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双酶酶解鸽胸肉工艺优化及抗氧化性评价
Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙａｎｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ

ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｖｔｉｖｉｔｙｏｆｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｐｉｇｅｏｎｂｒｉｓｋｅｔ

沈畅华

犛犎犈犖犆犺犪狀犵犺狌犪
　

杨　娟

犢犃犖犌犑狌犪狀
　

张远红

犣犎犃犖犌犢狌犪狀犺狅狀犵
　

曾晓房

犣犈犖犌犡犻犪狅犳犪狀犵

（仲恺农业工程学院轻工食品学院，广东 广州　５１０２２５）

（犆狅犾犾犲犵犲狅犳犉狅狅犱犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犣犺狅狀犵犽犪犻犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犲犪狀犱犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，

犌狌犪狀犵狕犺狅狌，犌狌犪狀犵犱狅狀犵５１０２２５，犆犺犻狀犪）

摘要：目的：根据鸽肉酶解产物的水解度与抗氧化性，探

究最佳酶解工艺条件。方法：以水解度与 ＡＢＴＳ自由基

清除率为评价指标，探讨酶种类、加酶量、ｐＨ 值、酶解温

度、酶解时间、料液比和酶配比等因素对鸽胸肉酶解物抗

氧化活性的影响，并对最优条件下制备的鸽肉酶解物进

行总氨基酸含量测定。结果：中性蛋白酶与碱性蛋白酶

为最佳复配用酶，犿中性蛋白酶 ∶犿碱性蛋白酶 为３∶１、加酶量

８００Ｕ／ｇ、料液比（犿鸽肉∶犿复合酶）为１∶１．５、ｐＨ值７．５、酶

解温度５０℃、酶解时间３ｈ，所得样品在１ｍｇ／ｍＬ质量

浓度下对 ＡＢＴＳ自由基清除率为３６．１０％，与预测值相

近。最佳工艺所制得的肽中共检出１６种氨基酸，总氨基

酸含量的４７．９７％为必需氨基酸，抗氧化活性氨基酸的占

比为２９．２７％。结论：该条件下制备的鸽肉肽具有一定的

抗氧化活性与营养价值。
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生物活性肽通常是一种由２～２０个氨基酸残基组成

的活性小肽［１］，能够调节生物机体的生命活动以及生理

活性，可受到多种方式的特异性切割而从前体蛋白中释

放出来，其功能包括且不限于抗疲劳［２］、抗氧化［３］、抗衰

老［４］、降血压［５］。其中抗氧化肽不仅能够供给人体必需

氨基酸，还具备维持人体内环境稳定，提高机体酶活性与

抗氧化能力等功能，拥有较大的研究价值与前景［６］。目

前，抗氧化肽的制备方法较多，主要包括化学／物理提取、

微生物发酵、酸碱水解与蛋白酶水解等。其中提取与酸

碱水解法存在成本高、副产物多的问题。因此在制备某

类目标肽时，通常采用高性价比的蛋白酶酶解或微生物

发酵法作为制备方法［７－９］。

鸽肉富含氨基酸，蛋白质含量高而脂质含量低，且其

脂肪酸与氨基酸构成非常符合人类的营养需求，是符合

现代人健康营养需求的理想食品原料［１０－１１］。研究拟以
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鸽胸肉为原料，采用蛋白酶酶解法复配酶解制备抗氧化

