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预热处理对甘薯蛋白酶解特性的影响

张 苗，木泰华※

（中国农业科学院农产品加工研究所果蔬加工研究室，北京 100193）

摘 要：以碱性蛋白酶（Alcalase）为水解酶，研究了不同预热处理温度和时间对甘薯蛋白酶解特性的影响。采用单因素

试验及响应面分析法，对 Alcalase 水解预热处理条件进行了研究，建立了水解度（DH）及三氯乙酸氮溶解指数（TCA-NSI）

与预热处理的回归模型，分析了模型的有效性及因子间的交互作用。结果表明，预热处理对 Alcalase 酶解甘薯蛋白的 DH

和 TCA-NSI 的影响显著（P＜0.05）；甘薯蛋白预热处理的最优工艺参数为：温度 92℃，时间 13 min。在此条件下，DH

与 TCA-NSI 分别为 26.32%和 84.33%。与直接酶解天然甘薯蛋白相比，在预热处理的最佳工艺条件下所得到的 DH 和

TCA-NSI 分别提高了 15.89%和 53.37%。
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0 引 言

甘薯（Ipomoea batatas L.）是中国第四大产量的粮食

作物，占世界甘薯总产量的 80%左右[1]。甘薯干基中约含

1.73%～9.14%粗蛋白[2]，是丰富的植物蛋白来源。甘薯蛋

白的氨基酸评分为 82，必需氨基酸含量高于大多数植物

蛋白[3]。研究表明，甘薯蛋白具有脱氢抗坏血酸还原酶

（DHA）活性和谷胱甘肽过氧化物酶类似物（GSH-Px）

活性[4-5]。因此，开发和利用这一巨大的潜在植物蛋白资

源，生产具有高附加值的生物活性肽具有重要的意义。

近年来，酶水解制备生物活性肽得到广泛的关注[6-7]。

已有从牛奶、鸡蛋、肉类、鱼类，以及大豆、小麦和玉

米等多种动植物中分离生物活性肽的研究[8-14]。但尚未见

有从甘薯蛋白中制备活性肽的报道。

植物蛋白分子通过氢键、疏水键作用等次级键形成

致密的球状结构[15]，使得酶催化位点被包埋，从而阻碍

了蛋白酶的水解。适当的热处理可破坏其次级键，使蛋

白质分子伸展开，转变为松散的结构，暴露原来包埋于

内部的作用位点，从而加快水解速率[16]。Yin 等[17]发现对

大麻分离蛋白预热处理（80℃，10 min）后进行酶解，所
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得水解度高于未加热处理的蛋白。Peña-Ramos 等[18]研究

发现 90℃预热处理乳清分离蛋白（WPI）5 min 后，再分

别采用 3 种商业蛋白酶进行水解，所得水解度与未处理

WPI 相比均有所提高。周志红等[19]发现对天然大豆分离

蛋白（SPI）进行一定的湿热处理后（80℃，60 min），

可显著提高胃蛋白酶及胰蛋白酶对 SPI 的消化效果。陶

红等[20]发现酶解前对大豆蛋白进行预热处理（90℃，

15 min）可显著提高大豆蛋白的水解程度，得到 2～4 个

氨基酸组成的肽链。天然甘薯蛋白分子具有紧密的三维

立体结构[21]，较难酶解。为了获得甘薯蛋白多肽，有必

要对甘薯蛋白进行预热处理，探索其对甘薯蛋白酶解特

性的影响。

为此，本文以碱性蛋白酶（Alcalase）为水解酶，以

反映水解程度的 DH 和 TCA-NSI 为指标，研究影响甘薯

蛋白酶解的预热处理条件，建立 DH 及 TCA-NSI 与预热

处理的回归模型，以便为进一步探索不同酶解条件下制

备甘薯蛋白活性肽提供参考。

1 材料与方法

1.1 主要原料与试剂

原料：“密选一号”甘薯，购于北京密云县。试剂：碱

性蛋白酶（Alcalase）：酶活力 1.4×104 U/g，购于 Novo

（中国）投资有限公司；邻苯二甲醛（OPA）：购于 Sigma

公司。试验中所用其它试剂均为分析纯。

1.2 主要仪器

2300 全 自 动 凯 氏 定 氮 仪 （ 瑞 典 FOSS ） ；

SoxtexAvanti2050 粗脂肪测定仪（瑞典 FOSS ）；

DGG-9240B 电热恒温鼓风干燥箱（上海森信实验仪器有

限公司）；FD5-3 型冷冻干燥机（美国 SIM）；TB-114
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电子天平（美国 DENVER INSTRUMENT）；HYQ-2121A

