
第12卷　第3期　　　　　　　　　　 农 业 工 程 学 报 　　　　　　　　　　　　V o l. 12　N o. 3
1996年　　 9月　　　　　　　　　T ransact ions of the CSA E 　　　　　　　　　　Sep t. 　 1996

甘薯天蛾虫蛹蛋白水解特性
及其氨基酸营养液的制作工艺研究

α α

陈绍军①　柯范生
(福建农业大学)

提　要　甘薯天蛾虫蛹用远天23和远天12蛋白酶水解, 当底物鲜虫蛹液12 mL (浓度为20 % ,

W öV ) , 添加1 %酶液1 mL , 其适宜的水解条件: pH 6～ 7, 50 ℃水解120 m in 并加热至70 ℃继

续水解30 m in; 远天23的酶解效果优于远天12, 添加磷酸 (钠)盐和 ED TA 2 N a 可增加可溶性

含氮物总量, 添加V C 则无效;底物粗蛋白的提取率为81. 2 %。文章对虫蛹氨基酸营养液的制作

工艺、配方及产品质量要求等亦做了介绍。

关键词　甘薯天蛾　木瓜蛋白酶　氨基酸　营养液

Stud ies on the Enzyma tic Hydrolys is of Sweet Pota to Sph inx Pupa Prote in

and the Process ing Techn ique of Am ino Ac ids Nutr it ion L iqu id
C he n S ha o2jun 　Ke Fa n2she ng

(F uj ian A g ricu ltu ra l U n iversity , F uz hou )

Abstract　T he p ro tein s of sw eet po ta to2sph inx pupa w ere hydro lyzed by the p ro teinases of

YT (Yuan- t ian) 23 and YT 12. Its op t im um hydro lysis condit ion w as tha t pH 6～ 7, a t

70 ℃ fo r 30 m in after hydro lysed a t 50 ℃ fo r 120 m in, w ith the sub stra te concen tra t ion of

fresh pupa 12 mL (20 % , W öV ) and 1 % p ro teinase liqu id 1 mL , T he p ro teinase YT 23

show ed a h igher hydro lysis ra te than tha t of YT 12. A n ex tract ra te of so lub le n it rogen s

from to ta l clude p ro tein w as 81. 2 % w hen hydro lyzed. A dding the ED TA 2 N a and

pho sphate can increase the ou tpu t of so lub le n it rogen s bu t no t fo r the V C. T he p rocessing

techn ique of am ino acids nu trit iou s liqu id of the pupa, fo rm u la and quality standard of

p roduct w as repo rted in the art icle.

Key words　Sw eet po ta to sph inx　Papain　Am ino acids　N u trit iou s liqu id

甘薯天蛾 (H erse convo lvu li L. ) 是鳞翅目天蛾科中一种常见昆虫, 以甘薯叶片为主

食, 其作为食品开发, 特点是个体大 (每只4～ 5 g) , 没有肠道组织, 干净卫生, 营养丰富;

干天蛾虫蛹蛋白质含量55 %左右, 蛋白质中必需氨基酸 (包括酪氨酸、胱氨酸、组氨酸)占

总氨基酸的52. 67 % , 半必需氨基酸 (组氨酸、精氨酸)达20. 78 % ; 油脂中不饱和脂肪酸占

68. 14 % , 其中亚麻酸高达48. 96 % , 因此是极好的优质食物资源。甘薯天蛾已在我校生物
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防治研究所人工饲养成功, 为提高其养殖的经济效益, 也设想能象养鳗一样成为一种新兴

产业, 我们对天蛾虫蛹蛋白的酶解特性及其营养液的生产工艺进行了实验研究, 主要结果

如下。

1　试验材料及预处理

甘薯天蛾虫蛹由我校生物防治研究所提供。活虫蛹蒸汽蒸8 m in 钝化酶, 将虫蛹制备成

20 %虫蛹液 (W öV——重量体积比,即100 mL 虫蛹液含20 g 虫蛹。) , 用微量凯氏定N 法[ 1 ]

