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大豆多肽分子质量分布与苦味的确定
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摘　要　利用葡聚糖凝胶 (Sephadex G 25) 柱层析和高压液相色谱 (H PL C) 测定大豆多肽分子质量与水解度

以及分子质量与苦味之间的关系。试验结果表明, 随着水解度的增加, 大豆蛋白水解物分子质量变小, 当水解

度约为 25◊ 时, 其分子质量绝大多数在 500～ 1 000 u 之间。分子质量为 500～ 1 000 u 的大豆多肽苦味较强。
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Abstract　T he rela t ion s betw een D egree of H ydro lysis and dist ribu t ion ofM o lecu larW eigh t,

as w ell as the b it terness of soybean pep t ides, w ere determ ined by u sing Sephadex G225 and

H PL C. T he resu lt show ed that the mo lecu lar w eigh t of Soybean P ro tein H ydro lysa tes

decreased w ith an increase in degree of hgdro lysis. W hen degree of hgdro lysis reached abou t

25% , the mo lecu lar w eigh t of mo st SPH ranged from 500 to 1 000 u. T he b it ter pep t ides has

the sam e range of mo lecu lar w eigh t as the above.
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大豆多肽是由大豆蛋白质经水解而制成的低分子肽混合物, 分子质量以低于 1 000 u 为

主。与蛋白质和氨基酸相比, 多肽更易被人体消化、吸收。大豆多肽具有低抗原性和抗氧化性,

且具有降血压、提高免疫、促进发酵等诸多功能, 因此其应用前景非常广阔。但是, 大豆多肽的

苦味问题长期困扰着食品科学家们, 严重影响了其在食品工业中的利用[1 ]。目前国内对于动态

地测定大豆多肽分子质量分布随水解度变化的研究还不多, 对不同分子质量大豆多肽苦味的

研究还只限于理论分析, 没有进行试验验证。

笔者利用葡聚糖凝胶 (Sephadex G 25) 柱层析和高压液相色谱 (H PL C ) 分别测定大豆多

肽的分子质量分布, 利用柱层析对大豆蛋白水解物进行分离, 再采用感官评定法确定不同多肽

的苦味强度, 从而找出多肽分子质量与苦味之间的关系, 为研究多肽的功能特性和脱苦方法等

提供一定的理论基础。



1　材料与装置

111　材　料

1)大豆分离蛋白, 粗蛋白质量分数为 9119◊ , 吉林不二蛋白有限公司产品。

2)A lcalase 碱性内切蛋白酶, 酶活力为 2198×104 Uõg- 1, 丹麦,N ovo 公司产品。

3) 主要化学试剂。奎宁: 分析纯, 北京化学试剂公司; 蓝色葡聚糖凝胶: 分子质量m = 2×

106 u; 分析纯, 美国, Sigm a 公司; 细胞色素C (牛心) : m = 12 327 u, 色谱纯, 美国, Sigm a 公司;

