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固定化纤维二糖酶的研究

沈雪亮 夏黎明"

（浙江大学材料与化工学院，化学工程与生物工程系，杭州 %!$$#3）

摘 要 黑曲霉（3&4%*1#,,)& $#1%* DEFF: $!#）的孢子中富含纤维二糖酶，将这些孢子用海藻酸钙凝胶包埋后，可以

方便有效地固定纤维二糖酶。固定化后的纤维二糖酶性能稳定，半衰期为 %2 B，耐热性和适宜的 GH 范围均比固定

化前有所增加，其 5; 和 6;,9值分别为 4) $! ;;’(ID 和 3) $4 ;;’(I（;<C·D）。利用固定化纤维二糖酶重复分批酶解

!$ JID的纤维二糖，连续 !$ 批的酶解得率均可保持在 "3K以上；采用连续酶解工艺，当稀释率为 $) 1 /L !，酶解得率

可达 "2)7K。玉米芯经稀酸预处理后，其纤维残渣用里氏木霉（ 7*#0"(8%*9+ *%%&%#）纤维素酶降解，酶解得率为

4")7K；通过固定化纤维二糖酶的进一步作用，上述水解液中因纤维二糖积累所造成的反馈抑制作用得以消除，酶

解得率提高到 21)#K，还原糖中葡萄糖的比例由 7%)4K升至 2") 7K，该研究结果在纤维原料酶水解工艺中具有良

好的应用前景。
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纤维素酶是一种多组分的复合酶，它包括内切型0!0葡
聚糖酶（:P%)#)! )1）、外切型0!0葡聚糖酶（:P%) #) ! ) "!）和纤

