
哈尔浑理T人学T学硕t学价论文

摘要

    本文主要研究了亚麻漂白工艺中用生物降解木质素来替代含氯漂白剂或

化学法漂白对木质素的去除。通过对 12个微生物菌株降解亚麻纤维中木质

素的能力测定，筛选出菌株5.132和5刀76 去除木质素能力最强。

    通过对实验结果的分析，我们发现白腐菌对亚麻纤维中木质素有降解能

力，因此白腐菌生物降解亚麻布中木质素的工艺可以取代现有的含氯漂白的

工艺过程。在降解亚麻中木质素的过程中，在选择菌种时应选择适应性强的

5.776。虽然5，776和5.132在降解过程中各有优势，但考虑到要将生物降解

工业化则应选择对木质素降解效果比较好的菌体，因为在工业的连续化生产

中工业条件有时不会达到实验室的条件。

    微生物降解亚麻纤维中木质素的最优化工艺条件为:斜面激活时间为

72小时，一级培养时间为24小时，微生物降解亚麻纤维的时间是9小时，

堆放时间为 12小时。

    微生物降解木质素后，亚麻纤维的漂白最优化的漂白工艺为:NaoH煮

沸 1小时;硫酸浸泡 4~5分钟，40~50℃;堆放 1小时;70℃过氧化氢漂

白1小时。经上述处理，亚麻纤维的白度87.60%，强度为800N。

    本文实现了亚麻织物漂白工艺全无氯，即用微生物预处理，降解木质

素，再用过氧化氢漂白。这项研究填补了世界亚麻织物全无氯漂白的空白。

关键词 亚麻纤维;木质素;生物降解;全无氯漂白
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Abstract

    Thisresearchintroducethemethodthat chloridebleachingorother

chemicalmethodsdegradethe ligninwasrePlacedbythebiologydegradationin

Iinenfabrictechnology. W亡studiedthebiodegradationcaPability oftwelve

ePIPhytesforlignin.Whiterotfungis，132ands.776havethebestabilityto

degradeboththeligninandthecelluIose.

    认七found thatwhiterotfungican degradelignininlinenfabricinour

exPeriment，sowethought thatthistechnologycouldrePlacetheexisting

chloridebleachingtechnology.Duringthebiodegradationoflignininlinenfabric，

thewhiterot加11915.776hadgoodadaptabilityandbetterdegradationeffectthan

5.132Therefore，we tookw】iiterotfu们gi5776asthereagent.

    Thebesttechnologyconditionofbiodegradationligninoflinenfabricisthat

timeofbio·reactionis72hours，t】letime offirstculture is24hours，山etimeof

biodegradinglig币noflinenfabricis9hoursandstackingtimeisl2hours.After

ligninisbiodegraded，thebestbleachingtechnologyoflinenfabricisthatthe

timeofboiling Na0Hisanhour，andthetimeofdiPPinginvitriolis4一sminutes，

stackingtimeisanhourandbIeachingusedH202at70℃isanhour. Îlofabove

technologiesmake thewhitedegreeoflinenfabricis87.60%andstrengthis
800N.

    Thereisno chlorideduringb1eachinglinenfabric，thatis，inourstudywe

usefi1l1gitoPretreatmentanddegradinglignin，andlastuseH202tobleachit

ThisstudyfiIledtheblank oftotalchIoride freebleaching intheworldweave

industry.

K即word， Linen;Lignin:Biodegradation;TOtalChlorine一Freebleaching
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第1章 绪论

    白度是产品观赏性的重要指标，因而也是产品质量的重要指标，在亚麻中
由于存在木质素而影响了亚麻产品的白度，漂白工艺，也影响了产品的质量。

对亚麻纤维中木质素降解的目的就是提高漂白效果，提高产品的白度以增加亚

麻产品观赏性，产品质量，进而增加其价值以及其在同种产品中的竞争力川。

漂白剂

    漂白是纸浆生产和纺织品加工中一个重要的工艺过程，因此受到国内外研

究人员的广泛关注卜，3]。在漂白药剂、漂白机理及漂白机理工艺等方面进行了

大量的研究工作。目前，纺织行业使用的漂白药剂主要有两大类，含氯漂白剂

和含氧漂白剂，由于在纺织中的漂白工艺中出现的一个关键因素就是怎样更有

效的除去木质素，更有利于环保，对环境不造成污染，对人的身体健康，不产

生有害的影响，更好地体现出产品的价值，使产品更加完美114气

含氯漂白剂

    对于目前的漂白药剂来说，含氯漂白剂主要品种有氯气、次氯酸盐、亚氯

酸盐、二氧化氯以及氮氯键化合物.

