
     2012, Vol. 33, No. 13 食品科学 ※生物工程248

水产蛋白酶解制备鲜味肽

李 莹 1 , 2，黄开红 1，周剑忠 1，曾晓雄 2

(1.江苏省农业科学院农产品加工研究所，江苏 南京      210014； 2.南京农业大学食品科技学院，江苏 南京      210095)

摘   要：以 3 种不同类别的水产蛋白为原料，制备具有风味提升的短肽。通过比较酶解产物的感官特点，确定

m鲢鱼:m 对虾:m 扇贝为 1:1:1；采用风味蛋白酶与复合蛋白酶双酶水解，添加两酶质量比为 1:1。采用 Box-Behnken 设计

和响应面法(RSM)优化酶解水产蛋白的工艺，以水解度和感官评分为指标，探讨酶与底物比([E]/[S])、酶解温度和

酶解时间对鲜味肽的感官影响。结果表明：水产蛋白制备鲜味肽的最佳工艺为[E ]/[S ]7.5‰、底物质量浓度

30g/100mL、自然 pH 值、酶解温度 56℃、酶解时间 5.9h。验证实验表明，该条件下水产蛋白的水解度和鲜味肽

的感官评分分别为 56.32% 和 6.8，与模型的预测值(55.17% 和 6.9)基本符合。酶解液超滤分离出 4 种组分的鲜味肽，

将其分别进行 Maillard 反应。表明分子质量 2.5～5kD 鲜味肽 Maillard 反应后鲜味浓郁，无腥苦味。
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Abstract ：The aim of this study was to prepare umami peptides from the hydrolysis of a mixture of meat from 3 different species

of aquatic products (silver carp, prawn and scallop) at a mass ratio of 1:1:1 with both flavourzyme and protamex at a mass ratio

of 1:1. The hydrolysis process was optimized using response surface methodology based on a Box-Behnken experimental design.

The effects of enzyme-to-substrate ([E]/[S]) ratio, hydrolysis temperature and hydrolysis time on degree of hydrolysis and

sensory evaluations were explored. The optimal hydrolysis conditions were determined as follows: [E]/[S] ratio 7.5‰, substrate

concentration 30 g/100 mL, natural pH, hydrolysis 56 ℃, and hydrolysis duration 5.9 h. Under these conditions, the degree of

hydrolysis of aquatic products and the sensory evaluation score of the hydrolysate obtained were 56.32% and 6.8, respectively,

close to the predicted values (55.17% and 6.9, respectively). The ultrafiltration of this hydrolysate resulted in 4 umami peptides.

Maillard reaction products of each umami peptide with molecular weight between 2.5 kD and 5 kD showed a strong umami and

non-bitter taste and no fishy odor.
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鲜味(umami)是一种美妙的复杂综合味感，大量的

研究已经表明，它是一种独立味感，同酸、甜、苦、

咸一样，应属于基本味感之一 [ 1 ]。日本、韩国调味品

行业十分发达，不仅在应用微生物发酵制备传统调味

品，如酱油、鱼露等工艺成熟，而且在呈味肽的性质、

应用规律以及应用生物技术深加工产品方面居世界领先

地位，占据了绝大多数市场份额。近些年，中国的调

味品工业也获得了发展，统计数字显示，目前我国复

合调味品产量每年以超过 10% 的幅度增长[2]。我国是世

界上海岸线最长的国家之一，拥有丰富的海洋资源，高

附加值水产调味料的发展前景广阔。

水解蛋白是热加工香料的主要原料，主要是因为它

能提供热反应所需的前体物质。酶法温和的水解条件，

使得最终水解物具有纯正柔和的口味。用肉类蛋白作肉

味香精的原料，能够保证所有的肉味前体物质产生一些

诸如煮肉、炖肉及烤肉的风味[3]。最初，Yamasaki 等[4]
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用木瓜蛋白酶水解牛肉得到具有增强牛肉风味的八肽，

