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摘要：从辣椒粕中提取粗蛋白，建立蛋白酶水解辣椒粕分离

蛋白制备呈味肽的最佳条件。以水解度和肽得率为指标，对

胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、碱性蛋白酶、复合蛋白酶４种酶水解

辣椒粕分离蛋白的效果进行比较研究。结果表明：复合蛋白

酶的水解效果最佳。通过单因素试验选取复合蛋白酶作用

的固液比、酶用量、酶解时间、酶解ｐＨ值及酶解温度作为试

验因素，初步确立复合蛋白酶的水解条件。并通过正交试验

优化最终确定复合蛋白酶水解辣椒粕分离蛋白的最佳工艺

条件为固液比１１０（犿犞），酶用量２．０％，酶解时间４ｈ，

酶解ｐＨ值６．５，酶解温度５０℃。通过实验验证，在该条件

下，复合蛋白酶对辣椒粕分离蛋白具有较好的水解效果，其

水解度为１９．６０％，肽得率为６．３０％。
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辣椒粕（又名辣椒渣）是红辣椒提取天然色素及辣椒精

后的剩余物，１ｔ辣椒可产生０．８ｔ左右辣椒粕。辣椒粕中含

有蛋白质、脂肪、糖类、ＶＢ１、ＶＢ２、尼克酸及多种矿物质，纤维

素含量高达２３．８４％，蛋白质含量可达１４％～１９％，含有多

种人体必需氨基酸［１］。目前，大量的辣椒粕仅仅作为动物饲

料或生产废料被直接丢弃。虽然已有学者对辣椒粕进行了

深度开发：汪靖超等［２］采用酸碱化处理从辣椒渣中提取不溶

性膳食纤维，提取率高达８６．７９％；张津凤等
［３］以辣椒粕、花

生米和小麦粉为原料制得含高纤维素的辣椒花生酥，成品色

泽为棕黄色，咸甜香辣、酥脆可口；赵国群等［４］以辣椒粕水浸

提液作为培养基，对４种酵母菌进行发酵培养，筛选出适宜

以辣椒粕为原料生产细胞蛋白的优良菌种，为充分利用辣椒

粕这一资源提供了依据；唐鑫媛等［５］采用超声波辅助碱法提

取辣椒渣中的蛋白质，提取率高达８６．４１％。但在实际应用

中就辣椒粕蛋白综合利用的研究和报道较少。

水解植物蛋白是众所周知的调味产品［６］。到目前为止，

大豆蛋白［７］、玉米蛋白［８］、小麦蛋白［９］、花生蛋白［１０］、米糠蛋

白［１１］等酶解产物中，相继被发现含有独特生理活性的功能

肽抑或是风味增强肽，其中大豆多肽、玉米多肽等成功进行

了产业化。但辣椒粕蛋白尚未得到较好的开发利用。若用

酶法将辣椒粕分离蛋白降解得到多肽，则可大大提高辣椒粕

的附加值。酶解过程较其他化学降解具有条件温和、高效、

易控、安全等优势，这使得酶解技术逐渐取代传统酸碱等化

学法，在蛋白质深加工和活性成分提取领域被广泛应用和研

究［１２］。采用蛋白酶水解辣椒粕分离蛋白制备多肽的研究，

目前尚未见报道。

本试验拟从４种蛋白酶中筛选出适于辣椒粕分离蛋白
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的最佳水解酶，并对酶解辣椒粕分离蛋白的条件进行优化，

