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1.用于增加烘焙产品体积的方法，其包括：

(a) 提供面团；

(b) 提供脂肪酶，其中脂肪酶是氨基酸序列为SEQ  ID  NO:5或SEQ  ID  NO:7的多肽；

(c)  将(b)的脂肪酶与(a)的面团组合，并烘焙该组合以产生体积增加的烘焙产品。

2.权利要求1的方法，其中面团是包含面粉、盐、水和酵母的组合物。

3.权利要求2的方法，其中面粉选自杏仁粉、椰粉、芡欧鼠尾草粉、玉米粉、大麦粉、二粒

小麦粉、大豆粉、大麻粉、马铃薯粉、昆诺阿藜、埃塞俄比亚画眉草粉、黑麦粉、苋菜粉、竹芋

根粉、鹰嘴豆粉、腰果粉、亚麻籽饼粉、夏威夷果粉、稷粉、高粱粉、米粉、木薯粉及其任意组

合。

4.权利要求2的方法，其中酵母选自面包酵母、酵母浆、压缩酵母、压块酵母、活性干酵

母、即发酵母、耐渗压酵母、速发酵母、灭活酵母、营养酵母、啤酒酵母、酒糟和酒酵母。

5.权利要求1的方法，其中脂肪酶是由核酸序列SEQ  ID  NO:6或SEQ  ID  NO:8编码的多

肽。

6.权利要求1的方法，其进一步包括添加第二种酶。

7.权利要求6的方法，其中第二种酶包含第二种脂肪酶、α‑淀粉酶、葡聚糖1,4‑α‑麦芽

四糖水解酶、外切‑麦芽四糖水解酶、G4‑淀粉酶、葡聚糖1,4‑α‑麦芽糖水解酶、产麦芽糖α‑

淀粉酶、环糊精葡聚糖转移酶、CGT酶、葡糖淀粉酶、内切‑1,4‑β‑木聚糖酶、木聚糖酶、纤维

素酶、氧化还原酶、磷脂酶A1、磷脂酶A2、磷脂酶C、磷脂酶D、半乳糖脂酶、三酰甘油脂酶、阿

拉伯呋喃糖苷酶、转谷氨酰胺酶、果胶酶、果胶酸裂合酶、蛋白酶或其任意组合。

8.权利要求1的方法，其中脂肪酶在pH  4.0至pH  12.0的范围内具有活性。

9.权利要求1的方法，其中脂肪酶在20℃至60℃的温度范围内具有活性。

10.用于在不添加DATEM的情况下增加烘焙产品体积的方法，其包括：

(a) 提供面团；

(b) 提供脂肪酶，其中脂肪酶是氨基酸序列为SEQ  ID  NO:5或SEQ  ID  NO:7 的多肽；

(c)  将(b)的脂肪酶与(a)的面团组合而不添加DATEM，并烘焙该组合以产生体积增加

的烘焙产品。

11.权利要求10的方法，其中面团是包含面粉、盐、水和酵母的组合物。

12.权利要求11的方法，其中面粉选自杏仁粉、椰粉、芡欧鼠尾草粉、玉米粉、大麦粉、二

粒小麦粉、大豆粉、大麻粉、马铃薯粉、昆诺阿藜、埃塞俄比亚画眉草粉、黑麦粉、苋菜粉、竹

芋根粉、鹰嘴豆粉、腰果粉、亚麻籽饼粉、夏威夷果粉、稷粉、高粱粉、米粉、木薯粉及其任意

组合。

13.权利要求11的方法，其中酵母选自面包酵母、酵母浆、压缩酵母、压块酵母、活性干

酵母、即发酵母、耐渗压酵母、速发酵母、灭活酵母、营养酵母、啤酒酵母、酒糟和酒酵母。

14.权利要求10的方法，其中脂肪酶是由核酸序列SEQ  ID  NO:6或SEQ  ID  NO:8编码的

多肽。

15.权利要求10的方法，其进一步包括添加第二种酶。

16.权利要求10的方法，其中第二种酶包含第二种脂肪酶、α‑淀粉酶、葡聚糖1,4‑α‑麦

芽四糖水解酶、外切‑麦芽四糖水解酶、G4‑淀粉酶、葡聚糖1,4‑α‑麦芽糖水解酶、产麦芽糖

α‑淀粉酶、环糊精葡聚糖转移酶、CGT酶、葡糖淀粉酶、内切‑1,4‑β‑木聚糖酶、木聚糖酶、纤
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维素酶、氧化还原酶、磷脂酶A1、磷脂酶A2、磷脂酶C、磷脂酶D、半乳糖脂酶、三酰甘油脂酶、

阿拉伯呋喃糖苷酶、转谷氨酰胺酶、果胶酶、果胶酸裂合酶、蛋白酶或其任意组合。

17.权利要求10的方法，其中脂肪酶在pH  4.0至pH  12.0的范围内具有活性。

18.权利要求10的方法，其中脂肪酶在20℃至60℃的温度范围内具有活性。
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烘焙脂肪酶

[0001] 序列表

[0002] 本申请包含氨基酸序列表，其以计算机可读形式在ASC  II  text(.txt)文件中列

出，在此以其整体和为了所有目的引入本申请的说明书作为参考。

[0003] 文件名 创建日期 大小(字节)

150300_SequenceListing 2016年1月26日 26.3KB(27,009字节)

技术领域

[0004] 面包数千年来一直是人类营养的主食。面包通常这样制作：组合面粉、水、盐、酵母

和/或其他食品添加剂制成面团(dough)或浆糊(paste)；然后烘焙面团制成面包。已知酶可

用于烘焙，因为酶对烘焙过程的影响可类似于或好于化学替代品。若干不同酶可用于制作

面包，例如已知脂肪酶改善面包的稳定性和体积；但是，该产业仍需要改善体积、稳定性、耐

受性，减少或消除添加剂二乙酰酒石酸单甘油酯(diacetyl  tartaric  acid  esters  of 

monoglycerides,DATEM)的脂肪酶。本公开涉及符合或超出这些产业需求的脂肪酶。

[0005] 发明概述

[0006] 本发明的一个实施方案是：用于增加烘焙产品体积的方法，其包括：(a)提供面团；

(b)提供脂肪酶，其中脂肪酶是具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:5、

SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:9或SEQ  ID  NO:11的多肽；(c)将(b)的脂肪酶与(a)的面团组合并

