第7章  酶 (Enzyme)

7.1  概述
7.1.1  酶在食品科学中的重要性
很久以前，人类就开始利用酶制备食品，尽管当时人类并没有任何有关催化剂和化学反应本质方面的知识，然而使用酶的技术还是流传了下来。在酿造中利用发芽的大麦来转化淀粉和用破碎的木瓜树叶包裹肉以使肉嫩化，是古代制备食品时使用酶的例子。早期研究消化、发酵和水解反应中的酶都涉及到食品。很长时间以来，食品科学家研究酶在食品体系中的作用，特别是能利用的酶和导致食品腐败的酶备受关注。
在生物体内，酶控制着所有的生物大分子（蛋白质、碳水化合物、脂类、核酸）和小分子（氨基酸、糖、脂肪和维生素）的合成和分解。由于食品加工的主要原料是生物来源的材料，因此，在食品加工中的原料部分含有种类繁多的内源酶，其中某些酶在原料的加工期间甚至在加工过程完成后仍然具有活性。这些酶的作用有的对食品加工是有益的；例如牛乳中的蛋白酶，在奶酪成熟过程中能催化酪蛋白水解而赋予奶酪以特殊风味；而有的是有害的，例如番茄中的果胶酶在番茄酱加工中能催化果胶物质的降解而使番茄酱产品的粘度下降。除了在食品原料中存在着内源酶的作用外，在食品加工和保藏过程中还使用不同的外源酶，用以提高产品的产量和质量。例如使用淀粉酶和葡萄糖异构酶生产高果糖浆，又如在牛乳中加入乳糖酶，将乳糖转化成葡萄糖和半乳糖，制备适合于有乳糖缺乏症的人群饮用的牛乳。因此，酶对食品工业的重要性是显而易见的。
如何有效地使用和控制外源酶和内源酶，需要我们掌握酶的基本知识，包括酶的本质，酶是怎样作用于底物和如何控制酶的作用等。
7.1.2  酶在食品原料中的分布
食品原料中酶的分布是不均匀的。所有动植物源性食品的组织和器官中都含有一定量的酶，这些酶对于动植物的生长和发育来说具有十分重要的作用，且在分解或影响酶的活性条件改变之前这些酶都一直保持其活性。一般来说，这些酶的活性在贮藏期间有所增强。
食品加工中常用破坏动植物细胞的方法使酶释放出来以产生作用，或使酶失活以中断它的方法来控制加工过程与改善品质，例如，细胞破碎时多酚氧化酶被释放，使氧气与多酚化合物作用产生酶促褐变，即能生成红茶所需宜的色素。但这类变化对于水果和蔬菜（如香蕉和土豆）来说则是非需宜的变化，会引起产品品质的下降。
大部分酶与细胞膜或细胞器的膜结合在一起，只有在不正常的环境条件下，酶才会从生物膜溶解出来。一般来说，不同的酶存在于不同的细胞中，表7-1中给出了动物细胞中不同细胞器酶的分布。
（1）内质网—核糖体  至少有100多种酶附着在内质网上。收获后促进成熟的酶在完整的内质网内合成，若细胞破碎，内质网不完整则无法进行成熟，与内质网—核糖体上的脂蛋白紧密结合的细胞色素能催化脂质氧化，产生不良气味。
（2）细胞膜  细胞膜上有许多需要金属离子（Zn2+，Mg2+，Na+，K+）磷酸脂酶，如ATP酶等，当细胞膜破坏时，细胞内物质就被释放出来。
（3）线粒体  线粒体中的酶对食品品质影响很大，例如，果蔬成熟过程中及合成所需的能量来源都是由线粒体内进行的氧化磷酸化作用产生的ATP供给。线粒体受损后释放水解酶分解组织内的成分，使食物变软并产生风味。线粒体中的细胞色素能促使脂蛋白膜的脂肪进行氧化作用。
（4）叶绿体  叶绿体是植物进行光合作用的场所。叶绿体在光合作用过程中能合成叶绿素和类胡萝卜素，后者是维生素A源，因此，是重要的着色剂。叶绿体在加工过程中易被破坏。所含的多酚氧化酶和叶绿素酶能使颜色产生变化，需热烫才能防止。叶绿体中还含细胞色素系统，催化脂质的光氧化作用，形成过氧化物并产生不良气味。
（5）过氧化物酶体  内含氧化酶及过氧化氢酶，当过氧化物体破裂，酶游离出来会使食品氧化变质。
（6）溶酶体  它是与食品品质变化最密切的细胞器。其中含有许多水解酶，这些水解酶能水解核酸、脂质、蛋白质、碳水化合物、磷酸盐等，几乎大小分子都能水解，而且水解得很彻底。食品中自溶作用的酶都来自溶酶体，如组织蛋白酶是肉熟化与动物组织自溶作用的最大因素。溶酶体在加工过程中受到伤害（如冰冻时产生结晶，体积变大膜被胀破，解冻时则流出）时酶就游离出来。
（7）细胞质  细胞质中有许多种酶，其中与食品加工关系最密切的是糖酵解酶系，如肌肉在屠宰后能在无氧条件下进行糖酵解作用。
表7-1 动物细胞中不同部位所含的酶
	部 位
	酶

	细胞核
	DNA依赖性RNA聚合酶，多聚腺嘌呤合成酶

	线粒体
	琥珀酸盐脱氢酶，细胞色素氧化酶，谷氨酸盐脱氢酶，苹果酸盐脱氢酶，α -酮戊二酸盐脱氢盐，丙酮酸盐脱羧酶

	溶酶体
	组织蛋白酶A、B、C、D、E，胶原酶，酸性核糖核酸酶，酸性磷酸酶，β –乳糖酶，唾液酸酶，溶解酵素，甘油三酯脂肪酶

	过氧化物体
	过氧化氢酶，尿酸盐过氧化酶，D-氨基酸氧化酶

	内质网、高尔基复合体
	葡萄糖-6-磷酸酶，核苷二磷酸化酶，核苷磷酸化酶

	可溶性酶
	乳酸脱氢酶，磷酸果糖激酶，葡萄糖-6-磷酸脱氢酶，转酮醇酶

	胰腺酶原颗粒
	胰凝乳蛋白酶源，脂肪酶，淀粉酶，核糖核酸酶


摘自Whitaker (1994).

此外，酶不但在各种细胞器中有不同的分布，而且在食品的不同部位酶的分布与种类也不尽相同，甚至随生长期不同也会有所差异。例如牛奶中有20种酶，而另一些酶来自白血球或牛奶中的微生物。鸡蛋蛋白中约含3.5%（干重）的溶菌酶。麦粒中约含有55种酶，外层酶较少。糊粉层则含有多种酶，浓度也很高。胚乳中酶的浓度较低，但因占麦粒总量82%，故总量相当多。胚中也含多种的酶。肌肉组织中含有与糖酵解和氧化磷酸化作用有关的酶。
7.2  酶的化学本质与分类 

7.2.1  酶的化学本质
酶（enzyme）是由活生命机体产生的具有催化活性的蛋白质，只要不是处于变性状态，无论是在细胞内还是在细胞外，酶都可发挥其催化作用。关于酶是否蛋白质的问题，在20世纪初曾有过争论。1926年萨姆纳（Sumner）首次从刀豆提取液中分离纯化得到脲酶结晶，并证明它具有蛋白质的性质，提出酶的本质是蛋白质的观点。在20世纪80年代之前，纯酶结晶状态，酶的化学结构和立体结构以及人工合成酶的成功实践，一致认为酶的化学本质是蛋白质。
20世纪80年代，酶学领域的最大突破之一是1982年Cech在研究四膜虫26S rRNA时，发现了一种具有催化功能的RNA分子即通常所说的核酶（ribozyme），近年来又陆续发现了不少RNA具有催化活性，还发现了一些与其催化活性相关的结构，如锤头结构。至此，人们对酶的本质又有了新的认识，酶的本质也发生变化，即酶是由活生命机体产生的具有催化活性的生物大分子物质。1995年，Cuenoud等还发现有些DNA分子亦具有催化活性。Cuenoud等在体外筛选到一些DNA序列，它们可以将自身5′ 羟基与寡聚脱氧核苷酸的活化的3′ 磷酸咪唑基团相连结。但是，在生物体内，除少数几种酶为核酸分子外，大多数的酶类都是蛋白质。
从上述可知，酶是生物大分子，有许多实验证明，酶在催化反应中并不是整个酶分子在起作用，起作用的只是其中的某一部分，如，溶菌酶肽链的第一至三十四个氨基酸残基切除后，其催化活性并不受影响，这说明了酶催化底物发生反应时，确实只有酶的某一特定部位在起作用。因此，把酶分子中能与底物直接起作用的特殊部分，称为酶的活性中心。在蛋白质酶中，常见的酶活性中心的基团有：Ser-OH、Cys-SH、His咪唑基、Asp-COOH、Gly－COOH、Lys-NH3等。根据与它们与底物作用时的功能分为两类：①与反应底物结合的称结合基团，一般由一个或几个氨基酸残基组成；②促进底物发生化学变化的称催化基团，一般由2～3个氨基酸残基组成。不同酶的活性中心是由于不同酶的完整的空间结构所致，如果酶蛋白变性，其立体结构被破坏，则活性中心的构象相应也会受到破坏，酶则失去活力。
7.2.2  酶的催化特性
酶和一般化学催化剂相比，酶具有下列的共性和特点。
7.2.2.1  共性
酶与一般催化剂相比，具有下面几个共性：①具有很高的催化效率，但酶本身在反应前后并无变化。酶与一般催化剂一样，用量少，催化效率高；②不改变化学反应的平衡常数。酶对一个正向反应和其逆向反应速度的影响是相同的，即反应的平衡常数在有酶和无酶的情况下是相同的，酶的作用仅是缩短反应达到平衡所需的时间；③降低反应的活化能。酶作为催化剂能降低反应所需的活化能，因为酶与底物结合形成复合物后改变了反应历程，而在新的反应历程中过渡态所需要的自由能低于非酶反应的能量，增加反应中活化分子数，促进了由底物到产物的转变，从而加快了反应速度。
7.2.2.2  特点

酶作为生物催化剂，还具有以下不同于化学催化剂的特点。
（1）专一性（specificity） 酶与化学催化剂之间最大的区别就是酶具有专一性，即酶只能催化一种化学反应或一类相似的化学反应，酶对底物有严格的选择。根据专一程度的不同可分为以下4种类型。
①键专一性（bond specificity） 这种酶只要求底物分子上有合适的化学键就可以起催化作用，而对键两端的基团结构要求不严。
②基团专一性（group specificity） 有些酶除了要求有合适的化学键外，而且对作用键两端的基团也具有不同专一性要求。如胰蛋白酶仅对精氨酸或赖氨酸的的羧基形成的肽键起作用。

③绝对专一性（absolute specificity） 这类酶只能对一种底物起催化作用，如脲酶，它只能作用于底物—尿素。大多数酶属于这一类。

④立体化学专一性（stereochemical specificity） 很多酶只对某种特殊的旋光或立体异构物起催化作用，而对其对映体则完全没有作用。如D-氨基酸氧化酶与dl-氨基酸作用时，只有一半的底物（D型）被分解，因此，可以此法来分离消旋化合物。利用酶的专一性还能进行食品分析。酶的专一性在食品加工上极为重要。
（2）活性容易丧失  大多数酶的本质是蛋白质。由蛋白质的性质所决定，酶的作用条件一般应在温和的条件下，如中性pH、常温和常压下进行。强酸、强碱或高温等条件都能使酶的活性部分或全部丧失。
（3）酶的催化活性是可调控的  酶作为生物催化剂，它的活性受到严格的调控。调控的方式的许多种，包括反馈抑制、别构调节、共价修饰调节、激活剂和抑制剂的作用。
7.2.3  酶催化专一性的两种学说 

酶为什么具有很高的催化效率呢？一般认为是酶降低了化学反应所需的活化能。所谓活化能，就是指一般分子成为能参加化学反应的活化分子所需的能量。然而在一个化学反应中并不是所有的底物分子都能参加反应的，因为它们并不一定都是活化分子。活化分子是指那些具备足够能量能够参加化学反应的分子。要使化学反应迅速进行，就要想办法增加活化分子。增加活化分子的途径有两条：一是外加能量，对进行中的反应加热或光照，增加底物分子的能量，从而达到增加活化分子的目的；第二是降低活化能，使本来不具活化水平的分子成为活化分子，从而增加了反应的活化分子数目。
在研究酶促反应的机理时，不得不提到过渡态理论或中间产物理论。1913年生物化学家Michaelic和Menten提出了酶中间产物理论。他们认为：酶降低活化能的原因是酶参加了反应而形成了酶-底物复合物（enzyme-substrate complex）。这个中间产物不但容易生成（也就是只要较少的活化能就可生成），而且容易分解出产物，释放出原来的酶，这样就把原来能阈较高的一步反应变成了能阈较低的两步反应。由于活化能降低，所以活化分子大大增加，反应速度因此迅速提高。如，以E表示酶，S表示底物，ES表示中间产物，P表示反应终产物，其反应过程可表示如下：
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这个理论的关键是认为酶参与了底物的反应，生成了不稳定的中间主产物，因而使反应沿着活化能较低的途径迅速进行。事实上，中间产物理论已经被许多实验所证实，中间产物确实存在。
（1） 锁和钥匙学说（lock-and-key model theory）
已经提出了两种模型解释酶如何结合它的底物。1984年Emil Fischer提出锁和钥匙模型（lock-and-key model）。该模型认为，底物的形状和酶的活性部位被认为是彼此相适合，像钥匙插入锁孔中（图7-1a），认为两种形状是刚性的（rigid）和固定的（fixed），当正确组合在一起时，正好互相补充。葡萄糖氧化酶（glucose oxidase EC 1.1.3.4）催化葡萄糖转化为葡萄糖酸，该酶对葡萄糖的专一性是很容易证实的，这是因为当采用结构上类似于葡萄糖的物质作为该底物时酶的活力显著下降。例如以2-脱氧-D-葡萄糖为底物时，葡萄糖氧化酶的活力仅为原来的25%，以6-甲基-D-葡萄糖底物时活力仅为2%，以木糖、半乳糖和纤维二糖为底物时活力低于1%。
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图7-1  底物与酶结合
（a） 锁和钥匙模型；（b）诱导契合模型
（2） 诱导契合学说（induced-fit theory）
但后来许多化学家发现，许多酶的催化反应并不符合经典的锁和钥匙模型。1958年Daniel E. Koshland Jr. 提出了诱导契合模型（induced-fit model），底物的结合在酶的活性部位诱导出构象的变化（图7-1b）。该模型的要点是：当底物与酶的活性部位结合，酶蛋白的几何形状有相当大的改变；催化基团的精确定向对于底物转变成产物是必需的；底物诱导酶蛋白几何形状的改变使得催化基团能精确地定向结合到酶的活性部位上去。
酶的专一性或特异性也可扩展到键的类型上。例如，α-淀粉酶（α-amylase EC3.2.1.1）选择性地作用于淀粉中连接葡萄糖基的α-1,4糖苷键，而纤维素酶（cellulase EC 3.2.1.4）选择性作用于纤维素分子中连接于葡萄糖基的β-1,4糖苷键。这两种酶作用于不同类型的键，然而，键所连接的糖基都是葡萄糖。并非所有的酶分子都具有上述的高度专一性。例如，在食品工业中使用的某些蛋白酶虽然选择性地作用于蛋白质，然而对于被水解的肽键都显示相对较低的专一性。当然，也有一些蛋白酶显示较高的专一性，例如胰凝乳蛋白酶（Chymotrypsin EC 3.4.4.5）优先选择水解含有芳香族氨基酸残基的肽键。
7.2.4  酶的命名与分类
7.2.4.1  蛋白酶类的命名与分类
（1）酶的分类  主要根据催化反应的类型将酶分成6大类：
    ①氧化还原酶类（oxidoreductases）指催化底物进行氧化还原反应的酶类。例如，乳酸脱氢酶、琥珀酸脱氢酶、细胞色素氧化酶、过氧化氢酶等。
②转移酶类（transferases）  指催化底物之间进行某些基团的转移或交换的酶类。如转甲基酶、转氨酸、己糖激酶、磷酸化酶等。
③水解酶类（hydrolases）指催化底物发生水解反应的酶类。例如、淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶、磷酸酶等。
④裂解酶类（lyases）指催化一个底物分解为两个化合物，催化C-C、C-O、C-N的裂解或消去某一小的原子团形成双键，或加入某原子团而消去双键的反应。例如，半乳糖醛酸裂解酶、天冬氨酸酶等。
⑤异构酶类（isomerases）指催化各种同分异构体之间相互转化的酶类。例如，磷酸丙糖异构酶、消旋酶等。

⑥连接酶类（ligases）指催化两分子底物合成为一分子化合物，同时还必须偶联有ATP的磷酸键断裂的酶类。例如，谷氨酰胺合成酶、氨基酸-tRNA连接酶等。
（2）酶的命名  

①习惯命名法
多年来普遍使用的酶的习惯名称是根据以下三种原则来命名的：一是根据酶作用的性质，例如水解酶、氧化酶、转移酶等；二是根据作用的底物并兼顾作用的性质，例如淀粉酶、脂肪酶和蛋白酶等；三是结合以上两种情况并根据酶的来源而命名，例如胃蛋白酶、胰蛋白酶等。
习惯命名法一般采用底物加反应类型而命名，如蛋白水解酶、乳酸脱氢酶、磷酸己糖异构酶等。对水解酶类，只要底物名称即可，如蔗糖酶、胆碱酯酶、蛋白酶等。有时在底物名称前冠以酶的来源，如血清谷氨酸－丙酮酸转氨酶、唾液淀粉酶等。 习惯命名法简单，应用历史长，但缺乏系统性，有时出现一酶数名或一名数酶的现象。
②系统命名法 

