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摘 要

竺麻脱胶是从芒麻韧皮中精制芒麻纤维的重要初加工过程

胶工艺存在严重缺点，生物脱胶技术必将取代化学脱胶方法。

，传统化学脱

新型嗜碱性芽

抱杆菌能够合成高活性果胶酶和部分半纤维素酶，可以用来催化分解竺麻韧

皮胶质，结合精练后处理，能够得到质量优良竺麻纤维。紫外线照射脱壁细

菌细胞，人工培养筛选出一株果胶酶、半纤维素酶活性升高细菌，并分析了

细菌合成酶液性质。基于最优化试验设计理论，安排酶法脱胶试验，建立回

归方程，并结合最优化理论，借助于计算机，寻找到最佳酶脱胶工艺。初步

探讨了酶脱胶机理，酶液浸渍兰麻韧皮，大部分果胶物质发生分解和一小部

分半纤维素水解，生成酸性产物，其作用方式与化学脱胶存在差异。酶液浸

渍生芒麻为碱液精练打开了屏障，胶质能够比较容易分散在溶液中，胶质去

除作用温和，脱胶效果均匀彻底，纤维品质好。扫描电镜照片显示了酶脱胶

的优点，纤维分散性好，纤维表面损伤很小，能够保持纤维表面的天然特性。

化学脱胶对纤维表面产生了严重的剥蚀效应，纤维表面性能受到严重影响，

改变了芒麻纤维的纺织加工性能。

    关键字:兰麻 酶 脱胶 优化 工艺



Process伽timization on Enzymatic Degumming of Ramie Fiber

ABSTRACT

    Degumming is the most important pretreatment process to obtain the

refined ramie fiber,  there are many defects  in the traditional

chemical-degumming, and it will be replaced by the advanced biological

degumming. The neotype basophil一bacillus can synthesize high-activity

pectinase and some hemicellulase, which can be used as catalysts for

hydrolysis of colloid matter in ramie bast,  aided by light chemical

refining and七he super refined ramie fiber is obtained. The bacillus

cells whose cell wall dissolved are treated with ultraviolet radiation,

and an  excellent  bacillus  is  selected out manually,  which can

synthesize more high-activity pectinase and hemicellulase, and the

rough enzyme mixture properties synthesized by this bacillus are

analyzed. Based on optimal experiment design theory, the degummase

experiment plan is designed, associated with optimization theory and

aided by computer, the optimization process parameters is searched out.

The degummase mechanism is preliminarily studied, when the raw ramie

bast impregnated in rough enzyme mixture solution, the most pectin and

some hemicellus get hydrolytic degradation, the acidic substance come

out.  The degummase manner is different from the chemical degumming.

Ramie bast impregnated in enzyme solution can move away the barriers

for   alkali  refining,  and  the  colloid  matter  in  fibers  can  be

dispersively dissolved in solution easily, a soft degumming, uniformly

&thoroughly, the super refined fiber is obtained. SEM reveals the

advantages in degummase,  excellent fiber separation, a light hurt to

fiber, and the natural properties of fiber surface are protected. The

chemical degumming give a drastic denudation to the surface of ramie

fiber, and the natural surface properties are harmed very much, and

the textile processability of ramie fiber is changed.

                      Zheng Jiede(Textile Material&Textile Product Design)
                              Directed by Prof. Liu Rangtong
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1. 1. 1芒麻化学脱胶[41[5][61

    目前，国内兰麻纺织生产企业广泛采用以烧碱为主，并辅助于“先浸酸后

飘漂”的化学脱胶工艺。这一脱胶工艺沿续了20世纪30年代，哪云鹤，钱宝

钧等人开创的“先浸酸后碱煮”的芒麻化学脱胶方法。化学脱胶通过对原麻进

行强酸浸泡和强碱 NaDH高温高压煮练，然后，用机械打洗除去剩余杂质.其

基本原理是利用竺麻韧皮中纤维素和胶杂质成分对无机酸、碱和氧化剂等的稳

定性不同，来去除胶杂质成分。为众多厂家所广泛使用的“二煮一漂法”芝麻

脱胶工艺流程如下:

    原麻一分级扎把一装笼一浸酸、水洗一I道煮练一n道煮练一拷麻一漂白

一酸洗一两道水洗一轧干一浸油一离心脱水一抖麻一烘干、分等拣麻一入库

    化学脱胶完全依赖于化学试剂对胶质的化学反应，依靠强烈的高温高压煮

练来去除胶质，存在的主要缺点是，需要耗费大量化工原料，在高温高压条件

下，保持比较长的煮练时间，能源消耗大，脱胶废液严重污染环境，脱胶生产

成本高，工艺流程长，劳动强度大，劳动条件差。化学煮练过程对竺麻纤维的

性能和结构，尤其是纤维的表面性能造成了严重损害，胶质脱除不彻底，不均

匀，精干麻制成率低，纤维抱合力差、大大降低了纤维的梳纺加工性能，成纱

质量比较差，织物手感粗硬，服用刺痒，没有保持兰麻天然植物纤维的自然风

格和特性，严重损害了竺麻天然植物纤维织物的高贵品质。当今世界对纺织加

工提出了比较严格的生态环境要求，除了要求整个加工过程尽量减少对环境的

污染外，还要求加工过程本身尽量减少化学品的使用。化学脱胶已经与时代发

展很不相符，长期以来，人们就在进行生物脱胶研究。

    目前，兰麻化学脱胶的发展趋势是高效、快速、短流程、连续化、机械化

和自动化，为了利于后道加工，要求脱胶处理后的纤维呈平直整齐的带状精干

麻。目前，日本和台湾在芝麻化学脱胶自动化方面的研究处于世界比较领先的

水平。在日本，芒麻脱胶采用锅煮和水理机处理，机械化、连续化生产程度比

较高，劳动强度低，劳动条件大大改善，生产的精干麻平直整齐松散柔软。在

国内，由于技术进步缓慢，目前，大多数芒麻纺织生产企业，依然沿用多年的
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化学脱胶老工艺。关于化学脱胶研究论述比较多，如各种快速脱胶助剂研究，

减轻刺痒感的预氧、预氯处理等等[161171181[41。这些研究在一定程度上提高了化

学脱胶纤维质量。

1.1.2兰麻微生物脱胶方法[1][2](3114](6][7]1111

    竺麻微生物脱胶具有十分悠久的历史，诗经.陈风中有 “东门之池，可以

沤麻”。“沤麻”，就是将麻杆直接置于池塘或河沟中浸泡，在微生物作用下，

果胶等杂质被分解掉，最后得到芝麻纤维。目前，在世界各主要亚麻原料产地，

还广泛使用的雨露 “沤麻”和温水 “沤麻”，也是天然微生物脱胶方法。雨露

  “沤麻”，是将亚麻茎杆直接铺在空旷田野里，曝露2-10周，让微生物在麻

杆上面繁殖，分解胶质。温水“沤麻”是将麻杆直接浸泡在一定温度的水泥池

中，去除胶质。

    天然降解胶质的方法，操作简单，应用比较广泛。这种方法存在的主要缺

点是脱胶周期长，依赖于合适的微生物生长环境，易受到气候影响，杂菌多，

纤维品质差，质量不稳定，不适应工业生产要求【1210 1958年，Machammadh和

Betrabet分别对多粘芽抱杆菌和假单胞菌的浸解活性进行了研究，开始关注

生物脱胶技术的工业生产应用[13][141。通常所说的生物脱胶是在工业化条件下，

把产生脱胶酶的真菌或细菌在实验室中进行分离提纯，通过人工发酵，把产生

的大量酶液或者细菌用来作用芝麻韧皮，分解胶质，生物脱胶的优点是发酵快，

杂菌少，质量好而且易于控制，随着细菌的提纯优化，可以不断提高脱胶效果。

    与天然降解胶质不同，工业化条件下的微生物脱胶实现了人工对脱胶工艺

的有效控制，大大缩短脱胶时间，提高了脱胶质量.通过对菌株的诱变和优化，

使之不断满足脱胶加工要求。微生物脱胶技术，依赖生物方法去除胶质，能够

减少化工原料使用和能源消耗，减少环境污染，顺应时代发展要求，微生物脱

胶对纤维损害小。保留了兰麻纤维的天然特性，能够提高纤维品质，真正展现

天然植物纤维的高贵品质，受到各芒麻纺织生产厂家的高度关注。人们对工业

化条件下的m麻微生物脱胶的研究已经进行了多年，取得了许多积极的成果。

这几年，随着微生物脱胶的研究发展，专家预言，微生物脱胶取代化学脱胶已



西安工程科技学院二000级硕士研究生毕业论文

成必然趋势。将当今最新生物技术如基因工程，基因重组等应用芝麻脱胶细菌

的筛选和诱变上，无疑必将大大促进芝麻生物脱胶的发展，为竺麻微生物脱胶

的发展创造新的奇迹。

1.2芒麻微生物脱胶技术的发展

1.2.1微生物脱胶方法分类[61[71

    根据微生物脱胶处理工艺的不同，可以把微生物脱胶主要分为细菌脱胶和

酶法脱胶两大类。

    细菌脱胶是把脱胶细菌进行扩大培养，然后将其接种在生竺麻上，在适宜

环境条件下，让细菌大量繁殖，在细菌繁殖生长过程中，

质，

水中

分泌酶液来分解胶质，将果胶和半纤维素等大分子

细菌为了获取能量物

分解为小分子而溶于

最后实现纤维的相互分离，这就是通常所说的“以胶养菌

与细菌脱胶处理方式极为相似的还有真菌脱胶，主要使用霉菌，

生兰麻上，让其繁殖，分解胶质。

，以菌脱胶”。

将霉菌接种在

酶法脱胶是把主要产果胶酶、半纤维素酶的微生物，

培养一段时间

现纤维的分离

，用微生物产生的粗酶液，来浸渍生芝麻，

在营养基溶液中扩大

来催化水解胶质，实

。也可直接用果胶酶制剂和其他辅助酶制剂的稀释溶液，来浸溃

生竺麻，进行脱胶加工。合成脱胶酶液的微生物主要有两种，一种是真菌，另

外一种是细菌。真菌酶液，多含纤维素酶，酸性作用条件，纤维强力有损害。

在国内，对酶法脱胶的研究，多使用嗜碱性芽抱杆菌合成粗酶液进行脱胶研究。

    细菌脱胶与酶法脱胶相比，存在一个显著的不同，细菌脱胶是直接将培养

好的细菌接种在生芒麻上，让细菌在生兰麻上繁殖，分解胶质，酶法脱胶是用

细菌培养后的代谢产物，即酶液来浸溃生兰麻，让生物酶来催化水解胶质，从

工艺上讲，与细菌脱胶相比，酶法脱胶操作灵活，可以添加多种辅助酶制剂，

并且

多见

1.2.

