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菠萝茎蛋白酶的提取及其活性保护研究

黄卓烈 林韶湘 李明启
(农亚生物本)

摘要 本研究结采表明
,

获萝茎组织中含有 .0 刹 ~ 1
.

16 %的蛋白醉
。

在醉青的于操过程中
,

朽℃供干使蛋白醉括性下降 叔
.

韶%
,

面真空干操的醉活性只下阵 18
.

32%
。

研究结果发现
,

旅代班徽钠和半脆抓玻棍用可部分地保护醉活性
,

使醉活性比对月提高 67
.

37 %
.

在提取中
,

用级化的
、

醋破锌
、

乙二玻四乙酸和抗坏血破溶孩洗派醉复合物可使醉活性提高 1 1 0
.

铭%
.

用

。
.

15 ~ 0
.

25 环的丹宁作醉的沉淀荆是适宜的
,

既可保证目活性
,

也可保证有较高的醉产云
.

关锐词 菠萝 , 菠萝茎蛋白醉 ; 提取方法 ; 活性保护荆

钾

菠萝蛋白醉 (b
r o m e卜d n ) 是广泛存在于菠萝各器官中的一类蛋白醉

,

而存在于茎中的蛋

白醉称为菠萝茎蛋白醉 佃比m 加泊介晓加 d
,

cE 3
.

4
.

22
.

4 或 CE 3
.

`
.

峨
.

2 4 )
.

菠萝茎蛋白酶是一

个多组分的混合体
.

据 。怕 等人 s1[ 的研究
,

菠 萝茎蛋白醉至少有六个组分
,

分别称之为 BS ^
、

, 扭
月、

s B珠
、

s B .B
、

s B B ;

和 s B氏
.

其中
, s B A

、

s B B月一。
的分子量约为 2 3 000

, s B B卜
:

的分子

量约 2 7 000
。

据侧定
,

这六个组分肚链的氮基末端氮基酸都是绷氮酸
,

而其校墓末端氛基酸

则有所不同
.

s B A
、

s . B卜
:

的搜墓末端是甘氮酸
,

而 , 扭
心

和 s R氏 的狡基末端则是丝氮酸
。

菠

萝茎蛋白醉是一类摘蛋白 [,. 习
,

其等电点约为 9
.

55
。

菠萝茎蛋白醉有着广泛的用途
。

在创革
、

食品
、

饮料等生产中应用很多
。

在医学上用

之医治炎症等多种疾病
.

在我国南方
,

菠萝种植面积很大
,

每年都有大 t 的菠萝茎废弃
,

这

是生产菠萝蛋白醉的极好原料
。

可借
,

目前在我国这种资探未被充分利用
。

本研究就是对

菠萝茎蛋白醉的提取及醉活性保护作探索
,

以图为生产提供参考
。

i 材料与方法

L l 试驻材料

本试脸用无润卡因品种的茎为试脸材料
。

.1 2 陇提取方法

方法一
:

将菠萝茎去叶除根
,

削去外皮
,

洗净
,

切碎
。

每公斤茎片加水 i峪用匀浆机匀

浆
。

匀浆液用六层纱布过建
。

撼液用离心机以 4 000
r /m加 离心 20 m加

。

弃沉淀
.

在上清液

中缓级加入已溶解的丹宁溶液
,

边加边搅拌
,

使液中丹宁的最终浓度为 .0 1%
。

加毕
,

静里

使醉复合物沉淀后
,

用虹吸法小心吸去上层清液
,

得下层醉复合物浓编液
。

用 IN 盐酸将浓

编液调声 至 3
.

` 。

然后将浓缩液离心 ( 4O00
r
/m in )

,

得醉青
。

将醉青盆一 2J ℃尽下冻结
。

5~ 1 O h 后用真空减压法干操 (简称真空干操 ) 或在干操箱中 45 ℃供干
,

得干醉
.

方法二
:

此法的前面步骤同方法一 丹宁浓度用 O
.

J%或按试验要求变化 (见下文 )
。

加
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毕丹宁后
,

静盆使醉复合物沉淀
,

用虹吸法小心吸出上层清液
,

余下的醉复合物浓缩液每

gK 加入 乙二胺四乙酸二钠 0
.

1 8 ,

醋酸锌 0
.