鉴于新酶的不断发现和过去文献中对酶命名的混乱，国际酶学委员会规定了一套系统的命名法，使一种酶只有一种名称。系统命名法以4个阿拉伯数字来代表一种酶。例如α-淀粉酶（习惯命名）的系统命名为α - l,4 - 葡萄糖-4葡萄糖水解酶，标示为：EC 3.2.1.1。EC代表国际酶学委员会，其中的第一个数字分别代表酶的大类，以1，2，3，4，5，6来分别代表，1为氧化还原酶类，3为水解酶类，其余类推。（见酶的分类）。第二个数字为酶的亚类，酶的每一大类下有若干个亚类：如在氧化还原酶中的亚类按供电子体的基团分类，如以CH-OH为电子供体标为1，醛基为电子供体标为2，余类推；转移酶中以转移的基团为亚类；水解酶中以水解键连接的形式为亚类；裂解酶中以裂解键的形式为亚类；亚类一般较多，达数十个。标示中的第三个数字是属酶的次亚类，是在亚类的基础上再细分的类型，该次亚类中，氧化还原酶按电子受体基团分类，如都以CH-OH为电子供体的反应，可以有不同的电子受体，如以NAD+或NADP+为受体标为1，余类推；转移酶的次亚类也按接受基团分类，如以-OH接受转移基团，该次亚类标为1。总之，酶的系统名称中前三个数字表示酶作用的方式。第四个数字则表示对相同作用的酶的流水编号。
又如对催化下列反应酶的命名。
ATP+D—葡萄糖→ADP+D—葡萄糖-6-磷酸
该酶的正式系统命名是：ATP：葡萄糖磷酸转移酶，表示该酶催化从ATP中转移一个磷酸到葡萄糖分子上的反应。它系统命名是：E.C.2.7.1.1，第1个数字“2”代表酶的分类名称(转移酶类)，第2个数字“7”代表亚类(转移磷酸基)，第3个数字“1”代表次亚类(以羟基作为受体的磷酸转移酶类)，第4个数字“1”代表该酶在次亚类中的排号(D-葡萄糖作为磷酸基的受体)。
7.2.4.2   核酶的分类
自1982年以来，被发现的核酸类酶（R-酶）越来越多，对它的研究也越来越深入和广泛。但是由于历史不长，对于其分类和命名还没有统一的原则和规定。但根据酶催化反应的类型，区分为分子内催化R-酶和分子间催化R-酶，根据作用方式将R-酶分为3类：剪切酶、剪接酶和多功能酶。现将R-酶的初步分类简介如下：
（1）分子内催化R-酶  分子内催化的R-酶是指催化本身RNA分子进行反应的一类核酸类酶。这类酶是最早发现的R-酶。该大类酶均为RNA前体。由于这类酶是催化本身RNA分子反应，所以冠以“自我”（self）字样。
 根据酶所催化的反应类型，可以将该大类酶分为自我剪切和自我剪接两个亚类。
①自我剪切酶（self-cleavage ribozyme）  自我剪切酶是指催化本身RNA进行剪切反应的R-酶。具有自我剪切功能的R-酶是RNA的前体。它可以在一定条件下催化本身RNA进行剪切反应，使RNA前体生成成熟的RNA分子和另一个RNA片段。
②自我剪接酶（self-splicing ribozyme）  自我剪接酶是在一定条件下催化本身RNA分子同时进行剪切和连接反应的R-酶。
自我剪接酶都是RNA前体。它可以同时催化RNA前体本身的剪切和连接两种类型的反应。根据其结构特点和催化特性的不同，该亚类可分为两个小类，即含Ⅰ型间隔序列（intervening sequence, IVS）的R-酶和含Ⅱ型 IVS的R-酶。
（2）分子间催化R-酶   分子间催化R-酶是催化其他分子进行反应的核酸类酶。根据所作用的底物分子的不同，可以分为若干亚类。
①作用于其他RNA分子的R-酶  该亚类的酶可催化其他RNA分子进行反应。根据反应的类型不同，可以分为若干小类，如RNA剪切酶、多功能R-酶等。
②多功能R-酶  多功能R-酶是指能够催化其他RNA分子进行多种反应的核酸类酶。    例如，1986年，切克等人发现四膜虫26 S RNA前体通过自我剪接作用，切下的间隔序列（IVS）经过自身环化作用，最后得到一个在其5′-末端失去19个核苷酸的线状RNA分子，称为L-19 IVS。它是一种多功能R-酶，能够催化其他RNA分子进行多种类型的反应：
③作用于DNA的R-酶  该亚类的酶是催化DNA分子进行反应的R-酶。1990年，发现核酸类酶除了以RNA为底物外，有些R-酶还可以DNA为底物，在一定条件下催化DNA分子进行剪切反应。据目前所知的资料，该亚类R-酶只有DNA剪切酶一个小类。
④作用于多糖的R-酶  该亚类的酶是能够催化多糖分子进行反应的核酸类酶。兔肌1,4-A-D-葡聚糖分支酶 [EC 2. 4.1.18]是一种催化直链葡聚糖转化为支链葡聚糖的糖链转移酶，分子中含有蛋白质和RNA。其RNA组分由31个核苷酸组成，单独具有分支酶的催化功能，即该RNA可以催化糖链的剪切和连接反应，属于多糖剪接酶。
⑤作用于氨基酸酯的R-酶  1992年，发现了以催化氨基酸酯为底物的核酸类酶。该酶同时具有氨基酸酯的剪切作用、氨酰基-tRNA的连接作用和多肽的剪接作用等功能。
由于蛋白类酶和核酸类酶的组成和结构不同，命名和分类原则有所区别。为了便于区分两大类别的酶，有时催化的反应相同，在蛋白类酶和核酸类酶中的命名却有所不同。例如，催化大分子水解生成较小分子的酶，在核酸类酶中的称为剪切酶，在蛋白类酶中则称为水解酶；在核酸类酶中的剪接酶，与蛋白类酶中的转移酶亦催化相似的反应等。
7.2.5  酶的辅助因子
从酶的组成来看，有些酶仅由蛋白质或核糖核酸组成，这种酶称为单成分酶。而有些酶除了蛋白质或核糖核酸以外，还需要有其他非生物大分子成分，这种酶称为双成分酶。蛋白类酶中的纯蛋白质部分称为酶蛋白。核酸类酶中的核糖核酸部分称为酶RNA。其他非生物大分子部分称为酶的辅助因子。
双成分酶需要有辅助因子存在才具有催化功能。单纯的酶蛋白或酶RNA不呈现酶活力，单纯的辅助因子也不呈现酶活力，只有两者结合在一起形成全酶（holoenzyme）才能显示出酶活力。
全酶=酶蛋白（或酶RNA）+辅助因子
辅助因子可以是无机金属离子，也可以是小分子有机化合物。
7.2.5.1  无机辅助因子
 无机辅助因子主要是指各种金属离子，尤其是各种二价金属离子。
（1）镁离子  镁离子是多种酶的辅助因子，在酶的催化中起重要作用。例如，各种激酶、柠檬酸裂合酶、异柠檬酸脱氢酶、碱性磷酸酶、酸性磷酸酶、各种自我剪接的核酸类酶等都需要镁离子作为辅助因子。
（2）锌离子  锌离子是各种金属蛋白酶，如木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶、中性蛋白酶等的辅助因子，也是铜锌-超氧化物歧化酶（Cu，Zn-SOD）、碳酸酐酶、羧肽酶、醇脱氢酶、胶原酶等的辅助因子。
（3）铁离子  铁离子与卟啉环结合成铁卟啉，是过氧化物酶、过氧化氢酶、色氨酸双加氧酶、细胞色素B等的辅助因子。铁离子也是铁-超氧化物歧化酶（Fe-SOD）、固氮酶、黄嘌呤氧化酶、琥珀酸脱氢酶、脯氨酸羧化酶的辅助因子。
（4）铜离子  铜离子是铜锌-超氧化物歧化酶、抗坏血酸氧化酶、细胞色素氧化酶、赖氨酸氧化酶、酪氨酸酶等的辅助因子。
（5）锰离子  锰离子是锰-超氧化物歧化酶（Mn－SOD）、丙酮酸羧化酶、精氨酸酶等的辅助因子。
（6）钙离子  钙离子是α-淀粉酶、脂肪酶、胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶等的辅助因子。
7.2.5.2  有机辅助因子
有机辅助因子是指双成分酶中相对分子质量较小的有机化合物。它们在酶催化过程中起着传递电子、原子或基团的作用。
（1）烟酰胺核苷酸（NAD+和NADP+）  烟酰胺是B族维生素的一员，烟酰胺核苷酸是许多脱氢酶的辅助因子，如乳酸脱氢酶、醇脱氢酶、谷氨酸脱氢酶、异柠檬酸脱氢酶等。起辅助因子作用的烟酰胺核苷酸主要有烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+，辅酶Ⅰ）和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADP+，辅酶Ⅱ）。
NAD+和NADP+在脱氢酶的催化过程中参与传递氢（2H++2e）的作用。例如，醇脱氢酶催化伯醇脱氢生成醛，需要NAD+参与氢的传递。
Ｒ—CH2CHOH＋NAD+＝R—CHO＋NADH＋H+
NAD+和NADP+属于氧化型， NADH和NADPH属于还原型。其氧化还原作用体现在烟酰胺第4位碳原子上的加氢和脱氢。                            

（2）黄素核苷酸（FMN和 FAD） 黄素核苷酸为维生素B2（核黄素）的衍生物，是各种黄素酶（氨基酸氧化酶、琥珀酸脱氢酶等）的辅助因子，主要有黄素单核苷酸（FMN）和黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）。
    在酶的催化过程中，FMN和FAD的主要作用是传递氢。其氧化还原体系主要体现在异咯嗪基团的第1位和第10位N原子的加氢和脱氧。
   （3）铁卟啉  铁卟啉是一些氧化酶，如过氧化氢酶、过氧化物酶等的辅助因子。它通过共价键与酶蛋白牢固结合。           

   （4）硫辛酸（6，8-二硫辛酸）  硫辛酸全称为6，8-二硫辛酸。它在氧化还原酶的催化作用过程中，通过氧化型和还原型的互相转变，起传递氢的作用。此外，硫辛酸在酮酸的氧化脱羧反应中，也作为辅酶起酰基传递作用。
   （5）核苷三磷酸（NTP）  核苷三磷酸主要包括腺嘌呤核苷三磷酸（ATP）、鸟苷三磷酸（GTP）、胞苷三磷酸（CTP）、尿苷三磷酸（UTP）等。它们是磷酸转移酶的辅助因子。
在酶的催化过程中，核苷三磷酸的磷酸基或焦磷酸被转移到底物分子上，同时生成核苷二磷酸（NDP）或核苷酸（NMP）。 

（6）鸟苷  鸟苷是含Ⅰ型IVS的自我剪接酶（R－酶）的辅助因子。
（7）辅酶Q  辅酶Q是一些氧化还原酶的辅助因子，于 1955年被发现。辅酶Q是一系列苯醌衍生物。分子中含有的侧链由若干个异戊烯单位组成（n＝6~10），其中短侧链的辅酶Q主要存在于微生物中，而长侧链的辅酶Q则存在于哺乳动物中。
（8）谷胱甘肽（G－SH） 谷胱甘肽是由L-谷氨酸、半胱氨酸和甘氨酸组成的三肽，是L-谷氨酰-L-半胱氨酸-甘氨酸的简称。         

（9）辅酶A  辅酶A是各种酰基化酶的辅酶，于1948年被发现。辅酶A由一分子腺苷二磷酸、一分子泛酸和一分子巯基乙胺组成。
（10）生物素  生物素是维生素B的一种，又称为维生素H，生物素是羧化酶的辅助因子，在酶催化反应中，起CO2的掺入作用。
（11）硫胺素焦磷酸  硫胺素又称为维生素B1，于1931年被发现。硫胺素焦磷酸（TPP）于1937年被发现，是酮酸脱羧酶的辅助因子。
（12）磷酸吡哆醛和磷酸吡哆胺  磷酸吡哆醛和磷酸吡哆胺又称为维生素B6，于1934年被发现，是各种转氨酶的辅助因子。在酶催化氨基酸和酮酸的转氨过程中，维生素B6通过磷酸吡哆醛和磷酸吡哆胺的互相转变，起氨基转移作用。
7.2.6  酶的纯化与活力测定
在酶学和酶工程的生产和研究中，经常需要进行酶活力的测定，以确定酶量的多少以及变化情况。酶活力测定是在一定条件下测定酶所催化的反应速度。在外界条件相同的情况下，反应速度越大，意味着酶的活力越高。
7.2.6.1  酶活力测定的方法
酶活力测定的方法很多，如化学测定法、光学测定法、气体测定法等。酶活力测定均包括两个阶段：首先是在一定条件下，酶与底物反应一段时间，然后再测定反应体系中底物或产物的变化量。一般经过以下几个步骤：
（1）根据酶催化的专一性，选择适宜的底物，并配制成一定浓度的底物溶液。所用的底物必须均匀一致，达到酶催化反应所要求的纯度。
（2）根据酶的动力学性质，确定酶催化反应的pH值、温度、底物浓度、激活剂浓度等反应条件，底物浓度应该大于5Km（Km见本章7.3.1.1）
（3）在一定条件下，将一定量的酶液和底物溶液混合均匀，适时记录反应开始的时间。
（4）反应到一定的时间，取出适量的反应液，运用各种检测技术，测定产物的生成量或底物的减少量。
7.2.6.2  酶的活力单位
酶活力的高低，是以酶活力的单位数来表示。
（1）国际单位  1961年国际生物化学与分子生物学联合会规定：在特定条件下（温度可采用25℃或其他选用的温度，pH值等条件均采用最适条件），每1min催化1μmol的底物转化为产物的酶量定义为1个酶活力单位。
（2）比活力  是酶纯度的一个指标，是指在特定的条件下，每mg蛋白或RNA所具有的酶活力单位数。即：
酶比活力＝酶活力（单位）／mg（蛋白或RNA）
（3）酶的转换数与催化周期  酶的转换数Kcat是指每个酶分子每分钟催化底物转化的分子数，即是每摩尔酶每分钟催化底物转变为产物的摩尔数，是酶的一个指标。一般酶的转换数在103 min-1。转换数的倒数称为酶的催化周期。催化周期是指酶进行一次催化所需的时间，单位为毫秒（ms）或微秒（μs）。
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7.2.6.3  酶的纯化
在食品加工过程中使用的酶究竟要达到怎样的纯度主要取决于这样的考虑：一种酶制剂是否含有其他的酶或组分。一种食品级酶制剂必须符合食品法规，但不要求是纯酶，它可以含有其他的杂酶，当然还含有各种非酶的组分。这些杂酶和非酶组分对于食品加工可能会带来有益的或有害的作用。例如，用于澄清果汁的果胶酶往往是从霉菌粗提取物制备的，除了聚半乳糖醛酸酶外，它还含有几种别的水解酶，在这种酶反应体系中，其他酶种，特别是果胶酯酶（pectinesterase EC 3.1.1.11）实际上对加工工艺是有益的。在另外一些情况下，酶制剂中的杂酶或许会有害于加工工艺，例如，在脂酶（lipase EC 3.1.1.3）制剂中含有脂肪氧合酶（lipoxygenase EC 1.13.11.12），即使活力很低，也会造成脂肪氧化和产生不良的风味。但由于经济上的原因总是尽可能地避免将酶“纯化”，因为从微生物和其他来源得到的粗酶提取物中含有许多不同的酶，将它们完全分离是非常困难和代价昂贵的。
在酶纯化中采用的分离技术包括：使用高浓度盐或有机溶剂的选择性沉淀技术，根据分子大小（凝胶过滤层析）、电荷密度（离子交换层析）和酶对一个特定的化合物或基团的亲和力（亲和层析）所设计的层析技术以及膜分离技术。并非所有这些技术都适合于在工业化规模上应用。至于酶分离和纯化的有关内容，请大家参阅有关书籍，如郭勇先生主编的《酶学》一书。                                                                                                                  

7.3  酶催化反应动力学
7.3.1  影响酶促反应速度的因素
许多因素影响着酶的活力，这些因素除了酶和底物的本质以及它们的浓度外，还包括其他一系列环境条件。控制这些因素对于在食品加工和保藏过程中控制酶的活力是非常重要的。下面将讨论影响酶活力的因素，它们包括底物的浓度、酶的浓度、pH值、温度、水分活度、抑制剂和其他重要的环境条件。
7.3.1.1 底物浓度对酶活力的影响
所有的酶反应，如果其他条件恒定，则反应速度取决于酶浓度和底物浓度；如果酶的浓度保持不变，当底物浓度增加时，反应速度随着增加，并以双曲线形式达到最大速度，见图7-2。
从图7-2可以看出，随着底物浓度的增加，酶反应速度并不是直线增加，而是在高浓度时达到一个极限速度。这时所有的酶分子已被底物所饱和，即酶分子与底物结合的部位已被占据，速度不再增加。这可以用Machaelis与Menten于1913年提出的学说来解释。
Machaelis-Menten学说假设有酶-底物中间产物的形成，并假设反应中底物转变成产物的速度取决于酶-底物复合物转变成反应产物和酶的速度，其关系式如下：
	[image: image4.png]