，细菌培养与脱胶过程分开，质量容易控制，国内对酶法脱胶的研究比较

2细菌脱胶的发展及研究现状

国外关于细菌脱胶研究比较少，比较多见的是黑曲霉真菌脱胶研究，直接
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将真菌接种在生竺麻上进行脱胶试验。真菌脱胶存在许多缺点，真菌生长速度

慢，脱胶周期长，一般需5~了天，酸性生长条件，真菌会产生纤维素酶，纤

维强力容易受到损害，残胶率高，脱胶效果并不是十分理想，不能满足工业生

产要求[7][15][161

    国内研究比较多的是中性细菌脱胶，1972年，中国农业科学院麻类研究

所开始竺麻细菌脱胶研究，且主要研究中性细菌脱胶，并与多家纺织企业合作

进行生产试验。1985年，中国农业科学院麻类研究所与益阳竺麻纺织印染厂

合作，进行了细菌与化学联合脱胶生产试验，其中，细菌脱胶工艺:诱变菌株

Tee，浴比1:10,温度40,C - 46 IC，处理时间12h;精练:NaOH浓度5g/L，三

聚磷酸钠 1%，浴比1:12，压力0. 2Mpa，时间1. 5-2h。该工艺与化学脱胶相

比，精干麻质量有较大改善，制成率和正品率有较大提高，节约生产成本，大

幅度减少化工药品的耗费，降低环境污染，体现了生物脱胶的一些优点。由于

竺麻胶质结构的复杂性，单靠细菌实现胶质的全部降解，还存在许多困难.细

菌脱胶工艺路线采纳了细菌脱胶预处理，再辅助于碱液精练后处理的细菌化学

联合脱胶工艺。早期细菌培养工艺比较复杂，质量难以控制，并未得到生产应

用(17][18][191[201

    进入90年代，中国农业科学院麻类研究所对细菌脱胶研究有了新发展，最

新研究成果认为能够实现细菌对胶质的全部分解。所用菌株 T85-260，生物

特性:革兰氏阴性无芽抱杆菌，兼性好氧，可在pH5. 0̂-9. 0的范围内生长，

最适生长pH6. 5-7. 0，适宜生长温度为27'C-42 C，接种2-4h进入对数生

长期，葡萄糖营养琼脂平板培养12̂-14h，长成皮膜状微透明菌苔。菌种制备

工艺，保藏菌种，在温度 35℃左右，不通压缩空气，搅拌培养8h，然后在菌

种峨中扩培5-7h，完成脱胶菌种制备，将扩培好的菌种接种到生芝麻上，发

酵处理5-8h，完成细菌脱胶，常规脱胶后处理，得到质量优良精干麻[221[23][241

    从芝麻胶质结构分析和对企业应用情况考察来看，并没有实现细菌对竺麻

胶质全部分解。中性细菌脱胶存在的主要缺点，容易污染杂菌，细菌培养工艺

复杂，细菌生长与脱胶同时进行，工艺控制难度较大，芝麻纤维强力低，细菌
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脱胶废液污染环境[251，对人体健康不利，需要对细菌脱胶的生物安全性进行

分析。

1.2.3酶法脱胶的发展及研究现状

    1972年，Fogarty W. M.和Ward 0. P.提出在麻类韧皮纤维脱胶中，使用产

生果胶酶的微生物和果胶酶制剂，探讨了生物酶脱胶的可行性【26]。日本研究

人员通过研究发现分解韧皮胶质的果胶酶有 “内切式”和 “外切式”两种，可

以调节这两种果胶酶的双重作用，提高脱胶效果[[71国外出现了一些真菌果胶

酶脱胶研究，日本人腾重升永用Doricerase酶制剂处理30g竺麻，反应7h后

再经稀碱液处理，得到纯净竺麻纤维[301 [31][321美国人Michael C.Jaskolrski

用别黑曲素 (取自黑曲霉)酶液脱胶处理经过活性剂洗涤生芝麻[1s]，印度纺

织介绍了黑曲霉所产果胶酶的脱胶研究。霉菌合成的果胶酶液中含有纤维素

酶，酶水解条件为酸性，纤维强力损害严重，霉菌生长速度慢，处理周期长，

脱胶效果不理想，不适应芝麻脱胶生产要求，大多研究停留于试验阶段[7][16]

    国内关于生物酶脱胶研究比较多，主要分为酶制剂脱胶和细菌所产粗酶液

脱胶两个方面.直接用果胶酶、半纤维素酶等酶制剂进行脱胶处理，试验表明，

温和条件下酶液浸解能够取代常规加温硫酸浸泡和一次高温高压碱煮，纤维损

伤减小。酶粉剂脱胶工艺灵活，可以添加多种辅助酶制剂，并可多次酶液浸演。

近年来，汤橙站教授对全酶法脱胶进行了研究，在芝麻酶法脱胶的基础上，使

用半纤维素酶制剂来代替酶法脱胶中的热碱煮练，并完成了全酶法脱胶小试工

作。全酶法脱胶，芝麻的质量包括纤维品质、原麻脱胶后的制成率、精干麻和

精梳麻条的档次都有较大的提高。全酶法脱胶所得精干麻还有一个显著特点是

纤维柔软、蓬松卷曲、手感好。但是，商品酶粉剂价格昂贵，生产成本高，酶

活性不稳定，厂家难以接受【7][26][271

    国内研究最多的是细菌发酵粗酶液脱胶，所用细菌为主要能够合成果胶酶

的嗜碱性芽抱杆菌。这是一种生长于碱性环境杆菌，繁殖速度快，产酶活性高，

除了合成果胶酶外，还能合成半纤维素酶，但不产生纤维素酶，十分适合于竺

麻脱胶研究。从20世纪70年代初开始，国内不少研究机构对嗜碱性芽抱杆菌
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酶脱胶进行T大量研究[28][29][30][3l][32][33][341[35]
      竺麻酶法脱胶技术的兴起，需要分析竺麻胶质结构和制定各种测试方法，

最重要的是要寻找脱胶工程菌。1989年，株洲竺麻纺织印染厂与中国科学院

遗传研究所合作，承担了原纺织部和湖南省计委重点科研项目“竺麻脱胶遗传

工程研究”。该项目的研究成果对脱胶菌种的选育提供了准确的目标和方向，

开发了多种脱胶酶工程菌，提供了酶脱胶的基因供体，为酶法脱胶技术的发展

打下了良好基础【7]

    野生细菌合成酶液不能满足脱胶要求，需要细菌进行驯化。所谓驯化是指

微生物群体在经历数代的繁殖后对剧烈的环境变化或对不适合生存的环境条

件所作出的形态和生理适应过程，以便能在新的环境中生存下去。这里的驯化

就是诱导野生细菌合成高活性的果胶酶和半纤维素酶。武汉大学曹军卫等人对

野生嗜碱性芽抱杆菌进行了驯化研究。将土壤中分离出的嗜碱芽抱杆菌菌株，

在含有碳源、氮源和无机盐的培养基中，进一步分离纯化，再把纯化细菌，培

养在果胶培养基中，诱导产生高活性果胶酶，再分离出产高活性果胶酶细菌，

接种在槐豆胶培养基中驯化诱导产甘露聚糖酶，最后将筛选出产果胶酶和甘露

聚糖酶酶活高的菌株，经利福平突变筛选出最后的脱胶产酶细菌。野生细菌经

过驯化后，产酶质量高，提高脱胶效率，纤维质量提高，菌株不易被污染，酶

液活性稳定[32]
    除了筛选，诱导培养细菌外，国内对芽抱杆菌合成粗酶液进行了大t生产

试验。1991年11月~92年6月，株洲竺麻纺织研究所进行了100吨酶法脱胶

生产试验，该试验进行了6个月，中试2个月。酶脱胶工艺:菌种制备一酶脱

胶一糟练一拷麻一漂酸洗一给油一脱油水一抖麻一烘干，其中酶脱胶工艺参

数:浸渍时间8h,温度38C-44C;精练工艺:碱液浓度3-5%，浴比1:9,

压力0. 2MPa，时间2h。该生产试验表明，这种联合脱胶工艺处理精干麻质it

能够满足生产要求，纤维柔软、蓬松卷曲，手感好，有利于纺织加工。该试验

初步了解了芒麻酶脱胶进入大规模工业化生产的可行性，建立了比较合理的酶

脱胶工艺路线，为进一步扩大生产规模积累了资料和实践经验[271
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    竺麻胶质结构的复杂性，细菌合成酶液组分不能分解所有胶质，酶脱胶也

采用了酶液预处理和化学精练的联合脱胶工艺。嗜碱性芽抱杆菌主要合成果胶

酶，半纤维素酶合成能力比较低，存在于芒麻中的主要去除对象，半纤维素并

没有得到有效去除，需要精练来去除剩余胶质。为了提高合成酶液中半纤维素

酶含量，中国科学院成都生物研究所陈一平等人将合成高活性果胶酶、木聚糖

酶、和5一甘露聚糖酶的三株同种属芽抱杆菌在同一培养基上混合培养，再将

三株菌所产混合酶液进行脱胶研究，并未去除全部胶质，仍需经化学精练，但

是这种混合工艺一定程度上提高了脱胶效果[321

    国内对酶法脱胶研究多年，研究内容比较广泛，但真正生产应用很少。早

期酶法脱胶:细菌产酶活性不高，与传统化学脱胶相比，需要变换操作工艺，

企业需要投资发酵设备，配置专职生物酶脱胶技术人员，企业粗放的经营方式，

使得酶法脱胶未能得到生产应用。20世纪70年代开始，人们对“绿色纺织品”

的追求日趋强烈，环境保护的迫切要求，企业为了提高兰麻产品档次，酶法脱

胶得到了新的生产应用。经过多年培育，芽抱杆菌合成酶液质量已有很大提高，

出现了新的芝麻酶法脱胶工艺，纤维品质有很大提高，得到了生产应用。企业

完成酶液制备到脱胶的整个过程，生产成本低，质量稳定，在实际应用中取得

T比较好的效果[351

芒麻脱胶全生物处理。

碱性芽抱杆菌合成粗酶液脱胶研究已经多年，并未解决

热碱液能够溶解大量半纤维素，从生产经营角度和目前

的研究水平考虑，保留一道比较温和的碱液精练工序，也是很有必要的。实现

全酶生物脱胶处理，需要进一步寻找合成高活性半纤维素酶细菌，这有赖于生

物技术的进一步发展。

1.3本课题的研究意义和主要研究内容

1.3.1本课题研究意义

    新的时代，人类越来越多地关心爱护自己，工业时代严重的环境污染给人

类带来了巨大忧伤，追求 “绿色产品”不仅是一种心理需要，同时，更是人类

爱护自己，爱护地球的进步标志。服装，作为与人朝夕相处关系密切的纺织品，

更是得到人们的仔细关注[361芒麻服装作为高档天然植物纤维织物，为人们
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所青睐。传统化学脱胶需要耗费大量化工原料，能源消耗大，严重污染环境，

生产成本高，劳动条件差，与可持续发展战略不符，为环境保护所不能容忍.

