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Abstract：Hydrolysis of egg white by Flavourzyme was determined by the orthogonal test. The
optimum parameters were: temperature, 55 ℃; pH, 6.5; enzyme dosage, 6%; egg white concentration,
1∶5. With the condition, the residual protein rate and the degree of hydrolysis after 6 h were 27.68%
and 38.75%, respectively, and the resulting hydrolysate primarily consisted of free amino acids and
dipeptides.
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摘要：以水解度和蛋白质残留量为指标，研究温度、pH、酶用量及蛋清浓度对Flavourzyme酶解

蛋清蛋白的影响，并通过正交试验来确定其最佳工艺。结果是温度55 ℃、pH6.5、加酶量为质量

分数6%、蛋清料液质量体积比1 g：5 mL为最佳工艺参数。在该条件下，6 h酶解物的蛋白质残

留率为27.68%，水解度为38.75%，水解物的相对分子质量大部分集中在300以下，即主要以游

离氨基酸及二肽形式存在。
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在我国，蛋品深加工的比例只占禽蛋总量的

0.7 %～1.0 %左右。然而，在发达国家，已利用蛋品

提取多种有效成分应用于食品、医药及保健品等行

业。蛋清蛋白质序列中存在具有生物活性的肽段，

用适当的蛋白水解酶可将这些生物活性肽释放出

来并发挥生理调节作用，如具有抗菌活性、降血压、

降低胆固醇、抗氧化活性等功能 [1-4]。目前，国内外

已有利用蛋清蛋白肽液生产功能性饮料，如利用鹌

鹑蛋清多肽制作保健饮料[5]。Flavourzyme酶是由经

过选育的米曲霉菌种发酵而获得，其包括内切蛋白

酶和外切肽酶两种活性，是一种用于在中性或微酸

性条件下水解蛋白质的真菌蛋白酶/肽酶的复合体[6]。

Flavourzyme 能够水解肽链末端显苦味的疏水氨基

酸，可用来脱除苦味蛋白水解液的苦味，同时还可
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以彻底水解蛋白质，增进和改进水解液的风味 [7]。

