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酶种类对生物解离大豆蛋白酶解物功能性和苦味的影响
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（东北农业大学食品学院，哈尔滨 １５００３０）

摘要：在生物解离提取大豆油脂过程中会伴随产生丰富的水解液，水解液主要成分为大豆蛋白酶解物。以不同种

类蛋白酶（碱性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶、风味蛋白酶、复合蛋白酶和胰蛋白酶）对挤压膨化大

豆粉进行酶解，将得到的不同蛋白酶解物作为研究对象，采用水解度、ＳＤＳ ＰＡＧＥ凝胶电泳、氨基酸组成分析、傅里

叶红外光谱对大豆蛋白酶解物结构进行表征，利用乳化活性和乳化稳定性、溶解性及感官评价等表征大豆蛋白酶

解物功能性和苦味。结果显示：采用碱性蛋白酶进行生物解离时，提油率最高，为 ９１２３％；碱性蛋白酶解物溶解性

为９１１２％，但是酶解产物的苦味值大大增加，乳化性也不理想。采用风味蛋白酶处理时，尽管提油率不是最高，为

８７７３％，但是酶解产物苦味值为 １５，溶解性为 ８７１２％，乳化活性和乳化稳定性效果最优。
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０　引言

作为一种可以替代溶剂浸出法的绿色提油技

术，生物解离是通过机械破碎联合酶解作用于油料，

使油脂从油料固体中释放出来，所提取的油脂品质

较高、色泽较好
［１］
。生物解离得到的大豆蛋白及肽

主要存在于离心得到的水解液中
［２］
。大豆约 ８０％

的总蛋白质被存储在称为蛋白质体的细胞器中，它

占据子叶细胞大部分体积，而且大豆油脂储存在油

脂体中，油脂体的镶嵌蛋白与磷脂相互结合并协同

作用，使其内部的油脂体不易分解，因此，通过蛋白

酶酶解更有助于油脂释放
［３］
。生物解离过程中酶

水解会造成大豆蛋白质带电基团的增加，分子量变

小，分子结构发生改变，因此其功能性质（如溶解

性、起泡性、乳化性和凝胶特性等）会发生变化
［４］
。

蛋白酶解物中小肽通过小肠吸收的速度比同样氨基

酸组成的游离氨基酸混合物更快、更均匀，并且具有

更高的营养价值
［５］
。但是，蛋白经过酶水解可导致

苦味肽的形成，影响其在食品中的应用，特别是蛋白

质水解物应用于饮料中会产生严重不良影响
［６］
。

因此，本文研究 ７种食品级商业蛋白酶制剂（碱性
蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶、风味

蛋白酶、复合蛋白酶和胰蛋白酶）对生物解离油脂

提取率、得到的蛋白质水解物苦味和功能特性的影

响。通过氨基酸分析、凝胶电泳、水解度及感官评价

对苦味进行分析，同时，通过水解度和傅里叶红外光

谱对样品功能性（溶解性和乳化性）进行分析，探讨

不同酶种类对其功能性的影响。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
挤压膨化大豆（蛋白质量分数 ４０％，脂肪质量

分数 １７％，纤维质量分数 ７％），山东省高唐蓝山集
团总公司；碱性蛋白酶 Ｐｒｏｔｅｘ６Ｌ，杰能科（中国）生
物工程有限公司；中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、菠萝蛋

白酶、风味蛋白酶、胰蛋白酶、ＳＤＳ ＰＡＧＥ凝胶制备
试剂盒、彩虹光谱蛋白 Ｍａｒｋｅｒ，北京索莱宝科技有限
公司；复合蛋白酶，诺维信（中国）生物技术有限公

司；奎宁，上海源叶生物科技有限公司；其他化学试

剂均为分析纯。

１２　仪器与设备
磁力搅拌器，广州仪科实验仪器有限公司；

ＰＨＳＪ ４Ａ型实验室 ｐＨ计，中国上海雷磁公司；
ＨＨ ４型数显恒温水浴锅，金坛市双捷实验仪器
厂；ＧＬ ２１Ｍ型高速冷冻离心机，上海卢湘仪离心
机仪器有限公司；３ １８Ｋ型高速冷冻离心机，Ｓｉｇｍａ

