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摘　要：采用模糊数学综合评判法�分析比较了β－环糊精包埋脱苦和枯草杆菌氨肽酶水解脱苦等对黑豆多肽苦味值
的影响�确定最佳脱苦工艺条件。结果表明�枯草杆菌氨肽酶的脱苦效果优于β－环糊精�枯草杆菌氨肽酶脱苦的最佳
工艺条件为：加酶量1500ＬＡＰＵ、ｐＨ8∙5、温度50℃、时间4ｈ。
关键词：黑豆多肽�脱苦�模糊综合评价�枯草杆菌氨肽酶
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　　黑豆 （ｂｌａｃｋｓｏｙｂｅａｎ）是黑色种皮的大豆�别名乌
豆�是豆科 （Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ）大豆属植物大豆 ［Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ（Ｌ∙）Ｍｅｒｒ］的种子�其营养和药用价值极高。近
年来�关于植物蛋白源活性肽的研究日趋深入�本课
题组对山西腰型小黑豆蛋白和多肽的特性及其功能

进行了一系列研究 ［1－2］�发现小分子黑豆多肽具有明
显的清除自由基能力�对Ｄ－半乳糖诱导小鼠具有抗
衰老、抗氧化作用。由于小黑豆蛋白经酶解后导致
原来处于分子内部的疏水性氨基酸暴露 （如 Ｌｙｓ、
Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｐｒｏ、Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｉｌｅ、Ｔｒｐ）�致使小黑豆多肽呈
现出一定的苦味�这种不良风味使其无法满足口感
和嗜好性的要求�限制了其在功能食品和化妆品领
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域的应用�因此多肽的脱苦技术和苦味评价方法至
关重要 ［3］。鉴此�本文利用模糊数学综合评判法分析
比较了枯草芽孢杆菌氨肽酶酶法脱苦与 β－环糊精
掩盖法的脱苦效果�以期选择小黑豆多肽脱苦的最
佳工艺。目前还没有关于将模糊综合评判法应用于
多肽风味评价分析的报道。
1　材料与方法
1∙1　材料与仪器

小黑豆分离蛋白　蛋白含量96∙58％�实验室自
制 ［2］；碱性蛋白酶　广西庞博生物工程有限公司；霉
菌中性蛋白酶　山西大学生物工程室；枯草芽孢杆
菌氨肽酶　上海伯奥生物科技有限公司；β－环糊精
　西安宏昌药业有限责任公司。

生物反应罐　江苏东方生物工程设备公司；
ＴＤＬ－5高速离心机　上海安亭科学仪器厂；Ｏｒｉｏｎ818
ｐＨ计　美国奥立龙公司。
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1∙2　实验方法
1∙2∙1　小黑豆多肽的制备　将浓度为8％ （ｗ／ｖ）的
黑豆分离蛋白溶液充分混匀�95℃预热15ｍｉｎ后快
速冷却。先加碱性蛋白酶�在50℃�ｐＨ9∙0条件下酶
解4ｈ�然后再加霉菌中性蛋白酶�在50℃�ｐＨ7∙0条
件下继续水解4ｈ�加酶量均为4000ｕ／ｇ。酶解过程中
用1ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ维持ｐＨ恒定。酶解结束后沸水浴
10ｍｉｎ以钝化酶�冷却后调ｐＨ至4∙3�4000ｒ／ｍｉｎ离心
15ｍｉｎ即得小黑豆多肽溶液�备用。
1∙2∙2　氨肽酶活力测定
1∙2∙2∙1　酶活力定义　在40℃、ｐＨ8∙0条件下�每分
钟水解1μｇＬＡＮ所需的酶量定义为一个酶活力单位
（ＬＡＰＵ）。

1∙2∙2∙2　测定方法　以ＬＡＮ（Ｌ－ｌｅｕｃｉｎｅ－4－ｎｉｔｒｏａｎｉｌｉｄｅ）
为底物测定。取氨肽酶样品1ｇ�加10ｍＬ1％的食盐
水�研碎过滤稀释数倍�取 0∙4ｍＬ�加入 6ｍＬｐＨ8∙0
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液中�40℃ 水浴 5ｍｉｎ�加 0∙4ｍＬ
26ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＬＡＮ乙醇溶液 （对照加蒸馏水 ）�准确
反应 10ｍｉｎ�立即放入冰浴中�5ｍｉｎ后于 405ｎｍ
比色 ［4］。
1∙2∙3　β－环糊精包埋脱苦　黑豆多肽溶液分别加入
0∙25％、0∙5％、0∙75％、1∙0％、1∙25％、1∙5％的 β－环糊
精�40℃包埋脱苦30ｍｉｎ。以苦味值为指标�采用模
糊综合评价法评价多肽风味。
1∙2∙4　枯草芽孢杆菌氨肽酶水解脱苦　以氨基态氮
含量和苦味值 （滋味 ）为指标�考察氨肽酶添加量
（500、1000、1500、2000ＬＡＰＵ）、温度 （40、45、50、

