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利用鲫鱼加工下脚料酶解制备
K3B

抑制肽

的工艺优化
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摘要$以鲫鱼加工下脚料为原料&用酶解法制备
K3B

抑制

肽&并以血管紧张素转化酶!
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K3B

"抑制率为指标&从碱性蛋白酶#风味蛋白酶#中性蛋白

酶#胰蛋白酶#木瓜蛋白酶#胃蛋白酶中筛选出最佳酶解蛋白

酶为胃蛋白酶)以单因素试验为基础&应用
X'MCXFHLH@FH

中

心组合设计原理和响应面分析法&探讨各自变量及其交互作

用对
K3B

抑制率的影响&通过模拟得到的二次多元式方程

预测模型&确定最佳酶解条件为%料液比
$
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#酶解时间
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$以优化条件制备

的酶解产物
K3B

实际抑制率可达
0.)0/5

&与理论预测值

0%)$05

相差不大$

关键词$鲫鱼)血管紧张素转化酶)酶解)抑制率
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中国是世界上内陆淡水总面积最大的国家之一"中国

内陆水域总面积约
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!内陆可养殖的水面面积为
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年!中国水产品年产
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中淡水产品年产
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!鱼类占
"00#)!$

万
=

0

"

1

"鱼

品在加工过程中!会产生大量的下脚料!如鱼头#鱼皮#鱼鳍#

鱼尾#鱼骨及残留鱼肉等!其重量约占原料鱼的
2#5

!

..5

0

!

1

"该副产物极易腐败变质!如何充分利用这些副产

物!提高鱼类资源的综合加工利用率#减少浪费和环境污染!

是值得深入研究的课题"

资料0

2

1表明!世界各国高血压平均发病率为
$#5

!

"#5

!全球每年因高血压而死亡的人数达
$"##

万"中国高

血压患者已超
$)%

亿"

K3B

抑制剂和血管紧张素受体阻滞

剂可拮抗血压升高!具有降血压的功效"合成的降压药物如

卡托普利#赖诺普利等虽具有良好的降压效果!但存在一定

副作用0

.

1

"从天然食物中分离的
K3B

抑制肽降压效果虽没

有合成
K3B

抑制剂明显!但其无毒副作用#安全性高等优点

备受人们关注0

%

1

"

K3B

抑制肽来源有植物食品#动物食品和发酵食品0

0

1

"

目前!制备
K3B

抑制肽多以草鱼#鲢鱼#鳙鱼#

%

鱼#罗非鱼

等肉为原料"本课题拟采用蛋白酶水解鲫鱼加工下脚料制

备
K3B

抑制肽!并优化制备工艺!为水产品下脚料的综合利

用!及制备天然
K3B

抑制肽提供试验数据"
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血管紧张素转化酶-
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硼酸#氢氧化钠等试剂均为分析纯(
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试验方法
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酶解法制备
K3B

抑制肽工艺流程

鲫鱼加工下脚料
+

组织捣碎机匀浆
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调节料液
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抽虑
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酶解液
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抑制

率#水解度#多肽浓度测定
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蛋白酶解工艺的优化
!

以不同酶分别在其最适条件

下-见表
$

.对鲫鱼加工下脚料进行酶解!测定
K3B

抑制肽抑

制率!筛选得到最适酶"

!!

选择最适蛋白酶在酶解过程中!分别控制反应体系的加

酶量0

B

1+0

Y

1

"̂##`

+

7

!酶解温度
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!反应时间
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!反应
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.!探究料液比#加酶量#酶解

时间#酶解温度对
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抑制率的影响"

根据
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的中心组合试验设计原理!在单因
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素的基础上!选择影响
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抑制率的
!

个主要影响因素*液

料比#加酶量#酶解时间进行组合"试验因素及水平编码见

表
"

!数据处理采用
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程序进行分析"
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:,O(F"

!

4,?='-D,HG(FSF(D'P-FD

Q

'HDFDEFP,?FFM

Q

F->6FH=D

水平
K

料液比-

N

"

T

.

X

加酶量+-

`

2

7

I$

.

3

酶解时间+
L

I$ $

"

2 2## 2)##

# $

"

. .## .)##

$ $

"

% %## %)##

$)")!

!
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抑制肽抑制率的测定
!

采用反相高效液相色

谱法"参照文献0
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温度对水解度#多肽浓度及抑制率的影响
!

