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预处理与生物脱毒过程强化对木质纤维素干法生物炼制技术的促进 

摘要 

木质纤维素生物炼制过程需要通过高强度的预处理操作破坏其抗性结构，并对预处

理过程中形成的抑制物进行脱毒，才能保证后续纤维素酶水解和发酵步骤的正常进行。

前期工作中建立的低水耗、零废水排放的干式稀酸预处理技术，以及发酵抑制物的固态

生物脱毒技术，已经成功应用于高固体含量木质纤维素发酵生产乙醇、油脂和乳酸的过

程。然而，干式稀酸预处理和生物脱毒两个关键技术都仅在小规模装置上实现，在产业

化规模的大型装置中的有效传质和传热没有涉及，过程速率也明显偏低，从而影响了干

法生物炼制过程的工程化应用。本文针对干式稀酸预处理和生物脱毒所涉及的传质、传

热和低速率问题进行了解析，提出了适用于两个技术在放大尺度下的过程强化方案，并

进行了化学工程、发酵工程和微生物代谢机理方面的研究，显著提高了干法生物炼制过

程传递效率和转化速率，为未来干法生物炼制技术的工业应用提供了强大的技术支持。 

本文第一部分对适用于高固体含量体系混合的预处理反应器展开研究，尝试解决干

式稀酸预处理反应器大型化之后所面临的传质和传热问题。通过对比各搅拌桨在高固含

量体系中处理固液混合的能力，选定螺带搅拌桨作为干式稀酸预处理反应器中的搅拌装

置，并设计了 20 L 容积的螺带搅拌式预处理反应器。与传统的无搅拌混合的预处理过

程相比，螺带搅拌预处理后物料酶解糖化效率提高了 2.4%、乙醇发酵得率提高了 17.4%，

同时还减少了预处理过程中抑制物的产生。螺带搅拌混合大幅增强了蒸汽和固体物料在

预处理反应过程中的传质，强化了蒸汽与物料之间的传热，为工业化生产过程提供了一

个合适的预处理反应器设计原型。 

本文第二部分研究尝试将稀酸预处理技术中常规的预浸步骤去除，从而提高预处理

的操作效率，减少固定投资。实验结果表明，少量稀酸溶液与大量固体秸秆物料并流投

放到螺带桨搅拌预处理反应器中，低速短时搅拌即可实现固体秸秆和稀酸溶液的完全混

合。经过预处理后，不预浸物料的纤维素转化率达到 84.77%，预浸 12 h 物料的纤维素

转化率达到 87.11%，结果基本一致。而在没有搅拌的预处理过程中，无预浸操作的预

处理秸秆则比 12 h 预浸的预处理秸秆在纤维素酶解转化率上降低了 18.4%，说明螺带搅

拌对少量稀酸液体与大量秸秆固体的混合发挥了重要作用。这一改进对于工业化生产过

程的物料储存、输送和腐蚀问题都实现了大幅度简化，增强了干式稀酸预处理技术的经

济性和实用性。 

本文第三部分在改进预处理反应器的基础之上，针对玉米秸秆原料中灰分对预处理

效率的影响进行了详细研究。实验表明，当玉米秸秆灰分含量从约 10%降低至 5%以下，

预处理后物料的纤维素酶解转化率增加了 63.9%，乙醇得率增加了 42.1%。玉米秸秆灰

分中的碱性化合物对稀酸具有强烈的中和作用，降低了稀酸在预处理过程中的催化效果。
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研究发现，灰分物质多存在于微小尺寸的物料中，因此工业生产过程可以通过机械筛分

和旋风分离的方式脱除。本工作对生物炼制原料前处理技术指标的制定给出了严格的科

学依据，其中灰分含量必须作为一项重要指标对原料进行评估。 

本文第四部分研究针对现有的树脂枝孢霉Amorphortheca resinae ZN1固态生物脱毒

技术中因混合、传质和发酵条件控制不足而导致的脱毒速率缓慢的问题，开展了以快速

生物脱毒为目标的研究。首先对固态脱毒过程的抑制物代谢与乙醇发酵现象进行了分析，

确定糠醛、5-羟甲基糠醛和乙酸完全降解的时间点即为脱毒终点。然后，在螺带搅拌桨

生物反应器中对脱毒过程的抑制物降解展开研究，发现增加过程通气速率至 1.00 VVM

可以大幅提升糠醛、5-羟甲基糠醛和乙酸的降解速率，将脱毒终点缩短至 36 h，即缩短

至常规脱毒时间的 1/3。同时，改善脱毒霉菌菌体在脱毒物料体系中的分布并保留了大

部分木糖组分（水解后木糖浓度约为 45 g/L）。研究发现，快速脱毒过程中增加氧气供

给并没有促进菌体生长加速，而是促进了糠醛的代谢产物糠醇向糠酸的转化，提供了足

量的抑制物降解代谢所需的还原力，从而进一步促进了 5-羟甲基糠醛和乙酸的降解代谢。

快速脱毒的实现使其在工业化生物炼制中更具实用性。 

综上，本论文提出的干法生物炼制中预处理和生物脱毒过程的强化方案，使这两个

过程能够更好地适用于工业生产规模的生物炼制过程，为干法生物炼制在产业化上的应

用提供了重要的技术支持。 

关键词：木质纤维素；螺带桨搅拌；预处理；快速生物脱毒；乙醇发酵 
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Study on Process Intensification of Pretreatment and Biodetoxification for 

Efficiency Elevation of Lignocellulose Biorefining Processes  

Abstract 

Pretreatment is the crucial step in lignocellulose biorefinery processes by breaking down 

the recalcitrance of lignocellulosic feedstock, followed by detoxification step to remove the 

inhibitory compunds generated from pretreatment step to ensure the efficiencies of 

consequent enzymatic hydrolysis and fermentation steps using pretreated materials as 

feedstock. In our previous study, dry dilute acid pretreatment with low water consumption and 

no waste water generation and biological detoxification process were developed. The 

combination of these two steps has been successfully applied to the production of ethanol, 

lipid and lactic acid from lignocellulose feedstock. However, these two processes were only 

realized in a bench scale thus mass transfer, heat transfer and low rate in large scale processes 

remained to be problems. In this thesis, the study is focused on the analysis of the mass and 

heat transfer and low rate involved in the biorefinery processes, and then the research on the 

chemical engineering, fermentation and metabolism mechanisms of microbe were carried out. 

Obvious improvements on the transfer efficiency and conversion rate of dry milling 

biorefinery process were obtained, which provides a powerful technical support for the 

industrial application of dry milling biorefinery in the future. 

The first part of this thesis is focused on the research of suitable pretreatment reactor in 

high solids loading process for solving the problems of mass and heat transfer at industrial 

scale. After the comparison with various agitators in the mixing performance at high solids 

loading, helical ribbon stirrer was chosen to apply in the dry pretreatment reactor. And then a 

helical ribbon stirrer reactor with the working volume of 20 L was designed. Compared to the 

pretreatment process in the traditional reactor without agitation, the efficiency of enzymatic 

hydrolysis and ethanol fermentation using dry pretreated corn stover as feedstock were both 

improved by the helical agitation. The cellulose conversion after hydrolysis and ethanol yield 

was increased by 2.4% and 17.4% in the pretreatment with helical agitation, respectively, 

while the generation of the inhibitors during pretreatment process was reduced. The helical 

agitation in the pretreatment step greatly improved the mass transfer between steam and solid 

materials. Also, the heat transfer from steam to solid materials during pretreatment was 

strengthened during pretreatment. The development of the helical ribbon stirrer reactor 

provides a suitable prototype of the pretreatment reactor for commercial cellulosic production. 
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The second part of this thesis is an attempt to remove the routine impregnation step from 

dilute acid pretreatment to further improve the efficiency of pretreatment operation with 

reduced the investment cost. The results show that the bulk of solid material and minority 

dilute acid solution could be completely mixed in a short time under a low agitation rate when 

the sulfuric acid and solid materials were co-currently fed into the reactor for pretreatment. 

The results show that the cellulose conversion using the helical agitated corn stover without 

impregnation reached 84.77% and the cellulose conversion using the pretreated corn stover 

with 12 hours’ impregnation reached 87.11%. The results were almost same. However, an 

obvious decline of 18.4% in cellulose conversion could be observed in the static pretreatment 

without impregnation, indicating that helical ribbon stirrer played an important role in the 

mixing between minority acid solution and bulk of solid materials. The removal of 

impregnation in industrial production simplified the problems of materials storage, 

transportation and reactor corrison, and greatly improved the economy and practicability of 

the pretreatment. 

The third part of this thesis is the detailed research about the impact of ash in the corn 

stover feedstock on the pretreatment efficiency. The results show that the increase of 63.9% 

and 42.1% in the cellulose conversion and ethanol yield was obtained using dilute acid 

pretreated corn stover as feedstock when the ash content was reduced from about 10% to less 

than 5%. The alkaline materials in the ash would neutralize the sulfuric acid added into the 

corn stover leading to a decrease of catalysis performance in the pretreatment process. Ash 

had a larger distribution in the feedstock with small size, thus some mechanic methods such 

as mechanic vibration screening or cyclone separator could be applied for de-ashing process 

in the industrial process. This study provides an important proof for the pre-pretreatment of 

lignocellulosic feedstock, and the ash content should be regarded as an important parameter 

for the evaluation of feedstock used in the biorefinery process. 

The fourth part of this thesis is focused on the low rate caused by the lack of mass 

transfer and fermentation control in the solid state biodetoxificaiton by Amorphotheca resinae 

ZN1. Then the research on the rapid detoxification was carried out. Firstly, the metabolism of 

inhibitors in the solid state biodetoxificaiton and the consequent ethanol fermentation were 

analyzed, which showed that the termination of biodetoxification could be set at the time 

when furfural, 5-hydroxymethyl furfural (5-HMF) and acetic acid were completely degraded. 

Then the inhibitor metabolism of the biodetoxification in the helical agitated bioreactor was 

researched. The results show that the increasing aeration rate to 1.00 VVM during 

biodetoxification greatly improved the degradation of furfural, 5-HMF and acetic acid. Then 

the biodetoxification period could be shortened to 36 h equaling to 1/3 of the traditional one. 

Meanwhile, the distribution of the fungus was improved in the solid state biodetoxification 
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leading to the retention of xylose (about 45 g/L in the hydrolysate). The results also show that 

the increase in oxygen supply by aeration didn’t improve the growth rate of the fungus, but 

improved the conversion rate from furfuryl alcohol to furoic acid. Thus the reducing power 

for inhibitors’ degradation was also overproduced leading to the further improve on the 

metabolism of 5-HMF and acetic acid. Therefore, the rapid biodetoxification realized in this 

study increases the potential of its application in the industrial process. 

Overall, the intensification of dry pretreatment and biodetoxification step raised in this 

thesis makes these two processes more suitable for the biorefinery process at industrial scale, 

which provides an important technical support for the application of dry milling biorefinery in 

the industrial production. 

Key Words: Lignocellulose; Helical agitation; Pretreatment; Rapid biodetoxification; Ethanol 

fermentation 
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第 1 章  绪论 

1.1  前言 

传统的石油炼制技术是通过分馏方法，从石油中提取平台化学品，并通过后续的系

列反应生产各种各样的化学品，比如材料、燃料等。随着石油资源短缺、大气环境问题

的浮现，更多的可再生资源受到了关注并被深入研究和探索，以取代目前石油炼制生产

的化学品以及能源产品等，其中生物炼制技术因为其利用可再生的生物质资源作为原料

进行加工而受到了广泛的关注。生物炼制是将生物质原料通过一定的加工手段，结合生

物转化方法生产燃料、化学品等，旨在替代传统的石油炼制过程[1]。生物炼制可以细分

为三种模式[1,2]，其中模式 1 是利用如玉米、小麦等淀粉原料，通过“干法炼制”生产产

品，而模式 2 则通过“湿法炼制”将上述淀粉原料转化为燃料或化学品。在两种模式中，

干法生物炼制采用研磨设备直接将粮食作物磨成淀粉之后，直接进行后续的生物转化生

产化学品。过程中不涉及复杂的设备和操作，并且用水投入较低，因此称作“干法炼制”；

而“湿法炼制”（模式 2）与“干法炼制”（模式 1）最大的不同在于：湿法炼制在利用

淀粉生产主要产品之前，还采用各种物理、化学方法对淀粉原料进行加工处理，从中提

取高附加值产品。在过程中使用复杂的设备和不同的溶剂，故而称作“湿法炼制”。虽

然“湿法炼制”生产过程的设备成本和用水量投入都要比“干法炼制”多，但是相比“干

法炼制”而言，其原料利用更加充分、生产产品种类更加丰富、产品价值更高，因此也

被广泛应用于第一代生物燃料的工业化生产。生物炼制模式 3 是目前研究最多的一种生

物炼制技术，在该模式中，除了淀粉原料之外，农作物的茎秆等废弃物也被综合利用，

采用各种加工手段，生产大宗化学品的同时，提炼高附加值产品[2]。相比于模式 1 和模

式 2 单纯的淀粉加工过程，模式 3 对于作物的利用率更高，生产过程更加可持续。该模

式中包括了全作物生物炼制、绿色生物炼制和木质纤维素原料生物炼制。其中木质纤维

素原料生物炼制由于其不与人争粮、不与粮争地的特点，也成为了第二代生物燃料的最

主要生产模式，受到了全世界研究者的瞩目。 

木质纤维素是由木质素、纤维素和半纤维素组成，其包括了农作物废弃物（小麦秸

秆、玉米秸秆、稻杆、甘蔗渣等），林业废弃物（软木、硬木、灌木等）、能源作物等（芒

草、柳枝稷等），是世界上最丰富的碳水化合物资源，因此成为了替代淀粉类生物质进

行生物炼制的理想原料[4]。木质纤维素原料生物炼制通常需要经过以下步骤：预处理、

脱毒、酶解糖化、发酵、产物分离纯化。 

木质纤维素的三种主要组分之间形成的抗性结构，使其不能直接通过生物转化生产

产品，原料必须经过预处理操作破坏抗性结构，所以原料预处理技术成为决定木质纤维

素生物炼制生产效率的最关键步骤[3]。预处理是通过物理化学作用打破木质纤维素原料
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的抗性结构，如图 1.1 所示，木质纤维素经过预处理后，结构由致密变得松散，有利于

下一步酶解糖化过程中纤维素酶和纤维素底物的结合，保证纤维素酶酶解糖化过程的高

效进行。为了破坏木质纤维素各组分之间形成的抗性结构，预处理过程通常需要在高温、

高压的严苛条件下，才能将木质纤维素结构进行有效的破坏。然而，在这样的严苛条件

下，纤维素、半纤维素和木质素容易过度降解，产生对后续纤维素酶水解和微生物发酵

有毒副作用的副产物，因此在预处理操作之后，木质纤维素生物炼制往往需要脱毒工序

去除或降低抑制物[5]，减轻或消除对酶解发酵的抑制作用，再进入下一步的生物转化过

程，生产各种各样的生物基化学品。因为预处理技术在生物炼制中起到了举足轻重的作

用，也是当前木质纤维素生物炼制中最热门的研究课题；同时介于有效的预处理过程需

要配套高效的脱毒过程，保证后续生产的正常进行，因此脱毒技术也同样受到了广泛的

研究和关注，这也是本文的两个主要研究内容，本章内容对预处理技术和抑制物脱毒技

术的研究进展开展综述。 

 

图 1.1  预处理过程对于木质纤维素结构的破坏[4]。 

Fig. 1.1  The destroy of lignocellulose construction by pretreatment. 

1.2  干式稀酸预处理技术的建立 

1.2.1  稀酸预处理技术 

为破坏木质纤维素的结构使后续的酶解发酵能够高效进行，各类预处理方法在木质

纤维素生物炼制过程中被采用。目前常用的预处理方法中包括：（1）化学法如酸、碱、

有机溶剂预处理等；（2）物理方法如机械挤压、研磨预处理等；（3）物理化学方法如蒸

汽爆破、氨纤维爆破处理等；（4）生物预处理[6]。化学法中的酸式预处理主要针对半纤

维素的水解，碱式和有机溶剂预处理则针对木质素的溶解。化学预处理技术在生物炼制

的早期就已经开展研究，也是当今应用最为广泛的预处理技术；物理法的主要目的在于

尽可能减小木质纤维素原料的尺寸，增大纤维素的比表面积，促进纤维素酶和纤维素的

结合，提高酶解糖化过程效率。但是过程中设备要求高，投入能耗较大；物理化学法如

蒸汽爆破、氨纤维爆破，其作用原理是在过程中通入高压蒸汽随后立即泄压，对原料造

成爆破效果，用于打开木质纤维素的结构。物理化学法是目前报道的较为高效的预处理
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技术[7]，也成为了当今热门研究的预处理技术之一；生物法是利用能够降解木质素的微

生物，通过在木质纤维素表面的固态培养，降解木质素，达到预处理效果。虽然生物法

具有低成本、无用水投入和无废水排放等优点，但是通常需要一个很长的培养周期[6,7]，

大幅降低了其在工业化预处理过程中的实用性。在上述的预处理方法中，稀酸预处理技

术相对于其他方法而言，拥有预处理效率高、溶剂成本较低、能耗低、设备投入少等优

点。除了在实验室规模的研究中大量采用之外，亦受到了部分工业化生产过程的青睐，

是目前最主流的预处理技术之一[8]。 

稀酸预处理的一般流程如图 1.2 所示[8-10]。木质纤维素原料经过前处理（清洗、烘

干、粉碎）后，预浸于稀酸溶液之中，再将经过稀酸预浸的物料投入预处理反应器中进

行高温高压处理，处理后的固液混合物进行固液分离，分别用于后续产品的生产。过程

中预处理温度和反应时间通常被认为是决定稀酸预处理效果的两个主要条件参数，通过

调整预处理过程的这两个参数来调整稀酸预处理的效果。当预处理温度达到 160 
o
C 以上

的时候，则预处理反应时间只需控制在 10 min 以内，即可达到 70%以上的纤维素酶解

转化率[7-12]；若预处理温度低于 140 
o
C 的，反应时间则需要 20 min 以上[8,11,13]，才能够

保证同样的预处理效率。除了温度和反应时间，还可以选择不同的稀酸溶液进行催化来

改变预处理的效果，常用的稀酸溶液包括硫酸、盐酸、硝酸、磷酸和一些有机弱酸等，

众多酸催化剂中，硫酸因为其价格低廉、预处理效果优良而成为了稀酸预处理过程中最

常用的催化剂 [6,7,14]。 

 

图 1.2  木质纤维素稀酸预处理到产品生产的主要流程。 

Fig. 1.2  The major process of dilute acid pretreatment of lignocellulose for chemicals production. 

虽然稀酸预处理对木质纤维素的处理效果非常理想，但是过程中会投入大量的稀酸

溶液用于预浸纤维素原料，造成大量废水排放；另外，为了在后续生物转化过程中获得

高浓度的糖和产品，稀酸预处理过程后的固液混合物不得不采取固液分离的方式，获得

更高的发酵固含量。该过程不仅增加了操作成本，亦造成大量在预处理过程中产生的单

糖和寡糖的损失。因此，为配合后续转化过程中的高固含量需求，提高稀酸预处理过程

中的固含量受到了越来越多的关注[15]。 

1.2.2  高固体含量预处理的趋势 

虽然低固含量预处理过程能保证高效率，但是由于考虑到产物分离成本问题，越来

木质纤维素
原料

稀酸溶液浸
渍

高温高压预
处理

原料清洗、
粉碎

稀酸渗透
至纤维素
颗粒

得到固液
混合物

固液分离后进
行糖化发酵

产品分离
纯化
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表 1.1  木质纤维素原料高固体含量预处理的研究进展 

Table 1.1  Development of pretreatment at high solids loading using lignocellulosic feedstock 

预处理方法 底物 固含量

（%） 

温度和压力 反应时间

（min） 

其他条件 糖得率 a（%） 文献出处 

葡萄糖 木糖 

酸式预处理         

蒸汽+SO2 杨树 33 160 
o
C、0.5 MPa 30 3% SO2 91.2 91.6 Wayman 等[15]

 

蒸汽+SO2 玉米秸秆 33 160 
o
C、0.5 MPa 30 3% SO2 86.5 79.0 Wayman 等[15]

 

蒸汽处理 玉米皮 70 215 
o
C 2 / 87 40 Allen 等[26]

 

稀酸+蒸汽 玉米秸秆 20-30 180 
o
C 10 / 98 NC

b
 Schell 等[15]

 

稀酸 玉米秸秆 25 170 
o
C 3 1%（w/w）酸浓度 98.7 94 Zhu 等[27]

 

有机酸 小麦秸秆 20 150 
o
C 30 5.17%（w/w）硫酸 >90 80 Kootstra 等[28]

 

热水（Hydrothermal） 小麦秸秆 25-40 195 
o
C 6-12 / 94 NC Peterson 等[29]

 

酸催化的热水处理 油菜秆 20 180 
o
C 10 1%（w/w）酸浓度 63.17 75.12 Lu 等[30]

 

CO2-H2O 两相预处理 玉米秸秆 20 160
 o
C、20 MPa 60 / 85 10 Luterbacher 等[31]

 

亚硫酸盐 软木 20 180 
o
C 30 8-10%（w/w）亚硫酸盐

+1.8-3.7%（w/w）硫酸溶液 

90 76 Zhu 等[32]
 

碱式预处理         

氨纤维爆破 玉米秸秆 40 90 
o
C 5 / 100 NC Teymouri 等[33]

 

氨纤维爆破 酒糟 55 70
 o
C 5 / 68 12.2 Kim 等[34]

 

a. 糖得率为纤维素酶水解后或预处理后的糖得率； 

b. NC——Not calculated，文中并未计算糖得率。
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越多的高效率预处理技术都倾向于向高固含量发展。高固体含量预处理是指在预处理反

应过程中装载的干物料含量超过 15%
 [15]。越来越多的研究者将高固含量预处理过程作

为一个更加经济的预处理方法而加以研究，表 1.1 列出了目前已经应用的高固体含量预

处理过程。 

高固含量的预处理过程较低固含量过程而言，其主要优势如下：（1）预处理过程中

装载的固体越多，使后续酶解糖化过程能够直接在高固体含量下进行，无需经过固液分

离 [15-17]；（2）预处理过程更加可持续，用相同的预处理方法，高固含量预处理过程能

大幅降低用水的投入[18]；（3）得到相同转化率的条件下，可以运用更小的反应器和设备

进行预处理，大幅降低设备投入[19]；（4）得到高固含量的预处理后物料，可以直接运用

于高浓度乙醇同步糖化发酵过程，降低蒸馏过程成本。目前采用淀粉发酵乙醇的过程，

最高固含量可以达到 30%，而木质纤维素原料鲜有超过 20%的案例[20,21]。因为只有当发

酵液乙醇浓度达到 4%体积浓度后，蒸馏成本才能降低，所以这就要求酶解过程中的固

含量至少要 15%以上，发酵过程中的固含量至少需要 20%以上，据估算，运用当今的预

处理和乙醇发酵技术，要达到 5-10%的理想乙醇浓度，木质纤维素原料的发酵过程中的

固体含量要求在 30%左右[22]。综上分析，高固含量的预处理过程对于后续加工过程的贡

献不言而喻。 

虽然高固体含量预处理过程有着上述多个优点，但在实际过程中仍然存在一些限制

因素。（1）由于高固体含量过程中，反应器内没有太多的游离水存在，对于某些已经成

熟的预处理过程可能并不适用[21]；（2）纤维素原料的各个组分之间和水的结合能力不同，

使其并不适用于所有的预处理过程，比如半纤维素相对于木质素和纤维素而言，其持水

性更强，提高预处理的固体含量，会降低那些作用于木质素的预处理方法的效率[15]；（3）

水在预处理过程中起到了重要的作用[15]，其可以促进预处理中的化学反应，通过增加预

处理物料颗粒的润滑性降低预处理过程中固液混合物的粘度，为预处理过程中产生的可

溶性糖类提供溶剂以及过程中通过扩散进行传质等，水用量的减少会造成上述缺陷；（4）

高固含量过程加上物料的高吸水性能，使得物料容易结块或者粘度增加[23]，造成预处理

反应过程中的混合能耗增加、过程物料传输难度增大，需要投入额外的试剂进行粘度的

控制。在造纸工业中，通常添加二甲基甲酰胺以降低高固含量纸浆的粘度[24]；（5）在生

产高固体以及高糖溶液的同时，有增加过程中抑制物的风险[25]。因此在提高预处理过程

固含量的同时，必须将控制体系粘度、合适的预处理方式、以及抑制物的大量产生等几

点纳入考虑。 

1.2.3  高固体含量稀酸预处理 

酸式预处理的主要作用于半纤维素组分的水解，而高固含量体系中存在半纤维素持

水作用的问题，因此相对于碱法和物理化学（汽爆）等作用于木质素的方法而言，稀酸

预处理过程更加适用于高固体含量的预处理之中，高固含量稀酸预处理也是最早进行研

究的。1987 年，Wayman 等[15]用 SO2 作为催化剂，通过 160 
o
C、30 min、3% SO2 用量

的条件对玉米秸秆和杨树进行预处理，分别得到了 86.5%和 91%的纤维素酶解转化率，
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随后的研究中，越来越多的预处理方法诸如稀酸预处理、蒸汽预处理、热水预处理、氨

