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加酶腌制对牛肉品质的影响

肖 夏，袁先铃

（四川理工学院生物工程学院，四川 自贡 ６４３０００）

　　摘　要：对比研究了腌制过程中，复合磷酸盐腌制、复合酶（木瓜蛋白酶与菠萝蛋白酶１∶１）处理、加

酶腌制（腌制过程中添加复合酶）对牛肉品质的影响。通过测定色差、保水性、质构特性、游离氨基酸含

量等指标。结果显示，腌制能显著提高牛肉的红度（Ｐ＜００５），显著提高牛肉的保水性使其增重，并降低

蒸煮损失；复合酶处理能显著提高牛肉的亮度（Ｐ＜００５），极大改善牛肉的质构特性，使游离氨基酸含量

增加；加酶腌制处理兼具二者优点，在显著改善牛肉质构特性的同时，还可使其获得较好的保水性、色

泽，提高游离氨基酸的含量，必需氨基酸与风味相关氨基酸均升高。
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引 言

牛肉营养丰富，深受消费者喜爱。随着社会经济发

展，牛肉消费也由单纯的生鲜肉逐步出现了各式低温牛

肉制品、牛肉熟食品。在牛肉制品的加工中，为提高产

品品质，通常会采用注射腌制剂滚揉腌制、添加外源蛋

白酶进行嫩化处理等措施。木瓜蛋白酶与菠萝蛋白酶

是使用最多的外源蛋白酶，能将肉类蛋白水解为易吸收

小分子蛋白与氨基酸使之嫩化，同时水解出的氨基酸多

肽还能增加肉制品营养与风味［１３］。磷酸盐腌制，能改

善肉的保水性，提高出品率，一定程度上改善嫩度［４７］。

但在牛肉加工研究中二者复合使用较少。

考虑到不论是蛋白酶还是腌制剂均会对肉品质构、

色泽以及氨基酸等指标产生影响，实验通过在牛肉腌制

过程中添加复合蛋白酶，测定其质构、色泽、系水力、游

离氨基酸、总氨基酸含量等指标的变化，对比研究酶处

理、腌制、加酶腌制三者对牛肉品质的影响，为牛肉制品

加工工艺优化提供参考。

１ 材料与方法

１１ 材料与试剂

市售优质黄牛后腿肌肉。清洗修整，剔除表面脂

肪、结缔组织，分袋密封包装，于－１８℃冻藏。

木瓜蛋白酶（２×１０６ｕ／ｇ）、菠萝蛋白酶（３×１０６ｕ／ｇ）

（广西南宁东华恒道生物科技有限责任公司）；盐酸（分

析纯）、六偏磷酸钠、多聚磷酸钠、焦磷酸钠（成都市科龙

化工试剂厂）；１７种氨基酸混合标准液、茚三酮及茚三酮

缓冲液（色谱专用）（日本日立公司）；甘氨酸标准品（上



海康达氨基酸厂）；食盐、糖市售。

１２ 仪器与设备

ｐＨ计（ＵＢ－７，德国 ＳａｒｔｏｒｉｕｓＡＧ公司）；电热恒温

鼓风干燥箱（ＤＨＧ－９２４０Ａ，上海齐欣公司）；物性测定

仪（ＴＡ．ＸＴ２ｉ，英国 ＳｔａｂｌｅＭｉｃｒｏＳｙｓｔｅｍ公司）；测色仪

（ＵｌｔｒａＳｃａｎＰＲＯ，美国 ＨｕｎｔｅｒＬａｂ公司）；食品中心温度

计（ＴＰ３００１，北京飞扬天地科技有限公司）；人工气候箱

（ＲＸＺ－５００Ｄ，宁波东南仪器有限公司）；数显恒温水浴

锅（ＨＨ－４，国华电器有限公司）；全自动氨基酸分析仪

（Ｌ－８８００，日本日立公司）；可见分光光度计（７２２，上海

元析仪器有限公司）。

１３ 试验方法

１３１ 样品准备

腌制液配方：按肉重百分比，盐２％，糖１％，磷酸盐

０３％（六偏磷酸钠、多聚磷酸钠、焦磷酸钠比例为３∶４∶３），