肽。从４种蛋白酶中筛选出产物抗氧化活性较高的酶作

为复配用酶，结合响应面优化法对鸽肉复配酶解制备抗

氧化肽的进行工艺优化，并对最佳条件下制备的鸽肉肽

进行总氨基酸测定，以期为鸽肉的健康属性与潜在功能

性价值研究提供参考依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

鸽肉：取自２１日鸽龄的白羽王鸽，梅州金绿现代农

业发展有限公司；

木瓜蛋白酶（８００Ｕ／ｍｇ）、中性蛋白酶（１００Ｕ／ｍｇ）、

碱性蛋白酶（２００Ｕ／ｍｇ）、风味蛋白酶（２０Ｕ／ｍｇ）、ＡＢＴＳ、

ＤＰＰＨ、四硼酸钠、乙醇、邻苯二甲醛、二硫代苏糖醇、丝氨

酸、十二烷基硫酸钠：分析纯，上海源叶生物科技有限

公司；

其余化学试剂均为国产分析纯。

１．２　仪器与设备

紫外分光光度仪：ＵＶ１７８０型，岛津仪器（苏州）有限

公司；

真空冷冻干燥机：ＦＤ１Ａ８０型，北京博医康实验仪

器有限公司；

全自动氨基酸分析仪：Ｌ８０８０型，日立科学仪器有限

公司；

水浴恒温振荡器：ＳＨＺＢ 型，上海博迅实业有限

公司；

台式冷冻离心机：ＨＲ／Ｔ２０Ｍ 型，湖南赫西仪器装备

有限公司。

１．３　试验方法

１．３．１　鸽肉抗氧化肽制备工艺

取生鸽胸肉３０ｇ→除去明显脂肪与筋膜→绞碎→加

入去离子水［料液比１∶２（ｇ／ｍＬ）］→酶解→高温灭酶

（９５℃，１５ｍｉｎ）→４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ取上清

液→抽滤→冻干

１．３．２　鸽胸肉复配酶解用酶筛选　分别以木瓜蛋白酶、

风味蛋白酶、碱性蛋白酶、中性蛋白酶为酶解用酶，于各

酶的最适反应温度与ｐＨ下对鸽胸肉进行酶解，其余条件

参照曹廷锋等［１２－１３］的方法，以各酶酶解产物的ＤＰＰＨ自

由基清除率、ＡＢＴＳ自由基清除率与羟自由基清除率的

ＩＣ５０值作为评价指标。

１．３．３　单因素试验

（１）酶配比对鸽肉酶解的影响：固定加酶量８００Ｕ／ｇ，

酶解时间３ｈ，料液比（犿鸽肉 ∶犿复合酶）１∶１．５，酶解温度

５０℃，ｐＨ值８．０，考察犿中性蛋白酶∶犿碱性蛋白酶（１∶１，３∶１，

１∶３，１∶０，０∶１）对鸽肉肽水解度与抗氧化性的影响。

（２）ｐＨ值对鸽肉酶解的影响：固定酶量８００Ｕ／ｇ，酶

解时间３ｈ，料液比（犿鸽肉∶犿复合酶）为１∶１．５，酶解温度

５０℃，犿中性蛋白酶∶犿碱性蛋白酶为３∶１，考察ｐＨ值（７．０，７．５，

８．０，８．５，９．０）对鸽肉肽水解度与抗氧化性的影响。

（３）料液比对鸽肉酶解的影响：固定加酶量８００Ｕ／ｇ，

酶解时间３ｈ，酶解温度５０ ℃，犿中性蛋白酶 ∶犿碱性蛋白酶 为

