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酶解蚕豆蛋白制备多肽的工艺优化及多肽酒的发酵
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摘　要　以蚕豆蛋白为原料，采用碱性蛋白酶酶解、酒精发酵制备蚕豆多肽酒，对其加工工艺进行了研究。结果表

明：１）蚕豆蛋白酶解的优化工艺为：蚕豆蛋白质量浓度３２ｇ／Ｌ，水解温度４３．２℃，酶用量９８２１．１２Ｕ／ｇ，ｐＨ９．５，在

此条件下酶解２ｈ，蚕豆蛋白的水解度达到１９．６４％；２）以蚕豆酶解液为原料制备多肽酒的发酵工艺为：加糖量２００

ｇ／Ｌ，酵母接种量０．２２％，发酵温度２８℃，发酵时间６ｄ，在此条件下制得的蚕豆多肽酒的酒精体积分数为９．６％；

发酵结束后添加柠檬酸１．５ｇ／Ｌ，白砂糖７０ｇ／Ｌ，环糊精６ｇ／Ｌ时，产品风味较好，显著降低了产品的苦味。
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　　蚕豆，别名胡豆、南豆、罗汉豆，是一种蛋白质含

量丰富的豆科植物。蚕豆产量在全世界食用豆类中

位居第六，在我国是除大豆和花生之外种植面积和

产量最多的食用豆类作物［１］。蚕豆中的蛋白质质量

分数达２５％～３５％，蚕豆蛋白的氨基酸组成接近人

体和动物所需要的理想比例，其中赖氨酸质量分数

比谷类高出３倍，蚕豆被誉为植物蛋白质的新来

源［２３］。目前蚕豆在我国主要用作蔬菜和饲料，食品

加工业主要利用蚕豆生产粉丝，而作为重要营养成

分的蛋白质未被合理利用。

蛋白质在酶解过程中可获得许多功能性多肽，

这些多肽具有抗高血压、降胆固醇、抗氧化、改善元



　第２期 杨希娟等：酶解蚕豆蛋白制备多肽的工艺优化及多肽酒的发酵

素吸收、矿物质运输、促进生长等功能，在食品工业

中具有广泛的应用前景［４］。其中将多肽进行发酵加

工制作多肽饮料及多肽酒是多肽重要的应用途径。

目前关于乳清多肽饮料［５］和大豆多肽饮料［６］的研究

较多。此外还有关于甲鱼生物饮料［７］、鲤鱼酶解发

酵饮料［８］、甜玉米功能饮料［９］、蛋清蛋白多肽营养饮

料［１０］、牛乳多肽复合果汁乳酒［１１］的研究。利用蚕豆

蛋白为原料制备蚕豆多肽酒的研究未见报道。本研

究拟利用蛋白酶酶解蚕豆蛋白制备多肽酒，并研究

多肽酒的发酵工艺及风味调配，以期为蚕豆蛋白的

综合利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂及仪器

蚕豆，青海省农林科学院提供；葡萄酒用高活性

干酵母，湖北安琪酵母股份有限公司；碱性蛋白酶，

北京奥博星生物技术有限责任公司，活性≥２０００００

Ｕ／ｇ，生化试剂；偏重亚硫酸钾（二氧化硫质量分数

为５０％）、氢氧化钠、盐酸、环糊精等均为国产分析

纯；蔗糖、柠檬酸为市售食品级。

Ｓ２６３凯氏定氮仪，瑞典ＦＯＳＳ；ＳＰ１５００型实

验型喷雾干燥机，上海顺仪实验有限公司；ＴＧＬ

２０Ｍ高速台式冷冻离心机，湘仪离心机仪器有限公

司；雷磁ＰＨＳ２５型ｐＨ 计，上海雷磁仪器厂；电子

恒温不锈钢水浴锅，上海光地仪器设备有限公司；电

子天平，梅特勒托利多仪器（上海）有限公司；ＦＷ

８０高速万能粉碎机，北京德威特仪器有限公司；

ＤＨＰ９２７２电热恒温培养箱，苏州江东精密仪器有

限公司；ＵＶ１８０１紫外可见分光光度计，北京北分

瑞丽分析仪器（集团）公司。

１．２　试验方法

１．２．１　蚕豆蛋白制备工艺流程
［１２］

蚕豆→脱皮→粉碎（过８０目筛）→调ｐＨ 至碱

性→加热搅拌１ｈ→４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ→过

滤→滤液调ｐＨ 酸性并搅拌→４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０

ｍｉｎ→沉淀层水洗至中性→喷雾干燥。

１．２．２　蚕豆多肽酒的制备
［１３］

１）工艺流程。

蚕豆蛋白→酶解→灭酶→离心→酶解液→调配

→接种活化酵母→发酵→终止发酵→离心或抽滤→

配制→过滤→装瓶→灭菌→冷却后封口保存。

２）操作要点。

酶解：将蚕豆蛋白加水配成质量浓度３２ｇ／Ｌ的

溶液，然后调节ｐＨ至９．０，加入１００００Ｕ／ｇ碱性蛋

白酶，４５℃进行酶解２ｈ，在酶解过程中保持酶解液

温度恒定，并用０．１ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠维持ｐＨ不变。

灭酶、离心：酶解完成后加热煮沸５ｍｉｎ灭酶，

