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酶法制备鲍鱼脏器呈味肽及呈味氨基酸
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摘要：研究了酶法制备鲍鱼脏器呈味肽及呈味氨基酸的最佳条件。鲍鱼脏器分别经中性蛋白酶、木瓜
蛋白酶和胰蛋白酶水解，中性蛋白酶酶解产物的水解度和肽得率最大，鲜味氨基酸含量最高且口味最
好。以中性蛋白酶为工具酶，通过单因素试验和响应面分析确定了酶解的最佳条件：酶加量3 000 U/g，
温度46 ℃，pH 7.8，时间3 h，底物质量分数3.12%。在此条件下，酶解产物水解度的理论值为
29.81%，实测值为29.98%。
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Enzymatic preparation of flavor peptides and amino acids

from abalone viscera (Haliotis Discus Hannai Ino)
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Abstract: The enzymatic preparation of flavor peptides and amino acids from abalone viscera (Haliotis Discus Hannai Ino) by neutral protease, papain, and trypsin was studied, in which the hydrolysate derived from neutral protease showed the highest hydrolysis degree (DH), peptide yield and the highest flavor amino acid concentration, and the best taste. Single factor test and response surface methodology for neutral protease suggested that the optimum hydrolysis was at 3 000 U/g of enzyme, 4% of substrate, 46 ℃, pH 7.8 and 3 h, in which the predicted and measured value of DH was 29. 81% and 29. 98% respectively.
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0 引言

鲍(Haliotis)是名贵的水产珍品，具有丰富的营养价值和药用价值。长期以来，鲍的加工和食用主要以腹足为主，占鲍总重1/4左右的脏器大部分被丢弃，这不仅会造成环境污染，同时还是资源的极大浪费。研究表明，皱纹盘鲍脏器中蛋白质质量分数为40%以上［1］，并含有丰富的精氨酸、谷氨酸、色氨酸等人体所需氨基酸和多种微量元素［2］，具有很大的利用价值。本研究以皱纹盘鲍脏器为原料，优化了利用酶法制备鲍鱼脏器呈味肽及呈味氨基酸的条件，以期为鲍鱼脏器的高值化利用提供新的理论依据。
1 试验
1.1 材料与仪器

鲍鱼脏器：大连獐子岛渔业集团股份有限公司提供。试验所用鲍鱼脏器干粉的化学组成：总蛋白57.17%，总糖16.36%，总脂11.5%，水分5.36%，灰分8.68%。

LG-1.0型真空冷冻干燥机，沈阳航天新阳速冻设备制造有限公司；8050超滤搅拌器Milli-pore France；甲醛，大连医药集团化玻公司；三氯乙酸，天津市光复精密化工研究所。
1.2 试验方法

1.2.1 原料预处理

将新鲜鲍鱼脏器洗净，匀浆，冻干至含水9%以下，粉碎，过20目筛后备用。

1.2.2 鲍鱼脏器的蛋白酶酶解

分别用中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、胰蛋白酶水解鲍鱼脏器干粉，酶解条件见表1。产物用分子质量10 ku的超滤膜进行超滤分离，取分子质量小于10 ku的肽组分(AVHs-I)进行后续试验。
表1 3种酶的试验条件

Tab.1 Experimental conditions for the three proteases

	酶制剂
	θ/℃
	pH
	酶加量/(U·g－1)
	t/h


	木瓜蛋白酶
	55
	7.0
	2 500
	3


	胰蛋白酶
	50
	7.5
	2 500
	3

	中性蛋白酶
	40
	7.0
	2 500
	3


1.2.3 蛋白酶酶解条件的优化

1.2.3.1 单因素试验


中性蛋白酶单因素试验的基本条件为：酶加量2 500 U/g，反应温度50 ℃，底物质量分数8%，pH 7.0，水解时间3 h。改变其中一个条件，固定其他条件以分别考察酶加量、水解温度、底物质量分数、pH和水解时间对水解度的影响。各因素水平梯度分别为：酶加量2 000、2 500、3 000、3 500、4 000 U/g；反应温度35、40、45、50、55 ℃；底物质量分数2%、4%、6%、8%、12%；pH 6.0、7.0、7.5、8.0、8.5；水解时间2.0、2.5、3.0、3.5、4.0 h。水解完成后，在沸水浴中保持10 min灭酶，采用甲醛滴定法测定水解度。研究各因素对于中性蛋白酶应选取的大致范围，并以此为基础确定响应面各个水平值，从而使得测定结果更加准确、有效、实用。
1.2.3.2 响应面分析

