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改性壳聚糖的性质及对纤维素酶的固定效果
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　　摘要：采用改性壳聚糖作为载体研究改性壳聚糖作为固定化材料对纤维素酶吸附大小的影响。结果表明，当交联
剂浓度达到４％时对改性固定化酶活性影响最大，改性壳聚糖固定化酶的最适ｐＨ值为４．３，改性壳聚糖作为载体的固
定化纤维素酶米氏常数为３．７×１０－３，未改性壳聚糖为载体的固定化纤维素酶的米氏常数为７．２×１０－３，用改性壳聚
糖作为载体的固定化纤维素酶最适温度为５５℃左右。结果表明，改性壳聚糖作为载体固定化纤维素酶可以提高游离
酶的性质。
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　　纤维素作为地球上最丰富的可再生资源，具有广阔的开
发利用前景，以纤维素酶为固化对象，通过试验比较化学改性

与未改性壳聚糖固化酶载体，探索固化酶的制备方法与性质，

旨在研究固化酶的最适条件，从而改善传统意义壳聚糖固定

化纤维素酶的相关研究。甲壳类动物废弃的外壳中可以提取

一种多糖———壳聚糖，学名为２－氨基－１，４－β葡聚糖，含有
极其丰富的甲壳素（ｃｈｉｔｉｎ）。壳聚糖的结构与纤维素类似，也
是至今为止在自然界中被发现的唯一的阳离子型可食用纤

维，对疾病有很好的保健和预防作用［１－４］。由于分子中存在

氨基，使其易于酶共价结合，也可络合金属离子，化学性质较

稳定，耐热性好，经常作为固定化酶的载体［５－８］。本试验通过

采用化学方法改性壳聚糖固定化纤维素酶，改变壳聚糖的某

些分子结构，探索相比未改性壳聚糖分子更优化的性质。

本研究采用简单的化学方法对壳聚糖进行了改性，并采

用拉曼光谱和Ｘ光衍射分别测定了改性壳聚糖的部分性质。
最后，研究了改性壳聚糖固定化纤维素酶的效果。

１　材料与方法

１．１　试验材料
纤维素酶，壳聚糖，氨基硫脲－壳聚糖改性产物，３，５－二

硝基水杨酸染色液，羧甲基纤维素钠盐溶液，其他试剂均为分

析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　纤维素酶液的制备　取１ｇ纤维素酶，加入１０００ｍＬ
蒸馏水，充分搅拌直至全部溶解，得纤维素酶液，４℃保存
备用。

１．２．２　羧甲基纤维素钠盐溶液的配制　准确称取１．００ｇ羧
甲基纤维素钠，用５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为 ５．０的柠檬酸钠缓冲
液加热溶解后，转移到１００ｍＬ容量瓶中，待冷却后，用该缓冲
液定容至刻度，４℃保存备用。母液 Ａ（０．２ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸溶
液）：称取４２．０３ｇＣ６Ｈ８Ｏ７·Ｈ２Ｏ溶解稀释至１０００ｍＬ；母液
Ｂ（０．２ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠溶液）：称取 ５８．８２ｇＮａ３Ｃ６Ｈ５Ｏ７·
２Ｈ２Ｏ溶解稀释至１０００ｍＬ；取２０．５ｍＬ母液Ａ和２９．５ｍＬ母
液 Ｂ混合，调节 ｐＨ值至 ５．０，稀释至 ２００ｍＬ，即得
５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为 ５．０的柠檬酸钠缓冲液。
１．２．３　固定化酶活性测定　在一定量固定化酶中（一般取
０．１～０．５ｇ）加入一定量（一般为３．０ｍＬ）羧甲基纤维素钠盐
溶液，４０℃水浴保温 １０ｍｉｎ后离心 ５ｍｉｎ，吸取反应液
２．０ｍＬ，加入０．４ｍＬ２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，加入０．８ｍＬ３，５－
二硝基水杨酸显色剂，定容至６．２ｍＬ，沸水浴中加热５ｍｉｎ后
流水冷却，在最适条件（４０℃）下，１ｍｉｎ内催化１μｍｏｌ底物
转化为产物所需的酶量定为１个活性单位，用７２１分光光度
计在４９０ｎｍ处测定吸光度［５］。

