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摘  要 

本文采用酶解法制备谷朊粉短肽，分别考察了底物浓度、加酶量、酶解温度、酶解时间等单因素对酶解

效率的影响，并通过响应面试验优化酶解工艺。结果显示，以木瓜蛋白酶酶解谷朊粉获得短肽的最佳条

件为底物浓度8.0%、加酶量1.2%，酶解温度为65℃，酶解时间2.9 h，此时的谷朊粉的水解度为3.775%。

该试验用响应面法优选出的酶解工艺合理可行，为谷朊粉短肽的开发利用提供了理论依据。 
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Abstract 
In this paper, the enzyme hydrolysis method was used to prepare short gluten peptides, and the 
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influence of single factors such as substrate concentration, amount of enzyme, hydrolysis temper-
ature, and hydrolysis time on the effect of hydrolysis was investigated, and the enzymatic hydroly-
sis process was optimized through response surface experiments. The results showed that the 
best conditions for obtaining short peptides by papain enzymatic hydrolysis of gluten were sub-
strate concentration of 8.0%, enzyme content of 1.2%, enzymatic hydrolysis temperature of 65˚C, 
enzymatic hydrolysis time of 2.9 h, and the gluten powder at this time. The degree of hydrolysis is 
3.775%. The enzymatic hydrolysis process optimized by the response surface method in this ex-
periment is reasonable and feasible, which provides a theoretical basis for the development and 
utilization of gluten short peptides. 

 
Keywords 
Gluten Powder, Short Peptide, Enzymatic Hydrolysis 

 
 

Copyright © 2021 by author(s) and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY 4.0). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

  
 

1. 引言 

小麦是全世界主要生产的粮食之一，我国小麦产量很高，谷朊粉是小麦的加工产品，是将小麦中的

淀粉和其它水溶性物质除去后所留下的粉末状产品，颜色为淡黄色，属于天然蛋白[1]。谷朊粉营养价值

高，其中蛋白质含量可以达到 70%~85% [2]，其中麦醇溶蛋白占 48%，麦谷蛋白占 52% [3]，同时它还具

有多达 15 种氨基酸，其中人体必需的 6 种氨基酸约占 20% [4]。谷朊粉作为一种优质的植物蛋白，不仅

营养价值高、价格低廉、来源广泛，还含有良好的吸水性、薄膜成型性、黏弹性、伸缩性等，在烘焙、

肉制品加工和食品保鲜等领域有广泛的应用[5]。 
一般认为人体中的蛋白质需要被酶解成游离的氨基酸后才能够被吸收利用，而现有的研究表明，蛋

白质经消化后一般是转变为小分子肽而被肠道吸收，肠道直接吸收氨基酸所占的比例却很少[6]。肽分为

短肽和多肽，目前肽的提取方法主要有微生物发酵法、人工嫁接法和酶解法，其中酶解法是目前利用谷

朊粉制备短肽常用的方法之一。李清丽等[7]采用复合酶解法，利用胰蛋白酶和复合蛋白酶按一定比例获

得最佳酶解工艺，但是这种方法工艺复杂，操作难度系数高，多用于科学研究，不适合大规模生产。刘

树兴等[8]采用碱性蛋白酶酶解谷朊粉制备短肽，并利用超声波辅助提升其提取率，但是该方法需要利用

分离纯化技术来纯化短肽，工艺复杂，经济成本较高，并且该方法的后续处理会对环境造成较大影响。 
从谷朊粉中提取的生物活性肽类物质具有多种功效，它是氨基酸供体，能促进生物体的消化吸收，

也是一种生理调节剂，参与生物体内的免疫调节，同时还具有降血压，抗血栓等功能[9] [10] [11]。因此，

如何从谷朊粉中提取活性短肽已经逐渐成为研究的主要方向。本文主要研究如何通过单一种类的酶酶解

谷朊粉制备短肽，筛选最优酶和最佳的酶解条件，最大程度的精简生产流程，节省成本，为其大规模的

生产应用提供一定的参考价值。 

2. 材料和方法 

2.1. 试验材料 

谷朊粉，封丘县华丰粉业有限公司；碱性蛋白酶，复合酶，中性蛋白酶，河南圣斯德实业有限公司；

风味蛋白酶，浙江一诺生物科技有限公司；木瓜蛋白酶，南宁庞博生物工程有限公司；亚铁氰化钾、碘
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化钾(AR，天津博迪化工股份有限公司)、氢氧化钠、95%乙醇、石油醚(AR，天津市科密欧化学试剂)、
苯骈茚三酮(AR，国药集团化学试剂有限公司)、盐酸(上海博河精细化学品有限公司)、磷酸二氢钾、磷

