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双酶法制备玉米芯还原糖工艺条件优化
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摘要!目的!实现玉米芯的再利用与资源优化#方法!以

玉米芯为原料%采用纤维素酶$半纤维素酶协同降解玉米

芯制备还原糖%在单因素试验基础上%利用响应面法对双

酶配比$酶添加量$酶解时间$酶解温度等工艺条件进行

优化#结果!玉米芯降解产还原糖的最优工艺参数为(双

酶配比!

O

纤维素酶
mO

半纤维素酶"

#@m!

%酶添加量
@&!()

%酶

解时间
(&"-

%酶解温度
("c

%该条件下制备的玉米芯酶

解液中还原糖含量可达
#!&%(G

L

&

GT

#结论!选用纤维

素酶$半纤维素酶协同降解玉米芯高效定向制备还原糖%

可实现玉米芯的高值化利用#

关键词!玉米芯'纤维素酶'半纤维素酶'还原糖
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玉米芯是玉米脱穗去粒后剩下的中心棒轴#具有吸

水能力强!结构一致!柔韧度良好!硬度高!耐磨等优

点/

#

0

#经处理后能得到葡萄糖!纤维素!木糖!糖糠以及活

性炭等物质/

!

0

&作为一种可再生类资源/

@

0

#玉米芯富含

膳食纤维!粗脂肪!粗蛋白!粗纤维等营养成分#其中纤维

素在玉米芯中占比约
@()

#半纤维素为
@()

!

%")

/

%

0

#

具有较高的应用价值&

研究者/

(+'

0常采用物理!化学和生物等处理技术降

解玉米芯#获得目的产物#实现玉米芯资源再利用&孟悦

等/

E

0采用高温热解法降解玉米芯#提取戊聚糖并进行工

艺优化&戴莉等/

#"

0使用高温液态水预处理玉米芯#并利

用表面活性剂吐温
'"

辅助纤维素酶进行酶解#以提高生

物质催化转化效率&应文俊等/

##

0利用磷酸联合过氧化氢
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-预处理玉米芯#再通过纤维素酶水

解#以酶解效率为指标得到最优预处理条件&这些研究

多是利用物理!化学方法#或与酶制剂结合的技术降解玉

米芯&物理技术对设备要求高!成本大'化学方法易产生

有毒副产物#对环境有害'生物处理方法具有绿色环保!

条件简易等特点&而目前生物处理方法研究多集中于利

用水解酶制剂降解玉米芯#郝茜繤/

#!

0采用内切木聚糖酶

和纤维素酶降解玉米芯获取低聚木糖和单糖&刘丽娜

等/

#@

0通过优化碱性蛋白酶!

"

F

淀粉酶和糖化酶预处理玉

米芯#提取不溶性膳食纤维,

<75

-和可溶性膳食纤维

,

U75

-&玉米芯主要由半纤维素!纤维素和木质素等物质

组成/

%

#

#%
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#利用酶制剂作用于连接纤维素和半纤维素间
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的糖苷键#能破坏玉米芯细胞壁#同时破坏围绕在纤维素

和半纤维素外部的木质素屏障#暴露出内部深层的纤维

素和半纤维素#进一步使其降解为单糖类物质/

#(+#$

0

&与

陆步诗等/

#D

0仅用纤维素酶降解玉米芯相比#采用纤维素

酶和半纤维素酶具有更高的降解效果&研究拟选用纤维

素酶!半纤维素酶协同降解玉米芯高效定向制备还原糖#

以期实现玉米芯的再利用与资源优化&

#

!

材料与方法
#&#

!

材料和试剂

玉米芯)含秋玉米#市售'

纤维素酶)酶活
(

万
S

.

L

#南宁庞博生物工程有限

公司'

半纤维素酶)酶活
@

万
S

.

