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热过氧化氢预处理对花生秸秆酶解的影响

熊佳定，丁为民，王文鑫，Muhammad Hassan，孙元昊，李志伟
（南京农业大学工学院，南京 210031）

摘 要：以花生秸秆为原料，通过单因素试验探究热H2O2预处理对花生秸秆酶解的影响，结果表明所有试验组均

显著（p<0.05）可提高酶解还原糖产量，进一步设计正交试验对预处理条件进行优化，结果表明：100 ℃，2 h，6% H2O2

可作为最优预处理条件，在该预处理条件下酶解还原糖产率相比于未处理秸秆，提高 154.56%。分别对预处理前后

花生秸秆成分、化学特性以及物理结构进行测定，并分析热H2O2能有效提高花生秸秆酶解效率的原因。
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0 引 言

花生是中国四大油料经济作物之一，每年花生

秸秆的产量为 2700~3000 万 t。由于国家油脂安全

战略转走“花生路线”，花生的种植面积不断扩大，

导致花生秸秆产量不断增加［1，2］。尤其在山东、河

南、黑龙江等北方主要花生种植地。花生秸秆是一

种营养物质丰富的生物质可再生资源，含有 15.9%
粗蛋白、4%粗脂肪、46.8%碳水化合物［3］，但目前对

这种资源的利用率相对较低，除少部分被用作动物

饲料外，绝大多数都以焚烧或废弃的形式浪费，不

仅造成资源的浪费，还污染环境。因此把花生秸秆

作为替代粮食的物质用于制备燃料乙醇，是花生秸

秆资源化利用，保护环境的有效途径。而木质纤维

原料乙醇化的生化转化路线主要包括预处理、酶水

解和发酵 3 个主要步骤，其中预处理是实现高效酶

解的关键技术［4~6］。秸秆中的纤维素、半纤维素、木质

素三者组成结构复杂，相互交织连接，形成稳定的复

合体［7］，且纤维素和半纤维素被木质素包裹，阻碍纤

维素酶对纤维素的作用。通过对花生秸秆进行预

处理，使纤维素、半纤维素与木质素分离，增加酶

与纤维素的可接触面积，从而提高酶解效率，有利

于纤维素的利用和转化。目前预处理秸秆的方法

主要有物理法、化学法、生物法［8］，具体的方法名

称有蒸汽爆破法［9］、稀酸处理［10］、碱处理［11］、氧化处

理［12］、超声波处理［13］等。目前国内外学者对小麦、玉

米、稻草秸秆的预处理方面有较深入研究［9~13］，但目

前国内外对花生秸秆预处理的研究鲜有报道。

在以往研究中，Hassan 等［14，15］采用热化学的方

法对小麦秸秆和玉米秸秆进行预处理，在 100 ℃和

80 ℃、7.5% H2O2条件下，小麦秸秆和玉米秸秆的消

化性能显著提升。本文也欲借助于 H2O2 极易分解

生成羟自由基（OH·）、氢过氧负离子（HOO-）和超氧

阴离子（O2-）［12］，加热能有效促进过 H2O2的分解率，

分解的活性基团具有降解和氧化木质素、打破纤维

素的晶体结构的特殊化学性质。同时预处理过程

对环境较友好、不存在预处理后溶液的洗涤或中和

等步骤。在常压下探究热 H2O2 处理对花生秸秆的

可行性，对处理后的秸秆进行成分和结构的分析，

并通过纤维素酶酶解试验，试图优化热 H2O2对花生

秸秆转化利用的条件，为后续花生秸秆乙醇化利用

提供一定参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

花生秸秆取自湖北省麻城市郊区自然风干的

秸秆，将收集的花生秸秆用铡刀切成 2~3 cm 的小

段，置烘箱中 60 ℃烘焙约 12 h，经粉碎机粉碎过 40
目筛后，测定含水率等理化指标后置于冰箱-20 ℃
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冷藏备用。

