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琼脂硫酸酯酶酶制剂的制备工艺及其贮藏性能
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［摘要］ 以重组大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ． ｃｏｌｉ） 发酵获得的能特异性水解琼脂硫酸酯的重组芳香基硫酸酯

酶为研究对象， 以酶活力为指标， 利用单因素试验对喷雾干燥法制备琼脂硫酸酯酶酶制剂的工艺参数进行

优化， 并对琼脂硫酸酯酶贮藏过程中各影响因素进行了研究。 结果表明， 最佳的喷雾干燥工艺条件为： 利

用麦芽糊精作为助干剂， 海藻糖为保护剂， 麦芽糊精质量分数 ２５％， 进风温度 １３０ ℃， 进料速度 ４００ ｍＬ ／ ｈ，
热风流量 ３􀆰 ５ ｍ３ ／ ｍｉｎ， 喷雾压力 ０􀆰 ２５ ＭＰａ。 然后对制备得到的琼脂硫酸酯酶酶制剂的贮藏稳定性进行考

察， 发现温度、 空气对琼脂硫酸酯酶固体酶制剂的贮藏稳定性影响较大。 分别在 ４ ℃和 ２８ ℃贮藏 ９１ ｄ，
４ ℃贮藏的固体酶制剂的酶活力保留率为 ７１􀆰 ６％ ， 而在 ２８ ℃贮藏的固体酶制剂酶活力保留率为 ６３％ 。 真

空条件下２８ ℃贮藏 ９１ ｄ， 酶活力保留率为 ６５􀆰 ２％ ， 而敞口条件下为 ３８􀆰 ３％ 。 光照对琼脂硫酸酯酶酶制剂

贮藏也有一定的影响， ４ ℃下避光保存 ９１ ｄ， 酶活力保留率为 ７２􀆰 ３％ ； 而不避光贮藏的酶活力保留率只有

４８􀆰 ２％ 。 说明， 琼脂硫酸酯酶固体酶制剂适宜在 ４ ℃、 真空、 避光条件下贮藏。
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０　 引言
芳香基硫酸酯酶 （ａｒｙｌｓｕｌｆａｔａｓｅ） 能催化裂解硫酸酯键生成相应的醇和无机硫酸根， 它对硫酸酯的

