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摘要： 作者采用酶法制备明胶。 以罗非鱼骨为提取明胶的原料，优化了鱼骨的盐酸脱盐工艺和
脱盐骨素利用木瓜蛋白酶酶解工艺。 研究结果表明，盐酸脱盐条件为：鱼骨用 0.6 mol/L 盐酸脱
盐，液料比为 5 mL/g，浸酸时间为 6 h，期间每隔 1.5 h 换酸一次；木瓜蛋白酶预处理工艺最优条
件为：温度为 46.5 ℃，pH 5.3，反应时间为 72 min，液料比为 3 mL/g，酶的添加量为 2 480 U/g（鱼
骨）。经过提胶，得到了质量和产率都较高的明胶产品。酶法制取明胶减少了工业废水的产生，缩
短了生产周期，并为罗非鱼的综合利用提供了新途径。
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Abstract： This paper is designed to extract gelatin from tilapia bone with the method of Enzymatic
Hydrolysis.The effect of demineralizing and hydrolyzing conditions on extraction were analysed. In
this research we can show the demineralizing condition is tilapia bone added to 0.6mol/L HCl with
solution -to -bone ratio 5 mL/g for 6 h and change the acid solution every 1.5 h. the optimal
conditions of enzymolysis is the temperature 46.5 ℃，pH 5.3，time72 min，the protease solution -to-
bone ratio was 3 mL/g，amount of enzyme 2480 U/g（bones）.
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明胶是动物的皮或骨结缔组织中的结构蛋白

胶原经部分降解的产物 [1]，由于其优良的理化性质

广泛应用于食品、医药、工业等领域 [2]。 随着应用范

围的不断扩大，明胶需求量也逐年递增，目前世界

的明胶年产量已经达到大约 326 000 t[3-4]。 明胶工业

传统的原料是猪和牛的皮与骨， 近年来由于牛、猪

等动物所携带传播的各种传染病如疯牛病、口蹄疫

在全球范围内肆虐， 有不少国家减少或禁止了牛、
猪来源的明胶的生产、使用和进口 [1]，陆生动物胶原

蛋白的应用受到限制。 水产明胶被公认为是无病毒

感染危险 [5]，而且可以被伊斯兰教、犹太教等特殊群

体消费者所接受 [6]。 因此人们开始寻求从水产动物
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如鱼类组织中提取胶原蛋白。 我国是水产养殖大