纤维爆破预处理也依次在高固含量下进行。但从表 1.1 中可以看出，除了氨纤维爆破预

处理之外，其余的高固含量预处理过程依然以酸式预处理为主，也印证了稀酸处理更加

适合高固含量的说法。值得注意的是，高固含量的酸式预处理中，为了得到理想的预处

理效果，预处理反应温度都达到了 150 
o
C 甚至 180 

o
C 以上，提高温度或反应时间的后

果则是抑制物生成的增加，因此如果在高固体含量的稀酸预处理过程中增加有效的混合

作用，就可能避免上述提出的主要缺陷，保证高糖化效率的同时，减少预处理过程中的

副产物的产生，因此在高固含量酸式预处理过程中需要适合高固体含量混合的反应器。 

1.2.4  高固含量稀酸预处理反应器应用研究 

高固体含量的预处理过程在实际应用中对反应器有更高的要求，相比于传统的预处

理过程而言，固体含量的升高，相同的反应器内，化学催化剂和原料之间的充分混合就

减少了，导致传质和传热减少。为了解决高固含量稀酸预处理过程中的混合问题，Hsu

等[15]开发了水平搅拌式反应器，体积 100 L，通过在卧式反应器中平叶桨以及物料在过

程中的自由落体式的混合作用，增加过程中的传质传热，并减少搅拌死区，该反应器能

应用于 10-15%的固含量；Jorgensen 等[25]设计的水平滚筒式反应器，其原理类似 Hsu 等

的设计，并且将 280 L 的反应器分为五个部分，每个部分都安装三个搅拌桨，通过一根

轴驱动，外加滚筒式反应器内自由落体的作用进行有效混合，同时该反应器亦可以作为

高固含量纤维素的糖化反应器，因此，预处理与糖化发酵可以耦合于一个反应器内进行，

该反应器处理固含量约为 25%左右。但是在大型卧式反应器中，容易造成稀酸预处理过

程中蒸汽分布不均匀，在蒸汽入口处的物料受到的蒸汽传热要比反应器另一端高出两倍，

虽然物料与稀酸之间的传质问题可以较好的解决，但是传热问题却没有彻底解决。因此

卧式反应器并不适合于高固含量的预处理反应过程。 

Zhu 等[27]则采用直筒浸润反应器，处理 25%固含量下的稀酸预处理过程，该反应器

通过预热稀酸溶液后，直接泵入装有固体物料的反应器中，进行高温反应，反应过程中

通入氮气进行与泵入的液体进行对流，增加传热和混合，随后通过泵将预处理后的固液

混合物进行收集，而该反应器形式也成为了后续高固含量稀酸预处理中应用最多的反应

器形式，不过经过改进之后，反应过程改成了通过蒸汽对物料进行加热和传质。 

而在 2011 年 Humbrid 等发表的美国可再生能源实验室技术研究报告中[35]，采用了

两步法预处理过程，其中第一步采用螺杆连续式预处理反应器（如图 1.3）对物料进行

快速的稀酸预处理，随后再以寡糖转化为目的进行第二步预处理反应。在该预处理过程

的第一步中，物料首先通过蒸汽预热后，与稀硫酸在螺杆反应器内进行混合，体系为 30%

固含量、158 
o
C，在反应器中停留 5-10 min，并通过螺杆的不断传输作用，达到连续预

处理的效果。螺杆反应器随后亦多次应用于物料的连续稀酸预处理过程[36]。在螺杆反应

器中，主要通过对物料和稀酸溶液进行加热，随后在螺杆中以均匀的速率进行传送混合，

这样的结构设计虽然能够增强固液传质，却大幅度减慢了反应速率，另外，螺杆长度较

长，传送过程中很有可能使经过预热的酸和物料迅速降温，降低预处理的效果。 
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上述几种高固含量下的预处理反应器虽然已经在研究中得到了应用，但是为保证高

固含量预处理在工业化的过程中能够应用，就要求反应器设计达到以下两点[37]：（1）低

能耗的投入。不仅需要能够带动高固含量体系的混合作用，亦要设计合适的搅拌装置来

降低能耗作用；（2）在较低的预处理强度下获得高预处理效率。反应器中设计合适的搅

拌混合装置，其实是为促进高固含量预处理过程中蒸汽和固体更好的混合，使汽固两相

之间的传质传热更加均匀，提高预处理效率的同时，降低蒸汽用量、减弱预处理强度。

显然，在本章节中提到的已经运用的预处理反应器，其混合性能还是存在缺陷，因此也

减缓了其在大规模工业化生产中的实践。 

 

图 1.3  螺杆式反应器示意图[37]
 

Fig. 1.3  Schematic diagram of the extruder screw configuration 

（a）单螺杆；（b）双螺杆；（c）NREL 技术报告中采用的螺杆式预处理反应器 

1.2.5  干式稀酸预处理技术的建立与不足 

相比于目前美国建立的中试工厂所采用的较高用水量的流程而言，在类似中国这样

的水资源紧缺、废水回收处理技术并不健全的发展中国家，开设生物炼制工厂迫切需要

高固体含量预处理技术，并且，如果能够将过程中的固体含量进一步增多、用水量进一

步减少，对于工业化生产的可持续过程更加有利。 

为了达到适合中国发展的高固含量预处理过程，本课题组由 Zhang 等[38]在高固体含

量稀酸预处理的基础上，继续降低稀酸预浸秸秆过程的液固比至 1:2（传统过程

6:1~10:1
[8]），使稀硫酸预浸后的玉米秸秆中不存在游离的酸溶液，预浸后的物料投入直

筒式预处理反应器中，自上而下通入蒸汽，对反应器内的物料进行加热的同时，通过气

体在固体中间的渗透作用增强传质传热，高温预处理后得到了不含游离水的预处理秸秆。
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如图 1.4 所示，由于进出预处理反应器的物料都是没有游离水存在的状态，实现了预处

理过程中的低水耗、无废水排放，大幅降低了预处理过程的成本，该方法称为干式稀酸

预处理技术。 

 

图 1.4  玉米秸秆的干式稀酸预处理过程 

Fig. 1.4  Corn stover pretreated using dry dilute acid pretreatment 

干式稀酸预处理的过程目前仍然处于实验室规模的研究阶段，而在小规模的反应器

中，蒸汽的渗透作用已经起到了较好的传质传热效果。然而，在大规模的反应器中，蒸

汽的渗透作用就显得非常有限，因此与大部分高固含量预处理过程相同，干式稀酸预处

理技术难以解决大规模反应器中的传质传热问题，无法直接放大到工业化反应器中进行

应用。其次，在超高的固体含量下，极度缺水状态无法通过水作为介质进行有效的传质，

因此在高温预处理过程之前的预浸步骤中，需要将大量的干物料和少量的稀酸溶液彻底

混合，通过不少于 12 h 的预浸时间，才能够保证稀酸溶液和固体物料之间的充分渗透传

质，提高干式稀酸预处理的效果。整个过程的周期较长，也不利于工业化的应用。因此，

如何解决干式稀酸预处理技术中的传质传热成为了本文的研究内容之一。 

1.3  树脂枝孢霉 Amorphotheca resinae ZN1 固态生物脱毒 

1.3.1  抑制物的形成和传统脱毒研究 

 

图 1.5  木质纤维素原料经过预处理后产生的抑制物[41]
 

Fig. 1.5  Inhibitors generated in the pretreatment of lignocellulose feedstock 

木质纤维素原料经过预处理后，木质素、纤维素以及半纤维素都不可避免地在高温

化学催化作用下过度降解产生对后续生物转化有抑制作用的抑制物，主要分为三大类

Pretreated CS
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[5,39,40]：（1）呋喃类衍生物，包括戊糖高温下产生的糠醛和己糖产生的 5-羟甲基糠醛

（5-HMF）；（2）有机弱酸，包括乙酰基水解后产生的乙酸、糠醛和羟甲基糠醛进一步

降解产生的甲酸和乙酰丙酸；（3）木质素被破坏后产生的种类繁多的酚类化合物如酚醛、

酚醇、酚酸等。这些抑制物既能够抑制纤维素酶的活性，降低酶解效率，还可以抑制微

生物碳代谢过程，造成生长的延滞和生产能力的大幅降低[39-41]。除了单个抑制物对于生

物转化过程的抑制性，木质纤维素预处理后的体系中共存的这些抑制物对于生物转化过

程产生协同抑制，比起单个抑制而言，更进一步降低了纤维素酶活性和微生物代谢生产

能力。 

针对预处理后产生的各种抑制物，脱毒过程不可或缺，以保证后续发酵过程不受抑

制物的影响。脱毒方法中包括了物理方法如物料水洗[42-46]、真空蒸发[42,47]；化学方法如

活性炭吸附[42,48-50]、石灰过碱化（Overliming）[51-54]、离子交换处理糖化液或预处理过

程产生的水解液[55-57]；生物法如微生物降解或酶催化[40,58]。这些方法中，水洗法、石灰

过碱化和活性炭吸附在脱毒过程中应用较为广泛。水洗预处理物料是最直接有效的脱毒

方法，可以除去大部分的可溶性抑制物，但是过程中用水量大、废水排放大，同时会造

成大量的糖类损失；石灰过碱化和活性炭吸附亦有着高效率、低成本的特点，但却在过

程中增加了固液分离步骤，同样容易造成水解液中的糖损失[59]。为了避免物理、化学方

法脱毒过程中的高成本、高损失，生物脱毒法降解物料或水解液中的抑制物受到了关注。 

1.3.2  生物脱毒研究 

生物脱毒法是利用微生物以及微生物中可以有效降解抑制物的酶类，通过微生物代

谢或者生物催化手段，将抑制物转化为低毒化合物或完全被降解的过程[40,58]。相比于传

统的物理化学手段，生物脱毒法具有条件温和、无需额外水耗、成本低廉、降解彻底等

优点，因此越来越成为研究的热点。生物脱毒过程中，酶催化法则是通过从白腐真菌中

分离纯化得到的漆酶或过氧化物酶，利用这两种酶降解酚类化合物的特性，对预处理、

酶解后水解液中酚类化合物进行脱除[60-63]。微生物脱毒法相比酶催化法而言，其拥有更

加完整的抑制物代谢所涉及的酶系，从而能够降解抑制物的种类更多，操作成本更低，

因而更适用于生物脱毒的过程。 

目前对于微生物脱毒过程的研究主要分为两大类，一类是在合成培养基内手动调节

抑制物的种类和浓度，研究脱毒微生物对于抑制物降解的一些基本性质；另一类则是直

接将脱毒微生物应用于木质纤维素物料或水解液中，并耦合后续的发酵生产过程。目前

更多的脱毒过程仍然停留于第一类，所涉及的菌种包括 Saccharomyces cerevisiae 
[64-69]、

Escherichia. Coli
[70-72] 、 Trichosporon fermentans

[73] 、 Zymomonas mobilis
[74-76] 、

Corynebacterium glutamicum 
[77]、 

Leuconostoc strains
[78]、Enterobacter cloacae GGT036

[79]，

虽然这些报道中，各菌种在液体培养基中表现出了对于糠醛的高降解效率，但缺乏在木

质纤维素体系中的实际应用。表 1.2 列举对于第二类脱毒研究的报道，在这些经过筛选

的脱毒菌种中，都表现出了在木质纤维素水解液中，对不同抑制物的广谱降解能力，因

此实用性更强。Lopez 等 [82]从糠醛污染的土壤中筛选得到的丝状真菌 Coniochaeta 
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ligniaria NRRL30616，已经应用于多种纤维素原料水解液中的抑制物降解。相比于表中

其他脱毒菌种而言，其耐受抑制物、降解抑制物的能力较强，因此，该脱毒方法已经成

为了该课题组预处理后水解液处理的一个固定流程；2010 年，Cupriavidus basilensis 

HMF14 被报道可以降解各种木质纤维素预处理过程中产生的抑制物，而不会利用糖类

物质[86]；在本课题组的研究中，Zhang 等[85]从预处理秸秆中筛选得到 Amorphotheca 

resinae ZN1，可以直接对预处理后的固体物料进行脱毒，并且在不同种类的预处理原料

表现出了广泛的应用性。这几种微生物能够广谱地降解各类抑制物而在实际过程中拥有

更高的实用价值。 

表 1.2  预处理物料的生物脱毒研究进展 

Table 1.2  Research on biological detoxification of pretreated lignocellulosic biomass 

生物脱毒菌种 脱毒底物 降解抑制物 文献 

Trichoderma reesei RUT-30 柳树水解液 糠醛、5-HMF、乙酸 [80] 

Ureibacillus thermosphaericus 废弃木材水解液 5-HMF、酚类化合物 [81] 

Coniochaeta ligniaria NRRL30616 玉米秸秆水解液 糠醛、5-HMF、阿魏酸、乙酸 [82] 

柳枝稷、虉草、苜蓿

杆水解液 

糠醛、5-HMF、乙酸 [13] 

小麦秸秆水解液 糠醛、5-HMF [83] 

稻壳水解液 糠醛、5-HMF [84] 

Amorphotheca resinae ZN1 预处理后玉米秸秆、

芝麻杆、稻杆、小麦

秆、油菜秆 

糠醛、5-HMF、乙酸 [85] 

Cupriavidus basilensis HMF14 小麦秆水解液 糠醛、羟甲基糠醛 [86] 

Issatchenkia occidentalis CCTCC M 

206097 

甘蔗杆、咖啡壳、玉

米皮水解液 

糠醛、5-HMF、阿魏酸 [87] 

Aspergillus nidulans FLZ10 玉米秸秆汽爆水解液 糠醛、5-HMF、乙酸、甲酸 [88] 

Enterobacter sp. FDS8 油棕榈空果串水解液 糠醛、羟甲基糠醛 [89] 

Scheffersomyces stipitis 石花菜水解液 5-HMF [90] 

虽然微生物脱毒过程效率较高，但是由于在木质纤维素的水解液中 [80,81,86,87,89,90]引

入了其他微生物，或多或少会造成部分糖类被脱毒微生物所利用，减少发酵过程中的底

物浓度；同时引入其他微生物亦可能使发酵体系的复杂性有所增加，这是生物脱毒应用

过程中出现的最大弊端。为了克服这个问题，Nichols 等[13,83,84]将生物脱毒步骤放在了预
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处理后经过固液分离得到的预处理水解液中进行，并且严格控制脱毒时间，减少糖类的

消耗，经过脱毒的预处理水解液经过灭菌后，被重新用于固体物料的同步糖化发酵过程，

对发酵固含量进行调节。虽然该方法能够有效地减少糖类损失以及生物炼制过程的用水

投入，但预处理后涉及到了固液分离操作，势必增加过程中的操作成本，在高固含量预

处理的趋势下，该菌种的生物脱毒方法可能需要进一步研究改进；Yu 等[89]则采用了不

与酵母竞争葡萄糖代谢的 Aspergillus nidulans FLZ10，在同步糖化发酵过程中同时接入

该菌种，不仅减少了发酵过程的抑制作用加强了乙醇发酵性能，而且同时接入酵母和

Aspergillus nidulans FLZ10 后，将更多的可发酵糖类让酵母进行代谢生产乙醇；Zhang

等[86]则采用在酶解过程之前对预处理物料直接接入 Amorphotheca resinae ZN1 进行脱毒。

由于酶解前葡萄糖是以纤维素和葡寡糖的形式存在，并且该菌株没有分泌纤维素酶的能

力，因此过程中几乎完全保留了木质纤维素中的纤维素，减少了木质纤维素酶解后的葡

萄糖损失。在这三种有效的保留糖类的脱毒方法中，Zhang 等采用的物料固态脱毒的方

式，不仅保留了酶解和发酵过程所需的纤维素，而且还能够保证发酵过程的高固体含量，

可以更好地配合高固含量预处理技术。 

为了避免引入其他微生物对发酵体系造成的潜在影响，另一种研究致力于通过在抑

制物环境中的驯化以及基因改造方式提高发酵微生物对于抑制物的耐受性[58]，使其能够

在高浓度抑制物的水解液中，减轻抑制物对于其代谢生产产品过程的抑制作用，使发酵

过程能够正常进行。该方法目前也已经在酿酒酵母生产乙醇过程中的展开较多研究[91-93]，

同时也在 Escherichia coli
[71,72]和 Zymomonas mobilis

[75,76]中也有所研究。但是，相比于接

入特定的脱毒微生物而言，直接提高发酵微生物的耐受性方法其针对的抑制物种类有限，

而改变预处理条件或生物质原料就可以制备出含有不同种抑制物组分的水解液，若发酵

微生物中没有完整代谢抑制物的代谢机制，也很难适应抑制物含量和抑制物组成的改变，

因此相对于微生物脱毒过程而言，提高发酵菌株的耐受方法应用上还是受到了较大的限

制。 

1.3.3  生物脱毒过程的呋喃类化合物代谢研究 

预处理过程中在高温作用下，将纤维素和半纤维素过度降解而产生较多的糠醛和羟

甲基糠醛，这两种呋喃化合物对微生物都具有较大的毒性，并且在木质纤维素体系中和

其他抑制物产生的协同抑制和相对较高的浓度，成为了在木质纤维素预处理后的体系中

对发酵微生物抑制作用最强的，微生物对于呋喃类衍生物的降解和代谢相比其他抑制物

的降解机理而言，研究更为广泛。表 1.2 中列出的脱毒微生物 Coniochaeta ligniaria 

NRRL30616、Amorphotheca resinae ZN1、Cupriavidus basilensis HMF14，其代谢呋喃类

衍生物的代谢产物以及代谢路径都已经有所研究，作为丝状真菌，Coniochaeta ligniaria 

NRRL30616 和 Amorphotheca resinae ZN1 有着相似的代谢路径[94,95]，在糠醛的降解中，

糠醛首先被还原为糠醇，随后进一步转化为糠酸；同样地，羟甲基糠醛的代谢与糠醛相

似，即首先被还原为羟甲基糠醇（2,5-呋喃二甲醇），随后转化为羟甲基糠酸。Koopman

等[96]则利用代谢工程手段，彻底解析了 Cupriavidus basilensis HMF14 代谢糠醛、羟甲基
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糠醛的代谢路径，如图 1.4 所示。其中糠醛和羟甲基糠醛的前几步反应与上述真菌相似，

并且在后续的代谢过程中，羟甲基糠酸进一步被转化为 2,5-呋喃二甲酸，通过脱羧酶后

转化为糠酸，在经过一系列的酶和生理代谢反应，最终转化为 α-酮戊二酸，进入 TCA

循环，彻底降解两种抑制物。在糠醛和羟甲基糠醛的代谢路径中，可以发现醛到醇的转

化更多的是通过醇脱氢酶或醛还原酶的作用，因此，许多发酵微生物如 Saccharomyces 

cerevisiae
[65-68]、Escherichia coli

[70-72]、Pichia stipitis
[97]、Clostridium acetobutylicum

[98]、

Trichosporon fermentans
[73]等都可以将糠醛和羟甲基糠醛转化为低毒的糠醛和羟甲基糠

醇，从而减轻对后续发酵过程的影响。呋喃类衍生物代谢路径的解析对于发酵微生物而

言，可以改进发酵菌株，使其能够在不降低发酵性能的同时，拥有更强的呋喃醛转化能

力；另一方面，对于脱毒微生物而言，有了糠醛和羟甲基糠醛的完整代谢路径，能够更

有效地调控呋喃醛类的代谢过程，为增强抑制物的降解提供更为有效的手段。 

 

图 1.6  Cupriavidus basilensis HMF14 代谢糠醛和羟甲基糠醛的完整路径[96]
 

Fig. 1.6  Complete metabolic pathway of furfural and 5-HMF by Cupriavidus basilensis HMF14 

1.3.4  Amorphotheca resinae ZN1 固态生物脱毒 

在先前课题组开发的干式稀酸预处理过程的混合问题比起其他高固体含量预处理

而言更加突出，不得不增加预处理过程中的稀硫酸用量和反应温度来达到理想的效果，

该方案造成了抑制物含量的提升，不能直接将预处理物料应用于发酵过程中，而且由于

预处理后得到的物料中不含有任何游离水的存在，使得传统的脱毒过程难以应用于该体
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系中。随后 Zhang 等[85]偶然中发现了预处理秸秆的霉变现象，并从中筛选得到了适用于

预处理物料固态生物脱毒的丝状真菌 Amorphotheca resinae ZN1，解决了干式稀酸预处

理的脱毒难题。 

Amorphotheca resinae 早期被作为航空煤油的污染菌种而受到研究[99]，由于其独特

的降解烃类化合物的能力，又被称为“煤油真菌”，经过对其种属鉴定研究，命名为树

脂枝孢霉。Amorphotheca resinae 降解烃类化合物中所涉及的酶类[100,101]，也使得其对于

糠醛、羟甲基糠醛、乙酸等碳氢化合物拥有较强的降解能力，经过对 A. resiane 降解抑

制物能力的初步研究发现，该菌种固态培养过程中不但可以降解各类木质纤维素抑制物

如呋喃类、有机酸类和酚类化合物，还可以在降解抑制物的过程中生长菌丝[85]，说明抑

制物都最终可以进入该霉菌的中心碳代谢路径中，用于菌体的生长。该发现不仅说明

A. resinae 有着广谱的抑制物降解能力，还说明该菌种可以在固态基质中进行有效地脱毒

作用，这个特点可以保留酶解发酵过程中大量的纤维素组分，也可以保证后续高固含量

的生物转化过程中高底物浓度。 

然而，在固态生物脱毒的过程中，存在与干式稀酸预处理过程相似的传质传热问题，

使菌体脱毒的过程通常要持续 4-7 天，才能够彻底降解预处理物料中的糠醛、5-羟甲基

糠醛和乙酸，保证发酵过程的正常进行，脱毒周期延长进一步降低了预处理过程到发酵

过程的整体效率，使得固态生物脱毒无法应用于规模更大的工业化生产过程中，因此改

进固态生物脱毒过程的效率是本文研究的内容之一。 

1.4  木质纤维素干法生物炼制 

1.4.1  干法生物炼制技术的建立 

将干式稀酸预处理与 A. resinae 固态生物脱毒过程的相结合，为后续高固体含量的

酶解糖化和发酵过程保证了高固体含量，有助于提高产物浓度，降低分离成本。干式稀

酸预处理、固态生物脱毒以及后续的高固体含量同步糖化发酵过程的结合称为木质纤维

素的干法生物炼制技术。 

1.4.2  干法生物炼制技术的应用 

物料经过干式稀酸预处理和固态生物脱毒降解抑制物之后，被置于螺带搅拌桨反应

器[22]内进行高固体含量的酶解发酵生产生物基化学品。螺带搅拌式反应器通过螺带传动

将反应器底部的物料带到反应器上方，并通过自由落体使物料再次进入反应器底部，形

成上下循环的混合流体，解决了高固体含量下酶解和发酵过程中的固液混合问题，同时

大幅降低了高固体含量搅拌过程中的功耗，螺带搅拌式反应器已经应用于玉米秸秆[22]、

稻杆、小麦秆[38]、菊芋[102,103]、木薯渣[104]、玉米芯残渣[105,106]等多种不同生物质的高固

体含量发酵过程。除此之外，在先前的研究中，玉米秸秆的干法生物炼制已经成功应用，

经过干式稀酸预处理、固态生物脱毒到最后的 30%固含量下同步糖化发酵生产，得到了

45 g/L 左右的乙醇[38,85]（约 5%体积浓度）和 100 g/L 左右的乳酸[107]高浓度指标。 
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1.4.3  干法生物炼制存在的问题 

除了在先前章节中提到的干式稀酸预处理和固态生物脱毒过程各自存在的问题之

外，二者相结合的过程亦存在连锁效应。超高固体含量的预处理过程提高了过程中的稀

酸用量和预处理温度，造成预处理后物料中抑制物含量的提升，进一步增加后续 A. 

resinae 生物脱毒法降解抑制物的难度。因此，如果能够解决干式稀酸预处理过程中传质

传热缺乏的问题，使预处理反应体系中物料受热更加均匀，减少过程中抑制物的产生[15]，

降低后续脱毒过程中抑制物对脱毒菌 A. resinae ZN1 的胁迫作用；另一方面，在降低物

料抑制物含量的同时，如果能解决固态生物脱毒速率缓慢的问题，又能够进一步缩短从

原料预处理到最后发酵的周期，提高整体效率。 

1.5  本文的研究目的和技术路线 

 

图 1.7  本研究的技术路线与实验流程 

Fig. 1.7  The technical and experimental flow sheet in this research. 