纤维素酶·绿色木霉，购自国药集团化学试剂

有限公司，其活性大于 15 U/mg。H2O2，购自广州市

金华大化学试剂有限公司，浓度为 30%。其他化学

试剂均为分析纯。

1.2 试验设备

电热恒温鼓风干燥箱（DHG-9240A，上海精宏

实验设备有限公司）、粗纤维测定仪（FIWE6，
VELP）、连续投料粉碎机（HCL-5，北京华宏金城商

贸有限公司）、FA1004N 电子天平（0.0001 g，常州市

衡正电子仪器有限公司）、压片机（YP-2，上海山岳

科学仪器有限公司）、X 射线衍射仪（X’Pert PRO，荷

兰帕纳科公司）、傅里叶红外光谱仪（NicoletiS10，赛
默飞世尔科技（中国）有限公司）、紫外可见分光光

度计（UV-2000，尤尼柯（上海）仪器有限公司、数显

恒温水浴锅（HH-2，邦西仪器科技（上海）有限公

司）、离心机（湘仪 H1650，湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司）等。

1.3 试验内容与方法

1.3.1 热 H2O2预处理

在室温下将 10 g 花生秸秆（干物质）置于 250 mL
蓝盖瓶中，加去离子水使其固液质量比为 1∶10 预

浸混合均匀，置于设定温度的电热箱中预热 15 min
后取出，加入一定量的 H2O2 试剂，再放回设定温度

的电热箱中并保持一定时间。处理结束后置于烘

箱中 60 ℃烘 48 h 至恒重，用自封袋收集样品置于

冰箱-20 ℃保存便于成分分析或酶水解。

1.3.2 试验设计

首先分别对 H2O2 的质量分数（w/v），预处理温

度，预处理时间进行单因素试验，然后在单因素基

础上选取正交试验因素水平，如表 1 所示。
表 1 热H2O2预处理正交试验因素与水平

Table 1 Factors and levels of orthogonal test of
thermo H2O2 pretreatment

水平

1
2
3

试验因素

H2O2质量分数/%
3.0
4.5
6.0

温度/℃
80
90

100

时间/h
1
2
3

用 Design-Expert 8.0.5 设计 L9（34）正交试验，对

花生秸秆的热过氧化氢预处理条件进行优化。

1.3.3 花生秸秆酶解产还原糖试验

分别精确称取干燥、过 40 目筛、四分法之后的

未处理和处理过的样品 0.2 g，放入 50 mL 的三角瓶

内，按原料质量 10%加入纤维素酶，以 pH 值为 4.8
的 HAc-NaAc 缓冲溶液定容。混匀后置电热恒温箱

反应 48 h，酶解温度控制为 50 ℃。酶解试验采用 3
组重复，试验结果以平均值表示。

还原糖测定：将上述反应后的试验样品取出

冷却至室温，取经离心机离心 10 min（10000 r/min）
后的上清液（浓度较高的需进行预稀释）测量还

原糖浓度。还原糖的测定采用 3，5-二硝基水杨

酸法［16］。还原糖产率为还原糖产量与原料干物质

质量之比。

1.3.4 预处理前后花生秸秆成分分析

分别称取一定量预处理前后的秸秆，对样品的

纤维素、半纤维素和木质素质量分数进行测定，测

定方法采用 Van Soest 法［17］。

1.3.5 预处理前后物理化学结构特性分析

1）红外光谱分析

将预处理前后样品干燥研磨后，分别采用美

国 NicoletiS10 型傅里叶变换红外光谱仪进行分

析，KBr 压片，扫描范围 400~4000 cm-1，分辨率为

2 cm-1。

2）X 射线衍射光谱分析

将预处理前后的花生秸秆置于烘箱中 105 ℃干

燥 4 h 至恒重后研磨成粉末，在玻片凹槽中均匀压

实后扫描。具体条件为：Cu 靶，λ=0.154 nm，管压

40 kV，电流 40 mA，扫描步长 0.02°，扫描范围 10°~
45°。

纤维素结晶度使用 Segal 经验法计算：

X射线结晶指数= I002 - Iam
I002

× 100% （1）
式中，I002 ——2θ在 22°~23°之间的最大衍射强度；

Iam —2θ在 18°~19°之间的最小衍射强度。

1.3.6 数据分析

采用 IBM SPSS Statistics 22 软件进行统计分

析，使用 Origin Pro 9.0 软件作图。

2 结果与分析

2.1 热H2O2预处理对酶解的影响

2.1.1 单因素试验

从图 1 可看出，当 H2O2 质量分数从 1.5%增大
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到 6.0%的过程中，还原糖质量浓度不断增大，但

H2O2质量分数从 6.0%增大到 7.5%的过程中还原糖

质量浓度基本保持不变；当预处理温度从 60 ℃升高

到 100 ℃时，还原糖质量浓度不断增大，由于该试验

是在常压下进行加热 H2O2来处理秸秆，因此选取试

验温度范围为 60~100 ℃；当预处理时间从 0 h 增加

到 1 h 后，还原糖质量浓度的增幅较大，在 1~3 h
内，其质量浓度增幅变缓，超过 3 h 后，还原糖质量

浓度呈下降趋势。
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图1 温度、时间、H202质量分数单因素对

