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酶解豆清液制备生物活性多肽工艺优化及 

抗氧化能力研究 

尹乐斌 1,2*, 何  平 1, 刘桠丽 1, 李乐乐 1, 杨学为 1, 罗雪韵 1 

(1. 邵阳学院食品与化学工程学院, 邵阳  422000; 2. 豆制品加工与安全控制湖南省重点实验室, 邵阳  422000) 

摘  要: 目的  探究木瓜蛋白酶水解豆清液制备生物活性多肽的最佳工艺条件, 评价该生物活性多肽的抗氧

化能力。方法  以三氯乙酸-双缩脲法测得的多肽产率为参考指标, 在单因素实验结果基础上, 通过响应面实

验确定酶解豆清液的最优酶解条件 , 并通过测定 2,2- 联氮 - 二 (3- 乙基 - 苯并噻唑 -6- 磺酸 ) 二铵盐

[2,2'-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate), ABTS] 、 1,1- 二 苯 基 -2- 三 硝 基 苯 肼 (1,1-diphenyl 

-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基清除率, 分析豆清多肽的抗氧化活性。结果  最佳酶解条件为: 木瓜蛋白酶添

加量 2.0%、酶解 pH 5.0、酶解温度 53 ℃、酶解时间 7 h, 在该条件下豆清液的多肽产率为 115.50%, 在预测

值范围内。抗氧化实验测得 VC(维生素 C, vitamin C)与样品对 ABTS 自由基清除能力的半最大效应浓度

(concentration for 50% of maximal effect, EC50)值分别为 0.003、1.871 mg/mL, 对 DPPH 自由基清除能力 EC50

值分别为 0.006、6.459 mg/mL, 说明样品具有一定的抗氧化能力。结论  木瓜蛋白酶水解豆清液制备生物活

性多肽不仅能降低豆清液排放, 而且为提高豆清液附加值提供了技术支撑, 同时也为豆清液生物活性多肽的

多元化使用提供来源。 
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Optimization of enzymatic hydrolysis of soybean clear liquid for preparation 
of biologically active peptides and its antioxidant capacity 
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ABSTRACT: Objective  To explore the best technological conditions for the preparation of biological active 

peptides by papain enzymatic hydrolysis of soybean clear liquid, and evaluate the antioxidant capacity of the 

biologically active peptides. Methods  The peptides yield measured by the trichloroacetic acid-biuret method was 

the reference index. Based on the results of single-factor experiments, the optimal enzymatic conditions for 

enzymatic hydrolysis of soybean clear liquid were determined by response surface experiments. The antioxidant 

activity of soybean clear peptides was analyzed by measuring the free radical scavenging rate of 
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2,2'-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) (ABTS) and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Results  

The best enzymolysis conditions: Papain addition amount 2.0%, enzymolysis pH 5.0, enzymolysis temperature 53 ℃, 

enzymolysis time 7 h. Under these conditions, the peptides yield of soybean clear liquid was 115.50% within the 

predicted value range. The antioxidation experiment measured that the concentration for 50% of maximal effect 

(EC50) values of VC (vitamin C) and the sample for ABTS free radical scavenging ability were 0.003, 1.871 mg/mL, 

and the EC50 values of DPPH free radical scavenging ability were 0.006, 6.459 mg/mL, indicating that the sample had 

certain antioxidant capacity. Conclusion  Papain enzymatically hydrolyze of soybean clear liquid to prepare 

biologically active peptides not only reduces the discharge of soybean liquid, but also provides technical support for 

increasing the added value of soybean clear liquid. At the same time, it provides source for the diversified use of 

soybean clear liquid biologically active peptides. 