３∶１，ｐＨ值为７．５，考察犿鸽肉∶犿复合酶（１∶０．５，１∶１，１∶

１．５，１∶２，１∶２．５）对鸽肉肽水解度与抗氧化性的影响。

（４）加酶量对鸽肉酶解的影响：固定酶解时间３ｈ，酶

解温度５０℃，犿中性蛋白酶∶犿碱性蛋白酶为３∶１，ｐＨ值为７．５，

料液比（犿鸽肉∶犿复合酶）为１∶１．５，考察加酶量（４００，６００，

８００，１０００，１２００Ｕ／ｇ）对鸽肉肽水解度与抗氧化性的

影响。

（５）酶解时间对鸽肉酶解的影响：固定加酶量

８００Ｕ／ｇ，酶解温度５０℃，犿中性蛋白酶 ∶犿碱性蛋白酶 为３∶１，

ｐＨ值为７．５，料液比（犿鸽肉∶犿复合酶）为１∶１．５，考察酶解

时间（２．０，２．５，３．０，３．５，４．０ｈ）对鸽肉肽水解度与抗氧化性

的影响。

１．３．４　响应面试验　根据单因素试验，选择加酶量、酶配

比、ｐＨ值、酶解时间４个因素作为响应面试验设计的自

变量，由于相同浓度下样品的 ＡＢＴＳ自由基清除率通常

高于ＤＰＰＨ自由基清除率
［１４］，在样品浓度较低时能够更

好地体现不同样品间抗氧化活性的区别；而水解度代表

了鸽肉蛋白的酶解程度。因此，响应值选择鸽肉肽对

ＡＢＴＳ自由基的清除率和水解度，对鸽胸肉制备抗氧化肽

的最佳酶解工艺条件进行优化。

１．３．５　ＤＰＰＨ自由基清除率测定　根据文献［１５］并加以

改动。将样品溶液根据试验需要，以无水乙醇做溶剂配

置不同 浓 度 样 品 液。向 试 管 中 加 入 ２ ｍＬ 浓 度 为

０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＰＰＨ—无水乙醇溶液，加入２ｍＬ样品。

空白组以相同体积无水乙醇代替样品与ＤＰＰＨ—无水乙

醇溶液混合；对照组则以无水乙醇代替ＤＰＰＨ 溶液与样

品液混合。每组混匀后于室温避光静置３０ｍｉｎ，测定

５１７ｎｍ 处吸光值，并按式（１）计算ＤＰＰＨ自由基清除率。

犮ＤＰＰＨ＝［１－（犃犻－犃犼）／犃０］×１００％， （１）

式中：

犮ＤＰＰＨ———ＤＰＰＨ自由基清除率，％；

犃犻———样品组吸光度；

犃犼———对照组吸光度；

犃０———空白组吸光度。

１．３．６　鸽肉肽清除 ＡＢＴＳ自由基能力测定　参照文献

［１６－１７］略作修改：将ＡＢＴＳ和过硫酸钾以２．４５ｍｍｏｌ／Ｌ

的终浓度稀释在水中制备为母液，暗处放置１６ｈ，取部分

母液稀释，当稀释后母液的吸光度在７３４ｎｍ 处达到约

０．７时可用。测试时，将０．９６ｍＬＡＢＴＳ自由基溶液与

０．０４ｍＬ的１ｍｇ／ｍＬ样品液混合，反应３ｍｉｎ后测量
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７３４ｎｍ 处吸光度，并按式（２）计算ＡＢＴＳ自由基清除率。

