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摘 要
:

以毛竹纤维素构建实验基质
,

选用丝状真菌里氏木霉所产胞外纤维素酶
,

通过受控水解工艺制备竹材纤维纳米微晶纤维素

( N C C )
。

同时利用场发射扫描电镜 ( FE S E M ) 观察毛竹纤维 N C C 的形貌尺寸
,

利用 X 射线衍射仪 ( X R D ) 评价毛竹 N C C 的结晶程

度
,

利用北欧标准乳度计测定 N C C 的纤维素聚合度
,

利用 Z et a
电位测定仪表征 N C C 胶体溶液的表面电荷

。

结果表明
,

通过纤维素

酶受控水解工艺制备的毛竹 N C C 材料
,

均呈现棒状形貌
,

平均直径 24 .7 unl
,

平均长度 2 86 unl
,

长径比 12
。

酶解制备的毛竹 N C C
,

其化学结构中没有引入磺酸基团
,

Ze at 电位仅为传统硫酸水解工艺制备的毛竹 N C C I 4/
。
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纤维素是地球上含量最丰富的天然高分子化合物
,

由单一的 D
一

葡萄糖单元通过 声 1
,

4
一

糖普键链状连接

而成 川
。

纳米微晶纤维素 ( N a n o e r y s t a l l i n e e e l lu l o s e
,

N e e )
,

是由天然纤维素经微晶化过程得到的具有纳

米尺度且性能优异的极限聚合度固体产物
〔2, 。

不但具有普通纤维素的基本结构和性能
,

还具备纳米颗粒的

特性
〔3 ’ ,

其性质与普通纤维素存在较大差异
,

可用于高效纤维素化学改性
仁4]

。

丝状真菌里氏木霉是最重要的

高效纤维素酶产生菌之一
。

其产生的胞外纤维素酶主要由 6 0 % 一 8 0 %的外切葡聚糖酶 ( E C 3
.

2
.

1
.

9 1 )
、

2 0 % 一 3 6 %

的内切葡聚糖酶 ( E c 3
.

2
.

1
.

4) 和 1% 的 介葡萄糖普酶 ( E c 3
.

2
.

1
.

2 1) 构成
〔, , 。

其中
,

内切葡聚糖酶主要作用

于纤维素分子内部的非结晶区
,

随机水解 声 1
,

4
一

糖昔键
,

将长链纤维素分子截短
,

产生大量带非还原性末

端的小分子纤维素
;
外切葡聚糖酶为 声 1

,

4
一

葡聚糖纤维二糖酶
,

是从纤维素的非还原端水解 p
一

1
,

4
一

葡萄

糖昔键
,

产生纤维二糖
;
而 介葡萄糖昔酶可水解纤维二糖

,

产生葡萄糖
〔6〕 。

毛竹是一种速生植物资源
,

具

有生长速度快
、

成材周期短
、

纤维含量高等优点
,

其纤维形态及纤维细胞含量接近甚至高于一般阔叶木
,

资源化利用前景广阔
〔7〕 。

传统的 N C C 制备工艺通常采用浓硫酸水解微晶纤维素 ( M ci or c yr st all ine c e ull los e
,

M C C )
,

破坏其无定型

区以获得高结晶度的 N C C 材料
。

但这一过程具有腐蚀性
,

对人体有害
,

所需工艺条件苛刻
,

同时反应体系

残留的酸和杂质需要洗涤除去
,

会消耗大量的水和动力资源
。

更重要的是
,

硫化作用会在 N C C 表面引入磺

酸基
,

从而 限制 N c c 材料在食品
、

医学
、

医药等相关材料领域的应用
〔8]

