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响应面法优化罗非鱼肉内源酶酶解工艺 
 

刘石生，林志锋，周国英，徐献兵 

（海南大学食品学院，热带生物资源教育部重点实验室，海南海口 570228） 

摘要：为促进罗非鱼加工下脚料的利用，用响应面方法研究了pH值、时间、温度三条件对内源酶酶解罗非鱼肉蛋白的影响，建

立了拟合良好的回归方程。最优水解条件为温度58.0 ℃，pH 7.49，时间5.83 h，水解度最大值为7.4689%。 
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Abstract: The effects of pH value, time, and temperature on hydrolysis of tilapia protein by endogenous enzymes were studied with response 

surface methods for the full ultilization of the by-product of tilapia procession. The optimized conditions were determined as follows: pH 7.49, 

temperature 58.0 ℃, and time 5.83 h, under which the hydrolysis degree (HD) reached the highest value of 7.4689%.  
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罗非鱼是我国海南、广东优势水产养殖、出口品

种，主要用于加工成罗非鱼片出口，其加工下脚料含

有丰富的蛋白，目前主要用于生产鱼粉等产品用于饲

料制造，也有研究将其开发为食品。在罗非鱼下脚料

的高值化加工中，蛋白的提取和利用是关键的一环，

相关研究人员采用发酵、酶水解等方法利用其蛋白质
[1,2]。在水提取、酶水解过程中，都不可避免涉及鱼下

脚料中内脏中内源酶对加工过程的影响。因此，研究

鱼体内脏中内源酶对鱼肉的水解特性对鱼肉及下脚料

蛋白的水解工艺有一定的指导作用。本文采用响应面

法研究了罗非鱼内脏内源酶酶解罗非鱼肉特性，获得

酶解的最佳条件。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 
原料：市售罗非鱼。其余试剂为分析纯。 
数显恒温水浴锅 HH—4（常州市华普达教学仪器

有限公司），电热鼓风干燥箱 DHG-9123A 型（上海 
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恒科技有限公司），梅特勒-托利多 DELTA320 pH 计

（梅特勒—托利多仪器（上海）有限公司），电子天

平 AL204（梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司），85-1
恒温磁力搅拌器（金坛市富华仪器有限公司），台式离

心机 TGL-16B（湖南凯达科学仪器有限公司）。 
1.2  实验方法 

氨基态氮测定：甲醇滴定法[3] 
水解度定义[4]：HD=水解液中总氨基态氮/样品中

总氮含量×100% 
1.3  试验工艺 

新鲜罗非鱼，取内脏，匀浆，待用。 
新鲜罗非鱼肉→切块→绞碎→加水匀浆（或缓冲液调节

pH）→加内脏混匀→水解→取样→离心→水解液→测水解度。 

1.4  试验设计与数据处理 
Minitab 14.0 软件。 

2  结果及讨论 

主要考察试验时间、温度、pH 值 3 个主要因素。 
2.1  时间对水解度的影响结果 

在温度为 55 ℃，料液比为 1:3，pH 7.0 条件下水

解，水解度随水解时间变化结果如图 1。 
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图1 时间对水解度的影响 

Fig.1 Effect of time on hydrolysis degree of tilapia protein 

由图 1 可知，水解度随着时间的变化不断的增加，

在水解前期 0.5~4 h 内水解度变化较快，在 4 h 后期变

化较缓慢。 
2.2  温度对水解度的影响 

在 pH 7.0，料液比 1:3 条件下水解 4 h，水解度随

水解温度变化结果如图 2。 

 
图2 温度对水解度的影响 

Fig.2 Effect of temperature on hydrolysis degree of tilapia protein 

由图 2 可知，55 ℃时水解度最高，最接近最适酶

解温度。 
2.3  pH 对水解度的影响 

 
图3 pH对水解度的影响 

Fig.3 Effect of pH on hydrolysis degree of tilapia protein 

在温度为 55 ℃，料液比 1:3 条件下水解 4 h，水

解度随水解pH变化结果如图3。由图3可知，在pH 7.0

时，水解度最大，因此酶的最适酸碱度为 7.0 左右。

同时，在 pH 6.0~8.0 范围内水解度均保持于较好的水

平，表明内源酶的 pH 适应范围较广，可能与内源酶

中酶的种类较复杂有关。 

3  响应面分析 

3.1  回归模型的建立 
以水解温度、pH 和时间为自变量，用 minitab 14.0

软件设计出试验方案并对试验结果进行分析，试验方

案见表 1，结果见表 2。 
表1 响应面试验因素水平表 

Table 1 Factors and levels of response surface experiment 

水平 X1(温度/℃) X2(pH） X3(时间/h)

1.68 67 8.7 6.7 

1 60 8 6 

0 50 7 5 

-1 40 6 4 
-1.68 33 5.3 3.3 

表2响应面试验结果 

Table 2 Results of response surface experiment 

编号 X1 X2 X3 HD 测定值(%) 

