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猪皮胶原蛋白提取过程中酶解
条件优化及其结构鉴定①
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摘要:采用酶法从猪皮中提取胶原蛋白,以胶原蛋白的提取率为评价指标,对工艺中的酶解pH,酶解时间和胃蛋

白酶用量３个因素进行优化,实验结果表明,酶解液pH２２,酶解时间１８h,酶用量１％为最佳工艺组合,在此条

件下胶原蛋白提取率可达８４３５％±０３３％,纯度为８２５％±１６％;所得胶原主要由α,β和γ３种亚基组分组成,

具有较高的热稳定性;红外光谱和圆二色谱测定结果显示,其具备典型的胶原蛋白吸收特征,证明胶原天然三螺旋

结构保存完整．
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我国是猪肉生产大国,２０１３年猪肉产量约５４０００kt,其中猪皮是猪肉生产的主要副产品之一,约占猪

体总质量的１０％,按此计算每年有近５４００kt猪皮产生,但这些猪皮中除部分用于皮革生产外,大部分被

废弃,不能充分发挥其价值所在．猪皮中的蛋白质含量高达３３％,其中胶原蛋白含量为８７８％[１]．因此,以

猪皮为原料,提取胶原蛋白并加以利用可极大提高其附加值,减少资源浪费．
胶原蛋白的提取有酸法、碱法、酶法等,酸法提取胶原蛋白纯度高,但酸法会使色氨酸全部被破坏,丝

氨酸和酪氨酸部分破坏,且提取率低[２－３],酸法提取率仅为４４９％;碱法提取会破坏含有羟基和巯基的氨

基酸且产生消旋,三螺旋结构被严重破坏[４],研究发现碱法产生的副产物D型氨基酸有致畸、致癌作用[５]．
酶法目前应用较多,以胃蛋白酶应用最为广泛,原因在于胃蛋白酶只作用胶原的非螺旋端肽,不会改变胶

原的三股螺旋结构,引起α１ 和α２ 链伸展[６]．胡二坤[７]等研究发现酶可提高胶原蛋白的提取率,但研究得出

猪皮胶原蛋白水抽提法最优工艺提取率为７０５４％,远高于酸碱法．但酶法处理过程中对温度,pH 等条件

要求严格,工艺的控制不当会影响产品得率并破坏胶原天然结构,使其丧失功能活性．因此对其工艺进行

系统优化研究,以通过准确控制工艺参数获得高得率,并保持良好天然结构的胶原蛋白至关重要．
本研究采用酶法从猪皮中提取胶原蛋白,对酶法提取酶解工艺条件进行优化,通过差示量热扫描

(DSC)、红外光谱、圆二色谱、SDSＧPAGE电泳等分析手段对胶原蛋白三螺旋结构完整性进行了鉴定．旨在

保持胶原蛋白完整天然结构的前提下,提高猪皮胶原的提取率,为胶原蛋白产业化生产过程中工艺优化改

进提供实验依据．
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１　实验材料及仪器

１１　原料与试剂

猪皮(８个月左右的长白猪),购于重庆市北碚区天生丽街永辉超市,原料获取后洗净,刮去表层脂肪

后,切成约３mm×３mm 的小块,真空包装冻藏于冰箱中备用．
十二烷基苯磺酸钠(SDBS)、氯化钠、冰醋酸、硫酸、一水柠檬酸、无水乙酸钠、三水N 对甲苯磺

酰胺钠盐(氯胺 T)、对二甲氨基苯甲醛、高氯酸、正丙醇、异丙醇、甲醇、氢氧化钠、溴化钾,成都市科

龙化工试剂厂;羟脯氨酸,上海楷洋生物技术有限公司;十二烷基硫酸钠(SDS)、Tris、过硫酸铵(APS)、

β 巯基乙醇(２ＧME)、四甲基乙二胺(TEMED)、考马斯亮蓝 RＧ２５０,BIOBASIC公司;质量分数为３０％
丙烯酰胺(丙烯酰胺与甲叉双丙烯酰胺质量比为２９∶１),北京索莱宝科技有限公司;甘氨酸(Glycine)、
溴酚蓝(BPB),生工生物工程(上海)有限公司;胃蛋白酶(１∶１００００),北京Solarbio;标准蛋白(分子量

