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酒糟纤维素超声波辅助酶解工艺研究
柯巧媚1，曾　威1，帅雨桐1，金　建1,2, *

（1.西南科技大学生命与科学工程学院，四川绵阳 621010；
2.固态发酵资源利用四川省重点实验室，四川宜宾 644000）

摘　要：为促进我国酒糟资源的高值化开发和利用，本论文探究了基于超声波预处理的酒糟纤维素酶解工艺条件。

首先通过单因素实验研究了超声工作参数（时间、温度、功率）及酶解工艺参数（时间、pH、温度、酶添加量、

底物浓度）对酒糟纤维素酶解效果影响，在此基础之上进行了 Plackett-Burman 试验筛选出影响酶解反应的关键因

素，再采用 Box-Behnken 试验对酶解工艺进行优化。Plackett-Burman 试验结果表明，影响酒糟纤维素酶解的关键

因素为：超声时间、酶解时间、酶解 pH、酶添加量。Box-Behnken 旋转中心组合试验优化得出最佳酶解工艺条件

为：超声时间 21 min、酶解时间 140 min、酶解 pH5.41、酶添加量 990 U/g、超声温度 60 ℃、超声功率 200 W、

酶解温度 50 ℃、酶解底物浓度 1:20 g/mL，在此条件下酒糟纤维素转化率为 5.62%，较对照组（未经超声波处

理）提高了 35.4%，表明超声波预处理是提高酒糟纤维转化率的有效途径。
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Grains Cellulose

KE Qiaomei1，ZENG Wei1，SHUAI Yutong1，JIN Jian1,2, *

（1.School of Life Science and Engineering, Southwest University of Science and Technology, Mianyang 621010, China；
2.Solid-state Fermentation Resource Utilization Key Laboratory of Sichuan Province, Yibin 644000, China）

Abstract： In  order  to  promote  the  development  and  utilization  of  distiller ’s  grain  resources  in  China,  the  present  study
explored  the  enzymatic  hydrolysis  conditions  of  distiller ’s  grains  cellulose  based  on  ultrasonic  pretreatment.  Firstly,  the
effects  of  ultrasound  parameters  (time,  temperature,  power)  and  enzymatic  hydrolysis  process  parameters  (time,  pH,
temperature,  enzyme  addition,  substrate  concentration)  on  the  enzymatic  hydrolysis  of  vinasse  cellulose  were  studied
through single-factor experiments. The Plackett-Burman test was carried out to screen out the key factors which affected the
enzymatic hydrolysis reaction, and then the Box-Behnken test was used to optimize the enzymatic hydrolysis process. The
Plackett-Burman  test  results  showed  that  the  key  factors  affecting  the  enzymatic  hydrolysis  of  vinasse  cellulose  were
ultrasound  time,  enzymatic  hydrolysis  time,  enzymatic  hydrolysis  pH,  and  enzyme  addition.  The  Box-Behnken  results
showed that the optimal enzymolysis process conditions were ultrasonic time 21 min, enzymolysis time 140 min, enzymatic
hydrolysis  pH5.41,  enzyme  addition  990  U/g,  ultrasonic  temperature  60 ℃,  ultrasonic  power  200  W,  enzymolysis
temperature  50 ℃,  and  the  concentration  of  enzymatic  hydrolysis  substrate  1:20  g/mL.  Under  these  conditions,  the
cellulose  conversion  rate  of  distiller ’s  grains  were  5.62%,  which  was  35.4%  higher  than  that  of  the  control  group.  The
results  showed  that  ultrasonic  pretreatment  was  an  effective  way  to  improve  the  cellulose  conversion  rate  of  distiller ’s
grains.
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白酒酒糟是以谷物为主要原料，采用传统的固

