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摘 要：本试验以高温豆粕为原料，以水解度和滋味稀释因子为筛选指标，首先比较了外切酶 Flavourzyme和复合蛋白酶

的酶解效果，筛选出最佳外切酶为 Flavourzyme。再采用单因素试验考察该酶的最适添加量、酶解 pH和酶解时间。最后，

通过 L9（34）正交试验确定了 Flavourzyme酶解高温豆粕的最佳工艺组合，即加酶量 22 U/g，pH 5.8，酶解时间 2.5 h，在此条

件下豆粕蛋白水解度高达 27.80%。
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Screening and Process Optimization of Umami Peptides Exonuclease for En⁃
zymatic Hydrolysis of Soybean Meal
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Abstract：In this experiment, high temperature soybean meal was used as raw material, hydrolysis degree and taste
dilution factor were used as screening indexes. Firstly, the enzymatic hydrolysis effect of exonuclease Flavourzyme
and complex protease was compared, and the best exonuclease was selected as Flavourzyme. Secondly, the single
factor test was used to investigate the optimum enzyme concentration, pH and hydrolyzing time of hydrolysis. Final⁃
ly, the best technology combination of Flavourzyme hydrolysis of high temperature soybean meal was determined by
the L9(34) orthogonal test, that is, adding 22 U/g of enzyme, pH 5.8, enzymatic hydrolysis time 2.5 h, under this con⁃
dition, the degree of protein hydrolysis of soybean meal reached 27.80%.
Key words：High temperature soybean meal; Exonuclease; Hydrolysis degree; Taste dilution factor; Orthogonal ex⁃
periment

豆粕是大豆提取油脂后得到的副产物，其蛋

白质含量约为 40%~45%、低聚糖 10%~15%、多糖

和纤维素 20%~25%，具有极高的研究利用价值 [1]。

根据脱溶温度不同，豆粕分为低温豆粕和高温豆

粕。高温豆粕产量约占豆粕总产量的 95%，在工

业生产中占有主要地位 [2]。从加工成本角度来

说 ，高 温 豆 粕 比 低 温 豆 粕 的 成 本 更 低 ，但
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是从处理手段方面考虑，高温豆粕因经过高温处

理，其蛋白质发生变性，致使溶解性能变差，在食品

领域应用较少[3]。目前，国内外针对豆粕的研究大

多是在动物饲料方面[4-6]，深加工研究不常见。

鲜味肽在菜、乳、肉等食材增味方面具有突出

效果 [7]，符合当今食品“天然、营养、安全”的发展

趋势，鲜味科学的研究及产品开发也成为食品领

域的研究重点 [8]。目前针对鲜味肽的研究多以动

物蛋白为主 [9-11]。我国鲜味调味品已发展至第四

代，即营养型鲜味调味料，且发展最为迅速，该类

调味料添加了动植物蛋白酶解产物，在为菜肴增

鲜的同时，可以补充人体所需的必需氨基酸、微

量元素等 [12]。目前尚且存在一定的问题亟待解

决，其中包括肽的来源种类、肽资源开发等。

豆粕含有大豆中的全部蛋白质 [13]，且氨基酸

比例合理 [14]，是植物蛋白的优势资源 [3]。本研究以

水解度和滋味稀释因子为筛选指标，确定最适蛋
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白酶、最佳水解条件和最佳工艺组合，以期为高

温豆粕酶解制备鲜味肽奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

材料：高温豆粕（市售）；Flavourzyme（≥500 U/g，
SIGMA）；复合蛋白酶（120 U/mg，上海源叶生物科

技有限公司）；甲醛、NaOH、HCl（分析纯，国药集

团化学试剂有限公司）。

仪器：METTLER TOLEDO FiveEasy Plus 型
pH计（梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司）；

