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摘要：为使灰色关联分析法在食品领域得到充分的应用，并

为食品工业提供优质的大豆多肽资源。采用单因素试验考

察不同酶解条件对大豆蛋白酶解的影响，并利用灰色关联分

析法建立蛋白酶解过程模型。利用 Ａｌｃａｌａｓｅ碱性蛋白酶

（４．４万Ｕ／ｇ）对大豆低温豆粕进行酶解，制备大豆多肽。通

过灰色关联分析法计算反应体系ｐＨ 值、反应温度、反应时

间、大豆脱脂豆粕添加量以及Ａｌｃａｌａｓｅ碱性蛋白酶添加量的

关联系数，得到各因素显著性大小为ｐＨ值＞温度＞底物浓

度＞加酶量＞时间。经实验验证水解度与预测水解度基本

一致，证明试验得出的结论可靠。其最佳工艺参数为：反应

体系ｐＨ值９．０，反应温度５５℃，反应时间３ｈ，大豆脱脂豆

粕添 加 量 ５％ （犿／犞），Ａｌｃａｌａｓｅ 碱 性 蛋 白 酶 的 添 加 量

１５００Ｕ／ｇ，该条件下水解度为１３．５３％。

关键词：大豆蛋白；酶解；模型；灰色关联分析
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　　大豆蛋白经蛋白酶作用后，再经分离、精制等过程得到

蛋白质水解产物，该水解产物由多种肽混合组成，其中还含

有少量游离氨基酸、糖类和无机盐等成分［１－３］。水解产物具

有降血压、抗氧化、减肥及促进矿物质吸收等多种生理功能，

使其在食品工业上具有广阔的开发应用前景［４－６］。

　　中国对大豆多肽的研究起步较晚，基础和应用研究都很

薄弱，尚处于初级开发应用阶段，具有极大市场潜力。本研

究采用的豆粕是豆油加工的副产品，成本低廉，来源广泛。

目前豆粕主要用作饲料，在食品方面应用极少，而且只限于

酿造食品。脱脂豆粕中蛋白含量较高（４５％～５０％），氨基酸

平衡，且较大豆分离蛋白和大豆浓缩蛋白价格便宜，因此利

用豆粕加工大豆多肽有很高的开发和利用价值［７，８］。

　　灰色关联分析是灰色系统理论的基础，实质上是关联系

数的分析，目的是寻求系统中各因素间的主要关系、找出影

响目标值的重要因素，从而掌握事物的主要特征，促进和引

导系统迅速而有效地发展。自１９８２年邓聚龙教授
［９］创立灰

色系统理论以来，灰色关联分析已成功应用于聚类、预测、决
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策、评估、模式识别、系统指标权重确定、建模精度检验及诊

