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三峡库区牛肉复合酶快速嫩化技术①

肖　夏,　李洪军,　贺稚非

西南大学 食品科学学院,重庆４００７１６

摘要:以三峡库区丰都县西门塔尔与蒙古牛杂交牛的牛肉为研究对象,在较低温度下采用复合酶快速嫩化牛肉．
选用木瓜蛋白酶与菠萝蛋白酶１∶１复合,采用注射浸泡法嫩化牛肉．在不同酶添加量、嫩化时间、嫩化温度、

pH 下测定了牛肉的剪切力、质构特性、熟肉率等指标,并分析指标间相关性．通过正交试验获得最佳工艺条件

为复合酶添加量００３％,嫩化时间２０min,嫩化温度２０℃,pH 中性．嫩化后样品剪切力降至３７２７６g,弹性

０８７５,内聚性０３８２,表明该条件下处理牛肉能显著提高肉品的嫩度,保持较好的弹性、内聚性及熟肉率,适于

进行肉制品加工．
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牛肉营养丰富,深受消费者喜爱．但因其富含结缔组织,肉质较硬,造成感官嫩度评分低[１－２]．我国

肉牛产业开始注重提升产品竞争力,越来越多地推出高附加值的低温肉制品、熟肉制品．工业生产中,
牛肉的嫩化意味着肉品品质的提高以及熟制时间的缩短,学者对此做了大量研究．其中最快速有效的方

法是添加外源蛋白酶[３－４]．外源蛋白酶大多具有将肉类蛋白质的大分子蛋白水解为易吸收的小分子蛋白

与氨基酸使之嫩化,同时水解的氨基酸和多肽能增加肉制品的风味与营养,该方法简单易行,一直受到

肉类加工行业的重视[５]．考虑到食品加工的特殊性,为避免微生物大量繁殖,应尽量短时、低温．山东大

学赵国琰[６]对一种嗜冷蛋白酶 MCPＧ０１在肉类嫩化中的应用进行了研究,但目前看来其来源太少,价格

昂贵,并不适于工业生产．对一般蛋白酶嫩化肉品的研究,如植物性蛋白酶(木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶、
生姜蛋白酶、猕猴桃蛋白酶)[２－３,７－１０],动物性蛋白酶(胰酶、胶原酶)[４,１１],微生物蛋白酶(枯草杆菌的

碱性蛋白酶、中性蛋白酶、嗜热芽孢杆菌的耐热性蛋白酶、米曲霉蛋白酶)[２,１２－１３],均集中于中温条件

下的嫩化．因此本文选择安全廉价、应用最多的菠萝蛋白酶和木瓜蛋白酶,探索在相对较低温度下快速

嫩化牛肉的方法．
本文以三峡库区丰都县的西门塔尔与蒙古牛杂交牛的牛肉为研究对象,采用不同比例、不同浓度的木

瓜蛋白酶与菠萝蛋白酶注射浸泡处理牛肉,在不同的时间、温度、pH 下测定其剪切力、质构特性、熟肉率

的变化,为改善牛肉品质,提高其加工适性提供实验参数．

１　材料与方法

１１　材料与试剂

三峡库区优质肉牛后腿肌肉,购自丰都县恒都牛厂．清洗修整,剔除表面脂肪、结缔组织,分袋密封包
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装,于－１８℃冻藏．
木瓜蛋白酶(２００ku/g)、菠萝蛋白酶(３００ku/g),广西南宁东华恒道生物科技有限责任公司;磷酸氢

二钠及磷酸二氢钠,成都市科龙化工试剂厂．

１２　仪器与设备

DHGＧ９２４０A型电热恒温鼓风干燥箱,上海齐欣公司;TAXT２i型物性测定仪,英国 StableMicro

System 公司;UBＧ７型pH 计,德国SartoriusAG公司;HHＧ４型数显恒温水浴锅,国华电器有限公司;

