
第 1 3卷

第 4期

无 锡 轻 工 业 学
J O URN AL OT FH E WX U I IN T ST I UT E

学 报
L IGH T IN DT R U S Y

V ol
.

1 3

1 9 94N o
.

4

院
F O

绍兴腐乳毛坯中蛋白酶的检测

鲍松林 丁霄霖

( 食品科学与工程系 )

摘要 1
.

75 %N a CI溶液可有效抽提林木毛霉菌丝休表面的蛋白酶
,

依此确立 了腐

乳毛坯 中蛋白酶的检测法
。

该晦 系在 40 ℃以 下 h2 晦活稳定不 变
,

60 ℃ hl 能保持

58 %活 力 ; 其最适作用温度和 p H 分别 为 55 ~ 60 ℃和 6~ 7P H ; p H 稳定范围为 4一

7 ; N a CI 和 C H
3
C H

Z
O H 对酶 系有明显的保护作用

。

讨论 了蛋 白晦检 .Nl 及 其性质对

腐乳工 艺改进的指 导意义
。

关键词 腐乳毛坯
; 蛋白酶 ; 检测 ; 林木毛霉

0 前 言

毛霉型腐乳生产的第一阶段是以豆腐坯为底物
,

接种毛霉饱子进行培菌
,

待长成大量菌

丝
,

即成腐乳毛坯
;
第二阶段是将毛坯盐腌后进行配料装瓶

,

随后开始漫长的后熟贮存直至

成品
。

第一阶段毛霉菌在豆腐坯上生长繁殖
,

是分泌积累以蛋 白酶为主的各种酶的重要过

程 ; 蛋白酶活力的高低及其酶学特性直接影响到后期熟成的进程和效果
,

因此很有必要将蛋

白酶作为前期培菌的主要参数进行检测
。

本试验采用未经纯化精制的酶液进行性质测试
,

着

重点不是纯酶学性质
,

而是与腐乳切实相关的蛋白酶酶系性质
,

目的在于对腐乳生产进行科

学剖析并对其工艺改进提供理论依据
。

1 材料与方法

1
.

1

1
.

1
.

1

实验材料

豆腐坯 根据腐乳厂的生产工艺
,

以卤水为凝固剂
,

制得豆腐坯的规格为
:

大小 24

X 2 4 X 1 4m m
3 ,

比表面积 o
.

3 1m m

1
.

1
.

2 菌种 林木毛霉 ( M uc or

菌种
。

1
.

2 方法

一 ’ ,

水分 7 0 % ~ 72 %
.

: it v
at ic us ) 由绍兴咸亨食品厂提供

,

是绍兴咸亨腐乳 生产

收稿 日期
: 1 9 9 4

一

0 4
一

2 5
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1
.

2
.

1 毛霉饱子悬浮液制备 菌种经斜面活化后移接至装有献皮的三角瓶中
,

28 C培养

6。一 7 2h
,

然后加水洗涤抱子
,

经二层纱布过滤即制成抱子悬浮液
,

随配随用
。

1
.

2
.

2 腐乳毛坯的制备 将符合规格要求的豆腐坯
,

按一定间隔排列于木框内
,

用喉头喷

雾器喷洒毛霉抱子液进行接种
,

随后置于 24 C
、

相对湿度 88 %的条件下进行培菌
。

分别于

2 4
,

3 4
,

4 8 h 取样测定
。

1
.

2
.

3 蛋 白酶的测定 采用福林酚法川
,

其中缓冲液分别取不同 p H 值进行试验
。

酶活定

义为
:

在 4 0 ℃
,

一定 p H 条件下
,

l m in 水解酪蛋 白产生 1拼g 酪氨酸所需的酶量为 1个蛋白酶

活力单位
。

2 结果与讨论
2

.