水２０％。原料肉分割为３ｃｍ×３ｃｍ×２ｃｍ小块。随机

分为３组，置于人工气候箱０～４℃，备用。

腌制组按２０％（ｗ／ｗ）多点注射腌制液；加酶组木瓜蛋

白酶与菠萝蛋白酶１∶１复合溶于水制成酶溶液，２０％（ｗ／ｗ）

多点注射，浓度梯度为 ００１％（ｗ／ｗ），００２％（ｗ／ｗ），

００３％（ｗ／ｗ）；加酶腌制组按相同比例复合蛋白酶溶于腌制

液。

注射好的样品置于高温蒸煮袋，密封，滚动揉搓

５ｍｉｎ，使注射液在样品内部分布均匀。加酶组与加酶腌

制组于人工气候箱２０℃放置３０ｍｉｎ，腌制组０℃分别放

置２０ｍｉｎ，８ｈ。每组内设三个重复。对照样品按同样处

理条件，以水替代腌制液或酶液。

１３２ 牛肉色泽测定

取肉样新鲜切面于４℃空气中静置１５ｍｉｎ，使表面

色素充分氧化，利用色差仪，以标准白板为标准，采用镜

面反射模式进行测定。每个样品测定５次，求平均值。

１３３ 增重、蒸煮损失测定

记录注射处理前样品重量，处理完后用滤纸擦干表

面水分，称重。将处理好的样品装入蒸煮袋中，密封，于

９０℃水浴锅中加热。当样品的中心温度达到７５℃时，

取出样品，冷却至常温，滤纸擦干表面水分，称重并记录

数据。试样加热前质量减去加热后质量与加热前重量

的百分比作为该试样的蒸煮损失。

１３４ 牛肉质构测定

依据文献［８－９］方法加以改进。采用质构仪测定

样品的质构，使用 ＴｅｘｔｕｒｅＥｘｐｅｒ４０软件控制。测定参

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；压缩比：５０％。

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７５℃。取出蒸

煮袋，流动水隔袋冷却，肉样于０～４℃放置１ｈ。测前样

品用滤纸擦干。将样品切分为２ｃｍ厚的肉块，肉块表面

平整，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。

１３５ 游离氨基酸（总量）测定

标准曲线绘制：准确称取５０ｕｇ／ｍＬ的甘氨酸标液

００ｍＬ、１０ｍＬ、１５ｍＬ、２０ｍＬ、２５ｍＬ、３０ｍＬ、

３５ｍＬ（相当于试剂空白、５０ｕｇ、７５ｕｇ、１００ｕｇ、１２５ｕｇ、

１５０ｕｇ、１７５ｕｇ甘氨酸），分别置于２５ｍＬ比色管，加水补

充至容积为４０ｍＬ，然后加入茚三酮和磷酸缓冲液各

１ｍＬ，混匀，水浴１５ｍｉｎ，取出迅速冷却至室温，标定，摇

匀。静置１５ｍｉｎ，５７０ｎｍ以试剂空白为参比液测定其余

各溶液吸光度Ａ。以氨基酸浓度为横坐标，吸光度Ａ为纵

坐标绘制标准曲线。ｙ＝０００５２ｘ－０１０８５，如图１所示。

图１ 氨基酸标准曲线

样品处理：处理好的样品斩拌均匀，准确称取５０ｇ

于２５０ｍＬ锥形瓶，加入５０ｍＬ蒸馏水与５ｇ活性炭。煮

沸１０ｍｉｎ，过滤，３０ｍＬ～４０ｍＬ热水洗涤，滤液于１００ｍＬ

容量瓶定容。

取４ｍＬ澄清液于２５ｍＬ具塞比色管，加入２％茚三

酮１ｍＬ，ｐＨ８０４磷酸盐缓冲液１ｍＬ，摇匀。水浴１５ｍｉｎ，

冷却。加水定容至２５ｍＬ。静置１５ｍｉｎ，５７０ｎｍ比色。

氨基酸含量计算：
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氨基酸含量（ｕｇ／１００ｇ）＝（１００／１０００Ｍ）×Ｃ

