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摘 要：采用添加枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶的双酶同时水解技术，对海鳗肉进行水解。正交试验的

方差分析及多重比较结果表明，适宜的酶解工艺条件为 pH7. 0、温度 45℃、加酶量为原料的 2%（枯草杆菌中
性蛋白酶 ：木瓜蛋白酶 = 1 ： 1），水解时间为 2. 5h。蛋白质水解率为 75%，所得水解液的α-氨基氮含量为

166mg / 100mL，经浓缩后的氨基酸总量为 1.23g / 100mL，其中必需氨基酸占氨基酸总量的 57.8%，谷氨酸（Glu）、
天门冬氨酸（Asp）、甘氨酸（Gly）、丙氨酸（Ala）等呈味氨基酸含量较高，占总量的 23%。
关键词：海鳗肉；酶法水解；α-氨基氮；氨基酸
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The technology of en<ymatic hydrolysis
for the muscle of !uraeneso) cinereus

ZENG Shao-kui1，ZHANG Chao-hua1，LEI Xiao-ling1，ZHANG Jing1，Liao Yan2
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Abstract：The musCle of marine eel was hydrolyzed with the enzyme hydrolytiC teChnique in whiCh subtilisin and
papain were added simultaneously . The analysed results of the orthogonal experiment and multiple Comparison
indiCate that the optimum Conditions for the hydrolysis with the bi-enzyme were pH7. 0，temperature 45℃，enzyme
ConCentration 2 . 0% of raw material（subtilisin ： papain = 1 ： 1），taking time 2 . 5h. The degree of hydrolysis was
75% . The Content ofα-Amino nitrogen was 166 mg / 100mL in the hydrolysate . The ConCentration of free amino aCids
is 1 .23g / 100mL in the Condensed solution，whiCh aCCounts for 57 .8% of the total free amino aCid . The Condensed
solution is riCh in tasty amino aCids suCh as glutamiC aCid，asparitiC aCid，glyCine and alanine，whiCh aCCounts for
23% of the total free amino aCid .
Key words：musCle of Muraenesox cinereus；enzymatiC hydrolysis；α-Amino nitrogen；amino aCids

海鳗（Muraenesox cinereus）俗称门鳝，属海鳗科，为我国沿海主要经济鱼类之一。目前，我国对海鳗
的加工主要是制成冷冻鱼片出口，在加工过程中，产生大量的废弃物 海鳗碎肉及鱼排等。实际上碎

肉及鱼排中均含有可利用的蛋白质，可采用酶水解法提取其中的鱼蛋白［1］，达到充分利用资源的目的。

双酶水解法较常用的操作是 2种酶按先后顺序加入进行水解，而本试验采用枯草杆菌中性蛋白酶与木
瓜蛋白酶同时加入水解的方法，可提高海鳗肉的水解效果和缩短水解时间，降低生产成本，为海鳗碎肉



及鱼排（骨附肉）的加工利用提供一定依据。

1 材料与方法

1.1 原料
海鳗购于阳江。经去头、尾、骨、内脏、皮后清洗，分装冷冻备用。

酶制剂：枯草杆菌中性蛋白酶 ：酶活力为 1 ：105，无锡杰能科学生物工程有限公司提供；木瓜蛋白酶 ：
酶活力为 1 ：6 × 105，广州远天酶制剂厂提供。

1.2 方法
1 .2 .1 α-氨基氮和蛋白质测定

α-氨基酸采用甲醛滴定法，蛋白质采用微量凯氏定氮法［2］；
1 .2 .2 蛋白质水解率计算
计算式参考文献［3］。

蛋白质水解率（%）=水解前原料纯蛋白 -水解后残留的纯蛋白
水解前原料纯蛋白

× 100

1 .2 .3 水解液氨基酸组成分析
采用日立 835 - 50型高速氨基酸分析仪测定。

1.3 工艺流程
海鳗肉 → 捣碎 → 双酶同时水解 → 灭酶 → 过滤 →浓缩 → 水解液

2 结果与讨论

2.1 酶解工艺条件的确定
表 1 不同酶种及组合的水解效果比较

Tab.1 Comparison of hydrolysis result between
different en<ymes and mi:ed en<ymes

酶种 α-氨基氮（mg / 100g）

A 89.4 士 0 .8
B 81.4 士 0 .2

A + B（按先后顺序加入） 89.6 士 0 .6
A + B（同时加入） 101 .0 士 0.5

注：A表示枯草杆菌中性蛋白酶；B表示木瓜蛋白酶。

2 .1 .1 组合酶种的确定
水解动物蛋白常用的酶有胰蛋白酶、胃蛋白酶、枯

草杆菌中性蛋白酶（subtilisin）及木瓜蛋白酶（papain）。
胰蛋白酶水解效力高，但其水解液带有浓烈的碱味；胃

蛋白酶水解的适宜 pH为 3 . 5 ~ 4 . 0，水解液呈酸性且
有较强的苦味，而枯草杆菌中性蛋白酶和木瓜蛋白酶

的适宜 pH为中性，水解液的肉味几乎不受影响。基
于上述原因，确立用后两种酶对海鳗肉进行水解。在

pH 7.0、温度 50℃条件下，以相同的底物浓度（肉 ：水 =
1：4）、相同的酶浓度（200IU），分别用枯草杆菌中性蛋白酶、木瓜蛋白酶及其组合，对海鳗肉水解 2h，测定
水解液中的α-氨基氮，试验结果见表 1。
由表 1可知，枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶同时加入进行水解，其效率要优于单酶水解，也比

