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摘 要:以不同碳链长度的对硝基苯酚酯为底物对雅致放射毛霉( Actinomucor elegans AS 3.27) 脂肪酶的酶学特性和其
发酵的腐乳在发酵过程中脂肪酶活力的变化进行研究，结果表明:分别以对硝基苯酚正辛酸酯( pNPC) 和对硝基苯酚
棕榈酸酯( pNPP) 为反应底物所测得的脂肪酶酶学特性有所不同。以 pNPC 和 pNPP 为反应底物时，雅致放射毛霉脂
肪酶的最适作用温度分别为 30、35℃，最适作用 pH为 7.5、7.0，最适盐浓度都为 0.20mol /L。以两种底物分别测定雅致
放射毛霉接种的腐乳在发酵过程中的脂肪酶活力，均显示在后期发酵过程中脂肪酶活力呈现出不断下降的趋势，然而

在第 20～25d脂肪酶活力呈现出小幅度的反复。使用碱滴定法以聚乙二醇－橄榄油为底物进行验证，得到相同的趋势。
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Abstract: Actinomucorr elegans AS 3.27 lipase activities after cultivation and during sufu mature process were
determined by pNP method with substrates of different carbon length.Differences in enzymatic characteristics were
observed with different substrates－pNPC and pNPP.The optimum temperature was 30，35℃，and the optimum pH
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化学。

雅致放射毛霉( Actinomucor elegans AS 3.27 ) ，异
名匍匐放射毛霉，是我国目前腐乳酿造中最常用的

一种菌种。在腐乳前期培菌的过程中，毛霉除了分
泌大量的蛋白酶之外，同时还生成了大量的脂肪酶。
这些脂肪酶在腐乳的后期发酵过程中对坯体的脂肪

进行降解，产生游离脂肪酸，从而进一步酯化呈香，

形成腐乳独特的风味
［1］。长期以来，人们都习惯使用

碱滴定法来测定各种微生物脂肪酶的活力，然而在

国外，更多的是使用对硝基苯酚法来测定。但用对
硝基苯酚法测定雅致放射毛霉脂肪酶活力的研究未

见报道。本文结合腐乳的生产实际，运用对硝基苯
酚法对雅致放射毛霉胞外脂肪酶的酶学特性以及后

期发酵过程中毛霉脂肪酶活力进行研究，旨在探讨

对硝基苯酚法测定脂肪酶活力的可行性，以及采用

亲水亲油性不同的作用底物时毛酶脂肪酶作用的特

点，以期进一步探讨乳状液微观体系对脂肪酶作用

的影响。

1 材料与方法
1.1 实验材料
1.1.1 用于雅致放射毛霉酶学特性研究的粗酶液
AS 3.27 培养条件: 接种在马铃薯培养液中，接种量
为 0.5%，160r /min摇床培养，48h。粗酶液直接以发
酵原液进行测定。单位为 μmol / ( min·mL) ( mL 指
发酵原液体积) 。
1.1.2 用于腐乳后期发酵过程中脂肪酶活力测定的
粗酶液 加入 2 倍腐乳样品质量的 0.15mol /L 氯化
钠溶液，4000r /min下冷冻离心 5min即为粗酶液。
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1.2 实验方法
1.2.1 碱滴定法测定脂肪酶活力 参见江慧芳［2］碱
滴定法测定。
1.2.2 对硝基苯酚法测定脂肪酶活力［3］

1.2.2.1 底物溶液配制 溶液 A:取对硝基苯基正辛
酸酯( pNPC) 、对硝基苯基棕榈酸酯( pNPP) 30mg，加
入 10mL 异丙醇 ( 3mg·mL －1 ) ; 溶液 B: Tritox X －
1002g，阿拉伯胶 0.5g 溶解于 450mL Tris － HCl
( 50mmol /L，pH8.0) 。