式中：Ｃ为从标曲上查得的氨基酸 ｕｇ数；Ｍ为测定的样

品溶液相当于样品的质量（ｇ）。

１３６ 水解氨基酸测定

准确称取样品３００ｍｇ于１５×１５０ｍｍ试管中，向盛有

样品的试管中加入１０ｍＬ６ｍｏｌ／Ｌ盐酸，振荡混匀。用酒

精喷灯把该试管口下１／３处拉细到４～６ｍｍ，抽真空１０

分钟后封管。处理过的试管置１１０±１℃恒温烘箱中沙浴

水解２２ｈ，拿出冷至室温，摇匀过滤，取１ｍＬ滤液于５０

ｍＬ烧杯中，用６０℃恒温水浴蒸干滤液，加入００２ｍｏｌ盐

酸稀释１２倍，用０２２ｕｍ滤膜过滤上机分析。

分析条件：一个样品分析周期５３ｍｉｎ，分析时有两个

柱，分离柱：（４６ｍｍ×６０ｍｍ）洗脱液流速０４ｍＬ／ｍｉｎ，

柱温７０℃，柱压１０６２７ＭＰａ；反应柱：茚三酮及茚三酮缓

冲液流速０３５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温１３５℃，柱压１０７８ＭＰａ。

１４ 数据处理

应用ＳＰＳＳ１７０软件对各指标进行分析，实验数据

以“均数 ±标准差（±ｓ）”表示。差异性分析采用 ＬＳＤ

法，以 ｐ＜００５为差异显著性判断标准。应用 Ｅｘｃｅｌ

２０１３进行作图。

２ 结果与分析

２１ 不同处理方式对牛肉色泽的影响

不同处理方式对牛肉色泽的影响结果见表１。

表１ 不同处理方式对牛肉色泽的影响

Ｌ值 ａ值 ｂ值

对照 ２０ｍｉｎ ３９０５±０６９ １１３２±０４９ １２１１±０５３
８ｈ ３７１６±０８８ １２３０±０４８ １１０６±０９３

腌制组
２０ｍｉｎ ３５６４±０６８ １５２８±０４６ １０９５±０５７
８ｈ ３３９９±０７６ １５９６±０５６ １１２２±１３４

加酶组

００１％ ４５６８±０４１ １３１４±０５０ １１９９±０５６
００２％ ４５０９±０４０ １２５６±０６５ １２１２±０３９
００３％ ４５０３±０１９ １２１９±０５７ １２９２±０３６

加酶腌制组

００１％ ３７９８±０８１ １４３２±０２７ ９７９±０５６
００２％ ３８３６±０３７ １４０２±０３４ １０１０±０４２
００３％ ３８２１±０５４ １４０８±０３７ ９６８±０２２

