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响应面法优化中性蛋白酶提取牡蛎牛磺酸酶解

工艺条件

刘亚南，张志胜 *，佟海菊，孙克岩，宋  欣
(河北农业大学食品科技学院，河北 保定      071001)

摘   要：利用中性蛋白酶对牡蛎进行酶解，在单因素试验基础上，研究加酶量、pH 值、温度 3 个因素对酶解过

程中牛磺酸提取量的影响，通过三因素三水平 Box-Behnken 响应面分析法优化其酶解工艺。结果显示：在加酶量

1300U/g、pH7.5、温度 48℃条件下，牛磺酸提取量实际值可达 2.724mg/g。
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 Employing Response Surface Methodology to Optimize Process Conditions for Enzymatic Extraction of
Taurine from Oyster Meat with Neutral Protease
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Abstract：In this study, neutral protease hydrolysis was used to extract taurine from oyster meat and the extraction process

was optimized. On the basis of one-factor-at-a-time experiments, a three-variable, three-level Box-Behnken experimental design

coupled with response surface analysis was employed to explore the effects of enzyme dosage, pH and temperature on the

extraction efficiency of taurine. The optimum hydrolysis conditions for taurine extraction were enzyme dosage 1300 U/g fresh

meat, pH 7.5 and hydrolysis temperature 48 ℃, and the resulting extraction yield of taurine was 2.724 mg/g fresh meat.
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牛磺酸是人和动物重要的营养物质，具有消炎解

毒、保肝利胆、降血脂、促进幼儿大脑发育及安神健

脑等重要的生理活性[1-5]。国内外对牛磺酸的制取主要有

两种，一是化学合成，二是从天然产物中提取。化学

合成的生产量虽然高，但成本高、污染严重，而且生

物活性与天然牛磺酸比较低，因此从天然产物中提取牛

磺酸具有广阔的前景。牛磺酸广泛存在于除植物外的许

多生物体的组织间液或细胞内液中，并以小分子的二肽

或三肽的形式存在于中枢神经系，但不参与蛋白质的合

成 [ 6 ]。在水产品中含量最为丰富，如青花鱼、墨鱼、

章鱼、牡蛎、蛤蜊、虾等，而牡蛎、蛤蜊等海洋生

物中牛磺酸提取量较高，据文献报道每千克鲜牡蛎中约

含有 4～8g 的牛磺酸[6-7]。

目前，海洋生物中牛磺酸的提取多采用水煮法，

利用溶出的氨基酸量或水解度来衡量牛磺酸的提取效

果。但时间过短牛磺酸溶出不彻底，时间过长又会使

细胞内杂质大量溶出[8]。考虑到后续分离纯化，而采用

较温和的酶解法，既减少杂质的溶出，又提高了牛磺

酸的溶出量。本实验利用中性蛋白酶对牡蛎进行酶解，

以牛磺酸提取量为指标，结合响应面分析对酶解工艺进

行优化，得到牛磺酸提取的适宜条件。

1 材料与方法

1.1 原料

牡蛎   唐山丰瑞水产食品有限公司；枯草芽孢杆菌

中性蛋白酶(以下称中性蛋白酶，实际酶活 80000U/g)    索
来宝科技有限公司；牛磺酸标准样(纯度≥ 99%)   上海

蓝季科技发展有限公司；其他试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备
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UV2800H紫外分光光度计   尤尼科(上海)仪器有限公

司；HH-4 电热恒温水浴锅   金坛市杰瑞尔电器有限公

司；DELTA320 精密 pH 计   上海精密科学仪器有限公

司；79-1 磁力搅拌器   金坛市医疗仪器厂；JJ-2 组织捣

碎均浆机    江苏省金坛市荣华仪器制造有限公司；GL2G2
Ⅱ立式冷冻离心机   上海安亭科学仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 牛磺酸酶解提取工艺[9-10]

将牡蛎肉清洗匀浆，称取一定量按照试验设计方案

确定的试验参数调整料液比、p H值、温度、酶解时间

等，将匀浆液在水浴锅中按试验设计温度预热 15min，
然后按照试验设计方案添加蛋白酶进行恒温酶解，期间

每 10min 用玻璃棒搅拌一次，酶解完成后样品在沸水浴

中灭酶 10min，冷却，6000r/min 离心 15min 后取上清液，

测定牛磺酸提取量，实验平行 3 次。

1.3.2 牛磺酸提取量的测定

1.3.2.1 检测方法[11]