L

#南宁庞博生物工程有限

公司'

氢氧化钠)食品级#晟发生物科技有限公司'

@

#

(F

二硝基水杨酸)分析纯#天津市光复精细化工研

究所'

丙三醇)分析纯#西陇化工股份有限公司'

葡萄糖)分析纯#成都金山化学试剂有限公司&

#&!
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仪器与设备

倾斜式高速万能粉碎机)

=̂F#""":

型#北京中兴伟

业仪器有限公司'

电热鼓风干燥箱)

#"#F#:B

型#北京中兴伟业世纪仪

器有限公司'

电热恒温水浴锅)

7̂ _fF%

型#北京中兴伟业世纪仪

器有限公司'

电子天平)

T1!"%1
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型#梅特勒(托利多仪器,上

海-有限公司'

X
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计)

1̀!'

型#梅特勒(托利多仪器,上海-有限公司'

可见分光光度计)

D!!

型#上海舜宇恒平科学仪器有

限公司'

台式冷冻离心机)
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试验方法
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工艺流程

玉米芯
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玉米芯
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酶解!根据所需双酶添加量%按体积分数

添加至上述玉米芯液后用棉塞封口%放置水浴锅中%设置

需要的温度和时间进行酶解反应%且每
$" G/J

搅拌

!G/J

"

+

离心!
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#(G/J

"

+

检测还原糖含量

#&@&!

!

单因素试验

,

#

-双酶配比)试验设置酶添加量体积分数为
@&")

#

酶解温度
("c

#酶解时间
(-

#进行单因素试验#做
@

次

平行试验#检测酶解液的还原糖含量#探究双酶配比

,

O

纤维素酶
mO

半纤维素酶为
#"m(

#

##m%

#

#!m@

#

#@m!

#

#%m

#

-对玉米芯酶解的最佳条件&

,

!

-酶 添 加 量)试 验 设 置 双 酶 配 比 ,

O

纤维素酶
m

O

半纤维素酶-为
#@m!

#酶解温度
("c

#酶解时间
(-

#进行

单因素试验#做
@

次平行试验#检测酶解液的还原糖含

量#探究酶添加量,体积分数为
#&()

#

!&")

#

!&()

#

@&")

#

@&()

-对玉米芯酶解的最佳条件&

,

@

-酶 解 温 度)试 验 设 置 双 酶 配 比 ,

O

纤维素酶
m

O

半纤维素酶-为
#@m!

#酶添加量体积分数为
@&")

#酶解时

间
(-

#进行单因素试验#做
@

次平行试验#检测酶解液的

还原糖含量#探究酶解温度,

%"

#

%(

#

("

#

((

#

$"c

-对玉米

芯酶解的最佳条件&

,

%

-酶 解 时 间)试 验 设 置 双 酶 配 比 ,

O

纤维素酶
m

O

半纤维素酶-为
#@m!

#酶添加量体积分数为
@&")

#酶解温

度
("c

#进行单因素试验#做
@

次平行试验#检测酶解液

的还原糖含量#探究酶解时间,

!

#

@

#

%

#

(

#
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-对玉米芯酶

解的最佳条件&

#&@&@

!

响应面试验
!

通过单因素试验得到的结论#设计

响应面优化试验#确定玉米芯产还原糖的最佳酶解条件&

#&@&%

!

酶解液还原糖含量测定
!

根据赵凯等/

#E

0方法稍

作修改#吸取
"&"

#

"&#

#

"&!

#

"&@

#

"&%

#

"&(GT

的
#G

L

.

GT

葡萄糖标准溶液和
"&(

#

"&%

#

"&@

#

"&!

#

"&#

#

"&"GT

的去离

子水至
#

!

$

号试管中#再分别加入
#&(GT7=U

试剂#放

入沸水浴中加热煮沸
(G/J

&待冷却后各加入去离子水

%GT

#混合均匀静置待用&

#

号管内试剂视为空白对照

组#测定各管试剂在
(%"JG

处吸光度#以还原糖浓度为

Q

轴#吸光度为
>

轴#绘制标准曲线&玉米芯酶解上清液

用去离子水稀释
(

倍#吸取
"&#GT

稀释后的上清液与

#&(GT7=U

试剂#沸水浴
(G/J

#补加去离子水至
(GT

#

静置反应
!"G/J

#测定样液在
(%"JG

处吸光度#并根据

标准曲线回归方程#得出还原糖含量#试验重复
@

次#取

平均值&

#&@&(

!

