
２０１０年 ９月 农 业 机 械 学 报 第 ４１卷 增 刊

ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００１２９８．２０１０．Ｓｕｐｐ．０４３

马铃薯渣蛋白抗氧化肽的酶法制备
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　　【摘要】　以马铃薯渣为原料，采用酶法将薯渣中的蛋白转化为具有抗氧化活性的多肽。以酶解液对 ＤＰＰＨ自

由基清除率为酶解效果评价指标，从木瓜蛋白酶、风味蛋白酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶、胰蛋白酶、胃蛋白酶等 ６

种商业蛋白酶中筛选出胰蛋白酶为最佳水解用酶。通过优化试验，得出薯渣蛋白最佳酶解条件为：底物质量浓度

４ｇ／（１００ｍＬ）、加酶量 ７％、ｐＨ值 ８０、料液温度 ５０℃、酶解时间 ９０ｍｉｎ。酶解液稀释 ２０倍后对 ＤＰＰＨ自由基的清

除率为 ７２％，酶解液清除 ＤＰＰＨ自由基的 ＥＣ５０值为 ０１５５ｇ／（１００ｍＬ）。
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　　引言

作为马铃薯淀粉生产过程中产生的主要副产

物，马铃薯渣的主要成分为水、细胞碎片和完整的淀

粉细胞
［１］
，其中蛋白质含量 １％ ～４％，淀粉含量小

于 １％，营养价值较低［２］
，自带菌多达 ３３种，不易

储存、运输，腐败变质后产生恶臭，造成环境污染。

若加热干燥，则生产企业成本过高，通常作为饲

料
［３］
或当成废渣作掩埋处理，但会导致土壤和地

下水的污染，同时利用程度较低
［４］
。这些问题迫

使许多淀粉厂停止生产，是目前淀粉行业亟待解

决的问题。

植物抗氧化（活性）肽能够消除自由基，抑制或

消除以及减缓氧化反应。其抗氧化机理包括：给抗

氧化酶提供氢、缓冲生理 ｐＨ值、螯合金属离子和捕
捉自由基等

［５］
。国外已有报道从马铃薯蛋白中水

解出３条抗氧化肽［６］
。本文以马铃薯渣为原料，采

用酶解法制备生物活性肽，以酶解液对 ＤＰＰＨ自由
基的清除率为抗氧化指标，选择最佳的水解用酶，进

行酶解条件的优化试验。



１　材料与方法

１．１　材料与设备
马铃薯渣，青海民和威思顿精淀粉有限责任公

司（干基蛋白质含量 ３７８％）；１，１二苯基苦基苯肼
（ＤＰＰＨ，分析纯），Ｓｉｇｍａ公司；无水乙醇、盐酸、氢氧
化钠，国药集团化学试剂有限公司。

６种商业蛋白酶性能见表１。

表 １　试验用蛋白酶的酶活及作用条件

Ｔａｂ．１　Ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｎｄａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｓｅｖｅｒａｌｐｒｏｔｅｉｎｅｎｚｙｍｅｓ

酶的种类 缩写 最适作用条件 酶液稀释倍数 酶活力／万 Ｕ·ｇ－１ 特异性

木瓜酶 Ａ ｐＨ值６０，６０℃ ５０００ ５１８ Ａｒｇ、Ｌｙｓ、ＰｈｅＸＣＯＯＨ

风味酶 Ｂ ｐＨ值６０，５０℃ １００００ ５６５ 作用范围广

中性酶 Ｃ ｐＨ值７０，６０℃ １２５０ １５６ 作用范围广

碱性酶 Ｄ ｐＨ值９０，５０℃ １００００ １０３６ 作用范围广

胰蛋白酶 Ｅ ｐＨ值８０，５０℃ ２５００ ０７７ Ａｒｇ（Ｌｙｓ）｜Ｘ

胃蛋白酶 Ｆ ｐＨ值１８，３７℃ ５０００ １３９ 作用范围广

　　ＨＨ Ｓ型数显恒温水浴锅，江苏省金坛市医疗
仪器厂；ＷＦＪ７２００型可见分光光度计，尤尼柯（上
海）仪器有限公司；ＰＨＳ ３Ｃ型精密 ｐＨ计，上海精
密科学仪器有限公司；ＬＤ５ ２Ａ型离心机，北京医
用离心机厂；Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ型电子天平（万分之一精度），
北京赛多利斯仪器系统有限公司。

