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摘　要 :考察了不同种类的糖、盐及浓度在干热及湿热的情况下对残存酶活的影响 ,通过正交实验 ,确定包被工艺

优化条件为 :以多孔淀粉为载体 ,采用流化干燥法取得 ;包被中蔗糖的添加量为 40 mg/ g酶 ,氯化钠包覆用量为淀粉

质量的 10 % ,明胶作外包被 ,用量为淀粉质量的 115 % ,得到包埋颗粒 ,其包埋率为 8218 % ,包埋后 ,水分活度大于

0135时 ,包被酶在干热的情况下残存酶活比原酶有较大的提高 ,残存酶活提高 817 % ,湿热的情况下 ,残存酶活提高

5813 % ,胃蛋白酶对其的损坏作用也明显减小。
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Increased thermostability of phytase by coated conditions

SU Dong2hai ,LIU Ping ,ZHENG Ya2an ,SUN Jun2she
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Abstract :The Effects of the various sugars , salts and their concentration on the relative retaining activites of

phytase under the dry heat condition and the wet heat condition were investigated. Through results indicated

that trehalose was more effective than sucrose , bur for economy , sucrose was still selected. The optimeal com2
position of coat was obtained through orthogonal tests as follows :with porous starch as the carrier , the satisfac2
tory adding amount was 40 mg/ phytaseg , the content of NaCl was 10 % w/ w to starch , gelatin was 115 % w/

w to starch1The coated rate is 8218 %1after coating , when water activity is higher than 01351The relative re2
taining activites of coated phytase is much more than the original under the condition of thermostability1 After

the coating , the relative retaining activites of phytase under the dry heat condition in oven was more than that

of free phytase in the same situation. Under the condition against steam treatment , the relative retaining ac2
tivites of phytase was also much better than that of free phytase , and the degrade of coated phytase by pepsin

was obviously lessened1
Key words :engranule ;phytase ;stabilization

　　随着环保意识的提高及养殖业的高速发展 ,植

酸酶的应用越来越广泛[1 ] ,但植酸酶在实际应用中

遇到了一些障碍 ,植酸酶的活性在制粒的过程中损

失较大[2 ] ,通常酶在干燥的情况下 ,结构比较稳定 ,

具有一定的耐热性 ,但在制粒过程中 ,在高温蒸汽的

作用下 ,酶就易变性失活 ,近年来颗粒饲料制造采取

外喷的方法进行添加植酸酶 ,但外喷方法不容易添

加均匀 ,并且在运输过程很容易将颗粒外表喷涂的

植酸酶磨擦掉 ,失去添加意义[3 ]。内添加就不存在

上述缺点。故提高植酸酶的耐热性 ,采取内添加还
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是具有重要的应用价值。

在制粒的过程中 ,酶既要承受干热处理 ,又要承

受湿热的处理 ,在干热的情况下 ,酶吸收热量 ,三维

结构发生改变而导致其失活 ,在湿热的情况下 ,酶不

仅吸收热量导致构像发生变化 ,同时水分子和酶分

子内氢键相互作用的破坏 ,使得酶的构像更容易发

生变化[4 ]。在植酸酶内添加多羟基化合物、盐等 ,提

高其稳定性 ,同时人为的制造一个小环境 ,使酶受到

湿热的可能性大大减少 ,这样 ,酶在受到湿热的情况

下 ,残存酶活性得到较大提高[5 ]。

1　材料与方法

111　试验材料和试剂

植酸酶 (40 000 u/ g)为中国农科院畜牧研究所

提供 ,玉米淀粉为食用级 ,糖化酶 ,蔗糖、葡萄糖、明

胶、海藻酸钠、氯化钠、硫酸铵、硫酸钠、钼酸铵、偏钒

酸铵为分析纯 ,植酸钠 (Sigma) 、胃蛋白酶 (Sigma) 。

112　主要仪器设备

沸腾干燥装置 ,OS10121AB 型电热恒温鼓风干

燥箱 ,电热手提式杀菌锅 ,722 型分光光度计 ,电子

恒温水浴锅 ,WH—2微型旋涡混合仪。

113　实验方法

11311　微孔淀粉的制备

根据糖化酶的性质和制备微孔淀粉的有关文献

确定条件[6 ]。

11312　植酸酶的流化床干燥法包被[7 ]