强烈的化学煮练过程严重损害芒麻纤维性能和结构，尤其是纤维表面性能，胶

质脱除不均匀彻底，精干麻制成率低，纤维抱合力差、大大降低了兰麻纤维的

梳纺加工性能，成纱质量比较差，织物手感粗硬，服用刺痒，没有保持竺麻天

然植物纤维的自然风格和特性，严重损害了竺麻织物的高贵品质‘”，。为了保护

环境，节约生产成本，追求竺麻脱胶的 “绿色加工”，进一步提升竺麻服装的

高贵品质，竺麻纺织企业高度重视生物脱胶技术的生产应用研究。近年来，出

现了新的酶法脱胶工艺，企业自主完成细菌培养，酶液制备到脱胶的整个生产

过程，勿须外购酶制剂。生产成本低，酶液安全无毒，操作简单灵活，工艺质

量容易控制，纤维质量优良，脱胶质量稳定，取得了比较好的脱胶效果，得到

了生产企业认可。所用高效产酶菌株，产酶体系比较完善，除了合成高活性果

胶酶外，还能合成活性较高的半纤维素酶[351。新酶法脱胶工艺存在应用比较

粗糙，没有对酶脱胶工艺进行最优化设计。本课题基于这一新的酶法脱胶工艺，

筛选细菌，分析细菌合成酶液性质，寻找最优化酶脱胶工艺，并对酶脱胶机理

进行分析。这些研究为进一步探讨酶脱胶机理，提高酶法脱胶效果，促进竺麻

生物酶脱胶发展，具有积极意义。

1.3.2本课题主要研究内容

    本课题基于生物诱变理论，对合成酶液的菌株实施原生质体紫外线诱变，

筛选出优秀产酶细菌，并分析了细菌合成粗酶液性质，主要对酶法脱胶工艺进

行了最优化设计，初步探讨了酶法脱胶机理。本课题主要研究内容可分为三部

分:

1.3.2. 1诱变细菌[371[3811391[401

    运用广泛使用的紫外线原生质体诱变方法，对细菌进行紫外线诱变处理，

筛选出产果胶酶活性高，同时，产半纤维素酶活性高的脱胶菌株，分析了细菌

在紫外线诱变规律，并对细菌合成酶液性质进行了分析。

1.3.2.2兰麻酶法脱胶工艺最优化设计[411[42][43][441[45][46]1471
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    基于最优化回归试验设计方法.运用三因子二次回归旋转组合设计，安排

试验，编制计算程序，建立回归方程，结合最优化理论，借助于工具软件，求

解最优化脱胶工艺条件，并与优化前的纤维品质作了对比分析。

1.3.2.3酶法脱胶机理分析[261 [481149[501

  分析酶脱胶过程，对芝麻酶脱胶的影响因素，如酶液浓度、时间、温度、P}

值等对脱胶率的影响进行分析，定性分析酶脱胶液性质，分析酶液浸渍后兰麻

纤维化学成分变化，对原麻、酶处理麻、酶处理精干麻、纯化学脱胶精干麻进

行电镜扫描，对比分析胶质去除情况，纤维分离情况，纤维表面特征变化情况.
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第二章 墓本理论

2. 1芒麻主要胶质及其特性11][2][3][4][5][61

    在竺麻韧皮中，难以去除的胶质主要是果胶、半纤维素和木质素，因为这

三种胶质都不是由一种结构的物质组成，具有十分复杂的化学结构，并且胶质

之间关系复杂，化学稳定性高。

2.1.1果胶141[51161

    果胶存在于竺麻纤维细胞的胞间层和初生壁中，其中胞间层基本上是由果

胶物质组成。果胶在竺麻纤维细胞组织中起着“粘和”的作用，果胶的分解会

引起纤维细胞的离散。在化学结构上，果胶质主要是由D一半乳糖醛酸以。-1,

4糖昔键连接形成的直链状的聚合物。

Mg
COOH COO

-Ca

COO COOH

}Ca}

                        果胶大致结构

在纤维细胞成熟之前，果胶是以原果胶态 (水溶性果胶酸)的形式存在

纤维细胞成熟之后，在酶的催化作用下，水溶性果胶酸逐渐变为果胶脂酸且部

分呈溶解状态而存在于细胞液中.果胶脂酸是甲基化的多聚半乳糖醛酸，甲氧

基含量为 1%的叫果胶酸。在植物生长过程中果胶酸与钙、镁结合形成不溶于

水的果胶酸钙、镁盐，这种盐类与果胶脂酸以部分单独、部分混联的形式组合

在一起形成具有网状结构的复合物。这种网状结构究竟是平面的还是立体的，

现在还不清楚。去除果胶物质，需要破坏这种网状结构。
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2. 1.2半纤维素}s}}}sz}

    竺麻纤维细胞壁中的纤维素和木质素是由一类聚糖混合物紧密地相互贯

穿在一起的，这类聚糖混合物被称为半纤维素，半纤维素能够被碱液抽取出来。

在兰麻纤维细胞壁中，半纤维素与纤维素紧密结合在一起的，但是半纤维素不

是纤维素合成过程中的前驱物质，半纤维素的合成与纤维素的合成无关。与纤

                              多缩戊糖大致结构

维素不同，半纤维素不是均一聚糖，而是一群复合聚糖的总称。在化学结构上，

半纤维素主链由D一木糖基、D一甘露糖基与D-葡萄糖基或D一半乳糖基组成，其

他糖基以支链形式连接于主链上。各种糖基在构成半纤维素时，一般不是由一

种糖基构成一种均一的聚糖，而是由2̂-4种糖基构成的不均一聚糖，从多缩

戊糖大致结构可以看出半纤维素的结构是十分复杂的。

2. 1.3木质素[4][5][s1

OCH3

OC比

决

万

                            木质素大致结构

    木质素在植物中的作用主要给植物以一定的机械强度，它是构成植物细胞

壁的主要成分之一。木质素是一种无定型的高分子化合物，在化学结构上，一

致认为木质素是芳香类化合物，其结构单元为苯环上有三个碳原子侧链，属于

苯丙烷的衍生物。在竺麻韧皮中，木质素的结构单元之间是由碳水化合物-一
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碳水化合物的键或醚的任何一种其他的横向键连接起来的。

2.1.4芝麻主要胶质间的相互联系191151115211531

    兰麻纤维微观结构研究表明，芒麻纤维是由纤维素、半纤维素、木质素等

组成的一种三度空间棍合物。竺麻胶质是一种无定形结壳物质，绝大部分存在

于纤维素细胞的胞间层和细胞壁上，是纤维细胞间填料和粘结物质，使纤维细

胞成为细胞结合体。芒麻纤维的细胞壁从外向内由初生壁和次生壁组成，初生

壁很薄，主要由半纤维素、脂腊等组成，次生壁比初生壁厚得多，经润胀后在

电子显微镜下可看到次生壁是由20.30个同心轮纹叠成，这些轮纹即为众多

平行排列的原纤所组成的原纤层。各原纤之间以及各原纤层之间的缝隙、孔洞

均为半纤维素和木质素等胶质填充。半纤维素和纤维素之间并无化学连接，仅

存在次价结合力，木质素与纤维素之间也无化学键连接。但是，半纤维素与木

质素之间存在紧密化学键连接，并渗透到细胞壁微原纤矩阵中，大大地填充了

纤维细胞间的空隙.木质素和半纤维素之间的化学键，有人认为是一种醚键，

也有人认为除了醚键外，还同时存在着苯基糖昔键和缩醛键，这种化学键构成

了木质素一碳水化合物复合体，半纤维素和木质素之间的紧密结合关系，使得

这两种胶质的去除难度很大，这已经为实际生产所验证。芝麻胶质中其他非纤

维素各成分之间，并无化学连接。

2. 2酶学基本理论

2.2.1酶的活性中心[401[541[551

    酶是生物活细胞产生的一种生物催化剂，其本质上是一种蛋白质。酶的分

子结构是酶功能的物质基础，酶蛋白之所以异于非酶蛋白质，各种酶之所以具

有催化性和专一性，都是由于其分子结构的特殊性。与许多蛋白不同.酶存在

活性中心，活性中心又称酶的活性部位，是指酶分子中能同底物结合并起催化

反应的空间部位。一个酶的活性部位是由结合部位和催化部位所组成。前者直

接与底物结合，它决定酶的专一性，也就是说决定同何种底物结合，后者直接

参加催化，它决定着催化反应的性质。酶的活性部位不是一个点、一条线或一

个面，而是一个三维结构，组成活性部位的氨基酸残基可能位于同一肤链的不

                                                                                                                                                14
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以相距很远，但通过肚链的盘曲折里，在空间结构上都处于十分邻近的位置.

酶分子构象的完整性是酶活性所必需的，立体构象受到破坏，活性部位即随之

破坏，酶就失去活性。

2.2.2醉促反应主要影响因素[40][54][551 [561571

2. 2. 2. 1 pH对酶反应的影响[54][55]

    酶对pH值的影响十分敏感，每一种酶只能在一定限度pH范围内活动，且

有一个最适pH。在最适pH,酶的反应速率最大，若pH捎有改变，酶的反应速

率即受到抑制 (图2-1)。不同的酶具有不同的最适pH，彼此出入很大，例如，

胃蛋白酶的最适pH为1.9，而胰蛋白酶的最适pH为8. 1.酶的最适pH受许多

因素影响，如酶的来源、纯度、底物、缓冲剂、盐类、作用时间及温度等皆可

以影响酶的最适pH.