KEY WORDS: papain; soybean clear liquid; biologically active peptide; antioxidant capacity 
 
 

0  引  言 

豆清液是豆制品生产过程中形成的具有较多蛋白质、

脂肪、糖类、有机酸等有益成分[1]的混合液, 具有较高营

养价值, 加工 1 t 大豆将产生 2~5 t 豆清液, 直接将其排放

会造成经济损失以及环境污染。杨凤吾[2]研究表明豆清液

中蛋白质含量高达 4.08 g/L。目前, 针对蛋白质的加工再利

用较为经济环保的方法主要采用是酶解工艺, 对蛋白质进

行酶解处理可产生具有提供特殊营养[3]、增强免疫力[4]、

降压[5]、抗氧化[6]及保湿护肤等作用的活性多肽。蛋白质

水解酶种类繁多, 不同蛋白酶的酶解条件、水解能力及酶

解机制不同, 相比其他蛋白酶, 木瓜蛋白酶在未成熟番木

瓜的乳汁中大量存在[7], 具备稳定性强、活性高、无毒性、

无副作用、安全卫生、资源丰富、提取便利等优点。 

陈金玉等[8]利用 3 种不同的酶对苦荞蛋白质进行酶解

找到最佳酶解条件, 为研究苦荞蛋白抗氧化活性肽奠定了

良好基础。徐杨林等[9]通过酶解苦杏仁醇溶蛋白质制备出具

有抗氧化能力的抗氧化肽。同时, 利用微生物发酵生产多肽

亦有报道, 尹乐斌等[10]使用乳酸菌对豆清液酶解来制备活

性多肽, 为豆清液开发利用提供了依据。为此, 本研究选择

木瓜蛋白酶水解豆清液生产生物活性多肽, 以多肽产率为

参考指标进行优化, 并分析其抗氧化活性, 以期扩大木瓜蛋

白酶的使用范围, 利用豆制品生产过程中的废物“豆清液”

生产出人们所需的大豆活性多肽, 达到节约资源保护环境

的目的, 为豆清液的开发与综合利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

豆清液: 豆制品加工与安全控制湖南省重点实验室

提供。 

木瓜蛋白酶(5000 U/g, 南宁庞博生物工程有限公司); 

三氯乙酸(分析纯, 天津市光复精细化工研究所); 2,2-联氮-

二 (3- 乙 基 - 苯 并 噻 唑 -6- 磺 酸 ) 二 铵 盐 [2,2'-azinobis- 

(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate), ABTS, 纯度>98.0%, 上

海如吉生物科技发展有限公司]; 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼

(1,1-diphenyl -2-picrylhydrazyl, DPPH, 纯度>97.0%, 美国

Sigma 公司); 无水硫酸铜、氢氧化钠、盐酸(分析纯, 厦门西

陇科学股份有限公司); 酒石酸钾钠(分析纯, 天津市科密欧

化学试剂有限公司)。  

1.2  仪器与设备 

722 型可见分光光度计(上海舜宇恒平科学仪器有限

公司); SY-1210 恒温水浴槽(南京畅翔仪器设备有限公司); 

VELOCITY 14R 台式冷冻离心机(英国 Dynamica Scientific

公司); SCIENTZ-18N 冷冻干燥机(宁波新芝生物科技股份

有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  工艺流程 

大豆多肽的制备工艺如下:  

豆清液→调节初始 pH (1 mol/L 氢氧化钠、1 mol/L 盐

酸)→木瓜蛋白酶水解→沸水浴灭酶处理→测定大豆多肽

含量计算多肽产率→真空冷冻干燥→大豆多肽粗产品→测

定 ABTS、DPPH 抗氧化活性 

1.3.2  单因素实验 

以豆清液体积 100 mL为基准, 在工艺条件和其他原料

添加量相同的情况下设置 1、2、3、4、5 五个梯度, 研究酶

解温度 45、50、55、60、65 ℃, 木瓜蛋白酶添加量 1.5%、

2.0%、2.5%、3.0%、3.5%, 酶解 pH 4.5、5.0、5.5、6.0、6.5, 

酶解时间 4、5、6、7、8 h 对大豆多肽产率的影响。 

1.3.3  响应面实验表 

响应面优化的因素与水平见表 1。 

1.3.4  多肽产率测定方法 

(1)双缩脲溶液配制: 分别称取硫酸铜 1.50 g、酒石酸

钾钠 6.00 g, 溶解, 同时加入 300 mL 10%氢氧化钠, 最后

定容至 1000 mL, 摇匀, 即得双缩脲溶液, 若出现沉淀需

重新配制。 
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表 1  响应面优化的因素与水平表 
Table 1  Factors and levels of response surface optimization 