涡旋混匀器（美国 CRASTAL）；DK-S42 恒温水浴锅（上

海精宏设备有限公司）；SY-2230 恒温水浴摇床（美国

CRASTAL）；STARTER 3C 型 pH 计（美国 OHAUS）；

TGL-1601 高速离心机（上海安亭科学仪器）；UV1101

紫外可见分光光度计（上海天美科学仪器有限公司）；

Ro(NaF-40)-UF-4010 型实验用膜分离超滤装置：上海亚

东核级树脂有限公司。

1.3 分析方法

1.3.1 甘薯蛋白基本成分的测定

甘薯蛋白中的蛋白质、脂肪、粗纤维、灰分和水分

含率均采用 AOAC（Association of Official Analytical

Chemists）的方法进行测定[22]；总糖采用苯酚-硫酸法测

定[23]。

1.3.2 蛋白酶活力的测定

采用 Folin-酚法（QB/T 1803-1993）。

1.3.3 水解度的测定

DH 定义为肽链被切断的百分比。DH 的测定基于邻

苯二甲醛（OPA）的反应[24]。DH 的计算公式如下：

/ 100%totDH h h  （1）

式中，DH 为水解度，%；htot 取决于原料的类型，表示蛋

白质当量的肽键总数；h 表示水解肽键的数量。

1.3.4 三氯乙酸氮溶解指数的测定

采用三氯乙酸（TCA）可溶性氮法[25-26]。量取甘薯

蛋白水解液 10 mL，加入等体积质量分数 24% TCA 后混

匀，在室温下放置 30 min，于 4 000×g 下离心 15 min，用

Peterson[27]及 Markwell 等[28]的方法测定上清液中可溶性

氮含量。每个样品测定 3 次，取平均值。

TCA 氮溶解指数（TCA-NSI）=水解液中 12% TCA

中溶性氮质量/原料中总氮质量×100% （2）

1.4 试验方法

1.4.1 甘薯蛋白的制备

新鲜甘薯清洗后，切成小块（体积约为 1 cm3），置

于含 0.05% NaHSO3 溶液中，料液质量比为 1:2。用搅拌

机捣碎后，先用 4 层纱布过滤再用 100 目筛过滤。得到

滤液 3 000×g 离心 20 min 除去淀粉。用 1 mol/L HCl 调节

上清液的 pH 值到 4 左右，并搅拌 1 h，得到的浆液 5 000×g

室温下离心 15 min。弃去上清液，将沉淀 pH 值调节到 7～

8 回溶，然后加 3 倍的水（体积比）超滤，重复 3 次。得

到的滤液冻干后即为甘薯蛋白。

1.4.2 预热处理单因素试验及酶解方法

预热处理温度影响试验：配制质量分数 2%的甘薯蛋

白溶液，分别在 80、85、90、95、100℃下加热，时间为

20 min。然后进行酶解。

预热处理时间影响试验：配制质量分数 2%的甘薯蛋

白溶液，在 90 ℃下处理不同的时间 0（未处理）、5、10、

15、20 min，然后进行酶解。

酶解方法：配制 2%（质量体积比）的甘薯蛋白溶液，

预热处理后冷却，水浴至蛋白酶适宜温度（50℃），用

6 mol/L NaOH 调节 pH 值至 8.0，加酶量为 6 000 U/g，低

速搅拌。水解过程中，用 2 mol/L NaOH 维持 pH 值恒定。

水解 4 h 后，置于沸水浴 10 min 以钝化蛋白酶，待冷却

后于 5 000×g 下离心 20 min，所得上清液调 pH 值至 7.0

后即为甘薯蛋白酶解产物。酶解产物定容至 200 mL 用于

分析。

1.4.3 中心复合设计

以 DH 和 TCA-NSI 为响应，用响应面法（Response

surface methodology，RSM）优化热变性处理参数，本试

验选用中心复合设计。根据单因素试验的结果，确定的 2

个自变量的范围及水平编码表见表 1。试验设计包括 8 个