以期为辣椒粕蛋白资源的开发利用提供理论依据和生产

指导。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

辣椒粕：山东中椒英潮辣业发展有限公司；

辣椒粕分离蛋白：蛋白质含量约为５９．１４％，实验室

自制；

胰蛋白酶（ＥＣ３．４．２１．４）：２５００Ｕ／ｍｇ，国药集团化学试

剂有限公司；

木瓜蛋白酶：４００Ｕ／ｍｇ，北京鼎国生物技术有限责任

公司；

碱性蛋白酶：２００Ｕ／ｍｇ，上海楷洋生物技术有限公司；

复合蛋白酶：１２０Ｕ／ｍｇ，上海楷洋生物技术有限公司；

氢氧化钠、甲基红—溴甲酚绿混合指示剂、盐酸、硼砂、

甲醛、无水硫酸钾、硫酸铜、浓硫酸、硼酸等：分析纯，天津市

风船化学试剂科技有限公司；

犇４５ｍｍ透析袋：截留分子质量８０００～１４０００ｕ，北京鼎国

昌盛生物技术有限责任公司；

试验用水为去离子水。

１．２　仪器与设备

中草药粉碎机：ＦＷ１７７型，天津市泰斯特仪器有限

公司；

分析天平：ＡＵＹ２２０型，日本岛津公司；

数控超声波清洗器：ＫＱ２５０ＤＥ型，昆山市超声仪器有

限公司；

电热恒温鼓风干燥箱：ＤＨＧ９１４６Ａ型，上海精宏实验设

备有限公司；

ｐＨ计：ｐＨＳ３Ｃ型，上海仪电科学仪器股份有限公司；

电热恒温水浴锅：ＤＫＳ２８型，上海精宏实验设备有限

公司；

定氮仪：ＫＤＮ１０３Ｆ型，上海纤检仪器有限公司；

台式低速离心机：ＴＤＺ５型，湖南赫西装备仪器有限

公司；

磁力搅拌器：ＧＬ３２５０Ｂ型，海门市其林贝尔仪器制造有

限公司；

冷冻干燥机：ＦＤ１Ｂ型，北京博医康实验仪器有限公司。

１．３　试验方法

１．３．１　辣椒粕分离蛋白的提取　参照超声辅助碱溶酸沉法

提取［５］，略有改动。将辣椒粕粉碎并过１００目筛后，在料液

比１２０（犿犞），温度５０℃，时间４ｈ，超声功率２５０Ｗ的条

件下提取。将碱提液在３０００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ，收集上

清液，再加入稀盐酸调节ｐＨ至３．６，离心，收集沉淀，经透析

袋脱盐后冷冻干燥，即辣椒粕分离蛋白。

１．３．２　最佳蛋白酶的确定　辣椒粕分离蛋白和水１１０

（犿犞）在室温下混合搅拌均匀后，选用胰蛋白酶、木瓜蛋白

酶、碱性蛋白酶、复合蛋白酶分别在各自最佳酶解条件下对

辣椒粕分离蛋白进行酶解。水解完成后，在沸水中保持

５ｍｉｎ灭酶，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，过滤，得辣椒粕分离蛋

白酶解液。测定酶解液中游离氨基氮的含量并计算水解度

以及肽得率。各蛋白酶的最适酶解条件见表１。

表１　不同蛋白酶的酶解条件

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅａｓｅｓ

酶制剂 酶用量／％ 酶解ｐＨ 酶解温度／℃ 酶解时间／ｈ

胰蛋白酶 ２．０ ８．０ ５０ ４

木瓜蛋白酶 ２．０ ７．０ ５５ ４

碱性蛋白酶 ２．０ ８．５ ５５ ４

复合蛋白酶 ２．０ ６．５ ５０ ４

１．３．３　单因素试验设计方案

（１）固液比对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响：拟定复

合蛋白酶的酶用量２．０％（犵／犵，相对于辣椒粕分离蛋白的质

量），酶解ｐＨ６．５，酶解时间４ｈ，酶解温度５０℃，设定固液

比的水平梯度为１８，１１０，１１２，１１４，１１６（犿犞），

重复３次试验。测定酶解液水解度和肽得率，分析固液比对

辣椒粕分离蛋白水解效果的影响。

（２）酶用量对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响：拟定复

合蛋白酶的固液比１１０（犿犞），酶解ｐＨ６．５，酶解时间４ｈ，

酶解温度５０℃，设定酶用量的水平梯度为１．０％，１．５％，

２．０％，２．５％，３．０％，重复３次试验。测定酶解液水解度和

肽得率，分析酶用量对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响。

（３）酶解ｐＨ对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响：拟定

复合蛋白酶的固液比１１０（犿犞），酶用量２．０％，酶解时

间４ｈ，酶解温度５０℃，设定酶解ｐＨ 的水平梯度为６．０，

６．５，７．０，７．５，８．０，重复３次试验。测定酶解液水解度和肽

得率，分析酶解ｐＨ对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响。

