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摘要：以稻秆为原料进行酶解研究，考察了纤维素酶和 β⁃葡萄糖苷酶单独作用及协同作用对稻秆酶解还原糖产量的影响，以确定最佳酶体系，
并研究在最佳酶体系中不同种类表面活性剂辅助离子液体对稻秆酶解的影响和动力学特征，最后通过稻秆成分分析、ＦＴＩＲ、ＸＲＤ、ＳＥＭ对预处

理前后的稻秆结构、结晶性进行了分析比较．结果表明，纤维素酶与 β⁃葡萄糖苷酶具有协同作用，而且在最佳酶体系中，与未处理稻秆及单独离

子液体预处理相比，不同种类表面活性剂辅助离子液体预处理的稻秆在酶水解 ４８ ｈ时纤维转化率分别增加 ４０％ ～８５％、１０％ ～３１％，并且预处

理对反应速率的提高有促进作用．
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

天然木质纤维素原料是地球上最丰富的可再

生有机质．全世界植物每年通过光合作用能产生高

达 １．６４×１０１１ ｔ 木质纤维素类物质，其中，用于生产

乙醇的纤维素、半纤维素的总量约为 ８５０ 亿 ｔ （赵
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磊，２００８）．根据农业生物质能产业规划（２００７—２０１５
年）的估算，我国每年可开发纤维素资源约 ６ 亿 ｔ，
其中 ５０％来自农作物（稻草、麦秸秆、玉米秸秆等）．
木质纤维素类生物质糖化的方法有酸水解、碱水解

和酶水解（酶解）．其中，酶解因具有反应条件温和、
设备简单、能耗低、污染小、腐蚀小、副产物少等特

点，相比于酸水解或碱水解，酶水解更具优势

（Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．，２００４；Ｂｅｒｌｉｎ ｅｔ ａｌ．，２００６；Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２００６；杨森等，２００５；Ｈｕｂｅｒ ｅｔ ａｌ，２００６）．

预处理是生物乙醇生产过程中最关键的环节，
因为它能破坏木质纤维素材料复杂的高分子结构．
预处理方法有物理方法（如蒸汽爆破、辐射、冷冻

等）和化学方法（如酸、碱、有机溶剂等）（Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ．，
２００２），虽然这两类方法都能提高木质纤维材料的

酶解效果，但也分别存在着耗能高、效率低且过程

污染较严重等问题，难以工业化推广．因此，需要寻

求一种成本低、效果好、对下一步处理影响小的方

法．近年来，离子液体以其独特的优势，逐渐成为生

物质前处理体系的理想选择．与传统的化学溶剂相

比，离子液体具有不易挥发、热稳定性和化学稳定

性高、溶解性好、性能可调、易于分离、易回收和可

循环使用等特点．随着研究的展开和逐步深入，单一

体系的弊端也逐渐展露，因此，越来越多的研究开

始转向于混合体系，采用表面活性剂辅助离子液体

作为预处理成为近年来受到关注的新技术（冯圆圆

等，２０１４）．
木质纤维材料酶解动力学研究对于厘清木质

纤维材料酶解的过程机制、工程放大和过程控制都

具有重要意义．因此，本研究通过研究纤维素酶和 β⁃
葡萄糖苷酶单独作用及协同作用对稻秆酶解还原

糖产量的影响，以确定最佳酶体系，并研究表面活

性剂辅助离子液体预处理对稻秆在最佳酶体系中

的酶解动力学，最后通过成分分析、红外光谱

（ＦＴＩＲ）、Ｘ⁃射线衍射分析仪（ＸＲＤ）、扫描电子显微

镜（ＳＥＭ）等分析手段研究预处理后稻秆的结构

变化．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 实验材料

本次实验的木质纤维素原料为稻草秸秆，品种为

生长期为 ５个月的日本稻米，样品采收于台湾省台北

市“中央”研究院的实验农场（北纬 ２５°０２０′３２．７９″，东
经 １２１°３６０′４７．４０″，海拔高度为 １８ ｍ）．稻草秸秆收

集后进行风干处理，研磨成粉即为本次实验的样品．
将稻草秸秆储存在密封的塑料袋中，于干燥处室温

保存．用网筛对稻草秸秆进行筛分，得到实验稻草秸

秆粉末的粒径范围及其含量分别为：粒径大于 ３００
ｍｍ的占 ３．３９％，粒径为 １５０～３００ ｍｍ的占 ４７．９５％，
粒径为 １０６～１５０ ｍｍ 的占 １５．５２％，粒径为 ７５ ～ １０６
ｍｍ的占 ２０．５７％，粒径小于 ７５ ｍｍ的占 ２．６３％．
２．２　 实验试剂与仪器