1 检测方法的确定

为了客观反映毛坯中的蛋白酶
,

有必要寻求有效的样本预处理及酶液抽提的方法
,

然后

选用适宜的缓冲液进行测定
。

腐乳毛坯的主成分是蛋白质
,

直接取毛坯以高速组织捣碎机捣

碎并以缓冲液抽提蛋白酶
,

测定时发现空白液的吸光度很大
,

使得测定反应中产生的吸光度

增值相对很小
,

严重影响测定的精度
。

这是由于福林酚法以酪氨酸为检测对象的局限性所

致
。

试验将毛坯称量后
,

仅切取其表层连同菌丝体进行捣碎抽提
,

结果能明显降低测定时空

白液的吸光度
,

提高了测定精度
。

其次
,

选用五种不同介质
、

缓冲液分别对 毛坯中蛋 白酶进行抽提
,

结果 见表 1
.

可以看

出
,

1
.

7 5 % N a C I溶液可有效抽提毛坯中的蛋白酶
。

与其相比
,

H
2
0

,

0
.

85 % N a CI
,

0
.

l m ol / L

磷酸缓冲液的相对抽提率分别为 15 % ~ 21 %
,

77 % ~ 83 %
,

74 % ~ 82 %
,

而 2
.

35 % N a
CI 溶

液的相对提取率为 1 01 % ~ 1 03 %
,

虽增加了盐浓度但提取效果无明显差异
。

这 一结果与

w a n g z[] 使用 0
.

3m ol / L N a CI 能有效抽提冻土毛霉蛋白酶的报道相类似
,

可 以推断林木 毛

霉的蛋白酶也属菌丝表面结合酶
,

需采用一定离子浓度的介质才能有效提取
。

试验中水的抽

提效率较低
,

但远 比 w an g 的数据大
,

这可能与用卤水作凝固剂有关
,

W
a n g 在试验 中采用

的是一般液体培养物
。

表 l 五种不同介质对毛坯中蛋白酶的抽提结果 (酶活 u/ g 干毛坯 )

时间 ( h ) H Z( ) 0
.

8 5% N a C I 1
.

7 5 % N a C I 2
.

3 5 % N a C I 0
.

l m o l / I
_

p H 7
.

2 磷酸缓冲液

另外
,

采用不同 p H 值的缓冲液对抽提液进行酶活检测 (数据见下文 )
,

结果表明该蛋 白

酶酶系主要是中碱性蛋白酶
。

综合以上试验确定腐乳毛坯中蛋白酶的检测方法为
:

取一定量

毛坯
,

切下表层及菌丝体加适量 1
.

75 % N a CI 溶液高速捣碎
,

30 C抽提 l h
,

取滤液适当稀释
,

用福林酚 比色法测定酶活
。

2
.

2 蛋白酶性质的研究

2
.

2
.

1 酶促反应的进程曲线 使酶与底物作用不同时间
,

测定生成物量 (以 O D 68 。

表示 )与

时间的关系
,

结果见图 1
.

作用时间在 25 m in 以内
,

O D 值达 0
.

4 仍保持直线
,

因此在具体 应

用时
,

确定作用时间 10 或 15 m in
,

保证 O D 值和时间呈线性关系
。
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2
.

2
.

2酶的最适作用温度 将酶促反应的温度控制在 30
,

40
,

50
,

60
,

70
,

8 0 C
,

分别作用 10

和 15 m in
,

测得酶活如图 2
.

可见林木毛霉蛋白酶的最适作用温度在 60 C 左右
,

超过 60 C 酶

失活较快
。

但当作用时间延长至 15 m i n
,

酶 的最适作用温度则向偏低方 向移动
,

约为 5 5
`

C
.

丫

l口’I |

!|州
|.

1
1月州 |||叫才..月..了.几下.飞

日8ǎh4
一一一一一一一一

l

…厂 ;

} / 摇
} / 宝

…仁
_

二 )

二_
`

时 Ib」` m 一n )

一-工沈自O

期8(6()臼
( J -L 一一一 , 尸一一一20 3 ( ) 4 ( ) 5〔)

温度

图 l 酶促反应的进程曲线 图 2 温度对酶活的影响

一+ 一 15 m i n 一口一 10 m i n

2
.

