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微波辅助酶法水解草鱼鱼鳞的工艺条件
*

曹光辉,黄 诚,尹 红,李永平
(吉首大学生物资源与环境科学学院, 湖南 吉首 416000)

摘 要:研究微波萃取技术对木瓜蛋白酶水解草鱼鱼鳞条件的影响, 探讨在一定的微波功率和辐射时间下, 酶用量、底

物浓度、酶解温度及酶解时间对水解度的影响 ,单因素试验确定较好的因素水平, 正交试验确定最佳提取工艺条件.结果表

明,在设定微波功率和辐射时间为 400 W 60 s 时,酶法水解草鱼鳞最佳工艺条件是:酶用量 5 g / L、底物浓度20%、酶解温度

60 和酶解时间 1 h.
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胶原蛋白是一种重要的功能性蛋白质,广泛应用于食品、医药、化妆品等行业. 鱼鳞中含有胶原蛋白,

其中含有大量的甘氨酸、脯氨酸、羥脯氨酸等. [ 1-2]微波萃取技术最大的特点是缩短萃取时间, 提高效率,节

约成本. [ 3]本实验利用微波辅助用木瓜蛋白酶水解鱼鳞提取水解产物, 有水解速度快、酶用量少及产品灰

分少等特点,可为鱼鳞胶原蛋白资源利用提供新思路.

1 材料与方法
1. 1 材料与试剂

草鱼鱼鳞, 吉首市砂子坳菜市场收集,经清洗、风干、冷藏备用;木瓜蛋白酶, 酶活力 400 000 u/ g, 广州

裕立宝生物科技有限公司出品.

1. 2 仪器与设备

主要仪器设备有: NJL07-3型实验微波炉(中国南京杰全微波设备有限公司) ; pHS-3D精密 pH 计(上

海精密科学仪器有限公司) ; LD4-2A 型低速离心机(北京医用离心机厂) ; RS-232精密电子天平(上海恒平

科学仪器有限公司) ; JJ-1精密电动搅拌机(江苏金坛荣华仪器制造有限公司) .

1. 3 试验方法

1. 3. 1实验流程 清洗并风干备用鱼鳞 鱼鳞前处理 洗涤 微波辅助酶水解 灭酶 过滤 滤液浓缩

测定水解度.

1. 3. 2操作要点 ( 1)鱼鳞前处理:新鲜草鱼鱼鳞经清洗并风干, 用 0. 5 mo l/ L EDTA 以 1 10的料液比

在 20 低温下浸泡脱钙4 h,再用0. 15 mol/ L NaC1溶液常温浸泡1 d,除去滤液,并用蒸馏水反复清洗至

无漂浮物,风干备用. ( 2)微波辅助酶水解: 将处理好的鱼鳞与木瓜蛋白酶按一定的料液比在不同微波功

率、微波水解时间下,中速搅拌,使鱼鳞与木瓜蛋白充分浸溶一定时间,然后在一定温度下继续水解一定时
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间后,经灭酶,滤液过滤浓缩, 测定其水解度.

1. 4 测定方法

样品总氮含量测定参照凯氏定氮法[ 1] , 氨基态氮含量测定参照甲醛-电位滴定法[ 4] .水解度用水解液

氨基态氮总量减去样品中氨基态氮含量占样品总氮含量减去样品中氨基态氮含量的百分数计算.

2 结果与讨论
2. 1 微波功率和辐射时间水解度的影响

称取 5份 50 g 经前处理的鱼鳞于烧瓶中, 加 500 mL 蒸馏水,加入木瓜蛋白酶(按 4 g/ L 比例)混合均

匀,用 0. 5 mol/ L 乙酸调节 pH 值 6. 0,分别在不同微波功率及辐射时间组合条件下水解, 取出后继续在

60 下水解 1 h, 经灭酶、过滤后,将滤液浓缩, 测定水解度.实验结果见表1.实验结果表明:微波功率和辐

射时间在 400 W 60 s水解度最高, 因此本实验确定微波功率和辐射时间为 400 W 60 s.

表 1 微波功率对水解度的影响

序号 1 2 3 4 5 6 7 8

功率/ W (时间/ s) 360( 80) 360( 120) 400( 60) 400( 80) 600( 50) 600( 60) 800( 30) 800( 40)

水解度/ % 18. 93 25. 68 36. 15 34. 48 31. 85 30. 08 29. 23 28. 42

2. 2 酶用量对水解度的影响

称取 5份 50 g 经前处理的鱼鳞于烧瓶中, 加 500 mL 蒸馏水,分别按 2, 3, 4, 5, 6 g / L 比例加入木瓜蛋

白酶混合均匀,用 0. 5 mol/ L 乙酸调节 pH 值 6. 0, 在400 W/ 60 s条件下水解,取出后继续在60 下水解

1 h,经灭酶、过滤后, 浓缩滤液,测定水解度,结果如图 1所示.实验结果表明:酶用量 4~ 6 g/ L 为宜.

2. 3 底物浓度对水解度的影响

分别称取 50, 75, 100, 125, 150 g 经前处理的鱼鳞于烧瓶中,加 500 mL 蒸馏水, 按 4 g/ L 比例加入木

瓜蛋白酶混合均匀, 用 0. 5 mo l/ L 乙酸调节 pH 值 6. 0,在微波 400 W 60 s下水解, 取出后继续在 60 下

水解 1 h,经灭酶、过滤后,浓缩滤液,测定水解度,结果如图 2所示.实验结果表明:底物质量分数在20%~

30%较好.

