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摘 要: 以芝麻蛋白为原料，螯合率和螯合物的产品得率为指标，在单因素实验基础上采用 Box － Behnken 响
应面分析法，研究 VC 与亚铁盐质量比、肽铁质量比、pH 值、时间、温度、乙醇用量对螯合反应的影响，从而优
化芝麻蛋白肽亚铁螯合物的制备工艺。结果表明:最佳螯合反应条件为 VC 与亚铁盐的质量比0. 2∶ 1、肽铁质
量比3∶ 1、pH7. 40、时间17 min、温度 32 ℃、乙醇体积倍数为反应液体积的 6 倍。在此条件下，螯合率为
72. 36%，螯合物产物得率为 44. 09 %。
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铁是生物体维持正常生命活动所必需的微量

元素，是细胞色素、血红蛋白以及酶的重要组成部
分，起着运输氧和电子的功能。［1］缺铁会导致贫
血，发育不良等多种疾病。［1］近年来研究结果表
明，无机酸铁和有机酸铁吸收利用差，有一定毒副

作用。而肽亚铁螯合物无胃肠道刺激、吸收率高，
安全没有不良反应，是理想的铁补充剂。［2 － 4］目

前，以芝麻蛋白肽与亚铁离子螯合制备肽亚铁螯

合物的研究较少。芝麻蛋白中含硫氨基酸丰富，
这些氨基酸具有与金属结合的活性基团。而且我
国芝麻资源丰富，芝麻榨油副产品芝麻粕含蛋白

质 40% ～ 46%，但通常被用作饲料或农业肥
料，［5］使芝麻蛋白没有得到进一步综合利用。
本研究采用酶法制备芝麻蛋白肽，与氯化亚

铁螯合制备芝麻蛋白肽 －亚铁螯合物。通过单因
素试验和响应面实验，确定最佳的螯合条件，筛选

制备芝麻蛋白肽亚铁螯合物的最佳工艺条件，为

新型补铁产品的开发利用提供一定的依据。

1 材料与方法

1. 1 实验材料与设备
芝麻蛋白: 实验室自制。碱性蛋白酶 ( 230

U /mg) 购于上海蓝季科技发展有限公司; 抗坏血
酸、邻菲啰啉、四水合氯化亚铁、硫酸亚铁、盐酸羟

胺、高锰酸钾、无水乙醇等均为国产分析纯。
S － 3C pH计:上海精科有限公司; GT10 －2 台

式高速离心机:北京北利离心机有限公司; HH － 8
数显恒温水浴锅:国华电器有限公司; 755S 紫外可
见分光光度计:上海棱光技术有限公司。
1. 2 实验方法
1. 2. 1 芝麻蛋白的酶解
称取一定量的芝麻蛋白配成 2%的蛋白液→

调节 pH 至碱性蛋白酶反应最适 pH10 ( 2 mol /L
NaOH和 HCl调节) →按 1 250 U /g比例添加碱性
蛋白酶→50 ℃下酶解 3 h→灭酶 ( 加热煮沸 10
min) →离心( 4 000 r /min，20 min) →收集上清液
→冷冻干燥即得芝麻蛋白肽。［5］

1. 2. 2 亚铁螯合物的制备
称取一定质量的芝麻蛋白肽配成 30 mg /mL

芝麻蛋白肽溶液→加入适量 VC→搅拌，调节 pH
至 5. 0( 2 mol /L NaOH 和 HCl 调节) →按比例加
入四水合氯化亚铁( 肽∶ 铁 = 3∶ 1 ) →恒温热水浴
中反应 30 min→加入无水乙醇析出螯合物→离心
( 10 000 r /min，15 min) ，弃上层清液→无水乙醇
洗涤沉淀→离心( 10 000 r /min，15 min) ，弃上层
清液→干燥→得到芝麻蛋白肽 －亚铁螯合物。
1. 2. 3 铁含量测定
采用邻菲啰啉比色法。［6］

—45—

美食研究 2018( 3) : 54 ～ 59 Journal of Ｒesearches on Dietetic Science and Culture



1. 2. 4 螯合率测定
螯合率 =M1 /M0 × 100%

上述公式中，M1 为螯合物中铁的质量( mg) ;
M0 为加入反应体系中铁的总质量( mg) 。
1. 2. 5 螯合物产品得率的测定
产品得率 =W1 /W0 × 100%

