2、表 3。
表 2　正交试验设计方案

Tab. 2　Design of orthogonal test

水平
活性炭

质量分数/ %
p H值 温度/ ℃

时间/

min

1 1. 50 % 4. 5 55 50

2 2 % 5 60 60

3 2. 50 % 5. 5 65 70

表 3　正交实验方案与结果分析

Tab. 3　The result of orthogonal experiment

试验

序号

酶解试验因素

活性炭

质量分数/ %
p H值 温度/ ℃ 时间/ h

脱色

率/ %

氨基酸

损失率/ %
R

1 1 1 1 1 32. 15 25. 15 75. 16

2 1 2 2 2 26. 61 30. 80 36. 91

3 1 3 3 3 27. 65 32. 04 38. 20

4 2 1 2 3 28. 68 33. 87 38. 00

5 2 2 3 1 33. 07 37. 03 48. 48

6 2 3 1 2 26. 44 37. 11 20. 80

7 3 1 3 2 38. 50 45. 63 50. 00

8 3 2 1 3 36. 00 45. 21 40. 66

9 3 3 2 1 34. 45 43. 21 39. 12

K1 50 . 09 54. 39 45 . 54 54 . 25

K2 35 . 76 42. 02 38 . 01 35 . 90

K3 43 . 26 32. 71 45 . 56 38 . 95

R 14. 33 21. 68 7. 55 18. 35

　　由极差分析可知 ,对脱色实验效果的影响 p H

值 >时间 >活性炭用量 >温度 ,由此可得出最优脱

色工艺 ,即正交实验中的方案 1 ,活性炭用量为质量

分数 115 % ,p H值 415 ,温度 55 ℃,时间 50 min ,脱

色率可达 32115 % ,氨基酸损失率 25115 %。

4　结　语

1) 菜籽蛋白经 Alcalase214 L 碱性蛋白酶在酶

浓度 5 500 u/ g ,p H 值 915 ,酶解温度 55 ℃的条件

下酶解 515 h ,可得到水解度为 21114 %肽液。

2) 经碱性蛋白酶酶解的菜籽肽液经复合风味

酶在 p H值 610 ,酶解温度 50 ℃,酶浓度 900 u/ g的

条件下酶解 3 h ,可得到游离氨基含量较高 ,苦味较

低的菜籽多肽。

3) 由于提取菜籽蛋白和酶解时所需的 p H 值

较高 ,故酶解所得的菜籽肽颜色较深 ,且稍有难闻
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的气味 ,故在活性炭用量为质量分数 115 % ,p H 值

415 ,温度 55 ℃条件下脱色 50 min ,得到较清亮的

菜籽肽 ,此方法脱色率可达 32115 % ,氨基酸损失率

25115 %。
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