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摘要：利用复合酶通过酶解方法制备罗非鱼皮胶原肽，考察

活性炭、大孔吸附树脂对胶原肽的脱色效果。以脱色率和肽

损失率为指标，通过正交试验进行工艺优化，结果表明：在

ｐＨ４．５、活性炭添加量２％（犿／犞）、脱色时间６０ｍｉｎ、蛋白浓

度５０ｍｇ／ｍＬ的条件下，活性炭脱色效果最佳，脱色率可达

９２．６６％，肽损失率为１１．２３％；而大孔吸附树脂在最佳脱色

条件下，脱色率只有８３．０２％，肽损失率却高达３０．７７％，脱

色效果明显不及活性炭。根据胶原肽分子量分布和氨基酸

组成分析结果发现：经活性炭、大孔吸附树脂脱色后，鱼皮胶

原肽中分子量５００～１０００Ｄａ组分比例明显减少，Ｈｉｓ、Ｔｙｒ

和Ｐｈｅ等氨基酸含量显著下降。

关键词：胶原肽；脱色；活性炭；大孔吸附树脂；罗非鱼皮

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓｆｒｏｍｔｉｌａｐｉａｓｋｉｎｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｅｎｚｙ

ｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｗｉｔｈｐｒｏｔａｍｅｘ，ａｎｄｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎａｎｄ

ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｒｅｓｉｎｏｎｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓｗｅｒｅｉｎｖｅｓ

ｔｉｇａｔｅｄ．Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｒａｔｅａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｌｏｓｓ，ｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍ

ｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｏｒ

ｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｗｅｒｅｐＨ４．５，２％ （犿／犞）ａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｃａｒｂｏｎｄｏｓａｇｅ，ｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｔｉｍｅｏｆ６０ｍｉｎａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆ５０ｍｇ／ｍＬ．Ｕｎｄｅｒｔｈｏｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｒａｔｅａｎｄｐｅｐ

ｔｉｄｅｌｏｓｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓｗｅｒｅ９２．６６％ａｎｄ１１．２３％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ

ｌｙ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｒｅｓｉｎ

ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｆｅｒｉｏｒｔｏａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ，ｗｈｉｃｈｔｈｅｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇ

ｒａｔｅａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｌｏｓｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓｗｅｒｅ８３．０２％ａｎｄ３０．７７％，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｄｉｓｔｒｉｂｕ

ｔｉｏｎａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ，ｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔｂｏｔｈｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ｒａｔｉｏｏｆ５００～１０００ＤａａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｎｅｎｔｏｆＨｉｓ，ＴｙｒｏｒＰｈｅ

ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｗｈｅｔｈｅｒｗｉｔｈａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｃａｒｂｏｎｏｒｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｒｅｓｉｎ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓ；ｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇ；ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ；ｍａｃｒｏ

ｐｏｒｏｕｓａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｒｅｓｉｎ；ｔｉｌａｐｉａｓｋｉｎ

　　近年来，中国淡水渔业快速发展，２０１３年淡水鱼年产量

已经超过２６００万ｔ
［１］，随着鱼类深加工制品的市场需求和

消费比例的上升，加工过程产生了大量的鱼皮、鱼鳞和鱼骨

等下脚料。鱼皮中胶原含量占干重的５０％左右
［２］，可以制备

成具有抗氧化、降血压、抗肿瘤和抗衰老等生物活性的胶原

肽［３－５］。现代营养学研究［６－９］发现，寡肽与氨基酸一样可以

被人体直接吸收，而且人体对寡肽的利用效果甚至高于游离

氨基酸。然而，随着寡肽含量的增加胶原肽颜色逐渐变

黄［１０，１１］，导致鱼皮胶原肽产品的应用受到限制。

　　目前，蛋白肽脱色大多采用双氧水氧化法、活性炭和大

孔树脂吸附法［１２－１５］。利用双氧水对蛋白肽进行脱色处理，

虽然可得到较好的脱色效果［１２］，但由于双氧水具有强致癌

性，残留物将会给具有保健功能的蛋白肽带来负面影响。而

活性炭和大孔吸附树脂作为脱色吸附剂具有脱色率高、脱色

用时短、安全可靠等特点，已在多肽制备领域得到广泛应用。

然而，有关活性炭、大孔吸附树脂对胶原肽脱色的系统比较

却未见报道。

　　本研究拟以罗非鱼皮胶原为原料制备胶原肽，利用活性

炭、大孔吸附树脂建立胶原肽脱色工艺，考察脱色前后的胶

原肽的分子量分布和氨基酸组成，为优化胶原肽的脱色工艺

提供参考数据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　鱼皮胶原：由集美大学水产品加工研究室提供；

