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大豆肽的制备及其美拉德反应产物特性研究 
 

赵谋明，张佳男，吴长平，刘洋，苏国万 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：本文以高温大豆粕为原材料，模拟酱油制曲工艺，通过发酵和酶解技术制备大豆肽，研究大豆肽及其美拉德反应产物的

特性。通过比较其蛋白质回收率、DPPH 自由基清除率等抗氧化指标、褐变程度及其肽分子量分布情况，深入研究了发酵酶解工艺和

酶解时间对大豆肽及其美拉德产物抗氧化特性的影响。研究发现，发酵和酶解处理均可显著提升高温大豆粕的蛋白质回收率和抗氧化

活性，在酶解时间为 24 h 时大豆粕的回收率达到最大值 77.21%，此时大豆粕酶解产物的 DPPH 自由基 IC50值和还原力(A700)分别为

0.77 mg/mL 和 0.16。而美拉德反应则可以进一步提升大豆粕酶解产物的抗氧化活性。另外美拉德反应过程中分子质量较大的组分热

降解反应比较剧烈，而小分子寡肽则比大分子多肽具有更高的美拉德反应活性。 

关键词：大豆肽；抗氧化；美拉德反应；酱油发酵 

文章篇号：1673-9078(2015)2-138-144                                           DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2015.2.024 

Preparation of Soybean Peptides and Characteristic Study of Their 

Maillard Reaction Products 
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Abstract: In this paper, the technique of using koji to produce soy sauces was simulated, soybean peptides were prepared by fermentation 

and enzymatic hydrolysis using high-temperature soybean meals as raw materials, and the properties of soybean peptides and their Maillard 

reaction products were studied. An in-depth analysis of the effects of fermentation, enzymolysis, and enzymolysis time on the antioxidant 

activities of soybean peptides and their Maillard reaction products was conducted through comparison of their protein recoveries, antioxidant 

indicators as DPPH scavenging capacities, degrees of browning and molecular weight distributions. The results showed that both fermentation 

and enzymolysis could significantly increase the protein recoveries and antioxidant activities of the soybean peptides prepared from soybean 

meals. The highest protein recovery was 77.21% after an enzymolysis time of 24 h, and the half-inhibitory concentration (IC50) of the 

2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH)-scavenging capacity and reducing power (A700) of the enzymatic hydrolysate of soybean were 0.77 

mg/mL and 0.16, respectively. However, the antioxidant activity of the Maillard reaction products could be further enhanced. Additionally, the 

thermal degradation of higher-molecular-weight components during the Maillard reaction was more intense, while the small molecules 

(oligopeptides) had higher Maillard reactivity than the large molecules. 
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大豆油是世界上主要食用油之一，我国每年近

800 万吨大豆用于制备大豆油，而大豆粕则是大豆油

生产过程中产生的副产物。目前大豆油生产工艺主要

有低温压榨脱溶和高温压榨脱溶两种方式，分别对应 
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得到低温大豆粕和高温大豆粕，大豆蛋白在生产过程

中发生了不同程度的变性，而高温大豆粕由于经历了

高温、压榨和溶剂浸提处理，其蛋白质变性严重，且

有明显的焦臭味，难以直接食用。然而，高温大豆粕

的粗蛋白含量高达 45%，且必需氨基酸组成均衡，矿

物质含量也非常丰富，是一种优质的蛋白质资源
[1]
。

若采用传统的碱溶酸沉法提取高温大豆粕中蛋白质，

由于蛋白得率较低而实现大规模工业化生产
[2]
。目前，

我国的高温豆粕主要用作饲料，其利用率极低，造成

了蛋白质资源的严重浪费。因此，如何利用生物技术

进一步利用高温大豆粕开发新产品，提高其附加值，

具有较大的社会和经济价值。 
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酱油酿造是指用大豆或脱脂大豆等原料，采用微