　　注：Ｌ表示亮度，Ｌ ＝１００为白，Ｌ ＝０为黑；ａ表示红度，ａ ＞０表示偏红，值越大颜色越红；ｂ表示黄度，ｂ ＞０表示偏黄，值越大颜色
越黄。

　　牛肉通常呈现鲜艳的红色，但会因加工等因素影响

造成不同程度差异。由表１可知腌制处理过的牛肉样

品与对照相比色泽明显变红，加酶处理过的样品明显变

亮。酶处理组样品 Ｌ值大幅升高，而腌制组样品ａ值

显著升高。与对照样相比，腌制虽然会略微降低样品的

亮度，但红度上升使得肉品呈鲜红色，相对于放置２０ｍｉｎ

颜色略发白的对照样，色泽品质更佳，这是因为腌制液

中的盐、糖能结合生成一些复杂的物质，延长肌红蛋白

活性，阻断自由基氧化，保持肉色稳定［１０１２］，磷酸盐也能

有效延缓高铁肌红蛋白形成，有效保留氧合肌红蛋白，

使肌肉颜色较艳［１３］。腌制时间越长 Ｌ值越低，差异显

著（Ｐ＜００５），而ａ值、ｂ值变化均不显著。随着复合

酶添加量增加，Ｌ值呈升高趋势，ａ值呈下降趋势，但

是变化均不显著（Ｐ＜００５）。加酶腌制组 Ｌ值比对照

组略有降低，但显著高于腌制组，ａ值略低于腌制组，但

显著高于对照组与单独加酶样品，ｂ值为所有处理组最

低，与崔春［１４］等人研究指出蛋白酶能抑制 ｂ值升高结

论相同。添加蛋白酶后，酶作用使得样品肌原纤维蛋白

降解，形成一些小分子的肽、氨基酸，使得体系 ｐＨ下

降［１２］，导致样品褪色漂白，保护亚铁血红素的球蛋白低

ｐＨ变性［７］，肉品表面变白，这可能是加酶样品 Ｌ值升

高的原因。

总体而言，加酶腌制组样品，红度亮度俱佳，形成明

亮的樱桃红色，色泽品质较优。

２２ 不同处理方式对牛肉持水力的影响

如图２所示，注射处理使样品质量增加，蒸煮各异。腌

制处理对样品增重以及蒸煮损失影响极显著（Ｐ＜００１），加

酶处理对其影响较小。其中样品增重最多的为腌制组，

比对参照样（１１０４％）高出一倍以上，加酶腌制组增重

稍低于腌制组；腌制组蒸煮损失最小，为３２８９％（８ｈ）、

３３９５％（２０ｍｉｎ），其次为加酶腌制组，平均为３４９２％，

稍低于腌制样品。单独加酶处理只有添加量００１％组
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增重显著增加，蒸煮损失显著降低（Ｐ＜００５），但均远低

