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不同方法糖化玉米秸秆的工艺优化
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摘要：以玉米秸秆为原料，分别研究酶解糖化法和生物糖化法的糖化效果，以找出最优糖化工艺。

结果表明，纤维素酶糖化玉米秸秆的最佳工艺条件为时间４０ｈ、纤维素酶量１　４００Ｕ／ｇ、温度３０℃、

ｐＨ值４．８，在此条件下的产糖量为７３．４ｍｇ／ｇ；黑曲霉糖化玉米秸秆的最佳工艺条件为发酵时间

４８ｈ、接种量１３％、发酵温度３５℃、ｐＨ值４．８，在此条件下的产糖量为６９．７ｍｇ／ｇ。２种方法产糖
量相差不多，从成本考虑，建议采用生物糖化法。
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　　进入２０世纪以来，能源短缺问题日趋严峻，迫
切需要人们开发替代能源。乙醇以其可再生、绿色
无污染等优点受到普遍关注，利用木质纤维素生产
燃料乙醇是未来发展的一个重要方向，既能解决能
源危机，又充分利用了废弃的秸秆等农业下脚料，还
可保护环境［１］。而不同的糖化方法由于其原理不
同，必然会对秸秆的降解效果产生不同的影响［２－３］。
为此，以产糖量为指标，分别利用纤维素酶、黑曲霉
糖化玉米秸秆，并进行优化，以期为纤维素燃料乙醇
的工业化生产提供技术参考。

１　材料和方法
１．１　材料
玉米秸秆采自唐山市区周边玉米地，无发霉和

天然降解现象。清洗，烘干，粉碎成３ｍｍ以下的颗
粒。黑曲霉为河北联合大学生物技术实验室保存。
纤维素酶（１５　０００Ｕ／ｇ）购自上海国药集团化学试剂
有限公司。
电热恒温培养箱（ＤＮＰ－９０２）购自上海精宏实验

设备有限公司，水浴恒温振荡箱（ＳＨＡ－Ｃ）、洁净工
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作台（１００级）、电子天平（ＳＬＮ）均购自上海博讯实
业有限公司医疗设备厂。

１．２　玉米秸秆的预处理
取２．０ｇ玉米秸秆粉，按照固液比为１∶１０加

入２．５％的硫酸溶液，在９０℃条件下预处理４ｈ，残
渣用水洗至中性，６０℃烘至恒质量，备用［４］。

１．３　纤维素酶糖化玉米秸秆

１．３．１　单因素试验

１．３．１．１　酶解时间　称取预处理后的玉米秸秆

２．０ｇ，在纤维素酶量１　４００Ｕ／ｇ、温度３５℃、ｐＨ值

４．６条件下，分别酶解１０、２０、３０、４０、５０、６０ｈ，测定
酶解后的还原糖含量，计算产糖量。

１．３．１．２　纤维素酶量　称取预处理后的玉米秸秆

２．０ｇ，分别接种纤维素酶６００、８００、１　０００、１　２００、

１　４００、１　６００Ｕ／ｇ，然后在酶解温度３５ ℃、ｐＨ 值

４．６条件下酶解４０ｈ，计算产糖量。

１．３．１．３　酶解温度　称取预处理后的玉米秸秆

２．０ｇ，在纤维素酶１　４００Ｕ／ｇ、ｐＨ值４．６条件下，
分别在２５、３０、３５、４０、４５、５０℃条件下酶解４０ｈ，计
算产糖量。

１．３．１．４　ｐＨ值　称取预处理后的玉米秸秆２．０ｇ，
在纤维素酶量１　４００Ｕ／ｇ、温度３５℃条件下，分别
在ｐＨ值为４．０、４．２、４．４、４．６、４．８、５．０条件下酶解

４０ｈ，计算产糖量。

１．３．２　正交试验　在单因素试验结果的基础上，以
产糖量为考察指标，对纤维素酶糖化玉米秸秆工艺中
的酶解时间、纤维素酶量、温度和ｐＨ值进行Ｌ９（３４）正
交试验（试验设计见表１），确定最佳糖化工艺。