试剂：氯化⁃１⁃丁基⁃３⁃甲基咪唑（［ＢＭＩＭ］Ｃｌ，纯
度 ９９％）购自上海默尼化工有限公司；十二烷基硫

酸钠（ＳＤＳ，纯度＞６５％）购自上海泰坦科技股份有限

公司；十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ，纯度＞９８％）
购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ；吐温 ８０ （Ｔｗｅｅｎ８０，纯度 ９９％）、
曲拉通 １００ （Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ１００，纯度 ９９％）、鼠李糖脂（纯
度 ９９％）购自阿拉丁公司；酶（ＮＳ２２０８６、ＮＳ２２１１８）
购自 Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓ公司．

仪器：ＢＳＡ２２１Ｓ 型电子天平（德国赛多利斯公

司）； ＨＣ⁃３０１８型高速离心机（安徽中科中佳科学仪

器有限公司）； ＭＳ⁃１００ 型恒温混匀仪（杭州奥盛仪

器有有限公司）；ＵＶ７５６ＣＲＴ型紫外可见分光光度计

（上海佑科仪器仪表有限公司）；Ｎｉｃｏｌｅｔ６７００ 傅立叶

红外光谱仪（美国赛默飞世尔科技公司）；ＵＩｔｉｍａ Ｘ⁃
射线衍射仪（日本理学）；ＪＳＭ⁃７００１Ｆ 扫描电子显微

镜（日本 ＪＥＯＬ公司）．
２．３　 木质纤维材料预处理

称取 ０．５ ｇ稻秆加入到带螺旋塞的瓶子中，加入

５ ｇ 离子液体及 １％的表面活性剂 （ ＳＤＳ、 ＣＴＡＢ、
Ｔｗｅｅｎ８０、Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ１００、鼠李糖脂）；离子液体预处理

稻秆前，将离子液体在 １２０ ℃下加热 ３０ ｍｉｎ，并不断

搅拌，以去除离子液体中的水分 （ Ｎａｗｓｈａ ｅｔ ａｌ．，
２０１３）；然后置于磁力搅拌器上，在 １１０ ℃条件下搅

拌 １ ｈ，加入 ４５ ｍＬ 去离子水，将混合液置于 ５０ ｍＬ
的离心管中，以 ７０００ ｒ·ｍｉｎ－１高速离心 １５ ｍｉｎ 后分

离；移出上层清液，储存．取下层沉淀物，用去离子水

反复清洗，去除离子液体，在 ６０ ℃真空干燥至少 １８
ｈ，取出称重，留至下一步的酶解．
２．４　 预处理前后的木质纤维素样品糖化

按 ２．５％（ｍ ／ Ｖ，ｍｇ ／ ｍＬ）的比例准确称取预处理

前后稻秆试样分别置于 ５０ ｍＬ 锥形瓶中，加入 ０．１
ｍｏｌ·Ｌ－１ ｐＨ ＝ ４． ８ 的柠檬酸缓冲溶液和 １００ μＬ
０．０２％叠氮化钠溶液，摇匀，再分别加入水解酶 ５０
ＦＰＵ·ｇ－１（纤维素酶）及 ４０ ＣＢＵ·ｇ－１（葡萄糖苷酶），
置于 （ ５０． ０ ± ０． ５）℃ 恒温水浴振荡器中，转速为

７８６
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１５０ ｒ·ｍｉｎ－１下分别糖化 ２４、４８、７２ ｈ．反应完毕，在
１３５００ ｒ·ｍｉｎ－１下离心得酶水解液，取样用 ＤＮＳ 测定

