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玉米酒精发酵前提取超氧化物歧化酶的研究

赵　华, 陶　静
(天津科技大学生物工程学院, 天津 300222)

摘　要: 该文研究了在不影响玉米制取燃料酒精的情况下, 先从玉米中提取超氧化物歧化酶 (SOD ) 的工艺, 从而提高了玉米综合利用的价

值。试验表明: 提取 SOD 时玉米浸泡的最佳条件为添加玉米质量 2 倍的 0. 05 mo löL 磷酸盐缓冲液 (pH 7. 8) , 在 40℃浸泡 36 h。SOD 提取

浸提工艺采用 0. 05 mo löL 磷酸盐缓冲液 (pH 7. 8) , 以液料比 2∶1 (vöm )加入, 粉碎, 浸提 1 h。浸提液离心后添加硫酸铵至 40% 饱和浓度去

除杂蛋白, 再添加硫酸铵至 90% 饱和浓度盐析, 得到 SOD 粗酶制剂, 比活为 168. 3 U öm g。
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0　引　言

超氧化物歧化酶 ( superox ide dism u tase, SOD; EC1. 15. 1. 1)

广泛存在于细菌、原生动物、藻类、霉菌、植物、昆虫、鸟类、鱼类
和哺乳动物等各种生物体内, 是细胞内催化超氧化物阴离子
(O . -

2 )歧化反应的金属酶类, 能使O . -
2 转化为 H 2O 2 和O 2

[1 ] , 对
机体具有显著保护作用。因此, SOD 在保健品、医药、食品和化妆
品行业中有较高的应用价值[2 ] , 具有抗衰老、治疗炎症和氧中毒
以及防治自身免疫疾病的功能[3, 4 ]。

目前, SOD 制品主要是从动物血液或肝脏中获得[5 ], 但是由
于受到资源和安全性的限制, 人们正逐渐转向通过微生物发

酵[6 ] 和从植物的茎 (如芦荟)、叶 (如韭菜) 和种子 (如大蒜) 中提

取[7- 9 ]。玉米作为三大粮食作物之一, 主要被用来作为饲料, 生产
淀粉和淀粉衍生物及燃料酒精, 产量大且较其它植物易于保存。
由于燃料酒精生产成本大部分来源于原料玉米中[10 ], 玉米酒精
发酵前提取 SOD , 可有效抵消燃料酒精的生产成本。本研究主要
探讨采用磷酸盐缓冲液浸泡玉米诱导产生 SOD , 既不影响玉米
淀粉酒精产率, 又避免了玉米发芽等复杂工艺条件[11 ] , 其 SOD

提取工艺具有操作简单、易于工业化生产等特点, 对降低以玉米
为原料生产燃料酒精的成本, 提高玉米综合利用率具有重要意
义。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂
玉米, 购自天津市场。
邻苯三酚 (Pyrogallo l) (P2923, Sigm a 公司) ; 牛血清蛋白

(BSA ) (A 2153, Sigm a 公司) ; 超氧化物歧化酶 (SOD ) (S2515

3000U , Sigm a 公司) ; 硫酸铵 (分析纯, 天津天大化工试验厂) ; 磷
酸二氢钠、磷酸氢二钠 (分析纯, 天津市化学试剂六厂)。
1. 2　主要仪器与设备

多功能食物搅拌器 (SS2302A , 顺德市容桂区家成电器厂) ;

低速离心机 (LD 210, 北京医用离心机厂) ; 紫外可见分光光度计
(SP22102UV 型, 上海光谱仪器有限公司)。
1. 3　试验方法
1. 3. 1　SOD 提取工艺

称取 100 g 玉米, 加入pH 7. 8 的 0. 05 mo löL 磷酸盐缓冲液
浸泡后粉碎打浆, 经浸提、过滤、离心得到上清液; 加入
(N H 4) 2SO 4 至饱和浓度 40% 除杂蛋白, 静置后离心, 取上清液,

再加入 (N H 4) 2SO 4 至饱和浓度 90% 盐析, 离心取沉淀, 冷冻干燥
即得到 SOD 粗酶制剂。
1. 3. 2　SOD 酶活力的测定

SOD 的酶活力测定采用改进邻苯三酚自氧化法[12, 13 ]。以
1 mL 反应液中每分钟抑制邻苯三酚自氧化速率达 50% 时的酶
量作为一个酶活力单位 (U ) ; 以每毫克蛋白所含酶活力单位为酶
的比活 (U öm g)。
1. 3. 3　蛋白质含量的测定

