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摘要:采用 Alcalase和 Flavourzyme对高底物浓度玉米蛋白

单酶水解条件进行优化,并研究双酶协同水解玉米蛋白制备

抗氧化活性蛋白水解物的工艺。结果表明:Alcalase的适宜

水解条件为酶解温度50℃,pH7.7,加酶量2% (V/m),反

应时间75min,该条件下玉米蛋白水解物的 DPPH 自由基

清除率和还原力分别为74.34%和0.984;Flavourzyme适宜

水解条件为酶解温度53℃,pH6.4,加酶量5% (m/m),反

应时间50min,该条件下玉米蛋白水解物的 DPPH 自由基

清除率和还原力分别为70.55%和0.715。双酶协同水解过

程中 Alcalase+Flavourzyme较 Flavourzyme+Alcalase所得

玉米蛋白水解物的抗氧化活性高,在110min时 Alcalase+
Flavourzyme水解所得玉米蛋白水解物的 DPPH 自由基清

除率与 还 原 力 达 到 整 个 水 解 过 程 中 的 最 高 值,分 别 为

91.32%和1.341。
关键词:玉米蛋白;蛋白酶;抗氧化肽;DPPH 自由基清除率;
还原力

Abstract:Cornproteinhydrolysatesofhighconcentrationwerepre-
paredbyoptimizingthehydrolyzingconditionsofalcalaseandfla-
vourzymerespectively.Bothofwhichwereappliedsynergisticallyto
hydrolyzecornglutentoobtainantioxidativecornproteinhydroly-
sates.TheresultsshowedthattheoptimalhydrolysisbyAlcalase
wasobtainedat50℃,pH7.7andE/Sof2% (V/m)forreaction
timeof75minutes,andundertheoptimizedconditions,DPPHradi-

calscavengingactivityandreducingpowerofthehydrolysatewere
74.34% and0.984respectively;theoptimalhydrolysisby Fla-
vourzymewasreactedat53℃,pH6.4andE/Sof5% (m/m)for
reactiontimeof50minutes,andundertheoptimizedcondition,DP-
PHradicalscavengingactivityandreducingpowerofthehydrolysate
were70.55%and0.715respectively.Duringtheprocessofdual-en-
zymehydrolyzingcorngluten,antioxidantactivitiesofcornprotein
hydrolysatethatcatalyzedby Alcalase+Flavourzymewerehigher
thanthatbyFlavourzyme+Alcalase.At110 min,DPPHradical
scavengingvalueandreducingpowerofcornproteinhydrolysatethat
catalyzedbyAlcalase+Flavourzymereachedthehighestinthewhole
reactionprocess,whichwere91.32%and1.341respectively.
Keywords:corngluten;enzyme;antioxidantpeptide;DPPHradical
scavengingactivity;reducingpower

玉米蛋白粉是玉米湿磨法生产淀粉过程中的副产物,具

有价格低廉的优点,但由于水溶性差而限制了其在食品工业

的应用范围。用蛋白酶对玉米蛋白粉进行改性获得的玉米

蛋白水解物,不仅易消化吸收,还具有多种生物学功能[1-5]。

酶法水解蛋白条件温和、副产物少,并且能保留水解物的营

养价值[6]。据已有的研究[7,8]表明,从蛋白质水解效果和水

解物抗氧化活性角度考虑,双酶协同水解法比单酶水解法效

果要好。

蛋白水解物的功能活性与其肽链端基的氨基酸残基种

类、肽链分子量大小、肽链氨基酸序列与组成等多种因素有

关[9],直接以蛋白水解物的功能活性为指标来确定蛋白的水

解条件,更有利于制备功能活性高的蛋白水解物并开阔其应

用领域。DPPH 自由基清除率是根据自由基清除剂与 DP-

PH 自由基中的单电子配对而使其在517nm 处的紫外吸收
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减弱而测定的,DPPH 自由基清除率的大小与自由基清除剂