［6 － 7］

上述公式中，W1 为经干燥后的芝麻蛋白肽 －
亚铁螯合物的总质量( mg) ; W0 为多肽与铁盐的

总质量( mg) 。
1. 2. 6 螯合条件单因素实验
在肽铁质量比3∶ 1、温度40 ℃、pH5. 0、时间30

min、无水乙醇体积倍数为6 ( 无水乙醇是反应结
束反应液体积的倍数) 的条件下，研究 VC 与亚铁

盐不同质量比 ( 0. 10 ∶ 1. 00、0. 15 ∶ 1. 00、0. 20 ∶
1. 00、0. 25∶ 1. 00、0. 30∶ 1. 00) 对螯合反应的影响。
在 VC 与亚铁盐的质量比0. 20∶ 1. 00、温度40

℃、pH5. 0、时间30 min、无水乙醇体积倍数为6的
条件下，研究肽铁不同质量比( 0. 5∶ 1. 0、1. 0∶ 1. 0、
2. 0∶ 1. 0、3. 0∶ 1. 0、4. 0∶ 1. 0) 对螯合反应的影响。
在 VC 与亚铁盐的质量比0. 20∶ 1. 00、肽铁质

量比2. 0∶ 1. 0、温度40 ℃、时间30 min、无水乙醇体
积倍数为6的条件下，研究不同 pH ( 4、5、6、7、8 )
对螯合反应的影响。
在 VC 与亚铁盐的质量比0. 20∶ 1. 00、肽铁质

量比2. 0∶ 1. 0、温度40 ℃、pH7、无水乙醇体积倍数
为6的条件下，研究反应时间 ( 10、20、30、40、50
min) 对螯合反应的影响。
在 VC 与亚铁盐的质量比0. 20∶ 1. 00、肽铁质

量比2. 0∶ 1. 0、pH7、时间20 min、无水乙醇的体积
倍数为6的条件下，研究不同温度( 20、30、40、50、
60 ℃ ) 对螯合反应的影响。
在 VC 与亚铁盐的质量比0. 20∶ 1. 00、肽铁质

量比2. 0∶ 1. 0、温度30 ℃、pH7、时间20 min的条件
下，研究不同无水乙醇体积倍数 ( 4、5、6、7、8 ) 对
螯合反应的影响。以螯合率和产品得率为评价指
标，按上述顺序进行单因素实验，每组实验做3次
平行，取平均值。
1. 2. 7 响应面优化
在单因素实验的基础上，以螯合率和产品得

率为响应值进行四因素三水平的响应面实验，［5］

因素水平如表 1 所示。
1. 2. 8 数据处理
采用 Design － Expert 8. 0. 6 软件对数据进行

分析处理。［8］

表1 响应面自变量因素编码及水平

因 素
水 平

－ 1 0 1

A肽铁质量比 1∶ 1 1∶ 2 1∶ 3
B pH值 6 7 8

C时间( min) 10 20 30
D温度( ℃ ) 20 30 40

2 结果与分析

2. 1 单因素实验结果
2. 1. 1 VC 与亚铁盐的质量比对螯合反应的影响

二价铁在水中极易被氧化为 Fe2O3，需要加

入抗氧化剂加以保护。VC 加入过少，Fe
2 +容易氧

化成 Fe3 +，导致螯合产物不纯; ［9，10］VC 加入过多，

虽能有效防 Fe2 +的氧化，但反应体系中多余的 VC

可能会破坏反应体系的酸碱值，螯合率和产品得

率略有下降。［9］因此芝麻蛋白肽 －亚铁螯合反应
的 VC 与亚铁盐的质量比应选取0. 2∶ 1。

图 1 VC 与亚铁盐质量比对蛋白肽亚铁

螯合率及产品得率的影响

2. 1. 2 肽与亚铁盐的质量比对螯合反应的影响
由图2可知，当肽铁质量比从0. 5 ∶ 1. 0到2. 0 ∶

1. 0时，螯合率和产品得率上升，分别为49. 87%、
25. 20%，当肽与亚铁盐质量比超过2. 0∶ 1. 0时，螯
合率和螯合物的产品得率下降。这可能是因为当
多肽与氯化亚铁的质量比过少时，形成的螯合物