2.2.2.2温度对酶反应的影响[[54][55]

    酶的催化作用与温度有密切关系，虽然酶促反应和其他化学反应一样，在

一定温度范围内，温度升高，反应速度增快，继续升高温度，酶会因温度过高

而丧失活性，结果温度升高，反而导致酶反应速度急剧降低 (图 2-2).酶反

应速度在某一温度时存在最大值，通常称这个温度为酶的最适温度。

最适
  pH

次

心
。
馋

举

/
矛J口/

反
应
速
率

义
州

  图2-1酶在其最适pH时活性最高

2.2. 2. 3金属离子对酶反应的影响[57]

              似套r

图2-2温度对酶促反应的影响

    金属离子对酶的形成、提纯有着密切关系，而且金属离子对酶活性影响很

大。在培养产生酶的微生物时需要一定的无机盐，无机盐是微生物繁殖的不可
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大。在培养产生酶的微生物时需要一定的无机盐，无机盐是微生物繁殖的不可

缺少的营养成分，也是菌体和酶的重要组分。有些金属离子是稳定酶的三维结

构的重要因素，有些金属离子则是直接参与催化反应的。金属离子的催化作用

往往和酸的催化作用相似，而且催化作用很强.金属离子还可参加氧化还原反

应，作用是多方面的。一些辅酶本身就是金属离子，或含金属的有机化合物。

外加的金属盐会改变酶的许多性质，例如溶解性，对胶体的性能也很敏感，可

以消除胶体微粒的电荷，降低溶解性，甚至会发生沉淀，因此利用中性盐可以

使酶沉淀，从而达到提纯的目的。金属离子酶的热稳定性和金属离子的关系也

很密切，例如，当酶反应体系中存在钙离子时，酶的热稳定性会得到提高。金

属离子的作用机理还不十分清楚，可能和它们影响酶的三级结构和四级结构有

关，改变酶的活性部位的结构，也可能会和底物发生作用，例如和底物结合，

甚至发生反应，从而也会改变酶的催化反应。

2.3竺麻胶质的酶降解

2.3. 1果胶质的酶降解[[401

    果胶物质的分解在整个脱胶加工中处于十分重要的地位，在酶法脱胶过程

中，果胶质的分解主要由果胶酶来完成。果胶并不是单一化学结构的物质，而

是结构复杂的一类物质，因此，果胶质的催化水解需要不同的果胶酶来完成，

果胶酶是多组分酶体系的总称。不同的果胶酶对果胶质的催化水解方式不同，

按照果胶酶对胶质的作用方式不同，主要可分为聚甲基半乳糖醛酸酶 (PMG),

聚甲基半乳糖醛酸裂解酶 (PMGL)，聚半乳糖醛酸酶(PG),聚半乳糖醛酸裂解

酶 (PGL)和果胶醋酶 (PE)，并且每一种酶都存在内切和外切两种作用方式，

内切是无规则地切断果胶分子。-1, 4糖昔键主链，外切是顺序切断果胶分子

非还原性末端a -1, 4糖昔键。

2.3.1.1聚半乳糖醛酸酶
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在果胶酶体系中，聚半乳糖醛酸酶 ( PG)发现最早，PG可以催化水解 D-

半乳糖醛酸a -1, 4糖昔键，其催化作用方式如下:

2.3. 1.2聚半乳搪醛酸裂解酶

    聚半乳糖醛酸裂解酶( PGL)通过反式消去作用切断果胶酸分子a -1, 4糖

昔键，生成具有不饱和键的半乳糖醛酸酣。其催化作用方式如下:

2.3.1.3聚甲基半乳糖醛酸裂解酶

    聚甲基半乳糖醛酸裂解酶 (PMGL)可以通过反式消去作用切断果胶酸分子

a -1, 4糖昔键，其催化作用方式如下;

                                                                                  0
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2.3.1.4果胶酷酶

    果胶酷酶 ( PE)能使果胶中的甲醋水解，生成果胶酸。

2.3.2半纤维素的酶降解[5a][5s]

    半纤维素是一群复合聚糖的总称，它包括聚木糖类，聚甘露搪类等。半纤

维素的复杂结构决定了半纤维素的酶降解需要多种酶的协同作用。

    半纤维素酶也分为内切和外切两种作用方式。内切酶使聚搪分子主链的昔

键随机断裂，急速的低分子化。外切酶只能断裂聚糖分子非还原性末端基的昔

键，只有与游离狡基相邻近的糖昔键才会被外切酶所断裂，游离出单糖或寡糖.

    聚木糖要实现完全酶水解需要多种酶协同作用。首先，由内切 1, 4-D-

聚木搪酶随机断裂聚木糖骨架，产生寡木糖，降低聚合度，然后由外切酶木糖

昔酶将木寡糖和木二糖分解为木糖，枝链糖基的存在能阻抑聚木糖酶的作用，

因此，需要不同的糖昔酶水解木糖基和枝链糖基之间的糖昔键，如a -L一阿

拉伯糖酶，a -D-葡萄糖醛酸酶、乙酞醋和阿魏酸醋酶等。这些特异性糖昔

键酶能以协同方式与内切聚木糖酶和木糖昔酶一起高效降解聚木糖。内切1,

4-p-D一聚木糖酶也存在酶组分的多样性。另外，一些聚木糖酶具有双重功

能，可同时有效水解聚木糖和纤维素大分子中的 1, 4-0糖昔键。半纤维素

中的聚甘露糖的降解需要内切 1, 4- 0 -D-聚聚甘露糖酶和0 -D一甘露糖

昔酶协同完成。

2.3.3木质素的醉降解[59]

    单一木质素酶比较少见，这是因为木质素的结构复杂，并且，木质素酶难

以提纯。关于木质素的生物降解研究，目前比较多见的是使用白腐菌，这是一

种真菌。白腐菌在分解木质素时，分泌出两种胞外酶，过氧化氢酶和锰过氧化

                                                                                                                                        19
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氢酶。在酶的催化作用下，木质素结构中的苯环发生单电子氧化反应形成氧目

由基，随后发生一系列非酶催化的自由基反应而降解。这些反应包括甲氧基的

脱除，侧链上 Ca -C$. CP-Cy及烷基芳基醚键的断裂，直至苯环的裂解

等.木质素的酶解产物再被菌丝体所吸收，进一步氧化成 co:和 H20。木质素

降解过程中，参与作用的过氧化氢则由其他细胞外酶如乙二醛氧化酶、葡萄糖

氧化酶和甲醇氧化酶等产生。白腐菌除了产生木质素过氧化氢酶和锰过氧化物

酶外，还能产生漆酶，它在分子氧存在时能使径基脱去质子形成自由基，引起

木质素酚型结构单元侧链断裂，它不需要过氧化氢参与。白腐菌的次生代谢产

物葬芦醇对木质素降解酶的产生及其活性起着重要作用。它作为木质素降解反

应的中介产物，通过酶催化形成阳离子基团，随后攻击木质素单元结构的一定

部位，使降解反应可以在酶的直接作用范围之外进行。白腐菌分泌木质素酶是

以首先分解纤维素和聚糖类作为能量物质为代价的，对于芒麻胶质木质素的酶

降解，无疑是不能轻易使用这类真菌。

2.4蔺活性洲试[361 [40][54][55][601

    在兰麻酶法脱胶研究中，需要测试酶液活性，广泛使用分光光度计。如，

果胶酶活性测试是在一定条件下，果胶酶催化果胶分解，生成半乳糖醛酸，此

产物具有还原性醛基，应用Somogyi试剂显色，再用分光光度计测定吸光度，

并以吸光度表示果胶酶活性的相对高低[40]161]。分光光度计法是一种光吸收测

定法，它是根据反应产物或者底物在某一波长或某一波段上，有明显的特征吸

收差别而建立起来的连续观测方法。可以利用光吸收法测定那些催化双键饱和

化或双键形成的酶反应，和那些催化环状结构变化的酶反应。分子中能吸收紫

外和可见光的价电子官能团叫做发色团 (或生色团)。在应用光吸收法测定酶

反应速度时，如果只需了解酶活性的相对大小，可直接以单位时间内相应波长

的光吸收值的改变来表示，但如果要表示成更确切国际单位，则应先通过消光

系数算出底物浓度[39][55]

    紫外与可见光谱在溶液中是很容易观测的，比耳一朗伯 (Beer-Lambert)

定律认为，物质的稀溶液对单色光吸收的程度，与该溶液中物质的浓度及液层
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厚度成正比，其数学表达式为:

      。=A!(c·L)

    式中:￡一摩尔吸光系数，1/mol. cm;

    二 溶液的摩尔浓度，mol/1;

    2一样品池光路长度 (即液层厚度)，cm;

    A一吸光度 (Absorbance)(亦称消光度)，A=1glo/I(I,为入射光强度，

          I为透射光强度)。

    上式也可表述为:

              。二1/(c·L)·1glo/I

    其中，。表示溶液为单位摩尔浓度，在单位长度 (lcm)吸收池中测得的

吸光度，其单位是cm勺mol或1/mol " cm，通常省略。一个有机化合物，在一

定波长下，摩尔吸光系数￡是一个常数。在酶活性测试中，通过测试一定波长

下的吸光度A(通常简写为OD)，就可比较准确的测试酶活性变化情况。酶活

性测试是在零级反应条件下进行的，即测试酶催化反应的初速度。
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                      第三章 实验材料与方法

3. 1选取菌株

3.1.1实验材料

3.1.1.1菌种

    实验室保藏枯草芽抱杆菌，编号819，细菌特性:在陈旧培养基上形成芽抱，

在新鲜培养基中菌体呈杆状，培养条件粗放，繁殖速度快，产酶体系比较完善，

除了产生高活性果胶酶外，还产生木聚糖酶、甘露聚糖酶等半纤维素酶。

3. 1. 1. 2试剂

    蛋白陈，牛肉青，琼脂，果胶，槐豆胶，木聚塘，聚半乳糖醛酸，Somog妇

试剂等.

3.1.1.3主要仪器和设备

    紫外灯，秒表，生物显微镜，722分光光度计，pH计，超净工作台，接种

环，接种针，生化培养摇床，高温高压消毒锅，冰箱，离心机，水浴锅等。

3.1.2主要方法

3. 1.2.1培养基制备[391101[581

    培养基是指利用人工方法将适合细菌生长繁殖或积累代谢物的各种营养

物质混合配制而成的营养基质。主要用于细菌的分离、培养、鉴定以及菌种保

藏等。按培养基的物理状态，可以分为液体培养基，固体培养基和半固体培养

基。液体培养基是指培养基中不加凝固剂，培养基呈液体状态。固体培养基是

指在液体培养基中加入一定量的凝固剂 (通常加入 1.5%-2%琼脂)经融化冷

凝而成。半固体培养基是指在液体培养基中加入 0. 8%̂-1. 5%左右的琼脂，经

融化冷却而成。培养基一般应含有微生物生长繁殖所需要的碳源、氮源、能量、

无机盐、生长因子和水等营养成分。此外，为了满足微生物生长繁殖或积累代

谢产物的要求，还必须控制培养基的 pH值，在配制培养基时，须将培养基调

节在一定pH范围内。为了排除各种杂菌干扰，‘还需对培养基进行高压气蒸灭

菌处理。
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3.1.2. 1. 1肉汤培养基 (液体)

    牛肉膏0.5%，蛋白陈0.5%, NaClO.5%,葡萄糖0. 5% , pH=7. 2  100Pa灭

菌20min

3.1.2.1.2肉汤培养基 (固体)

    在2.1. 1肉汤培养基(液体)加入2%的琼脂粉，pH=7.2  100Pa灭菌20min

3.1.2. 1.3再生培养基

    牛肉青0.5%，蛋白陈0.5%, NaCIO.5%,葡萄糖0.5% ,蔗糖0.5mo1/L,

琼脂粉2%, pH=7.2, 100Pa灭菌20min

3.1.2. 1.4鼓皮培养基

    数皮5%，玉米面2%,硫酸按1%,硫酸镁0.05%,磷酸氢二钾0. 1%, pH=8.5,

100Pa灭菌30min

3.1.2.1.5土豆培养基

    土豆20%,蔗糖1%,酵母青0.05%,琼脂粉296, pH=7.0, 100Pa灭菌20min

3.1.2. 1.6斜面和平板制作

    斜面制作，将己经过灭菌处理装有琼脂培养基的试管，趁热置于木棒上，

使成适当斜度，凝固后即成斜面。斜面长度不超过试管长度1/2为宜.