１．２．４　壳聚糖改性产物的制备　壳聚糖乙酸溶液的制
备［１］：将１ｇ壳聚糖在１００ｍＬ蒸馏水中浸泡润湿１５ｍｉｎ，然
后加入４０ｍＬ２．５％的乙酸溶液，充分搅拌使其溶解，即得到
壳聚糖乙酸溶液。
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　　壳聚糖改性吸附剂的制备：称取 ３ｇ氨基硫脲置于
２５０ｍＬ烧杯中，加入１００ｍＬ蒸馏水，加热搅拌至５０℃时，逐
滴加入６ｍＬ２５％的戊二醛溶液，并充分反应４５ｍｉｎ。加入配
制好的壳聚糖乙酸溶液，加热至７０℃，充分反应３０ｍｉｎ后，
取出反应物，流水冷却，再分３次加入８０ｍＬ０．５ｍｏｌ／Ｌ的
ＮａＯＨ溶液，搅拌充分后，抽滤，用蒸馏水洗涤产物至滤液 ｐＨ
值为７．０，再用乙酸乙酯、无水乙醇分别洗涤后，放入真空干
燥箱于６０℃下至质量不再变化，最终获得淡黄色固体粉末状
壳聚糖改性产物。

１．２．５　纤维素酶的固定化　称取 ２ｇ改性壳聚糖，加入
１００ｍＬ６％的戊二醛，充分搅拌３．５ｈ直至溶解，静置２４ｈ，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃去上清液，水洗２～３次以除去残
余戊二醛，抽滤，往交联后的壳聚糖中加入１ｇ纤维素酶，室
温下继续搅拌２．５ｈ，转入冰箱于４℃保存备用。静置２４ｈ，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃去上清液，水洗２～３次，抽滤即
得改性固定化酶；称取一定量的未改性壳聚糖作以上同样的

处理，即得未改性固定化酶。

１．２．６　酶活性的测定　葡萄糖含量的测定用３，５－二硝基
水杨酸法，并作如下修改：１ｍｇ／ｍＬ标准葡萄糖水溶液，浓度
梯度终体积为４ｍＬ，加入１ｍＬ３，５－二硝基水杨酸准确煮沸
５ｍｉｎ，流水冷却后于５２０ｎｍ处比色，利用标准曲线计算产生
的葡萄糖量，从而计算酶活性，以葡萄糖质量为横坐标、吸光

度为纵坐标绘制标准曲线。最后做出的标准曲线公式为 ｙ＝
１．９３５４０ｘ－０．０６２０５，ｒ２＝０．９９６５１。

２　结果与分析

２．１　拉曼光谱（Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａ）
拉曼光谱（Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａ）是一种散射光谱。拉曼光谱分

析法是基于印度科学家 Ｃ．Ｖ．拉曼（Ｒａｍａｎ）所发现的拉曼散
射效应，对与入射光频率不同的散射光谱进行分析以得到分

子振动、转动方面信息，并应用于分子结构研究的一种分析

方法。

拉曼光谱分析技术是以拉曼效应为基础建立起来的分子

结构表征技术，其信号来源于分子的振动和转动。拉曼光谱

分析技术对不同的物质具有不同的特征光谱，因此可以通过

光谱进行改性壳聚糖的定性分析，根据物质对光谱的吸光度

的特点，可以对改性壳聚糖物质的量进行分析。

　　改性壳聚糖或未改性壳聚糖的拉曼光谱都产生了明显的
波长变化，随着拉曼频移逐渐增大，壳聚糖的拉曼光强逐渐减

小，相比未改性壳聚糖，改性壳聚糖在拉曼频移为１３００ｃｍ－１

时，拉曼光强为３２０００左右，而未改性壳聚糖在拉曼频移为
１３００ｃｍ－１时，拉曼光强为１８０００左右（图１）。拉曼散射光
的强度并不是在所有方向上相等。影响２种壳聚糖拉曼峰强
的因素有很多，晶体材料比非晶体材料有更强的拉曼峰，拉曼

强度也会随键级而增强。

２．２　Ｘ光衍射（Ｘ－ｒａｙｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ）
Ｘ光衍射（Ｘ－ｒａｙｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ），即Ｘ射线衍射。Ｘ光的波