公司；ＦＤ５ ３型冷冻干燥机，美国 ＳＩＭ 公司；
ＵＶ １６００ＰＣ型紫外可见分光光度计，上海菁华科
技仪器有限公司；ＭｉｎｉＰＲＯＴＥＡＮＴｒｔｒａ型垂直电泳
槽，ＢｉｏＲａｄ公司；Ｌ ８９００型全自动氨基酸分析仪，
日本日立公司；ＭＡＧＮＡ ＩＲ５６０型傅里叶红外光谱
仪，美国尼高丽公司。

１３　生物解离大豆蛋白酶解物的制备

参考 ＬＩ等［６］
的方法制备生物解离大豆蛋白酶

解物，主要流程如下：挤压膨化大豆→粉碎→过筛
（６０目）→调节液固比为 ６ｍＬ／ｍｇ→调节温度、ｐＨ
值→ 酶解 （３ｈ，酶添加量为 １ｍＬ／（１００ｇ）或
１ｇ／（１００ｇ））→灭酶（１００℃，１０ｍｉｎ）→离 心分离
（８０００ｇ、２０ｍｉｎ）→得到水解液→冷冻干燥→脱脂
（正己烷）→得到大豆蛋白酶解物。
１４　蛋白水解度的测定

依据 ＮＩＥＬＳＥＮ等［７］
的方法，即邻苯二甲醛

（Ｏｒｔｈｏｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅ，ＯＰＡ）法。将上述制得酶解物
用０１ｍｏｌ／ＬｐＨ值７０的磷酸盐缓冲溶液配制，样
品溶液与ＯＰＡ试剂充分混匀５ｓ，准确静止２ｍｉｎ，用
可见光分光度计在 ３４０ｎｍ下测定其吸光度。试验
重复 ３次取平均值，蛋白质水解度计算公式为

Ｈ＝ｈ
ｈｔｏｔ
×１００％ （１）

式中　ｈ———水解的肽键数
ｈｔｏｔ———总肽键数（大豆取７８

［８］
）

１５　ＳＤＳ ＰＡＧＥ凝胶电泳

参考 ＬＡＥＭＭＬＩ［９］的方法略作修改：分离胶质量
分数为 １２％和浓缩胶质量分数为 ５％，样品质量浓
度为５ｍｇ／ｍＬ，上样前于沸水浴中加热 ５ｍｉｎ，上样
量为１０μＬ，电泳电压初始为８０Ｖ，待样品进入分离
胶时，提高电压至 １２０Ｖ。电泳后用考马斯亮蓝
Ｒ２５０溶液染色，而后用脱色液脱色 ４～５次，脱色完
全后，采用 ＧｅｌＤｏｃＥＺｉｍａｇｅｒ型凝胶成像系统分析
电泳条带。

１６　氨基酸组成分析
大豆蛋白酶解物的氨基酸组成利用氨基酸分析

仪进行测定，样品用 ６ｍｏｌ／Ｌ盐酸封管，在 １１０℃条
件下水解２４ｈ，过滤后进行真空干燥，溶解后上机分
析，进样量为 ５０μＬ。所测结果用占蛋白质质量分
数表示

［１０－１１］
。游离氨基酸测定时，样品用 １０％三

氯乙酸沉淀 ２ｈ，然后在 １１０００ｇ下离心 １５ｍｉｎ，调
节 ｐＨ值为 ２０，过滤后利用氨基酸分析仪进行
测定。

１７　傅里叶红外光谱测定
傅里叶红外光谱测定采用 ＫＢｒ压片法，准确称

取蛋白酶解物样品１ｍｇ，加入 ＫＢｒ１００ｍｇ，充分研磨
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约１５ｍｉｎ后进行压片处理，在室温（２０℃）条件下，
扫描波数谱段设定为４００～４０００ｃｍ－１