    氯和次氯酸盐价格便宜、使用方便、漂白和脱木质素能力很好，对纤维降

解能力较小，是一类选择性较好的漂白剂，过去是人们常选的漂白剂，现在人

们尽可能地不去用它。将来人们要禁止使用它阴。由于它们存在的最大问题是

在漂白的同时生成了有机氯化物，也就是说在氧化脱色的同时发生了氧化反

应，在氧化反应的作用下提高这类漂白剂的作用或是在不经意的情况下产生的

附产物，正是这些附产物给人们带来危害。在 1985 年，美国科学家首先从漂

白废液中检出了剧毒物质二呀英，至今己经检出的二嗯英类物质达到 200 多

种，另外含有一些强致癌物质，例如:三氯甲烷、卤代醛类等.以致于现在世

界各国都在积极地研究不产生有机氛化物的漂白剂116气

    亚氯酸盐和二氧化氯的漂白效果以及除去木质素的程度都很好，而且对纤

维的损伤也是很小，它们都是高选择性的漂白剂，效果比次氯酸强，也常被纺

织物的漂白工艺采用，但是在使用中存在的最大问题是稳定性差、毒性更大

同。而二氧化氯是剧毒、爆炸性气体，对设备有较强的腐蚀性，加上工作环境



哈尔滨理T人学下学砂 十学位论文

非常的恶劣，对环境造成了巨大的影响。至于亚氯酸盐，它在漂白过程中发生

歧化反应，放出二氧化氯，所以在使用亚氯酸盐漂白时多存在二氧化氯的逸出

问题，既影响环境，更给人制造出一个不安全的工作环境f，叱

.2含氧漂白剂

    含氧漂白剂主要有过氧化氢、有机过氧化物、臭氧等。其中过氧化氢使用

量最大。过氧化物是一种强氧化剂，对织物中的色素有强烈的氧化作用，因而

漂白效果很好，另外，它对纤维素的降解作用也较小，具有良好的选择性，它

们的最大缺点是对木质素的去除作用极弱llw。因而只能用于含木质素较少纤维

的漂白工序，而对亚麻这样含木质素较多的植物纤维，其漂白效果极差。

    臭氧的氧化性比过氧化物更强，所以它既是良好的漂白剂又具有良好的去

除木质素的作用，但限制它应用的因素是它的选择性极差，在织物的漂白中，

对纤维素有很强的降解作用1201，从而影响了产品的质量，因此它只能用于织物

的初级轻度漂白或说不能达到最完美的效果。

.2漂白工艺

1.2.1传统漂白工艺

    漂白技术研究的另一个方面是漂白工艺研究。在实际的漂白过程中，为了

发挥各种漂白剂的特点，保证织物得到最佳的白度，经常采用多段漂白工艺，

即多次漂白。每次用一种不同的漂白剂或不同的漂白条件，几次漂白组合成一

种完整的漂白工艺。例如:国外目前一种典型的亚麻织物的漂白工艺为:碱

煮、过氧化氢、二氧化氯、过氧化氢。显然，这种组合式漂白工艺可以使色素

和木质素在不同的阶段被除掉。亚麻纤维的漂白由于其纤维组成的特殊性与棉

纤维漂白有较大的差异。由于亚麻纤维中杂质含量比较大，其中木质素的含量

高达 加%以上，经过沤麻以及亚麻纱的前期处理后，亚麻纤维的化学成分组成

与棉纤维仍存在较大的差异[2lI，见表1一1。
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                表1一1亚麻纤维与棉纤维化学成分组成对比

Tablel一IThecontrast belweenfiaxfiber‘omPositiona幻dcotton6bercomPosition

半纤维 素 果 胶 灰份

亚寐 (%)

棉维 (%)

纤维素

70一80

93一5

其它

12一15 1.457 0名一13 0名一1.3

1.0一1.5

月旨腊质

1.2一1.8

03一1.0 03一0石

木质素

2‘5一5一0

1.0一25 10一1.5

    从表1一1可以看出，亚麻织物中半纤维素和木质素含量明显高于棉织物，

其中木质素由于具有苯丙烷结构，在漂白过程中难以去除。因此亚麻的漂白比

棉织物的漂白要困难得多，成为制约亚麻工业发展的障碍之一。这就要求一种
对亚麻纤维较强的去除木质素的漂白工艺1221.现在棉纤维加工中使用的无氯漂

白工艺大多是用过氧化物作为漂白剂，而过氧化剂的最大缺点是对纤维素影响

很大，对木质素降解的能力很差，所以不适用于亚麻纤维的漂白。目前国外亚

麻纤维的漂白技术尚处于研究阶段，生产中使用的则是产生有机氯化物较少的

亚氯酸盐或二氧化氯漂白剂四，而生物漂白技术尚处于研究阶段。
    中国是仅次于独联体的世界第二亚麻资源大国，黑龙江省又是我国的亚麻

种植和纺织基地。亚洲最大的亚麻生产企业哈尔滨亚麻集团，其产品 95%以上

出口国外1151。特别是在我国进入 WTo 之后，亚麻产品的出口将有更好的前

景。显然，亚麻漂白工艺技术是成为制约亚麻产品出口的障碍，对亚麻制品在

国际市场中的地位以及亚麻加工技术的开展有重要的经济意义和社会实效，同

时也将为我国的环境保护做出重要的负献。

    到目前为止，亚麻织物的漂白还不能做到无氯漂白。但很多国家都在积极

进行这方面的研究.大致的研究路线有:提高臭氧漂白的选择、选择性、选用

非氧化性去除木质素的助剂来提高过氧化氢漂白对木质素的去除率。

    亚麻纤维的漂白由于其纤维组成的特殊性与棉纤维漂白较大的差异。亚麻

纤维中木质素含量高达20%以上，在经过沤麻以及亚麻的前处理之后，木质素

含量仍高达 5%以上 (棉纤维中木质素含量小于1%)[l4l。这要求亚麻纤维的漂

白必需有较强的除木质素的能力。现在棉纤维加工中使用的全无氯(TcF，Total

Chio砂 Free)i票白工艺大多是用过氧化物为漂白剂，而过氧化物漂白最大的缺
点就是去除木质素的能力很差，所以不适用与亚麻纤维的漂白。目前国外亚麻

纤维的漂白多采用无元素氯伍CF)技术124]，在生产中使用无氯漂白技术尚处于
研究阶段，至今尚未出见工业化水平的全无氯漂白技术用于亚麻纤维的报道。
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1.2.2生物漂白工艺

