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引　言

在啤酒酿造过程中，α乙酰乳酸非酶氧化脱羧

形成双乙酰，双乙酰含量超过０．１５ｍｇ·ｋｇ
－１时，

啤酒产生类似馊饭味，所以双乙酰含量高低已成为

啤酒质量标准的重要标志之一。除去或降低啤酒中

双乙酰时，传统啤酒酿造采用低温储存方法，让酵

母本身的双乙酰还原酶还原双乙酰为乙偶姻，最终

还原为２，３丁二醇，而乙偶姻和２，３丁二醇几乎

不影响啤酒风味，此过程叫啤酒熟化过程，时间一

般３～６周左右，有时甚至长达３个月。

　　犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：２００６－１２－０５．

犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：ＱＩＡＮＳｉｒｉｇｕｌｅｎｇ，ａｓｓｏｃｉａｔｅｐｒｏｆｅｓｓｏｒ．

犈－犿犪犻犾：ｓｒｇｌ２０００＠１６３．ｃｏｍ

犉狅狌狀犱犪狋犻狅狀 犻狋犲犿：ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＤａｌｉａｎＣｉｔｙ（２００４Ｂ３ＳＦ１７５）．

　

α乙酰乳酸脱羧酶 （αａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅｄｅｃａｒｂｏｘｙ

ｌａｓｅ，ＥＣ．４．１．１．５，简称ＡＬＤＣ）能将α乙酰乳酸

直接脱羧转化成乙偶姻，不经双乙酰这个中间产

物，从而能使发酵周期缩短到１０ｄ左右。啤酒发

酵中使用ＡＬＤＣ，不仅大大缩短啤酒生产周期，而



且提高设备的利用率４０％。目前国外啤酒生产普

遍采用熟化期添加 ＡＬＤＣ的方法。我国使用的

ＡＬＤＣ依赖国外进口，因其价格昂贵，所以啤酒生

产一般采用传统的低温储存方法［１３］。

以磁性微球为载体，采用共价结合法，使酶固

定到载体表面，制备出具有磁响应性的固定化酶。

它既可稳定地分散于水相或有机相中，又可借助外

部磁场快速回收，可达到重复利用酶和降低酶成本

的目的［４７］。通过固定化，可增加ＡＬＤＣ各方面的

稳定性，使酶更适合现在的啤酒生产工艺，具有广

阔的应用前景。

１　材料与方法

１１　材料

ＡＬＤＣ，活力为８２４０Ｕ·ｍｌ－１，丹麦诺维信

公司产品；聚乙烯醇 （ｐｏｌｙｖｉｎｙｌａｌｃｏｈｏｌ，ＰＶＡ），

犕Ｗ ５００００， Ａｌｄｒｉｃｈ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏ． （ＵＳＡ）；

Ｔｗｅｅｎ２０和１，１′羧基二咪唑 （１，１′ｃａｒｂｏｎｙｌｄｉｉｍ

ｉｄａｚｏｌｅ，ＣＤＩ），ＳｉｇｍａＣｏｍｐａｎｙ（ＵＳＡ）；戊二醛，

天津市天河化学试剂厂；磁流体 （Ｆｅ３Ｏ４），纳米

级，本实验室自制；其他试剂均为国产分析纯。

１２　磁性聚乙烯醇微球的制备

用蒸馏水充分溶解ＰＶＡ，在９０℃温度下，搅

拌，制成９％的 ＰＶＡ 水溶液。将０．５ｇ磁流体

（Ｆｅ３Ｏ４）倒入４０ｍｌＰＶＡ溶液中混匀，在圆底烧

瓶中与分散介质混合，然后在５０℃水浴中搅拌

（７００ｒ·ｍｉｎ－１）１０ｍｉｎ。依序加入０．７５ｍｌ２５％戊

二醛、０．６ｍｌ浓盐酸和０．６ｍｌ２％海藻酸钠，继续

搅拌１ｈ。最后用磁场分离沉淀，沉淀依次用５０％

酒精和蒸馏水反复洗涤，干燥，最终得到磁性聚乙

烯醇微球［８９］。分散介质由８０ｍｌ食用油、１０ｍｌ

Ｔｗｅｅｎ２０和２０ｍｌ正丁醇混合而成。

