
书书书

文章编号：１００６９９４１（２００７）０６０５８３０４

细菌纤维素在炸药环境中的酶解研究
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摘要：采用酶解将细菌纤维素／黑索今中的细菌纤维素载体去除可提高炸药含量，为研究炸药对细菌纤维素酶

解的影响，从黑索今炸药环境下酶含量、酶解时间及酶解温度等工艺条件对细菌纤维素酶解程度的影响进行了研

究。结果表明：黑索今对细菌纤维素的酶解有一定的抑制作用。细菌纤维素的酶降解程度因处理的温度、酶量及

时间等工艺条件的不同而表现出差异；在 ４５℃、５０℃和 ５５℃条件下，细菌纤维素的酶解程度随酶量的增加和酶

解时间的延长而不断提高；在炸药环境下，细菌纤维素酶解的适宜温度在 ５０℃附近。
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１　引　言

纳米级炸药，由于颗粒尺寸小，比表面积增大，具

有新的燃烧、爆炸性能，因此对它的制备技术、性能与

应用研究近年来被列为重点研究课题。但是目前较为

常用的制备方法只能将炸药细化到 ０．５～５μｍ，采用
溶胶凝胶法制备的纳米结构炸药中炸药颗粒粒度可以

控制在纳米尺度，但含量仅能达到 ９０％，而凝胶又无
法去除，因此不能直接制备出纳米炸药。选用可降解

的载体材料制备出纳米结构炸药，然后再降解除去载

体材料，从而制备出纳米炸药，为纳米炸药的制备提供

了一个新的途径。本实验选用了具有可降解性的细菌

纤维素作为载体材料。

细菌纤维素
［１－２］

（ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，ＢＣ），是由

β１，４糖苷键连接而成的天然聚合体，细菌纤维素的
化学纯度非常高，具有良好的生物可降解性；它具有

精致的天然超微纤维网状结构，这种网状结构是由一

种天然形成的纳米纤维构成，其直径仅为 １．５ｎｍ。由
于细菌纤维素精致的超微纤维结构，可将其作为载体

材料用于纳米材料的制备
［３］
。

为了考察细菌纤维素能否在纳米结构炸药中降解，

首先研究细菌纤维素在炸药环境下能否降解，以及降解

的方式。目前细菌纤维素的降解方式主要有酸降解、酶

降解和生物降解，由于酸对炸药性能有明显影响，且对

设备的腐蚀作用大、条件苛刻
［４］
，不适宜于炸药环境下

的降解；炸药含有硝基基团，对微生物具有一定的毒

性
［５－６］

，因而生物降解也受到限制；而酶降解具有反应

条件温和、易于控制等优点，故本实验采用酶降解的方

式，研究了炸药环境对细菌纤维素酶解的影响，并对影

响细菌纤维素酶解的部分工艺因素进行了初步研究。

２　材料与方法

２．１　材　料
细菌纤维素：以木醋杆菌（Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｘｙｌｉｎｕｍ，

Ａｘ）在培养基（ＳｃｈｒａｍｍａｎｄＨｅｓｔｒｉｎＭｅｄｉｕｍ）中静置培
养７天，将培养基表面上生成的白色细菌纤维素凝胶用
水反复清洗除去培养基，再将凝胶于 ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的
ＮａＯＨ溶液中煮沸０．５ｈ，去除凝胶中的残留菌体和培养
基，然后水洗至中性，８０℃下干燥即获得细菌纤维素。

酶制剂：纤维素酶，购于和氏璧生物技术有限公司。

黑索今（ＲＤＸ）：中国工程物理研究院化工材料研
究所提供。粒径：６～１５μｍ。
２．２　仪器设备

ＧＺＸ９１４６ＭＢＥ数显鼓风干燥箱（上海博迅）；
ＣＳ５０１３Ｃ恒温水浴摇床（重庆万达）；ｐＨＳ３Ｃ型 ｐＨ
计（上 海 雷 磁）；ＡＬＰＨＡ１２冻 干 机 （德 国 Ｍａｔｉｎ
Ｃｈｒｉｓｔ）；ＮＩＫＯＮ４５００数码相机（日本）；ＴＭ１０００扫描
电子显微镜（日立）等。