国，罗非鱼养殖量大。 目前我国大多将罗非鱼做成

冻鱼片大量出口，而加工鱼片时产生的大量下脚料

中鱼骨占很大比例， 一般将鱼下脚料干燥做成饲

料，但该饲料适口性差、消化率低 [10]，资源得不到充

分利用，利用鱼骨提取明胶有望大幅度提高其经济

效益。 然而鱼源明胶还处于起步阶段，仅仅占明胶

年产量的 1%[14]，鱼源性明胶有很大的发展前景。 传

统制备明胶有酸法和碱法， 但由于生产工艺周期

长、卫生条件难以控制、设备改进困难以及对环境

造成污染等原因，难以满足日益增长的明胶市场的

需求，迫切需要改进[7]。 而且酸碱切断胶原分子随机

性大，导致明胶凝冻强度低，质量较差[11]。 到目前为

止，酶法生产明胶虽然还没有大规模应用于明胶生

产中，但其潜在的生产周期短、设备易于控制及环

境污染少等优势正逐渐显现出来。 可见，酶法制胶

工艺是一种颇具发展前途的制胶方法。

1.1 材料与仪器

1.1.1 主要材料与试剂 生产冻鱼片的罗非鱼下

脚料：广西南宁百洋集团；木瓜蛋白酶（12.5 万 U/g）：
南宁庞博生物；铬黑 T（BS），羟脯氨酸（BR），牛血清

白蛋白（BR），N，N-二甲基-4-氨基苯甲醛，乙二胺

四乙酸二钠等化学试剂：均为分析纯。
1.1.2 主要实验仪器 TA-XT2i 质 构 仪 ： 英 国

STABLE MICROSYSTEMS 公司；PW100 型高速万能

粉碎机：天津市泰斯特仪器有限公司；IKA-RV 05-
basic 旋转蒸发仪：GMBH&CO.KG；Micro Modulyo 一

230 真空冷冻干燥器：Thermo Savant 公司；DL-5-B
型离心机：上海安亭仪器厂；DELTA 320S pH 计：梅

特勒-托利多仪器公司。
1.2 实验方法

1.2.1 实验流程 冷冻罗非鱼→水解鱼肉制备鱼

骨→浸酸除盐→酶处理骨素→水洗→提胶→离心、
过滤→浓缩、干燥。
1.2.2 操作要点

1）水解脱肉：冷冻罗非鱼在室温下解冻后利用

碱性蛋白酶水解鱼肉条件为：50 ℃、pH 10， 液料比

1.5 mL/g，时间 3 h，加酶量 1 000 U/g。 水解结束后

沸水浴 10 min 灭酶，过滤并用自来水冲洗至得到洁

净鱼骨，自然条件下风干。

2）浸酸除盐：在室温条件下，采用盐酸浸泡鱼

骨去除骨中的矿物质，每浸酸 1.5 h 换酸一次，通过

考察鱼骨除盐情况和提取的明胶产率和凝胶强度

选择适宜的盐酸浓度、液料比和浸酸次数。
3）酶处理骨素：在浸酸单因素条件研究中，选取

实验中酶解条件统一为温度 50 ℃、pH 6.5、时间 1 h、
加酶量 4 000 U/g，液料比 5 mL/g，在恒温水浴锅中振

荡频率 70 r/min。 酶解完成后沸水浴 10 min 灭酶，过

滤，用去离子水清洗除残酶，产物待提胶使用。
在酶解处理骨素条件的优化中。 对酶反应温

度、pH、时间、液料比、加酶量各因素做单因素实验，
然后对这 5 个因素做均匀优化实验，优化实验各因

素水平见表 1。
表 1 酶反应各因素水平条件

Table 1 Variables levels of enzymolysis

因为提取明胶的指标包括每道胶的产率和明

胶强度不容易直接比较，所以选用一个综合评价指

标作为最终考察指标[8]，计算方法如下：
M=∑25×Fi /（Fmax-Fmin）+∑25×Gi /（Gmax-Gmin）

其中：M 为综合评 价 指 标；Fi 为 某 道 胶 的 产 率；Fmax

和 Fmin 分别为对应该道胶的最大和最小产率；Gi 为

某道胶的凝胶强度；Gmax 和 Gmin 分别为对应该道胶

的最大和最小凝胶强度；“25”是对明胶产率和凝胶

强度的权重系数，因为合并后的两道胶在产率和凝

胶强度上都同样重要，故占重要性的 25%所以权重

系数选为 25。
4）提胶：参考 Jan Arne Arnesen 的从鳕鱼头骨

提取明胶的方法 [13]，分五道提胶，各道提胶 pH 和温

度分别为一道：5.6、60 ℃； 二道：4.6、70 ℃； 三道：
3.6、80 ℃；四道：2.6、85 ℃；五道：2.0、90 ℃。 每道胶

提取时间 2 h，液料比 1∶5 mL/g，搅拌速度 70 r/min。
5）离心、过滤：提取得到的胶液在 4 000 r/min

条件下离心10 min，得到澄清胶液。
6）浓缩、干燥：离心后，胶液用旋转蒸发器在 50

℃下浓缩至原体积的 1/2，然后冷冻干燥。
1.3 测定方法

1.3.1 Ca2+、Mg2+总含量测定方法 以 浸 酸 液 中

材料与方法1

水平 A1(温度℃) A2(pH) A3(时间 h)
A4(液料比

mL/g）
A5（加酶

量 U/g）

1 40 5.5 1 3 1 000

2 50 6.5 2 5 2 500

3 60 7.5 3 7 4 000
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Ca2+、Mg2+含量变化计算骨中矿物质去除率。 Ca2+、
Mg2+去除率等于浸酸液中 Ca2+、Mg2+总含量除以骨料

