
!"#$%"$ &%’ ($")%*+*,- *. /**’ 0%’1234-

!""# 年第 $ 期

工 艺 技 术食品工业科技

酶法水解鲢鱼蛋白及其
水解液合成酱类香味料的研究
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摘 要%以内切酶和外切酶对鲢鱼蛋白进行了分步水解"得到较

高水解度的水解蛋白"并以该水解物为原料"利用美拉德

反应制取酱类香味料& 结果表明"经酶解后的水解液能获

得理想的酱类香味料" 从而大大提高了水解动物蛋白的

使用价值&
关键词%鲢鱼"水解"酱类香味料

!"#$%&’$(!"#$%& ’(&) )&*+%", -(. /01&*#02%1 30 +/%
4*53",(+"*, *6 %,1*7)%)+"1(.% (,1 %8*)%)+"1(.%
+* *3+(", /"9/ :; /01&*#0.(+%.< +/%, 9%,%&(+"*,
*6 .(=4% 6#($*& 6&*5 +/% /01&*#0.(+%. +/&*=9/
>("##(&1 &%(4+"*, -(. .+=1"%1? @/% &%.=#+. ./*-%1
+/(+ +/% /01&*#0.(+%. 4*=#1 .=44%..6=##0 )&*1=4%
)%&6%4+ .(=4% 6#($*&< -/"4/ 9&%(+#0 "5)&*$%1 +/%
$(#=% *6 ;AB?