烘焙该组合以产生体积增加的烘焙产品。

[0007] 在另一实施方案中，该面团是包含面粉、盐、水和酵母的组合物。

[0008] 在另一实施方案中，该面粉选自杏仁粉、椰粉、芡欧鼠尾草(chia)粉、玉米粉、大麦

粉、二粒小麦粉、大豆粉、大麻粉、马铃薯粉、昆诺阿藜、埃塞俄比亚画眉草粉、黑麦粉、苋菜

粉、竹芋根粉、鹰嘴豆粉、腰果粉、亚麻籽饼粉(flax  meal)、夏威夷果粉、稷粉、高粱粉、米

粉、木薯粉及其任意组合。

[0009] 在另一实施方案中，该酵母选自面包酵母、酵母浆(cream  yeast)、压缩酵母、压块

酵母、活性干酵母、即发酵母、耐渗压酵母、速发酵母、灭活酵母、营养酵母、啤酒酵母、酒糟

(distill’s)和酒酵母。

[0010] 在另一实施方案中，该脂肪酶是变体多肽，该变体多肽与选自氨基酸序列SEQ  ID 

NO:1、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:9、SEQ  ID  NO:11中所示多肽的

氨基酸序列至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一，且该变体多肽具有脂肪酶活性。

[0011] 在另一实施方案中，该脂肪酶是由选自核酸序列SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:4、SEQ 

ID  NO:6、SEQ  ID  NO:8、SEQ  ID  NO:10、SEQ  ID  NO:12的编码该氨基酸序列的编码核酸序列

编码的多肽。

[0012] 在另一实施方案中，该方法进一步包括添加第二种酶。在另一实施方案中，该第二

种酶包含第二种脂肪酶、α‑淀粉酶、葡聚糖1,4‑α‑麦芽四糖水解酶(Glucan  1 ,4‑alpha‑

maltotetraohydrolase)、外切‑麦芽四糖水解酶、G4‑淀粉酶、葡聚糖1,4‑α‑麦芽糖水解酶、
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产麦芽糖(maltogenic)α‑淀粉酶、环糊精葡聚糖转移酶、CGT酶、葡糖淀粉酶、内切‑1,4‑β‑

木聚糖酶、木聚糖酶、纤维素酶、氧化还原酶、磷脂酶A1、磷脂酶A2、磷脂酶C、磷脂酶D、半乳

糖脂酶、三酰甘油脂酶、阿拉伯呋喃糖苷酶、转谷氨酰胺酶、果胶酶、果胶酸裂合酶、蛋白酶

或其任意组合。

[0013] 在另一实施方案中，该脂肪酶在pH  4.0至pH  12.0的范围内具有活性。

[0014] 在另一实施方案中，该脂肪酶在20℃至60℃的温度范围内具有活性。

[0015] 在本发明的另一实施方案是用于在不添加DATEM的情况下增加烘焙产品体积的方

法，其包括：(a)提供面团；(b)提供脂肪酶，其中脂肪酶是具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:1、SEQ 

ID  NO:3、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:9或SEQ  ID  NO:11的多肽；(c)将(b)的脂

肪酶与(a)的面团组合而不添加DATEM，并烘焙该组合以产生体积增加的烘焙产品。

[0016] 在另一实施方案中，该面团是包含面粉、盐、水和酵母的组合物。

[0017] 在另一实施方案中，该面粉选自杏仁粉、椰粉、芡欧鼠尾草粉、玉米粉、大麦粉、二

粒小麦粉、大豆粉、大麻粉、马铃薯粉、昆诺阿藜、埃塞俄比亚画眉草粉、黑麦粉、苋菜粉、竹

芋根粉、鹰嘴豆粉、腰果粉、亚麻籽饼粉、夏威夷果粉、稷粉、高粱粉、米粉、木薯粉及其任意

组合。

[0018] 在另一实施方案中，该酵母选自面包酵母、酵母浆、压缩酵母、压块酵母、活性干酵

母、即发酵母、耐渗压酵母、速发酵母、灭活酵母、营养酵母、啤酒酵母、酒糟和酒酵母。

[0019] 在另一实施方案中，该脂肪酶是具有选自SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:

5、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:9、SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列的多肽。

[0020] 在另一实施方案中，该脂肪酶是变体多肽，该变体多肽与选自SEQ  ID  NO:1、SEQ 

ID  NO:3、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:9、SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列至少80％、

81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或99％同一，且该变体多肽具有脂肪酶活性。

[0021] 在另一实施方案中，该脂肪酶是由编码选自SEQ  ID  NO:1、SEQ  IDNO:3、SEQ  ID 

NO:5、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:9、SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列的核酸序列编码的多肽。

[0022] 在另一实施方案中，该方法进一步包括添加第二种酶。在另一实施方案中，该第二

种酶包含第二种脂肪酶、α‑淀粉酶、葡聚糖1,4‑α‑麦芽四糖水解酶、外切‑麦芽四糖水解酶、

G4‑淀粉酶、葡聚糖1,4‑α‑麦芽糖水解酶、产麦芽糖α‑淀粉酶、环糊精葡聚糖转移酶、CGT酶、

葡糖淀粉酶、内切‑1 ,4‑β‑木聚糖酶、木聚糖酶、纤维素酶、氧化还原酶、磷脂酶A1、磷脂酶

A2、磷脂酶C、磷脂酶D、半乳糖脂酶、三酰甘油脂酶、阿拉伯呋喃糖苷酶、转谷氨酰胺酶、果胶

酶、果胶酸裂合酶、蛋白酶或其任意组合。

[0023] 在另一实施方案中，该脂肪酶在pH  4.0至pH  12.0的范围内具有活性。

[0024] 在另一实施方案中，该脂肪酶在20℃至60℃的温度范围内具有活性。

[0025] 附图简述

[0026] 图1.脂肪酶对溶液中天然底物的特异性。

[0027] 图2.Pistolet测试的脂肪酶和DATEM剂量。

[0028] 发明详述

[0029] 面包包括但不限于面包卷、小奶油面包、糕点、蛋糕、小面包干、比萨面包、比塔面

包、薄饼、派皮、lavish、pitta、佛卡恰、发酵面团、面条、曲奇饼、玉米粉圆饼、薄煎饼、小薄
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煎饼、烤碎面包片和饼干。烘焙面包通常涉及混合成分形成面团、揉面、发面、成型、烘焙、冷