　　复合蛋白酶：２０万Ｕ／ｇ，龙岩市润宝生物科技有限公司；

　　粉末活性炭（粒径２００目）、ＬＨ３０１型大孔吸附树脂：龙

岩市润宝生物科技有限公司；

　　ＤＣ蛋白测定试剂盒：美国ＢｉｏＲａｄ公司；

２１２



　　羟脯氨酸试剂盒：南京建成生物工程研究所；

　　乙腈、甲醇：色谱纯，美国ＩＮＣ公司；

　　三氟乙酸：色谱纯，美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司；

　　盐酸、氢氧化钠、无水乙醇：分析纯，西陇化工股份有限

公司；

　　试验用水：本实验室用ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＭｉｌｌｉＱＲＧ超纯水系统

制备。

１．１．２　仪器与设备

　　高速冷冻离心机：ＡｖａｎｔｉＪ２５型，美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司；

　　ｐＨ 计：ＦＥ２０型，梅特勒—托利多仪器（上海）有限

公司；

　　紫外分光光度计：ＵＶ２６００Ａ 型，上海元析仪器有限

公司；

　　高效液相色谱仪：Ａｇｌｉｅｎｔ１２００型，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司；

　　高速全自动氨基酸分析仪：日立Ｌ８９００型，日本日立制

造所；

　　凝胶色谱柱：ＴＳＫｇｅｌＧ２０００ＳＷＸＬ型，日本Ｔｏｓｈｏ株式

会社。

１．２　试验方法

１．２．１　鱼皮胶原肽的制备　将鱼皮胶原溶解后调整至一定

浓度，加入相对蛋白质量１％的复合蛋白酶，在ｐＨ７．５，

５０℃水浴下酶解６ｈ后，利用沸水浴灭酶５ｍｉｎ，冰浴冷却、

离心（１００００×ｇ，４℃，３０ｍｉｎ）后，获得的上清液通过冷冻干

燥制备成胶原肽粉末。

１．２．２　脱色率和肽损失率的测定　将胶原肽用蒸馏水溶解

后，加入活性炭或大孔吸附树脂进行脱色，通过测定脱色前

后胶原肽溶液在波长为４００ｎｍ处的吸光值，按式（１）计算胶

原肽脱色率［１６］。通过测定胶原肽溶液在脱色前后蛋白含量

的变化，按式（２）计算肽损失率。

　　犃＝
犃１ －Ａ２
犃１

×１００％ （１）

　　犠＝
犠１－犠２

犠１

×１００％ （２）

　　式中：

　　犃———脱色率，％；

　　犃１———脱色前酶解液在４００ｎｍ处的吸光值；

　　犃２———脱色后上清液在４００ｎｍ处的吸光值。

　　犠———肽损失率，％；

　　犠１———脱色前酶解液中蛋白含量，ｍｇ／ｍＬ；

　　犠２———脱色后上清液中蛋白含量，ｍｇ／ｍＬ。

１．２．３　活性炭脱色工艺优化　在预试验中，研究了温度

（３５，４０，４５，５０℃）对胶原肽脱色的影响，发现温度对活性炭

脱色没有显著的影响，因此选择在室温条件下，考察ｐＨ值、

活性炭添加量、脱色时间以及蛋白浓度等４个因素对胶原肽

脱色率和肽损失率的影响。

　　（１）ｐＨ值的影响：在蛋白浓度５０ｍｇ／ｍＬ，活性炭添加

