
第 46卷    第 3期 海  洋  与  湖  沼 Vol.46, No.3 

2 0 1 5 年 5 月 OCEANOLOGIA  ET  LIMNOLOGIA  SINICA May, 2015 

                                            

* 海洋公益性行业科研专项经费资助, 201305013号。童晓倩, E-mail: 18368082511@163.com 

① 通讯作者: 罗红宇, 博士, 教授, E-mail: lisa8919@163.com 

收稿日期: 2014-11-12, 收修改稿日期: 2014-12-09 

海藻酸钠凝胶(C6H7NaO6)x交联 Ca2+包埋风味酶的

工艺优化及应用稳定性研究* 
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(浙江省海产品健康危害因素关键技术研究重点实验室  浙江海洋学院食品与医药学院  舟山  316022) 

摘要    以海藻酸钠为载体, Ca2+为交联剂, 对风味酶进行固定化。以固定化酶活力回收率为指标, 

在单因素试验基础上, 通过响应面分析方法优化了固定化风味酶的工艺, 并考察了固定化风味酶使

用的稳定性。通过对回归模型进行分析, 确定最佳的固定化工艺参数为海藻酸钠浓度 2.43%, 加酶量

(酶液体积/海藻酸钠体积) 1 : 1.76, 固定化时间 2.89 h, 此时固定化酶的活力回收率可达 81.88%, 考

虑到实际操作时对参数精度的控制水平, 将固定化酶的优化工艺确定为海藻酸钠浓度 2.50%, 加酶

量(酶液体积/海藻酸钠体积) 1 : 2, 固定化时间 3.00 h, 固定化酶的活力回收率达到 80.05%±1.33%。

优化工艺下制得的固定化风味酶最适使用温度为 60C, 热敏感性降低, 稳定性提高; 最适 pH 8.0, 

比游离酶向碱偏移了 1.0, 酸碱适用范围增大; 可多次使用, 冷藏条件下储藏 3 周后活力依然保持在

80%以上。 

关键词    海藻酸钠; 风味酶; 固定化酶; 稳定性 

中图分类号    TS254      doi: 10.11693/hyhz20141100313 

酶的化学本质是蛋白质, 具有很多催化优点(陈

建龙等, 2006), 如: 高度的选择性、专一性, 水解条

件温和, 催化效率极高等。但游离酶在使用中也存在

稳定性差、反应后混入催化产物难以纯化及回收等问

题。因此, 为了适应工业化生产需要, 人们模仿生物

酶作用方式, 将酶束缚在特殊的相上, 让它既能保持

酶特有活性, 又能长期稳定的反复使用, 同时又可以

实现生产工艺的连续化和自动化 , 从而实现了酶的

高效利用(朱国斌等, 1996; 陆兆新, 2002; 罗发兴等, 

2008; Macario et al, 2009), 这就是酶的固定化技术。

固定化酶除保持游离酶的催化反应特性外 , 还有易

分离回收、可重复多次使用、操作连续可控、工艺简

便等系列优点。目前酶的固定化方法主要有吸附法、

离子交换法、交联法、包埋法、共价连接物法, 其中

固定化载体的研究是固定化技术的关键 , 葡萄糖异

构酶、葡萄糖氧化酶和青霉素酰化酶等的固定化已经

获得成功并被广泛应用于食品、制药、化学分析、环

境保护等各领域(韩志萍等, 2012) 旻。如王 (2009)采用

聚丙烯酰胺凝胶包埋法对含天冬氨酸酶的大肠杆菌

进行固定化, 固定化的大肠杆菌经活化后, 天冬氨酸

酶活力提高了 9—10倍。何国庆等(2006)将植物酯酶

固定在聚苯乙烯微孔板上制成酶片 , 利用酶抑制显

色法检测有机磷农药和氨基甲酸酯类农药在蔬菜中

的残留 , 其检验灵敏度非常高 , 检测限为 0.001— 

0.100 mg/kg。 

风味酶是一种水解能力较强的外切酶。目前风味

酶主要应用在食品加工过程中使风味恢复或改良(刘

俊花等 , 2005)。如朱一松等(2002)用生物方法获得

α-L-呋喃型阿拉伯糖苷酶、α-L-鼠李糖苷酶和 β-D-芹

菜糖苷酶 , 这类酶制剂将葡萄中不呈芳香气味的单

萜烯基-β-D-葡萄糖苷水解 , 使糖苷键裂解 , 释放出

糖苷配基, 并产生游离态的风味物质, 从而达到增强

和改善葡萄汁(葡萄酒)风味的目的。镡雪莹等(2010)