生物进行发酵的过程。酱油的酿造过程是多种酶系共

同作用的结果，制曲的目的是在培养米曲霉生长的过

程中，促进其分泌各种酶系，特别是蛋白酶和淀粉酶，

为后面长时间的发酵过程中蛋白质和淀粉分解提供专

用酶，使得原料中的蛋白质逐步降解成多肽和氨基酸
[3]。 

美拉德反应主要是指食品中的羰基化合物（糖

类）与氨基化合物（蛋白质、肽类、氨基酸等）发生

的复杂反应。反应通常分为三个阶段，第一阶段为羰

基化合物和氨基化合物的缩合反应，缩合产物不稳定

随即环化重排成 

初级产物；第二阶段通过脱水、缩合、裂解或重

排等方式初步形成无氮或含氮的褐色可溶性化合物；

第三阶段则主要由前面两个阶段生成的活性中间产物

进一步反应生成类黑精色素、褐色含氮色素等高分子

物质[4]。美拉德反应不仅能赋予食品独特的风味和色

泽，还能够对前体物蛋白质、多肽和氨基酸等物质的

抗氧化活性产生影响。目前有关美拉德反应的研究主

要集中在单一模型进行特性研究方面，而对于实际生

产工艺中特性变化的探讨和应用研究还比较少。 

在人机体内，适宜浓度的自由基能发挥有益的生

理作用，过量积累则会对细胞和生物大分子造成损害
[5]。近年来，天然抗氧化肽在高脂肪含量产品中作为

抗氧化剂正引起越来越多科研工作者的关注。通过美

拉德反应提升大豆肽的抗氧化活性，同时赋予独特的

色泽和香气，将使得大豆肽产品更加符合我国食品添

加剂“天然、营养、健康”的发展趋势。本文选用高

温大豆粕作为原料，模拟酱油制曲工艺，通过大豆粕

自身产生的多种酶系进行自身水解，然后将大豆粕酶

解产物与木糖进行美拉德反应，目的在于探究发酵结

合酶解生产工艺过程中大豆粕蛋白、多肽和氨基酸的

变化及其与抗氧化活性的关系，深入探究肽的美拉德

反应特性，为高效利用大宗低值蛋白开发提供理论和

方法指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

高温大豆粕：由佛山市海天调味食品有限公司提

供；酱油曲精沪酿 3.042：购于上海酿造一厂；其他化

学试剂均为分析纯；去离子水为实验室自制。 

1.2  主要实验仪器 

KND-2C 型定氮仪，上海纤检仪器有限公司；

SHA-C 水浴恒温振荡器，江苏省金坛市农仪器厂；

Srtourius BP211D 分析电子天平，中科院化学研究所；

高压灭菌锅，上海申安；Waters 高效液相色谱，美国

Waters 公司；GL-21M 高速冷冻离心机，长沙湘仪离

心机仪器有限公司；ZJP-A1430 霉菌培养箱，上海智

城分析仪器制造有限公司；TU-1810 紫外可见分光光

度计，北京普析通用仪器有限责任公司；Tim840自动

电位滴定仪，雷迪美特公司。 

1.3  实验流程 

 

图 1 大豆粕抗氧化肽及其美拉德反应产物制备工艺流程 

Fig.1 Flow chart for the preparation of soybean meal and its 

MRPs 

取高温大豆粕与去离子水按照 6:5（m/m）的比例

混合均匀，从混合均匀的湿润大豆粕中取出部分与去

离子水按照 1:7（m/m）的比例混合，用均质机处理 1 

min（5000 r/min）后放入摇床中 55 ℃水浴处理 0.5 h，

再经沸水加热 15 min，冷却后离心 20 min (4 ℃, 8000 

r/min)取上清液得豆粕水提液。将其余的湿润大豆粕放

入灭菌锅中 121 ℃灭菌15 min，冷却至室温后，从中

取出部分与去离子水按照 1:7（m/m）的比例混合、均

质、摇床保温、沸水浴、离心等步骤同上得加热豆粕

水提液。再将面粉（30%干豆粕重量）、酱油曲精（0.5‰

干豆粕重量）均匀接种至剩余的灭菌后的大豆粕中，

按照酱油发酵一般工艺（30 ℃培养箱培养 44 h，全程

湿度控制在 92±2%）进行发酵，产生酶系。将 6份发

酵好的大豆粕分别与去离子水按照 1:7（m/m）的比例

混合，均质机处理 1 min（5000 r/min）后放入摇床中

55 ℃分别加热 0.5 h、6 h、12 h、18 h、24 h 和 30 h，

使发酵豆粕利用其在发酵过程中分泌的酶系进行自身

水解，然后沸水加热 15 min 进行灭酶，冷却后离心

20 min (4 ℃, 8000 r/min)取上清液得一份发酵豆粕水

提液（0.5 h 样品），其他五份为豆粕酶解液。至此分

别得到三种水提产物（豆粕水提液、加热豆粕水提液

和发酵豆粕水提液）以及五种酶解产物（酶解液 6 h、

酶解液 12 h，酶解液 18 h，酶解液24 h和酶解液30 h）。
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酶解产物按照其粗蛋白质与木糖质量比为 1:1 的比例

