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摘要：【目的】研究复合酶酶解蔗渣木聚糖制备低聚木糖的方法。【方法】采用混料试验设计中的单纯形质心方法

对木聚糖酶 Ａ，木聚糖酶 Ｂ和α-Ｌ-阿拉伯糖苷酶 ３ 种酶进行配方设计试验，以低聚木糖得率为评价指标。【结

果】低聚木糖得率的最优酶复合配比为木聚糖酶 Ａ ３９．５％，木聚糖酶 Ｂ ２５％，α-Ｌ-阿拉伯糖苷酶 ３５．５％，在此条

件下预测低聚木糖得率为 ８５．２０％。【结论】该配比能显著提高蔗渣木聚糖酶解效率和低聚木糖的产率。

关键词：复合酶  蔗渣木聚糖 低聚木糖 蔗渣

中图分类号：ＴＳ２４５．９  文献标识码：Ａ  文章编号：１００５-９１６４（２０１４）０６-０６１０-０４

Ａｂｓｔｒａｃｔ：【Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ】Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｘｙｌｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｅｎｚｙｍａｔ-
ｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｇａｓｓｅ ｘｙｌａｎ．【Ｍｅｔｈｏｄｓ】Ｔｈｅ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｘｙｌａｎａｓｅ Ａ，ｘｙｌａｎａｓｅ Ｂ ａｎｄ ａｌｐｈａ-
Ｌ-ａｒａｂｉｎｏｆｕｒａｎｏｓｉｄａｓｅ ｗａｓ ｏｐｉｔｉｍｉｚｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｉｍｐｌｅｘ-ｃｅｎｔｒｏｉｄ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｍｉｘｔｕｒｅ ｄｅｓｉｇｎ ｅｘ-
ｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＸＯＳ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｓ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ．【Ｒｅｓｕｌｔｓ】Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｆｏｒｍｕｌａ ｗａｓ ｄｅ-
ｔｅｒｍｉｎｅｄ ａｓ：Ｘｙｌａｎａｓｅ Ａ ３９．５％，ｘｙｌａｎａｓｅ Ｂ ２５％ ａｎｄ ａｌｐｈａ-Ｌ-ａｒａｂｉｎｏｆｕｒａｎｏｓｉｄａｓｅ ３５．５％．Ｕｎ-
ｄｅｒ ｔｈｅｓｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＸＯＳ ｗａｓ ８５．２０％．【Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ｈａｓ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ｃｏｍｐｌｅｘ ｘｙｌａｎａｓｅ，ｂａｇａｓｓｅ ｘｙｌａｎ，ｘｙｌｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ｂａｇａｓｓｅ

  【研究意义】把富含纤维素与半纤维素的生物质
原料转化为生物燃料、食品及化学药品是当前的热门

研究领域之一。这些原料包括森林中的树木、林业副
产品、草料、农业作物及工农业的各种副产品［１～３］。
而利用生物质原料来制造上述产品的方法中，酶法水
解是目前应用广泛且具有发展前景的一种方法。【前
人研究进展】蔗渣木聚糖原料具有特殊的化学结构，
而且其纤维素与各种多糖之间有结合，若单纯使用木
聚糖酶对蔗渣木聚糖进行降解会导致酶解效果不理

想，生物转化率偏低等问题［４，５］。【本研究切入点】混
料试验设计是一种研究多种成分产品的响应面试验

方法，该方法可应用于各组分间有交互作用的实验研
究，能够用较少的试验次数得到最佳的混料配
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比［６，７］。【拟解决的关键问题】采用混料试验设计中
的单纯形质心方法对不同微生物合成的木聚糖酶 Ａ
与木聚糖酶 Ｂ 及α-Ｌ-阿拉伯糖苷酶进行复配，通过
分析试验结果建立回归方程，考察各组分对酶解效果
的影响，以低聚木糖得率为评价指标，得到最优复合
酶降解工艺［８，９］。

１ 材料与方法

１．１ 仪器与试剂

  紫外可见分光光度计 ＵＶ-４８０２ 型（上海尤尼柯
仪器有限公司），高速台式离心机 Ａｎｋｅ ＧＬ-１６Ｇ（上
海安亭科学仪器厂），电热恒温鼓风干燥箱 ＤＨＧ-
９１４Ａ（上海精宏实验设备有限公司），涡流混合器

