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双酶法在水产品水解动物蛋白制作

工艺中的应用研究

邓尚贵  章超桦
(湛江海洋大学水产学院食品与制冷工程系,  524025)

  摘  要   本文研究了以价廉的相手蟹、翡翠贻贝、马氏珍珠贝和青鳞鱼为原料, 采用双酶法

水解它们的蛋白质,经减压浓缩或喷雾干燥制作水产 HA P的工艺。结果表明: ( 1)四种水产原料的

蛋白质水解度分别为 43. 4%、82. 0%、82. 6%和 93. 6% ; ( 2)水解液的脱臭除腥方法以酵母较好, 脱

苦以风味酶效果最佳。水产 HA P使用方便、价廉物美, 具有独特的海鲜风味和特殊的营养保健功

能,是一种营养保健型的食品添加剂。
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水解动物蛋白( Hy dr oly zed Anim al Pro tein, H AP)是指动物蛋白水解产物,是以酪蛋白、

明胶、鱼肉、鱼粉、猪肉粉等为原料,经水解制得的[凌关庭等 1989]。原料蛋白质一般经盐酸

完全水解为氨基酸和少量二肽,蛋白质水解度超过 70%。日本对 H AP的研究应用较广泛,其

年产量已超过 11 000吨,我国的研究则刚刚起步。1992年 8月,上海鱼品厂以马面 头、皮、

鳍下脚料为原料,采用酸水解法研制了鱼味素。

酸水解法虽能将蛋白质原料彻底水解, 但它有许多缺陷: ( 1)反应条件剧烈,对设备要求

高,环境污染严重; ( 2)蛋白质被水解的同时, 碳水化合物也被水解, 色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸

生成黑腐物,外观难以接受; ( 3)强酸水解后, 必须脱盐,成本较高; ( 4)原料中脂肪含量较高时,

易产生致癌物质,对产品的安全性带来问题。为了克服酸法水解的缺点,许多研究者力图以条

件温和的酶法水解代替酸法水解, 取得了一定成绩。然而任何一种酶对蛋白质的水解都是有

限的, 难以达到酸法的水解度。本文拟用双酶水解新技术制作水产 HAP。近年来的研究成果

表明海洋资源含有大量对人体有益的生物活性物质, 如 EPA、D HA、牛磺酸、海藻多糖等,它

们有益于人类防病治病、强身健体、延年益寿。因此大力开发海洋资源,大力开展水产品深精

加工应是廿一世纪的一个重要研究领域。利用水产原料特别是低值水产原料开发水产 H AP

应是廿一世纪中的一个重要研究课题。

1  材料与方法

1. 1  原料

相手蟹( Sesacma) 俗名蟛蜞, 原料采自湛江市东海岛, 清洗后备用。翡翠贻贝 ( Perna

vir idis L. ) , 俗名青口螺,原料购自湛江民享市场,人工取肉清洗后备用。马氏珍珠贝( Pincta-

da martensi i D. ) , 原料购自湛江市海康珍珠养殖场。青鳞鱼( Harengula z unasi B. )俗名青

皮,原料购自湛江市东风市场,去内脏清洗后备用。
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1. 2  双酶法水解

原料经自来水冲淋解冻匀浆后,用枯草杆菌中性蛋白酶(酶活力 100 000单位)和胃蛋白

酶(酶活力 3 000单位)水解,再经脱臭脱腥,减压浓缩或喷雾干燥即得 H AP[章超桦和邓尚贵

1997]。

1. 3  分析方法

水分,常压直接干燥法;灰分, 总灰分测定法;粗脂肪, 索氏抽提法; 粗蛋白,微量凯氏定氮

法[无锡轻工业学院和天津轻工业学院 1983]。非蛋白氮和蛋白质水解度, 三氯醋酸法[邓尚

贵等 1996]。A- 氨基氮, 甲醛滴定法[赵洪根和黄慕让 1987]。

2  结果与讨论

2. 1  原料的适制性

表 1  原料的常规成分( g / 100g 干基)

Tab. 1  Routine Composition of Materials (g/ 100g dry basis)