混合均匀，于 115 ℃中反应 45 min，得美拉德反应产

物（Maillard Reaction Products, MRPs）。 

1.4  分析测定 

1.4.1  粗蛋白测定 

凯氏定氮法测定/GB5009.5-85
[6] 

%100/%/  原料中蛋白含量上清液蛋白含量蛋白回收率
 

1.4.2  游离氨态氮含量测定 

采用甲醛电位滴定法测定豆粕水提液、豆粕加热

水提液、豆粕发酵水提液、酶解液以及美拉德产物的

游离氨态氮含量，以蒸馏水为空白对照，取 2 g酶解

液，加入蒸馏水至 80 g，以 0.1 mol/L的 NaOH滴定

至 pH 8.2，加入 10 mL甲醛，继续滴定至 pH 9.2，得

空白对照组和样品加入甲醛后消耗的 NaOH 体积 V0

及 Vi。水提液、酶解液以及美拉德产物的游离氨态氮

含量为： 

%100]2/014.01.0)[(%/ 0  VVi游离氨态氮  

1.4.3  DDPH 自由基抑制率测定 

将 2 mL DPPH自由基溶液（0.2 mmol/L，95%乙

醇溶解）置于试管中，加入 2 mL酶解液，振荡混匀，

室温避光放置 30 min 后，在 517 nm 处测其吸光值

（Ai），用2 mL 95%乙醇混合2 mL蒸馏水调零，对照

为 2 mLDPPH自由基溶液加上 2 mL 95%乙醇在测定

波长下的吸光值（Ac），2 mL酶解液和 2 mL 95%乙醇

混合后在测定波长的吸光值为 Aj。酶解液对 DPPH自

由基的清除能力用抑制率 R 表示： 

100%])/AA(A[1R/% cji   

注：IC50值是指当样品 DDPH 自由基抑制率 R 为 50%时

样品的蛋白浓度，单位为 mg/mL，本研究通过比较各样品 IC50 

值的大小来衡量各样品抗氧化性能的高低，IC50 值越低表示抗

氧化性越强。 

1.4.4  还原力测定 

采用铁氰化钾还原体系，700 nm 处测定样品的还

原力。将制备的豆粕水提液、酶解液以及美拉德产物

稀释至蛋白含量0.8 mg/mL，取样品液2 mL于试管中，

加 2 mL 0.2 mol/L磷酸盐缓冲液（PBS，pH 6.6）和 2 

mL 1% (m/V)的六合铁氰化钾溶液，混合均匀于 50 ℃

恒温水浴锅中保温 20 min，加2 mL 10%的 TCA，充

分混匀。取上清液2 mL于试管中，加 2 mL蒸馏水及

0.4 mL 0.1%的 FeCl3，充分混匀后静置 10 min，在波

长为 700 nm 处测定其吸光度。每个样品按上述步骤

操作，平行测定三次。 

1.4.5  褐变程度测定 

将酶解液和酶解液MRPs分别都稀释10倍和100

倍，用10 倍稀释液在 420 nm处测定其吸光值，用 100

倍稀释液在 294 nm 处测定其吸光值，平行测定三次。 

1.4.6  肽分子量分布测定 

采用凝胶色谱法测定肽的分子量分布，检测条

件：Waters高效液相色谱（Waters 600），TSK gel G2000 

SWXL分析柱；洗脱液0.2 mol/L磷酸缓冲液（pH 6），

流速 1 mL/min，检测波长 214 nm。标准肽样品：

Conalbumin (75000 u) ， Oralbumin (43000 u) ，

Cytochrome c (12384 u)，Aprotinin (6512 u)，Vitamin 

B12 (1855 u)，Glutathione (307 u)，相对分子质量的对

数值与洗脱体积拟合直线方程为 349.194391.2y  x

（R
2
=0.9971），其中，y为标准肽分子量的对数；x 为

洗脱体积。 

1.5  数据统计 

每个数据均为三次测定的平均值，采用SPSS 19.0

统计分析软件分析实验数据，采用均值±标准差

（x±SD）为表示方法，不同样品间的差异采用单因素

方差分析进行比较，以 p<0.05为有显著性。 

2  结果与讨论 

2.1  加工工艺和酶解时间对豆粕酶解效率的

影响 

2.1.1 加工工艺和酶解时间对蛋白质回收率的

影响 

蛋白回收率是指样品的上清液中蛋白质含量与原

材料蛋白质含量的比值，常用来检测反应产物对原料

蛋白的利用率。三种水提液和不同时间段的酶解液蛋

白回收率如图 2 所示。 

 
图 2 不同水提液和不同酶解时间条件下蛋白质回收率 

Fig.2 Protein recoveries of the soybean meal water-extracts and 

the products obtained after different enzymolysis times 

注：不同字母表示差异显著（p<0.05）。 

由图 2 可知，发酵前豆粕蛋白回收率均较低，豆
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粕水提液和加热豆粕水提液的蛋白回收率分别为

