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盐酸Ｇ壳聚糖絮凝耦合处理回收鲢鱼糜
漂洗液中的肌浆蛋白

周文燕１,黄琪琳１,翁武银２

１．华中农业大学食品科学技术学院,武汉４３００７０;２．集美大学食品与生物工程学院,厦门３６１０１３

摘要　为提高鱼糜漂洗液中肌浆蛋白的利用率,以鲢鱼糜为研究对象,采用单一壳聚糖絮凝法和盐酸Ｇ壳聚

糖絮凝耦合处理回收鲢鱼糜漂洗液中的肌浆蛋白,并通过单因素试验和 BoxＧBechnken中心组合设计对盐酸Ｇ壳

聚糖絮凝耦合处理的絮凝条件进行优化.结果发现:盐酸处理(pH３．０)可以显著提高壳聚糖作为单一絮凝剂时

的肌浆蛋白回收率(从３５．５２％提高到８１．５４％),肌浆蛋白的最佳回收工艺确定为:pH６．５,壳 聚 糖 用 量 ２５０
mg/L,温度３０℃,时间９０min.在此条件下,可以获得８５．２３％的高蛋白质回收率以及７３．３２％的 COD去

除率.同时,此方法引入鱼糜漂洗液中的 NaCl质量分数为０．００６％,不会使后续废水处理成本增加,具有

一定的可行性.
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　　鱼糜制品因其富含优质蛋白和氨基酸,具有极

高的营养价值和细嫩的口感,在世界范围内广受欢

迎,其需求量逐年在不断增加[１Ｇ４].到２０１９年,我国

水产加工品总量２１７１．４１万t,在海水加工产品中,
鱼糜制品产量约１３９．４０万t[５].鲢(HypophthalＧ
michthysmolitrix)产量高,价格低廉,肉质鲜嫩,是
用于生产鱼糜的主要淡水鱼[６].然而,在鱼糜生产

过程中,需用大量水多次漂洗鱼肉以去除残留的血

液、脂质、水溶性蛋白和肌膜等杂质[７],一方面会使

占鱼肉蛋白２０％~４０％的水溶性肌浆蛋白在漂洗

过程中流失,造成资源的严重浪费[８Ｇ１０];另一方面产

生了大量富含蛋白的漂洗废水需要进行处理,否则

会造成水体的富营养化.因此,若能将鱼糜漂洗液

中的肌浆蛋白充分回收,既能提升肌浆蛋白利用率

和鱼制品的附加值,又能降低漂洗废水中的有机污

染物,降低处理成本,从而产生良好的经济价值和环

境效益.
壳聚糖是一种直链型天然高分子聚合物,其主

链含有丰富的氨基,在酸性介质中会质子化,表现为

典型的阳离子聚电解质特征,赋予壳聚糖良好的絮

凝性能[１１Ｇ１３].此外,壳聚糖还兼具良好的生物相容

性和可降解性,使其在废水处理中得到广泛的使

用[１４].然而,壳聚糖在中性或碱性水溶液中的溶解

性差,阻碍了其使用[１５Ｇ１６],因此,单独采用壳聚糖絮

凝鱼糜漂洗液中的肌浆蛋白,其回收率较低,仅在

４０％~５０％[１７Ｇ１９].近期热度较高的壳聚糖Ｇ海藻酸

钠混合絮凝法[２０Ｇ２１]和等电点Ｇ絮凝剂复合法[２２]用于

絮凝鱼糜漂洗液蛋白,回收率有所提高,但过程相对

复杂,工业化难度较高[２３].因此,如何提升壳聚糖

对肌浆蛋白的絮凝效果,提高蛋白质回收率成为亟

待解决的问题.本研究以提高肌浆蛋白回收率为目

标,先调节pH 再结合壳聚糖絮凝法回收鲢鱼糜漂

洗液 中 肌 浆 蛋 白,并 通 过 单 因 素 试 验 及 BoxＧ
Bechnken中心组合设计优化肌浆蛋白的回收工艺,
以期为肌浆蛋白的综合利用奠定基础,并为鱼糜生

产中废水的净化处理提供指导.

