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摘要! 龟类不仅营养价值高!而且具有潜在的药用价值!通过研究龟肉酶解产物的功能特性!

可以科学认识其营养保健功能# 以黄缘盒龟肉为原料!羟自由基清除率为指标!碱性蛋白酶为

水解酶!通过正交试验 '

:

$/

1

%得到制备抗氧化肽的最佳酶解条件为 2+值 913"酶解温度

88 Q"料液比 418=23 B58'"加酶量$酶5底物!,5*%/13E"酶解时间 / <!酶解液对羟自由基清

除率达到 92139E# 酶解产物体外抗氧化活性的结果表明!酶解产物对羟自由基"超氧阴离子

自由基"466+自由基和过氧化氢均有较好的清除作用!还具一定的还原能力"亚铁离子螯合

能力和亚油酸自氧化抑制能力# 总体而言!黄缘盒龟酶解产物在不同的体外抗氧化体系中均

表现出一定的抗氧化效果!具有良好的开发利用前景#

关键词! 黄缘盒龟& 龟肉& 蛋白酶& 酶解& 抗氧化性

中图分类号! *:9712555555555555文献标志码'&

55黄缘盒龟 #!+'2$0&)**"'H&,-$*,/%+#,2,$"又

名黄缘闭壳龟(断板龟(克蛇龟(夹蛇龟(黄板龟(

夹板龟等"隶属爬行动物纲(龟鳖目(龟科(盒龟

属"国内主要分布于安徽(江苏(浙江(河南等少数

几个行政区域"国外主要分布于日本琉球群岛等

地
*4+

) 黄缘盒龟属于珍稀龟类"具有一定的观赏

价值%以其为主要原料与中药配伍"既能起到抗癌

解毒的功效"又能作为滋阴壮阳和延年益寿的高

级滋补品"可以防治多种疾病和疑难杂症"且无任

何副作用"民间常作为 &药龟'进行食用"经济价

值和营养价值极高
*2+

) 目前"对黄缘盒龟已经成

功进行养殖和繁育
*/+

"但有关其龟肉生理活性成

分的研究尚属空白)

抗氧化肽能有效地清除体内过剩的活性氧自

由基"抑制脂质(蛋白质和 4%&等生物大分子的

过氧化"预防和治疗自由基诱发的疾病"如心血管

疾病(糖尿病(癌症和老年痴呆症等
*1 68+

) 近年

来"水产动物天然抗氧化肽已成为研究热点之一"

现已从日本金线鱼和翱翔飞鱼
*7+

(白鲢
*0+

(沙丁

鱼
*9+

(罗非鱼
*:+

(甲鱼
*43+

等原料中提取到抗氧化

肽) 研究表明"采用酶解法制备的抗氧化肽具有

抗氧化活性强和安全性高等特点) 鉴于此"本试

验以黄缘盒龟为原料"羟自由基清除率为指标"确

定了最佳水解酶"通过优化酶解条件制备出抗氧

化肽类"并对其进行体外抗氧化活性的测定"包括

对羟 自 由 基 # / "+$( 超 氧 阴 离 子 自 由 基

#"

2 6

/$(466+自由基 #466+/$(过氧化氢

#+

2

"

2

$的清除能力和还原能力"以及亚铁离子螯

合能力和亚油酸自氧化抑制能力"同时与常见的

抗氧化剂 .

-

和肌肽的抗氧化能力进行比较"旨

在为黄缘盒龟的精深加工及其综合开发利用提供

理论依据)

45材料与方法

!"!#材料与试剂

原料!黄缘盒龟*体质量#10/142 B1:132$ B"

水分( 粗 蛋 白( 粗 脂 肪 和 灰 分 含 量 分 别 为

0:1::E(49142E(3189E和 310E+由安徽省长
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江水生动物保护研究中心提供)

试剂!胃蛋白酶(胰蛋白酶---国药集团化学

试剂有限公司%中性蛋白酶(碱性蛋白酶---北京

奥博星生物技术有限责任公司%风味蛋白酶(木瓜

蛋白酶---南宁庞博生物工程有限公司%466+

*:B89公司%抗坏血酸#.