    生物漂白技术是近 20 年发展起来的一种新技术，由于对无污染漂白技术

的近切需要而受到了广泛注意。各国科学家对数以百计的真菌，细菌进行研

究，已经发现了几十种具有脱除植物纤维中非纤维素组分功能的菌株，一些己

经达到了工业化生产的水平。生物脱除木质素技术目前要应用于木浆的漂白前

处理，常用的菌株主要是白腐担子菌属(wllite一RotBasidiomycete Fungi)中的一

些菌株，例如 phanero chaetechrysos即riuTrallletesversicolor，Phlebiaradiata

Pleuro1lIseryngiiCriolusversicolorPycnoPoruscinnabarinus Fomesfomentarlus

等。它们在生长过程中产生多种胞外酶，其中包括半纤维素酶、木聚糖酶、木

质素过氧化物酶等，一些可以使纤维的非纤维部分，特别是木质素得到有效的

降解，达到生物漂白的目的。

    生物漂白技术目前存在的问题是生产效率低，纤维强度损失较大，因而在

现行的木浆漂白中一般用作预处理工艺。欧洲和美国生物技术对纸浆漂白的前

处理己经达到工业化应用程度125!，有数家公司销售木质素过氧化氢使木聚糖水

解。今后的研究方向是提高降解木质素的强度，减少对纤维素的损伤。国外对

亚麻纺织物生物漂白技术尚处于研究阶段，而中国是没有这方面的研究。

1.3木质素和纤维素

    木质素生物合成的无规则过程又使得各种植物以及同种植物的不同部位中

的木质素的化学组成及各组分的含量均不完全相同。

    下图1一1是未聚合的三种木质素的结构单元11010

    一 八 cH，火一Howe飞一少-CH’cH一c珑oH _卜了 ”oee、一少-CH’川一CH，oH

                                                                              CH宝0

    图卜1 组成木质素的结构基元

Fig.1一IRadicleofthesl印clureoflignin

    纤维素是植物残体中最丰富的部分，它是由日(1一)键的葡萄糖单元所组成

的长链状大分子。通常一条链中含有 1000 多个葡萄糖分子，其葡萄糖亚基排

列紧密有序，形成类似晶体的不透水的网状结构，以及分子间结合不甚紧密、
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排列不整齐的无定形区域121]。纤维素易与半纤维素、木质素等难分解的物质相

复合，因此纤维素不溶于水.木质素与纤维素的结合形式可能是通过木质素结构

中苯环上的取代基与纤维素中葡萄搪单体上的轻基相结合，脱水形成醚键，各

种键相互交错形成立体网状结构.由于木质素和纤维素的这种结合方式增大了

对纤维素中木质索的去除难度。

    木质素执行植物生长所必需的功能:在木质化细胞起粘结剂作用，赋予植

物细胞以刚性，使植物能抵抗冲击、压缩和变曲，使植物内部能正常输送水

分、营养液和代谢物，并能有效地阻隔微生物对植物细胞壁的攻击。

    木质素的性质:是无定型的粉末状物质，其颜色随着分离方法的不同有淡

奶油色、灰黄色以至褐色等。极大的影响了亚麻漂白的白度。
    下图1一2所示为纤维素的结构示意图。

                        旱 H

H哗翔喊不徽/。泛孺笋。-
图1一2纤维素的结构示意图

Fig.1一ZSlructureofcellulose

1.4生物降解木质素的机理研究

1:41木质素的结构特点

  木质素是由苯丙烷单元(公 弋凡鸣)通过醚键和碳碳键接的复杂的无
定形高聚物，难以被酸水解，是天然高聚物中最难搞清楚的一个领域，其原因有

两个方面，一是木质素的结构单元之间除醚键群接外还有CeeC键;另一方面

是不可能吧整个木质素分子以其完整状态分离出来.典型木质素是由松柏醇

(conifeTylalcohol)，芥子醇(sinapylalcohol)和对一香豆醇沙coumal ylalcohol)这
3种不同的醇作为先体结构物质组成基本的结构单元。这三种结构单元的结构
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式在前面己经介绍了。这些木质素结构单元常常以它们的糖昔形式贮存在细胞

中，一旦需要合成木质素，它们便从这些糖营中释放出来。这些木质素结构单

元之间主要是通过醚键和碳碳键的方式联接。醚键包括酚醚键、烷醚键和二芳

醚键.在酚醚键中愈创木基一甘油一p一芳基醚键(日·0一)数量最多，占酚醚键的

1/2左右，其次是愈创木基一甘油一Q一芳基醚键(Q一0一4)。而木质素的C一C键的

连接类型主要有p一5，p一p，p一0一，和卜0一4等形式121]，如图1一3所示。

    由于木质素的结构特点使得组成木质素的各个结构单元之间形成紧密的化

学键的同时，再与纤维素形成醚键进而形成立体网状结构，这就更加加大了降

解木质素同时尽量小的破坏纤维素的难度。

优
入
︺
10--

卜
怪必
!0--

    C 式，-~入 C

c’“C丫 卜0一叮
                、二二二了 C

人
甲
!卜

p一04键 Q_0一4键 p一5键 p一p键

图1一3 木质素C{键的连接类型

Figurel一3TypeofC一bondoflignin

1.4.2生物降解木质素的机理

    由于木质素分子间键多为醚键或 C一C键，非常稳定，其连结单元不易水

解，所以木质素的降解过程与一般生物多聚物酶催化的水解反应明显不同，是

一系列酶催化和非酶催化的1卜特异性的氧化还原过程。木质素结构复杂，其降

解酶类的合成需由水解碳水化合物提供能量，木质素的包被作用又阻碍着纤维

素的降解。所以木质素降解构成自然界碳累循环的限速步骤。白腐菌是自然界

中木素最有效降解者。70 年代确定了白腐菌在实验室条件下降解木素营养需

求;80 年代发现了菌的两种重要酶系，木素过氧化物酶系住币)和锰过氧化物

酶系(Mnp);90年代展开了对以上酶系催化特征、分子生物学的研究，同时在
生物制浆、生物漂白以及制浆废水的白腐菌处理等领域也蓬勃开展起来12‘27]o
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    白腐菌降解木素有三个特点125卜

    1.底降解木素生成C仇，而细菌至多将加%木素碳转化成C仇;

  2.降解主要是氧化反应，产物中不出现木素单体:

  3.素降解本身不提供菌生长和维持所需的碳源和能源，需要提供另外的碳
源和能源供菌降解木素。

    白腐菌降解木素产物所含碳、甲氧基、氢比相应原木素少，而含较多氧、

碳基，芳香性降低。、p不饱和链烃增加，但分子量近似于原木素。在白腐菌

降解木质素过程中会产生很多酶系，到目前为止研究得最多并且认为最有效得

木质素降解酶有3种，即木质素过氧化物酶(Ligninperoxidase讥iP)，锰依赖过

氧化物酶(Manganeseperxi如es厅“Ilp)和漆酶(Laccase)。
    木质素的降解酶系是非常复杂的一个体系，很多问题至今还不十分清楚，

除了上述3种重要的酶外，其它的一些酶如芳醇氧化酶(AAO)、酚氧化酶、葡

萄糖氧化酶、过氧化氢酶及一些还原酶、甲基化酶和蛋白酶等都参与或对木质

素的降解产生一定的影响。

    L币和 Mllp都是带有糖基的胞外血红素蛋白.又称血红素过氧化物酶

(Heme Peroxidase)，它们在反应中从苯酚或非酚类的苯环上夺取一个电子而使

后者形成一个阳离子基团，从而导致木质素分子中主要键的断裂。Lip主要是
氧化苯酚使之成为苯氧残基。MnP 主要是从 Mn2+和 HZoZ的氧化中得到

Mn3十，然后Mn3十氧化苯酚使之成为苯氧残基。而每种酶在木质素降解中的具

体作用还不甚清楚。

    漆酶(Laccase)是含铜的多酚氧化酶，主要来源于生漆和真菌.由于 Laccase

的含糖量高，难得到 X一衍射分析用的漆酶单晶，它的三维空间结构尚不清

楚.但已经证实，漆酶中的铜离子在催化氧化反应中起决定作用。

    漆酶在木质素降解过程的机制和作用至今人们还不完全清楚。作为一种多

酚氧化酶，它可催化氧化酚类或芳胺类等多种底物。氧化酚或芳胺先失去一个

电子生成自由基，后者发生一系列非酶反应，氧化成醒，在有02存在时，还
原态漆酶被氧化，02还原成水。底物自由基不稳定，可进一步发生键的断裂或

生成，导致裂解或聚合反应t291。因此，底物分子可进一步聚合生成复杂的产

物，也可催化芳香环支链C。一C，键断裂。

    由于白腐菌降解木质素的机理还没有完全清楚，因此推测上述3种酶的作

用机理如下:

L4.2.ILip催化木质素模型物降解的化学机制

    通过单电子转移机制，Lip可氧化非酚型富含电子的芳香化合物，并形成
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正离子自由基，正离子自由基接着发生一系列反应，主要包括CoC，断裂，黎
芦醇及其衍生物的氧化.
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        图14木质素模型化合物的C.{。断裂图

Fig.1一TheruPtureofC莎，ofthecomPoun dsofligninmodel

以上反应生成的黎芦醇经过以下反应进一步氧化成其它化合物131气

厂· 肖·_ {煮·{_、
朴厂M黔流一}火C滤能叮一‘00灯。

            图1一5要芦醇的氧化反应

Fig.1一STheoxidationre叭ionofhelleborealcohol

1·4.2.ZMnP的催化机制
    在白腐菌的木质素降解系统中，除了LIP外还有其他一些酶，M幻P就是其
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中一类。MnP也是一系列含血红素的同功酶，在Mn(n)和HZOZ存在时它能

氧化酚型木质素和木质素模型物。Mll(n)作为还原剂能还原 Mnl， 生成

Mn(m)，Mn(m)反过来又氧化酚型化合物，并保护MnP不受反应活性自由基

的破坏。图 1一5为推论的MnP的作用机理。 MnP 可在 Mn(11)及一种鳌合物

存在下(如乳酸)催化由苯基上夺取氢质子的反应，这与LIP催化的正离子自由
基反应机制有根本区别。近来由于对 MnP研究的日益深入，它在木质素降解

过程中的作用越来越受到重视。

衣西n . 卜减n ，

扩̂一飞。

    图1一6MnP的催化机制

Fig.1七Cataly欢mechanismofMnP

1:4 3漆酶的催化机制

    漆酶是一类含铜的酶，在氧气存在下它能够催化苯酚经单电子氧化生成苯

氧自由基，最后将 4个电子传给 02。下图表示的是漆酶催化木质素氧化的典

型途径。这些反应包括脱甲氧基，脱经基，C一C键断裂等。由于漆酶的催化

过程不需要HZO:参与，因此它在催化木质素降解时有一定的优越性阴。下图
lse7为漆酶的催化机制。
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        图1一7漆酶催化酚型木质素末端氧化的途径

Fig.1一7ROuteonlaccaseoxygenatehydro叮benzene一likelignintips

    通过以上对3种酶作用机理的探讨大致能推断出其作用过程，但是到目前

为止，各种酶的具体的详细的作用机理和过程以及伴随这些过程所发生的化学

反应还没有完全清楚，要更清楚的掌握其机理还需要人们不断的努力。

LS漂白技术的现状及问题的提出

    长期以来，人们对漂白技术进行过大量的研究工作，开发了多种漂白剂和

漂白工艺。但由于技术和经济因素的限制川，目前，特别是我国，主要使用的漂

白剂是含氧化态氯系列产品 (其中包括氯气、次氯酸盐、亚氯酸盐、二氧化氯

等)和过氧化物系列产品 (其中包括双氧水、有机过氧酸、无机过氧酸等)。

近年来，国内外一些学者还研究了臭氧化过程对木质素的降解问题，但经研究

发现，其效果也不是很好，只能达到38%左右阴。由于含氯系列漂白剂对木质

素有良好的去除作用，同时对纤维素降解度较小，所以是织物和低浆漂白的首

选漂白剂。然而在使用时也带来严重的环境污染问题，其主要原因是含氯漂白

剂在漂白的同时与植物中的很多化合物发生氯化反应，得到有机氯化物，如三

氯甲烷、多氯代苯并二恶英、多氯化苯并吠喃等。在漂白废液中己检出的有机
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氯化物种类己达几百种，其中相当一部分具有致癌性、致畸变性、致突发性及

