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摘U要U以淘汰蛋鸡为研究对象!利用木瓜蛋白酶制备咸味增强肽!通过单因素实验和正交实验优化最佳制备

工艺条件$ 采用量值估计法评定鸡肉蛋白酶解产物的咸味增强作用!利用电子舌分析样品间滋味差异$ 正交实

验极差分析结果表明!制备咸味增强肽的最佳酶解条件为(酶解时间 8 J!酶解温度 )% d!加酶量为鸡肉质量的

%&2c!肉水比 $i2"EAE#%方差分析结果表明!酶解时间&加酶量&肉水比以及时间和加酶量的交互作用对水解度

有显著影响"6s%&%)#%酶解时间对酶解产物的咸味增强作用有显著影响"6s%&%)#$ 电子舌输出信号值主成

分分析结果表明!25 组样品间的咸味存在差异!其主要影响因素为酶解时间$ 研究表明!淘汰蛋鸡蛋白酶解物

能够将 )% MMH>*CA=:>溶液的咸味强度提升 29&2c!可用于开发兼具调味和营养功能的调味品$
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3/H-" 3JDD>D,3OH-/,3H-RTD_=4T4DL 3H/-\D43/R=3D3JDK>=\HOL/KKDOD-,D/- ,J/,.D- NOH3D/- JILOH>I4=3D4&XJDOD4T>34HK3JD

O=-RD=-=>I4/44JH_DL 3J=33JDHN3/M=>D-PIM=3/,JILOH>I4/4_=4=,J/D\DL _JD- D-PIM=3/,JILOH>I4/43/MDOD=,JDL 8 J" /-6

,TQ=3/H- 3DMNDO=3TOD=3)% d" D-PIMD3H4TQ43O=3DO=3/H3HQD%&2c %EAE&" =-L MD=36_=3DOO=3/HHK$i2&XJDOD4T>34HK
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UU食盐作为使用最广泛的调味品"在人们的日常生

活中发挥着重要作用* 例如赋予食品咸味并改善整

体风味"降低食物中的水分活度从而达到防腐抗菌作

用"延长食品货架期以及调节人体代谢平衡等
#$$

*

但是"食盐摄入量过高会增加高血压(心血管疾病的

发病率
#2$

* 目前"我国人均食盐摄入量%$2 R*L&远高

于 ]@"所推荐的摄入量%) R*L&

#'$

* 随着消费者对

健康饮食的日益关注"开发兼具营养价值的低钠调味

品对食品行业的发展尤为重要*

X;!;等
#8$

在酪蛋白水解物的 36端类似物合成

过程中偶然发现""O-6

#

6;>=@:>和 "O-6X=T @:>具

有与 A=:>相似的咸味"这是咸味肽首次被发现* 此

后"大量研究表明"蛋白质水解物具有咸味或咸味增

强作用"但大多集中于海洋资源蛋白质深加工利用方

面* ;C[E;A![a等
#)$

研究发现"鱼精蛋白酶解产物

经分离纯化得到的精酰胺二肽具有咸味增强作用*

王欣等
#9$

发现"双酶酶解哈氏仿对虾蛋白可将其酶

解产物的感官咸味强度从 $% MMH>*CA=:>提高至 ))

MMH>*CA=:>*

淘汰蛋鸡肉质老化(加工性能差"但是其鸡肉依

然具有低脂肪(高蛋白"产量大"价格便宜等优点
#5$

*

利用蛋白酶解技术对鸡肉进行加工可以有效提高淘

汰蛋鸡的附加价值
#1$

* 木瓜蛋白酶作用于肽链末端

的赖氨酸和精氨酸
#9$

"以赋予鸡肉蛋白酶解物独特

的风味尤其咸味
#($

* 因此"本文以淘汰蛋鸡为原料"

