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两种工业漆酶处理思茅松边材的自由基变化*
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（1中国林科院木材工业研究所 北京100091；2中国科学院生物物理研究所 北京100101）

摘  要： 为消除人造板中游离甲醛污染问题，采用漆酶处理木材生产无甲醛人造板是未来发展的重要方向。为探讨漆酶处理木纤维最佳工艺条件，采用两种工业漆酶（低活性、高活性值）处理思茅松边材，在pH 3.0～6.0，温度30～80℃，时间为1h、2h、3h，酶用量分别为10u/g、20u/g、30u/g条件分别处理，并测定处理后木材的活性氧自由基（ROS）浓度。结果表明，漆酶处理后思茅松边材ROS浓度显著提高；pH值、温度、处理时间和酶用量均对ROS浓度变化均有影响，本试验条件下漆酶处理思茅松木材的最佳工艺条件为pH3.0、50℃，2h，20u/g。
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Abstract： Fibreboard without formaldehyde will be manufactured by laccases treated wood fibre to eliminate the pollution of free formaldehyde in the wood-based panels. To obtain the optimum parameters of laccases treatment is so fundamental to develop new environment friendly fibreboard. The woodflour of Pinus khasya var. langbianensis sapwood and two kinds of commercial laccases (low enzyme activity and high enzyme activity) were used in this study. Laccase treatment of the sapwood in suspension were conducted under the following conditions: pH value from 3.0 to 6.0, temperature from 30℃ to 80℃, treatment time respectively for 1h, 2h, 3h and laccase dosages 10u/g、20u/g、30u/g. Free radicals of reactive oxygen species (ROS) were detected after reactions by Electron Spin Resonance (ESR). Compared with control, relative concentration of ROS increased remarkably after woodflour was treated with two kinds of commercial laccases.. The optimum reaction parameters were pH value 3.0, 50℃, 2 hours and 20u/g.
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漆酶是一种含铜的多酚氧化酶(ρ-diphenol oxidase, EC 1.10.3.2)，可催化氧化酚类化合物［1］。漆酶可使木材自身组分活化，产生胶粘作用；也可用漆酶与工业木素反应，得到与酚类化合物类似的胶粘剂，用来粘结木纤维或木刨花，制成相应的人造板［2］，从而替代含有游离甲醛或

游离酚的胶粘剂，从根本上解决当前人造板中游离甲醛或游离酚问题。

国内外对漆酶应用于木材工业进行了一些研究。Kharazipour等人［3］用漆酶处理木纤维2～7 天，然后用湿法或干法工艺制成纤维板，不加任何胶粘剂，发现由漆酶处理的纤维制成的纤维板胶接强度均比对照板有明显提高；Felby等［4］用漆酶氧化山毛榉木纤维，处理1小时，制成干法和湿法纤维板。与对照板相比，漆酶处理的板具有较好的MOE/MOR及尺寸稳定性；Viikari等人［5］在1998年申请的专利中指出，用漆酶处理纤维后，所得板材内结合强度可达到0.9MPa；朱家琪等人［6］用漆酶处理思茅松纤维并压制纤维板，所得板的内结合强度达到1.536MPa，显著高于对照板材的强度等等。上述研究表明，用漆酶处理木材纤维，可以赋予木材自身胶合力，进行纤维板生产。但对于漆酶催化氧化木材胶合的机理，特别是酶处理木材后自由基浓度的变化缺乏研究。

　　本研究采用两种工业漆酶处理思茅松边材，根据酶学测定方法［7］，利用电子顺磁共振波谱仪（ESR）测定漆酶处理木材自由基的变化。通过探讨ESR图谱中自由基峰值大小，找出漆酶处理木材过程中的主要影响因子，确定出此试验条件下的最佳工艺条件，为漆酶法生产绿色纤维板产品提供理论依据。
1  材料和方法

1.1 材料

试验用木材为思茅松边材，处理试样为木粉（60-80目），两种工业漆酶分别为低活性值漆酶（酶活20u/ml，中国微生物所提供的漆酶培养液）和高活性值漆酶（酶活280u/ml，丹麦诺维信公司提供），醋酸-醋酸钠缓冲溶液（pH值分别为3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、），自由基捕捉剂N叔丁基-α-苯基硝酮（PBN，N-Butyl-α-phenylnitrone），乙酸乙酯。

