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摘要 J；(浙江兰囊两头乌杂交猪詹腿为原料，按传统工艺加工盒华太腿。分别在原料、腌制结束、晒腿结束、

成热中期，成熟结束、后热一1和后熟一2七十工艺点随机取5豢腿的胜二头肌为样品，分别测定中性脂肪酶、酸

性脂肪酶的活力麦化，肚皮测定pH5．8时脂肪酶综合活力的变化，同时，利用响应曲面法研究温度、盐合量、硝

酸盐音量、亚硝缺盐音量对脂肪酶活力的影响，并利用所得回归方程预捌叠华史腿加工过程中脂肪酶的实际表

现活力。结果表明．加工过程中，脂肪癣活力持续降低。在后熟一1工艺点，酸性脂肪酶和中性脂肪酶活力残留

分别是8．16％和3．0％，至后熟一2已测不到酶活；温度、盐台量及其交互项是脂肪酶活力的显著影响因子(P<

0．05)，硝酸盐和亚硝酸盐售量对脂脑酶活力影响不显著(P>0．05)。加工过程中，预测的脂脑酶实际表现活力

在成热中期工艺点之前低干酸性脂肪酶及中性脂肪酶的潜在活力，之后则高于潜在活力，箕变化规律与酸性和

中性脂肪酶完全不同。
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金华火腿是我国传统肉制品的典型代表，已有

900余年的生产历史，以其独特的风味品质深受我国

及东南亚地区消费者的欢迎，在世界传统肉制品生产

中也占有重要一席。但相关研究，尤其是对风味形成

机理的研究较少，对传统生产工艺的科学内涵认识不

足。目前金华火腿仍停留在传统手工作坊生产方式

上。研究金华火腿生产过程中内源酶的作用，科学认

识风味形成机理，对实现金华火腿的工业化生产具有

重要意义。

近年来，欧洲对干腌火腿风味形成机理进行了广

泛研究。众多研究结果显示，千腌火腿的风味主要来

自于酶促反应和相关的生化变化，如蛋白质水解和

Strecker降解，脂肪降解及氧化、美拉德反应等“”]。

其中内源酶作用导致的蛋白质和脂肪的变化对风味

前体物质和风味物质的形成具有重要作用“””]，脂

类物质则被认为是主要的干腌火腿风味前体物质H]，

直链的醛、烷烯烃、酮、醇及呋喃类风味成分被认为主

要来自于脂类物质的变化o。’”““，金华火腿中约

46％的风味物质直接来自于脂肪“]。在干腌火腿加

工过程中，脂类物质首先在脂肪酶作用下发生水解，

使游离脂肪酸积累口”．游离脂肪酸的积累使脂类物

质更易发生氧化生成风味成分“”。任何影响脂肪酶

作用的因素都会对干腌火腿生产过程中脂类物质的

变化产生影响，进而影响火腿风味的产生[1“2”。已
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有研究者对欧洲著名干腌火腿生产过程脂肪酶活力

的变化进行了相关研究o“23’2“，郇延军等研究了金华

火腿生产过程中磷脂酶话力的变化””。但尚未见有

关金华火腿生产过程中脂肪酶活力变化的报道。另

外，以往研究主要集中在生产过程中脂肪酶潜在活力

(酶适宜生化条件下的活力)的变化和活力残留，未对

具体生产条件下酶的真实活力进行研究。因不断变

化的生产条件完全不同于酶的最适条件，生产过程中

酶的潜在活力和实际表现活力有很大不同，用潜在活

力难以有效客观地评价生产过程中酶的作用。笔者

跟踪研究了金华火腿传统工艺条件下脂肪酶的变化

情况，利用响应曲面法对生产过程中酶所表现出的真

实水解能力(真实活力)进行了预测，以期更好地评价

脂肪酶在风味形成中的作用，为金华火腿传统生产工

艺的改进提供理论指导。

1材料与方法

1．1材料

60条重6．2～6．9 kg的两头乌杂交猪(5～6月

龄，90～100kg)后腿为原料，按传统工艺在浙江省食

品公司金鑫火腿厂加工。其简要生产工艺过程是：

原料一修坯一摊痞一腌制一洗腿一晒腿一发酵

成熟一后热一成品

分别于主要工艺段随机取5只腿的股二头肌为

样品，样品取出后真空封口，立即于一z5℃下冻藏，取

样工艺点和生产天数如表1所示。
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裹1取样工艺点和生产时间