P－NP底物溶液配制: 按溶液 A∶溶液 B = 1∶9 的
比例配成乳状液，将此溶液稳定 2h。
1.2.2.2 测定方法 参见 Thomas Vorderwulbecke 对
硝基苯酚法测定。
1.2.2.3 酶活定义及计算公式 脂肪酶酶活力单位
定义为:在一定条件下，每分钟释放出 1μmol 对硝基
苯酚的酶量定义为 1 个脂肪酶活力单位( U) 。计算
公式: X = CV / ( Tv')
式中: X－脂肪酶活力，U·mL －1 ; C－对硝基苯酚

浓度，μmol·mL －1 ; V－酸碱调节后的反应液终体积，
mL; v'－酶液的用量，mL; T－反应时间，min。
1.2.3 雅致放射毛霉脂肪酶酶学特性研究
1.2.3.1 最适作用 pH［4］分别以 pNPC 和 pNPP 为底
物，以不同 pH( 5.8、6.2、6.5、6.8、7.0、7.5、8.0、9.0) 的缓
冲液配制底物，按 1.2.2 的方法测定脂肪酶活力，并
绘制 pH－绝对酶活曲线。
1.2.3.2 酸碱稳定性 将粗酶液置于不同 pH ( 5.8、
6.2、6.5、6.8、7.0、7.5、8.0、9.0) 的缓冲液中，于 4℃下放
置不同时间，按 1.2.2 的方法测定脂肪酶活力，以最
高酶活力为 100%，将其余各 pH 下的酶活力换算成
相对酶活，并绘制 pH－相对酶活曲线。
1.2.3.3 最适作用温度［4］ 分别以 pNPC 和 pNPP 为
底物，以 pH 7.0 和 7.5 的缓冲液配制底物，在不同温度
条件下( 25、30、35、40、45、50、55、60、70℃ ) ，按 1.2.2 的
方法测定脂肪酶活力，并绘制温度－绝对酶活曲线。
1.2.3.4 热稳定性［5］ a.以 pNPC 为底物，以 pH7.0
的缓冲液配制底物，在不同温度下 ( 30、35、40、50、
60℃ ) 分别保温不同时间，按 1.2.2 的方法在 30℃测
定脂肪酶活力，其余同 1.2.3.2。b.以 pNPP为底物，以
pH7.5 的缓冲液配制底物，在不同温度下( 35、40、45、
50、60℃ ) 分别保温不同时间后，按 1.2.2 的方法在
35℃测定脂肪酶活力，其余同 1.2.3.2。
1.2.3.5 不同氯化钠浓度对脂肪酶活力的影响［4］

分别以 pNPC 和 pNPP 为底物，以 pH7.0 和 7.5 的缓
冲液，不同浓度 NaCl 溶液 ( 0.05、0.1、0.15、0.2、0.25、
0.3、0.35、0.4、0.5mol /mL) 配制底物，按 1.2.2 的方法
测定脂肪酶活力。
1.2.4 腐乳后期发酵过程中脂肪酶活力测定 在后
期发酵过程中取 5、8、10、13、15、18、20、23、25、28、
30、33、35、38、40、45d腐乳样品按 1.1.2 提取粗酶液，
按 1.2.1 和 1.2.2 方法分别测定脂肪酶活力。

2 结果与讨论
2.1 雅致放射毛霉脂肪酶酶学性质的研究
2.1.1 雅致放射毛霉脂肪酶最适 pH 和酸碱稳定性

如图 1 所示，当采用 pNPP 为底物时，在 pH 为 7.0
时脂肪酶表现出最高活力( 0.1004U·mL －1 ) ，之后随

着 pH的增加，酶活迅速下降，在 pH8.0 时，酶活低至
10%。然而，当底物为 pNPC 时，pH 为 7.5 时脂肪酶
才呈现出最高活力 ( 0.09967U·mL －1 ) ，此后逐渐下

降，在 pH8.0 时酶活仍达到 87.95%。由此表明脂肪
酶作用于不同的底物时其最适 pH 不同，对短链底物
pNPC的水解作用较长链底物 pNPP更倾向于在碱性
条件下进行。与肖春玲［6］报道的毛霉 M2 脂肪酶的

