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摘 要：通过酶法水解将小梅鱼制备成营养型高档调味剂 )用酶对小梅鱼进行水解，结果表明温
度、56、酶的种类、酶的组合、酶添加的顺序对产物的分布有影响 )在初始 56值为 0，温度为 %$ 7
时，胰酶水解产物中小分子产物含量较高 )胰酶的水解产物用微生物风味复合酶进一步酶解，可脱
除苦味 )对产物进行氨基酸分布检测，结果显示，产物中含 "0 种氨基酸，总氮质量分数为 "!2 ) 4
89 : 9（以 *计），!;氨基氮质量分数为 2$ ) 0 89 : 9 )
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味精是第一代鲜味剂，为单一氨基酸，从营养

平衡的观点看，过多地摄入某一种氨基酸会阻碍其

它氨基酸的吸收，从而引起营养不平衡，对人体的

健康不利，且过多食用会引起口渴 )开发新的有利
于人体健康的营养鲜味剂是非常必要的 )
鱼的营养价值较高，但将鱼粉直接作为调味

品，则水溶性不好，以此制成的水溶性调味品，腥味

较重，味道也不鲜 )通过生物技术将鱼肉水解，可以
保留鱼的营养，更易为人体所吸收 )水解液不仅富
含各种氨基酸、短肽、核酸、维生素，而且具有一定

的保健功能 )
=AF和 =QJ5,SC-［"，!］等曾用木瓜蛋白酶水解海

水鱼 !"#$%&’’()&% *"+"),%$" 和淡水鱼 -"%.,# *"%/
+"$(*,#，水解产物用于微生物培养 ) \A,]和 P,VX,(;
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!"#$%［&］曾用 ’(种商品酶对小龙虾加工过程中的副
产物进行水解，制备调味品 )针对国内水产资源特
点，作者以低值梅鱼为水解对象，制备营养型调味

品 )选择来源于动物、植物和微生物的各种酶样进
行比较并复合使用，在温度和 *+ 对水解的影响等
方面进行了研究 )

! 材料与方法

! " ! 材料
原料：小梅鱼，宁波润发冻品有限公司提供 )
酶：微生物碱性内切蛋白酶（,!-"!".$）、微生物

中性内切蛋白酶（/$01%".$）、微生物复合蛋白酶
（ 2%31"4$5 ）、微 生 物 复 合 风 味 蛋 白 酶
（6!"730%894$）、木瓜酶:植物蛋白酶（2"*";<".$）和胰
酶:动物蛋白酶（2"<-%$"1;<），分别由 /373公司和浙
江金华宝键生化厂提供 )核酸酶（/0-!$".$），实验室
自制 )
! " # 仪器

=> ? @AB型紫外可见光分光光度计，上海第三
分析仪器厂产品；凯氏定氮仪，上海玻璃仪器厂产

品；C&((型氨基酸分析仪，D$-E4"<公司产品 )
! " $ 原料预处理及酶解
将杂鱼去头、去内脏后用水洗净，沥水后称重，

’(( F鱼加水 ’(( 4G，煮沸 A 4;<，冷却后用组织捣
碎机打成浆状，置冰箱备用 )
将鱼浆的 *+ 值和温度调至酶解反应所需条

件，按比例加入酶 )恒温，搅拌反应至预定的时间，
再加入第二种酶，酶解完毕，煮沸灭酶，过滤，取清

液分析 )
! " % 分析方法
总氮：凯氏定氮法；氨基氮：甲醛法；清液中蛋

白质和核酸及其水解产物：紫外吸收法（HI( <4 和
HC( <4）；清液中蛋白质和三肽以上多肽：双缩脲法
（AB( <4）；浊度：可见光吸收法（CB( <4）；苦味：感
观评定法［B］)

# 结果与讨论

# " ! 原料分析
将去头、去内脏的杂鱼，用组织捣碎机打成浆

状，经测定，鲜鱼中总固形物质量分数为 ’IC 4F J F，
总氮质量分数 H(B 4F J F，!:氨基氮质量分数为 ’
4F J F，灰分为 ( ) &@H 4F J F )
# " # 酶的筛选
由于各种酶的最适宜反应温度不同，需同时考