-

$---天津博迪化工股

份有限公司%肌肽---合肥博美生物科技有限责

任公司%其他化学试剂均为分析纯)

!"$#仪器与设备

6+*7/-精密 2+计---上海大普仪器有限

公司%-P48$P高速冷冻离心机---上海天美生

化仪器设备工程有限公司%022,型可见分光光度

计(082 型紫外可见分光光度计---上海光谱仪

器有限公司%(474K783 冷冻干燥机---北京博医

康实验仪器有限公司)

!"%#酶解液的制备工艺

黄缘盒龟
'

宰杀
'

去除内脏(皮膜
'

切碎龟

肉
'

调节料液比
'

调节 2+值
'

加酶
'

保温酶解

#不断调节 2+值"使酶解过程在初始 2+值下进

行$

'

沸水浴灭酶 43 8:>

'

高速离心 #43 333 35

8:> 43 8:>$

'

酶解液

!"&#蛋白酶的选择

取 4 B 黄缘盒龟肉置于 83 8'三角瓶中"加

入 23 8'蒸馏水"调节至各酶的适宜 2+值及温

度#表 4$"酶添加量 #酶5底物",5*$ 213E"酶解

/ <"灭酶"离心"定容"测定/"+清除率"以此评

价酶解效果#最适酶的/"+清除率最大$)

表 !#( 种不同蛋白酶的适宜酶解条件

-5<"!#GC+25<;/.?096;?2+44610+2+6173697+8 0+33/9/12B962/57/7

酶的种类

=>X@8=

胃蛋白酶

2=2?:>

胰蛋白酶

I3@2?:>

中性蛋白酶

>=LI39?=

碱性蛋白酶

90;909?=

风味蛋白酶

A09M/L3X@8=

木瓜蛋白酶

2929:>

2+ 213 913 013 018 013 013

温度5Q I=82=39IL3= /0 83 83 88 83 88

!"'#碱性蛋白酶酶解工艺条件优化

碱性蛋白酶酶解黄缘盒龟肉单因素试验的基

本条件设定为料液比 4=23 B58'(2+值 018(酶解

温度 88 Q(加酶量 #,5*$ 213E(酶解时间 / <)

通过改变其中一个条件"固定其他条件以分析各

单因素对/"+清除率的影响"并用优化出的因

素水平替换基本条件中的各因素水平进行逐一的

单因素试验) 各因素的水平梯度分别为!料液比

318=23(413=23(418=23(213=23(218=23 B58'%

2+值 718(013(018(913(918%酶解温度 18(83(

88(73(78 Q%加酶量#,5*$413E(418E(213E(

218E(/13E%酶解时间 4(2(/(1(8 <)

根据单因素试验设计正交试验"确定碱性蛋

白酶制备黄缘盒龟肉抗氧化肽的工艺条件)

'

:

#/

1

$正交试验设计的各因素及水平排列见

表 2)

表 $#正交试验因素水平表

-5<"$#*542697510;/>/;73692./692.6,615;0/7+,1

水平

0=M=0

因素 A9;I/3

&

2+

K

温度5Q

I=82=39IL3=

-

加酶量#G4G$ 5E

=>X@8=7I/7?LJ?I39I=39I:/

4

料液比#G4-$ 5# B58'$

89I=3:907I/70:WL:C 39I:/

4 018 83 213 413=23

2 913 88 218 418=23

/ 918 73 /13 213=23

!"(#酶解产物抗氧化活性测定

用优化出的工艺条件水解黄缘盒龟肉"对得

到的酶解液进行冷冻干燥"将冻干样品密封于

623 Q下保存) 通过测定清除/"+能力(清除

"

2 6

/能力(清除 466+/能力(清除 +

2

"

2

能力(

还原能力(螯合亚铁离子能力和抑制亚油酸自氧

化能力来综合反映黄缘盒龟肉酶解液中抗氧化肽

的抗氧化性及抗氧化作用模式"并将酶解产物与

常见的抗氧化剂 .