利用木瓜蛋白酶在加酶量为 0.1%、料液比为 3 : 1、
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温度为 65C、pH 7.0的条件下酶解 1 h, 再用风味酶

在加酶量为 0.4%、温度为 55C、pH 6.0的条件下酶

解 5 h, 得到的牛肉水解物经美拉德反应生成的反应

物肉香味更加浓郁, 游离氨基酸含量较高。李丹丹等

(2011)研究发现大豆蛋白水解产物中, 常含有少量产

生苦味的游离氨基酸及其衍生物和小分子肽类物质, 

使产品带有不同程度的苦味 , 直接影响了其食品的

风味。利用风味酶对大豆蛋白水解液进行脱苦处理, 

溶液基本无苦味, 无肽损失, 明显优于活性炭脱苦效

果且后者脱苦后肽损失 16.3%。作为外切酶, 风味酶

还可以用于制备多种活性肽。张英君(2005)研究利用

风味酶水解鸭蛋蛋清制备小分子短肽取得一定的成

效, 在 45°C、pH 7.0条件下酶解所得酶解液热稳定性

高, 水解度大。罗红宇等(2013)利用风味酶作为外切

酶制备高 F值寡肽。风味酶经固定化后在发挥其作用

的同时, 还可以重复利用, 实现工厂可连续生产的目

的, 有着较好的应用前景。 

本试验采用海藻酸钠结合 CaCl2溶液制成胶凝珠

作为载体固定化风味酶。海藻酸钠是一种水溶性的褐

藻胶多糖, 由 1,4-聚-β- D-甘露糖醛酸(M)和 α- L-古

罗糖醛酸(G)组成的一种线型聚合物, G 的含量决定

了褐藻胶的粘度。它能与除镁汞以外的二价金属离子

发生快速的离子交换反应, 生成褐藻酸盐凝胶, 其中

以与氯化钙形成的凝胶薄膜性能最好 (王秀娟等 , 

2008)。此外, 海藻酸钠具有良好的生物相容性、使用

安全性以及易降解等优良的性质 , 海藻酸钠制备的

小球具有较高的传质性能和生物活性 , 是目前研究

应用最广泛的包埋剂之一(武玉学等, 2012; Malik et 

al, 2012)。本文采用响应面分析法优化了固定化风味

酶的工艺参数, 并对其使用的稳定性进行研究, 以期

对固定化风味酶的实际应用提供一定的参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料及试剂 

风味酶, 10563U/g, 广西南宁庞博生物工程有限

公司; 海藻酸钠, 国药集团化学试剂有限公司; 酪蛋

白, 北京奥博星生物技术有限责任公司; CaCl2, 国药

集团化学试剂有限公司; 三氯醋酸, 国药集团化学试

剂有限公司; 福林酚, 上海荔达生物科技有限公司; 

蒸馏水为双蒸水; 其它试剂均为分析纯或生化试剂。 

1.2  仪器与设备 

SHA-C型(数显)水浴恒温振荡器, 常州国华电器

有限公司; TGL-16C高速离心机, 上海安亭科学仪器

厂; 奥豪斯 CP214-JY19 精密电子天平, 奥豪斯仪器

(上海)有限公司; 721G可见分光光度计, 上海仪电分

析仪器有限公司; pHB-4型便携式 pH计, 上海仪电分

析仪器有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  风味酶液的配制    取 2.00g 风味酶粉, 用

