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摘要：在磁性 Fe3O4 外包覆一层 SiO2，再在其外包裹壳聚糖制备出磁性硅基壳聚糖微球（MSC），对 MSC 进行

环氧基修饰后用于柚苷酶的固定化研究，并对磁性硅基壳聚糖微球固定化柚苷酶水解柚皮苷的 pH、温度、操作

和储藏稳定性进行了考察。通过单因素实验，确定了环氧基修饰的磁性硅基壳聚糖微球（MSCE）固定化柚苷

酶的最佳工艺条件为：pH 3.0，温度 30 ℃，时间 4 h、给酶量 57.48 U/mL。在该条件下，MSCE 固定化柚苷酶

的载酶率、酶活回收率和酶比活力分别为 31.29%、88.92%和 409.33 U/g。与游离柚苷酶相比，MSCE 固定化柚

苷酶用于水解柚皮苷具有良好的 pH 稳定性和温度稳定性，重复使用 7 次后仍具有 53.36%的相对酶活力，4 ℃

条件贮存 30 d 后仍具有 80.97%的相对酶活力。 
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Abstract: Magnetic silica chitosan microspheres (MSC) were prepared by orderly grafting SiO2 and 

chitosan layer on the surface of Fe3O4 nanoparticles, and after modified with epoxy groups, the obtained 

microspheres (MSCE) were used for immobilization of naringinase. The pH, temperature, storage and 

operational stability of naringin hydrolysis by the immobilized naringinase were investigated. The optimal 

immobilization conditions were determined as follows: immobilization pH 3.0, immobilization temperature 

30 ℃, immobilization time 4 h, and crude naringinase broth activity 57.48 U/mL. Under these 

immobilization conditions, the binding efficiency, activity recovery rate and specific activity of the 

immobilized naringinase were 31.29%, 88.92% and 409.33 U/g, respectively. Comparing with free 

naringinase, the immobilized naringinase used for naringin hydrolysis showed better pH stability and 

thermal stability, and it retained 53.36% residual activity after seven consecutive operations and 80.97% 

residual activity after one month of storage. 
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壳聚糖是一种天然的生物高分子多糖[1]，相比

一般高分子，生物高分子具有生物可降解、资源可

再生、生物相容性好、低免疫原性等特点[2-3]，因此

可广泛应用于食品、医药、环保等领域。壳聚糖是

甲壳素的部分脱乙酰基产物，分子中含有丰富的羟

基和氨基（分子结构见下式），因此在一定条件下可

以发生一系列共价结合反应[4]。 

 

