
书书书

!
第!"卷第#期
!$$%年#月 ! ! !!!! !

食 品 与 生 物 技 术 学 报

!"#$%&’"()""*+,-.%,.&%*/-"0.,1%"’"23
! ! !!!!

&’()!"!*’)#
+,-)!!$$%

!文章编号!#%./0#%12"!$$%#$#0$$3$0$"

!!收稿日期!!$$"0$/0#""!修回日期!!$$"0$"0#/)

!!基金项目!教育部重点科研课题项目#$!$%.$"安徽省优秀青年科技基金资助项目)
作者简介!苏二正##2.%0$%男%安徽巢湖人%发酵工程博士研究生)"通讯作者)

单宁酶和!0葡萄糖苷酶的共固定化
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摘!要!比较了海藻酸钠和壳聚糖两种载体及不同固定化方法对单宁酶和!0葡萄糖苷酶的共固定
化效果!结果表明以海藻酸钠为载体!采用交联0包埋0交联固定化方法的效果最佳"对共固定化条
件进行了优化!可使单宁酶和!0葡萄糖苷酶的活力回收率分别达%.)/4和3%)$4"
关键词!单宁酶$!0葡萄糖苷酶$海藻酸钠$壳聚糖$共固定化
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!!!$世纪1$年代%罐装液态茶饮料在日本和中
国台湾成功开发%现已迅速发展成为当今国际饮料
市场的主流产品之一&但茶饮料生产的三大技术
难题即混浊沉淀’汤色褐变’香气淡薄%至今仍未得
到根本解决&茶饮料的混浊沉淀主要是由茶多酚
与其他物质通过氢键’疏水键形成的凝絮团(#)%单
宁酶能够切断茶多酚上的没食子酸酯键释放出游

离的没食子酸%没食子酸的阴离子又能同茶黄素’
茶红素竞争咖啡碱形成相对分子质量较小的水溶

物%从而达到澄清茶汤的目的(!)&目前单宁酶已作

为酶促转溶茶乳酪的专一酶类而广泛应用于茶饮

料生产中&大量研究表明茶叶中富含键合态形式
的糖苷类香气前体%对增进茶叶香气品质具有较大

潜力(/)&!0葡萄糖苷酶对茶饮料有明显的增香效

果%茶叶中单萜烯醇类香气如香叶醇’芳樟醇等就
是在!0葡萄糖苷酶的作用下由其糖苷前体水解释

放产生(3)&曾有研究报道将固定化单宁酶和固定

化!0葡萄糖苷酶用于茶饮料生产%并取得良好的除

混和增香效果(!)")&本文尝试对单宁酶和!0葡萄糖

苷酶进行共固定化%旨在应用于茶饮料生产中发挥
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除混与增香之双重功效!从而为纯茶风味的茶饮料
生产奠定基础"

>!材料与方法

>?>!材料

!0葡萄糖苷酶#Z(EW,$!#!)38%O>&单宁酶
#Z(EW,$!!/28%>&单宁酸#7C>O,$&对硝基苯酚!0
[0葡萄糖苷Y*\H#7C>O,$&戊二醛H6&9S=:DW!
海藻酸钠’广东汕头市西陇化工厂产品!壳聚糖’浙
江省玉环县海洋生物化学有限公司生产!其他试剂
和药品均为国产分析纯"

>?@!方法

>)@)>!单宁酶活力的测定!参考7@CLED<C(%)等方
法!略有改进"取一支"OK道夫管为对照管!加#
OK柠檬酸钠缓冲液#YG 值")$!"$OO’(%K$"取
二支"OK道夫管为测定管!加入$)"OO’(%K的
单宁酸溶液#OK"/$]预热"OC-后!向三支道夫
管分别加入已预热的单宁酶溶液#$$"K!分别于

!#*!!#间隔#$OC-$时间取#$$"K反应液加入3OK
无水乙醇中终止反应!于/#$-O下进行比色"根
据单宁酸的光密度减少值计算单宁酶活力"
固定化单宁酶的活力测定方法与液酶基本相

同!不同处在于先向/支道夫管中加$)#>固定化
酶"以每分钟水解减少$)$#"O’(底物单宁酸所需
要的酶量定义为一个酶活单位"

>)@)@!!0葡萄糖苷酶的活力测定!参考张正竹
(.)