2
.

3 酶的热稳定性 将酶液置于 4 0
,

5 0
,

6 0
,

7 0
,

8 0℃水浴中分别处理 2 5
,

5 0
,

7 5
,

10 o m i n
,

定时取样测定其酶活
,

结果如 图 3
.

可以看出该酶的热稳定性较好
,

在 40
`

C 以下 h2 酶活稳

定
,

60 C 处理 hl 酶活能保持 58 %
,

但当温度高于 70 ℃时则迅速失活
。

这表明保温催熟腐乳

可以由持久高效的酶促反应得以保障
。

2
.

2
.

4 酶的最适作 用 p H 将酶置于不同 p H 值的缓冲液中进行酶促反应
,

测得酶活如图

4
.

。一~ 们

月J ..、 ..esl
`

ee
.. es门几

ee
月qgJ

共织谧常年

O一OC一i

H

6p5月峥

5仁)

时间 ( m l n )

丁5 1( 、 ( 1

图 3 图 4

一 + 一

一 X 一

酶的热稳定性

4 O C 一 + 一 5 0 ℃

6。 ℃ 一口一 70 亡

8 0 C 一口一

pH 对酶活的影响

。
.

nI o l/ I 磷酸氢二钠
一

柠檬酸

。
.

nI o l/ I 磷酸缓冲液

硼砂
一

氢氧化钠
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该酶的最适作用 p H 为 9~ 0 1
,

其次是 6 ~ 7
.

值得指出的是当使用的缓冲液不同时
,

酶活力

表现也不相同
,

图中所示磷酸缓冲液体系的酶活表现明显高于磷酸氢二钠
一

柠檬酸体系
。

这

表明在测定该酶酶活时选用适宜的磷酸缓冲液可提高测定灵敏度
。

2
.

2
.

5 晦的 p H 稳定性 将酶用不同

p H 值的缓冲液调节到 p H 4 ~ 1 0
,

置于

3 0℃水浴中处理 Z o m in
,

取出后以缓冲

液调回到 p H 7 左右
,

然后常法测定其

酶活
,

结果见图 5
.

该酶 的 p H 稳定 范

围是 4 ~ 7
,

p H > 7 则迅速失活
。

这为利

用该酶提供了一个工艺条件
,

在中性偏

酸环境中该酶能在较长的时间内保持

较高活性
,

传统腐乳工艺基本符合这一

条件
,

但未能给予充分重视
。

2
.

2
.

6 晦的耐 盐性 在酶液中加 入

N a C I
,

使 其 终 浓 度 分 别 达 到 5写~

20 %
,

置于室温 25 ℃贮存 1 d2
.

将处理

酶液经适当稀释后测定酶活
,

结果见表

2
.

表 明该酶有较 好的 耐 盐性
,

同时

10 % ~ 15 % N a CI 对该酶有较好的保护

作用并抑制微生物生长
。

图 5 酶的 p H 稳定性
。

.

l m ol I/
,

磷酸氢二钠
一

柠檬酸缓冲液

.0 l m ol I/
J

磷酸缓冲液

翻砂
一

氢氧化钠缓冲液

2
.

2
.

7 酶的乙醉衬性 在酶液中加入乙醇
,

使其终浓度分别为 5% ~ 20 % ( V / V )
,

置于

室温 25 ℃贮存 d3
.

将处理液经适 当稀释后

测定酶活
,

结果见表 3
.

表明该酶有较高的乙

醇耐性
,

其中 10 %一 20 % 乙醇可以有效抑制

微生物生长
,

而对蛋白酶有较好的保护作用
。

酶的耐盐性试验结果 (残存酶活 % )

ó一一
,创+-十口表一一一

N a C I ( % ) 1
.

7 5 5 1 0 15 2 0

1 d 7 1
.

