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主題名稱：水果酵素分解蛋白質活性之探討 

研究動機 

    有一次媽媽煮晚餐時，看到媽媽把青木瓜和排骨一同丟到湯裡面煮，媽媽說木

瓜裡面的酵素可以讓排骨更加軟嫩，我們好奇酵素到底能分解多少蛋白質，在網路

上也流行自製水果酵素的作法，效果跟市面上所販售的相比又如何？  

研究目的 

自行製造酵素並比較不同種類酵素的分解能力 

  (一)以市售木瓜酵素分解蛋白質 

  (二)以生/熟自製木瓜酵素分解蛋白質 

    (三)以採集法自製粗木瓜酵素分解蛋白質 

  (四)以市售鳳梨酵素分解蛋白質 

  (五)以生/熟鳳梨釀造液分解蛋白質 

研究過程 

酵素液的製造及蛋白質檢測品的配製 

 (一)生鳳梨皮釀造液 

    將 1L 的水、100g 細白砂糖、300g 生鳳梨皮放入 1.56L 的玻璃桶。置於陰暗處發

酵。接下來每兩天打開攪拌一次，兩個月後以濾紙過濾並放入冰箱保存。 

    (二)熟鳳梨皮釀造液 

         將生鳳梨皮放入沸水中煮三分鐘，即為熟鳳梨皮。將 1L 的水、100g 細白砂糖、

300g 熟鳳梨皮放入 1.56L 的玻璃桶。置於陰暗處發酵。接下來每兩天打開攪拌一次，

兩個月後以濾紙過濾並放入冰箱保存。    

 (三)生青木瓜釀造液 

          將青木瓜去皮洗乾淨後，切成片狀陰乾。將 700g 生青木瓜以及 700g 的細白糖

放入 1.56L 的玻璃桶。接下來每兩天打開攪拌一次，兩個月後以濾紙過濾並放入冰

箱保存。   

 (四)熟青木瓜釀造液 

    將青木瓜去皮洗乾淨後，切成片狀並丟入沸水中煮三分鐘，取出後陰乾。將 700g

熟青木瓜以及 700g 的細白砂糖放入 1.56L 的玻璃桶。接下來每兩天打開攪兩個月後

以濾紙過濾並放入冰箱保存。 



  (五)自製粗木瓜酵素 

    其採收方法是選擇清澀、堅硬的果實，用刀片縱割數刀以不傷果肉的淺紋為原

則，白色乳汁流出用淺盤接收，因新採收的乳汁易膠結，故須速速展開成薄層乾燥，

以免損及酵素活性。乾燥後的木瓜乳汁，雖然以冷凍保存能保存其活性，但酵素分

子穩定性較差。取用時將 0.45g 的粉末加純水成 100mL 木瓜乳汁粗自製酵素液，再

分管以 3500rpm 離心 15 分鐘，並取澄清液使用；尚未用完的酵素液則以冷藏方式保

存，變色即不可使用。 

    (六)標準蛋白質溶液： 

           10mg/mL 的酪蛋白(Caseins)溶於 0.05M 的氫氧化鈉。 

雙縮脲法 

  (一)實驗原理 

       雙縮脲（NH2CONHCONH2）是兩個分子脲經 180˚C 左右加熱，放出一個分子氨

後得到的產物。具有兩個或兩個以上肽鍵的化合物皆有雙縮脲反應。在鹼性溶液中

雙縮脲與銅離子結合形成複雜的紫紅色錯合物。而蛋白質及多肽的肽鍵與雙縮尿素

的結構類似，也能與 Cu
2+
形成紫紅色錯合物。 

紫紅色銅雙縮脲複合物分子結構 

    (二)試劑配製： 

      取 0.175g 的硫酸銅溶於約 15mL 的蒸餾水，加入 100mL 的量瓶中，加入 30mL

的氨水、30mL 的蒸餾水、和 20mL 的飽和氫氧化鈉溶液，室溫放置 70 分鐘後，再

加水至 100mL。 

       為了日後可以比較蛋白質分解量的多寡，我們配製幾種不同濃度的蛋白質溶液，由

於蛋白質濃度不同，加入檢驗試劑後的顏色濃度也會不同。配出檢量線後，之後的

實驗即可比較蛋白質被分解的量來得知酵素的活性。將各濃度之值做成趨勢線，當

數據趨勢線的相關係數高於 0.995，即得出檢量線。 

      雙縮脲檢量線的繪製(酪蛋白溶液)： 

 實驗步驟： 

1. 在五個試管之中，分別加入總體積為 1.5ml，濃度分別為 20%、40%、60%、80%、

100%的酪蛋白溶液。    



2. 每管間間隔兩分鐘，加入 6ml 的雙縮脲試劑，並搖勻靜置。 

3. 裝入 scale 中，以 1.5ml 的水加 6ml 的雙縮脲試劑作為背景值，放入光譜儀中檢測。 

  五、考馬斯亮藍法(Bradford 法)： 

    (一)實驗原理 

    考馬斯亮藍在一定檢測範圍內與蛋白質濃度成正比，因此可用於蛋白質的定量

測定，由於其可以測得微克級蛋白質含量變化，所以此方法相較靈敏精確。而考馬

