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采用木瓜蛋白酶
制备乌鸡蛋白肽的研究

龙 彪 %，彭志英 %，陈 中 %，邱礼平 !，陈勇根 !

（!" 华南理工大学食品与生物工程学院，广东广州 #!$%&$；’" 深圳市生物谷科技投资有限公司，广东深圳 #!($’%）

摘 要：探讨了各单因子对木瓜蛋白酶酶解乌鸡蛋白质的影响及
水解度与肽得率、总氮得率之间的关系。结果表明，)* 变
化对肽得率影响很小；随着时间延长，水解度和总氮得率
不断升高，肽得率 +, 后达到平衡阶段；温度-.$/，随着
温度的提高、酶用量的增加，水解度、肽得率和总氮得率均
增加，但总氮得率增加明显；随着底物浓度的减少，水解度
几乎不变，而肽得率和总氮得率均增加。综合考虑，最佳水
解条件为温度 .$/，酶用量01 2 34&$$$5 2 6，底物浓度 .7。
酶解 +, 后，酶解液中必需氨基酸 +."&!7，氨基酸总量
%!"$!86 2 89，其中游离氨基酸 :"(:7，肽含量 :$"!!7。
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乌鸡（!"##$% &’(’%)*+$% ,-.%%./）是我国的一种

特有鸡种，含有丰富的人体所需的营养成分，其中蛋

白质比普通大黄鸡高 %&(# 倍，必须氨基酸齐全，且第

一、二、三限制性氨基酸含量较高/%0。近年来，随着人

工驯养、大量繁殖成功，乌鸡产量大增，人们对开发

和利用乌鸡越来越重视。生物活性肽通常是指由几

个或十几个氨基酸分子结合形成的肽链，可在人体

小肠内直接吸收，具有多种生理功能，如能降低血液

中胆固醇，降低血压，增强机体免疫能力等 /#1-0。因此，

用酶法将乌鸡蛋白质中具有生理功能的肽段释放出

来制备成具有生理功能的生物活性肽，对乌鸡的精

深加工有着重要的意义。

本研究就以木瓜蛋白酶酶解乌鸡蛋白质制备短

肽，探讨了酶反应各因子及水解程度与肽得率、总氮

得率之间的关系，旨在为深入研究与利用乌鸡生物

活性肽奠定理论基础。

% 材料与方法

%&% 材料与仪器

乌鸡 市售，具有“十全”特征，个体重 %&$23 左

右，测定乌鸡肉糜中水分 4+&-(5、蛋白质 #$&$%5、脂

肪 -&,(5；木瓜蛋白酶 活力 -6%$(7 8 3，广州裕立宝

生物科技有限公司；9:;<、<=>、浓硫酸、甲醛、<#";-

等 均为化学纯。

?#$@# 型高速冷冻离心机 日立；)>AB:*- 真空

冷冻干燥装置 德国；C:DEFG 高效液相色谱仪 美

国；@HIBJ 全自动凯氏定氮仪 瑞士；K@*# 型恒温磁

力搅拌器 上海雷磁仪器厂；<<"*#L 电热恒温水浴

锅 上海医疗器械厂。

%&! 实验方法

%&#&% 酶解工艺流程 乌鸡!绞碎成肉糜<含骨、去内脏=
!加水打浆!.$/预热 !$8>?!加木瓜蛋白酶酶解!沸水中

保温 ’$8>? 灭酶!水解度测定!&$$$@ 2 8>?，离心 !#8>?!硅

藻土过滤!清液!指标测定!冷冻干燥

%&#&# 水解度（L<）测定 甲醛滴定法/(0，L< 值MB 8 BDND6
%$$5。
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!"#"$ 肽得率与总氮得率的测定 %&’ 沉淀法()*。

