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TGase酶促对蚕蛹蛋白肽组分的鲜味增强作用

及伴生危害物分析
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业部功能食品重点实验室，广东省农产品加工重点实验室，广东广州 510610）(3.化学与精细化工广东省实

验室潮州分中心，广东潮州 521000)(4.中国农业科学院蜜蜂研究所，北京 100093)

摘要：该研究旨在通过转氨酶诱导糖基化制备蚕蛹蛋白糖肽，探讨其鲜味增强作用及其危害物分析。首先，以

感官评分、接枝度为评价指标，在单因素试验的基础上，通过响应面优化确定 TGase 酶促反应的最佳条件，再比较

高温美拉德反应产物（High Temperature Maillard Reaction Products, HMP）与低温酶促反应产物（Low-Temperature 

Enzymatic Glycosylation Reaction Products, LEP）的滋味和危害物之间的差异。结果表明，低温酶促反应的最佳工艺

条件为：肽 / 糖比 2.2:1，蛋白肽质量分数为 6.5%，反应初始 pH 值为 6.9，反应温度为 50 ℃，TGase 酶质量分数为 3%，

反应时间 4 h。在相同浓度和糖基化程度下，HMP 的丙烯酰胺含量为 113.3 μg/mL ；5- 羟甲基糠醛 3.0 μg/mL ；糠

醛 1.76 μg/mL，LEP 的丙烯酰胺含量降低至 64.05 μg/mL ；5- 羟甲基糠醛 1.96 μg/mL ；糠醛 0.01 μg/mL。LEP 的三大

危害物含量均显著低于 HMP，证明低温酶促反应优于美拉德反应。感官结果显示 HMP 和 LEP 的滋味无显著差异，

与对照组相比，LEP 的感官评分显著增加，说明低温酶促反应可作为蚕蛹蛋白肽组分增鲜的另外一种有效手段，研

究表明，综合危害物、感官评价结果分析，低温酶促反应对蚕蛹蛋白肽组分有增鲜和降低危害物生成的作用。
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蚕蛹是卫生部批准的“作为普通食品管理的食

品新资源名单”中唯一的昆虫类食品 , 是优质的动物

蛋白来源 [1,2] 。干蚕蛹中蛋白质含量高达 49%~54%，

蚕蛹蛋白酶解后有大量呈味氨基酸释放，含量占

总氨基酸的 40% 以上，是制备呈味基料的最佳来

源 [3,4] 。鲁珍等 [5] 发现蚕蛹蛋白酶解后的溶液具有良好

的鲜味。杨波等 [6] 则发现蚕蛹酶解产物的分子量集中

在＜ 1 ku，鲜甜味氨基酸占总肽类氨基酸约 50%。

Yu 等 [7] 从蚕蛹酶解液中分离纯化得到 VPY、TAY、

AAPY、GFP 四种鲜味肽，均有协同增鲜的特性。

然而酶解产物呈味单一，在一定程度上鲜味强

度有限，限制了其在食品工业中的发展。而酶解

产物的美拉德反应可以弥补其滋味单一的问题 [8,9] 。

Zhang 等 [10] 发现花生肽 EP- 葡萄糖体系在美拉德反

应过程中生成焦谷氨酰基脯氨酸和 Glu-Pro 与葡萄

糖的 Amadori 重排产物两种化合物，后者具有比

EP更显著的增鲜效果。Zhang等 [11] 发现五种肽（EP、
AH、EE、β-AH、RFPHADF）的葡糖胺重排反应产

物均表现出更显著的增鲜效果。尽管美拉德反应可

改变食品的风味和颜色，但控制不当会产生有害衍

生物，如丙烯酰胺等，危害人体健康，导致癌症和

慢性疾病 [12,13] 。林光月 [14] 发现蚕蛹酶解液经过美拉

德反应后会产生伴生危害物质。Habinshuti 等 [15] 发

现五种蛋白质水解产物美拉德反应后均有 5- 羟甲基

糠醛和羧甲基赖氨酸。

转谷氨酰胺酶（Transglutaminase, TGase）可以

催化食品蛋白质 / 肽中谷氨酰胺残基的 γ- 酰胺基与

含有伯氨基团的糖发生共价结合反应，即酶促糖基

化反应 [16] 。与美拉德糖基化修饰相比，酶促糖基化

反应有反应条件温和、反应速度快、生物安全性好

等优势，还可以不同程度地改善蛋白质 / 肽的功能

性质，包括溶解性、热稳定性等 [17] 。有研究表明：

酶促糖基化反应能改善酶解产物的滋味并降低产物

的伴生危害物含量 [18,19] 。Wang 等 [18] 通过 TGase 酶

催化寡聚糖和谷氨酰胺发生糖基化反应，将反应产

物添加到海鲷鱼肉肠中，发现显著抑制晚期糖基化
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Abstract: The purpose of this study was to prepare silkworm pupa protein glycopeptides by transglutaminase-induced 