法分析还原糖含量，根据公式（１）计算纤维转化率

（Ｗｏｒａｓｕｗａｎｎａｒａｋ ｅｔ ａｌ．，２００７）．

Ｒ ＝ ｃ × Ｖ × ０．９
（η纤维素 ＋ η半纤维素） × ｍ

× １００％ （１）

式中，Ｒ 为纤维转化率，ｃ 为 ７２ ｈ后反应生成还原糖

浓度（ｍｇ·ｍＬ－１），Ｖ 为反应液总体积（ｍＬ），η 为纤维

素、半纤维素的占比，ｍ 为使用原始稻秆量（ｍｇ）．
预处理后的稻秆酶解反应是一个复杂的非均

相反应体系，纤维素酶是由多种酶混合组成的，是
具有协同作用的复杂酶系．根据酶功能的不同，纤维

素酶主要分为 ３ 种组分：葡聚糖内切酶（ＥＣ）、葡聚

糖外切酶（ＣＢＨ）、β⁃葡萄糖苷酶（ＢＧ） （Ｌｉｕｓ ｅｔ ａｌ．，
２００７），通常简化为两个步骤（鲁爱华等，２０１０）：纤

维素 Ｓ
Ｅ１（ＥＧ＋ＣＢＨ）→纤维二糖

Ｅ２（ＢＧ）→葡萄糖．
为了建立其动力学模型，现对预处理后酶解过

程作如下简化和假设：①预处理后的稻秆酶解反应

是单一纤维素的拟均相酶解反应；②预处理后稻草

酶解中的纤维素由可酶水解和不可酶水解两部分

组成；③在酶解反应体系中，纤维素酶作用是一个

复杂的过程，内切葡聚糖酶作用产生大量带非还原

性末端的纤维素，外切葡聚糖酶在这些非还原性末

端上依次水解生成纤维二糖，β⁃葡萄糖苷酶水解纤

维二糖生成葡萄糖分子；④两种酶共同作用下，遵
守米氏方程的规律．基于以上的假定，结合文献报道

（鲁爱华等，２０１０），提出以下方程：
ｄｃ
ｄｔ

＝
ｋＥ０（ｃ¥

－ ｃ）
Ｋｍ［１ ＋ （１ ／ Ｋ１）ｃ］ ＋ （ｃ¥

－ ｃ）
（２）

式中，ｃ 为还原糖浓度 （ｍｇ·ｍＬ－１ ）， ｔ 为糖化时间

（ｍｉｎ），ｋ 为糖化速率常数（ｍｉｎ－１），Ｅ０ ＝ ０．４５，ｃ∞ 为

预处理后稻秆生成还原糖浓度（ｍｇ·ｍＬ－１），Ｋｍ为米

氏常数（ｍｇ·ｍＬ－１），Ｋ１为产物抑制常数．
利用 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ法作图，取 Ｍｉｃｈａｅ⁃Ｍｅｎｔｅｎ

的倒数式：
１
Ｖ

＝
Ｋｍ
Ｖ¥

１
［Ｓ］

＋ １
Ｖ¥

（３）

１
Ｖ

＝ １
ｄｃ ／ ｄｔ( ) ｔ→０

Ｋｍ
Ｖ¥

＝
Ｋｍ
ｋＥ０

１
Ｖ¥

＝ １
ｋＥ０

ì

î

í

ï
ï
ï
ï

ï
ï
ï
ï

（４）

式中，Ｖ∞为最大反应速率（ｍｇ·ｍＬ－１·ｍｉｎ－１），［Ｓ］为
初始底物浓度（ｍｇ·ｍＬ－１）；１ ／ Ｖ 与 １ ／ ［ Ｓ］呈线性关

系，以 １ ／ Ｖ 为纵坐标，１ ／ ［Ｓ］为横坐标，截距为１ ／ Ｖ∞ ，
斜率为 Ｋｍ ／ Ｖ∞ ，确定 Ｖ∞和 Ｋｍ ．
２．６　 模型验证

由于植物纤维素原料酶解过程较为复杂，因而

各个研究者所得出酶解的动力学表达式及模型参

数值有较大的差异，对于描述纤维素原料酶解的过

程没有普遍意义．因此，对特定的物系在特定的条件

下进行酶解，有必要对其动力学进行研究（鲁爱华

等，２０１０）．本试验取底物浓度分别为 ５、１０、１５、２５、３０
ｍｇ·ｍＬ－１，试验测试产物还原糖生成初速度（初速度

以酶解前 ３０ ｍｉｎ还原糖生成速度近似为初速度）．
２．７　 木质纤维素材料的成分与结构分析

２．７．１　 预处理前后木质纤维材料的成分分析 　 采

用硝酸乙醇法和亚氯酸钠法测定秸秆中纤维素和

半纤维素，采用 ７２％浓硫酸法测定秸秆中木质素

（石淑兰，２００６）．
２．７．２　 预处理前后木质纤维素材料的 ＦＴＩＲ 分析　
取 １ ｍｇ预处理前后的稻秆样品研磨，然后与 ３００ ～
４００ ｍｇ干燥的 ＫＢｒ 粉末充分混合，再次研磨至符合

