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摘　要：以脱脂南极磷虾粉为原料，采用复配酶法制备鲜味酶解液。以感官评价、多肽得率、水解度等评价手段，

进行外源酶的筛选及单因素实验。为进一步优化酶解液滋味，以呈鲜味的氨基酸总量为指标进行酶解工艺优化。

结果表明：最佳酶解条件为：胰蛋白酶和胃蛋白酶复配比 1:100，总加酶量为 2800 U/g，料液比 1:4 g·mL−1，酶

解 pH7.0，酶解温度 40 ℃，酶解时间 3 h，该条件下获得的酶解产物中鲜味游离氨基酸含量为 331.79 mg/100 mL。
除色氨酸外，其余八种必需氨基酸含量占总氨基酸的 63.66%，游离苦味氨基酸占总氨基酸的 27.83%，游离鲜甜味

氨基酸占总氨基酸 26.22%，与鲜味形成具有关键作用的游离谷氨酸和游离天冬氨酸共占总游离氨基酸的 10.26%。

本研究可为南极磷虾鲜味调味料等产品的开发提供理论基础和技术指导。

关键词：脱脂南极磷虾粉，酶解，鲜味氨基酸，工艺优化，复配酶法

本文网刊: 

中图分类号：TS254.1               文献标识码： B               文章编号：1002−0306（2022）02−0195−11
DOI: 10.13386/j.issn1002-0306.2021040293

Optimization of Preparation Process of Antarctic Krill Hydrolysate
with Delicate Taste by Compound Enzyme Method

ZHANG Qingchun1,2，YU Xiaowan1,2，XIANG Xingwei1,2,3，HAN Tiao1,2，SHAO Tianlun1,2，HE Xiaoting1,2，

LIU Yefeng4，DING Yuting1,2,3，LIU Jianhua1,2,3，CAI Yanping1,2,3, *

（1.College of Food Science and Technology, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310014, China；
2.National R & D Branch Center for Pelagic Aquatic Products Processing(Hangzhou), Hangzhou 310014, China；

3.Collaborative Innovation Center of Seafood Deep Processing, Dalian Polytechnic University, Dalian 116034, China；
4.Zhejiang Yangshengtang Natural Medicine Research Institute Co., Ltd., Hangzhou 310024, China）

Abstract：In this paper, defatted Antarctic krill powder was used as raw material to prepare hydrolysate with delicate taste
by compound enzyme method.  By means  of  sensory  evaluation,  peptide  yield  and degree  of  hydrolysis,  the  screening of
exogenous  enzymes  and  single  factor  experiments  were  carried  out.  In  order  to  further  optimize  the  taste  of  enzymatic
hydrolysate, the total amount of amino acids with delicate flavor was used as the index to optimize the enzymatic hydrolysis
condition. The results showed that the optimal hydrolysis conditions were as follows: The ratio of trypsin and pepsin 1:100,
the  total  amount  of  enzyme 2800 U/g,  the  liquid  and material  ratio  1:4 g·mL−1,  the  pH of  enzymatic  hydrolysis  7.0,  the
temperature of enzymatic hydrolysis 40 ℃, and the time of enzymatic hydrolysis 3 h. Under these conditions, the content of  
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free  amino  acids  with  delicate  taste  in  the  hydrolysate  was  331.79  mg/100  mL.  Except  tryptophan,  the  remaining  eight
essential amino acids accounted for 63.66% of the total amino acids. Free bitter amino acids accounted for 27.83% of the
total amino acids, and free sweet amino acids accounted for 26.22% of the total amino acids. Free glutamic acid and free
aspartic acid, which played a key role in the formation of umami taste, accounted for 10.26% of the total free amino acids.
This study could provide theoretical basis and technical guidance for the development of Antarctic krill flavoring products.

Key words：defatted  Antarctic  krill  powder；enzymatic  hydrolysis；umami  amino  acids；process  optimization；compound

enzyme method

 

南极磷虾是全球海洋中最大的单种可捕生物资

源，其贮存量约为 6.5~10.0 亿吨，近年来日益受到关

注[1−2]。南极磷虾具有高蛋白[2]、低脂肪[3]、富含矿物

质元素[4] 以及富含 DHA、EPA 等优质不饱和脂肪

酸[5] 的营养特点，也是虾青素、磷脂、壳聚糖等热敏

性营养物质的来源[6]。目前，南极磷虾通常被加工成

南极磷虾油脂，剩余部分一般被简单加工成粉状的动

物或水产饲料[7−9]，使得脱脂南极磷虾粉产品附加值

低。目前，对南极磷虾的深加工与应用少有报道。

南极磷虾肽具有降血压、抗氧化、抗疲劳、以及

改善老年性骨质疏松症等功效[10−11]，因而具有很大的

开发潜力，但相关研发仍然较少。迄今为止，关于水

产品酶法制备酶解液，提高产品可利用价值的研究报

道屡见不鲜[12−16]。然而，这些报道侧重研究商业蛋白

酶，如利用风味蛋白酶酶解，以水解度或总氮回收率

为指标，检测产品的酶解效率，忽略了酶解程度对酶

解产物部分滋味的影响。目前，已有多项关于酶解物

呈味研究的实验，黄百祺等[17] 研究了四种龟肉酶解

液，发现呈甜味与苦味的氨基酸具有一定规律性，吴

书建等[18] 和于亚辉等[19] 发现鱼虾贝类水解产物中

的呈味物质主要有核苷酸、有机酸、无机离子、肽、

游离氨基酸等，其中游离氨基酸和多肽的种类及含量

在很大程度上影响酶解产物的风味特征，曾晨等[20]