glycosylation, and explore their umami taste-enhancing effect and hazardous substances. On the basis of single factor 

experiments, the conditions of TGase enzymatic reaction were optimized by the response surface methodology with sensory 

score and grafting degree as the evaluation indexes. Then, the differences in taste and hazardous substances between the 

high temperature Maillard reaction products (HMP) and low-temperature enzymatic glycosylation reaction products (LEP) 

were compared. The results showed that the optimum conditions for low-temperature enzymatic reaction were as follows: 

peptide/sugar ratio,  2.2:1; protein peptide mass fraction, 6.5%; initial pH of the reaction, 6.9; reaction temperature,  50 ℃ . 

mass faction of TGase enzyme, 3%; reaction time, 4 h. At the same concentration and degree of glycosylation, the contents 

of acrylamide, 5-hydroxymethylfurfural and furfural were 113.3 μg/mL, 3.0 μg/mL and 1.76 μg/mL in HMP, respectively. 

However, in LEP, the contents of acrylamide, 5-hydroxymethylfurfural and furfural were reduced to 64.05 μg/mL, 1.96 μg/mL 

and 0.01 μg/mL, respectively. The contents of the three major hazards of LEP were significantly lower than those of HMP, 

indicating that the low-temperature enzymatic reaction was superior to the Maillard reaction. The sensory results showed that 

there was insignificant difference in the taste between HMP and LEP. Compared with the control group, the sensory score 

of LEP was significantly increased, indicating that the low-temperature enzymatic reaction can be used as another effective 

approach for increasing the umaminess of silkworm pupa protein peptide components. The results showed that the low-

temperature enzymatic reaction could enhance the umaminess and reduce the formation of hazard substances in silkworm 

pupa protein peptide fractions  on the basis of the hazard and sensory analyses. 

Key words:  silkworm pupa protein peptide components; glycosylation; umami; transglutaminase
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终末产物生成。Guo 等 [19] 利用 TGase 酶诱导糖基化

法制备胶原糖肽，当 TGase 酶质量分数为 1.0% 时，

糖肽产品的盐味增强率为 59.0%。

项目组前期研究发现，蚕蛹蛋白限制性酶解 -

超滤后可以获得小于 5 ku 的肽组分，该组分具有突

出的鲜甜味，经美拉德反应后鲜味显著增强，但有

丙烯酰胺、糠醛等伴生危害物产生 [14] 。因此，本实

验以蚕蛹蛋白肽组分为原料，研究 TGase 酶促氨基

葡萄糖与蚕蛹蛋白肽组分的共价结合对其鲜味的影

响，在此基础上，比较低温酶促反应与美拉德反应

产生的伴生危害物含量，明确 TGase 酶促对蚕蛹蛋

白肽组分鲜味增效作用的可行性，以期为绿色制备

健康的鲜味肽产品提供理论依据。

1  材料与方法

1.1 材料与设备

1.1.1 原料与试剂

蚕蛹蛋白：桑蚕蛹购于黄沙海鲜市场，灭酶打

浆后冻干成粉，石油醚脱脂过筛除壳后低温风干，

置于 -20 ℃冰箱中备用。

风味蛋白酶（Flavourzyme 500 mg），诺维信

（中国）生物技术有限公司；转谷氨酰胺酶，深圳

恒生生物科技有限公司；氨基葡萄糖，西安超邦生

物科技有限公司，感官评价标准物（柠檬酸、亮氨

酸、谷氨酸钠，食品级），广州利成实业有限公司；

β- 巯基乙醇，福晨（天津）化学试剂有限公司；邻

苯二甲醛（O-Phthalaldehyde, OPA），上海麦克林生

化科技股份有限公司；其余化学试剂（分析纯），天

津大茂化学试剂有限公司。

1.1.2 仪器与设备

DF-101S 集热式恒温加热磁力搅拌器，巩义市

予华仪器有限责任公司；FDU-2110 EYELA 冷冻干

燥机，上海爱朗仪器有限公司；CR22G Ⅲ大容量

冷冻离心机；天美科学仪器有限公司广州分公司，

Mini Pellicon 超滤系统，密理博（中国）有限公司；

METTLER TOLEDO pH 计，梅特勒 - 托利多仪器

（上海）有限公司；DU800 紫外可见分光光度计，

岛津企业管理（中国）有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 蚕蛹蛋白肽组分（＜5 ku）的制备

