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大豆分离蛋白肽
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硒螯合物的制备及结构%

抗氧化活性研究
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摘要!对大豆分离蛋白酶解工艺及大豆分离蛋白肽
*

硒螯合

物的制备工艺进行优化'采用吸收光谱和荧光光谱对大豆分

离蛋白肽
*

硒螯合物的结构进行表征"并对其抗氧化性进行

研究$结果表明"大豆分离蛋白经复合风味蛋白酶于温度

%&C

%底物浓度
!_

%酶(底物
%

1

(

"&&

1

条件酶解后"于

=

B"&

%时间
$E

%温度
D8C

条件进行螯合时"所得螯合物螯

合力为
#(4"#!+

1

(

1

"结构表征证明硒与大豆分离蛋白肽螯

合并可引起荧光猝灭现象"且其具有高于大豆分离蛋白肽的

抗氧化活性$

关键词!大豆分离蛋白肽'硒'螯合'结构'抗氧化
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大豆分离蛋白!

[ZR

#由于其均衡的营养价值已被广泛应

用于食品加工工业中)

"

*

%硒是一种人体必需的微量元素$具

有抑制肿瘤细胞增长+预防癌症+延缓衰老+提高机体免疫

力+防止克山病以及大骨节病等多种生理功能)

$

*

%由于人体

无法自身合成硒元素$故对于缺硒人群$食物补硒非常重要$

而亚硒酸盐或硒酸盐等无机硒因其毒性大+用量控制难无法

直接添加至食品中$通常将其转化为安全性高的有机硒%

目前已有碱性蛋白酶酶解的大豆多肽
*

硒螯合物的制备

工艺及抗氧化性的研究)

!

*

$但未对制备所得的肽
*

硒螯合物

结构进行表征$也未对螯合物在油脂体系中的抗氧化活性进

行探究%本研究拟在蛋白酶的选择及优化方法上加以改进$

选择能够抑制苦味肽生成的复合风味蛋白酶对
[ZR

进行酶

解$改善酶解肽风味$并对多肽螯合物的结构进行表征$且进

一步对其在脂质体系的过氧化能力进行研究$挖掘其在脂质

体系的应用潜力$旨在为有机硒补充剂的制备及应用提供理

论依据%

"

!

材料与方法

"4"

!

原料与试剂

大豆分离蛋白"纯度
'"4(_

$福建圣农食品有限公司(

复合风味蛋白酶"

$4&k"&

%

F

'

1

$诺维信!中国#生物技术

有限公司(

!

$

!n*

二氨基联苯胺"分析纯$上海麦克林生化科技有限

公司(

亚硒酸钠"分析纯$成都西亚化工股份有限公司(

其他试剂均为分析纯%

"4$

!

仪器与设备

电子天平"

<\$(#

型$瑞士
X5HH.5>

公司(

数显
ZB

计"

T̂$&

型$梅特勒
*

托利多仪器上海有限公司(

电热水浴锅"

A]*[$8

型$上海精密试验设备有限公司(

井式消化炉"

]A;*"(

型$郑州长城科工贸公司(

!("



紫外可见分光光度计"

D%$

型$上海光谱仪器有限公司(

冷冻干燥机"

TA*"G*%&

型$北京博医康试验仪器有限

公司(

荧光光谱仪"

'D&GSO

型$上海精密科学仪器有限公司%

"4!

!

试验方法

"4!4"

!

大豆分离蛋白肽
*

硒螯合物制备工艺流程
!

大豆分离蛋白粉
4

称量
4

加蒸馏水
4

'&C

水浴预热
4

调节
=

B

4

加酶
4

一定温度水浴酶解
4

灭酶!沸水"

"&+-0

#

4

离心!

8&&&>

(

+-0

"

"%+-0

#

4

取多肽上清液与亚硒酸钠溶液

混合
4

调节
=

B

4

水浴加热
4

冷却
4

离心!

"&&&>

(

+-0

"

"&+-0

#

4

取上清液
4

乙醇沉降!加
'

倍体积的无水乙醇#

4

离心!

8&&&>

(

+-0

"

"&+-0

#

4

收集沉淀物
4

醇洗涤沉淀
!

次
4

去除沉淀物中酒精
4

复溶
4

冻干

"4!4$

!

指标测定

!

"

#水解度的测定"采用甲醛滴定法)

#

*

%

!

$

#硒含量和螯合力的测定"采用
!

$

!n*

二氨基联苯胺比

色法)

%

*

%

!

!