的供电子数成正相关,因而可作为筛选抗氧化剂的指标[10]。

DPPH 自由基清除率的测定方法操作简单、重复性良好,是

目前广泛使用的评价被测物抗氧化活性高低的指标。而还

原力是评价样品供电子能力大小的重要指标,样品供电子能

力越强,还原力越大。

已有研究[6,11]表明,玉米蛋白水解物具有一定的抗氧化

活性,如何将玉米蛋白的这一功能活性最大限度地释放出来

是其在食品工业广泛应用的关键前提。本试验拟以玉米蛋

白水解物的 DPPH 自由基清除率和还原力为评价指标来确

定 Alcalase和Flavourzyme的单酶适宜水解条件,然后采用

双酶协同水解玉米蛋白的方法来制备其水解物,为玉米蛋白

在食品工业的广泛应用提供有力的技术支持。

1　材料与方法

1.1　材料

玉米蛋白粉:中粮生化能源(龙江)有限公司;

碱性蛋白酶 Alcalase(2.4L)、风味蛋白酶Flavourzyme:

食品级,酶活分别为2.04×105 U/mL,1.35×104 U/g,丹麦

NovoNordisk公司;

DPPH:纯度95%,美国Sigma公司。

1.2　主要仪器

电热恒温水浴锅:HH.S21-1型,上海跃进医疗器械厂;

pH-计:PB-10型,上海精密科学仪器有限公司;

台式离心机:TCL-16G型,上海安亭科学仪器厂;

