
江西农业大学学报 2011，33( 3) : 0589 － 0596 http: / / xuebao． jxau． edu． cn
Acta Agriculturae Universitatis Jiangxiensis E － mail: ndxb7775@ sina． com

响应曲面法优化卵白蛋白

抗氧化肽制备工艺研究

徐明生，戴浩亮，吴少福，杜华英

( 江西农业大学 食品科学与工程学院，江西 南昌 330045)

摘要:为优化酶解卵白蛋白制备抗氧化肽的工艺条件。以酶解物羟自由基( HO·) 清除率为指标，在单因素实

验的基础上选取实验因素和水平，根据 Box － Behnken 设计原理采用三因素三水平的响应面分析法，研究底物

浓度，酶添加量和水解时间工艺的影响，对酶解条件进行优化研究。结果胃蛋白酶酶解卵白蛋白制备抗氧化肽

的最优条件为: 底物浓度 3． 24%、胃蛋白酶添加量 11 332． 12 U /g 蛋白、水解时间 7． 8 h。酶解液的羟自由基清

除率为 44． 20%，与预测值的相对误差为 4． 088%，理论值与预测值基本一致，与模型预测具有较好的拟合性。
结论建立的模型在实践中进行预测是可行的。
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Optimization of Enzymatic Hydrolysis of Ovalbumin for Production of
Antioxidant Peptides Using Response Surface Methodology
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Abstract: In order to optimize enzymolysis conditions for production of antioxidant peptides from egg
ovalbumin． Hydroxyl radical scavenging activity was chosen as the response value，on the basis of single factor
test，combined with central composite experimental design principle，response surface methodology was used
to optimize the technical parameters． The optimum hydrolytic conditions were substrate concentration 3． 24%
with enzyme concentration of 11 332． 12 U /g pro and enzymolysis time of 7． 8 h． The maximum scavenging
rate of hydroxyl radical was 44． 2% ． The relative error was 4． 088%，and the actual experimental value was
basically consistent with the predicted value of the mode1． The predicted model could reflect actual circum-
stances well． Their predictive models are feasible in practice．
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抗氧化肽属于生物活性肽的一种，不仅具有多肽产品的营养作用，而且具备抗氧化和清除自由基的

功能，帮助机体消除多余的自由基，增强人体抗衰老、抗疾病能力。抗氧化肽的主要来源可分为天然抗

氧化肽、人工合成抗氧化肽和蛋白水解产生抗氧化肽三类。酶法水解蛋白质生产制备抗氧化肽是获得

抗氧化肽的主要途经。近年来，已从大豆蛋白、酪蛋白、鱼皮蛋白等酶解物中获得具有抗氧化肽
［1 － 5］。
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鸡蛋来源丰富，是人们主要的食物营养蛋白，易被人体消化吸收。鸡蛋中的卵白蛋白是鸡蛋蛋白主

要蛋白质，它含有 8 种人体所必需的氨基酸，也是获得生物活性肽很好资源。Fujita［6］
将卵白蛋白用胃

蛋白酶水解 3 h，用 RP － HPLC 分离出具有血管舒张活性的物质 OA358 － 365; 在胰凝乳蛋白酶酶解物

中也分离出 Ovokinin( 2 － 7) 和 OA359 － 364，这二种肽对自发性高血压大鼠具有降压作用
［7］。徐明生的

研究发现卵白蛋白酶解物具有强抗氧化活性
［8］。但对卵白蛋白抗氧化肽的研究报道较少，本研究以卵

白蛋白为研究对象，以抗氧化活性作为检测指标，研究酶水解过程对抗氧化活性的影响，从而确定生产

抗氧化肽的较佳用酶和合适的水解度，为鸡蛋抗氧化肽的生产提供理论依据和工艺参数。

1 材料与方法

1． 1 试验材料

卵白蛋白 ( A5503、纯度 98% ) ，Sigma 公司; 胃蛋白酶: P7000，Sigma 公司( 实测酶活力 517 080 U/g) ;

