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罗布麻酶法脱胶初探
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摘 � 要: 为探索罗布麻酶法脱胶的最优工艺条件, 采用筛选的新型罗布麻脱胶菌种 � � � 琼氏不动
杆菌( A cinetobacter j unii FM208850) ,在单因素实验基础上, 运用 Box�Behnken 设计的响应面试

验方法对酶法脱胶工艺进行了预测。根据回归分析确定了最优工艺:添加质量分数 0. 2% Na2 CO 3

使沤麻液初始 pH 值为 9� 5,酶量 8� 38 mL( 161� 3 U/ mL) ,质量体积比 1 g � 16 mL, 脱胶温度 45

� , 脱胶时间 10 h;此工艺下测得残胶率为 7� 937%。与回归模型预测残胶率相差不大,模型与实

际情况拟合较好。
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Abstract: T his manuscript aims to at tain the opt imum degumming condit ions for A pocynum

venetum L by a new str ain�A cinetobacter j uni i FM 208850 , the response sur face methodolo gy

designed by Box�Behnken was applied based on the single factor experiment. According to the

regression analy sis, the optimal condit ions w ere determined and listed as follow s: Na2CO3 was

0� 2 g/ 100mL H 2O to make init ial pH 9� 5, pect inase amount of 8� 38 mL( 161� 3 U / mL) , bath

rat io o f 1 �16, temperature of 45 � , time o f 10 h; The actual residual gum content w as 7� 937%
under the opt imum condit ions.
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� � 罗布麻( A pocynum venetum L. )是中国特产的

一种野生植物, 主要分布在新疆、青海地区, 产量相

当可观
[ 1]
。罗布麻纤维除具有一般麻类纤维的吸

湿性好、透气等特点外,还具有很强的抗菌、抑菌作

用[ 2- 4] , 可做功能性纺织材料。此外, 它的根、茎、叶

均可入药,对高血压、心脏病和感冒等都有良好的

效果
[ 5- 7]
。伴随人们对回归自然、生态服饰的追求,

罗布麻必将迎来良好机遇。



罗布麻脱胶工艺对其纺织加工起着重要的作

用。传统的脱胶工艺主要是化学脱胶,该方法脱胶

彻底,但纤维有化学残留,污染环境
[ 8]

,因此环保的

生物脱胶法日益受到青睐。鲍明东
[ 9]
、韩光亭

[ 10]
、

薛卫巍[ 11]等对罗布麻的直接加菌生物脱胶工艺进

行了研究, 取得了一定的成果。Bruhlmann Fredi

等[ 12]研究了苎麻纤维的酶法脱胶; 而真正针对罗布

麻的酶法脱胶少有报道, 徐红等
[ 13]
曾用脱胶酶制剂

尝试了罗布麻的酶法脱胶工艺。酶法脱胶将麻脱

胶过程分为菌种生长发酵产酶和酶脱胶两个阶段。

这样菌种可以在其最适发酵培养基上产酶, 不受沤

麻液营养物质少的限制, 然后再进行有效的酶脱

胶。作者利用实验室分离保藏的新型罗布麻脱胶

菌种 � � � 琼氏不动杆菌 [ 14] ( A cinetobacter j uni i

FM 208850)所产的果胶酶,采用响应面法对罗布麻

的酶法脱胶工艺进行了研究,希望对该菌种在罗布

麻生物脱胶以及纺织业中的综合利用方面提供理

论依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 实验材料
罗布麻( A pocynum v enetum L� ) :采自青海省

柴达木盆地。

菌种: 琼氏不动杆菌 ( A cinetobacter j unii )

FM 208850由大连工业大学分子生物学实验室与纺

织生物实验室共同分离保存;

种子培养基:牛肉膏质量分数 0� 3%, 蛋白胨质

量分数 1%, NaCl质量分数 0� 5%, pH 7� 0, 121 �
灭菌 20 m in;

