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酶解联合美拉德反应制备具有抗氧化活性的 

扇贝裙边调味基料 

刘鹏莉*, 遇艳萍, 王  晶, 杨爱华, 郭  丹 

(烟台职业学院食品与生化工程系, 烟台  264670) 

摘  要: 目的  探究酶解联合美拉德反应制备具有抗氧化活性的扇贝裙边调味基料的工艺参数。方法  以扇

贝裙边为原料, 采用酶解法制备扇贝裙边调味基料, 并利用美拉德反应增强调味基料的抗氧化活性。以水解度

为指标, 通过单因素实验探索复合蛋白酶添加量、酶解温度、酶解时间和 pH 对扇贝裙边酶解效果的影响, 并

通过正交实验对酶解工艺进行优化, 确定扇贝裙边酶解最佳条件。将扇贝裙边酶解液与葡萄糖混合加热进行

美拉德反应, 测定样品的褐变度、抗氧化活性, 并进行感官评价。结果  扇贝裙边最佳酶解工艺为: 蛋白酶添

加量 3%、酶解温度 50℃、酶解时间 8 h、pH 8。扇贝裙边酶解液与葡萄糖 110℃加热 3.0 h 后, 1,1-二苯基-2-

三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基清除能力提高 1.7 倍, 扇贝裙边调味基料滋味鲜美, 香

气浓郁, 无腥臭味道。结论  在最佳工艺参数条件下, 联合美拉德反应处理制得的扇贝裙边调味基料具有较好

的抗氧化活性, 本研究可为功能性调味料的开发及扇贝裙边高值化利用提供理论支持。 
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Preparation of scallop mantle seasoning material with antioxidant activity by 
enzymolysis coupled with Maillard reaction 

LIU Peng-Li*, YU Yan-Ping, WANG Jing, YANG Ai-Hua, GUO Dan 

(Department of Food and Biochemical Engineering, Yantai Vocational College, Yantai 264670, China) 

ABSTRACT: Objective  To explore the process parameters of scallop mantle seasoning material with antioxidant 

activity by enzymatic hydrolysis coupled with Maillard reaction. Methods  Scallop mantle was used as raw material 

to prepare scallop mantle seasoning material by enzymatic hydrolysis, and Maillard reaction was used to enhance the 

antioxidant activity of seasoning material. Taking degree of hydrolysis as index, the effects of addition amount of 

compound protease, enzymatichydrolysis temperature, enzymatichydrolysis time and pH on the enzymatic hydrolysis 

effect of scallop mantle were investigated by single factor test, and the optimum conditions of enzymatic hydrolysis 

of scallop mantle were determined by orthogonal experiment. The scallop mantle hydrolysates mixed with glucose 

were heated for Maillard reaction, the browning degree, antioxidant activity and sensory evaluation of the sample was 

determined. Results  The optimal enzymatic hydrolysis of scallop mantle was as follow: The additive amount of 
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enzyme was 3%, the temperature was 50℃, the time was 8 h, and the pH was 8. After 3.0 h of Maillard reaction with 

glucose at 110℃, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging activity of scallop mantle seasoning 

material was enhanced by 1.7 fold, and the scallop mantle seasoning material tasted delicious with a strong aroma but 

not fishy smell. Conclusion  Under the optimal process parameters, the scallop mantle seasoning material prepared 

by Maillard reaction has good antioxidant activity. This study can provide theoretical supports for the development of 

functional seasoning material and high-value utilization of scallop mantle. 

