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　　摘要：以蒸汽爆破预处理（２．２ＭＰａ，６ｍｉｎ）的小麦秸秆（ＳＥＰＷ）作为原料，对其进行高固体含量酶解。经过一系
列的单因素试验及双因素正交试验，发现添加表面活性剂聚乙二醇６０００（ＰＥＧ６０００）使 ＳＥＰＷ的酶解效率在低纤维素
酶添加量下有明显提高。在反应体系为３０ｇ、葡聚糖添加量为１０％、纤维素酶添加量为１０ＦＰＵ／ｇ葡聚糖时，ＳＥＰＷ的
葡聚糖及木聚糖转化率分别达到５４．４３％、５２．６３％，相比于对照组的４５．７９％、２２．７５％，分别提高１８．８７％、１３１．３４％。
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　　小麦秸秆产量丰富，但是利用效率极低，现阶
段主要通过粉碎还田、喂养牲畜及堆肥发酵进行处

理［１－１４］。随着科技进步，新型的物理、化学及生物

预处理技术给高效利用这种高产量的生物质能源

提供了便利。如微波粉碎预处理、热水预处理、蒸

汽爆破（汽爆）预处理、碱处理、酸处理、生物预处理

及综合预处理等［２］。蒸汽爆破预处理被广泛应用

于生物质预处理，其具有不产生废弃物、无需额外

添加化学试剂、预处理成本低、环境友好等特点。

经过汽爆预处理后小麦秸秆的表面结构被破坏，极

大提高了纤维素酶与纤维素的结合效率［４］。研究如

何减少纤维素酶用量及提高纤维素酶利用率，从而降

低酶解过程的成本，一直以来受到极大关注［５］。

目前大多数研究表明，表面活性剂主要通过降

低木质素对纤维素酶的无效吸附，提高纤维素酶的

酶解效果［６］。本试验通过研究表面活性剂聚乙二

醇 ６０００（ＰＥＧ６０００）对汽爆小麦秸秆酶解的影
响［１３－１６］，并通过一系列的单因素试验及正交试验优

化摇瓶酶解的条件［１７－２１］，从而提高高固体含量汽爆

小麦秸秆的酶解效率［１５］，以期为高固体含量下生物

质糖化发酵成本的降低做出贡献［７－９］。

１　材料与方法

１．１　试验材料、主要仪器及试剂
小麦秸秆采自河北省沧州市沧县。纤维素酶
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（１９．８９ＦＰＵ／ｍＬ）由湖南尤特尔生化有限公司友情
提供。

主要仪器：台式连续投料粉碎机（ＤＦ－１５），购
自温岭市林大机械有限公司；电子天平（ＦＡ２００４）、
分析天平（ＪＨ１１０２）、ｐＨ计（ＰＨＳＪ－４Ａ）等，均购自
上海精密科学仪器有限公司；水分仪（ＭＪ３３），购自
梅特勒－托利多；蒸汽爆破设备（ＱＢＳ－２００Ｂ），购
自鹤壁市正道生物能源有限公司；摇床（ＺＷＹＲ－
Ｄ２４０１），购自上海智城分析仪器制造有限公司；真
空泵［ＳＨＺ－Ｄ（Ⅲ）］，购自巩义市予华仪器有限责
任公司；红外激光成像系统（Ｏｄｙｓｓｅｙ），购自美国
ＬＩ－ＣＯＲ公司；电热鼓风干燥箱（ＤＨ－１０１）、电热
恒温干燥箱（ＤＨ－２０４），均购自天津市中环实验电
炉有限公司；高速冷冻离心机（ＣＲ２２Ｇ），购自日本
日立公司；台式高速离心机（ＴＧＬ－１６Ｇ），购自上海
医用分析仪器厂；恒温水浴锅（ＨＨ－２），购自常州
市凯航仪器有限公司；扫描电镜（ＪＳＭ－６３６０），购自
日本电子株式会社（ＪＥＯＬ）。

