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包埋吸附法固定化酒用酸性脲酶的研究

吴召慧, � 田亚平*

(江南大学 工业生物技术教育部重点实验室, 江苏 无锡 214122)

摘 � 要: 用包埋吸附法固定化酒用酸性脲酶,探讨了固定化的条件、固定化酶的部分性质以及固定

化酶在黄酒中的应用。结果表明:固定化酒用酸性脲酶的最适海藻酸钠浓度、CaCl2质量浓度和壳

聚糖浓度分别为 2� 0、5� 0和 0� 3 g/ dL ,最适固定化时间为 2� 5h, 固定化率为 82� 3%; 最适反应温

度 40 ! 、最适 pH4� 0、半衰期为 48d,固定化酶的比活为 3� 6 U/ mg;在 35 ! 下添加量为 0� 1 g / mL

(固定化酶质量/黄酒体积) , 24 h内黄酒尿素去除率达 65%, 同样条件下连续使用去除黄酒中尿

素, 使用 13次时尿素去除率达 39� 7%。
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Abstract:T he immobilizat ion condit ions, and applicat ion acid ur ease v ia adsor pt ion and embedded

w er e investig ated in this study. T he optimum concentration of sodium alginate, calcium chloride

and chitosan w as 2. 0, 5. 0 and 3. 0 g / dL, respect ively. the optimal immobilized t ime was 2. 5h,

the immobilizat ion rate w as 82. 3% , and the react ion take place at 40 ! and pH4. T he half- lives

of immobilized acid urease w as 48 days, the unit of immobilized ur ease w as 3. 6U/ mg , the urea

removal rate w as 65% at 35 ! , 24 h and the addit ion lev el of immobilized acid urease was 0� 1g/
mL ( the quality o f immobilized enzyme / the volume o f Chinese rice w ine ) , under the same

condit ions, the urea removal rate st ill reached at 39. 7% under the cont inuous using thir teen

t imes.
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� � 脲酶是一种催化尿素水解为氨和 CO2的高度

专一性酶, 尿素的酶促水解速度是非酶水解速度的

10
14
倍。根据脲酶的最适作用 pH ,可以将脲酶分为

酸性、中性和碱性。酸性脲酶能够耐受酸性环境,

并且其中有些酸性脲酶在低乙醇度酒精饮料中仍

具有很高的活性,因而可以用来去除酒精饮料中所

含有的尿素
[ 1- 2]
。研究发现 90%的氨基甲酸乙酯

(简称 EC,一种致癌物质)是尿素和乙醇经化学反



应后生成的产物 [ 3] , 向酒中添加酸性脲酶是降低酒

中尿素含量最为简便、实用, 也是目前较常用的方

法
[ 4]
,近年来 OIV (国际葡萄 ∀葡萄酒组织)、澳大

利亚、新西兰和日本等国家都相继通过了允许添加

酸性脲酶降低酒中尿素的决议 [ 5]。游离酶在溶液

中不稳定,容易变性和失活, 反应后酶难以分离回

收, 无法重复使用, 利用固定化酶可避免以上的不

足,扩大了酶的使用范围。国内外研究报道各种不

同的固定化脲酶还可用于医疗诊断 [ 6] , 环境监测,

工业生产等领域。

2006年本课题组通过筛选获得了一株酸性脲

酶产生菌 Enterobact riasp . R2SYB082 , 并对发酵

生产条件及粗酶在黄酒中的应用进行了研究 [ 7]。

在此基础上,作者通过包埋吸附法制备固定化酒用

酸性脲酶, 利用壳聚糖和海藻酸钠在一定条件下可

以形成稳定的聚电解质化合物[ 8] 固定该酶, 以减少

酶的泄露, 且海藻酸钠和壳聚糖对环境和人体没有

危害,对酒的安全性没有影响。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 酸性脲酶 � 作者所在实验室制备所得。
1� 1� 2 � 试剂 � 海藻酸钠: 化学纯,中国医药(集团)

上海化学试剂公司; 氯化钙:分析纯, 中国医药(集

团)上海化学试剂公司;壳聚糖(脱乙酰度, 90% ) :

山东奥康生物科技有限公司; 二乙酰一肟: 上海化

学试剂厂生产; 硫代氨基脲: 上海化学试剂厂产品。

其余为国产分析纯试剂。

1� 1� 3 � 仪器 � 722光栅分光光度计:上海第三分析

仪器厂生产; PHS�25型 pH 计: 上海雷磁仪器厂生

产; T G�328A电光分析天平: 梅特勒公司产品。

1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 酶活测定方法

1) 游离酶活测定 � 采用靛酚蓝反应采用比色

法,见参考文献[ 9]。

酶活力定义: 在常压, 37 ! , pH5� 5 条件下, 每

分钟分解底物产生 1 �mol氨为一个酶活力单位。

2) 固定化酶活测定 � 一定体积的酶液经固定化

后加入一定体积的柠檬酸缓冲液配制的 pH 值 5� 5
的体积分数为 3%尿素溶液在 37 ! 恒温水浴箱中保
温30 min后,过滤取滤液,下面方法与游离酶活力测