采用木瓜蛋白酶制备咸味增强肽"为咸味肽的进一步

开发利用提供方法指导*

$U材料与方法

?@?A材料与设备

$&$&$U实验材料

三黄鸡"广东温氏食品集团股份有限公司提供"

将鸡肉剔骨(去皮(去除脂肪后用绞肉机绞成肉糜"分

装置于 02% d贮藏备用'木瓜蛋白酶"广州裕立宝生

物科技有限公司'食盐"四川乐山联峰盐化有限责任

公司*

$&$&2U仪器设备

VV$2 型绞肉机"广东省韶关市大金食品机械

厂'^@;6:型水浴恒温振荡器"江苏省金坛市农仪器

厂':[VV;â ) 型高压高通量微波消解系统"美国

:[V公司''6$1Z型高速冷冻离心机"广州倍立思仪

器有限公司'ZA!6$%'S型凯氏定氮仪"上海纤检仪

器有限公司'($9X/6XHT,J 型全自动电位滴定仪"瑞士

万通中国有限公司'?62%%% 型原子吸收光谱仪"日本

日立公司'X̂6)%%%?型电子舌"日本 #-4D-3公司*

?@"A实验方法

$&2&$U鸡肉蛋白酶解

称取 2% R鸡肉肉糜"加入去离子水以及木瓜蛋

白酶"匀浆"置于恒温水浴锅中酶解"酶解完成后沸水

浴灭酶 2% M/-"冷却至室温"离心 2% M/-%81%% f?"8

d&"过滤"所得滤液为酶解产物*

$&2&2U蛋白回收率测定

根据 BG)%%(&8)2%$9

#$%$

中的凯氏定氮法测定

其粗蛋白含量"蛋白回收率计算如公式%$&所示!

蛋白回收率*c j

酶解产物中蛋白含量

原料总蛋白含量
f$%% !$"

$&2&'U水解度测定

采用甲醛电位滴定法测定其游离氨基酸含氮

量
#$$$

"并计算其水解度!

水解 度*c j

酶解物游离氨态氮含量 0空白游离氨态氮

原料总氮量
f

$%% !2"

$&2&8U钠离子含量测定

酶解液经微波消解后" 参照 BG )%%(&($)

2%$5

#$2$

"采用火焰原子吸收法测定其 A=

k

含量*

$&2&)U感官评定

$&2&)&$U咸味评价

经过筛选和培训"选择 $2 名学生%) 名男性"5 名

女性&组成感官评价小组"评价鸡肉蛋白酶解物的咸

味* 咸味评分采用 ) 分制 %% 表示没有咸味"' 表示

咸味适中") 表示咸味强烈&* 感官评定实验在室温

下进行"感官评价人员每次取 $ MC样品进行评价"品

尝完立即用清水漱口"每个样品间隔 $ M/-* 以感官

评分的平均值作为最终咸味得分*

$&2&)&2U咸味强度评定方法

参照 BG*X$()85)2%%8

#$'$

"采用量值估计法评

定酶解物的咸味强度* 通过评估几何图形的面积引

导评定人员掌握量值估计法的基本概念'配制 %($%(

2%('%(8%()%(9%(5%(1%((%($%% MMH>*C系列梯度的

A=:>溶液"感官评定人员品尝系列梯度浓度的 A=:>

溶液以了解不同浓度 A=:>溶液的咸味强度
#$8$

* 将

所有样品的 A=

k

含量调整至 )% MMH>*C"评定人员以

)% MMH>*CA=:>溶液作为外部参比样给出待测样品

的具体咸味强度值 %MMH>*CA=:>&* 进行感官评定

实验前 $ J"感官评定人员不可食用其他有刺激性味

道的食物和饮料"不可过于疲劳* 待测样品采用 ' 个

随机组合数字进行编号"评定人员只评定样品溶液的
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咸味强度"不考虑其他的味道
#$)$

