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利用超声处理提取皱胃酶的试验研究
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摘　要: 以 1～ 2 周龄小牛皱胃为原料, 利用超声提取法研究了超声强度、提取时间、提取液N aC l 浓度、皱胃与提取液比例

以及提取液pH 值对皱胃酶 (rennet)提取活性的影响。试验结果表明, 与传统提取法相比较, 超声提取法可显著缩短提取时

间和提高皱胃酶的活性, 其最佳工艺参数为: 超声强度 40 W öcm 2, 提取时间 70 m in, 提取液N aC l 浓度 10% , 提取液 pH 值

5. 0; 皱胃与提取液比例为 1∶20。
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0　引　言
皱胃酶 ( rennet) 是从反刍动物幼畜第 4 胃 (皱胃)

中提取的一种凝乳酶 (m ilk2clo t t ing enzym es) , 是干酪

生产中起凝乳作用的关键性酶, 其作用是水解 ϑ2casein

的 Phe1052M et106 肽键, 形成 para2ϑ2casein 和糖巨肽
(g lycom acropep t ide) , 使酪蛋白胶粒丧失稳定性, 在

Ca2+ 参与下使乳凝固形成凝乳 (cu rd) [ 1, 2 ]。小牛皱胃酶

在国外开发利用较早[ 3 ] , 用其生产的干酪在品质及风味

方面均优于其他酶类, 至今仍是干酪生产中使用最多、

质量最好的凝乳酶。近年来, 由于世界干酪产量逐年增

加, 对皱胃酶需求量不断增大, 皱胃酶供应日益短缺, 可

供利用的小牛因要经肥育生产肉类, 数量逐年减少, 造

成皱胃酶供应日益短缺, 价格上涨。人们在不断研究开

发新型皱胃酶代用品的同时, 对传统提取方法进行提高

和改进也是目前研究的主要课题[ 3 ]。超声在生物活性物

质的提取方面已广泛应用, 利用超声提取具有提取时间

短, 原料提取充分, 微生物污染小的特点[ 4 ] , 与传统提取

方法相比, 提取效率明显提高[ 5, 6 ]。因此, 本研究依靠中

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, 探讨超声提取皱胃酶的工艺参数, 这

对缓解目前皱胃酶供应紧张状况具有十分重要的现实

意义。

1　材料与方法

1. 1　材料

选用被屠宰的 1～ 2 周龄小牛的皱胃, 用流水冲洗

1～ 2 m in 除去内容物, 然后剥除皱胃外部的脂肪及结

缔组织, 在- 20℃下冷冻保存。使用前轻微解冻后, 切成

碎片, 混合均匀待用。

1. 2　提取方法

取解冻后的小牛皱胃, 用超声波提取仪 (陕西翔达

超声技术工程部生产) , 在 20 kH z 下, 在不同超声强度、

提取时间、N aC l 浓度、皱胃与提取液比例、提取液 pH

值等因素下进行提取, 然后在 3 000 g 下离心 15 m in,

除去杂质, 上清液用 0. 1 m o löL HC l 调整pH 值至 4. 6,

在室温下激活 12 h, 分别测定激活前后皱胃酶活性。同

时以不用超声处理的传统提取方法对照[ 9 ]。其提取工艺

流程见图 1。

图 1　皱胃酶提取工艺流程图

F ig. 1　F low chart fo r rennet ex tract ion

1. 3　酶活性测定

酶活性测定采用A rim a 方法[ 10 ]。取 10 mL 100 göL
的脱脂乳, 在 35℃下保温 10 m in, 加入 0. 5 mL 皱胃酶

溶液, 迅速混合均匀, 准确记录从酶液加入到乳凝固的

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

义为一个索氏单位 (Soxh let un it, SU ) [ 11 ]。

SU =
2400

T
× 10

0. 5
×D

式中　T —— 凝乳时间, s; D —— 稀释倍数。

2　结果与分析
2. 1　超声处理强度和时间对皱胃酶提取活性的影响

在浸提液中加入 10% N aC l, 以皱胃与提取液之比

为 1∶10, 在不同超声强度下进行提取, 测定不同提取

时间酶活性, 结果见表 1。
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表 1　超声处理时间和强度对皱胃酶提取活性的影响

T ab le 1　 Influence of the t im e and in tensity of u ltrasound treatm en t on the ex tract ing act ivity of rennet SU ög