１０~２００kDa),加拿大Fermentas公司．Tris,考马斯亮蓝 RＧ２５０,３０％丙烯酰胺为优级纯,其余试剂均

为分析纯．
１２　仪器与设备

JA３００３B电子天平,上海精天电子仪器有限公司;DZ６００/２S真空包装机,上海人民包装股份有限公

司;FYLＧC０２２料理机,九阳股份有限公司;抽滤装置,重庆龙迎化工有限公司;透析袋(MD:３４,分子截

留量:８０００~１４０００mw),北京Solarbio公司;pHSＧ２５型数显酸度计,杭州雷磁分析仪器厂;CJＧ７８Ｇ１磁

力搅拌器,上海将任实验设备有限公司;５８１０型台式高速离心机,德国Eppendorf公司;１０１Ｇ４ＧS电热恒温

鼓风干燥箱,上海跃进医疗器械厂;QL９０１Vortex旋涡混合器,海门市其林贝尔仪器制造有限公司;８００２
型温控水浴锅,北京永光明医疗仪器厂;７５２紫外可见分光光度计,上海箐华科技有限公司;MOSＧ４５０圆

二色谱仪,法国BioLogic公司;FDＧ１Ｇ５０真空冷冻干燥机,北京博医康实验仪器有限公司;Pyris４０００差示

量热扫描仪,美国PerkinElmer公司;Spectrun１００红外光谱仪,美国PerkinElmer;PowerPacTM 基础电

泳仪,美国BioＧRad公司;G:BOXEF型凝胶成像系统,英国Syngene公司．
１３　实验方法

１３１　猪皮胶原蛋白提取工艺流程

采用胃蛋白酶法从猪皮中提取胶原蛋白,具体工艺流程如下:
猪皮→前处理(修整、脱脂、除杂蛋白)→清洗→酸浸泡→打浆→酶解→盐析→纯化→冻干→胶原蛋白

１３１１　前处理

将新鲜猪皮去毛、刮除皮下脂肪后,洗净并切成约３mm×３mm 的小块,按照陈丽清等[８]的方法对猪

皮进行脱脂处理;再按１∶５的比例加入１％(w/v)的NaCl溶液浸泡以去除杂蛋白(浸泡搅拌６h,每２h换

１次液),浸泡完后用３０℃蒸馏水洗涤３~４次,真空包装冻藏备用．
１３１２　酸浸泡、打浆

取一定量皮块,按１∶１５倍(w/v)比例加入pH２２的醋酸溶液,在４℃下浸泡８~１０h(每隔１h搅拌

１min),待皮块膨胀均匀后打碎成糊状．
１３１３　酶解

向打碎的猪皮中继续添加１５倍体积的醋酸(即加入的醋酸总体积为猪皮质量的３０倍),搅拌成均匀的

浆液,并调节浆液pH 至适宜．向猪皮浆液中加入适量的胃蛋白酶,于４℃下酶解一段时间,每１h搅拌

５min(酸度计精确调控pH,偏离值超过００２加醋酸调节)．
１３１４　中和、盐析

酶解液用纱布抽滤,取滤液．向滤液中缓慢滴加浓NaOH,调节pH 至７~８,再边搅拌边缓慢加入一定

量 NaCl(使 NaCl最终浓度为４~５ mol/L),盐析１２h,待出现白色絮状沉淀后离心(８０００r/min,

１５min),取沉淀,即得到胶原蛋白粗提物．
１３１５　纯化、冻干

将胶原蛋白粗提物以pH２７的醋酸溶解,离心(６０００r/min,１０min)除去杂质后灌入透析袋(分子截
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留量８０００~１４０００mw)中,先以pH３０的醋酸为透析液透析３~４d,再以纯水为透析液透析２d,最后

冻干得到纯化的胶原蛋白样品．
１３２　猪皮胶原蛋白的提取率、纯度的测定和计算

１３２１　胶原蛋白提取率

胶原蛋白提取率/％ ＝
胶原蛋白粗提物中胶原蛋白质量分数(％)