)*+ ,-%.#(."#$%& ’C&)D %,205(+"4 /01&*#0.".E .(=4%F. 6#($*&

中图分类号! !"#$#%& 文献标识码! ’
文 章 编 号 ! ($$#)$&$*"#$$+#$,)$$-*)$&

收稿日期! #$$+)$()$+
作者简介! 刘通讯"男"硕士生导师"研究方向%粮食’油脂蛋白质化学

与工程&
基金项目! 广东省自然科学基金资助项目!编号%#&"&%’$&

酱油等传统调味品在我国食品工业中占有相当

重要的地位$但多年来酱油的生产均采用大豆%花生

等植物原料$主要的鲜味添加物是味精$而 ./0 主要

用于一些高档酱油等调味品中& 在发达国家$利用多

种来源的动物水解蛋白开发的调味品在整个调味品

市场中占有相当大的比例$接近 1$2$已经改变了传

统以味精为主的结构& 因此$开发以动物蛋白为主的

氨 基 酸 类 高 档 调 味 品 是 调 味 品 发 展 的 主 要 趋 势 之

一& 为此$本文研究鲢鱼蛋白的酶法水解及其水解物

合成酱类香味料的工艺条件$ 为淡水鱼和水解动物

蛋白的加工利用开拓新用途&

% 材料与方法

%&% 材料与设备

鲢鱼 市售鲜活鲢鱼$实验前去头%去内脏%去

鳞% 采 肉 以 备 用 ’ 酶 制 剂 由 3454346789: 提 供$

’;<=;=9>?’@#%+’A B C$3>DE6=9>?3F$%1 ’A B C$G;=546HIJ>
?GF($$$K’LA B C$M4N8HIJ> OMF-$$ K’LA B C$!6IP98Q?!F
&1$G.LA B C&

RR 电子天平 常熟市双杰测试仪器厂’SS"+ 型

电热恒温水浴锅 上海浦东跃欣科学仪器厂’MT3)
$+’ 定氮仪 上海新 嘉 电 子 有 限 公 司’U=E>69 高 效

液相色谱仪%L.VW%!’0 氨基酸分析柱 美国’ 高压

杀菌锅 上海申安医疗器械厂&

%&! 实验方法

(%#%( 鲢鱼酶法水解工艺流程 鱼 肉!捣 碎!加 入 等

量的水!加内切酶水解!加外切酶水解!灭酶!除渣!离心

分离!水解液

(%#%# 美 拉 德 反 应 合 成 酱 香 料 取 自 制 酶 解 液

1$JK$按设计配比 加 入 各 种 材 料$搅 拌 均 匀$调 PS
后置于 #$$JK 玻璃瓶中$密封$于高压杀菌锅中进行

热处理&

(%#%& 测定方法

(%#%&%( 鱼肉蛋白测定 微量凯氏定氮法X(Y&

(%#%&%# 水解度 TS 的测定 以水解液中氨基态氮X(Y

与总氮的百分比计&

(%#%&%& 水解物氨基酸分析 采用美国 U=E>69 高效

液相%L.VW%!’0 氨基酸分析柱$条件为!&-Z$#1+QJ
检测波长$流速为 (JK B J8Q&

! 结果与分析

!&% 鲢鱼蛋白的酶法水解

在各种不同水解条件下$鲢鱼蛋白的水解度 TS
变化情况如表 ( 所示&

#%(%( 预处理对水解度的影响 由表 ( 可知$ 经加

热"($$Z$($J8Q(或冷冻预处理?)(-Z[#+\F的样品其

TS 值上升较缓慢$ 最终 TS 值大大低于新鲜样品$
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这说明鲢鱼蛋白的预处理不利于酶水解! 这与植物

蛋白需要适当变性才能提高水解度的情况相反!"#" 原

因是鱼蛋白以 $% 基为主!加热或冷冻等预处理使分

子间或分子内的二硫键交联!致使结构变得更紧密!

酶解位点也被包埋! 同时也与鱼肉内源酶在预处理

过程中失活有关"

"&’&" 内切酶水解鱼蛋白 在单酶水解实验中!碱

性内切蛋白酶和中性蛋白酶的水解速度较快! 水解

液苦味较小!其 (% 值大于胰酶作用的水解液" 从经

济和水解效果考虑!选用微生物来源的两种蛋白酶#

)*+,*,-. 和 /.012,-. 较合适" 由于这两种蛋白酶的作

用位点及专一性不同!两者以不同比例复合水解时!

效果不同!由表 ’ 可知!比例为 "3’ 时水解液 (% 值

较大!水解效果最好"

"&’&4 外切酶水解 由于碱性蛋白酶和中性蛋白酶

均为内切酶!仅作用于蛋白质分子内部生成 月示$胨$

多肽等小分子物质!最终氨态氮得率低!且风味差!

因 此 有 必 要 采 用 外 切 酶 进 行 进 一 步 水 解 "

5*,670289:. 与 ;7<=89:. 都能从 / 端或 > 端水 解 下

单个氨基酸!但底物位点有所不同" ;7<=89:. 作用的

水解液 (% 值较 5*,670289:. 大! 且随酶用量增加!

(% 逐渐提高" 因此!;7<=89:. 更适合与内切酶协同

水解!且价格较低" 因此!本实验在内切酶水解 "? 后

添加 @&’A的 ;7<=89:. 进一步水解"

"&’&B 防腐剂对水解度的影响 酶解过程中不断释

放出氨基酸!为微生物繁殖提供了良好的生长基料"

此外!还有生物氨!如三甲氨$硫化物等恶臭物质随

之一起释放出来!造成了水解液的腐败变质!风味变

差"因此!有必要添加合适的防腐剂"/,>* 和 /=-=C 都

具有防腐效用!但前者对酶蛋白有抑制作用!降低了

水解液的 (% 值%而 /=-=C 是一种高效$无毒的天然

食品防腐剂!能有效抑制革兰氏阳性菌的生长繁殖!

且对 (% 值无任何影响" 利用 /=-=C 对水解液进行防

腐具有较好的前景"

"&’&D 酵母对酶解的影响 由于鱼酶解液中不良的

苦味和腥味!大大抑制了它在食品工业中的应用" 基

于此!本实验在使用内切酶水解 "? 后!同时加入一

定量的酵母和 ;7<=89:." 由于酵母含有丰富的蛋白

质$氨基酸和酶系统&如蛋白酶$脂肪酶$乳糖酶等’!

