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毛霉蛋白酶水解大豆蛋白的工艺优化 
 

刘倩，耿予欢 

（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640） 

摘要：选用毛霉菌株，对大豆蛋白原料进行水解，同时测定了不同水解条件下酶解液的水解度、蛋白回收率和肽氮含量，分析

在不同条件下蛋白类呈味物质的变化情况。在单因素试验的基础上，运用 Box-Behnken 响应面分析法以水解度作为响应值，料液比、

酶解温度和酶解时间为影响因子，对毛霉蛋白酶水解工艺条件进行优化，结果表明：最佳工艺条件为酶解温度 34.3 ℃，酶解时间 92.5 

h，料液比 1:2.2，不调 pH。此条件下，验证试验得到水解度为 5.62%，与模型预测值 5.637%相比，结果相差较小，校正后的相关系

数 R2=0.9919，表明响应面模型与实际试验的拟合程度良好，可解释 99.19%的响应值变化。三个影响因子对大豆蛋白水解度影响大小

的排序为酶解温度>液料比>酶解时间。为利用毛霉天然发酵所产酶系去酶解大豆蛋白提供了一定的理论支持与数据参考。 
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Process Optimization of Mucor Protein Hydrolysing Soy Protein 
LIU Qian, GENG Yu-huan 

(College of Food Sciences and Engineering South China University of Technology, Guangzhou 510640, China) 
Abstract: The soybean protein was hydrolyzed using mucor strain, and the hydrolysis degree, protein recovery rate and peptide nitrogen 

content of the enzymatic hydrolysate under different hydrolysis conditions were also determined. The changes of taste substances such as 

proteins under different conditions were analyzed. On the basis of single factor experiment, Box-Behnken response surface methodology was 

used to optimize the processing conditions of mucor proteinase hydrolysis of tofu billet with hydrolysis degree as the response value, 

material-liquid ratio, enzymatic hydrolysis temperature and enzymatic hydrolysis time as the influencing factors. The results showed that the 

optimum conditions were enzymatic hydrolysis temperature of 34.3 ℃, enzymatic hydrolysis time of 96 h, ratio of material to liquid of 1:2.2, 

and no pH adjustment. Under this condition, the degree of hydrolysis was found to be 5.62%, compared with the model predicted value of 

5.637%, there was little difference in result. The corrected correlation coefficient R2=0.9919, which indicated that the response surface model fits 

the actual test well, and it can explain 99.19% of the response value change. The order of the effect of three factors on the degree of hydrolysis of 

soybean protein was enzymatic hydrolysis temperature > liquid-material ratio> enzymatic hydrolysis time. It provided a certain theoretical 

support and data reference for using the enzyme system produced by mucor natural fermentation to dezymolyze soybean protein. 
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毛霉又称黑霉、长毛霉，属真菌门接合菌亚门接

合菌纲毛霉目毛霉科毛霉属，常见种类有大毛霉和微

小毛霉[1]。毛霉是好湿性真菌，最适生长温度 28 ℃[2]，

适应性强，日生长可达 3 cm[3]，广泛分布于酒曲、植

物残体、腐败有机物和土壤中。毛霉可以合成及分泌

多种胞外蛋白酶，且其胞外蛋白酶系是由多种不同类 
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型的蛋白酶构成的复杂体系，并同时产生纤维素酶系、

果胶酶系等形成一个复合酶系统，可催化多种类型的

生物化学反应[4]。在工业应用中，毛霉产生的淀粉酶

可糖化淀粉生成乙醇，用于制曲和酿酒。在我国特有

发酵食品腐乳的制作中，毛霉产生的蛋白酶和脂肪酶，

可将豆腐中的蛋白质分解成可溶性的小分子多肽和氨

基酸[5]，利于直接消化吸收。将脂肪分解成甘油和脂

肪酸，使腐乳产生芳香物质和具鲜味的蛋白质分解物
[6]，被大众喜爱，事实证明相较于制备大豆肽的常用

菌种米曲霉，使用毛霉所制得的产品滋味更醇厚丰富，
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香气浓郁。 
目前，生产大豆肽的方法有化学水解法、酶水解