多发性脑神经病变等，并且具有积累毒性阵均。影响了产品的形象性以致于降

低了产品的价值。如果不解决这个问题，将严重影响我国亚麻产品在国际竟争
中的地位。为了改变我国亚麻织物漂白技术的落后状态，该项研究工作将解决

我国在降解亚麻木质素过程中给环境带来严重的污染。污染是直接影响到人体

身体健康的，健康是生命的保证，没有了污染或减少到最低的污染，就是对生

命的保证，在国外技术发达的国家，特别是西方国家在经历了二恶英对食物的

污染风波后，纷纷制定了严格的环境法规，以致于都限制了含氯漂白剂的使
用，把漂白废液中的有机氯含量作为了一个重要的控制标准。在这种形势下，

西方国家在纸桨生产、棉织物等领域己经大量使用无氯漂白技术或对有机物氯

化作用较小的二氧化氯漂白技术，同时也不断的在寻求更好的无氯漂白工艺

网。在中国这方面的技术欠缺，也影响了中国的对外贸易，例如欧洲共同体己

经开始限制中国亚麻产品的进口，明确要求我国亚麻织物改用无环境污染的漂

白技术139]。因此，要解决这些问题就需要发展一种对亚麻的无氯漂白。

    本文主要研究了亚麻漂白工艺中用生物降解木质素来替代含氯漂白剂或化

学法漂白对木质素的去除。亚麻纤维全无氯漂白是当今世界纺织行业的研究热

点，是国家 863引导项目资助课题.我们筛选了 12 个菌株对亚麻纤维中木质

素的降解效率，其中白腐菌对木质素有相当好的降解作用。经过进一步的优化

实验，得出白腐菌降解木质素的最优反应时间，进而又优化了漂白工艺。实现

了亚麻织物漂白工艺全无氯1391，即用微生物预处理，降解木质素，再用过氧化

氢漂白。
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第2章 菌种筛选及漂白工艺

2.1本章小结

    通过实验，选出较好的菌种为5一776，选出较好的各种处理亚麻布的参数分

别为:斜面激活时间为:72h;一级培养时间:24h，一级培养时间的确定根据

不同的培养时间时对亚麻布处理效果确定。方法为将亚麻布放入培养时间不同

的培养液中，处理相同的时间后比较处理的效果，从而得到最佳一级培养时
间;二级培养时间为:72h和96h。

    麻布处理时间为:8一12h，将亚麻布同时放入培养液中每两小时取样一

次，处理后用白度计测定其白度，从而得到亚麻布的最佳处理时间。

2.2实验材料及仪器

2.2.1实验材料

亚麻布:由哈尔滨亚麻基团漂染分公司提供的101拐亚麻原布。

菌 种:由中科院微生物研究所提供八株对木浆中木质素有降解能力的菌株:

        白腐菌 5776

        紫锻拴菌 525

        变色栓菌 5.48

        木质层孔菌种 5132

        多毛栓菌 5.60

        粉红头饱 32803

        葱色串抱 33753

        黄曲霉 32823

        贝壳状草耳 5.154

    葡萄糖，KHZPO‘，MgSO‘，琼脂，VBI，HZS氏，NaOH化学试剂均为市
售分析纯试剂。
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2.2.2实验仪器

洁净工作台

全自动立式电热压力蒸汽灭菌器

高速离心机

HZO一X10O振荡培养箱

DHP一9162型电热恒温培养箱

上海博迅实业有限公司医疗设备厂

上海博迅实业有限公司医疗设备厂

日本Hi以hiKoki有限公司

哈尔滨东联电子技术开发有限公司

上海一恒科技有限公司。

2.3实验内容

2.3.1斜面和液体培养基的制备

    以上九种菌体中白腐菌(5.776)、紫锻栓菌(5.25)、变色栓菌(5.48)、木质层

孔菌种(5.132)、多毛栓菌(5，60)、贝壳状草耳(5.154)所用培养基为综合马铃薯培

养基即培养基 17，粉红头抱(3.2803)、葱色串抱(3.3753)所用培养基为PDA培

养基即培养基14，‘黄曲霉(3.2823)所用培养基为CzaPek、琼脂即培养基15。下

面是三种培养基的配制方法l’01:

2.工LI综合马铃薯培养基 (培养基17)

    土豆2009，加水1升，稳火30min，冷却后挤出汁液即得马铃薯提取液，
在汁液中加入葡萄搪209，KH尹0。39，Mgso‘1.59，琼脂159和微量vBI，加

热溶解后定容至1000而，用HZS氏或NaOH调节PH=6，按照以下方法处理:

将液体倒入试管中 (试管的 1/4高度为宜)，高压灭菌P司IMPa30min，取出

后制成斜面，得到斜面培养基。以上配方中若不加琼脂则得到液体培养基，将

液体倒入锥形瓶里，25Onil 锥形瓶中倒入 100ml培养液，500nil 锥形瓶中倒入

25Onil培养液，高压灭菌P=0.IMPa30min，取出即得到液体培养基。

2.3.LZPDA培养基 (培养基 14)

    马铃薯提取液 1升，葡萄搪 20刃9，琼脂 巧.09，加热溶解定容至
100Oml，按照以下方法处理:倒入试管中 (试管的 1/4高度为宜)，高压灭菌

P=0.IMPa30min，取出后制成斜面，即得到斜面培养基。以上配方中若不加凉
脂则得到液体培养基，将液体倒入锥形瓶里，250ml锥形瓶中倒入 100ml培养

液，500耐锥形瓶中倒入250耐培养液，高压灭菌P司.IMPa30min，取出即得

到液体培养基。

2·3·1·3Czapek，5琼脂(培养基15)
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    蔗糖 30.09，N咖033.09，Mgs氏·7HZoo.59，就10.59，FeS伍.7HZo

0.019，KHZpo4log，琼脂15乃9，加热溶解后定容至loooml，用HZs伪或
NaOH调节PH=6.0~6.5，按照以下方法处理:倒入试管中 (试管的1/4高度

为宜)，高压灭菌P=0.IMPa3Omin，取出后制成斜面，即得到斜面培养基。以

上配方中若不加琼脂则得到液体培养基，将液体倒入锥形瓶里，250nll锥形瓶

中倒入 100ml培养液，500ml锥形瓶中倒入250耐 培养液，高压灭菌 P=
0.IMPa30min，取出即得到液体培养基。

2.3.2其它试剂配制

    碱煮炼液配制:取Na0Hlsg、N句Po45g、N匆Co37g、助剂 109，加水至
1000ml。

    酸洗液配制:将2.7而硫酸缓慢加入1000ml水中。

    漂白液配制:Na0H3g，30%H20215ml (20ITil)，加水定容至1000Inl。

2.4菌种筛选

2.4.1斜面激活

    把实验菌株5776，5.25，548，5.60，5132，3.2803，3.3753，3.3823，5.154分别
接到相应的固体斜面培养基上，放入培养箱中进行培养，温度是25一28℃.

