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摘要:氧化法与物理吸附法相结合ꎬ以骨胶为原料ꎬ过硫酸钠和酸化凹凸棒土为脱色剂ꎬ得到浅色的骨胶胶黏剂ꎮ 研究了 ｍ

(水) ∶ｍ(干骨胶)为 １􀆰 ３ ∶１时ꎬ过硫酸钠质量、酸化凹凸棒土质量、反应温度和反应时间对骨胶色泽的影响ꎬ并在单因素实验的
基础上ꎬ通过正交试验得出骨胶脱色的最佳工艺条件为:过硫酸钠质量分数为 ９􀆰 ３％ꎬ酸化凹凸棒土质量分数为 ８􀆰 ０％ꎬ反应温
度为 ５０℃ꎬ反应时间为 ６０ ｍｉｎꎬ经最佳工艺制备的骨胶胶黏剂脱色率为 ７１􀆰 １３％ꎬ稳定性良好ꎬ同时骨胶的性能未发生改变ꎮ
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　 　 骨胶是人们利用动物的骨骼和不能食用的结缔

组织等熬制而成的一种天然性质的胶黏剂ꎬ具有无

毒、绿色环保、原料易得、价格低廉、粘结强度高等优

点ꎬ广泛应用于造纸、印刷、包装、木材、纱布等行

业[１－２]ꎮ 但因骨胶是蛋白质类衍生物ꎬ蛋白质在无

氧条件下分解产生的酚类物质会被氧化生成醌类物

质ꎬ醌类物质大多呈现一定的颜色ꎮ 同时动物体内

的血红素以氧和肌红蛋白形式存在而成鲜红色ꎮ 动

物死亡后ꎬ在有氧或氧化剂存在条件下会被氧化成

高铁肌红蛋白而呈棕褐色ꎮ 同时骨胶的生产加工过

程中也会引入杂质ꎬ从而使骨胶具有较深的颜色ꎬ影
响骨胶的感官特性和商品的价值ꎬ限制了其在浅色

木材及纸张行业的应用ꎮ
骨胶脱色主要是利用双氧水的强氧化性进行氧

化脱色[３－４]ꎬ双氧水是一种绿色氧化剂ꎬ分解产生的

水和氧气对环境无污染ꎬ但也存在双氧水在脱色过

程中的利用率较低ꎬ脱色率不高ꎮ 同时活性炭、羟基

磷灰石等被用于明胶的脱色[５－６]ꎬ具有强的吸附性

能ꎬ可以用于脱色ꎮ 但骨胶的黏度较高ꎬ用活性炭脱

色时过滤会比较困难ꎬ羟基磷灰石的价格较贵ꎮ
笔者将氧化法与物理吸附法相结合ꎬ以过硫酸

钠和酸化凹凸棒土为脱色剂ꎬ利用过硫酸钠在加热

条件下分解产生硫酸根自由基ꎬ硫酸根自由基可以

与双键发生加成反应ꎬ使共轭双键数量减少[７－８]ꎬ同
时酸化凹凸棒土具有较大的比表面积和孔隙率ꎬ可
以很好地吸附色素分子ꎬ从而达到脱色的效果ꎮ 脱

色后的骨胶胶黏剂脱色持久不易返色且不影响骨胶

的性能ꎬ脱色步骤简单ꎬ脱色率高ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 材料与仪器

骨胶ꎬ工业级ꎬ河北沧州学洋明胶有限公司生

产ꎻ过硫酸钠ꎬ分析纯ꎬ北京化工厂生产ꎻ凹凸棒土ꎬ
无锡市欧微轻工科技有限公司生产ꎻ柠檬酸ꎬ分析

纯ꎬ天津市科密欧化学试剂有限公司生产ꎻ氢氧化

钠ꎬ天津市恒兴化学试剂制造有限公司生产ꎻ３６％盐

酸ꎬ分析纯ꎬ天津化学试剂二厂生产ꎮ
ＥＤＭ－１０ 型万能材料试验机ꎬ陕西科技大学加

工厂生产ꎻＮＤＪ－４ 型旋转黏度计ꎬ上海恒平科学仪

器有限公司生产ꎻＢＣ－８６ 型可控温冰箱ꎬ合肥美菱

股份有限公司生产ꎻＣＭ－５ 分光测色计ꎬ柯尼卡美能

达有限公司生产ꎻＡｇｉｌｅｎｔ Ｃａｒｙ ６０ ＵＶ－Ｖｉｓ 紫外光谱
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仪ꎬ美国安捷伦公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 酸化凹凸棒土的制备