分析单因素试验结果，将酶解温度定为
45 ℃，时间定为3 h，以水解度为指标，做酶加量、pH值和底物质量分数的三因素三水平中心组合设计响应面试验［3］。

1.2.4 测定方法

1.2.4.1 化学组成的测定
蛋白质的测定：微量凯式定氮法［4］。
总糖的测定：菲林试剂法［5］。

水分的测定：根据GB/T 5009.3—2003，采用直接干燥法。

脂肪的测定：索氏提取法［6］。

灰分测定：根据GB/T 5009.4—2003，采用马弗炉灼烧法。

1.2.4.2 酶活力的测定

采用Folin-酚法测定酶活力［7］。

1.2.4.3 水解度的测定［8］

采用甲醛滴定法［9］测定鲍鱼脏器水解液中的酸溶氮的质量。

总氮：凯氏定氮法。

水解度=酸溶氮的质量/总氮质量
1.2.4.4 肽得率的测定

采用三氯乙酸(TCA)沉淀法［10-11］结合FoLin-酚法［12］测定肽得率。

肽得率=(m2−m1)/(m0−m1)

式中，m1为反应前蛋白液中TCA可溶性蛋白质量，mg；m2为蛋白酶解液中TCA可溶性蛋白质量，mg；m0为总蛋白质量，mg。

1.2.4.5 谷氨酸等鲜味氨基酸相对质量分数的测定

由军事医学科学院国家生物医学分析测试中心色谱实验室完成。 

1.2.5 感官评定分析

采用排序检验法［13］测定。
2 结果与讨论

2.1 酶的选择

2.1.1 鲍鱼脏器水解产物的水解度及肽得率

根据表1的试验条件进行酶解，各酶解产物的主要化学组成以及水解度和肽得率结果如表2所示。
表2 鲍鱼脏器3种蛋白酶酶解产物的水解
度及肽得率信息
Tab.2 Hydrolysis degree and peptide yield derived from abalone viscera digested with the three proteases
	酶制剂
	w(蛋白)/%    w(糖)/%   水解度/%  肽得率/%

	中性蛋白酶
	57.42
	9.27
	22.59
	44.96

	木瓜蛋白酶
	55.92
	8.01
	18.59
	35.69

	胰蛋白酶
	53.68
	6.93
	16.53
	31.53


从表2中可以看出，中性蛋白酶酶解产物的蛋白质质量分数、水解度及肽得率在3个酶解产物中均属最高，其次是木瓜蛋白酶酶解产物和胰蛋白酶酶解产物。根据表中数据不难发现，酶解产物的水解度高，其肽得率也高，二者呈正相关。
2.1.2 鲍鱼脏器水解产物的鲜味氨基酸
从表3中可以看出，原料中富含天冬氨酸、谷氨酸和丙氨酸等3种鲜味氨基酸。原料经水解超滤后，各产物的鲜味氨基酸质量分数会稍有增加。中性蛋白酶酶解产物鲜味氨基酸质量分数明显高于来源于其他两个蛋白酶的酶解产物。
表3 鲍鱼原料和3种酶解产物AVHs-I的
呈味氨基酸组成
Tab.3 Flavor amino acid contents of the abalone viscera and the three AVHs\|I derived from different proteases
	氨基酸
	w/(mg·g-1)

	
	原料   木瓜-AVHs-I  中性-AVHs-I  胰-AVHs-I

	天冬氨酸
	102.37      112.78      114.77        108.01

	谷氨酸
	114.68
	130.96
	142.75
	137.94

	丙氨酸
	55.20
	   58.32
	62.83
	60.97


蛋白质在外源酶的强烈水解作用下，最终变成小分子的短肽及游离氨基酸。短肽的味感与其氨基酸组成有关，富含鲜味氨基酸的短肽味感更佳［14］。

2.1.3 排序检验感官评价结果

本试验将中性蛋白酶、木瓜蛋白酶和胰蛋白酶制备的呈味肽及呈味氨基酸按照排序检验法进行比较，试验结果见表4。

对表4进行统计并进行样品秩次与秩和分析。使用Friedman检验，求出统计量F：
F=12(R12+R22+RP2)/JP(P+1)−
3J ( P + 1 ) = 9.75