表１　纤维素酶糖化玉米秸秆的正交试验设计

水平
因素

酶解时间
（Ａ）／ｈ

纤维素酶量
（Ｂ）／（Ｕ／ｇ）

酶解温度
（Ｃ）／℃ ｐＨ（Ｄ）

１　 ３０　 １　２００　 ３０　 ４．４

２　 ４０　 １　４００　 ３５　 ４．６

３　 ５０　 １　６００　 ４０　 ４．８

１．４　黑曲霉糖化玉米秸秆

１．４．１　单因素试验

１．４．１．１　发酵时间　称取预处理后的玉米秸秆

２．０ｇ，在黑曲霉接种量１１％、发酵温度３０℃、ｐＨ
值４．６条件下，分别发酵１２、２４、３６、４８、６０、７２ｈ，然
后取样，测定发酵后的还原糖含量，计算产糖量。

１．４．１．２　接种量　称取预处理后的玉米秸秆

２．０ｇ，在发酵时间３６ｈ、发酵温度３０℃、ｐＨ值４．６
条件下，研究不同黑曲霉接种量（５％、７％、９％、

１１％、１３％、１５％）对产糖量的影响。

１．４．１．３　发酵温度　称取预处理后的玉米秸秆

２．０ｇ，在黑曲霉接种量１１％、发酵时间３６ｈ、ｐＨ值

４．６条件下，研究不同发酵温度（２０、２５、３０、３５、

４０℃）对产糖量的影响。

１．４．１．４　ｐＨ值　称取预处理后的玉米秸秆２．０ｇ，
在黑曲霉接种量１１％、发酵时间３６ｈ、发酵温度

３０℃条件下，研究不同ｐＨ 值（４．０、４．２、４．４、４．６、

４．８、５．０）对产糖量的影响。

１．４．２　正交试验　在单因素试验结果的基础上，以
产糖量为考察指标，对黑曲霉发酵时间、接种量、发
酵温度和ｐＨ值进行Ｌ９（３４）正交试验（试验设计见
表２），确定最佳糖化工艺。

表２　黑曲霉糖化玉米秸秆的正交试验设计

水平
因素

发酵时间
（Ｅ）／ｈ

接种量
（Ｆ）／％

发酵温度
（Ｇ）／℃ ｐＨ（Ｈ）

１　 ２４　 ９　 ２５　 ４．４

２　 ３６　 １１　 ３０　 ４．６

３　 ４８　 １３　 ３５　 ４．８

１．５　还原糖含量的测定
采用ＤＮＳ法测定还原糖含量［５］。

２　结果与分析

２．１　纤维素酶糖化玉米秸秆的试验结果

２．１．１　单因素试验

２．１．１．１　酶解时间　由图１可知，随着酶解时间的
延长，产糖量先上升后下降，这是由于随着反应的进
行，酶与底物充分结合，产糖量不断升高，当酶解时
间为４０ｈ时，产糖量达到最大，为７３．０ｍｇ／ｇ；当酶
解时间超过４０ｈ后，纤维素酶活性不断下降，产物
的反馈抑制作用增强。因此，纤维素酶糖化玉米秸
秆的最佳酶解时间为４０ｈ。

图１　酶解时间对产糖量的影响

２．１．１．２　纤维素酶量　由图２可知，随着纤维素酶
量的增加，产糖量不断升高；当纤维素酶量为１　４００
Ｕ／ｇ时，产糖量最大，达７２．９ｍｇ／ｇ；之后趋于平稳。
这是由于纤维素酶作为一种生物催化剂，与底物的
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吸附作用具有一定的饱和度，当纤维素酶量达到饱
和时，增加酶用量对玉米秸秆糖化作用影响不
大［６］。因此，纤维素酶糖化玉米秸秆的最佳酶用
量为１　４００Ｕ／ｇ。

图２　纤维素酶量对产糖量的影响

２．１．１．３　酶解温度　由图３可知，随酶解温度升
高，产糖量增加，３５℃时最大，达７３．１ｍｇ／ｇ；３５℃
以后产糖量开始下降，这是因为温度过高会导致纤
维素酶失活，而使秸秆糖化率降低。因此，纤维素酶
糖化玉米秸秆的最佳温度为３５℃。

