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双酶法制备牡蛎干酶解液及其
体外抗氧化活性评价
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摘要!以牡蛎干为原料!选用动物蛋白水解酶和风味蛋白
酶对其进行酶解!获取营养丰富的蛋白酶解物#以水解
度为试验指标!分别进行了酶解单因素及正交优化试验!

结果表明最佳酶解工艺组合为%酶解时间
M/

!料液比
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+P

)!加酶量
ON

#该条件下牡蛎干蛋白水解度为
OO8(N

!蛋白质回收率为
('8(MN

!酶解液中氨基酸总量达
O""%8MO+
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!其中必需氨基酸含量达
O'8&ON
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对牡蛎干蛋白酶解物进行体外抗氧化活性评价!结果表
明%该牡蛎干蛋白酶解物清除率
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牡蛎又称海蛎子,蚝%是中国卫生部首批药食两用原
料之一*

!

+

&牡蛎中富含蛋白质,糖原,多不饱和脂肪酸和
多种人体必需氨基酸等生物活性物质&干牡蛎肉中蛋白
质含量高达

$MN

%

M(N

%其中必需氨基酸质量比例和完
善程度要优于人乳和牛乳*

%

+

%糖原含量为
%#N

%

$#N

%脂
肪仅占

(N

%

!#N

&

蛋白质通过酶工程技术加工可获得富含多种氨基酸
及小分子多肽的酶解物&相较于蛋白质%小分子多肽具
有提供能量迅速,消化吸收利用率高,促进物质代谢,低
毒性和低免疫原性等优点*

O

+

&利用动物蛋白水解酶和风
味蛋白酶对动物蛋白水解%具有水解效率高%产物风味
好,苦味低的特点*

$SM

+

&因此%酶解技术的应用一直是牡
蛎高值化开发的重要手段%尤其是利用牡蛎蛋白制备生
物活性肽一度成为研究者们关注的热点&目前已有的研
究大多以新鲜牡蛎肉为酶解对象%大量研究表明牡蛎蛋
白源的生物活性肽具有抗菌*

"

+

,降血压*

(

+

,抗氧化*

'S&

+

,

抗疲劳等多种生理功效%是开发功能性食品的优质基料&

K,1

2

等*

!#

+对比了牡蛎及牡蛎碱性蛋白酶解物的体内及
体外抗氧化活性%结果表明无论在体内还是体外%牡蛎酶
解物的抗氧化活性均显著高于牡蛎本身&

牡蛎是中国第一大经济养殖贝类%其产量位于世界
之首&然而当前牡蛎利用仍然以生销和制备耗油为主&
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较新鲜牡蛎而言%牡蛎干来源不受季节限制%储藏期长%

价格低廉%更适合作为工业化生产的原料&研究拟以来
源广泛且价格低廉的牡蛎干为研究对象%选用动物蛋白
水解酶及风味蛋白酶对牡蛎干蛋白进行深度复合酶解%

获得富含多种氨基酸及小分子活性多肽的牡蛎酶解液%

并对该酶解物进行体外抗氧化评价试验&旨在为牡蛎干
的精深加工,提高牡蛎相关制品附加值开辟一条可行性
的路径提供理论参考&

!

!

材料与方法

!8!

!

材料与试剂
牡蛎干"广西北海市海城区市售-

动物蛋白水解酶"

!#

万
b

'

2

%南宁庞博生物有限
公司-

风味蛋白酶"

%

万
b

'

2

%南宁庞博生物有限公司-

T;;L

"美国
Q-

2

+,

公司-

VE<Q

,生育酚"美国
V.A@-6/

公司-

甲醛"湖北奥生新材料科技有限公司-

其他试剂"分析纯&

!8%

!

主要仪器
水浴恒温振荡器"

QLV*I

型%江苏省金坛市农仪
器厂-

高速冷冻离心机"

[P*%!G

型%长沙湘仪离心机仪器
有限公司-

自动凯氏定氮仪"

T̂X*!#O9

型%上海纤检仪器有限
公司-

消化炉"

LZ;*O#'

型%上海纤检仪器有限公司-

数显
B

L

计"

;LQ*%M

型%上海精密科学仪器有限
公司-

分光光度计"

%%;I

型%上海棱光技术有限公司-

冷冻干燥机"

QIW)X<e*!#X

型%宁波新芝生物科技
股份有限公司-

全自动氨基酸分析仪"

P*'&##

型%日本
L-=,6/-

公司&
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试验方法
!8O8!

