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酱 油 米 曲 霉 9 6 1 酶 制 剂 蛋 白酶

动 力 学 的 研 究

赵 玉

愁
摘

莲

I ;

采用酶制 剂代替固体 曲酿制普油是一 项新技术
。

本文对米曲霉 96 1 菌株产生的

酶制剂蛋白酶动 力学进行了研 究
。

详细探讨 了酱油 用米曲霉酶制剂蛋 白酶的酶反应

速度 的规律 以 及各种影响因子
,

并采用 iL ne w o

va
e卜 B ur k 作图法

,

求得 了 96 1 酶

制剂蛋白酶的米氏常数为 3
.

77 x 1 -0 ” 。

一
、

前 言

在生物科学迅猛发展的条件下
,

作为一门新学科的生化工程学形成了
。

今后工业微生物

学成就以及微生物工业与之相近的工业领域的成就
,

将在更大程度上取决于生化工程或生物

工程的成果
。

例如应用计算机辅助进行数据处理的现代化发酵罐来研究微生物群体发育
、

生

物体的数量与组成
、

生长和产物生成的动力学
、

细胞能量供给者 ( A T )P 的作用
、

关键酶的活

力
,

以及培养基中物理化学限制因子的变化等基本条件
,

将能进一步促进工业微生物学的顺

利发展
。

微生物工业
,

包括菌体产量
、

代谢产物的形成
、

特殊机能的应用等
,

均是由于微生物体内

外酶的作用所 引起的
。

酱油酿造是多种微生物分 泌的酶在一定的条件下协同作用
,

最后形成酱

油的色香味成分的
。

酱油酿造工艺的主要工序制曲
,

目的是使米曲霉在原料上生长繁殖
,

以

便在发酵时
,

利用它所分泌的多种酶
,

其中最重要的有蛋白酶和淀粉酶
。

单独使用酶制剂酿

造酱油
,

国外虽有报导
,

但尚未达到工业生产规模
。

近年来
,

我国在此领域做 了不少工作
,

酱油酶制剂与酶法酱油的试验正在中试过程中
。

引用生化工程学的观点和方法
,

将有助于开

展新局面
。

酶是生物催化剂
,

问题的实质是减少反应所需的活化能
,

加快生物化学反应的速度
。

因

此
,

为了更好地将酶制剂应用于酱油酿造
,

必须对酱油酶制剂蛋白酶动力学进行研究
。

本文

研究了酱油用米曲霉 9 61 酶制剂蛋白酶的酶反应速度的规律以及各种因素对它的影响
。
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二
、

材 抖 与 方 法

( 一 ) 供 试 材 料

1
。

米曲霉 91 6 菌株产生的酱油用酶制剂

2
。

鼓皮水解液

100 克鼓皮加 2% 盐酸溶液 400 毫升
,

搅拌后加热至沸腾 15 分钟
,

过滤后即 得
。

该 水

解液还原糖含量为 3
。

62 % (碘量法 )
。

(二 ) 试 验 方 法

1
。

蛋白酶分析方法
:
福林—

酚法

2
。

氯化钠分析法
:
直接法 (摩尔法 )

,

测得本试验的食盐中氯化钠含量为 86 %

3
.

96 1酶制剂的溶解

( D 酶制剂的制得

将发酵成熟酵经过过滤将菌丝体和发酵滤液分开
,

使湿菌体中含水量 不 超 过 75 %
,

将

此湿菌体经挤酶机挤压成型后
,

用沸腾干燥器干燥
,

使干菌体 (半成品 )含水量不高 于 10 %
,

然后再将此干菌体与已浓缩的发酵滤液混合 (菌丝体
:

浓缩酶液 二 1
:

1~ 1 : 1
.

1 )
,

将混好的湿

酶经过成型再在沸腾干燥器内干燥即得粗酶制剂
。

(2 ) 酶制剂的溶解

酶制剂加自来水搅拌后即能完全溶解
。

作为酶活测定的试样时
,

称取一定量 酶 制 剂以

1 : 1 00 的稀释度混合后
,

经组织捣碎机捣碎后定容稀释即得
。

4
.