-

和肌肽的抗氧化性进行比较

研究"分析它们之间抗氧化活性的差异)

/27
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羟自由基清除活性的测定 &43'

55采用可见

光分光光度法) 在试管中分别加入 318 8'43

88/05'水杨酸 6乙醇溶液(318 8'样品液(318

8'43 88/05'(=*"

1

溶液(/18 8'蒸馏水"最后

加入 8 8'433 88/05'+

2

"

2

启动 (=>I/> 反应"

振荡混合"水浴 /0 Q保温 /3 8:> 后"在 843 >8

处测定吸光度 &

4

%取 318 8'蒸馏水代替 43

88/05'(=*"

1

溶液"测得的吸光度为 &

2

%取 318

8'蒸馏水代替样品液"测得的吸光度为 &

/

)

/"+清除率的计算公式如下!

清除率#E$ >*4 6#&

4

6&

2

$ 5&

/

+ @433

超氧阴离子自由基清除活性的测定 &43'

55

采用邻苯三酚自氧化法测定) 取 118 8' 83

88/05'P3:?7+-0缓冲液# 2+912$(112 8'蒸馏

水"混匀后在 28 Q水浴中保温 23 8:>"取出后立

即加入 31/ 8'已在 28 Q水浴中预热过的 /3

88/05'邻苯三酚#以 43 88/05'+-0配制$) 空

白管用 43 88/05'+-0代替邻苯三酚的 +-0溶

液"迅速摇匀后倒入比色杯"在 /28 >8处每隔 /3

秒测定吸光度"计算线性范围内每分钟吸光度的

增加值) 在加入邻苯三酚前"先加 4 8'样品液"

蒸馏水相应减少 4 8') "

2 6

/清除率的计算公式

如下!

清除率#E$ >#

1

&

3

6

1

&$ 5

1

&

3

@433

式中"

1

&

3

为空白溶液的吸光度随时间的变化率%

1

&为样品溶液的吸光度随时间的变化率)

466+自由基清除活性的测定 &44'

55将样

品液 2 8'及 2 8'4 @43

61

8/05'466+/溶液

#:8E乙醇配制$加入同一具塞试管中摇匀"室温

下密闭静止 /3 8:>"在 840 >8波长处测定吸光

度"以 2 8':8E乙醇和 2 8'蒸馏水的混合溶液

为参比) 466+/清除率的计算公式如下!

清除率#E$ >*4 6#&

4

6&

2

$ 5&

3

+ @433

式中"&

4

为样品液 ?466+/溶液的吸光度%&

2

为

样品液 ?:8E乙醇溶液的吸光度%&

3

为 466+/溶

液 ?蒸馏水的吸光度)

还原能力的测定 &42'

55取一定浓度的样品 2

8'"加入 218 8'312 8/05'2+717 的磷酸盐缓

冲液和 218 8'4E的铁氰化钾溶液"混匀"在

83 Q保温 23 8:> 后加入 218 8'43E的三氟乙

酸"混合后以 / 333 358:> 离心 43 8:>) 取上清液

218 8'"加 218 8'蒸馏水和 318 8' 314E

(=-0

/

"在 033 >8波长处测定吸光度) 吸光度越

大"则还原能力越强)

过氧化氢清除活性的测定 &4/'

55样品溶于

/11 8'磷酸缓冲液 # 2+ 011$中"然后加入 317

8'1 8/05'的 +

2

"

2

溶液"混匀"放置 43 8:> 后"

在 2/3 >8处测定吸光度) 对照为不加样品的

+

2

"

2

溶液"对 +

2

"

2

清除率的计算公式如下!

清除率#E$ >#&

;

6&

?

$ 5&

;

@433

式中"&

;

为不加样品的吸光度%&

?

