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　　摘要：以核桃饼粕为原料，研究优化木瓜蛋白酶酶解核桃饼粕制备抗氧化活性多肽的工艺条件。通过研究酶解温
度、酶解时间、底物浓度、酶添加量以及酶解ｐＨ值对酶解产物抗氧化活性的影响，正交优化酶解工艺参数，并将酶解
物利用葡聚糖凝胶层析柱进行分离，测定其抗氧化活性。结果表明，当木瓜蛋白酶在酶解温度为６０℃、酶解时间为
３．５ｈ、底物浓度为２．５ｇ／１００ｍＬ、加酶量为６５００Ｕ／ｇ、ｐＨ值为６．５的酶解条件下，酶解物的抗氧化活性较好，酶解液
对二苯代苦味酰基自由基（ＤＰＰＨ·）和羟基自由基的清除率分别为５２．２４％和５３．２０％；酶解液经葡聚糖凝胶层析柱
分离，酶解物分离多肽的分子量越大，抗氧化活性越低。
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　　核桃营养价值较高，含有丰富的油脂和蛋白质，在工业生
产中常被作为榨油用料［１］，核桃饼粕是核桃油深加工的副产

物［２］，大多作为动物饲料，目前对其利用具有一定的局限性，

主要集中于蛋白质与多肽的开发方面［３］。虽然核桃饼粕中

蛋白质含量高达３０％ ～５０％［４］，但核桃蛋白溶解性较低［５］，

限制了食品加工中核桃蛋白的利用［６］。近年来，对核桃饼粕

的深加工已逐步开展起来，主要是利用核桃饼粕制备核桃多

肽［７］，核桃多肽不仅具有良好的溶解性，而且还具有易消化

吸收、促进微生物发酵以及抗氧化等生理活性［６］。抗氧化肽

是一种具有抗氧化活性的生物活性肽，具有清除体内自由基

的功能，是一种潜在的、可以利用的外源性抗氧化物质［８］，且

采用酶水解核桃蛋白可以制得具有抗氧化活性的生物活性

肽［９］。本研究主要以核桃饼粕为原料，通过研究酶解温度、

酶解时间、底物浓度、酶添加量以及酶解ｐＨ值等因素对木瓜
蛋白酶酶解核桃饼粕产物抗氧化活性的影响，正交优化酶解

工艺参数，并对酶解物利用葡聚糖凝胶层析柱进行分离，考察

分离物的抗氧化活性，以期为核桃饼粕抗氧化活性多肽的制

备提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验材料与试剂　核桃饼粕，购自洛南食品加工厂；
木瓜蛋白酶（酶活性１０００００Ｕ／ｇ），购自南宁宏博生物工程有
限公司；ＤＰＰＨ，购自 Ｓｉｇｍａ公司；无水乙醇、乙醚、氢氧化钠、
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盐酸、磷酸氢二钾、磷酸二氢钾、Ｈ２Ｏ２溶液、邻二氮菲均为分
析纯。

１．１．２　试验设备　ＦＡ１００４型电子分析天平，购自北京赛多
利斯仪器系统有限公司；７５５Ｂ型紫外可见分光光度计，购自
上海精密科学仪器有限公司；ＴＤＬ－４０Ｂ型低速台式离心机，
购自上海安亭科学仪器厂；ＨＨ－４型电热恒温水浴锅，购自
北京科伟永兴仪器有限公司；ＵＶ－１１００型紫外可见分光光
度计，购自上海美析仪器有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　核桃蛋白的制备　将１０ｇ核桃饼粕溶解在１００ｍＬ
磷酸缓冲液（ｐＨ值为７．５～１０．０）中，调节温度至６０℃，并用
ＮａＯＨ溶液（３．５ｍｏｌ／Ｌ）调节ｐＨ值至８．５～９．０，在溶解过程
中不断搅拌１ｈ，冷却后，４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液，
用 ＨＣｌ（１ｍｏｌ／Ｌ）将 ｐＨ值调至 ４．０～５．０，静置 ３０ｍｉｎ，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取沉淀低温干燥或风干，得核桃蛋
白，备用［１０］。

