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摘要：在简述固定化酶及其特性的基础上，对固定化酶在食品工业（食品加工贮

藏、食品添加剂生产、生物活性肽制备和食品检测）中的应用研究进行综述．指
出：将固定化酶应用于食品工业中，既可提高酶的稳定性和生产效率、实现酶的

重复利用、增加目标物的工业产量、降低生产成本，还可保留产品的原有风味、

增加其功能性，同时也可提高生物传感器的检测灵敏度、缩短反应时间及简化

操作步骤．未来可在寻求新的固定化技术和固定化载体、优化固定化预分离技
术、制备能够进行多酶反应的新型固定化酶等方面开展深入研究，以进一步推

进固定化酶在食品工业中的应用．

·５２·



　２０２１年４月 第３６卷 第２期　

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆａｂｒｉｅｆｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ，ｔｈｅｒｅｌｅｖａｎｔ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｅａｒｃｈｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅｓｉｎｔｈｅｆｏｏｄｉｎｄｕｓｔｒｙ（ｆｏｏｄｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇａｎｄｓｔｏｒａｇｅ，ｆｏｏｄａｄｄｉｔｉｖｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ｂｉｏａｃｔｉｖｅｐｅｐｔｉｄｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｆｏｏｄｔｅｓｔｉｎｇ）ｗａｓｒｅｖｉｅｗｅｄ．Ｉｔｗａｓｐｏｉｎｔｅｄｏｕｔｔｈａｔｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅｓｉｎｔｈｅｆｏｏｄｉｎｄｕｓｔｒｙｃｏｕｌｄｎｏｔｏｎｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｒａｔｅ，ｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｏｕｔｐｕｔ
ｏｆｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ａｎｄｒｅｄｕｃｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｃｏｓｔｓ；ｂｕｔａｌｓｏｈｅｌｐｔｏｒｅｔａｉｎｔｈｅｏｒｉｇｉｎａｌｆｌａｖｏｒｏｆｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔ
ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｉｔｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙ．Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓｂａｓｅｄｏｎｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅｓｈａｄｔｈｅａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｆａｓｔ，ｈｉｇｈｅｆｆｉ
ｃｉｅｎｃｙａｎｄｅａｓｙｏｐｅｒａｔｉｏｎ．Ｉｎｔｈｅｆｕｔｕｒｅ，ｆｕｒｔｈｅｒｒｅｓｅａｒｃｈｃｏｕｌｄｂｅｄｏｎｅｏｎｓｅｅｋｉｎｇｎｅｗｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃａｒｒｉｅｒｓ，ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐｒｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ａｎｄｐｒｅｐａｒｉｎｇｎｅｗｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅｓｃａｐａｂｌｅｏｆｍｕｌｔｉｅｎｚｙｍｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｔｏｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅｓｉｎｔｈｅｆｏｏｄ
ｉｎｄｕｓｔｒｙ．

０　引言

早在８０年前，一些专家发现吸附在骨炭粉
上的酶具有生物活性，启发了业界学者对固定

化酶的探索．１９５３年，Ｎ．Ｇｒｕｂｈｏｆｅｒ等［１］将聚苯

乙烯树脂重氮化后作为载体与胃蛋白酶、淀粉

酶、羧肽酶、核糖核酸酶共价结合，制成了最早

的固定化酶．１９６９年，日本的千一郎将固定
化的氨基酰化酶（该固定化酶的生产成本比游

离酶低６０％）成功应用于Ｄ－氨基酸、Ｌ－氨基
酸的光学分析，开拓了国际上利用固定化酶进

行连续工业化生产的道路，这也是酶应用历史

上的一次伟大变革［２］．１９７０年，中国科学院生
物化学研究所和中国科学院微生物所开始研究

固定化酶，揭开了我国探索固定化酶的序幕．随
后，国内多家科研单位开始研究固定化酶，发展

势头锐不可挡．本文在简述固定化酶及其特性
的基础上，综述了固定化酶在食品加工贮藏

（乳制品加工、水产品加工、油脂改性、啤酒储

存）、食品添加剂（高果糖浆、低聚果糖、Ｌ－苹
果酸、Ｌ－天门冬氨酸、阿斯巴甜）生产、生物活
性肽（酪蛋白磷酸肽（ＣＰＰ）、高 Ｆ值寡肽）制备
和食品检测中的应用现状，并指出了未来的研