双酶按先后顺序进行水解的效果好。这可能是因为单一蛋白酶的水解作用会产生许多寡肽和多肽，而

枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶适宜的 pH值比较接近，两者共同作用时可形成互补，因而效果更
好。进一步试验确定温度、pH对双酶同时水解效果的影响。
2 .1 .2 温度对水解效果的影响
以海鳗肉重量的 2%同时加入枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶（比例为 1 ：1），肉与水比例为 1 ：4，

pH 7.0，在不同的温度条件下对海鳗肉进行水解，测定各水解液的α-氨基氮，得到其水解度对温度的依
赖关系如图 1所示。
从图 1中可知，双酶同时进行水解时，效果最好的温度为 50℃。
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2 .1 .3 pH对水解效果的影响
在 50℃、相同的底物浓度及酶浓度、不同的 pH条件下对海鳗肉进行水解。pH对海鳗肉水解效果

的影响如图 2所示。
由图 2可知，海鳗肉双酶同时水解以在 pH7.0条件下为优。

图 1 温度对水解效果的影响
Fig.1 The effeCt of temperature on the hydrolytiC effiCienCy

图 2 pH对水解效果的影响
Fig.2 The effeCt of pH on the hydrolytiC effiCienCy

2 .1 .4 正交试验及方差分析
影响酶水解效率的主要因素有 pH、温度、酶浓度和时间。在单因素实验的基础上，选择 pH（A）、温

度（B）、酶浓度（C）和时间（D）4个因素，每个因素确定 3个水平，以水解液中的α-氨基氮为试验指标，设
计 L9（34）正交试验（表 2）来优化各因素组合。

表 2 L9（34）正交设计及结果

Tab.2 L9（34）orthogonal design and result

序号 A B C D α-氨基氮（mg / g原料）

I Ⅱ
1 1（6.5） 1（45） 1（1.6） 1（1 .5） 6.7 6 .8
2 1（6.5） 2（55） 2（2.0） 2（2 .0） 7.8 7 .7
3 1（6.5） 3（65） 3（2.4） 3（2 .5） 6.5 6 .3
4 2（7.0） 1（45） 2（2.0） 3（2 .5） 8.2 8 .4
5 2（7.0） 2（55） 3（2.4） 1（1 .5） 7.7 7 .7
6 2（7.0） 3（65） 1（1.6） 2（2 .0） 5.8 5 .9
7 3（7.5） 1（45） 3（2.4） 2（2 .0） 7.5 7 .6
8 3（7.5） 2（55） 1（1.6） 3（2 .5） 7.7 7 .5
9 3（7.5） 3（65） 2（2.0） 1（1 .5） 5.8 5 .7

2 .1 .5 各因素对试验指标的影响
对正交试验结果进行方差分析，采用 F 检验考察各因素对试验指标的影响程度（表 3）。
由表 3可知，A因素、B因素对试验结果有极显著影响，C因素、D因素对试验结果有显著影响。根

据各因素的 F 值大小，A、B、C和 D对水解液中α-氨基氮影响的主次关系为 B > A > D > C。
2 .1 .8 水解适宜条件的确定

F 测验是整体概念。水解适宜条件的确定采用最小显著极差法中的 q 值法［4］来选定（表 4）。
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表 3 !检验结果
Tab.3 The results of !-test

变异来源 DF SS MS F F0 .05 F0 .01

重复间 1 0.0005 0 .0005 < 1
A 2 1.80 0 .90 9 .09 4 .46 8 .65
B 2 9.53 4 .77 48 .1 4 .46 8 .65
C 2 1.05 0 .53 5 .35 4 .46 8 .65
D 2 1.47 0 .74 7 .47 4 .46 8 .65
误差 8 0.7925 0 .099
总变异 17 14.643

表 4 不同因素水平间的差异显著性
Tab.4 The significance of different factor and level

因素水平
A

2 1 3
B

2 1 3
C

2 1 3
D

2 1 3
α-氨基氮 k 46 .7 41 .9 41 .8 46 .2 45 .1 36 .1 43 .6 43 .2 40 .4 44 .6 42 .3 40 .4
显著性水平α= 0.05 a a a a a b a a a a a a
显著性水平α= 0.01 A A A A A B A A A A A A

