
第 9 卷

第 4 期

无 锡 轻 工 业 学 院 学报
J O U R N A L O F T H E W U X I IN ST IT U T E O F L I G H T IN D U ST R Y

V o l
。

9

1 9 9 0 N
o 。

4

酶 法 豆 乳 工 艺 的 研 究
王 璋 葛世军

(食品科学与工程系 )

摘要 本文研究 T 蛋 白酶和 果胶酶在酶法豆乳工艺中的作用机制
。

采用这 两种酶处

理 大豆不溶性 残渣的结 果表明
,

蛋 白酶的作用主要是将不溶性 的蛋众转 变成可溶

性 的组分
,
而果胶酶能部分地降解大豆组织 的细胞壁

,

从 而起到增溶大豆不容性残

渣 的作用
。

蛋白酶和果胶酶具有协同作用的效果
。

酶法豆乳工 艺包括 了先用蛋 白酶

后 用果胶酶处理 的步骤
,

与传统工 艺相 比
,

新工 艺显著地提高了原料的利用率和改

进 了豆乳粉的质量
。

-
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0 引 言

传统的豆乳工艺包括浸饱
、

磨浆
、

热处理和过滤等步骤
。

虽然人们在改进传统工艺上也

作了许多研究
,

见于专利报道的也不少
,

但是传统工艺仍存在着一些难 以克服的困难
,

其中

最主要的是原料利用率低
,

产品稳定性差以及制成固体产品后复溶性不佳等
。

酶法豆乳工艺

由于在酶的作用下
,

大豆中的蛋白质和碳水化合物被部分地降解
,

这样就有可能提高原料的

利用率
,

增加产品的稳定性和改进产品的营养价值
,

因此
,

酶法工艺一出现就引起人们的高

度重视
。

D r
ac h e n b e r g和 A l l r e d[ ` 1提出了采用蛋白酶

、

淀粉酶和纤维素酶的豆乳工艺
。

在此

工艺中蛋 白酶和纤维素酶的作用比较明显
,

它们能减小豆乳的粒度
,

然而淀粉酶的作用不甚

清楚
。

H s i o h等人川提出了使用果胶酶和纤维素酶的豆乳工艺
,

此工艺提高了得率
,

所
_

得产

品的稳定性较高
,

据称在常温下放置 8 个月不出现分层
,

但是固体产品的复溶性并不理想
,

这主要是蛋白质在热处理及喷雾干燥过程中发生不可逆变性所致
。

O l s e n
等人 31[ 提出一 个酶

法豆乳工艺
,

在此工艺中使用了蛋白酶
、

果胶酶和纤维素酶
。

据报道
,

当单独使用纤维素酶或果

胶酶时
,

与不使用酶时相比仅稍微提高原料的利用率 ; 当先使用蛋白酶接着使用果胶酶时
,

原料的利用率可达 68 %
,

蛋 白质的萃取率可达 76 %
.

O l s e n
等人指出

,

他们所提出的酶法豆乳工艺还处于实验室研究阶段
,

因此还不能 看作

是一个成熟的工艺
。

此外
,

他们对蛋白酶和果胶酶提高原料利用率的机制也没有作深入的研

究
。

我们研究了蛋白酶和果胶酶对大豆中蛋白质和碳水化合物的增溶作用 (
s 。 l u ib l i :

at i。 n )及

其机制
,

在此基础士论证了在传统工艺中使用蛋白酶和果胶酶的实际意义
。

本文 1 9 9 0 年 1月 1 1日收到
。
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1 材料和方法

1
.

1 实验材料

1
.

1
.

1 大豆不溶性残渣的制备 称取 10 0 9豆 粉 (经 80 目 过 筛 )
,

加 g o o m l去 离 子 水
,

搅 拌

30 m i n ,

离心
,

弃去 上清液
,

重复上述操作两次
,

将残渣真空干 燥 (温 度 不 超 过 50 ℃ )
,

磨

粉
,

过筛 ( 80 目 )即得实验材料
。

1
。

1
.

2 酶制剂 蛋白酶
:

米曲霉 9 61 酶制剂 (无锡轻工业学院发酵厂生产 )
,

精制后酶活力为
6

。
1万单位 / g

。

果胶酶
:

黑曲霉果胶酶 (烟台食品厂生产 )
,

精制后酶活力为 1 33 单位 / g
。

1
。

2 测定方法

1
.

