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不同 pH 提取液对羔羊皱胃酶提取活性的影响
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　　[摘　要 ]　以关中奶山羊羔羊皱胃为原料,分别用 pH 4. 5, 5. 4和 6. 0提取液提取羔羊皱胃酶,并用L 9 (34)正

交试验研究了不同pH 提取液对皱胃酶提取效果的影响。结果表明, pH 5. 4提取液的提取活性最高, pH 6. 0提取液

次之, pH 4. 5提取液最低;其最佳技术参数为:提取液 pH 5. 4,N aC l质量浓度 80 göL ,提取温度 30 ℃,皱胃质量与

提取液体积之比为 1∶20;提取时间 48 h。
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　　羔羊皱胃酶 (K id rennet)是从哺乳羔羊第四胃

(皱 胃 ) 中 提 取 的 一 种 凝 乳 酶 (M ilk2clo t t ing

enzym e) ,是干酪生产中起凝乳作用的关键性酶,其

作用是水解 ϑ2酪蛋白的 phe1052m et106 肽键,产生

副2ϑ2酪蛋白和糖巨肽,在Ca2+ 参与下使乳凝固,从

而形成凝乳[1, 2 ]。近年来,随着世界干酪产量逐年上

升,凝乳酶的需求量不断增大,导致世界范围内出现

凝乳酶短缺,价格上涨,供不应求。世界各国都在寻

找凝乳酶的代用品,一些植物凝乳酶、微生物凝乳酶

在干酪生产中得到应用,但干酪出品率较低,质地、

风味不够理想,使其应用受到限制,许多生产厂家还

是喜欢使用皱胃酶[3 ]。人们在不断研究开发新型凝

乳酶代用品的同时,也对传统提取方法进行了提高

和改进[4 ]。传统皱胃酶提取方法是将皱胃在N aC l

溶液中进行浸提, 但随着皱胃成分的溶出, 提取液

pH 发生变化,使酶的稳定性和溶解性受到影响,导

致皱胃酶提取效率降低。为此,本研究以关中奶山羊

皱胃为原料,研究不同 pH 提取液对羔羊皱胃酶提

取活性的影响,以期获得较为理想的提取效果,为皱

胃酶的实际生产提供支持。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　选用 2～ 4周龄关中奶山羊,屠宰后立即取出皱

胃,上部从第三胃末端切取,下部从十二指肠上部切

取,用流水冲洗除去皱胃中的内容物 (冲洗时间不宜

过长)。然后剥除皱胃外部的脂肪及结缔组织,装入

塑料袋中,在- 24 ℃下保存备用。

1. 2　缓冲液的配制

试验所用的不同 pH 缓冲液均用 0. 2 mo löL
N a2H PO 4 和 0. 1 mo löL 柠檬酸配制,并用 pH 计调

整。其中, pH 4. 5缓冲液为 9. 35份N a2H PO 4 溶液

与 10. 68 份柠檬酸溶液混合; pH 5. 4 缓冲液为

11. 15 份N a2H PO 4 溶液与 8. 85 份柠檬酸溶液混

合; pH 6. 0 缓冲液为 12. 63 份 N a2H PO 4 溶液与

7. 37份柠檬酸溶液混合。

1. 3　皱胃酶的提取

羔羊皱胃解冻后,手术刀刮取胃粘膜,以N aC l

为提取剂,以提取时间、N aC l质量浓度、提取温度及

皱胃与提取液比例 (W ∶V )为试验因素,分别在 pH

4. 5, 5. 4和 6. 0缓冲液中进行提取。为防止腐败,在

提取液中添加 1 göL 的苯甲酸钠。然后 3 000 röm in

下离心 15 m in, 除去杂质, 取上清液, 用1 mo löL
HC l和 1 mo löL N aOH 调整 pH 至4. 6,在室温下激

活 12 h,测定其凝乳活性。

1. 4　皱胃酶活性的测定

采用A rim a [5 ]的方法。取 5 mL 100 göL 脱脂
乳,在 35 ℃下保温 10 m in,加入 0. 5 mL 皱胃酶溶

液,迅速混合均匀,准确记录酶液加入到乳中至乳凝

固的时间。把 40 m in 凝固 1 mL 100 göL 脱脂乳的
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酶量定义为 1 个索氏单位 (Soxh let un it, SU ) [6 ] ,并