KEY WORDS: scallop mantle; enzymolysis; Maillard reaction; antioxidant activity; seasoning material 
 
 

0  引  言 

扇贝又称海扇蛤 , 属于软体动物门双壳纲珍珠贝

目扇贝科 [1], 是我国水产养殖业的重要品种。2020 年 , 

我国扇贝海水养殖面积为 38.2 万公顷 , 养殖产量为

174.6 万 t[2]。扇贝肉质鲜美, 富含蛋白质、碳水化合物、

不饱和脂肪酸等营养成分[3‒5], 具有抗氧化、抗肿瘤等多种

保健功效[6‒8], 是一种集食用、药用为一体的健康食品。目

前, 扇贝的大宗加工产品主要为干贝。河北省海湾扇贝毛贝

加工率在 95%以上, 主要加工品以鲜贝柱、干贝柱为主[9]。

在干贝加工过程中会产生大量副产物, 其中最主要的副产

物为外套膜, 即扇贝裙边, 占扇贝总重的 9%[6]。由于水产

品精深加工技术滞后, 扇贝裙边的加工利用率极低, 除了

加工成饲料、化肥等低值产品及初加工休闲食品外, 大部

分扇贝裙边被直接丢弃, 不仅造成资源浪费, 而且带来严

重的环境问题。扇贝裙边中粗蛋白含量高达 69%(干重)[10], 

可以作为海洋动物蛋白的来源, 具有很大的开发价值。蛋

白质酶解后形成的多肽和氨基酸具有鲜美的滋味[11], 可用

于制作调味品。多肽或氨基酸与还原糖混合加热能够发生

美拉德反应[12], 产物不仅具有独特的香气和诱人的色泽, 

还能提高其功能性, 如抗氧化活性[13]。刘冰等[14]利用双酶

法水解条浒苔, 并初步分离出具有明显鲜味的多肽成分; 

王思婷等[15]以单环刺螠为原料, 通过酶解法制备具有抗氧

化活性的功能性调味料, 制得的调味料对ꞏOH 和(1,1-二苯

基 -2-三硝基苯肼 (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自

由基(DPPHꞏ)具有较好的清除能力; 方旭波等[16]利用沙丁

鱼酶解液和木糖的美拉德反应制备的海鲜风味调味料具有

浓郁的海鲜风味和鲜味; 蒋迪等[17]以海带酶解冻干粉和核

糖为底物, 通过美拉德反应制备的调味料具有明显的增香

效果。综上, 通过酶解联合美拉德反应制备具有抗氧化活

性的调味基料, 能够有效提高扇贝裙边的附加值, 具有重

要的经济和社会效益。 

目前对于扇贝裙边的研究主要集中于酶解法制备活

性肽及调味料上。ZHANG 等[18]采用复合蛋白酶水解栉孔

扇贝裙边, 制得的酶解液具有降压、降血脂和抗氧化活性; 

秦雨等[19]以扇贝裙边取代豆粕, 采用高盐稀态发酵工艺制

作海鲜酱油, 总氮和氨基酸态氮含量均高于 GB/T 18186— 

2000《酿造酱油》中一级酱油要求, 且含有牛磺酸、氨基

多糖等功能性成分; HAN 等[20]采用中性蛋白酶水解栉孔扇

贝裙边, 并将酶解液与核糖进行美拉德反应, 美拉德反应

产物使扇贝裙边酶解液ꞏOH 清除能力略有提高[半抑制浓

度(half maximal inhibitory concentration, IC50)由 15.30 降至

14.60 mg/mL]。目前, 将酶解联合美拉德反应应用到扇贝

裙边制备具有抗氧化活性的扇贝裙边调味基料未见报道。

本研究以扇贝裙边为原料, 利用酶解联合美拉德反应制备

具有抗氧化活性的调味基料, 采用单因素实验和正交实验

优化酶解工艺, 并对扇贝裙边调味基料体外抗氧化活性进

行研究, 为扇贝裙边的高值化利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

扇贝裙边购于山东省烟台市莱州圣峰农业有限公司。 

盐酸、氢氧化钠、葡萄糖、37%~40%甲醛(分析纯, 国

药集团化学试剂有限公司); 碱性蛋白酶(200 U/mg)、风味

蛋白酶(150 U/mg)(河南万邦化工科技有限公司); DPPH(纯

度 97%, 上海阿拉丁生化科技股份有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

T6 新世纪紫外可见分光光度计(北京普析通用仪器有

限责任公司); Orion868型 pH测试仪(瑞士梅特勒-托利多仪

器有限公司); Sorvall ST8 离心机[赛默飞世尔科技(中国)有

限公司]; JJ-2B 组织捣碎机(上海助蓝仪器科技有限公司); 

