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0 引言

大豆多肽是指大豆蛋白质经蛋白酶水解作用后，

再经分离、精制等处理过程得到的蛋白质水解产物，由

多种低分子肽组成，其中还包含少量大分子肽、游离氨

基酸等[1-2]。大豆多肽氨基酸组成与大豆蛋白质基本相

同，必需氨基酸平衡、含量丰富，具有更好的理化性质，

如易消化吸收、低过敏性等，且含有某些生理活性多肽

在机体内有多种生理功能，是一种比较理想的新型大

豆深加工产品 [3]。在对酶解法生产大豆多肽的研究

中，单酶水解法依旧是当前研究的主要方向[4-5]。张静

等[6]对Alcalase蛋白酶水解高温豆粕制备水溶性大豆

多肽进行了研究。任为聪等[7]采用碱性蛋白酶改性提

高豆粕的溶解性，并通过单因素和响应面试验优化了

酶解豆粕的工艺条件，最终水解度为15.86%。谢岩黎

等[8]对胰蛋白酶酶解豆粕的工艺条件进行了优化，并

对其产物进行了分析研究。但随着研究的深入，发现
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摘 要：为研究不同的酶解方式对豆粕蛋白酶解过程及产物的影响，采用Alcalase蛋白酶、Protex.7L蛋白

酶对豆粕蛋白进行单酶、双酶同步和双酶分步水解，以水解度、蛋白质利用率、多肽得率、寡肽得率为指

标对酶解过程进行分析。结果表明采用先加Alcalase蛋白酶后加Protex.7L蛋白酶组合水解豆粕蛋白的

效果最佳，最终水解液中水解度可达 23.5%，蛋白质利用率、多肽得率、寡肽得率分别为 68.7%、51.0%、

21.4%。双酶分步水解的效果优于单酶水解和双酶同步水解；酶的加入顺序对豆粕的酶解过程有一定

的影响。
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Abstract: Comparative Studies on the effect of hydrolysis processes and products of soybean protein by
different enzymic hydrolysis. In the present study, Alcalase protease and Protex.7L protease were utilized to
hydrolyze soybean protein in different ways, such as single-enzyme hydrolysis and one-step and stepwise
double-enzyme hydrolysis. After degree of hydrolysis, protein utilization, peptides yield, oligopeptides yield
were measured to comparatively study soybean protein enzymolysis in different hydrolysis way. It was shown
that the optimum hydrolysis way was sequential hydrolysis with Alcalase protease followed by Protex.7L
protease. Under this way, the degree of hydrolysis, protein utilization, peptides yield, oligopeptides yield
reached 23.5%, 68.7%, 51.0%, 21.4%. The stepwise double-enzyme hydrolysis was superior to single-enzyme
hydrolysis and one-step double-enzyme hydrolysis, and that there was obvious relation between hydrolysis
process of soybean protein and the order of adding enzymes.
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采用双酶法水解大豆蛋白质，蛋白质水解程度和效率

更高，同时酶解的产物苦味明显弱于单酶水解法 [9]。

笔者采用Alcalase水解蛋白酶、Protex.7L细菌中性蛋

白酶对豆粕进行单酶、双酶同步和双酶分步水解，研

究不同的酶解方法对豆粕蛋白水解的影响，为优化豆

粕水解工艺以及提高豆粕水解产物品质提供科学依

据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

豆粕：市售，粗蛋白含量为46.12%，粉碎至80目以

上；Alcalase 蛋白酶：丹麦 Novozymes 公司，活力

380000 U/mL；Protex.7L蛋白酶：美国Genencor公司，

活力 340000 U/mL，对苯二甲醛(OPA)：国药集团化学

试剂有限公司；十二烷基磺酸钠(SDS)、二硫苏糖醇

(DTT)：Biosharp公司；甲醛、氢氧化钠、盐酸等其他试

剂均为分析纯。

1.2 主要设备

自 动 定 氮 仪（ 瑞 典 Foss KIELETEC ANA-

LYSISER），紫外分光光度计（日本Hitachi U-3900），恒

温磁力搅拌器（国华企业HJ-3），恒温振荡器（国华企

业 3HA-C），离心机（长沙湘仪离心机TD5A-WS），万

分之一电子分析天平（瑞士 METTLER TOLEDO

AL204），pH酸度计（上海雷磁PHS-3C）。

1.3 分析方法

1.3.1 水解度的测定 水解度(DH, degree of hydrolysis)

