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生姜蛋白酶的工业提取方法比较

唐晓珍， 黄雪松‘， 乔聚林， 孙玉顺， 王博
(山东农业大学食品学院，山东泰安271018)

摘要：以莱芜黄姜为原料，对生姜蛋白酶的提取方法乙醇法、单宁法、超滤法进行了比较结果表

明，超滤法所获得的生姜蛋白酶的活力、得率最高，其最适条件为：操作压力0 06MPa，此时蛋白酶

的得率为2 3％

关键词：生姜蛋白酶；乙醇法；单宁法；超滤法

中图分类号：Q 503 文献标识码：A

Comparison of Extraction Methods of Ginger Rhizome Protease
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(Collage of Food Science and Engineering。Shah dong Agricultural University，Taian 271018，China)

Abstract：This paper compared the methods of zingibain extracting by alcohol。tannin．and ultra fil一

tration(UF)．It showed that the zingibain extracted by UF had the highest proteolytie activity and

the maximum permeate flux when operating pressure was kept at 0．06 MPa The yield by UF method

is 2 3％
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目前在食品中开发利用的植物蛋自酶主要有

木瓜蛋白酶(Papain)、菠萝蛋白酶(Bromelain)、无花

果蛋白酶(Ficin)等⋯，生姜蛋白酶(Ginger rhizome

protease)是有待开发利用的新的植物蛋白酶．菠萝

果蛋白酶质量分数为o．08％--0．12％，其中茎中为

0．54％～1．16％【2 J无花果鲜果蛋白酶为1，5

g／kg【3】．木瓜蛋白酶质量分数为7．3％～7 4％[41，

而本实验中生姜蛋白酶质量分数最高可提取

2 3％，具有明显的开发价值．开展生姜蛋自酶的研

究将会为其在食品领域的应用提供理论依据，改变

我国植物蛋白酶资源长期以来主要依赖于木瓜、菠

萝等少数热带水果资源的现状，对于稳定生姜种植

面积，保证生姜产业持续高效发展．扩大生姜资源

的利用途径，调节农业产业结构均具有重要意义．

对于进～步丰富生姜蛋白酶的酶学性质和以生姜

为原料开发新型的营养、保健制品也具有积极的作

用和指导意义．

生姜蛋白酶的提取方法很多，制取蛋自酶的方

法都可以用于生姜蛋白酶的提取，人们也已经试验

利用硫酸铵、丙酮、聚丙烯酰胺凝胶、葡聚糖凝胶、

DEAE一纤维素、DEAE一琼脂糖、电泳等层析、分离

技术对生姜蛋白酶进行了分离纯化研究[5-9]但这

些提取方法成本高、产量低、操作繁琐．不适于工业

化大规模生产生姜蛋白酶．正是由于缺少工业化提
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取生姜蛋白酶的方法，才严重阻碍了生姜蛋白酶在

实际生产中的应用．因此，研究适合于工业化生产

的生姜蛋白酶提取、分离方法．也就成了一个亟待

解决的课题

本实验选择了工艺较简单的乙醇法、已被用于

木瓜蛋白酶工业化生产中的单宁法、先进科技超滤

法进行研究和比较，以便选择出最适合工业化生产

的生姜蛋自酶提取方法．

1材料与方法

1．1材料与试剂

生姜：优质莱芜大黄姜；单宁(AR)：浙江省温州

市海化工厂试剂厂生产；酪蛋白(CP)：上海化学试

剂供应站(氮质量分数：14．5％～15．5％)；考马斯

亮蓝G．250(AR)：“卜海化学试剂采购供应站进口

分装．

1．2主要仪器

控温多用高速组织捣碎机：江苏江阴周庄科研

器械所制造；SHB一Ⅲ型循环水多用真空泵：郑州长

城科工贸有限公司制造；pHs一3型酸度计：上海第二

分析仪器厂制造；离心机：上海医疗器械厂制造；

752一C型紫外可见分光光度计：上海第三分析仪器

厂制造；电热恒温水浴锅：龙I=I先科仪器公司制造；

I．sl型科研型超滤机：海口立升饮料设备有限公司

制造；真空冷冻干燥机：上海华连理化器材厂制造．

1．3测定方法

1)蛋白质含量的测定：采用考马斯亮蓝G一250

法【l⋯．标准曲线的制作见参考文献[10]，该标准曲

线回归方程为

Y=0 00366十1．326×10—3T(r=0．9998．n=5)

(1)

式中：v——吸光度；

．r——蛋白质质量浓度(pg／mL)．

2)生姜蛋白酶活力测定：考马斯亮蓝G一250

法[1l|．

生姜蛋白酶活力的计算：

生姜蛋白酶活力(U)=(A／￡)×F (2)

式中：A——根据E从标准曲线中查得酪蛋白的质

量(pg)；F——酶液的最终稀释倍数；￡——反应时

间(本实验中为30 rain)．

蛋白酶比活力(u几g)=蛋白酶活力／蛋白质质量

3)膜通量，的测定[‘“：用烧杯接滤过液，同时

用秒表计时，用滤过液体积除以相应时间表示

(mL／min)．

4)生姜蛋白酶得率的测定：各种方法在最佳条

件下所制取的生姜蛋白酶粉与所用鲜姜的质量分

数比即为得率．

1．4生姜蛋白酶的提取方法

1)乙醇法提取生姜蛋白酶的方法：用无水乙醇

(一20℃)与姜汁配成体积分数为10％，20％，⋯，

80％的乙醇姜汁溶液，混匀，4℃放置30 rain，然后

进行离心(3 000 r／rain，20 rain)，收集沉淀，真空中

除去乙醇并冷冻干燥后，称重，计算得率(见表I)