在课题组的前期研究上稍作修改 [5] 。取适量脱

脂蚕蛹蛋白，加蒸馏水制备质量分数为 4% 的蛋白

匀浆液，搅拌并均质 30 min，用摩尔浓度为 6 mol/L 
NaOH 调节 pH 值至 7.0，添加总蛋白质量分数 8%
的风味蛋白酶，在 45 ℃水浴锅中酶解 8 h，反应结

束后沸水浴灭酶 15 min，待样品冷却后使用离心机

以 4 000 r/min 离心 10 min，取上清液，使用带

有 5 ku 超滤膜的超滤系统，得到小于 5 ku 的透过液，

真空冷冻干燥 48 h，保存于 -20 ℃备用。

1.2.2 低温酶促反应产物的制备

将 1.2.1 中制备的蚕蛹蛋白肽组分配制成一定

浓度的溶液，加入适量氨基葡萄糖混合均匀，用摩

尔浓度为 6 mol/L NaOH 或质量分数为 3% 的柠檬酸

调节至最适 pH 值，加入 TGase 酶，于最适温度下

发生反应，反应结束后于 90 ℃水浴锅钝化 10 min，
冷却至室温得到低温酶促反应产物（LEP）。

1.2.3 单因素实验

以 1.2.2 方式处理样品，探究蛋白肽质量分数

为 4%、6%、8%、10%、12%，肽与氨基葡萄糖

的质量分数比（m/m）为 3:1、2:1、1:1、1:2、1:3，
TGase酶质量分数（按蛋白含量计）为1%、3%、5%、

7%、9%，反应 pH 值为 5、6、7、8、9，反应温

度 40、50、60、70、80 ℃，反应时间 2、4、6、8、
10 h 等因素对糖基化反应的影响，通过单因素的实

验结果确定基本工艺，在此基础上通过响应面优化，

获得最佳制备工艺。

1.2.4 响应面实验设计 
为优化 TGase 修饰糖基化反应工艺，以蛋白肽

质量分数、肽糖比和 pH 值为单因素，感官评分为

响应值，使用 Design-Expert 13.0 软件进行响应面优

化设计。设计因素水平表见表 1。

表 1  响应面试验因子水平

Table 1 response surface test factor levels

水平

因素

A 肽与氨基葡萄糖的
质量分数比

B 蛋白肽
质量分数 /%

C 
pH 值

1 3:1 4 6

0 2:1 6 7

-1 1:1 8 8

1.2.5 高温美拉德反应产物的制备

将冻干的蚕蛹蛋白肽组分配制成质量分数为

6% 的溶液，再添加质量分数为 3% 的氨基葡萄糖，

pH 值调至 7.0，在 110 ℃下反应 10 min，反应结束
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后冷却至室温得到高温美拉德反应产物（HMP）。

