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摘要：本文对海参酶解工艺条件进行优化，提取液经超滤和冷冻干燥获得海参多肽，并测定其组成及 

抗氧化活性。结果显示，中性蛋白酶对海参最佳的酶解工艺为：加酶量 1800U／g，酶解温度为55~C，酶解 

pH值为7．5，酶解时间为3h。经超滤与冷冻干燥后，多肽得率为6．9％，蛋白质含量达94．9％。且在抗氧 

化方面具有较好的清除羟 自由基和超氧自由基能力。 

关键词：海参；酶解；多肽；抗氧化 

海参为棘皮动物门 (Echinodermata)海参 

纲 (Holothurioider)动物的总称。我国有海参 

约140多种，其中有 20多种海参可供食用⋯。 

海参是典型的高蛋白、低脂肪、低胆固醇、富 

含矿物质和维生素的优质食品 J。近年来，人 

们发现海参中含有许多具有重要生物学活性的 

物质，如海参多肽、多糖、皂苷等。海参含有 

丰富的蛋白质，是制备生物活性多肽的理想原 

料_3 J。海参多肽具有 良好的溶解性和稳定性的 

特点，易消化吸收，食用安全，而且具有降血 

压、预防心脑血管疾病、抗疲劳、提高免疫 

力、抗肿 瘤、抗 氧 化、延 缓 衰老 等 生 物活 

性-4．5 J。地瓜参 (Acaudina molpadioide)是海参 

属动物，主要分布在我国沿海海域，资源丰 

富。与高档海参相比，其品质滋味较差，但营 

养价值上并不低于高档海参，而且价格较低 

廉，因此地瓜参具有很大的开发潜力 J。本 

研究以地瓜参作原料，通过对酶解工艺条件的 

优化，制备获得海参多肽，并对其抗氧化能力 

进行初步研究。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 原料与试剂 

新鲜地瓜参，产自宁德，冰冻保存；原料解 

冻并去除内脏后，绞碎备用。 

AS．1398中性蛋白酶，无锡酶制剂公司 (酶 

活力为 1．3×10’U／g)。 

1．1．2 主要仪器 

PB—lOpH计：德国赛多利斯科学仪器有限 

公司；DKB一8A电热恒温水槽：上海精宏实验 

设备有限公司；大容量离心机：上海安亭科学仪 

器厂；实验用膜分离装置：上海摩速科学器材有 

限公司；scientz一12B普通型冷冻干燥机：宁波 

新芝生物科技有限公司；SP一75紫外分光光度 

计：上海光谱仪器有限公司。 

1．2 方法 

1．2．1 多肽制备工艺流程 

海参 酶解一过滤离心 超滤_+浓缩一冷冻 

干燥一海参小分子多肽 

1．2．2 酶解条件优化 

单因素实验：取50g海参，用AS．1398中性 

蛋白酶进行酶解，以水解度为指标，分别对海参 

酶解时间、加酶量、加水量、酶解pH值、酶解 

温度五个因素进行优化。 

正交实验：在单因素实验的基础上，选取了 

酶解时间、加酶量、酶解 pH值、酶解温度进行 

四因素，三水平的正交试验，如表1所示： 

资助项目：宁德市科技局农业项目 (项目编号：20080041) 



