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摘要　用蛋白酶组合对大豆分离蛋白进行有限水解，所得水解液不苦，具有良好的风味。改性后的
大豆分离蛋白的氮溶指数由未水解的８２提高到９５，２０℃时溶解度在２５％以上。经正交试验得到
的大豆分离蛋白水解的最佳工艺参数为：加酶量，０５５％ （ｗ／ｗ）；固液比，１∶８（ｗ／ｗ）；酶解时间，
６０ｍｉｎ。
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　　我国大豆年产量约１６４０万吨，占世界总产量的
９％左右，居第四位。大豆分离蛋白（ＳＰＩ）含有９０％
的蛋白质，广泛应用于食品工业，如乳制品和肉制品

加工［１］，且ＳＰＩ具有一定的延缓衰老、延长寿命的作
用［２］。由于ＳＰＩ在酸性条件下溶解性差，具有豆腥
味，对某些消费者产生过敏等缺陷限制了它的应

用［３］，需要对其改性，达到除去异味和提高营养利

用率的目的。改性的方法有物理改性、化学改性、酶

改性和生物工程改性［４～６］。酶法改性是通过酶部分

降解蛋白质，改变蛋白质的功能性质［７］。酶法生产

大豆多肽现已成为 ＳＰＩ深加工的一个重要方向，同

时也为油脂工厂大豆粕的综合利用提供了一条有效

途径。当ＳＰＩ被酶解成肽后，往往产生不同程度的
苦味，这对产品风味有很大影响。分子量在５００～
１０００Ｄａ的大豆多肽苦味最强，只有分子量大于
５０００Ｄａ的大豆多肽没有苦味［８］。由于微生物蛋白

酶来源丰富，产量较大且价格低廉，已逐渐成为最重

要的工业用蛋白酶品种，也将成为今后酶改性研究

的热点领域［９］。本研究首次采用微生物蛋白酶组

合对ＳＰＩ进行有限酶解，既避免了酶法生产多肽的
苦味问题，又提高了产品的溶解性。
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１ 材料和方法

１．１　试剂和材料
大豆豆粕由黑龙江三江食品公司提供。碱性蛋

白酶 ２４Ｌ（液态，其余酶均为固态）、复合蛋白酶和
风味酶均为ＮｏｖｏＮｏｒｄｉｓｋ公司产品。ＨＡＰ碱性蛋白
酶（８万Ｕ／ｇ）、中性蛋白酶（Ａ．１３８９）（４万 Ｕ／ｇ）和
酸性蛋白酶（２０７）（５万 Ｕ／ｇ）均由无锡星达生物工
程有限公司产品。

茚三酮显色液：２ｇ茚三酮加入１００ｍＬ双蒸水，
溶解，放棕色瓶中保存，应每次使用前配制。其它试

剂均为分析纯。

１．２　水分的测定
按照ＧＢ５００９．３－８５测定。

１．３　粗蛋白含量的测定
参照ＧＢ５００９．５－８５测定。

１．４　ＳＰＩ水解度（ＤＨ）的测定
在文献［１０］的基础上改进。

１．４．１　蛋白质完全水解液的制备　 取 １００ｍｇ
ＳＰＩ，加１００ｍＬ６ｍｏｌ／Ｌ盐酸，放１３０℃烘箱中水解
２４ｈ，过滤，滤液真空浓缩至 ０５ｍＬ左右，加蒸馏水
９０ｍＬ，用 １ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ中和至中性，定容至 １００
ｍＬ。
１．４．２　工作曲线的绘制 　取完全水解液 ０１～
１０ｍＬ于２５ｍＬ比色管中，蒸馏水稀释至４ｍＬ，加
ｐＨ８缓冲溶液１０ｍＬ，茚三酮溶液１０ｍＬ，沸水浴
加热 １５ｍｉｎ，冷却，蒸馏水稀释至 ２５ｍＬ。测 Ａ５７０
（水作参比 ）。另取１００ｍｇＳＰＩ，加水１００ｍＬ，振荡
均匀后过滤，取相应体积的滤液，按上述方法测

Ａ５７０。以相同体积样品的光密度之差对蛋白质量作
工作曲线，取线性部分做标准曲线。

１．４．３　水解液水解度的测定 取 ＳＰＩ水解后灭酶
的水解液１ｍＬ，稀释至１００ｍＬ，过滤，取滤液１～４
ｍＬ（使测定值在工作曲线的线性部分 ），加水至４
ｍＬ，加ｐＨ８缓冲溶液１０ｍＬ，茚三酮溶液１０ｍＬ，
沸水浴加热１５ｍｉｎ，冷却，蒸馏水稀释至２５ｍＬ，测
Ａ５７０（水作参比 ）。另取相同浓度未水解 ＳＰＩ溶液１
～４ｍＬ，按上述方法测Ａ５７０，以二者光密度之差从工
作曲线上查蛋白质含量，按下式计算水解度：

