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小牛皱胃酶提取技术的研究
Ξ

张 富 新
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　　[摘　要 ]　以小牛皱胃为原料,研究了食盐浓度、酒精浓度、提取温度和 pH 对小牛皱胃酶提取效果的影响。结

果表明,用 50 göL 的食盐在 pH 4. 0, 30 ℃下提取时,小牛皱胃酶凝乳活性最高。
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　　小牛皱胃酶 (ca lf rennet)是从幼小吮乳小牛第

四胃 (皱胃)中提取的一种凝乳酶,含有质量分数为

90%的凝乳酶 ( renn in)和质量分数 10%的胃蛋白酶

(pep sin ) [1 ] , 其作用是水解 ϑ2酪蛋白的 phe1052
M et106肽键,生成副 ϑ2酪蛋白和糖巨肽,在Ca2+ 存

在下使乳凝固,形成凝块[2, 3 ]。由于小牛皱胃酶具有

性质稳定、凝乳活力与蛋白水解活力之比较高、干酪

出品率较高及风味良好的特点,至今仍是干酪生产

中使用最多、质量最好的凝乳酶,适宜于生产各种类

型的干酪。

小牛皱胃酶在国外开发利用较早[4 ] ,但由于干

酪产量逐年上升,对酶的需求量不断增大,可供利用

的小牛因要经肥育生产肉类,数量逐年减少,目前的

研究主要集中在微生物凝乳酶以及重组凝乳酶的开

发利用上。我国干酪生产正处于起步阶段,干酪生产

所需的凝乳酶主要依靠进口,且价格昂贵,限制了我

国干酪生产发展。因此,本研究依靠我国充足的原料

资源,利用屠宰小牛 (制血清)的下脚料——皱胃为

原料,提取小牛皱胃酶,以代替进口凝乳酶,具有十

分重要的现实意义。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　选用 2周龄的 5头吮乳小牛,屠宰后取出皱胃,

清除内容物,剥去脂肪及结缔组织,悬挂于阴凉通风

处干燥。使用时,用粉碎机粉成粉末,置于棕色瓶中

备用。

1. 2　提取方法

取干燥皱胃粉,加 15 倍的蒸馏水,用不同浓度

的食盐、酒精在不同 pH 下提取 5 d, 然后在

3 000 röm in下离心 15 m in, 除去杂质, 用 1 mo löL

的HC l调整 pH 至 4. 6,在室温下激活 12 h,测定其

凝乳活性。

1. 3　酶活性测定

采用A rim a 方法[5 ] , 取 5 mL 100 göL 的脱脂

乳,在 35 ℃下保温 10 m in,加入 5 mL 皱胃酶溶液,

迅速混合均匀,准确记录从酶液加入到乳凝固时间

(s) ,把 40 m in 凝结 1 mL 100 göL 脱脂乳的酶量定

义为一个索氏单位 (Soxh let un it, SU ) [6 ]。

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　浸提液中食盐浓度的选择

　　在浸提液中加入食盐,使其质量浓度为 0, 20,

40, 60, 80, 100, 120 göL ,其浸提结果见表 1。

由表 1 可以看出,食盐质量浓度对提取皱胃酶

凝乳活性有很大的影响。当食盐质量浓度小于

40 göL时,随着质量浓度的增加,皱胃酶凝乳活性也

随之增大; 食盐质量浓度在 40～ 60 göL 时,皱胃酶

凝乳活性最高为 1. 01～ 1. 12万 SU ,之后随食盐质
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量浓度增加,酶活性又逐渐降低,这主要与皱胃酶在 盐液中的溶解度有关。
表 1　食盐质量浓度对皱胃酶提取效果的影响

T able 1　 Influence of salt concen tra t ion on the effect of ex tract ing calf rennet

食盐质量浓度ö(g·L - 1)
Salt concen tration

0 20 40 60 80 100 120

酶活性ö万 SU
Enzym e activity

0. 30 0. 81 1. 12 1. 01 0. 70 0. 59 0. 55

　　注:重复数 n= 5。下表同。

N o te: Repeatit ion num ber n= 5. T he“n”in the fo llow ing tab le is the sam e.