测得虫液粗蛋白含量为2. 65 g ö100 mL。

试验用酶远天12 (木瓜蛋白酶)和远天23 (木瓜酶为主的复合蛋白酶) , 为广州远天酶制

剂厂生产的专用于水解动植物蛋白质的商品酶制剂。称低温真空干燥恒重的两种酶粉各1

g, 加重蒸水20 mL 匀浆, 然后定容至100 mL 备用。

蔗糖、蜂蜜、蔗糖脂、天然稳定剂、磷酸盐、乙二胺四乙酸二钠 (ED TA 2 N a)和维生素C

(V C)等均为福州市售商品。

2　试验及结果分析

2. 1　虫蛹蛋白的水解条件

2. 1. 1　pH 值

将 pH 4～ 8分作5种处理, 每处理两次重复, 用3 m o l öL N aOH 和3 m o l öL HC l调制

不同 pH 值 (用 PH s- 2型酸度计测定)的20 % (W öV )鲜虫蛹水解底物, 按设计各取10 mL

移入20支试管, 放入50 ℃恒温水浴保温5 m in, 加酶液1. 0 mL , 混匀后50 ℃ 水浴水解60

m in, 取出迅速在电炉上加热至98 ℃灭酶, 酶解液用滤纸过滤, 滤液中的氨基酸用茚三酮

显色法[ 1 ]在751分光光度计570 nm 波长处测其消光值 (OD 570值,下同)。另取2支试管, 加同

样量底物与1. 0 mL 同浓度热失活酶液为对照。

从图1可看出, 远天23和远天12的适宜 pH 均在6～ 7范围。两种酶在扣除水解前氨基酸

含量差异后, 经成对数据显著性测验 ( t= 4. 905, t0. 01= 4. 104) , 差异极显著。

图1　不同 pH 值处理　　　　　　　　　图2　不同温度处理

2. 1. 2　水解温度

设40 ℃、50 ℃、60 ℃和70 ℃四种不同温度处理, 两次重复, 同样浓度底物虫液10 mL ,
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pH 6. 8, 加酶液1. 0 mL , 水解60 m in, 其它试验处理同上, 结果如图2。

从图2看出, 两种酶处理, 在40～ 70 ℃范围内, 温度升高, 产物有少量增加, 但差异不

大, 两种酶的耐热性均较强。

2. 1. 3　水解时间

为获较高的蛋白水解率, 在预先小试基础上, 设置8种不同水解时间的处理, 同样底物

浓度虫液10 mL , 两次重复, 加酶液1 mL , 其它处理条件同上 (图3)。

图3结果表明, 开始的12 m in 内, 产物氨基酸总量迅速上升, 12 m in 后上升缓慢, 至60

m in 后则趋于平稳。两种酶处理扣除原始酶解液中的OD 570值差异后, 经 t测验, t= 4. 196,

t0. 01= 3. 707, 差异极显著。

2. 1. 4　底物浓度

为探讨虫蛹底物与酶的适宜添加量, 在底物浓度不同的情况下, 研究固定酶量对底物

水解速率的影响。

取24支试管, 设三次重复, 分别加0～ 15 mL 的8种不同底物量的虫蛹液, 每试管分别

补充重蒸水至15 mL , 分别加远天23酶液1. 0 mL (共16 mL ) , 混匀, 于50℃水解60 m in, 其

它处理同上 (图4)。

从图4看出, 虫蛹蛋白加酶水解60 m in 后, 底物量在0～ 12 mL 范围内, 随浓度增加产

物氨基酸总量直线上升, 进一步增加底物量, 产物量增加不明显。

图3　不同时间处理　　　　　　　　　　　　图4　不同底物浓度处理

3　虫蛹口服液制备

3. 1　虫蛹酶解液制备试验

根据以上试验结果及木瓜蛋白酶的一些特性 (本文“讨论”部分) , 采用添加磷酸盐、

ED TA 2 N a和抗坏血酸, 分别作为金属离子螯合剂和还原剂, 以探讨如何提高虫蛹蛋白水

解度。

从不同底物浓度试验结果与添加酶活性促进剂后底物用量也应该相应提高考虑, 取虫

蛹液12 mL , 为测定有关数据加倍至24 mL 移入18支刻度试管, 设6个处理三次重复; 按表

1要求加入总酶解液量0. 01 %、0. 02 %和0. 03 %的ED TA 2 N a 及0. 1 %磷酸盐, 统一补充

水至25 mL , 取出12. 5 mL 测虫液 pH 值和可溶性含氮物量 (凯氏法) , 其余一半加1 %远天

23酶液1 mL , 50 ℃水解, 按时取样 (先用旋涡混合器混匀) 3 mL , 加2 mL 10 %三氯醋酸终

止酶活性, 因虫蛹营养液生产的目的是获得较高的可溶性含氮物, 由此酶解液经滤纸过滤
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后用凯氏法[ 1 ]测可溶性含氮物总量 (表1)。

