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鲢鱼酶解产物对酵母菌的抗冻保护作用
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摘要!优选酵母抗冻剂对改善冷冻面团品质具有重要意义!

通过酶法制备了系列鲢鱼酶解产物$分析其基本组成和电泳

图谱变化$并考察酶解时间及其浓度对面包酵母冻融过程中

存活率的影响!结果表明'面包酵母耐冻性差$

'

个冻融循

环后存活率仅为
&9),B

&不同酶解时间的鲢鱼酶解产物基本

组成相差不大$但酶解
';

$

<&.04

的酶解产物对酵母菌的抗

冻保护效果最好&添加
=B

的
<&.04

酶解产物使酵母菌的冷

冻存活率提高到
,&9(<B

$较
+B

的甘油提高了
=%9++B

!

ZM0204@*EXE*$Q!-

分析发现$酶解产物的蛋白条带分布基

本相似$但信号随着酶解时间的延长逐渐减弱$其中新增约

'<PX/

的蛋白可能与酶解产物的抗冻保护活性有重要关系!

关键词!鲢鱼&酶解产物&酵母菌&抗冻&存活率
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冷冻面团技术是
%&

世纪
;&

年代末发展起来的面包生

产新工艺'利用冷冻原理将面团冻结和冷藏'需要时再解冻+

醒发和烘烤'可避免传统面包在保藏+运输+销售等环节的老

化和品质劣变'确保消费者吃上新鲜面包%

'

&

(目前'冷冻面

团技术已在许多国家和地区相当普及'中国虽然起步较晚'

但仍具有广阔的发展前景(然而'在冷冻面团实际生产中'

酵母菌的耐冷冻性能一直是影响面团品质的技术难题%

%

&

(

目前'国内外不少学者已在耐冻酵母的选育上开展了大量工

作%

<̀ =

&

'但其应用效果有限且安全性存在较大争议'因此酵

母抗冻剂的优选和开发仍然是改善冷冻面团品质的最有效

途径(冰结构蛋白是目前研究最多的一类酵母抗冻保护剂'

但含量少且价格高'限制了其在冷冻面团中的应用%

;

&

$其它

抗冻剂如甘油%

)

&

+海藻糖%

(

&

+

(

*

聚谷氨酸钠%

+

&也具有一定的

酵母抗冻保护效果'但与冰结构蛋白相比'这些传统保护剂

既没有抗氧化+降血压等功效'也不能改善冷冻面团的风味(

鲢鱼!

801O@M2/M

N

'

4

6E

(

E

:<:%'B3A:<:

6

;B('3<?3V

#又名

)''



白鲢+鲢子'属鲤形目鲤科'因其生长速度快+疾病少+容易养

殖'

%&')

年养殖产量达
=9;&))Y'&

)

G

'仅次于草鱼'占中国

淡水鱼产量的
')9&'B

(但鲢鱼肉质发面+肌间刺多+土腥味

重'不仅食用品质差'而且价格低廉'是最典型的大宗低值淡

水鱼'急需开发其高值化利用途径(研究发现'鲢鱼酶解产

物具有较好的抗冻保护效果%

,

&

'同时兼具良好的抗氧化性

能%

'&̀ ''

&

'若能将其应用于冷冻面团中酵母菌抗冻'不仅来源

丰富+成本低廉'其丰富的游离氨基酸+短肽等还能增加面包

的营养价值(目前'已有学者对鲢鱼酶解产物的抗冻保护性

能进行研究%

'%

&

'但没有将鲢鱼酶解产物作为酵母菌抗冻保

护剂的相关报道'本试验在前期研究基础上'利用复合蛋白

酶制备鲢鱼酶解产物'分析其对面包酵母冻融循环过程中存

活率的影响'旨在为应用鲢鱼酶解产物提高冷冻面团中酵母

菌的耐冻性能提供理论依据(

'

!

材料与方法
'9'

!