2.4.2一级培养

    从斜面培养基上挑取菌株一环，接种到含100而的250耐 的锥形瓶中，每

个菌株接5株，放入震荡培养箱中培养，控制培养温度在25一28℃。

2.4.3二级培养

    从一级培养中取20ml菌液，加入含100耐 的二级培养液的250而的锥形

瓶中，控制培养温度在25一28℃。

2.4.4加亚麻布 (5X5)cm

加入原白度值为 6住69的亚麻布，放入振荡培养箱中控制温度在 25一28

一!4.
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℃，处理48h后取出，倒掉菌体继续在锥形瓶中堆放48h后取出洗净，氧漂，

凉干。

2.4.5测量

用测色色差计测量处理后亚麻布的白度

2.5带菌丝和菌胞与不带菌丝和菌胞的效果比较

2.5.1斜面激活

实验步骤同23.1

2.5.2一级培养

实验步骤同2.32

2.5.3二级培养

  实验步骤同23.3

2.5.4加亚麻布 (5X5)cm

    实验步骤同2.3.4。从二级培养菌液中离心出菌丝和菌胞后，加入原木质素

含量 3.86%的亚麻布，放入震荡培养箱中，用酶降解亚麻中木质素，温度是

25一28℃。直接往二级培养菌液中加入原木质素含量 3.86%的亚麻布，放入振

荡培养箱中，控制温度25以8℃。

2.5.5测木质素的含量

2.6对筛选出的菌株进行二次筛选

    选择白腐菌5.48，5.776，5.154，5.132。
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2.6.1斜面激活

实验步骤同2.31.

2.6.2一级培养

实验步骤同2.32。

2.6.3二级培养

    从一级培养菌液中取40nil 菌液，加入含250nll的500ml的锥形瓶中，放

入震荡培养箱中，温度是25~28℃。

2.6.4加入双氧水(2巧滴)

2.6.5加亚麻布(35x35cm)

    原木质素的含量3.86%，强度1000N。从二级培养菌液离心出菌丝和菌胞

后加亚麻布两片，在两片亚麻布中，一片是原麻，一片是碱煮后堆放在室温中，温度

是 22一26℃直接往二级培养菌中加入亚麻布两片，一片是原麻，一片是碱煮后亚
麻布，放入振荡箱册处理一定时间，温度控制在25一28℃

2.7白腐菌5.776和5.132降解木质素条件优化

2.7.1斜面激活

    把实验菌株5776，5.25，5.48，5.60，5.132，3.2803，3.3753，3.3823，5.154分别
接到相应的固体斜面培养基上，放入培养箱中进行培养，温度是25一28℃。

2.7.2一级培养

    从斜面培养基上挑取菌株一环，接种到含100ml的250nl】的锥形瓶中，每

个菌株接5株，放入震荡培养箱中培养，控制培养温度在25一28℃。
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2.7.3二级培养

    从一级培养中取加ml菌液，加入含 100ml的二级培养液的25Oml的锥形

瓶中，控制培养温度在25一28℃。

2.7.4加亚麻布 (SX5cm)

    向培养液中加入亚麻布，在相同的条件下处理相同的时间，每两小时向外

取出一块布，倒掉其中菌液，堆放 12h，洗净，氧漂凉干，得到一系列处理后

的亚麻布。

2.7.5测量

    用测色色差计 (型号:WSC一5，上海精密科学仪器有限公司)测量处理后

亚麻布的白度。

    通过以上白度的测定可以比较出两种菌对亚麻纤维中的木质素的降解程

度，从而筛选出较好的菌体己进行下一步实验。

2.7.6漂白工艺过程

    碱煮:1000耐 碱煮溶液中加2509 亚麻布，当碱溶液沸腾后煮一个小时，
用水溶液去碱液。

    酸洗:把生物降解后的亚麻布放入4小50℃的酸洗溶液中今smin，轧干后

室温下堆放1小时，用水洗净酸液。

    氧漂:用现配的氧漂溶液对亚麻布漂白，当温度升到70℃，计时1小时后

结束，控制温度在7小80℃。

2.8精优实验

    选出较好的菌种4号，选出较好的培养菌种的时间。

1.斜面激活时间 (72h);

2.一级培养时间(72h);

3 二级培养时lbJ(72h和96h):

4.加入双氧水或c了十，MnZ十，zn2+溶液(2一3滴);
5.加入亚麻布时间(l5一3h);
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从二级培养菌液离心出菌丝和菌胞后，加亚麻布两片，在两片亚麻布

中，一片是先碱煮的，一片是原麻.加布后放在室温堆放(20~24℃);

直接往二级培养菌中加入两片亚麻布，一片是先碱煮的，一片是原麻，

加布后放在室温堆放(20~24℃).

2.9漂白工艺过程

1碱煮 ~ 生物降解 一 酸洗 ~ 氧漂;

2.生物降解 一 碱煮 ~ 酸洗 ~氧漂;

注:氧漂中H2026一59/Lo

2.10原漂白工艺实验室漂白(含氯漂白)

1、碱煮一酸洗一亚氯酸钠2~3留L，23砚5℃浸 (Zmin) 后，堆放1卜一氧漂

注:氧漂液H2026一89/L0

2、碱煮一酸洗一亚氯酸钠 (冬3叭)，23~25℃液浸1卜一氧漂

注:氧漂液比026一89/Lo
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第3章 实验结果与讨论

3.1本章小结

    通过对实验结果的分析，可得出以下结论:

    1白腐菌对亚麻纤维中木质素有降解能力，因此白腐菌对亚麻布中木质素

的生物降解这一工艺可以取代现有的含氯漂白的工艺过程。

    2.在降解亚麻中木质素的过程中，在选择菌种时应选择适应性强的

5.776。虽然5.776和5.132各有优势，但考虑到要降生物降解工业化则应选择

对木质素降解效果比较好的菌体，因为在工业的连续化生产中工业条件有时不

会达到实验室的条件。

    3.根据酶的分泌状态，选择二级培养时间，二级培养时间为72-96h。

    4.在一级培养时间不同的情况下，用菌液处理亚麻布 12 小时然后堆放与

直接用菌液处理亚麻布24小时的曲线变化不大。

    5.白腐菌5.132离心出菌体酶降解与不离心出的菌体酶降解的能力没有明

显的区别。

3.2菌种筛选结果

八个菌种在不同的一级培养时间的白度差别见表3一1。

表3一1不同菌种不同培养时间对亚麻布处理效果比较

几ble3一IComP颐sonofthetreatmenteffectofIinenunderthe conditionsof

dill泛rentbacte6um 兜ed，withdi月七rentcu】tivaletime

5一776 5.132 5石0 525 5.48 32803 3‘3753 3.2823

一级培养72h

一级培养%h

一级培养 12Oh

一级培养 144h

一级培养168h

89.14 84刀8 68夕3 67一79 6457 6102 6327 61.58

8475 8445 7372 69.98 65一26 6515 6586 64 .30

8590 84 万4 7色46 76.25 67一59 68一47 69.15 67.49

86一70 85j3 76 一37 75.30 73.42 70乃5 71.23 72.37

9341 8453 80.00 62‘40 78.18 73.51 74 51 74 .!，
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    由表3一1结果可知:白腐菌对亚麻纤维中木质素有降解能力，是由于白腐
菌在生长过程中分泌出酶，而这些酶有分解木质素降解木质素的能力，提供菌体