测定项目 蛋白质 粗脂肪 灰分

相手蟹 42. 0 3. 36 38. 7

翡翠贻贝 61. 1 7. 57 9. 57

马氏珍珠贝 76. 1 4. 84 7. 96

青鳞鱼 72. 1 14. 7 13. 1

四种原料的蛋白质含量都在 40%以上,尤其是马氏珍珠贝和青鳞鱼高达 70%以上。翡翠

贻贝、马氏珍珠贝、青鳞鱼的高蛋白特性决定了它们可以用来制造高氨基酸含量的水产 HAP。

大量的蟹壳使相手蟹总灰分高达 38. 7%, 青鳞鱼有较多细小骨刺使总灰分也达到 13. 1% ,而

马氏珍珠贝、翡翠贻贝含较多灰分主要是它们含有较多的钾、钠、磷、钙、锌、镁等矿质元素。粗

脂肪含量以青鳞鱼最高, 其次是翡翠贻贝,马氏珍珠贝和相手蟹则相对较低。原料中的脂肪在

水解过程中受其它因素(如原料的铁等金属, 酶制剂的脂肪,空气中的 O2 等)的影响往往会发

生变化,出现一些低分子的醛、酮、酸等, 使水解液出现腥臭等异味。特别是水产品, 因其含有

较多的不饱和脂肪酸, 更易发生上述变化。因此,以脂肪含量较高的水产品为原料制作水产

HAP 时, 水解液有较浓的腥臭味, 必须进行脱臭除腥处理或先对原料进行脱脂处理。

2. 2  双酶水解

双酶法是用两种酶对原料蛋白质进行水解的方法。枯草杆菌中性蛋白酶和胃蛋白酶对蛋

白质底物的特异性有互补作用: ¹ 前者能水解酪蛋白、弹性蛋白、胶原蛋白、类粘蛋白和粘蛋白

等[邬显章 1988] , 后者能水解酪蛋白、球蛋白、麸质、胶原蛋白、组蛋白及角蛋白,不能水解类

粘蛋白、海绵硬蛋白、精蛋白及毛的角蛋白等[黄文涛和胡学智 1989] ; º前者优先水解肽键氨

基侧有侧链的苯丙氨酸、酪氨酸残基的肽键, 后者优先水解肽键羧基侧有侧链的苯丙氨酸、酪

氨酸及色氨酸残基的肽键[王  璋 1990] , 同时后者还能优先切断苯丙氨酸、亮氨酸或谷氨酸

羧基侧的肽键[黄文涛和胡学智 1989]。基于以上原因建立了枯草杆菌中性蛋白酶和胃蛋白
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酶双酶水解法[章超桦和邓尚贵 1997]。然而, 由于水产原料不同, 原料的蛋白质种类和蛋白

质中氨基酸构成及比例也各异, 因而不同的水产原料,双酶法的水解条件也有较明显的差别

(如表 2)。表 2的最适条件是应用正交试验方法确定的[邓尚贵和章超桦 1997]。

表 2 不同原料双酶法的最适水解条件

Tab. 2  Optimal Conditions for Hydrolysis by Bienzyme Method

原料
枯草杆菌中性蛋白酶

pH 温度( e ) 酶浓度( L/ mL) 时间( h)
 

胃蛋白酶

pH 温度( e ) 酶浓度( L/ mL) 时间( h)

相手蟹 7. 5 45 6 4  3. 5 45 6 2

翡翠贻贝 7. 5 45 6 2. 5  4. 0 55 6 2

马氏珍珠贝 6. 5 40 3 3  3. 0 60 4. 5 3

青鳞鱼 7. 5 40 3 3  2. 5 45 9 4

枯草杆菌中性蛋白酶对不同原料蛋白质的水解能力有较明显的差异(表 3)。青鳞鱼肉蛋

白最易被水解, 水解度达到 66. 0%;相手蟹蛋白质最不易被水解, 水解度仅有 34. 9%; 贝肉蛋

白质以马氏珍珠贝较易水解, 而翡翠贻贝肉蛋白较难水解。胃蛋白酶对不同原料的水解能力

也有明显差别。蟹肉蛋白最难被胃蛋白酶水解, 水解度仅为 8. 5% ;翡翠贻贝最易被水解,水

解度达到 33%; 青鳞鱼和马氏珍珠贝被胃蛋白酶水解的水解度分别为 27. 6%和 23. 1%。原

料蛋白的双酶法水解度以青鳞鱼最高 , 达 93 . 6% ; 相手蟹最低 , 仅为43. 4% ; 贝类的

翡翠贻贝和马氏珍珠贝两者几乎无差异有关,蛋白质的双酶水解度介于相手蟹和青鳞鱼之间。

水解度的明显差异是否与四种原料蛋白质侧链上的苯丙氨酸、色氨酸和酪氨酸含量和位置存

在着较大差异, 还有待于进一步研究证实。但有一点可以肯定, 相手蟹不宜采用枯草杆菌中性

蛋白酶和胃蛋白酶这一双酶法进行水解,因其蛋白质水解度太低,而翡翠贻贝、马氏珍珠贝和

青鳞鱼适宜采用上述双酶法对其蛋白质水解,因此以下不再讨论相手蟹。

表 3 双酶法对原料蛋白质的水解效果

Tab. 3  Hydrolytic Efficiency of Material Protein by Bienzyme Method

测定项目
枯草杆菌中性蛋白酶

水解液氨态氮( mg/ 100mL) 水解度( % )
 

