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摘要:采用正交试验设计的方法，对在混合酶(纤维素酶 Celluclast 1. 5 1 ，β·葡萄糖昔酶 Novozym 188) 与 Tween-20 协

同作用下，经乙醇预处理的麦草酶水解工艺条件进行研究，详细讨论了反应温度、底物浓度、Tweerιo 用量、纤维素

酶用量对还原糖浓度和得率的影响，并对酶水解工艺进行优化.结果表明，最佳工艺条件为反应温度 50 "c ，底物质

量浓度 100 g . L -1 , Tween-20 用量 0.03g -g-l ，纤维素酶用量 15 FPU • g -1 .在此条件下，水解 72h 时，还原糖质量

浓度和得率分别达到 46. 1 g . L - 1 和 41. 5%. 
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Enzymatic Hydrolysis of Wheat Straw Cooperated with Tween-20 

LUO Pengl , LIU Zhong
2 

(1 College of Mechanical Engineering , Tianjin University of Commerce , Tianjin 300134 , China; 

2 College of Material Science and Chemical Engineering , Tianjin University of Science and Technology , Tianjin 300222 , China) 

Abstract: Dilute sulfuric acid impregnated and ethanol pretreated wheat straw was used as substrate for 

enzymatic hydrolysis with Tween-20 additive through orthogonal experiment design. Cellulase mixture 

(Celluclast 1. 5 1 and β-glucosidase Novozyml88) were used in combination with Tween-20. The effects 

of reaction temperature , substrate concentration , Tween-20 loading and enzyme loading were evaluated and 

the enzymatic saccharification conditions were optimized. The optimum reaction temperature was 50 "c , 

100 g • L -1 for substrate concentration , O. 03 g • g-I for Tween-20 loading , 15 FPU • g-I for enzyme 

loading. Under the optimum condition , the reducing sugar concentration increased with reaction time ,46. 1 

g • L - 1 of the reducing sugar concentration and 4 1. 5 % of the reducing sugar yield were obtained respec­

tively after 72 h. 
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石油对于社会的进步和经济的发展起到了巨大

的推动作用，但是，地球上石油储量有限，不可再生.

按目前的技术水平和开采量计算，在未来的几十年

内石油资源将基本耗尽[1]. 因此，石油替代品的研究

开发势在必行.小麦是我国的主要农作物，每年小麦

生产的剩余物一一麦草产量巨大.麦草富含纤维素，

水解后生成的单糖可发酵成乙醇，国内外许多学者
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对此作了大量的研究与探索[川.

无机酸和纤维素酶都可催化水解纤维素，由于

纤维素酶水解具有葡萄糖得率高、反应条件温和(pH

4.8 ，温度 45 - 50 "C)、不要求反应器具有高耐腐蚀

性的特点，水解戚本比酸法低，是目前利用木质纤维

原料生物转化乙醇的主要方法，具有良好的发展前

景和巨大的应用潜力[6].
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在酶水解过程中，由于纤维素酶不可逆地吸附

在纤维素底物中的木素表面，使纤维素酶发生钝化，

造成纤维素酶的活性急剧降低，水解反应速度急剧

下降i74]. 增加纤维素酶的用量，在一定程度上可以

弥补纤维素酶的钝化作用，提高水解速度和得率，但

使成本显著增加，经济上不具可行性"].纤维素酶的

钝化是制约木质纤维原料生物转化为燃料乙醇的

"瓶颈"，减少纤维素酶的失活和提高纤维素酶的稳

定性成为近年来研究的热点.在纤维素酶水解过程

中添加非离子型表面活性剂能够阻止木素对纤维素

酶的无效吸附，提高纤维素酶的稳定性，提高酶水解

速度和得率，减少昂贵的纤维素酶的用量闷，l0·ll]. 目

前，此方面研究多集中于特定的非离子型表面活性

剂对木材酶水解强化效果的评价[叫，国内外鲜见对

于非离子型表面活性剂 Tween-20 协同麦草酶水解的

研究报道.由于麦草与木材的化学组成和结构存在

显著差异，这些差异影响底物与纤维素酶的相互作

用，进而影响表面活性剂的强化效果.因此，本试验

以麦草为原料，采用乙醇预处理，通过正交试验，研

究在 Tween-20 协同作用下麦草酶水解的工艺条

件，初步分析其作用机制，为今后工业化推广提供

参考.

1 材料与方法

1. 1 麦草原料

所用麦草取自天津市北辰区双口镇，麦草中水

的质量比为 23%. 将麦草切成 3 cm 的草段，然后使

用 8 目的筛子除去短小的碎料与杂质，得到合格的

原料.

1. 2 Z醇预处理

ZQS 型电热回转蒸煮锅由陕西科技大学机械厂

制造，采用油浴加热，所用油为导热油.容积为 15 L , 

转速为 1 r/min. 最高工作温度可达 300 "c ，最高工作

压力可达 10 MPa. 

