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固定化风味蛋白酶水解法生产高水解度大豆肽
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摘摇 要: 采用固定化风味蛋白酶水解大豆蛋白生产大豆肽,以降低生产成本,同时提高水解度。 通

过单因素实验和响应面法对固定化风味蛋白酶法生产大豆肽的条件进行优化。 结果表明,固定化

风味蛋白酶法生产大豆肽的优化水解条件是 65 益、pH 值 8郾 0、加酶量 50 g / L,酶解 7 h,水解度可达

17郾 72% 。 固定化风味蛋白酶重复使用 7 次,相对酶活力仍高达 79郾 1% 。 交联壳聚糖法制备的固

定化风味蛋白酶具有良好的稳定性,可以重复多次使用,用于生产高水解度大豆肽是可行的,有利

于降低生产成本。
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摇 摇 大豆肽是以大豆蛋白为原料,采用酶解法或发

酵法生产的肽类混合物,其主要成分是由 2 ~ 10 个

氨基酸组成的分子质量低于 2 000 u 的低聚肽[1 - 2]。
大豆肽不仅具有大豆蛋白的营养学特性,还具有易

溶于水、流动性好等理化特性和容易消化吸收、缓解

疲劳、提高免疫力、降血糖、降血脂、降血压、促进脂

肪代谢等生理特性[3 - 5],在功能性食品领域应用前

景广阔,市场潜力巨大。
酶法生产大豆肽可采用单酶水解法或复合酶水

解法。 与单酶法相比,复合酶法具有收率高、水解度

高、分子量低、生理活性强等优点,应用更为广泛。
碱性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶与风味蛋白酶

是最常用的蛋白酶,复合蛋白酶也是以其中两种或

多种按一定比例配制而成,其中碱性蛋白酶与风味

蛋白酶是最常用的组合[6 - 8]。 与单酶水解法相比,
同时或依次使用碱性蛋白酶与风味蛋白酶进行水

解,不仅可提高收率和水解度,还可以减轻大豆肽的

苦味。 与碱性蛋白酶相比,风味蛋白酶价格昂贵。
采用合适载体对风味蛋白酶进行固定化,制成固定

化酶,反复多次使用,有利于降低大豆肽的生产

成本[9 - 11]。
本研究采用球形交联壳聚糖法制备固定化风味

蛋白酶,并依次采用碱性蛋白酶和固定化风味蛋白

酶对大豆蛋白进行水解制备高水解度大豆肽,优化

其水解条件,希望能为固定化风味蛋白酶在大豆肽

生产中的应用提供理论依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验材料

大豆蛋白,山东万得福实业集团有限公司,蛋白

质质量分数为 90% ;壳聚糖(脱乙酰度逸90郾 0% )与
福林试剂,北京索莱宝科技有限公司;风味蛋白酶
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(Flavourzyme 500MG)与碱性蛋白酶(2郾 0 伊106 U / g),
诺维信生物技术有限公司;戊二醛(25% 水溶液),
中国医药(集团)上海化学试剂公司;其他试剂均为

国产分析纯。
1郾 2摇 主要仪器

DHZ鄄D 型恒温振荡器,苏州培英实验设备有限

公司;PHSJ鄄 4A 型 pH 计,上海雷磁仪器厂; Spec鄄
trumlab S22 型可见分光光度计,上海棱光技术有限

公司;JA1003 型电子天平,上海恒平科学仪器有限

公司;循环水式真空泵,巩义市予华仪器有限公司。
1郾 3摇 实验方法

1郾 3郾 1摇 固定化风味蛋白酶的制备

固定化风味蛋白酶的制备采用交联壳聚糖

法[12 - 13]。 准确称取 2郾 5 g 壳聚糖,溶于 100 mL 体积

比为 2%的冰乙酸溶液中,逐滴滴入 3%的 NaOH 溶

液中,静置 2 h 使壳聚糖载体硬化,滤出并洗至中

性,再置于质量比为 0郾 5%的戊二醛溶液中反应 6 h
进行交联,滤出并洗去戊二醛残液,即制得活化的壳

聚糖载体。 将载体加入风味蛋白酶溶液中,于 4 益
固定化反应 12 h,滤出并洗去残余酶液,即得固定化

风味蛋白酶,置于 4 益冰箱中保存备用。 风味蛋白

酶活力的测定采用福林酚法(GB / T 23527—2009)。
1郾 3郾 2摇 大豆蛋白的水解[14]