该肽被称为牛肉风味肽、美味提升肽或强化肽。

Nishimura 等[5]从鱼蛋白水解产物中发现多种呈鲜味的低

聚肽。Kim 等[6]对豆酱的水溶提取物进行凝胶分离，得

到具有鲜味的鲜味肽。Maeda 等[7]对日本清酒中风味质

量有突出影响的寡肽及氨基酸进行系统阐述，其中苦味

肽主要来源于大米蛋白的酶解物，分离纯化得到 5 种苦

味肽。Molina 等[8]对牛奶、绵羊奶和奶山羊奶为原料制

备的奶酪水溶物进行凝胶层析，并感官评价分离得到的

各组分，其中绵羊奶奶酪的鲜味占主导风味，鲜味最

强的组分含有最高浓度的氨基酸和挥发物。研究发现，

作为日本米酱厚味真正的物质基础就是美拉德反应产生

的分子质量在 l000～5000D 的肽[9]。

我国在呈味肽基础理论以及应用研究方面比较薄

弱。复合调味品存在品质低、风味失真的特点，甚至

有的还出现腥味及苦味。Stevenson 等[10]指出肽酶解液

缩合反应是降低蛋白酶解液苦味的一种有效途径。本实

验根据不同水产品的呈味特点，选择合适的水产品组

合，通过定向酶解技术及超滤，获得鲜味肽。并通过

Maillard 反应有效解决苦味、腥味等问题，制备出风味

良好的调味品，为高品质水产调味料的开发提供理论依

据和技术支撑。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鲢鱼、南美白对虾((12 ± 2)cm，(15 ± 2)g)、扇贝，

购自南京孝陵卫菜场。

风味蛋白酶 (500LAPU/g，最适 pH5.0～7.0)、复

合蛋白酶(1.5AU/g，最适温度 35～60℃，最适 pH 5.5～
7.5)    诺维信(中国)投资有限公司；其余试剂均为国产分

析 纯 。

1.2 仪器与设备

MM12 绞肉机    广东韶关大金食品机械厂；T25 匀

浆机    德国 Ika 集团；FDU-1200 冷冻干燥机    日本东京

Rikakikai 公司；SHZ-22 水浴恒温振荡器     太仓华美生

化仪器厂；UniCen MR 台式冷冻离心机    德国 Herolab
公司；500 型精密电子天平    意大利 Bel 公司；RE-6000
旋转蒸发仪    上海亚荣生化仪器厂；超滤装置    无锡赛