犮ＡＢＴＳ＝［（犃０－犃犻）／犃０］×１００％， （２）

式中：

犮ＡＢＴＳ———ＡＢＴＳ自由基清除率，％；

犃犻———样品组吸光度；

犃０———空白组吸光度。

１．３．７　鸽肉肽清除羟自由基能力测定　参照文献［１８－

１９］略作修改：将２ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４溶液、６ｍｍｏｌ／Ｌ水杨

酸溶液、６ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２各１ｍＬ混匀，测定５１０ｎｍ处吸

光度。向反应体系中加入１ｍｇ／ｍＬ样品，并按式（３）计

算羟自由基清除率。

犮·ＯＨ＝［（犃０－犃犻）／犃０］×１００％， （３）

式中：

犮·ＯＨ———羟自由基清除率，％；

犃犻———样品组吸光度；

犃０———空白组吸光度。

１．３．８　鸽肉酶解水解度测定　采用 ＯＰＡ法
［２０］，按式（４）

计算水解度。

犇Ｈ＝犺／犺ｔｏｔ×１００％， （４）

式中：

犇Ｈ———水解度，％；

犺———断裂肽键数；

犺ｔｏｔ———总肽键数，鸽肉取７．６。

１．３．９　鸽肉肽总氨基酸含量测定　参照史晋源
［２１］的方

法并稍作修改：称取一定量的鸽肉肽，加入６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ，

充氮气后密封，１１０℃水解２４ｈ，用水定容至１ｍｇ／ｍＬ，

过０．２２μｍ过滤膜，上样检测。氨基酸自动分析仪条件：

柱温４０℃；检测波长３３８ｎｍ；流速１ｍＬ／ｍｉｎ；反应液为

茚三酮；进样量２０μＬ。

１．４　数据处理

采用Ｅｘｃｅｌ和ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２２．０软件进行数

据处理，结果用均值 ± 标准差表示，均值比较利用

ＡＮＯＶＡ中的Ｄｕｎｃａｎ法，取９５％置信度（犘＜０．０５）；采用

Ｏｒｉｇｉｎ２０１８软件绘图。

２　结果与分析

２．１　蛋白酶筛选

由图１可知，４种蛋白酶酶解产物的自由基清除能力

差异显著（犘＜０．０５）。在各蛋白酶酶解产物的抗氧化活

性中，以中性蛋白酶最优，风味蛋白酶最差。其中中性蛋

白酶清除羟自由基、ＡＢＴＳ自由基、ＤＰＰＨ自由基的ＩＣ５０

值分别为５．１８，４．０８，４．３８ｍｇ／ｍＬ。而碱性蛋白酶在清除

羟自由基方面表现较差，但对其余两种自由基的清除能

力较为优秀，因此选取中性蛋白酶与碱性蛋白酶作为后

续酶解的复配用酶。

字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图１　不同种类蛋白酶酶解鸽胸肉产物的抗氧化能力

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅａｓｅｓｉｎ

ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｏｆｐｉｇｅｏｎｂｒｅａｓｔｐｒｏｄｕｃｔｓ

２．２　响应面优化

２．２．１　试验设计与结果　选择加酶量、ｐＨ 值、酶配比和

酶解时间４个因素作为自变量进行优化，以水解度和

ＡＢＴＳ自由基清除率作为响应值进行响应面优化试验。

各因素水平见表１，试验设计及结果见表２。

２．２．２　水解度响应面模型的建立与分析　由表３可知，

模型犘＜０．０００１，极显著；失拟项犘＝０．７４１８＞０．０５，表明

未知因素对试验结果的影响较小，残差主要源于随机误

差。模型的调整确定系数为０．９８１０，说明该模型能够解

释９８．１０％的响应值变化，拟合程度良好，可以用于对鸽

肉酶解的水解度进行分析和预测。各因素均对模型具有

极显著影响（犘＜０．０１）。

　　利用旋转试验设计软件得到回归方程为：

犢１＝４７．７７＋２．０７犃 ＋０．７６６７犅 ＋０．４２９２犆 －

０．４６１７犇＋０．７３７５犃犅－０．２９犃犆－０．３１５犃犇＋０．８７犅犆＋

０．０９２５犅犇－１．９１犆犇－３．８９犃２ －３．４５犅２ －３．１０犆２ －

３．５４犇２。 （５）

２．２．３　水解度响应面各因素交互作用分析　由图２可

知，加酶量与酶解时间、酶解时间与ｐＨ值、酶配比与ｐＨ

值的两因素交互作用对鸽肉酶解水解度的影响较为显

著，与方差分析结果相匹配。

表１　响应面试验因素水平设计

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｓｉｇｎｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｆｏｒｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平
Ａ加酶量／

（Ｕ·ｇ－１）
ＢｐＨ值

Ｃ酶配比

（犿中性蛋白酶∶犿碱性蛋白酶）

Ｄ酶解

时间／ｈ

－１ ６００ ７．０ ２∶１ ２

０ ８００ ７．５ ３∶１ ３

１ １０００ ８．０ ４∶１ ４
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表２　响应面试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
犢１水解