#吸收光谱测定"配置
%&

#

1

'

+@

的大豆分离蛋白肽

和大豆分离蛋白肽
*

硒螯合物溶液$取体积为
!+@

的样品溶

液于石英比色皿中$将波长设置为
"'&

"

%&&0+

$进行紫外

光谱扫描%重复扫描
!

次%

!

#

#荧光光谱测定"配置
&4"+

1

'

+@

的大豆分离蛋白肽

和大豆分离蛋白肽
*

硒螯合物溶液$取
!+@

置于比色皿中$

进行荧光光谱扫描%仪器的扫描条件是激发波长
$'&0+

$

发射波长的扫描范围设置为
!&&

"

%&&0+

$发射光与激发光

缝宽均设为
%0+

$灵敏度为
!

$采用高速扫描%

!

%

#羟基自由基清除活力的测定"采用水杨酸法)

(

*

%

!

(

#还原力的测定"参照文献)

D

*%

!

D

#金属螯合活力的测定"参照文献)

8

*%

!

8

#脂质过氧化抑制活性的测定"参照
UI,2,

等)

'

*方

法$修改如下"取浓度为
"&&&

#

1

'

+@

不同待测液
"+@

于具

塞比色管中$加入
$+@'%_

乙醇+

$(

#

@

亚油酸及
$+@

磷

酸盐缓冲液!

%&++:.

'

@

+

=

BD4&

#$充分混匀后$密闭放在暗

处并保持
#&C

恒温%空白组用
"+@

蒸馏水代替样品%每

$#E

测定一次体系过氧化程度%

"4!4!

!

大豆分离蛋白酶解条件优化
!

选用复合风味蛋白酶$

在预试验!以螯合力为主要指标$水解度为次要指标#基础

上$选取对螯合力影响较显著的温度+底物浓度及酶'底物
!

个因素$采用
?:N*?5E0J50

进行优化设计$试验因素水平编

码见表
"

%

"4!4#

!

大豆分离蛋白肽
*

硒螯合物制备工艺优化
!

在预试验

表
"

!

?:N*?5E0J50

试验因素水平及其编码

O,P.5"

!

G:656.5M5.I,06K,7H:>I:K750H>,.

7:+

=

:I-H565I-

1

0

水平
<

温度'
C ?

底物浓度'
_ G

酶'底物'!

"&

V$

1

,

1

V"

#

V" #% $ #

& %& ! %

" %% # (

!以螯合力为指标#基础上$采用
?:N*?5E0J50

进行优化设

计$试验因素水平编码见表
$

%

表
$

!

?:N*?5E0J50

试验因素水平及其编码

O,P.5$

!

G:656.5M5.I,06K,7H:>I:K750H>,.

7:+

=

:I-H565I-

1

0

水平
<

温度'
C ?

时间'
E G

=

B

V" D& "4% '

& 8& $4& "&

" '& $4% ""

$

!

结果与分析
$4"

!

响应面试验结果

$4"4"

!

大豆分离蛋白酶解条件优化
!

响应面中心组合试验

结果见表
!

%采用
A5I-

1

05N

=

5>H84&4(

软件对酶解响应面设

计的试验结果进行多元回归拟合和显著性检验$结果见表
#

%

以螯合力为
$

值$得出温度+底物浓度和酶'底物的三元二次

回归方程"

$ !̀'48$V$4#DNV!4$"BY$4%!AV&4&D$NBV&48(NAY

&4#8BAV"D4$&N

$

V"#48"B

$

V'4'(A

$

% !

"

#

!!

回归方程的失拟项中$

7

值为
$4&%

$

Z`&4$%&"

$

Z`

&4&%

$差异不显著%回归方程显著性检验中
7`$84""

$

Z`

&4&&&"

$说明此方程极显著(相关系数
Q

$

`&4'D!"

$说明此

方程对试验的拟合度比较好$结果可靠(

Q

$

,6

/

`&4'!8%

$说明

此模型能够解释
'!48%_

响应值的变化%表
#

显示$一次项
?

影响显著(交互项影响均不显著(平方项
<

$

+

?

$

+

G

$影响均极

显著%

!

个因素对硒螯合力的影响顺序为底物浓度
$

酶'底

物
$

温度%

表
!

!

中心组合试验设计及结果表

O,P.5!

!

S5I

=

:0I5I3>K,75

d

3,6>,H-7+:65.65I-

1

0

,06>5I3.HI

试验号
< ? G $

螯合力'!