称取 １􀆰 ０ ｇ 的凹凸棒土ꎬ置于 １００ ｍＬ 烧杯中ꎬ
加入 ５０ ｍＬ ４％盐酸ꎬ盖上表面皿ꎬ在电热板上加热

微沸 １ ｈꎮ 在加热过程中ꎬ向烧杯中加热水以保持原

体积ꎬ１ ｈ 后取下冷却至室温ꎬ用慢性定性滤纸过

滤ꎬ用水洗涤至滤液 ｐＨ ＝ ５ꎮ 将滤纸同活化后试样

放在烘箱中 １１０℃ 干燥 ２ ｈꎬ研磨ꎬ得到酸化凹凸

棒土ꎮ
１􀆰 ３　 脱色反应的机理

骨胶中含有多个共轭的 Ｃ􀪅􀪅Ｃ 双键ꎬ是主要的

发色基团ꎬ导致骨胶的颜色较深ꎮ 过硫酸钠在受热

情况下分解产生硫酸根自由基ꎬ硫酸根自由基可以

主动进攻 Ｃ􀪅􀪅Ｃ 双键ꎬ使其断裂ꎬ断键后有机物与硫

酸根离子产生加成反应ꎬ改变了发色基团的化学结

构ꎬ使 Ｃ􀪅􀪅Ｃ 双键数量减少ꎮ
Ｓ２Ｏ２－

８ ＋ Ｈｅａｔ → ２ＳＯ －
４ 􀅰

ＳＯ －
４ 􀅰＋ Ｈ２Ｃ 􀪅􀪅 ＣＨＲ → － ＯＳＯ２ＯＣＨ２ － ＣＨＲ􀅰

　 　 酸化使凹凸棒土孔道内的杂质被除去ꎬ疏通了

孔道ꎬ同时由半径较小的氢离子可以置换出凹凸棒

石层间部分金属离子ꎬ增大了孔容积[９－１１]ꎬ提高了比

表面积ꎬ从而使凹凸棒土的 ＢＥＴ ＳＳＡ 大于(１２０ ±
２０) ｍ２ / ｇꎬ对孔径和其自身大小相似的物质具有很

好的吸附性能ꎮ
１􀆰 ４　 脱色骨胶胶黏剂的制备方法

将适量的蒸馏水和 １５􀆰 ００ ｇ 骨胶颗粒加入到

２５０ ｍＬ 的三口烧瓶中ꎬ恒温中速搅拌得 ｍ(水) ∶
ｍ(干骨胶)为 １􀆰 ３ ∶ １的胶液ꎬ随后加入一定量的过

硫酸钠、酸化凹凸棒土和 ０􀆰 ８０ ｇ 柠檬酸ꎬ继续恒温

搅拌一段时间后ꎬ用氢氧化钠调至胶液 ｐＨ＝ ７ꎬ得到

浅色的骨胶胶黏剂ꎮ
１􀆰 ５　 正交实验

在单因素试验的基础上ꎬ以骨胶的白度为考察

指标ꎬ实验过程中过硫酸钠和酸化凹凸棒土用量均

已换算成具体的用量ꎬ设计 Ｌ９(３４)正交试验表进行

正交试验ꎬ优化工业骨胶脱色的工艺参数ꎮ
１􀆰 ６　 测试与表征

(１)白度的测定:利用 ＣＭ－５ 分光测色计测定

脱色前后骨胶的白度ꎬ用 Ｌ 值反映白度ꎬＬ 值越高表

示白度越高ꎮ
(２)紫外分析:将脱色前和最优工艺下的脱色

骨胶稀释后ꎬ在 ２００~８００ ｎｍ 范围内进行扫描ꎮ
(３)黏度:选用 ＮＤＪ － ４ 型旋转黏度计 ( ２５ ±

