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卵白蛋白肽复合酶法制备工艺优化及解酒效果
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摘要!目的!验证卵白蛋白肽的解酒活性#提高鸡蛋产品

的附加值!方法!用碱性蛋白酶和胰蛋白酶复合酶解卵

白蛋白#以乙醇脱氢酶%

MTQ

&激活率为指标#采用响应曲

面法优化酶解工艺!通过检测卵白蛋白肽的总抗氧化

性"水解度"氨基酸组成及相对分子质量#评估卵白蛋白

肽的解酒效果!结果!最佳酶解工艺条件(酶解时间
,:

#

复合酶用量
%)$$;

$

H

#酶解温度
,$c

#料液比%

+

卵白蛋白
j

R

蒸馏水&
%5,j#,

%

H

$

.<

&#在此条件下得到的卵白蛋白肽

MTQ

激活率为%

##58)g$5),

&

=

#总抗氧化能力值为

%

+5,)g$5$%

&

;

$

.<

#水解度为%

#+5#&g$5)'

&

=

!卵白蛋

白肽富含谷氨酸%

+5,,*%=

&"丙氨酸%

%5&'%%=

&"亮氨酸

%

,58'*8=

&等有益于提高解酒活性的氨基酸#小分子肽

%

#

)$$$T/

&含量超过
&&588=

!结论!使用复合酶解法

制备的卵白蛋白肽具有良好的抗氧化活性和解酒效果!

关键词!卵白蛋白肽'

MTQ

激活率'酶解优化'抗氧化'促

乙醇代谢
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小分子肽可被用作解酒产品)

)P#

*

&其解酒护肝的作

用机理包括#提高人体内乙醇脱氢酶!

MTQ

"的活性以加

快酒精的代谢速度$清除在酒精代谢的过程中产生的大

量自由基从而降低酒精对肝脏的损伤)

%P*

*

&另外%有研

究)

,

*发现肽类物质中含有的谷氨酸+丙氨酸+亮氨酸有利

于合成乙醇代谢酶并减轻醉酒症状&目前已有的小分子

肽类解酒产品主要以植物或海产品中的蛋白质为原料%

但其蛋白组分常为难以纯化的复杂蛋白%影响酶解效

果)

'P8

*

&卵白蛋白是鸡蛋清中含量最丰富的一种蛋白

质%含有人体所需的所有必须氨基酸%是制备活性肽的理

想原料)

&

*

&目前%卵白蛋白的纯化方法已经相当成熟%蛋

白酶解时的利用率更高)

+

*

&研究拟用碱性蛋白酶和胰蛋

白酶复合酶解得到卵白蛋白肽%以瓦勒'霍赫法来评价

卵白蛋白肽的体外促乙醇代谢能力)

)$

*

%以
MTQ

激活率

为响应因素)

))

*

%采用响应面法优化酶解工艺%并测定卵白

蛋白肽的总抗氧化能力+水解度+氨基酸组成及相对分子

质量的分布情况%旨在验证卵白蛋白肽的解酒活性%为提

高鸡蛋产品的附加值提供新的途径&

&&!
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!

材料与方法
)5)

!

材料与试剂

卵白蛋白#实验室自制$

牛胰蛋白酶!

#,$;

(

.

H

"+碱性蛋白酶!

#$$;

(

.

H

"+

乙醇脱氢酶!

#,$$;

(

.<

"+茚三酮#上海源叶生物科技有

限公司$

总抗氧化能力试剂盒+

MTQ

激活率试剂盒#南京建

成生物工程研究所&

)5#

!

主要仪器设备

电子天平#

RM#)$*M

型%上海精天电子仪器有限公司$

台式高速离心机#

>N)'N

型%湖南凯达科学仪器有限

公司$

冷冻干燥机#

RT-WM-,$

型%北京博医康实验仪器有限

公司$

E

Q

计#

%O

型%上海雷磁仪器厂$

紫外可见光分光光度计#

;f,,$$[O

型%上海元析仪

器有限公司$

数显恒温水浴锅#

QQ-*

型%常州天瑞仪器有限公司$

集热式搅拌器#

TR-)$)(

型%金坛市科析仪器有限公司$

旋涡混合器#

_Q-!

