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竹子超声波萃取液特性及其漆酶催化研究
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摘　 要： 竹子属于木质纤维素的一种，其主要成分为纤维素、半纤维素和木质素。 超声波是一种频率在 ２０～ ５０ ｋＨｚ 范围内的

声波，超声波提取就是利用超声波产生的空化、振动、粉碎和搅拌的综合效应对天然产物中的有效成分进行萃取。 利

用超声波对竹子的萃取、漆酶催化超声波萃取，构建竹子－超声波处理体系和竹子－漆酶催化氧化体系，研究超声波对

竹子的萃取效果和漆酶对竹子超声波萃取液的催化氧化效果。 通过分析扫描电镜、傅里叶红外变换光谱和紫外分光

测试结果表明：超声波作为一种环保温和的处理方式可以将竹子中部分木素酚类分子提取出来；漆酶可以催化氧化

超声波萃取液，生成新的物质，且对环境无污染。
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竹子是一种独特的禾本科植物，具有抗菌、抗紫外

线等多种特性，而且可以被生物降解［１］。 我国竹类资

源丰富，具有得天独厚的优势及非常悠久的竹子栽培

与使用历史［２］。 研究开发竹类资源对于替代化石资

源、发展低碳经济和促进可持续发展具有重要意义。
近年来超声波、微波和超临界萃取技术逐渐发展

起来，其中超声波辅助提取因具有作用条件温和、提取

时间短和提取效率高等优点而备受关注。 目前超声波

被广泛应用于金属探伤、医学诊断与治疗、食品工业和

生物工程等方面［３］，近年来也有学者将超声波在纺
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织行业中进行了尝试性应用［４］，并取得了一些效果，
比如在前道加工和后整理等工序中运用超声波处理织

物，可改善织物品质，赋予其独特的性能。
随着低碳理念不断深入人心，为了得到功能性大

分子，改善织物特性，可采用环保的生物酶对超声波提

取出来的小分子进行催化反应生成新物质。 酶具有高

效、专一、反应条件温和、活性可调节等多种优点［５］。
漆酶作为一种多铜氧化还原酶［６］，可以利用氧气催化

氧化底物而不依赖其他化学试剂。 同时漆酶的作用底

物非常广泛，加入某些介体提高漆酶的氧化还原电势

还能扩大它的底物范围［７］。 本文采用超声波对竹子

进行萃取，再采用漆酶催化超声波萃取液，构建竹子－
超声波处理体系和竹子－漆酶催化氧化体系，评定超

声波对竹子的萃取效果和漆酶对竹子超声波萃取液的

催化氧化效果。

１　 试验过程
１．１　 原料与试剂

五年生毛竹，产自安徽黄山，经粉碎机粉碎后过

１００ 目筛，收集粉末装袋备用；甲苯、无水乙醇、浓硫

４５
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酸、氯化钡，以上均为 ＡＲ，国药集团化工试剂有限公

司制；漆酶，由葡萄牙米尼奥大学 ＣＥＢ 中心提供；２，２－
联氮 － 二 （ ３ － 乙基 － 苯并噻唑 － ６ － 磺酸） 二铵盐

（ＡＢＴＳ）、脱碱木质素，均由百灵威集团化学试剂有限

公司制。
１．２　 主要仪器

索氏提取器，ＨＨ－４ 型数显恒温水浴锅（江苏荣华

仪器制造有限公司），单道可调移液枪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
股份有限公司），有塞三角烧瓶，玻璃砂芯漏斗，抽滤

瓶，ＳＨＺ－Ｄ（Ⅲ）型循环水式多用真空泵（河南省予华

仪器有限公司），８５－２Ａ 型数显测速恒温磁力搅拌器

（江苏省金坛市友联仪器研究所），干燥器，电热鼓风

干燥箱（南通宏大实验仪器有限公司），ＥＬ２０４ 型电子

分析天平（梅特勒－托利多仪器上海公司），球形冷凝

管，超声波微波组合反应系统和超声波信号发生器

（南京先欧仪器制造有限公司），ＬＴＣ２ 型低温循环水

浴槽（英国固兰特仪器有限公司），ＵＶ－９６００ 型紫外 ／
可见分光光度计（北京瑞利分析仪器有限公司），冷冻

干燥机（北京博医康实验仪器有限公司），２５ ｍＬ Ａｎｋｅ
－ＴＧＬ－２０Ｂ 型离心机（南通宏大实验仪器有限公司），
ｐＨ 计（北京鼎国昌盛生物技术有限公司），傅里叶变

