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牡蛎肉双酶复合水解工艺
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摘 要：以牡蛎为原料，利用多种蛋白酶对牡蛎蛋白质进 行 水 解，挑 选 中 性 蛋 白 酶-".0和

6’+7&89:,;<蛋白酶进行复合酶解，得出酶解的最佳工艺参数为：时间-5=，中性蛋白酶-".0与

6’+7&89:,;<作用的时间比为-5>-$，中性蛋白酶-".0酶与底物比为"##?／@，6’+7&89:,;<酶与底

物比为-!##?／@(水解后，氨基态氮质量分数为#(35.A，总氮回收率为.-A(
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牡蛎是世界第一大养殖贝类，也是我国四大养

殖贝类之一(牡蛎不仅因为肉质鲜美可口受到人们

喜爱，而且由于其含有大量的氨基酸、糖元、牛磺酸

以及大量的活性微量元素，具有很高的药用价值，

近些年来对于牡蛎等水产品的深加工利用日益受

到重视［-］(在日本素有“海之玄米”之称，在欧美等

国亦有“M<+*G’[”之称(日本从!#世纪5#年代就

开始对牡蛎的营养、疗效功能进行研究，并开发、生

产了一系列牡蛎保健食品、疗效品(我国近-#年来

也开始对牡蛎进行开发、研究，并生产了“金牡蛎”

等保健品(随着酶制剂工业的不断发展，许多食品

都利用酶进行加工处理，分解生物多聚物，以便于

人体的消化吸收，增加可口性，同时也为了提高原

料可食部分的得率，增加营养价值(作者从牡蛎水
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解入手，采用蛋白酶水解法［!］，得出了牡蛎水解的

最佳工艺参数，与以往的酶解不同，实验采取双酶

复合水解，效果显著"

! 材料与方法

!"! 原料与试剂

牡蛎：浙江海通食品集团提供；酸性蛋白酶：无

锡酶制剂厂产品；中性蛋白酶#$%&：无锡酶制剂厂

产 品；’()*+,-.： 丹 麦 诺 维 信 公 司 产 品；

/0+1)2(34,-：丹麦诺维信公司产品；其他试剂均为

分析纯"
!"# 主要仪器

567#高速组织捣碎机；/8##9:电子天平；;;7
!数显恒温水浴锅；5<=>8$!976数显’;计；;?7$
恒温磁力搅拌器等"
!"$ 制备水解液的工艺流程

新鲜牡蛎!去壳!洗净!打浆!热处理!酶

解!灭酶!离心

!"% 测试指标和分析测定方法

总氮回收率@酶解液中的氮含量／原料中总氮

含量

氨基态氮质量分数用甲醛滴定法测定［$］"
酶解液和原料中的氮质量分数用微量凯氏滴

定法测定［:］"
以总氮回收率作为评价指标能够反映出蛋白

酶对于蛋白质的水解效果，总氮回收率越高，说明

蛋白质被有效地分解了，此时的蛋白酶的水解能力

最强；反之亦然"
!"& 正交试验各因素与水平的安排

试验在挑选内切酶和确定最终双酶水解最佳

工艺参数的时候，分别进行了!次正交试验"
在挑选内切酶时，以总氮回收率为主要指标，

氨基态氮质量分数为次要指标，以酶的种类、酶解

时间、酶与底物比和底物质量浓度为四因素，采用

四因素三水平的正交试验设计来确定最佳条件［A］"
各因素与水平表见表#"

表! 酶解试验各因素水平表

’()"! *(+,-./(0123432/-5671.-27/8/39:3.8;30,/

水平
!

酶的
种类

"
时间／

B

#
酶底比／
（C／D）

$
质量浓度／
（D／E=）

# 酸性蛋白酶 ! $99 !

! 中性蛋白酶#$%& $ F99 $

$ ’()*+,-. : %99 :

为了得到复合酶解的最佳工艺参数，以总的酶

解时间、中性蛋白酶#$%&与/0+1)2(34,-作用时间

比、中 性 蛋 白 酶 #$%& 的 酶 与 底 物 比 以 及

/0+1)2(34,-的酶与底物比为四因素，采用氨基态氮

质量分数和经济效益的综合指标进行正交试验"综
合指标的计算如下：

氨基态氮质量分数占总份额9"A，水解总时间

占总份额9"#FG，中性蛋白酶#$%&酶底比占总份额

9"#FG，/0+1)2(34,-酶底比占总份额9"#FG"其中，

总时间的份额：#9B为9"#FG，#!B为9"#!A，#:B
为9"9&:，#FB为9"9:!；中性蛋白酶#$%&酶底比的

份额为：$99C／D为9"#FG，F99C／D为9"#!A，%99
C／D为9"9&:，#!99C／D为9"9:!；/0+1)2(34,-酶

底比的份额：F99C／D为9"#FG，%99C／D为9"#!A，

#!99C／D为9"9&:，#A99C／D为9"9:!"
总份额（为各项份额之和）@氨基态氮质量分

数份额（9"A）H水解总时间份额H中性蛋白酶酶底

比份额H/0+1)2(34,-酶底比份额

综合指标@氨基态氮质量分数I总份额

各因素水平表见表!"
表# 工艺参数优化的酶解试验各因素水平

’()"# *(+,-./(0123432/-5671.-27/8/39:3.8;30,/

水平
（!）
总时
间／B

（"）#$%&比

/0+多作用
时间／B

（#）（#$%&
酶底比）／
（C／D）

（$）（/0+1)2(34,-
酶底比）／
（C／D）

# #9 9 $99 F99

! #! # F99 %99

$ #: ! %99 #!99

: #F $ #!99 #A99

# 结果与讨论

#"! 内切酶的确定

在单因素试验的基础上进行了正交试验（见表

#），从而得到单酶水解的最佳条件，进一步得到最

佳的内切酶"正交设计方案及试验结果见表$"
从试验中可以看出，总氮回收率越高，相应的

氨基态氮质量分数就越高，这是因为蛋白质被酶水

解为短肽，溶解于水解液中，得到的短肽越多，水解

就能够更好地进行，最终产物氨基酸就会越多，这

可以从氨基态氮质量分数的变化上看出"
由表$可以看出，!!$#"$#$是最佳的试验方

案，由此找到了最佳的内切酶：中性蛋白酶#$%&，最

佳底物质量浓度为!D／E="
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表! 正交设计方案及试验结果

"#$%! &’()*+*,#-./01+,#,.’/02-(0

实验号 ! " # $ 总氮回收率／!
氨基态氮

质量分数／!