猪皮中胶原蛋白的质量分数(％) ×１００

其中胶原蛋白的质量分数＝羟脯氨酸质量分数×１０．经测定猪皮中胶原蛋白的质量分数为１９２４％．

图１　羟脯氨酸标准曲线

羟脯氨酸质量分数测定方法:参照 GB/T９６９５
２３Ｇ２００８/ISO３４９６:１９９４肉与肉制品羟脯氨酸含量测

定进行,先在(５５８±２)nm 波长下进行比色,以羟脯

氨酸为标准液,绘制标准曲线,如图１所示,再测定

各样品的吸光度,计算出羟脯氨酸质量分数．
１３２２　胶原蛋白样品纯度

按照１３２１的方法先测定样品中羟脯氨酸

质量分数,再转换为胶原蛋白质量分数(即胶原蛋

白纯度)．
１３３　猪皮胶原蛋白提取工艺优化

针对猪皮胶原蛋白提取工艺中的酶解液pH,酶

解时间和胃蛋白酶用量这３个因素进行参数优化．
１３３１　猪皮胶原蛋白提取工艺优化的单因素试验

猪皮胶原蛋白提取工艺优化的单因素试验基本条件为酶解液pH２１,酶解时间１８h,酶用量为１％
(w/w)．改变其中１个条件,固定其余条件以分析酶解液pH,酶解时间,酶用量对胶原蛋白提取率的影响．
各因素水平分别为酶解液pH:１７,１９,２１,２３,２５;酶解时间:６h,１２h,１８h,２４h,３０h;酶用量:

０１％,０５％,１％,１５％,２％．每个因素重复试验３次,数据采用SPSS１７０进行分析．
１３３２　猪皮胶原蛋白提取工艺优化的正交试验及胶原蛋白纯度的测定

通过单因素试验确定酶解液pH,酶解时间和酶用量３个因素的水平范围(见表１),以胶原蛋白提取率

为评价指标进行正交试验,每个条件重复试验３次,数据采用SPSS１７０进行分析．对最优工艺条件下提

取的胶原蛋白粗提物先后进行透析、冻干处理得到纯化的胶原蛋白样品,并计算胶原蛋白的纯度．
表１　正交试验的因素水平设计

水平
A

酶解液pH
B

酶解时间/h
C

酶用量/％
１ ２２ １５ ０７５

２ ２３ １８ １０

３ ２４ ２１ １２５

１３４　猪皮胶原蛋白结构鉴定

通过差示量热扫描(DSC)、红外光谱、圆二色谱、SDSＧPAGE电泳等分析手段对纯化后的胶原蛋白样

品进行结构鉴定．
１３４１　胶原蛋白的热稳定分析

采用DSC分析仪测定对胶原热稳定性的影响．测定方法如下:称取样品约３~５mg,用铝坩锅封存,
放入DSC仪,在氮气气氛下,以５℃/min的速率从－５℃升温至１８０℃,记录吸热曲线．
１３４２　胶原蛋白的红外光谱分析

红外光谱是分析胶原蛋白中特殊基团的一种重要手段[９－１０]．称取１mg样品与１g溴化钾(KBr)混合

研磨,于４０℃下烘干后压片,用Spectrun１００红外光谱仪进行检测．室内温度为２５℃,扫描范围:４５０~
４０００cm－１,扫描次数:３２,分辨率４cm－１．
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１３４３　胶原蛋白的圆二色谱分析

参照Li等[１１]的方法进行测定．按１０∶１(mg/mL)的比例向胶原蛋白样品中加入０５mol/L的醋酸．测
定前充分搅拌,在冰箱内平衡１２h,再在室温下放置２h．测定波长范围:１９０~２４０nm,比色皿光程:

１mm,扫描速度:０５nm/s;测定环境:２５℃,氮气．以０５mol/L的醋酸溶液为空白对照．
１３４４　胶原蛋白的亚基组成

采用SDSＧPAGE垂直电泳分析胶原蛋白的亚基组成,相关溶液配制及具体操作参照陈丽清等[１２]的方

法进行．以０２５mol/LTrisＧHCl为溶剂,配制１０mg/mL的胶原蛋白溶液,按体积比４∶１添加５×样品

缓冲液,沸水浴５min,冷却后上样,上样量为１５μL(Marker上样量为１０μL),分离胶为质量分数６％,浓

缩胶质量分数为５％．１５mA恒流电泳,待溴酚蓝跑到分离胶中后,电流调至２５mA,电泳时间约１h．考马

斯亮蓝染色２h后用脱色液脱色,直至背景蓝色被脱净,然后用凝胶成像系统拍摄电泳图谱并分析样品的

亚基组成．

图２　酶解液pH对胶原蛋白提取率的影响

２　实验结果分析

２１　酶解液pH对猪皮胶原蛋白提取率的影响

酶解液pH 对猪皮胶原蛋白提取率的影响如图２
所示．随酶解液pH值的升高,胶原蛋白提取率先升高

后下降,在pH 为２３时提取率达最大值７８４５％±
１８７％．pH在１７~２５下,胃蛋白酶主要破坏胶原纤

维的非螺旋结晶区,以利于酸对胶原结构的进一步降

解,释放出胶原分子．当pH 过低,酸对胶原内部三螺

旋结构的降解作用增强,导致胶原肽链降解,损失增

大,胶原提取率随之降低;当pH 升至２５,酸的破坏

力减弱,不利于胶原的释放,提取率有所下降．综上所述,在pH为２３时进行酶解较为合适．
２２　酶解时间对猪皮胶原蛋白提取率的影响

酶解时间对猪皮胶原蛋白提取率的影响如图３所示．酶解时间为１８h时猪皮胶原蛋白提取率最高,达

７５１８％±１８７％,时间少于或多于１８h,提取率均有所降低．这是由于酶解时间过短,酸无法充分断裂胶

原纤维间的共价交联键,胶原分子的溶出量有限;若酶处理时间过长,酸作用导致胶原蛋白螺旋区被破坏,
降低胶原蛋白提取率．综上所述,确定较适酶解时间为１８h．
２３　酶用量对猪皮胶原蛋白提取率的影响

酶用量对猪皮胶原蛋白提取率的影响如图４所示．

图３　酶解时间对胶原蛋白提取率的影响 图４　酶用量对胶原蛋白提取率的影响

　　酶用量由０１％到１％,胶原蛋白提取率持续升高,说明胃蛋白酶逐渐与猪皮胶原的非螺旋区特定

位点相结合,切除非螺旋的端肽,瓦解胶原纤维,促使酸对胶原纤维间共价交联键的破坏,胶原蛋白释

放量增加[１３－１６];当酶用量从１％增加到２％,胶原蛋白提取率逐渐下降,这可能是由于酶用量过大,对
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胶原非螺旋结晶区的破坏更快,从而导致酸对胶原结构的过度降解[１０,１７]．综上所述,添加猪皮质量１％
的胃蛋白酶较为合适．
２４　猪皮胶原蛋白提取工艺参数的优化

在单因素试验结果的基础上,进行酶解液pH,酶解时间和酶用量的３因素３水平正交试验,结果如

表２所示．
表２　正交试验结果

试验号
A

酶解液pH
B

酶解时间/h
C

酶用量/％
w

总提取率/％
１ １ １ １ ７９５６±１４７
２ １ ２ ２ ８４３５±１８４
３ １ ３ ３ ７６００±０９１
４ ２ １ ２ ７１１９±１６３
５ ２ ２ ３ ６８２１±２０５
６ ２ ３ １ ６４６４±０７９
７ ３ １ ３ ６０７０±２５１
８ ３ ２ １ ６３３９±１５９
９ ３ ３ ２ ６５４６±１７７