，设定分辨率

为４ｃｍ－１
、波数精度为００１ｃｍ－１

条件下扫描６４次，
重复３次。利用 ＰｅａｋｆｉｔＶｅｒｓｉｏｎ软件处理谱图［１２］

。

１８　蛋白质功能特性测定
１８１　溶解性

参照 ＭＯＲＲ等［１３］
的方法并稍作修改，准确称

取２０ｍｇ样品溶于１０ｍＬ去离子水中，搅拌１ｈ后在
２００００ｒ／ｍｉｎ条件下离心 １５ｍｉｎ。分别测定上清液
蛋白质含量及样品总蛋白含量。溶解度表示为上清

液中蛋白浓度与总蛋白质浓度的比值。

１８２　乳化活性和乳化稳定性
参照 ＤＯＭＢＲＯＷＳＫＩ等［１４］

的方法测定蛋白酶

解物样品的乳化活性指数 （Ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ，ＥＡＩ）及乳化稳定性指数（Ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ，ＥＳＩ）并稍作修改：将样品溶液与大豆油按体
积比３∶１混合，用高速均质机在２００００ｒ／ｍｉｎ下均质
１ｍｉｎ使其混合均匀。立即准确吸取乳状液 ５０μＬ
与５ｍＬ０１％的 ＳＤＳ溶液混合均匀，记录此时及
３０ｍｉｎ后在５００ｎｍ处的吸光度，乳化活性指数和乳
化稳定性指数计算公式为

ＥＡＩ＝
４６０６Ａ０Ｎ
１０００Ｃ

（２）

ＥＳＩ＝
３０Ａ０
Ａ０－Ａ３０

（３）

式中　ＥＡＩ———乳化活性指数，ｍ
２／ｇ

ＥＳＩ———乳化稳定性指数，ｍｉｎ
Ｎ———稀释倍数
Ｃ———乳液在形成前蛋白质水溶液中蛋白质

的质量浓度，ｇ／ｍＬ
———乳状液中油相体积分数，％
Ａ０———０ｍｉｎ时的吸光度
Ａ３０———３０ｍｉｎ时的吸光度

１９　感官评价
将不同酶酶解产物用蒸馏水配制成质量浓度

００１ｇ／ｍＬ的样品溶液。不同浓度的奎宁溶液作为
标准进行评分

［１５］
。标准溶液的质量浓度分别为 ０、

８×１０－６、１６×１０－５、２４×１０－５、３２×１０－５、４×
１０－５ｇ／ｍＬ，对应的分值为 ０、１、２、３、４、５分，苦味越
重，分值越高。将样品溶液与标准溶液在室温下进

行对比，并按照标准进行评分，选择 １０名训练有素
的感官评定小组成员（５名男性和 ５名女性，年龄在
２０～３５岁之间）来评估水解产物的苦味［５］

。

１１０　数据统计方法
所有试验均重复 ３次，利用 ＡＮＯＶＡ进行差异

显著性分析，并用 Ｏｒｉｇｉｎ８０和 Ｅｘｃｅｌ等统计分析数

据并制图，Ｐ＜００５时为显著性差异。

２　结果与分析

２１　生物解离提油率分析
表１为不同酶种类对大豆生物解离提油效果的

影响，碱性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、菠萝蛋

白酶、风味蛋白酶、复合蛋白酶及胰蛋白酶解离后提

油率分别为 ９１２３％、８６１９％、７４４５％、７５６８％、
８７７３％、８９４４％及７９９３％，碱性蛋白酶提油率最
高，中性蛋白酶、风味蛋白酶及复合蛋白酶的提油率

相似，并且与碱性蛋白酶提油率相近。木瓜蛋白酶、

菠萝蛋白酶及胰蛋白酶的提油率不理想。

表 １　不同酶解条件对大豆提油率的影响

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎ

ｓｏｙｂｅａｎｏｉｌｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

酶种类 酶解温度／℃ 酶解 ｐＨ值 提油率／％

碱性蛋白酶 ５５ ９ ９１２３±０３２

中性蛋白酶 ５０ ７ ８６１９±０２８

木瓜蛋白酶 ５５ ７ ７４４５±０１７

菠萝蛋白酶 ５０ ７ ７５６８±０５６

风味蛋白酶 ５０ ７ ８７７３±０１０

复合蛋白酶 ５０ ７ ８９４４±０３７

胰蛋白酶 ５０ ７ ７９９３±０３３

２２　水解度分析
经过计算可知，碱性蛋白酶处理得到的大豆蛋

白酶解物水解度最大为 １５４％，其次是复合蛋白酶
１２８％，中性蛋白酶和风味蛋白酶水解度相近，分别
是 １０６％、１１１％，两种植物来源的蛋白酶———木
瓜蛋白酶和菠萝蛋白酶的水解度分别是 ９２％、
７６％，胰蛋白酶的水解度最低，为 ３３％，这可能归
因于胰蛋白酶抑制剂的存在，抑制了胰蛋白酶的蛋