为了改进干法生物炼制过程中预处理和脱毒过程存在的问题，本文分别展开如下研

究：首先运用化学工程方法研究干式稀酸预处理过程中的固液混合问题，设计开发能够

处理高固体含量混合的螺带搅拌桨预处理反应器，增强预处理过程的汽固两相混合，使

预处理过程的体系更加均一，保证预处理效果的同时，减少抑制物的生成，促进后续酶

解发酵的效率。同时通过预浸和除尘步骤的研究，提出更加适合于放大生产应用的干式

稀酸预处理技术。在提高预处理效率、降低物料中抑制物的同时，对固态生物脱毒过程

进行详细研究，通过在螺带桨反应器中增加脱毒过程中菌体代谢所需的氧气供给以及搅

拌混合，加快生物脱毒的速率，缩短生物脱毒的周期，并在同一个反应器内直接进行在
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位的发酵生产乙醇，提高脱毒发酵过程的整体效率。将改进后的螺带搅拌式稀酸预处理

与快速生物脱毒相结合，缩短整个干法生物炼制生产纤维乙醇的周期，提高干法生物炼

制的整体效率，为干法生物炼制技术在未来大规模的商业化乙醇生产过程的推广和应用

提供可靠的技术支持。  
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第 2 章  螺带搅拌混合对干式稀酸预处理的促进 

2.1  引言 

预处理过程是木质纤维素原料生物炼制生产化学品中最重要的步骤，其作用在于打

破木质纤维素的抗性结构，使纤维素暴露，利于纤维素酶水解糖化和产品发酵 [108-110]。

在各式预处理方法中，稀硫酸预处理被视为最有工业化应用潜力的预处理技术之一
[8-10,35,111]。然而，稀酸预处理过程中仍然存在一些缺点，主要包括：由于低固含量预处

理过程造成的大量用水投入、在固液分离过程中的糖损失以及高浓度抑制物的产生[59]。

为了克服上述的这些问题，近年来越来越多的预处理研究中，研究者尝试尽可能地提高

预处理过程的固体含量[15]，其中包括了本课题组在 2011 年开发的干式稀酸预处理技术
[38]。干式稀酸预处理技术不仅能做到超高的固体含量（超过 70%），并且还能够保证预

处理的高效率，该技术也已经应用于乙醇[38,85]、乳酸[107]和生物油脂[112]的生产过程中。

这种预处理过程之所以被称作“干”式预处理，是因为进入预处理过程的玉米秸秆原料

和预处理后获得的玉米秸秆，都是“干物料”的形式，即在两个过程的物料中都不存在

游离水。采用干式稀酸预处理技术可以克服稀酸预处理过程的两大主要缺点：（1）玉米

秸秆原料的“干进”和预处理后物料的“干出”，使过程中没有废水生成，无需进行固

液分离，无需处理含有稀酸以及各种化合物的废水；（2）没有固液分离，大部分的糖类

被保留在了预处理后的固体秸秆中，减少了糖类的损失。 

在实施干式稀酸预处理的过程中，要使大量的固体物料和少量的蒸汽充分混合成为

了一个极富挑战性的工作。在传统稀酸预处理过程中，由于过程中的液体含量远高于固

体，热蒸汽和预处理体系的混合就变得相当容易。因为热蒸汽连续地通入水相后，水相

就被快速加热，并同时快速传热至完全浸没在水相中的固相部分，达到较好的传热效果。

而当预处理操作过程在高固体含量下进行的时候，尤其在上述提到的“干法”模式中，

蒸汽和固体物料的混合、热量从热蒸汽传递到固体秸秆的过程就变得相当困难，究其原

因主要包括如下几点：（1）过程中没有游离水作为连续相覆盖固体物料，也就意味着热

传递直接发生在了气固两相之间；（2）木质纤维素原料是一种良好的热绝缘体，使得木

质纤维素表面虽然达到了预处理温度，但却难以继续将热量传递至深层的木质纤维素原

料之中，使内部固体床层温度低于预处理所需的温度。 

另一方面，由于木质纤维素具有非常高的持水性和吸收蒸汽的能力，进入反应器的

蒸汽迅速被蒸汽入口的物料吸收，使蒸汽无法很好地扩散至上层的物料中。在小规模的

反应器中，物料填充在反应器内形成的床层较薄，蒸汽还是可以缓慢地从床层的孔隙中

渗透到物料上层，然而，随着工业级反应器规模的放大，填充反应器的物料量增加，使

床层增高增厚，蒸汽则无法在大规模反应器中均匀地分布、扩散，就需要强制的搅拌作

用进行改善。 

综上，高固含量预处理过程中，搅拌混合作用是必须的，并且该搅拌装置要求既能
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够处理高固体含量下的固液混合问题，又能够在过程中尽可能地降低能耗。在 2010 年

本课题组的研究中，Zhang 等[22]开发的螺带搅拌桨，能够处理不同种预处理物料同步糖

化和发酵过程中大量的固体（木质纤维素）和少量的液体（纤维素酶）之间的混合问题。

然而，通过比较预处理过程和糖化发酵过程可以发现，预处理反应器和发酵生物反应器

是有本质区别的。在纤维素酶糖化以及后续发酵的过程中，物料投入到反应器中是以固

体形式存在的，因此反应开始时的混合状态是高固体含量过程，但是随着酶解的进行，

纤维素原料逐渐液化变成浆液，使该过程后期的混合难度降低；而在干式稀酸预处理过

程中，反应从始至终都是以固体形式存在，增加了搅拌过程的难度。 

本章内容对螺带搅拌桨在干式稀酸预处理过程中处理固体混合作用做了研究。首先

通过在不同尺寸冷模反应器中测试螺带搅拌桨的混合性能，参照冷模实验的数据，设计

了螺带搅拌桨预处理反应器，并通过实际玉米秸秆的预处理测试其实际的混合性能。预

处理效率的评价通过酶解糖化和乙醇发酵进行，糖化和发酵的结果显示，在干式稀酸预

处理过程中，螺带搅拌桨的混合作用非常显著，促进了玉米秸秆生物转化生产乙醇的效

率。螺带搅拌桨反应器为未来干式预处理的工业化过程提供了反应器设计的原形。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  原材料 

玉米秸秆产自河南新乡，于 2011 年秋季收获，玉米秸秆经过水洗除尘后置于 105 
o
C

烘至含水量不再变化，烘干后的玉米秸秆含水量约为 7%。随后秸秆投入锤式粉碎机进

行粉碎，并通过筛分得到直径约为 10 mm 的颗粒，密封待用。 

2.2.2  菌种和酶 

脱毒菌种 Amorphotheca resinae ZN1 CGMCC 7452 用于降解预处理后玉米秸秆中的

抑制物[84]，将 A. resinae 的孢子悬浮液接入已用 20% Ca(OH)2 溶液调节 pH 至 5.5 的预

处理秸秆中，开始固态脱毒过程，脱毒过程中不添加任何额外的营养物质，以 HPLC 检

测不出预处理物料中各类抑制物作为脱毒结束的终点。 

发酵菌株 Saccharomyces cerevisiae DQ1 CGMCC 2528 用于乙醇发酵过程。S. 

cerevisiae DQ1 首先在合成培养基（20 g/L 葡萄糖、2 g/L KH2PO4、1 g/L (NH4)2SO4、1 g/L 

MgSO4∙7H2O、1 g/L Yeast Extracts）中活化后，随后转接入玉米秸秆水解液中进行短期

驯化，经过驯化的酵母作为后续发酵种子[22,113]。 

纤维素酶 Youtell 6#是由湖南尤特尔生化有限公司（湖南岳阳）提供，固体纤维素

酶呈颗粒状，其酶活采用美国可再生能源实验室（NREL）的纤维素酶滤纸酶活测定方

法（LAP-006）[114]进行测定，酶活 135 FPU/g，纤维二糖酶活根据 Sherma 等人[115]报道

的方法进行测定，酶活 344 CBU/g，纤维素酶蛋白含量按照 Brandford 法测定，其蛋白

含量为 90 mg/g。 

2.2.3  流体力学冷模实验 

冷模实验被设计用于检测玉米秸秆和水在螺带桨反应器内的混合效果。冷模实验分
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别在 5 L、50 L、500 L 的反应器中进行，图 2.1 显示了冷模反应器的内部构造和尺寸参

数，其中玉米秸秆和水的混合时间用来表示螺带搅拌桨的混合效果。实验中，玉米秸秆

首先加入反应器中，随后从反应器的入口处加入等质量的水，混合时间以体系中物料达

到恒定含水量的时间点作为最终结果。 

 

图 2.1  装有螺带搅拌桨的流体力学冷模反应器的结构示意图 

Fig. 2.1  Schematic diagram of the fluid dynamic reactors equipped with helical ribbon stirrer 

反应器为装配有螺带搅拌桨的直筒式反应器，螺带搅拌桨尺寸随着反应器尺寸的放大而放大，但是

螺带桨的结构比例在三个反应器中保持一致，混合时间的计算以物料中含水量达到恒定后的时间点

作为标准。d—螺带桨直径（mm）；D—反应器直径（mm）；S—螺带桨的螺距（mm）；w—螺带桨螺

带宽度（mm）。 

2.2.4  预处理反应器 

图 2.2 为本章节用到的预处理反应器的结构图，其中图 2.1a 是带有螺带搅拌桨的预

处理反应器，反应器是一个 20 L 直筒反应器（直径 260 mm，高 400 mm），螺带桨是由

安装在反应器顶部的电机通过电磁转化器驱动的。图 2.1b 是没有搅拌桨的反应器，在本

研究中作为螺带桨反应器的对比。该反应器是本课题组先前所使用的干式稀酸预处理反

应器[38]，是一个 10 L 直筒反应器（直径 180 mm，高 400 mm）。反应过程中的热蒸汽供

给由蒸汽发生器（DZFZ4.5C）提供，通过反应器底部通入蒸汽，并由底部的两个蒸汽

入口对蒸汽进行分散，两个蒸汽入口的直径为 6 mm，通入反应器的蒸汽平均流量为每

分钟 0.1 到 1 kg。 
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图 2.2  螺带搅拌桨预处理反应器和无搅拌预处理反应器示意图 

Fig. 2.2  Schematic diagram of the dry pretreatment reactors with and without helical agitator 

（a）带有螺带搅拌桨的 20 L 预处理反应器；（b）不带搅拌的 10 L 预处理反应器。图中，1—产物出

口；2—蒸汽进口；3—反应器内部；4—温度计；5—反应器顶部；6—压力表；7—排气阀；8—锚式

底桨；9—螺带搅拌桨；10—驱动螺带桨的电机 

2.2.5  预处理操作 

干秸秆和稀硫酸溶液以 2:1 的固液比进行预浸操作，将稀硫酸溶液均匀地洒在干秸

秆上，充分混合后，密封于塑料袋中，室温（18~25 
o
C）静置 12 h。每批预处理操作中，

将 2100 g 稀硫酸预浸后的物料（1400 g 干秸秆加 700 g 稀硫酸溶液）加入预处理反应器

中，此刻反应器被物料完全填充以达到减少蒸汽用量的效果[38]。物料装填完毕后，打开

蒸汽入口阀，开始通蒸汽。反应器顶部的排气阀在预处理过程中打开两次，每次持续 2~3

秒，用于排出罐内残余的不凝气，当温度升至条件所需的预处理温度后，开始计算反应

时间，维持几分钟后，反应结束。关闭蒸汽阀门，打开顶部排气阀，快速将蒸汽排出，

预处理后的物料由底部出料口获得，过程中无游离水产生和废水排放。每个预处理条件

分别做两个批次实验作为平行，测得的预处理参数都是平均自两个平行批次的实验数据。 

2.2.6  酶解糖化评价预处理物料 

预处理秸秆的酶解糖化评价参照美国可再生能源实验室（NREL）标准实验方法

（LAP-009）[116]并稍作修改。称取预处理后的秸秆（以干固体 1 g 为标准），加入去离
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子水 10 ml、用 5 M NaOH 溶液调节 pH 至 4.8 后，加入 80 μl 四环素溶液，并用 0.1 M

柠檬酸缓冲溶液（pH 4.8）将糖化体系固含量调节至 5% (w/w)。随后加入固体纤维素酶，

纤维素酶用量为每克干物料 15 FPU（15 FPU/g DM），蛋白含量约为每克干物料 10 mg

（10 mg/g DM），酶解温度 50 
o
C，摇床 150 rpm 酶解 72 h 后取样测定葡萄糖浓度。用于

纤维素酶酶解糖化的物料不经过任何脱毒处理。 

纤维素和木聚糖回收率是基于预处理前后秸秆干重进行计算的。预处理后的纤维素

含量包括干物料中的纤维素、游离的葡萄糖单糖、葡寡糖；而预处理后的木聚糖含量包

括干物料中的木聚糖、木糖和木寡糖。回收率定义为预处理后的纤维素和木聚糖含量和

预处理前的纤维素和木聚糖含量的比值（干物料）。回收率计算公式如下： 

%100
111.1

1000
111.1

(%)recovery  Cellulose
11

2

22








cellulose

glu

cellulose

fDM

DMC
fDM

          （2-1） 

Cellulose recovery—纤维素回收率，%； 

DM2—预处理后干物料质量，g； 

fcellulose2—预处理后干物料纤维素含量，%； 

Cglu—预处理后游离的葡寡糖和葡萄糖总浓度，g； 

DM1—预处理前干物料质量，g； 

fcellulose1—预处理前干物料纤维素含量，%。 

%100
111.1

1000
111.1

(%)recovery Xylan 
11

2

22








xylan

xyl

xylan

fDM

DMC
fDM

          （2-2） 

Xylan recovery—木聚糖回收率，%； 

DM2—预处理后干物料质量，g； 

fxylan2—预处理后干物料木聚糖含量，%； 

Cxyl—预处理后游离的寡糖和单糖总浓度，g； 

DM1—预处理前干物料质量，g； 

fxylan1—预处理前干物料木聚糖含量，%。 

预处理秸秆的纤维素直接转化率定义为 72 h 糖化后产生的葡萄糖含量（扣除物料中

含有的游离葡萄糖和寡糖）与理论上从纤维素转化得到的葡萄糖含量的比值。秸秆的总

纤维素转化率定义为预处理后产生的所有葡萄糖（包括酶解糖化、游离葡萄糖和葡寡糖）

与预处理前秸秆理论上能产生的最大葡萄糖的比值，这个计算过程中将纤维素的损失列

入考量，原始纤维素含量是通过预处理后纤维素含量除以纤维素的损失来计算的。计算

公式如下： 
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%100
111.1

1000(%) conversion celluloseDirect 

0








cellulose

glu

fm

Cm
VC

                   （2-3） 

Direct cellulose conversion—直接纤维素转化率； 

m—糖化体系中干物料质量，g； 

Cglu—预处理后游离的葡寡糖和葡萄糖总浓度，g； 

V—糖化体系的液体体积，L； 

C0—预处理后葡萄糖单糖和寡糖的总量，mg/g DM； 

fcellulose—预处理后干物料纤维素含量，%。 

%100
1

1000
111.1

(%) conversion cellulose Overall
0










 





cellulose

cellulose

glu

r

Cm
fm

VC
     (2-4) 

Overall cellulose conversion—纤维素总转化率，%； 

m—糖化体系中干物料质量，g； 

Cglu—预处理后游离的葡寡糖和葡萄糖总浓度，g； 

V—糖化体系的液体体积，L； 

C0—预处理后葡萄糖单糖和寡糖的总量，mg/g DM； 

fcellulose—预处理后干物料纤维素含量，%； 

rcellulose—预处理后物料的回收率，%。 

2.2.7  同步糖化发酵产乙醇评价预处理物料 

在利用预处理物料进行同步糖化发酵（ Simultaneous Saccharification and 

Fermentation, SSF）的过程之前，高固体含量预处理过程中会产生较高浓度的抑制物，

极大程度地抑制了同步糖化发酵过程中发酵微生物的发酵性能。因此，在同步糖化发酵

过程之前，首先利用煤油真菌 Amorphotheca resinae ZN1 对预处理秸秆进行生物脱毒，

生物脱毒程序严格按照先前本课题组先前报道的脱毒流程[85]，所有的脱毒过程都在固定

的时间内结束。而利用生物脱毒后玉米秸秆的同步糖化发酵过程在 5 L 螺带桨生物反应

器中进行[22]，同步糖化发酵过程的固体含量为 30%（以干物料进行计算），纤维素酶用

量 15 FPU/g DM。经过脱毒处理的物料于 115 
o
C 灭菌 20 min 后待用，SSF 过程中前 12 h

为纤维素酶预酶解过程，过程中保持温度 50 
o
C、pH 4.8、搅拌转速 150 rpm；预糖化 12 

h 后以 10%接种量（v/v）接入经过驯化的 S. cerevisiae DQ1，开始同步糖化发酵，过程

中保持温度 37
 o
C、pH 5.5、搅拌转速 150 rpm，定时取样测定组分，每个条件实验做两

个发酵批次作为平行实验，最终发酵数据取自两组数据的平均值。乙醇得率计算采用

Zhang 等[117]改进的适用于高固含量发酵体系的得率计算公式，该公式中将纤维素水解过

程中的水量减少以及发酵醪液的密度改变纳入考虑，能够更加准确地表现高固含量体系

乙醇得率。计算公式如下： 
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 
   

%100
111.1511.0

1

804.09.976
% 









mBiomassfC

WC
）实际乙醇得率（   （2-5） 

[C]—乙醇浓度，g/L； 

W—SSF 体系中的液体体积，L； 

f—物料中纤维素含量； 

[Biomass]—加入体系的物料质量，g； 

m—物料的含水量。 

2.2.8  预处理过程的计算流体力学模拟 

首先采用 Solid Works 2010 软件做出预处理反应器的模型，随后采用网格生成工具

ICEM CFD 11.0 软件对反应器模型生成三维网格，搅拌桨叶采用多参考坐标系模型

（Multiple Reference Frame, MRF）。所有数学模型的处理都是由 CFX 11.0 软件完成，其

中计算过程中的边界条件设定如下：（1）搅拌桨叶和搅拌轴区域相对于流动区域是静止

的；（2）无壁面边界条件；（3）残差设定为 1×10
-4；（4）模拟中采用 Eulerian-Eulerian

模型和 κ-ε湍流模型。 

图2.3a和2.3b分别显示了反应器的CFD网格和几何结构，其中气体入口是相同的，

将反应器顶盖设定为气体出口，并且反应器顶盖是完全敞开的。在模拟中，整个过程假

定为气液两相的混合问题，玉米秸秆被假设为假塑流体，蒸汽被假设为惰性气体，假塑

流体的表观粘度通过扭矩仪测定，粘度为 2.31 Pa∙S；气体密度设定为 14.18 g/L，相当于

3.0 MPa、250 
o
C 的蒸汽的密度。模拟过程中，通气量设定为 3 min 内从两个通气口向反

应器通入蒸汽 700 g，根据蒸汽密度计算得到通入通气口的气体线速度为 1.75 m/s。保守

气含率作为表征气液两相在不同搅拌过程中的混合情况。 

2.2.9  糖类、乙醇以及抑制物检测 

糖类、乙醇、糠醛、羟甲基糠醛和乙酸采用装有 Bio-rad Aminex HPX-87H 色谱柱（300 

mm×7.8 mm）的高效液相色谱（LC-20AD 泵，RID-10A 示差折光检测器）测定，检测

条件：柱温 65 
o
C，流动相为 5 mM 的稀硫酸溶液，流速 0.6 ml/min，样品过滤之前都经

过 0.22 μm 滤膜过滤。 

2.2.10  纤维素和木聚糖含量测定 

木质纤维素中纤维素和木聚糖含量根据美国可再生能源实验室（NREL）两步酸解

方法（TP-510-42618）进行测定[118]，预处理秸秆经过去离子水彻底清洗后，于 105
 o

C

烘干 12 h，通过差重法测定物料中不溶性固含量。称取烘干的物料 100 mg 置于压力试

管中，滴加 1 ml 72%质量浓度的硫酸溶液，在 30 
o
C 下用玻璃棒搅动，维持 1 h 后，加

去离子水稀释至 29 ml 体系，即体系酸浓度为 4%质量浓度，随后置于 121 
o
C 反应 1 h。

取出反应液后，用 CaCO3 粉末将反应液中和至 pH 值 5~6，取样离心后用 HPLC 检测葡

萄糖和木糖的含量，再反算回原料纤维素和木聚糖含量。 

葡寡糖和木寡糖含量的测定按照美国可再生能源实验室（NREL）的标准方法
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（TP-510-42623）进行[119]。称取 5 g 预处理秸秆，加入 50 g 去离子水，摇床 150 rpm 混

合 2 h，随后真空抽滤得到滤液部分，通过液相色谱测定糖类以及抑制物的浓度。再取

出 5 ml 滤液，加入 1 ml 72%质量浓度的硫酸溶液，用去离子水稀释至 29 ml，相当于酸

浓度 4%（w/w），随后将反应液置于 121 
o
C 反应 1 h 后，用 CaCO3 粉末将反应液中和

至 pH 值 5~6，取样离心测定葡萄糖和木糖的浓度，反应前后糖浓度的差值即为葡寡糖

和木寡糖含量。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  高固体含量搅拌桨选择的确立 

一些釜式反应器中常用的涡轮搅拌桨、平叶搅拌桨等，在先前的稀酸预处理的研究

中有所采用[9,10]，但是在这些预处理反应过程中，木质纤维素固体和稀酸溶液的比例大

约在 1:10，反应体系还是液体状态，因此这些传统搅拌反应器可以起到良好的搅拌作用；

相反，在先前 30%固体含量的同步糖化发酵生产乙醇的研究中，这些传统搅拌桨已经无

法为反应体系提供足够的搅拌混合，因此，在本研究的高固体含量的预处理过程中，其

适用性更差。螺杆装置能够将固体物料通过螺旋传送作用，增强高固含量体系的混合效

果，在木质纤维素加工过程中有所应用，同时也被列入了美国可再生能源实验室（NREL）

技术报告（TP-5100-47764）中的稀酸预处理过程[35,37]。然而，当传送过程中的物料固含

量过高，紧密的双螺杆结构就无法正常的运行，本章节在预处理物料的混合研究中，也

测试了双螺杆结构在干式稀酸预处理这样高达 70%以上固体含量体系中的传送性能，但

由于高固体含量下存在较大阻力，使得螺杆传送过程中遭到挤压损坏。在测试了框式、

锚式以及螺带式搅拌桨的混合效果之后，本章仍然采用先前应用于高固体含量酶解发酵

过程中的螺带式搅拌桨的设计。螺带桨混合原理和螺杆有相似之处，结构上要比螺杆疏

松，依靠螺带将物料从底部进行传送，在反应器内的纵向形成连续的流体，增加体系混

合。本章首先通过冷模实验测试了干秸秆和水在螺带搅拌作用下的混合情况，冷模实验

分别在不同尺寸的反应器内进行，玉米秸秆和水以 1:1 的比例加入到反应器内。根据图

2.1 显示，在不同规格的反应器内，当玉米秸秆的含水量最终达到 50%的时候，其混合

时间大约在 2 到 3 分钟，本实验得到的正面结果加上之前在 30%固含量同步糖化发酵的

应用实例，说明螺带搅拌桨可能是适合超高固含量（>70%）干式稀酸预处理过程中的

搅拌混合装置。因此，设计开发了用于高固体含量预处理过程的 20 L 螺带搅拌桨反应

器（图 2.2a），并用于实际预处理过程，对混合效果以及预处理效率进行测试。 

2.3.2  螺带搅拌干式稀酸预处理和静态预处理的对比 

在先前的研究中，预处理过程在 10 L 直筒反应器内进行，反应器直径 180 mm，高

400 mm，通过底部的两个通气口向反应器内通入蒸汽并分散，由于反应器规模较小，

蒸汽与反应器内的物料能够充分混合。而在本研究中，预处理反应器的直径由 180 mm

增加到了 260 mm，反应器体积由 10 L 增加到了 20 L，但是通气口的数量和大小都和原

先反应器保持一致。对于新反应器的这个设计，其目的是作为一个工业化预处理装置的
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缩影，在工业化规模的反应器中，很难只依靠通蒸汽就达到良好的混合效果，而在 10 L