却和保存。用于制作面团的成分通常包括面粉、水、盐、酵母和其他食品添加剂。

[0030] 面粉通常由小麦制成，可以为不同目的而研磨，如制作面包、糕点、蛋糕、饼干面团

和面条。小麦粉的替代品包括但不限于杏仁粉、椰粉、芡欧鼠尾草粉、玉米粉、大麦粉、二粒

小麦粉、大豆粉、大麻粉、马铃薯粉、昆诺阿藜、埃塞俄比亚画眉草粉、黑麦粉、苋菜粉、竹芋

根粉、鹰嘴豆粉、腰果粉、亚麻籽饼粉、夏威夷果粉、稷粉、高粱粉、米粉、木薯粉及其任意组

合。已知全世界范围内面粉类型在不同区域和不同国家间不同。

[0031] 酵母将糖分解为二氧化碳 和水。多 种面包酵母 (通常 源自 酿酒酵母

(Saccharomyces  cerevisiae))为本领域已知，包括但不限于酵母浆、压缩酵母、压块酵母、

活性干酵母、即发酵母、耐渗压酵母、速发酵母、灭活酵母。其他类型的酵母包括营养酵母、

啤酒酵母、酒糟和酒酵母。

[0032] 甜味剂包括但不限于液态糖、糖浆、白(砂)糖、棕(粗)糖、蜂蜜、果糖、右旋糖、葡萄

糖、高果糖玉米糖浆、糖蜜和人工甜味剂。

[0033] 乳化剂包括但不限于二乙酰酒石酸单甘油酯(DATEM)、硬脂酰乳酸钠(SSL)、硬脂

酰乳酸钙(CSL)、乙氧基化单酰和二酰甘油(EMG)、聚山梨酯(PS)和琥珀酰化单酰甘油

(SMG)。

[0034] 其他可用于本公开的方法的食品添加剂包括：脂质、油、黄油、人造黄油、起酥油、

乳脂、甘油、蛋、膳食、非膳食替代品、增稠剂、防腐剂、着色剂和酶。

[0035] 酶是包含氨基酸序列的生物分子，其中酶可以催化反应。根据国际生物化学和分

子生物学(IUBMB)联合会命名委员会的建议，酶名称为本领域技术人员已知。酶名称包括：

EC(酶学委员会)号、建议名称、别名(若有)、催化活性和其他因子。酶也称为多肽、蛋白质、

肽、氨基酸序列，或通过SEQ  ID  NO标识。在本公开中，酶的别名可互换使用。

[0036] 已知不同种类的酶可用于烘焙，包括：α‑淀粉酶(E.C.3.2.1.1)；葡聚糖1,4‑α‑麦

芽四糖水解酶(E.C.3.2.1.60)，也称为外切‑麦芽四糖水解酶、G4‑淀粉酶；葡聚糖1,4‑α‑麦

芽糖水解酶(E .C .3 .2 .1 .133)，也称为产麦芽糖α‑淀粉酶；内切‑1 ,4‑β‑木聚糖酶

(E.C.3.2.1.8)；氧化还原酶；磷脂酶A1(E.C.3.1.1.32)；磷脂酶A2(E.C.3.1.1.4)；磷脂酶C

(E.C.3.1.4.3)；磷脂酶D(E.C.3.1.4.4)；半乳糖脂酶(E.C.3.1.1.26)；和蛋白酶。酶可用作

食品成分、食品添加剂和/加工助剂。

[0037] 脂肪酶(E.C.3.1.1.3)是已知切割脂质中的酯键的水解酶。脂肪酶包括磷脂酶、三

酰甘油脂酶和半乳糖脂酶。已从植物、哺乳动物及包括但不限于以下的微生物鉴定了脂肪

酶：假单胞菌属(Pseudomonas)、弧菌属(Vibrio)、不动杆菌属(Acinetobacter)、伯克氏菌

属(Burkholderia)、色杆菌属(Chromobacterium)，来自腐皮镰刀菌(Fusarium  solani)的

角质酶(FSC)，南极假丝酵母(Candida  antarctica)A(CalA)、米根霉(Rhizopus  oryzae)

(ROL)、疏绵状嗜热丝孢菌(Thermomyces  lanuginosus)(TLL)、米黑根毛霉(Rhizomucor 

miehei)(RML)、黑曲霉(Aspergillus  Niger)、异孢镰刀菌(Fusarium  heterosporum)、尖孢

镰刀菌(Fusarium  oxysporum)、大刀镰刀菌(Fusarium  culmorum)脂肪酶。

[0038] 此外，专利和公开的专利申请中已公开了许多脂肪酶、磷脂酶和半乳糖脂酶，包括

但不限于WO1993/000924、WO2003/035878、WO2003/089620、WO2005/032496、WO2005/

086900、WO2006/031699、WO2008/036863和WO2011/046812。
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[0039] 用于食品加工和烘焙的市售脂肪酶包括但不限于：LIPOPANTM、NOOPAZYME(可获自

Novozymes)；PANAMORE、CAKEZYME和BAKEZYME(可获自DSM)；及GRINDAMYL  EXEL  16、

GRINDAMYLPOWERBAKE和TS‑E  861(可获自Dupont/Danisco)。

[0040] 本公开的脂肪酶是分离的、合成的或重组的氨基酸序列SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:

3、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:9、SEQ  ID  NO:11中所示多肽。

[0041] 本公开的脂肪酶是分离的、合成或重组的由核酸序列SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:4、

SEQ  ID  NO:6、SEQ  ID  NO:8、SEQ  ID  NO:10、SEQ  ID  NO:12中所示多核苷酸编码的多肽。

[0042] 具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:1的脂肪酶由具有核酸序列SEQ  ID  NO:2的多核苷酸

或SEQ  ID  NO:2的编码氨基酸序列SEQ  ID  NO:1的多核苷酸变体编码。具有氨基酸序列SEQ 

ID  NO:3的脂肪酶由具有核酸序列SEQ  ID  NO:4的多核苷酸或SEQ  ID  NO:4的编码氨基酸序

列SEQ  ID  NO:3的变体编码。具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:5的脂肪酶由具有核酸序列SEQ  ID 

NO:6的多核苷酸或SEQ  ID  NO:6的编码氨基酸序列SEQ  ID  NO:5的变体编码。具有氨基酸序

列SEQ  ID  NO:7的脂肪酶由具有核酸序列SEQ  ID  NO:8的多核苷酸或SEQ  ID  NO:8的编码氨

基酸序列SEQ  ID  NO:7的变体编码。具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:9的脂肪酶由具有核酸序列