３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，得到酶解上清液。

调配：酶解液先加入ＳＯ２１００ｍｇ／Ｌ，再加入占

酶解液体积２２０ｇ／Ｌ的蔗糖，搅拌溶解，于３７℃的

水浴中预热。

活化酵母：将安琪葡萄酒用活性干酵母加入蚕

豆多肽液中，在３５～４０℃的培养箱里培养０．５ｈ。

发酵：将活化后的酵母接种到发酵液中发酵，在

一定的温度下发酵一定时间，至可溶性固形物不再

下降停止发酵，发酵结束后酒精体积分数达到９％

左右。

灭菌：在７０℃条件下灭菌１５ｍｉｎ，冷却至室温

后封口保存。

１．２．３　蚕豆蛋白酶解优化试验

以影响蚕豆蛋白水解度的蚕豆蛋白溶液质量浓

度、温度、酶用量及ｐＨ 为４个试验因子，以蚕豆蛋

白的水解度（ＤＨ）为目标进行中心组合试验设计

（表１）。通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．５软件对试验数据

进行回归分析，用以确定蚕豆蛋白酶解的最佳工艺

条件。

表１　蚕豆蛋白酶解中心组合设计因素与水平

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｅｓｉｇｎｆｒｏｍｂｒｏａｄｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

水平编码犣ｊ

Ｃｏｄｅｌｅｖｅｌ

犡１，蚕豆蛋白质量浓度／（ｇ／Ｌ）

Ｂｒｏａｄｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

犡２，酶解温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

犡３，酶用量／（Ｕ／ｇ）

Ｄｏｓａｇｅｏｆｅｎｚｙｍｅ
犡４，ｐＨ

＋２ ５０ ５１ １４０００ １０．０

＋１ ４０ ４８ １２０００ ９．５

０ ３０ ４５ １００００ ９．０

－１ ２０ ４２ ８０００ ８．５

－２ １０ ３９ ６０００ ８．０

变化幅度Δ犼　Ｒａｎｇｅｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ １０　　　 ３ ２０００ ０．５

９５１
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１．２．４　蚕豆多肽酒发酵条件优化

在单因素的基础上，以加糖量、酵母接种量、发

酵温度为因素，以酒精含量为指标，采用四因素三水

平Ｌ９（３
４）的正交试验（表２）进行优化选择。

表２　蚕豆多肽酒发酵正交试验设计

Ｔａｂｌｅ２　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｏｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｂｒｏａｄｂｅａｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｗｉｎｅ

水平编码

Ｃｏｄｅｌｅｖｅｌ

因素Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ，糖添加量／（ｇ／Ｌ）

Ｓｕｇａｒａｄｄｉｔｉｏｎ

Ｂ，酵母接种量／％

Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｆｙｅａｓｔ

Ｃ，发酵温度／℃

Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

１ ２００ ０．１８ ２２

２ ２２０ ０．２０ ２５

３ ２４０ ０．２２ ２８

１．２．５　蚕豆多肽酒风味调配

根据感官评定标准，选择柠檬酸添加量、加糖

量、环糊精添加量为主要因素，进行Ｌ９（３
４）的正交

优化试验（表３），以感官评定为指标，组织２０名

人员根据感官评分标准（表４）对产品进行感官综合

评定。

表３　蚕豆多肽酒风味调配正交试验设计

Ｔａｂｌｅ３　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｏｎａｄｄｉｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｓｏｆａｄｊｕｎｃｔｓｆｏｒｂｒｏａｄｂｅａｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｗｉｎｅ

