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摘 要：利用不同蛋白酶酶解大豆蛋白质，大豆蛋白酶解过程中氨基酸的释放规律表明，氨基酸

的释放与蛋白酶的种类和酶解时间有关。在酶解产物中，以蛋白酶I酶解产物中鲜味氨基酸和含

硫氨基酸含量最高，醇厚感强，更适合于酶解大豆蛋白制备风味基料。通过感官评定比较了酶解

液及其Maillard反应产物的呈味差异，发现Maillard产物具有更好的醇厚感和鲜味。分析了酶解

液中不同分子量级分Maillard反应产物的呈味特点，发现相对分子质量3 000～5 000的级分其

Maillard产物能够明显地增强风味，包括鲜味、醇厚味以及后味。
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Abstract：In this study，different proteases were used to hydrolyze soy protein，and it was found

that the amino acid release of the hydrolysis process was related to the type of protease and

hydrolyzing time．Hydrolyzate of protease 1 was contained most plentiful of umami amino acids

and sulfur，and exhibited more strong mellow and thick effect and might be more suitable for

enzymatic preparation of soy protein—based flavoring materials．Maillard reaction products had

better flavor and a sense of mellow than that of hydrolyzate through the sensory evaluation．The

flavor profiles of different molecular weight fraction of the Maillard reaction products were

characterized and it was confirmed that the Maillard reaction products of molecular weight of 3，

000 to 5，000 would significantly enhance the flavor，including umami and mellow taste，as well

as after taste．
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国内生产的肉味香精大多为以肉类或其加工

