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Flavourzyme-Papain复合蛋白酶水解龙虾

副产物工艺条件的研究

高 翔，王 蕊，张 嫚
(江苏食品职业技术学院，江苏 淮安      223003)

摘   要：以底物浓度为 10%、Flavourzyme 与 Papain 复合酶比为 1:1 的条件，利用单因素试验和正交试验，研究

了 pH 值、加酶量、温度、酶解时间对龙虾副产物蛋白质水解度的影响，在此基础上进一步确定了合适的底物浓

度。结果表明，Flavourzyme-Papain 复合蛋白酶水解龙虾副产物的最佳条件为：pH7.0、加酶量 1.5%、温度 50～
55℃、时间 5h，在底物浓度 25% 的条件下水解，最大水解度为 26.2%。
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Abstract ：Under the fixed conditions of 10% substrate, Flavourzyme - Papain ratio 1:1, the effects of pH, enzyme amount,

temperature, reaction time on hydrolysis degree of Procambarus clarkii byproduct were investigated, and these factors were

optimized by orthogonal test. The optimal substrate concentration was also determined. Results showed that the optimal

hydrdysis conditions are, pH 7.0, amount of compound enzyme1.5%, temperature 50～55 ℃, time 5 hours and substrate

concentration 25%. The maximum hydrolysis degree  reaches 26.2%.
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龙虾即淡水小龙虾，学名克氏原鳌虾 Procambarus
clarkii(Girard)，分类上隶属节肢动物门、甲壳纲、十

足目、鳌虾亚目、鳌虾科，其英文名为 R e d  S w a m p
Crayfish 或　Red Swamp Crawfish [1]。原产美国南部和墨

西哥北部，1918 年人们将其作为牛蛙饵料由美国移殖到

日本的本州，192 9 年又由日本引入到中国，在江苏的

南京和安徽的滁县附近地区生长繁殖，后沿长江流域自

然扩散 [ 2 - 3 ]，目前，龙虾已成为我国主要经济水产品。

据测定[4]，虾副产物含粗蛋白 36.00%、粗脂肪 7.78%、

甲壳素 17.69%，还含有丰富的钙、磷等矿物质。同时，

龙虾副产物中蛋白质的氨基酸组成优于普通的肉类，特

别是含有人体必需的八种氨基酸，还含有脊椎动物体内

含量很少的精氨酸以及幼儿必需的组氨酸[2]。因此，利

用龙虾副产物水解蛋白可加工成味道鲜美的调味品及虾

味食品的添加剂，综合利用龙虾资源，提高龙虾养殖、

加工企业的经济效益。为了达到较高的水解程度、降

低成本、提高经济实用性，本研究采用 Flavourzyme-
Papain 复合水解，主要对其水解工艺条件进行探讨，为

利用龙虾副产物制备水解蛋白提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

龙虾副产物(虾头、虾壳以及低值小虾)     江苏省洪

泽湖食品有限公司。

Flavourzyme(活力 5 × 105IU/g)    NovoNordisk 公

司；Papain(活力 1.5 × 105IU/g)    上海伯奥生物科技有

限公司；化学试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

JA2003 型数字电子天平    上海天平仪器厂；PHS-
25 型 pH 计    上海精科雷磁仪器厂；80-2B 型离心机    上
海安亭科学仪器总厂；DSHZ-300 多用途水浴恒温振荡

器    江苏太仓市实验设备厂；No.954 型多功能捣碎机
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美国 Oster 公司；722 可见分光光度计    上海精密科学仪

器有限公司；HJ-1 型磁力搅拌器    江苏国华仪器厂。

1.3 测定方法

1.3.1 蛋白质含量的测定

凯氏定氮法 [ 5 ]。

1.3.2 蛋白质水解度的测定[5]