酶    底物   酶-底物复合物  酶   产物
式中K1、K-1和K2为三个假设反应的速度常数。若生成ES的速度为υf，则：
υf＝Ｋ1（[Ｅt]-[ES]）[S]

式中 [Ｅt] 为酶的初始总浓度，[Ｅt]-[ES]为未结合的酶的浓度。ES生成的速度与未结合的酶浓度及底物浓度成正比。
若ES消失的速度为υd，则：
υd= K-1[ES]+ K2[ES]
	初始浓度
	[image: image5.png]0. 5Vmax




底物浓度
图7-2 反应速度-底物浓度关系曲线


此时产物的生成速度υ为K2[ES]。
当酶促反应达到平衡时，ES的生成速度与消失速度相等。此时υf＝υd，则
K1（[Ｅt]-[ES]）[S]=K-1[ES]+ K2[ES]

经数学推导得：
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则：
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这就是Michaelis-Menten方程，Km为米氏常数（Michaelis constant），它是酶的一个重要参数。
当υ=υmax/2时，则上式可写为：
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将上式重推可得到：[S]+Km =2[S]，即Km =[S]。
所以米氏常数Km为反应速度达到最大反应速度一半时的底物浓度（mol/L）。
测定米氏常数值有许多方法，最常用的是Lineweaver-Burk的双倒数作图法。取Michaelis-Menten方程的倒数，可得下式，
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以1/υ为纵坐标，1/[S]为横坐标作图，则得一直线，其斜率为Km/υmax，将直线延长，在1/[S]及1/[υ]的截距为 -1/Km及1/υmax，这样，Km就可以从直线的截距上计算出来（图7-3）
[image: image12.png]



图7-3  计算Km值的双倒数作图法
酶的Km值范围很广，大多数酶的Km值在10-6~10-1mol/L之间，对大多数酶来说，Km可表示酶与底物的亲和力，Km值大表示亲和力小，Km值小表示亲和力大。
表7-2   一些酶的Km值
	酶
	底  物
	Km

	溶菌酶
	6-N-乙酰葡糖胺
	6×10-6

	β-半乳糖苷酶
	半乳糖
	5×10-3

	碳酸酐酶
	CO2
	8×10-3

	丙酮酸胶羧酶
	丙酮酸
	4×10-4


7.3.1.2   酶浓度的影响
对大多数的酶促催化反应来说，在适宜的温度、pH值和底物浓度一定的条件下，反应速度至少在初始阶段与酶的浓度成正比，这个关系是测定未知试样中酶浓度的基础。图7-4表明乳脂中脂肪酸的形成速度是乳脂酶浓度的函数。如果令反应继续下去，则速度将下降。图 7-5所示用霉菌脂酶水解橄揽油时，在 40 h的反应过程中底物的转变率与时间的关系。随着反应的进行，反应速度下降的原因可能很多，其中最重要的是底物浓度下降和终产物对酶的抑制。
7.3.1.3  温度的影响
温度对酶反应的影响是双重的：①随着温度的上升，反应速度也增加，直至最大速度为止。②在酶促反应达到最大速度时再升温，反应速度随温度的增高而减小，高温时酶反应速度减小，这是酶本身变性所致。
	脂肪酸的生成速度（109μmol/min）
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图7-4 乳脂水解速度与酶浓度的函数关系            7-5  橄榄油被霉菌脂酶水解的量与时间的函数关系
在一定条件下每一种酶在某一温度下才表现出最大的活力，这个温度称为该酶的最适温度（optimum temperature）。一般来说，动物细胞的酶的最适温度通常在37~50℃，而植物细胞的酶的最适温度较高，在 50~60℃以上。
7.3.1.4   pH的影响
pH值的变化对酶的反应速度则影响较大，即酶的活性随着介质的pH值变化而变化。每一种酶只能在一定pH值范围内表现出它的活性。使酶的活性达到最高pH值称为最适 pH值（optimum pH）。在最适pH值的两侧酶活性都骤然下降，所以一般酶促反应速度的pH值曲线呈钟形（图7-6）。
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  图7-6  pH值对酶促反应速度的影响
	所以在酶的研究和使用时，必须先了解其最适pH值范围，酶促反应混合液必须用缓冲液来控制pH值的稳定。不同酶的最适pH值有较大差异，有些酶的最大活性是在极端的pH值处，如胃蛋白酶的最适pH值为1.5~3，精氨酸酶的最适pH值为10.6。由于食品中成分多且复杂，在食品的加工与贮藏过程中，对pH值的控制很重要。如果某种酶的作用是必需的，则可将pH值调节至某酶的最适pH值处，使其活性达到最高；反之，如果要避免某种酶的作


用，也可以改变pH值而抑制此酶的活性。例如，酚酶能产生酶褐变，其最适pH值为6.5，若将pH值降低到3.0时就可防止褐变产生。如，在水果加工时常添加酸化剂（acidlants），如柠檬酸、苹果酸和磷酸等防止褐变，就是基于上述原理。
7.3.1.5水分活度的影响
    酶在含水量相当低的条件下仍具有活性。例如，脱水蔬菜要在干燥前进行热烫，否则将会很快产生干草味而不宜贮藏。干燥的燕麦食品，如果不用加热法使酶失活，则经过贮藏后会产生苦味。面粉在低水分（14％以下）时，脂酶能很快使脂肪分解成脂肪酸和醇类。水分活度对酶促反应的影响是不一致的，不同的反应，其影响也不相同（参考第1章）。
7.3.2  酶的抑制作用和抑制剂
    许多化合物能与一定的酶进行可逆或不可逆的结合，而使酶的催化作用受到抑制，这种化合物称为抑制剂（inhibitor），如药物、抗生素、毒物、抗代谢物等都是酶的抑制剂。酶的抑制作用可以分为两大类，即可逆抑制与不可逆抑制。可逆抑制又包括竞争性抑制和非竞争性抑制。
7.3.2.1  不可逆抑制
    不可逆抑制剂是靠共价键与酶的活性部位相结合而抑制酶的作用。过去将不可逆抑制作用归入非竞争性抑制作用，现在认为它是抑制作用的不同类型。有机磷化合物是活性中心含有丝氨酸残基的酶的不可逆抑制剂，例如，二异丙基氟磷酸（diisopropyl flurophosphate，DIFP），它能抑制乙酰胆碱酯酶。
    酶的不可逆抑制反应，常常造成对生物体的损害，譬如，有机磷化合物对乙酰胆碱酯酶的抑制作用。乙酰胆碱是动物神经系统传导冲动刺激的一种化学物质，正常机体当神经兴奋时，神经末梢放出乙酰胆碱，进行刺激传导，然后被体内的乙酰胆碱酯酶分解而失去作用。但当有机磷物质进入动物体后，即与体内的乙酰胆碱酯酶结合生成磷酸化胆碱酯酶，从而抑制酶的活性，使乙酰胆碱不能分解，在体内大量积累，使神经处于过度兴奋状态，引起功能失调而中毒。
7.3.2.2可逆抑制
（1）竞争性抑制
有些化合物特别是那些在结构上与底物相似的化合物可以与酶的活性中心可逆地结合，所以在反应中抑制剂可与底物竞争同一部位。在酶反应中，酶与底物形成酶底物复合物ES，再由ES分解生成产物与酶。
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抑制剂则与酶结合成酶—抑制剂复合物：
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式中I为抑制剂，EI为酶—抑制剂复合物。酶—抑制剂复合物不能与底物反应生成EIS，因为EI的形成是可逆的，并且底物和抑制剂不断竞争酶分子上的活性中心，这种情况称为竞争性抑制作用（competitive inhibition）。竞争性抑制作用的典型例子为琥珀酸脱氢酶（succinate dehydrogenase）的催化作用。当有适当的氢受体（A）时，此酶催化下列反应： 

        [image: image18.wmf]还原性受体
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许多结构与琥珀酸结构相似的化合物都能与琥珀酸脱氢酶结合，但不脱氢，这些化合物阻塞了酶的活性中心，因而抑制正常反应的进行。抑制琥珀脱氢酶的化合物有乙二酸、丙二酸、戊二酸等，其中最强的是丙二酸，当抑制剂和底物的浓度比为1∶50时，酶被抑制50％。
正常条件下米氏方程为：
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我们可以推导出一个有抑制剂浓度[I]和抑制剂—酶复合物解离常数Ki的米氏方程：
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[image: image21.wmf]
取上式的倒数并重排，即得：
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时1／[S]作图，所得直线即竞争性抑制作用，在纵坐标上的截矩为1/[image: image24.wmf]max

n

，与无抑制剂时的相同，但直线的斜率变成[image: image25.wmf]max
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m

K

（1 + [I] / Ki），增加了一个因子（1+ [I] / Ki）。
（2）非竞争性抑制
有些化合物既能与酶结合，也能与酶一底物复合物结合，称为非竞争性抑制剂。非竞争性抑制剂与竞争性抑制剂不同之处在于非竞争性抑制剂能与ES结合，而S又能与EI结合，都形成EIS。高浓度的底物不能使这种类型的抑制作用完全逆转，因为底物并不能阻止抑制剂与酶相结合，这是由于该种抑制剂和酶的结合部位与酶的活性部位不同，EI的形成发生在酶分子的不被底物作用的部位。
许多酶能被重金属离子如 Ag+、Hg2+或Pb2+等抑制，这些都是非竞争性抑制的例子。例如脲酶对这些离子极为敏感，微量重金属离子即起抑制作用。
重金属离子与酶的巯基（-SH）形成硫醇盐：
               [image: image26.wmf]+
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因为巯基对酶的活性是必需的，故形成硫醇盐后即失去酶的活性。由于硫醇盐形成的可逆性，这种抑制作用可以用加适当的巯基化合物（如半胱氨酸、谷胱甘肽）的办法去掉重金属而得到解除。通常用碘代乙酸胺检查酶分子的巯基：
                RSH + ICH2CONH2 [image: image27.wmf]®

 RS－CH2CONH2+HI

各种有机汞化合物、各种砷化合物，以及N-乙基顺丁烯二酸亚胺也可以和巯基进行反应，抑制酶的作用。
（3）反竞争性抑制
反竞争性抑剂不能与酶直接结合，而只能与ES可逆结合成EIS，其抑制原因是由于EIS不能分解成产物。反竞争抑制剂对酶促反应的抑制程度随底物浓度的增加而增加。反竞争抑制剂不是一种完全意义上的抑制剂，它之所以造成对酶促反应的抑制作用，完全是因为它使υmax降低而引起。当酶促反应为一级反应，则抑制剂对υmax的影响几乎完全被对Km的相反影响所抵消，这时几乎看不到抑制作用。
表7-3为竞争性抑制作用，非竞争性抑制作用及无抑制的酶促反应的比较。
表7-3 竞争性抑制、非竞争性抑制及正常酶反应的比υmax较
	抑制类型
	方程式
	υmax
	Km

	无抑制
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	非竞争性抑制
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	反竞争性抑制
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7.4  固定化酶  

7.4.1  固定化酶及制备原则
7.4.1.1  固定化酶
    固定化酶是20世纪50年代开始发展起来的一项新技术，最初是将水溶性酶与不溶性载
体结合起来，成为不溶于水的酶的衍生物，所以曾叫过“水不溶酶”（water insoluble enzyme）和“固相酶”（solid phase enzyme）。但是后来发现，也可以将酶包埋在凝胶内或置于超滤装置中，高分子底物与酶在超滤膜一边，而反应产物可以透过膜逸出，在这种情况下，酶本身仍处于溶解状态，只不过被固定在一个有限的空间内不能再自由流动。因此，用水不溶酶或固相酶的名称就不恰当了。在1971年第一届国际酶工程会议上，正式建议采用“固定化酶”（immobilized enzyme）的名称。
    所谓固定化酶，是指在一定空间内呈闭锁状态存在的酶，能连续地进行反应，反应后的酶可以回收重复使用。因此，不管用何种方法制备的固定化酶，都应该满足上述固定化酶的条件。例如，将一种不能透过高分子化合物的半透膜置入容器内，并加入酶及高分子底物，使之进行酶反应，低分子生成物就会连续不断地透过滤膜，而酶因其不能透过滤膜而被回收再用，这种酶实质也是一种固定化酶。
    固定化酶与游离酶相比，具有下列优点：①极易将固定化酶与底物、产物分开；②可以在较长时间内进行反复分批反应和装柱连续反应；③在大多数情况下，能够提高酶的稳定性；④酶反应过程能够加以严格控制；⑤产物溶液中没有酶的残留，简化了提纯工艺；⑥较游离酶更适合于多酶反应；⑦可以增加产物的收率，提高产物的质量；⑧酶的使用效率提高，成本降低。
    与此同时，固定化酶也存在一些缺点：①许多酶在固定化时，需利用有毒的化学试剂使酶与支持物结合，这些试剂若残留于食品中对人类健康有很大的影响；②连续操作时，反应体系中常滋生一些微生物，后者利用食品的养分进行生长代谢，污染食品；③固定化时，酶活力有损失；④增加了生产的成本，工厂初始投资大；⑤只能用于可溶性底物，而且较适用于小分子底物，对大分子底物不适宜；⑥与完整菌体相比不适宜于多酶反应，特别是需要辅助因子的反应；⑦胞内酶必须经过酶的分离手续。表7-4为食品加工中已应用的和有发展潜力的固定化酶。
表7-4  食品加工已应用的和有发展潜力的固定化酶
	酶
	在加工中的作用

	葡萄糖氧化酶
	除去食品中的氧气；除去蛋白中的糖

	过氧化氢酶
	牛奶的巴氏杀菌

	脂肪酶
	乳脂产生风味

	α-淀粉酶
	淀粉液化

	β-淀粉酶
	高麦芽糖浆

	葡萄糖淀粉酶
	由淀粉产生葡萄糖；淀粉去支链

	β-半乳糖苷酶
	水解乳制品中的乳糖

	转化酶
	水解蔗糖生成转化糖

	橘皮苷酶
	除去柑橘汁的苦味

	蛋白酶
	牛乳的凝聚；改善啤酒的澄清度；制造蛋白质水解液

	氨基酰化酶
	分离左旋与右旋氨基酸

	葡萄糖异构酶
	由葡萄糖制果糖


1971年首届国际酶工程会议提出了酶的分类。酶可粗分为天然酶和修饰酶，固定化酶属于修饰酶。修饰酶中，除固定化酶外尚有经过化学修饰的酶和用分子生物学方法在分子水平上改良的酶等。
7.4.1.2  固定化酶的制备原则
    已发现的酶有数千种。固定化酶的应用目的、应用环境各不相同，而且可用于固定化制备的物理、化学手段、材料等多种多样。制备固定化酶要根据不同情况（不同酶、不同应用目的和应用环境）来选择不同的方法，但是无论如何选择，确定什么样的方法，都要遵循几个基本原则。
    ①必须注意维持酶的催化活性及专一性。酶蛋白的活性中心是酶的催化功能所必需的，酶蛋白的空间构象与酶活力密切相关。因此，在酶的固定化过程中，必须注意酶活性中心的氨基酸残基不发生变化，也就是酶与载体的结合部位不应当是酶的活性部位，而且要尽量避免那些可能导致酶蛋白高级结构破坏的条件。由于酶蛋白的高级结构是凭借氢键、疏水键和离子键等弱键维持，所以固定化时要采取尽量温和的条件，尽可能保护好酶蛋白的活性基团。
    ②固定化应该有利于生产自动化、连续化。为此，用于固定化的载体必须有一定的机械强度，不能因机械搅拌而破碎或脱落。
    ③固定化酶应有最小的空间位阻，尽可能不妨碍酶与底物的接近，以提高产品的产量。
    ④酶与载体必须结合牢固，从而使固定化酶能回收贮藏，利于反复使用。
    ⑤固定化酶应有最大的稳定性，所选载体不与废物、产物或反应液发生化学反应。
⑥固定化酶成本要低，以利于工业使用。
7.4.2  酶固定化的方法
酶的固定化方法很多，但对任何酶都适用的方法是没有的。酶的固定化方法通常按照用于结合的化学反应的类型进行分类（表7-5）。各种方法也各自具有自身的优缺点（表7-6）。
表7-5  酶固定化方法
	固定化方法
	分  类
	固定化方法
	分  类

	非共价结合法
	结晶法
分散法
物理吸附法
离子结合法
	化学结合法
	交联法
共价结合法

	
	
