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包埋提高异常威克汉姆酵母醛脱氢酶的稳定性
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摘要!目的!提高威克汉姆酵母醛脱氢酶在冷藏和胃肠道

环境中的稳定性#开发消减胃肠道内活性醛的产品!方

法!从
'

株异常威克汉姆酵母%

&$8S,756+0+

@

8,?6%0+6*

19?

&中选取醛脱氢酶%

M<TQ

&活性最高的菌株提取

M<TQ

#采用海藻酸钠)氯化钙法对
M<TQ

进行包埋#研

究了包埋对
M<TQ

在冷藏及模拟胃肠道环境中的稳定

性!结果!

&.6%0+619?

菌株
%̂

"

8̂

"

&̂

"

+̂

"

)̂#

"

)̂&

产生

的
M<TQ

比活力在
&'588

"

*&#5)*;

$

.

H

#菌株
+̂

的
M<-

TQ

的比活力最高#为
*&#5)*;

$

.

H

'最优包埋条件为海

藻酸钠
%5$=

#氯化钙
%5$=

#包埋酶的活力为
*&$58);

$

H

'

游离酶在
*c

下放置
,9

酶活下降至
,$=

以下#包埋酶

酶活维持在
+$=

以上'在体外模拟胃肠道环境下#游离酶

在模拟胃液中
)$.04

内完全失去活性#而包埋酶在胃液

环境中
%:

酶活保留率为
,'5%+=

#肠液中
):

酶活保留

率为
,'5%,=

!结论!海藻酸钠)氯化钙包埋法可显著提

高异常威克汉姆酵母
M<TQ

的稳定性!

关键词!异常威克汉姆酵母'醛脱氢酶'包埋'稳定性
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研究)

)P%

*表明%食品中的不饱和醛对人体健康有负面

影响&例如%食品中的糖基化反应+蛋白质氧化和脂肪氧

化所产生的丙酮醛与一些口腔疾病如牙周病有关)

*

*

$二羰

基醛类化合物与慢性糖尿病有关)

,

*

$丙烯醛+巴豆醛可诱

导基因突变以及抑制
TXM

修复)

'

*

&醛脱氢酶!

M<TQ

%

"O

15#5)

"是一种可催化内源和外源性醛类化合物脱氢的胞内

酶)

8

*

%常用于消减食品中的不饱和醛从而减轻因摄入不饱

和醛而给机体带来的危害&目前%

M<TQ

主要来源于动物

肝脏%存在稳定性差+成本高+催化效率低等问题)

&

*

%因此

其应用受到限制&大量微生物具有较高的
M<TQ

活性%如

酵母)

&P+

*

+醋酸菌)

)$

*

+乳酸菌)

))

*以及深海细菌)

)#

*

%利用微

生物提取
M<TQ

并采用固定化的方式来稳定酶活是一种

有效解决上述问题的方法&付湘晋)

)%

*研究发现%用葡萄酒

酵母细胞处理鱼糜
#:

后%鱼糜中丙二醛含量下降了
8$=

%

#

%

*-

庚
-

二烯醛和
#

%

*-

癸
-

二烯醛的含量低于检出限&刘薇

(
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年
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月
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*从传统发酵食品中筛选出的
'

株具有耐冷冻特性的

异常威克汉姆酵母!

&$8S,756+0+

@

8,?6%0+619?

"菌株
%̂

+

8̂

+

&̂

+

+̂

+

)̂#

+

)̂&

可消减鱼肉中的脂肪氧化产物丙二醛%

是潜在的鱼肉+肉类生物保鲜剂&研究拟测定上述
'

株

!

%̂

+

8̂

+

&̂

+

+̂

+

)̂#

+

)̂&

"酵母菌株的
M<TQ

活性%并采用海

藻酸钠'氯化钙法对
M<TQ

进行包埋%分析游离
M<TQ

及包埋
M<TQ

在冷藏+模拟胃肠道环境中的稳定性%以期

为开发可用于消减胃肠道内活性醛的产品提供依据&

)

!