态发酵和固态蒸馏工艺制得白酒后的副产物[1]。根

据统计，2020 年白酒产量 740.73 万千升，按照白酒

与酒糟比例约 1:8 计算，每年白酒生产将产生近亿

吨酒糟固废[2−3]。酒糟中的纤维素、半纤维素、木质

素等成分较高，因此降解酒糟中的纤维素是高值化利

用酒糟资源关键步骤，不仅可以减少环境污染，还能

带来巨大的经济效益[4]。

纤维素水解主要有酸水解、碱水解、酶水解 3 种

方法[5−6]。虽然纤维素酸水解和碱水解方法能进行大

批量工业生产，但是酸水解会产生设备腐蚀、催化剂

难以回收以及产生大量废水等[7]。酶法水解是一种

温和、安全的降解方法，具有降解彻底、环境友好、

副产物少等优点[8]，但传统的酶解也存在严重不足，

比如反应效率低、底物转化率低、产物得率低，其根

本原因在于底物分子的结构特征，不易被酶接近[9]。

有效的方法之一就是改善底物分子的空间构象和微

观结构，增强底物对酶的敏感性。就此而言，国内外

开展了热处理[10]、微波处理[11]、高压处理[12]、化学试

剂处理[13] 和超声波处理[14] 等一系列底物预处理技

术的研究，其中超声波作为集高效、绿色、操作简单

等特点于一体的技术被广泛用于产品的改进加工、

底物分子改性。超声波对底物的作用方式可以通过

降低溶液黏度和表面张力来提高底物传质速率[15]。

Zhang 等[16] 研究发现，超声能减小微晶纤维素的粒

径、促进酶解反应的进行；Yu 等[17] 研究发现，超声可

以破坏稻壳的表面结构从而提高酶解效率。

目前，国内外关于纤维素超声波辅助酶解虽有

报道，但关于酒糟纤维素超声波辅助酶解的研究相对

缺乏。本文以白酒酒糟为原料，研究了超声波工作参

数（超声波处理时间、超声波处理温度、超声波功率）

及酶解工艺参数（酶解时间、pH、温度、酶添加量、底

物浓度）对酒糟纤维素酶解效果的影响，并采用响应

面试验设计方法对超声波辅助酶解工艺进行了优化，

以期为酒糟纤维素的利用提供新方法。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

鲜酒糟（采用 GB/T 5515-2008 介质过滤法测得

纤维素干基含量为 31.06%）　四川沱牌集团有限公

司；纤维素酶（50000 U/g）　上海易罗恩化学技术有

限公司；葡萄糖、磷酸氢二钠、柠檬酸、3,5-二硝基水

杨酸（DNS）、酒石酸钾钠、苯酚、亚硫酸钠、氢氧化

钠等　均为分析纯，成都金山化学试剂有限公司。

多用途恒温超声波提取机　上海比朗仪器有限

公司；HSJ 系列恒温水浴搅拌器　江苏科析仪器公

司；电子天平（分度值 1 mg）　上海箐海仪器公司；

UV-1800PC 紫外可见分光光度计　翱艺仪器（上海）

有限公司；FW100 粉碎机　上海淀久中药机械制造

有限公司；高速台式离心机 Eppendorf  Centrifuge
5804 R　Eppendorf China Limited（艾本德中国有限

公司）。 

1.2　实验方法 

1.2.1   酒糟预处理　在 80 ℃ 干燥箱中干燥至恒重，

冷却至室温后，用粉碎机粉碎，过 24 目筛，装入

30×40 cm PE 透明自封袋密封后置于室温贮藏。 

1.2.2   工艺流程　鲜酒糟→预处理→添加磷酸氢二

钠-柠檬酸缓冲溶液→超声波处理→纤维素酶解→沸

水浴灭酶 10  min→5000  r/min 离心→清液定容

→3,5-二硝基水杨酸法测定还原糖含量→计算纤维

素转化率。

将鲜酒糟进行干燥、粉碎后，加入一定体积的柠

檬酸缓冲溶液，并置于实验设定的温度和功率的多用

途恒温超声波提取机内处理一定的时间。预处理完

成后，样品纤维素在预设的酶解条件下进行酶解，沸

水浴灭酶 10 min，迅速冷却至室温，然后将酶解液在

5000 r/min 的离心机中进行离心 10 min，取清液并定

容至 200 mL。采用 3，5-二硝基水杨酸法测定还原

糖含量，并计算纤维素转化率。 

1.2.3   单因素实验设计　准确称取 5.00 g 酒糟样品，

