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摘 � 要: 研究了影响工业纤维素酶 Acce llerase 1000水解效率的因素,及 A cce llerase 1000、Spezym e CP和 Novozym e 188在

不同水解状态下失活情况和葡萄糖对纤维素酶的抑制情况。结果表明反应器类型对水解影响不大, 而固含量、酶量、搅

拌速率和温度对 A cce llerase 1000水解效率影响很大。在醋酸缓冲液中, A ccellerase 1000的滤纸酶活和纤维二糖酶活失

活速率最快; 在有木质素存在的醋酸缓冲液中相比各纤维素酶的滤纸酶活失活变慢,但纤维二糖酶失活加快;在滤纸水

解过程中, Spezym e CP和 Novozym e 188相对较为稳定。葡萄糖对纤维素酶有明显的抑制作用。
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Abstrac t: The factors affecting the effic iency o f enzyma tic hydro lysis by Accellerase 1000, and the g lucose inhib ition and deacti�

va tion property o f severa l typ ica l industr ia l cellulases including Accelle rase 1000, Spezyme CP, and Novozym e 188 w ere investi�

ga ted. The resu lts show ed tha t the hydro lysis efficiencyw as no t significantly a ffected by the reac to r geom etry, wh ile the so lid con�

tent, the ce llu lase loading, the stirr ing rate and the tem pe ra ture had g rea t in fluence on the hydro lysis effic iency o f Accelle rase

1000. The ac tiv ities o f filter paper un its ( FPU ) and ce llubioase ( CBU ) of Acce llerase 1000 decreased faste r in the ace tate buffer

than Spezym e CP and Novozym e 188. W ith the ex istence of lign in particles, the deactiva tion ra te o f the filte r paper units w as

decreased, w hile the deac tivation rate o f ce llub ioase activ ity was increased. The activ ities of Spezym e CP and Novozym e 188 w ere

m ore stab le than Acce llerase 1000. G lucose show ed an obv ious inh ib ition effec t on the ce llu lase enzym es.

K ey words: lignoce llulose; industr ia l cellulase; hydro lysis effic iency

农作物秸秆生产燃料乙醇是未来替代车用燃料的主要方向,而实现这一过程产业化的主要障碍之

一是纤维素酶的成本过高
[ 1- 5]
。对现有工业纤维素酶的水解特性及在水解过程中的失活情况进行研

究,将有助于提高纤维素酶在纤维素水解过程中的使用效率,从而尽可能降低纤维素酶的使用量。影响

纤维素酶催化农作物秸秆类木质纤维素原料水解效果的主要因素包括底物、纤维素水解产物及预处理

过程中产生的抑制物对纤维素酶的抑制作用; 酶催化过程中的剪切失活、热失活;底物和产物的传质;纤

维素酶在木质素等固体介质上的无效吸附等
[ 6- 12]
。纤维素酶是一种复合酶,不同微生物产生的纤维素

酶组分不同,同一种微生物在不同条件下产生的纤维素酶也不同, 不同品牌的酶制剂中各组分的含量也
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有差别。在以往的工作中,对纤维素酶水解已做了大量研究,而对于目前液体生物燃料相关的主流工业

纤维素酶的水解效率和失活影响因素则未见相关报道。本研究主要对几种常用的工业纤维素酶的水解

特性和失活情况进行了实验和比较, 考察了包括纤维素固含量、反应器类型、酶量、搅拌速率、温度等因

素对纤维素酶水解的影响,并研究了葡萄糖对纤维素酶的抑制情况,研究结果在高效率地使用纤维素酶

对纤维素进行降解方面有着重要的参考价值。

1� 实 验

1. 1� 材料、试剂和仪器

蒸汽膨爆预处理后的玉米秸秆由中国石油吉林燃料乙醇有限公司提供。纤维素酶活测定使用

W hantm an 1号定性滤纸 (W hatm an No. 1) ,购自W hatm an Internat iona l L td (M aidstone, UK)。酶水解时

