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蛋清中溶菌酶的提取

郇延军
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摘要　研究了从新鲜蛋清中提取溶菌酶的方法。通过控制温度,调酸和加盐, 可以

使溶菌酶得到分离和纯化。采用超滤的方法将溶菌酶提取液浓缩及脱盐并进一步

纯化。最后采用喷雾干燥的方法制成产品。产品活力可达11000u/ m g.
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0　前　　言
溶菌酶在临床上是有效的消炎剂,在食品中也有广泛的应用。可以将溶菌酶加在鲜牛奶

或奶粉中, 以增强食用牛奶和奶粉的婴儿的免疫力。也可以加入到饮料、糕点、肉类制品中,

作为防腐剂以延长产品货架期。还可以作为包装膜的防腐剂, 用于新鲜原料的保鲜等。在蛋

清中,溶菌酶的含量约为2%～4% [ 1] , 其等电点在 pH10. 8左右,分子量为14000[ 2]。本工艺中

充分利用溶菌酶耐温、耐酸及在盐溶液中稳定性好、溶解性强的特点,确定采用加酸、加盐、

提高温度的提取方法。同时采用超滤和喷雾干燥进行提取液的脱盐、浓缩和干制。工艺流程

简单易行,适合于工业化生产。

1　原料与仪器
1. 1　原料

鸡蛋　市售新鲜鸡蛋

溶壁微球菌　购自中国科学院微生物研究所

实验中所用试剂均为分析纯

1. 2　主要仪器

751分光光度计　上海第三分析仪器厂产品

平板超滤器　无锡化工研究院

喷雾干燥器　美国制

差示扫描量热仪　美国制



2　实　　验
2. 1　工艺流程

蛋清→搅打均匀→酶提取→冷却→离心→
蛋白沉淀物→蛋白片

上清液→调 pH 至中性→超滤→喷雾干燥
　→产品

2. 2　实验步骤及方法

2. 2. 1　蛋清液的制备　蛋清搅打以均匀且不发泡为度。

2. 2. 2　酶提取参数的确定　将一定量的柠檬酸、氯化钠溶

于与蛋清相等体积的去离子水中, 然后在一定温度下与蛋

清混合均匀。整个混合过程控制在5m in 内完成。混合时的

温度(因素 A)、酸的加入量(因素 B)及氯化钠的加入量(因

素 C)的确定采用正交实验法。以酶活力作为优化的考察指

标,选用 L9( 34)正交表,各因素水平见表1.

表1　各因素水平

水平
因　　素

A (℃) B( % ) C( % )

1 70 3 1

2 80 4 3

3 90 5 5

2. 2. 3　冷却及离心　上述混合液混匀后保温5m in, 再迅速冷却至30℃以下。3000r/ m in离

心。上清液用碱调 pH 至中性。

2. 2. 4　超滤　采用截留量为10000的超滤膜,控制氮气压力为0. 15MPa,进行超滤脱盐及浓

缩。

2. 2. 5　喷雾干燥　以不同的进风温度进行喷雾干燥,之后测定产品的水分含量及活力。

2. 2. 6　酶活力测定方法
[ 3]
　以一定浓度的溶壁微球菌悬浮液作为底物, 加入一定量的酶

液,用 pH 6. 24的磷酸盐缓冲液调控 pH 值,于25℃450nm 的波长下测吸光度变化。以每毫克

溶菌酶每分钟使吸光度降低0. 001个单位为一个酶活力单位。

溶菌酶活力=
� E450

0. 001× W
　　 ( u/ m g)

式中: � E450 为450nm 处每分钟吸光度的变化, W 为加入的酶量( m g) .

3　结果与讨论
3. 1　酶提取参数的确定

根据表1进行正交实验,结果见表2.

表2　正交实验结果

实验号
因　　　素

A B C

酶活
( u/ m g)

实验号
因　　　素

A B C

酶活
( u/ mg )

1 　　70 　　3 　　1 　9921 9 　　 90 　 　5 　　 3 　 8696

2 70 4 3 9615 K 1 27643 28164 27480

3 70 5 5 8107 K 2 28531 29696 28141

4 80 3 3 9830 K 3 26579 24892 27132

5 80 4 5 10612 k1 9214. 3 9388 9160

6 80 5 1 8089 k2 9510. 3 9898. 7 9380. 3

7 90 3 5 8413 k3 8859. 7 8297. 3 9044

8 90 4 1 9470 R 650. 6 1601. 4 336. 3

　　从实验结果知,酸的加入量对溶菌酶活力的影响最大,其次是温度。蛋清中溶菌酶的等
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电点在 pH 10. 8左右,在偏酸性和偏碱性的溶液中,其稳定性都较好
[ 5]
。蛋清中其它蛋白质等

电点约在 pH4. 6～5. 0 [ 1] . 加酸适量既不会破坏溶菌酶,又便于杂蛋白的沉淀,使溶菌酶得

到分离纯化。根据正交实验结果,选取加酸量为4%.