为加入样品的

吸光度)

亚铁离子螯合能力的测定 &41'

55参照 4/>B

等
*41+

的方法"并略作修改) 2 8'不同浓度的样

品与 219 8'蒸馏水混合"然后加入 314 8'2

88/05'(=-0

2

和 314 8'8 88/05'菲洛嗪"反应

43 8:> 后"在 872 >8处测定吸光度) 亚铁离子螯

合能力的计算公式如下!

螯合能力#E$ >#&

;

6&

?

$ 5&

;

@433

式中"&

;

为不加样品的吸光度%&

?

为加入样品的

吸光度)

亚油酸自氧化抑制能力的测定 &48'

55取不

同浓度的样品溶液 318 8'"加入 213 8'亚油酸

乳化液#218 8'亚油酸溶于 433 8':8E的乙醇

中$"与 314 8/05'2+013 磷酸盐缓冲液溶液 113

8'在具塞试管中混匀"混匀后于 73 Q避光反应

21 <) 取 83

!

'反应液"依次加入 113 8'08E的

乙醇"83

!

'/3E的硫氰酸铵和 83

!

'23 88/05'

(=-0

2

#溶于 /18E+-0$"震荡混匀"/ 8:> 后"在

833 >8处测定吸光值) 吸光值越小"说明样品对

亚油酸的自氧化抑制能力越强)

!")#数据统计分析

每个试验重复 / 次"结果取平均值) 数据统

计分析采用 ,S;=0软件进行"显著性水平 :A

3138"极显著性水平 :A3134)

25结果与分析

$"!#蛋白酶的选择

由图 4 可知"龟肉水溶液 #未添加酶"即对

照$的/"+清除率仅为 4313/E"而在各种酶的

适宜条件下"碱性蛋白酶(胰蛋白酶和木瓜蛋白酶

酶解得到的酶解液/"+清除率均高于 13E"其

中碱 性蛋 白酶 的 酶 解 液 / "+ 清 除 率 最 高

#10148E$) 通过方差分析可知"碱性蛋白酶与

胰蛋白酶(木瓜蛋白酶所得酶解液对/"+清除

率分别存在显著性差异和极显著性差异"且相比

127
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较而言"这 / 种酶中碱性蛋白酶的价格最低"因此

本试验选用碱性蛋白酶作为水解酶)

图 !#不同蛋白酶水解液清除羟自由基能力比较

41胃蛋白酶"21木瓜蛋白酶"/1中性蛋白酶"11风味蛋白酶"

81碱性蛋白酶"71胰蛋白酶"01对照)

*+,"!#_?0968?;950+45;745>/1,+1, 5<+;+2+/763

.?096;?752/7<? 0+33/9/12B962/57/7

412=2?:>" 21I3@2?:>" /1>=LI39?=" 1190;909?=" 81A09M/L3X@8="

712929:>"01;/>I3/01

$"$#单因素试验

2+值对羟自由基清除率的影响55同一种

酶在酶解时的最适 2+值并不是一个常数"最适

2+值因底物种类的不同而不同
*47+

) 由图 2 可

知"/"+清除率先随 2+值的增大而升高"在

2+913 时"/"+清除率达到最大"随后开始呈

现下降趋势) 这可以从 2+值与酶催化的关系

上解释"即在不同的 2+值条件下"底物分子和

酶分子中基团的解离状态不同"从而影响酶与

底物的结合能力以及酶分子的催化能力) 通

常"酶只在适宜的 2+值范围内"才能显示其催

化活性"当在最适 2+值条件下"酶催化反应速

度达到最大) 因此在酶解开始时要先调好 2+

值"以使酶解效果达到最好) 从试验结果看"2+

913 较佳)

图 $#B_值对羟自由基清除率的影响

*+,"$#P33/4263B_ 61.?0968?;950+45;

745>/1,+1, 542+>+2?