定相同。为便于考察变量对固定化酶活的影响, 以同

组实验中酶活最高位 100%,进行数据处理。

3) 尿素去除率的测定方法: 二乙酰一肟法, 见

参考文献[ 10]。

1� 2� 2 � 固定化方法 � 称取一定质量的海藻酸钠溶

于一定体积的酶液中, 混匀后静置一段时间至溶液

中无气泡,用注射器注射入含有一定浓度壳聚糖的

一定浓度的 CaCl2溶液中,振荡一定时间后,用去离

子水洗涤 3次,滤干水分。4 ! 冰箱保藏备用。

2 � 结果与分析

2� 1 � 固定化酶的制备
2� 1� 1 � 海藻酸钠质量浓度对固定化酒用酸性脲酶
的影响 � 海藻酸钠在固定化过程中主要起包埋酒

用酸性脲酶的作用,实验考察了其浓度对固定化小

球的强度,成球难易程度,成球形状, 固定化酶的酶

活等的影响,结果见表 1和图 1。

表 1� 海藻酸钠质量浓度对固定化小球的影响

Tab. 1 � Ef fect of sodium alginate concentration on the form�

ing process of immobilization granule

海藻酸钠
质量浓度( g/ dL )

凝胶
强度

凝胶
气泡量

成球
难易程度

凝珠
形状

0. 5 弱 没有 难 /

1. 0 中 没有 易 扁圆形

1. 5 中 少量 易 圆球形

2. 0 中 少量 易 圆球形

2. 5 中 较多 易 稍有拖尾

3. 0 强 较多 稍难 有拖尾

3. 5 强 大量 难 拖尾较长

4. 0 强 大量 难 难以成球状

� � 表明固定化酒用酸性脲酶的合适海藻酸钠质
量浓度为 2� 0 g/ dL。海藻酸钠质量浓度增加导致

凝胶强度逐渐加强, 但溶液中的气泡也有所增加,

当海藻酸钠浓度大于2� 0 g/ dL 时,小球形状趋于不

规则。此浓度下的固定化小球的图片见图 2, 固定

化酸性脲酶的固定化率为 82� 3%,固定化率可能是

因为部分酶粘在器皿壁上未能制成固定化小球和

固定化酶的空间位阻效应共同作用的结果。

图 1� 海藻酸钠和CaCl2质量浓度对固定化酶活力的影响

Fig. 1 � Effect of sodium alginate and calcium chloride

concentration on immobilized acid urease activity
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图 2 � 固定化小球的图片