酸氢二钠。 

2.2. 试验方法 

2.2.1. 酶法制备短肽工艺流程 
谷朊粉→过 100 目筛→配置谷朊粉溶液→80℃前处理→冷却 50℃→加入蛋白酶→恒温酶解→灭酶→

离心→上清液喷雾干燥→谷朊粉短肽→包装成品 

2.2.2. 蛋白酶的筛选 
选择复合蛋白酶、中性蛋白酶、风味蛋白酶、木瓜蛋白酶和碱性蛋白酶。然后添加相应的 1%的蛋白

酶并在其最适条件下对谷朊粉进行酶解。通过测定酶解物的可溶性固形物含量来筛选最佳蛋白酶。 

2.2.3. 单因素试验 
1) 底物浓度 
取 5 只试管，底物浓度设置为 4%、8%、12%、16%、20%，分别加入 1.0%木瓜蛋白酶，50℃酶解

120 min，结束后在沸水中处理 20 min 灭酶，离心，测定酶解液上清水解度和可溶性固形物含量，确定最

佳底物浓度。 
2) 加酶量 
取 5 只试管，底物浓度 12%，分别加入 0.6%、0.8%、1.0%、1.2%、1.4%木瓜蛋白酶，50℃酶解 120 

min，结束后在沸水中处理 20 min 灭酶，离心，测定酶解液上清水解度和可溶性固形物含量，确定最佳

加酶量。 
3) 酶解温度 
取 5 只试管，底物浓度 12%，加入 1.0%木瓜蛋白酶，设置酶解温度 45℃、55℃、65℃、75℃、85℃

酶解 120 min。结束后在沸水中处理 20 min 灭酶，离心，测定酶解液上清水解度和可溶性固形物含量，

确定最佳酶解温度。 
4) 酶解时间 
取 5 只试管，底物浓度 12%，加入 1.0%木瓜蛋白酶，设置酶解温度 65℃，分别酶解 1 h、2 h、3 h、

4 h，结束后在沸水中处理 20 min 灭酶，离心，测定酶解液上清水解度和可溶性固形物含量，确定最佳酶

解时间。 

2.2.4. 响应面优化试验 
利用软件 Design-Expert 10 进行中心组合实验设计[12]。参考单因素试验的结果，以水解度为指标，

选择底物浓度、木瓜蛋白酶添加量、酶解温度、酶解时间作为考察因素进行响应面试验。再对实验结果

进行合理分析，得到酶解制备短肽的最佳工艺。 

3. 结果与讨论 

3.1. 蛋白酶的筛选 

由图 1 可知，试验选用的 5 种酶对谷朊粉的酶解效果具有差异较大，其中木瓜蛋白酶的酶解效果最

好，所获得的可溶性固形物含量为 74.15 g/100g，其次为碱性蛋白酶、复合蛋白酶、中性蛋白酶和风味蛋

白酶，因此下面的单因素试验则选择木瓜蛋白酶作为酶解试验的蛋白酶。 
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Figure 1. The effect of different proteases on the preparation of short peptides by enzymatic hydrolysis of gluten 
图 1. 不同蛋白酶对酶解谷朊粉制备短肽的影响 

3.2. 单因素试验 

单因素试验结果如图 2 所示，当底物浓度从 4%增加到 20%时，可溶性固形物含量和水解度变化趋势

都是逐渐减少。当加酶量从 0.6%到 1.4%时，可溶性固形物含量和水解度均逐渐增加。酶解温度从 45℃
到 85℃时，可溶性固形物含量的变化趋势逐渐增加，水解度的变化趋势是先增大再减少。酶解时间从 1 h
到 4 h 时，可溶性固形物含量和水解度的变化趋势都是先增加再趋于平缓。 
 

  

  
Figure 2. The influence of four single factor conditions on the efficiency of enzymolysis 
图 2. 四种单因素条件对酶解效率的影响 

3.3. 酶解工艺条件的优化 

3.3.1. 响应面试验设计与结果分析 
在单因素试验的基础上，根据 Box-Behnken 试验设计，以水解度(Y)为响应值，选取 A (底物浓度)、B 

(加酶量)、C (酶解温度)和 D (酶解时间)四个因素进行响应面优化实验，实验结果见表 1。 
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Table 1. Experimental design and result of Box-Behnken 
表 1. Box-Behnken 试验设计及结果 

实验序号 A 底物浓度(%) B 加酶量(%) C 酶解温度(℃) D 酶解时间(h) 水解度(%) 

1 12 1 65 2 2.55 

2 8 1.2 65 2 3.75 

3 12 1 65 2 2.65 

4 8 0.8 65 2 2.82 

5 8 1 75 2 2.54 

6 12 1 55 3 2.23 

7 12 1 65 2 2.65 

8 12 1.2 75 2 2.34 

9 8 1 65 1 2.82 

10 12 0.8 65 3 2.59 

11 12 0.8 55 2 1.93 

12 16 1 65 3 3.02 

13 8 1 55 2 2.51 

14 12 0.8 75 2 1.93 

15 12 1 65 2 2.53 

16 16 0.8 65 2 2.12 

17 12 1.2 65 3 3.42 

18 16 1 75 2 1.91 

19 12 1.2 65 1 2.45 

20 12 1 75 3 2.42 

21 16 1 55 2 1.65 

22 8 1 65 3 3.24 

23 12 1 55 1 1.74 

24 16 1.2 65 2 2.42 

25 16 1 65 1 1.63 

26 12 1 65 2 2.38 

27 12 0.8 65 1 1.94 

28 12 1.2 55 2 2.35 

29 12 1 75 1 1.72 

 
根据表 1 结果，采用 Design-Expert 10 对表格中的每个因素和响应值分析，拟合出的二次多项回归方

程为： 

2 2 2 2

2.55 0.41 0.28 0.037 0.39 0.16 0.058 0.24
0.0025 0.08 0.053 0.13 0.086 0.51 0.019