反应器内的预处理研究中，蒸汽的渗透作用已经能够达到较好的传热效果，在其中添加

螺带搅拌桨显得意义并不明显，所以本研究中将新反应器的体积放大至 20 L，模拟预处

理放大生产的效果，验证螺带搅拌桨在干式稀酸预处理中是否真正起到了增强混合、改

进预处理效果的作用。 

在 10 L 预处理反应器中，最佳的预处理条件为 190 
o
C、2.5%酸用量（每 100 g 干固

体中含有 2.5 g 硫酸）、反应时间 3 min，而作为对比实验，新反应器中的预处理也应该

将温度调节至 190 
o
C 进行，但由于两个预处理反应器都使用了相同的蒸汽发生器

（DZFZ4.5C），该蒸汽发生器因为不具备持续补水加热的功能，使其只能为 10 L 反应器

供给足够的蒸汽；当反应器体积增大至 20 L，则出现了蒸汽供给不足的状况，造成当反

应器内部温度升到 190 
o
C 的时候，需要耗费 10 L 反应器两倍以上的升温时间（大约 20 

min 左右），变相地延长了物料在高温下的反应时间，降低了过程的对比性。所以本实

验中选择了与 10 L 反应器相同升温时间内（10 min），20 L 反应器能够达到的最高预处

理温度 185 
o
C，作为静态预处理中 190

 o
C 温度条件的对比，其他条件保持一致，开展预

处理研究以及效率评价。另一方面，选择 10 L 而不是 20 L 反应器进行静置预处理过程

作为对比，是由于在 20 L 反应器内经过静置预处理反应后，得到的物料分层现象明显，

位于反应器底部的物料和蒸汽充分接触，呈现出预处理物料具备的深棕色，而反应器上

部的物料则还是与刚加入反应器内的秸秆相似，无法反映出预处理物料应有的状态，缺

乏对比性。究其原因，除了反应器体积的增大弱化了原先的气固混合外，静态条件下，

反应器中的螺带搅拌桨结构阻碍了蒸汽继续向上的渗透作用。因此该实验中最终选定了

四组实验进行对比（表 2.1 中所示）：条件（1）10 L 无搅拌反应器：190 
o
C、2.0%酸用

量、3 min 反应时间；条件（2）10 L 无搅拌反应器：190 
o
C、2.5%酸用量、3 min 反应

时间；条件（3）20 L 螺带搅拌桨反应器：185
 o
C、2.0%酸用量、3 min 反应时间；条件

（4）20 L 螺带搅拌桨反应器：185
 o

C、2.5%酸用量、3 min 反应时间。 

从表 2.1 中的数据中可以看出，螺带搅拌在干式预处理过程中起到了重要的作用，

强化了物料酶解糖化效率的同时，降低了抑制物的产生。在硫酸用量 2.0%，反应 3 min

的实验中，物料酶解后的纤维素转化率从 72.10%（条件 3）升高至 77.55%（条件 1），

而在 2.5%硫酸用量、反应 3 min 的实验中，纤维素转化率由 85.10%（条件 4）升高到了

87.11%（条件 2）。值得一提的是，在螺带搅拌桨反应器内，达到更高转化率时反应温

度为 185
 o
C，比静置反应中低了 5

 o
C。在一般的预处理过程中，降低温度会导致预处理

效率的降低[10,38,111,120,121]，而在本实验中，开启螺带搅拌的过程，能在更低的预处理温

度下，预处理秸秆拥有更高的纤维素酶解转化率，这个结果初步阐明了螺带混合对于预

处理过程的促进作用。 

另外从表 2.1 还可以看出，预处理后秸秆中产生的抑制物含量也大幅降低，同样地，

预处理过程中也存在抑制物含量越高，预处理后糖化效率越强的规律[11,12,38,122]。对比条

件 1（螺带搅拌）和条件 3（无搅拌）中得到的物料中三大抑制物——糠醛、羟甲基糠
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醛、乙酸的含量，其浓度从条件 3 中的 5.04、2.53、7.65 mg/g DM 降低至条件 1 中的 1.78、

0.90、5.78 mg/g DM；类似地，抑制物浓度从条件 4（无搅拌）中的 9.03、2.11、12.10 mg/g 

DM 降低至条件 2（螺带搅拌）中的 6.28、1.75、8.12 mg/g DM。与抑制物含量相对应，

较多的葡萄糖、木糖以及其寡糖在含有螺带搅拌作用的预处理过程中得到了保留。这些

现象亦体现出了螺带搅拌作用对于预处理效果的促进。 

表 2.1  在静置反应器和螺带搅拌反应器中预处理的效果 

Table 2.1  Pretreatment performance in the static reactor and in the helically agitated reactor 

预处理反应条件 a
 纤维素转

化率 b 
(%) 

抑制物（mg/g DM） 游离糖（mg/g DM） 

糠醛 5-HMF
c
 乙酸 葡萄糖 木糖 葡寡糖 木寡糖 

螺带桨搅拌 

185 
o
C、2.0%、3 min 77.55 1.78 0.90 5.78 4.78 53.37 7.19 84.50 

185 
o
C、2.5%、3 min 87.11 6.28 1.75 8.12 10.14 102.02 11.01 28.44 

无搅拌 

190 
o
C、2.0%、3 min 72.10 5.04 2.53 7.65 8.81 55.79 22.75 75.54 

190 
o
C、2.5%、3 min 85.10 9.03 2.11 12.10 15.84 80.43 15.79 42.86 

a—预处理条件中每条分别表示预处理温度、稀硫酸用量和反应时间； 

b—酶解糖化实验条件：5% 固含量、酶用量 15 FPU/g DM、50 
o
C、pH 4.8、150 rpm、糖化 72 h； 

c—5-羟甲基糠醛。 

2.3.3  CFD 模拟干式稀酸预处理过程的螺带搅拌混合 

螺带搅拌能够为玉米秸秆和蒸汽之间提供良好的混合作用，为预处理反应器中硫酸

溶液和预处理温度的均匀分布做出了贡献，因此减少了底部物料的过热和顶部物料的受

热不足。为了更清晰地解析螺带搅拌在干式稀酸预处理过程中对于预处理效率的提升，

本章采用计算流体力学（CFD）方法模拟螺带搅拌过程中的固体和蒸汽的流动，CFD 模

型通过一系列的假定条件进行简化，并应用这个简化的模型对预处理过程中的流体流动

做出了模拟。 

图 2.3c 显示了在螺带搅拌作用下，蒸汽在罐内的分布（保守气含率表征）情况大幅

改善。在静置状态或者低转速条件下（0、10、30 rpm），蒸汽集中于靠近蒸汽入口和反

应器壁面非常有限的区域内，随后沿着壁面快速向上渗透，却没有和固体物料充分地接

触。而当搅拌转速提升至 50 rpm 后，蒸汽的分布扩充到了固体物料的每一处，继续增

加搅拌转速后，蒸汽分布情况与 50 rpm 基本类似。蒸汽分布的 CFD 模拟结果体现出螺

带搅拌混合给 20 L 反应器内提供了良好的气液传质作用。 

根据图 2.3d 所示，在无搅拌或者低搅拌转速的情况下，固体物料并没有产生有效的流动

（用液体速度分布表征），而当搅拌转速逐渐提高后，固体物料的流动性迅速改进，并

且在反应器内形成了流体的流动状态，与均匀的蒸汽分布相结合，体现出反应器内更加

均匀的流体和蒸汽分布，避免了加热过程中的局部过热现象。另一方面，图 2.3c 和 2.3d
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清晰地阐明了在螺带搅拌混合作用下，蒸汽分布和固体流动无需在一个特别高的转速下

就可以达到较好的状态，50 rpm 就可以作为一个适合该预处理过程中的转速。 

 

图 2.3  用 CFD 模拟在螺带搅拌桨预处理反应器中蒸汽分布和固体的流动情况 

Fig. 2.3  CFD modeling of steam holdup and solids flow in the helically agitated pretreatment reactor 

（a）反应器示意图，其中横断面的流动用 CFD 进行模拟；（b）CFD 模型中反应器的几何结构。左，

网格单元和结构；中，螺带搅拌桨的动区；右，底部锚式桨的动区；（c）不同搅拌转速下的保守气

含率；（d）不同搅拌转速下的流体速度分布。在模拟中，预处理秸秆被假设为高粘度液体，其表观

粘度为 2.31 Pa∙S；热蒸汽被假设为惰性气体，气体流速 1.75 m/s。 

虽然 CFD 模型对于预处理反应器中螺带搅拌混合作用只是做了一个简单的模拟，

但对于过程混合的促进作用已经通过图 2.3 清晰地表征。由于螺带搅拌混合作用，使蒸

汽和固体物料的混合更加均匀，因此过程中用于物料之间渗透传热的蒸汽量减少，使得

预处理能够在更低的温度下得到相似甚至更好的预处理效率，这也印证了 2.3.2 中，螺

带搅拌预处理过程中，温度降低预处理效果反而更好的现象；另一反面，局部过热现象

的消除，也能够减少预处理过程中物料在反应器内的局部过度降解，从而大幅减少抑制

物的产生。综合 CFD 模拟结果与增强的预处理效果，说明螺带搅拌在高固体含量的预
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处理过程中起到的混合作用，增强了过程中的传质传热，进而增强了预处理的效率。 

2.3.4  螺带搅拌预处理反应随条件改变的规律性研究 

表 2.2  螺带搅拌干式预处理过程中的纤维素和木聚糖回收 

Table 2.2  Glucan and xylan recovery of the dry pretreatment in the helically agitated reactor 

预处理条件 纤维素含量

（%） 

木聚糖含量

（%） 

葡聚糖回收

（%） 

木聚糖回收

（%） 

未处理秸秆 37.15 19.86   

温度     

165 
o
C、2.5%、3 min、50 rpm 38.04 8.57 100.09 94.24 

175 
o
C、2.5%、3 min、50 rpm 37.23 5.28 96.69 79.32 

185 
o
C、2.5%、3 min、50 rpm 40.93 2.93 96.50 62.00 

酸用量     

185 
o
C、1.5%、3 min、50 rpm 37.71 6.48 92.05 78.89 

185 
o
C、2.0%、3 min、50 rpm 37.41 4.16 96.63 74.91 

185 
o
C、2.5%、3 min、50 rpm 40.93 2.93 96.50 62.00 

185 
o
C、3.0%、3 min、50 rpm 38.48 2.52 73.97 43.18 

185 
o
C、3.5%、3 min、50 rpm 36.85 1.79 75.12 36.37 

185 
o
C、4.0%、3 min、50 rpm 35.98 1.05 65.53 29.75 

反应时间     

185 
o
C、2.5%、1 min、50 rpm 41.52 4.06 92.71 64.08 

185 
o
C、2.5%、3 min、50 rpm 40.93 2.93 96.50 62.00 

185 
o
C、2.5%、5 min、50 rpm 38.54 2.93 82.78 57.29 

185 
o
C、2.5%、10 min、50 rpm 39.29 2.21 76.44 42.96 

搅拌转速     

185 
o
C、2.5%、3 min、10 rpm 40.23 3.00 84.81 54.03 

185 
o
C、2.5%、3 min、30 rpm 38.41 2.86 93.20 64.19 

185 
o
C、2.5%、3 min、50 rpm 40.93 2.93 96.50 62.00 

纤维素、木聚糖含量采用两步酸解法测得，葡聚糖和木聚糖回收率按照 2.2.6 回收率计算公式进行计

算，表格中黑体字代表有所改变的预处理过程中的条件。 

从表 2.2 中可以看出，玉米秸秆的纤维素含量在预处理前后含量变化较小，但是木

聚糖含量随着温度的升高和酸用量的增加急剧下降。葡聚糖回收率在不同温度的预处理

实验中基本保持恒定，但当酸用量超过 2.5%、反应时间超过 3 min 的条件中，其回收率

随着强度的增强而逐渐减少，这个实验结果表明，在目前的预处理反应器中，过高的酸

用量和过长的反应时间都不适用，因为在这个强度的预处理条件下，纤维素更容易转化

为诸如 5-羟甲基糠醛（5-HMF）这样的降解副产物，造成纤维素的损失。另一方面，由
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于木聚糖在稀酸预处理过程中首先被水解，并且容易在高温条件下转化为糠醛，因此木

聚糖的回收率相比纤维素回收而言要低，并且随着温度的升高、酸用量的增强、反应时

间的延长而逐渐降低，符合稀酸预处理过程的一般趋势。 

表 2.3  在螺带搅拌预处理过程中反应条件对于抑制物和糖类含量的影响 

Table 2.3  Impact of the operation parameters on the inhibitor and sugar level of the dry pretreatment 

in the helically agitated reactor 

条件 抑制物（mg/g DM）a
 游离糖（mg/g DM）a

 

糠醛 5-HMF
b
 乙酸 葡萄糖 木糖 葡寡糖 木寡糖 

温度（2.5%酸用量、3 min 反应时间、50 rpm 搅拌转速） 

165
o
C 1.35 0.34 4.50 4.33 75.78 9.42 92.85 

175
o
C 1.86 0.60 0.55 6.05 100.52 7.82 64.19 

185
o
C 6.28 1.75 0.81 10.14 102.02 11.01 28.44 

酸用量（185 
o
C、3 min 反应时间、50 rpm 搅拌转速） 

1.5% 0.82 0.35 5.94 4.55 23.4 7.19 110.21 

2.0% 1.78 0.90 5.78 4.78 53.4 7.72 84.49 

2.5% 6.28 1.75 8.12 10.14 102.02 11.01 28.44 

3.0% 8.91 2.98 12.87 24.13 99.91 3.90 8.06 

3.5% 7.91 3.67 12.42 20.70 78.47 4.45 8.01 

4.0% 8.42 4.14 12.16 35.08 83.39 4.27 4.46 

反应时间（185 
o
C、2.5%酸用量、50 rpm 搅拌转速） 

1 min 3.90 1.20 7.29 7.92 97.90 9.00 25.59 

3 min 6.28 1.75 8.12 10.21 102.02 10.94 28.44 

5 min 8.02 2.72 10.91 12.08 79.13 9.61 13.53 

10 min 9.94 3.00 11.26 11.67 62.66 6.88 3.71 

搅拌转速（185 
o
C、2.5%酸用量、3 min 反应时间） 

10 rpm 5.88    1.81 8.03 9.88 106.54 4.92 15.29 

30 rpm 5.23     1.92 7.86 9.68 105.78 7.80 20.42 

50 rpm 6.28 1.75 0.81 10.21 102.02 10.94 28.44 

表中预处理条件为温度、酸用量、反应时间和搅拌转速。 

a—单位表示每 g 干秸秆中所含的组分含量； 

b—5-羟甲基糠醛 

从表 2.3 中可以看出，那些典型的抑制物糠醛、5-羟甲基糠醛和乙酸的浓度随着预

处理强度的增强（升高温度、增加酸用量和延长反应时间）而升高，游离的葡萄糖亦随

着预处理强度加大而增多，对应着葡寡糖含量的降低；木糖含量随着预处理强度的增强

而升高，但随着强度继续增强而降低，对应着不断升高的糠醛浓度，说明木糖和木寡糖
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在高温以及稀酸催化条件下容易继续转化生成副产物糠醛。从表 2.2 和 2.3 中的数据看

出，在现有的预处理条件下，木聚糖的过度降解仍然很剧烈，而预处理条件的优化必需

要考虑到纤维素、半纤维素的损失，抑制物的产生以及纤维素的转化率，而不是只考虑

葡萄糖的得率，因此强度较大的几个预处理条件并非最优。 

 

图 2.4  通过纤维素酶解转化率评价螺带式搅拌干式预处理 

Fig. 2.4  Enzymatic hydrolysis assay of the pretreatment parameters in the helically agitated reactor 

（a）预处理秸秆的直接纤维素转化率；（b）预处理秸秆纤维素总转化率。预处理条件：改变温度，

保持 2.5%酸用量、3 min 反应时间、50 rpm 搅拌转速；改变酸用量，保持 185 
o
C、3 min 反应时间、

50 rpm 搅拌转速；改变反应时间，保持 185 
o
C、2.5%酸用量、50 rpm 搅拌转速；改变搅拌转速，保

持 185 
o
C、2.5%酸用量、3 min 反应时间。所有酶解过程都在如下条件进行：5%固含量、纤维素酶

用量 15 FPU/g DM、50 
o
C、pH 4.8、150 rpm。 

图 2.4a 为预处理后物料酶解糖化后的直接纤维素转化率，图 2.4b 为预处理后物料

酶解糖化后的纤维素总转化率，该计算方法中考虑到了纤维素的损失。从图 2.4a 中可以
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看出，酶解糖化后的纤维素转化率随着温度的升高、酸用量的增加、反应时间的延长而

升高，符合稀酸预处理过程的一般趋势。不同酸用量下，直接纤维素转化率随着酸用量

的增加而迅速提升，当酸用量进一步增加至 3.0%以上后，纤维素转化率基本保持恒定，

随着反应时间的延长，纤维素转化率也有同样的变化趋势。当酸用量增大到 2.5%时，

纤维素总转化率随着酸用量的增大而提高，而当酸用量进一步增加后，纤维素总转化率

开始下降，该现象主要是由于酸用量的增大造成了纤维素更多地向 5-羟甲基糠醛转化，

使物料中纤维素的总量减少，进而减少了糖化后的总转化率，同样的现象在不同反应时

间的实验中亦可观察到。直接纤维素转化率随着搅拌转速的增加而小幅度增加，结果与

CFD 模拟不同转速的结果相类似，但纤维素总转化率却随着搅拌转速的增大而大幅增加，

造成该现象原因如下：在 20 L 的反应器中，为了保证反应器的气密性良好，采用了电

磁搅拌机对螺带桨进行驱动，增加了电磁搅拌机后，使原本通过拆卸反应器取出物料的

方式无法在该反应器中实施，因此预处理物料只能通过螺带搅拌桨和扫底桨的搅拌作用

从反应器中带出。低搅拌转速的过程使物料无法被充分带出，造成了一定量的纤维素损

失，对应地，从表 2.2 数据中也显示出，纤维素和半纤维素回收率随着搅拌转速的降低

有所降低。 

在螺带搅拌预处理过程中，其组分降解、抑制物生成以及酶解糖化效率等参数，其

随着预处理条件改变的变化趋势与大部分稀酸预处理过程相类似[11,12,38,122]。经过初步的

预处理条件探究实验后，得到适用于螺带搅拌预处理的反应条件——185 
o
C、2.5%酸用

量、3 min 反应时间和 50 rpm 搅拌转速，该条件下的预处理物料酶解糖化后的纤维素总

转化率达到了 83.09%，为本批次实验中最高。 

2.3.5  预处理秸秆同步糖化发酵生产乙醇 

本节研究中将预处理秸秆应用于同步糖化发酵生产乙醇的过程中，对螺带搅拌预处

理效率的促进作用进行评价，发酵原料分别取自螺带搅拌预处理过程制备的秸秆（条件：

185 
o
C、2.5%酸用量、3 min 反应时间、50 rpm 搅拌转速）和静态预处理过程中最优条

件下制备的秸秆（190 
o
C、2.5%酸用量、3 min 反应时间）。秸秆原料在发酵之前都经过

生物脱毒处理直至糠醛和羟甲基糠醛被完全降解，生物脱毒过程中保留了大部分的纤维

素。同步糖化发酵过程固含量 30%，纤维素酶用量 15 FPU/g DM，具体发酵过程的糖耗

和乙醇生产如图 2.5 所示。 

如图 2.5 所示，经过 12 h 预糖化后，螺带搅拌预处理过程得到的秸秆在 12 h 时产生

了 81.92 g/L 的葡萄糖，相比于静置预处理得到的秸秆糖化产生的葡萄糖（55.87 g/L），

增幅大约为 47%，预糖化的结果也说明了螺带搅拌预处理过程的高效率，而乙醇发酵结

果同样显示出了螺带搅拌预处理过程的高效率，经过后续 48 h 的同步糖化发酵过程，螺

带搅拌预处理过程得到的玉米秸秆能够生产 56.20 g/L 的乙醇，在同一发酵条件下，静

置预处理过程得到的玉米秸秆只生产了 44.44 g/L 的乙醇。螺带搅拌预处理得到的玉米

秸秆，其经过同步糖化发酵过程后，从纤维素转化为乙醇的得率达到了 69.43%，静置

预处理过程得到的秸秆，生产乙醇的得率为 59.14%。相比之下，在螺带搅拌预处理秸
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秆生产乙醇的过程中，其乙醇浓度和得率比起静置预处理的秸秆分别增加了 26.5%和

17.4%，这些结果都充分说明了螺带搅拌混合在干式预处理过程中起到的促进作用。本

章节中开发应用的螺带搅拌桨预处理反应器，在无废水排放、低糖损失的干式预处理过

程中表现出的优良混合作用，进一步降低预处理过程抑制物的产生、减少蒸汽用量，为

干式预处理的工业化过程提供了理想的反应器原形。 

 

图 2.5  预处理秸秆同步糖化发酵生产乙醇 

Fig. 2.5  SSF for ethanol production using pretreated corn stover as feedstock 

预处理秸秆分别取自在螺带搅拌桨反应器内的预处理秸秆（185 
o
C、2.5%、3 min、50 rpm）和静置

反应器内的预处理秸秆（190 
o
C、2.5%、3 min）。SSF 条件：30%固含量、15 FPU/g DM 酶用量，预

糖化过程中温度 50 
o
C、pH 4.8，预糖化 12 h 后以 10%（v/v）接种量接入驯化后的 S. cerevisiae DQ1

种子液，开始 SSF，过程中温度 37 
o
C、pH 5.5。 

2.4 本章小结 

本章重点关注了干式稀酸预处理在工业规模尺度反应器内传质传热不足的问题，通

过比较不同搅拌桨在高固体含量体系中的混合能力，选定螺带搅拌桨作为干式稀酸预处

理过程的搅拌装置，并开发放大规模的 20 L 预处理反应器，进行预处理研究，保证预

处理效率的同时，降低抑制物的生成，不仅向后续生物脱毒以及乙醇发酵提供了更加优

越的预处理原料，也为工业化预处理过程提供了良好的反应器设计原型。本章得到的主

要结论如下： 

1) 在不同尺度的冷模反应器中，用螺带搅拌桨处理 50%固含量的干秸秆和水的混合体

系，体系混匀所需的混合时间只需要 2~3 min，说明螺带搅拌桨除了在酶解发酵过

程中表现出优良的混合效果之外，还能够处理完全由固体填充的反应体系。将螺带

搅拌桨运用于模拟工业化装置的 20 L 反应器之中，开发了螺带搅拌桨预处理反应器。 
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2) 在实施干式稀酸预处理的过程中，分别对比了螺带搅拌式预处理过程和静置预处理

过程的预处理效果，结果表明在两个过程最优的预处理条件下，螺带搅拌预处理过

程在反应温度降低 5 
o
C（185 

o
C）的条件下，获得了更高的酶解糖化效率（纤维素

转化率 87.11%）和乙醇得率（69.43%），大幅减少了预处理过程中抑制物的产生。

温度的降低还有利于蒸汽用量的减少，降低连续生产过程中的能量投入。 

3) 通过 CFD 模拟预处理过程的结果显示，螺带搅拌作用大幅增强了预处理反应过程中

蒸汽与固体之间的混合传质，使蒸汽分布更加均匀。同时，秸秆在搅拌作用下，在

反应器内形成流体运动，相比没有搅拌的过程，反应器内汽固之间的传质传热更加

均匀。螺带搅拌桨在干式预处理过程中的运用，有效解决了干式预处理在工业化装

置中的传质传热问题，该反应器的开发和应用，为纤维乙醇商业化生产中高固体含

量预处理过程供了良好的反应器设计原型。 
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第 3 章  无需预浸的干式稀酸预处理过程生产纤维乙醇 

3.1  引言 

在木质纤维素预处理过程中，通过将生物质原料预浸于液体催化剂中，以增强木质

纤维素的预处理效率，已经成为了大部分预处理过程中一个固定的步骤[110]。在造纸工

业中，木质纤维素向纸浆的转化之前，都需要经过液体催化剂的预浸[123]。而在纤维乙

醇的生产过程中，采用不同的化学催化剂如稀酸溶液[12,124]、碱溶液[125]、过氧化氢[126]、

液氨[127]、二氧化硫[128]等对原料进行预浸，也逐渐成为预处理过程中的一个必不可少的

操作。长时间预浸可以使化学催化剂充分渗透到木质纤维素的内部结构和孔经中，渗透

到物料内部的催化剂在低温下亦可起到部分水解的作用，将纤维素和半纤维素分别转化

为葡寡糖和木寡糖，如此可以增强预处理过程中液体催化剂和木质纤维素之间的混合传

质，从而加强预处理的效率。 

在传统的稀酸预处理过程中，木质纤维素原料以固液比 1:10 的比例预浸于大量的稀

酸溶液中，随后将预浸后的固液混合物用于高温（160-220 
o
C）预处理过程中[8]。而本

课题组为克服预处理过程中大量的用水投入，于 2011 年开发了低用水投入、无废水排

放的干式稀酸预处理过程（Dry dilute acid pretreatment）[38]。在干式稀酸预处理过程中，

固体秸秆和稀硫酸溶液以固液比 2:1 进行混合预浸，之后再进入预处理工序，因此进出

反应的物料都是没有游离水存在的固体。由于玉米秸秆能够快速吸收加入其中的稀硫酸

溶液，使得稀硫酸与固体间的混合和传质不足，所以干式稀酸预处理的预浸过程不仅需

要彻底地搅拌混合后，还需要一个较长的周期（过夜），加强稀酸向木质纤维素的渗透

作用。然而，物料的预浸过程在工业化生产中却成了一大困难，因为这个过程要求配备

额外的物料传送、储存罐以及搅拌混合装置，直接增加了预处理中的设备投入，将预浸

操作从预处理过程中去除是预处理的最理想模式。 

在上一章节中，螺带搅拌式预处理反应器被开发应用，不仅有效地促进了高固含量

下固体秸秆和液体的混合，还大幅促进了预处理过程中玉米秸秆和蒸汽的传热作用。在

此基础上，本节的研究主旨在于尝试将预浸步骤从预处理过程中去除，玉米秸秆原料和

稀硫酸溶液并流加入螺带搅拌桨预处理反应器中，没有预浸步骤，直接进行高温预处理。

结果显示，将没有经过预浸的预处理秸秆用于酶解糖化评价以及同步糖化发酵生产乙醇

后，得到了与经过长时间预浸后预处理秸秆基本相同的纤维素转化率，而乙醇得率略有

提高。这些结果也为大型预处理反应器内实施无预浸的干式稀酸预处理提供了有力的依

据，也为未来纤维乙醇的商业化生产节省了设备投入、简化了过程操作。 
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3.2  材料与方法 

