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摘要!以水稻秸秆为原料"采用微波辐射联合小分子有机酸预处理手段"考察了微波强度$酸质量分数$微波时间$固液比对

木质素的移除和经预处理底物的酶水解效果的影响% 通过正交实验确定了各因素的影响次序为!酸质量分数n固液比n微波

时间n微波强度% 在最佳的预处理条件下&柠檬酸质量分数为 ()]"固液比为 * (̀)"微波时间为 ? 23/"微波强度为 ")) k'"酶

水解 #" 1后的还原糖产率可达 C)\"]"比未处理的秸秆&((\C]'提高了 (?\*]% 随后对最佳条件下处理的底物进行了一系

列酶水解条件的优化"确定了酶水解的最优条件"即底物质量浓度为 () 2KE2a"控制添加的酶的总蛋白量为 () 2K"纤维素酶`

$

D葡萄糖苷酶 木̀聚糖酶蛋白量比为* *̀ (̀"最佳表面活性剂吐温D?) 的质量分数为 (]"此时的还原糖产率可达 C?\=]"比未

优化的有明显的提高%
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<<随着人口的不断增加"环境污染与能源枯竭已

成为人类面临的棘手问题)**

% 我国的水稻种植业

发达"而废弃的稻草秸秆却一直未得到充分利

用)( D!*

% 因此"对于稻草资源合理利用的研究和探

索有着重要的意义)=*

% 将稻草经预处理后糖化"最

后"通过微生物发酵生产燃料乙醇是有效的利用途

径之一)C D>*

"然而"目前成功用于工业化的并不多"

其主要原因是预处理效果欠佳"稻草糖化效率较低"

因此"有必要对稻草的预处理和糖化过程进行更进

一步的研究)? D#*

%

稻草秸秆是一种主要包括纤维素$半纤维素和

木质素的木质纤维素原料"其性质稳定"通常难以被

直接降解利用"因此"需要有效的预处理方法破坏木

质纤维素的结构)*)*

"即破坏其内部的氢键"使得木

质纤维素易于被纤维素酶降解)***

% 目前木质纤维

素原料的预处理方法主要有物理法$化学法$生物法

以及组合预处理方法)*(*

% 其中稀酸预处理方法已

成为一种较为成熟的手段% 为了提高预处理效

率)*!*

"常用无机酸进行催化反应"常用的无机酸有
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% 但无机酸易造成反应设

备腐蚀"增大了后续分离难度"并且残留在底物上的

无机酸通常被认为给生物酶和发酵微生物带来了一

,C>,
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定的抑制作用% 有机酸作为一种相对温和的酸类"

对反应器腐蚀小"有望作为有效的催化剂替代无

机酸)*>*

%

微波加热能在极短的时间内迅速加热反应底

物"从而使一些在常规条件下不能被活化而无法进

行或难以进行的反应得以发生)*? D()*

% 笔者采用有

机酸结合微波反应器对稻草秸秆进行辅助催化反

应"探索了不同反应条件下不同有机酸对稻草秸秆

的处理效果% 利用有机酸取代无机酸作催化剂"简

化了后续反应液的处理步骤"并能实现纤维素原料

的高效预处理%

<=实验部分

<@<=主要原料和试剂

稻草秸秆取自常州农田"将其剪成 ( d! 42"洗

净烘干后粉碎备用"其主要成分如表 * 所示% 纤维

素酶$

$

D葡萄糖苷酶和木聚糖酶均购自 $3K25%

表 <=稻草秸秆的主要成分

组成 纤维素 半纤维素 木质素 灰分 其他

质量分数E] !"\* (=\# *>\C (\" *?\#

<@>=实验方法

*\(\*<原料预处理

称取 * K稻草秸秆于锥形瓶中"加入稀酸"搅匀

后在 ()) d")) k的微波条件下反应 C d*) 23/"处

理后的秸秆洗净烘干备用%

<@?=分析与测定

*\!\*<还原糖测定)(!*

还原糖质量浓度采用 cM$ 法测定)***

% 用紫外

分光光度计在 C() /2下测其3C值"并按下式计算

还原糖产率&2KE2a'!