材料与方法
)5)

!

菌种

异常威克汉姆酵母!

&$8S,756+0+

@

8,?6%0+619?

"菌

株
%̂

+

8̂

+

&̂

+

+̂

+

)̂#

+

)̂&

#中南林业科技大学食品科学与

工程学院实验室&

)5#

!

材料与试剂

二硫苏糖醇#分析纯%上海如吉生物科技有限公司$

氯化钙+葡萄糖#分析纯%国药集团化学试剂有限公司$

XMT

`

#上海如吉生物科技有限公司$

海藻酸钠+蛋白胨+酵母浸粉+琼脂#国药集团化学试

剂有限公司$

胃蛋白酶#

)#$$;

(

H

%国药集团化学试剂有限公司$

胰蛋白酶#

,$$;

(

H

%国药集团化学试剂有限公司$

液体培养基#

#=

葡萄糖%

#=

蛋白胨%

)=

酵母浸粉$

固体培养基#在液体培养基的基础上加入
#=

琼脂&

)5%

!

仪器与设备

微生物培养箱#

([]-),$!

&

型%北京中兴伟业仪器有

限公司$

立式自动压力蒸汽灭菌锅#

N),*T\(

型%厦口致微

仪器有限公司$

超净工作台#

(\-Ô-WRT

型%苏州安泰空气技术有限

公司$

紫外可见分光光度计#

!1AD?@/F!

型%北京莱伯泰科仪

器股份有限公司$

超声波细胞破碎仪#

Ẑ+#-

$

X

型%宁波新芝有限公司$

离心机#

>N#,]Y

型%长沙东旺实验仪器有限公司&

)5*

!

方法

)5*5)

!

酵母菌活化和扩大培养
!

参照刘薇丛)

)*

*的方法

并稍作修改%将斜面培养基的酵母接种于液体培养基%在

#&c

%

),$F

(

.04

条件下培养
#*:

进行活化%再以
,=

的

接种量进行扩大培养得到酵母菌悬液&

)5*5#

!

酵母菌粗酶液制备与检测

!

)

"酵母菌粗酶液制备#参照衣海龙)

),

*的方法并稍

作修改%取
)5*5)

中培养好的菌液
)$$.<

%在
* c

下以

&$$$F

(

.04

离心
), .04

%弃上清液%并用
$5$,.71

(

<

+

E

Q&5$

的磷酸钾缓冲溶液
%$.<

洗涤酵母菌细胞泥

)

次%然后在
*c

下以
)$$$$F

(

.04

离心
)$.04

收集得到

酵母泥&将湿酵母按
+

湿酵母
j+

缓冲液
e)j%$

重悬浮于

$5$,.71

(

<[!(

!

E

Q&5$

"缓冲液中%于冰水浴中超声波

破碎&超声参数#超声功率
%$$ \

+超声时间
8?

+间歇

,?

+全 程 时 间
), .04

&将 细 胞 破 碎 物 于
* c

下 以

)#$$$F

(

.04

离心
),.04

%取上清液进行醛脱氢酶活性

和蛋白浓度测定&

!

#

"醛脱氢酶活性检测#参照
SI03D

等)

)'

*的方法&酶

活反应体系组成#

#5,#.<>F0?-QO1

缓冲液!

$5$,.71

(

<

%

E

Q&5$

"+

$5).<%.71

(

<]O1

溶液+

$5).<$5$#.71

(

<

XMT

`溶液+

$5).<$5$,.71

(

<"T>M

溶液+

$5$%.<

$5$,.71

(

<

二硫苏糖醇溶液+

$5$,.<$5).71

(

<

乙醛溶

液+

$5).<

粗酶液&酶活性测定体系和待测酶液分别在

#,c

下恒温水浴
,.04

%将待测酶液迅速加入酶活反应体

系中混匀%立即放入分光光度计中%每隔
1.04

读取

%*$4.