紫外可见分光光度计:TU1810型,北京普析通用仪器有

限责任公司。

1.3　方法

1.3.1　玉米黄粉的预处理　采用本课题组[12]提出的先挤

压膨化再去淀粉的方式对玉米蛋白进行预处理。

1.3.2　玉米蛋白的单酶水解　称取一定量预处理后的玉米

蛋白粉溶于蒸馏水配置成玉米蛋白水溶液,放置于磁力加热

搅拌器中,在一定温度和pH 条件下,加入相应的蛋白酶,进

行酶解反应,酶解过程中通过滴加 NaOH 保持反应体系pH
不变,酶 解 结 束 后,酶 解 液 于 100 ℃ 下 灭 酶 5 min,并 于

4000r/min离心10min。测定上清液的 DPPH 自由基清除

率、还原力以及可溶性蛋白含量。

(1)Alcalase水解条件优化:参照本课题组[13]前期的研

究结果,采用10%(m/V)的底物浓度,以温度60℃、pH8.5、

加酶量3%(V/m)和反应时间2h为初始酶解条件,考察温

度、pH、加酶量和时间对玉米蛋白水解物 DPPH 自由基清除

率和还原力的影响。为了进一步确定 Alcalase水解玉米蛋

白制备抗氧化蛋白水解物的最佳条件,在单因素试验的基础

上缩小各因素的变化水平进行 L9(34)正交试验,确定 Alca-

lase水解玉米蛋白制备抗氧化蛋白水解物的适宜条件。

(2)Flavourzyme水解条件优化:采用10% (m/V)底物

浓度,以温度50℃、pH6.0、加酶量5%和反应时间60min

为初始酶解条件,考察温度、pH、加酶量和时间对玉米蛋白

水解物 DPPH 自由基清除率和还原力的影响。在单因素试

验的基础上缩小各因素的变化水平进行L9(34)正交试验,确

定Flavourzyme水解玉米蛋白制备抗氧化蛋白水解物的适

宜条件。

1.3.3　玉米蛋白的双酶水解　第一种酶在其适宜水解条件

下水解玉米蛋白,然后将温度、pH 调至第二种酶的适宜反应

条件,加入第二种酶,每隔一定时间取样,测定玉米蛋白水解

物的 DPPH 自由基清除率和还原力的变化,从而选出最适的

反应组合及最适的反应时间点。

1.3.4　可溶性蛋白蛋白含量的测定　采用Folin-酚法[14]。

1.3.5　抗氧化活性的测定

(1)DPPH 自由基清除率的测定:参照文献[15]。

(2)还原力的测定:参照文献[16]。

2　结果与讨论

2.1　Alcalase水解玉米蛋白的条件

2.1.1　Alcalase水解玉米蛋白的单因素试验　影响玉米蛋

白酶解效果的因素主要有底物浓度、温度、pH、加酶量和酶

解反应时间。高底物浓度能够提高设备容积效率并增加产

物浓度,同时可有效地减少蛋白水解物生产过程中水分的去

除量,从而降低生产成本。

由图1可知,在45~50℃时,玉米蛋白水解物的 DPPH
自由基清除率和还原力都随温度的升高而增加,50 ℃时,

DPPH 自由基清除率达到33.30%,还原力为0.948;之后随

着温度的继续升高,酶蛋白变性,导致催化速率大幅下降,

DPPH 自由基清除率和还原力都呈降低趋势(图1(a)),选择

50℃作为 Alcalase水解玉米蛋白制备抗氧化活性蛋白水解

物的适宜温度;pH 对酶活力的影响表现在过酸或过碱都会

造成酶本身空间结构的破坏,从而造成酶活力的下降,pH 在

7.5~8.0时,蛋白水解物 DPPH 自由基清除率和还原力都

呈现上升趋势,pH 为8时,水解物的 DPPH 自由基清除率

和还原力达到最高值(60.53%和0.962),当pH>8时,水解

物抗氧化活性呈现降低趋势(图1(b));加酶量在0.5%~

2.0%时,蛋白水解物 DPPH 自由基清除率和还原力都随加

酶量的增加而增加,加酶量为2%时,蛋白酶解物 DPPH 自

由基清除率为73.45%,还原力为0.976,加酶量在2%~3%
时呈现下降趋势(图1(c)),确定 Alcalase水解玉米蛋白的适

宜加酶量为2%;反应时间在30~60min时,蛋白水解物的

DPPH 自由基清除率和还原力都增大,60min时,其 DPPH
自由基清除率为73.46%,还原力为0.981,但是60min后,

其抗氧化活性均呈下降趋势(图1(d)),原因可能是蛋白酶继

续酶解60min得到的玉米肽,有活性部位的端基氨基酸被

切断,活性肽链长度缩短,氨基酸组成发生了改变,从而使得

水解液的 DPPH 自由基清除率明显降低。

2.1.2　Alcalase水解玉米蛋白的正交试验　Alcalase正交

试验因素水平和结果分别见表1、2,方差分析见表3、4。
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图1　温度、pH、加酶量和反应时间对 Alcalase水解玉米蛋白水解物 DPPH 自由基清除率及还原力的影响

Figure1　Effectsoftemperature,pH,AlcalaseconcentrationandhydrolysistimeonDPPHradicalscavengingactivity

andreducingpowerofcornhydrolysatebyAlcalase

表1　L9(34)正交试验因素水平表

Table1　FactorsandlevelsofL9(34)orthogonaltest

水平 A酶解温度/℃ BpH C加酶量/% D时间/min

1 47 7.7 1.5 45

2 50 8.0 2.0 60

3 53 8.3 2.5 75

由表2可知,影响 Alcalase水解玉米蛋白水解物 DPPH

自由基清除率的因素主次顺序为:C>B>A>D,影响蛋白水

解物还原力的因素主次顺序为:A>C>B>D,在本研究中,

由于时间对蛋白水解物的 DPPH 自由基清除率及还原力影

响因 素 均 最 小,综 合 考 虑 各 方 面 因 素,选 择 最 佳 组 合 为

A2B1C2D3,即酶解温度50℃、pH7.7、加酶量2%(V/m)和

反应时间75min。在此组合水解条件下,玉米蛋白水解液的

DPPH 自由基清除率为74.34%,还原力为0.984,可溶性蛋

白含量为43.28mg/mL。由表3、4可知,温度、pH、加酶量

对水解物 DPPH 自由基清除率及还原力均具有显著性影响,

反应时间对水解物还原力具有显著性影响。

2.2　Flavourzyme水解玉米蛋白的条件

2.2.1　Flavourzyme水解玉米蛋白的单因素试验　由图2

可知,在45~50℃时,蛋白水解物的DPPH 自由基清除率和

还原力都随温度的升高而增加,50 ℃时,DPPH 自由基清除

率为67.11%,还原力0.669;之后随温度继续升高,DPPH
自由基清除率和还原力都呈降低趋势(图2(a)),选择50 ℃
作为 Flavourzyme水解玉米蛋白的适宜温度;pH 为6时,