+

1

,

1

V"

#

" V"4&& "4&& &4&& '4(D

$ &4&& &4&& &4&& !D4$8

! &4&& "4&& "4&& "!4&$

# V"4&& &4&& "4&& "D48!

% V"4&& V"4&& &4&& ""4&#

( &4&& &4&& &4&& #&4$(

D &4&& &4&& &4&& !84'%

8 V"4&& &4&& V"4&& "$4$'

' "4&& "4&& &4&& #4#!

"& &4&& V"4&& V"4&& "84&#

"" &4&& "4&& V"4&& %4D%

"$ "4&& V"4&& &4&& (4&'

"! &4&& &4&& &4&& !84&$

"# &4&& &4&& &4&& ##4(&

"% &4&& V"4&& "4&& $!4!8

"( "4&& &4&& V"4&& '4$&

"D "4&& &4&& "4&& ""4!$

#("

提取与活性
!

$&"8

年第
#

期



表
#

!

中心组合试验设计方差分析表g

O,P.5#

!

<;U9<K:>>5I

=

:0I5I3>K,75

d

3,6>,H-7+:65.

g

方差来源 平方和 自由度 均方
7

值
Z

值 显著性

模型
!&%'4%% ' !!'4'% $84"" &4&&&"

%%%

< #84'' " #84'' #4&% &4&8#&

? 8$4#% " 8$4#% (48$ &4&!#'

%

G %"4!D " %"4!D #4$% &4&D8$

<? &4&$" " &4&$" &4&&$&&4'(D'

<G $4'! " $4'! &4$# &4(!DD

?G &4'! " &4'! &4&DD &4D8'!

<

$

"$#(4$% " "$#(4$% "&!4&(

#

&4&&&"

%%%

?

$

'$!4%$ " '$!4%$ D(4!D

#

&4&&&"

%%%

G

$

#"D4'& " #"D4'& !#4%( &4&&&(

%%%

失拟项
%"4$% ! "D4&8 $4&% &4$%&"

不显著
+++++++++++++++++++++++

残差
8#4(% D "$4&'

纯误差
!!4#& # 84!%

总方差
!"##4$& "(

!

g

!%

4

差异显著!

Z

#

&4&%

#(

%%

4

差异较显著!

Z

#

&4&"

#(

%%%

4

差异极显著!

Z

#

&4&&"

#%

!!

优化得到酶解的最优工艺为"温度
#'4($C

+底物浓度

$48'_

+酶'底物
%4"!

1

'

"&&

1

$预测螯合力为
#&4$%+

1

'

1

%

为方便试验操作调整螯合条件为温度
%&C

+底物浓度
!_

+

酶'底物
%

1

'

"&&

1

$对试验预测结果进行验证得螯合力为

!

!84"#f"4!!

#

+

1

'

1

$且在此条件下制备所得多肽经测定水

解度为!

$!4%Df$4"D

#

_

%

$4"4$

!

大豆分离蛋白肽
*

硒螯合物制备条件优化
!

响应面中

心组合试验结果见表
%

%采用
A5I-

1

05N

=

5>H84&4(

软件对螯

合物制备响应面设计的结果进行多元回归拟合和显著性检

验$结果见表
(

%以螯合力为
$

值$得出温度+时间和
=

B

的

三元二次回归方程"

!!

$ #̀(4('V$4#DNV&4!'BY84$"AY"4#8NBV&4%8NAV

$4D8BAV84##N

$

V$"48"B

$

VD4!#A

$

% !

$

#

!!

回归方程的失拟项中$

7

值为
$4##

$

Z`&4$&#D

$

Z`

&4&%

$差异不显著%回归方程显著性检验中
7`"(4"D

$

Z

#

&4&&"

$说明此方程极显著(相关系数
Q

$

`&4'%#"

$说明此方

程对试验的拟合度比较好$结果较可靠(

Q

$

,6

/

`&48'%"

$说明

此模型能够解释
8'4%"_

响应值的变化%表
(

显示$一次项

G

影响较显著(交互项影响均不显著(平方项
<

$

+

?

$

+

G

$影响

均显著%

!

个螯合物制备因素对螯合力的影响顺序为
=

B

$

温度
$

时间%

!!

优化得到螯合的最优工艺为"

=

B"&4%8

+时间
"4'DE

+温

度
D84$'C

$预测螯合力为
#'4$D+

1

'

1

%为方便试验操作调

整螯合条件为
=

B"&

+时间
$E

+温度
D8C

$对试验预测结果

进行验证得螯合力为!

#(4"#f"4!!

#

+

1

'

1

%

$4$

!

结构表征

$4$4"

!

吸收光谱
!

