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摘要!为给辣木籽凝乳酶的开发利用提供理论依据!以脱脂辣木籽粉为原料!采用盐法提取%硫

酸铵"HG$分级沉淀和离子交换色谱法提取分离凝乳酶& 通过单因素试验和正交试验对辣木籽

凝乳酶的盐法提取条件进行优化!采用单因素试验对离子交换色谱法分离纯化条件进行优化!

并采用 GPG #bHN,和 db#YbI*对分离得到的辣木籽凝乳酶的分子质量和纯度进行分析& 结

果表明'盐法提取的最佳条件为料液比 %k%"%提取温度 &"i%cY+7%4%(/*1浓度 "7& .91?I%提

取时间 "74 `#在 !"E h$"E HG 饱和度下的沉淀蛋白凝乳活性最好且蛋白质总占有率达

3%e+%E#离子交换色谱法的最佳分离条件为进样质量浓度 &" .<?.I%流动相 cY47%4%流速 %732

.I?.0;%流动相组成为 "7"4 .91?I醋酸钠m"7"4 .91?I氯化钠!在此条件下辣木籽凝乳酶的凝乳

比活力值达到 !$ GU?.<#该凝乳酶的分子质量主要分布在 &4 h$4 @P/!纯度达到 '"E以上& 采用

该方法能有效提取分离辣木籽凝乳酶!且能很好地保持其凝乳活性&

关键词!辣木籽#凝乳酶#硫酸铵分级沉淀#离子交换色谱法#凝乳活性#GPG #bHN,
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BB辣木"V5*093, 5.40Q4*,#又称鼓槌树$为辣木科

辣木属多年生热带落叶乔木$原产于印度北部'%(

%

辣木在我国也有大量种植$主要分布在云南)福建)

广东等省'!(

$目前$ 云南省辣木总种植面积约 % 4&&

`.

!

$ 主要分布在楚雄)红河)西双版纳)临沧)保山)

德宏)普洱)丽江等州 "市#

'&(

% 辣木籽是辣木的种

子$含有丰富的营养成分'$(

$其中油脂含量高达

$"E

'4(

$总糖含量为 37'E h'74E

'3(

$蛋白质含量

为 &+72E

'+(

% 近年来$对辣木籽的研究和开发利用

主要集中在辣木籽营养成分的提取分离)化学成分

分析和药理作用研究等方面% 和丽等'2(使用反胶

束法提取辣木籽蛋白$提取率为 4274E!唐诗琦

等''(采用响应面法优化辣木籽蛋白提取工艺$结果

表明$最佳提取条件为 cY27")提取时间 $4 .0;)提

取温度 $$i)超声功率 %4" M$在此条件下辣木籽

蛋白提取率为 $$7"&E%

凝乳酶是干酪加工中的必需酶制剂$其对干酪

的品质有重要影响'%"(

% 目前$凝乳酶可来源于动

物)植物和微生物$其中$小牛皱胃酶是最为常用的

商业凝乳酶$但其来源有限'%%(

% 随着干酪需求量的

日渐增加$急需寻找新的凝乳酶替代品% 植物源凝

乳酶因其资源丰富)提取方便等优点$已成为国内外

的研究热点'%!(

% 已有从辣木籽中提取凝乳酶的报

道'%&(

$课题组前期研究也发现$辣木籽粗提物以脱

脂乳为底物表现出凝乳活性$说明其含有凝乳酶$且

加工成的干酪产品品质较好$因此辣木籽凝乳酶具

有潜在的应用前景%

本文以脱脂辣木籽粉为原料$通过盐法提取)硫

酸铵"HG#分级沉淀和离子交换色谱法提取分离辣

木籽凝乳酶$并采用单因素试验和正交试验对提取

分离条件进行优化$以期为后续辣木籽凝乳酶的开

发利用提供参考%

?@材料与方法

%7%B试验材料

%7%7%B原料与试剂

辣木籽$云南省德宏傣族景颇族自治州芒市天

佑辣木岛云南天佑科技开发有限公司!脱脂奶粉$市

售!XGTc`/[9̂TSS强阴离子交换树脂$北京博尔西

科技有限公司%

硫酸铵)氯化钠)磷酸二氢钠)磷酸氢二钠)冰乙

酸)氢氧化钠)无水乙酸钠)氯化钾$ 分析纯$天津市

风船化学试剂科技有限公司!酪蛋白$上海源叶生物

有限公司!甲醇$色谱纯$ 四川西陇化工有限公司!

乙腈$色谱纯$默克股份两合公司%

%7%7!B仪器与设备

SP#%H#4" 真空冷冻干燥机$上海比朗仪器

制造有限公司!超临界*Q

!