普膜科技发展有限公司；L-8900 氨基酸分析仪     日本日

立高科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 酶法制备鲜味肽的工艺路线

鲜活水产品→前处理→绞肉→匀浆→酶解→灭

酶→冷却→离心→取上清液→超滤→浓缩→冷冻干

燥→鲜味肽

1.3.2 操作要点

前处理：挑选鲜活的水产品，除去鱼体表面的鱼

鳞及内脏，对虾去除头部，扇贝去壳，用流水冲洗；

绞肉：将清洗干净的鲢鱼放入 2 倍质量的水加热 20min，
剔去鱼骨，取鱼肉制成鱼糜；将对虾及扇贝绞成肉糜

(两次)，装袋，－ 1 8℃冻藏备用；匀浆：肉糜取出解

冻，加水用打浆器匀浆，并加入 20～30mg/kg 的叔丁

基对苯二酚(TBHQ)进行抗氧化处理；酶解：加入酶制

剂，慢速升温至酶解温度进行保温酶解，每隔 l h 取样

测定氨基态氮。灭酶：升温至 95℃保持 10min，使水

解液中的蛋白酶失活；离心：过滤除去酶解液中的

渣，在 3500r /min 条件下进一步离心 20min，取上清

液；超滤：上清液过超滤膜，操作压力 0 . 5 M P a、温

度 4 0℃；浓缩：真空度 0 . 0 9 M P a、温度 4 0℃，将超

滤液浓缩 5 倍；冷冻干燥：浓缩液在－ 50℃冻干，得到

鲜味肽干品。

1.3.3 水解度测定

采用 GB 5009.5 — 2010《食品中蛋白质的测定》凯

氏定氮法测定总氮含量，采用 ZBX 66038 — 1987《氨

基态氮测定法》中的甲醛滴定法测定氨基态氮含量。

水解度是指底物蛋白质中被水解肽键数占肽键总数

的百分数。它是控制水解过程的一个重要参数。水解

度按下式计算：

                        氨基态氮含量
水解度 /% ＝———————× 100
                            总氮含量

1.3.4 感官分析

鲜味评定参考 Ogasawara 等[11]的方法。在纯净水中

加入 1.5g/100mL 谷氨酸钠和 0.5g/100mL NaCl 溶液，搅

拌均匀，加入 2g/100mL 的样品作为品尝对象，在 60℃
恒温水浴 10min，以 2g/100mL 麦芽糊精代替样品溶液

作为对照组，进行鲜味评定。评定小组由 8 位经过培

训的人员组成，打分采用 7 分制，将麦芽糊精的对照

溶液设定为 3 分，最终得分为 8 位感官评定员打分的平

均 值 。

1.3.5 试验设计

采用 Design-Expert7.0 软件 Box-Behnken 中心组合

设计和响应面法(response surface methodology，RSM)
设计方案，建立数学回归模型，应用 Model Graphs 程
序作响应曲面图和等高线图，对工艺参数进行最佳化

分析，同时反映不同因素间的交互影响。

1.3.6 酶解液超滤

实验用超滤设备为平板膜系列，膜材料为聚醚砜，

超滤膜截留分子质量(M W)为 10、5、2.5kD，分离出 4
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种不同分子质量的多肽组分：组分Ⅰ(＞ 10kD)、组分Ⅱ