Fo lin2酚试剂法[14 ]。
1. 3. 4　酒精发酵试验

酒精发酵试验参照参考文献[15 ]。

2　结果与分析

2. 1　玉米 SOD 提取浸泡条件的选择
浸泡玉米可以诱导玉米产生 SOD , 是玉米 SOD 提取过程中

十分关键的因素。选择 pH 7. 8 的 0. 05 mo löL 磷酸盐缓冲液[16 ],

按照试验设计浸泡玉米, 并添加玉米质量 2 倍的相同缓冲液粉
碎玉米, 浸提 1 h 后离心, 分别测定各上清液 SOD 总酶活, 结果
见表 1。

表 1　响应面试验设计与结果

T ab le 1　Experim en tal design and resu lts of response su rface

序号
X 1

浸泡时间 öh
X 2

浸泡温度 ö℃
X 3

液∶料 (vöm )
Y

总酶活 öU

1 24 30 2 11513
2 24 50 2 1688
3 48 30 2 10513
4 48 50 2 1453
5 36 30 1 25364
6 36 50 3 20632
7 36 50 1 1658
8 36 50 3 1463
9 24 40 1 17241

10 48 40 1 14414
11 24 40 3 10099
12 48 40 3 8443
13 36 40 2 37155
14 36 40 2 37155
15 36 40 2 37155
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根据表 1 试验结果, 用 SA S 软件进行回归分析, 结果显示提
取 SOD 总酶活与浸泡工艺各参数的回归方程为:

Y = 37155 - 714. 75X 1 - 7720X 2 - 2255X 3 - 15296. 63X 2
1

- 15566. 63X 2
2 - 9309. 125X 2

3 + 191. 25X 1X 2 + 292. 75X 1X 3 +

1134. 25X 2X 3

由标准方差分析可知, 此模型的多重相关系数R 为 0. 9821,

R 2 = 0. 9646, P 值为 0. 003539 (< 0. 01)。说明浸泡玉米条件对

SOD 提取影响很显著, 所得模型与试验结果的重合度为

96. 46% [17 ]。同时得到校正R 2 为 0. 9059, 因此, 运用此模型考察
浸泡玉米各工艺参数对提取 SOD 的影响是可信的。

以提取玉米 SOD 总酶活为响应值, 三个工艺参数两两组
合, 得到玉米 SOD 提取浸泡条件的等高线图 (图 1) 和响应面图
(图 2)。

图 1　玉米浸泡条件的等高线图

F ig. 1　Con tou r p lo ts of the steep ing condit ions fo r m aize

图 2　玉米浸泡条件的响应面分析图

F ig. 2　R esponse su rface p lo ts of steep ing condit ions fo r m aize

　　由图 1 可知, 提取玉米 SOD 时, 其总酶活沿着等高线由外向
里逐渐增加, 且变化趋势较均匀。由图 2 可知, 其响应面曲面弧度
较大, 且结果在很大范围内变化[18 ], 由此可知, 浸泡工艺的参数
任意固定一个后, 其余两个参数对提取 SOD 酶活都有较大的影
响。浸泡玉米最佳工艺条件由 SA S 软件根据所得回归方程给出,

即浸泡时间 36 h, 浸泡温度 40℃, 液料比 2∶1。根据试验结果, 在
此条件下提取得到的 SOD 总酶活最高, 为 37155 U ö(100 g) 玉
米, 且符合等高线图和响应面分析图的趋势, 因此, 确定此条件为
最佳浸泡条件。
2. 2　玉米 SOD 浸提条件的确定
2. 2. 1　浸提液浓度对玉米 SOD 提取的影响

玉米 SOD 在中性偏碱的溶液中较稳定, 浸提时为了充分将

SOD 从玉米中溶解出, 同时又保持 SOD 的活性, 选择 pH 7. 8 磷
酸盐缓冲液为浸提液。将用磷酸盐缓冲液在 40℃浸泡 36 h 的玉
米湿法粉碎后, 采用液料比为 2∶1 的pH 7. 8 磷酸盐缓冲液浸提
1 h 后离心, 测定上清液中的 SOD 酶活, 结果见图 3。

