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制备胶体木质素颗粒的分散体的方法通过

以下进行：提供木质素在木质素的有机溶剂和木

质素的非溶剂的混合物中的溶液，所述混合物具

有非溶剂与溶剂的比率；以及增加所述非溶剂与

所述溶剂的所述比率以产生胶体木质素颗粒的

水性分散体。分散体是稳定的，并且胶体木质素

颗粒可用于许多应用，诸如在水凝胶的三维打印

中的流变改性剂，或在净化系统，诸如过滤器和

填料塔中以及作为絮凝剂。
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1.制备胶体木质素颗粒的分散体的方法，通过以下进行：

‑提供木质素在木质素的挥发性有机溶剂和木质素的非溶剂的混合物中的溶液，所述

混合物具有非溶剂与溶剂的比率；以及

‑通过蒸发所述木质素的挥发性有机溶剂来增加所述非溶剂与所述溶剂的所述比率以

产生胶体木质素颗粒的水性分散体。

2.根据权利要求1所述的方法，其中，所述溶剂与非溶剂的比率为10:1至1:1w/w。

3.根据权利要求1所述的方法，其中，所述有机溶剂是挥发性的和/或所述有机溶剂是

酮。

4.根据权利要求1所述的方法，其中，所述木质素是未修饰的。

5.根据权利要求1所述的方法，其中，所述木质素的挥发性有机溶剂和所述木质素的非

溶剂的所述混合物以10:1至1:1的重量比提供。

6.根据权利要求1所述的方法，其中，所述木质素的溶液通过以下获得：将未修饰的木

质素溶解于木质素的挥发性有机溶剂和水的混合物。

7.根据权利要求1所述的方法，其中，所述未修饰的木质素的溶液通过以下获得：

‑将未修饰的木质素溶解于木质素的挥发性有机溶剂中；以及

‑在保持所述木质素在溶液中的同时添加水。

8.根据权利要求1所述的方法，其中，所述溶剂的蒸发在0.001毫巴至500毫巴的绝对压

力下进行。

9.根据权利要求1所述的方法，其中，所述溶剂的蒸发通过缓慢蒸发法或通过快速闪蒸

进行。

10.根据权利要求1所述的方法，其中，所述未修饰的木质素包括从植物生物质获得的

木质素。

11.根据权利要求1所述的方法，包括用于生产所述分散体的一锅法。

12.根据权利要求1所述的方法，包括制备具有在80nm至500nm范围内的平均粒径的胶

体木质素颗粒在液体介质中的分散体，所述液体介质是水或包含按重量计小于15％的木质

素的溶剂的水。

13.根据权利要求1所述的方法，包括制备具有在80nm至500nm范围内的平均粒径的胶

体木质素颗粒在液体介质中的分散体，所述液体介质是水或包含按重量计小于15％的丙酮

的水。

14.根据权利要求1所述的方法，包括制备能够通过具有以下颗粒保留值的滤膜的胶体

木质素颗粒的分散体：小于15微米。

15.一种通过根据权利要求1至14中任一项所述的方法获得的胶体木质素颗粒的分散

体。

16.根据权利要求15所述的分散体，所述胶体木质素颗粒具有在80nm至500nm范围内的

平均粒径。

17.根据权利要求15所述的分散体，包括能够通过具有以下颗粒保留值的滤膜的胶体

木质素颗粒：小于15微米。

18.根据权利要求15所述的分散体，所述分散体包括放置至少两个小时后不沉降的胶

体木质素颗粒。
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19.根据权利要求15所述的分散体，所述分散体包括放置至少两个小时后在室温下不

沉降的胶体木质素颗粒。

20.根据权利要求15至19中任一项所述的分散体在水凝胶中作为流变改性剂的用途。

21.根据权利要求20所述的用途，其中，所述分散体的所述胶体木质素颗粒能够稳定所

述水凝胶，使得它们在于升高的湿度或于水性缓冲溶液中储存或使用期间保持它们的形

状。

22.根据权利要求20所述的用途，其中，将所述流变改性剂用于水凝胶的三维打印中。

23.根据权利要求20所述的用途，其中，所述水凝胶包括原纤化纳米纤维素(CNF)。

24.根据权利要求20所述的用途，其中，所述水凝胶包括CNF或CNF‑藻酸类水凝胶。

25.根据权利要求20所述的用途，其中，将所述水凝胶用作3D细胞培养的培养基。

26.根据权利要求15至19中任一项所述的分散体用于水净化，填料塔，作为絮凝剂或用

于结合病毒的用途。
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木质素颗粒基水凝胶以及用于通过溶剂蒸发法制备木质素胶

体颗粒的方法

发明领域

[0001] 本发明属于纳米材料的制备及其用途的技术领域。尤其，本发明涉及由木质素例

如通过使用挥发性水性‑有机混合物作为木质素的溶剂的溶剂蒸发法生产胶体颗粒，以及

所述颗粒在用于增材制造的水凝胶制剂中的应用。

背景技术

[0002] 将需要可再生资源的增加的利用，以减少对石油能源和材料的依赖。木质素是植

物生物质的未开发的酚醛聚合物。它的结构异质性以及与合成(可生物降解或不可生物降

解)聚合物的差的相容性，已约束了木质素基材料应用的发展。

[0003] 当前，木质素通过沉淀和膜过滤技术从废制浆液中以商业规模分离。通过各种合

成方案的木质素的化学修饰可以改进木质素基材料的相容性并改进木质素基材料的特性。

然而，与使用未共价修饰的木质素相比，这样的方式昂贵并且增加了产品的碳足迹。

[0004] US20150166836A1描述了通过以下制备木质素颗粒：在搅拌和升高的温度下将木

质素溶解在碱中，使碱度降低至约pH  8‑9，以及随后将分散体冷却至室温。[1]木质素的碱性

溶液的酸化是若干项先前工作的基础。它们全部都具有的共同点是形成不规则的聚集体。

例如，CN103275331A公开了将酸沉淀的木质素冻干以获得50‑280nm的颗粒。[2]木质素的共

价修饰是颗粒制备中的另一常用方式。CN106276848B公开了通过将水添加到木质素有机溶

液中，以及在300‑1200℃下碳化煅烧，由偶氮修饰的木质素制备球形木质素颗粒。[3]