发酵培养基:香蕉皮质量分数 2% ,牛肉膏质量

分数 0� 25% , NaCl质量分数 0� 2%。CaCl2质量分

数 0� 3% , pH 7� 0, 115 � 灭菌 20 m in。

1� 2 � 实验方法
针对影响罗布麻酶法脱胶的因素 � � � pH、脱胶

温度、酶量、质量体积比 (脱胶时麻皮与水的质量

比)和脱胶时间等进行单因子实验, 以确定影响因

素的水平,进而进行响应面实验来预测最优工艺条

件。每次实验做两个平行,取平均值。

1� 2� 1 � 粗酶液的制备 � 取一环斜面保藏菌种接种
于种子培养基中, 32 � 下、170 r/ m in培养 6 h,活化

菌种, 再取体积分数 2%接种量接种于发酵培养基,

培养 12 h; 4 � 下 4 000 r/ min 离心 5 min, 得上清

液,即为粗酶液。

1� 2� 2 � 果胶酶酶活测定
1) 葡萄糖标准曲线的制作 � 精确配制 1 mg/

mL 葡萄糖标准液, 绘制标准曲线。

2) 还原糖法测果胶酶活力 � 取 200 �L 粗酶

液, 加入 1 mL pH 为 9� 5的 0� 2 mo l/ L 的碳酸盐缓

冲液,再加入事先预热的质量分数 0� 5%果胶溶液1

mL, 40 � 下反应 15 min, 取出后加入 1� 5 mL DNS

试剂终止反应, 即入沸水浴沸腾 5 min, 流水冷却,

定溶至 25 mL;以灭活粗酶液为对照,在 540 nm 波

长下测 A 值,再根据还原糖标准曲线通过下列公式

计算出酶活力 [ 15~ 16]。

果胶酶酶活 ( U/ mL ) = ( A 540 nm + 0� 0419) /
( 0� 6067 � 194� 14) � 180� 16/ ( 15 � 0� 2) � 1000
180� 16为葡萄糖相对分子质量; 194� 14 为半乳糖
醛酸相对分子质量; 15为反应时间( min) ; 0� 2为果
胶酶发酵液体积( mL) ; 果胶酶活力定义为:每分钟

转化果胶生成 1 �g 半乳糖醛酸所需的酶量为一个

活力单位,用 U 表示。测定发酵液果胶酶酶活约为

161� 3 U / mL。

1� 2� 3 � 残胶率的测定 � 将酶法脱胶后的韧皮按质
量体积比 1 g � 10 mL 放入质量分数 2% NaOH

中, 煮沸 3 h 后取出, 用清水冲洗 (注意勿损失纤

维) ,烘干至恒重,称量。计算式[ 9, 11]为:

残胶率( % ) = ( (处理前脱胶麻质量- 处理后麻质

量) /处理前脱胶麻质量) � 100

1� 2� 4 � 响应面法对酶法脱胶工艺条件的优化 � 在
单因素实验基础上,选择影响酶法脱胶的 3个主要

因素 � � � 酶量 ( X 1 )、脱胶时间( X 2 )和质量体积比

( X 3 ) ,分别选取 3个水平, 每组实验重复两个平行

取平均值, Box�Behnken实验因素水平如表 1所示。

表 1 � Box�Behnken实验因素水平

Tab. 1 � Experimental variables and levels for Box�Behnken

design

变量 符 号
水 平

- 1 0 1

酶液体积/
mL

X 1 6 8 10

时间/ h X 2 6 8 10

质量体积比/
( g� mL)

X 3 1� 10 1� 15 1� 20

2 � 结果与分析

2� 1 � 单因素实验结果
2� 1� 1 � 初始 pH 的确定 � 对于酶促反应,需要在一

定的 pH 值范围内进行。该实验用菌所产果胶酶的

最适 pH 值为 9� 5[ 8]。因此, 为更好的进行酶法脱

胶, 需要使酶液在 pH 9� 5 左右进行罗布麻脱胶。
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强碱和弱碱均能调节 pH 值, 但是强碱没有缓冲作

用, 而弱碱具有较强的缓冲作用, 可以保证酶促反

应时 pH 值变化范围波动较小。

按质量体积比 1 g � 25 mL 制备沤麻液, 121 �
高压蒸汽灭菌, 尔后通过加入适量干燥灭菌后的

Na2 CO 3来调节沤麻液的 pH 值。结果表明随

Na2 CO 3量的增加 pH 值波动幅度较小,当添加量为

0� 2%时, 可使沤麻液 pH 值达到 9� 5。
2� 1� 2 � 酶液体积对脱胶效果的影响 � 在质量分数
0� 2% Na2CO 3、质量体积比 1 g � 25 mL 前提下, 分