图３　酶解温度对产糖量的影响

２．１．１．４　ｐＨ 值　由图４可知，当ｐＨ 值为４．０～
４．６时，产糖量随ｐＨ 值增加而增加；当ｐＨ 值为

４．６时，产糖量最大，达７３．１ｍｇ／ｇ；当ｐＨ 值超过

４．６后，产糖量开始下降。因此，纤维素酶糖化玉米
秸秆的最适ｐＨ值为４．６。

图４　酶解ｐＨ值对产糖量的影响

２．１．２　正交试验　由表３的极差分析可知，纤维素
酶糖化玉米秸秆过程中各因素对产糖量的影响顺序

为酶解时间＞ｐＨ 值＞酶解温度＞纤维素酶用量，

最佳糖化条件为：酶解时间４０ｈ、纤维素酶用量

１　４００Ｕ／ｇ、酶解温度３０℃、ｐＨ值４．８，在此条件下
进行３次平行验证试验，平均产糖量为７３．４ｍｇ／ｇ。
由表４方差分析结果可知，酶解时间对产糖量的影
响达显著水平。

表３　纤维素酶糖化玉米秸秆的正交试验结果

试验号
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ
产糖量／
（ｍｇ／ｇ）

１　 １　 １　 １　 １　 ５２．６

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ５７．３

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ５５．４

４　 ２　 １　 ２　 ３　 ６５．８

５　 ２　 ２　 ３　 １　 ６２．９

６　 ２　 ３　 １　 ２　 ６８．１

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ５６．２

８　 ３　 ２　 １　 ３　 ６１．３

９　 ３　 ３　 ２　 １　 ５５．２

ｋ１ ５５．１００　 ５８．２００　 ６０．６６７　 ５６．９００

ｋ２ ６５．６００　 ６０．５００　 ５９．４３３　 ６０．５３３

ｋ３ ５７．５６７　 ５９．５６７　 ５８．１６７　 ６０．８３３

Ｒ　 １０．５００　 ２．３００　 ２．５００　 ３．９３３

表４　纤维素酶糖化玉米秸秆正交试验的方差分析结果

变异来源 ＳＳ　 ｄｆ　 Ｆ

Ａ　 １８０．８６９　 ２　 ２２．５２７

Ｂ　 ８．０２９　 ２　 １．０００

Ｃ　 ９．３７６　 ２　 １．１６８

Ｄ　 ２８．７６２　 ２　 ３．５８２

　注：＊代表影响达显著水平（Ｐ＜０．０５），下同。

２．２　黑曲霉糖化玉米秸秆的试验结果

２．２．１　单因素试验

２．２．１．１　发酵时间　由图５可知，随着发酵时间的
延长，产糖量呈先上升后下降的趋势，３６ｈ时最大，
达６３．１ｍｇ／ｇ。这是因为发酵时间为１２～３６ｈ时，
黑曲霉生长代谢旺盛，产生大量纤维素酶，产糖量会
随之升高；随着培养时间的延长，由于受剪切力、抑
制物等影响，纤维素酶会逐渐失活，产糖量下降。因
此，黑曲霉糖化玉米秸秆的最佳发酵时间为３６ｈ。

图５　发酵时间对产糖量的影响
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２．２．１．２　接种量　当黑曲霉接种量为１１％时，不仅