8.42%和 7.35%。加热豆粕水提液的蛋白回收率降低这

主要是由于大豆粕在灭菌过程中高温处理使得蛋白质

过度变性，导致其溶解度降低。而发酵大豆粕水提液

蛋白回收率有显著性提高（p<0.05），达到 57.65%，

是发酵之前的 7.3 倍。说明在发酵过程中已有部份大

豆粕蛋白质发生降解，或在发酵过程中分泌的蛋白酶

可在短时间内（0.5 h）高效水解大豆粕蛋白。随着酶

解时间的延长，其蛋白回收率逐渐上升，并在 24 h 时

达到最大值（77.21%），继续延长水解时间，蛋白回

收率无显著性变化（p>0.05）。这可能是由于在发酵过

程中，微生物为了生长繁殖，必须从大豆粕中吸取氮

源营养素，但大豆粕中蛋白质已高度变性，难于直接

利用，迫使微生物自身分泌蛋白酶水解大豆粕蛋白生

成容易利用的小分子肽和氨基酸，因此，米曲霉分泌

的蛋白酶对水解大豆粕具有高度的专一性；此外，米

曲霉在生长过程中分泌的其他酶类，如糖化酶和纤维

素酶等能够帮助水解与多糖接枝的蛋白质脱落，降低

酶解体系的粘度，从而增加蛋白质与蛋白酶的接触机

会，加深酶解程度。但当水解到达一定时间后由于酶

活力下降，底物浓度降低，产物增多，使得蛋白回收

率不再上升。 

2.1.2  加工工艺和酶解时间对游离氨态氮的影

响 

游离氨态氮是指上清液中游离氨基酸的氮含量，

结合蛋白回收率，两个指标共同用以判断加工和酶解

过程中的水解效率。三种不同水提液、不同时间段的

酶解液和美拉德产物的游离氨态氮结果如图 3 所示。 

 
图 3 大豆粕水提液、不同酶解时间产物及美拉德产物游离氨态

氮 

Fig.3 Free amino acid content of the soybean meal 

water-extracts, products obtained after different enzymolysis 

times, and Maillard reaction products 

注：不同字母表示差异显著（p<0.05）。 

由图 3 可知，水提液和酶解液的游离氨态氮变化

趋势与蛋白回收率类似，发酵豆粕水提液和酶解产物

的游离氨态氮较豆粕水提液（0.50%）和加热豆粕水

提液（0.41%）的游离氨态氮有显著性的增加（p<0.05），

并且随着酶解时间的延长，游离氨态氮含量先增加后

降低，在 24 h时达到最大，主要是因为酶解过程中蛋

白酶不断将大分子蛋白质水解为小分子短肽，又将小

分子短肽继续水解为寡肽或游离氨基酸，然而随着酶

活力的下降和产物的增多，酶解作用逐渐减弱。而当

酶解效力降低时，肽的降解和游离氨基酸的聚集成为

主要动态平衡，当游离氨基酸热聚集程度大于热降解

程度，因此其综合含量降低；同时因酶解时间过长，

游离氨基酸发生美拉德反应也可能导致含量下降。将

豆粕酶解产物与木糖混合在 115 ℃条件下加热反应，

除 30 h酶解产物的美拉德反应产物外，其它美拉德反

应产物的游离氨态氮含量均显著降低，这主要是因为

木糖的存在促使了美拉德反应的发生，消耗了小分子

肽和游离氨基酸。而30 h 美拉德反应产物的游离氨基

酸含量稍有增加的原因是酶解液中氨基酸聚合成的小

分子肽较多，高温加热使得这部分小分子肽重新生产

游离氨基酸。 

2.2  酶解时间和美拉德反应对产物抗氧化活

性的影响 

DPPH 自由基清除能力和还原能力主要是通过还

原物质供氢和供电子同自由基作用从而达到清除自由

基的目的[7]。为了扩大大豆粕的利用领域，现在考察

发酵豆粕水提液、豆粕酶解液以及美拉德产物的抗氧

化活性。 

2.2.1  酶解时间和美拉德反应对产物 DPPH 自

由基清除能力的影响 

 
图 4 不同酶解时间对酶解产物和美拉德产物 DPPH 自由基清除

率的影响 

Fig.4 Effect of enzymolysis time on the DPPH· scavenging rate 

of EPs and MRPs 

注：不同字母表示差异显著（p<0.05）。 

DPPH 自由基清除法是一种建立在电子转移基础
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上的抗氧化能力评价方法，它和还原力一起常被用于