柚皮苷（Naringin）是一种双氢黄酮类化合物，

具有一定的苦味，广泛存在于柑橘水果中，为避免

果汁制品的不良口感，工业上主要采用柚苷酶进行

脱苦处理[5]。同时，柚皮苷及其分解产物具有抗炎、

抗菌、抗癌和抗氧化等多种生物活性，因此在医药、

化妆品和食品工业具有很大的发展前景[5]。柚苷酶

（Naringinase）是由 α-L-鼠李糖苷酶和 β-D-葡萄糖

苷酶组成的复合酶，其可将柚皮苷分两步水解：首

先，α-L-鼠李糖苷酶将柚皮苷水解为鼠李糖和普鲁

宁，普鲁宁在 β-D-葡萄糖苷酶的作用下进一步被水

解为无苦味的柚皮素和葡萄糖[6]。与传统方法相比，

采用游离柚苷酶对柑橘果汁进行脱苦处理具有条件

温和、操作简单高效、无污染等特点[5]，但也存在

稳定性差、无法回收再利用、纯酶制剂成本高等问

题，限制了其工业化生产，因此研究者们对固定化

酶技术展开了广泛的研究。雷生姣[7]等用壳聚糖固

定化柚苷酶，取得了一定效果；Awad[8]等用新型热

稳定生物高分子材料固定化柚苷酶，稳定性较好且

重复使用率较高；Xiao[9]等用磁性纳米颗粒固定化

柚苷酶，达到与底物快速分离的目的，但存在温度

稳定性和耐酸性较差等问题。 

目前，常用的固定化材料如海藻酸钠和壳聚糖

等，需要依靠自然沉降实现固液分离，存在耐酸性

差、分离速度慢和分离不彻底等问题[7-9]。为进一步

提高固定化材料的耐酸性并实现固液快速分离，本

文以 Fe3O4 为核包裹一层 SiO2
[10-12]，再包覆壳聚糖

得到具有活性基团的磁性硅基壳聚糖微球，并对磁

性硅基壳聚糖微球固定化柚苷酶的催化、分离效果、

重复利用性和储存稳定性进行了考察。本文工作为

进一步探索酶固定化技术提供了基础数据，同时对

推动柚苷酶的工业化进程具有重要意义。 

1  实验部分 

1.1  主要材料与仪器 

黑曲霉 FFCC uv-11，由大连工业大学菌种保藏

中心提供。 

柚皮苷（质量分数≥98%），宝鸡市方晟生物开

发有限公司；壳聚糖（脱乙酰度 80%~95%，BR）、

硫酸亚铁（FeSO4·7H2O，AR）、正硅酸四乙酯（TEOS，

AR）、乙酸（AR）、吐温 80（CP）、氢氧化钠（NaOH，

AR），国药集团化学试剂有限公司；六水合三氯化

铁（FeCl3·6H2O）、氨水（质量分数 25%）、柠檬酸

三钠、无水乙醇、液体石蜡、石油醚、环氧氯丙烷、

硫代硫酸钠、柠檬酸、磷酸氢二钠、一缩二乙二醇，

AR，天津市大茂化学试剂厂；戊二醛（质量分数

50%），AR，天津市光复精细化工研究所；硼氢化

钠（NaBH4），AR，天津市福晨化学试剂厂。 

PHS-3C 型 pH 计，上海仪电科学仪器股份有限

公司；SpectraMax Plus 384 型酶标仪，美谷分子仪

器（上海）有限公司；JSM 7800F 型场发射扫描电

子显微镜，日本电子株式会社；Spectrum 10 傅里叶

变换红外光谱仪，美国 Perkin Elmer 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  柚苷酶酶液的制备[13] 

将 4 ℃贮藏的黑曲霉 FFCC uv-11转接到斜面培

养基上，于 30 ℃恒温培养 96 h 得到成熟的孢子，

再用质量分数为 0.9%的无菌生理盐水将孢子洗下，

测孢子悬液在 600 nm 下的吸光度值（OD600），并用

无菌生理盐水将其 OD600 调至 0.200，接着将孢子悬

液以含量 10%（发酵培养基的体积为基准）的接种量

接种至 100 mL 的发酵培养基（250 mL 锥形瓶）内，

在 30 ℃，180 r/min 条件下培养 5 d，得到的发酵液

用冷冻离心机在 4 ℃、6000 r/min 下离心 10 min，

上清液再经抽滤得到所需柚苷酶酶液，于 4 ℃冷藏

备用。 

1.2.2  磁性硅基壳聚糖微球（MSC）的制备 

利用化学共沉淀法和溶胶-凝胶法制得磁性硅

基纳米颗粒（MS）[14]，MSC 微球的制备流程如图 1

所示。 

将 2.25 g FeCl3·6H2O 和 1.61 g FeSO4·7H2O 加

入到盛有 100 mL 去离子水的三口瓶中，在通氮气的

条件下将体系温度加热至 85 ℃。在 1000 r/min 下搅

拌并快速加入 10 mL 浓氨水，待溶液变黑后加入 153 mg

的柠檬酸三钠，继续反应 30 min 后，产物用磁铁分

离，固相分别用去离子水和乙醇洗涤数次，获得柠

檬酸修饰的 Fe3O4 纳米颗粒，干燥备用。然后，将

0.1 g 柠檬酸修饰的 Fe3O4 纳米颗粒均匀分散到含有

40 mL 无水乙醇、10 mL 去离子水和 1.2 mL 浓氨水

的混合液中，在 300 r/min 下逐滴加入分散在 30 mL

无水乙醇中的 TEOS（0.4 mL），室温反应 12 h。反

应结束后，产物分别用无水乙醇和去离子水洗涤数

次，获得磁性硅基纳米颗粒（MS），干燥备用。 



第 11 期 徐  杰，等: 磁性硅基壳聚糖微球固定化柚苷酶水解柚皮苷 ·1887· 

 

