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摘 要 以固定化单宁酶的酶活和活力回收为指标，筛选出壳聚糖海绵载体固定化单宁酶。与游离酶相比，固

定化酶的最适反应pH向酸性偏移0．5，最适反应温度提高5℃，对金属离子和EDTA的稳定性均增强。固定化

酶的半衰期也明显延长，4℃时半衰期由35．39 h延长至324．25 h，25℃时半衰期仍高达189．56 h。分别以没食

子酸甲酯洛液和绿茶汤为底物，经连续6批次酶促反应，固定化单宁酶的酶活保持稳定。经固定化单宁酶处理

后，绿茶汤澄清度、贮存稳定性明显提高。
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近年，以绿茶为原料的纯茶饮料发展迅速，已成

为茶饮料市场主流产品。由于绿茶浸提液中茶多酚、

蛋白质含量较高，绿茶饮料易出现浑浊沉淀，采用饮

料工业常规方法难以解决且能耗高，成为了技术瓶

颈[1]。单宁酶能断裂儿茶酚与没食子酸间的酯键，使

苦涩味的酯型儿茶素水解，释放出的没食子酸又能与

茶黄素、茶红素竞争咖啡碱，形成分子量较小的水溶

性短链物质，可减低茶汤的浑浊度[2]。但是单宁酶价

格昂贵、使用寿命较短，若将其固定在特定载体上，则

可保持酶活、重复使用。目前国内外对单宁酶固定化

的相关研究尚不多，已有的研究[3叫]主要集中在固定

化条件上，而与其应用相关的理化性质研究较少。

壳聚糖来源丰富、价格低廉，具有良好的吸附性

能和生物相容性，安全无毒[6]，而且壳聚糖易于成型，

可加工成微球、膜、纤维、海绵等不同形态的载

体[7’8]，能满足生化反应器的结构要求。本课题以壳

聚糖为原料，在对单宁酶固定化条件研究的基础上，

首先比较了不同形态载体对固定化效果的影响，再进

一步研究了固定化酶的理化性质和重复使用性。

1 材料与方法

1．1试验材料与仪器

单宁酶，Kikkoman Corporation，进口分装；绿

茶，宜兴毛尖，市售；壳聚糖，脱乙酰度≥90％，中国医

药集团上海化学试剂公司；没食子酸甲酯、罗丹宁为

化学纯；其他药品试剂均为分析纯。

试验仪器：AXl20电子天平(Shimadzu Corpora-
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tion)；UV9100紫外可见光分光光度计(北京瑞利分

析仪器公司)；FD-1冷冻干燥机(北京博医康实验仪

器有限公司)；HK-2A超级恒温水浴锅(南京物化智

能设备有限责任公司)。

1．2试验方法

1．2．1 壳聚糖栽体的制备

壳聚糖粉末载体的制备参照文献[9]的方法。壳

聚糖微球载体的制备参照文献[10]的方法。壳聚糖

海绵载体的制备参考文献[11]的制备方法。

1．2．2单宁酶的固定化

按6mg／g载体的给酶量，在pH值5．0条件下，

4℃振摇8 h，然后用柠檬酸缓冲液清洗、吸干得固定

化酶。

1．2．3 酶活力测定方法

游离酶活力测定：参考文献[12]的方法测定。

固定化酶活力测定：取0．020 g固定化酶按游离

酶方法测定。

相对酶活：在同组试验中将活性最高的试验点的

值或初始值记为100％，其余试验点的值与该点的值

相比，以百分数表示。

1．2．4 热失活半衰期的测定[131

t1／z—o．693t／[2．303×lg(Eo／E)]

式中：t，／。为半衰期(h)；Eo为酶初始活力，计为

100％；E为t时的相对酶活。

1．2．5 蛋白质含量测定L1们

1．2．6绿茶汤的制备

茶样适度碾磨，用去离子水浸提。V(茶)。V

(水)=1：40，浸提温度80℃，浸提时间Io min，然后

抽滤除去叶梗等粗大不溶物[15]。

  