环状结构不稳定;若肽铁质量比过大，部分多肽剩

余没有参与反应，使得螯合率和产品得率下

降。［1，10］因此，螯合反应的肽铁质量比例为1. 0 ∶
1. 0 ～ 3. 0∶ 1. 0。
2. 1. 3 pH值对螯合反应的影响
由图 3 可知，随着 pH 值的增大，螯合率和产

品得率都是先上升后下降。这是因为在酸性环境
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中，溶液中氢离子浓度增加，氢离子与亚铁离子争

夺供电子基团，影响螯合物的形成; 在碱性环境

中，溶液中氢氧根离子与亚铁离子形成氢氧化物

沉淀，从而使螯合物和产物得率降低。［10］因此选
取 pH为 6 ～ 8。

图 2 肽铁质量比对蛋白肽亚铁
螯合率及产品得率的影响

图 3 pH值对蛋白肽亚铁螯合率
及产品得率的影响

2. 1. 4 反应时间对螯合反应的影响
由图 4 可知，随时间的延长，螯合率和产品得

率先上升后下降，当达到 20 min 时，螯合率和产
品得率达到最大，一般金属离子与蛋白肽在溶液

中螯合反应速度均很快，在短时间内即能反应完

全。因此反应时间选取 10 ～ 30 min之间。

图 4 时间对蛋白肽亚铁螯合率
及产品得率的影响

2. 1. 5 温度对螯合反应的影响
由图 5 可知，当温度为 20 ～ 30 ℃时，温度升

高会使螯合率和产品得率逐渐增加，这可能是因

为温度过低，会导致多肽与 Fe2 + 的反应活力下

降，使得螯合反应进行缓慢;但多肽与金属离子的

螯合反应为放热反应，温度过高会抑制反应的正

向进行，促进亚铁离子氧化水解，生成 Fe ( OH) 3
沉淀，螯合率和产物得率下降，产物的稳定性也受

到一定影响。［2，9］

图 5 温度对蛋白肽亚铁螯合率及产品得率的影响

2. 1. 6 乙醇用量对螯合反应的影响
由图 6 可知，随乙醇的体积倍数增大，螯合率

和产品得率先增加后趋于稳定。这主要是因为当
加入的乙醇过少时，螯合物不能沉淀完全; ［9］当

加入的乙醇较多时，又会破坏芝麻蛋白肽与亚铁

离子的结合，导致螯合率与产品得率略有下降。
因此，选用乙醇体积倍数为反应液体积的 6 倍。

图 6 乙醇用量对蛋白肽亚铁
螯合率及产品得率的影响

2. 2 响应面实验结果及方差分析
响应面实验设计及结果如表 2 所示。

2. 2. 1 螯合率分析结果
以螯合率为指标，采用 Design － Expert． 8. 0. 6

对试验数据进行拟合，得到回归方程如下:

Y1 = 72. 21 + 3. 45A + 7. 89B + 0. 16C +
0. 090D + 0. 050AB － 0. 36AC + 0. 090AD － 1. 15BC
－ 0. 21BD － 2. 85CD － 4. 82A2 － 11. 00B2 － 1. 51C2

－ 1. 47D2。
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由表 3 可知，模型中 P ＜ 0. 000 1，Ｒ2 = 0.
989 3，表明此模型极其显著。失拟项 P = 0. 070 9
＞ 0. 05，影响不显著，说明结果可靠。由回归方程
的显著性检验可知，模型中 A、B、A2、B2 对螯合率

的影响极显著，CD、C2、D2 对螯合率的影响显著，

其他因子影响不显著。各因素对亚铁螯合率影响
的大小依次为: B ＞ A ＞ C ＞ D。

表 2 响应面实验设计与结果

实验
号

A B
C
( min)

D
( ℃ )
螯合率
( % )
产品得
率( % )