参加反

应总氮测定采用
WX
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:.##/).
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$食品中蛋白质的测

定%(游离氨基酸态氮采用甲醛滴定法0

/

1

(多肽含量采用福

林)酚法测定"其中!水解度按式-
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结果与讨论
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!

原料基本组分含量

经分析!鲫鱼加工下脚料基本组分中蛋白质含量较高!

达到
$1)"$05

!可作为功能性多肽水解原料(灰分含量偏高!

达到
")2"05

!是由于下脚料里含有鱼鳞#鱼骨等矿物质含量

高的组分(脂肪含量低于
$5

!对蛋白质酶解效果影响小!去

除脂肪的步骤可省去"

")"

!

蛋白酶的选择

%

种蛋白酶水解鲫鱼加工下脚料得到的水解液对
K3B

的抑制率见图
$

"由图
$

可知!未加蛋白酶的水解液中也有

K3B

抑制活性肽!可能是由于蛋白质自溶分解成具有一定

抑制活性的肽或内源性酶酶解蛋白质的结果"在各自最佳

酶解条件下!胃蛋白酶酶解液
K3B

抑制率最高!因此选取胃

蛋白酶来水解鲫鱼加工下脚料制备
K3B

抑制肽"

图
$

!

不同蛋白酶水解产物的
K3B

抑制率
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单因素试验结果与分析
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!

料液比对酶解产物
K3B

抑制率的影响
!

由图
"

可

知!随着反应底物浓度增加!

K3B

抑制率先增加再呈缓慢下

降趋势!在料液比为
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T

.时
K3B

抑制率最高"这是

由于水的比例增加!蛋白酶反应活性升高!但随水比例继续

增加!水解出的有抑制活性的肽被稀释!抑制率随之降低"

因此酶解时料液比控制在
$

"

2

-

N

"

T

.为最佳"
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加酶量对酶解产物
K3B

抑制率的影响
!

由图
!

可

知!随着加酶量的增加!酶解产物对
K3B

的抑制率逐渐升高!

图
"

!

料液比对酶解物
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抑制率的影响
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加酶量对酶解物
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抑制率的影响
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在加酶量0
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时达到最大!之后随加酶量增

加!抑 制 率 呈 下 降 趋 势"因 此 胃 蛋 白 酶 加 酶 量 定 为
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7

"

")!)!

!

酶解温度对酶解产物
K3B

抑制率的影响
!

由图
2

可知!随温度升高!酶解产物对
K3B

的抑制率逐渐升高!并

在
2%\

时达到最高!温度再升高!胃蛋白酶的反应活性降

低!蛋白酶解不充分!酶解产物对
K3B

的抑制作用降低"因

此!选择酶解温度
2%\

进行下一步试验"

图
2

!

酶解温度对酶解物
K3B

抑制率的影响

4>

7

E-F2

!

BPPF?=D'PFM=-,?=>H

7

=F6

Q

F-,=E-F'HK3B

>HL>O>='-

N

-,=F'P=LFL

N

G-'(

N

D,=F

")!)2

!

酶解时间对酶解产物
K3B

抑制率的影响
!

由图
.

可知!随酶解时间延长!酶解产物对
K3B

的抑制率逐渐升

高!酶解
.L

达到最高!

.L

后对
K3B

的抑制率呈下降趋势!

这是由于随着时间的延长!某些对
K3B

有抑制作用的短肽

被进一步酶解失去活性"因此酶解
.L

较合适"

图
.

!

酶解时间对酶解物
K3B

抑制率的影响

4>

7

E-F.

!

BPPF?=D'PFM=-,?=>H

7

=>6F'HK3B>HL>O>='-

N

-,=F'P=LFL

N

G-'(

N

D,=F
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")2

!

水解度及多肽浓度与
K3B

抑制率的关系

水解度及多肽浓度与
K3B

抑制率的关系见图
%

"由

图
%

可知!鲫鱼加工下脚料酶解过程随着温度的上升!水解

度#多肽浓度及
K3B

抑制率总体变化趋势是先升高后降低

并趋于平缓!这是由于受热后!蛋白质发生变性!内部非极性

基团暴露!增大了酶的接触位点!使水解速度加快0

$#

1

!但温

度超过
2%\

后!蛋白酶活性降低!不利于蛋白质的水解(水

解度和
K3B

抑制肽的抑制率的变化趋势接近!水解度和

K3B

抑制肽的抑制率间有一定关系"黄艳春0

$$

1用风味蛋白

酶对鲢鱼蛋白等进行酶解!得出鲢鱼蛋白水解产物的
K3B

抑制率有随水解度升高而提高的趋势!但波动较大(杨晓军

等0

$"

1用木瓜蛋白酶水解斑点叉尾
%

!得出酶解产物水解度

和
K3B

抑制率之间没有明显的线性关系"水解度和
K3B

抑制率之间的关系有待进一步探讨"

图
%

!