0.02mol/L、pH 7.0 的磷酸盐缓冲溶液稀释至 50mL, 

取 10mL稀释液, 再用磷酸盐缓冲溶液稀释至 100mL, 

配成浓度为 4g/L的酶液, 置于 4C冰箱中备用。 

1.3.2  风味酶的固定化    取一定量的风味酶液加

入到一定量的海藻酸钠溶液中, 充分搅拌均匀。用注

射器吸入上述混合液, 注入 150mL 3.0%的CaCl2溶液

中得到颗粒均匀、形状规则的小球。将形成的凝胶珠

在 0—4°C的CaCl2溶液中固定一段时间, 使其进一步

硬化。然后抽滤得到硬化的凝胶珠 , 用双蒸水洗涤

3—5 次, 以洗去表面的 CaCl2溶液, 即得到球状固定

化风味酶。 

1.3.3  酶活力以及酶活力回收率的测定    参照标

准 SB/T10317-1999, 采用福林酚法测定游离风味酶

以及固定化风味酶活力(单位为 U/g), 固定化酶活力

回收率按下式计算:  

固定化酶活力回收率(%) = (固定化酶活力 /  

固定化前游离酶活力)×100 

1.3.4  风味酶固定化工艺的优化试验    在单因素

试验基础上 , 确定对影响固定化酶活较大的三个因

素即海藻酸钠浓度、加酶量和固定化时间进行优化。

采用 Box-behnken Design试验设计原理, 以海藻酸钠

浓度(A)、加酶量(酶液体积/海藻酸钠体积)(B)、固定

化时间(C)为自变量, 固定化酶活力回收率(Y)为响应

值进行工艺优化, 采用 Design Expert8.06软件进行响

应面中心组合实验设计和数据处理。因素水平设计见

表 1。 

表 1  实验因素水平编码表 
Tab.1  Coding of the experimental design in response surface 

methodology (RSM) 

因素 
水平

A海藻酸钠浓度(%) B加酶量(%) C固定化时间(h)

–1 2.0 1:1 2.5 

0 2.5 1:2 3.0 

1 3.0 1:3 3.5 

 

1.3.5  固定化风味酶的应用稳定性研究 

(1) 固定化酶和游离酶的热稳定性比较     取

一定量的固定化酶和游离酶, 参照标准 SB/T10317- 
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1999, 采用福林酚法, 在酶解时间 3h、pH 7 条件下, 

分别测定 30C、40C、50C、60C、70C、80C时

游离酶和固定化酶的活力。 

(2) pH 对固定化酶和游离酶活力的影响    取

一定量的固定化酶和游离酶, 参照标准 SB/T10317- 

1999, 采用福林酚法, 当水浴温度为 40C、水解 3h

时, 分别测定 pH 为 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5 时

固定化酶和游离酶的活力。 

(3) 固定化酶的固着稳定性试验    用 50mL蒸

馏水将 10g鱿鱼碎肉处理成匀浆, 加入固定化胃蛋白

酶的量为 26.83U/g(鱿鱼碎肉), 在 pH 3、35C条件下

恒温振荡水解 4h, 离心取上清液, 加入固定化风味酶

的量为 1692U/g(鱿鱼碎肉), 在 pH 7、50C恒温振荡

水解 3h。在相同的条件下连续水解 5 次。以初次使

用前测定的酶活力为 100%, 每次水解结束后测定相

对酶活力。 

(4) 固定化酶储存稳定性试验     将固定化酶

在 4C冰箱中分别保存 7、14、21、28、35天后, 测

定酶活力的残留比值。 

2  结果与分析 

2.1  影响风味酶固定化效果的单因素研究 

2.1.1  海藻酸钠浓度对酶活力回收率的影响    固定

化条件设定为常温、加酶量 1:2固定化, 时间 3h, 分别

考察海藻酸钠浓度为 1.0%、1.5%、2.0%、2.5%、3.0%、

3.5%时对固定化风味酶活力回收率的影响, 结果见图 1。 

 