（４）酶解时间对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响：拟定

复合蛋白酶的固液比１１０（犿犞），酶用量２．０％，酶解

ｐＨ６．５，酶解温度５０℃，设定酶解时间的水平梯度为４，５，

６，７，８ｈ，重复３次试验。测定酶解液水解度和肽得率，分析

酶解时间对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响。

（５）酶解温度对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响：拟定

复合蛋白酶的固液比１１０（犿犞），酶用量２．０％，酶解

ｐＨ６．５，酶解时间４ｈ，设定酶解温度的水平梯度为４０，４５，

５０，５５，６０℃，重复３次试验。测定酶解液水解度和肽得率，

分析酶解温度对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响。

１．３．４　正交试验优化　在单因素试验结果的基础上，将固

液比定为１１０（犿犞），以水解度和肽得率为评价指标，做

酶用量、酶解时间、酶解ｐＨ值、酶解温度的４因素３水平的

正交试验设计，并对试验结果进行分析验证，以期得到复合

蛋白酶水解辣椒粕分离蛋白的最佳工艺条件。

１．４　指标测定

１．４．１　辣椒粕分离蛋白酶解液水解度的测定　根据文献

［１３］，按照凯氏定氮法测定总氮（ＴＮ）和甲醛电位滴定法测

定酶解液中游离氨态氮（ＡＮ）。水解度按式（１）计算：
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犇犎 ＝
犃犖
犜犖

×１００％ （１）

式中：

犇犎———水解度，％；

犃犖———酶解液中的氨基氮含量，ｇ；

犜犖———酶解液中的总氮含量，ｇ。

１．４．２　辣椒粕分离蛋白酶解液肽得率的测定　根据文献

［１４］。肽得率按式（２）计算：

犮＝
犿１－犿２
犿

×１００％ （２）

式中：

犮———肽得率，％；

犿———原料总蛋白氮含量，ｇ。

犿１———酶解上清液总氮含量，ｇ；

犿２———酶解上清液总氨态氮含量，ｇ。

２　结果与分析
２．１　不同蛋白酶对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响

不同蛋白酶对底物作用的位点不同，将影响蛋白酶对辣

椒粕分离蛋白的水解效果。由图１可知，复合蛋白酶酶解产

物的水解度和肽得率在４个酶解产物中均属最高，碱性蛋白

酶和胰蛋白酶次之，木瓜蛋白酶最低。酶解产物的水解度越

高，其肽得率也越高，二者呈正相关。其中复合蛋白酶的酶

解效果最好，故确定适合于辣椒粕分离蛋白水解的蛋白酶为

复合蛋白酶。

图１　蛋白酶对辣椒粕分离蛋白水解的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｎｄｓｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｏｎ

ｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

２．２　单因素试验结果

２．２．１　固液比对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响　由图２

可知，在底物浓度不同时，蛋白酶水解效果也有差异。辣椒

粕分离蛋白酶解液的水解度随着固液比的增大而呈降低趋

势；而肽得率则随着固液比的增大先升高，后降低，并且在固

液比为１１０（犿犞）时，辣椒粕分离蛋白酶解液的肽得率最

高。由于固液比对酶解液的水解度影响很大，很可能会掩盖

其他因素的作用效果，并考虑到要求酶解得到的产物是呈味

肽，综合两个指标从而确定复合蛋白酶水解辣椒粕分离蛋白

的最佳固液比为１１０（犿犞）。

２．２．２　酶用量对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响　由图３

可知：在其他因素固定不变的条件下，辣椒粕分离蛋白酶解液

图２　固液比对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｉｌｄｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

ｂｙｃｏｍｐｏｕｎｄ

图３　酶用量对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅｄｏｓａｇｅｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｂｙ

ｃｏｍｐｏｕｎｄｐｒｏｔｅａｓｅ

的水解度和肽得率随着酶用量的增多呈先升高后降低趋势。

当酶用量为２．０％时，辣椒粕分离蛋白酶解液的水解度较高，

且肽得率达到最大值。考虑到蛋白酶的价格，故确定复合蛋

白酶水解辣椒粕分离蛋白的最适酶用量为２．０％。

２．２．３　酶解时间对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响　酶解

时间会对蛋白酶水解效率产生重要的影响，酶解时间过短，

水解不充分；酶解时间过长，酶易失活，水解液易腐败，且水

解效率不高。由图４可知，辣椒粕分离蛋白酶解液的水解度

和肽得率随酶解时间的延长而升高。在酶解５ｈ以前，水解

度和肽得率逐渐升高，继续延长酶解时间，水解度和肽得率

呈显著降低趋势，且在酶解５ｈ时均达到最大值。为了节约

时间成本，确定复合蛋白酶水解辣椒粕分离蛋白的最佳酶解

时间为５ｈ。

２．２．４　酶解ｐＨ对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响　酶解

图４　酶解时间对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｂｙｃｏｍｐｏｕｎｄ
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ｐＨ可改变蛋白质和蛋白酶的空间结构，可使蛋白质发生变

性，使蛋白酶失去活性。酶解ｐＨ通过改变底物浓度解离状

态，影响底物与酶结合，同时影响一些氨基酸微链的解离状

态，特别是酶催化活性所需要的侧链基团的解离状态，进而

影响水解效果。由图５可知，辣椒粕分离蛋白酶解液的水解

度和肽得率随酶解ｐＨ的增大先升高，后降低。在ｐＨ值为

６．５时，水解度相对较高，肽得率达到最大值。故确定复合

蛋白酶水解辣椒粕分离蛋白的最佳酶解ｐＨ为６．５。

图５　酶解ｐＨ对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｂｙ

ｃｏｍｐｏｕｎｄｐｒｏｔａｓｅ

２．２．５　酶解温度对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响　由

图６可知，当酶解温度从４０℃上升到５５℃时，辣椒粕分离蛋

白酶解液的水解度和肽得率显著升高；随着酶解温度的继续

升高，水解度和肽得率急剧降低。这是因为随着温度的升

高，酶与底物之间的接触机会增多，水解度增大，肽得率升

高；当温度过高，导致酶失活，酶解效果下降［１５－１６］。故确定

复合蛋白酶水解辣椒粕分离蛋白的最佳酶解温度为５５℃。

图６　酶解温度对辣椒粕分离蛋白水解效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｂｙ

ｃｏｍｐｏｕｎｄｐｒｏｔａｓｅ

２．３　复合蛋白酶水解辣椒粕分离蛋白的正交试验结果

由单因素试验可以看出，辣椒粕分离蛋白酶解的固液比

为１１０（犿犞）时的水解度和肽得率相对最高，故选择固液

比为１１０（犿犞）较为合适。固液比对蛋白酶解效果影响

很大，很可能掩盖试验中其他因素的作用效果，因此在正交

试验中不予考虑。辣椒粕分离蛋白酶解正交试验的因素与

水平设计见表２，结果见表３。

　　由复合蛋白酶水解辣椒粕分离蛋白的正交试验Ｌ９（３
４）

结果可知，水解度最高的酶解最佳工艺组合为Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２，水

表２　辣椒粕分离蛋白酶解正交试验的因素与水平设计

Ｔａｂｌｅ２　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｂｙｃｏｍｐｏｕｎｄｐｒｏｔｅａｓｅ

水平 Ａ酶用量／％ Ｂ酶解时间／ｈＣ酶解ｐＨ值 Ｄ酶解温度／℃

１ １．５ ４ ６．０ ５０

２ ２．０ ５ ６．５ ５５

３ ２．５ ６ ７．０ ６０

表３　辣椒粕分离蛋白酶解正交试验结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｌ９（３
４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｂｙｃｏｍｐｏｕｎｄｐｒｏｔｅａｓｅ

