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提高酶法水解提可溶性蛋白质的得率技术
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提(E，哺roulis Japonicus )属中上层低值鱼，是目前属未充 分 开发的蕴藏量最大的 中上层低值鱼[>]
近年来捕捞量骤 增。提个体小、脂肪吉量 高，很难靠经济鱼类 样新鲜销售或成品加工。 但是提营养
价值很 高， 蛋白质吉量达鲜重的15%-20%，是优质动物性置白质σ用生物酶技术 提取其高营葬的可
溶性置白质，是提深度综合开发利用的 有效加工方法之→。应用生物酶技术开发提可溶性蛋白质虽已
有报道[2，3J目前果用的 都是枯草梓菌蛋白 酶水解的方法。这一方法虽酶价格低，来源丰富，但 必须控
制低酶量和短 时间酶解， 否则产品会出现 苦涩峰，适口性极差。 为了藐得高得率且 适口性 好的提可溶
性蛋白事解技术，我们开展了本项研究。

1 材料与方法
1.1 材料

(1)供试样品。新鲜蝇.95'C蒸煮1阳曲，压棒，棒液离心，除去上层油脂， 下层水溶液井于榨饼
起，作为样品备用。

(2)供试生物酶。枯草杆菌蛋白酶A.S I398，酶蛋白转化 率3刷倍，市场价0.23元倍。动物置白
酶l捕，酷置白转化率35∞倍，市场价0.33元180
1.2 方法

(1)最佳水解矗件确定。用正交法4，(43)优选。 从生产实际出发，酶量与底物之比采用重量之
比。动物童白 酶1捆的酶量因子取枯草杆菌置自 酶相应市场价格的量(茬1，表 2)。

(2) 苦 睐 评定。以10 分 制进行评估。 苦睐 分 值以评定小组的平均得 分 。评 分 标准:无 苦咔 2，微
苦k 较苦 6， 苦8，很 苦， 10。
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褒1 枯草杆菌蛋白酶A.Sll帽正交实验固子水平襄 表2 动物置白面1跚正交实验因子水平囊

T曲.1 '"世嗣-""""'"趾咱ofA.Sl日回归回硝酣 1>1>.2 曲世-"'"缸缸回，.... '"田由皿''''唱"配

水 平 水 平
因子 圈子

酶量1庸物/w:w 温度I'\: 时间Ih 酶量:底物/w:w 温度I'\: 时阅A

1: 1αJO 40 2 0.5，1αm 40 2 

2 2:1(0) 4j 4 2 1.1但D 4j 4 

3 3: 1(0) 50 6 3 1.5: 1αm 50 6 
4 4:1四B 55 8 4 2: JOOJ 55 8 

(3) 可 榕性置白质得率测定 用凯氏定扭法测定 可溶性置白 质得率
水解液的可溶性置白质且量得$(%)= 样品置自质吉量

供报样品分别加入枯草杆菌蛋白酶A.51398、动物童白酶1508，慢搅拌， 水解 后升温灭酶(9币t、
lOmi时 ，离心分离(4αX>r/min、15mi时 ，上清液再经真空过滤，滤液用于分析测定。

(4)氨基酸 测定 。样品经5.7NHCI 水解， 温度110吧，时间2施，水解后定容至5仙址，用日立835
50型氨基酸分析仪测定。

2 结果与讨论
2.1 两种蛋白酶的酶量、温度、作用时间对酶解提水溶蛋白得率的影响

酶量、温度、时间是影响酶解程度的主要因素。 试验表明，两种酶的水 潜置臼得率都 随着酶量的增
拥而增加，但 枯草杆菌置白酶A.51398 较为平缓。 动物 蛋白酶15锢在酶量 2 ，1000 时，可溶置白得率
可达62%，而枯草杆菌蛋白酶只有43%(4，1α剧，得率只占动物置自酶1508的71%(图 I)。 延长水解
时间，枯草杆菌蛋白酶A.51398 的可溶置自得率没有明显增加 ，如拙，其可溶置白得率为38%.砸、8h
得事分别为39%和42%，只 提高了1%和4%。 因此实际生产中，枯草杆菌蛋白酶A.S1398 水解时间
一般定在 2h左右 。延长水解时间时动物置白酶15咀的可搭性置白得率有明显提高，4h、8h得率分别
为50Q毛和59Q备，与2h相比提高了6%和16%( 图 2)。 水解温度从4O-50'C，两种 蛋白酶都 有相类似的
在解曲线，呈微 弱上升趋势，55'C 得率下降，且 动物 蛋白酶1508在此温度更为敏感，得率下降 更明显，
说明5O'C以上，将导致动物 蛋白酶1508失活。
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图1 两种酶的加酶量对可溶性盖自得率和苦昧的影响
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图2 两种酶的水解时间对可洛性置白得率和苦味的影响
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2.2 两种蛋白酶的酶量、温度、作用时间对水解液苦昧的影响