型%江苏天翎仪器有限公司&

)5%

!

方法

)5%5)

!

卵白蛋白肽制备
!

取
)

H

卵白蛋白于
#,.<

离心

管中%用
),.<

蒸馏水溶解%加入碱性蛋白酶和胰蛋白酶

复合酶各
*$$$;

(

H

%用
$5,.71

(

<

的
X/SQ

溶液将体系

E

Q

值调为
+5$

)

)#

*

%放入
,$c

恒温摇床中酶解
,:

%酶解过

程中每
%$.04

调一次
E

Q

值&酶解结束后立即在
+$c

水浴下加热
)$.04

使酶灭活%然后迅速冷却到
* c

以

*$$$F

(

.04

离心
,.04

%取上清液冷冻干燥得到卵白蛋

白肽粉末)

)%P)*

*

&

)5%5#

!

乙醇脱氢酶!

MTQ

"激活率的测定
!

按瓦勒'霍

赫法)

),

*及
MTQ

试剂盒方法执行&在试管中加入
)5,.<

的焦磷酸钠缓冲液!

E

Q&5&

"%

)5$.<$5$#8.71

(

<

的氧化

型辅酶
#

!

XMT

`

"%

$5).<

卵白蛋白肽冻干前的上清液

和
$5,.<

体积分数
))5,=

的乙醇溶液%混匀%

#,c

保温

,.04

%立即加入
$5) .<$5#, ;

(

.<

的乙醇脱氢酶

!

MTQ

"%混匀%测定
%*$4.

处的吸光度%双蒸水调零&

,.04

后观察
%*$4.

处吸光度的变化以确定生成的还原

型辅酶
#

!

XMTQ

"量&以蒸馏水代替卵白蛋白肽溶液进

行空白对照&按式!

)

"计算
MTQ

激活率&

&

MTQ

e

'

)

%

*#$4.

P'

$

%

*#$4.

'

$

%

*#$4.

k)$$=

% !

)

"

式中#

&

MTQ

'''

MTQ

激活率%

=

$

'

)

%

*#$4.

'''样品在
*,$4.

处的吸光度$

'

$

%

*#$4.

'''对照溶液在
*,$4.

处的吸光度&

)5%5%

!

总抗氧化能力的测定
!

将总抗氧化能力试剂盒中

的试剂
)

+试剂
#

+试剂
%

按体积比
8j)j)

混合%

%8c

下

水浴
),.04

%取
+$$

%

<

混合液置于
)5,.<

离心管中%加

入
%$

%

<

卵白蛋白肽上清液和
8$

%

<

蒸馏水%同时以相同

体积蒸馏水设置空白对照%将样品充分混匀%在
%8c

下

反应
)$.04

%测定
,#$4.

处的吸光度值&按式!

#

"计算

卵白蛋白肽总抗氧化能力&

Ze

'

)

%

,#$4.

P'

$

%

,#$4.

$5$)k%$

% !

#

"

式中#

Z

'''卵白蛋白肽总抗氧化能力$

'

)

%

,#$4.

'''样品在
,#$4.

处的吸光度$

'

$

%

,#$4.

'''对照溶液在
,#$4.

处的吸光度&

)5%5*

!

水解度的测定
!

参照茚三酮显色法并根据文献

)

)'

*稍作修改&分别取
$5)

H

卵白蛋白与卵白蛋白肽粉

末用蒸馏水定容到
)$.<

%取
$5#.<

样品%加入
$5&.<

蒸馏水%

).<

显色剂&混匀后沸水浴加热
),.04

&待溶

液冷却后加入
,5$.<

体积分数
*$=

的乙醇溶液混匀%静

置
),.04

后测定
,8$4.

波长处的吸光度&以甘氨酸标

准曲线计算酶解前后样品溶液中游离氨基酸的含量%并

采用微量凯氏定氮法测定卵白蛋白中氨基酸的总量&按

式!

%

"计算卵白蛋白水解度&

Ue

<

)

P<

#

<

%

k)$$=

% !