因子点和 5 个中心点重复（表 3）。选取 DH 和 TCA-NSI

作为自变量组合的响应值（表 3）。每一条件进行 3 次试

验，结果取平均值。变量根据公式（3）编码：

0 /i ix X X X  （ ） （3）

xi 是编码值；Xi 是对应的试验值；X0 是区域中心的试

验值；ΔX 是 Xi 的增长量对应于 1 单位 x 的变异量。

根据试验设计，当自变量 n=2 时，数学模型公式

如下
2 2

0 1 1 2 2 12 1 2 11 1 22 2Y b b X b X b X X b X b X      （4）

式中，Y 是响应值（DH 和 TCA-NSI）；b0 是模型常数项；

b1 和 b2 是线性系数；b12 是交互项系数；b11和 b22是二次

项系数。

表 1 试验因子水平及编码

Table 1 Experimental range and levels of independent variables

自变量
编码水平

X1（温度/℃） X2（时间/min）

-1.41421 80 2.93

-1 82.93 5

0 90 10

1 97.07 15

1.41421 100 17.07

1.5 统计分析

试验数据用平均数±标准差（Mean±SD）表示，用

SAS 8.1 统计软件进行方差分析（ANOVA），用 Duncan

多重比较法进行显著性检验（P＜0.05）。运用 Design

Expert 7.0 软件，通过自变量和每一个因变量的回归分析

和三维响应面图来估计最优预热处理条件。

2 结果与讨论

2.1 甘薯蛋白的基本成分

制备得到的甘薯蛋白基本成分见表 2。由表 2 可知甘

薯蛋白中含有 87.84%蛋白质，还含有少量的脂肪（0.57%）

和总糖（1.67%）。

表 2 甘薯蛋白基本成分的质量分数

Table 2 Proximate composition of sweet potato protein

%

蛋白质 脂肪 粗纤维 灰分 水分 总糖

87.84±0.62 0.57±0.08 0.19±0.02 1.65±0.11 7.88±0.13 1.67±0.02
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2.2 甘薯蛋白预热处理的单因素试验

2.2.1 不同预热处理温度对 DH 和 TCA-NSI 的影响

由图 1 可知，未经预热处理时，天然甘薯蛋白的 DH

和 TCA-NSI 分别为 10.43%和 30.96%。甘薯蛋白经不同预

热温度（80、85、90、95、100℃）处理 20 min 后，DH

和 TCA-NSI 均有显著提高（P＜0.05），且呈先升高后降

低的趋势。当预热温度由 80℃升高到 95℃时，酶解产物

的 DH 和 TCA-NSI 显著提高（P＜0.05），最高可分别达

到 22.40%和 82.88%。但当温度继续升高到 100℃时，DH

和 TCA-NSI 均有明显下降（P＜0.05）。Stanciuc 等[29]研

究发现 60～75℃预热处理乳清蛋白浓缩物后，DH 随预热

处理温度增加而增加；而 80～85℃预热处理后，DH 显著

下降。这可能是由于加热破坏了甘薯蛋白分子的高级结

构，蛋白分子链展开，增加了酶切位点；然而，过高的

温度可能导致蛋白分子聚集沉淀，减少了酶与不稳定肽

键的接触，从而阻碍了酶的水解作用。

图 1 预热处理温度对水解度（DH）及三氯乙酸氮溶解指数

（TCA-NSI）

Fig.1 Effects of pre-heating temperature on the degree of

hydrolysis (DH) and trichloroacetic acid-nitrogen solubility index

(TCA-NSI)

