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海带酶解物美拉德反应制备调味料
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摘 要 海带中含有丰富的营养物质和呈味成分, 是海藻风味调味品的优选来源。以海带酶解冻干粉为主要原

料, 以D-核糖浓度、反应时间及pH为变量, 美拉德反应的程度 (OD420 nm) 为指标进行响应面试验分析, 确定美拉德

反应的最佳条件: D-核糖浓度24.25%、反应时间235.07 min、pH 11.66, 美拉德反应产物在420 nm处的吸光度可达

0.603。在最优条件下测定的美拉德反应产物中主要挥发性物质为己醛 (33.54%)、2-乙酰基-1, 4, 5, 6-四氢吡啶 

(23.50%)、壬醛 (14.92%) 及2-戊基呋喃 (10.98%)。电子鼻、电子舌的分析结果表明, 美拉德反应制备的调味料具有

明显增香的效果, 具有显著促进作用。
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Abstract　 Kelp is rich in nutrients and flavor components which is a preferred source of seaweed seasoning. The kelp flavor 
protease hydrolysate freeze-dried powder was as the raw materials. The adding amounts of sugar, reaction time and pH were 
as the variable factors. The response surface experimental design was conducted using the maillard reaction degree (OD420 nm) as 
the indices. The best condition for determining the maillard reaction was as follows: ribose concentration 24.25%, reaction 
time 235.07 min, and pH 11.66. The maillard reaction products had an absorbance of 0.602 7 at 420 nm. The main volatile 
substances in the maillard reaction products determined in the optimal condition were hexanal (33.54%), 2-acetyl-1, 4, 5, 
6-tetrahydropyridine (23.50%), nonanal (14.92%) and 2-pentylfuran (10.98%). The results of the electronic nose and the 
electronic tongue analysis showed that the seasoning prepared based on Maillard reaction had obvious flavor enhancing effect 
and had a significant promoting effect.
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海带（Laminar ia  japon ica）隶属于褐藻纲
（Phaeophyceae），是海藻中主要的一类褐藻。2017
年，中国海带产量为149万 t（干质量）[1]，约占世界
总产量的1/4。海带中丰富的海带多糖、蛋白质、氨
基酸、褐藻多酚、岩藻黄质等成分，具有较高的营养
价值[2-5]。丰富的蛋白质、氨基酸及风味成分是海藻风
味调味品的优选来源[6-7]。调味料产业表现出日渐多元
化、复合性及高品质需求发展。来源于海洋动物的蛋
白质水解产物，如鱼、虾、蛤、蟹等副产品，通过美
拉德反应，被广泛用于生产海鲜调味品[8]。以酶解液
作为基料制备的调味料已经成为调味品行业的发展走
势[9-10]。

Peinado等[11]利用鱼副产品酶解物对生产海鲜风味
物质进行研究，结果显示赖氨酸、谷氨酸、亮氨酸和
丙氨酸的增加使得由美拉德反应产生的一些特征类化

合物发生变化。王莉嫦等[12]通过使用蛋白酶来水解鲮
鱼肉以得到水解蛋白，使其与还原糖发生美拉德反应
以制备出一种肉类香精。吴靖娜等[13]选用鲍鱼蒸煮液
与木糖进行的美拉德反应，利用电子鼻技术对产物的
气味进行分析，研发一种新型海鲜调味基料。Cai等[14]

将中国对虾废弃物水解物在存在或不存在木糖的条件
下进行加热，结果显示，在适当的加热时间下，美拉
德反应可以对水解产物进行改性，呈现出更令人愉悦
的风味特征，发现氨基酸和挥发性化合物反应出的浓
郁肉香及海鲜的香气。孙丽平等[10]利用正交试验对鲤
鱼的鱼鳞酶解产物与葡萄糖发生的美拉德反应进行条
件筛选，在最适反应条件下得到的调味基料具有的风
味良好，香气浓厚且无明显鱼腥味的特点。王茵等[15]

将花蛤蒸煮液与木糖共同作用发生美拉德反应，利用
正交试验对美拉德反应条件进行筛选，开发出一种新
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型的海鲜调味料。
以海带酶解冻干粉为原料，以美拉德反应的程度

为指标，进行美拉德反应的响应面试验，筛选出最佳
的美拉德反应条件，并在最优条件下制备美拉德反应
产物。同时进行挥发性风味化合物的鉴定，滋味和风
味的分析，以期为制备海带调味料，提升海带深加工
产业提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　仪器与试剂
1.1.1　材料与试剂

海带酶解冻干粉（国家海洋食品工程技术研究中
心前期制备品，海带经风味蛋白酶酶解后冻干品）；
乙腈（分析纯，美国SPECTRUM化学试剂公司）；
D-核糖（分析纯，上海阿拉丁试剂有限公司）；N，
N-二甲基甲酰胺（分析纯，上海阿拉丁试剂有限公
司）；其余试剂均为国产分析纯试剂。
1.1.2　主要仪器与设备