转化具有重要作用［１］。 研究表明［２ － ５］， 某些芳香基硫酸酯酶可以用来脱除琼脂上的硫酸基团， 提高琼

脂的凝胶强度。 Ｓｈｕｋｌａ 等［４］ 从印度海域的海藻 （Ｇｒａｃｉｌａｒｉａ ｄｕｒａ） 中直接分离纯化出了芳香基硫酸酯

酶， 经分离纯化及底物验证试验， 发现该酶可以脱除琼胶的硫酸基团。 王爱梅［５］ 从麒麟菜

（Ｂｅｔａｐｈｙｃｕｓ ｇｅｌａｔｉｎｕｓ） 中分离提取出硫酸酯酶， 并用于卡拉胶的凝胶改性。 此外， 硫酸酯酶还可用于

脱除硫酸软骨素上的硫酸根［６］。
为了脱除琼脂分子基团上的硫酸根， 提高琼脂的凝胶强度， 目前， 国内外普遍采用高温稀碱法生

产高凝胶强度卡拉胶［７］。 但是这种方法也存在诸多不足， 如胶质得率低、 耗碱量大、 能耗高、 环境

污染严重等［８ － ９］。 相对高温稀碱法， 酶法作为新型琼脂生产技术的发展方向， 因其具有反应条件温

和、 特异性高、 产品质量高、 环境污染小等优点而受到广泛关注。 虽然采用琼脂硫酸酯酶脱除硫酸基

团的方法优于高温稀碱法， 但是由于琼脂硫酸酯酶热稳定性不高， 并且当以液态形式贮藏时， 液体酶

制剂体积大， 不便于保存、 运输和使用［１０］。 而将发酵液直接浓缩干燥制成固体酶制剂， 具有易于保

存、 酶的稳定性较好等优点［１１］。 固体酶制剂的制备方法有很多种， 如真空干燥、 冷冻干燥、 喷雾干

燥、 气流干燥和吸附干燥等［１２］。 冷冻干燥法对于有生物活性的酶蛋白是一种比较好的干燥方法， 干

燥过程中物料中的水分在真空低温的条件下不经过液态直接变成气态蒸发， 所有的过程都在低温下进

行， 所以可以最大限度保留酶蛋白的生物活性［１３］。 但是冷冻干燥法具有干燥速率低、 干燥时间长等

缺点， 因此不适宜大规模制备酶制剂［１４ － １５］。 相比之下， 喷雾干燥具有干燥过程迅速、 干燥效率高等

优点， 特别适用于热敏性物料的干燥。 同时， 喷雾干燥得到的物料为粉末， 具有良好的分散性和溶解

性。 因此， 喷雾干燥制备干粉态的酶制剂在工业生产过程中得到了广泛应用。
在本试验室的前期研究中［１６］， 从 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ 菌株中克隆芳香基硫酸酯酶基

因 （ａｒｙｌｓｕｌｆａｔａｓｅ ｇｅｎｅ） 并在大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ． ｃｏｌｉ）ＢＬ２１（ＤＥ３） 中表达， 经发酵得到重组芳香基

硫酸酯酶， 该酶具有水解人工底物对硝基苯硫酸钾 （ｐ － ＮＰＳ） 和脱除琼脂硫酸基团的活力。 在此基础

上， 本文以酶活力回收率作为评价指标， 对喷雾干燥法制备琼脂硫酸酯酶固体酶制剂的工艺参数进行

优化， 确定琼脂硫酸酯酶酶制剂的制备工艺， 并考察了温度、 空气和光照对琼脂硫酸酯酶酶制剂贮藏

稳定性的影响， 为琼脂硫酸酯酶酶制剂的贮藏和保存提供理论依据。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 产琼脂硫酸酯酶菌种

以 ｐＥＴ － ２８ａ 为表达载体， 从 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ 菌株中克隆芳香基硫酸酯酶基因

（ａｒｙｌｓｕｌｆａｔａｓｅ ｇｅｎｅ） 至大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） ［１０］ 。
１􀆰 ２　 琼脂硫酸酯酶粗酶液的制备

从含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素的 ＬＢ 平板上挑取含有芳香基硫酸酯酶基因的 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 单菌落，

·７１·
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接种至 ２ ｍＬ 含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素的液态 ＬＢ 培养基中， ３７ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈ， 取１ ｍＬ
种子液转接于装有 ５０ ｍＬ ＬＢ 培养基 （含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素） 的 ２５０ ｍＬ 三角瓶中， 于３７ ℃、 ２００
ｒ ／ ｍｉｎ 培养至初始诱导菌浓度 Ｄ６００达到 ０􀆰 ６， 加入诱导剂 α －乳糖至终质量浓度为 ４ ｇ ／ Ｌ， 于２１ ℃诱导培

养 ２４ ｈ。 发酵完毕后， 取 ５０ ｍＬ 发酵液， 于 ４ ℃、 １００００ × ｇ 下离心 １０ ｍｉｎ， 收集菌体， 用 １５ ｍＬ 预冷

的缓冲液 （５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ， ｐＨ ＝７􀆰 ０） 重悬菌体。 冰水浴超声破壁后， 于 ４ ℃、 １２０００ × ｇ 下离