１２　试验方法
１２１　蛋白酶的初选

在相同的底物质量浓度、加酶量、酶解时间，以

及每种酶推荐的最适温度和 ｐＨ值下，对薯渣进行
酶解，初步筛选较优蛋白酶。称取１０ｇ薯渣，加蒸馏
水配成底物质量浓度为 ５ｇ／（１００ｍＬ）的料液，于恒
温水浴锅中加热至推荐的最适温度，调节料液至推

荐 ｐＨ值后，按加酶量 ５％加入一定量的蛋白酶，保
温水解不同时间，酶解结束后，将 ｐＨ值调至 ７０，沸
水浴灭酶１０ｍｉｎ，然后在３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
上清液，并将其稀释 ２０倍后，测定酶解液对 ＤＰＰＨ
自由基清除率。

１２２　单因素对酶解液清除率的影响
对选出的酶，进一步考察底物质量浓度、酶解时

间、加酶量对其酶解效果的影响。在进行各单因素

试验时，基本流程为：一定底物质量浓度马铃薯渣液

（料液体积选择 ２００ｍＬ）→调节 ｐＨ值、温度到酶最
适值→加酶→酶解一定时间→调节 ｐＨ值至中性→
灭酶（１００℃，１０ｍｉｎ）→离心（３５００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）→
收集上清液→将上清液稀释到 ２０倍后测定 ＤＰＰＨ
自由基清除率。

１２３　蛋白酶酶解马铃薯蛋白工艺条件的优化
以单因素试验得到的最适条件为正交试验设计

中心点，以酶解时间、底物质量浓度和加酶量为试验

因素，设置 ３个不同的水平选用 Ｌ９（３
４
）正交表，安

排９组试验，以 ＤＰＰＨ自由基清除率为评定指标，优

化最佳反应条件，并确定在此条件下马铃薯抗氧化

肽的 ＥＣ５０值。
１２４　ＤＰＰＨ自由基清除率的测定方法

取２ｍＬ待测样品于试管中，再加入 ２ｍＬ质量
浓度为 ００４ｇ／Ｌ的 ＤＰＰＨ无水乙醇溶液，混合均
匀，反应２０ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心分离 １０ｍｉｎ，取上
清液在５１７ｎｍ处测其吸光度，记为 Ａｉ；另取２ｍＬ待
测样品于试管中，分别加入无水乙醇 ２ｍＬ，反应
２０ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心分离 １０ｍｉｎ，取上清液在
５１７ｎｍ处测其吸光度，记为 Ａｊ；以 ２ｍＬ００４ｇ／Ｌ
ＤＰＰＨ无水乙醇溶液和 ２ｍＬ无水乙醇反应作为参
比，其吸光度记为 Ａ０。待测样品对 ＤＰＰＨ自由基清

除率的计算公式为
［７］

ＥＤＰＰＨ (＝ １－
Ａｉ－Ａｊ
Ａ )
０

×１００％

式中　Ａ０———ＤＰＰＨ无水乙醇溶液 ＋无水乙醇的吸
光度

Ａｉ———ＤＰＰＨ无水乙醇溶液 ＋待测样品的吸
光度

Ａｊ———无水乙醇 ＋待测样品的吸光度

２　结果与讨论

２１　蛋白酶的选择试验
６种蛋白酶的初选试验结果如图 １所示。图 １

表明，薯渣经６种商业蛋白酶酶解所得的水解液对
ＤＰＰＨ自由基均有一定抑制作用，其中中性酶（Ｃ）、
碱性酶（Ｄ）、胰蛋白酶（Ｅ）表现较优，酶解液对
ＤＰＰＨ自由基的清除率在 ７０％左右，马铃薯抗氧化
肽的 ＥＣ５０值均较低，但存在较大差异。由于酶自身
具有特异性，故对于同一种原料蛋白的作用位点不