等的方法!略作改变"取/支"OK道夫管分别设
定为对照管*测定管!加入$)2OK的柠檬酸钠缓冲
液#YG")$!"$OO’(%K$和$)$"OK!0葡萄糖苷酶
酶液"对照管于#$$]水浴中处理#$OC-灭活!0
葡萄糖苷酶!测定管于/"]的水浴中预热"OC-"
向/ 支管中各加 $)$" OK 经 /" ] 预热的 #$
OO’(%KY*\H!精确反应#$OC-!加#OK#O’(%K
*,!Û /终止反应!3$"-O处测吸光值"
固定化!0葡萄糖苷酶的活力测定方法与液酶

基本相同!不同处在于向/支道夫管中加#OK柠
檬酸钠缓冲液#YG")$!"$OO’(%K$和$)#>固定
化酶"以每 OC-水解产生$)$#"O’(对硝基苯酚
的酶量定义为一个酶活力单位"

>)@)A!以海藻酸钠为载体对单宁酶和!0葡萄糖苷
酶的共固定化!直接包埋法’取单宁酶和!0葡萄糖
苷酶各!_"OK#酶液质量浓度均为$_#O>%OK!下
文同$!按体积比为$_."‘#的比例加入/>%XK的
海藻酸钠溶液%_.OK!充分混匀后!在振荡器上振
荡$_"<"用"号针头注入"$$OK!>%XK 的

U,U(!溶液中!滤出小球体!更换U,U(!溶液再浸泡
硬化#<!滤出小球体!冰箱内用吸水纸吸干表面水
分得共固定化酶"
包埋0交联法’取单宁酶和!0葡萄糖苷酶各!_"

OK!按体积比$_."‘#的比例加入/>%XK的海藻
酸钠溶液%_.OK!充分混匀后!在振荡器上振荡

$_"<"用"号针头注入"$$OK!>%XK的U,U(!溶
液中!滤出小球体!更换U,U(!溶液!再浸泡硬化#
<!滤出小球体在冰箱内用体积分数$_$!"4戊二醛
交联!_"<!再滤出小球体并用柠檬酸钠缓冲液冲
洗!在冰箱内用吸水纸吸干表面水分得共固定化
酶"
交联0包埋法’取单宁酶和!0葡萄糖苷酶各!_"

OK!按体积比$_."‘#的比例加入/>%XK的海藻
酸钠溶液%_.OK!充分混匀后!加体积分数为

!_"4的戊二醛#_/OK!在振荡器上振荡$_"<!于
冰箱中静置交联/<"用"号针头注入"$$OK!
>%XK的U,U(!溶液中!滤出小球体!更换U,U(!溶液
再浸泡硬化#<!再滤出小球体并用柠檬酸钠缓冲
液冲洗!在冰箱内用吸水纸吸干表面水分得共固定
化酶"
交联0包埋0交联法’取单宁酶和!0葡萄糖苷酶

各!_"OK!按体积比为$_."‘#的比例加入/>%

XK的海藻酸钠溶液%_.OK!充分混匀后!加体积分
数为!_"4的戊二醛#_/OK!在振荡器上振荡$_"
<!于冰箱中静置交联/<"用"号针头注入"$$OK
!>%XK的U,U(!溶液中!滤出小球体!更换U,U(!溶
液!再浸泡硬化#<!滤出小球体在冰箱内用体积分
数$_$!"4戊二醛交联!_"<!再滤出小球体并用柠
檬酸钠缓冲液冲洗!在冰箱内用吸水纸吸干表面水
分得共固定化酶"