图 1  海藻酸钠浓度对固定化风味酶活力回收率的影响 
Fig.1  Effect of sodium alginate concentration on 

immobilization of flavor enzyme activity 
 
由图 1 可以看出, 固定化酶活力回收率随海藻

酸钠浓度的增加呈现先上升后下降的趋势。当海藻

酸钠浓度为 2.5%时, 固定化酶活力回收率达到最大

值 77.8%。海藻酸钠有着强烈的吸附作用, 可与钙、

铜等二价阳离子结合形成具有一定强度和持水力的

胶凝剂 , 将风味酶包埋在其凝胶网格 (杨本宏等 , 

2005)。已有研究表明, 海藻酸钠凝胶密度随其浓度

的增大而增加(鲁玉侠等, 2008)。当海藻酸钠浓度较

低时, 凝胶密度小, 孔径大, 酶难以固着稳定, 故固

定化酶的酶活回收率低。而海藻酸钠浓度过大 , 造

成凝胶密度大 , 孔径过小 , 酶难以与底物结合 , 同

时也不利于酶底物和产物的扩散 , 导致酶活力回收

率下降。当海藻酸钠浓度为 2.5%时, 形成的凝胶孔

径与风味酶的尺寸最匹配 , 固着的稳定性好 , 酶活

回收率最高。 

2.1.2  加酶量对酶活力回收率的影响    固定化条

件设定为海藻酸钠浓度 2.5%, 固定化时间为 3h, 分

别考察加酶量为 1:1、1:2、1:3、1:4、1:5、1:6 时对

固定化风味酶活力回收率的影响, 结果见图 2。 

 

图 2  加酶量对固定化风味酶活力回收率的影响 
Fig.2  Effect of different enzyme amounts on immobilization of 

flavor enzyme activity 
 
由图 2可知, 当酶量与海藻酸钠溶液的体积比为

1 : 2时, 固定化酶活力达到最大值。因为当两者体积

比大于 1 : 2时, 海藻酸钠浓度低, 海藻酸钠包埋的酶

的浓度过高 , 致使酶蛋白分子不能在胶凝网格内完

全伸展(杨本宏等, 2005), 以致部分酶分子的活性位

点无法暴露, 难以与底物接触反应, 表现出酶活力回

收率低; 而当酶液量与海藻酸钠体积比小于 1 : 2时, 

过高浓度的海藻酸钠形成的凝胶密度大 , 影响底物

扩散速率, 限制酶和底物的反应。 

2.1.3  固定化时间对固定化酶活力回收率的影响    

固定化条件设定为常温、海藻酸钠浓度 2.5%, 加酶

量 1:2, 分别考察固定化时间为 1h、2h、3h、4h、

5h、6h 时对固定化风味酶活力回收率的影响 , 结果

见图 3。  
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图 3  固定化时间对固定化风味酶活力回收率的影响 
Fig.3  Effect of time on immobilization of flavor enzyme 

activity 
 

新制备的固定化酶凝胶颗粒在母液中静置的过

程称为固化(鲁玉侠等, 2008)。固化时间对固定化酶

活力回收率的影响如图 3所示。风味酶活力回收率随

固化时间的延长而逐渐升高, 当固化 3h 时, 酶活力

回收率达到最大值, 之后趋于稳定再缓慢下降, 表明

酶的固定化时间有一个最佳值 , 固化时间过长或过

短均使固定化酶活力下降。这是因为时间过短, 酶未

能及时地扩散到海藻酸钠凝胶网格内部(张佳宁等 , 

2012), 完全的包埋于载体。随着时间的延长, 将达到

一个最佳的固定效果。风味酶作为蛋白分子, 对金属

离子不稳定, 而海藻酸钠需要结合 Ca2+才能形成优

良的包埋载体。因此固定的同时, Ca2+对风味酶的活

性影响作用持续加强 , 以致后期造成固定化酶活力

回收利率缓慢降低。 

2.2  风味酶固定化工艺的响应面优化实验 

通过单因素试验确定影响酶活力回收率的三个

显著因素的较优水平范围。根据 Box-Behnken的中心

组合实验设计原理, 以海藻酸钠浓度, 加酶量、固定

化时间为自变量 , 固定化风味酶活力回收率为响应

值(Y), 按照表 1 设计三因素三水平响应面中心组合

实验, 试验结果和方差分析分别见表 2、表 3。 

采用 Design Expert 软件对表 2 中的试验数据进

行多元回归拟合, 得到固定化酶活力回收率(Y)对海

藻酸钠浓度(A)、加酶量(B)、固定化时间(C)的回归方

程为:  

