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摘 要:为了利用罗非鱼废弃碎肉制备低聚肽，研究了采用酶解、膜分离和冷冻干燥等技术制备低聚肽的工艺，先通过
4组单因素实验确定最佳酶，再用 16 组正交实验，以水解度、氮溶出率和三氯乙酸溶解指数为指标，对酶解工艺进行优
化，最后对其进行膜分离和冷冻干燥。结果表明，用此工艺制得的蛋白粉总氮含量为 15.8%，其中分子量小于 1000u
的肽占总含量的 88%，符合 GB /T 22729－2008 对低聚肽粉的规定。
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中国是世界第一大罗非鱼养殖国与出口国，每

年罗非鱼的产量与出口量占全世界的 50%以上，海
南作为全国罗非鱼最大的养殖与出口基地，罗非鱼

加工产生的废弃物逐年增多，对罗非鱼废弃物进行

增值加工显得日益迫切。低聚肽一般是由 3～9 个氨
基酸组成的蛋白质前体，或是蛋白酶作用于食物蛋

白后降解至含 3～9 个氨基酸残基的产物，分子量小
于 1000u［1］。以往的观点认为，蛋白质进入机体后，
最终被分解为氨基酸才能被机体吸收

［2］，但是近年来

随着对肽释放和吸收理论研究的深入，发现蛋白质

被摄入后，并不完全水解成氨基酸，而是大部分以低

聚肽的形式被吸收
［3－4］，并且具有比游离氨基酸吸收

快、吸收率好、耗能低、不易饱和、生物效价高等特
点
［5］，各种肽之间运转无竞争与抑制性，使底物对机

体的不同生理状态具有更大的适应性，是沟通细胞

间、血管间联系的信使，为内分泌、外分泌、神经系统

行使传递功能，从而使机体组成了高度严密的系统，

保证了生物体的生长、发育和繁殖的正常进行，对改
善肠道系统和术后患者的营养状况和免疫功能具有

很好的作用
［6］。任玮等人的研究表明，低聚肽具有较

强的抗氧化能力和自由基清除能力
［7］，此外，动物实

验研究表明，低聚肽具有一定的降血脂、调节血糖、
增强免疫力、增加骨密度等活性［8］。低聚肽目前已作
为高端的保健食品功能配料，成为营养健康产业的

热点之一，国家也在近年来相继出台了相关的标准

对低聚肽进行规范。通过 16 组正交实验确定其最
佳工艺，即温度 38℃、pH8.5、底物浓度 15%、酶用量
1%、反应时间 4h，再用超滤膜对酶解液进行膜分离，
得到的水解液经浓缩后进行冷冻干燥，获得活性较

高的罗非鱼低聚肽粉。用此方法制得的罗非鱼低聚
肽粉，经测定，总氮含量为 15.8%，其中分子量小于
1000u的肽占总含量的 88%，符合 GB /T 22729－2008
对低聚肽粉的规定。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器
罗非鱼碎肉 海南泉溢食品有限公司提供; 碱

性蛋白酶、风味蛋白酶、复合蛋白酶 广州诺维信投
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资有限公司; 胰蛋白酶 北京格源天润生物技术有

限公司;碱性脂肪酶 深圳绿微康生物工程公司; 浓

硫酸、浓盐酸、三氯乙酸、甲醛、硫酸铜、硫酸钾、氢氧
化钠、乙酸、乙酸钠、对硝基苯酚、乙酰丙酮、硫酸铵
等试剂 均为分析纯; 食用白醋 广东海天调味食

品有限公司。
722 分光光度计 上海菁华科技仪器有限公司;

LGJ－10 冷冻干燥机 北京松源华兴科技发展有限
公司; UF2519 超滤机 星达超滤技术有限公司; 分
析天平 上海良平仪器仪表有限公司; 组织捣碎机

金坛市华诚恒磊实验仪器厂; 微孔滤膜 上海市

新亚净化器件厂; 循环水式真空泵 河南省予华仪

器有限公司;旋转蒸发仪 上海亚荣生化仪器厂; 雷

磁 pH 计 上海精科仪器有限公司; HH－S26S 电热
恒温水浴锅 金坛市大地自动化仪器厂; JB90－D 型
强力电动搅拌机 上海标本模型厂; 移液枪 美国

热电公司( Thermo) 。
1.2 检测方法
1.2.1 蛋白质含量测定 GB /T 5009.5。
1.2.2 游离氨态氮的测定 采用甲醛电位滴定法。
1.2.3 水解度的测定 水解度( % ) =酶解液中游离
氨基态氮 /酶解液中总氮含量 × 100%。
1.2.4 氮溶出率的测定 氮溶出率( % ) =酶解液中
总氮含量 /碎肉中总氮含量 × 100%。
1.2.5 氮溶解指数( NSI) 的测定 取 20mL 酶解液，
用 2mol /L的 HCl和 NaOH调节 pH，静置 60min后于
4000r /min离心分离 20min，取上清液测定总氮含量。