1 9
,

抓化钠 0
.

3 9 ,

杭坏血酸 0
.

06 9
.

充分搅拌
后

,

每 k : 再加人 。
.

1 : 乙二胺四乙酸和 。
.

3 。 氛化钠
,

再拢弃均匀
.

将之用 ; 0 0。 , /而
n
离

心 2 0 m in
。

醉青在一 20 ℃以下冻结 5~ 10 h 后真空干燥
。

1
.

, 的活性测定

菠萝茎蛋白醉活性侧定按肉宙铸等〔 ,〕的方法进行
,

以璐蛋白为底物
.

醉活性以
“
万单位

/ g
”

表示 t ,〕 .

2 试验结果与分析
.2 1 蛋白陇在菠萝茎中的含 t

茎也是菠萝植株的一种贮藏组织
.

其细胞含有较多的贮藏物质
,

其中蛋白醉含 t 丰富
。

我们用
“

方法一
”

提取无刺卡因品种茎中的蛋白醉
,

以侧定其含醉 t
。

侧定结果 (表 1) 表

明
,

在丹宁浓度为 0
.

1% 的条件下
,

测得茎中含粗醉在 0
.

54 ~ 1
.

16 %之间 (鲜茎含 干醉

盘 )
,

平均达 0
.

7 63 %
。

这要比菠萝果含醉 t 要高得多
。

一般菠萝鲜果含蛋白醉 t 在 0
.

08 一

0
.

12 绒之间
.

可见
,

鲜茎中醉含盘是鲜果醉含 t 的 8~ 10 倍
,

是提取菠萝蛋白醉的较好原

料
.

农 1 菠萝鉴蛋白蔺的含 t

试脸号 1 2 3 召 5 6 7 . , 1 0 1 1 1 2 1 3 平均

鲜鉴含千 . (沁 ) 0
.

, 0 0 0
.

已: 0 1
.

1肠0 0
.

9 2 2 0
.

7一, 0
.

7 10 0
.

7石6 0
.

7 1 9 0
.

` 10 0
.

砚 0 0
.

7 8 0 0
.

5一0 0二 1, 0
.

7 6 3

S二 0
.

1 8 4 6 , 0
.

17 6

.2 2 不同千澡方式对的活性的形响

在试验中
,

我们用醉青作不同干澡方式的试脸
,

设真空干操和把醉青 t 洪箱中 朽℃烘

干两种方式
,

分别侧定湿醉青和干醉的活性
,

井把砚醉活性换算成干醉活性
.

结果 `表 2)

表 明
,

醉青在干操过程中活性 会有不 同程度的阵低
.

其中真空干澡的醉活性平均降低

18
·

32 环
.
供干的醉活性平均降低 61

.

32 %
,

比真空干澡的下降率要大得多
.

这个结果说明
,

醉青干澡方式是个相当重要的过程
,

应引起注惫
.

从本结果粉
,

真空干澡要比 朽℃烘干好
.

农 2 千操过程对菠 , 鉴资白 . 活性的形晌

价

干澡方式
湿醉折干工平均活性

(万单位 /g )

干 . 平均活性

〔万单位抽 )
干工比扭 I 增减 (% )

真空干澡

4 5亡供干

3 2
。

9玉 26
.

已8 一 18
.

3 2

3 1
.

9 6 12
.

36 一 6 1
.

3 2

2
.

3 几种物质对菠萝茎蛋白醉活性的形响

菠萝茎蛋白醉是一种琉基蛋白醉
,

其活性中心含有琉基
。

在醉侧荆干澡过程中
,

活性

降低可能是活性中心的琉基被板化的结果
。

因此
,

在提取过程中
,

适当用还原剂保护琉基

免遭级化
,

可能是保护酶活性的一个办法
.

本试验中我们用具有还原能力的硫代硫酸钠
、

抗

坏血酸和半脱氮酸
,

在醉浓缩液离心前加入
.

试脸结果列于表 3 中
.

由表 3 可见
,

添加各

种物质
,

酶活性都比对照有不同程度的提高 (抗坏血酸除外 )
,

提高幅度最大的是
“
硫代硫

酸钠 + 半脱氮酸
”

组合
,

达 67
.

37 %
。 “

硫代硫酸钠 + 杭坏血酸
”

组合也比对照增加 20
.

