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酶法制备花椒籽蛋白铁结合肽的工艺优化
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摘要!采用不同的蛋白酶水解花椒籽蛋白"以花椒籽蛋白质

铁结合肽水解度和铁结合能力为指标"筛选出制备花椒籽蛋

白铁结合肽的最佳蛋白酶"并利用最佳蛋白酶酶解花椒籽蛋

白制备铁结合肽#在单因素试验的基础上"应用
+A60

+<L?̂<?

方法进行四因素三水平的试验设计"考察底物浓度!

酶添加量!

E

F

值!酶解温度和酶解时间对铁结合能力的影响"

优化花椒籽蛋白制备铁结合肽工艺#结果表明'最佳蛋白酶

为碱性蛋白酶"最佳工艺条件为'底物浓度
&#;#$1

7

(

1I

!酶

添加量
$;$,1

7

(

1I

!酶解
E

F"$;.#

!酶解温度
%'`

!酶解时

间
&;'L

"该条件下酶解产生水解液的水解度为
#;&!G

"铁结

合能力为
'(';%%1

7

/TR-

(

7

1蛋白质#

关键词!花椒籽蛋白$铁结合肽$碱性蛋白酶$水解度
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花椒籽作为花椒生产中的主要副产物%其种仁脱脂后蛋

白含量达
%$;!.G

%且氨基酸组成比较合理%是一种优质的植

物蛋白资源)

"

*

&但长期以来一直没有得到较好的开发及利

用%大量的花椒籽经榨油后被当做废物丢弃%既造成了资源

浪费%又导致了环境污染&近年来%花椒籽蛋白质资源的兴

起%为花椒的综合利用开辟了一条新的途径&目前%关于花

椒籽蛋白的研究主要集中在蛋白质的提取工艺)

&

*及从蛋白

质中提取抗氧化肽)

!S.

*

+降血压肽)

'

*

+抑菌肽)

%

*等方面&

矿物元素结合肽由于其结合矿物元素的不同而能够产

生不同的生物活性&一般来说%铁肽+锌肽及钙肽主要有抑

菌和抗氧化活性%铬肽等对预防由糖尿病引发的肝脏损伤有

积极作用)

#

*

&研究)

(S,

*表明%矿物质元素与多肽结合在一

起%会更加容易吸收&缺铁性贫血是各国普遍存在的营养缺

乏病之一%主要通过服用无机补铁剂防治%但利用率低%而且

会产生一些副作用&作为一种新型的生物态铁%多肽铁螯合

物可直接由肠道黏膜细胞吸收%生物利用率高%且不会产生

任何不良症状%是较为理想的铁补充剂)

"$

*

&目前有关铁结

合肽的研究报道较多%按蛋白来源主要分动物蛋白源和植物

蛋白源&其中植物蛋白源的研究较少%目前主要集中在大豆

蛋白肽)

""S"&

*

+米蛋白肽)

"!

*以及一些藻类蛋白肽)

".

*方面%但

有关花椒籽源蛋白肽铁螯合物的研究尚未见报道&

本试验以花椒籽蛋白为原料%分别采用碱性蛋白酶+中

性蛋白酶+木瓜蛋白酶和风味蛋白酶对其进行酶解%研究水

!%"



解过程中的水解度+多肽的含量及其螯合亚铁离子能力%对

酶解花椒籽蛋白制备铁结合肽的条件进行优化%以期为花椒

籽的深度开发及铁结合肽在食品中的应用提供理论依据&

"

!

材料与方法
";"

!

材料与试剂

花椒籽粕"大红袍花椒籽榨油后所得%源自陕西省韩

城市$

花椒籽蛋白"蛋白质含量约为
#.;$'G

%实验室自制$

碱性蛋白酶 !

&$

万
c

(

7

#+中性蛋白酶 !

'

万
c

(

7

#+木

瓜蛋白酶 !

"

万
c

(

7

#"英国
+TF

公司$

风味蛋白酶"

'

万
c

(

7

%丹麦诺维信!