由表 4可知，A2与 A1无显著差异，A2 与 A3 间无显著差异，可见双酶同时水解的适宜 pH为 6 . 5 ~
7 .5，但以 pH7.0为最佳；B2与 B1无显著差异，B2 与 B3 间在α= 0. 01水平有极显著差异，但 B2 较优，B1
次之，其适宜的温度为 45 ~ 55℃，从节省能源来看，选择 45℃即 B1 较合适。C2 与 C3、C2 与 C1 不存在显
著差异，但 C2较优；D3与 D2、D3与 D1无显著差异，但 D3 较优。可见，枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白

酶同时对海鳗肉水解的适宜条件为 A2B1C2D3，即 pH7.0、温度 45℃，加酶量 2 .0%（原料），时间 2 . 5h。这
与单因素的研究结果基本一致。

表 5 海鳗肉浓缩水解液氨基酸组成
Tab.5 Amino acid composition of the condensed

hydroly<ed solution （mg / 100mL）

氨基酸 含量 氨基酸 含量

甘氨酸 Gly 53 .6 丙氨酸 Ala 69 .4
缬氨酸 Val 102 亮氯酸 Leu 200
异亮氨酸 Ile 71 .4 丝氨酸 Ser 43 .6
苏氨酸 Thr 47 .8 甲硫氨酸 Met 65 .8
胱氨酸 Cys 6 .6 天门冬氨酸 Asp 49.4
谷氨酸 Glu 49 .8 酪氨酸 Tyr 70 .7
苯丙氨酸 Phe 147 脯氨酸 Pro 15 .7
色氨酸 Trp 18 精氨酸 Arg 128
赖氨酸 Lys 56 .5 组氨酸 His 30 .9
牛磺酸 Atu 82 .3
氨基酸总量 1226 .2
必需氨基酸 708.5
N回收率（%） 88 .7

2 .2 蛋白质水解率
经测定，采用枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶

在上述条件下同时对海鳗肉水解，蛋白质水解率为

75 .0%，基本上达到盐酸水解水平，且在温和的条件下
进行，不易产生异变物质，一些对人体有益的海洋生物

活性物质如牛磺酸等得以较好保存。据报道，牛磺酸

具有抑制血小板凝集，降血脂、血压，降低胆固醇，保护

视力，促进大脑发育，防治胆结石等多种生理功能［5］。

2.3 浓缩水解液的氨基酸组成
水解液过滤后浓缩到原体积的 1 / 2，所得样品直

接用日立 835 - 50型高速氨基酸分析仪测定其氨基酸
组成，结果见表 5。
从表 5可知，海鳗肉浓缩水解液中氨基酸含量丰

富，共检出 19种氨基酸，其中必需氨基酸占氨基酸总
量的 57 .8%；此外，6种呈鲜味氨基酸（Glu、Gly、Asp、Ala、Pro、Ser）的含量占氨基酸总量的 23%，海洋生物
中的重要天然生理活性物质 牛磺酸（82 .3mg / 100mL）含量较高，对儿童生长发育有重要作用的精氨
酸含量高达 128mg / 100mL；从其含氮量来看，海鳗肉双酶水解浓缩液中游离氨基酸的含氮量占其非蛋白
氮的 88 .7%。该酶解液呈淡黄色，澄清透明，具有鱼肉的鲜味，苦味较淡，略有腥味，可与桂圆、红枣等
中药提取液调配来掩盖其腥味，制成具有一定保健功能的营养液。有关的工艺配方还有待于进一步的

研究。
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3 结论

采用枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶同时加入方法，对海鳗肉进行水解，其工艺条件为 pH 7. 0，
温度 45℃，加酶量 2 .0%（原料），时间 2 .5h，水解效果较好。水解液经浓缩到原体积的 1 / 2后的氨基酸
总量达 1226 .2mg / 100mL ，其中必需氨基酸占 57 .8 %。若将海鳗肉的酶解工艺条件应用于鱼排及碎肉
水解，因后者的蛋白质含量要低些，可在同样的温度及 pH条件下，减少加酶量，缩短水解时间而获得同
样的水解效果。
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下期文章摘要

文 蛤 染 色 体 的 研 究

吴 萍，董建萍，倪建国，崇加荣

（苏州大学水产系，江苏 苏州 215006）

摘 要：采用 PHA和秋水仙素体内注射法，以鳃组织为材料，低渗—空气干燥法制片，对文蛤的染色体进行了分析研究。
结果表明，文蛤染色体绝对长度较小，为 0.91 ~ 1.96!m；其二倍体数目为 2n = 38，核型公式为 N = 18m + 14sm + 6t，染色体
总臂数 NF = 70。同时，本文还对帘蛤科种类的核型演化关系进行了初步探讨。
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摘 要：就盐度对日本对虾幼虾生长与氧代谢水平的影响进行了研究，结果表明：盐度 S对日本对虾幼虾的生长、存活率
有显著影响，当 S为 10.2 ~ 26.9时，幼虾生长效果最佳，盐度为 20. 3时，增长率和增重率为最大。盐度与溶氧水平明显
影响日本对虾幼虾瞬时耗氧速率（V），V与 D0具良好的线性关系，且随 D0的增加而增大。
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