ＭＶＳ-（北京金北德工 贸有限公司），分析天平

ＪＡ１００３Ｎ（上海精密科学仪器有限公司），ｐＨ 计

ｐＨＳ-３Ｃ型（上海精密科学仪器有限公司），数显恒温
水浴锅 ＨＨ-２ ＨＨ-４（国华电器有限公司），循环水式
真空泵 ＳＨＺ-Ｄ型（巩义市英峪予华仪厂）。

  木聚糖酶 Ａ、纤维素酶、果胶酶（诺维信生物技术
有限公司），α-Ｌ-阿拉伯糖苷酶（南京师范大学生物实
验室），木聚糖酶 Ｂ（宁夏和氏璧生物技术有限公司）。
蔗渣（实验室自制），氢氧化钠 ＡＲ，无水乙醇 ＡＲ（西
陇化工），硫酸 ＡＲ（洛阳化学试剂厂），Ｄ-（＋）-木糖

ＨＲ，冰醋酸 ＡＲ，３，５-二硝基水杨酸 ＣＲ（国药集团化
学试剂有限公司）。

１．２ 实验方法

１．２．１ 复合酶的选择

  由于木聚糖的主链上含有阿拉伯糖侧链和葡萄
糖醛酸侧链，这些侧链在木聚糖酶降解蔗渣木聚糖时
会产生阻碍作用，从而单纯使用木聚糖酶降解效果不
佳，低聚木糖产率和质量不理想。又由于木聚糖酶是
一种多组分的复合酶，不同微生物合成的木聚糖酶其
酶系组成也不尽相同，对木聚糖的水解能力也有差
异［１０～ １２］。为了使低聚木糖的产量最大化，本实验采
用不同微生物合成的两种木聚糖酶及α-Ｌ-阿拉伯糖
苷酶进行复合进而降解蔗渣木聚糖。

１．２．２ 实验设计

  设计目的：（１）确定所选用的各种酶之间的复合
对于酶解蔗渣木聚糖制备低聚木糖是否存在积极的

协同作用；（２）确定有积极协同作用的酶之间最佳的
配比。

  采用 ｄｅｓｉｇｎ ｅｘｐｅｒｔ ８．０ 软件混合设计方案对各
种酶复合对蔗渣木聚糖降解效果影响进行分析，各种
酶之间的相互作用通过 ３Ｄ 响应面直观表达，并根据
响应面的二次拟合预测，各种酶之间配比的最优水

平。蔗渣木聚糖实验室自制［１３］。取蔗渣木聚糖碱提
液 １０ ｍＬ进行混合配料设计试验，加酶量上下限见
表 １。
表 １ 混合设计中加酶量

Ｔａｂｌｅ １ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｉｘｔｕｒｅ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｅｎ

ｚｙｍｅｓ ｌｏａｄｉｎｇ

标签
Ｃｏｄｅ

因素
Ｆａｃｔｏｒｓ

低比例
Ｌｏｗ ｒａｔｉｏ（ｍＬ）

高比例
Ｈｉｇｈ ｒａｔｉｏ（ｍＬ）

Ｘ 木聚糖酶 Ａ Ｘｙｌａｎａｓｅ Ａ ２５％（０．１７３） ５０％（０．３４６）

Ｈ 木聚糖酶 Ｂ Ｘｙｌａｎａｓｅ Ｂ ２５％（０．１７３） ５０％（０．３４６）

Ｚ α-Ｌ-阿拉伯糖苷酶
Ａｌｐｈａ-Ｌ-ａｒａｂｉｎｏｆｕｒａｎｏｓｉｄａｓｅ ２５％

（０．１７３） ５０％（０．３４６）

  采用 ３，５-二硝基水杨酸法（ＤＮＳ）［１４］测定低聚
木糖。

２ 结果与分析

２．１ 蔗渣木聚糖复合水解对低聚木糖得率的影响

  在 ｐＨ 值 ５．３、酶解时间 ６ ｈ、酶解温度 ４６℃的条
件下考察不同来源的两种木聚糖酶（Ａ，Ｂ）与α-Ｌ-阿
拉伯糖苷酶之间的交互作用是否能提高低聚木糖

得率。

  从表 ２ 可以看出，木聚糖酶 Ａ、木聚糖酶 Ｂ 与α-
Ｌ-阿拉伯糖苷酶三者之间的复合酶提高了低聚木糖
得率，相比于木聚糖酶 Ａ 单酶水解时最佳低聚木糖

７８．８４％的得率，有了进一步的提高。酶解结果的回
归方程模型为

  Ｙ ＝＋８７．７１Ａ＋８６．２８Ｂ＋７６．６０Ｃ－３５．７０ＡＢ
＋３１．６４ＡＣ－８３．９９Ｂ。

  式中，Ｙ 为模型预测响应值，即低聚木糖得率；Ａ
为木聚糖酶 Ａ；Ｂ 为木聚糖酶 Ｂ；Ｃ 为α-阿拉伯糖苷
酶。Ａ、Ｂ、Ｃ三者之间两两交互作用的 Ｆ 值分别是

ＡＢ为 ７．８４，ＡＣ为 ４．２９，ＢＣ 为 ３０．２０，由此可知 Ａ、

Ｂ、Ｃ三者之间两两交互中 ＢＣ 作用即木聚糖酶 Ｂ 与

α-Ｌ-阿拉伯糖苷酶的交互作用对低聚木糖得率影响
最为显著，ＡＢ、ＡＣ次之。

  由回归方差分析结果（表 ３）可知：该模型整体 Ｆ
值为 ９．０６，Ｐ 值为 ０．００３８，Ｒ ２ 为 ０．８４９９，说明该响
应面回归模型有高度显著性。Ｐ ＜０．０５ 表示具有显
著性，模型信噪比 １０．４７１＞４ 则表示模型可以用于预
测。模型拟合优度 Ｒ ２ 和调整 Ｒ ２ 分别为 ０．６７６８ 与

０·７５６０，两者的差值在可接受的范围内。

  从图 １ 可见，所有数据都在－３．０～３．０，表明该
响应面模型与实验数据拟合度良好。从图 ２ 和图 ３
可看出，不同微生物合成的木聚糖酶及α-Ｌ-阿拉伯糖
苷酶之间的复合对低聚木糖的提取有着显著的提高，
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适量的添加α-Ｌ-阿拉伯糖苷酶能够去除阿拉伯糖侧
链对木聚糖酶水解时空间上的阻碍作用，使木聚糖酶
可以更好的接近其临近的木聚糖主链上相关结合位

点；但是过量的添加α-Ｌ-阿拉伯糖苷酶则会造成低聚
木糖得率的下降，可能是因为过多的α-Ｌ-阿拉伯糖苷
酶会阻碍木聚糖酶接近其相关的结合位点，两者产生
竞争拮抗机制，进而导致低聚木糖得率的下降。
表 ２ 复合酶解实验低聚木糖得率

Ｔａｂｌｅ ２ Ｔｈｅ ＸＯＳ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｘ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