还原糖产率 p)还原糖浓度 E

&纤维素浓度 _半纤维素浓度'* b*))] &*'

*\!\(<各种糖质量浓度的测定

采用k5:%.9高效液相色谱仪分析葡萄糖的含

量% 色谱柱为B23/%T

#

HIPD?>H柱"色谱条件!流

动相采用 )\))C 2,6EaH

(

$N

=

#流速为 )\" 2aE23/#

柱温为 "Ce"单次进样 ()

*

a%

*\!\!<组分测定

组分测定方法依据MjOa标准实验方法)((*

"其

中糖质量浓度用HIa0测得% 半纤维素质量分数及

纤维素质量分数计算式分别如下"式中的糖均为质

量浓度!

半纤维素质量分数 p2)&木糖 _半乳糖 _阿拉伯糖' b

?> b)\??*E&)\! b* )))'3 b*))] &('

纤维素质量分数 p2)&纤维二糖 _葡萄糖 _甘露糖' b

?> b)\#*E&)\! b* )))'3 b*))] &!'

>=实验结果与讨论

>@<=微波结合小分子有机酸预处理工艺

(\*\*<小分子有机酸的筛选

在相同条件下选取小分子有机酸&醋酸$丙酸$

苹果酸$丁二酸$柠檬酸'进行预处理% 酸质量分数

为 C]"固液比为 * !̀)"在微波强度 =)) k的条件下

预处理 ? 23/% 预处理后的固体经酶水解)(* D((*

"结

果如图 * 所示% 由图 * 可以看出"未处理的稻草秸

秆 #" 1时糖化产率为 ((\C]"而利用微波结合小分

子有机酸预处理后糖化率大大提高"尤其采用柠檬

酸所得到的糖化率最高为 !)\)]"其次是苹果酸"

约为 ("\"]

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

%
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5/- 234.,Y%/45&9865:%- &3K2%/:%- 3/G9R,.3/G F%:&.3/:3/K,/ :%TY
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)>* 张天永"周春隆'聚苯乙烯对酞菁铜颜料微胶囊化的研究)g*'

应用化学"*###"*"&('!#" D#?'
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制备及其表征)g*'高分子学报"()**"&('!*=C D*C)'
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)*!* 周雪琴"赵娟娟"刘东志"等'油酸钠对酞菁铜颜料的分散作用

)g*'染料与染色"())#"="&*'!** D*!'
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学化学化工学院"())!!(* D(C'
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*+未处理#(+醋酸#!+丙酸#=+柠檬酸#C+苹果酸#"+丁二酸

图 *<小分子有机酸种类对秸秆

水解糖化效果的影响

(\*\(<预处理条件优化

影响木质素移出和酶水解效果的主要因素有酸

质量分数$固液比$微波强度和微波时间% 通过考察

木质素移除和酶水解效果设计正交实验"以柠檬酸

为考察对象设计正交实验% 正交设计实验如表 ( 所

示"正交实验结果如表 ! 所示%

表 >=因素水平表

水平

因素

微波强度E

k

E&柠檬酸'E

]

微波时间E

23/

固液比

&9OV'

* ()) C C * (̀)

( =)) *) ? * !̀)

! ")) () *) * =̀)

表 ?=柠檬酸预处理极差分析表

微波强

度Ek

E&柠檬酸'E

]

微波

时间E

23/

固液比

&9OV'

酶水解 #" 1的

还原糖质量浓度E

&2K,2a

D*

'

实验 * ()) C C * (̀) =\#**

实验 ( ()) *) ? * !̀) C\C>"

实验 ! ()) () *) * =̀) C\??!

实验 = =)) C ? * =̀) C\(=?

实验 C =)) *) *) * (̀) C\C##

实验 " =)) () C * !̀) C\*C?

实验 > ")) C *) * !̀) C\C="

实验 ? ")) *) C * =̀) =\?>=

实验 # ")) () ? * (̀) >\*)?

均值 * C\=C> C\(!C =\#?* C\?>!

均值 ( C\!!C C\!C) C\#>> C\=(>

均值 ! C\?=! "\)C) C\">" C\!!C

极差0 )\C)? )\?*C )\##" )\C!?