１．２．２　核桃多肽液的制备　取３ｇ核桃蛋白溶于１００ｍＬ水
中，在６０℃水浴锅中保温３０ｍｉｎ，用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调
ｐＨ值至６．５，并维持ｐＨ值和温度恒定，加入７０００Ｕ／ｇ木瓜
蛋白酶，酶解 ４ｈ后，沸水浴灭酶 １０ｍｉｎ，迅速冷却后，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液备用［１１］。

１．２．３　单因素试验　利用木瓜蛋白酶按照“１．２．２”节的方
法酶解核桃饼粕，并固定其他条件，分别单一改变其中酶解温

度（５０、５５、６０、６５、７０℃）、底物浓度（２．０、２．５、３．０、３．５、
４．０ｇ／１００ｍＬ）、酶添加量 （６０００、６５００、７０００、７５００、
８０００Ｕ／ｇ）、酶解时间（３．０、３．５、４．０、４．５、５．０ｈ）、酶解ｐＨ值
（５．５、６．０、６．５、７．０、７．５），获得酶解液，考察核桃饼粕酶解物
的抗氧化活性。

１．２．４　正交试验　在单因素的基础之上，选择４个影响较大
的因素进行正交试验，对木瓜蛋白酶酶解核桃蛋白制备抗氧

化多肽的工艺参数进行优化。

１．３　测定方法
１．３．１　清除二苯代苦味酰基自由基（ＤＰＰＨ·）能力的测定
配制０．０２ｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ溶液，取２ｍＬ置于试管中，加入 ２ｍＬ
无水乙醇摇匀，避光静置３０ｍｉｎ，用无水乙醇作参比，在５１７
ｎｍ下测定吸光度，记为 Ｄ１；另将２ｍＬ酶解液与２ｍＬ００２
ｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ溶液充分混合，避光静置３０ｍｉｎ，并以２ｍＬ酶解
液与２ｍＬ无水乙醇混合作为参比测定其吸光度，记为
Ｄ２

［１２－１４］。ＤＰＰＨ自由基清除率计算公式如下：

清除率＝
Ｄ１－Ｄ２
Ｄ１

×１００％。

１．３．２　清除羟基自由基（·ＯＨ）能力的测定　采用邻二氮
菲－Ｆｅ２＋ 氧化法［１２－１５］测定核桃饼粕酶解物清除羟基自由基

的能力。（１）吸取１５ｍｍｏｌ邻二氮菲应用液 １ｍＬ放于试管
中，先加入ｐＨ值为７．５的磷酸缓冲液２ｍＬ以及１ｍＬ的蒸馏
水，充分振荡后加入０．７５ｍｍｏｌ／Ｌ硫酸亚铁溶液１ｍＬ，立刻
混匀，最后加入１％ Ｈ２Ｏ２溶液１ｍＬ，室温下静置 １ｈ。在波
长为５３６ｎｍ处测定吸光度，记为 Ｄｂ；（２）同上，用１ｍＬ蒸馏
水代替（１）中的Ｈ２Ｏ２溶液，在波长为５３６ｎｍ处测定吸光度，
记为Ｄｃ；（３）用１ｍＬ酶解液代替（１）中的蒸馏水，在波长为
５３６ｎｍ处测定吸光度，记为 Ｄａ；羟基自由基清除率计算公式

如下：

清除率＝
Ｄａ－Ｄｂ
Ｄｃ－Ｄｂ

×１００％。

１．３．３　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－５０层析分离核桃蛋白　层析条件如下：
层析柱中凝胶为葡聚糖凝胶 Ｇ－５０；柱床体积为 １．６ｃｍ×
６０．０ｃｍ；上样量为２ｍＬ；流速为０．１６ｍＬ／ｍｉｎ；缓冲液为去离
子水；柱温为室温（２５℃左右）。

用去离子水调节流速，冲洗凝胶柱，待柱平衡后，取正交

试验最优酶解条件下所得的核桃饼粕蛋白多肽液２ｍＬ进行
上样，每小时收集１管，测定其抗氧化活性。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果与分析
２．１．１　酶解温度对核桃饼粕酶解物抗氧化活性的影响　由
图１可知，木瓜蛋白酶酶解温度对核桃饼粕酶解物的抗氧化
活性有一定的影响。随酶解温度的升高，核桃饼粕酶解物的