1.2.6 接枝度的测定

参考刘俊雅 [20] 的方法稍作修改。采用邻苯二甲

醛（OPA）法测定，OPA 反应试剂的配制方法：称

取 80 mg OPA 置于烧杯中，加入 2 mL 甲醇溶解，

再加入 5 mL 质量分数为 20% 的十二烷基硫酸钠、

200 μL β- 巯基乙醇以及 50 mL 浓度为 0.1 mol/L 的硼

砂，并超声 20 min 溶解混匀，最后用蒸馏水定容至

100 mL。试剂现配现用，且在配制和测试时应避光

处理。测试时取 200 μL 样品与 4 mL OPA 试剂混合

摇匀，于 35 ℃水浴锅中反应 2 min。反应结束后用

冰水终止反应，在波长为 340 nm 的紫外可见分光

光度计测定吸光度，以 4 mL OPA 试剂和 200 μL
超纯水混合溶液作为空白对照。

接枝度为反应体系中反应前后游离氨基含量的

变化率，按式（1）计算。

B =
A0-A

A0
×100%                                              （1）

式中：

B——接枝度（DG），% ；

A0——未反应结束时样品所对应的吸光度；

A——反应结束时样品所对应的吸光度。

1.2.7 伴生危害物的测定

1.2.7.1 5-羟甲基糠醛与糠醛的测定

根据黄晓雯等 [21] 的方法略作修改。将不同样品

制备同一浓度的溶液，并统一过 0.22 μm 水相膜，

用高效液相色谱法测定，色谱柱条件为：色谱柱为

Agilent SB-C18 型（2.1 mm×100 mm，1.8 µm），流

动相为水 : 甲醇（90:10），柱温 30 ℃，流量

1.0 mL/min，波长 280 nm，进样量 20 μL。以标准

品溶液质量浓度 x（μg/mL）为横坐标，峰面积 y 为

纵坐标，绘制出标准曲线（质量浓度为 5、25、50、
100、400 μg/mL）。最后由标准曲线计算得到样品危

害物的含量。

1.2.7.2 丙烯酰胺的测定

根据战旭梅等 [22] 的方法略作修改。将不同样品

制备同一浓度的溶液，并统一过 0.22 μm 水相膜，

用高效液相色谱法测量，色谱柱条件为：色谱柱为

Agilent SB-C18 型（2.1 mm×100 mm，1.8 µm），流动相

为水 : 乙腈（80:20），柱温 30 ℃，流量 1.0 mL/min，波

长 200 nm，进样量 10 μL。以标准品溶液质量浓度

x （μg/mL）为横坐标，峰面积 y 为纵坐标，绘制出

标准曲线（质量浓度为 4、40、80、160、400 μg/mL）。

最后由标准曲线计算得到样品危害物质的含量。

1.2.8 感官评价

表 2  感官评分表

Table 2 Sensory score table

项目 名称 标准 评分

滋味
80%

鲜味
（50%）

鲜味浓郁 9~10

鲜味明显 7~8

有鲜味，较突出 5~6

有鲜味，不突出 3~4

无鲜味 1~2

苦味
（10%）

无苦味 9~10

略有苦味 7~8

有苦味，苦味不明显 5~6

有苦味，苦味明显 3~4

明显苦味 1~2

酸味
（10%）

无酸味 9~10

略有酸味 7~8

有酸味，酸味不明显 5~6

有酸味，酸味明显 3~4

明显酸味 1~2

腥味
（10%）

无腥味 9~10

略有腥味 7~8

腥味一般 5~6

腥味浓郁 3~4

腥味刺鼻 1~2

协调性
20%

整体口感好，鲜味突出，无苦、酸味，
三者协调

9~10

整体口感较好，鲜味明显，存在苦、
酸味，可接受，三者协调较好

7~8

整体口感一般，鲜味不明显，存在苦、
酸味，可接受，三者协调一般

5~6

整体口感差，无鲜味，存在苦、酸味，
可接受，三者协调较差

3~4

整体口感差，无鲜味，苦、酸味明显，
三者协调性差

1~2

注：表格的百分号表示占总得分的百分比。

由 6 名食品专业成员组成感官小组（2 名男性，

4 名女性），并根据 ISO 标准 3972（2011）的指南

进行训练。对酶解产物和 TGase 酶交联产物的滋味

（鲜味、苦味、酸味、腥味）及协调性进行评分

（表 2），以质量分数为 0.05% 亮氨酸（苦味）、质

量分数为 0.35% 谷氨酸钠（鲜味）、质量分数 0.08%
柠檬酸（酸味）为参考溶液，记为 5 分，每组反应

产物分别量取质量分数为 4% 10 mL 样品并随机编
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号，与 3 种标准品分别进行比较打分，记录结果。

