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鱼下脚料分离蛋白质的制备及功能性质研究
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（长江大学动物科学学院，湖北荆州４３４０２５）

　　摘要：利用美国 鱼生产 鱼片加工的下脚料制备分离蛋白质，研究提取液ｐＨ值、提取时间、提取温度和料液比
等单因素对蛋白质提取率的影响，通过正交试验得出分离蛋白质的最佳工艺参数，再通过酸沉、水洗、脱腥和喷雾干燥

等步骤最终得到分离蛋白质粉，对此分离蛋白质进行部分性质与功能的鉴定与分析。结果表明， 鱼加工下脚料中

含有大量蛋白质，其含量高达５５．４２％。分离蛋白质的最佳工艺参数：料液比为１∶１０（ｇ∶ｍＬ），提取液ｐＨ值１１，提取
时间９０ｍｉｎ，提取温度４０℃；并通过在等电点ｐＨ值５．２时酸沉、水洗、添加３０ｇ／Ｌβ－环糊精进行脱腥，最后经喷雾
干燥得到分离蛋白质粉。蛋白质得率为４２．１２％，提取率为７６．０％。分离蛋白质的溶解度在 ｐＨ值为５．０左右时最
小，其保水性为１．４８ｍＬ／ｇ，吸油性为２．８ｍＬ／ｇ，乳化性为４０．５９％，乳化稳定性为５７．９７％。
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　　美国斑点叉尾 （Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ）别称沟鲶，属鲶形
目（Ｓｉｌｕｒｆｏｒｍｅｓ） 科（Ｉｃｔａｌｕｒｉｄａｅ），因其身体两侧有明显不规
则的黑色斑点而得名［１］。斑点叉尾 肉质鲜美且富含人体

所必需的各种氨基酸，如异亮氨酸、亮氨酸、精氨酸等，同时不

饱和脂肪酸约占５５．７％［１－３］。由于美国斑点叉尾 肉质细

嫩，无椎间刺，目前主要用于加工生鱼片和冷冻鱼糜［３］，而对

于 鱼加工下脚料主要用于制造饲料鱼粉［４］。但是随着食

品科技的发展，尤其是水产加工业的发展，人们对鱼类加工的

附加值提出了更高的要求。另外，随着人口的增长，食物资源

的日益短缺必然要求综合利用鱼体价值，因此，鱼加工废弃物

的开发利用越来越受到重视。已报道的有生产鱼露，分离降

血压组分，提取凝乳酶及抗细菌、抗真菌成分，制作发酵基质

等［４］。从鱼产品加工下脚料中分离制备蛋白质、回收胶原蛋

白质也是目前研究热点。尽管近年来对鱼加工下脚料综合利

用的研究越来越多并取得了很多进展，但综合利用鱼加工下

脚料的整体水平并未显著提高。由于鱼的品种不同，其营养

成分组成也不同，加工工艺存在很大差异，确定每种鱼的加工

下脚料再利用的最佳工艺条件，以及生产成本较低、附加值较

高的优化产品仍需进行大量的研究。 鱼加工下脚料中含

有丰富的蛋白质，但是目前国内外对 鱼加工下脚料的利用

还很有限，造成资源极大的浪费。本研究对 鱼加工下脚料

分离蛋白质的制备工艺和分离蛋白质的性质与功能进行探

讨，为 鱼加工下脚料的资源的充分再利用提供相应的试验

依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
鱼加工下脚料：来自湖北湘宜水产品有限公司；主要

试剂包括氢氧化钠、硫酸、盐酸、硼酸、双氧水、硼砂、硫酸铵

（以上均为分析纯），标准牛血清蛋白、甲基红指示剂、定氮指

示剂、β－环糊精、精炼大豆油等。主要仪器及设备包括ＤＬ－
５－Ｃ低速大容量离心机（上海安亭科学仪器厂）；ＵＶ１８００紫
外可见分光光度计（上海美普达仪器有限公司）；ＰＬ３０３电子
天平（感量为 ０．０００１ｇ，上海精密科学仪器有限公司）；
１０１Ａ－１电热鼓风干燥箱（上海市试验仪器总厂）；ＨＨ－４数
显恒温水浴锅（江苏省常州市国华电器有限公司）；ＭＤＲＰ－５
离心喷雾干燥机（江苏省无锡市锡山区现代喷雾干燥厂）；