度／％

犢２ＡＢＴＳ自由

基清除率／％

１ ０ －１ ０ －１ ４０．７８ ２９．５１

２ －１ １ ０ ０ ３８．４２ ２８．８１

３ ０ １ －１ ０ ４０．６７ ３１．３１

４ ０ ０ －１ １ ４２．１５ ３２．６１

５ １ ０ ０ １ ４１．５１ ３１．３２

６ １ ０ １ ０ ４２．８２ ３２．５５

７ ０ ０ ０ ０ ４７．９８ ３６．３３

８ １ １ ０ ０ ４４．５９ ３４．１７

９ ０ １ １ ０ ４３．０４ ３２．０５

１０ ０ ０ ０ ０ ４７．３３ ３５．５３

１１ ０ ０ ０ ０ ４８．５６ ３５．９４

１２ ０ １ ０ １ ４１．０１ ３１．４１

１３ １ ０ ０ －１ ４２．８７ ３０．８１

１４ ０ １ ０ －１ ４１．６８ ３０．９７

１５ ０ ０ １ －１ ４４．２７ ３２．１４

１６ ０ －１ １ ０ ３９．６１ ３０．５７

１７ ０ －１ ０ １ ３９．７３ ３０．５７

１８ －１ ０ １ ０ ３９．８１ ２８．９６

１９ ０ ０ ０ ０ ４７．６１ ３５．７４

２０ ０ ０ －１ －１ ３９．５２ ２８．２５

２１ １ －１ ０ ０ ４１．２９ ３０．５２

２２ －１ ０ ０ １ ３８．０１ ２９．６８

２３ －１ －１ ０ ０ ３８．０７ ２９．５３

２４ －１ ０ ０ －１ ３８．１２ ２８．０８

２５ ０ ０ ０ ０ ４７．３５ ３６．４６

２６ ０ －１ －１ ０ ４０．７２ ３０．４１

２７ １ ０ －１ ０ ４２．３９ ３１．３６

２８ －１ ０ －１ ０ ３８．２２ ２９．０８

２９ ０ ０ １ １ ３９．２７ ２９．３４

表３　鸽肉肽水解度响应面试验结果方差分析


Ｔａｂｌｅ３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

ｆｏｒｐｉｇｅｏｎｍｅａｔｐｅｐｔｉｄｅｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃｄｅｇｒｅｅ

方差来源 平方和 自由度 均方 犉 值 犘 值 显著性

模型 ２８８．６１ １４ ２０．６１ １０４．３１ ＜０．０００１ 

Ａ ５１．３８ １ ５１．３８ ２５９．９７ ＜０．０００１ 

Ｂ ７．０５ １ ７．０５ ３５．６９ ＜０．０００１ 

Ｃ ２．２１ １ ２．２１ １１．１８ ０．００４８ 

Ｄ ２．５６ １ ２．５６ １２．９４ ０．００２９ 

ＡＢ ２．１８ １ ２．１８ １１．０１ ０．００５１ 

ＡＣ ０．３４ １ ０．３４ １．７０ ０．２１３０

ＡＤ ０．４０ １ ０．４０ ２．０１ ０．１７８３

ＢＣ ３．０３ １ ３．０３ １５．３２ ０．００１６ 

ＢＤ ０．０３ １ ０．０３ ０．１７ ０．６８３６

ＣＤ １４．５５ １ １４．５５ ７３．６５ ＜０．０００１ 

Ａ２ ９８．３１ １ ９８．３１ ４９７．４３ ＜０．０００１ 

Ｂ２ ７７．４０ １ ７７．４０ ３９１．６３ ＜０．０００１ 

Ｃ２ ６２．１５ １ ６２．１５ ３１４．５０ ＜０．０００１ 

Ｄ２ ８１．３７ １ ８１．３７ ４１１．７２ ＜０．０００１ 

残差 ２．７７ １４ ０．２０


失拟值 １．７０ １０ ０．１７ ０．６４ ０．７４１８

误差 １．０６ ４ ０．２７

总离差 ２９１．３７ ２８

　　代表差异显著（犘＜０．０５）；代表差异极显著（犘＜

０．０１）。

２．２．４　ＡＢＴＳ自由基清除率的响应面模型的建立与分析

由表４可知，模型犘＜０．０００１，极显著；失拟项犘＝

０．８２８４＞０．０５，不显著，表明未知因素对试验结果的影响

较小，残差主要来自随机误差。模型的调整确定系数为

０．９８４２，说明该模型能够解释９８．４２％的响应值变化，拟

合程度良好，可用于对鸽肉肽清除 ＡＢＴＳ自由基的能力

进行分析和预测。各因素均对模型具有显著影响（犘＜

０．０５）。

　　利用旋转试验设计软件得到回归方程为：

图２　各因素间交互作用对鸽肉肽水解度的曲面图

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｓｕｒｆａｃｅｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｐｉｇｅｏｎｍｅａｔｐｅｐｔｉｄｅ
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表４　鸽肉肽清除ＡＢＴＳ自由基能力响应面试验