α － 脱氧核糖，Sigma 公司; 三羟甲基氨基甲烷( Tris) ，amresco 公司; 硫代巴比妥酸( TBA) : 上海化学试

剂公司。
1． 2 主要仪器

UV －754 紫外分光光度计( 上海精密科学仪器有限公司) ; LXJ － IIB 低速大容量多管离心机( 厦门

精艺兴业科技有限公司) ; TGL －20M 高速台式冷冻离心机( 长沙湘仪离心机仪器有限公司) 。
1． 3 试验方法

配制一定浓度的鸡蛋卵白蛋白溶液，水浴至试验设定的温度，调 pH 至试验设定值，加入反应所需

的酶量并低速搅拌。在反应过程中以 1 mol /L 的 NaOH 维持 pH 值恒定，水解至预定时间后，酶解液调

pH7，置沸水浴 5 min 钝化蛋白酶，冷却后在 2 000 g 的离心力条件下离心 10 min，取上清液冻干，置冰

箱中待分析用。
1． 3． 1 酶解时间对卵白蛋白水解的影响 底物浓度 3%，E /S 8 000 U /g 条件下分别水解 0． 5，1，2，3，

4，5，6 h，取上清液测定酶解物的水解度和羟自由基清除率。
1． 3． 2 底物浓度对卵白蛋白水解的影响 在 pH 2． 0、反应温度为 37 ℃，酶和底物之比为 8 000 U /g、
反应时间 6 h 的条件下，分别对底物浓度( % ) 1． 5、2． 0、2． 5、3． 0、3． 5、4． 0 蛋白质溶液进行水解，测定酶

解物的 DH 和羟自由基清除率。
1． 3． 3 酶用量对卵白蛋白水解的影响 配制底物浓度 3% 蛋白质溶液，在 pH 2． 0、反应温度 37 ℃，分

别按酶和底物之比为 4 000 U /g、8 000 U /g、12 000 U /g 加入不同量的酶进行酶解 6 h，测定酶解物的

DH 和羟自由基清除率。
1． 3． 4 最佳酶解条件的优化 在胃蛋白酶水解卵白蛋白单因素的基础上，进行最适水解条件的优化。
采用 Box － Behnken 设计方法，对底物浓度、酶用量和酶解时间设计三因素三水平的响应曲面分析( Re-
sponse surface methodology，RSM) 试验，3 个因素分别以 x1、x2、x0 表示，并以 + 1、0、－ 1 分别代表自变量

的高、中、低水平，按方程 zi = ( xi － x0 ) /Δx 对自变量进行编码。其中，zi 为自变量的编码值，xi 为自变

量的真实值，x0 为试验中心点处自变量的真实值，Δx 为自变量的变化步长，根据单因素试验各因素取值

范围分别为 2% ～4%、6 000 ～ 12 000 μ / g、4 ～ 8 h。以酶解物羟自由基清除率为响应值，重复 2 次，获

得的羟自由基清除率的平均值用 Design － Expert 6． 0． 10 来进行试验统计分析。试验自变量因素编码及

水平见表 1。
表 1 试验因素水平及编码

Tab． 1 Code and level of factors chosen for the trials

因子

Factor

代码 Symbol coded

编码 Code 非编码 Uncode

水平 Level

－ 1 0 1

底物浓度 /% Substrate amount z1 x1 2 3 4

酶用量/ ( μ·g －1 ) Enzyme concentration z2 x2 6 000 9 000 12 000

酶解时间 /h Reaction time z3 x3 4 6 8

z1 = ( x1 － 3) /1; z2 = ( x2 － 9 000) /3 000; z3 = ( x3 － 6) /2。
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图 1 酶解时间对鸡蛋卵白蛋白水解的影响