 
 

图 1  MSC 微球的制备示意图 
Fig. 1  Preparation of MSC microspheres 

 
利用乳液交联法制备 MSC 微球[15]。将 0.125 g

磁性硅基纳米颗粒（MS）均匀分散至 10 mL 由体积

分数 5.0%的乙酸-水溶液配成的质量分数 2.5%的壳

聚糖溶液中，逐滴加入含有 60 mL 液体石蜡、1.8 mL 

吐温 80 组成的乳化液中，在 40 ℃水浴中 800 r/min

搅拌 30 min 后，加入 2.0 mL 戊二醛，1 h 后用 1 mol/L

的 NaOH 将体系 pH 调至 9.0，继续反应 1 h。产物

分别用石油醚、乙醇和去离子水洗涤数次，获得磁

性硅基壳聚糖微球（MSC），真空干燥备用。 

1.2.3  环氧基修饰的磁性硅基壳聚糖微球（MSCE）

固定化柚苷酶的制备 

利用改进的方法进行磁性硅基壳聚糖微球

（MSC）的环氧基修饰[16]，修饰机制见图 2。 

取 0.5 g MSC 微球加入到 50 mL 锥形瓶中，再分

别加入 2.0 mL NaOH（1.5 mol/L）、2.0 mL 环氧氯丙烷

体积分数为 50%的水溶液和 2.0 mL NaBH4（0.6 g/L）

溶液，在 40 ℃水浴摇床振荡反应 4 h。反应结束后，

用去离子水反复洗涤直至微球表面没有游离的 OH

和环氧基，得到环氧基修饰的磁性硅基壳聚糖微球

（MSCE）。检测方法如下：取 3.0 mL 洗涤上清液，

加 1~2 滴酚酞，振荡不变红则无 OH；再加 3.0 mL

硫代硫酸钠（1.3 mol/L），振荡不变红则无环氧基[17]。 

取 5.0 g MSCE，加入 50 mL 柚苷酶酶液，pH

调节为 3.0。在 30 ℃、150 r/min 下恒温水浴振荡反

应 4 h 进行固定化，固定化机制见图 2。反应结束后，

产物用 pH 4.5 的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液（以下简

称“缓冲液”）洗涤数次，布氏漏斗抽干，得到 MSCE

固定化柚苷酶。 

 

 
 

图 2  MSCE 固定化柚苷酶的制备示意图 
Fig. 2  Preparation abridged general view of MSCE immobilized naringinase 
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1.2.4  MSCE 固定化柚苷酶水解柚皮苷的实验条件

优化 

反应 pH 优化实验方法：取 40 mg 的 MSCE 固

定化柚苷酶和 0.2 mL 游离柚苷酶，加入 0.8 mL 由

缓冲液配制的 pH 分别为 3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、

5.5 的柚皮苷溶液，50 ℃下进行酶解反应，测其相

对酶活力。 

pH 稳定性实验方法：取 40 mg 的 MSCE 固定

化柚苷酶，分别置于 pH 分别为 2.0、3.0、4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0、9.0 的缓冲液中，游离柚苷酶用缓冲