1 － 1 1 － 1 0 61. 73 31. 86

2 － 1 0 0 1 62. 36 31. 67

3 0 1 0 1 66. 69 35. 17

4 0 0 0 0 72. 60 43. 02

5 1 － 1 0 0 49. 77 26. 51

6 1 0 0 － 1 69. 89 38. 13

7 0 － 1 － 1 0 51. 84 21. 32

8 0 0 0 0 72. 67 42. 65

9 0 － 1 1 0 53. 48 24. 13

10 0 － 1 0 － 1 52. 61 23. 52

11 － 1 0 0 － 1 62. 64 32. 98

12 1 0 0 1 69. 97 38. 40

13 0 － 1 0 1 53. 15 23. 83

14 0 0 － 1 － 1 65. 38 31. 50

15 0 0 0 0 71. 46 41. 79

16 0 0 0 0 71. 64 42. 78

17 0 1 0 － 1 67. 00 34. 76

18 0 0 1 1 66. 50 29. 90

19 0 0 0 0 72. 67 43. 17

20 － 1 0 1 0 63. 45 33. 43

21 0 1 1 0 65. 84 31. 89

22 0 0 － 1 1 71. 61 37. 83

23 0 0 1 － 1 71. 68 34. 39

24 0 1 － 1 0 68. 82 39. 43

25 1 0 － 1 0 69. 28 37. 83

26 1 1 0 0 68. 59 41. 51

27 1 0 1 0 69. 57 39. 23

28 － 1 1 0 0 62. 05 32. 97

29 － 1 － 1 0 0 43. 43 21. 89

在图 7、图 8 中，当肽铁质量比、pH 值、时间
和温度中任意 2 个因素为零水平时，剩下 2 个因
素均可对螯合率产生不同程度的影响。［8］通过曲

面陡峭程度判断因素对响应值影响的显著性。［10］

结果显示: pH和肽铁质量比对螯合率的影响极显
著，随着这 2 个因素值的升高，螯合率均先上升后
下降。这与表 3 中的方差分析的结果一致。

表 3 螯合率回归模型及方差分析

方差
来源
平方和
自由
度
均方和 F值 P值 显著性

模型 1 777. 47 14 126. 96 92. 67 ＜ 0. 000 1 ＊＊

A 142. 90 1 142. 90 104. 30 ＜ 0. 000 1 ＊＊

B 747. 50 1 747. 50 545. 58 ＜ 0. 000 1 ＊＊

C 0. 29 1 0. 29 0. 21 0. 653 5

D 0. 097 1 0. 097 0. 071 0. 793 9

AB 0. 001 1 0. 001 0. 007 0. 933 1

AC 0. 51 1 0. 51 0. 37 0. 551 1

AD 0. 032 1 0. 032 0. 024 0. 880 0

BC 5. 34 1 5. 34 3. 89 0. 068 5

BD 0. 18 1 0. 18 0. 13 0. 722 0

CD 32. 55 1 32. 55 23. 76 0. 000 2 *

A2 150. 58 1 150. 58 109. 91 ＜ 0. 000 1 ＊＊

B2 108. 71 1 108. 71 150. 75 ＜ 0. 000 1 ＊＊

C2 14. 83 1 14. 83 10. 82 0. 005 4 *

D2 14. 10 1 14. 10 10. 29 0. 006 3 *

残差 19. 18 14 1. 37

失拟项 17. 72 10 1. 77 4. 85 0. 070 9

净误差 1. 46 4 0. 37

总和 1 796. 66 28

Ｒ2 = 0. 989 3 Ｒ2
Adj = 0. 978 6 CV = 1. 82%

图 7 pH值和肽铁质量比对亚铁
螯合率影响的响应面图

2. 2． 2 产品得率分析结果
以产品得率为指标，对数据进行拟合，得到回

归方程如下:

Y2 = 42. 68 + 3. 07A + 6. 21B － 0. 57C + 0. 13D
+ 0. 98AB － 0. 043AC + 0. 39AD － 2. 59BC +
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0. 025BD － 2. 71CD － 2. 79A2 － 8. 98B2 － 4. 50C2 －
4. 58D2。

图 8 温度和时间对亚铁螯合率
影响的响应面图

由表 4可知，模型中 P ＜0. 000 1，Ｒ2 =0. 987 8，
说明此模型极其显著。失拟项 P = 0. 069 7 ＞
0. 05，影响不显著，说明结果可靠。由回归方程的
显著性检验可知，模型中 A、B、A2、B2 对产品得率