ｐＨ－５１０数字酸度计（四川成都贝斯达仪器有限公司）；
８５－２型恒温磁力搅拌器（上海司乐仪器厂）；凯式定氮仪
（上海旦鼎国际贸易有限公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　 鱼加工下脚料分离蛋白质的制备

１．２．１．１　分离蛋白的提取工艺　 鱼加工下脚料分离蛋白

的提取工艺如图１所示。

１．２．１．２　碱液提取的单因素试验　在碱液提取过程中，影响 碱液提取的因素主要有提取液ｐＨ值、提取温度、提取时间和
料液比等。本试验采取４５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，考察提取液
ｐＨ值、提取温度、提取时间和料液比等对蛋白质溶出的影响。
ｐＨ值设置为９、１０、１１、１２；提取温度设置为３５、４０、４５、５０℃；
提取时间设置为０．５、１．０、１．５、２．０ｈ；料液比设置为 １∶６、
１∶８、１∶１０、１∶１３（ｇ∶ｍＬ），进行单因素试验。每次处理称
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取１．５０００ｇ样品，离心分离后提取液稀释至标准曲线范围
内，用Ｕ－Ｖ分光光度法测定其中的蛋白质吸光度，计算出提
取液中的蛋白质含量。

１．２．１．３　碱液提取的正交试验　在料液比为１∶１０（ｇ∶ｍＬ）
的条件下，考察提取液 ｐＨ值、提取温度、提取时间等主要因
素。选用 Ｌ９（３

４）正交表进行正交试验。每次仍称取

１．５０００ｇ 鱼鱼渣粉，进行分离蛋白质提取工艺因素的优化

试验。

１．２．１．４　等电点（ＰＩ）的确定　提取液离心之后用０．０５ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ溶液调整ｐＨ值到其等电点范围，使 鱼蛋白质液中大

多数蛋白质凝聚沉淀，然后静置约３０ｍｉｎ进行离心，得到其
分离蛋白质，再用室温水洗多次后，用０．０５ｍｏｌ／Ｌ溶液将溶
液中和至ｐＨ值７．０。
１．２．１．５　蛋白液脱腥　在 鱼下脚料蛋白液中分别加入

１５％、２．０％、２．５％、３．０％、３．５％、４．０％ β－环糊精，搅拌均
匀，放置３０ｍｉｎ，评定腥味强弱［５］。

１．２．１．６　喷雾干燥　中和脱腥后的 鱼下脚料蛋白液在热

空气入口温度为１８０℃（自控）、出口温度为８０℃、进料流速
为１Ｌ／ｈ的条件下进行喷雾干燥［６］。

１．２．１．７　产品得率及蛋白质提取率的确定　产品得率 ＝喷
雾干燥蛋白粉重量／样品重量 ×１００％；蛋白质含量 ＝喷雾干
燥蛋白粉重量／（样品重量×粗蛋白质含量）。
１．２．２　蛋白质含量测定　原料中蛋白质总量的测定采用微
量凯氏定氮法［７］，测得原料中粗蛋白含量为５５．４２％。水溶
液中蛋白质含量的测定采用牛血清蛋白法［７］。根据 Ｕ－Ｖ分
光光度法测定出标准蛋白浓度的吸光度 Ｄ２８０ｎｍ，以标准牛血
清蛋白浓度为横坐标ｘ，Ｄ２８０ｎｍ值为纵坐标 ｙ，绘制标准曲线，
其标准曲线函数为ｙ＝０．６２６７ｘ＋０．０２９１，ｒ２＝０．９９１４。
１．２．３　 鱼下脚料分离蛋白的功能性质测定

１．２．３．１　溶解性的测定　取８个小烧杯，各加入０．１ｇ的喷
雾干燥蛋白粉和１０ｍＬ蒸馏水，用０．０５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液和
０．０５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液分别调其 ｐＨ值为 ４．０、５．０、６．０、７０、
８０、９．０、１０．０、１１．０（室温），搅拌使其充分溶解，４０ｍｉｎ后，
４５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液，用Ｕ－Ｖ分光光度法测
定上清液中蛋白质含量［７］。