萃取装置$上海震樨机电

科技发展有限公司!高速万能粉碎机$北京中兴伟业

仪器有限公司!d,#4!H%H旋转蒸发仪$上海亚荣

生化仪器厂!YY#3 数显恒温水浴锅$国华电器有

限公司!电子天平$奥豪斯仪器"常州#有限公司!

PF4 #! 离心机$上海安亭科学仪器厂!磁力搅拌器$

常州澳华仪器有限公司!,b,P#,GI#%"FY超纯

水机$南京易普易达科技发展有限公司!UD#3%""G

分 光 光 度 计$ 上 海 元 析 仪 器 有 限 公 司!

GFHdF,d&%"" cY计$奥豪斯仪器 "上海#有限公

司!GWG #%"" 自动部分收集器$上海沪西分析仪器

厂有限公司!PKK#3*电泳仪$北京六一仪器厂!

H<01T;\%!"" 高效液相色谱仪$安捷伦"中国#科技有

限公司%

%7!B试验方法

%7!7%B脱脂辣木籽粉的制备

参考段琼芬等'%$(的方法$将辣木籽用粉碎机粉

碎$过 "7!4 .."3" 目#筛$称取辣木籽粉$通过超临

界*Q

!

萃取装置在萃取压力 &" gb/)分离温度 $"i

的条件下脱脂处理得到脱脂辣木籽粉"蛋白质含量

为 $'7!3E#%

%7!7!B辣木籽凝乳酶的提取

参考赵琼等'%4(的方法并进行部分修改% 将脱脂

辣木籽粉与 (/*1溶液按一定比例混匀$用柠檬酸或

% .91?I的(/QY溶液调 cY$在一定温度下水浴提

取一定时间后$过滤得到粗酶液% 按照硫酸铵饱和

度为 " h!"E)!"E h$"E)$"E h3"E对粗酶液进

2&%
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行分级沉淀'%3(

&量取一定体积的粗酶液$使用磁力

搅拌器在转速 4"" [?.0; 的条件下缓慢加入干燥至

恒重的硫酸铵至饱和度分别为 !"E)$"E)3"E$分

别在 $i冰箱中放置 &" .0;% 在 $ 4"" [?.0; 的高

速离心机中离心 %4 .0;$取沉淀$溶解在水中$透析

$2 `"透析袋规格为 &74 @P/#$经真空冷冻干燥$获

得不同硫酸铵饱和度的辣木籽凝乳酶粗提物$在 #

$"i下保存%

%7!7&B辣木籽凝乳酶的分离纯化

参照文献'%+(采用离子交换色谱法对辣木籽

凝乳酶进行分离纯化$将辣木籽凝乳酶粗提物用流

动相溶解$上样于强阴离子交换树脂层析柱中$经自

动部分收集器收集$每管 %4" 滴$收集 %"" 管$在 !2"

;.处测定吸光度$合并有吸收峰的管数$冷冻干燥$

得到辣木籽凝乳酶纯化物%

%7!7$BGPG #bHN,分析

分别称取 4 .<辣木籽凝乳酶粗提物及纯化物

于 ! .I离心管中$超声振荡 & .0; 使之溶解$得样

品溶液% 参照H[_0\/等'%2(的方法配制 4 j电泳缓冲

液)固定液"&"E甲醇#)染色液"N#!4"#)脱色液等

电泳相关溶液% 取一定量的样品溶液$按体积比

$k% 与 上样缓冲液混合$配制成 % .I的溶液后摇

匀$'4i金属浴 %" .0; 后$进行 GPG #bHN,分析%

GPG #bHN,分析条件&%!E分离胶和 $E浓缩胶!

样品上样量 %"

!

I!浓缩胶恒压 4" D约 &" .0;$分离

胶恒压 %!" D约 '" .0;% GPG #bHN,完成后$依次

对电泳胶片进行固定)染色)脱色$利用凝胶成像系

统对凝胶拍照分析%

%7!74B纯度测定

参照文献'%'(的方法$分别将辣木籽凝乳酶粗

提物和纯化物用超纯水配制成 %" .<?.I的溶液$

经 "7$4

!

.微滤膜抽滤$滤液进行 YbI*分析%

YbI*分析条件&H<10T;\,810c T̂VPW#*

%2

反相硅胶

柱"!4" ..j$73 ..$4

!

.#!柱温 &4i!检测波长

!2" ;.!流速 "7$ .I?.0;!进样量 !"

!