究方向，以期为固定化酶在食品工业中的广泛

应用提供参考和新思路．

１　固定化酶

采用人工措施将酶从生物体内提取出来并

固定到相应的载体上，即可制得在一定空间内

具有催化效应的固定化酶．固定化酶主要有线

条、颗粒、薄膜、酶管等形状，其中，颗粒固定化

酶的应用最为广泛，它和线条固定化酶主要用

于发酵工业生产，可大大提高发酵的反应效率；

薄膜固定化酶主要用于酶电极；酶管固定化酶

的机械强度较大，主要用于食品检测［３－５］．固定

化酶除了具有酶的一般催化特性（如底物特异

性、反应温和、高效等）［６］外，还具有如下优点：

可提高对温度、ｐＨ值的适应性，以及对蛋白酶、

抑制剂的抗性［７］；可通过简单的方法回收再利

用，且酶活力损耗少；后续与产物、底物的分离

纯化较容易［８］；可批量操作并具有连续性，适用

于连续化、自动化的工业生产［９］．然而，固定化

酶在固定化处理、分离等过程中具有如下缺点：

工业化生产投资较大；固定化预分离时酶活力

的损失较大，其中胞内酶尤为明显；不易进行多

酶反应，辅助因子在某些酶的反应中起关键作

用；小分子底物易与固定化酶反应，大分子底物

与其反应概率较低，且只对水溶性底物具有催

化作用［１０］．

固定化酶的固定方法主要包括包埋法、吸

附法、共价法和交联法［１１－１８］．其中，包埋法不涉

及酶的构象和酶分子的化学变化，合成简单，但

存在扩散限制、传质受阻等问题，不适合催化大

分子底物［１７］；吸附法工艺简单，条件温和，载体

选择范围广且可再生，主要通过一些较弱的相
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互作用力（如氢键、范德华力、亲疏水作用、静