CN106633967A公开了通过在阳离子化木质素和阴离子表面活性剂的静电复合物存在下，将

水作为非溶剂添加到二氧化钛NP的乙醇混悬剂中来形成包覆的纳米颗粒(NP)。[ 4 ]

US9102801B1公开了将木质素的机械粒度减小至小于40nm的粒度，以及使所述木质素与重

氮前体反应，以使其与聚合物诸如橡胶共价连接。[5]US2016312031A1公开了羧化木质素的

合成，使其与交联的羟基磷酸盐/酯化合物反应，并且将产物作为包覆聚合物沉积在无机NP

上。[6]WO  2017197530A1公开了使用木质素作为二氧化钛NP的包覆层，以减少它们的活性氧

的催化生成。[7]US3808192公开了将从溶液中沉淀的热凝固的木质素颗粒进行喷雾干燥。[8]

US4957557公开了使木质素与甲醛在碱性溶液中反应，以及随后形成具有小于30nm的中值

粒度的胶体颗粒。[9]CN106574053A公开了通过木质素溶液的水热处理制备木质素颗粒。[10]

CN106497149A公开了通过氧化的木质素衍生物的水热碳化来由木质素制备炭黑。[11]

CN105153720BG公开了通过将非溶剂(环己烷、石油醚或正戊烷)添加到木质素在有机溶剂

诸如四氢呋喃、二噁烷或二甲基亚砜中的溶液中来形成反相(inverted)木质素NP。[12]

CN104371117B公开了通过多步骤合成路径制备木质素二硫代氨基甲酸酯NP。[ 1 3 ]

CN107693506A公开了通过将有机溶剂溶液与磁性NP的水性混悬剂混合来从有机溶剂溶液

中共沉淀脂溶性药物和木质素来制备药物制剂。[14]CN106361591A公开了通过将水作为非

溶剂添加到丙酮‑水溶剂混合物的木质素溶液中来制备木质素NP[15]。所得的木质素NP为

50‑300nm的固体球形颗粒。溶剂混合物中丙酮与水的体积比率为4:1至8:1。CN106832327A
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公开了通过使木质素与硅烷偶联剂和荧光试剂反应，随后在水中超声处理来合成荧光修饰

的30‑300nm木质素NP。[15]CN108610492A描述了包括在甲基纤维素基质中的木质素NP的pH

敏感纳米复合水凝胶的制备。[16]CN103254452A公开了通过以下制备木质素NP：将木质素溶

解于有机溶剂中，添加无机酸以形成胶体，添加交联剂，添加水，以及针对水渗析以纯化具

有20nm至200nm的粒度的木质素NP。[16]上文提出的现有技术没有体现从未化学修饰的木质

素前体制备胶体稳定的球形木质素纳米颗粒的一锅方式。而且，现有技术没有公开胶体木

质素颗粒在水凝胶基质中的应用，诸如用于增材制造(3D打印)中的水凝胶的流变改性剂或

用于在储存或使用期间稳定打印的构建体。

发明内容

[0005] 本发明提供了用于制备胶体木质素颗粒(木质素纳米颗粒)的新方法。

[0006] 出乎意料地发现，亚微米级的致密球体的胶体木质素颗粒可以由未修饰的木质素

产生。颗粒可以例如使用一锅溶剂蒸发法来生产。

[0007] 所得的胶体木质素颗粒是抗氧化剂，提供紫外光屏蔽，并且在纤维素纳米原纤维

水凝胶中显示出优异的相容性和粘度增量。

[0008] 进一步地，本发明还提出了出乎意料的发现，所述胶体木质素颗粒充当在增材制

造中使用的水凝胶的流变改性剂的作用，显著地促进了例如否则挑战CNF水凝胶的容易打

印。此外，颗粒稳定水凝胶，使得它们在于升高的湿度或于水性缓冲溶液中储存或使用期间

保持它们的形状。

[0009] 本发明的方法使得能够生产具有80nm至大约500nm的受控的平均粒径的胶体木质

素颗粒。

[0010] 更特别地，本发明的特征在于独立权利要求的特征部分中所陈述的内容。

[0011] 获得了相当大的优势。因此，本发明提供了改进挤出的水凝胶的结构保留的简单

手段。颗粒可以通过不生成废水(例如蒸发溶剂或用非溶剂稀释)的方法来生产。

[0012] 本发明的复合水凝胶制剂包含优选地仅可再生的天然聚合物。CLP是可以从各种

不同的木质素(包括可商购的工业木质素)中制备的球形木质素颗粒。

[0013] 本发明提出了尤其采用一锅方法以循环溶剂并同时形成亚微米胶体木质素颗粒

的简单方法。本发明不需要在形成胶体分散体之后对其分馏，这为分散体提供了稳定性，并

且避免生成在常规的非溶剂沉淀(溶剂交换)方法中代表了艰巨挑战的稀释的废水流。优选

地，分散体不通过过滤浓缩。在一些实施方式中，获得具有10wt％(固体物质)浓度的分散

体，其可以原样使用。

[0014] 胶体木质素颗粒可用于许多应用，诸如在水凝胶的三维打印中的流变改性剂。

[0015] 通过在CNF基的水凝胶中配制CLP，可以避免在不存在CLP时发生的结构塌陷。例

如，当使用水凝胶作为3D细胞培养的培养基时，这种改进的结构保留的重要性是明显的。在

这种应用中，活细胞的生存力关键取决于周围的支持基质，即CNF或CNF‑藻酸类水凝胶。

[0016] 在一种实施方式中，添加CLP用于增加CNF‑藻酸类水凝胶的粘度。此外，它增加了

储存在生理电解质溶液中的水凝胶的形式稳定性。

[0017] 在实施方式中，本发明增加了水凝胶物体的稳定性，并且可以稳定基质中的活细

胞。可以避免有毒的交联方法。3D细胞培养中提高的细胞活力提高治疗剂或其他细胞代谢
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物的生产率。水凝胶的改进的结构保留可以使得能够开发用于再生医学和组织工程应用的