筛选出风味蛋白酶和木瓜蛋白酶为大黄鱼干鲜味肽

酶解提取的复合酶，酶解效率高且所得酶解液分子量

集中于鲜味肽相对分子量范围。1978 年，Yamasaki

等[21] 在经过木瓜蛋白酶处理后的牛肉中分离出一种

八肽（beefy  meaty  peptide，BMP），命名为鲜味肽

（umami peptide）。自此以后鲜味肽广受关注，目前，

对鲜味肽的定义为分子量在 150~5000 Da 之间，由

氨基酸组成的一些具有鲜味或增强风味的多肽[22]。

鲜味酶解液热量低，天然健康，易于食用，具有很好的

开发前景和应用价值。

前期研究发现，南极磷虾中鲜甜味氨基酸含量

丰富，而目前以鲜甜味游离氨基酸总量为指标评价南

极磷虾蛋白酶解效果的研究尚未见报道。本研究以

酶解效率为指标，以感官评价为手段，通过合理控制

酶解时间及水解度，筛选出一种新型的复合蛋白酶。

借助氨基酸组成分析，以鲜甜味游离氨基酸总量为指

标，通过正交试验优化酶解条件，制备出一种呈鲜甜

味的南极磷虾酶解液。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

脱脂南极磷虾粉　山东鲁华海洋生物科技有限

公司；风味蛋白酶（20 万 U/g）　广州馨之味食品配

料商城；胰蛋白酶（4000 U/g）　宁波鼎元食品科技有

限公司；菠萝蛋白酶（5 万 U/g）、碱性蛋白酶（10 万

U/g）、胃蛋白酶（10 万  U/g）、中性蛋白酶（10 万

U/g）、木瓜蛋白酶（10 万 U/g）　河南圣斯德实业有

限公司；细胞色素 C（12500 Da）、抑肽酶（6500 Da）、
芽孢杆菌（1450 Da）、乙酰丙氨酸-酪氨酸-精氨酸

（451 Da）、乙基丙氨酸（189 Da）　Sigma 公司；其他

试剂　均为分析级。

DF-101S 集热式恒温加热磁力搅拌器　河南省

予华仪器有限公司；Allegra64R 高速冷冻台式离心

机　美国 BECKMAN；电子天平　达俊电器有限公

司；FA1204 电子天平　常州市幸运电子设备有限公

司；K9840 自动凯氏定氮仪　济南海能仪器股份有

限公司；L-8900 全自动氨基酸分析仪　日立公司；

TSK gel 2000 色谱柱（7.8 mm×300 mm，粒径 5 μm，）

　Waters 高效液相色谱仪分析柱，日本 Toko Seiki
Ltd.；高效液相色谱　美国 Agilent Technologies。 

1.2　实验方法 

1.2.1   酶解工艺流程　脱脂南极磷虾粉→控制适当

料液比→调节 pH（柠檬酸）→加酶→恒温酶解→灭

酶（沸水浴 15 min）→离心（8000 r/min，4 ℃，10 min），
过滤取上清→鲜味酶解液。

具体操作步骤：将脱脂南极磷虾粉用纯水控制

在一定的料液比后，用柠檬酸调节脱脂南极磷虾液至

一定的 pH 后按照一定的比例添加各类酶，并在一定

的温度下酶解一定时间，酶解结束后于沸水浴灭酶

15 min。灭酶后的样品在 8000 r/min，4 ℃ 的条件下

离心 10 min。离心结束后取上清液过滤后所得滤液

即鲜味酶解液。 

1.2.2   外源酶的筛选　以脱脂南极磷虾粉为原料，选

择 7 种常见商品外源酶，即风味蛋白酶、胰蛋白酶、

碱性蛋白酶、胃蛋白酶、菠萝蛋白酶、中性蛋白酶、

木瓜蛋白酶，并在各自最适酶解条件下（产品厂家提

供）进行酶解（条件见表 1），沸水浴灭酶 15 min，终止

反应过程，冷却至室温后，8000 r/min 条件下离心

10 min，过滤取上清液，通过测定其水解度、多肽得

率以及感官评价比较各酶的酶解效果。 
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1.2.3   多酶复合酶解配方的选择　参考吴书建等[18]

的外源酶选择实验并结合外源酶筛选实验结果，将

优选出的外源酶按以下 6 个配方进行多酶复合酶解

（35 ℃，4 h），以滋味感官评价和酶解效率为指标，确

定复合酶的最佳复配比例。其中，复配酶配方：两种

最优酶 1、酶 2 按酶 1:酶 2=1:7、1:15、1:50、1:100、
1:150、1:200 的添加比例进行复配。 

1.2.4   复合酶解的单因素实验　 

1.2.4.1   外源酶加酶量的筛选　采用优选出的多酶

复合配方，设置 800、1000、1500、2400 和 3000 U/g
五个水平加酶量，料液比 1:4 g·mL−1，pH8.0，35 ℃
条件下酶解 4 h，以滋味感官评价和酶解效率为评价

指标，优化加酶量。 

1.2.4.2   外源酶料液比的筛选　采用优选出的多酶

复合配方，2400  U·g−1 样品的加酶量，设置 1:3、
1:4、1:5、1:6 g·mL−1 四个水平料液比，pH8.0，35 ℃
条件下酶解 4 h，以滋味感官评价和酶解效率为评价