1 -1 1 -1 4.667 

2 0 0 0 6.981 

3 0 0 0 6.866 

4 1.68 0 0 6.789 

5 0 0 0 6.895 

6 -1.68 0 0 5.493 

7 0 0 1.68 7.310 

8 1 1 -1 6.493 

9 0 0 0 7.010 

10 0 0 0 6.952 

11 -1 -1 1 6.636 

12 0 1.68 0 7.125 

13 0 0 -1.68 4.679 

14 -1 1 1 6.177 

15 1 1 1 7.057 

16 -1 -1 -1 4.964 

17 0 0 0 6.952 

18 0 -1.68 0 5.430 

19 1 -1 1 7.217 
20 1 -1 -1 5.487 

将试验数据输入计算机可得回归模型方程： 
Y=6.9427+0.7377X1+0.3621X2+0.1.2192X3-0.8023

X1
2-0.6665X2

2-0.9491X3
2 +0.5666X1*X2 -0.3137X1*X3 
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-0.4694X2*X3，R=0.93。 
3.2  回归模型检验 

F 检验反映的是回归模型的有效性，t 检验是对回

归模型的系数进行显著性检验，结果如表 3、表 4。 
表3 回归模型方差分析 

Table 3 Variance analysis of regression model 

方差来源 自由度 平方和 均方和 F P 

回归模型 9 14.0861 1.56513 15.60 0.000

一次项 3 10.4377 3.47925 34.68 0.000

平方项 3 3.0086 1.00287 10.00 0.002

交互项 3 0.6398 0.21326 2.13 0.160

残差 10 1.0032 0.10032   

失拟检验 5 0.9889 0.19778 69.13 0.000

纯误差 5 0.0143 0.00286   
总方差 19 15.0893    

表4 回归模型中回归系数 

Table 4 Parameters of regression model 

变量 系数 标准误差 T P（Std）

Constant 6.9427 0.1292 53.744 0.000 

X1(温度) 0.7377 0.1441 5.118 0.000 

X2(pH) 0.3621 0.1441 2.512 0.031 

X3(时间) 1.2192 0.1441 8.458 0.000 

X1
2 -0.8023 0.2360 -3.400 0.007 

X2
2 -0.6665 0.2360 -2.824 0.018 

X3
2 -0.9491 0.2360 -4.022 0.002 

X1*X2 0.5666 0.3167 1.789 0.104 

X1*X3 -0.3137 0.3167 -0.990 0.345 
X2*X3 -0.4694 0.3167 -1.482 0.169 

从模型方差分析（表 3）可知，模型整体为显著

水平，表明回归模型与试验结果数据吻合良好。表 4
为模型中各项系数估计值以及各项对试验结果的影响

显著性分析，可见在三个因素中，影响最显著的因素

是酶解时间，其次是酶解温度，在试验 pH 范围内，

pH 值的影响作用相对较小，从大到小的影响作用依次

为时间>温度>pH 值。原因可能在于内脏内源酶的种

类比较复杂，其最适作用 pH 范围较大，在试验 pH 范

围内，其总体活力表现较稳定，与前面的单因素试验

结果一致。 
3.3  拟合模型降维分析 

通过降维分析方法将多元问题转化为一元或二元

问题，便于分析单因素及双因素与蛋白水解度的效应

关系，并用图形表示，可获得形象图相。将任一因素

固定在 0 水平，得到另外两个因素的交互影响结果，

得响应面和二维的等高线如图 4、图 5、图 6。 

 

 
图4 温度和pH对水解度的交互影响 

Fig.4 Combined effects of pH and temperature on hydrolysis 

degree of tilapia protein  

 

 
图5 温度和时间对水解度的交互影响 

Fig.5 Combined effects of time and temperature on hydrolysis 

degree of tilapia protein 
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图6 pH和时间对水解度的交互影响 

Fig.6 Combined effects of pH and time on hydrolysis degree of 

tilapia protein 

由图 4 可知，当时间(X3)固定时，水解度对温度

变化较为敏感，呈先上升后下降势头，水解度随 pH
变化幅度也较敏感。同时，从曲面可知，温度（X1）

与 pH 值（X2）二因素对水解度的影响有一定交互作

用。图 5 显示水解度随温度上升趋势较时间因素更为

显著，同时基本无交互作用。以上趋势在图 6 中也得

以体现。 
一般而言，温度和 pH 是影响酶活力的重要因素，

且相互之间会出现较多的交互作用。本试验研究发现，

罗非鱼内脏中的内源酶对罗非鱼肉的水解活力呈现一

般酶活力随温度和 pH 值变化的规律，同时二者有一

定的交互作用，这一规律对指导罗非鱼下脚料蛋白的

水解和进一步深加工有重要的意义。 
对拟合模型进行响应优化，得最优条件 X1＝

0.797387，X2＝0.492646，X3＝0.832403，即温度

58.0℃，pH7.49，时间 5.83h，水解度最大值为

7.46890%。 

4  结论 

经上文分析，可得以下的结论： 
（A）采用响应面法建立的回归模型为：Y=6.9427+ 

0.7377X1+0.3621X2+0.1.2192X3-0.8023 X1
2-0.6665 X2

2- 
0.9491X3

2 +0.5666X1*X2 -0.3137 X1*X3-0.4694X2*X3，

R=0.93，模型拟合良好。 
（B）罗非鱼内脏内源酶水解罗非鱼肉时，三个因

素影响大小顺序为：时间>温度>pH值 
（C）在中性或偏碱pH条件下，pH对蛋白水解度

影响不敏感。 
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