断等方面［１０－１３］。在对复杂系统进行分析时，以往多采用统

计分析或其它分析法，灰色关联分析法与之相比的优势在

于：灰色关联分析是按发展趋势做分析，因此对样本量的多

少没有过多的要求，也不需要典型的分布规律，而且计算量

比较小，其结果与定性分析结果比较吻合。目前灰色关联分

析在食品方面的应用较少，其不仅是优势分析的基础，还是

进行科学决策的依据［１４］。

　　为了提高大豆蛋白资源的利用率，降低大豆肽的生产成

本，提高大豆肽的水解度，获得具有高溶解度、低黏度等优良

加工特性的大豆肽。黄雅燕等［１５］曾运用正交试验对碱性蛋白

酶水解豆粕制备大豆多肽的工艺条件进行优化。本研究拟利

用Ａｌｃａｌａｓｅ碱性蛋白酶水解大豆脱脂豆粕，测定低温豆粕中的

蛋白含量、水解度，选用灰色关联分析法对大豆蛋白酶解过程

进行工艺优化，建立不同条件下水解制备大豆蛋白水解模型，

以利用该模型在一定范围内预测大豆蛋白酶解程度。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

　　大豆脱脂豆粕粉：哈高科大豆食品有限责任公司；

　　Ａｌｃａｌａｓｅ（２．４ＬＦＧ）酶：酶活４．４万 Ｕ／ｇ，丹麦诺维信

公司；

　　氢氧化钠、甲醛：分析纯，天津市大陆化学试剂厂；

　　盐酸：分析纯，西陇化工有限公司；

　　福林酚：分析纯，天津光复科技发展有限公司。

１．２　仪器与设备

　　电子天平：ＹＢ１０００２型，上海光正医疗仪器有限公司；

　　电子分析天平：ｅ１０ｄ型，赛多利斯科学仪器（北京）有限

公司；

　　真空干燥箱：ＤＺＦ６０２０型，上海一恒科学仪器有限

公司；

　　电热恒温水浴锅：ＤＫ９８ＩＩＡ型，天津泰斯特仪器有限

公司；

　　分光光度计：７２２型，上海佑科仪器仪表有限公司；

　　台式离心机：ＴＤＬ８０２Ｂ型，上海安亭科学仪器厂；

　　ｐＨ计：ＰＨＳ３Ｃ型，上海精密仪器有限公司；

　　万用电炉：ＤＬ１型，北京市永光明医疗仪器有限公司；

　　架盘天平：ＨＣＴＰ１１５型，上海精科天平。

１．３　方法

１．３．１　大豆蛋白的酶解　准确称取 Ａｌｃａｌａｓｅ（２．４ＬＦＧ）酶

０．３４０９ｇ，用蒸馏水定容至１００ｍＬ，准确吸取１ｍＬ，用蒸馏

水定容至１００ｍＬ。称取脱脂豆粕１０ｇ，加水配成５％（犿／犞）

的悬浊液，搅拌分散，用１．０ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调ｐＨ 值为４．５，

４５℃洗糖６０ｍｉｎ，再抽滤，取固体物质再次搅拌溶解配成

５％（犿／犞）的悬浊液，用１．０ｍｏｌ／Ｌ ＨＣｌ调ｐＨ 值为４．５，

４５℃洗糖３０ｍｉｎ，再抽滤，取固体物质再次搅拌溶解配成

５％（犿／犞）的悬浊液，反应过程中用５％ ＮａＯＨ 溶液维持系

统ｐＨ值恒定（±０．１０），加酶１ｍＬ，升温至５５℃保温酶解

３ｈ，抽滤取上清液，再升温至１００℃保温灭酶１０ｍｉｎ，冷却

后，抽滤，再将上清液浓缩干燥，得到大豆蛋白水解物。

１．３．２　酶活的测定　采用福林酚法
［１６］。