TP３００１型食品中心温度计,北京飞扬天地科技有限公司;RXZＧ５００D型人工气候箱,宁波东南仪器

有限公司．

１３　试验方法

１３１　牛肉嫩化处理方法

原料肉分割为３cm×３cm×２cm 小块．将复合蛋白酶溶于１００mL磷酸缓冲液(pH 为７０)配制成酶

溶液．肉样与酶溶液均置于人工气候箱,备用．
采用多次均匀注射法,每块样品注射酶液１５mL[１４],滚动揉搓５min,使酶液在样品内部分布均匀,然

后将样品放进酶液中进行浸泡嫩化处理．以同样处理条件不添加蛋白酶的样品为对照．

１３２　木瓜蛋白酶与菠萝蛋白酶复合比例的确定

两种酶都是最常用的中温蛋白水解酶．木瓜蛋白酶最适pH 为５~８,菠萝蛋白酶最适pH 为６~７[１５]．
通过预试验确定两种酶最适添加量范围．设置木瓜与菠萝蛋白酶之间比例为３∶１,３∶２,２∶１,１∶１,

１∶２,２∶３,１∶３,在添加量００２％,作用温度３７℃,处理时间３０min条件下进行分组试验,以单独添

加木瓜蛋白酶和菠萝蛋白酶以及不添加蛋白酶的３组样品为对照组．测定各组处理样品的剪切力．

１３３　单因素试验设计

两种酶按１∶１比例复合,酶添加量(肉质量分数)为００１％,００２％,００３％,００４％,００５％．以不添加

嫩化酶的样品做对照．各组样品均在３７℃,pH 为７０条件下嫩化处理３０min．测定样品的剪切力、质构特

性、熟肉率,确定适宜的酶添加量．
各组样品均添加００２％复合蛋白酶,在３７℃,pH 为７０条件下分别处理１０,３０,５０,７０min．测定样品

的剪切力、质构特性、熟肉率,确定适宜的酶嫩化时间．
各组样品均添加００２％复合蛋白酶,分别在０,２０,３０,３７,５０℃,pH 为７０条件下作用３０min．测定样

品的剪切力、质构特性、熟肉率,确定适宜的酶嫩化温度．
各组样品均添加００２％复合蛋白酶,分别在pH 为６０,６５,７０,７５,８０,３７℃下作用３０min．测定

样品的剪切力、质构特性、熟肉率,确定适宜的酶嫩化pH．

１３４　嫩化条件优化

通过单因素试验,选择酶添加量、嫩化时间、嫩化温度、pH４个因素,研究其对牛肉剪切力、质构特

性的影响．为获得最佳牛肉嫩化条件,设计L９(３４)正交试验．

１３５　熟肉率

准确称取切分好的５００g形状大小相近的牛肉样品,装入蒸煮袋中,密封,于９５℃水浴锅中加热．当

样品的中心温度达到８０℃时,取出样品,冷却至常温,滤纸擦干表面水分,用电子天平准确称质量并记录

数据．试样加热后质量与加热前质量的百分比作为该试样的熟肉率,按公式(１)计算:

熟肉率/％＝
A２

A１
×１００ (１)

其中:A１ 为试样加热前质量,A２ 为试验加热后质量．

１３６　TPA 测试

依据文献[１６－１７]方法加以改进．采用质构仪测定样品的质构,使用 TextureExper４０软件控制．测
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定参数:探头型号:P５;测试模式:TPA;测试前速度:５cm/s;测试速度:２cm/s;测试后速度:２cm/s;

压缩比:５０％;时间:２０s;触发力:５g;探头距离３０mm．
测前样品用滤纸擦干,于４℃放置１h．将样品切分为２cm 厚的肉块,肉块表面平整,随机选取３个

点,以硬度、弹性、内聚性为主要指标,沿肌纤维垂直方向测量,每组至少６次重复,取平均值．

１３７　剪切力测定

根据国标方法[１８]以及文献[１９]加以改进,采用质构仪测定样品的嫩度,使用TextureExper４０软件

控制．测定参数:探头型号:HDP/BSW;测试模式:compression;测试前、后速度均为５cm/s;测试速

度:２cm/s;探头距离:３０mm;剪切距离:４０mm;触发力:５g．
将处理好的样品置于高温蒸煮袋内,排出袋内气体,于９０℃水浴中加热至样品中心温度达到７０℃．