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

鲢,购于华中农业大学农贸市场;壳聚糖,北京

酷来 搏 科 技 有 限 公 司;牛 血 清 蛋 白 标 品,Sigma
aldrich公司;硫酸铜、酒石酸钾钠、碳酸钠、氢氧化
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钠、盐酸、福林酚试剂等均为国产分析纯,国药集团

化学试剂有限公司.
1.2　仪器与设备

３２０５型食品调理机,德国博朗公司;HHＧ６型

数显恒温水浴锅,国华电器有限公司;FJＧ２００型高

速分散均质机,上海标本模型厂;AvantiJＧ２６xp型

高速冷冻离心机,贝克曼库尔特有限公司;台面式

pH 测试仪,美国奥利龙公司;UVＧ１７５０型紫外可见

分光光度计,日本岛津公司.
1.3　鱼糜漂洗液的制备

新鲜鲢敲晕,去头去尾去鱼皮去内脏,手工采

肉,用调理机绞碎,称取鱼肉质量.取鱼肉以１∶３
质量比加蒸馏水混合,经均质后在８０００r/min、４℃
条件下离心１５min,取上清液作为模拟鱼糜漂洗

水,于４℃条件下储藏备用[２４].
1.4　单一壳聚糖絮凝法回收肌浆蛋白

取３支离心管,量取４０mL鱼糜漂洗液,依次

与１．２mL脱乙酰度为８５％、９０％、９５％的１％ 壳聚

糖溶液混合.随后用３mol/LNaOH 溶液调节pH
值至７．０.２０℃水浴９０min后,４０００r/min离心

１０min,取上清液测蛋白质质量浓度.
1.5　盐酸Ｇ壳聚糖絮凝耦合处理回收肌浆蛋白

取３支离心管,量取４０mL鱼糜漂洗液,依次

与１．２mL脱乙酰度为８５％、９０％、９５％的１％壳聚

糖溶液混合.事先采用３mol/LHCl溶液调节pH
值至３．０,随后用３mol/LNaOH 溶液调节pH 值至

７．０.２０ ℃ 水浴 ９０ min 后,４０００r/min 离心 １０
min,取上清液测蛋白质质量浓度.
1.6　单因素试验

量取４０mL鱼糜漂洗液,与一定体积(０．６、０．８、
１．０、１．２、１．４、１．６mL)壳聚糖溶液混合,事先采用

３mol/L HCl 溶 液 调 节 pH 值 至 ３．０,随 后 用

３mol/LNaOH 溶液调节pH 值至一定值(４．５、５．０、
５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、９．０).放入一定温度

(１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０℃)的水浴锅中静置一定

时间(３０、６０、９０、１２０、１５０、１８０、２１０min)后,４０００
r/min离心１０min,取上清液测蛋白质质量浓度.
1.7　响应面优化试验

在单因素试验的基础上,固定时间９０min,根
据中心组合设计原理选择pH、壳聚糖用量、温度共

３个因素进行响应面优化试验,确定回收肌浆蛋白

的最佳工艺.
1.8　蛋白质回收率

蛋白质质量浓度按照福林酚法测定,回收率计

算方法如下:

蛋白质回收率＝(１－
C１

C０
)×１００％ (１)

式(１)中,C０为原始漂洗液蛋白质质量浓度,

mg/mL;C１为上清液蛋白质质量浓度,mg/mL.
1.9　化学需氧量(COD)的去除率

化 学 需 氧 量 (COD)根 据 国 家 标 准 GB/

T１５４５６－２０１９«工业循环冷却水中化学需氧量

(COD)的测定 高锰酸盐指数法»[２５]测定.COD去

除率计算公式如下:

COD去除率＝(１－
X１

X０
)×１００％ (２)

式(２)中,X０为原始漂洗液COD值,mg/L;X１

为上清液COD值,mg/L.
1.10　数据统计与分析

运用Origin和DesignＧexpert８．０．６软件对数据

进行分析和处理.