水平编码

Ｃｏｄｅｌｅｖｅｌ

因素Ｆａｃｔｏｒｓ

Ｅ，柠檬酸添加量／（ｇ／Ｌ）

Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄａｄｄｉｔｉｏｎ

Ｆ，糖添加量／（ｇ／Ｌ）

Ｓｕｇａｒａｄｄｉｔｉｏｎ

Ｇ，环糊精添加量／（ｇ／Ｌ）

βＣＤａｄｄｉｔｉｏｎ

１ １．０ ３０ ６

２ １．５ ５０ ８

３ ２．０ ７０ １０

表４　蚕豆多肽酒感官评分标准

Ｔａｂｌｅ４　Ｓｅｎｓｏｒｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓｔａｎｄａｒｄｓｆｏｒｂｒｏａｄｂｅａｎｐｅｐｔｉｄｅｓｗｉｎｅ

项目Ｉｔｅｍ 评分标准及分值 Ｇｒａｄｉｎｇｓｔａｎｄａｒｄａｎｄｓｃｏｒｅ

色泽Ｃｏｌｏｒ 淡黄色，透光度好，有光

泽（１５～２０分）

Ｐａｌｅｙｅｌｌｏｗ，

ｔｒａｎｓｍｉｔｔａｎｃｅａｎｄｓｈｉｎｙ

（１５～２０ｓｃｏｒｅ）

浅黄色，无光泽（１０～

１５分）

Ｐａｌｅｙｅｌｌｏｗ，ｔａｒｎｉｓｈ

（１０～１５ｓｃｏｒｅ）

微黄色，透光度差

（５～１０分）

Ｓｌｉｇｈｔｌｙｙｅｌｌｏｗ，

ｐｏｏｒｔｒａｎｓｍｉｔｔａｎｃｙ

（５～１０ｓｃｏｒｅ）

灰白色（１～５分）

Ｏｆｆｗｈｉｔｅ（１～５ｓｃｏｒｅ）

状态Ｓｔａｔｅ 均匀，无沉淀（１５～２０分）

Ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ，ｎｏ

ｓｅｄｉｍｅｎｔ（１５～２０ｓｃｏｒｅ）

略浑浊（１０～１５分）

Ｓｌｉｇｈｔｌｙｔｕｒｂｉｄｉｔｙ

（１０～１５ｓｃｏｒｅ）

有少许沉淀（５～１０分）

Ｔｒｉｆｌｅｓｅｄｉｍｅｎｔ

（５～１０ｓｃｏｒｅ）

有沉淀（１～５分）

Ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ（１～５ｓｃｏｒｅ）

口感 Ｔａｓｔｅ 口味纯正，醇厚，无涩味

和苦味（２３～３０分）

Ｐｕｒｅｔａｓｔｅａｎｄｎｏ

ａｓｔｒｉｎｇｅｎｃｙａｎｄｂｉｔｔｅｒ

（２３～３０ｓｃｏｒｅ）

口味纯正，苦味和涩味

较淡（１５～２２分）

Ｐｕｒｅｔａｓｔｅａｎｄｌｉｇｈｔ

ａｓｔｒｉｎｇｅｎｃｙａｎｄｂｉｔｔｅｒ

（１５～２２ｓｃｏｒｅ）

口味较纯正，涩味或苦

味较重（８～１４分）

Ｆｉｎｅｔａｓｔｅａｎｄｈｅａｖｙ

ａｓｔｒｉｎｇｅｎｃｙａｎｄｂｉｔｔｅｒ

（８～１４ｓｃｏｒｅ）

口味不纯正，涩味或苦

味很重（１～７分）

Ｂａｄｔａｓｔｅａｎｄｖｅｒｙｈｅａｖｙ

ａｓｔｒｉｎｇｅｎｃｙａｎｄｂｉｔｔｅｒ

（１～７ｓｃｏｒｅ）

滋味和气味

Ｆｌａｖｏｒ

清香宜人，具有天然的

发酵醇香（２３～３０分）

Ｐｌｅａｓａｎｔｓｃｅｎｔａｎｄ

ｎａｔｕｒａｌｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ａｒｏｍａ（２３～３０ｓｃｏｒｅ）

香味较淡，有发酵香

（１５～２２分）

Ｌｉｇｈｔｓｃｅｎｔａｎｄ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎａｒｏｍａ

（１５～２２ｓｃｏｒｅ）

无香味，无发酵香

（８～１４分）

Ｎｏｓｃｅｎｔａｎｄ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎａｒｏｍａ

（８～１４ｓｃｏｒｅ）

有杂味（１～７分）

Ｏｆｆｆｌａｖｏｒ（１～７ｓｃｏｒｅ）