    平板制作，将装在锥形瓶或试管中已经灭菌的琼脂培养基融化后，待其冷

却至 50℃左右，倾入无菌培养皿中。温度过高时，皿盖上冷凝水过多，温度

低于 50,C，培养基易于凝固而无法制作平板.平板制作的应该在火旁进行，

左手拿培养皿，右手拿锥形瓶的底部或试管，左手同时用小拇指和手掌将棉塞

打开，灼烧瓶口，用左手大拇指将培养皿盖打开一缝，至瓶口正好伸入，倾入

10-12mL的培养基，迅速盖好皿盖，置于桌上，轻轻旋转平皿，使培养基均

匀分布于整个平皿中，冷凝后形成平板。

3. 1.2.2制作半乳糖醛酸标准曲线

    取 6支比色管

的半乳糖醛酸溶液

，分别加入 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8及 1.0毫升 150ug腼L

，再加水补充到1. OmL，第 1号管为空白对照.

入 1. OmL铜试剂，盖上玻璃塞，放入沸水浴中 (比色管必须浸入

然后准确加

1/2)，自再
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沸腾起准确记时，煮沸1Omin,然后立即取出，放入冷水中，冷却5min.分别

加入 1. OmL砷钥酸试剂剧烈振荡，至反应结束，再加入蒸馏水至 lOmL刻度，

摇匀于620nm比色，以吸光度为纵坐标，半乳糖醛酸浓度为横坐标，绘制标准

曲线。

3. 1.2.3细菌生长曲线测试[39]

    取菌种试管斜面，接2环菌于50mL无菌水中，玻璃珠打碎，取0. 2mL接

入5mL肉汤培养基中，34℃摇床培养，隔1h取样，620nm测透光率。

3. 1.2.4细菌产酶曲线测试【”]

    取菌株接数皮培养基，34℃摇床振荡培养，每隔12h取样测酶活.

3.1.2.5酶活性测试1401[61][6211631

3. 1.2.5.1果胶酶活性

    取0. 2mL发酵液定容至100mL稀释500倍)，取0. 2mL稀释液加入0. 5mL

0.25%天然果胶溶液 (用 pH9. 6巴比妥钠一盐酸缓冲液配制)，50℃水浴保温

30min，加1mL铜试剂置沸水浴中加热10min，冷却后加 1mL砷钥酸溶液，振

荡加水至 lOmL混匀，620nm测0.D.值，以煮沸加热灭活酶液为空白对照。

    酶活单位为在上述条件下每分钟由底物释放 1 AmoL的半乳糖醛酸所需酶

量，1个酶活单位以IU/mL表示。

3.1.2.5.2木聚糖酶活性

    取0. 2mL发酵液定容至IOOmL(稀释50倍)，取0. 2mL酶液加0. 3mL木聚

糖溶液，50℃保温20min, 540n二比色，Somogyi氏法测酶活。

    酶活单位为在上述条件下每分钟由底物释放 1 F+moL的木聚糖所需酶量为 1

个酶活单位以IU/mL表示。

3.1.2.5.3甘露聚糖酶活性

    取发酵液稀释50倍，取0. 2mL酶液加0. 5mL甘露聚糖溶液，50℃保温20

min, 540nm比色，Somogyi氏法测酶活。

    酶活单位为在上述条件下每分钟由底物释放 1fmoL的甘露聚糖所需酶量为

1个酶活单位以 IU/mL表示。
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1个酶活单位以IU/mL表示。

3.1.2.5.4聚半乳糖醛酸裂解酶测定

    由于裂解酶作用于果胶或聚半乳糖醛酸产生4, 5一不饱和半乳糖醛酸 (酷)

的双键在 235nm处有最大光吸收值，因此，可以通过测定235nm处吸收值确定

裂解酶活性。

    取0. 1 %聚半乳糖醛酸3mL，加入0. 2mL酶液，300C，保温3h，加入9mL 0. OIN

NCL,混匀后，用UV-3000紫外线分光光度计从190- 300nm全波段扫描，测定

在235nm处有无光吸收值，以加热灭活酶液作对照。

3.1.2.6制备酶液[39][401

    制取脱胶酶液需要将细菌在一定条件下进行发酵培养，这里选用液体发酵

培养方法，用三角瓶装适量液体培养基，接种后，在摇床上振荡培养一段时间，

这样的发酵条件与发酵罐相似。肉汤培养基，250mL三角瓶，装30mL培养基，

接种细菌，于170次/分旋转摇床上，34℃振荡培养，每隔12h测试酶活性。

发酵工艺流程:斜面菌种一锥形瓶摇床一粗酶液

3.2酶法脱胶工艺优化研究

3.2. 1实验材料

    实验室制取发酵粗酶液，原麻:沉江湘竺1号。

3.2.2实验仪器

    JMS-5800型扫描电镜，烘箱，化学分析仪器等，竺麻梳纺生产线

3.2.3实验方法

3.2.3. 1酶法脱胶2艺流程13011361

    芝麻胶质化学性质分析表明，在目前的研究水平下，只依赖于酶液浸渍处

理，并不能去除全部胶质，实现纤维分散良好。在酶法脱胶工艺路线制定上，

结合目前酶法脱胶生产实际，采用先酶液浸渍预处理，再用比较温和的碱液进

行精练后处理。脱胶工艺流程如下:

    原麻一酶液浸渍 (不同工艺条件)一水洗一精练一水洗一烘干一精干麻

一测试残胶率



西安工程科技学院二000级硕士研究生毕业论文

    Na0H6g/L, NaSi0,496，助剂296，浴比:1:12， 时间:1. 5h,压力:0. 15MPa

3.2.3.2残胶率测试〔64]

    将千重约 5g的麻样放于已知重量称量瓶中，烘至恒重。取出迅速放于干

燥器中冷却，称重并记录。再将麻样放入加有150mL，浓度为20g/L氢氧化钠

溶液的三角瓶中，装好球型冷凝管沸煮 3h。取出麻样，在分样筛中洗净，分

别放于已知重量的称量瓶中，烘至恒重。取出迅速放于干燥器中冷却，称重并

记录。

残胶率按照下式计算:

          Wc= (Go-GO/Go X 100

式中:贾c一一麻样的残胶串，%

G,一一麻样干重，g

G,一一提取残胶后的麻样干重，9
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第四章 选取菌株

    在竺麻酶法脱胶过程中，需要用酶液来浸渍原麻，分解胶质，实现纤维相

互分离。因此，酶液的成分组成及活性高低是整个酶法脱胶的基础，决定着酶

脱胶质量的好坏。菌株品质好坏直接关系着能否产生高质量酶液，优秀的菌株

不仅能提高酶制剂的品质、产量、发酵原料的利用效率，而且还能增加品种、

缩短发酵生产周期、改进发酵和提炼工艺条件等。筛选优秀的产酶菌株，是提

高酶法脱胶质量的首要工作。

    筛选细菌广泛使用诱变育种方法，这是基于基因突变的菌种改良.其理论

基础是DNA结构的改变，包括染色体基因突变和染色体外基因突变，前者指染

色体结构改变和染色体数目的改变;后者指质粒等染色体外遗传因子的变化。

诱变育种主要通过物理诱变剂 (如:紫外线、X一射线、快中子、激光、超声波

等)和化学诱变剂(如亚硝酸、硫酸二乙醋、亚硝基等)处理微生物群体细胞，

通过合理的筛选程序和方法，从中选出遗传物质分子结构发生改变的少数细

胞。诱变育种方法简便，容易掌握，仍是目前行之有效的一种重要育种手段。

4.2原生质体紫外线诱变

4.1.1紫外线诱变育种原理13911401

    在物理诱变剂中以紫外线辐射最为普遍，其他的物理诱变方法则受设备条

件限制，难以普及。紫外线的波长在200̂-380nm之间，但对诱变最有效的波

长仅仅是在 253̂-265nm，一般紫外线杀菌灯所发射的紫外线大约有 80%是

254nma紫外线诱变的主要生物学效应是由于 DNA变化而造成的，DNA对紫外

线有强烈的吸收作用，尤其是碱基中的啼咤，它比nip吟更为敏感。紫外线引起

DNA的相邻啼淀间形成胸腺啼吮 -聚体，阻碍碱基间的正常配对，从而引起微

生物的突变和死亡，因此，在紫外线诱变中要严格控制辐射时间和辐射量.经

紫外线损伤后的DNA，能被可见光复活，因此，经诱变处理后的微生物菌种要

避免长波紫外线和可见光照射，故经紫外线照射后的样品需要用黑纸或黑布包

裹。另外，照射处理的抱子悬浮液不要贮放太久，以免在黑暗中修复。

                                                                                                                                        26



西安工程科技学院二000级硕士研究生毕业论文

    这里在实施紫外线诱变时，先用溶菌酶溶解细胞壁，再用紫外线照射进行

诱变处理，用酶去除细胞壁，能够克服种属间杂交的 “不育性井，可以进行远

缘杂交，诱变效率高，原生质体之间能够产生融合，能够使两个以上亲株同时

参与融合，可形成多种性状的融合子[[38][39]

4.1.2诱变方法

4.1.2. 1原生质体制备

4.1.2.1.1细胞培养

      取出发菌株 B,:一环于 30mL肉汤培养基中，34℃恒温水浴摇床培养 5h,

再加入青每素0. 9mL溶液，使其终浓度为0. 3U/mL，继续培养2h.