第 2期 苏永昌等：海参多肽的制备工艺优化及其抗氧化测定 7 

表 1 海参酶解工艺因素水平 

1 5O 1 6．5 600 

2 55 2 7．0 12o0 

3 60 3 7．5 18oo 

1．2．3 多肽制备 

酶解液离心过滤后，除去杂质，上清液经截 

留分子量 10000的中空纤维素膜在 0．2Mpa压力 

下进行超滤，渗透液即为多肽液。多肽液浓缩 

后，进行冷冻干燥，得到固体多肽，粉碎后干燥 

保存。 

多肽得率 (％) =干燥后固体质量／海参重 

量 (湿重) ×100 

1．2．4 测试指标及分析测定方法 

总蛋白质含量测定：微量凯氏定氮法 ； 

氨基态氮的测定：甲醛滴定法 ； 

多糖的测定：苯酚硫酸法 ； 

清除羟自由基测定方法：Fenton体系法 。。； 

清除超氧自由基测定方法：邻苯三酚自氧化 

法 ̈ ； 

水解度 (DH，％) =水解液中总氨基态氮 

含量／所加底物的总氮含量 引。 

2 结果与分析 

2．1 地瓜参基本成分测定 

经过测定，地瓜参含水量达 87．4％，其粗 

蛋白占海参参干重的74．6％，并含有少量脂肪 

和多糖，说明地瓜参是一种高蛋白低脂肪的海产 

品 (见表2)。 

表2 地瓜参中各种成分占干重的含量 

2．2 单因素实验 

2．2．1 加酶量对水解度的影响 

取海参50g，加入100mL水，调pH值至7．0， 

酶解温度为55c【=，酶解时间2h，加酶量分别为 

600U／g、 1200U／g、 2400U／g 3600U／g、 4800U／ 

g、60(K)U／g进行酶解。结果如图1所示，加酶量 

从600U／g上升到 1200U／g时，水解度有较大的提 

高，从 8．2％上升到 10．9％，随着加酶量的增加， 

水解度缓慢提高，当加酶量为6000U／g时，水解 

度上升至14．1％，是加酶量600U／g水解度的 1．7 

倍。加酶量的增大能够提高海参蛋白的酶解效率， 

从而提高水解度。但考虑到生产成本，加酶量需 

控制在适宜的范围内。在后续的正交实验中选取 

600U／g、1200U／g、1800U／g三水平进行实验。 

一  

一  

腠 
* 

加酶量(U／g) 

图 1 加酶量对酶解水解度的影响 

2．2．2 加水量对水解度的影响 

取海参 50g，调 pH值至 7．0，加酶量为 

1200U／g，酶解温度为55℃，酶解时间2h，加水量 

分别 为 50mL、100mL、150mL、200mL、250mL、 

300mL进行酶解。结果如图2所示， 

一  

一  

嬖 
* 

加水量(mL) 

图 2 加水量对酶解水解度的影响 

加水量增加时，水解度下降，其中加水量 

50ml(即加水量与原料重 1：1)时，水解度最 

大。可能是加水量增加后，酶浓度被稀释，反而 

降低了水解度。在水解过程中，加水量过少，酶 

解体系过于粘稠，可能导致酶解反应不充分，而 

加水量过多，则会增加后续处理的成本。因此选 

用100mL(即加水量与原料重2：1)为宜。 

2．2．3 温度对水解度的影响 

取海参 50g，调 pH值 至 7．0，加酶量为 

1200U／g，加水量为100mL，酶解时间2h，酶解 

温度分别 为 25℃、35℃、45℃、55cC、65℃、 

75℃。其酶解结果如图3所示，随着温度的上 

6  4  2  O  8  6  4  2  O  
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升，水解度逐渐增加，在 50％ 一55％范围内水 

解度达到最大，之后水解度随着温度的升高而下 

降。在75％水解度又小幅提高，可能是温度过 

高引起蛋白自身水解，导致水解度升高。实验表 

明，中性蛋白酶的最佳水解温度在 50—60％间。 

一  

一  

糕 

涟 
* 

温腰(oc) 

图 3 酶解温度对酶解水解度的影响 

2．2．4 pH值对水解度的影响 

取海参 50g，酶解 温度 55％，加酶 量为 

1200U／g，加水量为100mL，酶解时间2h，酶解 

pH分别为 6．0、6．5、7．0、7．5、8．0。酶解结 

果如图4所示 ，水解度在 pH6．5开始上升，到 

pH值为7．0时，水解度达到最高。实验表明， 

中性蛋白酶水解海参的最佳酶解 pH值在6．5— 

7．5之间。 

1 

1 

1 

1 

1 

魁 1 

胜 
* 

pH值 

固 4 pH值对酶解水解度的影响 

2．2．5 酶解时间对水解度的影响 

取海参 50g，酶解温度 55 ，加酶量为 

1200U／g，加水量为 100mL，酶解pH值为7．0， 

酶解时间分别为 0．5h、lh、2h、3h、4h、5h。 

酶解结果如图5所示，水解在 1h前有较大的提 

高，1h后水解度则缓慢增加。实验表明，海参 

在前 lh内酶解速度最快，之后酶解速度降低， 

表现为平缓的上升趋势。由于酶解时间过长造成 

生产的成本增加，因此选择1h、2h、3h等3个 

酶解时间进行正交实验的优化。 

一  

一  

鐾 
* 

酶解时间(h) 