中 Ca2+、Mg2+含量。 参考相关钙离子等金属离子测定

的文献[9]，结合本实验情况得测量 Ca2+、Mg2+总含量

方法如下： 取 0.5 mL 浸酸液于 100 mL 三角瓶，加

10 mL 体积的 pH 10.0 氨-氯化铵缓冲液和 2 滴铬

黑 T 指示剂，用 EDTA-Na2 标定使其颜色由红色变

为蓝色为止。
0.5 mL 浸酸液中 Ca2+、Mg2+总摩尔数=

cEDTA-Na2cEDTA-Na2×VEDTA-Na2/1000
式中：cEDTA-Na2cEDTA-Na2 为 EDTA-Na2 浓度（0.0216

mol/L）；VEDTA-Na2 为 滴 定 时 所 用 EDTA-Na2 量（mL）；

浸酸次数为横坐标，对应浸酸次数结束后 Ca2+、Mg2+

总的浸出率为纵坐标，作图得浸酸曲线，从曲线上

确定所需浸酸时间次数条件。
1.3.2 凝胶强度测定方法 将制得的明胶配制成

质量分数为 6.67%胶液，取 10 mL 胶液分装于内径

2.7 cm 的圆形玻璃瓶中，在（10±0.1） ℃ 静置 16～18
h，用 TA-XT2i 质构仪采用 P5（直径 5 mm）探头压

入 4 mm 测定其凝胶强度。
在这里将前两道胶合并作为前道胶，第三道胶

作为后道胶，四五道胶因其产率低质量差而不作为

提胶指标。

2.1 浸酸条件的单因素实验

从鱼骨中提取明胶过程中的浸酸除盐条件对

明胶产率和质量都有较大影响。 由于骨中的胶原和

羟基磷灰石结合较紧密，直接提胶非常困难，而且

Ca2+、Mg2+的存在对明胶性质也有影响， 所以利用盐

酸除盐既有利于其后的酶反应和提胶操作，又可以

避免金属离子影响明胶产品质量。 作者分别研究浸

酸浓度、液料比对除盐率、明胶产率和凝胶强度的

影响。
2.1.1 盐酸浓度对明胶制备的影响 分 别 选 用

0.4、0.6、0.8、1.0 mol/L HCl 于 20 ℃ 对 鱼 骨 浸 酸 除

盐处理，盐酸浓度对除盐效果、明胶产率和凝胶强

度的影响见图 1 和表 2。
浸酸的主要目的是使盐酸将磷酸钙中的钙溶

出又不影响明胶产品的质量，由图 1 可以看出盐酸

浓度从 0.6~1.0 mol/L 浸酸 4 次都能较完全的除盐，
比 0.4 mol/L 浸酸 5 次好。

图 1 盐酸浓度对除盐效果的影响

Fig. 1 Influence on demineralization with different
concentration of HCl

表 2 表 明，0.6 mol/L~0.8 mol/L 盐 酸 处 理 能 得

到产率和凝胶强度的都很高的明胶。 综合考虑明胶

得率、品质和盐酸利用率，选用 0.6 mol/L 盐酸浸酸

4 次以除去骨中的 Ca2+和 Mg2+。
表 2 盐酸浓度对提取明胶产率和凝胶强度的影响

Table 2 Influence on gelatin yield and gel strength with
different concentration of HCl

2.1.2 浸酸液料比对明胶制备的影响 浸酸液料比

对除盐效果、明胶产率和质量的影响见图 2 和表 3。

图 2 液料比对除盐效果的影响

Fig. 2 Influence on demineralization with different HCl -
to- bone ratio

由图 2 可以看出， 液料比从 5 mL/g 到 9 mL/g
浸酸 4 次后除盐率都较高。 根据表 3， 液料比为 5
mL/g 时得到的明胶产率和凝胶强度均较高。 综合考