同，导致所得酶解液对 ＤＰＰＨ自由基清除率不同，所
得多肽的量和抗氧化活性不同。

９９１增刊　　　　　　　　　　　　　　　王蓓 等：马铃薯渣蛋白抗氧化肽的酶法制备



图 １　各酶解液的 ＤＰＰＨ自由基清除率和 ＥＣ５０值

Ｆｉｇ．１　ＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔａｎｄＥＣ５０
ｖａｌｕｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ

　
６种酶按照表１中列出的最适温度和 ｐＨ值，分

别酶解９０ｍｉｎ以上，所得水解物的上清液对 ＤＰＰＨ
自由基清除率随酶解时间的变化趋势如图 ２所示。
由图２可以看出，随着酶解时间的增加，清除率总体
呈现上升的趋势，因为酶解时间的延长酶解出的肽

段增加，而继续酶解趋于平缓是因为底物减少、产物

抑制效应、抗氧化活性肽所占比例可能逐渐减小。

在清除率方面，胰蛋白酶、碱性蛋白酶、中性蛋白酶

效果较为突出，均在 ５０％以上。在酶解时间５～
３０ｍｉｎ内，胰蛋白酶和碱性蛋白酶酶解产物对 ＤＰＰＨ
自由基清除率变化趋势较为明显。另外，胰蛋白酶

有专一的作用位点 Ａｒｇ（Ｌｙｓ）｜Ｘ，而碱性蛋白酶作
用广泛，不利于获得纯度高的产品。胰蛋白酶在酶

活力较低（表１）的情况下还能达到此效果，可见其
作用能力之强。

图 ２　６种酶不同酶解时间对 ＤＰＰＨ自由基清除率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ６ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｅｓ’ｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎ

ＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔ
　
此外，胰蛋白酶水解马铃薯蛋白的速度较中性

酶和木瓜蛋白酶快，说明胰蛋白酶对水解马铃薯蛋

白更具有专一性这与赵晶等［８］
的研究结果一致，

故本文选胰蛋白酶为后续研究水解用酶。

２２　酶解试验

２２１　单因素试验
（１）酶解时间
在底物质量浓度５ｇ／（１００ｍＬ）、加酶量５％、ｐＨ

值８０、温度５０℃条件下进行酶解反应，酶解时间对

酶解液 ＤＰＰＨ自由基清除率的影响如图３所示。
由图 ３可以看出，随着酶解时间的延长清除率

先是快速上升然后趋于平缓最后逐渐下降，这是因

为随着酶解时间的延长，产生的活性肽增加，底物减

少，并出现产物抑制作用，使反应动力下降，速率减

小，导致 ３０ｍｉｎ之后 ＤＰＰＨ的抑制率变得平缓；当
时间进一步延长 １２５ｍｉｎ，部分多肽被降解，故水解
物的抗氧化活性略有下降。

图 ３　酶解时间对酶解液 ＤＰＰＨ自由基清除率的影响

Ｆｉｇ．３　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎＤＰＰＨｆｒｅｅ

ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔ
　
（２）底物质量浓度
在加酶量５％、ｐＨ值 ８０、温度 ５０℃的条件下，

进行酶解反应 ９０ｍｉｎ，底物质量浓度对酶解液
ＤＰＰＨ自由基清除率的影响如图４所示。

图４　底物质量浓度对酶解液 ＤＰＰＨ自由基清除率的影响

Ｆｉｇ．４　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＤＰＰＨｆｒｅｅ

ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔ
　

由图４可以看出，随着底物质量浓度的增加
ＤＰＰＨ自由基清除率呈现先上升后平缓的趋势，在
底物质量浓度为４ｇ／（１００ｍＬ）以后增长平缓甚至出
现下降。在浓度较低时，酶相对过量，底物质量浓度

的增大会加大酶与底物的结合，酶能够充分发挥作

用，同时底物质量浓度的增加可以将反应平衡右移，

使产物增加。但随着底物质量浓度的加大，酶量不

再充足，反应动力变弱；另外料液粘度增大，使搅拌

速率降低，传热传质能力降低，所以酶解物对 ＤＰＰＨ
清除率的增加不显著。

（３）加酶量
在底物质量浓度 ５ｇ／（１００ｍＬ）、ｐＨ值 ８０、温

度 ５０℃的条件下，酶解 ９０ｍｉｎ，加酶量对酶解液
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ＤＰＰＨ自由基清除率的影响如图５所示。