将定量的经过粉碎与筛选的麦草原料按 m固 :m液=

1:6 ，用 w 为1. 5% 的稀硫酸浸泡处理 12 h 后，置于

电热回转蒸煮锅中，按 m固 :m液= 1: 10 向蒸煮锅中加

入￠为 60% 的乙醇水溶液，锁紧蒸煮锅，加热至 180

"C，保温 60 min ，待蒸煮锅冷却至 40 "c时，开盖卸

料，过滤，将固形物与液态水溶部分分离.先用 ψ 为

60% 的乙醇水溶液，然后再用自来水常温常压下对

固形物进行洗涤.对固形物进行化学成分的分析.

1. 3 水解酶

里氏木霉 (Trichoderma reesei) 纤维素酶( Cellu-

clast 1. 5 1) ，购自诺维信(中国)生物技术有限公司.

其酶活力为 75.8 FPU/mL ， β·葡萄糖昔酶酶活力为

38.5 IU/mL; 

β-葡萄糖昔酶 (Novozym 188) ，购自诺维信(中

国)生物技术有限公司，其 β-葡萄糖昔酶酶活力为

42 1. 0 IU/mL. 

1.4 纤维素酶解方法

将定量的巳平衡水分的麦草固形物试样、定量

的 Celluclast 1. 5 1 、 Novozym 188 (15 IU/g) 、定量的

Tween-20 装入 250 mL 锥形瓶中，用 0.05 moνL 的拧

朦酸铀缓冲液调节酶解初始 pH 为 4.8 ，在水浴摇床

转速为 150 r/min 的条件下振荡水解 72 h. 定时取

样，进行离心分离，用 DNS 法在 520 nm 处测上清液

中还原糖含量，以葡萄糖计-

I. S 正交试验设计

在纤维素底物确定的情况下，影响酶水解的因

素主要有反应温度、反应时间、底物浓度、水解液

pH、水解酶用量和表面活性剂用量[63-ll]. 通过单因

素预备试验，并参考文献[8-11 ] ，认为反应时间为 72

h ，水解液 pH 为 4. 8 , Novozym 188 用量为 15 IU/g 较

为适宜，因此作为固定因子考虑.

本试验主要研究反应温度、底物浓度、纤维素酶

用量和 Tween-20 用量对麦草酶水解的影响，采用

L9 (34 )正交试验，因子与水平见表1.

表 1 正交试验设计因素水平表

Tab.l Factors and levels of the orthogonal experiment 

水平 。I/'t
P底物/ 纤维素酶用量/ Tween-20 用量/

(g' g-l) (g'L- 1
) (FPU.g- 1

) 

40 60 10 0.01 

2 45 80 15 0.03 

3 50 100 20 0.05 

1. 6 分析测定方法

麦草原料和经乙醇预处理后的麦草固形物的碳

水化合物含量的测定分别按文献[ 12-14 ]进行.滤纸

酶活力和纤维二糖酶活力按照 IUPAC 推荐的国际标

准方法测定[归].

1. 7 计算

经乙醇预处理后的麦草的酶水解得率的计算如

下式[而]:

酶水解得率=糖液中还原糖浓度/底物浓度×

0.9 x 100%. 
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草经乙醇预处理后，约 449毛的组分流失，固形物得率

为 56.5% .与未经处理的麦草相比，固形物中可用于

酶水解的纤维素含量有了明显提高，而半纤维素含

量明显下降.

Z醇预处理前后的麦草化学成分

表 2 表示乙醇预处理前后的麦草化学成分.麦

结果与分析2 

2.1 

表 2 Z醇预处理前后的麦草化学成分

Chemical composition of wheat straw before and after ethanol cooking pretreatment Tab.2 