1.2 方法

1.2.1 不同pH值处理
　底物均为45mg木粉，分别置于不同离心管中。低活性值漆酶处理试样中，分别加入不同pH值的缓冲溶液405μl，再分别加入漆酶45μl，0.04M的PBN捕捉剂50μl；高活性值漆酶处理试样中，分别加入不同pH值的缓冲溶液446.8μl，再加入高活性值漆酶3.2μl，0.04M的PBN捕捉剂50μl。将以上试样用旋涡混合器(vortex)振动混匀后，在水浴锅中加热处理，水浴温度26℃，处理时间2小时，缓冲溶液的pH值分别为3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、6.0。
1.2.2 不同时间处理

两种漆酶处理试样酶用量以及处理过程同1.2.1，但所用缓冲溶液均为pH3.0，水浴温度50℃，处理时间分别为1、2、3小时。

1.2.3不同温度处理

两种漆酶处理试样酶用量以及处理过程同1.2.1。其中所用缓冲液为pH3.0，处理时间均为2小时，温度分别为20℃、30℃、40℃、50℃、60℃、70℃和80℃，。

1.2.4不同酶用量处理
两种漆酶处理试样酶用量以及处理过程同1.2.1。其中所用缓冲液为pH3.0，处理时间为2小时，温度50℃，酶用量分别为10u/g、20 u/g、30 u/g。

1.2.5萃取
将水浴处理后的复合体系置于冰堆中，终止反应。将乙酸乙酯300μl注入复合体系中，振荡离心，静置后萃取上层澄清液体。 

1.2.6 ESR测定条件
仪器为德国产BRUKER自旋共振测定仪，型号ER-200D-SRC。中心磁场为3385G，调制为3.2G，增益为4×105，扫描宽度为400G，微波功率为20mW,扫描时间为200s.用微量进样器将离心管中萃取液移入样品管中，再将样品管置于ESR设备中的检测位置，即可以检测。每个试样处理进行三个重复的测定。

1.2.7 自由基相对浓度值计算
以三个重复试样的平均值作为该试样的平均值。自由基的相对浓度值是对图谱中的三个峰高值进行测量，将其平均值作为自由基相对浓度值，单位为毫米（mm）。

2　 结果与分析

2.1　两种工业漆酶处理思茅松边材活性氧自由基ESR图谱

图1中，a、b、c三条谱图均是在pH值3.0、温度26℃、处理时间2小时得到的。其中a是直接用缓冲溶液处理而未加漆酶（对照），b和c则是漆酶（酶用量为20u/g纤维）处理后测定的木材自由基图谱。从图1可见，未处理的思茅松边材的自由基图谱为典型的酚氧自由基（图1a），而用两种工业漆酶处理后的木材的自由基图谱则为典型的活性氧自由基（ROS，图1b、1c)，二者在图谱上的表现形式有着明显的不同。g=2.005，aN =15.0G。
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a: untreated sapwood   b: low active commercial laccase  c: high active commercial laccase

图1　未处理、工业漆酶处理思茅松木材ROSESR图谱
Fig.1  ESR spectra of ROS of untreated and commercial laccases-treated sapwood of Pinus kesiya var. langbianensis at pH3.0, 50℃, 2h, 20u/g
2.2　不同pH值工业漆酶处理木材的自由基浓度变化

从图2可见，两种漆酶处理思茅松边材均为pH值3.0所得ROS浓度值最大，此后不断下降，表明酸性越强，漆酶处理思茅松边材产生的活性氧自由基就越多。在pH值3.0～6.0内，高活性漆酶的处理效果好于低活性漆酶，这种差异性表明了不同产地的漆酶在处理同一种木材时表现了不同的催化氧化效率。进一步方差分析表明，不同pH值漆酶处理对思茅松边材ROS浓度变化差异极显著（表1）。
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图2 工业漆酶不同pH值处理思茅松边材ROS自由基浓度变化

Fig.2  ROS concentration of Pinus kesiya var. langbianensis sapwood treated with commercial laccases 

 at different pH values
表1 两种工业漆酶不同条件处理思茅松边材自由基浓度的方差分析

Table 1  The ANOVA of ROS concentration of Pinus kesiya var. langbianensis sapwood
 treated with commercial laccase at different treatment conditions
	处理条件
	差异源
	SS
	df
	MS
	F
	F crit
	差异显著性