%

"

式中#

U

'''水解度%

=

$

<

)

'''酶解后卵白蛋白的游离氨基酸含量%

H

$

<

#

'''酶解前卵白蛋白的游离氨基酸含量%

H

$

<

%

'''卵白蛋白中含有的氨基酸%

H

&

甘氨酸标准曲线如图
)

%回归方程为
Ve$5$#*&,P`

$5))*,#

%

C

#

e$5+++#

&

)5%5,

!

卵白蛋白肽的相对分子质量测定
!

按
N!%)'*,

'

#$)&

执行&

)5%5'

!

游离氨基酸组成测定
!

按
N!,$$+5)#*

'

#$)'

执行&

)5%58

!

单因素试验

!

)

"酶解时间#设定酶解温度
,$ c

%复合酶用量

%$$$;

(

H

%料液比!

+

卵白蛋白
jR

蒸馏水"

%j#,

!

H

(

.<

"%测

定不同酶解时间!

#

%

%

%

*

%

,

%

':

"下卵白蛋白肽
MTQ

激

活率&

图
)

!

甘氨酸标准曲线

R0

H

AFD)

!

N1

B

604D?@/49/F96AFGD

'&!

"

f715%&

"

X75,

齐兴宇等!卵白蛋白肽复合酶法制备工艺优化及解酒效果



!!

!

#

"复合酶用量#设定酶解温度
,$c

%酶解时间
*:

%

料液比!

+

卵白蛋白
jR

蒸馏水"

%j#,

!

H

(

.<

"%测定不同复合

蛋白酶!双酶配比为
)j)

"用量!

#$$$

%

#,$$

%

%$$$

%

%,$$

%

*$$$;

(

H

"下卵白蛋白肽
MTQ

激活率&

!

%

"酶解温度#设定酶解时间
*:

%复合酶用量

%$$$;

(

H

%料液比!

+

卵白蛋白
jR

蒸馏水"

%j#,

!

H

(

.<

"%测

定不同酶解温度!

*$

%

*,

%

,$

%

,,

%

'$ c

"下卵白蛋白肽

MTQ

激活率&

!

*

"料液比#设定酶解温度
,$ c

%复合酶用量

%$$$;

(

H

%酶解时间
*:

%测定不同料液比)

+

卵白蛋白
j

R

蒸馏水 分 别 为
)j#,

%

#j#,

%

%j#,

%

*j#,

%

,j

#,

!

H

(

.<

"*下卵白蛋白肽
MTQ

激活率&

)5%5&

!

响应曲面法优化试验
!

根据单因素试验结果%选

择酶解时间+复合酶用量+酶解温度+料液比作为响应面

试验因素%以
MTQ

激活率为响应值%设计四因素三水平

响应面优化试验&

)5*

!

数据处理

采用
SF0

H

04&5$

软件绘图并进行数据处理%运用
TD-

?0

H

4"J

E

DF@)%5$

软件进行响应面设计分析&

#

!

结果与分析
#5)

!

单因素试验

由图
#

!

/

"可知%随着酶解时间的增长%卵白蛋白肽的

MTQ

激活率也逐渐升高%当酶解时间达
,:

左右时%

MTQ

激活率达到峰值%此时蛋白质中的作用位点基本水

解完毕&随着产物浓度的增加以及底物浓度的降低%酶

促反应的速率逐渐下降)

)8

*

&继续延长酶解时间也会对肽

的活性造成负面影响&将酶解时间控制在
,:

左右时%卵

白蛋白肽的
MTQ

激活率为
)&5+=

&

由图
#

!

3

"可知%当复合酶用量达
%$$$;

(

H

时%卵白

蛋白肽的
MTQ

激活率最高%底物基本已经被水解完毕%

继续增加酶量对
MTQ

激活率无影响)

)&

*

&兼顾到成本%

选择酶用量在
%$$$;

(

H

左右%此时卵白蛋白肽的
MTQ

激活率为
#)5)=

&

由图
#

!

6

"可知%当酶解温度为
,$c

时%卵白蛋白肽

MTQ

激活率达到峰值%酶解温度大于
,$c

时%

MTQ

活

性下降%这是由于高温破坏了蛋白酶的结构%导致其变性

失活)

)+

*

&因此%把酶解温度设置在
,$c

附近较为合适%

此时卵白蛋白肽的
MTQ

激活率为
)+5+=

&

由图
#

!

