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鸡肉蛋白钙离子螯合肽酶解工艺的优化研究 
 

魏新颜，苏国万，孙为正 

（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510641） 

摘要：本文研究了不同酶解工艺条件对鸡肉蛋白酶解产物钙螯合力的影响。研究了木瓜蛋白酶酶解时间对钙螯合力的影响，结

果表明酶解时间在 3 h 时，酶解产物有最大钙螯合力。对比了木瓜蛋白酶单酶酶解，木瓜蛋白酶、风味蛋白酶双酶同步酶解，及双酶

分步酶解三种酶解方式，发现风味蛋白酶的加入有助于提高产物钙螯合力，且分步酶解法的对产物螯合力提升效果优于同步酶解。针

对双酶分步酶解法，研究了木瓜蛋白酶酶解时间、风味蛋白酶酶解时间、木瓜蛋白酶添加量、风味蛋白酶添加量四个因素对酶解产物

钙螯合力的影响，并以木瓜蛋白酶酶解时间、木瓜蛋白酶添加量、风味蛋白酶添加量为自变量，酶解产物的钙螯合力为响应值，设计

了三因素三水平响应面实验，得到最佳酶解工艺条件为：木瓜酶酶解时间定为 3.5 h，风味蛋白酶酶解时间为 2.84 h，风味蛋白酶添加

量为 0.18%。在该条件下酶解产物含有较多的酸性氨基酸及碱性氨基酸，有利于螯合反应的发生。 
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Abstract: In this work, the effects of enzymatic hydrolysis conditions on the calcium chelation of their hydrolysates were investigated. 

Results showed that the maximum chelation force was obtained at the enzymatic hydrolysis time of 3 h with papain. The chelation forces of 

hydrolysates prepared by one-step and two-step enzymatic hydrolysis with papain and flavor enzyme were compared. Results showed that 

addition of flavor enzyme could improve the calcium chelation of hydrolysates and two-step enzymatic hydrolysis was better than one-step 

enzymatic hydrolysis. For two-step enzymatic hydrolysis, the effects of the hydrolysis time and enzyme amount on the chelation force were 

evaluated. The papain enzymatic hydrolysis time, the amounts of papain and flavor enzyme were selected as independent variables, and the 

calcium chelation force was selected as the response value. The three-factor and three-level response surface experiments were designed. The 

optimal enzymatic hydrolysis conditions were as follows: the papain enzymatic hydrolysis time of 3.5 h, the flavor enzyme hydrolysis time of 

2.84 h, flavor enzyme amount was 0.18%. The amino acid analysis of the hydrolysate obtained by the optimized conditions showed that there 

were more acidic amino acids and basic amino acids, which was helpful to the chelation reaction. 
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钙是人体必需的营养素，约占体重的 1.5%~2.2%，

对骨骼的强度起到重要作用[1]。人体可用的钙的最常

见形式是离子钙，例如碳酸钙，乳酸钙和葡萄糖酸钙
[2]。离子钙的缺点是它易于在碱性肠环境中形成钙沉

淀，导致膳食钙的吸收和生物利用度严重降低[3]。此 
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与营养 

外，过量摄入碳酸钙可能会导致胃肠道副作用，包括

便秘，产生气体，导致胃肠胀气和腹胀[4]。氨基酸螯

合钙和肽螯合钙在消化时保持可溶且为电中性，可弥

补离子钙的缺点。螯合物中钙的吸收取决于配体，与

氨基酸相比，肽的吸收具有各种优点，如耗量少，运

输速度快，以及载体不易饱和等[5]。研究表明酪蛋白

磷酸肽（CPPs）可与钙形成稳定的可溶性螯合物，有

效促进钙吸收[6]。因此，肽螯合钙是人体补充钙的有

效添加物，可用来改善人体胃肠道中的钙吸收。 
根据国家统计局数据，我国蛋鸡存栏量大，2018

年约有 11 亿只，每年产生大量淘汰蛋鸡。淘汰蛋鸡由

于产蛋需要及饲养时间长，其结缔组织含量较高导致
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肉质老化、缺乏嫩度，加工性能较差[7]。因此，提高