2. 2　浸提液中酒精浓度的选择

用无水乙醇将浸提液配成体积分数为 0, 3% ,

6% , 9% , 12% , 15%的酒精溶液对皱胃进行浸提,结

果见表 2。

表 2　酒精浓度对皱胃酶提取效果的影响

T able 2　 Influence of alcoho l concen tra t ion on the effect of ex tract ing calf rennet

酒精体积分数ö%
A lcoho l concen tration

0 3 6 9 12 15

酶活性ö万 SU
Enzym e activity

0. 30 0. 28 0. 26 0. 26 0. 25 0. 24

　　从表 2可知,酒精浓度对提取皱胃酶的凝乳活

性影响不大,随着酒精浓度的增大,提取皱胃酶活性

有下降趋势。并且与对照组 (不加酒精)相比,酶凝乳

活性有所降低,这一结果与李立钊等[7 ]报道结果不

一致,与武永厚[8 ]报道羔羊皱胃酶提取结果一致。

2. 3　浸提液 pH 的选择

用 0. 1 mo löL HC l将浸提液配成 pH 为 1. 0,

2. 0, 3. 0, 4. 0, 5. 0, 6. 0, 7. 0进行浸提试验。结果见

表 3。

表 3　pH 对皱胃酶提取效果的影响

T able 3　 Influence of pH on the effect of ex tract ing calf rennet

pH 1. 0 2. 0 3. 0 4. 0 5. 0 6. 0 7. 0

酶活性ö万 SU
Enzym e activity

0. 79 1. 02 1. 20 0. 91 0. 42 0. 35 0. 33

　　表 3显示了浸提液 pH 与浸提皱胃酶凝乳活性

的关系。当浸提液pH 为 3时,提取皱胃酶液的凝乳

活性最高为 1. 20 万 SU ; 浸提液 pH 小于 3 时, 随

pH 增大,酶凝乳活性随之提高; 而当 pH 大于 3时,

酶凝乳活性下降较快。说明在较低 pH 下提取皱胃

酶可获得较高的收率,但 pH 也不宜过低,否则会引

起酶蛋白变性,丧失活力。

2. 4　浸提温度对皱胃酶活性的影响

将皱胃在 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ℃下用

50 göL的食盐进行浸提,结果见表 4。

表 4　温度对皱胃酶提取效果的影响

T able 4　 Influence of temperatu re on the effect of ex tract ing calf rennet

温度ö℃
T emperatu re

15 20 25 30 35 40 45

酶活性ö万 SU
Enzym e activity

1. 01 1. 05 1. 12 1. 21 1. 10 0. 93 0. 81

　　由表 4可以看出,当在 30 ℃浸提时,皱胃酶活

性最高;浸提温度低于 30 ℃时,随着浸提温度升高,

由于酶分子扩散速度加快,酶的溶解性增加,从而使

浸提皱胃酶的凝乳活性提高; 但当浸提温度大于 30

℃时,酶活性又逐渐降低,这可能与酶长时间在较高

温度下变性有关。

2. 5　提取技术参数的确定

在以上提取试验的基础上,为了考察多因素的

综合效应,以食盐质量浓度、酒精浓度、浸提液 pH、

浸提温度为因素,提取皱胃酶凝乳活性为试验指标,

进行四因素三水平L 9 (34)正交试验,结果见表 5。
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表 5　小牛皱胃酶提取试验

T able 5　T he ex traction experim ent of calf rennet

试验号
T est N o.