2　结果与分析

2.1　单一壳聚糖絮凝法回收肌浆蛋白

由图１可见,３种脱乙酰度壳聚糖回收肌浆蛋

白的回收率依次为:９５％脱乙酰度＞９０％脱乙酰

度＞８５％脱乙酰度.脱乙酰度的增加会导致氨基增

多,从而质子化后正电荷密度增加,提高了电荷中和

效果,使得壳聚糖具有更佳的絮凝效果.因此,后续

试验选择脱乙酰度为９５％的壳聚糖.同时,通过单

一的９５％脱乙酰度壳聚糖絮凝法所得的肌浆蛋白

质回收率为３５％左右.

　不同字母标注数值间差异显著(P＜０．０５),下同.ThereissignifiＧ

cantdifferencebetweenthegroups marked withdifferentletters
(P＜０．０５),thesameasbelow．

图１　单一壳聚糖絮凝法对蛋白质回收率的影响

Fig．１　Effectofsinglechitosanflocculation
methodonproteinrecovery

５６２



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第４０卷　

2.2　盐酸Ｇ壳聚糖絮凝耦合处理回收肌浆蛋白

盐酸Ｇ壳聚糖絮凝耦合处理回收肌浆蛋白结果

如图２所示.盐酸处理能够显著提高壳聚糖作为单

一絮 凝 剂 时 的 絮 凝 效 果,肌 浆 蛋 白 回 收 率 高 达

８１．５４％.相较于单一壳聚糖絮凝法,蛋白质回收率

提高了４６．０２％.由此可见,盐酸处理(pH３．０)在壳

聚糖絮凝回收鱼糜漂洗液中蛋白时起着至关重要的

作用,原因是经盐酸处理后壳聚糖质子化带正电荷,
具有良好的水溶性,并与肌浆蛋白充分互溶;随后pH
值升高,蛋白质分子逐渐解离成电负态,迅速与带正

电的壳聚糖发生静电吸引而絮凝,共同沉降下来.

图２　盐酸Ｇ壳聚糖絮凝耦合处理对蛋白质回收率的影响

Fig．２　EffectofhydrochloricacidＧchitosanflocculation

couplingtreatmentonproteinrecovery
2.3　不同 pH 值处理的肌浆蛋白回收率变化

pH 值对蛋白质回收率的影响如图３所示.pH
值对壳聚糖絮凝过程具有较为显著的影响.当pH
值较低时,蛋白质回收率随pH 值升高有明显上升

趋势,并在pH７．０处达到最大值.而随着pH 值的

进一步增加,肌浆蛋白回收率开始逐渐下降,这可能

是由于蛋白质在碱性条件下溶解度提高所导致.

图３　pH值对蛋白质回收率的影响

Fig．３　EffectsofpHvalueonproteinrecovery

2.4　不同壳聚糖用量处理的肌浆蛋白回收率变化

　　壳聚糖用量对蛋白质回收率的影响如图４所

示.当壳聚糖用量较低时,蛋白质回收率随絮凝剂

用量的增加而逐渐上升,在壳聚糖用量为３００mg/L
时,蛋白质回收率达到最大值,但壳聚糖用量过多会

阻碍其余蛋白质的絮凝,从而导致蛋白絮凝回收率

有逐渐下降趋势.

图４　壳聚糖用量对蛋白质回收率的影响

Fig．４　Effectsofchitosandosageonproteinrecovery
2.5　不同温度处理的肌浆蛋白回收率变化

温度对蛋白质回收率的影响如图５所示.当

温度在１０~３０℃时,回收率随温度先升高后下

降,并在２０℃时有一个相对较高的回收率.当

温度超 过 ３０ ℃ 时,蛋 白 质 回 收 率 呈 上 升 趋 势.
总体而言,温度高意味着较多的能耗,而换取的

回收率增加幅度不大,因此,絮凝过程的最佳温

度应选择２０℃.