VB 12: m = 1 350 u, 色谱纯, 北京化学试剂公司; 酪氨酸 酪氨酸 亮氨酸 (Y Y I) : m = 458 u, 色

谱纯, 北京化学试剂公司; 乙腈: 色谱纯, 北京化学试剂公司。

112　主要仪器与装置

1)酸度计。PH S 25 型, 上海雷磁仪器厂。

2)分光光度计。721 型, 北京光学仪器厂。

3)葡聚糖凝胶柱层析装置。a. 玻璃层析柱 d 15 cm ×40 cm , 北京来亨科贸公司; b. 葡聚糖

凝胶 (Sephadex G 25 型) , 分子质量测定范围为 100～ 5 000 u, Pharm acia 公司; c. 部分收集

器,BS 100 型, 上海沪西机电厂。

4)高压液相色谱 (H PL C)。a. 色谱仪,DX300 型 (P4000 低压梯度真空泵,UV 3000 高速扫

描紫外检测器) , 美国 T ST 公司; b. 色谱柱,U lt rahydrogelTM 120 型, d 718 cm ×30 cm , 分子质

量测定范围为 100～ 20 000 u, 美国,W aters 公司。

2　试验方法

1)大豆蛋白的酶法水解工艺。在 500mL 容量瓶中加入 2510 g 大豆分离蛋白, 加蒸馏水配

制成质量浓度为 0105 gõmL - 1的大豆蛋白溶液。将溶液置于水解反应器中, 加热至 55 ℃, 调节

其酸碱度至pH 810; 按大豆蛋白质量的 810◊ 加入A lcalase 碱性蛋白酶, 缓慢搅拌, 维持pH 在

8±011 范围内, 按一定的反应时间间隔记录碱液消耗量; 到预定时间后, 迅速升温到 85 ℃, 加

热 15 m in 钝化蛋白酶; 冷却后在 4 000 rõm in - 1速度下离心分离 15 m in, 取上清液调节其酸碱

度至 pH 710; 置冰箱中保存待用。

2)苦味评定方法。感官评定小组由 5 人组成。评定员用蒸馏水漱口之后, 取待评定液 2～

3 mL 置于口中, 10 s 后吐出; 漱口后取与之苦味程度相近的标准液品尝, 如确认两苦味相近,

即可将待评定液的苦味值定为该标准液的苦味值, 否则需取其他标准液再尝, 直至确定苦味

值。结果取 5 人评定值的平均值[2 ]。

以奎宁为基准物质, 按L. M ogen sen 和 J. A dler2N issen [3 ]的方法配置标准液。经评定当标

准液浓度为 c (c= 3×10- 6mo lõL - 1) 时, 刚好无苦味, 定 c 值为下限, 32c 为上限 (此时若再增加

奎宁浓度, 苦味基本上不再增加) , 在 c～ 32c 之间, 奎宁浓度成倍增加, 苦味值也相应增加。据

此设定评分标准见表 1。

3)水解度的控制。利用 pH Stat 方法[4 ]测定和控制蛋白质的水解度D H。

4)平均肽链长度的估计[5 ]。设定 lPCL为酶水解后可得到的多肽的平均链长。本试验拟制备

3～ 6 个氨基酸残基的低肽混合物, 所以D H 的控制是水解过程的关键。由于 lPCL≈ 1öD Hõ
100◊ , 因此, 在本试验中, 选定D H = 25◊ 为所要达到的水解度, 此时 lPCL 的理论计算值为 4, 大
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豆蛋白水解液分子质量大部分应分布在 500～ 1 000 u 之间。

表 1　苦味值的评分标准

奎宁浓度 c① 2c 4c 8c 16c 32c

苦味描述 无苦味 微苦 中度苦 较苦 苦 很苦

苦味分值 0 1 2 3 4 5

　　　　注: ①c= 3×10- 6 mo lõL - 1

3　结果与分析

311　标准物质洗脱体积的测定

分别用质量浓度为 210 m gõmL - 1的蓝色葡聚糖凝胶 (m = 2×106 u) , 细胞色素 C (m =

12 327 u) , VB 12 (m = 1 350 u) , Y Y L (m = 458 u) 溶液各 110 mL 上 Sephadex G 25 层析柱,