更好的支架。

[0018] CNF水凝胶的粘度以及因此水保留可以通过改变稠度(干物质浓度)来调节。

[0019] 在实施方式中，本发明可以用于水净化系统中。诸如在过滤器中、在填料塔中或作

为絮凝剂。

[0020] 在实施方式中，本发明还可以用于尤其在水性环境中用于结合和任选地分离病毒

的技术中。

[0021] 在下文中，充分详细地描述优选的实施方式以及附图，以使得本领域技术人员能

够实践本发明。

[0022] 还提供了使用本发明用于形成胶体木质素颗粒的方法的实例。

[0023] 给出了整个说明书中使用的某些术语的定义，随后是在实施例1‑8中描述了本发

明的各种实施方式。

附图说明

[0024] 图1是通过将木质素溶液添加到丙酮‑水中而产生的胶体木质素颗粒的TEM显微照

片；

[0025] 图2是随pH的变化而变化的通过直接沉淀形成的胶体木质素颗粒的Z‑平均粒径和

多分散性指数的描述；

[0026] 图3展示了通过旋转蒸发形成CLP；图3a以及b分别是取决于pH的粒度和ζ电位以及

多分散性指数(PdI)的图示描述；图3c是TEM显微照片以及图4d包括水性CLP分散体的照片；

[0027] 图4示出了通过旋转蒸发形成的CLP；图4a是初始木质素浓度对粒度(‑●‑)和ζ电

位(‑‑◆‑‑)的影响的图示描述，而图4b示出了质量产量，以及图4c示出了在旋转蒸发下形

成的木质素颗粒的外观的照片；

[0028] 图5是示出根据本发明的实施方式的分别四种溶液分散体的照片，其中已蒸发不

同量的溶剂；

[0029] 图6是胶体木质素颗粒对CNF‑藻酸类水凝胶的粘度的影响的描述；

[0030] 图7包括指示3D打印的水凝胶的形状的许多照片；

[0031] 图8是根据实施例10生产的胶体木质素颗粒的TEM显微照片；以及

[0032] 图9示出了使用过滤或沉降用CLP或修饰的CLP从水中去除病毒的效率。a)是用于

去除病毒的简化过程的示意图，b)示出了在与浓度增加的CLP或c‑CLP混合的CCMV离心之后

上清液的吸光度(吸光度降低意指病毒已被去除)。c)在通过0.45μm膜过滤之前以及之后剩

余的CCMV浓度。

[0033] 实施方式

[0034] 定义

[0035] 在本上下文中，术语“胶体木质素颗粒”(缩写为“CLP”，复数形式：“CLPs”)是指尤

其在室温下保持静止持续至少两个小时时不会沉降在流体，尤其在液体流体，诸如水中的

木质素材料。而且，CLP可以通过具有以下颗粒保留值的滤膜：小于15微米，优选地小于2微

米，以及甚至更优选地小于1微米。

[0036] 术语“木质素纳米颗粒”(缩写为“LNP”；复数形式：“LNPs”)与术语CLP可互换使用。
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[0037] 缩写词“THF”和“PdI”分别是指四氢呋喃和多分散性指数。