白水解作用
［１６］
。

２３　ＳＤＳ ＰＡＧＥ凝胶电泳分析
图１是大豆分离蛋白（ＳＰＩ）和不同酶处理后大豆

蛋白酶解物的 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图，大豆蛋白的主要组分
是β伴大豆球蛋白和大豆球蛋白，β伴大豆球蛋白主
要含 有 ３个 亚 基，分 别 是 α′（６７～７２ｋＤａ）、
α（６３ｋＤａ）和β亚基（４７ｋＤａ）；大豆球蛋白由酸性亚
基Ａ（２９～３３ｋＤａ）和碱性亚基Ｂ（２２ｋＤａ）两个亚基组
成
［１７］
。如图１所示，相对于 ＳＰＩ，所有大豆蛋白酶解

物中均有许多低分子量的肽片段存在，其中在碱性蛋

白酶的作用下，大豆蛋白的 α′、α、β亚基和酸性亚基
Ａ都基本被水解，由于碱性基团位于大豆球蛋白复合
物内部，因此不易水解，相反，位于复合体外部的酸性

亚基几乎全部被蛋白酶降解为小分子肽
［４］
。胰蛋白

酶也同样作用于 β伴大豆球蛋白和大豆球蛋白，但
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仍有大部分未被水解，这可能由于胰蛋白酶的特异性

较强。菠萝蛋白酶和木瓜蛋白酶酶解物的酶解程度

相似，这与它们的水解度相似存在关联。中性蛋白

酶、风味蛋白酶和复合蛋白酶酶解产物的 β伴大豆
球蛋白组分几乎被破坏，生成小分子肽。

图 １　不同酶解条件下水解液蛋白的 ＳＤＳ ＰＡＧＥ

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳ ＰＡＧＥｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｓｋｉｍｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　