*

$&2&9U电子舌评定

味觉信号采用日本 #-4D-3公司的 X̂))%%%?味

觉分析系统进行检测* 基本原理是 ;;[(:X%(:%%

三个味觉传感器分别与呈味物质相互作用引起人工

脂膜膜电势的变化"并将该电势作为传感器的输出信

号传输到电脑进行分析"以此评价样品的鲜味(咸味(

苦味 ' 种基本味道
#$9$

* 鲜味传感器 ;;[反映样品

的鲜味和浓厚味"咸味传感器 :X% 反映样品的咸味"

苦味传感器 :%% 反映样品的苦味和苦味回味
#$9$

* 味

觉传感器和参比电极使用前需要活化以保证数据的

稳定性* 以 )% MMH>*CA=:>溶液为参照液"对样品

进行电子舌分析"每个样品测试 8 次*

$&2&5U单因素实验

以酶解时间(温度(加酶量和肉水比为实验因素"

进行单因素实验研究木瓜蛋白酶的酶解特性"水解

度(蛋白回收率和酶解产物的咸味评分为指标筛选酶

解条件*

$&2&1U正交实验

根据单因素实验结果"选取酶解时间(肉水比(加

酶量为实验因素按 C

25

%'

5

&进行正交优化实验* 通过

正交实验分析 ' 种因素之间的交互作用"并以水解度

和咸味强度 %MMH>*CA=:>&为实验指标确定最优酶

解条件*

表 ?A蛋白酶解试验因素表

:350,?AG2&*,&0(*%63)30('%'-36*&2*350,

水平
因素

酶解时间%8& *J 加酶量%"& *c 5%肉&i5%水&

$ 8 %&$ $i$&)

2 9 %&$) $i2&%

' 1 %&2 $i2&)

$&2&(U数据分析

使用 ^Ŵ^ $5&% 统计软件进行处理分析""-D6

_=I;A"n;分析显著性%6s%&%)&'采用 [Y,D>2%$%

和 "O/R/- 2%$9 绘制图表*

2U结果与讨论

"@?A酶解时间对鸡肉酶解产物的影响

如图 $ 所示"蛋白回收率随酶解时间延长而逐渐

增加'其中 2 b8 J 蛋白回收率增速最大"随后呈缓慢

增加趋势* !"AB等
#$5$

采用风味蛋白酶酶解鸡骨架

时也得到类似结果* 其原因为反应开始时"体系中酶

和底物充足使大分子蛋白质含量迅速增加'之后"大

分子肽段裂解成更小的肽段和游离氨基酸
#$1$

* 2 b

$% J 内水解度显著增加%6s%&%)&'说明易被酶解的

肽段还未完全裂解且酶充足
#$5$

* 酶解产物的咸味主

要与氨基酸和小分子肽相关
#$( 02%$

"酶解过程中小分

子物质种类和含量的变化引起咸味的改变* 酶解产

物的咸味评分在 8 和 1 J 时最佳"其可能与含有较多

的与咸味相关的小分子物质相关* 因此"经综合考

虑"后续实验选取酶解时间为 1 J*

图 $U酶解时间对蛋白回收率(水解度(咸味的影响

S/R&$U[KKD,3HKJILOH>I4/43/MDH- NOH3D/- OD,H\DOI" LDRODD

HKJILOH>I4/4=-L 4=>3I3=43D

注!相同指标标注不同字母具有显著性差异%6s%&%)& * 下同*

"@"A酶解温度对鸡肉酶解产物的影响

如图 2 所示"8% b9% d范围内"蛋白回收率和水

解度均先增后减'温度过高可能引起木瓜蛋白酶热变

性"酶活性降低
#1" 2$$

* )% d时蛋白回收率%52&(9c&

和水解度%2$&$1c&均达最大'由此可见"该体系下

木瓜蛋白酶的最适酶解温度为 )% d* 李超等
#($

研

究鸡肉蛋白酶解条件和酶解产物降解规律时也有相

似的结果* 鸡肉酶解产物的咸味评分随温度升高呈

先降后升再降再升的趋势"在 )% d达最大* 因此"选

择 )% d作为后续酶解实验的酶解温度*

图 2U酶解温度对蛋白回收率(水解度(咸味的影响

S/R&2U[KKD,3HKJILOH>I4/43DMNDO=3TODH- NOH3D/- OD,H\DOI"