　　酶活力的高低,除了与酶蛋白活性中心的结

构变化有关外, 与所得酶的纯度也有很大关系。

70℃时,杂蛋白变性不彻底,脱除率低, 产品的纯

度低, 得率虽高,而产品的活力却低。这一点可由

不同温度下产品的得率与酶活力的关系实验确

认。实验结果见表3.

表3　不同温度下产品得率与酶活力的关系

温度(℃) 得率( % ) 酶活( u/ mg )

50 4. 5 　　　7600

60 3. 87 8910

70 2. 41 10080

80 1. 92 11000

　　注:氯化钠加入量为3% ,酸加入量为4% .

　　温度太高时,杂蛋白的脱除率高,但由于温度的升高会导致酶蛋白活性中心结构变化,

同样会造成酶活力下降。图1为该酶的 DSC 曲线。

从 DSC 曲线可见,该酶对热较稳定,在80℃以上时,变性才较为明显。综观以上实验结

果,选取80℃为提取温度是可行的。

溶菌酶在较高离子强度的溶液中, 溶解度较大 [ 4] , 而在相同离子强度的溶液中,蛋清中

的其它蛋白的稳定性却大大降低
[ 1]
。另外, 钠离子对溶菌酶还有一定的激活作用

[ 2]
。根据正

图1　溶菌酶 DSC 曲线

交实验结果选取加盐量为3%.

3. 2　超滤脱盐及浓缩

超滤速度及脱盐率随浓缩液

的体积变化的情况见表4.

　　表4　超滤速度及脱盐率随

　　　　　浓缩液体积的变化

浓缩液体积
( ml)

超滤速度

( L/ min�m2)
脱盐率

( % )

400 18. 9 20. 8

300 17. 6 45. 2

200 16. 1 71. 3

100 15. 2 83. 7

80 13. 0 91. 2

50 11. 9 93. 1

　　　注: 原始体积为500ml

　　根据表4所示实验结果, 浓缩

至原始体积的1/ 7～1/ 8左右时,尚

能保持13. 0L/ m in�m 2
的超滤速度和91%的脱盐率。浓缩至如此程度,既能保证工业化

生产的可行性,又便于后序工艺的进行。

3. 3　喷雾干燥条件对产品的影响

不同的进风温度对产品的水分含量及酶

活的影响见表5.

　　溶菌酶的耐热性较强, 喷雾干燥又能使

产品受热时间短, 因此,不同进风温度对酶活

力的影响较小,但对水分含量有较大影响。较

表5　进风温度对产品水分含量及酶活力的影响

进风温度
(℃)

酶活力
( u/ mg)

水分含量( % )

100 11300 3. 8

90 11370 3. 9

80 11409 4. 7

70 11400 6. 1

60 11430 7. 3
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高的水分含量不利于产品保存。故选取进风温度80～90℃,排风温度控制在65～70℃.

4　结　　语
充分利用溶菌酶的特点,采用控制温度、调酸和加盐的分离纯化工艺将溶菌酶分离,之

后利用超滤和喷雾干燥方法得到干制品。该工艺简单可行,操作方便,适合于工业化生产,既

能保证产品质量, 又能降低生产成本。
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Extraction of lysozyme from Egg White

Huan Yanjun

( School of Food S cience & Technology, Wux i Un ivers ity of Ligh t Indus t ry, Wux i, 214036)

Abstract　In this paper , the method of seperat ing ly sozyme fro m eg g w hite is described.

Under the co ntrol led co nditions of tem perature, acid and salt , the lysozy me could be

seperated and purif icated. Using ult rafilt rat ion method, lysozy e ex tract could be concen-

tr ated, desalted and further purificated. T hen the lysozy me product could be pro duced by

using spray-dr ying technique. T he act ivity of ly so zyme pr oduct w as found to be about

11000u/ mg .

Key-words　ly sozyme; eg g w hite; ult raf ilt rat ion
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