淘汰蛋鸡的附加值，对其进行精深加工，对于该行业

的发展具有重要意义。淘汰蛋鸡蛋白质含量高，约为

16%。生物酶解技术是低值蛋白资源精深加工的有效

手段之一[8]，利用该技术可制备生物活性肽，提高低

值蛋白资源的附加值。 
因此，本文以江西白羽鸡淘汰蛋鸡为原料，利用

木瓜蛋白酶、风味蛋白酶对鸡肉进行酶解，研究了在

不同酶解工艺下所得产物钙螯合力的变化规律，为淘

汰蛋鸡制备肽钙螯合物提供方法指导，为淘汰蛋鸡综

合利用和精深加工提供新的途径。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

实验原料淘汰蛋鸡（江西白羽鸡）为广东温氏食

品集团股份有限公司提供。 

1.2  试剂与设备 

1.2.1  试剂 
商业用蛋白酶：木瓜蛋白酶、风味蛋白酶均购于

广西南宁庞博生物工程有限公司。常规化学试剂均为

分析纯。 

1.2.2  主要仪器设备 
MM12 型绞肉机，广东省韶关食品机械厂；

KND-103F 型蛋白质测定仪，上海纤检器厂；SHA-C
水浴恒温振荡器，江苏省金坛市农仪器有限公司；

AL204 电子分析天平，瑞士 METTLER TOLEDO 公

司；3-18K 高速冷冻离心机，美国 Sigma 公司；数显

型 pH 计，瑞士 METTLER TOLEDO 公司；全自动氨

基酸分析仪 L8900，日本日立。 

1.3  实验方法 

1.3.1  原材料的处理 
剔除鸡的内脏、皮、脂肪及骨头后绞成肉糜，分

装成每份 100 g 冷冻待用，用之前在流动水下解冻。 
1.3.2  单酶酶解鸡肉蛋白 

按肉水质量比 1：2 将鸡肉与去离子水混合，木瓜

蛋白酶添加量 0.3% (W/W)，在 55 ℃下分别酶解 1、2、
3、4、5、6 h，酶解后煮沸 10 min 灭酶，酶解液经离

心、过滤后即为鸡肉蛋白酶解物。 

1.3.3  双酶同步和分步酶解鸡肉蛋白 
双酶同步酶解：酶添加量为：木瓜蛋白酶 0.3%

（W/W）、风味蛋白酶 0.2%（W/W），其余条件同 1.3.2。 
双酶分步酶解：木瓜蛋白酶添加量 0.3%（W/W），

在55 ℃下酶解3 h后调节pH至7.0，加入0.2%（W/W）

风味蛋白酶，55 ℃下酶解 3 h，其余条件同 1.3.2。 

1.3.4  双酶分步酶解单因素试验 
木瓜蛋白酶酶解时间：选择酶解时间为 1、2、3、

4、5 h 进行单因素试验，木瓜蛋白酶酶解后加入 0.2%
（W/W）风味蛋白酶酶，55 ℃下酶解 3 h，其余条件

同 1.3.3 中双酶分步酶解。 
风味蛋白酶酶解时间：木瓜蛋白酶添加量 0.3%

（W/W），在 55 ℃下酶解 3 h 后，选择风味蛋白酶酶

解时间为 1、2、3、4、5 h 进行单因素试验，其余条

件同 1.3.3 中双酶分步酶解。 
木瓜蛋白酶添加量：按木瓜蛋白酶添加量 0.1%、

0.2%、0.3%、0.4%、0.5%（W/W）进行单因素试验，

之后加入 0.2%（W/W）风味蛋白酶，55 ℃下酶解 3 h，
其余条件同 1.3.3 中双酶分步酶解。 

风味蛋白酶添加量：木瓜蛋白酶添加量 0.3%
（W/W），在 55 ℃下酶解 3 h 后，按风味蛋白酶添加

量 0.1%、0.15%、0.2%、0.25%、0.3%（W/W）进行

单因素试验，其余条件同 1.3.3 中双酶分步酶解。 
1.3.5  响应面法实验设计 

以木瓜蛋白酶酶解时间以及风味蛋白酶的酶解时

间和添加量为自变量，设计三因素三水平响应面实验，

实验设计表如表 1。 
表1 响应面实验设计 

Table 1 Box-Behnken design 

编码 因素 
水平 

-1 0 1 

A 木瓜酶时间/h 2.5 3 3.5

B 风味蛋白酶时间/h 2.5 3 3.5

C 风味蛋白酶量/% 0.15 0.2 0.25

1.3.6  钙离子螯合能力的测定 
经不同条件处理得到的酶解液，经凯氏定氮法确

定蛋白含量后，用去离子水稀释至浓度为 10 mg 
pro/mL。取 5 mL 酶解液稀释液，加入氯化钙使得蛋

白：钙质量比为 1:1。将反应液充分混匀，在 55 ℃水

浴 1 h。取出后冷却至室温，向其中加入 45 mL 无水

乙醇，充分混匀后静置 3 h。于 4 ℃，8000 r/min 下离

心 20 min。离心得到的沉淀，经去离子水复溶后，用

GB 5009.92-2016 食品中钙的测定中 EDTA 滴定法测

定螯合物钙离子含量。结果用每克蛋白上螯合的钙毫

克数表示，即 mg/g 蛋白。 

1.3.7  水解度的测定 
采用甲醛电位滴定法测定鸡肉蛋白酶解产物中的

游离氨态氮含量： 
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- 100%= ×
酶解产物氨态氮含量 空白游离氨态氮含量

水解度
原料总氮含量

 