１．２．３．２　吸水性的测定　取 １．０ｇ喷雾干燥蛋白粉加入
１０ｍＬ水，在离心管中充分振荡，混匀，静置２０ｍｉｎ，使之充分
吸水，４５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，测量残留物的重量。吸水
性以１ｇ样品吸附水的体积（ｍＬ）表示，ｍＬ／ｇ［８］。　
１．２．３．３　吸油性测定　取 ０．５ｇ喷雾干燥蛋白质粉加入
１０ｍＬ精炼大豆油，在离心管中充分振荡、混匀，静置２０ｍｉｎ，
使之充分吸油，４５００ｒ／ｍｉｎ离心分离１０ｍｉｎ，测量剩余油的体
积。吸油性以 １ｇ蛋白质粉吸附油的体积（ｍＬ）表示，
ｍＬ／ｇ［８］。
１．２．３．４　乳化性和乳化稳定性测定　根据文献［９］操作如
下：取０．５ｇ喷雾干燥蛋白质粉溶解到１０ｍＬ蒸馏水中，加
１０ｍＬ精炼大豆油，搅拌，并用磁力搅拌器让其充分混合。然
后４５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，测定离心管中液体总高度Ｈ和乳
化层高度ｈ。将上述离心液转入刻度试管中，放置在５０℃水
浴中，１ｈ后测定其乳化层高度ｈ１。具体计算如下：

乳化性＝ｈ／Ｈ×１００％；

乳化稳定性＝ｈ１／ｈ×１００％。

２　结果与分析

２．１　蛋白质提取的单因素试验
２．１．１　提取液 ｐＨ值对分离蛋白质提取的影响　在提取时
间为１ｈ、温度为４０℃、料液比为１∶１３（ｇ∶ｍＬ）的条件下，提
取液ｐＨ值对蛋白质含量的影响如图２所示。由图２可以看
出，当ｐＨ值从１０增加到１１时，蛋白质含量显著增加；但当
ｐＨ值大于１１时，溶出的蛋白质含量又有下降趋势，即蛋白质
含量在ｐＨ值为１１时最高。

２．１．２　料液比对分离蛋白提取的影响　在ｐＨ值为１１、提取
温度为４０℃、提取时间为１ｈ的条件下，料液比对蛋白质含
量的影响如图３所示。由图３可以看出，碱液提取效果随着
提取剂的增加而增强，料液比达到１∶１０（ｇ∶ｍＬ）时，蛋白质
含量最高；但当料液比继续增大时，提取效果又有下降趋势，

而且可以看出整体趋势变化不是很明显，曲线趋于平缓，也就

是说料液比对碱液提取效果影响较小。

２．１．３　提取时间对分离蛋白提取的影响　在提取液 ｐＨ值
为１１、提取温度为４０℃、料液比为１∶１０（ｇ∶ｍＬ）的条件下，
提取时间对蛋白质含量的影响如图４所示。由图４可知，在
１．５ｈ以内，蛋白质含量随提取时间的延长而增加，当提取时
间达到１．５ｈ时，提取出的蛋白质含量达到最大；１．５ｈ后，随
着时间继续延长，蛋白质的含量反而下降。这可能是由于提

取时间过长，部分蛋白质发生变性和凝聚而导致，因此提取最

佳时间为１．５ｈ。
２．１．４　提取温度对分离蛋白质提取的影响　在提取液 ｐＨ
值为１１、提取时间为１．５ｈ、料液比为１∶１０（ｇ∶ｍＬ）的条件
下，提取温度对蛋白质含量的影响如图５所示。由图５可知，
在温度为３５～４０℃时，蛋白含量随着提取温度升高而升高；
当温度达到４０℃时，蛋白质提取含量为最高；当提取温度超
过４０℃ 时，蛋白质含量开始降低，可能是温度升高加剧了蛋
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白质的变性，所以最适提取温度为４０℃。
２．２　蛋白质提取的正交试验