０􀆰 ５)℃进行测定ꎮ

(４)凝固点:将脱色前后的骨胶装于磨口瓶中ꎬ
放入冰箱测定其凝固点ꎮ

(５)拉伸强度:按照 ＩＳＯ / ＤＩＳ ６２３７—１９８０ 标准ꎬ
采用万能材料试验机进行测定(拉伸速率为 １􀆰 ５ ~
５ ｍｍ / ｍｉｎꎬ涂布面积为 ２５０ ｍｍ×１２５ ｍｍꎬ涂布质量

为 ０􀆰 ５ ｇ)ꎮ
(６)稳定性:将最优工艺条件下的 ３ 组脱色骨

胶放置不同的时间ꎬ在同一环境下测定 Ｌ 值ꎮ
１􀆰 ７　 脱色率

在同一条件下ꎬ取 ２０ ｍＬ 脱色前后的骨胶胶液ꎬ
放在同一规格的培养皿中ꎬ测定 Ｌ 值ꎬ计算脱色率:

Ｗ ＝ [(Ｌ１ － Ｌ０) / Ｌ１] × １００％

式中:Ｗ 为脱色率ꎻＬ０ 为脱色前骨胶的 Ｌ 值ꎻＬ１ 为脱

色后骨胶的 Ｌ 值ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 过硫酸钠用量对骨胶色泽的影响

在其他实验条件不变ꎬｍ (酸化凹凸棒土) ＝
１􀆰 ２ ｇꎬＴ＝ ６０℃ꎬｔ＝ １００ ｍｉｎ 的条件下ꎬ过硫酸钠质量

对骨胶色泽的影响如图 １ 所示ꎮ

图 １　 过硫酸钠质量对骨胶色泽的影响

由图 １ 可以看出ꎬ随着过硫酸钠质量的增加ꎬＬ
值先增大后减小ꎮ ｍ(过硫酸钠)≤１􀆰 ４ ｇ 时ꎬ过硫酸

钠质量的增加可以分解产生更多的硫酸根自由基ꎬ
从而使共轭双键数量减少ꎬＬ 值逐渐增大ꎮ ｍ(过硫

酸钠)>１􀆰 ４ ｇ 时ꎬ因为骨胶的主要成分是蛋白质ꎬ蛋
白质在分解过程中会产生酚类物质ꎬ过硫酸钠的强

氧化性会把酚类物质氧化生成醌类ꎬ从而使骨胶的

颜色加深ꎮ 选择 ｍ(过硫酸钠)＝ １􀆰 ４ ｇ 为最佳用量ꎬ
此时骨胶具有较好的白度ꎮ
２􀆰 ２　 酸化凹凸棒土质量对骨胶色泽的影响

在其他实验条件不变ꎬｍ(过硫酸钠) ＝ １􀆰 ４ ｇꎬ
Ｔ＝ ６０℃ꎬｔ＝ １００ ｍｉｎ 的条件下ꎬ酸化凹凸棒土质量

对骨胶色泽的影响如图 ２ 所示ꎮ
由图 ２ 可以看出ꎬ随着酸化凹凸棒土质量的增

加ꎬＬ 值先增大后减小ꎮ 酸化凹凸棒土具有较大的

比表面积和孔隙率ꎬ具有较强的吸附性能ꎬｍ(酸化
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凹凸棒土)≤１􀆰 ２ ｇꎬ可以很好地吸附有色物质ꎬ同时