的副产物为主要来源。但由于肉类来源、新鲜度及

冷藏时间等因素的影响，内源酶作用程度的不同导

致蛋白质的降解程度不同，从而使得蛋白水解物中

氨基酸和肽的含量存在一定的差异，最终导致美拉

德反应产物的风味质量和风味特性不稳定，不同批

次生产的产品质量很难标准化；另一方面，动物蛋

白生产成本高、生产周期长、蛋白资源转化率较低，

特别是近年来国内肉价持续上涨，价格居高不下，

严重制约肉味香精生产企业的发展；国内相当多的

调味品加工企业利用鸡肉骨架、动物内脏等副产品

通过酶解生产调味品，药物残留和重金属污染不可

避免地带人调味料产品中，从而影响调味品的食用

安全性，这是引发食品质量安全问题的主要潜在危

险之一。

利用大豆蛋白生产美拉德肽风味料，具有营养

丰富、价格合理、天然安全、风味独特等特点，这对

提升我国调味品的档次和市场竞争力具有重要的

意义。

近年来，肽呈味功能的理论和应用引起了各国

学者的广泛关注[1]，日、韩调味品行业发达，在呈味

肽的性质、应用规律方面居世界领先地位。而我国

在风味增强肽基础理论以及应用研究方面比较薄

弱。因此，作者根据不同蛋白酶的酶解特性，选择

合适的酶，研究不同蛋白酶酶解产物的特点和酶解

规律；研究酶解液中不同组分对美拉德反应产物风

味的影响，确定美拉德反应的最适底物。

I材料与方法

1．I实验材料

蛋白酶I(米曲霉，5 500 U／g)，蛋白酶II(枯草

杆菌霉，150 000 U／g)，蛋白酶Ⅲ(蜂蜜曲霉，30 000

U／g)：日本天野酶制品株式会社产品；凝胶型大豆

分离蛋白(蛋白质质量分数>90％)：山东谷神生物

科技集团有限公司生产；氢氧化钠、甲醛、盐酸、硫

酸铜、硫酸钾(分析纯)：中国医药集团上海化学试

剂有限公司产品。

1．2实验方法

1．2．1 酶法水解大豆蛋白 将一定量的大豆分

离蛋白溶于蒸馏水中，获得8 g／dL的蛋白浆液，在

灭菌锅中加热至100℃，灭菌10 min后冷却，置于

恒温振荡水浴锅中，调节pH值为某一设定的初始

值，加入蛋白酶，控制其pH和温度进行反应，恒温

反应一定时间后，调节pH至大豆蛋白等电点使其

沉淀，置于95℃水浴中灭酶20 rain，离心(3 500 r／

rain，20 rain)，过滤，所得滤液为大豆蛋白酶解产

物。

1．2．2 总氮含量及可溶性氮含量测定 凯式定

氮法∞j。

1．2．3氨基氮含量测定 甲醛电位滴定法[2]。

1．2．4酶解液超滤 将1．2．1中所得到的酶解

产物依次通过5 000、3 000以及1 000的超滤膜，得

到相对分子质量>5 000、5 000～3 000、3 000～

1 000、<l 000组分，冷冻干燥，并在一18℃冷藏。

I．2．5 酶解液Maillard反应 取适量不同相对

分子质量的酶解组分，加入适当的木糖，在95℃，

pH值为7．0的条件下反应3．5 h进行Maillard反

应，冷却取出，供感官评定和成分分析。

1．2．6 反应产物呈味评价 鲜味评定参考

Ogasawara(2006)[31的方法。在纯净水中加入

1．5％的谷氨酸钠和0．5％的NaCI，搅拌均匀，加入

2％的样品作为品尝对象，在60℃恒温水浴10

rain，以质量分数2％麦芽糊精代替样品溶液作为对

照组，进行鲜味评定。评定小组由8位人员组成，

打分采用7分制，将麦芽糊精的对照溶液设定为3

分。

1．2．7 Maillard反应前后游离氨基酸及总氨基酸

分析色谱条件：仪器：安捷伦液相色谱仪；色谱

柱：4．0×125 mm C18；柱温：40℃；流动相：20

mmol醋酸钠溶液；y(甲醇)：V(乙腈)一1：2；检

测器：UV338 nm；体积流量：1．0 mL／min。

2结果与讨论

2．1大豆蛋白酶解条件的确定

影响酶解的因素很多，如酶的选择及用量、蛋

白质的变性程度、温度、pH、离子强度、固液比、搅拌

速度、酶解时间等。表1为不同蛋白酶的特性。

表1不同蛋白酶的特性‘

Tab．1 The characteristics of different protease

根据上述蛋白酶的特性，确定酶解条件，见表2。

2．2大豆蛋白酶解过程中氮存在形态的变化

按照各酶的作用条件调节初始太豆蛋白浆液

的pH值和温度，加入相应量酶，置于恒温振荡水浴

锅中反应，分别酶解3、6、12、24 h和48 h。酶解完

毕，将酶解液灭酶、离心过滤，取滤液分析，酶解过

程中各酶酶解产物的可溶性氮、游离氨基氮和肽基
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氮分析结果见图1、图2和图3。

表2不同蛋白酶酶解条件

Tab．2 Different conditions for various protease

图1 3种蛋白酶酶解产物可溶性氮含量变化

Fig．1 Soluble nitrogen content changes of three protease

hydrolyzates
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图2 3种蛋白酶酶解产物游离氨基氮变化

Fig．2 Free amino nitrogen changes of three protease

hydrolyzates
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图3 3种蛋白酶酶解产物肽基氮变化