的定义是指蛋白质水解过程中，被断裂的肽键数

h（mmol/g蛋白质）与给定蛋白质的总肽键数htot（mmol/g

蛋白质）之比。水解度的测定方法采用邻苯二甲醛

(OPA)法[10]。

1.3.2 蛋白质利用率的测定 蛋白质利用率采用凯氏定

氮法进行测定。

蛋白质利用率 =(上清液中氮含量/酶解液总

氮)×100%。

1.3.3 多肽得率的测定 多肽得率采用三氯乙酸可溶性

氮法(TCA-SNI)[11]进行检测。

1.3.4 寡肽得率的测定 寡肽得率的测定方法采用单宁

沉淀法[12]。

1.4 试验方法

1.4.1 酶解方案 影响蛋白酶水解大豆蛋白的因素很

多，如pH、温度、酶用量、时间等，但对于特定的酶和底

物，其最适的温度和pH是一定的[13]。根据有关资料和

前期试验，确定Alcalase蛋白酶的最适酶解条件为pH 8.0，

温度 60℃，酶用量 0.5%；Protex.7L蛋白酶的最适酶解

条件为pH 7.0，温度45℃，酶用量0.5%；双酶分步与双

酶同步水解两种酶用量分别各为 0.25%，双酶同步酶

解条件为pH 7.5，温度50℃。

1.4.2 酶解工艺 工艺流程：豆粕 按 1:10(m/v)比例加

水匀浆 预处理(90℃，15 min) 调最适温度 调最佳

pH 蛋白酶恒温酶解 沸水浴灭酶15 min 5000 r/min

离心10 min 取上清酶解液进行测定。水解时间10 h

（双酶分步各水解 5 h），每隔 1 h取样，测定其水解度、

蛋白质利用率、多肽得率、寡肽得率。

2 结果与分析

2.1 Alcalase 蛋白酶与 Protex.7L 蛋白酶水解作用的比

较

采用Alcalase蛋白酶以及Protex.7L蛋白酶在各自

适合的酶解条件下对豆粕蛋白进行水解，测定其水解

度、蛋白质利用率、多肽得率、寡肽得率，结果见图 l~4。

豆粕蛋白酶解程度与时间呈正相关，但从上述指

标来看，2种蛋白酶随着时间的增加，水解速率逐渐下

降，上升速率趋缓。酶解过程首先是一个溶质的扩散

过程，开始时，豆粕颗粒表面的可溶性蛋白较易扩散到
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溶液中去，水解反应剧烈，随着反应进行，扩散方式主

要为颗粒内部的可溶性蛋白向外扩散，其速率远小于

表面扩散速率，反映在曲线上，曲线逐渐趋缓。其次，

酶解过程是一个水解肽链的过程，随着肽链不断水解，

新的氨基，羧基等亲水基团不断暴露，因此产物在水中

的分散溶解性迅速增加，随着酶解时间的延长，蛋白酶

可水解的肽键减少，即使增加酶量，酶解速率亦趋缓。

从水解度、蛋白质利用率、多肽得率、寡肽得率等 4个

检测指标来看，Alcalase蛋白酶酶解 10 h的水解产物

分别为 14.9% 、51.5% 、36.2% 和 20.1% ，明显高于

Protex.7L 蛋白酶水解产物 11.6%、39.0%、31.3%和

13.1%。

2.2 双酶分步水解与双酶同步水解作用的比较

不同蛋白酶具有不同的切割位点和催化特性，将

Alcalase蛋白酶与Protex.7L蛋白酶对豆粕蛋白进行分

步水解和同步水解。从图 5~8可以看出，在双酶同步

水解试验中，酶解前3 h内，反应剧烈，水解迅速，水解

度随着时间的延长而不断提高，当反应进行到4 h后就

开始缓慢下来，水解度等虽然有继续增加，但幅度很

小，最终水解液中水解度为 17.1%，蛋白质利用率、多

肽得率、寡肽得率分别为49.3%、39.3%、17.3%；在双酶

分步水解试验中，Alcalase蛋白酶作用阶段初期虽然

水解度等随时间的延长而不断提高，但总体水平始终

低于双酶同步水解，尤其是寡肽得率前3 h差别最大，

当反应进行到 5 h 时，水解度等指标变化平缓，加入

Protex.7L蛋白酶继续酶解，各指标再次迅速升高，并

超过同步水解，最终水解液中水解度为23.5%，蛋白质

利用率、多肽得率、寡肽得率分别达到 68.7%、51.0%、

21.4%。可见运用不同的蛋白酶分步接力水解达到的

水解度和蛋白质利用率等指标均高于双酶同步水解，

并且比单独运用单一蛋白酶的水解效果有显著提高。

2.3 双酶分步水解加酶顺序作用的比较

改变双酶分步水解中 2种酶的作用顺序，反应结

果如图9~12所示。由图可知，它们的趋势都是在第一
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图5 双酶同步水解与分步水解对水解度的影响
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种酶水解作用至指标变化平缓时，加入第 2种酶继续

