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摘要!在不影响胃蛋白酶活性的条件下"对现有的胃蛋白酶生产工艺加以改进"以降低胃蛋白酶产品的丙酮残留量# 采用

酸法提取胃蛋白酶"用丙酮作沉淀剂"且在 ' 次固液分离中丙酮的加入量分别至溶液比轻度为 (;?" 和 (;@9 效果最佳"酶活收

率为 ):(;9 Ù'I原料("产品收率为 ";!@>"比活为 @;<) Ù0I"">胃蛋白酶溶液的浊度为 );'9( E# 利用将产品粉碎后再干

燥的方法除去残留的丙酮"通过单因素试验和正交试验"以产品中丙酮残留量及比酶活作为指标"确定的最优工艺条件为!粉碎

时间为 :" 6"干燥温度为 '(i"干燥时间为 < /# 该工艺参数下得到胃蛋白酶中丙酮残留量仅为 (;9">"比酶活为 @;9' Ù0I"

较未处理的胃蛋白酶产品丙酮残留量减少了 :(;">"比酶活基本保持不变#

关键词!胃蛋白酶$生产工艺$沉淀$丙酮残留量
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DD胃蛋白酶是哺乳动物胃肠道中一种重要的蛋白

水解酶0)1

"属天冬氨酸蛋白酶家族0'1

# 他由位于胃

壁上皮的胃腺主细胞分泌的胃蛋白酶原在 LY';(

左右的酸性条件下激活而成0!1

# 已激活的胃蛋白

酶也可以催化胃蛋白酶原转变成有活性的胃蛋白

酶0:1

# 在 LY';( 时胃蛋白酶具有最高活性0"1

"在

中性或者碱性溶液中会自发失活0< C91

# 目前"蛋白

酶是构成世界上工业酶的最重要的组分"约占整个

工业酶市场总额的 "(>

0@1

# 胃蛋白酶作为蛋白酶

中的一种"广泛应用于医药)食品)轻工以及生物技

术等各个领域#

酶的生产过程主要包括!粗酶液的制备)酶的分

离纯化)酶浓缩)结晶与干燥等工艺0?1

# 合理设计

和优化分离纯化过程可以降低生产成本"有利于酶

制剂的大规模工业化生产0)(1

# 经丙酮沉淀的胃蛋

白酶黏度大'沉淀时呈片状"沉淀后呈膏)块状("产

品易吸潮"生产中很难实现机械化脱水分离"且胃蛋

白酶中丙酮残留量稍高"过多的残留溶剂会降低药

品的稳定性# 而且丙酮有对人体产生致畸)致癌的

可能性"因此"检测)控制胃蛋白酶产品中的丙酮残

留量是十分重要的环节# 在不影响胃蛋白酶活性的

条件下"笔者对现有的胃蛋白酶生产工艺加以改进"并

探索减少胃蛋白酶产品中丙酮含量的最佳生产工艺#

#?材料与方法

#@#?材料与仪器

猪肚膜!由四川省德阳市生化制品有限公司

提供#

电子天平!Ec'):( 型"奥豪斯国际贸易有限公

司生产$料理机!gl\C!"(G型"九阳股份有限公司

生产$LY计!@'(" 型"上海科仪有限公司生产$恒温

水浴锅!.T"() 型"重庆试验设备厂生产$搅拌器!

ggC) 型"江阴市保利科研器械有限公司生产$冰柜!

T.C'!(\F型"三洋科龙电器生产$电热恒温鼓风干

燥箱!XYaC?(!(E型"上海鸿都电子科技有限公司

生产$台式离心机!@(C' 型"金坛市科析仪器有限公

司生产$回旋式振荡器!YlC" 型"金坛市科析仪器

有限公司生产$电炉!X\C) 型"北京中兴伟业仪器

有限公司生产$高效液相色谱仪!d$7,%6)"'" 双泵"

美国沃特斯公司生产$紫外分光光度计! _̀C)@((
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型"上海美普达仪器有限公司生产#