ＤＨ（％ ）＝Ａ／（１０００×Ｗ）×Ｖ１×１００／Ｖ２×１００
式中：Ａ为按标准曲线查得蛋白质的 ｍｇ数，Ｗ为称
样重 （ｇ），Ｖ１为水解液的总体积 （ｍＬ），Ｖ２为显色时
所用稀释液的体积 （ｍＬ）。

１．５　水解液苦味强度测定
按文献［１１］的方法进行。

１．６ ＳＰＩ的提取及酶解工艺流程
豆粕（加１０倍水）→碱浸（４５℃，２０ｍｉｎ）→离

心得上清液 →酸沉 →离心得凝乳→水洗 ２次得
ｐＨ６的凝乳→调至ｐＨ７→冷冻干燥得 ＳＰＩ→调固液
比、ｐＨ、恒温→加酶水解→灭酶活得水解液→测定
水解度→冷冻干燥得酶改性的ＳＰＩ。

２ 结果与分析

２．１　测定水解度的工作曲线
由表１数据作出工作曲线（图１）并得出回归直

线方程ｙ＝２３６５ｘ－０３２９．
表１ 蛋白质的质量与吸光度的对应关系

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｐａｒａｌｌｅｌｉｓｍｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ
ｑｕａｌｉｔｙｏｆＳＰＩａｎｄｔｈｅａｂｓｏｒｂｅｎｃｙ

蛋白质量（ｍｇ）

Ｑｕａｌｉｔｙｏｆｐｒｏｔｅｉｎ
０．１ ０．２ ０．４ ０．６ ０．８ １．０

吸光度△Ａ５７０ｎｍ
Ａｂｓｏｒｂｅｎｃｙ

０．０３０ ０．１４４ ０．４８０ １．０９０ １．４９０ １．９８５

图１　测定大豆分离蛋白水解度的工作曲线
Ｆｉｇ．１　Ｍｅｎｓｕｒａｔｉｏｎｏｆｗｏｒｋｃｕｒｖｅｏｆ

ＳＰＩｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅ

２．２　不同蛋白酶对ＳＰＩ的水解作用的比较
从表２可知，进口碱性蛋白酶、复合蛋白酶、国

产ＨＡＰ碱性蛋白酶、中性蛋白酶（Ａ．１３８９）和酸性
蛋白酶（２０７）酶解大豆分离蛋白所得水解液均有不
同程度的苦味，只有进口风味酶和进口酶组合所得

水解液无苦味。进口酶组合情况见表３。各酶的作
用条件见表４。通常蛋白质的水解度（ＤＨ）越高，其
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水解产物的氮溶指数（ＮＳＩ）也越高，而从表２可看
出，风味酶对ＳＰＩ水解时，水解度虽然达到了１３，而
其水解液的 ＮＳＩ值只有６４２。原因在于风味酶是
内切蛋白酶和外切肽酶的混合物，肽酶能将已溶解

的蛋白质和肽水解为游离氨基酸，导致水解液中游

离氨基酸和小肽的比例较高，水解度偏高。在选用

的另外几种蛋白酶：碱性蛋白酶２４Ｌ、ＨＡＰ碱性蛋
白酶、酸性蛋白酶（２０７）和Ａ．１３８９中性蛋白酶属于
内切蛋白酶，可将蛋白质大分子水解成分子量较小

的多肽，对蛋白质的溶解作用较强，因而尽管蛋白质

的水解度较低，但所得水解液的ＮＳＩ值较高。另外，
风味酶酶水解产物有一种特殊的香味。因此，选用

复合蛋白酶和碱性蛋白酶２４Ｌ以增加对蛋白质的
溶解作用，选用风味酶以改善产品的风味，优选这三

种酶组合进行正交试验。经预备试验，初步拟定各

酶的加酶量之比（表３）。各酶的作用条件见表４。
表２ 不同蛋白酶对ＳＰＩ的水解作用
Ｔａｂｌｅ２ ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅａｓｅｈｙｄｒｏｌｉｓｉｓＳＰＩ

蛋白酶种类

Ｋｉｎｄｏｆｐｒｏｔｅａｓｅ
ＮＳＩ ＤＨ

苦味强度

Ｂｉｔｔｅｒｎｅｓｓｏｆｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

中性蛋白酶（Ａ．１３８９） ８５．１ １０ １１
Ｎｅｕｔｒａｌｐｒｏｔｅａｓｅ
ＨＡＰ碱性蛋白酶 ８３．５ １０ ２４
ＨＡＰａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ
酸性蛋白酶（２０７） ８６．４ ９ ３
Ａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ
复合蛋白酶 ９１．０ ９ ６
Ｍｕｌｒｉｐｌｅｐｒｏｔｅａｓｅ
碱性蛋白酶２．４Ｌ ８６．５ １１ ２１
Ａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ
风味酶Ｆｌａｖｏｕｒｅｎｚｙｍｅ ６４．２ １３ ０
酶组合Ｅｎｚｙｍｅａｓｓｅｍｂｌｙ ９３．７ ９ ０

