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超声辅助酶解鲣加工副产物制备蛋白胨
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摘要：为了提高水产加工副产物的利用率和附加值，以鲣加工副产物为原料，采用胰蛋
白酶结合超声处理制备蛋白胨，并分析了鲣加工副产物超声辅助酶解过程中蛋白酶活
性、水解度、氮回收率、TCA-可溶性氮回收率、酶解产物分子量分布等指标的变化，
探究了超声辅助酶解的作用时间、温度以及超声功率等因素对鲣加工副产物酶解产物的
影响，通过单因素实验优化确定了蛋白胨制备的最佳酶解工艺条件。结果显示，超声处
理造成胰蛋白酶酶活发生显著变化，在功率为120 W的超声场下，胰蛋白酶酶活在30 min
内呈上升趋势，但在超声场处理30 min后，胰蛋白酶的酶活呈明显下降趋势，至4 h后酶
活变化趋势趋于平缓。超声功率和酶解温度都会影响胰蛋白酶对鲣加工副产物的酶解效
率，在超声功率240 W和酶解温度50 °C条件下，氮回收率比无超声处理组提高了
18.66%，水解度提高了30.43%，TCA-可溶性氮回收率提高了33.20%，且超声处理有效提
高了酶解液中小分子肽的含量。超声辅助酶解鲣加工副产物的最佳工艺条件为温度55 °C，
超声功率240 W，酶解时间4 h，此时氮回收率为81.40%，TCA-可溶性氮回收率为40.75%。
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鲣(Katsuwonus pelamis)是金枪鱼捕捞的主要