1．2．7 荼汤澄清度的测定

参照文献[16]，在640 rim下测定吸光值。

2 结果与分析

2．1 不同壳聚糖载体对单宁酶固定化效果的影响

用3种不同形态的壳聚糖载体固定化单宁酶，分

别收集滤液和固定化酶，进行测定，见表l。

裹1 不同载体对固定化单宁酶性质的影响

注：表中数值代表4次重度试验均值士标准差，活力回收率／％一需哭篙黼×100
结果表明，海绵载体吸附蛋白质的性能最强，固 糖固定化脲酶[173的实验现象相同，其可能原因是：壳

定化酶的活力回收高于粉末和微球载体。这可能与 聚糖属于阳离子型载体，根据分配效应使得载体内的

其孔隙大，利于底物与载体接触有关。故以下试验均 H+的局部浓度较低，导致最适pH向酸性方向移动。

选用海绵载体固定化单宁酶。 这将有利于该固定化酶在饮料工业中的应用。

2．2 固定化酶的最适反应温度和最适反应pH 2．3 金属离子对酶活力的影响

将固定化酶置于不同的温度(20～45℃)下测定 用0．05 mol／L pH5．0的柠檬酸缓冲液配制

酶活力，最适反应温度在30℃左右。将固定化酶置 CaCI：溶液、CuS04溶液、FeCl。溶液、ZnSO。溶液和

于不同的pH(pH3．5～6．5)环境中测定酶活力，最适 EDTA溶液。在酶反应体系中模拟绿茶汤中溶出金

反应pH在4．5左右。 属离子的浓度，以不含金属离子与螯合剂EDTA的

图2 pH对固定化酶(◆)和游离酶(●)活力的影响

单宁酶经壳聚糖固定化后，蛋白质结构变得稳

固，最适反应温度提高，且在40"C下可保持较高活

力，利于在较高温度下的酶促反应。固定化酶的最适

反应pH向酸性方向偏移，这与Krajewska B用壳聚

至堂生塞丝查蔓!Q塑f璺蔓至塑塑2|167

  



裹2金属离子对游离酶与固定化酶活力的影响

结果表明，固定化单宁酶对环境中的金属离子及

EDTA的稳定性较高，这与固定化过程可能引起酶

分子的构象改变有关，并且载体对酶分子具有保护作

用，使得金属离子及EDTA难以靠近酶的活性中

心[1引。另外，载体壳聚糖本身就能与金属离子螯

合[191，使得微环境中有效金属离子浓度进一步减少。

2．4 固定化单宁酶的热失活半衰期

将固定化酶与游离酶分别在4"C和25℃下放置

24 h后，测定酶活力，计算固定化酶与游离酶的热失

活半衰期，见表3。结果表明，单宁酶经固定化后，热

失活半衰期明显延长，应用价值增大。

表3 固定化酶与游离酶的热失活半衰期

2．5不同底物对固定化单宁酶重复使用性的影响

以0．1 mol／L没食子酸甲酯溶液(用pH5．0

0．05 mol／L柠檬酸配制)为底物，30℃下连续反应6

批次。以绿茶汤为底物，用0．1 mol／L柠檬酸将绿茶

汤pH调节至5．0，然后加入1％的固定化酶，30℃下

连续反应6批次。以上每次反应时间均为1 h，然后

将固定化酶滤出，并用去离子水清洗、吸干、测定酶

活，见图3。
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图3没食子酸甲酯溶液(口)和绿茶汤(■)为

底物对固定化酶重复使用性的影响

结果表明，该固定化单宁酶具有良好的重复使
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用性。以没食子酸甲酯为底物，反应6批次后酶活仍