2
.

1 蛋白质测定 L o w r y 法川
。

1
`
2

.

2 总糖测定 3
,
5
一

二硝基水杨酸法 51[
。

1
.

2
.

3 溶出产物的分离及分析 溶出产物经浓缩以后
,

用凝胶过滤法分离并分析 其 中蛋 白

质及碳水化合物的分子量大小分布
,

凝胶材料为 S o p h a
de

x G
一

50 和 G
一

25 (瑞 典 P h ar m ac ia 产

品 )
,

洗脱液为 o
.

o z m o l / l磷酸盐缓冲液 ( p H 7
.

6 ,

含 o
.

o s m o l / IN a C I )
,

用紫外 吸 收法 ( 2 5 0

n

m) 测定蛋白质
,

用硫酸酚法测定碳水化合物含量 6[]
。

1
.

2
.

4 经脯氨酸的测定 采用 G
r u n b a n m 法 tII 测定层析组分中经脯氨酸的含量

,

样品先经

6 m o l盐酸在 1 2 1 oC 下水解 s h
。

1
.

2
.

5 超微结构分析 l8t 对照样品的制备
:

称取大豆不溶性残渣 (制备方法见实验材料的制

备 ) 1 09
.

,

分散于 1 00 m l水中
,

搅拌 30 m i n ,

离心
,

将沉淀再分散于 100 m l水中
,

重复 上 述 操

作两次
,

将沉淀冰冻干燥
,

镀金即得测试所需对照样品
。

测试样品 的 制备
:

取反应 混合 物

(即酶处理大豆不溶性残渣的反应体系 ) 1 0 o m l离心
,

弃去上清液
,

沉淀按对照 样品制备方法

洗涤两次后经冷冻干燥和镀金即得测试样品
。

1
.

2
.

6 溶出物的氨基酸分析 对照样品的制备 称取 1叱脱脂 (乙醚法
, 4 ℃ )大豆粉溶于 100

m l水中
,

搅拌 30 m in
,

离心
,

士清液经 冰冻干燥后进行氨基酸分析
。

测试样品的制备
: 称取

一定量大豆不溶性残渣
,

分散在水中
,

加入适量的酶制剂
,

经一定时间后离心
,

除去残渣
,

上清液经冰冻干燥后进行氨基酸分析
。

氨基酸的分析采用自动氨基酸分析仪 (日立 8 35 型 )
。

1
。

2
.

7 酶动力学分析方法 称取一定量的底物
,

分散在一定量的水中
,

在一定温度和 P H下

加入一定量的酶
,

反应一定时间后
,

取样
,

使酶失活
,

过滤
,

测定上清液中蛋白质和碳水化

合物的含量
,

连续测定若干点
。

对照样品的制备方法除不加酶外与上述方法一致
。

计算溶出

物产量时
,

扣除本底 ( 即不加酶时在相同条件下的溶出量 )
。

2 结果与讨论

2
。

1 蛋白质增溶作用

2
.

1
。

1 蛋白质及碳水化合物的溶出曲线 大豆不溶性残渣在 96 1蛋白酶作用下蛋白质及碳水

化合物溶出过程如图 1所示
。

蛋白质作用于大豆不溶性残渣 (残渣主要成分为不溶性蛋白质
、
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图 1 蛋 白质及碳水化合物的溶出曲线

注
:

蛋 白酶浓度为。
。
4m ` / m l

,
·

5 0℃
, p H 7

.

o

果胶物质
、

纤维素和半纤维素 ) 是一个极其复杂的过程
。

随着水解作用的进行
,

可溶性蛋白

质和碳水化合物 的量不断地增加
。

可溶性蛋白质的增加与蛋白酶催化肤键的断裂有关
,

而可
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图 2 溶 出产物的分子量分布

注 : 凝胶材料
:
S e p h a d e x 一

G
一 5 0 ; 柱尺寸 : 7 6

x l
。

l e m ,分部体积
:
5 m l ; 洗脱液

: 0
.

0 1m o l

磷酸盆缓冲液 ( p H 7
。

0
,

含 o
.