超声处理时间

öm in

超声强度öW ·cm - 2

对照 10 20 30 40 50

10 21315 g 23834 e 31356 g 35245 g 38289 f 41250 h 45360 d

20 22380 g 28900 d 32978 f 37486 f 39877 f 47564g 49865 c

30 25874 f 30435 d 33164 ef 40134 e 48534 e 49630 g 52678 b

40 27453 e 32338 cd 33957 e 41653 e 50345 d 52554 f 56812 a

50 28087 e 33850 c 34986 d 42168 e 55479 c 56852 e 53245 b

60 30456 d 34645 c 35365 d 45634 d 56825 c 59855 b 49860 c

70 32198 cd 34985 c 38643 c 48245 c 58765 b 62768 a 46554 d

80 33925 c 35868 bc 39137 c 49125 c 59650 b 61045b 43458 e

90 34876 c 38546 a 41256 b 52579 b 61056 a 58786 c 41225 f

120 38456 b 41678 a 48655 a 53698 a 58765 b 56865 d 38690 g

2d 54368 a — — — — — —

3d 54215a — — — — — —

　注: 表中数据系 5 次测定平均值。相同字母表示 P> 0. 05, 不同字母表示 P< 0. 01, 纵向比较。

　　由表 1 可以看出, 超声处理强度和时间对皱胃酶提

取活性有很大的影响。从提取时间看, 利用超声提取可

明显缩短提取时间, 传统提取方法提取 2 d 时, 酶提取

活性最大为 54368 SU ög (P< 0. 01) , 在 40W öcm 2 超声

强度下, 仅需 70 m in 提取活性可达 62768 SU ög, 并显

著高于 60 m in 和 80 m in 提取活性 (P< 0. 01)。当超声

强度小于 40 W öcm 2 时, 皱胃酶提取活性随提取时间延

长逐渐增大; 当超声强度大于 40 W öcm 2 时, 提取活性

在较短时间内达到最大, 在超声强度 50 W öcm 2 下提取

时间超过 40 m in 后, 酶活性不仅未升高, 反而有下降的

趋势, 这可能与超声处理时间过长、强度过大时, 使已提

取的酶部分失活[ 9 ]。

从超声处理强度看, 在提取时间较短时, 随着超声

强度的增加, 皱胃酶提取活性逐渐升高。在较高的超声

处理强度下, 皱胃中酶的扩散速度加快, 在较短时间内

几乎完全提出, 若继续提高超声强度, 不仅不会增加酶

的提取活性, 反而会造成酶活性损失。

2. 2　N aC l 浓度对皱胃酶提取活性的影响

在提取液中加入N aC l, 使其浓度为 0、2%、4%、

6%、8%、10% 和 12% , 在 40 W öcm 2 超声强度下提取

70 m in, 结果见图 2。

图 2　N aC l 浓度对皱胃酶提取活性的影响

F ig. 2　 Influence of N aC l concen trat ion on

the ex tract ing act ivity of rennet

由图 2 可知, 皱胃酶在激活前后提取活性差别较

大, 激活后活性比激活前活性明显提高 (P < 0. 01)。在

较低N aC l 浓度下, 激活后提取活性随N aC l 浓度增加

迅速提高, 但在N aC l 浓度大于 8% 时, 提取后活性变化

不大 (P> 0. 05)。激活前皱胃酶提取活性随N aC l 浓度

增加明显增大 (P< 0. 01) , 说明在N aC l 存在下, 超声处

理对皱胃酶具有一定的激活作用, 可使原来无活性酶原

转变为活性的皱胃酶[ 11 ]。

2. 3　皱胃与提取液比例对皱胃酶提取活性的影响

在 60 g 皱胃中加入 10% 的N aC l 提取液, 使其比

例为 1∶5, 1∶10, 1∶15, 1∶20, 1∶25 和 1∶30, 在 40

W öcm 2 超声强度下提取 70 m in。结果见图 3。

图 3　皱胃与提取液比例对皱胃酶提取活性的影响

F ig. 3　 Influence of the rat io of abom asum to ex tract ing

so lu t ion on ex tract ing act ivity of rennet