Flavourzyme水解玉米蛋白所得玉米蛋白水解物的 DPPH
自由基清除率和还原力为最高,分别为71.44%和0.695,当

pH>6时,DPPH 自由基清除率和还原力都呈现降低趋势

(图2(b)),选择pH6.0为 Flavourzyme水解玉米蛋白的适

宜pH;加酶量在1%~5%时,蛋白水解物的 DPPH 自由基

清除率和还原力都随加酶量的增加而增大,加酶量为5%时,

蛋白水解物的 DPPH 自由基清除率为69.20%,还原力为

0.701,加酶量继续增加时,水解物抗氧化活性下降(图 2
(c)),确定Flavourzyme水解玉米蛋白的适宜加酶量为5%;

反应时间从15min变为60min时,DPPH 自由基清除率和

还原力有平缓上升趋势,60min时,玉米蛋白酶解液的 DP-

PH 自由基清除率为69.22%,还原力为0.711。但是60min
后,还原力略微下降,DPPH 自由基清除率呈现明显下降趋

势 (图2(d))。综上试验结果,Flavourzyme水解玉米蛋白制

备抗氧化活性蛋白水解物的适宜条件为:酶解温度50 ℃,

pH6.0,加酶量5%,时间60min。
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表2　Alcalase水解玉米蛋白的正交试验设计及结果

Table2　Designandresultsoforthogonaltestforoptimizingthehydrolysiscondition

ofcornglutenmealbyAlcalase(n=2)

试验号 A B C D
DPPH 自由基清除率/%

Y1 Y2

还原力(A700nm)