0 5m o l / 1 N a

cl ) ,蛋白质侧定
:

紫外法 ( 2 8O n m )
;
碳水化

合物 测定 :
硫酸酚法 ; 分子量标准

:

核檐
’

核酸酶 A l 3 7 0 0映凝乳蛋白酶原A 2 5 0 0O

一 蛋 白质
-

一 狂脯氛酸 ( gu / m l)

图 3 溶 出产物 中羚脯氛酸的分布

注 : 凝胶材料
:
S e p h a

de
x 一

G
一

25 ;择脯氛 酸 刚

定 : G r u n b a n m 71t 法其他操作条 件和 图 2 注中

所指 出的相 同
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溶性碳水化合物的增加显然是一个间接的效果
。 、

2
。

1
。

2 溶出产物的分子量分布 大豆不溶性残渣在 96 1蛋白酶作用下溶出产物分子量分布如

图 2 所示
,

从图中可以看出
,

博出产物中的蛋白质分为两大部分
,

一部分分子量 大 于 2 5 0 0 0 ,

另一部分的分子量在 1 0。。。左右
,

第一部分可能是存在于残渣中的大豆贮藏蛋白质和结 合 在

细胞璧上的糖蛋 白
,

第二部分则是水解产物
。

2
.

1
。

3 溶出产物中猩脯氨酸的分布 大豆不溶性残渣在 9 61 蛋 白酶作用下溶出产物中经脯氨

酸的分布如图 3所示
。

植物细胞壁一般包括两类含轻脯氨酸的糖蛋白
。

这两类糖蛋白的主要差

异在于羚脯氨酸的含量不同
,

一类魏脯氨酸的含量较高
,

称之为富含轻脯氨酸糖蛋 白
,

分子

量在 1 7 0 0 0左右
,

另一类经脯氨酸含量较低
,

分子量在 12 0 0 0 0左右
。

这两类糖蛋白都不 能 被

蛋白酶水解
,

因此
,

在溶出过程中基本上不发生变化
。

低经脯氨酸糖蛋白一般是结合在细胞

壁表面上
,

富含经脯氨酸糖蛋 白很可能是植物组织细胞壁 的一个组成部分 l9[
。

从图 3 可以看

出
,

溶出物中的糖蛋白分子量较高
,

主要是低羚脯氨酸糖蛋 白
,

而分子量较低 的富含经脯氨

酸糖蛋白的含量较少 ; 这说明在 9 61 蛋白酶作用下
,

大豆不溶性残渣的细胞壁可能没有 明 显

的分解
。

2
.

1
.

4 超微结构分析 图 4 是大豆不溶性残渣经 9 61 蛋 白酶处理前后的扫描 电镜图片
。

从中

a
未经 9 6 1蛋 白酶处理 b 经 9 61 蛋白酶处理

图 4 大豆不溶性残渣超微结构的扫描 电镜照片

可以看出
,

在未经酶处理之前
,

大豆不溶性残渣基本上是以粒状形式存在的
,

不溶性蛋白质

与细胞壁结合在一起
,

很难分辨出细胞壁的具体位置 ; 但经酶处理后
,

不溶性蛋白质被溶解

转入溶液相中
,

细胞壁仍留在残渣中 (图 4 b 中的蜂窝状薄片 )
。

比较图 4 a 和图 4 b 可以 清 楚

地看出
,

蛋 白酶只降解了大豆不溶性残渣中不溶性蛋白质和具他细胞器
,

而对细胞壁的作用

是不明显的
。

称 .1 5 溶出产物的氨基酸组成 表 1 列出了 9 61 蛋白酶处理大豆不溶性残渣时溶出产物的氨

基酸组成
,

其中对照品是指大豆中可溶性蛋白质提取物
。

从表 1 可以看出
,

对照品和溶出产

物的氨基酸组成有着明显的差异
,

可见酶作用不仅仅是将不溶性的变性蛋白质 (是指 在 加工

过程中由可溶性蛋白质转化来的不溶性蛋白质 )转变为可溶性蛋白质
,

而且还 降解了组织中

其他不溶性细胞器和质体以及增溶了结合在细胞壁上的糖蛋自
。
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表 1 溶出产物的氨基酸组成 ( m g氨基酸八00 m g蛋白质 )

氛基酸名称 讨 照 品 溶 出产物 氛基酸名称 时 照 品 溶 出产物

内01山八jnta
。
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几ù八O,
.

1户07
a
t了n甘J几占0口,上八己

..

……
刀任斤了八O曰匕内b勺自OU月任门冬氛酸 异亮 氛酸

笨丙 氛酸

Q.1土6CO
Jwe一OU勺自行八 才匕叮̀nonC甘nJ八blóJ

. .