指标，优化料液比。 

1.2.4.3   外源酶酶解温度的筛选　采用优选出的多

酶复合配方，加酶量 2400 U·g−1、料液比 1:4 g·mL−1，

pH8.0，设置 25、30、35、40、45 ℃ 五个酶解温度，酶

解 4 h，以滋味感官评价和酶解效率为评价指标，优

化酶解温度。 

1.2.4.4   外源酶酶解时间的筛选　采用优选出的多

酶复合配方，加酶量 2400 U·g−1、料液比 1:4 g·mL−1，

pH8.0，酶解温度 40 ℃，设置 1、2、3、4、5 h 五个水

平酶解时间，以滋味感官评价和酶解效率为评价指

标，优化酶解时间。 

1.2.4.5   酶解 pH 筛选　采用优选出的多酶复合配

方，加酶量 2400 U·g−1、料液比 1:4 g·mL−1，酶解温

度 40 ℃，设置 4.0、5.5、6.5、7.5、8.0 五个水平 pH，

酶解 4 h，以滋味感官评价和酶解效率为评价指标，

优化酶解 pH。 

1.2.5   正交试验　根据单因素实验结果，选取加酶

量、酶解 pH、酶解温度、酶解时间进行四因素三水

平正交优化实验。以鲜味肽、鲜味游离氨基酸、多肽

得率为指标确定最佳酶解工艺。正交试验因素及水

平见表 2。 

1.2.6   感官评价　参照 GB/T 12312-2012 感官分析

味觉敏感度测定方法[23]，感官评价标准见表 3，从多

名人员中筛选出 10 位感官评价人员，对酶解液进行

感官评价，评定成员每评定一个样品前用蒸馏水漱

口，取待评定样品 1~2 mL 置于口中，10 s 后吐出，漱

口取参比液品尝，鲜味参比样为谷氨酸钠溶液，浓度

0、2、4、6、8、10、12、14、16、18 和 20 mg·mL−1 对

应的鲜味评分值为 1、2、3、4、5、6、7、8、9 和

10 分，对不同组分进行感官评价。为避免感官评价

人员相互之间会产生主观影响，评价人员分开评定。
 
 

表 3    感官评价标准
Table 3    Standard and scores of sensory evaluation

项目 评分标准 评分（分）

色泽（满分3分）

色泽很深 1
色呈黄色 2

色呈淡黄色 3

香气（满分3分）

有明显腥味 1
无明显味道 2
有鲜虾味 3

滋味（满分4分）

有酸、苦涩、有异味 1
有甜味，欠鲜味、虾味 2
有甜味，有鲜味或虾味 3
有鲜甜味并伴随虾味 4

  

1.2.7   酶解效率测定　 

1.2.7.1   多肽得率的测定　取洁净的培养皿，称量质

量 m2，将离心（8000 r/min，4 ℃，10 min）过后的蛋白

酶解液倒入，再将样品放入−80 ℃ 的冰箱中进行预

冻 3~4 h，冷冻 3~4 h 后取出放入冷冻干燥机中进行

干燥，待完全干燥后取出并称量质量 m1
[24]。计算多

肽得率。

多肽得率(%) =
m1 −m2

M
×100 式（1）

式中：m1：干燥后培养皿的总质量，g；m2：空培养

皿的质量，g；M：称取的脱脂南极磷虾粉的质量，g。 

1.2.7.2   水解度（DH）的测定　水解度按照下式计算：

DH(%) =
氨基态氮

总氮
×100 式（2）

式中：DH 表示水解度，%。

总氮含量根据国标 GB 5009.5-2016 食品安全

国家标准 食品中蛋白质的测定[25] 中微量凯氏定氮

法结合自动凯氏定氮仪进行测定。

氨基态氮含量参考 ZB X 66038-1987 氨基态氮

测定法[26]，略有调整：吸取 5.0 mL 酶解液，定容至

 

表 1    外源酶的酶解条件

Table 1    Enzymatic hydrolysis conditions of
exogenous enzymes

酶种类 加酶量（U·g−1） 温度（℃） pH 料液比（g·mL−1） 时间（h）

胰酶 2400 50 7.8~8.5 1:4 6
胃蛋白酶 2400 35 2.0~3.0 1:4 6

中性蛋白酶 2400 50 6.8~7.0 1:4 6
风味酶 2400 50 7.0 1:4 6

菠萝蛋白酶 2400 50 6.0~8.0 1:4 6
碱性蛋白酶 2400 50 10.0 1:4 6
木瓜蛋白酶 2400 50 6.0~7.0 1:4 6

 

表 2    正交试验因素与水平表

Table 2    Orthogonal experimental factors and level table

水平 A加酶量（U·g−1） B温度（℃） C pH D时间（h）

−1 2000 30 7.0 2.5
0 2400 35 7.5 3.0
1 2800 40 8.0 3.5
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100 mL，吸取 20 mL 置于 250 mL 烧杯中，使用磁力

搅拌器，用 0.05 mol·L−1 NaOH 标准液滴定至 pH8.2。
加入 10.0  mL 甲醛溶液，混匀，再用 0.05  mol·L−1

NaOH 溶液继续滴定至 pH9.2，记下消耗 NaOH 溶

液的毫升数。同时取未酶解的虾粉样品，做空白

试验。 

1.2.8   氨基酸组成测定　感官评分受主观影响因素

较大，因此采用高效液相色谱法（HPLC）测定呈味氨

基酸，此法对酶解液呈味特征具有较高的灵敏度与重

现性[27]。

HPLC 操作方法如下：

使用 Waters 高效液相色谱仪进行检测，分析柱

选用 TSK gel 2000 色谱柱（7.8 mm×300 mm，粒径

5 μm，），并使用 UV 检测器在 220 nm 下检测分离的

样品。柱温保持在 30 ℃；流动相为乙腈/水/三氟乙

酸（45:55:0.1，v/v）；流速保持在 0.5 mL·min−1；进样

量为 10 μL。标准品：细胞色素 C；抑肽酶；芽孢杆

菌；乙酰丙氨酸-酪氨酸-精氨酸；乙基丙氨酸。由此

得到的分子量分布标准曲线如图 1：
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图 1    分子量分布标准曲线
Fig.1    Standard curve of molecular weight distribution

