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摘要：［目的］对稳定性较差的菠萝蛋白酶（Bromelain）进行固定化技术改良，提高其利用率、稳定性和贮藏性。［方法］通

过响应面法优化磁性壳聚糖/海藻酸钠固定菠萝蛋白酶（Fe3O4-SA/CS-Br）的最佳制备工艺。对 Fe3O4-SA/CS-Br 进行表

征并测定其 Km 值、操作稳定性、热稳定性、贮藏稳定性及应用效果。［结果］Fe3O4-SA/CS-Br 的最佳制备条件为 m 壳聚糖∶

m 海藻酸钠为 1∶4，Fe3O4 质量浓度为 10 mg/mL，CaCl2 质量浓度为 32 mg/mL，固定时间为 106 min，pH 为 7.0，酶质量浓度为

1.0 mg/mL。扫描电镜、红外光谱及 X 衍射光谱结果表明，Bromelain 的主要基团被成功固定至 Fe3O4-壳聚糖/海藻酸钠

（Fe3O4-SA/CS）微球上。经固定化处理后的 Bromelain 与底物的亲和性增强，提高了稳定性和应用效果。［结论］Fe3O4-

SA/CS-Br 可有效增强 Bromelain 的稳定性。
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Abstract: ［［Objective］］ To improve the immobilization technology of bromelain which has poor stability to enhance its utilization, stability, 

and storage performance. ［［Methods］］ The preparation process of magnetic chitosan/sodium alginate immobilized bromelain (Fe3O4-SA/CS-

Br) is optimized by the response surface methodology. The Fe3O4-SA/CS-Br is characterized and its Km value, operational stability, thermal 

stability, storage stability, and application effectiveness are determined. ［［Results］］ The optimal preparation conditions for Fe3O4-SA/CS-Br 

are as follows: mchitosan∶msodium alginate ratio of 1∶4, Fe3O4 mass concentration of 10 mg/mL, CaCl2 mass concentration of 32 mg/mL, immobilization 

time of 106 min, pH value of 7.0, and enzyme mass concentration of 1.0 mg/mL. According to the results from scanning electron 

microscopy, infrared spectrum, and X-ray diffraction spectrum, the main functional groups of bromelain are successfully immobilized on 

Fe3O4-chitosan/sodium alginate (Fe3O4-SA/CS) microspheres. The affinity of bromelain for the substrate is enhanced after immobilization. 
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［［Conclusion］］ Fe3O4-SA/CS-Br can effectively enhance the stability of bromelain.

Keywords: magnetic microsphere; chitosan； sodium alginate; immobilization; bromelain; enzymatic property