所用滤纸为新华 1号滤纸 ( X inhua No. 1), 购自杭州新华纸业有限公司, 用碎纸机粉碎成 0. 2 � 0. 6 cm

的滤纸片。葡萄糖试剂盒购自上海科欣生物技术有限公司, 蛋白酶 K购自 S igm a化学试剂公司。

工业纤维素酶 Acce llerase 1000和 Spezym e CP,由 Genencor In ternational( Rochester, NY, USA )提供,

纤维二糖酶 N ovozym e 188购自 Novo Industria lA /S ( S igm a-A ldrich, St Louis, MO, USA )。

5L发酵罐, FMG- 5L(  ), 国强生化装备有限公司; 2L发酵罐, B io tech- 2L, 上海保兴生物设备工程

有限公司;高效液相色谱 ( LC- 20AD, 示差检测器 R ID- 10A ) ,日本岛津公司; 色谱柱, B io- R ad Am inex

H PX- 87H, 美国 B io- Rad公司; 722可见光分光度计, 722N,上海精密科学仪器有限公司。

1. 2� 方法

1. 2. 1� 滤纸的纤维素酶水解实验 � 分别在三角摇瓶、挡板摇瓶和酶反应器中的 0. 05 m o l/L的 pH值

5. 0醋酸缓冲液内加入滤纸片和纤维素酶,水解 12 h或 24 h。三角摇瓶为 250 mL,缓冲液 95 mL;挡板摇瓶

为底部直径两端带有向上突出的高约 1 cm圆锥形凸起的 250mL三角瓶, 缓冲液 95mL;酶反应器结构参

见文献 [ 13],容积为 2 L,内部带有螺带式搅拌桨,缓冲液 1 L。滤纸加入量为 5% 固含量 (质量分数 ),

A ccellerase 1000加入量为 15 FPU /g(以绝干物料计,下同 )。每 2 h取样一次,离心后取上清液经适当稀释

并过滤后进行 HPLC分析测定。考察反应器类型、酶量、搅拌速率和温度对纤维素酶水解的影响。

考察固含量对纤维素酶水解影响时, 称取 50g滤纸片加入酶反应器中,加入一定量 0. 05 mo l /L的

pH值 5. 0醋酸缓冲液和所需 A ccellerase 1000( 15 FPU /g) ;将所需滤纸于 2 ~ 6 h内分批补加到酶反应

器中, 使最终水解的固含量为实验固含量 ( 5% ~ 30% ), 工作体积为 1 L, 于 50 ! 、200 r /m in下水解

24 h。水解中每 2 h取样一次, 取样量为 2 mL。

1. 2. 2� 葡萄糖对纤维素酶抑制实验 � 在装有 0. 05 m o l/L的 pH值 5. 0醋酸缓冲液的 250 m L三角瓶

中加入 88 mL不同质量浓度 ( 0~ 220 g /L )的葡萄糖溶液, 并加入 12 g滤纸和 7 FPU /g的纤维素酶

( Spezym e CP和 A ccellerase 1000) ,于 50 ! 、200 r/m in水浴中水解 24 h后测葡萄糖质量浓度。

1. 2. 3� 木质素制备实验 � 按文献 [ 14]的方法,取干基质量为 100 g蒸汽膨爆后玉米秸秆于 5 L酶反应

器中,加入去离子水调整固含量为 5% ,以 15 FPU /g的加酶量加入 A ccellerase 1000,于 50 ! 、200 r/m in

下水解 48 h,然后 8 000 r /m in离心 10 m in去掉上清液,并加入去离子水混匀, 8 000 r /m in离心 10 m in去

掉上清液,如此反复洗涤 3次。然后用磷酸盐缓冲液 ( pH值 7. 4)调至固含量为 5% ,加入蛋白酶 K于

37 ! 处理过夜,然后 80 ! 加热 15m in后再次离心, 并用 1 m ol /L NaC l洗涤后反复用去离子水洗涤离