生长或代谢过程中后需要的C源.于是白腐菌对亚麻布中木质素的生物降解这

一工艺可以取代现有的含氯漂白的工艺过程。同时通过表(3一1)还可以看出各菌

种对于时间的变化情况。只从白度角度看，其中，5.776和5.132两种菌对于亚
麻布的处理情况比较好，都能达到工业对于亚麻布的要求，并且随着时间的延

长，5.776随着时间的增长白度呈下降趋势，5.132对于时间则不敏感。
    由表3一可知，从亚麻纤维中木质素的含量看，5.132和5776对亚麻布的

处理效果都是理想的.剩余的菌种对于亚麻布的处理效果就不是很理想，虽然

随着时间的延长，其白度值呈上升趋势，但是速度缓慢，不能达到工业对于亚

麻布的要求。

    由表数据结果可以筛选出白腐菌中的5.776和5.132两个菌种。

            表3一2不同菌种不同培养时间对亚麻布处理木质素含髦的比较

几ble3一2ComPaxlsonofthe lignincOn1entwhichhasbeentreated勿linentmderthe conditions

              ofdll币七rentbacteriumseedswithd1fferentcultiva1etin1e

                                  5.776 5.48 5.154 5.132

    ‘级培养Oh l.39 一 __ _

    二级培养24h l90 2刀0 1.89 1.55

    二级培养48h l82 3.09 1.28 1.65

    二级培养72h l.93 230 1.11 160

    二级培养96h 2.65 1.10 163

      备注 斜面激活72h，一级培养24h，除5刀76处理原麻4Oh外都是16h。

3.3初筛培养时间

    经过筛选后得到 5.776和5132两个菌种，为了更系统的了解它们各自对

于亚麻布的处理效果，设计了如下实验方案:将5.776和5.132各接种12株，

放入振荡培养箱中培养 24 小时后，同时向菌液中加入预处理过的亚麻布，然

后，按顺序每两小时取出一块亚麻布后倒掉菌液放置在原锥形瓶中堆放 12 小
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时，将得到的亚麻布洗净，凉干后，用新配置的氧漂液按照第二章 2.4节中的
方法进行漂白，将漂白后的一系列亚麻布凉干后用测色色差计测量其白度得到

图3一1。

    通过图3一1可以看出5.776在对亚麻布的处理过程中，开始6小时前白度
增长缓漫，6一10小时增长明显，大概在9小时时白度达到 80，随后随着时间

的延长白度增长缓慢。由于白腐菌对木质素的降解能力的大小取决于菌种分泌

酶的速度和多少，因此可得出，5.776 在对木质素的降解过程中初期分泌酶的
量少，随着时间的延长和菌胞的不断生长，分泌的酶越来越多，因此对木质素

的降解效果也越来越好，当时间继续延长时，木质素的降解速度下降，说明随

着时间的延长，酶的分泌速度在下降，可能的原因是一部分菌体死亡导致菌体

数量下降，也可能是因为锥形瓶的空间有限，阻碍了菌体对亚麻布的作用141-

43]。从上图还可得出，5.776 对于亚麻布得处理效果很好，大约在 13 小时时亚

麻布得白度为87%左右。
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            图3一15776对亚麻布处理白度与时间图

Figure3一15.776ofthe whiteandtimeofthetreatmenteffectoflinenfabric

    下面就另一种白腐菌5.132对亚麻布的情况做以下讨论:

    通过图3一2可以看出白腐菌5.132 对亚麻布中木质素的降解随时间的关
系。图3一2中显示，与5.776相反5.132在对亚麻布中木质素降解的过程中开



哈尔演理下大学T学硕 十学侍论文

始的降解速度很快，大约在6小时时白度达到80，但是后来的处理过程对于木

质素的降解作用不是很明显，对木质素的降解速度也明显慢于前段，至24 小

时其白度也没有超过 85。这说明，5.132在对亚麻中木质素的降解过程中，开

始阶段的酶分泌速度很快，因此显示在图中前6小时曲线较陡，但是随着时间

的延长，酶的分泌速度急剧下降，导致对木质素的降解速度也下降，表现在图

中的6小时后的部分。
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          图3一25.132对亚麻布处理白度与时间图

Figure3一25.l32ofthewhiteandtime ofthetreatmenteffectoflinen

    造成这种现象的原因可能是，5.132的繁殖能力较弱，在开始时菌体生长

速度快，随着酶的不断分泌，菌体开始老化死亡，而新生的菌体速度变慢，从

而影响了其对木质素的尽一步降解，当然，培养基中营养物质的浓度由于消耗

而变低也可能降低菌体的生长速度和酶分泌的速度。

    通过以上两图对比可发现，虽然5.776 对木质素的降解效果比较好，但是

它的缺点是处理的时间比较长，而 5.132对于木质素的降解效果不如 5，776

好，但是在达到相同的白度80时，它所用的处理时间要比5776短。

    在降解亚麻中木质素的过程中，5.776和5132各有优势，但考虑到要将生

物降解工业化则应选择对木质素降解效果比较好的菌体，因为在工业的连续化

生产中工业条件有时不会达到实验室的条件，所以在选择菌种时应选择适应性
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强的5.776.而在以前做同一个实验时得出得结论是5.132效果要好于5.776，
但是 5.132的条件是处理时间在 4小时内，处理时间过短，从而错过了 5.776

