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摘要    扇贝裙边富含蛋白质、脂质等营养成分。为了高值化利用扇贝裙边，本研究选用中性蛋白

酶、动物蛋白酶、风味蛋白酶、木瓜蛋白酶和酸性蛋白酶 5 种酶，以酶解液中游离氨基酸态氮为考

察指标，对扇贝裙边进行酶解工艺条件探讨。首先，将 5 种酶制成复合蛋白酶进行正交实验，确定

最佳酶解时间、温度、pH 及加酶量，经检验，氨基酸转化率为 77%；然后，通过实验确定 CaCl2

为最适钙源，以贝壳为原料，通过水飞法和酸法转化可制得贝壳源 CaCl2。将扇贝裙边酶解液中复

合氨基酸与来源于贝壳的钙螯合制备复合氨基酸螯合钙，以正交实验筛选出最佳螯合条件。经检验，

该螯合反应螯合率达 92%。 
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扇贝隶属珍珠贝目(Pterioida)，广泛分布于世界

各个海域 (刘天红等 , 2013)。我国现在扇贝年产量

1400 万 t，占海水养殖动物总产量的 22%。扇贝裙边

是扇贝加工后的下脚料（包括扇贝边、性腺和肠腺

等），由于受现有加工技术水平的限制，尚未得到大

规模高值化利用，是亟待深度开发利用的重要海洋生

物资源(魏玉西等, 2009)。扇贝裙边蛋白质含量高，

对扇贝裙边进行酶解转变为复合氨基酸，可以提高其

生物利用率及营养价值。目前，已有学者将扇贝裙边

用于加工生产海鲜酱油、贝裙脆片和扇贝酱(严超等, 
2016)等。关于蛋白质降解制备复合氨基酸的方法一

般采用 HCl 水解法，但该法破坏某些氨基酸(如色氨

酸)，且 HCl 挥发性强，对设备的要求较高并容易污

染环境(熊竹, 2016)。因此，利用蛋白酶酶解法制备复

合氨基酸，被认为是一种更好的加工方式(桑亚新等, 
2012；宋惠平等, 2015)。 

Ca 是 人 体 必 需 的 营 养 素 ， 占 人 体 体 重 的

1.5%~2.2%，其中大部分(约 99%)以 Ca3(PO4)2 的形式

存在于骨中。中国人的饮食结构以植物性食物为主，

不足以满足人体对 Ca 的需求，需要额外补充 Ca   
(赵妍嫣等, 2011)，而且对骨骼正常生长和体内生理调

节来说，Ca 是一种非常重要矿物元素，即使膳食 Ca
摄入量足够，但是由于 Ca2+在肠道碱性环境内容易形

成沉淀(Vavrusova et al, 2014)，从而无法被小肠吸收，

因此，生物利用率较低(Bao et al, 2008)，且对胃有刺

激作用(Straub, 2007)。 
研究发现，蛋白质酶解得到的氨基酸具有较强的

Ca2+结合活性，如鸡蛋壳粉氨基酸螯合钙 (杜冰等 , 
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2011)、罗非鱼骨粉氨基酸螯合钙(胡振珠等, 2010)、
米渣蛋白氨基酸螯合钙(郭艳, 2006)以及文蛤氨基酸

