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摘要：建立了反相高效液相色谱定量分析玉米秸秆蒸汽爆破预处理过程中产生的主要木质素降解产物的方法。采

用 ?#- 色谱柱，柱温 (" @ ，乙腈 3水（ 含 #. %A 的醋酸）为流动相，梯度洗脱，流速为 ". - 4B / 45(，!%* (4 和 !-" (4
波长下紫外检测，可实现 * 3羟基苯甲酸、香草酸、紫丁香 酸、* 3羟 基 苯 甲 醛、香 草 醛 和 紫 丁 香 醛 的 有 效 分 离。’ 种 主

要木质素降解产物线性 回 归 方 程 相 关 系 数 为 ". $$$ $ & #. """ "，加 标 回 收 率 均 在 $’A 以 上，相 对 标 准 偏 差 低 于

!. %A（! / ’），满足定量分析要求。
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+ + 木质纤维资源是潜在的燃料乙醇的生产原料。

木质纤维原料中纤维素、半纤维素和木质素紧密结

合的结构很难被纤维素酶水解成单糖，继而被发酵

成乙醇，因此木质纤维原料在酶水解前必须经过预

处理。纤维质原料的预处理一般在高温、高压或在

酸、碱存在的条件下进行，在预处理过程中，原料中

的纤维素、半纤维素和木质素不可避免地发生降解

作用从而产生一些对后续酶解、发酵有抑制作用的

物质。不同的原料及预处理方法产生的抑制物种类

及分布也不相同［#，!］。

+ + 高温、稀酸或蒸汽爆破预处理过程中产生的木

质素降解产物成分复杂，目前发现含量较高且对后

续酶解、发酵有抑制作用的物质主要包括 * 3羟基苯

甲酸、香草酸、紫丁香酸、* 3羟基苯甲醛、香草醛和紫

丁香醛等 ’ 种酚类化合物［( 0 %］。木质素降解产物的

研究主要 采 用 气 相 色 谱 法［(，’］，但 该 法 存 在 样 品 处
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理要求高、衍生化不彻底等缺点。而采用液相色谱

法定量分析木质素降解产物的研究尚未见报道。本

文采用反相高效液相色谱法建立了玉米秸秆蒸汽爆

破预处理过程中产生的主要木质素降解产物的定量

分析方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器、设备、试剂和材料

# # 仪器：!"#$%&’ $$%% 高效液相色谱仪，配有紫外

可变 波 长 检 测 器（ ()*），!"#$%&’ 化 学 工 作 站

（! %%&）和 +,-./0 12$#34% 5*678$’ 柱（!&% 99 (
)* + 99，& !9）（ 美国 !"#$%&’ 公 司）；蒸 汽 爆 破 预

处理装置由武汉润格环保设备有限公司生产，体积

为 ,* & :，最高工作压力为 !* & ;</，全自动控制。

# # 试剂：甲醇和乙腈均为色谱纯试剂；乙酸和乙酸

乙酯均为分析纯试剂；水为超纯水。

# # 标准品：) 7羟基苯甲酸、香草酸、紫丁香酸、) 7羟
基苯甲醛、香草醛、紫丁香醛为分析纯试剂，均购自

=#"9/ 公司。

# # 玉米秸秆：收集于内蒙古呼和浩特地区。

! ! #" 实验方法

! ! # ! !" 标准溶液的配制

# # 精 确 称 取 上 述 + 种 酚 类 化 合 物 标 准 品，用

$* &>（ 体积分数）乙酸水溶液7乙腈（"& - &，? @ ?）分

别配制成质量浓度为 $%% 9" @ : ) 7羟基苯甲酸、$%%
9" @ : 香草酸、$%% 9" @ : 紫 丁 香 酸、!%% 9" @ : ) 7羟
基苯甲醛、&%% 9" @ : 香草醛和 $%% 9" @ : 紫丁香醛