将微孔淀粉置于沸腾干燥装置的流化床上 ,在

一定的温度下沸腾 015 h ,将一定浓度的酶液 (含不

同种类的糖)从沸腾装置的上方以高压气雾的方式

喷到淀粉载体上 ,待其干燥后 ,将氯化钠盐溶液间歇

式喷到载体上 ,待其干燥后 ,将明胶溶液喷到载体

上 ,干燥到含水量 5 %左右即可。

11313　不同浓度的糖在干热及湿热的条件下对植

酸酶活性的影响

将不同浓度的蔗糖、葡萄糖和海藻糖与酶液混

合 ,以淀粉为载体 ,用上述方法干燥。干燥的酶做耐

干热及湿热实验[8 ]

11314　不同种类的盐在干热及湿热的条件下对植

酸酶活性的影响

以淀粉为载体 ,将植酸酶液喷到载体上 ,干燥

后 ,分别将一定浓度的硫酸铵、氯化钠、硫酸钠和硫

酸镁喷到酶颗粒的表面 ,控制喷液量 ,干燥后得到含

有不同盐质量分数的酶颗粒 ,干燥的酶做耐干热及

湿热实验[9 ]。

11315　包被植酸酶的干湿热处理方法

包被植酸酶的干热处理使用电热恒温鼓风干燥

箱 ,80 ℃空气热处理 015 h ,取出后自然冷却 ,分别

测定酶于热处理前后的酶活 ,以热处理前后其相对

保留酶活反映其耐热性。包被植酸酶的湿热处理 ,

采用手提式高压蒸汽消毒器 ,经 100 ℃饱和水蒸汽

处理 4 min ,然后自然冷却 ,分别测定酶于热处理前

后的酶活 ,以热处理后其相对保留酶活反映其耐热

性。

11316　包被植酸酶的包埋率[10 ]

准确称取 11000 g 样品平铺于布氏漏斗

(ф10 cm) ,在抽滤的同时用 100 mL 的水洗涤样品 ,

收集洗涤滤液 ,测定洗涤滤液酶活 ,包埋率 = [ (样品

酶活2滤液酶活) /样品酶活 ] ×100 %。

11317　不同的水分活度对包被的植酸酶的耐干热

的影响

分别在干燥器中放入饱和的 LiCl、MgCl2、

K2CO3、Mg(NO3) 2、NaCl、KCl 溶液 ,在 30 ℃恒温培养

箱中平衡 ,干燥器中的水分活度分别为 0111、0133、

01427、01528、01752、01842 ,将样品放入各种水分活

度的干燥器中进行平衡直至恒重 ,样品的水分活度

即达到环境之水分活度 ,分别将不同水分活度的样

品密闭 ,于 100 ℃、烘箱热处理 30 min ,之后自然冷

却。测定酶于热处理前后的酶活 ,以相对保留酶活

反映其耐热性。

11318　胃蛋白酶对裸酶及包被植酸酶的影响

准确称取 0125 g裸植酸酶、包被植酸酶分别加

入 1 L 水中 ,然后分别加入 015 mL 胃蛋白酶 ,作用

60 min。植酸酶活性的测定参见文献[10～12 ]。

11319　植酸酶活性的定义

在 37 ℃、pH 515 的条件下 , 1 min 从 010 051

mol/ L的植酸钠溶液中释放出 1μmol 无机磷所需的

植酸酶的量。

2　结果与讨论

211　不同浓度的糖在干热及湿热的条件下对植酸

酶活性的影响

干燥的植酸酶中添加糖的比例对植酸酶在干热

及湿热的情况下 ,剩余酶活有所不同 ,实验结果如图

1、图 2 ,从图 1 可知 ,在干热的情况下 ,当海藻糖添
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加比例达 20 mg以后 ,随着添加比例的增加 ,相对剩

