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p葡聚糖酶降解玉米秸秆中p葡聚糖的工艺
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摘 要：利用B一葡聚糖酶降解玉米秸秆中的p一葡聚糖，确定了酶浓度、pH、酶解时间以及温度等因

素，并通过正交实验进行了优化。影响因素为：酶浓度>pH>反应温度>反应时间。酶解的最适

条件：酶活25．86万U／g，pH值4．5，反应时间15 h，反应温度45℃。玉米秸秆的p-葡聚糖的降解

率为41．96％。
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Study on the Degradation of哥glucan of Corn Stalk by仁glucanase

ZHANG Qian91， MA qil，XU Sheng—yunl，CHEN Wei—fen91， WEI Juan2

(1．Enzyme Engineering Institute of Academy，Sciences of Shaanxi，Xi’an 7 1 0600。China；2．Xi’an University of

Technology，xi’an 710048，China)

Abstract：In this manuscript，the conditions for corn stalk by p-glucanase were carefully

investigated by single factors experiment and orthogonal experiments and described as follows：

dosage of enzyme>pH>reaction temperature>reaction time．The best condition of degrading

corn stalk with pglucanase is dosage of enzyme 25．86×104 U／g，pH 4．5，reaction temperature

45℃。reaction time 15 h．With the optimum conditions，the degradation rate was achieved at

41．96％．
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仔葡聚糖属于植物细胞壁中的结构性非淀粉多

糖，是以混合的1，3和1，4一p糖苷键连接形成的D

型葡萄糖聚合物，又分水溶性和非水溶性两种，以

水溶性居多。p葡聚糖是一种抗营养因子，动物本

身的消化酶无法消化，因此限制了秸秆在饲料工业

中营养价值的发挥¨。3]。本文利用p葡聚糖酶进行

体外降解秸秆中的葡聚糖，使秸秆质地松软，提高

营养价值，增强适口性和采食量。

1材料与方法

1．1原料

玉米秸秆采自西安孟村。用小型高速粉碎机

将自然风干的秸秆粉碎，过筛；p葡聚糖酶，和氏壁

生物有限公司提供，食品级。酶活为250万U／g；

p葡聚糖试剂盒法，购于北京伊普锐斯科技有限

公司。
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1．2实验方法

1．2．1 秸秆中的p葡聚糖的提取及测定 秸秆经

粉碎过筛网，用体积分数95％的食用乙醇泡12 h，

按料水比1：lO(w／v)在65℃水中浸泡1 h；然后

按400U／mL的添加量加入a一淀粉酶，在95℃下水

解1 h；再用碳酸钠调节pH值为8，在80℃下提取

3 h，离心去渣，取上清液浓缩，浓缩为原来体积的

1／5；向浓缩液中加入2倍体积95％的食用乙醇，沉

淀30 rain，离心取沉淀，经干燥后为伊葡聚糖粗品。

p葡聚糖含量测定采用p葡聚糖试剂盒

法‘4—5|。

1．2．2 p-葡聚糖降解率的测定过20目的秸秆粉

中加入p葡聚糖酶进行酶解p葡聚糖，以葡萄糖的

含量作为评价指标，用酶解液中葡萄糖的含量除以

秸秆中的葡聚糖含量，可计算出p葡聚糖的降解

率‘6|。

1．2．3酶解基本酶解条件：准确称取3组过20

目筛子的秸秆样品3 g，用0．8％NaOH进行预处理

(30 mL 0．8％NaOH 50℃下保温2 h)，加入50 mL

蒸馏水，20 mL pH值4．8的柠檬酸一磷酸二氢钠缓

冲液和适量的仔葡聚糖酶，40℃酶解12 h。

1．2．4玉米秸秆组的测定见参考文献[7]。

1．2．5 葡萄糖含量的测定 采用DNS法[8]。

2结果与分析

2．1秸秆中葡聚糖的含量

称取1 g秸秆进行3组平行提取实验，试剂盒

法测得葡聚糖的平均质量分数为2．86％。

2．2秸秆中纤维素、半纤维素和木质素的含量

采用差重法[9]测得秸秆的主要成分见表1、表

2。其中纤维素质量一酸性洗涤纤维(ADF)一酸不

容木质素(ADI。)一灰分，半纤维素质量一中性洗涤

纤维(NDF)一ADF。

2．3酶解条件的确定

2．3．1 秸秆粒径对降解率的影响 分别取过20、

40、60、80目的秸秆粉进行酶解。测定酶解液中葡萄

糖含量，计算葡聚糖降解率，结果如图1所示。

表1玉米秸秆粗纤维组分质量

Tab．1 The contents of raw cellulose of corn stalk

表2秸秆纤维素、半纤维索、木质素质量

Tab．2 The contents of cellulose，hemicelluloses and lignin of

corn stalk
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图1 秸秆粒度对哥葡聚糖降解率的影响

Fig．1 Effect of pariticle size on degradation of哥glucan

由图l可知，秸秆粒径大小对葡聚糖的降解率

影响较大。在本实验中，秸秆颗粒越小，单位质量

的比表面积较大，酶的活性中心与秸秆表面的接触

几率相对较高，水解越充分，所得还原糖的量就越

大。

2．3．2 酶量对降解率的影响 分别准确加入

0．100 8、0．204 4、0．302 7、0．401 3、0．503 7、

0．603 2 g葡聚糖酶，即每克秸秆样品中加入13．75

×104 U、25．86×104 U、38．29 X 104、50．76×104、

63．72×104、76．30×104U酶解，结果见图2。
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图2葡聚糖酶量对哥葡聚糖降解率的影响