[0038] 除非另有说明，否则任何百分比和比率均基于重量。

[0039] “室温”表示15至30℃，尤其是约20至25℃，例如约23℃。

[0040] “减压”表示绝对压力低于正常压力，即低于101,325Pa。尤其，“减压”是正常压力

的至少10％，优选地至少50％，例如90％。通常，减压表示约0.001毫巴至约500毫巴，例如约

1至250毫巴或5至150毫巴的绝对压力。

[0041] “一锅方法”表示这样的方法，其中与分散体的形成相关的操作(诸如将木质素溶

解于溶剂和非溶剂的混合物中，以及通过蒸发溶剂或添加非溶剂或两者形成木质素的分散

体)在一个(并且相同的)容器中进行。

[0042] 已经通过动态光散射分析测定了本纳米颗粒的粒度。尺寸以Z‑平均粒径给出。Z平

均是通过动态光散射(DLS)测量的颗粒集成集合的强度加权平均流体动力学尺寸。Z平均来

源于测量的相关曲线的累积量分析，其中假定单个粒度并且对自相关函数应用单指数拟

合。

[0043] 除非另有说明，否则粘度是通过动态粘度测量获得的，动态粘度(Pa·s)的变化，

是在23℃下随增加的剪切应变(1/s)而记录的值。

[0044] 从上文将显而易见，本技术的实施方式涉及有机胶体颗粒的制备和应用的领域。

尤其，实施方式涉及通过方法，诸如一锅方法，尤其是基于溶剂蒸发来制备胶体木质素颗

粒。

[0045] 可以使用这些颗粒以稳定水凝胶。

[0046] 在一种实施方式中，本技术涉及制备胶体木质素颗粒的分散体的方法。本方法一

般地包括至少以下步骤：提供木质素在木质素的有机溶剂和木质素的非溶剂的混合物中的

溶液，所述混合物具有溶剂与非溶剂的比率，以及减小溶剂与非溶剂的比率来生产胶体木

质素颗粒的水性分散体。

[0047] 通常地，溶剂与非溶剂的比率为10:1至1:1，优选地3:1w/w。

[0048] 在一种实施方式中，有机溶剂是挥发性的。在一种实施方式中，非溶剂是水。

[0049] 在一种实施方式中，木质素是未修饰的。在本上下文中，术语“木质素”通常是指使

用本领域已知的任何可适用的方法从植物生物质中分离的木质素。在一种实施方式中，从

木材或者一年生或多年生植物或者与植物生物质相对应的其他木质纤维素材料获得木质

素。在一种实施方式中，从木材或植物获得木质素。

[0050] 在一种实施方式中，使用但不限于 技术从牛皮纸(Kraft)(硫酸盐)

制浆黑液中分离木质素。

[0051] 从制浆工艺，尤其化学和化学机械制浆工艺中的废液或另一流(尤其侧流)获得

的；或通过制浆，尤其通过化学或化学机械制浆工艺获得的其他木质素也包括在本文中。这

样的工艺的实例是硫酸盐制浆方法、亚硫酸盐制浆方法、多硫化物方法以及有机溶剂制浆

方法。

[0052] “未修饰的”指示木质素在分离之后没有被修饰，尤其是没有被化学修饰。

[0053] 在一种实施方式中，“未修饰的木质素”是指通过分离过程原样获得的木质素。

[0054] 在一种实施方式中，通过将未修饰的木质素溶解于木质素的挥发性有机溶剂和水

的挥发性混合物中来获得木质素的溶液。
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[0055] 在一种实施方式中，通过以下获得分散体：向木质素在木质素的有机溶剂和木质

素的非溶剂的混合物中的溶液中添加更多的木质素的非溶剂直至形成分散体。

[0056] 在另一种实施方式中，通过以下获得未修饰的木质素的溶液：将未修饰的木质素

溶解于木质素的挥发性有机溶剂中，以及在保持木质素在溶液中的同时添加水。

[0057] 有机溶剂优选地是有机酮，尤其是脂肪族酮。在一种实施方式中，有机溶剂是丙

酮。

[0058] 在一种实施方式中，木质素的有机溶剂和木质素的非溶剂的混合物包括丙酮和

水、由丙酮和水组成或基本上由丙酮和水组成。

[0059] 在一种实施方式中，方法包括以下步骤：

[0060] ‑提供未修饰的木质素在木质素的挥发性有机溶剂和木质素的非溶剂的混合物中

的溶液；以及

[0061] ‑将木质素的挥发性有机溶剂蒸发(尤其是在减压下)以产生胶体木质素颗粒的水

性分散体。

[0062] 在一种实施方式中，在蒸发之前将更多的非溶剂添加到溶液中。

[0063] 在一种实施方式中，方法包括以下步骤：

[0064] ‑提供未修饰的木质素在木质素的挥发性有机溶剂和木质素的非溶剂的混合物中

的溶液；以及

[0065] ‑添加更多的非溶剂以产生胶体木质素颗粒的水性分散体。

[0066] 在一种实施方式中，用于通过用木质素非溶剂，诸如水稀释有机溶剂制备胶体木

质素颗粒的溶剂混合物对应于在其中将溶剂蒸发的实施方式中使用的溶剂混合物。

[0067] 在一种实施方式中，通过蒸发去除木质素的有机溶剂，其通常在减压下进行。

[0068] 在一种实施方式中，木质素的溶剂的蒸发可以在约0.001毫巴至约500毫巴，例如

在约1至250毫巴或5至150毫巴的绝对压力下进行。

[0069] 溶剂的蒸发可以例如通过缓慢蒸发法或通过快速闪蒸进行。

[0070] 在实施方式中，该方法以一锅法进行。这适用上文描述的实施方式。

[0071] 胶体木质素颗粒的分散体，尤其是通过如上文描述的方法获得的，通常包含具有

在80nm至500nm范围内的平均粒径的胶体木质素颗粒。这些粒度已通过动态光散射分析测

定，并以Z‑平均粒径给出。Z平均是通过动态光散射(DLS)测量的颗粒集成集合的强度加权

平均流体动力学尺寸。

[0072] 在一种实施方式中，颗粒是球形的或否则是旋转对称的。

[0073] 在一种特定的实施方式中，本技术提供了具有在80nm至500nm范围内的平均粒径

的木质素颗粒，尤其是胶体木质素颗粒，例如球形胶体木质素颗粒分散在液体介质中的分

散体。

[0074] 在一种实施方式中，液体介质包括水或由水组成或基本上由水组成。

[0075] 在一种实施方式中，液体介质包含木质素的溶剂中的一些，诸如酮，尤其是脂肪族

酮，诸如丙酮。

[0076] 在一种实施方式中，液体介质包含总组合物的按重量计小于20％的木质素的溶

剂，诸如酮，尤其是脂肪族酮，诸如丙酮。在一种实施方式中，液体介质包含按重量计(总组

合物的)小于15％，或小于10％或小于5％或小于1％的木质素的溶剂，诸如酮，尤其是脂肪
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族酮，诸如丙酮。