１．３．３　大豆蛋白酶解的单因素试验

　　（１）ｐＨ值对脱脂豆粕酶解的影响：固定时间为３ｈ，温

度为５５℃，加酶量为１５００Ｕ／ｇ，底物浓度为３％（犿／犞），分

别在ｐＨ值为８．０，８．５，９．０，９．５，１０．０的条件下，测定水解后

上清液中的蛋白质含量和水解度。

　　（２）温度对脱脂豆粕酶解的影响：固定时间为３ｈ，

ｐＨ值为９．０，加酶量为１５００Ｕ／ｇ，底物浓度为３％（犿／犞），

分别在温度为４５，５０，５５，６０，６５℃的条件下，测定水解后上

清液中的蛋白质含量和水解度。

　　（３）时间对脱脂豆粕酶解的影响：固定温度为５５℃，

ｐＨ值为９．０，加酶量为１５００Ｕ／ｇ，底物浓度为３％（犿／犞），

分别在时间为１，２，３，４，５ｈ的条件下，测定水解后上清液中

的蛋白质含量和水解度。

　　（４）加酶量对脱脂豆粕酶解的影响：固定温度为５５℃，

ｐＨ值为９．０，时间为３ｈ，底物浓度为３％（犿／犞），分别在加

酶量为５００，１０００，１５００，２０００，２５００Ｕ／ｇ的条件下，测定水

解后上清液中的蛋白质含量和水解度。

　　（５）底物浓度对脱脂豆粕酶解的影响：固定温度为

５５℃，ｐＨ值为９．０，时间为３ｈ，加酶量为１５００Ｕ／ｇ，分别在

底物浓度（犿／犞）为３％，４％，５％，６％，７％的条件下，测定水

解后上清液中的蛋白质含量和水解度。

１．３．４　制备工艺的优化　在单因素试验结果的基础上，选

取温度、加酶量、ｐＨ值、时间、底物浓度５个因素，利用ＤＰＳ

数据处理软件中“灰色系统方法关联度分析”程序进行试验

方案设计，并对所得数据进行分析处理。

　　（１）灰色关联分析原始数据变换：由于系统中各因素的

量纲可能不同，数值的数量级也可能相差悬殊，很难直接进

行比较。因此，本试验采取均值化变换，先分别求出各个序

列的平均值，再用平均值去除对应序列中的各个原始数据，

所得到的新数据列，即为均值化序列。其特点是量纲为一，

其值大于０，并且大部分近于１，数列曲线互相相交。经过数

据变换的母数列记为｛犢（狋）｝，子数列记为｛犡犻（狋）｝
［１７］。

　　（２）关联系数分析：关联系数反映两个被比较序列在某

一时刻的紧密程度，关联系数的范围为０＜犔≤１。经数据变

换的母数列记为｛犢（狋）｝，子数列记为｛犡犻（狋）｝，则在时刻狋＝犽

时母序列｛犢（犽）｝与子序列｛犡犻（犽）｝的关联系数犔０犻（犽），按

式（１）计算：

　　犔０犻（犽）＝
Δｍｉｎ＋Δｍａｘ

Δ０犻（犽）＋ρΔｍａｘ
（１）

　　式中：

　　犔０犻（犽）———关联系数；

　　Δ０犻（犽）———犽时刻两比较序列的绝对差，即 Δ０犻（犽）＝

｜犢（犽）－犡犻（狋）｜；

　　Δｍｉｎ———所有比较序列各个时刻绝对差中的最小值；

　　Δｍａｘ———所有比较序列各个时刻绝对差中的最大值；
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　　ρ———分辨系数，取ρ＝０．５。

１．３．５　多元回归分析　采用ＳＰＳＳ１９．０软件中“回归分析”