!"#"+ 酶活力测定 紫外分光光度法(,*。

!"#"- 氨基酸组成分析 酶解液经 )./0 1 2 3&0 水

解后，用 456789 高效液相色谱仪进行总氨基酸组成

分析，另取样用 -./0 1 2 :5;3 水解后，同机测定色

氨酸含量，游离氨基酸组成分析直接用酶解液进行。

! 结果与讨论
!%& 酶解单因子影响的研究

#"!"! 酶解时间和体系 <3 在试验中，选取底物浓

度 ,"=>，酶用量(? 1 @*+===A 1 B，温度 )=C对乌鸡蛋白

质进行酶解，研究酶解时间及是否加碱恒定体系 <3
对酶解的影响，结果见图 !D图 $。

由图 !、图 # 可知，最初 !E 内 ，水 解 迅 速 ，肽 得

率、总氮得率都升高很快，随后水解变慢，肽得率和

总氮得率上升也变慢。$E 后，总氮得率和 F3 继续缓

慢上升，而肽得率则达到平衡状态，)E 后反而有所降

低。故为了得到较多的肽量，时间不能过长也不能过

短，因此认为 $D-E 为木瓜蛋白酶酶解乌鸡蛋白质的

最适时间。

从图 !、图 # 可知，加碱恒定体系 <3 对 F3 和总

氮得率有利，当水解时间超过 $E 后，两者 F3、总氮

得率的差距逐步拉大，到 )E 时，F3 相差约 !"->，总

氮得率相差约 ->，而肽得率则相差不大，两条曲线

几乎重合。另从图 $ 可知，酶解时不加碱恒定体系

<3，<3 由刚开始的 )"-! 在 !E 内迅速下降至 )"!= 后

就几乎不再变化，但从图 # 可知，酶解仍在进行。另

外由于在水解过程中加碱恒定体系 <3 将导致水解

产物中盐分含量的增加，需增加后续脱盐工序，不利

于降低产品成本和提高产品纯度 (G*，故选用在不加碱

恒定 <3 条件下研究木瓜蛋白酶酶解乌鸡蛋白质的

工艺条件。

#"!"# 温 度 木 瓜 蛋 白 酶 的 最 适 温 度 一 般 在 -=D
G=C之间，随着底物不同而有差异，故选用 -=、)=、

,=、,-、G=C五水平做实验，结果见表 !。

由表 ! 可知，在酶解温度 -=D,=C时，随着温度

的上升，F3、肽得率以及总氮得率都不断升高，而且

升高很快；当温度超过 ,-C，F3、总氮得率和肽得率

迅速下降，主要是因为温度过高，导致酶的迅速失

活。故认为 ,=C为最适反应温度。

#"!"$ 酶用量 在酶解时间、<3、温度确定后，酶用

量也是一个很重要的影响因素，本文研究在底物浓

度 ,"=>、温度 ,=C下不同酶用量对酶解的影响，结

果见表 #。

由表 # 可见，在酶用量达到 $===A 1 B 前，随着酶

图 ! 体系 <3 恒定与否对肽得率和总氮得率的影响
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图 # 体系 <3 恒定与否对 F3 的影响
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图 $ 不加碱体系 <3 变化曲线
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肽得率I>J -H"#! )$"+- )G"+- ),"- )+"==
总氮得率I>J )-"G= ,$"#! ,H")+ ,H"-$ ,$"#,

表 ! 反应温度对酶解效果的影响

酶用量(? 1 @*IA 1 BJ = #=== $=== +=== -=== )===
F3I>J $"+! !$"H! !,"-# !H"!# #="$G #!"=$

肽得率I>J #="G, -+"G= )+"H$ )G"+- )H"H= ,="-=
总氮得率I>J $="#! )$"=! ,-"#, ,H")+ G#",! G+",H

表 # 酶用量对酶解效果的影响
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用量的增加，酶解速度加快，肽得率和总氮得率急剧