心 3次后于 105 ! 下烘干得木质素,存于 4 ! 备用。

1. 2. 4� 纤维素酶失活实验 � 在装有 0. 05m o l /L的 pH值 5. 0醋酸缓冲液的 250 mL三角瓶中加入 5 g

木质素或滤纸,加入纤维素酶或纤维二糖酶或其混合物 ( Acce llerase 1000、Spzym e CP、N ovozym e 188),

加入量为 15 FPU /g、31 CBU /g, 于 50 ! 、200 r/m in的水浴摇床中反应 24 h,并分别在 0、3、7、12、24 h

取样, 经适当稀释后测定滤纸酶活 ( FPU)和纤维二糖酶活 ( CBU )。

1. 2. 5� 分析方法 � 水解过程中生成的葡萄糖和纤维二糖通过高效液相色谱 (H PLC)测定, 色谱柱柱温

为 65 ! ,流动相 5 mm o l/L H 2SO4,流速 0. 6 mL /m in。所有样品 13 000 r /m in下离心 3m in, 取上清液适

当稀释后经 0. 22 �m滤膜过滤。
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纤维素酶活测定根据国际纯粹与应用化学联合会 ( IUPAC)推荐纤维素酶活测定方法
[ 15]

, 一个纤维

素酶滤纸酶活单位 ( FPU )定义为 50 ! 时 1 h内从 50 m gW hatm an 1号滤纸中释放 2m g还原糖所需酶

量。主要步骤为:准确称取 50m g滤纸于试管中,加入 1 mL 0. 05 m ol /L的 pH值 4. 8柠檬酸缓冲液然后

加入 0. 5 mL适当稀释的酶液,于 50 ! 水浴中反应 1 h,后加入 3 mL DNS试剂并在沸水浴中煮沸 5m in,

然后取 0. 2mL显色液于 2. 5 mL去离子水中混匀,于 540 nm下比色。实验中同时以缓冲液作背景, 以

滤纸和酶液分别作对照,并做出吸光度与葡萄糖质量浓度的标准曲线。

纤维二糖酶活测定亦根据国际应用化学联合会

( IUPAC)推荐纤维素酶活测定方法
[ 15]

, 并做了如下修改:

酶活测定的反应体系包括 1 mL的浓度 80 mm o l/L的纤维

二糖溶液 ( 0. 05 m ol /L柠檬酸缓冲液 pH值 4. 8)和 1 mL

适当稀释的酶液, 50 ! 下反应 10 m in, 用葡萄糖试剂盒测

定产生的葡萄糖量。一个纤维二糖酶活单位 ( CBU )定义

为每分钟从纤维二糖水解出 2�m o l葡萄糖所需的酶量。

2� 结果与讨论

2. 1� 水解条件对纤维素酶水解效率的影响
纤维素酶 Acce llerase 1000是目前最常用的工业纤维

素酶, 而且相对其它纤维素酶具有较高的纤维二糖酶活,

其催化纤维素水解过程中可直接得到较高葡萄糖转化率

而无须另外添加纤维二糖酶,因此实验中考察了包括纤维

素固含量、反应器类型、酶量、搅拌速率和温度等对 A ccel�
lerase 1000水解效率的影响。

2. 1. 1� 纤维素固含量 � 在酶反应器中加入 5% ~ 30%

的固含量的纤维素 (即水解体系中固体物料占总体系的质

量分数 ) , A ccellerase 1000水解纤维素的葡萄糖和纤维二

糖收率随时间的变化结果见图 1。图 1表明, 在糖化初期

( 0~ 2 h)葡萄糖收率在不同固含量下相差并不大;随着时

间的延长, 葡萄糖和纤维二糖收率都逐渐增加,但增加的

速度逐渐减缓; 随着固含量的增加, 葡萄糖和纤维二糖质

量浓度增加,但葡萄糖收率逐渐降低,而纤维二糖收率增

加。原因可能是由于固含量较高时, 纤维素水解后产生的

葡萄糖质量浓度较高, 抑制了纤维二糖酶的活性
[ 8]