y1 y2

1 1 1 1 1 62.14 61.80 0.944 0.943

2 1 2 2 2 63.49 61.47 0.956 0.959

3 1 3 3 3 60.96 63.65 0.951 0.951

4 2 1 2 3 76.44 72.24 0.987 0.981

5 2 2 3 1 61.92 68.13 0.963 0.969

6 2 3 1 2 63.94 64.56 0.959 0.958

7 3 1 3 2 65.49 73.11 0.977 0.971

8 3 2 1 3 61.29 65.18 0.941 0.939

9 3 3 2 1 65.65 66.42 0.953 0.952

DPPH 自由基

清除率

k1 62.253 68.537 61.807 64.347

k2 66.527 63.583 67.620 63.997

k3 66.193 62.853 65.547 66.630

R1 4.274 5.684 5.813 2.633

┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

还原力

k1 0.951 0.967 0.947 0.954

k2 0.970 0.955 0.965 0.963

k3 0.955 0.954 0.964 0.958

R2 0.019 0.013 0.018 0.009

表3　DPPH自由基清除率的方差分析表†

Table3　AnalysisofvariancetableofDPPHradical

scavengingactivity

方差来源 自由度 偏差平方和 均方差 F 值 显著性

A 2 99.8457 49.9229 6.8857 ∗∗

B 2 87.5688 43.7844 6.0390 ∗

C 2 59.9536 29.9768 4.1346 ∗

D 2 15.7211 7.8606 1.0842

误差 9 70.9050 7.8783
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

总和 17 333.9942

†　∗∗表示差异极显著,∗表示差异显著。

表4　还原力的方差分析表†

Table4　Analysisofvariancetableofreducingpower

方差来源 自由度 偏差平方和 均方差 F 值 显著性

A 2 0.0011 0.0006 83.3306 ∗∗

B 2 0.0007 0.0003 48.4919 ∗∗

C 2 0.0011 0.0006 82.4839 ∗∗

D 2 0.0003 0.0001 19.0000 ∗∗

误差 9 0.0001 0
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

总和 17 0.0033

†　∗∗表示差异极显著,∗表示差异显著。

2.2.2　Flavourzyme 水 解 玉 米 蛋 白 的 正 交 试 验 　Fla-

vourzyme正交试验因素水平和结果分别见表5、6,方差分析

见表7、8。

由表6可知,影响 Flavourzyme水解玉米蛋白水解物

DPPH 自由基清除率的因素主次顺序为 A>B>C>D,影响

Flavourzyme水解玉米蛋白水解物还原力的因素主次顺序为

B>A=C=D,由于 DPPH 自由基清除率中加酶量和时间是

次要影响因素,还原力中加酶量、温度和时间为次要影响因

素,综合考虑各方面因素,尤其是经济成本,选择最佳组合为

A3B3C2D1。此组合的DPPH自由基清除率为70.55%,还

表5　L9(34)正交试验因素水平表

Table5　FactorsandlevelsofL9(34)orthogonaltest

水平 A酶解温度/℃ BpH C加酶量/% D时间/min

1 47 5.6 4 50

2 50 6.0 5 60

3 53 6.4 6 70

原力为0.715,可溶性蛋白含量为10.34mg/mL。由表7、8
可 知,温度、pH、加酶量以及时间对DPPH自由基清除率和
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图2　温度、pH、加酶量和反应时间对Flavourzyme水解玉米蛋白水解物 DPPH 自由基清除率及还原力的影响

Figure2　Effectsoftemperature,pH,enzymeconcentrationandhydrolysistimeonDPPHradicalscavenging
activityandreducingpowerofcornhydrolysatebyFlavourzyme

表6　Flavourzyme水解玉米蛋白的正交试验设计及结果

Table6　Designandresultsoforthogonaltestforoptimizingthehydrolysiscondition

ofcornglutenmealbyFlavourzyme(n=2)

试验号 A B C D
DPPH 自由基清除率/%

Y1 Y2

还原力(A700nm)

y1 y2

1 1 1 1 1 67.92 67.59 0.687 0.691

2 1 2 2 2 67.26 67.76 0.684 0.683

3 1 3 3 3 69.42 68.76 0.702 0.699

4 2 1 2 3 66.93 66.76 0.678 0.673

5 2 2 3 1 70.42 69.75 0.712 0.710

6 2 3 1 2 69.74 69.09 0.703 0.707

7 3 1 3 2 69.74 70.23 0.709 0.700

8 3 2 1 3 68.93 68.11 0.699 0.693

9 3 3 2 1 71.04 70.07 0.715 0.714

DPPH 自由基

清除率

k1 68.120 68.193 68.563 69.463

k2 68.777 68.703 68.300 68.967

k3 69.683 69.683 69.717 68.150

R1 1.563 1.490 1.417 1.313

┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

还原力

k1 0.691 0.690 0.697 0.705

k2 0.697 0.697 0.691 0.698

k3 0.705 0.707 0.705 0.691

R2 0.014 0.017 0.014 0.014
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表7　DPPH自由基清除率的方差分析表†