维二糖酶（:P%) #) ! ) #!，也称!0葡萄糖苷酶）等 % 种主要组

分。在将天然纤维素降解成葡萄糖的过程中，必须依靠 % 种

组分的协同作用才能完成［!，#］。目前广泛使用的里氏木霉

（7*#0"(8%*9+ *%%&%#）纤维素酶制剂中，内切型及外切型0!0葡聚

糖酶活力较高，但由于纤维二糖酶的活力很低，在纤维素酶

解过程中易于造成纤维二糖的累积，而纤维二糖又会对纤维

素酶的催化作用形成强烈的反馈抑制。因此，采用固定化酶

技术，增强反应体系中纤维二糖酶的活力，是提高纤维素水

解得率和葡萄糖产量的有效措施之一［%］。目前一般都是采

用纯化的纤维二糖酶，通过吸附或包埋法固定纤维二糖酶，

操作复杂，成本很高，而且酶的失活及渗漏现象比较严重。

作者在前期研究工作中已发现黑曲霉菌株（ 3&4%*1#,,)& $#1%*
DEFF: $!#）的孢子中富含纤维二糖酶，这些孢子在纤维素的

酶解过程中具有明显的促进作用。本研究采用海藻酸钙凝

胶包埋黑曲霉的孢子，从而实现纤维二糖酶的固定化。对这

种新型的固定化酶技术进行深入研究，在学术上及可再生纤

维资源转化利用方面都具有重要意义。

! 材料和方法

!"! 菌种

黑曲霉（3&4%*1#,,)& $#1%* DEFF: $!#），纤维二糖酶高产菌

株，由美国 QA-BA6 大学可再生资源工程实验室提供。

里氏木霉（7*#0"(8%*9+ *%%&%# O5PP 74341），纤维素酶高产

菌株，来自美国菌种保存中心（O5PP）。

上述菌种在马铃薯0葡萄糖0琼脂斜面上培养 7 R 3 B，待

孢子形成后，置于 1 S冰箱中保存备用。

!"# 酶制剂

纤维二糖酶按文献［1］所述方法在固态发酵条件下生

产，每克干酶曲含纤维二糖酶活力 1%# 国际单位（TU）；纤维

素酶按文献［7］方法制备，每克干酶曲含滤纸酶活力 !11 TU，

纤维二糖酶活力 !$ TU。

!"$ 纤维原料及预处理

将玉米芯（河北产）风干、粉碎至颗粒直径 % ;; 左右，按

固液比 !：2 加入 !K 的 H# VE1，于 !!$ S下反应 % /，滤干后

加水清洗数次，直至 GH 7) $ 左右。玉米芯纤维残渣的成分

为：纤维素 73)2#K，半纤维素 7) $!K，木质素 #!) #$K，其他

!7)"3K。

!"% 纤维二糖酶的固定化

将固态发酵的纤维二糖酶曲用适量无菌水浸泡，仔细收

集孢子悬浮液，加入海藻酸钠至终浓度为 %K，充分搅拌均

匀后，用注射器滴加到 !K 的 P,P(# 溶液中，于 1 S下静置固

化 !$ /，形成直径为 # R % ;; 的海藻酸钙凝胶珠，每粒凝胶

珠平均包埋孢子数 4)2 W !$4 个，相当于 !)4 W !$2 个I;D 凝胶

珠，平均纤维二糖酶活力 %)1 TUI;D 凝胶珠。



!"# 固定化酶催化反应

!"# "! 重复分批酶解工艺（!"#"$%"&’($%)* #+,)"--"-）：在 ./0
12 玻璃反应器中加入 /0 12 酶解底物和一定量的固定化凝

胶珠，在 #3 456、/0 7条件下反应一定时间后，倾出反应液，

加入新鲜底物继续进行下一批酶解反应，如此重复多批。

!"# "$ 连续酶解工艺（8,9%:9;,;- #+,)"--）：在 </0 12 柱式反

应器（内径 <5 6 )1，内高 40 )1）中装填凝胶珠，填充率为

=0>，反应器在蠕动泵作用下由底部进料，顶部出料。在 #3
456、/0 7及特定稀释率下，定时取样测定出口处的葡萄糖

浓度并计算酶解得率。

!"% 分析测定方法

滤纸酶活力和纤维二糖酶活力按照 ?@AB8 推荐的国际

标准方法测定［C］。一个滤纸酶活力国际单位（DA?@）等于酶

促反应中生成 .50!1,E 葡萄糖（以还原糖表示）的酶量；一个

纤维二糖酶活力国际单位（8F?@）等于标准反应条件下每分

钟生成 <50!1,E 葡萄糖的酶量（以纤维二糖为酶解底物）。

还原糖含量采用 GHI（J，/’二硝基水杨酸）法测定，葡萄

糖含量采用葡萄糖氧化酶法测定［C］；纤维二糖和木糖含量采

用 K$%"+- 高效液相色谱仪分析（3AL’6=A 糖柱）；总还原糖含

量减去葡萄糖、纤维二糖和木糖的含量即为其他纤维寡糖的

含量。酶解得率按下式计算：

酶解得率（>）M（葡萄糖量 N 05O N .00）P 底物中碳水化

合物总量

$ 结果和讨论

$"! 纤维二糖酶的固定化

将黑 曲 霉（ !"#$%&’(()" *’&$% 2Q!!R 0.<）的 孢 子 浸 泡 在

#3 456、050/ 1,EP2 的醋酸缓冲液中，.< * 后在浸出液中可测

