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碱处理中温度对不同底物特性木质纤维素

结构及酶解的影响

何士成，彭太兵，孙曼钰，贾士儒，钟　成
（天津科技大学生物工程学院／工业发酵微生物教育部重点实验室，天津 ３００４５７）

　　摘要：为研究碱法预处理中温度对不同底物特性的木质纤维素结构及酶解效率的影响，选用柠条锦鸡儿
（ＣａｒａｇａｎａｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉＫｏｍ，简称ＣＫＫ，以下简称柠条）、水稻秸秆、小麦秸秆为原料，用ＮａＯＨ溶液分别在常温和高温条
件下进行预处理；通过扫描电镜（简称ＳＥＭ）分析、傅立叶转换红外光谱（简称 ＦＴＩＲ）分析、Ｘ－射线衍射（简称 ＸＲＤ）
分析等分析预处理后木质纤维素的表面形态、化学成分及结晶度的变化，并用纤维素酶对预处理后的木质纤维素原料

进行酶解糖化试验。ＳＥＭ和成分分析结果表明，ＮａＯＨ溶液碱处理能有效去除木质纤维素的木质素成分，破坏致密的
物理结构；ＦＴＩＲ图谱表明，经ＮａＯＨ溶液处理后，柠条、水稻秸秆和小麦秸秆的木质素结构受到一定程度的破坏，羟
基、亚甲基、甲氧基和酯键等部分官能团发生断裂；ＸＲＤ分析和酶解结果显示，碱处理能破坏木质纤维素原料中的结
晶区，增大原料的孔隙率和内表面积，从而增加纤维素酶的可及性和酶解转化率，经过２４ｈ酶解后，高温下碱处理能
使水稻秸秆葡聚糖的转化率高达９４．８７％；其中，温度又作为一个重要的因素影响ＮａＯＨ溶液碱处理的效果，当温度升
高时，ＮａＯＨ溶液碱处理对木质素的去除效果更好，对底物的物理结构破坏更严重，因此升高温度会促进 ＮａＯＨ溶液
碱处理的作用效果。
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通信作者：钟　成，博士，教授，主要从事纤维素的生物合成代谢与降
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　　能源危机与环境压力一直迫使人们寻求一种可代替现有
化石能源的新能源，木质纤维素是地球上大量存在的一种极

具开发潜力的可再生能源。中国木质纤维素资源丰富，仅农

作物秸秆年产生量就有约７亿 ｔ，林木枝叶和林业废弃物约
９亿ｔ［１］。木质纤维素是一种具有高度结晶区、结构非常稳定
的超分子，主要由４０％ ～５０％纤维素、１５％ ～３０％半纤维素
以及１５％～３０％木质素３种化学物质组成［２－３］。在植物细胞

壁中，木质素填充于纤维素和半纤维素之间，通过氢键和共价

键与糖类聚合物连接在一起。这种结构严重阻碍了纤维素酶

对它的降解，合适的预处理是打破这种抗性的有效手段。常

用的预处理方法有物理法、化学法和物理化学法等，其中碱法

预处理是一种备受关注的化学预处理方法，碱法预处理可去除
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原料中的部分木质素，提高剩余多聚糖的酶可及性。但由于不

同原料间底物分子结构存在差异，同一种预处理方法在相同预

处理条件下对不同底物产生的预处理效果具有一定的差异。

本研究选用柠条锦鸡儿（ＣａｒａｇａｎａｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉＫｏｍ，简称
ＣＫＫ，以下简称柠条，木本植物）、水稻秸秆、小麦秸秆（草本
植物）作底物，采用ＮａＯＨ溶液分别在常温和高温条件下对这
３种原料进行预处理，研究碱在同一预处理条件下对不同底
物的预处理效果及预处理后木质纤维素底物酶解规律的差

异，为生物质能源开发利用过程中木质纤维素原料预处理参

数的选择提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　生物质材料
柠条锦鸡儿采自内蒙古自治区乌兰察布市凉城县，水稻