螯合钙(郑清等, 2009)等。这类补钙剂可以促进钙离

子的生物利用度，因而 Ca 吸收率较高(丁媛媛等 , 
2017)。本研究旨在采用复合蛋白酶酶解法，将扇贝

裙边蛋白质酶解成为游离氨基酸，探索最佳酶解条

件，并进一步将酶解得到的氨基酸与无机钙离子进行

螯合制备复合氨基酸螯合钙，以提高扇贝裙边利用附

加值，为扇贝裙边作为功能性食品提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 

实验用的扇贝裙边：栉孔扇贝，购自山东省青岛

市沙子口；食品级酶制剂：中性蛋白酶、风味蛋白酶、

木瓜蛋白酶、动物蛋白酶，购自广西南宁庞博生物工

程有限公司；酸性蛋白酶，购自北京索莱宝生物科技

公司。分析纯级试剂：石油醚，NaOH，EDTA-Na2

自制复合酶制作过程：将中性蛋白酶、风味蛋白酶、

木瓜蛋白酶、动物蛋白酶和酸性蛋白酶按等质量均匀

混合后，放于 4℃冰箱直至使用。 

1.2  仪器与设备 

索氏脂肪抽提器；PHS-3C pH 计，上海雷磁仪器

厂；GL-20G-II 冷冻离心机，上海安亭科学仪器厂；

真空冷冻干燥机，北京博医康实验仪器有限公司；

SYKAM全自动氨基酸分析仪 S-433D，SYKAM公司，

德国；K9840 全自动凯氏定氮仪，济南海能科技有限

公司。 

1.3  方法 

1.3.1  贝壳为钙源的 CaCl2 制备    将扇贝壳刷洗干

净，先以 0.05 mol/L HCl 浸泡 2 h，以自来水充净后

粉碎至 60~80 目，水飞法除去密度大的部分后烘干得

钙源贝壳粉。取适量钙源贝壳粉，先加适量 HCl 使贝

壳粉完全溶解，再继续加钙源贝壳粉至加入的贝壳粉

不再溶解为止。过滤，将滤液经浓缩、酒精沉淀、烘

干即得贝壳源氯化钙(魏玉西等, 2013)。 
1.3.2  氨基酸态氮的测定     甲醛滴定法(杨佩荣 , 
2003)；总氮(粗蛋白)的测定：凯氏定氮法(杨佩荣 , 
2003)；pH 测定：pH 酸度计；钙离子的测定：EDTA
滴定法(金其荣等, 1989)；粗脂肪的测定：索氏抽提

法(GB 5009.6-2016)。氨基酸分析方法：茚三酮法(GB 
5009.124-2016)。 

1.4  工艺优化实验 

1.4.1  扇贝裙边的预处理    新鲜的扇贝裙边去杂

后加入 2 倍体积蒸馏水煮沸 5 min，沥干并于 96℃干

燥 6 h，粉碎，过 100 目筛，即得均匀扇贝裙边粉末。 
1.4.2  裙边粉末的脱脂     参考罗舜菁等(2017)、 
郑建明等(2017)方法并加适当改进。取 3 份、每份 10 g
扇贝裙边粉，各加入 100 ml 无水乙醇，60℃恒温水

浴摇床 6 min，抽滤，重复 2 次，过滤、晾干即得脱

脂后的扇贝裙边粉末。脂含量测定结果取平均值。 
1.4.3  酶解工艺流程    酶解工艺参魏玉西等(2009)
并加适当改进。将脱脂后的扇贝裙边粉末加入 20 倍

体积的蒸馏水，加入自制复合酶进行正交酶解实验。

酶解完毕以后，立即升温至 100℃灭酶 5 min，冷却

至室温以后，3500 r/min 离心 30 min，上清液即为酶

解液。测定酶解液中氨基酸态氮含量并计算氨基酸转

化率(杨佩荣, 2003)。 
1.4.4  螯合钙制备工艺流程    首先对螯合钙的钙

源的选择进行了优化，最后确定以贝壳粉制备的

CaCl2 为最优钙源，然后对螯合过程的时间、pH 及温

度因素进行了单因素和正交实验的优化，用 EDTA 滴

定法测螯合率最终，确定了最优的螯合工艺。 
1.4.5  氨基酸组成分析    分别取扇贝裙边粉末、酶解

液和复合氨基酸螯合钙样品，采用 SYKAM 全自动氨基

酸分析仪 S-433D 进行氨基酸组成分析(付萍等, 2016)。 

2  结果与分析 

2.1  脱脂效果分析 

扇贝裙边脱脂结果见表 1。经脱脂处理以后，扇

贝裙边粉末脂肪含量明显降低，有利于下一步酶解，

并且腥臭味消失，呈现出扇贝固有的鲜甜味。 

2.2  正交实验结果 

正交实验选取时间、加酶量、温度和 pH 4 个因

素(刘淇等, 2013)，通过预实验确定正交实验的因素

和水平，进而进行正交实验。自制蛋白酶正交设计因

素与水平排列见表 2，正交实验结果见表 3。总体来

说，酶解 pH 的影响最主要，其次是酶解温度，而酶

解时间和加酶量影响较小，实验结果与魏玉西等(2009)
的研究结果相吻合。根据正交实验的结果，最后确定

最佳酶解条件为：添加扇贝裙边粉末量 0.15%(w/w)
自制复合蛋白酶，介质 pH=8，温度 65℃，酶解 7 h
后在 100℃水浴加热 10 min 灭酶，即得到复合氨基酸