LDRODDHKJILOH>I4/4=-L 4=>3I3=43D

"@FA加酶量对鸡肉酶解产物的影响

如图 ' 所示"加酶量 %&$)c b%&'%c%EAE&时"
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蛋白回收率和水解度随加酶量增加而增加"但均无显

著性差异%6r%&%)&'由于酶浓度增加造成蛋白酶无

法与底物有效结合"限制酶解反应速率
#2$$

* 加酶量

低于 %&2%c%EAE&时样品之间的咸味评分没有显著

性差异%6r%h%) &"高于 %&2c %EAE&时显著降低

%6s%&%)&* 因此"综合考虑选择 %&2c%质量分数&

加酶量进行下步实验*

图 'U加酶量对蛋白回收率(水解度(咸味的影响

S/R&'U[KKD,3HK3JD=MHT-3HKN=N=/- H- NOH3D/- OD,H\DOI"

LDRODDHKJILOH>I4/4=-L 4=>3I3=43D

"@KA肉水比对鸡肉酶解产物的影响

如图 8 所示"蛋白回收率和水解度均随肉水比增

加而显著提高%6s%&%)&'其原因是肉水比增加"酶解

反应体系中水增加"肉糜与酶接触更充分"酶解产生更

多的小分子肽和氨基酸
#5$

* 李超等
#($

发现肉水比对水

解度影响不大"这可能是鸡肉品种和酶解条件不同造成

的*肉水比超过$i2%EAE&之后"酶解产物的咸味评分

显著下降%6s%&%)&* 因此"选择肉水比为 $i2%EAE&*

图 8U肉水比对蛋白回收率(水解度(咸味的影响

S/R&8U[KKD,3HK3JDO=3/HHK4TQ43=-,D6_=3DOH- NOH3D/-

OD,H\DOI"LDRODDHKJILOH>I4/4=-L 4=>3I3=43D

"@#A正交优化实验结果分析

如表 2 所示"由极差 H可得出因素8%时间&对水

解度和咸味增强作用的影响均位于第一位"本文主要

为获取咸味增强作用最佳的酶解产物"最终选择 8

$

'

对于因素 "%加酶量&"其对水解度和酶解产物咸味

增强作用的影响均为次要因素"此时选取 "

'

'因素 G

%肉水比&对水解度的影响排第二位"此时选 G

'

'因素

G与因素 "的交互作用对咸味增强作用的影响排在

第二位"此时选 G

2

'结合本实验是以获得咸味增强作

用最佳的鸡肉酶解产物为主要目的"则取 G

2

* 因此

最优组合为 8

$

"

'

G

2

"即酶解时间 8 J"加酶量 %&2c%质

量分数&"5%肉&i5%水&为 $i2'该条件下制备的酶解

物能够将 )% MMH>*CA=:>溶液的咸味感知强度提升

表 "A正交实验结果极差分析

:350,"A;3)7,3)30('%'&-*+,&2*+&7&)30,X1,2%/,)*2,'B0*'

试验号 8 "

8"

$

8"

2

G

8G

$

8G

2

"G

$

"G

2

水解度*

c

咸味强度*

%MMH>-C

0$

A=:>&

$ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $'&8% 9%&$

2 $ $ $ $ 2 2 2 2 2 $8&2) )9&(

' $ $ $ $ ' ' ' ' ' $)&22 9%&2

8 $ 2 2 2 $ $ $ 2 ' $)&$5 9$&2

) $ 2 2 2 2 2 2 ' $ $)&18 91&%

9 $ 2 2 2 ' ' ' $ 2 $9&85 )8&(

5 $ ' ' ' $ $ $ ' 2 $)&9( 9$&1

1 $ ' ' ' 2 2 2 $ ' $9&)% 9'&$

( $ ' ' ' ' ' ' 2 $ $9&91 )1&)

