
梨酸钾以体积比为 tΒ t的比例混合o则感染率仅为 x

h o与空白对照感染率降低 vs h ∀这显然是由�� ≤ ≤

薄膜对草莓呼吸的抑制作用和山梨酸钾对真菌的抑

制作用二者共同作用所致∀

本法简便易行o成本较低o具有广阔的应用前景∀

此外本文对草莓的保鲜实验是在常温下进行的o如结

合冷藏条件效果无疑将更佳∀

v 结论

vqt 用加热法在 yx ε 制备 �� ≤ ≤ 产量最高o且

该温度下制得的 �� ≤ ≤ ktqx h l对草莓的保鲜效果优

于其他温度下制得的 �� ≤ ≤ 及山梨酸钾∀

vqu 将 yx ε 制得的 �� ≤ ≤ k浓度为 tqx h l与

山梨酸钾k浓度为 sqsux h l二者等体积混合对草莓

的保鲜效果ky §l最佳o与空白对照o感染率降低 vs

h ∀
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α  近年来甲壳质及其衍生物作为载体固定化酶和

细胞的研究引起了广泛的重视≈t ∀ 甲壳质是甲壳动物

外壳的主要成分o是自然界生成量仅次于纤维素的第

二大天然聚合物∀ 甲壳质的化学结构是由 �2乙酰葡

萄糖胺通过 Β2tqw 糖苷键连接而成的生物高聚物o其

化学性质稳定o而且耐热性好∀ 特别是分子中存在有

氨基o既易于与酶共价结合o又可络合金属离子使酶

免受金属离子的抑制o同时容易通过接枝改性o是一

种很有应用价值的固定化载体∀ 本文介绍了固定化载

体的制备!固定化方法和应用∀

t 固定化载体的制备方法

tqt 壳多糖的制备

以新鲜虾蟹壳为原料分别用 u ° ²̄Ù�的盐酸和 u

° ²̄Ù�的 �¤� � 浸泡除去色素!蛋白质和钙质~然后

用 ws h ∗ wx h 的浓碱处理加热 tss ε 保温 {∗ ts «o

脱去乙酰基即成壳多糖o可溶于 u h 的乙酸溶液≈u ∀

tqu 磁性壳多糖球的制备

壳多糖通常是片状或粉状无孔物质o分子间结构

比较紧密o这一特点限制了其内部的吸收位点∀ 相比

之下 ƒ v̈� w 是一种多孔物质有较大表面积o而且具有

磁性∀二者不溶解的 ³� 范围相同o将其结合制成磁性

壳多糖球o既可提高吸附能力o又降低了其在酸性介

质中的溶解性∀其具体作法如下}将 ƒ¨
vn Ùƒ¨un 盐的混

合水溶性与壳多糖的乙酸溶液混合搅拌 t «o然后将

混合液滴入 x h ∗ ux h 的 �� w� � 中o搅拌条件下即

可形成固化小球o磁性甲壳质和壳多糖球用磁铁收集

后用蒸馏水洗净o在 ys∗ |s ε 干燥后即可作为固定

化载体∀ 酶被固定在这种载体上后o会很容易地用磁

性装置从反应的混合液中分离回收o从而方便了操作

和降低成本≈x ∀

tqv 水性凝胶的制备

多聚阴离子和多聚阳离子的反应可形成多聚复

合物o这种复合物同组成它的单一物质相比在性质上

有明显的区别∀ 壳多糖是多聚阳离子o它可同多聚阴

离子如 ÷ ¤±·«¤±!羧甲基纤维素!褐藻酸等反应形成水

性凝胶∀ 其具体作法如下}将 ÷ ¤±·«¤± 溶液ksqyx h l

用注射器逐滴滴加到壳多糖溶液中ksqx h ∗ tq{ h l

并不断搅拌o室温搅拌 tx °¬± 即可形成小球o然后用
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酸性缓冲液冲洗o湿的凝胶中水分占 |x h ∗ |{ h ∀经

