
大米蛋白酶解制备抗氧化肽的研究。

张君慧，张 晖，王兴国，姚惠源

(江南大学食品学院，江苏无锡，214122)

摘 要 以大米蛋白为研究对象，比较了几种酶对大米蛋白的水解作用效果，确定了一种合适的酶源——精制

中性蛋白酶。同时通过单因素试验和响应面分析，确定了采用精制中性蛋白酶制备大米蛋白抗氧化肷的最佳酶

解条件为：[s]5．o％、[E]／[s]2．o％、pH7．o，温度37．5℃、时间4．16 h，该条件下制备的大米蛋白抗氧化肤对

DPPH自由基的清除率为60．54％。
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许多研究证实，氧化与人类及其他动物的许多疾

病诸如癌症、老化、动脉硬化等的发病机理有关[1~5]。

人体通过适当摄入具有抗氧化活性的物质可以降低

体内自由基水平，防止脂质过氧化，帮助机体抵御疾

病[3~1 2’2p22。。同时随着现代食品工业的发展，食品

加工中的油脂氧化问题亟待解决，通过添加具有抗氧

化活性物质的方法也可以增加食品体系的稳定性。

目前采用的化学合成类抗氧化剂如BHT、BHA、TB-

HA、TBHQ等虽然能抑制油脂氧化，却带来食品的

安全性问题[6’9’12’1引。天然抗氧化剂除了具有较强抗

氧化活性还有很高的安全性，因此目前人们把研究重

点逐步转向天然抗氧化剂，着手从各种植物、动物组

织中提取[18卅2|。

生物肽由于其特殊的结构特点，与氨基酸和大分

子蛋白质等相比较，食用安全性更高，具有极强的活

性和多样性，且其抗氧化性更为显著，被称为抗氧化

活性肽(简称抗氧化肽)[12叫51。由于这些肽类在天然

原料中存在的含量较低，寻找更广泛来源的抗氧化肽

引起了各国食品科学家的普遍关注[1“1乳20]。酶水解

可以提高蛋白质的功能特性，得到的肽具有一些蛋白

质无法比拟的物理化学特性[7]。

本文利用单因素和响应面分析法优化了制备大

米蛋白抗氧化肽的酶解条件，为进一步开发利用大米

蛋白提供了可能，同时为之后进一步对大米蛋白抗氧

化肽的功能性质及结构研究提供基础。

1 材料与方法

1．1材料和仪器
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大米蛋白，通过碱提酸沉法制备(干基蛋白质含

量69．87％)，DPPH(1，1一diphenyl一2一picrylhydra—

zyl)。美国Sigma公司；其他均为分析纯试剂；蛋白

酶，杰能科酶制剂公司；超级恒温水浴，上海市实验

仪器厂；PHS．2型酸度计，上海第二分析仪器厂；

JXL型沉淀离心机，上海医用分析仪器厂。

1．2方 法

1．2．1制备方法

1．2．1．1 大米蛋白的制备

大米粉碎过80目筛，取筛下物1：12(谛／v)加入

O．1 mol／L NaOH溶液，室温下(20～25℃)充分搅

拌浸提2 h，4 000 r／min条件下离心分离20 min。所

得残渣按料水比1。6的比例按上述方法重复浸提1

次，合并2次浸提的上清液，调节上清液的pH值为

5．5，4℃静置1 h，倾去上清液，然后4 Ooo r／min离

心分离20 min，沉淀用蒸馏水洗涤2次，离心收集沉

淀。所得沉淀冷冻干燥制得大米分离蛋白。置于干

燥器中保存备用。

1．2．1．2制备大米蛋白酶解肽的工艺路线

5％脱脂大米蛋白悬浮液一调pH值一一定温度

下超级恒温水浴酶反应器中溶解30 min一按不同底

物浓度、加酶量、pH、温度进行酶解(pH—stat法使体

系pH稳定)一85℃／10 min灭酶一3 500 r／min离

心15 min一上清液一真空浓缩一冷冻干燥一大米蛋

白肽

酶解反应的具体条件如表1所示。反应过程中

以0．1 mol／L的Na0H标准溶液维持酶解液pH恒

定，采用pH—Stat法测定水解度的变化。

1．2．2分析方法

1．2．2．1 水解度(DH)测定[11]

DH／％=B×Nb×吉×壶×忐×100
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式中，B为碱液体积，mL；N为碱液浓度mol／L；

a为a一氨基的解离度；Mp为底物中蛋白质的总量，g；

．Il。为底物中蛋白质的肽键总数，mmol／g(蛋白质)。

1．2．2．2大米蛋白抗氧化肽DPPH自由基清除能

力测定[1．]