[0077] 在实施方式中，将具有在80nm至500nm范围内的平均粒径的胶体木质素颗粒的分

散体分散于不包含木质素的溶剂或仅痕量(小于约10ppm)的木质素的溶剂的水性介质中，

这样的木质素的溶剂是例如酮，尤其是脂肪族酮，诸如丙酮。

[0078] 任选地，水性介质可以包含一些添加剂和佐剂，诸如盐，pH调节化合物，包括有机

和无机、离子和非离子化合物及其组合。通常，这样的化合物的量是总组合物(分散体)的按

重量计0.01至10％，尤其是0.1至5％。

[0079] 在一种实施方式中，胶体木质素颗粒的分散体(尤其是通过如上文描述的方法获

得的)包括能够通过具有以下颗粒保留值的滤膜的胶体木质素颗粒：小于15微米，优选地小

于2微米，以及甚至更优选地小于1微米。

[0080] 通常，本类型的分散体包括放置至少两个小时后尤其在室温下不沉降的胶体木质

素颗粒。

[0081] 发现本类型的分散体具有多种用途。例如，它可以用作水凝胶中的流变改性剂。

[0082] 在一种实施方式中，分散体的胶体木质素颗粒能够稳定水凝胶，使得它们在于升

高的湿度或于水性缓冲溶液中储存或使用期间保持它们的形状。

[0083] 在一种实施方式中，流变改性剂用于水凝胶的三维打印中。

[0084] 在一种实施方式中，水凝胶包括任选地与藻酸类组合的纳米纤维素。“藻酸类

(alginate)”在本领域中具有常规含义。在一种实施方式中，藻酸类涵盖藻多糖，诸如褐藻

胶(alginate)或角叉聚糖。藻酸类可以以盐(例如钠盐)的形式采用。

[0085] 在本上下文中，术语“纳米纤维素”用于指定一般地纳米结构的纤维素。这样的纤

维素可以是纤维素纳米晶体(缩写为“CNC”或“NCC”)、原纤化纤维素，即，纳米纤维(“CNF”)，

其也被称为纳米原纤化纤维素(“NFC”)或微原纤化纤维素(“MFC”)。术语纳米纤维素还涵盖

细菌纳米纤维素，即由细菌产生的纳米结构的纤维素。

[0086] 通常，本发明的纳米纤维素是CNF，其展现出具有约5至25纳米的厚度和高长径比

(宽度与长度的比率通常为1:500，例如1:100，诸如1:50)的纤维素原纤维。

[0087] 原纤维可以从纤维素原料，包括木材和其他木质纤维素原料中分离，例如以脱纤

维纸浆(化学或机械纸浆)的形式，通过进行处理，尤其是采用高压、高温、冲击均质化、研

磨、微射流处理或其组合的机械处理。

[0088] 在另一种实施方式中，采用纤维素纳米晶体(CNC)。CNC可以由纤维素纤维通过酸

水解产生。

[0089] 在一种实施方式中，添加CLP用于增加CNF‑藻酸类水凝胶的粘度。增加的粘度可能

是与水结合并充当CNF纤维与藻酸类聚合物之间的非共价交联剂的CLP的亲水表面的结果。

固体、胶体大小的颗粒也可以在机械上增强水凝胶的机械特性。然而，本发明不限于这些说

明。

[0090] 在实施方式中，本发明增加了水凝胶物体的稳定性，并且可以稳定基质中的活细

胞。可以避免有毒的交联方法。3D细胞培养中提高的细胞活力可以提高治疗剂或其他细胞

代谢物的生产率。水凝胶的改进的结构保留可以使得能够开发用于再生医学和组织工程应

用的更好的支架。

[0091] CNF水凝胶的粘度以及因此水保留可以通过改变稠度(干物质浓度)来调节。

说　明　书 6/13 页

9

CN 113166552 B

9



[0092] 由于纤维素纳米原纤维的相关剪切力，某些应用诸如细胞的3D打印可能无法承受

高CNF浓度。因此，存在使用低CNF稠度来挑战结构保留的需要，以及可能导致不利的水迁

移。本发明提供了基于，优选地仅基于对患者安全的可再生天然聚合物的解决方案。

[0093] 在后一种情况下，该机制可能与上文说明的不同。添加CLP提供机械结构刚度而不

是化学交联是可以的。木质素的抗氧化和抗微生物特性也可以增加益处，并且该颗粒还可

以用作药物的载体。然而，本发明不限于这些说明。

[0094] 在一种进一步的实施方式中，将CLP用作水净化的团聚剂。

[0095] 在一种实施方式中，为了改善颗粒的病毒亲和力，用阳离子化的木质素包覆阴离

子CLP，产生可以吸附带负电荷的生物分子的具有净正电荷的阳离子木质素颗粒(c‑CLP)。

[0096] 似乎是病毒，诸如在下文的实施例中使用的CCMV与CLP形成了与原始的病毒颗粒

不同的可以通过过滤或离心从水中容易地去除的团聚的复合物。

[0097] 在一种实施方式中，例如可以从季胺修饰的木质素，诸如软木材牛皮纸木质素获

得的阳离子颗粒可以用于改进与这些阴离子病毒的结合相互作用。

[0098] 发现CLP用于各种各样的水净化系统，诸如过滤器、填料塔以及作为絮凝剂。

[0099] 总之，在一种实施方式中，提供了用于避免在制备胶体木质素颗粒(木质素纳米颗

粒)期间生成废水的方法，其中本发明的一锅法使用溶解于包含挥发性有机溶剂和水的挥

发性溶剂混合物中的未修饰的木质素。胶体木质素颗粒的形成是在减压下蒸发有机溶剂浓

度期间发生的。溶剂蒸发可以是缓慢蒸发法，或快速闪蒸。通过用木质素非溶剂诸如水稀释

有机溶剂，可以将相同的溶剂混合物用于一锅制备胶体木质素颗粒。

[0100] 出乎意料的发现是，胶体木质素颗粒充当在增材制造中使用的水凝胶的流变改性

剂的作用，显著地促进了例如否则挑战CNF水凝胶的容易打印。此外，颗粒稳定水凝胶，使得

它们在于升高的湿度或于水性缓冲溶液中储存或使用期间保持它们的形状。该方法使得能