虑 A(K和 C(K的反应状况，以酶解 ’C L 的反应结

果作为评价标准 )按照供应商建议的酶用量加入
酶 )分别测定 ! HC( <4值、总氮及氨基氮质量浓度

（,/），结果见表 ’ )
表 ! 不同酶的水解结果

&’("! &)* +*,-./, 01+ 2300*+*4/ *4567*,

酶
! HC( <4

A( K C( K
M/ J（4F J 4G）
A( K C( K

,/ J（4F J 4G）
A( K C( K

2"*";<".$ ( ) B&H ( ) B(I ’I ) H& ’@ ) (’ & ) CA & ) CN
2"<-%$"1;< ( ) BNB ( ) B(& HH ) CH ’@ ) BH C ) (& B ) H
,!-"!".$ ( ) &@N ( ) &NN ’C ) (B ’I ) (( & ) NC & ) I&
2%31"4$5 ( ) &C( ( ) &NI ’A ) (C ’C ) HC & ) I& & ) HA
/$01%".$ ( ) &A( ( ) &C’ ’& ) N ’& ) BI ’ ) CN H ) ’&

表 ’ 中 M/ 表示反应后清液中总氮的质量浓
度，M/越高，得率越高；,/ 表示氨基氮的质量浓
度 )表 ’ 的结果表明，A( K下用 2"<-%$"1;< 水解的
总氮、氨基氮质量浓度都明显高于其他各组实验 )
比较 A( K和 C( K下反应的结果，,!-"!".$ 和 2%3:
1"4$5在 C( K下反应所得的清液中总氮比 A( K下
反应的高，2"*";<".$ 和 /$01%".$ 在 C(K下反应所
得的清相氨基氮比 A(K下反应的高 )可见不同的酶
在不同的温度下所得产物的分布是不同的 )
图 ’ 是各组实验的 ,/ J M/ 值 ) ,/ J M/ 表示

总的蛋白质中氨基酸所占的比例，也可粗略表征水

解物的平均肽段大小，,/ J M/ 值越大，平均肽链越
短 )从图 ’ 可明显看出用 ,!-"!".$、2"<-%$"1;< 和
2%31"4$5 在较低温度下反应所得的小分子产物较
多 )而用 2"*";<".$ 和 /$01%".$ 在较高温度下反应
所得的小分子产物较多 ) A( K下用 2"<-%$"1;<水解
的 ,/ J M/值最大 ) 可见对于不同的酶，温度对产
物分布的影响是不同的 ) A( K下用 2"<-%$"1;<水解
的 ,/ J M/和 M/的值最大，即得率最高，产物肽链
最短，水解程度最高 )

图 ! 不同酶在不同温度下水解的 89:&9
;3<" ! 89 : &9 01+ 2300*+*4/ *4567*, )62+1.65*2 ’/

=> ? ’42 @> ?
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用不同酶水解所得产物的苦味程度依次为：

!"#"$%"&’ ( )*+"*"&’ ( !"%+,’"-$% ( !,.-"/’0 (
1’2-,"&’
综合鲜鱼蛋白质自解与酶解等因素，1’2-,"&’

水解产物的口味较好，但 1’2-,"&’ 水解得率太低 3
!"%+,’"-$%在 45 6下的反应，得率高，肽链短，但带
苦味 3苦味通常由苦味肽引起，与酶的作用位置有
关，用其他合适的酶进一步水解，有可能脱除苦味 3
! " # 酶的组合
通常认为对于大分子底物的水解用多种酶的

组合效果较好，各种酶有不同的作用部位，可使反

应后的片断更短，因此进行了多种组合（第 7 种酶
加入 8 9后加入第 :种酶），见表 : 3

表 ! 酶的组合

$%&"! $’( )*+&,-%.,*- */ (-01+(2

实验
号

酶 ! :;5 %/ ! 485 %/
)1 <
（/= < />） ! ?85 %/

7 !"%+,’"-$% @
!"#"$%"&’7）

5 3 :AB 5 3 C;B : 3 4A 5 3 :7

: !"#"$%"&’ @
!"%+,’"-$%:） 5 3 A88 5 3 48A A 3 7; 5 3 58

A !"#"$%"&’ @
!,.-"/’0 5 3 :5: 5 3 C4? : 3 4A 5 3 58

8 )*+"*"&’ @
!"%+,’"-$% 5 3 :4: 5 3 B5B 8 3 5: 5 3 ?4

4 )*+"*"&’ @
!,.-"/’0 5 3 A;5 7 3 548 A 3 AC 5 3 C8

? !"%+,’"-$% @
!,.-"/’0 5 3 A?4 7 3 77C A 3 77 7 3 54

C
!,.-"/’0 @
12+*’"&’ @
D*"E.2,FG/’

5 3 A8A 5 3 AA; 7 3 4? 7 3 75

;
!"%+,’"-$% @
1’2-,"&’ @
D*"E.2,FG/’