品种，其加工以罐装食品为主，在加工过程中会

产生包括内脏、鱼头、鱼骨和鱼皮等副产物，约

占总重量的50%~70%[1]。副产物中富含蛋白质、

脂肪等营养物质，如果处理不当，不仅会造成严

重的环境污染，也是一种资源的严重浪费 [2]。目

前较普遍的处理方法是将这些加工副产物作为

饲料、肥料来利用，但附加值较低。通过酶解

等技术充分利用其中的蛋白质生产蛋白胨等高

附加值的产品是提高加工副产物资源利用率和

产品附加值的有效途径。

近年来超声技术在食品工业中的应用越来

越广泛。Dai等[3]使用超声水浴的方法有效地提高

了脱脂大麦虫(Tenebrio molitor)粉的酶解速率。

Li等 [4]将超声运用在大米蛋白的水解过程中，大

大提高了其水解效率。Stefanović等 [5]利用超声处

理蛋清蛋白，不仅提高了其水解度，还使其水

解物的抗氧化活性得到了提高。徐洋等 [6]将超声

运用于酶解回收南极磷虾(Euphausia superba)虾
壳中蛋白质的过程中，加快了酶解速率，有效

缩短了酶解时间，但超声技术在鱼类废弃资源

利用方面的相关研究还鲜有提及。本研究拟采

用超声与酶解技术共同作用来提高鲣加工副产

物制备蛋白胨的利用率，并考察酶解过程中不

同工艺参数对酶活性、水解度、氮回收率、

TCA-可溶性氮回收率等的影响，探究超声辅

助酶解技术在鲣加工副产物高值化利用中的可

行性。
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1    材料与方法

1.1    材料与试剂

鲣加工副产物 (鱼头、鱼骨、鱼尾和内脏

等 )由宁波今日食品有限公司馈赠。胰蛋白酶

(1∶250)由北京鼎国昌盛生物技术责任有限公司

提供；氢氧化钠、碳酸钠、硫酸、硫酸铜、硫酸

钾、盐酸、三氯乙酸、十二水合磷酸氢二钠、

磷酸二氢钠、Folin-酚试剂等均为分析纯，购于

北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司。

1.2    实验仪器

UV-7540型紫外可见光分光光度计，上海欣

茂仪器有限公司；PHS-3C型数显酸度计，上海

精科仪器有限公司；CR21GⅡ高速冷冻离心机，

日本日立公司；KQ-300DE型数控超声波清洗

器，昆山超声仪器有限公司；JJ-1精密增力搅拌

器，新瑞仪器公司；HH系列数显恒温水浴锅，

上海红星仪器有限公司；K9840型自动凯氏定氮

仪，海能仪器公司；SOX406全自动脂肪测定

仪，海能仪器公司；E2695高效液相色谱仪，美

国Waters公司。

1.3    实验方法

鲣加工副产物基本成分的测定       粗蛋白的

测定采用半微量凯氏定氮法 [7]；粗脂肪的测定采

用索氏提取法 [8]；水分含量的测定采用直接干燥

法[9]；灰分的测定采用马弗炉法[10]。

酶解温度对超声酶解的影响       取鲣加工副

产物10 g，切碎匀浆后沸水浴15 min使内源酶失

活。然后加入40 mL蒸馏水和1%胰蛋白酶(鲣加

工副产物 /胰蛋白酶，W/W)，置于超声设备中，

超声功率初步设定为240 W。分别在温度为37、
45、50、55和60 °C下酶解反应4 h。适时抽出超

声设备中的水，并加入温水以维持超声酶解过

程中温度的稳定。酶解结束后，沸水浴灭酶，

冷却、离心、过滤，取上清液测定其相关指

标。此外，在上述条件下，去除超声条件进行

酶解，作为对照。

功率对超声酶解的影响       取鲣加工副产物

10 g，切碎匀浆后沸水浴15 min使内源酶失活。然

后加入40 mL蒸馏水和1%胰蛋白酶(鲣加工副产

物/胰蛋白酶，W/W)，反应温度50 °C，分别在超

声功率为0、120、180、240和300 W的超声条件

下进行酶解。酶解结束后，沸水浴灭酶，冷却、

离心、过滤，取上清液测定其相关指标。

水解度测定       水解度(degree of hydrolysis,
DH)的测定采用甲醛滴定法[11]。计算公式：

DH(%) = £ 100

氮回收率的测定       取10 mL酶解液，用凯

氏定氮法消化、定氮，测得酶解液中的氮含

量，氮回收率(nitrogen recovery, NR)计算公式：

(%)= £ 100

TCA-可溶性氮回收率测定       取10 mL酶解

液，加入等体积的质量分数为10%的TCA溶液，4 °C
下静置30 min后离心取上清液。上清液采用凯氏

定氮法消化、定氮，测得氮含量。计算公式：

TCA¡ (%)=

TCA ¡ £ 100

蛋白酶酶活测定       参考Folin-酚法 [12]，吸取

用缓冲液配制的2%酪蛋白溶液1 mL于试管中，

在45 °C中水浴预热 5 min后加入预热的已稀释酶

解液1 mL，开始计时。反应10 min后，从水浴中

取出，立即加入10%三氯乙酸溶液2 mL，摇匀，

终止反应，继续置于水浴中保温20 min后过滤，

取滤液1 mL，加入0.4 mol/L Na2CO3溶液5 mL，

吸取Folin-酚试剂1 mL，摇匀，同时另取一空白

管，于45 °C恒温水浴显色20 min，在680 nm波长

处比色，测光密度(OD680)，作为对照组。蛋白

酶活性计算公式：

(U)=
A £ 4£ N

10£ V

式中，A代表由样品测得OD值，查标准曲线得相

当的酪氨酸微克数；4代表4 mL反应液取出1 mL
测定 (即4倍 )；N代表蛋白酶溶液的稀释倍数；

10代表反应10 min；V代表试样体积(mL)。
酶活残留率的测定       按上述蛋白酶酶活测

定方法测定酶解反应前后的蛋白酶活，酶活残

留率的计算公式：

(%)=
¡ £ 100

分子量测定       鲣加工副产物酶解液分子量

分布采用高效液相色谱法测定 [13-14]。先通过不同

分子量蛋白质的标准品测得其标准曲线，然后
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对样品谱图用峰面积归一化法计算不同分子量