从图
"

可以看出$

[ZRZ

和
[ZRZ*[5

的吸收

光谱有显著差异%

[ZRZ

的最强吸收峰在
"'$0+

处$而

[ZRZ*[5

的最强吸收峰红移至
"'#0+

$且其峰强明显增大$

表
%

!

中心组合试验设计及结果表

O,P.5%

!

S5I

=

:0I5I3>K,75

d

3,6>,H-7+:65.65I-

1

0

,06>5I3.HI

试验号
< ? G $

螯合力'!

+

1

,

1

V"

#

" V"4&& &4&& "4&& #%4(!

$ V"4&& "4&& &4&& "D4!'

! "4&& "4&& &4&& "%4"$

# &4&& &4&& &4&& #'48D

% &4&& "4&& V"4&& "%4"$

( &4&& V"4&& "4&& $%4%$

D "4&& V"4&& &4&& "$4%!

8 &4&& &4&& &4&& %&4%#

' &4&& V"4&& V"4&& "&4D(

"& &4&& &4&& &4&& #"4""

"" &4&& &4&& &4&& #%4(!

"$ V"4&& &4&& V"4&& $&48#

"! V"4&& V"4&& &4&& $&4D$

"# &4&& "4&& "4&& "84D(

"% &4&& &4&& &4&& #(4!"

"( "4&& &4&& V"4&& "D4!%

"D "4&& &4&& "4&& !'48!

表
(

!

中心组合试验设计方差分析表g

O,P.5(

!

<;U9<K:>>5I

=

:0I5I3>K,75

d

3,6>,H-7+:65.

方差来源 平方和 自由度 均方
7

值
Z

值 显著性

模型
!!(%4%& ' !D!4'# "(4"D &4&&&D

%%%

< #84D( " #84D( $4"" &4"8'8

? "4$$ " "4$$ &4&%! &48$#'

G %!84'& " %!84'& $!4!& &4&&"'

%%

<? 84D' " 84D' &4!8 &4%%D"

<G "4!! " "4!! &4&%8 &48"D&

?G !&4'$ " !&4'$ "4!# &4$8%%

<

$

$''4'# " $''4'# "$4'D &4&&8D

%%

?

$

$&&$4'& " $&&$4'& 8(4%'

#

&4&&&"

%%%

G

$

$$(4D% " $$(4D% '48& &4&"((

%

失拟项
"&#4(% ! !#488 $4## &4$&#D

不显著
+++++++++++++++++++++++

残差
"("4'$ D $!4"!

纯误差
%D4$# # "#4!$

总方差
!%$D4#" "(

!

g

!%

4

差异显著!

Z

#

&4&%

#(

%%

4

差异较显著!

Z

#

&4&"

#(

%%%

4

差异极显著!

Z

#

&4&&"

#%

可能由于亚硒酸钠溶液的加入$使多肽结构中原本的生色团

和助色团结构发生改变$造成电子跃迁$生成了新的大豆分

离蛋白硒化多肽复合物%

$4$4$

!

荧光光谱
!

蛋白质中的色氨酸!

O>

=

#+酪氨酸!

O

L

>

#

和苯丙氨酸!

ZE5

#均可发射荧光$且由于其侧链生色基团的

不同而有不同的荧光激发和发射光谱%故氨基酸含量丰富

的
[ZRZ

也具有一定荧光性$但由于其他元素与肽的结合$可

%("

第
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导致荧光特性的变化$故可由荧光光谱推断其结构的变化%

从图
$

可以看出$

[ZRZ

和
[ZRZ*[5

的荧光强度和出峰位置都

有明显差异%

[ZRZ*[5

的荧光强度显著变弱$说明亚硒酸根

与
[ZRZ

结合$导致荧光猝灭作用%这种现象的产生可能与

金属离子与蛋白肽反应导致荧光强度降低)

"&

*类似%

图
"

!

大豆分离蛋白肽和大豆分离蛋白硒化多肽

复合物的吸收光谱图

T-

1

3>5"

!

T3..2,M5.50

1

HEI7,00-0

1

:K[ZRZ,06[ZRZ*[5

图
$

!

大豆分离蛋白肽和大豆分离蛋白硒化多肽复合物

的荧光光谱图

T-

1

3>5$

!

T.3:>5I75075I

=

57H>,:K[ZRZ,06[ZRZ*[5

$4!

!

抗氧化活性

$4!4"

!

羟基自由基清除活力
!

如图
!

所示$

[ZRZ

和
[ZRZ*[5

均有一定的羟基自由基清除活力$且随多肽浓度的增加$两

者的活力均有增强%在低蛋白浓度时$

[ZRZ

呈现比
[ZRZ*[5

图
!