升高，但当酶用量从 !"""# $ % 增到 &"""# $ % 时，虽

然酶用量增加 ’ 倍，但总氮得率仅增加 (’)&*+，肽

得率增加 ,)*,+，肽得率在酶用量到达 -"""# $ % 后

增幅不大。因此，综合考虑，选择酶用量 -"""# $ % 较

合理。

’)()- 底 物 浓 度 选 用 的 底 物 浓 度 分 别 为 -)"+、

*)"+、&)"+、.)"+、,)"+、(")"+，在 ."/、酶用量01 $ 23
-"""# $ % 条件下对乌鸡蛋白质进行酶解，结果见表 !。

由表 ! 可知，当底物浓度为 -)"+4.)"+时，56
几乎不变，肽得率和总氮得率随着底物浓度减少而

缓慢上升，不过上升幅度逐步降低，但当底物浓度由

.+增到 ("+时 ，56 值 下 降 !.)’+， 总 氮 得 率 下 降

(’)*+，肽得率下降 (’)"+，这说明一方面，体系中底

物浓度过高，体系有效水浓度过低，降低了底物蛋白

分子和酶分子的扩散和运动，从而降低了底物与酶

分子的碰撞几率，使反应速度降低；另一方面，体系

中 高 浓 度 的 底 物 蛋 白 可 能 集 聚 于 蛋 白 酶 的 活 性 部

位，形成无活性的中间产物，抑制水解反应。同时，加

水量的增加也给后续工序，如浓缩增加负荷。故选择

底物浓度 .)"+为最佳。

!%! &’ 与肽得率、总氮得率之间的关系

前面结果显示，在不同单因子条件下，56 与总

氮得率及肽得率关系不同。根据图 (、图 ’ 结果，以

56 对总氮得率和肽得率作图，结果见图 -。

由图 - 可知，总氮得率和肽得率都随着 56 的增

加而增加，其中总氮得率增幅要比肽得率大。当 56
大于 (*+以后，总氮得率继续缓慢上升，而肽得率则

达到平衡阶段，不再上升。体系 56 的上升，表明水解

体系中仍存在着肽键被断裂的情况，肽得率的恒定

主要是基于蛋白质自身水解产生肽类速度与肽类被

水解成氨基酸的速度接近，而且肽类物质自身水解

成分子量更小的肽分子的过程对肽得率的增长基本

没有贡献。由表 ( 可知，随着温度提高，酶解反应加

速，总氮得率在单位 56 内的增幅要大于肽得率，主

要因为生成的肽部分被降解成氨基酸，使肽得率增

加较慢。由表 ’ 可知，在酶用量 -"""4&"""# $ % 内时，

平均每增加 ("""# $ %，56 分别增加 &)&+和 !)’+，总

氮得率增加 !)7+和 ’)*+，而肽得率仅增加 ’)(+和

")7+，说明当酶用量达到一定程度后，再增加酶用

量，酶解反应加速不明显，更多的酶作用于肽类生成

更小的肽及氨基酸。从表 ! 可得，当底物浓度从 .+
下降到 &+、*+、-+，其 56 变化不大，肽得率分别增

加 ()&+、!)(+、!)’+， 总 氮 得 率 分 别 增 加 ")*+、

’)(+、’)&+，其中肽得率增幅要大于总氮得率，主要

是因为加水量的增加只是使底物蛋白溶解度增加的

结果073。

!%( 酶解液氨基酸分析结果

用优化后的工艺条件对乌鸡蛋白质进行酶解，

酶解 !8 后所得酶解液利用 9:;<=> 高效液相色谱仪

进行氨基酸分析，得总氨基酸组成及游离氨基酸组

成，结果见表 -。

由表 - 可见，可控酶解乌鸡蛋白质所得的酶解

液由 (, 种氨基酸组成，氨基酸总量 &()"(?% $ ?@，必

需 氨 基 酸 !.)-(+， 游 离 氨 基 酸 7),7+， 肽 含 量

7")((+，其中谷氨酸含量最高（(-)’7+），其次是天门

冬氨酸和赖氨酸（分别为 ,)"’+和 .)!’+），由此可

底物浓度A+B -)" *)" &)" .)" ,)" (")"
56A+B (7)(! (7)(’ (7)(! (7)(’ (,)"’ (’)"(

肽得率A+B .")&! .")&" &7)** &,)-* &.)., &")’.
总氮得率A+B ,’).* ,’)!! ,()"’ .7)&- .,)’. .")*.

表 ! 底物浓度对酶解的影响

图 - 56 值与氮提取率和肽得率之间的关系

7"
,"
."
&"
*"
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!"
’"
("
"

氮提取率
肽提取率提

取
率

（
+

）

56（+）

" * (" (* ’" ’*

氨基酸ACCB CC 含量 游离 CC 含量

天冬氨酸 C>D -.(),. !")77
谷氨酸 EFG ,&’).7 ..)(7
丝氨酸 2<= ’!()’- 7)*&
甘氨酸 EFH !7*)!* ’")7&
组氨酸 6I> -"")!- !),!
精氨酸 C=% -&()!! 7’)(,
苏氨酸 J8= ’-*)"* $
丙氨酸 CF: -!")&& -")-*
脯氨酸 K=L !’")(- ’&)-7
酪氨酸 JH= ’’")77 -’)7’
缬氨酸 M:F ’*!)*7 (.)*(
蛋氨酸 N<; (-!)*’ ’*)’!