蛋白的分布情况，按以下公式计算：

X (%) =
A

A
£ 100

式中，X代表试样中某相对分子质量范围的蛋白

占所有蛋白的质量分数(%)；A代表某相对分子

质量范围内蛋白的峰面积；A总代表各相对分子

质量范围内蛋白的峰面积之和。

1.4    统计分析

本实验数据均以mean±SD的形式表示，实验

数据采用SPSS进行方差分析，采用最小显著性差

异法(LSD)进行多重比较，显著水平设置为P<0.05。

2    结果

2.1    鲣加工副产物基本成分的分析

鲣加工副产物中粗蛋白占22.56%，远高于

罗非鱼(Oreochromis sp.)碎肉 [15]、鳙(Hypophtha-
lmichthys nobilis)鱼头、草鱼(Ctenopharyngodon
idella)鱼头 [16]等。此外鲣加工副产物的灰分和脂

肪含量均较低(表1)。

2.2    温度对超声辅助酶解过程的影响

胰蛋白酶酶活在超声的作用下呈现先上升

后下降的趋势(图1)。处理时间小于30 min时，超

声作用能一定程度地提高胰蛋白酶的酶活，但

当处理时间超过30 min后，胰蛋白酶的酶活逐渐

下降；当处理时间达到1 h，胰蛋白酶的酶活降

至初始值左右，并且随着处理时间的延长，胰

蛋白酶酶活仍呈下降趋势。在超声处理4 h后，

其酶活降低了20%。

为了确定超声辅助酶解鲣加工副产物的处

理时间，将鲣加工副产物置于37 °C、超声功率

120 W的条件下酶解，考察氮回收率的变化情况。

随着时间的延长，氮回收率呈先上升后趋于平

稳的趋势，且在酶解开始的1 h内氮回收率上升

趋势显著，随酶解反应的进行逐渐趋于平缓(图2)。
这与胰蛋白酶在超声作用下的酶活变化趋势一

致 (图1)。酶解4 h后的氮回收率无显著变化 (P>
0.05)，因此后续实验中的酶解时间定为4 h。

随着酶解温度的升高，鲣加工副产物在胰

蛋白酶水解过程中超声处理组与对照组的氮回

收率均呈先上升后下降的趋势(图3)。对照组在

55 °C时氮回收率达到最大值，为69.01%，与37 °C
时相比提高了11.29%。而实验组在超声条件下，

氮回收率在50 °C时达到最大值，为78.29%，与同

样条件下的对照组相比，氮回收率提高了18.66%。

对于水解度而言，随着温度的升高，也呈先上

升后下降的趋势。与对照组相比，随着温度的

升高，超声处理组的水解度变化趋势较大，但

对照组和超声处理组的水解度均在55 °C时达到

最大值，分别为8.40%和6.44%，超声作用有效地

提高了鲣加工副产物的水解度(图4)。
三氯乙酸可以沉淀十肽以上的蛋白质，因

表 1    鲣与其他水产品加工副产物的原料基本组成

Tab. 1       Nutrient content composition of K. pelamis by-products and other raw materials %

成分

ingredient
鲣加工副产物

K. pelamis by-products
罗非鱼碎肉

Oreochromis sp. surimi
鳙鱼头

head of A. nobilis
草鱼头

head of C. idella

粗蛋白　crude protein 22.56±0.47 18.92±0.32 12.91±2.15 13.81±1.14

水分　moisture 68.36±0.76 76.75±1.34 78.19±2.96 67.07±1.18

粗脂肪　crude fat 3.01±0.13 2.16±0.53 1.84±0.92 10.79±0.65

灰分　ash 2.89±0.06 1.29±0.63 6.45±0.85 7.30±0.94

 
图 1    超声处理下胰蛋白酶活性变化(120 W, 37 °C)

不同字母表示实验值存在显著性差异(P<0.05)，下同

Fig. 1    Changes of trypsin activity treated by ultrasound
Different letters indicate statistically significant differences (P<0.05),
the same below
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此TCA-可溶性蛋白测定的是酶解液中十肽以下