55℃ ）、ｐＨ（7∙5、8∙0、8∙5、9∙0）和时间 （1、2、3、4、5、6ｈ）
对黑豆多肽脱苦效果的影响。氨基氮的测定采用甲
醛电位滴定法 ［5］。
1∙3　黑豆多肽苦味的模糊综合评价法

评价小组由10名经过专业培训的人员组成。
1∙3∙1　评定论域的确定　评定论域的确定即被评黑
豆多肽的指标集合。记为 Ｕ�Ｕ＝｛ｕ1�ｕ2｝＝｛滋味�
气味｝。黑豆多肽的气味根据特有芳香程度及有无
异味进行评分；滋味 （苦味值 ）以硫酸奎宁溶液做参
照�苦味评分等级见表1。

表1　硫酸奎宁溶液浓度－苦味分值
浓度 （ｍｇ／Ｌ） 8 12 16 20 24
苦味值 （分值 ） 1 2 3 4 5
苦味描述 优 良 中等 较差 差

1∙3∙2　评语论域的确定　评语论域的确定即黑豆多
肽所属级别的集合记为 Ｃ�Ｃ＝｛ｃ1�ｃ2�ｃ3�ｃ4�ｃ5｝＝
｛优、良、中等、较差、差｝。
1∙3∙3　指标权重的集合　被评黑豆多肽指标权重的
集合记为Ｘ＝｛ｘ1�ｘ2｝＝｛0∙75�0∙25｝�即黑豆多肽滋
味和气味占总体感官质量的比重分别为 0∙75
和0∙25。

从Ｕ到Ｃ的一个模糊映射 Ｒ�则有最终感官指
标的结果Ｙ是模糊向量Ｘ（权集 ）和模糊关系矩阵Ｒ
的合成�即Ｙ＝Ｘ·Ｒ。
2　结果与分析
2∙1　β－环糊精脱苦的研究

β－环糊精脱苦后�经专业人员对滋气味进行感
官评定确定分值 （表略 ）�并将分值除以评定人员总
数 （10人 ）�得到6组模糊矩阵Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6�
分别对应0∙25％、0∙5％、0∙75％、1∙0％、1∙25％和1∙5％
的β－环糊精添加量�采用模糊综合评判法进行分
析�选出感官评定最好的 β－环糊精添加量。矩阵
如下：

Ｒ1 ＝（ｒｉｊ）2×5 ＝ 0 0 0∙3 0∙3 0∙4
0∙3 0∙5 0∙2 0 0 ；

Ｒ2 ＝（ｒｉｊ）2×5 ＝ 0 0∙2 0∙2 0∙3 0∙3
0∙3 0∙4 0∙2 0∙1 0 ；

Ｒ3 ＝（ｒｉｊ）2×5 ＝ 0 0∙3 0∙3 0∙2 0∙2
0∙2 0∙3 0∙2 0∙2 0∙1；

Ｒ4 ＝（ｒｉｊ）2×5 ＝ 0∙1 0∙3 0∙3 0∙2 0∙1
0∙1 0∙3 0∙3 0∙2 0∙1；

Ｒ5 ＝（ｒｉｊ）2×5 ＝ 0∙2 0∙3 0∙4 0∙1 0
0∙1 0∙2 0∙4 0∙2 0∙1；

Ｒ6 ＝（ｒｉｊ）2×5 ＝ 0∙3 0∙2 0∙5 0 0
0 0∙2 0∙4 0∙2 0∙2

其中：ｒｉｊ为多肽样品中第ｉ个因素对第ｊ类评价
的隶属度。

根据模糊综合评判数学原理�可得黑豆多肽感
官质量综合评判的结果向量如下：

Ｙ＝Ｘ·Ｒ＝（ｘ1�ｘ2 ） × ｒ11 ｒ12 ｒ13 ｒ14 ｒ15
ｒ21 ｒ22 ｒ23 ｒ24 ｒ25

＝

（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5）�式中Ｙｉ＝∑ｍ
ｉ＝1
Ｘｉｒｉｊ。

添加量为0∙25％ 的 β－环糊精脱苦后为多肽样
品1号�感官质量综合评判结果向量如下：

Ｙ1 ＝（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5）＝（0∙8�0∙2）
× 0 0 0∙3 0∙3 0∙4