  

1.2.8.1   总氨基酸组成测定　准确称取酶解液 4 g，
小心加入水解管中防止挂壁，继续加入 1:1 的分析

纯盐酸约 6 mol·L−1 4 mL，氮吹仪吹氮气 15 min 后

封管。110 ℃ 水解 24 h 后，取出冷却开管。消解后

的样品溶液过滤并定容至 100 mL 棕色容量瓶中。

准确吸取定容后的样品 2 mL，置氮吹仪上脱酸。温

度 60 ℃，脱至干燥。准确加入 0.02 mol·L−1 HCl 溶
液 20 mL 旋涡器上混匀，取样品过 0.22 μm 滤膜过

滤小柱，上机按 GB/T 5009.124-2016 食品安全国家

标准 食品中氨基酸的测定[28] 方法进行氨基酸测定。 

1.2.8.2   游离氨基酸组成测定　取 1 mL 酶解液，加

入 4 mL 5% 磺酸水杨酸沉淀多肽及蛋白，用高速冷

冻离心机 18000 r·min−1 离心 30 min，取上清液保存，

用 0.45 和 0.22 μm 滤膜过滤后上机分析，按 GB/T
5009.124-2016 食品安全国家标准 食品中氨基酸的

测定[28] 方法进行氨基酸测定。 

1.3　数据处理

采用 SPSS 软件对数据的差异性进行分析，采用

方差分析（ANOVA）比较每组数据之间是否存在统

计学差异（P<0.05 为显著性差异），每组样品做 3 次

平行试验，采用均值±标准差表示，采用 Origin 9.0
绘图。 

2　结果与分析 

2.1　外源酶的筛选 

2.1.1   不同外源酶对酶解液滋味的影响　脱脂南极

磷虾粉经 7 种常见外源蛋白酶分别水解后，其酶解

液感官滋味评定结果如表 4 所示，添加不同外源酶

获得的各样品其感官评分存在着明显差异。这是因

为，不同酶的作用位点不同，从而产生不同种类的氨

基酸与多肽，不同的氨基酸均有不同的溶解性与味

感，因此产生了不同味道的水解蛋白[29]。 

2.1.2   不同外源酶对酶解液水解度和多肽得率的影

响　综合图 2 和表 4 可见，胰蛋白酶酶解液的酶解
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图 2    不同外源酶对南极磷虾蛋白的酶解效果

Fig.2    Enzymatic hydrolysis effect of different exogenous
enzymes on Antarctic krill protein

注：不同小写字母表示水解度差异显著（P<0.05）；不同大写字
母表示多肽得率差异显著（P<0.05）；图 4~图 8 同；Try：胰蛋白
酶；Pep：胃蛋白酶；Neu：中性蛋白酶；Fla：风味蛋白酶；Bro：菠
萝蛋白酶；Alk：碱性蛋白酶；Pap：木瓜蛋白酶。
 

 

表 4    不同外源酶处理后获得的酶解液感官评价结果

Table 4    Sensory evaluation results of enzymatic hydrolysate after treatment with different exogenous enzymes

组分 感官评价分值（分） 平均值（分） 感官鉴定

胰蛋白酶 3 4 5 3 5 4 5 3 5 3 4.0 溶液色泽较深，口感偏苦涩，后味有鲜味

胃蛋白酶 7 8 6 7 8 8 7 7 8 9 7.5 溶液色泽微黄色，具有微甜滋味

中性蛋白酶 4 5 3 4 3 3 4 3 3 4 3.6 溶液色泽较深，口感偏苦涩

风味蛋白酶 5 6 5 5 6 5 6 5 7 6 5.6 溶液色泽微黄色，具有微甜滋味

菠萝蛋白酶 6 7 6 7 7 8 7 6 6 6 6.6 溶液色泽黄色，无苦涩味

碱性蛋白酶 3 4 4 3 5 4 3 3 4 4 3.7 溶液色泽较深，口感偏苦涩、腥味重

木瓜蛋白酶 3 4 5 4 4 4 5 4 4 4 4.1 溶液色泽微黄，无明显苦涩味
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效率最佳，水解度 DH 最高可达到 65%，多肽得率