BAOA

#公司$

牛血清白蛋白+福林酚"分析纯%美国
V3

7

12

公司$

菲洛嗪"分析纯%上海源叶生物科技有限公司$

氢氧化钠+浓盐酸+无水碳酸钠+酒石酸钾钠+硫酸铜+

/TR-

二钠盐+

Y<VC

.

等"分析纯%市售&

";&

!

仪器与设备

真空冷冻干燥机"

I]*0"(X

型%北京四环科学仪器厂$

台式离心机"

($$+

型%上海安亭科学仪器厂$

循环水式真空泵"

VFh0T

!

iii

#型%巩义市予华仪器有限

责任公司$

旋转蒸发器"

P/0'&-

型%上海亚荣生化仪器厂$

雷磁精密
E

F

计"

HFV0!X

型%上海仪电科学仪器股份有

限公司$

恒温振荡器"

VF-0X

型%金坛市富华仪器有限公司$

透析袋"截留分子量
"$ T̂

%

cV-

&

";!

!

方法

";!;"

!

工艺流程

花椒籽蛋白
3

加蒸馏水
3

调
E

F

3

调温
3

酶解
3

灭酶

%沸水浴&

3

冷却
3

离心
3

收集上清夜
3

水解度及铁结合能

力测定

";!;&

!

指标测定

!

"

#酶活力"采用福林酚法%按
g+

(

R"($!

'

",,!

执行&

!

&

#水解度"采用
E

F0ND2D

法)

"'

*

&

!

!

#多肽的含量"采用福林酚法)

"%

*

&

!

.

#多肽的铁结合能力"参照文献)

"#

*&

";!;!

!

单因素试验
!

利用不同蛋白酶酶解花椒籽蛋白%筛选

出最适蛋白酶&再用最适蛋白酶酶解花椒籽蛋白%分别研究

酶解时间+底物浓度+

E

F

+酶添加量+酶解温度对花椒籽蛋白

水解度和铁结合能力的影响%确定提取铁结合肽适宜的单因

素条件&

!

"

#花椒籽蛋白质水解用酶的筛选"一定量的花椒籽蛋

白粉中加入蒸馏水 !底物浓度为
&G

#%在锥形瓶中搅拌均匀&

根据不同蛋白酶推荐的最适使用条件!见表
"

#进行水解%水解

.;$L

后%灭酶
"$13?

!沸水浴#&冷却后
!$$$5

(

13?

离心

&$13?

%取上清液%测定水解度+多肽含量和铁结合能力%筛

选花椒籽蛋白制备铁结合肽的合适蛋白酶&

!!

!

&

#酶解时间"设定底物浓度
&'1

7

(

1I

%碱性蛋白酶添

加酶量
$;$(1

7

(

1I

%

E

F"$

%水解温度
%$`

%水解时间分别

表
"

!

不同蛋白酶的推荐反应条件

R2J4<"

!

P<>A11<?=<=>A?=3D3A?NAM=3MM<5<?D

E

5AD<2N<

酶类 温度(
`

E

F

时间(
L

加酶量(
G

碱性蛋白酶
'' (;$ .;$ '

中性蛋白酶
'$ #;$ .;$ '

木瓜蛋白酶
%' %;' .;$ '

风味蛋白酶
'$ #;$ .;$ '

为
";$

%

";'

%

&;$

%

&;'

%

!;$

%

!;'L

%考察酶解时间对花椒籽蛋白

水解度和铁结合能力的影响&

!

!

#底物浓度"碱性蛋白酶添加酶量
$;$(1

7

(

1I

%

E

F

"$

%水解温度
%$`

%水解时间
&;'L

%底物浓度分别
"$

%

"'

%

&$

%

&'

%

!$

%

!'1

7

(

1I

%考察底物浓度对花椒籽蛋白水解度和

铁结合能力的影响&

!

.