加入一定体积的磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液（pH 依试

验而定），在设定的温度下进行超声波处理，冷却或加

热到酶解温度后分别以每克酒糟原料为单位基准加

入一定量的纤维素酶，置于一定温度的恒温水浴搅拌

器中进行酶解。酶解反应结束后，沸水浴灭酶 10 min
并迅速冷却，离心（5000 r/min、10 min）并收集清液，

定容至 200 mL，采用 DNS 比色法测定还原糖含量，

计算酒糟纤维素转化率。每组试验重复 3 次。分别

以酶解时间、酶解反应底物浓度、纤维素酶添加量、

酶解 pH、酶解温度、超声温度、超声功率、超声时间

为单因素进行试验，考察各单因素对酒糟纤维素转化

率的影响。 

1.2.3.1   酶解时间对样品酒糟纤维素转化率的影响

　固定超声波处理时间 20 min、超声波功率 200
W、超声波处理温度 60 ℃、酶解反应底物浓度为

1:10 g/mL、纤维素酶添加量 600 U/g、酶解温度为

30 ℃、酶解 pH5.0，考察不同的酶解时间（30、60、
90、105、120、150、180 min）对样品酒糟纤维素转化

率的影响。 

1.2.3.2   酶解反应底物浓度对样品酒糟纤维素转化

率的影响　在1.2.3.1 的结果上，固定超声波处理时间20 min、
超声波功率 200 W、超声波处理温度 60 ℃、纤维素

酶添加量 600 U/g、酶解温度为 30 ℃、酶解 pH5.0，
考察不同的酶解反应底物浓度（1:10、1:15、1:20、
1:25、1:30 g/mL）对酒糟纤维素转化率的影响。 

1.2.3.3   纤维素酶添加量对样品酒糟纤维素转化率

的影响　在 1.2.3.2 的结果上，固定超声波处理时间

20 min、超声波功率 200 W、超声波处理温度 60 ℃、

酶解温度为 30 ℃、酶解 pH5.0、酶解时间 120 min，
考察不同的纤维素酶添加量（400、600、800、1000、
1200 U/g）对酒糟纤维素转化率的影响。 
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1.2.3.4   酶解 pH 对样品酒糟纤维素转化率的影响　

在 1.2.3.3 的结果上，固定超声波处理时间 20 min、
超声波功率 200 W、超声波处理温度 60 ℃、酶解温

度 30 ℃、酶解时间 120 min、酶解反应底物浓度

1:20 g/mL，考察不同的酶解 pH（3.0、4.0、5.0、6.0、
7.0）对酒糟纤维素转化率的影响。 

1.2.3.5   酶解温度对样品酒糟纤维素转化率的影响

　在 1.2.3.4 的结果上，固定超声波处理时间 20 min、
超声波功率 200 W、超声波处理温度 60 ℃、酶解时

间 120 min、酶解反应底物浓度 1:20 g/mL、酶添加

量 800 U/g，考察不同的酶解温度（20、30、40、50、
60 ℃）对酒糟纤维素转化率的影响。 

1.2.3.6   超声波处理温度对样品酒糟纤维素转化率

的影响　在 1.2.3.5 的结果上，固定超声波处理时间

20 min、超声波功率 200 W、酶解时间 120 min、酶

解反应底物浓度 1:20 g/mL、酶添加量 800 U/g、酶

解 pH6.0，考察不同的超声波处理温度（30、40、50、
60、70 ℃）对酒糟纤维素转化率的影响； 

1.2.3.7   超声波功率对样品酒糟纤维素转化率的影

响　在 1.2.3.6 的结果上，固定超声波处理时间 20 min、
酶解时间 120 min、酶解反应底物浓度 1:20 g/mL、
酶添加量 800 U/g、酶解 pH6.0、酶解温度 50 ℃，考

察不同的超声波功率（100、200、400、600、800 W）

对酒糟纤维素转化率的影响； 

1.2.3.8   超声波处理时间对样品酒糟纤维素转化率

的影响　在 1.2.3.7 的结果上，固定酶解时间 120 min、
酶解反应底物浓度 1:20 g/mL、酶添加量 800 U/g、
酶解 pH6.0、酶解温度 50 ℃、超声波处理温度 60 ℃，

