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摘要!胰蛋白酶生产中的固液分离对产品的质量和后续处理具有很大影响# 在保持酶活的前提下$分别在提取猪胰浆前后

用有机试剂去除脂肪$以达到改善提取后固液分离效果的目的# 结果表明用有机试剂处理提取前的胰浆效果不理想$而用有机

试剂处理提取液效果较佳# 其中用三氯乙烯处理提取液$与原工艺相比$离心沉降后的浊度及过滤速度有较大改善# 当提取液

与三氯乙烯体积比为 )n)$处理时间为 ) 0 时$胰蛋白酶的酶活损失仅为 !D''\$浊度从 'D;' 降低到 (D;V$过滤速度从

(D"X 1R[12.提高到 'D)) 1R[12.#
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HH胰蛋白酶是来源于动物胰脏的一种碱性蛋白水解

酶$主要从牛"羊"猪的胰脏中提取获得# 广泛应用于

制药"食品"皮革"纺织和现代生物技术等领域() F!)

#

目前胰蛋白酶的生产过程主要包括胰脏的破

碎"提取"固液分离"激活"沉淀"纯化"干燥等过

程(")

# 对于提取(;)

"激活(X)

"沉淀(V)和纯化(W)研究

较多$但对固液分离方法的研究报道较少# 在胰蛋

白酶的生产过程中$固液分离是影响生产周期的关

键步骤# 胰脏提取液中包含蛋白质"核酸和各种脂

质$采用传统方法离心沉降时极易在溶液中形成一个

从小到大的连续密度分布状态$造成离心效果不理

想# 并且由于脂质处于半固体状态$黏度高$过滤时

容易堵塞$造成固液分离困难# 因此$笔者采用有机

试剂萃取法将脂质去除$并根据提取前后胰浆的不同

理化性质选用不同极性的有机溶剂$以达到提高胰蛋

白酶生产过程中的固液分离$缩短生产周期的效果#

#@材料与方法

#F#@材料与仪器

猪胰脏!由德阳生化试剂厂提供%其他试剂&分

析纯'!由成都市科龙化工试剂厂提供#

B?F)W(( 紫外分光光度计!上海美普达仪器有

限公司生产%f̂RF!;(T料理机!九阳股份有限公司

生产%CIFX*台式离心机!四川蜀科仪器有限公司

生产%L̂ F; 回旋式振荡器!金坛市科析仪器有限公

司生产%P/F'!(R<冰柜!三洋科龙电器生产#

#F!@实验方法

)D'D)H胰蛋白酶的提取工艺

在粉碎处理好的胰浆中加入 " 倍于原料量的蒸

馏水$充分搅拌均匀$用 (D) 1+5[R的硫酸溶液调节

$L至 "D($在 "k条件下提取 )' 0后$得提取液#

)D'D'H对提取前的胰浆进行脱脂

取 )(( M胰脏粉碎成胰浆$" 等份放入烧杯中$

) 份不处理$作为对照组$其余 ! 份分别加入一定量

预冷至 "k的脱脂剂乙醚(G)

"丙酮()() 和乙酸乙

酯()))

$低速振荡混合一段时间$去除有机试剂$按

)D'D) 方法得提取液$" ((( %[12.离心 )( 12.$测定

离心上清液的浊度和过滤 '("!(""( 1R上清液的时

间%在滤液中加入/4/5

'

$"k条件下激活 W 0$测定胰

蛋白酶酶活#
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)D'D!H对提取后的胰浆进行脱脂

取 ; 份 )(( 1R提取液$) 份不处理$作为对照

组$其余 " 份分别加入一定量预冷至 "k的脱脂剂

石油醚()')

"三氯乙烯()!)

"四氯化碳()")和正己烷();)

$

低速振荡混合一段时间$" ((( %[12. 离心 )( 12.$

测定水层浊度和过滤 '("!(""( 1R水层的时间%在

滤液中加入 /4/5

'

$"k条件下激活 W 0$测定胰蛋白

酶酶活#

)D'D"H测定方法

浊度的测定方法!澄清度检查法()X)

# 胰蛋白酶

酶活的测定方法!取 ) 1R的激活液称重并稀释()V)

$

按照中国药典中所述的原理测定吸光度值()X)

$计算

得到酶活# 蛋白质测定方法!凯氏定氮法()W)