法和微生物发酵法[7]，使用商业酶制备大豆肽水解效

率更高，但价格昂贵，不适合在大宗低值原料上大规

模使用，更不适合工业化生产。微生物发酵法是把蛋

白酶的发酵生产和大豆肽的酶解有机地结合在一起，

肽在微生物代谢活动产生的混合酶系作用下被释放的

同时，微生物借助多肽水解液提高生长及产酶的效率，

降低了大豆肽生产成本，同时使用毛霉发酵也克服了

酶水解法制备的大豆肽产品会出现较重苦味和口感差

等缺点[8]，具有良好的应用前景。 
本文利用毛霉所产蛋白酶系水解大豆蛋白制备大

豆鲜味肽，以腐乳的前期原料-豆腐坯作为蛋白来源，

进行单因素试验，分析水解过程中蛋白类等主要呈味

物质进入酶解液中的情况，以水解度为指标，运用响

应面分析（Response Surface Methodology，RSM）优

化生产工艺，旨在为以毛霉为生产菌株，从大豆原料

中提取鲜味成分，为进一步深加工提供数据参考。 

1  材料与方法 

1.1  原材料与试剂 

发酵用大豆蛋白原料、毛霉：由广东某调味品有

限公司提供；福尔马林、无水乙醇、浓硫酸、苯酚：

广州化学试剂厂，均为分析纯。 

1.2  主要仪器设备 

FE-20 pH 计，梅特勒-托利多仪器上海有限公司；

TU-1901 紫外可见分光光度计，北京普析通用科学实

验仪器有限公司；电子分析天平，上海精科仪器有限

公司；SHZ-D 循环水式真空泵，巩义予华仪器有限公

司；恒温水浴锅，上海温控仪表厂；DHG-9070A 电热

恒温鼓风干燥箱，上海精宏实验设备有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  毛霉蛋白酶水解大豆蛋白的工艺流程 

参考一般腐乳的发酵方法，豆腐坯压碎后喷洒接

种毛霉，在 28 ℃恒温恒湿培养室条件下发酵约 33 h，
4 ℃冰箱冷藏保存。发酵豆腐坯碎料加不同比例去离

子水，同时添加 10%无水乙醇，调整酶解条件，沸水

浴 15 min 灭酶，冷却后 8000 r/min，4 ℃冷冻离心 20 
min，取上清液得所需酶解液[9]。 
1.3.2  水解度的测定 

甲醛滴定法测定酶解液氨基酸态氮含量[10,11]，参

照 GB 5009.235-2016。 

/ %= 100%×
酶解液游离氨态氮含量

水解度
原料总氮含量  

 

1.3.3  蛋白回收率的测定 

凯氏定氮法测定粗蛋白含量，参照 GB 5009.5- 
2016，大豆及其粗加工制品的蛋白换算系数为 5.71。 

/ % 100%= ×
酶解液粗蛋白含量

蛋白回收率
原料粗蛋白含量  

 

