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中华骊猴桃蛋白酶性质的研究

及其在肉类嫩化剂制备中的应用

。存 王 璋

画
(食工系)

一
、

引 言

肉类嫩化剂是指以蛋白酶为主要成分
,

用于改善肉的嫩度的一类食品添加剂
。

主要用于牛

肉及其它质地较差的肉
,

它可以缩短肉的烹调时间
,

改善肉的嫩度及风味
,

增加其营养价值

S o hw im m e r [ll 指出
,

牛肉及其它质地较差的肉 (如老动物肉)之所以显得祖糙和难以烹

调的主要原因
,

是由于结缔组织及肌纤维中的胶原蛋白质及弹性蛋白含量高而且结构复杂
。

蛋白酶可使胶原蛋白及弹性蛋白适当降解
,

破坏其网状结构
,

因而大大提高肉的嫩度
,

从而

使肉的质量升级
。

因此
,

作为嫩化剂主要成分的蛋白酶决定着嫩化剂的质量及效果
。

目前
,

嫩化剂中最常用的蛋白酶是植物蛋白酶
,

如木瓜蛋白酶
、

菠萝蛋白酶
、

无花果蛋白

酶
,

其中研究应用最多的是木瓜蛋白酶〔“一 3 1
。

它能够水解弹性蛋白
,

变性胶原蛋白
,

能作用

于领氨酸
、

赖氨酸
、

精氨酸与其它氨基酸之间形成的肤键
,

对其他氨基酸之间形成的肤键也略

有作用
。

“一了1而且
,

木瓜蛋白酶还具有作为嫩化剂用酶应有的较高稳定性
。

A r c u s [8] 于 19 5 9年第一次发现了称猴桃中含有高水平的蛋白水解酶
。

并定名为A ct in idi n

e li in e n sis
。

B o la n k t9 1i9 7 3 年报道该蛋白酶分子量为 2 6 0 0 0
。

结构与木瓜蛋白酶相似
,

都属于疏

基蛋 白酶
,

其动力学性质也跟木瓜蛋白酶相似
。

1 9 7 3一1 9 7 7年
,

B a k e r l‘“一 ’“] 通过 2
.

2人分辩

率的电子云密度图
,

研究了该酶的精细结构后指出
,

该酶含有2 20 个氨基唆残基
,

其中有 2~ 3

个二硫键桥
,

活性中心也与木瓜蛋白酶相似
。

1 9 7 8 年
,

Car ne 和 M o
or ()[ ‘”]报道了该酶分子

量准确值为2 5 5 0 0
。

1 9 5 1年
,
B r o e k le h u r st l‘4 ]认为

,

称猴桃蛋白酶与无花果蛋白酶更为相象
。

二
、

材 料 和 方 法

1
。

材料

1) 中华称猴桃 购于江西奉贤古迹山垦殖场
,

10 月上旬采摘
, 0~ 5℃下保藏

2) 中华称猴桃蛋白酶粉剂 用超滤法从果汁回收
,

经真空干燥
,

制得蛋白酶粉剂
,

在干

燥器 中保存
,

可用它配制肉类嫩化剂或进一步纯化

3) 初步纯化的蛋 白酶 将中华称猴桃蛋 白酶粉剂
,

用水溶解
,

离心后取出清液
,

冷却至

o ℃
,

加入固体硫酸按盐析
,

冷冻离心
。

沉淀用少量水溶解
,

在 。~ 4℃对着水透折
,

透折液

用超滤法浓缩
,

浓缩酶液再离心
,

去沉淀
,

上清液即为初步纯化的 蛋白酶溶液
,

在。~ 4℃

本文 1 9 8 6 年 7 月 4 日收到
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下保存
,

然后研究它的动力学性质

2
。

方法

1) 蛋白酶活力的测定¹ 酪蛋白法 (紫外分光光度法 )参照Y a m a g u o hi 等【‘“1Li e n “r 等

[l7 l和K u ni tz [18 1的方法
,

用醋酸缓冲液或磷酸缓冲液或 T r i卜H o l缓冲液控制 p H
,

用半胧氨

酸和E D T A 混合液作为酶的激活剂
。

在规定的条件下
,

每分钟使 OD 幼。增加 0 . 0 01 为酶活力的 l 个单位
。

ºBA E E 法 ( N 一

苯

甲酞
一 L 一

精氨酸乙醋盐酸盐法)参照 A : n e n[ 191 和蒋传葵等 [z0 l的方法
,

并作了一些改动
。

在

装有磁力搅拌器的夹套保温杯中 (T = 40 ℃ ) ,

插入 p H 电极
,

然后加入 2m 150 m m ol /l BA E E

(内含 C y s 、 E D T A 激活剂 ) , 3m l水
, lm l酶液

,

立即调节 PH = 了
.