不同酶解温度下
JV

#肽浓度及
K3B

抑制率的变化

4>

7

E-F%

!

BPPF?=D'PG>PPF-FH==F6

Q

F-,=E-F'HJV

#

Q

F

Q

=>GF

?'H?FH=-,=>'H,HGK3B>HL>O>='-

N

-,=F

").

!

响应面优化酶解条件

").)$

!

响应面试验设计及结果
!

经单因素试验结果分析!

确定酶解
Q

V

值为
")#

!反应温度为
2%\

后!选用料液比#加

酶量及酶解时间为响应变量!

K3B

抑制率为响应值设计了

!

因素
!

水平的响应面试验!试验设计及结果见表
!

"

使用
JFD>

7

HBM

Q

F-=1)#)%

软件对表
2

的数据进行处理!

得到回归方程方差分析表-表
2

.!利用软件进行非线性回归

的二次多项式拟合!得到预测模型式-

!

.*

$^02)%.9")!.F9!)!#O9!)$!-9#)."FO9

#)%2F-9#)2!O-I")/0F

"

I.)0"O

"

I.)!/-

"

" -

!

.

对回归方程取一阶偏导数等于零!整理可得*

")!.I.)/2F9#)".O9#)%2- #̂

! -

2

.

!)!9#)."FI$$)22O9#)2!- #̂

! -

.

.

!)$!9#)%2F9#)2!OI$#)01- #̂

! -

%

.

联立方程组-

2

.

!

-

%

.!解得
F^#)222%

!

O^#)"#/%

!

- #̂)!"/.

!带入真实值得到料液比
$

"

2)22

-

N

"

T

.!加酶

量0

B

1+0

Y

1

.̂"#)/%`

+

7

!酶解时间
.)!!L

!考虑到实际操作

的便利!将
K3B

抑制肽的最佳酶解条件修正为料液比
$

"

2)2

-

N

"

T

.!加酶量0

B

1+0

Y

1

^."$`

+

7

!酶解时间
.)!L

"在此

条件下!回归模型抑制率理论预测值
0%)$05

"

!!

回归方差分析显著性检验表明!该模型回归极显著-

<

$

#)#$

.!失拟项不显著-

<̂ #)2/$#

.(该模型
R

"

^#)//1/

!

表
!

!

X'MCXFLH@FH

试验设计及结果

:,O(F!

!

TFDE(=D'P-FD

Q

'HDFDE-P,?FFM

Q

F->6FH=D

试验号
K X 3 K3B

抑制率+
5

$ # $ I$ %!)21

" # I$ I$ .0)%/

! # I$ $ %")02

2 # $ $ 0#)"!

. I$ # $ %%)%1

% I$ # I$ %$)!.

0 $ # $ 0").$

1 $ # I$ %2)%"

/ $ $ # 0")$/

$# $ I$ # %2)./

$$ I$ I$ # %#)00

$" I$ $ # %%)"/

$! # # # 02)!!

$2 # # # 02)/$

$. # # # 02)0#

表
2

!

回归方程方差分析表a

:,O(F2

!

KH,(

N

D>D-FDE(=D'P-F

7

-FDD>'H,HGS,->,H?F

项目 平方和 自由度 均方
7

值
<

值 显著性

模型
22").1 / 2/)$1 .$%)1#

$

#)###$

%%

K 22)"0 $ 22)"0 2%.)"/

$

#)###$

%%

X 10)$" $ 10)$" /$.).0

$

#)###$

%%

3 01)". $ 01)". 1"")!%

$

#)###$

%%

KX $)#1 $ $)#1 $$)!0 #)#$//

%

K3 $)%2 $ $)%2 $0)"" #)##1/

%%

X3 #)0" $ #)0" 0)./ #)#2##

%

K

"

!")21 $ !")21 !2$)!"

$

#)###$

%%

X

"

$"#)12 $ $"#)12 $"%1)/0

$

#)###$

%%

3

"

$#0)!# $ $"#)12 $"%1)/0

$

#)###$

%%

残差
'''''''''''''''''''''''

#)21 . #)#/.