使骨胶保持良好的透明度ꎻｍ (酸化凹凸棒土) >
１􀆰 ２ ｇ 时ꎬ虽然也能吸附有色物质ꎬ但使骨胶的透明

度有所降低ꎮ 因此ꎬ选择 ｍ(酸化凹凸棒土)＝ １􀆰 ２ ｇ
为最佳用量ꎬ此时骨胶具有较好的 Ｌ 值和透明度ꎮ

图 ２　 酸化凹凸棒土质量对骨胶色泽的影响

２􀆰 ３　 脱色温度对骨胶色泽的影响

在其他实验条件不变ꎬｍ(过硫酸钠) ＝ １􀆰 ４ ｇꎬ
ｍ(酸化凹凸棒土)＝ １􀆰 ２ ｇꎬｔ ＝ １００ ｍｉｎ 的条件下ꎬ脱
色温度对骨胶色泽的影响如图 ３ 所示

图 ３　 脱色温度对骨胶色泽的影响

由图 ３ 可以看出ꎬ随着温度的升高ꎬＬ 值呈先上

升后逐渐下降的趋势ꎮ 骨胶为蛋白质类衍生物ꎬ温
度高于 ６０℃ 会使蛋白质变质ꎬ因此ꎬ温度范围为

４０~６０℃ꎮ 温度升高可以增大活化分子的质量分

数ꎬ使分子之间的有效碰撞增大ꎬ化学反应速率加

快ꎮ 在一定的温度范围内ꎬ温度的升高可以使过硫

酸钠分解产生更多的硫酸根自由基ꎬ减少双键的数

量ꎬ同时有利于吸附反应向正反应方向进行ꎮ 选择

Ｔ＝ ５０℃时较为适合ꎬ此时骨胶具有较好的白度ꎮ
２􀆰 ４　 脱色时间对骨胶色泽的影响

在其他实验条件不变ꎬｍ(过硫酸钠) ＝ １􀆰 ４ ｇꎬ
ｍ(酸化凹凸棒土)＝ １􀆰 ２ ｇꎬＴ ＝ ６０℃的条件下ꎬ脱色

时间对骨胶色泽的影响如图 ４ 所示ꎮ
由图 ４ 可以看出ꎬ随着反应时间的增加ꎬ骨胶的

Ｌ 值先增大后下降ꎮ 当反应时间<６０ ｍｉｎ 时ꎬ过硫酸

钠与含共轭双键物质反应不充分ꎬ同时有色物质也

未完全被酸化凹凸棒土所吸附ꎻ当反应时间≥
６０ ｍｉｎ 时ꎬ物理吸附作用是一个可逆过程ꎬ解吸会

使 Ｌ 值有所下降ꎮ 因此ꎬ选择脱色时间为 ６０ ｍｉｎ 时

较为适合ꎬ此时骨胶具有良好色泽ꎮ

图 ４　 脱色时间对骨胶色泽的影响

２􀆰 ５　 正交试验优化骨胶脱色工艺条件

经单因素实验分析后ꎬ选定影响因素为过硫酸

钠质量(Ａ)、酸化凹凸棒土质量(Ｂ)、脱色温度(Ｃ)、
脱色时间(Ｄ)ꎬ且每个影响因素为 ３ 水平ꎬ如表 １
所示ꎮ

表 １　 因素水平表

因素 Ａ / ｇ Ｂ / ｇ Ｃ / ℃ Ｄ / ｍｉｎ

１ １􀆰 ３ １􀆰 １ ４５ ４０

２ １􀆰 ４ １􀆰 ２ ５０ ６０

３ １􀆰 ５ １􀆰 ３ ５５ ８０

采用 Ｌ９(３４)正交试验对骨胶脱色工艺进行优

化ꎬ以 Ｌ 值为考察指标ꎬ考察各个因素对骨胶脱色试

验结果的影响程度ꎬ并对其进行排序和直观分析ꎬ结
