
浙江理工大学学报(自然科学版),第３７卷,第３期,２０１７年５月

JournalofZhejiangSciＧTechUniversity(NaturalSciences)

Vol．３７,No．３,May２０１７

DOI:１０．３９６９/j．issn．１６７３Ｇ３８５１．２０１７．０５．０１１

收稿日期:２０１６－０９－２７　　网络出版日期:２０１７－０３－２８
基金项目:浙江省自然科学基金项目(LY１４C１６００４)

作者简介:王　健(１９９０－),黑龙江鹤岗人,男,硕士研究生,主要从事木质素的分离、降解及其结构方面的研究.

通信作者:张秀梅,EＧmail:xiumei＠zstu．edu．cn

纤维素酶/稀酸处理法分离毛竹木质素

王　健,张秀梅,周亚男
(浙江理工大学,a．材料与纺织学院;b．生态染整技术教育部工程研究中心,杭州３１００１８)

　　摘　要:采用纤维素酶/稀酸处理法从浙江产天然毛竹中分离木质素.优化毛竹酶解的反应条件,并考察不同

pH 值对木质素产率的影响,确定分离木质素的最佳反应条件.最佳反应条件为:酶解反应时,控制酶/底物比１∶８,

底物浓度为０．０２５g/mL,反应温度５０℃下反应４８h;稀酸处理时,pH 值为０．８２.用红外光谱(FourierTransform
InfraredSpectroscopy,FTＧIR)和核磁共振氢谱(１H NuclearMagneticResonanceSpectra,１HＧNMR)对优化条件下

分离的精炼木质素样品进行表征分析,结果表明:精炼木质素具有典型的紫丁香基和愈创木基特征峰,而纤维素、半

纤维素及碳水化合物的特征峰含量很小.精炼木质素进行了化学成分分析的结果表明:纤维素酶/稀酸处理法分离

的木质素与传统的磨木木质素法相比方法相比,纯度和产率具有较大提升.
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０　引　言

木质素是纤维原料中的主要成分之一,在自然

界中含量仅少于纤维素;木质素虽然具有储量高、纯
天然和可再生等优点,但绝大多数未被充分利用,因
此研究木质素的化学组成与结构有利于木质素资源

的合理开发与利用.木质素资源的利用需要原料中

的木质素高产率、高纯度地分离出来,同时不破坏木

质素的原始结构,然而到目前为止,绝大多数方法都

无法在高产率的基础上保持结构完整的木质素.
纵观木质素分离技术的发展历史,目前常用的

方法主要有以下几种︰克拉森法、碱法、有机溶剂

法、磨木木质素法和纤维素酶解法等[１Ｇ２].其中克拉

森法、碱法以及多数有机溶剂法均在一定程度导致

木质素结构变化,只能用于对底物中的木质素做定

量分析.Holtman[３]发现磨木木质素法大多只能获

得来自植物包间层的木质素产物,因此只能部分代

表木质素的原始结构,且其产物中往往含有一些碳

水化合物杂质.酶解木质素虽然较好地保留木质素

的原始结构,但其产物中往往含有一些其他纤维化

合物和糖类化合物杂质[４].Luca等[５]采用酶解/温

和酸解的方法得到高纯度和高产率的木质素产品,
得到较高的产率,且去除了产物中大多数纤维素和

糖类化合物杂质.
本文参考文献[６]中的方法,采用纤维素酶/稀

酸处理法,探索用该方法从浙江产天然毛竹中分离

木质素的最佳反应方案;分析毛竹粉经纤维素酶处

理的最佳反应条件,优化酶解后的毛竹原料被稀酸

处理的反应条件;进一步用FTＧIR和１HＧNMR对最

终产物木质素样品进行结构表征分析.

１　实　验

１．１　试剂与仪器

原料:浙江产天然毛竹.
试剂:纤 维 素 酶 (参 考 文 献 [７]测 定 酶 活 为

６８２７．５３U/g),麦克林试剂有限公司;１,４二氧六环

(分析纯)、冰醋酸(分析纯)、醋酸钠(分析纯)、正己

烷(色谱级),杭州米克化工有限公司.



仪器:行星式球磨机(QMＧQX 型,南京莱步科

技实业有限公司),热点式恒温摇床(YSＧ１００B型,上
海姚氏仪器设备厂),集热式恒温加热搅拌器(DFＧ
１０１S型,巩义市予华仪器有限责任公司),旋转蒸发

仪(RFＧ０２型,上海普渡生化科技有限公司),傅立叶

红外光谱仪(Nicolet５７００型,美国热电公司),核磁

共 振 波 谱 仪 (AVANCE AV４００MH 型,瑞 士

BRUKER公司).