半胱氨酸 OH> ’!),. ,).-
异亮氨酸 PF< ’"*)"7 &)7,
亮氨酸 @<G -"!)-. &*),,
色氨酸 J=D !-&).! -,)"&

苯丙氨酸 K8< ’’,).7 !’)!(
赖氨酸 @H> -*&)"’ *!).,

总量 &("")," &"!)".

表 - 乌鸡蛋白质水解液的总氨基酸及游离氨基酸

分析结果（?% $ (""?@）

!下转第 "#$ 页%
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见，该乌鸡蛋白质酶解液肽含量高，

营养价值丰富，可作为各种功能食品的基料。

% 结论
%&’ 木瓜蛋白酶可控酶解制备乌鸡肽时，保持 !"
恒定只对水解度和总氮得率提高有利，对肽得率影

响不大。刚开始 #$ 内，酶解反应加剧，总氮得率和肽

得率迅速上升，但很快就趋于平缓，肽得率 %$ 后达

到平衡，&$ 后有所下降。

%&! 温度小于 ’()，随温度的提高、酶用量的增加，

水解度、肽得率和总氮得率均增加，但总氮得率增幅

要比肽得率明显，主要因为更多的肽被降解成更小

的肽和氨基酸。

%&% 随着底物浓度的减少，水解度几乎不变，而肽得

率和总氮得率均增加，其中肽得率增幅要大于总氮

得率，主要是因为加水量的增加只是使底物蛋白溶

解度增加的结果。

%&( 最佳酶解条件为：温度 ’()，酶用量 *(((+ , -，

底物浓度 ’.(/，酶解时不加碱恒定 !"，在此条件下

酶解 %$，水解度可达 #0.#1/，总氮得率为 ’0.&*/，乌

鸡肽得率为 &2.*3/。分析氨基酸组成可知，必须氨基

酸占总氨基酸的 %’.*#/，总氨基酸为 &#.(#4- ,45，

其中游离氨基酸 &.(%4- , 45，肽含量占 0(.##/。
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1.%.# 光 照 实 验 将 本 品 置 于 光 强 为 *3((\3((5]
的光照实验箱中 #(K，于 (、#、3、#(K 各取样一次，分

别考察其外观、硬度、脆碎率、水分、含钙量的变化情

况。结果表明，本品对光较稳定。

1.%.1 高温实验 将本品置于温度为 *(、&()的恒

温箱中 #(K，于 (、#、3、#(K 各取样一次，分别考察其

外观、硬度、脆碎率、含钙量的变化情况。结果表明，

本品在 &()以下较为稳定。

1.%.% 高 湿 实 验 将 本 品 置 于 相 对 湿 度 为 ’3/和

01.3/的恒湿器中 #(K，于 (、#、3、#(K 各取样一次，分

别考察其外观、硬度、脆碎率、含钙量的变化情况。结

果表明，本品在这两个湿度条件下均有吸潮现象。因

此，本品应在干燥条件或密闭条件下贮存。

% 产品质量标准
%&’ 感官指标

本品为白色片状，外观圆整光洁，色泽均匀，边缘

整齐；口感细腻、酸甜可口、入口有凉爽感，无异味。

%&! 理化指标

水分"1.(/，脆碎度"(.&/，钙含量为标示量的

0(/=##(/，?I^(.34- , P-，_‘^#(4- , P-。

%&% 卫生指标

细菌总数"3((( 个 , -，大肠菌群"&( 个 , #((-，

致病菌不得检出。

( 结论

(&’ 以 @@U 制备咀嚼片在国内外尚未见报道。本研

究利用废弃蛋壳为原料制备高吸收的补钙制剂———

柠檬酸a苹果酸复合钙（@@U）咀嚼片，既为蛋壳的综

合利用开辟了一条新的途径，又为人体补钙增加了

一个新颖品种，具有极大的社会效益和经济效益。

(&! 研究表明，柠檬酸a苹果酸复合钙（@@U）咀嚼

片制备工艺稳定、可靠。本品对光及温度较稳定，在

高湿条件下吸湿，应于干燥条件下贮存。

(&% 采用（@@U）制成的柠檬酸a苹果酸复合钙咀嚼

片具有口味好、携带及服用方便、人体易吸收等特

点，特别适合于儿童及吞咽片剂困难的人群服用。
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