!

牡蛎干的酶解
!

!

#酶解工艺流程"

牡蛎干除杂及去内脏
3

粉碎
3

过
"#

目筛
3

按一定
比例加蒸馏水

3

调节适宜
B

L

!加酶酶解
3

沸水浴灭酶
!#+-1

3

$###@

*

+-1

离心
!#+-1

3

取上清待测
!

%

#酶解的单因素试验"固定加酶量
ON

%动物蛋白
水解酶

n

风味蛋白酶质量比
!n!

%酶解时间
O/

%温度
M#k

%设定料液比为
!nM

%

!n!#

%

!n!M

%

!n%#

!

2

'

+P

#-

固定加酶量
ON

%

M#k

%动物蛋白水解酶
n

风味蛋白酶质
量比

!n!

%料液比
!n!#

!

2

'

+P

#%设定酶解时间为
%

%

O

%

$

%

M

%

"/

-固定时间
O/

%

M#k

%动物蛋白水解酶
n

风味蛋
白酶质量比

!n!

%料液比
!n!#

!

2

'

+P

#%设定加酶量为

!N

!总酶活'底物
a"## b

'

2

#%

%N

!总酶活'底物
a

!%##b

'

2

#%

ON

!总酶活'底物
a!'##b

'

2

#%

$N

!总酶
活'底物

a%$##b

'

2

#%

MN

!总酶活'底物
aO###b

'

2

#-

固定加酶量
ON

%料液比
!n!#

!

2

'

+P

#%酶解时间
O/

%温
度

M#k

%设定复合酶质量配比!动物蛋白水解酶
n

风味
蛋白酶#为

$n!

%

%n!

%

!n!

%

!n%

%

!n$

&以水解度为指
标%对各单因素进行试验%每组试验平行测定

O

次&

!

O

#酶解条件正交优化试验"在单因素试验结果基础
上%以水解度为指标%对酶解时间,加酶量,料液比进行三
因素三水平的正交优化试验&

!8O8%

!

水解度的测定
!

参照周慧江等*

!!

+的方法%并作以
下修改"取

'+P

酶解液于烧杯中%加入
"#+P

无二氧化
碳蒸馏水%开动磁力搅拌器%滴加

#8!+?.

'

P

的
X,:L

标
准溶液调节

B

La'8%

%再加入
!#+P

的中性甲醛%再滴加
#8!+?.

'

P

的
X,:L

标准溶液使
B

La&8%

%记录加入甲醛
后消耗的

X,:L

体积为
[

!

&取等质量底物的未酶解液%

进行上述操作%作空白试验%记
[

#

&每组试验进行
O

次平
行&按式!

!

#计算牡蛎蛋白的水解度&
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式中"

7!

$$$水解度%

N

-

=

$$$

X,:L

标准溶液的浓度%

+?.

'

P

-

[

!

$$$酶解液中加入甲醛后消耗
X,:L

的体积%

+P

-

[

#

$$$未酶解液中加入甲醛后消耗
X,:L

的体积%

+P

-

[

$$$酶解液的总体积%

+P

-

;

$$$酶解底物的质量%

2

-

$

$$$酶解底物的总氮含量%

2

-

#8#!$

$$$氮的毫克当量&

!8O8O

!

蛋白质回收率的测定
!

参考
[EM##&8M

$

%#!"

方
法采用凯氏定氮仪进行蛋白质含量测定%按式!

%

#计算蛋
白质回收率&

=

U

;

!

;

%

W

!##N

% !

%

#

式中"

=

$$$蛋白质回收率%

N

-

;

!

$$$酶解液中蛋白质含量%

2

-

;

%

$$$原料中蛋白质含量%

2

&

!8O8$

!

酶解液氨基酸的测定
!

参考
[EM##&8!%$

$

%#!"

采用全自动氨基酸分析仪进行测定&

!8O8M

!

体外抗氧化活性测定
!

!

#

T;;L

自由基清除能力"参照
Q/

5

0

等*

!%

+的方法
稍作修改&用无水乙醇配置

#8%++?.

'

PT;;L

溶液%取
适量酶解液按体积比

!n!

与
#8%++?.

'

P

的
T;;L

混
合%室温下避光反应

O#+-1

%记为
#

!

-无水乙醇与等量酶

"%!