图５　温度对蛋白质回收率的影响

Fig．５　Effectsoftemperatureonproteinrecovery

2.6　不同时间处理的肌浆蛋白回收率变化

时间对蛋白质回收率的影响如图６所示.随着

絮凝时间的延长,蛋白质回收率先呈增加的趋势,在

９０min处达到最大值,之后回收率降低.可能的原

因是在絮凝初期,壳聚糖与蛋白质未充分螯合并絮

６６２
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凝形成沉淀;而絮凝时间过长,蛋白质回收率有下降

趋势,原因可能是絮凝聚集体出现解聚现象.

图６　时间对蛋白质回收率的影响

Fig．６　Effectsoftimeonproteinrecovery

2.7　响应面试验结果与分析

根据 单 因 素 试 验 结 果,絮 凝 时 间 设 定 为 ９０
min.分别设pH 值(A)、温度(B)、壳聚糖用量(C)
共３个考察因素,以蛋白质总回收率(Y)为响应值,
进行响应面优化试验,结果见表１.对响应面试验

结果 进 行 拟 合 分 析,得 回 归 方 程:Y ＝８４．０８－
１．１３A－０．１２B ＋０．２４C －０．１７AB ＋１．０８AC －
０．０８２BC－０．０７２B２－０．３９C２.

由拟合方程和表２可知,A 和AC 项对试验结

果影响极显著(P＜０．０１),交互项AB、BC 的相互作

用显示为拮抗效应,交互项AC 的相互作用显示为

协 同 效 应. 二 次 多 项 方 程 的 决 定 系 数 R２ 为

０．９２０１,说明此方程对试验拟合度比较好,误差小;

表１　BoxＧBechnken试验设计及结果

Table１　BoxＧBechnkendesignandresults

试验号

No．
A
pH

B
温度/℃

Temperature

C
壳聚糖用量/(mg/L)

Chitosandosage

Y
蛋白质总回收率/％

Totalproteinrecovery

１ ７．５ ２０ ３５０ ８３．５６
２ ７．０ １０ ２５０ ８２．８７
３ ６．５ ２０ ３５０ ８３．６９
４ ７．５ １０ ３００ ８３．４０
５ ７．０ ２０ ３００ ８３．８５
６ ７．０ ２０ ３００ ８３．８０
７ ６．５ ３０ ３００ ８４．９６
８ ７．０ ３０ ２５０ ８３．２５
９ ７．０ ２０ ３００ ８４．０５
１０ ６．５ ２０ ２５０ ８５．９８
１１ ７．０ ２０ ３００ ８４．４６
１２ ７．５ ２０ ２５０ ８１．５２
１３ ７．０ ２０ ３００ ８４．１９
１４ ６．５ １０ ３００ ８５．３０
１５ ７．５ ３０ ３００ ８２．３８
１６ ７．０ ３０ ３５０ ８４．１７
１７ ７．０ １０ ３５０ ８４．１２