有利于菌体生长也有利于产酶，因此产糖量达到最

大，达６５．４ｍｇ／ｇ（图６）。而接种量过多或过少都不

利于糖化，原因在于过少的接种量使得初期菌种不

足，代谢产物少；过多的接种量使菌体生长过快，培养

基黏度大，菌种提前衰老自溶，纤维素酶活力下降。

因此，黑曲霉糖化玉米秸秆的最适接种量为１１％。

图６　黑曲霉接种量对产糖量的影响

２．２．１．３　发酵温度　由图７可知，不同温度对黑曲

霉代谢产生的酶酶解玉米秸秆产糖量的影响不同。

早期随着发酵温度的升高产糖量逐渐增加，３０℃最

大，达６３．７ｍｇ／ｇ；而后随发酵温度升高逐渐减小。

这是因为黑曲霉代谢产酶有最适温度，温度过低代

谢缓慢，温度过高会使部分黑曲霉代谢受阻。因此，

黑曲霉糖化玉米秸秆的最佳发酵温度为３０℃。

图７　发酵温度对产糖量的影响

２．２．１．４　ｐＨ值　由图８可知，产糖量随ｐＨ值增

加而增加，ｐＨ 值为４．６时，产糖量最大，达６４．９

ｍｇ／ｇ；当ｐＨ 值超过４．６时产糖量开始下降。因

此，黑曲霉糖化玉米秸秆的最适ｐＨ值为４．６。

图８　发酵ｐＨ值对产糖量的影响

２．２．２　正交试验　由表５极差分析可知，黑曲霉糖

化玉米秸秆过程中各因素对产糖量的影响顺序为发

酵时间＞ｐＨ值＞发酵温度＞接种量，最佳糖化条

件为发酵时间４８ｈ、接种量１３％、发酵温度３５℃、

ｐＨ值４．８，在此条件下进行３次平行验证试验，平

均产糖量为６９．７ｍｇ／ｇ。由表６方差分析结果可
知，发酵时间和ｐＨ值对产糖量的影响达显著水平。

表５　黑曲霉糖化玉米秸秆的正交试验结果

试验号
因素

Ｅ　 Ｆ　 Ｇ　 Ｈ
产糖量／
（ｍｇ／ｇ）

１　 １　 １　 １　 １　 ４７．２

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ５３．２

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ５７．９

４　 ２　 １　 ２　 ３　 ６０．６

５　 ２　 ２　 ３　 １　 ５５．２

６　 ２　 ３　 １　 ２　 ５８．６

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ６２．７

８　 ３　 ２　 １　 ３　 ６１．２

９　 ３　 ３　 ２　 １　 ５６．３

ｋ１ ５２．７６７　 ５６．８３３　 ５５．６６７　 ５２．９００

ｋ２ ５８．１３３　 ５６．５３３　 ５６．７００　 ５８．１６７

ｋ３ ６０．０６７　 ５７．６００　 ５８．６００　 ５９．９００

Ｒ　 ７．３００　 １．０６７　 ２．９３３　 ７．０００

表６　黑曲霉糖化玉米秸秆正交试验的方差分析结果

变异来源 ＳＳ　 ｄｆ　 Ｆ

Ｅ　 ８５．８２９　 ２　 ４７．２６３

Ｆ　 １．８１６　 ２　 １．０００

Ｇ　 １３．２８２　 ２　 ７．３１４

Ｈ　 ７９．７４２　 ２　 ４３．９１１

３　结论与讨论

本研究结果表明，纤维素酶糖化玉米秸秆的最佳
工艺条件为酶解时间４０ｈ、纤维素酶量１　４００Ｕ／ｇ、酶
解温度３０℃、ｐＨ值４．８，在此条件下，产糖量为７３．４
ｍｇ／ｇ；黑曲霉糖化玉米秸秆的最佳工艺条件为发酵
时间４８ｈ、接种量１３％、发酵温度３５℃、ｐＨ值４．８，
在此条件下，产糖量为６９．７ｍｇ／ｇ。
在纤维素酶糖化玉米秸秆和黑曲霉生物糖化玉

米秸秆的单因素试验中，相同条件下各因素试验结
果之间略有差异，这可能是由于实验室环境中的尘
埃和腐蚀性气体影响了分光光度计的准确性，纤维
素酶活性随着储存时间的延长略有下降，黑曲霉活
化效果不能保证完全一致等原因造成的。
本研究表明，在试验范围内， （下转第１５１页）
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（上接第１４０页）　酶解糖化比生物糖化产糖量略高。
然而，从成本考虑，目前纤维素酶的价格仍然很高，这
也是利用纤维素生产乙醇成本居高不下的一个重要因

素。而微生物直接降解糖化木质纤维素，相对商品化
酶，成本较低，而且动态生长的微生物可以充分渗透到
秸秆结构内部，同时能不断产生纤维素酶，避免了由于
长时间反应而导致的酶失活现象，因此，建议采用生物
糖化法。
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