失拟项
#)!# ! #)$# $)$0 #)2/$#

误差
#)$0 " #)#1%

离差
22!)#% $2

!

a

!%

表示显著-

<

$

#)#.

.(

%%

表示极显著-

<

$

#)#$

.(

R

"为
#)//1/

"

R

"

KG

c

#̂)//0#

与
R

"

<-FG

#̂)/11"

接近!说明该模型与实际数

据拟合较好!可用于鲫鱼加工下脚料酶解制备
K3B

抑制肽

工艺的预测(方程的一次项对响应值有极显著影响-

<

$

#)#$

.!且影响效果加酶量
#

酶解时间
#

料液比!在交互项

中!

KX

项的回归系数显著-

<

$

#)#.

.!说明料液比和加酶量

的交互作用对
K3B

抑制率影响显著!

K3

项的回归系数极显

著-

<

$

#)#$

.!说明料液比和酶解时间的交互作用对
K3B

抑

制率影响极显著!

X3

项的回归系数显著-

<

$

#)#.

.!说明加

酶量和酶解时间的交互作用对
K3B

抑制率影响显著!这三

个因素的二次项
K

"

#

X

"

#

3

"对
K3B

抑制率影响均极显著

-

<

$

#)#$

."

"0$

提取与活性
!

"#$%

年第
!
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").)"

!

各因素之间的交互作用
!

各因素之间的交互作用见

图
0

!

/

"由图
0

!

/

可知!随着料液比#加酶量和酶解时间的

增加!酶解产物对
K3B

的抑制率呈先升高后降低的趋势!且

!

个因素对
K3B

抑制率影响显著!说明本试验所选的因素

水平较为合理"

图
0

!

料液比和加酶量对酶解产物
K3B

抑制率影响

的响应曲面图

4>

7

E-F0

!

TFD

Q

'HDFDE-P,?F'PD'(>GC(>

j

E>G-,=>',HGFHC

b

N

6F?'H?FH=-,=>'H'HK3B>HL>O>='-

N

-,=F'P

=LFL

N

G-'(

N

D,=F

图
1

!

料液比和酶解时间对酶解产物
K3B

抑制率影响

的响应曲面图

4>

7

E-F1

!

TFD

Q

'HDFDE-P,?F'PD'(>GC(>

j

E>G-,=>',HG=>6F

'HK3B>HL>O>='-

N

-,=F'P=LFL

N

G-'(

N

D,=F

图
/

!

加酶量和酶解时间对酶解产物
K3B

抑制率影响

的响应曲面图

4>

7

E-F/

!

TFD

Q

'HDFDE-P,?F'PFHb

N

6F?'H?FH=-,=>'H,HG

=>6F'HK3B>HL>O>='-

N

-,=F'P=LFL

N

G-'(

N

D,=F

")%

!

验证实验

根据最优化的工艺流程!采用料液比
$

"

2)2

-

N

"

T

.!加

酶量0

B

1+0

Y

1

.̂"$`

+

7

!酶解时间
.)!L

的条件对鲫鱼加工

下脚料进行酶解!测得酶解物对
K3B

抑制率为
0.)0/5

!回

归模型抑制率理论预测值
0%)$05

!实际值比理论预测值低

#)2/5

!说明该数学模型能较好地模拟各因素与
K3B

抑制

率之间的关系"

!

!

结论
通过试验探讨胃蛋白酶酶解鲫鱼加工下脚料制备

K3B

抑制肽!以
K3B

抑制率为因变量!通过单因素试验确定料液

比#加酶量#酶解温度和酶解时间的最适水平!通过响应面优

化鲫鱼加工下脚料酶解制备
K3B

抑制肽工艺!试验结果表

明*最佳酶解工艺条件为料液比
$

"

2)2

-

N

"

T

.#加酶量

0

B

1+0

Y

1

.̂"$`

+

7

#酶解时间
.)!L

!酶解产物-稀释
").

倍.

的
K3B

抑制率达
0.)0/5

"

鲫鱼加工下脚料的酶解产物对
K3B

有一定的抑制作

用!结果可为天然
K3B

抑制剂的制备提供试验数据"但本

试验未对酶解产物进行进一步分离纯化!且酶解不同原料或

使用不同蛋白酶!酶解产物的抑制活性都有所不同!单一的

酶很难酶解充分!因此有待进一步探讨复合酶对不同类原料

的酶解作用!以制备更高活性的
K3B

抑制肽"
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