I!分析时间

&" .0;!流动相 H相为 "7%E三氟乙酸 m%""E乙

腈$W相为 "7%E三氟乙酸 m%""E纯水$梯度洗脱

程序见表 %% 根据样品峰的峰面积与总峰面积的比

值计算其纯度%

表 ?@流动相的梯度洗脱程序

洗脱时间?.0; H相?E W相?E

" h"7"% %" '"

"7"% h!"7" %"" "

!"7" h&"7" %"" "

%7!73B蛋白质含量测定

蛋白质含量根据 NW4""'74,!"%3-食品安全

国家标准 食品中蛋白质的测定.中的凯氏定氮法进

行测定% 蛋白质提取率为样品中蛋白质质量与原料

中蛋白质质量的比值%

%7!7+B凝乳活力值的测定

凝乳活力值的测定采用 H[0./等'!"(的方法%

称取 $" .<凝乳酶粗提物或纯化物$加入 % .I超纯

水溶解制备凝乳酶液% 称取 %" <脱脂奶粉于 %"" .I

蒸馏水中制成乳液$取 ! .I脱脂奶粉乳液放入

3"i恒温水浴锅$待乳液中心温度达到 3"i时加入

% .I凝乳酶液$充分混匀后继续水浴% 准确记录凝

乳酶液从加入到乳液完全凝固的时间% 凝乳活力值

"g*H#定义为凝结 $" .0;的 % .I脱脂乳液的酶量

"凝乳酶液用量#为一个索氏单位 * G9L̀1T\单位

"GU#+$其计算见式"%#%

Gl

! $""

D

j

!

%

"%#

式中&G为凝乳活力$GU!D为凝乳时间$ %̂

凝乳比活力值"g*GH#为凝乳活力值与凝乳酶

质量的比值%

%7!72B数据分析

每次测定均重复 & 次$结果表示为2平均值 n

标准偏差2$使用 GbGG !"7" ),L8T1进行数据分析和

图表处理%

A@结果与分析

!7%B辣木籽凝乳酶盐法提取条件的优化

!7%7%B单因素试验

以料液比 %k%")(/*1浓度 "7& .91?I)提取时间

"74 `)提取温度 &"i)cY+7%4 为基础条件提取得

到粗酶液$以蛋白质提取率和 g*H为指标$选择步

步优化的方式考察料液比)(/*1浓度)提取时间)提

取温度)cY对辣木籽凝乳酶提取效果的影响$结果

如图 % 所示%

由图 % 可以看出&随着料液比的增大$蛋白质提

取率和g*H均呈现下降的趋势$当料液比为 %k%" 时

蛋白质提取率和 g*H均达到最大!随着 (/*1浓度

的增加$蛋白质提取率上升$当 (/*1浓度为 "7%4

.91?I时$蛋白质提取率达到最大$且g*H较大"与

(/*1浓度为 "7"4 .91?I时相比变化不大#$为 %7&+

GU$继续增加 (/*1浓度$蛋白质提取率降低$g*H

快速下降$另外 (/*1浓度过大会影响蛋白质的纯

化$因此选取 (/*1的最佳浓度为 "7%4 .91?I$该结

果与施娅楠等'!%(研究中(/*1浓度对辣木叶凝乳酶

的提取条件优化结果一致!蛋白质提取率及g*H随

'&%
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着提取时间的延长均先上升后下降$当提取时间为

% ` 时$蛋白质提取率和 g*H均达到最大$但与

"74 ` 时相差不大$且考虑到长时间的提取会增大成

本$降低效率$选取最佳提取时间为 "74 `!在 %4 h

!4i范围内$随着提取温度的升高$蛋白质提取率和

g*H逐渐升高$当提取温度为 !4i时$蛋白质提取

率和g*H均达到最大$但当提取温度高于 !4i时

蛋白质提取率及g*H明显下降$可能由于温度过高

导致凝乳酶失活$且在奶酪的应用中较高温度下凝

块硬化速度过快$以至于随后的切割也会比较困

难'!!(

$所以确定最佳提取温度为 !4i!蛋白质提取

率和g*H均随着 cY的增大而先增后减$在 cY为

37%4 时蛋白质提取率和 g*H达到最大$但随着 cY

进一步增大这两项指标又下降$可能原因是当 cY

大于 27%4 时$酶在碱性条件下发生构象变化造成酶

的凝乳活性基本丧失'!&(

$故选取最佳 cY为 37%4%

B

图 ?@料液比%X-N9浓度%提取时间%提取温度%5G对蛋白质提取率及RN=的影响

!7%7!B正交试验

根据单因素试验结果$固定提取时间为 "74 `$

以料液比)提取温度)cY)(/*1浓度为考察因素$以

蛋白质提取率和g*H为指标$采用正交试验对辣木

籽凝乳酶的盐法提取条件进行优化$正交试验因素

水平见表 !$正交试验设计及结果见表 &%

表 A@正交试验因素水平

水平 H料液比 W提取温度?i *cY

P(/*1浓度?