在醋酸钠的作用下，牛磺酸与乙酰丙酮和甲醛加热

反应生成黄色配合物，其吸光度与牛磺酸浓度在一定范

围内呈正比。显色剂：10mL NaAc(1mol/L)、0.6mL 乙

酰丙酮、0.4mL 甲醛用水定容至 25mL。测定时精密量

取 1mL 样品，加入 1.5mL 显色剂和 2.5mL 水，用棉塞封

住口，100℃水浴 15min，冷却后在 400nm 波长处测定

牛磺酸提取量。

1.3.2.2 标准曲线方程的得出

配制不同浓度的牛磺酸标准溶液，在 400nm 波长处

进行测定吸光度。每次测定所用提取液，用蒸馏水定

容至 50mL，从中吸取 1mL 进行测定，按标准曲线进行

计算。回归方程为 y=2.0207x ＋ 0.0054，R2=0.9993，式

中，y 为吸光度、x 为牛磺酸提取量 / ( m g / g )。

1.3.3 中性蛋白酶酶解工艺参数的优化[12-14]

在单因素试验的基础上，根据 Box-Behnken 的中心

组合试验设计原理，结合单因素试验结果，以加酶量

(X 1)、pH 值(X 2)和温度(X 3)为变量因素，每一个自变量

的低、中、高实验水平分别以－ 1 、0 、1 进行编码，

试验设计见表 1。

水平
因素

X1加酶量 /(U/g) X2 pH X3 温度 /℃
－ 1 1000 7.2 35

0 1200 7.4 45
1 1400 7.6 55

表 1 响应面分析因素水平

Table 1   Variables and their coded levels in the response surface design

2 结果与分析

2.1 酶解工艺回归模型的建立

根据表 1 进行响应面试验，测定每个因素水平时牛

磺酸的提取量，结果如表 2 所示。

试验号 X1加酶量 X2 pH X3温度 牛磺酸提取量 /(mg/g)
1 － 1 － 1 0 1.26
2 1 － 1 0 2.17
3 － 1 1 0 2.05
4 1 1 0 2.65
5 － 1 0 － 1 1.54
6 1 0 － 1 2.18
7 － 1 0 1 1.96
8 1 0 1 2.86
9 0 － 1 － 1 1.87
10 0 1 － 1 2.43
11 0 － 1 1 1.76
12 0 1 1 2.61
13 0 0 0 2.79
14 0 0 0 2.93
15 0 0 0 2.86
16 0 0 0 2.62
17 0 0 0 2.71

表 2 牛磺酸提取工艺 Box-Behnken 试验设计与结果

Table 2   Experimental design and results for response surface analysis

利用 Design Expert 软件，对表 2 数据进行二次回归

拟合，得到回归方程 Y=2.78+0.38X1+0.33X2+0.15X3 －

0.078X1X2+0.065X1X3+0.072X2X3 － 0.39X12 － 0.36X22 －

0.26X 32。

2.2 回归模型的检验

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 3.92 9 0.44 15.66 0.0008
X1 1.16 1 1.16 41.82 0.0003
X2 0.90 1 0.90 32.29 0.0007
X3 0.17 1 0.17 6.15 0.0422
X1 0.64 1 0.64 23.15 0.0019
X2 0.54 1 0.54 19.46 0.0031
X3 0.28 1 0.28 9.92 0.0161

X1X2 0.024 1 0.024 0.86 0.3836
X2X3 0.021 1 0.021 0.76 0.4134
X1X3 0.017 1 0.017 0.61 0.4612
残差 0.19 7 0.028

失拟性 0.14 3 0.045 3.03 0.1561
纯误差 0.059 4 0.015
总差 7.59 16

表 3 回归模型的方差分析

Table 3   Analysis of variance for the fitted regression model
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2
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通过 Design Expert 对表 2 数据进行方差分析，结果