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１．３　测定指标与方法

酒精度的测定：采用酒精计法［１４］。

水解度的测定［１５］：水解度ＤＨ／％ ＝（犖１／犖２）×

１００。式中 犖１ 为水解后生成的ＮＨ２ 基的量，ｇ／１００

ｍＬ；犖２ 为样品总氮含量，ｇ／１００ｍＬ。水解后生成

的ＮＨ２ 基的量由氨基氮的测定法即双指示剂甲醛滴

定法测得，样品总含氮量由微量凯氏定氮法测定。

２　结果与分析

２．１　蚕豆蛋白酶解试验结果分析

２．１．１　回归模型的建立及显著性检验

采用四因素中心组合试验设计对蚕豆蛋白酶解

的工艺进行优化，试验方案及结果见表５。以蚕豆蛋

白的水解度为响应面，蚕豆蛋白质量浓度（犡１），酶解温

表５　中心组合设计试验结果

Ｔａｂｌｅ５　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｅｓｉｇｎ

试验号

Ｔｅｓｔｎｕｍｂｅｒ

犡１，蚕豆蛋白质量浓度

Ｂｒｏａｄｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

犡２，酶解温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

犡３，酶用量

Ｄｏｓａｇｅｏｆ

ｅｎｚｙｍｅ

犡４，ｐＨ

水解度／％　Ｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

实际值

Ａｃｔｕａｌｖａｌｕｅ

预测值

Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅ

１ －１ －１ －１ －１ １０．０６ ９．８０

２ １ －１ －１ －１ ８．２４ ７．８２

３ －１ １ －１ －１ １１．３５ １１．７３

４ １ １ －１ －１ ９．０９ ９．２１

５ －１ －１ １ －１ １１．４４ １１．８７

６ １ －１ １ －１ ６．０２ ５．６１

７ －１ １ １ －１ １２．９５ １３．４０

８ １ １ １ －１ ６．１９ ６．６０

９ －１ －１ －１ １ １３．４５ １３．５５

１０ １ －１ －１ １ １７．５５ １７．０２

１１ －１ １ －１ １ ６．２６ ６．５８

１２ １ １ －１ １ ９．４２ ９．５１

１３ －１ －１ １ １ １５．５８ １５．３７

１４ １ －１ １ １ １４．４３ １４．５６

１５ －１ １ １ １ ７．０６ ８．００

１６ １ １ １ １ ６．４７ ６．６５

１７ －２ ０ ０ ０ １４．１２ １３．２６

１８ ２ ０ ０ ０ ９．５０ ９．９３

１９ ０ －２ ０ ０ ８．６６ ９．４６

２０ ０ ２ ０ ０ ４．７１ ３．４８

２１ ０ ０ －２ ０ ９．５３ ９．８５

２２ ０ ０ ２ ０ ９．８０ ９．０６

２３ ０ ０ ０ －２ １２．５３ １２．３９

２４ ０ ０ ０ ２ １６．４８ １６．１９

２５ ０ ０ ０ ０ １９．０３ １８．６９

２６ ０ ０ ０ ０ １８．４８ １８．６９

２７ ０ ０ ０ ０ １８．４８ １８．６９

２８ ０ ０ ０ ０ １８．４８ １８．６９

２９ ０ ０ ０ ０ １８．１８ １８．６９

３０ ０ ０ ０ ０ １９．５８ １８．６９

３１ ０ ０ ０ ０ １８．４８ １８．６９
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度（犡２），酶用量（犡３），ｐＨ（犡４）为自变量，采用

Ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ８．０．５软件对表４中的数据进行二次

多元回归拟合，得到碱性蛋白酶酶解蚕豆蛋白的数

学模型（已剔除不显著项）为

犢＝１８．６９－０．８３犡１－１．４９犡２＋０．９５犡４－

１．７７犡２１－３．０５犡
２
２－２．３１犡

２
３－１．１０犡

２
４－

１．０７犡１犡３＋１．３６犡１犡４－２．２３犡２犡４

式中：犢 为酶解蚕豆蛋白水解度，％。回归方程经方

差分析后进行显著性及拟合度检验，由表６可知，回

归方程犘＝０．０００１＜０．０１，达到极显著水平，失拟

项检验犘＝０．１３９４＞０．０１，复相关系数犚
２＝０．９８８

１，Ｓ／Ｎ（信噪比）为３１．１８７远大于４，表明该数学模

型中４个因素对酶解蚕豆蛋白水解度的影响达９８．

８１％，而其他因素的影响和误差占１．１９％，即只有

１．１９％ 的变异不能由该模型解释，预测值和实测值

有高度的相关性。该回归方程可较好地描述各因素

与响应值之间的真实关系，可利用该回归方程确定

最佳酶解工艺条件。

各个因素与蚕豆蛋白水解度的显著性分析结果

（表６）表明，蚕豆蛋白质量浓度（犡１）、酶解温度

（犡２）、ｐＨ（犡４）对水解度的影响达到极显著水平，即

蚕豆蛋白质量浓度、酶解温度和ｐＨ 对水解度有极

显著的影响；四个因素的二次项均极显著，表明四个

因素对蚕豆蛋白水解度的影响不是简单的线性关

系，存在明显的二次关系；蚕豆蛋白质量浓度（犡１）

与加酶量（犡３），底物浓度（犡１）与ｐＨ（犡４）、酶解温

度（犡２）与ｐＨ（犡４）的交互项回归系数极显著，即表

明它们之间存在明显的交互作用。

表６　回归模型的方差分析表

Ｔａｂｌｅ６　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

变异来源

Ｓｏｕｒｃｅｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ

平方和

Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ

自由度

Ｄｅｇｒｅｅｏｆｆｒｅｅｄｏｍ

均方

Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ

犉值

犉ｖａｌｕｅ

犘值

犘ｖａｌｕｅ

显著性

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

犡１ １６．６３ １ １６．６３ ３３．８６ 　０．００１０ 

犡２ ５３．６４ １ ５３．６４ １０９．２０ ＜０．０００１ 

犡３ ０．９４ １ ０．９４ １．９１ ０．１８６４

犡４ ２１．６２ １ ２１．６２ ４４．０２ ＜０．０００１ 

犡１犡２ ０．２９ １ ０．２９ ０．５９ ０．４４５２

犡１犡３ １８．２８ １ １８．２８ ３７．２１ ＜０．０００１ 

犡１犡４ ２９．６５ １ ２９．６５ ６０．３６ ＜０．０００１ 

犡２犡３ ０．１６ １ ０．１６ ０．３３ ０．５７１４

犡２犡４ ７９．３０ １ ７３．３０ １６１．４４ ＜０．０００１ 

犡３犡４ ０．０６ １ ０．０６ ０．１３ ０．７２６０

犡１
２ ８９．８３ １ ８９．８３ １８２．８８ ＜０．０００１ 

犡２
２ ２６６．６５ １ ２６６．６５ ５４２．８５ ＜０．０００１ 

犡３
２ １５２．４１ １ １５２．４１ ３１０．２８ ＜０．０００１ 

犡４
２ ３４．５２ １ ３４．５２ ７０．２７ ＜０．０００１ 

回归模型 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ ６５３．７４ １４ ４６．７０ ９５．０６ ＜０．０００１ 