1．2常规指标的检测方法

NaCl含量：Is01841—1 l 1996}硝酸盐含量；

IS03091—1975；亚硝酸盐含量：IS02918—1975；PH

值：Is02917 l 1999，用H192240 pH计(NANNA in-

struments，Portugal)。所用化学试剂均为分析纯。

实验结果的数据处理利用SPSSll．0进行。

生产过程中每日早中晚3次记录环境温度和湿

度的变化。

1．3酶活力分析方法

采用Vestergaard等的方法[z“，稍做改动。

1．3．1酶液提取

5 g样品(酸性脂肪酶测定时用6 g)除却可见脂

肪和结缔组织，迅速剪碎，加入50 mL浓度为0．1

mmol／L、pH值为7．0的nis／Hcl缓冲液。缓冲液

中含有0．2％(w／w)Triton x一100、0．1肛g／mL的

抑肽素(pepstatin，Sigma)和1 pg／mL的leupeptin

--hemisulphate(Sigma)，在冰水浴中用高速均浆机

(XHF2I，上海金达)于25 000 r／min均浆4×10a，然

后在冰水浴中匀速搅拌30 min，之后于4"C、10 000 g

离心20 min，上层液用玻璃纤维过滤，滤液用作酶活

力测定。

1．3．2 酶活力测定

酸性脂肪酶活力测定：0．1 mL酶提取液加入到

2．8mL pH为5．0的0．103mol／LNa2HPO‘／0．049

mol／L柠檬酸缓冲液(含0．05％Triton X一100和

0．8mg／mL牛血清白蛋白，BSA)中，之后加入

0．1mL浓度为1．0 mmol／L的四甲基形酮油酸酯(4一

methylumbelli／eryl—oleate，Sigma)作底物，迅速混匀

后于37℃保温30min，加入0．5mLlmol／L的HCl

溶液终止反应，用荧光光度计(日立850，日本)于kex

=328 nm、kem一470 llm测荧光度。

中性脂肪酶活力测定：取0．1 mL酶提取液加入

到2．8mL pH为7．5的0．22mol／LTris／Hcl缓冲

液(含0．05％的Triton X一100)中，之后加入0．1

mL浓度为1．0 mmol／L的四甲基形酮油酸酯(4一

methylumbelliferyl—oleate，Sigma)作底物，迅速混匀

后于37℃保温30 min，迅速用冰水浴冷却，并在1

min内于Xex一328 nm、item一443 nm测定荧光

度。

2 J—2007 VOt 33 NO—8(TO$'OI 2,36)

综合酶活力测定：取0．1 mL酶提取液加入到

2．8 mL pH为5．8的0．1 mol／L磷酸缓冲液(含

0．05％Triton x—lOO和0．8 rag／mL牛血清白蛋

白，BSA)中。其他测定事项同酸性脂肪酶活力测定。

测定酶活力时，空白样用同体积的提取酶所用缓

冲液代替酶提取液。用测定酶活的缓冲液配制系列

浓度的4一甲基形酮(4-methylumbelliferone，Sigma)

溶液作标准曲线，定义l g酶蛋白在1 h内产1 nmol

的4一甲基形酮为1个酶活力单位(u)。酶提取液蛋

白含量测定采用双缩脲法。实验结果的数据处理利

用SPSSll．0进行。

I．4响应曲面实验设计和方法

响应曲面实验的因素水平如表2所示。

衰2响应曲面实验因素水平表

用Design-Expert 6．0软件(Stat-Ease Inc．Min—

neapolis，USA)进行实验设计，共计29组实验，以鲜

腿做样品按2．3．1方法提取酶液，用pH为5．8、浓度

为0．1 mol／L的磷酸缓冲液(含0．05％Triton X一

100和0．8 rag／mL牛血清白蛋白BSA)作为酶活测

定缓冲液，该缓冲液在使用前按实验设计调整食盐、

硝酸盐和亚硝酸盐的含量，测定酶活时保温温度按实

验设计要求，其他事项同酸性脂肪酶活力测定。

2结果与分析

2．1 生产过程中酶活力殛主要影响指标的变化

生产过程中酶活力及主要影响指标的变化情况

如表3所示。结果表明，火腿股二头肌的pH变化很

小，鲜腿的pH最低为5．61，成熟结束后pH达到最

高为5．87。盐含量随生产的进行逐渐增高·产品中

的盐含量高达9．5％。硝酸盐和亚硝酸盐含量在生

产过程中的变化波动很大，并且都具有较大的标准

差，说明火腿中硝酸盐和亚硝酸盐含量具有较大的个

体差异。这与目前的手工上盐操作(包括硝酸盐与盐

混台的均匀性)有关。温度及湿度的变化主要与季节

   