主要试剂：氢氧化钠，购自天津市化学试剂一

厂；酒石酸钾钠、盐酸，均购自天津市北方天医化学

试剂厂；浓硫酸，购自国药集团化学试剂有限公司；

十二烷基磺酸钠，购自生工生物工程（上海）股份有

限公司；柠檬酸、柠檬酸钠、木糖，均购自上海阿拉

丁生化科技股份有限公司；叠氮化钠，购自北京索

莱宝科技有限公司；葡萄糖、木聚糖酶，均购自

Ｓｉｇｍａ公司；阿拉伯糖，购自 ＶＥＴＥＣ公司；微晶纤维
素、蛋白测定试剂盒，均购自天津鼎国生物技术有

限责任公司。

１．２　试验方法
１．２．１　小麦秸秆预处理　小麦秸秆剪切至 ２～
３ｃｍ长的小段，备用。蒸汽爆破设备为５Ｌ的反应
釜，每次加入秸秆２００ｇ，设定处理时间为６ｍｉｎ，处
理压力为２．２ＭＰａ。蒸汽爆破后收集物料用去离子
水清洗至中性，晾干粉碎过４０目筛，４℃保存。
１．２．２　纤维素酶活性测定　纤维素酶活性采用二
硝基水杨酸（ＤＮＳ）法［８］进行测定。

１．２．３　酶解　将经预处理的小麦秸秆粉末加入到
１００ｍＬ的三角瓶中，加入 ｐＨ值为４．８的柠檬酸钠
缓冲液，反应条件为５０℃、２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养（本
研究中除非特定说明，反应体系、葡聚糖添加量、纤

维素酶添加量分别为 ２０ｇ、１０％、１０ＦＰＵ／ｇ葡聚
糖）。酶 解 反 应 １２０ ｈ，反 应 结 束 后，４ ℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取上清，通过高效液相
色谱法测定葡萄糖、木糖的含量［１１］。正交试验因素

水平见表１。

表１　预处理的小麦秸秆酶解正交试验因素水平

因素
水平

１ ２ ３ ４ ５
Ａ：纤维素酶添加量（ＦＰＵ／ｇ葡聚糖） １０ １５ ２０ ２５ ３０
Ｂ：反应体系（ｇ） ２０ ２５ ３０ ３５ ４０
Ｃ：ＰＥＧ６０００添加量（Ｗｓ／Ｗ） ０ ０．０１％ ０．０５％ ０．１０％ ０．５０％

　　注：Ｗｓ为表面活性剂质量，ｇ；Ｗ为总反应体系质量，ｇ。

１．２．４　成分分析　纤维素原料的化学成分分析采
用美国国家能源部可再生能源实验室（ＮＲＥＬ）的试
验方法。

１．２．５　扫描电镜分析　扫描电镜观察预处理前后
及酶解过程中纤维素底物的表面结构。样品观察

前先喷金处理，电压为５ｋＶ。
１．２．６　Ｘ射线衍射仪分析　用 Ｘ射线衍射方法分
析预处理前后及酶解过程中纤维素底物的纤维素

结晶度的变化规律，在２θ＝１０°～４０°范围内扫描，
变化速率为２°／ｍｉｎ。结晶度计算公式如下：

结晶度＝
Ｉ００２－Ｉａｍ
Ｉ００２

×１００％。

式中：Ｉ００２为００２衍射晶面２θ＝２２．８°的强度；Ｉａｍ为

２θ＝１８．０°散射峰的强度。
１．３　数据分析

数据作图均采用Ｏｒｉｇｉｎ９．０制图软件。

２　结果与分析

２．１　预处理前后小麦秸秆主要成分变化
多次称量可知，固体平均回收率为３９．４７％，根

据表２计算得出，葡聚糖回收率为７６．２１％，木聚糖
回收率为１９．７０％，木质素回收率为５３．３７％，说明
汽爆预处理小麦秸秆（ＳＥＰＷ）能够去除大量半纤维
素及木质素，并对纤维素有一定的破坏作用。从表

２可以看出，经汽爆预处理后，小麦秸秆的葡聚糖及
木质素含量升高，但木聚糖含量降低，原因在于木
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聚糖及其他物质如水溶性物质及小分子物质等在