1.3.4  肽氮含量的测定 
由于低分子质量的蛋白水解物（包括低聚肽及游

离氨基酸）可溶于三氯乙酸溶液，而高分子质量的蛋

白在三氯乙酸中易沉淀[12]，采用三氯乙酸沉淀法测定

肽氮含量：取 10 mL 酶解液加入 10 mL 20%三氯乙酸

溶液后搅拌混合均匀，静置 60 min，4800 r/min 离心

10 min，取上清液记作上清 TCA。再分别用凯氏定氮

法和甲醛滴定法测定上清液中的总氮和氨态氮含量。 
TCA - TCA%= 100%×

上清 总氮含量上清 氨态氮含量
肽氮含量/

酶解液总氮含量

1.3.5  最佳酶解条件的单因素实验 

控制酶解料液比（g/g）（1:1、1:1.5、1:2、1:2.5、
1:3）、酶解温度（30、35、40、45、50、55 ℃）、酶

解时间（24、48、72、96、120、144 h）、酶解 pH 值

（pH 5、7、9 和不调 pH）其中的 3 个因素为定量，

研究其中一个因素对毛霉蛋白酶酶解大豆蛋白水解度

的影响。 
1.3.6  响应面法优化毛霉蛋白酶水解大豆蛋白

工艺 
根据单因素实验结果，根据 Box-Behnken 的中心

组合试验设计原理，固定环境 pH 值为自然状态这个

条件，以对水解度影响较大的料液比、温度、酶解时

间为响应变量，水解度为响应值，设计三因素三水平

的响应面设计方案。以-1，0，1 分别代表变量的水平，

试验因素水平编码如表 1 所示。 
表1 响应面分析因子及水平表 

Table 1 The factors and levels of response surface analysis 

因素 编码 
编码水平 

-1 0 1 

料液比/(g/g) X1 1:1.5 1:2 1:2.5 

酶解温度/℃ X2 30 35 40 

酶解时间/h X3 72 96 120 

2  结果与讨论 

2.1  单因素试验结果与分析 

2.1.1  料液比对原料中各呈味物质的影响 
在酶解温度为 45 ℃，不调 pH 的条件下酶解 96 h
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后，各指标随料液比的变化如图 1 所示，为了排除加