不仅能进一步提高鲢鱼蛋白的水解度! 还大大改善

了水解液的风味" 由表 ’ 可知!DA的酵母对 (% 的影

响最大! 感官分析也表明该水解液中的苦味和鱼腥

味大大降低" 这与文献报道的活性酶母或酵母中抽

提出的酶系能完全去除鸡蛋白水解液中的苦味肽相

一致 !4EB#" 同时!酵母自溶物中含有丰富的小肽$氨基

酸$维生素 F’ 和 GHI 等!又可为下一步的 J,=**,2K 反

应提供很好的前体物质"

"&’&L 酶解条件优化 综合上述单因素实验! 最佳

酶解条件为# 鱼肉加等量水! 以 @&@"A/=-=C 为防腐

剂!M%L!D@N下用 @&’A 内 切 酶&)3/O"3’’水 解 "?!
再用 @&’A的 ;7<=89:. 和 DA酵母继续水解 ""?"在此

条件下!其氨基酸组成如图 ’" "B? 后!水解液中游离

氨基酸含量接近 L@A! 且 P 种必须氨基酸占总氨基

酸含量的 DB&4LA" 水解过程中!酵母$防腐剂 /=-=C

水解因素 原料
水解时间&?’

" B Q ’@ ’" "B
鲜鱼 R&R" ’B&@L ’D&"P ’Q&’" ’P&@"

@&’S) 热处理 L&’Q Q&PL P&RL ’@&B’ ’’&’’
冷冻处理 Q&"’ R&@" ’@&44 ’’&B" ’"&@4

不同内切酶水解

@&’S) 鲜鱼 R&R" ’B&@L ’D&"P ’Q&’" ’P&@"
@&’S/ 鲜鱼 R&QP ’"&D’ ’D&QQ ’L&BP ’Q&@4
@&’ST 鲜鱼 Q&4Q P&QR ’’&R ’"&BQ ’4&BR
不同比例 )3/
@&’SU V)3/O"3’W 鲜鱼 R&4B ’D&4’ ’P&LL "’&@D ""&’L
@&’SU V)3/O’3"W 鲜鱼 P&PL ’B&DP ’Q&’4 ’P&’P ’P&QR
@&’SU V)3/O’3’W 鲜鱼 L&BQ ’4&QR ’Q&LP ’R&@4 "@&"’
"? 后加入 5 和 ; )3/O"3’
@&’@S 5 鲜鱼 R&4B "D&@" 4’&RP 44&PQ 4B&R’ B@&’’
@&’@S ; 鲜鱼 R&4B "B&’L 44&LR 4P&BL 4R&4B BP&PR
@&’DS ; 鲜鱼 R&4B "B&PR 4D&’L B@&@’ B’&’Q BR&"’
@&"@S ; 鲜鱼 R&4B 4@&PP 4Q&@P B"&B" BD&QD D4&’L
@&’S U V)3/O"3’W H@&’S;
@&@"A/=-=C 鲜鱼 R&4B 4’&@B B@&QQ BB&QD BP&DP D@&""
DA/,>* 鲜鱼 R&4B "R&@" 44&P" 4D&’R 4L&’Q B@&"D
’@A/,>* 鲜鱼 R&4B "D&’" "R&’P 44&LR 4B&@’ 4Q&DD
DA酵母 鲜鱼 R&4B 4B&RQ B"&PB BP&DR D4&’B DQ&R"
PA酵母 鲜鱼 R&4B 4’&’" B@&’Q BB&DP BR&’ D"&’P
空白对照 鲜鱼 R&4B "B&’L 44&LR 4P&BL 4R&4B BP&PR

表 ’ 不同水解因素对 (% 值的影响&M%LE D@NE ’@@S 原料H’@@S 水’&A’

!"
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的使用大大减少了水解液的腥!苦等不良风味"