	包埋法
	微囊法
网格法


表7-6  酶固定化方法的优缺点
	特  性
	物理吸附法
	离子结合法
	包埋法
	共价结合法
	交联法

	制  备
	易
	易
	易
	难
	难

	结合力
	中
	弱
	强
	强
	强

	酶活力
	高
	高
	高
	中
	中

	底物专一性
	无变化
	无变化
	无变化
	有变化
	有变化

	再生
	可能
	可能
	不可能
	不可能
	不可能

	固定化费用
	低
	低
	中
	中
	高


固定化酶可以用于两种基本的反应系统中：第一种是将固定化酶与底物溶液一起置于反应槽中搅拌，当反应结束后合固定化酶与产物分开；第二种是利用柱层析方法，将固定有酶蛋白的惰性载体装在柱中或类似装置中，当底物液流经时，酶即催化底物发生反应。
7.5  食品原料中内源酶对食品质量的影响及食品中加酶的作用
酶的作用对于食品质量的影响是非常重要的。实际上，没有酶或许就没有食品。对于任何一个生物体，酶参与了机体生长发育的每一个过程。食品原料的生长和成熟依赖于酶的作用，而在生物生长期间的环境条件影响着植物性食品原料的成分，其中也包括酶。
农产品的收获、贮藏和加工条件也影响食品原料中各类酶催化的反应，产生两类不同的结果，即可加快食品变质的速度，又可提高食品的质量。除了存在于食品原料的内源酶外，因微生物污染而引入的酶也参与催化食品原料中的反应。因此，控制酶的活力对于提高食品质量是至关重要的。本节将讨论影响食品颜色、质地、风味和营养质量的酶。
7.5.1  对颜色的影响
食品被消费者接受程度的如何，首先取决于食品的颜色，这是因为食品的内在质量在一般情况下很难判断。众所周知，新鲜瘦肉的颜色必须是红色的，而不是褐色或紫色的。这种红色是由于其中的氧合肌红蛋白所致。当氧合肌红蛋白转变成肌红蛋白时瘦肉就呈紫色。当氧合肌红蛋白和肌红蛋白中的Fe2+被氧化成Fe3+时，生成高铁肌红蛋白时，瘦肉呈褐色。在肉中酶催化的反应与其他反应竞争氧，这些反应的化合物能改变肉组织的氧化——还原状态和水分含量，因而影响肉的颜色。
绿色是许多新鲜蔬菜和水果的质量指标。有些水果当成熟时绿色减少而代之以红色、桔色、黄色和黑色。随着成熟度的提高，青刀豆和其他一些蔬菜中的叶绿素的含量下降。上述食品材料颜色的变化都与酶的作用有关。导致水果和蔬菜中色素变化的3个关键性的酶是脂肪氧合酶、叶绿素酶和多酚氧化酶。
7.5.1.1 脂肪氧合酶
脂肪氧合酶对于食品有6个方面的功能，它们中有的是有益的，有的是有害的。两个有益的是：小麦粉和大豆粉中的漂白；在制作面团中形成二硫键。四个有害的是：破坏叶绿素和胡萝卜素；产生氧化性的不良风味，它们具有特殊的青草味；使食品中的维生素和蛋白质类化合物遭受氧化性破坏；使食品中的必需脂肪酸，如亚油酸、亚麻酸和花生四烯酸遭受氧化性破坏。这6个方面的功能都与脂肪氧合酶作用于不饱和脂肪酸时产生的自由基有关。
7.5.1.2 叶绿素酶
叶绿素酶存在于植物和含叶绿素的微生物。它水解叶绿素产生植醇和脱植醇基叶绿素；尽管将果蔬失去绿色归之于这个反应，然而，由于脱植醇基叶绿素呈绿色，因此没有证据支持该观点。相反，有证据显示脱植醇基叶绿素在保持绿色的稳定性上优于叶绿素。
7.5.1.3 多酚氧化酶
多酚氧化酶又称为酪氨酸酶、多酚酶、酚酶、儿茶酚氧化酶、甲酚酶和儿茶酚酶。它主要存在于植物、动物和一些微生物（主要是霉菌）中，它催化食品的褐变反应。
7.5.2  对风味的影响
对食品的风味作出贡献的化合物不知其数，风味成分的分析也是有难度的。正确地鉴定哪些酶在食品风味物质的生物合成和不良风味物质的形成中起重要作用，同样是非常困难的。
在食品保藏期间由于酶的作用会导致不良风味的形成。例如，有些食品材料，像青刀豆、豌豆、玉米、冬季花椰菜和花椰菜因热烫处理的条件不适当，在随后的保藏期间会形成显著的不良风味。
在讨论脂肪氧合酶对食品颜色的影响时也提到它能产生氧化性的不良风味。脂肪氧合酶的作用是青刀豆和玉米产生不良风味的主要原因，而胱氨酸裂解酶（cystinelyase）的作用是冬季花椰菜和花椰菜产生不良风味的主要原因。下面介绍几种影响食品风味的酶。
7.5.2.1  硫代葡萄糖苷酶（glucosinolase）
在芥菜和辣根中存在着芥子苷（glucosinolates）。在这类硫代葡萄糖苷中，葡萄糖基与糖苷配基之间有一个硫原子，其中R为烯丙基、3-丁烯基、4-戊烯基、苯基或其他的有机基团，烯丙基芥子苷（allylglucosinolate）最为重要。硫代葡萄糖苷在天然存在的硫代葡萄糖苷酶作用下，导致糖苷配基的裂解和分子重排。生成的产物中异硫氰酸酯是含硫的挥发性化合物，它与葱的风味有关。人们熟悉的芥子油即为异硫氰酸烯内酯，它是由烯丙基芥子苷经硫代葡萄糖苷酶的作用而产生的。
7.5.2. 2  过氧化物酶
过氧化物酶普遍地存在于植物和动物组织中。在植物的过氧化物酶中，对辣根的过氧化物酶（horseradish peroxidase doner ：hydrogen peroxideoxidoreductase EC 1.11.1.7）研究得最为彻底。如果不采取适当的措施使食品原料（例如蔬菜）中的过氧化物酶失活，那么在随后的加工和保藏过程中，过氧化物酶的活力会损害食品的质量。未经热烫的冷冻蔬菜所具有的不良风味被认为是与酶的活力有关，这些酶包括过氧化物酶、脂肪氧合酶、过氧化氢酶、α-氧化酶（α-oxidase）和十六烷酸一辅酶A脱氢酶。然而，从线性回归分析未能发现上述酶中任何两种酶活力之间的关系或任何一种酶活力与抗环血酸浓度之间的关系。
各种不同来源的过氧化物酶通常含有一个血色素（铁卟啉Ⅸ）作为辅基。过氧化物酶催化下列反应
ROOH + AH2 → H2O + ROH + A

反应物中的过氧化物（ROOH）可以是过氧化氢或一种有机过氧化物，例如过氧化甲基（CH3OOH）或过氧化乙基（CH3CH2OOH）。在反应中过氧化物被还原，而一种电子给予体（AH2）被氧化。电子给予体可以是抗坏血酸、酚、胺或其他有机化合物。在过氧化物酶催化下，电子给予体被氧化成有色化合物，根据反应的这个特点可以设计分光光度法测定过氧化物酶的活力。
目前对过氧化物酶导致食品不良风味形成的机制还不十分清楚，Whitaker认为应采用导致食品不良风味形成的主要酶作为判断食品热处理是否充分的指标。例如，脂肪氧合酶被认为是导致青刀豆和玉米不良风味形成的主要酶，而胱氨酸裂解酶是导致冬花椰菜和花椰菜不良风味形成的主要酶。然而，由于过氧化物酶普遍存在于植物中，并且可以采用简便的方法较准确地测定它的活力，尤其是热处理后果蔬中残存的过氧化物酶的活力，因此它仍然广泛地被采用为果蔬热处理是否充分的指标。
过氧化物酶在生物原料中的作用可能还包括下列几方面：①作为过氧化氢的去除剂；②参与木质素的生物合成；③参与乙烯的生物合成；④作为成熟的促进剂。虽然上述酶的作用如何影响食品质量还不十分清楚，但是过氧化物酶活力的变化与一些果蔬的成熟和衰老有关已经得到证实。
从前面的讨论中可以看出，食品原料中的一些内源酶的作用除了影响食品的风味外，同时还影响食品的其他质量，例如脂肪氧合酶的作用就同时影响食品的颜色、风味、质构和营养质量。在一些情况下几种酶的协同作用对食品的风味会产生显著的影响。 

7.5.3  对质地的影响
质地是决定食品质量的一个非常重要的指标。水果和蔬菜的质地主要取决于所含有的一些复杂的碳水化合物：果胶物质、纤维素、半纤维素、淀粉和木质素。自然界存在着能作用于这些碳水化合物的酶，酶的作用显然会影响果蔬的质地。对于动物组织和高蛋白质植物性食品，蛋白酶作用会导致质地的软化。
7.5.3.1 果胶酶（见7.5.5.1水解酶类⑧）
7.5.3.2  纤维素酶
水果和蔬菜中含有少量纤维素，它们的存在影响着细胞的结构。纤维素酶是否在植物性食品原料（例如青刀豆）软化过程中起着重要作用仍然有着争议。在微生物纤维素酶方面已做了很多的研究工作，这显然是由于它在转化不溶性纤维素成葡萄糖方面潜在的重要性。
7.5.3.3  戊聚糖酶
半纤维素是木糖、阿拉伯糖或木糖和阿拉伯糖（还含有少量其他的戊糖和己糖）的聚合物，它存在于高等植物中。戊聚糖酶存在于微生物和一些高等植物中，它水解木聚糖、阿拉伯聚糖和阿拉伯木聚糖，产生相对分子质量较低的化合物。
小麦中存在着浓度很低的戊聚糖酶，然而对它的性质了解甚少。目前在微生物戊聚糖酶方面做了较多的研究工作，已能提供商品微生物戊聚糖酶制剂。
7.5.3.4  淀粉酶
水解淀粉的淀粉酶存在于动物、高等植物和微生物中。因此，在一些食品原料的成熟、保藏和加工过程中淀粉被降解就不足为奇了。由于淀粉是决定食品的粘度和质构的一个主要成分，因此，在食品保藏和加工期间它的水解是一个重要的变化。淀粉酶包括3个主要类型：α-淀粉酶、β-淀粉酶和葡萄糖淀粉酶。
α-淀粉酶存在于所有的生物，它从淀粉（直链和支链淀粉）、糖原和环糊精分子的内部水解α-1，4-糖苷键，水解产物中异头碳的构型保持不变。由于α-淀粉酶是内切酶，因此它的作用能显著地影响含淀粉食品的粘度，这些食品包括布丁和奶油酱等。唾液和胰α-淀粉酶对于消化食品中的淀粉是非常重要的。一些微生物含有高浓度的α-淀粉酶。一些微生物α-淀粉酶在高温下才会失活，它们对于以淀粉为基料的食品的稳定性会产生不良的影响。
β-淀粉酶存在于高等植物，它从淀粉分子的非还原性末端水解α-1，4-糖苷键，产生β-麦芽糖。由于β-淀粉酶是端解酶，因此仅当淀粉中许多糖苷键被水解时，淀粉糊的粘度才会发生显著的改变。β-淀粉酶作用于支链淀粉时不能越过所遭遇的第一个α-1，6-糖苷键，而作用于直链淀粉时能将它完全水解。如果直链淀粉分子含偶数葡萄糖基，产物中都是麦芽糖；如果淀粉分子含奇数葡萄糖基，产物中除麦芽糖外，还含有葡萄糖。因此β-淀粉酶单独作用于支链淀粉时，它被水解的程度是有限的。聚合度10左右的麦芽糖浆在食品工业中是一种很重要的配料。人体中的淀粉酶是一种巯基酶，它能被许多巯基试剂抑制。在麦芽中，β-淀粉酶常通过二硫键以共价方式连接至其他巯基上；因此，用一种巯基化合物（例如半胱氨酸）处理麦芽能提高它所含的β-淀粉酶的活力。
7.5.3.5  蛋白酶
对于动物性食品原料，决定其质构的生物大分子主要是蛋白质。蛋白质在天然存在的蛋白酶作用下所产生的结构上的改变会导致这些食品原料质构上的变化；如果这些变化是适度的，食品会具有理想的质构。
（1）组织蛋白酶（cathepsins）  组织蛋白酶存在于动物组织的细胞内，在酸性pH具有活性。这类酶位于细胞的溶菌体内，它们区别于由细胞分泌出来的蛋白酶（胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶），已经发现五种组织蛋白酶，它们分别用字母A、B、C、D和E表示。此外，还分离出一种组织羧肽酶（Catheptic carboxypeptidase）。
组织蛋白酶参与了肉成熟期间的变化。当动物组织的pH在宰后下降时，这些酶从肌肉细胞的溶菌体粒子中释放出来。据推测，这些蛋白酶透过组织，导致肌肉细胞中的肌原纤维以及胞外结缔组织例如胶原分解；它们在pH 2.5~4.5范围内具有最高的活力。
（2）钙活化中性蛋白酶（calsium-activated neutral proteinases  CANPs）  钙化中性蛋白酶或许是已被鉴定的最重要的蛋白酶。已经证实存在着两种钙活化中性蛋白酶，即CANPⅠ和CANPⅡ，它们都是二聚体。两种酶含有相同的较小的亚基，相对分子质量约为30 000，及都含有不同的较大的亚基，相对分子质量约为80 000，在免疫特性方面有所不同，它们在结构上相符的程度约50％。尽管钙离子对于酶的作用是必需的，然而酶的活性部位中含有半胱氨酸残基的巯基，因此它归属于半胱氨酸（巯基）蛋白酶。 

50~100 pmol／L Ca2+可使纯的CANPI完全激活，而CANPⅡ的激活需要1~2 mmol／L Ca2+，在CANPI被完全激活的条件下，CANPⅡ实际上是处在失活的状态。肌肉CANP以低浓度存在，它在pH低至约6时还具有作用。肌肉CANP可能通过分裂特定的肌原纤维蛋白质而影响肉的嫩化。这些酶很有可能是在宰后的肌肉组织中被激活，它们可能在肌肉改变成肉的过程中同溶菌体蛋白酶协同作用。
与其他组织相比，肌肉组织中蛋白酶的活力是很低的，兔的心脏、肺、肝和胃组织蛋白酶活力分别是腰肌的13、60、64和76倍。正是由于肌肉组织中的低蛋白酶活力才会导致成熟期间死后僵直体肌肉以缓慢地有节制和有控制的方式松弛，这样产生的肉具有良好的质构。如果在成熟期间肌肉中存在激烈的蛋白酶作用，那么不可能产生理想的肉的质构。
（3）乳蛋白酶  牛乳中主要的蛋白酶是一种碱性丝氨酸蛋白酶，它的专一性类似于胰蛋白酶。此酶水解β-酪蛋白产生疏水性更强的γ-酪蛋白，也能水解αs-酪蛋白．但不能水解κ-酷蛋白。在奶酪成熟过程中乳蛋白酶参与蛋白质的水解作用。由于乳蛋白酶对热较稳定，因此，它的作用对于经超高温处理的乳的凝胶作用也有贡献。乳蛋白酶将β-酪蛋白转变成γ-酪蛋白这一过程对于各种食品中乳蛋白质的物理性质有着重要的影响。
在牛乳中还存在着一种最适pH在4左右的酸性蛋白酶；然而，此酶较易热失活。
7.5.4  对营养价值的影响
有关酶对食品营养质量的影响的研究结果的报道相对来说较少见。前面已提及的脂肪氧合酶氧化不饱和脂肪酸确实会导致食品中亚油酸、亚麻酸和花生四烯酸这些必需脂肪酸含量的下降。脂肪氧合酶催化多不饱和脂肪酸氧化过程中产生的自由基能降低类胡萝卜素（维生素A的前体）、生育酚（维生素E）、维生素C和叶酸在食品中的含量。自由基也会破坏蛋白质中半胱氨酸、酪氨酸、色氨酸和组氨酸残基。在一些蔬菜中抗坏血酸氧化酶会导致抗坏血酸的破坏。硫胺素酶会破坏硫胺素，后者是氨基酸代谢中必需的辅助因子。存在于一些维生素中的核黄素水解酶能降解核黄素。多酚氧化酶引起褐变的同时也降低了蛋白质中有效的赖氨酸量。
7.5.5  食品加工中常用的酶
7.5.5.1  食品加工中常用的酶
    在食品加工中加入酶的目的通常是为了：①提高食品品质。②制造合成食品。③增加提取食品成分的速度与产量。④改良风味。⑤稳定食品品质。⑥增加副产品的利用率。食品加工业中所利用的酶比起标准的生化试剂来说相当的粗糙。大部分酶制剂中仍含有许多杂质，而且还含有其他的酶，食品加工中所用的酶制剂是由可食用的或无毒的动植物原料和非致病、非毒性的微生物中提取的。用微生物制备酶有许多优点：①微生物的用途广泛，理论上可以说利用微生物可以生产任何种酶。②可以通过变异或遗传工程改变微生物而生产较高产的酶或其本身没有的酶。③大多数微生物酶为胞外酶，所以回收酶非常容易。④培养微生物用的培养基来源容易。⑤微生物的生长速率和酶的产率都是非常高的。
因为酶催化反应的专一性与高效性，在食品加工中酶的应用相当广泛，表7-7列出食品工业中正在利用或将来很有发展前途的酶。从表7-7可以看出：用在食品加工中的酶的总数相对于已发现的酶的种类与数量来比较还是相当少的。用得最多的是水解酶，其中主要是碳水化合物的水解酶；其次是蛋白酶和脂肪酶；少量的氧化还原酶类在食品加工中也有应用。目前，食品加工中只有少数几种异构酶得到应用。
表7-7 酶在食品加工中的应用
	酶
	食品
	目的与反应