2.2.2 不同预热处理时间对 DH 和 TCA-NSI 的影响

由图 2 可知，与直接酶解未经热变性处理的天然甘

薯蛋白相比，将甘薯蛋白于 90℃下分别预热处理不同时

间（5、10、15、20 min）后再进行酶解，DH 和 TCA-NSI

均有显著提高（P＜0.05），并且呈现出先升高后降低的

趋势。当预热处理时间由 5 min 增加到 15 min 时，酶解

产物的 DH 和 TCA-NSI 显著提高（P＜0.05），最高可分

别达到 19.99%和 81.73%。但当时间增加至 20 min 时，

DH 和 TCA-NSI 均明显下降（P＜0.05）。陶红等[20]将大

豆蛋白于 90 ℃预热处理不同时间（5、10、15、20、30 min）

后，发现 DH 亦呈现出先升高后降低的趋势。上述结果与

预热处理温度对 DH 和 TCA-NSI 的影响类似，这也许是

由于一定时间加热处理后，蛋白分子链展开，转变为疏

松的结构，易于蛋白酶的水解，而随着加热时间的进一

步延长，疏水侧链的暴露，以及新的二硫键的生成，形

成了更加紧密的结构，使蛋白酶解速率降低[29]。

图 2 预热处理时间对水解度（DH）及三氯乙酸氮溶解指数

（TCA-NSI）的影响

Fig.2 Effects of pre-heating time on the degree of hydrolysis (DH)

and trichloroacetic acid-nitrogen solubility index (TCA-NSI)

2.3 甘薯蛋白预热处理的中心复合试验结果与分析

2.3.1 回归模型建立及显著性检验

用中心复合试验处理的 13 次结果见表 3，包括试验

设计和响应值。

利用Design Expert 7.0 软件对表 3数据进行多元回归

拟合，获得对响应值— — DH（Y1）和 TCA-NSI（Y2）的

关键因子— — 预热处理温度（X1）和时间（X2）的二次多

项式回归模型，得到 DH（Y1）和 TCA-NSI（Y2）的标准

回归方程为：

1 1 2

2 2
1 2 1 2

423.2951 8.7627 7.5959

0.04187 0.04484 0.1493

Y X X

X X X X

   

  
（5）

2 1 2

2 2
1 2 1 2

1416.4918 29.2238 24.0416

0.1406 0.1489 0.4144

Y X X

X X X X

   

  
（6）

表 3 中心复合设计及试验结果

Table 3 Experimental design and results of Central Composite

因素编

号 温度/℃（X1） 时间/min（X2）

水解度
/%

三氯乙酸氮溶解

指数/%

1 1.41421(100) 0(10) 22.99 73.92

2 -1(82.93) -1(5) 12.19 37.25

3 0(90) 0(10) 24.92 77.64

4 0(90) 0(10) 25.99 78.10

5 0(90) 0(10) 25.04 83.06

6 0(90) 1.41421(17.07) 22.92 80.35

7 1(97.07) -1(5) 19.10 60.74

8 -1(82.93) 1(15) 24.14 76.74

9 0(90) 0(10) 25.33 81.03

10 -1.41421(80) 0(10) 17.69 52.58

11 0(90) 0(10) 26.06 79.45

12 0(90) -1.41421(2.93) 11.80 34.48

13 1(97.07) 1(15) 25.13 80.35

注：X1和 X2分别为温度和时间的试验值。编号 1-13 为试验次数。
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对模型（5）和模型（6）进行方差分析及回归系数

