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摘 要：对比研究几种蛋白酶水解微波解冻后鲢肌肉的效果，单酶水解选择中性蛋白酶为水解鲢肌肉的最适

酶种，采用正交实验确定其最佳的水解条件为温度 50℃、酶用量 0.5%、pH 7.0、水解 3h、料比 1：2，蛋白质回收

率可达到 90.60%；双酶水解采用中性蛋白酶和风味蛋白酶，正交实验确定最佳水解条件：中性蛋白酶作用 1h
后，添加 0.4%的复合风味蛋白酶，在 50℃、pH 为 7.0 下水解 4h，蛋白质回收率可达到 94. 50%，水解液采用活

性炭脱腥后基本无腥苦味，经真空冷冻干燥可制得纯度 91.0%的蛋白粉。
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Silver carp fish protein prepared by en6yme

SHI Wen-zheng，WANG Zhi-he，WU Yi-dong，TANG Yuan-Jun
（College of Food Science，Shanghai Fisheries University，Shanghai 200090，China）

Abstract：In this paper，the silver Carp hydrolysis by the enzyme was studied. The frozen fish meat was thawed by
miCrowave. By Contrast，neutrase have muCh higer hydrolysis effiCienCy. The optimum reaCtion of neutrase was
determined by orthogonal design. The parameters are as follows：the reaCtion temperature is 50℃，the added
enzyme dosage is 0 .5%，the pH value is 7 . 0，the weight ratio of meat to water is 1 to 2 and reaCtion time is 3
hours，the reCovery of the protein was 90 . 60% . The optimum reaCtion of neutrase and flavourzyme were found in
same way. The optimal teChniCal parameters are as follows：1 hour after neutrase was added，at same degree
Centigrade and pH value，add 0 . 4% flavourzyme in and for reaCtion 4 hours . ReCovery of the protein Can reaCh
94 .50% . Hydrolysate has little fish-odor when treated with aCtive Carbon. Hydrolysate Could be dried into fish
protein powder by freeze drying teChnology .
Key words：silver Carp；enzyme hydrolysis；miCrowave thaw；neutrase；flavourzyme；aCtive Carbon；deodorization

长期以来，大部分低值和小杂鱼类（如鲢、小杂鱼虾等）主要用于加工成为饲料鱼粉，或宠物食品；然

而随着人口数量的不断增加，对动物蛋白质的需求量也越来越大，可是陆生动物蛋白的资源有限，满足

不了人口快速增长的需要。同时主要经济鱼类资源也在不断地衰退，而低值鱼及小杂鱼产量在不断增

加，因此加大对低值鱼的研究利用，开发高附加值的功能蛋白制品很有必要［1，2］。鱼蛋白水解液是一种

将新鲜鱼肉或加工后的废弃物经过一定的理化方法处理后得到的高蛋白、低脂肪的蛋白水解制品。该

产品营养丰富，易于消化，可代替鸡蛋、牛奶并用作小麦粉的强化剂，产品中含有较多的多肽和氨基酸，



可纠正机体长期缺乏蛋白质而造成的营养不良现象，并能纠正消化道紊乱，改善消化功能［3，4］。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和材料