3.2.1  原料与试剂 

玉米秸秆产自河南新乡，收获于 2011 年秋季，玉米秸秆经过水洗除尘后，置于 105 

o
C 烘干至恒重，烘干后含水量约为 7%。随后将干秸秆经过锤式粉碎机粉碎成尺寸为 10 

mm 的颗粒，密封待用。纤维素酶 Youtell 6#是由湖南尤特尔生化有限公司（湖南岳阳）

提供，固体纤维素酶呈颗粒状，其滤纸酶活为 135 FPU/g，纤维二糖酶活为 344 CBU/g，

纤维素酶蛋白含量 90 mg/g。 

脱毒菌种 Amorphotheca resinae ZN1 CGMCC 7452 用于预处理后玉米秸秆中抑制物

的降解，种子培养以及脱毒步骤同 2.2.2。 

发酵菌株 Saccharomyces cerevisiae DQ1 CGMCC 2528 用于乙醇发酵过程。S. 

cerevisiae DQ1 首先在合成培养基（配方同 2.2.2）中活化后，转接入不添加葡萄糖的玉

米秸秆水解液中进行短期驯化后作为发酵种子。 

3.2.2  预处理反应器和预处理操作 

预处理反应器是第 2 章中所使用的螺带搅拌桨预处理反应器，是 20 L 直筒反应器

（直径 260 mm，高 400 mm），螺带桨通过安装在反应器顶部的电机以及电磁转化装置

驱动的，预处理操作同 2.2.5。预处理条件固定在 185
 o
C、2.5%硫酸用量（每 100 g 秸秆

中含有 2.5 g 硫酸）、反应时间 3 min，搅拌转速 50 rpm，作为对照组实验中的预处理过

程中，反应器搅拌转速设为 0 rpm，而预处理实验中设定的两组条件分别为经过稀硫酸

溶液预浸和不经过预浸。 

预浸操作中，700 g 5%质量浓度的稀硫酸溶液加入到 1400 g 干玉米秸秆，充分混合

后密封于塑料袋中，在室温下（18~25 
o
C）放置 0.5、12、24 h，随后将预浸后的物料投

入预处理反应器中进行高温预处理过程。无预浸预处理过程中，1400 g 干秸秆和 700 g

稀硫酸溶液并流加入螺带桨预处理反应器中，加料的同时设定搅拌转速 50 rpm，搅拌 3 

min，没有额外的预浸操作。预处理结果的糖化评价参照美国可再生能源实验室（NREL）

标准实验方法[116]并稍作修改，糖化方法参见本章 2.2.6，糖化后纤维素转化率采用本文

公式（2-3）进行计算。 

3.2.3  同步糖化发酵生产乙醇（SSF） 

在预处理秸秆进行同步糖化发酵的过程之前，首先利用丝状真菌 Amorphotheca 

resinae ZN1 对预处理秸秆进行生物脱毒，直至主要抑制物被完全降解后结束脱毒。而利

用生物脱毒后玉米秸秆的 SSF 过程在 5 L 螺带桨生物反应器中进行[22]。SSF 过程的固体

含量为 25%（以干物料进行计算），纤维素酶用量 15 FPU/g DM。同步糖化发酵过程操

作同 2.2.7，乙醇得率采用本文中公式（2-5）进行计算。 

3.2.4  纤维素和木聚糖测定 

木质纤维素中纤维素和木聚糖含量通过两步酸解方法进行测定，方法同 2.2.10，可
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溶性组分以及葡寡糖和木寡糖测定方法同 2.2.10。 

3.2.5  糖类、乙醇以及抑制物检测 

糖类、乙醇和抑制物采用装有 Bio-rad Aminex HPX-87H（300 mm×7.8 mm）色谱

柱的高效液相色谱（LC-20AD 泵，RID-10A 示差折光检测器）测定，检测条件：柱温

65 
o
C，流动相为 5 mM 的稀硫酸溶液，流速 0.6 ml/min，样品过滤之前都经过 0.22 μm

滤膜过滤。 

3.3  结果与讨论 

3.3.1  预浸对螺带搅拌预处理过程的影响 

 

图 3.1  螺带搅拌干式稀酸预处理后，不同预浸条件下预处理物料的酶解纤维素转化率和乙醇得率 

Fig. 3.1  Cellulose conversion after enzymatic hydrolysis and ethanol yield in SSF using dry dilute acid 

pretreated corn stover with different impregnation conditions under helically agitation 

酶解糖化实验条件：5% 固含量、酶用量 15 FPU/g DM、50 
o
C、pH 4.8、150 rpm、糖化 72 h；SSF

过程前，预处理秸秆首先经过生物脱毒去除抑制物。同步糖化发酵实验条件：25%固含量、15 FPU/g 

DM 酶用量，预糖化过程中温度 50 
o
C、pH 4.8，预糖化 12 h 后以 10%（v/v）接种量接入驯化后的

S. cerevisiae DQ1 种子液，开始同步糖化发酵，过程中温度 37 
o
C、pH 5.5。 

本节研究了预浸过程对螺带搅拌干式稀酸预处理（固液比 2:1）效率的影响。图 3.1

显示了经过不同预浸条件的预处理秸秆酶解糖化 72 h 后的纤维素转化率和 72 h 的乙醇

发酵得率。使用不预浸的预处理过程得到的秸秆，其糖化后纤维素转化率达到了 84.77%，

经过 0.5 h、12 h 和 24 h 预浸后预处理得到的秸秆，其糖化后纤维素转化率分别达到了

82.00%、87.11%和 84.43%，都达到了理想的预处理效果，该实验结果说明在预浸和不

预浸的预处理秸秆之间，酶解糖化后纤维素转化率基本相似。图 3.1 同样也说明了在螺

带搅拌作用下，预浸不同时间的预处理秸秆进行糖化过程中，纤维素转化率随着预浸时

间的延长变化不大。 
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为了进一步评价预浸对于预处理效果的影响，不同预浸条件的玉米秸秆被用作 25%

固体含量下同步糖化发酵生产乙醇的原料。图 3.1 中不预浸的预处理秸秆经过 72 h 的同

步糖化发酵后，乙醇得率达到了 79.80%，而预浸 0.5 h、12 h、24 h 的预处理秸秆经过

发酵后，72 h 达到的乙醇得率分别为 73.87%、72.88%、77.92%，相比而言，不预浸的

原料的乙醇得率略高于经过预浸的原料。纤维素转化率和乙醇得率的结果表明，经过预

浸的秸秆与不预浸的秸秆预处理效果类似。 

表 3.1 和 3.2 分别列出了玉米秸秆在预处理前后的不溶性组分和可溶性组分的变化。

从表 3.1 中可以看出，预处理前未经预浸的玉米秸秆，其纤维素含量和原始秸秆基本相

同，而随着稀硫酸预浸秸秆时间的延长，纤维素含量略有升高，从未经预浸秸秆中的

37.46%，增加至预浸 0.5 h、12 h 和 24 h 秸秆中的 37.67%、37.71%和 38.38%，而木聚

糖含量则略有降低（20.92%、20.14%、20.88%、20.84%），说明在预浸过程中，稀酸对

于纤维素和半纤维素的水解能力非常有限。 

表 3.1  干式稀酸预处理前后秸秆中不溶性组分的测定 

Table 3.1  Composition of the insoluble components of corn stover during the dry dilute acid pretreatment  

 纤维素含量

（%） 

木聚糖含量

（%） 

纤维素转化

率（%） 

乙醇得率

（%） 

未处理秸秆 37.15 19.86   

预处理前秸秆     

不预浸 37.46 20.92 \ \ 

预浸 0.5 h 37.67 20.14 \ \ 

预浸 12 h 37.71 20.88 \ \ 

预浸 24 h 38.38 20.84 \ \ 

预处理后秸秆     

不预浸 39.02 2.66 84.77 79.80 

预浸 0.5 h 40.17 2.33 82.00 73.87 

预浸 12 h 40.93 2.93 87.11 72.88 

预浸 24 h 39.17 2.90 84.43 77.92 

“原始秸秆”是指未经过稀硫酸预浸的秸秆，“不预浸预处理前秸秆”是指秸秆中加入稀硫酸后，没

有经过预浸步骤，直接进行各参数测定。 

从表 3.2 中看出，预处理前秸秆中可溶性组分的浓度（葡萄糖、木糖、乙酸和寡糖）

随着预浸时间的延长而有所增加，其中葡萄糖和木糖含量的增幅要比其他组分略大一些；

乙酸随着预浸时间的延长含量有微小的提升。这些结果说明稀硫酸预浸时间的延长能够

小幅度地增加玉米秸秆的预水解，但是这些微小的组分含量差距在预处理后基本都不再

体现：不预浸的预处理秸秆纤维素含量为 39.02%，预浸 0.5 h、12 h 和 24 h 的预处理秸
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表 3.2  预处理前和预处理后秸秆中可溶性组分的测定 

Table 3.2  Composition of the soluble components of corn stover before and after pretreatment 

 葡糖糖 

（mg/g DM） 

木糖 

（mg/g DM） 

乙酸 

（mg/g DM） 

糠醛 

（mg/g DM） 

5-HMF
a
 

（mg/g DM） 

葡寡糖 

（mg/g DM） 

木寡糖 

（mg/g DM） 

预处理前秸秆 

不预浸 0.13 0.11 0.42 0.00 0.00 0.45 1.01 

预浸 0.5 h 0.14 0.40 0.57 0.00 0.00 0.87 1.09 

预浸 12 h 0.82 0.53 0.56 0.00 0.00 1.22 1.42 

预浸 24 h 0.37 0.39 0.59 0.00 0.00 1.57 1.69 

预处理后秸秆 

不预浸 13.51 98.29 10.43 5.68 2.25 7.40 24.21 

预浸 0.5 h 14.22 95.76 9.82 6.57 2.26 8.06 18.73 

预浸 12 h 10.10 101.75 9.10 6.28 1.75 11.04 28.65 

预浸 24 h 10.71 94.76 9.22 5.15 1.83 16.44 27.22 

玉米秸秆预处理条件：185 
o
C、2.5%酸用量、3 min 反应时间、50 rpm 搅拌转速。浓度单位被定义为每克干秸秆中含有几毫克物质。 

a—5-羟甲基糠醛 
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秆的纤维素含量分别为 40.17%、40.93%、39.17%，没有特别大的差异；木聚糖含量也

同样没有体现出较大差异，预处理后分别达到了 2.66%（不预浸）、2.33%（预浸 0.5 h）、

2.93%（预浸 12 h）和 2.90%（预浸 24 h）。而在预处理后秸秆的可溶性组分（葡萄糖、

木糖、乙酸、糠醛、5-羟甲基糠醛、葡寡糖、木寡糖）数据的比较中（表 3.2），其含量

随着预浸时间的延长也未呈现出明显增加或降低的趋势，说明在螺带搅拌反应器中，预

浸时间对后续预处理的影响较小。图 3.1、表 3.1 和 3.2 的结果显示，不经过稀硫酸预浸

的预处理过程（秸秆与稀硫酸溶液同时加入螺带搅拌桨预处理反应器中），预处理后物

料的酶解糖化性能与预浸后的基本相似，而乙醇得率略有提升，并且预处理后的组分含

量与经过长时间预浸（12 h 或 24 h）的秸秆基本相同。在先前的文献报道中，Sorensen

等[124]研究了稀酸预浸芒草对预处理效率的影响，结果表明随着预浸时间的延长，稀酸

预处理效率增加；而本节中，不预浸和预浸 12 h 以上的秸秆表现出了基本相似的预处理

效果。对比两个过程，本过程采用了搅拌式反应器，增强了预处理过程中的混合，改进

了稀硫酸和玉米秸秆之间的传质传热，因此预处理前无需经过预浸步骤，即可达到与预

浸后类似的预处理效果。 

3.3.2  预浸对无搅拌预处理过程的影响 

 

图 3.2  静态预处理条件下，不同预浸时间的预处理秸秆的纤维素转化率和乙醇得率 

Fig. 3.2  Cellulose conversion after enzymatic hydrolysis and ethanol yield in SSF using dry dilute acid 

pretreated corn stover with different impregnation conditions under static state 

酶解糖化实验条件：5% 固含量、酶用量 15 FPU/g DM、50 
o
C、pH 4.8、150 rpm、糖化 72 h；SSF

过程前，预处理秸秆首先经过生物脱毒去除抑制物。同步糖化发酵实验条件：25%固含量、15 FPU/g 

DM 酶用量，预糖化过程中温度 50 
o
C、pH 4.8，预糖化 12 h 后以 10%（v/v）接种量接入驯化后的

S. cerevisiae DQ1 种子液，开始同步糖化发酵，过程中温度 37 
o
C、pH 5.5。 

上一节中证明了在带有螺带搅拌的预处理过程中，预浸过程对于干式稀酸预处理影

响并不大，本节则研究了预浸对静态预处理过程的影响。由于 20 L 反应器在不开搅拌

的预处理过程中会出现底部和顶部物料受热不均的现象（2.3.2 章），因此本节没有搅拌
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的预处理对照实验中，预处理后只取预处理反应器底部的物料进行评价。图 3.2 中，不

预浸的预处理秸秆，酶解糖化后纤维素转化率为 71.56%，而经过 12 h 预浸的预处理秸

秆的转化率达到了 87.74%，不预浸的过程比预浸 12 h 的过程低了大约 23%。不预浸、

预浸 0.5 h、12 h 和 24 h 的秸秆预处理后纤维素转化率分别达到了 71.56%、76.68%、87.74%

和 84.48%，随着预浸时间的延长而有所增加，但预浸时间超过 12 h 后基本持平。该实

验清晰地显示出了在静态的预处理过程中，预浸和不预浸的预处理秸秆之间存在的巨大

差距，说明了预浸在静置预处理过程中的重要性。与 Sorensen 等[124]的研究结果一致，

经过 12 h 以上的预浸后，使稀硫酸在秸秆中充分传质，增强了无搅拌预处理过程中的催

化效率，进而增强了预处理效率。另一方面，在同步糖化发酵过程的乙醇得率来看，四

个预处理条件得到的秸秆分别达到了 77.76%、76.03%、81.11%和 76.32%，比起酶解预

处理转化率而言相差并不大，乙醇同步糖化发酵过程中菌体对于酶解后葡萄糖的迅速利

用，使酶解反应进一步向生成葡萄糖的方向进行，使发酵过程得到了促进。 

3.3.3  经过不同预浸方式的预处理秸秆同步糖化发酵生产乙醇 

  

图 3.3  不同预处理操作模式下，预浸和不预浸的预处理秸秆同步糖化发酵生产乙醇 

Fig. 3.3  SSF performance using the pretreated CS under different impregnation conditions  

（a）不搅拌的预处理过程；（b）螺带搅拌混合的预处理过程。预处理秸秆首先经过生物脱毒去除抑

制物，随后进入 SSF 过程。SSF 实验条件：25%固含量、15 FPU/g DM 酶用量，预糖化过程中温度

50 
o
C、pH 4.8，预糖化 12 h 后以 10%（v/v）接种量接入驯化后的 S. cerevisiae DQ1 种子液，开始 SSF，

过程中温度 37 
o
C、pH 5.5。 

本节阐述了在不同预浸模式下预处理秸秆经过同步糖化发酵生产乙醇的影响，如图

3.3 所示。图 3.3a 中，静态预处理过程中，不同预浸时间的预处理秸秆发酵生产乙醇浓

度分别达到了 46.99 g/L（不预浸）、46.50 g/L（预浸 0.5 h）、48.78 g/L（预浸 12 h）、48.08 

g/L（预浸 24 h），乙醇得率达到了 77.66%、75.32%、81.11%和 75.95%，相比于酶解糖

化过程，预浸时间对于同步糖化发酵过程似乎并没有产生特别大的影响，该现象是由于

同步糖化发酵过程中微生物快速利用葡萄糖，促使酶解过程能向生成葡萄糖的方向继续

进行，因此最终在不同预浸条件下得到了相类似的乙醇得率。在螺带搅拌预处理秸秆的
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同步糖化发酵过程中观察到（图 3.2b），不同预浸条件下，发酵后最终乙醇浓度分别达

到了 49.34 g/L（不预浸）、46.91 g/L（预浸 0.5 h）、46.11 g/L（预浸 12 h）、48.36 g/L（预

浸 24 h），乙醇得率分别达到了 79.80%、73.87%、72.88%和 77.92%。和纤维素酶解糖

化得率相似，在螺带搅拌预处理过程中，预浸时间的长短并不影响乙醇的发酵过程，甚

至没有预浸的秸秆较预浸后的秸秆乙醇浓度略高一些。产生该现象的原因在于不预浸的

预处理批次中，玉米秸秆和稀硫酸溶液并流加入反应器后，经过了 50 rpm、3 min 的搅

拌混合作用。在第二章中已经阐明，螺带搅拌桨可以在 2-3 min 内即可混匀玉米秸秆和

水溶液的混合体系，因此 3 min 的搅拌混合极大程度促进了稀硫酸在玉米秸秆之间的传

质作用，使其相当或者甚至优于 12 小时以上的预浸操作起到的传质混合作用。 

3.4  本章小结 

本章节重点关注了长期以来被研究者认为是预处理过程中必不可少的预浸步骤，研

究其在螺带搅拌预处理过程中对预处理效果的影响。结果表明螺带搅拌作用很好地促进

了预处理过程中稀酸溶液和玉米秸秆的混合传质，取代了长时间预浸步骤，缩短了预处

理周期，做到了工业化过程中最理想的无预浸预处理模式。本章研究内容得到的主要结

论如下： 

1) 在螺带搅拌作用下，不预浸的干式稀酸预处理效率与长时间预浸的预处理效率基本

一致。无预浸的预处理秸秆经过酶解糖化后，纤维素转化率达到 84.77%，与长时间

预浸预处理过程得到的结果基本类似；而在后续高固体含量（25%）同步糖化发酵

过程中，乙醇得率达到 79.80%，略优于 12 h 预浸的预处理。该结果说明预浸步骤

可以从预处理过程中去除。 

2) 在没有搅拌的静态预处理过程中，不经过预浸的预处理过程相比长时间预浸过程，

其效率明显降低。说明在静态预处理过程中，预浸起到了重要的传质作用，同时也

更加凸显出螺带搅拌混合作用对于少量稀酸溶液和大量干秸秆在混合传质方面的促

进作用。 

3) 本章研究内容提供的无需预浸的预处理技术，简化了预处理的操作工序，缩短了预

处理过程的周期。同时减少了工业化过程中由预浸操作带来的物料储存、传输以及

反应器腐蚀等问题，增加了预处理技术在工业化过程中的实用性和经济性。  
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第 4 章  灰分脱除对于稀酸预处理的促进作用 

4.1  引言 

农作物废弃物如玉米秸秆、小麦秸秆、稻草等由于产量大、纤维素含量高而被视作

是第二代生物燃料生产的重要原料来源，但由于这些粮食作物生长期间长期暴露于尘土

以及外界环境中，因此在收割粮食和秸秆的同时，大量的尘土不可避免地会沾在木质纤

维素原料的表面，在木质纤维素原料的组分分类中，这部分尘土和木质纤维素中包含的

一些无机元素统称为木质纤维素的灰分。灰分可以被分为两大类[129]：（1）一些可以用

水洗或者溶液萃取方法去除的灰分，叫做可提取灰分，其主要的组成就是沾在叶子、外

壳等纤维素原料表面的尘土；（2）另一部分则是生物质从土壤中吸收的无机营养盐形成

的木质纤维素结构的组成部分，由于该部分无法通过一般的处理方法将其去除，又是构

成木质纤维素结构的重要元素，因此这部分灰分称作结构灰分。灰分含量一般占木质纤

维素干重的 10%左右[130]。然而，在木质纤维素生物炼制加工过程中，这些灰分颗粒会

吸收大量的蒸汽、水、酸溶液或者其他预处理过程中用到的溶剂，使原本应该渗透到木

质纤维素原料内孔起催化水解作用的化学催化剂被大量转移至灰分颗粒，从而导致木质

纤维素预处理过程的效率大幅降低。为了避免灰分对预处理效率的干扰，在实验研究中，

研究者通过大量水洗或者机械振动法尽可能多地在预处理前除去木质纤维素原料中的

灰分（可提取灰分），以维持较好的预处理效果[27,131,132,133]。 

但是，在许多关于木质纤维素生产生物乙醇的研究中，去除灰分的操作变得可有可

无，甚至都没有在操作流程中提及灰分去除这一步骤。省略灰分去除步骤，可能原因如

下：（1）经过纤维素组分测定，发现灰分在木质纤维素原料的干重中所占比例非常小，

其存在对于后续原料的预处理效率几乎没有影响，这类低灰分含量的原料主要包括一些

木本植物（硬木和软木类）；（2）由于预处理过程中，大量的化学催化剂被用于预浸少

量的木质纤维素原料，即使灰分会吸收一部分化学催化剂，但是仍然留有足够的催化剂

用于预浸木质纤维素原料，使得灰分吸收造成的影响被弱化了。这类预处理过程涵盖了

传统的稀酸预处理、碱溶液预处理和蒸汽爆破预处理等。 

在前两章已经提出，为了减少预处理过程中的用水投入、废水排放，预处理过程逐

渐朝着越来越高的固含量发展[11,12,15,38]，这也意味着用于预浸原料的液体催化剂含量逐

渐减少，而预处理体系中原料的灰分含量却随着固含量的提升而增加。Chen 等[134]在稀

酸预处理过程中将固含量提升至 30%后，预处理效率呈现出明显的降低，其主要原因是

固含量提升，降低了稀酸溶液的使用量，因此灰分吸收同量的稀酸，则用于催化预处理

反应的稀酸量就减少了，进而对预处理过程造成影响。而在本文的研究中，玉米秸秆预

处理过程均采用干式稀酸预处理，过程中固体含量超过 70%，稀酸用量进一步降低，物
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料在稀酸预浸之后是没有游离水存在的“干式”状态。在这样的预处理环境中，灰分吸

收稀酸溶液的能力保持一致，则用于催化预处理的稀酸量比 30%固含量过程更少，灰分

是否影响干式预处理过程值得深究。 

在前两章对预处理反应器以及预处理操作进行开发改进的基础之上，本章的研究重

点放在了原料灰分对于干式稀酸预处理（70%左右固含量）效率的影响，并探讨除尘过

程在干式稀酸预处理技术中的必要性。结果表明，灰分含量对于预处理后酶解和发酵过

程的影响非常大，糖化后纤维素、木聚糖转化率、以及乙醇浓度和得率都随着灰分含量

的提高有所降低，同时通过分析秸秆中的灰分组成以及中和硫酸溶液的能力，初步解析

了灰分对预处理前稀酸预浸过程存在较大影响，使预处理效率进一步降低。本章节的研

究内容为预处理之前原料灰分去除的重要性提供了可靠的科学证据。 

4.2  材料与方法 

4.2.1  原材料与除尘操作 

与第二、第三章不同，本章研究中所用到的玉米秸秆产自河南郸城，2012 年秋季收

获，未经任何处理的玉米秸秆中纤维素含量为 31.54%、木聚糖含量 18.10%、灰分含量

9.6%。玉米秸秆的除尘操作是通过自来水水洗进行，具体方法如下：在一个塑料盒中加

入一定量的干秸秆，随后向其中添加秸秆质量的 10 倍、30 倍、50 倍、100 倍的自来水，

浸泡 1 h 除去秸秆中的石子和金属，捞起漂浮在液面上方的玉米秸秆，通过压榨机将玉

米秸秆中所含的游离水进行分离，保留下来的湿秸秆置于 105 
o
C 烘箱中烘至恒重，烘干

的秸秆随后经过锤式粉碎机粉碎至 10 mm 的尺寸，作为后续干式稀酸预处理的原料。

实验中采集的土壤样品亦来自玉米秸秆收割地河南郸城。 

4.2.2  菌种与酶制剂 

脱毒菌种 Amorphotheca resinae ZN1 CGMCC 7452 用于预处理后玉米秸秆中抑制物

的降解，脱毒过程同章节 2.2.2 中描述。发酵菌株 Saccharomyces cerevisiae DQ1 CGMCC 

2528 用于乙醇发酵过程。S. cerevisiae DQ1 经过在预处理秸秆水解液中驯化 3 次后，转

接入水解液培养基中进行短期驯化后作为发酵种子，步骤同章节 2.2.2。 

纤维素酶 Youtell 6#是由湖南尤特尔生化有限公司（湖南岳阳）提供，其滤纸酶活

为 135 FPU/g，纤维二糖酶活测定方法根据 Ghose
 [135]的报道，其酶活为 344 CBU/g，纤

维素酶蛋白含量按照 Brandford 法测定，蛋白含量为 90 mg/g。 

4.2.3  预处理反应器和操作 

首先干秸秆和稀硫酸溶液以 2:1 的固液比进行预浸，将 5%质量浓度的稀硫酸溶液

均匀的洒在 1400 g 干秸秆上，充分混合，密封于塑料袋中，室温（18~25 
o
C）静置 12 h，

预浸后每 100 g 干秸秆中含有 2.5 g 硫酸（2.5%酸用量），经过预浸的秸秆随后被置于螺

带搅拌式预处理反应器中，开始预处理反应。本章节中预处理条件固定为 185 
o
C、2.5%
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酸用量、反应 3 min和 50 rpm搅拌转速。每个预处理条件分别做两个批次实验作为平行，