SEQ  ID  NO:10的多核苷酸或SEQ  ID  NO:10的编码氨基酸序列SEQ  ID  NO:9的变体编码。具

有氨基酸序列SEQ  ID  NO:11的脂肪酶由具有核酸序列SEQ  ID  NO:12的多核苷酸或SEQ  ID 

NO:12的编码氨基酸序列SEQ  ID  NO:11的变体编码。

[0043] 本公开的脂肪酶是分离的、合成的或重组的变体多肽，其包含与含有或选自SEQ 

ID  NO:1、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:9和SEQ  ID  NO:11的氨基酸

序列的全长酶活性多肽至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一的氨基酸序列，其中变体多

肽具有脂肪酶活性。

[0044] 本公开的脂肪酶是分离的、合成的或重组的变体多肽，其包含含有或选自SEQ  ID 

NO:1、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:9和SEQ  ID  NO:11的氨基酸序

列的酶活性多肽及氨基酸取代、氨基酸插入、氨基酸缺失或其任意组合，其中变体多肽具有

脂肪酶活性。

[0045] 在另一实施方案中，具有氨基酸取代的变体多肽可以是保守氨基酸取代。“保守氨

基酸取代”是指，与亲本氨基酸序列相比，在同一位置用具有相似特性的不同氨基酸残基替

换氨基酸序列中的一个氨基酸残基。保守氨基酸取代的一些实例包括但不限于用不同的带

正电荷氨基酸残基替换带正电荷的氨基酸残基；用不同的极性氨基酸残基替换极性氨基酸

残基；用不同的非极性氨基酸残基替换非极性氨基酸残基，用不同的碱性氨基酸残基替换

碱性氨基酸残基，或用不同的芳香族氨基酸残基替换芳香族氨基酸残基。

[0046] 在另一实施方案中，具有氨基酸取代的变体多肽可以是用任意其他氨基酸残基替

换一个氨基酸残基，其中变体多肽具有脂肪酶活性。

[0047] 在另一实施方案中，具有脂肪酶活性的变体多肽是“成熟多肽”。成熟多肽指处于

其最终形式的酶，包括任何翻译后修饰、糖基化、磷酸化、截短、N端修饰、C端修饰、信号序列

删除。成熟多肽可取决于表达系统、载体、启动子和/或产生方法而不同。

[0048] 在另一实施方案中，脂肪酶在宽pH范围内，在约pH  4.0至约pH  12.0范围内的任意

单个点具有活性。在一个实施方案中，脂肪酶在pH  4 .0至pH  11 .0、pH  4 .0至pH  10 .0、pH 
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4.0至pH  9.0、pH  4.0至pH  8.0、pH  4.0至pH  7.0、pH  4.0至pH  6.0或pH  4.0至pH  5.0的范

围内具有活性。在另一实施方案中，脂肪酶在pH  4.0、pH  4.5、pH  5.0、pH  5.5、pH  6.0、pH 

6 .5、pH  7 .0、pH  7 .5、pH  8 .0、pH  8 .5、pH  9 .0、pH  9 .5、pH  10 .0、pH  10 .5、pH  11 .0、pH 

11.5、pH  12.0和pH  12.5具有活性。

[0049] 在另一实施方案中，脂肪酶在烘焙过程中任意时间所用的宽温度范围内具有活

性，其中温度是约20℃至约60℃范围内的任意点。在另一实施方案中，脂肪酶在20℃至55

℃、20℃至50℃、20℃至45℃、20℃至40℃、20℃至35℃、20℃至30℃或20℃至25℃温度范围

内具有活性。在另一实施方案中，脂肪酶在至少19℃、20℃、21℃、22℃、23℃、24℃、25℃、26

℃、27℃、28℃、29℃、30℃、31℃、32℃、33℃、34℃、35℃、36℃、37℃、38℃、39℃、40℃、41

℃、42℃、43℃、44℃、45℃、46℃、47℃、48℃、49℃、50℃、51℃、52℃、53℃、54℃、55℃、56

℃、57℃、58℃、59℃、60℃、61℃、62℃的温度或更高温度具有活性。“序列同一性”指第一氨

基酸序列与第二种氨基酸序列的比较，或第一核酸序列与第二种核酸序列的比较，且基于

该比较计算为百分比。

[0050] 通常，可以用所创建的比对通过两种不同方法之一计算序列同一性。在第一种方

法中，在最终序列同一性计算中将单个位置的错配和单个位置的缺口都计数为非同一位

置。在第二种种方法中，在最终序列同一性计算中将单个位置的错配计数为非同一位置；但

是，在最终序列同一性计算中不将单个位置的缺口计数(忽略)为非同一位置。换言之，在第

二种种方法中，在最终序列同一性计算中忽略缺口。这两种方法之间的差异(在单个位置将

缺口计数为非同一位置对忽略缺口)可导致两个序列间序列同一性值的变异。

[0051] 在本公开的一个实施方案中，通过程序测定序列同一性，该程序产生比对，并在最

终序列同一性计算中将单个位置的错配和单个位置的缺口都计数为非同一位置来计算同

一性。例如程序(EMBOS)，其执行Needleman和Wunsch(Needleman和Wunsch ,1970 ,

J.Mol.Biol.48:443‑453)的算法，其这样计算序列同一性：首先产生第一序列和第二种序

列之间的比对，然后计数比对长度内相同位置的数目，然后将相同残基的数目除以比对长

度，然后将此数乘以100来产生％序列同一性[％序列同一性＝(相同残基数/比对长度)