各种影响因子的试验

将待试因子加入上述稀释酶液中
,

然后再根据试验所给的条件进行测定
。

例如食盐浓度

对酶活力的影响
,

即将所需浓度的不同食盐量加入稀释酶液中
,

再将该含有不同食盐浓度的

酶液置于水浴中保温
,

定时取样测定酶活力
,

计算存活率
。

三
、

结 果 与 讨 论

(一 ) 9 61 酶制剂蛋白酶分解酪蛋白的进程曲线

将 96 1 酶制剂稀释后
,

按福林—
酚法进行不同时间的酶反应

,

然后比色
,

结果见表一

图 1
。

表一 不同晦反应时间与酪氛酸生成量的关 系

酶反应时间 (分 ) l 酪氨酸生成量 (微克 ) 一酶活力 (微克酪氨酸 /毫升分 )

1 2 8 0 0

3 2 0 0 0

5 2 8 0 0

6 8 8 0 0

69 0 0 0

2 5 6 0

3 2 0 0

3 5 2 0

3 4 4 0

3 4 5 0
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表一 与图 1 说明
, 9 61 酶制

剂与一般酶的特性一样
,

其分解

酪蛋白的能力
,

在反应开始不久

的一段时间内
,

产物的生成量与

反应时间几乎成正比 ; 但随着时

间的增加就不成正比关系了
。

曲

线上任何一点的斜率就是该 相应

时间的反应速度
。

由图 1 表明
,

测定该蛋白酶的酶活力
,

所取的

酶反应时间最 好 在 10 ~ 20 分钟

之间
。

万 m I万 2 D 2夕 两滩咖闭

图 1 9 6 1 蛋白酶分解酪蛋白进程曲线

(二 ) 不同酶液浓度对酶反应速度的影响

将 96 1 酶制剂稀释成不同浓度
,

其它条件不变
,

测定其酶反应速度
,

结果见表二
、

图 2
。

奋ù今3侧集表二 不同酶液浓度 对酶

反应速度的影响

酶液浓度 ( % ) }光密度 (。
.

D 值 )

0
。

2 4 5

0
。

3 3 0

0
。

5 0 0

1
。

0 0 0
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图 2 酶浓度与反应速度的关 系

表二
、

图 2说明
,

当酶蛋白 (底物 )浓度为 2
.

0 % 时
,

酶反应速度与酶浓度之间成直线关

系
。

(三 ) 酪蛋 白 (底物 ) 浓度

对酶反应速度的影响

表三 不同酪蛋白浓度对酶反应速度 的影响

酪蛋白浓度 ( % ) l光密度 ( O
.

D 值 i) 酶活力 (单位 /毫升 )

当其它条件不 变 的
J

清 况

下
,

不同酪蛋白浓度对酶反应

速度的影响可见表三
、

图 3
。

图 3 说明
,

当酶液浓度不

变时
,

酪蛋白浓度与酶反应速

度之间关系曲线是二相现象
。

0
。

2 0

0
。

4 0

0
。

6 0

0
。

8 0

1
。

0 0

2
。

0 0

0
。

2 3 5

0
。

3 6 0

0
。

4 4 0

0
。

4 7 0

0
。

4 7 0

0
。

4 4 5

9 4 0

1 4 4 0

1 7 6 0

1 8 8 0

1 8 8 0

1 7 8 0



当酪蛋白浓度低于 O
。

6% 时
,

反应速

度随酪蛋白浓的增加而增加
,

反应速

度与酪蛋白浓度几乎成正比
,

符合一

级反应
: d p d t = K E 〔S 〕

。

当 酪 蛋 白

浓度大于 。
。

6 % 时
,

则对酶反应速度

的影响变小
,

最后反应速度与酪蛋白

浓度几乎无关
,

反应达到最大速度
,

符合零级反应
。

ē奋\纽呀à介伙嘘
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图 3 酪蛋白浓度 与酶反应速度的关 系

(四 ) 酶制剂蛋白酶的米 氏常数

关于底物浓度和酶反应速度曲线

的二相现象
,

目前比较普遍采用中间

络合物学说来说明
,

而 M i c h a e h s 和

M e nt e n 从酶和底物先结合形 成中间

物
,

然后再分解为产物 这 个 假 定出

发
,

根据酶与底物及中间产物之间接近动态平衡的情况
,

得到一个表示底物浓度与反应速度

之间相互关系的方程式
:

V [ s
]

式 中
,

K
。

称米氏常数
。

的一个重要特性
。

,

K
。 + 〔s 〕

每个酶促反应
,

或 K
。 = 〔S〕

(干
一 1

)
在一定条件下

,

都有它特定的 K
。

值
。

K
二

是酶

由于米氏方程是一个双曲线函数
,

直接用它来求出 K 二 和最大酶反应速度 V 是 不 方 便

的
。

因为当底物浓度逐渐增加时
,

反应速度仍有少量增加
,

反应很难达到最大速度
,

不易准

确测定
。

为了正确得到最大反应速度 V 值和米氏常数 K 。 ,

采用 iL
n e w e

va
e卜 B ur k 作图法

,

又

称双倒数作图法
。

取米氏方程的倒数形式
:

1 K o 1 1

丁 = v
’

〔s 〕 +

--V’
、 、 _

~
,

_
、 , .