　注：水解时间为９０ｍｉｎ，固液比为１∶８（ｗ／ｗ），Ｅ／Ｓ为２０００Ｕ／ｇ蛋白

质；酶组合的加酶量为０５５％（ｗ／ｗ）（每ｋｇ底物加５５ｇ酶）

　Ｎｏｔｅ：ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｔｉｍｅｉｓ９０ｍｉｎ，ｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ１∶８（ｗ／ｗ），

Ｅ／Ｓｉｓ２０００Ｕ／ｇｐｒｏｔｅｉｎ；Ｅ／Ｓｏｆｅｎｚｙｍｅａｓｓｅｍｂｌｙｉｓ０５５％

（ｗ／ｗ）（５５ｇｅｎｚｙｍｅａｓｓｅｍｂｌｙ／ｋｇｓｕｂｓｔｒａｔｅ）

表３ 酶组合的加酶量

Ｔａｂｌｅ３ Ａｄｄｓｔｈｅｅｎｚｙｍｅｑｕａｎｔｉｔｙｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｅａｓｓｅｍｂｌｙ

蛋白酶种类

Ｋｉｎｄｏｆｐｒｏｔｅａｓｅ

加酶量（％）Ｅ／Ｓ

０．４０ ０．５５ ０．７０

碱性蛋白酶２．４Ｌ ０．１５ ０．２０ ０．２５
Ａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ
复合蛋白酶 ０．１０ ０．１５ ０．２０
Ｍｕｌｒｉｐｌｅｐｒｏｔｅａｓｅ
风味酶Ｆｌａｖｏｕｒｅｎｚｙｍｅ ０．１５ ０．２０ ０．２５

表４ 酶的有关工艺参数

Ｔａｂｌｅ４ Ｔｈｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｅ
　　　　　ｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｅａｓｓｅｍｂｌｙ

蛋白酶种类

Ｋｉｎｄｏｆｐｒｏｔｅａｓｅ

最适作用条件

Ｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

酶灭活条件（１０ｍｉｎ）

Ｐｒｏｔｅａｓｅｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ

Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
中性蛋白酶（Ａ．１３８９） ｐＨ７．０，４０℃ ｐＨ７，８０℃
Ｎｅｕｔｒａｌｐｒｏｔｅａｓｅ
ＨＡＰ碱性蛋白酶 ｐＨ９．０，４０℃ ｐＨ８，８０℃
ＨＡＰａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ
酸性蛋白酶（２０７） ｐＨ３．０，４０℃ ｐＨ７，８０℃
Ａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ
碱性蛋白酶２．４Ｌ ｐＨ６．５～８．５， ｐＨ８，８０℃
Ａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ ５５～７０℃
复合蛋白酶 ｐＨ５．５～７．５， ｐＨ８，８０℃
Ｍｕｌｒｉｐｌｅｐｒｏｔｅａｓｅ ３５～６０℃
风味酶 ｐＨ５．０～７．０，５０℃ ｐＨ７，７５℃
Ｆｌａｖｏｕｒｅｎｚｙｍｅ
酶组合 ｐＨ６．５～７．０，５０℃ ｐＨ７，８０℃
Ｅｎｚｙｍｅａｓｓｅｍｂｌｙ

２．３　酶组合最佳水解参数的选定
８０ｇ脱脂豆粕经一次碱抽提得约２０ｇＳＰＩ（干

基），根据 ＳＰＩ蛋白质含量（９７２％）计算加酶量。
表４确定了酶水解的最适条件，但影响其水解的因
素还有酶的用量、底物溶度和水解时间。根据预备

试验，确定上述各因素的水平范围，选用三因素三水

平表（表５）。以 ＮＳＩ值为考察指标，酶组合正交试
验数据见表６。

表５ 三因素三水平表Ｌ９（３３）
Ｔａｂｌｅ５ ＴｈｒｅｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄＬｅｖｅｌ３ｏｎＬ９（３３）