$% 2 $ 2 ' $ 2 ' $ $ $)&$( ))&(

$$ 2 $ 2 ' 2 ' $ 2 2 $9&)% )5&2

$2 2 $ 2 ' ' $ 2 ' ' $5&'8 )9&$

$' 2 2 ' $ $ 2 ' 2 ' $9&'' ))&$

$8 2 2 ' $ 2 ' $ ' $ $5&9' ))&5

$) 2 2 ' $ ' $ 2 $ 2 $1&2$ )5&9

$9 2 ' $ 2 $ 2 ' ' 2 $5&%2 )5&9

$5 2 ' $ 2 2 ' $ $ ' $5&($ )5&'

$1 2 ' $ 2 ' $ 2 2 $ $1&'9 )8&)

$( ' $ ' 2 $ ' 2 $ $ $5&5( )8&'

2% ' $ ' 2 2 $ ' 2 2 $1&(( ))&)

2$ ' $ ' 2 ' 2 $ ' ' $(&$9 )1&1
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续表 2

试验号 8 "

8"

$

8"

2

G

8G

$

8G

2

"G

$

"G

2

水解度*

c

咸味强度*

%MMH>-C

0$

A=:>&

22 ' 2 $ ' $ ' 2 2 ' $1&%) )5&5

2' ' 2 $ ' 2 $ ' ' $ $(&%1 )5&(

28 ' 2 $ ' ' 2 $ $ 2 2%&$2 )1&'

2) ' ' 2 $ $ ' 2 2 2 $1&89 )1&1

29 ' ' 2 $ 2 $ ' ' ' 2%&25 )(&%

25 ' ' 2 $ ' 2 $ $ $ 2%&8) )(&8

水解度*

c

D

$

$)&88 $9&8' $5&%) $5&$8 $9&'$ $5&'9 $5&'% $5&'2 $5&'2

D

2

$5&$5 $5&8' $5&'% $5&8$ $5&88 $5&2$ $5&2% $5&2% $5&$2

D

'

$(&$) $5&1( $5&8$ $5&2$ $1&%% $5&$( $5&2) $5&28 $5&'$

极差 H '&52 $&85 %&'9 %&21 $&9( %&$5 %&$% %&$2 %&$(

咸味强度*

%MMH>-C

0$

A=:>&

D

$

9%&)2 )5&22 )5&1' )1&%( )1&%9 )1&$( )1&15 )5&1' )1&29

D

2

)9&'' )1&8( )1&(8 )1&%$ )1&(5 )(&2' )1&)9 )5&'' )5&92

D

'

)5&58 )1&1( )5&12 )1&)% )5&)( )5&$1 )5&$1 )(&8' )1&52

极差 H 8&$( $&95 $&$2 %&)1 $&'5 2&%9 $&9( 2&$% $&$%

至 9'&$ MMH>*CA=:>"咸味强度增加了 29&2c* 其

原因是该条件酶解制备的鸡肉酶解物中本身带有咸

味或具有咸味增强作用的小分子肽和游离氨基酸含

量较高
#($

* 有研究报道"含 '&%c%质量浓度&鱼精蛋

白酶解产物的肉汤模型可以使 )% MMH>*CA=:>溶液

的咸味增加"经分离纯化后发现一系列含精氨酸的二

肽均具有咸味增强作用
#)$

*

方差分析结果如表 ' 所示"酶解时间(加酶量(肉

水比对水解度均具有显著性影响%6s%&%)&'酶解时

间和加酶量之间存在交互作用且对水解度有显著性

影响%6s%&%)&* 对鸡肉酶解产物的咸味增强作用

有显著性影响%6s%&%)&的只有酶解时间*

表 FA水解度的正交实验结果方差分析

:350,FA 3̂2%3)6,3)30('%'&-*+,&2*+&7&)30,X1,2%/,)*

2,'B0*'&-.,72,,&-+(.2&0('%'

方差

来源

离差

平方和

自由

度
均方 S值 6值 显著性

8

9$&$1 2 '%&)( 8'2&8) %&%%

!

