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摘要：以辣木籽为原料，采用水酶法制备辣木籽酶解产物；选用酶解产物的蛋白回收率和 DPPH·清除能力为指标，通过单因素

和响应面试验优化水酶法酶解辣木籽的工艺条件。首先通过单因素试验筛选辣木籽酶解的最佳用酶和酶解时间，单因素试验结果发现：

Alcalas2.4L 和 Ns37071 两种酶酶解得到的辣木籽酶解产物具有最佳的蛋白回收率和 DPPH·清除能力，其蛋白回收率分别为 45.65%和

47.65%，DPPH·清除能力分别为 99.88 和 93.89 µmol Trolox equiv/100 g；在次基础上进一步采用响应面优化酶解工艺，得其最佳酶解

条件为：总加酶量为 2.60%，Ns37071 占总加酶量的 46.00%，酶解 24 h，此时辣木籽酶解产物的蛋白回收率为 63.69±2.94%，DPPH·清

除能力为 139.38±0.96 µmol Trolox equiv/100 g。上述研究表明：水酶法可以高效酶解辣木籽，酶解产物具有较高的蛋白回收率和较强

的 DPPH·清除能力。 
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Abstract:  The enzymolyzed products of Moringa Oleifera seed were prepared by aqueous enzymatic extraction. The protein recovery 

and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity of the enzymolyzed products were selected as indexes to optimize the 

enzymatic hydrolysis conditions . Single factor experiment showed that the enzymolyzed products obtained by Alcalas 2.4L and Ns 37071 had 

the highest protein recovery and DPPH radical scavenging activity. The protein recovery were 45.65% and 47.65%, respectively, and the DPPH 

free radical scavenging activity were 99.88 and 93.89 µmol Trolox equiv/100 g, respectively. Further, the optimal enzymolysis conditions 

confirmed by response surface methodology were as follows: the total amount of enzyme 2.60%, Ns37071 accounted for 46% of the total 

amount of enzyme, and enzyme time 24 hours. The protein recovery was 63.69±2.94%, and DPPH radical scavenging activity was 139.38±0.96 

µmol Trolox equiv/100 g. The study in this paper showed that the aqueous enzymatic extraction could efficiently hydrolyze Moringa oleifera 

seed, and enzymolyzed products had better protein recovery and DPPH radical scavenging activity. 
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辣木是一种具有丰富营养成分和独特经济价值

的热带植物，各部位均具有巨大的开发价值：辣木的

嫩梢和鲜果荚营养丰富且味道鲜美，辣木的根和树皮

是传统的医药原料；辣木种子中含有净水活性很高且 
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含量丰富的蛋白质，辣木种子油更是一种可与茶油、

橄榄油相媲美的高档植物油[1]。此外，辣木还含有氨

基甲酸酯和酚性成分，具有抗菌、降血压和降糖尿病

等生理活性[2~4]。辣木叶和辣木籽是辣木中营养成分和

经济价值较高的部位[5]，已有研究发现辣木叶具有较

高的水溶性蛋白[6]、良好的抗氧化活性[7]。辣木籽中含

有 40.12%的粗脂肪，37.8%的蛋白质，是开发脂肪和

蛋白质的优质资源[8]。段琼芳等[9]探索了辣木籽油的提

取工艺，但鲜有关于辣木籽中蛋白质或抗氧化活性的
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研究。 
水酶法工艺是在机械破碎工艺的基础上，采用能

降解油料植物细胞壁的酶，或对脂蛋白、脂多糖等复

合体有降解作用的酶（包括蛋白酶、纤维素酶、果胶

酶和淀粉酶等）作用于油料植物，使脂肪从油料植物

细胞中释出，从而分离油料植物中脂肪和其它组分
[10,11]。水酶法作用条件温和，操作简便，提取率高，

一般不涉及化学反应；在释放脂肪的同时可以获得高

营养价值的酶解产物，且对其他营养物质有较好的保

护作用[12]。因此，水酶法倍受科研工作者的亲睐。目

前鲜有关于水酶法制备辣木籽酶解产物蛋白回收率或

抗氧化活性的报道。本文通过水酶法酶解辣木籽，以

辣木籽酶解产物的蛋白回收率和 DPPH·清除能力为

指标，采用单因素和响应面试验优化辣木籽的酶解工

艺，以期为辣木籽的开发利用提供更详实的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  材料与试剂 
辣木籽：购于广东华谷辣木生物科技有限公司；