" " " " " "#$%% %$%&#’

( " ( ( ( ")$"# %$%**+

+ " + + + ",$%( %$%’%(

& ( " ( + ’"$,) %$%,#*

* ( ( + " #+$%# %$"%)(

’ ( + " ( ’&$#% %$%),%

# + " + ( *&$"’ %$%)*)

, + ( " + **$+’ %$%#(,

) + + ( " #%$&" %$%)#+

总
氮
回
收
率
／

!

%"

%(

%+

&"

&(

&+

’

*&$") "++$%* "+#$%’ "’%$&,

"))$’’ "&#$’% "*"$&# "+,$%+

"#)$)+ "*+$"+ "&*$(* "+*$(#

",$%’ &&$+* &*$’) *+$&)

’’$** &)$(% *%$&) &’$%"

*)$), *"$%& &,$&( &*$%)

&,$&) ’$’) &$,% ,$&%

氨
基
态
氮
质
量
分
数
／

!

%"

%(

%+

&"

&(

&+

’

%$"’+" %$(+"% %$(",& %$(*&"

%$()&# %$(+#+ %$(&%" %$(&)(

%$(’’% %$(*** %$(’*+ %$((%*

%$%*&& %$%##% %$%#(, %$%,&#

%$%),( %$%#)" %$%,%% %$%,+"

%$%,,# %$%,*( %$%,,& %$%#+*

%$%&+, %$%%,( %$%"*’ %$%""(

3%3 复合酶解条件的确定

在挑选出最佳的内切酶以后，又用挑选出的内

切酶，配合已有的外切酶进行双酶水解$在单因素

试验的基础上，进行了正交试验，以产品得率和经

济效益的综合指标为最终指标，得到双酶水解的最

佳条件，正交设计方案及试验结果见表&$
以表&正交试验中得到的氨基态氮质量分数

与表+正交试验中得到的氨基态氮质量分数作比

较，可以清楚的看到，双酶水解的氨基态氮质量分

数得到了很大的提高，基本上都提高了(!&倍，这

就是双酶水解相比于单酶水解的优点$内切酶主要

将蛋白质水解为肽类，这时加入外切酶，从肽的两

端进行水解而得到氨基酸$所以，将内切酶和外切

酶配合水解，水解效率确实得到了极大地提高$
由表&可以看出，最佳方案为!&"(#"$+，即

总 的 酶 解 时 间 为 "’-，中 性 蛋 白 酶 "+), 与

./012345678作用的时间比为"’9"*，中性蛋白酶

"+),的酶底比为+%%:／;，./012345678的用量为

"(%%:／;$由试验得出的最佳条件所得的产品的氨

基态氮质量分数为%$&’)!，总氮回收率为)"!$

! 结 论

"）采用双酶复合水解比单酶水解的效果好，双

酶复合水解在经济上是可行的，产品的质量更好$
(）由本试验得出的最佳条件进行水解，产品的

氨基态氮质量分数为%$&’)!，总氮回收率为)"!$
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表! 正交试验及试验结果

"#$%! &’()*+*,#-./01+

!
!!!!

,#,.’/02-(0

实验
号 ! " # $

氨基态氮
质量分数／

!

综合
指标

实验
号 ! " # $

氨基态氮
质量分数／

!

综合

!
!!

指标

!
!!

" " " " " #$%&"" #$%&"" "’ ’ % ( " #$()(’ #$(""’

!
!!

% " % % % #$%*)* #$%&+, "+ ’ ( % ’ #$’&%# #$(%,(

!
!!

( " ( ( ( #$((** #$%*%( "& ’ ’ " ( #$’"&+ #$(%),

’ " ’ ’ ’ #$(+’) #$%+*" %"

!
!!

"$#&,% "$%#+" "$%’(+ "$"%,&

+ % " % ( #$(,&& #$("(* %%

!
!!

"$")%) "$%’’, "$")’, "$"&*’

& % % " ’ #$’#%+ #$((+’ %(

!
!!

"$%+*, "$")’" "$")"+ "$%+*#

, % ( ’ " #$(%#& #$%&,% %’

!
!!

"$%,,( "$"+%% "$"&&’ "$%’%"

* % ’ ( % #$(("* #$%,&+ %"
!
!!
#$%&&* #$(#"( #$("#) #$%*")

) ( " ( ’ #$’+(& #$(%"( %%
!
!!

#$%)*% #$(""% #$%)*, #$%)%"

"# ( % ’ ( #$’&)# #$((%% %(

!
!!

#$("’, #$%)*+ #$%),) #$("’+

"" ( ( " % #$(&%& #$(",( %’

!
!!

#$(")( #$%**" #$%)"& #$("#+

"% ( ’ % " #$(%)# #$%*,) &

!
!!

#$#+%+ #$#%(" #$#")( #$#(%&

"( ’ " ’ % #$’(&" #$(#*)
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