测得的预处理数据都是取自两个平行批次实验的平均值。 

预处理结果的糖化评价方法参照 2.2.6，纤维素转化率按照本文公式（2-3）进行计

算，木聚糖转化率计算按照如下公式进行： 

 
%100

1000
136.1

(%) conversionXylan 
0









olixly

xylan

xyl

Cm
fm

VCC
                    （3-1） 

Cxyl—酶解 72 h 后木糖浓度，g/L； 

C0—糖化前木初始浓度，g/L； 

V—糖化液体积，L； 

m—干物料质量，g； 

fxylan—纤维素含量，%； 

Colixyl—预处理后干秸秆中寡糖含量，mg/g； 

4.2.4  预处理秸秆的生物脱毒 

在利用预处理物料进行同步糖化发酵生产乙醇之前，预处理秸秆首先用丝状真菌

Amorphotheca resinae ZN1 进行生物脱毒，降解在预处理过程中产生的抑制物（糠醛、

羟甲基糠醛、乙酸等），不同条件预处理的物料用 20%质量浓度的氢氧化钙溶液调节 pH

至 5.5，随后接入菌种，脱毒过程以 HPLC 检测不到纤维素原料中的各类抑制物作为时

间节点。 

4.2.5  同步糖化发酵生产乙醇（SSF） 

生物脱毒后玉米秸秆同步糖化发酵产乙醇的过程在 5 L 螺带桨生物反应器中进行。

同步糖化发酵过程的固含量为 25%（以干物料进行计算），纤维素酶用量 15 FPU/g DM。

同步糖化发酵过程中前 12 h 为纤维素酶预酶解过程，保持温度 50 
o
C、pH 4.8、搅拌转

速 150 rpm；预糖化 12 h 后以 10%接种量（v/v）接入经过驯化的 S. cerevisiae DQ1，开

始同步糖化发酵，发酵温度 37
 o
C、pH 5.5、搅拌转速 150 rpm，过程中定时取样测定糖

耗和乙醇生产。乙醇得率采用本文中公式（2-5）进行计算。 

4.2.6  玉米秸秆中组分的测定 

玉米秸秆预处理前后的纤维素、半纤维素、单糖、寡糖和抑制物测定方法参照本文

2.2.10。玉米秸秆中灰分含量按照美国可再生能源实验室提供的标准方法[129]进行测定。

称取大约 1 g 干秸秆于彻底烘干的坩埚中，置于马弗炉内煅烧，马弗炉通过如下升温程

序逐渐进行升温：（1）从室温加热至 105 
o
C；（2）以每分钟 10 

o
C 的速率从 105 

o
C 升高

至 250 
o
C；（3）250 

o
C 下保持 30 min；（4）以每分钟 20 

o
C 的速率从 250 

o
C 升温至 575 

o
C，并在 575 

o
C 下保持 3 h，进行煅烧；（5）反应结束后，马弗炉自然冷却至 105 

o
C 后，

取出煅烧后的秸秆进行称重。经过反应后剩余的残渣质量与初始干秸秆的质量比值即为

玉米秸秆中灰分含量，实验数据取自两组平行实验数据的平均值。 
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4.2.7  玉米秸秆吸收酸溶液分析 

为测定不同灰分含量的玉米秸秆对于稀硫酸溶液的吸收能力，本实验采用 5%质量

浓度的稀硫酸溶液滴定干秸秆与水的混合物（1 g 干秸秆+20 g 水），同时用 pH 计测定

pH 值，当 pH 达到 2.4 时（预浸固液比 2:1 预浸后的秸秆和水混合物的 pH 值），记录酸

用量，并反算回每 100 g 干秸秆所需要的酸用量。另一组实验中，将经过清洗和未经清

洗的玉米秸秆通过标准筛进行筛分，筛孔尺寸分别为 10 目、20 目、40 目、60 目，经过

筛分后的秸秆尺寸分别如下：>2.00 mm、0.85~2.00 mm、0.425~0.850 mm、0.250~0.425 

mm 和<0.250 mm，筛分后的秸秆亦用于稀酸溶液滴定实验中，验证不同尺寸下秸秆对

于稀酸的中和能力。实验数据取自三组平行实验的平均值。 

4.2.8  灰分元素分析 

玉米秸秆经过马弗炉煅烧后，从坩埚中收集灰分用于元素组成测定。元素组成测定

通过扫描电镜（JSM-6360LV，Joel Co.，日本）/能谱仪（Falcon, Edax Co.，美国）进行

测定，测定结果表示灰分中所占元素百分比。 

4.2.9  糖类、乙醇和抑制物的分析 

糖类、乙醇和抑制物采用装有 Bio-rad Aminex HPX-87H 色谱柱（300 mm×7.8 mm）

的 HPLC（LC-20AD 泵，RID-10A 示差折光检测器）测定，检测条件：柱温 65 
o
C，流

动相为 5 mM 的稀硫酸溶液，流速 0.6 ml/min，样品过滤之前都经过 0.22 μm 滤膜过滤。 

4.3  结果与讨论 

4.3.1  玉米秸秆原料中灰分含量对于预处理效率的影响 

表 4.1  玉米秸秆经过不同程度水洗除尘后的灰分含量 

Table 4.1  Ash content in the virgin corn stover after de-ashing by washing 

用水量 未水洗 10 倍水洗 30 倍水洗 50 倍水洗 100 倍水洗 

灰分含量（%） 9.60 7.75 6.79 5.30 4.98 

秸秆浸泡在不同用量的自来水中，漂洗 1 h 后，取出秸秆，通过压榨固液分离。压榨后的秸秆经过

烘干、粉碎后用于实验操作。物料经过马弗炉煅烧后用差重法测定灰分含量。 

不同灰分含量的秸秆都在 185 
o
C、2.5%酸用量、反应 3 min、50 rpm 搅拌转速的条

件下进行预处理，预处理过程中固含量约为 67%。通过不同用量的自来水水洗进行灰分

脱除。如表 4.1 所示，随着除尘过程用水量的加大（干秸秆质量的 10 倍、30 倍、50 倍、

100 倍），玉米秸秆中灰分的含量逐渐减少，从 9.60%降低至 4.98%。随后对不同灰分含

量的物料进行预处理效率评价，如图 4.1 所示，当灰分含量从 9.60%降低至 7.75%、6.79%、

5.30%和 4.98%之后，纤维素酶解转化率从 43.30%逐渐升高至 45.56%、53.39%、65.26%

和 70.99%，同样的变化趋势在木聚糖转化率中亦可以观察到，从 56.83%增加至 57.09%、

66.36%、81.69%和 90.07%。该结果说明秸秆中的灰分含量对于预处理后的酶解糖化过
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程影响非常大，因此原料的除尘是预处理之前一个不可或缺的步骤。 

 

图 4.1  不同灰分含量预处理后秸秆经过 72 h 酶解糖化后的纤维素和木聚糖转化率 

Fig. 4.1  Cellulose conversion and xylan conversion after 72 h enzymatic hydrolysis using the pretreated 

corn stover with different ash content 

酶解条件：5% 固含量、酶用量 15 FPU/g DM、50 
o
C、pH 4.8、150 rpm。 

表 4.2 显示了不同灰分含量的秸秆经过预处理后，不溶性组分和可溶性组分含量的

变化。当水洗强度增大，灰分含量从 9.60%降低至 7.75%、6.79%、5.30%和 4.98%之后，

预处理秸秆中的纤维素组分从 35.38%（未水洗）逐渐增加至 36.99%、37.15%、37.13%、

37.61%，相反木聚糖含量从 5.82%（未水洗）降低至 4.32%, 4.41%, 3.69% 和 3.08%。预

处理后逐渐降低的木聚糖含量和逐渐增长的纤维素含量说明稀酸预处理的强度随着灰

分含量的减少而逐渐增强。 

预处理后秸秆中的可溶性葡萄糖、木糖、葡寡糖、木寡糖和抑制物含量亦能从一个

侧面反映预处理的效果。从表 4.2 中可以观察到，随着除尘强度的增强，可溶性单糖的

含量逐渐增加，寡糖含量则逐渐降低，由木聚糖降解得到的木糖含量从 15.38 mg/g DM

（未水洗）逐渐增加至 28.45（灰分含量 7.75%）、28.88（灰分含量 6.79%）、31.75（灰

分含量 5.30%）和 38.89 mg/g DM（灰分含量 4.98%）。稀酸预处理过程中产生的三类主

要抑制物糠醛、羟甲基糠醛和乙酸的含量亦随着灰分含量的减少逐渐增加，这也说明了

灰分含量的降低增加了预处理的效率。 

在已经报道的研究中，原料中的灰分具有较强的中和液体催化剂的能力，尤其在稀

酸预处理过程中，灰分元素对于稀酸溶液的中和大幅降低了其在后续预处理过程中的催

化能力，导致预处理后物料酶解性能的降低[130,132,134]。本研究中，同样的现象在预处理

物料的纤维素酶解能力、预处理后可溶性单糖和寡糖、以及抑制物含量中有所体现。因

此，灰分对于预处理过程的影响需要进行验证。 
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表 4.2  不同灰分含量的玉米秸秆经过稀酸预处理后秸秆中组分的变化 

Table 4.2  Components in the corn stover under different washing conditions after pretreatment 

秸秆灰分含量 

（%） 

纤维素含量 

（%） 

木聚糖含量 

（%） 

葡萄糖 

（mg/g DM） 

木糖 

（mg/g DM） 

葡寡糖 

（mg/g DM） 

木寡糖 

（mg/g DM） 

乙酸 

（mg/g DM） 

5-HMF 

（mg/g DM） 

糠醛 

（mg/g DM） 

干式稀酸预处理前        

9.60 31.54 18.10 \ \ \ \ \ \ \ 

7.75 33.67 18.81 \ \ \ \ \ \ \ 

6.79 34.04 19.89 \ \ \ \ \ \ \ 

5.30 35.05  21.26 \ \ \ \ \ \ \ 

4.98 36.18 19.83 \ \ \ \ \ \ \ 

干式稀酸预处理后        

9.60 35.38 5.82 3.24 15.38 17.38 87.90 6.91 0.91 0.53 

7.75 36.99 4.32 4.56 28.45 15.90 77.00 6.94 1.52 1.27 

6.79 37.15 4.41 3.60 28.88 14.36 81.95 8.73 1.37 1.45 

5.30 37.13 3.69 4.00 31.75 12.05 74.57 8.34 1.42 1.67 

4.98 37.61 3.08 4.52 38.89 10.36 70.19 8.80 1.66 1.54 

预处理过程在 185 
o
C、2.5%酸用量、反应 3 min、50 rpm 搅拌转速的条件下进行，可溶性组分单位表示每克干秸秆中所含组分的质量。实验数据取自两组

平行实验的平均值。
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4.3.2  不同灰分含量秸秆预浸前后的 pH 值测定 

为验证灰分含量对于预处理的影响，本实验中对不同灰分含量的秸秆在稀酸预浸前

后的 pH 值进行测定（表 4.3）。经过水洗除尘处理后，预浸前秸秆的 pH 值从未经水洗

的 9.10 降低至 8.61、8.60、8.51 和 8.28，逐渐从碱性趋于中性。而经过稀硫酸溶液预浸

12 h 之后，秸秆的 pH 值从 4.15（未水洗秸秆，灰分含量 9.60%）迅速降低至 3.61（灰

分含量7.75%）、3.46（灰分含量6.79%）、3.37（灰分含量5.30%）和2.78（灰分含量4.98%）。

该结果显示，秸秆灰分含量越高，则原始秸秆的初始 pH 值升高，说明灰分中存在碱性

物质，造成 pH 值的上升，同时预处理过程中的稀酸溶液容易被这些碱性物质吸收中和，

致使物料的 pH 值没有酸性水平（表 4.3），削弱稀酸的催化能力。这个结果间接说明了

秸秆预处理效率降低的潜在原因：稀硫酸溶液被秸秆灰分中的碱性物质中和，降低了稀

酸在预处理反应中催化木质纤维素发生结构变化反应的能力，导致预处理效率的下降。 

表 4.3  不同灰分含量的秸秆在和水的混合物中 pH 值测定 

Table 4.3  pH measurement of corn stover slurry with different ash content 

不同灰分含量的秸秆 (%) 稀酸预浸前的秸秆 稀酸预浸后的秸秆 

9.60 9.10 4.15 

7.75 8.61 3.61 

6.79 8.60 3.46 

5.30 8.51 3.37 

4.98 8.28 2.78 

预浸过程为将 5%质量浓度的稀硫酸溶液和秸秆以固液比 2:1 的比例进行混合，放置 12 h。pH 测定

方法为称取 1 g 秸秆（干基），加入 20 g 去离子水，用 pH 计测定浆液的 pH 值。 

4.3.3  玉米秸秆中和稀酸能力测定和灰分元素组成测定 

秸秆 pH 值测定初步阐明了灰分中和稀酸的能力，在此基础上，本节通过设计两个

实验来进一步验证秸秆中的灰分对稀硫酸溶液在预浸过程中的吸收能力：（1）用 5%质

量浓度的稀硫酸对秸秆和去离子水的混合物进行滴定操作，将秸秆滴定至 pH 2.4（固液

比 2:1 预浸后秸秆的 pH 值），计算酸用量（图 4.2）；（2）通过检测灰分中所含的元素组

成，分析除尘过程中灰分中元素组成的变化对于稀硫酸中和能力的影响（表 4.4）。 

如图 4.2a 所示，随着秸秆中灰分含量由 9.60%降低至 7.75%、6.79%、5.30%和 4.98%

后，用于滴定 100 g 秸秆的酸用量从 3.70 g、3.75 g 降低至 3.28 g、2.55 g 和 2.05 g，而

在干式稀酸预处理中，预浸 100 g 秸秆需要 2.5 g 硫酸。该实验结果表明秸秆原料的灰分

如果没有被完全去除，大量稀硫酸溶液将被用于中和秸秆灰分中的碱性物质，因而达不

到 2.5%（100 g 干秸秆含有 2.5 g 硫酸）所需的预处理要求。 

图 4.2b 显示了不同尺寸的秸秆对于稀硫酸溶液的中和能力。实验中，首先通过标准

筛分别将未清洗和 100 倍水洗烘干后的秸秆筛分为如下尺寸：大于 10 目（>10 目）、小
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于 10 目大于 20 目（10-20 目）、小于 20 目大于 40 目（20-40 目）、小于 40 目大于 60 目

（40-60 目）和小于 60 目（<60 目）。对于未水洗的秸秆，随着秸秆的尺寸从>10 目减小

到<60 目后，滴定 100 g 秸秆需要的酸用量从 2.63 g 增加至 2.80、3.20、3.73 和 5.93 g；

而对于经过 100 倍水洗后的秸秆，随着秸秆尺寸的减小，滴定 100 g 秸秆所需要的酸用

量同样有所增加，但增加幅度较未水洗秸秆的要小，当秸秆尺寸从>10 目减小到<60 目

后，滴定酸用量从 1.78 g 增加至 2.10、2.33、2.43 和 3.08 g。该实验结果表明，无论是

在经过除尘处理还是未经除尘处理的秸秆，尺寸越小的秸秆吸收酸溶液的能力越强，因

此秸秆中的灰分大部分存在于尺寸较小的秸秆中，即使经过水洗除尘将灰分含量降低一

半之后，这个趋势仍然存在，该结果同样暗示了将秸秆原料粉碎至更小的尺寸并非完全

有利，亦会造成预处理效率的降低。 

 

图 4.2  秸秆吸收酸溶液能力的测定 

Fig. 4.2  Measurement of the adsorbtion capacity of dilute acid by corn stover 

（a）不同灰分含量秸秆酸溶液吸收能力；（b）不同尺寸的未水洗和水洗秸秆酸溶液吸收能力。用

5%质量浓度的稀硫酸溶液滴定不同灰分含量的秸秆，计算 pH 值达到 2.4 时所消耗的酸用量。实验

中用 1 g 秸秆（干基）和 20 g 去离子水后混合后，用酸溶液滴定混合物并同时测定 pH；滴定后消耗

的稀酸用量单位用每 100 g 干秸秆所消耗的酸用量来表示。 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9.60 7.75 6.79 5.30 4.98

H
2
S

O
4

u
s
a

g
e

 (
g
ra

m
s
 p

e
r 

1
0

0
g
 C

S
)

Ash content in corn stover (%, w/w)

(a) 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

<60 40-60 20-40 10-20 >10

H
2
S

O
4

u
s
a

g
e

 (
g
ra

m
s
 p

e
r 

1
0

0
g
 C

S
)

Particle size (mesh/inch2)

  Before washing

  After washing

(b) 



华东理工大学博士学位论文                                         第 49 页 

 

经过滴定实验结果发现，灰分中确实存在能够大量中和稀硫酸溶液的碱性物质，因

此本实验通过测定灰分含量的元素组成，进一步解析灰分中包含的碱性组分。在测定秸

秆中灰分元素组成之前，首先将秸秆置于马弗炉中煅烧，将所有的碳水化合物、蛋白、

脂类等含碳物质全都去除，随后采用扫描电镜/能谱仪测定后的灰分元素组成（表 4.4）。

从表 4.4 中可以观察到，秸秆灰分中包含的元素组成与土壤中的元素组成非常相似，特

别是硅和氧的含量，在土壤中，硅和氧的比例占了 68%，而在不同秸秆的灰分中，硅和

氧所占比例大约在 46-68%，随着除尘强度的增强，硅和氧所占的比例越大，硅和氧的

对应着土壤中的主要成分二氧化硅，意味着灰分来源于土壤。灰分中比较容易形成可溶

性化合物的元素如 K 和 Mg，随着水洗除尘强度的增强而含量大幅减少，而容易形成沉

淀的 Ca 和 Al 则并没有随着水洗强度的增强而减少。这也意味着水洗除尘可以除去灰分

中大部分的可溶性盐类，而不溶或难溶性的化合物则被留在了原料中。本章伊始提到过

灰分分为可提取灰分和结构灰分，可提取灰分是指可以通过各种除尘手段进行提取和分

离，因此此处灰分中的可溶性组分可以算作可溶性组分的一部分，这一部分随着水洗后

液体部分一起从秸秆中脱离，减弱了灰分对酸溶液的吸收作用，增强了预处理的效率。 

表 4.4  秸秆完全煅烧后的灰分元素组成 

Table 4.4  Elemental compositions in the ash of corn stover after complete combustion 

 Si (%) Ca (%) Mg (%) K (%) Al (%) O (%) S (%) P (%) 

土壤中的元素组成 33.23 5.45 2.18 3.17 11.57 34.56 \ \ 

秸秆灰分中的元素组成         

灰分含量 9.60%的秸秆 19.00 13.81 11.94 16.02 1.87 26.84 1.81 2.88 

灰分含量 7.75%的秸秆 25.79 15.31 8.92 11.54 1.60 29.49 2.35 2.67 

灰分含量 6.79%的秸秆 30.48 13.60 8.97 6.72 1.93 32.35 2.07 2.58 

灰分含量 5.30%的秸秆 34.77 11.61 7.55 7.61 0.96 32.64 1.91 1.72 

灰分含量 4.98%的秸秆 32.81 16.11 7.36 2.58 1.31 34.30 1.75 2.63 

表 4.4 中亦可以归结出另一个现象，当水洗强度最大的时候（灰分含量 4.98%），秸

秆中的灰分元素组成与土壤的元素组成最为接近，这也意味着在作物生长阶段，作物与

土壤之间可能存在的一个微妙的平衡：作物在生长过程中吸收土壤中的无机盐作为生长

营养物，另一方面，在农作物废弃物如秸秆、玉米皮、稻壳、小麦麸皮、叶片在生长过

程中亦会通过雨水冲刷、凋落、腐烂等方式，重新将这些元素带入土壤，为作物提供营

养。由于生物炼制工业的需要，大量农作物废弃物从土壤中被收割，会导致二者之间的

元素平衡被打破，进一步影响生态循环，这也是未来工业化规模的生物炼制过程需要纳

入考虑的重要因素。 

4.3.4  同步糖化发酵产乙醇 

为进一步评价预处理的效果，将不同灰分含量的预处理秸秆用于高固体含量（25%
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固含量、15 FPU/g DM 酶用量）的 SSF 过程生产乙醇，物料用于乙醇发酵之前，首先用

A. resinae ZN1 进行生物脱毒降解过程中的抑制物。图 4.3 给出了不同灰分含量的预处理

物料用于同步糖化发酵生产乙醇的结果。从图 4.3 中可以看出，随着秸秆中灰分含量的

降低，同步糖化发酵过程预糖化 12 h 后的糖浓度以及发酵 72 h 后的乙醇得率都有所提

高。12 h 预糖化后的葡萄糖浓度从 44.97 g/L（9.60%灰分含量）增加至 57.06 g/L（7.75%

灰分含量）、58.57 g/L（6.79%灰分含量）、57.38 g/L（5.30%灰分含量）和 66.06 g/L（4.98%

灰分含量），同时 72 h 发酵后的乙醇浓度从 28.52 g/L 增加至 33.64、38.23、38.80、43.03 

g/L，对应的得率分别为 51.74%、66.11%、67.13%、73.52%。 

 

图 4.3  用不同灰分含量的预处理秸秆进行同步糖化发酵产乙醇 

Fig. 4.3  SSF performance using the pretreated CS with different ash content 

预处理秸秆首先经过生物脱毒去除抑制物，随后进入 SSF 过程。SSF 实验条件：25%固含量、15 FPU/g 

DM 酶用量，预糖化过程中温度 50 
o
C、pH 4.8，预糖化 12 h 后以 10%（v/v）接种量接入驯化后的

S. cerevisiae DQ1 种子液，开始 SSF，过程中温度 37 
o
C、pH 5.5。 

在美国可再生能源实验室（NREL）的技术报告中，对原料中的灰分含量指标定为

10%以下，即除尘操作只需使灰分含量降低至 10%以下，就可进入后续的预处理工段
[35,130]。然而，在本章节研究中，即使秸秆中的灰分含量为 9.60%，但是预处理效率依然

处于低水平（纤维素酶解转化率低于 50%），其主要原因在于干式稀酸预处理操作过程
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中超高的固体含量（70%左右）。相比于传统预处理过程中的低固含量（低于 10%），酸