>)@)B!以壳聚糖为载体对单宁酶和!0葡萄糖苷酶
的共固定化!壳聚糖载体的预处理’">1$目的壳聚
糖加入"$$OK体积分数为!4的醋酸溶液中!充分
搅拌成透明胶体!再缓慢加入">%XK的*,̂ G溶液
调节YG至中性!得絮凝沉淀!用去离子水冲洗*抽
滤!在真空干燥箱中"$]干燥得预处理载体"
交联载体的制备’预处理载体!>!加入"$OK

体积分数为"4的戊二醛溶液中!3]下缓慢搅拌

3<!于冰箱内静置1<!柠檬酸钠缓冲液冲洗得交联
载体"
直接吸附法’预处理载体$_">!加"OKYG

"_$柠檬酸钠缓冲液*!_"OK单宁酶*!_"OK!0葡
萄糖苷酶!3]缓慢搅拌3<!于3]冰箱内静置吸
附1<!抽滤柠檬酸钠缓冲液冲洗得共固定化酶"
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吸附0交联法!预处理载体$_">"加"OKYG
"_$柠檬酸钠缓冲液#!_"OK单宁酶#!_"OK!0葡
萄糖苷酶"3]缓慢搅拌3<"于3]冰箱内静置吸
附1<后抽滤$再加入体积分数"4的戊二醛#!_"
OK"缓慢搅拌3<"3]冰箱静置交联1<"抽滤柠檬
酸钠缓冲液冲洗得共固定化酶$
交联0吸附法!交联载体$_">"加"OKYG"_$

柠檬酸钠缓冲液#!_"OK单宁酶#!_"OK!0葡萄糖
苷酶于3]缓慢搅拌3<后再于3]冰箱内静置吸
附1<"抽滤柠檬酸钠缓冲液冲洗得共固定化酶$
交联0吸附0交联法!交联载体$_">"加"OK

YG"_$柠檬酸钠缓冲液#!_"OK单宁酶#!_"OK

!0葡萄糖苷酶"3]缓慢搅拌3<后"于3]冰箱内
静置吸附1<$加入!_"OK体积分数为!_"4的戊
二醛溶液使体系的戊二醛体积分数最终达到$_"
4"缓慢搅拌3<"3]冰箱静置交联1<"抽滤柠檬
酸钠缓冲液冲洗得共固定化酶$

@!结果与分析

@?>!不同载体和固定化方法制备共固定化酶的效
果比较

选用两种常用于酶固定化的载体海藻酸钠和

壳聚糖"比较了它们对单宁酶和!0葡萄糖苷酶的共
固定化效果$研究结果显示"海藻酸钠对两种酶的
共固定化效果明显优于壳聚糖"固定化方法以交联0
包埋0交联最优%表#&$故本文选用海藻酸钠为载
体"采用交联0包埋0交联法进一步研究两种酶的共
固定化$
表>!不同载体和固定化方法制备共固定化酶的效果

:&8?>!C((.,04"(*-((.$.%0,&$$-.$4&%*-77"8-’-9-%27.01"*4

"%01.&,0-D-03"(,"6-77"8-’-9.*.%937.4

载体 固定化方法
单宁酶的
活力回收
率’4

!0葡萄糖
苷酶的活力
回收率’4

海藻酸钠 直接包埋 3.)"/ #")3/

包埋0交联 %!)22 #1)!3

交联0包埋 "1)"$ #1)2.

交联0包埋0交联 .%)% /#)/.

壳聚糖 直接吸附 "!)./ %)2/

吸附0交联 3!)# #!)$

交联0吸附 /.)" #/)!