取出蒸煮袋,流动水隔袋冷却,肉样于０~４℃放置２h．顺肌纤维方向切取厚为１０cm,宽为１０cm,长为

２５cm 的肉条．重复测定５次,取平均值．

１４　统计学分析

实验数据以x±s表示,应用SPSS１７０软件对各指标进行分析,差异性分析采用LSD法,并计算指

标间皮尔逊相关系数,应用excel２００７作图．

２　结果与分析

在TPA测试所得硬度、弹性、内聚性、胶着性、咀嚼性、回复性６个指标中,硬度、胶着性、咀嚼性、

回复性代表肉的咀嚼特性,弹性、内聚性代表肉的抗压特性．马龙等[２０]通过对牛肉质构特性测定结果进行

主成分分析,发现硬度、弹性、内聚性三者累计方差贡献率达到９８１４％,基本涵盖了样品质构指标特征．
因此本试验将 TPA测试结果也分为两部分:硬度与剪切力测定结果一起说明肉的嫩度变化情况,弹性与

内聚性同熟肉率结果一起,部分说明样品加工抗压特性的变化．文中所有图内大小写字母不同表示各处理

间差异有统计学意义(p＜００５)．

２１　木瓜蛋白酶与菠萝蛋白酶复合比例的确定

剪切力是指测试仪器刀具切断被测样品时所用的力,值越低样品嫩度越高[２１]．
由图１可知,各组样品测得剪切力值均显著低于空白对照组,降幅均在４０％以上．在该实验条件下,

木瓜蛋白酶组样品剪切力值低于菠萝蛋白酶组,说明单独使用时木瓜蛋白酶能更有效地嫩化牛肉,Sullivan
等[２]的研究得出了相同结论．当两种酶以３∶１,１∶１复合时,测得剪切力值均低于单一酶组样品．其中当两

种酶复合比例为１∶１时,样品剪切力值最低,为３６５７３g,显著低于其余实验组．说明在试验条件下,该

比例复合酶有较好的协同作用,能更好地对牛肉进行嫩化．

图１　嫩化酶复合比例对牛肉嫩度的影响
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２２　复合酶添加量对牛肉嫩度的影响

硬度是指食品变形或穿透产品所需的力有关的机械质地特性．是保持物体形状的内部结合力．硬度越

高,嫩度越低[１６]．
由图２所示,随着复合酶添加量的增加,样品剪切力与硬度均显著降低,且二者之间Pearson相关系

数为０９８４,呈极显著正相关,这是因为嫩化过程中,酶水解肌原纤维蛋白、胶原蛋白,使牛肉内部蛋白质

空间结构发生变化[２２],肽键断裂,质地变嫩,导致了切断肉样以及使肉样形变所需的力同时显著降低,二

者能同时说明样品的嫩度升高,这一点与陈磊[２１]、刘兴余[２３]等人研究结果相同．
样品的剪切力与硬度在复合酶添加量００１％~００３％的范围内急速下降．当添加量为００３％