的小肽的含量。随着酶解温度的升高，对照组

TCA-可溶性蛋白回收率变化不大，而超声处理

组的TCA-可溶性蛋白回收率呈明显的先上升后

下降的趋势，在55 °C时，其回收率达到最大值，

为46.30%，较对照组提高了33.20%(图5)。TCA-
可溶性氮回收率的变化也刚好印证了氮回收率

与水解度的变化。

对不同温度条件下酶解4 h后的胰蛋白酶酶

活进行分析，结果显示，当恒温酶解4 h后，胰

蛋白酶的残留酶活均在50%以上，而随着温度的

升高胰蛋白酶酶活残留率逐渐下降(表2)。不同

酶解温度下，超声处理组的胰蛋白酶残留率均

高于对照组。这表明在酶解过程中，超声可以

在一定程度上减少胰蛋白酶的失活。

2.3    超声功率对超声辅助酶解过程的影响

随着超声功率的增加，鲣加工副产物酶解

过程中氮回收率先上升后趋于平稳(图6)。在超

声功率达到240 W后氮回收率趋于稳定，为81.40%。

TCA-可溶性氮回收率随超声功率的变化，趋势

与氮回收率基本一致，同样在超声功率为240 W

 
图 2    鲣加工副产物超声辅助酶解过程中

氮回收率变化(120 W, 37 °C)

Fig. 2    Changes of nitrogen recovery of K. pelamis
by-products with trypsin and ultrasounic treatment

 
图 3    不同温度下鲣加工副产物酶解4 h后

氮回收率的变化

相同处理组中具有不同字母表示存在显著性差异(P<0.05)，下同

Fig. 3    Changes in nitrogen recovery of
K. pelamis by-products with trypsin after incubation for

4 h at different temperature
The columns at the same treated having the different letters are
significantly different (P<0.05), the same below

 
图 4    不同温度下鲣加工副产物酶解4 h后的

水解度变化

Fig. 4    Changes in degree of hydrolysis (DH) of
K. pelamis by-products with trypsin after incubation for

4 hours at different temperature

 
图 5    不同温度下鲣加工副产物酶解4 h后的

TCA-可溶性氮回收率变化

Fig. 5    Changes in TCA-soluble protein recovery of
K. pelamis by-products with trypsin after incubation for

4 h at different temperature
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时达到最大值，为40.75%。酶解鲣加工副产物的

水解度随超声功率的增大呈先上升后趋于平稳

的趋势。这与氮回收率和TCA-可溶性氮回收率

的变化趋势一致。超声功率120 W时，鲣加工副

产物的水解度比对照组提高了15.02%。而超声功

率增加至 2 4 0  W时，水解度达到最大值，为

8.30%，比对照组高了28.70%。但当超声功率达

到300 W时，水解度略有降低(图7)。

3000 u以上的大分子蛋白随着功率的增大呈

先下降后上升的趋势，而600 u以下的小分子肽

则随着功率的增大呈现先减少后增加的趋势。

总体而言，分子量大于3000 u的蛋白均为酶解液

的主要部分，达50%以上，而600~3000 u的部分

次之，低于600 u的小分子肽含量最低(图8)。

3    讨论

3.1    温度对超声辅助酶解过程的影响

随着生物技术的兴起，蛋白胨作为许多微

生物培养基中的主要组成成分，需求量逐年增

加。而鲣加工副产物由于其高蛋白、低灰分和

低脂肪的特点，极其适合作为蛋白类产品的加

工原料，具有开发成蛋白胨产品的潜能。

本实验为了探究超声作用在胰蛋白酶酶解

表 2    不同温度下酶解4 h后的酶活残留率

Tab. 2    Remnant enzyme activity in the enzymatic
hydrolysate incubation for 4 hours at different temperature %

温度/ °C　
temperature

对照组　

control group
超声处理组　

experiment group

37 72.14±1.13a 70.84±1.27a

45 64.84±0.99b 71.21±0.66a

50 64.04±0.42b 74.17±0.52b

55 61.69±0.49c 74.47±0.28b

60 57.64±1.08d 69.34±1.13a

注：每列中数值上不同小写字母表示存在显著性差异(P<0.05)
Notes:  different letters in the same column indicate that  the enzyme
activity are significantly different (P<0.05)

