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摘摇 要:摇 以亚硫酸盐蔗渣浆为研究对象,研究了底物浓度、外源添加物种类和浓度对纤维素酶解

工艺的影响以及 PEG6000 强化酶解效率的作用机理。 研究结果表明,纤维素酶用量 15 FPIU / g(以

绝干纤维素计,下同)、 茁-葡萄糖苷酶用量 30 CBU / g,纤维素质量浓度 80 g / L 条件下水解 48 h,葡萄

糖质量浓度达 72. 51 g / L,葡萄糖得率、纤维素酶解得率和总糖得率达 81. 58 % 、 86. 79 % 和

84. 23 % 。 PEG6000 可有效强化酶解,添加量为 2 g / L 时,水解 48 h 葡萄糖质量浓度可升至 78. 54 g / L,葡萄糖得率、纤维

素酶解得率和总糖得率达 88. 36 % 、 95. 02 % 和 92. 54 % 。 添加 2 g / L 的 PEG6000 使纤维素酶 Celluclast 1. 5 L 滤纸酶活

力提高到原酶活力的 117. 33 % ;同时 50 益 ,pH 值 4. 8,保温 48 h,残余酶活力同比增加 38. 99 % 。
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The Study about Enzymatic Hydrolysis of Bagasse Sulfite Pulp and the
Assistant Effect of Additives

LIU Bao鄄tian, CAI Cong, FENG Meng, LI Xin, OUYANG Jia

(College of Chemical Engineering,Nanjing Forestry University, Nanjing 210037, China )

Abstract:In order to optimize the hydrolysis conditions of bagasse sulfite pulp, the influences of substrate concentration, species
and concentration of exogenous additives on hydrolysis were investigated in present study. The results showed that the sample with
72. 51 g / L glucose concentration, 81. 58% glucose yield, 86. 79% hydrolysis yield and 84. 23% total sugar yield were obtained
by using 15 FPIU / g cellulase and 30 CBU / g 茁鄄glucosidase with 80 g / L cellulose after 48h hydrolysis. Addition of PEG6000
could enhance the hydrolysis process remarkably. The glucose concentration reached 78. 54 g / L after 48 h of hydrolysis in pres鄄
ence of 2 g / L PEG6000. Meanwhile, glucose yield, hydrolysis yield and total sugar yield increased to 88. 36% , 95. 02% and
92. 54% , respectively. In addition, 117. 33% increase in enzyme activity and 38. 99% in stability of Celluclast 1. 5L were
observed when 2g / L PEG6000 was applied.
Key words:bagasse sulfite pulp;enzymatic hydrolysis;additive;PEG6000

能源是当今社会赖以生存和发展的基础,石油等传统化石燃料所造成的环境污染日益严重,而且其

储量逐渐减少[1]。 由于纤维素和半纤维素可作为乙醇发酵的原料,自从世界各国逐步调整政策减少或

禁止将粮食(淀粉)转换为燃料乙醇后,利用年产量巨大的植物纤维资源生产纤维质乙醇和其它化学品

的技术更成为发展工业生物技术的重点[2]。 一些研究者指出,生物酶解糖化过程不仅是植物纤维资源

生物转化的第一步和共同途径,更是该路线经济性的关键步骤。 由于纤维素本身复杂的超分子结构,以
及其他外部组分木质素、半纤维素等的保护作用,并且纤维素的结晶区含有易与水分子形成氢键的羟

基,纤维素通常很难发生水解[3-5]。 一般认为,酶水解木质纤维原料的效率会受到原料结晶度、聚合度、
水含量、有效表面积以及木质素含量等许多因素限制[6-7]。 为了克服这些障碍,各种原料预处理技术被
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利用以提高酶解过程中酶的可及度和使用效率[8-11]。 亚硫酸盐处理是造纸工业制浆工艺中的传统方