由图 3 可以看出, 随着皱胃与提取液比例增大, 皱

胃酶提取活性逐渐增加, 但当提取比例大于 1∶20 时,

提取活性增加缓慢 (P < 0. 05) ; 当提取比例为 1∶20

时, 提取活性占总活性的 95% , 说明皱胃中绝大部分皱

胃酶已被提出。此外, 当提取比例过大时, 虽然提取总活

性有高, 提取较充分, 但单位体积皱胃酶活性较低, 不利

于产品的保存及干燥。

2. 4　提取液 pH 值对皱胃酶提取活性的影响

用 0. 1 m o löL HC l 和 0. 1m o löL N aOH 将提取液

pH 值调至 1. 0, 2. 0, 3. 0, 4. 0, 5. 0, 6. 0, 7. 0, 在 40

W öcm 2超声强度下提取 70 m in, 结果见图 4。

由图 4 可知, 当提取液 pH 值为 5. 0 时, 皱胃酶提

取活性最高为 63 300 SU ög; 提取液 pH 值小于 5. 0 时,
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图 4　提取液 pH 值对皱胃酶提取活性的影响

F ig. 4　 Influence of ex tract ing so lu t ion pH value

on ex tract ing act ivity of rennet

随着 pH 值提高, 提取活性逐渐增大 (P< 0. 01) , 而当提

取液 pH 值大于 5. 0 时, 提取活性逐渐下降, 特别是 pH

值大于 6. 0 时提取活性迅速下降 (P< 0. 01)。说明用超

声提取皱胃酶时只有在一定 pH 值范围内才能获得较

高的收率, pH 值过低或过高, 都会引起酶蛋白变性丧

失活性。

2. 5　超声提取工艺参数的优化

在以上单因素提取试验的基础上, 为了考察多因素

的综合效应, 以超声提取时间, 超声强度, N aC l 浓度和

皱胃与提取液比例为因素, 提取活性为试验指标, 进行

四因素三水平L 9 (34)正交试验, 结果见表 2。

由表 2 可以看出, 超声处理因素对皱胃酶提取活性

有明显的影响。超声强度极差最大为 16 882, 其次为提

取时间和N aC l 浓度, 皱胃与提取液比例影响最小。方

差分析表明, 超声强度和提取时间两因素达到极显著水

平 (P< 0. 01) , N aC l 浓度和皱胃与提取液比例达到显

著水平 (P < 0. 05) , 说明在试验取值范围内, 超声强度

和提取时间是影响皱胃酶提取的主要因素, N aC l 浓度

和皱胃与提取液比例影响较小。
表 2　皱胃酶超声提取试验

T ab le 2　Extract ing experim en t of u ltrasound fo r rennet

试
验
号

提取时间
öm in

A

超声强度
öW ·cm - 2

B

N aC l 浓度
ö%
C

皱胃ö
提取液之比

D

皱胃
酶活性

öSU ·g- 1

1 1 (60) 1 (30) 1 (6) 1 (1∶15) 41288±264

2 1 (60) 2 (40) 2 (8) 2 (1∶20) 68650±257

3 1 (60) 3 (50) 3 (10) 3 (1∶25) 62355±316

4 2 (70) 1 (30) 2 (8) 3 (1∶25) 51086±265

5 2 (70) 2 (40) 3 (10) 1 (1∶15) 70658±308

6 2 (70) 3 (50) 1 (6) 2 (1∶20) 65865±215

7 3 (80) 1 (30) 3 (10) 2 (1∶20) 50856±267

8 3 (80) 2 (40) 1 (6) 3 (1∶25) 54568±225

9 3 (80) 3 (50) 2 (8) 1 (1∶15) 57860±189

k1 57431 47743 53907 56602

k2 62536 64625 59199 61790

k3 54361 62027 61290 56003

R 8175 16882 7383 5787

　注: ①提取液 pH 值为 5. 0。②表中数据系 4 次测定平均值。

为了更直观地观察各因素对皱胃酶提取效果的影

响, 以试验因素为横坐标, 超声提取皱胃酶活性为纵坐

标作因素与试验指标关系图。

图 5　超声提取因素与皱胃酶提取活性关系图

F ig. 5　R elat ionsh ip betw een u ltrasound ex tract ion facto rs and rennet act ivity