Kw１ ２４２０１a ２１１４５b ２０７５９b

Kw２ ２０４０４b ２１５９５a ２２１００a

Kw３ １８９５５c ２０６１０c ２０４９１c

Rw ５２４６ ９８５ １６０９

　　注:同列数据小写字母不同代表差异有统计学意义(p＜００５)．
由极差分析结果可知,酶解液pH 对胶原蛋白提取率的影响最为显著,酶用量次之,酶解时间最小．方

差分析结果表明,在本实验正交范围内,酶解液pH,酶解时间和酶用量这３个因素的胶原蛋白提取率均值

间均存在显著差异(p＜００５)．在酶解液pH２２,酶解时间１８h和酶用量１％的条件下胶原蛋白的提取率

达最大值８４３５％±０３３％,高于胡二坤等[７]研究的猪皮胶原蛋白水抽提法最优工艺提取率(７０５４％)．因

此确定胶原蛋白提取的最优工艺参数为酶解液pH２２,酶解时间１８h,酶用量１％．

图５　猪皮胶原蛋白

以上最优工艺条件提取出的胶原蛋白粗提物经

过透析、冻干处理后得到纯化的白色海绵状胶原蛋

白样品(如图５所示)．经测定样品中胶原蛋白纯度

为８２５％±１６％．
２５　猪皮胶原蛋白的结构鉴定

２５１　胶原蛋白的热稳定分析

采用差示量热扫描(DSC)检测优化工艺下提取的

胶原蛋白的热变性温度(Tm)及热焓值(ΔH),结果如

图６所示．
从图６看出,在检测温度范围内出现一个吸热

峰,通过Pyris４０００软件分析得,峰值对应温度(即胶

原蛋白热变性温度Tm)为７７２７℃,ΔH 为５３７７６６６J/g．
在胶原蛋白分子中,三股α 肽链主要通过氢键相互聚合成规则的三螺旋结构单元(即原胶原分子),三

螺旋结构单元间再借助氢键和共价交联作用,相互交错连接形成稳定的胶原纤维,三螺旋结构间氢键的作

用力弱于三螺旋内氢键,后者的断裂会引起胶原蛋白的变性[１,１８]．升温过程中胶原蛋白不断吸热,稳定胶

原纤维的三螺旋间氢键、离子键等非共价交联键首先发生断裂;当体系温度达到Tm 后,三螺旋内氢键相

继被破坏、螺旋结构松散,肽链由有序螺旋态转变为无规则卷曲态,胶原变性[１,１９－２０]．变性温度和热焓值

越高,说明维系胶原纤维结构稳定的分子间作用力(氢键、离子键、共价交联等)越大,胶原聚合度越高,胶

原蛋白的热稳定性越强及其天然螺旋结构越完整．本实验提取的胶原蛋白的热变性温度较刘苏锐[１０]等采用
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图６　猪皮胶原蛋白的DSC图谱

酸膨胀 胃蛋白酶降解法提取的猪皮胶原蛋白高出约

９℃．综上所述,本实验在优化条件下提取的猪皮胶

原蛋白的热稳定较高,天然结构保存较为完整．
２５２　胶原蛋白的红外光谱分析

采用傅里叶红外光谱(FTIR)分析优化工艺下提

取的胶原蛋白的二级结构及特殊基团,结果见图７．
如图７所示,３４２６６９cm－１处是酰胺 A 带的

υN—H 或υO—H 伸缩振动吸收峰;２９２６００cm－１

处是酰胺 B带υN—H 和υC—H 伸缩振动吸收峰,
二者表明肽链间氢键的存在[１１,１７]．１６５４４０cm－１为

酰胺Ⅰ带,是形成三股螺旋内氢链的 C＝O 基团的

伸缩振 动 吸 收 峰,表 征 胶 原 三 螺 旋 结 构 的 存 在．
１５５３９４cm－１为酰胺Ⅱ带的υN—H 弯曲振动和υC—N伸缩振动吸收峰．１４５５７１cm－１处的吸收峰表