花生秸秆酶解还原糖产率的影响

Fig. 1 Effect of temperature，time，concentration of
H2O2 solution of the single factor on reducing sugar yield of

peanut straw enzyme

所有单因素试验组的酶解原糖质量浓度较未

处理花生秸秆的还原糖质量浓度显著增大（p<0.05）。
这说明热 H2O2 能提高花生秸秆纤维素酶解效率。

证明花生秸秆热 H2O2预处理的可行性，并且能显著

提高花生秸秆纤维素酶解还原糖产量。

2.1.2 正交试验

在单因素试验的基础上，选取合适正交试验因

素和水平，设计了 L9（34）正交试验，正交试验结果的

直观分析和极差分析见表 2。
表2 花生秸秆热过氧化氢预处理正交试验结果

Table 2 Orthogonal test results of pretreatment of peanut
straw with thermo hydrogen peroxide

试验号

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1

K2

K3

R

H2O2质量

分数/%
0
1
1
1
2
2
2
3
3
3

313.47
350.88
363.12
49.65

温度/℃

0
1
2
3
1
2
3
1
2
3

302.76
351.47
373.25
70.49

时间/h

0
1
2
3
2
3
1
3
1
2

317.45
343.30
366.73
49.28

还原糖质量

浓度/mg·g-1

156.60
252.67
325.66
362.09
305.57
388.07
359.01
350.04
340.66
398.65

注：K、R—还原糖质量浓度的平均值与极差。

从表 2 可知，预处理各试验因素对花生秸秆酶

解还原糖质量浓度影响程度：温度>H2O2质量分数>
时间，且这 3 个试验因素影响均达到显著（p<0.05），

温度对 H2O2 预处理影响程度较大。正交试验分析

理论最佳预处理条件为温度 100 ℃，时间 3 h，H2O2

质量分数 6%，在此预处理条件下花生秸秆酶解还

原糖质量浓度为 407.49 mg/g。从正交试验结果可

看出，各试验组酶解还原糖质量浓度相比于未处理

秸秆酶解还原糖质量浓度 156.60 mg/g，显著（p<
0.05）提高了 61.35%~154.56%，且试验最佳预处理

条件为温度 100 ℃，时间 2 h，H2O2质量分数 6%，酶

解还原糖质量浓度为 398.62 mg/g，是未处理秸秆酶

解还原糖质量浓度的 2.55 倍。理论最佳预处理条

件下酶解还原糖质量浓度相比于试验最佳预处理

条件下酶解还原糖质量浓度提高了 2.22%，但未达
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到显著差异性。可能在 100 ℃下 H2O2 分解速度加

快，预处理能力受到一定影响，因此预处理时间从

2 h 延长到 3 h，预处理效果并未明显提高。考虑到

延长预处理时间会增加能耗，为了缩短预处理时

间，可将处理温度 100 ℃，时间 2 h，H2O2 质量分数

6%作为最优预处理条件。

2.2 热H2O2预处理对花生秸秆化学成分的影响

使用范式法分别测定未处理的花生秸秆与试

验最佳预处理和理论最佳预处理的花生秸秆成分

如表 3 所示。由表 3 可看出，在试验条件范围内，

花生秸秆木质的去除率为 30.00%和 44.82%，这说

明热 H2O2 预处理能有效去除花生秸秆中部分木质

素，这与赵 超等［18］、李辉勇等［19］的研究结论一致，

H2O2 预处理能有效去除秸秆中的木质素。但去除

程度不一致，造成该差异的原因可能是花生秸秆的

木质素结构组成及连接键的形式与其他秸秆不

同。这与 Zeng 等［20］的研究结论一致，不同木质素

单体结构对预处理的响应及对纤维素利用的阻碍

作用有待更深入的研究。热 H2O2 预处理秸杆的半

纤维素含量相比于未处理秸秆，下降了 54.56%和

58.95%，这相比于木质素的去除效果，热 H2O2 对半

纤维素的降解效果更为显著。这与 Song 等［21］在用

H2O2 处理秸秆过程中发现其对半纤维素的降解效

果最好一致。预处理后纤维素含量相比于未处理

秸秆，提高了 21.29%和 30.07%，而纤维素含量的增

大，也说明了热 H2O2预处理有利于花生秸秆酶解还

原糖转化。

表3 热过氧化氢对花生秸秆成分变化的影响

Table 3 Effect of thermo hydrogen peroxide on changes of peanut straw composition