　　由图 5 可以看出, 超声提取皱胃酶最优组合为

A 2B 2C3D 2, 即超声提取时间为 70 m in, 超声强度为 40

W öcm 2,N aC l 浓度为 10% , 皱胃与提取液比例为 1∶20

时, 提取皱胃酶活性最高, 为验证此结果, 以 10% N aC l

溶液, 皱胃与提取液比例为 1∶20, 在 40W öcm 2 超声强

度下, 提取 70 m in, 获得皱胃酶活性为 72000 SU ög, 证

明提取技术参数合理可行, 可在实际生产中应用。

3　讨　论
超声在生物活性物质的提取方面已广泛应用[ 3- 6 ]。

超声提取作用主要是利用超声波在溶液中产生的空穴

作用实现的。在提取过程中, 提取液中产生大量气泡并

在瞬间破裂, 产生强烈的振动波, 使动植物组织软化, 损

伤, 加快提取液在组织中的渗透和扩散, 使提取速度提

高[ 3 ]。这些作用与超声处理强度密切相关, 通常超声强

度越大, 提取速度越快, 但利用超声提取的物质, 尤其是

象酶类具有一定的活性的物质, 易受环境因素的影响而

失活。当超声处理强度过大时, 可使提取液温度升高, 特

别是当超声产生的气泡破裂时局部温度更高, 造成酶热

变性丧失活性, 同时气泡破裂时产生的强大压力, 也是

影响酶活性的重要因素[ 12 ]。K im [ 4, 12 ]首次应用超声提取

皱胃酶时发现, 超声强度和提取时间是影响皱胃酶提取

的主要因素, 应用超声提取可大大缩短提取时间, 提高

皱胃酶的提取效率。本试验中, 皱胃酶在超声强度为 40

W öcm 2 下提取 70 m in, 可达到最高活性, 同时发现超声

对皱胃酶原具有一定的激活作用, 其激活机理有待进一

步研究。

在超声提取中, 提取液N aC l 含量, 皱胃与提取液

比例以及提取液 pH 值也是影响提取效果的重要因素。
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据 Zayas[ 13 ]报道, 在提取液N aC l 浓度较低、皱胃与提取

液比例较小时, 可使超声波产生的空穴作用加强, N aC l

进入细胞的速度加快, 提高酶的溶解性。但皱胃酶必须

在一定的N aC l 浓度及 pH 值下, 才能达到最大限度的

溶解[ 9, 14 ]。同时, 皱胃与提取液比例也不宜过大, 虽然其

比例增大时, 由于细胞内外的渗透压加大, 酶的溶出速

度加快, 但所提取的皱胃酶单位体积活性较低。因此, 在

实际生产中, 只有控制好影响提取因素的重要参数, 才

能取得较为理想的提取效果。

4　结　论
利用超声波提取皱胃酶可大大缩短提取时间, 提取

效率明显提高, 其最佳工艺参数为: 超声强度 40

W öcm 2; 提取时间 70 m in; 提取液N aC l 浓度 10% ; 提取

液 pH 值 5. 0; 皱胃与提取液比例 1∶20。
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Exper im en ta l study on extracting rennet by ultrasound treatm en t
Zha ng Fux in, C he n J inp ing , L i L inq ia ng

(D ep artm en t of F ood E ng ineering , S haanx i N orm al U n iversity , X i’an 710062, Ch ina)

Abstract: U sing 1～ 2 w eek s ca lf abom asa as m ateria l, influences of such facto rs as u lt rasound in ten sity,

ex tract ion t im e, N aC l concen tra t ion, pH value of ex tract ion so lu t ion and ra t io of abom asum to ex tract ion so lu t ion

on ex tract ing act ivity w ere stud ied by u lt rasound trea tm en t. T he experim en ta l resu lts show ed tha t as com pared

w ith the trad it iona lm ethod, the u lt rasound trea tm en t m ethod resu lted in a sign if ican t reduct ion of ex tract ion t im e

and increases in rennet act ivity. T he op t im al param eters fo r the ex tract ion of rennet by u lt rasound trea tm en t w ere

as fo llow s: u lt rasound in ten sity 40 W öcm 2, ex tract ion t im e 70 m in, N aC l concen tra t ion 10% , pH value of

ex tract ion so lu t ion 5. 0, the ra t io of abom asum to ex tract ion so lu t ion 1∶20.

Key words: u lt rasound trea tm en t; rennet; ex tract ion; enzym e act ivity; u lt rasound in ten sity
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