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表面活性剂对纤维素酶水解过程的影响
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摘 要： 分别以湿氧化、稀酸常压水解和蒸汽爆破预处理麦草为底物，考察了不同表面活性剂及用量对纤维素酶
解过程的影响。实验表明，添加表面活性剂对纤维素酶水解过程有明显影响；添加非离子型表面活性剂（PEG6000、
吐温 80）可以提高纤维素的可溶性、可发酵糖的转化水平，其中向湿氧化处理的麦草中加入 PEG6000后转化水平
提高得最大；而添加离子型表面活性剂对酶解起抑制作用。非离子型表面活性剂和纤维素水解底物的最佳比例大
约是 0.05 g/g DM。
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Effects of the Use of Surface Active Agents on the Hydrolysis of Cellulase
ZENG Jing, YE Yuan, GONG Da-chun,TIAN Yi-hong, LI De-ying and WANG Dong

(Alan G.Macdiarmid Research Institute of Renewable Energy, Three Gorges University, Yichang, Hubei 443002, China)

Abstract: Wheat straw pretreated by wet-oxidation，dilute-acid atmospheric hydrolysis and steam explosion respectively were used as substrate,
and the effects of the use of different surface active agents at different use levels on the hydrolysis of lignocellulose were investigated. The exper-
imental results showed that the addition of non-ionic surfactants (PEG6000 and Tween80) could increase the conversion of cellulose into soluble
and fermentable sugars (the highest conversion level for wheat straw pretreated by wet-oxidation), and the addition of ionic surfactants had the
opposite effects. The optimum ratio between non-ionic surfactant and substrate was approximately 0.05 g (g DM)-1.
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纤维素是地球上最丰富、最廉价的可再生资源。 资
料表明，植物通过光合作用使光能以生物能形式固定下
来，其生成量每年高达 50×109 t，这些能量相当于目前为
止世界能耗总量的 10 倍， 且这些生物能年复一年通过
自然界物质循环生成，是不会枯竭的可再生资源[1～3]。 这
些生物量中有大部分是以纤维素、半纤维素形式存在，
因此研究开发纤维素转化技术，将秸秆、蔗渣、废纸、垃
圾纤维等纤维素类物质高效转化为糖， 进一步发酵成
酒精，对开发新能源、保护环境，具有非常重要的现实
意义[4]。
已经证实，添加表面活性剂，如非离子去污剂和蛋

白能有效提高纤维素向可溶性糖的转化水平。 最近，对
蒸汽处理过的软木物质的研究表明，非离子去污剂促进
作用的主要机理依赖于纤维素表面活性剂和木质素表

面相互作用的影响。木质素对表面活性剂的吸附可以阻
止酶与木质素的无效结合[5]。因此，可以得到高产量和易
回收的酶，这与在有表面活性剂的情况下，木质纤维素
与少量的酶吸附的结果是一致的。 补加蛋白如 BSA 也

被认为是和木质素结合，阻止与纤维素酶的无效结合[5]。
其他的机理包括表面活性剂可以改变底物的特性，

增加了纤维素可供吸附的表面，依次刺激反应位点而吸
附到酶上。 表面活性剂对酶也有稳定效应，在水解过程
中有效地阻止了酶的变性。这可能是表面活性剂与酶蛋
白的三级结构发生键合，由其他酶类似情况可得。
酶将纤维素转化为可溶性糖的第一步，是酶吸附于

纤维素表面。 同实际的水解酶的活性相比较，吸附速率
快得多。 因此酶的吸附量是反应效率的一个重要因素。
对木质纤维素底物的预处理或加工在水解效率和吸附

率的程度上都有重大的影响。
上述的研究重点主要集中在木质材料上，尤其是有

些地区有丰富的软木木质纤维素。 然而，像以玉米茎秆
和麦草这类农业废弃物作为原料，生产生物乙醇还没有
被充分的开发利用。 总的来说，草本植物的木质素含量
低，且有不同的组成，这些不同点很可能影响到酶与底
物的相互作用，从而影响表面活性剂的作用。 本课题重
点研究了不同表面活性剂对不同纤维素材料在酶解糖
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化过程中的影响。

1 材料与方法

1.1 材料及其预处理
田间废弃麦草：干燥后经粉碎机粉碎，过 40 目筛备

用。
湿氧化 [6]：在高压反应釜中以 1∶15 的固液比投料，

溶液为 4 %碳酸钠溶液， 氧气压力为 1.2 MPa，130℃下
处理 25 min，迅速冷却，过滤得滤渣。
稀酸常压水解：采用 4 %稀硫酸，以 1∶15 的固液比

投料，在 100℃下处理 6 h，冷却后调整 pH为中性，过滤
得滤渣。
蒸汽爆破：将一定量经过粉碎的麦草原料用 3 %氢

氧化钠浸泡处理 12 h 后, 置于汽爆罐中， 关闭容器，迅
速升压至 0.8 MPa，保温 8 min，通过气动阀瞬间泄压，使
原料在压差作用下通过旋风分离进入接收容器中。待原
料冷却后过滤得滤渣。
将以上 3 种不同预处理方法得到的滤渣作为酶水