处的吸光度值%持续
, .04

&定义每分钟转化

)

%

.71

的底物所需酶量为一个酶活力单位!

;

"&

!

%

"粗蛋白含量检测#参照万茵等)

))

*的方法&用缓

冲液的吸光度作为空白值%分别测定蛋白溶液在
#'$4.

及
#&$4.

处的吸光度%按式!

)

"计算蛋白质质量浓度&

/e)5*,k'

#&$4.

P$58*k'

#'$4.

% !

)

"

式中#

/

'''蛋白质质量浓度%

.

H

(

.<

$

'

#&$4.

'''蛋白溶液在
#&$4.

处的吸光度$

'

#'$4.

'''蛋白溶液在
#'$4.

处的吸光度&

)5*5%

!

比活力计算
!

按式!

#

"计算比活力&

'e

E

4

% !

#

"

式中#

'

'''比活力%

;

(

.

H

$

E

'''酶活力%

;

$

4

'''蛋白质含量%

.

H

&

)5*5*

!

酶的包埋
!

参照刘天龙)

)8

*的海藻酸钠'氯化钙

包埋法%将
)$ .<

海藻酸钠溶液加热溶解%冷却后与

,.<

的游离酶液混合均匀%用一次性的注射器将海藻酸

钠与酶液混合液匀速滴入氯化钙溶液中%形成大小均一

的光滑颗粒%固化
):

后过滤取出%用蒸馏水洗涤%

*c

下

静置硬化
#:

&

)5*5,

!

包埋酶的活性测定
!

称取
)

H

包埋酶的海藻酸

钠'氯化钙颗粒%加入
$5$,.71

(

<

+

E

Q&5$

的
[!(

缓冲液

*.<

%充分碾磨%于
*c

下以
)#$$$F

(

.04

离心
),.04

%

取上清液
$5).<

按
)5*5#

中方法测定醛脱氢酶活性&

)5*5'

!

包埋酶冷藏稳定性
!

分别取包埋酶和游离酶保存

于
*c

冰箱中%连续
,9

内每天定时定量取出测定两者的

残余酶活&

)5*58

!

包埋酶在模拟胃肠液中的酶活变化
!

参考万茵

等)

))

*的方法制备模拟胃液+模拟肠液&

在模拟胃液中加入粗酶液或包埋酶%置于
%8 c

+

)'$F

(

.04

的摇床振
)&$.04

%于
$

%

)$

%

#$

%

%$

%

*$

%

,$

%

'$

%

+$

%

)&$.04

时%测定消化液中
M<TQ

酶活&以未经消化的粗

酶液和包埋酶活性视作
)$$=

酶活%计算酶活性保留率&

)

"

f715%&

"

X75,

陈
!

耕等!包埋提高异常威克汉姆酵母醛脱氢酶的稳定性



在模拟肠液中加入粗酶液或包埋酶%于
$

%

)$

%

#$

%

%$

%

*$

%

,$

%

'$.04

时测定
M<TQ

酶活&以未经消化的粗酶

液和包埋酶活性视作
)$$=

酶活%计算酶活性保留率&

)5,

!

数据统计与分析

所有试验均重复
%

次%结果用平均值
g

标准差表示%

采用
"J6D1

软件进行数据统计+绘图%采用
([((

软件进

行数据分析&

#

!

结果与分析
#5)

!

异常威克汉姆酵母菌
M<TQ

活性

'

株
&56%0+619?

菌株
%̂

+

8̂

+

&̂

+

+̂

+

)̂#

+

)̂&

的

M<TQ

酶测定结果见图
)

&

+̂

的比活力)!

*&#5)*g
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*显著高于其他
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株的%选用酶活最高的
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进行后续试验&

+

号菌株与干酵母
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*相比也具有明

显的优势&

#5#

!