的单标准溶液。以 + 种单标准溶液为基础配制含 +
种标准品、不同浓度梯度的混合标准溶液，置于 ) A
冰箱中备用。

! ! # ! #" 原料预处理

# # 玉米秸秆切成 ! . , 29 长，在 ,* & : 蒸汽爆破

预处理装置中于 $* & . !* ! ;</ 下处理 ! . + 9#&。

! ! # ! $" 木质素降解产物的提取

# # 称取一定量的玉米秸秆蒸汽爆破物料，用固液

比 $- $% 的蒸馏水分 , 次洗涤，吸滤，合并滤液，收集

水洗液。用浓盐酸调节水洗液的 3B 值至 !* %，用等

体积的乙酸乙酯萃取 , 次，收集有机相并混匀，然后

加入无水硫酸镁脱水，抽滤除去沉淀。有机相于 )%
A、$+ C</ 下减压蒸发至干，然后用一定量的 $* &>
乙酸水溶液7乙腈（"&- &，? @ ?）溶解。

! ! # ! %" 色谱条件

# # 色 谱 柱：+,-./0 12$#34% 5*678$’ 柱。 流 动

相：! 相为 $* &> 乙酸水溶液，6 相为乙腈。梯度洗

脱程序：% . )& 9#&，&> 6 . )%> 6；)& . &% 9#&，

)%> 6 . $%%> 6；&% . && 9#&，$%%> 6 . &> 6；&&
. +% 9#&，&> 6。柱温：,% A；检测波长：% . $/ D )&
9#& 为 !&) &9，$/ D &% . +% 9#& 为 !’% &9；流 速：

%* ’ 9: @ 9#&；进样量：$% !:。

#" 结果与讨论

# ! !" 降解产物提取方法的选择

# # 根据 + 种酚类化合物易溶于有机溶剂的性质，

通过比较以不同有机溶剂为萃取剂对 + 种酚类化合

物的萃取效率，最终确定以乙酸乙酯为萃取剂。液7
液萃取法富集目标化合物可排除其他物质的影响，

且方法简便易行［/］。

# ! #" 酚类化合物的分离条件研究

# ! # ! !" 检测波长的选择

# # + 种标准品在紫外可变波长分光光度计上进行

全波长（$"% . )%% &9）扫描，确定其最大吸收波长。

结果表明，各标准品的紫外吸收最大值均在 !%% &9
左右，其次为 !&) 或 !’% &9。但采集色谱数据时，

根据 !"#$%&’ $$%% 化 学 工 作 站 手 册，样 品 检 测 波 长

应至少大于所用流动相截止波长 !% &9 以上，而乙

腈的 截 止 波 长 为 !$% &9，水 的 截 止 波 长 为 $"%
&9［’］，因此确定色谱检测波长为 !&) 和 !’% &9。

# ! # ! #" 流动相的选择和优化

# # 流动相的选择：考察了以甲醇和乙腈为流动相

中有机溶剂的分离效果。结果表明，流动相为乙腈7
水溶液时的峰 形 和 选 择 性 比 甲 醇7水 溶 液 有 明 显 改

善，峰形窄尖，分离度较理想，且各峰保留时间较为

合适，符合分离要求；又因乙腈7水的黏度小、产生的

柱压低、便于操作，故确定流动相为乙腈7水溶液。

# # 洗脱条件的选择：分别以 !> 乙酸水溶液7乙腈

（’%- !%、/%- ,% 和 +%- )%，? @ ?）为流动相进行等度洗

脱。结果表明，+ 种 标 准 品 不 能 达 到 基 线 分 离。以

!> 乙酸水溶液为 ! 相、乙腈为 6 相进行梯度洗脱。

结果表 明，在 % . )& 9#& 内 由 &> 6 增 加 到 )%> 6
的梯度条件下，+ 种酚类化合物达到基线分离 且 分

离效果较好，最终确定 $* !* ) 节的梯度洗脱程序。

# # 流动相 3B 值的选择：在 + 种待分析 的 木 质 素

降解产物中，) 7羟基苯甲酸、香草酸和紫丁香酸在含

有大量水的流动相中容易产生解离，以非单一的形

式存在，导致出现色谱峰形拖尾变宽和不对称等现

象。在流动 相 中 加 入 酸 可 以 抑 制 上 述 化 合 物 的 电

离，增大其分布系数，从而明显改善各色谱峰的峰形

和分离度。由于液相色谱的分离效果与酸的种类、

浓度及流动相的组成有关［"］，因此分别考察了流动

相的水相中 添 加 不 同 量 乙 酸（ 分 别 为 %* !>、$* %>、

·%+·
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"# $!、%# &! 和 %# $!（ 体积分数））对分离效果的影

响，结果以水 相 中 含 有 "# $! 乙 酸 时 的 分 离 效 果 最

好（ 见图 "）。

表 !" # 种酚类化合物的保留时间、线性回归方程和检出限

!"#$% !" &%’%(’)*( ’)+%,，$)(%"- -%.-%,,)*( %/0"’)*(, "(1 1%’%2’)*( $)+)’, *3 # 45%(*$)2 2*+4*0(1,

"#$%#&’(
)*+*’+,#’ +,$* -

$,’
.,’*/0 0/’1* -

（$1 - .）

)*10*22,#’
*3&/+,#’