量１．００％，脱色时间３０ｍｉｎ的条件下，考察ｐＨ对罗非鱼皮

胶原肽脱色率和肽损失率的影响。

　　（２）活性炭添加量的影响：在蛋白浓度５０ｍｇ／ｍＬ，

ｐＨ５．０，脱色时间３０ｍｉｎ的条件下，考察活性炭添加量对罗

非鱼皮胶原肽脱色率和肽损失率的影响。

　　（３）脱色时间的影响：在ｐＨ５．０，蛋白浓度５０ｍｇ／ｍＬ，

活性炭添加量１．００％的条件下，考察脱色时间对罗非鱼皮胶

原肽脱色率和肽损失率的影响。

　　（４）蛋白浓度的影响：在ｐＨ５．０，活性炭添加量１．００％，

脱色时间３０ｍｉｎ的条件下，考察蛋白浓度对罗非鱼皮胶原

肽脱色率和肽损失率的影响。

　　（５）正交试验：在单因素试验的基础上进行正交试验，

通过脱色率和肽损失率两个指标来综合评定脱色效果［１７］，

按式（３）计算脱色效果的综合评分。

　　犜＝［犃×０．５＋（１００－犠）×０．５］×１００ （３）

　　式中：

　　犜———综合评分，％；

　　犃———脱色率，％；

　　犠———肽损失率，％。

１．２．４　大孔吸附树脂脱色工艺的优化　在预试验中，研究

了温度（３５，４０，４５，５０℃）对胶原肽脱色的影响，发现温度对

大孔吸附树脂脱色没有显著的影响，因此选择在室温条件

下，考察ｐＨ值、大孔吸附树脂添加量、脱色时间以及蛋白浓

度等４个因素对胶原肽脱色率和肽损失率的影响。

　　（１）ｐＨ值的影响：在蛋白浓度５０ｍｇ／ｍＬ，大孔吸附树

脂添加量１．００％，脱色时间３０ｍｉｎ的条件下，考察ｐＨ对罗

非鱼皮胶原肽脱色率和肽损失率的影响。

　　（２）大孔吸附树脂添加量的影响：在ｐＨ５．０，蛋白浓度

５０ｍｇ／ｍＬ，脱色时间３０ｍｉｎ的条件下，考察大孔吸附树脂添

加量对罗非鱼皮胶原肽脱色率和肽损失率的影响。

　　（３）脱色时间的影响：在ｐＨ５．０，蛋白浓度５０ｍｇ／ｍＬ，

大孔吸附树脂添加量０．７５％的条件下，考察脱色时间对罗非

鱼皮胶原肽脱色率和肽损失率的影响。

　　（４）蛋白浓度的影响：在ｐＨ５．０，大孔吸附树脂添加量

０．７５％，脱色时间４５ｍｉｎ的条件下，考察蛋白浓度对罗非鱼

皮胶原肽脱色率和肽损失率的影响。

　　（５）正交试验：在单因素试验的基础上进行正交试验，

通过脱色率和肽损失率两个指标来综合评定脱色效果［１７］，

按式（３）计算脱色效果的综合评分。

１．２．５　胶原肽分子量分布的测定　利用高效液相色谱

仪［１８］测定胶原肽分子量，并用ＧＰＣ软件对其分子量分布进

行分 析。色 谱 柱 为 ＴＳＫｇｅｌＧ２０００ＳＷＸＬ （３００ ｍｍ×

７．８ｍｍ），流动相为乙腈／水／三氟乙酸（４５∶５５∶０．１，犞／犞／犞），

在柱温３０℃、流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ条件下，以检测波长２１４ｎｍ

对样品进行测定。其中标准品为：细胞色素Ｃ（１２３２７Ｄａ）、

抑肽酶（６５３３Ｄａ）、氧化型谷胱甘肽（６１３Ｄａ）、Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－