数据处理
!

采用
7N0/

L

JF1W

X

N.4&g'&"&$&#

处理分

析响应面设计试验数据#

1WPN2!"#"

软件绘制标曲&

!

!

结果与分析
!&#

!

还原糖浓度标准曲线的绘制

还原糖含量的标准曲线如图
#

所示#线性回归方程

为
>l"&'@Q*"&""#

#

:

!

l"&EEE%

&

!&!
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单因素试验

!&!&#

!

双酶配比,

O

纤维素酶
mO

半纤维素酶-对玉米芯降解产还

原糖的影响
!

由图
!

可知#

O

纤维素酶
mO

半纤维素酶 为
#@m!

时#还原糖含量达到最大值#当继续增大纤维素酶添加比

例时#还原糖含量开始降低&当增加纤维素酶占比时#纤

维素酶起主导作用#能充分降解玉米芯中所含的纤维

素/

!"

0

#产生还原糖#但降低半纤维素酶含量后#破坏玉米

&*"

开发应用
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图
#
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还原糖质量浓度标准曲线
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双酶配比对还原糖含量的影响
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芯中包裹纤维素和半纤维素外部木质素屏障的能力降

低/

#%

0

#纤维素酶和半纤维素酶不能达到最佳降解效果#因

而还原糖含量降低&当
O

纤维素酶
mO

半纤维素酶 为
#@m!

时#

玉米芯酶解液的酶解效果最好&

!&!&!

!

酶添加量对玉米芯降解产还原糖的影响
!

由图
@

可知#酶添加量为
@&")

时还原糖含量出现最高值#继续

增大酶添加量#还原糖含量开始降低&这可能是因为随

着纤维素酶和半纤维素酶的添加#玉米芯中细胞壁破坏

程度变大/

#$

0

#纤维素得到有效降解#还原糖含量增加显

著#但酶用量过高时#可能由于酶间竞争抑制作用/

!#

0

#酶

促反应受到抑制/

!!

0

#酶解效率降低#还原糖含量降低&当

酶添加量为
@&")

时#酶解效果最好&
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酶添加量对还原糖含量的影响
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酶解温度对玉米芯降解产还原糖的影响
!

由图
%

可知#酶解温度为
%"

!

("c

时#还原糖含量呈上升趋势#

超过
("c

之后#还原糖含量开始下降&这可能是由于温

度升高#酶的反应活力增加#使酶的反应速度提高#酶解

更完全#但温度过高时#纤维素酶和半纤维素酶的酶解活

力被抑制#酶解速度降低/

!@

0

#还原糖含量减少&当酶解温

度达到
("c

时#酶解效果最好&

字母不同表示差异显著,

P

#

"&"(

-

图
%

!

酶解温度对还原糖含量的影响
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C-NNYYNP43YNJ\

V
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V

O.32

V

0/04NG

X

N.H4K.N

3J4-NP3J4NJ43Y.NOKP/J

L

0K

L

H.0

!&!&%

!

酶解时间对玉米芯降解产还原糖的影响
!

由图
(

可知#酶解时间为
!

!

(-

时#还原糖含量随酶解时间的增

加而升高#但酶解时间超过
(-

之后#还原糖含量开始下

降&这可能是因为随着时间的增加#酶制剂充分发挥了

酶促作用#玉米芯能够被充分降解#当酶解时间超过

(-

后#纤维素酶和半纤维素酶失去活性#还原糖不再增

加/

!@

0

'而产生的还原糖又可能与玉米芯蛋白发生美拉德

反应而被消耗#从而导致玉米芯酶解液中还原糖含量降

低&当酶解时间为
(-

时#玉米芯酶解液达到最佳效果&

!&@

!