最适 pH为 8.0 相比，用 pNP 方法测得的最适 pH 要
低一些。在后面测定雅致放射毛霉脂肪酶活力时，
以 pNPC为底物，取最适 pH =7.5; pNPP为底物，取最
适 pH =7.0。

图 1 不同 pH对脂肪酶活力的影响

从图 2、图 3 中可以看出，无论底物是 pNPC还是
pNPP，粗酶液在 pH7.0～8.0 范围内脂肪酶活力呈现
出较高的稳定性，在 30h时，pNPC 和 pNPP酶活力均
达到 85%以上，然而在酸性条件下 ( pH = 6.2 ) ，60h
后酶活力仅为 25%。由此表明，雅致放射毛霉脂肪
酶在中性偏碱性的条件下具有较好的稳定性，而在

酸性条件下，酶活迅速下降。

图 2 雅致放射毛霉脂肪酶酸碱稳定性研究
( 对硝基苯酚正辛酸酯)

图 3 雅致放射毛霉脂肪酶酸碱稳定性研究
( 对硝基苯酚棕榈酸酯)

pNPP是长链底物，而 pNPC是短链底物，前者比
后者的亲油性更强，可以推测在 o /w 乳状液的反应
体系中，亲水亲油性的差异会影响该底物在乳状液

中的位置，从而会影响到与酶的不同结合性和酶活

力。Kierkels［7］研究表明，脂肪酶活力大小与界面的
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属性特征有直接的关系。Lima［8］报道中提到的脂肪
酶活力不但取决于 pH，而且与使用的缓冲液类型也
存在一定关系。Lima在文献中报道了接触面面积的
大小决定了脂肪酶反应的快慢，然而接触面面积却

是由不同底物类型所决定的，不同类型的底物决定

了乳化液的性质。
2.1.2 雅致放射毛霉脂肪酶的最适作用温度及耐温
的稳定性 从图 4 中可以看出，当底物为 pNPC 时，
雅致放射毛霉脂肪酶在 30～40℃温度范围内具有相
对较高的酶活力，在 30℃ 时酶活力表现最高
( 0.2902U·mL －1 ) ，当温度高于 30℃时，其水解酶活
随着温度的升高开始下降，70℃时，基本失活。采用
pNPP为底物时，大致变化趋势与 pNPC 相同，但是其
在 35℃时脂肪酶的活力表现最高( 0.2803U·mL －1 ) ，

随着作用温度升高和降低，酶活力均呈现出减弱的

趋势。

图 4 不同温度对雅致放射毛霉脂肪酶的影响

从图 5、图 6 中可知，雅致放射毛霉 AS 3.27 脂肪
酶在 30℃恒温 4h，保持 85%左右的水解酶活力。在
40℃时则保持酶活 60%。而在 60℃恒温处理 4h时，
其水解活力下降至 20%以下。在低于 50℃的保温条
件下，脂肪酶在以长链的 pNPP为作用底物时较之以
短链的 pNPC 为作用底物，表现出了更好的耐温稳
定性。

图 5 雅致放射毛霉脂肪酶热稳定性的影响( pNPC)

图 6 雅致放射毛霉脂肪酶热稳定影响研究( pNPP)

关于脂肪酶温度的研究报道各不相同，Lima［8］中
叙述到总的来说，霉菌的脂肪酶在温度高于 40℃时，
脂肪 酶 表 现 出 不 稳 定 性。然 而 Costa［9］ 关 于
P.wortmanii脂肪酶的报道中叙述到此酶在 50℃恒温