有关，生产过程中最高温度记录为42．3℃，出现在成

熟中期到成熟结束工艺段。最低温度为一3．0"C，出

现在腌制工艺段。

随生产的进行，酸性脂肪酶活力不断下降，在成

熟中期以前的各工艺点，酶活力下降的程度十分显著

酶的变化与酸性脂肪酶相似，酶活在成熟结束以前各

工艺点下降十分显著(P<0．05)，之后下降不明显

(P>0．0．5)。酸性脂肪酶和中性脂肪酶话力均在

后熟一1达到最小值，此时的酸性脂肪酵和中性脂肪

酶活力分别是鲜腿酶活的8．16蹦和3．o"A，在后熟一

(P<0．05)，之后下降不明显(P>o．05)。中性脂肪 2工艺点2种酶均测不到的酶活。

囊3生产过程中酶活力爰主要影响指标的变化

注，1)酶活残留为各工艺点所测酶括与鲜腿酶活之比lz)同行中标准差后的角标不同者为差异著(P<O．05)．

酶的综合活力表现了在pH 5．8时，酸性脂肪酶 式中：Ln(1ipase)：脂肪酶活的自然对数值；B

和中性脂肪酶的综合脂解能力。实验结果可知，酶综 温度CC)；C：盐含量(％)。

合活力随生产过程的变化规律与酸性和中性脂肪酶 裹4脂肪酶活力二次回归模型方差分析

相似，但在每一个工艺点，酶综合活力均低于中性和

酸性脂肪酶的活力。

2．2酶话力响应曲面分析及数学模型建立

本实验中，温度水平的确定依据生产过程记录；

硝酸盐和盐含量水平的确定依据实测结果；亚硝酸盐

含量水平的确定依据生产实测值并结合国家标准

(GB2731—1988)。因生产过程pH变化很小，只有

0．26，故未将pH作为考察因子，响应曲面实验中酶

活力在pH5．8(生产过程中股二头肌pH变化的平均

值)的条件下进行。如上所述，该pH条件下的酶活

是酸性脂肪酶和中性脂肪酶的综合活力，反应了生产

过程中股二头肌酸性和中性脂肪酶的综合脂解能力。

通过对响应曲面实验结果回归分析得出了酶活力自

然对数的最优数学模型(式1)。该模型的方差分析

如表4所示。从分析结果可以看出，生产过程中温

度、盐含量是酶活力的显著影响因子，其一次项和二

次项(P<0．01)以及二者之间的交互项(P<

0．05)均对酶活产生显著影响。硝酸盐和亚硝酸盐

含量分别在O～50 mg／kg和O～20 mg／kg的范围内

时，不对脂肪酶的活力产生显著影响(P>0．05)。

Ln(1ipase)=一1．198 69+0．097 65×B+

0．079 45×C一0．001 12 X B2～0．010 37 X c2

+0．002 28×B×C

R2=0．95校正(Adj．)R。=O．94预测(Pred．)

R2=O 88信噪比(Adeq．Precision)≈31．09

回归诊断分析表明，数学模型的R2、校正R。和

预测Rz均达到较高水平，模型的信噪比为31．09，远

高于临界数值4。说明了回归方程的可靠和有效性。

温度和盐含量影响酶活力的响应曲面如图1所示。

1) 图1温度和盐含量对脂肪酶活力的影响

2007年第33卷第8期(总第236期)l 3。。。。。。。。。。。。。。。+。。。。’。。’’。’。。。—1‘—’。+‘。。。。。。‘1。。。。。。。。。。。’。。。、。。。——●

   



4～45℃，酶活力随温度的升高逐步升高，但在

35℃之后，酶活随温度上升的趋势明显趋缓；温度对

酶活力影响的程度与盐含量有关，随着盐含量增大，

温度对酶活力的影响增强。盐含量对酶活力的影响

比较复杂，当盐含量低于某一临界值时，表现出对酶

活的促进作用}当高于某一临界值时，则表现出对酶

活的抑制用。盐含量的这一临界值与温度相关，随温

度升高，盐含量的临界值增大，4℃时，临界值约为

4．5％，45℃时，临界值约为9．5％。

2．3生产过程中脂肪酶实际活力的变化

利用响应曲面实验所得回归方程(式1)及生产

过程的综合酶活残留(见表3)，可预测生产过程的实

际综合酶活(式2)+，预测的生产过程脂肪酶实际综合

活力的变化情况如表5所示。

实际酶活(U)=A×d (2)