	淀粉酶
	焙烤食品
	增加酵母发酵过程中的糖含量

	
	酿造
	在发酵过程中使淀粉转化为麦芽糖，除去淀粉造成的混浊

	
	各类食品
	将淀粉转化为糊精、糖，增加吸收水分能力

	
	巧克力
	将淀粉转化成流动状

	
	糖果
	从糖果碎屑中回收糖

	
	果汁
	除去淀粉以增加起泡性

	
	果冻
	除去淀粉，增加光泽

	
	果胶
	作为苹果皮制备果胶时的辅剂

	
	糖浆和糖
	将淀粉转化为低分子量的糊精（玉米糖浆）

	
	蔬菜
	在豌豆软化过程中将淀粉水解

	转化酶
	人造蜂蜜
	将蔗糖转化为葡萄糖和果糖

	
	糖果
	生产转化糖供制糖果点心用

	葡聚糖-蔗糖酶
	糖浆
	使糖浆增稠

	
	冰琪淋
	使葡聚糖果增加，起增稠剂作用

	乳糖酶
	冰琪淋
	阻止乳糖结晶引起的颗粒和砂粒结构

	
	饲料
	使乳糖转化成半乳糖和葡萄糖

	
	牛奶
	除去牛乳中的乳糖以稳定冰冻牛乳中的蛋白质

	纤维素酶
	酿造
	水解细胞壁中复杂的碳水化合物

	
	咖啡
	咖啡豆干燥过程中将纤维素水解

	
	水果
	除去梨中的粒状物，加速杏及番茄的去皮

	半纤维素
	咖啡
	降低浓缩咖啡的黏度

	果胶酶（可利用方面）
	巧克力-可可
	增加可可豆发酵时的水解活动

	
	咖啡
	增加可可豆发酵时明胶状种衣的水解

	
	果汁
	增加压汁的产量，防止絮结，改善浓缩过程

	
	水果
	软化

	
	橄榄
	增加油的提取

	
	酒类
	澄清

	果胶酶（不利方面）
	橘汁
	破坏和分离果汁中的果胶物质

	
	面粉
	若酶活性太高会影响空隙的体积和质地

	脂肪酶（可利用方面）
	干酪
	加速熟化、成熟及增加风味

	
	油脂
	使脂肪转化成甘油和脂肪酸

	
	牛乳
	使牛奶巧克力具特殊风味

	脂肪酶（不利方面）
	谷物食品
	使黑麦蛋糕过分褐变

	
	牛乳及乳制品
	水解性酸败

	
	油类
	水解性酸败

	磷酸酯酶
	婴儿食品
	增加有效性磷酸盐

	
	啤酒发酵
	使磷酸化合物水解

	
	牛奶
	检查巴氏消毒的效果

	核糖核酸酶
	风味增加剂
	增加5'-核苷酸与核苷

	过氧化物酶（可利用方面）
	蔬菜
	检查热烫

	
	葡萄糖的测定
	与葡萄糖氧化酶综合利用测定葡萄糖

	过氧化物酶（不利方面）
	蔬菜
	产生异味

	
	水果
	加强褐变反应

	葡萄糖氧化酶
	各种食品
	除去食品中的氧气或葡萄糖，常与过氧化氢酶结合使用

	脂氧合酶
	面包
	改良面包质地、风味并进行漂白

	双乙醛还原酶
	啤酒
	降低啤酒中双乙醛的浓度

	过氧化氢酶
	牛乳
	在巴氏消毒中破坏H2O2

	多酚氧化酶（可利用方面）
	茶叶、咖啡、烟草
	使其在熟化、成熟和发酵过程中产生褐变

	多酚氧化酶（不利方面）
	水果、蔬菜
	产生褐变、异味及破坏维生素C


利用酶还能控制食品原料的贮藏性品质。有一些植物原料在未完全成熟时即采收，需经过一段时间的催熟才能达到适合食用的品质。实际上是酶控制着成熟过程的变化，如叶绿素的消失、胡萝卜素的生成、淀粉的转化、组织的变软、香味的产生等。如果我们能了解酶在其中的作用而加以控制，就可改善食品原料的贮藏性并增进其品质。
（1）水解酶类
① 淀粉酶（amylases）（见7.5.3.4）
② α-1，4-葡萄糖苷酶（glucosidases）  也称葡萄糖淀粉酶，此酶可以攻击1，4-α-D-葡萄糖的非还原性末端，不断地将葡萄糖水解下来，形成的产物只有葡萄糖，这是一种外切酶。此外，它还能攻击支链淀粉中的α-l，6-糖苷键，但水解的速率要比对α-1，4糖苷键低30倍，这意味着淀粉可全部降解成葡萄糖分子。因此在食品工业上可用来生产玉米糖浆和葡萄糖。在生产葡萄糖苷酶时，重要的是要除去其中的葡萄糖苷转移酶，因后  者能催化葡萄糖形成麦芽糖或其他寡糖，从而降低淀粉糖化过程中葡萄糖的产量。
③ α-D-半乳糖苷酶（α-D-galactosidases）  此酶和β-D-半乳糖苷酶、β-D-果糖呋喃糖苷酶和α-L-鼠李糖苷酶都能攻击双糖、寡糖和多糖的非还原性末端并水解末端的单糖。其底物专一性可由酶的名称表现出来，如半乳糖苷酶。
豆科植物中的水苏糖能在胃和肠道内生成气体，这是因为肠道中有一些嫌气性微生物生长，它们能将某些寡糖或单糖水解生成CO2、CH4和H2。但当上述水苏糖被α-D-半乳糖苷酶水解就会消除肠胃中的胀气。
④  β-D-半乳糖苷酶（β-D-galactosidases）  β-D-半乳糖苷酶能催化乳糖水解，所以又称乳糖酶。这种酶分布广泛，在高等动物、植物、细菌和酵母中均存在。β-D-半乳糖苷酶存在人体的小肠黏膜细胞中，有些人体内缺乏乳糖酶，他们不能忍受乳糖，所以不能消化牛乳，故在饮用牛乳的同时应供给β-D-半乳糖苷酶制剂。当有半乳糖存在时可抑制乳糖酶对乳糖的水解，但葡萄糖则没有这种作用。此外，乳糖的溶解度很低，因而妨碍脱脂奶粉或冰激凌的生产。利用这种酶制剂可以将乳糖水解使上述食品的加工品质得以改善。
⑤  β-D-果糖呋喃糖苷酶（fructosidases）
是从特殊酵母菌株中分离出来的一种酶制剂，在制糖或糖果工业上常用来水解蔗糖而生成转化糖。转化糖比蔗糖更易溶解，而且由于含有游离的果糖，故甜度也比蔗糖高。
⑥  α-L-鼠李糖苷酶（rhamnosidases）
有些橘汁、李子汁和柚汁中含橘皮苷，具有很苦的味道。α-L-鼠李糖苷酶和β-D-葡萄糖苷酶的混合物处理橘皮苷可以生成一种无苦味的化合物—一柚苷配基，4，5，7一三羟黄烷酮（naringenin）。
⑦  糖苷酶混合物（glycosidase mixture）
这是一种戊聚糖酶制剂，是糖苷酶的混合物（含外—纤维素酶和内—纤维素酶，α-、β-甘露糖苷酶和果胶酶等），黑麦粉的焙烤品质和黑麦面包的货架期因其中的戊聚糖可受此酶部分水解而得以改善。
为使植物主成分增溶（solubilization），可利用这种酶制剂在一种较温和，和较短的时间中进行浸渍作用。利用糖苷酶的实例有：果泥、菜泥产品，菜叶叶片的分解等，这种酶还可用来增加对细胞壁的机械破碎，因而防止细胞中胶凝化淀粉过多地受到淋洗，而不致使菜泥等过分地黏稠。
由黑曲霉提取的糖苷酶是一种纤维素酶、淀粉酶和蛋白酶混合在一起的制剂。在虾的加工中可用来去壳，使虾壳变松，利用水蒸气即可以洗脱掉。
⑧  果胶酶（pectic enzymes）
果胶是一些杂多糖的化合物，在植物结构中充当结构物。果胶中最主要的成分是半乳糖醛酸通过α-1，4糖苷键连接而成，半乳糖醛酸中约有2/3的羧基和甲醇进行了酯化反应。果胶酶可分为3种类型：
果胶酯酶（pectin esterase）  它可以水解除去果胶上的甲氧基基团。果胶酯酶存在于细菌、真菌和高等植物中，在柑橘和番茄中含量非常丰富，它对半乳糖醛酸酯具有专一性。在果胶酯酶的催化反应中，果胶酯酶要求在其作用的半乳糖醇酸链的酯化基团附近要有游离的羧基存在，此酶可沿着链进行降解直到遇到障碍为止。
聚半乳糖醛酸酶（polygalacturanases）  它主要作用于分子内部的α-l，4-糖苷键，而半乳糖醛酸外酶则可沿着链的非还原端将半乳糖醛酸逐个地水解下来。另一些半乳糖醛酸酶主要作用于含有甲基的化合物（果胶）上，而有些则主要作用于含游离羧基的物质（果胶酸）上，这些酶分别称为多聚甲基半乳糖醛酸酶和多聚半乳糖醛酸酶。内多聚半乳糖醛酸酶存在于水果和丝状真菌中，但不存在于酵母和细菌中；外半乳糖醛酸酶存在于植物如胡萝卜和桃，以及真菌、细菌中。
果胶裂解酶（pectin lyases）  又称果胶转消酶（pectin transeliminase）。它可在葡萄糖苷酸分子的C4和C5处通过氢的转消除作用，将葡萄糖苷酸链的糖苷键裂解。果胶裂解酶是一种内切酶，只能从丝状真菌即黑曲霉中得到。
为了保持混浊果汁的稳定性，常用HTST或巴氏消毒法使其中的果胶酶失活，因果胶是一种保护性胶体，有助于维持悬浮溶液中的不溶性颗粒而保持果汁混浊。在番茄汁和番茄酱的生产中，用热打浆法可以很快破坏果胶酯酶的活性。商业上果胶酶可用来澄清果汁、酒等。大多数水果在压榨果汁时，果胶多则水分不易挤出，且榨汁混浊，如以果胶酶处理，则可提高榨汁率而且澄清。加工水果罐头时应先热烫使果胶酶失活，可防止罐头贮存时果肉过软。许多真菌和细菌产生的果胶酶能使植物细胞间隙的果胶层降解，导致细胞的降解和分离，使植物组织软化腐烂，在果蔬中称为软腐病（soft root）。
⑨ 脂肪酶（lipases）
脂肪酶能水解油／水界面存在的甘油酯的酯键而生成酸和醇。此酶广泛存在于微生物、动植物之中。 

脂肪酶能使脂肪生成脂肪酸而引起食品酸败，而在另一种情况下又需要脂肪酶的活性而产生风味，例如干酪生产中牛乳脂肪的适度水解会产生一种很好的风味。
脂肪酶还包括磷酸酯酶，能水解磷酸酯类；固醇酶水解胆固醇酯；羧酸酯酶能水解甘油三酯如丁酸甘油三酯。
7.5.6  酶在食品加工中的作用
    生物技术在食品工业中应用的典型技术就是酶的应用。目前已有几十种酶成功地用于食品工业。例如，葡萄糖、饴糖、果葡糖浆的生产、蛋白质制品加工、果蔬加工、食品保鲜以及改善食品的品质与风味等。应用的酶制剂主要有α-淀粉酶、糖化酶（又称淀粉葡萄糖苷酶）、蛋白酶、葡萄糖异构酶、果胶酶、脂肪酶、纤维素酶、葡萄糖氧化酶等。自20世纪50年代以来，由于以淀粉酶与葡萄糖异构酶为基础制备葡萄糖的工艺获得成功，使淀粉加工业成为酶制剂的主要用户。近年来其他酶的应用，尤其是氧化还原酶的开发又为食品工业增添了新的活力。基因工程技术对食品用酶的生产有很大的促进。
世界食品用酶的60％是Novo Nordisk公司提供的，在这些酶中有60％是基因改组的微生物生产的。例如：“Novo Myl”是淀粉酶的制品，常用于保持面包的品质。由于该酶的出现，防止面包变硬的化学物质添加剂就可以少加。另外其他一些公司也有基因工程化的食品用酶制剂，如德国 Bo Food公司已生产基因工程化的淀粉酶、葡萄糖淀粉酶、普鲁兰酶。葡萄糖异构酶、葡萄糖氧化酶、酸性蛋白酶等，这些酶有希望被用于食品工业。在奶酪生产中，美国Pfizer公司用大肠杆菌工程菌生产凝乳酶“chymax”，其价格比小牛胃中分离的凝乳酶降低一半。该酶的使用对17个国家150亿吨的奶酪生产有积极贡献。尽管生物技术的利用日趋活跃，但是在食品产业中基因重组酶在进入市场前仍需要进行安全检查。
7.5.6.1  制糖工业
（1）酶法生产葡萄糖  以前惯用酸水解法生产葡萄糖浆，但酸水解法在右旋糖当量值（DE=[image: image32.wmf](

)

(

)

比重

固形物

葡萄糖含量

´

%

%

）高于55时产生异味。20世纪50年代末，日本成功地应用酶法水解淀粉制葡萄糖，从此，葡萄糖的生产在国内外大都采用酶法。酶法生产葡萄糖是以淀粉为原材料，先经α-淀粉酶液化成糊精，再用糖化酶水解为葡萄糖。淀粉酶是最早实现工业生产的酶，也是迄今为止用途最广的酶。
用于淀粉加工的酶是α-淀粉酶和糖化酶。α-淀粉酶可从淀粉分子内部任意水解α-l，4糖苷键，使黏度降低，水解终产物为麦芽糖、低聚糖等；糖化酶从淀粉的非还原末端水解α-1，4键生成葡萄糖，也可水解α-1，6键。工艺过程如图7-7所示。          

	淀粉浆（30％－50％）
         α-淀粉酶液化
液化液（DE 12~18）
       糖化酶糖化
糖化液（DE 95~96）
             活性碳、离子交换树脂
   

        结晶              浓缩固化或喷雾干燥
 结晶葡萄糖（收得率30%以上）  粉状葡萄糖（收得率100%）
图7-7  淀粉糖化生产葡萄糖的工艺流程
	制造葡萄糖的第一步是淀粉的液化。应用加热淀粉浆的方法使淀粉颗粒破裂，分散并糊化。淀粉先加水配制成浓度为30％~40％的淀粉浆，  pH值一般调至6.0~6.5，添加一定量的α-淀粉酶之后，在80~90℃的温度下保温45min左右，使淀粉液化成糊精。由于一般细菌α-淀粉酶最适温度仅为70℃，在80℃时不稳定，所以需要向淀粉乳液中添加Ca2+和NaCl。自1973年使用最适温度为90℃的地衣芽孢杆菌α-淀粉酶后，液化


温度可提高到105～115℃，高温淀粉酶的发现和应用极大地缩短了淀粉液化时间，提高了液化效率。淀粉的液化程度以控制淀粉液的DE在15~20范围内为宜。DE太高或太低都对糖化酶的进一步作用不利。
随着固定化技术的发展，固定化的淀粉酶也有应用。将枯草杆菌α-淀粉酶固定在溴化氢活化的羧甲基纤维素上，在搅拌反应器中水解小麦淀粉。虽然固定化酶的反应活力比可溶酶的低，但因为可溶酶在加热的条件下易失活，发生钝化现象，因而从总的反应效果上看，固定化酶的产率较高。固定化的α-淀粉酶不存在外部扩散限制，可用于多次连续批式反应。
液化完成后，将液化淀粉液冷却至55~60℃，pH调至4.5~5.0后，加入适量的糖化酶。保温糖化48 h左右，糊精就基本上转化为葡萄糖。
糖化酶在食品和酿造工业上有着广泛用途，是酶制剂工业的重要品种。糖化酶的产生几乎全部是霉菌，如黑曲霉、盛泡曲霉、臭曲霉、雪白根酶、龚氏根酶、杭州根酶、爪哇根酶以及拟内孢酶等。国内生产糖化酶的菌种主要是黑曲霉和根酶。黑曲霉糖化酶的最适温度在55℃左右，如果能提高糖化酶的最适反应温度，则淀粉液化和糖化过程就可以在同一个反应器中进行，既节省设备费用，降低冷却过程的能量消耗，也避免了微生物的污染。因此对耐热性糖化酶的研制得到了极大的关注，最近从嗜热菌 Thermococcus litoralis中分离得到淀粉糖化酶，最适反应温度可以达到95℃。该酶如果能够大量生产，将给淀粉糖化工业带来一场革命。
在淀粉糖化过程中，所采用的α-淀粉酶和糖化酶都要求达到一定的纯度。尤其是糖化酶中应不含或尽量少含葡萄糖苷转移酶。因为葡萄糖苷转移酶生成异麦芽糖等杂质，会严重影响葡萄糖的收得率。若糖化酶中含有葡萄糖苷转移酶，则要在使用前进行适当的处理，以除去之。去除葡萄糖苷转移酶的最简单的方法之一是将糖化酶配成酶液后，加酸调节pH至2.0~2.5，室温下静置一段时间，可以选择性地破坏葡萄糖苷转移酶。
（2）果葡糖浆的生产  全世界的淀粉糖产量已达1000多万吨，其中70％为果葡糖浆。果葡糖浆是由葡萄糖异构酶催化葡萄糖异构化生成部分果糖而得到的葡萄糖与果糖的混合糖浆。葡萄糖的甜度只有蔗糖的70％，而果糖的甜度是蔗糖的1.5~ 1.7倍，因此当糖浆中的果糖含量达42％时，其甜度与蔗糖相同。由于甜度提高了，糖使用量减少了，而且摄取果糖后血糖不易升高，还有滋润肌肤的作用，因此很受人们的欢迎。
1966年日本首先用游离的葡萄糖异构酶工业化生产果葡糖浆，1973年后，国内外纷纷采用固定化葡萄糖异构酶进行连续化生产。果葡糖浆生产所使用的葡萄糖，一般是由淀粉浆经α-淀粉酶液化，再经糖化酶糖化得到的葡萄糖，要求DE大于96。将精制的葡萄糖溶液的pH调节为6. 5~7.0，加入0.01 mol/L硫酸镁，在60~70℃的温度条件下，由葡萄糖异构酶催化生成果葡糖浆。异构化率一般为 42％~ 45％。
Ca2+对α-淀粉酶有保护作用，在淀粉液化时需要添加，但它对葡萄糖异构酶却有抑制作用，所以葡萄糖溶液需用层析等方法精制，以除去其中所含的Ca2+。
葡萄糖异构酶的最适pH，根据其来源不同而有所差别。一般放线菌产生的葡萄糖异构酶，其最适pH在6.5~8.5的范围内。但在碱性范围内，葡萄糖容易分解而使糖浆的色泽加深，为此，生产时pH一般控制在6.5~7.0。
葡萄糖转化为果糖的异构化反应是吸热反应。随着反应温度的升高，反应平衡向有利于生成果糖的方向变化。异构化反应的温度越高，平衡时混合糖液中果糖的含量也越高（表7-8）。但当温度超过70℃时葡萄糖异构酶容易变性失活。所以异构化反应的温度以60~70℃为宜。在此温度下，异构化反应平衡时，果糖可达53.5％～56.5％。
表7-8  不同温度下反应平衡时果葡糖浆的组成
	反应温度/℃
	葡萄糖/%
	果糖/%
	反应温度/℃
	葡萄糖/%
	果糖/%