液调至相应的 pH，同时在 4 ℃下保存 2 h，测其相

对酶活力。 

反应温度优化实验方法：取 40 mg 的 MSCE 固

定化柚苷酶和 0.2 mL 游离柚苷酶，加入 0.8 mL 由

pH 4.5 缓冲液配制的柚皮苷溶液，分别在 40、45、

50、55、60、65、70 ℃下进行酶解反应，测其相对

酶活力。 

温度稳定性实验方法：取 40 mg MSCE 固定化

柚苷酶和 0.2 mL 游离柚苷酶，分别置于 40 和 60 ℃

恒温水浴中分别保存 0、2、4、6、8 h，测其相对酶

活力。 

操作稳定性实验方法：在最适反应温度及 pH

下，重复使用 MSCE 固定化柚苷酶（制备方法见 1.2.3

节）进行水解柚皮苷实验，检测其活性的变化，以首

次测定的酶活力为 100%，计算各相对酶活力。 

贮藏稳定性实验方法：将 MSCE 固定化柚苷酶

（制备方法见 1.2.3）和游离柚苷酶分别在 4 ℃下贮

存 30 d，每 5 d 测一次酶活力，以贮藏前（第 0 d）

的酶活力为 100%，计算各相对酶活力。 

1.2.5  柚苷酶酶活力的测定 

采用改进的 Davis 法[18]：将 0.8 mL 0.8 g/L 由

pH 4.5 缓冲液配制的柚皮苷溶液加入到含有 40 mg

固定化柚苷酶（或 0.2 mL 游离柚苷酶）的反应体系

中，置于 50 ℃恒温水浴中反应 30 min，取 0.1 mL

反应酶解液，加入含有 5 mL 一缩二乙二醇（体积分

数为 90%）和 0.1 mL NaOH 溶液（4 mol/L）的试管

中，混合均匀后静置 10 min，于 420 nm 处测定溶液

的吸光度值。 

柚苷酶酶活力（U）的定义：在 pH 4.5、50 ℃

的条件下，每分钟降解 1 μg 柚皮苷所需的酶量为一

个酶活力单位。酶比活力（U/g 或 U/mL）的定义：

在 pH 4.5、50 ℃条件下，1 g 固定化柚苷酶（或 1 mL

游离柚苷酶）所表现出的酶活力。相对酶活力按下

式计算。 

 相对酶活力/% = 酶活力/最高酶活力×100 （1） 

1.2.6  固定化柚苷酶载酶率及酶活回收率的计算[19] 

固定化柚苷酶的载酶率（B）按公式（2）进行

计算。 

 B/% = (A0 – A1)/A0×100 （2） 

式中：B 代表载酶率，%；A0 是指固定前酶液中的

总酶活力，U；A1 是指固定后上清液中剩余的总酶

活力，U。 

固定化柚苷酶的酶活回收率（R）按公式（3）

进行计算。 

 R /% = A2/(A0 – A1)×100 （3） 

式中：R 代表酶活回收率，%；A0 和 A1 如公式（2）

所指；A2 是指固定化柚苷酶表现的总酶活力，即酶

解反应测得的总酶活力，U。 

1.3  表征 

    分别用扫描电子显微镜（SEM）和红外光谱

（FTIR）对磁性硅基壳聚糖微球（MSC）进行表征。 

2  结果与讨论 

2.1  MSC 的表征与性能分析 

2.1.1  SEM 表征 

MSC 的 SEM 图见图 3。由图 3a 可知，本文制

备所得的 MSC 微球形状较规则，粒径约为 200 μm；

同时，由图 3b 可以看出，MSC 微球表面具有许多

微孔结构。微球呈球形、分布均一，尺寸小、比表

面积大，且具有微孔结构，使该微球更容易对酶进

行固定化[20]。 
 

 
 