酶解液，氨基酸转化率达 77%。 
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表 1  脱脂次数与样品脂肪含量 
Tab.1  Degreasing times and sample fat content (%) 

材料 Raw material 
未脱脂裙边粉 

Non-degreasing  
scallop skirt powder 

1 次脱脂裙边粉 

One time of degreasing  
scallop skirt powder 

2 次脱脂裙边粉 

Two times of degreasing  
scallop skirt powder 

脂肪含量 Fat content 16.60 2.10 0.55 
 

表 2  蛋白酶正交设计因素与水平排列 
Tab.2  Protease orthogonal experimental design 

因素 Factors 
水平 

Levels A 酶解时间 
Enzymolysis time (h) 

B 酶解温度  
Enzymolysis temperature(℃) 

C 酸碱度 
pH 

D 加酶量  
Enzyme dosage(%) 

1 5 55 6 0.05 

2 6 60 7 0.10 

3 7 65 8 0.15 
 

表 3  蛋白酶正交实验方案及结果分析 
Tab.3  Orthogonal experiment design and results 

酶解条件 Conditions of enzyme hydrolysis 氨基酸转化率 Amino acid conversion rate (%) 

A B C D 实验号 
No. 

1 2 3 4 
第 1 次 

First time 
第 2 次 

Second time 
第 3 次 

Third time 

1 1 1 1 1 72.55 72.50 72.55 

2 2 2 1 2 75.25 75.20 75.25 

3 3 3 1 3 76.65 76.65 76.60 

4 2 1 2 3 75.25 75.25 75.30 

5 3 2 2 1 77.05 77.05 77.10 

6 1 3 2 2 76.50 76.50 76.55 

7 3 1 3 2 76.55 76.50 76.60 

8 1 2 3 3 76.55 75.55 76.50 

9 2 3 3 1 75.75 75.75 75.70 

均值 1 K1 74.817 74.783 75.200 75.117    

均值 2 K2 76.267 76.283 75.417 76.100    

均值 3 K3 76.283 76.300 76.750 76.150    

极差 R 1.466 1.517 1.550 0.973    
 

2.3  螯合因素分析 

2.3.1  钙源的选择    不同钙源参与的鳌合反应螯

合率见表 4。由表 4 可见，5 种不同钙源对螯合率的

影响差别较大，其中 CaCl2 参与螯合反应螯合率最高

(达 89%)。因此，本研究螯合反应选用 CaCl2 为钙源。

这与文献(甘林火等, 2008)所报道的结果一致。同时为

增加贝可利用度，选用贝壳为原料制备 CaCl2。将扇贝

壳刷洗干净，先以 0.05 mol/L HCl 浸泡 2 h，以自来水

充净后粉碎至 60~80 目，水飞法除去密度大的部分

后，烘干得钙源贝壳粉。取适量钙源贝壳粉，先加适

量 HCl 使贝壳粉完全溶解，再继续加钙源贝壳粉至 

表 4  钙离子与螯合率的关系 
Tab.4  Relationship between calcium and chelation rate (%) 

钙离子来源 Source of calcium ion 螯合率 Chelation rate 
Ca(OH)2 57 

CaCl2 89 
CaCO3 38 

Ca(C6H11O7)2 65 
C6H10CaO6 33 

 
加入的贝壳粉不再溶解为止。过滤，将滤液经浓缩、酒

精沉淀、烘干即得贝壳源 CaCl2。经实验证明，经该方

法制备的 CaCl2 的鳌合率，与分析纯级 CaCl2 效果相同。
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因此，以下鳌合实验均使用贝壳 CaCl2 为钙源。 
2.3.2  螯合反应单因素实验结果    鳌合反应单因

素实验结果见图 1、图 2 和图 3。可见，鳌合过程的

最佳温度为 40℃，最佳时间为 40 min，超过 40 min
以后，鳌合率下降，最佳 pH 为 9。 

 

 
 

图 1  反应时间对螯合率的影响 
Fig.1  The effect of time on the chelation rate 

 

 
 

图 2  温度对螯合率的影响 
Fig.2  The effect of temperature on the chelation rate 

 