HH-6 恒温水浴锅(上海捷呈实验仪器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  扇贝裙边调味基料制备方法 

参照孙世广[10]的方法略作改动。称取 50 g 扇贝裙边, 

加 100 mL 去离子水均质 1 min。用 1 mol/L 氢氧化钠调节

至所需 pH 后放入恒温水浴锅中加热至所需温度。向匀浆

中加入一定量复合蛋白酶(根据实验室前期研究基础选择

碱性蛋白酶:风味蛋白酶=3:1), 置于恒温水浴中酶解。酶解

反应结束后调节水浴锅温度至 95℃, 加热 15 min 灭酶。将

酶解液冷却至室温, 8000 r/min 离心 15 min。向扇贝裙边酶

解上清液中添加 2%葡萄糖, 混合均匀, 将混合溶液放入具

塞锥形瓶中, 盖好瓶塞, 放入烘箱中 110℃加热 4.5 h。 
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1.3.2  扇贝裙边酶解液水解度测定 

水解度定义为水解过程中断裂肽键数与底物中肽键

总数的百分比, 是衡量蛋白质水解程度的重要指标。采用

甲醛滴定法测定扇贝裙边水解度[21]。取 5 mL 扇贝裙边酶

解液, 加 50 mL 蒸馏水混合均匀, 用 0.1 mol/L 氢氧化钠溶

液调节 pH 至 7.0。向溶液中加入 10 mL 38% (V:V)甲醛溶

液混合均匀, 在室温下放置 5 min, 然后用 0.1 mol/L 氢氧

化钠标准溶液滴定至 pH 8.5。记录消耗氢氧化钠标准溶液

的体积。按公式(1)计算水解度:  

水解度/%=(V×c×0.014)/N×100         (1) 

式中, V 为滴定消耗 0.1 mol /L 氢氧化钠标准溶液的体积, mL; 

c 为氢氧化钠标准溶液浓度, mol/L; 0.014 为氮毫克当量; N

为样品中含氮总量, g, 总氮含量采用 GB 5009.5—2016《食

品安全国家标准 食品中蛋白质的测定》第一法凯氏定氮

法测定。 

1.3.3  扇贝裙边酶解工艺优化 

以水解度作为指标 , 考察复合蛋白酶添加量(1%、

2%、3%、4%、5%)、酶解温度(30、40、50、60、70℃)、

酶解时间(2、4、6、8、10 h)、pH (7、8、9、10、11)对扇

贝裙边酶解效果的影响。在单因素试验基础上, 选取蛋白

酶添加量(A)、酶解温度(B)、酶解时间(C)和 pH (D) 4 个因

素进行 L9(3
4)正交实验, 以水解度作为指标, 对扇贝裙边

酶解工艺进行优化。正交实验因素水平设定情况如表 1 所

示。 

表 1  扇贝裙边酶解正交实验因素与水平表 
Table 1  Factors and levels table of orthogonal test for 

enzymolysis of scallop mantle 

因素 
水平 

1 2 3 

A/% 2 3 4 

B/℃ 40 50 60 

C/h 4 6 8 

D 8 9 10 

 
1.3.4  褐变度测定 

褐变度用 420 nm 处吸光度表征, 采用分光光度计测

定扇贝裙边调味基料在 420 nm 处的吸光度, 以去离子水

作为空白对照[22], 吸光度越大代表样品褐变度越大。 

1.3.5  DPPHꞏ清除能力测定 

向 4 mL 0.1 mmol/L DPPH 溶液中加入 4 mL 样品液混

合均匀, 37℃避光放置 1 h, 测定混合溶液在 517 nm 波长处

的吸光度记为 A1; 4 mL 无水乙醇溶液中加入 4 mL 样品液混

合均匀, 37℃避光放置 1 h, 测定混合溶液在 517 nm 波长处

的吸光度记为 A2; 4 mL 0.1 mmol/L DPPH 溶液中加入 4 mL

无水乙醇溶液混合均匀, 37℃避光放置 1 h, 测定混合溶液

在 517 nm 波长处的吸光度记为 A。按公式(2)计算 DPPHꞏ清

除率[23]。 

DPPHꞏ清除率/%=1‒( A1‒A2)/A×100       (2) 