法,该工艺可以较好地将木质素与纤维素分离,而且预处理后的废水主要富含磺化木质素,目前在表面

活性剂、减水剂或药物等工业化合物领域表现出良好的回收利用价值。 考虑到亚硫酸盐浆工艺可能真

正实现预处理过程的清洁生产,作者研究了亚硫酸盐处理后蔗渣浆的纤维素酶解工艺过程及影响因素,
主要对亚硫酸盐蔗渣浆水解过程的条件进行优化,考察了外源添加物对酶解的强化作用,最终探讨了亚

硫酸盐预处理成为木质纤维生物转化重要步骤的可行性。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

亚硫酸盐蔗渣浆,广东甘化江门纸厂。 原料成分分析方法来自 NREL 方法[12],分析结果如下:纤维

素 69. 54% 依0. 20% ,半纤维素 17. 07% 依0. 20% ,木质素 12. 86% 依 0. 50% ,均以绝干计。 实验所用酶

和试剂均购自 Sigma 公司。 纤维素酶 Celluclast 1. 5 L 为 Novozymes 商品酶,里氏木霉 ATCC 26921 生

产,滤纸酶活为 130. 11 FPIU / mL; 茁-葡萄糖苷酶 Novozyme 188 为 Novozymes 商品酶,黑曲霉生产, 茁-葡
萄糖苷酶酶活为 574. 82 CBU / mL。
1. 2摇 酶解实验

称取一定量的亚硫酸盐蔗渣浆于 100 mL 锥形瓶中,加入 1 mol / L 柠檬酸缓冲溶液( pH 值 4. 5)
2. 5 mL 及一定量的 2 种酶和水至总体积 50 mL 后置于 50 益 水浴锅,转速 150 r / min 开始酶解反应。 反

应体系控制纤维素酶用量为 15 FPIU / g(以绝干纤维素计,下同), 茁-葡萄糖苷酶量为 30 CBU / g。
水解结束后于 5 000 r / min 离心 10 min,取清液沸水浴灭活 5 min,测定上清液中的糖组分,按公式

计算出得率。 得率计算公式如下:
y1 = (CCe 伊 1. 05 + CG) / (CC / 0. 9) 伊 100 %

y2 = CG / (CC / 0. 9) 伊 100 %
y3 = CX / (CS / 0. 88) 伊 100 %

y4 = (CCe 伊 1. 05 + CG + CX) / (CC / 0. 9 + CS / 0. 88) 伊 100 %
式中: y1—纤维素酶解得率,% ; CCe—水解液中纤维二糖的质量浓度,g / L; 1. 05—纤维二糖浓度转化为

葡萄糖浓度的比例系数; CG—水解液中葡萄糖的质量浓度,g / L; CC—酶解体系中纤维素的绝干质量浓

度,g / L; y2—葡萄糖得率,% ; 0. 9—纤维素和葡萄糖之间的转化系数;y3—木糖得率,% ; CX—酶解体系

中木糖的绝干质量浓度,g / L; CS—酶解体系中半纤维素的绝干质量浓度,g / L; y4—总糖得率,% ;
0郾 88—半纤维素和木糖之间的转化系数。
1. 3摇 分析方法

水解液中糖含量的测定采用 HPLC 分析[12]。 HPLC 条件为 Bio-Rad Aminex HPX-87H 色谱柱,
5 mmol / L H2SO4 作为流动相,流速为 0. 6 mL / min,柱温 55 益。 采用示差折光检测器检测,外标法测定。

滤纸酶活力和 茁-葡萄糖苷酶活力采用国际理论和应用化学协会推荐的标准方法测定[14]。 滤纸酶

活定义为在标准反应条件下每分钟生成 1 滋mol 葡萄糖所需的酶量,FPIU / mL。 茁-葡萄糖苷酶酶活定义

为每 min 水解生成 1 滋mol 对硝基苯酚所需要的酶量,CBU / mL。

2摇 结果与分析

2. 1摇 亚硫酸盐蔗渣浆水解特性的研究

甘蔗渣主要成分是纤维素、半纤维素和木质素,其中纤维素质量分数约 35. 4 % ,半纤维素 20. 6 % ,
木质素 18. 6 % [15]。 经过亚硫酸盐处理后的蔗渣固形物半纤维素和木质素均略有下降,木质素质量分