乙醇脱水干燥o干品中 ÷ ¤±·«¤± 占 zx h o壳多糖占 ux

h ∀ 扫描电子显微镜结果显示o没有酶存在时凝胶呈

多孔纤维状结构o孔径在 tsp z∗ tsp y
° 之间∀ 这种凝

胶制成的微球表面具有均一的孔状结构o含有大量的

水分子和电荷形成了一个良好的亲水环境o可允许底

物自由通过o为酶的固着提供了更多的位点∀ 当有酶

存在时纤维网格中有球状体形成o这种球状体是 ÷ ¤±2

·«¤±!壳多糖和酶的三联复合物≈w ∀

u 固定化的方法

uqt 物理吸附法

由于壳多糖不溶于水且含有大量的自由氨基o在

× µ¬¶2� ≤ ¯k³� {q uo wε o w «l和 sq ssu ° ²̄Ù� ≤¤

k≤ � v≤ � � luk³� zqsous ε ow∗ ty «l的条件下通过物

理性吸附∀ 使酶蛋白固定化的方法反应如图 t∀

图 t 物理吸附法≈x 

  此方法特点是不易破坏酶的活性中心和高级结

构o但酶与载体之间相互吸附力弱o酶易脱落∀ 然而若

能找到适当的载体o也是较好的方法∀ 经测定发现甲

壳质及其衍生物对脂酶有很好的吸附能力o而且有一

个最佳吸附浓度o例如当初始浓度是 z{ °ªk酶lÙtª

k载体l有 || h 酶被吸附o当初始浓度是 tx{ °ªk酶lÙ

tªk载体l有 z| h 的酶吸附到载体上∀ 作法是壳多糖

经 sqtx ° ²̄Ù�≤¤≤ ū溶液处理过夜得溶液¬ ~将纯化

的酶液同 sqsx ° ²̄Ù�× µ¬¶2� ≤�k³� zqxl混合液在室

温下搅拌 u«得溶液­ ∀ 然后将溶液¬ o­ 混合o室温

下搅拌 u «~蒸馏水冲洗后即得固定化酶≈x ∀

uqu 网格型包埋法

包埋法的特征是不使酶本身发生结合反应o而是

在凝胶微细格子中使酶粘结o酶不会流出网格之外o

底物的生成物却容易从网格流出∀ 但本法只适合作用

于小分子底物和产物的酶o对于作用于大分子底物和

产物的酶是不适合的∀ 对于象壳多糖这样的天然高分

子化合物o可先制备其溶胶o然后在酶或微生物存在

的条件下使其凝胶化o从而达到固定化的目的∀ 例如

可先将壳多糖置于 t h 的醋酸中搅拌溶解o将酶或菌

与壳多糖溶液混合均匀o通过注射器滴入 u h ³� |qu

的焦性磷酸钠溶液中o放置固化 t «即可∀本室采用 t

h 的壳多糖胶液o加入葡萄异构酶胶体滴入 w h 的草

酸钾溶液中o形成的球体硬度高!机械性能好!使用时

间长!重复使用率高∀

也可用壳多糖同其他多糖类物质k如 ÷ ¤±·«¤±l交

联的方法来包埋酶或微生物∀ 例如将水溶性 ÷ ¤±·«¤±

ksqyx h l同酶溶液ksqx∗ tq{l混合o 用注射器滴入

壳多糖溶液中o并不断搅拌∀ 在室温下不停搅拌 tx

°¬± 即可形成小球o用醋酸缓冲液冲洗o保存在醋酸缓

冲液中ksqsx ° ²̄Ù�³� xqv x ε l≈w ∀

uqv 吸附交联法

本法是用多功能试剂使酶与载体相结合的固定

方法∀ 交联法的优点是因酶通过交联剂与载体以共价

键结合o酶不会脱落~酶因受到化学修饰o其不稳定

性!易变性!易失活的性质大为改善∀ 其缺点是制备方

法较复杂o很容易引起酶的失活o需根据酶的种类与

性质o选择适当的载体∀ 由于壳多糖分子上有大量的

氨基o因此可以使酶分子通过共价结合固定在壳多糖

及其磁性衍生物上o反应如图 u∀

图 u 吸附交联法k摘自申炳华等ot|{{l

  利用这一原理已实现了在壳多糖上胰酶!葡萄糖 氧化酶!纤维素酶等酶的固定化∀ 其制法是o加入戊二
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醛使载体交联o为避免酶分子间或载体间的过度交

联o戊二醛的加入量应是氨基的 ux倍∀ 将制备好的交

联载体在不同的 ³� 下悬浮缓冲液中o用磁力搅拌器

不停搅拌o然后加入胰酶o使其吸附到壳多糖载体上∀

然后 蒸馏水冲洗至检测不到酶活性∀

v 应用

vqt 在半合成青霉素方面的应用) ) 酶法裂

解青霉素制备 y2氨基青霉烷酸ky2� °� l

目前 y2� °� 的制备方法有化学法和酶法两种o

以酶法占优势∀t||s年�µ¤­̈º¶®¤等报道以壳多糖为

载体固定化青霉素 � 酰化酶制备 y2� °� o同其他青

霉素酰化酶的固定化载体如大孔树脂!葡聚糖!膨润

土!三醋酸纤维!聚丙烯氰!环氧化合物等载体相比o

壳多糖具有价格便宜!亲水性好!良好的生物相容性!