适当修正后的R２
adj值为０．８４０１,说明该模型与实际

试验拟合较好,能解释８４．０１％响应值的变化.模型

P＜０．０１,失拟项P＞０．０５,表明该模型拟合度好,可
以利用该方程准确模拟蛋白质回收率随各因素的变

异情况.
通过回归方程可知,二次项系数为负值,表

明方程具有最大值.根据响 应 面 DesignＧExpert
软件分 析 得 出 预 测 最 优 条 件 为:pH６．５、温 度

２９．４５℃、壳聚糖用量２５０ mg/L,预测蛋白质回

收率８５．７２％.
2.8　验证试验结果

根据模型优化结果及实际条件,设置初始pH

６．５、温度３０℃、壳聚糖用量２５０mg/L,时间９０min
为絮凝条件,对优化结果进一步进行验证,重复３次

试验,取平均值.采用预测的最优试验条件进行试

验,得到的实际蛋白质回收率为８５．２３％,与预测值

８５．７２％吻合较好,表明优化模型可靠.
2.9　COD 测定结果

经最优絮凝条件处理后,鱼糜漂洗液 COD 值

为１７９．９８ mg/L,COD 去 除 率 达 ７３．３２％,剩 余

２６．６８％未去除的化学需氧量可能源于残留蛋白、漂
洗液中的脂肪、色素和其他有机物.由此可见,酸处

理在提高壳聚糖絮凝蛋白效果的同时,也可加大其

对鱼糜漂洗液中化学需氧量的去除.

７６２
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表２　回归方程的方差分析结果

Table２　Analysisofvarianceofregressionmodel

变异来源

Source
平方和

Sumofsquare
自由度

Degreeoffreedom
均方

Meanofsquare
F 值

Fvalue
P 值

Pvalue
显著性

Significance
模型 Model １６．３８０ ８ ２．０５０ １１．５１０ ０．００１２ ∗∗

A １０．２８０ １ １０．２８０ ５７．８１ ＜０．０００１ ∗∗

B ０．１１０ １ ０．１１０ ０．６１ ０．４５８０
C ０．４６０ １ ０．４６０ ２．５９ ０．１４６２
AB ０．１２０ １ ０．１２０ ０．６５ ０．４４３４
AC ４．６９０ １ ４．６９０ ２６．３５ ０．０００９ ∗∗

BC ０．０２７ １ ０．０２７ ０．１５ ０．７０５８
B２ ０．０２２ １ ０．０２２ ０．１２ ０．７３５４
C２ ０．６６０ １ ０．６６０ ３．６９ ０．０９０９

残差 Residualterm １．４２０ ８ ０．１８０
失拟项 Lackoffit １．１３０ ４ ０．２８０ ３．９４ ０．１０６４
纯误差 Pureerror ０．２９０ ４ ０．０７２

总误差 Total １７．８００ １６
　注:∗为显著(P ＜０．０５),∗∗为极显著(P ＜０．０１).Note:∗indicatessignificantdifference(P ＜０．０５),∗∗indicatesextremelysigＧ