FA2004型电子天平（上海舜宇恒平科学仪器有限

公司）；HH-4数显恒温水浴锅（江苏省金坛市荣

华仪器制造有限公司）；FW 100型高速万能粉碎

机（天津市泰斯特仪器有限公司）；3K15型医用离

心机（SIGMA）；G136T型灭菌锅（AUTOCLAVE）。
1.2 试验方法

1.2.1 样品制备

用高速万能粉碎机粉碎高温豆粕，过 80目
筛，备用。

1.2.2 酶解工艺

参考张静等 [15]的方法略作修改，具体为：取过

80目筛的豆粕样品，用蒸馏水配制成 8%的豆粕

悬浊液，利用 1 mol/L NaOH溶液调节酶解体系使

pH值保持不变，确定酶的添加量，具体参见“1.2.3
外切酶的筛选”。

1.2.3 外切酶的筛选

参考实验室前期检测数据，本批次所用高温

豆粕中的蛋白质含量为 40.41%。选用外切酶有

Flavourzyme和复合蛋白酶，分别酶解 8%豆粕液。

不同蛋白酶酶解条件不同，Flavourzyme酶解温度

53℃，加酶量 25 U/g，pH 6.35；复合蛋白酶酶解温

度 45℃，加酶量 900 U/g，pH 6.35。酶解结束后，沸

水浴 10 min终止酶切反应。

1.2.4 单因素试验

配制 8%豆粕悬浊液，以最佳外切酶为水解酶，

以加酶量、水解 pH和水解时间为单因素展开试验，

测定水解度和滋味稀释因子，确定最适酶解条件。

1.2.5 正交试验

根据单因素试验结果，确定正交试验中各因

素范围，选择 L9（34）正交表，以水解度为指标，对

加酶量、水解 pH、水解时间进行正交优化，因素水

平见表 1，试验重复 3次。

1.2.6 水解度（degree of hydrolysis，DH）的测定

参考高梅娟等 [16]的方法，采用 pH-Stat法计算

水解度。

DH = B × Nb

α × Mp × htor × 100%
式中：B为酶解过程中消耗 NaOH溶液的体

积，mL；Nb为 NaOH溶液的浓度，mol/L；α为氨基的

解离度，α=10(pH-pK)/[1+10(pH-pK)]，本实验 pK=7；Mp为

底物蛋白质含量，g；htot为每克蛋白质底物具有的

肽键毫摩尔数，豆粕 htot=8.38。

1.2.7 滋味稀释分析（taste dilution analysis，TD）

参考 LIU和 SEO的方法 [17-18]，采用比较滋味稀

释分析，通过等比例稀释豆粕酶解产物进行苦味

稀释因子测定。

1.3 数据处理

每次试验重复 3次，取平均值。试验数据以

“平均值±标准偏差”表示，用 Graphpad软件做图，

用Design Expert 8.0.6软件进行方差分析。

2 结果与分析

2.1 最适外切酶的筛选

本试验以高温豆粕为基料，以水解度和 TD值
为筛选指标，通过筛选外切酶制备鲜味肽。水解

度反映豆粕中蛋白水解成肽段的百分比；TD值即

苦味值，反映肽段的苦味程度。如图 1所示，高温

豆粕在两种外切酶作用下水解度和 TD值发生了

不同变化。在酶解初期，酶与蛋白大分子充分结

合，两种酶解产物的水解度随时间逐渐升高，Fla⁃
vourzyme酶解产物在 3 h后进入稳定期并趋于平

缓；复合蛋白酶酶解产物 4 h开始变平稳，7 h后又

逐渐升高。Flavourzyme对高温豆粕的水解度略低

于复合蛋白酶。两种外切酶水解豆粕的 TD值在

2 h后均趋于平缓，但复合蛋白酶的 TD值是 Fla⁃
vourzyme的两倍，即复合蛋白酶水解豆粕所得肽

段的苦味值显著高于 Flavourzyme。综合考虑酶解

工艺周期和多肽风味，本研究选用 Flavourzyme为
最适外切酶开展后续试验。

2.2 最佳酶解条件的优化

在确定 Flavourzyme为最适高温豆粕水解酶的

基础上，对加酶量、酶解 pH值和酶解时间进行优

表1 Flavourzyme正交试验因素水平表

蛋白酶

Flavourzyme

水平

1
2
3

因素

A. 加酶量（U/g）
22
25
28

B. pH
5.8
6
6.2

C. 时间（h）
2.5
3
3.5
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化。以水解度和 TD值为评价指标，对 Flavourzyme
的加酶量进行筛选。在 53℃，pH 6.35的条件下酶

解 3 h，分别取样测水解度和TD值。如图2所示，TD
值随加酶量升高基本保持不变，水解度随着加酶量

增加缓慢增加，加酶量 25 U/g和 30 U/g，30 U/g和 35
U/g之间并无显著性差异，考虑到酶的添加成本，

选取 25 U/g作为最佳酶解浓度，此时高温豆粕的

蛋白水解度为 14.87%。

在 53℃、加酶量 25 U/g、pH 6.35的条件下酶解

豆粕，每隔 2 h取样一次，测定不同时间的水解度

和 TD值。由图 3可知，TD值在酶解 2 h后变化平

缓，水解度在 3 h 后趋于稳定，此时水解度为

14.87%。故选择 3 h为 Flavourzyme水解豆粕蛋白

的最适酶解时间。

以水解度为指标，对 Flavourzyme水解高温豆

粕蛋白的 pH值进行筛选。在豆粕原始 pH值 6.35
的基础上，又增加了 pH值 5、6和 7。在 53℃，加酶

量 25 U/g条件下，酶解 3 h。由图 4可知，在 pH 6
时，高温豆粕蛋白的水解度最高（高达 18.09%），
其次为 pH 5、6.35和 7，与 pH 6.35时有显著性差