 
图 6    不同超声功率下鲣加工副产物酶解4 h后的

氮回收率和TCA-可溶性氮回收率的变化

相同指标中具有不同字母表示存在显著性差异(P<0.05)

Fig. 6    Changes in nitrogen recovery and
TCA-soluble protein recovery of K. pelamis by-products

with trypsin after incubation for 4 h treated with
different power of ultrasound

The columns at the same index having the different letters are
significantly different (P<0.05)

 
图 7    不同超声功率下鲣加工副产物酶解4 h后的

水解度变化

Fig. 7    Changes of degree of DH during
ultrasonic-assisted enzymatic hydrolysis of

K. pelamis by-products

 
图 8    不同超声功率下鲣加工副产物酶解4 h后的

蛋白分子组成

Fig. 8    Molecular weight distribution of hydrolysates of
K. pelamis by-products
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鲣加工副产物制备蛋白胨过程中的影响，首先

考察了超声作用对于胰蛋白酶活性的影响，发

现在超声的作用下，胰蛋白酶酶活随时间的延

长呈先上升后下降的趋势，本实验结果与Dai等[3]

的研究中碱性蛋白酶在超声中的酶活变化基本吻合。

有研究显示，超声的作用会使蛋白酶的荧光发

射光谱发生不可逆的红移，荧光强度也会随着

超声时间的延长而减弱，表明蛋白酶在超声的

作用下构象会发生改变，从而使得蛋白酶的活

性也随之变化 [3]。然而，适当的构象变化可以使

蛋白酶活性增强。但是如果蛋白酶过长时间处

在超声中，其构象就会出现过度的变化，使蛋

白酶活性减弱[17]。超声对胰蛋白酶活性的这种影

响，使得在超声辅助酶解鲣加工副产物的过程

中，氮回收率的增长率也随着时间的延长呈现

出先增加后减少的趋势。这为后续超声在胰

蛋白酶酶解鲣加工副产物中的应用奠定了基础。

在温度对超声辅助酶解鲣加工副产物影响

的实验中发现，无论有无超声作用，温度的改

变都会影响胰蛋白酶对于鲣加工副产物的酶解

效果，但是在超声辅助酶解过程中，氮回收率

的变化趋势更为显著。这是因为超声作为一种

能量形式，同时具备加热和空化两种作用，在

不同条件下会促进或抑制酶活。在温度较低的

条件下，超声能在提升反应温度的同时由于空

化作用而提高酶与底物的接触机率，从而有效

提高酶解效率。但随着温度的升高，加热效应

减弱而空化效应增强，剧烈的搅动以及空化产

生的局部高温、高压使得酶的构象发生变化，

从而使得酶解效率急剧下降[18]。

而在不同温度下超声辅助酶解处理组的水

解度均高于其对照，这与Zou等 [19]在研究超声处

理对猪脑蛋白水解肽物化性质、功能性肽和抗

氧化活性的影响研究中的水解度变化规律一

致。此外Li等 [20]研究了多频超声和多频超声结合

碱处理对大米蛋白水解的影响，结果也表明超

声处理能明显提高大米蛋白的水解度。这可能

是因为超声一方面破坏了溶质分子间的作用

力，包括范得华力、氢键等，而且超声也会改

变底物的构象，使其更易与酶结合；另一方面

增加了酶与底物的结合速率和酶解产物的释放

速率，从而促进酶解的进程[4]。

对不同温度下酶解4 h后的胰蛋白酶酶活残

留率的比较也可发现，超声作用能有效减轻温

度使胰蛋白酶失活的情况。这是由于在超声作

用下，酶的构象会发生一定程度的改变 [3]，从而

减轻了温度对酶活性的影响。此外，超声条件

下，酶更易与底物结合，而底物也在一定程度

上对酶起到了保护作用。这也说明超声在胰蛋

白酶酶解鲣加工副产物的过程中不仅能有效地

增加酶解速率，提高氮回收率，还能在一定程

度上防止胰蛋白酶活性减弱。

3.2    功率对超声辅助酶解过程的影响

超声功率也会影响胰蛋白酶对鲣加工副产

物的酶解效果。随着超声功率的增大，酶解效

率呈上升趋势，在以往的研究中也得出了类似

的结论 [21-23]。超声功率对胰蛋白酶酶解鲣加工副

产物的影响主要有两个方面：一方面超声作用

可以在一定程度上改变酶构象，从而提高酶活

性 [3 ,  23 ]，而且超声自身具备的机械和能量双属

性，在其功率增加时使得空化和加热作用加剧，

能有效地加速酶解反应的传质、传热过程[18]，从

而加快酶解效率，增加可溶性蛋白的含量；另

一方面，随着超声功率的增大，超声的空化效

应增强，也能促使一部分不溶性蛋白的结构发

生改变而变得可溶[18]。

不同超声功率下酶解液的蛋白分子量组成

情况与Nguyen等 [24]的研究中黄鳍金枪鱼(Thunnus
albacares)副产物的水解蛋白分子量分布相似。

超声作用能有效提高酶解液中低分子量蛋白质

的含量，而有研究表明蛋白胨中高含量的低分

子量肽类更有利于微生物的生长繁殖[25]。这也为

超声辅助酶解鲣加工副产物生产高质量的蛋白

胨产品提供了依据。

本研究通过超声辅助酶解的方式对鲣加工

副产物进行高值化利用。在没有对鲣加工副产

物进行分级的情况下，对其中大部分的蛋白进

行了回收利用。在超声功率为240 W、酶解温度

55 °C时，氮回收率和TCA-可溶性氮回收率均达

到最大值，分别为81.40%和40.75%。且超声能有

效地提高分子量3000 u以下的蛋白胨和小分子肽

的含量。这也为更加高效地利用鲣加工副产物