胃蛋白酶

水解液氨态氮( mg/ 100mL) 水解度( % )

相手蟹 129 34. 9  144 43. 4

翡翠贻贝 178 49. 0  295 82. 0

马氏珍珠贝 204 59. 9  358 82. 6

青鳞鱼 211 66. 0  574 93. 6

2. 3  水解液除臭脱腥

水产原料经双酶法水解后,水解液有异味,包括腥臭味、苦味等。腥臭味来源于原料本身

和水解过程,其化学成份是氨、二甲胺、三甲胺、氮杂环己烷、吲哚、挥发性有机酸、低分子的醛、

酮及 H 2S等[吴光红等 1992] ,它们是鱼贝类的主要腥臭物质。青鳞鱼水解液腥臭味比贝类严

重的原因可能是青鳞鱼本身是红肉鱼,血合肉、脂肪含量高,在水解过程中发生脂肪氧化和美

拉德反应, 出现较多的低分子挥发性醛、酮等物质。而水解液的苦味则可能是一些短肽中含

有大体积的疏水侧链[王  璋 1990] , 通常在胃蛋白酶水解后苦味更突出[白  虹等 1994]。

水解液的苦味可用风味酶(德国产)在 pH 7. 5、40 e 条件下处理 10分钟即能除去。其作用机
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理类似于羧肽酶 A。然而,水解液最难解决的问题是如何除去腥臭味。还有介绍了活性碳、硅

藻土、中药材等可作为除臭脱腥剂, 但是对于水产原料的水解液由于本身有较浓的腥臭味,它

们的除臭脱腥能力相当有限, 不能完全除掉腥臭味,而且操作较复杂,不便使用。

表 4结果说明水产原料的酶水解液除臭脱腥以 B- C D 和酵母粉效果较为理想。腥臭味

不浓的水解液(翡翠贻贝、马氏珍珠贝)既可使用 B- CD, 又可使用酵母粉;腥臭味较浓的水解

液(青鳞鱼)B- CD 不能完全除去腥臭味,而酵母粉则可完全除去。B- CD 之所以能除去腥臭

味,是因为它特殊的分子结构的吸附掩蔽作用。酵母粉能完全除臭脱腥的机理尚不清楚,可能

有以下几方面的作用: ¹ 酵母疏松的结构对腥臭物质的吸附作用; º酵母利用腥臭物质如醛、
酮等合成大分子物质并被细胞聚积; »酵母含有的多种酶以腥臭物质为底物转化为无腥臭物

质。
表 4  水解液脱腥臭的有效方法

Tab. 4 Ef fective Methods for deodorization of Hydrolyzed Solution

水解液 处理方法 腥臭味 滋味 颜色

翡翠贻贝
1%B- CD 煮沸 3分钟 无腥臭味 有海鲜味、微甜 淡黄色

0. 5%酵母粉 40 e 30分钟 无腥臭味 有海鲜味 淡黄色

马氏珍珠贝
1%B- CD 煮沸 3分钟 无腥臭味 微甜、鲜 黄色

0. 5%酵母粉 40 e 30分钟 无腥臭味 鲜 黄色

青鳞鱼
1%B- CD 煮沸 3分钟 淡腥臭味 微甜、有咸味 酱黄色

0. 5%酵母粉 40 e 30分钟 无腥臭味 香甜、有咸味 酱黄色

2. 4  水产 HAP的制备

翡翠贻贝经双酶法水解、风味酶脱苦、B- CD 脱腥、减压浓缩及真空喷雾干燥制得粉状

HAP;马氏珍珠贝和青鳞鱼经双酶法水解、风味酶脱苦、B- CD 或酵母粉脱腥, 减压浓缩制得

液状 H AP。

综观表 5可以认为利用双酶法生产的水产 H AP 是一种营养丰富的优质食品添加剂。因

为水产原料含有许多生理活性物质,谷氨酸和赖氨酸含量丰富, 所以作为食品添加剂时, 它可
赋予食品特殊的营养保健功能,增强食品的鲜味和海鲜风味,提高蛋白质的生物价值。因此,