菠萝蛋白酶（Bromelain）是一种蛋白水解酶［1］，含有

多种氨基酸，且有一个低聚糖链与蛋白肽相连，具有嫩化

肉质、制备蛋白肽、消炎等作用［2］，但在高温和长期贮藏

后，其操作稳定性较差，无法重复利用［3］。因此，需要对菠

萝蛋白酶进行固定化技术改良，从而提高其利用率、稳定

性和贮藏性［4］。常见的固定化技术分为吸附法、包埋法、

共价法和交联法。由于菠萝蛋白酶多用于食品中，选择

的固定化载体要求简单、无毒。作为天然聚合物的壳聚

糖、海藻酸钠不仅满足无毒要求，还具有较高的降解性和

聚合性。田秀悦［5］以壳聚糖—明胶—海藻酸钠作为复合

材料固定化漆酶，以没食子酸为反应底物时，能显著提高

漆酶的荧光特性。Shi等［6］利用海藻酸钠壳聚糖制作凝胶

珠固定 α-葡萄糖苷酶，其耐温性增强，具有高稳定性和重

复利用性，且对地榆葡萄糖苷酶的抑制活性最强。

Fe3O4 作为一种磁性材料，通过亚铁（Fe2+）和铁离子

（Fe3+）的相互作用，均匀地分散于水中并与酶相互交联为

固定化酶［7］。采用 Fe3O4包覆成功的固定化乳糖酶，其 Km

值小于游离酶，使酶和底物的亲和力变大，从而加快酶促

反应，增加酶的稳定性［8］。此外，科学家们通过研究生物

酶的酶促反应动力学，可更加充分地了解生物酶的生物

调控方法及生物控制结构，更好地判断酶的分子构型［9］。

研究拟采用磁性壳聚糖—海藻酸钠（Fe3O4-SA/CS）微

球为载体原料，将 Fe3O4中的磁性铁离子与菠萝蛋白酶包

埋在一起，再滴入 CaCl2溶液使酶硬化制成固定化菠萝蛋

白酶 Fe3O4-SA/CS-Br。通过响应面法优化 Fe3O4-SA/CS-

Br 制备工艺，利用扫描电镜（SEM）、红外光谱（FTIR）及 X

衍射光谱（XRD）对该酶固定微球进行表征，测定其米氏

常数 Km，探究其操作稳定性、热稳定性和贮藏稳定性等酶

学性质，并初探 Fe3O4-SA/CS-Br 对牛肉多肽提取率的影

响，以期为提高菠萝蛋白酶的重复利用率及稳定性提供

依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

菠萝蛋白酶：3 000 U/g，纯度≥95%，晟发生物科技有

限公司；

四氧化三铁：分析纯，天津市光复科技有限公司；

壳聚糖、海藻酸钠等：分析纯，国药集团化学试剂有

限公司；

溴化钾：光谱纯，天津科密欧化学试剂有限公司；

扫描电镜：Zeiss evo 18 型，卡尔蔡司光学有限公司；

傅里叶变换红外光谱仪：FTIR-850 型，天津港东科技

股份有限公司；

X 射线衍射仪：D8 advance 型，德国布鲁克衍射荧光

事业部；

酶标仪：Readmax 1900 型，赛默飞世尔科技（中国）有

限公司。

1.2　试验方法

1.2.1　Fe3O4-SA/CS-Br 的制备工艺　参考原卉卉等［10］的

方法并修改。将菠萝蛋白酶溶于 PBS（0.01 mmol/L）中配

制成酶液，取适量壳聚糖和海藻酸钠，加入 25 mL 蒸馏水，

加热搅拌至完全溶解，加入适量 Fe3O4低速搅拌 30 min，冷

却至室温，加入 5 mL 酶液再次搅拌 10 min，用 5 mL 注射

器将混合凝胶挤入 CaCl2 溶液中，常温下匀速搅拌固定，

形成 Fe3O4-SA/CS-Br，用蒸馏水清洗 2~3 遍，4 ℃下保存

备用。

1.2.2　单因素试验　以 Fe3O4-SA/CS-Br 微球成型状态

（形态、聚集状态、拖尾等）为指标，筛选壳聚糖与海藻酸

钠（m 壳聚糖∶m 海藻酸钠为 1∶2，1∶3，1∶4，1∶5，1∶6）的最佳配比。

固定 m 壳聚糖∶m 海藻酸钠为 1∶4，Fe3O4 质量浓度为 10 mg/mL、

CaCl2 质量浓度为 30 mg/mL、固定时间 90 min、pH 7.0、酶

质量浓度为 1.0 mg/mL，分别考察 Fe3O4 质量浓度（5，10，

15，20，25 mg/mL）、CaCl2 质 量 浓 度（10，20，30，40，

50 mg/mL）、固定时间（30，60，90，120，150 min）、pH（5.0，