1.3.8  氨基酸分析[9] 
样品中总氨基酸分析参照 Speckann 等方法：将

样品酸解后采用 HPLC 分析（测定色氨酸用碱解法）。

检测条件：美国 Waters 高效液相色谱，PICO TAG 氨

基酸分析柱，温度 38 ℃，流速 1 mL/min，检测波长

254 nm。 

1.4  数据处理 

单因素方差分析采用 SPSS 21 软件的 one-way 
ANOVA（SPSS Inc，Chicago，IL，USA）统计分析

软件进行数据分析。用最小二乘法比较三组实验均值

在（p<0.05）水平上是否存在显著性差异。所有数据

均表示为平均值±标准偏差（X±SD）。 

2  结果与讨论 

2.1  木瓜蛋白酶酶解时间对钙离子螯合力的

影响 

 
图1 木瓜蛋白酶酶解时间对钙螯合力的影响 

Fig.1 Effect of enzymatic hydrolysis time of papain on calcium 

chelation 

由图 1 可知，随着木瓜蛋白酶酶解时间的延长，

酶解产物的水解度逐渐升高，而钙螯合力呈先增大后

减小的趋势，并在 3 h 时有最大钙螯合力（38.91 mg/g
蛋白）。酶解过程中鸡肉蛋白被降解成多肽，多肽会被

进一步降解成更小分子的肽和氨基酸。在酶解前 3 h，
随着酶解过程的进行，鸡肉蛋白被转化为多肽，暴露

出更多的钙螯合活性位点，因此酶解液整体的螯合能

力有所提升[10]。但随着酶解时间的延长，多肽进一步

被降解为分子量更小的多肽、寡肽和氨基酸。刘凤茹
[10]在研究木瓜蛋白酶水解时间对麦胚蛋白酶解产物

钙螯合力的影响时，也发现了类似的现象，在水解的

5 h 内，随着水解时间增长，产物的水解度逐渐增大，

而产物的钙螯合力在水解 1 h 时达到最大，后逐渐下

降。研究表明，由于肽链中的羰基与亚氨基也可能参

与肽钙螯合反应，多肽的钙离子螯合能力要比氨基酸

更强[11]。因此，产物的钙离子螯合能力在酶解后期反

而下降。研究表明，蛋白肽的钙螯合力与水解度并非

正相关的关系，会随着水解度的增加，先增大而后减

小[11]。 

2.2  木瓜蛋白酶与风味蛋白酶同步及分步酶

解对钙离子螯合力的影响 

表2 双酶同步酶解及分步酶解对钙螯合力的影响 

Table 2 Effect of one-step enzymatic hydrolysis andtwo- step 

enzymatic hydrolysis on calcium chelation 

酶解条件 木瓜蛋白酶 
单酶酶解 

双酶 
同步酶解 

双酶 
分步酶解

钙螯合能力/
(mg/g pro) 38.91±0.23 47.74±0.37 58.21±0.60

表 2 是木瓜蛋白酶单酶酶解 3 h、木瓜蛋白酶和风

味蛋白酶同步酶解 3 h、木瓜蛋白酶酶和风味蛋白酶分

步各酶解3 h三种酶解方式所得产物钙螯合力的对比。

由表 2 可知，对比木瓜蛋白酶单酶酶解法，加入风味

蛋白酶后，所得产物的钙螯合力均有提升，同步酶解

法的产物钙螯合力为 47.74 mg/g 蛋白，提升率为

22.68%；双酶分步酶解法产物钙螯合力为 58.21 mg/g
蛋白，提升率为 49.60%。木瓜蛋白酶是一种内切酶，

当作用于鸡肉蛋白将其酶解成多肽，而在此过程中，

蛋白内部的天然疏水基团暴露。 
在氨基酸螯合盐理论中，以二价阳离子与给电子

体的-NH2 形成配位键，同时又与给电子体的-COOH
中的氧原子构成离子键，金属离子和氨基酸之间通过

这两种作用使螯合物形成五元环或六元环[12]。多肽的

钙离子螯合能力，与其酸性或者碱性的基团有关。当

多肽表面疏水性基团较多时，一是不利于多肽溶解，

二是过多的疏水性基团阻碍了钙与-COOH、-NH 基团

发生反应。风味蛋白酶是一种外切酶，在食品工业中，

常被用于蛋白酶解液的脱苦。风味蛋白酶作用于肽链

末端，剪去含疏水性基团的氨基酸，达到降低苦味的

目的，提高产品风味的目的[13]。利用风味蛋白酶的上

述作用，有利于螯合反应的发生。 
对比同步酶解和分步酶解，分步酶解的钙螯合力

更强。这可能是由于内切酶和外切酶同时存在时，由

于空间位阻外切酶不能很好地发挥作用[14]。此外，风

味蛋白酶和木瓜蛋白酶对于鸡肉酶解的最适pH不同，

同步酶解无法保证双酶都在最佳 pH。 
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2.3  分步酶解中酶的添加量及酶解时间对钙