由表 ! 可以看出"各因素的影响次序为!酸质量

分数n固液比n微波时间n微波强度% 因此移除木

质素的最佳条件为!酸质量分数为 ()]"固液比为

* (̀)"微波强度为 ")) k"微波时间为 ? 23/"即实验

# 为最佳实验条件%

此外"以还原糖产率对其进行表征来考察酶水

解效果% 确定底物质量浓度为 () 2KE2a"加入纤维

素酶 () XIhE&K底物'"

$

D葡萄糖苷酶 =) 0̂ hE

&K底物'"以未处理的稻草秸秆为空白对照"结果如

表 = 所示%

表 J=不同预处理条件下的酶水解 FL 5的还原糖含量

还原糖质量浓度E&2K,2a

D*

'

还原糖产率E]

未处理 !\((* ((\C

实验 * =\#** !=\!

实验 ( C\C>" !#\)

实验 ! C\??! =*\*

实验 = C\(=? !"\>

实验 C C\C## !#\(

实验 " C\*C? !"\*

实验 > C\C=" !?\?

实验 ? =\?>= !=\*

实验 # >\*)? C)\"

由表 = 可以看出"实验 # 的还原糖产率最高"与

正交实验中确定的移除木质素效果最好的预处理条

件相同% 由此可以看出"木质素的移除与酶水解的

效果有很大的联系"木质素会阻碍酶进攻纤维素和

半纤维素"木质素移除的越多"酶水解效果会有明显

提高% 在此条件下"酶水解 #" 1 得到还原糖产率最

高可达 C)\"]#实验 ! 次之"为 =*\*]#而未处理的

秸秆的还原糖产率只有 ((\C]% 实验 # 的还原糖

产率比未处理的提高了 (?\*]% 最终可确定预处

理的最佳条件为!柠檬酸质量分数为 ()]#固液比

为 * (̀)#微波时间为 ? 23/#微波强度为 ")) k%

>@>=强化酶水解工艺的优化

根据实验确定了最佳预处理条件为正交实验中

的第 # 组"由于反应条件太强"导致处理后部分秸秆

会变焦"因此"选择用预处理效果次之的第 ! 组条件

来处理秸秆%

(\(\*<底物质量浓度对酶水解效果的影响

底物质量浓度&*)$()$!) 2KE2a和 C) 2KE2a'

对酶水解效果的影响如图 ( 所示% 由图 ( 可以看

出"当底物质量浓度由 *) 2KE2a增加到 () 2KE2a

时"糖化率有所提高#当底物质量浓度继续提高后"

糖化率降低% 这是因为底物质量浓度过多提高后"

酶的剂量相对不够"无法满足与底物的足量结合催

,>>,
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化"导致底物过量"从而降低了糖化率% 当底物质量

浓度为 () 2KE2a时"还原糖产率达到最大"#" 1 糖

化率最高达到 =)\!]%

*+*) 2KE2a#(+() 2KE2a#!+!) 2KE2a#=+=) 2KE2a

图 (<不同底物质量浓度下的酶水解曲线

(\(\(<酶配比对酶水解效果的影响

调节纤维素酶$

$

D葡萄糖苷酶和木聚糖酶之间

的质量比&蛋白量之比'分别为 * *̀ *̀$* (̀ *̀$* *̀ (̀

和 ( *̀ *̀&以只加入纤维素酶作对照'"总酶蛋白添

加量为 () 2K"酶配比对酶水解效果的影响如图 !