1.2.9 数据分析

试验数据均为 3 次平行测定结果的平均值，使

用 Excel 2021 和 SPSS 26.0 进行数据统计分析，所

有实验数据以均值 ± 标准差（x±SD）表示，采用

Pro GraphPad Prism 8 软件进行图表绘制。

2  结果与讨论

2.1 低温酶促反应的单因素实验

2.1.1 蛋白肽质量分数对低温酶促反应的影响

由图 1 所示，在蚕蛹蛋白肽组分与氨基葡萄糖

的质量分数比、TGase 酶质量分数、反应时间、pH 值、

反应温度等因素恒定的条件下，蛋白肽质量分数对

其接枝度和感官评分具有不同程度的影响。随着蛋

白肽质量分数的增加，低温酶促反应产物（LEP）
的接枝度显著提高（P ＜ 0.05），蛋白肽质量分数的

增加，导致自由氨基与羰基碰撞的几率增加，糖基

化反应更容易发生；蛋白肽质量分数在 12% 时，接

枝度达到 27.44%，但蛋白肽质量分数在 4%~12%
内未出现下降拐点表明所选浓度未达反应体系的

最大值 [23,24] 。该研究结果与田洋等 [25] 的研究结果类

似。在肽质量浓度＜ 15 mg/mL 范围内，样品的接

枝度随肽浓度的增加呈上升趋势。感官结果表明，

LEP 的感官评分随蛋白肽质量分数的增加呈现先

增加后降低的趋势，蛋白肽质量分数为 6% 时，

LEP 的感官评分最高（6.44）。因此，选择蛋白

肽质量分数为 4%、6% 和 8% 进行后续的响应面

优化。

图 1 蛋白肽质量分数对糖基化反应的影响

Fig.1 Effect of protein peptide mass fraction on 

glycosylation reactions

注：相同指标标注不同角标者具有显著性差异，

P ＜ 0.05。下图同。

2.1.2 肽糖比对低温酶促反应的影响

由图 2 所示，在其他因素（蛋白肽质量分数、

TGase 酶质量分数、反应时间、pH 值、反应温度）

恒定的条件下，蚕蛹蛋白肽组分与氨基葡萄糖的质

量分数比对 LEP 的接枝度和感官评分具有不同程度

的影响。随着氨基葡萄糖添加量的增加，LEP 的接

枝度呈现先升高后降低的趋势。当两者比例为 2:1
时，其接枝度最高，达 22.87%，推测其糖含量的增

加有助于提高溶液中游离氨基端与氨基葡萄糖还原

末端碰撞的机率，然而随着糖含量的进一步增加，

游离氨基端含量没有变化，即参与反应的底物达到

饱和 [25] 。该研究结果与王晓杰等 [26] 的研究结果无显

著差异，即酰基供体一定时，增大酰基受体达到极

限时，接枝度会逐渐降低。LEP 的感官评分呈现先

升高后降低的趋势，其中两者比例为 2:1 时得分最

高，达 6.90 分，因此选择蚕蛹蛋白肽组分：氨基葡

萄糖比例为 1:1、2:1、3:1 进行后续的响应面优化。

图 2 肽与氨基葡萄糖的质量分数比对糖基化反应的影响

Fig.2 Effect of the mass fraction ratio of peptide to 

glucosamine on the glycosylation reaction

2.1.3 TGase酶质量分数对低温酶促反应的影响

如图 3 所示，在其他因素（蚕蛹蛋白肽组分与

氨基葡萄糖的质量分数比、蛋白肽质量分数、反应

时间、pH 值、反应温度等）恒定的条件下，TGase
酶质量分数对 LEP 的接枝度和感官评分具有不同程

度的影响。LEP 的接枝度随着 TGase 酶质量分数的

增加而增加，在 TGase 酶质量分数为 7% 时糖基导

入最多，达到 25.59%，继续增大 TGase 酶质量分数，

接枝度平缓升高。这可能是由于当蛋白肽质量分数

一定时，酶促反应速率与酶质量分数成正比 [27] 。但

当 TGase 酶质量分数过高时，增加了蚕蛹蛋白肽组

分间互相交联的机会，较大的空间位阻阻碍糖基的

导入，从而影响蚕蛹蛋白肽组分与氨基葡萄糖的结

合 [28] 。Guo 等 [19] 表明酶添加量过量时会影响酶促反
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应的速率，使得胶原蛋白肽的接枝度呈缓慢增加