4.1.2.1.2细胞收集

    取菌液lOmL, 4000rpm离心1Omin，弃掉上清夜，将菌体悬浮于磷酸缓冲

液中，洗涤两次后，将菌体悬浮于smm中。

4.1.2.1.3总菌数测定

    取菌液以生理盐水稀释至 10-̀, W ，各取 0. 2mL涂布肉汤培养基平板，34

℃倒置培养记数。

4. 1.2.1.4脱壁

    取5mL菌液加5mL溶菌酶液，34℃保温40min, 4000rp.离心1Omin，弃掉

上清夜，用高渗缓冲液洗涤除酶，溶于5ML高缓冲液中，并进行剩余菌数的测

定。

4.1.2.2紫外线诱变

4.1.2.2.1再生培养

    取0. 5mL原生质体悬浮液，用高渗缓冲液进行系列稀释，取出10-6, 10-",

10-，三个稀释度，各0. 2mL再生平板涂布，培养记数。

4.1.2.2.2原生质体诱变

    取原生质体悬浮液于小平面皿中，紫外灯 (30W，间隔30cm)下诱变30s,

60s, 90s，取10-Z, 10-', 10-‘三个稀释度各0. 2mL，再生平板涂布记数，341C

倒置培养记数。
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4. 1.2.3初筛，复筛

    初筛，取诱变后再生平板单菌落，接数皮培养基 (50mL/500mL)三角瓶，

34℃摇床培养48h,测其果胶酶，木聚糖酶及甘露糖酶活性，筛选出酶活高或

有特色的菌株。复筛，初筛菌株在土豆培养基传代培养三次后，接数皮培养基

上摇床34℃培养48h,测试酶活，最后筛选出满足要求的菌株。

4.1.2.4诱变细菌培养

    250mL三角瓶加入30mL肉汤培养基，接种不同类型的细菌，于170次/分

旋转摇床上，34℃振荡培养40h.

4.2选取脱胶菌株

4.2.1细胞紫外线诱变致死率

                    细胞紫外线诱变致死率 表4-1

照射时间 总菌娜tl吐 细胞致死冲瑞

再生 1. 35 X 10'

30s 1. 25X 10̀ 99.08

60s 3.8X10' 99.72

90s 1.5X10' 99.89

    紫外线能够引起 DNA链段上相邻啥吮间形成脚腺喻吮二聚体，阻碍碱基间

的正常配对，引起细胞基因发生突变和细菌体死亡〔39][401。从紫外线照射引起

的细胞致死率变化 (表4-1)可以看出，经过紫外线照射，大量细菌细胞出现

死亡，照射30s，细胞致死率已经达到99.08%，照射60s，致死率达到99.72%,

照射 90s，致死率为99.89%,绝大部分细胞已经死亡。从紫外线照射后初筛选

的高酶活菌株，以诱变 90s占多数，延长紫外线照射时间，

死亡

时，

，因此，在实施紫外线照射时，需要严格控制照射时间

紫外线照射时间应该严格控制在90s左右。

会引起更多的细胞

，在诱变脱胶菌株

4.2.2筛选菌株

    细菌的紫外线诱变是一个基因突变过程，方向性差，

变后的细胞进行再生培养，人工筛选出满足要求的菌株，

需要对经过紫外线诱

继续分离和纯化[391

从竺麻胶质成分分析可以看出，需要主要去除的胶质是果胶和半纤维素，其中
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诱变菌株 S:果胶酶产酶高峰最高，并维持一个比较高的稳定产酶水平，而出

发菌株 B,:最高产酶水平要低一些，并且，下降的比较快。三株菌继续培养，

在96h出现第二次小高峰，这可能是出现另外一种果胶酶合成，导致产酶曲线

变化。与第一个产酶高峰相比，酶活性已经下降了许多，在实际生产中，需主

要关注第一个产酶高峰。在培养36h左右，三株菌出现合成木聚糖酶和甘露聚

糖酶高峰(图4-5，图4-6)，出发菌株B,:产酶活性明显低于诱变菌株S:和S�.

这是由于紫外线诱变导致细胞DNA片段发生改变，直接影响到合成酶的操纵子

发生改变，半纤维素酶的合成发生变化，导致产酶曲线改变[40][551
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    图4-5甘露聚糖产酶曲线对比 图4-6木聚糖产酶曲线对比

4.2.5醉液最适pH变化

    取离心酶液稀释500倍，以0.25%国产果胶的配制溶液为底物，pH梯度分

别为7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0,测试酶活性。从最适pH变化情况 (图4-7)

可以看出，三株菌所产酶液的最适 pH是不同的，S�, S:为8.5，出发菌株为

8.0.

                              最适pH变化 表4-6

豁\ 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5

B13 0.662 a863 0.941 0.825 0.511 0.204

S11 0.392 0.706 0.962 1.104 0.903 0.415

S2 0.843 0.965 1.154 1.253 1.208 0.907

注:表中数据为吸光度

pH对酶活性的影响是由于 pH改变了酶的活性中心与之相关基团的解离状
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态。酶要表现活性，它活性部位的有关基团都必须选取一定的解离状态，其中

任何一种基团的解离状态发生变化就将使酶从活性状态转入无活性状态，反之

亦然，至于活性部位以外的其他基团则无关紧要。如果将处于活性状态的酶概

括为EH，而由活性状态转入无活性状态时，其酸性解离形式概括EH',碱性解

离形式概括为E-，酸碱对酶活性的影响实际上和抑制剂的作用十分相似，这就

是说，pH对酶反应动力学的影响可以简化为酸、碱的抑制影响.最适pH变化

反应了酶的结构和催化功能机团发生了变化，诱变细菌和出发菌株合成酶液的

最适pH变化，可以认为它们合成的酶的活性部位是不相同的，即酶的分子构

象发生了改变，催化机团也发生了变化，可以这样认为，它们合成的酶液是由

不同酶分子组成的。8.5的pH相对来说，容易控制一些[551
                级适pH值 最适沮度
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    图4-7酶液最适 pH变化

4.2.6酶液最适温度变化

                            最适温度变化

图4-8酶液最适温度变化

表 4一了

箭夔、450C 50̀C 55'C 600C 65 'C

B� 0.728 1.109 0.965 0.762 0.653

S� 0.824 1.087 1.123 0.911 0.741

凡 0.927 1.164 1.573 1.274 0.861

              注:表中数据为吸光度

    取离心酶液稀释500倍，分451C、  500C , 551C, 601C, 65℃五个梯度，测

试酶活性。三株菌所产酶液最适温度存在不同:S:和S,:最适温度是551C，且

酶活性比出发菌株B,:高，B,:所产酶液最适温度为50,C ,酶液最适温度保持温
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性提高比较明显，酶液性质明显优于菌株B,，和s�，更适合竺麻脱胶生产要求。

芝麻脱胶过程比较粗放，用水要求不严格，难以保证金属离子含量，温度，pH

值变化幅度较大，选取SZ菌株，培养合成酶液进行脱胶研究是比较合理的。

    筛选优良菌株是一个长期的烦琐过程，需要菌种选育人员在生产中细心观

察，并且作大量细致工作，需要长期筛选，不断分离，才能得到理想的产酶菌

株，本课题暂时选取s:菌株来进行酶法脱胶研究。

4.3酶液稳定性分析‘40]1551

    芒麻酶脱胶过程是一个酶液在原麻纤维表面不断向胶质内层浸透，同时，

胶质不断从纤维表面分散进入溶液的双重作用过程。这个过程需要完成原麻的

浸湿，酶由外到里浸透纤维分解胶质，需要消耗时间，这对酶活稳定性提出了

比较高的要求。从脱胶均匀性考虑，活性稳定的酶液体能够保证浸透纤维比较

充分。酶是一种特殊蛋白质，结构精细，环境温度和pH变化对其催化活性十

分敏感，温度和pH的变化，除了能够影响到酶的活性和催化反应速率，并且

在不同温度和pH条件下，酶活稳定性差异很大。为了制定比较合理的酶处理

工艺，有必要对酶液在不同的温度和pH稳定性进行分析。

4.3.1酶液的pH稳定性

    将酶液pH调节为7. 5, 8. 0, 8. 5, 9. 0, 9. 5，在最适温度55℃保温30min,

再将酶液pH调至最适pH为8.5处，测试吸光度OD.

    在pH=8. 5处，初始酶液活性最高，在pH为8.0和9.0初酶活性也比较高，

保温30min后，pH为8.5的酶液还能保持1.025的高酶活性(图4-11)，这说

明在pH为8. 5处，酶液的稳定性比较高。但是，pH为9.0处的酶液活性几乎

损失了一半。酶液在pH为7.0和9.0两端，酶活性稳定性是比较差的，保温

处理后，酶活性损失比较厉害，尤其是在 pH为 7.0处，酶活性损失最厉害，

几乎失去了大部分酶活性，只有 0.325.酶液的pH稳定性分析，在脱胶时选

择8. 0̂-9. 0之间的pH值是比较合理的。枯草芽抱杆菌是一种嗜碱性环境细菌，

合成酶液在碱性环境条件下的稳定性高，碱性脱胶环境对竺麻脱胶是比较有利

的，竺麻纤维是一种纤维素纤维，酸性条拌对纤维强力有损害，碱性脱胶环境
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可以最大程度保持纤维强力不受到损害。酶催化分解胶质导致酸性产物生成，

酶液PH下降，因此，提高酶液范围比较广的PH稳定性有重要意义。

                          PH稳定性分析 表4-10

PH 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5

初酶活 0.864 0. 9犯 1. 117 1.052 0.765

终酶活 0.325 0.864 1.025 0.583 0.471

            注:表中数据为吸光度

    酶在不同PH的稳定性存在不同，是由于PH对酶活性部位及其附近解离基

团的解离状态产生了影响，妨碍了酶与底物的结合，影响到酶的催化反应，过

高或过低PH，会使整个酶分子变性，导致彻底失去催化活性。

一少I 1.-
口初醉活
.终蕊活

    0. D 热称定性pH=7.5

一f     0 }
  。J SC一    50奢一    5510一    6010一 6510 度

口初醉活

.终目活

    图4-11酶液PH稳定性

4.3.2酶液的热稳定性

图4-12酶液热稳定性 (pH=7. 5 )

    酶活性在不同温度下的稳定性是不相同的，并且不同PH条件下的热稳定

性差异很大。取离心酶液.将酶液pH分别调至为7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5,

在不同温度下水浴保温30min，再将酶液温度冷却后，调回到最适温度551C ,

测试残存酶活性。

    同一PH值条件下，酶液在最适温度55℃的热稳定性要高一些，经过保温

处理，酶液能够保持比较高的活性 (图4-12，图4-13，图4-14，图4-15，图

4-16). pH值对酶的热稳定性存在影响，酶液在最适pH下的热稳定性较高〔图

4-14). PH为7.5和9,5时，酶液热稳定性比较差，保温30min钟后，酶液失

活比较严重 (图4-12，图4-16)0在不同pH下，温度较低451C . 50℃的酶液，
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活性损失比温度高600c, 65℃的酶液活性损失小一些，尤其是当pH为9.5时，