5 ,

计时
,

用 o
.

o lm o l/
I N a O H 滴定以维持 p H = 7

.

5 ,

连续测定 5 分钟内 o
.

ol m ol /l N a O H 的消耗量 V
。

酶活力单位
:
上述测定条件下

,

每分钟消耗 o
.

o 0 1m m ol /1 N a O H 为 1 个单位
。

2) 含氮化合物的定量测定 [zl I 凯氏定氮法
,

用 30 %三氯醋酸将蛋白质氮和非蛋白质氮

分开
。

3) 嫩化剂对牛肉嫩化效果 的鉴定方法 ¹ 总可溶性蛋白质氮和非蛋白质氮的分离 测 定

参照 M iy a d a
等 [z3 1和 W hi t a k e :

等 [z4 1的方法
,

用凯氏定氮法测定含氮量
。

º 牛肉水解物分

子量分布测定 采用凝胶过滤色谱法
,

柱
: 11 x 7 0 0 m m ,

凝胶
: S e p h a d e x G

一50 ,

洗脱液
:

o
.

osm o l/ I T r is一H C I
, p H = 7

.

5 含 o
. i m o l/ Ik e l流 速

: 7
.

om l/ h 纸带走速 : 3
.

o e m / h
。

用

ZH J一3 型核酸蛋白检测仪 (上海植物生化研究所制造 ) 检测纪录
。

样品为总可溶性含氮化合

物 (牛肉水解萃取液 )
,

过滤后上柱
。

进样量为 3 .

om l。 » 氨基酸分析 用 日立 835 一50 型氨

基酸自动分析仪分析
。

样品为牛肉水解萃取液
。

¼ 嫩度检查 参照 H a y r25 ] 等的方法
,

作了

一 些 改 动
。

具 体步骤如下
:
将牛肉 切成一定大小的方块

,

浸入酶溶液中在 60 ℃下处理 l

小时
,

然后迅速升温到 90 ℃
,

保持 10 分钟
,

使酶失活
,

冷却后再将方块肉切成 1
.

5 x 1
.

5 x

1
.

sc m 的正方块形
。

采用 日立一R一D M一 2型流变仪
,

直径 1 c m 圆 探头测定 2 k g / c m Z
压力

下的打进深度
,

取其平均值
。

三
、

结 果 与 讨 论

1
.

中华称猴桃蛋白酶的最适 p H

以酪蛋 白为底物时
,

酶活力与 p H 关系如图 1所

⋯0
刃

⋯0
招�甘16巧村””

冷�只奥粗
�
应护

不
。

由于 p H < 5
.

0 时酪蛋自开始 沉 淀
,

故 p H < 5
。

0

以下数据无法测量
。

但据图 l 可知
,

该蛋白酶具有较

为宽广的最适 pH 范 围 ( 5
.

0~ 6
.

5 )
,

即 使 pH == 7
.

5

时
,

其活力还相当于 p H = 5
.

0 时的 86 %
。

以 BA E E 为底物时酶的活力与 p H 关 系如 图 2

所示
。

结果表明 (见图 2 )
,

以 BA E E 为底物 时
,

酶 最

适宜作用的 p H 为 7
.

5
,

但在较宽的 p H 范 围 ( 6
.

0~
8

.

5)
,

酶仍有较高的活力
。

这与酪蛋白为底物 (见图

1 ) 结果不同
。

从酶反应的机理来看
,

,

BA E E 为底物

6. 矿
一 艺丁- 一丈了一

。, :

图
一

1 p H 与酶活力的关 系(以酪蛋

白为底物 ) 酶反应温度 T =

40 ℃
,
反应时间 t 二 2 0分钟

。
、
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时
,

酶打断的是醋键
,

而以酪蛋白为底物时
,

酶打断的是肤键
,

故不同底物
,

酶的 最适 p H

也不相同
。

称猴桃蛋白酶具有较为宽广的最适 p H 范围 (5 ~ 7 )
,

以蛋白质为底物时
,

最适作

用 p H 偏酸
,

而以 BA E E 为底物时
,

最适作用 p H 为中性略偏碱
。

这一点
,

对于 以 后 称猴

桃蛋白酶的正确推广使用
,

也许有用
。

2
.