２４　氨基酸组成分析

疏水性氨基酸为侧链具有高疏水性氨基酸的总

称，蛋白水解所释放出含有的疏水性氨基酸残基的

短肽是产生苦味的主要原因，特别是含有长链的芳

香族氨基酸残基。一般情况下，疏水性基团都埋藏

在蛋白质内部，因此不会产生苦味。当蛋白质水解

为小分子短肽时疏水性氨基酸的含量越高，接触味

蕾产生的苦味越强，苦味氨基酸上有苦味产生的结

合位点和刺激位点，当苦味氨基酸的比例较高时，其

产生苦味可能性较大。但总疏水氨基酸和总苦味氨

基酸所占比例对苦味的影响还需要进一步验证
［１８］
。

由表２可知，从疏水性氨基酸和苦味氨基酸的比例
来看，碱性蛋白酶和中性蛋白酶酶解物中所含比例

较大，这与其在感官评定中苦味值结果相一致。风

味蛋白酶和胰蛋白酶酶解物中所含比例较小，这与

其在感官评定中苦味值结果相一致
［５］
。

表 ２　不同大豆蛋白酶解物中氨基酸质量分数

Ｔａｂ．２　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ ％

氨基酸 碱性蛋白酶 中性蛋白酶 木瓜蛋白酶 菠萝蛋白酶 风味蛋白酶 复合蛋白酶 胰蛋白酶

天冬氨酸（Ａｓｐ） １１１４ １１０８ １１４１ １０９６ １１１９ １１１５ １１５０

苏氨酸（Ｔｈｒ） ３３８ ３５８ ３６２ ３５８ ３５５ ３５７ ３４６

丝氨酸（Ｓｅｒ） ５２２ ５１１ ５１８ ５０６ ５０６ ５１３ ５１６

谷氨酸（Ｇｌｕ） １７７３ １８１４ １９５８ １８６８ １９７６ １８８８ １９３２

甘氨酸（Ｇｌｙ） ３９０ ３７６ ３８８ ３７７ ３８５ ３８１ ３７７

丙氨酸（Ａｌａ） ４１３ ３９９ ３９４ ３９２ ３９３ ３９８ ３７４

半胱氨酸（Ｃｙｓ） ２１０ ２０６ ２０８ ２２５ ２１８ ２１６ ２１０

缬氨酸（Ｖａｌ） ４６５ ４４５ ４４９ ４４５ ４４１ ４５６ ４３１

甲硫氨酸（Ｍｅｔ） １２２ １１９ １１２ １１３ １１９ １２２ １０２

异亮氨酸（Ｉｌｅ） ３９８ ３７５ ３６２ ３６２ ３５９ ３６２ ３７７

亮氨酸（Ｌｅｕ） ７１２ ６７６ ６３８ ６４７ ６１９ ６５１ ６５９

酪氨酸（Ｔｙｒ） ３０７ ３１６ ３１４ ３０８ ２９７ ３２１ ３０２

苯丙氨酸（Ｐｈｅ） ４６８ ４４７ ４２４ ４２１ ３８７ ４３９ ４３９

组氨酸（Ｈｉｓ） ３９８ ３３５ ３３４ ３３３ ３３３ ３３７ ３３０

赖氨酸（Ｌｙｓ） １３８０ １４００ １２９１ １３９０ １３７８ １３４４ １３１８

精氨酸（Ａｒｇ） ６８８ ７９７ ７９１ ７７９ ８０８ ８２０ ８０１

脯氨酸（Ｐｒｏ） ３０２ ３１８ ３１６ ３８０ ３０７ ２７９ ３３６

总疏水性氨基酸 ３１８７ ３０９５ ３００９ ３０６８ ２９２２ ３０２８ ３０２０

总苦味氨基酸 ５２４０ ５２２８ ５０３１ ５１７８ ５０４８ ５１３１ ５０９５

２５　傅里叶红外光谱分析
图２为不同酶种类条件下样品中大豆蛋白酶解

物和大豆分离蛋白的 ＦＴＩＲ图。ＦＴＩＲ光谱可显示
蛋白质酰胺Ⅰ带、酰胺Ⅱ带、酰胺Ⅲ带信息以及蛋白
质结构中的 Ｃ—Ｃ伸缩振动和 Ｃ Ｏ等伸缩振动信
息，红外光谱酰胺 Ⅰ 带１６００～１７００ｃｍ－１

范围是蛋

白二级结构的主要谱带
［１９］
，根据文献［２０］，蛋白质

二级结构与各子峰间的对应关系为：α螺旋结构对
应波数 １６４６～１６６４ｃｍ－１

；β折叠结构对应波数
１６１５～１６３７ｃｍ－１

和１６８２～１７００ｃｍ－１
；β转角结

图 ２　不同酶解蛋白的红外光谱分析

Ｆｉｇ．２　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍａｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ
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构对应波数 １６６４～１６８１ｃｍ－１
；无规则卷曲结构

对应波数 １６３７～１６４５ｃｍ－１
。采用 ｐｅａｋｆｉｔ软件对

酰胺Ⅰ带进行去卷积和高斯曲线拟合，通过峰位
归属确定二级结构种类和相对含量，计算结果见

表 ３。
大豆蛋白的二级结构以 β折叠为主，相对含

量为５１０３％，α螺旋相对含量为１５５３％，β转角
相对含量为 ２２６８％，无规则卷曲相对含量为
１０７６％。碱性蛋白酶酶解得到的大豆蛋白酶解
物二级结构中无规则卷曲相对含量为 ３１８０％，相
对于其他酶最高，风味蛋白酶、复合蛋白酶及中性

蛋白酶条件下无规则卷曲相对含量相近，分别为

　　

２０５２％、２０４２％及 ２０４０％，木瓜蛋白酶、菠萝蛋
白酶及胰蛋白酶条件下无规则卷曲相对含量依次

减小，为 １８５９％、１５７２％及 １３７１％，蛋白酶解
物的无规则卷曲相对含量都比大豆分离蛋白高。

除了胰蛋白酶特殊外，随着无规则卷曲相对含量

的增加，β折叠变化规律相反。与上文水解度对
比可以看出，总体趋势上无规则卷曲相对含量越

大水解度越高
［２１］
。无规则卷曲主要是由 β折叠

及 β转角转化而来，不同酶的酶解位点及水解度
的不同是酶解后二级结构组成存在差异的主要原

因，蛋白质的无规则卷曲结构为其良好表面性质

及乳液稳定性等提供了柔性结构单元
［２２］
。

表 ３　不同酶解蛋白的二级结构相对含量

Ｔａｂ．３　Ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍａｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ ％