的趋势。感官评分结果显示，当 TGase 酶质量分

数为 3% 时，LEP 的鲜味最突出，感官评分达 6.93
分。因此选择 TGase 酶质量分数为 3% 进行后续

的糖基化条件。

图 3 TGase 酶质量分数对糖基化反应的影响

Fig.3 Effect of TGase enzyme mass fraction on 

glycosylation reactions

2.1.4 反应pH值对低温酶促反应的影响

图 4 pH 值对糖基化反应的影响

Fig.4 Effect of pH on glycosylation reaction

由图 4 所示，在蚕蛹蛋白肽组分与氨基葡萄糖

的质量分数比、蛋白肽质量分数、TGase 酶质量分

数、反应时间、反应温度等因素恒定的条件下，pH
值对 LEP 的接枝度和感官评分具有不同程度的影

响，随着 pH 值的增大，接枝度呈先升高后降低的

趋势，在 pH值为 7时，接枝度达到最大值（29.51%）。

pH 值是影响 TGase 酶催化活力和氨基葡萄糖中氨

基解离的一个重要因素 [26] 。这可能是由于 pH 值大

于 7 时，TGase 酶催化活力下降或氨基葡萄糖的氨

基发生质子化，影响了蚕蛹蛋白肽组分与氨基葡萄

糖之间的共价结合反应，导致蚕蛹蛋白肽组分的糖

基导入量降低 [29] 。该研究结果与汪燕 [30] 的研究结果

部分吻合，即当 pH 值为 7 时，TGase 酶的相对活

力最大，酶活力大小直接影响酶促反应的速率。感

官评分结果显示，当 pH 值为 7 时，LEP 的感官评

分最高，达 6.48 分，且鲜味最突出。因此选择 pH
值为 6、7、8 进行后续的响应面优化。

2.1.5 反应温度对低温酶促反应的影响

由图 5 所示，在蚕蛹蛋白肽组分与氨基葡萄糖

的质量分数比、蛋白肽质量分数、TGase 酶质量分数、

反应时间、pH 值等因素恒定的条件下，LEP 的接

枝度和感官评分均随着温度的改变呈现出先升高后

降低的趋势。其中反应温度从 40 ℃上升至 60 ℃时，

接枝度逐渐增加，在 60 ℃时达到最高，接枝度为

29.11%，这可能是由于温度升高导致肽的结构松散，

使得蛋白质肽组分内的自由氨基暴露出来，同时温

度升高使溶液中的分子运动加快，增加了体系内自

由氨基和羰基的碰撞几率，但随着温度的继续升高

（60~80 ℃），接枝度呈现下降趋势，推测可能是高

温导致 TGase 酶活力下降 [31] ，使得酶促反应速率降

低。全越等  [29] 研究证明 TGase 酶的最适温度为

50 ℃，而且样品在 50 ℃和 60 ℃间的接枝度无显著

差异。LEP 的感官评分在 50 ℃时最高，评分达 6.73
分，且鲜味突出，因此，选定 50 ℃作为后续糖基

化反应的温度。

图 5 温度对糖基化反应的影响

Fig.5 Effect of temperature on glycosylation reaction

2.1.6 反应时间对低温酶促反应的影响

由图 6 所示，在蚕蛹蛋白肽组分与氨基葡萄糖

的质量分数比、蛋白肽质量分数、TGase 酶质量分数、

pH 值、反应温度等因素恒定的条件下，LEP 的接

枝度和感官评分均随着反应时间的延长呈现出先升

高后降低的趋势。其中反应时间为 8 h 时，接枝度

达到 29.04%，当反应时间大于 8 h 时，接枝度逐渐

下降。可能是由于反应达到一定时间后，酶促反应

趋于平衡，产物增加的同时使分子的空间位阻效应

更加明显，从而抑制酶促反应的发生，不利于氨基

葡萄糖的接入 [26] 。Xu 等 [32] 表明酶促反应经过一定
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时间后达到最高值，延长反应时间会导致接枝度呈

下降的趋势。在反应至 4 h 时，LEP 的感官评分达

到最高，为 6.41 分，因此，选择反应 4 h 为后续的

糖基化条件。在最佳的蚕蛹蛋白肽组分与氨基葡萄

糖的质量分数比、蛋白肽质量分数、TGase 酶质量

分数、pH 值、反应温度条件下，随着反应时间的延长，

感官评分和接枝度同步上升，当反应时间大于 4 h 时，

LEP 的接枝度持续升高，感官评分反而降低，其中接

枝度在 24% 左右时 LEP 的感官评分最高，表明 LEP
的接枝度与感官评分存在一定的相关性。

图 6 反应时间对糖基化反应的影响

Fig.6 Effect of reaction time on glycosylation reaction

2.2 响应面优化实验

在单因素试验的基础上，选取肽与氨基葡萄糖

的质量分数比（A）、蛋白肽质量分数（B）和 pH
值（C）为自变量，以感官评价为响应值，试验结

果如表 3 所示。运用 Design-Expert 13.0 软件对试验

结果进行回归拟合，得到的回归方程：

Y=7.10-0.086A-0.26B-0.14C-0.053AB-

0.25AC-0.21BC-0.20A2-0.43B2-0.28C2

为了验证上述方程的可靠性，运用 Design-
Expert 13.0 软件对试验结果进行数据分析，由表 4
可知，该模型相关系数 R2 为 0.99，模型的相关系