".91?I#

% %k%" !" 47%4 "7"4

! %k!" !4 37%4 "7%4

& %k&" &" +7%4 "7&"

表 D@正交试验设计与结果

试验号 H W * P

蛋白质

提取率?E

g*H?GU

% % % % % %7$3 !7&"

! % ! ! ! &7%$ %7%+

& % & & & &74% !74"

$ ! % ! & %7+% %7!4

4 ! ! & % %7%3 "7+&

3 ! & % ! %72% %7&%

续表 D

试验号 H W * P

蛋白质

提取率?E

g*H?GU

+ & % & ! "7'& "74%

2 & ! % & %7$% "74+

' & & ! % "744 "742

蛋白质提取率

J

%

!7+" %7&+ %743 %7"3

J

!

%743 %7'" %72" %7'3

J

&

"7'3 %7'3 %72+ !7!%

' %7+$ "74' "7&% %7%4

g*H

J

%

%7'' %7&4 %7&' %7!"

J

!

%7"' "72! %7"" %7""

J

&

"744 %7$3 %7!4 %7$$

' %7$$ "73$ "7&' "7$$

BB由表 & 可知&各因素对蛋白质提取率的影响大

小依次为HCPCWC*$即料液比 C(/*1浓度 C提

取温度CcY$最佳提取工艺条件为 H

%

W

&

*

&

P

&

!各因

素对g*H的影响大小依次是HCWCPC*$即料液

比C提取温度C(/*1浓度CcY$最佳提取工艺条件

为H

%

W

&

*

%

P

&

% 从 '值来看$ cY对蛋白提取率及

"$%
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g*H的影响都较小$为了保证较高的蛋白质提取

率$综合考虑选取盐法提取辣木籽凝乳酶的最佳工

艺条件为 H

%

W

&

*

&

P

&

$即料液比 % k%")提取温度

&"i)cY+7%4)(/*1浓度 "7& .91?I$在该条件下蛋

白质提取率和g*H分别为 &74%E)!74" GU% 但该工

艺条件下蛋白质提取率仍较低$有待进一步优化%

!7!B硫酸铵饱和度的确定

硫酸铵沉淀法沉淀蛋白质不易使蛋白质变性%

在料液比 %k%")提取温度 &"i)cY+7%4)(/*1浓度

"7& .91?I)提取时间 "74 `条件下提取得到粗酶液$

测定不同饱和度硫酸铵沉淀的辣木籽凝乳酶粗提物

的凝乳活力和蛋白质占有率$结果见表 $%

由表 $ 可知&硫酸铵饱和度为 " h!"E时$蛋白

质占有率为 !!7&"E$但 g*GH为 "!当硫酸铵饱和

度为 !"E h$"E 时$ 蛋白质占有率最大$ 为

3%e+%E$g*GH最高$为 %!74" GU?.<!当硫酸铵饱

和度为 $"E h3"E时$蛋白质占有率为 %47''E$

g*GH为 %%74$ GU?.<% 综上$选择硫酸铵饱和度

为 !"E h$"E沉淀的辣木籽凝乳酶粗提物进行后

续分离纯化%

表 H@不同硫酸铵饱和度下辣木籽凝乳酶

粗提物的蛋白质占有率和RNT=

硫酸铵饱和度?E 蛋白质占有率?E g*GH?"GU?.<#

" h!"

!!7&" n"743

_

"

!" h$"

3%7+% n"72&

/

%!74" n"74%

/

$" h3"

%47'' n"7+3

8

%%74$ n"7&&

/

B注&同列上标相同字母表示差异不显著"!C"7"4#$不同

字母表示差异显著"!o"L"4#

!7&B辣木籽凝乳酶分离条件的优化

以 g*GH为指标$以初始进样质量浓度 %"

.<?.I)流动相为 "7% .91?I的醋酸钠m"7"4 .91?I

氯化钠)流动相 cY4)流速 % .I?.0; 为基础条件$

采用步步优化的方式考察进样质量浓度)流动相组

成)流动相 cY及流速对辣木籽凝乳酶分离效果的

影响$结果见图 !%

BBB

BBB

B注&H7"7"4 .91?I醋酸钠m"7"4 .91?I氯化钠!W7"7% .91?I醋酸钠m"7"4 .91?I氯化钠!*7"7% .91?I醋酸钠m"7% .91?I