压片要求为止，将其压成透明薄片，以 ＫＢｒ 空白片

作为 参 比 扫 描 红 外 光 谱，扫 描 范 围 为 ４０００ ～
４００ ｃｍ－１ ．
２．７．３　 预处理前后木质纤维素材料的 ＸＲＤ 分析　
采用 Ｃｕ靶产生 Ｘ射线，管压 ４０ ｋＶ，管流 ２０ ｍＡ，扫
描步长 ０．０２°·ｓ－１ ．样品的结晶度指数利用下面的方

程（Ｎａｓｉｒｐｏｕｒ ｅｔ ａｌ．，２０１４）进行计算：

ＣＲＩ ＝
Ｉ００２ － ＩＡＭ

Ｉ００２
× １００ （５）

Ｃｓ ＝
ｋλ

ＢＳ ｃｏｓθ
（６）

式中，ＣＲＩ 为结晶度指数，Ｉ００２为晶体衍射最大强度，
ＩＡＭ为在 ２θ ＝ １６． ６°时的衍射强度；Ｃｓ为晶粒大小

（ｎｍ），ｋ 为谢乐常数，λ 为 Ｘ⁃射线波长（ｎｍ），θ 为衍

射角度（ｒａｄ），Ｂｓ为最大半宽高（ｒａｄ）．

３　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

３．１　 纤维素酶和 β⁃葡萄糖苷酶的最佳酶组合分析

不同纤维素酶与 β⁃葡萄糖苷酶浓度组合与

０．０２５ ｇ·Ｌ－１的稻秆反应所产生的还原糖变化如图 １
所示．从图 １ａ可以看出，当 β⁃葡萄糖苷酶浓度固定

为 ４０ ＣＢＵ·ｇ－１时，还原糖产量随纤维素酶浓度的增

８８６
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加先增加后减小，当纤维素酶增加到 ６０ ＦＰＵ·ｇ－１时，
酶解还原糖产量反而下降，说明纤维素酶浓度超过

５０ ＦＰＵ·ｇ－１后，增加纤维素酶浓度并不能增加酶解

效率．这可能是由于纤维素高度结晶，呈紧密堆积结

构，纤维素表面吸附纤维素酶的吸附点有限，在水

溶液中不溶解，导致酶降解效率低 （ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２００５）；也可能是由于 β⁃葡萄糖苷酶不足造成纤维

素二糖的积累，而纤维二糖又会对纤维素酶的酶水

解形成强烈抑制．从图 １ｂ 可以看出，当纤维素酶固

定为 ５０ ＦＰＵ·ｇ－１时，还原糖产量随着 β⁃葡萄糖苷酶

浓度的增加而先增后减，当 β⁃葡萄糖苷酶浓度为 ５０
ＣＢＵ·ｇ－１，还原糖产量下降．其原因可能是纤维素酶

解中部分纤维素酶卡在纤维素的空隙中，导致这部

分酶失去活性（张益良，２００８），进而无法产生更多

纤维二糖提供给 β⁃葡萄糖苷酶水解成葡萄糖，因
此，进一步增加 β⁃葡萄糖苷酶浓度也不能提高还原

糖产量．

图 １　 纤维素酶（ａ）与 β⁃葡萄糖苷酶（ｂ）不同组合时的酶解效果

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ （ ａ ） ／ β⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ （ ｂ ）
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｕｇａｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ

３．２　 纤维素酶与 β⁃葡萄糖苷酶单独作用及协同作

用对稻秆酶解产还原糖的影响

纤维素酶和 β⁃葡萄糖苷酶一般用于纤维素发

酵前的酶解，经过此酶水解过程，纤维素从链状高

分子化合物变成小分子的单糖，即产生大量葡萄

糖，继续参与酵母菌的代谢活动产生酒精．稻秆先经

过纤维素酶水解，然后经过 β⁃葡萄糖苷酶酶解，形
成还原性糖．由图 ２ 可知，纤维素酶单独作用时的还

原糖产量高于 β⁃葡萄糖苷酶单独作用时的还原糖

产量．主要原因是当纤维素酶作用时，内切葡聚糖酶

首先是作用于结晶纤维素，使其转变为可被外切葡

聚糖酶作用的无定型纤维素，外切葡聚糖酶随机水

解无定型纤维素，然后 β⁃葡萄糖苷酶将纤维二糖水

解成葡萄糖．纤维素酶和 β⁃葡萄糖苷酶协同作用比

纤维素酶和 β⁃葡萄糖苷酶分别单独作用时的还原

糖产量高．推测原因是纤维素酶是分解纤维素的一

类复合酶，其中，β⁃葡萄糖苷酶是纤维素酶中的一种

非常重要的酶．在利用纤维素酶水解纤维素的过程

中，由于 β⁃葡萄糖苷酶不足造成纤维素二糖的积

累，而纤维二糖又会对纤维素酶的酶水解形成强烈

抑制，因此，向纤维素酶体系中加入 β⁃葡萄糖苷酶

是提高纤维素水解还原糖得率的关键措施之一．此
实验说明纤维素酶与 β⁃葡萄糖苷酶具有协同作用．

图 ２　 两种酶单独作用和协同作用下还原糖浓度随时间的变化
关系

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｓｉｎｇｌｅ β⁃
ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ｓｙｓｔｅｍａｎｄ ａ ｍｉｘ ｓｙｓｔｅｍ ｗｉｔｈ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｎｄ β⁃
ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ｏｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｕｇａｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　

３．３　 表面活性剂辅助离子液体对稻秆酶解效果的影响

为了将稻秆等木质纤维素原料用于后续生物

９８６
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乙醇的发酵，需要在纤维素酶的作用下将预处理后

的稻秆酶解成单糖，而酶水解液中纤维转化率将作

为一个衡量预处理方法效果好坏的重要指标．图 ３
为不同种类表面活性剂辅助离子液体对稻秆酶解

效果的影响．由图中可以看出，所有的样品酶解 ２４ ｈ
后纤维转化率明显升高，延长酶解时间至 ７２ ｈ 时纤

维转化率基本保持不变，其主要原因可能是随着酶

解时间的增加，体系中基质或酶活已经消耗尽；预
处理后的稻秆纤维转化率明显高于未处理稻秆的

纤维转化率．酶解 ４８ ｈ 时，未处理的稻秆纤维转化

率很低（２０．３９％），但经［ＢＭＩＭ］Ｃｌ、［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％
ＳＤＳ、 ［ ＢＭＩＭ ］ Ｃｌ ＋ １％ ＣＴＡＢ、 ［ ＢＭＩＭ ］ Ｃｌ ＋ １％
Ｔｗｅｅｎ８０、［ＢＭＩＭ］ Ｃｌ ＋ １％Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ１００、［ＢＭＩＭ］ Ｃｌ ＋
１ ％鼠李糖脂预处理的稻秆纤维转化率分别为

图 ３　 不同种类表面活性剂辅助离子液体对稻秆酶解效果的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｉｏｎｉｃ ｌｉｑｕｉｄ ｏｎ
ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｔｒａｗ

２８．８２％、３１．７９％、 ２９．０９％、 ３１．９３％、 ３３．８８％、３７．７８％，
与未处理稻秆相比分别增加了 ４０． ３８％、５４．８５％、
４１．６９％、５５．５３％、６４．７８％、８４．０２％．而经表面活性剂