从表1可知1) 虫蛹底物 pH 值与底物可溶性含氮物量表现显著正相关 (r= 0. 813, t0. 05

= 2. 776< t= 2. 794) , 但与可溶性含氮物获得量不相关 ( r= 0. 109)。这表明虫蛹蛋白在高

pH 值下可溶度增加, 而水解过程又与磷酸盐和 ED TA 2 N a 有关; 2) 水解体系中添加

0. 025 % ED TA 2 N a 或0. 1 %磷酸盐 (国标最大允许量[ 2 ]) ,都可较有效提高可溶性含氮物

总量 (处理1～ 3间比较) ; 3) 磷酸盐0. 1 %时, 随着ED TA 2 N a 量的增大, 可溶性含氮物获

得率也明显增加 (处理3～ 6间比较)。

表1　磷酸盐与 ED TA 2 N a对虫蛹蛋白水解效果的影响

处理
磷酸盐

ö%

ED TA 2 N a

ö%

pH

值

底物可溶

含氮物原始量

ögõ (100 mL ) - 1

水解60 m in

可溶含氮物

ögõ (100 mL ) - 1

水解120 m in

可溶含氮物

ögõ (100 mL ) - 1

可溶含氮物

获得量

ögõ (100 mL ) - 1

1 0. 0 0. 00 6. 71 0. 183 1. 311 1. 435 1. 252

2 0. 0 0. 025 6. 12 0. 168 1. 297 1. 495 1. 327

3 0. 1 0. 00 7. 05 0. 211 1. 483 1. 521 1. 310

4 0. 1 0. 01 6. 95 0. 233 1. 590 1. 621 1. 389

5 0. 1 0. 02 6. 85 0. 193 1. 770 1. 787 1. 594

6 0. 1 0. 03 6. 72 0. 195 1. 829 1. 954 1. 759

在表1试验基础上, 各取虫蛹液24 mL 移入12支试管, 做表2三种处理四次重复的试

验; 加添加物后统一补充重蒸水至25 mL , 最后加酶液2 mL , 50℃水浴水解, 120 m in 后取

出一半在70 ℃水浴中继续水解30 m in, 以不加添加物为对照, 其它方法同上。对结果资料

进行方差分析, 按D uncan 氏新复极差法做多重比较 (表2)。

表2　不同添加物处理虫蛹蛋白水解液可溶性含氮物之差异

处 　　理
pH

值

底物

ög

õ (100 mL ) - 1

水解120

m inögõ

(100 mL ) - 1

水解120 m in

加热至70 ℃

30 m in

ögõ (100 mL ) - 1

四个重复可溶

含氮物获得量

ögõ (100 mL ) - 1

平均获

得量

ögõ (100 mL ) - 1

差异

显著

性

0. 1 %磷酸盐

0. 025 %

ED TA 2N a

6. 90 0. 196 1. 877 2. 053 1. 811 1. 894 1. 828 1. 896 1. 857 a

0. 1 % V C 6. 02 0. 163 1. 712 1. 821 1. 683 1. 638 1. 663 1. 650 1. 658 b

对照 6. 81 0. 175 1. 738 1. 819 1. 653 1. 670 1. 626 1. 630 1. 644 b

表2结果表明: 1) 加总酶解液0. 1 %磷酸盐和0. 025 % ED TA 2 N a 的处理, 可溶性含

氮物平均获得率与另两种处理差异极显著 (平均获得率之差0. 670- 0. 446= 0. 224>

L SR 0. 01即0. 03) , 加0. 1 % V C 处理与对照差异不显著 (0. 446- 0. 427= 0. 019< L SR 0. 05即

0. 021) ; 2) 水解120 m in 后, 将酶解液于70 ℃保持30 m in, 可明显提高虫蛹蛋白水解率; 3)

底物粗蛋白质含量2. 528 g ö100 mL (经重蒸水和酶液稀释) , 最终水解2. 5 h 后可溶性含
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氮物2. 053 g ö100 mL , 则底物蛋白质提取率为81. 2 %。