0∙3 0∙5 0∙2 0 0 ；
其中ｙ1 ＝（0∙8∧0）∨ （0∙2∧0∙3） ＝0∨0∙2＝0∙2；

同理得ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5分别为0∙2�0∙2�0∙3�0∙4�即 Ｙ1 ＝
（0∙2�0∙2�0∙2�0∙3�0∙4）。
同理�其余 5个多肽样品的感官评判向量分

别为：
Ｙ2 ＝（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5）＝（0∙2�0∙2�0∙2�0∙3�0∙3）；
Ｙ3 ＝（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5）＝（0∙2�0∙3�0∙3�0∙2�0∙2）；
Ｙ4 ＝（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5）＝（0∙1�0∙3�0∙3�0∙2�0∙1）；
Ｙ5 ＝（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5）＝（0∙2�0∙3�0∙4�0∙2�0∙1）；
Ｙ6 ＝（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5）＝（0∙3�0∙2�0∙5�0∙2�0∙2）。
归一化后得：
Ｙ1 ＝（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5 ） ＝（0∙15�0∙15�0∙15�0∙25�

0∙3）�峰值0∙3；Ｙ2 ＝（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5 ） ＝（0∙17�0∙17�
0∙17�0∙25�0∙25）�峰值0∙25；Ｙ3 ＝（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5 ） ＝
（0∙17�0∙25�0∙25�0∙17�0∙17）�峰值0∙25；Ｙ4 ＝（ｙ1�ｙ2�
ｙ3�ｙ4�ｙ5 ） ＝（0∙1�0∙3�0∙3�0∙2�0∙1）�峰值 0∙3；Ｙ5 ＝
（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5 ） ＝（0∙17�0∙25�0∙35�0∙17�0∙08）�峰
值0∙35；Ｙ6 ＝（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5 ） ＝（0∙21�0∙14�0∙36�
0∙14�0∙14）�峰值0∙36。

β－环糊精处理后6个样品的感官质量评定峰值
Ｙ1、Ｙ2、Ｙ3、Ｙ4、Ｙ5、Ｙ6分别为0∙3、0∙25、0∙25、0∙3、0∙35
和0∙36�故其排名顺序为样品6＞样品5＞样品4＝
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样品1＞样品2＝样品3。由模糊关系曲线 （图1）分
析可得�样品1和样品4尽管峰值一样�但样品4的
评定峰值向着良－中等范围重心偏移�故样品4优
于样品1�同理样品3优于样品2。因此�由峰值和模
糊关系曲线综合判断各样品的优劣次序为：样品6＞
样品5＞样品4＞样品1＞样品3＞样品2�对应β－环
糊精加入量为1∙5％为宜�在此条件下脱苦后的黑豆
多肽风味评价最好。

图1　参评样品的模糊关系曲线
2∙2　枯草杆菌氨肽酶脱苦的研究
2∙2∙1　氨肽酶添加量对氨基酸态氮含量的影响　由
图2可知�水解液中游离氨基酸的含量随加酶量的
增加和时间的延长呈明显上升趋势�4ｈ后氨基酸态
氮含量增加缓慢；故推断氨肽酶主要作用于已被水
解的肽段�苦味多肽被氨肽酶水解成分子量很小的
短肽或氨基酸�使得游离氨基酸含量增加。

图2　氨肽酶水解后氨基氮含量的变化
2∙2∙2　氨肽酶添加量对苦味值的影响　由图3可知�
随着时间的延长�水解液的苦味值变小；并且加酶量
越大苦味值降低越快�因为加酶量的增加使得水解
度增大�越来越多的疏水性氨基酸处于肽链末端或
被水解成游离氨基酸�导致苦味值降低。加酶量为
1500ＬＡＰＵ和2000ＬＡＰＵ时的苦味值相近�考虑到工
业实际生产的成本�确定加酶量为1500ＬＡＰＵ�反应
时间4ｈ。

图3　酶添加量对氨肽酶脱苦的影响
2∙2∙3　ｐＨ对苦味值的影响　由图4可知�ｐＨ对氨肽
酶的脱苦效果影响不大�ｐＨ8∙5时水解液的苦味值在
4ｈ内便可以降到1∙15�说明 ｐＨ8∙5时氨肽酶活力最
强�这与文献报道 ［6］的枯草芽孢杆菌氨肽酶 （最适

ｐＨ8∙4）基本一致�说明该酶可能是一种碱性氨肽酶。
故选择ｐＨ8∙5为氨肽酶的最适条件。

图4　ｐＨ对氨肽酶脱苦的影响
2∙2∙4　温度对苦味值的影响　在ｐＨ8∙5条件下�加入
1500ＬＡＰＵ氨肽酶�分别在40、45、50、55℃下进行酶
解反应�分析苦味值变化�结果见图5。由图可知�随
着温度的升高�多肽苦味值降低的速度加快�但50℃
时多肽的苦味值最低�这可能是因为氨肽酶对热敏
感�温度太高会影响酶活性的稳定�故确定温度
为50℃。