60min时，脂肪酶的相对活力仍旧保持在 55%以上。
肖春玲

［6］
报道了毛霉 M2 脂肪酶的酶最适温度为

50℃，在 50～60℃温度范围内脂肪酶活力较为稳定。
2.1.3 雅致放射毛霉脂肪酶的最适盐浓度 以 pNPP
和 pNPC 为底物在其最适条件下 ( pNPC: pH7.5，
30℃ ; pNPP: pH7.0，35℃ ) 比较了不同浓度 NaCl 对维
持脂肪酶活性的作用。结果表明 ( 图 7 ) ，pNPC 和
pNPP的最适盐浓度均为 0.20mol /L，对应的脂肪酶活
力分别为 0.09376、0.1247U·mL －1。随着 NaCl 浓度
的增加，脂肪酶活力呈现出逐渐减少的趋势。从图 7
中可以看出，以对硝基苯酚棕榈酸酯为底物，当 NaCl
浓度大于 0.20mol /L之后，随着 NaCl 浓度的增加，酶
活力下降比对硝基苯酚正辛酸酯的要迅速。

图 7 NaCl浓度对脂肪酶活力的影响

2.2 AS 3.27 腐乳后期发酵过程中脂肪酶活力研究
腐乳后期发酵过程中脂肪酶活力分别采用了对

硝基苯酚法和碱滴定法两种方法进行测定，脂肪酶

活力变化如图 8 所示，随着后期发酵的进行，脂肪酶
活力基本都呈现不断下降的趋势。这可能是因为在
后期发酵过程中腐乳的 pH低于 6.8，且持续下降( 第
5d pH为 6.71，第 10d pH 为 6.66，第 15d pH 6.63 到
第 40d pH 6.53) ，而 AS 3.27 脂肪酶稳定性的结果表
明，在该 pH范围内脂肪酶活力很不稳定( 图 2) 。

图 8 后期发酵过程中雅致放射毛霉脂肪酶活力变化

由图 8 中可见，聚乙烯醇－橄榄油和对硝基苯酚
正辛酸酯的变化趋势基本相同，然而对硝基苯酚棕

榈酸酯在 1～18d 内的下降幅度更加大。在 20～25d
的后酵阶段，脂肪酶活力均出现很小幅度的增加现

象。这与鲁绯［10］的报道中脂肪酶活力在整个发酵过
程中表现出的极其不稳定的结论不同。我们推测可
能是在此阶段其它参与发酵的微生物如乳酸菌分泌

的脂肪酶所致。这一趋势在相关文献中未见报道，
需要进一步的研究。

3 结论
本文首次使用对硝基苯酚法采用 pNPC 和 pNPP

两种不同底物对 AS 3.27 脂肪酶酶学性质及腐乳后
( 下转第 263 页)
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的抗营养成分，通过超滤法纯化菜籽蛋白，生产食用

级菜籽蛋白产品是可行的。

3 结论
3.1 与传统的碱提酸沉法相比，超滤法浓缩菜籽蛋
白提取液得到的菜籽蛋白，纯度高达 90%，硫苷、异
硫氰酸酯、恶唑硫烷酮、植酸、单宁等有害成分明显
降低，达到国家食品标准，而且功能特性也有一定程

度的改善。
3.2 本研究先通过单因素实验探讨流速、操作压力、
温度、pH等因子对菜籽蛋白提取液膜通量的影响，
再采用正交实验优化超滤工艺参数。结果表明，超
滤法浓缩菜籽蛋白最佳工艺条件为流速 2m /s，操作
压力为 0.1MPa，温度为 40℃，pH 为 9。在此工艺条
件下，菜籽蛋白得率为 53.4%。
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［J］.Canadian Institute of Food Science and Technology Journal，
1988，21( 4) : 19－24.
［19］褚庆华，倪昕路 .油菜籽及其饼粕中硫代葡萄糖苷总量
快速测定方法的研究［J］.中国粮油学报，2004，19( 1) : 79－81.
［20］傅启高，李慧荃 .三氯化铁比色法测定植酸含量的研究
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期发酵时的脂肪酶活力进行了研究。结果表明，采
用 pNPC和 pNPP 两种不同的底物，测得的脂肪酶最
适作用条件有所不同，耐温稳定性也有差异。腐乳
后期发酵过程中脂肪酶活力呈现出不断下降的趋

势，20～25d这个阶段有小幅度的反复，这与碱滴定法
测定的结果相同，但是与鲁绯已报道的脂肪酶活力

研究结果大不相同，还有待于进一步研究。
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