5 3 :;; 5 3 8B8 4 3 8B 5 3 5C

B !,.-"/’0 @
1’2-,"&’ 5 3 ::; 5 3 4A5 : 3 8A 5 3 5C

75
!,.-"/’0 @
1’2-,"&’ @
D*"E.2,FG/’

5 3 :A5 5 3 8?; : 3 ;4 5 3 5B

77 !"%+,’"-$% @
D*"E.2,FG/’ 5 3 8?C 5 3 A:; 4 3 C; 5 3 5:

注：7）为先加 !"%+,’"-$% 后加 !"#"$%"&’，:）为先加 !"H
#"$%"&’后加 !"%+,’"-$% 3

但从结果看，对比单一酶的作用，除第 4、C 和
77组实验的组合外，其余多酶组合比使用一种酶的
得率低 3由于蛋白质水解反应体系中含多个平行反
应，反应的速率不但与底物的总浓度有关，还与各

底物之间的比例有关，采用不同的酶组合会使反应

体系中的各不同片断间的比例发生变化，从而影响

总反应速率，这是一些组合酶的作用比单一酶差的

原因之一 3此外不同来源的酶（动物酶、植物酶和微
生物酶）之间是否存在相互切割、相互抑制的作用

尚需进一步研究 3从第 7和第 :组实验判断，酶的添
加顺序对产物的分布和得率也有影响 3第 77 组实
验，先用 !"%+,’"-$%，后用 D*"E.2,FG/’，清液中相
:;5 %/的吸收值（即氨基氮质量浓度）最高，双缩脲
反应的吸收值和混浊度最低，是其中水解程度最高

的 3该组实验得率达 B4I，水解液中 )1 < J1 达到
5 3 4?? 3
! " 3 45对胰酶反应的影响
图 :为不同 #K 条件下用 !"%+,’"-$%水解的结

果 3可见，除双缩脲反应的检测之外，其余分析结果
都表明 #K为 ;时的反应结果较好 3 #K为 ;时双缩
脲反应的吸收值较高有两种可能性，一是该酶水解

大分子蛋白质的速度快，使清液中的大分子肽浓度

较高；二是该酶将清液中多肽降解成氨基酸的速度

慢 3由于 #K 为 ; 时实验测得的 :?5 %/ 和 :;5 %/
的吸收值最高，故可推知其原因是因为清液多肽的

浓度高，而不是因为肽降解成氨基酸的速度比其他

组慢 3还可知 :?5 %/与 :;5 %/下的吸收值之比在
不同的 #K 下略有不同 3 如果 :?5 %/ 处的紫外吸
收主要取决于核酸类物质浓度，:;5 %/处的紫外吸
收主要取决于蛋白质浓度，则其比值变化说明：不

同 #K条件下水解产物中核酸类物质与蛋白质类物
质的比例是不同的，因为胰酶是一种粗酶，含多种

活性组分，#K对不同活性组分的影响是不同的 3

图 ! 不同 45条件下 6%-)7(%.,-的反应结果
8,9"! $’( ’1:7*;12,2 7(2<;.2 &1 6%-)7(%.,- %. :,//(7(-.

45 /*7 3 ’

图 A为 !"%+,’"-$%在 #K为 ;时的水解历程 3清
液 :?5 %/和 :;5 %/的吸收值随时间升高，说明清
液中的蛋白质和核酸的水解物含量随反应的进行

而升高 3 双缩脲反应后 485 %/ 下的吸收值随时间
先上升后下降，可见反应初期系统中以蛋白质被切
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割成大分子多肽的反应为主，后期反应以清液中大

分子肽被酶水解成短肽和氨基酸的反应为主 ! "#$
%&的吸光率下降，说明混浊度下降，即溶液中可凝
蛋白质的含量随反应下降 !清液中水解产物浓度
高，浊度低表明水解液中可凝蛋白质含量少，产品

水溶性好 !

图 ! 初始 "# $时 %&’()*&+,’的水解历程
-,./! 01* +,2* (34)5* 36 178)3975,5 :7 %&’()*&+,’+ &+
（,’+,&9）"# $

; / < 温度的影响
不同温度下的胰酶失活曲线如图 # 所示 !可见

胰酶在 #$ ’下保持 ("$ &)%基本上不失活，实验中
胰酶在 $ ! * &+ , &-的质量浓度下可以保持 (# .不
失活 ! /$ ’下保持 0$ &)% 活力不变，而在 "$ ’下
0$ &)%胰酶活力就只有原来的 1/2左右 !因此一次
加酶，如不限制时间，则 #$ ’反应也可，但由于 #$
’仍易染菌，而且反应速度较慢 !因此生产中反应
温度选为 /$ ’ !