汽爆过程中被去除，因此导致葡聚糖及木质素的含

量有所上升。大量研究表明，木质素及半纤维素的

存在会对纤维素的酶解产生负面影响［９］。

表２　蒸汽爆破处理前后小麦秸秆成分变化

处理
葡聚糖含量

（％）
木聚糖含量

（％）
木质素含量

（％）

未处理小麦秸秆（ＵＷ） ２４．３３ １０．８０ ２９．０８
汽爆预处理小麦秸秆（ＳＥＰＷ） ４６．９８ ５．３９ ３９．３２

２．２　预处理及酶解前后小麦秸秆表观形态变化
如图１所示，未处理的小麦秸秆表面平整光滑，

纤维排列规则有序，物理结构致密（图１－ａ）。在蒸
汽爆破预处理后，小麦秸秆的微观结构有了较大的

变化，致密的物理结构消失，结构变得疏松，纤维呈

无规则排列，细胞内部纤维外露（图１－ｂ），说明蒸
汽爆破破坏了纤维素链之间的氢键网络，使纤维素

链呈散乱排列。

２．３　预处理及酶解前后小麦秸秆结晶度变化
如图２所示，通常天然纤维素（纤维素Ⅰ）的结

晶区具有４个特征峰，分别为１０１、１０ī、００２、００４，其
中１０１峰和１０ī峰的布拉格角分别为１４．３°、１６．８°，
００２峰的布拉格角为 ２２．３°，００４峰的布拉格角为
３４．７°，无定型纤维素特征峰的布拉格角为 １８．７°。
从图２中可以看出，蒸汽爆破预处理的小麦秸秆
（ＳＥＰＷ）和酶解后汽爆小麦秸秆（ＥＳＥＰＷ）的１０１结
晶峰的形状变得尖锐，００２结晶峰的形状变得平缓，
通过计算得知蒸汽爆破预处理的小麦秸秆（ＳＥＰＷ）
和酶解后汽爆小麦秸秆（ＥＳＥＰＷ）纤维素结晶度分
别为４７．８０％、４６．５４％，而未处理的小麦秸秆的结
晶度为３６．４７％（表３）。这说明与未处理的样品相
比，蒸汽爆破预处理的小麦秸秆（ＳＥＰＷ）的纤维素
结晶度增大了，这可能是由于预处理过程对小麦秸

秆中其余组分如木聚糖、水提物的去除造成的。

２．４　补料时间对汽爆小麦秸秆（ＳＥＰＷ）酶解的
影响

补料策略如下：初始加入底物小麦秸秆总量的

４０％，随后２次补料分别添加底物总量的３０％，共４
种补料策略，分别为（６，１２）、（６，１８）、（６，２４）、（１２，
２４）ｈ，括号中为补料时间。从图３中可以看出，（６，
１２）ｈ的补料策略下，ＳＥＰＷ的酶解效率略高于其他
的补料策略，这是可能是由于补料间隔较长时，酶

解产物葡萄糖会对酶解产生较强抑制。所以选取

（６，１２）ｈ作为最佳的补料时间。
２．５　反应体系总质量对ＳＥＰＷ酶解的影响

从图４中可以看出，随着反应体系总质量的增
大，葡聚糖转化率先升高后降低，在反应体系总质

量为３０ｇ时达到最高，为４９．４６％，相比反应体系总
质量为２０ｇ的４６．４１％，增长６．５７％。笔者认为，在
高固体含量的木质纤维素酶解中，反应体系总质量

为３０ｇ时，能量损失最低，混合效率最高。
２．６　纤维素酶添加量对ＳＥＰＷ酶解的影响

从图５可以看出，随着纤维素酶添加量的增加，
葡聚糖及木聚糖的转化率均在增加，在３０ＦＰＵ／ｇ葡
聚糖的酶添加量后，基本趋于平缓。在纤维素酶添

加量增加到５０ＦＰＵ／ｇ葡聚糖时，转化率并没有明显
增长（６０．１１％），这与何繤等的研究结果［１５］相似。

从图６可以看出，纤维酶添加量的变化过程中，葡聚
糖与木聚糖的转化率具有很强的相关性。因此不

考虑成本，纤维素酶添加量为５０ＦＰＵ／ｇ葡聚糖时，
葡聚糖转化率最高。

２．７　葡聚糖添加量对ＳＥＰＷ酶解的影响
当纤维素酶添加量为１０ＦＰＵ／ｇ葡聚糖时，从图

７可以看出，随着葡聚糖添加量的增加，葡聚糖转化
率呈先上升后下降的趋势，当葡聚糖的添加量为

５％时达到最大。为满足精馏分离的经济性要求，乙
醇发酵液的浓度须＞４％（质量体积比）。为满足该
乙醇浓度的要求，糖的总浓度需要高于８％（质量体
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表３　纤维素结晶度