出纤维二糖酶活力，更换新的缓冲液继续浸泡 .< * 并进行

测定，如此重复 .0 批后仍能在浸出液中测出纤维二糖酶活

力。由此可知，! 5 *’&$% 2Q!!R 0.< 的孢子中富含纤维二糖

酶，因而采用海藻酸钙包埋孢子的方法取代直接包埋纤维二

糖酶是行之有效的。包埋后的孢子在酶解温度（/0 7）下不

会萌发，但可以在凝胶珠内缓慢地释放出纤维二糖酶。由于

纤维二糖酶的分子较大，易于被海藻酸钙凝胶网格所滞留，

而纤维二糖、葡萄糖等小分子在凝胶珠内的活动则比较方

便，这与固定化酶的效果相当；而且用海藻酸钙固定孢子比

直接固定酶蛋白更为方便，对酶活的影响也相对较小。

将游离孢子和固定化凝胶珠分别保持在 #3 45 6、/0 7
的环境中，每隔一定时间测定其剩余活力，以初始酶活力为

.00>。结果游离孢子的纤维二糖酶在 <4 * 就只剩下初始活

力的 J<>，而固定化凝胶珠中纤维二糖酶的半衰期为 J6 &
（图 .），显示了良好的稳定性。

$"$ 酶的耐热性

将游离孢子和固定化凝胶珠先在不同温度下（J0 S O0
7）保温 . *，然后分别在 #3 456、/0 7条件下测定剩余酶活

力，以各自的最高酶活力为 .00>。结果表明（图 <），固定化

凝胶珠中纤维二糖酶的热稳定性有较大的提高，在 =0 7以

图 . 固定化凝胶珠中纤维二糖酶的稳定性

D:T5. I%$(:E:%U ,V )"EE,(:$-" :9 %*" :11,(:E:W"& ("$&-

下均较为稳定；而游离孢子的纤维二糖酶在温度大于 /0 7
时稳定性迅速下降。

图 < 纤维二糖酶的耐热性

D:T5< X*"+1$E -%$(:E:%U ,V )"EE,(:$-"

! 8"EE,(:$-" ,V V+"" -#,+"-；" 8"EE,(:$-" :9 %*" :11,(:E:W"& ("$&-

$"& 酶反应的适宜 ’( 值

在 /0 7条件下，将游离孢子和固定化凝胶珠分别置于

不同 #3 值的缓冲液中测定活力，两者均以各自的最高酶活

力为 .00>。结果表明（图 J），两种反应体系中纤维二糖酶

的最适反应 #3 值都为 456，但固定化凝胶珠中酶的适宜 #3
值范围较大，在 #3 J5 0 S /5 0 内，酶活力均可保持在较高水

平，这一特性在利用纤维原料同步糖化发酵生产有机酸类的

工艺中将具有良好的应用前景。

图 J #3 对纤维二糖酶活力的影响

D:T5J RVV")%- ,V #3 Y$E;" ,9 )"EE,(:$-" $)%:Y:%U

! 8"EE,(:$-" ,V V+"" -#,+"-；" 8"EE,(:$-" :9 %*" :11,(:E:W"& ("$&-
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!"# 酶反应动力学常数

底物浓度对游离孢子和固定化凝胶珠中纤维二糖酶催

化速率的影响程度不同，当底物浓度大于 !" ##$%&’ 时，游离

孢子中的纤维二糖酶出现了底物抑制现象，而固定化凝胶珠

中的纤维二糖酶在此浓度下未受到抑制（图 (）。用 ’)*+,
-+./+0,1203 作图法，得到游离孢子和固定化凝胶珠中纤维二

糖酶的 !# 值分别为 45(6 ##$%&’ 和 65"! ##$%&’，"#.7值分别

为 8584 ##$%&（#)*·’）和 95 "6 ##$%&（#)*·’）。与游离孢子反

应体系中的纤维二糖酶相比，固定化凝胶珠中酶的传质阻力

较大，所以其 !# 值较高而 "#.7值有所下降，这一结果与 :5

;5 :<=+%,;.>>.? 等人的报道是一致的［@］。

图 ( 纤维二糖酶的 ’)*+-+./+0,1203 图（!& #, !&［$］）

;)A5( ’)*+-+./+0,1203 B%$>C D$0 E+%%$<).C+

! F+%%$<).C+ $D D0++ CB$0+C；" F+%%$<).C+ )* >?+ )##$<)%)G+= <+.=C

!"$ 重复分批酶解试验

以 !" A&’ 的纤维二糖为底物进行重复分批酶解试验，结

果表明（图 H），固定化凝胶珠中纤维二糖酶的催化性能相当

稳定，且催化效率较高，重复利用 !" 批仍能保持 I9J以上的

酶解得率，这一结果对于提高酶的利用率，简化工艺流程，降

低酶解成本等具有重要意义。

图 H 固定化纤维二糖酶重复分批酶解 !" A&’ 纤维二糖

;)A5H K+B+.>+= <.>E? ?L=0$%LC)C B0$E+CC+C $* !" A&’