换红外光谱仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 有限公

司），ＴｈｅｒｍｏＭｉｘｅｒ （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 股份有限公司），
Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ１ Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ Ｒｅａｄｅｒ （美国伯腾仪器有限公

司）。
１．３　 竹粉有机抽提

称量约 ４ ｇ 竹粉，用滤纸包好，放入索氏提取器

中，然后将甲苯和乙醇按 １ ∶ ２ 的体积比放入索氏提取

器中抽提竹粉，抽提时间为 ４～６ ｈ，直到索氏提取器中

的液体变为无色或者接近无色，水浴温度为 ９９℃。 为

防止甲苯等有毒气体挥发，整个抽提过程在通风橱中

进行［８］。 抽提结束后，将竹粉放在通风处自然晾干。
为获得抽提液中的溶解物质，需将抽提液进行有效浓

缩。 将取抽提后的有机混合溶液加入索氏提取器中，
方法与竹粉抽提相同，每隔一段时间将提取器中无色

液体取出，留下圆底烧瓶中物质，不断浓缩。
１．４　 竹粉中木质素含量的测定

参考 ＧＢ ／ Ｔ ５８８９—１９８６《苎麻化学成分定量分析

方法》，分别称取约 ０．５ ｇ 抽提过的竹粉，放置于已知

质量的有塞三角烧瓶中，在 １０５℃条件下烘干 ２ ｈ，然
后立刻置于干燥器中冷却 ３０ ｍｉｎ，称重，记录。 加入

１５ ｍＬ ７２％的硫酸溶液，在 ５℃ ～１８℃条件下放置２４ ｈ，
然后转移到锥形瓶中，并用蒸馏水定容至 １５０ ｍＬ；然
后安装球形冷凝管沸煮 １ ｈ，稍冷，用已知质量的玻璃

砂芯漏斗反复抽滤、洗涤，用 １０％氯化钡溶液进行检

测，直到滤液中不含有硫酸根离子为止；取下玻璃砂芯

漏斗，在 １０５℃烘箱中烘至恒重，取出迅速置于干燥器

中冷却，并称重记录。
１．５　 超声波处理竹粉

根据之前校正过的最优参数，称取 ４ ｇ 干燥竹粉

置于超声波反应仪器中，按照浴比 １ ∶ １０ 加入 ４０ ｍＬ
去离子水，探头伸入液面下 １５ ｍｍ，探头直径为 ６ ｍｍ，
超声功率为 ７００ Ｗ，超声频率为超声 ２ ｓ、间歇 ４ ｓ，超
生时间为 ３０ ｍｉｎ，冷凝水浴温度为 ０℃ ［９］。 用此参数

分别处理有机抽提前后的竹粉，用 １０ ｍＬ 试管将处理

后的竹粉溶液分装好，并做好标记进行区分。 将试管

放入离心机中离心，试管呈中心对称放置，每个试管中

样品量要大致相同，离心时间为 ５ ｍｉｎ，转速为 ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ。
离心结束后取出试管放于试管架上，用滴管将上清液