 
 

图 3  pH 对螯合率的影响 
Fig.3  The effect of pH on the chelation rate 

 
2.3.3  螯合反应正交实验结果    螯合反应正交设

计因素与水平排列见表 5，正交实验方案及结果见  
表 6。由表 6 可见，反应时间和介质 pH 对螯合率的

影响最主要，而温度影响最小。具体地说，最佳螯合

反应条件：反应温度为 40℃，反应时间为 40 min，
介质 pH 为 9。在此最佳工艺条件下进行螯合反应，

螯合率可达 92%。 

2.4  氨基酸组成分析 

扇贝裙边粉末中含有丰富的氨基酸，且含有 7 种

人体必需氨基酸(魏玉西等, 2009)。本研究就扇贝裙

边粉末、扇贝裙边粉末酶解液以及复合氨基酸螯合钙

进行了氨基酸组成及含量测定，结果见表 7。由表 7
可见，在扇贝裙边粉末酶解液中，末中含有较多谷氨

酸和天冬氨酸，因此酶解液有浓郁的鲜味。选用贝壳

制备的 CaCl2 为钙源，进一步提升了扇贝的利用度，

降低了生产成本。由于酸性氨基酸(天冬氨酸和谷氨

酸)更容易与钙离子进行螯合(Liu et al, 2013)，在复合 
 

表 5  螯合反应正交实验设计因素与水平排列 
Tab.5  Factors and levels arrangement of  
chelation orthogonal experimental design 

因素 Factors 
水平

Levels
A 酶解温度 
Enzymolysis 

time (℃) 

B 酶解时间 
Enzymolysis  

temperature(h) 

C 酸碱度 
pH 

1 30 20 8 

2 40 30 9 

3 50 40 10 

 
表 6  螯合反应正交实验结果 

Tab.6  Chelating reaction orthogonal  
experimental design and results 

酶解条件 
Conditions of  

enzyme hydrolysis 

实验结果 
Result of  

orthogonal design (%) 
A B C 

实验号 
No. 

1 2 3 

第 1 次
First 
time 

第 2 次
Second 

time

第 3 次
Third 
time

1 1 1 1 77 76 77 

2 2 2 1 85 84 84 

3 3 3 1 83 84 83 

4 2 1 2 84 83 82 

5 3 2 2 90 90 89 

6 1 3 2 85 86 85 

7 3 1 3 79 79 78 

8 1 2 3 80 82 81 

9 2 3 3 88 87 86 

均值 1K1 81.667 80.000 80.667       

均值 2K2 86.333 85.000 85.667       

均值 3K3 82.333 85.333 84.000       

极差 R 4.666 5.333 5.000       

R2 20800 20747 20732       
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表 7  氨基酸组分及含量分析 
Tab.7  Analysis of amino acid composition and content 