别添加 4、6、8、10、12 mL 的粗酶液, 40 � 下脱胶 6

h, 测残胶率。结果如图 1 所示。可以看出液体积

低于 8 mL 时,残胶率降低幅度较大,而随着酶量的

继续增加残胶率变化不明显。这一规律正符合于

酶浓度对酶促反应速率的影响。在生产应用中, 如

何节省成本,产生效益,是企业最关心的问题, 因此

要用较少的酶液处理较多的罗布麻且处理效果好,

从这个目的出发选择添加 8 mL 的酶液对 1 g 罗布

麻进行脱胶。

图 1� 酶液体积对残胶率的影响

Fig. 1 � Effect of crude pectinase amount on residual gum

content

2� 1� 3 � 脱胶时间对脱胶效果的影响 � 在质量分数
0� 2% Na2CO3、8 mL 酶液添加量前提下,分别在 40

� 下脱胶 2、4、6、8、10、12 h, 测残胶率。结果如图 2

所示, 表明脱胶时间达 8 h时,残胶率不会再随时间

的延长有明显的下降。考虑到实现生产上的应用,

脱胶时间短,就会缩短生产周期。因此, 后续单因

素实验选取脱胶时间为 8 h。

2� 1� 4 � 温度对脱胶效果的影响 � 该实验用菌所产
果胶酶的最适作用温度为 40 � 左右,在此基础上

考虑应用到实际脱胶, 选取 40、45、50 � 下脱胶 8

h。经实验测得残胶率分别为 8� 458%、7� 936%、
14� 217%。可见, 45 � 下残胶率最低, 而且也接近

该酶的最适作用温度,脱胶效果较好;而 50 � 下残

胶率最高,可能对于该实验用菌产的果胶酶高于 45

� 时酶活力降低,进而影响脱胶效果。

2� 1� 5 � 质量体积比对脱胶效果的影响 � 在质量分

数 0� 2% Na2 CO 3、酶液添加量为 8 mL/ g 前提下,

分别以 1 g �10 mL~ 1 g �30 mL 在 45 � 下脱胶 8

h,测残胶率,结果如图 3所示。当质量体积比 1 g

�25 mL 时,残胶率有明显的上升趋势, 因为在相

同的酶量时,质量体积比低的酶浓度低; 而在 1 g �

15 mL 时残胶率最低,高于此值时,残胶率稍高, 这

是因为在 121 � 预处理效果不太理想, 影响麻皮的

质量进而影响脱胶效果。

图 2� 脱胶时间对残胶率的影响

Fig. 2� Effect of time on residual gum content

图 3 � 质量体积比对残胶率的影响

Fig. 3 � Effect of bath ratio on residual gum content

2� 2 � 响应面优化试验结果
2� 2� 1 � Box�Behnken实验设计结果和方差分析 �
以残胶率为响应值, 根据表 2中的实验结果, 利用

Minitab15软件对数据进行二次回归拟合, 方差分

析结果如表 3和表 4所示。回归方程为:

Y= 8� 242- 0� 09412X 1- 0� 56675X 2 -

� � 0� 07013X 3+ 0� 81712X 12 + 0� 09538X 2
2+

� � 0� 6396X 3
2
- 0� 0885X 1X 2- 0� 57025X 1 X 3-

� � 0� 1055X 2 X 3

从中可以看出, X 2(脱胶时间)、X 1
2
(酶量的平方项)

对残胶率的影响极显著; X 3
2
(质量体积比的平方

项)、X 1X 3 (酶量与质量体积比的交互作用)对残胶

率的影响高度显著,表明实验因素对响应值不是简

单的线性关系, 二次项对响应值也有很大的关系,

与模型回归中的线性和平方项影响高度显著相对

应, 交互项影响也显著, 尤其酶量与浴比的交互作

用对残胶率的影响较大。此外, 回归系数为
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91� 45%, 失拟为 0� 058> 0� 05, 说明方程的拟合是
充分的,该模型能解释 91� 45%响应值的变化,仅有