离子螯合力的影响 

2.3.1  木瓜蛋白酶酶解时间对螯合力的影响 
由图 2 可知，随着木瓜蛋白酶酶解时间的延长，

水解度逐渐升高，在 3 h 时达到 18.49%，之后水解度

增速变缓，在 5 h 时达到 20.23%。对于产物的钙螯合

力，在前 3 h，随着水解度的增加，酶解液的钙螯合力

逐渐增加，在 3 h 时达到最大值 59.76 mg/g 蛋白，随

后开始下降，这和之前木瓜蛋白酶单酶酶解的规律类

似。相比于木瓜蛋白酶单酶酶解，风味蛋白酶的加入，

整体钙离子螯合能力都有提升。 

 
图2 木瓜蛋白酶酶解时间对钙螯合力的影响 

Fig.2 Effect of enzymatic hydrolysis time of papain on calcium 

chelation 

2.3.2  风味蛋白酶酶解时间对螯合力的影响 

 
图3 风味蛋白酶酶解时间对钙螯合力的影响 

Fig.3 Effect of enzymatic hydrolysis time of flavourzyme on 

calcium chelation 

由图 3 可知，随着风味蛋白酶酶解时间的延长，

酶解产物的水解度逐渐升高，在 5 h 时达到 19.79%。

而钙螯合力呈先增大后减小的趋势，在 3 h 时有最大

值 59.43 mg/g 蛋白。酶解前 3 h，风味蛋白酶的加入

可切去肽链末端疏水性基团，使得亲水的羧基和羰基

更多暴露，有利于多肽钙离子发生螯合反应。但随着

酶解时间延长，多肽逐渐被降解为寡肽和氨基酸，不

利于钙螯合反应的发生。 
2.3.3  木瓜蛋白酶酶添加量对螯合力的影响 

 
图4 木瓜酶添加量对钙螯合力的影响 

Fig.4 Effect of papain addition on calcium chelation 
由图 4 可知，随着木瓜蛋白酶添加量的增加，水

解度逐渐上升，当木瓜蛋白酶添加量为 0.3%时，水解

度为 19.45%，继续增加木瓜蛋白酶添加量至 0.5%，

水解度为 20.84%，增大木瓜蛋白酶添加量对水解度带

来的提升并不明显，这与之前的研究结论相似[15]。 
对于产物的钙螯合力，随着木瓜酶添加量的增加，

酶解产物的钙离子螯合能力逐渐增大，当添加量为

0.3%时，螯合力为 58.03 mg/g 蛋白，继续增加木瓜蛋

白酶添加量至 0.5%，螯合力为 58.67 mg/g 蛋白。考虑

到木瓜酶添加量的增加对于钙螯合力的提升不明显，

以及在实际生产过程中的成本因素，后续实验直接将

木瓜蛋白酶添加量控制在 0.3%。 
2.3.4  风味蛋白酶酶解时间对螯合力的影响 

 
图5 木瓜酶添加量对钙螯合力的影响 