够生产具有80nm至大约500nm的受控的平均粒径的胶体木质素颗粒。

[0101] 在一种实施方式中，提供了包含仅可再生天然聚合物的复合水凝胶制剂。CLP是可

以从各种不同的木质素(包括可商购的工业木质素)中制备的球形木质素颗粒。通过在CNF

基的水凝胶中配制CLP，可以避免在不存在CLP时发生的结构塌陷。改进的结构保留可以被

采用到其中将水凝胶用作3D细胞培养的培养基的情况中。。在这样的应用中，活细胞的生存

力关键取决于周围的支持基质，即CNF或CND‑藻酸类水凝胶。

实施例

[0102] 实施例1.胶体木质素颗粒的制备与表征

[0103] 该实施例描述了通过将木质素溶液添加到水中来制备CLP。将BIOPIVA  100、UPM软

木材牛皮纸木质素(7.5g，干基)溶解于150g的丙酮‑水3:1w/w的溶剂混合物中。在22℃下搅

拌三个小时之后，将溶液通过玻璃微纤维过滤器(Whatman，GF/F级)过滤，并在22℃下浸入

到剧烈搅拌的去离子水(450g)中。将形成的胶体稀释～20倍，并进行颗粒动态光散射分析。

[0104] 图1示出了通过将在丙酮‑水3:1w/w中的木质素溶液添加到去离子水中而产生的

胶体木质素颗粒的TEM显微照片。TEM图像是在120kV下操作在FEevaI‑FEevaI  Tecnai  12上

以明场模式获取的。

[0105] 显而易见的，通过所描述的方法，获得了具有170±3nm的Z‑平均粒径的胶体木质
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素颗粒，并且获得了0.15±0.02(N＝3)的PdI。之后，将CLP分散体针对去离子水渗析，并进

行透射电子显微镜(TEM)。

[0106] 实施例2：pH对胶体木质素颗粒的颗粒特性的影响

[0107] 该实施例的目的是显示pH对胶体木质素颗粒的粒度的影响。通过添加少量的水性

盐酸、氢氧化钠或氢氧化铵，将在丙酮‑水3:1w/w溶剂混合物中的1wt％浓度的木质素溶液

调节至预定的pH值。通过将作为非溶剂的去离子水快速倒入到木质素溶液中来使用这些木

质素溶液制备胶体木质素颗粒。

[0108] 图2示出了pH对木质素胶体的粒度的影响。更特别地，图2示出了通过直接沉淀的

CLP形成。pH对通过将去离子水(120g)添加到40g的在丙酮‑水3:1w/w溶剂混合物中的1wt％

的木质素溶液中而制备的胶体木质素颗粒的Z‑平均粒径(●○)和多分散性指数 的影

响。pH的调节使用水性盐酸、氢氧化钠和氢氧化铵进行。

[0109] 显而易见的，无论使用氢氧化钠还是氢氧化铵进行pH调节，当pH从pH  2.9增加至

pH  7.1时，Z‑平均粒径减小。

[0110] 这些结果示出，在通过用非溶剂稀释溶剂形成颗粒之前，可以通过调节pH来控制

CLP的粒度。

[0111] 实施例3：通过丙酮蒸发一锅制备木质素颗粒：pH的影响

[0112] 该实施例的目的是显示控制通过溶剂蒸发具有预定pH的木质素溶液而形成的CLP

的粒度是可以的。

[0113] 用1M盐酸或1M氢氧化钠的水性溶液调节木质素溶液(10g/l)的初始pH。之后形成

CLP，并按实施例1中所说明的表征。

[0114] 图3展示了pH对(a)粒度(●)和ζ电位(■)以及(b)多分散性指数(PdI)的影响。(c)

在pH  4下的CLP的TEM显微照片。比例尺为200nm。

[0115] 图3(d)示出了在各种pH值下形成的胶体分散体的外观。通过旋转蒸发在丙酮‑水

3:1w/w的溶剂混合物中的木质素溶液来制备～3g/l的最终浓度的CLP。

[0116] 图3a中的结果示出，随着pH从3增加至6，粒度从361nm减小至138nm。ζ‑电位和PdI

的相关变化指示，在大约pH  6处存在阈值，在这之后木质素颗粒分散体的不规则性和异质

性增加。在pH  4下制备的CLP的TEM图像示出了预期的球形颗粒形态，一些类似球形的颗粒。

图3d示出了与观察到的上述颗粒特性随pH的变化而变化的趋势一致的CLP的视觉外观。

[0117] 实施例4：通过丙酮蒸发一锅制备木质素颗粒：初始木质素浓度的影响

[0118] 该实施例的目的是显示初始木质素浓度对来自丙酮蒸发法的CLP的质量产量和颗

粒特性的影响。将软木材牛皮纸木质素以1.25、2.5、5.0、12.5、25.0以及50.0的浓度(g/l)

溶解于丙酮和水3:1w/w的混合物中。将这些木质素溶液(40ml)分别蒸发至大约7ml的最终

体积，并分析形成的CLP的相对于初始木质素量(干基)的粒度、ζ电位和重量质量产量。

[0119] 图1示出了通过旋转蒸发形成CLP。初始木质素浓度对(a)粒度(‑●‑)和ζ电位(‑‑

◆‑‑)(b)质量产量的影响(c)在30℃下在减压下从在丙酮:水3:1w/w的溶剂混合物中的初

始浓度为1.25‑50g/l的木质素溶液中旋转蒸发所有丙酮之后形成的木质素颗粒的外观。

[0120] 图4a中的结果示出，粒度从在1.25g/l的最稀的初始木质素浓度处的165nm增加至

12.5g/l处的545nm，其中在25g/l初始浓度之后急剧增加。在所研究的浓度范围内，随着木

质素浓度增加，ζ电位的负值变小。在高木质素浓度下，低ζ电位值可能引起降低CLP的质量
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产量的团聚(图4b)。