的影响极显著，CD、C2、D2 对产品得率的影响显

著，其他因子影响不显著。
表 4 产品得率回归模型及方差分析

方差
来源
平方和
自由
度
均方和 F值 P值 显著性

模型 1 257. 87 14 89. 85 81. 96 ＜ 0. 000 1 ＊＊

A 112. 91 1 112. 91 103. 01 ＜ 0. 000 1 ＊＊

B 462. 89 1 462. 89 422. 28 ＜ 0. 000 1 ＊＊

C 3. 85 1 3. 85 3. 52 0. 081 8

D 0. 19 1 0. 19 0. 18 0. 681 5

AB 3. 84 1 3. 84 3. 50 0. 082 2

AC 0. 007 1 0. 007 0. 006 0. 936 4

AD 0. 62 1 0. 62 0. 57 0. 463 0

BC 26. 78 1 26. 78 24. 43 0. 000 2

BD 0. 003 1 0. 003 0. 002 0. 962 6

CD 29. 27 1 29. 27 26. 70 0. 000 1 *

A2 50. 60 1 50. 60 46. 16 ＜ 0. 000 1 ＊＊

B2 522. 85 1 522. 85 476. 97 ＜ 0. 000 1 ＊＊

C2 131. 46 1 131. 46 119. 92 ＜ 0. 000 1 *

D2 136. 32 1 136. 32 124. 36 ＜ 0. 000 1 *

残差 15. 35 14 1. 10

失拟项 14. 19 10 1. 42 4. 90 0. 069 7

净误差 1. 16 4 0. 29

总和 1 273. 22 28

Ｒ2 = 0. 987 8 Ｒ2
Adj = 0. 975 9 CV = 3. 07%

利用三维图谱可以直观地显示肽与亚铁盐质

量比、pH、时间和温度对产品得率的影响，如图 9
所示，响应曲面较陡，肽铁质量比和 pH 值对螯合
物产物得率影响显著。随着这 2 个因素值的升
高，产品得率均先上升后下降。从图 10 可以看
出，温度和时间的交互作用显著，这与回归方程方

差分析一致。

图 9 pH值和肽铁质量比对产品
得率影响的响应面图

图 10 温度和时间对产品得率影响的响应面图

2. 2. 3 最佳工艺参数的确定及验证实验
由模型方程计算可得，芝麻蛋白肽制备亚铁

螯合物的最优方案为: 肽铁质量比为3 ∶ 1、pH 为
7. 41、时间为17. 36 min、温度为31. 66 ℃，螯合率
和螯合物产物得率的理论值分别为 72. 42%、
44. 60%。根据实验的实际情况和可操作性将螯合
条件调整为:肽铁质量比为3 ∶ 1、pH 为7. 40、时间
为17 min、温度为32 ℃。在此条件下，实验重复3
次，最终得到的螯合率和螯合物产物得率分别为

72. 36%、44. 09%，与理论值相差不大，说明基于
响应面实验所得的优化制备芝麻肽亚铁螯合物的

工艺参数是可靠的。

3 结论

本研究探讨了制备芝麻肽亚铁螯合物的工艺

条件，结果显示，各因素对螯合效果影响由大到小

依次为 pH、肽与亚铁盐铁质量比、时间、温度。最
佳螯合条件为: VC 与亚铁盐的质量比0. 2∶ 1. 0、肽
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铁质量比3∶ 1、pH7. 40、时间17 min、温度32 ℃、乙
醇体积倍数为反应液体积的6倍。在此条件下得到
的螯合率和产品得率分别为72. 36%、44. 09%，与
理论值相差不大，因此利用响应面法优化制备芝

麻肽亚铁螯合肽的工艺参数是可行的。
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Optimization of preparation process of sesame
protein peptide ferrous chelate

HU Qiaoqian，CAO Hui，GE Linli，ZHANG Meng，CHEN Zitong
( College of Tourism and Culinary Science，Yangzhou University，Yangzhou，Jiangsu 225127，China)

Abstract: In order to optimize the preparation process of sesame protein peptide ferrous chelate，taking sesa-
me protein as raw material and chelating rate and chelating product yield as indicators，the effects of VC and
ferrous salt mass ratio，peptide iron mass ratio，pH value，time，temperature and ethanol dosage on the chela-
tion reaction were investigated． On the basis of single-factor experiments，Box-Behnken response surface anal-
ysis method was used to optimize the preparation process of ferrous protein chelating peptides． The optimal
chelation reaction condition was: 0． 2: 1 of the mass ratio of VC to ferrous salt，3: 1 of the mass ratio of peptide
to iron，7． 40 of pH，17min of time，32℃ of temperature，and 6: 1 of the volumetric ratio of ethanol to the re-
action liquid． Under these conditions，the chelation rate was 72． 36%，and the chelate product yield was 44．
09% ．

Key words: Sesame protein peptide; ferrous chelate; chelate; chelate rate
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