电作用等）实现酶的固定化；共价法和交联法

属于化学固定方法，所形成的化学键由于能量

较高而难以断裂，故这两种固定方法不

可逆［１８］．

近年来，固定化酶被广泛应用于食品、医

药、化工等行业［１９］，因其具有节约资源和能源、

减少或防治污染的生态环境效应而符合当代可

持续发展的战略要求．王欢等［２０］利用氨基化树

枝状介孔ＳｉＯ２固定葡萄糖氧化酶，用于检测血

清和饮料中的葡萄糖，该固定化酶重复使用３６

次以上仍具有８０％的相对酶活力．该方法操作

方便、准确度高，提高了酶的ｐＨ稳定性和热稳

定性，降低了检测成本．Ｎ．Ｍａｒｊａｎ等［２１］使用多

醛交联剂制备了磁性纳米粒子固定果胶酶，提

高了果胶酶的回收率和酶活力．Ｍ．Ｍ．Ｄ．Ｊúｌｉａ

等［２２］利用固定化壳聚糖酶生产壳寡糖，与β－

葡萄糖苷酶、纤维素酶相比，该固定化酶表现出

较高的稳定性，在水解６个周期后，仍可保持

７０％的初始酶活力．

２　固定化酶在食品加工贮藏中的
应用

２．１　乳制品加工
乳制品是人们日常所需蛋白质等的重要来

源，其对固定化酶的要求较高，因而，如何利用

固定化酶生产高质量的乳制品是研究人员一直

关注的重点．１９９８年底，中国食品添加剂标准

化委员会将乳糖酶列为食品添加剂的新品种，

使乳糖酶在乳制品工业中的应用更为广泛．固

定化乳糖酶可分解乳糖、制造干酪，主要应用于

液体乳制品（如低乳糖牛奶）、冷冻乳制品（如

冰激凌、雪糕、速冻酸乳酪）、糖的替代添加剂

（如低聚半乳糖）等方面．牛奶中的乳糖含量一

般为４．３％～４．５％，乳糖酶可将其分解为葡萄

糖和半乳糖，避免乳糖不耐症患者产生腹胀、腹

泻等不良反应．固定化乳糖酶能够连续水解乳

制品中的乳糖，大大提高乳糖的分解效率［２３］．

李燕等［２４］采用聚丙烯酰胺凝胶包埋米曲霉制

备了固定化乳糖酶，该固定化酶的热稳定性明

显增强且适宜的温度范围增大，酶活力损失较

少，机械强度也有所增大．使用该固定化酶水解

牛奶，不但能够保持牛奶原有的风味，还能增加

甜度，减少其他糖类的添加量［２５］．将固定化乳

糖酶应用于冰淇淋类产品的加工中，既可提升

冰淇淋类产品的口感和甜度，还可弥补乳糖在

低温时易结晶的缺点［２６］．

２．２　水产品加工
酶工程是对水产品加工影响最大的一种生

物技术，固定化酶不仅可改善水产品的品质，还

可提升水产品的营养价值．海参是一种营养价

值较高的海鲜产品，由于放养密度过大、日常管

理不科学、池底环境含氮量较高、人工复合饵料

研究滞后等问题，海参的多种并发症日益凸现．

在饵料中适量添加益生菌和有助于海参消化的

酶制剂是解决上述问题的关键．李向阳等［２７］采

用包埋法，将真菌α－淀粉酶固定化在环保、无

毒、廉价的海藻酸钠上制成海参饵料添加剂，提

高了海参肠道内淀粉的消化利用率，减少了代

谢产物的排出量．固定化酶也可使一些低附加

值水产品副产物得到更为合理的利用．罗非鱼

是较为常见的淡水养殖鱼类，在水产加工方面

主要用于鱼片的生产，其副产物一般用作饲料

或肥料，利用率很低．瞿叶辉［２８］采用吸附法制

备壳聚糖埃洛石 （ＣＳ／ＨＮＴｓ）复合微球并用于

固定木瓜蛋白酶，该固定化酶储存性更好，稳定

性更高，可大大提高木瓜蛋白酶的利用价值．利

用该固定化酶从罗非鱼副产物中提取的抗氧化

活性多肽，可作为添加剂应用于食品、化妆品等

行业．

２．３　油脂改性
脂肪酶是一种能够显著提高油脂催化效率
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的绿色生物催化剂，在油脂工业中应用广泛，可