水平 
因素 

A 酶添加量 
/% 

B 酶解 pH 
C 酶解温度 

/℃ 
D 酶解时间

/h 

-1 2.0 5.0 50 5 

0 2.5 5.5 55 6 

1 3.0 6.0 60 7 

 
(2)多肽产率: 加入 10%三氯乙酸溶液, 离心 10 min, 

取上清液用双缩脲法测定多肽含量, 并通过公式(1)进行

计算。 

1

0

( ) 100%
C

C
D  -1             (1) 

式中: D 为多肽产率, %; C1 为水解后多肽含量, mg/mL; C0

为水解前多肽含量, mg/mL。 

1.3.5  豆清液水解后的抗氧化研究 

在最佳水解条件下水解豆清液后, 将所得水解液进

行冷冻干燥处理得到大豆多肽粗提物。通过 ABTS 溶液[11]

和 DPPH 溶液[12]测定大豆多肽粗提物的抗氧化活性。 

1.3.6  数据处理 

每组实验重复 3 次 , 用 WPS Office 、 SPSS 、

Design-Expert V 8.0.6.1 等软件进行误差分析、绘图、方差

分析、响应面优化等数据分析。 

2  结果与分析 

2.1  木瓜蛋白酶水解豆清液单因素结果分析 

酶添加量对多肽产率的影响见图 1。在酶添加量小于

2.5%时, 随着酶添加量的升高多肽产率不断增大, 这是由

于酶水解蛋白质时酶的量没有达到饱和酶量[13]; 当酶量达

到饱和之后, 酶会继续水解小分子蛋白质及多肽, 蛋白质

水解会更加彻底从而导致多肽含量的降低[14]。因此木瓜蛋

白酶水解豆清液最佳酶添加量为 2.5%。 

有研究表明, pH 主要通过影响酶的带电状态[15]、基团

解离状态、空间结构、酶的活性中心及底物结合等来影响酶

结构的稳定性, 从而影响酶解反应[16]。酶解 pH 对多肽产率

的影响见图 1, 由图 1 可知, 过酸和过碱都会使得酶活力下

降, 致使多肽产率降低; 在豆清液 pH 高于实验酶的最适 pH

条件下, 豆清液中较多的 OH-可能会抑制水解反应的发生, 

影响酶对蛋白质的水解效果[17], 单因素 pH 为 5.5 时, 水解

效果最好, 多肽产率最高, 因此 pH 选择 5.5。 

当温度过高时, 会影响蛋白酶与酶促位点的结合而降

低酶解产物生成[18]。酶解温度对酶解制备多肽效果的影响

见图 1, 由图 1 变化趋势可以看出木瓜蛋白酶水解豆清液的

酶温度为 55 ℃时多肽产率最高, 当温度低于 55 ℃, 酶水解

的速度不断加快, 当温度高于 55 ℃时, 随着酶解温度升高

酶活性降低, 主要是因为酶部分蛋白链断裂, 由此表现多肽

含量的降低[19], 因此酶解温度选择 55 ℃。 

酶解时间对豆清多肽产率的影响见图 1, 在时间小于

6 h 时, 酶水解蛋白质时间加长, 多肽产率一直增大[20]; 当

酶解时间超过 6 h, 多肽被水解成氨基酸, 含量降低, 从而

降低多肽产率[21]。为了达到多产率并且经济节约, 最终选

择水解时间为 6 h 进行后续实验。 

2.2  木瓜蛋白酶水解豆清液响应面优化实验 

根据单因素实验进行响应面实验, 得到响应面分析

方案及实验结果见表 2。4 个单因素[酶添加量(A)、酶解 pH 

(B)、酶解温度(C)、酶解时间(D)]经过回归拟合后得到水解

条件。将表 2 响应面的实验数据进行二次线性回归拟合, 得

到 回 归 方 程 : 多 肽 产 率 Y=1009.31383-512.08167A+ 

295.91967B-28.66203C-58.23267D+63.56000AB+1.45400AC-
7.89500AD+0.49800BC+0.20500BD+0.22850CD+24.23533A2

-48.88467B2+0.20085C2+4.81383D2。 
 

 
 