以每 g 皱胃粘膜提取的酶活性单位为提取指标

(SU ög)。

Soxh let un it (SU ) =
2 400

T
× 50

5
×D

式中, T 为凝乳时间 (s) ; D 为稀释倍数。

2　结果与分析

2. 1　不同因素对羔羊皱胃酶提取活性的影响

2. 1. 1　提取时间　由图 1 可以看出, pH 5. 4 缓冲

液提取活性最高,也最稳定。pH 4. 5缓冲液提取活

性较低,且稳定性也较差。3种pH 缓冲液提取 48 h

时, 酶活性达最大值, 分别为 21 700 (pH 4. 5) ,

43 715 (pH 5. 4) 和 36 900 (pH 6. 0) SU ög。用

pH 5. 4缓冲液提取时,在提取的 0～ 48 h,随着提取

时间延长,提取活性逐渐提高 (P < 0. 01) ,提取时间

大于 48 h 后,提取活性无显著变化 (P > 0. 05)。pH

4. 5和 pH 6. 0缓冲液在提取的前 48 h 也有相似的

趋势,但 pH 6. 0缓冲液在提取 48 h 后,活性明显下

降 (P < 0. 01) ,而 pH 4. 5缓冲液在提取 72 h 后,活

性逐渐降低 (P < 0. 01) ,这与酶在不同 pH 中的稳定

性有关。

图 1　提取时间对羔羊皱胃酶提取活性的影响

F ig. 1　 Influences of ex tracting tim e on the

ex tracting activity of k id rennet

图 2　N aC l质量浓度对羔羊皱胃酶提取活性的影响

F ig. 2　 Influences of N aC l concen tra t ion on

the ex tracting activity of k id rennet

2. 2. 2　N aC l质量浓度　由图 2可见,用 pH 5. 4缓

冲液提取时, 当N aC l质量浓度小于 60 göL 时, 随

着N aC l质量浓度增大,提取活性逐渐增加;当N aC l

质量浓度为 60 göL 时, 提取活性达最大值 50 800

SU ög; N aC l质量浓度 60～ 80 göL 时, 提取活性基

本稳定 (P > 0. 05) ;但当N aC l质量浓度大于 80 göL
时,提取活性明显下降 (P < 0. 05)。用pH 4. 5和pH

6. 0缓冲液提取时,变化趋势与 pH 5. 4缓冲液相类

似。对 pH 6. 0缓冲液,N aC l质量浓度为 80 göL 时
提取活性达到最大值,而 pH 4. 5缓冲液在N aC l质

量浓度为 60 göL 时,提取活性最高。

2. 2. 3　提取温度　由图 3可知,在较低温度下提取

时,提取活性较低。与 5 ℃相比,在 20 ℃时, 3种缓

冲液的提取活性明显提高 (P < 0. 01) , 在 20～ 30

℃,提取活性基本稳定 (P > 0. 05)。对pH 4. 5和pH

5. 4 缓冲液,当温度大于 35 ℃时,提取活性逐渐下

降 (P < 0. 01) ,而对 pH 6. 0 缓冲液,当提取温度大

于 30 ℃时,提取活性明显下降 (P < 0. 01)。温度对

酶提取活性的影响主要取决于两个方面:一方面,提

高温度可加快酶液和提取液之间的扩散速度,提取