未处理秸秆R
试验最佳秸秆A
理论最佳秸秆B

纤维素含量/%
26.80±0.42a

33.31±0.27b

34.86±0.21c

半纤维素含量/%
15.47±1.17a

7.03±0.01e

6.35±0.69f

木质素含量/%
8.30±0.11a

5.81±0.03d

4.58±0.13g

灰分含量/%
2.01±0.61a

1.96±0.02a

1.99±0.07a

注：各处理组之间差异的多重对比采用 Dunnett 检验（p<0.05）。

2.3 热 H2O2预处理对花生秸秆化学结构特性的

影响

采用傅里叶红外变换光谱（FTIR）分别对未处

理的花生秸秆以及试验最佳条件和理论最佳条件

预处理的花生秸秆化学结构进行分析。由图 2 可

见，热 H2O2 处理前后红外吸收峰形状基本相同，

差异在于某些特征峰的消失或吸收强度的变化。

纤维素大分子中每个基环都含有 3 个醇羟基，羟

基中的氢原子与相邻的氧原子间距小于 0.28~
0.30 mm 时都可能形成氢键，因此纤维素分子链

间及分子链与表面水分子间都可形成氢键，氢键

是导致反应试剂如厌氧菌、降解酶等对纤维素的

可及度低，反应性能差的原因之一［22］。经热 H2O2

处理后，波数 3414 cm-1 处木质纤维素分子内羟基

O—H 伸缩振动谱带减弱，说明部分纤维素之间

的氢键连接被打破。而部分氢键的破坏使酶的可

及度增加，有利于纤维素的降解和转化。波数

2920 cm-1 的谱峰是木质纤维结构中—CH、—CH2

的伸缩振动吸收峰，与未处理秸秆相比，热 H2O2

预处理后秸秆的该吸收峰明显下降，这说明热

H2O2 预处理能有效破坏部分纤维素和木质素中的

—CH、—CH2。波数 1720~1733 cm-1 的谱峰为木质

素或半纤维素有关的羰基 C==O 伸缩振动［22］，相

比于原料谱图，经预处理后在 1733 cm-1 处的峰强

度都有一定程度的减弱，而在波数 1720 cm-1 处的

峰已基本消失，这说明部分半纤维素得到降解。

波数 1650 cm-1的谱峰为木质素振动吸收特征峰［18］，

与未处理谱图相比，经预处理后在 1650 cm-1 附近

的峰型明显变缓，强度显著减弱且有部分吸收峰消

失，这表明热 H2O2 预处理能有效去除木质素，且部

分剩余木质素的结构遭到破坏。波数 1430 cm-1 处

的谱峰是纤维素结构的特征吸收峰，此吸收峰在

预处理过程中变化较大，这也说明了在预处理过

程中部分纤维素大分子的结构发生变化。波数

1060 cm-1 的谱峰是碳水化合物 C==O 的伸缩振动

吸收峰［22］，与原料的谱图相比，预处理后此峰吸收

区域增大，强度减弱，这表明预处理使木质素-碳

水化合物内的酯键发生断裂。
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图2 花生秸秆热过氧化氢预处理前后傅里叶变换