材料

新鲜鲢鱼"购自湖南省长沙县当地农民手中$

面包酵母"实验室分离保藏$

麦芽汁培养基+

$XQ

培养基"广东环凯微生物科技有限

公司$

彩虹预染超低分子量蛋白
W/MP@M

"

'9%

&

=;9&PX

'中科

瑞泰!北京#生物科技有限公司$

复合蛋白酶!来源于芽孢杆菌属'酶活力
)

'9;QT

*

5

#+

1*

%三!羟甲基#甲基&甘氨酸!

ZM0204@

#"上海笛柏化学品技术

有限公司$

其它试剂均为国产分析纯或生化试剂$

电子天平"

]U*,%&E

型'日本岛津$

自动发酵罐"

]FbZ-Cc*;W*(&&&Q

型'上海保兴生物设

备工程有限公司$

恒温水浴锅"

XV*,+*

)

Q

型'天津市泰斯特仪器有限

公司$

高速离心机"

U!'&*%=Q

型'北京金立离心机有限公司$

低温高速冷冻离心机"

C@4GM0JI

5

@;=<&D

型'艾本德中

国有限公司$

N

c

计"

X-UZQ<%&

型'梅多勒
*

托利多!上海#有限公司$

双垂直蛋白电泳仪"

XSCf*%=

型'北京六一仪器厂(

'9%

!

方法

'9%9'

!

酶解产物的制备
!

新鲜鲢鱼宰杀取肉'多功能粉碎机

捣碎'按固液比
'

$

;

!

5

*

.U

#的比例分散于水溶液中'加入自

动发酵罐'升温至
;&\

'用
'.:1

*

U?/bc

调节
N

c

至
)9;

'

按鱼肉干重的
<B

加入复合蛋白酶'搅拌水解'水解过程中自

动滴加
'.:1

*

U?/bc

'使
N

c

在
)9;g&9&;

内波动'分别于

';

'

<&

'

)&

'

'%&

'

%=&.04

后取样'

,&\

灭酶
';.04

'

=&&&Y

5

离心收集上清液后'冷冻干燥'得到系列不同水解度的鲢鱼

酶解产物%

'<

&

(

'9%9%

!

ZM0204@*EXE*

聚丙烯酰胺凝胶电泳!

$Q!-

#

!

电泳缓

冲液+样本缓冲液+

Q]*<

!

=,9;B Z

'

<B C

#和
Q]*)

!

=,9;B

Z

'

)B C

#凝胶储存液的配制及电泳过程均参考
E23w

55

@M

c

%

'=

&的方法(按表
'

中的配方分别制备分离胶+积层胶和浓

缩胶'待凝固后加入电极缓冲液'点样
'&

#

U

'内槽加入阴极

电极缓冲液'外槽加入阳极缓冲液'开始电泳'初始电压

<&>

'直到样品完全进入积层胶之后加压至
'&&>

'到达底

部之前停止$后固定并硝酸银染色'再进行拍照(

'9%9<

!

酵母菌培养液的制备
!

从斜面上取一环面包酵母接

种至
;&.U

麦芽汁培养基中'

%+\

摇床培养
%=3

'为一级种

子液$再取
;.U

重新接种至
;&.U

麦芽汁培养基中'

%+\

摇床培养
'%3

'即为酵母菌培养液%

';

&

'备用(

'9%9=

!

酵母菌抗冻性能的分析
!

取
=

支装有
,.U

无菌水的

离心管'无菌条件下分别加入
'.U

酵母菌培养液'震荡混匀

制得
'&

`'稀释度的菌悬液'取
'

支以涂布法进行平板稀释计

数!

$XQ

培养基固体平板#'计算初始活菌数
1

&

$其余
<

支

置于
%̀&\

冰箱冷冻保藏'每间隔
'

个冻融循环!

%̀&\

冷

冻
')3

'

=\

解冻
+3

#取出
'

支进行平板稀释计数'计算活菌

数
1

3

'反复冻融
'

&

<

个循环'按式!

'

#计算酵母菌的存

活率(

E

N

1

3

1

&

P

'&&B

' !