酶活半衰时间长等特点∀ 固定化的青霉素酰化酶可裂

解青霉素得到母核 y2� °� o而 y2� °� 是半合成青霉

素的母核∀ 在 y2� °� 的氨基上接上某些侧链o可获得

高效o广谱o服用方便的半合成青霉素o例如氨苄青霉

素o甲氧苯青霉素o羟氨苄青霉素o羧苄青霉素等∀

vqu 在食品工业方面的应用) ) 果葡糖浆的

生产

工业上已大规模地采用固定化葡萄糖异构酶生

产果葡糖浆o固定化载体广泛地使用了甲壳质∀ 其制

法是将酶或微生物通过一定加温处理o加入甲壳质处

理o以戊二醛作为交联剂制成固定化酶或细胞∀ 其工

艺如图 v∀

图 v 果葡糖浆的生产工艺k摘自熊振平等ot|{|l

vqv 在生物医学中的应用) ) 体外循环装置

中尿素的清除

�²º µ̈¶o�q⁄qkt|{yl报道用壳多糖固定化尿素

酶在体外循环装置中清除尿素取得了较好效果∀ 其原

理是利用体外循环将患者的血液通过透析器除去部

分代谢废物o然后将通过透析器的含尿素的透析液用

泵输入到一个柱内∀ 柱的一端有固定化的尿素酶o另

一端有活性碳或离子交换剂o当代谢物k尿素l通过时

即受尿素酶作用转变为二氧化碳和氨o氨和其他废物

被活性碳吸附∀ 这样透析液重返体内o二氧化碳由肺

排出体外∀

vqw 药物的固定化

目前已开始用壳多糖及其衍生物作为药物缓释

系统的载体o固定化的药物主要用于治疗高血压!癌

症!肥胖症和普通的感冒等o例如壳多糖掺入淀粉!乳

糖或甘露糖o可改善流动性可压性供 Α2淀粉酶的直接

压片o使酶的活性稳定o片硬度大且易崩解∀ 壳多糖与

消炎痛可制成胃漂浮片o减少刺激和用药剂量o延长
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作用时间∀ 壳多糖可提高难溶解药物溶解度o使药物

晶体减小o可提高灰黄霉素溶解度 u∗ v 倍o苯妥英钠

z∗ { 倍o使氢化可的松的生物利用度提高 v 倍o对易

溶作用时间短的药物加入适量壳多糖o可控释和延长

药效时间∀ 壳多糖在胃液呈粘稠凝胶可作为凝胶骨

架o其与苹果酸或海藻酸制成非浸蚀型骨架可增强控

释能力∀ 壳多糖在这方面的应用有很大的潜力o它可

以进一步制成受控于代谢物的药物缓释系统o从而模

仿生物器官或腺体的自动调节功能≈w ∀

vqx 其他方面

壳多糖及其衍生物可作为微藻的固定化载体o使

浮游藻固着生长o作为鲍鱼等底栖生物的饵料~也可

作为哺乳动物细胞固着生长的微球!微囊或包埋剂o

用于动物细胞的大规模培养来生产生物工程下游产

品o例如壳多糖与羧甲基纤维素形成复合膜包被 / 抗

牛铁蛋白单抗的杂交瘤细胞0的培养o可使单抗的提

取率大为提高~另外o壳多糖固定链霉蛋白酶还可用

于化妆品制备等∀

w 结语

甲壳质本身是多糖类物质o其生物亲和性好o来

源丰富∀ 特别是作为酶的固定化载体o载酶活性高o单

位体积载体负载的酶数量大o其机械强度明显优于琼

脂糖!葡聚糖类等软凝胶o填充这种载体不易被压实o

可以以较高的流速通过流体o也可适用于粘度较高的

流体∀ 因此以甲壳质及其衍生物为载体的固定化技术

具有相当的应用潜力o是一个值得发展的领域∀
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α  以往人们贮藏食物时习惯以 s ε 为基点o把 s ε

以上的贮藏温度称为冷藏os ε 以下的贮藏温度称作

冷冻∀这一观点持续多年o直到 vs 年代英国托里研究

所提供的研究结果认为o低于冻结点的温度才是理想

的冷却温度∀ 基于这一观点o从 ys年代起o加拿大!日

本的内山均于 t|{w 年先后提出了微冻 k°¤µ·¬¤̄2

ƒµ̈ ½̈¬±ª~°ƒl保鲜方法o并对其保鲜技术进行了研究∀

鱼类的微冻保鲜是在贮藏温度略低于冻结点温度 kp

v? sqx ε lo使鱼体中部分水分冻结o从而达到保持鲜

度的一种保鲜方法∀ 据沈月新等的观点kt|{ylo鱼类

微冻保鲜的期限要比冷藏保鲜长 tqx∗ u 倍o保鲜所

用设备简单o成本低∀ 到 zs 年代o随着消费者日益追

求健康美味的食品o消费习惯及嗜好也向原味及生鲜

状态方面转移∀ 为此o日本的山根昭美 t|{x年提出了

新的冰温贮藏 k≤ ²±·µ²̄ ¯̈ § ©µ̈ ½̈¬±ª2³²¬±·¶·²µ¤ª̈ ~≤ ƒ

贮藏l保鲜技术∀所谓 ≤ ƒ 贮藏保鲜是在 s ε 以下的负

温范围而不结冰的冰温条件下进行鱼类的贮藏o使鱼

货在未冻结的条件下贮藏一段时间的保鲜方法∀ 其贮

藏温度介于冷藏和微冻之间o由于鱼体从未被冻结o

组织损伤轻微o加工前无需解冻o可避免液汁流失o其
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