热水提取罗非鱼鱼皮胶原蛋白的研究

【摘要】  　　摘要：目的 研究热水水解法提取罗非鱼鱼皮胶原蛋白的最佳工艺及检测鱼皮胶原蛋白的氨基酸组成。 方法 采用热水水解提取法，探讨于不同温度、pH值、提取时间和液固化等因素对罗非鱼鱼皮胶原蛋白提取的影响，并和多因素正交试验确定最佳工艺流程。 结果 罗非鱼鳞胶原蛋白热水提取最佳提取工艺为温度90℃，pH 值6.0，固液比1：13，时间2h，蛋白得率为212mg/g原料。特征氨基酸羟脯氨酸为9.7%。 结论 研究建立的热水水解法提取罗非鱼皮胶原蛋白纯度高、色泽洁白无异味。
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胶原蛋白是一种高分子蛋白质，是细胞外基质的主要成分，对维持皮肤、血管壁弹性，保持毛发、保持结实而有弹性、指甲柔软亮泽，提高软骨的润滑性等都有重要作用。它存在于人体皮肤、骨骼、牙齿、肌腱等部位，主要生理机能是粘合结缔组织。胶原具有很强的生物活性和生物功能，能参与细胞的迁移、分化和增殖，使骨骼、肌腱、软骨和皮肤具有一定的机械强度。胶原因为其较弱的抗原性和良好的生物相容性，在烧伤、创伤、眼角膜疾病、美容、矫形、硬组织修复、创面止血等医药卫生领域用途广泛［1～3］。也广泛应用于食品包装、肉制品添加剂、胶原小食品、保健食品等［3］。

近几年来，胶原蛋白的开发与利用已引起人们广泛的关注。胶原蛋白中含有丰富的甘氨酸、脯氨酸和羟脯氨酸，其水解产物中还含有丰富的生理活性肽，这些特性使胶原蛋白及水解产物在医疗、保健及美容方面具有良好的应用前景［4］。由于欧洲疯牛病和口蹄疫的影响，以牛皮、猪皮作为主要原料的胶原蛋白的安全性受到人们的质疑，人们开始以鱼皮、鱼骨等海洋生物材料代替猪、牛皮作为提取胶原蛋白的新原料，海洋生物胶原蛋白与猪、牛等陆生动物的胶原蛋白相比，其特性、组成及溶液的性质都存在显著不同。开发利用海洋鱼类中的胶原蛋白，不仅可以保护环境，扩大胶原蛋白的原料来源，同时拓宽了胶原蛋白的应用范围［5］。鱼皮胶是由鱼皮中的胶原转变而成的一种明胶，其主要成分是生胶质，粘度很高，胶凝强度超过一般的动物胶，并具有良好的生物活性［6］。本文利用罗非鱼加工的下脚料鱼皮，采用热水浸提法提取鱼皮胶原蛋白，设计正交实验对胶原蛋白的提取工艺进行优化, 找出了最佳的提取工艺。

1  材料与方法

1.1  材料  罗非鱼鱼皮为海南泉溢食品有限公司提供。全部分析试剂和仪器均为市售分析纯或生化级试剂和实验室常用仪器。

1.2  测定方法  水分按GB/T 5009.3；粗蛋白GB/T 5009.5；粗脂肪GB/T 5009.6；灰分GB/T 5009.4；可溶性蛋白考马斯亮蓝染色法；氨基酸GB/T5009.124。

1.3  罗非鱼样品处理及提取鱼皮胶原蛋白的工艺路线  罗非鱼鱼皮去鳞→ 洗净→提取→过滤→高速离心→浓缩→喷雾干燥→胶原蛋白

2  结果

2.1  罗非鱼鱼皮的主要成分的测定  经测定，罗非鱼鱼皮中的粗蛋白、粗脂肪和水分分别为23.0%、2.5%和74.0%，灰尘分为1.12%。鱼皮中蛋白质有23%，如果以干基计，可达88.5%，十分丰富。