酶种类 α螺旋 β折叠 β转角 无规则卷曲

ＳＰＩ （１５５３±０１２）ｇ （５１０３±００１）ａ （２２６８±０２１）ａ （１０７６±００４）ｈ

碱性蛋白酶 （１２０３±０２７）ｈ （３４５７±００８）ｇ （２１６０±０１５）ｂ （３１８０±０１２）ａ

中性蛋白酶 （３０７０±０１３）ｃ （３６１５±０２１）ｆ （１２７５±００２）ｆ （２０４０±０２５）ｄ

木瓜蛋白酶 （３２９６±００９）ａ （３２８８±０２５）ｈ （１５５７±００５）ｄ （１８５９±００２）ｅ

菠萝蛋白酶 （１８９０±０２１）ｆ （４９３７±０２７）ｂ （１６０１±０１１）ｃ （１５７２±００９）ｆ

风味蛋白酶 （３０７２±００５）ｂ （３８４２±０１６）ｅ （１０３４±００１）ｈ （２０５２±０１４）ｂ

复合蛋白酶 （３０５２±０１１）ｄ （３８４６±００９）ｄ （１０６０±００７）ｇ （２０４２±０１３）ｃ

胰蛋白酶 （２６７８±０２０）ｅ （４５５８±０１６）ｃ （１３９３±００３）ｅ （１３７１±００２）ｇ

２６　溶解性分析
蛋白质溶解性是非常重要的功能特性，它对其

他功能特性，尤其是乳化性、凝胶化及起泡性有相当

大的影响，与 ＳＰＩ相比，酶解可以提高蛋白质的溶解
性，这是因为蛋白经过酶解后，蛋白质的空间结构被

局部展开、改善了分子柔性，促进了蛋白质结构的舒

张，溶解性因此得到提高
［２３］
。碱性蛋白酶酶解样品

的溶解性最好，为 ９１１２％，中性蛋白酶、木瓜蛋白
酶、菠萝蛋白酶、风味蛋白酶及复合蛋白酶酶解样品

的 溶 解 性 分 别 为 ８４０９％、８３４３％、７９２％、
８７１２％及８９４％，所有酶解样品中，胰蛋白酶处理
的溶解性（７０９８％）最差，因为相同酶解时间下，碱
性蛋白酶的水解度最高，蛋白质被酶解形成更小的

多肽，分子量的降低及比表面积的增大使水合作用

变强，因此溶解度最大。研究表明蛋白质二级结构

的变化程度、小肽的释放以及可电离氨基和羧基的

增加是增加样品与水分子相互作用、溶解度增加的

原因
［２４］
。

２７　乳化性分析
乳化活性指数表征机械搅拌作用后互不相溶的

液体形成乳液的能力；乳化稳定性指数表征乳液中

乳滴的稳定能力。乳化活性指数和乳化稳定性指数

是大豆蛋白非常重要的表面性质之一，在食品加工

过程中起到了重要的作用。如图 ３所示，除了碱性
蛋白酶和复合蛋白酶外，其他蛋白酶解物的乳化活

性指数和乳化稳定性指数相对于 ＳＰＩ均增加，风味
蛋白酶、胰蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶和菠萝