作者拟采用Flavourzyme 蛋白酶酶解鸡蛋清蛋白，对

水解温度、pH、酶用量及蛋清浓度几个水解参数进

行优化，探索适宜的水解条件，为进一步生产蛋清

蛋白活性肽提供参考依据。

1.1 试验材料

鸡蛋：市售新鲜鸡蛋；Flavourzyme 蛋白酶：诺维信

生物科技有限公司提供。

1.2 仪器与设备

Waters 600 高效液相色谱仪：Waters公司产品；

Ag1100安捷伦：安捷伦公司产品。

1.3 实验方法

1.3.1 酶水解蛋清蛋白的工艺流程 新鲜鸡蛋（洗

净，消毒）→分离蛋清和蛋黄→稀释蛋清→95℃加热

变性20 min→调节pH→酶解反应→终止酶解反应

1.3.2 单因素试验 在单因素试验中，分别研究酶

解的温度、pH、酶用量及蛋清浓度对水解鸡蛋清蛋

白反应的影响，以水解度为指标，确定适宜的酶解

条件。

1.3.3 正交试验 在单因素试验的基础上，以蛋白质

残留率和水解度为指标，对水解温度、pH、Flavourzyme
酶用量和蛋清浓度4个因素进行正交设计，来确定最佳

水解工艺参数，因素水平设计如表1所示。
表1 L9(3)4正交试验设计

Table 1 L9(3)4 orthogonal design

组别

1
2
3

因 素

A(温度)/℃
50
55
60

B(pH)
6.0
6.5
7.0

C(酶量)/%
4%
5%
6%

D(蛋清料液质量体积比)
1 g∶3 mL
1 g∶4 mL
1 g∶5 mL

1.4 试验指标测定

1.4.1 水解度及蛋白残留率 总氮含量由凯式半

自动定氮仪测得，方法参照《饲料分析及饲料质量

检测技术》。

氨基氮含量由甲醛滴定法测得。准确吸取试

样 5 mL(氨基氮含量约 1~5 mg)于小烧杯中，加 5滴

30%过氧化氢，将烧杯置于磁力搅拌器上，pH计电

极插入烧杯内试样中适当位置，开动磁力搅拌器，

先用0.1 mol/L HCl或NaOH将溶液pH调至8.5，保持

1 min不变，然后慢慢注入预先调好的中性甲醛溶液

10 mL，1 min后用 NaOH 标准滴定溶液滴定值 pH
8.5，记录消耗的NaOH标准滴定溶液体积。

1.4.2 蛋清蛋白水解物相对分子质量分布 水解物

溶液经 0.45 μm微孔过滤膜过滤后上TSK gel 2 000
色谱柱，以细胞色素C（MW 12 500），抑肽酶（MW 6
500），杆菌酶（MW 1450），乙氨酸-乙氨酸-酪氨酸-
精氨酸（MW 451），乙氨酸-乙氨酸-乙氨酸（MW
189）为标准品，测定水解物的相对分子质量分布。

高效液相色谱仪条件：色谱柱为 TSK gel 2 000
（7.8 mm×300 mm）；柱温 30 ℃；流量 0.5 mL/min；检
测波长220 nm；流动相为V（乙腈）∶V（水）∶V（三氟乙

酸）=45∶55∶0.01。
1.4.3 氨基酸分析 总氨基酸和游离氨基酸分析

均采用Agilen 1 100高效液相分析仪进行测定，样品

处理和测定均由扬州大学测试中心完成。高效液

相色谱仪条件：C18 柱：Ｄ4.0 mm×125 mm；柱温：

40 ℃；流速：1.0 mL/min；检测波长：338 nm和262 nm
(Pro)；流动相 A：20 mmol/L 醋酸钠液；流动相 B：

20 mmol/L V（醋酸钠液）∶V（甲醇）∶V（乙腈）＝1∶2∶2。
1.5 数据分析

用软件 SPSS 15.0进行单因素方差分析（One-
Way ANOVA），Duncan法进行均值的多重比较，以

P<0.05作为差异显著性标准。

天然蛋清中存在的抑酶物质能够调节目标蛋

白酶活性、阻碍酶解底物与蛋白酶的反应或清除或

竞争目标受体[8]。在蛋清蛋白酶解前进行适当的加

热处理，不仅能降低或消除蛋白酶抑制物，还能使

蛋白变性暴露更多的酶作用点，使酶解反应加速。

然而，加热温度过高，会导致蛋白酶变性，阻碍酶的

水解作用。杨万根等[9]研究发现，在蛋清酶解前，利

用碱性条件下变性获得的去抑制效果显著优于酸

性条件，且随着温度的升高，去抑制效果显著增加，

95 ℃时的去抑制作用尤为明显。因此，作者采用的

热处理条件为95 ℃，20 min。
2.1 单因素试验结果

2.1.1 温度对 Flavourzyme酶水解蛋清蛋白的影响

在pH7.0，酶用量5%，蛋清料液质量体积比1 g∶4 mL
的条件下，温度分别为 40、45、50、55、60、65 ℃进行

反应，6 h后收集水解液，沸水浴灭活酶20 min，后取

上清液进行检测。所得结果如图1所示，温度在40~
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55 ℃范围内，随着温度的升高，蛋清蛋白酶解液的