鲜活鲢鱼，去鳞、内脏、鳃、头和尾，用水冲洗干净，然后切成 50 ~ 70g 的鱼块，冷冻贮藏；中性蛋白酶

（neutrase）、木瓜蛋白酶、胰蛋白酶、胃蛋白酶、枯草杆菌蛋白酶和复合风味蛋白酶（flavourzyme）。

1.2 主要仪器

高速组织捣碎机；电子分析天平；恒温水槽；定氮仪；微波炉；冷冻干燥器。

1.3 蛋白质水解液制备工艺流程

→ → → → →原料鱼预处理 匀浆 保温酶解 灭酶 减压抽滤 灭菌

1.4 分析测定方法

1 .4 .1 蛋白质测定

凯氏定氮法［5］。

1 .4 .2 氨基酸测定

甲醛滴定法［5］。

1 .4 .3 氮回收率测定［6］

氮回收率（%）= 水解液中的总氮量
原料中的总氮量

× 100%

1 .4 .4 水解度［6］

水解度 DH（%）= 水解液中氨基氮的总摩尔数
水解液中的总氮摩尔数

× 100%

1.5 感官鉴定

表 1 评分标准表

Tab.1 Sensory evaluation judgment

分数 指标

9 颜色为深黄或其它颜色，溶液十分浑浊，腥苦味很重

8 颜色为深黄或其它颜色，溶液浑浊，腥苦味很重

7 颜色为深黄色，溶液较浑浊，腥苦味重

6 颜色为深黄色，溶液比较澄清透明，腥苦味一般

5 颜色为黄色，溶液比较澄清透明，腥苦味一般

4 颜色为黄色，溶液比较澄清透明，腥苦味小

3 颜色为淡黄色，溶液比较澄清透明，腥苦味较小

2 颜色无色或淡黄色，溶液澄清透明，腥苦味较小

1 颜色为无色或淡黄色，溶液澄清透明，腥苦味很小

固定四个人对水解液的颜色、气味、苦味进行综

合评价，并按 1 ~ 9（1 表示最好，9 表示最差）等级进

行分类评比。

2 实验结果

2.1 酶解鲢蛋白单一酶的确定

在生产蛋白水解液中，酶的选择是关键，它不仅

影响反应速度、产品的得率，而且直接影响产品的风

味和物理化学特征，本实验分别选用木瓜蛋白酶、中

性蛋白酶、胃蛋白酶、胰蛋白酶和枯草杆菌蛋白酶在

各自最适条件下进行水解［7，8］，酶解液的蛋白质回收率和感官指标如表 2 所示。

表 2 五种蛋白酶酶解效果比较

Tab.2 The comparison of hydrolysates by five proteases

酶种 作用类型
T

（℃）
pH 料比

酶用量

（E / S）
时间

蛋白质回收率

（%）
感官指标

木瓜蛋白酶 内切酶 50 6.0 1 ：2 0 .9% 4 90.13 5
中性蛋白酶 内切酶 50 7.0 1 ：2 0 .9% 4 94.28 5

胰蛋白酶 内切酶 50 7.0 1 ：2 0 .9% 4 91.05 5
胃蛋白酶 内切酶 37 2.5 1 ：2 0 .9% 4 72.13 6

枯草杆菌蛋白酶 内切酶 50 6.5 1 ：2 0 .9% 4 94.01 7
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通过蛋白质回收率比较，可知除胃蛋白酶外，其它四种酶在各自最适条件下酶解作用后的蛋白质回