的最佳处理时间，从图2中也可以看出，即使是5.132其最佳处理时间也不是

1.5一4小时，而是6小时。

3.4酶的分泌状态作用

          表3一3酶的分泌状态作用

肠ble3一3Functionofthestaleofthee幻刃maticPersPire

5.776 5.132 备注

二级培养48h 2.12 1.51

二级培养72h 235 1.62 出现人量菌胞

三级培养96h 2.11 192 出现大量菌胞

备注 斜面激活120h，一级培养72h，处理原麻16h

    由表3一3结果可知，白腐菌5.776、5.132在培养的时间过长时，菌体老化

分泌出的酶的量减少，可能是生长的空间所影响，由于酶的量减少直接影响了对

木质素降解的作用，使得降解的能力略下降，由于以上情况，可以选择二级培养
时间，二级培养时间为72~96ho

3.5处理亚麻的条件优化

        表34处理亚麻布条件

T白ble3一4Conditionofthelrealmeflt of】inen

5.776 5132

备注

二级培养48h l.78 1.89

二级培养72h l.80 1.51

止级培养96h l48 1.62

      斜面激活120h.一级培养72h，除5.776处理原麻18h外都是sh。
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    由表3一4结果可知:白腐菌5.132对木质素的降解效果很好，由于菌体老
化，当消耗了酶，菌体就不能再分泌酶，由于这样的一个性质，就可以离心出

菌丝和菌胞，对亚麻布做室温堆放处理和减少对亚麻布的灭菌处理工艺过程。

而且可以进一步地优化，提高降解木质素的能力，减少处理亚麻布的时间，更
进一步地适应工厂生产工艺条件.

3.6木质素脱除效率考察

    这里所说的木质素降解酶含量持续增加处理是指将亚麻布放入菌液中连续

处理一段时间后将其取出，洗净凉干的过程。

    所谓浸润酶液处理则是指将亚麻布放入菌液中处理一段时间后，将菌液倒
掉再将亚麻布放入锥形瓶放置一段时间的处理方法。

    用5.776对亚麻布进行处理后所得的结果，处理的方法为:

    向两组不同的锥形瓶中，在不同时间里向菌液中放入亚麻布，处理一段时

间后，将第一组锥形瓶中的亚麻布取出后倒掉菌液，继续放置与第二组锥形瓶

中亚麻布处理相同时间。将处理后的布洗净，凉干，测量白度，得到图3一3。

    图中:曲线1所代表的就是用菌液对亚麻布进行连续处理所得到的白度与

处理时间的关系。曲线2所代表的则是对亚麻布进行堆放处理所得到的结果.

    从图中可以看出，在一级培养时间不同的情况下，用菌液处理亚麻布 12

小时然后堆放与直接用菌液处理亚麻布24 小时的曲线变化不大，基本吻合，

这说明在亚麻布的处理过程中，处理一段时间后，堆放的效果与用菌液处理的

效果差不多。其中可能的原因是，亚麻布经过一定时间处理后，由于菌体生长

迅速从而菌体分泌的酶的量很大，同时菌液中生长的菌体有一部分附着在亚麻

布的表面上，当将亚麻布取出并倒掉菌液后，这部分菌体仍然存在，因此可以

继续对木质素的降解。虽然有菌液时菌液中的菌体量多于无菌液时菌体的量，

但是由于亚麻布的表面附着一层菌体，阻碍了周围菌体分泌酶对木质素的降

解，而堆放过程中虽然没有菌液作用，但是附着在亚麻布表面的菌体仍然起作

用，从而导致上述结果的产生阳气
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3.7菌体离心与不离心对降解效率的影响

    菌体离心是指将菌体培养后用离心机将菌体离心除去，留下菌液，用菌液

处理亚麻布的处理方法。该方法的原理是将菌体离心除去后，利用菌液中菌体

分泌的酶对亚麻布进行处理。所得结果见表3一5。

    由表3一5可知:白腐菌 5.132离心出菌体酶降解与不离心出的菌体酶降解

的能力没有明显的区别。其效果略差于白腐菌 5.776，但是也适合用作工厂生

产中。

    因为利用菌体对木质素降解的原理就是利用菌体分泌的各种酶降解亚麻布

中的木质素，因此经过离心后菌液中含有的酶的量是一定的，而菌液中的菌体

又被离心掉，因此随着酶的消耗，木质素的降解速度也下降，因此影响了对木

质素的降解协5010
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        表3一5带菌体与不带菌体对比

肠ble3一SComP如sonbetweenlhalliandnon一alli

5一776 5.132

离心

二级培养48h

二级培养72h

二级培养96h

2一95

2」1

205

刁漓自

2.67

2.01

2一08

离心

2.58

1.88

198

刁漓 合

2.05

2.15

2.09

备注
斜面激活 120h，一级培养72h，除5776处理16h外都是3jh，离心30(X) 转
lmin，少量菌丝倒入处理亚麻布的酶液中，但没有发现玻污染的症状。

3.8含氯漂白剂的实验处理

    1.碱煮酸浸 (40一50℃)堆放 lh (室温)亚氯酸钠 (2一3幼)处理 (浸透

的堆放23~25℃)氧漂。

    白度:7654% 强度:730N

    2.碱煮酸浸 (40一50℃)堆放 lh(室温)亚氯酸钠 (2一3幼)处理 (浸泡

23~25，C)氧漂。

    白度:77.42% 强度:900N

    由上数据结果可得:生物处理比含氯处理的漂白效果更好，解决了无污染

的生物技术，取代了有污染含氯、氧漂白剂的一项技术。解决了无氯漂白这一

重要难题。给人们在生物漂白技术方面提供了一例。
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结论

    通过对上述工作的分析，可得出如下的几点结论:

    1.亚麻织物的生物漂白是一项环保工程技术。通过对 12个微生物菌株降

解亚麻纤维中木质素的能力测定，筛选出菌株 5132和5.776 去除木质素能力

最强。

    2.白腐菌5夕76更符合工业化生产的要求。

    3.微生物降解亚麻纤维中木质素的最优化工艺条件为:斜面激活时间为72

小时，一级培养时间为24小时，微生物降解亚麻纤维的时间是 9小时，堆放

时间为12小时.

    4微生物降解木质素后，亚麻纤维的漂白最优化的漂白工艺为:NaoH煮

沸1小时;硫酸浸泡4一5分钟，40一50℃;堆放1小时;70℃过氧化氢漂白1

小时。

    5经上述处理，亚麻纤维的白度87.60%，强度为800N。
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