蛋白酶（Alcalas2.4L、Ns37071、中性蛋白酶、木瓜蛋

白酶、复合蛋白酶、胰酶）：购于诺维信（中国）生物

技术有限公司。其余试剂均为分析纯，均购于富宇化

学有限公司。 
1.1.2  主要仪器设备 

ThermoSorvall ST16R 高速冷冻离心机：美国

Thermo Fisher 公司；HYP-308 消化炉：上海纤检仪器

有限公司；KND-2C 定氮仪：上海纤检仪器有限公司；

UV-754 分光光度计：上海精密科学仪器有限公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  辣木籽成分测定 
（1）蛋白质含量：凯氏定氮法（GB 5009.5-2010） 
（2）脂肪含量：索氏提取法（GB/T 14772-2008） 
（3）总糖含量：苯酚-硫酸法 
（4）淀粉含量：碘显色法 
（5）水分含量：直接干燥法（GB 5009.3-2010） 

（6） 100(%) ×=
原料中蛋白质含量

酶解液中蛋白质含量
蛋白回收率  

1.2.2  辣木籽酶解工艺 
将辣木籽脱壳粉碎后放入高压灭菌锅中，100 ℃

蒸汽处理 20 min；冷却后按 1:6（干辣辣木籽粉:蒸馏

水）料液比加入蒸馏水（扣除蒸汽处理过程中辣木籽

粉所吸收的水量），充分混匀后破壁 2 min，得辣木籽

匀浆；随后将辣木籽匀浆 pH 调至 8.0，浸提 60 min
后依次酶解、灭酶，待酶解液冷却至室温后以 10000 
r/min 离心 30 min。从上至下，依次得到油层、乳化层、

蛋白酶解液和渣。 
1.2.2.1  不同蛋白酶对酶解产物的蛋白回收率和

DPPH·清除能力的影响 
取辣木籽匀浆 35 g，碱提后冷却至室温，调 pH

至各蛋白酶最适 pH，分别加入 50 µL 的 Alcalas2.4L、
Ns37071、胰酶、复合蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋

白酶，置于水浴摇床中（55 ℃、180 r/min）酶解 12 h。
以蛋白回收率和 DPPH·清除能力为指标，筛选最佳蛋

白酶。 
1.2.2.2  酶解时间对酶解产物的蛋白回收率和

DPPH·清除能力的影响 
取辣木籽匀浆 35 g，碱提后冷却至室温，调 pH

至各蛋白酶最适 pH，分别加入 50 µL 的 Alcalas2.4L、
Ns37071，水浴摇床中（55 ℃、180 r/min）分别酶解 4、
8、12、18 和 24 h。考察酶解时间对蛋白回收率和

DPPH·清除能力的影响。 
1.2.2.3  响应面试验 

取辣木籽匀浆 35 g，碱提后冷却至室温，调 pH
至各蛋白酶最适 pH，分别加入蛋白酶（选取

Alcalas2.4L 和 Ns37071），在水浴摇床（55 ℃、180 
r/min）中进行酶解。利用 Design-Expert 8.0.6 Trial 软
件，采用 Box-Behnken 试验设计方法，考察总加酶量

（0.5~3%）、Ns37071 占总加酶添加量（0~100%）及

酶解时间（12~24 h）对酶解产物的蛋白回收率和

DPPH·清除能力的影响。 
1.2.3  DPPH·清除能力测定 
1.2.3.1  标准曲线的制作 

配制浓度分别为 0、0.02、0.04、0.06、0.08、0.1 
mmol/L 的 Trolox 溶液，浓度为 0.2 mmol/L 的 DPPH
无水乙醇溶液（避光保存）。将2 mL Trolox溶液与2 mL 
DPPH·标准溶液加入到同一试管中，摇匀，室温下避

光静置 30 min，以无水乙醇调零，517 nm 处测得吸光

度，记为 A。将 2 mL DPPH 溶液与 2 mL 无水乙醇混

合，517 nm 处测得吸吸光度，记为 A0。DPPH·清除率

计算公式： 

100
A
A1(%)DPPH

0

×⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−=⋅清除率  

以 Trolox 浓度为横坐标，DPPH·清除率为纵坐标

绘制标准曲线。 
1.2.3.2  酶解产物 DPPH·清除能力测定 

将酶解液稀释 4 倍，取 2 mL 稀释后的酶解液与 2 
mL DPPH·溶液（0.2 mmol/l）加入到同一试管中，摇
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匀，室温下避光静置 30 min，以无水乙醇调零，517 nm
处测得吸光度，记为 A。计算酶解液的 DPPH·清除率。

