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摘要：以小黄花鱼为原料，以水解度为指标，利用蛋白酶解技术对小黄鱼蛋白进行酶解。单酶水

解实验中，选用碱性蛋白酶、风味蛋白酶、木瓜蛋白酶、复合蛋白酶，结果表明，以木瓜蛋白酶酶解

小黄鱼其水解度最高，故选择木瓜蛋白酶为最佳酶，并在此基础上进行酶解工艺的研究。小黄鱼

蛋白酶解工艺研究中，主要研究料液比、酶解温度、加酶量和酶解时间对水解效果的影响。结果

表明，水解度随加酶量、水解时间、料液比以及温度的增加而增加，但在加酶量０．２ｍｇ／ｄＬ、水解

时间４ｈ、料液比１∶３（ｇ∶ｍＬ）之前水解度增加速度较快，之后其增加速率明显减慢；从正交实

验中得到最佳组 合 为：水 解 温 度 为６０℃，水 解 时 间 为４ｈ，加 酶 量 取０．２，料 液 比 为１∶５（ｇ∶
ｍＬ）。各因素对水解度的影响顺序为：料液比＞ 酶解温度＞ 加酶量 ＞ 酶解时间。经正交实验

优化后，其水解度最高可达４９．５０％。
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　　小黄鱼为我国主要经济鱼类之一，主要分布在

我国渤海、黄海和东海。其肉质鲜嫩，营养丰富，是

优质食用鱼，也是婴幼儿及病后体虚者的滋补和食

疗佳 品，但 是 由 于 加 工 方 式 传 统，小 黄 鱼 尚 未 得 到

充分开发［１］。以鱼肉蛋白为底物，利用控制酶解技

术生产具有 生 物 活 性 的 酶 解 产 物 是 一 个 值 得 深 入

研究的领域，。将鱼肉蛋白控制酶解后不仅可增大

溶解 性，提 高 营 养 价 值，而 且 产 生 了 蛋 白 质 所 不 具

备的活性，因此可极大提高淡水鱼的附加值［２－６］。
本文主要 研 究 了 单 酶 水 解 小 黄 鱼 的 最 佳 酶 解

工艺，为 提 高 小 黄 鱼 的 利 用，增 加 其 经 济 附 加 值 提

供理论基础。

１．１　实验材料

实验原料：小 黄 鱼，市 售；主 要 试 剂：碱 性 蛋 白

酶、复 合 蛋 白 酶、风 味 蛋 白 酶 均 购 自 丹 麦 诺 维 信 公

司；木 瓜 蛋 白 酶 购 自 广 西 庞 博 生 物 科 技 公 司，其 他

试剂均为国产分析纯。

１．２　实验仪器和设备

ＰＨＳ－３Ｃ酸度计：上海精密科学仪器有限公司；

ＳＢＨ－Ｂ型水浴恒温震荡摇床：上海丰盟科技材料有

限公司；ＰＬ２０３电 子 秤：梅 特 勒－托 利 多 电 子 精 密 仪

器厂；ＵＶ－２１００型紫外可见分光光度计：尤尼柯（上

海）仪器有 限 公 司；ＬＸＪ－ⅡＢ型 低 速 大 容 量 多 管 离

心机：上海安亭科学仪器厂；ＤＳ－１高速组织捣碎机：

上海标本模型制造厂。

１．３　实验方法

１．３．１　原料处理　小黄鱼，经去头、去皮及内脏后

将血水和黑 膜 等 清 除 清 洗 干 净，取 鱼 肉（去 鱼 刺），

分份装入双层聚乙烯袋中，置于－２０℃冷冻备用。

１．３．２　小黄鱼蛋白酶解工艺流程　鱼肉→（解冻）

→破碎→匀浆→鱼糜液→９０℃下预处理１０ｍｉｎ→
冷却→加碱性蛋白酶的一组调ｐＨ至８．０→加入蛋

白酶→酶解→将 酶 解 液 置 于 沸 水 浴 中 加 热 灭 酶（５
ｍｉｎ）→冷却→离心（４　０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ）→蛋白酶

