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玉米秸秆 ＡＦＥＸ预处理纤维素酶解特性研究
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摘要：为了探究氨纤维膨胀（Ａｍｍｏｎｉａｆｉｂｅｒｅｘｐａｎｓｉｏｎ，ＡＦＥＸ）预处理产生的酚类物质和木质素暴露程度的变化对酶

解的影响，对玉米秸秆（ＣＫ）进行了高、低两个温度水平的 ＡＦＥＸ预处理（Ｌ ＡＦＥＸ：９０℃、５ｍｉｎ；Ｈ ＡＦＥＸ：１４０℃、

１５ｍｉｎ，载氨量和含水率分别为 １ｇ／ｇ和 ６０％），对预处理后玉米秸秆的木质纤维成分、酚类物质含量及纤维素、木

质素的表面暴露程度的变化进行了系统表征，并分析了这些变化对酶解的影响。研究表明，Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ

预处理将玉米秸秆的酶解葡萄糖得率分别提高至 ３７５７％和 ７４７４％，随着 ＡＦＥＸ预处理温度的升高，玉米秸秆中

纤维素和半纤维素含量不变，酸溶木质素增多，木质素亲水性增强，减弱了酶解时木质素与纤维素酶间的非生产性

吸附，同时产生了更多的酚类物质。ＡＦＥＸ预处理上清液中的酚类物质对纤维素酶水解能力的抑制作用显著，

Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理的抑制率分别为 ４１０％和 １０４０％，酚类物质对 Ｈ ＡＦＥＸ固体残余物酶解的抑制率

为 ５０６％。ＡＦＥＸ预处理显著增大了纤维素酶可及的表面积，将纤维素表面积从 ３１６０８ｍ２／ｇ（ＣＫ）增大至

４３０９７ｍ２／ｇ（Ｌ ＡＦＥＸ）和 ４２２２７ｍ２／ｇ（Ｈ ＡＦＥＸ），将木质素表面积从 ２９３１３ｍ２／ｇ（ＣＫ）减小至 ２７１２５ｍ２／ｇ

（Ｌ ＡＦＥＸ）和 ２１５２３ｍ２／ｇ（Ｈ ＡＦＥＸ），使纤维素与木质素表面积的比值从 １０８（ＣＫ）增大至 １５９（Ｌ ＡＦＥＸ）和

１９６（Ｈ ＡＦＥＸ），有效降低了木质素对纤维素酶解的空间阻碍，提高了酶解效率。
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０　引言