数仅为 13. 41 % ,而纤维素含量增加近一倍,可作为潜在的酶解底物制备葡萄糖和木糖。 暗示亚硫酸盐

处理可以有效脱除木质素,从而有利于原料的酶解。 分别在 50、60、70 和 80 g / L 底物质量浓度(以绝干

纤维素计,下同)下,以亚硫酸盐蔗渣浆为底物进行 48 h 酶解。 底物质量浓度对亚硫酸盐蔗渣浆酶解效

果的影响如表 1 所示。
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表 1摇 底物浓度对亚硫酸盐蔗渣浆酶水解的影响

Table 1摇 Effects of substrate concentration on the enzymatic hydrolysis of sulfite bagasse pulp

底物 / (g·L - 1)
substrate concentration

纤维二糖 /
(g·L - 1)
cellubiose

葡萄糖 /
(g·L - 1)
glucose

木糖 /
(g·L - 1)
xylose

葡萄糖得率 / %
glucose yield

纤维素酶解
得率 / %

hydrolysis yield

木糖得率 / %
xylose yield

总糖得率 / %
total sugar yield

50 3. 15 52. 83 10. 59 95. 11 101. 05 68. 96 99. 64
60 3. 15 60. 06 11. 02 90. 11 95. 07 59. 82 91. 71
70 3. 61 64. 45 11. 49 82. 87 87. 74 53. 45 85. 03
80 4. 41 72. 51 13. 11 81. 58 86. 79 53. 37 84. 23

从表 1 可以看出,亚硫酸盐预处理可以有效削弱底物对纤维素酶的抗性,提高酶水解转化率,在试

验底物浓度范围内,亚硫酸盐蔗渣浆酶解的葡萄糖得率、纤维素酶解得率和总糖得率均可以 80 % 以

上。 随着底物浓度的不断增加,产物抑制作用和浆料的传质阻力明显加大导致各项糖得率逐渐降低,当
纤维素质量 80 g / L 时,酶解 48 h 葡萄糖浓度 72. 51 g / L,但酶解过程传质困难,葡萄糖得率、纤维素酶解

得率和总糖得率分别达到 81. 58 % 、 86. 79 % 和 84. 23 % 。 为了获得最高糖浓以利于后期的发酵工艺,
本试验选择纤维素 80 g / L 为最佳底物浓度。