Y A B C D AB AC AD
BC BD CD A B C D

= + − + + + − + +

− + + + + − −
 

3.3.2. 回归模型的建立与显著性分析 
由表 2 可知响应面结果所拟合的模型为极显著(P < 0.001)，失拟项 P = 0.5819 > 0.05 为不显著，说

明实验所选回归模型可行。表中可得 A (底物浓度)、B (加酶量)、D (酶解时间)对谷朊粉的酶解效果极

显著(P < 0.001)，而 C(酶解温度)对谷朊粉的酶解效果不显著(P = 0.3052)。在其余的二次项中 C2 极其显

著(P < 0.001)，AB、AD、A2 均为显著(P < 0.05)，AC、BC、BD、CD、B2、D2 不显著(P > 0.05)。决定

系数 R2=0.97，纯误差 = 0.012，说明该模型与实际值拟合良好。并且由 F 值判断可知，结合单因素试
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验可判断出 A、B、C、D 四个因素对最终谷朊粉的酶解效果影响次序为 A (底物浓度) > D (酶解时间) > 
B (加酶量) > C (酶解温度)，而在交互实验作用下的影响次序为 AD (底物浓度、酶解时间) > AB (底物浓

度、加酶量) > BD (加酶量、酶解时间) > AC (底物浓度、酶解温度) > CD (酶解温度、酶解时间) > BC (加
酶量、酶解温度)。 
 
Table 2. Response surface experimental variance analysis result table 
表 2. 响应面实验方差分析结果表 

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

Model 7.38 14 0.53 35.39 <0.0001*** 

A-底物浓度(%) 2.03 1 2.03 135.98 <0.0001*** 

B-加酶量(%) 0.96 1 0.96 64.68 <0.0001*** 

C-酶解温度(℃) 0.017 1 0.017 1.13 0.3052 

D-酶解时间(h) 1.78 1 1.78 119.42 <0.0001*** 

AB 0.099 1 0.099 6.66 0.0218* 

AC 0.013 1 0.013 0.89 0.3620 

AD 0.24 1 0.24 15.79 0.0014* 

BC 0.000025 1 0.000025 0.001678 0.9679 

BD 0.026 1 0.026 1.72 0.2109 

CD 0.011 1 0.011 0.74 0.4041 

A2 0.11 1 0.11 7.63 0.0153* 

B2 0.048 1 0.048 3.23 0.0940 

C2 1.70 1 1.70 114.46 <0.0001*** 

D2 0.002321 1 0.002321 0.16 0.6990 

残差 0.21 14 0.015   

失拟项 0.16 10 0.016 1.29 0.4334 

纯误差 0.049 4 0.012   

总离差 7.59 28    

注：P > 0.05 为不显著，*P < 0.05 为显著，***P < 0.001 为极显著。 

3.3.3. 各因素交互作用对水解率的响应面分析 
在响应面试验结果上，采用 Design-Expert 10 软件对数据进行处理，做出直观的因素之间相互作用的

3D 曲面图(图 3)。由图 3 可知，底物浓度与加酶量、底物浓度与酶解时间交互作用明显，底物浓度与酶

解温度、加酶量与酶解温度、加酶量与酶解时间、酶解温度与酶解时间交互作用均表现不显著。 
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Figure 3. Surface graph of the influence of the interaction of various factors on the degree of hydrolysis 
图 3. 各因素的交互作用对水解度影响的曲面图 

3.3.4. 最佳工艺的确定和回归模型的验证 
通过上述实验分析之后，由 Design-Expert 10 软件拟合出的最优工艺为：底物浓度为 8.12%、加酶量

为 1.19%，酶解温度为 65.22℃，酶解时间为 2.92 h，所得到的水解度为 3.759%。实际操作中调整确定的

最佳工艺条件为底物浓度 8.0%、加酶量 1.2%，酶解温度为 65℃，酶解时间 2.9 h，在此条件下进行验证

实验所得到的水解度为 3.775%，与模型的预测值基本相符。 

4. 结论 

本文研究以谷朊粉为原料，采用单一酶解法制备谷朊粉短肽，通过酶的种类选择，发现木瓜蛋白酶

是酶解谷朊粉的最佳酶，以可溶性固形物含量和水解度为指标，分别考察了底物浓度、加酶量、酶解温

度、酶解时间等单因素对酶解效果的影响。在此基础上，通过响应面试验优化酶解工艺，结果显示，以

木瓜蛋白酶酶解谷朊粉获取短肽的最佳工艺条件为底物浓度 8.0%、加酶量 1.2%，酶解温度为 65℃，酶

解时间 2.9 h，此时的谷朊粉的水解度为 3.775%。 
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