可以预测水产 H AP具有广泛的应用前景。
表 5 水产品 HAP 的营养成分( % )

Tab. 5  Nutrient Composition of Aquatic HAP(%)

测定项目 水份 灰份 总氮 粗脂肪 总糖 氨态氮 固形物

翡翠贻贝 3. 86 9. 03 9. 03 1. 21 25. 5 - -

马氏珍珠贝 43. 7 7. 40 6. 09 0. 95 2. 28 4. 87 56. 3

青鳞鱼 36. 9 10. 6 5. 90 2. 88 2. 71 5. 22 63. 1

3  结论

不同的水产原料,蛋白质种类和构成蛋白质的蛋基酸及其比例不同决定了双酶法水解条
件和原料蛋白质的双酶水解程度。相手蟹的蛋白质水解度为 43. 4% ,达不到酸水解法蛋白质

的水解度。翡翠贻贝、马氏珍珠贝、青鳞鱼三种原料蛋白质水解度分别为 8 2. 0 % 、

82 . 6 %和93. 6%, 超过了酸水解法的蛋白质水解度。因此, 翡翠贻贝、马氏珍珠贝和青鳞鱼

的 HAP 可以用双酶法水解工艺制作,相手蟹的双酶水解需选用其它酶。双酶法条件温和、操
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作简单、设备要求低、生产周期短, 因而可以广泛应用于水产 HAP 制造工艺中。

双酶法制得的水解液一般有苦味和腥臭味。苦味物质的化学成分主要是水解液的一些短

肽,它们具有大体积的疏水侧链。风味酶和羧肽酶 A能水解这些侧链, 不仅能除去苦味, 还能

增加游离氨基酸的含量, 因而是一种理想的脱苦剂。水解液的腥臭物质一方面来源于水产原

料,另一方面也来源于双酶水解过程中生成的各类化合物, 如氨、二甲胺、三甲胺、氮杂环己烷、

吲哚、H2S及一些低分子挥发性有机酸、醛、酮等。B- CD 能有限地掩蔽腥臭味。腥臭味较淡

的水解液可用B- CD 共沸法处理脱去腥臭味。青鳞鱼蛋白水解液有较浓的腥臭味,可以用酵
母粉处理完全除掉腥臭味。

水产 H AP具有营养功能和保健功能双重特性,既可直接用于制作高级海鲜调料, 又可作

为植物性食品的配料之一,以提高其蛋白质的生物价值。因此水产 HAP 是一种良好的食品

添加剂,具有广泛的应用价值和广阔的应用前景。可以预测大力开发水产 H AP 将成为廿一

世纪水产加工行业的一个重要研究课题。
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TECHNOLOGICAL STUDY ON PREPARATION OF AQUATIC

HYDROLYZED ANIMAL PROTEIN BY BIENZYME METHOD

D ENG Sha ng-Gui, ZH ANG Chao-Hua
( Fisher ies College, Zhanj iang Ocean University ,  524025)

ABSTRACT   The bienzy me m etho d used to hydr oly ze f our aquat ic species such as Sesac-

ma, Per na vi ridis L. , Pinctada mar tensi i D. , and H arengula z unasi B. f or the prepar at ion

of aquat ic H ydroly ze d Animal Pro te in( H AP) w as studied. The bienzy me invo lves B. Sub-

ct ls neutr al pro teinase w ith act ivity 105 L/ g and pepsin w ith act ivity 3 000 L/ g. The deg ree

of hydr oly sis by the bienzy me m etho d wa s 43. 4% fo r Sesacma, 82. 0% f or Perna vi ridis

L. , 82. 6% fo r Pinctada martensii D. , and 93. 6% fo r H arengula z unasi B. . M ore over , the

deo do rizat io n and debitterizat ion of hy dro lyzed so lut io ns by means of yeast po w der and

f lavo ure ase w ere also studied in this papaer. Thro ugh the pro cesses o f deodo rizat ion , deb-

i tterizat ion, and concentr atio n o r spr ay dr ying, a hig h qua lity pr oduct o f H AP with go od

smell and de licia te f lav our w as prepared, w hich can be used as fo od addit ive.

KEYWORDS   Aquatic product , Bienzym e m ethod, H ydro lyzed Anim al Pro te in, Yeast

po w der, Fla vourease
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