收率差别并不是很大，结合感官指标并考虑酶的价格因素后，单酶水解采用中性蛋白酶。

2.2 自然解冻与微波解冻的比较

表 3 微波解冻与自然解冻比较

Tab.3 The comparison of fish meat
thawed by microwave and air

蛋白质回收率（%） 感官指标

微波解冻 94 .28 6
自然解冻 89 .51 6

取等量鱼肉分别采取自然解冻（空气）和微波解冻，

匀浆后分别加入 0 .9%倍质量的酶、料液比为 1 ： 2、pH 调

到 7 .0，然后在 50℃下水解 4h，测其蛋白质回收率及感官

指标。

由表 3 可见，采用微波解冻的鱼肉比采用自然解冻

的鱼肉酶解后的蛋白质回收率要高 5 个百分点，因为微

波加热解冻的同时使鱼肉蛋白质的空间结构受到微波作用而变性，肽链结构松散而便于酶解，并且采用

微波解冻会大大缩短解冻的时间。相比较而言，如果用水流解冻，将浪费大量的水并且会损失一些水溶

性蛋白质，而如果采用空气自然解冻，所需时间会很长，并且容易造成鱼肉腐败，综合以上多方面因素考

虑，确定解冻鱼肉时采用微波方式。

2.3 中性蛋白酶水解鲢鱼肉的最佳工艺的确定

2 .3 .1 水解条件的确定

蛋白酶水解主要受温度、pH、时间、酶量和料液比等因素影响，选择温度、pH、时间、酶量和料液比五

因素，以蛋白质回收率为指标，做中性蛋白酶水解鲢鱼肉正交实验，实验方案设计及结果见表 4。

表 4 中性蛋白酶水解正交实验结果

Tab.4 The results of hydrolysis orthogonal design by Neutrase

实验号
温度

（℃）

酶量

（%）
pH

时间

（h）
料比

蛋白质回收率

（%）

水解度

DH
感官指标

1 1（45） 1（0.3） 1（6.0） 1（3） 1（1：2） 74.10 22 .50 5
2 1 2（0.5） 2（6.5） 2（4） 2（1：3） 83.12 23 .81 5
3 1 3（0.7） 3（7.0） 3（5） 3（1：4） 89.14 32 .20 5
4 1 4（0.9） 4（7.5） 4（6） 4（1：5） 87.20 30 .43 6
5 2（50） 1 2 3 4 89.15 28 .66 5
6 2 2 1 4 3 88.12 30 .03 5
7 2 3 4 1 2 92.86 32 .10 5
8 2 4 3 2 1 94.28 33 .50 6
9 3（55） 1 3 4 2 88.70 31 .03 5
10 3 2 4 3 1 92.36 24 .19 5
11 3 3 1 2 4 87.72 30 .61 5
12 3 4 2 1 3 94.14 32 .07 5
13 4（60） 1 4 2 3 84.80 24 .54 5
14 4 2 3 1 4 88.72 31 .47 5
15 4 3 2 4 1 90.86 34 .09 5
16 4 4 1 3 2 85.20 35 .42 5
K1 83 .39 84 .19 83 .79 87 .46 87 .90
K2 91 .10 88 .08 89 .48 87 .48 87 .47
K3 90 .73 90 .15 90 .21 88 .96 89 .05
K4 87 .40 90 .21 89 .31 88 .72 88 .20
R 7.71 6 .02 6 .42 1 .50 1 .58

由极差分析可知，各因素对蛋白质回收率影响程度依次为：温度 > pH > 酶量 > > 料比!时间，考虑

到经济因素，确定中性蛋白酶水解鲢鱼肉最佳条件：温度 50℃、酶量 0 . 5%、pH 7. 0、水解时间 3h、料比

1 ：2，在此条件下水解后的蛋白质回收率为 90 .60%，水解度为 34 .08%，感官指标为 5。
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2 .3 .2 最佳脱腥脱苦方法的确定

蛋白质在酶水解后经常会产生苦味，这使酶法水解蛋白在食品工业上的应用受到了严重的限制。

酶法水解蛋白是否产生苦味以及苦味的大小与蛋白质的种类、酶的类型、水解度及分离方法等因素有

关。产生苦味的物质是一些短肽，称为苦味肽［9］。苦味肽的长度从几个氨基酸残基到二十几个氨基酸

残基不等，这些苦味肽的一个共同的特点是疏水性氨基酸残基所占的比例较大。当疏水氨基酸由于肽

键的形成居于肽链非端基底端位置时，表现出最大值，当居于 C、N 端时苦味较低，以游离氨基酸的形式

苦味最低。由于水解前疏水性氨基酸残基被包围在蛋白质的四级结构内，没有苦味，而水解后疏水性氨

基酸残基的暴露使某些肽片段的疏水性增大而产生苦味。

本实验采用活性炭脱腥苦味，由于苦味肽的疏水性较强，因此利用活性炭的选择性分离法，是蛋白

质水解物脱苦脱腥的主要方法之一。根据文献资料，对活性炭进行预处理，即研细。然后考察活性炭用

量、pH 和时间对脱腥苦的影响，做正交实验确定活性炭脱腥脱苦的最佳条件，正交实验方案设计及结果

见表 5。

表 5 活性炭脱腥脱苦正交实验方案及结果

Tab.5 The results of deodori6ation orthogonal design by active carbon

实验号 pH 添加量（%） 时间（h） 蛋白质回收率（%） 感官指标

1 1（3 .5） 1（0.5） 1（0.5） 92.76 4
2 1 2（1.0） 2（1.0） 89.01 4
3 1 3（1.5） 3（1.5） 83.80 3
4 2（4 .5） 1 2 90.90 4
5 2 2 3 86.92 3
6 2 3 1 90.30 3
7 3（5 .5） 1 3 91.02 4
8 3 2 1 91.20 4
9 3 3 2 86.30 3
K1 88 .52 91 .56 91 .42
K2 89 .37 89 .04 88 .74
K3 89 .51 86 .80 87 .25
R 0.99 4 .76 4 .17