余酶活的提高趋势变缓 ;蔗糖的添加比例达 40 mg

时 ,相对剩余酶活的值达到最大 ,以后又呈下降趋

势 ,葡萄糖对相对剩余酶活没有提高的作用 ,基本呈

下降趋势。在湿热的情况下 ,当糖的添加比例达 10

mg后 ,三种糖对保留剩余酶活的能力有一定的作

用 ,但在添加达 60 mg以后又呈下降趋势。

综合上述两种情况 ,海藻糖的效果虽然较好 ,但

是它的价格较高 ,植酸酶包被以后 ,包被膜可以阻挡

蒸汽的进入 ,所以面临的热主要为干热 ,故植酸酶包

被时的酶液中应加 40 mg/ g酶的蔗糖。

—■—蔗糖　　—●—海藻糖　　—▲—葡萄糖

图 1　不同糖的浓度在干热情况下对植酸酶活性的影响

Fig11　Effect of sugur concentration on phytase stability

against dry heat

—■—葡萄糖　　—●—蔗糖　　—▲—海藻糖

图 2　不同糖浓度在湿热情况下对植酸酶活性的影响

Fig12　Effect of sugur concentration on thermal thermal stability

against moist heat

212　不同种类的盐在干热及湿热的条件下对植酸

酶活性的影响

以淀粉为载体 ,将酶液喷到载体上 ,在流化床上

干燥后 ,再喷不同盐的溶液 ,同一种盐的包被浓度相

对淀粉的量分别为 1 %、5 %、10 %、15 %、20 % ,在流

化床上充分干燥后 ,分别进行耐干热和耐湿热的实

验 ,结果如图 3、图 4。

—■—硫酸镁　　—●—氯化钠

—▲—硫酸钠　　—∀ —硫酸铵

图 3　盐的种类和浓度在干热情况下对酶活的影响

Fig13　Effect of salt concentration on phytase thermal stability a2
gainst dry heat

—■—硫酸铵　　—●—氯化钠

—▲—硫酸钠　　—∀ —硫酸镁

图 4　酶颗粒外表涂布不同的盐对植酸酶耐湿热的影响

Fig14　Effect of salt concentration on phytase thermal stability a2
gainst moist heat

从图 3中可以看出 ,不同的盐及浓度在干热的

情况下对植酸酶的相对剩余酶活有着不同的影响 ,

硫酸纳的用量达 5 %的情况下达到最大值 ,以后随

着添加量的增大而趋于下降 ,氯化钠的用量达到

10 %的情况下达到最大值 ,以后随着添加量的增加

而呈下降趋势 ,而硫酸铵和硫酸镁随着添加量的增

加相对剩余酶活都呈下降的趋势。

从图 4中可以看出 ,在酶颗粒表面涂布不同种

类的盐浓度 ,在抗耐湿热方面显示出不同的能力 ,硫

酸铵、硫酸镁的作用不是很明显 ,氯化钠和硫酸钠有

较好的保护作用 ,在质量分数较低的情况下 ,保护作
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用不明显 ,而在质量分数分别达到 15 %和 5 %时 ,保