交联0吸附0交联 !2)%" !")#

@?@!以海藻酸钠为载体进行两种酶共固定化的条
件优化

@)@)>!前交联戊二醛体积分数的影响!按#)!)/

中交联0包埋0交联的方法%以下相同&"分别调整前
交联时戊二醛体积分数为$_!"4"$_"$4"$_."4"

$_#$4"#_!"4"#_"$4"#_."4"!_$4"其它条件
和步骤不变$试验结果显示!0葡萄糖苷酶的活力
回收率随戊二醛体积分数的增加而增加"到#_$4
时达到最大"然后随着戊二醛浓度的增加而下降$
单宁酶的活力回收率也呈现相同变化趋势"到戊二
醛体积分数#_!"4时达最大%图#&$尽管!0葡萄
糖苷酶的最大活力回收率出现在戊二醛体积分数

#_$4"但其在#_!"4的活力回收率也超过2%_$
4$综合考虑两种酶的活力回收率"本试验选用前
交联戊二醛最适体积分数为#_!"4$

图>!前交联戊二醛体积分数对共固定化酶活力的影响

)-2?>!C((.,04"(2’#0&$&’*.13*.,"%,.%0$&0-"%"%01.&,6

0-D-03"(,"6-77"8-’-9.*.%937.4-%01.(-$40

,$"446’-%E-%2

@)@)@!前交联时间的影响!采用上述已优化条
件"在冰箱内的静置交联时间分别设为##%<$试
验结果显示"两种酶的活力回收率均随着交联时间
的增加而增大"到3<时达最大""<后活力回收率
显著下降%图!&$本试验选用3<作为最适前交联
时间$

图@!前交联时间对共固定化酶活力的影响

)-2?@!C((.,04"(01.(-$40,$"446’-%E-%20-7."%01.&,6

0-D-03"(,"6-77"8-’-9.*.%937.4

@)@)A!前交联温度的影响!采用上述已优化条
件"分别在冰箱中3"#$"!$"/$"3$]进行前交联试
验$由图/可以看出前交联温度对!0葡萄糖苷酶的
活力回收率影响并不显著"在/$]以内均表现出较
高水平"相对活力均达2$)$4以上"而对单宁酶的
活力回收率影响较显著"#$"3$]仅相当于!$]的
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"$)$4左右!兼顾两种酶活力"本试验选用!$]
作为最适前交联温度!

图A!前交联温度对共固定化酶活力的影响

)-2?A!C((.,04"(01.(-$40,$"446’-%E-%20.7F.$&0#$."%

01.&,0-D-03"(,"6-77"8-’-9.*.%937.4

@)@)B!海藻酸钠溶液质量浓度的影响!采用上述
已优化条件"分别选用#_$"!_$"/_$"3_$""_$>#XK
的海藻酸钠溶液质量浓度进行试验!由图3可见
随海藻酸钠溶液质量浓度的提高"两种酶的活力回
收率增加"到/_$>#XK达最大!试验操作难易程度
与酶的活力回收率呈相似的变化规律"在/_$>#XK
海藻酸钠溶液浓度以内操作较易"大于/_$>#XK时
操作很难!故本试验选用/_$>#XK作为海藻酸钠
溶液的最适质量浓度!

图B!海藻酸钠溶液质量浓度对共固定化酶活力的影响

)-2?B!C((.,04"(&’2-%&0.4"*-#7,"%,.%0$&0-"%"%01.

&,0-D-03"(,"6-77"8-’-9.*.%937.4

@)@)G!硬化剂U,U(@质量浓度的影响!采用上述
已优化条件"分别采用#_$"!_$"/_$"3_$""_$>#XK
的U,U(!溶液质量浓度进行试验!研究结果显示

U,U(!溶液质量浓度对两种酶的活力回收率影响很
小"且随着浓度的变化并不呈现规律性的变化!在
实际操作中除了#_$>#XKU,U(!溶液质量浓度所得
胶珠强度稍差以外"其它质量浓度下所得的胶珠机
械强度都很高"因此本试验选用!_$>#XK 作为

U,U(!溶液最适质量浓度!

@)@)H!硬化时间的影响!采用上述已优化条件"
将硬化时间分别设为#"!"/"3""<进行试验!由图

%可以看出U,U(!溶液的硬化时间对两种酶的活力
回收率影响很小"且随着时间的变化并不呈现规律
性变化"故在本试验中采用!<作为最适硬化时间!