评价肽类物质的抗氧化活性。发酵豆粕水提液、豆粕

酶解液及其美拉德反应产物的 DPPH自由基清除能力

如图 3 所示。 

由图 4 可知，发酵豆粕水提液本身已具有一定的

DPPH自由基清除能力，其 IC50 值为 0.81 mg/mL。在

发酵过程中分泌的蛋白酶的作用下随着酶解时间的延

长，酶解液的 IC50值呈先减小后逐渐上升的趋势。这

是因为随着酶解程度的加深，具有抗氧化能力的多肽

和氨基酸不断被水解出来，使得酶解液整体的 DPPH

自由基清除能力提升。当酶解时间过长时，那些具有

抗氧化能力的肽类又被水解，从而导致整体 DPPH自

由基清除能力下降。此外，热降解效应也可能会使得

一些具有抗氧化活性的小分子肽或氨基酸发生聚集失

去抗氧化能力。 

往发酵豆粕水提液加入木糖进行美拉德反应，其

产物的 IC50 值为 0.35 mg/mL，酶解液 MRPs 的 IC50

较之有显著性变化（p<0.05），并且随着酶解时间的延

长其 IC50值呈现先迅速降低后逐渐增大的趋势。与水

提液和酶解液相比，MRPs 的 IC50 值都有显著降低

（p<0.05），其中水提液 MRPs 的 IC50 值较水提液降低

了 1.3 倍；6 h、12 h、18 h、24 h 和 30 h 时的酶解液

MRPs 较对应的酶解液其 IC50 值分别降低了 1.8 倍、

3.5 倍、1.9 倍、2.1 倍和 1.3 倍。说明美拉德反应能显

著增加酶解液的 DPPH自由基清除能力，并且只有适

宜的酶解时间可以促进酶解产物的供电子能力，时间

过短或过长都会影响其抗氧化性。 

2.2.2  酶解时间和美拉德反应对产物还原力的

影响 

还原力是一种基于氧化还原反应的比色法。该法

具有快速、简便、重复性好等优点。发酵豆粕水提液、

酶解液及其相对应的美拉德反应产物的还原力如图 5

所示。 

 
图 5 不同酶解时间对酶解产物和美拉德产物还原力的影响 

Fig.5 Effect of enzymolysis time on the reducing power of EPs 

and MRPs 

注：不同字母表示差异显著（p<0.05）。 

由图 5 可知，发酵豆粕水提液的还原力和其他 5

个时间段的酶解液的还原力之间并没有显著差别

（p>0.05）。但是其相对应的 MRPs 的还原力则有显著

性提升。其中发酵豆粕水提液 MRPs 的还原力

（A700=0.56）较发酵豆粕水提液的还原力（A700=0.15）

提升了 2.73倍；其他时间段的酶解液 MRPs 则较酶解

液本身分别提升了3.49 倍、4.04 倍、3.55 倍、381 倍

和 3.01倍，平均上升 3.58倍。酶解液 MRPs 的还原力

较水提液 MRPs的有一定显著增加，而不同水解时间

的酶解液的美拉德反应产物还原力也不同，其变化规

律与 DPPH自由基清除力的情况一致。 

综合图 4 和图 5可以看出，美拉德反应产物比没

有发生反应的酶解产物抗氧化活性有显著提高，这可

能是由于酶解产物中的多肽等物质与木糖反应聚合生

成了具有高抗氧化活性的物质（如类黑素等），这与黄

桂梅等人的结果一致[8]。 

2.3  酶解时间和美拉德反应对产物褐变程度

的影响 

 
图 6 不同酶解时间大豆粕酶解产物和美拉德产物在 294 nm 处

的吸收值 

Fig.6 UV-absorbance values, at 294 nm, of the EPs and MRPs 

after different enzymolysis times 

注：不同字母表示差异显著（p<0.05）。 

美拉德反应是一个极其复杂的反应过程，其反应

产物种类繁多，且部分中间产物活性很高，难以用一

般方法提取测量。现一般采用紫外分光光度计测定产

物在 420 nm 处的紫外吸收值，可以反映美拉德反应

的反应程度，一定程度上也可反应出类黑素的生成情

况；测定其在 294 nm 处紫外光吸收值，可用来反映

中间体的形成情况[9~10]，结果如图 6和图 7 所示。 

由图 6 可知，美拉德反应后产物在 294 nm 吸收

值有明显提升，是反应之前产物的 2.43 倍。采用统计

软件 SPSS 19.0分析美拉德产物在 294nm 处的吸收值
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变化趋势与还原力变化趋势的相关性，结果表明两者