Table7　AnalysisofvariancetableofDPPHradical

scavengingactivity

方差来源 自由度 偏差平方和 均方差 F 值 显著性

A 2 7.7088 3.8544 20.4021 ∗∗

B 2 6.9579 3.4789 18.4147 ∗∗

C 2 7.0296 3.5148 18.6046 ∗∗

D 2 5.2439 2.6219 13.8784 ∗∗

误差 9 1.7003 0.1889
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

总和 17 28.6405

†　∗∗表示差异极显著,∗表示差异显著。

表8　还原力的方差分析表†

Table8　Analysisofvariancetableofreducingpower

方差来源 自由度 偏差平方和 均方差 F 值 显著性

A 2 0.0006 0.0003 28.1323 ∗∗

B 2 0.0009 0.0004 41.6243 ∗∗

C 2 0.0006 0.0003 29.1481 ∗∗

D 2 0.0006 0.0003 28.6720 ∗∗

误差 9 0.0001 0
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

总和 17 0.0028

†　∗∗表示差异极显著,∗表示差异显著。

还原力均具有极显著性影响。

2.3　Alcalase和Flavourzyme协同水解玉米蛋白条件

Alcalase是一种内切肽酶,而 Flavourzyme是一种偏向

外切同时兼具内切活性的蛋白酶。双酶协同水解玉米蛋白

可增加蛋白酶的作用位点,提高玉米蛋白的水解度[8],有利

于提高原料的利用率和多肽的转化率。同时双酶对玉米蛋

白的水解比单酶更加充分,使更多小分子多肽游离释放出

来[17,18],而具有活性的多肽主要集中在小分子多肽中[19]。

本试验在 Alcalase和Flavourzyme分别水解玉米蛋白的

适宜条件基础上,采用双酶协同水解玉米蛋白的方法制备抗

氧化活性更高的蛋白水解物,试验结果见图3。

由图3可知,双酶协同水解玉米蛋白与单酶水解的情况

相比,蛋白水解物的 DPPH 自由基清除率和还原力均有提

高,Flavourzyme+Alcalase水 解 玉 米 蛋 白 所 得 水 解 物 的

DPPH 自由基清除率和还原力呈现整体上升趋势,但上升趋

势平缓。Alcalase+Flavourzyme所 得 玉 米 蛋 白 水 解 物 的

DPPH 自由基清除率和还原力较 Flavourzyme+Alcalase水

解所得玉米蛋白水解物要高,在110min时分别达到最高

值,为91.32%和1.341,Alcalase+Flavourzyme水解玉米蛋

白所得蛋白水解物的可溶性蛋白含量为50.96mg/mL,Fla-

vourzyme+Alcalase水解玉米蛋白所得蛋白水解物的可溶性

蛋白含量为51.86mg/mL,可见玉米蛋白水解物的抗氧化

活性并非与可溶性蛋白含量成正相关。Alcalase是内切蛋白

酶,其对疏水性肽键具有优先水解作用,因此可水解出具有
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图3　双酶不同加入顺序对玉米蛋白水解物抗氧化活性的影响

Figure3　Effectsofdifferentenzymecatalyzingorderoncornproteinhydrolysates

疏水性氨基酸末端的肽段;Flavourzyme具有外切蛋白酶活

性,加入 Flavourzyme后,玉米蛋白在其作用下继续水解,致

使肽键更加充分断裂,从而使得肽链暴露出带电荷、极性的

氨基酸基团,使玉米蛋白水解物传递 H+ 的能力加强[20],故

DPPH 自由基清除率和还原力增强。

3　结论

以 DPPH 自由基清除率和还原力为检测指标,对 Alca-

lase和Flavourzyme分别与协同水解玉米蛋白的条件进行了

研究。Alcalase水解玉米蛋白的最适水解条件为:酶解温度

50℃,pH7.7,加酶量2%(V/m),时间75min,此时,玉米蛋

白水解 物 的 DPPH 自 由 基 清 除 率 为 74.34%,还 原 力 为

0.984,可溶性蛋白含量为43.28mg/mL。Flavourzyme水

解玉米蛋白的最适水解条件为:酶解温度53 ℃,pH6.4,加

酶量5%(m/m),时间50min,此时玉米蛋白水解物的 DP-

PH 自由基清除率为70.55%,还原力为0.715,可溶性蛋白

含量为 10.34mg/mL。Alcalase和 Flavourzyme协同水解
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比单酶水解玉米蛋白所得水解物的 DPPH 自由基清除率和

还原力要高,采用 Alcalase+Flavourzyme水解玉米蛋白所

得水解物的DPPH 自由基清除率和还原力较Flavourzyme+

Alcalase要高,其中在110min时,Alcalase+Flavourzyme所

得玉米蛋白水解物的 DPPH 自由基清除率和还原力最高,分

别为91.32%和1.341。
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