样品 纤维素结晶度（％）
未处理小麦秸秆　　　　 ３６．４７±１．３２
蒸汽爆破预处理小麦秸秆 ４７．８０±２．８１
酶解后汽爆小麦秸秆　　 ４６．５４±２．４２

　　注：数值为均值±相对标准偏差。

积比）［２２］。但高固体含量酶解时反应体系会存在无

法液化的严重问题，这种问题会使酶与底物无法混

合均匀，进而严重影响酶解效率。本研究发现，当

葡聚糖添加量为 １１％时，液化时间延迟的现象出
现。因此，本研究选取葡聚糖添加量为１０％作为底
物添加量。 　　从图８可以看出，在不同的葡聚糖添加量时，葡
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聚糖转化率与木聚糖转化率之间有较强的相关性。

后续研究仅参考葡聚糖转化率作为确定最佳条件

的依据。

２．８　表面活性剂种类对ＳＥＰＷ酶解的影响
从图９可以看出，ＰＥＧ６０００对汽爆小麦秸秆葡

聚糖转化率有较明显的影响，相对于不添加表面活

性剂的对照组，葡聚糖转化率增加８．６２％。有研究
指出，表面活性剂会通过提高酶的活性进而提高降

解效率［２３］。但在本研究中，当底物是微晶纤维素

时，表面活性剂的加入并没有改变酶解效率（图

１０）。另一种观点认为在木质纤维素的酶解过程
中，表面活性剂的加入能降低木质素与纤维素酶的

无效吸附，从而增加纤维素与纤维素酶的接触概

率，进而提高酶解效率［２４－２５］，本研究结果符合后者

的观点。
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２．９　ＰＥＧ６０００添加量对ＳＥＰＷ酶解的影响
　　从图１１可以看出，ＰＥＧ６０００添加量为０．１０％
时，ＳＥＰＷ的酶解效果最佳；在ＰＥＧ６０００的添加量低
于０１０％时，酶解效率随ＰＥＧ６０００添加量的增加而
提高；继续增加 ＰＥＧ６０００的添加量，酶解效率反而
下降。从图１２可以看出，ＰＥＧ６０００对微晶纤维素的
酶解没有明显的作用。所以本研究最佳的ＰＥＧ６０００
添加量为０１０％，此时葡聚糖的转化率为５４．４３％。

２．１０　ＳＥＰＷ酶解双因素正交试验结果
从表４可以得知，纤维素酶添加量为３０ＦＰＵ／ｇ

葡聚糖、反应体系为 ３０ｇ、ＰＥＧ６０００添加量为
０１０％时，ＳＥＰＷ的酶解效率最高。经计算得知，在
３０ｇ的反应体系中，添加０．１０％ ＰＥＧ６０００后，在纤
维素酶添加量分别为１０、１５、２０、２５、３０ＦＰＵ／ｇ葡聚
糖时，酶解效率分别提高１４．１９％、７．３７％、４．３６％、
４．２８％、２．９５％。可以发现，随着纤维素酶添加量的
增加，表面活性剂的作用越来越不明显。笔者认