	25
	57.5
	42.5
	70
	43.5
	56.5

	40
	52.1
	47.9
	80
	41.2
	58.8

	60
	46.5
	53.5
	
	
	


由表7-8可见，提高温度将促进果糖的生成，因此，得到耐高温的异构酶是非常重要的。目前已从嗜热的Thermotogo中分离出一种超级嗜热的木糖异构酶，其最适温度接近100℃，这种酶能把葡萄糖转化为果糖，这样就能在高温条件下提高果糖的产量。
异构化完成后，混合糖液经脱色、精制、浓缩，至固形物含量达71％左右，即为果葡糖浆。其中含果糖42％左右，葡萄糖52％左右，另外6％左右为低聚糖。
若将异构化后混合糖液中的葡萄糖与果糖分离，再将分离出的葡萄糖进行异构化，如此反复进行，可使更多的葡萄糖转化为果糖。由此可得到果糖含量达70％、90％甚至更高的糖浆，即高果糖浆。
通常葡萄糖异构酶是以固定化形式存在的，不同的公司应用不同来源的葡萄糖异构酶和不同的固定化载体制备了各种固定化酶。固定化的葡萄糖异构酶占固定化酶整体市场的份额最大，每年有数百万吨产品（表7-9）。
表7-9  用于工业化生产的葡萄糖异构酶的固定化方法
	公    司
	固 定 化 方 法

	Novo Inndustry

Gist-Brocades

Cliton Corn Processing Co.

Miles Labs. Inc.

CPC Int. Inc

Sanmatsu

Snam Progetti
	凝结芽孢杆菌细胞，自溶，用戊二醛交联并造粒
放线菌细胞包埋进明胶中，用戊二醛交联并造粒
酶提取物，吸附到离子交换树脂上
用戊二醛交联细胞并造粒
酶提取物，吸附到粒状陶瓷载体上
酶提取物，吸附到离子交换树脂上
细胞，包埋到乙酸纤维素中


（3）饴糖、麦芽糖、高麦芽糖浆  饴糖在我国已有2000多年的历史，是用米饭同谷芽一起加热保温做成。发芽的谷子内含丰富的α-淀粉酶和β-淀粉酶，米淀粉在这两种酶的作用下被水解成麦芽糖、糊精与低聚糖等。近年来国内饴糖已改用碎米粉等为原料，先用细菌淀粉酶液化，再加少量麦芽浆糖化，这种新工艺使麦芽用量由10％减到1％，而且生产也可以实现机械化和管道化，大大提高了效率，节约了粮食。β-淀粉酶作用淀粉时，是从淀粉分子的非还原性末端水解α-1，4键切下麦芽糖单位，在遇到枝链淀粉α-1，6键时作用停顿而留下β-极限糊精，因此用麦芽粉酶水解淀粉时麦芽糖的含量通常低于40％~50％，从不超过60％，如果淀粉酶与脱支酶相配合作用于淀粉，则因后者切开支链淀粉α-1，6键，而得到只含α-l，4键的直链淀粉。由于麦芽糖在缺少胰岛素的情况下也可被肝脏所吸收，不致引起血糖水平的升值，所以可适当供糖尿病患者食用。
麦芽糖的制法如下，将淀粉用α-淀粉酶轻度液化（DE 2以下），加热使α-淀粉酶失活，再加入β-淀粉酶与脱枝酶，在pH 5.0～6.0， 40~60℃反应24～48 h，淀粉几乎完全水解。当浓缩到90％以上时，可析出纯度98％以上的结晶麦芽糖，此时残留在母液中的还含有其他低聚糖，干燥后也可供食用。若将麦芽糖加氢还原便可制成麦芽糖醇，这时甜度为蔗糖的90％，是一种发热量低的甜味剂，可供糖尿病、高血压、肥胖病人食用。制造麦芽糖时，淀粉液化的DE以低为宜，以免大量生成聚合度为奇数的糊精，导致葡萄糖生成量增加和使麦芽糖的收得率降低，因此一般以DE 2为宜，但这样低的DE，淀粉浆黏度较高，为此宜用10％~20％的淀粉乳进行生产。
工业生产的脱枝酶主要来自克氏杆菌（K．pneumoniae）或蜡状芽孢杆菌变异株（B.cerreas var, mycoides），以及酸解普鲁兰糖芽孢杆菌（B．acidopullulyticus），该酶以水解茁霉多糖——聚麦芽糖的α-l，6键，故又称为茁霉多糖酶。从淀粉酶主要来自大豆（大豆蛋白质生产时综合利用的产物）及麦芽，微生物也生产β-淀粉酶（主要为多黏芽孢杆菌、蜡状芽孢杆菌等），因这类微生物还同时生产脱枝酶，故水解淀粉时麦芽糖收得率竟达90％~95％，但这类微生物耐热性不是很理想。
高麦芽糖浆是含麦芽糖为主的淀粉糖浆，仅含少量葡萄糖，由于麦芽糖不易吸湿，因此国外糖果工业常用它代替酸水解淀粉糖浆，其制法是以含固形物35％，DE 10左右的淀粉液化液，加入霉菌α-淀粉酶（fungamyl 800L）0.5％~0.8％，于pH 5.5，55℃水解 48h再加以脱色精制浓缩而成，其DE 40~50，含麦芽糖 45％~60％、葡萄糖 2％~7％以及麦芽三糖等。日本是用大豆β-淀粉酶水解低DE液化淀粉而制成。麦芽糖浆的组成因所采用的原料和酶的不同而异，不同组成的糖浆风味也不一样。
（4）麦芽糊精  麦芽糊精是一种聚合度大，DE低（20以下）的淀粉水解物，国外大量用在食品工业，以改善食品风味，因其无臭、无味、无色、吸湿性低、溶解时分散性好，因而糖果工业用它调节甜度，并阻止蔗糖析晶和吸湿，饮料中用它作为增稠剂、泡沫稳定剂，还用于粉未饮料制造，以加速干燥；因不易吸湿结块，制造固体酱油、汤粉时用它增稠并延长保质期，以及用于奶粉制造等。在酶制剂工业中也可用来作为填料。市售麦芽糊精是由分子量不均一的寡糖所组成，分为DE 5~8，DE 9~13，DE 14~18三种规格，DE不同的麦芽糊精性质不同，用途也不同，DE愈低、黏度愈大的适合于增加食品的骨体，稳定泡沫，防止砂糖结晶析出，而DE愈高则水溶性增加，愈易吸湿，加热容易褐变。
麦芽糊精的制法是，以淀粉为原料，加α-淀粉酶高温液化，脱色过滤、离子交换处理后喷雾干燥而成。用酸水解因长链淀粉易析出形成白色浑浊，而影响产品外观。由于所用α-淀粉酶的来源不同，液化方式应不同，所得麦芽糊精组成成分也不一样，麦芽糊精的主要成分组成为G8以下的G3、G6、G7低聚糖为主。
（5）偶联糖
软化芽孢杆菌和蜡状芽孢杆菌生产的一种环糊精葡萄糖基转移酶（CGTase）可水解α-l，4键而形成由6~8个葡萄糖残基所构成的环状糊精。在发生这种水解时，若有适当的糖类作为受体时，就发生分子间的转移反应，先将环糊精裂开，然后转移到受体分子C4而形成新的α-1，4键，这叫做偶联反应。在蔗糖与淀粉共存下，经CGTase的作用便生成一种具有果糖末端的甜味糊精，叫偶联糖，其甜度虽只及蔗糖40％，但用于食品中不易引起蛀牙（不生成右旋糖酐）。
环糊精分子呈中空筒状，可以包接各种物质，在工业上有很大用处，如作为食品添加剂用于乳化、稳定发泡、保香脱苦等，医药上用它来改善药品苦、异味，防止氧化，作为缓释剂、稳定剂等，化学工业上用作农药缓释剂，稳定剂等。
（6）制糖工业的其他应用
主要是分解棉子糖，清洗甘蔗糖设备与降低蔗汁黏度，此外还用于菊芋淀粉水解生成果糖以及由葡萄糖直接变为果糖等。
①分解棉子糖  甜菜中常含有0.05％~0.15％的棉子糖（相当于蔗糖的1％），妨碍蔗糖结晶，在废糖蜜中往往残留大量蔗糖不能回收。利用蜜二糖酶（α-半乳糖苷酶）可将棉子糖分解成蔗糖与半乳糖，可提高蔗糖的收得率，改善结晶浓缩条件，节约燃料和辅料。蜜二糖酶是胞内酶，主要由紫红被孢霉或梨头霉所生产，将这种微生物在特定条件下培养后，收集细胞，装入反应柱中，在45~50℃通过糖蜜（pH 5.2），于是65％的棉子糖转变为蔗糖。为了防止蔗糖分
解，选用菌株应不产生蔗糖酶。
②清洁糖厂设备  在甘蔗制糖厂的糖液中常因肠膜状明串珠菌存在而将蔗糖转变成大分子的葡聚糖，堵塞管路，妨碍设备清洗及蔗糖的结晶，将糖液在石灰汁处理前用青霉所产生的右旋糖酐酶（内切α-1，6葡聚糖酶）处理，可使右旋糖酐分解为异麦芽糖与异麦芽三糖，黏度迅速下降，生产时间大为缩短。此外使用α-淀粉酶也同样有效。
③生产果糖  纯果糖以其甜度高用量少，在近年来已经成为最为畅销的食糖之一，它是以  42％果糖含量的果葡糖浆，用模拟流动床将葡萄糖同果糖分开而成，而果糖也可以通过葡萄糖在一种担子菌钝头多孔菌所产的吡喃糖α-氧化酶和钯催化下生成果糖，收得率100％，此法由  Cetus公司开发成功，可是由于成本高，缺乏经济上的竞争力而未投产。
果糖也可以用菊芋粉（系果糖的聚合物）经克勒酵母、青霉等的菊芋粉酶水解而生成。
④分解蔗汁淀粉  甘蔗中生成的少量淀粉，对制糖生产不利，可用耐热α-淀粉酶分解去除。
7.5.6.2  啤酒发酵
在啤酒酿造过程中（图7-8），制浆和调理两个阶段是要使用酶制剂的。
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蛋白酶，糖化酶，β-葡聚糖酶
巴氏灭菌
产物
图7-8  啤酒酿造的工艺流程
	在浸泡麦芽浆时，温度约65 ℃，浓的麦芽浆可以稳定酶。在煎浆过程中温度逐渐升高，有利于使蛋白酶、α-淀粉酶、β-葡聚糖酶发挥作用，使麦芽中的多糖及蛋白类物质降解为酵母可利用的合适的营养物质。
在加啤酒花前，应煮沸麦芽汁使上述酶失活。在发酵完毕后，啤酒需要加一些酶处理，以使其口味和外观更易于为消费者所接受。木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶或霉菌酸性蛋白酶都可以降解使啤酒浑浊的蛋白质组分，防止啤酒的冷浑浊，延长啤酒的贮存期；应用糖化酶能够降解啤酒中的残留糊精，这一方面保证了啤酒中最高的乙醇含量，另一方