准确称取 10 g 大豆蛋白,置于 250 mL 具塞三角

瓶中,加入 90 mL 去离子水,搅匀,90 益水浴加热 5
min 使蛋白质适度变性,冷却后加入质量比为 1%
(以大豆蛋白的质量计)的碱性蛋白酶,放入摇床中

于 55 益、150 r·min - 1水解 4 h,然后加热至 90 益并

保温 10 min 进行灭酶。 酶解液真空抽滤,滤液采用

固定化风味蛋白酶继续水解,水解结束后,滤出固定

化风味蛋白酶,置于 4 益 冰箱中保存,以备重复使

用,滤液用于测定水解度。
1郾 3郾 3摇 单因素实验

依次采用单因素实验设计对固定化风味蛋白酶

的水解温度、pH 值、时间、加酶量等参数进行优化,
即每次改变一个参数,分别在不同的水解温度(35
~ 85 益)、pH 值(6郾 5 ~ 9郾 0)、时间(1 ~ 10 h)、加酶

量(20 ~ 70 g / L)等条件下按照 1郾 3郾 2 进行水解,并
测定水解度,以确定各参数的优化值。
1郾 3郾 4摇 Box鄄Behnken 实验

在单因素实验的基础上,采用 Box鄄Behnken 实

验设计对固定化风味蛋白酶的水解时间、水解温度

和加酶量等 3 个主要因素进一步优化。 利用 Design

Expert 8郾 0 软件进行实验设计和分析,实验因素及

其水平见表 1。

表 1摇 Box鄄Behnken 实验的因素与水平

Tab. 1摇 Experimental factors and levels of
Box鄄Behnken design

因素 代码
水平

- 1 0 1

时间 / h X1 2 6 10

温度 / 益 X2 35 60 85

加酶量 / (g·L - 1) X3 20 45 70

1郾 3郾 5摇 水解度的测定[15]

水解度( degree of hydrolysis, DH)是指水解过

程中蛋白质中肽键断裂的百分数,可通过测定水解

产物的 琢鄄氨基氮含量进行计算,见式(1)。
水解度(DH) =

水解后生成的 琢鄄氨基氮含量
样品的总含氮量

伊 100% 。 (1)

琢鄄氨基氮含量的测定采用茚三酮法[16],总氮含

量的测定采用凯氏定氮法[17]。
1郾 3郾 6摇 重复使用次数对固定化风味蛋白酶活力的

影响实验

在所优化的条件下,按 1郾 3郾 2 反复多次进行水

解实验, 每次反应结束后,将固定化风味蛋白酶滤

出并洗净,重新置于新鲜的反应体系中进行下一次

水解实验。 每次水解实验结束后,对固定化风味蛋

白酶进行酶活力测定,以评价其稳定性。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 水解温度对水解度的影响

水解温度对大豆肽水解度的影响结果如图 1。
由图 1 可见,温度在 35 ~ 65 益变化时,水解度随着

温度的升高而增大,并在 65 益时达到最大值,此后

再提高水解温度,水解度反而降低,但水解温度为

55 ~ 75 益均能保持较高的水解度,这说明固定化风

味蛋白酶热稳定性较好,在工业应用中可承受较大

的温度波动。 固定化风味蛋白酶水解大豆蛋白的最

适温度为 65 益,这与李峰等[18] 报道的游离风味蛋

白酶的最适温度 55 益相比提高了 10 益,其原因可

能是酶分子与载体结合后,热稳定性提高,热失活速

率下降。 最适反应温度升高,使酶与底物结合频率

提高,水解速度加快,有利于提高工业生产效率。
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图 1摇 水解温度与大豆肽水解度的关系

Fig. 1摇 Effect of temperature on DH of soybean peptides

2郾 2摇 pH 值对水解度的影响

pH 值对大豆肽水解度的影响结果如图 2。 在

pH 值为 6郾 5 ~ 8郾 0 时,随着 pH 值的升高,水解度增

加,并在 pH 值为 8郾 0 时达到最大值。 在 pH 值为

7郾 5 ~ 8郾 5 时,水解度均能保持较高水平。 固定化风

味蛋白酶水解大豆蛋白时最适 pH 值为 8郾 0,这与李

峰等[18]和蔡高峰等[19]报道的游离风味蛋白酶的最

适 pH 值相比提高了 0郾 5,且最适 pH 值范围更宽,这
在工业生产中具有重要意义。

图 2摇 pH 值与大豆肽水解度的关系

Fig. 2摇 Effect of pH on DH of soybean peptides

2郾 3摇 加酶量对大豆肽水解度的影响

固定化风味蛋白酶的使用量对大豆肽水解度的

影响结果如图 3。 由图 3 可见,加酶量较小时,水解

度随加酶量的增加而迅速增大,加酶量达到 50 g / L
后再增大加酶量,水解度不再明显增大。 其原因是

加酶量较低时,增加酶的用量可以提高酶与底物的

结合频率,水解速度加快;随着加酶量的提高,酶与

底物的结合趋于饱和,酶浓度不再是水解反应的限

速因素。 因此,宜选择 50 g / L 为最适加酶量。
2郾 4摇 水解时间与大豆肽水解度的关系

水解时间对大豆肽水解度的影响结果如图 4。
由图 4 可见,随着水解时间的延长水解度逐渐增加,
7 h 后,水解度的增加不再明显,酶解效率降低,因
此,最适水解时间为 7 h。
2郾 5摇 Box鄄Behnken 实验结果及分析