3. 2　虫蛹口服液调配

取虫蛹蛋白酶解澄清液10 kg, 调入20 %蔗糖、10 %蜂蜜, 加热至95 ℃, 为防止出现

浮油层与沉淀, 添加适量蔗糖酯和复合稳定剂, 用柠檬酸调至 pH 4. 3左右, 然后经板框过

滤机过滤并均质, 趁热装瓶封口, 按5′- 15′- 8′
100 ℃ 的杀菌式蒸汽杀菌并冷却, 即为产品。

3. 3　产品质量指标

其产品质量指标初定为: 1) 产品感官指标为淡黄色, 有虫蛹的特殊香味, 口感甜酸,

无异味, 允许有极少量沉淀。2) 理化指标, 产品可溶性固形物 (折光计)不低于20 % ; 总含

氮不低于1 500 m gö100 mL ; 其它食品添加剂等按国家有关标准执行。每1 kg 营养液砷

(A s)不超过0. 5 m g, 铅 (Pb)不超过 1. 0 m g, 铜 (Cu)不超过 10 m g。3) 卫生指标, 细菌总数

每1 mL 不超过100个, 大肠菌群每100 mL 不超过6个, 致病菌不得检出。

4　讨　论

按厂家所寄酶样与使用说明, 远天12是纯木瓜蛋白酶, 远天23是种以木瓜酶为主 (90

% )的复合酶, 其酶解效果优于远天12, 且价格便宜。木瓜蛋白酶酶解温度范围直至90 ℃

时, 该酶仍不完全失活[ 3 ]。可利用此特性, 在50 ℃下初酶解以节约能源, 然后逐步升高温

度至70 ℃继续酶解, 这样即可提高原料蛋白水解率和抑制微生物过多繁殖, 又可降低生产

成本和改善产品质量。此外, 木瓜蛋白酶对酯和酰胺类底物也有很高的活力[ 4, 5 ] , 因此用于

对整个虫蛹的水解是可行的。

蛋白类食品的酶解生产中, 存在多底物与众多的促进或抑制因子, 且常用二种以上的

复合酶, 对此复杂的酶解体系, 其酶反应动力学按经典的米氏方程式, 目前是难以解释清

楚的。

　　据有关资料报道, 木瓜蛋白酶是种内切酶, 其酶的活性主要特点有: 1) 巯基试剂是其

抑制剂; 2) 至少有4个氨基酸残基即Cys 25、H is 159、A sp 158和 T ry 177[ 4, 5 ]存在于酶的活

性部位, 当 Cys 25被氧化剂氧化时, 酶的活性被抑制; 3) 还原剂如半胱氨酸、亚硫酸钠等

或 ED TA 能恢复酶活性[ 4, 6 ]; 4) 能被金属离子Cu、H g、Pb、Zn 和 Fe 等所抑制[ 4 ]; 5) 半胺

氨酸影响到组氨酸残基的 PKa 值[ 5 ]。针对木瓜蛋白酶的上述诸特性, 考虑到虫蛹蛋白中半

胱氨酸 (Cys)和组氨酸 (H is)含量比鸡蛋、牛奶和大豆等高出2～ 9倍不等, Fe、Zn 等矿物质

含量也高出1倍以上。因此, 采用添加磷酸盐与 ED TA (作为金属离子整合剂)和抗坏血酸

(作为还原剂)的办法来探讨是否能提高虫蛹蛋白水解得率, 同时, 也注意到添加后的 pH

值变化。其结果是: 添加磷酸盐0. 1 %和 ED TA 2 N a 0. 025 %可增加虫蛹蛋白水解得率,

添加V C 则无效。看来维持水解液偏中性 pH 值是必要, B rock lehu rst 也意识到在中性 pH

时木瓜酶活性部位可能呈裂口的开放状态, 而有利于保持木瓜酶活性的稳定[ 7 ]; 磷酸盐和

ED TA 2 N a估计即起 pH 值的调节 (缓冲)作用又起对金属离子的螯合作用。V c 降低水解

液 pH 值, 达不到预期的效果。

有关昆虫虫蛹蛋白饮品的制作工艺研究, 何德硕曾用柞蚕蛹渣制备复合氨基酸营养

液[ 8 ] , 白虹、熊勇华和杨铁等也分别对有关蚕蛹蛋白酶解制备营养液方面做了报道[ 9～ 11 ]。虫
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蛹蛋白的酶解工艺, 在特定 pH 值下, 柞蚕蛹是用3942中性蛋白酶47 ℃水解48 h, 蛋白质

利用率为80 %以上[ 8 ]; 干蚕蛹是用木瓜蛋白酶、胰蛋白酶在50 ℃双酶水解共300 m in [ 9 ] , 或

用1398中性蛋白酶、胰蛋白酶50 ℃下双酶水解共5 h [ 10 ]。本研究采用远天23商品复合蛋白

酶, 添加适量的磷酸盐和 ED TA 2 N a 50℃下水解2 h, 再70℃继续水解30 m in 左右, 其蛋

白质利用率可达81. 2 % , 且水解时间较短, 因此其工艺是可行的。其中升温继续水解增加

产物总量, 可能是水解一定时间后加热激发了酶的水解活性, 加快反应速度, 降低水解液

粘度, 增加反应物溶解度, 使底物分子更松散和易于被水解。甘薯天蛾虫蛹水解液营养丰

富, 带有一种特殊香味, 没有柞蚕蛹和蚕蛹水解液所带有的异味[ 12, 13 ] , 因此水解后作为营

养液开发是适宜的。
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