'

#

式中"

F

)))第
3

个冻融循环的存活率'

B

$

3

)))冻融循环数$

1

3

)))第
3

个冻融循环活菌数'

C#T

*

.U

$

1

&

)))初始活菌数'

C#T

*

.U

(

'9%9;

!

鲢鱼酶解产物对酵母菌的抗冻保护能力分析

!

'

#酶解产物对酵母菌的抗冻保护活性"分别称取
&9%

5

酶解
';

'

<&

'

)&

'

'%&

'

%=&.04

的酶解产物'以
,.U

无菌水重

悬浮'加入
'.U

酵母菌培养液'制得含
%B

酶解产物的酵母

菌悬液$置于
%̀&\

冰箱进行
'

个冻融循环'取出以涂布法

进行平板稀释计数'计算酵母菌的存活率$以无菌水作为空

白对照'并计算初始活菌数'以终浓度为
+B

的甘油作为阳性

对照$每组试验进行
<

个平行(

!

%

#酶解产物浓度对酵母菌存活率的影响"称取酶解

<&.04

的鲢鱼酶解产物'按
'9%9;

!

'

#的方法制备含终浓度为

%B

'

=B

'

)B

'

+B

酶解产物的酵母菌悬液'置于
`%&\

冰箱

进行
'

个冻融循环'取出以涂布法进行平板稀释计数'计算

酵母菌的存活率'确定酶解产物的浓度(

表
'

!

制胶配方

Z/A1@'

!

!@12:.

N

:80G0:4/4K

N

M@

N

/M/G0:4.@G3:KJ:MGM0204@*EXE*$Q!-

样品
Q]*<

!

=,9;B Z

'

<B C

#

储备液*
.U

Q]*)

!

=,9;B Z

'

)B C

#

储备液*
.U

凝胶缓冲液

!

<Y

#*

.U

甘油*

.U

尿素*

.U

加水至*

.U

'&BQ$E

*

.U

Z-W-X

*

.U

')B

分离胶!尿素#

` '& '& ` '&9+ <& '&& '&

'&B

积层胶
) ` '& < ` <& ';& ';

=B

浓缩胶
' ` < ` ` '% ,& ,

(''

贮运与保鲜
!

%&'+

年第
%

期



%

!

结果与分析
%9'

!

鲢鱼酶解产物的制备

不同酶解时间的鲢鱼酶解产物的基本组成见表
%

(由表
%

可知'随着酶解时间的延长'其水解度增加'但不同水解度酶

解产物的水分+灰分+蛋白质!凯式定氮法#的含量区别不大(

%9%

!

酵母菌的抗冻性能

酵母菌经过冻融处理后的生长情况和存活率见图
'

(由

图
'

可见'经过
'

个冻融循环处理后存活率仅有
&9),B

'第
<

个冻融循环存活率几乎为零'表明在没有保护剂的条件下面

包酵母菌极不耐冻'要使其在冷冻后仍然维持存活'添加抗

冻保护剂非常必要(

%9<

!

不同酶解产物对酵母菌的抗冻保护活性

酵母菌液中加入酶解不同时间制备的酶解产物'经过冻

表
%

!

鲢鱼酶解产物的水解度和基本组成

Z/A1@%

!

X@

5

M@@:J3

6

KM:1

6

808/4K2:.

N
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冻融循环次数对酵母菌生长情况及存活率的影响
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融处理后其生长情况和存活率见图
%

(由图
%

可见'甘油对

酵母菌的抗冻保护效果明显'冻融循环后其存活率达

)<9;B

$酶解产物组中酵母菌的生长情况及存活率都不及甘

油组'但均高于空白组'表明不同酶解产物均对酵母菌有一

定的抗冻保护作用(出现这种现象的原因是"冷冻过程中'

细胞间隙中的水分首先形成冰晶'导致细胞间隙的蒸气压下

降'形成细胞内外蒸气压差'在此作用下'细胞内水分外渗'

细胞质浓度增大'进一步造成酶系统失活'细胞受损%

')

&

$同

时胞内冰晶的形成也会损伤细胞膜'导致细胞死亡%

'(

&

(鲢

鱼酶解产物具有抑制重结晶的作用'可减少冷冻过程中冰晶

的形成'因而添加酶解产物后酵母菌的存活率增加%

'(

&

$其中

酶解
';