解底物，干燥后备用。
1.2 纤维素粗酶液的制备
液态发酵法制取纤维素酶， 菌种黑曲霉购自 CICC。

培养基配方：麦草 4 %，麸皮 1 ，磷酸二氢钾 0.03 %，硫
酸镁 0.002 %， 硫酸铵 0.1 %。 接种完毕后放在 28℃，
100 r/min 的恒温培养箱中进行振荡培养， 培养 4～5 d
即发酵完成，4000 r/min 下离心 20 min 后，再进行过滤。
滤液即为粗酶液，放于 4℃冰箱中保存备用。
1.3 表面活性剂
本实验所用表面活性剂包括十六烷基三甲基溴化

铵、十二烷基磺酸钠、PEG6000、十二烷基苯磺酸钠、吐
温。
1.4 酶水解过程的研究
1.4.1 表面活性剂的初步考察
在相同酶用量和水解条件下考察了不同表面活性

剂对以不同预处理麦草为底物的酶水解过程的影响。取
数支干燥洁净试管分别加入 0.1 g预处理麦草，1 mL酶
液，0.05 g/gDM的不同表面活性剂（为提高实验准确性，
表面活性剂先用 pH4.8 HAc-NaAc 缓冲液配制成溶液
后再添加，下同），用 pH4.8HAc-NaAc 缓冲液将反应总
体积补足至 10 mL，50℃恒温振荡水解 1 h， 以 DNS法
测还原糖来评价酶解结果。
1.4.2 表面活性剂用量考察
为了考察表面活性剂用量对酶水解过程的影响，以

初步考察实验中效果最好的表面活性剂为研究对象，分
别用 0.02 g/gDM、0.03 g/gDM、0.04 g/gDM、0.05 g/gDM、
0.06 g/gDM 和 0.07 g/gDM 的用量来进行实验。 实验方
法同 1.4.1。

1.4.3 酶水解时间曲线的测定
文献报道不同纤维素底物酶水解率多在 48～72 h

达到最大，不同底物间有差别，且同一底物在不同反应
条件下也有一定差别， 这就增加了本实验的复杂性，因
为本实验既考查水解底物又考察反应条件（不同表面活
性剂）对水解过程的影响。因此，酶水解率最大值并不出
现在某一固定时间，出于简化实验进程即统一时间便于
比较的考虑，本实验统一水解 1 h 后即测还原糖考察酶
解结果。 此外，通过测水解时间曲线以作为数据补充。
1.4.4 酶吸附量的测定
纤维素酶具有一个催化活性区 CD 和一个纤维素

结合区 CBD，二者由一个柔韧的肽链连接。 水解前，纤
维素酶首先通过 CBD吸附于固体底物上， 然后进行水
解， 所以纤维素酶水解底物的第一步就是要与底物结
合。表面活性剂能促进纤维素材料水解是因为表面活性
剂与木质纤维素中的木质素之间的疏水作用，木质素对
表面活性剂的吸附可以阻止酶与木质素的无效结合。酶
对底物的吸附可以通过测量溶液中内切葡聚糖酶的活

性来计算。为了了解表面活性剂促进纤维素材料水解的
作用机理，对酶吸附量的测定是有必要的。
测定方法：在水解前测定初始酶液的 CMC酶活，酶

活的测定方法见文献[6]，酶活力单位定义为在一定条件
下，1 min 内水解 CMC-Na 得到 1 mg 葡萄糖所需要的
酶量为一个单位 U。 然后将此酶液加到水解底物中进行
水解，水解 1 h 后将水解液过滤，取部分水解液测 CMC
酶活。 按以下公式计算吸附量：

吸附量 =水解前 CMC酶活-水解后 CMC酶活
水解前 CMC酶活 ×100 %

考察了以 3 种不同预处理麦草为底物，分别添加 3
种表面活性剂后对酶吸附量的影响。 反应条件： 麦草
0.1 g，酶液 10 mL，表面活性剂 0.005 g，50 ℃恒温振荡
水解 1 h进行测定。

2 结果与分析

2.1 表面活性剂的初步考察结果
在相同的酶用量和水解条件下，不同表面活性剂对

不同预处理麦草的酶水解过程的影响，结果见表 1。
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图 4 蒸汽爆破麦草水解曲线

由表 1 中数据可以看出，表面活性剂的添加对酶水
解过程有不同程度的影响。 其中，离子型表面活性剂十
六烷基三甲基溴化铵、十二烷基磺酸钠、十二烷基苯磺
酸钠对水解有抑制作用，非离子型表面活性剂对水解有
促进作用， 并且 PEG6000 对水解的促进作用要强于吐
温 80。 此外，表面活性剂对不同的预处理材料表现出趋
势相同而程度不同的促进作用。水解率提高最大的是湿
氧化处理的麦草， 加了 PEG 的比没有加表面活性剂的
麦草水解率提高了 1倍多。酸水解的麦草水解率提高了
26.4 %，蒸汽爆破处理的麦草水解率提高了 35.1 %。
2.2 表面活性剂用量的考察结果
选取对酶水解过程有明显促进作用的 PEG6000 为