#@!?实验方法

);';)D胃蛋白酶的提取

取适量猪肚膜绞碎"加入肚膜质量 '(>的蒸馏

水"充分搅拌均匀"用 (;) 0*3U\的盐酸溶液调节

LY至 ';9"在 :(i条件下搅拌酸化 : /后"用 '(( 目

纱网过滤胃浆得粗酶液#

);';'D胃蛋白酶的沉淀

取 " 份粗酶液"每份 !( 0\"分别加入 )" 0\的

蒸馏水"再分别加入 :" 0\丙酮)乙醇)甲醇)异丙醇

和正丁醇# 过滤取滤液"搅拌条件下向滤液中分别

加入 ' 倍体积的这 " 种有机试剂"放入 :i的冷藏

室静置0))1

"静置 '( /后"取出过滤"将滤饼加入 ) 倍

体积的同种有机试剂脱水"再放入 :i冷藏室中静

置# : /后取出抽取上层清液回收"下层沉淀放入

:(i烘箱内干燥0)'1

"得胃蛋白酶产品"测定不同有

机试剂沉淀分离的胃蛋白酶产品的收率)酶活)蛋白

质的质量分数以及 ">胃蛋白酶溶液的浊度#

);';!D胃蛋白酶中丙酮残留量的研究

根据生产经验"分析工艺中影响胃蛋白酶活力)

丙酮残留量的各个因素"通过多组单因素实验选出

合适的工艺参数范围"主要参考因素有粉碎时间)干

燥温度)干燥时间# 最后根据单因素实验筛选的影

响因素的工艺参数范围"采用\?'!

!

(正交试验表优

化试验"正交试验因素水平表如表 ! 所示"以胃蛋白

酶的丙酮残留量和比酶活为考察指标进行数据分

析"选择最佳工艺条件#

);';:D测定方法

浊度的测定方法!采用澄清度检查法0)!1

# 胃蛋

白酶酶活的测定方法!称取酶粉 (;)(( I"加入 LY

!;( 乳酸C乳酸钠缓冲液配成 "(( 倍的酶粉稀释液"

采用福林法0):1并参照中华人民共和国专业标准

TGUA)(!)9+)??? 蛋白酶活力测定法# 产品中丙

酮残留量测定方法!采用高效液相色谱法#

!?结果与讨论

!@#?不同有机试剂对分离效果的影响

在相同条件下考察不同有机试剂对胃蛋白酶的

沉淀效果"如表 ) 所示#

由表 ) 可知"从产品收率来看"丙酮r乙醇r甲

醇r异丙醇$从浊度来看"丙酮k乙醇k异丙醇k甲

醇$从酶活收率和比酶活来看"甲醇r丙酮r乙醇r

异丙醇# 综合考虑各因素"用丙酮沉淀得胃蛋白酶

产品最佳"原因是由于其介电常数较小且与水的亲

DDDDDDD

表 #?不同有机溶剂沉淀制备胃蛋白酶的结果

有机

溶剂

产品

收率U

>

酶活收率U

0 *̀'I原

料(

C)

1

浊度U

E

蛋白质质量

分数U0I*

')(( I(

C)

1

比酶活U

' *̀

0I

C)

(

外观

丙酮D ";!@ ):(;9 );'9( <";!! @;<) 白色粉末状

乙醇D :;)( )'!;' );<(' "@;)@ @;:9 白色粉末状

甲醇D !;"! )<@;( );?"9 9";<' @;@@ 白色粉末状

异丙醇 ';!? )));< );<?< <(;9( 9;!" 棕色粉末状

正丁醇 + + + + + +

和力较强"胃蛋白酶中的水分很容易转入有机试剂

相"从而使胃蛋白酶沉淀下来0)"1

#

有机试剂沉淀胃蛋白酶时还需注意一些细节#

分离沉淀时要低温操作"有机试剂在使用前要预冷"

有利于分离0)<1

# 有机试剂脱水后的胃蛋白酶要立

即干燥"尽量缩短酶与有机试剂直接接触的时间"以

免造成酶活损失0)91

# 为提高胃蛋白酶的收率"避免

有机试剂的过量使用以节约成本"' 次沉淀时加入

有机试剂的量应严格控制"因此需要考察加入丙酮

的最佳用量#

将粗酶液分为 : 份"每份 !( 0\"分别加入

)" 0\的蒸馏水"再分别加入冷丙酮至溶液比轻度

为 (;?9)(;?")(;?!)(;?)# 过滤取滤液"搅拌条件

下向滤液中分别加入冷丙酮至比轻度为 (;@?)