nificantdifference(P ＜０．０１)．

3　讨　论

鱼糜漂洗液中肌浆蛋白等电点集中于５．５左

右[２３Ｇ２４],溶液pH 值接近蛋白质等电点时会发生蛋

白质等电点沉淀现象,这在一定程度上也提高了蛋

白质的回收率.而当溶液pH 值较低时,蛋白质带

正电,而壳聚糖的氨基在酸性溶液中质子化使壳聚

糖带正电,两者的静电排斥效应赋予系统的相对动

态稳定性[２６],从而导致回收率较低;一旦超过最适

pH 时,蛋白质在碱性环境下增溶[２７Ｇ２８],使其回收率

下降.壳聚糖用量也是影响蛋白质回收率的一个重

要因素,在絮凝过程中,随着壳聚糖含量增加,壳聚

糖与蛋白质能够有效地进行电荷中和、桥连作用和

静电相互作用而聚集沉降,并在zeta电位为零时达

到最佳的絮凝效果[１２].但壳聚糖用量过多,蛋白质

絮凝回收率有下降趋势,据文献报道,壳聚糖在溶液

总体呈电中性时出现较高的絮凝度,但溶液偏离电

中性导致蛋白质回收率下降[２９].此外,肌浆蛋白的

变性温度为４０℃左右[２４],因此,温度较高会使蛋白

质发生热变性,空间结构被破坏而失稳沉淀[３０Ｇ３１].
为回收鱼糜漂洗废水中的肌浆蛋白从而达到净

化水体、提高环境效益的目的,本研究采用盐酸Ｇ壳

聚糖絮凝耦合处理回收鱼糜漂洗液中肌浆蛋白,以
提高壳聚糖的絮凝效率.结果显示:相对于传统壳

聚糖絮凝法,盐酸处理可以很好地提高壳聚糖对肌

浆蛋白的回收率,其作用原理源于在酸性溶液中壳

聚糖质子化带正电荷,具有良好的溶解性,可以与肌

浆蛋白充分相容;当pH 值升高时,蛋白质分子逐渐

解离成电负态,容易迅速与带正电的壳聚糖发生静电

吸引而絮凝、沉降下来.与此同时,伴随着蛋白质的

等电点沉淀在一定程度上提高了蛋白质的回收率.
陈庆全等[１８]选用壳聚糖作为絮凝剂回收罗非

鱼鱼 糜 漂 洗 液 蛋 白,在 pH ７．０、壳 聚 糖 ２．１３
mg/mL、温度３０℃的条件下絮凝９０min,蛋白质回

收率４７．２８％.薛超轶等[１９]采用壳聚糖作为絮凝剂

回收鱼糜漂洗液蛋白,通过工艺优化所得蛋白质回

收率为５０．７９％.靳挺等[１７]采用单一壳聚糖絮凝法

获得的蛋白质回收率在４０％左右,COD 去除率仅

为２２．７３％.齐祥明等[２３]采用壳聚糖絮凝回收分级

等电沉淀后鱼糜漂洗液中蛋白时,COD总去除率为

６６．１％.本研究通过单因素试验及 BoxＧBechnken
中心组合设计试验优化蛋白回收工艺,确定鱼糜漂

洗液中肌浆蛋白的最佳回收工艺为:pH６．５、温度

３０℃、壳聚糖用量２５０mg/L、时间９０min,此条件

下得到的蛋白质回收率为８５．２３％,同时COD去除

率高达７３．３２％.且此方法引入鱼糜漂洗液中的

NaCl质量分数为０．００６％,不会增加后续废水处理

成本,具有一定的可行性.
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HydrochloricacidＧchitosanflocculationcouplingtreatmentforrecoveryof
sarcoplasmicproteinfromsurimirinsingsolutionofsilvercarp
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Abstract　ThesarcoplasmicproteinisawaterＧsolubleprotein,whichaccountsfor２０％Ｇ４０％offish
protein．Itislostwiththerinsingliquidduringthepreparationofsurimi,resultinginawasteofprotein
resources．Inordertoimprovetheutilizationrateofsarcoplasmicproteininsurimirinsingsolution,the
singlechitosanflocculationandhydrochloricacidＧchitosanflocculationcouplingtreatmentwereusedto
recoverthesarcoplasmproteinfromsurimirinsingsolutionofsilvercarp．Theflocculationconditionsof
hydrochloricacidＧchitosanflocculationcouplingtreatmentwereoptimizedthroughsinglefactorexperiＧ
mentsandBoxＧBechnkencentralcombinationdesign．TheresultsshowedthattherecoveryrateofsarcoＧ
plasmicproteinwassignificantlyincreasedfrom３５．５２％to８１．５４％byhydrochloricacidtreatment(pH
３．０)whenchitosanwasusedasasingleflocculant．TherecoveryprocessofsarcoplasmicproteinwasopＧ
timizedasfollows:pH６．５,２５０mg/Lchitosan,３０℃,９０min．Undertheseconditions,ahighproteinreＧ
coveryrateof８５．２３％andaCODremovalrateof７３．３２％ wasobtained．TheNaClof０．００６％introduced
intothesurimirinsingliquidinthismethoddoesnotincreasethecostofsubsequentwastewatertreatＧ
ment,andhasacertainfeasibility．ItwillprovideatheoreticalbasisforrecoveringandutilizingsarcoＧ
plasmicproteininsurimirinsing water,andatechnicalsupportandreferenceforpurifyingrinsing
wastewaterduringtheprocessofsurimi．

Keywords　silvercarp;hydrochloricacidtreatment;sarcoplasmicprotein;chitosan;flocculation;

surimirinse;wastewatertreatment
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