木质纤维类生物质年产量大、分布广，是制取纤

维素乙醇的主要原料
［１］
。木质纤维类生物质主要

由纤维素、半纤维素和木质素组成
［２］
，纤维素被包

裹在共价相连的木质素和半纤维素中，导致用酶水

解法制取纤维素乙醇时降解率低，大大影响了乙醇

的产率
［３］
。因此，在酶水解前需对木质纤维类生物

质进行预处理，以降低其抗降解特性，提高纤维素的

酶可及度，从而提高酶水解效率。

文献［４］指出，理想的预处理方法能最大限度
地脱除木质素、减少多糖的改性，从而保留原始的微

纤丝结构。木质素是对木质纤维类生物质酶水解效

率影响较大的因素，其主要抑制机制是木质素填充

在纤维素和半纤维素的网络中，在空间上阻碍了纤

维素酶和纤维素的接触，并能与纤维素酶发生非生

产性吸附
［５］
。木质素解聚后产生的水溶性酚类物

质还会与纤维素酶形成沉淀复合物，从而不可逆地

抑制纤维素酶的活性
［６］
。但是，不同原料及其预处

理方法和预处理条件的产物往往不同，对木质素解

聚产生的酚类物质的影响也不同
［７］
。

氨纤维膨胀（ＡＦＥＸ）预处理是一种有效的预处
理方法，国内外已开展了大量系统的研究工作，研究

表明，ＡＦＥＸ预处理能有效地破坏细胞壁的亚显微
结构，切断木质素与多糖的连接，并使半纤维素和木

质素部分解聚，对纤维素产生消晶作用，去除半纤维

素侧链上的乙酰基，从而提高纤维素的酶可及度和

酶水解效率
［６－８］

。此外，ＡＦＥＸ预处理工艺还具有
固体加载率高、不需水洗、绝大多数氨可回收、残留

在物料中的氨能为发酵过程提供氮源等优点
［９－１０］

。

文献［１１］指出，虽然 ＡＦＥＸ预处理后的木质纤维物
料的木质素总量变化不显著，但木质素的溶解性显

著提高。文献［１２］研究分析了 ＡＦＥＸ预处理柳枝
稷木质素物化性质的变化及其对酶解的影响，结果

表明，ＡＦＥＸ预处理柳枝稷木质素的分子量、聚合
度、紫丁香基与愈创木基的比例均有所提高，木质素

对纤维素酶的非生产性吸附降低，对酶解过程的抑

制作用随之减小，从而使酶解效率提高。文献［１３］
采用超速离心、超滤、固相萃取技术对 ＡＦＥＸ预处理
上清液中不同分子量的产物进行分离，并分析了它

们对纤维素酶的抑制作用，发现主要的抑制作用系

由上清液中的低聚物（３～１０ｋｕ或０～３ｋｕ）产生，并
且大部分抑制物为疏水结构，其中含有许多酚类物

质，推断酚类物质可能是 ＡＦＥＸ预处理上清液产生
抑制作用的重要成分。上述研究均未涉及 ＡＦＥＸ预
处理木质素对酶解的空间阻碍作用以及产生的酚类

物质对后续酶解的影响。

本文以玉米秸秆为原料，进行高低两个温度条

件的 ＡＦＥＸ预处理，基于孔径分布、表面形貌、细胞
壁结构和纤维素、木质素表面积的变化，研究 ＡＦＥＸ
预处理后木质素对酶解的空间阻碍作用以及产生的

酚类物质对后续酶解的影响。

１　材料与方法

１１　玉米秸秆及酶制剂
玉米秸秆取自中国农业大学上 庄实验站

（４０°２′Ｎ，１１６°２０′Ｅ）。采集的玉米秸秆样品置于空
旷通风处自然风干后进行机械粉碎（９ＺＰ ０４型粉
碎机，辽宁凤城县东风机械厂），在 ４０℃恒温干燥箱
中干燥４８ｈ，使用 ＲＴ ３４型锤片式粉碎机（香港荣
聪精密科技有限公司）粉碎至秸秆粉末全部通过 ４０
目振动筛，得到玉米秸秆制备样品（ＣＫ），置于自封
袋中在干燥通风处室温（２０℃）保存备用。

试验所用纤维素酶（Ｃｅｌｌｕｃｌａｓｔ１５Ｌ）和 β葡萄
糖苷酶 （Ｎｏｖｏｚｙｍｅ１８８）均购自美国 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ
公司。纤维素酶酶活的测定参照美国可再生能源实

验室的滤纸酶活法
［１４］
，β葡萄糖苷酶的酶活测定参

照文献［１５］的方法，测得纤维素酶和 β葡萄糖苷酶
的酶活分别为７２８Ｕ／ｍＬ和３８５５Ｕ／ｍＬ。
１２　玉米秸秆 ＡＦＥＸ预处理

已有相关文献表明，ＡＦＥＸ预处理酶解的效果
随着处理温度的上升（从 ９０℃升至 １４０℃）而显著
增加

［１２，１６］
。为便于分析，本研究选取文献中的高、

低两个极端 ＡＦＥＸ预处理条件 （９０℃、５ｍｉｎ和
１４０℃、１５ｍｉｎ）进行试验设计［１２，１６］

，即：预处理在

Ｐａｒｒ４５２３型反应釜（美国 ＰａｒｒＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司）中
进行。每 １ｇＣＫ与 ０６ｇ水混合，氨的加载量为
１ｇ／ｇ（以单位质量玉米秸秆计），一组在 ９０℃下恒
温处理５ｍｉｎ（Ｌ ＡＦＥＸ），另一组在 １４０℃下恒温处
理１５ｍｉｎ（Ｈ ＡＦＥＸ），然后迅速打开泄压阀排出氨
气，取出样品置于通风橱中自然风干后于 ６０℃干燥
箱中干燥。干燥的 ＡＦＥＸ预处理样品于自封袋中封
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存待用。

１３　酶解试验
１３１　ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆的酶解试验

为了考察 ＡＦＥＸ预处理对玉米秸秆酶解效果的
影响，ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆的酶解试验在 ｐＨ值
４８的５０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液中进行，料液比为
００５ｇ／ｍＬ，纤维素酶加载量为 ２０Ｕ／ｇ，β葡萄糖苷
酶加载量为４０Ｕ／ｇ，为避免酶解过程中微生物的干
扰，添加四环素盐酸盐至 ００８ｇ／Ｌ。酶解 ７２ｈ后，
将样品取出置于沸水浴中 １０ｍｉｎ使纤维素酶灭活，
利用抽滤进行固液分离，用适量的去离子水冲洗固

体残余物３次，收集、混匀所有滤液（记为酶解液）
并记录其体积。取部分酶解液用 ＣａＣＯ３调节 ｐＨ值
至５～６保存备用，用于葡萄糖得率的检测。酶解试
验设置３组平行。

利用 ＨｉｔａｃｈｉＬ ７２００型高效液相色谱仪（日本
Ｈｉｔａｃｈｉ公司）测定酶解液中单糖浓度，色谱柱使用
ＢｅｎｓｏｎＢＰ ８００Ｐｂ＋＋型碳水化合物分析柱 （美国

ＢｅｎｓｏｎＰｏｌｙｍｅｒｉｃ公司），流动相为超纯水，流速为
０６ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为 ８０℃，进样体积 ２０μＬ，洗脱时
间为４０ｍｉｎ。单糖得率计算公式为

Ｙ＝
ｍＥ
ｍＰ
×１００％ （１）

式中　ｍＥ———酶解７２ｈ后产出单糖的质量，ｍｇ
ｍＰ———不同底物中可转化成单糖的最大质

量，ｍｇ
１３２　酚类物质对酶解的影响

不同分子量的酚类物质都会对酶解产生抑制效

果
［１７］
，而这些酚类物质由于结构复杂很难定量

［１８］
，

所以直接测定不同分子质量的酚类物质对酶解的抑

制效果比较困难。故本文利用活性炭对各上清液中

的酚类物质进行脱除，用活性炭吸附前后的预处理

上清液稀释纤维素酶，并用稀释后的酶水解纤维素

滤纸，测定产糖量来表征预处理过程中产生的酚类

物质对纤维素酶水解能力的影响。取无磷活性炭

（Ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ，ＡＣ，上海迪柏化学品技术有限公
司），用大量去离子水和异丙醇冲洗