秸秆采自湖南省永州市新田县，小麦秸秆采自山东省枣庄市，

以上原料自然风干，剪成２～３ｃｍ小段，用ＦＺ１０２微型植物试
验粉碎机（河北省黄骅市齐家务科学仪器厂）粉碎，过 ２０
目筛。

１．２　预处理
柠条、水稻秸秆和小麦秸秆分别与０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液

按料液比１ｇ∶２０ｍＬ混合，分别在室温条件下，于高压蒸汽
灭菌锅中１２１℃预处理１ｈ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃去上
清液，固体残渣水洗至中性。

１．３　木质纤维素的特征分析
１．３．１　扫描电镜（简称ＳＥＭ）分析　用扫描电镜观察预处理
前后木质纤维素的表面结构。样品观察前先喷金处理，电压

５～１５ｋＶ。
１．３．２　傅立叶转换红外光谱（简称ＦＴＩＲ）分析　用傅立叶红
外光谱测定碱法预处理前后木质纤维素化学成分的变化，仪

器分辨率为４ｃｍ－１，波数范围为４００～４０００ｃｍ－１，扫描次数
为１６次，样品处理采用ＫＢｒ压片法，２ｍｇ样品与３００ｍｇＫＢｒ
混合，压片，使样品粒径降低，分散均匀。

１．３．３　Ｘ－射线衍射（简称 ＸＲＤ）分析　用 Ｘ－射线衍射方
法分析ＮａＯＨ溶液预处理前后柠条、水稻秸秆和小麦秸秆纤
维素结晶度的变化，在 ２θ＝１０°～４０°范围内扫描，变化速率
为２°／ｍｉｎ。结晶度计算公式为

结晶度（简称ＣｒＩ）＝（Ｉ００２－Ｉ１８．０°）／Ｉ００２×１００％
式中：Ｉ００２为 ００２衍射晶面 ２θ＝２２．８°的强度，Ｉ１８．０°为 ２θ＝
１８０°散射峰的强度。
１．３．４　预处理前后木质纤维素的成分分析　预处理前后柠
条、水稻秸秆和小麦秸秆的葡聚糖、木聚糖和酸不溶性木质素

的含量参照美国可再生能源实验室（简称ＮＲＥＬ）的试验方法
进行测定［４］。

葡聚糖、木聚糖含量的测定方法：原料用 ７２％硫酸在
３０℃ 下水解１ｈ，再加入８４ｍＬ去离子水，在１２１℃下水解
１ｈ。水解液用０．２２μｍ水相滤膜过滤，用高效液相色谱（简
称ＨＰＬＣ）测定水解液中的糖分含量。Ｄ（＋）－葡萄糖、
Ｄ－（＋）－木糖和Ｌ－（＋）－阿拉伯糖作为混合标品，采用
外标法进行定量分析。葡聚糖、木聚糖含量的计算公式为

葡聚糖含量＝
Ｃｇ×８６．７３×０．９

生物质干质量×１０００×１００％；

木聚糖含量＝
Ｃｘ×８６．７３×０．８８
生物质干质量×１０００×１００％。

式中：Ｃｇ、Ｃｘ分别表示水解液中葡萄糖、木糖的浓度，ｇ／Ｌ；生
物质干质量的单位为ｇ。
　　酸不溶性木质素和灰分含量的测定方法：取滤纸于
１０５℃ 烘箱烘干至恒质量，精确称量并记录滤纸质量。水解
液残渣真空抽滤，抽滤后的残渣于１０５℃烘箱中烘干至恒质
量，用马弗炉测定样品灰分。酸不溶性木质素含量的计算方

法为

ＡＩＬ＝
ｍ１×ｍ２×ｍ３

ｍ４
×１００％。

式中：ＡＩＬ表示酸不溶性木质素的含量；ｍ１、ｍ２、ｍ３、ｍ４分别表
示滤纸和固体的质量（ｇ）、滤纸的质量（ｇ）、灰分质量（ｇ）、生
物质干质量（ｇ）。
１．３．５　酶解试验方法　酶解反应的总体积为 ２０ｍＬ，在
１００ｍＬ的三角瓶中进行。葡聚糖负荷为１％，其中葡聚糖负
荷定义为葡聚糖的质量占酶解混合物总体积的百分比（木质