采用Chen等人的方法测定自由基清除活力。

将干燥的水解产物和过滤产物溶解在4 mL蒸馏水

中，制得浓度为O％，O．04％，O．08％，O．12％，

0．16％，0．2％和o．24％(m／v)蛋白质溶液。添加1

mL的40肚mol／L DPPH自由基的乙醇溶液至各样品

溶液中。25℃下静置30 min，于517 nm测定吸收

值。计算样品中残留的自由基：

剩余的DPPH自由基／％=loo一[(DPPH空白

+对照样品)一DPPH样品／(DPPH空白)]×100

DPPH空白指1 mL的40肛mol／L DPPH自由基

的乙醇溶液加入到4 mL蒸馏水中测得的吸收值；

DPPH样品指1 mL的40肛mol／L DPPH自由基的乙

醇溶液加入到4 mL样品溶液中测得的吸收值；对照

样品指4 mL样品溶液加入1 mL乙醇溶液中测得的

吸收值。

EC50即自由基清除能力达到50％时所需酶解

样品的浓度。

1．2．3试验设计

1．2．3．1单因素影响试验

主要考察[E]／[S]、反应温度及反应时间对酶解

产物的DPPH自由基清除能力的影响。

1．2．3．2响应面分析法试验设计

选择因素时主要选择单因素试验中对响应值

(DPPH自由基清除率)有显著影响的因素。根据

SAS系统Box-Benhnken的中心组合实验设计原理，

采用SASrereg程序对实验数据进行回归分析。

2 结果与分析

2．1 酶源的确定及酶解条件的单因素试验

因不同蛋白酶的底物特异性及作用位点的差异，

不同蛋白酶作用于大米蛋白的水解程度不同，而且不

同蛋白酶水解得到的酶解产物的功能性也将有所不

同。因此，文中选用了木瓜蛋白酶、胰蛋白酶、风味蛋

白酶、精制中性蛋白酶及高效水解蛋白酶5种蛋白酶

进行酶解试验，在各种酶的推荐温度和pH下酶解，

并对其冻干样品的体外抗氧化活性进行了评价。试

验结果见表1。

由表1及图l结果可知，精制中性蛋白酶具有作
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用条件温和，作用于大米蛋白水解度高，而且酶解产

物体外抗氧化活性强(ECs。值较低)的优点，因此，试

验结果确定精制中性蛋白酶为酶解大米蛋白的合适

酶源。

裹l不同蛋白蘸的酶解反应条件及大米蛋白酶解产物的

DPPH清除能力比较

蛋白酶删℃舢器警
木瓜蛋白酶 50～65 6．0～7．0

胰蛋白酶 45～50 7．0～8．O

风味蛋白酶 50 5．o～7．0

精制中性蛋白酶 30～50 7．D～8．0

高效水解蛋白酶 40～50 7．0～8．O
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图1不同蛋白酶水解大米蛋白的工作曲线

在酶源确定的前提下，影响蛋白质酶解的因素主

要有底物浓度、酶浓度、反应温度、反应pH及反应时

间等，因而下面进行单因素试验分别讨论了上述因素

对酶解效果的影响。

2．1．1不同底物浓度[S]对DH的影响

考虑工业化生产及其经济效益，本研究从2．5％

开始逐步加大[S]，在[E]／[S]2％、pH7．o及37℃

的条件下考察了[S]对DH的影响。由图2可知，

5．o％为最适[S]，[S]为7．5％和10．o％时，水解度

很低，是由于7．5％～10．0％的[S]会产生显著的底

物抑制作用；而[S]为5．o％和2．5％时的水解进程

曲线在200 min左右有交叉点，此后前者的DH比后

者稍高，可能是由于后者底物浓度太低，酶解产物抑

制作用明显造成的。

2。1．2不同酶与[E]／[S]对DH的影响

在[E]《[S]时，一般认为酶反应速度正比于

[E]。本研究从1．o％开始逐步加大[E]／[S]，在[S]

5．oo％、pH 7。o及37℃的条件下考察了不同[E]／

[s]对DH的影响。由图3可见，随着[E]／[S]的增

加，精制中性蛋白酶Neutrase水解大米蛋白的初速

度加快，DH增大，但DH的提高并不随[E]／[S]的
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水解时间，h

图2不同[S]精制中性蛋白酶水解大米蛋白的进程曲线

水解明1司，h

图3不同[E]／[s]时精制中性蛋白酶水解

大米蛋白的进程曲线

加倍而加倍，从节约成本的角度考虑，[E]／[S]为

2％比较适宜。

2．1．3 不同pH值对DH的影响

在[s]5．o％、[E]／[s]2。o％及37℃的条件下考

察了不同pH对DH的影响。由图4可见，pH8。O

时，酶的活性较低，DH增加较慢；在pH 7．5时，DH

作用初期增加较快，但90 min后逐渐平缓；pH 6．5

时，作用后期DH下降很快；而pH 7．O时，DH作用

初期增加快，而且整个水解过程中，DH逐渐增加，而

且中性条件在工业上很容易实现。综合考虑，精制中

性蛋白酶水解大米蛋白的最适pH为7．O。
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图4不同pH下精制中性蛋白酶水解大米蛋白

