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小黑豆多肽加工工艺的研究

王常青，任海伟

(山西大学生命科学与技术学院，山西 太原      030006)

摘   要：本研究采用双酶分步水解法制备小黑豆多肽。最佳工艺条件为：先用枯草杆菌碱性蛋白酶，在50℃、

pH9.0下水解经预处理的小黑豆分离蛋白4h；再用霉菌中性蛋白酶在pH 7.0、50℃水解4h，加酶量均为4000U/g。

该工艺的多肽得率可以达到80% 以上，水解度(DH%)为 32.75% 。凝胶色谱分析表明，小于10000D 的多肽可达

到总多肽的91.61%。
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Abstract ：The optimum conditions about sequentially hydrolyzing small black-soybean protein isolated were: the small black-

soybean were hydrolyzed by alkaline proteinases in the condition of pH 9.0, 50 ℃ for 4 hours, and then, hydrolyzed

continuously by neutral protease in the condition of pH7.0, 50 ℃ for 4 hours, and the quantity of pronase is 4000U/g. The peptide

yield reached 80%, and the degree of hydrolysis (DH) of black-soybean protein isolate is 32.75%. The result of gel chromatography

showed that the percentage of the component of black-soybean peptides with a molecular weight below 10000 D 91.61 %.
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黑豆又称乌豆，主要分布在东北、华北、西北和

西南地区，约占全国大豆栽培面积的 8 % 左右。现代分

析表明，多数黑豆品种的蛋白质含量比黄豆高，而且

含有抗氧化和美容作用的黑色素。山西的小黑豆品种独

特，属高蛋白低脂肪型大豆，经测定，蛋白质含量高

达 50% 左右,氨基酸评分可以达到 70，高于普通大豆，

是一种优质蛋白资源。但是，小黑豆子叶坚硬，蛋白

质分子高度压缩折叠，不易深加工和食用。

大豆多肽是由大豆蛋白水解成的分子量小于10000D

的混合肽，已有研究表明，大豆多肽具有降血脂和降

血压等多种保健作用[1]。本研究用自制的小黑豆多肽进

行动物实验，发现它不仅有以上保健作用，还有抗氧

化和抗衰老作用，可以提高大鼠皮肤弹性，是潜在的

保健食品和美容抗皱护肤品原料。目前尚未见到关于小

黑豆多肽的研究报道。本研究采用山西特有的腰型小黑

豆为原料提取分离蛋白，通过复合酶水解生产黑豆多

肽，为小黑豆的开发利用提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 小黑豆分离蛋白

选用山西省静乐县腰型小黑豆，经过筛选、去

皮、烘干后，用正己烷回流脱脂 1 h；将脱脂豆粉与水

按一定比例混合，用 NaOH 调 pH8.5～9.0，在 55℃的

水浴中保温搅拌1.0h，然后离心取上清液；沉淀物进行

二次提取、离心；两次上清液合并后，调 pH 到 4 . 0～

4 . 2 沉淀蛋白，并水洗两次；水洗蛋白用碱液调 pH 到

中性，然后喷雾干燥，得到成品。

1.1.2 凝胶色谱材料与生化试剂

木瓜蛋白酶、2709 碱性蛋白酶、AS1.398 中性蛋白

酶    广西庞博生物有限公司；霉菌中性蛋白酶    山西大

学生物工程室；葡聚糖凝胶 G50、标准分子参照物蓝色

葡聚糖 - 2 0 0 0、核糖核酸酶、胰高血糖素、缩宫素等

上海蓝季科技有限公司。

1.2 仪器与设备

凝胶色谱系统(HD-003-C 紫外检测仪和XWT-1044S

台式记录仪)    上海天成科技有限公司；生物反应罐    江
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苏东方生物工程设备公司；TDL-5高速离心机    上海安