图 3  MSC 微球的扫描电镜图 

Fig. 3  SEM images of MSC microspheres 
 

2.1.2  FTIR 表征 

Fe3O4、MS 和 MSC 的 FTIR 结果如图 4 所示。

图 4a 是 Fe3O4 的红外光谱图，568 cm1 处对应 Fe—O

的伸缩振动吸收峰，2920 cm1 处的弱峰对应柠檬酸

C—H 的伸缩振动吸收峰，3367 cm1 处对应 O—H

的伸缩振动吸收峰[10]。图 4b 是磁性硅基纳米颗粒

（MS）的红外光谱图，801 和 1092 cm1 处分别对

应 Si—O—Fe 和 Si—O 的伸缩振动吸收峰，是相对

于 Fe3O4 红外光谱图新出现的峰，说明 SiO2 通过化

学键成功包覆在 Fe3O4 表面上[10]。在 MSC 的红外光

谱图（图 4c）中，2925 和 2856 cm1 处两个新增的

峰对应 MSC 微球表面 C—H 的伸缩振动吸收峰，

1570 cm1 处对应 N—H 的弯曲振动吸收峰，说明
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MS 颗粒表面成功包覆了壳聚糖[21]。此外，1714 cm1

处的弱峰表明存在来自于醛基的 C==O[22]。 

2.1.3  MSC 的磁分离性能 

MSC 的磁分离性能结果如图 5 所示。图 5a 是

分散在去离子水中的 MSC，在外加磁场下，MSC

微球在 2 s 内被吸附在管壁上，如图 5b 所示，说明

MSC 微球具有良好的磁分离性能。所以，在后续酶

催化及转化应用中，当施加外加磁场作用时，固定

化酶与处理液可以实现快速分离。 

 

 
 

a—Fe3O4；b—MS；c—MSC 

图 4  Fe3O4、MS 和 MSC 的红外图谱 
Fig. 4  FTIR spectra of Fe3O4, MS and MSC 

 

 
 

a—0 s；b—2 s 

图 5  MSC 的磁分离性能 
Fig. 5  Magnetic separation performance of MSC 
 

2.2  MSCE 固定化柚苷酶工艺优化 

2.2.1  柚苷酶酶液 pH 对固定化柚苷酶酶活力的影响 

用不同 pH 的缓冲液将酶液 pH 调至 2.5~4.5，

分别进行固定化柚苷酶实验，实验方法同 1.2.3 节，

结果见图 6。由图 6 可知，pH 在 2.5~3.0 内，固定

化柚苷酶的活力随着 pH 的增加而升高；但 pH 超过

3.0 以后，固定化柚苷酶的活力随着 pH 的增加而逐

渐减小。这是因为在一定 pH 范围内，pH 升高有利

于环氧基的激活，并与酶分子的氨基反应，但 pH 过

高会促进环氧基的开环，使其降解[23]，从而导致固定

化效率的降低。因此，选择 pH 3.0 为最佳固定化 pH。 

2.2.2  固定化温度对固定化柚苷酶酶活力的影响 

温度升高会促进环氧基的活化，但同时也会促

进环氧基的水解和交联副反应的发生[23]。本文考察

了固定化温度对 MSCE 固定化柚苷酶酶活力的影

响，实验方法同 1.2.3 节，结果见图 7。由图 7 可知，

温度从 15 ℃升到 30 ℃时，固定化柚苷酶的酶活力随

之增加，这是因为环氧基活化反应增加的速率大于

环氧基水解和交联副反应发生的速率；在 30 ℃以

后，随着温度的升高，固定化柚苷酶的酶活力有所

下降，这是因为环氧基的水解和交联副反应的发生

相对于活化反应有更强的优势，环氧基的降解导致

固定化效率的降低[23]。因此，选择 30 ℃为最佳固定

化温度。 
 

 
 

图 6  柚苷酶酶液 pH 对 MSCE 固定化柚苷酶酶活力的影响 
Fig. 6  Effect of pH of naringinase solution on the activity 

of the MSCE immobilized naringinase 
 

 
 