纤维素材料的密度近似为１ｇ／ｍＬ）。酶解反应所用的酶为纤
维素酶Ｃｅｌｌｕｃｌａｓｔ１．５Ｌ和 β－葡萄糖苷酶，其中纤维素酶
Ｃｅｌｌｕｃｌａｓｔ１．５Ｌ按 １５ＦＰＵ／ｇ葡聚糖的负荷添加（Ｃｅｌｌｕｃｌａｓｔ
１５Ｌ的滤纸酶活性为３７．７６ＦＰＵ／ｍＬ），β－葡萄糖苷酶的添
加体积和纤维素酶的相同。酶解温度为 ５０℃，转速为
１８０ｒ／ｍｉｎ。分别在酶解反应进行３、６、２４、４８、７２ｈ时取样，所
取样品１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后取上清，用０．２２μｍ水相
注射器滤膜过滤，用ＨＰＬＣ测定酶解液中的糖浓度，计算葡聚
糖和木聚糖的转化率。

葡聚糖转化率＝
ｃｇ×Ｖ×０．９
ｍｇ

×１００％；

木聚糖转化率＝
ｃｘ×Ｖ×０．８８

ｍｘ
×１００％。

式中：Ｖ为酶解液体积，ｍＬ；ｍｇ、ｍｘ分别为酶解初始条件下葡
聚糖和木聚糖的质量，ｇ。

２　结果与分析

２．１　ＮａＯＨ溶液预处理对柠条、水稻秸秆和小麦秸秆表观形
态的影响

从图１可以看出，和未处理水稻秸秆相比，常温碱处理的
水稻秸秆表面出现了一些孔洞，可能是秸秆中木质素溶出的

结果，升高预处理温度后，碱液对水稻秸秆表观结构的破坏程

度更为明显，秸秆表面杂乱无序，部分纤维断裂，纤维的排列

也变得疏松。同水稻秸秆一样，小麦秸秆也来源于草本植物，

常温碱处理后小麦秸秆致密有序的结构受到了一定程度的破

坏，导管结构出现了一定程度的皱缩，升高处理温度后，小麦

秸秆的纤维束变得松软，部分表面坍塌。和小麦秸秆、水稻秸

秆不同的是，柠条属于木本植物，从各自未处理的 ＳＥＭ照片
上也可明显看出，柠条的整体结构更为致密，但是经过常温和

高温碱处理后样品表观结构同样变化很大，升高碱处理温度

后，对样品的破坏程度更加突出。

２．２　ＮａＯＨ预处理后柠条、水稻秸秆和小麦秸秆的 ＦＴＩＲ
光谱

柠条、水稻秸秆和小麦秸秆经ＮａＯＨ溶液在不同温度条
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件下预处理后的ＦＴＩＲ光谱如图２所示。经 ＮａＯＨ溶液预处
理后，柠条、水稻秸秆和小麦秸秆的特征峰变化较明显，特征

峰透光率强度整体呈现减弱趋势，其中，表征羟基伸缩振动的

峰在波数３４２５ｃｍ－１处强度明显减弱，表明 ＮａＯＨ溶液预处
理破坏了木质纤维素中的部分氢键，而且随着预处理温度的

提高，对氢键的破坏程度增强，从而对纤维素结晶区的破坏程

度也增大［５］。波数２９１８ｃｍ－１处表征纤维素中—ＣＨ、—ＣＨ２
伸缩振动的特征峰强度明显减弱，表明 ＮａＯＨ溶液预处理使
纤维素大分子中甲基、亚甲基发生了部分断裂，进一步表明纤

维素的含量增加［６］。波数１１６６ｃｍ－１处表征酯键中Ｃ—Ｏ—Ｃ
键伸缩振动的吸收峰强度明显减弱，表明碱处理打破了糖聚

合物和木质素间的重要酯键［７］。波数１０４５ｃｍ－１峰强度的减
弱表征愈创木基的羟基被破坏［８］。１２４５ｃｍ－１表征乙酰基中
Ｃ Ｏ的伸缩振动，ＮａＯＨ溶液处理后该吸收峰强度明显降