w( 木素)/%

17.8 

14.8 

w( 甘露糖)/% w( 阿拉伯糖)/% w(半乳糖)/%

0.8 2.4 2.4 

0.4 0 0.5 

w( 木糖)/%

19.2 

9.7 

固形物得率/%即(葡萄糖)/%

100.0 40.6 

56.5 60.8 

20 与 15 FPU . g-1 的差别很微小，从节约酶制剂成本的

角度考虑，最佳的纤维素酶用量取水平 2 (15 FPU • 

当底物质量浓度为水平 3 (100 g • L -1 )时，还原

糖质量浓度为 39. 3 g • L -1 ，达到最大值.而当底物

质量浓度为水平 1(60g'V 1 ) 时，还原糖得率为

46.0% ，达到最大值.还原糖浓度和得率达到最大值

时的底物质量浓度不同.这种现象与 Borjesson 等[叫

用 PEG 4000 辅助针叶材酶水解时观察到的现象相

吻合.这表明，在试验条件下，提高底物浓度有助于

提高生成的还原糖浓度，但是，相应地降低了还原糖

得率.这可能是由于当底物浓度较低时，生成的还原

糖浓度较低，产物对纤维素酶水解的反馈抑制作用

不大，因此，还原糖得率相对较高.而当底物浓度较

高时，由于生成的还原糖浓度较高，产物对纤维素

酶水解的反馈抑制作用增强，并且水解液的流动性

变差，传质阻力增大，难以对底物搅拌均匀，导致还

原糖得率下降.鉴于高的还原糖浓度能够在后续的

乙醇发酵工序中提高产物浓度，从而降低乙醇提纯

所耗费的能量，因此最佳的底物质量浓度取水平 3

(100g.L- 1
). 

经z醇预处理后的麦草酶水解正交试验条件与试验结果

工艺条件对乙醇预处理后的麦草酶水解的影晌

表 3 和表4 分别给出了经乙醇预处理后的麦草酶

水解正交试验条件与试验结果及正交试验统计分析.

从表 4 可以看出，当纤维素酶用量为水平 1 (1 0 

FPU • g-l) 时，经乙醇预处理后的麦草酶水解转化的

还原糖质量浓度和得率均较低，分别为 34.2 g' L-
1 

和 38.9% .当纤维素酶用量提高到水平 2 (15 

FPU • g-l) 时，还原糖质量浓度和得率相应提高，分

别为 36.3 g • L -1 和 4 1. 4%. 当纤维素酶用量为水平

3 (20 FPU • g - 1 )时，还原糖浓度和得率均达到最大

值，分别为 36. 6 g • L- 1 和 43.0% ，但提高幅度趋于

平缓. Kaar 等[山]研究 Tween-20 对玉米芯酶水解的影

响、姚日生等[口]研究 Tween-80 对稻草酶水解的影响

时，均观察到了相似的现象.这是由于反应体系中添

加的 Tweerιo 提高了纤维素酶的稳定性，阻止了底

物中的木素对纤维素酶的无效吸附，使得纤维素酶

可以完全与底物中的纤维素结合，酶水解效率提高，

并且，在一定条件下，底物中的纤维素表面能与纤维

素酶分子结合的位点有限，当这些位点全部被纤维

素酶分子占据后，进一步提高纤维素酶用量对水解

无明显的效果.由于还原糖浓度在纤维素酶用量为

表 3

2.2 

Conditions and results of the orthogonaI experiment for hydrolysis of ethanol cooked wheat straw Tab.3 

酶水解

得率/%

44.0 

33.5 

39.3 

42.8 

44.6 

36.8 

51. 3 

47.7 

30. 。

p( 还原糖)/

(g • L 一 1 ) 

29.3 

29.8 

43.7 

28.5 

39.6 

40.9 

34.2 

42.4 

33.3 

。，/"C

气
d
n
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n
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气

U
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ζ
J
A

丛T
A

斗

Tween-20 用量/

(g.g-I) 

0.05 

0.01 

0.03 

0.03 

0.05 

0.01 

0.01 

0.03 

0.05 

P底物/

(g' L- 1
) 

60 

80 

100 

60 

80 

100 

60 

80 

100 

纤维素酶用量/

(FPU • g -1) 

10 

10 

10 

15 

15 

15 

20 

20 

20 

试验号
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表 4 经乙醇预处理后的麦草酶水解正交试验统计分析

Tab.4 Statistical analysis of the orthogonal experiment for hydrolysis of ethanol cooked wheat straw 

工艺参数
p( 还原糖)/(g'L- 1 )

标准差
酶水解平均得率/%

标准差
水平 1 水平 2 水平 3 水平 l 水平 2 水平 3

纤维素酶用量 34.2 36.3 36.6 1. 31 38.9 41. 4 43.0 2.07 

P底物 30.6 37.2 39.3 4.54 46.0 41. 9 35.4 5.35 

Tween-20 用量 35.0 38.2 34.1 2.16 40.5 43.3 39.5 1. 97 

θ 30.5 37.5 39.2 4.61 35.4 42.8 45. 1 5.06 

当 Tween-20 用量为水平 1 (0.01 g' g-l) 时，还

原糖浓度和得率均较低，分别为 35.0 g • L- 1 和

40.5% .当 Tween-20 用量提高到水平 2 (0. 03 g • g - 1 ) 