NSI( % ) =上清液中总氮含量 /酶解液中总氮含
量 × 100%
1.2.6 三氯乙酸溶解指数 ( TCA－NSI ) 的测定 将
20mL 20%三氯乙酸 ( TCA) 溶液加到 20mL 酶解液
中，混合振荡，静置 60min 后于 4000r /min 离心分离
20min，取上清液测定总氮含量。

TCA－NSI( % ) =上清液中总氮含量 /酶解液中
总氮含量 × 100%
1.2.7 低聚肽含量的测定 采用 GB /T 22729－2008
中高效凝胶过滤色谱法进行测定，即以多孔性填料

为固定相，依据样品组分分子体积大小进行分离，在

肽键的紫外吸收波长为 220nm 条件下进行检测，使
用 GCP软件对色谱图和数据进行处理，计算得到蛋
白质水解物的相对分子量大小及分布范围，最终得

到结果。委托江南大学分析测试中心测定。
1.3 工艺流程
罗非鱼碎肉→脱腥→水煮→沥干→搅碎→脂肪酶脱脂→

漂洗→150 目过滤→酶解→精滤→膜分离→浓缩→冷冻干燥
1.3.1 脱腥 将碎肉浸泡在 1.5%的食用白醋溶液
中，30min后即可用清水漂洗 15min，去掉杂质［8］。
1.3.2 水煮 将沥净的原料用 80℃ 温水处理
5min［9］，沥干后用组织捣碎机捣碎。
1.3.3 脂肪酶脱脂 料液比 1∶5、温度 32℃、pH8.3～
8.7、碱性脂肪酶 40U /mL，脱脂 40min［10］。
1.3.4 酶解 将脱脂后的鱼糜沥干，称量后置于洁
净的烧杯中，加入一定 pH 的缓冲溶液，置于恒温水

浴锅中，到达要求温度后加入一定量的酶，反应结束

后，加热煮沸 7min，灭酶活［11］。
1.3.5 精滤 使酶解液在真空抽滤机上通过 2μm的
微孔滤膜，得到清澈、微黄的透明酶解液。
1.3.6 膜分离 将精滤后的酶解液调节 pH 至 8.0～
8.2，使用 UF2519 超滤机，使酶解液通过分子接流量
为 1000u的超滤膜，得到含低聚肽的酶解液。清洗
超滤机时，先用 pH9～9.2 的碱液循环清洗 15min，再
用 pH2～2.5 的酸液循环清洗 15min，最后用 50℃的清
水循环清洗 10min。
1.4 酶类型的选择
通过 四 组 单 因 素 实 验，从 碱 性 蛋 白 酶

( Alcalase) 、风味蛋白酶 ( Flavourzyme) 、胰蛋白酶和
复合蛋白酶中选择最佳酶。反应条件为底物浓度
10%、酶用量 0.5%、酶解时间 4h，并分别在其最佳
pH和温度( 见表 1) 的情况下，测定其三氯乙酸溶解
指数及游离氨态氮含量，考察酶解情况，对酶的类型

进行选择。
表 1 不同酶的最佳 pH和温度

酶类型 最佳 pH 最佳温度( ℃ )
胰蛋白酶 8.5 38
风味蛋白酶 7.0 50
碱性蛋白酶 7.5 55
复合蛋白酶 7.0 50

1.5 正交实验
以胰蛋白酶为最佳酶，设计 L16 ( 4

5 ) 的正交实验，

因素水平表见表 2。
表 2 正交实验因素水平表

水平

因素

A温度
( ℃ ) B pH C底物浓度

( % )
D酶用量
( % )

E时间
( h)

1 29 7.5 15 0.5 3
2 32 8.0 20 0.75 4
3 35 8.5 25 1 5
4 38 9.0 30 1.25 6

2 结果与讨论
2.1 单因素实验结果
不同酶在相同条件下进行四组单因素实验，测定其

三氯乙酸溶解指数及游离氨态氮含量，结果见图 1。

图 1 相同条件下几种酶的酶解情况

由图 1 可知，相同条件下，四种酶解液的游离氨
态氮的含量在 1.3～1.4mg /mL 之间波动，差距不大，
而胰蛋白酶的三氯乙酸溶解指数最高，由此可见，胰

蛋白酶效果最突出，为最佳酶。
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2.2 正交实验结果
通过 L16 ( 4