剩余 Ｒｅｓｉｄｕａｌ ７．８６ １６ ０．４９

失拟误差Ｌａｃｋｏｆｆｉｔ ６．３３ １０ ０．６３ ２．４８ ０．１９８９
不显著

Ｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

纯误差Ｐｕｒｅｅｒｒｏｒ １．５３ ６６ ０．２６

总和Ｃｏｒｔｏｔａｌ ６６１．６０ ３０

　　注：表示差异显著，犘＜０．０５；表示极显著，犘＜０．０１。Ｎｏｔｅ：Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔ５％ｌｅｖｅｌ；Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔ１％ｌｅｖｅｌ．
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２．１．２　主效应分析

由于设计中各因素均经无量纲线性编码处理，且

各一次项回归系数之间，各一次项回归系数与交互

项、平方项的回归系数都不相关，用回归系数的绝对

值大小可直接比较各因素一次项对酶解蚕豆蛋白水

解度的影响。影响蚕豆蛋白水解度的因素顺序依次

为酶解温度＞ｐＨ值＞蚕豆蛋白质量浓度＞酶用量。

２．１．３　交互作用分析

为观察因素交互作用的影响，固定任意２个因

素在０水平，研究另２个因素的交互效应。犡１犡３

（蚕豆蛋白质量浓度与酶用量）、犡１犡４（蚕豆蛋白质

量浓度与ｐＨ）、犡２犡４（酶解温度与ｐＨ）存在明显的

交互作用（表６），其响应面与等高线图见图１、图２

和图３。

图１　蚕豆蛋白质量浓度与酶用量交互作用对蚕豆蛋白水解度影响的响应面图与等高线图

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｍａｐｆｏｒｔｈｅａｌｔｅｒｎａｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｒｏａｄｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（犡１）ａｎｄｄｏｓａｇｅｏｆｅｎｚｙｍｅ（犡３）ｏｎＤＨ（犢）

图２　蚕豆蛋白质量浓度与狆犎交互作用对蚕豆蛋白水解度影响的响应面图与等高线图

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｍａｐｆｏｒｔｈｅａｌｔｅｒｎａｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｒｏａｄｂｅａｎ

ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（犡１）ａｎｄｐＨ（犡４）ｏｎＤＨ（犢）
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图３　酶解温度与狆犎交互作用对蚕豆蛋白水解度影响的响应面图与等高线图

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｍａｐｆｏｒｔｈｅａｌｔｅｒｎａｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（犡２）ａｎｄｐＨ（犡４）ｏｎＤＨ（犢）