于其余两组，而００２％、００３％水平与对照组比较则无

显著变化。这说明注射腌制液能极大改善样品的持水

力，是由于腌制液中所含磷酸盐［１５］、氯化钠［１６］能起到水

分保持的作用。添加蛋白酶能在一定程度上使肉样蛋

白结构发生变化，吸附水分使含水量增加，但也会因为

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［１７］、明建［１８］等人研究相符。

同时在蒸煮过程中可以观察到对照组以及单独加酶

样品出水较多且浑浊，说明有大量水溶性蛋白溶出。而腌

制或加酶腌制的样品出水很少且澄清，说明该处理能有效

减少肉样的营养成分流失。该现象与实验结果相符。

２３ 不同处理方式对牛肉质构特性的影响

牛肉质构特性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９８１４％，基本涵盖了样品质

构指标特征［１９］。

注：大写字母和小写字母不同分别表示处理差异

达显著水平（Ｐ＜００５）。
图２ 不同处理方式对牛肉系水力的影响

　　不同处理方式对牛肉质构的影响见表２，不同处理

样品硬度值差异显著（Ｐ＜００５）。腌制８ｈ样品硬度比

对照组显著降低，降幅约２３％。随着复合酶添加量的增

加，样品硬度降低，差异显著，且均显著低于对照组（Ｐ＜

００５）。加酶腌制与单独添加复合酶样品间没有显著

差异。

表２ 不同处理方式对牛肉质构的影响

硬度／ｇ 弹性 内聚性

对　照 １２４５６０８±１０７３６１ ０８１４±００１６ ０５１８±００１７

腌制
２０ｍｉｎ １２０１８６９±８３４６７ ０９４７±０００６ ０６１０±００１２

８ｈ ９６４６５１±５７７４１ ０９７６±０００９ ０６６７±０００８

酶

００１％ ９９８９３３±２８１２２ ０８４７±００１１ ０５３３±０００９

００２％ ７９９５６１±３５７７４ ０８１８±０００９ ０４９５±０００９

００３％ ５３５２５６±１５４０５ ０７７９±００１２ ０４１１±００１６

加酶腌制

００１％ ９５２３９７±３２０３１ ０９３６±０００７ ０６１６±００１３

００２％ ７３４８１８±４２０１６ ０９２３±０００５ ０５７３±００１０

００３％ ５５４４５４±２８４６８ ０８９２±００１２ ０５５３±００７５

　　由表２可知，注射腌制液能显著提高肉品的弹性以

及内聚性，表现为样品粘附感明显增强。单独添加复合

酶弹性与内聚性均先升高后降低，少量添加时二者优于

对照组，添加量达到００３％时则低于对照组。这可能是

因为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，持水力有所升高，而随着添加量

增加，肉品肌纤维间空隙加大，间接导致弹性、内聚性降

低，这一点与刘兴余［２０］、陈磊［２１］等人研究结果相同。加

酶腌制处理样品弹性及内聚性低于腌制处理样品，但均

显著高于单独加酶样品。

而根据预试验结果，样品硬度低于６００ｇ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。但是加酶腌制处理添加量

为００３％时样品硬度为５５４４５４ｇ，却没有出现软烂等

不良现象，应该与复合磷酸盐使其保持了较好的弹性、

内聚性有关。

腌制能使肉品获得较好的质构特性，添加复合嫩化

酶能提高肉品的嫩度。加酶腌制处理样品硬度较低、嫩

度较高，弹性、内聚性也较优，质构特性最好。

２４ 不同处理方式对牛肉游离氨基酸（ＦＡＡ）含量的影响

由图３可知，对照样总 ＦＡＡ含量为３８７７ｇ／１００ｇ，

单独加酶及加酶腌制处理的样品总ＦＡＡ含量显著增加，

腌制处理样品也有所增加。

腌制８ｈ总 ＦＡＡ含量稍高于腌制２０ｍｉｎ，但不显
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注：字母不同表示不同处理差异达

显著水平（Ｐ＜００５）。
图３ 不同处理方式对牛肉游离氨基酸含量的影响

著。腌制液在该时间段内能使总ＦＡＡ升高，与多数报道

相符［２２２４］，这是因为腌制作用使牛肉本身的肌肉组织蛋

白水解酶、氨肽酶作用，生成游离氨基酸［２５］。随着酶添

加量增加，单独加酶及加酶腌制处理组总ＦＡＡ含量均呈

增加趋势，而二者组间差异不显著，两组样品总 ＦＡＡ含

量最高达４７６２ｇ／１００ｇ，显著优于其余试验组与对照组。

与罗
!

［２６］、朱建军［２７］、Ｓｉｌｖａ［２８］等研究中，添加蛋白酶或

者腌制总是使游离氨基酸或者氨基酸态氮升高结论相

符。这是因为添加蛋白酶能快速水解肌肉中的肌纤维

蛋白、胶原蛋白、肌动球蛋白形成小肽及氨基酸，尽管游

离氨基酸可能因为在处理过程中发生美拉德反应、或者

部分脱羧氧化形成其他风味物质［２９］，但 ＦＡＡ生成量高

于其消耗量，所以含量显著上升。

２５ 加酶腌制对牛肉水解氨基酸含量的影响

加酶腌制对牛肉氨基酸含量的影响见表３。

表３ 加酶腌制对牛肉氨基酸含量的影响（ｇ／１００ｇ）
氨基酸 对照 加酶腌制 增幅／％

天冬氨酸（Ａｓｐ）＃ １００７±００５２ １１７５±００４６ １６６８
苏氨酸（Ｔｈｒ） ０５２３±００３７ ０６１９±００４１ １８３６
丝氨酸（Ｓｅｒ） ０３９６±００３１ ０４７５±００３６ １９９５
谷氨酸（Ｇｌｕ）＃ １６１３±００６５ １９４６±００７８ ２０６４
甘氨酸（Ｇｌｙ）＃ ０４７８±００２４ ０６８６±００３１ ４３５１
丙氨酸（Ａｌａ）＃ ０７０９±００４６ ０９３４±００２６ ３１７３
半胱氨酸（Ｃｙｓ） ０２４９±００２５ ０２３９±００１１ －４０２
缬氨酸（Ｖａｌ） ０６０６±００２４ ０７３９±００３８ ２１９５
蛋氨酸（Ｍｅｔ） ０３６１±００１４ ０４１７±００３ １５５１％
异亮氨酸（Ｉｌｅ） ０６１４±００３５ ０７６５±００３２ ２４５９％
亮氨酸（Ｌｅｕ） １０３８±００４７ １３２４±００５２ ２７５５％
酪氨酸（Ｔｙｒ） ０４２９±００２３ ０４８６±００３４ １３２９％