亭科学仪器厂；ORION818 pH 计    美国奥立龙公司。

1.3 总氮测定和多肽得率计算方法

总氮采用半微量凯氏定氮法测定；多肽得率按照样品

中的总氮量与水解后离心上清液总氮量的比值进行计算：

                     
        离心上清液中总氮量

多肽得率(%)＝——————————— ×100

                       
         样品中的总氮含量

1.4 氨基酸态氮含量和肽链水解度(DH)测定

氨基酸态氮按照GB/T5009.39－ 2003 的甲醛滴定法

测定；蛋白肽链水解度的计算。

            
  水解后离心上清液中氨基酸态氮－样品中的氨基酸态氮

DH(%)＝—————————————————————————×100

                                      
样品中的总氮量

1.5 小黑豆分离蛋白水解试验

1.5.1 小黑豆分离蛋白的预处理温度试验

准确称取小黑豆分离蛋白，配制成一定浓度(m/V)

的蛋白溶液，依次按 80、85、90、95、100℃恒温预

处理 15min；然后按每克蛋白加入 4000U 碱性蛋白酶，

在 pH9.0 和 55℃下分别水解 4h，比较多肽得率，确定

最佳预处理温度。

1.5.2 水解用蛋白酶的筛选及加酶量比较

分别将碱性蛋白酶(A)、枯草杆菌中性蛋白酶(B)、

霉菌中性蛋白酶(C)和木瓜蛋白酶(D)4种酶加入预处理的

小黑豆分离蛋白溶液中，各设置2000、4000、6000U/g

三个加酶组，调节到各酶的最佳温度和最适 p H 值，恒

温水解4h。其中碱性蛋白酶用0.5mol/L NaOH 保持水解

过程中的pH 值。水解结束后，95℃灭酶10min 后冷却。

调节水解液到pH4.3，在4000r/min 离心15min，取上清

液测总氮和氨基酸态氮含量，比较不同条件的多肽得

率、水解度及不同加酶量对应的多肽得率。

1.5.3 水解时间试验与双酶水解组合方案

根据前步试验筛选确定的两种效果好的蛋白酶，用

浓度8% 的小黑豆分离蛋白溶液进行双酶同步或分步水解

4 h ，观察双酶水解的效果，并确定最适水解时间。

1.6 黑豆多肽分子量分析方法

用0.lmol/L Tris-HCl洗脱液平衡处理SphedexG-50凝

胶柱后，在280nm 波长的条件下，用蓝色葡聚糖-2000

测定凝胶柱的外水体积。在同样条件下按4mg/ml 注入标

准蛋白核糖核酸酶(13.7kD)、胰高血糖素(3483D)和缩宫

素(1008D)各 1ml，得到三个紫外吸收峰。 根据标准蛋白

分子量的对数(1ogMr)和出峰体积制作标准曲线和回归方

程。将多肽样品在同样条件下的紫外吸收图谱与标准蛋

白的图谱对比，或带入回归方程计算，确定样品多肽

分子量分布。

2 结果与分析

2.1 小黑豆分离蛋白液预处理温度的确定

图1 表明，黑豆分离蛋白在95℃水浴15min，多肽

得率最高。可能是黑豆蛋白含有较多的二硫键，在一

定温度下热处理可破坏这些共价键，降低黑豆蛋白溶液

的黏度，使黑豆蛋白致密的立体结构变的松散，成为

柔韧的直链状态，易于被蛋白酶水解，因此提高了多

肽水解得率。当加热温度过高时，蛋白质分子可能会

通过疏水结合形成网状聚合物，阻碍蛋白酶的酶解作

用，降低多肽得率[ 2 ]。

2.2 水解用酶和加酶量的选定

由图 2 可知，相同加酶量时，多肽得率高低顺序

为：碱性蛋白酶(A)＞枯草杆菌中性蛋白酶(B)＞霉菌中

性蛋白酶(C)＞木瓜蛋白酶(D)。但由图 3 可以看出，蛋

白水解度 D H 的高低顺序为：C ＞ A ＞ B ＞ D。在这四

种酶中，用碱性蛋白酶水解黑豆蛋白可以得到的多肽最

多，而霉菌中性蛋白酶水解肽键的效率最高。兼顾提

高多肽得率和提高蛋白水解度(DH)两方面的因素，最终

选用枯草杆菌碱性蛋白酶和霉菌中性蛋白酶为双酶同步

(或分步)水解试验用酶。从图 2、3 还可以看出，随着

加酶量的增加，多肽得率与 D H 也在上升，但是加酶量

超过 40 0 0 U / g 后，多肽得率上升幅度很小，因此，最

终确定以上两种酶的最佳添加量为4000U/g 蛋白。

2.3 水解时间的分析

 实验表明，无论是双酶同步水解还是分步水解，

多肽得率均随时间的延长而上升，但3.5h 后增幅很小；

图1   预处理条件对多肽得率的影响

Fig.1   Effects of processing conditions on peptide yield
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图2   酶种类对多肽水解得率的影响