Z 323型冷冻离心机（贺默（上海）仪器科技有限
公司）；EClassical 3100型高效液相色谱仪（大连依利
特分析仪器有限公司）；601型电热恒温干燥箱（上海
跃进医疗器械厂）；PHS-3型精密pH计（上海雷磁仪
器厂）；AB 2004-N型电子分析天平（梅特勒-托利多
仪器有限公司）；7890 B型气相色谱质谱联用仪（安
捷伦科技有限公司）；TS-5000 Z型电子舌（本Insent
公司）日；PEN 33型电子鼻（德国AIRSENSE公司）。
1.2　方法
1.2.1　美拉德反应产物的制备

分别将0.2 g酶解产物冻干粉充分粉碎后与5 mL蒸
馏水混合，将D-核糖以不同浓度（以酶解液干粉质量
计）添加至混合液中，调节不同pH，在不同反应时间
下进行反应。待反应结束后冷却至室温，反应液经旋
转蒸发后进行冻干后，得到美拉德反应调味料，置于
4 ℃条件下备用。
1.2.2　美拉德反应产物反应程度的检测

美拉德反应的反应过程有3个阶段，类黑素的产
生发生在第3阶段[16]，其随着美拉德反应的进行，颜
色加深，影响体系的色泽。类黑素在420 nm可以被检
测[17-18]，以420 nm吸光度来表示其美拉德反应的程度。
1.2.3　美拉德反应条件的优化

基于前期单因素试验结果，确定D-核糖的最优添
加条件为：D-核糖浓度20%、反应时间120 min、反
应温度120 ℃、pH 12。分别选取3个独立的变量为：
D-核糖浓度（x1）、反应的时间（x2）和pH（x3），
x1分别为5%，20%和35%；x2分别为60，150和240 
min；x3分别为8，11和14。使用3×3的随机因子设
计（CRD）来获取x1，x2和x3值的组合。为找到反应

条件的最适选择，建立响应面的二阶多项式模型：
y=a11x12+a22x22+a33x32+a12x1x2+a13x1x3+a23x2x3+a1x1+a2x2+ 
a3x3+a0。其中，y表示预测的响应；x1、x2和x3表示独
立变量；a0表示偏移项；a1和a2表示线性效应；a12表示
2个变量之间的相互作用的效应。
1.2.4　美拉德反应产物挥发性风味化合物的分析

取2 g样品，装入带有螺帽的玻璃容器中，使用氮
气通过悬浮液发泡，在90 ℃下水浴平衡30 min，使用
20 mL/min的恒定氮气流吹扫10 min。将挥发性化合物
收集在含有100 mg Tenax吸附剂的玻璃毛细管（内径3 
mm）中，进样。

升温程序：初始温度130 ℃，保持10 min。色谱
柱温度50 ℃，保持1 min，以4 ℃/min升温到160 ℃，
再以15 ℃/min升温到320 ℃，保持10 min。载气为氦
气（He），恒定流速20 mL/min，进样口温度270 ℃，
解吸15 min，压强100 kPa。在每次分析过程中，Tenax
捕集阱通过在250 ℃回流1 h进行捕集。

质谱条件：电子能量70 eV，离子源温度230 ℃，
传输线240 ℃，质谱扫描范围29~350 m/z。

将保留时间和质谱与NIST11数据库中的数据比
较，在GC-MS上通过直接注射分析一系列正构烷烃
（C8~C20）以获得保留指数（RI）值。将RI数据与标
准化合物值进行比对。
1.2.5　美拉德反应产物滋味与风味的分析

电子舌滋味的分析采用Wang等[19]的方法进行修
改。将1 g样品与40 mL去离子水混合后，室温下静置
10 min。测定条件：传感器清洗时间20 s，样品准备
时间1 s，样品测试时间120 s，将每个溶液获得的最后
5 s的平均值作为测定数据。为减少测量误差提升稳定
性，每个方案重复测定10次，每个传感器的最后3个
测定值被认为是准确的数据，用作后续分析。

电子鼻风味分析采用Yao等[20]的方法。采用静态
的顶空（HS-100）自动进样器进行进样。PEN3电子
鼻由10个传感器组成，如表1所示。测定条件：电子
头测量时间100 s；顶空温度25 ℃；内部流量300 mL/
min；注射流量300 mL/min。每个样品重复2次。所有
样品以7次的重复进行，使用应用于电子鼻分析的软
件获得其雷达图。
1.2.6　统计学分析

试验数据以多组平行数据的平均值表示，并计算
标准差；利用SPSS软件采用方差分析（ANOVA）进
行数据的统计分析，p＜0.05表示显著，p＜0.01表示
极显著。采用Design Expert 10.0进行响应面试验设计
与方差分析。