数接近 1，表明模型拟合度高；模型的变异系数为

1.64%，数值越小表明置信度越好，说明模型对感

官评分的置信度高，该模型可以较好地反映真实的

实验结果 [33] 。由表 5 可知，该模型 P 值小于 0.01，
表明该模型是极显著的；同时模型失拟项 P 值大于

0.05，表明该模型失拟项不显著，试验误差小。

为了更直观地反映各因素对响应值的影响，对

回归模型的三维空间曲面图和二维等高线图进行分

析，其中三维曲面图直接反应不同因素间交互作用

对响应值的影响 [34] 。二维等高线图的形状可以反应

各因素间交互作用的显著性 [35] 。图 7a 结果表明随

着肽糖比和蛋白肽质量分数水平的增加，感官评分

呈现先升高后降低的趋势，且二维等高线图偏椭圆

形，表明两个因素之间交互作用显著；图 7b 结果表

明随着肽糖比和 pH 值水平的增加，感官评分呈现

先升高后降低的趋势，且二维等高线图偏椭圆形，

表明两个因素之间交互作用显著；图 7c 结果表明随

着蛋白肽质量分数和 pH 值水平的增加，感官评分

先增加后降低，其等高线图偏椭圆形，表明两个因

素之间交互作用显著。结合表 5 中三因素的 P 值可

知，三因素对感官评分的影响力为：B- 蛋白肽质量

分数＞ C-pH 值＞ A- 肽糖比。

经 Design-Expert 13.0 软件分析得到最佳工艺条件

为肽糖比 2.17:1，蛋白肽质量分数 6.52%，pH 值 6.85，
感官评分 7.17。为验证该响应面优化方案的可行性，

考虑到实际操作问题，选取最佳制备工艺为肽糖比

2.2:1，蛋白肽质量分数 6.5%，pH 值 6.9，重复三次实

验的得到感官评分 7.21，与回归方程预测值相近，说

明低温酶促反应制备肽糖化合物工艺是可行的。

表 3  响应面试验设计和结果

Table 3 response surface test design and results

试验号
A 肽糖

质量分数比
B 蛋白肽

质量分数 /% C pH 感官评分

1 0 1 1 6.85±0.87

2 0 0 0 7.06±0.84

3 1 1 0 6.75±0.45

4 0 0 0 7.12±0.89

5 -1 0 -1 6.81±0.74

6 0 0 0 7.18±0.86

7 1 0 -1 6.90±0.72

8 0 0 0 7.02±0.65

9 1 -1 0 6.40±0.74

10 0 -1 -1 6.37±0.73

11 1 0 1 6.51±0.89

12 -1 0 1 6.32±0.32

13 -1 1 0 6.66±0.80

14 -1 -1 0 6.12±0.66

15 0 -1 1 5.84±0.53

16 0 0 0 7.14±0.78

17 0 1 -1 6.54±0.36

表 4  模型的可信度分析

Table 4 reliability analysis of model

响应值 结果 /% R2
校正后 R2

变异系数 /%

感官评分 6.68±0.10 0.965 3 0.920 6 1.64
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表 5  回归方程方差分析

Table 5 Regression equation analysis of variance

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 2.34 9 0.260 1 21.61 0.000 3 **