(5～10kD)、组分Ⅲ(2.5～5kD)和组分Ⅳ(＜ 2.5kD)。分别

将超滤后的各组分溶液浓缩后冻干，－ 1 8℃冻藏。超

滤过程中采用透过液间断循环冲洗，防止膜堵塞。

1.3.7 酶解液 Maillard 反应

取不同分子质量的酶解组分 1.5g，加入 1.5g 葡萄糖、

0.3g 生姜粉、0.3g 氯化钠、自然 pH 值、蒸馏水 10mL，
115℃加热 30min 进行 Maillard 反应，冷却至室温。取反

应液 5 m L，蒸馏水稀释 1 0 倍，进行感官评定。

1.3.8 氨基酸含量测定

将样品称取一定质量放于玻璃水解管中。加入

6mol/L 盐酸，抽真空封管。使用水解器在 110℃的温

度条件下水解 2 4 h。转移定容后过滤，取滤液在真空

干燥器中干燥成固体，再稀释并使用 0.02mol/L 盐酸调

整浓度后作样品，用氨基酸分析仪分析样品的氨基酸

种类和组成。

1.4 数据统计方法

数据以 x－± s 表示，运用 SPSS13.0 统计软件做方差

分析(ANOVA)。

2 结果与分析

2.1 酶解原料的选择

不同种类的水产品呈现不同的天然风味，如鱼类、

甲壳类及贝类。虾的鲜美与具有爽快甜味的甘氨酸有

关，甜味对蛋白鲜味有明显的增强效果[12]；扇贝中的丙

氨酸呈略带苦味的甜鲜美味，琥珀酸是扇贝等贝类的主

要呈味成分和特征鲜味成分，即使在含量很少时，作

用也很明显[13]；鱼类肌肉中的低分子肽具有提高鲜度作

用，与其它成分反应会进一步形成各种风味物质，产

品直接体现相应的天然风味。本研究选择鲢鱼、南美

白对虾及扇贝 3 种不同类别的水产混合品作为原料，固

定其他因素：m 复合蛋白酶:m 风味蛋白酶质量比 1:1、底物质量浓

度 30g/100mL、[E]/[S]为 5‰、酶解温度 50℃、时间 5h，
改变原料配比，对酶解液进行感官评分。

由图 1 可知，当 m 鲢鱼:m 对虾:m 扇贝为 1:2:1 时，感官评分

最高；m 鲢鱼:m 对虾:m扇贝为 1:1:1 时，感官评分也相对较好。综

合考虑原料成本，选择 m 鲢鱼:m 对虾:m 扇贝为 1:1:1。
2.2 蛋白酶的选择

不同的酶作用位点不同，水解蛋白的产物有差

异，呈现不同的风味特点。与许多其他内切蛋白酶

不同，复合蛋白酶可以进行蛋白的深度水解。但是

复合蛋白酶是非特异性蛋白质肽键内切酶，蛋白经酶

水解后其疏水性氨基酸残基暴露出来，得到的多肽

带有明显的苦味。风味蛋白酶是经深层发酵生产的

蛋白酶和肽酶的复合物，含有内切蛋白酶和外切蛋白

酶两种活性，可以有效的将疏水性氨基酸从脯氨酸末

端切除，有助于酶解形成良好风味 [14 ]。选择风味蛋白

酶与复合蛋白酶酶解水产混合品(m 鲢鱼:m 对虾:m 扇贝为 1:1:1)，
酶的总添加量不变，改变双酶的质量配比，其他条

件同 2 . 1 节，测定酶解液的水解度，并对酶解液进行

感官评分。

图 1  不同原料配比的感官评分

Fig.1   Effect of hydrolysis substrate composition on sensory evaluation
score
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图 2 双酶不同质量比对水解效果的影响

Fig.2   Effect of ratio between flavourzyme and protamex on sensory
evaluation score and degree of hydrolysis
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由图 2 可知，当风味蛋白酶为 1 0 0 % 时，感官评

分最高；随着风味蛋白酶的比例降低，复合蛋白酶的

比例提高，感官不断降低；当复合蛋白酶为 1 0 0 %
时，感官评分最低。水解度的变化趋势为先升高后

降低，当 m 风味蛋白酶: m 复合蛋白酶比为 1 : 1 时，水解度达到

58%。综合考虑，选择风味蛋白酶与复合蛋白酶的质

量比为 1 : 1。
2.3 酶解工艺的优化

为了获得鲜味肽的最大释放量，在单因素试验结果

([E]/[S]10%、酶解温度 55℃、酶解时间 5h、底物质量

浓度 30g/100mL、自然 pH 值)的基础上，选择[E]/[S]、
酶解温度及酶解时间 3 个因素为自变量，以水解度(Y1)和
感官评分(Y 2)为响应值，设计三因素三水平的二次回归

方程来拟合因素和指标(响应值)之间的函数关系，采用

响应面分析法来寻求酶解最优工艺。试验因素及水平见

表 1 ，设计方案与结果见表 2 。
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编码及水平
因素

A[E]/[S]/‰ B 酶解温度 /℃ C 酶解时间 /h
－ 1 5 50 4

0 10 55 5
1 15 60 6

表 1 响应面试验因素水平表

Table 1   Coded values and corresponding actual values of the
optimization parameters used in response surface analysis

试验号 A B C Y1/% Y2

1 1 － 1 0 50.29 5
2 － 1 1 0 49.36 6
3 0 0 0 57.01 6.8
4 0 0 0 55.11 6.7
5 － 1 － 1 0 46.13 6.2
6 1 1 0 51.98 5.3
7 － 1 0 1 46.12 6.6
8 － 1 0 － 1 41.32 4.8
9 1 0 － 1 48.21 4.4
10 0 － 1 1 52.09 5.8
11 0 0 0 58.32 6.6
12 0 0 0 55.28 6.7
13 0 0 0 56.69 6.7
14 0 1 － 1 40.38 4.4
15 1 0 1 54.67 5.8
16 0 － 1 － 1 49.41 5.2
17 0 1 1 56.21 6.6