DPPH 值（µmol Trolox equiv/100 g）即：每 100 g 辣

木籽粉经处理后，与标准品 Trolox 达到相同 DPPH·清
除能力时，所需 Trolox 的量。DPPH 值越大，样品抗

氧化活性越强。 

2  结果与分析 

2.1  辣木籽主要成分分析 

辣木籽主要成分如表 1 所示，从表 1 中可以看出：

辣木籽中主要成分为蛋白质、脂肪以及碳水化合物等。

其中，蛋白质含量为 38.49%，脂肪含量为 38.04%，

说明辣木籽是一种制备油脂和蛋白质的优质资源。 
1.2.4  数据处理和分析 

采用 Microsoft excel 2013 和 Origin 8.5 进行数据

处理，结果以“均值±标准偏差”表示，重复三次。 
表1 辣木籽主要成分 

Table 1 The main compositions of Moringa oleifera seed (m/m, %) 

原料 蛋白质 脂肪 总糖 淀粉 水分  
辣木籽 38.49±1.43 38.04±0.02 16.33±0.49 3.24±0.37 3.46±0.07  

表2 不同蛋白酶酶解辣木籽得到的酶解产物蛋白回收率及DPPH·清除能力 

Table 2 The recovery and DPPH radical scavenging activity of enzymolysis products of Moringa oleifera seed by different proteases 

酶种类 蛋白回收率/% DPPH·清除能力/(µmol Trolox equiv/100 g) 

Ns37071 47.65±3.26a 93.89±2.57b 

Alcalas 2.4L 45.65±2.60a 99.88±7.69a 

胰酶 40.37±2.63b 84.72±2.35d 

木瓜蛋白酶 34.27±0.38c 89.72±4.40bc 

中性蛋白酶 30.10±0.13d 68.63±3.93e 

复合蛋白酶 26.12±0.16e 57.26±3.70f 

注：同一列数字不同字母表示 p<0.05 水平上差异显著。 

2.2  单因素试验结果 
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2.2.1  不同蛋白酶对酶解产物的蛋白回收率和

DPPH·清除能力的影响 
酶对底物作用具有选择性。不同蛋白酶对酶解产

物蛋白回收率和 DPPH·清除能力的影响如表 2 所示，

从表 2 中可以看出：不同蛋白酶酶解得到的酶解产物

蛋白回收率及其 DPPH 清除能力有显著性差异

（p<0.05）。六种蛋白酶酶解得到的蛋白回收率和

DPPH 清除能力均较高，说明蛋白酶可有效水解辣木

籽中脂蛋白，释放与蛋白质相结合的脂肪，使之展现

良好的抗氧化活性。其中，酶解产物蛋白回收率从高

到低依次所用的酶是：Ns37071 处理组=Alcalas2.4L
处理组>胰酶>木瓜蛋白酶>中性蛋白酶>复合蛋白酶；

酶解产物 DPPH·清除能力最强用酶是 Alcalas2.4L，其
次是 Ns37071。由于酶自身特异性，使之与蛋白底物

的作用位点存在较大区别，因而各自水解得到的多肽

数量及抗氧化活性有较大差别[13]。 
2.2.2  酶解时间对酶解产物的蛋白回收率和

DPPH·清除能力的影响 
酶解时间决定了酶对底物的作用程度。酶解时间

对酶解产物的蛋白回收率及 DPPH·清除能力的影响

如图 1 所示。 

 
图1 酶解时间对蛋白回收率(a)及 DPPH·清除能力(b)的影响 

Fig.1 Effects of enzymolysis time on the protein recovery and 

DPPH radical scavenging activity 
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由图 1 可知，随着酶解时间的延长，酶解产物的