图 1 酶用量对水解度的影响 图 2 底物质量分数对水解度的影响

2. 4 水解温度对水解度的影响

称取 5份 50 g 经前处理的鱼鳞于烧瓶中, 加 500 mL 蒸馏水, 按 4 g / L 用量加入木瓜蛋白酶混合均

匀, 用0. 5 mo l/ L 乙酸调节pH 值 6. 0,在400 W 60 s条件下水解,取出后再分别在40, 50, 60, 70 下水解

1 h,经灭酶、过滤后, 浓缩滤液,测定水解度,结果如图 3所示.实验结果表明:水解温度在 60~ 65 较好.

2. 5 水解时间对水解度的影响

称取 5份 50 g 经前处理的鱼鳞于烧瓶中, 加 500 mL 蒸馏水, 按 4 g / L 用量加入木瓜蛋白酶混合均

匀, 用 0. 5 mol/ L 乙酸调节 pH 值 6. 0,在微波400 W 60 s下水解,取出后继续在 60 下分别水解 1, 2, 3,

4 h,经灭酶、过滤后, 浓缩滤液, 测定水解度, 结果如图 4 所示. 实验结果表明: 水解时间在 1~ 2 h 左

右较好.
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图 3 水解温度对水解度的影响 图 4 水解时间对水解度的影响

2. 6最佳工艺条件组合实验

为进一步优化工艺,设定微波功率及微波处理时间为 400 W 60 s,分别选择酶用量 3, 4, 5 g/ L,底物浓

度20%, 25% , 30% ,水解温度50, 60, 70 ,水解时间 1, 2, 3 h这 3个水平进行正交试验 L 9 ( 3
4
) .因素水平

表见表 2,正交试验设计及结果见表 3.

极差大小表明因素对指标的影响程度,从表 3可知,实验中各因素影响水解度主次顺序为底物质量分

数、水解时间、水解温度、酶用量,因素最佳水平组合为 A 2B1C2D1 .

表 2 因素水平表

水平
因素

A(酶用量) / ( g L - 1 ) B(底物质量分数) / % C(温度) / D(时间) / h

1 4 20 50 1

2 5 25 60 2

3 6 30 70 3

表 3 L9 ( 34 )正交试验结果

序号
因素

A B C D
水解度/ %

1 1 1 1 1 32. 15

2 1 2 2 2 35. 42

3 1 3 3 3 31. 02

4 2 1 2 3 36. 15

5 2 2 3 1 29. 08

6 2 3 1 2 29. 47

7 3 1 3 2 18. 79

8 3 2 1 3 35. 63

9 3 3 2 1 33. 12

K 1 92. 25 103. 93 80. 41 100. 69

K 2 101. 04 83. 29 98. 35 92. 18

K 3 87. 54 93. 61 96. 34 82. 23

K 1 / 3 30. 75 34. 64 26. 80 33. 56

K 2 / 3 33. 68 27. 76 32. 78 30. 72

K 3 / 3 29. 18 31. 20 32. 11 27. 41

R 4. 50 6. 88 5. 98 6. 15

3 结论
酶法水解草鱼鳞最佳工艺条件是: 微波功率及辐射时间 400 W 60 s;酶用量 5 g/ L ; 底物质量分数

20% ;水解温度 60 ;水解时间 1 h.
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Conditions of Microwave-Assisted hydrolization of

Grass Carp Scale with Papain

CAO Guang-hui, HU ANG Cheng, YIN Hong, LI Yong-ping
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Abstract: The impact of microw ave ext ract ion technique on papain hydro lyzing g rass carp scale is invest-i

g ated. Under certain condit ions of microw ave pow er and m icrow ave radiat ion t ime, how enzyme dosage,

subst rate concentrat ion, enzyme temperature and t ime influence deg ree of hydroly sis is discussed. T he

best ex tr act ion process conditions are determined by preferable level of factor w hich is decided by univar-i

ate test as w ell as orthogonal experiment . T he r esults show that the best technolo gical condit ions of en-

zyme hydoly zing grass carp scale are: papain do sage, 5 g / L , subst rate concentrat ion, 20% , enzyme temper-

ature, 60 , enzyme t ime, 1 hour w hen micr ow ave pow er is 400 W and microw ave r adiat ion t ime is 60 s.

Key words: Microw ave-Assisted; enzyme hydro lization; scale; papain
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Abstract: LiNi1/ 3Co1/ 3Mn1/ 3O 2 was synthesized by high temperature so lid state method, and AlPO 4-coated

LiNi1/ 3Co1/ 3Mn1/ 3O 2 was pr epared by so-l gel using LiNi1/ 3Co1/ 3Mn1/ 3O2 , Al( NO 3 ) 3 9H 2O and H 3PO 4 as

raw material. The micro st ructur e, surface mor pholog y and elect rochemical properties w ere characterized

by various elect rochemical methods in combinat ion w ith X-ray diff ract ion ( XRD) and scanning elect ron

micro scope ( SEM ) . Results show that amorphous AlPO 4 is co ated on the surface in AlPO 4-coated LiNi1/ 3

Co 1/ 3Mn1/ 3O2 . AlPO4 can minimize the side react ion betw een elect rode and electr olyte so lut ion, reduce

the surface film impedance and charg e t ransferring impedance, and increase the diffusion vecocity of lith-i

um ion. Thus, the cycling performance and rate performance o f L iNi1/ 3 Co1/ 3Mn1/ 3O 2 are g reat ly improved.

Key words: LiNi1/ 3Co1/ 3Mn1/ 3O 2 ; AlPO4 ; co at ing
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