为，随着纤维素酶添加量的增加，对于整个反应体

系，纤维素酶是过量的。在较高的纤维素酶添加量

时，木质素对酶的无效吸附在酶解中的影响变低。

３　讨论与结论

笔者发现，小麦秸秆经过蒸汽爆破预处理后，

表４　ＳＥＰＷ酶解双因素正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 酶解效率（％）
１ １ １ １ ４５．７９
２ １ １ ４ ５０．２１
３ １ ２ ４ ５２．３２
４ １ ３ ４ ５３．４３
５ １ ４ ４ ５３．２５
６ １ ５ ４ ５２．５４
７ ２ １ １ ５１．７２
８ ２ １ ４ ５３．６５
９ ２ ２ ４ ５４．３５
１０ ２ ３ ４ ５５．５３
１１ ２ ４ ４ ５５．０３
１２ ２ ５ ４ ５３．７５
１３ ３ １ １ ５５．０２
１４ ３ １ ４ ５６．６６
１５ ３ ２ ４ ５７．３２
１６ ３ ３ ４ ５７．４３
１７ ３ ４ ４ ５７．２１
１８ ３ ５ ４ ５６．６６
１９ ４ １ １ ５７．４２
２０ ４ １ ４ ５７．６７
２１ ４ ２ ４ ５８．３４
２２ ４ ３ ４ ５９．８８
２３ ４ ４ ４ ５８．４４
２４ ４ ５ ４ ５７．８７
２５ ５ １ １ ６０．３６
２６ ５ １ ４ ６０．９５
２７ ５ ２ ４ ６１．８６
２８ ５ ３ ４ ６２．１４
２９ ５ ４ ４ ６２．０５
３０ ５ ５ ４ ６１．２０
ｋ１ ５１．２６ ５４．９５ ｋ＝５６．３４
ｋ２ ５４．０１ ５６．８４
ｋ３ ５６．７２ ５７．６８
ｋ４ ５８．２７ ５７．２０
ｋ５ ６１．４５ ５６．４０

平方和（Ｓ２） ２３．４４ １１８．２２
极差 １０．７４ ３．２２

　　注：ｋ代表所有试验结果的平均值。

化学成分发生变化，纤维素及木质素的含量升高，

半纤维素的含量降低。小麦秸秆致密的物理结构

消失，结构疏松，纤维呈无规则排列，细胞内部纤维

外露。

小麦秸秆经过汽爆预处理后，增加纤维素酶添

加量以及表面活性剂的添加量，能够有效降低木质

素对酶解的影响，特别是表面活性剂，能够有效地

在低纤维素酶添加量下，提高纤维素酶与纤维素的

结合率，进而提高酶解效率。

在最佳反应体系下，纤维素酶添加量分别为

１０、１５、２０、２５、３０ＦＰＵ／ｇ葡聚糖时，添加 ０．１０％的
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ＰＥＧ６０００后，酶解效率分别提高 １４．１９％、７．３７％、
４．３６％、４．２８％、２．９５％。其中，纤维素酶添加量为
１０ＦＰＵ／ｇ葡聚糖时，ＰＥＧ６０００对酶解效率的提高最
明显，ＳＥＰＷ 的葡聚糖及木聚糖转化率分别为
５４４３％、５２．６３％，相比于对照组的 ４５．７９％、
２２７５％，分别提高１４．１９％、１３１．３４％。

在汽爆小麦秸秆高固体含量的酶解过程中，仍

然存在许多问题，如汽爆过小麦秸秆中抑制物的去

除，木质素的分离成本，酶解过程中过量的二糖和

三糖不能被完全降解，汽爆后小麦秸秆结晶度的提

高等，都是需要解决的问题。
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［２４］ＥｒｉｋｓｓｏｎＴ，ＢｒｊｅｓｓｏｎＪ，ＴｊｅｒｎｅｌｄＦ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｓｕｒｆａｃｔａｎｔｅｆｆｅｃｔ

ｉｎｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ［Ｊ］．ＥｎｚｙｍｅａｎｄＭｉｃｒｏｂｉａｌ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００２，３１（３）：３５３－３６４．

［２５］ＤｏｎｏｈｏｅＢＳ，ＤｅｃｋｅｒＳＲ，ＴｕｃｋｅｒＭＰ，ｅｔａｌ．Ｖｉｓｕａｌｉｚｉｎｇｌｉｇｎｉｎ

ｃｏａｌｅｓｃｅｎｃｅａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｍａｉｚｅｃｅｌｌｗａｌｌｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇ

ｔｈｅｒｍｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ［Ｊ］． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ

Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２００８，１０１（５）：９１３－９２５．

—２７２— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第３期