虑选用液料比是 5 mL/g 的条件浸酸除盐。

结果与讨论2

盐酸浓度/
（mol/L）

前道胶 后道胶

产率/% 凝胶强度/g 产率/% 凝胶强度/g

0.4 3.59±0.11 54.0±2.13 6.82±0.18 65.8±3.14

0.6 4.08±0.17 63.8±2.63 7.65±0.22 61.4±2.23

0.8 4.14±0.11 53.4±0.98 7.55±0.38 65.1±2.10

1.0 4.54±0.34 50.2±3.13 8.42±0.29 56.3±1.27
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表 3 浸酸液料比对提取明胶产率与凝胶强度的影响

Table 3 Influence on gelatin yield and gel strength with
different HCl -to- bone l ration

2.2 酶反应条件对明胶提取的影响 浸酸后得到

的骨素主要是胶原，由于胶原分子之间以末端次级

键相互交联使胶原分子比较稳定，不容易提胶。 韩

军曾用氢氧化钙悬浮液预处理骨素以提取明胶，但

是需要处理 3~12 d 才能破坏胶原的次级键提取出

明胶[10]。碱处理不仅时间长还会产生大量工业废水，
同时碱处理对胶原的作用不均匀，所以提取出的明

胶相对分子质量分布也很广， 对明胶品质有影响。
胶原属于结构蛋白，普通的酶不能使其分解，只有

高温、酸、碱或胶原酶才能使胶原发生分子内分解。
胶原间的交联都是在胶原分子末端的 1/4 处， 而木

瓜蛋白酶的作用位点也在这一位置。 作者选用木瓜

蛋白酶代替碱处理步骤可以打开交联键且胶原分

子不会分解，既有利于下一步的热水提胶又可以使

明胶凝胶强度保持较高水平。
2.2.1 温度对提取明胶产率与凝胶强度的影响
反应温度对明胶提取的影响见图 3。 酶溶液的温度

适合，酶活高，有利于酶解的进行。 温度过高，骨素

受高温作用，明胶的品质下降。 在温度为 50 ℃时能

得到较高产率和品质的明胶。

图 3 温度对提取明胶产率与凝胶强度的影响

Fig. 3 Temperature effect on gelatin yield and gel strength

2.2.2 pH 对提取明胶产率与凝胶强度的影响 酶

解 pH 对明胶提取的影响见图 4。 酶的最适 pH 为

6.5，pH 过高或过低对明胶的提取率和品质都有影

响，过高提取率低，过低虽然提取率较大，但是明胶

在低 pH 条件下品质较差。 pH 是 5.5 时可以得到提

取率和品质都较高的明胶。

图 4 pH 对提取明胶产率与凝胶强度的影响

Fig. 4 Solution pH effect on gelatin yield and gel strength

2.2.3 时间对提取明胶产率与凝胶强度的影响
酶解反应时间对明胶提取的影响见图 5。 反应时间

适合可以充分的打开胶原的交联键，反应时间短酶

解反应不充分，交联键打开的不完全明胶的提取率

和品质都不高，反应时间长，酶解反应过度，胶原水

解为小分子多肽，明胶品质下降。反应时间为 1 h 时

可以得到产率和品质较理想的明胶。

图 5 时间对提取明胶产率与凝胶强度的影响

Fig. 5 Time effect on gelatin yield and gel strength

2.2.4 液料比对提取明胶产率与凝胶强度的影响
液料比对明胶提取的影响见图 6。 液料比小于 3 mL/g
时，反应液不能完全浸没鱼骨素，影响酶解反应进

行。 液料比大于 3 mL/g 时对明胶提取的影响不显

著。

液料比/
（mL/g）

前道胶 后道胶

产率/% 凝胶强度/g 产率/% 凝胶强度/g

3 3.94±0.08 46.6±2.33 6.79±0.12 60.5±2.38

5 4.08±0.15 63.8±1.65 7.65±0.24 61.4±2.93

7 4.07±0.24 60.5±2.77 7.86±0.24 63.2±1.01

9 4.44±0.26 57.1±2.01 7.42±0.45 61.8±2.11
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图 6 液料比对提取明胶产率与凝胶强度的影响