摇 图 1摇 反应时间对亚硫酸盐蔗渣浆酶解效率的影响

摇 Fig. 1摇 Effects of reaction time on the enzymatic hydrolysis

在酶用量 15 FPIU / g 和 30 CBU / g,底物质

量浓度 80 g / L,温度 50 益,pH 值 4. 8 条件下水

解亚硫酸盐蔗渣浆,水解过程中得率和糖浓度

随时间的变化规律如图 1 所示。 酶解过程可以

分为 3 个阶段。 第一阶段为酶解前 8h,是酶解

过程效率最高的时期,由于不存在产物抑制作

用,纤维二糖质量浓度较低,酶的失活现象还不

明显,此阶段葡萄糖质量浓度和木糖质量浓度

都增 加 显 著, 反 应 速 率 最 快; 第 二 阶 段 为

8~36 h,虽然较第一阶段反应速率有所下降,但
各项糖浓度和得率均呈现出稳定增长。 纤维二

糖由 8 h 的 1. 44 g / L 上升至 36 h 的 4. 13 g / L,
表明此阶段纤维二糖积累严重,负责水解纤维

二糖的 茁-葡萄糖苷酶受逐渐升高的葡萄糖浓

度影响,产生明显的产物抑制作用,从而制约单糖得率。 反应 36 h 葡萄糖得率和木糖得率分别达到

76. 89 % 和 51. 31 % 。 酶解最后阶段为 36 h 后,此时纤维二糖的变化处于比较缓和的水平,酶解效率逐

渐趋于饱和。 由于纤维二糖是酶系中纤维素酶的重要产物,同时也是 茁-葡萄糖苷酶的作用底物,分析

认为较高水平的纤维二糖含量和较长的反应时间造成纤维素酶的产物抑制和热失活均很严重,并最终

导致葡萄糖和木糖质量浓度的变化变得缓慢,纤维素和半纤维素的酶解速率均有所减缓。
2. 2摇 外源添加物对酶解过程的辅助作用

对亚硫酸盐蔗渣浆酶解过程的研究显示反应时间的延长不利于维持较高的反应速度,反应过程酶

的失效被认为是导致酶解效率不高的重要因素。 有研究报道表明,一些外源添加物的加入对纤维素酶

解具有较好的辅助作用。 为了进一步提高亚硫酸盐蔗渣浆酶解效率,在相同酶用量和实验条件下添加

2 g / L 外源物进行 48 h 酶解实验。 外源添加物对亚硫酸盐蔗渣浆酶解过程的影响见表 2。
加入的 7 种外源添加物,蛋白胨和酵母膏属于成分复杂的有机物,Tween80 和 PEG6000 为非离子型

表面活性剂,其余 3 种为无机盐类。 从表 2 可以看出,盐类的加入对酶解过程没有任何促进作用,其中

FeCl3、CuCl2 对酶解还有明显的抑制作用,这一结论对于同步糖化发酵工艺体系中 Fe3+ 和 Cu2+ 的含量

控制具有重要的参考意义;复杂有机物和非离子表面活性剂对酶解效果均有积极影响,其中,非离子表

面活性剂 PEG6000 的影响效果最为明显,不仅可以促进纤维素的酶解,同时也有效提高了半纤维素的

酶解效率。 B觟rjesson 等[16]研究表明,在酶解过程中,表面活性剂的加入可以吸附在木质纤维原料中的

木质素上,从而有效减少了木质素对酶分子的无效吸附。
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表 2摇 不同添加物对亚硫酸盐蔗渣浆酶水解的影响

Table 2摇 Effects of different additives on the enzymatic hydrolysis of sulfite bagasse pulp

项目
contents

纤维二糖 /
(g·L - 1)
cellubiose

葡萄糖 /
(g·L - 1)
glucose

木糖 /
(g·L - 1)
xylose

葡萄糖得率 / %
glucose yield

纤维素酶解
得率 / %

hydrolysis yield

木糖得率 / %
xylose yield

总糖得率 / %
total sugar

yield
蛋白胨 peptone 5. 28 76. 02 13. 76 85. 52 91. 75 56. 01 88. 96
酵母膏 yeast 4. 90 74. 49 13. 45 83. 80 89. 59 54. 73 86. 87
聚乙二醇 PEG6000 5. 64 78. 54 14. 69 88. 36 95. 02 59. 80 92. 54
吐温 80 Tween80 4. 48 73. 82 13. 49 83. 05 88. 33 54. 91 85. 87
FeCl3 0 7. 11 1. 17 8. 00 8. 00 4. 75 7. 73
CuCl2 0. 46 20. 56 3. 91 23. 13 23. 67 15. 93 23. 29
CaCl2 4. 18 72. 47 13. 07 81. 52 86. 46 53. 17 83. 92
空白对照 contral 4. 14 72. 57 13. 36 81. 64 86. 54 54. 37 84. 26

图 2摇 不同质量浓度 PEG6000 对亚硫酸盐蔗

渣浆酶解的影响

Fig. 2摇 Enzymatic hydrolysis at different
PEG6000 concentration

图2 显示了在底物质量浓度为80 g / L的酶解体系下,添加不

同量 PEG6000 对酶解的影响。 PEG6000 从 1 g / L 逐渐增加到

5 g / L,酶解效果均有提高,其中 3、 4、 5 g / L 时,影响几乎相同,在
PEG6000 2 g / L 时,促进最为显著,葡萄糖可升至 78. 54 g / L,葡萄