6.0，7.0，8.0，9.0）、酶 质 量 浓 度（0.5，1.0，1.5，2.0，

2.5 mg/mL）对固定化酶相对酶活的影响。

1.2.3　Box-Behnken 响应面试验　以 Fe3O4-SA/CS-Br 相

对酶活为考察指标，以 Fe3O4质量浓度、CaCl2质量浓度、固

定时间为自变量，进行三因素三水平响应面优化试验。

1.2.4　Fe3O4-SA/CS-Br相对酶活测定　

（1） 蛋白浓度：参考陈伟杰［11］的方法，绘制酪蛋白质

量浓度—吸光度线性关系标准曲线 Y=0.054 3X-0.010 5，

R2=0.997 4，根据线性方程求出菠萝蛋白酶浓度。

（2） 吸光度：参考 Ma 等［12］的方法并修改。向 5 mL 

Bromelain 酶液中加入 20 mL PBS（pH 为 7.0~7.2），与 2%

酪蛋白溶液于 40 ℃水浴 10 min，加入 4 mL 0.4 mol/L 三氯

乙酸溶液，37 ℃水浴 10 min，空白对照组先加入三氯乙酸

溶液并在沸水中加热 10 min 后加酪蛋白溶液，其他步骤

相同。用定性滤纸过滤，取上清液测定 275 nm 处吸光度。

（3） 相对酶活：测定固定化酶活时，用含有相同酶活

力的 Fe3O4-SA/CS-Br 代替 Bromelain，其他步骤相同。每

克酶每分钟水解酪蛋白生成 1 μL 酪氨酸定义为一个酶活

力单位（U）。分别按式（1）、式（2）计算酶活力及相对

酶活。

U= A- A 0

A s
×M s × V

t
× D
m

， （1）
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式中：

U——酶活力，U/mL；

D——稀释倍数；

A、A0—— 上 清 液 和 空 白 对 照 组 在 275 nm 处 的 吸

光度；

Ms——每毫升酪标准溶液中所含酪氨酸的微克数，

μg；

V——反应体积，mL；

t——反应时间，min；

m——酶的质量，g。

RA=
U g

U b
× 100%， （2）

式中：

RA——相对酶活，%；

Ug——Fe3O4-SA/CS-Br活力，U/mL；

Ub——Bromelain 活力，U/mL。

1.2.5　Fe3O4-SA/CS-Br的表征　

（1） 扫描电镜（SEM）：将 Fe3O4-SA/CS-Br 冷冻干燥，

真空下进行喷金处理，使用扫描电镜进行表面分析，加速

电压为 3.0 kV。

（2） 傅里叶红外变换光谱（FTIR）：将 Fe3O4-SA/CS-Br

冷冻干燥，用玛瑙研钵充分研磨，添加 KBr 混合后压片，

以 KBr 为空白对照，对 Bromelain、Fe3O4-SA/CS 微球和

Fe3O4-SA/C-Br进行表征。

（3） X-衍射光谱（XRD）：分别称取 50 mg Bromelain、

Fe3O4-SA/CS 微球和 Fe3O4-SA/C-Br，研磨，通过 XRD 布鲁

克  D8 advance以 10 （°）/min 的速率对样品进行表征。

1.2.6　米氏常数测定　用 PBS 分别配制质量浓度为 1.0，

5.0，10.0，15.0 g/L 的酪蛋白标准溶液，并以此作为底物，

分别加入 1.0 g Bromelain 和相等酶活的 Fe3O4-SA/C-Br，

摇 匀 ，40 ℃ 水 浴 10 min，测 定 其 OD275 nm 值 。 采 用

Lineweaver-Burk 作图法制作双倒数曲线获得 Fe3O4-SA/

CS-Br的米氏常数 Km值，并与 Bromelain 进行对比。

1.2.7　Fe3O4-SA/CS-Br的酶学性质　

（1） 操作稳定性：将 Fe3O4-SA/CS-Br 用 20 mL PBS 浸

泡并于 40 ℃水浴 10 min，重复操作 5 次，以同等酶活的

Bromelain 为对照，以相对酶活为指标检测其操作稳定性。

（2） 热稳定性：将 Fe3O4-SA/CS-Br 与 Bromelain 分别