06 %
.



第 l期 黄卓烈等
:

菠萝茎蛋白醉的提取及其活动性保护研究1 41

效果最差的是单独使用抗坏血酸
,

有时甚至出现醉活性轻微下降的现象
。

农 3 几种物质对盆萝鉴蛋白. 活性的形晌

物质组合 醉活性 (万单位八 ) 相对活力 ( % )

对照 .(不加保护刘 )

硫代旅酸钠

抗坏血酸

硫代旅酸钠+ 抗坏血咬

硫代旅酸钠+ 杭坏血咬 + 半胶氮酸

抗坏血酸+ 半胶氮暇

雄代硫酸钠+ 半胶氮暇

29
。

5 1

34
。

69

2 1
。

3 1

3 5
.

43

4 2
。

37

35
。

3 5

4 9
。

39

10 0

11 7
。

5 5

9 2
。

5 4

120
。

0 6

1 4 .3 5 8

1 1 9
。

7 9

1 6 7
。

37

注
:

各物质的浓度均为 1 00 0 p , 旧
。

2
·

4 不同抽提方法对产品酶活性的影响

在抽提过程的
“
方法一

”

中增加
“

洗涤
” 程序即成为

“

方法二
” 。

将方法一和方法二所

得的酶产品分别侧定活性并作比较
,

其结果列于表 4 中
。

由表 4可见
,

方法一产品的平均

活性为 26
.

材 万单位 / g ,

而方法二产品的平均活性达 55
.

“ 万单位 / `
,

比方法一提高了

1 1 0
.

48 %
.

经 t 侧验
,

结果表明差异达到极显著的水平 (表 5 )
.

这说明
,

采用方法二提取

分离菠萝茎蛋白醉要比用方法一好得多
。

丧 4 两种抽扭方法对菠萝鉴强白欲活性的影响

补和 2 3 5 6 平均 方法二比方法一增

方法一

方法二

4 3
。

8 4

5 6
。

6 6

2 4
。

9 2

5 9
.

1 7

2 6
。

5 9

韶
。

2 9

2 6
.

10

杨
。

6念

17
。

83

3 1
。

2 0

19
.

3 7

7 0
.

8 4

2 6
。

4 4

5 5
.

6 5 1 10
一
48 %

注
:

晦活性单位是
: 万单位八

.

1 1 5
.

04 7

表 5 两种抽提结果 t 侧验

S 又. 一元 t

6
。

19 4
。

1 19二 2
。

2 2 8 3
。

16 9

丙次枯翻礼嘴扭叹刁,

cI6050.0幼的100

(之理辞技)渭色谧

.2 5 丹宁用 i 与酶活性和酶产 t 之间的关系

丹宁是蛋白质的沉淀荆
。

丹宁用量多少会直接

影响酶产量
.

丹宁用量多
,

蛋白质沉淀多
,

产量相

对较高
,

但成本增大
。

加之
,

丹宁用量也与酶活性

及产品质量有直接关系
。

实用上究竟用多大浓度才

算合适
,

这是急需解决的向题
.

本研究中
,

我们进

行了丹宁浓度与醉产盘及活性的关系研究
,

结果表

示于图 l 中
。

从图 l 可见
,

酶产量与丹宁用最呈正

相关
.

在丹宁浓度为 0
.

1~ 1
.

1%的范围内
,

随着浓

度增加
,

粗醉产 t 呈上升趋势
。

在丹宁浓度为 1
.

1%

时
,

粗酶产量达 1
.

38 %
.

可见
,

升高丹宁浓度可提

高粗酶产量
。

但 另一方面
,

酶的活性却与丹宁用量

吞 盆 O
。

5 0
。

甲

丹宁浓度`% )

小一
` `

. 产 t
.

.

一
醉活性

不同丹宁浓度对菠萝茎

蛋白酶活性的影响
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星负相关
.

随粉丹宁浓度增大
,

产品 . 的活性下阵
.

因此
,

在实晚上不能因道求产场而 ,

肠要考虑产 t
,

吏姿考虑成t
.

