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用流化床干燥法改善颗粒酶的热稳定性
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摘 要：通过流化床干燥法制备稳定化颗粒酶，提高酶的耐热性 ’在制备过程中进风温度为 4# 5，

酶活回收率达到 ,#6以上 ’采用海藻酸钠（78）作包被剂，随着 78 质量浓度的提高，酶的耐干热性

先增加后降低，在 # ’ 4 9 : ;< 最高，而其耐湿热性不断增强 ’水分活度提高，固态酶的耐热性就随之

降低，在 !""# ’ . 时流化床干燥酶样品的耐热性都明显高于原酶粉，且 78 质量浓度越高，酶对水

分的耐受能力越高 ’在流化床干燥酶制剂中添加硫酸铵、氯化钠、硫酸钠等盐类稳定剂，酶的耐干

热性有的增强，有的减弱，而其耐湿热性都有所增强，其中硫酸铵的热稳定化效果最好 ’酶在高温

下的失活速度遵循一级动力学，即它的失活是由酶蛋白变性引起的，流化床干燥样品的失活常数

低于原酶粉的失活常数，而不同温度下酶的失活遵循阿累尼乌斯方程 ’
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在食品及饲料工业中，有时为了提高食物的消

化率，改善受体胃肠道对多糖、蛋白质等大分子物

质的消化、吸收能力，需添加适量酶 ’在洗涤剂工业

中，为了增强洗涤剂对织物等的清洗能力，也越来
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越多地使用酶类添加剂 ! 另外，酶也广泛应用于造

纸、酿造等许多行业［"，#］! 在对含酶产品进行加工

时，如小吃食品，颗粒饲料等，常常要经历高温过

程，这势必会破坏酶的活性 ! 由于一些加工工艺期

望酶在经历高温处理后，其活性仍能保留，因此有

必要改善酶的热稳定性 !常用的提高酶热稳定性的

方法有：选择法，即筛选耐高温的菌种释放的酶；蛋

白质工程法，即通过基因工程重组得到耐高温酶的

基因，再表达获得热稳定性酶；化学修饰法，通过化

学试剂特异性修饰酶活性中心的某个或某类氨基

酸，从而稳定蛋白质的构象，提高其耐热性；添加酶

稳定用添加剂等［$，%］!由于选择法、蛋白质工程等方

法复杂且只适用于单个酶，因此作者期望寻找一种

通用的方法对现有的品种繁多的酶类进行简单处

理以提高其热稳定性，最有效的办法就是使用酶类

稳定剂，如多羟基化合物、食用胶、盐、氨基酸等 !
生产过程中通常所使用的高温处理方法包括

干热处理（如热空气等）及湿热处理（如高温高压水

蒸气等），且物料中一般都含有一定的水分，酶的变

性失活不仅仅是因为热量的作用，还有水分活度的

作用［&］!一般而言，酶在非常干燥的情况下，结构

（构象）比较稳定，具有一定的耐热性，而当体系中

含有一定水分或是在高温水蒸气作用下，酶就极易

变性、失活，因此在改善酶的热稳定性方面，不仅应

考虑改善酶的单纯热稳定性，还应考虑提高其耐湿

热性 !
固体状态酶的稳定化主要采取这样的方法：酶

液 ’ 稳定剂!混合!造粒!干燥 !这里常使用的干

燥方法有［"，#，( ) *］：喷雾干燥，真空烘箱干燥，滚筒干

燥，鼓风干燥及流化床干燥 ! 流化床干燥由于条件

温和（温度低），处理量大且能使产品颗粒化，因此

已越来越多地受到重视 !作者采用流化床干燥法对

酶进行稳定化处理，选用玉米淀粉作为载体，酶液

中添加适量蔗糖，并含有一定离子强度及 +, 值的

缓冲液，包被剂选用聚阴离子多羟基化合物 ! 通过

这样处理后，期望提高酶的热稳定性，尤其是耐湿

热性 !