抗氧化活性整体呈现先增后减的趋势，当酶解温度为６０℃
时，ＤＰＰＨ自由基和羟基自由基清除率都达到最高，但随着酶
解温度的继续升高，抗氧化活性逐渐降低，这主要是由随温度

的继续升高，木瓜蛋白酶的活性在高温下逐渐降低所致。

２．１．２　底物浓度对核桃饼粕酶解物抗氧化活性的影响　由
图２可知，木瓜蛋白酶酶解底物浓度对核桃饼粕酶解物的抗
氧化活性有一定的影响。当底物浓度为２．０～２．５ｇ／１００ｍＬ
时，随底物浓度的增加，核桃饼粕酶解物的抗氧化活性逐渐增

强，当底物浓度为２．５ｇ／１００ｍＬ时，ＤＰＰＨ自由基和羟基自由
基清除率都达到最高，但随底物浓度的进一步增大，核桃饼粕

酶解物的抗氧化活性基本稳定。

２．１．３　酶添加量对核桃饼粕酶解物抗氧化活性的影响　由
图３可知，木瓜蛋白酶添加量对核桃饼粕酶解物抗氧化活性
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有明显的影响，随酶添加量的增大，核桃饼粕酶解物对 ＤＰＰＨ
自由基和羟基自由基的清除率均呈现先增后减的趋势，且核

桃饼粕酶解物对ＤＰＰＨ自由基清除率明显低于羟基自由基。
当酶添加量为７０００Ｕ／ｇ时，ＤＰＰＨ自由基和羟基自由基清除
率都达到最高，但当酶添加量在６５００～７０００Ｕ／ｇ范围内时，
核桃饼粕酶解物的抗氧化活性变化不大。

２．１．４　酶解时间对核桃饼粕酶解物抗氧化活性的影响　由
图４可知，木瓜蛋白酶酶解时间对核桃饼粕酶解物抗氧化活
性有一定的影响。当酶解时间为３．０～４．０ｈ时，随酶解时间
的延长，核桃饼粕酶解物的抗氧化活性变化较小；当酶解时间

大于４．０ｈ时，核桃饼粕酶解物的抗氧化活性随酶解时间的
延长呈现下降趋势；酶解３．５ｈ时，核桃饼粕酶解物对 ＤＰＰＨ
自由基和羟基自由基清除率都达到最高，分别为 ４６．７３％、
４７．２８％。

２．１．５　酶解 ｐＨ值对核桃饼粕酶解物抗氧化活性的影响　
由图５可知，木瓜蛋白酶酶解 ｐＨ值对核桃饼粕酶解物抗氧
化活性有明显的影响。随着酶解 ｐＨ值的升高，核桃饼粕酶
解物的抗氧化活性先升高后降低；当酶解ｐＨ值为６．５时，核
桃饼粕酶解物对ＤＰＰＨ自由基和羟基自由基清除率都达到最
高，分别为４５．６４％、４６．１６％。
２．２　正交试验结果与分析

根据单因素试验结果，以酶解温度、底物浓度、酶添加量

（加酶量）、酶解ｐＨ值４个因素进行正交试验，优化木瓜蛋白
酶酶解制备核桃抗氧化多肽工艺条件。

　　由表２可知，４种因素对 ＤＰＰＨ自由基清除率的影响大
小依次为温度＞加酶量＞ｐＨ值＞底物浓度，对羟基自由基清
除率的影响大小依次为温度 ＞底物浓度 ＞ｐＨ值 ＞加酶量。
且最佳水平组合均为Ａ２Ｂ２Ｃ１Ｄ２，即酶解温度６０℃、底物浓度

表１　因素水平

水平

因素

Ａ：温度
（℃）

Ｂ：底物浓度
（ｇ／１００ｍＬ）

Ｃ：加酶量
（Ｕ／ｇ） Ｄ：ｐＨ值

１ ５５ ２．０ ６５００ ６．０
２ ６０ ２．５ ７０００ ６．５
３ ６５ ３．０ ７５００ ７．０

２．５ｇ／１００ｍＬ、酶添加量６５００Ｕ／ｇ、酶解ｐＨ值６．５，在上述条
件下，经验证试验ＤＰＰＨ自由基清除率达到５２．２４％，羟基自
由基清除率达到５３．２０％。
２．３　葡聚糖凝胶层析