时,剪切力值降至２７２８３g．根据预试验结果,当样品剪切力下降到３０００g左右时,开始出现内部

软烂,外观及形态完整性不能很好保持,感官上不被接受,可视为嫩化过度[７]．因此最适添加量为

００２％(３９０５２g)．

图２　复合酶添加量对牛肉嫩度的影响 图３　复合酶添加量对牛肉物性及熟肉率的影响

　　弹性是指物体形变之后恢复原形态的能力,肉品的弹性由蛋白质及其水化层决定,因此与蛋白质理化

变化相关,同时在一定范围内与肉品含水率密切相关[２３]．内聚性是指食品咀嚼时保持完整的能力,代表了

样品内部结合键强度,同样与蛋白变化密切相关,与肉品感官品质密切相关[２４]．熟肉率代表了肉品系水力、

加工损失的大小．
由图３所示,随着复合酶添加量增加,弹性与熟肉率先升高后降低,内聚性总体呈下降趋势．少量添加

复合酶(００１％~００２％)时,弹性、熟肉率比对照组有所提高,这可能是因为酶作用使肉样蛋白结构发生

变化,吸附了一定水分使含水量增加,随后降低则是因为酶解导致肌纤维间空隙增大而不能保持水分,这

一点与胡永金[２５]、明建[７]等人研究相符．综合看弹性、内聚性、熟肉率３项指标,也印证了前述当剪切力降

至３０００g时,样品的感官状况:内部软烂、不能保持形态完整、水分大量流失．结合剪切力测定结果,选择

００２％作为最优添加量．

２３　复合酶嫩化时间对牛肉嫩度的影响

如图４所示,随着复合酶作用时间延长,样品的剪切力、硬度显著降低,嫩度升高,且二者之间皮尔逊

相关系数达０９５５,极显著正相关．在１０~５０min之间,样品嫩度急速升高．当嫩化时间为５０min时,样品

的剪切力值降低至２７６９８g,虽然剪切力值低,但是同样属于嫩化过度．嫩化时间为３０min时,样品的剪

切力值为３９３３５g,嫩度较高,嫩化效果较好．
如图５所示,处理时间在１０~３０min内,样品的熟肉率、弹性、内聚性３个指标有较好测定结果,说

明在该范围内样品因为蛋白酶的作用系水力、含水量有所增加,抗压性质也保持得较好．综合来看,认为较

优的嫩化时间为３０min．
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图４　酶处理时间对牛肉嫩度的影响 图５　酶处理时间对牛肉物性及熟肉率的影响

２４　复合酶嫩化温度对牛肉嫩度的影响

由图６可知,随着复合酶作用温度的升高,样品的剪切力、硬度显著降低,嫩度升高,且二者之间皮尔

逊相关系数达０９６９,极显著正相关．０℃组样品剪切力为８４７２０g,与对照组(８７３１２g)相比,仅有少许

下降,不显著．说明当作用温度为０℃时,复合酶短时间内不会对牛肉的嫩度造成显著影响．在０~３７℃
间,样品嫩度快速升高．５０℃时,样品剪切力低于３０００g,嫩化过度．因此认为复合酶在３７℃(３１０７２g)

下处理牛肉所得样品嫩度最佳．
如图７所示,作用温度在２０℃时,样品的熟肉率有一定提高,系水力较好．在２０~３０℃范围,样品弹

性有所提高,同时内聚性在２０℃时保持得较好．说明复合酶在２０℃左右嫩化牛肉所得产品拥有较好的质

构特性,系水力较佳,加工损失小．

图６　酶嫩化温度对牛肉嫩度的影响 图７　酶嫩化温度对牛肉物性及熟肉率的影响

图８　酶嫩化pH对牛肉嫩度的影响

　　虽然３７℃条件下样品嫩化情况最优,但

是考虑到样品的质构特性,以及实际生产中

在这个温度下对肉品进行处理必然导致微生

物大 量 繁 殖,在 之 后 的 正 交 试 验 中,选 择

２０℃作为中心点．

２５　复合酶缓冲液pH 对牛肉嫩度的影响

如图８所示,复合酶所处缓冲液的pH 值

对牛肉的剪切力值有一定影响．在pH６０~

８０的范围内,样品的剪切力与硬度总体呈先

降后升的趋势．样品在pH６０时剪切力值较

高,嫩度较低．这可能是因为该pH 接近肌球蛋
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白的等电点(５４),肉持水力低,嫩度差,这一点与朱秀娟[２６],明建[７]等人采用木瓜蛋白酶单独嫩化牛肉时