２．３　方　法
２．３．１　酶　解
２．３．１．１　非炸药环境下酶解

（１） ５０ ｍＬ的 磷 酸 氢 二 钠柠 檬 酸 缓 冲 液
（ｐＨ４．８）放入锥形瓶中，溶解定量纤维素酶；

第１５卷　第６期
２００７年１２月 　

　
含　能　材　料

ＣＨＩＮＥＳＥＪＯＵＲＮＡＬＯＦＥＮＥＲＧＥＴＩＣＭＡＴＥＲＩＡＬＳ
　 　

Ｖｏｌ．１５，Ｎｏ．６
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ，２００７



书书书

　　（２）称取定量剪成５ｍｍ×８ｍｍ的块状的细菌纤
维素样品，放入锥形瓶；

（３）以保鲜膜封口，放入恒温反应容器中，按照不
同温度、时间等条件进行酶降解。

２．３．１．２　炸药环境下酶解
在步骤（２）后按照细菌纤维素炸药（质量比）＝

１４称取炸药，分散到酶溶液中。其余步骤同非炸药环
境下酶解。细菌纤维素是由葡萄糖大分子构成的。在大

分子链中，葡萄糖以 β１，４糖苷键结合。纤维素酶对纤
维素的水解就发生在 β１，４糖苷键上，将大分子切断，使
纤维素降解，降解的最终产物为具有还原性的葡萄糖。

２．３．２　还原糖测定

采用菲林试剂法
［７］
。

葡萄糖具有还原性，能将费林溶液中的硫酸铜还

原为氧化铜，根据次甲基蓝的变化终点，滴定出酶解液

中的还原糖含量。设还原定量费林溶液消耗的标准葡

萄糖量为 Ａ１ｍＬ，加入样品液之后还原定量费林溶液
消耗的标准葡萄糖量设为 Ａ２ｍＬ，根据两者之间的差
值（Ａ１Ａ２），可得出样品液中的还原糖含量。
２．３．２．１　药　品

标准葡萄糖溶液：称取烘干的葡萄糖 ２．５０００ｇ，
溶于水，定容至１０００ｍＬ。

费林溶液Ⅰ、费林溶液Ⅱ、次甲基蓝指示剂、酚酞
指示剂的配制参照 ＧＢ／Ｔ６０３－２００２［８］。

２．３．２．２　测试方法
标准葡萄糖溶液的标定：分别取费林溶液Ⅰ，Ⅱ

于三角瓶中，加水摇匀，在电炉上加热至沸腾，用葡萄

糖标准溶液滴定，当溶液的蓝色将消失至红色时，加次

甲基蓝指示液，继续滴定至蓝色消失。

样品液中还原糖测定：将费林溶液Ⅰ、Ⅱ和样品
液加入到三角瓶中，滴定步骤同上。

２．３．３　降解评价
以细菌纤维素降解的最终产物———葡萄糖的含量

作为降解程度的评价指标。

３　结果与讨论

３．１　细菌纤维素酶解现象
细菌纤维素在非炸药环境下进行酶解，对其酶解

过程进行观察，其典型特点如图１所示。
从图１可以看出，细菌纤维素酶解的一般特点为：

在酶解的初期，细菌纤维素经历一个润胀过程后酶解

开始发生，细菌纤维素逐渐变薄；随酶解的进行，原细

菌纤维素片断裂产生出不规则形状碎片；在酶解的后

期，细菌纤维素基本以细微的颗粒状碎片形式存在。

在酶降解过程中细菌纤维素会出现分层现象，随

着酶解过程的进行，纤维素片逐渐变薄，这可能是由于

在静置条件下培养产生的细菌纤维素膜是以无序的层

状结构存在
［２］
。
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图 １　细菌纤维素酶解不同程度典型特征

Ｆｉｇ．１　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＢＣ

３．２　炸药环境对细菌纤维素酶解的影响
在５０℃下，研究非炸药环境与炸药环境下细菌纤

维素的酶解情况，酶含量为１％（体积比，Ｖ酶／Ｖ缓冲液，下
同）时反应７天后的结果如图２所示。

在图２中可以清晰地看到，在相同的酶量下，炸药
环境中细菌纤维素的酶解要慢一些。在酶含量为 １％
的对比样品中，非炸药环境下的细菌纤维素已基本全

部破碎为不规则碎片，而炸药环境下的细菌纤维素仍

可观察到完整的片状。

与非炸药环境下细菌纤维素的酶解相比，炸药环

境对细菌纤维素的酶解造成了一定的抑制作用。这可

能是由于黑索今与酶的活性部位结合后，改变了酶活

性中心的结构与性质，抑制了纤维素酶的活性，使得细

菌纤维素的酶解速率减缓。
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ｎｏｎＲＤＸｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｃｅ　　　　　ＲＤＸｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｃｅ　

图 ２　非炸药环境与炸药环境下细菌纤维素的酶解效果对比图

Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆＢＣｕｎｄｅｒ

ｎｏｎＲＤＸａｎｄＲＤＸｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｃｅ

３．３　酶含量对细菌纤维素酶解的影响
在５０℃条件下，反应时间为 ７天，考察不同酶含

量对细菌纤维素酶解的影响，结果如图３所示。

图 ３　酶含量对细菌纤维素酶解的影响

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｅｎｚｙｍｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒ

由图３可以看到，炸药环境下细菌纤维素的酶解
程度变化趋势与非炸药环境下的变化趋势相同，均是

随着酶含量的增加，酶解液中还原糖量随之呈线性增

加，酶解程度加深。

在相同的酶含量时，炸药环境下细菌纤维素的酶解

液中还原糖的含量要低于非炸药环境下的含量，反应程

度减缓，此结果与反应现象的观察结果一致（见图 ２），
验证了炸药对细菌纤维素的酶解具有抑制作用。

３．４　酶解方式对细菌纤维素酶解的影响
在５０℃，炸药环境下，考察以动态方式进行反应

对细菌纤维素酶解效果的影响。动态酶解所使用的设

备为恒温水浴摇床，转速为７０ｒ·ｍｉｎ－１。
图４为动态和静态两种反应条件下酶解液中还原糖

含量的比较。可以看到动态条件下反应５天时酶解液中
还原糖含量要明显高于静态条件下反应７天的含量；且
随着酶含量的增加，两者还原糖含量的差别增大。

动态反应的周期比静态反应要短。从视觉观察，

动态反应的第 ３天就已经达到静态反应第 ７天的状

态，第４天时细菌纤维素均呈现为微小颗粒状。
在动态条件下，酶与细菌纤维素的作用机会增加，

通过震荡的方式有利于酶进入到细菌纤维素网状结构

的内部，对纤维素的分子链进行破坏，加速了酶解过程

的进行，使得酶解时间大大缩短。

图 ４　动态与静态反应条件下酶解液中还原糖含量比较

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒｃｏｎｔｅｎｔｏｆｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

ｓｏｌｕｔｉｏｎｉｎｄｙｎａｍｉｃｓｔａｔｅａｎｄｓｔａｔｉｃｓｔａｔｅ

３．５　反应温度对细菌纤维素酶解的影响

采用转速为７０ｒ·ｍｉｎ－１的动态反应，在炸药环境
下，研究不同温度对细菌纤维素酶降解的影响，酶含量

为０．４％时的酶解结果见表１。

表 １　不同温度下酶解液中还原糖含量比较

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒｃｏｎｔｅｎｔｆｒｏｍｅｎｚｙｍａｔｉｃ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＢＣａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ｇ·Ｌ－１）

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅ／ｈ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

４５ ５０ ５５
１ ０．６１ ０．９６ ０．５５
２ ０．５６ ０．９４ ０．５６
３ ０．５９ ０．９９ ０．６１

根据表１可看到，在相同的反应时间条件下，随着
温度的升高，酶解液中还原糖的含量呈现出一个先升

高后降低的趋势。其中在 ５０℃时酶解液中还原糖含
量相对于４５℃和５５℃均明显升高，因此，纤维素酶的
最佳酶解温度在５０℃附近。

温度对酶的作用有两方面：一方面是当温度升高

时，活化分子数增加而加速反应速度；另一方面，随着

温度升高而使酶蛋白逐渐失活变性而降低酶的反应速

度，酶反应的最适温度就是这两种过程平衡的结果。

在低于最适温度时，以前一种影响为主，高于最适温度

时，以后一种影响为主，由于酶活性迅速衰失，反应速

度很快下降。

３．６　细菌纤维素酶解后的 ＳＥＭ 结果
为缩短反应时间并达到酶解纤维素的目的，选择

在５０℃，动态反应条件下，酶含量为 ２．０％时对细菌
纤维素酶解２４ｈ。反应后非炸药环境的酶解液中还原
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糖含量达到２．０５ｇ·Ｌ－１，炸药环境的酶解液中还原糖
含量达到１．５９ｇ·Ｌ－１。

将酶解后的物质进行过滤和清洗，冷冻干燥。干

燥后样品的 ＳＥＭ结果如图５所示。

ｎｏｎＲＤＸｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｃｅ

ＲＤＸｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｃｅ

图 ５　细菌纤维素酶解后的 ＳＥＭ图

Ｆｉｇ．５　ＳＥＭｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ

从图５中可以看到，非炸药环境下细菌纤维素经
过２４ｈ的酶解，其宏观的网格结构被破坏，呈絮状，可
观察到清晰的纤维脉络；炸药环境下的细菌纤维素酶

解２４ｈ后，干燥后与炸药共混，附着在炸药的表面，呈
絮状，观察不到纤维脉络。在炸药环境下细菌纤维素

酶解后，干燥后的ＲＤＸ颗粒大小在６～１５μｍ范围，与
反应前相比粒径变化不大。

４　结　论

（１）细菌纤维素的酶解有典型的过程特征，即：
在酶解的初期，细菌纤维素逐渐开始变薄；随酶解的

发展，有不规则形状纤维素碎片出现；在酶解的后期，

细菌纤维素全部破碎为细微的颗粒状碎片。

（２）采用纤维素酶可以在 ＲＤＸ存在的环境下酶
解细菌纤维素，通过测试酶解液中的还原糖含量显示

出 ＲＤＸ对细菌纤维素的酶解具有一定的抑制性。
（３）采用动态方式进行酶酶解，反应周期比静态

方式的缩短。

（４）在炸药环境下随着酶量或是反应时间的增
加，纤维素的酶解程度加深；细菌纤维素酶酶解的最

佳反应温度在５０℃附近。
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