通过水解、酯交换、酯转移等反应达到油脂改性

的目的［２９］，例如，１，３－特异性脂肪酶可进行酶

促酯交换反应，将棕榈油催化改性为制作巧克

力的代可可酯［３０］．然而，脂肪酶易受水、温度、

ｐＨ值、酶液浓度、底物浓度、酶的激活剂或抑制

剂等因素影响，导致酶失活、目标物产率降

低［３１］．为了解决上述问题，Ｒ．Ｒａｏ等［３２］使用固

定化的脂肪酶Ｍ６０催化鳕鱼肝油，获得了富含

ｗ６或ｗ３系列多不饱和脂肪酸等脂类物质；

Ｊ．Ｂ．Ｌｙｕ等［３３］通过共价连接方式，将用醛标记

的枯草芽孢杆菌脂肪酶Ａ固定在Ｆｅ３Ｏ４单分散

磁铁矿微球上，重复反应１０次后，该固定化脂

肪酶的酶活力仍能保持在９０％，同时，酶的热

稳定性和溶解度大大提高，酶凝聚在一起的可

能性也被降低．

２．４　啤酒储藏
在储藏过程中，啤酒中的多肽和多酚成分

会发生聚合反应，造成啤酒出现浑浊现象．木瓜

蛋白酶可以水解啤酒中的多肽和蛋白质，但由

于水解度的大小直接影响啤酒的泡沫稳定性，

所以需要控制水解程度［３４］．温燕梅等［３５］采用

吸附－交联法使胰蛋白酶先吸附于磁性胶体粒

子表面，然后利用戊二醛双功能试剂交联形成

固定化酶，该固定化酶对预防啤酒浑浊有明显

的效果．赵炳超等［３６］以戊二醛为交联剂、介孔

分子筛ＭＣＭ－４８作载体固定木瓜蛋白酶，所

得固定化酶的热稳定性显著提高，ｐＨ稳定性和

储藏稳定性也有明显改善．经固定化酶处理的

啤酒，既可保持储藏过程中良好的澄清度，也可

保证风味上与传统啤酒无明显差异．

３　固定化酶在食品添加剂生产中的
应用

　　高果糖浆、低聚果糖、Ｌ－苹果酸等是常用

的食品添加剂，利用性能稳定的固定化酶生产

这些食品添加剂，具有产量高、成本低等优点．

３．１　高果糖浆的生产
固定化葡萄糖异构酶是目前全球产量最

高、应用范围最广的一种固定化酶，一般是将其

固定在菌体上，常用的固定方法是热处理法，温

度需达到６０～６５℃，热处理时间持续１５ｍｉｎ．

以淀粉为原料生产高果糖浆的关键酶主要有以

下３种：α－淀粉酶，又称液化酶，主要起到淀粉

液化的作用；葡萄糖淀粉酶，其水解产物为 β－

葡萄糖；葡萄糖异构酶，可将葡萄糖异构为果

糖，是催化淀粉最关键的酶．早在１９７３年，研究

者就使用固定化的葡萄糖异构酶催化淀粉生产

高果糖浆．采用此方法获得的高果糖浆，果糖含

量高达５５％，且价格比蔗糖低１０％ ～２０％，经

济效益较高［３７］．使用高果糖浆替代蔗糖是固定

化酶应用最成功的工业案例，５００ｔ固定化的葡

萄糖可生产约１×１０７ｔ高果糖浆［３８］．但该工艺

在我国发展比较缓慢，目前只应用于高果糖浆

的小规模生产［３９］，因此，急需寻找新型固定化

载体，制备可以高产量生产高果糖浆的固定化

葡萄糖异构酶，以降低生产成本，提高经济

效益．

３．２　低聚果糖的生产
低聚果糖（ＦｒｕｃｔｏＯｌｉｇｓａｃｃｃｈａｒｉｄｓ，ＦＯＳ），又

称蔗果低聚糖，以菊芋粉为原料，通过菊糖内切

酶水解作用制得．低聚果糖既是一种新型糖源，

又是一种功能性保健食品，受到广大消费者的

青睐．低聚果糖的生产主要采用液体深层发酵

法，但此方法存在一定的缺点：生产酶的菌体不

能够再利用，酶的利用率也较低；过滤、除杂、脱

色等工艺使后处理过程成本增加．１９９５年，魏

远安等［４０］以少量 ＣａＣｌ２和戊二醛作为交联剂，

固定了ＧＸ－００１０菌株中的果糖基转移酶和壳

聚糖凝胶，发现１ｋｇ固定化果糖基转移酶可生

产１１３３０ｋｇ的低聚果糖浆，且该糖浆中的果糖

含量高达５８％．２０００年，该团队研究发现，经固
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定化的果糖基转移酶对温度的适应性更强，热

稳定性、酸碱稳定性和储存稳定性更高［４１］．目
前，低聚果糖生产中的主要问题是产率较低，仅

为４０％～６０％［４２］，而酶的固定化技术为提高低

聚果糖生产效率、降低成本提供了可能．
３．３　Ｌ－苹果酸、Ｌ－天门冬氨酸和阿斯巴甜

的生产

　　Ｌ－苹果酸是一种人体必需的有机酸，在三
羧酸循环中起重要作用，广泛应用于食品和医

药行业．Ｌ－天门冬氨酸是一种良好的营养增补
剂，主要添加于各种清凉饮料，是糖代用品阿斯

巴甜（Ａｓｐａｒｔａｍｅ，ＡＰＭ）的主要生产原料．研究
发现［４３］，固定化的富马酸酶在生产 Ｌ－苹果酸
和Ｌ－天门冬氨酸方面具有得天独厚的优势：
富马酸在固定化的富马酸酶催化下，可生成Ｌ－
苹果酸；富马酸与氨的结合物在天门冬氨酸酶

（从大肠杆菌中提取）催化下，可生成 Ｌ－天门
冬氨酸．通过该方法获得的Ｌ－苹果酸和Ｌ－天
门冬氨酸产量较高，一个１０ｍ３的固定化细胞
柱每月可生产数吨Ｌ－苹果酸和 Ｌ－天门冬氨
酸．阿斯巴甜，又称阿斯巴坦，是由 Ｌ－天门冬
氨酸和Ｌ－苯丙氨酸（或Ｌ－甲基苯丙氨酸酯）
以化学或酶催化反应合成的一种氨基酸二肽衍