!%! 美拉德反应酱类香味料的制备

近年来# 我国已有不少采用海产品制作调味品

的报道#如利用虾皮!"#!鱼肉!$#!螺蚌%&#等动物原料生产

海鲜酱油等# 但市场上所见到的高档鲜味酱油却很

少#多是日本进口的小包装产品#价格昂贵" 为此#

本实验在前期研究的基础上 %’##采用 ()"*的复合还

原糖$木 糖 +葡 萄 糖,-+(.%#将 各 实验 配 料 与 自 制 水

解液均匀混合后#在 /0" 下进行美拉德反应#结 果

如表 ( 所示"

由表 ( 的单因素实验总结出美拉德反应制取酱

味料的最佳工艺为&()"*的复合还原糖 $木糖+葡萄

糖,-+(.% 与 .)(*乙醇#.)-*蒜粉#.).(*胡椒粉混合

于 -(.1下热处理 (.234#最终得到了酱香浓郁!鲜味

醇厚的香味料" 通过氨基酸分析得出反应前后游离

氨基酸损失率为 ’*$图 -%" 由图知#567 损失最多#

其次为 89:!;<9!=9>!?6@!AB6 等#这说明本反应体系

中# 参与酱香形成的主要是含硫氨基酸和疏水性氨

基酸" 此外#体现水解液鲜味的谷氨酸!天冬氨酸损

失较小#且反应后水解液中的鱼腥味完全去除#这可

能是鱼腥味的主要成分三甲氨也参与了 8C3BBC@D 反

应的结果"

& 结论

综上所述# 联合使用内切酶和外切酶可以使鲢

鱼蛋白深度水解#(E< 后# 水解液中游离氨基酸含量

接近 $.*#且 ’ 种必须氨基酸齐全#占总氨基酸含量

的 "E)F$*#具有较高的营养价值" 水解过程中酵母!

防腐剂 G3734 的使用大大减少了水解液的腥!苦等不

良风味"而 8C3BBC@D 反应不但可以完全去除原水解液

的鱼腥味# 而且可增加呈味氨基酸和海鲜特有的鲜

香味#从而成功地开发出高档次的鱼鲜酱油" 该产品

具有以下特点&C)大大改善了大豆发酵或化学分解酱

油中氨基酸的平衡程度# 使产品氨基酸达到动物完

全蛋白质的要求’H)赋予产品特有的海鲜香味#提高

产品档次和市场价值" 因此鱼蛋白酱油的开发不仅

拓宽了低值鱼的利用价值# 而且弥补了我国高档酱

油的不足"
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美拉德反应条件
氨基氮

风味描述

温度N1O
N(.234O

-.’ ")$F 无特征酱香

--" &)’$ 弱酱香J略有烤肉香

-(. ’)(& 酱香最强

时间N234O
N-(.1O

-. &)&" 酱香不明显J鲜味突出

(. ’)($ 酱香最强J略有鲜味

F. --)’ 酱香明显J略有焦糖香J无鲜味

乙醇N(.234J
-(.1O

.)-.* ’)($ 弱酱香J香味单纯

.)(.* ’)$" 酱香浓郁J醇厚

.)F.* K)E( 酱香较浓J略有苦味和酸味

蒜粉N(.234J
-(.1O

.)-.* &)"’ 酱香醇厚

.)(.* &)K( 酱香较好J略带蒜味

.)F"* ’)(’ 酱香微弱J蒜味增强

胡椒粉N(.234J
-(.1O

.).(* ’).E 酱香浓厚

.)."* ’)&F 酱香稍弱#略有椒香

.)-.* K)(& 酱香微弱#椒香增浓

表 ( 反应条件对氨基氮损失及风味的影响

$()"*还原糖&木糖+葡萄糖,-+(.#/0"%

图 - 8C3BBC@D 反应前后水解液的游离氨基酸含量及损失率

&..

$..

"..

E..

F..

(..

-..

.

含
量

$ 2
UX

-.
.2

=%

反应前的水解液

8C3BBC@D 反应后水解液

损失率

".

E.

F.

(.

-.

.

损
失

率
$ *

%

Q7/ AB> Y9@ AB6 037 Q@U ?<@ QBC ;@R ?6@ ZCB 89: 567 [B9 =9> ?@/ ;<9 =67

氨基酸种类

!!