!

大豆分离蛋白肽和大豆分离蛋白硒化多肽复合物

的羟基自由基清除活性

T-

1

3>5!

!

B

L

6>:N

L

.>,6-7,.I7,M50

1

-0

1

,7H-M-H

L

:K[ZRZ

,06[ZRZ*[5

更高的羟基自由基清除活力(但随着蛋白浓度的增加至

#&&

#

1

'

+@

时$

[ZRZ*[5

的羟基自由基清除活力开始显著增

高$当蛋白浓度高于
(&&

#

1

'

+@

时$其羟基自由基清除活力

始终高于
[ZRZ

$在浓度为
"&&&

#

1

'

+@

时$

[ZRZ*[5

的羟基

自由基清除活力达
("4#$_

%

$4!4$

!

还原力
!

如图
#

所示$

[ZRZ

和
[ZRZ*[5

均有一定的还

原力$且两者还原力随浓度的增加而增强%同一浓度时$

[ZRZ*[5

具有更强的还原力%

图
#

!

大豆分离蛋白肽和大豆分离蛋白硒化多肽

复合物的还原力

T-

1

3>5#

!

S5637-0

1=

:25>:K[ZRZ,06[ZRZ*[5

$4!4!

!

金属螯合活力
!

如图
%

所示$

[ZRZ

和
[ZRZ*[5

均有一

定的金属螯合活力$且两者金属螯合活力随浓度的增加而增

强%与
[ZRZ

相比$

[ZRZ*[5

有非常强的金属螯合活力$可能

是由于肽链上接入了大量带负电荷的亚硒酸基团$静电相互

作用使其有很强的金属螯合活力%

图
%

!

大豆分离蛋白肽和大豆分离蛋白硒化多肽

复合物的金属螯合活力

T-

1

3>5%

!

X5H,.7E5.,H-0

1

,7H-M-H

L

:K[ZRZ,06[ZRZ*[5

$4!4#

!

脂质过氧化抑制活性
!

亚油酸生成的过氧化物随自

氧化程度增加而增多$抗氧化剂的抗氧化力越弱$吸光值越

高%如图
(

所示$

[ZRZ

和
[ZRZ*[5

均对亚油酸自氧化有一定

抑制作用$且
[ZRZ*[5

有较强的脂质过氧化抑制活性$可完

全抑制亚油酸的自氧化反应%

!

!

结论
以硒螯合力为指标$通过响应面试验得出复合风味蛋白

酶酶解
[ZR

的最优工艺和
[ZRZ*[5

的最优制备工艺为"酶解

(("

提取与活性
!
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图
(

!

大豆分离蛋白肽和大豆分离蛋白硒化多肽

复合物的脂质过氧化抑制活性
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3>5(

!
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=

-6

=

5>:N-6,H-:0-0E-P-H-:0,7H-M-H

L

:K[ZRZ

,06[ZRZ*[5

温度
%& C

+底物浓度
!_

+酶'底物
%

1

'

"&&

1

(螯合反应

=

B"&

+时间
$E

+温度
D8C

$所得
[ZRZ*[5

螯合物的硒含量

为
#(4"#!+

1

'

1

%采用吸收光谱和荧光光谱进行结构表征$

表明硒元素与
[ZRZ

有一定结合$并产生新的物质$使
[ZRZ

原本的结构发生变化%

[ZRZ*[5

有高于
[ZRZ

的羟基自由基

清除活性+还原力+金属螯合活力$且脂质过氧化抑制活性试

验表明浓度为
"&&&

#

1

'

+@

的
[ZRZ*[5

即可完全抑制亚油

酸自氧化反应$证明
[ZRZ*[5

在脂质体系中有较强的抗氧化

潜在应用价值%
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洗后一起回收处理$未来新型外带用餐方式就不必另外携带

竹木筷与塑料汤匙$多一种低碳设计思路$就对自然环境少

了几分伤害%

%

!

结语
为顺应食品包装行业的低碳化趋势$本文从产品全生命

周期理念出发探索设计$以全生命周期设计因子为基点$重

点构建了低碳化食品包装设计的新模式$并以环保餐盒设计

为例$探讨验证了基于产品全生命周期理念的食品包装低碳

化设计$能够从整个食品大循环的周期环节出发$更全面系

统地完成包装的低碳化目标$把人所产生的负面影响降到最

低$使外观形态+造型结构更科学+合理$真正做到物尽其用%

从而能够对其他类型的产品包装设计起到指导作用$实现真

正意义上的参考与推广%
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