低，表明木质纤维素生物质经ＮａＯＨ溶液处理后，大部分乙酰
基被去除，这与朱圆圆等得出的结论［８］一 致。波数

１７３０ｃｍ－１处表征羰基 Ｃ Ｏ伸缩振动的吸收峰消失，波数
１６３６ｃｍ－１表征吸附水 Ｈ—Ｏ—Ｈ弯曲振动的吸收峰，
１０３４ｃｍ－１表征 Ｃ—Ｏ—Ｈ的变形，１１１２、１０５１ｃｍ－１峰强度
的变化与纤维素和半纤维素相关基团的变化有关。综上所

述，柠条、水稻秸秆和小麦秸秆经ＮａＯＨ溶液处理后，木质素结构
受到一定程度的破坏，部分官能团，如羟基、亚甲基、甲氧基和酯

键等发生断裂。

　　由图２可以看出，对于草本植物水稻秸秆和小麦秸秆，相
较于常温碱处理，高温碱处理后样品中木质素特征峰减弱程

度更大，表明升高温度对水稻秸秆和小麦秸秆中木质素的破

坏作用较大，这与成分分析得出的结果一致。而对于木本植

物柠条，从柠条预处理前后的红外图谱中可看出，升高预处理
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温度对柠条木质素相关基团的特征峰影响程度并不大，可能

是由于相较于草本植物，木本植物细胞壁中木质素、半纤维素

和纤维素的交联程度更为致密，从而使木质素更难去除。这

也表明在同一预处理条件下，ＮａＯＨ溶液对木本植物和草本
植物的处理效果有较大的差异。

２．３　ＮａＯＨ溶液预处理对柠条、水稻秸秆和小麦秸秆纤维素
结晶度的影响

由表１可以得出，经 ＮａＯＨ溶液预处理后，水稻秸秆、小
麦秸秆和柠条的结晶度都有所降低，这是因为 ＯＨ—能皂化
半纤维素和木质素之间的酯键以及削弱纤维素和半纤维素之

间的氢键，破坏木质纤维素原料中的结晶区，使木质纤维素发

生润胀，增大原料的孔隙率和比表面积，从而增加酶对木质纤

维素的可及度。由结晶度结果可以看出，升高碱处理温度，３
种底物结晶度都明显降低，其中，水稻秸秆的结晶度变化最

大，结晶度降低至５６．０％，小麦秸秆和柠条经高温碱处理后
结晶度大致相当，分别为５６．９％和５４．１％。

表１　ＮａＯＨ溶液预处理后各底物的结晶度

样品 ＣｒＩ（％）
未处理水稻秸秆 ７１．８
常温碱处理水稻秸秆 ６３．７
高温碱处理水稻秸秆 ５６．０
未处理小麦秸秆 ６６．０
常温碱处理小麦秸秆 ６２．２
高温碱处理小麦秸秆 ５６．９
未处理柠条 ６３．５
常温碱处理柠条 ６１．７
高温碱处理柠条 ５４．１