水解液

１．３．３　不同蛋白酶酶解小黄鱼蛋白的研究　按如

上工艺条 件，在０．５ｍｇ／ｄＬ（以 蛋 白 量 计）加 酶 量、

５５℃、料液比１∶４（ｇ∶ｍＬ）的 条 件 下，分 别 选 用 碱

性蛋白酶（Ａｌｃａｌａｓｅ）、复合蛋白酶（Ｐｒｏｔｅｍｅｘ）、木瓜

蛋白酶（Ｐａｐｉｎ）、风 味 蛋 白 酶（Ｆｌａｖｏｕｒｚｙｍｅ）４种 蛋

白酶对 小 黄 鱼 蛋 白 酶 解４小 时，测 定 其 水 解 度，从

而选取最佳水解单酶。

１．３．４　小黄鱼蛋白酶解工艺参数的单因素实验

１）酶浓度 对 木 瓜 蛋 白 酶 酶 解 的 影 响　控 制 固

液比１∶４（ｇ∶ｍＬ）、酶解时间为３ｈ、温度为５５℃、
在不同的加 酶 量（０．０５、０．１、０．２、０．５、１．０ｍｇ／ｄＬ）
下酶解小黄鱼肉蛋白，测定其水解度。

２）温度对 小 黄 鱼 蛋 白 酶 解 的 影 响　控 制 料 液

比为１∶４（ｇ∶ｍＬ）、酶解时间为３ｈ、加酶量０．５％
（ｍｇ／ｄＬ）、在不同 的 温 度 （３０、４０、５０、６０℃）下 酶

解小黄鱼肉蛋白，测定其水解度。

３）酶解时 间 对 小 黄 鱼 蛋 白 酶 解 的 影 响　控 制

料液比为１∶４（ｇ∶ｍＬ）、酶解温度为５５℃、加酶量

０．５ｍｇ／ｄＬ、在不同的时间（１、２、４、６、８ｈ）酶解小黄

鱼肉蛋白，测定其水解度。

４）料液比 对 小 黄 鱼 蛋 白 酶 解 的 影 响　控 制 酶

解温度 为５５℃、酶 解 时 间 为３ｈ、加 酶 量０．５ｍｇ／

ｄＬ、在不同的料液比（ｍｇ∶ｄＬ）（１∶２、１∶３、１∶４、

１∶６、１∶８）下酶解小黄鱼肉蛋白，测定其水解度。

１．３．５　优化小黄鱼蛋白酶解工艺参数的正交实验

　根据单因素试验结果，选择不同酶解因素的适当

水平，进行正交实验。以蛋白水解度为指标确定最

佳酶解条件组合。

１．３．６　水解程 度 评 价　蛋 白 质 的 水 解 度（ＤＨ）被

定义为，水解断裂的肽键数占样品蛋白质中的总肽

键数的百分数。实验采用ＴＣＡ法［７］。
蛋白 质 水 解 度（ＤＨ）＝（水 解 液 可 溶 于１０％

ＴＣＡ的氮量／总氮量）＊１００％
１．３．７　样品的总氮质量的测定　半自动凯氏定氮

法［８］。

１．３．８　ＴＣＡ可溶 性 氮 质 量 的 测 定　福 林－酚 法 测

定［９］。

２．１　最适蛋白酶的确定

木瓜蛋白酶、碱性蛋白酶和复合蛋白酶对小黄

鱼蛋白酶解的水解度均比较高，但以木瓜蛋白酶为

最高，而风 味 蛋 白 酶 的 水 解 度 明 显 很 低（见 图１）。
因此，选取木 瓜 蛋 白 酶 为 最 佳 酶 解 用 酶，并 以 此 酶

进行一下实 验，进 一 步 研 究 其 最 佳 酶 解 工 艺，以 提
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高水解度。

图１　不同蛋白酶酶解小黄鱼肉蛋白的水解度
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２．２　加酶量对木瓜蛋白酶水解度的影响

随着酶用量的增加，水解度也会随之会逐渐增

高，但水解度在加酶量小于０．２ｇ／ｄＬ时会随酶量增

加而迅速增加，在酶用量高于０．２ｇ／ｄＬ之后，虽然

水解度仍在提高，可其增加速度明显下降（见图２）。
这很可能是 由 于 生 成 的 蛋 白 酶 解 物 对 酶 的 抑 制 或

所有可以被酶作用的肽键都已与酶结合，即酶用量

已经饱和 所 导 致。酶 解 液 中 高 浓 度 的 可 溶 性 短 肽

会使酶解反应速率下降［１０］。因此，如果在反应同时

除去反应液中的酶解物，可能会使酶解反应速率和水

解度都有所升高，从而提高生产效率和经济效益。

图２　加酶量对水解度的影响
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２．３　酶解温度对木瓜蛋白酶水解度的影响