Fig． 1 Effects of various protease on degree of hydrolysis of ovalbumin

1． 3． 5 测定方法 ( 1) 蛋白质水解度( Degree of hydrolysis，DH) 的测定
［9］: 水解度( % ) = ( 氨基态氮 /

总氮) × 100%。
( 2) 总氮测定: 采用微量凯氏定氮法( GB5009． 5 － 2010) 。
( 3) 氨基氮测定

［10］: 分别吸取 10 mL 不同水解度的水解液于 100 mL 烧杯中加蒸馏水 60 mL，开动

磁力搅拌器，用 0． 050 mol /L 氢氧化钠标准溶液滴定至 pH =8． 20 时停止搅拌，加入甲醛 10 mL( pH =9． 20) ，

用磁力搅拌器混匀，再用 0． 050 mol /L NaOH 滴定至 pH = 9． 20，记下加入甲醛后消耗的 0． 050 mol /L 氢

氧化钠体积( mL) ，同时做空白实验。

氨基氮含量 =
( V － V0 ) × N × 0． 014

10 × 100%

其中: V: 样品耗用氢氧化钠标准溶液毫升数; V0 : 空白耗用氢氧化钠标准溶液毫升数; N: 氢氧化钠

标准溶液摩尔浓度。
( 4) 酶解液清除·OH 的测定( 脱氧核糖法) ［11 － 12］: 取 0． 2 mL( 10 mmol /L) 的 FeSO4 － EDTA 混合液

于具塞试管中，加入 0． 5 mL ( 10 mmol /L) 的 α － 脱氧核糖溶液，然后加入 0． 2 mL 一定浓度的酶解液，

用 0． 1 mol /L 磷酸缓冲液( pH = 7． 4 ) 定容至 1． 8 mL，再加入 0． 2 mL H2O2 ( 10 mmol /L) ，混匀后置于

37 ℃恒温水浴中反应 1 h，然后加入 2． 8% 三氯乙酸( TCA) 溶液 1 mL，1% 硫代巴比妥酸 ( TBA) 溶液

1 mL，混匀后置于沸水浴中反应 15 min，冷却后于 532 nm 处比色测定吸光值为 A，对照管除不加酶解液

外，其它相同，所测吸光值为 A0，空白管以磷酸缓冲液调零。清除剂对·OH 的清除能力用 SA( Scaven-
ging activity) 表示:

SA( % ) =
A0 － A
A0

× 100%

1． 3． 6 数据统计与分析 所有数据用 Design － Expert6． 0． 10 和 DPS( V6． 55 专业版) 统计软件处理，数

据以 x ± s 表示。

2 结果与分析

2． 1 酶解时间对卵白蛋白水解的影响

由图 1 可见，卵白蛋白的 DH 随酶解时间延长而逐渐增大，酶解最初 3 h，DH 增加较明显，3 h 后变

缓。因为胃蛋白酶属内切酶，作用于芳香族氨基酸( Tyr、Typ、Phe) 形成的肽键
［13］，因此，DH 不可能达到

100%。当 DH 达到一定程度时，酶对其专一肽键的水解基本完全，因此，随水解时间的进一步延长，DH
变化不大。另外，随着酶解反应的进行底物浓度减小，产物浓度增加，其竞争性抑制变强，酶活性降低及