图 = 不同温度下的胰酶失活曲线
-,./ = 01* ,’ &(+,>* (4)>* &+ 8,66*)*’+ +*2"*)&+4)*

如果反应速度用单位时间内上清液在*3$ %&
处所增加的吸光度表示，则反应初期各温度下的反

应产物质量浓度基本上随时间呈线性增长，用最小

二乘法对各温度下反应初期产物质量浓度的增长

进行回归，可得各温度下产物质量浓度随时间线性

增长的斜率，该斜率代表产物增长的初始速率（见

表 0）!
表 ! 不同温度下的反应初速

0&:/! ?’,+,&9 )*&(+,3’ )&+* &+ 8,66*)*’+ +*2"*)&+4)*

! , ’ 反应速度 , . 4 ( !*

#$ $ ! $11 $ ! 55

/$ $ ! (0/ $ ! 55

"$ $ ! (35 $ ! 55

; / @ -9&>34)A72*反应的时间进程
6789:;<=>&?是真菌蛋白酶和肽酶的复合体，含

内切蛋白酶和外切蛋白酶两种活性，可用于脱除低

水解度产物（苦味蛋白）的苦味 !
含鲜鱼 /$2的鱼浆用 @8%A<?8B)%水解 # . 后，

煮沸灭酶后过滤 !滤液中加入 $ ! /2（体积分数）的
6789:;<=>&?，在 /$ ’，CD "时进行酶反应 !用产物

!E氨基氮的浓度表示反应的进程，结果如图 /所示 !
图中的曲线形状表明反应受底物的抑制 !

图 < -9&>34)A72*反应的时间进程
-,./ < 01* +,2* (34)5* 178)3975,5 :7 -9&>34)A72*

; / B 成品
用 @8%A<?8B)% 和 6789:;<=>&?组合作用的鱼浆

水解液，经过滤，真空浓缩，冷冻干燥成淡黄色粉状

成品 !成品在常温下溶解于水，水溶液透明无沉淀 !
成品的氨基酸分布如图 "所示 !
成品总氮质量分数为 (*" ! # &+ , +（以 F 计），

!E氨基氮质量分数为 "$ ! 3 &+ , +，!E氨基氮占总氮的
#32质量分数 !

! 结 论

以低值小梅鱼为底物，用 @8C8)%8G?、@8%A<?8B)%、
H7A878G?、F?;B<8G?、@<:B8&?I 以及它们的各种组合
进行水解 !结果表明温度、不同酶的组合、酶的添加
顺序对产物的分布有影响 !温度对不同酶作用的产
物分布的影响是不同的 !用 H7A878G?、@8%A<?8B)%和
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图 ! 成品中氨基酸分布
"#$% ! &#’()#*+(#,- ,. /0#-, /1#2 #- 3),2+1(

!"#$%&’( 在较低温度下反应所得的小分子产物较
多 )而用 !%*%+,%-’ 和 .’/$"%-’在较高温度下反应
所得的小分子产物较多 )在 01 2和 31 2以及不同
*4下用 !%,5"’%$+, 进行水解，结果表明，01 2和
*4 6 7的条件较好 )将 !%,5"’%$+,和 89%:#/";<&’先

后作用于小梅鱼鱼浆，制备所得淡黄色粉状营养型

调味剂富含 =7种氨基酸，总氮质量分数 =>3 ) ? &@ A
@，!B氨基氮质量分数为 31 ) 7 &@ A @，在常温下全溶
于水，溶液透明无沉淀 )
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（上接第 >3Z页）
由此蔬菜混合汁做出的绿色豆腐颜色光亮，口味清

香，在原有的豆腐味的基础上还带有淡淡的蔬菜

味 )
>）经过实验得出胡萝卜汁 [豆乳体积比为 01 [

>01是最佳工艺参数 )由此蔬菜汁做出的红色豆腐
颜色鲜亮，口味适中，略带有淡淡的胡萝卜口味 )

J）经过实验得出黑芝麻汁 [豆乳体积比为 01 [
>01是最佳工艺参数 )由此黑芝麻汁做出的黑色豆
腐质地细嫩，颜色灰黑，口味同时带有黑芝麻味和

豆香味 )
?）J种彩色豆腐的蛋白质含量基本上与普通

豆腐一致 )
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