由图３可 以 看 出，水 解 度 随 温 度 上 升，不 断 升

高。但在５０℃～６０℃时其水解度升高程度已变得

平缓，根据生产厂家给出的最佳水解温度５０℃，并

考虑到实际 生 产 中 成 本 及 温 度 过 高 不 易 控 制 等 因

素，故没有继续更高温度的实验。

图３　酶解温度对水解度的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｍａｌｌ　ｙｅｌｌｏｗ
ｃｒｏａｋｅｒ　ｆｉｓｈ　ｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　酶解时间对木瓜蛋白酶水解度的影响

随酶解时 间 的 增 加，料 液 的 水 解 度 逐 渐 增 加，
在２～４ｈ内水解度的增加十分显著，４ｈ之后其增

加程度趋于 平 缓，水 解 度 增 加 不 大，基 本 达 到 其 最

大值（见图４）。其 可 能 有 两 方 面 原 因。第 一，随 时

间的增加，蛋白逐渐被水解为短肽，酶底物减少，产

物增加，这都 是 降 低 酶 反 应 速 率 的 因 素，使 水 解 速

度下降；第二，本实验所用方法是用ＴＣＡ将大分子

蛋白及短肽沉淀后的可溶性蛋白含量，而当水解出

大量短肽后，可能促使木瓜蛋白酶催化大量短肽进

一步水解为更短的小肽，此时的前后两种短肽都无

法被ＴＣＡ所沉淀，使得虽然有水解在发生，但所测

水解度变化不大［１１］。

图４　酶解时间对水解度的影响
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２．５　料液比对木瓜蛋白酶水解度的影响

随料液比的增加水解度随之增加，在料液比小

于１∶３（ｇ∶ｍＬ）时，随料液比其水解度增加速度交





ＪＩ　Ｙｉｎｇ，ｅｔ　ａｌ：Ｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇ　ｏｆ　Ｓｍａｌｌ　Ｙｅｌｌｏｗ　Ｃｒｏａｋｅｒ　Ｆｉｓｈ　Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ

快，在料液比１∶３（ｇ∶ｍＬ）之 后，水 解 度 增 加 速 度

十分缓慢。其原因可能是液固比较小时，也许底物

浓度 过 高，分 散 不 均 匀，过 多 底 物 分 子 堆 集 于 酶 的

活动中心，从而会影响酶催化速度及产物分子的扩

散，故水解度较低；液固比过大的话，一方面虽然使

底物 分 散 更 均 匀，溶 解 度 增 加，但 同 时 酶 的 浓 度 下

降，势必对蛋白水解造成不利影响［１２］。

图５　料液比对水解度的影响
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２．６　优化小黄鱼蛋白酶解工艺条件的正交实验