心 ２０ ｍｉｎ， 获得上清液， 于 ４ ℃层析柜中贮藏备用。 上清液依次经过 ０􀆰 ８、 ０􀆰 ４５ 和 ０􀆰 ２２ μｍ 孔径的无

菌水相膜抽滤， 即得到琼脂硫酸酯酶粗酶液。
１􀆰 ３　 琼脂硫酸酯酶固体酶制剂的制备

真空冷冻干燥： 将粗酶液放入真空冷冻干燥机中冷冻干燥 ４ ｄ， 得到固体酶制剂。
喷雾干燥： 向除菌过滤后的粗酶液中按照一定的固液比加入填充料如麦芽糊精、 脱脂奶粉、 蔗糖

等进行喷雾干燥。 喷雾干燥初始条件为： 进风温度 １３０ ℃， 进料速度 １００ ｍＬ ／ ｈ， 热风流量

３􀆰 ５ ｍ３ ／ ｍｉｎ， 喷雾压力 ０􀆰 １５ ＭＰａ。
１􀆰 ４　 琼脂硫酸酯酶喷雾干燥单因素试验

１􀆰 ４􀆰 １　 进风温度对琼脂硫酸酯酶回收率的影响

将离心破壁后的粗酶液用麦芽糊精调整固形物质量分数至 ２０％ ， 在进料速度 １００ ｍＬ ／ ｈ、 热风流

量 ３􀆰 ５ ｍ３ ／ ｍｉｎ、 喷雾压力 ０􀆰 １５ ＭＰａ 的条件下， 考察不同进风温度时琼脂硫酸酯酶的回收率。
１􀆰 ４􀆰 ２　 进料速度对琼脂硫酸酯酶回收率的影响

将离心破壁后的粗酶液用麦芽糊精调整固形物质量分数至 ２０％ ， 喷雾压力 ０􀆰 １５ ＭＰａ， 热风流量

３􀆰 ５ ｍ３ ／ ｍｉｎ， 按照 １􀆰 ４􀆰 １ 中的方法， 在最适进风温度条件下， 考察不同进料速度时琼脂硫酸酯酶的回

收率。
１􀆰 ４􀆰 ３　 热风流量对琼脂硫酸酯酶回收率的影响

将离心破壁后的粗酶液用麦芽糊精调整固形物质量分数至 ２０％ ， 喷雾压力 ０􀆰 １５ ＭＰａ， 按照

１􀆰 ４􀆰 ２ 中的方法， 在最适进风温度和最适进料速度的条件下， 考察不同热风流量时琼脂硫酸酯酶的回

收率。
１􀆰 ５　 酶制剂贮藏稳定性

１􀆰 ５􀆰 １　 不同形态的琼脂硫酸酯酶贮藏稳定性

将制备好的固体酶制剂样品分装于锡箔袋， 真空包装， 每袋 １ ｇ。 吸取粗酶液 １ ｍＬ 到灭菌的

１􀆰 ５ ｍＬ离心管中， 分别贮藏于 ４ ℃冰箱中， 每隔 ７ ｄ 取出一份样品， 进行酶活力测定。
１􀆰 ５􀆰 ２　 温度对琼脂硫酸酯酶贮藏稳定性的影响

将制备好的固体酶制剂样品分装于锡箔袋， 真空包装， 每袋 １ ｇ， 分别储存于 ４ ℃冰箱和 ２８ ℃的

生化培养箱中， 每隔 ７ ｄ 取出一份样品进行酶活力测定， 考察不同温度对琼脂硫酸酯酶固体酶制剂贮

藏稳定性的影响。
１􀆰 ５􀆰 ３　 贮藏中空气对酶制剂稳定性的影响

将制备好的固体酶制剂样品分装于锡箔袋， 敞口， 每袋 １ ｇ， 贮藏于 ２８ ℃的生化培养箱中， 每隔

７ ｄ 取出一份样品进行酶活力测定， 考察空气对琼脂硫酸酯酶固体酶制剂贮藏稳定性的影响。
１􀆰 ５􀆰 ４　 温度和光照的复合作用对琼脂硫酸酯酶固体酶制剂贮藏稳定性的影响