测得的最适pH 在５５左右结论不同．而pH８０则不在两种酶共同最适pH 范围内．pH６５时剪切力最低,

但剩余３个点差异不显著．除pH８０时样品测得硬度值外,也没有显著变化．出现这样的结果原因可能是

本试验采用的嫩化酶是木瓜与菠萝蛋白酶复合而成,二者最适pH 分别为５~８和６~７,复合之后在中性

pH(６０~８０)范围内对其活性影响不大．因此可以认为,在中性pH 范围内,缓冲液pH 值对复合酶嫩化

牛肉没有显著影响．但不排除对其他因素有影响．选择pH６５进行正交设计．

２６　复合酶最佳嫩化条件优选

如表１所示,对各单因素试验质构及熟肉率测定结果进行相关性分析,弹性与内聚性、熟肉率皮尔逊

相关系数均超过０６,极显著正相关,因此正交结果分析中选择弹性为代表进行分析．
正交试验设计方案及试验结果如表２所示,试验结果方差分析见表３、表４．

表１　弹性、内聚性、熟肉率间皮尔逊相关系数表

添加量弹性 添加量内聚性 温度弹性 温度内聚性 时间弹性 时间内聚性

添加量熟肉率 ０８１８∗∗ ０７１６∗∗ － － － －
添加量内聚性 ０７６３∗∗ － － － － －
温度熟肉率 － － ０６０３∗∗ ０６２６∗∗ － －
温度内聚性 － － ０６２３∗∗ － － －
时间熟肉率 － － － － ０８３２∗∗ ０６４９∗∗

时间内聚性 － － － － ０７４６∗∗ －

　　注:∗∗ 表示在００１水平上显著相关,有统计学意义．

表２　正交试验结果与分析

试验号

A
复合酶添加量/

％

B
嫩化时间/

min

C
嫩化温度/

℃

D

pH

剪切力/

g
弹性

１ １(００１) １(２０) １(１５) １(６０) ７４７８１ ０９４３
２ １ ２(３０) ２(２０) ２(６５) ６９０５３ ０９３１
３ １ ３(４０) ３(２５) ３(７０) ６６６１４ ０９１２
４ ２(００２) １ ３ ２ ６０１５２ ０８９９
５ ２ ２ １ ３ ６３８３９ ０９０８
６ ２ ３ ２ １ ５９８２７ ０８８４
７ ３(００３) １ ２ ３ ３９５９３ ０８７５
８ ３ ２ ３ １ ３７６３２ ０８６４
９ ３ ３ １ ２ ４３０６６ ０８７１

剪切力 k１ ７０１４９ ５８１７５ ６０５６２ ５７４１３

k２ ６１２７３ ５６８４１ ５６１５８ ５７４２４

k３ ４００９７ ５６５０２ ５４７９９ ５６６８２

R ３００５２ １６７３ ５７６３ ７４２
指标最优 A３ B３ C３ D３

指标因素主次 ACBD
弹性 k１ ０９２９ ０９０６ ０９０７ ０８９７

k２ ０８９７ ０９０１ ０８９７ ０９００

k３ ０８７０ ０８８９ ０８９２ ０８９８
R ００５９ ００１７ ００１６ ０００３

指标最优 A１ B１ C１ D２

指标因素主次 ABCD
综合平衡最优组合 A３C２B１D２
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　　由表２可知,对于剪切力而言,极差R 由大到小顺序是A＞C＞B＞D,表明对牛肉嫩度影响最大的因