"#00*4/+,#’
5#*66,5,*’+

7*+*5+,#’ 4,$,+ -
（$1 - .）

’ 89:(0#;:<*’=#,5 /5,( "’ > (& ") > * + )) > & ! , - > ’$-" . " > $"" " > &&& & > %’
?/’,44,5 /5,( "( > &% ") > * + )* > ) ! , / > -’%" . & > (-&/ " > &&& & > -*
@:0,’1,5 /5,( "( > *( %& > ’ + "&% ! , / > ’*%" . & > /((* " > &&& & > *)
’ 89:(0#;:<*’=/4(*A:(* ") > %& ’& > & + %&& ! , - > **)" . $ > )*- " > &&& & > "&
?/’,44,’ %% > &’ "&& + $&% ! , / > *$$" . "" > /% & > )))) & > "&
@:0,’1/4(*A:(* %/ > /& "* > * + )’ > " ! , % > "%/" . & > -&&& & > )))) % > ’’

! !：%*/B A*,1A+；"：$/22 5#’5*’+0/+,#’，$1 - .>

图 !" 流动相中乙酸含量对 # 种酚类化合物分离度的影响

6).7 !" 833%2’ *3 2*(’%(’ *3 9:2 )( +*#)$% 45",% *(
’5% -%,*$0’)*( *3 # 45%(*$)2 2*+4*0(1,

! )*2#4&+,#’2：#"% ，<*+C**’ ’ 8A:(0#;:<*’=#,5 /5,( /’( D/’,48

4,5 /5,(；#%/ ，<*+C**’ D/’,44,5 /5,( /’( 2:0,’1,5 /5,(；#/’ ，<*8

+C**’ 2:0,’1,5 /5,( /’( ’ 8A:(0#;:<*’=/4(*A:(*；#’$ ，<*+C**’

’ 8A:(0#;:<*’=/4(*A:(* /’( D/’,44,’；#$- ，<*+C**’ D/’,44,’ /’(

2:0,’1/4(*A:(*>

! ! 由图 " 可 知，随 着 水 相 中 9E5 含 量 的 增 大，除

#/’ 减小外，其余相邻色谱峰的分离度均增大。从理

论计算结果和色谱分析条件考虑，若某一特定酸的

解离常数为 %$ /，则流动相的 %9 以 %&%9&（ %$ /

+ %）为最 佳［"&］。’ 8羟 基 苯 甲 酸、香 草 酸、紫 丁 香 酸

的 %$ / 依次为 ’# $*%［""］、’# /$$［""］和 ’# /’$［"%］，平均

（ %$ / + % ）为 %# ’%(，而 E1,4*’+ F#0</; G54,%2*
H7I8""* 柱适宜的 %9 范围为 / 0 %9 0 -。9E5 含

量的增大虽能更好地抑制酚酸类化合物的电离，但

长时间使用对色谱柱性能有不利的影响。综合考虑

分离度及对色谱柱性能的影响，确定流动相为乙腈8
水（ 含 "# $! 9E5）（$1 )$，D - D）溶液，此时流动相的

%9 为 % > (。

$ 7 $ 7 %" 流速及柱温的影响

! ! 在 %$ J、" > % > ’ 节 的 梯 度 洗 脱 条 件 下 进 行 洗

脱，考察不同流速（&# $、&# *、"# & 和 "# % $. - $,’）对

- 种酚类化 合 物 的 分 离 影 响。结 果 表 明，随 着 流 速

的增大，各种酚类化合物的保留时间均减小，但减小

的幅度略有差异。综合考虑色谱峰分离情况，确定

适宜的流速为 &# * $. - $,’。

! ! 在流速为 &# * $. - $,’、"# %# ’ 节的梯度洗脱条

件下进行洗脱，考察不同柱温（%&、%$、/& 和 /$ J）

下 - 种酚类化合物的分离情况。结果表明，随着柱

温的升高，各种酚类化合物的保留时间均减小，但在

柱温为 /& J时，各酚类化合物的分离度达到最佳，

故确定柱温为 /& J。

$ 7 $ 7 &" 峰的归属

! ! 以单一标准品加入混合标样中进行分析，通过

对比各峰峰高的变化确定 - 种木质素降解产物的相

应峰位。图 % 为目标物混合标准溶液的色谱图。

图 $" # 种酚类化合物混合标准溶液的 &;<9;=> 谱图

6).7 $" &;<9;=> 25-*+"’*.-"+ *3 " +)?%1 ,*$0’)*(
*3 # 45%(*$)2 2*+4*0(1 ,’"(1"-1,