图 ５　加酶量对酶解液 ＤＰＰＨ自由基清除率的影响

Ｆｉｇ．５　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＤＰＰＨ

ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔ
　
由图５可以看出，随着加酶量的增大，酶解液的

ＤＰＰＨ自由基清除率呈上升趋势，在加酶量为 ２％时
清除率增加速度较高，但加酶量大于 ２％后，清除率
均在５５％ ～７０％间波动。酶浓度越大，越能充分利
用底物，生成的肽段越多，然而随着加酶量增加底物

质量浓度相对逐渐减小直至底物不足；当酶浓度进

一步增大，则抗氧化活性长肽链被降解，清除率下

降。

２２２　正交试验结果与分析
根据单因素所选取的酶解时间、底物质量浓度、

加酶量，进行三因素三水平正交试验，试验设计如

表２所示；以上清液稀释２０倍测定其 ＤＰＰＨ自由基
清除率为检测指标，结果如表３所示。

表 ２　正交试验水平设计

Ｔａｂ．２　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｃｈｅｍｅ

水平

因素

酶解时间 Ａ

／ｍｉｎ

底物质量浓度 Ｂ

／ｇ·（１００ｍＬ）－１
加酶量 Ｃ／％

１ ６０ ４ ６

２ ９０ ５ ７

３ １２０ ６ ４

　　利用正交设计助手软件分析，得到胰蛋白酶最
优酶解条件组合为 Ａ２Ｂ１Ｃ２，即酶解时间 ９０ｍｉｎ、底
物质量浓度４ｇ／（１００ｍＬ）、加酶量 ７％，即第 ４组组
合，重复第４组试验得到清除率为７２％。
２２３　最优条件下 ＥＣ５０值的确定

采用胰蛋白酶在最佳酶解工艺条件下酶解马铃

薯蛋白，对酶解液固形物质量浓度与清除率之间试

验数值关系进行方程回归，由图６可以得到酶解物

表 ３　Ｌ９（３
４）正交试验安排与结果

Ｔａｂ．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＬ９（３
４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

试验

序号
Ａ Ｂ Ｃ

ＤＰＰＨ自由

基清除率／％

１ １ １ １ ５１２

２ １ ２ ２ ５１９

３ １ ３ ３ ４９５

４ ２ １ ２ ６４３

５ ２ ２ ３ ５３３

６ ２ ３ １ ５３８

７ ３ １ ３ ５７８

８ ３ ２ １ ５０７

９ ３ ３ ２ ５８５

ｋ１ ５０８６７ ５７７６７ ５１９００

ｋ２ ５７１３３ ５１９６７ ５８２３３

ｋ３ ５５６６７ ５３９３３ ５３５３３

Ｒ ６２６６ ５８００ ６３３３

的 ＥＣ５０值为０１５５ｇ／（１００ｍＬ），文献［９］中经酶法
处理大豆糖蜜样品 ＥＣ５０值为０９１９ｇ／（１００ｍＬ）。

图 ６　最优条件下大米抗氧化肽的 ＥＣ５０值

Ｆｉｇ．６　ＥＣ５０ｖａｌｕｅｏｆｒｉｃｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｏｎｏｐｔｉｍａｌ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
　

３　结论

（１）木瓜蛋白酶、风味蛋白酶、胃蛋白酶、中性
蛋白酶、碱性蛋白酶、胰蛋白酶等６种商业蛋白酶中
后３种被用于马铃薯蛋白酶解时，其酶解液具有较
高的 ＤＰＰＨ自由基清除活性，其中胰蛋白酶是酶解
效果最佳的蛋白酶。

（２）胰蛋白酶催化法制备抗氧化肽的最佳酶解
反应条件为：底物质量浓度 ４ｇ／（１００ｍＬ）、加酶量
７％、酶解时间９０ｍｉｎ，酶解液稀释 ２０倍后对 ＤＰＰＨ
自由基的清除率为 ７２％，酶解液清除 ＤＰＰＨ自由基
的 ＥＣ５０值为０１５５ｇ／（１００ｍＬ）。
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