1.3.6  感官评价 

通过问卷调查和面试的方法从食品专业学生中招募

感官评价人员, 并按照 GB/T 16291.1—2012《感官分析选

拔、培训与管理评价员一般导则第 1 部分: 优选评价员》

进行感官评价人员的筛选和培训, 最终选取 10 人(男性 5

人、女性 5 人)组成感官评价小组。感官评价人员分别品尝

扇贝裙边调味基料样品并进行评分, 参考张婷婷等[24]研究

方法制定感官评价标准, 感官评价得分标准见表 2。 

 
表 2  感官评价标准 

Table 2  Sensory evaluation criteria 

项目 评分标准 

色泽(30 分) 

棕黑色(1~7 分) 

淡黄色(8~16 分) 

金黄色(17~22 分) 

浅褐色(23~30 分) 

滋味(40 分) 

腥味明显(1~10 分) 

略有腥味(11~20 分) 

略有鲜味(21~30 分) 

鲜味明显(31~40 分) 

组织状态(30 分) 

有沉淀(1~7 分) 

浑浊(8~16 分) 

较混浊(17~22 分) 

均一稳定(23~30 分) 

 

1.4  数据处理 

每组实验重复 3 次, 结果以平均值±标准偏差表示, 

采用 Excel 2019 软件进行数据分析与制图, 采用 SPSS 26

软件进行显著性分析(P<0.05 表示差异显著)。 

2  结果与分析 

2.1  扇贝裙边酶解单因素实验结果 

2.1.1  蛋白酶添加量对扇贝裙边酶解效果的影响 

酶解反应速度受酶浓度的影响, 酶浓度增加, 酶与底

物接触机会增多, 酶促反应速率增大。当酶浓度过大时, 

在一定反应时间内, 酶与底物充分反应, 继续增加酶浓度

底物的水解度不再增加[25]。结果显示, 随着蛋白酶添加量

增加, 扇贝裙边水解度不断增大。侯钰柯等[26]采用风味蛋

白酶对肉杂鸡鸡骨架进行酶解, 其水解度随蛋白酶添加量

变化情况与本研究结果一致。当蛋白酶添加量小于 3%时, 

水解度随酶添加量变化显著, 当蛋白酶添加量超过 3%时, 

继续增加酶用量, 水解度变化已不明显(P>0.05)。因此, 本

研究选择蛋白酶添加量 2%、3%、4%进行优化实验。 

2.1.2  酶解温度对扇贝裙边酶解效果的影响 

蛋白酶的活性受到温度的影响, 温度过高或过低都
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会使酶的活性受到抑制[27]。结果显示, 在本研究设定范围