Box鄄Behnken 实验结果如表 2。 利用 Design Ex鄄
pert 8郾 0 软件对实验数据进行多元回归分析,仅考

图 3摇 加酶量与大豆肽水解度的关系

Fig. 3摇 Effect of enzyme dosage on DH of soybean peptides

图 4摇 水解时间与大豆肽水解度的关系

Fig. 4摇 Effect of hydrolysis time on DH of soybean peptides

虑对响应值影响显著的各项,得到水解时间(X1)、
水解温度(X2)及加酶量(X3)与水解度(Y1)间的二

次多项回归方程,见式(2)。
Y1 = 16郾 54 + 2郾 23X1 + 0郾 9X2 + 0郾 6X3 -
0郾 045X1X2 + 0郾 16X1X3 + 0郾 49X2X3 -

2郾 28X2
1 - 0郾 71X2

2 - 0郾 45X2
3 。 (2)

表 2 摇 Box鄄Behnken 实验设计及结果

Tab. 2摇 Box鄄Behnken design and experimental results

实验组别 X1 X2 X3 水解度 / %

1 - 1 - 1 0 10郾 12

2 1 - 1 0 14郾 56

3 - 1 1 0 12郾 63

4 1 1 0 16郾 89

5 - 1 0 - 1 11郾 03

6 1 0 - 1 15郾 27

7 - 1 0 1 12郾 03

8 1 0 1 16郾 91

9 0 - 1 - 1 14郾 75

10 0 1 - 1 14郾 94

11 0 - 1 1 14郾 85

12 0 1 1 16郾 98

13 0 0 0 16郾 87

14 0 0 0 15郾 96

15 0 0 0 17郾 01

16 0 0 0 16郾 87

17 0 0 0 15郾 98
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摇 摇 对回归方程进行方差分析和显著性检验,结果

见表 3。 由表 3 可知,该回归模型极显著 ( P <
0郾 01),失拟项不显著(P > 0郾 05), 说明该模型有较

图 5摇 温度、时间和加酶量等因素对大豆肽水解度的交互影响

Fig. 5摇 Response surface plots showing interactive effect of temperature,hydrolysis
time and enzyme dosage on DH of soybean peptides