考察不同的超声波处理时间 （5、10、15、20、25、30 min）
对酒糟纤维素转化率的影响。 

1.2.4   Plackett-Burman 试验设计　基于酶解纤维素各

个因素试验结果，将酒糟纤维素转化率作为 Plackett-
Burman 试验结果的响应值。从超声波处理温度、超

声波处理时间、超声波功率、纤维素酶解反应温度、

纤维素酶解时间、纤维素酶解反应 pH、纤维素酶添

加量以及原料与缓冲液比例八个因素水平筛选出四

个较大的主间效应因子，各个因素取高低水平，如表 1。 

1.2.5   Box-Behnken 响应面优化试验设计　采用

Minitab18 软件对 Plackett-Burman 试验数据进行处

理，依据结果选择超声波处理时间、纤维素酶解时

间、纤维素酶解反应 pH 以及纤维素酶添加量四个因

素为响应面分析因素，酒糟纤维素转化率作为响应

值，选用 Box-Behnken 中心组合优化酒糟纤维酶解

参数，试验因素相关的水平如下表 2。
  

表 2    Box-Behnken 试验设计相关因素水平表
Table 2    Factors and levels of Box-Behnken

experimental design

水平
因素

X1（min） X3（U/g） X4 X8（min）

−1 90 600 5.0 15
0 120 800 6.0 20
1 150 1000 7.0 25

  

1.2.6   指标测定　 

1.2.6.1   酒糟中总还原糖含量测定　采用 DNS 比色

法测定酒糟纤维素酶解后还原糖当量[18]。

还原糖含量计算公式如下：

X =
(A+0.1479)
6.689×1000

×V−0.0049×m 式（1）

式中：X 为酒糟酶解样液中还原糖含量，g；A 为

样品酶解后离心液吸光度；0.1479 为葡萄糖标准曲

线函数常数；6.689 为葡萄糖标准曲线函数斜率；

V 为上清液定容总体积，mL；系数 0.0049 为 1 g 酒

糟未经酶解所含还原糖当量，g；m 为酶解所加入的

酒糟质量，g。 

y = 6.6842x−0.1479，R2 = 0.9952

1.2.6.2   标准曲线的制作　取适量葡萄糖标准品于

90 ℃ 烘干至恒重，准确称量 0.100 g 干燥恒重后的

葡萄糖并用去离子水定容到 100 mL，得到浓度为

1 g/L 葡萄糖标准溶液。分别向具塞刻度试管加入

0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2 mL 葡萄糖标准溶液，各

添加 2 mL 3,5-二硝基水杨酸溶液（DNS），后用去离

子水补至 10 mL，沸水浴 5 min，用冰水迅速冷却至

室温，后用分光光度计在 540 nm 波长处测得相应的

吸光度。以横坐标为葡萄糖标准溶液浓度（mg/mL）、
纵坐标为吸光值，经过作图计算得到相应的回归方

程： 。 

1.2.6.3   纤维素转化率的测定　纤维素转化率表示

酒糟在酶解过程中，长链纤维素断键程度。其计算公

式为：

转化率 (%) =
X

m×α ×100 式（2）

式中：X 为酒糟酶解样液中还原糖含量，g；m 为

酶解所加入的酒糟质量，g；α为酒糟中粗纤维含量质

量分数。 

1.3　数据处理

每个实验重复 3 次，结果以“平均值±标准差”表

示。使用 Excel 软件进行各个因素试验的数据分析

以及作图，各因素水平的差异显著性（P<0.05）采用

 

表 1    Plackett-Burman 试验设计的因素水平表

Table 1    Factors and levels of Plackett-Burman
experimental design

因素 编码 低水平（−） 高水平（+）

酶解时间（min） X1 90 150
底物浓度（g/mL） X2 1:15 1:25
酶添加量（U/g） X3 600 1000

酶解pH X4 5 7
酶解温度（℃） X5 40 60

超声波处理温度（℃） X6 50 70
超声波功率（W） X7 100 300

超声波处理时间（min） X8 15 25
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SPSS 22.0 软件中的 Tukey 检验法，采用 Minitab18
软件进行 Plackett-Burman 试验数据分析，采用 Design
Expert10 软件进行 Box-Behnken 试验数据分析。 