见表 3。模型的 P 值为 0.0008(＜ 0.01)，说明该模型在

概率为 0 . 0 1 水平上能够拟合试验数据，回归模型极显

著。模型中加酶量( X 1)、p H 值( X 2)、X 1 2、X 2 2 对牛磺

酸提取量的影响极显著，X 3(温度)、X 3 2 对牛磺酸提取

量的影响显著。该模型回归显著(P ＜ 0.01)、失拟项不

显著(P=0.1561 ＞ 0.05)，并且该模型的 R2=0.9527，R2Adj=
0.8919，说明该模型与实际实验拟合较好，自变量与响

应值之间线性关系显著，可以用于牛磺酸提取的实验

预 测 。

2.3 酶解工艺参数的确定

为直观寻找最适宜变量组合，使得响应值达到最

大，采用 Design Expert 软件对 3 因素之间的交互作用进

行全面的模型分析，并绘制响应面曲线图。响应面图

形是响应值对各试验因子 X 1、X 2、X 3 所构成的三维空

间的曲面图，从响应面分析图上可形象地看出最佳参数

及各级参数之间的相互作用。当特征值均为正值时，响

应面的分析图为山谷形曲面，有极小值存在；当特征值

为负值时，响应面的分析图形为山丘形曲面，有极大

值存在；当特征值有正有负时，为马鞍形曲面，无极

值存在。等高线图可以直观地反映两变量交互作用的显

著程度，圆形表示两因素交互作用不显著，而椭圆形

与之相反。图 1b、图 2b 及图 3b 中等高线均呈椭圆形，

表明各图中两因素交互作用显著[15]。图 1～3 分别显示了

3 组实验参数以牛磺酸提取量为响应值的趋势图。

从图 1 可以看出，加酶量和 pH 值对牛磺酸提取量

影响较大。随着加酶量及 pH 值的提高，牛磺酸提取量

呈先升高后下降的趋势。加酶量到某一值时，酶与底

物达到饱和，而随着 pH 值的升高酶活性也在降低。因

此只有在适宜的加酶量及 pH 值条件下，牛磺酸的含量

才会达到理想值。同样从图 2、3 可以看出，只有在 pH
值与温度、加酶量与温度适宜的情况下，牛磺酸提取

量才能达到最大值。

图 2 pH 值和温度对牛磺酸提取量影响的响应曲面和等高线图

Fig.2   Response surface plot and contour showing the effects of pH
value and temperature on taurine extraction yield
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图 3 加酶量和温度对牛磺酸提取量影响的响应曲面和等高线图

Fig.3   Response surface plot and contour shwoing the effects of enzyme
dosage and temperature on taurine extraction yield
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图 1 加酶量和 pH 值对牛磺酸提取量影响的响应曲面和等高线图

Fig.1   Response surface plot and contour showing the effects of enzyme
dosage and pH value on taurine extraction yield
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由图 1 a、2 a、3 a 可以得出，响应面存在最大值。

由数据分析可得牛磺酸提取最适宜酶解工艺条件为加酶

量 1296U/g、pH7.53、温度 47.8℃，牛磺酸提取量的理

论最大值为 2.70mg/g。但考虑到实际生产的方便性，最

适宜工艺条件相应修正为加酶量 1300U/g、pH7.5、温

度 4 8℃。在此修正条件下，做 3 个平行，测得实际提

取量为 2.724mg/g，与理论值相差不多，可见该模型可

较好的反应牛磺酸的提取条件。与水煮法相比酶解法溶

出的杂质少，而且水解液中含有丰富的氨基酸和肽类，

还可以用于分离其他氨基酸或肽类等，对其进行多方面

的综合利用。

3 结  论

本实验建立了以牛磺酸提取量为响应值，以加酶

量、p H 值、温度因素的数学模型。在本实验设计范

围内，影响牛磺酸提取量的主次顺序为加酶量、pH 值、

温度。方差分析表明该模型拟合行较好。最终确定出牛

磺酸提取的最适宜酶解工艺条件为加酶量 1 3 0 0 U / g、
p H 7 . 5、温度 4 8℃。

在最适宜条件下进行验证实验得到牛磺酸提取量为

2.724mg/g，与理论值相差不明显，说明该模型可以较

好地反映牛磺酸提取的条件。因此，采用响应面法优

化得到的提取条件参数具有可行性与应用价值。
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