斯亮藍分為 R-250 與 G-250 兩種檢測法，其中考馬斯亮藍 G-250 由於與蛋白質的結

合反應十分迅速，常用來作為蛋白質含量的測定:考馬斯亮藍 R-250 與蛋白質反應雖

然比較緩慢，但是可以經洗脫後，取得聚丙烯胺凝膠電泳後蛋白質條帶的染色，雖

然 R-250 較 G-250 繁瑣複雜，但也因其檢測方法相較準確，所以我們便決定採用 R-250

檢測法， 

考馬思亮藍 R-250 化學結構 

     (二)試劑調配 

      1.考馬斯亮藍 R-250： 

         取 0.25g 的考馬斯亮藍 R-250，再將其溶於 45.5ml 甲醇與 10ml 冰醋酸中，待溶解後，

加水至 100ml。 

      2.固定液：取 20g 三氯醋酸並加水至 100ml。 

               3.脫色液：取 95%乙醇 135ml 與冰醋酸 15ml、蒸餾水 150ml，並將其互相混合。 

               4.洗脫液：取 0.12M NaOH，再加入 80%的甲醇混合。 

          (三)考馬斯亮藍 R-250 檢測蛋白質之檢量線配製： 

    與上述雙縮脲的實驗目的相同，為了利用分光光譜儀檢測蛋白質在溶液中的量，

我們必須配製檢量線。我們依照上述操作方法進行不同蛋白質溶液的量與考馬斯亮

藍反應，得出不同的試液在波長 590nm 下的吸收值，將其值做成趨勢線，當數據趨

勢線的相關係數高於 0.995，即得出檢量線。 

    (四)實驗操作步驟 

考馬斯亮藍 R-250 試劑檢測酵素方式 

1.配製待測試劑(蛋白質+酵素)。 

http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=zh-CHS&to=zh-CHT&a=http%3A%2F%2Fwww.bing.com%2Fknows%2F%25E8%2581%259A%25E4%25B8%2599%25E7%2583%25AF%25E9%2585%25B0%25E8%2583%25BA


2.準備 1.6Cm*2Cm 的濾紙數張，使用微量滴管取出試劑，以每次 5µl 的量數，

滴至固定位置，並分別進行 5 次(共 25µl)滴量。 

3.將滴量好的濾紙浸在固定液中 10 分鐘，時時輕輕攪動。 

4.將泡好的濾紙進入染色液(考馬斯亮藍)中，維持 30˚C 恆溫一小時。 

5.為了除去未與蛋白質結合的染料部分，需要充分的脫色反應。故將已染色

的濾紙浸在脫色液中，10 分鐘或更長時間，時時搖動。如此反覆數次，至濾

紙基本呈現為無色。 

 雙縮脲法實驗步驟： 

           1.取 1mL 各種酵素加 pH=7.0 的緩衝溶液至 30mL，為酵素溶液            

           2.取 1mL 的酵素溶液，加入至 3mL 的酪蛋白溶液 

           3.搖勻後於室溫靜置 30 分鐘，加入至 16mL 的雙縮脲試劑中 

           4.與雙縮脲試劑反應 30 分鐘後，放入光譜儀中測數據                

           5.取不同種類酵素重複步驟 1~4 

考馬斯亮藍法： 

      步驟一之不同酵素下待測試劑配製： 

     1.取 1mL 不同酵素加 pH=7.0 的磷酸鹽緩衝溶液至 30mL 

           2.將各個配好之待測試劑放置固定溫度下(隔水加熱 30
℃

) 

           3.待酵素溶液達至溫度後，取出 1mL 加入 4mL 的酪蛋白溶液中，並將混和  

      溶液置於固定的溫度環境下 30 分鐘 

           4.將實驗試管置入離心機以 3500rpm 為轉速離心 15 分鐘，即可進入下一階  

      段步驟 

研究結果 
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         雙縮脲檢量線的繪製(酪蛋白溶液)          (酪蛋白檢量線的繪製) 

 

          (不同種類酵素的分解效果(雙縮脲法)) 

 

       (不同種類酵素的分解效果(考馬斯亮藍法)) 
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