(;@9)(;@")(;@!"放入 :i的冷藏室静置# 静置

'( /后"取出过滤"将滤饼加入 ) 倍体积的冷丙酮

脱水"再放入 :i冷藏室中静置# : / 后取出抽取上

层清液回收"下层沉淀放入 :(i烘箱内干燥"得胃

蛋白酶产品# 比较不同体积丙酮分离得到胃蛋白酶

产品的收率和酶活"结果如表 ' 所示#

表 !?丙酮沉淀制备胃蛋白酶的结果

比轻度
产品

收率U>

酶活收率U

0 *̀'I原料(

C)

1

比酶活U

' *̀0I

C)

(

外观

(;?9U(;@? :;"! ))?;< 9;!' 白色粉末状

(;?"U(;@9 ";:! )!9;" @;<) 白色粉末状

(;?!U(;@" !;"@ )'!;@ 9;"@ 白色粉末状

(;?)U(;@! );:' ?@;' <;() 白色粉末状

由表 ' 可知"不同比轻度所得的胃蛋白酶的酶

活收率和比酶活相差不大"但对产品收率有显著影

响# 综合考虑"在 ' 次固液分离的丙酮加入量分别

为加至溶液比轻度达 (;?" 和 (;@9 为最优条件#

!@!?胃蛋白酶中丙酮残留量的研究结果

';';)D单因素试验结果

实验所得的胃蛋白酶产品有残留丙酮包裹其

*"?*
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中"影响产品质量"故采用将产品粉碎后干燥的方法

除去残留的丙酮#

将胃蛋白酶产品分为 " 份"每份 ) I"分别用料

理机粉碎 !():")<()9")?( 6"将粉碎后的产品分别

装入相同规格的培养皿中"放入 :(i的烘箱内干燥

< /# 测定干燥后产品的比酶活及丙酮残留量# 结

果如图 ) 所示#

)+丙酮残留量$'+比酶活

图 )D粉碎时间对胃蛋白酶中丙酮残留量和

比酶活的影响

由图 ) 可以看出"当粉碎时间为 :" 6时"胃蛋

白酶产品丙酮残留量最低"比酶活最高# 粉碎时间

增长"包裹在胃蛋白酶中的丙酮外露"重新干燥后部

分丙酮挥发"残留量减少"比酶活增加$粉碎时间过

长"粉碎环境中温度增大"影响胃蛋白酶的活性# 故

选择粉碎时间为 :" 6效果最佳#

将胃蛋白酶产品分为 " 份"每份 ) I"用料理机

粉碎 :" 6"将粉碎后的产品装入相同规格的培养皿

中"分别在室温''(i左右()!():()"()<(i的温度

下干燥 < /# 测定干燥后产品的比酶活及丙酮残留

量# 结果如图 ' 所示#

)+丙酮残留量$'+比酶活

图 'D干燥温度对胃蛋白酶中丙酮残留量和

比酶活的影响

由图 ' 可以看出"干燥温度对胃蛋白酶中丙酮

残留量的影响不是很明显"对比酶活的影响反而相

对大一些"温度过高"容易导致胃蛋白酶中组分变

性# 故选择室温''(i左右(直接放入干燥器中干

燥"节约成本"经济可行#

将胃蛋白酶产品分为 " 份"每份 ) I"用料理机

粉碎 :" 6"将粉碎后的产品分别装入相同规格的培

养皿中"放入 :(i的烘箱内干燥 '):)<)@))( /# 测

定干燥后产品的比酶活及丙酮残留量"结果如图 !