中间复合物在经历了初始阶段的积累后达到稳态，趋于恒定。
卵白蛋白经酶水解后，其抗氧化活性均得到增强，在最初 3 h 明显提高，随后上升缓慢。因此，胃蛋

白酶对卵白蛋白水解 3 h 后可得抗氧化能力强的酶解产物。Suesuna 等人
［14］

利用胃蛋白酶水解酪蛋

白，在 pH 2． 0，37 ℃，E /S = 2%的条件下，反应进行 20 h 的产物具有强烈超氧阴离子清除能力。同样

·195·
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图 2 底物浓度对鸡蛋卵白蛋白水解的影响

Fig． 2 Effect of substrate concentration on ovalbumin hydrolization

图 3 胃蛋白酶添加量对鸡蛋卵白蛋白水解的影响

Fig． 3 Effects of pepsin concentration on ovalbumin hydrolization

利用胃蛋白酶在 39 ℃，E /S = 1%的条件下反应 18 h，Hattori 等人
［15］

将不溶性的弹性蛋白转化为具有明

显抑制油酸氧化的可溶性抗氧化肽。
2． 2 底物浓度对卵白蛋白水解的影响

不同底物浓度对卵白蛋白 DH、酶解物羟自由基清除率的结果如图 2 所示。

由图 2 可见，随着底物浓度的增加，DH 和羟自由基清除率缓慢降低，可能是由于过高底物浓度易

造成水解液粘度增大，影响蛋白酶扩散，降低水份活度，对水解反应有抑制作用。为了提高生产效率可

适当增加底物浓度，取值范围为 2% ～4%。
2． 3 酶用量对卵白蛋白水解的影响

图 3 显示随着酶量的增加，DH 和羟自由基清除率也不断增加，当 8 000 u /g 和 12 000 u /g 添加量

时，DH 和 SA 均极显著高于( p ＜ 0． 01) 4 000 u /g 的添加量; 而 8 000 u /g 和 12 000 u /g 之间无显著差异

( p ＞ 0． 05) 。表明酶用量的增加可以增加酶与底物接合的几率，从而增强水解程度，当酶量增加到一定

值后，上升趋缓。在底物浓度一定的时候，理论上讲酶分子越多则酶与底物之间作用越频繁，随着酶量

的增加，酶的数量就趋于过剩，单位时间内一部分酶分子不与底物结合，造成水解程度增加变缓慢。另

外，由于酶本身也是一种蛋白质，也会发生酶解，如果量太大了则会干扰酶解物的组成。另外，酶试剂价

格较贵，过量添加成本较高。因此确定酶解反应的酶浓度为 8 000 ～ 12 000 U /g 蛋白。

2． 4 酶解条件的优化

2． 4． 1 胃蛋白酶水解鸡蛋卵白蛋白酶解物清除羟自由基试验分析与回归方程建立 采用统计软件

Design － Expert 6． 0． 10 进行试验设计。优化出来的 17 组试验安排以及试验结果见表 2。为了保证试验

结果的科学性，按照要求随机挑选组别进行。
对表 2 试验数据进行回归分析，得编码值的二次多元回归方程( 模型) 为:

Y = 39． 3 － 0． 23z1 + 8． 8z2 + 2． 15z3 － 0． 032z1
2 － 5． 6z2

2 － 0． 53z3
2 + 0． 1z1 z2 + 0． 12z1 z3 － 0． 13z2 z3
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表 2 试验设计及其结果

Tab． 2 Experimental designs and results

Std Run x1 x2 x3

响应值 Response

实测值

Observed response
预测值

Predicted response

11 1 IBFact 3 6 000 8 26． 77 26． 66

14 2 Center 3 9 000 6 40． 07 39． 30

4 3 IBFact 4 12 000 6 42． 45 42． 35

17 4 Center 3 9 000 6 39． 10 39． 30

3 5 IBFact 2 12 000 6 42． 97 42． 60

10 6 IBFact 3 12 000 4 39． 84 39． 95

2 7 IBFact 4 6 000 6 24． 17 24． 54

12 8 IBFact 3 12 000 8 43． 63 44． 00

16 9 Center 3 9 000 6 39． 73 39． 30

8 10 IBFact 4 9 000 8 41． 05 40． 79

5 11 IBFact 2 9 000 4 36． 67 36． 93

9 12 IBFact 3 6 000 4 22． 45 22． 08

13 13 Center 3 9 000 6 38． 39 39． 30

7 14 IBFact 2 9 000 8 40． 99 41． 00

6 15 IBFact 4 9 000 4 36． 24 36． 23

1 16 IBFact 2 6 000 6 25． 1 25． 2

15 17 Center 3 9 000 6 39． 22 39． 30

对应的真实值二次多元回归方程( 模型) 为:

Y = － 47． 5 － 0．709x1 +0．014 2x2 +2．69x3 －0．032 2x1
2 －0．000 000 622x2

2 －0． 133x3
2 +0． 000 034 2x1x2 +

0． 061 2x1x3 － 0． 000 022 1x2x3
对该模型进行方差分析，结果见表 3，模型系数显著性检验见表 4。由表 3 方差分析可以看出: F模型

= 259． 1 ＞ ( F0． 01( 9，4) = 14． 66) ，模型 P ＜ 0． 01，表明模型极其显著; F失拟 = 0． 59 ＜ ( F0． 05( 9，3) = 8． 81) ，失

拟项 P = 0． 655 1 ＞ 0． 05，模型失拟度不显著。
模型的调整绝对系数 R2 = 0． 993 2，说明该模型能解释 99． 32% 响应值的变化，因该模型拟合程度

良好，试验误差小，可以用此模型对胃蛋白酶水解鸡蛋卵白蛋白酶解物清除羟自由基进行分析和预测。
从表 4 回归方程系数显著性检验可知，一次项底物浓度 x1( P =0．306 2) 不显著、酶浓度 x2( P ＜0．000 1)、

酶解时间 x3 ( P ＜ 0． 000 1) ) 极显著; 二次项 x1
2( P =0．912 8)、x3

2( P =0．103 2) 不显著、x2
2 ( P ＜0． 000 1) 极

显著; 交互项 x1x2 ( P = 0． 735 5) 、x1x3 ( P = 0． 686 9) 和 x2x3 ( P = 0． 663 2) 均不显著。
采用逐步回归分析的方法在剔除了不显著项后得到真实值的优化的回归方程为: Y = －48． 1 －0． 228x1

+ 0． 014 1x2 + 2． 68x3 － 0． 000 000 622x2
2 － 0． 133x3

2。此时回归方程失拟项 F失拟 = 0． 31 ＜ ( F0． 05( 5，7) =
3． 97) ，失拟项 P = 0． 914 2 ＞ 0． 05，失拟度检验不显著，说明未知因素对试验结果干扰很小; 模型项 F模型

=682． 09 ＞ ( F0． 01( 5，4) = 15． 52) ，模型 P ＜ 0． 01，表明拟合检验极显著，同时决定系数达 0． 993 5，说明该

方程与实际情况拟合很好，较好地反映了酶解物羟自由基清除率与底物浓度、酶用量和酶解时间的关

系，因此所得的回归方程能较好的预测酶解物羟自由基清除率随各参数的变化规律。
x1、x2、x3 及其交互作用对响应值的影响如图 4、图 5、图 6 所示。
图 4 为固定水解时间 x3 = 6 h，不同底物浓度和酶添加量条件下酶解物清除羟自由基的变化情况。

在底物浓度 ( x1 ) 为 2% ～ 4%，变化步长为 1% ; 酶添加量 ( x2 ) 为 6 000 ～ 12 000 u /g，变化步长为

3 000 u /g 的等高线图中可以看到: 底物浓度不变，随着酶添加量的增大，酶解物清除羟自由基的能力急
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表 3 回归模型方差分析