响应面试验

!&@&#

!

响应面试验设计与分析
!

根据单因素试验结果#

以双酶配比,

O

纤维素酶
mO

半纤维素酶-!酶添加量!酶解温度!

酶解时间为影响因素#以还原糖含量为响应值#进行四因

素三水平的响应面试验设计,表
#

-&不同试验条件下的

字母不同表示差异显著,

P

#

"&"(

-

图
(

!

酶解时间对还原糖含量的影响
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表
#

!

响应面试验设计因素与水平

CHR2N#

!

>N0

X

3J0N0K.YHPN4N04ON0/

L

JYHP43.0HJO2N[N20

水平
:

双酶配比
B

酶添加量.
) ,

酶解温度.
c 7

酶解时间.
-

+# $&" !&( %( %

" $&( @&" (" (

# D&" @&( (( $

还原糖含量如表
!

所示&

!!

对响应面结果进行回归拟合#得到还原糖含量,

>

-与

各因素的二次多项回归方程)

>l#!&!%*"&!D# *"&#ET *"&!"7 *"&@D1 *

"&"$(#T+"&!"#7*"&"D#1 *"&#@T7+"&"%!T1 +

"&!!71+"&%##

!

+"&$%T

!

+#&"!7

!

+"&@E1

!

& ,

#

-

表
!

!

响应面试验设计方案与结果

CHR2N!

!

>N0

X

3J0N0K.YHPN4N04ON0/

L

J0P-NGNHJO.N0K240

试验号
: B , 7

还原糖含量.

,

G

L

1

GT

+#

-

试验号
: B , 7

还原糖含量.

,

G

L

1

GT

+#

-

# # " " +# ##&@# #$ +# # " " ##&"!

! +# +# " " #"&%E #D " +# " # ##&$@

@ " " # # ##&!# #' " " " " #!&@E

% " " " " #!&@% #E # " " # ##&'#

( # # " " ##&'$ !" +# " " +# ##&@!

$ " +# # " #"&%D !# " " # +# #"&$E

D # " # " ##&!E !! " " " " #!&@'

' " # " +# #"&E" !@ " # +# " #"&(%

E # +# " " ##&"D !% +# " " # ##&(%

#" " # " # ##&D# !( " " +# # ##&!(

## " " " " ##&'# !$ " " +# +# E&'(

#! +# " # " #"&E" !D " # # " ##&"(

#@ " " " " #!&!' !' +# " +# " E&E(

#% " +# " +# #"&$( !E " +# +# " #"&%D

#( # " +# " ##&#@

表
@

!

响应面试验的方差分析结果h

CHR2N@

!

:JH2

V

0/03Y[H./HJPN.N0K2403Y.N0

X

3J0N0K.YHPN4N040

来源 平方和 自由度 均方
G

值
P

值 显著性

模型
#!&!E #% "&'' #!&'#

#

"&"""#

%%

: "&'' # "&'' #!&'% "&""@"

%%

B "&%% # "&%% $&%@ "&"!@D

%

, "&%E # "&%E D&#! "&"#'%

%

7 #&$% # #&$% !@&'$ "&"""!

%%

:B "&"! # "&"! "&!( "&$!D!

:, "&#$ # "&#$ !&!' "&#(@$

:7 "&"! # "&"! "&!E "&$"#!

B, "&"D # "&"D "&E( "&@%$$

B7 D&!@1+"@ # D&!@1+"@ "&## "&D("!

,7 "&#E # "&#E !&'! "&##("

:

!

#&## # #&## #$&#D "&""#@

%%

B

!

!&$D # !&$D @E&"!

#

"&"""#

%%

,

!

$&'# # $&'# EE&@$

#

"&"""#

%%

7

!

"&EE # "&EE #%&%$ "&""#E

%%

残差
"&E$ #% "&"D

$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$

失拟项
"&D! #" "&"D #&!# "&%$!E

纯误差
"&!% % "&"$

总差异
#@&!( !'