１３　磁性微球的激活

为了使酶更牢固地固定到微球表面上，先用

ＣＤＩ羧基化磁性微球表面的羟基。将５ｇ磁性微球

加入到１０ｍｌ２０％ＣＤＩ丙酮溶液中，在室温条件搅

拌 （７００ｒ·ｍｉｎ－１）２４ｈ，然后用磁场分离沉淀。

沉淀用丙酮反复洗涤，最后真空干燥得到激活的磁

性聚乙烯醇微球。

１４　磁性微球固定化犃犔犇犆

将１．５ｍｌ酶液加入到３０ｍｌ含有０．１ｇ磁性聚

乙烯醇微球的ｐＨ６．０的磷酸缓冲液 （０．２ｍｏｌ·

Ｌ－１），在４℃温度下搅拌 （７００ｒ·ｍｉｎ－１）２４ｈ

后，用１０ｍｌＮａＣｌ溶液 （０．５ｍｏｌ·Ｌ－１）洗脱未

被固定化的 ＡＬＤＣ，然后用磷酸缓冲液 （０．２

ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ６．０）反复洗涤固定化酶至上清液

无蛋白质洗出为止［１０１１］。

１５　酶活力测定

酶活测定按文献 ［１２１３］所述的方法进行。

酶活定义为：在反应条件下，每分钟从α乙酰乳酸

水解产生１μｍｏｌ乙偶姻的酶量 （Ｕ）。

１６　固定化犃犔犇犆在啤酒发酵液中的操作稳定性

取０．５ｍｌ固定化ＡＬＤＣ加入到１００ｍｌ的啤酒

发酵液中 （麦汁与酵母比例为１００∶０．５），在８℃

条件下培养６ｄ后，用磁场分离固定化酶。上清液

用双乙酰蒸馏仪蒸馏双乙酰，用紫外分光光度计测

定发酵液中的剩余双乙酰含量。分离的固定化酶用

于下一轮啤酒发酵，这样重复５次，每次按以上方

法测定发酵液中的剩余双乙酰含量。通过计算发酵

液中的双乙酰转化率，观察 ＡＬＤＣ的操作稳定性

变化情况。

１７　磁性固定化犃犔犇犆的储存稳定性

将一定量的自由酶和固定化 ＡＬＤＣ，在４℃，

ｐＨ６．０，０．２ｍｏｌ·Ｌ
－１磷酸缓冲液中保存３１ｄ。

在酶活测定条件下测定它们的活力，比较它们酶活

降低情况。

１８　磁性固定化犃犔犇犆的温度稳定性

将一定量的固定化酶和自由酶，分别于３０、

４０、５０、６０和７０℃的水浴中保育２ｈ，然后在

３０℃和ｐＨ６．０的条件下，测定它们的活力，比较

它们的温度稳定性。

１９　磁性固定化犃犔犇犆的狆犎稳定性

将一定量的固定化酶和自由酶，分别置于ｐＨ

为４．０、５．０、６．０、７．０ 和 ８．０ 的缓冲液 （０．２

ｍｏｌ·Ｌ－１）中，４℃下保育２ｈ，然后在３０℃和

ｐＨ６．０条件下，测定它们的活力，比较它们的ｐＨ

稳定性。

１１０　磁性固定化犃犔犇犆的理化特性

通过改变反应条件，观察自由酶和固定化酶的

活力变化情况，确定固定化酶的最适温度、最适

ｐＨ值等理化性质。

２　结　果

２１　磁性聚乙烯醇微球的特性

用扫描电子显微镜 （ＳＥＭ，ＪＳＭ６４６０ＬＶ，日

本电子公司产品）观察磁性微球的微观形貌，并
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测量微球粒径。磁性聚乙烯醇微球为黑色球状颗

粒，表面光滑，微球粒径范围８～６４μｍ，其中

２２～４７μｍ的微球占总微球的５２％，有较好的粒

径分布。

用红外光谱仪 （ＳｐｅｃｔｒｕｍＯｎｅＢ，美国铂金埃

尔默仪器有限公司产品）测定磁性微球红外吸收情

况，分析其组成特性和表面特性，结果见图１。

图１　磁性ＰＶＡ微球的红外光谱

Ｆｉｇ．１　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｍａｇｎｅｔｉｃＰＶＡｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ
　