! 材料与方法

! "! 试剂

混合水解酶酶粉由南方某公司提供；桦木木聚

糖、果胶、木糖、半乳糖醛酸均为 -./01 产品；酪蛋

白、酪氨酸为普通生化试剂；各种盐类均为分析纯

试剂；玉米淀粉、蔗糖为食用级；海藻酸钠为化学纯

试剂；23- 试剂、酸性醋酸铜试剂、砷钼酸盐、456.78

酚试剂自行配制 !
! "# 主要设备

49 型沸腾制粒机、":"8"8"$- 型电热恒温鼓风

干燥箱、;<=8->%"8#?: 型电热手提式高压蒸汽消毒

器、电子恒温水浴锅、试管振荡器、(## 型分光光度

计 !
! "$ 实验方法

! !$ !! 流化床干燥法制备稳定化酶! 将 $ ! : @/ 玉

米淀粉载体置于 49 型沸腾制粒机的流化床上，在

设定温度下沸腾操作 #: 0.7，然后将事先配好的交

连剂8酶混合液在一定流速和气雾压力下从上方喷

孔喷到载体上，待其干燥，再喷入盐类稳定剂，干燥

后间歇式喷入包被剂，干燥至水分含量 &A ) ":A，

约需 " ) # B!其示意图见图 " !

图 ! 流化床干燥示意图

%&’"! ()*+,-.&) /&-’0-, 12 234&/ 5+/ /06&7’

! !$ !# 干燥条件下酶的热处理方法! 采用 ":"8"8
"$- 型电热恒温鼓风干燥箱，停止鼓风状态下酶经

"": C空气热处理 D: 0.7，之后取出自然冷却 !分别

测定酶于热处理前后的酶活，以热处理后其相对保

留酶活反映其耐热性 !
! !$ !$ 酶的湿热处理方法! 采用 ;<=8->%"8#?: 型

电热手提式高压蒸汽消毒器，酶经 ":: C饱和水蒸

汽处理 & 0.7，之后自然冷却 !分别测定酶于热处理

前后的酶活，以热处理后其相对保留酶活反映其耐

湿热性 !
! !$ !8 酶水分活度的调节! 分别在干燥器中放入

饱和的 9.E6、F/E6#、G#EH$、F/（3H$）#、31E6、GE6 溶

液，在 $: C恒温培养箱中平衡，干燥器中的水分活

度分别为：: ! "":、: ! $$:、: ! %#(、: ! &#?、: ! (&#、: !?%#，

将样品放入各种水分活度的干燥器中进行平衡直

至恒重，样品的水分活度即达到环境之水分活度 !
分别将不同水分活度的样品密闭，于 ":: C烘箱中

热处理 $: 0.7，之后自然冷却 !测定酶于热处理前后

的酶活，以相对保留酶活反映其耐热性 !
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! !" !# 木聚糖酶酶活测定方法! 见参考文献［"#］，

稍作改动 !
! !" !$ 果胶酶酶活测定方法! $# %、&’ $! ( 下底

物 ) 酶反应 *# +,-，然后用酸性醋酸铜显色［""］! 酶

活定义为：每分钟催化底物生成 "!. 半乳糖醛酸的

酶量定义为一个酶活单位 !
! !" !% 酸性蛋白酶酶活测定方法 ! 见参考文献

［"(］!

& 结果与讨论

& ’! 流化床干燥操作参数的确定

在酶的流化床干燥过程中，进风温度、喷雾液

流速及气雾压力是几个重要的影响因素，由于流速

不稳，因此分别测定了进风温度和气雾压力这两个

参数对酶在流化床干燥过程中酶活回收率的影响，

见表 " !包被剂均为 "/01，酶液中含有适量蔗糖作

交联剂 !
表 ! 流化床干燥时操作参数对酶活回收率的影响

()*’! +,,-./ 0, 01-2)/304 1)2)5-/-26 04 2)/- 0, 2-.07-28 0,
-4985-6

进风
温度 2 %

气雾压
力 2 345

木聚糖酶
回收率 2 /

果胶酶
回收率 2 /

酸性蛋白酶
回收率 2 /

*# #!#6 78!(" 7*!$( 78!8"

*# #!"8 7#!#6 79!89 7(!$:

*# #!($ 7$!"9 7*!7" 7(!#7

*# #!"8 7#!#6 79!89 7(!$:

$# #!"8 78!:: 7$!"$ 7$!*9

:# #!"8 7"!:: 7$!"" 7$!("

用流化床干燥法制备稳定化酶制剂时，各种酶

的酶活回收率都能达到 7#/以上，即流化床干燥过

程对酶活的损失较少，这是因为这种操作相对温

和，不易使酶变性 !温度对酶活回收率的影响较大，

综合 * 种酶的酶活回收情况，确定进风温度为 $#
% !气雾压力必须达到一定大小以使喷雾液形成雾

状，从而均匀喷到载体上并快速干燥 !
& ’& 海藻酸钠作为包被剂其浓度的影响

流化床干燥时包被剂的选择是非常重要的，这

里采用海藻酸钠作为包被剂，质量分数 # ! (/ ;
(/，经过流化床干燥处理后，得到的颗粒酶中几种

酶的单纯耐热性如图 ( 所示 !

图 & 干燥状态下海藻酸钠浓度对酶制剂耐热性的影

响

:3;’& +,,-./ 0, 60<3=5 )>;34)/- .04.-4/2)/304 04 -4985-
/?-25)> 6/)*3>3/8 );)346/ <28 ?-)/

可以看出，经过烘箱内 ""# %热处理 " <，酸性

蛋白酶的酶活能保留 7:/左右，木聚糖酶的酶活能

保留 6:/左右，而果胶酶活力能保留 8#/左右 !即
酸性蛋白酶的耐热性要优于木聚糖酶的，而果胶酶

的耐热性最差 ! 随着海藻酸钠质量分数的增加，酶

的耐热性先提高后降低，在 01 质量分数为 # ! $/时

* 种酶的耐热性都达到最高，这是因为 01 质量分数

增高，一方面能降低样品水分活度，另一方面使溶

液粘度增大，01 线形分子不易伸展，从而膜性能较

差 !作者进一步考察了流化床干燥酶制剂于"## %
高压蒸汽灭菌锅中（即在水分活度达 " 的 "## %饱

和水蒸气作用下）的耐热性，结果见图 * !

图 " 湿热状态下海藻酸钠质量分数对酶制剂耐热性

的影响

:3;’" +,,-./ 0, 60<3=5 )>;34)/- .04.-4/2)/304 04 -4985-
/?-25)> 6/)*3>3/8 );)346/ 5036/ ?-)/

可见在水分活度达到 " 的情况下，用 "## %饱

和水蒸气只处理 : +,-，不管是木聚糖酶还是果胶酶

其酶活都下降了不少，也就是说高温饱和水蒸气对

酶的失活作用是剧烈的，而热干燥空气温度即使更

高、作用时间即使更长，它对酶的损伤也是有限的 !
酶的变性是由其空间三维结构的变化引起的，
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即构象发生了变化从而导致酶活性中心的结构受

到破坏，使其催化能力降低或丧失 !在热作用下，酶

蛋白的分子运动能力加强，当吸收了酶变性所需活

化能后，酶就发生变性、失活，温度越高，热作用时

间越长，酶失活越严重 ! 而氢键在维持酶的空间构

象中起着重要的作用，当体系中含有大量自由水

时，就会破坏酶分子内部的氢键相互作用，使酶分

子的构象容易发生变化，酶易于变性失活 ! 于是在

热空气作用下，酶仅仅是吸收热量，三维结构发生

变化导致其失活；而在热的水蒸气作用下，酶不仅

吸收热量导致构象发生变化，同时由于水分子对酶

分子内氢键相互作用的破坏，使得酶的构象更易发

生变化，酶失活也就更加严重 !
从图 " 中可以看出，不管是木聚糖酶还是果胶

酶，其耐湿热性都是随着 #$ 浓度的增加而提高的 !
#$ 浓度增加利于降低样品水分活度，稳定酶分子内

的氢键相互作用，使酶的构象更加稳定；且 #$ 浓度

越高，包被膜越厚，更利于阻挡高温水蒸气的渗透，

减缓酶的变性 !果胶酶的单纯耐热性虽然明显低于

木聚糖酶的耐热性，但其耐湿热性却与木聚糖酶差

不多，这与两种酶的分子构象的致密性及分子内氢

键相互作用的强弱有关 !
接着作者将流化床干燥样品和原酶粉分别调

整到不同的水分活度，然后取适量样品密闭后于

%&& ’下热处理 "& ()*，测定不同水分活度（ !"）下

木聚糖酶的耐热性，如图 + 所示 !