2　结果与分析 

2.1　单因素实验结果 

2.1.1   酶解时间对酒糟纤维转化率的影响　纤维素

酶解反应时间对酒糟纤维转化率的影响如图 1 所示。
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图 1    酶解反应时间对酒糟纤维素转化率的影响
Fig.1    Effect of enzymatic hydrolysis reaction time on the

conversion rate of distiller’s grains cellulose
 

由图 1 可知，随着酶解时间的延长，酒糟纤维素

转化率先快速上升后变化平稳，反应时间在 120 min
时，酒糟纤维素的转化率出现拐点；当时间大于

120 min 时，延长酶解反应时间，酒糟纤维素的转化

率增加不显著（P>0.05），表明酶解 120 min 时酶解反

应基本趋于平衡。值得注意的是，酶解时间从 90 min
延长至 120 min 时，纤维素转化率出现陡增（约增加

了 0.6%），表明在这个阶段酶解反应机理可能发生改

变，这可能是在高酶负荷情况下，90 min 时纤维素酶

已占据纤维素表面大部分位置，随着时间延长，纤维

素酶的结合能力增加，空间位阻可能降低；然而，当更

多的纤维素酶被吸附在表面，可能会干扰自身的酶解

能力[19]。 

2.1.2   底物浓度对酒糟纤维转化率的影响　纤维素

底物浓度对酒糟纤维转化率的影响如图 2 所示。
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图 2    酶解反应底物浓度对酒糟纤维素转化率的影响
Fig.2    Effect of substrate concentration in enzymatic hydrolysis

reaction on the conversion rate of distiller’s grains cellulose
 

由图 2 可知，随着酶解时缓冲溶液体积的增大，

总体而言，酒糟纤维素转化率先上升后下降，底物浓

度为 1:15、1:20、1:30 g/mL 酒糟纤维素转化率无

显著性差异（P>0.05），在 1:20 g/mL 趋于最大值。从

1:10 到 1:20 g/mL 范围，底物与酶的结合随着溶液

的扩散，结合率越大，表现为促进作用，酶解作用增

强；随着缓冲液添加量继续增大，纤维素酶以及酒糟

原料的浓度逐渐被稀释，酒糟纤维素转化率受到底物

浓度的抑制作用[20]。 

2.1.3   加酶量对酒糟纤维素转化率的影响　纤维素

酶添加量对酒糟纤维素转化率的影响如图 3 所示。
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图 3    酶添加量对酒糟纤维素转化率的影响
Fig.3    Effect of enzyme addition on the conversion rate of

distiller’s grains cellulose
 

由图 3 可知，随着酶添加量的增加，酒糟纤维素

转化率先快速上升后缓慢上升。纤维素酶添加量在

800、1000、1200 U/g 时，纤维素转化率不显著（P>0.05）。
这是因为在纤维素酶添加量为 800 U/g 时，纤维素酶

与纤维素底物结合位点趋于饱和，酶添加量对纤维素

转化增强作用降低[21]。考虑到纤维素酶解的经济性，

选择 800 U/g 纤维素酶添加量进行实验。 

2.1.4   酶解反应 pH 对酒糟纤维素转化率的影响　

纤维素酶解反应 pH 对酒糟纤维素酶解的影响如

图 4 所示。

  

d

b

a a

c

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

2 3 4 5 6 7 8

纤
维

素
转

化
率

 (%
)

酶解pH

图 4    酶解反应 pH 对酒糟纤维素转化率的影响
Fig.4    Effect of pH of enzymatic hydrolysis reaction on the

conversion rate of distiller’s grains cellulose
 

由图 4 可知，随着酶解反应介质 pH 的增大，酒

糟纤维素转化率先上升后下降，可能是因为溶液

pH 增加，酶的活性中心会受到酸碱离子影响，当反

应 pH 偏离酶的最适 pH 时，酶解反应会受到不同程

度的抑制。图 4 表明，纤维素转化率在 pH5.0 出现
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最大值，且与 pH6.0 的条件下的转化率无显著性差