　　由图１可以看出，在一定的蚕豆蛋白质量浓度

条件下，蚕豆蛋白的水解度随着酶用量的增加呈先

增后减的趋势，存在极值。这是因为在底物充足，其

他条件适宜且一定的条件下，酶解反应的速度与酶

的浓度成正比，但当酶与底物结合达到饱和时，增加

酶的用量对水解度没有任何贡献，甚至产生非竞争

性抑制作用，降低酶解反应速度［１６］。当酶用量一定

时，水解度随着蚕豆蛋白质量浓度的增加也呈先增

后减的趋势，这是因为在酶活性中心被底物饱和之

前，水解度随蚕豆蛋白质量浓度增大而增大，但蚕豆

蛋白质量浓度过大，会导致底物分散不均匀，过多底

物分子竞争酶的活性中心，影响酶的催化效率及产

物分子的扩散，导致水解度降低。当蚕豆蛋白质量

浓度在２５～３０ｇ／Ｌ时，酶用量在９６００～１０４００Ｕ／

ｇ时，蚕豆蛋白的水解度最高。

由图２可知，蚕豆蛋白质量浓度和ｐＨ 对蚕豆

蛋白水解度的影响存在极显著的交互作用。在一定

的酶用量和酶解温度条件下，随着蚕豆蛋白质量浓

度和ｐＨ的增加，蚕豆蛋白的水解度均呈先增后减

的趋势。过高的ｐＨ 致使碱性蛋白酶的活性降低，

酶解的速度减小，水解度相应有所下降［１６１７］。蚕豆

蛋白质量浓度为３０ｇ／Ｌ左右，ｐＨ９．１～９．３时，蚕

豆蛋白的水解度最高。

由图３可以看出，随着温度的增加，水解度呈现

先增后减的趋势，存在极值，说明温度并不是越高越

好。过高的温度致使碱性蛋白酶的活性降低，酶解

的速度减小，水解度相应有所下降［１６１７］，随着ｐＨ的

增加，水解度呈现不断增加的趋势，ｐＨ达到９．１以

后，蚕豆蛋白水解度增加趋势趋于平缓。在酶解温

度约４３～４５℃，ｐＨ９．３～９．５时，蚕豆蛋白的水解

度最高。

２．１．４　蚕豆蛋白酶解的优化工艺验证

在试验结果分析及模型拟合的基础上，利用

Ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ８．０．５软件进一步优化试验参数，即

为获得最大水解度情况下，优化得到碱性蛋白酶酶

解蚕豆蛋白的适宜工艺参数为 犡１＝０．１２、犡２＝

－０．６１、犡３＝－０．０８９、犡４＝１．００，犢＝１９．７４１１％，

即当蚕豆蛋白质量浓度为３２ｇ／Ｌ，水解温度为４３．２

℃，酶用量为９８２１．１２Ｕ／ｇ，ｐＨ为９．５的条件下酶

解２ｈ，蚕豆蛋白的水解度理论最大值为１９．７４１１％。

在优化的工艺参数条件下酶解蚕豆蛋白，实际测得

蚕豆蛋白水解度为１９．６４％，与预测值基本符合。

２．２　蚕豆多肽酒发酵的正交试验结果

由表７可知，各因素对多肽酒发酵酒精度的影

响顺序为 Ｃ＞Ｂ＞Ａ。极差分析的最优组合为

Ａ１Ｂ３Ｃ３，即加糖量２００ｇ／Ｌ，酵母接种量０．２２％，发

酵温度２８℃，发酵时间６ｄ，在此条件下制得的蚕豆

多肽酒的酒精体积分数为９．６％，酒体呈棕黄色，

口感醇正、鲜爽、无涩味、略有苦味，具有发酵酒

的醇香。
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表７　蚕豆多肽酒正交试验结果与分析

Ｔａｂｅｌ７　Ｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｒａｎｇｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｏｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｂｒｏａｄｂｅａｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｗｉｎｅ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

因素Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ，糖添加量／（ｇ／Ｌ）

Ｓｕｇａｒａｄｄｉｔｉｏｎ

Ｂ，酵母接种量／％

Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎａｍｏｕｎｔ

ｏｆｙｅａｓｔ

Ｃ，发酵温度／℃

Ｆｅｒｍｅｎｔｉｏｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｄ，空列

Ｅｍｐｔｙ

ｃｏｌｕｍｎ

酒精体积分数／％

Ａｌｃｏｈｏｌ

ｃｏｎｔｅｎｔ

１ １（２００） １（０．１８） １（２２） １ ５．８

２ １ ２（０．２０） ２（２５） ２ ８．４

３ １ ３（０．２２） ３（２８） ３ ９．２

４ ２（２２０） １ ２ ３ ７．０

５ ２ ２ ３ １ ７．３

６ ２ ３ １ ２ ６．３

７ ３（２４０） １ ３ ２ ６．８

８ ３ ２ １ ３ ７．１

９ ３ ３ ２ １ ７．６

均值１Ｍｅａｎ１ ７．８０００ ６．５３３３ ６．４０００ ６．９０００ —

均值２Ｍｅａｎ２ ６．８６６７ ７．６０００ ７．６６６７ ７．１６６７ —

均值３Ｍｅａｎ３ ７．１６６７ ７．７０００ ７．７６６７ ７．７６６７ —

极差 Ｒａｎｇｅ　 ０．９３３３ １．１６６７ １．３６６７ ０．８６６７ —

　　注：括号外数值为编码值，括号内为实际值。Ｎｏｔｅ：ｖａｌｕｅｏｆｂｒａｃｋｅｔｅｘｔｅｒｎａｌｉｓｃｏｄｉｎｇｖａｌｕｅ，ｖａｌｕｅｏｆｂｒａｃｋｅｔｉｎｔｅｒｎａｌｉｓａｃｔｕａｌｖａｌｕｅ．