将制备好的固体酶制剂样品分装于锡箔袋， 真空包装， 每袋 １ ｇ， 分别见光贮藏于 ４ ℃冰箱和

２８ ℃的生化培养箱中， 每隔 ７ ｄ 取出一份样品进行酶活力测定， 考察温度和光照对琼脂硫酸酯酶固

体酶制剂贮藏稳定性的影响。
１􀆰 ６　 琼脂硫酸酯酶酶活力测定

采用 ｐ － ＮＰＳ 法测定酶活力［１７］。 液体酶活力的测定： 取 ２０ μＬ 酶液， 加入 ８０ μＬ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐ －
ＮＰＳ （以 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ （ｐＨ ＝７􀆰 ０） 缓冲液配制）， 在 ５０ ℃温育 １０ ｍｉｎ 后， 加入 ２５ μＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ
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ＮａＯＨ 终止反应， 以预冷蒸馏水补足体积至 １ ｍＬ， 在波长 ４１０ ｎｍ 下测定吸光度值， 以灭活的酶液为

对照。
固体酶活力的测定： 称取 ０􀆰 １ ｇ 酶制剂， 用缓冲液 （５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０） 充分溶解

后定容至 １０ ｍＬ， 取 ２０ μＬ 酶液， ８０ μＬ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐ － ＮＰＳ （以 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ７􀆰 ０） 缓

冲液配制）， 在 ５０ ℃温育 １０ ｍｉｎ 后， 加入 ２５ μＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 终止反应， 以预冷蒸馏水补足体积至

１ ｍＬ， 在波长 ４１０ ｎｍ 下测定吸光度值， 以灭活的酶液为对照。
琼脂硫酸酯酶的活力 （Ｕ） 定义为： 在上述条件下， 每分钟催化生成 １ μｇ 对硝基苯酚 （ｐ － ＮＰ）

所需的酶量。 酶粉回收率 ／ ％ ＝ 喷雾干燥后酶粉质量 ／加入的助干剂含量 × １００； 酶活力回收率 ／ ％ ＝
（收集的酶制剂质量 ×酶制剂单位酶活力） ／干燥前酶液总酶活力 × １００； 酶活力保留率 ／ ％ ＝ 贮藏后

酶制剂的酶活力 ／贮藏前酶制剂的酶活力 × １００。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 琼脂硫酸酯酶酶制剂的制备工艺优化

２􀆰 １􀆰 １　 喷雾干燥中助干剂的选择

根据初始工艺条件， 分别选择质量分数 ２０％ 的麦芽糊精、 蔗糖、 脱脂奶粉、 可溶性淀粉和全脂

奶粉作为助干剂进行试验， 测定酶活力回收率， 得到的结果如图 １ 所示。
从图 １ 中可以看出， 使用麦芽糊精和脱脂奶粉作为助干剂制备琼脂硫酸酯酶固体酶制剂， 酶活力

回收率在 ３０％以上； 使用蔗糖的试验组酶活力回收率相比较低， 原因是由于蔗糖易吸潮， 导致其粘

在喷雾干燥机的回收管内壁上， 使酶活力回收率降低； 添加了可溶性淀粉的酶液在干燥的时候， 干燥

出的固体酶制剂粘在收集瓶的壁上， 无法收集进行酶活力测定［１１］； 添加全脂奶粉的干燥样品溶解时

会出现颗粒状不溶物， 并且有油脂分层现象， 酶活力无法检测［１８］。 因此， 选择麦芽糊精作为助干剂

进行后续的喷雾干燥工艺优化。
２􀆰 １􀆰 ２　 麦芽糊精含量对琼脂硫酸酯酶回收率的影响

分别选择麦芽糊精质量分数为 １５％ 、 ２０％ 、 ２５％ 、 ３０％和 ３５％的梯度进行喷雾干燥试验， 结果

如图 ２ 所示。
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图 1 助干剂对酶活力回收率的影响

Fig.1 Effect of drying aid on recovery of enzyme activity

图 2 麦芽糊精含量对酶粉回收率和酶活力回收率的影响

Fig.2 Effect of maltodextrin content on recoveries of
enzyme powder and enzyme activity