由蛋白质提取单因素试验可以看出，料液比对蛋白质提

取影响最小，且趋势很平缓，所以正交试验确定最佳料液比为

１∶１０（ｇ∶ｍＬ），在此条件下，选取提取液 ｐＨ值、提取温度、
提取时间３个因素进行试验（表１）。选用 Ｌ９（３

４）正交表，以

获得提取蛋白质的最佳工艺参数。

表１　 鱼加工下脚料蛋白质提取工艺正交试验因素水平

水平 Ａ：ｐＨ值 Ｂ：温度（℃） Ｃ：时间（ｍｉｎ）
１ １０．５ ３５ ７０
２ １１．０ ４０ ９０
３ １１．５ ４５ １１０

　　正交试验及分析结果如表２所示，由表２极差分析可知，
主次关系为ｐＨ值影响最大，其次为提取时间，提取温度影响
最小。最优参数组合为料液比固定为１∶１０（ｇ∶ｍＬ）、提取液
ｐＨ值为１１．０，提取温度为４０℃，提取时间为９０ｍｉｎ时，提取
液中的蛋白质含量最大。而最优组合没有在正交试验的实施

组中，所以需要做验证试验。在最优参数组合条件下，分别做

验证试验３次，蛋白质平均含量为５３．８％。
２．３　等电点的确定

通过酸沉试验发现， 鱼加工下脚料蛋白液在 ｐＨ值为
５．２时，絮状沉淀最多，而在继续滴加盐酸时，絮状沉淀又有
所减少，所以确定 鱼加工下脚料在经过最佳碱提过程后，

用０．０５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液酸沉，可确定其蛋白质等电点为５．２。
２．４　溶液脱腥结果

通过添加不同量的β－环糊精对 鱼加工下脚料蛋白液

进行脱腥处理，具体结果见表 １。由感官评定可以得出，在
β－环糊精的添加量超过３０ｇ／Ｌ时，脱腥效果最为明显。但
是考虑到添加量大，会有结晶析出，以及节约成本，所以本试

验最终采取β－环糊精添加量３０ｇ／Ｌ为脱腥最佳选择。本

表２　 鱼下脚料蛋白质提取工艺正交试验结果及分析

试验号 ｐＨ值 温度

（℃）
时间

（ｍｉｎ）
蛋白质含量

（％）

１ １ １ １ ４８．１
２ １ ２ ２ ５２．５
３ １ ３ ３ ４８．３
４ ２ １ ２ ５３．０
５ ２ ２ ３ ５２．８
６ ２ ３ １ ５１．０
７ ３ １ ３ ４９．８
８ ３ ２ １ ５０．４
９ ３ ３ ２ ５０．７
ｋ１ ４９．６ ５０．３ ４９．９
ｋ２ ５２．３ ５１．９ ５２．１
ｋ３ ５０．３ ５０．０ ５０．３

极差Ｒ ２．７ １．９ ２．２

表３　 鱼下脚料蛋白质提取工艺脱腥结果及感官评定

β－环糊精添加量
（ｇ／Ｌ） 脱腥结果 结果评定

１５ ＋＋＋ 腥

２０ ＋＋ 微腥

２５ ＋ 淡腥

３０ － 无腥

３５ － 无腥

４０ － 无腥

脱腥的方案是在先得到酸沉蛋白后进行的，避免了在酸沉过

程中因加入其他物质而影响蛋白质的等电点沉淀。另外，

β－环糊精脱腥法，相比活性炭脱腥来说，具有干扰因素少、
对结果影响小的特点。

２．５　蛋白质得率及提取率
取２０．００３５ｇ干燥好的 鱼加工下脚料，在ｐＨ值为１１、

提取温度４０℃，提取时间为９０ｍｉｎ的最优碱提条件下进行
蛋白质提取，在ｐＨ值为５．２条件下进行等电点酸沉，用蒸馏
水洗涤，添加３０ｇ／Ｌβ－环糊精进行脱腥，最终进行喷雾干
燥，可获得８．４２５ｇ干燥的蛋白质粉。因此，试验中蛋白质得
率为４２．１２％，蛋白质提取率为７６．０％。
２．６　 鱼加工下脚料分离蛋白的性质与功能

由图６可知，ｐＨ值为５．０左右时，大部分蛋白质溶解性
差，也可以证明 鱼分离蛋白质的等电点在５．０左右时符合
酸沉试验。而当ｐＨ值＞７．０时， 鱼加工下脚料分离蛋白的

溶解性随着ｐＨ值的增加而增加。

由试验测定并计算得， 鱼加工下脚料分离蛋白的吸水

性为１．４８ｍＬ／ｇ，吸油性为２．８ｍＬ／ｇ，乳化性为４０．５９％，乳化
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稳定性为５７．９７％。