程序分析底物浓度、加酶量、温度、ｐＨ值、时间的回归方程。

１．３．６　蛋白质含量的测定　采用凯氏定氮法
［１８］。

１．３．７　水解度的测定　采用甲醛滴定法
［１９－２１］。

２　结果与分析

２．１　大豆蛋白酶解单因素试验结果

２．１．１　ｐＨ值对低温豆粕酶解的影响　由图１可知，随着

ｐＨ值的增大，大豆蛋白水解度呈现先增加后趋于平缓的变

化趋势。ｐＨ 值为９．０时，大豆蛋白水解度达到１３．３１％。

ｐＨ值为８．０～９．０时处于酶的最适ｐＨ，酶活力较大，随ｐＨ

值增加水解度增加；超过９．０后，酶虽未变性，但ｐＨ会影响

底物的游离状态，也会影响酶分子活性部位上有关基团的解

离，进而影响酶与底物的结合与催化，使水解度变化趋于平

缓［２２］。权衡水解度、环境条件和试剂用量对产率的影响，选

择９．０作为最佳酶解环境的ｐＨ值。

图１　ｐＨ值对水解度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

２．１．２　温度对低温豆粕酶解的影响　由图２可知，温度由

４５℃增大到５５℃时，大豆蛋白水解度出现增长趋势；温度

为５５℃时，大豆蛋白水解度达到１２．６８％；超过５５℃之后，

大豆蛋白水解度呈现降低的趋势。这是由于在低温阶段酶

活力较小，酶水解速度较低，在适宜温度下，有利于蛋白结构

的舒展，肽键更易与酶结合，酶水解速度加快，随着温度继续

升高，酶蛋白变性失活，导致水解度下降［２３］。权衡水解度、

环境条件以及试剂用量对产率的影响，选择５５℃作为最佳

图２　温度对水解度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

酶解环境的温度。

２．１．３　时间对低温豆粕酶解的影响　由图３可知，随着时

间的延长，大豆蛋白水解度呈现先增长后趋于平稳的变化趋

势。时间为３ｈ时，大豆蛋白水解度达到１３．２４％。原因主

要是由于Ａｌｃａｌａｓｅ蛋白酶酶解需要一定的反应时间，随着酶

解反应的进行，酶与底物作用，水解程度不断加深，水解度也

随之提高；在到达３ｈ时，底物浓度减少，反应位点逐渐被酶

分子饱和，可与酶作用的肽键数量减少，并且产物浓度增加，

其竞争性抑制增强，酶的活性逐渐降低，因此出现先增长后

趋向平稳的变化过程［２４］。权衡水解度、环境条件以及试剂

用量对产率的影响，选择３ｈ作为最佳酶解环境的时间。

图３　时间对水解度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

２．１．４　加酶量对低温豆粕酶解的影响　由图４可知，加酶

量由５００Ｕ／ｇ增大到２０００Ｕ／ｇ时，大豆蛋白水解度逐渐增

长；加酶量为２０００Ｕ／ｇ时，大豆蛋白水解度达到１４．６１％，

之后，大豆蛋白水解度呈略微降低的变化趋势。这是由于

Ａｌｃａｌａｓｅ蛋白酶酶解初期，酶浓度较低，底物过量，酶与底物

完全结合，水解程度逐渐增大，水解度随之呈现上升趋势，在

加酶量达到２０００Ｕ／ｇ时酶在底物表面的作用已达到饱和，

酶分子与底物不能充分接触，而底物上可供酶切割的位点有

限，多出的酶不能在底物上起作用［２５］，因此水解度趋于平

衡，有略微降低的趋势［２５］。因此，权衡产率、成本等相关因

素，选择２０００Ｕ／ｇ作为最佳酶解环境的加酶量。

２．１．５　底物浓度对低温豆粕酶解的影响　由图５可知，随着

图４　加酶量对水解度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｅｎｚｙｍｅａｄｄｅｄｏｆｔｈｅｄｅｇｒｅｅ

ｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
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图５　底物浓度对水解度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅ

ｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

底物浓度的增大，大豆蛋白水解度呈现先增长后逐渐趋于平

稳的变化趋势。底物浓度为５％（犿／犞）时，大豆蛋白水解度

达到１０．６６％。这是因为在一定的加酶量条件下，底物浓度

的增加会导致酶解的效率增加，使得所有的酶都可以在同一

时间作用于底物，导致水解度不断上升，当加酶量和底物相

互平衡时达到酶解的最大效率，再增加底物浓度，酶解效率

几乎不变，导致水解度基本保持不变的状态［２６］。权衡水解

度、环境条件以及试剂用量对产率的影响，选择５％（犿／犞）作

为最佳酶解环境的底物浓度。

２．２　灰色关联分析

２．２．１　原始数据变换　利用ＤＰＳ数据处理软件中“灰色系

统方法关联度分析”程序，得到原始数据均值化结果见表１。

２．２．２　关联系数分析　由原始数据均值化结果得到所有比

较序列各个时刻绝对差中最小差值Δｍｉｎ和最大差值Δｍａｘ

分别为０和０．４８１６５，利用ＤＰＳ数据处理软件中“灰色系统

方法关联度分析”程序计算反应体系中各因素的关联系数。

根据不同因素的关联系数（表２），排列出因素的显著性为：

ｐＨ值＞温度＞底物浓度＞加酶量＞时间，因此大豆多肽的

制作工艺参数中，ｐＨ值影响最显著，时间的影响最不显著。

２．３　多元回归分析

　　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行回归分析，以水解度为因变

量，ｐＨ值、温度、底物浓度、加酶量、时间为自变量建立多元

线性回归方程［２７］。运用ＳＰＳＳ１９．０软件中“分析—回归—线

性”程序，得到回归方程为：

　　犢＝ －３２．０４１＋２．３７２犡１ ＋０．１７７犡２ ＋１．３３５犡３ ＋

１．２２１犡４＋０．００１犡５ （２）

　　根据回归方程（２），可以预测反应体系ｐＨ 值为８～１０、

温度为４５～６５℃、时间为１～５ｈ、底物浓度为３％～７％（犿／

犞）以及加酶量为５００～２５００Ｕ／ｇ内的Ａｌｃａｌａｓｅ碱性蛋白酶

酶解大豆低温豆粕的水解度。

表１　原始数据均值化结果

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｏｆｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｏｒｉｇｉｎａｌｄａｔａ