酶的最适温度

以酪蛋白为底物
, p H = 7

。

5
,

测得各温度下蛋白酶活力如图 3
。

曲线¹ 表示酶与酪蛋白

反应时间为20 分钟时
,

而曲线º仅为10 分钟
。

由图可知
,

该酶最适温度为60 ℃
,

但在55 ~ 65 ℃

范围内
,

该酶均有较高的活力
,

这与文献 [161 结果一致
。

即使是在70 ℃下
,

该酶仍有相当的活

力
,

当酶反应时间 t = 20 分钟时
,

酶在 70 ℃时的活力为其最高活力 ( 60 ℃ )的55 %
,

当 t = 10

分钟
,

酶在;70 ℃时的活力为其最高活力 ( 60 ℃ ) 的 74 %
,

这对作为嫩化剂用酶来说是很重要

的
。

(次)只粗韧琴

·

(次�只犯匆邻

一
~ ‘石山‘‘‘‘‘‘ . ‘‘州

退度(亡抓
5 0 CO 70

图 2 p H 与酶活力的关 系
,

酶反应

温度 T = 40 ℃
,

反时时间 t = 5

分钟
。

图 3 温度与酶活 力的关 系

¹ 反应时间 t = 20分钟
、

º t = 10 分钟
。

8
.

酶的 pH 稳定性

图 4 和图 5 表明
,

称猴桃蛋 白酶具有很好的p H稳定性
。 p H 3 .

O时
,

40 ℃处理 30 分钟
,

活力仍有50 % 残存 , p H = n
。

o 时
,

40 ℃处理 30 分钟
,

酶活力仍有 50 %残存
。

酸性条件下
,

酶 p H ) 4
.

0 ,

蛋白酶 已基本稳定
。

同样
,

在 p H 簇10
. 0 的碱性条件下

,

蛋白酶也基本稳定
。

这一点
,

是其它蛋白酶如木瓜蛋白酶
,

胰蛋白酶等 p H 《10
. 0 所不能比的

。

称猴桃蛋白酶在

4
。

0《 p H ( 10
.
。条件下

,

均具有良好的稳定性
。

4
.

酶的热稳定性

图 6 表明
,

该酶同样具有较高的热稳定性
, p H = 7

.

0 , T = 65 ℃ 条件下
,

热处理 16 分

钟
,
酶活力仍残存 50 %

。

6
.

酶在 7s ℃时失活动力学

由图 7 可见
, p H = 7

. 0 ,

酶经 75 ℃热处理 3分钟即完全失活
。

一

为了便于动力学研究及统计学处理
,

将图 7 酶活力残存百分数坐标转换为对数坐标
,

采

用尸元线性回归分析方法
,

即可得到回归直线方程为 万= 。
.

0 54 一 。
.

09 5 x ,

式中 x 代表热处
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时阿(分沙

烈淤相一岔一州黔
时 r.1 ‘分 ,___ _ 」

___

图 4 不同 p H 下酶活 力与时间的关 系
,

曲 线 ¹ º » 分别代表 T = 40 ℃
, p H

= 3
。 O , 3 。5 , 4

。

0 时
、

酶活 力与处理

的时间关 系
。

BA E E 法测定酶活 力
。

图 5 不同 p H 下酶活力与时间关系
,

曲线¼ ¾ 分别 代 表 T = 40 ℃
,

p H = 10
。

O , n
.

0 时酶活 力与处

理时间的关系
。

BA E E 法测定酶

七
S0劝�

100脚7080

和,030

‘决�粼牲,扮裕
60卯,0

�
入长知艘橄仲

l

卜竹 , 德而
写
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令怡气梦
曰

羚‘ ‘扩何,

活力
。

l毒
,

. 1:, 。 ( , ,

30 6 0 9 0 1 2犷
·

幼0 l . q

图 6 在 65 ℃时晦的热失活 曲线 图 7 在 75 ℃时酶的热失活 曲线

理时间(秒 )
, 万代表酶活力残存百分数的对数

。

这也就是说
,

酶活力残存百分数对数与时间成直线关系
,

如图 8 所示
,

即
,

酶失活遵循

一级动力学反应式
:

酶失活速度
:

一 d〔E 〕
d t

== 无CE 〕

积分得
:

tg [E 〕= C 一 kt ( C 为常数 )

由图 8 及回归直线方程知
,

酶失活速度常数k = 。
.