结果方差分析

Ｔａｂｌｅ４　 Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｉｇｅｏｎｐｅｐｔｉｄｅｓｃａｖｅｎｇｉｎｇＡＢＴＳ

ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓ

方差来源 平方和 自由度 均方 犉 值 犘 值 显著性

模型 １７３．００ １４ １２．３６ １２５．２７ ＜０．０００１ 

Ａ ２２．９４ １ ２２．９４ ２３２．５０ ＜０．０００１ 

Ｂ ４．８３ １ ４．８３ ４８．９２ ＜０．０００１ 

Ｃ ０．５６ １ ０．５６ ５．６７ ０．０３２０ 

Ｄ ２．２３ １ ２．２３ ２２．５８ ０．０００３ 

ＡＢ ４．７７ １ ４．７７ ４８．４０ ＜０．０００１ 

ＡＣ ０．４３ １ ０．４３ ４．３５ ０．０５５８

ＡＤ ０．３０ １ ０．３０ ３．０１ ０．１０４６

ＢＣ ０．０８ １ ０．０８ ０．８５ ０．３７１５

ＢＤ ０．１０ １ ０．１０ ０．９７ ０．３４０４

ＣＤ １２．８２ １ １２．８２ １２９．９２ ＜０．０００１ 

Ａ２ ５７．４１ １ ５７．４１ ５８１．９７ ＜０．０００１ 

Ｂ２ ３５．９７ １ ３５．９７ ３６４．６８ ＜０．０００１ 

Ｃ２ ４０．７ １ ４０．７０ ４１２．６１ ＜０．０００１ 

Ｄ２ ５８．２８ １ ５８．２８ ５９０．８１ ＜０．０００１ 

残差 １．３８ １４ ０．１０


失拟值 ０．７７ １０ ０．０８ ０．５０ ０．８２８４

误差 ０．６１ ４ ０．１５

总离差 １７４．３８ ２８

　　代表差异显著（犘＜０．０５）；代表差异极显著（犘＜

０．０１）。

　　犢２ ＝３６．００＋１．３８犃 ＋０．６３４２犅＋０．２１５８犆＋

０．４３０８犇＋１．０９犃犅＋０．３２７５犃犆－０．２７７５犃犇＋０．１４５犅犆－

０．１５５犅犇－１．７９犆犇－２．９７犃２－２．３５犅２－２．５１犆２－３．００犇２。

（６）

２．２．５　ＡＢＴＳ自由基清除率响应面各因素交互作用分析

由图３可知，当一个因素的数值被固定时，随着另一

因素水平的升高，响应值均呈先增大后减小的趋势，并在

中间出现最大值，与单因素试验结果类似，在一定程度上

证明了响应面试验结果的科学性。

２．２．６　实验验证　结合响应曲面进行优化分析，以水解

度和ＡＢＴＳ自由基清除率作为响应值，响应值最大时，拟

合得到鸽肉酶解的最优酶解工艺为加酶量８５５．１３１Ｕ／ｇ，

酶解时间３．１７５ｈ，ｐＨ 值７．５４２，犿中性蛋白酶 ∶犿碱性蛋白酶 为

２．９９８∶１。在此条件下，软件预测水解度和ＡＢＴＳ自由基

清除率分别为４８．１４％和３６．２５％。实际操作中，将条件

修改为加酶量 ８００ Ｕ／ｇ，酶解时间 ３ｈ，ｐＨ 值 ７．５，

犿中性蛋白酶 ∶犿碱性蛋白酶 为３∶１，此时水解度为４７．５１％，

ＡＢＴＳ自由基清除率 为３６．１０％，与预测值较接近，说明

预测较为准确，模型可行。

２．３　鸽肉肽中的总氨基酸含量

由表５可知，鸽肉肽中氨基酸种类齐全，除色氨酸

外，其他所有人体必需氨基酸均被测出，且必需氨基酸占

比较高为４７．９７％，高于ＦＡＯ建议值（４０％）；抗氧化氨基

酸占 比 为 ２９．２７％。鸽 肉 肽 中 谷 氨 酸 含 量 较 高，为

１１．４６％，有研究
［２２］发现该氨基酸的侧链羧基能钝化金属

离子，终止自由基链式反应；此外，疏水性氨基酸对肽的

抗氧化活性存在一定影响，其总含量在鸽肉肽中占比较

图３　各因素间交互作用于ＡＢＴＳ自由基清除率的曲面图