入水对浓度的影响，已将各指标全部换算成了在 3 倍

水条件下的数值。如图所示，水解度、肽氮含量和蛋

白回收率均在料液比为 1:2（g/g）时达到最大，其中，

肽氮含量在料液比为 1:2 时达 15.49%，接近 1:1.5 时

的两倍，后随着料液比的增加缓慢下降，说明在 1:2
（g/g）的料液比条件下酶解充分，加入原料两倍质量

的去离子水已接近酶解平衡点，因此，最佳料液比为

1:2。 

 
图1 不同料液比对水解度、蛋白回收率和肽氮含量影响 

Fig.1 Effect of different material to liquid ratio on degree of 

hydrolysis, protein recovery and peptide nitrogen content  

2.1.2  酶解温度对原料中各呈味物质的影响 

 
图2 不同温度对水解度、蛋白回收率和肽氮含量影响 

Fig.2 Effects of different temperatures on degree of hydrolysis, 

protein recovery and peptide nitrogen content  

不同种类蛋白酶有其最适温度，温度升高可加速

反应进程，但过高又会影响其空间构型，致酶失活[13]。

如图 2 所示，在料液比为 1:2（g/g）、pH 为自然状态、

酶解时间为 96 h 的条件下，样品水解度和蛋白回收率

随着温度升高先上升后又逐渐下降，在 35 ℃时达到

最大，分别为 6.50%、11.63%。证明实验所用毛霉蛋

白酶酶活在 35 ℃时达到最大，此温度下酶解液游离

氨基酸浓度最高，因此，酶解温度设 35 ℃为佳。与

其他学者[4]研究发现毛霉蛋白酶是一种中高温蛋白

酶，最适温度高达 60 ℃有所出入，可能因为原料所

提供的含氮环境发生变化，促使毛霉菌种产生复杂酶

系的组合有所不同，也可能与毛霉生长最适温度为

28 ℃有关。肽氮含量则随温度上升逐渐下降，可能因

为随着温度升高，游离氨基酸和小分子多肽热聚成大

分子不溶性蛋白[14]。由此可知，最佳毛霉蛋白酶水解

大豆蛋白温度可设为 35 ℃。 
2.1.3  酶解时间对原料中各呈味物质的影响 

 
图3 不同酶解时间对水解度、蛋白回收率和肽氮含量影响 

Fig.3 Effects of different enzymatic hydrolysis time on degree of 

hydrolysis, protein recovery and peptide nitrogen content 

由图 3 可知，在酶解温度 45 ℃，料液比 1:2（g/g），
pH 为自然状态的条件下，随着酶解时间延长，蛋白回

收率缓慢增加；水解度先上升，在 96 h 时达到最大值

5.06%后又逐渐下降，说明对于毛霉蛋白酶来说 96 h
的酶解时间已够充分；肽氮含量在 96 h 前逐渐下降，

96 h 后则迅速下降，可能因为随着酶解时间的增加，

酶解液中的小分子肽可与游离氨基酸结合成较大分子

蛋白，水解度下降，蛋白回收率上升也佐证了这一点。

因此，最佳酶解时间为 96 h。 
2.1.4  酶解环境 pH 对原料中各呈味物质的影

响 

 
图4 不同pH对水解度、蛋白回收率和肽氮含量影响 

Fig.4 Effects of different pH on degree of hydrolysis, protein 

recovery and peptide nitrogen content 

如图 4，在酶解温度 45 ℃，料液比 1:2（g/g），
酶解时间为 96 h 的条件下，各项指标均在 pH 为自然

状态下表现最好，自然状态下的环境 pH 是一个动态

变化的过程[15]，经测定在不调 pH 情况下，整个酶解
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过程环境 pH 在 7.9 至 8.2 范围内缓慢上升后，因酶解

产生氨基酸和肽又缓慢下降，96 h 时的酶解环境 pH
为 8.18 呈中性偏碱。与潘进权等[4]的研究结果一致。

水解度和蛋白回收率在 pH 5 的体系中最低，说明毛霉

酶系的最适 pH 环境可能更偏碱性，因此，毛霉蛋白

酶酶解大豆蛋白的最佳 pH 为自然状态。 
表2 实验方案与结果 

Table 2 Experimental design and results 

标准顺序 试验顺序 X1 X2 X3 水解度/% 

5 1 -1 0 -1 4.95 

13 2 0 0 0 5.58 

1 3 -1 -1 0 4.71 

12 4 0 1 1 4.19 
9 5 0 -1 -1 4.80 

17 6 0 0 0 5.60 

3 7 -1 1 0 3.82 

10 8 0 1 -1 4.36 

14 9 0 0 0 5.61 

15 10 0 0 0 5.51 

6 11 1 0 -1 5.36 

11 12 0 -1 1 4.75 

4 13 1 1 0 4.49 
16 14 0 0 0 5.54 

8 15 1 0 1 5.19 

2 16 1 -1 0 4.82 

7 17 -1 0 1 4.84 

2.2  响应面试验结果与分析 

毛霉蛋白酶水解豆腐坯，根据 Box-Behnken 的中

心组合试验设计原理[16]，环境 pH 值为自然状态这个

条件，以对水解度影响较大的料液比、温度、酶解时

间为响应变量，水解度为响应值，进行了 17 组试验，

试验方案及结果如表 2。考虑到加入水对氨基酸态氮

浓度的稀释，方便比较，已将响应面试验结果全部换

算成了在 2.5 倍水条件下的数值。 
利用 Design-Expert 11 软件对响应面试验数据进

行多元回归拟合分析，以水解度为响应值（Y），各因

素对响应值的响应模型为： 
Y=5.57+0.1931X1-0.2772X2-0.0619X3+0.1410X1X2-0.0128

X1X3-0.0285X2X3-0.2758X1
2-08370X2

2-0.2113X3
2 

由方差分析结果可知，响应面回归模型极显著

（p<0.0001）；模型失拟项不显著（p=0.4607>0.05）；
校正后的相关系数 R2=0.9919，说明该模型可以解释

99.19%的响应值变化，即该响应面模型与实际试验的

拟合程度良好，试验误差小。由回归模型系数的显著

性检验可得，在所有因素中，一次项 X1，X2，X3 以

及二次项 X1
2，X2

2，X3
2，X1X2 对水解度影响效应极

显著，表明该模型模拟实际试验中三因素对水解度大

小的影响是可行的。 
根据 F 值可以推断得到三个因素对水解度的影响

[17]从大到小分别酶解温度、液料比、酶解时间，可知

酶解温度对大豆蛋白水解度影响最大。 
表3 方差分析 

Table 3 Analysis of variance 

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 
模型 4.73 9 0.525 219.74 <0.0001 ** 