图 1  单因素对多肽产率的影响 

Fig.1  Effects of single factor on peptide yield 
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从表 3 方差分析的结果可以得知, 整体模型 P=0.0002

＜ 0.01, 说明该模型极显著 , 失 拟项 P=0.2098>0.05, 

R2=0.8905, 表明此模型的数据拟合程度优良。该模型可对

多肽产率值进行预测和分析。根据方差分析中的 F 值得出

对多肽产率影响的 4个因素的强弱顺序为 C>D>A>B, 即酶

解温度>酶解时间>木瓜蛋白酶添加量>酶解 pH。 

软件分析该模型得到的最佳条件为: 酶添加量 2.0%、

酶解 pH 5.0、酶解温度 53.41 ℃、木瓜蛋白酶水解豆清液的

时间为 7 h, 在此条件下, 木瓜蛋白酶水解豆清液多肽产率

预测值为 115.925%±0.5060%。根据生产要求调整参数进行

验证实验, 确定最佳条件为: 酶添加量 2.0%、酶解 pH 5.0、

酶解温度 53 ℃、木瓜蛋白酶水解豆清液的时间为 7 h, 多肽

产率为 115.50%, 在预测值范围内。 

 
表 2  响应面分析方案及实验结果 

Table 2  Response surface analysis scheme and experimental results 

序号 
A 酶 

添加量/% 
B 酶解

pH 

C 酶解 

温度/℃ 

D 酶解 

时间/h 
多肽产率

/% 

1 2 5.5 50 6 91.411 

2 2.5 5 50 6 86.426 

3 2.5 5.5 50 5 73.546 

4 2.5 5.5 50 7 65.236 

5 2.5 6 50 6 27.427 

6 3 5.5 50 6 84.348 

7 2 5 55 6 108.030 

表 2(续) 

序号
A 酶 

添加量/%
B 酶解

pH 

C 酶解 

温度/℃ 

D 酶解 

时间/h 
多肽产率

/% 

8 2 5.5 55 5 88.503

9 2 5.5 55 7 95.982

10 2 6 55 6 47.786

11 2.5 5 55 5 109.692

12 2.5 5 55 7 83.933

13 2.5 5.5 55 6 118.417

14 2.5 5.5 55 6 110.108

15 2.5 5.5 55 6 95.566

16 2.5 5.5 55 6 110.939

17 2.5 5.5 55 6 99.305

18 2.5 6 55 5 35.737

19 2.5 6 55 7 41.554

20 3 5 55 6 96.813

21 3 5.5 55 5 74.377

22 3 5.5 55 7 66.067

23 3 6 55 6 36.984

24 2 5.5 60 6 90.165

25 2.5 5 60 6 96.397

26 2.5 5.5 60 5 88.087

27 2.5 5.5 60 7 84.348

28 2.5 6 60 6 42.385

29 3 5.5 60 6 97.643
 

表 3  多肽产率方差分析表 
Table 3  Variance analysis table of peptide yield 

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 12994.26 14 928.16 8.13 0.0002 ** 