提取与活性
)i<YVI<W:X U VI<W]W<Z

总第
%%%

期
"

%#%#

年
$

月
"



解液混合%记为
#

%

-无水乙醇与等量
#8% ++?.

'

P

的
T;;L

混合%记为
#

#

&以
]

)

做阳性对照试验&每组平行
测定

O

次取平均值&按式!

O

#计算
T;;L

自由基的清
除率&

5a

!

Z

#

!

Z

#

%

#

#

! #

W

!##N

% !

O

#

式中"

5

$$$

T;;L

自由基的清除率%

N

-

#

!

$$$加入试样组的吸光值-

#

%

$$$不加
T;;L

的样液吸光值-

#

#

$$$未加试样组的吸光值&

!

%

#羟基自由基清除能力"采用
9?1=?1

反应$水杨
酸法测定羟基自由基清除能力&向试管加入试样和
&++?.

'

+P

水杨酸$乙醇溶液,

&++?.

'

+P

硫酸亚铁溶
液及

'8'++?.

'

+P

过氧化氢溶液各
!+P

&

O(k

恒温下
反应

O#+-1

%

M!#1+

处测定吸光度值&以
]

I

做阳性对
照&每组平行测定

O

次&按式!

$

#计算羟基自由基的清
除率&

R

U

#

#

Z

#

!

#

#

W

!##N

% !

$

#

式中"

R

$$$羟基自由基的清除率%

N

-

#

#

$$$不加试样组的吸光度-

#

!

$$$加试样时的吸光度&

!

O

#

VE<Q

自由基清除能力"配制含有
(++?.

'

P

的
VE<Q

溶液和
%8$M++?.

'

P

的过硫酸钾溶液的
VE<Q

\

5

溶液%使用前在黑暗室温环境中放置
!%

%

!"/

%使用时用
乙醇稀释

VE<Q

\

5溶液%使其在
(O$1+

下吸亮度值为
#8(#l#8#%

&取
#8%+P

样品液%加入
(8'+P

上述稀释后
的

VE<Q

\

5溶液%在室温下反应
"+-1

%然后在
(O$1+

处测定其吸光度值*

O

+

&以
]

)

做阳性对照&按式!

$

#计算
VE<Q

自由基的清除率&

!8O8"

!

数据处理
!

采用
)H64.%#!O

进行数据统计并作图
及使用

Q;QQ%%8#

中的最小显著性差异法!

P4,7=*

Q-

2

1->-6,1=T->>4@4164

%

PQT

#对试验数据进行单因素方差
分析!

?14*D,

5

VX:]V

#&

%

!

结果与分析

%8!

!

酶解单因素试验
%8!8!

!

料液比对水解度的影响
!

水是酶解反应中重要的
反应介质和运输载体&适量的水可以使原料肌肉组织吸
水膨胀%结构变得疏松%提高酶与蛋白的反应几率-而且
水可以使产物快速分散%避免局部浓度过高%对酶解形成
抑制&然而%水分含量过高会导致有效的酶浓度降低%酶
解速率也会随之减缓%此外过低的底物浓度会导致酶自
溶*

!O

+

&如图
!

所示%牡蛎蛋白水解度随加液量的增加而
增大%料液比为

!n!M

!

2

'

+P

#时水解度增长的幅度基本

字母不同表示差异显著!

;

#

#8#M

#

图
!

!

料液比对牡蛎蛋白水解度的影响
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趋于平缓&因此以料液比
!n!M

!

2

'

+P

#作为后续优化
试验的参考&

%8!8%

!

酶解时间对水解度的影响
!

由图
%

可以看出"牡
蛎蛋白水解度随时间的延长不断提高%

M/

之后基本趋于
平缓%是由于水解前期底物充足%酶活高&随着酶解时间
的延长不仅酶活力下降%产物浓度不断提高%从而一定程
度上限制了酶促反应的进行&通过方差分析可知%

M/

之
前%不同的酶解时间对牡蛎蛋白水解度的影响存在显著
差异!

;

#

#8#M

#&因此在后续试验中选择
O

%

M/

进行酶
解时间优化&

%8!8O

!

加酶量对水解度的影响
!

酶解反应中%加酶量影
响着酶解效率%一般而言%加酶量越大蛋白酶解效率和程
度越高%但当酶用量大于适宜浓度时%容易导致酶自溶增
强*

!$

+

%从而影响酶解效率&从图
O

可以看出%随着加酶量
的增大水解度先增大后趋于平缓%当酶添加量

(

ON

后%

蛋白水解度基本不变%因此选用
ON

作为后续优化试验的
参考点&

%8!8$

!