显著性检验，结果见表 4 和表 5。一元方差分析可以看出

二次模型对 DH 和 TCA-NSI 的影响是极显著的（P＜

0.01）。

表 4 回归模型系数的估计值及显著性检验

Table 4 Estimated value and significance test of regression

coefficients

模型 模型项
模型系数

估计值

自

由

度

标

准

误

差

F 值 P 值

常数项 -423.2951 1 0.38 - -

X1 8.7627 1 0.30 40.59 0.0004

X2 7.5959 1 0.30 194.57 <0.0001

X1×X2 -0.04187 1 0.43 12.00 0.0105

X1×X1 -0.04484 1 0.32 47.89 0.0002

以水解度

为响应值

的模型

X2×X2 -0.1493 1 0.32 132.71 <0.0001

常数项 -1416.4918 1 1.18 - -

X1 29.2238 1 0.93 58.85 0.0001

X2 24.0416 1 0.93 275.66 <0.0001

X1×X2 -0.1406 1 1.32 14.18 0.0070

X1×X1 -0.1489 1 1.00 55.31 0.0001

以三氯乙

酸氮溶解

指数为响

应值的模

型

X2×X2 -0.4144 1 1.00 107.16 <0.0001

注：X1 和 X2 分别为温度和时间的试验值，F 值为组间的总体比较，P 值为

显著水平。

表 5 回归方程的方差分析

Table 5 Variance analysis of regression equation

模型
变异来

源
平方和

自

由

度

均方 F 值 P>F

模型 299.06 5 59.81 81.95 <0.0001

残余项 5.11 7 0.73

失拟项 3.98 3 1.33 4.72 0.0840

纯误差 1.13 4 0.28

和 304.17 12

以水解度为响

应值的模型

修正 R2=0.9712 预测 R2=0.9011

模型 3439.45 5 687.89 98.71 <0.0001

残余项 48.78 7 6.97

失拟项 28.98 3 9.66 1.95 0.2633

纯误差 19.80 4 4.95

和 3488.23 12

以三氯乙酸氮

溶解指数为响

应值的模型

修正 R2=0.9760 预测 R2=0.9321

注：F 值为组间的总体比较，P 值为显著水平。

中心复合试验设计方差分析中的 P 值和构建模型中

变量的系数可以反映变量对响应影响的显著程度，P 值越

小，系数越大，相应变量对响应的影响越显著。模型中

变量前的系数是正数，表明响应会随着该变量的增加而

增大，系数是负数则表明响应会随着变量的增加而减小。

从表 4 中可以看出，对 DH 影响最大的是预热处理时间

（X2）的一次项，然后依次是预热处理温度（X1）的一次

项、热变性处理时间（X2
2）的二次项、预热处理温度（X1

2）

的二次项及预热处理温度和时间的交互项（X1X2）（P＜

0.05）。R2 通常用于表示模型和试验的吻合程度，一般介

于 0～1。本试验中，预测模型的决定系数（R2）是 0.9712，

失拟检验的 P 值是 0.0840＞0.05，由这些值可知公式（5）

的数学模型拟合良好。根据回归模型得到 DH 最大预测值

为 26.80%，优化组合为 X1=91.83，X2=12.57，即预热处

理温度为 91.83℃，时间为 12.57 min。

由表 4 得知，对 TCA-NSI 影响最大的是预热处理时

间（X2）的一次项，然后依次是预热处理温度（X1）的一

次项、预热处理时间（X2
2）的二次项、预热处理温度（X1

2）

的二次项及预热处理温度和时间的交互项（X1X2）（P＜

0.05）。预测模型的决定系数（R2）是 0.9760，失拟检验

的 P 值是 0.2633＞0.05，公式（6）的数学模型拟合非常

好，响应值能够充分地用模型来预测。根据回归模型得

到 TCA-NSI 最大预测值为 86.08%，优化组合为 X1 =91.78，

X2=13.44，即预热处理温度为 91.78℃，时间为 13.44 min。

2.3.2 模型验证

结合实际操作，取预热处理温度 92℃，时间 13 min

进行试验，对回归模型进行验证。试验重复 5 次，所得

DH 和 TCA-NSI 分别为 26.32%和 84.33%，与理论预测值

相比均没有显著性差异（P＞0.05），可见该模型能较好

地模拟和预测预热处理对酶解后产物的 DH 和 TCA-NSI。

本研究以模拟甘薯淀粉生产后的废液为原料提取甘

薯蛋白，并将甘薯蛋白预热处理后再进行酶解。直接酶

解未经热处理的天然甘薯蛋白时，DH 和 TCA-NSI 分别为

10.43%和 30.96%。与直接酶解天然甘薯蛋白相比，在预

热处理的最佳工艺条件下所得到的 DH 和 TCA-NSI 分别

提高了 15.89%和 53.37%。本研究操作工艺简单，成本低

廉，不仅有利于下一步甘薯活性肽的高效制备，同时便

于实现产业化，具有一定的市场前景。

2.3.3 响应面模型和等高线图解析

三维响应面图和等高线图可用来反映自变量的交互

作用对响应值的影响。采用 Design Expert 7.0 软件进行响

应面和等高线图的绘制。图 3a 和 b 是预热处理温度和时

间对 DH 影响的响应面图和等高线图。由图 3a 的三维响

应面可以看出，加热温度在低水平时，须增加加热时间

才能提高 DH；加热温度在高水平时，加热较短的时间就