……
厅̀月任民口八U一匕尸口尸O,

.

占

0曰

ntl口氏片了1上弓自斤了O。Qé丹匕000自O自QdlbCO
..

……
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2
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2
。

2

2
。
2

果胶酶增溶作用

碳水化合物及蛋白质的溶出曲线 大豆不 溶性残渣在果胶酶作用下碳水化合物 及 蛋

厂
-

一
、

-

莎甜盯猛矛以妙

1 5 3 0 4 5

时间 (
: 1 1i n

)

6 Q
. _

7 5

一 蛋白质
- -

一 碳水化合物 (总糖 )

图 导 碳水化合物及蛋 白质的溶出曲线

注
:

果胶酶浓度为 4 0m g / m l
, 4 5 oC

, p H 4
.

2

白质的溶出过程见图 5
。

比较图 5 和图 1可 以看出
,

在果胶酶作用下
,

碳水化合物溶出速度

较在蛋白酶作用下来得高
,

而在蛋白酶作用下
,

蛋 白质溶出速度比在果胶酶作用下来得高
。

这反映了两种酶对大豆不溶性残渣增溶作用的不同机制
。

2
.

2
.

2 落出产物的分子量分布 大豆不溶性残渣在果胶酶作用下溶出产物的分子量 分 布见

图 6
。

从图中可以看出
,

溶出产物主要是分子量在 1 3 7 0 0左右的蛋白质分子
,

而分子 量较大

的蛋白质所 占比例很小或几乎没有
。

果胶酶作用的 p H 在4一 5
,

在此 p H 范 围大豆球蛋自溶解

度较低
,

而果胶酶又不能水解蛋白质
,

这或许是上述实验结果的一种解释
。

沪
·

3 溶出产物中轻喊氨酸的分布 果胶酶作用于大豆不溶性残渣时溶出产物 中经脯氨酸

的 分布见图 7
。

比较 图 7 和图 3可以发现
,

在果胶酶作用下
,

溶出产物中糖蛋白组分含有更
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图 6 溶出产物 的分子量分布曲线

注 :
操作条件和图 2 注中所指 出的相 同

多的经脯氨酸
,

并且溶出的糖蛋 白的主要部分分子量也较低
。

这些糖蛋白可能部分来源于细】

胞壁 [`“ I, 这是细胞壁被果胶酶分解的一个证据
。
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图 7 溶 出产物 中表脯氛酸的分布

注 :
凝胶材料

:
S
“ p h a d “ x 一

G
一

25 ; 择脯氛酸刚定
:

G
r u n

b
a n m 7[J 法 其他操作条件和 图

2 注中所指 出的 相 同
。

2
`
2

, 4 超微结构分析 图 8 是大豆不溶性残渣经果胶酶处理前后的扫描电镜图片
。

从 中可

以看 出
,
经果胶酶处理后

,
残渣中被细胞壁包埋的物质被释放出来

,
同时细 胞壁也 发 生降

解
。

蛋白酶作用于大豆不溶性残渣时细胞壁并没有发生显著的变化
,
这说明果胶酶有着不同

的作用机制
。
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a
未经 果胶酶处理

`

b 经果胶酶处理

图 8 大豆不溶性残渣超微结构的扫描 电镜照片

2
。

3 蛋白酶和果胶酶的协同作用

综上所述
,

在豆乳工艺中蛋白酶的作用是将不溶性蛋 白质转变为可溶性蛋白质
,

并使可

溶性蛋白质进一步降解从而改进它的功能性质
。

蛋白酶的作用对象可 以是可溶性蛋白质
、

不

溶性蛋白质以及蛋白质与其他物质所形成 的复合物
,

也可以是结合在细胞壁上的蛋白质
。

果

胶酶只同存在于大豆残渣中的果胶物质作用
,

并将它们转化为可溶性物质
。

由于果胶物质主

要分布在细胞壁的中间层
,

因此
,

果胶物质在表面的暴露程度将影响到果胶酶的作用
。

鉴于

果胶物质在细胞壁中分布的特征决定了一旦它被降解就必然导致细胞壁的解体
,

这样就促使

一些原来与细胞壁相结合或构成细胞壁的成分释放出来
。

此外
,

细胞壁的解体也可以导致包

埋在细胞壁中的其他物质转移到液相
。

由于蛋白酶和果胶酶具有不同的作用机制
,

因此
,

在豆乳工艺中它们的协同作用应是值

得研究的一个方面
。

表 2 和表 3 分别指出了蛋白酶对果胶酶的协同作用和果胶酶对蛋自酶的

协同作用
。

从表 2 可以看出
,

在果胶酶作用下经蛋白酶处理过的样品比未经蛋白酶处理过的样品
,

蛋白质的溶出速度较高
,
这表明蛋白酶的作用对果胶酶溶出蛋白质有某种协助效果

。

从表 3

可以看出
,

虽然果胶酶对蛋白酶也有协助效果
,

但是不明显
。

表 2 蛋 白酶对果胶酶的协同作用

样 品 号

处理 大豆不溶

性 残渣的方法
仅 用果胶酶处理

先用蛋 白酶处理一 定时间
,

然后 将 p H从 7
。

O调

整至 4
。
2 ,

此时蛋白酶被抑制
,

再用果胶酶处 理

蛋 白质溶 出速度来

(m g /m i n )

1
.

1 9 2
。

7 2

. .川 . . . . . . . 曰口州 , . . . . 曰. . . . . . . . . . . . . . . . . . 州. . . ~ . ~ ~ . 一~
,

~ ~ ~
”

.
目

.
.

. . 口
~ , , 侧, . ,臼 . . . . . . . . . . . . . . 公 , . 弓 . ` . . , . 口” . . 召门 , 户 . . . . 曰 . . , . . . . . . . . 阶 . . . . . . 口 . . . . 口. . .口 . . . 日 . . . . . . . 吧 , . . . . 门 . `

.
吐 .

带测 定果胶酶处理时的溶 出速度
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表 3 蛋白酶对果胶酶的协 同作用

样 品 号

处理 大豆不溶

性残渣的方法
仅 用蛋白晦处理

碳水化合物溶 出速度
带

( m g / m i n )
.

7
。

0 5

先用果胶酶处理一定时间
,

然后将 p H从 4
。

2

调整至 7
。

O
,

此时果胶晦被抑制
,

再用蛋白
。

酶处理
7

。

5 0

. 测 定蛋 白酶处理时的溶 出速度

在另一项试验中采取了 3 种方式处理大豆不溶性残渣
: a

先蛋 白酶后 果 胶 酶 ; b 先 果

胶 酶 后蛋白酶 ; 。 同时使用两种酶
。

测定结果表明
,

按第一种方式处理
,

蛋白质总提取率
、

碳水化合物总提取率和固形物总提取率均是最高
。

因此
,

在双酶法豆乳工艺中选择了先使用

蛋白酶后使用果胶酶的处理方式
。

2
。

4 双酶法豆乳工艺

在研究了蛋白酶和果胶酶增溶大豆不溶性残渣的基础上
,
提出了双酶法工艺

:

豆豆 粉粉
调浆

、

热处理使

蛋白酶抑制剂失

胰

}
-

一
活 } 回一…~

}
一座竺到一日一曰一座兰…一回

蛋白酶作用条件
: p H 7

.

0 ,
温度 50 ℃

,

h1
,

果胶酶作用条件
: p H S

.

o
,

温度 50 ℃
,

h1

按上述工艺
,

蛋白质的萃取率达到 8 2
.

4 %
,

大豆的总利用率达到 6 8
。

9% ; 若不经浓缩和

喷雾干燥
,

所得豆乳的固形物为 7
。

8%
,

蛋 白质含量为 3
。

8%
.

蛋白质经酶 水 解后平均分子量
-

在 1 8 0 0 0左右
,

产品复活性良好
,

无特征性水解苦味
。

3 结 论

a .

蛋白酶能降解大豆不溶性残渣中的不溶性蛋白质和一些细胞器
,

而对大豆 组织 细胞

壁没有显著的影响
。

b
.

果胶酶能分解大豆细胞壁
,

同时释放出碳水化合物及细胞壁上的蛋白质
。

。 .

蛋 白酶和果胶酶的协同作用能显著地提高豆乳工艺中的蛋白质总提取率和原 料 利用

率
。

d
。

采用蛋白酶接果胶酶处理的双酶法工艺能显著地改进传统的豆乳工艺
,

除了产 量 得

到提高外
,

豆乳粉的复溶性也得到改进
。
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