表 2 响应面试验设计方案与结果

Table 2   Experimental design and results for response surface analysis

2.3.1 回归方程的建立与方差分析

采用 Design-Expert 7.0 软件的 ANOVA 程序，进行

二次回归分析，选择对响应值显著的各项，剔除不显

著因子，得到水解度(Y1)和感官评分(Y2)对自变量(酶解时

间、温度、[ E ] / [ S ] )的二次多项回归方程为：

Y1＝56.48＋2.78A＋3.72C－4.49A2－4.41C2＋3.29BC
Y2＝6.7－0.39A＋0.75C－0.59A2－0.49B2－0.71C2＋0.4BC

对水产蛋白酶解物水解度(Y1)和感官评分(Y2)回归方

程的方差分析(表 3)表明：所得 Y 1 的回归方程显著，Y 2

的回归方程极显著，失拟检验不显著，这说明此回归

模型很理想，用方程 Y 1、Y 2 拟合 3 个因素与酶解产物

水解度和感官评分之间的关系是可行的；试验误差小，

故可用该回归模型代替试验真实点对结果进行分析。Y 1

的一次项 A 和 C 均对酶解产物的水解度有极显著的影

响，且影响顺序依次为 C ＞ A，二次项 A 和 C 有极显

著的影响，交互项 BC 也对水解度有显著影响；Y 2 的一

次项 A 和 C 均对酶解产物的感官评分有极显著的影响，

二次项 A2、B2 和 C2 以及交互项中的 BC 也对水解度有极

显著的影响；这表明响应值的变化相当复杂，各个具体

的因素对响应值的影响不是简单的线性关系，而是呈二

次关系。

方差来源
                      Y1                        Y2

平方和 Prob ＞ F 平方和  Prob ＞ F
模型 432.38 0.0035 11.56 ＜ 0.0001

A 61.72 0.0098 1.20 ＜ 0.0001
B 1.25 × 10-5 0.9988 1.23 × 10-3 0.7786
C 110.78 0.0022 4.50 ＜ 0.0001
A2 0.59 0.0045 1.45 ＜ 0.0001
B2 0.69 0.0520 1.00 ＜ 0.0001
C2 81.88 0.0049 2.14 ＜ 0.0001
AB 0.59 0.7409 0.063 0.0777
AC 0.69 0.7217 0.040 0.1424
BC 43.23 0.0218 0.640 0.0003
失拟 28.02 0.0701 0.082 0.0666

R2 0.9250 0.9912

表 3 二次回归方程的方差分析

Table 3   Variance analysis of the developed quadratic regression
models

2.3.2 因素间的交互作用

由表 3 可知，交互项 B C 对水解度的影响显著，

对感官评分的影响极显著。重点分析交互项 B C 对感

官评分( Y 2)的影响，固定模型中的 [ E ] / [ S ]＝ 1 0‰，

得到 B C 交互作用对感官评分的子模型，并根据模

型绘制三维曲面图及等高线图，见图 2。随着酶解温

度的上升，感官评分呈现较平缓的先上升后下降的趋

势。而酶解时间对感官评分的影响相对较明显，呈

上升趋势。这是因为随着酶解时间的延长，酶解越

来越充分，呈鲜味的小分子短肽越来越多。酶解温

度和时间之间存在协同作用，在酶作用的最佳温度

范围内，稍微延长酶解时间就会较大幅度地提高感

官 分 值 。

5

B 酶解温度 /℃
50.0 52.5 55.0 57.5 60.0
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对回归模型进行数学分析，得到两者的最大响应值

所对应的条件见表 4。可见，达到最大的水解度和感官

评分所需的因素条件并不完全一致，说明两响应值之间

相互制约。在蛋白质酶法水解过程中，期望得到的具

有特定功能的活性肽通常是分子质量较小的短肽，若单

纯地追求高水解度指标，必然会导致产生大量的游离氨

基酸，反而与目标相反。结合表 4 所得因素值，并考

虑成本问题，确定最优的酶解条件为：[E]/[S]7.5‰、温

度 56℃、酶解时间 5 .9h，此时水产蛋白酶解物的水解

度和感官评分预测值分别为 55.17% 和 6.9。

模型 [E]/[S]/‰ 酶解温度 /℃ 酶解时间 /h 最大值

Y1 11.6 56.7 5.6 57.98%
Y2 7.5 55.7 5.9 6.9

表 4  获得最水解度和感官评分的水解条件

Table 4   Optimal hydrolysis conditions providing maximum degree of
hydrolysis and those providing maximum sensory evaluation score