１．２　实验方法

１．２．１　毛竹原料预处理

将毛竹原料切成小段并去节,经植物粉碎机粉

碎至４０目以下后,将样品经丙酮溶剂抽提除去其中

的脂肪族化合物,具体方法参考文献[７].抽提６h
后,再用行星式球磨机球磨７２h备用.

１．２．２　纤维素酶酶解

使用纤维素酶在一定条件下处理１．２．１制得的

毛竹样品,改变酶与毛竹原料的质量比,加入不同

pH 值醋酸盐缓冲溶液,放入恒温摇床,恒温反应一

段时间.分析不同原料/酶配比、反应时间及反应温

度等对酶解效率的影响.酶水解处理后,用砂芯过

滤器过滤得到酶解后的产物,用经盐酸调节的pH
值为２的酸性水溶液洗涤酶解后的毛竹样品２~３
次.然后冷冻干燥３６h,即制备得到酶解处理后的

产物.通过计算反应前后毛竹样品的质量比,计算

酶解率.

１．２．３　温和稀酸水解

称取５g的酶解处理后产物并置于１５０mL三

口烧瓶中,加入１００mL体积比为４∶１的二氧六

环/蒸馏溶液,采用６mol/L盐酸溶液调节将酶解产

物至不同pH 值,并用含盐酸的酸性二氧六环/蒸馏

溶液对酶解产物进行温和酸处理.反应时整个装置

置于封闭的充满氮气的环境下,在油浴锅中９１℃反

应２h.反应结束后,反复过滤反应残渣直至滤液

澄清,收集滤液用碳酸氢钠调节至中性,并将滤液转

入旋转蒸发仪,蒸发溶剂至５mL后将剩余液体放

入２LpH 值为２的酸性蒸馏水溶液.酸析约１０h
后,经离心、过滤后,收集木质素残渣,冷冻干燥,既
得最终的纤维素酶/稀酸处理法分离木质素.

１．２．４　红外光谱(FTIR)分析

由于酶解木质素和最终的精炼木质素均以固体

粉末的形式存在,因此针对酶解木质素和精炼木质

素的红外光谱分析均采用 KBr压片法进行制样,测
试时选用仪器为NICOLET５７００傅式红外光谱分析

仪,仪器分辨率为０．０９cm－１,取４５０~３５００cm－１为

谱图的扫描范围.

１．２．５　核磁氢谱(１HＧNMR)分析

测试选用经优化后的酶解/温和酸解法分离的

精炼木质素进行核磁氢谱分析(１HＧNMR).测试

前,将５０mg样品溶于０．５mL 氘代二甲基亚砜

(DMSOＧd６)中,测 试 时 用 到 的 仪 器 是 AVANCE
AV４００MH 型核磁共振波谱仪,测试条件为扫描频

率为４００Hz,氘代二甲基亚砜(DMSOＧd６)作为溶

剂,四甲基硅烷(TMS)为外表物,整个测试在室温

下进行.

１．２．６　精炼木质素的化学成分分析

酸不溶木素(克拉森木素)含量的测定参考

GB/T２６７７．８－１９９４.酸溶木素的测定参考 GB/T
１０３３７－１９８９.而酸溶木质素和酸不溶木质素的质

量和与精炼木质素的质量比即为所得木质素的纯

度.用型号为VarioMICROCube型的有机元素分

析仪对精炼木质素进行元素分析,测试前将精炼木

质素真空干燥,用电子天平争取约５mg的样品在

锡箔纸上进行有机元素分析测试,统计 C、H、S、N
元素含量百分比.测试时选用氧气为燃气,氦气为

载气,流速分别控制在２５mL/min和２００mL/min.
测试温度为１１００℃.

２　结果与讨论

２．１　反应条件优化及产率分析

２．１．１　纤维素酶处理毛竹的反应条件优化

２．１．１．１　反应时间对酶解效率的影响

表１为底物浓度０．０２５g/mL、酶/底物比１∶８、
反应温度５０ ℃时不同反应时间对酶解率的影响.
表１数据表明,随时间增加酶解率增加;当时间超过

２d后,酶解率变化不大,说明反应２d后,基本达到

最佳的酶解效果.以下实验均在酶解时间２d条件

下进行,进一步分析其它反应条件对酶解效率的

影响.
表１　反应时间酶处理效率的影响

反应

时间/d
酶/底物比

底物浓度/

(g􀅰mL－１)
酶解率/％

１ １∶８ ０．０２５ １８．７７

２ １∶８ ０．０２５ ２５．６０

３ １∶８ ０．０２５ ２７．５５

２．１．１．２　酶/底物比对酶解效率的影响

图１为底物浓度０．０２５g/mL、反应时间２d、反
应温度５０℃下不同酶/底物比对酶解率的影响.由
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图１可以看出,随着酶用量的增加,酶解率呈上升趋

势,但进一步增加酶用量,酶解率开始降低,其原因

可能是反应后未被降解的产物附着在原料表面,使
酶和原料中的纤维素无法接触反应而造成的[８],因
此较佳的酶用量为酶/底物比１∶８.