[0121] 从图4可以清楚地看到，随着初始木质素浓度从2.5g/l增加至25g/l，质量产量从

96％下降至5％，CLP的外观从棕色混浊的胶体变成了透明的黄棕色分散体。为了在高浓度

下生产CLP，将可优选的是如实施例1形成CLP分散体，随后蒸发溶剂。

[0122] 实施例5：一锅制备浓缩的CLP分散体

[0123] 将软木材牛皮纸木质素(7.5g，干基)溶解于150g的丙酮‑水3:1w/w溶剂混合物中。

在22℃下搅拌三个小时之后，将溶液通过玻璃微纤维过滤器(Whatman，GF/A级)过滤，并通

过将450g的去离子水作为非溶剂添加到该木质素溶液中形成CLP。当运行一锅时，通过在45

℃下在减压下旋转蒸发来去除丙酮，并通过Whatman  GF/A膜过滤浓缩的分散体，得到以142

±1nm的平均粒径(Z‑平均)和0.13±0.02的PdI的10wt％分散体。该实施例显示，可以在一

锅法中通过使用水作为非溶剂而无需分离颗粒来获得CLP，以及使得能够在升高的浓度下

制备胶体稳定的分散体。

[0124] 实施例6：比较在通过溶剂蒸发制备CLP中使用的水性溶剂混合物中的丙酮和四氢

呋喃

[0125] 该实施例将由丙酮‑水3:1w/w溶剂体系制备的CLP的粒度和ζ电位(来自实施例3的

结果)与通过在溶剂体系中使用四氢呋喃代替丙酮来制备的CLP的相应的特性进行比较。表

1中的结果示出，即使在丙酮‑水溶剂混合物的情况下初始木质素浓度更高，前者溶剂体系

得到的CLP具有的粒度小于来自水性THF的粒度的一半。

[0126] 表1.通过旋转蒸发形成CLP。通过从丙酮‑水与THF‑水溶剂体系蒸发溶剂而制备的

CLP的粒度和ζ电位的比较。

[0127]

[0128]

[0129] 图5示出了包含在水中的各种量的丙酮的四种样品。可以看出，当已蒸发掉按重量

计约75％的丙酮时，稳定的分散体已经形成。

[0130] 实施例7：CLP对纤维素纳米原纤维‑藻酸钠水凝胶的粘度的影响

[0131] 该实施例展示了由丙酮‑水溶剂混合物生产的CLP作为在例如增材制造(三维(3D)

打印)中使用的水凝胶中的流变改性剂的用途。将根据实施例5制备的CLP冷冻干燥，并且以

各种重量百分比添加到纤维素纳米原纤维(CNF)‑藻酸钠水凝胶中。基础水凝胶由相对于水

凝胶的总重量的2.0wt％的CNF和0.5wt％的藻酸钠组成。CLP(Z平均粒径为103±2nm，PdI为

0 .108±0 .003)的含量从相对于CNF的干重的1wt％至25wt％不等。使用Anton  Paar 
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Physica  302流变仪对水凝胶混合物进行动态粘度测试。