55酶解温度对羟自由基清除率的影响55由图

/ 可知"/"+清除率随温度的升高呈先上升后下

降的趋势) 在蛋白酶解过程中"温度影响蛋白酶

催化反应的速度和酶的稳定性) 温度升高"反应

速度会加快"但酶是一种具有生物活性的蛋白质"

温度过高会使酶的特定结构发生改变"酶的活性

会降低甚至失活"从而影响反应速度
*40+

) 从耗能

角度看"酶解温度 88 Q最佳)

图 %#温度对羟自由基清除率的影响

*+,"%#P33/42632/:B/952C9/61.?0968?;

950+45;745>/1,+1, 542+>+2?

55加酶量对羟自由基清除率的影响55由图 1

可知"随着加酶量的不断增加"/"+清除率不断

上升"但当加酶量达到 218E时"/"+清除率的

增加趋于平缓"因此从成本角度考虑"选择加酶量

为 218E比较合理)

图 &#加酶量对羟自由基清除率的影响

*+,"&#P33/4263/1L?:/H26H7C<72952/952+6 61

.?0968?;950+45;745>/1,+1, 542+>+2?

55时间对羟自由基清除率的影响55酶的催化

速度会受到产物的影响"反应初期"产物的抑制作

用小"随着时间的延长"酶活力逐渐下降"游离小

肽和氨基酸增多"产物的抑制作用增加
*49+

) 由图

8 可知"反应进行 / < 后"/"+清除率随时间的

延长呈缓慢下降的趋势"因此选择 / < 为最佳酶

解时间)
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图 '#时间对羟自由基清除率的影响

*+,"'#P33/42632+:/61.?0968?;950+45;

745>/1,+1, 542+>+2?

55料液比对羟自由基清除率的影响55由图 7

可知"当料液比为 418=23 B58'时"/"+清除率

达到最高) 当料液比减小时"/"+清除率也随

着减小"这是因为随着水过多的加入"酶的有效质

量浓度降低"结果反应速度降低"蛋白降解产物中

抗氧化肽生成量减少%当料液比大于 418=23 B5

8'时"/"+清除率也呈下降趋势"这是因为酶

解反应中水量过少"不利于蛋白质分子的溶解和

伸展"结果用于酶解的反应位点减少"影响了抗氧

化活性肽的生成量或种类
*4:+

) 从成本角度看"料

液比 418=23 B58'最佳)

图 (#料液比对羟自由基清除率的影响

*+,"(#P33/4263:52/9+5;H26H;+\C+0952+6 61

.?0968?;950+45;745>/1,+1, 542+>+2?

$"%#正交优化试验

正交试验设计及结果见表 /"对试验结果进

行方差分析见表 1)

表 %#正交试验设计及结果

-5<"%#K/7+,15109/7C;2763692.6,615;/8B/9+:/12

序号

>/1

酶解条件

;/>C:I:/>?/A<@C3/0@?:?

& K - 4

羟自由基清除率5E

<@C3/S@039C:;90?;9M=>B:>B 9;I:M:I@

U

4 4#018$ 4#83$ 4#2E$ 4#4=23$ 83189

2 4 2#88$ 2#218E$ 2#418=23$ 081:2

/ 4 /#73$ /#/E$ /#2=23$ 72147

1 2#913$ 4 2 / 78173

8 2 2 / 4 071/8

7 2 / 4 2 09104

0 /#918$ 4 / 2 031/8

9 / 2 4 / 7:134

: / / 2 4 781:0

Y

4

7219: 72149 77143 711/3

Y

2

0/188 0/107 7:147 011::

Y

/

79111 791:8 7:172 7818:

表 &#方差分析结果

-5<"&#D/7C;2763>59+514/515;?7+7

方差来源

?/L3;=

离均差平方和

**

自由度

CH

均方

T*

N

显著性

?:B>:A:;9>;=

& /141714 2 4031924 171702

""

K 1371102 2 23/12/7 88182:

""

- 111343 2 221338 71342

""

4 1391:19 2 2311101 881970

""

误差 =33/3 /21:1/ : /1773

总和 I/I90 4 2/11341 40

%/I=?!N

3138

#2":$ >1127"N

3134

#2":$ >9132)