9

"可知%在料液比达到
%j#,

!

H

(

.<

"之前%

MTQ

激活率随着料液比的增加而上升%当料液比大于

%j#,

!

H

(

.<

"时%

MTQ

激活率下降%可能原因是酶的浓

度不足且溶液中的蛋白质分子未完全展开%导致酶活性

位点未与蛋白质分子充分接触&继续增大料液比会造成

原料的浪费)

#$

*

&因此%选取料液比为
%j#,

!

H

(

.<

"%此

时卵白蛋白肽的
MTQ

激活率为
#$5'=

&

#5#

!

响应面优化试验

#5#5)

!

响应面试验设计与结果
!

根据单因素试验结果%

在料液比!

+

卵白蛋白
jR

蒸馏水"

%j#,

!

H

(

.<

"%复合酶用量

%$$$;

(

H

%酶解温度
,$c

%酶解时间
,:

的条件下得到

的
MTQ

激活率最高&因此%以酶解时间!

M

"+复合酶用

量!

!

"+酶解温度!

O

"+料液比!

T

"为变量因素%以
MTQ

激活率!

V

"为响应值%进行四因素三水平的响应面设计试

图
#

!

各因素对卵白蛋白肽
MTQ

激活率的影响

R0

H

AFD#

!

"CCD6@?7CG/F07A?C/6@7F?74@:D/6@0G/@074F/@D7C7G/13A.04

E

D

E

@09DMTQ

(&!

提取与活性
"_>YMO>WSX U MO>WfW>Z

总第
#*8

期
"

#$##

年
,

月
"



验%确定卵白蛋白的复最佳酶解工艺条件%响应面试验因

素水平设计见表
)

%试验结果见表
#

&

!!

将表
#

数据用
TD?0

H

4"J

E

DF@)%5$

软件经过回归拟

合后%得到二次多项回归方程#

Ve##.,)̀ $.&''8'`$.,#,-`$.+)&%/`).#)IP

$.,88,'-P$.##8,'/ $̀.,#$$'I )̀.%8-/ $̀.*#,-I`

$.#*,/IP#.#'

#

P#.,#-

#

P%.*)/

#

P%.+%I

#

& !

*

"

!!

由表
%

可知%回归方程模型极显著!

4

#

$5$)

"%方

程失拟项不显著!

4

&

$5$,

"%回归模型与实测值能较好拟

表
)

!

响应面优化实验因素水平表

>/31D)

!

<DGD1?7C@:DFD?

E

74?D?AFC/6D7

E

@0.0K/@074

@D?@C/6@7F?

水平
M

酶解时

间(
:

!

复合酶用量(

!

;

-

H

P)

"

O

酶解温

度(
c

T

料液比(

!

H

-

.<

P)

"

P) * #,$$ *, #j#,

$ , %$$$ ,$ %j#,

) ' %,$$ ,, *j#,

表
#

!

响应面设计方案及结果

>/31D#

!

TD?0

H

4?6:D.D/49FD?A1@?7C@:DFD?

E

74?D?AFC/6D

试验号
M ! O T MTQ

激活率(
=

试验号
M ! O T MTQ

激活率(
=

) ) P) $ $ )&5)) )' P) $ $ P) ),58)

# $ $ $ $ ##58# )8 $ P) $ ) )'5&%

% ) $ ) $ )+5%# )& $ $ ) P) )%5*)

* P) $ $ ) ),5+& )+ $ $ P) P) )%5,%

, ) $ $ P) ),5,+ #$ $ P) P) $ )'5%'

' ) $ $ ) )85+* #) $ $ $ $ ##5'&

8 ) $ P) $ )85)# ## $ P) ) $ )'5))

& P) $ ) $ )85#+ #% $ ) $ P) )*5,+

+ ) ) $ $ )+5#& #* $ $ $ $ ##58#

)$ P) $ P) $ )*5)& #, $ $ P) ) )'5*%

)) $ $ $ $ #)58' #' $ ) P) $ )*5)'