2　结果与讨论

2.1　最优美拉德反应条件的确定
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根据前期单因素的试验结果，选择D-核糖浓度
5%，20%和35%，反应时间60，150和240 min，pH 
8，11和14，分别为自变量，以420 nm处的吸光度作
为因变量，对其美拉德反应进行响应面分析。通过
3×3的随机因子设计进行17个试验以优化试验中的3
个独立的参数。为评估模型的显著性，同时完成方差
分析，以证明给出的试验数据与二阶多项式方程是否
适合。吸光度的结果如表2所示。

表1　电子鼻传感器的性能描述

传感器 性能描述 传感器对应基团
阈值/

(mL·m-3) 

R(1) 对芳香成分敏感 C7H8 10

R(2) 灵敏度大, 对氮氧化合物
很敏感

NO2 1

R(3) 氨水, 对芳香成分灵敏 C6H6 10

R(4) 主要对氢气有选择性 H2 100

R(5) 烷烃, 芳香成分 C3H8 1

R(6) 对甲烷灵敏 CH4 100

R(7) 对无机硫化物敏感 H2S 1

R(8) 对乙醇灵敏 CO 100

R(9) 芳香成分, 对有机硫化物
灵敏

H2S 1

R(10) 对烷烃灵敏 CH4 10

表2　响应面分析的试验结果

试验号 x1 D-核糖浓度/% x2反应时间/min x3 pH 吸光度

1 5 150 14 5.593

2 20 150 11 5.577

3 35 150 14 5.380

4 5 150 8 5.047

5 35 240 11 5.263

6 5 60 11 5.560

7 20 150 11 5.700

8 20 240 14 6.200

9 5 240 11 5.483

10 35 150 8 4.707

11 20 150 11 5.400

12 20 150 11 5.300

13 35 60 11 4.983

14 20 60 14 6.050

15 20 240 8 5.767

16 20 60 8 4.307

17 20 150 11 5.510

以D-核糖的浓度（x1）、反应时间（x2）、反应
pH（x3）为自变量，吸光度（y）为因变量以建立的
回归方程为：y=-0.029x12+0.11x22-0.029x32+0.089x1x2+ 
0.032x1x3-0.33x2x3-0.17x1+0.23x2+0.42x3+5.50。

对吸光度的回归方程式进行方差分析，结果如
表3所示。模型对试验的拟合情况良好，模型的p= 
0.034 0＜0.05，表明此试验的模型显著。失拟项p= 
0.972 9＞0.05，表明失拟项检验并不显著，方程对试
验的拟合程度较好，该方法为可靠。

表3　吸光度回归系数显著性检验结果

来源 平方和 自由度 均方 F值 p值 显著性
模型 2.94 9 0.33 4.91 0.023 8 *

X1 0.23 1 0.23 3.43 0.106 5
X2 0.41 1 0.41 6.19 0.041 8 *
X3 1.44 1 1.44 21.71 0.002 3 **

X1X2 0.03 1 0.032 0.48 0.511 3
X1X3 0.004 1 0.004 0.06 0.813 2
X2X3 0.43 1 0.43 6.46 0.038 6
X1

2 0.35 1 0.35 5.22 0.056 2
X2

2 0.05 1 0.053 0.78 0.401 6
X3

2 0.003 1 0.003 0.05 0.826 3
残差 0.47 7 0.066 0.47

失拟性 0.37 3 0.12 5.13 0.37
纯误差 0.096 4 0.024 0.096
总离差 3.40 16 3.40

注: *, p＜0.05, 差异显著; **, p＜0.01, 差异极显著; p＞0.05, 差异不
显著

图1表明3个因素对响应值有一定影响。如图1
（A）所示，D-核糖浓度的增大同时伴随着吸光度的
升高。吸光度随着反应时间增大呈现上升趋势，在
60~150 min，其增长趋势快速，后趋于平稳。pH对吸
光度的影响与其单因素试验结果表现的趋势相同，
反应程度在弱碱性条件下要适于弱碱性环境。通过
响应面试验的结果分析，选定美拉德反应的最优反应
条件：D-核糖浓度24.25%、反应时间235.07 min、pH 
11.66。此时美拉德反应产物的420 nm处吸光度可达
0.603。在此条件下进行3次的平行验证试验，得到美
拉德反应产物在420 nm处的吸光度为0.597±0.059。
Yang等[21]在对鱼肉美拉德反应条件进行优化时，选
择D-核糖浓度、反应时间及pH为因素，得到相似结
果，较高的D-核糖浓度与高pH会造成吸光度在420 
nm处增加。

图1　D-核糖的浓度、反应间、pH对吸光度的

影响的响应面图
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2.2　美拉德反应产物挥发性风味化合物分析
如表4所示，美拉德反应产物中挥发性风味化合