酶解水溶性置白液苦睐的产生，是生物酶事解蛋白质在某一是件下产 生的普遍现草 。 苦味强弱随
酶的种类、浓度、作用时间租温度不同而 有差异[.1。 试验结果证明， 酶量增加，作用时间延长 ， 苦睐增
加(图1 .图匀。 水解温度从4O'C上升到 5O'C苦睐增加.5O'C型U 55'C苦暗下降( 图3) . 且的趋势是得率
提高，苦味增加，得率下降，苦障也相应减轻，这可能是水解率高，榕液中苦昧肤和苦峰游离氨基酸吉
量相对提高.J!t解率下降，溶液中苦睹肤和苦晾游离氨基酸吉量相对降低的 原因所致[5，6。
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图3 两种酶的水解温度对可癖性置白得率和苦昧的影响
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动物蛋白酶15曲的正主试验结果表明，时间因子的苦昧和水溶性蛋白质得率的极差最大、温度因
于其次，酶量园子最小。 因此动物噩白酶1508水解蝇蛋白质，时间因于是影响水溶蛋白质得率和苦味
的主要因素，生产 中提高水癖性置臼质得率，可以提高酶量，控 制水解温度和时间。 枯草杆菌蛋白酶
A.SB目的正交试验结果表明，酶量国子的苦峰和水 榕性置白质得率的极差最大，时间因于其 次， 温
度因于为最小，其酶量因于是直接影响水溶性童白质得率和苦睹的主要因素 。 比较酶量、温度、时间对
两种置臼酶的革解液苦睹的影响程度， 通过图1、图2、图3 可宜现， 三因于对动物蛋白酶1508的在解
液苦睹 的影响小于枯草杆菌蛋白A.SI398。
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2.3 两种酶水解的水溶性蛋白质氨基酸吉量组成分析

表3 为两种水溶性置白质和原料中各种童基衰3 原料鱼、两种圄解可溶性置臼匮氨基酷含量组成分析
酸的吉量及组成。 经酶解后两种事溶性置白质中 T曲.3 A皿�æ革d�喜剧E皿a1"画ol.皿串erial fi.曲

的氨基酸吉量均比 原料中的高， 分别占单置白质 ... 阳。臼町.... 归is protrin (glH陶蛋白质)

的99. 13g1100g置白质、99ωgl100g置白质，必需 氨基酸 原料提 水解蛋白质 水解蛋白质

氨基酸吉量分别高出原料的 2.19g1100g置白质 天"冬氨酸 10.61 9.28 9.81 

和1.7 2g1100g蛋白质。 说明提经酶解后获得的
苏氨酸 4 .87 4 .34 3.84 

丝氨酸 4 4 6  3.23 3.80 

功〈溶性蛋白质营养 价 值 比 原来的更高。 两种蛋白 谷氨酸 14.65 17.90 16.35 

酶解的水溶性蛋白质氨基酸吉量很接近。 动物置 甘氨酸 5.91 5.31 5.21 

白酶水解的样品中必需氨基酸量略高于枯草杆菌 丙氨酸 7.11 6矗10 6.02 

脱氨酸 100 1四I 0.96 

蛋白酶。谷氨酸、脯氨酸、甘氨酸等甜盹氨基酸吉 绷氨酸 5.23 5.15 5.0吨

量高于枯草杆菌置白酶， 因而 样品适口性较好， 蛋氨酸 3.15 3. JO 3.12 

水解后鲜 峰增强。 异亮氨酸 4.6θ 4 .&7 4.89 

亮氨酸 8 .66 9.71 9岁7

结语 酶氨酸 3.71 3.11 3. 57 

3 苯丙氨酸 4ω 3.42 3.80 

赖氨酸 7.75 10.65 10.4 0 

(1)由 正主试验得知， 酶量越南，水溶性置 组氨酸 2.62 2.33 3.29 

白质得率越高，苦峰增加。 动物蛋白酶15曲酶量 精氨酸 6.30 4.35 5.81 

2' 1翩时， 水溶蛋白质得事最高， 但有微 苦感 脯氨酸 3.41 3.65 3.14 
TAA 绚丽 99.13 99.02 

觉。酶量1.5' 1创泊，适口性较好。*解6h以上， EAi\ .. 38.95 41矗卫 40予.6

虽然得率提高， 但苦峰明 显 增 加。 综合考虑，动 F..AA/TAA 3θ44 41.60 41.16 

物置白酶 1508最佳水解条件为酶量d.5' 1民泊， 注:(1)水解量白质指动物蛋白酶15<>1水解样品; (2)水解蛋白质

温度: 50"(;;水解时间 4h。由此'"件再作酶 解 指枯草杆菌蛋向酶ιSi39S点解样品;(3)TAA:总氨基酸量;

试验，得率为62.81%， 孟苦畴。 氨 基 酸 吉 量
(4)EAA必需氨基酸量; (5)EAA/TAA:必需氨基酸量/总氨辑

酸青E
99.13g11∞g蛋白质， 必需氨基酸41. 24g11∞g置
白质， 必需氨基酸占总氨基酸的41.60 % (表3)。

(2) 枯草杆菌蛋白酶A .S1398 酶量2' 1αJO时， 在解擅苦，因而 只能取l' 1【剧的 加酶量。 时间因于
超过2h 置自 液 较苦。50'1::在解率虽比45'1::高， 但苦盹也明 显 增 加。 综合考虑，枯草杆菌蛋白酶
A.S1398水解蜒的最佳矗件为酶量d' 1仪阁，时间，2h，温度:45'(':0 由此条件再作酶解试验， 直解率为
35'l毛。 分析其盟基 酸吉量组成(牵引，总 氨 基 酸 吉量为 99.0型gl100g 置 白质， 必 需 氨 基 酸 吉 量
4O.76g1100g置白质， 占总氨基酸的41.76 %. 这 结果与刘洋、陈修白等报道的结果基本相符[7A]G

(3)枯草杆菌蛋白酶A.S1398 只有来取低酶量、短时间水解的方法提取提可溶性置白质， 才能克服
高酶量较佳时间水解带来的苦畴， 但是该方法却使水溶性蛋白质得率低，导致产品成本上升， 造成资
植根费。如果改用动物置白酶1508水解提 蛋白质，水溶性蛋白质提取率可从35%提高到62.8%。
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