Fig. 2 � The picture of immobilization beads

图 3� 壳聚糖质量浓度对固定化酶活的影响

Fig. 3 � Ef fect of chitosan concentration on immobilized

acid urease activity

2� 1� 2 � CaCl2质量浓度对固定化酒用酸性脲酶酶

活的影响 � CaCl2质量浓度影响固定化小球的强

度,有研究报道高浓度的 Ca2+ 往往对酒用酸性脲酶

酶活有抑制作用[ 11] , 图 1 结果表明, 固定化酒用酸

性脲酶的最适 CaCl2质量浓度为 5� 0 g/ dL。

2� 1� 3 � 壳聚糖质量浓度对固定化酒用酸性脲酶酶
活的影响 � 壳聚糖对固定化酶活影响见图 3。图 3

结果显示固定化酒用酸性脲酶的最适壳聚糖质量

浓度为 0� 3 g/ dL。壳聚糖对脲酶有吸附作用, 随着

壳聚糖的增加附着的酶有所增加, 但过高质量浓度

的壳聚糖会在小球表面形成一层致密的膜, 反而阻

碍底物的扩散。

2� 1� 4 � 时间对固定化酒用酸性脲酶酶活的影响 �
时间对酶性脲酶活影响见图 4。从图 4 可以看出,

固定化的最适时间为 2� 5 h, 随着固定化时间的增

加,载体的硬度也随之增大。这是由于固定化时间

越长, 海藻酸钠与氯化钙的反应就越完全, 形成的

海藻酸钙凝胶珠就越致密。

图 4 � 固定化时间对固定化酒用酸性脲酶酶活的影响

Fig. 4 � Effect of immobilized time on immobilized acid

urease activity

2� 2 � 固定化酒用酸性脲酶性质的研究
2� 2� 1 � 固定化酒用酸性脲酶的贮存稳定性 � 将游

离酶和固定化酶放于 4 ! 冰箱中, 每隔 3 d分别测

定酶活见图 5。由图 5可以看出: 游离酶放置 26 d

后酶活下降一半, 而固定化酶的半衰期为 48 d, 说

明固定化酶的贮存稳定性较游离酶又所加强。

图 5� 固定化酸性脲酶与游离酶的贮存稳定性

Fig. 5 � Effect of storage time on enzyme activity of free

acid urease and immobilized acid urease

2� 2� 2 � 固定化酒用酸性脲酶的最适反应温度 � 最
适反应温度见图 6。从图 6 得出: 固定化酶的酶活

在 40 ! 达到最大, 而游离酶最适反应温度为 35

! 。从固定化酶, 游离酶的比较图中可以看出, 固

定化酶有较高的相对活力的温度范围比游离酶大。

酸性脲酶固定化以后最适反应温度有所提高。

2� 2� 3 � 固定化酒用酸性脲酶的最适 pH � 最适 pH

见图 7。图 7表明:固定化酒用酸性脲酶的酶活在

pH 3~ 5范围相对稳定, 最适 pH 为 4。相对于游

离酶的 pH 5� 5 的最适 pH 值, 固定化酒用酸性脲

酶的最适 pH 向酸性区域发生了迁移, pH 稳定性

也有所提高。说明酶固定化后催化性质发生了改

变,且各种黄酒的 pH 都在 4左右, 该脲酶在固定化

后更适合在黄酒中发挥作用。
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图 6� 温度对游离酶和固定化酶酶活的影响

Fig. 6 � Ef fect of temperature on enzyme activity of free

acid urease and immobilized acid urease

图 7 � pH对游离酶和固定化酶酶活的影响

Fig. 7 � Effect of pH on enzyme activity of f ree acid ure�

ase and immobilized acid urease

2� 2� 4 � 固定化酒用酸性脲酶的温度稳定性 � 其酶

活的温度稳定性见图 8。由图 8可以看出: 固定化酒

用酸性脲酶在 25~ 55 ! 之间酶有较好的热稳定性,

相对酶活都在 80%以上。当酶液在较高温度( 65 ! )

时,保存 3 h相对酶活仍在70%左右。而课题组前期

研究发现游离酶在 65 ! 时保存 3 h 相对酶活仅有

40%左右,固定化酶比游离酶有较好的热稳定性。

图 8� 固定化酸性脲酶温度稳定性

Fig. 8� The temperature stability of immobilized acid u�

rease

2� 2� 5 � 固定化酒用酸性脲酶的 pH 稳定性 � 酶活

最适 pH 值见图 9。由图 9可以看出:固定化酒用酸性

脲酶在 pH 3~ 6� 5之间有较好的稳定性,酶活都保持

在80%以上,当 pH 值高于 7时酶活损失比较大。

图 9� 固定化酸性脲酶的 pH稳定性

Fig. 9 � The pH stability of free acid urease and immobi�

lized acid urease

2� 3 � 固定化酒用酸性脲酶去除黄酒中的尿素
固定化酒用酸性脲酶用于去除黄酒中的尿素,

在 35 ! ,添加量为 0� 13 U/ mL 时, 每隔 24 h 测定

尿素去除率见图 10。从结果可以看出尿素去除效

果在前 3 d内比较明显, 24 h后酒样 1和酒样 2的

尿素去除率分别达到 65%和 62% ,前 3 d酒样 1和

酒样 2的尿素去除率分别达到 77%和 80% ,同样条

件下,在连续使用 13次后其尿素去除率为 39� 7%,

即重复反应 13 次后尿素去除率降低一半左右, 结

果见图 11。

图 10� 固定化酒用酸性脲酶的尿素去除率

Fig. 10� The urea removal rate of immobilized acid ure�

ase

图 11� 连续使用 13次固定化酒用酸性脲酶的尿素去除率

Fig. 11� The urea removal rate of immobilized acid ure�

ase continuous using thirteen times
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3 � 结 � 语

用包埋吸附法固定化酒用酸性脲酶, 所用的材

料海藻酸钠和壳聚糖都是对人体无害的物质, 且固

定化酶的制备成本低, 过程简单, 条件温和。固定

化酶在酒类饮料中使用后不影响酒类饮料的饮用,

可以多次去除其中的微量尿素,方便回收。但此方

法在使用的强度和稳定性方面距工业应用还有一

定的距离,还有待于进一步改进。
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