的进程曲线

2．1．4 温度对D日的影响

在[S]5．o％、[E]／[S]2．o％及pH7．o的条件下

考察了不同温度对DH的影响。由图5可见，在酶

解过程的前35 min，DH随温度的升高而增大；以后

35～40℃的DH一直高于45℃的；35℃和40℃的

水解进程曲线在2 h左右有交叉点，此后两者的DH

相差不大。这说明精制中性蛋白酶不能较长时间耐

受45℃的温度，其最适温度为35～40℃。

16

14

12

善·o
越8

羹e
4

2

O

2．2．1 回归分析

采用回归方程：y=口o+口1X1+口2X2+口3X3+

口11X1 2+口22X2 2+n33X32+口12X1X2+口13X1X3+口23

X。X。对试验结果用SASrereg程序进行分析，计算

出回归方程中各系数(见表3)，各因素经回归拟合

后，选择对响应值显著的各项，并用￡检验其显著

性，剔除不显著因子，得到大米蛋白抗氧化肽的
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DPPH自由基清除率y对自变量(提取温度、时间和

液料比)的二次多项回归方程为：

y=61．52+4．92Xl一10。77X2—4．45X3—

12．63X1 2—10．72X2 2+6．02X2X3—11．70X3
2

对大米蛋白酶解物DPPH自由基清除率y回归

方程的方差分析(见表3)表明：交互项的F检验也呈

高度显著性，说明3因素之间存在相互影响；失拟项

F检验不显著，表明用方程y拟合3个参数与DP—

PH自由基清除率之间的关系是可行的；回归方程各

项的方差分析结果还表明方程的一次项、二次项的影

响都是高度显著的，并且交互项中x2与Xs项显著，

因此各个具体试验因子对响应值的影响不是简单的

线性关系。并且该模型的R2=o．978 4，R删2=

O．960 O，说明该模型与实际试验拟合较好，自变量与

响应值之间线性关系显著，试验误差小，故可用回归

方程代替试验真实点对试验结果进行分析。

裹3回归方程系觳及其显着性检验

根据回归分析结果(表3)，作出相应曲面图，如

图6所示。可以看出，酶解温度对DPPH自由基清

除率的影响最大，温度在35～40℃时，随着温度的

增加，DPPH自由基清除率也随之增加，而低于35

℃或超过40℃，DPPH自由基清除率较低；其次是

时间，但是如果提取时间超过4 h，DPPH自由基清

除率会降低。采用SAS软件的Rsreg语句对试验模

型进行典型性分析，获得大米蛋白抗氧化肽的酶解最

佳条件为：提取温度37．5℃、时间4．16 h，在此条件

下，DPPH自由基清除率理论值达到61．56％。

图6温度与时间对大米蛋白抗氧化肽DPPH自由基

清除率影响的响应面图

2．2．2验证试验

按照最佳提取条件进行试验验证，重复3次，

DPPH自由基清除率为60．54％。DPPH自由基清

除率试验值(60．54％)与模型的理论值(61．56％)的

差值仅占理论值的1．02％，可见该模型可以较好地

74I一

反映出酶解大米蛋白的条件。

3 结 论

(1)采用不同的蛋白酶水解大米蛋白，通过观察

其水解曲线及其酶解产物的DPPH自由基清除能

力，确定了水解大米蛋白的最佳酶源为精制中性蛋白

酶。

(2)通过单因素试验初步确定酶解大米蛋白抗氧

化肽的条件为：[s]5．o％、[E]／[s]2．o％、pH7．o、

35．O℃、4 h。

(3)通过响应面分析优化的大米蛋白抗氧化肽的

最佳酶解条件为：[S]5．o％、[E]／[S]2．o％、pH7．o、

温度37．5℃、时间4．16 h，该条件下制备的大米蛋白

抗氧化肽对DPPH自由基的清除率为60．54％。
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Preparation Of AntiOxidant Peptide from Rice Protein by Enzymatic Hydrolysis

Zhang Junhui，Zhang Hui，Wang Xingguo，Yao Huiyuan

(School of Food Science and Technology，S0uthem Yangtze University，Wu】【i 21412Z，China)

ABSTRACT 5 different proteases哥ere applied to hydrolyze the rice protein，and Neutrase was chosen to be

the best one for the enzymatic hydrolysis． The Response Surface Methodology(RSM)was used to optimize

the factors a{fecting Neutrase hydrolysis． The optimal hydrolytic conditions for preparing antioxidant peptide

from rice protein by protease Neutrase were：[S]5．o％，[E]／[S]2．o％，pH 7．0，temperature 37．5℃，and

time 4．1 6 h． Furthermore，the antioxidant peptide from rice protein prepared under this condition showed

stronz scavenging activities of DPPH radical as 60．54％．

Key words rice protein，enzymatic hydrolysis，antioxidant peptide，RSM，the optimum condition
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