#酶解
E

F

"分别调节碱性蛋白酶酶解液的
E

F

为
#

%

(

%

,

%

"$

%

""

%

"&

%酶添加酶量
$;$(1

7

(

1I

%水解温度
%$`

%水

解时间
&;'L

%底物浓度
&'1

7

(

1I

%考察
E

F

对花椒籽蛋白

水解度和铁结合能力的影响&

!

'

#酶添加量"设定碱性蛋白酶添加量分别为
$;$&

%

$;$.

%

$;$%

%

$;$(

%

$;"$

%

$;"& 1

7

(

1I

%

E

F "$

%水解温度

%$`

%水解时间
&;'L

%底物浓度
&'1

7

(

1I

%考察酶添加量

对花椒籽蛋白水解度和铁结合能力的影响&

!

%

#酶解温度"碱性蛋白酶添加酶量
$;$(1

7

(

1I

%

E

F

"$

%水解时间
&;'L

%底物浓度
&'1

7

(

1I

%水解温度分别为

.'

%

'$

%

''

%

%$

%

%'

%

#$`

%考察酶解温度对花椒籽蛋白水解度

和铁结合能力的影响&

";!;.

!

响应面优化
!

在单因素试验结果的基础上%选择
.

个

主要因素"

E

F

+酶添加量+水解温度和底物浓度为自变量%以

水解度和铁结合能力为响应值进行响应面试验%得出最佳的

酶解工艺&

&

!

结果与分析
&;"

!

蛋白酶活力的测定

以酪氨酸浓度为横坐标 !

P

#%吸光度值为纵坐标 !

6

#%

绘制标准曲线并得出回归方程"

6b$;$$,.PS$;$"'"

%

-

&

b$;,,%'

&然后对
.

种蛋白酶活力进行测定%结果见表
&

&

!!

由表
&

可知%碱性蛋白酶活力最高!

"%$%(,;"$c

(

7

#$中

性蛋白酶和风味蛋白酶活力次之%木瓜蛋白酶活力较小%说

明碱性蛋白酶催化反应的速率最快&

&;&

!

碱性蛋白酶酶解花椒籽蛋白制备铁结合肽的条件确定

&;&;"

!

花椒籽铁结合肽最佳制备用酶的筛选

!

"

#不同蛋白酶对水解花椒籽蛋白的影响"由图
"

可知%

表
&

!

不同蛋白酶的酶活力

R2J4<&

!

/?:

9

12D3>2>D3O3D

9

AM=3MM<5<?D

E

5AD<2N<

蛋白酶 酶活力(!

c

,

7

S"

#

碱性蛋白酶
"%$%(,;"$_%'#;,'

中性蛋白酶
!$',#;$'_#$(;.(

木瓜蛋白酶
'#$";.#_&%!;,!

风味蛋白酶
",$#';!'_%,;""

.%"

开发应用
!

&$"#

年第
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期



随着水解时间的延长%水解度变化趋势逐渐变缓慢&以碱性

蛋白酶对花椒籽蛋白的水解度最大%水解
&"$13?

水解度达

(;(,G

%而木瓜蛋白酶+中性蛋白酶+复合风味蛋白酶
!

种酶

对花椒籽蛋白的水解度较小%分别为
.;"$G

%

&;%!G

%

&;''G

$

碱性蛋白酶前
"'$13?

水解较另外
!

种蛋白酶快%水解度随

时间变化明显%水解效果最好&这是由于各种蛋白酶的来源

不同%其酶学特性及对花椒籽蛋白的作用位点不同%或者酶

活力的不同%导致不同酶水解花椒籽蛋白的水解度和水解速

率不同&

图
"

!

不同蛋白酶水解花椒籽粕蛋白的影响

Y3

7

85<"

!

/MM<>DAM=3MM<5<?D

E

5AD<2N<DA8

1

J.4

;

)&4.N

[2631N<<=

E

5AD<3?

!!

!

&

#不同蛋白酶酶解液多肽含量及铁结合能力的测定"

以牛血清白蛋白溶液浓度为横坐标%吸光度值为纵坐标%绘

制出标准曲线%并得到回归方程"

6b$;,!#.P d$;$&$%

%
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&

b$;,,#%

&对
.