Ｇｌｙ（１８９Ｄａ）、Ｇｌｙ（７５Ｄａ）。

１．２．６　氨基酸组成分析　胶原肽粉末利用可密封的消化

管，在抽真空、充氮气、１１０℃下用６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ水解２２ｈ

后，通过蒸馏除去盐酸，稀释至一定浓度后过０．２２ "ｍ水系

滤膜，利用全自动氨基酸分析仪进行分析。其中羟脯氨酸的

３１２
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含量利用试剂盒进行测定。

１．２．７　数据分析　采用ＳＰＳＳ１７．０软件（ＳＰＳＳＩｎｃ，Ｃｈｉｃａ

ｇｏ，ＩＬ，ＵＳＡ）对所得数据进行方差分析（ＡＮＯＶＡ），显著性

检验方法为Ｄｕｎｃａｎ多重检验，显著水平为０．０５。

２　结果与分析

２．１　活性炭脱色工艺的优化

２．１．１　ｐＨ值的影响　由图１可知，伴随ｐＨ 的升高，胶原

肽的脱色率与肽损失率都出现下降趋势。这与明胶酶解液、

大豆多肽的活性炭脱色效果类似［１６，１９］，在弱酸性条件下脱色

率高，但多肽容易被吸附。由于在ｐＨ５．０下脱色率已经达

到８２．５７％，因此为了避免ｐＨ过低导致胶原肽的损失，选择

ｐＨ为５．０。
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图１　ｐＨ对胶原肽脱色率和肽损失率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｒａｔｅａｎｄ

ｐｅｐｔｉｄｅｌｏｓｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓ

２．１．２　活性炭添加量的影响　由图２可知，当活性炭添加

量由０．２５％增加到２．００％时，胶原肽的脱色率由６１．４７％提

高到８７．４６％，然而肽损失率也由２．２０％上升至１１．０７％，这

个趋势类似于 Ｍａ等
［２０］的报道。为了尽量减少多肽损失，选

择活性炭添加量为１．００％。
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图２　活性炭添加量对胶原肽脱色率和肽损失率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｄｏｓａｇｅｏｎｔｈｅｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇ

ｒａｔｅａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｌｏｓｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓ

２．１．３　脱色时间的影响　由图３可知，伴随着脱色时间的

延长，胶原肽脱色率与肽损失率都出现逐渐上升并趋向稳定

的趋势，其中脱色率在３０ｍｉｎ时趋于稳定，而肽损失率却在

６０ｍｉｎ后才开始达到平稳。因此，选用脱色时间为３０ｍｉｎ

考察蛋白浓度对脱色效果的影响。
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图３　脱色时间对胶原肽脱色率和肽损失率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｔｉｍｅｏｎｔｈｅｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇ

ｒａｔｅａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｌｏｓｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓ

２．１．４　蛋白浓度的影响　由图４可知，蛋白浓度对脱色率

具有显著的影响，浓度从５０ｍｇ／ｍＬ时提高到３００ｍｇ／ｍＬ

时，胶原肽的脱色率由８０．８２％降至４３．４０％。然而蛋白浓

度对肽损失率的影响并不明显，基本稳定在４．５％左右。综

合考虑，选择蛋白浓度为５０ｍｇ／ｍＬ。
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图４　蛋白浓度对胶原肽脱色率和肽损失率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇ

ｒａｔｅａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｌｏｓｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓ

２．１．５　正交试验结果与分析　根据单因素试验结果，设计

了活性炭脱色的正交试验的各因素水平见表１，正交试验结

果见表２。

　　由表２可知：各因素对活性炭脱色率影响大小为：蛋白

浓度＞活性炭添加量＞ｐＨ＞时间，优化结果为：ｐＨ４．５、活

性炭添加量２．００％、脱色时间６０ｍｉｎ、蛋白浓度５０ｍｇ／ｍＬ。

表１　活性炭脱色试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ｗｉｔｈａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ

水平 ＡｐＨ
Ｂ活性炭

添加量／％

Ｃ时间／

ｍｉｎ

Ｄ蛋白浓度／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

１ ４．５ ０．５０ １５ ５０

２ ５．０ １．００ ３０ １００

３ ５．５ ２．００ ６０ ２００
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表２　活性炭脱色正交试验结果与分析

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｕｌｔｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｓｆｏｒ

ｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ

试验

编号
Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

脱色率／

％

肽损失率／

％

综合评分／

％

１ １ １ １ １ ７５．００ ５．６５ ８４．６８

２ １ ２ ２ ２ ７６．８５ ５．８５ ８５．５０

３ １ ３ ３ ３ ７３．１５ ７．４６ ８２．８５

４ ２ １ ２ ３ ４６．３０ ３．６３ ７１．３４

５ ２ ２ ３ １ ８４．２６ ６．８５ ８８．７１

６ ２ ３ １ ２ ７７．７８ ６．６５ ８５．５７

７ ３ １ ３ ２ ５８．３３ １．６１ ７８．３６

８ ３ ２ １ ３ ５０．９３ ５．０４ ７２．９５

９ ３ ３ ２ １ ８９．８１ １２．７ ８８．５６

脱

色

率

肽

损

失

率

综

合

评

分

犽１

犽２

犽３

犚

犽１

犽２

犽３

犚

犽１

犽２

犽３

犚

７５．００５９．８８６７．９０８３．０２

６９．４５７０．６８７０．９９７０．９９ 因素主次： ＤＢＡＣ

６６．３６８０．２５７１．９１５６．７９ 最优方案： Ａ１Ｂ３Ｃ３Ｄ１

８．６４２０．３７ ４．０１２６．２３

６．３２ ３．６３ ５．７８ ８．４０

５．７１ ５．９１ ７．３９ ４．７０ 因素主次： ＢＤＣＡ

６．４５ ８．９４ ５．３１ ５．３８ 最优方案： Ａ２Ｂ１Ｃ３Ｄ２

０．７４ ５．３１ ２．０９ ３．７０

８４．３４７８．１３８１．０７８７．３２

８１．８７８２．３９８１．８０８３．１４ 因素主次： ＤＢＡＣ

７９．９６８５．６６８３．３１７５．７１ 最优方案： Ａ１Ｂ３Ｃ３Ｄ１



４．３９ ７．５３ ２．２４１１．６０

肽损失率影响大小为：活性炭添加量＞蛋白浓度＞时间＞

ｐＨ，优化结果为：ｐＨ５．０、活性炭添加量０．５０％、脱色时间

６０ｍｉｎ、蛋白浓度１００ｍｇ／ｍＬ。

　　为进一步确定最佳试验方案，根据正交试验结果，以综

合加权评分的方法对脱色率和肽损失率两项指标进行综合

评分，得到各因素对活性炭总体脱色效果的影响与脱色率一

致。验证实验（狀＝５）表明，活性炭脱色效果最佳时，胶原肽

的脱色率可以达到（９２．６６±１．９９）％，肽损失率为（１１．２３±

０．１８）％，综合评分为（９０．７２±１．４０）％。

２．２　大孔吸附树脂脱色工艺的优化

２．２．１　ｐＨ值的影响　由图５可知，伴随ｐＨ的升高，胶原肽

的脱色率与肽损失率都出现下降趋势，与活性炭类似。当ｐＨ

为５．０时，胶原肽的脱色率为４２．７４％，脱色效果不及活性炭。

为了避免ｐＨ过低导致胶原肽的损失，选择ｐＨ为５．０。

２．２．２　大孔吸附树脂添加量的影响　由图６可知，在

ｐＨ５．０下增加大孔吸附树脂添加量，胶原肽的脱色率与肽损

失率都出现上升趋势，这与大孔树脂对海地瓜胶原多肽的脱

色效果类似［１３］。以脱色率最高和肽损失率最小为目标，选

择大孔吸附树脂添加量为０．７５％。

２．２．３　脱色时间的影响　由图７可知，随着脱色时间的延

长，胶原肽脱色率与肽损失率都逐渐上升并趋向稳定，二者

均在４５ｍｉｎ时趋于稳定。因此，选用脱色时间为４５ｍｉｎ考

察蛋白浓度对胶原肽脱色效果的影响。
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图５　ｐＨ对胶原肽脱色率和肽损失率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｒａｔｅａｎｄ
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图６　大孔吸附树脂添加量对胶原肽脱色率和肽损失率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｒｅｓｉｎｄｏｓａｇｅ

ｏｎｔｈｅｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｒａｔｅａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｌｏｓｓｏｆ

ｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓ
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图７　脱色时间对胶原肽脱色率和肽损失率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｔｉｍｅｏｎｔｈｅｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇ

ｒａｔｅａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｌｏｓｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓ

２．２．４　蛋白浓度的影响　由图８可知，当蛋白浓度从

５０ｍｇ／ｍＬ提 高 到 ３００ ｍｇ／ｍＬ 时，胶 原 肽 的 脱 色 率 从

７７．０４％下降至４１．５１％，然而蛋白浓度对肽损失率的影响并

不明显，这与活性炭脱色效果（图４）类似。因此，根据脱色效

果，选择蛋白浓度为５０ｍｇ／ｍＬ。

２．２．５　正交试验结果与分析　根据单因素试验结果，设计

了大孔吸附树脂的正交试验的各因素水平见表３，正交试验

结果见表４。
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图８　蛋白浓度对胶原肽脱色率和肽损失率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇ

ｒａｔｅａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｌｏｓｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓ

表３　大孔吸附树脂脱色正交试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ３　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗｉｔｈ

ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｒｅｓｉｎ

水平 ＡｐＨ
Ｂ大孔吸附树脂

添加量／％

Ｃ时间／

ｍｉｎ

Ｄ蛋白浓度／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

１ ４．５ ０．５０ ３０ ５０

２ ５．０ ０．７５ ４５ １００

３ ５．５ １．００ ６０ ２００

　　由表４可知，各因素对大孔吸附树脂脱色率的影响大小

为：蛋白浓度＞大孔吸附树脂添加量＞时间＞ｐＨ，优化结果

为ｐＨ４．５、大孔吸附树脂添加量１．００％、脱色时间４５ｍｉｎ、

蛋白浓度５０ｍｇ／ｍＬ。各因素对肽损失率影响大小为：大孔

吸附树脂添加量＞蛋白浓度＞时间＞ｐＨ，优化结果为

ｐＨ５．５、大孔吸附树脂添加量０．５０％、脱色时间４５ｍｉｎ、蛋

白浓度为２００ｍｇ／ｍＬ。

　　综合评分优化大孔吸附树脂最佳脱色条件，验证实验

（狀＝５）表明，大孔吸附树脂脱色率为（８３．０２±１．０４）％，肽损

失率为（３０．７７±０．４１）％，综合评分为（７６．１３±０．４１）％，结

果表明大孔吸附树脂对胶原肽的脱色效果低于活性炭。

　　综上所述，不管是活性炭还是大孔吸附树脂，影响脱色

率的主要因素都是蛋白浓度，而影响肽损失率的主要因素都

是吸附材料的添加量。虽然胶原肽溶液中蛋白浓度越低，脱

色效果越好，然而考虑到实际应用的生产成本，本试验将溶

液中蛋白浓度的最低值设定为５０ｍｇ／ｍＬ。

２．３　脱色工艺对胶原肽分子量分布的影响

　　利用 ＨＰＬＣ对活性炭或大孔吸附树脂脱色前后罗非鱼

皮胶原肽的分子量进行测定，并利用ＧＰＣ软件对胶原肽分

子量进行分段分析，结果见图９和表５。由图９和表５可知，

本研究制备的胶原肽其分子量分布在１５０～２０００Ｄａ，而且

主要集中于３５０Ｄａ和１４００Ｄａ附近。其中，分子量小于

１０００Ｄａ的寡肽含量占总胶原肽的比例为６６．３％，高于Ｊｕｌｉｏ

等［２１］利用鲨鱼皮制备的胶原肽。虽然 Ｗａｓｓｗａ等
［２２］制备的

鲈鱼、草鱼和罗非鱼皮多肽中小于１０００Ｄａ的组分占比达到

表４　大孔吸附树脂脱色正交试验结果与分析

Ｔａｂｌｅ４　Ｒｅｓｕｌｔｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｓｆｏｒ

ｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ

ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｒｅｓｉｎ

试验

编号
Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

脱色率／

％

肽损失率／

％

综合评分／

％

１ １ １ １ １ ６３．７３ ２０．３２ ７１．７１

２ １ ２ ２ ２ ６７．６５ ２４．９６ ７１．３５

３ １ ３ ３ ３ ５８．８２ ２７．４５ ６５．６９

４ ２ １ ２ ３ ４２．１６ １４．９７ ６３．６０

５ ２ ２ ３ １ ７３．５３ ２８．１６ ７２．６９

６ ２ ３ １ ２ ７０．５９ ２９．２３ ７０．６８

７ ３ １ ３ ２ ５６．８６ １８．１８ ６９．３４

８ ３ ２ １ ３ ５０．００ １８．５４ ６５．７３

９ ３ ３ ２ １ ７９．４１ ３２．０９ ７３．６６

脱

色

率

肽

损

失

率

综

合

评

分

犽１

犽２

犽３

犚

犽１

犽２

犽３

犚

犽１

犽２

犽３

犚

６３．４０５４．２５６１．４４７２．２２

６２．０９６３．７３６３．０７６５．０３ 因素主次： ＤＢＣＡ

６２．０９６９．６１６３．０７５０．３３ 最优方案： Ａ１Ｂ３Ｃ２Ｄ１

１．３１１５．３６ １．６３２１．９０

２４．２４１７．８２２２．７０２６．８６

２４．１２２３．８９２４．０１２４．１２ 因素主次： ＢＤＣＡ

２２．９４２６．５９２４．６０２０．３２ 最优方案： Ａ３Ｂ１Ｃ１Ｄ３

１．３１１１．７７ １．９０ ６．５４

６９．５８６８．２２６９．３７７２．６９

６８．９９６９．９２６９．５４７０．４６ 因素主次： ＤＢＡＣ

６９．５７７０．０１６９．２４６５．０１ 最优方案： Ａ１Ｂ３Ｃ２Ｄ１



０．５９ １．７９ ０．３０ ７．６８

７８％左右，但其中含有大量游离氨基酸，分子量分布比较分

散。相对氨基酸及大分子多肽，寡肽不仅易于人体吸收代

谢，而且具有更高的生物活性［６－９］。因此，本研究制备的胶

原肽具有良好的应用价值。

　　利用活性炭对鱼皮胶原肽进行脱色后，在 ＨＰＬＣ图谱中

１４００Ｄａ的波峰没有发现明显的变化，但３５０Ｄａ的波峰却

转变成３１０Ｄａ。通过分析分子量分布的变化，发现经过活性

炭脱色后，５００～１０００Ｄａ的胶原肽组分含量的占比明显减

少的同时，１５００Ｄａ以上的胶原肽组分含量也出现一定程度

地减少，表明这些组分容易被活性炭吸附脱除。另一方面，

利用大孔吸附树脂对鱼皮胶原肽进行脱色时，５００～１０００Ｄａ

的胶原肽组分含量的减少比例明显低于活性炭脱色的样品。

这个结果与脱色效果（表２和表４）趋势一致。据报道，活性

炭在脱色过程会吸附一定量的氨基酸［２３］，而大孔吸附树脂

除了吸附游离氨基酸外，对肽分子也有较强的吸附作用［２４］。

而且，Ｗａｓｓｗａ等
［１０］研究发现当草鱼鱼皮酶解液中分子量为

５００～１０００Ｄａ组分所占比例升高时，酶解液的颜色会加深。

因此，可推测分子量在５００～１０００Ｄａ的组分可能是影响胶

原肽颜色的主要因素。
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A. 脱色前的样品    B. 利用活性炭脱色后的样品

C. 利用大孔吸附树脂脱色后的样品

图９　胶原肽高效液相凝胶色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ９　ＳＥ—ＨＰＬＣｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓ

表５　脱色工艺对胶原肽分子量分布的影响

Ｔａｂｌｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｏｎｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓ ％

样品

分子量

＜１５０Ｄａ
１５０～

５００Ｄａ

５００～

１０００Ｄａ

１０００～

１５００Ｄａ

１５００～

２０００Ｄａ
＞２０００Ｄａ

Ａ １．３ ４６．９ １８．１ １５．３ １２．２ ６．２

Ｂ １．３ ５１．９ １４．５ １５．３ １１．１ ５．９

Ｃ １．１ ４６．４ １６．２ １６．３ １２．３ ７．７

２．４　脱色工艺对胶原肽氨基酸组成的影响

　　脱色工艺对胶原肽氨基酸含量的影响见表６。由表６可

知，吸附前酶解液中氨基酸含量为５６８．７ｍｍｏｌ／Ｌ。经活性炭

表６　脱色工艺对胶原肽氨基酸含量的影响


Ｔａｂｌｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｏｎｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔ

ｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓ

氨基酸 吸附前

氨基酸含量／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

活性炭

脱色后
Δ／％

大孔吸附树脂

脱色后
Δ／％

天冬氨酸（Ａｓｐ） ２４．８ ２２．０ １１．３４ １８．８ ２４．３１

苏氨酸（Ｔｈｒ） １１．８ １０．８ ８．９９ ８．８ ２５．９３

丝氨酸（Ｓｅｒ） １７．１ １５．５ ８．９７ １３．１ ２３．４４

谷氨酸（Ｇｌｕ） ３９．８ ３５．１ １１．７１ ２９．８ ２４．９２

甘氨酸（Ｇｌｙ） １８９．５ １６１．２ １４．９７ １３９．７ ２６．２８

丙氨酸（Ａｌａ） ６５．２ ４７．３ ２７．４６ ４１．８ ３５．８９

缬氨酸（Ｖａｌ） １１．１ ７．５ ３２．３０ ６．６ ４１．０１

蛋氨酸（Ｍｅｔ） ５．４ ４．９ ９．３６ ４．３ ２１．３９

异亮氨酸（Ｉｌｅ） ５．１ ３．７ ２６．９９ ３．３ ３４．３６

亮氨酸（Ｌｅｕ） １１．１ ９．２ １６．８４ １０．２ ８．１９

酪氨酸（Ｔｙｒ） ２．４ ０．６ ７４．３６ ０．５ ８０．７７

苯丙氨酸（Ｐｈｅ） ９．１ ４．１ ５４．４８ ５．４ ４０．６９

赖氨酸（Ｌｙｓ） １３．４ １１．５ １３．７９ ９．２ ３１．５４

组氨酸（Ｈｉｓ） ２５．４ １．２ ９５．２８ １．７ ９３．２４

精氨酸（Ａｒｇ） ３０．２ ２６．３ １２．７５ ２１．０ ３０．３６

脯氨酸（Ｐｒｏ） ８０．５ ６３．９ ２０．５７ ６０．８ ２４．５３

羟脯氨酸（Ｈｙｐ） ２６．８ ２１．６ １９．５５ ２３．５ １２．２９

半胱氨酸（Ｃｙｓ） ０ ０ ０ ０ ０

合计 ５６８．７ ４４６．５ — ３９８．３
—

　　Δ表示活性炭和大孔吸附树脂脱色前后胶原肽氨基酸损失的

摩尔数百分比［２４］。

脱色后，氨基酸含量减少２１．４８％，而经大孔吸附树脂脱色

后，氨基酸含量减少２９．９６％，表明大孔树脂对极性氨基酸吸

附量略高于活性炭。研究发现，活性炭对芳香族氨基酸具有

较强的吸附作用［２５］；而大孔吸附树脂通过疏水相互作用对

色素及蛋白质进行吸附的同时，其本身的多孔性结构还会保

留部分多肽［２４，２６］。因此，利用大孔吸附树脂脱色容易吸附极

性氨基酸，导致胶原肽氨基酸损失率高于活性炭。

３　结论
　　在单因素试验基础上，通过正交试验分别获得罗非鱼皮

胶原肽的活性炭和大孔吸附树脂脱色的最优条件，活性炭的

脱色效果明显优于大孔吸附树脂。通过比较脱色前后胶原

肽的分子量分布发现，５００～１０００Ｄａ组分可能是影响胶原

肽颜色的主要因素。经活性炭或大孔吸附树脂脱色后，胶原

肽中氨基酸含量均减少，但利用大孔吸附树脂脱色会使胶原

肽氨基酸损失率更高。本研究结果将为胶原肽的脱色工艺

优化提供理论基础，有助于提高鱼胶原肽产品品质和扩大其

应用范围。
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