于 30，40，50，60，70 ℃酶解 10 min，以相对酶活为指标检

测其热稳定性。

（3） 贮藏稳定性：将 Fe3O4-SA/CS-Br 与 Bromelain 于

4 ℃下分别贮藏 40，45，50，55，60 d，以相对酶活为指标检

测其贮藏稳定性。

1.2.8　Fe3O4-SA/CS-Br 对牛肉多肽提取率的影响　参考

Zeng 等［13-14］的方法并修改。

（1） 酶解：将 Bromelain 和含有相同酶克数的 Fe3O4-

SA/CS-Br溶解至 20 mL PBS 中，定容至 100 mL，得到酶最

终添加量为 2.5%，5.0%，7.5%，10.0%，12.5% 的酶液，分别

加入 20.0 g 搅碎的牛肉。37 ℃、150 W 超声酶解 90 min。

煮沸 10 min 灭酶，抽滤，冷冻干燥，得牛肉多肽粉末备用。

（2） 牛肉多肽提取率：参考朱清清等［15］的方法。多肽

浓度—吸光度标准曲线为 Y=0.014 9X+0.013 8，R2=
0.994 2。将冻干的多肽粉末配制成 5 mg/mL 的样品溶

液，取 0.5 mL 与 0.5 mL 三氯乙酸溶液混匀，4 000 r/min 离

心多肽 15 min，取上清液定容至 10 mL，加入 3 mL 双缩脲

试剂，静置 10 min，2 000 r/min 离心 15 min，测定 540 nm

处吸光度，代入标准曲线计算蛋白含量，并参考邹佳琪［16］

的方法确定牛肉多肽提取率。

1.3　数据处理

采用 Design-Expert 13、Origin 2022 和 SPSS 27.0.1 软

件进行数据处理、绘图和统计分析。单因素用方差分析、

多重比较用 LSD 法检验数据间的差异显著性。所有试验

均重复 3 次，结果以
-
X± S表示。字母不同表示差异显著

（P≤0.05）。

2　结果与分析

2.1　Fe3O4-SA/CS-Br的制备工艺优化

2.1.1　m 壳聚糖∶m 海藻酸钠对微球形态的影响　由图 1（a）可

知，当 m 壳聚糖∶m 海藻酸钠为 1∶2，1∶3 时，微球形状不规则，不

易聚集；当 m 壳聚糖∶m 海藻酸钠为 1∶4 时，微球呈球形且形状规

则，弹性适中；当 m 壳聚糖∶m 海藻酸钠为 1∶5，1∶6 时，微球黏度

过大不易挤出，且出现轻微拖尾现象。故选择最适的

m 壳聚糖∶m 海藻酸钠为 1∶4。

2.1.2　 Fe3O4 质量浓度对 Fe3O4-SA/CS-Br 相对酶活的影

响　由图 1（b）可知，当 Fe3O4 质量浓度为 10 mg/mL 时，

Fe3O4-SA/CS-Br 的相对酶活力最高（P＜0.05），可能是此

时 Fe3O4 能够利用范德华力、氢键、配位键和共价键等作

用方式有效地与其他材料相结合，使酶相对活性最高。

当 Fe3O4质量浓度＞10 mg/mL 时，Fe3O4-SA/CS-Br 的相对

酶活较低，可能是过量的 Fe3O4 磁性吸附效果较差，导致

微团出现团聚，无法充分与酶结合，促使酶相对活性降

低［17］，且质量浓度＞10 mg/mL 后，Fe3O4在壳聚糖/海藻酸

钠混合胶体中分散不均匀，出现结块现象，导致所需搅拌

时间延长。

2.1.3　CaCl2 质量浓度对 Fe3O4-SA/CS-Br 相对酶活的影

响　由图 1（c）可知，当 CaCl2 质量浓度为 30 mg/mL 时，

Fe3O4-SA/CS-Br 的相对酶活最高（P＜0.05），表明壳聚糖

和海藻酸钠微珠能够受到 CaCl2的影响，且添加 30 mg/mL

的 CaCl2可显著促进力学性能更强的微球形成，可充分发

挥出 SA/CS 载体的最大吸附效果［18］。

2.1.4　固定时间对 Fe3O4-SA/CS-Br 相对酶活的影响　由

图 1（d）可知，当固定时间为 90 min 时，Fe3O4-SA/CS-Br 相
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对酶活力最高，表现出最优的固定效果（P＜0.05），当固定