49%，但其感官评价较低。胃蛋白酶酶解液的多肽得

率最高，感官评分最佳，但其 DH 较低。其他五种酶

的 DH、多肽得率均处于较低水平。单一外源酶作用

效果虽各有优点，但酶解作用效果有限，各自单独作

用效果无法同时达到滋味和酶解效率最优，添加外源

酶辅助酶解法可改善酶解滋味及效率。因此，本研究

拟采用单酶酶解效果最佳的胰蛋白酶和胃蛋白酶两

种酶复合进行后续的酶解条件优化研究。 

2.2　多酶复合配方的选择

采用优选出的酶 1（胰蛋白酶）和酶 2（胃蛋白

酶），按照 1.2.3 中的多酶复合配方酶解脱脂南极磷

虾粉蛋白，其感官评分及酶解效果如图 3 所示。由

图 3 可知，随着复配酶比例的增加，DH 不断下降，感

官评分不断提高。配方 4（胰蛋白酶:胃蛋白酶=
1:100）感官评分的增加值逐渐趋于平缓，DH 变化也

趋于稳定。有研究表明，DH 与酶解液的滋味并不呈

线性相关，DH 越大，酶解液的感官评分不一定最好，

并且随着 DH 增加，一些疏水性氨基酸暴露及肽的

含量增加，反而影响酶解液的感官滋味[30]。结合

图 3 趋势，本实验选择感官评分最优，水解度相对较

好的配方 4 为最优条件（胰蛋白酶:胃蛋白酶=1:100），
并进行后续研究。
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图 3    不同比例复合酶的酶解效果
Fig.3    Effect of compound enzymes on the enzymatic

hydrolysis at different ratios
注：不同小写字母表示水解度差异显著（P<0.05）；不同大写字
母表示感官评分差异显著（P<0.05）。
  

2.3　复合酶解的单因素实验 

2.3.1   加酶量对酶解液的影响　 

2.3.1.1   加酶量对酶解液滋味的影响　不同加酶量

对酶解液的感官评分，结果如表 5 所示，不同外源酶

添加量可对滋味造成显著性影响。1500、2400、

3000 U/g 样品加酶量获得的酶解液感官评分明显高

于其他样品，拥有较好的感官滋味。 

2.3.1.2   加酶量对酶解液水解度和多肽得率的影响

　不同加酶量获得的酶解液的酶解效率结果如图 4

所示。可发现随着加酶量的增加，酶解液的 DH 和

多肽得率均呈现先增加后平缓的趋势。当加酶量大

于 2400 U·g−1 时，DH 逐渐下降，多肽得率增加逐渐

趋于平缓。可能由于酶解过程是底物与酶的特异性

结合过程，在底物浓度保持不变的情况下，随着加酶

量的增加，底物与酶接触的反应量增加，加酶量与反

应速率成正相关，因此酶解效率大幅度增加。当加酶

量与底物结合逐渐趋于饱和状态时，继续加酶时多肽

得率涨幅逐渐趋于平缓。同时，复配酶之间可能还存

在相互作用，在加酶量少时，相互作用影响不明显，而

加酶量大时，相互作用明显，可能造成酶活力降低，导

致水解度逐渐下降[31]。加酶量 2400 和 3000 U·g−1

的酶解效率、感官滋味均处于较优状态。但当加酶

量增加值 3000 U·g−1 时，其酶解效率的增长趋势

不如加酶量为 2400 U·g−1，故从生产成本考虑选择

2400 U·g−1 的加酶量。
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图 4    不同加酶量处理条件下的的酶解效果
Fig.4    Effect of different enzyme amounts on

enzymatic hydrolysis
  

2.3.2   料液比对酶解液的影响　 

2.3.2.1   料液比对酶解液滋味的影响　不同料液比

对酶解液的感官评分如表 6 所示，不同料液比对酶

解液滋味造成的感官评分结果影响十分显著，其中料

液比 1:4 与 1:5 g·mL−1，在感官评分上明显优于其

他样品。料液比高于 1:6 g·mL−1 时，滋味一般，鲜味较

弱，由于加水量多，酶解液被稀释。料液比 1:5 g·mL−1

 

表 5    不同加酶量处理条件下的感官评价结果

Table 5    Sensory evaluation results of different enzyme amounts

加酶量（U/g） 感官评分（分） 平均值（分） 感官评价

800 2 3 4 2 2 2 3 2 3 2 2.5 苦味较浓，鲜味与虾味较淡

1000 4 3 4 4 5 3 4 4 4 4 3.9 微苦，有微鲜甜味与虾味

1500 7 8 7 7 7 6 8 7 6 7 7.0 微甜、有鲜味伴随一点微苦味

2400 7 8 8 7 7 8 7 8 7 8 7.5 有鲜甜味与虾味，微微涩

3000 8 9 8 8 8 8 7 8 8 8 8.0 具有鲜甜味，虾味较淡
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获得酶解液鲜味值最高（7.8 分），但其苦涩味也明显

高于其他料液比。因此，相比而言，在料液比 1:4 g·mL−1

条件下，酶解液具有更好的感官滋味，在感官滋味评

分上获得较高得分。 

2.3.2.2   料液比对酶解液水解度和多肽得率的影响

　不同料液比对酶解液酶解效率影响如图 5 所示。

不同料液比之间的 DH、多肽得率差异明显，多肽得

率随料液比的增加而增加，之后逐渐降低，DH 随着

料液比增加而降低，渐渐趋于平缓。随着料液比的增

加，相当于降低了反应体系中的酶浓度及底物浓度，

从而使得酶促反应速度降低，水解度下降。料液比

在 1:3 g·mL−1 时虽然水解度最大，但由于水解过程

中水量过少，体系过于粘稠，出现结块贴壁等现象，导

致酶解不充分。而当料液比为 1:4 g·mL−1 时，其水

解度相比于前者下降不多，且多肽得率明显增加，当

料液比为 1:5 g·mL−1 时多肽得率虽然增加，但 DH
过低。因此将料液比固定为 1:4 g·mL−1，进行后续

的实验。
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图 5    不同料液比对酶解液酶解效率的影响
Fig.5    Effect of different solid-liquid ratios on enzymatic