图 ! 水分活度对酶热处理后相对保留酶活的影响

"#$%! &’’()* +’ ,-*(. -)*#/#*0 +1 .(2-*#/( .(*-#1#1$ -)3
*#/#*(4 +’ (1506( -’*(. 7(-*#1$

可见随着 !" 的增加，所有样品的耐热性都随

之降低 !原酶粉只有在 !" 极低（ , &! %-）的情况下

耐热性才较好，!" 高于 & !" 其热保留酶活低于 %&.
甚至 %.；而流化床干燥样品在 !"!& ! / 时的耐热

性都明显高于原酶粉，特别是在 !"!& ! "" 时，所有

流化床干燥样品的耐热性都比原酶粉高出约一个

数量级；且随着包被剂 #$ 浓度的增加，木聚糖酶的

耐热性不断提高 ! 由于在实际加工中，产品的水分

活度多高于 & !"，在这种条件下，流化床干燥酶制剂

的耐热性显然就能被接受 !
8 %9 盐类稳定剂的稳定化效果

比较了几种盐类交联剂对酶的稳定化效果 !考
虑到阴离子的稳定化作用是 #0+

/1 2 341 2 561 2 70"1，

阳离子是（38"）+79 2 78+
9 2 :9 、7;9 2 <=/ 9 2

3;/ 9 2 5;/ 9［%"］，因 此 选 择 了 7;34、7;/#0+、

（78+）/#0+ 这 " 种交联剂，包被剂均为 %.的 #$，酶

液中含适量蔗糖 !比较不同盐用于流化床干燥时对

酶的耐热性的影响，如图 -、> 所示 !

图 : 盐种类对酶耐干热性的影响

"#$%: &’’()* +’ 4-2* +1 *7(.6-2 4*-;#2#*0 +’ (1506(

图 < 盐种类对酶耐湿热性的影响

"#$%< &’’()* +’ 4-2* +1 4*-;#2#*0 +’ (1506( -$-#14* 4*(-6
7(-*

在 " 种盐中，硫酸铵和氯化钠能提高木聚糖酶

和果胶酶的单纯耐热性，却不能提高酸性蛋白酶的

耐热性 ! 果胶酶本身耐热性最差，推测其分子构象

比较松散，盐通过争夺游离水，使酶的构象稳定，从

而热稳定性增强 ! 本文所述的木聚糖酶极易盐析，

盐通过使其疏水残基盐析出来，而使其构象更加致

密，热稳定性提高 !酸性蛋白酶本身就较耐热，推测

其分子构象致密，盐不能使它的构象更致密，从而

无法提高它的热稳定性 !而硫酸钠却使 " 种酶的耐
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热性都下降 ! 总的来说，硫酸铵的热稳定化效果最

好 !
" 种盐都能改善木聚糖酶和果胶酶的耐湿热

性，硫酸铵的效果最好 ! 因为盐能通过多点交联减

少酶的柔韧性，使其构象更稳定，盐离子也可以使

蛋白质的疏水残基“盐析出来”，从而使其采取一个

更致密的结构，并且盐还可作为水分子的替代物占

据水的位置，排除自由水对酶造成的不稳定化影

响，于是酶的耐湿热性增强 ! " 种盐中，硫酸铵的稳

定化效果要明显优于氯化钠和硫酸钠的，因此应选

择硫酸铵作为盐类稳定剂 !
! "# 酶的热失活动力学

假设酶的失活都是由蛋白质变性引起的，而在

某一温度下酶的变性速度遵循一级动力学，于是

有：#$! % #$!& ’ "#，! 为热处理一定时间后的酶活，

!& 为起始酶活，" 为变性速度常数，" 越大则酶的

变性速度越高，酶越易失活 ! 作者对原酶粉及流化

床干燥样品（()的 *+ 作包被剂，硫酸铵作盐类稳

定剂）分别于 ,,& -、,"& -、,.& -烘箱内敞开热处

理 & / " 0，测定酶活损失情况，样品起始水分质量分

数均在 1)左右，其结果如图 2、图 3 所示 !