２．４　碱处理前后各底物的成分分析
不同温度条件下ＮａＯＨ溶液预处理对柠条、水稻秸秆、小

麦秸秆各成分含量的影响如图３所示。ＮａＯＨ溶液可以破坏
木质素聚合体间的醚键，使木质素解聚为小片段的聚合体，从

而溶解在ＮａＯＨ溶液中。经过 ＮａＯＨ溶液预处理后，水稻秸
秆和小麦秸秆中纤维素（葡聚糖）、半纤维素（木聚糖）含量明

显升高，木质素含量明显降低，表明ＮａＯＨ溶液预处理已经去
除了秸秆中的大量木质素，从而使得纤维素和半纤维素比例

相对升高。然而，经过ＮａＯＨ溶液预处理后，柠条中半纤维素
和木质素含量变化不大，纤维素含量却有一定程度的升高。

根据赵伟等的研究，柠条枝茎富含蛋白质和脂肪，在利用

ＮａＯＨ溶液对柠条预处理的过程中，一部分蛋白质和脂肪成
分被提取出来［９－１１］。因此，预处理后柠条中纤维素的含量增

加。另外，虽然ＮａＯＨ溶液预处理对柠条中的木质素有一定
程度地去除，但其与纤维素、半纤维素的紧密交联结构使得柠

条的木质素去除效果不如水稻秸秆和小麦秸秆明显。从图３
中还可以明显看出，温度对碱处理后木质纤维素各成分含量

的影响较大，与常温碱处理相比，升高温度使各木质纤维素底

物的葡聚糖含量分别增加１９．０４％（水稻秸秆）、１４．８０％（小
麦秸秆）、１０．５９％（柠条），水稻秸秆和小麦秸秆木质素含量
分别降低１３．４６％、７．６５％，说明温度能有效地促进碱溶液对
木质纤维素中木质素的破坏。同时，在同一预处理条件下，升

高温度对柠条、水稻秸秆和小麦秸秆的纤维素含量影响程度

并不一致，升高预处理的温度，纤维素含量变化由大到小为水

稻秸秆＞小麦秸秆＞柠条。这说明由于不同底物的分子结构
有一定差异，同一种预处理方法对不同底物的影响也呈现出

一定差异。

２．５　碱处理对柠条、水稻和小麦秸秆酶解的影响
对经过ＮａＯＨ溶液在不同温度条件下预处理后的水稻秸

秆、小麦秸秆和柠条进行酶解糖化。由图４可知，碱处理可以
有效提高底物中葡聚糖的转化率，升高碱处理温度后这种作

用变得更为明显。其中，经２４ｈ酶解后，高温碱处理水稻秸
秆的葡聚糖绝大部分已被酶解转化，转化率高达９４．８７％，是
未处理水稻秸秆葡聚糖转化率（３４．３０％）的２．７７倍，对应木
聚糖转化率是未处理的５．６６倍（图５）。因为经高温碱处理
后大部分的木质素溶解并转移到溶液中，而木质素含量又是

影响酶解转化的关键因素，木质素含量降低，酶解体系中酶的

无效吸附减少，从而使酶的利用率增加。高温碱处理小麦秸

秆最终的葡聚糖转化率为８２．６８％，是未处理小麦秸秆葡聚
糖转化率（１９．８１％）的４．１７倍，对应木聚糖转化率是未处理
的５．７５倍。同为草本植物，碱处理的小麦秸秆酶解时表现出
和水稻秸秆相类似的结果。

不同的预处理底物因结构之间的差异，在酶解糖化中表

现出的结果也不相同。小麦秸秆和水稻秸秆酶解糖化的结果

类似，但是和柠条样品的酶解结果相差较大，高温碱处理的柠

条样品葡聚糖和木聚糖的最终转化率都并不高，主要受致密

的物理结构和较高木质素含量的影响，从成分分析和ＳＥＭ的
结果也可以证明这一点。总的来说，同一预处理和酶解条件

下，草本植物比木本植物更易酶解。
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３　结论与讨论

ＮａＯＨ溶液碱处理作为一种有效的预处理方式，能有效
去除木质纤维素的木质素成分，破坏致密的物理结构，这一点

在ＳＥＭ照片中可以直观地看出。ＦＴＩＲ图谱、ＸＲＤ分析和成
分分析可以得到相同的结果，即预处理后木质纤维素的木质

素结构受到一定程度的破坏，结晶度降低，酶解转化率提高。

其中温度作为一个重要的因素影响 ＮａＯＨ溶液碱处理的效
果，温度升高时，ＮａＯＨ溶液碱处理对木质素的去除效果更好，
对底物的物理结构破坏更严重，因此升高温度是促进ＮａＯＨ溶
液碱处理效果的一种有效方式。

本研究依托ＮａＯＨ溶液预处理方法，选取小麦秸秆、水稻
秸秆作为草本类木质纤维素的代表，选取柠条作为木本类木

质纤维素的代表，研究表明同一预处理条件对不同底物预处

理效果有一定影响。木本类木质纤维素由于致密的物理结构

和更高的木质化程度，使得其对预处理和酶解糖化的阻抗作

用更大。为了更好地利用木本类木质纤维素，须根据木本植

物特殊的物理化学结构，寻找更有效的预处理方法。
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