氨基酸所占百分比 
Percentage of amino acids 

氨基酸 
Amino acids  扇贝裙边

Scallop 
skirt 

酶解液 
Hydrolysate 

螯合钙 
Chelate 
calcium 

天冬氨酸 Asp 10.61 10.98 22.23 

苏氨酸 Thr 4.84 1.54 3.48 

丝氨酸 Ser 4.92 5.41 10.76 

谷氨酸 Glu 15.72 20.32 33.87 

甘氨酸 Gly 9.40 3.64 9.97 

丙氨酸 Ala 5.92 2.39 3.21 

胱氨酸 Cys 0.36 11.67 0.70 

缬氨酸 Val 4.92 0.39 2.37 

甲硫氨酸 Met 0.41 0.89 0.69 

异亮氨酸 Ile 4.81 0.57 1.53 

亮氨酸 Leu 7.84 0.58 1.60 

酪氨酸 Tyr 3.39 0.62 0.42 

苯丙氨酸 Phe 4.06 0.97 0.84 

组氨酸 His 3.22 7.17 4.32 

赖氨酸 Lys 6.75 15.48 3.83 

精氨酸 Arg 7.23 12.86 1.95 

脯氨酸 Pro 5.58 0.17 3.90 

注：色氨酸未测 
Note: Tryptophan is not detected 

 
氨基酸螯合钙产品中，酸性氨基酸的含量相对于酶解

液进一步提升，使天冬氨酸由 10.89%上升到 22.23%，

谷氨酸由 20.32%上升到 33.87% ，因而使得复合氨基

酸螯合钙产品有较显著的鲜味；但对于碱性氨基酸，

如精氨酸、赖氨酸和组氨酸来说，因它们不易与钙离

子进行螯合，所以在复合氨基酸螯合钙产品中其含量

均有所下降；对中性氨基酸来说，在复合氨基酸螯合

钙产品中的含量均无较大改变。 

3  结论 

本研究采用多种蛋白酶，对扇贝裙边进行复合蛋

白酶酶解，采用正交实验设计进行优化酶解条件，使

最终氨基酸转化率达到 77%，较目前所报道的酶解条

件(Choi et al, 2012)有更高的氨基酸转化率，且复合氨

基酸中含有较多人体必需氨基酸。因为氨基酸的羧基

存在钙离子结合能力(Bao et al, 2008)，在酶解之后将

氨基酸酶解液与来源于贝壳的无机钙离子进行螯合，

制备复合氨基酸螯合钙，通过优化螯合反应条件，最

终使螯合率达到 92%，该产品可以提高人体对钙离子

的生物利用率(Hou et al, 2015; Jeon et al, 2010)。因

此，本研究结果不仅高值化利用扇贝裙边，将其中氨

基酸游离出来并转化为复合氨基酸螯合钙，而且利用

贝壳将其中钙质作为复合氨基酸螯合钙的钙源，将扇

贝加工废弃物变废为宝，生产出的复合氨基酸螯合钙

不仅具有补钙功能，而且具有鲜美的味感，可以作为

补钙剂或功能性调味品食用。这对提高扇贝加工下角

料的附加值，同时也为我们高值化利用其他水产加工

废弃物、减少环境污染，促进蓝色经济的可持续健康

发展提供了新的思路和方法。 
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Study of the Preparation of Compound Amino Acid-Chelated  
Calcium by Protease Hydrolysis of Scallop Skirts 

JIAO Kui1, GAO Xiang1, YU Jia1, WEI Yuxi1①
, GAO Jie1,  

ZHANG Xuemei1, WANG Jinmei2, LI Yujin2 
(1. School of Life Sciences, Qiingdao University, Qingdao  266071; 2. Rongcheng Taixiang Food Co. Ltd, Rongcheng  264309) 

Abstract    Scallop skirts are by-products of scallop processing that are rich in nutrients such as 
proteins and lipids. Owing to the limitations of the existing processing technology, they have not been 
used on a large scale and are not currently of much value. In this study, to effectively utilize the scallop 
skirt, neutral protease, animal-complex protease, flavor protease, papain, and acidic proteinase were used 
to hydrolyze the scallop skirt. The free amino acid nitrogen content in the hydrolysate was used as an 
indicator for optimized reaction conditions. First, alcohol was used to degrease the scallop skirt, which 
increased the degree of enzymatic hydrolysis. Subsequently, single-factor experiments were performed on 
five enzymes to select the optimize enzymatic hydrolysis time, temperature, pH, and enzyme dosage. 
Subsequently, orthogonal experiments were performed to determine the optimum hydrolysis conditions 
for the five enzymes. The results showed that the amino acid conversion rate of the hydrolysate prepared 
under the optimum hydrolysis conditions was as high as 77%. In previous studies, calcium chloride was 
determined to be the most suitable calcium source. The scallop shell was used as a raw material to obtain 
calcium chloride by acid treatment and water flying, and then calcium chloride was mixed with compound 
amino acids in the hydrolysate to prepare complex amino acid-chelated calcium. The calcium ion content 
in the chelated calcium was chosen as an index; subsequently, single factor experiments were performed 
to determine the time, temperature, and pH of the chelation process. The optimum chelating conditions 
were screened by an orthogonal experiment. A chelation rate of up to 92% was obtained in the final 
products. The compound amino acid-chelated calcium not only functions as a calcium supplement, but 
also has a delicious taste; it can be used as a calcium supplement or functional condiment. Our findings 
will assist in achieving additional value from scallop-processing waste, and also provide us with novel 
insights and methods for high-value utilization of other aquatic processing waste. 
Key words    Scallop skirts; Degrease; Enzymatic hydrolysis; Amino acids conversion rate; Amino acid 
chelated calcium; Chelation rate 
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