红外光谱图

Fig. 2 FTIR spectra of peanut straw after thermo peroxide
pretreatment

红外光谱图 2 分析结果表明，热 H2O2预处理使

花生秸秆纤维素之间的氢键发生断裂，在有效去除花

生秸秆中的木质素和溶解部分半纤维素的同时还能

对部分残余木质素单体结构造成一定程度的破坏；并

破坏了部分纤维素和木质素中的—CH、—CH2 基团

和木质素-碳水化合物内的 C==O 连接。预处理前

后的化学结构特性变化有效地减弱了秸秆水解的

阻碍，进一步提高了酶解产糖率。

2.4 热H2O2预处理对花生秸秆结晶度的影响

木质纤维原料的主要成分纤维素具有结晶区

和无定形区的两相结构体，其结晶度是纤维素结晶

区占其整体的百分比［23］。在结晶区内，纤维素分子

结构紧密且排列有序，不利于酶解的可及性。纤维

素的结晶度与可及性紧密相关，因此广泛认可的

是：纤维素的结晶度与酶解效率负相关［24］。图 3 是

花生秸秆热 H2O2预处理前后的 X 射线衍射图谱，预

处理条件为试验最佳处理条件和理论最佳处理条

件。由图 3 可看出，理论最佳预处理和未处理的图

谱在 16.0°附近的衍射峰基本无变化，而试验最佳预

处理的衍射峰峰型变缓，强度减弱。预处理前后在

2θ=18.0°的波谷发生了位置偏移，说明无定形区部

分单体结构发生改变。对于 2θ=22.0°附近，相较于

未处理组，试验最佳条件预处理后的秸秆的衍射峰

强度减弱，理论最佳条件预处理后的秸秆的衍射峰

波幅变宽且有分峰现象，这说明花生秸秆在预处理

前后有部分结晶区变成无定形区也有少量结晶发

生了重组，这也与 FTIR 图谱中纤维素分子间氢键

连接发生了断裂相对应。经预处理后，在 2θ=27.0°

和 34.5°附近的衍射峰基本消失，对于 2θ=37.0°附
近，与未处理相比，理论最佳预处理后的衍射峰基

本消失，而试验最佳预处理后的衍射峰基本不变，

这也说明预处理破坏了结晶结构，而且不同预处理

条件可能导致其破坏的程度也不一致。花生秸秆

以试验最佳预处理和理论最佳预处理后的结晶度

比未处理秸秆都有所上升。这可能是热 H2O2 对花

生秸秆的结晶度具有双重影响，在破坏部分结晶区

引起结晶度下降的同时也是无定形区部分木质素

的去除和半纤维素的溶解导致结晶度上升。也有

其他研究学者发现：在对木质纤维素原料进行预处

理后引起结晶度升高，如 Kim 等［25］和 Zhang 等［26］发

现木质纤维素预处理去木质素后纤维素结晶度增

加的事实。
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图3 花生秸秆热过氧化氢预处理前后X射线衍射图谱

Fig. 3 X ray diffraction pattern of peanut straw after
thermo peroxide pretreatment

X 射线衍射分析结果表明，热 H2O2预处理前后

结晶结构有明显变化，理论最佳条件下预处理对纤

维素结晶结构破坏程度大于试验最佳条件下预处

理的破坏程度，这也是前者酶解还原糖产率多于后

者且都远远多余未处理组的原因之一，这与赵 超

等［18］采用液氨 H2O2 处理玉米芯时发现预处理对结

晶度影响具有双重作用的结论类似，也证实了酶解

率与结晶度大小无直接关系，但与结晶区的破坏程

度紧密相关。

3 结 论

1）热 H2O2 预处理能显著提高花生秸秆的酶解

产糖，温度对处理效果的影响程度最大。最优预处

理条件为温度 100 ℃，时间 2 h，6% H2O2，在此条件

下，木质素的去除率为 30%，纤维素提高了 21.29%，
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1000 g 花生秸秆干物质纤维素酶解可获得还原糖

398.65 g，是未处理的 2.55 倍。

2）热 H2O2 预处理能有效去除花生秸秆中部分

木质素，降低半纤维素含量、提高纤维素含量；能有

效破坏花生秸秆的纤维素结晶结构和纤维素、半纤

维素、木质素分子内部以及分子间的连接，这也是

花生秸秆酶解还原糖得到显著提高的根本原因。
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EFFECTS OF THERMO-HYDROGEN PEROXIDE PRETREATMENT ON
ENZYMATIC HYDROLYSIS OF PEANUT STRAW

Xiong Jiading，Ding Weiming，Wang Wenxin，Muhammad Hassan，Sun Yuanhao，Li Zhiwei
（College of Engineering，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210031，China）

Abstract：In this study，single factor test was used to investigate the effect of thermo-hydrogen peroxide pretreatment on
enzymatic hydrolysis of peanut straw. The results showed that all the test groups are significantly（p<0.05）increased the
reducing sugar yield；further design of the pretreatment conditions is optimized by orthogonal test，and the results
showed that the optimal pretreatment conditions are 100 ℃，2 h，6% H2O2.. Compared with untreated straw，enzymatic
hydrolysis sugar yield increased 154.56% under optimal conditions. The composition，chemical properties and physical
structure of pretreated and untreated peanut straw were compared respectively，and the reason that thermo- hydrogen
peroxide can effectively improve the efficiency of enzymatic hydrolysis of peanut straw was analyzed.

Keywords：hydrogen peroxide；thermal treatment；enzymatic hydrolysis；structural properties；peanut straw