蛋白酶的乳化活性指数为 １８５０６、１７３１２、１５８２３、
１４３０５、１２１８ｍ２／ｇ。ＣＡＬＤＥＲＯＮ等［２５］

证实大豆蛋

白经蛋白酶水解后乳化活性增加。乳化特性的增加

可能是由于大分子蛋白质的降解，疏水基团的暴露

和蛋白质溶解度的提高，从而提高了蛋白质的表面

活性，因此具有更好的乳化活性
［２６］
。蛋白质酶解后

产生的无规则卷曲结构为其良好表面性质及乳液稳

定性等提供了柔性结构单元
［２７］
，由表 ３可知，酶解

后无规则卷曲相对含量增多，原理上酶解产物的乳

化性会得到提高。然而，与未水解的 ＳＰＩ相比，碱性
蛋白酶和复合蛋白酶酶解产物的乳化活性指数和乳

化稳定性指数均降低，其原因可能是由于蛋白质的

过度水解，如水解度和 ＳＤＳ ＰＡＧＥ结果表明，蛋白
水解程度较大，亚基降解成大量小分子肽。据报道，

水解物的乳化性与水解程度密切相关，低水解度乳

化性增加和高水解度乳化性降低
［２８］
。但是也不是

绝对的，尽管风味蛋白酶酶解物的水解度也较大，为

１１０５％，但是乳化活性指数和乳化稳定性指数却最
大，分别为１８５０６ｍ２／ｇ和７８９ｍｉｎ。
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图 ３　不同酶解条件下水解液蛋白的乳化性

Ｆｉｇ．３　Ｅｍｕｌｓｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｓｋｉｍｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　
２８　感官评价分析

当蛋白酶酶解蛋白质时，大量生成由疏水性氨

基酸残基形成的小肽，会产生强烈的苦味。根据之

前研究得出，多肽自身的疏水性、氨基酸序列、分子

量及空间结构可能影响水解物的苦味
［２９］
。经过碱

性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶、风

味蛋白酶、复合蛋白酶及胰蛋白酶解离后，样品的苦

味值分别为 ４０、３５、２０、２０、１５、２５、１５。酶种
类水解大豆蛋白产生的苦味值存在明显差异，苦味

最强的是碱性蛋白酶处理得到的酶解蛋白，其次是

中性蛋白酶、复合蛋白酶、木瓜蛋白酶及菠萝蛋白酶

的酶解蛋白，苦味最弱的为风味蛋白酶和胰蛋白酶

的酶解蛋白。由水解度和ＳＤＳ ＰＡＧＥ可知，碱性蛋
白酶的水解程度最大，分子量小的肽较多，通过氨基

酸组成分析可知，疏水性氨基酸和苦味氨基酸在蛋

白酶解物样品中比例最高，这是因为疏水性氨基酸

残基的羧基端肽键是碱性蛋白酶的主要识别酶切位

点，多肽 Ｃ末端大部分是疏水性氨基酸，因此碱性
蛋白酶酶解产物的苦味最大

［３０］
。尽管风味蛋白酶

　　

的水解度也很高，但是蛋白酶解物样品中疏水性氨

基酸和苦味氨基酸的比例最低，因为风味蛋白酶是

内切酶和外切酶的混合物，外切酶可有效地将大豆

多肽端基的疏水性氨基酸切除，同时风味蛋白酶添

加的风味物质也有掩盖苦味的作用
［３１］
。

３　结论

（１）不同酶处理时，提油效果较好的是碱性蛋
白酶、风味蛋白酶、复合蛋白酶、中性蛋白酶，提油率

均在９０％左右。
（２）碱性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、菠

萝蛋白酶、风味蛋白酶、复合蛋白酶及胰蛋白酶酶解

样品的溶解性分别为 ９１１２％、８４０９％、８３４３％、
７９２％、８７１２％、８９４％及 ７０９８％，所有酶解样品
中碱性蛋白酶处理的溶解性最好，风味蛋白酶处理

的溶解性与其相比差异较小。

（３）经蛋白酶水解后，由于大豆蛋白大分子蛋
白质的降解，疏水基团的暴露，蛋白质溶解度的提高

和无规则卷曲结构的增多，提高了蛋白质的表面活

性，因此具有更好的乳化活性。风味蛋白酶酶解的

样品乳化性最好，乳化活性指数和乳化稳定性指数

分别为１８５０６ｍ２／ｇ和７８９ｍｉｎ；碱性蛋白酶酶解物
的乳化性最差。

（４）通过感官评价、氨基酸组成分析、水解度和
ＳＤＳ ＰＡＧＥ分析可知，风味蛋白酶酶解物苦味值最
低，这是由于风味蛋白酶含有的外切酶可有效地将

大豆多肽端基的疏水性氨基酸切除，达到降低苦味

的目的，同时含有的风味物质也有掩盖苦味的功效。

该结果为风味蛋白酶应用于生物解离，在获取较高

提油率前提下，还能得到功能性良好、苦味值低的大

豆蛋白酶解物提供了一定的理论依据。
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