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酶预处理协同高压射流对微纤化纤维素特性的影响
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100048)

  摘要:纤维素酶预处理方法因其环境友好等特点在微纤化纤维素制备中受到关注。本研究采用不同浓

度纤维素酶协同高压射流处理,开展微纤化纤维素的制备研究。实验结果表明,经过酶解协同高压射流处理

后,纤维素原纤束直径由几至几十微米下降到几十至几百纳米之间,而纤维素的晶体结构基本未变。粒径分

析说明,酶浓度1%(w/w)的纤维素酶协同高压射流处理的纤维素微细化效果较好。酶浓度从0.1%增加至

0.5%时,高压射流处理后的纤维素水分散液的黏度增加,热稳定性和纤维素薄膜的拉伸性能增强,0.5%酶

协同高压射流处理的微纤化纤维素薄膜平均抗拉强度达到为18.74MPa,1%酶协同高压射流处理的薄膜样

品拉伸 特 性 无 明 显 变 化,其 平 均 抗 拉 强 度 为18.99MPa,平 均 断 裂 伸 长 率 为8.74%,平 均 弹 性 模 量

为293.8MPa。
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天然纤维素是自然界最丰富的可再生资源之一,具有无毒、无污染、成本低、可生物降解和易于改性

等优点[1~3]。纳米纤维素不但保留了天然纤维素的性质,同时赋予纳米粒子高强度、高结晶性、高比表面

积、高抗张强度等特性[4~8],在食品与保健品中,纳米纤维素因其优良的乳化稳定性可以作为添加剂使

用,也可以作为绿色包覆材料或用于固定生物活性酶[9]。纳米纤维素材料包括纤维素纳米晶体、微纤化

纤维素、细菌纤维素和静电纺丝纤维素纤维[10]。在材料学上,微纤化纤维素被定义为直径在10~100nm
之间,长度为微米级[11]的纤维素微纤。

微纤化纤维素通常通过物理化学或生物等作用将纤维素原料解离制得。Lee等[12]以微晶纤维素为

原料,采用高压均质方法制备微纤化纤维素,发现经过5~10次处理可以得到拉伸强度较高的纤维素薄

膜。Zhang等[13]采用NaOH预处理协同高压均质的方法对漂白牛皮竹浆进行处理,得到直径为20~
30nm的纤维素微纤。冯瞿等[14]采用稀盐酸结合高压射流方法制备得到直径为几十至几百纳米的微纤

化纤维素。Qing等[15]用纤维素酶预处理与研磨机相结合的方法制备微纤化纤维素,发现酶预处理会使

原纤维具有较高的结晶度和长径比。Zhou等[16]比较了三种木聚糖酶(X10A、X10B和X11)和一种内切

葡聚糖酶预处理制备纤维素纳米纤维的方法,发现木聚糖酶处理可以促进原纤化的初始阶段以产生微米

级原纤维,但不适于生产纳米级原纤维,而内切葡聚糖酶可以更有效地促进纤丝解离获得纳米级纤维。
通过对比上述微纤化纤维素制备方法发现,纤维素酶预处理所得纤维素纳米原纤显得坚硬,呈棒状,纤维

长度为数百纳米,长径比较高。根据文献资料[17~20],发现其原因为纤维素酶能选择性地水解纤维素的无

定形区,破坏纤维素间的氢键连接,有效降解植物纤维中的木质素,较高程度地保留结晶区。与酸或碱预

处理方法相比,纤维素酶处理不仅绿色且环境友好,能用于制备食品、保健品或药品相关的微纤化纤维素

材料,赋予产品不同的乳化、稳定、包覆或固定特性,因此其工程应用潜力是巨大的。本文尝试结合纤维

素酶预处理和高压射流方法制备微纤化纤维素,并研究其表征结构、粒径分布、静态流变特性、热稳定性

和纤维薄膜拉伸力学特性的变化。
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1 材料与方法

1.1 材料

  纤维素(标称90μm):化学级,Aladdin公司;纤维素复合酶Celluclast
 

1.5L:食品级,Novozymes公

司;柠檬酸(C6H8O7·H2O):分析纯,迈瑞达科技有限公司;NaOH:化学级,Aladdin公司;浓盐酸:分析

纯,国药集团化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

  高压射流均质机,NCJJ-0.007/200机型,电机功率750W,操作压力0~200MPa,廊坊通用机械制造

有限公司;磁力搅拌器,601型,主轴转速0~1500r/min可调,上海三信仪表厂;实验室pH计,PHS-2C
型,分辨率0.1/0.01PH,上海三信仪表厂;冷冻干燥机,FD-1A-50型,冷阱温度-55℃,北京博医康实验

