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关于鱼糜在冷藏过程中

蛋白质变性的研究

—
冷藏过程中 C a

‘ + - A T Pa s e 活性变化的探讨

陈焕栓 韩名竹

(江苏省淡水水产研究所 )

陶江萍
*

金中林
冰

(浙江水产学院)

提
一

要

木文就草鱼鱼糜在冷藏过程中肌原纤维蛋白 Ca + 十一A T Pas e 活性的变化及几种因素对其

活性的影响作了初步探讨
。

并与 V B N 值的变化作了比较
。

冷藏过程中
,

鱼糜的肌原纤维蛋

白 Ca + 于一A TP a。。 活性变化明显
,

而 V B N 值变化不大
,

因此可用肌原纤维蛋白 C a 斗 斗一A T P a s。

活性的大小来鉴别冷藏前期鱼糜蛋白质的变性程度
。

几种因素对蛋白质变性具有不同程 度 的

影响
。

对于已腐败的鱼糜
,

不宜用鱼糜肌原纤维蛋白 Ca+
+一A T P a 曲 活性来鉴定其品质的优劣

。

鱼糜在冷藏过程中蛋白质的变性是造成鱼糜制品弹性差的重要因素
。

鱼类肌肉中的

肌原纤维蛋白(主要由肌动球蛋白和肌球蛋白所组成 )在低温保藏中存在着蛋白质变性的

问题(l)
。

这类蛋白质在发生变性时
,

它的亲水性和形成凝胶的能力就随之降低
,

结果就会

影响鱼糜制品的弹性和质量
。

因此
,

通过研究贮藏过程中蛋白质的{刻生间题
,

来鉴定原料

质量的方法
,

近年来已引起了人们的重视
。

早在 1 9 5 9 年
,

黝ito 等人 [la 〕提议以鱼类鲜度

常数K 值作为鉴定标准
。

尽管这种方法是行之有效的
,

但K 值只是一个指标
,

并不是一个

很充分的指标因
。

现 已知
,

腺昔三磷酸酶 (A T p o se )存在于肌球蛋白的头部〔劝。

当肌动球蛋

白和肌球蛋白发生变性时
,

A T P a劝 活性即行消失
。

川岛等人r’」 提出把鱼糜肌动球蛋白

Ca+
十一A T P a * 全活性作为冷冻鱼糜的质量鉴定法

。

加藤登等人 c6 , 报导了
,

用测定肌原

纤维蛋白 M g
牛 干 一AT P a s。 活性的方法作为狭鳄冷冻鱼糜质量的简易鉴定法

。

江平重男等

人囚对冰藏鱼类的鲜度下降与其肌原纤维蛋白变性之 间的关系也作了研究
。

然而
,

国内有

关这方面的研究尚未见报导
。

为了获得冷冻鱼糜的简易质量鉴定法
,

我们对草鱼鱼糜在冷藏过程中肌原纤维蛋白

C犷几A T P朋 e 活性的变化作了研究
,

并对添加剂
、

致死原因等因素对其活性的影响也作

了初步探讨
,

与此同时
,
对其挥发性盐基氮 (V B N )值的变化进行了测定比较

。

系浙江水产学院加工系 1蛇1 届毕业生
,

在毕业实习期间参加了本研究工作
。

韩名竹
、

陈焕栓
,
1哭D

。

提高冷冻鱼糜(半制品)保藏效果的研究
。

江苏水产科学(试刊号)
,
1 5ee 2。

。
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1
.

材料的来源

本试验采用江苏省淡水水产 研 究所试 验场 养殖 的鲜活 草鱼 (.
。
助p从, 叨珍‘d、

崛击“。约 为原料
。

为了研究添加剂对鱼糜在冷藏中肌原纤维蛋白 C犷
+ 一入T P a

, 的影响
,

选用生产上

常用的添加剂
:
蔗糖

、

食盐
、

丙三醇和焦磷酸钠
。

底物是采用中国科学院上海生物化学研究所生产的 A T r 二钠盐
。

2
,

试验方法

(l ) 鱼糜制备 草鱼捕获后
,

分别使其 自然(疲劳 )死亡和斩头立即死亡
。

然后
,

去

头
、

去鳞
、

去皮
、

去内脏
,

洗净取其肌肉
。

用小型纹肉机纹碎成粗制鱼糜
。

然后
,

放入玻璃

皿里
,

用聚乙烯袋包装
,

置于 一 1 4吧的冰箱冻结室内冻结贮藏 (全部处理过程控制在 1 5一
2 0 分钟以内)

。

另外
,

取疲劳致死草鱼的鱼糜
,

分别添加 5多蔗糖
、

2终的食盐
、
2邓丙三醇和 0

.