Fig.5 Effect of flavourzyme addition on calcium chelation 
由图 5 可知，随着风味蛋白酶添加量的增加，酶

解产物的水解度逐渐升高，当风味蛋白酶添加量为

0.3%，产物水解度为 22.63%。风味蛋白酶作为一种外

切酶，对于大分子蛋白的酶解效果并不理想。但经过

木瓜蛋白酶预酶解，大分子蛋白得到一定的降解，提

升了风味蛋白酶作用效果。 
对于产物的钙螯合力，在风味酶添加量 0.2%时达

到最大值 59.09 mg/g 蛋白，继续增加风味酶添加量，
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螯合力反而下降。该现象可能也与前述酶解产物中氨

基酸含量过大时，产物的钙螯合力反而后下降的论证

有关，过多的风味酶添加，给产物中带来了过多的氨

基酸，反而不利于螯合反应的发生。 

2.4  响应面法优化酶解工艺 

因木瓜蛋白酶添加量的增加对于钙螯合力提升效

果不明显，故将木瓜蛋白酶添加量固定在 0.3%。以木

瓜蛋白酶酶解时间、风味蛋白酶酶解时间、风味蛋白

酶添加量 3 个因素为自变量，以钙螯合力作为响应值，

设计了三因素三水平实验。实验结果如表 3 所示。 
对数据进行二次多元回归拟合，得到酶解产物的

钙螯合力（Y）与自变量木瓜蛋白酶酶解时间（A）、

风味蛋白酶酶解时间（B）、风味蛋白酶添加量（C）
之间的二次项回归方程：Y=59.38+1.97A-1.51B-1.54C- 
1.60AB-1.91A+ 0.44BC-4.10A2 -5.15B2-4.34C2。 

回归方程模型的方差分析及显著性分析结果见表

4。从表 4 可知，回归方程的模型 P=0.0003，说明回

归方程模型具有显著性。失拟项 p=0.06661，差异不

显著，说明模型拟合程度良好。一次项和二次项均显

著；交互项 AB（p=0.0570），BC（p=0.5540）不显著，

AC（P=0.0297）显著。 
R2=0.9654，R2（Adj）=0.9209，表明模型能解释

92.09%的响应值，回归方程可较好的解释各因素与响

应值之间的真实关系。信噪比为 11.227，说明模型的

拟合度和可信度较好，可用此模型预测和优化实验结

果。 
表3 Box-Behnken实验设计及结果 

Table 3 Box-Behnken design arrangement and experimental 

results 

实验

序号

A 木瓜酶

时间/h 
B 风味蛋 
白酶时间/h 

C 风味蛋白 
酶添加量/% 

钙螯合力
/(mg/g pro)