［１９］
，再于通风橱

自然风干后置于１０５℃干燥箱中干燥至绝干。为了
研究 ＡＦＥＸ预处理产生的酚类物质对酶解的作用，
分别将 ＣＫ、Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆
样品与 ｐＨ 值 ４８的柠檬酸缓冲液按料液比
００５ｇ／ｍＬ混合，在５０℃水浴中１５０ｒ／ｍｉｎ振荡１ｈ，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ得上清液，并用 ０２２μｍ的
滤膜过滤。各上清液中的葡萄糖、甲酸、乙酸、乙醇、

糠醛和羟甲基糠醛浓度的测定参照方法ＮＲＥＬ／ＴＰ
５１０ ４２６２３［２０］。取部分上清液与 ００５ｇ／ｍＬ经清

洗处理的 ＡＣ（３０℃，２００ｒ／ｍｉｎ，１６ｈ）脱除酚类物
质

［１７］
。试验设置 ２组平行。参照文献［２１］的方法

测定脱除酚类物质前后上清液中总酚类物质（Ｔｏｔａｌ
ｐｈｅｎｏｌｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＴＰＣ）的含量，上清液中 ＴＰＣ的
脱除率计算公式为

Ｒ＝
ｍｉ－ｍｆ
ｍｉ

×１００％ （２）

式中　ｍｉ———脱除酚类物质前上清液中 ＴＰＣ质量，
ｍｇ

ｍｆ———脱除酚类物质后上清液中 ＴＰＣ质量，
ｍｇ

用脱除酚类物质前后的上清液将纤维素酶稀释

７０倍（约为１０Ｕ／ｇ），以 ｐＨ值 ４８的柠檬酸缓冲液
将纤维素酶稀释 ７０倍作对照，分别将 ０５ｍＬ稀释
的酶液、１０ｍＬ柠檬酸缓冲液和 ５０ｍｇＷｈａｔｍａｎ
Ｎｏ１滤纸于１５ｍＬ具塞试管中混合并于 ５０℃水浴
中恒温１ｈ，而后加入 ３ｍＬＤＮＳ（二硝基水杨酸）显
色液终止反应并于沸水浴中恒温 ５ｍｉｎ显色，用蒸
馏水将显色后的液体稀释一定倍数后用 ＵＶ ２５５０
型分光光度计（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）在 ５４０ｎｍ下测
定吸光度。上清液对纤维素滤纸水解的抑制率计算

公式为

Ｉ＝
ＰＣＢＳ－Ｐｓ
ＰＣＢＳ

×１００％ （３）

式中　ＰＣＢＳ———柠檬酸缓冲液稀释的纤维素酶水解
滤纸产生的还原糖质量，ｍｇ

Ｐｓ———上清液稀释的纤维素酶水解滤纸产生
的还原糖质量，ｍｇ

由于玉米秸秆的构成比纤维素滤纸复杂得多，

且 ＡＦＥＸ对玉米秸秆的结构造成了较大改变，故再
用分散在柠檬酸缓冲液和 ＡＣ吸附前后的预处理上
清液中的 ＣＫ、Ｌ ＡＦＥＸ及 Ｈ ＡＦＥＸ预处理固体残
余物的酶解葡萄糖得率来表征不同上清液中的酚类

物质对酶解相应固体残余物的抑制作用。

每种提取上清液后的预处理固体残余物用柠檬

酸缓冲液冲洗３遍并分成 ３组，分别被柠檬酸缓冲
液及相应的 ＡＣ吸附前后的预处理上清液冲洗 ３遍
后再以００５ｇ／ｍＬ的料液比分散。而后加入２０Ｕ／ｇ
的纤维素酶和 ４０Ｕ／ｇ的纤维二糖酶。用不同上清
液与酶的混合物做空白。将样品和空白置于 ５０℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ的恒温水浴振荡器中酶解 ７２ｈ，取出后于
沸水浴中恒温 １０ｍｉｎ灭酶，而后 ３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ。收集上清液，用液相测定其中的葡萄糖浓
度，抑制率的计算方法与式（３）相似。
１４　木质纤维成分分析

纤维素、半纤维素、木质素含量的测定参照文
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献［２２］，测定前样品于１０５℃干燥箱中干燥至绝干。
木质素含量为酸溶木质素含量和酸不溶木质素含量

之和。每个样品分析设置２个重复。
１５　微结构分析
１５１　孔径分布

利用溶质排斥的方法对样品的孔径分布进行分

析。以葡萄糖、葡聚糖 Ｔ２０００（ＤｅｘｔｒａｎＴ２０００）和一
系列的聚乙二醇（Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ）为分子
探针，各探针分子的相对分子质量 和 直 径 如

表１［２３－２４］所示，每个探针分子设置 ２个重复。试验
步骤主要参照文献［２３］，并稍作修改：将 ＣＫ、Ｌ
ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理样品用大量去离子水冲
洗至滤液无色中性，将样品抽滤至固体质量分数近