水解度呈显著上升，到50 ℃和55 ℃时，水解度极显

著高于其它组(P<0.01)。随着温度的继续升高，水解

度呈下降趋势。当温度达到65 ℃时，蛋白酶解液的

水解度极显著低于其它组(P<0.01)。温度对蛋白酶

活力具有一定的影响作用。当温度过低，酶解体系

中分子运动较弱，酶与底物的碰撞概率较小，降低

酶与底物的反应，进而导致蛋清蛋白酶解液的水解

度较低。随着温度的逐渐升高，酶与底物的反应速

率加快，进而促进蛋清蛋白降解为分子量较小的肽

和氨基酸。然而，当温度过高，会使蛋白水解酶丧

失活性，导致酶解反应速率降低甚至不再具有催化

能力。在本试验中，温度在 50~55 ℃是Flavourzyme
酶最佳反应温度。温度超过该范围，会导致酶失

活，导致水解度降低。
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图1 温度对水解的影响

Fig.1 Effect of temperature on hydrolysis
2.1.2 pH 对 Flavourzyme 酶水解蛋清蛋白的影响

pH对蛋白酶水解蛋清具有一定的影响。当反应体

系中过酸或过碱均会导致酶的空间结构破坏，改变

酶的构象，使水解酶失活。此外，pH影响酶与蛋清

蛋白的解离状态，使底物不能和酶结合或结合后不

能生成产物，且pH能影响酶分子上活性集团的解离，

影响酶与底物的络合或催化，使酶的活性降低 [10]。

因此，只有在适合的pH下，蛋白酶才能保持稳定的

具有活性的构象，促进酶解反应的高效进行。在本

试验中，温度55 ℃，酶用量5 %，蛋清料液质量体积

比1 g：4 mL的条件下，pH分别设为6.0、6.5、7.0、7.5、
8.0进行酶解反应，6 h后收集蛋清水解液，沸水浴灭

活酶 20 min，后取上清液待测。测得的结果如图 2
所示，水解度与pH的关系与温度相似，呈先增后减

的趋势，当pH为6.5时，其水解度极显著高于其它组

(P<0.01)；当 pH继续增大，Flavourzyme蛋清蛋白酶

解液的水解度呈极显著下降，说明较高的pH可能直

接导致Flavourzyme失活。
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图2 pH对水解的影响

Fig.2 Effect of pH on hydrolysis
2.1.3 Flavourzyme酶用量对水解蛋清蛋白的影响

与其他非生物催化剂相似，酶通过降低化学反应的

活化能来加快反应速率。水解反应的关键是蛋白

酶的选择，酶的来源和类型不同，其活性中心不同
[11]，作用亦不同，所得水解产物也存在很大差异，并

影响水解物的生物活性。Flavourzyme是一种用于

在中性或微酸性条件下水解蛋白质的真菌蛋白酶/
肽酶的复合体。Flavourzyme可催化水解肽链末端

显苦味的疏水氨基酸。据报道，Flavourzyme已用于

板栗、牛骨和鸡骨中蛋白的水解[12-14]。另外，还可以

跟其他酶组成复合酶进行水解蛋白 [15]。在温度

55 ℃，pH 7.0，蛋清料液质量体积比1 g：4 mL的条件

下，Flavourzyme酶用量分别设为质量分数3 %、4 %、

5 %、6 %、7 %、8 %进行酶解反应，6 h后收集蛋清水

解液，沸水浴灭活酶20 min后取上清液待测。测得

的结果如图3所示，酶用量在3％~5 %范围内，随着

酶用量的增加，Flavourzyme蛋清蛋白酶解液的水解

度呈现出极显著增加的趋势(P<0.01)；当超过5%时，

各组之间的水解度差异不显著(P>0.05)。说明当酶

用量达一定水平时底物被酶所饱和，使得酶促反应

速率减慢，水解度不再增加。
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图3 酶量对水解的影响

Fig.3 Effect of enzyme dosage on hydrolysis
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2.1.4 蛋清料液质量体积比对 Flavourzyme酶水解

蛋清蛋白的影响 底物浓度对酶促反应速率会产

生影响。在一定范围内，随着底物浓度增加，酶促

反应速率逐渐加快。但超过该范围时，酶促反应速

率不会随之而增加。温度 55 ℃，pH7.0，酶用量 5%
的条件下，蛋清液料液质量体积比分别设为 1 g∶
3 mL、1 g∶4 mL和 1 g∶5 mL进行酶解反应，6 h后收