仪器有限公司;溶剂过滤器,T50型,天津市津腾实验设备有限公司;飞纳台式扫描电镜,Phenom
 

XL型,
荷兰Phenom-world公司生产;激光粒度分析仪,MS200型,全量程采用激光衍射法与完全迷失光散射理

论,湿法测量范围为0.02~2000μm,重复性±0.5%,准确性±1%;旋转流变仪,型号Discovery
 

HR,TA
 

Instruments公司;热重分析仪,型号TGA
 

55,TA
 

Instruments公司;质构分析仪,型号TMS-PRO,美国

FTC公司生产。

1.3 试验方法

1.3.1 缓冲液的配置 根据缓冲液配比表,称取14.25g柠檬酸、9.3g氢氧化钠和5.25mL浓盐酸,配
制成500mL的柠檬酸-氢氧化钠-盐酸缓冲液。测量缓冲液的pH值,并加入少量氢氧化钠调节,将柠檬

酸-氢氧化钠-盐酸缓冲液的pH值调至5.5,放入冷藏室备用。

1.3.2 纤维素酶解预处理 将6g纤维素分别与0.006、0.02、0.03和0.06g纤维素酶混匀,分别倒入

50mL缓冲液中,形成纤维素酶预处理样品液Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ。该样品液Ⅰ-Ⅳ中,纤维素酶与底物(纤维素)
的质量比分别为0.1%、0.33%、0.5%、1%,即称之为0.1%、0.33%、0.5%、1%纤维素酶(预)处理。将

样品液Ⅰ-Ⅳ置于50℃水浴中,磁力搅拌器1h,随后100℃烘箱处理5min使酶失活。继续以4000r/min
离心分离Ⅰ-Ⅳ号样品液5min,倒掉上清液,滤渣复水洗涤后再次离心分离,如此反复洗涤3次至滤渣接

近中性,复水使纤维素水分散液浓度为1.5%(w/w),得到0.1%、0.33%、0.5%、1%纤维素酶解样品Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ。

1.3.3 高压射流处理 将1.3.2节获得的酶解样品Ⅰ-Ⅳ进行40MPa高压射流处理4次后,再经

110MPa高压射流处理2次,得到0.1%、0.33%、0.5%、1%酶解协同高压射流处理纤维素水分散液样品

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ。继续将部分样品进行冷冻干燥48h,获得0.1%、0.33%、0.5%、1%酶解协同高压射流处

理纤维素冻干粉样Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ。

1.3.4 微观结构观察 将纤维素原样和1.3.3节的0.1%、0.33%、0.5%、1%酶解协同高压射流处理

纤维素水分散液样品Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ的纤维素浓度各稀释到0.06%(w/w),均匀搅拌后,分别从分散液上

部、中部、下部各取1滴至样品台导电胶上,即每个纤维素水分散液样品制得3个电镜观察测试样品,

60℃烘箱处理4h,随后喷金90s,在10kV电压下进行扫描电镜观察,每个电镜观察测试样品各取2个区

域进行进一步局部观察。

1.3.5 聚集态结构表征 将未处理纤维素粉和1.3.3节的纤维素冻干粉样Ⅰ-Ⅳ进行X衍射分析,采用

铜靶,入射线波长0.15418nm,Ni滤波片,扫描射线范围2θ=10°~30°。扫描速度为4(°)/min。结晶度

CI的计算依据公式CI(%)= 1-
Iam
I200  ×100进行[21]。其中,2θ=22.6°时的200峰值高度为I200,代表

结晶和无定形区域总和;2θ在18.5°~22.3°时的最小峰值为Iam,代表无定形区域。

1.3.6 粒径分布 应用激光粒度仪分析1.3.3节制备的纤维素水分散液样品Ⅰ~Ⅳ的粒径分布,设置

分散介质水的折射率为1.33,纤维素折射率为1.48,样品加样时遮光率保持在6%~7%,测量结果取3
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次测量结果的平均值。D50为中位值,即粒径分布曲线中体积分数积分达到50%时所对应的粒径数值。

1.3.7 静态流变特性 用旋转流变仪检测1.3.3节的纤维素水分散液样品Ⅰ~Ⅳ的静态流变特性,锥
形板直径5cm,设置剪切速率0~300s-1,测量间隙1mm,25℃条件下进行测量。