食盐质量浓度ö(g·L - 1)
Salt concen tration pH

温度ö℃
T emperatu re

酒精体积分数ö%
A lcoho l cncen tration

A B C D

酶活性ö万 SU
Enzym e activity

1 1 (40) 1 (2) 1 (25) 1 (0) 1. 02

2 1 2 (3) 2 (30) 2 (3) 0. 98

3 1 3 (4) 3 (35) 3 (6) 0. 82

4 2 (50) 1 2 3 1. 35

5 2 2 3 1 1. 52

6 2 3 1 2 1. 13

7 3 (60) 1 3 2 1. 00

8 3 2 1 3 0. 88

9 3 3 2 1 1. 10

k1 0. 94 1. 12 1. 01 1. 21

k2 1. 33 1. 13 1. 14 1. 04

k3 0. 99 1. 20 1. 11 1. 02

R 0. 39 0. 08 0. 13 0. 19

　　试验结果 (表 5)表明, 提取因素对小牛皱胃酶

凝乳活性有明显影响,在试验取值范围内,食盐质量

浓度极差最大为 0. 39, 其次为浸提温度和酒精浓

度, pH 值影响最小,其顺序为食盐浓度> 酒精浓度

> 浸提温度> 浸提液 pH。

为了更直观地观察各种因素对小牛皱胃酶浸提

效果的影响,以试验因素为横坐标,提取小牛皱胃酶

平均凝乳活性为纵坐标作因素与试验指标关系图。

图 1　提取因素与小牛皱胃酶活性间的关系

F ig. 1　R elationsh ip betw een ex traction facto rs and calf rennet activity

　　由图 1可以看出,小牛皱胃酶提取最佳技术参

数为A 2B 3C 2D 1,即浸提液食盐质量浓度为 50 göL ,

pH 为 4,浸提温度为 30 ℃,浸提液中不加酒精时,

提取小牛皱胃酶凝乳活性最高。为验证此结果,用

50 göL 食盐,调节 pH 到 4. 0,在 30 ℃下对小牛皱

胃进行浸提,获取皱胃酶的凝乳活性为 1. 61万SU ,

证明提取技术参数合理可行,可在实际生产中应用。

3　讨　论

浸提液食盐质量浓度是影响提取效果的主要因

素之一。皱胃酶的浸提效果依赖于其在溶液中的溶

解性,而溶解性大小取决于溶液中的离子强度,当浸

提液中食盐质量浓度在 50 göL 以内时,在低质量浓

度中性盐溶液中,离子与酶分子表面的电荷相互作

用形成离子层,增大了酶的溶解性,但当盐质量浓度

过高时,酶分子与离子间争夺水分子,导致酶分子表

面的水化层破坏,从而降低酶的溶解性,出现盐析现

象[9 ]。因此只有控制在适当的盐质量浓度条件下,才

能最大程度地溶解酶,提高提取效率。

关于提取液中酒精浓度对提取效果的影响有很

大争议。一些资料报道[10 ] ,在提取液中添加酒精可

提高凝乳酶收率,但从本研究结果来看,随着酒精添

加量的增大,提取液中酶凝乳活性反而降低,这可能

是由于有机溶剂使酶失活所致。K leiner [11 ]认为凝乳

酶易被乙醇修饰,用乙醇作为有机溶剂沉淀凝乳酶,

可使酶永久失活。F rieden thal[12 ]也认为有机溶剂特

别是在高浓度和高温条件下更易使酶失活。

浸提液的 pH 主要影响酶的溶解性和稳定性。

当酶处于其等电点时酶分子净电荷数为零,此时酶

的溶解性最低,不易被溶液浸提出来,但提取液 pH

也不宜过低,否则酶蛋白在低 pH 下稳定性降低,特

别是在N aC l存在条件下,易发生自溶[12 ] ,使酶活性
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降低。因此提取皱胃酶时在考虑到远离酶等电点的

同时,也要注意在不同 pH 下酶的稳定性。

提取温度主要影响酶的扩散速度,当提取温度

较高时,酶的扩散速度加快,酶溶解度增大,但提取

温度不宜过高,否则酶在长时间高温条件下易变性

失活。
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Stud ies on ex tract ion techno logy of ca lf rennet

ZHANG Fu-x in
(D ep artm en t of F ood E ng ineering , S haanx i N orm al U niversity , X iπan 710062, Ch ina)

Abstract: U sing calf abom asum as m ateria l, the concen tra t ion of sa lt and alcoho l, pH values of ex trac2
t ion so lu t ion and t im e of ex tract ion on the effect of ca lf rennet ex tract ion w ere studied. T he experim en ta l

resu lts show ed that the m ilk2clo t t ing act ivity of calf rennet reached peak w ith 5% salt concen tra t ion ex2
t ract ion in pH 4. 0 at 30 ℃。

Key words: ca lf rennet; m ilk2clo t t ing act ivity; ex tract ion techno logy
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