异（P>0.05），综合考虑成本、废水处理等问题，选取

纤维素酶解反应 pH6.0 作为最佳值。 

2.1.5   酶解反应温度对酒糟纤维素转化率的影响　酶

解反应温度对酒糟纤维素转化率的影响如图 5 所示。
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图 5    酶解反应温度对酒糟纤维素转化率的影响
Fig.5    Effect of enzymatic hydrolysis reaction temperature on

the conversion rate of distiller’s grains cellulose
 

由图 5 可知，酶解反应温度逐渐升高，纤维素转

化率先上升后下降，在温度为 50 ℃ 出现最大值，这

是因为温度升高，分子热运动加快，促进了酶与底物

结合的速率，酒糟纤维素转化率不断提高，当温度超

过纤维素酶的最适温度后，纤维素酶的催化活性会明

显受到抑制，从而使得转化率降低。 

2.1.6   超声波处理温度对酒糟纤维素转化率的影响

　超声波处理温度对酒糟纤维素转化率的影响如

图 6 所示。
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图 6    超声波处理温度对酒糟纤维素转化率的影响
Fig.6    Effect of ultrasonic pretreatment temperature on the

conversion of distiller’s grains cellulose
 

由图 6 可知，超声温度逐渐增大，酒糟纤维素转

化率先上升后下降，在温度为 60 ℃ 出现最大值。温

度对酒糟原料颗粒的溶胀有较大的影响，但是随着超

声波预处理酒糟时的温度升高，空化阈值下降，超声

所表现的空化效应减弱。超声波所产生的局部高

温、高压环境会导致自由基的形成，这些自由基可能

会破坏酶分子构象，酶活性受到抑制[15]。 

2.1.7   超声波功率对酒糟纤维素转化率的影响　超

声波功率对酒糟纤维素转化率的影响如图 7 所示。

由图 7 可知，超声功率对酒糟纤维素转化率影

响总体呈上升趋势，但是在 200 W 时，超声工作功率

对预处理后的酒糟纤维素酶解产生突跃现象，在超声

功率 400 W 时下降后再次呈现上升趋势，因此超声

波预处理功率 200 W 可以作为酒糟酶解最佳超声波

预处理功率参数。随着超声波预处理酒糟的功率不

断增大，空化效应增强，产生的羟自由基的量越多[22]，

这些自由基可使酶活性降低[15]，从而降低纤维素的转

化率；此外，相关研究表明，低功率超声波对纤维素晶

体结构有明显破坏效果，但是当功率增大到 400
W 后，非结晶区和有结晶缺陷区域的纤维素自由度

增加，在吸收超声波产生的能量后，纤维素产生链段

运动，经过较高功率超声处理的纤维素非结晶区出现

生长现象，从而在一定程度上降低纤维素酶与非结晶

区域作用位点的结合[23−25]。 

2.1.8   超声波处理时间对酒糟纤维素转化率的影响

　超声时间对酒糟纤维素转化率的影响如图 8 所示。

由图 8 可知，随着超声时间的延长，酒糟纤维素转化

率先上升后下降，在超声处理 20 min 时效果达到最

佳值，超声带来的声波震动、空化效应和机械剪切作

用，对酒糟颗粒的破碎效果较强。但是较长时间的超

声波处理，使得单糖分子与游离氨基酸发生美拉德反

应，从而会引起单糖含量的减少[26]。
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图 8    超声波处理时间对酒糟纤维素转化率的影响
Fig.8    Effect of ultrasonic pretreatment time on the conversion

rate of distiller’s grains cellulose
  

2.2　Plackett-Burman 试验设计结果

Plackett-Burman 试验设计及结果见表 3，各因

素酶解效应评价见表 4。
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图 7    超声波功率对酒糟纤维素转化率的影响

Fig.7    Effect of ultrasonic power on the conversion rate of
distiller’s grains cellulose
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从表 4 可以得出，各因素对酒糟纤维素酶解效