图 $ 原酶粉于不同温度下的热失活过程

%&’" $ ()*+ &,*-+&.*+&/, /0 /1&’&,*2 ),345) 6/78)1 *+
8&00)1),+ +)56)1*+91):

可见，经过流化床干燥处理后，酶的耐热性显

著提高 !
对于原酶粉，其中的木聚糖酶在 ,,& -下，#$!

% ,,!314" ’ &!&333& #，$ % &!1334；

,"& -下，#$! % ,,!223" ’ &!(151, #，$ % &!11.2；

,.& -下，#$! % ,,!.331 ’ (!1.2.4 #，$ % &!12,"；

其中 的 果 胶 酶 在 ,,& - 下，#$! % 3! 45&, ’
&!""&1" #，$ % &!1515；

图 ; 流化床干燥颗粒酶于不同温度下的热失活过程

%&’" ; ()*+ &,*-+&.*+&/, /0 029&8 <)8 814&,’ ),345)
’1*,92): *+ 8&00)1),+ +)56)1*+91):

,"& -下，#$! % 3!1""& ’ &!.((," #，$ % &!12(3；

,.& -下，#$! % 3!.(,1 ’ (!.2231 #，$ % &!1.4&；

对于流化床干燥颗粒酶，其中的木聚糖酶在 ,,& -
下，#$! % 2!244, ’ &!&4213 #，$ % &!1((3；

,"& -下，#$! % 2!5&"& ’ &!,&113 #，$ % &!3132；

,.& -下，#$! % 2!2""1 ’ &!.3,.( #，$ % &!133,；

其中 的 果 胶 酶 在 ,,& - 下，#$! % .! &,&& ’
&!&243, #，$ % &!13.,；

,"& -下，#$! % .!(3(1 ’ &!(154, #，$ % &!13"2；

,.& -下，#$! % 5!,&4, ’ ,!."41. #，$ % &!1212；

#$!— # 的线性相关性较好，因此可以认为酶在

高温下的失活主要是由酶蛋白质的变性引起的 !假
设在不同温度下酶的变性速度遵循阿累尼乌斯方

程，于是有：" % %678（ ’ !& ’ ()），" 为不同温度下的

变性速度常数，!& 为变性活化能，于是有：#$" % #$%
’ !& ’ ()，#$" 与 , ’ ) 呈线性相关性 !

对于原酶粉中的木聚糖酶，有：#$" % "4! ((15 ’
,4,,4 9 )，$ % &!1232；

对于流化床干燥颗粒酶中的木聚糖酶，有：#$"
% ("!&(5, ’ ,&&4& 9 )，$ % &!125；

对于原酶粉中的果胶酶，有：#$" % (&! (".2 ’
3(., 9 )，$ % &!14"2；

对于流化床干燥颗粒酶中的果胶酶，有：#$" %
(1!(,31 ’ ,((&1 9 )，$ % &!1153 !

总之，#$" 与 , ’ ) 的线性相关性都较好，因此可

以认为酶变性速度遵循阿累尼乌斯方程 !

= 结 论

采用流化床干燥法制备颗粒酶，能改善酶的热

稳定性 !包被剂海藻酸钠浓度的增加能提高流化床

干燥酶制剂在较高水分活度下的耐热性 !添加硫酸

铵等盐类稳定剂能使酶的耐湿热性有所改善 !高温
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下酶的失活速度遵循一级动力学，流化床干燥酶制

剂的失活速度常数较低，而不同温度下酶的失活过

程遵循阿累尼乌斯方程 !
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H）以良溶剂甲苯和非良溶剂环己烷为混合致

孔剂，可以调节间聚物的孔结构；通过选择合适的

交联剂和致孔剂的用量和配比，可制备出不同比表

面积、孔径较大的树脂 !

S）两性离子交换树脂对柠檬酸的等温吸附说

明，它具有较高的吸附能力，尤其在低浓度的柠檬

酸溶液中仍能保持较高的吸附能力 !
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