果如表 ２ 所示ꎮ

表 ２　 正交试验结果与分析

　 试验号
因素

Ａ / ｇ Ｂ / ｇ Ｃ / ℃ Ｄ / ｍｉｎ

　 １ １􀆰 ３ １􀆰 １ ４５ ４０

　 ２ １􀆰 ３ １􀆰 ２ ５０ ６０

　 ３ １􀆰 ３ １􀆰 ３ ５５ ８０

　 ４ １􀆰 ４ １􀆰 １ ５０ ８０

　 ５ １􀆰 ４ １􀆰 ２ ５５ ４０

　 ６ １􀆰 ４ １􀆰 ３ ４５ ６０

　 ７ １􀆰 ５ １􀆰 １ ５５ ６０

　 ８ １􀆰 ５ １􀆰 ２ ４５ ８０

　 ９ １􀆰 ５ １􀆰 ３ ５０ ４０

Ｌ Ｋ１ ５０􀆰 ８１３ ５０􀆰 ６８３ ５２􀆰 ４０３ ５１􀆰 ２１０

　 Ｋ２ ５４􀆰 ０４３ ５３􀆰 １５０ ５２􀆰 ４６０ ５２􀆰 ７６７

　 Ｋ３ ５１􀆰 ７３３ ５２􀆰 ７５７ ５１􀆰 ７２７ ５２􀆰 ６１３

　 Ｒ ３􀆰 ２３０ ２􀆰 ４６７ ０􀆰 ７３３ １􀆰 ５５７

从表 ２ 中可以看出ꎬ对骨胶 Ｌ 值影响的优水平

为 Ａ>Ｂ>Ｄ>Ｃꎬ因为脱色剂的质量对脱色效果起着很

重要的作用ꎬ过硫酸钠和酸化凹凸棒土为脱色剂ꎬ其
中过硫酸钠分解产生的硫酸根自由基可以与双键发
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生加成反应ꎬ使双键断裂ꎬ双键数量的减少可以使骨

胶获得良好的色泽ꎮ 同时酸化凹凸棒土具有较大的

比表面积和孔隙率ꎬ可以很好地吸附有色物质ꎮ 反

应时间的增加使反应可以进行的更加彻底ꎬ使脱色

达到更好的效果ꎮ 温度的升高有利于增加化学粒子

的活化能ꎬ使分子间碰撞加快ꎬ从而使反应加快ꎬ但
因为酸化凹凸棒土的吸附是物理作用ꎬ在一定条件

下也会向逆方向进行ꎬ不利于脱色反应的进行ꎮ 因

此ꎬ优选方案为 Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ２ 􀆰 ꎮ 即最佳工艺条件为:过
硫酸钠质量为 １􀆰 ４ ｇꎬ酸化凹凸棒土质量为 １􀆰 ２ ｇꎬ反
应温度为 ５０℃ꎬ反应时间为 ６０ ｍｉｎꎮ
２􀆰 ６　 骨胶脱色前后的紫外表征与分析

脱色前后骨胶的紫外谱图如图 ５ 所示ꎮ

１—脱色前ꎻ２—脱色后

图 ５　 脱色前后骨胶的紫外谱图

由图 ５ 可以看出ꎬ脱色前的骨胶在 ２２４、２３５、
２４４、２５４ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 处有强的吸收峰ꎬ紫外光谱