Y = 81.41 – 0.25A – 2.32B－1.70C + 0.85AB +  

1.49AC + 1.44BC – 2.87A2 – 5.75B2 – 5.15C2 
对模型进行方差分析结果显示 , 本试验所选用

的二次多项模型极显著 (P<0.01), 相关系数 R2 = 

0.9788, 模型调整系数 R2Adj = 0.9516, 说明该方程

满足了 95.16%的响应值变化, 拟合程度较好。方程失

拟相不显著(P>0.05), 说明试验所得到的二次方程能

够很好地对试验结果进行预测。模型的一次项 B、C

和二次项 A2差异都极显著, 二次项 B2、C2和交互相

AC、BC差异显著。根据表 3可推知三因素对固定化

酶活力回收率的影响次序为加酶量(B)>固定化时间

(C)>海藻酸钠浓度(A)。 

表 2  响应面设计方案及结果 
Tab.2  Experimental design and the result of RSM 

试验号 A: 海藻酸钠浓度(%) B: 酶液量/海藻酸钠量 C: 固定化时间(h) 固定化酶活力回收率(%) 

1 0 0 0 82.60 

2 0 0 0 80.51 

3 －1 0 –1 77.23 

4 1 –1 0 74.21 

5 1 1 0 71.15 

6 0 0 0 81.18 

7 0 0 0 83.06 

8 0 1 –1 68.25 

9 0 –1 1 69.87 

10 0 –1 –1 75.64 

11 –1 –1 0 76.12 

12 –1 0 1 70.34 

13 0 0 0 79.68 

14 1 0 –1 73.45 

15 0 1 1 68.24 

16 1 0 1 72.52 

17 –1 1 0 69.67 
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表 3  方差分析结果 
Tab.3  The results of variance analysis 

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性 

模型 402.70 9 44.74 35.94 <0.0001 ** 

A 0.52 1 0.52 0.41 0.5406  

B 42.92 1 42.92 34.47 0.0006 ** 

C 23.12 1 23.12 18.57 0.0035 ** 

AB 2.87 1 2.87 2.31 0.1725  

AC 8.88 1 8.88 7.13 0.0320 * 

BC 8.29 1 8.29 6.66 0.0364 * 

A2 34.60 1 34.60 27.79 0.0012 ** 

B2 139.30 1 139.30 111.88 <0.0001 * 

C2 111.86 1 111.86 89.84 <0.0001 * 

残差 8.72 7 1.25    

失拟相 0.72 3 0.24 0.12 0.9434  

净误差 7.99 4 2.00    

总回归 411.42 16     

**P<0.01表示极显著; *P<0.05表示显著 

 
对回归模型进行逐步回归 , 再求一阶偏导 , 并

令其为 0, 得到最优响应面结果为海藻酸钠浓度

2.43%, 酶液量 /海藻酸钠量体积比 1 : 1.76, 固定化

时间 2.89h, 此条件下固定化酶的活力回收率可达

81.88%。考虑到实际操作时参数精度的控制水平 , 

确定风味酶的最佳固定化工艺条件为 : 海藻酸钠浓

度 2.50%, 酶液体积 /海藻酸钠体积 1 : 2, 固定化时

间 3.0h。在此条件下进行验证试验 , 得到酶活力回

收率的平均值为 80.05%±1.33%。说明所得模型准

确度高。  

2.3  各因素及其交互作用对固定化酶的活力回收率

的影响 

基于回归模型方差分析 , 利用软件绘制各因素

对酶活力回收率影响的响应面及等高线图 , 结果见

图 4、图 5、图 6。 

如图所示 , 加酶量和固定化时间对酶活回收率

影响极为显著 , 随两者的增加均呈现先升后降的趋

势, 当加酶量大于 1 : 2、固定化时间小于 3h时, 两因

素的改变对酶活回收率影响较大(曲面弧度较大), 而

海藻酸钠浓度对酶活回收率的影响不显著 ; 海藻酸

钠浓度与加酶量的交互作用对酶活回收率的影响不

显著(图 4, 等高线为圆形), 而固定化时间与海藻酸

钠浓度、加酶量之间的交互作用对酶活回收率的影响

均显著(图 5, 图 6)。与方差分析及单因素试验的结果

一致。说明三因素对酶活回收率的影响并不是简单的

线性关系。 

 