之间有显著的相关性（相关系数为 0.976，p<0.05）。

说明美拉德反应过程中生成的中间产物具有较强的抗

氧化活性，能明显提升美拉德产物的抗氧化性。而反

应产物在 294 nm 处的吸光值在一定程度上可以显示

出产物的抗氧化活性。Hwang（2001年）等人也研究

认为美拉德反应初期的 Amadori分子重排产物以及此

阶段产生的杂环化合物具有良好的抗氧化活性[11]。另

外，酶解液和酶解液 MRPs 在 420 nm 处变化不具有

明显规律性，与其抗氧化活性相关性不显著。这是因

为当加热时间过长或反应过于剧烈时，产物颜色过深，

相互关系变得非常复杂，所以仍不能以其褐变程度直

接表征抗氧化活性。 

2.4  酶解时间和美拉德反应对肽分子量的影

响 

 
图 7 不同酶解时间大豆粕酶解产物和美拉德产物在 420 nm 处

的吸收值 

Fig.7 UV-absorbance values, at 420 nm, of the EPs and MRPs 

after different enzymolysis times 

注：不同字母表示差异显著（p<0.05）。 

表 1 酶解时间对酶解产物分子量分布的影响（%） 

Table 1 Effect of enzymolysis time on the molecular weight 

distribution of the EPs 

酶解时间/h\分 

子量肽段/Da 
>10000 

10000~ 

5000 

5000~ 

3000 

3000~ 

1000 
<1000 

0.5 2.70 5.11 9.11 39.58 43.50 

6 1.31 3.67 6.74 35.04 53.24 

12 1.30 3.88 7.05 32.38 55.39 

18 1.25 3.75 6.83 30.74 57.42 

24 1.44 4.14 7.41 31.08 55.93 

30 0.71 3.34 8.19 36.23 51.52 

为了研究不同酶解时间和美拉德反应程度对酶解

产物及其美拉德反应产物特性的影响。本研究采用

HPLC 对这两组产物进行肽分子质量的分析，将所得

结果按照质量大小分成五组并计算每一组在各样品中

的比例，结果如表 1、表 2所示。 

表 2 酶解时间对酶解产物-木糖美拉德反应产物分子量分布的

影响（%） 

Table 2 Effect of enzymolysis time on the molecular weight 

distribution of the MRPs 

酶解时间/h\分 

子量肽段/Da 
>10000 

10000~ 
5000 

5000~ 
3000 

3000~ 
1000 

<1000 

0.5 2.46 6.06 10.57 39.93 40.98 

6 1.25 4.60 9.49 40.07 44.59 

12 1.04 4.32 9.31 40.05 45.27 

18 1.12 4.31 9.21 38.37 46.99 

24 1.05 4.27 9.31 39.96 45.40 

30 0.57 3.16 8.44 40.03 47.80 

由表 1 可知，酶解产物中分子质量小于 1 ku的组

分比例呈先增加后降低的趋势，在 18 h处达到最大值

（57.42%），延长酶解时间则又下降，在 30 h 时降低

到 51.52%，而 1~3 ku 的组分比例随着酶解时间的增

长呈先降低后升高的趋势，在 18 h 处达到最小值

30.74%，继续酶解则又增长，在 30 h 时又上升了