速度随之加快;另一方面,酶是一种具有活性的蛋白

质, 温度过高,会引起酶失活,使提取活性降低。因

此,选择适宜的提取温度对获得较高酶活性至关重

要。

2. 2. 4　皱胃质量与提取液体积混合比　由图 4 可

以看出,对于 pH 6. 0缓冲液,当皱胃质量与提取液

体积之比较小时,随着提取比例增加,提取活性随之

提高;当皱胃质量与提取液体积之比为 1∶15时,提

取活性最高达 60 116 SU ög,之后随着提取比例继

续增大,提取活性开始下降 (P < 0. 05) ,这主要与酶

在 pH 6. 0时的稳定性有关。用pH 5. 4缓冲液提取

时,当皱胃质量与提取液体积之比大于 1∶20时,提

取活性变化不大 (P < 0. 01) ; 而对 pH 4. 5 缓冲液,

随着皱胃质量与提取液体积之比的增大,提取活性

一直呈上升趋势。在实际应用中,皱胃质量与提取液

体积之比也不宜过大,否则会导致提取酶液容积较

大,酶浓度较低,不利于浓缩及干燥。
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图 3　提取温度对羔羊凝乳酶活性的影响

F ig. 3　 Influences of temperatu re on the

ex tracting activity of k id rennet

图 4　皱胃与提取液比例对羔羊皱胃酶活性的影响

F ig. 4　 Influences of the rat io of abom asum e and

beffer on the ex tracting activity of k id rennet

2. 2　最优提取技术参数的确定

在前面单因素试验的基础上,为了考察多因素

对羔羊皱胃酶的提取效果, 3 种缓冲液分别采用

L 9 (34)正交试验。N aC l质量浓度取 40, 60, 80 göL ;

皱胃质量与提取液体积之比取 1∶ 10, 1∶ 15,

1∶20; 提取温度取 25, 30, 35 ℃; 提取时间取 36,

48, 60 h。正交结果见表 1。

表 1　羔羊皱胃酶提取正交试验 (L 9 (34) )结果分析

T able 1　Extraction experim ent of k id rennet

处理
T reatm en t

因素水平 Facto r level 酶活性ö(SU·g- 1) Enzym e activity

N aC l质量
浓度ö(g·L - 1)

N aC l
concen tration

提取比例
A bom asum

buffer

提取温度ö℃
T emperatu re

提取时间öh
T im e pH 4. 5 pH 5. 4 pH 6. 0

1 1 (40) 1 (1∶10) 1 (25) 1 (36) 39 090 54 860 54 418
2 1 (40) 2 (1∶15) 2 (30) 2 (48) 44 285 72 191 57 922
3 1 (40) 3 (1∶20) 3 (35) 3 (60) 56 451 62 000 52 000
4 2 (60) 1 (1∶10) 2 (30) 3 (60) 58 181 63 846 54 418
5 2 (60) 2 (1∶15) 3 (35) 1 (36) 44 285 58 571 49 769