图 4  海藻酸钠浓度和加酶量的交互作用对酶活力回收率

影响的响应面及等高线 
Fig.4  The response surface and contour plot of interaction of 
concentration of sodium alginate and different enzyme amounts 

on immobilized flavor enzyme activity 

 

图 5  海藻酸钠浓度和固定化时间的交互作用对酶活力回

收率影响的响应面及等高线图 
Fig.5  The response surface and contour plot of interaction of 

concentration of sodium alginate and time on immobilized flavor 
enzyme activity 
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图 6  固定化时间和加酶量的交互作用对酶活力回收率影

响的响应面及等高线图 
Fig.6  The response surface and contour plot of interaction of 

concentration of time and different enzyme amounts on 
immobilized flavor enzyme activity 

 
2.4  固定化风味酶的应用稳定性 

按 1.3.5的方法, 考察了酶解温度、pH值、储藏

时间对固定化风味酶酶活力的影响 , 并与游离酶进

行比较, 对风味酶的固着稳定性也进行了研究, 结果

如图 7—图 10。 

由图 7可知, 游离酶最适使用温度为 40C, 固定

化酶最适使用温度为 60C, 在 50—65C范围内使用, 

酶活都在 90%以上, 因为许多酶解反应在加热的条件

下反应速率及水解度都有所改善(Larissa et al, 2008), 

因此酶经固定化后更能适应热酶解反应。这可能与载

体的包埋作用有关(Santos et al, 2007), 其增加酶分子

构型的牢固程度, 因此酶的热稳定性得到提高。 

 

图 7  不同温度下固定化酶和游离酶的相对酶活力  
Fig.7  Relative activity of free and immobilized enzyme under 

different temperatures 
 
由图 8 可知, 固定化酶在 pH 值 7.0—8.5 之间都

能保持 85%以上的相对酶活力, 其中最适 pH 值为

8.0。而游离风味酶的最适 pH 值为 7.0 左右, 酶活大

于 85%对应的 pH 值为 6.5—7.5。表明风味酶经固定

化后, 其最适使用 pH 朝碱性偏移, 使用的酸碱范围

有所增加 , 这可能与酶被包埋后对酸碱作用的敏感

性下降有关。 

 

图 8  不同 pH时固定化酶和游离酶的相对酶活力 
Fig.8  Relative activity of free and immobilized enzyme under 

different pH values 
 
由图 9 可知, 将固定化风味酶连续使用 5 次后, 

相对酶活力依旧可以保持在 50%以上, 说明固定化

风味酶操作稳定性良好。酶活下降的主要原因一是酶

解过程中的震荡操作致使一部分酶分子脱落 , 经洗

涤后流失 , 二是一部分酶分子在外力作用下结构被

破坏。此外, 水解过程也会使海藻酸钠凝胶分子结构

发生一定的变化 , 对维持酶蛋白稳定结构的作用力

包括疏水力, 氢键、离子相互作用力以及范德华力等

产生一定影响(张佳宁等, 2012), 使得部分酶蛋白活

性中心的特定结构发生一定的变化 , 从而造成酶活

力下降。 

 