x100]。

[0052] 在本公开的另一实施方案中，可以从配对比对计算序列同一性，该配对比对在全

长范围内显示两个序列，所以以其全长显示第一序列和第二种序列(“总体序列同一性”)。

例如，程序Needle(EMBOSS)产生这类比对；％序列同一性＝(相同残基数/比对长度)x100。

[0053] 在本公开的另一实施方案中，可以从仅显示第一序列或第二种序列的局部区域的

配对比对计算序列同一性(“局部同一性”)。例如，程序Blast(NCBI)产生这类比对；％序列

同一性＝(相同残基数/比对长度)x100。

[0054] 在本公开的一个实施方案中，脂肪酶可以与至少一种其他酶或第二种酶组合使

用。在另一实施方案中，该第二种酶包含或选自：α‑淀粉酶；葡聚糖1,4‑α‑麦芽四糖水解酶，

也称为外切‑麦芽四糖水解酶、G4‑淀粉酶；葡聚糖1,4‑α‑麦芽糖水解酶，也称为产麦芽糖α‑

淀粉酶、环糊精葡聚糖转移酶、葡糖淀粉酶；内切‑1,4‑β‑木聚糖酶；木聚糖酶、纤维素酶、氧

化还原酶；磷脂酶A1、磷脂酶A2、磷脂酶C、磷脂酶D；半乳糖脂酶、三酰甘油脂酶、阿拉伯呋喃

糖苷酶、转谷氨酰胺酶、果胶酶、果胶酸裂合酶、蛋白酶或其任意组合。在另一实施方案中，

该酶组合是本文公开的脂肪酶和产麦芽糖α‑淀粉酶，或者该酶组合是本文公开的脂肪酶、
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产麦芽糖α‑淀粉酶和木聚糖酶。

[0055] 在本公开的另一实施方案中，该脂肪酶可以是一种以上脂肪酶的杂合体。“杂合

体”或“嵌合”或“融合蛋白质”指将本公开的第一脂肪酶的结构域与第二种脂肪酶的结构域

组合形成杂合脂肪酶，且该杂合体具有脂肪酶活性。在一个实施方案中，将本公开的脂肪酶

的结构域与市售脂肪酶如LIPOPAN(可获自Novozymes)或PANAMORE(可获自DSM)的结构域组

合形成杂合脂肪酶，且该杂合脂肪酶具有脂肪酶活性。

[0056] 工业酶通常是用细菌、真菌或酵母表达系统产生的重组蛋白质。“表达系统”还指

宿主微生物、表达宿主、宿主细胞、产生生物或产生菌株，对于本公开，这些术语中的每一个

可互换使用。表达系统的实例包括但不限于：黑曲霉、米曲霉(Aspergillus  oryzae)、多形

汉逊酵母(Hansenula  polymorpha)、疏绵状嗜热丝孢菌、尖孢镰刀菌、异孢镰刀菌、大肠杆

菌(Escherichia  coli)，芽孢杆菌属(Bacillus)，优选枯草芽孢杆菌(Bacillus  subtilis)

或地衣芽孢杆菌(Bacillus  licheniformis)，假单胞杆菌属(Pseudomonas)，优选荧光假单

胞菌(Pseudomonas  fluorescens)，巴斯德毕赤酵母(Pichia  pastoris) (也称为

Komagataella  phaffii)，嗜热毁丝霉(Myceliopthora  thermophile)(C1)，粟酒裂殖酵母

(Schizosaccharomyces  pombe)，木霉属(Trichoderma)，优选里氏木霉(Trichoderma 

reesei)。在一个实施方案中，用上文所列表达系统产生本公开的脂肪酶。

[0057] 已知脂肪酶可用于其他工业应用。在本公开的一个实施方案中，该脂肪酶用于去

垢剂。在本公开的一个实施方案中，该脂肪酶用于个人护理产品，如隐形眼镜溶液。在另一

实施方案中，本公开的脂肪酶用于织物加工，如制革。在另一实施方案中，本公开的脂肪酶

可用于纸浆和纸张加工。在另一实施方案中，该纸浆和纸张加工是树脂控制(pitch 

control)或脱墨。在另一个实施方案中，本公开的脂肪酶可用于制造生物柴油。在另一实施

方案中，本公开的脂肪酶可用于干酪成熟。在另一实施方案中，本公开的脂肪酶可用于制备

肉味和/或香气。在另一实施方案中，本公开的脂肪酶可用于改性油和脂肪。在另一实施方

案中，本公开的脂肪酶可用于酶促油脱胶。在另一实施方案中，本公开的脂肪酶可用于产生

乙醇。

[0058] 本文所用的术语“烘焙产品”包括诸如面包、脆皮卷、三明治面包、小奶油面包、长

棍面包、夏巴塔、羊角面包，以及精细烘焙食品，如炸面圈、奶油鸡蛋卷、葡萄干甜面包、蛋

糕、小松饼等。

[0059] 本文所用的术语“面团”定义为面粉、盐、酵母和水的混合物，其可在烘焙前揉和、

模制、成型或碾压。此外，也可以使用其他成分，如糖、人造黄油、蛋、乳等。该术语包括用于

制备烘焙商品如面包、面包卷、三明治面包、长棍面包、夏巴塔、羊角面包、甜酵母面团等的

面团。

[0060] 本文所用的术语“面包体积”是通过用激光扫描仪(例如Volscan  Profiler  ex 

Micro  Stable  System)测量体积以及比体积而测定的烘焙商品的体积。该术语还包括通过

测量某些烘焙商品的长度、宽度和高度而测定的体积。

[0061] 本文所用的术语“包含”与“包括”、“含有”或“表征为”同义，且是包容性的或开放

性的，不排除其他未引用的要素或方法步骤。

[0062] 应理解，本文所述的本发明的方面和实施方案包括“由方面和实施方案组成”和/

或“基本由方面和实施方案组成”。
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[0063] 本公开通篇中，多种方面以范围型式呈现。应理解，范围型式的描述仅仅是为了方