由图 3 可知, 随着磷酸盐缓冲液浓度的增加, 提取 SOD 酶活
逐渐降低, 且从 0. 05 mo löL 到 0. 1 mo löL 下降速度较快, 而从
0. 1 mo löL 到 0. 2 mo löL 下降的较慢。由此可知, 低浓度的磷酸
盐缓冲液有利于 SOD 的浸提。但当磷酸盐缓冲液浓度低于 0. 05

mo löL , 则不利于维持浸提液的 pH 值。因此, 确定加入磷酸盐缓
冲液的最佳浓度为 0. 05 mo löL。

图 3　磷酸盐缓冲液浓度对玉米 SOD 提取的影响

F ig. 3　Effect of the concen trat ion of pho sphate buffer

on ex tract ion of superox ide dism u tase (SOD ) from m aize

2. 2. 2　浸提液添加量对玉米 SOD 提取的影响
浸提液添加量会影响提取玉米 SOD 酶活, 试验按不同液料

比添加 pH 7. 8 的 0. 05 mo löL 磷酸盐缓冲液, 分别浸提 1 h 后离
心, 测定上清液中的 SOD 酶活, 考察浸提液添加量对玉米 SOD

提取的影响, 结果见图 4。
由图 4 可知, 浸提时当磷酸盐缓冲液添加量与玉米的液料比

( vöm ) 为 2 时, 提取得到玉米 SOD 酶活最高, 达到 37800

U ö(100 g)玉米。当磷酸盐缓冲液添加量与玉米的液料比为 1. 5

时, 提取得到 SOD 的总酶活明显低于液料比为 2 时的总酶活, 可
见此时的 SOD 提取率较低, SOD 无法充分溶解在溶液中。当磷
酸盐缓冲液添加量与玉米的液料比为 3 时, 溶液中 SOD 的浓度
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较低, 缓冲液中磷酸盐含量增多, 磷酸盐对 SOD 活性的影响不断
增加, 所以总酶活又开始降低。因此, 磷酸盐缓冲液添加量与玉
米的最佳液料比 (vöm )为 2。

图 4　磷酸盐缓冲液添加量对玉米 SOD 提取的影响

F ig. 4　Effect of the vo lum e of pho sphate buffer

on ex tract ion of SOD from m aize

2. 2. 3　浸提时间对玉米 SOD 提取的影响

SOD 酶活易受氧的影响, 因此, 浸提时间不宜过长, 但浸提
时间太短又不利于玉米 SOD 渗透到磷酸盐缓冲液中。因此, 采用
液料比为 2∶1, pH 7. 8 的 0. 05 mo löL 磷酸盐缓冲液, 分别浸提
不同时间, 考察浸提时间对玉米 SOD 提取的影响, 结果见图 5。

图 5　浸提时间对 SOD 提取的影响

F ig. 5　Effect of the ex tract ing tim e on

ex tract ion of SOD from m aize

由图 5 可知, 随着浸提时间的延长, 提取得到玉米 SOD 的酶
活先上升, 1 h 时其 SOD 酶活达到最高值, 为 38078. 4U ö(100 g)

玉米, 随后开始不断下降, 且从 1 h 到 2 h 酶活降低速度较快。可
见, SOD 作为一种具有抗氧化作用的酶, 在空气中暴露时间不宜
过长。长时间将其暴露在空气中, SOD 会与空气中的氧反应, 降
低 SOD 的回收率。因此, 确定玉米浸提的最佳时间为 1 h。
2. 3　玉米 SOD 提取对酒精发酵的影响

将提取 SOD 后玉米渣, 平均分两份, 按照 1∶3～ 4 加入
70℃水和 0. 01 mL 耐高温淀粉酶 (30000 U ömL ) 90℃～ 95℃液
化 90 m in, 冷却到 60℃加入 150 U ög 原料的糖化酶保温 45 m in,