图 9  固定化酶的操作稳定性 
Fig.9  Operational stability of the immobilized enzyme 
 
由图 10 可知, 在冷藏条件下, 固定化风味酶储

存 3 周以内, 相对酶活力都能保持在 80%以上, 储存

至 5 周, 相对酶活力为 70%左右, 表明该酶具有良好

的储藏稳定性, 为批量扩大化生产奠定了基础。 
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图 10  固定化酶相对酶活力随时间的变化 
Fig.10  Relative enzyme activity of immobilized enzyme 

changes over time 

3  结论 

本文利用海藻酸钠做载体, 结合 CaCl2形成凝胶

珠进行固定化风味酶的制备 , 利用响应面优化试验

及考虑实际操作的精度控制水平 , 确定了最佳的固

定化工艺条件为海藻酸钠浓度 2.50%, 酶液/海藻酸

钠(体积比, 酶液浓度为 4g/L) 1 : 2, 固定化时间 3.00h, 

酶活回收率达到 80.05%±1.33%。制备的固定化风味

酶最适使用温度为 60C, 比游离酶提高 20C, 热敏

性降低, 热稳定性提高; 最适 pH 8.0, 比游离酶向碱

偏移了 1.0, 酸碱适用范围增大; 并可多次重复使用, 

储藏 3周活力可保持 80%以上。本法中风味酶的固定

化工艺简单, 操作方便, 得到固定化酶稳定性高, 易

储藏。 

目前国内外利用风味酶改良食品风味 , 大多数

采用直接添加风味酶与前体物质反应的方法 , 固定

化风味酶还未真正推广应用。一方面, 由于固定化酶

首次投入成本较高 , 固定化过程中酶会存在一定损

漏; 另一方面, 酶的固定化方法也各有优缺点: 如壳

聚糖(梁足培等, 2004; 张茜等, 2012)作为天然高分子

材料 , 易于加工成多孔微球 , 常用于固定胰蛋白酶 , 

但其需要戊二醛作为双官能团交联剂 , 制作工艺繁

琐, 且交联条件较激烈, 常出现扩散限制, 使用有一

定难度, 费用高(王云等, 2005)。共价结合法费用相对

较低, 但是试剂对生物组织多有一定的毒性, 共价偶

联反应激烈, 易引起酶失效。物理吸附法(李小冬等, 

2011; 游金坤等, 2012)操作简单, 费用低, 但是固定

效果不佳, 酶容易流失。本试验所采用海藻酸钠包埋

法固定风味酶, 操作工艺简单, 制备成本低, 并可根

据生产需要做成任意大小, 使用方便。反应过程中虽

存在一定的扩散阻力, 但是总体影响不大, 在适宜条

件下, 酶活力依旧可以保持 80%以上。说明采用海藻

酸钠固定化风味酶的方法可行性高 , 但仍需要对工

艺放大后的稳定性进行深入研究。 
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OPTIMIZATION AND STABILITY OF IMMOBILIZED FLAVOR ENZYME 

TONG Xiao-Qian,  HUANG Cheng,  MAO Gui-Zhu,  LIU Wei,  SONG Ru,  LUO Hong-Yu 
(Key Laboratory of Health Risk Factors for Seafood of Zhejiang Province Department of Food Science and Technology, Zhejiang Ocean 

University, Zhoushan 316022, China) 

Abstract    The flavor enzyme was immobilized by sodium alginate and interacted with Ca2+. Based on the results of 

single-factor tests, a response surface method was designed to optimize the preparation of immobilized flavor enzyme in 

three factors, i.e., the concentration of sodium alginate, amount of enzyme addition in ratio of enzyme solution volume / 

sodium alginate volume), and the duration of immobilization on carrier. The results show that the optimal immobilization 

conditions were 2.43%, 1/1.76, and 2.89 h, respectively, at which the recovery of immobilized flavor enzyme reached 

81.88%. Considering the convenience and accuracy in practice, the three factors could be rounded to 2.50%, 1 : 2, and 

3.00h, at which the recovery could reach 80.05%±1.33%. In addition, the recovered product under the optimal conditions 

can be best used in 60C, which reduces the thermal sensitivity and increases the stability, and at pH 3.0, shifting 1.0 

toward alkali and the pH range of application is expended. The product could be reusable for many times; and the activity 

remained high to 80% after storage at 4C for three weeks. Therefore, the immobilized flavor enzyme produced features 

easy production and storage, and good stability to heat in a wide pH range. 

Key words    sodium alginate;  flavor enzyme;  immobilized enzyme;  stability 

 