0 0 9 5秒 = 0
.

57 分
一’,

常数 C 二 0
。

。54
。

此处
,

酶浓度是以B A E E 法测得的酶活力单位表示的
。

6
.

影响嫩化剂效果的因紊
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护一啼一嗽尸气淤, 护丽吻

图 8 酶活力残存百分数与时间的关系

1) 嫩化剂调配 根据对美国商品嫩化剂主要成分分析的结果(见表 1 )
,

按照一定比例
,

将淀粉
,

蛋白酶粉剂与盐混合
,

即得自制嫩化剂
。

其主要成分也与美国商品嫩化剂一致
。

表 1 美国商品嫩化剂主要成分含量表(酪蛋白法测定酶活力)

成

⋯
。

⋯
总 。

阵
白 质

⋯
蛋 白 酶

。

⋯
9。一%

⋯
1。

一
%

⋯
。一%

⋯飞丽
-

2 ) 蛋白酶浓度对牛肉蛋白萃取液中含氮物的影响 牛肉蛋白萃取液中总可溶性含氮 物

及可溶性非蛋白质氮含量是检查牛肉嫩化效果的两个化学指标
。

一般来说
,

二者含量明显增

加(与对照样相比 )
。

由图 9 可以看出
,

随着酶浓度的增加
,

总可溶性含氮化合物及可溶性非

蛋白氮均增大
,

而非蛋白氮的增加较为迅速
。

因为采用 0
.

lm ol / IN a 0 H 萃取牛肉蛋白时
,

原生态 的胶原及弹性蛋白较难溶解哪
一 2心l,

而经酶法改性或分解后
,

部分开始溶解
。

因此
,

随着酶浓度的增加
,

总可溶性含氮物增加
。

而溶解下来的蛋白质或肤 (三氯乙酸不溶肤 )很快

被酶进一步水解为更小的肤(三氯乙酸可溶肤 )及氨基酸
,

所以可溶性非蛋白氮迅速增加
。

此处
,

氮百分含量是对每克牛肉而言
,

而酶浓度是对每10 克牛肉而言的
。

酶活力单位是

酪蛋白单位
。

以下凡氮百分含量及酶浓度均按此规定计算
。

3) 盐浓度 (N a
CI )对牛肉蛋白萃取液中含氮物的影响 酶处理牛肉的温度 T = 60 ℃

,

处

理时间 : = 6 0 分钟
,

反应介质 p H = 6
.

0
,

酶浓度 4Ou
/l 0g 牛肉

。

图 10 中曲线 ¹ 为总可溶性

含氮物变化
,

曲线º为可溶性非蛋白氮变化
,

结果与 M
.

E L 一 G h a iba o i [z4 l所得结果一致
,

酶作用最佳效果均在 1%盐浓度附近
。

一定浓度的盐可以增加 0
.

10 m ol /l N a O H 对牛肉蛋白

的萃取效果
,

同时
,

适当的盐对酶还有激活保护作用
,

因此
,

盐在低浓度范围内
,

可溶性非

蛋白氮及总可溶性氮随盐浓度的增加而增加
,

在 1% 盐浓度后
,

则随着盐浓度的进一步增加

而下降
。

4) 温度对牛肉蛋白萃取液中含氮物的影响 如图 n 所示
,
随着温度的升高

,
总可溶性
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图 9 酶活力与牛肉蛋 白苹取液中

含氮量的关 系
。

酶处理温度 T 二 60 ℃
,

时间 忿= 6 0分钟
,

反应介质 p H 二 6
.

0 。

曲线 ¹ º 分别代表

总可溶性戴及可溶性非蛋白氮
。

l 。。, 2. 0 ,3 . 0 机 O

氮及非蛋白质氮迅速增加
,

直到60 ℃为止
。

图 10 盆浓度与牛肉蛋白苹取液 中

含氮化合物 的关 系

酶处理温度 T = 60 ℃
,

时间 t = 60 分钟
,

反

应介质 pH = 6
.