长范围为１０－２～１０２ｎｍ，与原子尺度接近。Ｘ光绕射广泛被
用来探知物质内部的微结构，利用特性 Ｘ光入射到结晶材
料，在某些入射角材料的相邻结晶面散波彼此相位相同，且光

程差为波长的整数倍，因此发生了建设性干涉。根据改性壳

聚糖与未改性壳聚糖结晶结构的不同，有所谓的空间群（ｓｐａｃｅ
ｇｒｏｕｐ）的区分，即使结构相同晶体内部原子组成不同，其结构
因子（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｆａｃｔｏｒ）不同，对于Ｘ光散射能力也不同。

Ｘ光衍射可以进行多物相成分的定性分析，壳聚糖的２种
晶形分别称为 ＦｏｒｍＩ（２θ在３２°左右）和 ＦｏｒｍＩＩ（２θ在２０°左
右），如图２所示，改性壳聚糖在３２°有明显的衍射峰，表明原
料壳聚糖粉末只有ＦｏｒｍＩ一种晶体存在。当壳聚糖被改性后，
改变了壳聚糖分子的结构，ＦｏｒｍＩ晶形的衍射峰从２０．０°迁移
到３２．８°，这表明伴随着壳聚糖改性，一种新的晶体逐步形成。
２．３　用不同浓度的戊二醛溶液对２种固定化酶活性的影响

称取６份０．１ｇ改性壳聚糖于小烧杯中，分别加入浓度为
１％～６％的戊二醛溶液５．０ｍＬ，充分搅拌３．５ｈ，置于离心机中
３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ进行分离，用蒸馏水洗涤２～３次以除
去溶液中的戊二醛，往交联物中分别加入４．０ｍＬ１ｇ／Ｌ的纤维
素酶溶液，置于 ４℃冰箱中，１ｈ搅拌 １次，持续 ２４ｈ，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ弃去上清液，水洗３次，得固定化酶。
称取６份０．１ｇ未改性壳聚糖作同样的处理。

固定化酶活性测定结果如图３所示，壳聚糖改性固化酶最
适戊二醛交联浓度为３％，未改性壳聚糖固化酶最适戊二醛交
联浓度为４％，当戊二醛的浓度达到３％时，改性固化酶的活力
已达到最大。

２．４　２种固定化酶的最适ｐＨ值
准确配制 ｐＨ值为 ３．６、４．０、４．４、４．８、５．２、５．６的

ＨＡｃ／ＮａＡｃ缓冲液。吸取梯度缓冲液各 １．５ｍＬ，分别加入
１５ｍＬ２０％的蔗糖溶液。与改性固定化酶反应时，先在固定
化酶中加入１ｍＬ蒸馏水，混匀后再将蔗糖溶液倒入纤维素酶
中，３０℃反应５ｍｉｎ，壳聚糖固定化酶则用沸水浴反应１ｍｉｎ终
止反应，４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，各管取反应液 ０．５ｍＬ，加入
３５ｍＬ蒸馏水中，加入１ｍＬ染色液，显色后测吸光度。结果
如图４所示，改性壳聚糖固定化酶的最适ｐＨ值为４．３，而未改
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性壳聚糖固定化酶的最适ｐＨ值为３．８。
２．５　原酶、固定化酶与改性固定化酶米氏常数的比较

平行取固定化酶与改性固定化酶各０．１ｇ、原酶０．５ｍＬ
（１ｇ／Ｌ）各６份，分别与一定量（３．０ｍＬ）不同浓度（１％～６％）
的底物于４０℃水浴中反应１５ｍｉｎ，测其吸光度，用Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ
Ｂｕｒｋ双倒数法作图，求得米氏常数（Ｋｍ）。结果如图５所示，原
酶的Ｋｍ值为７．３×１０