氯化钠!P7"7! .91?I醋酸钠m"7"4 .91?I氯化钠!,7"7! .91?I醋酸钠m"7% .91?I氯化钠!S7"7! .91?I醋酸钠m"7! .91?I

氯化钠

图 A@进样质量浓度%流动相%流动相5G及流速对RNT=的影响

BB离子交换色谱是依据待测样品各组分所带电荷

不同$并与固定相上的离子交换基团相互作用的程

度不同而实现各组分分离'!$(

% 由图 ! 可知&进样质

量浓度增加时$g*GH也相应增大$在保持较好的

g*GH前提下$还要保证良好的分离效果$故选取进

样质量浓度为 &" .<?.I作为最佳进样质量浓度!

不同的流动相组成对 g*GH有一定影响$流动相为

"7"4 .91?I醋酸钠 m"7"4 .91?I氯化钠时$g*GH

最高!流动相 cY对g*GH的影响较大$随着流动相

cY的增加$g*GH先增后减$当流动相 cY为 47%4

时g*GH达到最大!流速同样对凝乳酶的分离效果

产生影响$随着流速的增加g*GH先增后减$在流速

为 %732 .I?.0;时$g*GH达到最大% 因此$确定强

阴离子交换色谱纯化辣木籽凝乳酶的最佳条件为进

样质量浓度 &" .<?.I)流动相 cY47%4)流速 %732

.I?.0;和流动相为 "7"4 .91?I醋酸钠m"7"4 .91?I

%$%
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氯化钠$在该条件下所得辣木籽凝乳酶的 g*GH达

到 !$ GU?.<$相较于 !"E h$"E饱和度硫酸铵沉淀

的辣木籽凝乳酶粗提物的有明显提高"见表 !#%

!7$BGPG #bHN,分析

采用 GPG #bHN,分析辣木籽凝乳酶粗提物和

纯化物的蛋白质分布情况$结果如图 & 所示% 由于

进行的是大分子凝胶电泳$发现电泳图底部有大量

蛋白堆积$其主要原因是存在一些小分子蛋白或蛋

白肽% 从图 & 可以看出$辣木籽凝乳酶粗提物有 &

个主要条带及 %" @P/以下的小分子蛋白$而经过离

子交换色谱分离得到的凝乳酶只有 % 个主要条带及

%" @P/以下的小分子蛋白$其 %" @P/以上分子质量

主要介于 &4 h$4 @P/之间% 因此$可以确定由离子

交换色谱分离的凝乳酶分子质量主要集中在 &4 h

$4 @P/之间%

图 D@辣木籽凝乳酶粗提物和纯化物的

T!T3F=\%图

!74Bdb#YbI*分析

辣木籽凝乳酶粗提物和纯化物的 db#YbI*

图见图 $%

图 H@辣木籽凝乳酶粗提物和纯化物的WF3GFYN图

BB从图 $ 可以看出$在辣木籽凝乳酶粗提物的

db#YbI*图中$除了溶剂峰以外$在目标峰的两侧

还有杂峰$且有部分杂峰与目标峰相连$说明杂蛋白

较多$需要继续分离% 辣木籽凝乳酶纯化物的db#

YbI*图中目标峰附近几乎没有杂峰$与 GPG #bHN,

分析结果吻合$说明辣木籽凝乳酶分离效果较好% 经

测定$辣木籽凝乳酶纯化物的纯度达到 '"E以上%

D@结@论

本试验以脱脂辣木籽粉为原料$通过盐法提取)

硫酸铵分级沉淀和离子交换色谱法分离纯化获得具

有良好凝乳活性的凝乳酶% 通过单因素试验及正交

试验优化得到最佳的盐法提取工艺条件为料液比

%k%")提取温度 &"i) cY+7%4 和 (/*1浓度 "7&

.91?I)提取时间 "74 `$在此条件下得到的辣木籽凝

乳酶粗提物蛋白质提取率为 &7%4E$凝乳活力为

!e4" GU!将最佳盐法提取条件下得到的粗酶液$用

饱和度为 !"E h$"E的硫酸铵进行沉淀蛋白后用

于分离纯化$离子交换色谱最佳分离纯化条件为进

样质量浓度 &" .<?.I)流动相 cY47%4)流速 %732

.I?.0;和流动相成分为 "7"4 .91?I醋酸钠 m"7"4

.91?I氯化钠$在该条件下所得辣木籽凝乳酶的

g*GH达到 !$ GU?.<$分子质量主要分布在 &4 h$4

@P/$纯度达到 '"E以上%
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