种蛋白酶酶解液进行测定%结果见表
!

&

以
/TR-

二钠盐浓度为横坐标%铁结合率为纵坐标%绘制出

标准曲线%并得到回归方程"
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!

!

不同蛋白酶水解花椒籽蛋白产物分析
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蛋白酶
多肽含量(

!

1

7

,

1I

S"

#

铁结合能力(

!
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,
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#

碱性蛋白酶
.%;.._$;$% #!$;",_"%;",

中性蛋白酶
.$;,._$;!( $;!'_$;$$

木瓜蛋白酶
..;$$_$;%% $;"%_$;$"

风味蛋白酶
.!;"%_$;", $;.$_$;".

花椒籽蛋白
S %!#;&,_"#;'!

!!

由表
!

可知%花椒籽蛋白经碱性蛋白酶水解后的酶解液

中多肽含量最多!

.%;..1

7

(

1I

#&木瓜蛋白酶和风味蛋白

酶所得水解液多肽含量次之%中性蛋白酶水解所得多肽的含

量最少&碱性蛋白酶水解后的酶解液铁结合能力最强%达到

#!$;",1

7

/TR-

(

7

,蛋白质%高于花椒籽蛋白本身的铁结

合能力$而经风味蛋白酶+中性蛋白酶和木瓜蛋白酶酶解所

得液铁结合能力很弱%远远低于碱性蛋白酶水解后的酶解液

的铁结合能力%且远低于花椒籽粕蛋白本身的铁结合能力&

这是由于不同蛋白酶酶切位点的不同%导致水解生成了无铁

结合能力的产物&综上可得%碱性蛋白酶是水解花椒籽蛋白

制备促铁结合肽的最佳用酶&

&;&;&

!

酶解时间单因素试验
!

由图
&

可知%花椒籽蛋白水解度

随水解时间的延长而增加%当水解时间达到
&;'L

后%水解度增

加很少$铁结合能力随着时间的延长呈先上升后降低的趋势%在

&;'L

时铁结合能力达到最大值%可能是随着时间的延长%水解

成的多肽进一步水解成了无铁结合能力的氨基酸)

"(S",

*

&综合

考虑%花椒籽蛋白水解制备铁结合肽的时间以
&;'L

为宜&

图
&

!

水解时间对花椒籽蛋白水解度和铁结合能力的影响
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底物浓度单因素试验
!

由图
!

可知%花椒籽蛋白水解度

随着底物浓度的增加而增大&当底物浓度在
"$

"

&'1

7

(
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时%水解度增加较快$底物浓度在
&'

"

!'1

7

(

1I

时%水解度

几乎不再变化&这是由于底物浓度低时%溶液的流动性好%

酶能够与底物充分地接触%水解度较大$随着底物浓度的增

加%体系中有效水分的浓度降低%溶液的流动性减弱%降低了

底物及蛋白酶的扩散和运动%酶与底物接触不充分%限制了

反应进行%且底物浓度过高会对酶产生竞争性抑制%因此水

解度变化不再明显)

&$

*

&此外%花椒籽蛋白酶解液的铁结合

能力随着底物浓度的增加呈先升高后降低的趋势%在底物浓

度为
&'1

7

(

1I

时铁结合能力最强%可能是底物浓度低时%

花椒籽多肽与铁离子不易形成稳定的络合物%质量浓度高

时%会导致酶解物中多肽含量过高%体系流动性变差%多肽与

铁离子接触不够充分%导致铁螯合率下降)
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*

%且螯合反应后

有多肽剩余&综合以上情况%确定花椒籽蛋白水解的底物浓

图
!

!

底物浓度对花椒籽蛋白水解度和铁结合能力的影响
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度以
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为宜&
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酶解
E

F

单因素试验
!

由图
.