2.3.3 验证实验

为了验证模型预测值是否准确，进行回归模型的验证

实验。采用上述优化后的酶解工艺条件，即[E]/[S]7.5‰、

酶解温度 56℃、底物质量浓度 30g/mL、酶解时间 5.9h、
自然 p H 值，进行验证实验，平行 3 次，取平均值，

测得水产蛋白的水解度和鲜味肽的感官评分分别为56.32%
和 6.8，与模型的预测值(55.17% 和 6.9)基本符合，说明

该模型具有实际指导意义。

2.4 酶解液超滤结果

蛋白酶解液普遍含有苦味和腥味，L i n d e 等 [ 15 ]用

α - 环式糊精降低蛋白水解物的苦味。本实验运用超滤

技术去除水解液中的微颗粒成分、胶体、高分子物质，

包括大多数腥、苦味成分，使产品风味纯正、澄清、

色泽诱人，并使小分子风味成分得到一定的浓缩。

Claeys 等[16]对鲜肉中分子质量在 3～17kD 的肽进行量

化，并对其感官强度进行分析，分子质量 3～10k D 的

肽对鲜味有明显的相关性。

本研究选择 m 鲢鱼:m 对虾:m 扇贝为 1:1:1，采用风味蛋白

酶与复合蛋白酶双酶水解，添加质量比为 1:1，在[E]/[S]
7.5‰、酶解温度 56℃、底物质量浓度 30g/100mL、酶

解时间 5.9h、自然 pH 值的条件下水解 5.9h，灭酶，酶

解液离心取上清液。在操作压力 0.5MPa、温度 40℃，

自然 p H 值的条件下超滤，依次通过分子质量为 1 0 、

5kD 和 2.5kD 的超滤膜，分离出 4 种不同分子质量的多

肽组分：组分Ⅰ 1 0 k D )、组分Ⅱ( 5～1 0 k D )、组分Ⅲ

(2.5～5kD)和组分Ⅳ(＜ 2.5kD)，各组分的蛋白回收率见

表 5。分别将超滤后的各组分浓缩后冻干，得到各级鲜

味肽的干品。

组分 分子质量 /kD 蛋白回收率 /%
Ⅰ ＞ 10 2.7 ± 0.3
Ⅱ 5～10 5.3 ± 0.4
Ⅲ 2.5～5 19.8 ± 0.8
Ⅳ ＜ 2.5 72.1 ± 1.3

表 5 酶解液的超滤分离(x－± s，n=3)
Table 5   Protein recovery from ultrafiltration separation of hydrolysate

obtained under optimal hydrolysis conditions (x－± s，n=3)

组分 Ⅰ(＞10kD) Ⅱ(5～10kD) Ⅲ(2.5～5kD) Ⅳ(＜ 2.5kD)
感官评分 2.0 ± 0.3 5.3 ± 0.4 6.8 ± 0.2 5.6 ± 0.5

表 6 酶解液不同分子质量组分 Maillard 反应产物的感官比较

Table 6   Sensory evaluation scores of Maillard reaction products of
hydrolysate fractions with different molecular weights

2.5 酶解液不同分子质量组分的 Maillard 反应

图 3 酶解时间和温度对产物感官评分的响应面图和等高线图

Fig.3   Response surface and contour plots showing the effects of
hydrolysis time and temperature on sensory evaluation score
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注：* . 必需氨基酸。