为了得 到 较 准 确 的 工 艺 条 件 及 参 数，对 加 酶

量、酶解 温 度、酶 解 时 间、料 液 比４个 主 要 因 素，以

水解度为指标，采 用Ｌ９（３４）正 交 设 计 进 行 实 验，对

酶解小黄鱼蛋白的条件进行了优化，实验安排见表

１，实验结果见表２。
表１　木瓜蛋白酶的正交实验因素与水平

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平

因素

Ａ
温度／
℃

Ｂ
时间／
ｈ

Ｃ
加酶量／
（ｍｇ／ｄＬ）

Ｄ

料液比

１　 ５０　 ３　 ０．２　 １∶３

２　 ５５　 ４　 ０．３　 １∶４

３　 ６０　 ５　 ０．４　 １∶５

表２　木瓜蛋白酶酶解条件正交实验及结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

实验
号

Ａ
温度／
℃

Ｂ
时间／
ｈ

Ｃ
加酶量／
（ｍｇ／ｄＬ）

Ｄ
料液比／
（ｇ∶ｍＬ）

水解
度／％

１　 ５０　 ３　 ０．２　 １∶３　 ４０．９６

２　 ５０　 ４　 ０．３　 １∶４　 ４３．１５

３　 ５０　 ５　 ０．４　 １∶５　 ４８．７７

续表２

实验
号

Ａ
温度／
℃

Ｂ
时间／
ｈ

Ｃ
加酶量／
（ｍｇ／ｄＬ）

Ｄ
料液比／
（ｇ∶ｍＬ）

水解
度／％

４　 ５５　 ３　 ０．３　 １∶５　 ４８．８５

５　 ５５　 ４　 ０．４　 １∶３　 ４３．７５

６　 ５５　 ５　 ０．２　 １∶４　 ４３．６９

７　 ６０　 ３　 ０．４　 １∶４　 ４９．３９

８　 ６０　 ４　 ０．２　 １∶５　 ４９．５０

９　 ６０　 ５　 ０．３　 １∶３　 ４３．５７

　　对正交 试 验 的 结 果 采 用 极 差 分 析 的 方 法 比 较

各因素对 试 验 结 果 的 影 响 大 小。根 据 表３中 计 算

的极差的大小可以看出，各因素对水解度影响的主

次顺序为：料液比＞ 酶解温度 ＞ 酶用量 ＞ 酶解时

间，可知料液比对木瓜蛋白酶酶解小黄鱼蛋白水解

度 的 影 响 最 大，而 酶 解 时 间 对 水 解 度 的 影 响 则 很

小。并可得 出 最 适 水 解 条 件 为Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ３，即 水 解

温度为６０℃，水 解 时 间 为４ｈ，加 酶 量 取０．２ｍｇ／

ｄＬ，料 液 比 为 １∶５ （ｇ∶ｍＬ），其 水 解 度 可 达

４９．５０％。
表３　木瓜蛋白酶酶解条件正交实验极差分析

Ｔａｂ．３　Ｒａｎｇｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

实验
号

Ａ
温度／
℃

Ｂ
时间／
ｈ

Ｃ
加酶量／
（ｍｇ／ｄＬ）

Ｄ
料液比／
（ｇ∶ｍＬ）

Ｋ１ １３２．８８　 １３９．２０　 １３４．１５　 １２８．２８

Ｋ２ １３６．２９　 １３６．４０　 １３５．５７　 １３６．２３

Ｋ３ １４２．４６　 １３６．０３　 １４１．９１　 １４７．１２

ｋ１ ４４．２９　 ４６．４０　 ４４．７２　 ４２．７６

ｋ２ ４５．４３　 ４５．４７　 ４５．１９　 ４５．４１

ｋ３ ４７．４９　 ４５．３４　 ４７．３０　 ４９．０４

Ｒ　 ３．１９　 １．０６　 ２．５９　 ６．２８

　　本 文 以 小 黄 花 鱼 为 原 料，以 水 解 度 为 指 标，利

用蛋白酶解技术对小黄鱼蛋白进行酶解，研究结果

如下：

１）以水解 度 为 选 酶 指 标，选 用 碱 性 蛋 白 酶、风

味蛋白酶、木 瓜 蛋 白 酶、复 合 蛋 白 酶 对 小 黄 鱼 鱼 肉

进行酶法水 解，结 果 表 明 酶 解 效 果 木 瓜 蛋 白 酶、复
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合蛋 白 酶、碱 性 蛋 白 酶 水 解 度 都 较 高，但 其 中 以 木

瓜蛋白酶水解度最高，风味蛋白酶最差。故采用木

瓜蛋白酶作为酶解用最佳单酶，并在此基础上进一

步研究其最佳水解工艺。

２）在 单 因 素 实 验 中 可 以 看 出，水 解 度 随 加 酶

量、水解时间、料 液 比 以 及３０～６０℃范 围 内 温 度 的

增加而 增 加，但 在 加 酶 量０．２ｍｇ／ｄＬ、水 解 时 间４

ｈ、料液比１∶３（ｇ∶ｍＬ）之前水解度增加速度较快，
之后其增加速率明显减慢。

３）从正交实验中得到最佳组合为：水解温度为

６０℃，水解时间为３ｈ，加酶量取０．４ｍｇ／ｄＬ，料液

比为１∶５（ｇ∶ｍＬ）。各 因 素 对 水 解 度 的 影 响 顺 序

为：料液比＞酶解温度＞加酶量＞酶解时间。经正

交实验优化后，其水解度可达４９．５０％。
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