磁性微球的红外光谱图与聚乙烯醇的比较相

似，而且有较明显的 ５８０ｃｍ－１的 Ｆｅ３Ｏ４、１６４０

ｃｍ－１的羟基和３４５０ｃｍ－１的羧基特征吸收峰。这些

说明，此方法制备的磁性微球主要由Ｆｅ３Ｏ４ 和聚

乙烯醇构成，且其表面富含羟基和羧基等官能团。

因此，该方法制备的磁性聚乙烯醇微球具有磁响应

性，可回收利用，而且利用它具有的羟基和羧基等

特点，可用于酶、细胞和核酸等活性物质的固定化

和修饰。

２２　磁性微球固定化犃犔犇犆的总活力、蛋白载

量、比活和活性回收率

　　利用ＣＤＩ使微球表面的羟基羧基化，然后微

球羧基与酶分子的氨基之间产生共价键，使酶共价

结合到微球表面，得到磁性固定化ＡＬＤＣ。同时测

定固定化酶的总活力、蛋白载量、比活和活性回收

率，结果见表１。

表１　固定化酶的总活力、蛋白载量、比活和活性回收率

犜犪犫犾犲１　犜狅狋犪犾犪犮狋犻狏犻狋狔，狆狉狅狋犲犻狀犫犻狀犱犻狀犵，狊狆犲犮犻犳犻犮犪犮狋犻狏犻狋狔

犪狀犱犪犮狋犻狏犻狋狔狉犲狋犲狀狋犻狅狀狅犳犻犿犿狅犫犻犾犻狕犲犱犲狀狕狔犿犲

Ｔｏｔａｌａｃｔｉｖｉｔｙ

／Ｕ·ｇ－１
Ｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇ

／ｍｇ·ｇ－１
Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

／Ｕ·ｍｇ－１
Ａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｔｅｎｔｉｏｎ

／％

６３２９３ ７２．６７ ８７０．９６ ４８．７１

２３　固定化犃犔犇犆在啤酒发酵液中的操作稳定性

在啤酒发酵液中添加一定量的固定化 ＡＬＤＣ，

在８℃条件下发酵６ｄ后测定上清液中的双乙酰含

量。用此酶重复催化发酵液５次后，发酵液中的双

乙酰转化率如图２所示。

图２　固定化酶在啤酒发酵中的操作稳定性

Ｆｉｇ．２　Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ

ｅｎｚｙｍｅｄｕｒｉｎｇｂｅｅｒｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
　

图２表明，固定化 ＡＬＤＣ连续作用啤酒发酵

液５次后，它的双乙酰转化率仍保持８３％以上。

用ＣＤＩ激活磁性微球表面，采用共价结合法固定

化的ＡＬＤＣ与微球表面的官能团有较强的亲和力，

酶分子随操作过程不易脱落，固定化 ＡＬＤＣ具有

较高的操作稳定性。由于啤酒发酵液较黏稠，而且

酶分离磁场力较弱，回收过程中固定化酶会损失一

部分，如果增加磁场力，延长回收时间，其活力保

持情况将更高。

２４　磁性固定化犃犔犇犆的储存稳定性

在ｐＨ６．０，０．２ｍｏｌ·Ｌ
－１磷酸缓冲液中，分

别测定４℃下保存３１ｄ后的固定化酶和自由酶的剩

余活力。结果表明，固定化酶的活力为最初活力的

９５．７％，而 自 由 酶 的 活 力 为 ８７．６％。这 说 明，

ＡＬＤＣ被固定化后，其储存稳定性提高。

２５　磁性固定化犃犔犇犆的温度稳定性

分别在３０、４０、５０、６０和７０℃的水浴中保育

２ｈ后，在３０℃和ｐＨ６．０条件下测定固定化酶和

自由酶的活力情况，见图３。

从图３中可看出，在３０～７０℃范围内，在水

介质中固定化 ＡＬＤＣ的热稳定性比自由酶高，尤

其在４０～６０℃范围内，固定化酶均保持７８％以上

的酶活，而自由酶在６０℃时其活力下降明显，活

力仅占固定化酶的５０％。

取一定量的固定化酶和自由酶，在ｐＨ６．０条

件下，分别于２０、３０、４０、５０和６０℃水浴中测定

它们的酶活力，结果见图４。
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图３　温度对固定化酶稳定性的影响