727
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55根据正交试验的方差分析结果可知"因素 &

#2+$(K#温度$和 4#料液比$对/"+清除率有

极显著影响"因素 -#加酶量$有显著影响"影响

/"+清除率的主要因素顺序是!4DKD&D-)

在本试验中"/"+清除率越大越好"优化方案应

选取各因素最大 Y值所对应的水平"因此选得最

佳组合为 &

2

K

2

-

/

4

2

) 将直接分析得到的最佳组

合 # &

2

K

/

-

4

4

2

$ 与计算分析得到的最佳组合

#&

2

K

2

-

/

4

2

$同时进行验证试验"/"+清除率分

别为 0:11:E和 92139E) 由验证试验结果可知"

&

2

K

2

-

/

4

2

为碱性蛋白酶最佳酶解工艺条件"即

2+值 913(酶解温度 88 Q(加酶量#,5*$/13E(

料液比 418=23 B58'(酶解时间 / <)

$"&#酶解产物的抗氧化作用

酶解液对)"+的清除活性55在体内活性氧

自由基中"/"+具有最强的活性"很容易与生物分

子#如氨基酸(蛋白质和 4%&$反应"因此清除/"+

是预防各种疾病的一种有效方法
*23+

) 由图 0 可知"

.

-

对/"+的清除效果最好"其次是肌肽"虽然酶解

液清除/"+的效果不如 .

-

和肌肽"但其对/"+

清除能力与浓度呈现出明显的量效关系)

图 )#酶解液对羟自由基的清除效果

*+,")#_?0968?;950+45;745>/1,+1,

5<+;+2? 63.?096;?752/7

55酶解液对 "

2 6

)的清除活性55虽然 "

2 6

/

活性不大"但它可转化成活性更强的氧化物"如单

线态氧和/"+"间接引发脂质过氧化反应
*24+

)

由图 9 可知"随着样品浓度的升高"/ 种物质对

"

2 6

/的抑制率均增大"且当浓度高于 318 8B5

8'时"对 "

2 6

/的抑制率均趋于平缓) 样品浓度

在 314 <413 8B58'范围内"酶解液对 "

2 6

/的

抑制率不如肌肽"但当浓度高于 413 8B58'时"

酶解液对 "

2 6

/的抑制率高于肌肽"表明酶解液

是一种较好的 "

2 6

/抑制剂)

图 d#酶解液对超氧阴离子自由基的清除效果

*+,"d#GCB/968+0/51+61950+45;745>/1,+1,

5<+;+2? 63.?096;?752/7

55酶解液对 466+)的清除活性55从图 : 可

知".

-

对 466+/的清除作用最强"在很小的浓

度时清除率就达到了将近 433E"远远高于肌肽

和酶解液) 而酶解液与肌肽相比"酶解液对

466+/的清除率比肌肽高很多"在浓度为 / 8B5

8'时"酶解液对 466+/的清除率是肌肽的 2 倍

多"显示酶解液具有较强的 466+/清除作用)

在相同的测定方法和样品浓度#2 8B58'$下"黄

缘盒龟肉多肽 466+/清除率#1/1/4E$显著高

于罗非鱼鱼皮多肽#48179E$

*44+

"表明黄缘盒龟

肉是一种有效的 466+/清除剂)

图 S#酶解液对 K[[_自由基的清除效果

*+,"S#K[[_950+45;745>/1,+1,

5<+;+2? 63.?096;?752/7

55酶解液的还原能力55样品的还原能力与抗

氧化能力呈正相关"还原能力大的样品是良好的电

子供体"其供应的电子不仅能使 (=

/ ?

还原成 (=

2 ?

"

同时能与自由基反应"使自由基成为较为稳定的物

027
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质"从而中断自由基连锁反应
*22+

) 图 43 显示出

.

-

还原能力最高"在 314 <318 8B58'浓度范围

内 .