３　结论

鱼加工下脚料分离蛋白提取的最佳工艺参数：料液比

为１∶１０（ｇ∶ｍＬ），提取液ｐＨ值１１．０、提取温度 ４０℃，提取
时间９０ｍｉｎ，在此条件下提取液中的蛋白质含量最高，为
０５３８。 鱼加工下脚料分离蛋白的等电点为 ５．２。添加
３０ｇ／Ｌβ－环糊精进行 鱼加工下脚料分离蛋白液脱腥效果

最好。 鱼加工下脚料分离蛋白得率为４２．１２％，蛋白质提
取率为７６．０％。 鱼加工下脚料分离蛋白质粉的溶解性在

ｐＨ值为５０时最小； 鱼加工下脚料分离蛋白粉的吸水性为

１．４８ｍＬ／ｇ，吸油性为２．８ｍＬ／ｇ，乳化性为４０．５９％，乳化稳定
性为５７．９７％。
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金枪鱼肉冷藏过程中理化特性的变化
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　　摘要：以新鲜金枪鱼为试材，通过分析４℃冷藏过程中金枪鱼肉 ｐＨ值、肌原纤维蛋白盐溶性、Ｃａ２＋ －ＡＴＰａｓｅ活
性、巯基含量和Ｋ值的变化规律，考察金枪鱼肉在冷藏过程中理化特性及新鲜度的变化情况。结果表明：在４℃冷藏
过程中，鱼肉ｐＨ值在冷藏后１ｄ下降，达到最低值６．７８，之后呈波动状上升趋势；肌原纤维蛋白盐溶性、Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ
活性、巯基含量均呈下降趋势，８ｄ后分别下降了２６．９０％、７５．１８％、２３．６７％，其中，Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性和巯基含量的
下降趋势相似；Ｋ值在前７ｄ基本呈稳定上升趋势，前４ｄ未超过２０％，８ｄ后超过５０％。
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　　金枪鱼属硬骨鱼纲鲈形目鲭科鱼类，生活在海洋中上层，
分布于太平洋、大西洋和印度洋的热带、亚热带和温带广阔水

域中，是大洋暖水性洄游鱼类。金枪鱼不但肉质柔嫩，口感上

佳，而且具有高蛋白、低脂肪和低能量的特点，是国际营养学

会推荐的三大营养鱼之一［１］。鱼肉蛋白质中氨基酸种类齐

全，包含人体所必需的８种氨基酸，同时，还含有大量的多不
饱和脂肪酸，ＤＨＡ的含量尤为突出，此外还含有多种维生素、
矿物质，是有益健康的海洋美味，深受消费者亲睐。近年来，

国内外学者对金枪鱼冻藏过程中品质变化的研究较多［２－５］，

而对冷藏过程中品质变化的研究较少。在常见的生食料理店

里，作为生鱼片进行销售的冻藏金枪鱼肉，在销售前通常会被

转入冷藏条件下进行解冻和贮藏，在冷藏过程中，金枪鱼肉会

发生一系列的品质变化。肌原纤维蛋白约占金枪鱼肉总蛋白

质含量的３０％～５０％，与鱼肉的品质特性有较大关联，是水
产品加工中主要的研究对象［６］。本研究以肌原纤维蛋白盐

溶性、Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性、巯基含量、鱼肉 ｐＨ值和 Ｋ值作为
指标，考察金枪鱼肉在冷藏过程中的理化特性及新鲜度的变

化情况，以期为金枪鱼的贮藏、加工和销售提供一定的参考

依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　试样及预处理　黄鳍金枪鱼：取 －６０℃冻藏黄鳍金
枪鱼背部肉，装入聚乙烯保鲜袋并密封，立即置于４℃冰箱中
冷藏。每隔２４ｈ取肉进行测定，每个指标重复测定３次。
１．１．２　主要仪器　ＸＨＦ－１型高速分散器：上海金达生化仪
器厂；ＧＬ－１２Ｂ型高速冷冻离心机：上海嘉鹏科技有限公司；
ＳＧ２型酸度计：梅特勒 －托利多国际贸易（上海）有限公司；
Ｔ６（新世纪）型紫外分光光度计：沈阳鑫科之杰实验仪器有限
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