生物，作为一种非碳水化合物类的人造甜味剂，

已被广泛应用于食品添加剂行业．目前，工业生
产阿斯巴甜最常用的方法是固定化酶耦合反

应．与传统的酶催化反应相比，固定化酶耦合反
应具有反应时间短、酶的回收利用率高、产物分

离纯化简单等优势．陈飞飞［４４］采用一种 ＮａＣｌ
增溶和微波辅助的方法，快速高效地制备了固

定化嗜热菌蛋白酶，该固定化酶的催化活力是

游离酶的１．６倍，其热稳定性和耐有机溶剂性
均有所提高，且可回收利用，极大地节约了生产

成本．

４　固定化酶在生物活性肽制备中的
应用

　　生物活性肽是一类对机体具有积极作用的

特异性蛋白片段，在蛋白序列中通常不具有活

性，但可通过酶解或微生物发酵等方式释放后

发挥作用［４５］．生物活性肽来源广泛，易消化利

用，安全性较高，因具有降胆固醇、降血压、抗

菌、抗氧化等生物活性而成为食品领域的研究

热点．然而，生物活性肽在食品中的应用受其制

备方法的影响［４６］．固定化酶酶解是制备生物活

性肽的主要方法之一，与酸水解、碱水解等化学

水解方法相比，不仅是一种绿色安全的方法，还

可最大限度地保护氨基酸不被破坏．

４．１　ＣＰＰ的制备
ＣＰＰ是一类源于酪蛋白的磷酸肽，在促进

机体对矿物质吸收和预防龋齿方面具有重要作

用，可添加到婴幼儿奶粉、中小学生营养奶、高

钙饼干、预防龋齿的牙膏等产品中［４７］．目前，日

本已生产液体营养食品、儿童咖哩饭、口香糖等

多种ＣＰＰ商业产品［４８］．１９９９年，吴思方等［４９］采

用固定化酶酶解酪蛋白制备了 ＣＰＰ，并通过正

交试验优化了其工艺参数，获得了粗制的 ＣＰＰ

产品．张黎明［５０］以壳聚糖为载体、戊二醛为交

联剂，利用固定化的胰蛋白酶酶解酪蛋白生产

ＣＰＰ，得率较高，生产成本较低．尽管 ＣＰＰ的制

备方法有很多，但每种方法各有利弊．其中固定

化酶酶解法具有天然、易控制、效果佳、可大批

量工业化生产等优势而应用广泛，但因酶的种

类有限，在食品工业中的应用也存在一定的局

限性．

４．２　高Ｆ值寡肽的制备
高Ｆ值寡肽是一个由２—９个氨基酸残基

组成的混合小肽（或称寡肽）体系，其支链氨基

酸与芳香族氨基酸的物质的量比值大于２０，具

有保肝、护肝、治疗肝脏疾病、抗疲劳、抗氧化、

延缓衰老等生理功能，食品和医学界对其关注

度均较高［５１］．黄程［５２］以碎鱿鱼肉为原料，以固

定化风味酶和固定化胃蛋白酶（由壳聚糖和戊

二醛为材料制备）作为催化酶制备了高 Ｆ值寡
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肽，并利用活性炭吸附法降低了其芳香族氨基

酸的含量．固定化的胃蛋白酶在酶解反应之后

仍可保持较高的酶活力，并可实现重复再利用．

５　固定化酶在食品检测中的应用

随着食品安全问题重要性的日益凸显，快

速、即时、低成本、便捷化的食品安全检测方法

受到研究者的重视［５３］．生物传感器是一种对生

物物质敏感，并可将生物物质浓度转换为电信

号进行检测的仪器，主要应用于食品检测、环境

监测等领域［５４］．生物传感器不仅可快速高效地

鉴定食品成分，降低检测仪器、试剂成本，而且

可实现实时在线检测，其可快速进行分子识别

和有毒有害物质检测得益于利用生物活性物质

固定化制备的敏感膜［５５］．张彦等［５６］制备了利

用壳聚糖将葡萄糖氧化酶固定在蛋膜和氧电极

的葡萄糖传感器，建立了快速测定葡萄糖含量

的方法，该生物传感器具有灵敏度高、反应时间

短、操作简单、成本低等特点．舒友琴等［５７］将固

定化酶和生物传感器联用，采用化学发光法高

效精准地检测食品中的淀粉含量，该方法误差

较小．伍周玲等［５８］采用固定化乙酰胆碱酯酶和

多碳纳米管制备了电化学生物传感器，该传感

器可用于食品中农药残留的快速高效检测，其

中，氨基甲酸酯类杀虫剂的含量可通过峰电流

值来定量．在酶基生物传感器中，酶固定化是影

响传感器性能的关键步骤，纳米生物催化技术

可大大提高其性能，展现出更好的选择性、稳定

性、可重复性和再现性．

６　结语与展望

本文对固定化酶及其特性、制备方法进行

了简述，对固定化酶应用于食品加工贮藏、食品

添加剂生产、生物活性肽制备和食品检测的研

究现状进行了综述，指出了固定化酶以其高催

化效率、高剩余酶活力、高稳定性已被广泛应用

于食品工业的多个领域；以固定化酶为基础的

生物传感器以其高选择性、高灵敏度已被成功

应用于食品中有毒有害物质和营养物质的检

测，在食品检测领域取得了较大进展．然而，目

前固定化酶在食品工业化生产中的投资较大且

应用技术尚不成熟，固定化预分离时酶活力的

损失较大，不易进行多酶反应．因此，研究者未

来可着重探索新的固定化技术和固定化载体，

优化固定化预分离技术，制备能够进行多酶反

应及对大分子底物具有催化效应的新型固定化

酶，以降低生产成本，提高经济效益．随着生物、

化学、信息技术等相关学科的快速发展，符合当

代可持续发展战略要求的固定化酶在食品行业

中的应用前景将会更加广阔．
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