Maltodextrin Dried
skimmed
milk

Sucrose Soluble starch Whole milk
powder

从图 ２ 中可以看出， 酶粉回收率随着麦芽糊精含量的增加而逐渐降低， 在麦芽糊精含量最低时，
酶粉回收率达到最大值 ５７􀆰 ３％ ， 在麦芽糊精含量最高时， 酶粉回收率最低， 只有 ４７􀆰 ９％ 。 这是因为

麦芽糊精的量增加后， 料液的粘度也在不断增大， 造成喷嘴堵塞和挂壁， 导致收集到的产物减少， 降
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低了回收率［１９］。 麦芽糊精质量分数在 １５％ ～２５％时， 酶制剂的酶活力回收率呈现上升趋势， 麦芽糊

精质量分数在 ２５％时， 酶活力回收率最大为 ３８􀆰 ６％ ， 麦芽糊精质量分数大于 ２５％时， 酶制剂酶活力

回收率呈现下降趋势。 这是因为固形物含量增加， 在喷雾干燥时有利于形成较大的颗粒粒径， 酶液吸

附充分， 对琼脂硫酸酯酶起到更好的保护作用。 不过， 麦芽糊精浓度升高到一定程度时， 其在料液中

的溶解度越来越差， 其粘性也越来越大， 不仅入料变得困难， 也很容易堵塞喷头， 不适合喷雾。 基于

上述结果， 后续干燥中选择料液的麦芽糊精质量分数为 ２５％作为干燥的条件。
２􀆰 １􀆰 ３　 进风温度对琼脂硫酸酯酶回收率的影响

喷雾干燥过程中， 进风温度会直接影响物料干燥的效果。 对于干燥具有生物活性的酶蛋白， 进风

温度过高会使酶蛋白的空间结构发生变化而导致酶活力降低， 引起酶的失活。 当进风温度太低时， 会

导致物料的水分含量过高， 使物料易于粘附在管道和干燥罐中， 引起出粉率降低， 导致酶活力回收率

降低， 甚至在收料罐中出现小液滴而影响全部产品的干燥。
考察进风温度对琼脂硫酸酯酶回收率的影响， 结果见图 ３。 由图 ３ 可知， 随着进风温度的升高，

酶粉回收率没有明显变化。 当温度达到 １５０ ℃时， 酶粉回收率达到最大为 ６３􀆰 ７％ 。 在 １１０ ～ １３０ ℃
时， 随着温度的升高， 喷雾干燥制备的酶制剂酶活力回收率逐渐增高， 但是随着进风温度的继续升

高， 酶活力回收率又下降， 这是因为进风温度过高， 酶失活的速度也加快。 由图 ３ 可知， 最佳进风温

度为 １３０ ℃， 酶活力回收率达到 ３３％ 。
２􀆰 １􀆰 ４　 进料速度对琼脂硫酸酯酶回收率的影响

喷雾干燥中进料速度对产品的生产效率有重要影响， 进料速度过快会导致产物干燥不充分， 收集

量减少； 而进料速度过慢， 又会增加能耗。 考察不同进料速度对喷雾干燥制备琼脂硫酸酯酶酶制剂的

影响， 其结果如图 ４ 所示。
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图 3 进风温度对酶活力回收率和酶粉回收率的影响

Fig.3 Effect of inlet air temperature on recoveries of
enzyme activity and enzyme powder

图 4 进料速度对酶粉回收率和酶活力回收率的影响

Fig.4 Effect of feeding rate on recoveries of enzyme
powder and enzyme activity
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由图 ４ 可以看出， 进料速度对酶粉回收率的影响十分显著， 进料速度慢， 酶粉回收率高。 这是由