这是因为
,

舞宁不是蛋白. 的专一沉淀

会质城的沉淀荆
,

只是各互白沉淀所要求的浓度不同而已
。

丹宁浓度增加
,

把某些杂蛋白一齐沉淀
,

产 t 当然上升
。

但由于此杂蛋白的存在
,

导致产品抽度降低
,

t 下降
,

醉的比活当然下阵
。

由田 1 可见
,

在两曲线交点附近
,

即丹宁浓度使月 0
.

15 、

0
.

25 %之间应是合适的
。

这样既可求得一定的产 ,
,

又可保证醉的质盆
。

3 讨论与结论

本研究结果揭示
,

在用丹宁提取获萝茎蛋白醉的流程中
,

丹宁用 t
、

. 活位保护
、

.

青干操方式等对 . 娜有皿要形响
.

枕丹宁用 t 来说
,

使用 。
.

巧~ .0 2`%的浓度是合适的
.

这

样可减少产品的杂质
,

保证醉的活性
,

又能保持一定的产 t
.

其次
,

保护 . 活性的扮旅一

般依靠改善工艺流程和应用醉活性保护荆
。

本试脸应用碗代桩 . 怕和今脆甄 . 作保护荆效

莱很好
.

它可能使阵的活性基团班甚保特还原状态而免道破坏
,

从而提离活性
,

再次
,

醉

复合物的洗派也是提离产品礴活性的有效办法
.

本研究中
,

用含有饭化怕
、

. 酸锌
、

乙二

胺四乙巨和杭坏血吸的摘液对 . X合钧班行洗像
,

一方面可使曲盆合钧释放出 , 离的 .
,

从

而成倍地提离产品 . 的活性 , 另一方百
,

由于乙二脸圈乙 . 的存在
,
可城少某些金 . 离子

对产品质 t 的干扰
,

从而对提离产昌峨 t 也有积极的 . 助
。

最后
,

. 的千 . 方式也 . 十分

盆要的
,

一般不应该使用供千方式
,

圈为供干方式会健. 活性大栩度下阵
。

较有效的方法

是用真空干 . 法
。

此外
,

在菠萝茎组织中含有盖白 . 抑创荆
。

这种抑创荆也是低分子 . 的盆白质 I’ ..]
。

在

提取阵时
,

抑创荆也一齐彼提 . 出来
,

砚合在产品中
.

因此
,

在没有排眯抑创荆之食
,

曲

活性势必受到千扰
。

这是获萝落盆白. 活性一般比获萝果蛋白醉 (耽 人 4
.

22
.

5) 活性低的

一个可能原因
.

但如何排除这种抑创荆的干扰
,

尚有待详细研究
。

. , 文 扭

1 内宙铭
、

谭知饭
、

货架方
.

旅萝皿白. 活力侧定法的改进
.

药物分析杂水
,

1 .脸
, 之 《 2 ) . 10 2~ 103

2 枷如 r
i k, 闻 班 L .目 民 . 目梦 F J

.

凡d日加 `加 . 目湘 p . . 目 . .川目目加 . 如 . m 脚1
. 脚翻 目 . .

.

M目 . 白 助万 . d
.

197 6
.

4 5 口】:
7 40、 7 5 1

3 M u r .巾孟了呀目
.

户四川比。 . .翻` 户” . 目 d . 曰 K . 活 . 山 . 讨州 . . 加 . 阳自如
.

翔 . 翻咖 { 柑 . 4
.

:a .. ~ 防

4 伪 . 5 的 目
.

P拍脚 . 山门 .耐 曲口耐 . . 脚叩 . 肠 . d 叫 .川目 . . . .目 宜n山 加 . 侧目抽
. 一

. 的目 . .
.

19 :. 3 : .1 0

~ 】8S

5 众 . 5 眺 目
.

皿创助钧目知助 . ot t. 喇如 . 心曰 . d , . . 脚勺 . 幼 .

…r
脚目目如如勺 . 目帕 创 . 娜 . . 川 . 讨

创阳 . . . d t . kI 加 . . 自山` J 侧如山 . 几 1. . `
.

阴 : 2二~ 趁 .

. 址 . 月了 从 N 眺 公 肠加 . 口 目阳 . , 叮目 . 目娜内 讨 二向油 ,I 脚侧匕 . . 州目比曰 . 肠 . . 户口翻目. 目口 .
.

J月卜日

O肠 .
.

1 9 16
.

26 0 ( 6》 : 11 4 1~ 11的
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