蛋白回收率及 DPPH·清除能力显著增强。酶解初期蛋

白回收率快速增加，可能是此时底物浓度较高，且辣

木籽结构较松散，有利于酶解的传质过程[13]。但酶解

时间过长可能会降低酶解产物品质，延长生产周期，

增加能耗[14]。因此，Alcalas2.4L 最佳酶解时间宜为 24 
h，Ns37071 最佳酶解时间宜为 18 h。 

2.3  响应面法优化试验结果 

采用响应面优化酶解产物蛋白回收率和

DPPH·清除能力最为理想的两种蛋白酶（Alcalas2.4L
和 Ns37071）的酶解工艺，试验设计及结果如表 3 所

示。蛋白回收率及 DPPH·清除能力响应面试验模型的

方差分析结果分别如表 4 和表 5 所示，从表中可以看

出，蛋白回收率及 DPPH·清除能力两个模型的

“Prob>F”值均小于 0.05，表明该二次方程模型高度显

著，且总加酶量、Ns37071 占总加酶量比例、酶解时

间都属于影响显著因素。同时，从表 4 和表 5 中还可

以看出，一次项因素 A（总加酶量）、B（Ns37071 占

总加酶量比例）、C（酶解时间）、二次项因素 A2、B2、

C2及交互作用项 AB、AC、BC 的 F 检验差异较大，

表明各试验因素对回应值的影响呈非线性关系，且各

因素之间存在相互影响。 
二次多项式回归方程通式可表达为： 
Y=β0+ΣβiXi+ΣβiiXi2+ΣβijXiXj 

式中，Y 为响应变数，β0、βi、βii和 βij分别为常数项、线

性项、二次项和交互作用项系数。本试验通过响应面设计软件

得到了二次回归方程如下： 

Y1=60.30+5.81A+1.14B+1.67C-0.42AB+0.87AC- 
0.24BC-4.07A2-3.18B2-1.16C2 

Y2=125.02+7.08A+0.54B+4.32C-0.71AB-0.075AC
-1.24BC-3.34A2-1.05B2+0.34C2 

以上方程表达了酶解产物的蛋白回收率及

DPPH·清除能力与各试验因素之间的变化规律。其中

Y1和 Y2分别表示酶解产物的蛋白回收率和 DPPH·清
除能力。 

表 3 辣木籽酶法优化响应面分析方案及试验结果 

Table 3 Design and experimental results of the response surface for protein hydrolysis of Moringa oleifera seed 

试验号 

A B C Response 

总加酶量/% Ns37071 占总加酶量比例/% 酶解时间/h 蛋白回收率/% 
DPPH·清除能力 

(µmol Trolox equiv/100 g)

1 0.5 0.00 18 45.36 112.85 

2 3 100.00 18 59.92 127.01 

3 1.75 0.00 12 53.03 118.48 

4 1.75 100.00 12 55.81 122.07 

5 1.75 50.00 18 59.76 124.45 

6 3 50.00 24 63.21 134.15 

7 0.5 50.00 24 50.54 119.11 

8 0.5 50.00 12 48.67 109.75 

9 1.75 50.00 18 59.98 125.58 

10 1.75 100.00 24 58.41 127.67 

11 0.5 100.00 18 48.45 115.29 

12 1.75 50.00 18 60.25 124.49 

13 1.75 50.00 18 61.38 126.36 

14 1.75 50.00 18 60.12 124.23 

15 3 0.00 18 58.49 127.39 

16 1.75 0.00 24 56.58 129.03 
17 3 50.00 12 57.86 125.09 
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表4 响应面二次模型方差分析-蛋白回收率 

Table 4 Analysis of variance for response surface quadratic model-protein recovery 

Source Sum of Squares df Mean Square F Value p-value Prob > F  

Model 435.05 9 48.34 126.36 < 0.0001 *** 

A-总加酶量 269.82 1 269.82 705.31 < 0.0001 *** 

B-NS 占总加酶量比例 10.42 1 10.42 27.24 0.0012 ** 

C-酶解时间 22.34 1 22.34 58.41 0.0001 *** 

AB 0.69 1 0.69 1.8 0.2215  

AC 3.03 1 3.03 7.91 0.026 * 

BC 2.30E-01 1 2.30E-01 5.90E-01 0.4676  

A2 69.58 1 69.58 181.9 < 0.0001 *** 

B2 42.52 1 42.52 111.14 < 0.0001 *** 

C2 5.69 1 5.69 14.88 0.0062 ** 

Residual 2.68 7 0.38    

Lack of Fit 1.08 3 0.36 0.9 0.5133  

Pure Error 1.6 4 0.4    

Cor Total 437.73 16     

注：*在 0.05 水平上显著；**在 0.01 水平上显著；***在 0.001 水平上显著，下同。 

表 5 响应面二次模型方差分析-DPPH·清除能力 

Table 5 Analysis of variance for response surface quadratic model-DPPH radical scavenging activity 