	低活性酶不同pH值
高活性酶不同pH值

低活性酶不同温度

高活性酶不同温度
	组间
	283.175
	6
	47.196
	9.340
	4.456
	**

	
	组内
	70.741
	14
	5.053
	
	
	

	
	总计
	353.915
	20
	
	
	
	

	
	组间
	1556.402
	6
	259.400
	15.614
	4.456
	**

	
	组内
	232.593
	14
	16.614
	
	
	

	
	总计
	1788.995
	20
	
	
	
	

	
	组间
	75917.020
	5
	15183.400
	21.843
	5.064
	**

	
	组内
	8341.259
	12
	695.105
	
	
	

	
	总计
	84258.280
	17
	
	
	
	

	
	组间
	77948.640
	5
	15589.730
	28.602
	5.064
	**

	
	组内
	6540.593
	12
	545.049
	
	
	

	
	总计
	84489.230
	17
	
	
	
	

	低活性酶不同时间
	组间
	16385.230
	2
	8192.614
	23.340
	10.925
	**

	
	组内
	2106.091
	6
	351.015
	
	
	

	
	总计
	18491.320
	8
	
	
	
	

	高活性酶不同时间
	组间
	10413.110
	2
	5206.555
	744.944
	10.925
	**

	
	组内
	41.935
	6
	6.989
	
	
	

	
	总计
	10455.050
	8
	
	
	
	

	低活性酶不同酶用量
	组间
	14968.670
	2
	7484.333
	19.600
	10.925
	**

	
	组内
	2291.111
	6
	381.852
	
	
	

	
	总计
	17259.780
	8
	
	
	
	　

	高活性酶不同酶用量
	组间
	20747.580
	2
	10373.790
	12.223
	10.925
	**

	
	组内
	5092.148
	6
	848.691
	
	
	

	
	总计
	25839.730
	8
	
	
	
	　


2.3　不同温度工业漆酶处理木材的自由基浓度变化

从图3可见，两种漆酶处理木材的ROS浓度均在50℃时达到最大,并且低活性漆酶处理效果好于高活性漆酶;此后随温度升高，其自由基浓度不断下降。表明不同活性值的漆酶在同一条件下处理同一底物时二者所表现出来的催化氧化能力不尽相同。进一步方差分析表明，不同温度对漆酶处理思茅松边材ROS浓度变化差异极显著 (表1)。
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图3  工业漆酶不同温度处理思茅松边材自由基浓度变化
Fig 3  The change of ROS concentration of commercial laccase-treated Pinus kesiya var. langbianensis sapwood at different temperature

2.4　不同时间工业漆酶处理木材的自由基浓度变化

从图4可见，两种漆酶不同时间处理木材后的活性氧自由基浓度在2小时达到最大，并且低活性漆酶处理效果好于高活性漆酶。进一步方差分析表明，不同处理时间漆酶处理对思茅松边材ROS自由基浓度变化差异极显著（表1）。
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图4  工业漆酶不同处理时间处理思茅松边材自由基浓度变化
Fig. 4  The changes of ROS concentration of Commercial laccase-treated sapwood of Pinus kesiya var. langbianensis at different treatment time
2.5　不同酶用量工业漆酶处理木材的自由基浓度变化

从图5可见，两种漆酶处理思茅松边材的活性氧自由基浓度均在20u/g纤维处达到最大。在10u/g、20u/g和30u/g纤维时，低活性漆酶处理纤维的效果均好于高活性漆酶的处理效果。进一步方差分析表明，不同酶用量漆酶处理对思茅松边材ROS自由基浓度变化差异极显著（表1）。
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图5  不同酶用量工业漆酶处理思茅松边材自由基浓度变化
Fig. 5  The changes of ROS concentration of commercial laccase-treated sapwood of Pinus kesiya var. langbianensis at different laccase dosages

3  结论

（1）本试验中，工业漆酶处理思茅松木材的最佳条件是pH3.0，温度50℃，时间2h，酶用量20u/g，且，低活性值工业漆酶处理效果优于高活性值工业漆酶处理效果。
（2）pH值、温度、处理时间和酶用量均对工业漆酶处理木材后自由基浓度变化有显著影响。
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