和竹粉分离开，分装好并做好标记。 为了确定上清液

中可溶物成分，采用冷冻干燥的方法去除水分，可以最

大限度保持样品原来的空间结构和体积，避免产生浓

缩现象，获得萃取液中的固体作为待测样备用。
１．６　 漆酶催化竹子超声波萃取液反应

１．６．１　 漆酶酶活测定

酶活定义为在最适合条件下，１ ｍｉｎ 内转化１ μｍｏｌ
底物所需要的酶量［１０］。 通常漆酶酶活的测定采用

ＡＢＴＳ 法［１１］，即以 ＡＢＴＳ 溶液作为漆酶作用的底物。
漆酶将 ＡＢＴＳ 溶液转化为 ＡＢＴＳ 自由基，ＡＢＴＳ 自由基

在 ４２０ ｎｍ 处的吸光度系数远远大于 ＡＢＴＳ，随着反应

的进行，４２０ ｎｍ 处的吸光度值会变大，通过计算单位

时间内 ４２０ ｎｍ 处吸光度的变化，可以得到漆酶的酶

活。 具体方法为：量取 ２．８ ｍｇ ＡＢＴＳ 固体溶解在 １０ ｍＬ
去离子水中，因 ＡＢＴＳ 溶液对光敏感，所以将溶解后的

ＡＢＴＳ 溶液用锡纸包住。 用 ｐＨ 为 ５ 的醋酸缓冲液将

漆酶稀释一系列梯度。 取 １００ μＬ 稀释后的酶液和

１００ μＬ ＡＢＴＳ 溶液滴加到酶标仪测试板上，设置温度

为 ４５℃，在 ４２０ ｎｍ 处，用动力学方法，设置测试反应

时间 １０ ｍｉｎ，读数间隔为 １ ｍｉｎ，计算漆酶酶活。
１．６．２　 漆酶与竹子超声波萃取液

反应总体积为 ２ ｍＬ，漆酶推荐最适 ｐＨ 为 ４ ～
５［１２］，这里选用 ｐＨ 为 ５ 的醋酸缓冲液，漆酶浓度为

５５
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２ Ｕ ／ ｍＬ，恒温混匀仪温度为 ４０℃，转速为 ３００ ｒ ／ ｍｉｎ，
反应时间为 ２４ ｈ。 试验设置 ３ 组，第 １ 组为试验组，第
２ 组为试验平行组，第 ３ 组为对照组，每组所加试剂见

表 １。 将 反 应 结 束 的 样 品 离 心 ５ ｍｉｎ， 转 速 为

８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，将上清液和沉淀分离并分装好做好标记，
冷冻干燥 ２４ ｈ，保存备用。

　 　 　 　 表 １　 漆酶与竹粉上清液反应配料　 　 　 　 μＬ

项目 酶 醋酸缓冲液 竹粉上清液

第 １ 组（试验组） １０ ９９０ １ ０００

第 ２ 组（试验组平行样） １０ ９９０ １ ０００

第 ３ 组（对照组） ０ １ ０００ １ ０００

１．７　 测试表征

１．７．１　 ＳＥＭ 测试

利用扫描电镜观察有机抽提前后及超声波萃取前

后竹粉表面结构的变化。 取适量待测样品，用导电胶

将竹粉粘到铝制托盘上，然后用离子溅射镀膜仪在样

品表面镀一定厚度的金属膜。 将制好的样品放到电镜

下观察表面结构变化［１３］，电镜放大倍数为 ２ ５００ 倍。
１．７．２　 傅里叶红外变换光谱（ＦＴＩＲ）测试

采用溴化钾压片法进行固体样品分析。 将待测样

置于温度为 １０５℃的烘箱中，烘干 ２ ～ ３ ｈ，然后取出迅

速放到干燥器中干燥 ３０ ｍｉｎ 备用。 称取 １ ｍｇ 干燥后

的样品和 １００ ｍｇ ＫＢｒ 于洁净干燥玛瑙研钵中进行研

磨，使两者充分混合，直至固体挂壁。 随后取一定量的

混合样品放于洁净干燥的压片模具中，用压片机压至

透明的薄片。 将制好的压片样品放到红外光谱仪器上

进行测试［１４］，首先未放样品时采集背景，然后再测试

样品，设定扫描范围为 ４ ５００ ～ ５００ ｃｍ－１ ［１５］，观察并保

存谱图。
１．７．３　 紫外光谱（ＵＶ）测试

在漆酶与竹粉上清液的反应过程中，每隔一段时

间取反应溶液检测吸光度变化，方法是取 １００ μＬ 反应

溶液放到酶标仪中进行检测， 波长范围为 ２６０ ～
５００ ｎｍ［１６］，时间点分别选取 ０、１、２、６、１２、２４ ｈ。

２　 试验结果
２．１　 竹粉有机抽提前后性能分析

观察有机抽提溶剂在竹粉抽提前后的色泽变化可

见，抽提前，有机试剂为无色混合液，抽提后呈现明显

的黄色。 这一现象说明，通过抽提，竹粉中部分物质会

溶解在甲苯和乙醇混合液中。
通过对抽提后有机混合溶液中的抽提剂进行挥

发，浓缩后得到的固体的红外光谱图见图 １。
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图 １　 有机抽提液提取物红外谱图