9 9 1
.

4 9 7
.

3 9 7
.

3 9 3
.

1

1 2 d 长菌 长菌 8 1
.

7 8 0
.

0 6 0
.

4

表 3 酶的乙醉耐性试验结果 (残存酶活 % )

乙醉浓度 ( % ) ( V / V ) 0

,noJ只U

…
几舀J络一bOé0tl

1

9 5
.

2

7 1
.

9

9 5
.

2

8 2
.

4

9 2
.

3

9 3
二

3

1 1 0
.

0

5 8
.

4

长菌

6 7
.

6 8 4
.

8 8 3
.

8

长菌 7 0
.

5 8 5
.

7

dddhO曰119únJ

总结 以上结果
,

林木毛霉在豆腐坯上积累的蛋白酶属胞外酶
,

1
.

75 % N a CI 溶液或具有

相 当离子浓度的介质可使该胞外酶从菌丝体表面得以较彻底地释放
。

该菌蛋白酶有较好的

热稳定性
,

在 40 C 以下 h2 酶活稳定
,

60 C 处理 hl 能保持 58 %酶活
;
其最适作用温度为 55

~ 6 0 C
.

该酶在 p H 4一 7 较稳定
,

最适作用 p H 为 9一 10
,

其次是 6一 7
.

考虑到其在碱性条件

下易失活以及腐乳生产的基本环境呈中性
,

将 p H 6一 7 视为该酶系的最适作用 p H 较有意

义
。

值得注意的是
,

N a CI 和乙醇对该菌蛋白酶有较好的保护作用
。

传统的腐乳生产将毛坯盐
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腌及在配料中加酒
,

主要是为抑制微生物生长同时起调味作用
,

现在看来
,

食盐对腐乳生产

的重要性至少体现在四方面
:

1) 协同乙醇抑制微生物生长
,

防止后熟期间杂菌繁殖引起腐败
;

2) 促进毛霉菌丝体释放蛋白酶并使其随盐分渗透到毛坯内部
,

同时析出部分豆乳清
,

使成品体态均匀
;

3) 起重要的调味作用
,

不仅赋予腐乳有一定的咸味
,

还促进谷氨酸等成 为单钠盐
,

构

成鲜美滋味
;

4) 抑制酶促反应使其处于低缓水平
,

同时又对蛋白酶起保护作用
,

使其作用持久稳

定
,

有利于形成 良好的质构及和谐的风味
。

比较腐乳毛坯长菌程度与蛋白酶活力的检测结果
,

发现两者之间并不呈单纯的正比关

系
,

如表 4 所示
。

2 h4 毛坯的蛋白酶活力最高为 68
.

7 u / g 干毛坯
,

此时菌丝处于旺盛生长期
;

其后继续生长
,

表现为菌丛明显增高
,

但蛋白酶活力呈下降趋势
。

传统白腐乳生产在采用老

熟毛坯时
,

一般后熟明显快
,

判断依据是氨基酸态氮是否达到 0
.

60 %
.

表 4 说明
,

老熟毛坯

中蛋 白酶的活力表现并不最高
,

但其氨基酸态氮则是 2 h4 毛坯的 2
.

4 倍
。

由此可见
,

老熟毛

坯后熟快主要得利于前期培菌时产生较高的氨基酸态氮
,

而不是单纯 因为蛋白酶活力高
。

表 4 毛坯长菌程度与蛋白酶活力比较

培菌时间

( h )
毛坯长菌程度

蛋 白酶活力
( u

/ g 干毛坯 )

毛坯氨基酸态氮
( % )

24 菌丝 白毛状
、

旺盛
、

整齐
、

较紧密
,

7一 gm m 68
.

7 0
.

05

3 4 菌丝白毛状
、

旺盛
、

整齐
、

紧密
.

9一 l l n , n l
5 7

.

4 0
.