能获得较高的 DH，时间过长反而导致 DH 的下降。等高

线图为椭圆形，说明预热处理温度和时间 2 个影响因素

之间有较强的交互作用。等高线变化趋势图中，温度为

90～94℃及时间为 12～14 min 时，DH 达到较高值，当

二者水平过高或过低，都会使 DH 下降。温度和时间都有

各自适宜的水平。

图 3c 和 d 是预热处理温度和时间对 TCA-NSI 影响

的响应面图和等高线图。由图 3c 的三维响应面可以看

出，预热处理温度不变，随着预热时间的增加，TCA-NSI

呈现先增加后减小的趋势；预热处理时间不变，随着温

度的增加，TCA-NSI 逐渐增加，达到最大值后减小，呈

二次函数关系。从等高线变化趋势图可以看出，预热处

理温度和时间 2 个影响因素之间有较强的交互作用，且

当温度处于 90～93℃及时间处于 12.5～14 min 时，

TCA-NSI 达到较高值，当二者水平过高或过低，都会使

TCA-NSI 下降。因此，预热处理温度和时间都有各自适

宜的水平范围。
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图 3 预热处理温度及时间对水解度（DH）和三氯乙酸氮溶解指数（TCA-NSI）的影响

Fig.3 Effects of pre-heating temperature and time on degree of hydrolysis (DH) and trichloroacetic acid-nitrogen solubility index

(TCA-NSI)

3 结 论

结合实际生产，确定了预热处理甘薯蛋白的最优组

合为：预热处理温度为 92℃，处理时间为 13min。在此

条件下，测得 DH 和 TCA-NSI 分别为 26.32%和 84.33%。

未经预热处理时，天然甘薯蛋白的 DH 和 TCA-NSI 分别

为 10.43%和 30.96%。与直接酶解天然甘薯蛋白相比，在

预热处理的最佳工艺条件下所得到的 DH 和 TCA-NSI 分

别提高了 15.89%和 53.37%。
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Effects of pre-heating treatment on enzymolysis characteristics of sweet

potato protein

Zhang Miao, Mu Taihua
※

(Division of Fruit and Vegetable Processing, Institute of Agro-Food Science and Technology, Chinese Academy of Agricultural Sciences,

Beijing 100193, China)

Abstract: The effects of pre-heating temperature and time on enzymolysis characteristics of sweet potato protein by

Alcalase was investigated. The single-factor experiments and response surface methodology (RSM) were applied to

determine the pre-heating treatment parameters for the enzymatic hydrolysis by Alcalase. The regression models of the

degree of hydrolysis (DH) and trichloroacetic acid-nitrogen solubility index (TCA-NSI) were established between

impact factors and indexes. The validity of the models and interactions of impact factors were analyzed. The results

showed that the effects of pre-heating treatment on DH and TCA-NSI of sweet potato protein was significant (P<0.05),

and the optimum pre-heating treatment conditions were obtained as follows: temperature 92 , time 13℃ min. Under the

optimized conditions, DH and TCA-NSI were 26.32% and 84.33%, respectively. Compared with the direct hydrolysis of

native sweet potato protein, DH and TCA-NSI under the optimum pre-heating treatment parameters showed increases of

15.89% and 53.37%, respectively.

Key words: enzymes, hydrolysis, proteins, sweet potato, pre-heating treatment, degree of hydrolysis(DH),

trichloroacetic acid-nitrogen solubility index(TCA-NSI)