按照“１．３．３”节的方法将酶解液过葡聚糖凝胶层析柱，
按时间顺序，每小时收集１管，共收集７管，并按收集时间进
行编号，测每管洗脱液的抗氧化活性，结果见表３。
　　由表３可知，不同分离物之间抗氧化性存在明显差异，且
当洗脱时间小于１ｈ或大于６ｈ时，其分离物无抗氧化活性；
当洗脱时间为２～６ｈ时，随洗脱时间的延长，分离物的抗氧
化活性逐渐增强，洗脱时间为６ｈ时，分离物的抗氧化活性最
强，对ＤＰＰＨ自由基和羟基自由基清除率分别为４２．３８％和
４４．４９％。根据凝胶层析分离原理，分子量大的物质先流出凝
胶柱，分子量小的物质后流出凝胶柱［１６－１７］，由此可知，２～６
管分离物的分子量依次降低，说明分离物的抗氧化活性随分

子量的减小逐渐增强。

４　结论

木瓜蛋白酶酶解核桃饼粕时，酶解温度、酶解时间、底物

浓度、酶添加量以及酶解 ｐＨ值对酶解产物抗氧化活性均有
一定的影响，且当木瓜蛋白酶在酶解温度为６０℃、酶解时间
为３．５ｈ、底物浓度为２．５ｇ／１００ｍＬ、加酶量为６５００Ｕ／ｇ、ｐＨ
值为６．５的酶解条件下，酶解物的抗氧化活性较好，酶解液对
ＤＰＰＨ自由基和羟基自由基的清除率分别为 ５２．２４％和
５３．２０％。

木瓜蛋白酶酶解核桃饼粕，其酶解所得多肽液的抗氧化

活性随分子量的增大逐渐降低。
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表２　核桃饼粕酶解物抗氧化活性正交试验结果

试验号
因素 结果

Ａ：温度 Ｂ：底物浓度 Ｃ：加酶量 Ｄ：ｐＨ值 ＤＰＰＨ清除率（％） 羟基自由基清除率（％）
１ １ １ １ １ ４３．８６ ４４．５６
２ １ ２ ２ ２ ４４．５７ ４５．１２
３ １ ３ ３ ３ ４３．３４ ４３．６９
４ ２ １ ２ ３ ４３．７４ ４５．２１
５ ２ ２ ３ １ ４７．６２ ４８．３４
６ ２ ３ １ ２ ４８．５８ ４９．６７
７ ３ １ ３ ２ ４６．６９ ４７．１３
８ ３ ２ １ ３ ４７．５２ ４８．２４
９ ３ ３ ２ １ ４６．２１ ４７．５７
ｋ１ ４３．９２ ４４．７６ ４６．９７ ４５．９０
ｋ１′ ４４．４６ ４５．６３ ４７．４９ ４６．８２
ｋ２ ４６．９８ ４６．５７ ４４．７１ ４６．９５
ｋ２′ ４７．７４ ４７．２３ ４５．９７ ４７．３０
ｋ３ ４６．８１ ４６．３８ ４６．３８ ４４．７４
ｋ３′ ４７．６５ ４７．０３ ４６．３９ ４５．７１
Ｒ ３．０６ １．８１ ２．２６ ２．２１
Ｒ′ ３．２８ １．６０ １．５２ １．５９

　　注：ｋ１、ｋ２、ｋ３为ＤＰＰＨ清除率平均值；ｋ１′、ｋ２′、ｋ３′为羟基自由基清除率平均值；Ｒ、Ｒ′分别表示ＤＰＰＨ清除率和羟基自由基清除率试验极差。

表３　核桃饼粕酶解分离物的抗氧化活性

管号
抗氧化活性

ＤＰＰＨ自由基清除率（％） 羟基自由基清除率（％）
１ — —

２ １５．８１ １６．２７
３ ２０．３８ ２１．４９
４ ２１．６１ ２３．２５
５ ３１．５６ ３２．１７
６ ４２．３８ ４４．４９
７ — —

　　注：“—”表示未检出。
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