图１　不同酶/底物质量比对酶解率的影响

２．１．１．３　温度及底物浓度对酶解效率的影响

图２为底物浓度０．０２５g/mL、反应时间２d、
酶/底物比１∶１０条件下,不同反应温度对酶解率的

影响.由图２可以看出,在低于５０℃时,随反应温

度增加,酶解率略有波动但当温度达到５０℃左右时

酶解率达到最高,这表明５０℃是该酶在反应体系中

活性最高.图３为反应时间２d、酶/底物比１∶１０、
反应温度５０ ℃下不同底物浓度对酶解率的影响.
由图３可以看出,反应物浓度达到０．０２５g/mL左

右时酶解率最高,但进一步增加反应物浓度酶解率

没有增加,反而有所下降.上述结果表明,底物浓度

需要控制在０．０２６g/mL 以下,才能得到较高的

产率.

图２　酶解率在不同温度下的变化趋势

图３　酶解率随底物浓度的变化趋势

通过以上实验结果表明毛竹原料酶解的最佳条

件为:毛竹原料和酶的质量比８∶１,底物浓度为

０．０２５g/mL,反应温度５０℃,时间控制在４８h.

２．１．２　稀酸处理酶解后的毛竹样品的反应条件

优化

采用上述最佳酶解条件所获得酶解木质素进行

温和酸解实验,探究酸解过程中pH 值对木质素得

率的影响,确定最佳反应pH 值.图４是pH 值对

得到的产物木质素得率的关系曲线.从图４中可以

看出,随着pH 值降低,产物得率有所提高,最佳pH
值为０．８２,此条件下木质素得率最高(２６．６４％).
但随着pH 值降低,产物得率下降,其原因可能是在

强酸性的条件下,有木质素衍生物生成,但在后续的

过滤、旋转蒸法及提纯过程木质素衍生物无法保留

在产物中[９].

图４　pH值对稀酸处理后分离得到的木质素得率的影响

２．２　产物表征与分析

２．２．１　FTＧIR法对酶解及酸解后的产物结构分析

分别对酶解后的毛竹样品和稀酸处理后得到的

木质素样品进行红外光谱分析,获得两种产物的红
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外吸收光谱图(图５).酶解处理后的毛竹样品有芳

香环骨架的特征峰(１６１３．４、５０６．４cm－１),甲基、亚
甲基和次甲基 C－H 伸缩振动的特征峰(２９２０．４
cm－１),羟基 O－H 的伸缩振动峰(３４０５．７cm－１),
紫丁香基环中 C＝O 伸缩振动(１３２７．５cm－１).与

酶解处理后的毛竹样品相比,纤维素酶/稀酸处理法

得到的木质素样品除具有芳香环骨架的特征峰

１５９９．２、１５０８．６cm－１和１２６２．０cm－１,羟基 O－H
的伸缩振动峰３４２５．２cm－１,甲基、亚甲基和次甲基

C－H 伸缩振动的特征峰２９３０．９cm－１和２８４９．４
cm－１,紫 丁 香 基 中 C＝O 伸 缩 振 动 峰 (１３２９．４
cm－１)和共轭羰基中 C－H 变形振动峰(１１２３．０
cm－１),以及愈创木基特征峰１３２９．４、１０３３．５、８３２．１
cm－１[１０],从图５中看出,较强的紫丁香基和愈创木

基结构单元的特征吸收峰.上述结果显示本纤维素

酶/稀酸处理法获得木质素样品较好地保留毛竹原

料的原始结构.