Tab． 3 Analysis of variance (ANOVA) for regression equation

方差来源

Variance source
平方和

Sum of squares
自由度

df
均方

Mean square
F 比值

F alue
P

模型 Model 792． 65 9 88． 07 259． 1 ＜ 0． 000 1

z1 0． 41 1 0． 41 1． 22 0． 306 2

z2 619． 52 1 619． 52 1 822． 59 ＜ 0． 000 1

z3 37． 15 1 37． 15 109． 30 ＜ 0． 000 1

z1
2 0． 004 1 0． 004 0． 013 0． 912 8

z2
2 131． 91 1 131． 91 388． 08 ＜ 0． 000 1

z3
2 1． 19 1 1． 19 3． 51 0． 103 2

z1 z2 0． 042 1 0． 042 0． 12 0． 735 5

z1 z3 0． 06 1 0． 06 0． 18 0． 686 9

z2 z3 0． 070 1 0． 070 0． 21 0． 663 2

残差 Residual 2． 38 7 0． 34

失拟 Lack of fit 0． 73 3 0． 24 0． 59 0． 655 1

误差 Error 1． 65 4 0． 41

总和 Total 795． 03 16

模型的绝对系数 R2 R － squared 0． 997 0

模型的调整绝对系数 Adj － R2 adj． R － squared 0． 993 2

表 4 回归模型系数显著性检验

Tab． 4 Test of significance for regression coefficient

系数项

Coefficient
系数估计值

Coefficient estimate
自由度

df
标准差

Standard error

95%置信度的置信区间

低端值 Low 高端值 High
P

截距 B0 39． 30 1 0． 26 38． 69 39． 92 ＜ 0． 000 1

B1 － 0． 23 1 0． 21 － 0． 71 0． 26 0． 306 2

B2 8． 80 1 0． 21 8． 31 9． 29 ＜ 0． 000 1

B3 2． 15 1 0． 21 1． 67 2． 64 ＜ 0． 000 1

B11 － 0． 032 1 0． 28 － 0． 70 0． 64 0． 912 8

B22 － 5． 60 1 0． 28 － 6． 27 － 4． 93 ＜ 0． 000 1

B33 － 0． 53 1 0． 28 － 1． 20 0． 14 0． 103 2

B12 0． 10 1 0． 29 － 0． 59 0． 79 0． 735 5

B13 0． 12 1 0． 29 － 0． 57 0． 81 0． 686 9

B23 － 0． 13 1 0． 29 － 0． 82 0． 56 0． 663 2

剧增加，即 y 值随之增加; 酶添加量不变，随着底物浓度的增大，y 值随之减小，但变化梯度较小。
图 5 为固定酶添加量 x2 = 9 000 u /g，不同水解时间和不同底物浓度条件下酶解物清除羟自由基的

变化情况。在底物浓度( x1 ) 为 2% ～4%，变化步长为 1% ; 水解时间( x3 ) 为 4 ～ 8 h，变化步长为 2 h 的

等高线图中可以看到: 底物浓度不变，随着水解时间的延长，酶解物清除羟自由基的能力急剧增加，即 y
值增加，变化梯度大; 水解时间不变，随着底物浓度的增大，y 值随之减小，但变化梯度较小。

图 6 为固定底物浓度 x1 = 3%，不同酶添加量和不同水解时间的酶解物清除羟自由基的变化情况。
在酶添加量( x2 ) 为 6 000 ～ 12 000 u /g，变化步长为 3 000 u /g; 水解时间( x3 ) 为 4 ～ 8 h，变化步长为 2 h
的等高线图中可以看到: 水解时间不变，随着酶添加量的增大，酶解物清除羟自由基的能力急剧增加，即

y 值随之增加，变化梯度较大; 酶添加量不变，随着水解时间的增大，y 值随之增加，变化梯度较小。
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图 4 酶解物羟自由基清除率与底物浓度和酶添加量的响应面分析

Fig． 4 Response surface plot for hydroxyl radical ( HO·) scavenging rate as a function of substrate concentration
and enzyme amount

图 5 酶解物羟自由基清除率与水解时间和底物浓度的响应曲面分析

Fig． 5 Response surface plot for hydroxyl radical ( HO·) scavenging rate as a function of reaction time
and substrate concentration

图 6 酶解物羟自由基清除率与酶添加量和水解时间响应曲面分析

Fig． 6 Response surface plot for hydroxyl radical ( HO·) scavenging rate as a function of enzyme amount
and reaction time