)# $ P) $ P) ),5), #8 $ $ ) ) )85#+

)% $ ) ) $ )+5%& #& P) P) $ $ ),5)'

)* $ $ $ $ ##5'+ #+ P) ) $ $ )&5'*

), $ ) $ ) )85+8

合&决定系数
C

#

e$5+,'#

&

$5+

%说明模型拟合程度较

高%准确可靠%因此%该模型的拟合值可以用来分析卵白

蛋白的最佳酶解条件&通过显著性分析可知%酶解时间+

酶用量对卵白蛋白肽的
MTQ

激活率影响显著&酶解温

度+底物浓度对卵白蛋白肽的
MTQ

激活率影响极显著%

由回归系数
D

值可知%各因素对卵白蛋白酶解制备活性

肽的影响程度为
T

&

O

&

M

&

!

&

#5#5#

!

响应面交互分析
!

由图
%

可知%

OT

的响应面陡

峭%说明底物浓度和酶解温度相互作用显著%酶解时间和

酶用量交互作用相对较弱&

#5#5%

!

工艺优化及实验验证
!

根据响应面分析%卵白蛋

白肽的最佳酶解条件为酶解时间
,5#':

%复合酶用量

%$8,;

(

H

%酶解温度
,$58c

%料液比!

+

卵白蛋白
jR

蒸馏水"

%5%,j#,

!

H

(

.<

"&为方便操作%将最佳条件调整为酶解

时间
,:

%复合酶用量
%)$$;

(

H

%酶解温度
,$c

%料液比

!

+

卵白蛋白
jR

蒸馏水"
%5,j#,

!

H

(

.<

"&在此条件进行
%

组

平行实验%实际测得的卵白蛋白肽
MTQ

激活率为

!

##58)g$5),

"

=

%与模型预测值
##58#=

相差不大%表明

在该模型下得到的最佳工艺条件具有较高的可靠性%可

以用于预测卵白蛋白肽的
MTQ

激活率&

#5%

!

卵白蛋白肽的总抗氧化能力与水解度

按
)5%5%

方法测定工艺优化后的卵白蛋白肽总抗氧

表
%

!

响应面回归方程方差分析l

>/31D%

!

M4/1

B

?0?7CG/F0/46D7CFD?

E

74?D?AFC/6D

FD

H

FD??074D

2

A/@074

方差来源 平方和 自由度 均方
D

值
4

值 显著性

模型
#)'5+% )* ),5*+ #)5&,

#

$5$$$)

%%

M +5$) ) +5$) )#58) $5$$%)

%%

! %5%) ) %5%) *5'' $5$*&8

%

O )$5)# ) )$5)# )*5#8 $5$$#$

%%

T )85*# ) )85*# #*5,8 $5$$$#

%%

M! )5%% ) )5%% )5&& $5)+)&

MO $5#) ) $5#) $5#+ $5,+8,

MT )5$& ) )5$& )5,# $5#%8#

!O 85*& ) 85*& )$5,, $5$$,&

%%

!T $58# ) $58# )5$# $5%%$$

OT $5#* ) $5#* $5%* $5,'++

M

#

%)5%# ) %)5%# **5)'

#

$5$$$)

%%

!

#

*)5)+ ) *)5)+ ,&5$8

#

$5$$$)

%%

O

#

8,5'* ) 8,5'* )$'5',

#

$5$$$)

%%

T

#

)$$5*% ) )$$5*% )*)5'$

#

$5$$$)

%%

残差
+5+% )* $58)

......................

失拟检验
+5## )$ $5+# ,5)& $5$'%,

纯误差
$58) * $5)&

总误差
##'5&' #&

!

l

!%

表示差异显著!

4

#

$5$,

"$

%%

表示差异极显著!

4

#

$5$)

"&

)&!

"

f715%&

"

X75,

齐兴宇等!卵白蛋白肽复合酶法制备工艺优化及解酒效果



图
%

!

各因素交互作用的响应面及等高线图

R0

H

AFD%

!

YD?

E

74?D?AFC/6D/49674@7AF

E

17@?7C04@DF/6@0GDDCCD6@?

化能力%结果为!