物含量最高的化合物为己醛，其含量为33.54%。这与
Peinadopardo等[22]报道的在添加鱼油的酶解产物美拉德
反应产物中检测到己醛的结果相一致，同时在小麦的
美拉德反应产物中检测到己醛的存在[23]。2-乙酰基-1, 
4, 5, 6-四氢吡啶含量在美拉德反应产物中含量为
23.3%，其常被认为是产生谷物特征风味的重要化合
物之一，尤其是在焙烤面包中的香味，具有爆米花与
面包皮的香味特征[24]。由于亚油酸的氧化[25]，通常呋
喃类化合物会产生油脂香。在大米储藏期间[26]检测到
2-戊基呋喃具有煮熟的螃蟹味与龙虾味。通过GC-MS
对美拉德后的挥发性风味物质进行分析发现，挥发性
风味化合物较多，增加更多的海鲜味及坚果香味，改
善海产品原有的腥味，表明美拉德反应是海鲜调味料
加工中一个去腥增香的有效途径。

表4　美拉德反应产物中挥发性风味物质种类与含量

风味物质a 相对保留
指数a, b

相对含
量/%

气味描述c

3-甲基-2-丁烯醛 782 0.05 香料

己醛 821 33.54 青草, 牛脂, 脂肪

 (Z)-2-己烯-1-醇 868 0.12 末成熟果实味

2, 4-己二烯-1-醇 916 0.50 青香, 坚果, 蔬菜

庚醛 901 3.48 脂肪、柑橘

1-辛烯-3-醇 980 2.32 蘑菇

2-戊基呋喃 993 10.98 煮熟的龙虾味, 螃蟹味

2-乙基-2-己烯醛 999 1.59 香料

 (E)-2-辛烯醛 1 060 4.47 绿色蔬菜味, 坚果, 脂肪

2-乙酰基-1, 4, 5, 
6-四氢吡啶

1 061 23.50 谷物、面包香

壬醛 1 104 14.92 脂肪, 柑橘, 蔬菜味

 (E)-2-壬烯醛 1 162 0.82 脂肪、青香、黄瓜香

 (3E, 5Z)-1, 3, 5-
十一烷三烯

1 174 0.66 青椒香

癸醛 1 206 0.45 肥皂, 橙皮, 牛油

 (E)-2-癸烯醛 1 263 0.93 脂肪味

注: a所有化合物均与质谱和保留指数数据库进行了比较; bRI (保留
指数) 使用一系列的C7~C30的烷烃作为参考标准计算; c气味描述引

用www.flavornet.org和最近的报告

2.3　美拉德反应产物滋味与风味分析
通过电子舌与电子鼻对美拉德反应前后进行滋味

与风味分析。如图2（A）所示，经过美拉德反应后，
鲜味和咸味的响应值呈现稍微增加趋势，而苦味与涩
味的响应值则显著下降。表明经过美拉德反应既可以
掩盖不良味道，也可提高调味料的香味。这与孙红梅
等[27]探究的鸡骨素及其酶解液的美拉德反应产物电子
舌中的试验结果相似，即美拉德反应后的产物具有更
多呈味物质，更加浓郁。

由图2（B）可知，美拉德反应产物的整体风味呈
现大幅提升，其中以电极为R(2)、R(9)、R(7)的提高最

显著，分别提高6.5，3.1和2.9分。美拉德反应产物的
主要风味特点为烤香味，根据表2中R(2)电极可知，
其特征性风味成分可能来自吡嗪、呋喃酮等。其次
R(7)、R(9)电极主要对芳香成分及有机硫化物敏感。
阈值较低的醇类化合物中的1-辛烯-3-醇，可与其他
物质产生风味协同作用，赋予产品焦香与肉香味[28]，
使电子鼻的风味分析结果产生明显增强，这与叶梦迪
等[29]通过美拉德反应制备蟹味香精的研究结果相似。
因此美拉德反应产物具有的谷物、面包香更强，产品
风味更加浓郁。

图2　美拉德反应产物的电子舌、电子的滋味

（A）与风味（B）分析结果雷达图

3　结论

美拉德反应的最优条件为：D-核糖浓度24.25%、
反应时间235.07 min、pH 11.66。在此条件下，420 nm
处的吸光度可达0.603。美拉德反应产物中主要的挥
发性物质为己醛、壬醛、2-乙酰基-1, 4, 5, 6-四氢吡
啶、2-戊基呋喃，其含有的挥发性风味物质的种类丰
富，增强反应产物的坚果香味与海鲜味。电子舌与电
子鼻分析结果表明，美拉德反应产物的滋味与风味水
平均较酶解液有显著的提升。海带酶解液的美拉德反
应产物的味道清香浓郁、滋味新鲜，具有极大的应用
潜力和前景。
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