5 ) 的正交实验，得到了对于水解度、氮
溶出率及三氯乙酸溶解指数的最佳工艺和因素主次

顺序，我们采用正交实验综合平衡法对实验结果进

行分析，最终得到最佳工艺和因素主次顺序，正交实

验结果见表 3，实验结果分析见表 4。
表 3 正交实验结果

实验号 A B C D E 水解度
( % )
氮溶出率
( % )
三氯乙酸溶解

指数( % )
1 1 1 1 1 1 35 42.8 58
2 1 2 2 2 2 24 36.8 67
3 1 3 3 3 3 17 41 58
4 1 4 4 4 4 10 38.8 70
5 2 1 2 3 4 41 41.5 80
6 2 2 1 4 3 26 43.6 85
7 2 3 4 1 2 14 35.4 78
8 2 4 3 2 1 10 34.9 88
9 3 1 3 4 2 22 53.4 23
10 3 2 4 3 1 23 34.4 74
11 3 3 1 2 4 16 56 60
12 3 4 2 1 3 13 33.3 72
13 4 1 4 2 3 24 46 19
14 4 2 3 1 4 23 48.7 45
15 4 3 2 4 1 15 51.8 53
16 4 4 1 3 2 9 53.7 89

表 4 实验结果分析

指标 A B C D E

水解度
( % )

k1 21.5 30.5 21.5 21.25 20.75
k2 22.75 24 23.25 18.5 17.25
k3 18.5 15.5 18 22.5 20
k4 17.25 10.5 17.75 18.25 22.5
极差 R 5 20 5.5 4.25 5.25
因素主次顺序 B ＞ C ＞ E ＞ A ＞ D
优方案 A2B1C2D3E4

氮溶出率
( % )

k1 39.85 45.925 49.025 40.05 40.975
k2 38.85 40.875 40.850 43.425 44.825
k3 44.275 46.05 44.5 42.65 41.825
k4 50.05 40.175 38.65 46.9 46.25
极差 R 11.2 5.87 10.375 6.85 5.275
因素主次顺序 A ＞ C ＞ D ＞ B ＞ E
优方案 A4B3C1D4E4

三氯乙酸

溶解指数
( % )

k1 63.25 45 73 63.25 68.25
k2 82.75 67.75 68 58.5 64.25
k3 57.25 62.25 53.5 75.25 58.5
k4 51.5 79.75 60.25 57.75 63.75
极差 R 31.25 34.75 19.5 17.5 9.75
因素主次顺序 B ＞ A ＞ C ＞ D ＞ E
优方案 A2B4C1D3E1

由正交实验结果可得到对于水解度、氮溶出率、
三氯乙酸溶解指数三个不同指标的因素主次顺序和

最优方案。由水解度、氮溶出率、三氯乙酸溶解指数
及游离氨基态氮的计算方法可推出他们之间的数量

关系，可知水解度与低聚肽的含量成反比，氮溶出

率、三氯乙酸溶解指数与低聚肽含量成正比，所以在
保持氮溶出率和三氯乙酸溶解指数较高的情况下，

保证水解度较低。
根据正交实验综合平衡法的原则，因素的主次

顺序为 A ( 温度) ＞ C ( 底物浓度) ＞ D ( 酶用量) ＞
B( pH) ＞ E( 时间) ，最佳工艺为 A4B3C1D3E2，即温度

为 38℃，pH为 8.5，底物浓度为 15%、酶用量 1%，反
应时间 4h，酶解后，将酶解液精滤、冷冻干燥，得到低
聚肽粉。用此工艺制得的低聚肽经检测总氮量为
15.2%，平均分子量为 1800u，分子量小于 1000u的肽
占总蛋白的 35%，与 GB /T 22729－2008 对低聚肽粉
的规定有一定差距。
2.3 膜分离
为了使低聚肽含量达到标准要求，在最佳酶解

工艺的基础上，我们采用了一种新型的分离技

术———超滤膜分离技术，与传统的分离技术相比，具
有能耗低、单级分离效率高、设备简单、无相变、无污
染等优点

［12］，经过分离、浓缩及冷冻干燥后，得到低
聚肽粉。经江南大学分析测试中心检测，样品总氮
含量为 15.8%，其中分子量小于 1000u 的肽占 88%
以上，符合 GB /T 22729－2008 对低聚肽粉的规定。

表 5 低聚肽分子量分布表

分子量范围
( u)

峰面积百分比
( %，λ220nm )

数均

分子量

重均

分子量

＞ 5000 0.12 6091 6280
5000～3000 1.23 3555 3610
3000～2000 2.17 2344 2375
2000～1000 8.04 1319 1373
1000～500 32.20 660 687
500～180 54.02 285 312
＜ 180 2.22 / /