式中，J，品评人数；P，样品数；R1，R 2，…，RP，每种样品的秩和。
表4 评价员的评价结果
Tab.4 Evaluation results of evaluators

	品评人编号
	口味好
	口味一般
	
	口味差

	1
	A
	B
	
	C

	2
	A
	B
	
	C

	3
	A
	B
	＝
	C

	4
	A
	B
	
	C

	5
	A
	B
	
	C

	6
	A
	C
	
	B


注：A，中性蛋白酶酶解产物；B，木瓜蛋白酶酶解产；C，胰蛋白酶酶解产物；“＝”代表口味相等。

用F与Friedman秩和检验近似临界值比
较［15］，计算所得F值大于表中(显著水平α= 0.01)对应的临界值，即9.75＞9。从而得出结论：中性蛋白酶酶解产物具有更好的口感效果。
崔春等［16］的报道指出，水解度较低时酶解液无明显风味或以特征苦味为主，如果提高水解度会将大部分蛋白质降解为氨基酸和小分子肽，酶解液会呈现出典型的鲜味。同时，蛋白酶的专一性水解与呈味也有很大关系，若水解液以亲水性肽为主则呈现鲜味［17］。
中性蛋白酶酶解鲍鱼脏器所获酶解产物的水解度及鲜味氨基酸含量均最高，而且其口感也最好，因此该酶被选为工具酶进行酶解条件的研究。
2.2 工具酶酶解条件的优化

2.2.1 单因素试验

本试验利用中性蛋白酶作为工具酶，以水
解度为指标，得到的单因素试验结果见图1。中性蛋白酶在单因素试验环节确定的最适酶加量为3 000 U/g，最适酶解温度为45 ℃，最适底物质量分数为4%，最适pH为7.5，最适酶解时间为3 h。
2.2.2 响应面分析
以水解温度、底物浓度和pH为自变量，以水解度为因变量。用Minitab15软件设计试验方案并对试验结果进行分析，结果见表5。
表5  响应面分析试验结果
Tab.5 Experimental response surface methodology
	试验号
	X1
	X2
	X3
	水解度/%

	
	θ/℃
	w(底物)/%
	pH
	

	1
	40
	3
	7.0
	24.03

	2
	50
	2
	7.5
	23.86

	3
	45
	2
	7.0
	25.44

	4
	40
	4
	7.5
	22.20

	5
	40
	3
	8.0
	22.93

	6
	40
	2
	7.5
	21.70

	7
	45
	3
	7.5
	27.90

	8
	45
	2
	8.0
	25.04

	9
	45
	3
	7.5
	27.91

	10
	50
	3
	8.0
	24.63

	11
	50
	4
	7.5
	24.12

	12
	50
	3
	7.0
	16.60

	13
	45
	4
	7.0
	26.68

	14
	45
	3
	7.5
	29.81

	15
	45
	4
	8.0
	25.91


（内容省略）
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图1  中性蛋白酶水解鲍鱼脏器的单因素试验结果

Fig.1 Results of single-factor experiment

…………………………………………………………………………（内容省略）…………………………………
…………………………………………………………………………………
3 结论
中性蛋白酶是制备鲍鱼脏器呈味肽及呈味氨基酸的最佳工具酶，其酶解产物的水解度及肽得率分别为22.59%和44.96%，其天冬氨酸、谷氨酸和丙氨酸质量分数分别为114.77、142.75和62.83 mg/g。排序检验感官评定法确定中性蛋白酶酶解产物的口感最好。
通过单因素试验和响应面分析确定中性蛋白酶的最佳酶解工艺条件为：温度46.0 ℃，底物质量分数3.12%，pH 7.84，加酶量3 000 U/g，反应时间3 h。在此条件下理论水解度为29.81%，实测水解度为29.98%。
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