在 ２２４、２３５、２４４ ｎｍ 处的吸收为 Ｋ 带ꎬ即苯环上直接

连有生色团ꎬ是由双键与苯环共轭而引起的ꎬ在
２５４ ｎｍ 处的强吸收峰为苯的特征吸收ꎬ同时在

２８０ ｎｍ 的吸收是由芳环 π－π∗引起的[１２]ꎬ共轭双键

数量的增多和发色团的存在使骨胶呈现较深的颜

色ꎮ 脱色后的骨胶在波长 ２２４ ｎｍ 处有强的吸收峰ꎬ
其他波长处的吸收峰均有很大程度的减弱ꎬ这是因

为过硫酸钠分解产生的硫酸根自由基具有强的氧化

性ꎬ可以与双键进行加成反应ꎬ使双键发生断裂ꎬ发
色团受到一定程度的破坏ꎬ从而使脱色后的骨胶具

有良好的色泽ꎮ
２􀆰 ７　 脱色骨胶的稳定性

将最优工艺条件下的 ３ 组脱色骨胶分别在同样

的环境中放置 １、１０、２０、４０、７０、１２０ ｄ 后测定 Ｌ 值ꎬ
并与脱色前骨胶的 Ｌ 值进行对比ꎬ结果分别如图 ６
所示ꎮ

由图 ６ 可以看出ꎬ脱色骨胶的 Ｌ 值随时间增加

而呈下降趋势ꎬ但下降幅度不大ꎮ 未脱色骨胶的 Ｌ
值为 １６􀆰 ５８ꎬ 脱色后的 Ｌ 值为 ５７􀆰 ４２ꎬ 脱色率为

７１􀆰 １３％ꎮ 脱色后 １２０ ｄ 的 Ｌ 值为 ５７􀆰 ２０ꎬ虽然 Ｌ 值

有所减少ꎬ但脱色率只降低了 ０􀆰 １１％ꎬ说明脱色后

骨胶的稳定性良好[１３]ꎮ

图 ６　 脱色骨胶的稳定性

通过骨胶脱色前后的颜色对比发现ꎬ脱色前骨

胶的颜色呈深褐色ꎬ脱色后呈淡黄色ꎬ脱色前后颜色

变化明显ꎬ脱色使骨胶获得了良好的色泽ꎮ 且随着

时间的增加ꎬ并无明显的返色ꎮ
２􀆰 ８　 骨胶性能研究

在最佳工艺条件下测定 ３ 组脱色骨胶的黏度、
拉伸强度和凝固点并取平均值ꎬ结果如表 ３ 所示ꎮ

表 ３　 骨胶的性能

黏度 / (Ｐａ􀅰ｓ) 拉伸强度 / ｍＰａ 凝固点 / ℃

脱色前 ４􀆰 ００ １􀆰 ０７ ４􀆰 ２

脱色后 ３􀆰 ９１ １􀆰 ３２ ４􀆰 ０

由表 ３ 可以看出ꎬ骨胶拉伸强度有所增加ꎬ这是

脱色剂分子中的反应性基团能与被粘物之间形成化

学键ꎬ提高了胶膜韧性ꎮ 而黏度和凝固点无明显的

变化ꎬ说明脱色过程并未改变骨胶分子内部结构ꎬ未
引起骨胶变性

３　 结论

(１)以白度为考察标准ꎬ通过单因素试验法和

正交实验法得到脱色骨胶胶黏剂的最佳工艺为:过
硫酸钠质量分数为 ９􀆰 ３％ꎬ酸化凹凸棒土质量分数

为 ８􀆰 ０％ꎬ反应温度为 ５０℃ꎬ反应时间为 ６０ ｍｉｎꎬ脱
色率达 ７１􀆰 １３％ꎮ

(２)脱色前后的紫外光谱中发色基团的数量明

显减少ꎬ从而使骨胶具有良好的色泽ꎮ
(３)在相同的环境下放置不同时间的骨胶色泽

稳定ꎬ不易返色ꎬ具有良好的稳定性ꎮ
(４)脱色后骨胶的各项性能无明显改变ꎬ脱色

并未引起骨胶变性ꎮ

参考文献

[１] 卜海艳ꎬ苏秀霞ꎬ郭明媛.配位改性液体耐水骨胶胶粘剂的研究

[Ｊ] .现代化工ꎬ２０１５ꎬ３５(１１):１１１－１１３.