2.2  热水提取鱼皮胶原蛋白条件的优化  称取鱼皮，加入一定量的水，在不同pH值、不同温度、不同时间进行水解，活性碳脱色、离心，去除黑皮与其他杂质。取其溶液2ml于100ml容量瓶，加水稀释到刻度。从容量瓶取2ml于比色管中，加入2ml考马斯亮蓝法测定，加水至刻度，摇均匀，放置10min, 分光光度仪测吸光度。分别从pH、温度、固液比、时间进行单因子的实验。

2.2.1  pH值对鱼皮胶原蛋白提取的影响  pH值对鱼皮胶原蛋白提取的影响见图1。从图1可知，在低pH值下，鱼皮蛋白得率低于中性和碱性条件下，在中性偏酸时蛋白溶出较多，在中性和弱碱性、中等碱性条件下略微减少；原因可能是在低pH值下，蛋白的溶解性下降，同时溶解的蛋白质在酸性条件下部分被水解成氨基酸。

图1  pH值对鱼皮胶原蛋白提取的影响（略）

2.2.2  温度对鱼皮胶原蛋白提取的影响  温度对鱼皮胶原蛋白提取的影响见图2，从2图可知，30℃～80℃内蛋白得率随温度升高变化较快，80℃到100℃之间蛋白得率变化较小，当温度进一步升高时蛋白质提取率不再升高。考虑到温度过高对蛋白质破坏作用，选择温度在90℃之内。

图2  温度对鱼皮胶原蛋白提取的影响（略）

2.2.3  液料比对鱼皮胶原蛋白提取的影响  液料比对鱼皮胶原蛋白提取的影响见图3，从图3可知，从5倍加水量到10倍加水量条件下，提取的蛋白得率几乎呈线性增长，从10倍到13倍液料之间有较小幅度增长，当加水量达到20倍时提取率反而有微小下降趋势。考虑加水量过多增加浓缩与干燥的能耗，所以选择提取液料比在7～13之间为佳。

图3  液料比对鱼皮胶原蛋白提取的影响（略）

2.2.4  水解时间对鱼皮胶原蛋白提取的影响  水解时间对鱼皮胶原蛋白提取的影响见图4，从图4可知,在0.5～1.5h的时间内,蛋白得率变化较快,而在2h后,蛋白得率没有大的改变，之后反而有下降的趋势。

图4  水解时间对鱼皮胶原蛋白提取的影响（略）

2.3  热水提取多因子正交实验  通过前面单因素实验可以确定鱼皮胶原蛋白提取因素中提取温度、提取时间、液固比、pH值4个因素的适用范围，每个影响因素选择3个较佳值，然后利用正交实验确定最佳工艺,见表1。

表1  多因子正交实验表（略）

通过对鱼皮水解氨基酸的分析检测得出17 种常见氨基酸，氨基酸总量为79.5g/100g，其中鱼皮的特征氨基酸-羟脯氨酸约占总氨基酸的9.7%，甘氨酸约占氨基酸总量的21％，脯氨酸约占氨基酸总量的11.8%。7 种必需氨基酸（赖氨酸、蛋氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、苏氨酸、缬氨酸和苯丙氨酸）约占氨基酸总量13％。

3  小结

鱼皮胶原蛋白是一种分子量小、纯度高、易吸收、安全系数高的胶原蛋白，营养丰富。在保健食品、美容、医疗等方面有很高的应用价值。

本文以罗非鱼鱼皮为研究对象，测定了鱼皮的组分以及鱼皮胶原蛋白氨基酸组分；采用热水水解法提取胶原蛋白并对其工艺进行优化，确定了热水提法提取胶原蛋白的最佳条件是:提取温度90℃, 提取时间2h, 料液比1:13，pH值为6，罗非鱼鱼皮在最佳工艺条件下水解，通过脱色、过滤、浓缩、喷雾干燥可以得到纯度较高、色泽洁白、无异味的胶原蛋白。罗非鱼鱼皮来源广泛，制作胶原蛋白成本低，工艺简单，附加值高。