1.3.8 热重分析 将1.3.3节的纤维素冻干粉样Ⅰ~Ⅳ进行热重分析,设置最高温度为500℃,升温速

度20℃/min。

1.3.9 纤维素薄膜拉伸特性 取1.3.3节的纤维素水分散液样品Ⅰ~Ⅳ
 

30mL置于试管中,滴入4滴

甘油,用真空抽滤机抽滤成膜。将所有制备的膜置于60℃的恒温箱中烘干60h。
应用10mm宽标准切刀将样品膜切成样条,用千分尺测量厚度b并记录,用FTC-质构仪进行拉伸实

验,每个不同酶处理浓度得到的膜样品分别测量5次。设置拉伸条件为:拉伸速度0.5mm/s,拉伸标

距10mm。
拉伸强度σ定义如下:

σ=
Fmax

A
(1)

式中:σ为拉伸强度(MPa),Fmax 为最大拉力(N),A 为膜样品的初始断面面积A=10b(mm2),b—膜样

品厚度(mm)。
断裂伸长率ε定义如下:

ε=
ΔL0

L0
(2)

式中:ε为断裂伸长率,即应变值,用比值或百分数表示,L0 为试样初始标距(mm),ΔL0 为试样标记之间

的长度增量(mm)。
拉伸弹性模量E 定义如下:

E=
σ2-σ1
ε2-ε1

(3)

式中:E 为拉伸弹性模量(MPa),σ1 为应变值ε1=0.0005时测量的应力(MPa);σ2 为应变值ε2=0.0025
时测量的应力(MPa)。

2 结果与分析

2.1 结构表征

2.1.1 微观结构 图1为纤维素原样与酶协同高压射流方法得到样品的扫描电镜图。图1(a)为原纤维

素样品,酶解与高压射流处理后,纤维素微纤束的三维尺寸均明显减小,原始束状结构被打开,直径方向

上的撕裂剥离效果明显,如图1(b~d)所示;图1(b,c)表明大纤束与小纤束并存,解离剥离明显的小纤束

在视野中连片存在,受放大倍数限制,边界无法清晰分辨;图1(d)中解离剥离明显的纤维素直径可以在

100nm以下,纵横交织成网状覆盖或缠绕在大纤束上。以上结果说明该方法可以获得较小直径的微纤化

纤束,要想获得更加均匀一致的微纤化纤维素产品,需要增加高压射流的次数以增强微细化效果或者采

用分离方法除去大纤束。与Zhou等[16]的酶预处理结合150MPa、20次高压射流操作与Zhang等[19]的

酶预处理结合137MPa、20次高压射流操作所获得的纤维束微纤直径相当,而文中为4次40MPa基础上

再进行2次110MPa高压射流操作,说明递进的操作压力能够获得同样的纤束剥离效果并且减少高压射

流操作堵塞。

2.1.2 聚集态结构表征 图2(a~e)为未处理和经0.1%、0.33%、0.5%、1%酶解协同高压射流处理纤

维素冻干粉样的X衍射图,所有样品在2θ=22.6°出现峰值,这与Besbes等[22]和Tonoli等[23]关于纤维

素Ⅰ的晶格平面一致,表明样品中含有大量天然的纤维素Ⅰ。此外,所有样品的X衍射图在2θ=14.8°
和16.3°也出现了重叠峰,表明酶解协同高压射流处理后纤维素的晶体结构并未改变。依据结晶度CI 计
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算方法,未处理和经0.1%、0.33%、0.5%、1%酶解协同高压射流处理纤维素冻干粉样的结晶度分别为

79.4%及74.2%、77.3%、75.9%、77.7%,可见,试验条件下纤维素结晶度略有降低。

图1 酶解协同高压射流处理后纤维素水分散液样品的扫描电镜观察

Figure
 

1 Scanning
 

electron
 

microscope
 

of
 

cellulose
 

treated
 

by
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

and
 

high
 

pressure
 

jet

a-原样;b-0.1%酶处理;
 

c-0.33%酶处理;
 

d-0.5%酶处理;
 

e-1%酶处理

图2 酶结合高压射流处理后纤维素冻干粉样的X衍射图谱

Figure
 

2 X-ray
 

diffraction
 

patterns
 

of
 

cellulose
 

treated
 

by
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

and
 

high
 

pressure
 

jet

2.2 性能测试

2.2.1 粒径分布 纤维素原样与酶解协同高压射流处理制备的微纤化纤维素的粒径分布如图3所示,
经过酶解协同高压射流处理处理的纤维素样品粒径分布曲线均左移,说明整体上纤维素样品的尺寸缩减
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明显。纤维素原样D50为92.537μm,经过0.1%、0.33%、0.5%、1%纤维素酶解协同高压射流处理的纤