_
, , ,

_

_
, , 、 、 _

, 一 、 、 、 _

~ 1
.

_
、 , .

_ 1
.

_
、 , ,

_ 一 1 _ ,

1
,`

还是相兰士 y 二 a x + 。 阴且线万程式
。

还里 认 J 日兰士 y , 「 。 ,

相 白士 x ,

用子 百不打
一

万 T卜
“ L O J ` J J “

图
,

即可得到 y 二 a x + b的直线图
,

从而求得 K 二 ,

见表四
、

图 a4

表四 酪蛋 白浓度对酶反应速度的影响

酪蛋 白浓度 ( % )
酪氨酸生成量

(微克 /分 ) x i o 3
〔s 〕

5 0 0

2 5 0

1 6 6
。

6

1 2 5

1 0 0

5 0

杏
( x 1 0

一 , )

1
。

0 6 0

0
。

6 9 0

0
。

5 6 8

0
。

5 3 0

0
。

5 3 0

0
。

5 6 1
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气 *

图 4 图解法求解 K 口

由 图 4 求 得
,

K
。 二

命
= 。

.

。。3 7卜 3
.

7 7 X `“一

(五 ) 温度对 96 1酶制剂蛋白酶的影响

为了观察 96 1 酶制剂蛋白酶在不同温度下的酶作用情况
,

将酶制剂用自来水稀释至酿制

酱油所需的酶活力单位
,

并将此酶液置于试管中
,

分别放在 30 ℃
、

35 C
、

40 ℃
、

45 ℃
、

50 ℃

水浴锅中
,

定时取样测定酶活力
,

观察它们的酶活力变化情况
,

结果见图 5
。
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图 5 9 6 1酶制剂蛋白酶的衬热性能

由图 5可知
,

不加任何保护剂时的酶液
,

对温度还是很敏感的
。

在 45 ℃ 水浴 中
,

1 0 小

时后存活率约为 60 %
,

因此
,

采用该酶制剂酿制酱油
,

发酵温度不宜过高
。

(六 ) p H 对 96 1酶制剂蛋白酶的影响

酶活力与氢离子浓度关系很大
。

同一种酶在不同 p H 条件下
,

测得的酶活力不 同
。

已知

9 61 酶制剂是一复合酶
,

仅蛋白酶系统就含有碱性蛋白酶
、

酸性蛋白酶与中性蛋白酶三 种
。

为了观察中性蛋白酶的最适 作用 P H
,

将 96 1酶制剂采用不同 p H 的磷酸缓冲液 稀 释
,

然 后



(
曾
。 )材悦嵘

图 6 P H 对酶活 力的影响

将此稀释酶液同时置于 0 4℃ 水浴 锅 中保

保温 30 分钟
,

测定酶活力
,

结果见图 6
。

图 6 表明
,

96 1酶制剂中性蛋 白酶在

p H 7
.

2一7
.

5 表现出酶的最大活 力
。

国内普遍采用的低盐固态酿制酱油工

艺
,

酱酷的原始 p H 一般均低 于 6
.

0 ,

这

不是 9 61 酶制剂中性蛋白酶的 最适 作用

p H ;
另有实验 l1[ 表明

,

也不是 酸性蛋白

酶的最适二p H
。

为此采用酶制剂 酿制酱油

时
,

最好先调节酱酷 (撒盐水的 p H ) 的原

始 p H 至中性
,

以便更好地发挥 中性蛋白

酶的作用
。

随着发酵的进行
,

一些耐盐细

菌如乳酸菌等产酸菌的生长活动
,

使酱酷的 p H 自然下降
,

进而发挥酶制剂中酸性蛋白酶的

作用
。

这样
,

就有可能更好地完成对原料中蛋 白质的分解作用
,

从而提高原料利用率
。

(七 ) 不同食盐浓度对酶活的影响

绝大多数市售酱油的酿制工艺
,

多采用低盐固态发酵
。

尽管发酵温度各有不同
,

但大多

数控制在 40 ~ 50 ℃ 之间
。

为了探讨在此温度下食盐对酶作用的影响
,

我们进行了在 40 ℃ 时

不同食盐浓度对酶活力的影响试验
,

结果见表五
。

表五说明
,

酶活力随着食盐浓度的升高而愈受抑制 ; 而以氯化钠作试验 时
,

其 浓 度 在

2
.