时间＜90 min 时，其相对酶活力较低，可能是固定时间过

短，微球的网络结构还较为松弛，无法将活性发挥到最

优。当固定时间 ＞90 min 时，相对酶活显著下降（P＜
0.05），可能是固定时间过长，酶的网络结构过密而产生位

阻效应，导致酶活降低［19］。

2.1.5　 pH 值 对 Fe3O4-SA/CS-Br 相 对 酶 活 的 影 响　 由

图 1（e）可知，当 pH 为 7.0 时，Fe3O4-SA/CS-Br 相对酶活力

最高（P＜0.05），这是由于 pH 值会影响酶和载体间的电荷

性质，影响其固定化时的吸附程度［20］。当 pH 为 7.0 时，菠

萝蛋白酶与 Fe3O4-SA/CS 微球吸附效果最佳。

2.1.6　酶质量浓度对 Fe3O4-SA/CS-Br相对酶活的影响　

由图 1（f）可知，当酶质量浓度为 1.0 mg/mL 时，Fe3O4-

SA/CS-Br 表现出最强的相对酶活力（P＜0.05），酶添加量

过多会影响酶与底物的有效接触，进而影响固定化酶

活力。

2.1.7　Box-Behnken 响应面试验设计及分析　通过单因

素试验，筛选出 3 个主要的制备条件，利用响应面软件

Design-Expert 13.0.5.0 进行试验方案设计，试验因素水平

见表 1，试验设计及结果见表 2。得到回归方程为

Y= 32.47 + 28.24A+ 24.15B+ 0.25C+ 2.00AB-
0.05AC+ 0.10BC- 13.81A2 - 5.82B2 - 2.49C2。 （3）

由表 3 可知，模型 P=0.004 8<0.01，回归模型差异极

显著；失拟项 P=0.134 4＞0.05，回归模型有意义，可进行

响应值预测。

2.1.8　响应面试验优化　由图 2 可知，各因素间交互作用

大小依次为 BC＞AB＞AC。各交互因素在响应面图中弯

曲程度均呈先上升后下降趋势，与单因素试验结果相同。

软件预测 Fe3O4-SA/CS-Br 的最佳工艺为 Fe3O4 质量浓度

10.6 mg/mL，CaCl2 质 量 浓 度 32.2 mg/mL，固 定 时 间

106.83 min，此时相对酶活预测值为 98.20%。考虑到实际

操作的可行性，将最佳工艺参数调整为 Fe3O4 质量浓度

图 1　各因素对 Fe3O4-SA/CS-Br 相对酶活的影响

Figure 1　Effects of various factors on the relative enzyme activity of Fe3O4-SA/CS-Br
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10 mg/mL，CaCl2 质量浓度 32 mg/mL，固定时间 106 min。