Source Sum of Squares df Mean Square F Value p-value Prob > F*  

Model 614.11 9 68.23 78.19 < 0.0001 *** 

A-总加酶量 401.01 1 401.01 459.53 < 0.0001 *** 

B-NS 占总加酶量比例 2.3 1 2.3 2.64 0.1485  

C-酶解时间 149.39 1 149.39 171.18 < 0.0001 *** 

AB 1.99 1 1.99 2.28 0.1749  

AC 0.022 1 0.022 0.026 0.877  

BC 6.13 1 6.13 7.02 0.033 * 

A2 46.89 1 46.89 53.74 0.0002 *** 

B2 4.64 1 4.64 5.32 0.0545  

C2 0.49 1 0.49 0.56 0.4792  

Residual 6.11 7 0.87    

Lack of Fit 2.77 3 0.92 1.11 0.4444  

Pure Error 3.34 4 0.83    
Cor Total 620.22 16     

    
图2 酶解产物蛋白回收率的响应面3D图 

Fig.2 Response surface 3D models of protein recovery of enzymolysis products of Moringa oleifera seed 
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图3 酶解产物DPPH·清除能力的响应面3D图 

Fig.3 Response surface 3D models of DPPH radical scavenging activity of enzymolysis products of Moringa oleifera seed 

图 2 和图 3 分别是试验各因素对辣木籽酶解产物

的蛋白回收率及 DPPH·清除能力影响的响应面 3D
图，从图中可以看出，总加酶量、酶解时间对蛋白回

收率及 DPPH·清除能力的影响相似，均呈正相关趋

势；二次多项式回归方程中 A、C 项较大的相关系数

及模型方差分析结果也得出相同的的结论，总加酶量

及酶解时间对三个指标均属于显著影响因素

（p<0.001）。总加酶量较低时，蛋白回收率快速上升；

当总加酶量增加到 2.5%左右时趋于平缓，说明加酶量

过大并不利于酶解反应的进行，可能是蛋白质深度降

解后产生较多疏水性氨基酸含量高的小肽，这些疏水

性小肽在疏水相互作用或静电相互作用影响下诱导肽

凝集[15]。Ns37071 占总加酶量比例对蛋白回收率的影

响在 0.01 水平上属于极显著因素，且最大影响值出现

在变量中心值附近，而对 DPPH·清除能力的增强有一

定正向影响，但不显著。 
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2.4  验证试验 

根据所建立的数学模型优化试验参数，得到最优

酶解条件如下：总加酶量为 2.60%，Ns37071 占总加

酶量的 46.19%，酶解时间 24 h，模型预测蛋白回收率

为 63.40%，DPPH·清除能力为 132.99 µmol Trolox 
equiv/100 g。对响应面预测的最优条件进行实际试验

验证，将试验条件修正为总加酶量 2.60%，Ns37071
占总加酶量的 46.00%，酶解时间 24 h，获得蛋白回收

率 63.69±2.94%，DPPH·清除能力为 139.38±0.96 µmol 
Trolox equiv/100 g，所得数据表明响应面优化结果切

实可靠。 

3  结论 

以辣木籽为原料，通过单因素和响应面方法优化

辣木籽酶解产物的蛋白回收率和 DPPH·清除能力的

工艺。单因素试验结果表明：试验所用六种蛋白酶中，

Alcalas2.4L 和 Ns37071 酶解辣木籽的效果最佳；修正

响应面预测的最佳试验条件为：总加酶量 2.60%，

Ns37071 占总加酶量的 46.00%，酶解 24 h，此时酶解

产物的蛋白回收率为 63.69±2.94%，DPPH·清除能力

为 139.38±0.96 µmol Trolox equiv/100 g。这一研究结

果表明辣木籽本身不仅含有丰富的蛋白质和脂肪等营

养物质，同时辣木籽酶解产物也具有较强的抗氧化活

性。关于辣木籽酶解产物的生理活性及其机理有待进

一步研究。 
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