维素样品D50分别为22.684、21.448、21.342和17.372μm,该数据表明1%酶解协同高压射流方法的纤

维素微细化效果更好。

图3 纤维素酶解协同高压射流处理纤维素样品的粒径分布

Figure
 

3 The
 

particle
 

size
 

distribution
 

of
 

cellulose
 

samples
 

treated
 

by
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

of
 

cellulose
 

and
 

high
 

pressure
 

jet

2.2.2 静态流变特性 纤维素酶解协同高压射流处理纤维素样品的静态流变特性如图4所示,随着剪

切速率的增加,纤维素水分散液的黏度均降低,符合假塑性流体剪切变稀的特性。这可能是因为纤维素

分子之间、纤维素分子与水间的氢键作用形成的三维网络结构随着剪切速率的增加被破坏,导致黏度下

降。0.1%和0.33%酶处理所得的纤维素水分散液随着剪切速率的升高,黏度下降的速度明显比0.5%
和1%酶处理的快,说明随着酶浓度的增加,纤维素水分散液的黏度增加。其中0.1%和0.33%酶处理所

得到的纤维素水分散液随着剪切速率的增加,出现黏度突增现象,与Pääkkö等的研究结果相似[24],分析

其可能的原因为较低浓度的酶预处理得到的微纤束长径比更大,形成大长径比的纤丝更多,纤维素分子

链间更易形成缠结的三维网络结构,当剪切速度增加到一定数值,黏度的持续降低效应被抑制,甚至造成

黏度增加的现象[25]。

图4 纤维素酶解协同高压射流处理纤维素样品的静态流变特性分析

Figure
 

4 Analysis
 

of
 

static
 

rheological
 

properties
 

of
 

cellulose
 

samples
 

treated
 

by
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

of
 

cellulose
 

and
 

high
 

pressure
 

jet

·65·        高  分  子  通  报 2022年9月 



10.14028/j.cnki.1003-3726.2022.09.007

2.2.3 热重分析 纤维素酶解协同高压射流处理纤维素样品的热重分析如图5所示,未处理纤维素样品

的失重速率峰值49%/min出现在较高温度370℃,说明原始样的热稳定性优于经酶处理的纤维素样品。

0.1%酶处理所得到的样品在279℃时出现失重速率峰值24%/min,热稳定性最差,0.5%和1%酶处理样品

在351℃和357℃时出现失重速率峰值31%/min和34%/min,二者的热稳定性比0.1%酶处理样品的热稳

定性要好,推测其原因为,纤维素内切葡聚糖酶主要水解纤维素的无定形区,随着酶预处理浓度的升高,保
留的纤维素结晶区越多,纤维素分子间作用力越强,熔融温度变高,所以热稳定性变高[15,19,26]。

图5 酶解协同高压射流处理纤维素样品的热重分析

Figure
 

5 Thermogravimetric
 

analysis
 

of
 

cellulose
 

samples
 

treated
 

by
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

and
 

high
 

pressure
 

jet

2.2.4 纤维素薄膜拉伸特性分析 不同浓度酶解协同高压射流处理制备的纤维素薄膜拉伸特性相似。
图6为0.33%酶解协同高压射流处理制备的纤维素薄膜拉伸特性曲线,断裂前纤维素薄膜样品的拉伸

特性基本呈线性规律变化,薄膜试样1~2的拉伸曲线呈现小幅的迟滞拖后薄膜试样3~5的拉伸曲线基

本保持线性规律变化,说明纤维素薄膜试样1和2的蠕变性略强。相同处理方法获得薄膜试样的拉伸特

性略有差异,可能是单个薄膜试样的网状微纤结构和微纤尺寸差异造成。

图6 0.33%酶处理浓度制得的纤维素薄膜拉伸特性曲线

Figure
 

6 Tensile
 

characteristic
 

curves
 

of
 

cellulose
 

film
 

prepared
 

by
 

0.33%
 

enzyme
 

treatment
 

concentration

0.1%酶处理浓度得到的纤维素,所制备的薄膜样品交联结构松散,过于松脆,无法获得正常的拉伸

实验数据。如表1所示,随着酶浓度的增加,纤维素薄膜抗拉强度和弹性模量均增大,断裂伸长率略微减

小。表明随着酶浓度的增加,纤维素薄膜的力学性能越好,分析其可能原因为,随着酶预处理浓度的升

高,保留的纤维素结晶区越多,纤维素分子间作用力越强,力学性能越好。0.5%酶处理基本可以达到最

好的拉伸特性,继续增加酶的浓度,拉伸特性几乎没有明显改变。
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表1 不同酶浓度预处理协同高压射流处理制备的薄膜拉伸性能比较