注:委托江南大学分析测试中心测试。

3 结论
3.1 罗非鱼废弃碎肉酶解制备低聚肽的最佳工艺
为:温度 38℃，pH8.5，底物浓度 15%、酶用量 1%，反
应时间 4h，因素的主次顺序为温度 ＞底物浓度 ＞酶
用量 ＞ pH ＞时间。此工艺制得的酶解液经膜分离和
冷冻干燥后，得到的蛋白粉经检测总氮含量为

15.8%，分子量小于 1000u 的肽占总蛋白的 88%以
上，符合 QB /T 22729－2008 对低聚肽粉的规定。
3.2 将酶解、膜分离以及冷冻干燥等工艺相结合制
备低聚肽，整个过程基本不用加热，节能、环保、无污
染、高效率，对罗非鱼废弃物进行了有效地利用; 并
且使用膜分离技术成本低、设备简单、有利于产业化
的实现。
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图 2 包埋率随时间的变化

没有壁材的保护也更容易氧化变质。从图 2 中可
知，制备的罂粟籽油鲜味粉样品的表面油含量低，包

埋率达到了 99.2%，包埋效果很好，加热氧化实验结
果表明，表面油含量和油脂包埋率变化不大，这说明

微胶囊的壁材成膜性好，囊壳的致密性好。
2.3.3 罂粟籽油鲜味粉过氧化值( POV) 的测定 罂
粟籽油微胶囊鲜味粉过氧化值是指芯材油脂－罂粟
籽油的过氧化值。将罂粟籽油微胶囊鲜味粉置于
60℃烘箱中进行加热快速氧化破坏实验，测定实验
过程中鲜味粉过氧化值的变化，实验结果见图 3。

图 3 鲜味粉及原料油过氧化值随时间变化值

从图 3 可以看出，原料罂粟籽油和鲜味粉的过
氧化值相差不大，鲜味粉 POV 稍大于原料油的 POV
值，说明在制备鲜味粉即对罂粟籽油微胶囊化过程

中，油脂过氧化值增加不多，工艺不会对油脂造成质

量改变，工艺是可行、合理的; 在整个加热实验过程
中，原料罂粟籽油的过氧化值从 4.53meq /kg 上升到
最高点 63.52meq /kg，油脂已经氧化严重; 然后开始
下降，并不说明油脂氧化减弱，而是过氧化物从此点

开始分解速度大于产生积累的速度，油脂在进一步

氧化。这一曲线符合油脂氧化规律; 鲜味粉的 POV
值上升缓慢，加热 60h 后，POV 值仅为 7.74meq /kg，
符合油脂卫生标准，可以安全食用。同时，也进一步
说明微胶囊化工艺可行，配方正确，壁囊致密性好即

壁材成膜性好，包埋率高。
2.3.4 罂粟籽油鲜味粉酸价 ( AV) 的测定 罂粟籽
油微胶囊鲜味粉的酸价实际是指芯材油脂—罂粟籽

油的酸价，测定原料油及鲜味粉的酸价及其变化，实

验结果见图 4。

图 4 鲜味粉及原料油酸价的变化

从图 4 可以看出，原料油酸价 0.4mg KOH /g，制
成鲜味粉为 0.5mg KOH /g，仅上升了 0.1 个酸价，说
明微胶囊化工艺过程不会造成油脂的过度质变，工

艺可行、合理，可应用于工业生产;在 60℃实验期间，
原料油酸价比鲜味粉上升快，尤其在加热 36h 以后，
原料油酸价上升速度明显加快，说明微胶囊化技术

包埋保护了芯材罂粟籽油，产品配方的壁材成膜性

良好。在 0～12h 范围内，鲜味粉的酸价上升速度稍
快于原料油，这是因为鲜味粉含有表面油，即未被包

埋的罂粟籽油被广泛地分布在鲜味粉颗粒的表面

上，与空气接触的面积明显多于原料油。

3 结论
3.1 制备得到的罂粟籽油微胶囊鲜味粉颜色为白
色，粉末细小均匀，略带罂粟籽油的清香味，入口醇

鲜厚重;热水中溶解分散速度快，形成的复原乳状液

表观细腻，色泽亮白，无分层结膜现象。
3.2 制备的罂粟籽油微胶囊鲜味粉，经过 60℃加热
加速氧化实验、对加热后小试产品复原乳状液性能
进行分析，包埋率可达到 99.2%、过氧化值( POV) 变
化值为 3.21meq /kg 以及酸价 ( AV ) 的变化值为
0.36mgKOH /g，以上实验结果均表明，微胶囊制备工
艺可行、合理，壁材成膜性好，可以应用于工业实验
性生产，同时，也表明鲜味粉具有较好的贮存稳

定性。
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