提供了一种可行的途径。
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Preparation of peptone by ultrasonic-assisted enzymatic hydrolysis of
skipjack tuna (Katsuwonus pelamis) by-products

ZHAO Peicheng 1,     TANG Lianxiang 1,     YUAN Jian 2,     CHEN Yifang 2,    
WANG Qiujuan 2,     DING Yuting 1,3,     LIU Shulai 1,3*

(1. Ocean College, Zhejiang University of Technology, Hangzhou    310032, China;
2. Ningbo Today Food Co. Ltd., Ningbo    315502, China;

3. Institute of Ocean Research, Zhejiang University of Technology, Hangzhou    310014, China)

Abstract:  Katsuwonus pelamis  processing by-products, including viscera, fish head, fish gills and fish skin,
contain protein, fat and other nutrients. Ineffective utilization of these by-products will lead to the waste of
nutritious resources and serious environmental pollution. In order to provide a practical method to improve the
utilization of by-products, the peptone was prepared by ultrasonic-assisted enzymatic hydrolysis of K. pelamis by-
products by trypsin. The effects of time, temperature and power of ultrasonic on the changes of protease activity,
degree of hydrolysis, nitrogen recovery, TCA-soluble nitrogen recovery and molecular weight distribution of the
hydrolysate were investigated during the ultrasonic-assisted enzymatic hydrolysis of K. pelamis by-products. The
conditions of peptone preparation were optimized by single factor experiment.  The results  showed that  the
enzymatic activity of trypsin was significantly changed by ultrasound treatment,  and the activity of trypsin
increased within 30 min under  the ultrasonic power 120 W. However,  after  30 min,  the activity of  trypsin
decreased obviously, until 4 h later the enzyme activity tended to decrease gently. The power of ultrasonic and the
temperature of enzymatic hydrolysis all affect the enzymatic efficiency of enzymatic hydrolysis of K. pelamis by-
products. Under the conditions of ultrasonic power 240 W and 50 °C, the recovery of nitrogen increased by
18.66%, the degree of hydrolysis increased by 30.43% and the recovery of TCA-soluble nitrogen increased by
33.20%, compared with non-ultrasound group. And ultrasound also can effectively improve the small molecule
peptide in the enzymatic solution. The optimum conditions were temperature 55 °C, ultrasonic power 240 W,
hydrolytic time 4 h. Under these conditions, the recovery of nitrogen was 81.40% and the recovery of TCA-soluble
nitrogen was 40.75%.
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