２０％的湿样，测定湿样的干质量。称取 １０ｇ湿样
于离心管中，加入２ｍＬ质量浓度为００１ｇ／ｍＬ的探
针分子溶液于室温下混合 ２５ｈ，其间每 ０５ｈ振荡
３０ｓ。将样品与探针的混合物于３０００ｒ／ｍｉｎ下离心
１０ｍｉｎ，取上清液过０４５μｍ的尼龙膜，每个样品设
置２组平行，并以水与湿样混合后的上清液作为样
品空白。上清液中分子探针的浓度用装备有 Ｗａｔｅｒｓ
２４１４型示差检测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）的 Ｗａｔｅｒｓ
ｅ２６９５型高效液相色谱仪检测，进样器和检测器之
间用一个直通接头代替分析柱，流动相为超纯水，流

速为０４ｍＬ／ｍｉｎ，进样体积为１０μＬ。

表 １　探针分子的相对分子质量和直径

Ｔａｂ．１　Ｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｅｓａｎｄｄｉａｍｅｔｅｒｓｏｆｐｒｏｂｅｓ

　探针分子 相对分子质量 直径／ｎｍ

葡萄糖 １８０ ０８

ＰＥＧ４００ ４００ １８

ＰＥＧ１０００ １０００ ２７

ＰＥＧ３０００ ３０００ ５０

ＰＥＧ６０００ ６０００ ７０

ＰＥＧ８０００ ８０００ ８４

ＰＥＧ１００００ １００００ ９８

ＰＥＧ２００００ ２００００ １３０

ＰＥＧ３５０００ ３５０００ ２４０

ＤｅｘｔｒａｎＴ２０００ ２００００００ ５６０

　　单位干质量湿样中直径为 ｉ的分子探针不可进
入的孔的体积 ｄｉ计算公式为

［２５］

ｄｉ＝
Ｗ＋ｑ
ｐ
－Ｗ
ｐ
Ｃｉ
Ｃｆ

（４）

式中　Ｗ———探针溶液体积，ｍＬ
ｑ———湿样中水体积，ｍＬ
ｐ———湿样干质量，ｇ
Ｃｉ———探针溶液的初始质量分数，％
Ｃｆ———上清液中探针溶液的质量分数，％

葡聚糖 Ｔ２０００的粒径为５６ｎｍ，ｄ５６ｎｍ被认为是总

的不可进入的孔的体积，故单位干质量湿样中粒径

为 ｉ的分子探针可进入的孔的体积 Ａｉ计算公式为
Ａｉ＝ｄ５６ｎｍ －ｄｉ （５）

１５２　表面形貌
使用 ＨｉｔａｃｈｉＳＵ ３５００型扫描电子显微镜

（Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ；日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公
司）分析不同样品的表面形貌。测试前需先将适量

样品固定于粘有黑色导电胶的载物台上，并作喷 Ａｕ
处理，时间为６０ｓ。测试时加速电压为１５ｋＶ。
１５３　细胞壁结构

挑选各样品中包含有厚壁细胞包围的维管束结

构的颗粒，利用 ＨｉｔａｃｈｉＨ ７６５０Ｂ型透射电子显微
镜（Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）观察这些
颗粒的横截面，分析 ＡＦＥＸ预处理后玉米秸秆细胞壁
结构的变化。观察时，ＴＥＭ的加速电压为８０ｋＶ。用于
ＴＥＭ观察的超薄切片样品的制作过程及超薄切片的乙
酸双氧铀 柠檬酸铅双染色的操作流程同文献［２６］。
１５４　纤维素、木质素表面积

同文献［２７］，通过测定刚果红和天青 Ｂ与样品
的最大吸附量来估算样品中纤维素和木质素的表面

积。两种染料与样品的最大吸附量在 Ｍａｔｌａｂ２０１４ａ
中用 Ｌａｎｇｍｕｉｒ等温线拟合而得。
１６　数据处理

本文所列数据均为统计平均值，误差由计算数

据的标准偏差得到，均值的差异显著性检验借助

ＳＰＳＳ２００，基于 Ｄｕｎｃａｎ单因素方差检验，检验水平
为９９％（Ｐ＜００１）。柱状图和折线图的制作均借助
Ｏｒｉｇｉｎ８５。

２　结果与讨论

２１　ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆的酶解效果
如图１所示，酶解７２ｈ后，ＣＫ、Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ

ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆葡萄糖得率分别为（２６１８±
０５７）％、（３７５７±００１）％和（７４７４±００７）％，木
糖和阿拉伯糖得率分别为（５５９±０１７）％、（２６０５±
０２３）％和（７６６３±０２０）％。可以看出，ＡＦＥＸ预
处理对玉米秸秆酶解效果的改善随预处理条件的升

高而增强。文献［１６］用与本研究 Ｈ ＡＦＥＸ预处理
相同的条件处理了玉米秸秆，再用优化的混合酶酶

解７２ｈ，得到了近 ８０％的葡萄糖得率，结果与本研
究相近。从图１中还可看出，经过 ＡＦＥＸ预处理的
玉米秸秆在酶解时的葡萄糖得率、木糖和阿拉伯糖

得率均得到显著提高，而相对于葡萄糖得率，预处理

条件的增强对酶解时木糖和阿拉伯糖得率的影响更

为显著。这可能是由于半纤维素在 ＡＦＥＸ预处理过
程中会发生解聚

［９］
，且半纤维素为非晶态，更容易
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在酶解过程中被降解。

图 １　ＡＦＥＸ预处理前后玉米秸秆酶解 ７２ｈ单糖得率

Ｆｉｇ．１　Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｙｉｅｌｄｓｏｆｃｏｒｎｓｔｏｖｅｒｂｅｆｏｒｅａｎｄ

ａｆｔｅｒＡＦＥＸｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔａｆｔｅｒ７２ｈｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
　

２２　ＡＦＥＸ预处理前后木质纤维成分的变化及其
对酶解的影响

如表 ２所示，ＣＫ中纤维素、半纤维素和木质素
质量分 数 分 别为 （３５１６±０１０）％、（１９０１±
００５）％和（１８８２±０５８）％。ＡＦＥＸ预处理后，玉
　　　

米秸秆中纤维素、半纤维素和木质素含量均无显著

变化（Ｐ＞００１）。但是，随着预处理条件的增强，酸
溶木质素含量显著升高（Ｐ＜００１），酸不溶木质素
含量显著降低（Ｐ＜００１）。这与文献［１１］的结果一
致，其认为酸不溶木质素的降低可能源于 ＡＦＥＸ预
处理对木质素的化学改性。根据文献［２８］，酸溶木
质素可能是由木质素降解产物和次生的亲水物质

（木质素和碳水化合物形成的化合物）组成。这说

明 ＡＦＥＸ预处理会提高玉米秸秆中部分木质素的亲
水性，由于疏水相互作用是木质素与纤维素酶之间

发生非生产性吸附的主要作用机制
［２９］
，那么这部分

木质素与纤维素之间发生非生产性吸附的能力也就

变弱。此外，在各上清液中均未检出甲酸、乙醇、糠

醛和羟甲基糠醛。ＡＦＥＸ预处理仅产生了少量乙酸
（ＣＫ：（００６±００１）ｍｇ／ｍＬ；Ｌ ＡＦＥＸ：（０１０±
００１）ｍｇ／ｍＬ；Ｈ ＡＦＥＸ：（０２２±００１）ｍｇ／ｍＬ）。
根据先前的研究，乙酸对酶解几乎无影响

［３０］
。

表 ２　ＡＦＥＸ预处理前后玉米秸秆的木质纤维成分含量

Ｔａｂ．２　ＬｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｉｃｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｃｏｒｎｓｔｏｖｅｒｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＡＦＥＸｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　　　　参数 ＣＫ Ｌ ＡＦＥＸ Ｈ ＡＦＥＸ

纤维素质量分数／％ （３５１６±０１０）Ａ （３４０４±０３０）Ａ （３４８０±１００）Ａ

半纤维素质量分数／％ （１９０１±００５）Ａ （１９１２±００５）Ａ （１８２２±０５２）Ａ

木质素质量分数／％ （１８８２±０５８）Ａ （１９７２±０３３）Ａ （２０５１±０５１）Ａ

酸溶木质素质量分数／％ （２０６±００１）Ｃ （３５８±００３）Ｂ （８２０±０２６）Ａ

酸不溶木质素质量分数／％ （１６７６±０５７）Ａ （１６１４±０３６）Ａ （１２３１±０７７）Ｂ

　　注：相同物理量数据不同大写字母表示差异显著（Ｐ＜００１），下同。

２３　ＡＦＥＸ预处理产生的酚类物质及其对酶解的
影响

ＡＣ吸附前后，上清液中 ＴＰＣ的变化如表 ３所
示。可以看出，ＡＦＥＸ预处理后上清液中 ＴＰＣ含量
显著增加（Ｐ＜００１），且随 ＡＦＥＸ预处理条件的增
强，ＴＰＣ含量也显著增加（Ｐ＜００１）。文献［３１－
３２］中也得到了类似的结果。ＡＣ吸附后 ＣＫ、Ｌ
ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理样品上清液中 ＴＰＣ的脱
除率分别为９６１４％、９８７２％和９８９５％。

表 ３　ＡＣ吸附前后上清液中 ＴＰＣ含量
Ｔａｂ．３　ＴＰＣｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｂｅｆｏｒｅ

ａｎｄａｆｔｅｒＡＣａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ

样品名称
ＴＰＣ质量比／

（ｍｇ·ｇ－１）

ＡＣ吸附后

ＴＰＣ质量比／

（ｍｇ·ｇ－１）

ＴＰＣ脱除率／

％

ＣＫ （６２１±０１２）Ｃ （０２４±００１）Ａ ９６１４

Ｌ ＡＦＥＸ （１０１２±０１２）Ｂ （０１３±００１）Ｂ ９８７２

Ｈ ＡＦＥＸ （１７１１±００３）Ａ （０１８±００２）ＡＢ ９８９５

　　图２为 ＡＣ吸附前后上清液对纤维素滤纸酶解
效果的影响，“ＣＢＳ”为对照组，为 ｐＨ值 ４８的柠檬
酸缓冲液稀释的酶液，标有“Ｓ”的是纤维素酶与不

同上清液混合，标有“ＡＣ”的是经 ＡＣ脱除酚类物质
的上清液稀释的酶液。以 ｐＨ值 ４８的柠檬酸缓冲
液稀释的酶液作为对照，经计算得 ＣＫ、Ｌ ＡＦＥＸ和
Ｈ ＡＦＥＸ预处理上清液对纤维素滤纸酶解的抑制
率分别为 ２８０４％、４１０％和 １０４０％，差异极显著
（Ｐ＜００１）。但是，上清液脱除酚类物质后，Ｌ
ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理上清液对水解均未产生
显著的抑制作用（Ｐ＞００１）。在不同预处理过程中
产生的纤维素酶可溶性抑制物主要有可溶性糖（如