, 导致

纤维二糖的积累。在水解初期,虽然葡萄糖质量浓度相差

较大, 但由于纤维素酶活性较高, 而滤纸在反应初期还没

全部补加到酶反应器中,纤维素酶此时相对过量,因此糖

收率也没有大的差别。因此,在纤维素水解时要得到较高

的糖质量浓度就要在较高固含量下水解, 而要获得较高的

糖收率就要降低固体含量。

2. 1. 2 � 反应器类型 � 在不同反应器中搅拌速率为
50 r /m in的条件下 A ccellerase 1000催化水解纤维素的结

果见图 2。图 2表明, 在实验条件为 5% 固含量、加酶量

15 FPU /g,相同搅拌速率 ( 50 r/m in)下,不同反应器中的水解情况差别不大, 在水解 12 h后酶反应器、普

通三角瓶和挡板三角瓶中基本上都能得到相同的糖质量浓度, 葡萄糖质量浓度分别为 14. 2、14. 4和

14. 5 g /L,纤维二糖质量浓度分别为1. 48、1. 44和 1. 35 g /L。
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反应器类型对水解影响不大,原因可能是在此实验条件下传质问题可能已经不是影响纤维素酶水

解的主要原因。

2. 1. 3� 酶量和搅拌速率 � 在不同加酶量的条件下, 普通摇

瓶中 Accellerase 1000催化水解纤维素随搅拌速率变化的情

况见图 3。

图 3表明,在相同固含量和搅拌速率条件下随着酶量的

提高, 水解后葡萄糖质量浓度提高, 而纤维二糖则随着酶量

的提高而降低,如在 5% 固含量、150 r /m in、加酶量分别为 3

和 15 FPU /g条件下,水解 12 h后葡萄糖质量浓度分别为 2. 4

和 12. 1 g /L,而纤维二糖分别为 2. 2和 1. 1 g /L。此结果说

明,提高酶量可大大提高纤维素的水解效率, 同时减少水解

过程中纤维二糖的积累。

从图 3中还可以看出, 在较低固含量 ( 5% )、较低酶量

( 3 FPU /g)的条件下, 随着搅拌速率的提高酶解葡萄糖质量

浓度逐渐降低, 而纤维二糖却随之升高; 在较低固含量

( 5% )、较高加酶量 ( 15 FPU /g )的条件下, 酶解后的葡萄糖

和纤维二糖质量浓度都随着搅拌速率的提高而降低;在较高

固含量 ( 10% )的条件下, 随着搅拌速率的提高, 酶解后的葡

萄糖质量浓度逐渐提高,而纤维二糖的质量浓度随之降低。

这说明搅拌速率对纤维素水解效率的影响在不同固含

量和酶量条件下表现结果不同, 原因可能是在较低固含量、

高搅拌速率下搅拌剪切较强, 从而引起了纤维素酶失活加

速;而在酶量较低、高搅拌速率下纤维二糖的积累和葡萄糖

的降低可能是由于 A ccellerase 1000中纤维二糖酶的失活速

率高于纤维素酶中其它组分引起的。在固含量较高时, 低搅

拌速率下混合较差会引起局部浓度过高而增大产物对纤维

素酶的抑制作用,但提高搅拌速率后可缓解此影响。

2. 1. 4� 温度 � 在不同温度下, 普通摇瓶中 A ccellerase 1000

催化水解纤维素的结果见图 4。从图 4中可以看出, 温度不

变,随着时间的延长葡萄糖的收率逐渐增加, 但增加速率逐

渐降低;随着温度的提高,相同时间内温度较高时产生的葡

萄糖收率较高。低于 50 ! 时, 提高温度有利于增加糖收率

和葡萄糖产生速率;高于 50 ! 时, 提高温度初期葡萄糖产生

速率加快,但之后葡萄糖几乎没有增加。由此可以看出, 较

高的温度有利于提高纤维素酶的催化速率。因此获得耐高

温纤维素酶有利于提高水解速率和缩短水解时间。

2. 2� 纤维素酶的失活情况
2. 2. 1� 在醋酸缓冲液中的失活 � 两种工业纤维素酶 ( A ccellerase 1000、Spezym e CP)和一种纤维二糖酶