Fig．3 Peptide-bound nitrogen changes of three protease

hydrolyzates

从图1和2可以看出，随着酶解时间的延长，酶

解产物中可溶性氮和游离氨基氮含量变化是一致

的，为蛋白酶I>蛋白酶Ⅲ>蛋白酶Ⅱ。可溶性氮

含量的差异不是很大，但游离氨基氮含量相差较

大，蛋白酶Ⅱ酶解产物中游离氨基氮含量一直处于

缓慢增长中，在48 h达到8．97％，只有蛋白酶I酶

解产物的27％，这与蛋白酶的主要作用位点有很大

的关系。由于蛋白酶Ⅱ属于肽链内切酶，从肽链的

内部将肽键裂开，因此限制了游离氨基氮的生成，

主要酶解产物为肽，所生成的游离氨基氮较少。

图3中，在前6 h内，各酶酶解产物中肽基氮含

量增加迅速，说明在前6 h内蛋白酶以促进蛋白溶

出、生成可溶性氮为主。6 h时各肽基氮含量大小

顺序依次为蛋白酶Ⅲ>蛋白酶I>蛋白酶Ⅱ。在6

h后增长明显减慢；在24 h后，蛋白酶Ⅱ酶解产物

的肽基氮质量分数最高(58．54％)。在24 h后，各

肽基氮含量大小顺序依次为蛋白酶Ⅱ>蛋白酶Ⅲ

>蛋白酶I。

2．3不同酶酶解产物中氨基酸组成特点

氨基酸的组成和比例对酶解产物的品质(包括

营养价值、风味等特性)有很大的影响。酶解产物

中必需氨基酸含量高，产物营养价值高，可作为蛋

白营养液，提高蛋白资源利用率；鲜味氨基酸则是

酶解产物应用于调味基料的一个重要参考指标；含

硫氨基酸与肉味的生成有着密切的关系，其含量高

低是决定酶解产物是否适合生产肉香型反应香精

的重要前提[41；苦味氨基酸则会对酶解产物的呈味

产生关键的影响。

酶解24 h后酶解产物的总氨基氮、游离氨基氮

以及肽基氮基本恒定，所以选取24 h为酶解时间研

究各酶酶解过程中氨基酸的释放规律。不同酶酶

解产物中总氨基酸、游离氨基酸及肽中氨基酸组成

如表3、表4及表5所示。

表3不同酶24 h酶解产物中总氨基酸组成

Tab．3 The total amino acid composition of different enz-

ymtic hydrolyzates at 24 h

氨基酸种类J型鼍言竽堕堕塑塑誓％坌垦堇塑学孵l 酶儿 孵lII

后续表格氨基酸同表3的归类及计算。

由表3可知，不同酶酶解产物中氨基酸在总量

方面存在差异。其中，蛋白酶I酶解产物中总氨基

酸含量最高，达到5 250．29 mg／dL，其次为蛋白酶

Ⅲ(4 939．33 mg／dL)和蛋白酶Ⅱ(4 182．31 rag／

dL)。蛋白酶I必需氨基酸的含量最高达到

1 836．89 mg／dL，但3种酶酶解产物所得的必需氨

基酸比例相差不大。鲜味氨基酸总量以蛋白酶I

酶解产物含量最多(1 779．54 mg／dL)，而比例以蛋

白酶Ⅱ最高(35．49％)。3种酶解液的含硫氨基酸

均较少，质量分数在1．3％～1．6％之间。
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表4不同酶24 h酶解产物游离氨基酸组成