2拓的

焦磷酸钠拌匀
,

装入玻璃皿内
,

用聚乙烯袋包装
,

置于 一 1 4
O

C冰箱冻结室冻结冷藏
。

(幻 肌原纤维蛋白 的制备 参照 《水产食品化学》匕幻有关提取肌原纤维蛋白的方法
,

并作了一些改动
。

取上述粗制鱼糜 2 克
,

加 20 m l冷却 (0 一 5℃ ) 的高离子强度盐溶液 (。
.

1 M K CI +

0
.

01 万N a CO
。 + 0

.

04 万 N a H CO
.

)
,

置于玻璃匀浆器中研磨 15 分钟 (在冰水浴中进行 )
,

洛出构成肌原纤维与肌原质的蛋白质
。

将此加水稀释 10 倍
,

肌原质溶存溶液中
,

而肌原纤

维则生成沉淀
,

以每分钟 4 0 0 0 转的速度离心 10 分钟分离
,

取沉淀物
。

再重复上面洗净处

理三次
,

最后得到的肌原纤维沉淀用玻璃匀浆器加肠15 ~ H OI 缓冲液 (pH 7 )匀浆搅匀
,

然

后定容至 100 m l
,

所得的肌原纤维悬浊液供 C矿
‘一A T P 。。 活性和蛋 白质含量测定用 (以

上操作全部在冰浴条件下进行 )
。

(3) C扩
十一A T F韶。 活性侧 定 在试管中加入 6 二M T 厂饱~ 且Ol 缓冲液

、

sm 万 C 。砚
, 、

。
.

4 万X OI
、

i m 万 A T p 和 o
。

2 5 m Z肌原纤维蛋白(每毫升约含蛋 白 12 一 15二g) 酶液
,

置

于 3 了℃超级恒温水浴中保温 30 分钟
。

以加入酶液开始反应
,

反应体积为 10 m l
,

最后加

1 m l l5 环 的三氯醋酸终止反应
。

对照组自反应开始即加 1 m l l5 终的三氯醋酸
。

反应

终止后用滤纸过滤
,

滤液定容至 1 00 m l
。

用铂酸钱法在 580 n M波长 (国产 72 型分光光度

计 )比色测定磷酸根含量
。

浅料一A T ⋯p 韶。 活性单位
,

是在一定的条件下
,

以每分钟每毫克肌原纤维蛋白酶分解

A T P 所释放的磷酸根微克分子量来计算 (肠对 卫O蓄/ m in
·

m g 蛋白)
。

(4 ) 蛋 白质含量测 定 根据 Bi u r e t (双缩尿 )法
,

用国产 7 2 型分光光度计以 640 毫

微米波长进行比色定量
。

(3) 挥发性盐基氮(V B N )测 定 按照半微量蒸馏法进行
。
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冷冻鱼糜在冷藏中肌原纤维蛋 白 C a+
干 一A T Pas e 活性与 V B N 值的变化

对在 一 1 4a C 温度下的冷藏鱼糜
,

不同贮藏时间测得的肌原纤维 蛋 白 C犷忆A T P , 朋

�食8�\补叮暇理适的卜

nO43

(姐圈育愁省卜�O山

002,‘

。饰

目衣�划华灿伪叮山臼y|二占

活性和 V BN 值的变化情况如图 1 所示
。

从图 1

可见
,

其 C犷、A T P朋。活性具有上升一段然后下

降的二相性
。

冷藏一天其活性上升 54 %
,

经三天

冷藏后便开始迅速下降
,

43 天后其活性降为 6
.