-

的还原能力迅速增强"随后趋于稳定) 肌肽

和酶解液的还原能力随样品浓度的增大而增大"即

还原能力与样品浓度呈线性正相关) 与肌肽相比"

酶解液具有更高的还原能力) 在相同的测定方法

和样品浓度#43 8B58'$下"黄缘盒龟肉多肽的还

原能力#3118:$是大豆肽#31317$

*42+

的近 43 倍"表

明黄缘盒龟肉具有较强的还原能力)

图 !R#酶解液的还原能力

*+,"!R#D/0C4+1, B6@/963.?096;?752/7

55酶解液对 +

2

"

2

的清除活性55+

2

"

2

在生

物体内容易被分解为 +

2

"和 "

2

"在 "

2 6

/(金属

离子或者强烈紫外线照射时"会发生均裂生成/

"+"所以清除 +

2

"

2

分子可以阻止/"+的产生)

由图 44 可知"随着样品浓度的升高"/ 种物质对

+

2

"

2

的清除率均增大"且当浓度高于 4 8B58'

时"/ 种物质对 +

2

"

2

的清除能力基本相同"显示

酶解液是一种较好的 +

2

"

2

清除剂) 在相同的测

定方法和样品浓度#28B58'$下"黄缘盒龟肉多

图 !!#酶解液对 _

$

Y

$

的清除效果

*+,"!!#_?096,/1B/968+0/745>/1,+1,

5<+;+2? 63.?096;?752/7

肽 +

2

"

2

清除率#:0120E$显著高于罗非鱼鱼皮

多肽 #1114E$

*44+

"表明黄缘盒龟肉具有较强的

+

2

"

2

清除能力)

酶解液的亚铁离子螯合能力55由图 42 可

知".

-

的亚铁离子螯合能力随浓度的变化不大"

螯合能力非常低"在 8 8B58'时".

-

的亚铁离子

螯合能力仅为 :110E"而肌肽和酶解液的亚铁离

子螯合能力随浓度的增大而迅速增强"在 8 8B5

8'时"肌肽和酶解液的亚铁离子螯合能力分别

达 :8127E和 981:3E"表明酶解液具有较强的亚

铁离子螯合能力)

图 !$#酶解液的亚铁离子螯合能力

*+,"!$#*/996C7+614./;52+1, 45B54+2? 63.?096;?752/7

55酶解液对亚油酸自氧化的抑制能力55由图

4/ 可知"随着浓度的增大".

-

和酶解液的吸光值

均呈显著下降趋势"而肌肽的吸光值下降趋势平

缓"表明 .

-

和酶解液对亚油酸自氧化的抑制作

用与浓度呈现出明显的量效关系) 虽然同 .

-

和

肌肽相比"酶解液对亚油酸自氧化的抑制作用偏

低"但其对亚油酸自氧化抑制作用随样品浓度的

增大而下降的斜率最大)

图 !%#酶解液对亚油酸自氧化的抑制能力

*+,"!%#J1.+<+2+6163;+16;/+454+0

5C268+052+6163.?096;?752/7
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/5结论

通过比较 7 种不同类型的蛋白酶#胃蛋白酶(

胰蛋白酶(碱性蛋白酶(木瓜蛋白酶(中性蛋白酶

和风味蛋白酶$对黄缘盒龟肉的酶解效果"确定

碱性蛋白酶为最适水解酶) 在单因素和正交试验

的基础上"优化出酶解黄缘盒龟肉制备抗氧化肽

的最佳酶解条件!2+值 913(酶解温度 88 Q(加

酶量#酶5底物",5*$ /13E(料液比 418 =23 B5

8'(酶解时间 / <"此条件下"羟自由基清除率达

到 92139E) 此外"从/ "+("

2 6

/(466+/(

+

2

"

2

的清除效果及还原能力(亚铁离子螯合能

力(亚油酸自氧化抑制能力等方面探讨了龟肉酶

解产物的体外抗氧化能力) 研究表明"黄缘盒龟

肉酶解产物的抗氧化活性较强"值得进一步开发

利用) 目前"有关黄缘盒龟肉酶解产物的生理活

性及抗氧化肽的分离纯化工作正在进行中)
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