辅助离子液体预处理与单独离子液体预处理相比

分别 增 加 了 １０． ３０％、 ９． ３７％、 １０． ７９％、 １７．５６％、
３１．０９％．这说明本试验所采取的预处理方法可有效

降低纤维素的结晶度，去除木质素，破坏木质素对

纤维素的包裹，增加纤维素与酶的有效接触，提高

酶解效率．
３．４　 稻秆经不同预处理后酶水解过程的动力学模

型建立及参数计算

为了更深入地研究稻秆的酶水解过程，对稻秆

酶水解动力学进行研究，其中，Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ⁃Ｍｅｎｔｅｎ 动

力方程运用最广泛．用 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ法作图，可得

图 ４，由其测定出的米氏方程及计算所得到的 Ｋｍ和
Ｖｍａｘ如表 １所示．

图 ４　 Ｌ⁃Ｂ 双倒数图

Ｆｉｇ．４　 Ｌ⁃Ｂ ｄｏｕｂｌｅｒ⁃ｒｅｃｉｐｒｏｃａｌ ｐｌｏｔ

表 １　 不同预处理对酶解动力学特征的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

预处理方式 Ｍｉｃｈａｅ⁃Ｍｅｎｔｅｎ方程
Ｖｍａｘ ／

（ｍｇ·ｍＬ－１·ｍｉｎ－１）
Ｋｍ ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
ｋ ／ ｍｉｎ－１ Ｒ２

未处理 ｙ＝ １４０．８１ｘ＋１６．６５８ ０．０６００ ８．４５２８ ０．１３３４ ０．９９３１
［ＢＭＩＭ］Ｃｌ ｙ＝ １４３．４４ｘ＋１２．４０２ ０．０８０６ １１．５６７ ０．１７９２ ０．９９０６
［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％ＳＤＳ ｙ＝ １４７．８４ｘ＋９．９４１６ ０．１００６ １４．８７０ ０．２２３５ ０．９８９２
［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％ＣＴＡＢ ｙ＝ １２４．０８ｘ＋９．９４０５ ０．１００６ １２．４７２ ０．２２３３ ０．９９００
［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％Ｔｗｅｅｎ８０ ｙ＝ １１３．０２ｘ＋７．５８０３ ０．１３１９ １４．９１０ ０．２９３２ ０．９９５３
［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００ ｙ＝ １０９．０８ｘ＋８．７４６４ ０．１１４３ １２．４７１ ０．２５４１ ０．９８９７
［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％鼠李糖脂 ｙ＝ １１７．３０ｘ＋８．４８０３ ０．１１７９ １３．８３２ ０．２６２０ ０．９７７０

　 　 注：ｙ＝
１
Ｖ
＝ １
ｄｃ ／ ｄｔ( ) ｔ→０

ｘ＝
Ｋｍ
Ｖ¥

＝
Ｋｍ
ｋＥ０
．

０９６
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　 　 由表 １可知，通过预处理可以提高最大反应速

率和米氏常数．由米氏方程计算得到：Ｒ２ ＞０．９，说明

预处理对反应速率的提高有促进作用；未处理稻秆

的酶解反应速率为 ０．０６００３ ｍｇ·ｍＬ－１·ｍｉｎ－１，与未处

理稻秆相比，预处理后的稻秆酶解反应速率和米氏

常数明显增大；与单独离子液体预处理相比，表面

活性剂辅助离子液体预处理稻秆对酶解反应速率

和米氏常数影响更明显．此外，Ｋｍ值可表征酶与底物

的亲和力强弱程度．单独离子液体预处理的 Ｋｍ值比

未处理稻秆的 Ｋｍ高 ３７％，而表面活性剂辅助离子液

体预处理稻秆的 Ｋｍ又比单独离子液体预处理的 Ｋｍ
值高 ８％～２９％．推测原因为稻秆是由多孔纤维素结

构组成的，在预处理过程中，表面活性剂被吸附在

稻秆上从而对后续酶解产生影响．
３．５　 预处理前后的稻秆成分分析

对预处理后的稻秆和原始稻秆做成分比较，如

表 ２所示，原始稻秆中纤维素、半纤维素和木质素含

量 分 别 为 ３５．３６％、 ２４．１５％ 和 ２５．９８％． 经 过

［ＢＭＩＭ］Ｃｌ、［ ＢＭＩＭ］ Ｃｌ ＋ １％ ＳＤＳ、 ［ ＢＭＩＭ］ Ｃｌ ＋ １％
ＣＴＡＢ、［ ＢＭＩＭ］ Ｃｌ ＋ １％ Ｔｗｅｅｎ８０、 ［ ＢＭＩＭ］ Ｃｌ ＋ １％
Ｔｒｉｔｉｏｎ⁃Ｘ１００、［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％鼠李糖脂预处理后，稻
秆木质素脱除率可分别提高为 ２４． ９８％、４９． ３８％、
３４．７６％、４３．３８％、５０．５０％和 ５１．９２％．其中，［ＢＭＩＭ］
Ｃｌ＋１％鼠李糖脂预处理后的稻秆富含最多的碳水化