Fig.2   Effects of variety of enzyme on peptide yield
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同步水解4.5h 时得率反而下降(图 4)。可能是因为随着

时间延长，多肽之间通过非共价键(如疏水基作用、氢

键和配位键)相互聚集，产生了聚合反应，导致多肽减

少[3]。所以最终确定水解最佳水解时间为 4h。

2.4 复合酶组合方式的比较

在双酶同步水解(组合1)、先碱性-后中性蛋白酶分

步水解(组合2)和先中性-后碱性蛋白酶分步水解(组合3)

三种组合试验中，组合 1 的多肽水解得率和 D H 最低，

可能是因为该水解条件下所选的pH 值不在双酶各自最佳

活性范围，致使酶活性不能充分发挥(图 4、表 1)；组

合2和 3的水解得率接近(图 4)，但是组合2水解产物的

DH 却比组合 1 高 18.30%(表 1)，说明先用碱性蛋白酶、

再用中性蛋白酶水解黑豆蛋白，切断肽链的效率相对较

高；用凝胶色谱检测分析也表明(图 5)，在两种水解产

物中，组合3 中水解不完全的大分子比例较多(A 处对应

的分子量为10000D，B 处为 3100D)，而组合 2 水解产

物中大分子比例很小，对小分子多肽的水解有利。可

能是先用碱性蛋白酶处理黑豆蛋白，能使其中的疏水基

团更充分的破坏、外露，增大了蛋白质的水溶性，因

而有利于霉菌中性蛋白酶的进一步作用[4-5]。

根据标准蛋白得到的回归方程y=－ 124.61x+570.15

(Vt=－ 124.611gMr+570.15) 和面积积分法计算得知：采

用先中性、后碱性蛋白酶水解黑豆多肽，分子量分布

为：分子量大于10000D 的为 15.27%，10000～3100D 的

占 64.39%，小于3100D 占 30.33%；而采用先碱性、后

中性蛋白酶水解的分子量分布为：分子量大于10000D 的

多肽仅为8.39%，10000～3100D的占54.35%，小于3100D

占 37.25 %，大分子明显减少。因此，从总体上看，双

酶水解组合2(先碱性- 后中性)的水解效果最好。

组合方案
温度

p H
水解时间 加酶量 D H 多肽得率

(℃) (h) (U/g) (%) (%)

组合1 50 7.54 (碱性+中性蛋白酶) 各4000 14.45 68.25

组合2
50 9.0 4(碱性蛋白酶) 4000

32.75 81.69
50 7.0 4(中性蛋白酶) 4000

组合3
50 7.0 4(中性蛋白酶) 4000

29.17 80.72
50 9.0 4(碱性蛋白酶) 4000

表1     蛋白酶不同组合方式的效果比较

Table 1   Effects comparison of different modes of combination of
protease

3 结  论

采用95℃预处理小黑豆分离蛋白15min，可使其致

密的蛋白结构松散而易于水解，提高多肽得率。采用先

用碱性蛋白酶、后用霉菌中性蛋白酶分步二次水解，效

果好于该这两种酶的同步水解或先中性、后碱性酶分步

水解。当碱性蛋白酶用量4000U/g，在 pH9.0、50℃下

水解4h 后，再用等量的霉菌中性蛋白酶在pH7.0、50℃

水解4h，可以使分子量小于10000D 的多肽达到90% 以

上，其中小于3100D 的占 37.25%，水解度为32.75%。
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图3   酶种类和加酶量对水解度的影响

Fig.3   Effects of the variety of enzyme and optimal enzyme
quantity on DH
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图4   酶组合方式对水解度的影响

Fig.4   Effects of mode of combination of enzyme on rate of
peptides production
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图5   黑豆多肽分子量分布

Fig.5   Molecular weight distribution of black-soybean peptide
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