葡萄糖、纤维二糖）、发酵产物（如乙醇）和酚类物

质
［３３］
。ＣＫ上清液中葡萄糖的质量浓度为（２５１±

０１４）ｍｇ／ｍＬ，Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理上清
液中均未检出葡萄糖，且各上清液中均未检出乙醇。

ＣＫ上清液中 ＴＰＣ含量最低但抑制率最高，可能是
因为 ＣＫ中有相当量的游离葡萄糖，这些葡萄糖作
为酶解产物会抑制纤维素酶的水解能力

［３３］
。以上

表明，酚类物质是 ＡＦＥＸ上清液中抑制纤维素酶水
解能力的主要成分。脱除酚类物质后，ＣＫ上清液的
抑制率降低为 １７４３％，但依然大于脱除酚类物质
前 Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理上清液的抑制效
果。
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图 ２　ＡＣ吸附前后上清液对纤维素滤纸酶解

产糖量的影响

Ｆｉｇ．２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＡＣ

ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｏｎｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｆｉｌｔｅｒｐａｐｅｒ
　
图３为不同上清液中酚类物质对相应固体残余

物酶解效果的影响，“ＣＢＳ”为对照组，为分散在 ｐＨ
值４８的柠檬酸缓冲液中的玉米秸秆，标有“Ｓ”的
是预处理固体残余物分散在不同上清液中，标有

“ＡＣ”的是预处理固体残余物分散在经 ＡＣ脱除酚
类物质的上清液中。以“ＣＢＳ”为对照，用与图 ２相
同的方式计算不同上清液中酚类物质对相应固体残

余物酶解效果的抑制率。可以看出，ＣＫ和 Ｌ
ＡＦＥＸ预处理的上清液并未对其对应的固体残余物
的酶解效果产生显著影响（Ｐ＞００１）。Ｈ ＡＦＥＸ
预处理上清液对 Ｈ ＡＦＥＸ预处理固体残余物的酶
解效果表现出显著的抑制效果（抑制率 ８０７％）。
ＡＣ吸附后，Ｈ ＡＦＥＸ预处理上清液的抑制效果降
低为３０１％。这说明在本试验条件下，Ｈ ＡＦＥＸ
预处理产生的酚类物质对酶解的抑制率为 ５０６％。
根据统计分析的结果，分散在 ＡＣ吸附后的 Ｈ
ＡＦＥＸ上清液中的 Ｈ ＡＦＥＸ预处理固体残余物的
酶解效果与分散在柠檬酸缓冲液中的无显著差异

（Ｐ＞００１）。尽管 ＣＫ的上清液对酶水解能力有较
强的抑制力，当酶解底物换成 ＣＫ固体残余物后，抑
制作用并没有体现出来。这大概是由于 ＣＫ固体残
余物本身具有较强的抗降解特性，上清液的抑制作

用被掩盖了。Ｈ ＡＦＥＸ预处理固体残余物具有较
理想的纤维素可及度，所以酶水解活性受到的影响

就在酶解效果中体现了出来。

２４　木质素、纤维素表面暴露程度的变化及其对酶
解的影响

ＣＫ、Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆样
品中不同粒径的分子探针可扩散进入的孔体积如

表４所示，Ｌ ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆中葡萄糖可扩
散进入的体积较 ＣＫ无显著差异（Ｐ＞００１），在
Ｈ ＡＦＥＸ预处理后玉米秸秆中０８ｎｍ的探针可扩
散进入的体积显著增大（Ｐ＜００１）。然而，在 ＡＦＥＸ

图 ３　ＡＣ吸附前后上清液对玉米秸秆酶解产糖量的影响

Ｆｉｇ．３　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＡＣ

ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｏｎｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｎｃｏｒｎｓｔｏｖｅｒ
　

预处理玉米秸秆中，一系列 ＰＥＧ分子探针可扩散进
入的体积总体上较 ＣＫ并无显著差异（Ｐ＞００１）。
０８ｎｍ的探针小到几乎可以进入所有的孔，这说明
Ｈ ＡＦＥＸ预处理增大了玉米秸秆中的孔的总体积，
并对其中小孔体积的增加作用更为明显。