合物，其中，纤维素占 ３８．２７％，半纤维素占 ２２．９９％，
同时木质纤维素含量由原始的 ２５． ９８％降低到

１２．４９％，木质纤维素降低了 ５１．９２％．本试验表明，表
面活性剂耦合离子液体处理稻秆更容易破坏木质

素的包裹作用，大幅度增加纤维转化率，并充分说

明表面活性剂辅助离子液体混合体系作用过程能

有效去除木质素．

表 ２　 预处理前后的稻秆化学成分分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ａｎｄ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｒｉｃｅ ｓｔｒａｗ

预处理方式 纤维素 半纤维素 木质素 文献来源

未处理 ３５．３６％±０．０１％ ２４．１５％±０．０５％ ２５．９８％±０．０４％ 张耿崚等，２０１６

［ＢＭＩＭ］Ｃｌ ３３．５８％±０．０１％ ２２．１９％±０．０５％ １９．４９％±０．０８％ 张耿崚等，２０１６

［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％ＳＤＳ ３１．９４％±０．０１％ ２０．４１％±０．０２％ １３．１５％±０．０３％ 张耿崚等，２０１６

［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％ＣＴＡＢ ３１．７８％±０．０３％ ２２．８１％±０．０３％ １６．９５％±０．０６％ 张耿崚等，２０１６

［ＢＭＩＭ］ＣＬ＋１％Ｔｗｅｅｎ８０ ３６．６５％±０．０３％ ２１．４１％±０．１５％ １４．７１％±０．０７％ 本研究

［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ１００ ３５．４２％±０．０４％ ２２．０３％±０．０６％ １２．８６％±０．１２％ 本研究

［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％鼠李糖脂 ３８．２７％±０．０１％ ２２．９９％±０．０３％ １２．４９％±０．０３％ 本研究

３．６　 预处理前后木质纤维素材料的 ＦＴＩＲ 和 ＸＲＤ
分析

稻秆的结晶度是影响后续酶解的重要因素之

一．本文利用红外光谱（ＦＴＩＲ）分析预处理前后稻秆

的结构特征，由此推测表面活性剂辅助离子液体预

处理稻秆提高酶解效果的机理．根据红外光谱图，可
以计算出两条红外透过率的比率（Ｎａｓｉｒｐｏｕｒ ｅｔ ａｌ．，
２０１４）：① α１４３７ｃｍ－１ ／ α８９９ｃｍ－１，表示结晶指数或者侧枝

结构指数（ＬＯＩ）；②α１３７８ｃｍ－１ ／ α２９００ｃｍ－１，表示总结晶指

数（ＴＣＩ）．较高的指数说明材料有较高的结晶度和结

构指数．由表 ３ 可知，与原始稻秆相比，预处理后的

稻秆 ＬＯＩ和 ＴＣＩ有明显的降低，而表面活性剂辅助

离子液体预处理稻秆的 ＬＯＩ 和 ＴＣＩ 下降幅度更大．
这表明溶解后的稻秆重新析出时，材料的结晶结构

遭到破坏，变得比较松散．推测可能是因为析出过程

中，水使得被溶解的稻秆快速沉淀析出，从而阻止

它形成原来的结晶结构，分子发生重排，氢键也进

行重新排列，因此，结构不完整的稻秆更易被酶解．
通过 ＸＲＤ研究原始稻秆与预处理后稻秆的结晶指

数和晶粒尺寸，其中，结晶指数（ＣＲＩ）代表该结晶区

的相对含量，可以从公式（５）计算得出．由表 ３可知，
与未处理稻秆相比，经过预处理后的稻秆的结晶指

数均有下降，而添加表面活性剂进行预处理的稻秆

结晶指数下降更明显．其中，［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％鼠李糖

脂预处理稻秆结晶度下降最大，比原始稻秆降低了

１３．９５％，比单独离子液体预处理降低了 ９．７６％，意
味着结晶区比例进一步减少，结晶指数降低可进一

步提高酶解率．ＦＴＩＲ 分析与 ＸＲＤ 分析结果一致，说
明预处理效果是有效的．
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表 ３　 预处理前后稻秆 ＸＲＤ 结晶指数和红外比率