0 8

屯8 菌丝 稍泛黄
、

略 有倒 挂下垂
,

1 2 ~ 1 4 n 、 n 、 4 5
.

9 0
.

1 2

以上研 究
,

对传统腐乳工艺改进至少有两方面的指导意义 3[]
:

一是乙醇在相当程度上可

替代食盐的作用
,

包括抑制微生物生长
、

减缓酶促反应
、

保护蛋白酶各方面
,

因此实现腐乳的

低盐化有一定的理论基础
,

要解决好的问题是风味调整及保质期维持
;二是充分利用蛋白酶

性质
,

对腐乳后熟期间进行保温
,

同时适当调整体系 p H 及降低食盐浓度
,

均可加速酶促 反

应
。

另外
,

增加单位体系中的蛋白酶总量
,

如减小豆腐坯规格使其比表面积增大
,

或添加蛋白

酶等
,

也可缩短成熟期
。

但需要注意的是腐乳风味与低级醋的形成密切相关
,

在缩短成熟期

工艺中
,

需适当考虑增进脂化反应的条件
,

以确保腐乳质量
。

参 考 文 献

天津轻工业学院等编
.

工业发酵分析
.

北京
:

轻工业出版社
,

1 9 8 6
.

9。一 92

W a n g H 1
.

R e l e a s e o f p r o t e i n a s e f r o m n 、 y e e l i u m o f M u c o r h ; 尸 n : a
l
; ,

.

J
.

aB
e t e r 一0 1

.

1 9 6 7
,

9 3 : 1 7 9 4一 1 7 9 9

李宏梁
.

白腐乳生产新工艺的研究
:

〔硕士论文〕
.

无锡
:

无锡轻工 业学院
,

1 9 9 2



鲍松林等
:

绍兴腐乳毛坯中蛋白酶的检测 2 8 5

D e te c ti o no f t he Pro te a s e Pro du c e do nS ha o xi ng

S u fu Pe h t ze y bM
u c o rS i l va 才i c u s

a B
o S o ng li nD i ng Xi a o li n

(块 p t
.

o fF
o o dS

e i
.

& E
ng

.

)

A bs ta re t T he p ro te a s e w hie hw a s bo u n d to t he m y e e li a ls u r fa e e o fM u c o s ri l va ti c u s ,

w a s

e f f e e t i v e e x t r a e t e d a t a s o d i u m e h l o r id e e o n e e n t r a t i o n o f 1
.

7 5% ; h e n e e t h e d e t e e t io n o f t h e

P r o t e a s e s y s t e m o n s u f u Pe h t z e w a s e s t a b l i s h e d
.

W h i le 5 8写
o f a e t i v i t y r e m a i n e d a f t e r

t r e a t m e n t f o r 1 h o u r a t 6 0 ℃
, n o 10 5 5 o f a e t i v i t y w a s f o u n d a f t e r 2 h o u r s a t 4 0℃

.

T h e o P t i
-

m u m t e m P e r a t u r e a n d PH f o r e n z y m a t ie r e a e t i o n o f t h e P r o t e a s e s y s t e m w e r e 5 5 ~ 6 0 C a n d

6一 7 r e s p e e t i v e ly
, a n d i t h a d h i g h a e t iv i t y o v e r w id e r a n g e o f p H f r o m 4 t o 7

.

oB t h s o d i u m

e h l o r id e a n d e t h a n o l p r o t e e t e d t h e P r o t e a s e s y s t e m f r o m i n a e t i v a t i o n
.

T h e s i g n i f ie a n e e o f

r e v e a l e d e h a r a e t e r i s t ie s o f t h e P丫o t e a s e s y s t e m a n d t h e r e l a t i o n t o t h e im P r o v e m e n t o f s u f u

f e r m e n t a t i o n

K e y
一

w o
dr

s

VV e r e

S u f u

d i s e u s s e d
.

P e h t z e ; P r o t e a s e ; D e t e e t io n ; 材 “ c o r s i l v a t i c u s