护作用达到最大值。随后呈下降趋势。在盐浓度较

低的情况下 ,盐对酶未形成致密的保护层 ,耐湿热性

未表现出来 ,随着盐质量分数的增加 ,酶颗粒的耐热

性能有所下降 ,从理论上讲 ,盐不具备柔韧性 ,随着

盐层厚度的增加 ,酶颗粒表面会产生一定的裂纹 ,这

对酶颗粒的耐湿热将产生副面的影响。

213　包被胶的种类和质量分数对酶颗粒耐干热及

湿热的影响

以微孔淀粉为载体 ,喷液体植酸酶干燥后 ,分别

以海藻酸钠和明胶为包被剂 ,然后测定不同种类的

酶颗粒的耐湿热和耐干热的能力 (见图 5、图 6) 。

—◆—海藻酸钠　　—■—明胶

图 5　不同种类的包被剂及质量分数在干热情况下对剩余

酶活的影响

Fig15　Effect of different encapsulating materials on phytase thermal

stability aga inst dry heat

—◆—海藻酸钠　　—■—明胶

图 6　不同种类的包被剂及质量分数在湿热情况下对剩余

酶活的影响

Fig16　Effect of different encapsulating materials on phytase thermal

stability against moist heat

从图 5可以看出 ,在耐干热的情况下 ,随着明胶

添加量的提高 ,剩余酶活开始没变化 ,随后略有下

降 ;而海藻酸钠随着添加量的提高 ,剩余酶活呈下降

趋势。从图 6可以看出 ,随着胶的质量分数的提高 ,

酶颗粒的耐湿热的能力都有提高的趋势 ,但明胶提

高的幅度大于海藻酸钠的提高幅度 ,并且明胶的用

量达 1 %以后提高的幅度变缓。

214　最佳包被条件的确定

植酸酶在制粒过程中 ,既要耐湿热又要耐干热 ,

故植酸酶的包被条件既要符合耐干热的要求又要符

合耐湿热的要求 ,采用正交实验的综合平衡法来找

出最好的配方方案 ,选用正交表 (表 1) L9 (34)来安排

实验 ,通过上述研究可知 ,糖的浓度、盐的质量分数

以及包被胶是影响包被酶耐热能力的重要因素 ,糖

的三个水平为每 g酶分别添加 20、40、60 mg的蔗糖 ,

盐的三个水平为添加淀粉量 5 %、10 %、15 %的盐 ,

包被胶的三个水平为淀粉量的 015 %、1 %和 115 %

的明胶。

由颗粒稳定化植酸酶耐干热实验的正交表结果

可知 ,K2A > K3A > K1A ; K3B > K2B > K1B ; K2C >

K1C > K3C ,所以最佳方案为 A2B3C2 ,又因为 C2 >

A2 > B3 ,所以认为 B因素对颗粒稳定化植酸酶耐干

热影响最小。

由颗粒稳定化植酸酶耐湿热实验的正交表结果

可知 ,K2A > K3A > K1A ; K2B > K1B > K3B ; K3C >

K2C > K1C ,所以最佳方案为 A2B2C3 ,又因为 A2 >

B2 > C3 ,所以认为 C因素对颗粒稳定化植酸酶耐湿

热影响最小。

对耐干热的最佳方案是 A2B3C2 ,对耐湿热的最

佳方案是 A2B2C3 ,这两个方案不完全一样 ,为了得

到较好的解决办法 ,进行以下分析。

盐的添加对耐干热和耐湿热来说 ,盐的极差都

不是最大的 ,也就是说不是最大的影响因素 ,对干热

来说盐的添加取 15 %最好 ,但各水平间差别不大 ,

对湿热来说盐添加 10 %最好 ,各水平间差别较大 ,

故盐的添加量取 10 %。

从正交表看 ,对耐湿热来说胶是最小的影响因

素 ,胶用量的极差最小 ;对耐干热来说胶是最大的影

响因素 ,胶用量的极差最大 ,应该取舍那一个呢 ? 植

酸酶在制粒过程中 ,稳定化颗粒植酸酶首先遇到的

是湿热的影响 ,它使酶失活的幅度最大 ,在保证植酸

酶能经受湿热的情况下 ,再考虑随之而来得的干热 ,

况且植酸酶的耐干热的能力较耐湿热的能力强 ,所

以胶的用量采用添加 115 %的明胶。

综合考虑影响耐干热和耐湿热的因素 ,确定最

后稳定化方案为 :A2B2C3。即蔗糖的添加 40 mg/ g
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酶 ,盐的添加量为淀粉量的 10 % ,胶的添加量为淀 粉量的 115 %。

表 1　稳定化正交实验设计及结果

Table 1　Result of orthogonal design of stabilized condition

包埋植酸酶的耐干热的正交实验 L9 (34) 包埋植酸酶的耐湿热的正交实验 L9 (34)

实验号
A(糖的

质量分数)

B (盐的

质量分数)

C(包被胶

添加量)

耐干热

剩余百分

酶活 ( %)

实验号
A(糖的

质量分数)

B (盐的

质量分数)

C(包被胶

添加量)

耐湿热

剩余百分

酶活 ( %)