5.49%。其他三个组分的比例随酶解时间变化较小，

只有一定程度的减少。这是因为大豆粕经过发酵后，

蛋白酶将大分子肽降解为小分子肽，随着酶解程度的

加深小分子肽又逐渐被水解为更小的寡肽或者氨基

酸。酶解产物中以<3 ku的组分为主，其含量超过85%。

在酶解时间超过一定范围时，体系中热聚集和热降解

效应明显，在这个动态平衡中，<1 ku 的组分部分重

新聚集成 1~3 ku 大小的物质，其损耗量大于生成量，。 

由表 2 可知，在酶解产物-木糖体系中，分子质量

小于 1 ku 的组分和分子质量在 1~3 ku的组分其变化

趋势与酶解液基本一致。其他三个组分的比例随酶解

时间变化较小，也是只有一定程度的减少。 

将表 2 与表 1 进行比较可知，酶解产物-木糖体系

在115 ℃反应45 min后其肽分子量分布发生了明显的

变化。首先每个组分随酶解时间的延长增大或减小的

变化幅度都减弱。其次未发生美拉德反应的酶解液其

分子量<1 ku 的组分平均含量在美拉德反应之后从原

来的 52.84%降低到了 45.17%，平均降低了7.67%；1 

ku~3 ku的组分则从34.18%上升到了39.74%，平均升

高了 5.56%；3~5 ku 和 5~10 ku 的组分都有一定程度

的增加，>10 ku的组分则有略微减少。表明在美拉德

反应中，各组分都有一定程度的热降解，从而变化趋

势减弱。而>10 ku 的组分则以热降解为主，生成了较

小的肽组分，这与我们之前的研究结果相类似[12]。<1 

ku 的组分容易与木糖等发生羰胺反应聚集生成分子
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质量较大的组分，因此其含量减小，但也使得其他稍

大的三个组分虽有不同程度的热降解但整体增加；说

明在美拉德反应体系中小分子寡肽比大分子多肽具有

更高的反应活性，这与曾晓房等人的研究结果相一致
[13]

。 

综合表 1 和表 2，还可知酶解液在经过美拉德反

应后其抗氧化活性得到显著提升，而 MRPs的分子量

分布也发生了较大变化。分子量<1 kDa 的肽组分急剧

减少说明其具有良好的美拉德反应活性，并且聚集形

成了更多的 1~3 ku组分肽段。这与我们之前的研究结

果认为 1~3 ku肽段的组分有强抗氧化性一致[12]。也再

次证明了不同分子量分布对产物抗氧化性有一定影

响。Kim 等也在研究中认为肽链长度对其形成美拉德

反应产物及其抗氧化活性起到重要作用
[14]

。 

3  结论 

3.1  本文采用大宗低值蛋白高温大豆粕作为原材料，

模拟酱油酱油制曲工艺，直接利用高温大豆粕在发酵

过程中分泌的蛋白酶进行自身水解，探究酶解过程中

高温大豆粕蛋白的利用情况及其酶解产物抗氧化活性

等特性。结果表明发酵过程能大幅度提高对豆粕蛋白

的利用率，其中发酵豆粕水提液其蛋白回收率达到

57.65%，较未发酵豆粕的蛋白回收率提高了 6.3 倍；

继续酶解可进一步提升利用效率达到 77.21%。在发酵

和酶解过程中，且产物的抗氧化性能得到一定程度提

升，且美拉德反应可显著提高酶解产物的抗氧化活性。 

3.2  美拉德反应机制复杂、难以检测确定，但反应能

赋予多种酶解产物强效抗氧化性已在诸多文章中提

及，并在本实验中得到验证。本文通过探究美拉德反

应对发酵豆粕酶解产物抗氧化活性和肽分子量分布的

影响规律，为利用高温大豆粕制备具有较强天然抗氧

化活性的风味剂提供了一定的理论基础和方法指导。 
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