(N ovozym e 188)在醋酸缓冲液中的失活情况见图 5。

从图 5( a)可以看出, 纤维素酶的滤纸酶活随时间延长逐渐降低, A ccellerase 1000的失活速率较

Spezym e CP快; Spezym e CP与 Novozym e 188混合后的酶活较 A ccellerase 1000和 Spezym e CP高,可能是

由于酶活测定时产生的葡萄糖相对较多,增大了酶活测定时的吸光度, 或由于 Novozym e 188中具有少

量的纤维素酶的滤纸酶活引起;从图 5 ( a)还可看出, 在初期纤维素酶的失活速率较快, 而随着时间延

长,失活速率逐渐变慢。
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纤维二糖酶的酶活随时间变化见图 5( b) ,由于 Spezym e CP中的纤维二糖酶的酶活很低, 故实验中

没有测定 Spezym e CP的纤维二糖酶失活曲线。从图 5( b)可以看出, Novozym e 188和 Spezym e CP与

N ovozym e188的混合物在醋酸缓冲液中的失活并不明显, 说明其在最佳 pH缓冲液中具有较强的稳定

性。而 A ccellerase 1000中的纤维二糖酶的稳定性相对较低, 随着时间的延长,酶活降低较大。结果说

明,不同的纤维素酶在缓冲液中的稳定性是不同的,酶活都随着时间的延长而降低,但失活程度不同,因

此在酶水解过程中选择稳定性较高的纤维素酶是很有必要的
[ 6- 7]
。

2. 2. 2� 在木质素存在的缓冲液中的失活 � 不同纤维素酶在木质素存在的缓冲液中失活结果见图 6。图

6表明,木质素存在时纤维素酶的失活趋势和在醋酸缓冲液中类似,但木质素存在时纤维素酶的滤纸酶活

平均失活速率有所降低, 如在 24 h时 Spezym e CP和 A ccellerase 1000的残存酶活分别为 0. 56和

0. 47 FPU /mL(图 6( a) ) ,而在醋酸缓冲液中分别为 0. 48和 0. 36 FPU /mL;而纤维二糖酶活失活速率则比

缓冲液中快 (图 6( b) )。这可能是由于木质素对纤维素酶的吸附对纤维素酶有一定的保护作用,从而减小

了失活速率,而对于纤维二糖酶,由于木质素固体颗粒的存在增大了剪切强度,使其失活速率加快。

2. 2. 3� 在滤纸水解过程中的失活 � 以滤纸为底物水解过程中纤维素酶失活情况如图 7。从图 7( a)中

可以看出,随着时间的延长滤纸水解过程中纤维素酶活逐渐降低,且失活速率在前 6 h内最快, 超过 6h

基本不变。 Spezym e CP与 Novozym e 188的混合物的酶活比 Spezym e CP和 A ccellerase 1000高, 失活速

率也较慢,而 Acce llerase 1000的失活速率最快。

图 7( b)为滤纸水解过程中的纤维二糖酶失活情况。纤维二糖酶活同样随时间延长酶活逐渐降

低, 但并没有滤纸酶活那样迅速。Novozym e 188和 Spezym e CP相对失活较慢, 而 Accellerse 1000失

活则较快。
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2. 2. 4� 葡萄糖对纤维素酶的抑制情况 � 初始葡萄糖质量浓度对纤维素酶的抑制情况见表 1。
表 1� 初始葡萄糖质量浓度对不同纤维素酶催化滤纸酶水解的影响

Table 1� Effect of in itia lm ass concentration of glucose on f ilter paper enzym atic hydrolysis by differen t cellu lases