#

!@结果与讨论

!F#@提取前脱脂处理

'D)D)H有机试剂用量对分离效果的影响

反应时间为 ) 0$胰浆与有机试剂的体积比分别

为 "n(""n'""n!""n"""nX和 "nW$考察有机试剂用量

对分离效果的影响$结果如图 )"图 ' 所示#

)+乙醚%'+丙酮%!+乙酸乙酯

图 )H有机试剂用量对浊度的影响

)+乙醚%'+丙酮%!+乙酸乙酯

图 'H有机试剂用量对过滤时间的影响

由图 ) 和图 ' 可知$随着有机试剂用量增大$离

心液浊度和过滤时间均明显降低$当达到 "nX后$离

心液浊度和过滤时间的变化趋缓# 综合考虑操作成

本和处理效果$最佳体积比选为 "nX#

'D)D'H有机试剂处理时间对分离效果的影响

取胰浆与有机试剂的体积比为 'n!$反应时间

分别为 (D;")"'"!"" 0$考察有机试剂处理时间对分

离效果的影响$结果如图 !"图 " 所示#

)+乙醚%'+丙酮%!+乙酸乙酯

图 !H有机试剂处理时间对浊度的影响

)+乙醚%'+丙酮%!+乙酸乙酯

图 "H有机试剂处理时间对过滤时间的影响

由图 ! 和图 " 可知$随着处理时间的延长$离心

液浊度和过滤时间下降明显$继续延长时间$变化趋

于平缓# 考虑有机试剂与蛋白酶接触时间过长$对

酶活会造成一定影响$故反应时间选为 ) 0#

当胰浆与有机试剂的体积比为 "nX$反应时间

为 ) 0时$胰蛋白酶酶活的变化情况如表 ) 所示#

表 #@胰蛋白酶酶活的变化

处理试剂 未处理 乙醚 丙酮 乙酸乙酯

酶活[&B*M

F)

'

WX;D( !WXDV 'GXDV "G)D)

由表 ) 可知$经乙醚"丙酮和乙酸乙酯处理后的

酶活与未处理的相比分别降低了 X;DV\";;D(\和

"!D'\# 说明有机试剂处理后$酶活损失较大# 这

是由于在提取活化过程中$未除尽的有机溶剂长时

间与提取液中的蛋白酶接触$对酶活有负面影

响()G)

# 试剂处理后的提取液颜色和溶液的状态均

有一定程度的改变$也反映出试剂对胰浆的理化性

质有一定影响#

综合以上结果得出$虽然乙醚"丙酮和乙酸乙酯处

理胰浆后的离心上清液浊度有所降低$过滤速度有一

定程度提高$但酶活损失较大$综合处理效果不理想#
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!F!@提取后脱脂处理

'D'D)H有机试剂用量对分离效果的影响

反应时间为 ) 0$提取液与有机试剂的体积比分

别为 "n(""n'""n!""n"""nX和 "nW$考察有机试剂用

量对分离效果的影响$结果如图 ;"图 X 所示#

)+石油醚%'+三氯乙烯%!+四氯化碳%"+正己烷

图 ;H有机试剂用量对浊度的影响

)+石油醚%'+三氯乙烯%!+四氯化碳%"+正己烷

图 XH有机试剂用量对过滤时间的影响

由图 ; 和图 X 可知$随着有机试剂用量增大$离

心液浊度和过滤时间降低明显$当体积比达到 "n"

以后$增大有机试剂用量$影响较小# 故在使用有机

试剂处理提取液时$其体积比选为 "n"#

'D'D'H有机试剂处理时间对分离效果的影响

取提取液与有机试剂的体积比为 )n)$反应时

间分别为 (D;")"'"!"" 0$考察有机试剂处理时间对

分离效果的影响$结果如图 V"图 W 所示#

由图 V 和图 W 可知$初始提取液浊度相近的情

况下$延长有机试剂处理时间$离心液浊度均呈下降

趋势# 考虑处理 ) 0后$影响作用较小$综合考虑对

HHHHHHH

)+石油醚%'+三氯乙烯%!+四氯化碳%"+正己烷

图 VH有机试剂处理时间对浊度的影响

)+石油醚%'+三氯乙烯%!+四氯化碳%"+正己烷

图 WH有机试剂处理时间对过滤时间的影响

酶活的影响$处理时间选为 ) 0#

通过图 " 和图 W 可以发现$随着过滤体积的增

大$经有机试剂处理后的滤液过滤速度增加的幅度

越大# 其中对于提取后脱脂处理$选择最优体积比

和处理时间时$过滤 '("!(""( 1R滤液所节约的时

间最高分别为未处理的 ;XD'\"V(D"\和 W(D;\#

进一步增加过滤体积$所节约的时间将会更加可观$

不仅可以弥补有机试剂处理所花费的时间$还能大

大缩短操作周期#

提取液与有机试剂体积比为 "n"$反应时间为

) 0时$不同有机试剂对胰蛋白酶酶活的影响如表 '