于进料速度影响了水分的干燥速率， 单位时间内干燥的酶液增加， 酶粉就会变多， 导致酶粉回收率随

着进料速度的增加一直呈现下降趋势。 进料速度在 １６０ ～ ４００ ｍＬ ／ ｈ， 随着进料速度的增加， 酶活力回

收率呈现上升趋势， 进料速度在 ４００ ｍＬ ／ ｈ 时， 有最大的酶活力回收率为 ３６􀆰 １％ ； 进料速度在 ４００ ～
６４０ ｍＬ ／ ｈ时， 随着进料速度的增加， 酶活力回收率几乎没有变化。 当进料量过低时， 琼脂硫酸酯酶

会因温度过高而失活， 导致比较低的酶活力回收率； 而当进料流量太高时， 雾化形成的液滴粒径较

大， 降低了与热空气的传热效率， 造成部分雾滴来不及干燥便粘壁。 此外， 雾滴粒径增大， 雾滴在干

燥室内滞留时间增加， 受热时间相对延长［２０］， 导致酶活力回收率降低。 综上所述， 适宜的进料速度
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为 ４００ ｍＬ ／ ｈ。
２􀆰 １􀆰 ５　 热风流量对琼脂硫酸酯酶回收率的影响

热风流量会对喷雾干燥时物料中水分蒸发的速度产生重要影响。 对进风量与酶粉回收率、 酶活力

回收率的关系进行研究， 其结果如图 ５ 所示。 由图 ５ 可以看出， 酶粉回收率随着热风流量的增加而增

加， 这是由于热风流量增加， 会将更多粘在机器内壁的酶粉吹到回收器皿中， 增大酶粉回收率。 热风

流量在 ３ ～ ３􀆰 ５ ｍ３ ／ ｍｉｎ， 酶活力回收率随着热风流量的增大而增大， 热风流量在 ３􀆰 ５ ｍ３ ／ ｍｉｎ 时， 酶粉

回收率达到最大值 ３８􀆰 ６％ ； 随着热风流量的继续增大， 酶活力回收率开始下降， 这是因为热风流量

增大， 液滴和热空气气流在干燥室内停留时间变短， 因此水分蒸发不完全， 含水率增大， 并且导致颗

粒互相粘附结块， 使得酶活力回收率降低［２１］。
２􀆰 １􀆰 ６　 喷雾压力对琼脂硫酸酯酶回收率的影响

喷雾干燥过程中， 喷雾压力会直接影响物料干燥时喷雾头喷出酶液多少， 从而间接影响物料干燥

的效果。 在干燥具有生物活性的酶蛋白时， 喷雾压力过高会引起酶的失活， 而太低时， 物料不能很好

地干燥， 导致酶活力回收率降低。 喷雾压力对琼脂硫酸酯酶回收率的影响结果见图 ６。
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图 5 热风流量对酶活力回收率和酶粉回收率的影响

Fig.5 Effect of hot air flow rate on recoveries of
enzyme activity and enzyme powder

图 6 喷雾压力对酶活力回收率和酶粉回收率的影响

Fig.6 Effect of spray pressure on recoveries of
enzyme activity and enzyme prowder
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由图 ６ 可以看出， 喷雾压力在 ０􀆰 １ ～ ０􀆰 ２５ ＭＰａ 时， 随着喷雾压力的变大， 酶粉回收率和酶活力回

收率都增大， 在 ０􀆰 ２５ ＭＰａ 时达到最大的酶活力回收率 ３６􀆰 ５％ ， 而在 ０􀆰 ２５ ～ ０􀆰 ３０ ＭＰａ 时， 酶粉回收

率和酶活力回收率都随着压力变大而减小。 这是由于喷雾压力偏小时， 雾化形成的液滴粒径较大， 降

低了与热空气的传热效率， 造成部分雾滴来不及干燥， 导致粘壁； 而喷雾压力过大时， 液滴很快干

燥， 干燥的颗粒在干燥室滞留时间过长， 导致酶容易失活。
２􀆰 １􀆰 ７　 保护剂对喷雾干燥酶活力保留的影响

由于酶是蛋白质， 在喷雾干燥的过程中， 会改变其空间结构而失去酶原有的生物活性。 为减少活

性物质在受热过程中的损失， 通常还可以在物料中添加一些少量的保护剂。 试验中选择的保护剂有：
甘油、 海藻糖、 ＮａＣｌ、 蔗糖， 添加量都控制在 ０􀆰 ５％ （质量体积比）， 料液的固形物质量分数用麦芽