－３ｇ／Ｌ，未改性固化酶的Ｋｍ值为 ７２×
１０－３ｇ／Ｌ，改性固化酶的Ｋｍ值为３．７×１０

－３ｇ／Ｌ，壳聚糖被改性
后，固定纤维素酶表现为米氏常数减小。

２．６　温度对酶活性的影响
酶在固定化后，稳定性普遍增加，这主要表现在改性固定

化酶的最适温度较原酶高，对热的稳定性也较原酶高。

平行取０．１ｇ固定化酶、０．１ｇ改性固定化酶和０．５ｍＬ
１ｇ／Ｌ的原酶各６份，分别在不同温度（３０～８０℃）条件下测定
酶活性。如图６所示，未改性固化酶的最适温度为４０℃，之后
随着温度升高，曲线趋势较陡峭，酶的活性降低；当壳聚糖被改

性后，使得酶的最适温度有所提升，改性固化酶活性的最适温

度在５５℃左右，相比未改性固化酶，改性固化酶对热的稳定性
有所提高。

２．７　改性壳聚糖、未改性壳聚糖固定化酶的稳定性
随着时间的推移，壳聚糖固化酶的稳定性由高变低，在

１２～２４ｈ固化酶的稳定性普遍较好，相比未改性固化酶，改性
壳聚糖固化酶有更好的稳定性（图７）。

３　讨论

大多数试验中均采用壳聚糖作吸附剂、戊二醛为交联剂固

定化酶［２］，但采用化学方法改性壳聚糖固定化纤维素酶，却没

有相关说明。通过试验改性壳聚糖，壳聚糖作为载体的性能得

到了提高。

　　试验中发现当交联剂浓度为４％时，对改性固定化酶活性
影响最大；改性壳聚糖固定化酶的最适ｐＨ值为４．３，未改性壳
聚糖固定化酶的最适ｐＨ值为３．８；采用改性壳聚糖为载体的
纤维素固化酶的米氏常数为３．７×１０－３ｇ／Ｌ，未改性壳聚糖为
载体的纤维素固化酶的米氏常数为７．２×１０－３ｇ／Ｌ，将纤维素
酶用改性壳聚糖固定后，改性固化酶最适温度在５５℃左右，未
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改性固化酶最适温度为４０℃，通过试验对比改性固定化酶与
未改性固定化酶发现，改性固定化酶热稳定性与贮藏稳定性

更高。

壳聚糖与甲壳素作为自然界唯一的碱性多糖，来源广泛，

更简单制备，对于其利用开发，对环境保护和资源开发有着一

定的作用［９－１３］。通过研究发现，将壳聚糖通过化学方法改性

处理后，壳聚糖的分子结构产生了变化，性质也跟改性前大不

相同，在戊二醛浓度对固定化酶活性影响的试验中，改性壳聚

糖固定化酶的最适ｐＨ值高于未改性壳聚糖，固定化酶的活性
也比未改性壳聚糖固定化酶的略高，在对温度的研究中，改性

固定化酶比未改性固化酶的耐受温度更高，稳定性也更强。酶

的活性容易受环境条件的影响，通过固定化，正好可以将纤维

素酶的活性得以保留。

参考文献：

［１］武娜娜．壳聚糖改性吸附剂的制备及其在重金属污染的污水和土
壤处理中的应用［Ｄ］．广州：华南理工大学，２０１４．

［２］农　向，胥成浩，伍　红．交联改性前后壳聚糖的纤维素酶固定效
率研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１１，３９（２）：４２４－４２５．

［３］ＪｏｎｅｓＰＯ，ＶａｓｕｄｅｖａｎＰＴ．Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｂｙｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｒｅｅｓｅｉｃｅｌｌｕｌａｓｅ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＬｅｔｔｅｒｓ，２０１０，３２（１）：
１０３－１０６．

［４］ＳｏｈｅｌＤ，ＡｐａｒｎａＳ，ＮａｔｈＧＭ．Ａｍｕｌｔｉｐｕｒｐｏｓｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｂｉｏｃａｔａｌｙｓｔ
ｗｉｔｈｐｅｃｔｉｎａｓｅ，ｘｙｌａｎａｓｅａｎｄｃｅｌｌｕｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＣｈｅｍｉｓｔｒｙＣｅｎｔｒａｌ
Ｊｏｕｒｎａｌ，２００７，１（１）：１－５．