Tab．4 The free amino acid composition of different enzy。

matic hydrolyzates at 24 h

氨基酸种类堕塑{≠芋堡塞塑型雩誉}坌垦重型堡学隧l 殴¨ 暖川

由表4可知，蛋白酶对所释放的游离氨基酸有

较大的影响。就总量而言，以蛋白酶I酶解产生的

游离氨基酸的总量最多，达到1 190．22 mg／dL；而

蛋白酶Ⅱ的游离氨基酸的总量最少，只有蛋白酶I

的11．99％(142．68 mg／dL)，与游离氨基氮结果一

致。就鲜味氨基酸(天冬氨酸和谷氨酸)而言，以蛋

白酶I酶解产生的鲜味氨基酸的总量最多，达到

133．37 mg／dL，但所占比例均不高，其中蛋白酶Ⅱ

酶解产物中仅有2．94 mg／dL，只占2．06％。各酶

酶解产物中，以蛋白酶I酶解产物中含硫氨基酸含

量最高，达到33．05 mg／dL，而所占比例最低

(2．78％)；蛋白酶Ⅱ酶解产物中含硫氨基酸所占比

例最高(9．64％)，而所占含量最低(13．76 mg／dL)。

酶解产物中的游离氨基酸生产率与蛋白酶作

用位点有关[5]。由表4可知，不同产物中游离氨基

酸的生成率有显著差异。在蛋白酶I中，Glu、Arg、

Leu、Lys、Tyr、Phe和Pro生成率较大，这是因为蛋

白酶I的作用位点为Phe、Arg等，而其他为亲水性

氨基酸，在酶解过程中易被酶作用释放出来；同样

是由于作用位点和亲水性的关系，在蛋白酶Ⅲ酶解

产物中，Gly、Phe、Leu和Lys生成率较高；在蛋白

酶Ⅱ酶解产物中，由于是肽链内切酶，所以生成的

游离氨基酸较少。

如前所述，酶解产物中肽的氨基酸含量与蛋白

质的溶出和酶解肽键游离氨基酸增加有着密切的

关系，这两个相互交织的过程直接决定了肽的含

量。如表5所示，3种酶的酶解产物中所含氨基酸

总量均超过4 000 mg／dL，其中蛋白酶Ⅲ酶解产物

中所含肽的总量最高，达到了4 291．13 mg／dL。所

含鲜味氨基酸的比较中，蛋白酶Ⅲ(1 692．35 mg／

dL)略高于蛋白酶I(1 646．17 mg／dL)；含硫氨基

酸以蛋白酶I酶解产物的含量和比例最高(49．59

mg／dL，1．22％)。

2．4蛋白酶I 24 h和48 h酶解产物组成比较

蛋白酶I酶解产物中总氨基酸、鲜味氨基酸以

及含硫氨基酸总量都较其他两种酶酶解产物高，因

此以蛋白酶I为例，比较24 h酶解产物与48 h酶

解产物中氨基酸和肽含量，研究延长反应时间对酶

解产物的影响。

表5不同酶24 h酶解产物中肽的氨基酸组成

Tab．5 The peptide-bound amino acid composition of differ-

ent enzymtic hydrolyzates at 24 h

氨基酸种类堕塑；嚣芋堕塑堑垄篆等坌堕垄堕塑掣晦I 醵¨ 酾川

如表6所示，反应24 h与48 h的酶解产物在

总氨基酸的总量上差异很小，24 h内只增长了

40．94 mg／dL，与图1中可溶性氮的结果一致。鲜

味氨基酸增加了86．91 mg／dL，比例增加1．37％。

含硫氨基酸增加8．45 mg／dL，比例增加0．15％。从

酶解产物中各氨基酸占总氨基酸量来看，含量最高的

均为Asp、Glu、Arg、Leu，这与蛋白酶l的作用位点有

很大的关系，也是酶解产物味鲜的原因之一。

表6蛋白酶I 24 h与48 h酶解产物总氨基酸组成

Tab．6 The total amino acid composition of protease I hyd什

lyzates at 24 h and 48 h

如表7所示，游离氨基酸依然处于缓慢上升的

趋势，24 h内增加了46．06 mg／dL，多于总氨基酸

的增加量，说明在后阶段以解离肽键生成游离氨基

酸为主，肽的总量下降。其中，Phe、Leu和Lys的

含量出现了下降的趋势。Wu等研究鲭自溶和蛋白

酶N降解过程中也发现了酶解产物中His、Leu、

Met等在15 h后出现降低的现象[6]。Determan、

Yamashita等提出在一定的条件下，酶能催化小肽

和氨基酸底物发生浓缩反应(肽中的a一氨基酸和a一

羧基脱水)生成新的蛋白质或者高分子量的聚肽，

这种反应称为合成类蛋白反应[7-8]，因此酶解后期

产物中出现的部分游离氨基酸量减少可能是由于

少量酶解产物发生了合成类蛋白反应的结果；另一

个可能是部分氨基酸参与了Maillard反应生成大

分子色素物质，在离心过滤中被除去，但具体机制
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有待进一步研究。酶解产物中鲜味、甜昧氨基酸