。

采用酶法水解纤维素制备 N c c
,

可在常温常压条件下进行
,

不仅可提高 N C C 产品的质量和纯度
,

减少化学药品使用
,

降低水资源消耗和环

境污染负荷
,

同时还可以保持纤维素原有的化学结构
,

进而增加了 N C C 材料的生物相容性
,

拓展了其在食

品
、

医学
、

医药等相关领域的应用
。

本研究以毛竹纤维素构建实验基质
,

选用丝状真菌里氏木霉所产胞外纤维素酶
,

通过受控水解工艺制备毛

竹纤维 N C C
,

并探讨其最佳制备条件
,

同时利用场发射扫描电镜 ( FE S E M )
、

X 射线衍射仪 ( X R D )
、

北欧标

准豁度计
、

Z et a 电位测定仪等分析手段对制备的毛竹纤维 N C C 的物化性能进行表征
,

以期获得一种环境友好

且生物相容性好的竹类纤维 N C C 的低污染制备方法
。

1 实 验

L l 实验原料

本课题得到浙江省新材料及加工工程省重中之重学科开放课题 ( 201 10 94 6) 和浙江省应用化学与生态染整工程重中之重学科开放

基金 ( Y R 20 1 1 0 1 7 ) 支持
。
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毛竹购自中国浙江安吉县毛竹种植场
;

里氏木霉 ( Al
,

C C 1 3 6 3 1) 购 自中国科学院微生物研究所菌种保藏

中心
;
实验用化学试剂盐酸

、

硫酸
、

氢氧化钠
、

乙酸
、

次氯酸钠均为分析纯
,

购 自浙江杭州大方化学试剂公

司
。

L Z 实验方法

1
.

.2 1 毛竹纤维制备

毛竹原料经 刊舰T S C H 公司 Pu vl eri es ett 粉碎为粉末
。

在机械搅拌作用下
,

于 80 ℃
、

质量分数为 4
.

0 % 的 N a O H

溶液中反应 90 m l n
,

这一过程重复 3 次
,

其间用蒸馏水洗净残碱
,

以除去毛竹的木素
、

半纤维素
、

树脂等非纤

维素组分
。

采用 1 : 1 :l 的醋酸缓冲液
、

质量分数为 1
.

7 % 的 N a
C1 0 溶液

、

蒸馏水组成的混合溶液在机械搅拌

作用下
,

于 80 ℃漂白处理毛竹纤维 180 m ni
,

这一过程重复 4 次
,

其间用蒸馏水洗净残氯
,

以获得高纯度的毛

竹纤维原料
。

L .2 2 毛竹特征 M C C 制备

采用 .4 0 m o

比 H CI 水解漂白处理后的毛竹纤维
,

获得在微米范围内尺寸广泛分布的毛竹 M C C
,

经筛网过

滤获取 50
一

70 脚 组分
,

即毛竹特征 M c c
,

作为纤维素酶受控水解制备毛竹纤维 N C c 的实验原料
。

图 1 为制

备的毛竹特征 M C C 的 S E M 照片
。

图 1 .4 o mo 比 H C I水解制备的毛竹特征 M C C 的 S E M 照片

L 2 3 纤维素酶受控水解 M C C

将里 氏木霉接种于马铃薯葡萄糖培养基振荡培养 24 h
,

以毛竹特征 M C C 作为唯一碳源
,

将获得的质量分

数为 .5 0 %的种子液接种于M na d e l 培养基
,

在 25 0 l l lL 三角瓶中于 25 ℃条件下振荡发酵
,

所得溶液经离心分离除去

1卿 以上的固体颗粒 9[j
,

悬浮液经截留相对分子质量为 10 万的超滤膜过滤
,

用蒸馏水收集膜面截留的毛竹纤维 N c c

组分
,

冷冻干燥后待分析用
。

N C C 得率为获得的毛竹纤维 N C C 质量与原始毛竹特征 M C C 质量之比
。

对照样采用传统硫酸水解工艺
,

将毛竹特征 M C C 溶于质量分数为 60 % 玩 5 0 ;
溶液

,

于 45 ℃条件下反应 l h
,

蒸馏水重复离心过滤
,

将制备的毛竹纤维 N c C 洗至 p H 值中性
,

冷冻干燥后待分析用
。

1 :2 纤维素酶活测定

里 氏木霉所产胞外纤维素酶酶活测定通过分析其滤纸酶活
、

c M c 酶活
、

p N PG 酶活进行
〔, 0J

。

采用 N el s on

s

~ ygi 法测定滤纸酶活
、

c M c 酶活的还原糖产生量
〔, `’ ,

以 p
一

硝基苯葡萄糖产生量衡量纤维素酶 p N P G 酶活
〔’ 2〕 。

酶活单位 P口Z山L 表示 I ln L 酶液中
,

1血
n
水解聚糖生成相当于 1林mo l 单糖还原物质的酶量

。

1:2 F E S E M 分析

将 50 匹NC
C 悬浮液 (质量分数约 .0 01 % )滴至清洁硅片上

,

风干 24 h 后喷金 6 unl
,

利用 EJ O L 64 00 F 型 FE S E M

观察毛竹 N C C 的形貌尺寸
,

操作条件
:

加速电压 Z Vk
、

工作距离 .4 4
~

。

采用 U n 1S C S A 图像处理工具测定
、

张

S E M 照片上至少 2 50 根 N C C 外观尺寸
,

通过侃g ni Pr 0 8统计软件分析毛竹 N C c 的平均长度及直径
。

1
:2

X R D 和 D P 分析

利用 几 g ka u D舰 xa
一

25 00 v 型 x R D 测定毛竹 N C C 的结晶度
,

Ze 扫描范围 5
“ ~ 4 00

、

2
。

俪
n

。

依据铜乙二胺

溶液法利用北欧标准豁度计测定毛竹 N c c 的特性豁度
,

参照文献标准方法
〔’ 3〕
计算其平均聚合度

。
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L 2 . 7Zt ea
电位测定

将质量分数为 0 .05 %的毛竹 C C N悬浮液超声分散 5

而
n ,

利用 M al v e nr 3 0 0 0 型 Z e t a
电位测定仪测定 N C C 溶

液的 Z et a 电位
,

用以分析毛竹 N C C 胶体溶液的稳定性
。

2 结果与讨论

.2 1 毛竹 N C C 得率

纤维素酶水解断裂纤维素分子链
,

特别是对分子间氢

2 0 ;

{

16 {

:
`

……瘫蔷1 2 3 4

键和纤维素结晶区的破坏
,

是一个复杂的生物化学过程
。

时 edr/ d

里氏木霉所产胞外纤维素酶由于其 声葡萄糖昔酶含量较 图 2 纤维素酶受控水解过程的毛竹纤维 N c c 得率

低
,

可抑制纤维素分子完全水解为葡萄糖
,

使酶解过程受控
,

从而可以获得期望的 N C C 材料
。

在里 氏木霉深层

发酵过程中
,

其所产纤维素酶活在第 5 天时达到峰值
,

分别为滤纸酶活 .0 61 IU加 L
、

C M C 酶活 .0 04 I U lm L
、

尽

葡萄糖昔酶活 6 .0 36 IU/ m L
,

在此之后
,

纤维素酶各酶活出现明显下降
。

与纤维素酶活对应的 N C C 得率
,

测定

结果如图 2 所示
。

里氏木霉深层发酵前 3 天
,

N C C 得率维持在 4 % 以下的较低水平
,

在此之后呈现快速增长的趋势
,

在发酵第 5 天时达到较高值 18 %
,

此后增速缓慢
。

N C C 得率的增长趋势与胞外纤维素酶的产生趋势基本保持一致
。

.2 2 毛竹 N C C 形貌尺寸

图 3 为采用传统硫酸水解工艺制备的毛竹纤维 N C C ( a) 和里氏木霉所产纤维素酶水解制备的毛竹纤维 N C C

( b) FE S E M 照片
。

两种工艺制备的毛竹 N C C 均为棒状结构
。

硫酸水解制备的 N C C 由于其表面硫化作用
,

呈

现出较好的分散性能
;
由纤维素酶水解制备的 N C C 则开始出现轻微的絮聚现象

。

统计分析得出的毛竹 N C C 外

观尺寸如表 1所示
。

纤维素酶水解制备的毛竹 N C C 平均直径 24 .7 nnl
、

平均长度 2 86 nlll
,

长径比 12
,

而硫酸

水解制备的毛竹 N C C
,

形貌更为纤细
,

具有更大的长径比 (平均为 15 )
。

毛竹 N C C 的形貌差异主要源于硫酸

和纤维素酶的作用方式不同
,

硫酸水解完全是表面行为
,

其反应过程只受结晶区尺寸和均匀混合程度的影响
;