图 5 酶解 时间对酶解水解度的影响 

2．3 正交实验优化酶解工艺 

如表 1设计的正交表进行正交实验，以水解 

度为指标进行正交分析，结果如表 3所示，9个 

处理中，处理 1#水解度最小，为8．5％，处理8 

#中水解度 17．4％，达到最大值，是处理 1#的 

2．0倍，是9个处理均值的1．4倍。正交分析显 

示，本实验最佳的酶解工艺为：A，B：C，D，，即 

加酶量 1800U／g，温度为 55％，pH值为 7．5， 

时间为3h。极差分析显示，各因素对酶解反应 

影响大小为：酶解时间 >温度 >加酶量 >pH。 

方差分析显示，各因素差异达到极显著水平。按 

最佳工艺进行海参酶解后，水解度达 17．9％， 

比处理8水解度提高了2．9％。 

表3 正交实验分析表 

A B 处理 酶用量(u)温度( ) C D 水解度 

pH值 时间(h) (％) 
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表4 正交试验方差分析 

{表示 P<0．05，}{表示P<0．01 

2．4 超滤分离多肽 

酶解液离心过滤后，上清液经过截留分子量 

10000的中空纤维素膜超滤后，冷冻干燥制备获 

得小分子多肽粉末。酶解 200．0g海参，可获得 

海参多肽l3．8g，多肽提取率为6．9％。对其主 

要成分进行测定，结果表明，多肽中蛋白质含量 

高达94．9％，氨基态氮含量达2．5％，多糖含量 

1．7％，说明海参多肽可以作为很好的蛋白质和 

氨基酸的补充剂。 

2．5 多肽抗氧化能力测定 

2．5．1 多肽清除羟自由基能力测定 

将多肽稀释不同倍数进行羟自由基能力测 

定，结果如图6所示，多肽对羟自由基具有良好 

的清除能力。随着多肽浓度的增加，多肽对羟自 

由基的清除能力迅速上升；当多肽浓度大于 

20mg／mL，多肽清除羟自由基能力则表现为平缓 

的上升趋势。经过测定，多肽清除羟自由基Ic∞ 

为12．5mg／mL。 

一  

一  

瓣 

磐 
潮 

‘可 

灏 

多肽浓度(mg／mL) 

图 6 多肽对羟 自由基的清除能力测定 

2．5．2 多肽清除超氧自由基能力测定 

将多肽稀释不同倍数进行超氧自由基能力测 

定，结果如图7所示，多肽对超氧自由基具有良 

好的清除能力。随着多肽浓度的增加，多肽对超 

氧自由基的清除能力逐渐上升。经过测定，多肽 

清除超氧自由基的IC钔为23．6mg／mL。 

一  

一  

瓣 
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靼 
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多肽浓度(mg／mL) 

图 7 多肽对超氧 自由基的清除能力测定 

3 小结 

本研究对海参多肽制备工艺条件进行了优 

化。通过单因素实验研究了加酶量、温度、加水 

量、pH值和时间等因素对水解度的影响，并通 

过正交试验确定了中性蛋白酶对海参最佳的酶解 

工艺：加酶量1800U／g，温度为55~C，pH值为 

7．5，时间为3h。海参酶解液经超滤与冷冻干燥 

后获得多肽固体，多肽得率为6．9％，其蛋白质 

含量达 94．9％。海参多肽具有较好的清除自由 

基的能力，其清除羟自由基和超氧自由基的IC卯 

分别为 12．5mg／mL、23．6mg／mL。因此，海参多 

肽不仅可以加工成营养补充剂，而且也可以作为 

制备抗氧化，抗衰老的保健品或化妆品的原料， 

具备良好的开发利用潜力 引̈。 
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Optimization 0f the Preparation P】rID．。I}d山 and the Antioxidant Activity 0f 

Polypeptide from Sea Cucumber 

SU Yong-chang，LIU Shu-ji，WU Cheng-ye 

(Fisheries Research Institute of Fuji．,,，Xiamen 361012，China) 

Abstract：The enzymolysis technology for preparation of polypeptide from sea cucumber was optimized．The polypepfide was pre。 

pared bythemethods ofulLrafiltration andlyophilization，andthe antioxidant activity hadbeenmeasured．The results showedthat 

the optimum hydrolytic conditions utilizing neutral protease A．S1398 WaS determined：protease addition 1800U／g，temperature 

55 ．pH 7．5 and hydrolysis time 3 h．Underthese conditions，tlle yield rate of polypepfide WaS 6．9％ ，and the protein content 

Was upto94．9％．Asthe data showed．polypeptide exhibited effectiveantioxidant activities on both hydroxyland superoxideani- 

on radicals． 

Keywords：Sea cucumber；Enzymatic hydrolysis；Polypeptide；Antioxidant activity 