此 最 佳 条 件 下 制 备 的 Fe3O4-SA/CS-Br 的 相 对 酶 活 为

（98.87±0.39）%，与预测值结果基本一致，说明此条件为

最佳条件，响应面试验结果准确。

2.2　固定化酶的表征

2.2.1　SEM　由图 3（a）和图 3（b）可知，同一放大倍数下，

Fe3O4-SA/CS-Br 的表面粗糙度比 Fe3O4-SA/CS 微球的大，

说明 Bromelain 成功固定在微球上，且经过 600 倍扫描电

镜的对比，Fe3O4-SA/CS-Br 比 Fe3O4-SA/CS 微球表现出更

紧密度和均匀的结果，而固定化酶表现出块状团聚体，说

明酶与载体的紧密性大大增加，从而达到固定的目的。

2.2.2　FTIR　由图 3（c）可知，Bromelain 在 2 904 cm-1 处

有明显的 C—H 伸缩键吸收峰，而载体 Fe3O4-SA/CS 微球

中没有，但酶与载体结合体 Fe3O4-SA/CS-Br 在 2 851 cm-1

处 有 与 Bromelain 相 似 的 C—H 伸 缩 键 吸 收 峰 ，说 明

Bromelain 可通过 C—H 键成功固定至 Fe3O4-SA/CS 微球

载体上。Fe3O4-SA/CS-Br只在 3 716 cm-1处出现一个特殊

的—NH 多重吸收峰，同时 Fe3O4-SA/CS 微球在 3 595 cm-1

处的 C—H 的伸缩振动峰消失［21］，这可能是由于 Bromelain

中含有氨基，可与 Fe3O4-SA/CS 微球中的氢原子以—NH

化学键结合，故在固定后的 Fe3O4-SA/CS-Br 中—NH 多重

吸收峰增强。此外，Bromelain 中 3 309 cm-1 处吸收峰在

Fe3O4-SA/CS-Br 中消失，1 423，1 024，621 cm-1 处吸收峰

在固定化后减弱，说明酶在固定化后，其—NH、C—H、

C—O 或 C—O—C 反对称的伸缩运动均减弱，酶趋于更加

稳定的状态。Fe3O4-SA/CS 微球中存在的特征吸收峰（如

1 616，1 634 cm-1处的伯氨基团吸收峰等）在固定化后基

本 都 存 在 ，说 明 该 微 球 作 为 固 定 Bromelain 的 载 体 很

稳定。

2.2.3　 XRD　 由 图 3（d）可 知 ，Fe3O4-SA/CS 微 球 和

Fe3O4-SA/CS-Br 特征衍射峰在 35.63°，43.34°处分别对应

Fe3O4 晶面的（311）和（400），可以确定在酶固定过程中，

Fe3O4-SA/CS 微球结构未发生改变，与文献［22］的研究结

果一致。此外，Fe3O4-SA/CS-Br 在 30.09°处出现一个特征

衍射峰，同 Bromelain 的 30.87°特征衍射峰均对应 C6H12O6

的（231）晶面，说明酶成功负载至 Fe3O4-SA/CS 微球上，且

与 Fe3O4SA/CS 相互作用结合形成新的结构。

2.3　米氏常数的测定

Km 值可以近似地反映底物与酶分子之间的亲和力，

且 Km 值大小与亲和力成反比［23］。由图 4 可知，Bromelain

的 Vmax 为 0.26 mol/（L·min），Fe3O4-SA/CS-Br 的 为

0.17 mol/（L·min），固定化前后酶的 Vmax变化不大，说明利

用 Fe3O4-SA/CS 微球作为固定化载体对 Bromelain 的活性

表 1　响应面试验设计因素及水平

Table 1　Factors and levels of response surface experiment 

design

水平

-1

0

1

A Fe3O4质量浓度/

（mg·mL-1）

5

10

15

B CaCl2质量浓度/

（mg·mL-1）

20

30

40

C 固定时

间/min

60

90

120

表 2　响应面试验设计及结果

Table 2　Response surface experiment design and results

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A

-1

1

0

0

0

-1

0

0

0

-1

1

0

0

1

0

-1

1

B

1

0

0

0

0

0

-1

-1

1

-1

1

1

0

0

0

0

0

C

0

-1

0

0

0

-1

-1

1

-1

0

0

1

0

1

0

1

0

相对酶活/%

90.00

95.47

99.62

100.00

99.23

89.43

90.94

90.57

85.28

90.00

91.66

97.36

96.60

95.85

100.00

92.83

87.66

表 3　方差分析†

Table 3　Analysis of variance

方差来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总离差

平方和

320.98

8.78

3.29

29.99

4.00

2.28

38.75

50.15

142.07

21.20

28.91

20.75

8.16

349.88

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方

35.66

8.78

3.29

29.99

4.00

2.28

38.75

50.15

142.07

21.20

4.13

6.92

2.04

F 值

8.64

2.13

80.00

7.26

0.97

55.00

9.38

12.15

34.40

5.13

3.39

P 值

0.004 8

0.188 2

0.401 7

0.030 9

0.357 8

0.481 6

0.018 2

0.010 2

0.000 6

0.057 8

0.134 4

显著性

**

*

*

*

**

† *表示显著差异（P＜0.05）；**表示极显著差异（P＜0.01）。
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影响较小。 Bromelain 的 Km 值为 6.65 mol/L，Fe3O4-SA/

CS-Br 的为 4.99 mol/L，Km 值降低，说明固定化后酶与底

物的亲和力增大。此外，固定化过程可能会使酶分子构

象更加稳定，而 Bromelain 经 Fe3O4-SA/CS 微球固定化处

理后，其结合能力和作用方式更强，抑制酶活性中心的氨

基酸残基如赖氨酸残基在载体上的固定，改变空间位阻

效应［24］，使底物的转化效率增加，同时也提高了酶的稳

定性。

2.4　Fe3O4-SA/CS-Br的酶学性质

2.4.1　操作稳定性　由图 5（a）可知，经连续操作 5 次后，

Fe3O4-SA/CS-Br 的相对酶活仍为 79.53%，而 Bromelain 只

能作用一次，说明酶的使用次数得到了提高，酶的回收利

用率较高，Fe3O4-SA/CS-Br 的操作稳定性显著增强（P＜
0.05）。重复操作 5 次后，Fe3O4-SA/CS-Br微球仍保持良好

的外观，具有较好的机械性能以及重复利用率。固定化

处理使得 Bromelain 与载体之间形成了多个连接点，不仅

强化了它们之间的结合力，还提升了酶分子结构的稳定

性。此外，这种处理减缓了酶活性的释放速率，并为酶提

供 了 保 护 ，使 其 不 易 受 到 外 部 环 境 变 化 的 影 响 而

失活［25］。

2.4.2　热稳定性　由图 5（b）可知，当热处理温度＞40 ℃
时，两种酶的相对酶活呈下降趋势，但 Bromelain 的下降

幅度显著大于 Fe3O4-SA/CS-Br的（P＜0.05）。当热处理温

度 为 70 ℃ 时 ，Bromelain 的 相 对 酶 活 下 降 至 80.7%，而

图 2　各因素间交互作用对固定化酶相对酶活影响的响应面和等高线图

Figure 2　Response surface and contour map of the interaction among three factors on the relative activity of immobilized 

enzymes
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Fe3O4-SA/CS-Br 的相对酶活仍维持在 90% 左右，显著高