A：利用回归模型(式1)计算出的酶活

d：生产过程中综合酶活残留(见表3)

表5所反映的预测的综合酶活力的变化情况与

酸性脂肪酶、中性脂肪酶及pH5．8时的综合酶活力

变化情况完全不同。在晒后工艺点之前，实际综合酶

活力的变化较小，但每个工艺点的酶活均低于酸、中

性脂肪酶活及pH,5．8时的综合酶活。成熟中期实际

综合酶活达到最低点，之后有所回升，且在成熟结束

和后熟一1工艺点，实际综合酶活高于酸性、中性和

pH5．8时的综合酶活。

表5生产过程中脂肪酶实际综合活力预测值

4讨 论

目前，尚未见有关金华火腿加工过程中脂肪酶活

力变化的报道。研究中，鲜腿酸性脂肪酶和中性脂肪

酶的活力分别为1．96和5．33 U，该结果与Vester—

gaard等口41的研究结果具有一定的可比性。Vester—

gaard等在研究意大利珀尔玛火腿时，用质量为8～

lOkg的猪后腿为原料，其鲜腿中酸性和中性脂肪酶

的活力分别是1．52和0．33 U，其酶活力单位表述与

本实验相同。Toldrd等[z”在研究轻猪腿和重猪腿

中脂肪酶活力时指出，轻腿中酸性脂肪酶和中性脂肪

酶活力分别为0．18和0．37 U，重腿中的酶活分别是

0．17和0．31 U；Flores等口”指出，宰龄为6个月大

的雄性杂交猪(Pietrain×Landrace)，其背最长肌、

半膜肌和殷=头肌中酸性脂肪酶活力分别为0．33、

0．40和0．39U，在上述2个实验中，一个酶活力单位

表述为19酶蛋白1h水解1／zmol的底物。本实验结

果与上述2个实验结果的差异可能来自于不同的实

验方法、样品和猪的屠宰年龄。随着猪龄的增大，中

性脂肪酶的活力减小而酸性脂肪酶的活力增大口”。

随着金华火腿加工过程的进行，中性和酸性脂肪

酶活力均呈下降趋势，笔者的实验结果与Vester—

gaard等“”的研究结果有相似之处。研究中，金华

火腿加工过程中脂肪酶活力的下降可能来自于酶蛋

白的变性和降解。随着加工过程的进行，盐的含量不

4 f 2—007 V01．33 NO—8(Tota 236)

断增高，盐浓度的增大带来了细胞质的浓缩效应，会

导致酶蛋白变性；另外生产过程中的物理和化学因素

会引起细胞结构和细胞器的破坏，使溶酶体蛋白酶释

放从而导致脂肪酶降解而使活力下降o“。

金华火腿生产过程中，pH变化很小，均值为

5．8，在该pH条件下酸性脂肪酶和中性脂肪酶均能

产生脂解作用。测pH5．8时脂肪酶的综合酶活力就

是为了了解在生产过程pH条件下酸性脂肪酶和中

性脂肪酶综合的脂解能力，以便于更具体分析脂类物

质在加工过程中的变化。由实验结果可知，pH5．8

时脂肪酶的综合酶活力均低于酸性脂肪酶和中性脂

肪酶的活力，说明在偏离最适pH条件下酸性和中性

脂肪酶的潜在活力均未得到很好表现。通过数据分

析发现，pH5．8时脂肪酶的综合酶活与酸性和中性

脂肪酶活力之间的R2分别为0．99和0．97，这在一

定程度上说明生产过程中酸性脂肪酶在脂肪水解中

起到了更多的作用。

目前尚未见到利用响应曲面法研究干腌火腿生

产过程中脂肪酶实际活力变化的报道。相关的利用

响应曲面分析脂肪酶的研究认为，脂肪酶最适温度为

40℃，其活力受温度、pH和NaCl含量的显著影响

。口。该研究结果与文中的实验结果具有相似性，只是

考察对象不同。从本研究结果可知，硝酸盐和亚硝酸

盐在o～50 mg／kg和o～20 mg／kg范围内，对脂肪

酶活不产生显著影响，它们在生产中的作用可能主要

   