　 　 　 　 (下转第 １１５ 页)

􀅰３１１􀅰



２０１７ 年 １０ 月 魏胜华等:三相法制备木瓜蛋白酶的过程研究

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

番木瓜乳粉购自江苏锐阳生物科技有限公司ꎻ
其他试剂购自国药集团上海试剂公司ꎬ均分析纯ꎮ
１􀆰 ２　 木瓜蛋白酶的三相法分离

准确称取 １􀆰 ００ ｇ 番木瓜乳粉ꎬ 量取 ５０ ｍＬ
５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＨ ６􀆰 ０ Ｎａ２ＨＰＯ４ －ＫＨ２ＰＯ４ 缓冲液充分

溶解ꎬ配置成 ２０ ｇ / Ｌ 的酶液ꎬ４℃ １０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎꎬ上清液即为所需木瓜蛋白酶粗酶液ꎬ置于

４℃冰箱保存ꎮ 取一定粗酶液加入适量硫酸铵ꎬ用快

速混匀器高速震荡溶解 ２ ｍｉｎꎻ加入一定体积的有机

溶剂ꎬ摇匀ꎬ室温静置 １ ｈꎬ形成三相体系ꎬ再以

４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ使中间相形成相对致密的

薄层状蛋白ꎻ移除上层有机相与下层水相ꎬ取中间相

蛋白沉淀于干燥皿中干燥 ２ ｄꎬ即可得到纯化后的木

瓜蛋白酶粉末ꎮ
１􀆰 ３　 酶活及蛋白质的测定

以干酪素为底物测定木瓜蛋白酶酶活[１５]ꎮ 酶

活定义:在一定条件下ꎬ每分钟内蛋白酶水解底物产

生 １ μｇ 酪氨酸所需的酶量为一个酶活力单位(Ｕ)ꎻ
以牛血清白蛋白(ＢＳＡ)为标准蛋白ꎬ采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法测定蛋白质浓度[１６]ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 三相分离条件的优化

２􀆰 １􀆰 １　 有机溶剂的种类对三相分离的影响

有机溶剂作为共溶剂在三相分离中不仅影响体

系的极性和介电常数ꎬ对三相的形成和纯化效果也

有重要的影响[７]ꎬ因此ꎬ有机溶剂的选择对三相分

离的纯化过程至关重要ꎮ 选取硫酸铵作为无机盐加

入到粗酶液中ꎬ使 ω(硫酸铵)＝ ４０％ꎬ加入相同体积

的有机溶剂混匀ꎬ３０℃ꎬ静置 ６０ ｍｉｎꎬ离心ꎮ 取正丁

醇、叔丁醇、异丙醇、正丙醇、１ꎬ４－二氧六烷ꎬ考察有

机溶剂对三相分离的影响ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ

１—酶活回收率ꎻ２—纯化倍数

图 １　 有机溶剂的种类对三相分离效果的影响

由图 １ 可以看出ꎬ用叔丁醇作有机溶剂时的纯

化倍数最高ꎬ为 ２􀆰 ２５ 倍ꎮ 一方面ꎬ相对其他具有 ３、
４ 个碳原子的有机溶剂ꎬ由于叔丁醇具有叔丁基ꎬ结
构呈分枝状ꎬ空间位阻较大ꎬ不易破坏酶的内部空间

结构[１７]ꎬ因而其酶活性未被破环ꎬ保留较高酶活ꎻ另
一方面ꎬ叔丁醇使整个体系的介电常数降低ꎬ增强了

蛋白上带电基团间的静电作用力ꎬ使酶蛋白发生聚

集沉淀ꎮ 因此ꎬ选择叔丁醇作三相分离木瓜蛋白酶

的有机相ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 成相时间对三相分离的影响

取硫酸铵为无机盐加入到粗提取液中ꎬ与叔丁

醇等体积混匀ꎬ３０℃ꎬ研究三相成相时间对三相分离

的影响ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ

１—酶活回收率ꎻ２—纯化倍数

图 ２　 成相时间对三相分离效果的影响
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