酶粉置一20℃保存，备用

表l乙醇对提取生姜蛋白酶的影响

Tab．1 Effect of different alcohol concentration oR extraction

of zingibain

2)单宁法提取生姜蛋白酶的方法【2、t3,“l：将黄

姜洗净、切碎．加上体积分数为5倍的一20℃下预

冷的丙酮，用组织捣碎机捣碎．放入布氏漏斗抽滤，

再用适量的冷丙酮抽滤并洗涤3次，将丙酮粉放入

通风橱中干燥。至无丙酮气昧，然后用筛子筛去粗

纤维等，装入塑料袋中真空密封，放入一20℃下冰

箱中存放备用【3】，本实验中丙酮粉得率(丙酮粉／鲜

姜)为8 6％用缓冲液浸提丙酮粉，然后过滤，取滤

液加单宁溶液沉淀一定时间，离心(3 000 r／rnin，20

rain)，收集沉淀．真空冷冻干燥(一20℃冻藏)得生

姜蛋白酶粉，得率为1 1％

3)超滤法提取生姜蛋白酶的方法：黄姜一洗净

一压榨一汁液离心(3 000 r／rain，20 rain)一滤液一

离心一超滤一滤后酶浆一真空冷冻干燥(一20℃冻

藏)一生姜蛋白酶粉““，得率为2 3％

2结果与讨论

2．1乙醇提取生姜蛋白酶

从表1可以看出，当乙醇体积分数高于50％

时．所得生姜蛋白酶的活力与产量均较高，但酶比

活较低，如体积分数为70％的乙醇提取的酶比活比
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60％提取的低65．7％因此，乙醇提取生姜蛋白酶

时，不仅耗用大量的乙醇．而且酶活力损失严重．其

中，含体积分数为60％的乙醇的姜汁溶液提取生姜

蛋白酶的各项指标综合效果较好．

2．2单宁法提取生差蛋白酶

由表2，3，4可以看出，以丙酮粉为酶源，用单

宁法提取生姜蛋白酶的最适条件：pH值为6．0，浸

提时间为35 min，单宁质量分数为0．12％

表2提取生姜蛋白酶的最佳pH值

Tab．2 Optimal pll value for extraction of zingibaln

pH值 酶活力吸光度值

O．117

0 124

0 344

0．257

0 138

表3提取生姜蛋白酶的适宜时闻

Tab．3 Suitable time of extracting zingibain by tannin

时间／rain 酶活力吸光度值

5

15

25

35

45

0．328

0．330

0．339

0 413

0．325

表4单宁用量对生姜蛋白酶的影响

Tab．4 Effect of tannin concentration on activity of zinglbaln

单宁质量分数／％ 酶活力暇光度值

2．3超滤法提取生姜蛋白酶

从表5可以看出：在不同压力下超滤所获得的

清汁．用考马斯亮蓝法测定蛋白质含量时，其吸光

度为0．012～0．028．据式(1)计算可知．清汁中几乎

无蛋白质存在．酶也是一种蛋白质，从而可以肯定

清汁中几乎不含生姜蛋白酶，生姜蛋白酶应该存在

于浓汁中．

操作压力在0．04～0．06 MPa时，浓汁中生姜

蛋白酶的酶活力和膜通量较大，通常用超滤机的工

作压力0．05 MPa．

表5操作压力的影响

Tab．5 Effect of operation pressure on activity of zingibain

and permeate flux

由表6可“看出，在操作压力为0．05 MPa时，

酶活力和膜通量随操作温度的升高而增大．温度的

升高，一方面减少了姜汁的粘度，使溶剂的渗透更

为容易；另一方面，由于姜汁粘度的降低，膜面上的

大分子物质向膜两侧溶液中的扩散速度也有所增

加．从而减少了浓差极化现象；同时．温度的升高电

使膜的渗透性能有所改变．但在实际实验过程巾，

因受到生姜蛋白酶的热敏性等因素的限制，温度不

宜过高．

在60℃温度时，生姜蛋白酶短时间不至于被

破坏，但其主体结构可能是比较大的，因此，在60℃

时超滤。所获产物酶活力最高

衰6操作温度的影响

Tab．6 Effect of operation temperature on activity of

zingibain and permeate flux

注：操作压力为O．05 MPa

2．4乙醇、单宁、超滤法提取生姜蛋白酶的比较

由表7可“看出，超滤法提取的生姜蛋白酶的

酶活力较单宁法高1．118倍(999．4／894 1)，比乙

醇法商1．346倍(999，4／742 4)，比活力较单7法

高l 348倍(4 383／3 546)．比乙醇法高1 826倍

(4．383／2．393)．
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表7 3种提取方法的比较

Tab．7 Comparison of three methods of extracting zingibain

篓茎竺!照!!燮!
乙醇法1 2 310 2 742．4 2．393

单宁法l 1 252 1

超滤法2 3 228 0 999．4 4 383

注：1 3种方法所得酶粉分别配制成体积分数1％的酶
液．各取0 5 mL测试；2．以体积分数60％的乙醇沉淀提取
为例．

乙醇法提取生姜蛋白酶设备简单．产品无有毒
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