总变异的 8� 55%不能用此模型来解释, 总体来说该

模型是可行的。

表 2 � Box�behnken设计表及实验结果

Tab. 2 � Result and design table of Box�behnken

实验

序号
X 1 X 2 X 3

残胶

率/ %

1 1 0 1 9. 108

2 1 1 0 8. 431

3 1 - 1 0 9. 741

4 0 - 1 - 1 9. 678

5 0 0 0 8. 200

6 1 0 - 1 10. 050

7 0 1 1 8. 065

8 - 1 0 - 1 9. 149

9 - 1 - 1 0 9. 701

10 0 1 - 1 8. 755

11 - 1 0 1 10. 488

12 0 0 0 8. 322

13 0 0 0 8. 204

14 - 1 1 0 8. 745

15 0 - 1 1 9. 410

表 3� 回归方程中回归系数的估计值

Tab. 3 � Estimated regression coeff icients for residual gum

content

项 系数 T P

常量 8. 242 00 64. 574 0. 000

X 1 - 0. 094 12 - 1. 204 0. 282

X 2 - 0. 566 75 - 7. 251 0. 001

X 3 - 0. 070 13 - 0. 897 0. 411

X 1
2 0. 817 12 7. 102 0. 001

X 2
2 0. 095 38 0. 829 0. 445

X 3
2 0. 639 63 5. 560 0. 003

X 1X 2 - 0. 088 50 - 0. 801 0. 460

X 1X 3 - 0. 570 25 - 5. 159 0. 004

X 2X 3 - 0. 105 50 - 0. 954 0. 384

� 注: P � 0� 05, 影响显著 ; P � 0� 01 影响高度显著; P �

0� 001 影响极显著; P> 0� 05 影响不显著

R�Sq= 96� 95% R�Sq (预测 ) = 52� 79% R�Sq (调整 ) =

91� 45%

表 4� 方差分析表

Tab. 4� Analysis of variance for residual gum content

来源 自由度 Seq SS F P

回归 9 7. 757 67 17. 64 0. 003

线性 3 2. 679 86 18. 28 0. 004

平方 3 3. 701 21 25. 24 0. 002

交互作用 3 1. 376 59 9. 39 0. 017

残差误差 5 0. 244 36

失拟 3 0. 234 76 16. 29 0. 058

纯误差 2 0. 009 61

合计 14 8. 002 03

2� 2� 2 � 响应面直观分析 � 根据回归方程利用
Mintab15软件作酶量、脱胶时间和浴比 3个因素对

响应值残胶率的响应面分析图,如图 4~ 6。

图 4 � 残胶率与质量体积比、酶量的曲面图

Fig. 4 � Response surface plot of the effect of bath ratio

and enzyme dosage on residual gum content

图 4表明酶量与质量体积比对残胶率的影响。

从中可以看出,酶量一定时, 随浴比的降低,残胶率

先降低后升高,变化幅度稍大; 而浴比一定时, 残胶

率随酶量的升高有大幅度的先降低后升高,说明两

者的交互作用对残胶率影响较大。

图 5� 残胶率与脱胶时间、酶量的曲面图

Fig. 5 � Response surface plot of the effect of degumming

time and enzyme dosage on residual gum content
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� � 从图 5 可以看出, 酶量一定时, 残胶率随脱胶

时间的延长而减小, 且变化幅度大; 而脱胶时间一

定时, 残胶率随酶量有微小的变化, 说明两者交互

作用影响不大, 但是脱胶时间相比于酶量对残胶率

的影响较大; 同样从图 6可以得到, 脱胶时间比浴

比对残胶率的影响较大, 但两者交互作用对残胶率

影响较小。

图 6 � 残胶率与质量体积比、脱胶时间的曲面图

Fig. 6 � Response surface plot of the effect of bath ratio

and degumming time on residual gum content

2� 2� 3 � 最优工艺条件的确定 � 对表 2数据进行优

化分析,最小响应值时 X 1、X 2、X 3对应的编码值分

别为 X 1= 0� 191 9, X 2= 1� 0, X 3 = 0� 232 3, 计算得

到对应的最优条件为酶量约为 8� 38 mL、脱胶时间

为 10 h、质量体积比为 1 g � 16 mL, 理论残胶率为

7� 7340%。
� � 为了检验响应面方法的可行性, 采用得到的最

优工艺条件进行验证实验, 3次平行实验得到的平

均残胶率为 7� 937%, 与理论值相差不大, 说明该模

型与实际情况拟合较好, 验证了所预测模型的正确

性。因此,响应面方法对罗布麻脱胶工艺的条件的

参数优化是可行的,得到的工艺条件具有实际应用

价值。

3 � 结 � 语

1) 在单因素实验基础上,运用响应面法对罗布

麻酶法脱胶工艺条件进行了优化分析。结果表明,

脱胶时间、酶量的平方项对残胶率的影响极显著,

浴比的平方项和酶量与浴比的交互作用对残胶率

的影响高度显著,说明实验因素对响应值不是简单

的线性关系。

2)利用回归分析建立了罗布麻酶法脱胶工艺

条件的二次多项式模型, 确定最优工艺条件为: 添

加质量分数 0� 2% Na2 CO3使沤麻液初始 pH 为

9� 5,酶量 8� 38 mL( 161� 3 U/ mL) , 质量体积比 1 g

�16 mL, 在 45 � 下脱胶 10 h, 得残胶率可达

7� 937%。
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简 � 讯:在刚刚结束的第三届中国高校科技期刊评选中, �食品与生物技术学报�荣获本次期刊评比
中的最高奖 � � � �中国高校精品科技期刊�称号。经专家评审, �第三届中国高校精品 �优秀 �特

色科技期刊�评比活动在全国 1 500多种高校科技期刊中共评出精品科技期刊 70 种, 优秀科技期

刊 120种,特色科技期刊 59种。

据悉,目前我国出版的科技期刊已达5 000余种,其中高校科技期刊接近 1/ 3,但具有国际影响

力的知名精品期刊还为数不多。为改变这种状况, 教育部、科技部和国家新闻出版总署等部门于

近年组织实施了科技期刊精品工程。�食品与生物技术学报�在获得教育部"中国高校精品科技期

刊"前,已获得科技部"中国精品科技期刊"称号。目前, �食品与生物技术学报�已被国内外多家著
名数据库收录,如英国�食品科学文摘�,美国�化学文摘�等; �食品与生物技术学报�现为 CSCD 核

心期刊, 全国中文核心期刊, 中国科技核心期刊。根据中科院文献情报研究所统计, �食品与生物

技术学报�影响因子已连续三年在国内食品科技期刊中排名第一。
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