糊精调整到 ２５􀆰 ０％ ， 试验结果如图 ７ 所示。
由图 ７ 可以发现， 甘油对于酶液的活性只有少量的保护作用， 效果并不明显， 而海藻糖对酶活力

的保护作用明显， 但 ＮａＣｌ 和蔗糖对于酶活力却有抑制现象。 所以， 在喷雾干燥过程中选择添加

０􀆰 ５％的海藻糖作为保护剂。
２􀆰 ２　 琼脂硫酸酯酶酶制剂的贮藏性能考察

２􀆰 ２􀆰 １　 不同形态酶制剂贮藏的稳定性

酶制剂通常以液体和固体两种方式存在， 液体酶制剂体积大， 不便于保存、 运输和使用。 若将酶

·１２·
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液制成干燥的固体产品， 可大大减小酶制剂的体积， 便于储存和运输， 且干燥的固体酶因为含水量低

也不容易滋生细菌， 提高了酶在贮藏过程中的稳定性［１５，２０］。 从图 ８ 中可以看出， 在 ３５ ｄ 时固体酶制

剂的酶活力保留率有 ９４􀆰 ６％ ， 而液体的只有 ６９􀆰 ３％ ， 远低于固体酶制剂的酶活力保留率。 与固体酶

制剂相比， 液体酶制剂稳定性较差， 难以长期保存。 而将琼脂硫酸酯酶制成固体酶制剂， 既能提高其

稳定性， 又能方便其贮藏和运输。
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图 7 保护剂对喷雾干燥酶活力的影响

Fig.7 Effect of protectant on spray dried enzyme activity
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图 8 酶制剂形态对贮藏稳定性的影响

Fig.8 Effect of enzyme form on enzyme storage stability
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２􀆰 ２􀆰 ２　 温度、 空气、 光照对酶制剂贮藏稳定性的影响