海藻酸钠添加量对
M<TQ

酶活性的影响

设定氯化钙的添加量为
%=

!质量分数"%分别与

#5$=

%

#5,=

%

%5$=

%

%5,=

%

*5$=

的海藻酸钠对
M<TQ

酶

进行包埋%得到的酶活见图
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由图
#

可知%当海藻酸钠添加量为
%=

时%包埋效果

显著高于其他添加量的&随着海藻酸钠添加量的增加%

包埋酶酶活呈上升趋势%当海藻酸钠添加量高于
%5$=

时%随着海藻酸钠添加量的增加%酶活呈下降趋势&可能

是因为海藻酸钠含量较低时包埋的凝胶结构不够紧密导

致包埋率低%随着海藻酸钠含量的增加%形成的凝胶强度

增加%内部结构更加稳定从而提高了包埋率&但是高含

量的海藻酸钠形成的凝胶强度过大%硬度上升%导致注射

器挤压出的颗粒呈不规则的圆形并有拖尾的现象%影响

了酶的包埋和释放效果从而影响酶活)

)+

*

&

#5%

!

氯化钙添加量对
M<TQ

酶活性的影响

设定海藻酸钠添加量为
%5$=

%分别与
#5$=

%

#5,=

%

%5$=

%

%5,=

%

*5$=

的氯化钙对
M<TQ

酶进行包埋%得到

的酶活见图
%

&由图
%

可知%不同氯化钙添加量下的包埋

酶酶活差异显著&其中%添加
%5$=

的氯化钙包埋效果显

著优于其他添加量的&随着氯化钙添加量的增加%包埋

效果提高%当氯化钙添加量高于
%5$=

时%包埋效果下降&

可能是低含量的氯化钙与海藻酸钠形成的海藻酸钙凝胶

强度较小%会导致酶流失)

)#

*

&氯化钙添加量过高可能使

海藻酸钙凝胶的内部网状结构发生变化%从而影响底物

分子与酶分子的相互结合与作用%使酶活受到影响)

)+

*

&

#5*
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包埋酶的冷藏稳定性

由图
*

可知%未进行包埋的游离酶在
,9

内相对酶活

下降至
**5)%=

%而包埋酶的相对酶活仅下降了
'5'+=

%游

离酶的酶活下降速率明显快于包埋酶的%说明用海藻酸

钠和氯化钙进行包埋对酶起到了较好的保护效果&

#5,

!

模拟胃肠道环境下酶活变化

未进行包埋的游离酶经胃液消化
)$.04

后已检测不

出酶活%说明该酶在胃液环境中极不稳定&而利用海藻

酸钠与氯化钙进行包埋后的酶在模拟胃液消化环境下表

现出较好的稳定性%包埋酶经胃液消化
%:

后%酶活仍然

保留了
,'5%+=

!图
,

"&在模拟肠液消化环境下%包埋酶

在前
%$.04

表现出良好的稳定性%相对酶活保持在
+$=

以上%之后酶活下降速度加快%降至
'$=

以下!图
'
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万茵等)

))

*的研究结果一致&可能是因为海藻酸钙颗粒的

结构受到了破坏%导致内部包埋的酶渗出%但是酶活仍然

被较好保留%说明海藻酸钠与氯化钙的包埋起到了较好的

保护效果%有效增加了
M<TQ

在胃肠道环境下的稳定性&

%

!

结论
对

'

株
&56%0+619?

酵母的
M<TQ

酶活进行测定%

发现
+̂

酵母菌株的
M<TQ

酶活最高&选取
+̂

作为研究

对象%优化
M<TQ

酶包埋工艺%最终结果显示
%5$=

海藻

酸钠与
%5$=

氯化钙的包埋效果最佳%包埋酶在冷藏及在

胃肠道环境下有很好的稳定性&可促进酵母菌醛脱氢酶

在食品领域的广泛应用%对于降低加工类食品中的一些

有害醛类从而降低食品中的风险具有深远意义&后续可

进一步研究
M<TQ

酶体内活性及清除活性醛的效果&
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