序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 水解度／％ 肽得率／％

１ １ １ １ １ １９．４３ ５．７５

２ １ ２ ２ ２ １９．８２ ５．７６

３ １ ３ ３ ３ １９．２７ ５．５８

４ ２ １ ２ ３ １９．６６ ５．９７

５ ２ ２ ３ １ １９．３７ ６．３１

６ ２ ３ １ ２ ２０．２８ ５．６７

７ ３ １ ３ ２ １９．７３ ６．０２

８ ３ ２ １ ３ １９．６０ ５．６１

９ ３ ３ ２ １ １９．３４ ６．２５

水

解

度

犽１ １９．５１ １９．６１ １９．７７ １９．３８

犽２ １９．７７ １９．６０ １９．６１ １９．９４

犽３ １９．５６ １９．６３ １９．４６ １９．５１

犚



０．２６ ０．０３ ０．３１ ０．５６

肽

得

率

犽１ ５．７０ ５．９１ ５．６８ ６．１０

犽２ ５．９８ ５．８９ ６．１１ ５．８２

犽３ ５．９６ ５．８３ ５．９７ ５．７２

犚 ０．２８ ０．０８ ０．４３ ０．３８

解度达到２０．２８％，根据极差犚值可知影响水解度的因素主

次关系是Ｄ＞Ｃ＞Ａ＞Ｂ；而肽得率最高的酶解工艺组合为

Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ１，肽得率达到６．３１％，根据极差犚值可知影响肽得

率的因素主次关系是Ｃ＞Ｄ＞Ａ＞Ｂ。而根据指标极差大小

得到最优的水平组合为Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２或Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ１。

通过综合平衡法可知，对于因素Ａ，两个指标都是取 Ａ２

好；对于因素Ｂ，水解度指标取Ｂ３，肽得率指标取Ｂ１，而肽得

率指标为主要指标且因素Ｂ总是处于末位的次要因素，本着

降低时间成本的原则，选取Ｂ１；对于因素Ｃ，水解度指标取

Ｃ１，肽得率指标取Ｃ２，而肽得率指标为主要指标且因素Ｃ为

主要因素，本着提高酶解效果的原则，选取Ｃ２；对于因素Ｄ，

水解度指标取Ｄ２，肽得率指标取Ｄ１，而肽得率指标为主要指

标且因素Ｄ为较次要因素，故选取Ｄ１。综合分析选择的理

论最优水平组合为Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ１，即固液比为１１０（犿犞），酶

用量为２．０％，酶解时间为４ｈ，酶解ｐＨ值为６．５，酶解温度

为５０℃。

２．４　最优组合验证实验

由于理论最优水平组合 Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ１未出现在试验方案

中，故应进行验证实验，即酶解条件为：固液比 １１０
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（犿犞），酶用量２．０％，酶解时间４ｈ，酶解ｐＨ值６．５，酶解

温度５０℃进行酶解实验，重复３次，测得酶解液的水解度为

１９．６０％，肽得率为６．３０％。经验证实验比较得出，最优的水

平组合为Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ１。

３　结论
以水解度和肽得率为指标，从胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、碱

性蛋白酶、复合蛋白酶４种蛋白酶中筛选出了水解辣椒粕分

离蛋白的最佳用酶为复合蛋白酶。通过单因素试验和正交

试验优化，最终确定了复合蛋白酶水解辣椒粕分离蛋白的最

佳工艺条件为：固液比１１０（犿犞），酶用量２．０％，酶解时

间４ｈ，酶解ｐＨ值６．５，酶解温度５０℃。在此条件下得到的

辣椒粕分离蛋白酶解液的水解度为１９．６０％，肽得率为

６．３０％。研究结果为辣椒粕分离蛋白水解制备多肽提供了

理论依据，对低值动植物蛋白的精深加工具有现实的指导意

义。本研究的不足之处在于：在蛋白质酶解过程中，为了使

蛋白酶处于最适ｐＨ范围内尽量维持其水解速度，必须加入

一些酸或碱来调节水解体系的ｐＨ值，因此得到的蛋白酶解

液中含有一定的盐分，且颜色较深、味道略苦。所以，在后续

试验中要对酶解液进行脱盐、脱色和脱苦处理。
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