1

拜万P O副二血
·

m g 蛋白
。

但 V BN 值 (动物性食

品 由于酶和细菌的作用
,

在腐败的过程中
,

使蛋白

质分解而产生氮以及胺类等碱性含氮物质 ) 则一

直缓慢上升
,

当 C矿、A T P朋e 活性明显下降

7 7 % 时
,

其挥发性盐基氮还未到达初期腐败指标
。

这说明鱼糜在冷藏初期
,

以它的肌原纤 维 蛋 白

C犷七A T P a二 的活性变化作为蛋白质 的 变性 指

标较为合适
。

图

C a

1 0 20 3 0 4 0

玲藏时间 (天 )

鱼糜在冷藏过程中肌原纤维蛋白
+ + 一A T Pas e 活性及 V B N 值的变化

x

一翔 C矿气人T P朋e 活性变化 ;

。

一 V B N 值变化
。

2
.

不同环境因子对冷 冻 鱼 糜肌 原 纤 维 蛋 白

C a “一A T Pa se 活性的影响

在 3 7 ℃
,

s m 盯 T r 宜s 一H C I 缓冲液 ( p H 7
.

0 )
,

6 m 叮 以C I : ,

0
.

4 篮 K C I 和 lm 万 人T P 条件

下测定
。

桥本昭彦等
「“3

1诫

人认为
,

捕获后的鱼品因存放的环境 (如
:
温度

、

禅
、

共存物等 )不同
,

鱼类肌原纤维的稳定性要受到这些环境因子的复

杂影响
。

为此我们对某些常见因子的影响作了初

步探讨
,

结果如下
。

( l ) 添加剂对蛋白质 变性的影响 鱼糜中分
匆

�吹�班樱宕扭颇鲜亥医盆砚

“
一毒六藻

照 橄

食 更 凑
二 酸

盐 醇 钠

图 2 添加剂对鱼糜在冷藏过程中的作用
。

贮藏时间2 7天
,

冷藏温度
一
14 ℃

,

测定条件同图 1o

别添加了蔗糖
、

食盐
、

丙三 醇 和 焦磷酸 钠
,

经

一 1 4℃冷藏 27 天
,

测其 Oa+
丰一A T p 岛劝 活性

,

计算

得到的肌原纤维蛋白的残存量 (以 刚死 鱼糜 的

C矿
十一A T Pa阳 活性为 100 形计 )

。

其结果如图 2

所示
。

实验证明
,

蔗糖具有明显防止蛋自质变性

的作用
,

丙三醇效果不明显
,

而食盐和焦磷酸钠在

本实验里显示出蛋白质冷冻变性有促进 的 效果
,

尤其是焦磷酸钠的作用更为明显
。

试验中我们还

表 1 含有各种添加剂的鱼糜在 一 1 4
”
C冷藏 2了天后的 v B N 值

添添加齐毯名称称 无( 对照 ))) 蔗 搪搪 食 盐盐 丙 三 醇醇 焦磷酸钠钠

VVV BN 值( m g / 1田g ))) 2 5
.

666 加
.

6 000 即
.

0000 2 2
.

8 000 2 1
.

扔扔

注
:
表中样品处理后在 15

.

5 ℃室温放置时间较长未能及时测定
,

故全部 V B N 值偏高
。
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测定了其V 刀N 值
,

结果如表 1
。

从 v B N 值的化学指标来看
,

对于不同添加剂的鱼糜在

冷藏中的变化并无明显差别
。

(2) 致死 条件不同的草鱼 鱼糜
,

在冷藏过程 中肌原纤维蛋 白 Ca+
+ 一AT P a * 活 性 及

V B N 值的变化 我们知道
,

致死条件不同
,

鱼死后的变化也不一样
。

我们的试验结果如

表 2
。

表 2 草鱼即死与疲劳死之鱼糜在冷藏过程中 Ca+
+一人T ? a se 活性及 V B N 值的变化

枣标
时间 〔天 )鹜 Ca + 十 - A T P胡

e V B N C 舀
. 命一人T P执 9。 V B N

招89408086器册劝
.