                             
上清液中的氨基氮质量

蛋白质水解度(%)= ———————————— × 100
                                    样品中总氮质量

1.3.3 酶活力的测定

Folin- 酚法[6-7]，酶活力的定义为：每 g 酶制剂在一

定温度、pH 值的条件下水解酪蛋白，1min 产生 1μg 酪

氨酸为 1 个酶活力单位。

1.3.4 水解蛋白质的制备

龙虾副产物→清洗去杂→粉碎为抑制挥发性盐基氮

的产生，减少苦味氨基酸或肽的生成，并起到一定的

防腐效果，龙虾副产物粉碎后添加 4% 的食盐→调到合

适的试验条件(pH 值、温度、底物浓度)→加酶反应一定

时间(风味蛋白酶:木瓜蛋白酶为 1:1)→灭酶(85～95℃，

10min)→离心(室温，4000r/min，15min)→上清液即为蛋

白质水解液，测定蛋白质水解度(注：龙虾副产物的虾

头、虾壳以及低值小虾混合后随机取样)。

1.3.5 最佳酶解条件的确定

底物浓度为 10%、Flavourzyme 与 Papain 复合酶比

为 1:1 的条件下，以选用的复合蛋白酶对龙虾副产物进

行水解，对影响蛋白质水解度的温度、p H 值、酶量、

酶解时间等四个因素进行单因素试验，确定影响范围

后，设计正交试验 L 9( 3 4)，以水解度为指标，确定最

佳水解条件，并在正交试验的基础上，确定合适的底

物浓度，以上实验均重复三次。

2 结果与分析

2.1 pH 值对水解度的影响

在水解底物浓度为 10%、恒定温度为 55℃、水解

时间为 5h、复合酶添加量为 1.0%，分别在 pH 值为 5.5、
6、6.5、7、7.5 的条件下下酶解，测定蛋白质水解度，

结果见图 1 。

图1   pH值对水解度的影响

Fig.1     Effects of pH values on degree of hydrlysis
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图2    酶用量对水解度的影响

Fig.2    Effects of enzyme amount on degree of hydrolysis
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从图 1 可以看出，水解 pH 值在 5.5～7.0 范围内，

随着 pH 值的上升，水解度不断上升，当 pH ＞ 7.0，随

着 p H 值上升，水解度呈下降趋势，由此可见

Flavourzyme- Papain 复合蛋白酶的最适 pH 值范围为 6.0～
7.0，最佳 pH 值为 7.0。酶作为一种特殊的蛋白质分子，

其酶促催化反应能力与环境 pH 密切相关，环境 pH 会影

响酶分子的构象和酶分子及底物的解离状态，从而影响

酶的活性和酶促反应速度[ 8 ]，p H 值过高、过低均会抑

制酶的活性，甚至使酶失活。

2.2 酶用量对水解度的影响

水解底物浓度为 10%、恒定温度为 55℃、水解时

间为 5 h、p H 值为 6 . 5、在复合酶添加量分别为 0 %、

0.5%、1.0%、1.5%、2.0% 的条件下酶解，测定蛋白

质水解度，结果见图 2 。

从图 2 可以看出，酶用量在 0～1% 范围内，随着

酶用量的增加，水解度显著增大，当酶用量在 1%～2%
范围内时，随酶用量增加，水解度上升得却十分缓慢。

由于酶只是一种催化剂，能够降低反应的活化能，增

加活化分子的有效碰撞，缩短反应时间，当达到一定

用量后就足以起到催化的目的，使酶促反应达到动态平

衡，即使再增加酶量也只能缩短到达平衡的时间，而

不能改变反应方向，无助于酶解效果的提高。此反应

选用 1 % 酶量较为经济。

2.3 温度对水解度的影响

在水解底物浓度为 10%、水解时间为 5h、pH6.5、复

合酶添加量为 1.0% 的条件下分别于 45、50、55、60、
6 5 ℃酶解，测定蛋白质水解度，结果见图 3 。

图3   温度对水解度的影响

Fig.3   Effects of temperature on degree of hydrolysis
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图4   水解时间对水解度的影响

Fig.4    Effects of time on degree of hydrolysis
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从图 4 可以看出，水解时间在 3～5 h 范围内，随