E+%%$<)$C+ <L )##$<)%)G+= E+%%$<).C+

! F$*E+*>0.>)$* $D A%2E$C+（A&’）；# M)+%= $D +*GL#.>)E ?L=0$%LC)C

!"% 连续酶解试验

以 !" A&’ 纤维二糖为底物，比较了不同稀释率下固定化

纤维二糖酶的反应效率。图 6 为反应体系达到稳态时出口

处的测得值，结果表明，随着稀释率的减小，出口葡萄糖浓度

逐步增加，酶解得率也依次提高。当稀释率为 "5 ( ?N ! 时，酶

解得率可达 I8J以上，继续降低稀释率，对提高酶解得率的

效果不大，而且会延长酶解时间，增加反应能耗，故以 "5 (
?N !的稀释率较为适宜。

图 6 不同稀释率下固定化纤维二糖酶连续酶解 !" A&’ 纤维二糖

;)A56 F$*>)*2$2C ?L=0$%LC)C B0$E+CC $* !" A&’ E+%%$<)$C+

<L )##$<)%)G+= E+%%$<).C+ .> =)DD+0+*> =)%2>)$* 0.>+C

! F$*E+*>0.>)$* $D A%2E$C+（A&’）；# M)+%= $D +*GL#.>)E ?L=0$%LC)C

!"& 固定化纤维二糖酶在纤维原料酶水解中的应用

采用经稀酸预处理后的玉米芯纤维残渣（!"" A&’）为酶

解底物，% 5 &’’(’) 纤维素酶用量为 !H ;OPQ&A 底物，在 H" R、

BS (58 条件下降解 (8 ?，去除残渣，取水解液进一步用固定

化纤维二糖酶进行糖化处理，结果如表 ! 所示。

表 ’ 固定化纤维二糖酶对玉米芯水解液的糖化作用

()*+, ’ -)../)0121.)3145 42 3/, .405 .4* /6704+68)3,

*6 3/, 1994*1+1:,7 .,++4*1)8,

P##$<)%)G+= E+%%$<).C+

0+.E>)$* >)#+&?

K+=2E)*A

C2A.0&（A&’）

F$#B$C)>)$* $D C2A.0C&J

T%2E$C+ F+%%$<)$C+ UL%$C+ V>?+0C

" (8 5H" H@ 56 !I 5@ 9 5( !I 59
!4 H@ 549 94 59 I 54 9 58 !" 5@
4( H6 5!@ 84 58 ! 56 8 5! 9 5H
@6 H8 5@6 88 56 " 8 5@ @ 5!
(8 H8 598 8I 5H " 8 5@ 4 54

试验结果表明，玉米芯纤维残渣在 % 5 &’’(’) 纤维素酶的

作用下，水解液中还原糖浓度仅为 (85 H" A&’（酶解得率为

6I5HJ），其中木糖含量占 95 (J，表明 % 5 &’’(’) 酶曲中含有

一定的木聚糖酶活力；水解液中葡萄糖的比例偏低，纤维二

糖和其他纤维寡糖的含量较高，显现出反应体系中纤维二糖

酶的不足。当上述玉米芯水解液用固定化凝胶珠进一步处

理后，纤维二糖的含量迅速下降，因纤维二糖积累所造成的

反馈抑制作用得以消除。在固定化纤维二糖酶和玉米芯水

解液中剩余 % 5 &’’(’) 纤维素酶的共同作用下，其他纤维寡糖

也大多被降解为单糖，水解液中葡萄糖比例和还原糖浓度在

4( ? 内均得到了明显增加。到 (8 ? 时，玉米芯纤维残渣的酶

解得率提高到 8(5 4J，酶解所得的还原糖中葡萄糖比例升

至 8I5HJ。玉米芯等纤维原料是廉价的可再生资源，利用

% 5 &’’(’) 纤维素酶和固定化纤维二糖酶的协同作用，将纤维

8@4 生 物 工 程 学 报 !I 卷



原料转化为单糖，可进一步发酵生产酒精、有机酸、单细胞蛋

白等工业产品，其社会效益和经济效益都将是十分显著的。
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