图G!5&5’@质量浓度对共固定化酶活力的影响

)-2?G!C((.,04"("(5&5’@,"%,.%0$&0-"%"%01.&,0-D-03
"(,"6-77"8-’-9.*.%937.4

图H!溶液的硬化时间对共固定化酶活力的影响

)-2?H!C((.,04"(40-((.%-%20-7."(5&5’@4"’#0-"%"%01.

&,0-D-03"(,"6-77"8-’-9.*.%937.4

@)@)I!后交联戊二醛体积分数的影响!采用上述
已优化条件"分别采用体积分数 $_$!""$_$""

$_$.""$_#$"$_#!""$_#"4的戊二醛进行后交联试
验!研究结果显示$图.%"后交联戊二醛体积分数
对单宁酶的活力回收率影响较小"在$_$"4至

$_#!"4范围内相对活力均达到2$_$4以上"而对

!0葡萄糖苷酶的活力影响较显著"在$_$!"4和

$_#!"4的活力回收率仅为$_$."4的"$_$4左右!
综合考虑两种酶活力"本试验采用$_$."4作为后
交联戊二醛最适体积分数!

图I!后交联戊二醛体积分数对共固定化酶活力的影响

)-2?I!C((.,04"(2’#0&$&’*.13*.,"%,.%0$&0-"%"%01.&,6

0-D-03"(,"6-77"8-’-9.*.%937.4-%01.4.,"%*

,$"446’-%E-%2
@)@)J!后交联温度的影响!采用上述已优化条
件"分别在冰箱中$3"#$"!$"/$"3$]进行后交联试
验!试验结果可以看出$见图1%"在#$]时!0葡萄
糖苷酶的活力回收率最高"以后随着温度的上升回
收率下降!而单宁酶的最大活力回收率在!$]"
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但其在#$]的活力回收率达到!$]的2%_14!
所以本试验采用#$]作为最适后交联温度!

图J!后交联温度对共固定化酶活力的影响

)-2?J!C((.,04"(01.4.,"%*,$"446’-%E-%20.7F.$&0#$.

"%01.&,0-D-03"(,"6-77"8-’-9.*.%937.4

@)@)K!后交联时间的影响!采用上述已优化的条
件"后交联时间分别设定为#"!"/"3""<!研究结
果可见"随后交联时间的延长"两种酶的活力回收
率均增加"到/<时达最大#图2$!故本试验采用/
<作为最适后交联时间!

图K!后交联时间对共固定化酶活力的影响

)-2?K!C((.,04"(01.4.,"%*,$"446’-%E-%20-7."%01.&,6

0-D-03"(,"6-77"8-’-9.*.%937.4

!!采用最优固定化条件对单宁酶和!0葡萄糖苷
酶进行共固定化"结果可使单宁酶和!0葡萄糖苷酶
的活力回收率分别达%.)/4和3%)$4!

A!结!论

海藻酸钠和壳聚糖是固定化酶的常用载体!
本文探讨了两种载体对单宁酶和!0葡萄糖苷酶的
共固定化效果"比较了这两种载体的不同固定化方
法"研究结果表明海藻酸钠对两种酶的共固定化效
果明显优于壳聚糖"且以交联0包埋0交联法的共固
定化效果最佳!对共固定化条件进行了优化"得出
最优固定化条件为%单宁酶和!0葡萄糖苷酶各!)"
OK"按体积比为$)."‘#比例加入/>&XK的海藻
酸钠溶液%).OK"充分混匀后加体积分数!)"4的
戊二醛使其在溶液中的最终体积分数达到#)!"4"
在振荡器上振荡$)"<"于!$]静置交联3<!用"
号针头注入!)$>&XK的U,U(!溶液中"滤出小球
体"更换U,U(!溶液后在冰箱内浸泡硬化!<"滤出
小球体"用体积分数为$)$."4戊二醛溶液在#$]
交联/<"再滤出小球体并用缓冲液冲洗"然后在冰
箱内用吸水纸吸干水分得共固定化酶!
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