然后冷却至 32℃, 按 0. 08% 加入酒精活性干酵母保温培养 12 h

后将温度提高至 37℃, 继续发酵 60 h, 最后采用蒸馏法测定发酵
醪液中的酒精浓度, 换算成 95% (vöv) 酒精的淀粉出酒率为
53. 51% , 与对照试验的 53. 56% 基本一致。由此可知, 在酒精发
酵前提取玉米 SOD 是可行的。
2. 4　玉米 SOD 粗酶制剂的制备

酶制剂的制备常采用硫酸铵盐析法。先用低饱和浓度的硫
酸铵溶液, 除去粗酶液中的杂蛋白, 再添加至高饱和浓度的硫酸
铵溶液, 使 SOD 沉淀[19 ]。按照 25℃时硫酸铵溶液饱和浓度添加
量, 分别测定室温下放置 6 h 后, 离心得上清液及沉淀的 SOD 比
活, 考察添加硫酸铵对除杂蛋白及盐析效果的影响, 结果见图 6

和图 7。
由图 6 可知, 采用 40% 饱和浓度硫酸铵溶液除杂蛋白效果

最好。硫酸铵溶液饱和浓度低于 40% 时, 沉淀的杂蛋白较少, 因
此得到的 SOD 比活较低; 而当硫酸铵溶液饱和浓度高于 40%

时, 不仅将大部分杂蛋白去除, 而且会造成部分 SOD 的沉淀,

SOD 比活也降低。由图 7 可知, 再添加硫酸铵至硫酸铵溶液饱和
浓度达到 90% 时, 盐析得到的 SOD 比活最高, 为 168. 3 U öm g,

此时其回收率达到 55. 7% , 纯化倍数达到 6. 4。而添加硫酸铵较
少时, SOD 沉淀不完全; 添加量太大, 又会使杂蛋白沉淀。因此,

确定盐析时硫酸铵溶液的最佳饱和浓度为 90%。

图 6　硫酸铵饱和浓度对除杂蛋白效果的影响

F ig. 6　Effect of the concen trat ion of

ammon ium su lfate on removal of impurit ies

图 7　硫酸铵饱和浓度对盐析效果的影响

F ig. 7　Effect of the concen trat ion of

ammon ium su lfate on salt ing ou t

3　结　论

1) 从玉米中提取 SOD , 浸泡对提取 SOD 酶活的影响较大。
运用响应面分析方法优化浸泡工艺参数, 得到最佳浸泡条件为
浸泡时间 36 h, 浸泡温度 40℃, 液料比 2∶1。

2) 玉米 SOD 浸提条件为添加浸泡后的玉米粒 2 倍的 0. 05

mo löL 的pH 7. 8 磷酸盐缓冲液, 浸提 1 h 离心。在上清液中加入
饱和浓度 40% 的硫酸铵去杂蛋白, 再加至饱和浓度 90% , 离心得
沉淀, 冷冻干燥, 即为 SOD 粗酶制剂, SOD 比活达到 168. 3

U öm g。
3) 酒精发酵前提取玉米 SOD 不影响玉米淀粉酒精产率。
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Extraction of superox ide d ism utase from ma ize
before ethanol ferm en tation processing

Zha o Hua , Ta o J ing

(Colleg e of B ioeng ineering , T ianj in U n iversity of S cience and T echnology , T ianj in 300222, Ch ina)

Abstract: In o rder to imp rove the value of the m ult ip le use, the p rocesses of ex tract ing superox ide dism u tase (SOD ) from m aize

w ithou t affect ing ethano l ferm en tat ion w ere studied. T he resu lts show ed the op tim um condit ions fo r steep ing m aize w ere as fo llow s:

0. 05 mo löL pho sphate buffer (pH 7. 8) added w ith 2∶ 1 so lven t2to2so lid rat io (vöm ) , temperatu re 40℃, t im e 36 h. T he best

techno logical param eters of SOD ex tract ion w ere adding 2∶1 so lven t2to2so lid rat io 0. 05 mo löL pho sphate buffer (pH 7. 8) , ex tract ing

fo r 1 h. T hen 40% and 90% of satu rated ammon ium su lfate w ere added to remove impurit ies and cause SOD to p recip ita te,

respect ively. Even tually, the crude SOD w as ob tained, w ho se specific act ivity reached 168. 3 U öm g.

Key words: superox ide dism u tase; ex tract ion; m aize; ethano l ferm en tat ion
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