A 415.48  1 415.48 3.64 0.0771  

B 228.38  1 228.38 2 0.179  

C 8842.76  1 8842.76 77.48 <0.0001 ** 

D 508.43  1 508.43 4.45 0.0533  

AB 52.85  1 52.85 0.46 0.5073  

AC 6.2  1 6.2 0.054 0.8191  

AD 5.22  1 5.22 0.046 0.8337  

BC 1009.97  1 1009.97 8.85 0.01 ** 

BD 62.33  1 62.33 0.55 0.4721  

CD 0.042  1 0.042 3.68E-04 0.985  

A2 238.12  1 238.12 2.09 0.1706  

B2 968.8  1 968.8 8.49 0.0113 * 

C2 163.55  1 163.55 1.43 0.2512  

D2 150.31  1 150.31 1.32 0.2704  

残差 1597.82 14 114.13    

失拟项 1367.54 10 136.75 2.38 0.2098 ns 

纯误差 230.28  4 57.57    

总差异 14592.08 28     

R2=0.8905 RAdj
2=0.781 CV=14.39% 

注: *: 差异显著(P＜0.05); **: 差异极显著(P＜0.01)。 
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2.3  豆清液多肽的抗氧化能力研究 

VC与大豆多肽对DPPH自由基的清除能力见图 2, 由

图 2 可知 VC 质量浓度在 0.000~0.016 mg/mL 之间时, 随着

浓度的增加, 清除DPPH自由基的能力加强, 在VC浓度为

0.016 mg/mL 时清除率趋于稳定。当样品大豆多肽浓度为

0.000~0.025 g/mL 时, 随着样品浓度的增多, 清除 DPPH自

由基的能力增强 , 大豆多肽质量浓度为 0.025 g/mL 时, 

DPPH 自由基清除率趋于稳定。经过计算得出 VC、样品对

DPPH 清除能力的 EC50 分别为 0.006、6.459 mg/mL。由此

可判断, 样品具备一定的抗氧化能力, 但低于 VC 的抗氧

化能力。 

由图 3 中的 VC 对 ABTS 自由基的清除率图可以看出, 

随着 VC 浓度的不断升高, 清除率不断加大, 当 VC 浓度为

0.0080 mg/mL 时清除率接近 100%; 被木瓜蛋白酶水解后

的豆清液经干燥所得的多肽粗提物对 ABTS 自由基的清除

率, 在样品浓度小于 0.0125 g/mL 时随着样品浓度的不断

升高清除率不断加大, 当样品浓度为 0.0125 g/mL 时清除

率接近 100%。经过计算得出 VC 与样品对 ABTS 清除能力

的 EC50 依次为 0.003、1.871 mg/mL。研究表明经过酶解豆

清液得到的大豆多肽具备一定的抗氧化能力。 

 

 
 

图 2  VC 与样品清除 DPPH 自由基的清除率 

Fig.2  Scavenging rates of DPPH radical by VC and samples 
 
 

3  讨论与结论 

本研究以多肽产率为主要指标, 选择的最佳条件为

木瓜蛋白酶添加量 2.0%、酶解 pH 5.0、酶解温度 53 ℃、

酶解时间 7 h。在响应面实验的条件下水解豆清液的多肽

产率为 115.50%, 符合模型预测值。通过对单因素实验结

果的变化趋势与相关文献的对比分析可知, 主要是通过分

析外界因素对酶与底物的结合能力造成的影响来对酶解过

程进行探究。将样品与 VC 分别进行 ABTS、DPPH 抗氧化

活性评价, 得知粗糙样品具有一定的抗氧化性。与微生物

发酵豆清液制备出多肽的研究相比[10], 本研究多肽产率高

于乳酸菌发酵, 可能是因为乳酸菌发酵时会利用部分蛋白

质提供生物体所需能源而降低制备多肽的原材料。但本研

究的抗氧化能力较之存在部分欠缺, 出现的原因可能是乳

酸菌发酵生产出具有抗氧化能力的其他发酵产物, 而增大

酶解液的整体抗氧化活性。本研究对木瓜蛋白酶水解豆清

液制备生物活性多肽的工艺条件(木瓜蛋白酶添加量、酶解

pH、酶解温度、酶解时间)进行了优化, 为以后对“废物”豆

清液的利用提供了理论基础, 为活性多肽的制备提供了高

产率技术。 

 

 
 

图 3  VC 与样品清除 ABTS 自由基的清除率 

Fig.3  Scavenging rates of ABTS radical by VC and samples 
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