1 1 1 1 5712 1 1 1 1 44

2 1 2 2 7514 2 1 2 2 58

3 1 3 3 5313 3 1 3 3 41

4 2 1 2 8312 4 2 1 2 64

5 2 2 3 6613 5 2 2 3 72

6 2 3 1 7913 6 2 3 1 61

7 3 1 3 6317 7 3 1 3 59

8 3 2 1 7115 8 3 2 1 55

9 3 3 2 7810 9 3 3 2 49

K1 6119 6810 6913 K1 14310 16710 16510

K2 7613 7012 7819 K2 19710 18510 17110

K3 7111 7111 6111 K3 16310 15110 17210

K1 2016 2217 2311 K1 4717 5517 5510

K2 2514 2314 2613 K2 6517 6117 5710

K3 2317 2317 2014 K3 5413 5013 5713

R 418 1 519 R 18 1114 213

优方案 A2 B3 C2 优方案 A2 B2 C3

215　湿热及干热对包被以后的植酸酶的影响

植酸酶用流化床干燥的方法包被以后 ,为了验

证其耐热性 ,采用上述湿热及干热方法处理 ,然后与

未包被的植酸酶进行对比 ,结果如图 7。

a　包被酶干热 ;　　b　未包被酶干热 ;

c　包被酶湿热 ;　　d　未包被酶湿热 ;

图 7　植酸酶包埋前后的耐热性

Fig17　The thermal stability of original phytase and stabilized phytase

从图 7可以看出 ,植酸酶经过包被以后 ,其耐湿

热及干热的能力都得到了明显提高 ,在干热时 ,蔗糖

和盐都对植酸酶的稳定起到了作用 ,其中蔗糖填补

了植酸酶空间结构的空隙 ,限制了酶由于加热而引

起的空间结构的改变。在酶涂层的外表喷上一层

盐 ,对裸露的酶进行了包覆 ,对酶的稳定也起到了重

要的作用。在湿热时 ,由于明胶层的阻隔 ,蒸汽不能

直接作用与植酸酶 ,内层的盐是热的不良导体且不

易吸水 ,这对保证包被酶耐湿热起到了重要作用 ,只

要包被层足够致密 ,蒸汽不能穿透保护膜 ,内部的植

酸酶受到热还是干热 ,从前面的实验可知 ,植酸酶可

耐一定程度的干热 ,在添加酶稳定剂的情况下 ,可进

一步提高其耐热程度。

216　植酸酶的包埋率

经测定 1 g样品中的酶活为 4 123 u ,洗涤液中

的总酶活为 73318 u ,故包埋率为 8212 %。

217　不同的水分活度对包被的植酸酶的耐干热的

影响

将原酶粉和包被的酶在不同的水分活度下进行

平衡后 ,密闭后在 85 ℃的烘箱中加热 30 min ,然后

测定剩余酶活 ,结果如图 8。
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图 8　水分活度对酶热处理后对剩余保留酶活的影响

Fig18　Effect of water activity on relative retaining activity

of phytase after heating

从图 8中可以看出 ,在相同的水分活度下 ,包被

植酸酶在干热的情况比未包被的耐干热的能力强。

218　胃蛋白酶对裸酶及包被植酸酶的影响

经胃蛋白酶的作用 ,包被酶和裸酶的残存酶活

有一定的差别 ,包被酶未经胃蛋白酶作用时的酶活

为 925 u ,经胃蛋白酶作用后 ,其残存酶活为 782 u ,

包被植酸酶的存活率为 8415 % ,未包埋的酶未经胃

蛋白酶的作用前 ,酶活为 1 004 u ,经胃蛋白酶的作

用后 ,其酶活为 689 u。未包被植酸酶的存活率为

6816 %。

3　结　论

比较不同种类的糖及浓度在干热及湿热的情况

下对残存酶活的影响 ,综合考虑确定其最佳添加量

为每 g植酸酶粉 40 mg蔗糖 ,颗粒包覆盐的用为淀

粉质量的 10 % ,外包胶经对比采用明胶较好 ,用量

为淀粉量的 115 % ,采用流化床干燥的方法 ,得到包

埋颗粒 ,其包埋率为 8218 % ,包埋后 ,水分活度大于

0135时 ,包被酶在干热的情况下残存酶活比原酶有

较大的提高 ,比较包埋前后酶活损失情况 ,包埋后 ,

干热的情况下 ,残存酶活提高 817 % ,湿热的情况

下 ,残存酶活提高 5813 % ;胃蛋白酶对其损坏作用

也明显减小。
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