水平

Ｌｅｖｅｌ

Ａ（加酶量）

Ａ（Ｅ／Ｓ）

Ｂ（固液比）

Ｂ（Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ）

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）

Ｃ（水解时间，ｍｉｎ）

Ｃｙｄｒｏｌｙｚｅ

ｔｉｍｅ
１ ０．４０％ １∶５ ４５
２ ０．５５％ １∶８ ６０
３ ０．７０％ １∶１０ ９０

　　因素主次关系 Ｂ＞Ａ＞Ｃ　取 Ｂ２Ａ２Ｃ２，从各因
素对 ＮＳＩ值影响的直观图（图２）可以看出，当加酶
量超过０５５％ （ｗ／ｗ）、固液比超过１∶８（ｗ／ｗ）、酶
解时间超过６０ｍｉｎ，ＮＳＩ值均呈下降趋势，故最后选
定最佳工艺参数为：加酶量，０５５％ （ｗ／ｗ）；固液
比，１∶８（ｗ／ｗ）；酶解时６０ｍｉｎ。在此条件下水解
ＳＰＩ，３０ｍｉｎ后，水解液粘度急剧下降，酶改性后的
ＳＰＩ产品具有良好的溶解性，其 ＮＳＩ值由原来的８２
提高到９５，酶解产物的溶解度在２５％以上，流动性
良好，且其溶解度和粘度随 ｐＨ值的变化无明显改
变，并保证良好的风味，极适合应用于溶解性较好的

食品中。酶改性后ＳＰＩ持水性和吸油性均有较大幅
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度的降低。

表６ Ｌ９（３３）正交试验数据及分析表
Ｔａｂｌｅ６ Ｌ９（３３）Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｄａｔａａｎｄａｎａｌｙｓｉｓ
试验号

Ｔｅｓｔｎｕｍｂｅｒ
Ａ Ｂ Ｃ ＤＨ ＮＳＩ

１ ０．４０％ １∶５ ４５ ９ ８５．４

２ ０．４０％ １∶８ ６０ ９ ９２．８

３ ０．４０％ １：１０ ９０ ９ ８９．０

４ ０．５５％ １：５ ６０ ８ ９０．０

５ ０．５５％ １：８ ９０ ９ ９３．４

６ ０．５５％ １：１０ ４５ ９ ９４．０

７ ０．７０％ １：５ ９０ ８ ９１．２

８ ０．７０％ １：８ ４５ ８ ９４．０

９ ０．７０％ １：１０ ６０ １０ ９１．０

Ｋ１ ２６７．２ ２６６．６ ２７３．４

ＮＳＩ Ｋ２ ２７７．４ ２８０．２３ ２７３．８

Ｋ３ ２７６．２ ２７４ ２７３．６

ＮＳＩ Ｒ１ ８９．１ ８８．９ ９１．１

水平 Ｒ２ ９２．５ ９３．４ ９１．３

Ｌｅｖｅｌ均值 Ｒ３ ９２．１ ９１．３ ９１．２

Ａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ

极差Ｒａｎｇｅ ３．４ ４．５ ０．２

注：Ａ为加酶量，Ｂ为固液比，Ｃ为水解时间（ｍｉｎ）。

Ｎｏｔｅ：ＡｉｓＥ／Ｓ，Ｂｉｓｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，Ｃｉｓｈｙｄｒｏｌｙｚｅｔｉｍｅ（ｍｉｎ）．

３ 讨论

以酶改性ＳＰＩ为基料添加部分全脂奶粉、蜂蜜
和强化必需氨基酸，即蛋氨酸和半胱氨酸，强化 Ｆｅ、
Ｃａ、Ｚｎ等无机盐并调入天然果汁（苹果汁、胡萝卜
汁），研制出高蛋白、高果糖、低动物性脂肪、易消化

的速溶性老年奶粉，可以降低血清胆固醇，对老年人

作用特别大，是优质的营养保健食品；可用于生产适

用于肥胖病患者的功能性保健食品及婴幼儿奶粉、

咖啡伴侣、甜点心等食品；也可用于生产酸奶、干酪、

醋、酱油和火腿等食品，使其风味更佳，成本降低。

酶改性后的ＳＰＩ产品中，小分子肽组分含量高，可用
于某些目标功能肽的分离。

本文依据Ｃｈｅｎ［１０］的方法和现行的方法（茚三酮
比色法）进行改进，介绍一种新的测定ＳＰＩ水解度的
方法，利用待水解原料的完全水解液作为标准，消除

了由于不同氨基酸与茚三酮结合产物的呈色度不同

对测定结果造成的误差，使测定结果更接近真实值，

并得出了测定ＳＰＩ水解度的回归直线方程，根据该方
程可简单快捷确定ＳＰＩ的水解度，极适用于工业生产
对水解度的监测，以保证酶法改性ＳＰＩ的品质。

图２ 各因素对ＮＳＩ值影响的直观图
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓｏｎ

ｔｈｅｖｉｓｕａｌｍａｐｏｆｔｈｅＮＳＩｖａｌｕｅ
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