面不必添加浓糖液来增加啤酒的糖度。这种低糖度的啤酒糖尿病患者也可以饮用。
酸性蛋白酶、淀粉酶、果胶酶也用于果酒酿造，用以消除浑浊或改善溃碎果实压汁操作。
糖化酶代替麸曲用于白酒、乙醇生产可提高出酒率（2％~7％），节约粮食，简化设备节省厂房场地。
7.5.6.3  在蛋白制品加工方面的应用
蛋白质是食品中的主要营养成分之一。以蛋白质为主要成分的制品称为蛋白制品．如蛋制品、鱼制品和乳制品等。酶在蛋白制品加工中的主要用途是改善组织，嫩化肉类，转化废弃蛋白质成为供人类使用或作为饲料的蛋白质浓缩液，因而可以增加蛋白质的价值和可利用性。
不同来源的蛋白酶在反应条件和底物专一性上有很大差别。在食品工业中应用的主要有中性和酸性蛋白酶。动、植物来源的蛋白酶在食品工业上应用很广泛，这些蛋白酶包括木瓜蛋白酶、无花果蛋白酶、菠萝蛋白酶以及动物来源的胰蛋白酶、胃蛋白酶和粗凝乳酶。但是越来越多的微生物来源的蛋白酶被用于食品工业。中性蛋白酶的生产菌有B. subtilis， B licheniformis；酸性蛋白酶产生菌有Streptomyces griseus，Asp. oryzae，Asp. niger，Asp. melleus等。蛋白酶作用后产生小肽和氨基酸，使食品易于消化和吸收。但是不同来源的蛋白酶对食品作用后产生的效果不同。如来源于B. subtilis蛋白酶所作用的蛋白质水解物有很浓的苦味，但是来自于 Streptomyces griseus和Asp. oryzae的蛋白酶所作用的水解物苦味很小。这主要是因为不同的蛋白酶水解蛋白质的位点不同，因而产生的小肽结构不同，导致调味剂的味道不同。中性及酸性蛋白酶可用于肉类的软化，调味料、水产加工、制酒、制面包及奶酪生产。目前可得的制品有①用木瓜蛋白水解酶制成嫩肉粉，使肉食嫩滑可口；②用蛋白酶生成明胶；③香肠加工等；④加工不宜使用的蛋白质，制造蛋白水解物。皮革厂的边料、碎皮，鱼品加工厂的杂鱼，屠宰场的下脚料等都含有大量的蛋白质，利用蛋白酶来分解这些废料，制造各种蛋白胨、氨基酸等蛋白质水解物，可以获得医药、饲料、科研所需的产品，用途十分广阔。
除蛋白酶外，其他酶在蛋白质制品的加工中也有作用。用溶菌酶处理肉类，则微生物不能繁殖，因此肉类制品可以保鲜和防腐等。葡萄糖氧化酶在食品工业上主要用来去糖和脱氧，保持食品的色、香、味，延长保存时间。由于蛋白粉、蛋黄粉或蛋白片的蛋白中总含有少量的葡萄糖，往往发生气味不正和褐变反应等异常现象，影响产品质量，如果蛋白先用葡萄糖氧化酶处理以除去葡萄糖，然后进行干燥，可明显提高食品质量。用三甲基胺氧化酶使鱼制品脱除腥味等。
7.5.6.4  在水果、蔬菜加工方面的应用
在瓜果、蔬菜的加工过程中，其鲜味及果汁的口感非常重要。第一个应用在果汁处理工业中的是果胶酶。1930年美国Z. J. Kertesz和德国A. Mehlitz同时建立了用果胶酶澄清苹果汁的工艺。从此果汁处理业发展成为一个高技术含量的工业。果胶酶的功能更加专业化，其他酶，如纤维素酶、葡萄糖氧化酶等也成为饮料工业的主要用酶。
水果加工中最重要的酶是果胶酶，果胶在植物中作为一种细胞间隙充填物质而存在，它是由半乳糖醛酸以α-1，4键连接而成的链状聚合物，其羧基大部分（约75％）被甲酯化，而不含有甲酯的果胶称为果胶酸，果胶的一个特性是在酸性和高浓度糖存在下可形成凝胶，这一性质是制造果冻、果酱等食品的基础，但在果汁加工上，却导致压榨和澄清发生困难，用果胶酶处理溃碎果实，可加速果汁过滤，促进澄清、世界果胶酶市场的销售额达到了酶制剂总销售额的3％。果胶酶是一群复杂的酶，分为以下几类：
（1）原果胶酶  可使未成熟果实中不溶性果胶变成可溶性；
（2）果胶酯酶（PE）  水解果胶甲酯成为果胶酸并生成甲醇；
（3）聚半乳糖醛酸酶（PG）水解聚半乳糖醛酸的α-1，4键，分内切型与外切型两种；
（4）果胶酸裂解酶  从果胶酸内部或非还原性末端切开半乳糖醛酸α-l，4键生成果胶酸或不饱和低聚半乳糖醛酸；
（5）果胶裂解酶  内部切开高度酯化的果胶α-1，4键，生成果胶酸甲酯及不饱和低聚半乳糖醛酸。
由于果胶组成的复杂性和各种植物组织中果胶组成的不同，使果胶酶制剂活力测定同实际使用果胶未必一致，因而只有以作用对象作为检测酶活力的底物才有意义。
果胶酶广泛存在于各类微生物中，各种微生物产生的果胶酶的组成不同，工业上使用黑曲霉、文氏曲霉或根霉等来生产。因为这是一种诱导酶，培养基中须添加含果胶的物质如甜菜渣、橘皮、果皮等。果胶酶可用固体培养或液体深层培养法来生产，由于曲霉培养菌丝体。孢子梗或孢子等不同器官所产酶不同，故固体培养法生产的酶被认为更适合于工业应用。果胶酶的用途是澄清果汁，使悬浊果胶类物质失去保护胶体而沉降。脱果胶的果汁即使在酸、糖共存下也不致形成果冻，因此可用来制造高度浓缩的果汁或粉末果汁。
葡萄糖氧化酶可除去果汁、饮料、罐头食品和干燥果蔬制品中的氧气，防止产品氧化变质，防止微生物生长，以延长食品保存期；如果食品本身不含葡萄糖则可将葡萄糖和酶一起加入，利用酶的作用使葡萄糖氧化为葡萄糖酸，同时将食品中残存的氧除去。水果冷冻保藏时，由于果实自身的酶作用容易导致发酵变质，也可用葡萄糖氧化酶保鲜。溶菌酶可防止细菌污染，起食品保鲜作用等。
酶在橘子罐头加工中有着很广泛的用处，黑曲霉所产生的半纤维素酶、果胶酶和纤维素酶的混合物可用于橘瓣去除囊衣，以代替耗水量大而费工时的碱处理。橘子中的柠檬苦素（limonin）是引起橘汁产生苦味的原因，利用球形节杆菌（Arthrobactor globi formis）固定化细胞的柠碱酶处理可消除苦味。
未成熟橘子含较多柚苷（柚配质-7-荟香糖苷），当其含量达0.50 mg/ml时即有苦味，如将柚苷分子中鼠李糖水解除去，即成为不苦而略带涩味的普鲁宁，将普鲁宁分子中葡萄糖去除就成为无味的柚配质。
黑曲霉生产的一种诱导酶有脱苦作用，称为柚苷酶，是由β-鼠李糖苷酶与β-葡萄糖苷酶所组成，将这种酶加于橘汁，经30～40℃作用l h，便能脱苦，也可选用耐热性酶加入罐头中，在60℃巴氏杀菌后，在罐头中继续发挥脱苦作用。
橘子罐头的桔片上常产生白点，这是一种由橘肉带来的橙皮苷（橙皮素-7-荟香糖苷）所造成的，生产柚苷酶的黑曲霉也可以在底物诱导下产生橙皮苷酶，这种酶可相继将橙皮苷分子中的鼠李糖与葡萄糖切下成为水溶性橙皮素，从而消除白点。无论柚苷酶或橙皮苷酶均可受到培养基中的鼠李糖的诱导。
花青素是一种糖苷，是果实色素的主要来源。桃子含有红色花青色素，罐藏时同金属作用呈紫褐色，以致罐藏桃子仅限于白桃、黄桃等色素少的品种，红桃产量虽多，却不能用于加工，从黑曲霉中提取的花青色素酶，可水解花青色素引起自发的开环变为无色物质。用花青色素酶处理桃酱，葡萄汁使之脱色而提高经济价值。但是由于酶不易渗入果肉，它的应用尚待解决。
7.5.6.5  酶改善食品的品质、风味和颜色
食品工业的一个重要方面是使食品或饮料改变风味和增色。酶在改善食品的品质和风味方面大有用场。
风味物质占世界添加剂市场的10％~15％，占市场价值的25％左右。有些是用有机化学方法合成的，但是越来越多的风味物质是用生物法合成的。风味酶的发现和应用，在食品风味的再现、强化和改变方面有广阔的应用前景。例如，用奶油风味酶作用于含乳脂的巧克力、冰淇淋、人造奶油等食品，可使这些食品增强奶油的风味。一些食品在加工或保藏过程中，可能会使原有的风味减弱或失去，若在这些食品中添加各自特有的风味酶，则对使它们恢复甚至强化原来的天然风味。
天然调味料的制造分为两大类：分解型和抽出型。分解型调味剂是由蛋白质分解得到的，氨基酸和多肽为其主要成分，原料是鱼肉、鸡肉等动物蛋白质水解物（HAP）以及由大豆等来源的植物蛋白质水解物（HVP），以前是应用盐酸分解法制备，近年来，正在考虑应用蛋白酶方法来制备。另一方面，在应用抽出型方法来得到鱼、肉、野菜中的风味成分时，用蛋白酶处理时会提高抽提率，降低油脂分解。
在面包制造过程中，在面团中添加适量的α-淀粉酶和蛋白酶，可以缩短面团发酵时间，使制成的面包更加松软可口，色香味俱佳，同时可防止面包老化，延长保鲜期。较浓风味的奶酪是用蛋白酶及脂肪酶处理得到的。将酶加入到煮沸过的凝乳中，在10~25℃保温1~2个月，酯酶对脂肪酶的比例越高，产物的风味效果越好。酯酶主要水解短链的水溶性脂肪酸，而脂肪酶则是水解长链的水不溶性的脂肪酸。应用酶复合物处理奶酪，能提高风味5~10倍。细菌中性蛋白酶用于水解蛋白质成为风味肽。
在酱油或豆酱的生产中，利用蛋白酶催化大豆蛋白质水解，可以大大缩短生产周期，提高蛋白质的利用率。还可以生产出优质低盐酱油或无盐酱油，酱油的风味被极大地改善。
从Leuconotoc meseteriodes生产β-果糖呋喃糖苷酶，它可以将糖多聚物水解成为寡糖形式，该分子比右旋糖酐的热稳定性好，黏度低。与乳化剂一起使用时，食品中的含胶量降低。
色素在食品添加剂中占0.5％~0.8％的消耗量，是食品添加剂价值的5％。目前应用酶提取色素还不广泛，但是该技术在研究和开发水平上受到很大重视。目前比较成功的技术是用纤维素酶和果胶酶处理果皮以提取色素。纤维素酶能加快水果的色素抽提和植物组织的液化过程。红醋栗的颜色是有价值的成分，但是它位于表皮细胞中，难于与富含果汁的成分分离。抽提过程为细胞壁和膜的难溶性所阻碍。用纤维素酶在60℃左右来改变细胞膜的通透性，则色素容易被抽提出来。
7.5.6.6  乳品工业
在乳品工业中所用的酶主要有①凝乳酶——制造干酪；②过氧化氢酶——牛奶消毒；③溶菌酶——添加在婴儿奶粉；④乳糖酶——分解乳糖；⑤脂肪酶——黄油增香。其中以干酪生产与分解乳糖最为重要。全世界干酪生产所耗牛奶达一亿多吨，占牛奶总产量的1/4，干酪生产的第一步是将牛奶用乳酸菌发酵制成酸奶，再加凝乳酶水解κ-酪蛋白，在酸性环境下，Ca2+使酪蛋白凝固，再经切块加热压榨熟化而成。凝乳酶取自小牛，全世界一年宰杀小牛多达到4 000万头，自日本人20多年前发现微生物凝乳酶以后，现在85％的动物酶已由微生物酶所代替，凝乳酶已成为仅次于淀粉酶的大商品，但凝乳酶本质实为酸性蛋白酶，只是凝乳作用强而蛋白分解作用弱而已，还多少会使酪蛋白分解，形成苦味，现在用基因工程将牛凝乳酶原生产基因植入大肠杆菌，已经表达成功，用发酵法已经可以生产真正凝乳酶。
乳糖酶可水解乳糖成为半乳糖与葡萄糖，牛奶中含4.5％乳糖，这是缺乏甜味而溶解度很低的双糖，有些人饮奶后常发生腹泻、腹痛等病。由于乳糖难溶于水，常在炼乳、冰淇淋中呈砂样结晶析出，影响风味，如将牛奶用乳糖酶处理，上述问题得以解决。一种利用固定化黑曲霉乳糖酶处理牛奶生产脱乳糖牛奶的工艺已在西欧投产。
乳清是干酪生产的副产品，年产量达90 000多吨（其组成成分的含量分别为脂肪0.2％，蛋白质0.7％，乳糖 4％~4.5％和盐0.45％），因乳糖难于消化，历来做废水排放，严重污染环境；如用乳糖酶处理，当乳糖水解率达80％，其甜度可同DE 40的葡萄糖浆相当而可供作食用或作为饲料，如再用葡萄糖异构酶处理，使部分葡萄糖转化为果糖则甜度可进一步增加，柯宁玻璃公司还用固定于多孔玻璃的黑曲霉乳糖酶，分解乳清中的乳糖，用其生产面包酵母，年处理量达5 000吨。
乳制品的特有香味主要是加工时所产生的挥发性物质（如脂肪酸、醇、醛、酮、脂以及胺类等），乳品加工时添加适量脂肪酶可增加干酪和黄油的香味，将增香黄油用于奶糖、糕点等食品制造可节约用量，使用增香黄油时充分调匀使香味均衡是非常重要的。
过氧化氢是一种有效的杀菌剂，牛奶保藏在缺乏巴氏杀菌设备或冷藏的条件下可用过氧化氢杀菌，其优点是不会大量损害牛奶中的酶和有益细菌，过剩的过氧化氢还可用来自肝脏或黑曲霉的过氧化氢酶分解。
7.5.6.7  肉类和鱼类加工
酶在这方面的两个用途是改善组织、嫩化肉类，及转化废弃蛋白质使其作为饲料的蛋白质浓缩物或其它用途。
用酶嫩化牛肉，过去使用木瓜酶和菠萝蛋白酶，最近美国批准使用米曲酶等微生物蛋白酶，并将嫩化肉类品种扩大到家禽与猪肉。蛋白酶软化肉类的主要作用是分解肌肉结缔组织的胶原蛋白，胶原蛋白是纤维蛋白，由次级键连接成为具有很强机械强度的组成，这种交联键可分为耐热和不耐热的两种，幼动物中的胶原蛋白不耐热交联键多，一经加热即行破裂，肉就软化，因老动物的交联键多，烹煮时软化较难，蛋白酶主要作用是水解胶原，促进嫩化。但一般蛋白酶专一性低，在水解胶原时不可避免地水解其他蛋白质（如肌肉收缩蛋白等），以致造成软化过度，为此正研究选择仅对胶原有专一性的、符合安全的胶原酶。工业上软化肉的方法有两种：一种是将酶涂抹肉的表面或用酶液浸肉；另一种较好的方法为动物宰前用酶肌内注射，酶的软化作用发生在贮罐特别是烹煮加热时。
利用废弃蛋白质如杂鱼、动物血、碎肉等用酶水解，抽提其中蛋白质作为饲料，是增加人类蛋白质资源的有效措施。其中以杂鱼及鱼厂废弃物的利用最为注目，海洋中许多鱼类或因色泽、外观、味道欠佳都不作捕捞对象，而这类水产却占海洋水产的80％左右，用蛋白酶或自溶方法，使其中部分蛋白质溶解，经浓缩干燥制成含氮量高，富含各种水溶性维生素的产品，是一类高质量饲料。
生产食用可溶性鱼蛋白质的关键是产品的脱腥和苦味的防止。苦味是酶水解蛋白质时产生的一种肽——苦味肽所引起，当蛋白质水解不深时，苦味尚难察觉，但随着水解的深入，苦味就显著增强，使用羧肽酶或不生成苦味肽的蛋白酶，或用几种蛋白酶共同水解，使苦味肽进一步分解，可去除苦味。
为了降低成本，挪威还采用自溶法，利用鱼体自身的蛋白酶活力，使鱼肉消化；为了防止微生物腐败，自溶时需降低pH，这种工艺很有发展前途。
蛋白酶还用于生产牛肉汁、鸡汁等来提高产品收率。此外将酸性蛋白酶在pH中性时处理解冻鱼类，可以脱腥。
利用微生物酸性蛋白酶处理碎片，抽提其胶原，成为可溶性胶原，这种可溶性胶原纤维遇盐或洗衣粉时便再生析出，可制人造肠衣。利用碱性蛋白酶水解动物血脱色来制造无色血粉作为廉价而安全的补充蛋白质资源已经研究成功并正在工业化中。
7.5.6.8 蛋品加工
用葡萄糖氧化酶去除禽蛋中的微量葡萄糖，是酶在蛋品加工中的一项重要用途。葡萄糖的醛基具有活泼的化学反应性，容易同蛋白质、氨基酸等的氨基发生褐变反应（又称美拉德反应， maillard reaction），使蛋白质在干燥及贮藏过程中发生褐变，损害外观和风味。干蛋白是食品工业常用的发泡剂，当蛋白质发生褐变，溶解度减小，起泡力和泡沫稳定性下降。为了防止这种劣变，必须将葡萄糖除去。过去虽用酵母或自然发酵法除糖，但时间长，品质不易保证。用葡萄糖氧化酶处理，除糖效率高，周期短，产品质量与效率高，并改善环境卫生。 

葡萄糖氧化酶的作用是催化葡萄糖脱氢，氧化生成葡萄糖酸，同时产生过氧化氢，后者被共存的过氧化氢酶催化分解为水和氧，一分子葡萄糖氧化酶1min内可催化34 000个葡萄糖分子。
工业上葡萄糖氧化酶从黑曲霉、青霉等提取，最适反应pH5.6左右，使用时将适量的酶与过氧化氢加入蛋白质中，在35~40℃保温数小时，葡萄糖即被分解而去除，添加过氧化氢目的在于提供葡萄糖氧化时有充分的氧，残余过氧化氢被过氧化氢酶所分解，有效的葡萄糖氧化酶中过氧化氢酶活力很强，在添加过氧化氢以后即可看到大量气泡形成，如过氧化氢酶活力不足应逐步补加。
此外，蛋白质中残留的卵黄或脂肪因影响发泡力，可用固定化脂肪酶处理而去除。
7.5.6.9  面包烤焙与食品制造
酵母在面团中，依靠面粉本身淀粉酶和蛋白酶的作用生成麦芽糖和氨基酸来进行繁殖和发酵。使用酶活力不足或陈久的面粉，发酵力差，烤制的面包体积小、色泽差，虽向面粉中补充葡萄糖或蔗糖，效果也不理想，用酶活力高的面粉发酵制成的面包气孔细而分布均匀。体积大、弹性好、色泽佳，因此欧美各国都把淀粉酶活力作为面粉质量指标之一。为了保证面团的质量，添加酶进行强化。
面粉中添加α-淀粉酶，可调节麦芽糖生成量，使二氧化碳产生和面团气体保持力相平衡。蛋白酶可促进面筋软化，增加延伸性，减少揉面时间与动力，改善发酵效果。用于软化面粉的酶，以霉菌的酶为佳，因耐热性低，在烤焙温度下迅速失活而不致过度水解。用β-淀粉酶作用于面粉可防止糕点老化。用蛋白酶处理的面粉制通心面条，延伸性好，风味佳。糕点馅心常用淀粉为填料，添加β-淀粉酶可改善馅心风味。糕点制造加入转化酶，使蔗糖水解为转化糖，防止糖浆中蔗糖析晶。
美国、加拿大制造白面包时，还广泛使用脂肪氧化酶（这种酶存在于大豆、小麦中，可使不饱和脂肪酸氧化）。以脱脂豆粉为酶源，按0.5％掺入面粉制造面包，在脂肪氧化酶的作用下，使面粉中不饱和脂肪氧化同胡萝卜素等发生共轭氧化作用而将面粉漂白。此外这种酶由于氧化面粉中不饱和酸，生成芳香的羰基化合物而增加面包风味，改善面团结构。乳糖酶也用于添加脱脂奶粉的面包制造，乳糖酶分解乳糖生成发酵性糖，促进酵母发酵，改善面包色泽。面粉中含有少量脂肪酶（由面粉中存在的霉菌产生），可促使脂肪分解，生成不饱和脂肪酸，因此以前认为面粉中应尽量减少脂肪酶的活力，但近年发现添加黄油或奶油的面团，使用脂肪酶可使乳脂中微量的醇酸或酮酸的甘油酯分解，由这些游离酸可生成δ-内脂或甲酮等有香味的物质，故适当使用可增进面包香味。
7.5.6. 10  食品保藏
包装食品在贮藏中变质的主要原因是氧化和褐变，许多食品的变质都与氧有关。褐变现象除食品中糖分的醛基同蛋白质的氨基发生反应外，果蔬中含有酚氧化酶，在氧存在下也可使许多食物组成发生褐变，去氧还可减少因微生物的繁殖而导致的腐败，是保藏食品的重要措施。用葡萄糖氧化酶除氧方法是将葡萄糖氧化酶、过氧化氢酶、葡萄糖、琼脂等制成凝胶，封入聚乙烯膜小袋，放入包装中以吸除容器中残氧，防止油脂及香味成分的氧化或保持冷冻水产和家禽的鲜度；将酶、糖等混合涂于包装纸内层，可以防止黄油等产品的酸败；将酶加在瓶装饮料（果汁、啤酒、水果罐头等）中，吸去瓶颈空隙残氧而延长保藏期。
为了减少保藏中因微生物作用而发生的变质，可使用鸡卵白溶菌酶来保存食品，这种酶对革兰氏阳性细菌有溶菌作用，用于肉制品，干酪、水产，清酒的保藏。由于溶菌酶对革兰氏阴性菌无杀菌作用，人们正在研究溶解革兰氏阴性菌及真菌细胞壁的微生物酶。
7.5.6. 11  其他
（1）生产海藻糖
海藻糖是一种重要的寡糖，它的主要作用是做蛋白质保护剂。海藻糖的还原末端与蛋白质作用，使蛋白质保持水分，防止蛋白质变性。因此，在食品、保鲜剂及医药工业的市场有很大应用前景。海藻糖合成酶也得到了重视。最近，日本的林原发现一种转移酶能够将直链淀粉末端以α-1，4糖苷键连接的葡萄糖转换为α-1，1糖苷键结合形式。用这种新型淀粉酶制备海藻糖的成本很低。
（2）对食用油的开发
日本日清制油公司生产的含中链脂肪酸的油脂对人类健康很有益的，也称为健康油。生产方法是应用脂肪酶水解食用油，得到富含中链脂肪酸的油脂，该制品能为身体提供平衡的油脂。
（3）纤维素酶的开发
纤维素酶可以减少食品中的纤维素含量，改善风味，更加适合于老年和儿童食用。在制造速溶咖啡、速溶茶的加工过程中，经纤维素酶除去纤维素后，咖啡或茶叶的有效成分可以不必用开水煮泡，能够很快溶于温水中，大大方便饮用。                                                                                                          