由于活性炭对蛋白质有一定的吸附作用，因此最终结果以蛋白质回收率作为脱腥脱苦结果的指标，

兼考虑感官指标，确定活性炭的作用条件为：添加量 1 .5%、pH4.5、作用时间 0 .5h，测得蛋白质回收率为

90 .30%，感官指标为 3。

2.4 双酶组合水解

2 .4 .1 双酶组合水解最适条件的确定

双酶水解采用中性蛋白酶和复合风味蛋白酶，根据两酶作用性质的不同，采用先用中性蛋白酶水解

作用 1h，然后加入复合风味蛋白酶。其中加入复合风味蛋白酶后的最佳水解条件通过正交实验确定，

正交实验方案设计及结果见表 6。

由极差分析可知，上述各因素对水解程度影响为：温度 > pH > 酶量 > 时间，最高蛋白质回收率时复

合风味蛋白酶的作用条件为：温度 50℃、酶量 0 .5%、pH 7. 0、水解时间 6h，考虑到实际生产中的经济因

素确定采用如下条件：先加入 0 .5%的中性蛋白酶，在温度 50℃、pH 7. 0、料比 1 ： 2 下水解 1h，然后添加

0 .4%的复合风味蛋白酶，在 50℃、pH 7.0 下水解 4h，在此条件下测得蛋白质回收率为 94 . 50%，水解度

为 47 .20%，感官指标为 4。

2 .4 .2 活性炭脱腥苦处理

按照中性蛋白酶水解的结果进行处理（活性炭添加量为水解液的 1 . 5%、调 pH 到 4 . 5，作用 0 . 5h），

水解液脱腥脱苦效果很好，基本无腥苦味，感官指标可达到 2，颜色呈淡黄色，活性炭脱腥后蛋白质回收
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率为 90 .30%，相对于酶解开始时的鱼肉，其蛋白质最终回收率为 85 .33%（90 .30% × 94.50%）。

表 ! 风味蛋白酶水解正交实验方案及结果

Tab.! The results of hydrolysis orthogonal design by Flavour6yme

实验号 温度（℃） 酶量（%） pH 时间（h） 蛋白质回收率（%） 水解度 DH 感官指标

1 1（45） 1（0.3） 1（6.5） 1（4） 86.80 43 .77 5
2 1 2（0.4） 2（7.0） 2（5） 92.14 45 .66 5
3 1 3（0.5） 3（7.5） 3（6） 90.24 45 .85 5
4 2（50） 1 2 3 94.20 47 .13 5
5 2 2 3 1 92.50 45 .49 4
6 2 3 1 2 92.31 46 .74 4
7 3（55） 1 3 2 88.40 42 .77 5
8 3 2 1 3 92.06 45 .72 5
9 3 3 2 1 94.39 46 .61 4
K1 89 .73 89 .8 90 .39 91 .23
K2 93 .00 92 .23 93 .58 90 .95
K3 91 .62 92 .31 90 .38 92 .17
R 3.27 2 .51 3 .17 1 .22

2 .5 鱼蛋白粉的制备

制得的鱼蛋白水解液经真空冷冻干燥，得到白色或微黄色粉末状成品，且无不良气味，经测定其中

蛋白质含量为 91 .0%，水分含量为 6 .1%，脂肪含量为 1 . 1%，灰分为 2 . 3%。产品可作为优良的蛋白质

强化剂，具有很好的应用前景［10］。

3 讨论

3.1 中性蛋白酶制备鱼蛋白水解液水解条件的确定

根据正交实验极差分析的结果，蛋白质回收率最高时的水解条件为：温度 50℃、酶量 0 . 9%、pH
7.0、水解时间 5h、料比 1 ： 4，测得蛋白质回收率为 94 . 42%，感官指标为 6。但是从经济价值角度考虑到