着时间的延长，水解度显著增加，5 h 以后，水解反应

趋于平衡，在 5～7h 范围内，水解度上升得十分缓慢。

这可能是由于反应底物浓度降低，或体系的 pH 值发生

了改变，使酶活性逐渐降低，或水解产物的反馈抑制

作用等因素所致。一般说来，水解时间同酶用量有关，

酶用量越大，水解时间就越短；如果加酶量不变，在

一定时间范围内，随着时间延长，水解度增大，但考

虑到延长时间会增加生产成本、导致蛋白质水解液变质

以及苦味肽或氨基酸的产生等因素，水解时间不宜过

长，此水解反应时间 5 h 为宜。

2.5 酶解条件的优化

2.5.1 正交试验

为进一步确定酶解的最佳条件和提高蛋白的综合利

用效率，更好地了解不同酶解条件对酶解效果的影响，

在底物浓度为 10% 的条件下，综合考虑 pH 值、酶量、

温度、酶解时间等四个因素，在单因素试验的基础上，

以水解度为指标，采用 L9(34)正交设计确定酶的最佳反

应条件。各因素与水平排列见表 1，实验结果见表 2。
从表 2 可以看出，最佳酶解条件为：pH 值 7.0、加

酶量 1 .5 %、温度 50～55℃、时间 5h。通过极差分析

可以发现各因素的最优化水平为 A3B3C1D2 或 A3B3C2D2，

影响复合酶水解的几种因素顺序为 A ＞ B ＞ C ＞ D。

2.5.2 底物浓度对水解度的影响

水平                          因素

ApH B酶量(%) C温度(℃) D时间(h)
1 6.0 0.5 50 4
2 6.5 1.0 55 5
3 7.0 1.5 60 6

表1   因素水平表

Table 1   Factors and levels of orthogonal test

注：酶添加量为样品中蛋白质含量的百分比。

试验号                  因素 DH(%)
A B C D

1 1 1 1 1 15.7
2 1 2 2 2 19.3
3 1 3 3 3 17.1
4 2 1 2 3 19.6
5 2 2 3 1 18.8
6 2 3 1 2 22.4
7 3 1 3 2 20.2
8 3 2 1 3 23.3
9 3 3 2 1 22.5
K1 52.1 55.5 61.4 57.0
K2 60.8 61.4 61.4 61.9
K3 66.0 62.0 56.1 60.0
k1 17.37 18.50 20.47 19.00
k2 20.27 20.47 20.47 20.63
k3 22.00 20.67 18.70 20.00
R 4.63 2.17 1.77 1.63

优化水平 A3 B3 C1(C2) D2

优先度 A ＞ B ＞ C ＞ D

表2   正交试验方案及结果

Table 2   Design and results of orthogonal test

在水解时间为 5h、pH 值为 7.0、复合酶添加量为

1.5%、温度为 50～55℃的条件下，分别取龙虾副产物

底物浓度为 5 %、1 0 %、1 5 %、2 0 %、2 5 %、3 0 %、

3 5 % 进行水解，测定蛋白质水解度，结果见图 5。
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图5   底物浓度对水解度的影响

Fig.5    Effects of substrate concentrcotion on degree of hydrolysis

从图 5 可以看出，底物浓度在 5%～25% 时，随着

底物浓度的上升，水解度显著上升，当底物浓度达到

25 % 时，水解度为 2 6 . 2%，水解度最大，当底物浓度

大于 25% 时，随着底物浓度的上升，水解度反而减小。

一方面是由于体系底物浓度过高，有效水解浓度过低，

从图 3 可以看出，Flavourzyme- Papain 复合酶在温

度 45～55℃范围内，随着温度的上升，水解度不断上

升，当温度超过 6 0℃时，水解度呈下降趋势，这主要

是因为 Flavourzyme 最适温度为 40～55℃、Papain 最适

温度为 50～65℃，温度过高，导致酶迅速失活。由此

可见 50～60℃是复合酶解的最适温度，55℃是此水解反

应的最佳温度。

2.4 水解时间对水解度的影响

在水解底物浓度为 10%、温度为 55℃、pH 为 6.5、
复合酶添加量为 1 . 0 % 的条件下，分别水解 3、4、5、
6 、7 h ，测定蛋白质水解度，结果见图 4 。
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降低了底物与酶分子的有效碰撞几率，使反应速度降

低；另一方面，可能是体系中水分减少，高浓度的底

物蛋白聚集于蛋白酶的活性部位，抑制了酶的活性，抵

制水解反应进行。因此，最高水解度的酶解条件为：

p H 值 7 . 0、加酶量 1 . 5 %、温度 5 0～5 5℃、时间 5 h、
底物浓度 2 5 %。

3 结  论

在底物浓度为 10%、Flavourzyme 与 Papain 复合酶

比为 1:1 的条件下，由正交试验确定了 Flavourzyme-
Papain 复合蛋白酶水解龙虾副产物的最佳条件为：pH 值

7.0、加酶量 1.5%、温度 50～55℃、时间 5h。如在此

条件下以底物浓度为 25% 水解，可以得到龙虾副产物蛋

白质的最大水解度为 26.2%。
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