表 3摇 回归模型的方差分析

Tab. 3摇 Analysis of variance for fitted regression model

方差源 系数估计 标准差 平方和 均方 F 值 P 值

Model 76郾 38 8郾 49 30郾 69 < 0郾 000 1**

X1 2郾 23 0郾 24 39郾 69 39郾 69 143郾 54 < 0郾 000 1**

X2 0郾 90 0郾 19 6郾 41 6郾 41 23郾 17 0郾 001 9**

X3 0郾 60 0郾 19 2郾 86 2郾 86 10郾 33 0郾 014 8*

X1X2 - 0郾 045 0郾 19 0郾 008 1 0郾 008 1 0郾 029 0郾 869 0

X1X3 0郾 16 0郾 26 0郾 10 0郾 1 0郾 37 0郾 562 1

X2X3 0郾 49 0郾 26 0郾 94 0郾 94 3郾 40 0郾 107 6

X2
1 - 2郾 28 0郾 26 21郾 87 21郾 87 79郾 08 < 0郾 000 1**

X2
2 - 0郾 71 0郾 26 2郾 12 2郾 12 7郾 65 0郾 027 8*

X2
3 - 0郾 45 0郾 26 0郾 85 0郾 85 3郾 07 0郾 123 2

失拟项 0郾 85 0郾 28 1郾 04 0郾 466 3

摇 摇 *表示在 95%置信区间内显著;**表示在 99% 置信区间内显

著

好的拟合度。 模型一次项中 X1与 X2影响极显著(P
<0郾 01),X3影响显著(P < 0郾 05);二次项中,X1影响

极显著(P < 0郾 01),X2影响显著(P < 0郾 05),X3不显

著(P > 0郾 05);交互项均不显著(P > 0郾 05)。 模型

的决定系数 R2 = 0郾 975 3,表明响应值的变化有

97郾 53%来源于所选变量,这说明该模型能很好地反

应水解温度、时间和加酶量对水解度的影响,能够准

确描述与预测大豆蛋白的酶解过程。
摇 摇 利用 Design Expert 8郾 0 软件绘制出的响应面图

可以更直观地描述 X1、X2和 X3等 3 个因素对水解度

的影响,结果如图 5。 通过响应面图可以对各因素

的交互影响进行分析与评价,预测水解度的最大值,
并确定各因素的最佳水平。 模型预测的各因素最佳

水平的编码值分别为 X1 = 0郾 32,X2 = 0郾 21,X3 =
0郾 38,与其相对应的真实值分别为时间 7郾 27 h、温度

65郾 19 益、加酶量 54郾 63 g / L。 在此最优条件下,模
型预测的水解度最大值为 17郾 39% 。 为验证模型预

测结果的准确性,在圆整条件下进行了 3 次验证实

验,即:水解时间 7 h、温度 65 益、加酶量 50 g / L。 水
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解度的实测值为 17郾 72% 依 0郾 31% ,与预测值相差

较小,这说明该模型是准确有效的。 酶水解法生产

的大豆肽,水解度一般在 5% ~ 17% [6,8,14,19 - 21],相
比之下,碱性蛋白酶-固定化风味蛋白酶依次酶解

也可以获得较高的水解度,达到了碱性蛋白酶-风

味蛋白酶同时或依次水解的生产水平。
2郾 6摇 重复使用次数对固定化风味蛋白酶活力的

影响

酶解结束后,固定化风味蛋白酶可以方便地从

水解体系中回收并重复使用。 重复使用次数对固定

化风味蛋白酶活力的影响结果如图 6。 由图 6 可

见,随着使用次数的增加,相对酶活力逐渐降低。 重

复使用 7 次,相对酶活力仍高达 79郾 1% ,这说明固

定化风味蛋白酶具有良好的稳定性。 重复使用 7 次

之后,如果再继续重复使用,不仅相对酶活力下降较

快,球状载体的破碎率也越来越高,因此,在大豆肽

生产中,固定化风味蛋白酶以重复使用 7 次为宜。

图 6摇 重复使用次数与固定化风味蛋白酶活力的关系

Fig. 6摇 Effect of reusing times on the activity of immobilized
Flavourzyme

3摇 结摇 论

碱性蛋白酶与风味蛋白酶是大豆肽生产中最常

用的两种蛋白酶,二者同时或依次水解可以提高大

豆肽的水解度。 采用交联壳聚糖法将风味蛋白酶制

备成固定化酶,可以重复多次使用,有利于降低生产

成本。 大豆蛋白水溶性差,直接采用固定化酶水解

时,底物分子不能进入固定化酶的内部,反应速度很

慢。 依次采用碱性蛋白酶与固定化风味蛋白酶进行

水解,碱性蛋白酶将大豆蛋白水解成可溶性的胨和

肽,再采用固定化风味蛋白酶进行水解,底物可扩散

入固定化载体的内部,水解速度提高。 研究结果表

明,固定化风味蛋白酶的优化水解条件是 65 益、pH
值 8郾 0、 加酶量 50 g / L, 酶解 7 h, 水 解 度 可 达

17郾 72% 。 固定化风味蛋白酶具有良好的稳定性,重

复使用 7 次,相对酶活力仍高达 79郾 1% 。 因此,固
定化风味蛋白酶用于高水解度大豆肽的生产具有技

术和经济上的可行性。
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Production of Soybean Peptide with High Degree of Hydrolysis
by Immobilized Flavourzyme

SHI Guangbo1,摇 XIN Hanxiao2,摇 MA Yanfang1,摇 SUN Zhongtao1,*

(1. College of Life Sciences, Shandong Agricultural University, Tai爷an 271018, China;
2. Shandong Zuotianshi Biotechnology Company Limited, Jinan 250000, China)

Abstract: Produce soybean peptides from soy protein using immobilized Flavourzyme for lower production
costs and higher degree of hydrolysis. Single鄄factor experiment and response surface methodology were
used to optimize the hydrolysis process. The results showed that the degree of hydrolysis reached 17郾 72%
when soy protein was hydrolyzed by immobilized Flavourzyme at the optimum conditions: hydrolysis tem鄄
perature of 65 益, pH8郾 0, enzyme dosage of 50 g / L, hydrolysis time of 7 h. The immobilized Fla鄄
vourzyme was stable enough to be reused for 7 times, and the relative activity still remained 79郾 1% . It
was feasible to produce soybean peptides with high degree of hydrolysis using immobilized Flavourzyme,
which was prepared with globular cross鄄linked chitosan and could be reused for several times.

Key words: soybean peptide; Flavourzyme; immobilized enzyme; globular cross鄄linked chitosan;
response surface methodology
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