异。综合考虑豆粕 pH值调节成本，选择 pH 6为
Flavourzyme水解豆粕蛋白的最适酶解 pH值。

2.3 最佳工艺组合的确定

在单因素试验的基础上，以加酶量、酶解时间

和酶解 pH值为试验因素，以水解度为考察指标，

参考 L9(34)正交试验因素水平表设计三因素三水

平的正交试验，确定 Flavourzyme酶解高温豆粕的

最佳工艺组合。由表 2可知，加酶量、酶解时间和

酶解 pH值对豆粕蛋白酶解效果的影响顺序依次

为：酶解 pH值＞酶解时间＞加酶量。最优酶解组

合为 A2B1C1，即加酶量 25 U/g，pH 5.8，酶解 2.5 h，
此时豆粕蛋白的水解度 27.05%，低于表中酶解条

件 1和 4，所以选择表中方案 1作为 Flavourzyme酶
解豆粕蛋白的最优组合，即加酶量 22 U/g，pH值

5.8，酶解时间 2.5 h，经三次重复试验验证，证实

Flavourzyme酶解豆粕蛋白的水解度高达 27.80%。
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图2 加酶量对水解度和TD值的影响

 
图3 酶解时间对水解度和TD值的影响
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3 讨 论

本研究旨在筛选适合酶解高温豆粕的外切

酶，通过对比 Flavourzyme和复合蛋白酶发现，复

合蛋白酶的酶解产物水解度高于 Flavourzyme酶
解产物，两者虽是外切酶，但均具有内切和外切

活性，Flavourzyme主要具有外切活性，可催化肽链

末端的疏水性氨基酸，这可能是复合蛋白酶比

Flavourzyme水解度高的原因。外切酶以多肽为底

物，切割肽链末端氨基酸，不能显著提高苦味肽

含量，致使酶解产物的苦味值产生不同的变化 [19]。

外切酶酶解产物中主要是游离氨基酸和多肽。复

合蛋白酶在 7 h后显示出较强的端解活性，其酶

解产物的 TD值较高，与 Flavourzyme酶解产物 TD
值上有倍数级差异，可见不利于鲜味肽的开发。

综合考虑，本研究选取 Flavourzyme为最适外切

酶，经酶解条件优化和最佳工艺组合，在苦味值

保持稳定的基础上，水解度得到了显著提升，是

优化前的 1.54~1.87倍。

在酶解过程中，酶解产物的水解度受环境等

因素的影响，不同的酶解时间、pH和加酶量会使

酶解产物的水解度发生不同变化。在适当的温

度、加酶量和酸碱环境下，在酶解反应初期，水解

度逐渐升高，随着时间的延长，水解度基本保持

稳定，为节省时间，应选择合适的酶解时间。包

美丽等研究表明，pH会影响酶的活性部位上有关

基团的解离，从而影响底物与酶的结合以及酶的

催化功能 [20]。孙敏等研究表明，反应体系的 pH环
境可以直接影响酶与底物的解离状态，所以会对

酶与底物的结合状态产生影响，最终会影响到酶

解产物的多肽含量 [21]。叶凯等研究表明，pH的改

变会影响酶的作用效果，进而终止酶解反应，过

酸或过碱的极端环境会造成酶的失活或降解，使

其分子结构受到破坏，酸碱环境对酶解效果至关

重要 [22]。因此，酶只有在其最适的 pH环境下，才

会有最佳的酶解效果 [23-24]。根据酶促反应原理，

在一定温度和 pH下，底物浓度保持不变，加酶量

较低时，随着加酶量增加，反应速度较快；当加酶

量越来越多，反应速度变缓；如再继续增加，反应

速度逐渐平稳，不再上升，趋向一个极限。研究

表明，当底物的质量分数保持不变，增大蛋白酶

的添加量，底物的蛋白会水解的很充分，酶解生

成的多肽越多，再多添加酶量，过多的酶分子会

抑制中间产物向酶解终产物的转化，抑制酶解反

应 [25-27]。与此同时，余敏等研究表明，蛋白酶自身

也是一种蛋白，在酶解过程中也会发生酶解，随

加酶量的增加会对酶解产物的组成造成干扰 [28]。

基于上述因素考虑，本研究对用于酶解高温豆粕

的外切酶及其最适酶解条件进行筛选和优化，并

取得了显著效果。

4 结 论

本研究以高温豆粕为原料，以水解度和 TD值
为筛选指标，比较了外切酶 Flavourzyme和复合蛋

白酶的酶解效果，筛选出最适外切酶为 Fla⁃
vourzyme；并通过单因素试验考察了 Flavourzyme
添加量、酶解时间和酶解 pH值 3个因素对豆粕蛋

白水解度和苦味 TD值的影响，在此基础上，通过

L9（34）正交试验优化了酶解高温豆粕的酶解工

艺，即 Flavourzyme加酶量 22 U/g，pH值 5.8，酶解

表2 Flavourzyme酶解条件正交试验结果

因素

1
2
3
4
5
6
7
8
9

均值 1
均值 2
均值 3
极差

加酶量

1
1
1
2
2
2
3
3
3

20.040
20.983
20.057
0.943

pH
1
2
3
1
2
3
1
2
3

26.783
18.847
15.450
11.333

时间

1
2
3
2
3
1
3
1
2

21.050
20.547
19.947
1.567

水解度（%）
27.99
18.29
13.84
27.18
19.43
16.34
25.18
18.82
16.17
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时间 2.5 h，在此条件下水解度为 27.80%。
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