集蛋清水解液，沸水浴灭活酶20 min后取上清液待

测。测得的结果如图 4所示，蛋清液料液质量体积

比 1 g∶4 mL组的水解度极显著高于其它两组（P<
0.01），蛋清液料液质量体积比1 g∶5 mL组的水解度

最低。说明蛋清液料液质量体积比为1 g∶4 mL是该

酶水解最佳底物浓度。原因可能是当水解酶被底

物蛋清蛋白饱和，酶与底物的碰撞概率变大，随着

蛋清液料液质量体积比的增加，高浓度的蛋清蛋白

阻碍了酶解体系中的流动性，减少了酶与底物的碰

撞，使得酶解反应速率降低。此外，蛋清蛋白液料

液质量体积比过高可能占据蛋白酶的部分活性位

点，形成不具活性的中间产物，抑制酶解反应的进

行，导致水解度下降。
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图4 蛋清料液质量体积比对水解的影响

Fig.4 Effect of concentration of egg white on hydrolysis
2.2 正交试验结果

在本试验中，从表2和3可知，以蛋白残留率为

考察指标，由极差分析可知，影响酶水解蛋清蛋白

的主次因素依次为：温度>pH>酶用量>蛋清液料液

质量体积比。最优组合为 A1B1C3D3，即温度 50 ℃、

pH6.0、酶量为 6%、蛋清料液质量体积比为为 1 g∶
5 mL。以水解度为考察指标，影响水解蛋清蛋白的

主次因素依次为：蛋清浓度>酶用量>pH>温度，其最

优组合为A2B1/B2/C3D1/D3，即温度55 ℃、pH6.0或6.5、
酶量为 6%、蛋清液料液质量体积比为 1 g∶3 mL或

1 g∶5 mL。综合两个指标，尽可能降低蛋白残留率

即提高底物蛋清蛋白的利用率的同时，尽量提高水

解度，确定最佳水解工艺参数为：温度55 ℃、pH 6.5、
酶量为 6 %、蛋清液料液质量体积比为 1 g∶5 mL。
在此条件下，Flavourzyme酶水解蛋清蛋白的蛋白残

留率为27.68%，水解度达38.75%。虽然Flavourzyme
酶解液的水解度虽然较高，但其蛋白残留率也较

高，可以说明有一部分的蛋白是无法被Flavourzyme
酶 降 解 ，其 酶 解 液 水 解 度 高 的 原 因 是 由 于

Flavourzyme端肽酶的作用，水解液中游离氨基酸所

占比例高。郑瑞婷等 [12]用 Flavourzyme酶对板栗浆

液中的蛋白质进行水解，以水解度为指标，确定其

最佳工艺条件为 50 ℃、pH 4.0、时间 4 h、加酶量

0.2 %。张永秀等 [13]研究发现，Flavourzyme酶在 pH
7.0、温度50 ℃、底物质量分数9 %、酶量与底物蛋白

量之比为50LAPU/g的条件下，水解牛骨粉5 h，水解

产物的水解度和氮溶出率分别为 20.6 %和 95.5 %。

其酶解产物绝大部分为小分子肽且具有高的溶解

性，可直接作为营养强化剂应用于食品中。丁小燕

等[14]发现，Flavourzyme酶解鸡骨泥的最佳条件为：温

度 50 ℃、pH值 7.0、底物质量分数 5%、加酶量 4 000
U/g、水解时间 4 h，制得的水解液的水解度达

23.21%，氮收率为 70%，且无任何苦昧和异味。以

上说明，Flavourzyme酶水解不同物质中蛋白其条件

存在差异。从试验结果来看，可以确定Flavourzyme
酶在温度为50~55 ℃时发挥其效果最好。

2.3 Flavourzyme酶水解蛋清蛋白水解物相对分子

质量分布分析

由图5可知，在温度55 ℃、pH6.5、酶量6%、蛋清

料液质量体积比1 g :5 mL的水解条件下，蛋清蛋白

酶解物的相对分子质量大部分集中在 300以下，即

主要以游离氨基酸及二肽形式存在，其中相对分子

质量小于180和180~300所占比例分别为17.71%和

58.18%。
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图5 酶解物相对分子质量分布曲线

Fig.5 Elution curve of zymolyte molecular weight
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表2 正交试验L9(3)4结果