可以看出，在试验水平范围内各因素对酶解物清除羟自由基的能力影响由大到小依次是酶添加量、
水解时间、底物。
2． 4． 2 胃蛋白酶水解鸡蛋卵白蛋白工艺条件的优化和回归模型的检验 为了确保在以上 17 组试验

基础上所建回归模型的准确性，并且优化出若干组具有较好清除羟自由基的能力的工艺参数。首先用

上述回归模型预测优化出 10 组羟自由基清除率≥40% 的工艺参数，再按照 10 组优化工艺参数进行试

验验证，利用统计软件 DPS 进行分析，结果见表 5。
由表 5 可以看出，回归模型预测优化出 10 组羟自由基清除率≥40% 的 3 种自变量参数( 即工艺参

数) 取值范围是: 底物浓度 x1 为 2． 22% ～3． 76%，酶添加量 x2 为 8 738． 24 ～ 11 176． 63 u /g，水解时间 x3
为 4． 05 ～ 7． 77 h。
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表 5 回归模型所优化的 l0 组响应预测值≥40%的酶解工艺参数以及验证结果

Tab． 5 Verified results of hydrolization parameters of optimum ten groups from regression equation
with the predicted response value more than 40%

试验号

Order

自变量 Variable

x1 /%
x2

/ ( u·g －1 )
x3 /h

响应值 Response

预测值( ≥40% )

Predicted response
试验值

Observed response

相对误差 /%
Relatively

error

1 3． 32 10 468． 02 4． 29 40． 000 1 42． 53 6． 33

2 2． 72 9 500． 73 5． 40 39． 999 6 43． 25 8． 12

3 2． 31 8 957． 29 6． 72 39． 998 8 37． 36 6． 60

4 3． 76 11 176． 63 4． 05 40． 000 2 40． 58 1． 45

5 2． 22 9 449． 11 5． 42 39． 998 9 41． 14 2． 85

6 3． 17 9 099． 31 6． 44 39． 999 5 39． 42 1． 45

7 2． 17 8 921． 75 6． 83 40． 001 6 41． 76 4． 40

8 2． 86 8 772． 61 7． 58 39． 998 5 40． 38 0． 95

9 2． 92 8 738． 24 7． 77 40． 001 3 38． 96 2． 60

10 3． 45 9 973． 34 4． 81 39． 999 0 42． 45 6． 13

按照上述 10 组酶解工艺参数进行水解验证实验，结果证明: 实现了酶解物羟自由基清除率 y 值≥
40%的目标，平均相对误差为 4． 088; 已建立的回归模型准确可行，可以用来预测底物浓度为 2% ～ 4%，

酶添加量为 6 000 ～ 12 000 u /g ，水解时间为 4 ～ 8 h 范围内以及附近取值的胃蛋白酶酶解工艺参数。
在选取的各因素范围内，根据回归模型，通过 Design Expert 软件分析得出，胃蛋白酶水解鸡蛋卵白

蛋白最佳工艺条件为: 底物浓度 3． 24%、酶添加量 11 332． 12 u /g、水解时间 7． 80 h，羟自由基清除率的

预测值为 44． 20。

3 结 论

采用回归设计建立胃蛋白酶水解卵白蛋白的回归方程 Y = － 48． 1 － 0． 228x1 + 0． 014 1x2 + 2． 68x3
－ 0． 000 000 622x2

2 － 0． 133x3
2。该方程能较好地预测酶解物羟自由基清除率随各参数的变化规律。

通过响应曲面分析优化得到胃蛋白酶水解鸡蛋卵白蛋白最佳工艺条件为: 底物浓度 3． 24%、酶添加量

11 332． 12 u /g、水解时间 7． 80 h，此条件下卵白蛋白酶解物羟自由基清除率达到 44． 20%。
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