可见，在 １ ６０２ ｃｍ－１ 处为 Ｃ ＝ Ｃ 的伸缩振动，
１ ４５６ ｃｍ－１和 １ ３８４ ｃｍ－１处为亚甲基和甲基等类脂物

弯曲振动的特征峰值［１７］。 由此可以推测有机抽提液

将竹粉表面部分类脂物萃取下来。
有机抽提前后竹粉的表观结构见图 ２。
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图 ２　 有机抽提前后竹粉 ＳＥＭ 图

图 ２（ａ）为原始竹粉图片，可见原始竹粉表面比较

光滑，因为有类脂物和部分果胶包裹在竹粉表面。 由

图 ２（ｂ）可见，竹粉经过有机溶剂抽提之后，表面变得

粗糙复杂。 结合抽提前后有机溶剂颜色的变化可以推

测出，有机抽提将包覆在竹子表面的类脂物等物质从

竹子表面脱离下来，使竹子内部结构更多地暴露出来。
２．２　 竹粉中木质素含量及性能

第 １、２ 组竹粉中木质素含量分别为 ３０． ４３％和

３２．９０％。 可以看到，两组平行测试组竹粉中的木质素

含量都高于 ３０％，竹中木质素含量平均值约为 ３１％，
木素含量较高，可以确保后续超声波萃取试验中有一

定量的有效木素酚类物质存在。
对从竹子中提取出的木质素进行红外分析，红外

光谱图见图 ３。
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图 ３　 制得木质素样品红外光谱测试
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谱图中 １ ５２０～１ ５００ ｃｍ－１及 １ ４７０ ～ １ ４６０ ｃｍ－１处

为木质素特征峰［１８］，进一步确定竹粉中有效木素含量

较高。
２．３　 超声波萃取前后竹粉及萃取液特性分析

对超声波处理后的上清液进行冷冻干燥并做红外

测试，结果见图 ４。
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图 ４　 竹粉超声波萃取液冷冻干燥后 ＦＴＩＲ 测试