1$&59 2 8%&11 )&12 %&%'

!

"

$%&)2 2 )&29 58&'5 %&%%

!

$'&9' 2 9&12 %&(5 %&82

G

$2&51 2 9&'( (%&'9 %&%%

!

1&9( 2 8&'8 %&92 %&)9

8f"

$&%1 8 %&25 '&1$ %&%)

!

1&52 8 2&$1 %&'$ %&19

8fG

%&'$ 8 %&%1 $&%( %&82

''&)9 8 1&'( $&$( %&'1

"fG

%&22 8 %&%) %&55 %&)1

25&$) 8 9&5( %&(5 %&81

误差
%&)5 1 %&%5

)9&22 1 5&%'

总计
1 $'2&2' 25

($ 91)&2% 25

UU注!+

!

,表示显著性差异*

"@MA电子舌结果分析

对酶解产物咸味(鲜味(苦味(苦味回味和浓厚味

电子舌输出信号值进行主成分分析的结果如图 ) 所

示"2 个主成分可以解释 51&5( c的原始变量信息"

说明 W:$ 和 W:2 能充分解释 25 组样品的味道信息*

正交实验的 25 组鸡肉蛋白酶解产物分布在 8 个象限

内"说明电子舌可以较好区分不同酶解产物味道的差

异* :@[FAB等
#22$

研究虾副产品酶解产物的味道

时"也发现通过对电子舌输出结果进行主成分分析可

以将样品分类* 刘树萍
#2'$

利用电子舌和电子鼻研究

排骨汤风味变化"同样发现电子舌可以较好地区分 (

组样品的滋味差异*

图 )U酶解液味觉输出结果的主成分分析图

S/R&)UXJDN>H3L/4N>=I/-R4,HOD4HK3JDK/O433_HNO/-,/N=>

,HMNH-D-34KHO3=43D4D-4HOHT3NT34HKJILOH>I4=3D44H>T3/H-

不同酶解时间处理组的样品组间间距大'相同酶

解时间下的样品组内距离小'这表明酶解产物的味道

与酶解时间相关"且时间对酶解产物味道的影响较

大'加酶量和肉水比对酶解产物味道的影响较小"这

与感官分析结果基本一致* 李微等
#28$

也发现大黄鱼

酶解产物的感官评分和电子舌结果具有一致性* 有



生产与科研应用
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文献报道"以人工脂膜为基础的味觉传感器具有整体

选择性"其输出结果与人类感官评分具有良好的相关

性"可以广泛应用于很多领域"比如药品和饮料
#$9$

*

'U结论

木瓜蛋白酶酶解鸡肉蛋白制备咸味肽的最佳酶

解条件为!时间 8 J"温度 )% d"加酶量 %&2c%质量

分数&"5%肉&i5%水&为$i2'影响酶解产物咸味增强

作用的主要因素是酶解时间* 在此条件下酶解制备

的酶解产物咸味增强作用较佳"能够将 )% MMH>*C

A=:>溶液的咸味感知强度提升 29&2c"且富含多肽

和游离氨基酸兼具较高的营养价值"可用于开发具有

调味和营养价值的功能性调味品* 电子舌主成分分

析结果表明"25 组正交实验样品分布在 8 个象限"相

同酶解时间下的酶解产物的味道具有一定相似性"酶

解时间对样品味道的影响最大* 电子舌可以用来区

分不同酶解条件下制备的酶解产物的味道差异"为客

观评价蛋白酶解产物的味道提供了理论依据*
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