糖得率、纤维素酶解得率和总糖得率达到 88. 36 %、 95. 02 % 和

92. 54 %,提高幅度达 6. 78 %、8. 23 % 和 8. 31 %。
2. 3摇 PEG6000 对纤维素酶学性质的影响

外源添加物实验反映添加 2 g / L PEG6000 可以有效促进

亚硫酸盐蔗渣浆的酶解。 为了进一步考察 PEG6000 对酶解

的影响机理,模拟酶解条件,在无底物状态下考察 PEG6000
对纤维素酶 Celluclast 1. 5 L 活力和稳定性的影响。 实验结果

如图 3 和图 4 所示。 以初始条件下不含 PEG6000 的商品酶

Celluclast 1. 5 L 的滤纸酶活计 100 % 。 图 3 揭示了 PEG6000
质量浓度对纤维素酶活力的影响。 由图可知,随着 PEG6000
质量浓度的上升,纤维素酶活力表现出先上升后下降的趋势。
一方面,低质量浓度 PEG6000 的存在有利于纤维素酶活力的提高,当添加 2 g / L PEG6000 时,纤维素酶

滤纸酶活较未添加提高到 117. 33 % ;另一方面,PEG6000 添加过多对酶活有一定的抑制作用,从 3 g / L
变化到 6 g / L 时,相对酶活力逐渐下降。 添加 6 g / L PEG6000 时,相对酶活力为不添加的 91. 94 % 。
PEG6000 质量浓度对纤维素酶活力的变化趋势几乎与对亚硫酸盐蔗渣浆酶解的影响趋势(见图 2)完全

一致,暗示 PEG6000 对纤维素酶活的增强效应是其促进酶解的重要因素。 对比 PEG6000 存在与否对纤

维素酶在反应条件下稳定性的影响,结果见图 4。

摇
摇 摇 图 3摇 PEG6000 对纤维素酶活力的影响

Fig. 3摇 The effects of PEG6000 on cellulase activity摇 摇 摇
图 4摇 2 g / L PEG6000 对纤维素酶活力稳定性的影响

摇 Fig. 4摇 The effect of 2 g / L PEG6000 addition on
stability of FPA
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未添加 PEG6000 的对照组纤维素酶活在 8 h 已降至初始酶活的 49. 90 % ,48 h 后残余活力仅剩

37. 36 % 。 这一结果从侧面反映了酶解过程中纤维素酶稳定性的下降将是酶解后期效率下降的重要原

因。 比较而言,PEG6000 的存在不仅影响纤维素酶活力,对纤维素酶活力稳定性的影响也较为显著。
加入 PEG6000 可导致纤维素酶 Celluclast 1. 5 L 稳定性大幅度提高,48h 后纤维酶残余活力保持在

76. 35 % ,同比增加 38. 99 % 。 对纤维素酶稳定性的考察说明加入 PEG6000 可有效提高纤维素酶在

48 h 反应时间内的稳定性,缓解酶的失活,从而促进酶解效率的提高。

3摇 结 论

3. 1摇 亚硫酸盐处理后蔗渣浆是一种较易水解的纤维素底物,经酶解可获得较高的葡萄糖得率和总糖得

率。 在纤维素酶用量为 15 FPIU / g(以绝干纤维素计,下同)和 茁-葡萄糖苷酶用量 30 CBU / g,纤维素质

量浓度 80 g / L,温度 50 益,pH 值 4. 8 条件下水解亚硫酸盐蔗渣浆 48 h,葡萄糖质量浓度达 72. 51 g / L,
葡萄糖得率、纤维素酶解得率和总糖得率可以分别达到 81. 58 % 、 86. 79 % 和 84. 23 % 。
3. 2摇 酶解体系添加适当蛋白胨、酵母膏和 PEG6000,对酶解效果有促进作用,其中 PEG6000 影响最为

明显。 PEG6000 添加量为 2 g / L 时,葡萄糖质量浓度可升至 78. 54 g / L,葡萄糖得率、纤维素酶解得率和

总糖得率达到 88. 36 % , 95. 02 % 和 92. 54 % ,提高幅度达 6. 78 % 、 8. 23 % 和 8. 31 % 。
3. 3摇 PEG6000 可以有效提高纤维素酶 Celluclast 1. 5 L 的活力和稳定性。 添加量为 2 g / L 时,滤纸酶活

增至 117. 33 % , 温度 50 益, pH 值 4. 8 下保温 48 h 残余酶活达 76. 35 % ,较空白对照同比增

加 38. 99 % 。
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