研究对象，分别以 0.02 g/gDM、0.03g/gDM、0.04 g/gDM、
0.05 g/gDM、0.06 g/gDM 和 0.07 g/gDM 的用量来进行
实验，结果见图 1。

由图 1 可知， 对于 3 种不同预处理材料 ， 随着
PEG6000 浓度的增大，酶水解率有所提高，当表面活性
剂和底物的质量比约为 0.05 g/g DM时，水解率最大。
2.3 酶水解时间曲线的测定
对 3 种不同预处理麦草，考察了酶解率随时间变化

的曲线，结果见图 2～图 4。

由图 2～图 4 可以看出，麦草经过不同方式的预处
理之后，水解效果不同，本实验条件下酸处理后的麦草
水解效果最好，水解产物含糖量最高；酶解率达到最高
点对应的时间不同， 酸水解和蒸汽爆破底物 20～30 h

后即达到最大， 而湿氧化处理麦草水解 70 h 后仍未见
下降。 表面活性剂 PEG6000对麦草水解有促进作用，对
不同的预处理材料效果不同， 其中 PEG6000 对湿氧化
处理后的麦草的水解促进作用最大，但对酸处理过的麦
草没有多大的促进作用。
2.4 酶吸附量的测定结果
考察了十六烷基三甲基溴化铵、十二烷基苯磺酸钠

和 PEG6000对酶吸附量的影响，结果见表 2。

由表 2 可以看出，表面活性剂对酶吸附量的影响结
果是十六烷基三甲基溴化铵＞空白对照＞十二烷基苯
磺酸钠＞PEG6000， 由此验证了前人提出的部分结论，
即非离子型表面活性剂 PEG6000 能与木质素部分结合
从而降低纤维素酶的非特异性吸附，而未加表面活性剂

图 1 PEG600用量对不同预处理麦草的酶水解结果

图 2 湿氧化处理的麦草水解曲线

图 3 酸处理的麦草的水解曲线
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的空白对照中酶吸附量加大即是酶同木质素结合的结

果， 加入十六烷基三甲基溴化铵后酶吸附量进一步增
大，由此说明离子型表面活性剂不能与木质素部分有效
结合从而阻止酶的非特异性吸附，另据报道，巯基试剂
能抑制纤维素酶活力[7]，所以水解液中酶活进一步降低。

3 结论

表面活性剂的添加对木质纤维素材料的酶水解过

程有着重要的影响，本实验考察了 5 种不同表面活性剂
对不同预处理麦草酶解过程的影响，结果表明，非离子
型表面活性剂 PEG6000、吐温 80，能有效提高纤维素水
解效率，而离子型表面活性剂则对水解过程有一定抑制
作用。 此外，同一材料的不同的预处理方法对表面活性
剂的效果有影响，表面活性剂的用量对纤维素材料水解
程度也有影响，但影响不大。 表面活性剂在酶水解作用
中的积极作用已被多次报道，有关表面活性剂的作用机
理虽然不能很肯定，但通过对酶吸附量的测量可以认为
其作用机理是：非离子型表面活性剂能阻止酶与木质素
无效的结合，使酶能高效地与纤维素结合，从而提高纤
维素的水解效率。 本实验采用 PEG6000，用量为表面活

性剂和纤维素水解底物的比是 0.05 g/g DM时， 水解效
率最高。
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RB＞RC，即温度对试验的影响最大，pH 值次之，接种量
最小；3 种因素的最大值分别为：KA= 9.133 ,KB=8.900，
KC=9.100， 因此 3 种因素的最佳水平分别是： 温度、pH
值和接种量都取水平 2，即最佳理论组合为 A2B2C2。
通过表 6方差分析可知， 温度和 pH值对酒精产量

的影响差异显著(0.05＜P＜0.01)；而接种量对酒精产量
的影响差异不显著(P＜0.05)。
2.5 最佳工艺条件的验证
通过试验把理论适宜工艺条件 A2B2C2和正交试验

表中产酒精最高的组合 A2B2C3进行比较。 结果理论适
宜工艺条件 A2B2C2的得到的酒精产量为 9.8 %（v/v），而
正交试验表中产酒精最高的组合 A2B2C3的得到的酒精

产量为 9.6 %（v/v）。 由此可知，此试验的最佳工艺组合
为 A2B2C2，即发酵温度为 36℃，pH 值为 4.5，接种量为
10 %。

3 结论

3.1 通过单因子试验和正交试验对甜高粱汁发酵生产
酒精的条件进行优化，确定了以 Co-158酵母菌为菌种，
含糖量 18 %的甜高粱汁为原料发酵生产酒精的工艺条
件为：发酵温度为 36℃，pH 值为 4.5，接种量为 10 %。
在此发酵条件下发酵 32 h得到酒精 9.8 %（v/v）。
3.2 3 个因素对酒精度的影响顺序依次为温度、pH 值、
接种量，其中温度和 pH值对酒精产量的影响差异显著，

接种量对酒精产量的影响差异不显著。
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