+5,)g$5)%

"

;

(

.<

&总抗氧化能力在一

定程度上可以代表样品的自由基清除能力)

#)

*

&卵白蛋白

肽在底物质量浓度为
)#$.

H

(

.<

)即料液比!

+

卵白蛋白
j

R

蒸馏水"
%j#,

!

H

(

.<

"*时的总抗氧化能力比同样底物质

量浓度下骨胶原抗氧化多肽的总抗氧化能力)!

&5%*g

$5#%

"

;

(

.<

*

)

##

*高%因此卵白蛋白肽具备一定的抗氧化

能力%能够清除人体内的自由基%减轻由乙醇引起的自由

基大量累积%减少饮酒对身体的损害)

#%

*

&

按
)5%5*

方法测定工艺优化后卵白蛋白肽的水解度%

结果为!

#+5#&g$5)'

"

=

%与黑豆醒酒多肽的水解度

!

#85%)g$5*,

"

=

相近)

#*

*

%说明酶解工艺较为理想&

#5*

!

卵白蛋白肽粉的分子量与氨基酸分布情况

由表
*

可知%在最佳酶解工艺条件下制备的卵白蛋

白肽粉末中%总游离氨基酸含量达到了
'#5*&%=

%丙氨酸

!

%5&'%%=

"%亮氨酸!

,58'*8=

"含量较为丰富%有助于人

体稳定生成辅酶
XMT

`

%降低体内乙醇的浓度&谷氨酸

*'!

提取与活性
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总第
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期
"
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年
,

月
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表
*

!

卵白蛋白肽粉的氨基酸组成情况

>/31D*

!

M.047/60967.

E

7?0@0747C7G/13A.04

E

D

E

@09D

H

#

)$$

H

氨基酸 含量 氨基酸 含量

天门冬氨酸
'5+%+%

苏氨酸
!!!

%5)%'+

丝氨酸
!!

*5'$%)

谷氨酸
!!!

+5,,*%

甘氨酸
!!

#5%)8#

丙氨酸
!!!

%5&'%%

胱氨酸
!!

)5*+++

缬氨酸
!!!

*5%&&$

亮氨酸
!!

%5%#)'

异亮氨酸
!!

#5+%$&

苯丙氨酸
!

,58'*8

酪氨酸
!!!

$5#)$'

组氨酸
!!

#58)8#

赖氨酸
!!!

*5#%,#

脯氨酸
!!

)5'%))

精氨酸
!!!

%5,%'#

蛋氨酸
!!

)5&%%'

总游离氨基酸
'#5*&%$

.........

含量最高!

+5,,*%=

"%有助于减轻醉酒症状&由表
,

可

知%卵白蛋白肽
&&588=

的成分相对分子质量在
)$$$T/

以下%具有吸收快%耗能低%利用率高的特点&综上%酶解

制备得到的卵白蛋白肽其相对分子质量小%便于吸收%且

具有较强的生物活性&

%

!

结论
卵白蛋白的最佳酶解条件为酶解时间

,:

%复合酶用

量
%)$$;

(

H

%酶解温度
,$c

%料液比!

+

卵白蛋白
jR

蒸馏水"

%5,j#,

!

H

(

.<

"%在此条件下得到的卵白蛋白肽
MTQ

激

活率为!

##58)g$5),

"

=

%水解度高%相对分子质量小%富

含利于促乙醇代谢的氨基酸&卵白蛋白肽具备一定的抗

氧化能力%能够清除人体内的自由基%后续可对卵白蛋白

表
,

!

卵白蛋白肽相对分子质量的分布情况

>/31D,

!

T0?@F03A@0747CFD1/@0GD.71D6A1/FLD0

H

:@7C7G/13A.04

E

D

E

@09D

相对分子质量(
T/

&

,$$$ ,$$$

"

%$$$ %$$$

"

#$$$ #$$$

"

)$$$ )$$$

"

,$$

#

,$$

峰面积百分比(
= $5$8 $58% #5$$ &5*% %'5', ,#5)#

肽进行分离纯化%确定其肽段组成%并对促乙醇代谢能力

与肽段间的联系进行研究&
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