!

h

!%

差异显著,

P

#

"&"(

-'

%%

差异极显著,

P

#

"&"#

-'标准残差为
"&!$

'

:

!

l"&E!D$

'

:

!

:O

M

l"&'((!

'

7Yl!&@@)

&

(*"

开发应用
71g1T6̀ 91=C 8 :̀ T̀<,:C<6=

总第
!%@

期
"

!"!!

年
#

月
"



!!

由表
@

可知#模型的
P

值
#

"&"""#

#说明该试验得到

的回归模型是极显著的'失拟项
Pl"&%$!E

&

"&"(

#表明

由模型分析计算产生的结果与检验结果差异不显著'决

定系数
:

!

l"&E!D$

#校正系数
:

!

:O

M

l"&'((!

#说明该模

型的拟合程度较高'变异系数
7Yl!&@@)

#表明该试验

的变异程度小#只有
!&@@)

的数据不可用于重复此条件

下的试验&该模型的显著性分析可知#

7

!

:

对还原糖含

量的影响极显著#

B

!

,

的影响显著&由
G

值可知#各因素

对玉米芯降解产还原糖的影响程度为)

7

&

:

&

,

&

B

&

!&@&!

!

影响因素的交互作用分析
!

由图
$

,

H

-可知#双酶

配比与酶添加量之间交互作用显著#且双酶配比的高线

变化更为紧密#表明双酶配比对还原糖含量的影响更显

著#与方差分析所得结论一致&图
$

,

R

-显示#随着酶解温

度和时间的增加#还原糖含量呈先上升后降低的趋势&

图
$

,

P

-中#酶添加量与酶解温度交互作用的等高线更接

近圆形#表明
!

个因素交互对还原糖含量的作用不明显&

图
$

!

各因素交互作用等高线及响应曲面图

5/

L

K.N$

!

,3J43K.0HJO.N0

X

3J0N0K.YHPN03Y4-N/J4N.HP4/3J3Y[H./3K0YHP43.0

!&@&@

!

最优条件的选取与验证
!

根据响应面模型的预测

结果#得到由纤维素酶和半纤维素酶复配的混合酶水解

玉米 芯 的 最 佳 酶 解 条 件 为)双 酶 配 比 ,

O

纤维素酶
m

O

半纤维素酶-
#@&@'m!

!酶添加量
@&"')

!酶解温度
("&#"c

!

酶解时间
(&#(-

#在该条件下响应面软件预测的还原糖含

量为
#!&%"G

L

.

GT

&为方便实际操作#将工艺参数修正

为双酶配比,

O

纤维素酶
mO

半纤维素酶 -

#@m!

!双酶添加量

@&!()

!酶解温度
("c

!酶解时间
(-

的条件下进行
@

次

平行验证实验#其平均还原糖含量为
#!&%(G

L

.

GT

#与模

型预测的结果基本一致#表明该模型可以有效反映各因

素对还原糖含量的影响#模型可行&

@

!

结论
选用纤维素酶!半纤维素酶为水解酶制剂#利用双酶

协同降解玉米芯定向制备还原糖#通过单因素试验探究

双酶配比,

O

纤维素酶
mO

半纤维素酶-!酶添加量!酶解温度!酶

解时间等因素对玉米芯还原糖含量的影响#并通过响应

面试验对其酶解工艺进行优化#确定玉米芯最佳酶解工

艺为双酶配比,

O

纤维素酶
mO

半纤维素酶 -

#@m!

#酶添加量

@&!()

#酶解温度
("c

#酶解时间
(-

#此条件下得到的玉

)*"

"

g32&@'

$
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米芯酶解液还原糖含量为
#!&%(G

L

.

GT

&与陆步诗等/

#D

0

仅用纤维素酶降解玉米芯相比#采用复合酶法得到的还

原糖产量更多#达到高效生产还原糖的目的&后续可利

用霉菌等微生物将玉米芯酶解液进一步发酵转化为酒

精#以进一步提高其附加值&
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