酶制剂作为一种生物活性物质， 在贮藏过程中其活力及稳定性受诸多因素影响 ［２２］ 。 选择不

同温度条件下的真空、 避光贮存琼脂硫酸酯酶固体酶制剂， 酶活力变化曲线如图 ９ａ 所示。 从图

９ａ 中可以看出， 温度对琼脂硫酸酯酶固体酶制剂的贮藏稳定性影响很大： 随着贮藏时间的延

长， 琼脂硫酸酯酶酶活力保留率都明显下降， 而且随着温度的升高， 酶活力保留率下降速度也

逐渐增大； 酶制剂在 ４ ℃的酶活力回收率略高于 ２８ ℃酶制剂的， 在第 ９１ ｄ 时， ４ ℃贮藏的酶制

剂的酶活力保留率有 ７１􀆰 ６％ ， 而在 ２８ ℃ 贮藏的酶活力保留率只有 ６３􀆰 ０％ 。 由此可见， 琼脂硫

酸酯酶酶制剂在 ４ ℃的贮藏稳定性较好。
除了受温度影响之外， 空气也会对酶制剂贮藏稳定性产生影响。 琼脂硫酸酯酶固体酶制剂

在使用时会接触空气， 而空气中氧气与二氧化碳会与很多生物活性物质发生反应， 从而降低产

品的活性。 由图 ９ｂ 可以看出， 敞口、 避光条件保存的酶制剂样品的酶活力保留率随着贮藏时间

的延长而逐渐降低。 在 ２８ ℃ ， 真空贮藏的酶制剂在 ９１ ｄ 时， 酶活力保留率为 ６５􀆰 ２％ ， 而敞口

保存的酶制剂酶活力保留率只有 ３８􀆰 ３％ 。 表明， 空气对琼脂硫酸酯酶固体酶制剂贮藏稳定性有

较大的影响， 在任意时刻敞口避光条件下的酶活力保留率都小于真空避光条件。 因此， 琼脂硫

酸酯酶固体酶制剂应真空贮藏。
酶制剂在贮藏过程中， 其活力稳定性不仅受到温度的影响， 还会受到光照的影响， 因此， 试验考

察了温度和光照的复合作用对琼脂硫酸酯酶稳定性的影响。 由图 ９ｃ 和图 ９ｄ 可以看出， 避光保存的酶

制剂的酶活力保留率高于不避光保存的， 并且同一温度下， 真空、 避光贮藏的酶制剂样品的酶活力与

真空、 见光贮藏的酶制剂样品的酶活力损失速度存在明显的差异。 在 ２８ ℃贮藏的酶制剂在 ９１ ｄ 避光

保存的酶活力保留率有 ６４􀆰 １％ ， 而不避光贮藏的只有 ５７􀆰 １％的酶活力保留率。 在 ４ ℃冰箱中贮藏的

酶制剂， 在 ９１ ｄ 时， 避光贮藏的酶活力保留率有 ７２􀆰 ３％ ， 而不避光贮藏的酶活力保留率只有

４８􀆰 ２％ 。 表明， 琼脂硫酸酯酶在避光和 ４ ℃条件下贮藏稳定性更好。

·２２·
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a） 温度 Temperature b） 空气 Air

c） 4℃和光照 4℃ and light d） 28 ℃和光照 28℃ and light

图 9 温度、空气、光照对固体酶制剂贮藏稳定性的影响

Fig.9 Effects of temperature,air,and light on the storage stability of solid enzyme preparation
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4℃，真空，不避光 Vacuum,open（4℃）

4℃，真空，避光 Vacuum,avoiding light（4℃）

28℃，真空，避光 Vacuum,avoiding light（28℃）

３　 结论
１） 本文首先通过单因素试验对喷雾干燥制备琼脂硫酸酯酶酶制剂的工艺参数进行了优化， 建立

了最佳的喷雾干燥工艺， 其条件为： 选择麦芽糊精为助干剂， 海藻糖为保护剂， 麦芽糊精质量分数

２５％ ， 进风温度 １３０ ℃， 热风流量 ３􀆰 ５ ｍ３ ／ ｍｉｎ， 进料速度 ４００ ｍＬ ／ ｈ， 喷雾压力 ０􀆰 ２５ ＭＰａ。
２） 对琼脂硫酸酯酶酶制剂的贮藏稳定性进行了考察， 结果表明： 琼脂硫酸酯酶固体酶制剂在贮

藏过程中其活力稳定性受诸多因素影响， 其中温度、 空气影响最为显著。 在不同温度下储存的酶制

剂， 随着时间的延长酶活力回收率逐渐降低， 而且随温度的升高酶活力降低速率增大； 空气对琼脂硫

酸酯酶固体酶制剂的贮藏稳定性有较大影响， 在 ２８ ℃和避光条件下， 真空和敞口贮藏酶制剂 ９１ ｄ，
酶活力保留率分别为 ６５􀆰 ２％和 ３８􀆰 ３％ 。 光照对琼脂硫酸酯酶酶制剂贮藏也有一定的影响， ４ ℃下避

光保存 ９１ ｄ， 酶活力保留率为 ７２􀆰 ３％ ； 而不避光贮藏的酶活力保留率只有 ４８􀆰 ２％ 。 因此， 琼脂硫酸

酯酶固体酶制剂适宜在 ４ ℃、 真空、 避光条件下长期贮藏。
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