图 7  固定化温度对 MSCE 固定化柚苷酶酶活力的影响 
Fig. 7  Effect of immobilization temperature on the activity 

of the MSCE immobilized naringinase 

 
2.2.3  固定化时间对固定化柚苷酶酶活力的影响 

考察了固定化时间对 MSCE 固定化柚苷酶酶活

力的影响，实验方法同 1.2.3 节，结果见图 8。由图

8 可知，固定化柚苷酶的活力在 1~4 h 内是随着时间

的增加而升高，4 h 后再继续延长固定时间，固定化

柚苷酶的酶活力反而下降。这是因为当固定时间达

到 4 h 时，载体载酶量趋于饱和，继续延长固定时

间使过多的酶附着在载体表面，增加了酶分子间的

空间位阻效应，并使部分酶分子进入孔隙深处，导

致其与底物结合减弱，酶活下降[24]。因此，选择 4 h

为最佳固定时间。 
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图 8  固定化时间对 MSCE 固定化柚苷酶酶活力的影响 

Fig. 8  Effect of immobilization time on the activity of the 
MSCE immobilized naringinase 

 
2.2.4  给酶量对固定化柚苷酶酶活力的影响 

考察了给酶量对 MSCE 固定化柚苷酶酶活力的

影响，实验方法同 1.2.3 节，结果见图 9。由图 9 可知，

给酶量在达到 57.48 U/mL 之前，固定化柚苷酶的酶

活力随着给酶量的增大而迅速增加；达到 57.48 

U/mL 之后，继续加大给酶量对固定化柚苷酶酶活力

的影响并不明显。这是因为一定量的磁性硅基壳聚

糖微球表面壳聚糖所含的活性团是一定的[25]，当给

酶量为 57.48 U/mL 时，载体的结合位点达到饱和，

部分酶分子进入孔隙深处，底物难以与其接触，导

致酶活增加缓慢甚至略微下降。因此 MSCE 固定化

柚苷酶的最佳给酶量为 57.48 U/mL。 

 

 
 

图 9  给酶量对 MSCE 固定化柚苷酶酶活力的影响 
Fig. 9  Effect of crude naringinase broth activity on the 

activity of the MSCE immobilized naringinase 
 

2.3  最佳条件下 MSCE 固定化柚苷酶的参数测定 

以上固定化工艺参数优化的结果表明，在最佳

条件下，利用 MSCE 进行柚苷酶的固定化，其载酶

率、酶活回收率和酶比活力分别为 31.29%、88.92%

和 409.33 U/g。相比 Xiao[9]等的研究，在磁性纳米

颗粒表面包裹 SiO2和壳聚糖后再用于柚苷酶的固定

化，其酶活回收率和酶比活力分别提高了 8.60%和

10.83 倍，不仅具有在外加磁场下与底物快速分离的

性能，还具有耐酸的性质，同时还减少了磁性纳米

颗粒对酶的直接热传递，有利于提高其热稳定性。 

2.4  MSCE固定化柚苷酶水解柚皮苷的酶学性质研究 
2.4.1  MSCE 固定化柚苷酶的最佳反应 pH 及 pH 稳

定性 

MSCE 固定化柚苷酶与游离柚苷酶水解柚皮苷

实验的最佳反应 pH 及 pH 稳定性的研究结果见图 10。 

 

 
 

图 10  MSCE 固定化柚苷酶与游离柚苷酶水解柚皮苷实

验的最佳反应 pH（a）及 pH 稳定性（b） 

Fig. 10  Optimum pH (a) and pH stability (b) of MSCE 
immobilized naringinase and free naringinase in 
naringin hydrolysis experiment 

 
由图 10a 可知，MSCE 固定化柚苷酶与游离柚

苷酶的最佳反应 pH 均为 4.5，但游离柚苷酶受 pH

的影响波动较大，这说明 MSCE 固定化柚苷酶对其

最佳反应 pH 没有明显影响，并初步认为 MSCE 固

定化柚苷酶较游离柚苷酶的 pH 稳定性好。由图 10b

可知，MSCE 固定化柚苷酶的相对酶活力在 pH 2.0~ 

9.0 内几乎趋于稳定，而游离柚苷酶的相对酶活力波

动非常大。这说明 MSCE 固定化柚苷酶有较好的 pH

稳定性。 

2.4.2  MSCE 固定化柚苷酶的最佳反应温度及温度

稳定性 

MSCE 固定化柚苷酶与游离柚苷酶水解柚皮苷

的最佳反应温度及温度稳定性的研究结果见图 11。

由图 11a 可知，MSCE 固定化柚苷酶与游离柚苷酶

的最佳反应温度均为 50 ℃，在相同温度下 MSCE

固定化柚苷酶较游离柚苷酶的相对酶活力更高，说

明 MSCE 固定化柚苷酶对其最佳反应温度没有明显
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影响，并初步认为 MSCE 固定化柚苷酶的温度稳定