Table 2 Effect of L9(3)4 orthogonal design

组 别

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1

K2

K3

k1

k2

k3

R(极差)

因 素

温度/℃
1(50)
1
1

2(55)
2
2

3(60)
3
3

310.19
353.14
525.12
34.47
39.24

58.35

23.88

pH
1(6.0)
2(6.5)
3(7.0)

1
2
3
1
2
3

303.92
378.08
506.46
33.77
42.01

56.27

22.50

酶用量/％
1(4)
2(5)
3(6)
2
3
1
3
1
2

414.07
401.00
373.39
46.01
44.56

41.49

4.52

蛋清料液质量体积比/（g/mL）
1(1:3)
2(1:4)
3(1:5)

3
1
2
2
3
1

408.94
398.10
381.42
45.44
44.23

42.38

3.06

蛋白质残留率/%
⑴

29.13
33.40
40.07
27.97
37.17
55.96
46.10
57.80
71.15

⑵
27.89
33.50
42.99
29.45
35.62
51.44
46.22
55.25
70.80

⑶
25.88
32.73
44.61
26.26
35.57
53.70
45.04
57.03
75.73

Ti

82.89
99.64

127.67
83.68

108.36
161.10
137.36
170.08
217.69

表3 正交试验L9(3)4结果

Table 3 Effect of L9(3)4 orthogonal design

组别

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1

K2

K3

k1

k2

k3

R(极差)

因 素

温度/℃
1(50)
1
1

2(55)
2
2

3(60)
3
3

268.02
287.52
189.11
29.78
31.95
21.01
8.77

pH
1(6.0)
2(6.5)
3(7.0)

1
2
3
1
2
3

272.20
273.69
198.76
30.24
30.41
22.08
8.33

酶用量/%
1(4)
2(5)
3(6)
2
3
1
3
1
2

225.11
236.69
282.85
25.01
26.30
31.43
6.41

蛋清料液质量体积比/（g/mL）
1(1:3)
2(1:4)
3(1:5)

3
1
2
2
3
1

254.93
235.09
254.63
28.33
26.12
28.29
2.20

水解度（%）

⑴
31.90
30.91
28.92
33.51
39.75
21.85
26.05
22.11
14.69

⑵
29.50
29.59
29.39
33.70
39.65
22.37
25.98
22.16
15.42

⑶
30.46
29.12
28.22
34.92
38.72
23.06
26.17
21.70
14.84

Ti

91.87
89.61
86.53
102.13
118.11
67.28
78.20
65.97
44.95

2.4 Flavourzyme酶水解蛋清蛋白水解物氨基酸

分析

经测定，总游离氨基酸质量浓度为 5.172 mg/
mL，占水解产物总氨基酸质量浓度比例高达

44.09%，其中以游离氨基酸的形式存在于水解

液中。

Flavourzyme酶解蛋清蛋白的最佳条件为：温度

55 ℃、pH 6.5、酶量为 6 %、蛋清料液质量体积比为

1 g∶5 mL。在该条件下，6 h酶解物的蛋白残留率为

27.68 %，水解度达38.75 %，主要以游离氨基酸及二

结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语结 语3333333333333333333333333333333
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肽形式存在，其相对分子质量大部分集中在 300以
下，相对分子质量小于 180和 180~300所占比例分

别为 17.71 %和 58.18 %，游离氨基酸质量分数高达

44.09 %。
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