素是复合酶的添加量,其次为嫩化温度,再次是嫩化时间,pH 的影响最不明显,筛选水平组合为

A３B３C３D３．对于弹性而言,极差R由大到小顺序是A＞B＞C＞D,表明对牛肉弹性等质构特性影响最大

的因素是复合酶的添加量,其次为嫩化时间,再次是嫩化温度,pH 的影响最不明显,筛选水平组合为

A１B１C１D２．

pH 影响最小,以之为误差列进行方差分析．剪切力方差分析结果显示处理时间２０ min,３０ min,

４０min,样品嫩度差异不显著(p＞００５),没有统计学意义．从生产实际考虑,选择处理时间２０min,

pH 则不用 刻 意 调 节．综 合 弹 性 方 差 分 析 结 果,以 嫩 度 为 主 要 评 定 指 标,优 选 出 的 嫩 化 条 件 为

A３B１C２,即复合酶添加量００３％,嫩化时间２０min,嫩化温度２０ ℃．进行验证试验,并与正交试验

中效果最好的第８组对比．
对比试验结果见表５,两组样品均能得到较好的嫩化效果．优化组与第８组对比,样品的嫩度无显著

差异,验证了正交方差分析结果,嫩化时间对牛肉嫩化效果影响不显著．弹性指标稍优,表明在优化条

件下进行嫩化,肉品的质构特性以及系水力能更好地保持．故确定A３B１C２,即复合酶添加量００３％,

嫩化时间２０min,嫩化温度２０℃为最优嫩化条件．
表３　剪切力方差分析

方差来源 自由度 离差平方和 均方 F 值 p 值

A ２ １４３０E７ ７１５１７３４０４３ １３１８２６２ ０００１

B ２ ４６９３４０６０ ２３４６７０３０ ４３２６ ０１８８

C ２ ５４４５１５４８７ ２７２２５７７４３ ５０１８５ ００２０

误差 ２ １０８５０２４７ ５４２５１２３

表４　弹性方差分析

方差来源 自由度 离差平方和 均方 F 值 p 值

A ２ ０００５ ０００３ ３０６３２９ ０００３

B ２ ００００ ００００ ２６２６３ ００３７

C ２ ０００１ ００００ ２２７５０ ００４２

误差 ２ １６８９EＧ５ ８４４４EＧ６

表５　验证试验结果

处理 嫩化条件 剪切力/g 弹性 内聚性

正交优化 A３B１C２ ３７２７６±９３７ ０８７５±００１３ ０３８２±００１７

正交第８组 A３B２C３ ３７６３２±１４９６ ０８６４±０００９ ０３８４±００１１

３　结　论

对使用两种来源丰富的蛋白酶进行牛肉的快速嫩化的工艺条件进行了探索,通过试验研究得到了嫩度

适宜,质构特性、系水力都能较好保持,适于继续进行精深加工的牛肉．
木瓜蛋白酶与菠萝蛋白酶以１∶１比例复合后对牛肉的嫩度有显著影响．通过正交试验得到的最佳优

化条件是:复合酶添加量００３％,嫩化时间２０min,嫩化温度２０℃,pH 在中性范围即可．在该条件下嫩

化牛肉,能极大提高牛肉的嫩度,较好地保持系水力与抗压特性．对于牛肉精深加工而言,较低的嫩化温度

与较短的嫩化时间能在一定程度上避免微生物大量繁殖,经嫩化的牛肉预计能提高其加工适性,缩短热处
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理时间,降低能耗．
由正交试验结果显示,在复合酶嫩化牛肉时,各因素显著性次序由大到小为复合酶添加量,嫩化温度,

嫩化时间,pH．酶添加量影响最大,pH 影响最小．
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CompoundEnzymeＧBasedFastTenderizingTechnology
forBeeffromtheThreeGorgesReservoirArea

XIAO　Xia,　LIHongＧjun,　HEZhiＧfei
SchoolofFoodScience,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１６,China

Abstract:WiththebovinemusclesamplestakenfromSimmentalxMongocattlehybridinFengduCounty
oftheThreeＧGorgesReservoirAreaastheexperimentmaterial,thefasttenderizingtechnologyofbovine

muscleswithacompoundenzymeatrelativelylowtemperaturewasstudied．Thecompoundenzymewas

preparedwithpapainandbromelaininaproportionof１to１andusedtotreatthebovinemusclessamples

withinjectionandimbibition．Thesamplesweresubjectedtoshearforce,texturepropertyandcooked

meatpercentagedeterminationatdifferentenzymedosages,treatmenttimeandtemperatureandpH,and

correlationanalysesweremade．Theoptimaltechnologyconditionsidentifiedwithanorthogonaltestwere

００３％compoundenzyme＋treatmenttime２０minandtemperature２０℃ ＋pH７０．UndersuchcondiＧ

tions,theshearforcewas３７２７６g,springinesswas０８７５andcohesivenesswas０３８２,suggestingthat

thetenderizercouldsignificantlyimprovethetendernessofthebovinemusclesundertheoptimalcondiＧ

tionswhilekeepingsatisfactoryspringiness,cohesivenessandcookedmeatpercentage．

Keywords:Fengducountybeef;fasttenderization;textureproperty;processingquality
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