征肽键的顺式构型[１８],说明胶原蛋白分子中含有大量脯氨酸和羟脯氨酸,因为除了脯氨酸残基的肽

单位之外,多肽链中绝大多数肽单位的 N—H 与C＝O均为反式排列．１２４０４５cm－１处为酰胺Ⅲ带的

υN—H 变形峰,其强度与三螺旋结构有关．１３３７３７cm－ １是酰胺Ⅳ带υC—H 伸缩,υN—H 变形或

υNH２ 摇摆峰．１０８１５４cm－ １是υC—O 或υC—H—C伸缩振动峰．６５５９９cm－ １是酰胺Ⅴ带,即顺

式—CH—摇摆和—CH２CH２—摇摆吸收峰．其中１４５０~１２３０cm－１附近的吸收峰的存在表明了胶原

蛋白三股螺旋结构的完整性[１９,１０]．
总之,图谱中红外吸收峰的峰形及其对应的吸收波长均符合胶原蛋白的红外吸收特征,因此可以证明

本实验的优化提取工艺较好地保留了胶原三螺旋结构的完整性．

图７　猪皮胶原蛋白的红外光谱图谱

图８　猪皮胶原蛋白的圆二色谱图谱

２５３　胶原蛋白的圆二色谱分析

由于FTIR主要检测的是分子振动时产生的偶极

矩的变 化,其 对 极 性 基 团 比 较 敏 感[２０],而 １９０~
２５０nm的远紫外区圆二吸收可反映出蛋白质的主链

构象[２１],因此本实验又进行了猪皮胶原蛋白的圆二

色谱(CircularDichroism,CD)分析,以进一步确定其

三螺旋结构的完整性,试验结果如图８所示．
胶原蛋白肽链骨架中的肽键及少量芳香氨基酸残

基均具有旋光活性,当平面圆偏振光透过以上光活性

基团时,不同手性的两种构型对平面偏振光所分解成

的左旋和右旋圆偏振光吸收不同,从而产生吸收差．
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吸收差的存在产生了偏振光矢量的振幅差,圆偏振光变为椭圆偏振光,这就是圆二色性[２０]．图８显示,胶

原蛋白的圆二吸收不同于一般蛋白质,其在２００nm 附近存在负吸收峰,２２０nm 处存在正吸收峰,是典型

聚(L 脯氨酸)Ⅱ型螺旋结构的圆二吸收特征,而胶原三螺旋结构与聚(L 脯氨酸)Ⅱ型螺旋结构的圆二吸

收特征相同[２１－２２];此外,正、负峰的吸收强度分别为１１９３５５,－８３０４３１degcm２dmol－１１０－３,与

Li[１１],钟韩辉[２０]等报道的较为接近,因此本试验优化条件下提取的胶原蛋白具有完整的三螺旋结构．

图９　猪皮胶原蛋白的SDS电泳图谱

２５４　胶原蛋白的亚基组成

采用SDSＧPAGE电泳检测优化工艺下提取的胶原蛋白

的亚基组成,结果如图９所示．
从图９看出,本试验优化工艺下提取的胶原蛋白具有

明显的α,β和γ组分,在相对分子质量１２０kDa附近的两

个条带分别为α１ 和α２ 链;２００kDa附近的条带为β链(α
链的 二 聚 体);２００kDa 以 上 的 为 γ 链 (α 链 的 三 聚

体)[１０,１６]．在α２ 链以下未发现其他电泳条带,说明在此提

取过程中,胶原蛋白的基本结构得以保存,没有生成小分

子水解胶原及多肽[１０]．

３　结　论

１)通过单因素和正交试验得到,胃蛋白酶法制备猪皮

胶原蛋白的最优工艺组合为酶解液pH２２,酶解时间１８h,酶用量１％,在此条件下,胶原蛋白提取率可

达８４３５％±０３３％;纯化冻干后的胶原蛋白样品呈白色海绵状,其纯度为８２５％±１６％．
２)DSC,FTIR,CD和SDSＧPAGE电泳的检测结果显示,最优工艺提取的胶原蛋白样品具有较高的热

稳定性,Tm 为７７２７℃,符合标准胶原蛋白的红外、圆二色谱吸收特征,其由α,β和γ３种亚基组分组

成,且没有生成小分子水解胶原及多肽,说明胃蛋白酶主要与猪皮胶原非螺旋区特定位点结合,不仅利于

胶原蛋白的充分提取,同时较好地保存了胶原天然三螺旋结构的完整性．
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OptimizationofEnzymolysisConditionsforPigskin
CollagenandIdentificationofItsStructure
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Abstract:Collageninporcineskinwasextractedwithpepsin．WithcollagenextractionrateastheevaluaＧ
tionindicator,３factors(enzymesolutionpH,enzymolysistimeanddosageofpepsin)oftheextraction
technologywereoptimized．ThebestprocessingcombinationwasenzymesolutionpH２２＋enzymolysis
time１８h＋ enzymedosage１％．Undersuchconditions,acollagenextractionrateof８４３５％±０３３％
wasachieved,withacollagenpurityof８２５％±１６％．Thecollagenthusobtainedwasshowntocompose
mainlyofα,βandγsubunitsandtohavefairlyhighthermalstability．Infraredspectroscopyandcircular
dichroismdeterminationshowedthatithadthetypicalabsorptioncharacteristicsofnaturalcollagen,and
thatitsnaturaltriplehelixstructureremainedintact．
Keywords:pigskin;collagen;enzymaticmethod;structureidentification
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