A- 肽糖比 0.059 5 1 0.059 5 4.94 0.061 5

B- 蛋白肽质量分数 0.546 0 1 0.546 0 45.37 0.000 3 **

C-pH 0.156 8 1 0.156 8 13.03 0.008 6 **

AB 0.011 0 1 0.011 0 0.916 1 0.370 4

AC 0.002 5 1 0.002 5 0.207 7 0.662 4

BC 0.176 4 1 0.176 4 14.66 0.006 5 **

A² 0.169 7 1 0.169 7 14.10 0.007 1 **

B² 0.763 2 1 0.763 2 63.42 <0.000 1 **

C² 0.326 0 1 0.326 0 27.09 0.001 2 **

残差 0.084 2 7 0.012 0

失拟值 0.067 9 3 0.022 6 5.55 0.065 6

纯误差 0.016 3 4 0.004 1

总离差 2.43 16

注：** 表示差异极显著（P ＜ 0.01）。

图 7 肽糖比、蛋白肽质量分数和 pH 值交互作用对

感官评分的影响

Fig.7 The influence of the interaction of peptide to sugar 

ratio, Protein peptide mass fraction and pH on amount of 

sugar and sensory score

注： （a）肽糖比和蛋白肽质量分数对感官评分的影响， 

（b）肽糖比和 pH 值对感官评分的影响，（c）蛋白肽质量分

数和 pH 值对感官评分的影响。

2.3 伴生危害物

美拉德反应过程会产生呋喃衍生物、羰基化合

物、芳香烃等对产品滋味、风味有重要影响的风味

物质，当反应过程控制不当时 , 可能会产生对人体

有害的伴生危害物，其中以丙烯酰胺最为突出，该

物质已被国际癌症研究组织列为 2A 组“可能人类

致癌物” [36,37] 。

丙烯酰胺、5- 羟甲基糠醛、糠醛的含量变化

可反映美拉德反应特定反应阶段的进程 [38] 。由图 7
可知，在蚕蛹蛋白肽浓度和接枝度相同的条件下，

LEP 的丙烯酰胺含量仅有 64.05 μg/mL，5- 羟甲基糠

醛 1.96 μg/mL，糠醛 0.01 μg/mL，而 HMP 的丙烯

酰胺含量达到 113.2 μg/mL，5- 羟甲基糠醛 3.0 μg/mL，
糠醛 1.76 μg/mL，LEP 的丙烯酰胺、5- 羟甲基糠醛、

糠醛均显著低于 HMP（P ＜ 0.05）。林光月 [14] 发现蚕

蛹酶解液的美拉德反应产物在不同温度下的危害

物质含量有显著差异，其中 100 ℃下危害物含量

最低。危害物质含量结果表明低温酶促反应优于

美拉德反应。

2.4 感官差异

由图 8a、8b 可知，超滤液和糖肽混合物的感

官评分最低，两者无显著差异（P ＜ 0.05），分别为

5.95 和 5.86 分，鲜味强度分别为 6.08 和 5.82，而

LEP 的感官评分为 6.80，鲜味强度为 7.24。与超滤
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液和糖肽混合物相比，低温酶促反应能显著提高蚕

蛹蛋白肽组分的感官特性和鲜味强度，表明该方法

对蚕蛹蛋白肽组分有鲜味增强作用。该结果与其他

研究结果部分吻合，如 Su 等 [39] 发现豌豆蛋白水解

液经 TGase 酶处理后鲜味强度显著上升而苦味值显

著下降。同时 HMP 的感官评分和鲜味强度分别为

7.45 和 7.80，与 LEP 无显著差异（P ＞ 0.05），HMP
与 LEP 的整体滋味相差不大，表明低温酶促反应可

以作为蛋白肽组分增鲜的另外一种有效手段。

图 8 不同样品的危害物质含量变化

Fig.8 The contents of hazardous substances in different 

samples changed 

注：1 超滤液，2 糖肽混合物，3 低温酶促反应，4 美拉

德反应。

图 9 不同样品的感官评价

Fig.9 Sensory evaluation of different samples

注：1 超滤液，2 糖肽混合物，3 低温酶促反应，4 美拉

德反应，不同字母具有显著性差异，P ＜ 0.05。

3  结论

本研究利用转谷氨酰胺酶诱导糖基化制备蚕蛹

蛋白糖肽，在单因素试验的基础上通过响应面优化

试验确定其最佳工艺为：肽糖比 2.2:1，蛋白肽质量

分数为 6.5%，反应初始 pH 值为 6.9，反应温度 50 ℃，

TGase 酶质量分数为 3%，反应时间 4 h。感官结果

表明：低温酶促糖基化反应与高温美拉德反应均能

提高蚕蛹蛋白肽组分的鲜味强度和整体感官评分，

且两者无显著差异。伴生危害物结果显示：HMP 与

LEP 间有显著差异，其中 HMP 的丙烯酰胺含量为 
113.30 μg/mL，5- 羟甲基糠醛 2.90 μg/mL，糠醛

1.76 μg/mL ；而 LEP 的丙烯酰胺、5- 羟甲基糠醛、

糠醛的含量分别降为 64.05、1.96、0.01 μg/mL。由

此可见，低温酶促反应是蚕蛹蛋白肽组分鲜味增强

和降低危害物含量的有效手段，这为制备绿色健康

的鲜味肽产品提供理论依据和技术参考。
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