水解，能够使得水解度等指标再次迅速提高。比较 2

种加酶顺序，先加Alcalase蛋白酶后加Protex.7L蛋白

酶水解效率要更高一些，水解度等指标的提高幅度均

大于先加Protex.7L蛋白酶后加Alcalase蛋白酶。原因

可能是 2种酶的最适酶解条件不同。Alcalase蛋白酶

反应条件为 pH值 8.0、温度 60℃；Protex.7L蛋白酶反

应条件为pH 7.0、温度45℃。在碱性环境下，更多豆粕
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碱溶性蛋白溶出，增加了蛋白酶与之的接触面积。蛋

白质在溶解时必需破坏蛋白质之间的相互作用，提高

温度能有助于蛋白质分子间和分子内的二硫键断裂，

亚基伸展，加剧蛋白质分子的扩散，故而能更好酶解，

从而提高酶解效率。

3 结论与讨论

单酶水解豆粕蛋白的结果表明，在各自最适条件

下，Alcalase 蛋白酶水解豆粕的能力明显高于

Protex.7L蛋白酶，这与董颖超[14]的研究结果一致。从

酶解过程来看，两者有一共同特点，即酶解时间大于4 h

后，随着反应时间的延长，单位时间内水解效率的增加

幅度逐渐减小。张红梅等[15]用中性蛋白酶酶解大豆蛋

白的蛋白制备大豆低分子肽的过程中也发现了相似的

规律，其分析认为该现象是因为蛋白酶具有专一性，随

着水解时间的延长，蛋白酶可水解的肽键逐渐减少，同

时蛋白酶活力以半衰期方式下降的缘故。

研究Alcalase蛋白酶和Protex.7L蛋白酶对豆粕蛋

白的酶解作用，结果表明，在总酶量为 0.5% (E/S)时，

采用双酶分步接力水解达到的水解度，蛋白质利用率、

多肽得率以及寡肽得率均比双酶同步水解和采用单一

蛋白酶水解时要高。这一结果与邓成萍等[13]的试验结

果趋势一致，尽管加酶量相同，但双酶同步水解效果不

如双酶分步水解。蛋白酶的催化反应的能力与环境

pH、温度等条件密切相关，它影响酶分子的构象和酶

分子及底物分子的解离状态，从而影响酶的活性和酶

促反应速度，同步酶解所选温度和pH不在各自蛋白酶

的最佳范围，致使酶的活性不能得到充分发挥，这可能

是分步水解效率比同步水解高的主要原因。此外，不

同蛋白酶具有不同的切割位点和催化特性，随着水解

时间的延长，水解度的升高趋于缓慢，蛋白酶可水解的

肽键减少，酶解产物不断积累，对催化反应造成抑制，

此时加入第 2种酶继续水解，能够依其切割位点和催

化特性继续酶解，使得水解度再次迅速提高。

对双酶分步水解豆粕过程中酶的加入顺序进行研

究，结果显示双酶分步水解豆粕时，酶的加入顺序对水

解度等指标具有显著的影响。先加Alcalase蛋白酶再

加 Protex.7L蛋白酶所得水解度等指标的提高幅度大

于先加Protex.7L蛋白酶后加Alcalase蛋白酶，最终水

解液中水解度可达 23.5%，蛋白质利用率、多肽得率、

寡肽得率分别为68.7%、51.0%、21.4%。笔者的试验结

果同李绮丽等[16]研究结果一致，任海伟等[17]使用双酶

法水解黑豆豆渣同样显示加酶顺序对豆渣中蛋白质溶

出率及游离氨基酸含量有较大的影响。但有研究报

告显示 [15,18]，双酶分步蛋白酶的加入顺序与最终水解

度关系不大。蛋白质水解过程影响因素较多，这可能

与酶的种类、酶的浓度以及酶解条件有关，并且蛋白质

种类和构成蛋白质的氨基酸及其比例不同也决定了原

料蛋白质的双酶水解程度。
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