用量的急剧降低，不仅使灰分在固液混合物中所占的比例升高，而且少量的稀酸溶液会

被灰分迅速的中和，进一步减少了稀酸溶液在物料中的渗透作用，降低预处理效率。经

过彻底除尘处理后，秸秆中的灰分含量从 9.60%降低至 4.98%，此时经过 25%固含量同

步糖化发酵生产得到的乙醇得率达到了相对较高的 73.52%，比原始秸秆增加了 42.1%。

结合同步糖化发酵和酶解糖化过程，可以观察到同步糖化发酵过程中纤维素酶酶解步骤

受到的影响大于乙醇发酵步骤受到的影响，充分说明了灰分影响的是预处理秸秆的酶解

性能，而不是酵母发酵的性能。在先前 Yu 等[132]的研究中发现，原料灰分中存在的金属

离子会很大程度上影响纤维素酶的活性，从而抑制了酶解糖化步骤。在本研究中，纤维

素酶也一定程度上受到了灰分中金属离子的影响，但是从预处理秸秆的不溶性以及可溶

性组分含量来看（表 4.2），受到影响的不单单是酶解过程，而是预处理效率的整体降低。

因此，本研究给出了在高固含量稀酸预处理过程中原料除尘操作的重要性，而在一些液

体化学催化剂与木质纤维素原料直接接触的预处理过程中，比如蒸汽爆破、氨纤维爆破、

碱式预处理等，也可能存在同样的现象。 

本章节的研究中，用于秸秆除尘的主要方法是通过大量的水洗，但这种方法由于大

量的用水投入，明显不适用于大规模的工业化生产中。因为在本研究中已经证实了灰分

存在于原料中的小颗粒部分（图 4.2），因此机械振动法和旋风分离法可能更适合工业化

过程的应用，这两种方法与筛分颗粒的原理相似。美国可再生能源实验室在其最新的生

物炼制过程设计方案中，已经将旋风分离法和机械振动法作为固定的除尘方法用于稀酸

预处理前的物料前处理[35]；而加拿大 SunOpta 公司已经设计了机械振动和旋风分离相结

合的方法，用于原料蒸汽爆破预处理之前的除尘步骤中。在这些实践案例中，除尘步骤

可以通过低水耗的过程实现。因此，在未来的工业化生产中，机械除尘法是解决水洗除

尘高水耗的有效方案，而在干式稀酸预处理过程中，机械除尘法替代水洗除尘法能够进

一步降低过程中的用水投入，增强干式稀酸预处理在生产应用中的可持续性。 

4.4  本章小结 

本章的研究重点关注了常被研究者忽视的原料灰分含量对于预处理过程的影响，并

对此展开详细研究。实验结果表明在高固体含量的预处理过程中，灰分含量的升高会导

致预处理效率急剧下降，因此灰分含量必须作为评价预处理原料的一项重要指标，而预

处理前物料的除尘步骤在工业化生物炼制过程中更是不可或缺。本章研究中得到了如下

结论： 

1) 灰分的存在会大幅降低稀酸预处理后秸秆酶解糖化和乙醇发酵的效率。经过除尘的

玉米秸秆，其灰分含量从 9.60%降低至 4.98%，预处理后物料的酶解糖化过程中，

纤维素转化率从 43.30%增加到了 70.99%；而在同步糖化发酵生产乙醇的过程中，
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乙醇得率从 51.74%提高到了 73.52%。预处理效率的大幅度提升说明了灰分含量对

预处理的影响非常大。 

2) 经过稀酸滴定实验发现，原料中的灰分会强烈中和预处理过程中添加的稀硫酸溶液，

降低稀硫酸在预处理过程中的催化作用。根据灰分元素测定，灰分中含有较多的碱

性金属离子，随着水洗强度的增强，一些易形成可溶性盐的离子含量有所降低，使

灰分中和酸溶液的能力减弱，增强预处理的效果。 

3) 无论是彻底清洗还是未清洗的原料，在尺寸越小的原料中含有的灰分含量越高，中

和酸的能力越强。根据这个特点，在工业化过程中可以采用机械振动筛和旋风分离

器除去物料中的微小颗粒，达到除尘效果，进而取代水耗、能耗较高的水洗除尘。 

4) 灰分含量是决定预处理后物料高效生物转化的一个重要前提，因此，灰分含量必须

作为一项评估预处理原料的重要指标。比起预处理反应器以及预处理过程的改进，

原料的灰分控制和除尘操作起到的作用更加明显。本章实验内容也为生物炼制过程

中，木质纤维素原料前处理指标的制定给出了严格的科学依据。 
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第 5 章  Amorphotheca resinae ZN1 快速生物脱毒以及后续在位生产纤维乙

醇的研究 

5.1  引言 

利用木质纤维素原料加工生产纤维乙醇是化石燃料有力的替代品。木质纤维素加工

生产化学品必须通过预处理方法破坏抗性结构，以保证后续的纤维素酶水解产糖和微生

物发酵生产化学品的高效进行[110]。预处理方法包含物理、化学、物理化学方法等，在

催化剂和高温的条件下，木质纤维素中的纤维素、半纤维素和木质素均会进一步降解产

生一些不利于后续酶水解和微生物发酵的抑制性副产物，主要包括呋喃类衍生物如糠醛、

5-羟甲基糠醛(5-HMF)，有机酸如乙酸、甲酸、乙酰丙酸，和各种各样的酚类化合物如

香草醛、4-羟基苯甲醛、丁香醛等[5]。在木质纤维素进一步生物转化前，如何去除这些

抑制物成为了研究的热点。目前用于抑制物脱除的方法包括水洗预处理物料、离子交换

法处理纤维素水解液、石灰过碱化法处理水解液、活性炭吸附等，这些物理化学方法不

仅额外地增加了过程的水耗，而且会产生大量的含有抑制物的废水废渣、额外地废水处

理以及设备、操作成本，降低了木质纤维素加工生产化学品的效率[39,137,138]。 

生物脱毒法是利用微生物代谢抑制物或者特异性酶催化抑制物的转化，消除或降低

抑制物的抑制性[39,40,49]。该过程相比其他脱毒手段具有条件温和、操作成本低、抑制物

降解效率高、低能耗等优点，因此在木质纤维素加工生产化学品的过程中被广泛研究。

微生物脱毒法较酶催化法而言，其降解抑制物的方式以生理代谢为主，脱毒菌体内拥有

较完整的抑制物降解路径，因而其能够较彻底的降解各类抑制物，比起酶催化过程更具

实用性，所以也成了当今脱毒研究的热点。目前报道的可以用于微生物脱毒过程的微生

物中，包括了细菌、酵母、丝状真菌、白腐真菌等，这些微生物都可以特异降解单种或

广谱地应用于各类抑制物的降解过程中。其中，部分研究通过在合成培养基中添加的单

个或数个抑制物，研究微生物对于抑制物的耐受性和代谢机制[65,77,78,96]。另一类研究则

直接将微生物脱毒应用降解预处理后木质纤维素的含有的抑制物，随后将脱毒完的固体

或液体应用于后续产品发酵过程。而在后者的研究中，Palmqvist 等 [80]用里氏木霉

（Trichoderma ressi）对半纤维素水解液进行同步脱毒和产酶的研究；Lopez 等[82]从富含

糠醛的土壤中筛选得到丝状真菌 Coniochaeta ligniaria，能够有效降解木质纤维素水解液

中呋喃类衍生物、有机酸和酚类化合物[94]，并且将该生物脱毒过程应用于各种不同的生

物质水解液或发酵菌株生产乙醇[13,83,84]；Fonseca 等[87]利用酵母 Issatchenkia occidentalis 

CCTCC M 206097 对各种木质纤维素水解液中的糠醛、羟甲基糠醛、丁香醛和阿魏酸进

行降解，降解率都高于 60%，但脱毒之后并没有进一步的发酵应用；Zhang 等[89]筛选得
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到 Enterobacter sp. FDS8 能够高效降解油棕榈空果串水解液中的糠醛和羟甲基糠醛，保

证后续乳酸发酵的正常进行。这些研究中，比较典型的特点是脱毒的体系多为木质纤维

素预处理后得到的水解液部分，通常需要经过固液分离后得到，而为了降低发酵后产物

分离的操作成本，越来越多的发酵过程倾向于高固体含量体系（15-30%以上）[15]，也就

要求提高预处理过程中的固体含量，同时也意味着生物脱毒过程也必须适用于高固体含

量的体系。 

为了解决高固体含量下的脱毒问题，Zhang 等[85]从霉变的稀酸预处理秸秆中筛选得

到一株丝状真菌 Amorphotheca resinae ZN1，能够直接在预处理后的固体物料（固含量

约 50%）中以固态培养的形式进行生物脱毒，降解稀酸预处理玉米秸秆中的糠醛、羟甲

基糠醛和乙酸的同时，保留了大量固体纤维素组分，并应用于高固体含量下乙醇、油脂

以及乳酸的同步糖化发酵过程[38,107,112]。但是，在实现对固体物料脱毒的过程中，A. 

resinae 需要花费至少 4-7 天的脱毒周期，才能够将糠醛、羟甲基糠醛完全降解，降低了

生物炼制过程的整体效率。其原因主要在于 A. resinae 所在的固态生物脱毒过程中，反

应器内缺乏有效的混合作用，弱化了过程的传质和传热，造成反应体系不均一；另一方

面，A. resinae 为好氧菌，固态培养过程中并没有针对霉菌的溶氧调控措施，因此菌体在

抑制物的代谢方面速率有所减缓。 

针对先前研究中 A. resinae 降解抑制物时间周期长的问题，本研究尝试对固态脱毒

加速。在文献报道的真菌固态培养生产纤维素酶以及微生物预处理的过程中，通过对反

应体系的加湿[139]、有效的通气措施[140]、增加固体搅拌[141]等手段均可以增加真菌在固

态基质上的生长代谢和产酶，而这些手段也有可能对固态生物脱毒过程起到促进作用，

另一方面，Ran 等[95]在研究该菌种代谢抑制物的过程中，发现通气增加过程中的溶氧能

够有效提速糠醛、羟甲基糠醛的代谢，因此在过程中增加通气和溶氧是一个可靠的加速

生物脱毒的手段。本研究将干式稀酸预处理玉米秸秆的固态生物脱毒过程转移至可处理

高固含量混合的螺带搅拌桨生物反应器中，在通气条件下对 A. resinae ZN1 降解抑制物

的行为进行了研究。结果表明，在适量通气条件下，预处理玉米秸秆物料中的糠醛、羟

基甲糠醛和乙酸只需要 36 h 即可完成快速降解，后续高固体含量 SSF 过程生产的乙醇

浓度、乙醇产率与传统脱毒 4天后发酵结果相当，即快速脱毒时间缩短到常规脱毒的 1/3，

大幅增加了整体生物炼制的速率。快速脱毒期间，葡萄糖和木糖在抑制物降解阶段都消

耗非常有限，同时在抑制物降解阶段菌体的生长缓慢。基于这个特点，木糖可以在脱毒

结束时得到保留，提高了生物炼制的综合效率。 

5.2  材料与方法 

5.2.1  材料与菌种 

玉米秸秆于 2012 年秋季收获自河南郸城，秸秆经过水洗除尘、105 
o
C 烘干后密封



华东理工大学博士学位论文                                         第 55 页 

 

储存备用。干式稀酸预处理是将玉米秸秆和 5%质量分数的稀硫酸溶液以固液比 2:1 的

比例，并流加入螺带搅拌式预处理反应器中，开始预处理操作。由于预处理过程更换了

可以持续供给蒸汽的蒸汽发生器，因此预处理条件得到了进一步的降低，本章所用的秸

秆预处理条件为 175 
o
C、2.5%酸用量、5 min 反应时间、50 rpm 搅拌转速（2.5%预处理

秸秆）。用 4%质量分数的稀硫酸溶液与玉米秸秆以固液比 2:1 加入反应器内进行预处理

后，得到了 2%预处理秸秆。 

生物脱毒菌种 Amorphotheca resinae ZN1（CGMCC 7452）筛自稀酸预处理秸秆[85]，

保藏于 4 
o
C冰箱的PDA斜面。乙醇发酵菌种 Saccharomyces cerevisiae DQ1（CGMCC2528）

是经过筛选诱变得到的可耐受高温和抑制物的酿酒酵母[113]，保藏于-80 
o
C 冰箱甘油管中，

酵母的培养过程以及驯化同 2.2.2。纤维素酶是由尤特尔公司提供的 Youtell 6#纤维素酶，

滤纸酶活为 135 FPU/g，纤维二糖酶活 344 CBU/g，蛋白含量 90 mg/g。 

5.2.2  固态生物脱毒过程 

用无菌水制备 A. resinae ZN1 孢子悬浮液 20 ml，接入 200 g 已调 pH 至 5.5 的 2%预

处理秸秆中（20%质量浓度的 Ca(OH)2 调节），接种量 10%（v/w），作为生物脱毒的种

子，于 28 
o
C 下培养，待菌丝生长旺盛且抑制物消耗完全后，以 10%（w/w）接种量转

接至已经调节 pH 的 2.5%预处理秸秆中，进行固态培养，过程中取样测定抑制物的消耗

情况，并冷冻保存物料，用于后续的高固体含量的同步糖化发酵过程。 

5.2.3  同步糖化发酵过程 

将 5.2.2 中的经过不同时间脱毒处理的秸秆不经过灭菌处理，与乙醇发酵营养盐溶

液以 30%固含量混合后，加入 5 L 螺带搅拌式生物反应器[22]，并添加 15 FPU/g DM 的酶

用量(蛋白含量 10 mg/g DM)，预糖化 12 h 后，接入驯化后的酿酒酵母 DQ1，开始同步

糖化发酵。预糖化过程为 50 
o
C、150 rpm 搅拌转速、pH 4.8；同步糖化发酵过程为 37 

o
C、

150 rpm 搅拌转速、pH 5.5。发酵过程定时取样，测定糖类消耗以及乙醇生产。 

5.2.4  在位快速脱毒和发酵 

在 5 L 螺带式生物反应器中加入 900 g 2.5%预处理秸秆，并同时用 Ca(OH)2 溶液调

节 pH 至 5.5，搅拌转速 50 rpm，混合 3 min 后，以 10%接种量接入在 2%预处理秸秆中

培养的 A. resinae 种子 90 g，混合 90 s 后停止搅拌，向反应器中通入无菌空气，过程中

定时取样分析，取样前用 50 rpm 搅拌转速混合 90 s，取出 5 g 左右固体样品，加入 50 g

左右去离子水中，在摇床 180 rpm 转速下混合 1 h 后，取出悬浮液离心取上清进行组分

分析。通过调节在位脱毒过程中的通气速率以确定最佳的快速脱毒条件，通气速率调节

如下：0、50、75、100、150 和 200 L/h，900 g 物料与 90 g 种子物料在发酵罐中的体积

约为 2.5 L，对应每分钟单位体积的通气量约为 0、0.33、0.50、0.67、1.00 和 1.33 VVM，

VVM 被定义为每分钟每升秸秆固体中的通气量。脱毒 36 h 后，直接在同一反应器中加

入营养盐溶液、纤维素酶开始预糖化以及后续的同步糖化发酵过程。 
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5.2.5  A. resinae 在合成培养基以及生物脱毒过程中生长研究 

用无菌水制备 A. resinae ZN1 孢子悬浮液，接种于种子培养基中，培养基成分包括

2 g/L KH2PO4、1 g/L (NH4)2SO4、1 g/L MgSO4·7H2O、1 g/L 酵母粉和 0.5 g/L CaCl2，其

中碳源为 20 g/L 葡萄糖或 20 g/L 木糖，pH 自然，28 
o
C 培养 5 天形成菌膜后，以 10%

（v/v）接种量将菌丝接入相同组分的发酵培养基中，培养基中加入 1 g/L 糠醛。在糠醛

作为唯一碳源的发酵过程中，培养基中不添加酵母粉和糖类，接种前用等体积的无菌水

清洗菌膜后，以 10%接种量接入发酵培养基中。菌体干重采用真空抽滤法进行测定，抽

滤后滤纸与菌丝在 105 
o
C 烘箱内烘干 12 h 后测定质量，减去滤纸质量即为菌体干重，

并换算为浓度单位 g/L。 

快速生物脱毒过程中菌体的生长通过环境扫描电子显微镜（Quanta 250，FEI Co.，

美国）进行观察，不同脱毒时间节点的预处理秸秆直接置于显微镜下进行表面观察，通

过显微镜图片显示菌体在快速脱毒过程中的生长情况。 

5.2.6  分析方法 

糠醛、糠醇采用装配YMC-ODS-C18色谱柱（150 mm×4.6 mm）的HPLC（LC-20AT，

岛津，日本）进行测定，检测器为 SPD-20A 紫外检测器，检测条件：柱温 35 
o
C，检测

波长 220 nm；流动相为 50%配比的乙腈和超纯水，进行等度洗脱，流速 1 ml/min。羟甲

基糠醛、羟甲基糠醇测定方法采用装配 YMC-ODS-C18 色谱柱（150 mm×4.6 mm）的

HPLC（LC-20AT 泵，SPD-20A 紫外检测器，岛津，日本）进行分析，检测条件：柱温

35 
o
C，检测波长 230 nm；初始流动相为 5%乙腈水溶液，流速 0.6 ml/min，采用梯度洗

脱进行测定；0-15 min 流动相配比由 5%乙腈升至 100%乙腈；15-20 min，流动相配比由

100%乙腈降至 5%乙腈；20-30 min 用 5%乙腈水溶液平衡。酚类化合物的测定采用装配

YMC-ODS-C18 色谱柱（150 mm×4.6 mm）的 HPLC（LC-20AT 泵，SPD-20A 紫外检测

器，岛津，日本）进行分析，检测条件：柱温 35
 o

C，检测波长 270 nm；初始流动相为

纯乙腈和 0.1%甲酸水溶液以 1:9 配比进行混合，流速 1 ml/min，0-4 min 流动相为 10%

乙腈，4-5 min 乙腈浓度升至 35%，5-20 min 保持 35%乙腈浓度进行洗脱，20-30 min 乙

腈浓度由 35%降至 10%并重新平衡。糖类、乙醇、有机酸采用装有 Bio-rad Aminex 

HPX-87H 色谱柱（300 mm×7.8 mm）的 HPLC（LC-20AD 泵，RID-10A 示差折光检测

器）进行分析，流动相为 5 mM 稀硫酸溶液，流速 0.6 ml/min。所有样品都经过稀释并

使用 0.22 μm 滤膜过滤后进行检测。 

5.3  结果与讨论 

5.3.1  固态生物脱毒过程抑制物代谢研究 

利用 A. resinae 固态生物脱毒作为一种降解预处理物料中抑制物的常规手段，已经

在生物炼制生产乙醇、乳酸、油脂等化学品中应用。本部分重点在于解析预处理后玉米
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秸秆生物脱毒过程中的抑制物代谢情况以及后续对乙醇生产的影响。将生长于预处理秸

秆中的 A. resinae 种子以 10%接种量接种至装有 2 kg 预处理秸秆的塑料盒中，混匀后开

始固态生物脱毒过程。 

  

  

 

图 5.1  固态脱毒过程中的抑制物代谢情况 

Fig. 5.1  Inhibitor degradation in solid state biodetoxification 

脱毒条件：28 
o
C、pH 5.5、接种量 10% (w/w)，塑料盒中静置培养，过程中没有搅拌。(a)糠醛代谢；

(b) 5-羟甲基糠醛代谢；(c)乙酸代谢；(d)酚类化合物代谢；(e)葡萄糖和木糖。 

图 5.1 为传统固态脱毒过程中各类抑制物和糖类的代谢情况。首先，糠醛从脱毒菌
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中接入后即开始降解，经过 1天后降解至原先浓度的一半，同时糠醇以对应的浓度生成，

羟甲基糠醛和乙酸开始缓慢降解；脱毒 2 天后，糠醛浓度由初始的 5.34 mg/g DM 降低

至 0.40 mg/g DM，生成 5.42 mg/g DM 浓度的糠醇。同时羟甲基糠醛和乙酸的代谢加快，

羟甲基糠醛代谢生成其对应的代谢产物羟甲基糠醇，而乙酸的代谢过程中并没有检测出

对应的代谢产物；至脱毒 3 天后，糠醛降解完全，4 天后，乙酸降解完全，5-羟甲基糠

醛浓度由降低至 0.02 mg/g DM。随着脱毒过程继续进行，糠醇和羟甲基糠醇逐渐被 A. 

resinae 降解，生成相应的糠酸和羟甲基糠酸。糠酸浓度升至 0.31 mg/g DM 后随即被降

解，但羟甲基糠酸浓度积累至 1.00 mg/g DM，直至脱毒 15 天后，仍然没有被降解。在

稀酸预处理秸秆中含量最多的三种抑制物，糠醛的降解最优先，并对应生成糠醇以及糠

酸。羟甲基糠醛和乙酸的代谢在糠醛浓度降低至一半后，其代谢速率加快，羟甲基糠醛

生成对应的羟甲基糠醇（2,5-呋喃二甲醇）和羟甲基糠酸。 

图 5.1d 监测了预处理秸秆中所含有的三种酚类化合物——香草醛、丁香醛和 4-羟

基苯甲醛，在固态脱毒过程中的降解，这三种抑制物对于微生物发酵以及纤维素酶糖化

过程有一定的抑制作用，但在干式稀酸预处理后的玉米秸秆中，这三种酚类化合物的浓

度比糠醛、羟甲基糠醛和乙酸的浓度都要低。在脱毒过程中，浓度最低的 4-羟基苯甲醛

持续降解，而香草醛和丁香醛在脱毒前 2 天出现了浓度上升的现象，脱毒 3 天后，两种

化合物被逐渐降解。该现象可能是由于酚类复杂的代谢机制，使得预处理物料中的一些

其他酚类物质经过 A. resinae 代谢后，产生了额外的香草醛和丁香醛，随后再被进一步

降解。固态脱毒过程中，除了持续降解的 4-羟基苯甲醛外，香草醛和丁香醛的降解始于

脱毒 3 天后（糠醛被彻底降解的时间点）。在对抑制物降解的研究中，5-羟甲基糠醛、

乙酸和酚类化合物的代谢与糠醛的降解紧密相关，暗示着糠醛可能是 A. resinae 代谢抑

制物过程中的限制因素。 

另一方面，当脱毒过程进行到 4 天的时候，即糠醛、羟甲基糠醛和乙酸都被降解完

全后，A. resinae 开始大量利用秸秆中的葡萄糖和木糖（图 5.1e）。在脱毒 3 天时，糠醛

降解完全，葡萄糖消耗约为 1.4 mg/g DM，木糖消耗约为 14 mg/g DM。从脱毒第 4 天开

始至脱毒 15 天结束，抑制物完全降解，葡萄糖共消耗了约 5.0 mg/g DM，而木糖共消耗

了约 75 mg/g DM，这个过程中，A. resinae 的菌丝和孢子生长旺盛，葡萄糖和木糖在抑

制物完全降解后，为菌体生长提供了碳源。过多的木糖消耗降低了脱毒过程的效率，并

且固态过程中难以兼顾木糖的保留和抑制物的脱除。 

随后经过不同脱毒天数的预处理秸秆被用于高固体含量下同步糖化发酵生产乙醇，

评价脱毒效率。糖化发酵过程中固体含量 30%，酶用量 15 FPU/g DM，预糖化 12 h 后

以 10%接种量接入驯化后的酿酒酵母 DQ1，结果如图 5.2 所示。从图 5.2 中看出，未经

脱毒处理的预处理秸秆，预糖化水解液中糠醛浓度达到 0.75 g/L、羟甲基糠醛浓度达到

0.53 g/L、香草醛浓度达到 0.57 g/L、丁香醛浓度 0.26 g/L，此时纤维素酶的酶解过程和



华东理工大学博士学位论文                                         第 59 页 

 

乙醇发酵都受到了严重抑制，预糖化后的葡萄糖浓度只有 41.99 g/L，72 h 后的乙醇浓度

只有 5.31 g/L。经过一天脱毒后，预糖化醪液中的糠醛浓度降低至 0.35 g/L（图 5.2a），

糖化和发酵过程皆可正常进行，预糖化后醪液中葡萄糖浓度达到 71.57 g/L，最终乙醇浓

度达到 46.16 g/L。此时醪液中的羟甲基糠醛浓度达到 0.44 g/L，而香草醛和丁香醛浓度

分别达到 0.45 g/L 和 0.19 g/L，说明这些抑制物的存在相比糠醛而言，对于酶解和发酵

的抑制作用并不明显。随着生物脱毒时间的延长，预糖化醪液中的各类抑制物逐渐降低

（图 5.2a、5.2b），同时高固体含量下的纤维素酶糖化能力逐渐增强，乙醇发酵性能也逐

渐增强。脱毒时间从 0 天延长至 1、2、3、4、5、7、9、12、15 天的时候，预糖化醪液

中的葡萄糖浓度从 41.99 g/L 升高至 71.57、71.52、74.27、81.13、79.28、82.47、81.25、

83.01、91.31 g/L（图 5.2c），而 72 h 后乙醇浓度从 5.31 g/L 增加至、46.16、46.85、47.88、

50.00、51.07、50.41、52.33、53.88 g/L。由此可见，未经脱毒的秸秆显示出了对酶解和

发酵过程的巨大抑制作用，其中最主要的抑制作用来源于糠醛，一旦糠醛浓度降低，酶

解过程和酵母发酵乙醇过程均可正常进行，即使在其他强抑制作用的抑制物存在（5-羟

甲基糠醛和酚类物质）。 
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图 5.2  利用经过不同时间脱毒的玉米秸秆同步糖化发酵生产乙醇。 

Fig. 5.2  SSF for ethanol production using the detoxified corn stover with different day 