'

<&.04

制备的鲢鱼酶解产物对酵母菌的抗冻保护

效果较好'其存活率分别为
%%9,'B

'

%'9&'B

'随着酶解时间

的延长'其抗冻保护活性逐渐降低(考虑到
';

'

<&.04

酶解

产物的抗冻效果相差不大'而
<&.04

酶解产物的色泽和溶

解性优于
';.04

酶解产物'故选用
<&.04

酶解产物为后续

的研究对象(
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酶解产物浓度对酵母菌冻融存活率的影响

将
<&.04

的酶解产物以终浓度为
%B

'

=B

'

)B

'

+B

的比

例加入酵母菌悬液'冻融处理后分析其存活率'结果见图
<

(

由图
<

可见'随着酶解产物浓度的增加'酵母菌的存活率显

著增加'浓度为
=B

时'酵母菌的存活率达到
,&9(<B

'较阳性

对照!

+B

甘油#提高了
=%9++B

'说明
=B

的酶解产物对酵母

菌的抗冻保护作用较好$酶解产物浓度继续增加到
)B

'
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图
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添加不同酶解产物对酵母菌生长情况和

存活率的影响
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酶解产物浓度对酵母菌生长情况及存活率的影响
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时'酵母菌的存活率有所降低'可能与体系渗透压增大导致

的细胞代谢损伤有关%

'+

&

'但存活率仍大于
+&B

'远优于阳性

对照组!

+B

甘油#(
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酶解产物的
ZM0204@*EXE*$Q!-

分析

用
ZM0204@*EXE*$Q!-

对不同时间鲢鱼酶解产物的分子

量分布进行分析'结果见图
=

(由图
=

可见'与酶解前鲢鱼蛋

白!

&.04

#相比'酶解产物的条带分布发生了较大变化(鲢

鱼蛋白的电泳条带主要分布在
')PX/

以上'尤其是
=&PX/

以上的区域'表明未酶解的鲢鱼蛋白分子量较大$而酶解产

物的蛋白条带基本相似'且主要分布在
')PX/

以下'随着酶

解时间的延长'条带逐渐减弱'水解
%=&.04

后'条带已非常

微弱'表明酶解过程中大分子量蛋白部分被逐渐水解为小分

子量蛋白+肽或氨基酸%
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&

(此外'酶解开始后'在约
'<PX/

附近新增一条明显条带!图
=

箭头处#'其信号随着酶解时间

的延长呈逐渐减弱趋势'与图
%

中其抗冻保护效果的趋势基

本一致'推测该组分很可能与酶解产物的抗冻保护活性有重

要关系'但还需要进一步的试验验证(

<

!

结论
本研究通过复合蛋白酶有限酶解制备一系列不同酶解

时间的鲢鱼酶解产物'分析了其对面包酵母菌的抗冻保护活

性(结果表明'面包酵母耐冻性能较差'经过
'

个冻融循环

处理后存活率仅有
&9),B

'而添加酶解产物能明显提高其冷

冻存活率'其中酶解
';

'

<&.04

的酶解产物对酵母菌的抗冻

保护效果最好'进一步研究表明'添加
=B

的
<&.04

酶解产

图
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不同时间鲢鱼酶解产物的
ZM0204@*EXE*$Q!-

图谱
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物能使酵母菌的冷冻存活率提高到
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'优于目前公认

的对微生物抗冻保护效果较好的甘油(

ZM0204@*EXE*$Q!-

分析发现'酶解产物的蛋白条带分布基本相似'条带信号随

着酶解时间的延长逐渐减弱'其中新增了一条大约
'<PX/

的条带'可能与酶解产物的抗冻保护活性有重要关系'但还

需要进一步的试验验证(本研究表明鲢鱼酶解产物可作为

一种天然抗冻剂用于提高酵母菌在速冻和解冻过程中的存

活率'为增强冷冻面团中酵母菌的耐冻性提供了试验依据(
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