可知%在
E

F#

"

"$

时%

花椒籽蛋白的水解度随
E

F

值变化增加的幅度快%之后水解度

增幅变小$同时%花椒籽蛋白酶解液的铁结合能力随着
E

F

的

增加呈先升高后降低的趋势%且在
E

F"$

时铁结合能力达到

最强%可能是在酸性条件下%

F

d会与铁离子竞争%争夺供电基

团%不利于络合物的形成%

E

F

过大%羟基易与供电基团竞争铁

离子形成氢氧化物沉淀%从而影响配合物的形成)
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&因

此%花椒籽蛋白水解制备铁结合肽的最适
E

F

为
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&

图
.
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对花椒籽蛋白水解度和铁结合能力的影响
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酶添加量单因素试验
!

由图
'

可知%花椒籽蛋白水解

度随酶添加量的增加呈上升趋势&酶添加量在
$;$&

"
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时%水 解 度 增 加 的 幅 度 较 快$酶 添 加 量

"

$;$(1

7

(

1I

时%水解度增加幅度缓慢%可能是酶浓度低

时%随着酶添加量的增加可提高酶与底物结合的几率%从而

增强水解的程度%加酶量增到一定程度后%有一部分酶分子

将不能与蛋白质分子结合%从而水解度增加缓慢&铁结合能

力随着酶添加量的增加呈先升高后降低的趋势%在加酶量

$;$(1

7

(
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时达到最大&因此%花椒籽蛋白水解的酶添加

量以
$;$(1

7

(

1I

为宜&
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酶解温度单因素试验
!

温度是影响酶活力的主要因

素之一%在酶的最适温度以下%随着反应温度的升高反应物

的能量及分子间有效接触的机会增多%反应速度加快&当温

度上升到一定程度%酶的结构被破坏%活性丧失或者部分丧

失%导致蛋白水解度下降)
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&由图
%

可知%在
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时%

图
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酶添加量对花椒籽蛋白水解度和铁结合能力的影响
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水解温度对花椒籽蛋白水解度和铁结合能力的影响
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花椒籽仁蛋白水解度随水解温度的升高而升高%

%$

"

#$`

时%水解度随水解温度升高而降低$在
.'

"

''`

时%随温度

的升高铁结合能力增强较快%

''

"

%'`

时%铁结合能力增强

减缓%

%'

"

#$`

时%铁结合能力下降%可能是温度过高%会破

坏配合物的稳定性%导致螯合物分解%从而降低铁结合能

力)
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&综合考虑%花椒籽蛋白水解的适宜温度为
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左右&
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响应面优化
!

单因素试验表明%

E

F

+酶添加量+水解

温度+底物浓度是影响花椒籽蛋白水解度的主要因素&为此

采用
+A60+<L?̂<?

设计原理%以水解度和铁结合能力为响应

值进行响应面设计&响应面优化因素水平编码见表
.

&试验

设计及结果见表
'

&
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对表
'

数据进行多项式回归拟合%得到水解度和铁结合

能力的回归方程分别为"
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对回归方程进行方差分析%结果见表
%

+

#

&
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由表
%

可知模型极显著!

H

#

$;$$$"

#%而失拟项!

Hb

$;"$%"

#不显著%表明回归方程与实际试验拟合良好%模型稳

定%能够用于花椒籽蛋白酶解物螯合铁提取工艺的分析及预

测&模型调整系数
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%说明此模型能够解释
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响应值的变化&表
%

直观地反映出"一次项
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表
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响应面因素与水平表
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极显著$交互项中
Z

&

Z
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极显著%其他交互项均

不显著$平方项
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&
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极显著%表明各试验因素对水

解度的影响呈二次关系&各因素对水解度的影响程度"
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F

"

底物浓度
"

温度
"

酶添加量&
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由表
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可知%该模型极显著!
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#%而失拟项!
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#不显著%说明试验数据与模型相符%可以被用于预

测各酶解因素对花椒籽蛋白酶解物制备螯合铁工艺的铁结

合能力的影响&模型调整系数
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%说明此模

型能够解释
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响应值的变化&表
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