便和简洁，不应解释为对本公开的范围的僵化限制。因此，范围的描述应视为已明确公开了

所有可能的子范围以及该范围内的单个数值。例如，如1至6的范围描述应视为已明确公开

了如1至3、1至4、1至5、2至4、2至6、3至6等的子范围，以及该范围内的单个数字，例如1、2、3、

4、5和6。无论范围的宽度如何，这都适用。

[0064] 本公开的其他目的、优势和特征将从以下说明书结合附图变得显而易见。

[0065] 在以下描述中，给出许多具体细节以提供对本公开的更充分理解。但是，对本领域

技术人员而言，显而易见的是，可以在没有一个或多个这些具体细节的情况下实施本公开

的方法。在其他情况下，为了避免模糊本公开，未描述本领域技术人员公知的公知特征和方

法。

[0066] 实施例1：脂肪酶表达和纯化

[0067] 表达

[0068] 通过构建含有编码多核苷酸序列的表达质粒、转化入巴斯德毕赤酵母

(Komagataella  phaffii)并按以下方式培养所得到的表达菌株来获得酶。通过将序列经确

认的菌株的甘油原种涂布在含Zeocin的酵母提取物蛋白胨葡萄糖(YPD)琼脂平板上来获得

表达菌株的新鲜巴斯德毕赤酵母细胞。2天后，用来自这些平板的细胞将产生菌株的起子种

子培养物接种入100mL缓冲甘油复合培养基(BMGY)，并在30℃、225‑250转/分钟培养20‑24

小时。通过适量转入折流反应器中的2‑4L  BMMY培养基来放大种子培养物。在30℃和平桨叶

搅拌桨提供的1100转/分钟搅拌下进行发酵48‑72小时。发酵的起始批次期之后，无论何时

培养物中溶解氧水平下降至30％以下，加入经除菌过滤的甲醇作为补料。备选地，每3小时

按起始批次培养物的0.5％v/v加入补料。最终发酵液在4℃7000xg离心30分钟以获得无细

胞上清。

[0069] 纯化

[0070] 过滤通过纱布(cheese‑cloth)后，用截留分子量5kD的实验室规模切向流过滤

(TFF)系统(SpectrumLabs)超滤无细胞上清。样品首先浓缩10‑20X，然后缓冲液交换5X入

50mM  HEPES  pH  7.5。得到的截留物27000xg离心1小时，然后通过0.2μm滤器除菌过滤，以去

除任何产生微生物或颗粒物质。用Braford测定法测定最终样品的总蛋白质含量。脂肪酶‑

20℃保存在溶液中，或冷冻干燥形成粉末。在一些情况下，将脂肪酶溶液按0.5mg脂肪酶/g

面粉喷雾在全谷物面粉上，然后40℃干燥。
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[0071]

[0072] 实施例2：脂肪酶活性

[0073] 人工底物

[0074] 使用人工底物对硝基苯辛酸酯(C8‑PNP,Sigma  21742)，通过分光光度计检测生色

产物对硝基苯基(PNP)来测定脂肪酶活性。将C8‑PNP按8mM溶解在2‑乙氧基乙醇(Alfa 

Aesar)中，然后在50mM  Hepes  pH  7 .5 ,0 .1M  NaCl(底物测定缓冲液)中稀释至0.4mM。按

0.1‑1μg/mL之间的终浓度将脂肪酶原液加至底物测定缓冲液，然后立即在酶标仪(plate 

reader)中通过405nm吸光度在30℃监测PNP形成15分钟。用A405值对时间的线性斜率和标

准PNP曲线来计算每μg酶的酶活性。类似地，用相同的测定来测量活性：a)在不同pH值(4.0‑

12.0)，使用适当pH缓冲液和该pH值下的PNP标准曲线；b)在不同温度(25℃‑65℃)；c)在不

同辅因子或盐浓度(Ca2+、Mg2+、Zn2+、Na+、Cl‑、EDTA)存在下；d)用多种脂肪酸链长的不同

PNP底物(C4‑C18,Sigma)。结果显示在下表中。

[0075]

[0076] 天然脂质底物

[0077] 备选地，用天然脂质底物和检测水解期间游离脂肪酸累积引起的pH变化的荧光pH

指示剂测定脂肪酶活性。天然底物分离自下文所述面粉(MGDG＝单半乳糖甘油二酯，DGDG＝

双半乳糖甘油二酯，TAG＝三酰甘油)或来自大豆卵磷脂的PC(PC＝磷脂酰胆碱)。按5mM终浓

度在0.25％脱氧胆酸钠中配制天然底物母液，用超声(1‑5分钟)均匀分散脂质。为了在

pH7.0‑7.5测量活性，将脂肪酶按0.1‑1μg/mL稀释在2mM底物、0.1％脱氧胆酸钠、125ng/mL
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荧光素、5mM  CaCl2、0.5mM  Hepes  pH  7.5中，然后在30℃在488nm激发后测量520nm荧光发

射15分钟。用荧光对时间的线性斜率的负值来计算每μg酶的脂肪酶活性。为了在pH  7 .5‑

8.0测量活性，将脂肪酶按0.1‑1μg/mL稀释在2mM底物、0.1％脱氧胆酸钠、250ng/mL  SNARF‑

1(ThermoScientific  S22801)、5mM  CaCl2、1mM  Tris  pH8.0中，然后在30℃在514nm激发后

记录580nm荧光发射15分钟。用荧光对时间的线性斜率来计算每μg酶的脂肪酶活性。

[0078] 从面粉或大豆卵磷脂提取天然底物

[0079] 将550型面粉(Vogtmühlen  Illertissen)(1000g)连同2500mL甲醇加至6L四颈圆

底烧瓶。然后在室温下用机械搅拌桨搅拌烧瓶内容物1.5小时。此时期后，使混合物沉降，倒

出溶剂，通过真空过滤通过硅胶/Celite垫过滤。然后按前述用另一2500mL甲醇再次提取剩

余小麦面粉。

[0080] 提取后，按前述通过硅胶/Celite过滤烧瓶的全部内容物，并用甲醇充分洗涤，以

最小化脂质产物损失。将两份提取物组合，并用旋转蒸发器浓缩产生金棕色糖浆。然后通过

装入烧结玻璃漏板漏斗的硅胶垫纯化组合的提取物，以从极性组分分离脂肪、非极性组分，

即MGDG和DGDG。通过将硅胶装入500mL烧结玻璃漏斗并应用真空确保垫子完全装填来制备

硅胶垫。然后用巴斯德吸管小心地将原料加至硅胶垫以确保样品的均匀分布。然后用正庚

烷‑丙酮(1:1，2L)、正庚烷‑丙酮(1:4，2L)、丙酮(1L)和丙酮‑甲醇(4:1，1L)洗脱样品。收集

级分(1L)，从TLC分析可知，级分2包含大部分非极性组分(甘油三酯、甘油二酯、甘油一酯)，

而观察到级分3‑4包含MGDG，级分5‑6包含DGDG。用旋转蒸发器分别浓缩这些级分并进一步

纯化。进行快速层析纯化级分2的剩余部分(甘油三酯、甘油二酯、甘油一酯)。

[0081] 柱层析首先用正庚烷然后用正庚烷:丙酮(4:1)和正庚烷:丙酮(1:1)进行。通过

TLC分析监测柱层析的进展，相应地提高用于洗脱的溶剂系统的极性。然后对从柱回收的级

分进行TLC分析，以评价可以组合哪些级分来产生甘油三酯、甘油二酯、甘油一酯的纯样品。

用旋转蒸发器浓缩组合的级分。进行快速层析纯化级分3‑4的剩余部分(含MGDG的级分)。首

先用正庚烷然后用正庚烷:丙酮(1:1)进行柱层析。通过TLC分析监测柱层析的进展，相应地

提高用于洗脱的溶剂系统的极性。然后对从柱回收的级分进行TLC分析，以评价浓缩前可以

组合哪些级分。进行快速层析纯化级分5‑6的剩余部分(含DGDG的级分)。用正庚烷:丙酮(1:

1)、正庚烷:丙酮(1:4)和最后仅用丙酮进行柱层析。通过TLC分析监测柱层析的进展，相应

地改变溶剂系统。然后对从柱回收的级分进行TLC分析，以评价浓缩前可以组合哪些级分。

[0082] 通过丙酮提取纯化磷脂，以从大豆卵磷脂去除甘油三酯和游离脂肪酸。将大豆卵

磷脂(10g)与丙酮(30ml)在50ml管中混合，并混匀10分钟。将得到的浆液4000xg离心5分钟，

取出并废弃丙酮相。用新鲜丙酮再提取不可溶磷脂3次。
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[0083]

[0084]

[0085] 通过HPLC评估面团中的脂解活性

[0086] 用简化面团来测试脂肪酶同时及在希望的条件下对若干底物的活性。从10g面粉

(US  King  Arthur面包面粉)、200mg盐和5.9ml水制备面团，按每个面团4或40μg酶补加酶。

通过磁力混合混匀面团10分钟，然后在湿度控制室中30℃孵育总计60分钟。在第10分钟和

60分钟从每个面团取分析样品。对于脂质分析，将2g面团样品加至含有2ml  0 .1N  HCl和

10ml  1‑丁醇的小瓶中。使面团分散在溶剂中，以通过剪切匀浆(VWR  250Homogenizer ,

20x200mm探头)提取脂质30秒。然后通过在室温下4000xg离心5分钟来分离未溶解的脂质。

取出有机相，并通过离心蒸发(Savant  SpeedVac  SC210A&Trap  RVT5105)来蒸发，将得到的

固体按1/10原体积重新溶解在异辛烷:丙酮:异丙醇(2:1:1)中用于分析。通过硅胶柱

(Chromolith  Performance  Si  100‑4 .6mm ,Merck)HPLC分离脂质，并通过ELSD(Agilent 

1260Infinity)分析。

[0087] 用于脂质分离的层析方法源自Gerits等“Single  run  HPLC  separation  coupled 

to  evaporative  light  scattering  detection  unravels  wheat  flour  endogenous 

lipid  redistribution  during  bread  dough  making”LWT‑Food  Science  and 

Technology,53(2013)426‑433。用每种酶的四个样品(即两个时间点和两种酶剂量)来确定

单个脂质种类是否由于酶处理而增加、减少或显示无变化。所测试的若干酶对宽范围的脂

质种类显示活性，如下表和图1中所示。
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[0088]

[0089] 实施例4：烘焙试验Pistolet测试

[0090] 在快速直接面团系统Pistolet测试中测试了PANAMOREGOLDEN2 .2、LIPOPAN  F、

LIP62、LIP61、LIP24、LIP49干脂肪酶和DATEM(LAMETOP  552)以及溶液中的PANAMORE 

GOLDEN2.2、LIPOPAN  F、LIP62、LIP61、LIP24、LIP49、LIP88脂肪酶和DATEM(LAMETOP  552)的

烘焙性能。将550型面粉(Vogtmühlen  Illertissen)(2000g)、120g压缩酵母、40g盐、30g葡

萄糖、22g小麦淀粉、120ppm抗坏血酸、5ppm AM  100(真菌α‑淀粉酶)、200ppm

CS  30(真菌木聚糖酶、纤维素酶、真菌α‑淀粉酶)和1180g水在Kemper  SP  15螺

旋式混合器中按速度1混合5.5分钟并按速度2混合0.5分钟，最终面团温度28℃。静置12分

钟后，将面团按比例变大(scale)至1500g的团块，滚圆，并再醒发12分钟。然后，通过使用自

动面团分块机和滚圆机来将面团分块和滚圆为每个50g的30个团块。然后将面团团块在

85％相对湿度下在35℃醒发35分钟(正常醒发)和45分钟(延长醒发)。12分钟醒发时间后，

在面团团块中央压出凹槽。在柜式烤炉中240℃烘焙经醒发的面团团块12分钟，添加蒸汽15

秒。

[0091] 将对面团特性和对最终烘焙商品的影响与阴性对照及与包含0.4％(基于面粉重

量)DATEM( 552)的参考相比较。PANAMOREGOLDEN2.2按14ppm加入，LIPOPAN  F按

40ppm加入。

[0092] 通过相对于重量测量15个面包卷的长度、宽度和高度，来测定体积效应。阴性对照

定义为0％。由烘焙师手工评价面团特性，并与阴性对照相比较进行描述。

[0093] 干脂肪酶和溶液中的脂肪酶的结果显示在下表中。
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[0094]

[0095]

[0096]

[0097]
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[0098]

[0099]

[0100] 实施例5：烘焙试验‑长棍面包

[0101] 在法式长棍面包中测试了PANAMORE  GOLDEN  2 .2、LIPOPAN  F、LIP62酶和DATEM

(Lametop  552)的烘焙性能。在烘焙试验之前，测试每种酶的活性(其在不同酶之间可以不

同)，然后测试每种酶来确定该酶的最适剂量，最后按最适剂量加入该酶。将面粉(参见下文

面粉类型)(1000g)、25g压缩酵母、20g盐、60ppm抗坏血酸、3ppm AM  100(真菌α‑

淀粉酶)、150ppm CS  30(真菌木聚糖酶、纤维素酶、真菌α‑淀粉酶)和650g水在

Kemper  SP  15螺旋式混合器中按速度1混合8分钟并按速度2混合4分钟，最终面团温度27

℃。静置35分钟后，将面团分为350g的团块，滚圆，并醒发15分钟。然后，对面团团块进行模

制，并在75％相对湿度下在27℃醒发120分钟(正常醒发)和150分钟(延长醒发)。切开经醒

发的面团团块，在柜式烤炉中255℃烘焙25分钟，30秒后添加蒸汽。

[0102] 将对面团特性和对最终烘焙商品的影响与阴性对照及与包含0.4％(基于面粉重

量)DATEM( 552)的参考相比较。其他对照是PANAMORE  GOLDEN2 .2(14ppm)和

LIPOPAN  F(40ppm)。LIP62按60ppm或1.26μg脂肪酶/g面粉加入。

[0103] 通过经激光扫描仪(Micro  Stable  Systems  Volscan)测量面包条来测定体积效

应。阴性对照定义为0％。由烘焙师手工评价面团特性，并与阴性对照相比较进行描述。

[0104] 使用德国面粉(550型Vogtmühlen  Illertissen)和土耳其面粉的长棍面包烘焙试

验的结果显示在下表中。

[0105]
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[0106]