表现为改善产品的色泽，还有报道认为，硝酸盐和亚

硝酸盐对干腌火腿的风味会产生影响“”。

表3所示的酸性和中性脂肪酶活分别是在酶的

最适生化条件下所测得的结果，综合酶活力则是在

pH5．8(生产过程中的平均pH)下测得的活力，均未

考虑生产过程巾温度和盐含量这2个酶活的显著影

响因子所产生的作用。因此只能反映潜在的酶活力，

而不能反映真实的酶活，既具体条件下酶真实的脂解

能力。通过响应曲面分析既能判定生产过程中酶活

力的主要影响因子，又能够利用回归方程预测生产过

程中酶在具体生产条件下的实际酶活变化，对科学分

析脂肪酶在生产过程中对脂类物质、风味变化的影响

具有积极意义。结果显示．生产过程中的实际酶活与

酸性脂肪酶、中性脂肪酶和pH5．8时的综合酶活变

化趋势完全不同。从鲜腿到晒腿结束工艺段，实际酶

活低于潜在的酸性、中性脂肪酶活以及pH5．8时的

综合酶活，这是因为该工艺段温度和盐含量均较低。

实际酶活力在成熟中期最低，这是由于温度和盐的交

互作用所致。在该工艺点，盐含量已达到较高水平，

但此时温度仍较低，因此盐表现出对酶活的抑制作

用。在成熟结束和后熟一1工艺点，实际酶活回升，

且高于潜在的酸性和中性脂肪酶活，这是由于该工艺

段较高的温度和盐含量。从实际酶活结果分析可知，

晒腿结束之前实际酶活较高，是脂类物质变化和脂质

风味前体物质积累的重要阶段，为成熟过程高温条件

下的风味物质大量形成奠定了基础#在成熟结束和后

熟工艺段，仍有一定的实际酶活．这或许是干腌火腿

在后熟时，能进一步产生风味的原因之一。

4结论

金华火腿生产过程中酸性脂肪酶和中性脂肪酶

的潜在活力不断下降，至后熟一1两种酶分别只有

8．16％和3．0％的活力残留。生产过程中。温度和盐

含量是影响酶活力的显著因子，硝酸盐和亚硝酸盐在

所考察水平范围内不对酶活力产生显著影响。预测

的实际酶活力变化趋势与酸性和巾性脂肪酶潜在活

力的变化完全不同，至成熟中期以前，实际酶活低子

酸、中性脂肪酶的潜在酶活，呈不断下降趋势，之后酶

活有所回升，且高于潜在酶活。晒腿结束前相对较高

的实际酶活为脂类风味前体物质积累创造了条件，后

熟过程一定的实际酶活促进了风味的进一步形成。
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Studies on the Changing Characteristics of Endogenous

Lipase during Processing of Jinhaa Ham

Huan Yanjunl，Zhou Guanghong 2，Xu Xinglian2，Zhao Gaiming
2

1(School of Food Science and Technology，Southern Yangtze University，Wuxi 214036，China)

2(College of Food Science and Technology。Nanjing Agricuhural University，Nanjing 210095，China)

ABSTRACT Jinhua hams were processed with traditional method using green hams from local Liangtouwu
cross-bred pigs'hind 1egs．Biceps fsmoris sampled from five hams randomly taken after each processing sta—

ges，i．e．，green ham，end of salting，end of sun-drying，middle of loft-aging，end of loft-aging，post-aginw
1 and post—aging一2，were used as samples to measure the potentJal activities of acid and neutrsllipases and the

integrative lipase activity at pH 5．8；the effects of temperature，salt content．nitrate content and nitrite con—

tent on the 1ipase activity were studied using response surface methodology(RSM)；response surface regres—
sion equation was used to predict the actual lipase activity during processing．The results showed that during

processing of Jinhua ham，1ipase activity decrease gradually，about 8．16“and 3．0％of initial potential activ—

ity of acid and neutral lipases were left at the end of post-aging一1。respectively；no activity was measured for

both acid and neutral lipases at the end of post—aging一2．Temperature，sodium chloride content and their in—

teraction influenced the lipase activity significantly(P<O．05)；nitrate and nitrite contents showed insignifi—
cant effects(P>O．05)．During processing。the predicted actual activity。which changed in a different rule
from the potential activities of acid and neutral lipases。was lower before the end of loft-aging and then higher

after the end of loft-aging than the potential activities of acid and neutral lipases．

Key words Jinhua ham，dry—cured ham，lipase，response surface methodology
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