图 ４ 中 １ ６０５ ｃｍ－１ 处是苯环的伸缩振动峰，
１ ２４５ ｃｍ－１处是 Ｏ－Ｈ 弯曲振动峰，这些是木质素的特

征峰［１８］，可见超声波对原始竹粉和有机抽提之后的竹

粉均有一定的萃取效果，超声波处理将竹中木素类小

分子通过空化作用萃取出来。 为进一步确认萃取液中

成分，对萃取液进行了 ＵＶ 测试，并与标准木质素溶液

进行比对，结果见图 ５。
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图 ５　 萃取液 ＵＶ 测试

由图 ５ 可以看出，无论是抽提后的竹粉还是原始

竹粉，经超声波萃取后在波长 ２８０ ｎｍ 处都和纯的脱碱

木质素有相同的峰值。 查表可知，波长 ２８０ ｎｍ 处峰值

代表酚羟基［１９］，可知超声波处理后的竹粉上清液中都

含有可溶性酚类物质。
空化效应是超声波十分典型的物理效应［２０］。 在

液体当中，超声波或者涡流的作用使得液体中的某一

范围内产生部分区域的暂时性负压区，从而在液体中

形成气泡或者空穴。 这些气泡因为含有蒸汽或空气而

处于一种不稳定的状态，它们瞬间闭合时形成的急波

使得部分细微范围内有极大的压强。 此外，气泡自身

的非线性振动以及它们破裂时造成的极其巨大的压

力，使得这一种空化现象出现的同时会伴随着一系列

的物理以及化学效应。 超声波处理前后竹粉的形貌见

图 ６。
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图 ６　 超声波处理之后竹粉的扫描电镜图

通过对比图 ６ 和图 ２ 可以看出，在未进行超声波

处理之前，竹粉的表面结构比较致密，内部空隙和孔洞

比较少，反应活性低；经过超声波预处理之后，竹粉表

面形成了许多沟壑，竹子内部空隙和孔洞比较多。 推

测这应该与超声波处理过程中产生的空化作用有关，
即在超声波的机械作用下，竹粉表面结构受到破坏，竹
子致密的结构被打开，竹子内部成分被萃取出来，增加

了反应比表面积。
２．４　 漆酶对竹子超声波萃取液的反应体系研究

漆酶酶活测试结果见表 ２。
表 ２　 漆酶酶活测定数据

项目
稀释倍数

１００ ０００ ５００ ０００

不同时刻 ＯＤ 值
（试验组与平行组的均值）

０ ｍｉｎ ０．０６８ ５ ０．０６３ ５

１ ｍｉｎ ０．１１１ ０ ０．０７４ ５

２ ｍｉｎ ０．１６１ ０ ０．０８３ ５

３ ｍｉｎ ０．２１６ ５ ０．０９５ ５

４ ｍｉｎ ０．２７７ ５ ０．１０８ ５

５ ｍｉｎ ０．３４４ ０ ０．１２２ ５

６ ｍｉｎ ０．４１３ ５ ０．１３８ ０

７ ｍｉｎ ０．４９２ ５ ０．１５３ ５

８ ｍｉｎ ０．５６９ ５ ０．１７１ ０

９ ｍｉｎ ０．６５１ ０ ０．１９１ ５

１０ ｍｉｎ ０．７３６ ５ ０．２１０ ５

每分钟 ＯＤ 值变化的均值 ０．０６６ ８ ０．０１４７

酶活 Ｕ ／ ｍＬ ３９４．３ ４３３．９

平均酶活 Ｕ ／ ｍＬ ４１４

本试验中漆酶酶活大约为 ４１４ Ｕ ／ ｍＬ，属于高活力

漆酶，可以尝试用于与超声波萃取的竹粉上清液进行

酶促反应。
观察反应前后漆酶与超声波萃取竹粉的上清液反

应溶液颜色变化，可以看到溶液颜色由浅黄色变成了

黄褐色，说明漆酶能够与超声波萃取的竹粉上清液发

生发应。

７５
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在反应进行的不同阶段，取样进行 ＵＶ 测试，检测

得到的 ＯＤ 值为平行组减去空白组得到的差值，对此

差值取平均值进行作图分析，结果见图 ７。
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图 ７　 漆酶与竹粉反应各时刻 ＵＶ 测试

从图 ７ 可以看出，０ ｈ 时刻时 ３５０ ｎｍ 处的峰值不

明显；随着时间的延长，３５０ ｎｍ 处的峰值逐渐变强；到
了 ２４ ｈ 后，峰值变为 ０．８５。 而在相同稀释倍数下检测

２８０ ｎｍ 处的峰值，发现峰值由 ０．３７３ 变为 ０．２５８。 由此

可以推断，漆酶与萃取液中酚类分子发生反应生成了

新的物质，从而在 ３５０ ｎｍ 处出现增强峰。

３　 结　 语
（１）通过扫描电镜观察抽提前后竹粉表面的结构

变化，发现有机抽提后的竹粉表面由于去掉了类脂物

而变得粗糙。 红外光谱检测发现，抽提前后竹粉主成

分并未发生明显变化，而且通过检测发现，竹粉中木质

素含量高达 ３１％，可见竹粉中木质素含量丰富。
（２）通过 ＵＶ 测试发现，超声波萃取后的溶液在

２８０ ｎｍ 处有明显出峰，可见超声波预处理能够有效提

取出竹粉中木质素酚类物质；通过扫描电镜观察超声

波处理前后竹粉表面结构变化发现，超声波处理后竹

粉表面致密的结构被打破，内部结构暴露出来，合理优

化超声波工艺参数以后，有望提高萃取效率。
（３）根据酶活定义测定实验室漆酶酶活发现，漆

酶对 ＡＢＴＳ 底物具有较高的催化能力，酶活高达

４１４ Ｕ ／ ｍＬ。 在漆酶催化氧化木质素标准溶液以及竹

粉的超声波萃取液试验中，通过检测各时刻反应溶液

ＯＤ 值及反应结束后对溶液进行紫外测试发现，漆酶

能够作用于木质素标准溶液和竹粉超声波萃取液，生
成新物质。 如果选择合适的催化底物并优化工艺条

件，可以提高催化效率，增加产物量。
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