序号
Ｎｕｍｂｅｒ

Ｘ（％）
Ｘｙｌａｎａｓｅ Ａ

Ｈ（％）
Ｘｙｌａｎａｓｅ Ｂ

Ｚ（％）
Ａｌｐｈａ-Ｌ-
ａｒａｂｉｎ ｏｆ
ｕｒａｎｏｓｉｄａｓｅ

低聚木糖得率
Ｔｈｅ ＸＯＳ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ（％）

１ ３７．５ ２５ ３７．５ ８３．１７

２ ２５ ２５ ５０ ５８．２４

３ ２９ ２９ ４２ ６８．３１

４ ２５ ５０ ２５ ７９．４３

５ ３７．５ ３７．５ ２５ ８１．９７

６ ４２ ２９ ２９ ８２．９５

７ ２５ ５０ ２５ ８０．８４

８ ５０ ２５ ２５ ８４．６８

９ ２９ ４２ ２９ ８０．８９

１０ ２５ ３７．５ ３７．５ ８３．１４

１１ ５０ ２５ ２５ ８４．２１

１２ ３７．５ ３７．５ ２５ ８１．７６

１３ ３３ ３３ ３３ ８６．１４

１４ ２５ ２５ ５０ ５７．８６

表 ３ 低聚木糖得率回归模型方程分析

Ｔａｂｌｅ ３ ＡＮＯＶＡ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｄｅｌ

ｏｆ ｔｈｅ ＸＯＳ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

方差来源
Ｖａｘａｔｉｏｎ
ｓｏｒｕｃｅｓ

平方和
Ｓｕｍ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｑｕａｒｅｓ

自由度
Ｆｒｅｅｄｏｍ
ｄｅｇｒｅｓｓ

Ｓｑｕａｒｅ Ｆ Ｐｒｏｂ＞ Ｆ

Ｍｏｄｅｌ ６８２．９１ ５ １３６．５８ ９．０６ ０．００３８

Ｌｉｎｅａｒ Ｍｉｘｔｕｒｅ ７５．０８ ２ ３７．５４ ２．４９ ０．１４４４

ＡＢ １１８．１８ １ １１８．１８ ７．８４ ０．０２３２

ＡＣ ６４．６２ １ ６４．６２ ４．２９ ０．０７２２

ＢＣ ４５５．４４ １ ４５５．４４ ３０．２０ ０．０００６

Ｒｅｓｉｄｕａｌ １２０．６４ ８ １５．０８

Ｌａｃｋ ｏｆ Ｆｉｔ １１７．８１ ４ ２９．４５ ４１．６５ ０．００１６

Ｐｕｒｅ Ｅｒｒｏｒ ２．８３ ４ ０．７１

Ｃｏｒ Ｔｏｔａｌ ８０３．５５ １３

Ｒ-Ｓｑｕａｒｅｄ ０．８４９９ Ａｄｊ-Ｓｑｕａｒｅｄ ０．７５６０

Ａｄｅｑ-ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ １０．４７１ Ｐｒｅ-Ｓｑｕａｒｅｄ ０．６７６８

  图 １ 复合酶水解蔗渣木聚糖响应面模型残差分布

  Ｆｉｇ．１  Ｒｅｓｉｄｕａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ

ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｇａｓｓｅ ｘｙｌａｎ

图 ２ 复合酶水解的混合曲面

  Ｆｉｇ．２ Ｍｉｘｅｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆ ＸＯＳ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ

  图 ３ 复合酶水解蔗渣木聚糖实验结果等量线

  Ｆｉｇ．３ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ＸＯＳ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ

２．２ 混合曲面图分析及工艺优化

  由复合酶水解的混合曲面图及复合水解模型的
分析，得出低聚木糖得率的最优化酶复合搭配为木聚
糖酶 Ａ，木聚糖酶 Ｂ 及α-Ｌ-阿拉伯糖苷酶；最优配
比：木聚糖酶 Ａ占 ３９．５１１％，木聚糖酶 Ｂ 占 ２５％，α-
Ｌ-阿拉伯糖苷酶占 ３５．４８９％；在此条件下模型预测
低聚木糖得率为 ８７．２７％。考虑到实验进行过程中
的可操作性，将最优酶的配比设定为木聚糖酶 Ａ 占

３９．５％，木聚糖酶 Ｂ 占 ２５％，α-Ｌ-阿拉伯糖苷酶占

２１６ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ·２１ Ｎｏ·６，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１４



３５．５％。在此设定的条件下进行验证试验，得到低聚
木糖得率为 ８５．２０％，折算成蔗渣原料低聚木糖产率
为 １５·３４％。

３ 结论

  目前制备低聚木糖的方法有化学降解、热水抽
提、微波降解辅助等。酸水解法对于设备的要求较
高，需要耐酸、耐热、耐压的设备；且在反应的过程中，
酸水解的速度较快，还会导致低聚木糖过度水解生成
木糖。热水抽提法得到的低聚木糖结晶颜色较深。
微波降解辅助受到设备的限制不能大规模生产。随
着酶工业的蓬勃发展，酶的应用得到极大提升，在生
产低聚木糖方面，酶法相对于其它方法有其固有优
点，如原料来源广泛、反应条件温和、所得低聚木糖产
品生理活性比一般的低聚木糖高等优点。虽然酶法
是一种精巧而有前景的制备低聚木糖的方法，但是单
纯使用木聚糖酶降解木聚糖往往产率不高，而使用多
种酶复配的方式对不同原料木聚糖进行酶解能显著

提高酶解效率，提高低聚木糖的产率。

  本文采用混料试验设计中的单纯形质心方法对
木聚糖酶 Ａ，木聚糖酶 Ｂ 和α-Ｌ-阿拉伯糖苷酶进行
配方设计，通过分析试验结果建立回归方程，考察各
组分对酶解效果的影响，以低聚木糖得率为评价指
标，分析得出低聚木糖得率的最优化酶复合配比为木
聚糖酶 Ａ ３９·５％，木聚糖酶 Ｂ ２５％及α-Ｌ-阿拉伯糖
苷酶 ３５．５％。在此设定的条件下进行验证试验，得
到低聚木糖得率为 ８５．２０％，折算成蔗渣原料低聚木
糖产率为 １５．３４％。
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