a．酶解后毛竹样品;b．酸处理后的精炼木质素

图５　经酶解及稀酸处理后样品的红外光谱图

２．２．２　１HＧNMR法对稀酸处理后木质素产物结构

的分析

纤 维 素 酶/稀 酸 处 理 法 得 到 的 木 质 素 样 品

的１HＧNMR谱图如图６所示,图中,δ＝２．５ppm 为

溶剂(DMSOＧd６)的溶剂峰,δ＝０．７~１．８ppm 为脂

肪族质子峰,δ＝３．７１ppm为甲氧基的质子峰,脂肪

族质子和质子谱峰最大,其在整个分离的木质素中

含量最高.愈疮木基单元和紫丁香基单元苯环上质

子的吸收峰分别体现在图６中δ＝６．９２ppm 和δ＝
７．７５ppm处,这表明木质素主要以甲氧基和愈疮木

基组成,同时含有紫丁香基结构单元,木质素结构得

到很好的保留.而δ＝０．９８ppm 为纤维素和半纤

维素及一些碳水化合物的特征峰,其峰面积很小,因
此该方法分离的木质素纯度很高.

图６　精炼木质素的１HＧNMR谱图

２．２．３　精炼木质素的化学成分分析

将精制木质素的纯度和元素分析结果与常用的

磨木木质素的相应成分进行对比,结果见表２.由

表２可知,用纤维素酶/稀酸处理法所得的精炼木质

素纯度和得率均有较大提高,其原因为用该方法分

离的木质素,既可以在保证整个实验条件温和的条

件下不破坏木质素的原始结构,又可以通过纤维素

酶处理有效的去除木质素与纤维素、半纤维素和碳

水化合物的结构连接,进而提高木质素的纯度和产

率.元素分析可以显示:用纤维素酶/稀酸处理法所

得的精炼木质素的氮含量相对较高,但含量保持在

０．５％以下,并不会影响对其化学结构的分析.
表２　精炼木质素的化学成分 ％

木质素种类 得率 纯度 C H O N

精炼木质素 ２７．９４ ９３．４４ ６５．５６ ７．３３ ２５．５２ ０．４４

磨木木质素 ８．３５ ８７．１２ ６４．９４ ７．５５ ２４．９８ ０．２７

３　结　论

a)在选用酶活为６８２７．５３U/g的纤维素酶作为

酶解剂、pH 值为４．５的醋酸盐缓冲液的条件下,酶
和原料竹粉的质量比为１∶８,底物浓度为０．０２５g/

mL,在５０℃下恒温摇床中反应４８h,此时的酶解率

最高,为２７．９４％.

b)在对酶解木质素进行温和酸解的过程中,反
应最佳pH 值为０．８２,此条件下木质素得率最高,
为２６．６４％.

c)对精炼木质素进行FTＧIR和１HＧNMR分析,
发现该毛竹木质素具有典型的紫丁香基和愈创木

基,甲氧基等木质素结构中的特征峰,纤维素,半纤

维素及碳水化合物的含量很少,说明用本试验方法
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分离的毛竹精炼木质素较好地保持原有毛竹原料的

原始结构.

d)对精炼木质素进行化学成分分析,发现相较

于传统的磨木木质素,纤维素酶/稀酸处理法所得的

精炼木质素纯度和得率均有较大提高.虽然元素分

析显示精炼木质素中的氮含量相对较高,但并不会

影响对其化学结构的分析.
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IsolationofLigninfromBamboobytheMethodof
Cellulase/HydrolysisＧMildAcidolysis

WANGJian,ZHANGXiume,ZHOUYanan
(a．CollegeofMaterialsandTextiles;b．EngineeringResearchCenterforEcoＧDyeing&Finishingof

Textiles,MinistryofEducation,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Ligninfrom Zhejiangbamboo wasisolatedbythe methodofcellulose/hydrolysisＧmild
acidolysis．Thereactionconditionsofenzymatichydrolysisprocesswereoptimized,andtheeffectof
differentpHontheligninyieldwasalsoinvestigated．Finally,thebestexperimentconditionwasacquired,

namelyreactiontemperature５０℃,theratioofenzymetosubstrate１:８,substrateconcentration０．０２５g/

mL,reactiontime４８h,pH０．８２．TheligninsampleswerecharacterizedbyFTＧIRspectroscopyand１HＧ
NMRanalysis．Theresultsshowthatbamboolignincontainedhastypicalcharacteristicpeaksofsyringyl
andguaiacyl,whilethecharacteristicpeaksofcellulose,hemicelluloseandcarbohydratesareseldomseen．
Thechemicalconstituentsofligninseparatedbythis method wereanalyzed．Theresultsshowthat
comparedwithtraditionalmethod MWL (milled woodlignin),theligninisolatedbythe methodof
cellulose/hydrolysisＧmildacidolysishashigherpurityandyield．

Keywords:bamboo;lignin;enzymatichydrolysis;mildacidolysis
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