表 ４　ＡＦＥＸ预处理前后玉米秸秆的孔径分布

Ｔａｂ．４　Ｐｏｒｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆｃｏｒｎｓｔｏｖｅｒｂｅｆｏｒｅ

ａｎｄａｆｔｅｒＡＦＥＸｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

探针

直径／

ｎｍ

单位干质量样品中不同直径探针

可进入的孔体积／（ｍＬ·ｇ－１）

ＣＫ Ｌ ＡＦＥＸ Ｈ ＡＦＥＸ

０８ （１０８±００５）Ｂ （１１８±００６）Ｂ （１４６±００２）Ａ

１８ （０８７±００５）Ａ （０９６±００６）Ａ （１０５±０１０）Ａ

２７ （０８３±００１）Ｂ （０９２±００１）ＡＢ （０９５±００３）Ａ

５０ （０６２±００２）Ａ （０７６±００６）Ａ （０７５±００１）Ａ

７０ （０４６±００４）Ａ （０５６±００３）Ａ （０５０±０１１）Ａ

８４ （０３１±００３）Ａ （０５０±００３）Ａ （０４６±０１２）Ａ

９８ （０２７±００３）Ａ （０３４±００２）Ａ （０３１±０１３）Ａ

１３０ （０３９±００３）Ａ （０３５±００５）Ａ （０２１±００７）Ａ

２４０ （０１５±００１）Ａ （０２０±００７）Ａ （０２２±００７）Ａ

５６０ ０ ０ ０

　　文献［３４］用 ５１ｎｍ来代表产自里氏木霉的纤
维素酶的粒径，并发现５１ｎｍ粒径的分子可及的孔
体积与酶水解的初始速率呈线性正相关关系。而

ＣＫ、Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆样品中
粒径为５０ｎｍ的探针分子可进入的孔体积并无显
著差异（Ｐ＞００１）。这说明，ＡＦＥＸ预处理并未使玉
米秸秆中纤维素酶可及的孔体积（孔径小于 ５６ｎｍ）
发生显著改变。

ＣＫ、Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆样
品及其酶解７２ｈ样品的 ＳＥＭ结果如图 ４所示。ＣＫ
（图４ａ）的表面十分平整，结构完整紧凑。酶解 ７２ｈ
后（图 ４ｂ），秸秆表面虽有些褶皱，但整体结构并未
受到破坏。说明 ＣＫ中由纤维素、半纤维素和木质
素构成的致密完整的网络结构严重阻碍了纤维素酶
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的水解作用，致使酶解效率较低 （酶解糖得率

２６１８％）。经过 Ｌ ＡＦＥＸ预处理后（图 ４ｃ），玉米
秸秆表面形貌的变化明显，完整紧凑的结构被破坏，

比表面积升高。酶解 ７２ｈ后（图 ４ｄ），秸秆表面出
现许多直径几微米的孔，但是整体结构较酶解前变

化不大，这说明 Ｌ ＡＦＥＸ预处理虽然对玉米秸秆空
间结构的影响作用显著，但是对酶解效率的提高仍

有限（酶解糖得率 ３７５８％）。经过 Ｈ ＡＦＥＸ预处
理后（图４ｅ），玉米秸秆的表面形貌发生了更大程度
的改变，表面的破碎程度较 Ｌ ＡＦＥＸ预处理后的玉
米秸秆更大，比表面积的升高也就更大。经过 ７２ｈ
酶解后（图 ４ｆ），样品的结构被彻底破坏，这说明
Ｈ ＡＦＥＸ预处理大大提高了酶解效率（酶解糖得率
７４７３％）。

图 ４　ＣＫ、Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆及其

酶解样品的表面形貌分析

Ｆｉｇ．４　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｕｒｆａｃｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＣＫ，Ｌ ＡＦＥＸ

ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｃｏｒｎｓｔｏｖｅｒ，ａｎｄＨ ＡＦＥＸｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ

ｃｏｒｎｓｔｏｖｅｒａｎｄｔｈｅｉｒｅｎｚｙｍａｔｉｃａｌｌｙｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｓａｍｐｌｅｓ
　

玉米秸秆中的各类多糖和木质素主要存在于细

胞壁中，这些成分发生了显著变化一定会改变细胞

壁的结构。ＣＫ、Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理玉米
秸秆样品的细胞壁结构表征结果如图 ５所示，皆为
厚壁细胞。如图 ５ａ所示，ＣＫ的细胞壁结构完整清
晰，初 生 壁 （Ｐｒｉｍａｒｙｃｅｌｌｗａｌｌ，ＰＣＷ）、次 生 壁
（Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｃｅｌｌｗａｌｌ，ＳＣＷ）、细胞角隅（Ｃｅｌｌｃｏｒｎｅｒ，
ＣＣ）及胞间层（Ｍｉｄｄｌｅｌａｍｅｌｌａ，ＭＬ）堆积紧密，无明
显孔隙结构。又根据文献［３５］的研究，在 ＴＥＭ下
观察经过乙酸双氧铀 柠檬酸铅染色后的样品，木质

图 ５　ＣＫ、Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆的

细胞壁结构分析

Ｆｉｇ．５　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｅｌｌｗａｌｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＣＫ，Ｌ ＡＦＥＸ

ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｃｏｒｎｓｔｏｖｅｒ，ａｎｄＨ ＡＦＥＸｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｃｏｒｎｓｔｏｖｅｒ
　
素会被染液中的重金属染成深色，纤维素则颜色较

浅或呈无色。ＣＫ中 ＣＣ和 ＭＬ的木质素含量显著高
于 ＰＣＷ和 ＳＣＷ，这与文献［３５］中报道的一致。相
同部位的不同位置被重金属染色的程度都比较均

一，说明相同部位中各组分排列均匀。Ｌ ＡＦＥＸ预
处理后（图５ｂ），玉米秸秆细胞壁各部分的结构变化
并不显著，但相同部位的不同位置被重金属染色的

程度却不均一，尤其是 ＰＣＷ和 ＳＣＷ处均能看到明
显较亮或较暗的部分。这可能是因为，经过 Ｌ
ＡＦＥＸ预处理后，玉米秸秆细胞壁上原始的组分分
布状态已被打破，木质素开始聚集，纤维素开始暴