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｕｒｖｅｄｓｕｒｆａｃｅｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｆａｃｔｏｒｓｏｎＡＢＴＳｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｃｌｅａｒａｎｃｅ
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表５　鸽肉肽中总氨基酸含量


Ｔａｂｌｅ５　Ｔｏｔａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｉｎｐｉｇｅｏｎ

ｍｅａｔｐｅｐｔｉｄｅ

氨基酸名称
含量／

（ｍｇ·ｇ－１）

比例／

％
氨基酸名称

含量／

（ｍｇ·ｇ－１）

比例／

％

酪氨酸△ ３２．６５ ４．７５ 谷氨酸 ７８．８０ １１．４６

蛋氨酸＃△ ３２．２０ ４．６８ 甘氨酸 ２０．１８ ２．９４

组氨酸△ ２１．４２ ３．１２ 丙氨酸＃ ６０．２８ ８．７７

赖氨酸△ ８．１６ １．１９ 异亮氨酸＃ ４２．６１ ６．２０

苯丙氨酸＃△ ８０．８６ １１．７６ 亮氨酸＃ ８６．３８ １２．５６

半胱氨酸△ ７．９７ １．１６ 精氨酸 ５５．５９ ８．０９

脯氨酸＃△ １７．９６ ２．６１ 抗氧化氨基酸 ２０１．２１ ２９．２７

天冬氨酸 ２４．７１ ３．５９ 疏水性氨基酸 ３６９．５１ ５３．７５

苏氨酸 ４１．１３ ５．９８ 必需氨基酸 ３２９．７８ ４７．９７

丝氨酸 ２７．３９ ３．９８ 总氨基酸 ６８７．５１



　　表示人体必需氨基酸；＃表示疏水性氨基酸；△表示坑氧

化氨基酸。

高为５３．７５％，可以一定程度上解释其存在的抗氧化功能。

３　结论
试验表明，从４种蛋白酶中筛选出了中性蛋白酶与

碱性蛋白酶作为鸽肉复配酶解用酶。经响应面优化，复

合酶酶解鸽肉制备抗氧化肽的最佳工艺参数为加酶量

８００ Ｕ／ｇ，酶 解 时 间 ３ｈ，ｐＨ 值 为 ７．５，犿中性蛋白酶 ∶

犿碱性蛋白酶为３∶１、酶解温度为５０℃、犿鸽肉∶犿复合酶 为１∶

１．５。在此条件下，当鸽肉肽质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ时，其

对ＡＢＴＳ自由基清除率为３６．１０％，水解度为４７．５１％。鸽

肉酶解肽中共检出１６种氨基酸，其中必需氨基酸与抗氧

化活性氨基酸各占总氨基酸含量的４７．９７％和２９．２７％。

后续将对鸽肉肽进行逐级分离纯化，筛选出抗氧化活性

最佳的组分后，对其进行质谱鉴定，以期发掘新的功能性

肽段，并进行动物试验以探究和验证鸽肉肽的体内抗氧

化活性。
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市售酸奶中发酵剂乳酸菌的耐药性

及耐药基因研究进展
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石斛属植物化学成分及药理活性

研究进展
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铁皮石斛生物活性成分及产品加工的研究进

展
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轻工科技
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铁皮石斛茎、叶、花功能性成分、抗氧

化活性及其相关性
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｜Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．４ 沈畅华等：双酶酶解鸽胸肉工艺优化及抗氧化性评价