所示#

)+丙酮残留量$'+比酶活

图 !D干燥时间对胃蛋白酶中丙酮残留量和

比酶活的影响

由图 !可以看出"在干燥 < / 之前"胃蛋白酶中

丙酮残留量呈下降趋势"比酶活持续上升$而干燥 < /

之后"丙酮残留量又有所上升"比酶活略有下降# 由

于刚开始时"干燥时间增长有利于丙酮挥发"丙酮残

留量持续下降"而干燥时间过长"不利于胃蛋白酶产

品中其他成分的保存"故干燥时间选为 < /最佳#

';';'D正交实验结果

对单因素试验结果进行分析"采用 \

?

'!

!

(正交

试验表优化试验"正交试验因素水平表如表 ! 所示#

以胃蛋白酶产品的丙酮残留量和比酶活作为考察指

标进行数据分析"选择最佳工艺条件# 因素指标关

系如图 : 所示"正交试验结果如表 : 所示#

表 A?正交试验因素水平表

因素

水平

E

粉碎时间U6

G

干燥温度Ui

.

干燥时间U/

) !( '( :

' :" !( <

! <( :( @

)+丙酮残留量$'+比酶活

图 :D胃蛋白酶中丙酮残留量研究的因素效应图

*<?*
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表 $?胃蛋白酶中丙酮残留量研究的正交试验结果

编号
E

粉碎时间U6

G

干燥温度Ui

.

干燥时间U/

丙酮残

留量U>

比酶活U

' *̀0I

C)

(

) !( '( : );)9 @;!<

' !( !( < );)" @;':

! !( :( @ );'< @;)(

: :" '( < (;9" @;9'

" :" !( @ (;?9 @;!)

< :" :( : );(" @;'(

9 <( '( @ );() @;:(

@ <( !( : );'' @;()

? <( :( < );(9 @;)"

丙酮残留量

D,) !;"@ ';?! !;::

D,' ';99 !;!: ';?9

D,! !;!( !;!@ !;('

DJ (;@) (;:" (;:9

比酶活

D,) ':;9( '";:@ ':;"9

D,' '";'! ':;"< '";)(

D,! ':;"< ':;:' ':;@)

DJ (;<9 );(< (;"!

由表 : 可以看出"以胃蛋白酶中丙酮残留量为

指标"在所选取的 ! 个因素范围之内"因素 E对丙

酮残留量的影响最为显著# 以胃蛋白酶比酶活为指

标"因素G对比酶活影响最为显著# 同时"由图 :

可知"因素 E以第 ' 水平为最好"因素 G以第 ) 水

平为最好"因素 .以第 ' 水平为最好# 因此"该工

艺的优化工艺是 E

'

G

)

.

'

"即粉碎时间为 :" 6"干燥

温度为 '(i"干燥时间为 < /# 这组工艺参数下得

到胃蛋白酶中丙酮残留量仅为 (;9">"比酶活为

@;9' Ù0I"较未处理的胃蛋白酶产品丙酮残留量

减少了 :(;">"比酶活基本保持不变#

A?结论

')(采用丙酮沉淀最为经济可行"用丙酮沉淀

得到的胃蛋白酶产品的酶活收率为 ):(;9 Ù'I原

料("产品收率为 ";!@>"比酶活为 @;<) Ù0I"">

胃蛋白酶溶液的浊度为 );'9( E#

''(采用将产品粉碎后再干燥的方法除去残留

的丙酮"综合考虑确定的最优工艺条件为!粉碎时间

为 :" 6"干燥温度为 '(i"干燥时间为 < /# 这组工

艺参数下得到胃蛋白酶中丙酮残留量仅为 (;9">"

比酶活为 @;9' Ù0I"较未处理的胃蛋白酶产品丙

酮残留量减少了 :(;">"比酶活基本保持不变# 该

工艺所得的胃蛋白酶产品酶活较高"丙酮残留量较

少"达到了提高产品质量的目的#
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