保留87．2％。以绿茶汤为底物时，与初始酶活比较，

反应后的酶活大幅增高，连续反应6批次后酶活仍为

初始酶活的17．23倍。此现象尚未见报道，其原因有

待进一步的实验探索。

2．6 固定化酶对绿茶汤澄清度与稳定性的影响

用固定化单宁酶澄清绿茶汤，澄清时间为1 h，

加酶量为1％(w／v)、处理温度为30℃。以未处理

的茶汤为对照，比较640 rim下吸光值。

表4固定化酶处理对绿茶汤澄清度的影晌

项目 A⋯

处理组

对照组

0．190士o．002 1

0．152士0．00l 2。。

注：5次重复试验均值士标准差，★★表不差异显看(P<0．01)。

将固定化酶处理过的茶汤分别装入5支试管，

121℃、10 rain灭菌，然后于4℃冷藏。在1、3、5、lOd

各打开1份测吸光值。对照茶汤同样分装5支试管，

灭菌后4℃冷藏，在1、3、5、10d各打开1份测吸光

值，结果如图4。在贮存期间，茶汤的吸光值均有增

加，但对照组吸光值较同时间的处理组吸光值明显降

低，lo天后，处理组茶汤的吸光值较对照组低11％。

tJ l 3 5 10

时间／d

图4酶对茶汤贮存稳定性的影响

3 结 论

(1)壳聚糖海绵载体吸附性能强，固定化酶活力

达0．205 U／g载体，固定化酶活力回收率达53．9 0／／，

优于粉末和微球载体。

(2)经过固定化后，酶反应最适pH向酸性偏移

0．5个单位，最适温度提高5‘C，体现出固定化酶良好
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的工业应用性。 7 Liang Zupei，Feng Yaqing，Meng Shuxian，et a1．Prepara一

(3)固定化酶对金属离子和EDTA的敏感度下 nO．n

of 91u：8。81。!yd。cr。oss-linked。譬‘。88n?e8d8．??de：
降。模拟茶汤中金属离子的溶出浓度，Cu2+、Fe2+、

onto the beads[J]．Tr。n：ac：ions of Tianjin univ。，。ity，
Zn2+有激活作用，随浓度增大，Ca2+对固定化酶由激 2005，11(2)：79～84

活转向抑制。EDTA无明显作用。8 Mao Xuepu，Guo Gangjun，Huang Jinfeng，et al·A novel

(4)4"cT，固定化使酶的半衰期由35．39 h延长：兰。‘：=：慧意釜；莩嚣：：：!：：：?：高掣翟on篁
至324．25 h。25℃下半衰期仍达189．56 h，稳定性 ogy and Blotechnology,2006。81：189～195

明显增强。 9 Karim M R·Hashinaga F．Preparation and properties of

(5)以没食子酸甲酯为底物，连续6次酶反应后芝=竺善曼：：=芝o：}Z篡掣)淼三三尝：蚰甜盯鸽。u上
仍保持87．2％的酶活。以绿茶汤为底物，连续6次 10 Li Jin．Du Yumin，Sun Liping。et a1．Chitosaneous hy一

酶反应后酶活仍达初始酶活的17．23倍，具有良好的drogel beads for immobilizing neutral protease for appli一

应用价值o c。antmion ii裟三=端：l芜=篇瑞j篙；=嚣
(6)30。C、pH5．0条件下，固定化单宁酶澄清茶 ence，2006，101：3 744～3 745

汤的效果明显。将酶法澄清的绿茶汤灭菌后于4"C 11刘晨光，陈微，孟祥红，等．三种形态的壳聚糖固定化脲

存放，o d，其澄清度明显好于同时期的对照茶汤。 12要竺意!絮i。妻黧蓄慧≤芝?冀警；：意：孟=。。啦
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Immobilization of Tannase on Chitosan and Its Application

in Clarification of Green Tea

Liu Guanhuil，TuJiel，Ma Haile2，Bao Kun2

1(College of Biology and Environment Engineering，Jiangsu University of Science and Technology，Zhenjiang 212018，China)

2(College of Food and Biology Engineering，Jiangsu University，Zhenjiang 212013，China)

ABSTRACT The chitosan sponge was chosen to immobilize tannase by detecting total and recovered activi—

ty．The optimal pH dropped 0．5 units and the optimal reaction temperature increased 5℃after immobiliza—

tion．The enzyme showed higher stability as compared to the native enzyme against metal ions and EDTA．

The half--life of enzyme was prolonged from 35．39 h to 324．25 h when stored at 4℃and it reached 189．56 h

when stored at 25℃．The activity of immobilized enzyme was durable after six consecutive reactions with

methyl gallate solution or green tea extracts as a substrate．The clarity and stability of tea extract were obvi—

ously improved after enzymatic treatment．

Key words ta．nnase，chitosan，immobilization，green tea extracts，clarification
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