3

4 1
_

1

6
。

3

0

10阶6080610那炸
月矛28
Jl

邪1376o巧的43

注
:
¹ 冷藏27 天测得的 V B N 值

,

由于样品处理后在室温〔侣
.

5 ℃)放置半天
,

未能及时测定故值偏高
。

º 人T P韶
。
活性单位

: 群皿P O别m in
·

m g 蛋白
。

½ V B N 值单位
: m g / 1。 , g 口

试验结果表明
,

刚死亡时即死鱼糜的肌原纤维蛋自 C犷忆A T P朋 e 活性要比疲劳死鱼

糜的低 24 形 , 冷藏 15 天后
,

前者活性显著升高(近 1 倍左右 )
,

此后随冷藏时间的延长而

下降
。

冷藏 43 天后其活性基本消失
。

但疲劳致死的鱼糜在冷藏 15 天后活性下降 5。%左

右但到第 43 夭后活性仍未完全消失
,

尚有 6. 1户
曰

材r o 剥。仇
·

m g 蛋白
。

值得注意 的 是
,

. 两种不 同致死的鱼糜在其活性明显变化时
,

测得的 V BN

5

�京�塑姐
灿翱为曰州尹飞Q

鱼块鱼糜对照

图 3 鱼糜
、

鱼块的C犷
+

一A T h
吕。 活性形

。

在 2 7 ℃贮放一天后的活性
。

测定条件同图 1

值却变化不大
,

即使在 Ca+
丰一A T P昭 e 活性极低甚至消失

时
,

其 V B N 值都未达到初期腐败指标
。

( 3) 经不 同方法处理 的 鱼 肉肌原纤维蛋 白 C犷
+ 一A T P

朋e 活 性变化的 比较及 V B N 值 我们把 自然 (疲劳 )死亡的

鱼
,

分别制成鱼糜和鱼块
,

放置在相同的温度下贮藏
,

测得

其C a + 干 一A T P a o e活性变化不同 (图 s )
。

在 2 7
O

C时
,

存放一天

后
,

鱼糜的 C犷、A T 卫昭e 活性下降 50 拓
,

而鱼块的 C犷
十

一A T P明e 活性则无明显变化
。

这一点从 V B N值的分析结

果也能看出 (见表 3 )
,

但不如肌原纤维蛋自 C扩
+ 一A T 工

,

始。

活性所表示的明显
。

( 4) 不 同原料鱼 的肌原纤维蛋 白 C犷
, 一A T Pas e 活性

的比较 据报导
「们 ,

鱼类的肌原纤维蛋白的稳定性与鱼的

不同种类和不同生长环境有很大关系
。

本文就草鱼等五种郎死的鱼肉肌原纤维蛋白Ca+
+

一AT P拐。 活性进行了测定 ( 图 4 )
。

从图中可明显地看出
,

不同鱼 的 C犷气AT P韶e 活性是

不同的
,

其活性由强到弱的顺序为
:
黄鳝鱼

、

草鱼
、

编鱼
、

缝鱼和罗非鱼
。

至于这些鱼类在冷

藏过程中 C 。‘ 十一A宁P朋。 活性变化如何有待以后探讨
。
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表 3
‘

鱼糜和鱼块 V B N 值的比较

二二幸~ 遭匙匙
时 间〔夭 ))) 温 度(℃ ))) V B N (m g 尹1仪啥)))

鱼鱼 糜糜

:::
舒舒 邵

.

0000

鱼鱼 块块块 盯盯 防
。

4777

草 喊 蜷 黄 罗 一
。 。 , 。

蜚
图 4 几种鱼类即死后的 C a 十 + 一A TP as e 活性

.