X1 0.2984 1 0.2984 124.89 <0.0001 ** 

X2 0.6149 1 0.6149 257.38 <0.0001 ** 

X3 0.0306 1 0.0306 12.82 0.009 ** 

X1X2 0.0795 1 0.0795 33.28 0.0007 ** 

X1X3 0.0007 1 0.0007 0.2722 0.618  

X2X3 0.0032 1 0.0032 1.36 0.2818  

X12 0.3202 1 0.3202 134.03 <0.0001 ** 

X22 2.95 1 2.95 1234.69 <0.0001 ** 

X32 0.1879 1 0.1879 78.66 <0.0001 ** 

残差 0.0167 7 0.0024    

失拟项 0.0074 3 0.0025 1.05 0.4607  

纯误差 0.0093 4 0.0023    

总差 4.74 16     

注：*差异显著（p<0.05）；**差异极显著（p<0.01）；R2=0.9965；R2
Adj=0.9919。 
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图5 液料比（A）与酶解温度（B）交互作用对水解度影响的响

应面图 

Fig.5 Response surface diagram of the interaction between 

liquid-to-material ratio (A) and enzymatic hydrolysis 

temperature (B) on degree of hydrolysis  

 
图6 液料比（A）与酶解时间（C）交互作用对水解度影响的响

应面图 

Fig.6 Response surface diagram of the interaction between 

liquid-to-material ratio (A) and enzymatic hydrolysis time (C) 

on degree of hydrolysis 

 
图7 酶解温度（B）与酶解时间（C）交互作用对水解度影响的

响应面图 

Fig.7 Response surface diagram of the interaction between 

hydrolysis temperature (B) and enzymatic hydrolysis time (C) 

on degree of hydrolysis 

从图 5、6、7 可以看出，酶解温度与料液比、酶

解温度与酶解时间的三维响应曲面较陡，二维等高线

图呈明显椭圆，交互作用显著，而料液比与酶解时间

对水解度的三维响应曲面较平滑，二维等高线图接近

圆形，两者的交互作用弱。通过软件分析得到毛霉蛋

白酶水解大豆蛋白的最优参数为：不调 pH，料液比

1:2.16（g/g），温度 34.32 ℃，酶解时间 92.48 h，预测

在此条件下水解度可达 5.637%。 

2.3  验证试验 

为检验所得结果的可靠性，采用上述优化条件进

行验证试验。考虑到仪器的精度，将实验条件调整为：

酶解温度 34.3 ℃，酶解时间 92.5 h，料液比 1:2.2，不

调 pH，试验重复三次后取平均值，得到水解度为

5.62%，与预测值接近。由此可见利用响应面分析法

确立毛霉蛋白酶水解大豆蛋白最佳工艺条件是可行

的。 

3  结论 

本文研究了不同料液比、酶解温度、酶解 pH 和

酶解时间对毛霉蛋白酶水解大豆蛋白效果的影响，分

析不同条件下水解过程中的蛋白回收率、肽氮含量、

水解度的变化规律，且通过响应面法得到最佳工艺条

件为酶解温度 34.3 ℃，酶解时间 92.5 h，料液比 1:2.2
（g/g），不调 pH。此条件下，得到水解度为 5.62%。

利用毛霉天然发酵得到其自身所产酶系去酶解大豆蛋

白，可在较短时间内获得较高的蛋白回收率与水解度，

为毛霉发酵制备大豆鲜味肽提供了数据参考，同时也

可为食品工业中利用安全性高、条件温和且易于控制

的微生物发酵法联合酶解技术获取鲜味物质提供了理

论指导。 
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