纤维素酶水解除受到混合程度影响外
,

还与纤维素蛋白酶活性区域的形状与纤维素结晶结构是否吻合
,

以及其

在 M C C 中的穿透能力密切相关
。

图 3 硫酸水解制备的毛竹纤维 N C c ( al 和 a2 ) 和纤维素酶水解制备的毛竹纤维 N C C ( bl 和 b2) F E S E M 照片
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2 . 3结晶度和聚合度

利用 X RD 分析测定毛竹特征 MC C 和 NC C 的结晶度
,

可以用于衡量其吸水和润胀能力
,

以及与纤维素酶

的可及程度
。

相对于硫酸水解制备的毛竹 N C C
,

纤维素酶水解获得的 N C C 结晶度明显下降
,

降幅在 8%左右
,

其主要是由于里氏木霉所产胞外纤维素酶在 M C C 中具有较强的穿透能力
,

导致其部分纤维素结晶区受到破坏
。

表 l 呈现了实验获得的毛竹 N C C 的结晶度和聚合度数据
。

在硫酸水解制备 N C C 过程中
,

纤维素聚合度从

3 9 .2 4 降至 17 4
.

1
,

降幅在 5 0 %左右
。

而在纤维素酶水解过程中
,

纤维素聚合度从第 1天至第 5 天逐渐下降
,

分

别为 371
.

0
、

3 5.0 4
、

3 14
.

1
、

2 5 .9 7
、

21 1
.

5
。

而在纤维素酶水解过程初期
,

如图 1所示
,

由于毛竹 N C C 得率较低
,

其纤维素聚合度下降并不明显
。

表 1 实验获得的毛竹 N C C 结晶度
、

聚合度
、

形貌和尺寸

样品 结晶度 /% 聚合度 形 态
尺 寸

长 度角 m 直 径 长径比

毛竹特征 M C C

硫酸水解制备 N C C

纤维素酶水解制备 N C C

3 9 2
.

4

17 4
.

1

2 1 1
.

5

棒状

棒状

2 0 5

2 8 6

5 0一 7 0 四 (筛选后 )

1 4
.

o n m

24
.

7 Iu l l

l 5

12

,Òno

…
0只内̀

00tl一l

.2 4 N C C 胶体稳定性

在胶体溶液中
,

静电排斥作用是维持其稳定性的

主要机理
。

胶体粒子 由于本身带有电荷
,

相互排斥在

溶液中均匀分散
,

从而保持胶体溶液稳定存在
。

通过

测定其 Ze at 电位
,

即可判断胶体粒子带电性强弱
,

评价胶体溶液的稳定性
。

从图 4 可以看出
,

硫酸水解

制备的毛竹 N C C 胶体溶液 Z et a 电位一 4 0
.

8 m V
,

纤

维素酶水解制备的毛竹 N C C z et a
电位仅为一 n

.

4

m V
。

前者高负电性的主要原因是在 N C C 制备过程

中
,

其分子链上接枝了磺酸基
,

进而使生成的胶体溶

液更为稳定
,

但同时获得的毛竹 N C C 材料损失了生

物相容性
,

限制了其在食品
、

医学
、

医药等相关材料

领域的应用
。 图 4 硫酸水解和纤维素酶水解制备的

毛竹 N C C 悬浮液的 Z et a 电位

3 结 论

.3 1 由于 N C C 材料优 良的机械性能
、

生物可降解性和环境友好性
,

其低污染制备工艺现已成为纤维素材料领

域研究的热点之一
。

本研究探讨了利用丝状真菌里氏木霉所产胞外纤维素酶作用于毛竹特征 M C C
,

通过受控水

解过程制备毛竹 N C C 工艺的可行性
,

并最终获得了 18 % 的毛竹 N C C 得率
。

.3 2 由于里氏木霉所产纤维素酶在深层发酵过程中对毛竹特征 M C C 结晶区具有较强的穿透能力
,

致使纤维素

酶水解制备的毛竹 N C C 较硫酸水解制备的 N C C 结晶度出现明显下降
。

.3 3 采用传统硫酸水解工艺制备的毛竹 N C C 会在其分子链上引入磺酸基
,

而采用纤维素酶水解制备的毛竹

N C C 分子结构不会改变
,

从而增加了 N C C 的生物相容性
,

拓展了其在食品
、

医学
、

医药等相关材料领域的应

用
。
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