洗脱。根据颜色和吸光值判断, 上述标准物质的洗脱体积分别为 3510, 3510, 6010 和 9510 mL。

蓝色葡聚糖凝胶和细胞色素C 的分子质量虽然相差很远, 但试验测得的洗脱体积均为

3510 mL。因为试验所用的 Sephadex G 25 的分子质量测定范围为 100～ 5 000 u, 说明在洗脱

体积 3510 mL 之前洗脱出的物质其分子质量大于 5 000 u。同理, 洗脱体积 6010 和 9510 mL 所

对应的标准物质的分子质量 1 350 和 458 u 可做为划分物质分子质量分布的另外 2 个分界线。

312　蛋白质的水解度与分子质量分布

由图 1 中的色谱峰, 结合曲线与坐标轴围成的区域面积进行分析, 可以判断大豆多肽分子

质量分布的大致范围。

由图 1 (a) 可以看出, 当水解度大约为 10◊ 时, 曲线与坐标轴围成的面积绝大部分分布在

洗脱体积 35 mL 之后, 说明大多肽混合物分子质量基本上已经在 5 000 u 以下。由 (c)可见, 当

水解度大约为 20◊ 时, 原先在洗脱体积为 55 mL 处的色谱峰后移, 在 60 mL 之后出现了较为

突出的 2 个色谱峰, 说明分子质量在 1 350 u 以下的大豆多肽已经占多数。

(a)反应时间 5m in, D H 为 1011◊ (b)反应时间 10m in, D H 为 1514◊

随着水解度的增加, 大豆多肽分子质量逐渐变小, 从图 1 (a)～ (f) 可以看出色谱峰逐渐向

后移动, 当水解度达到约 25◊ 时, 在洗脱体积 60～ 95 mL 之间的峰面积占了较大部分, 说明分

子质量在 458～ 1 350 u 之间的大豆多肽占总的多肽数量的比例较大。根据理论计算, 当水解度

为 25◊ 时, 大豆多肽的平均肽链长为 4, 分子质量大部分应分布在 500～ 1 000 u 之间。试验结

果与理论计算基本一致, 即水解液的分子质量符合试验的预定要求。
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(c)反应时间 20m in, D H 为 1915◊ (d)反应时间 30m in, D H 为 2116◊

(e)反应时间 60m in, D H 为 2317◊ (f)反应时间 180m in, D H 为 2419◊

图 1　不同反应时间测得的大豆多肽混合溶液分子质量分布范围

313　苦味评定

将反应时间 180 m in, 水解度为 2419◊ 的大豆蛋白水解液 1010 mL , 上 Sephadex G 25 层

图 2　分段收集大豆蛋白水解液

苦味值与洗脱体积的关系

析柱, 用 0105 mo lõL - 1乙酸溶液洗脱, 流速 016

mLõm in - 1, 用部分收集器按 3 mLõ管- 1收集, 每 3

管合并为 1 管, 调 pH 为 710, 每管浓缩至 2 mL 后

用感官评定法测定其苦味值, 结果见图 2。

可以看出, 当洗脱体积为 35 mL , 即分子质量

为 5 000～ 6 000 u 时水解液开始出现苦味。根据

K. H. N ey 的Q 规则[6 ] , 分子质量大于 6 000u 的

多肽分子, 疏水性基团被包埋在分子的内部, 不能

与味蕾接触, 因而苦味不能被感觉。洗脱体积为 60

～ 85 mL , 即分子质量为 500～ 1 000 u时, 大豆多

肽苦味最强。随着洗脱体积增加, 分子质量继续减小, 苦味也逐渐减弱。当洗脱体积为 100mL

左右时, 苦味完全消失, 其原因是这一段对应的组分基本上是单个氨基酸, 所以尝不出苦味。

314　HPLC 测定结果

将反应时间 180 m in, 水解度为 2419◊ 的大豆蛋白水解液, 用H PL C 进行分析测定, 结果

见图 3。

对图 3 中较为突出的 6 个色谱峰的峰面积进行积分计算, 依次为 610, 4915, 6115, 3911,

4417 和 3119。由此通过标准物质的标识可以大致计算出分子质量在 1 350～ 12 327 u 之间的
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t1 为细胞色素 C (m = 12 327 u) 的洗脱时

间, t2 为VB 12 (m = 1 350 u) 的洗脱时间, t3

为 Y Y L (m = 458 u)的洗脱时间。

图 3　反应时间 180m in 的大豆蛋白

水解液的高压液相色谱图

大豆多肽占总多肽的比率为 710◊ ; 分子质量在 458～ 1 350 u 之间的比率为 7017◊ ; 分子质量

小于 458 u 的比率为 2213◊ 。这说明, 水解度为 2419◊ 的大豆蛋白水解液中大豆多肽混合物

的分子质量全部在 10 000 u 以下, 其中绝大多数在 500～ 1 000 u 之间, 这与 Sephadex G 25 柱

层析的试验结果基本一致。

4　结　论

1)随着大豆蛋白水解度的增加, 大豆多肽混合物的分子质量变小。当水解度约为 25◊ 时,

大豆多肽混合物分子质量绝大多数在 500～ 1 000 u 之间, 与理论计算相符。

2)分子质量大于 5 000u 的大豆多肽没有苦味, 分子质量在 500～ 1 000 u 的大豆多肽苦味

最强。随着分子质量继续减小, 苦味逐渐减弱。
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