２．３　蚕豆多肽酒风味调配正交试验结果

从正交试验结果（表８）可知：各因素对多肽酒

风味影响的顺序为Ｆ＞Ｇ＞Ｅ，即加糖量是影响其风

味的主要因素，白糖可以减少苦味的产生；其次是环

糊精添加量，环糊精有包埋作用，可以减少多肽酒的

苦味；最后是柠檬酸添加量。最优组合为Ｅ２Ｆ３Ｇ１，

即柠檬酸添加量为１．５ｇ／Ｌ，加糖量７０ｇ／Ｌ，环糊

精添加量为６ｇ／Ｌ时，产品风味较好，显著降低了产

表８　蚕豆多肽酒风味调配正交试验结果与分析

Ｔａｂｅｌ８　Ｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｒａｎｇｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｏｎａｄｄｉｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｓｏｆａｄｊｕｎｃｔｓｆｏｒｂｒｏａｄｂｅａｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｗｉｎｅ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

因素Ｆａｃｔｏｒｓ

Ｅ，柠檬酸添加量／（ｇ／Ｌ）

Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄａｄｄｉｔｉｏｎ

Ｆ，糖添加量／（ｇ／Ｌ）

Ｓｕｇａｒａｄｄｉｔｉｏｎ

Ｇ，环糊精添加量／（ｇ／Ｌ）

βＣＤａｄｄｉｔｉｏｎ

Ｈ（空列）

Ｅｍｐｔｙｃｏｌｕｍｎ

感官评价／分

Ｓｅｎｓｅｓｃｏｒｅｓ

１ １（１．０） １（３０） １（６） １ ５８

２ １ ２（５０） ２（８） ２ ６０

３ １ ３（７０） ３（１０） ３ ７０

４ ２（１．５） １ ２ ３ ５６

５ ２ ２ ３ １ ６６

６ ２ ３ １ ２ ７２

７ ３（２．０） １ ３ ２ ５４

８ ３ ２ １ ３ ６４

９ ３ ３ ２ １ ６８

均值１Ｍｅａｎ１ ６２．６６６７ ５６．００００ ６４．６６６７ ６４．００００ —

均值２Ｍｅａｎ２ ６４．６６６７ ６３．３３３３ ６１．３３３３ ６２．００００ —

均值３Ｍｅａｎ３ ６２．００００ ７０．００００ ６３．３３３３ ６３．３３３３ —

极差 Ｒａｎｇｅ　 ２．６６６７ １４．００００ ３．３３３３ ２．００００ —

　　注：括号外数值为编码值，括号内为实际值。Ｎｏｔｅ：ｖａｌｕｅｏｆｂｒａｃｋｅｔｅｘｔｅｒｎａｌｉｓｃｏｄｉｎｇｖａｌｕｅ，ｖａｌｕｅｏｆｂｒａｃｋｅｔｉｎｔｅｒｎａｌｉｓａｃｔｕａｌｖａｌｕｅ．
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品的苦味。

３　结　论

采用碱性蛋白酶酶解蚕豆蛋白，在蚕豆蛋白质

量浓度３２ｇ／Ｌ，水解温度４３．２℃，酶用量９８２１．１２

Ｕ／ｇ，ｐＨ９．５的条件下酶解２ｈ，蚕豆蛋白的水解度

达到１９．６４％。

采用葡萄酒用活性干酵母发酵蚕豆多肽酒，加

糖量２００ｇ／Ｌ，酵母接种量０．２２％，发酵温度２８℃，

发酵时间６ｄ，在此条件下制得的蚕豆多肽酒的酒精

体积分数为９．６％，酒体呈透明的棕黄色，口感醇

正、鲜爽、略有苦味，具有发酵酒的醇香。为了降低

蚕豆多肽酒发酵结束后的苦味，利用环糊精的包埋

作用和白糖及柠檬酸的掩盖作用，当柠檬酸添加量

为１．５ｇ／Ｌ，加糖量７０ｇ／Ｌ，环糊精添加量为６ｇ／Ｌ

时，产品风味较好，产品的苦味较低。
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［１７］ＰｅｄｒｏｃｈｅＰ，ＹｕｓｔＭ Ｍ，ＭｅｇíａｓＣ，ｅｔａｌ．Ｕｔｉｌｉｓａｔｉｏｎｏｆｒａｐｅｓｅｅｄ
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