Ｆｉｇ．３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｉｅｓ

ｏｆｆｒｅｅａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅ

◆ｆｒｅｅｅｎｚｙｍｅ；▲ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅ

　

从图４中看出，固定化 ＡＬＤＣ的最适温度为

５０℃，比自由酶的最适温度提高１０℃，而且在

２０～８０℃范围内，均保持５５％以上的活力。固定

化ＡＬＤＣ的该特性有利于啤酒的低温发酵。

图４　自由酶和固定化酶的最适温度

Ｆｉｇ．４　Ｏｐｔｉｍｕｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｆｆｒｅｅａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅ

◆ｆｒｅｅｅｎｚｙｍｅ；▲ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅ

　

２６　磁性固定化犃犔犇犆的狆犎稳定性

分别在ｐＨ４．０、５．０、６．０、７．０和８．０的缓

冲液 （０．２ｍｏｌ·Ｌ－１）中４℃保育２ｈ后，在３０℃

和ｐＨ６．０条件下，测定固定化酶和自由酶的酶活

力，结果见图５。

图５表明，固定化 ＡＬＤＣ在ｐＨ４．０～８．０范

围内，其酸碱稳定性比自由酶有所提高，在酸性环

境中这种特点较为明显，ｐＨ４．０时固定化酶的活

力比自由酶的高出近１０％。酶被固定化后，其稳

定性提高与固定化能使酶构象更加稳定有关。

取一定量的固定化酶和自由酶，分别在ｐＨ

４．０、５．０、６．０、７．０和８．０条件下，在６０℃水浴

图５　ｐＨ对固定化酶稳定性的影响

Ｆｉｇ．５　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐＨｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｆｒｅｅ

ａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅ

◆ｆｒｅｅｅｎｚｙｍｅ；▲ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅ

　

图６　自由酶和固定化酶的最适ｐＨ值

Ｆｉｇ．６　ＯｐｔｉｍｕｍｐＨｏｆｆｒｅｅａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅ

◆ｆｒｅｅｅｎｚｙｍｅ；▲ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅ

　

中测定它们的酶活，结果见图６。

从图６中看出，固定化ＡＬＤＣ的最适ｐＨ值与

自由酶的一样，均为６．０。但固定化酶在ｐＨ４～８

范围内的活力保持率均在８０％以上，固定化ＡＬＤＣ

的使用ｐＨ范围比自由酶的明显变宽。

３　结　论

（１）采用分散聚合法制备的磁性聚乙烯醇微

球，其粒径分布和分散性较好，表面富含羟基和羧

基等官能团，具有磁响应性，是可回收利用的微米

级微球；微球采用的主要组成成分为无毒的，且制

备过程中没有采用有毒物质，所以是一种无毒无副

作用、成本低廉的磁性微球，可用于食品和医药

行业。

（２）先用ＣＤＩ激活微球，然后通过共价结合
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法固定化 ＡＬＤＣ，固定化酶的活性回收率达到

４８．７１％，而且在啤酒发酵液中，使用５次后的双

乙酰转化率仍保持８３％以上，是一种操作稳定性

较高的固定化酶。

（３）固定化ＡＬＤＣ的热稳定性、操作稳定性、

储存稳定性均比自由酶的明显提高，这能扩大

ＡＬＤＣ的适用范围和使用环境。固定化ＡＬＤＣ的最

适温度为５０℃，比自由酶的提高１０℃；固定化酶

的最适ｐＨ值与自由酶的一样，均为６．０。

（４）固定化ＡＬＤＣ在ｐＨ６．０的磷酸缓冲液中

４℃保存３１ｄ后，其活力仍保持９５．７％，这比自由

酶的８７．６％提高８个百分点。储存时间延长时，

固定化ＡＬＤＣ的这个优势将会更为明显。
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