hydrolysis efficiency
  

2.3.3   酶解温度对酶解液的影响　 

2.3.3.1   酶解温度对酶解液滋味的影响　不同酶解

温度对酶解液的感官评分结果如表 7 所示，不同样

品之间滋味存在显著差异。胰蛋白酶和胃蛋白酶的

最适温度存在一定的差异，不同温度对酶的反应作用

具有显著的影响，从而导致配方 4（胰蛋白酶:胃蛋白

酶=1:100）对酶解液的酶解效率和滋味产生差异。

酶解温度 25 与 30 ℃ 获得的酶解液的感官滋味几乎

相似，在鲜味上无明显差异，感官评分几乎一致。因此，

该范围内存在具有更好滋味酶解液的最佳酶解温度。 

2.3.3.2   酶解温度对酶解液水解度和多肽得率的影

响　不同酶解温度条件下的酶解效率如图 6 所示，

随着温度升高，DH 升高，多肽得率呈先升高后平缓

并逐渐下降的趋势。在 25~45 ℃ 时，DH 随着温度

的增加而增加，多肽得率随着温度的增加先增加而后

逐渐降低，在 35 ℃ 时多肽得率最高，分析可能是由

于温度在低于 35 ℃ 时，随着温度的上升复合酶酶解

效率加强，反应速度加快；而超过其最适温度范围时，

酶活性降低。综合感官评价和酶解效率的综合得分，

选择酶解温度为 35 ℃。
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图 6    不同温度处理条件下对酶解效率的影响
Fig.6    Effect of different temperature treatment conditions on

enzymatic hydrolysis efficiency
  

2.3.4   酶解时间对酶解液的影响　 

2.3.4.1   酶解时间对酶解液滋味的影响　不同酶解

时间对酶解液感官评分如表 8 所示，不同酶解时间

对酶解液滋味评定具有明显影响，其中酶解时间在

 

表 6    不同料液比处理条件下的感官评价结果

Table 6    Sensory evaluation results under different solid-liquid ratio treatment conditions

料液比（g·mL-1） 感官评分（分） 平均值（分） 感官评价

1:3 5 4 5 4 4 4 5 4 5 4 5.5 黄色、甜、微涩

1:4 7 8 8 8 9 8 8 9 9 7 8.1 淡黄色、甜、有鲜味与虾味

1:5 7 8 8 7 9 8 8 7 8 8 7.8 淡黄色、微甜、有鲜味、微涩

1:6 7 8 7 7 8 7 8 7 7 8 7.4 淡黄色、微涩、甜味与鲜味减弱

 

表 7    不同温度处理条件下的感官评价结果

Table 7    Sensory evaluation results under different temperature treatment conditions

温度（℃） 感官评分（分） 平均值（分） 感官评价

25 7 8 7 8 7 7 8 8 7 8 7.5 淡黄色、虾味、甜度适中、后味微腥

30 8 7 8 8 7 8 7 7 8 7 7.5 淡黄色、淡淡的虾味，甜度中等

35 8 9 7 8 7 8 9 8 8 8 8.0 淡黄色、虾味浓郁、甜度中等

40 7 8 7 8 7 7 7 7 7 7 7.0 淡黄色、微虾味、淡甜味、微涩

45 6 7 7 6 6 6 5 7 5 5 6.0 黄色、微苦味、虾味浓郁，微涩
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2、4 h 的酶解液具有较好的感官评价结果，鲜味适当

且口感良好，其中酶解 4 h 相比于 2 h 鲜味更加明显。 

2.3.4.2   酶解时间对酶解液水解度和多肽得率的影

响　酶解效率如图 7 所示，可发现酶解 3 h 的样品

DH 和多肽得率最高，分别为 16% 和 50%。分析可

能是在最初加入外源酶时，由于底物充足，酶解速度

较快，以降解蛋白质为主，多肽得率及 DH 增加迅速，

3 h 以后随着酶解时间增加，底物开始减少，所以蛋白

质分解速率降低，肽分解速率升高，肽得率降低。综

合表 8 感官评分结果得外源酶酶解时间 3 h 最佳。
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图 7    不同酶解时间处理条件下对酶解效率的影响
Fig.7    Effect of different enzymatic hydrolysis time treatment

conditions on enzymatic hydrolysis efficiency
  

2.3.5   pH 对酶解液的影响　 

2.3.5.1   pH 对酶解液滋味的影响　不同 pH 对酶解

液感官评分如表 9 所示，不同 pH 处理条件下对酶解

液滋味评定具有明显影响，其中 pH 在 7.5 和 8.0 时

酶解液具有较好的感官评价结果，鲜味适当且口感良

好，感官评价结果表明，复合酶的最佳酶解 pH 在

7.5~8.0 之间。 

2.3.5.2   pH 对酶解液水解度和多肽得率的影响　由

图 8 可以看出，当 pH 低于 7 时，随着 pH 的升高，多

肽得率增幅逐渐平缓并出现下降趋势，DH 增长也趋

于平缓，pH 继续增加时 DH 无显著变化（P˃0.05）。

这可能是由于每种酶都有其最适 pH，当 pH 偏小或

偏大，酶的反应速率都会受到一定程度的抑制，使得

酶解不充分[32]。将水解度、多肽得率与酶解液感官

评价结果综合分析，确定酶解的最适 pH 条件为

7.5。
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图 8    不同 pH 处理条件下对酶解效率的影响
Fig.8    Effect of different pH treatment conditions on enzymatic

hydrolysis efficiency
  

2.4　正交优化试验结果

氨基酸是蛋白质的主要组成成分，食品中氨基

酸的种类和含量是衡量其营养质量和感官呈味特征

的一项重要指标[33]，如某些海产品中的特征“肉香”