6 2 (60) 3 (1∶20) 1 (25) 2 (48) 41 823 66 595 62 285

7 3 (80) 1 (1∶10) 3 (35) 2 (48) 40 000 71 355 63 478

8 3 (80) 2 (1∶15) 1 (25) 3 (60) 43 333 67 922 60 000

9 3 (80) 3 (1∶20) 2 (30) 1 (36) 46 923 71 818 51 641

pH 4. 5 K 1 46 609 45 757 41 415 43 433

K 2 48 096 43 968 49 796 42 036

K 3 43 418 48 399 46 912 52 655

R 4 678 4 431 8 381 10 619

pH 5. 4 K 1 63 018 63 355 63 127 61 751

K 2 63 004 66 228 69 285 70 047

K 3 70 365 66 804 63 975 64 589

R 7 360 3 448 6 157 8 296

pH 6. 0 K 1 54 780 57 738 58 901 51 942

K 2 55 490 55 896 54 660 61 228

K 3 58 373 55 309 55 081 55 472

R 3 593 2 129 4 240 9 286

　　由表 1可知,不同 pH 缓冲液提取时,提取时间

的极差 R 均最大,说明提取时间是影响提取活性的

主要因素。3 种缓冲液各影响因素顺序为: (1) pH

4. 5缓冲液: 提取时间> 提取温度> N aC l质量浓度

> 提取比例; (2) pH 5. 4 缓冲液: 提取时间> N aC l

质量浓度> 提取温度> 提取比例; (3) pH 6. 0缓冲

液:提取时间> 提取温度> N aC l质量浓度> 提取比

例。方差分析表明, 3种缓冲液提取时,各处理间均

达到显着水平 (P < 0. 05) ,表明在试验取值范围内,

不同因素对羔羊皱胃酶提取都有一定的影响。从 3

种缓冲液提取效果来看, pH 5. 4缓冲液提取活性明

显高于 pH 4. 5 和 pH 6. 0 缓冲液,且 pH 4. 5 缓冲

液提取活性最低。统计分析表明, pH 5. 4缓冲液在

各处理点的平均活性与 pH 5. 4 和 pH 6. 0 缓冲液
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相比均达到极显著水平 (P < 0. 01) ,说明用 pH 5. 4

缓冲液提取羔羊皱胃酶,可获得较高的酶活性,提取

最优组合为: N aC l质量浓度 80 göL ,皱胃质量与提

取液体积之比 1∶20,提取温度 30 ℃,提取时间 48

h,最大提取活性为 72 300 SU ög。

3　讨　论

酶是一种蛋白质,蛋白质在溶液中的溶解性主

要与蛋白质分子所带电荷多少有关,蛋白质分子带

电荷越多,其溶解性越大,当蛋白质所带净电荷为零

时,溶解性最低。溶液的pH 是影响蛋白质带电性的

主要因素,蛋白质在不同 pH 环境中所带电荷也不

相同。皱胃酶是一种复合酶, 含有 90%的凝乳酶

(chymo sin)和 10%的胃蛋白酶 (pep sin) [7 ] , 凝乳酶

的等电点为pH 4. 6[8 ] ,在此pH 时酶溶解性最低,易

沉淀析出。同时,凝乳酶在不同pH 环境中具有不同

的稳定性, 在 pH 5. 3～ 6. 3 时稳定性最高, pH 为

3. 0～ 4. 9 和 pH 6. 5 以上稳定性较差[8～ 10 ],特别是

在有N aC l存在的较低pH 下,易发生自溶[11 ]。本研

究结果表明,用 pH 5. 4缓冲液提取时酶活性最高,

pH 6. 0缓冲液提取活性次之,而用 pH 4. 5 缓冲液

提取时,酶活性较低。这是因为用pH 4. 5缓冲液提

取时,由于提取 pH 接近凝乳酶的等电点,酶的溶解

性下降,同时在该 pH 下,酶的稳定性也较低, 提取

过程中容易失活。因此,提取皱胃酶时,在考虑远离

酶等电点的同时,也要注意不同pH 下酶的稳定性。
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Abstract: U sing goat k id abom asum of Guanzhong dairy goats as m ateria l, k id rennet w as ex tracted

w ith pH 4. 5, pH 5. 4 and pH 6. 0 buffers respect ively, and effect of d ifferen t facto rs on the ex tract ing act iv2
ity of k id rennet in differen t pH buffers w as studied by L 9 (34) o rthogonal experim en t. T he resu lts show ed

that the ex tract ing act ivity of k id rennet in pH 5. 4 buffer ranked the h ighest, pH 6. 0 buffer the second, pH

4. 5 buffer the last, and the best techno logica l param eters w are ex tract ing so lu t ion pH 5. 4,N aC l concen tra2
t ion 80 göL , ex tract ing temperatu re 30 ℃, ra t io of abom asum s and buffer 1∶20, and ex tract ing t im e 48

hou rs.

Key words: pH buffer; k id rennet; enzym e act ivity
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