Fig. 6 Solution-to-bone ratio effect on gelatin yield and
gel strength

2.2.5 加酶量对提取明胶产率与凝胶强度的影响
加酶量对明胶提取的影响见图 7。 加酶量对前后两

道胶的产率影响不显著，前道胶的凝胶强度虽加酶

量增大而逐渐升高， 加酶量达到 2 200 U/g 后升高

不明显，后道凝胶强度随加酶量增大而升高，当加

酶量达到 1 000 U/g 时又逐渐降低。

图 7 加酶量对提取明胶产率与凝胶强度的影响

Fig. 7 Amount of protease effect on gelatin yield and gel
strength

2.3 酶反应条件的优化实验

对各因素水平做均匀实验对提取明胶的各道

产率和凝胶强度分析， 确定酶反应的最佳条件，实

验见表 4。
将实验结果利用 DPS 数据处理软件得到回归

方程：
Y=a0+a1X1+a2X2+a3X3+a4X4+a5X5+a11X1

2+a22X2
2+a33X3

2+
a44X4

2 +a55 +X5
2 +a 12X1X2 +a13X1X3 -a14X1X4 +a15X1X5 +

a23X2X3+a24X2X4+a25X2X5+a34X3X4+a35X3X5+a45X4X5

回归模型分析见表 5。 回归方程显著，响应值 Y
相关系数 R2 达到 0.99 以上， 表明回归模型适用于

酶处理代替浸灰法处理罗非鱼骨素制备明胶的理

论预测。 从表 5 中可以看出，一次项中，X4 影响不显

著其它因素均显著；二次项中，X1
2 影响显著；交互项

中，X2X4、X3X4、X3X5、X4X5 影响显著。
表 4 酶反应优化实验

Table 4 Optimizing Eaperiment of protease hydrolysis

表 5 均匀设计回归系数取值

Table 5 Regress models and factors value

注：a 表示 P≤0.01，b 表示 P≤0.05。
2.4 最优酶解条件的确定及验证

由回归方程得到最高指标时各因素组合为：温

度 46.5 ℃，pH 5.3，时间 72 min，液料比 3 mL/g，加

酶量 2 480 U/g， 其综合评价指标理论值为 269.40。
实验测得最佳条件下的综合评价指标为 265.43，与

回归方程拟合结果非常接近。 而且这时前后道胶产

率 和 凝 胶 强 度 分 别 是 4.63%、10.72%和 61.3、67.3
g，结果较理想。

实验号 A1 A2 A3 A4 A5 综合评价指标（Y）

1 1 1 1 2 3 204.40

2 1 2 2 1 1 200.07

3 1 2 3 3 2 219.03

4 2 1 1 1 2 244.25

5 2 3 1 3 1 194.01

6 2 3 3 1 3 186.04

7 3 1 3 2 1 209.75

8 3 2 2 3 3 165.16

9 3 3 2 2 2 171.73

系数 取值 系数 取值

a0 227.208 54a a1*a2 -3.832 58

a1 47.364 95a a1*a3 -0.419 36

a2 -27.775 32a a1*a4 -7.010 66

a3 -58.706 90b a1*a5 -4.760 38

a4 -18.940 92 a2*a3 2.265 25

a5 43.796 06b a2*a4 6.636 19b

a12 -4.862 73b a2*a5 -0.224 72

a22 3.134 70 a3*a4 7.138 85b

a32 11.248 79 a3*a5 -2.924 85b

a42 1.728 03 a4*a5 -1.835 53b

a52 -6.699 98

R2 0.999 7
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作者分别研究了浸酸除盐和酶解条件对明胶

提取工艺的影响。研究表明，利用 0.6 mol/L 盐酸，液

料比 1∶5 浸泡 6 h，每 1.5 小时换酸液一次，能够较

充分的除去骨中的 Ca2+、Mg2+（去除率 96.1%）， 有利

于提胶，明胶质量又不会受影响；酶解条件为 46.5
℃、pH 5.3，酶解时间 72 min，液料比 3 mL/g，加酶量

2 480 U/g 能够得到产率和质量均较高的最终产品，
与传统方法相比，本法生产周期大大缩短，环境污

染小，具有较好的应用前景。
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