复合酶质量酶比对水解度的影响
!

从图
$

可以看
出"随着风味蛋白酶相对添加量的增加%牡蛎蛋白水解度
基本处于下降的趋势%表明相对于动物蛋白水解酶而言%

风味蛋白酶对牡蛎干蛋白的酶解结合位点相对较少%酶

字母不同表示差异显著!

;
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#

图
%

!

酶解时间对牡蛎蛋白水解度的影响
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字母不同表示差异显著!
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图
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加酶量对牡蛎蛋白水解度的影响
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字母不同表示差异显著!

;
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图
$

!

酶比对牡蛎蛋白水解度的影响
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切范围相对较小&动物蛋白水解酶
n

风味蛋白酶
a$n!

时的牡蛎蛋白水解度显著!

;

#

#8#M

#高于其他酶比条件
下的水解度%因此选取酶比!动物蛋白水解

n

风味酶#为
$n!

用于后续试验&

%8%

!

酶解正交优化试验
在单因素试验结果基础上%确定的正交试验设计见

表
!

&

表
$

!

牡蛎干酶解的正交试验设计
<,C.4!

!

:@=/?

2

?1,.4H

B

4@-+41=,.A47-

2

1?>413

5

+,=-6

/

5

A@?.

5

7-7?>A@-4A?

5

7=4@

水平
V

时间'
/ E

料液比!

2

'

+P

#

I

总酶量'
N

! O !n!# %

% $ !n!M O

O M !n%# $

由表
%

可知%通过极差分析得到各因素对牡蛎蛋白
水解度的影响主次顺序为"时间

(

料液比
(

加酶量&此
外%由

>

V

,

>

E

均大于空列的极差可得酶解时间及料液比
对水解度存在影响是可靠的&正交优化试验的最优组合
为

V

O

E

%

I

O

%通过验证对比试验得到最优组合下的水解度

表
*

!

正交优化试验结果
<,C.4%

!

:@=/?
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?1,.?

B

=-+-3,=-?14H

B

4@-+41=@470.=7

处理号
V E I T

!空列# 水解度'
N

!

%

O

$

M

"

(

'

&

!

!

!

%

%

%

O

O

O

!

%

O

!

%

O

!

%

O

!

%

O

%

O

!

O

!

%

!

%

O

O

!

%

%

O

!

%%8'#

%"8O$

%'8%#

%M8%(

O!8%O

%"8'M

%(8&(

O%8"&

OO8M&

!

T

!

!

T

%

!

T

O

>

%M8('

%(8('

O!8$%

!

M8"$

%M8OM

O#8#&

%&8MM

!

$8($

%(8$M

%'8$#

%&8!O

!

!8"'

%&8%!

%(8#M

%'8(%

!

%8!"

))))))))))))))))))))))

为
OO8&MN

%稍微大于水解度最高试验组
V

O

E

O

I

%

&由于
加酶量对水解度的影响较小%综合考虑经济成本%选取加
酶量为

ON

%将
V

O

E

O

I

%

定为最优酶解工艺组合&验证实
验表明"此组合下牡蛎酶解的平均水解度为

OO8(N

!

+a

O

#%蛋白质平均回收率达
('8(MN

&

%8O

!

牡蛎酶解液的氨基酸分析
如图

M

及表
O

所示%采用全自动氨基酸分析仪测定
牡蛎干酶解液中总氨基酸%可以测出

!(

种氨基酸&采用
峰面积归一化法计算得出"必需氨基酸占总氨基酸含量
的

O'8&ON

%其中谷氨酸,天冬氨酸等鲜味氨基酸含量丰
富&必需氨基酸!

)VV

#与非必需氨基酸!

X)VV

#的比例
为

"O8($N

&符合
9V:

'

KL:

的理想模式"

)VV

'

<VV

为
$#N

左右%

)VV

'

X)VV

为
"#N

以上&因此可以得出
该牡蛎酶解液氨基酸种类齐全且营养丰富&

%8$

!

牡蛎酶解液体外抗氧化试验
%8$8!

!

T;;L

自由基清除能力
!

如图
"

,

(

所示%牡蛎酶解

图
M

!

酶解液氨基酸分析图谱
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表
'

!