么T F“
“
活性单位为邵篮卫0 套/ rn 扭

·

川 g 蛋白
,

测定条件同图 1

讨 论

从鱼糜在冷藏过程中肌原纤维蛋白 C a+
+ 一A T P as 。 活性的变化来看 (图 1 )

,

低温冻结

冷藏的鱼糜同样存在着蛋白质变性的间题
。

试验表明
,

在冷藏过程中鱼糜肌原纤维蛋白

Ca+
十

峨T P昵。 活性
,

具有上升一段而后下降的二相性 (图 1 及表 2 中的即死鱼糜 )
。

使得

其 Ca+
斗一A T P二。 活性上升的原 因推测可能有二个

:

¹ 与鱼体死后僵硬期有关 ; º冷冻使

酶发生部分解聚作用 (或部分发生聚集 ) 〔
. 」

。

也就是说
,

这时其肌动蛋白和肌球蛋白的结合

可能是强的
〔宜] 。 随着冷藏时间的延长

,

在细胞中形成的冰结晶不断长大
,

由于膨胀作用破

坏了蛋 白质分子的正常空间结构
,

由此表现出活性上升之后又明显卡降的现象
。

然而
,

这

一现象在 O一矛C冰藏过程中则没有发现
。 G ol l 等人和 Y幼g 等人L1 们 认为 A T 卫二。活性

的变化基于肌球蛋白和肌动蛋自相互作用的变化
。

实验证明
( 皿, ,

在冷冻鱼糜中加入适当的添加剂可以明显提高鱼糜及制品的质量
,

但对

其肌原纤维蛋白的变性肌理还不十分清楚
。

松田由美子阅认为
,

加 5% 蔗糖对肌原纤维

蛋白的保护效果较好
,

这与木试验的结果一致
。 G枷七er V o g e l 等人〔川 认为醇类的经基

能在酶外形成一个疏水区
,

丙三醇对肌原纤维蛋白冷失活的保护作用可能与此有关
。

然

而
,

有人报导
,

食盐不仅没有表现出对蛋白质的保护效果
,

反而在冷冻中促进蛋白质的变

性〔扭1s]
。

现已证明存在于氯化物里的鱼肉蛋白变性随离子浓度的增加而加快
〔1o 及〔, 艺, 。 至

于焦磷酸钠在本实验里如何促进蛋白质变性的原因
,

可能与其作用时间有关
。

我们对冷

藏 15 天的鱼糜测定 A T p 酶活性
,

发现其活性比冷藏相 同天数的对照鱼糜高 71 拓
,

由此

认为其单独使用时
,

效果在短期内是明显的川
。

另外
,

从表 2 可见
,

不同致死鱼的鱼糜在冷藏过程中的 O a 咚 斗一A T尸、e 活性变化是不

¹ 同第 1 页脚注 ( i )o



产6 水 产 学 报 8 卷水

同的
,

这可能是受到肌肉细胞内的不同 p且 影响结果闭
。

由于鱼糜的细胞结构遭到破坏
,

故其蛋白质变性比鱼块快些
。

然而
,

值得注意的是
,

在 2 7
O

C 保藏一天后的鱼糜其 V B N 值

已升为 8 8m g / 1 0 0 9
,

但其肌原纤维蛋白 C犷几A T 卫韶e
活性则只下降 50 %

。

酶活性的存

在可能是 由于短时间内酶蛋 白的活性中心尚未全部破坏的缘故
。

显而易见
,

肌原纤维蛋

白 C犷气AT P韶e 活性变化是十分复杂的
,

它受到各种因子的影响
。

从以上分析结果来看
,

在冷藏过程中不管鱼糜肌原纤维蛋白 C犷忆A T P a se 活 性变

化如何
,

但其 V B N 值的变化却无显著差别
,

而且在这过程中
,

用 V B N 值也不能说出各

种因素对蛋白质变性的影响和作用
,

这证实了 V B N 值不能作为蛋白质初期变性的衡 量

指标
。

本试验结果表明
,

对鱼糜在冷藏前期 (43 天左右 )
,

用肌原纤维蛋 白 C犷气A T P as 日

活性的变化大小
,

来鉴别鱼糜在冷藏过程中蛋白质的变性程度是行之有效的
。

但对长时间

冷藏的鱼糜来说
,

这种方法就失去了意义
。

至于如何进一步地应用 C犷忆A T P as e
作为

一种标准来鉴定冷冻鱼糜的质量间题有待今后继续研究
。
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