时，还原糖浓度和得率相应提高，分别为 38.2

g . L -1 和 43.3% .当 Tween-20 用量进→步提高到水

平 3 (0.05 g' g-I) 时，还原糖浓度和得率均下降，分

别为 34. 1 g • L -1 和 39.5% ，均低于水平1.这种现象

与 Karr 等[ω] 用 Tween-20 辅助玉米芯酶水解、 Kris­

tensen 等[ 11] 用 PEG 6000 辅助麦草酶水解时观察到

的现象相吻合.这可能是由于在底物中的木素表面

有一定数目的既可吸附表面活性剂又可吸附纤维素

酶的位点，当表面活性剂用量达到一定程度时，这些

位点全部被表面活性剂所吸附，进-步提高表面活

性剂用量反而干扰水解液中的游离纤维素酶，致使

还原糖浓度和得率较之前有所下降很明显，最住的

Tweerιo 用量为水平 2 (0. 03 g • g -1 ) • 

当反应温度为水平 1 (40 "C)时，还原糖质量浓

度和得率均较低，分别为 30.5 g' L- 1 和 35.4% .当

反应温度提高到水平 2 (45 "C)时，还原糖质量浓度

和得率相应提高，分别为 37. 5 g • L- 1 和 42.8% .当

反应温度为水平 3 (50 "C)时，还原糖质量浓度和得

率均达到最大值，分别为 39.2g.L- 1 和 45. 1 %. 

Borjesson 等[ 18] 研究 PEG 4000 对针叶材酶水解的影

响时，也观察到了相似的现象.这是由于纤维素酶的

活力对温度高度敏感，在最适温度下，纤维素酶的活

力最高，酶水解反应速度最大.当反应温度低于最适

温度时，随着反应温度的提高，纤维素的水解糖化速

度相应提高，使得生成的还原糖浓度和还原糖得率

均提高.很明显，最佳的反应温度为水平 3 (50 "c ). 

表 4 中正交试验统计分析的标准差显示，工艺

条件对经乙醇预处理后的麦草酶水解转化的还原糖

浓度的影响程度依次为:反应温度>底物质量浓

度> Tween-20 用量〉纤维素酶用量，而对还原糖得

率的影响程度依次为:底物质量浓度〉反应温度〉

纤维素酶用量> Tween-20 用量.

通过以上分析，得出麦草酶水解转化还原糖的

最佳工艺条件为反应温度 50 "c ，底物质量浓度 100

g • L -1 , Tween-20 用量 0.03g ·g-l ，纤维素酶用量

15FPIJ-g l. 在此条件下进行验证试验，麦草酶水

解转化的还原糖质量浓度和还原糖得率分别为 46. 1 

g • L -1 和 4 1. 5%. 虽然其还原糖得率不是最高，但还

原糖浓度达到最大值，符合本研究的优化目标，证实

了正交试验对麦草酶水解工艺条件优化的正确'性.

2.3 经乙醇预处理后的麦草在最佳工艺条件下酶

水解反应历程

图 1 给出了最佳工艺条件下经乙醇预处理后的

麦草酶水解反应历程.由图 1 可见，在水解前 48 h 酶

解反应速度持续快速提高，还原糖含量随着酶解反

应的进行持续上升.水解 24 h 时，还原糖质量浓度达

到 27.4g.L- 1 ，水解 48 h ，还原糖浓度达到 42.6

g ·L-l ，优于→般未添加表面活性剂的木质纤维原

料的酶水解体系[193l]. 这表明，添加表面活性剂

Tween-20 对经乙醇预处理后的麦草酶水解具有明显

的促进作用.这是由于 Tween-20 有效地阻止纤维素

酶在木素表面上的无效吸附，使得纤维素酶可以充

分作用于纤维素，从而提高酶解效率.值得注意的

是，反应体系在水解 48 h 后，当进→步延长酶解时间

时还原糖含量增加趋缓.这种现象与 Eriksson 等问

研究 Tween-20 对云杉酶水解的影响时观察到的现象

相吻合.这是由于随着反应时间的延长，底物浓度相

应降低，并且酶解产物葡萄糖的积累对纤维素酶产

生反馈抑制作用，使得还原糖含量随后变化不大.
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图 l 经乙醇预处理后的麦草在最佳工艺条件下酶水解反应

历程

Fig. 1 Time course for hydrolysis of the ethanol cooked wheat 

straw under optimal condition 
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3 结论

本文研究了非离子型表面活性剂 Tween-20 促进

麦草酶水解的效果，考察了反应温度、底物浓度、

Tween-20 用量、纤维素酶用量对还原糖浓度和得率

的影响，并对酶水解工艺进行优化.在优化条件下，

即反应温度 50 "C，底物浓度 100 g • L - 1 , Tweerιo 

用量 0.03g -g -l ，纤维素酶用量 15FP1]-g 1 ，还原

糖质量浓度和得率分别达到 46. 1 g • L- 1 和 41. 5% , 

还原糖浓度和得率均较未添加表面活性剂的酶水解

过程有明显提高[1119] ，但距离工业化生产还有一定

差距，还需要做进一步的试验研究.
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