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ＸＲＤ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ａｎｄ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ａｎｄ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ
ｒｉｃｅ ｓｔｒａｗ

预处理方式 ＬＯＩ ＴＣＩ ＣＲＩ Ｃｓ ／ ｎｍ 文献来源

未处理 １．２５１８ １．１３０６ ０．４３ ４．８ 张耿崚等，２０１６
［ＢＭＩＭ］Ｃｌ １．２３６１ １．０９５８ ０．４１ ４．２ 张耿崚等，２０１６
［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％ ＳＤＳ １．２３０９ １．１３１０ ０．３９ ４．４ 张耿崚等，２０１６
［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％ ＣＴＡＢ １．２３２０ １．０２０４ ０．３９ ４．５ 张耿崚等，２０１６
［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％Ｔｗｅｅｎ８０ １．１８１１ ０．９４４１ ０．４２ ４．２ 本研究

［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ１００ １．１８３８ １．００４４ ０．３８ ４．４ 本研究

［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％ 鼠李糖脂 １．２０８３ １．０３６０ ０．３７ ４．０ 本研究

图 ５　 不同预处理方式得到的稻秆 ＳＥＭ 图 （ ａ．未处理， ｂ．
［ＢＭＩＭ］Ｃｌ，ｃ．［ＢＭＩＭ］Ｃｌ＋１％鼠李糖脂）

Ｆｉｇ．５　 ＳＥＭ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｔｒａｗ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｉｄｅｎｔ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

３．７　 扫描电镜（ＳＥＭ）分析

图 ５为稻秆在 ２０００倍下的扫描电镜图．从图中

可观察到，未处理的稻秆纤维素结构非常紧致，表

面较光滑，没有裂痕（图 ５ａ）．单独离子液体处理的

稻秆表面的微观形貌失去原有杆状骨架结构，变得

空洞破碎并伴有不规则空洞和凹槽（图 ５ｂ）．而通过

鼠李糖脂辅助离子液体预处理的稻秆表面遭到更

大的破坏，稻秆结构变得更加疏松，完全看不出稻

秆原来的杆状骨架结构，呈不规则的颗粒状或团状

（图 ５ｃ），从而使纤维素与酶可及度增加，提高酶解

效果．

４　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１）本研究得出的最佳酶组合为：纤维素酶 ５０
ＦＰＵ·ｇ－１和 β⁃葡萄糖苷酶 ４０ ＣＢＵ·ｇ－１ ．纤维素酶单独

作用时的还原糖产量高于 β⁃葡萄糖苷酶单独作用

的还原糖产量，纤维素酶和 β⁃葡萄糖苷酶协同作用

时比纤维素酶和 β⁃葡萄糖苷酶分别单独作用时的

还原糖产量高．
２）在协同作用的酶体系中，与原始稻秆及单独

离子液体预处理相比，不同表面活性剂辅助离子液

体预处理稻秆在酶水解 ４８ ｈ 后纤维转化率分别增

加了 ４０％～８５％、１０％ ～ ３１％，而且通过预处理能提

高最大反应速率．
３）稻秆成分分析结果表明，表面活性剂辅助离

子液体混合体系作用过程能有效去除木质素．红外

分光光谱图（ ＦＴＩＲ）和 Ｘ⁃射线衍射（ＸＲＤ）分析表

明，经处理后稻秆结晶指数下降，晶体尺寸也变小，
说明预处理后能有效降低结晶度，提高纤维素与酶

的结合效果．ＳＥＭ显微镜下观察形貌发现，处理后的

稻秆失去原有杆状骨架，结构遭到很大程度的破

坏，使纤维素与酶可及度增加．
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Ｂｅｒｌｉｎ Ａ， Ｍａｘｉｍｅｎｋｏ Ｖ， Ｂｕｒａ Ｒ， ｅｔ ａｌ． ２００６． Ａ ｒａｐｉｄ ｍｉｃｒｏａｓｓａｙ ｔｏ

ｅｖａｌｕａｔｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｉｃ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ［ Ｊ ］ ．
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冯圆圆，李强，季更生，等．２０１４．表面活性剂对离子液体预处理纤维

素的影响［Ｊ］ ．化工进展，３３（１２）：３３４９⁃３３５２
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