内 , 扇贝裙边水解度随温度的升高呈先增大后减小的趋

势。当酶解温度小于 50℃时, 随温度升高, 分子热运动速

率增大, 酶促反应速率增加, 水解度不断增大, 当酶解温

度为 50℃时 , 扇贝裙边水解度显著高于其他酶解温度

(P<0.05), 达到最大值 (38.43±4.74)%。当酶解温度超过

50℃时, 蛋白酶的活性受到抑制, 且温度越高, 碱性蛋白

酶活性损失越大, 因此造成扇贝裙边水解度降低。因此, 

本研究选择酶解温度 40、50、60℃进行优化实验。 

2.1.3  初始 pH 对扇贝裙边酶解效果的影响 

溶液 pH 会对底物蛋白及酶的空间结构和溶解性造成影

响, 从而影响酶促反应速率[28]。结果显示, 随着溶液初始 pH

增大, 扇贝裙边水解度先升高后降低。与许家宝等[29]对芝麻

蛋白水解研究结果一致。当 pH 为 9 时, 扇贝裙边水解度达到

最大值, 在 pH 为 8 和 9 时, 水解度无显著差异(P>0.05)。因

此, 本研究选择初始 pH 8、9、10 进行优化实验。 

2.1.4  酶解时间对扇贝裙边酶解效果的影响 

蛋白质的酶解过程是蛋白质在蛋白酶催化下水解为

小分子肽和游离氨基酸 , 在酶解不同时期 , 由于底物浓

度、结构发生变化, 造成酶解速度的改变[30]。结果显示, 随

着酶解时间延长, 扇贝裙边酶解度不断提高。水解 6 h 内, 

水解度随时间变化明显(P<0.05), 当水解时间超过 6 h 后, 

随着酶解时间延长, 扇贝裙边水解度上升速度趋于平缓

(P>0.05), 该变化趋势与张婷婷等[24]研究结果一致。因此, 

本研究选择酶解时间 4、6、8 h 进行优化实验。 

2.2  扇贝裙边酶解正交优化结果 

在单因素实验的基础上, 选取蛋白酶添加量(A)、酶解

温度(B)、酶解时间(C)、pH (D) 4 个因素进行正交实验, 以

扇贝裙边水解度作为评价指标对酶解条件进行优化。结

果见表 3。4 个因素对扇贝裙边水解度的影响程度为: 酶

解时间>蛋白酶添加量>pH>酶解温度。扇贝裙边酶解条件

最优组合为 C3A2D1B2, 即酶解时间 8 h, 蛋白酶添加量 3%, 

pH 8, 酶解温度 50℃, 在此条件下扇贝裙边水解度为

(40.36±1.27)%。 

2.3  美拉德反应对扇贝裙边酶解液的影响 

2.3.1  美拉德反应对扇贝裙边酶解液褐变度的影响 

美拉德反应以羰基化合物和氨基化合物为底物, 在

加热条件下发生缩合反应, 并经一系列中间反应最终生

成类黑精[31]。类黑精的积累使反应体系发生褐变, 颜色加

深[32]。由图 1 可知, 扇贝裙边酶解产物与葡萄糖混合加热时, 

随着加热时间的延长, 混合物颜色逐渐加深, 说明扇贝裙边

酶解液中的氨基酸、多肽等和葡萄糖发生了美拉德反应。当

加热时间超过 4.0 h 后, 底物浓度降低造成反应速率减小, 

继续延长加热时间, 混合物褐变度增加趋势减缓。值得注意

的是, 加热时间超过 3.0 h时, 样品溶液褐变严重, 呈现黑褐

色, 影响产品感官品质, 故加热时间应控制在 3.0 h 以内。 

表 3  扇贝裙边酶解正交实验结果 
Table 3  Orthogonal test results for enzymolysis of scallop mantle 

实验号
因素 

水解度/% 
A/% B/℃ C/h D 

1 1 1 1 1 35.96±0.54

2 1 2 2 2 37.26±1.21

3 1 3 3 3 38.96±1.08

4 2 1 2 3 38.46±0.94

5 2 2 3 1 40.36±1.27

6 2 3 1 2 36.18±1.16

7 3 1 3 2 39.46±0.75

8 3 2 1 3 36.76±0.38

9 3 3 2 1 38.45±1.06

k1 37.393 37.960 36.300 38.257  

k2 38.333 38.127 38.057 37.633  

k3 38.223 37.863 39.593 38.060  

R  0.940  0.264  3.293  0.624  

 

 
 

注: 不同小写字母表示差异显著, P<0.05, 下同。 

图 1  美拉德反应对扇贝裙边酶解液褐变度的影响(n=3) 

Fig.1  Effects of Maillard reaction on browning degree of scallop 
mantle enzymolysis liquid (n=3) 

 