样品 Ｘ１ｐＨ值
Ｘ２温度／

℃

Ｘ３时间／

ｈ

Ｘ４底物

浓度／％

Ｘ５加酶量／

（Ｕ·ｇ－１）

Ｙ水解

度／％

１ ０．９４５５ １．１３６０ １．０９１０ １．０１４０ １．０１８７ ０．７５８８

２ １．００５６ １．０２４０ １．０２３０ １．０１４０ １．０８４４ １．１０７０

３ １．０２８６ １．０１４０ １．０２４０ １．０５９０ １．０７８７ １．２１２４

４ １．１２３９ １．０４２６ １．０２３０ １．０５９０ １．０２５３ １．２１４５

５ １．１４１７ １．０３７０ １．０６００ １．０９１０ １．０８０３ １．２７０１

６ １．０６３７ １．０１４０ ０．３６３７ １．０２４０ １．０２８４ ０．６９８４

７ １．０６４７ １．０２３０ ０．７２２０ １．０８３０ １．０２４３ １．０５５８

８ １．０２８６ ０．９６７２ １．０６００ １．０６００ １．０８４４ １．２０７２

９ １．０６３７ １．０６６０ １．４１２０ １．０２４０ １．０２４３ １．３２３３

１０ １．０１８５ １．０５９０ １．７６５０ １．０９１０ １．０８８０ １．２７２８

１１ １．０６３７ １．０１４０ １．０２４０ ０．６３９６ １．０８４４ ０．５２０１

１２ １．０８７８ １．０１４０ １．０９１０ ０．８１８４ １．０７８６ ０．８６７５

１３ １．０６４７ １．０９１０ １．０８３０ １．０２４０ ０．９５１５ １．０３５６

１４ １．０７０８ １．０２４０ １．０３７０ １．２４４４ １．０６０４ ０．９９７５

１５ １．０６３７ １．０６６０ １．０１４０ １．５２７４ １．１２２９ １．０７０５

１６ １．０２７６ １．０６００ １．０２３０ １．０２４０ ０．３５３５ ０．８６１９

１７ ０．９４６４ １．０５９０ １．０２３０ １．０２４０ ０．７００５ ０．９３８２

１８ １．０７０８ １．０８３０ １．０６００ １．０１４０ １．０３８３ １．２１６０

１９ １．０２８６ １．０６００ １．０２３０ １．０２３０ １．３５３７ １．１６２６

２０ ０．９０５４ １．０３９７ １．０８３０ １．０２３０ １．６４５９ １．１３２４

２１ １．０４１６ ０．８３７０ １．０３７０ １．０３７０ １．０３８３ ０．７９４１

２２ １．０１８５ ０．９６３６ １．０３７０ １．０５９０ １．０３８３ １．００９９

２３ １．０６３７ １．０６３３ １．０２３０ １．０６６０ １．０６４６ １．１４４８

２４ １．２１７６ １．１１６０ １．０６００ １．０６６０ １．０６７４ １．１６１７

２５ １．０９５９ １．２８９４ １．０２４０ １．０３７０ １．０６７４ １．１７０７

表２　反应体系中各因素关联系数

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓ

ｉｎｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

Ｘ１ｐＨ值
Ｘ２温度／

℃

Ｘ３时间／

ｈ

Ｘ４底物浓度／

％

Ｘ５加酶量／

（Ｕ·ｇ－１）

０．７３２２ ０．６８８２ ０．６５４７ ０．６６５０ ０．６５５０

２．４　验证实验

　　为了验证多元回归分析线性回归方程的可靠性，随机假

设３组Ａｌｃａｌａｓｅ碱性蛋白酶酶解大豆低温豆粕的反应条件，

将方程预测的水解度和实测的水解度进行比较，结果见表３。

由表３可知，预测的水解度和实测的水解度数值基本接近，

表明预测值与真实值之间有很好的拟合性，因此灰色关联分

析方法得到的优化工艺参数准确可靠，具有实用性。

表３　随机降解条件验证实验

Ｔａｂｌｅ３　Ｒａｎｄｏｍｄｅｇｒａｄｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｖａｌｉｄａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

样品 ｐＨ值 温度／℃ 时间／ｈ 底物浓度／％ 加酶量／（Ｕ·ｇ－１） 预测水解度／％ 实测水解度／％

１ ８．５ ４７ ３．５ ４．０ ８００ ６．７９ ７．０１

２ ９．５ ５３ ２．５ ５．０ １１００ １０．４２ １０．３２

３ ８．０ ５９ ４．５ ４．５ １４００ １０．２８ １０．１５
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３　结论

　　本试验对 Ａｌｃａｌａｓｅ碱性蛋白酶酶解大豆蛋白过程进行

优化，以水解度为指标，确定大豆多肽酶解的最佳工艺参数

为：反应体系ｐＨ值９．０，反应温度５５℃，反应时间３ｈ，大豆

脱脂豆粕添加量５％（犿／犞），Ａｌｃａｌａｓｅ碱性蛋白酶的添加量

２０００Ｕ／ｇ，该条件下水解度为１３．５３％。本试验使得大豆蛋

白水解度得到了较大提高，下一步将对大豆蛋白水解产物的

生理功能与水解度之间的关系进行更深入的研究。
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