(Glu、Asp、Ser、Thr、Gly、Ala)以及苦味氨基酸的组

成变化对大豆蛋白酶解产物的主体呈味有着重要

的影响[9]。

裹7蛋白酶I 24 h与48 h酶解产物游离氨基酸组成

Tab．7 The free amino acid composition of prote{Lse I hydro·

lyzates at 24 h and 48 h

酶解产物游离氨基酸组分

氨基酸种类 质量堕鏖!!竺曼!璺兰1
24 h 48 h

表8所示，肽的总量已经出现下降，这与后阶

段酶解特点有关，部分肽被蛋白酶I酶解成为更小

的肽或者游离氨基酸。肽含量中的许多氨基酸，如

Ser、Gly、Thr的含量等均出现了下降。酶解产物中

肽类具有缓冲作用，与酶解产物的风味(滋味、气

味)有密切关系，肽对食品基本味感和特征风味性

的影响主要是通过与食品中的各种呈味成分发生

相乘关系，使食品的总体味变得协调、细腻。

表8蛋白酶I 24 h与48 h酶解产物肽的氨基酸组成

Tab．8 The peptide-bound amino acid composition of protease

I hydrolyzates at 24 h and 48 h

酶解产物肽的氨基酸组分

氨基酸种类 ]㈣—／(—mg／dL)
24 h 48 h

总体而言，酶解24 h与酶解48 h所得产物在氨

基酸组成上变化不大，个别氨基酸出现了下降趋势，

在鲜味氨基酸和含硫氨基酸含量方面增长较少。同

时，由于微生物以及酶活力降低等因素影响，过多地

延长酶解时间并不利于提高酶解产物的质量。

2．5 Maillard反应产物与酶解产物呈味比较

以蛋白酶I 24 h酶解产物和其Maillard反应

产物为样品进行感官鉴定。评分结果见图4。在加

入酶解产物和Maillard反应产物以后，与空白样品

相比，汤在鲜味、醇厚感和后味方面都有了不同程

度的提高，其中Maillard反应产物提高更为明显。

由图4可知，Maillard反应产物在呈味方面要

优于单纯的酶解产物，在鲜味、醇厚感和后味方面

图4蛋自酶I酶解严物与Maillard反应严物感冒比较

Fig．4 Sensory evaluation of the protease I hydrolyzate

and its Maillard reaction products

都有较大的提高，尤其在后味和醇厚感上评分均超

过了4．5分。以上研究表明，以大豆蛋白为原料经

过生物降解之后产生的产品具有醇厚的鲜味，再经

过Maillard反应之后，这种醇厚的鲜味加强。国内

外的一些研究结果也证实，大豆发酵食品，如豆酱、

酱油等能产生比谷氨酸钠(MSG)更温和的鲜昧

(umami)。Seung Ho K等从豆酱的水溶性提取物

中发现，鲜味组分主要来源于谷氨酸和天冬氨酸及

呈鲜肽[1叩；对酱油中的肽组分研究也发现至少有

10种多肽中含有大量的谷氨酸和天冬氨酸[1妇；成

坚等的研究进一步证明了水解蛋白中对风味有积

极贡献的成分主要是呈鲜味的氨基酸(谷氨酸和天

门冬氨酸)或肽，并且发现呈甜味的氨基酸(如甘氨

酸、丙氨酸等)或肽对风味的产生也有重要作用[I引。

2．6不同酶解液Maiilard反应产物呈味比较

蛋白酶I、蛋白酶Ⅱ和蛋白酶Ⅲ24 h酶解液

Maillard反应产物在鲜汤中的感官评分见图5。3

种产物在鲜味上都有明显的提高，蛋白酶Ⅱ的产物

稍差，这与酶解生成的鲜味氨基酸总量有一定的关

系。蛋白酶I的产物在醇厚感和后味两方面都明

显优于蛋白酶Ⅱ和蛋白酶Ⅲ。研究证实大豆蛋白

质经米曲霉分泌的蛋白酶、肽酶或者谷氨酰胺酶的

作用后生成的氨基酸和肽类具有鲜味醇厚、持久和

提香的作用[1 3|。

2．7 蛋白酶I酶解液不同相对分子质量组分的

Maillard反应

Maillard反应除了存在于游离氨基酸中，更多

地存在于肽中的氨基酸。因此，将蛋白酶I酶解产

物依次通过相对分子质量为5 000、3 000和1 000

的超滤膜获得相对分子质量>5 000、5 000～3 000、

3 000～1 000以及<1 000不同相对分子质量的酶

解成分，分别进行Maillard反应，分析其产物的呈

味特点。感官评分结果见图6。

图6列出了酶解液不同相对分子质量Maillard

反应产物在鲜味、醇厚感和后味上的呈味特点。不

 万方数据
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同分子量Maillard反应产物在鲜味上呈现出明显

的差异，随着相对分子质量的增大而出现呈鲜味减

弱的趋势，相对分子质量>5 000成分的鲜味几乎

与空白一致；在醇厚感方面，3 000～5 000的醇厚

感较为突出。在持续性、后味方面，相对分子质量

<1 000、1 000"--3 000、3 000～5 000的成分差异不

大，而相对分子质量>5 000的成分的后味则明显

降低。

图5蛋白酶I、Ⅱ和Ⅲ酶解物Maillard反应产物感官

比较

Fig．5 Sensory evaluation of different Maillard reaction

products of protease I、I and I
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