露。虽然从 ＳＥＭ结果看到 Ｌ ＡＦＥＸ预处理破坏了
玉米秸秆的表面形貌，但从 ＴＥＭ结果来看此时细胞
壁各部分的整体结构并未被破坏。Ｈ ＡＦＥＸ预处
理后（图５ｃ），玉米秸秆细胞壁变得扭曲褶皱，甚至
被撕裂，各部位之间出现错位，但并未产生更多的孔

隙。这说明此时细胞壁各部位间的连接变得松散，

这样的结构较 ＣＫ和 Ｌ ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆更
容易在后续酶解过程中被进一步破坏，就可能有更

多的纤维素暴露出来，被纤维素酶水解。另外，Ｈ
ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆细胞壁相同部位不同位置的
染色程度较 Ｌ ＡＦＥＸ预处理样品显得更不均一。
从图５ｃ来看，在 ＣＣ处、不同部位的连接处和细胞
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壁断裂处能看到不同程度的木质素的聚集。而在细

胞壁中的木质素组分发生了极为显著的聚集，形成

了轮廓鲜明的黑点，此时木质素的比表面积显著缩

小。

纤维素和木质素是木质纤维物料中吸附纤维素

酶的两个主要成分
［３６－３７］

。通过测定刚果红和天青

Ｂ在底物上的最大吸附量，得到 ＣＫ、Ｌ ＡＦＥＸ和
Ｈ ＡＦＥＸ预处理玉米秸秆样品中纤维素及木质素的
表面积，如图６所示。ＣＫ的纤维素和木质素表面积分
别为（３１６０８±７０１）ｍ２／ｇ和（２９３１３±１４７）ｍ２／ｇ，
ＡＦＥＸ预处理后，玉米秸秆中纤维素的表面积显著
增大（Ｌ ＡＦＥＸ：（４３０９７±２６９）ｍ２／ｇ，Ｈ ＡＦＥＸ：
（４２２２７±６６４）ｍ２／ｇ）、木质素的表面积显著减小
（Ｌ ＡＦＥＸ：（２７１２５±２７５）ｍ２／ｇ，Ｈ ＡＦＥＸ：
（２１５２３±０３７）ｍ２／ｇ），而预处理强度对纤维素的
暴露影响不显著（Ｐ＞００１），木质素表面积却随着
预处理强度的增强而显著减小（Ｐ＜００１）。这可能
与细胞壁结构表征结果中在 Ｈ ＡＦＥＸ预处理后木
质素发生的形态和分布变化有关，此时木质素的比

表面积减小，同时木质素在秸秆表面的聚集可能会覆

盖部分暴露的纤维素。ＣＫ、Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ

图 ６　ＡＦＥＸ预处理前后玉米秸秆纤维素、木质素表面积

Ｆｉｇ．６　Ｓｕｒｆａｃｅａｒｅａｓｏｆｃｅｌｌｕｌｏｓｅａｎｄｌｉｇｎｉｎｉｎｃｏｒｎｓｔｏｖｅｒ

ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＡＦＥＸｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
　

预处理玉米秸秆样品中纤维素与木质素表面积的比

值分别为１０８、１５９和 １９６，假设纤维素和木质素
在玉米秸秆表面的暴露分布均匀，由此推断，随着

ＡＦＥＸ预处理条件的增强，玉米秸秆单位面积表面
上纤维素酶可及的木质素对纤维素的空间阻碍逐渐

降低。

因此，ＡＦＥＸ预处理不仅增大了纤维素酶可及
的表面积，还增大了纤维素酶可及的表面积中纤维

素暴露的比例，从而有效降低了纤维素酶水解时的

空间阻碍，提高了酶解效率。

３　结论

（１）从木质纤维组成、酚类物质和纤维素、木质
素暴露程度３方面分析了 ＡＦＥＸ预处理后玉米秸秆
的变化及其对酶解效果的影响。

（２）随着 ＡＦＥＸ预处理温度的升高和时间延
长，玉米秸秆中纤维素和半纤维素含量不变，酸溶木

质素增多，木质素亲水性增强，减弱了酶解时木质素

与纤维素酶间的非生产性吸附，同时产生了更多的

酚类物质。

（３）Ｌ ＡＦＥＸ和 Ｈ ＡＦＥＸ预处理上清液中的
ＴＰＣ对纤维素酶水解能力的抑制率分别为 ４１０％
和１０４０％，ＴＰＣ对 Ｈ ＡＦＥＸ固体残余物的抑制率
为５０６％（Ｐ＜００１）。

（４）ＡＦＥＸ预处理显著增大了纤维素酶可及的
表面积，将纤维素表面积从 ３１６０８ｍ２／ｇ（ＣＫ）增大
至 ４３０９７ｍ２／ｇ（Ｌ ＡＦＥＸ）和 ４２２２７ｍ２／ｇ（Ｈ
ＡＦＥＸ），将木质素表面积从 ２９３１３ｍ２／ｇ（ＣＫ）减小
至 ２７１２５ｍ２／ｇ（Ｌ ＡＦＥＸ）和 ２１５２３ｍ２／ｇ（Ｈ
ＡＦＥＸ），使纤维素与木质素表面积的比值从 １０８
（ＣＫ）增大至１５９（Ｌ ＡＦＥＸ）和１９６（Ｈ ＡＦＥＸ），
有效降低了木质素对纤维素酶解的空间阻碍，提高

了酶解效率。
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