性比游离柚苷酶好。由图 11b 和 11c 可知，在 40 和

60 ℃下，随着保温时间的增加，MSCE 固定化柚苷

酶的相对酶活力下降趋势较游离柚苷酶缓和，说明

MSCE 固定化柚苷酶有较好的温度稳定性。 

 

 
 

图 11  MSCE 固定化柚苷酶与游离柚苷酶水解柚皮苷实

验的最佳反应温度及温度稳定性 
Fig. 11  Optimal reaction temperature and thermal stability 

of MSCE immobilized naringinase and free 
naringinase in naringin hydrolysis experiment 

 
2.4.3  MSCE 固定化柚苷酶的操作稳定性 

MSCE 固定化柚苷酶操作稳定性的研究结果见

图 12。 

由图 12 可知，经过 7 次循环使用，MSCE 固定

化柚苷酶的相对酶活力为 53.36%，且经过第 6 次使

用后 MSCE 固定化柚苷酶的相对酶活力趋于稳定。

这说明 MSCE 固定化柚苷酶具有良好的操作稳定性。 

2.4.4  MSCE 固定化柚苷酶的储藏稳定性 

MSCE 固定化柚苷酶与游离柚苷酶的贮藏稳定

性实验结果见图 13。如图 13 所示，MSCE 固定化

柚苷酶在贮存 25 d 以后酶活趋于稳定，贮存 30 d 之

后仍保留 80%以上的相对酶活力；然而游离柚苷酶

在贮存 30 d 之后仅约 30%的相对酶活力，期间酶活

下降较快。因此，MSCE 固定化柚苷酶有较好的贮

藏稳定性。 
 

 
 

图 12  MSCE 固定化柚苷酶的操作稳定性 
Fig. 12  Operational stability of MSCE immobilized 

naringinase 
 

 
 

图 13  MSCE 固定化柚苷酶与游离柚苷酶的贮藏稳定性 
Fig. 13  Storage stability of MSCE immobilized naringinase 

and free naringinase 
 

3  结论 

依次用化学共沉淀法、溶胶-凝胶法和乳液交联

法制得磁性硅基壳聚糖微球，再进行环氧基修饰后

用以固定化柚苷酶。通过对磁性硅基壳聚糖微球的

表征和磁性能研究可知，该磁性硅基壳聚糖微球成

功包覆了壳聚糖和具有耐酸性质的 SiO2，粒径约为

200 μm，表面具有许多微孔结构，且具有良好的磁

分离性能。通过单因素实验，确定了环氧基修饰的

磁性硅基壳聚糖微球（MSCE）固定化柚苷酶的最

佳工艺条件为：pH 3.0、温度 30 ℃、时间 4 h、给

酶量 57.48 U/mL。通过最佳条件，测得 MSCE 固定

化柚苷酶的载酶率、酶活回收率和酶比活力分别为

31.29%、88.92%和 409.33 U/g；水解柚皮苷重复使

用 7 次后，仍具有 53.36%的相对酶活力；4 ℃贮存

30 d 之后，还具有 80.97%的相对酶活力，说明 MSCE
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固定化柚苷酶具有良好的操作稳定性和贮藏稳定

性。总之，由于磁性硅基壳聚糖微球不仅比表面积

大，还具有很好的磁分离性能，因此磁性硅基壳聚

糖微球在固定化柚苷酶方面具有很好的发展前景，

为其进一步的工业化发展提供了基础数据和技术  

准备。 
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