［５］农　向．瑞氏木霉ＱＭ９４１４产纤维素酶的研究［Ｄ］．成都：西南民
族大学，２００６．

［６］ＰａｎａｇｉｏｔｏｕＧ，ＯｌｓｓｏｎＬ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｒｅｌｅａｓｅｄｄｕｒｉｎｇｐｒｅｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｏｆｗｈｅａｔｓｔｒａｗｏｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｒａｔｅｓ
［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ＆Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２００７，９６（２）：２５０－２５８．

［７］ＭｏｓｉｅｒＮ，ＷｙｍａｎＣ，ＤａｌｅＢ，ｅｔａｌ．Ｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｐｒｏｍｉｓｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
ｆｏｒｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｉｃ ｂｉｏｍａｓｓ［Ｊ］． Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００５，９６（６）：６７３－６８６．

［８］张　强．用壳聚糖固定化纤维素酶的研究［Ｄ］．西安：陕西科技大
学，２００５．

［９］高培基．纤维素酶降解机制及纤维素酶分子结构与功能研究进展
［Ｊ］．自然科学进展，２００３，１３（１）：２１－２９．

［１０］杨永彬，黄谚谚，林跃鑫．纤维素酶的结构及分子多样性［Ｊ］．生
命的化学，２００４，２４（３）：２１．

［１１］ＳａｖｉｌｌｅＢＡ，ＫｈａｖｋｉｎｅＭ，ＳｅｅｔｈａｒａｍＧ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄａｍｙｌａｓｅａｎｄｃｅｌｌｕｌａｓｅ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄ
ＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００４，１１６（１）：２５１－２５９．

［１２］ＺｈａｎｇＪ，ＹａｎＨ，ＹａｎｇＴ，ｅｔａｌ．Ｒｅｍｏｖａｌｏｆｄｉｃｏｆｏｌｆｒｏｍｗａｔｅｒｂｙ
ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｕｌａｓｅａｎｄｉｔｓｒｅａｃｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭａｎａｇｅｍｅｎｔ，２０１１，９２（１）：５３－５８．

［１３］ＺｈａｎｇＹＨ，ＤｉｎｇＳＹ，ＭｉｅｌｅｎｚＪＲ，ｅｔａｌ．Ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｎｇｒｅｃａｌｃｉｔｒａｎｔ
ｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅａｔｍｏｄｅｓｔｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ＆
Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２００７，９７（２）：

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄

２１４－２２３．

（上接第１５６页）
究［Ｊ］．中国食物与营养，２００９（８）：５０－５１．

［９］严映德，周荣宪．油菜籽含油量（索氏）测定试样处理方法的改进
［Ｊ］．粮油仓储科技通讯，１９９２（５）：３９－４０．

［１０］罗有文，刘俊栋，周红蕾，等．脂肪测定教学中的影响因素及改进
方法［Ｊ］．现代农业科技，２０１４（２３）：３４０，３４３．

［１１］魏　红，钟红舰，江　红．索氏抽提法测定粗脂肪含量的改进
［Ｊ］．中国油脂，２００４，２９（６）：５２－５４．

［１２］王玉玲，丁淑芬．索氏抽提法测定粗脂肪含量方法的探讨［Ｊ］．粮
食加工，２０１４，３９（５）：７６－７７．

［１３］钟艳梅，曾宪录．食品脂肪测定方法的改进［Ｊ］．广东化工，２００８，

３５（６）：１３０－１３１．
［１４］张江荣，杨　军，董文明．食品中粗脂肪测定方法的改进研究

［Ｊ］．现代农业科技，２０１３（３）：３３３－３３４．
［１５］聂国兴，王俊丽，肖　竞．两种粗脂肪测定方法的比较研究［Ｊ］．

河南畜牧兽医，２００１，２２（７）：７－８．
［１６］方　敏，丁小霞，李培武，等．索氏抽提测定含油量的方法改良及

其应用［Ｊ］．中国油料学报２０１２，３４（２）：２１０－２１４．
［１７］李正强、郭贵敏，杨顺国，等．高产高油花生新品种黔花生４号的

选育［Ｊ］．湖北农业科学，２００８，４７（１）：３１－３２．
［１８］任志秋，孙淑华，乐也国．测定大豆粗脂肪含量方法ＳＺＣ－Ｃ型脂

肪测定仪［Ｊ］．黑龙江粮食，２００３（５）：３６－３７．

—３６１—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１０期