苯丙氨酸（Ｐｈｅ） ０６０９±００４１ ０７３２±００２６ ２０２０％
赖氨酸（Ｌｙｓ） ０８８６±００３９ １０８８±００６１ ２２８０％
组氨酸（Ｈｉｓ） ０４３４±００１８ ０５６７±００３２ ３０６５％
精氨酸（Ａｒｇ） ０７７５±００４５ ０９８３±００４１ ２６８４％
脯氨酸（Ｐｒｏ） ０３９６±００２２ ０５５６±００３ ４０４０％

氨 ０１５３±００２１ ０２０３±００１７ ３２６８％
必需氨基酸（ＥＡＡ） ４６３７±００８７ ５６８４±００９２ ２２５８％
非必须氨基酸（ＮＥＡＡ） ６６３９±００９５ ８２５０±０１１２ ２４２７％

Ｅ／Ｔ ４１１２％ ４０７９％
总量（ＴＡＡ） １１２７６±０１１７ １３９３５±０１３１ ２３５８％

　　注：必需氨基酸；＃鲜味氨基酸。

　　肉制品加工过程中，氨基酸热降解及同糖类发生美

拉德反应可产生独特的香味。目前多种已知熟牛肉的

香味成分均与氨基酸有关，如乙醛（丙氨酸）、甲基丙醛

（缬氨酸）、苯乙醛（苯丙氨酸）、丙烯醛（蛋氨酸）、甲基

丁醛（异亮氨酸）和甲基丁醛（亮氨酸）［３０］。

考察加酶腌制处理前后牛肉氨基酸的变化情况５

可知，除去水解破坏的色氨酸，检出１７种水解氨基酸。

加酶腌制处理的样品总氨基酸含量高于未处理样品中

总氨基酸含量，达１３９３５ｇ／１００ｇ，增幅为２３５８％。其

中谷氨酸含量最多，处理前后分别为 １６１３ｇ／１００ｇ，

１９４６ｇ／１００ｇ。甘氨酸由０４７８ｇ／１００ｇ增加到０６８６ｇ／

１００ｇ，增幅达４３５１％。

加酶腌制前后，人体必需氨基酸以及呈鲜甜味的谷

氨酸、天冬氨酸、甘氨酸含量均增加。氨基酸含量及总

量都增加，是因为加酶腌制过程中，蛋白酶作用使肌肉

蛋白质水解成氨基酸。该作用一方面提高了蛋白质生

物利用率，另一方面产生的肽与各种呈味游离氨基酸也

能增强肉品的滋味，同时为后续加热过程中香味物质的
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形成提供了基础。

３ 结 论

将肉制品生产中最常见有效地肉品嫩化方式腌制

与添加嫩化酶相结合，研究加酶腌制对牛肉品质的影响

得出：

（１）腌制能显著提高肉样的红度（Ｐ＜００５），添加

复合酶能显著提高肉样的亮度（Ｐ＜００５）。

（２）腌制处理能显著提高肉样的系水力（Ｐ＜

００５），使其显著增重，并极大降低蒸煮损失。添加复合

酶虽然对系水力无显著影响（Ｐ＞００５），但能极大改善

牛肉质构特性，使其获得较好的食用或加工性质。

（３）腌制对牛肉总ＦＡＡ含量有影响，添加嫩化酶能

显著增加牛肉总ＦＡＡ含量，生成更多风味前体物质，且

在００１％～００３％添加范围内呈正相关。

（４）加酶腌制能兼具两种处理方式的优点，使牛肉

具有较好的色泽品质、降低蒸煮损失，极大改善质构特

性，增加ＦＡＡ含量与总氨基酸，有助于获得较好风味。
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