酶解液中氨基酸的组成C

<,C.4O
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5

7,=4

氨基酸种类 酶解液中氨基酸含量'
!

!#

S%

+

2

5

+P

S!

#

占总氨基
酸的比'

N

天冬氨酸
O(M8!$% !#8%$

苏氨酸'

!'%8"&& $8&&

丝氨酸
!&(8&#O M8$#

谷氨酸
M%$8((& !$8OO

甘氨酸
%M!8$OM "8'(

丙氨酸
%!$8M&( M8'"

半胱氨酸
!M8%(! #8$%

缬氨酸'

!'O8('' M8#%

蛋氨酸'

'%8M'% %8%M

异亮氨酸'

!(M8'#' $8'#

亮氨酸'

%'$8M(O (8((

酪氨酸
!!%8%MO O8#"

苯丙氨酸'

!"M8((' $8MO

赖氨酸'

OM#8M!$ &8M(

组氨酸
'%8(&& %8%"

精氨酸
%'"8&#( (8'O

脯氨酸
!(M8(## $8'#

总氨基酸!

<VV

#

O""%8MO% !##8##

!

m

!'

表示必需氨基酸!

)VV

#&

液及生育酚对
T;;L

自由基的清除率均随浓度的增大而
不断升高%且均具有显著的正相关性!

;

#

#8#!

#&

T?1

2

等*

!M

+探究了大连湾牡蛎肉蛋白酶解物的抗氧化活性%结
果表明

T;;L

自由基清除能力与牡蛎酶解物浓度存在显
著的量效关系%与试验结果相似&根据线性方程分别可
得出生育酚对

T;;L

自由基的半数清除率
-A

M#

a

!!8(%

(

2

'

+P

%牡蛎酶解液对
T;;L

自由基的半数清除率
-A

M#

aM8&M+

2

'

+P

&

%8$8%

!

羟基自由基清除能力
!

羟基自由基是生命体内存
在最活跃的活性氧%几乎可以与机体内所有的细胞成分
反应%破坏力极强&如图

'

所示%当
]

I

浓度为
!+

2

'

+P

图
"

!

生育酚对
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自由基的清除作用
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牡蛎酶解液对
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对羟基自由基的清除作用
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牡蛎酶解液对羟基自由基的清除作用
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时%其对羟基清除率达到
&'8'N

%其半数清除率
-A

M#

a

M'&8!M

(

2

'

+P

&如图
&

所示牡蛎酶解液对羟基自由基清
除率随浓度的增大不断提高%且具有显著的正相关性
!

;

#

#8#!

#%其半数清除率
-A

M#

a!$8M"+

2

'

+P
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%8$8O

!

VE<Q

自由基清除能力
!

如图
!#

,

!!

所示%生育酚
及牡蛎蛋白酶解液对

VE<Q

自由基的清除率均随浓度的
增大而显著提高!

;

#

#8#!

#%结合线性方程可得生育酚
对

VE<Q

自由基的半数清除率!
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图
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生育酚对
VE<Q

自由基的清除作用
9-

2

0@4!#

!

)>>46=?>=?6?

B

/4@?.?1VE<Q>@44@,A-6,.76,F*

41

2

-1

2

图
!!

!

牡蛎酶解液对
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自由基的清除作用
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牡蛎蛋白酶解液对
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自由基的半数清除率
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结论
研究选用动物蛋白水解酶及风味蛋白酶复合对牡蛎

干进行深度酶解%进一步探究了最优酶解工艺得到的牡
蛎干蛋白酶解物的体外抗氧化活性&研究结果显示该牡
蛎干蛋白水解物清除

T;;L

自由基的
-A

M#

aM8&M+

2

'

+P

%

清除
VE<Q

自由基的
-A

M#

a!#8'+

2

'

+P

%清除羟基自由
基的

-A

M#

a!$8M"+

2

'

+P

&表明在该研究的酶解条件下
得到的牡蛎干酶解物具备一定抗氧化能力&

但牡蛎干酶解液腥味较重%限制了其在食品领域的
应用%因此在今后的研究中可继续探究酶解液的风味改
善方法及腥味产生的机制&或者可进一步对酶解液中的
活性多肽进行分离纯化%结合动物试验探究其抗氧化活
性机制&最终可作为功能性基料用于开发营养丰富,具
有保健功能的食品%从而提升牡蛎产业的整体经济社会
效益&
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