Fig．2 Effect of the p-glucanase ON the degradation of步

glucan

图2可知，随着酶量的增加，降解率增大，当酶

量加大到一定量时，降解率趋于平缓。可能是因为

一定量的半纤维素分子，能与p葡聚糖酶分子的结

合点数量是有限的，当这些结合点全部被p葡聚糖
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酶分子占据后，再增加p葡聚糖酶的用量，过多的

酶用量反而增加了酶与底物的无效吸附，阻碍了酶

分子活性中心与底物产生有效吸附从而降低了酶

解效率。最适酶量选择25．86万u／g，降解率为

19．93％。

2．3．3 pH对伊葡聚糖降解率的影响 调节pH

分别为3．0、4．0、4．5、5．0、5．5、6．0、6．5、7．0、7．5，

其他条件不变。测定酶解液中葡萄糖含量，计算葡

聚糖降解率，如图3所示。

pH

图3 pH对哥葡聚糖降解率的影响

Fig．3 Effect of pH on degradation of哥glucan

图3可知，葡聚糖酶对pH很敏感，pH值的最

适范围在4～5之间；pH4．5时，降解率为29．37％。

pH值对酶及其反应系统可能产生两种影响，一是

破坏酶的空间构象，使酶变性失活。二是改变了反

应系统的组成成分，从而影响酶催化反应的速度。

不同的pH值将改变和影响酶的解离状态、底物的

解离状态及酶一底物络合物的解离等。从不同pH

值条件下的得糖量可以推断：在该酶解体系中，pH

值影响了葡聚糖酶活性中心的解离状态，直接影响

了葡聚糖酶的活性和酶与底物的结合状态，从而表

现为降解率的差异。故反应pH值确定为4．5。

2．3．4反应温度对降解率的影响 分别于30、35、

40、45、50、55、60、70℃下酶解20 h，其他条件不变。

图4反应温度对哥葡聚糖降解率的影响

Fig．4 Effect of reaction temperature on degradation of

p-glucan

图4可知，温度对酶活性的影响较大，温度过

高或过低都不利于酶解反应的进行，高温尤其如

此。40℃时降解率最高，为41．25％，40℃左右是

该酶解的最适宜反应温度，即葡聚糖酶达到了最大

活力，反应速度也最大。当温度高于40℃时，尽管

反应速率大大提高，但同时酶活损失显著增大，降

解率降低。故反应温度值确定为40℃。

2．3．5反应时间对降解率的影响 其他处理条件

不变，分别进行5、10、15、20、25、40 h的酶解实验。

结果见图5。

反应时同／h

图5反应时间对哥葡聚糖降解率的影响

Fig．5 Effect of reaction time on degradation of pglucan

图5可知，随着酶解时间的延长，酶解率增大，

但反应超过25 h后，随着时间的延长，酶解率变化

不大，即增加时间已不能显著地增加酶解率。其原

因可能是：反应初期，由于底物浓度较大且游离酶

较多，所以反应速度较快，还原糖单位时间得率较

大，降解率较高；随着反应的进行，秸秆纤维中的非

结晶区和无定形区逐渐被酶水解，在底物中所占的

比率越来越小，导致可被降解的底物浓度逐渐减

小，而且部分酶开始失活或发生无效吸附作用，同

时酶解产物的抑制效应也逐渐显现，故反应速度逐

渐减小并趋于平稳，降解率增加不大。故反应时间

确定为20 h。

2．4葡聚糖酶降解工艺的优化

影响酶解反应的主要因素是加酶量、pH、温度

和降解时间，根据以上的单因素实验，设计了四因

素三水平正交实验，对葡聚糖酶降解秸秆的条件进

行优化，(见表3～5)。
裹3正交实验因素水平表

Tab．3 Factors and levels of orthogonal experiment

1

2

3

13．75

25．86

38．29

4．0 35

4．5 40

5．0 45

15

20

25
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表4正交试验设计和结果

Tab．4 Results and analysis of orthogonal experiment

由表3～5可见，酶量是影响秸秆中的葡聚糖

降解率降解率的显著因素，pH和反应时间也有影

响，反应温度影响最小。p葡聚糖酶降解秸秆的最

佳条件为：A。B：C。D。，即酶浓度>pH>反应温度

>反应时间。最佳酶解条件为：酶浓度25．86万u／
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g，pH 4．5，反应时间15 h，反应温度45℃。玉米秸

秆的p葡聚糖的降解率为41．96％。

表5方差分析表

Tab．5 Analysis of variance

3 结 语

秸秆粒度对葡聚糖降解率有明显的影响，在

20—80目间，秸秆颗粒越小，降解率越大。

该葡聚糖酶降解玉米秸秆的最佳工艺条件：酶浓

度25．86万u／g，pH值4．5，反应时间15 h，反应温度

45。C。玉米秸秆的p葡聚糖的降解率为41．96％。
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