纤维素酶

cellu lase

初始葡萄糖质量浓度 /

( g∀ L- 1 )

in it ial g lucosem ass
concentrat ion

水解 24 h后葡萄糖

质量浓度 / ( g∀ L- 1 )

g lucose m ass concentrat ion
after hydrolys is

葡萄糖产生量 /

( g∀ L- 1 )
glucose p roduced

葡萄糖相对增加

质量分数 /%

relative produ ct ion

m ass fraction

Spezym e CP

0 38. 4 38. 4 100

47. 8 73. 6 25. 8 67. 2

95. 6 114. 8 19. 2 50. 0

133. 9 147. 9 14. 0 36. 5

172. 2 179. 8 7. 6 19. 8

191. 3 194. 2 2. 9 7. 6

Accellerase 1000

0 52. 9 52. 9 100

12. 8 58. 2 45. 4 85. 9

26. 5 63. 9 37. 4 70. 8

50. 4 83. 1 32. 7 62. 0

74. 9 105. 5 30. 6 57. 8

101. 0 123. 6 22. 6 42. 7

121. 9 141. 5 19. 6 37. 1

185. 7 194. 4 8. 7 16. 5

从表 1可以看出,随着初始葡萄糖质量浓度的增加, 在水

解相同时间后产生的葡萄糖的量大大减少。如在 Acce llerase

1000催化下,初始葡萄糖质量浓度为 50. 4 g /L时产生的葡萄

糖量仅相当于不加葡萄糖的 61. 8%; 在 Spem zym e CP催化下,

初始葡萄糖质量浓度为 47. 8 g /L时产生的葡萄糖量仅相当于

不加葡萄糖的 67%,当初始葡萄糖质量浓度增加到 191. 3 g /L

时产生的葡萄糖量仅为不加葡萄糖时的 7. 6%。

图 8表明,随着初始葡萄糖质量浓度的增加,其对纤维素

酶的抑制程度也增加,当初始葡萄糖质量浓度达到 100 g /L时

期对 A ccellerase 1000和 Spezym e CP的抑制程度就已分别达到

50% 和 56%。这说明初始加入的葡萄糖对纤维素酶产生很

大抑制作用,且葡萄糖质量浓度越高,抑制效果跟明显。从图

8还可以看出, Spezym e CP与 A ccellerase 1000相比,在初始葡

萄糖质量浓度较低时其受到的抑制程度较低, 而 Acce llerase
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1000在初始葡萄糖质量浓度较低时所受到的抑制就较强。

3� 结 论

3. 1� 研究了影响工业纤维素酶 A ccellerase 1000水解效率的因素,结果表明:反应器类型对水解影响不

大,而固含量、酶量、搅拌速率和温度对 A cce llerase 1000酶解效率影响很大; 提高酶量可以提高纤维素

转化率并降低纤维二糖的积累;低固含量下高搅拌速率不利于最终糖收率提高, 而高固含量下提高搅拌

速率则可促进纤维素的转化;提高温度可提高纤维素水解速率从而缩短水解时间。

3. 2� 比较了 3种工业纤维素酶在不同状态下的失活情况, 结果表明: 纤维素酶在水解初期的失活速率

最大, 随着时间延长失活速率会降低; 在醋酸缓冲液中, A ccellerase 1000的滤纸酶活失活速率最快, 而

Spezym e CP失活相对较慢,纤维二糖酶活比滤纸酶活稳定, Spezym e CP和 N ovozym e 188的纤维二糖酶

活稳定,但 A ccellerase 1000失活速率较快;在有木质素存在的醋酸缓冲液中,各纤维素酶的滤纸酶活失

活变慢,但纤维二糖酶失活加快;在滤纸水解过程中, Acce llerase 1000的滤纸酶活和纤维二糖酶活失活

最快, 而 Spezym e CP和 Novozym e 188相对较为稳定。

3. 3� 纤维素水解过程中初始葡萄糖质量浓度对纤维素酶有明显的抑制作用,且葡萄糖质量浓度越高抑

制越明显;不同纤维素酶受葡萄糖抑制情况不同, 葡萄糖对 Acce llerase1000的抑制作用比 Spezym e CP

更强。
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