所示%

*+纤维素酶#(+S&纤维素酶' S̀&

$

D葡萄糖甘酶' S̀&木聚糖

酶' p* *̀ *̀#!+S&纤维素酶' S̀&

$

D葡萄糖甘酶' S̀&木聚糖

酶' p* (̀ *̀#=+S&纤维素酶' S̀&

$

D葡萄糖甘酶' S̀&木聚糖

酶' p* *̀ (̀#C+S&纤维素酶' S̀&

$

D葡萄糖甘酶' S̀&木聚糖

<<< 酶' p( *̀ *̀

图 !<添加酶的总蛋白量为 () 2K的糖化率

由图 ! 可以看出"所添加的 ! 种酶的质量比为

* *̀ (̀时"#" 1 的还原糖产率最高达到 =?\(]% 与

只添加纤维素酶&最大的还原糖产率为 !=\?]'相

比"还原糖产率提高了 *!\=]左右% 因此"添加适

量的木聚糖酶可有效地水解酶解过程中产生的寡聚

木糖"从而提高酶水解效果"并且可以有效减少纤维

素酶的用量"降低了酶解成本%

(\(\!<表面活性剂种类对酶水解效果的影响

不同表面活性剂&离子型表面活性剂十六烷基

三甲基溴化铵0@+B̂ $十二烷基磺酸钠 $c$和非离

子型表面活性剂 IOQD")))$吐温D?)"以不加表面

活性剂的作为空白'对酶水解效果的影响如图 = 所

示)(=*

% 质量分数为 *]"选用最优酶配比条件进行

酶水解%

*+不添加表面活性剂#(+十六烷基三甲基溴化铵#

!+十二烷基磺酸钠#=+IOQD"))#C+吐温D?)

图 =<加不同表面活性剂时的酶水解曲线

从图 = 中可以看出"不添加表面活性剂时的

#" 1的糖化率为 =?\(]"而添加 0@+B̂ 和 $c$ 时

的 #" 1 的糖化率分别为 *>\=]和 *C\>]"比不添

加表面活性剂的要小很多% 相反"添加 IOQD")))

和吐温D?) 时的 #" 1 的糖化率分别可以达到

=#\)]和 C)\C]"相比之下有所提高% 由此可知"

0@+B̂ 和 $c$ 对酶水解过程具有明显的抑制作

用"而 IOQD"))) 和吐温D?) 具有促进纤维素糖化

的作用"并且吐温D?) 的促进作用比 IOQD"))) 大%

最终确定最佳的表面活性剂为吐温D?)%

表面活性剂固液比)*] d=]&9OV'*对酶水

解效果的影响如图 C 所示% 从图 C 中可以看出"还

原糖产率随着吐温D?) 质量分数的增加呈现先增加

后降低的趋势"当吐温D?) 的质量分数为 (]时"还

原糖产率最大"达到 C?\=]"继续增加吐温D?) 的质

量分数会抑制酶水解过程的进行"导致还原糖产率

有所下降"因此"最后确定吐温D?) 的最佳质量分数

为 (]%

*+*]#(+(]#!+!]#=+=]

图 C<不同吐温D?) 质量分数下的酶水解曲线

>@?=经预处理稻草秸秆的表征

对以质量分数为 ()]柠檬酸为催化剂"固液比

为 * (̀)"")) k微波强度下处理 ? 23/ 后的样品进

行电镜表征"考察其预处理前后的微观结构变化"结

果如图 " 所示)(C*

%

,?>,



()*" 年 # 月 黄美子等!木质纤维素微波强化预处理方法的初步研究

&5'未处理的稻草秸秆 &W'柠檬酸预处理的稻草秸秆

图 "<稻草秸秆预处理前后 $O+图

未处理的稻草秸秆表面平滑且紧凑"而微波辅

助柠檬酸预处理后的稻草秸秆的表面明显变得粗糙

且疏松"呈现出多孔隙的结构"这是由于微波辅助柠

檬酸预处理使得稻草秸秆的细胞壁部分溶解"并且

去除了部分的木质素"破坏了原本紧密的表面结构%

这些破坏的裂缝增加了纤维素酶对再生秸秆的可及

性"从而改善了其糖化效果%

?=结论

筛选出效果最好的柠檬酸结合微波辐射对稻草

进行预处理% 通过正交实验确定了最佳预处理条件

为酸的质量分数为 ()]"固液比为 * (̀)"微波强度

")) k下处理 ? 23/"此时"酶水解 #" 1 还原糖产率

为 C)\"]"比未处理的提高了 (?\*]% 并进一步对

底物质量浓度$酶配比及表面活性剂的种类和质量

分数等酶水解条件的优化"筛选出最优酶水解条件"

即底物质量浓度为 () 2KE2a"控制添加的酶的总蛋

白量为 () 2K)S&纤维素酶' S̀&

$

D葡萄糖甘酶'`

S&木聚糖酶'为 * *̀ (̀*"添加 (]&9OV'的吐温D

?)"此时的还原糖产率可达 C?\=]"比未优化的有

明显提高% 选用有机酸降低了对反应设备的要求"

简化了后续处理步骤"为稻草等农作物废弃物的高

效预处理提供了一种环保有效的思路"具有潜在的

应用价值%
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