! K*/B ,(*’+,6,5/+,#’2：" > ’ 8A:(0#;:<*’=#,5 /5,(；% > D/’,44,5
/5,(；/ > 2:0,’1,5 /5,(；’ > ’ 8A:(0#;:<*’=/4(*A:(*；$ > D/’,44,’；

- > 2:0,’1/4(*A:(*>

$ 7 %" 酚类化合物的分离与测定

! ! 对系列浓度的 - 种酚类化合物混合标准溶液进

行定量分析，以 峰 高 ! 对 质 量 浓 度 " 作 线 性 回 归，

其保留时间、线性回归方程和检出限（ 信噪比为 /）

结果如表 " 所示。

$ 7 &" 加标回收率和精密度

! ! 对玉米秸秆蒸汽爆破预处理物料水洗液萃取物

进行加标回收试验，样品重复进样测定 - 次；加入待

·"-·
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测物标准品后再重复进样测定 # 次，计算加标回收

率及相对标准 偏 差（!"#），结 果 见 表 !。由 表 ! 可

知，# 种酚类化合物的加标回收率均高于 "#$，!"#
$ !% &$（! ’ #），结果满足定量分析要求。

表 !" # 种酚类化合物的加标回收率及精密度（! $ #）

!"#$% !" &%’()%*+%, "-. /*%’+,+(- (0 # /1%-($+’ ’(2/(3-.,（! $ #）

%&’(&)*+ ,-./01&)*+ 2（’0 2 3） 4++5+ 2（’0 2 3） 6&)*+ 2（’0 2 3） !5.&7518 2 $ !"# 2 $

( 9:8+1&;8<5*=&>. -.>+ )( ? *& (" ? &* #! ? +& "+ ? &" ! ? ,!

@-*>AA>. -.>+ ,) ? *# (" ? (- -+ ? "! "# ? -& ! ? !,

"81>*0>. -.>+ !( ? &, &) ? ** -& ? *( "" ? *( ! ? ,#

( 9:8+1&;8<5*=-A+5B8+5 #& ? (# "" ? "# )#, ? +, "+ ? () ) ? +#

@-*>AA>* #" ? "# !&) ? * ,!! ? (- )** ? #* ) ? &-

"81>*0-A+5B8+5 &) ? *+ (- ? *( "# ? (+ "# ? &) ! ? (#

! 4 %" 玉米秸秆蒸汽爆破预处理物料水洗液样品的

测定

. . 玉米秸秆经蒸汽爆破预处理后，用固液比 ) / )*
的水洗涤物料，固液分离后水洗液 在 )% !% ( 节 色 谱

条件下测定其中 # 种酚类化合物的含量，其色谱分

离结果如图 , 所示。

图 &" 玉米秸秆蒸汽爆破预处理物料水洗液的 &567589 谱图

:+;4 &" &567589 ’1*(2"<(;*"2 (0 # /1%-($+’ ’(2/(3-.,
+- ,<%"26%=/$(.%. ’(*- ,<()%* /*%1>.*($>?"<%

. C5-/ >+5*D>E>.-D>&*F：) ? ( 9B8+1&;8<5*=&>. -.>+；! ? 7-*>AA>.
-.>+；, ? F81>*0>. -.>+；( ? ( 9B8+1&;8<5*=-A+5B8+5；& ? 7-*>AA>*；

# ? F81>*0-A+5B8+5?

. . 由图 , 可知，!C9:C3% 可用于玉米秸秆蒸汽爆

破预处理过程中产生的主要木质素降解产物的定量

分析，# 种主 要 木 质 素 降 解 产 物 分 离 效 果 较 好。水

洗液中 ( 9羟基苯 甲 酸、香 草 酸、紫 丁 香 酸、( 9羟 基 苯

甲醛、香 草 醛 和 紫 丁 香 醛 质 量 浓 度 分 别 为 !% -"、

#% )*、(% "&、),% *!、)(% ), 和 )*% *+ ’0 2 3。保留时间

为 +% ,( ’>* 和 ))% ,+ ’>* 的色谱 峰 分 别 是 玉 米 秸

秆中碳水化 合 物 降 解 产 物 & 9羟 甲 基 糠 醛 和 糠 醛 的

色谱峰。

&" 结语

. . 建立了玉米秸秆蒸汽爆破预处理过程产生的主

要木质素降解产物的定量分析方法。在优化的色谱

条件下，# 种主要木质素降解产物得到了很好 的 分

离，且回收率 均 在 "#$ 以 上。该 方 法 具 有 简 易 性、

实用性、可行性和重复性好等优点。
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