[0107] 实施例6：烘焙试验‑甜酵母面团

[0108] 在甜酵母面团中测试了PANAMORE  GOLDEN  2 .2、LIPOPAN  F、LIP62酶和DATEM

(Lametop  552)的烘焙性能。在烘焙试验之前，测试每种酶的活性(其在不同酶之间可以不

同)，然后测试每种酶来确定该酶的最适剂量，最后按最适剂量加入该酶。将550型面粉

(Vogtmühlen  Illertissen)(2000g)、140g压缩酵母、30g盐、200g糖、200g人造黄油、100g

蛋、50ppm抗坏血酸、200ppm CS  30(真菌木聚糖酶、纤维素酶、真菌α‑淀粉酶)和

900g水在Kemper  SP  15螺旋式混合器中按速度1混合6.5分钟并按速度2混合1.5分钟，最终

面团温度26℃。静置25分钟后，将面团按比例变大至1500g的团块，滚圆，并再醒发20分钟。

然后，通过使用自动面团分块机和滚圆机来将面团分块和滚圆为每个50g的30个团块。然后

将8个面团团块放入烘焙模子，并在85％相对湿度下在35℃醒发50分钟。在柜式烤炉中210

℃/255℃下方和上方加热烘焙经醒发的面团团块35分钟，添加蒸汽15秒。

[0109] 将对面团特性和对最终烘焙商品的影响，与阴性对照及与包含0.4％(基于面粉重

量)DATEM( 552)的参考相比较。其他对照是PANAMORE  GOLDEN2 .2(4ppm)和

LIPOPAN  F(25ppm)。LIP62按25ppm(0.52μg脂肪酶/g面粉)加入。

[0110] 通过经激光扫描仪(Micro  Stable  Systems  Volscan)测量面包条来测定体积效

应。阴性对照定义为0％。由烘焙师手工评价面团特性，并与阴性对照相比较进行描述。

[0111] 甜面团和生发面块&面团烘焙试验的结果显示在下表中。

[0112]

[0113] 实施例7：烘焙试验‑生发面块(sponge)&面团

[0114] 在生发面块&面团方法中测试了PANAMORE  GOLDEN  2 .2、LIPOPAN  F、LIP62酶和

DATEM(Lametop  552)的烘焙性能。在烘焙试验之前，测试每种酶的活性(其在不同酶之间可

以不同)，然后测试每种酶来确定该酶的最适剂量，最后按最适剂量加入该酶。将550型面粉

(Vogtmühlen  Illertissen)(1000g)、5g压缩酵母和1000g水混匀，并在4℃或室温保存16小

时。然后，将1000g  550型面粉(Vogtmühlen  Illertissen)、55g压缩酵母、40g盐、40g糖、40g

人造黄油、600ppm抗坏血酸、150ppm CS  30(真菌木聚糖酶、纤维素酶、真菌α‑淀

粉酶)和160g水在Kemper  SP  15螺旋式混合器中按速度1混合5.5分钟并按速度2混合0.5分

钟，最终面团温度27℃。静置15分钟后，将面团分为450g的团块，滚圆，并醒发10分钟。然后，

对面团团块进行模制，放入烘焙模子，并在85％相对湿度下在35℃醒发80分钟。在柜式烤炉

中240℃/250℃下方和上方加热烘焙经醒发的面团团块30分钟，添加蒸汽15秒。

[0115] 将对面团特性和对最终烘焙商品的影响与阴性对照及与包含0.4％(基于面粉重
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量)DATEM( 552)的参考相比较。其他对照是PANAMORE  GOLDEN2 .2(7ppm)和

LIPOPAN  F(50ppm)。LIP62按1.2μg脂肪酶/g面粉加入。

[0116] 通过经激光扫描仪(Micro  Stable  Systems  Volscan)测量面包条来测定体积效

应。阴性对照定义为0％。由烘焙师手工评价面团特性，并与阴性对照相比较进行描述。

[0117]

[0118] 实施例8：烘焙试验‑Chorleywood面包方法

[0119] 在Chorleywood面包方法中测试了PANAMORE  GOLDEN  2.2、LIPOPAN  F、LIP62酶和

DATEM(Lametop  552)的烘焙性能。在烘焙试验之前，测试每种酶的活性(其在不同酶之间可

以不同)，然后测试每种酶来确定该酶的最适剂量，最后按最适剂量加入该酶。在压力真空

混合器(Pentagon  K5)中混合英国面粉(Heygates  Standard)(3000)、240g压缩酵母、45g

盐、60g改良物(小麦面粉、硫酸钙、大豆粉、抗坏血酸、细菌木聚糖酶、真菌α淀粉酶)和2010g

水，直至达到58.3kW/h的能量输入，最终面团温度30℃。将面团分为450g团块(无静置时

间)，滚圆，并醒发2分钟。然后，对面团团块进行模制，放入两个烘焙模子，并在85％相对湿

度下在35℃醒发55分钟。在烘焙之前，用烘焙模子之一进行跌落测试，其中烘焙模子从确定

的高度跌落。然后，在柜式烤炉中255℃/240℃下方和上方加热烘焙经醒发的面团团块25分

钟，添加蒸汽15秒。

[0120] 将对面团特性和对最终烘焙商品的影响与阴性对照及与包含0.4％(基于面粉重

量)DATEM( 552)的参考相比较。其他对照是PANAMORE  GOLDEN2 .2(18ppm)和

LIPOPAN  F(30ppm)。LIP62按40ppm或0.8μg脂肪酶/g面粉加入。

[0121] 通过经激光扫描仪(Micro  Stable  Systems  Volscan)测量面包条来测定体积效

应。阴性对照定义为0％。由烘焙师手工评价面团特性，并与阴性对照相比较进行描述。

[0122]
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