1 1 -1 0 55.19 

2 1 0 -1 57.80 

3 0 0 0 58.94 

4 0 1 -1 49.00 

5 -1 -1 0 49.05 

6 0 0 0 58.37 

7 1 0 1 48.98 

8 0 1 1 48.71 

9 1 1 0 48.00 

10 -1 0 -1 49.05 

11 0 -1 1 49.90 

12 -1 1 0 48.26 

13 -1 0 1 47.89 

14 0 0 0 60.53 

15 0 -1 -1 51.94 

16 0 0 0 59.76 
17 0 0 0 59.29 

 

表 4 响应面回归模型方差分析表 

Table 4 ANOVA for response surface regression model 

方差来源 平方和 自由度 均方差 F 值 p 值 

模型 385.96 9.00 42.88 21.71 0.0003 显著 

A 30.90 1.00 30.90 15.64 0.0055 

B 18.36 1.00 18.36 9.29 0.0186 

C 18.92 1.00 18.92 9.57 0.0175 

AB 10.23 1.00 10.23 5.18 0.0570 

AC 14.64 1.00 14.64 7.41 0.0297 

BC 0.76 1.00 0.76 0.39 0.5540 

A2 70.92 1.00 70.92 35.89 0.0005 

B2 111.53 1.00 111.53 56.45 0.0001 

C2 79.32 1.00 79.32 40.15 0.0004 

残差 13.83 7.00 1.98 

失拟项 11.14 3.00 3.71 5.53 0.0661 不显著 

纯误差 2.69 4.00 0.67 

总和 399.79 16.00 

2.5  最优条件验证 

响应面法优化得到最优条件为：木瓜蛋白酶酶解

时间定为 3.5 h，风味蛋白酶酶解时间为 2.84 h，风味

蛋白酶添加量为 0.18%，在此条件下酶解产物的钙螯

合力为 59.64±1.04 mg/g 蛋白，与预测值 62.45 mg/g 蛋
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白接近。 

2.6  氨基酸分析 

表5 酶解液的氨基酸分析 

Table 5 Amino acid analysis of enzymatic hydrolysate 

氨基酸 含量 
/(g/100 g pro) 氨基酸 含量 

/(g/100 g pro)

天冬氨 

酸 Asp 
5.41 异亮氨酸 Ile 2.64 

苏氨酸 Thr 2.57 亮氨酸 Leu 4.31 

丝氨酸 Ser 2.16 酪氨酸 Tyr 1.84 

谷氨酸 Glu 6.49 苯丙氨酸 Phe 2.17 

甘氨酸 Gly 2.02 组氨酸 His 2.56 

丙氨酸 Ala 3.04 赖氨酸 Lys 4.78 

半胱氨 
酸(Cys)2 

0.87 精氨酸 Arg 38.31 

缬氨酸 Val 2.69 脯氨酸 Pro 3.04 

蛋氨酸 Met 1.30 色氨酸 Trp 2.12 

酸性氨基酸 11.90 碱性氨基酸 45.65 

表 5 是经过优化后的酶解产物的氨基酸分析，有

表可知其含有较多的酸性氨基酸 Lys、Arg、His（11.90 
g/100 g pro）及碱性氨基酸 Asp、Glu、His（45.65 g/g 
pro）。Jamalian 等[16]研究发现 Glu、Asp 残基有利于金

属离子的配位结合。Huang 等[17]筛选出 Glu-Gly 和

Phe-Asp 两种高钙离子螯合能力的肽。 

3  结论 

研究了木瓜蛋白酶酶解鸡肉时间对水解物钙离子

螯合能力的影响，发现鸡肉蛋白肽在酶解 3 h 时有最

大钙螯合力。对比了木瓜蛋白酶单酶酶解，木瓜蛋白

酶、风味蛋白酶双酶同步酶解，以及双酶分步酶解三

种方法对酶解产物钙螯合力的影响，发现风味蛋白酶

的加入能提升钙螯合力，而双酶分步酶解所得产物的

钙螯合力大于同步酶解。通过响应面优化得到最佳酶

解工艺条件为：木瓜蛋白酶酶解时间 3.5 h，风味蛋白

酶酶解时间 2.84 h，风味蛋白酶添加量 0.18%。此条

件下酶解产物含有较多的酸性氨基酸及碱性氨基酸，

有利于钙螯合反应的发生。 
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