所示#

表 !@不同试剂处理对胰蛋白酶酶活的影响

处理试剂 未处理 石油醚 三氯乙烯 四氯化碳 正己烷

酶活[&B*M

F)

'

WG(D" W"'D) WX)DV W""DX WVGDV

由表 ' 可知$提取液经石油醚"三氯乙烯"四氯

化碳和正己烷处理后的酶活较未处理的提取液分别

降低 ;D"'\"!D''\";D)!\和 )D'(\$较脱脂前处

理对胰蛋白酶酶活影响明显降低# 说明通过使用有

机试剂将提取液中的固性物沉降出来的方法提高固

液分离效果具有可行性# 因此$不同试剂的处理效

果如表 !"图 G 所示#

由表 ! 可知$经有机试剂处理后$石油醚"正己

烷处理的离心上清液的浊度变化较小$而三氯乙烯"

四氯化碳处理后的浊度显著降低#

由图 G 可知$有机试剂处理后的提取液的过滤

时间与原液相比明显降低$原液的过滤速度约为

(D"X 1R[12.$石油醚与正己烷处理后的过滤速度与

其相差不大$分别为 (D;""(D;; 1R[12.$三氯乙烯"

四氯乙烯处理的离心液的过滤速度大幅度提高$分

别为 'D))"'D!; 1R[12.#

综合考虑$三氯乙烯及四氯化碳的效果均较好$

并且由于三氯乙烯和四氯化碳密度比水大$还能有

*WX*
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表 $@不同试剂处理对浊度的影响

处理试剂 未处理 石油醚 三氯乙烯 四氯化碳 正己烷

浊度[# 'D;' )DW" (D;V (D;( )DV'

)+未处理%'+石油醚%!+三氯乙烯%"+四氯化碳%;+正己烷

图 GH不同试剂处理对过滤时间的影响

效减少试剂的挥发# 处理后离心沉降$不溶性杂质

被离心至三氯乙烯和四氯化碳层中$更容易实现上

清液的分离$但由于四氯化碳的毒副作用比三氯乙

烯更大('()

$所以拟将三氯乙烯定为处理试剂#

通过以上实验可知$对提取后胰浆进行脱脂处

理效果较提取前处理更佳$这主要是由于提取前胰

浆中水分含量少$搅拌时有机试剂直接与胰蛋白酶

酶原接触机会较提取后的大$且乙醚"丙酮和乙酸乙

酯与水互溶$存在改变水溶液介电常数的可能$对活

性影响较大# 不同有机试剂对过滤时间及酶活影响

也与所选有机试剂的极性大小有一定的关系('))

#

经有机试剂处理后的提取液固液分离效果明显

改善$对于工厂大批量生产$可以节省超过 W(\的

时间$且三氯乙烯的沸点比水低$可以用蒸馏的方法

再生$循环利用节约成本# 对于加入有机试剂处理

后的残留问题$胰蛋白酶的生产中会使用喷雾干燥

的工序$并且在形成最终产品时$会经过干燥处理$

能将有机试剂部分或者完全除去$不会对产品的质

量造成明显的影响#

$@结论

&)'用乙醚"丙酮和乙酸乙酯处理提取前的胰

浆$浊度有所减小$过滤速度加快$但是胰蛋白酶的

酶活损失严重$分别损失了 ;;D(\" X;DV\和

"!D'\$用有机试剂处理胰浆的效果不理想#

&''用石油醚"四氯化碳"三氯乙烯和正己烷脱

脂处理提取液$四氯化碳和三氯乙烯的沉降效果明

显改善$过滤速度显著加快$但四氯化碳的毒副作用

较大# 选择三氯乙烯脱脂$提取液和三氯乙烯体积

比为 ) n)$处理时间为 ) 0 时$酶活损失仅为

!D''\$处理效果理想$实现了清液和不溶性杂质的

快速分离# 此方法操作简单$可应用于实际生产$能

节约分离时间达 W(\以上$可通过有机溶剂循环利

用$有效降低成本#

致谢!作者受四川大学中国成达专项研究奖学金的资助#
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