7.5.7  酶在食品分析中的作用
酶已经越来越多地用于食品分析，分析过程高度专一，并能快速进行。
在现代酶分析方面，光吸收试验极为普遍，因为反应底物与产物的光吸收变化很容易进行测定。这些试验基于某些脱氢酶的作用，例如葡萄糖-6-磷酸脱氢酶、乳酸脱氨酶、醇脱氢酶等，因为它们的辅因子NADH在340 nm处的特征光谱吸收可以进行测量，所以这些变化都能进行定量计算。
一般来说，酶的分析可以分为以下两类：
（1） 酶活力的测定
在食品分析中，酶活力测定最为常见，酶活力由这种酶与过量的适当底物的反应速度来确定。酶可以作为食品状态的一种指标，例如预处理（消毒、灭菌、热烫）情况、新鲜程度、是否已受微生物的作用（败坏）等。此外，酶也和食品其他组分一样，而受抑制剂、防腐剂、抗菌素、植物保护剂、杀虫剂等各种环境因素的影响。
在鉴定反应中，使用某些酶可以证实食品中某些酶抑制剂或激活剂的存在，即进行效应剂分析，其原理就是测定抑制剂或激活剂等效应剂对酶促反应的影响，利用校准曲线可以从受抑制或激活的程度得出这些物质的浓度。效应剂分析对于一些植物保护剂（杀虫剂）和防腐剂的定性鉴定是有用的，如利用有机磷农药对碳酸酐酶的抑制作用可以定量测定一些有机磷农药的残留量；水、牛奶等中氟的测定就是利用氟离子对胆碱酯酶的灵敏抑制作用而进行的。表7-10是常见的某些酶活力的测定。
	表7-10 食物中的酶活力测定
	
	表7-11  能用酶测定的一些化合物

	酶
	食物
	
	化合物类别
	代表化合物

	二酚氧化酶
	谷物、面粉、牛奶、蔬菜
	
	醇
	乙醇、甘油

	黄嘌呤-氧-氧化还原酶
	牛奶
	
	醛
	乙醛、乙醇醛

	脂氧合酶
	大豆、面粉  
	
	酸及其盐
	乙酸盐、乳酸盐、甲酸盐、苹果酸盐、琥珀酸盐、柠檬酸盐、异柠檬酸盐、丙酮酸盐

	淀粉酶
	蜂蜜、面粉、麦芽、牛奶、面包、淀粉
	
	
	

	过氧化氢酶
	乳、乳品
	
	单糖和类似化合物
	葡萄糖、果糖、半乳糖、戊糖、山梨醇、肌醇

	脂酶
	乳、乳品、谷类粉
	
	
	

	磷酸酯酶
	乳、乳品
	
	二糖和低聚糖
	蔗糖、乳糖、蜜三糖、麦芽糖

	过氧化物酶
	谷物、面粉、牛奶、蔬菜
	
	多聚糖
	淀粉、纤维素、半纤维素

	脲酶
	大豆粉、大豆制品
	
	L-氨基酸
	谷氨酸、精氨酸

	肌酸酶
	肉提取液、肉汤
	
	类脂
	胆固醇


（2）用酶测定化合物的含量
在食品分析中可以利用一些物质作为酶反应的底物，采用酶法分析该物质的含量。一般在这些酶反应体系中，酶总是过量的，相应的辅因子（如辅酶、ATP、NAD+、NADP+）也必须存在。表7-11列出了一些可采用酶法分析的化合物。
前已提及，使用简单的光吸收法，样品不需经过任何处理，就可准确地进行测定，例如测定果汁、苹果酒和葡萄酒中的乙醇、乙醇醛、乳酸盐、苹果酸盐和谷氨酸盐等物的含量。
 在酶法分析工作中，必须注意如下问题：
（1）酶对待测物必须具有很好的专一性
在使用己糖激酶、醇脱氢酶等进行测定时，必须注意样品中除待测物以外，是否夹杂能作为它们底物的其他物质。当有杂质存在，可以采用偶联酶反应系统，通过偶联酶的专一性，使待测底物加以区别并进行定量。例如，利用己糖激酶为工具酶测定葡萄糖时，它可以将果糖转变成6-磷酸果糖，也可以偶联G-6-P脱氢酶最后测定6-磷酸葡萄糖醛酸而加以区别。
（2）反应液中的酶量
为了进行正确定量，反应必须进行到基本完成（底物转化99％以上），因此在测定时，应预先估算要使反应完成达99％以上所需要的酶量。就终点法而言，酶用量高才能保证反应尽快达到终点；在实验中究竟应加多少酶量，大多数情况下必须通过实验求出。就工具酶而言，一般较贵，所以要统筹考虑使用的酶量和作用时间。
（3）待测样品浓度
待测样品浓度应十分小，并控制反应处于一级反应水平。因一级反应可使反应迅速平衡，防止过多产物生成，避免逆反应，减少工具酶用量。如被测物是辅酶，则可将辅酶看作双底物之一，使另一底物浓度足够高，而且被测辅酶浓度控制在小于0.01Km的水平，这样反应速度就仅取决于待测辅酶浓度。
（4）方法简易可行性
反应中底物减少，产物生成，辅酶改变等可以借助某种简便方法测定（光吸收、荧光、气体产生及吸收、pH变化、放射性等）。在能满足上述条件情况下，最好采用单酶反应进行定量检测。在许多情况下，单酶反应的底物和产物的理化性质不易区别，可再借助另一种酶反应来测定产物，即两种酶的偶联反应，从而使测定方法简便进行。
（5）标准曲线
无论动力学法或终点法，对酶法分析来说，在建立了适宜的反应和测定系统后，还必须制作一条酶反应速度或底物、产量变化量相对于被测物浓度的标准曲线。在制作标准曲线时应注意所用反应测定体系与测定未知样品时所采用的系统完全相同，而且待测样品的浓度还应控制在标准曲线范围以内。
7.6  酶促褐变
褐变作用按其发生机制分为酶促褐变（生化褐变）及非酶褐变（非生化褐变）两大类。酶促褐变发生在水果、蔬菜等新鲜植物性食物中。水果和蔬菜在采后，组织中仍在进行活跃的代谢活动。在正常情况下，完整的果蔬组织中氧化还原反应是偶联进行的，但当发生机械性的损伤（如削皮、切开、压伤、虫咬、磨浆等）及处于异常的环境条件下（如受冻、受热等则，便会影响氧化还原作用的平衡，发生氧化产物的积累，造成变色。这类变色作用非常迅速，并需要和氧接触，由酶所催化，称为“酶促褐变”（enzyme browning）。在大多数情况下，酶促褐变是一种不希望出现于食物中的变化，例如香蕉、苹果、梨、茄子、马铃薯等都很容易在削皮切开后褐变，应尽可能避免。但像茶叶、可可豆等食品，适当的褐变则是形成良好的风味与色泽所必需的。
7.6.1  酶促褐变的机理
植物组织中含有酚类物质，在完整的细胞中作为呼吸传递物质，在酚-醌之间保持着动态平衡，当细胞破坏以后，氧就大量侵入，造成醌的形成和还原之间的不平衡，于是发生了醌的积累，醌再进一步氧化聚合形成褐色色素。
酚酶的系统命名是邻二酚：氧-氧化还原酶（E.C.1.10.3.l）。此酶以Cu为辅基，必需以氧为受氢体，是一种末端氧化酶。
酚酶可以用一元酚或二元酚作为底物。有些人认为酚酶是兼能作用于一元酚及二元酚的一种酶；但有的人则认为是两种酚酶的复合体，一种是酚羟化酶（phenolhydroxylase），又称甲酚酶（cresolase），另一种是多元酚氧化酶（polyphenoloxidase），又叫儿茶酚酶（catecholase）。
现以马铃薯切开后的褐变为例来说明酚酶的作用。酚酶作用的底物是马铃薯中最丰富的酚类化合物酪氨酸。
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             多巴色素（dopachome）
               5,6-二醌基吲哚-2-羧酸  

这一机制也是动物皮肤、毛发中黑色素形成的机制。
在水果中，儿茶酚是分布非常广泛的酚类，在儿茶酚的作用下，较容易氧化成醌。
醌的形成是需要氧气和酶催化的，但醌一旦形成以后，进一步形成羟醌的反应则是非酶促的自动反应，羟醌进行聚合，依聚合程度增大而由红变褐最后成褐黑色的黑色素物质。
酚酶的最适pH值接近7，比较耐热，依来源不同，在100℃下钝化此酶需2～8 min之久。
水果蔬菜中的酚酶底物以邻二酚类及一元酚类最丰富。一般说来，酚酶对邻羟基酚型结构的作用快于一元酚，对位二酚也可被利用，但间位二酚则不能作为底物，甚至还对酚酶有抑制作用。
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                  (catehol)              (caffeic acid)            (protocatehol acid)  
但邻二酚的取代衍生物也不能为酚酶所催化，例如愈疮木酚(guaiacol)及阿魏酸(ferulic acid)。
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    绿原酸（chlorogenic acid）
绿原酸（chlorogenic acid）是许多水果特别是桃、苹果等褐变的关键物质。
前已述及，马铃薯褐变的主要底物是酪氨酸，在香蕉中，主要的褐变废物也是一种含氮的酚类衍生物即3，4二羟基苯乙胺（3，4-dihydroxyphenol ethylamine）。
氨基酸及类似的含氮化合物与邻二酚作用可产生颜色很深的复合物，其机理大概是酚先经酶促氧化成为相应的醌，然后醌和氨基发生非酶的缩合反应。白洋葱、大蒜、韭葱（allium porrum）的加工中常有粉红色泽的形成，其原因概如上述。
可作为酚酶底物的还有其他一些结构比较复杂的酚类衍生物，例如花青素、黄酮类、鞣质等，它们都具有邻二酚型或一元酚型的结构。
7.6.2  酶促褐变的控制
    酶促褐变的发生，需要三个条件，即适当的酚类底物、酚氧化酶和氧。在控制酶促褐变的实践中，除去底物的途径可能性极小，曾经有人设想过使酚类底物改变结构，例如将邻二酚改变为其取代衍生物，但迄今未取得实用上的成功。实践中控制酶促褐变的方法主要从控制酶和氧两方面入手，主要途径有：①钝化酶的活性（热烫、抑制剂等）。②改变酶作用的条件（pH值、水分活度等）。③隔绝氧气的接触。④使用抗氧化剂（抗坏血酸、SO2等）。
    常用的控制酶促褐变的方法主要有：
    （1）热处理法  在适当的温度和时间条件下加热新鲜果蔬，使酚酶及其他相关的酶都失活，是最广泛使用的控制酶促褐变的方法。加热处理的关键是在最短时间内达到钝化酶的要求，否则过度加热会影响质量；相反，如果热处理不彻底，热烫虽破坏了细胞结构，但未钝化酶，反而会加强酶和底物的接触而促进褐变。像白洋葱、韭葱如果热烫不足，变粉红色的程度比未热烫的还要厉害。
    水煮和蒸汽处理仍是目前使用最广泛的热烫方法。微波能的应用为热力钝化酶活性提供了新的有力手段，可使组织内外一致迅速受热，对质地和风味的保持极为有利。
   （2）酸处理法  利用酸的作用控制酶促褐变也是广泛使用的方法。常用的酸有柠檬酸、苹果酸、磷酸以及抗坏血酸等。一般来说，它们的作用是降低pH值以控制酚酶的活力，因为酚酶的最适pH值在6~7之间，低于pH 3.0时已无活性。
    柠檬酸是使用最广泛的食用酸，对酚酶有降低pH值和螯合酚酶的Cu辅基的作用，但作为褐变抑制剂来说，单独使用的效果不大，通常需与抗坏血酸或亚硫酸联用，切开后的水果常浸在这类酸的稀溶液中。对于碱法去皮的水果，还有中和残碱的作用。
    苹果酸是苹果汁中的主要有机酸，在苹果汁中对酚酶的抑制作用要比柠檬酸强得多。
    抗坏血酸是更加有效的酚酶抑制剂，即使浓度极大也无异昧，对金属无腐蚀作用，而且作为一种维生素，其营养价值也是尽人皆知的。也有人认为，抗坏血酸能使酚酶本身失活。抗坏血酸在果汁中的抗褐变作用还可能是作为抗坏血酸氧化酶的底物，在酶的催化下把溶解在果汁中的氧消耗掉了。据报导，在每千克水果制品中，加入 660 mg抗坏血酸，即可有效控制褐变
并减少苹果罐头顶隙中的含氧量。
    （3）二氧化硫及亚硫酸盐处理  二氧化硫及常用的亚硫酸盐如亚硫酸钠（Na2SO3）、亚硫酸氢钠（NaHSO3）、焦亚硫酸钠（Na2S2O5）、连二亚硫酸钠即低亚硫酸钠（Na2S2O4）等都是广泛使用于食品工业中的酚酶抑制剂。在蘑菇、马铃薯、桃、苹果等加工中已应用。
    用直接燃烧硫磺的方法产生SO2气体处理水果蔬菜，SO2渗入组织较快，但亚硫酸盐溶液的优点是使用方便。不管采取什么形式，只有游离的SO2才能起作用。SO2及亚硫酸盐溶液在微偏酸性（pH=6）的条件下对酚酶抑制的效果最好。
    实验条件下，10 mg/kg SO2即可几乎完全抑制酚酶，但在实践中因有挥发损失和与其他物质（如醛类）反应等原因，实际使用量较大，常达300～600 mg/kg。1974年我国食品添加剂协会规定使用量以SO2计不得超过300 mg/kg，成品食品中最大残留量不得超过20 mg/kg。SO2对酶促褐变的控制机制现在尚无定论，有的学者认为是抑制了酶活性，有人则认为是由于SO2把醌还原为酚，还有人认为是SO2和醌加合而防止了醌的聚合作用，很可能这三种机制都是存在的。
    二氧化硫法的优点是使用方便、效力可靠、成本低、有利于维生素C的保存、残存的SO2可用抽真空、炊煮或使用H2O2等方法除去。缺点是使食品失去原色而被漂白（花青素破坏），腐蚀铁罐的内壁，有不愉快的嗅感与味感，残留浓度超过0.064％即可感觉出来，并且破坏维生素B1。
    （4）驱除或隔绝氧气
    具体措施有：①将去皮切开的水果蔬菜浸没在清水、糖水或盐水中。②浸涂抗坏血酸液，使在表面上生成一层氧化态抗坏血酸隔离层。③用真空渗入法把糖水或盐水渗入组织内部，驱出空气。苹果、梨等果肉组织间隙中具有较多气体的水果最适宜用此法。一般在1.028×105 Pa真空度下保持5~15 min，突然破除真空，即可将汤汁强行渗入组织内部，从而驱出细胞间隙中的气体。
    （5）加酚酶底物类似物
    用酚酶底物类似物如肉桂酸、对位香豆酸及阿魏酸等酚酸可以有效地控制苹果汁的酶促褐变。在这三种同系物中，以肉硅酸的效率最高，浓度大于0.5 mmol/L时即可有效控制处于大气中的苹果汁的褐变达7 h之久。
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                肉桂酸           对位香豆酸             阿魏酸
               （cinnamic acid）    （p-cumaric acid）     （ferulic acid）
由于这三种酸都是水果蔬菜中天然存在的芳香族有机酸，在安全上无多大问题。肉桂酸钠盐的溶解性好，售价也便宜，控制褐变的时间长。
思考题
1. 请从酶促反应动力学角度解释竞争性抑制作用、非竞争性抑制作用及反竞争性抑制作用及Km及υmax的变化规律。
2.  举例说明固定化酶在食品中的应用及其优缺点。
3.  请说明酶促褐变机理及其控制措施。
4.  在糖果的生产中会应用到哪些酶类？它们的作用分别是什么？
5.  举例说明酶在食品加工中的应用。
6.  请说明温度、底物浓度对酶促反应速度的影响。
7.  简述纤维素酶对食品质地的影响。
8.  简述固定化酶的制备原则。
9.  不同酶活力单位的概念。
10．简述核酶的分类。
11．简述并图示酶诱导契合学说和锁-钥匙学说的内容及两者的不同点。
12．简述酶与一般化学催化剂的共性和特点。 