0 % 内对该酶有激活作用
。

这说明
,

所选用食盐中的杂质对酶有抑制作用
。

表五 不同食盆浓度酶液在 40 ℃水浴中酶活情况

存存活率率率率率率率率率
保保温 ( % ))) 000 2 444

时时间间间间
(((小时 )))))))

””
}

` ” ”

{
` ” “ ` ” ””

444 一 8 2
·

2 一 7 6
·

0 7 4
·

ooo

888
’

8 0
。

8 6 7
。

0 6 3
。

000
一一 一一

111 2 J 6 9
。

7 4 0
。

0
·

3 7
。

222

222 ` … ` 6
·

7

{
` :

·

。 … 3 2
·

000

( ) 、 ) 不同葡萄糖浓度对 8
。

0 % 食盐酶液的保护作用

为了得到优质酱油
,

生产原料中必须含有适量的淀粉质原料
,

因而酱酷中必有糖类存在
。

为了观察葡萄糖存在情况下的酶活力
,

在 8
.

0 %食盐酶液 (低盐固态发酵工 艺酿制酱油时
,

酱

酪中食盐含量一般为 8
.

0 ~ 工4
.

0 % )中添加不同量的葡萄糖
,

将含糖的食盐酶液置 于 45 ℃ 水

浴中
,

定时取出分析
,

结果见 图 7
。

由图 7可见
,

葡萄糖对酶活力有一定的保护作用
。

并且其保护效果随搪液的浓度而增加
,

如在 45 ℃ 水浴中放置 4 小时
,

不加糖液的酶液存活率为 44
.

0 %
,

而含 6
.

0 % 葡萄糖的食 盐

酶液的存活率为 6 4
.

0 %
,

含 12
。

Q% 葡萄糖的食盐酶液的存活率则为 8 0
。

O %
。

4 5
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图 7 不 同荀萄糖浓度时酶活 的影响

( 九 ) 数皮水解液对食盐酶液活力的影响

酿制酱油
, 常常使用数皮作辅料

,

一方面用以作为制曲的疏松剂与营养料
,

更主要在于

有助于酱油褐变成色
。

为了观察鼓皮及其降解物对酶活力的影响
,

将鼓皮进行稀酸水解
,

并

测定水解液的还原糖含量
。

再将此水解液按不同还原糖浓度兑入 8
.

0 %食盐酶液
,

然后将 此

含有鼓皮水解液的 8
.

0 % 食盐酶液置于 45 ℃ 水浴
,

定时取出测定酶 活 力
,

结 果 见 表 六
、

图 8
。

!

之)什呀怜

2 7 四才 J荞友因

图 8 数皮水解液时酶活的影响

表六

保温
时间

存活率
( % )

扶皮水解液对食盐酶液的影响

轶皮水解液含糖量 ( % )

(小时 )

0

4

8

1 0 0

3 2
。

1

1 7
。

6

1 2
。

5

5
。

1

0
。

9

1 0 0

5 6
。

8

3 7
。

2

2 6
。

4

9
。

6 一

1 0 0

79
。

9

7 8
。

3

6 1
。

6

测不出

2
。

7

10 0

5 3
。

9

6 0
。

0

2 7
。

4

测不出
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表六
、

图 8 说明
,

鼓皮水解液对酶活力有一定的保护作用
。

效果随浓度的增加而增加
,

但可能是随着水解液糖度的增加
,

糠醛含量的增加反而抑制了酶活力
。

( + ) 氨基酸对酶活力的影响

酱油生产以蛋白质原料为主
。

在酿制过程中
,

蛋白质逐步由蛋白酶水解而生成膘膝仍至

各种氨基酸
。

在谷氨酸存在的情况下
,

我们测定了 8
.

0 % 食盐酶液在 45 ℃ 水浴中保温 不 同

时间的酶活力
,

结果见表七
、

图 9
。

表七 不同谷 氛酸含量对酶活 力的影响

存活率一

( % )
谷 氨 酸 含 量 ( % )
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图 9 不同谷氛酸含量对酶活的影响

表七
、

图 9说明
,

微量谷氨酸的存在
,

对酶作用有利 , 但当其含量超过 0
.

4 % 时
,

则会

抑制酶活力
。

四
、

结 论

(一 ) 本研究表明
,

为得到优质酶法酱油
,

如何合理使用酶制剂
,

寻找合适的酶制 剂 酿

制工艺
,

尚需做大量的工作
。

(二 ) 本实验研究表明
, 9 61 酶制剂蛋 白酶的 K 二

值为 3
。

77 X 10 一
,

说明目前国 内 用 以

测定酱油曲蛋 白酶分析方法
:

福林— 酚法
,

所选用的酪蛋 白浓度为 2
.

0 %
,

大大高于所需

的底物浓度
。



(三 )酶的动力学研究
,

一
、

应该是纯酶
,

二
、

应该是在该酶合适的 p H 缓冲系统 中进

行
。

鉴于本试验 目的在于寻求用酶制剂酿制酱油时合理的工艺参数
。

为此
,

影响酶速度因子

的试验均与生产实践相仿
,

采用 自来水系统
。
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