应的影响大小排序依次为：X3（酶添加量）>X1（酶解

时间）>X4（酶解 pH）>X8（超声波处理时间）>X5（酶解

温度）>X2（酶解底物浓度）>X6（超声波处理温度）

>X7（超声波功率）。其中酶添加量和酶解时间对酒

糟纤维素酶解效果影响极显著（P<0.01），酶解 pH 和

超声波处理时间对酒糟纤维素酶解效果影响显著

（P<0.05），酶解温度、底物浓度和超声波处理温度、

超声波功率对酶解效果影响并不显著（P>0.05），因此

选择酶解时间、超声波处理时间、酶解 pH、酶添加

量这四个因素进行下一步响应面优化试验，将酶解温

度固定为 50 ℃，酶解底物浓度固定为 1:20 g/mL，超
声波处理温度固定为 60 ℃，超声波功率固定为 200 W。 

2.3　响应面分析优化

Box-Behnken 试验设计与结果见表 5。方差分

析见表 6。
运用 Design Expert 10 软件对试验数据进行分

析处理，得到酒糟纤维素酶解工艺的二次多元回归

方程：

纤维素转化率(%) = 5.36+0.41X1 +0.60X3 −0.67X4+

0.26X8 +0.050X1X3 −0.25X1X4 −0.66X4X3 −0.040X8X1−
0.27X8X3 +0.048X8X4 −0.87X2

1 −0.49X2
3 −1.70X2

4 −0.85X2
8

由表 6 可知，回归模型 P<0.0001（极显著），失拟

项 P=0.1929>0.05（不显著），说明试验过程中非试验

因素对结果影响不大。决定系数 R2=0.9709，表明模

型拟合效果较好。矫正后的决定系数 R2
adj=0.9418，

与 R2 接近，预测值与实际值高度相关，表明该模型准

 

表 3    Plackett-Burman 试验设计及响应值

Table 3    Experimental design and response values of Plackett-
Burman test

实验号 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 纤维素转化率（%）

1 1 −1 −1 1 1 1 −1 1 1.55
2 1 1 1 −1 −1 1 −1 −1 4.00
3 −1 −1 1 −1 −1 1 1 1 2.98
4 1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 2.22
5 −1 1 1 1 1 1 1 −1 1.59
6 −1 1 −1 −1 1 −1 1 1 2.41
7 1 1 −1 1 −1 −1 1 −1 2.17
8 1 −1 1 1 −1 −1 1 1 3.78
9 −1 −1 1 1 1 −1 −1 −1 1.62

10 −1 1 −1 1 −1 1 −1 1 1.69
11 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 1.56
12 1 1 1 −1 1 −1 −1 1 4.30

 

表 4    Plackett-Burman 试验设计及各因素效应评价

Table 4    Evaluations of Plackett-Burman experiments

因素 效应 系数 系数标准误 T值 P值 显著性

常量 2.4893 0.0782 31.83 0.000
X1 1.0283 0.5142 0.0782 6.58 0.007 **
X2 0.4083 0.2042 0.0782 2.61 0.080
X3 1.1117 0.5558 0.0782 7.11 0.006 **
X4 −0.8450 −0.4225 0.0782 −5.40 0.012 *
X5 −0.4150 −0.2075 0.0782 −2.65 0.077
X6 −0.3017 −0.1508 0.0782 −1.93 0.149
X7 0.0717 0.0358 0.0782 0.46 0.678
X8 0.5917 0.2958 0.0782 3.78 0.032 *

注：P<0.05，差异显著，用*表示；P<0.01，差异极显著，用**表示，表6同。

 

表 5    Box-Behnken 试验设计与结果

Table 5    Design and results of Box-Behnken experiment

实验号 X1 X3 X4 X8 纤维素转化率（%）

1 0 0 1 −1 1.52
2 −1 −1 0 0 2.78
3 −1 0 0 −1 3.17
4 1 0 1 0 2.09
5 −1 1 0 0 3.80
6 −1 0 1 0 2.12
7 0 1 0 1 4.83
8 0 −1 0 1 3.84
9 0 −1 −1 0 2.71
10 1 0 −1 0 4.10
11 −1 0 −1 0 3.13
12 0 0 −1 −1 2.97
13 0 −1 0 −1 2.79
14 1 −1 0 0 3.83
15 0 0 0 0 5.04
16 1 0 0 1 4.21
17 0 0 −1 1 3.74
18 0 0 0 0 5.43
19 0 0 0 0 5.56
20 0 −1 1 0 2.87
21 1 1 0 0 5.05
22 0 0 0 0 5.42
23 0 1 1 0 2.49
24 0 0 0 0 5.37
25 0 0 1 1 2.48
26 0 1 −1 0 4.96
27 1 0 0 −1 4.10
28 0 1 0 −1 4.87
29 −1 0 0 1 3.44

 