来源于组氨酸[34]。因此选择肽类氨基酸和游离氨基

酸为正交实验指标进行研究。其中呈鲜味的氨基酸

主要是天冬氨酸和谷氨酸，呈甜味的主要是丝氨酸、

脯氨酸、甘氨酸、丙氨酸、苏氨酸，呈苦味的代表性

氨基酸主要酪氨酸、组氨酸、精氨酸、缬氨酸[17]。

以鲜甜味游离氨基酸为指标，对正交试验结果

进行极差分析得表 10，发现各因素的影响程度依次

为时间、加酶量、pH、温度，最佳试验组合为 A3B3C1D1，

即加酶量 2800 U·g−1、温度 40 ℃、pH7.0、酶解时间

2.5 h。以鲜味肽为指标，对正交试验结果进行极差

 

表 8    不同酶解时间处理条件下的感官评价结果

Table 8    Sensory evaluation results under different enzymatic hydrolysis time treatment conditions

时间（h） 感官评分（分） 平均值（分） 感官评价

1 4 5 5 6 4 4 5 5 6 5 4.9 淡黄色，微甜，无鲜味

2 7 8 8 9 8 8 7 8 9 7 7.9 淡黄色，鲜甜味有所增加

3 7 7 8 8 7 8 7 8 7 8 7.5 淡黄色，鲜甜味几乎没有变化，伴随一点微苦味

4 8 8 9 8 9 8 9 8 7 7 8.1 黄色、鲜甜味明显

5 7 7 8 8 8 7 7 8 7 8 7.5 黄色、甜度不变，鲜味淡一点，微腥

 

表 9    不同 pH 处理条件下的感官评价结果

Table 9    Sensory evaluation results under different enzymatic hydrolysis pH treatment conditions

pH 感官评分（分） 平均值（分） 感官评价

4.0 4 3 4 4 3 3 4 3 3 4 3.5 淡黄色、酸涩味，鲜味与虾味几乎没有感觉

5.5 5 5 6 5 4 6 5 6 5 5 5.2 淡黄色、有微鲜甜味与虾味微腥味

6.5 7 6 7 6 8 7 6 7 6 5 6.5 黄色、甜度略有增加、有鲜味伴随一点微苦味与腥味

7.5 8 9 7 8 7 8 9 8 8 8 8.0 黄色、甜度不变，有虾味和微鲜味

8.0 8 8 9 8 9 8 9 8 7 7 8.1 黄色、虾味淡一下，甜度加深，仍伴有鲜味
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分析，发现各因素的影响程度依次为加酶量、pH、时

间、温度，最佳试验组合为 A2B2C3D2，即加酶解量

2400 U·g−1、温度 35 ℃、pH8.0、酶解时间 3.0 h。以

多肽得率为指标，对正交试验结果进行极差分析，发

现各因素的影响程度依次为加酶量、温度、时间、

pH，最佳试验组合为 A3B3C1D2，即加酶量 2800 U/g、
温度 40 ℃、pH7.0、酶解时间 3.0 h。

上述三个组合中，均存在重合的最优条件，为使

最终产品的该三个指标达到较优水平，认为最佳组合

即为每组重合的最优条件组合。因此，判断最佳酶解

工艺组合为 A3B3C1D2，即加酶量 2800 U·g−1、温度

40 ℃、时间 3.0 h、pH7.0，所得酶解液的鲜甜味游离

氨基酸为 331.79  mg/100 mL，鲜味肽为 36.04  mg/
100 mL，多肽得率为 54.5%。 

2.5　鲜味脱脂南极磷虾酶解液的氨基酸组成

考虑实际需要，对上述工艺条件进行了调整，确

定实际最佳工艺条件为：加酶量 2800 U·g−1、温度

40 ℃、时间 3.0 h、pH7.0。在此条件下进行三次验

证试验以考察试验结果的可靠性，鲜甜味氨基酸结果

如表 11 所示，多肽得率为 54.5%。

食物的感官风味主要来源于食品中的蛋白质降

解生成的氨基酸或小分子肽，以及其他相关的衍生

物。因此氨基酸的组成对酶解产物的风味具有重要

影响。南极磷虾粉在酶解过程中会导致疏水性氨基

酸增多，产物苦味增加[35]，鲜甜味氨基酸能掩盖苦味，

因此食物的鲜甜味及苦味与人们是否能接纳或排斥

该种食物紧密相关。

从表 11 可以看出，虽然色氨酸没有测出，但其

余八种必需氨基酸的含量占到了总氨基酸的 63.66%，

说明酶解液必需氨基酸含量高，具有较好的营养价

值。最佳工艺条件下获得水解物的游离氨基酸组成

中，游离苦味氨基酸占总氨基酸的 27.83%，游离鲜甜

味氨基酸占总氨基酸 26.22%，与鲜味形成具有关键

作用的游离谷氨酸和游离天冬氨酸共占总游离氨基

酸的 10.26%，游离鲜甜味氨基酸含量较高，是酶解液

具有良好风味的基础[36]。获得的水解物总氨基酸组成

中，鲜甜味氨基酸占总氨基酸 26.09%，苦味氨基酸占

总氨基酸的 28.39%，ΣEAA/ΣAA 与 ΣEAA:ΣNEAA
分别为 63.37% 和 1.73:1。水解物的总游离氨基酸

占总氨基酸的 96.14%，总游离苦味氨基酸占总苦味

氨基酸的 92.46%。游离鲜甜味氨基酸占总鲜甜味氨

基酸的 96.62%，其中游离鲜味氨基酸占总鲜味氨基

酸 97.42%，游离甜味氨基酸占总甜味氨基酸的

96.12%。

同时，从氨基酸的组成中可以看到，赖氨酸的组

成含量较高，赖氨酸是米、面中的第一限制氨基酸。

因此可以将南极磷虾酶解液，添加到有需要的食品

中，可以实现氨基酸互补，从而达到提高食品的营养

价值。获得的水解物氨基酸组成营养价值高，且具有

良好鲜甜味滋味，为脱脂南极磷虾粉进一步的开发利

 