图5　温度对氨肽酶脱苦的影响
2∙2∙5　氨肽酶脱苦后的黑豆多肽感官评价　黑豆多
肽在上述实验确定的最适条件 （加酶量1500ＬＡＰＵ、
ｐＨ8∙5、50℃、4ｈ）下脱苦后�经10名评定人员对滋气
味进行感官评定确定分值�并将分值除以评定人员
总数 （10人 ）�得到模糊矩阵如下：

Ｒ＝（ｒｉｊ）2×5 ＝ 0∙4 0∙3 0∙2 0∙1 0
0∙4 0∙4 0∙3 0 0�

采用模糊综合评判原理�可得氨肽酶脱苦后的
感官质量综合评判结果向量如下：

Ｙ＝Ｘ·Ｒ＝（ｘ1�ｘ2）× ｒ11 ｒ12 ｒ13 ｒ14 ｒ15
ｒ21 ｒ22 ｒ23 ｒ24 ｒ25

＝（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5）；
Ｙ＝（ｙ1�ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5）＝（0∙8�0∙2）

× 0∙4 0∙3 0∙2 0∙1 0
0∙4 0∙4 0∙3 0 0

其中ｙ1 ＝（0∙8∧0∙4）∨ （0∙2∧0∙4） ＝0∙4∨0∙2＝
0∙4；同理得 ｙ2�ｙ3�ｙ4�ｙ5分别为 0∙3�0∙2�0∙1�0�即
Ｙ1 ＝（0∙4�0∙3�0∙2�0∙1�0）。归一化后得：Ｙ1 ＝（0∙4�
0∙3�0∙2�0∙1�0）�峰值0∙4（＞0∙36）。

枯草杆菌氨肽酶脱苦后�经模糊综合评判发现
其峰值为0∙4�大于β－环糊精脱苦的峰值0∙36�说明
采用氨肽酶酶法脱苦后的黑豆多肽口感得到改善�
苦味基本消失�香气保留完整。
3　结论

采用模糊综合评判法比较黑豆多肽的脱苦效

果�发现枯草杆菌氨肽酶酶法脱苦结果优于β－环糊



297　　

精�最佳酶法脱苦条件为：加酶量1500ＬＡＰＵ、ｐＨ8∙5、
温度50℃、时间4ｈ；枯草杆菌氨肽酶酶法脱苦不仅效
率高、条件温和�而且水解过程易控制�容易实现工
业化操作�故确定采用枯草杆菌氨肽酶酶法脱苦的
方法来改善黑豆多肽的风味和口感。
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大�抗氧化性越高�其随浓度变化趋势如图6所示。

图6　木瓜提取物的抗食用油脂氧化性
图6显示�木瓜提取物抗油脂氧化能力随着提

取物浓度的增加而增加�但是增加不明显�同时木瓜
纯化物的抗油脂氧化能力略高于粗制物。
2∙7　对羟基自由基引发ＤＮＡ氧化损伤的抑制作用

木瓜提取物对羟基自由基引发 ＤＮＡ氧化损伤

的抑制效果如图7所示。

图7　提取物对ＤＮＡ损伤的抑制率
由图 7可看出�纯化物与粗制物都具有抑制

ＤＮＡ损伤的能力�抑制能力与提取物的浓度呈正相
关�但木瓜纯化物对ＤＮＡ损伤抑制率是粗制物的一
倍以上�说明提纯相对增加了可抑制ＤＮＡ损伤的有
效物质浓度。

综合以上实验结果�经提纯的木瓜纯化物的清
除超氧阴离子、清除ＤＰＰＨ·、还原能力、抗油脂氧化
和抑制ＤＮＡ氧化损伤的抗氧化能力高于粗制物�但
同时看到木瓜纯化物的清除羟基自由基与抗脂质过

氧化能力低于粗制物�尤其是其抗脂质过氧化的能
力损失近半。说明提纯过程中虽然一些抗氧化物质
的有效浓度增大�但同时也使得少量某些抗氧化物
质在纯化过程中出现损失�纯化对抗氧化能力有
影响。

3　结论
通过测定木瓜纯化物与粗制物的抗氧化指标�

结果表明：木瓜纯化与粗制物对超氧阴离子自由基、
羟基自由基和ＤＰＰＨ自由基抑制清除和食用油脂抗

氧化能力差异较小；木瓜纯化物的抗ＤＮＡ氧化损伤
的抑制和还原力明显高于粗制物；粗制物在清除羟
基自由基与抗脂质过氧化能力高于纯化物�说明纯
化过程导致其中某些抗氧化物质损失。
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