[0132] 图6示出了胶体木质素颗粒对CNF‑藻酸类水凝胶的粘度的影响。给出了相对于CNF

的干重(恒定为2wt％)的CLP的重量百分比值。

[0133] 图6中的结果示出随着CLP含量的增加，水凝胶的动态粘度显著但呈非线性增加。

在3.9s‑1的剪切速率下，具有25wt％的CLP的水凝胶呈现出与无CLP的基础水凝胶的粘度相

比高74％的粘度。因此，CLP可以用于调节用于应用诸如3D打印的水凝胶制剂的流变特性。

在低或无剪切速率下增加的粘度组合在高剪切速率下的低粘度非常有利于水凝胶的印刷

适性。

[0134] 实施例8：CLP在三维打印水凝胶中的应用

[0135] 使用BIO  X  3D型打印机对来自实施例7的水凝胶制剂进行3D打印。水凝胶通过具

有0.63mm的内径的喷嘴气动挤出。将3D打印的水凝胶构建体转移至生理缓冲溶液中以用于

在7天期间储存，而无需在22℃下搅拌。储存时间过后，将水凝胶转移至培养皿上并拍照以

用于比较结构保留。

[0136] 图2示出了CLP对3D打印的水凝胶的稳定性的影响。图组示出了水凝胶(a)在3D打

印之后直接使用，(b)在0.09M氯化钙中浸泡几个小时的效果，(c)在22℃下在0.16M水性盐

溶液(改良的Dulbecco改良Eagle培养基，pH  7 .4)中储存7天的效果，以及(d)在37℃下在

95％相对湿度下储存7天的效果。

[0137] 图7中的结果示出，所有包含CLP的水凝胶均比没有CLP的基础水凝胶更好地保持

了它们的3D打印结构。测试了在95％相对湿度和37℃的条件下的储存效果，以评估3D打印

的水凝胶在生理条件下，诸如在皮肤上的稳定性。图7中的结果示出，CLP也在高湿度中增强

水凝胶的形式稳定性。特别地包含10wt％的CLP的水凝胶保持了它的原始形状，这表明关于

形状保留存在CLP的最佳浓度。

[0138] 给出了相对于CNF的干重的CLP的重量百分比值。所有比例尺：～1cm。

[0139] 实施例9：胶体木质素颗粒(CLP和c‑CLP)的制备

[0140] 通过将软木材牛皮纸木质素(SKL，来自UPM的BioPiva  100)，“SKL”溶解于丙酮:水

(体积比，3:1)中来生产CLP。通过过滤去除不溶性杂质，并通过将木质素溶液快速倒入到水

中来形成CLP。通过针对水渗析来纯化CLP。

[0141] 通过在剧烈搅拌下将CLP分散体添加到阳离子木质素的水溶性级分中来制备阳离

子木质素颗粒(c‑CLP)。使用的阳离子木质素具有包含2 .06mmol  g‑1的脂肪族基团、

0.48mmol  g‑1的羧酸、4.01mmol  g‑1的酚基基团和总量为6.55mmol  g‑1的羟基基团的组合

物。

[0142] 阳离子木质素与CLP的比率为200mg/g。制备了两批次的每种类型的颗粒。第二批

次的特征可见于表2。

[0143] 将带有负电荷的豇豆褪绿斑驳病毒(CCMV)用作生物靶标的模型系统。从加利福尼

亚黑眼豆(black‑eye  bean)中生长并分离出CCMV颗粒。

[0144] 使用Malvern  Zetasizer  Nano‑ZS90仪(英国)测量CLP、c‑CLP和CCMV的粒度和ζ电

位。ζ电位用浸入式细胞探针测定，并使用Smoluchowski模型由电泳迁移率数据计算。每种

样品制备进行三轮测量，以评价测量的可重复性。对于具有0.2mg  mL‑1浓度的CLP、c‑CLP以

及0.05mg  mL‑1浓度的CCMV的所有测量，收集1mL的体积。对于c‑CLP:CCMV混合物，使用1:1的
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体积比。

[0145] 表2用于病毒吸附实验的测试的木质素样品的主要特征。对于每个参数完成至少

三次测量。误差范围是标准偏差。

[0146]

[0147]

[0148] N/A：未分析；a在pH  5下在10mM  NaOAc缓冲液中测量的值，b在pH  5下取自Sipponen 

et  al的值。

[0149] CLP和c‑CLP的流体力学直径(Dh)分别为109nm和122nm。c‑CLP的稍大的尺寸是由

于用阳离子木质素分子包覆CLP。CCMV的直径为30nm，其接近28nm的文献值。CCMV的等电点

(pI＝3.8)指示在实验中使用的在pH  5下的负电荷。

[0150] 为了评价颗粒形状和形态的差异，使用TEM对阴离子和阳离子胶体木质素颗粒进

行了成像(图8)。

[0151] 对于这两种材料，都可以鉴别出单独的颗粒。由丙酮溶液制备并在此处使用的CLP

和c‑CLP(Dh～100nm)比先前从水性THF或THF:乙醇混合物中获得的CLP(Dh～200‑300nm)更

小。由于与THF相比丙酮的尺寸更小，丙酮可以更快速地从溶剂化的木质素分子中去除，导

致更快速的聚集，以及因此产生更小的颗粒。

[0152] 实施例11：病毒对木质素材料的亲和力

[0153] 进行动态光散射(DLS)实验以初步评价c‑CLP与阴离子病毒颗粒之间可能的相互

作用。CCMV和c‑CLP的测量的流体力学直径分别为30nm(±0.1nm)和126nm(±0.9nm)，两者

具有低多分散性指数(PDI)值(分别为0.08±0.02和0.10±0.04。

[0154] 当c‑CLP与CCMV以4:1的重量比混合时，颗粒的平均直径增加至207nm(±3.3nm)，

具有0.12±0.01的低PDI。如果单层病毒吸附在CLP上，这将超出预期，并且表明c‑CLP可以

充当有效的絮凝剂。此外，在混合物的DLS测量期间，在大约30nm未检测到第二个峰，因此未

检测到游离病毒，这反过来表明CCMV与c‑CLP完全缔合。此外，材料的强度分布和自相关函

数曲线指示单分散分布。

[0155] 当添加浓度不断增加的c‑CLP和可溶性阳离子木质素时，我们观察到在测试的最

高浓度(c.a.200mg  L‑1的木质素)下，病毒迁移被完全阻止。然而，与可溶性阳离子木质素的

200mg  L‑1相比，用c‑CLP在更低的木质素浓度(100mg  L‑1)下，病毒迁移似乎已经受到阻碍。

[0156] 因此，与可溶性阳离子木质素分子相比，不溶性阳离子木质素颗粒似乎更能够与

CCMV缔合。

[0157] 不仅阳离子颗粒而且还有带负电荷的CLP可以与病毒部分地相互作用。在这种情

况下，该行为是不同的，因为病毒带的强度已经从比在阳离子样品中观察到的更低浓度
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(10mg  L‑1)处降低，但即使在最高木质素浓度(189mg  L‑1)下也没有完全消失。

[0158] 这些观察可以通过迁移带的定量来证实。已经示出，当CLP的浓度是病毒的浓度的

两倍高时(在100mg  L‑1下)，病毒浓度降低67％。在相同的木质素:病毒比率下，c‑CLP降低了

59％的病毒浓度，而阳离子木质素仅降低27％。当木质素量是病毒的量的四倍高时，在所有

测试的木质素材料中，CCMV迁移率的降低甚至可以达到90‑95％。

[0159] 显然，木质素颗粒不仅静电地而且还通过其他非共价相互作用与病毒相互作用。

由于未完全理解木质素颗粒的纳米孔结构，可能存在疏水相互作用或直接相互作用。

[0160] 本文公开的组合物可以用于水净化，例如使用涉及通过离心和过滤在图9(图9a至

9c)中示出的形成的复合物来辅助沉降的方法。

[0161] 使用胶体木质素颗粒用于去除病毒的主要优势之一是可以形成容易沉降或可以

从水中过滤出并燃烧的絮凝体。该方式的简单性，以相对低价格的大量木质素的可用性以

及CLP制造的技术经济可行性使这成为合适的方法，例如在其中缺少干净的水的情况中。
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