酶用量的增加将极大增加生产成本，并且 0 .5%的酶添加量与 0 .9%的添加量对水解程度影响相差也比

较小，因此最佳酶添加量采用 0 .5%；而时间对水解程度的影响相对很小，而且时间的延长将增加能量

的消耗以及生产周期的增加，从而在很大的程度上增加生产成本，因此考虑采用 3h 时间酶解；由于如果

料比很小的话，将增加水解液浓缩的成本，且料比对水解后的蛋白质回收率影响相对也较小，因此采用

最大料比，即 1 ：2。综合以上各因素，确定使用单酶（中性蛋白酶）水解鲢鱼肉的最佳条件为：温度 50℃、

酶量 0 .5%、pH 7. 0、水解时间 3h、料比 1 ： 2，在此条件下水解后的蛋白质回收率为 90 . 60%，水解度为

34 .08%，感官指标为 5。

3.2 活性炭脱腥脱苦条件的确定

单纯考虑蛋白质回收率这一评定指标，最适条件应为：活性炭用量 0 .5%、pH5.5、作用时间 0 . 5h，蛋

白质回收率为 92 .85%，但感官指标为 5，脱腥脱苦的效果不好，所以不宜采用。再结合感官评定的指

标，确定采用的条件为：活性炭用量 1 .5%、pH4.5、作用时间 0 .5h，蛋白质回收率为 90 .30%，感官指标为

3，感官指标明显好于蛋白质回收率最高时。总体来说，活性炭能够脱去一定的鱼蛋白腥苦味，并且作用

后颜色较好，缺点是蛋白质损失较大。

3.3 双酶组合水解最适条件的确定

中性蛋白酶是内切酶，而复合风味蛋白酶是外切酶，外切酶可以有效的去除酶解液中产生苦味的末

端氨基酸，不仅能水解部分苦味肽，还可增加一些游离氨基酸，对水解产物的风味有很大的改良作用。

5512 期 施文正等：酶法制备鲢蛋白



根据两种酶的作用方式，确定了实验中先用中性蛋白酶水解一段时间，再用复合风味蛋白酶水解。

由复合风味蛋白酶正交实验的极差分析可知，各因素对蛋白质回收率的影响程度为：温度 > pH >
酶量 > 时间，最高蛋白质回收率时复合风味蛋白酶的作用条件为：温度 50℃、酶量 0 . 5%、pH 7. 0、水解

时间 6h，蛋白质回收率为 94 .80%，感官指标为 5。但是考虑到 0 .4%的酶量与 0 .5%的酶量对蛋白质回

收率的影响极差很小，因此采用 0 .4%的酶量，实际情况也是如此，相同条件下，用 0 .3%、0 .4%和 0 . 5%
的酶量相比，后两者相差很小，但比 0 .3%的回收率相对增加很多；因为时间因素影响程度最小，而延长

时间将会延长生产周期和增加能耗，从而使生产成本增加，因此采用水解 4h。综合上述因素考虑，因此

确定双酶水解鲢鱼肉的最佳酶解条件为：先用 0 .5%的中性蛋白酶在温度 50℃、pH 7.0、料比 1 ：2 下水解

1h，然后添加 0 . 4%的复合风味蛋白酶，在 50℃、pH 7. 0 下水解 4h，在此条件下测得蛋白质回收率为

94 .50%，水解度为 47 .20%，感官指标为 4。

4 结束语

通过正交实验确定了单酶和双酶水解鲢鱼制备鱼蛋白水解液的最适条件，使得在尽量少的酶用量

下获得较高的蛋白质回收率成为可能，并且发现在鱼肉解冻时采用微波解冻，可以很大程度的提高蛋白

质回收率；蛋白水解液在用活性炭脱腥脱苦后，基本无腥苦味，经真空冷冻干燥可制得含量达 91 . 0%的

优质蛋白粉，可作为一种优良的蛋白强化剂，具有很好的应用前景。
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