温度高的酶液活性损失十分严重 (图4-16)0

一0. D          A%ZjlpH=8. 0
0-典仁典L I 0产只冬翌

              ，葫 ‘ 习U I  u口 七 叼U 、 D刃 与

口初一活

.终醉活 :0.D      A*,tjtpH=8.5..... 113 me Fl     .wom

:一甩__快_七_日_
�.ofl上』L二t勇拱彝ma

                ，J 枯 口U 枯 口~ J 臼U 灿 习习 、曰

口初曲活

.终班活

图4-13酶液热稳定性 (pH=8. 0 ) 图4-14酶液热稳定性 (pH=8. 5 )

飞1-
口初醉活

.终醉活

.
怪51C     50C    551C    601C     6;

一0.D        Ma*itpH=9.5" }}37F
1.10 1 1 /... IN-二i二n ..... I }-..I L ]At一旧1一

口初醉活

.终醉活

  图4-15酶液热稳定性 (pH=9.0) 图4-16酶液热稳定性 (pH=9. 5 )

    酶催化反应时，底物分子上的某些功能基团必须具有能使其每一基团同时

与酶分子的相应功能团起反应的构象 (主体排列)，以便于酶的相应功能基团

发生作用，这是一种多点结合，存在空间构象.不同温度条件，酶的空间构象

发生改变，酶与底物的结合发生改变，同时，温度升高，酶蛋白分子发生变性，

酶的催化能力降低，表现为酶液活性降低。

                          热稳定性测试数据 表4-11

言MAE45 C 50C 55C 601C 651C

7.5 初酶活 0.495 0.978 1.212 1.101 0.673

终酶活 0.325 0. 752 0.944 0.589 0.097



西安工程科技学院二000级硕士研究生毕业论文

8.0 初酶活 1. 025 1.088 1.398 1.368 0.783

终酶活 0.680 0.882 1.052 0.667 0.110

8.5 初酶活 0.927 1.164 1.573 1.274 0.861

终酶活 0.864 0.918 1.097 0.312 0. 141

9. 0 初酶活 0. 748 1.017 1. 133 0.978 0. 741

终酶活 0.383 0.533 0.781 0.218 0.124

9.5 初酶活 0.522 0.765 0.941 0.712 0.588

终酶活 0.471 0.486 0.219 0. 134 0.011

注:表中数据为吸光度
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第五章 酶脱胶工艺优化

      竺麻酶脱胶过程是一个十分复杂的生物化学反应过程，无法将其脱胶机

理分析清楚。建立精确的生化反应模型，因此，要从反应机理本身来解决酶脱

胶工艺最优化问题，是比较困难的。基于最优化理论的回归试验设计，为解决

酶脱胶工艺最优化，提供了比较可行的方法。在这里，对竺麻酶脱胶工艺的最

优化研究，分为三个步骤进行，首先对酶脱胶工艺进行最优化试验设计，然后，

建立比较可靠的回归方程，最后，借助于最优化理论和计算机工具软件。求解

出最优工艺条件，并对最优化工艺条件下的纤维性能和纺纱性能进行了对比分

析[41][4211431[441[45][4611471

1酶法脱胶工艺优化研究

1.1

5.1.1

试验设计

.1选取实验因子

5.

5.

    芒麻酶脱胶过程的影响因素比较多，主要有温度、pH值、酶液浸渍时间、

酶液浓度、浴比等，在回归试验设计中，需要固定一些因子，进一步简化问题。

    酶液浸渍竺麻脱胶的过程，是一个酶破坏胶质结构的过程，需要重点考虑

酶对胶质体系的破坏效应。在酶脱胶过程中，酶分子不断从麻纤维表面向内层

纤维胶质进行渗透，胶质不断从内层纤维分离出来溶解于处理液中，这是一个

双相过程。在酶液处理芒麻时，需要重点考虑酶与底物胶质的结合和胶质体系

的瓦解。米氏方程认为，当底物浓度达到一定限度，所有酶全部与底物结合后，

反应速率达最大值，此时，再增加底物也不能使反应速率增加[54][55]。在有足

够底物的情况下，而又不受到其他因素的影响，则酶的反应速率与酶的浓度成

正比。因此，我们需要把酶浓度和底物都达到充分满足程度，主要考虑影响酶

催化反应的其他因素对脱胶效果的影响。参考生产实际情况，固定酶液浓度为

酶/水比为1:1，浴比为1:12，主要考虑温度、洲值、酶液浸溃时间对酶脱胶

效果的影响。精练残胶率作为刻画酶处理效果的一个综合指标应该比较合适

的，这里选取这一指标，建立单目标的最优化数学模型，求解最优化工艺条件。
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5. 1. 1. 2旋转组合试验设计[8][41][44][451

    在建立最优化回归模型方面，回归旋转组合设计得到了比较广泛的应用。

旋转组合设计安排N=Mc+2p+M。次试验，其中Mc=2p个点分布在半径为P。二扣的

球面上，2p个点分布在半径为P   >!的球面上，M。个点分布在半径为P a=0的

球面上。旋转组合设计能使二次设计具有旋转性，部分消除了回归系数之间的

相关性，克服了回归正交设计中二次回归的预测值方差依赖于实验点在因子空

间中的位置这个缺点，并保留了回归正交设计的优点，计算简便，试验次数比

较少，这里选用三因子二次回归的旋转组合设计安排实验。为了计算方便，需

要对因子水平进行编码 (表5-1)a

                                  因子编码 表 5-1

介迎几
温度 (℃)

      Xl

时间 (h)

      x,

pH值
  凡

+1.682

  +1

  0

  -1

-1.682

63

60

55

50

47

  6

  5

  4

  3

2.5

9.4

  9

8.5

  8

7.7

5. 1.2

5. 1. 2.

建立回归方程.

1计算回归系数

ao=K艺.Ya+E艺:a}}xyyal
b，一。一，艺xrrj Ya

b7j一m}艺xm x. j ya

乓，一护一G况xaj y。十G艺艺x,, ya+E万Ya
少=la
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三因子二次通用旋转组合设计结构矩阵 表 5-2

实验 x0 xi x2 x3   I XIx2 I %1x3!x2x3I xi' x2' x3'
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0    10粼经过程序计算得到下面的回归方程:
y=2.517056-0.144982x,一0. 036745x,-O. 067209x,-0. 124250x,x,

+0. 240000x,x,-0. 079250xzx,+O. 281435x,'+0. 238998x2'+O. 624466x,2

5.1.2.2回归方程显著性检验

S9=艺Ya一N(}YQ)2'f-=/一’
夕艺

月
SO=艺Ya一bo Bo b, Bj一21 buBy一1buB,

J目

So =S9一S'N' f) =， CP+z一1

FZ=
S)/S)

Spy/Sm
一F仇,f.)
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经程序处理得到以下关于回归方程的方差分析结果，F值远大于10.2，因

此回归方程拟和程度比较好，能够用来预测。

方差分析表 表 5-3

来源 平方和 自由度 均方和 F值 显著性 (a =0. 01)

回归 ?548839 9 0.8387599 111.8070 F (9,5) =10.2

剩余 7.501856 10 0.7501560 0.7501856

总计 巧.050694 19

5.1.2.3回归系数显著性检验

  D(bo)=KQ',to一IboIl KS;-If,

  D(bi)二。一’a2, ti=Ibill护   S 1.f.

  D{by)二‘Ia2， t# =KII杯      sittlf,

  D(b,)二。2,t，一Ibyl1 FS.lf.

    经程序处理得到关于回归系数显著性的假设检验结果，

    t,=29. 276>taan (10) =4. 587

    tti 2.54Dtn,(10)=1.812,  td= 1.667>t4,(10)=1.372

    ti= 2.644>t.,(10)=1.812, t,,- 3.220>toa(10)=3.169

    t,= 0. 178,     t2,= 0.763,  t�= 5.067>tam,(10)钝 587

    t,r 4.303>t..,(10)=3.169, t,r=11.243>ta.(10)=4.587

    除了0和x2x3的回归系数不显著外，其他的回归系数都存在不同程度的

显著性，去掉不显著的回归系数，得到最后回归方程:

    y=2.517056-0. 144982x,-0.036745x2 0. 124250x,x2+0.240000x,x,

        +0. 281435x,2+0. 238998x2'+0. 624466x,'

  从上面的回归方程可以看出，温度升高能够提高脱胶效果，残胶率降低但

是这是一个二次变化曲线，这是因为温度升高能够提高酶分子对纤维胶质的渗

透分解，但是，升高温度同时会降低酶的活性。时间的延长可以提高酶脱胶效

率，这也是一个二次曲线，这是由于胶质的去除在反应初始阶段，胶质容易去

除，随着反应的继续进行，胶质分解变得困难，延长酶液浸渍时间能够使得酶

对胶质的渗透更加彻底，胶质的去除更加彻底。pH没有一次项这是因为pH只

                                                                                                                                        45
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在最适条件下发挥作用，稍加改变，酶活性影响很大，提高脱胶效果需要在最

适pH值下进行处理。

5.1.3求解最优化工艺

    最优化数学模型可表述成以下形式:

    min f(X)=2.517056-0.144982x,-0.036745x,-0.124250x,x,

                +0. 240000x,x,+0. 281435x,'+0.238998x,2+0, 624466x,'

        线性约束条件可表述为如下形式:

C, (X)=x,一30 z0

CZ (X)=70一x, z 0

几(万)='X2一2z0

q(幻=8一x, 2:0

q(X)=x,一7z0

C6 (X) =10一Xs z 0

取初始设计参数X(0) =卜5,4,8.5了

在MATLAB6.1中，编写M文件，求解上述最优化问题，最后得到最优化

工艺条件:

        温度:60.561C, pH: 8.54，时间:4. 25h

5.1.4最优化结果讨论

5. 1.4. 1设计最优化脱胶工艺

                        芝麻酶脱胶最优化工艺设计 表 5一4

工艺 酶处理工艺 精练工艺

优化前工艺 温度:500C，时间:3. 5h,闭
值:8.0，浴比:1:12,麟到水
比:1:1

Na0H岁1, NaSi0,4%，助剂2%,

浴比:1:12，时间:2h，压力:
0. 2MPa

最优化工艺 a度:600C，时间:4h, pH

值:8.5，浴比:1:12, W/水
比:1:1

Na0HW1, NaSi0,4%，助剂2.5%,

浴比;1:12，时间:1. 5h，压力:
0. 1MPa

  在以上最优化结果的基础上，参考理论分析，

个酶法脱胶工艺。设计思想是尽量减少碱液用量，

并经过调整，重新设计了整

充分强调酶液浸渍瓦解胶质
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渗透作用[54]1551

温度对酶脱胶率的影响 表 5-7

温度 酶脱胶率 磁 1狡率 总脱胶率

501C 12.22% 16.51% 26.29%

55C 12.39% 16.83% 26.58%

60C 13.49% 17.31% 27.89%

65C 12.88% 15.6岛 26.50%

pH值对脱胶率的影响 表 5-8

州值 酶脱胶率 碱脱胶率 总且1佼率

7.5 11.11% 15.32% 24.73%

8.0 10.70% 15.71% 24.85%

8.5 11.89% 17.75% 27.53%

9.0 10.64% 16.46% 25.34%

最适pH处的酶脱胶率、碱脱胶率和总脱胶率都出现最高 (图5-6)，从酶

        脱胶率 盆度影响
30.00% —

25.00乌 —

20.00% —

!5.00% 一

10.00% —

5.00% 拜is
0.00% }一 。!度

              50      55      60 C    65

护一-一~一一一~~~、

卜一一一番一一一书一~~.
一 一一冲一一一，

— .一tNJ
一闷卜-醉

一门卜一碱

一 总

        脱胶率 p肚影晌
30.00% —

25.00%一份一寸匕竺兰凶一
20.00% —

15.00%I-"-- } 二二二兰一
10.00%II一止吐==          - *-- 二全士二，一一

5.00%一一一一+q-}-li PH
  0.00%

              7.5     8.       8.5 9.

//吞~~，
‘res 种 JJ

~-者一尹4一.~

卜一一，一一一今~~~心

厅可-川卜-醉
    .口 tj

  . 讯

..右-.总

图5-5温度对脱胶率的影响 图5-fi pH对脱胶率的影响

最适pH作用分析，这是因为在最适pH条件，酶的活性基团和胶质相关基团的

解离状态最有利于酶与胶质的结合，催化效率最高，表现为酶在最适 pH下对

胶质体系瓦解程度最好，出现酶脱胶率最高，酶液最适 pH也是酶脱胶效率最

好的工艺条件}ss}

    延长酶液浸渍时间，能够提高酶脱胶效果 (图5-7)。但是，延长时间对酶
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脱胶效果的提高是有限的，大于4h，脱胶率提高缓慢，这也可从脱胶酶液 pH

值变化反映出来(图5-15),酶液浸渍竺麻，开始一段时间，pH值下降比较快，

几乎成直线下降，达到4h曲线趋于平缓，认为酶的作用强度已经减弱。这可

认为是由于酸性产物生成，酸性环境，酶液活性降低。也可认为酶液对胶质的

渗透是有限的，在纤维表面，酶分子容易发挥作用，在纤维内层，由于空间限

制，酶分子与胶质结合变得困难，胶质催化水解速度降低，生成酸性产物越来

越少。

                      时间对酶脱胶率的影响 表5-9

时间 酶脱胶率 碱脱胶率 总脱胶率

2h 9.15% 13.54% 21.45%

3h 10.43% 16.10% 25.26%

4h 11.17% 17.07% 26.33%

5h 11.62% 16.65% 26.37%

酶浓度对脱胶率的影响 表 5-10

酶/水比 酶脱胶率 0 兑胶率 总脱胶率

1:1 12.31% 18.09% 27.87%

1:2 11.84% 17.87% 27.78%

1:3 10.84% 17.31% 27.41%

1:4 8.78% 16.14% 25.8'7%

1:5 3.70% 14.08% 22.15%

    酶液浓度对脱胶效果的影响是十分显著的(图5-8),酶浓度太低，底物与

酶分子没有充分结合，胶质体系没有受到破坏，精练处理脱出胶质困难。但是，

在酶浓度为1:1和1:2时，酶脱胶率的提高变化并不是十分显著。

    从图5-5、图5-6图5-7图5-8图5-9几图中可以看出，酶脱胶率要低于碱

脱胶率，说明碱液精练在除胶质中发挥了主导作用，大部分胶质的去除是通过

精练过程来完成的。
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5.2.2酶水解产物分析

图5-8酶液浓度对脱胶率的影响
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图5-10酶麻化学成分变化

，生成酸性物质。酶液 pH值变化曲线 (图

5-9)可以看出，酶液浸渍原麻的前三个小时，pH下降速率比较快，几乎呈直

线下降，证明有大量酸性产物生成。延长酶处理时间，pH下降趋势趋于平缓，

这一方面是因为在酸性环境中，酶活性降低，反应速度下降，酸性产物产生越

来越少。另一方面是由于反应继续进行，酶与纤维深层胶质的结合变得困难，

酶催化反应速度降低[26]

    用该芽抱杆菌发酵酶液浸渍大麻，并对脱胶废液进行纸层析分析，与酸解

大麻废液相比，酶解、碱解产物种类比较少。酶与酸、碱脱胶作用位点存在不

同，作用机制也不尽相同。有人笼统地把决定生物脱胶效果的物质叫做“浸软

因子”，实际上，所谓“浸软因子”就是各种酶的组合效应[;][721。果胶酶和其
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他多糖降解酶的协同作用可以提高脱胶效果，当脱胶酶液中存在较高活性果胶

酶时，一定活性的木聚糖、甘露聚糖酶等能够提高脱胶效果。一般而言，果胶

酶对脱胶效果有直接影响，因此，可以将其作为衡量脱胶酶液质量的一个重要

指标。

5. 2.3酶麻化学成分变化

                      酶处理竺麻化学成分分析 表5-11

澎瑟飞 慈利原麻(%) 酶处理后 (%) 去除率(%)

麻样1 麻样2 麻样1 麻样2 平均值

脂腊质 (%) 0.43 0.48 020 0.21 54.87

水溶物 (%) 8.33 8.18 3.50 3.6 56.94

果胶 (%) 5.74 5.10 2.15 1.89 62.74

半维佳素(%) 14.06 14.21 12.36 12.40 12.415

木质素 (%) 0.69 0.51 0.91 0.95 -59.075

总含胶 (%) 29.63 29.35 18.43 18.83 36.82

    原麻经过酶液浸渍处理，大部分水溶物和脂腊质被溶解在热溶液中。实际

上，该细菌所产酶液主要作用于原麻中的果胶和半纤维素成分，从图中可以看

出(图5-10)，一半以上的果胶得到催化水解，半纤维素被只去除了一小部分，

这是因为细菌主要合成果胶酶，半纤维素酶比较少。木质素出现比重增加，这

是因为该酶液对木质素去除极少，其他胶质的去除，使得木质素表现出了含量

比重增大。果胶和一部分半纤维素的去除，不能只看成是一个胶质去除量的问

题，而应该更关注这种去除效应，即胶质结构体系受到的破坏作用。当然，一

定程度上，可以酶脱胶率来衡量酶液对胶质体系的破坏程度。

    酶法脱胶大部分胶质的去除是通过精练过程来完成的，酶液浸渍生竺麻的

主要作用是破坏胶质体系，纤维之间胶质体系受到破坏，为后道精练打开了胶

质屏障。半纤维素等胶质易于溶解在热碱液中，碱液对胶质的去除效果还是十

分显著的，完全去除碱液精练，看来是不明智的。兰麻胶质体系十分复杂，完

全依赖于生物处理，从酶的角度分析，需要许多酶的协同作用才能完成，也许

不是一次处理就能够解决的。先用生物方法如酶，打破胶质结构体系，再采用

温和精练去除胶质，应该认为是一个比较合理的胶质去除工艺。
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第六章 结束语

    本研究课题通过原生质体紫外线诱变筛选细菌，并分析了其合成酶液性

质。通过最优化试验设计建立起试验回归模型，借助于计算机和工具软件，寻

找到比较合理的脱胶工艺条件，初步分析了酶脱胶机理。取得的主要结论有:

    1.合成酶液活性升高的细菌大多出现在 90S左右紫外线照射时间。同一

条件下，果胶酶活性出现升高的细菌比半纤维素酶活性升高的比例要大。

    2.不能认为诱变菌株和出发菌株合成酶液是同一物质，表现为酶液最适pH

和最适温度，底物亲和性发生了改变。

    3筛选出细菌合成酶液稳定性在 pH=8. 5 >温度 55℃左右最好，钙离子和

钻离子对酶液有激活效应。

    4.通过最优化实验设计，能够以较少实验次数，建立比较准确的回归方程，

借助于最优化理论，可以迅速地寻找到最佳脱胶工艺条件。

    5.酶的最适温度并不是酶催化效果最佳条件，增加温度，延长浸渍时间，

可以提高酶分子对纤维胶质的渗透和破坏作用，酶液浸渍时间控制在4h是比

较合适，最适pH是酶的最佳脱胶条件，1:1的酶浓度脱胶效果最好。

    6.原麻经过酶液浸渍处理，大部分水溶物和脂腊质被溶解在热溶液中，一

半以上的果胶得到催化水解，半纤维素被只去除了一小部分。大部分胶质的去

除是通过精练过程来完成的，酶液浸渍生芒麻的主要作用是破坏胶质体系，纤

维之间胶质体系受到破坏，为后道精练打开了胶质屏障，碱液对胶质的去除效

果还是十分显著的，完全去除碱液精练，从经济成本上看来，是不合理的。

    7.酶处理后胶质会重新吸附在纤维表面，因此，在酶处理过程中，保持一

定的机械分离作用是必要的。酶解产物为酸性物质，并且与化学脱胶产物存在

差异。

    8.纯化学脱胶对纤维的表面剥蚀厉害，酶脱胶能够保持竺麻纤维表面天然

特征，扫描照片显示精干麻纤维表面与原麻纤维表面纹理十分相似。

6. 2本课题研究存在的主要不足



西安工程科技学院二000级硕士研究生毕业论文

    由于实验条件限制，一些研究工作还深入的不够，未能将课题各个方面展

开进行深层次探讨，并且，由于个人认识能力限制，对一些问题分析还不够深

刻，希望能够在以后的研究工作中，对兰麻酶脱胶进行更深入研究和分析。具

体存在以下几方面的不足:

    1.诱变细菌只采用了一种紫外线诱变方法，如果能够与基因工程结合，实

现DNA片段剪切、嫁接等，必将对芒麻生物脱胶产生深远影响。

    2.没有添加辅助酶制剂进行研究试验。

    3.酶处理后纤维的表面形态与纤维的纺纱性能之间的关系还没有进行比

较详细的研究等等。
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