0 ,

酶浓度 40 u 。

曲线¹ º分
别代表总可溶性氮及可溶性非蛋白氮

这与中华称猴 桃蛋白酶的最适温度为60 ℃有关

此外
,

因为胶原蛋白在温度高于50 ℃时即开始变性
,

而变性前
,

蛋白酶对它的作用较弱
,

只

有当它热变性后
,

蛋白酶才开始发生明显作用
,

因此在60 ℃时 ,

酶对牛肉作用效果最佳
。

当

温度继续升高时
,

蛋白酶本身也开始变性
,

因而效果下降
。

然而即使在80 ℃这样高的温度下

(图11 ) ,

酶对牛肉蛋白质仍表现出相当显著的作用
,

发生这种现象的原因在于牛肉蛋白对酶

的保护作用 [z4 】
。

认

‘

犷

几‘21�欲�喇场湘众佃

温 度( ℃ 、

图 1 1 温度与牛肉蛋 白革取液中含氮量的关系
。

酶处理牛肉的时间 才二 6 0 分钟
,

介质 p H 二 6
.

0
,

酶浓度 4 Ou
,

曲线 ¹ º分
别代表总可 溶性 氮及非蛋 白氮与温度的关 系

。

7 .

美国商品嫩化剂与自制嫩化剂效果的比较

1) 化学定氮法 见表 2
。

与对照样品相比
,

从总可溶性氮及非蛋白氮来看
,

无 论 是美

国商品嫩化剂还是自制嫩化剂
,

效果均很显著
,

且两种嫩化剂之间无 明显差别
。

这也说明
,

木瓜蛋白酶 (美国嫩化剂 )与称猴桃蛋白酶 ( 自制嫩化剂 )对牛肉蛋白水解作用是相似的
。
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表 2 美国与自制嫩化剂化学定氮结果比较

。 品

⋯
蛋

白 酶 含 量 总 可 溶 性 氮 可溶性非蛋白氮

0

4 0 u
/ g

4 0 u
/ g

1
。

6 8 %

2
.

7 2 %

2
。

8 0 %

0
。

3 6 %

1
。

8 8 %

1
。

9 6 %

照剂剂
少�
‘

蒯化品嫩商tlJ国带

对美自

( 2 59 牛肉加 2
.

59 嫩化剂 60 ℃处理 1 小时所得结果 )

2) 牛肉蛋白水解物分子量分布测定 将牛肉与嫩化剂 (酶浓度 4 Ou)
,

在 60 ℃ 处 理 1 小

时
,

萃取后上柱
,

结果如图1 2
,

因S e ph a d e x G
一
5 0分子量分级范围为一5 0 0一 3 0

,
o oo tZ : ] (以肤

及球形蛋白质分子计 )
,

故由图12 可知
,

牛肉蛋白水解液中
,

主要为 分 子 量 》30
,
0 00 的蛋

白质 (在相当于凝胶柱的空体积
,

洗脱下来 ) 和分子量 成 1 5 0 0 的肤及氨基酸
,

对照试样
,

由

于未加酶 (嫩化剂 ) 水解
,

故萃取液中蛋白质占多数
,

而经嫩化剂作用的牛肉 蛋白萃取液 则

肤 ( ( 1 5 0 0) 及氨基酸占多数
。

由此可见
,

嫩化剂作用效果是很显著的
。

二二忆一一\‘‘

.....

二二花川又
“

‘‘

,,,

二二汽才又
_ ...

(巴.思名妇米解

或5 6 0 7 5 公0

氏脱体积‘用 l)

图 1 2 牛肉蛋白水解物分子量分布曲线

3) 氨基酸分析 牛肉蛋白水解萃取液氨基酸分析结果如表 3
,

表中氨基酸含量是 按 每

克牛肉计算的
,

即 (二 g / g )
。
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表 2 美国与自制嫩化剂化学定氮结果比较
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3) 氨基酸分析 牛肉蛋白水解萃取液氨基酸分析结果如表 3
,

表中氨基酸含量是 按 每

克牛肉计算的
,

即 (二 g / g )
。
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将称猴桃蛋白酶配成嫩化剂
,

根据化学分析
,

氨基酸分析
,
流变性能分析结果表明效果

显著
。

跟美国商品嫩化剂相比
,

结果无明显差别
。
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