表 10    脱脂南极磷虾蛋白水解液的正交试验方案与结果分析

Table 10    Orthogonal experimental scheme and result analysis of defatted Antarctic krill protein hydrolysate

实验号
因素 鲜甜味游离氨基酸

（mg/100 mL）
鲜味肽

（mg/100 mL）
多肽得率

（%）A加酶量（U·g−1） B温度（℃） C pH D时间（h）

1 1 1 1 1 305.88 39.49 26.45±0.65
2 1 2 2 2 303.40 44.04 31.35±1.85
3 1 3 3 3 304.39 44.33 29.05±1.15
4 2 1 2 3 301.33 44.99 36.70±1.40
5 2 2 3 1 302.98 43.95 42.10±3.90
6 2 3 1 2 301.81 43.33 46.45±1.75
7 3 1 3 2 302.55 42.76 43.65±0.25
8 3 2 1 3 304.64 39.45 48.45±1.25
9 3 3 2 1 306.54 39.07 51.85±3.25

鲜甜味游离氨基酸K1 913.67 909.76 912.33 915.4
鲜甜味游离氨基酸K2 906.12 911.02 911.27 907.76
鲜甜味游离氨基酸K3 913.73 912.74 909.92 910.36

R 7.61 2.98 2.41 7.64
因素主次：D>A>B>C

鲜味肽 K1 127.86 127.24 122.27 122.51
鲜味肽 K2 132.27 127.44 128.1 130.13
鲜味肽 K3 121.28 126.73 131.04 128.77
极差R 10.99 0.71 8.77 7.62

因素主次： A>C>D>B

多肽得率K1 87.55 106.8 121.35 120.7
多肽得率K2 125.25 121.9 120.2 121.45
多肽得率K3 144.25 128.35 115.5 114.9

极差R 18.9 7.18 1.95 2.18
因素主次：A>B>D>C
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用奠定了研究基础。 

3　结论
单一外源酶作用效果虽各有优点，但酶解过程

控制不佳会导致酶解液苦涩味偏重，无法同时使滋味

和酶解效率达到最优。不同酶在不同作用时间对南

极磷虾蛋白水解作用位点不同，因此选用多酶复合酶

解，可优化酶解滋味及效果，减少苦味肽与疏水性氨

基酸的生成，使得大量鲜甜味氨基酸得以释放，改善

了酶解液的风味，提高了南极磷虾粉蛋白酶解效率。

单因素实验和正交试验确定了具有良好感官滋味及

多肽得率的最佳酶解条件为：加酶量 2800 U·g−1，温

度 40 ℃，时间 3.0 h，pH7.0，该酶解条件下获得的酶

解液具有良好鲜味，为脱脂南极磷虾粉的加工利用及

深入研究提供理论基础和技术指导。
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表 11    脱脂南极磷虾酶解液的氨基酸组成（mg/100 mL）
Table 11    Amino acid composition of Antarctic krill hydrolysate (mg/100 mL)

氨基酸 游离氨基酸含量 总氨基酸含量 氨基酸 游离氨基酸含量 总氨基酸含量

甘氨酸▲ 27.63±0.17 30.73±0.26 苯丙氨酸 348.08±2.95 356.30±0.50
丙氨酸▲ 70.56±0.09 71.73±0.26 赖氨酸◆ 115.84±1.19 120.76±0.29
组氨酸◆ 27.47±0.00 30.42±0.05 异亮氨酸 44.79±1.33 45.58±0.59
酪氨酸◆ 46.47±0.33 50.92±0.12 ∑NEAA 459.94 482.21
丝氨酸▲ 33.97±0.50 35.79±0.32 ∑EAA 805.62 834.16
天冬氨酸● 41.06±0.59 42.56±0.57 ∑SUAA 331.79 343.38
谷氨酸● 88.80±0.00 90.75±0.28 ∑BAA 352.22 373.69
精氨酸◆ 106.03±0.71 110.55±0.10 ∑AA 1265.55 1316.36
脯氨酸▲ 17.96±0.06 18.78±0.46 ∑EAA/∑AA 63.66% 63.37%
亮氨酸 126.44±0.21 129.41±0.75 ∑EAA/∑NEAA 1.75 1.73

缬氨酸◆ 56.41±0.25 61.04±0.95 ∑SUAA/∑AA 26.22% 26.09%
苏氨酸▲ 51.82±0.32 53.06±0.07 ∑BAA/∑AA 27.83% 28.39%
蛋氨酸 62.23±0.24 68.01±0.02

注：苦味氨基酸（◆）；鲜味氨基酸（●）；甜味氨基酸（▲）；必需氨基酸（EAA）；非必需氨基酸（NEAA）；鲜甜味氨基酸（SUAA）；苦味氨基酸（BAA）；总氨基
酸（AA）；天冬氨酸、谷氨酸含量，一部分分别由天冬酰胺、谷氨酰胺转化而来。
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