2.3.2  美拉德反应对扇贝裙边酶解液 DPPHꞏ清除能力的

影响 

由图 2 可知 , 随着加热时间的延长 , 反应体系

DPPHꞏ清除率显著升高 , 说明美拉德反应生成的了具有

DPPHꞏ清除能力的产物。加热时间延长至 4.0 h 时, 产物

DPPHꞏ清除率达到最大值(74.61±1.24)%, 继续延长加热时

间, 产物的 DPPHꞏ清除率开始下降。美拉德反应是由一系

列连续反应组成的复杂反应, 其反应过程分为初始阶段、

中间阶段和最终阶段, 在反应中间阶段可产生 5-羟甲基糠

醛(5-hydroxymethylfurfural, 5-HMF)等具有抗氧化活性的

中间产物, 这些中间产物随后在最终阶段发生聚合或缩合

反应生成类黑精[33]。中间产物形成类黑精聚合物时, 分子

量增加, 产物溶解性降低可能造成其水溶液抗氧化活性减

弱。由图 2 可知, 加热时间超过 4.0 h 后, 产物 DPPHꞏ清除

能力下降可能是由于 5-HMF 等活性中间产物因参与最终

阶段类黑精生成而消耗。 

综合考虑产物 DPPHꞏ清除能力和样品褐变度, 扇贝
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裙边酶解液与葡萄糖混合加热 3.0 h 得到的扇贝裙边调味

基料具有较高抗氧化活性且未发生严重褐变造成色泽品质

劣变 , 经 3.0 h 加热处理后, 制得的扇贝裙边调味料对

DPPHꞏ的清除能力由(15.46±3.57)%提高到(42.37±2.88)%, 

提高 1.7 倍。 

 

 
 

图 2  美拉德反应对扇贝裙边酶解液 DPPHꞏ清除能力的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of Maillard reaction on DPPHꞏ scavenging capacity 
of scallop mantle enzymolysis liquid (n=3) 

 

2.3.3  美拉德反应对扇贝裙边酶解液感官品质的影响 

美拉德反应是食品热加工过程中重要的化学反应 , 

在反应过程中生成大量挥发性成分及色素物质, 从而对食

品的色泽和风味造成显著的影响, 赋予产品特殊的色泽和

风味, 如焙烤食品金黄色泽、烤肉的香气等[34]。美拉德反

应广泛应用于食品行业, 在调味品生产中尤其重要[35‒36]。

美拉德反应对扇贝裙边酶解液感官评分的影响如图 3 所示, 

随反应时间的延长, 样品感官评分呈先升高后降低的趋

势。加热 3.0 h 时, 样品溶液色泽呈浅褐色、鲜味明显、组

织状态均已稳定。随着加热时间继续延长, 由于美拉德反

应终产物类黑精的不断积累, 造成样品溶液颜色加深, 呈

现棕黑色, 且鲜味减弱, 出现焦糊味, 影响了产品的可接

受度。 

 

 
 

图 3  美拉德反应对扇贝裙边酶解液感官得分的影响(n=10) 

Fig.3  Effects of Maillard reaction on sensory score of scallop 
mantle enzymolysis liquid (n=10) 

 

3  结  论 

本研究通过单因素实验和正交实验优化酶解工艺 , 

得到扇贝裙边调味基料最佳酶解参数为蛋白酶添加量 3%, 

酶解温度 50℃、酶解时间 8 h、pH 8。酶解液与葡萄糖混

合加热后发生美拉德反应, 抗氧化活性显著提高, 110℃加

热反应 3.0 h 后, 制得的产品具有较高的感官评价得分, 色

泽诱人, 鲜味充沛, 其对 DPPHꞏ的清除能力增加了 1.7 倍。

本研究以扇贝裙边为原料开发功能性调味基料, 为扇贝裙

边高值化利用提供了参考。但同时也发现, 美拉德反应虽

会使产品抗氧化活性显著增强, 但反应时间过长, 产品颜

色加深呈棕黑色, 且具有焦糊味, 严重影响产品的感官品

质。如何通过控制美拉德反应条件使样品抗氧化活性增强, 

同时抑制产品褐变程度, 还需进一步探索。此外, 本研究

仅以 DPPH 清除能力为指标评价样品体外抗氧化活性, 后

续仍需开展动物水平实验验证扇贝裙边调味基料的体内抗

氧化活性。 
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