成分 含量 成分 含量

谷氨酸 865.30 色氨酸 * 213.57
甘氨酸 722.98 缬氨酸 * 181.61
丙氨酸 617.08 组氨酸 125.89

天门冬氨酸 518.22 异亮氨酸 * 97.62
赖氨酸 * 478.03 苯丙氨酸 * 88.34
亮氨酸 * 411.81 苏氨酸 * 45.48
丝氨酸 386.16 胱氨酸 36.16
酪氨酸 339.28 蛋氨酸 * 26.34
精氨酸 269.04
脯氨酸 239.37 总计 5662.28

表 7 组分Ⅲ的氨基酸组成及含量

Table 7   Amino acid composition of fraction III
mg/100g

肽与糖进行美拉德反应生成特殊香气的物质。肽分

子质量的不同，产生的气味和滋味差异较大。表 6 列出

了酶解液不同分子质量组分的 Mai l l a rd 反应产物在色

泽、气味和滋味的特点，其反应产物在鲜味上呈现出
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明显的差异，随着肽组分分子质量的增大而出现鲜味减

弱的趋势。分子质量＞ 10kD 成分的鲜昧不明显，分子

质量＜ 2.5kD 成分除了鲜味之外还表现出了腥味和苦味，

这与它所含较多小分子肽、游离氨基酸以及其他小分子

物质有关，Schiffman 等[17]指出大多数的双肽具有明显苦

味。综合评价，分子质量 2.5～5kD 的鲜味肽在 Maillard
反应后口味纯正浓厚、天然鲜美，超出了一般的烹调

效果，其氨基酸组成及含量见表 7 。

3 讨论与结论

鱼、虾及贝类各种典型水产品是海鲜特征滋味的特

有物质基础，产品直接体现相应的天然风味，鲜味饱

满的天然风味料必然来自于典型水产品的复合物。本研

究选择鲢鱼、对虾及扇贝 3 种不同类别的水产混合品作

为原料，综合考虑比较酶解产物的感官特点及原料成

本，选择鲢鱼、南极白对虾与扇贝的质量比为 1 : 1 : 1。
目前已有多种利用水产品制备风味料的报道，大多

对水产蛋白采用化学法或酶法制备短肽，然后进行美拉

德反应制得风味料[18-19]。技术不足之处表现在：酶解的

专一性导致酶解形成的多肽比较集中，缺乏原汁原味的

感觉，有苦味。酶的特异性和酶切位点的专一性会影

响酶解产物中小分子肽和氨基酸的组成和序列，从而影

响产物的风味，本研究采用双酶定向酶解技术，将特

异酶切位点的酶组合互补，可作用产生良好风味物质，

条件温和，步骤简洁。采用风味蛋白酶和复合蛋白酶

双酶水解水产蛋白，综合考虑水解度及感官评分，确

定 m 风味蛋白酶:m 复合蛋白酶为 1:1。响应面法优化酶解水产蛋白

制备鲜味肽的最佳工艺为：[E]/[S]7.5‰、底物质量浓度

30g/100mL、自然 pH 值、酶解温度 56℃、时间 5.9h。
该条件下水产蛋白的水解度和鲜味肽的感官评分分别为

56.32% 和 6.8。
在众多的分离方法中，超滤因其具有高效、低能

耗、活性回收率高、处理能力范围广、占地面积小、

成本低等优点而成为可能实现工业化生产的方法。本研

究采用超滤技术分离出 4 种不同分子质量的多肽组分，

并分别进行美拉德反应。张晓鸣等[20]酶解大豆制备风味

增强肽，发现分子质量 3000～5000D 的组分其 Maillard
产物能够明显地增强风味，包括鲜味、醇厚味及后味。

R h y u 等 [ 2 1 ]对韩国豆酱的水提物分级，得到分子质量

500～1000D 的部分具有最强的鲜味，对豆酱的风味起决

定性贡献作用，分析这部分鲜味物质为含谷氨酸和天冬

氨酸的短肽。本研究得到分子质量 2.5～5kD 的鲜味肽，

进行 Mail la rd 反应后鲜味浓郁，口味纯正。
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