Table
 

1 Comparison
 

of
 

tensile
 

properties
 

of
 

films
 

prepared
 

by
 

different
 

enzyme
 

concentration
 

pretreatment
 

and
 

high
 

pressure
 

jet
 

treatment

样品 拉伸强度/MPa 断裂伸长率/% 弹性模量/MPa

0.1%酶处理 - - -

0.33%酶处理 13.74 8.90% 201.76

0.5%酶处理 18.74 9.16% 254.62

1%酶处理 18.99 8.74% 293.80

3 结论与展望

  本文结合酶解和高压射流处理制备微纤化纤维素,并对样品进行了结构表征和性能测试,如扫描电

镜观察、静态流变分析、热重分析和纤维素薄膜的拉伸特性分析。酶解协同高压射流处理方法有良好的

超微细化效果,纤维素微纤束的分解剥离效果较好,可以使纤维素原纤束直径由几至几十微米下降到几

十至几百纳米之间。随着酶处理浓度从0.1%增加至0.5%,高压射流处理后的纤维素水分散液的黏度

增加,热稳定性和纤维素薄膜的拉伸性能越好。虽然1%酶解协同高压射流处理获得的纤维素样品粒径

中径最小,但0.5%酶解协同高压射流处理即可获得接近最优的热稳定性和薄膜拉伸特性。后续拟继续

开展高压射流次数和操作压力等操作条件的影响研究,以促使微纤化纤维素产品具备更好的微观结构和

薄膜拉伸性能等。
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Effect
 

of
 

Enzyme
 

Pretreatment
 

Combined
 

with
 

High
 

Pressure
 

Jet
 

on
 

Physicochemical
 

Properties
 

of
 

Microfibrillated
 

Cellulose

WANG
  

Xiao,
  

WU
  

Xue*,
  

ZHAO
  

Chun
(School

 

of
 

Artificial
 

Intelligence,
 

Beijing
 

Technology
 

and
 

Business
 

University,
 

Beijing
 

100048,
 

China)

Abstract:Cellulase
 

pretreatment
 

has
 

attracted
 

much
 

attention
 

in
 

the
 

preparation
 

of
 

microfibrillated
 

cellulose
 

due
 

to
 

its
 

environmental
 

friendliness.
 

In
 

this
 

study,
 

different
 

concentrations
 

of
 

cellulase
 

and
 

high
 

pressure
 

jet
 

treatment
 

were
 

used
 

to
 

prepare
 

microfibrillated
 

cellulose.
 

The
 

results
 

show
 

that
 

the
 

diameter
 

of
 

cellulose
 

fibrils
 

was
 

decreased
 

from
 

several
 

or
 

tens
 

of
 

microns
 

to
 

tens
 

or
 

hundreds
 

of
 

nanometers
 

and
 

crystal
 

structure
 

was
 

not
 

changed
 

after
 

cellulase
 

pretreatment
 

and
 

high
 

pressure
 

jet
 

treatment.
 

The
 

particle
 

size
 

analysis
 

shows
 

that
 

the
 

cellulose
 

micronizing
 

level
 

based
 

on
 

1%
 

(w/w)
 

cellulase
 

pretreatment
 

and
 

high
 

pressure
 

jet
 

treatment
 

is
 

higher.
 

With
 

the
 

increase
 

of
 

enzyme
 

concentration
 

from
 

0.1%
 

to
 

0.5%,
 

the
 

viscosity
 

of
 

cellulose
 

aqueous
 

dispersion
 

increased,
 

and
 

the
 

thermal
 

stability
 

and
 

the
 

tensile
 

properties
 

of
 

cellulose
 

films
 

were
 

enhanced.
 

The
 

average
 

tensile
 

strength
 

of
 

the
 

films
 

treated
 

with
 

0.5%
 

enzyme
 

and
 

high
 

pressure
 

jet
 

treatment
 

is
 

18.74MPa.
 

The
 

tensile
 

properties
 

of
 

the
 

films
 

treated
 

with
 

1%
 

cellulase
 

pretreatment
 

and
 

high
 

pressure
 

jet
 

treatment
 

had
 

little
 

change.
 

And
 

the
 

average
 

tensile
 

strength
 

is
 

18.99MPa,
 

the
 

average
 

elongation
 

at
 

break
 

is
 

8.74%,
 

and
 

the
 

average
 

elastic
 

modulus
 

is
 

293.8MPa.
Key

 

words:Microfibrillated
 

cellulose;
 

Enzyme
 

pretreatment;
 

High
 

pressure
 

jet;
 

Micronization
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