表 6    Box-Behnken 试验方差分析结果

Table 6    Variance analysis results of Box-Behnken test

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

X1 2.03 1 2.03 25.8 0.0002 **
X3 4.3 1 4.3 54.5 <0.0001 **
X4 5.39 1 5.39 68.34 <0.0001 **
X8 0.81 1 0.81 10.29 0.0063 **

X1X3 1.00E-02 1 1.00E-02 0.13 0.727
X1X4 0.25 1 0.25 3.17 0.0966
X3X4 1.73 1 1.73 21.94 0.0004 **
X1X8 6.40E-03 1 6.40E-03 0.081 0.7799
X4X8 9.03E-03 1 9.03E-03 0.11 0.7401
X3X8 0.3 1 0.3 3.77 0.0726

X2
1 4.87 1 4.87 61.8 <0.0001 **

X2
4 18.67 1 18.67 236.87 <0.0001 **

X2
3 1.57 1 1.57 19.89 0.0005 **

X2
8 4.68 1 4.68 59.33 <0.0001 **

模型 36.85 14 2.63 33.39 <0.0001 **
残差 1.1 14 0.079

失拟项 0.95 10 0.095 2.52 0.1929 不显著

纯误差 0.15 4 0.038
总和 37.95 28
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8

X3X4

确性和通用性较好，对酒糟纤维素超声辅助酶解工艺

条件分析有较好的预测作用。从表 4 中还可以得出

一次项 X1、X3、X4、X8 和二次项 、 、 、 、交

互项 对酶解反应影响极显著（P<0.01），其他因

素均不显著（P˃0.05）。
酶添加量和酶解反应 pH 交互作用的响应面

3D 图和等高线图如图 9 所示。
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图 9    酶添加量和酶解反应 pH 交互作用的响应面
3D 图和等高线图

Fig.9    3D response surface and contour diagram of the
interaction between enzyme amount and pH

 

由表 6 与图 9 可知，各因素相互作用对酒糟纤

维素转化率表现出不同的影响效果，酶添加量以及酶

解 pH 交互作用对酶解反应影响极显著（P<0.01），而
其他因素交互作用对酒糟酶解反应影响不显著

（P˃0.05），其原因可能是 pH 的离子效应对酶活性中

心具有促进或抑制作用，因此随着纤维素酶的用量增

大，促进或抑制作用越明显。 

2.4　最佳酶解工艺验证

根据 Design Expert10 软件进行数据分析得出，

在优化试验基础之上最优酶解参数为超声时间

21.01 min，酶解时间 140.16 min，酶解 pH5.41，酶添

加量 992.34 U/g，预测酒糟纤维素的转化率理论值

为 5.63%。根据预测参数，结合实际操作情况，最终

选取的优化酶解参数：超声波工作参数（时间 21 min，
温度 60 ℃，功率 200 W）和酶解工艺条件（时间 140 min，
pH5.41，添加量 990 U/g，温度 50 ℃，底物浓度 1:20
g/mL），并且根据最终选取酶解优化参数进行验证试

验以及相同酶解条件无超声处理对照实验，得到最终

选取酶解酒糟纤维素转化率为 5.62%±0.02%，与预

测值 5.63% 相比，误差仅为 0.01%，实际值与预测值

的纤维素转化率差异不显著，表明该模型具有较好的

预测作用；相同酶解条件下，无超声处理的对照组实

验酒糟纤维素转化率平均为 4.15%。 

3　结论
以酒糟纤维素转化率为评价指标，在单因素实

验结果分析基础之上，通过 Plackett-Burman 试验及

Box-Behnken 试验对酒糟纤维素酶解反应参数进行

优化，得到修正后的最佳酶解工艺参数为：超声波处

理时间 21 min，酶解时间 140 min，酶解 pH5.41，酶
添加量 990 U/g，超声波处理温度 60 ℃，超声波功率

200 W，酶解温度 50 ℃，酶解底物浓度 1:20 g/mL，
在此条件下酒糟纤维素转化率能达到 5.62%，与相同

酶解条件无超声处理的对照组相比提高了 35.4%。

酒糟纤维素的降解是酒糟资源综合利用、开发生物

制糖等方面的第一步，本文的结果表明超声对酒糟纤

维素酶解反应具有显著的促进作用，是一种有效的纤

维素降解途径，能为酒糟资源的开发利用提供借鉴。
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