于 Bromelain 的（P＜0.05）。此外，试验制备的 Fe3O4-SA/

CS-Br 的 相 对 酶 活 也 显 著 高 于 陈 至 立［26］的 Bromelain

（45% 左右），说明经过固定化后酶的耐热稳定性远远大

于游离酶的（P＜0.05）。这是由于酶受有机相的疏水作用

影响，当酶长时间暴露于疏水表面时，通常对其热稳定性

不利，而酶经过固定化处理后，酶与水的接触面积减小，

延长了酶完全暴露的时间，从而达到增加酶耐热稳定性

的效果。

2.4.3　贮藏稳定性　由图 5（c）可知，4 ℃下贮藏 60 d 后，

Bromelain 的相对酶活为 82.1%，而 Fe3O4-SA/CS-Br 的为

88.4%，显著高于 Bromelain 的（P＜0.05）。同等贮藏温度

下，试验制备的 Fe3O4-SA/CS-Br 的相对酶活显著高于以

磷酸钴为载体固定的 Bromelain 的，说明 Fe3O4-SA/CS 固

定材料能有效延长 Bromelain 的贮藏时间（P＜0.05），由于

载体的保护作用，固定化酶更能抵御环境变化的影响，这

有助于保持酶的结构和活性位点。此外，固定化还能提

图 3　固定化酶的表征

Figure 3　Characterization of immobilized enzymes

图 4　Bromelain和 Fe3O4-SA/CS-Br水解酪蛋白的双倒数图

Figure 4　Double-reciprocal plot of casein hydrolyzed by 

bromelain and Fe3O4-SA/CS-Br

图 5　Fe3O4-SA/CS-Br 酶学性质

Figure 5　Enzymatic properties of Fe3O4-SA/CS-Br
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升酶对变性剂的抵抗力，从而在低温环境中维持其稳

定性［27］。

2.5　Fe3O4-SA/CS-Br对牛肉多肽提取率的影响

由图 6 可知，菠萝蛋白酶固定前后对牛肉多肽提取率

的影响整体呈先上升后下降趋势，且提取率均在酶添加

量为 10.0% 时最高，说明经固定化处理后并未改变菠萝蛋

白酶的基本生物活性。用 Bromelain 制备牛肉多肽的最

大提取率为 63.21%，而 Fe3O4-SA/CS-Br的为 70.72%，显著

高于 Bromelain 的（P<0.05）。这可能是用 Fe3O4-SA/CS

微球作为酶的固定载体，稳定了酶活性，促进了酶活力的

提高，使酶在多肽提取过程中活性保持更久，同时，固定

化酶极易与反应体系分离，减少了提取过程中的损失，最

终提高了多肽提取率［28］。

3　结论

研究将壳聚糖/海藻酸钠充分融合并加入 Fe3O4 制作

磁性微球以达到对菠萝蛋白酶的固定作用。结果表明，

磁性壳聚糖/海藻酸钠固定菠萝蛋白酶的最佳工艺条件为

m 壳聚糖∶m 海藻酸钠 =1∶4，Fe3O4 质量浓度 10 mg/mL，CaCl2 质

量浓度 32 mg/mL，固定时间 106 min，pH 7.0，酶质量浓度

1.0 mg/mL。磁性壳聚糖/海藻酸钠固定菠萝蛋白酶的扫

描电镜、红外光谱及 X 衍射光谱表征结果表明，酶与微球

紧密结合，固定化酶与游离酶具有同一晶面的特征衍射

峰，说明游离酶负载成功。酶促反应动力学显示固定化

酶的 Km值小于游离酶，说明固定化处理后，酶的亲和力增

加，活力增强。固定化后，磁性壳聚糖/海藻酸钠固定菠萝

蛋白酶的可使用次数明显延长，热稳定性和贮藏稳定性

显著增加。磁性壳聚糖/海藻酸钠固定菠萝蛋白酶能够有

效提高牛肉多肽的提取率，且高于菠萝蛋白酶的。后续

可研究磁性壳聚糖/海藻酸钠固定菠萝蛋白酶在其他方面

的实践应用效果。
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