SSF 条件：30%固含量、15 FPU/g DM 酶用量,酵母接种量 10% (v/v)。（a）预糖化 12 h 后的糖化液中

呋喃类和乙酸浓度；（b）预糖化 12 h 后糖化液中的酚类化合物含量；（c） SSF 过程中糖耗情况和乙

醇发酵情况；（d） SSF 过程 20 h 时的葡萄糖糖耗速率和乙醇产率；（e）预糖化液中的木糖浓度。 

另一方面，除了乙醇浓度随着抑制物的降解缓慢提高，预糖化后 8 h 时的葡萄糖消
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耗和乙醇产率也逐渐加快（图 5.2d），相比于乙醇浓度，发酵速率对于抑制物更加敏感。

当脱毒时间从 0 天增加至 5 天时，发酵前 8 h 的糖耗速率由 0.45 g/L/h 增加至 2.69、3.27、

4.74、6.59 和 6.60 g/L/h，继续延长脱毒时间，发酵过程的糖耗速率基本持平，而脱毒

15 天后，发酵过程糖耗速率达到 7.39 g/L/h；乙醇产率从 0.39 g/L/h 增加至 1.27、1.60、

2.12、2.72、2.90 g/L/h（脱毒天数从 0 增加至 1、2、3、4、5 天）后，继续延长脱毒时

间，产率基本保持平稳。预糖化液中的木糖浓度随着脱毒时间的延长而有所降低，这个

结果与秸秆（图 5.1e）中的趋势一致。从同步糖化发酵生产乙醇的结果来看，虽然羟甲

基糠醛和乙酸的抑制性弱于糠醛，但醪液中残存的 5-羟甲基糠醛和乙酸会降低酵母的发

酵速率；而四种呋喃醛的代谢产物（糠醇、糠酸、羟甲基糠醇、羟甲基糠酸，图 5.1a

和 5.1b）和酚类化合物的存在，并没有对发酵过程造成抑制性影响。 

综合脱毒和乙醇发酵两个过程来看，螺带搅拌预处理的秸秆最佳脱毒时间是 4 天，

即糠醛、羟甲基糠醛和乙酸代谢完全，该时间节点不仅得到了较高的乙醇浓度（50.00 

g/L），同时由于羟甲基糠醛和乙酸的代谢完全，发酵速率有较大地提升，但此时木糖已

经开始消耗，如图 5.1e 和 5.2e 所示。虽然脱毒原料中的纤维素得到了很好的保留，但

木糖的损失依然造成了整个过程效率的下降。木糖被菌体大量消耗的原因可能在于较大

体系的固态脱毒过程中缺乏有效混合传质，使菌体代谢抑制物和糖类的过程中存在局部

效应，即有些部位菌体量较大，其代谢抑制物速率快，并较早地利用木糖，而代谢慢的

部位则仍然有抑制物的残留，这一特性还造成了抑制物完全降解的周期较长。低速率、

高木糖损失这两大缺点使得该过程难以进一步应用于放大规模的脱毒过程。 

5.3.2  通气条件下 A. resinae 的快速生物脱毒 

Ran 等[95]在解析 A. resinae 对糠醛、羟甲基糠醛的代谢实验中，发现在液体培养基

中增加通气作用，能够有效促进液体培养基中糠醛和羟甲基糠醛的降解效率，因此相比

于其他促进固态培养过程的手段[139,141]，增加溶氧更加适合 A. resinae 的固态脱毒过程；

另一方面，因为过程中需要增加传质混合，所以本研究将固态生物脱毒过程转移至 5 L

螺带搅拌生物反应器内进行。实验中在反应器中加入 900 g 预处理秸秆（pH 值 5.5），随

后以 10%接种量（w/w）接入固态培养的 A. resinae 种子，低速率短时搅拌混匀，通入

无菌空气，测试通气速率对生物脱毒速率的影响。实验中设定了六个通气通气量：0 L/h、

50 L/h、75 L/h、100 L/h、150 L/h 和 200 L/h，装载的秸秆和种子所占反应器体积约为

2.5 L，换算为通气速率单位分别为 0、0.33、0.50、0.67、1.00、1.33 VVM。图 5.3、图

5.4、图 5.5 分别描述了带有通气的生物脱毒过程中抑制物以及糖类的代谢情况。 
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图 5.3  不同通气速率下 A. resinae ZN1 在预处理秸秆中呋喃醛类代谢研究 

Fig. 5.3  Furans’ conversion in the pretreated corn stover by A. resinae ZN1 under different aeration rate 

脱毒条件：28 
o
C、pH 5.5，过程中不搅拌，取样前 50 rpm 搅拌 90 s 用于混合，通气速率单位 VVM。

(a)糠醛代谢；(b)糠醇代谢；(c)糠酸代谢；(d) 5-羟甲基糠醛代谢；(e)羟甲基糠醇代谢；(f)羟甲基糠

酸代谢。 

从图 5.2a 中可以看出，当通气速率设为 0.33 VVM 时，A. resinae 可以将秸秆中糠醛

在 56 h 完全降解，当通气速率增加至 0.50 VVM 后，糠醛在 48 h 内降解完全，进一步

增加通气速率至 0.67 VVM，糠醛在 36 h 内降解完成；而当通气速率增加至 1.00 VVM
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和 1.33 VVM 后，A. resinae 糠醛都可以在 30 h 完全降解，增加脱毒过程中的氧气供应，

糠醛的降解速率被大幅提升。当脱毒进行到 36 h 时，随着通气量的增加，糠醛浓度分别

从 0.15 mg/g DM 降低至 0.15、0.24、0.02、0.00 和 0.00 mg/g DM。相反，在没有氧气供

给的过程中（0 VVM），糠醛降解过程进行缓慢。在该实验结果中可以观察到另一个现

象，糠醛前 18 h 内的降解速率在不同通气条件下基本类似，但是当脱毒继续进行后，糠

醛的代谢速率随通气速率的增加而提升，说明在脱毒过程中，氧气供给直接影响糠醛后

期的代谢速率，从而影响后续其他抑制物的降解。通过糠醛代谢加速的现象来看，增加

氧气供给确实是脱毒加速的一个重要因素。 

糠醇的生成速率亦随着通气量的增加而提升（图 5.3b、5.3c），但是最大生成量逐渐

降低。不同通气量下，糠醇的生成量分别为 4.90 mg/g DM（0 VVM、80 h）、5.05 mg/g DM

（0.33 VVM、36 h）、4.86 mg/g DM（0.50 VVM、36 h）、4.65 mg/g DM（0.67 VVM、30 

h）、4.47 mg/g DM（1.00 VVM、24 h）和 4.20 mg/g DM（VVM、30 h）。另外，糠酸的

生成速率有所增加，在 36 h 内分别达到 0.09 mg/g DM（0 VVM）、0.44 mg/g DM（0.33 

VVM）、0.57 mg/g DM（0.50 VVM）、0.46 mg/g DM（0.67 VVM）、0.52 mg/g DM（1.00 

VVM）和 0.75 mg/g DM（1.33 VVM）。糠醇最大生成量的降低与糠酸生成量的增多，

说明氧气供给加速了糠醇转化为糠酸的过程。结合图 5.3a 中的糠醛代谢可以看出，18 h

是糠醛降解速率出现差异的时刻，而此时正是糠醇向糠酸转化速率加快的时间点。这个

现象暗示着在糠醛代谢的过程中，氧气增加促进了糠醇向糠酸转化的加速，从而促进了

糠醛代谢的加速。 

羟甲基糠醛的代谢始于糠醛浓度降解至初始浓度一半的时刻（图 5.3a、5.3d）。在没

有通气的情况下，由于糠醛降解的减慢，羟甲基糠醛到了 96 h 后仍然有一定残留；当通

气从 0.33 VVM 增加至 1.33 VVM 后，羟甲基糠醛分别在 56 h、42 h、42 h、36 h 和 36 h

完全降解。羟甲基糠醛的代谢起点和速率极大程度地受到了糠醛降解的制约，这点与传

统固态脱毒相似。羟甲基糠醛在通气加速的条件下，其向羟甲基糠醇的转化速率亦有所

加快（图 5.3e），但是继续向羟甲基糠酸转化的过程中，加速并不明显，羟甲基糠酸在

后续脱毒过程中仍然有积累。 

图 5.4 显示了不同通气量下，脱毒过程中酚类化合物和乙酸的降解情况。在过程中

增加氧气供给后，酚类化合物的降解与固态脱毒过程相类似，香草醛和丁香醛浓度有先

增长后降低的趋势，4-羟基苯甲醛保持持续降解，当脱毒经过 36 h 后，即糠醛浓度低于

1 mg/g DM 后，香草醛和丁香醛开始降解，随着通气量的增加，降解速率略有提升，但

并不明显。脱毒进行到 96 h 后，酚类物质浓度都降低至 0.3 mg/g DM 以下。图 5.4d 描

述了乙酸在通气脱毒过程中的降解情况，其代谢的趋势与固态脱毒过程中相似，都是在

糠醛浓度降低至初始的一半时开始进行代谢。随着糠醛降解速率的加快，乙酸的降解速

率也有所加快。在没有通气的脱毒对照实验中，酚类和乙酸的降解都处于停滞状态。 
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图 5.4  不同通气速率下 A. resinae ZN1 在预处理秸秆中酚类和乙酸代谢研究。 

Fig. 5.4  The metabolism of phenolics and acetate in the pretreated corn stover by A. resinae under 

different aeration rate 

脱毒条件：28 
o
C、pH 5.5，过程中不搅拌，取样前 50 rpm 搅拌 90 s 用于混合，通气速率单位 VVM。

(a)香草醛；(b) 4-羟基苯甲醛；(c)丁香醛；(d)乙酸。 

与传统固态脱毒过程现象不同，在生物反应器内的通气脱毒过程中，葡萄糖和木糖

的代谢是在三种抑制物都降解完全后才开始大量降解，尤其是木糖（图 5.5a、5.5b），其

降解与糠醛、羟甲基糠醛和乙酸的代谢密切相关。在 36 h 时，三种抑制物降解完全后，

葡萄糖首先被利用，但利用量较少。当脱毒进行到 96 h 后，葡萄糖一共消耗了约 10 mg/g 

DM 左右；在 42 h 后，木糖的消耗量有所增加，在 96 h 的通气脱毒过程中，木糖的消

耗则在 40 mg/g DM 左右。通气脱毒过程中木糖的总消耗相比于传统固态脱毒而言较少，

说明反应器中的间歇搅拌作用，能够增强菌体和秸秆在反应器中的混合传质，有效消除

了菌体在固态体系中的局部代谢效应，减少了菌体对木糖的消耗。结合抑制物代谢和糖

类消耗的结果来看，通气脱毒过程中，菌体开始利用木糖的时间点受到抑制物的代谢情

况所制约，这意味着可以在快速脱毒过程中同时实现木糖保留与抑制物脱除。 
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图 5.5  不同通气速率下 A. resinae 在在预处理秸秆中糖类代谢研究 

Fig. 5.5  The metabolism of sugars in the pretreated corn stover by A. resinae under different aeration rate 

脱毒条件：28 
o
C、pH 5.5，过程中不搅拌，取样前 50 rpm 搅拌 90 s 用于混合，通气量单位 VVM。

（a）葡萄糖；（b）木糖。 

图 5.6 总结了通气脱毒 36 h 后秸秆中残余的抑制物和糖类。在脱毒 36 h 时刻，随

着通气速率的加快，秸秆中抑制物的残余量逐渐降低，至 1.00 VVM 以上的通气速率，

糠醛、羟甲基糠醛和乙酸能够被完全降解；并且该时刻下，菌体还未开始大量代谢木

糖。因此，通气速率 1.00 VVM、脱毒 36 h 达到了生物脱毒终点的脱毒效果。然而，

在快速脱毒 36 h 的时间点上，呋喃醛类的代谢产物——糠醇、羟甲基糠醇，其累积量

高于传统固态脱毒 4 天时的累积量；同样，酚类物质在 36 h 的脱毒时间内尚未有效降

解，其浓度亦高于传统固态脱毒 4 天时的浓度。这些抑制物的存在是否会对后续乙醇

发酵造成抑制作用，有待进一步的评价。 
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图 5.6  不同通气速率下生物脱毒 36 h 后抑制物和糖类的含量 

Fig. 5.6  Content of inhibitors and sugars at 36 hours’ biodetoxification under different aeration rate 

脱毒条件：28 
o
C、pH 5.5。样品取自不同通气速率（0、0.33、0.50、0.67、1.00、1.33 VVM）脱毒

过程中 36 h 时的脱毒秸秆。(a) 糠醛、糠醇和糠酸；(b) 羟甲基糠醛、羟甲基糠醇和羟甲基糠酸；(c)

香草醛、4-羟基苯甲醛和丁香醛；(d)乙酸；(e)葡萄糖和木糖。 

5.3.3  同步糖化发酵生产乙醇评价快速脱毒 

将不同通气速率下快速脱毒预处理秸秆经过 36 h 的快速生物脱毒之后，直接在同一

反应器内进行后续同步糖化发酵生产乙醇，评价脱毒效率，同步糖化发酵固含量 30%，

纤维素酶用量 15 FPU/g DM，预糖化 12 h。图 5.7 为快速生物脱毒耦合后续乙醇同步糖

化发酵过程的结果。如图 5.7a 和 5.7b 所示，经过 12 h 的预糖化后，不通气脱毒的秸秆

在水解后，仍然残留了较多的抑制物，其中糠醛浓度为 0.48 g/L、5-羟甲基糠醛浓度为

0.57 g/L、乙酸浓度为 7.66 g/L、香草醛浓度为 0.39 g/L、丁香醛浓度为 0.17 g/L。由于

抑制物的残留，S. cerevisiae DQ1 同步糖化发酵生产乙醇的过程也受到了一定的抑制，

发酵速率和乙醇浓度都有所降低（图 5.7c 和 5.7d）；而随着通气速率增大至 0.33、0.50、

0.67、1.00 和 1.33 VVM，糠醛浓度快速下降，乙醇发酵性能大幅改善，发酵 72 h 后的

乙醇浓度分别达到 49.55、50.12、49.03、48.56、49.72 g/L。而发酵过程中木糖都没有消

耗，得到了较好的保留（图 5.7），由于酿酒酵母 DQ1 无法消耗木糖，木糖保留说明 A. 

resinae 在糖化发酵过程中失去了菌体活性，因此脱毒耦合在位糖化发酵的模式是可行的。 
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图 5.7  A. resinae 在不同通气速率条件下脱毒后同步糖化发酵过程 

Fig. 5.7  SSF using the detoxified corn stover by A. resinae under different aeration rate 

同步糖化发酵条件：30%固含量、15 FPU/g DM 酶用量、150 rpm 转速；预糖化 12 h、50 
o
C、pH 4.8；

SSF：酿酒酵母接种量 10%、37
 o
C、pH 5.5。(a) 预糖化 12 h 后水解液中抑制物的含量；(b) 预糖化

12 h 后水解液中乙酸的含量；(c)葡萄糖消耗；(d)乙醇生产；(e)木糖变化趋势；(f) 发酵前 8 h 的葡萄

糖消耗速率和乙醇产率。 

与固态脱毒物料的乙醇发酵过程相似，增加氧气促进了脱毒过程中抑制物的降低，
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提升了酵母的发酵速率（图 5.7f），当通气量从 0 增加至 1.33 VVM 后，乙醇产率分别由

0.68 g/L/h 增加至 1.59、2.14、2.34、2.07 和 2.42 g/L/h。综合发酵 72 h 后的乙醇浓度以

及乙醇产率来看，经过 36 h 通气脱毒处理的预处理秸秆，得到了与固态脱毒 4 天的秸秆

相类似的结果（81.13 g/L 葡萄糖，50.00 g/L 乙醇以及 2.72 g/L/h 乙醇产率），同时醪液

中的木糖得到更多的保留（图 5.5d、5.6e、5.7e）。另一方面，在快速脱毒 36 h 后残留的

呋喃醛类的代谢产物以及酚类物质，并没有对乙醇的发酵产生明显的抑制作用，因此快

速脱毒过程只需要考虑将预处理秸秆中的糠醛、乙酸和 5-羟甲基糠醛快速降解，作为快

速生物脱毒的终点。结合对这些因素的考量，1.00 VVM 通气速率、36 h 的脱毒时间是

适合 A. resinae ZN1 在反应器内快速生物脱毒的条件，并在后续脱毒研究中继续沿用这

个条件。 

5.3.4  改变糠醛含量对快速生物脱毒的影响 

糠醛是预处理过程中由半纤维素在高温下降解产生的抑制物，其浓度最容易受到预

处理条件改变而发生变化。而快速脱毒以及后续发酵过程都受到了糠醛浓度的制约，快

速生物脱毒的性能也可能会受到糠醛浓度的改变而受到影响，因此本节研究在于测试糠

醛浓度的变化对于快速生物脱毒的影响。 

图 5.8 显示了利用 A. resinae ZN1 对不同糠醛含量的秸秆进行快速生物脱毒以及同

步糖化发酵的结果。实验中保持预处理秸秆中其他抑制物浓度不变，人为调节初始糠醛

浓度至 5 个梯度，分别为 2.93、4.77、7.32、9.37、11.79 mg/g DM。随后接入 A. resinae

种子进行快速脱毒。随着糠醛浓度的上升，快速脱毒 36 h 后糠醛残留的浓度越来越高，

糠醇的转化量逐渐减少，当糠醛浓度由 2.93 增加至 11.79 mg/g DM 后，糠醛被菌体转化

为糠醇的转化率分别为 99.97%、95.70%、73.20%、31.50%和 35.15%（图 5.8a 和 5.8b）；

同时 5-羟甲基糠醛的代谢逐渐减慢，当预处理秸秆中的糠醛浓度增加到 7.32 mg/g DM，

羟甲基糠醛在脱毒 36 h 后仍有残留，并且在更高的糠醛初始浓度秸秆中，其代谢被完全

抑制（图 5.8c），同时羟甲基糠醇的生成量也相应降低。乙酸的代谢情况与羟甲基糠醛

相似（图 5.8e），其代谢速率逐渐变缓并受到了抑制。本实验中，糠醛浓度提高之后，

所有抑制物的代谢都受到了严重的抑制，糠醛的增加使过程中糠醛到糠醇的转化率逐渐

降低，但糠醛依然随着脱毒的进行而浓度降低，说明 A. resinae 在高浓度糠醛的胁迫下，

代谢能力减弱，糠醛浓度的降低以挥发作用为主。另一方面，糠醛转化能力的降低，直

接导致菌体继续将糠醇转化的能力下降，降低了后续羟甲基糠醛和乙酸的代谢能力。 

图 5.8f 中显示了经过快速脱毒 36 h 处理的不同初始糠醛浓度的秸秆进一步进行在

位乙醇生产的结果。从图 5.8f 中可以看出，初始含有 9.37 和 11.79 mg/g DM 糠醛浓度的

预处理秸秆中，经过预糖化后，醪液中葡萄糖浓度只有 65.41 g/L 和 67.22 g/L，低于初

始糠醛浓度为 2.93、4.77 和 7.32 mg/g DM 的秸秆（78.60、77.34 和 73.69 g/L）。而在乙

醇发酵过程中，初始糠醛浓度为 11.79 mg/g DM的秸秆，其发酵延滞期达到了 36 h之久，
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发酵 72 h 后的乙醇浓度只有 34.66 g/L；而利用含有 2.93、4.77、7.32、9.37 mg/g DM 的

秸秆，发酵 72 h 的乙醇浓度达到了 51.55、48.56、52.12、49.82 g/L，并且发酵速率都有 

 

 

 

图 5.8  在不同初始浓度糠醛的预处理秸秆中 A. resinae 快速脱毒的应用 

Fig. 5.8  Rapid detoxification by A. resinae under different intial furfural concentration 

秸秆中糠醛初始浓度分别调整为 2.93、4.77、7.32、9.37 和 11.79 mg/g DM，其他抑制物浓度不变。

实验中脱毒时间为 36 h，温度 28 
o
C，pH 5.5，脱毒通气速率 150 L/h，取样前 50 rpm 搅拌 90 s 混匀，

其他时间为静态过程。（a）糠醛；（b）糠醇；（c）羟甲基糠醛；（d）羟甲基糠醇；（e）乙酸；（f）30%

固含量、15 FPU/g DM 酶用量的 SSF 过程。 

0

2

4

6

8

10

12

14

0 6 12 18 24 30 36

C
o

n
c
e

n
tr

a
ti
o

n
 (

m
g
/g

 D
M

)

Time (h)

Furfural

2.93 mg/g 4.77 mg/g 7.32 mg/g

9.37 mg/g 11.79 mg/g

(a)

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0 6 12 18 24 30 36

C
o
n

c
e

n
tr

a
ti
o
n

 (
m

g
/g

 D
M

)

Time (h)

Furfuryl alcohol

2.93 mg/g 4.77 mg/g 7.32 mg/g

9.37 mg/g 11.79 mg/g

(b)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

0 6 12 18 24 30 36

C
o

n
c
e

n
tr

a
ti
o

n
 (

m
g
/g

 D
M

)

Time (h)

5-HMF

2.93 mg/g 4.77 mg/g 7.32 mg/g

9.37 mg/g 11.79 mg/g

(c)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

0 6 12 18 24 30 36

C
o
n

c
e

n
tr

a
ti
o
n

 (
m

g
/g

 D
M

)

Time (h)

HMF alcohol

2.93 mg/g 4.77 mg/g 7.32 mg/g

9.37 mg/g 11.79 mg/g

(d)

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

0 6 12 18 24 30 36

A
c
e

ta
te

 (
m

g
/g

 D
M

)

Time (h)

Acetate

2.93 mg/g 4.77 mg/g 7.32 mg/g

9.37 mg/g 11.79 mg/g

(e)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 12 24 36 48 60 72

G
lu

c
o

s
e

 &
 E

th
a

n
o

l 
(g

/L
)

Time (h)

2.93 4.77 7.32 9.37 11.79
2.93 4.77 7.32 9.37 11.79

(f) Glu
Eth

Prehyd
rolysis SSF



第 70 页                                          华东理工大学博士学位论文                                           

 

提高。另一方面，S. cerevisiae DQ1 乙醇发酵过程受到糠醛浓度的抑制作用比 A. resinae

快速脱毒更弱，有两种可能原因，第一，从图 5.2 中的结果可以看出，降低糠醛就可以

促进同步糖化发酵过程。虽然高浓度糠醛的没有被菌体大量降解，但是糠醛挥发降低了

其在体系中的浓度，从而减轻了对发酵过程的抑制作用；第二，S. cerevisiae DQ1 在种

子培养阶段需要经历驯化过程，使其耐受糠醛的能力有所增加。本章中 A. resinae 在含

有 7 mg/g DM（相当于液态浓度的 6 g/L）的糠醛初始浓度下，依然保持了生物代谢的

活性，并且经过生物降解后，糠醛浓度不影响后续乙醇生产，即 A. resinae 在复杂的预

处理物料的体系中能够耐受大约 6 g/L 的糠醛浓度，相比于文献中报道的高糠醛耐受菌

种 Leuconostoc strains（5.2 g/L）[78]和 Enterobacter cloacae GGT036（5.8 g/L）[79]而言，

A. resinae ZN1 对于糠醛的耐受性处于较高水平。 

 

图 5.9  糠醛在 1.00 VVM 通气速率下的挥发情况 

Fig. 5.9  Volatilization of furfural under 1.00 VVM aeration 

5 L 反应器内装载 900 g 预处理物料，不接入脱毒菌种。过程中调节无菌空气通气速率 1.00 VVM，

定时取样测定糠醛的挥发情况。 

本实验中虽然菌体受到糠醛的严重抑制，但是糠醛在通气作用下，浓度仍然持续降

低，造成该现象的原因在于 1.00 VVM 通气速率下的糠醛挥发作用。为了解析糠醛生物

转化和糠醛挥发两个因素在生物脱毒过程中所占的比重，本实验亦研究了高空气通量下

糠醛的挥发情况。在没有接种A. resinae的预处理秸秆中，将空气通气量调节至 1.00 VVM，

观测糠醛的挥发（图 5.9）。结果显示，通气 12 h 后，糠醛挥发量达到 36.95%，通气 24 

h 后，糠醛挥发量达到 56.05%，而通气 36 h 后，糠醛挥发量高达 70.97%；不过，在糠

醛的挥发过程中，并没有糠醛的代谢产物糠醇和糠酸的生成，该现象与 Ran 等[95]在合成

培养基中的糠醛挥发现象一致。由于快速生物脱毒过程中，糠醛、糠醇和糠酸之间的互

相转化基本遵循物料守恒，将该现象与糠醛的挥发实验结果相结合，说明了糠醛在快速

生物脱毒过程中，生物转化起到了主导作用。另一方面，在高浓度糠醛的胁迫作用下，

霉菌代谢糠醛能力大幅下降，糠醛在持续通空气的过程中通过挥发作用，浓度有所降低，

但是此时糠醛含量的减少并没有促进 A. resinae 对后续其他抑制物的快速降解。因此在
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接入脱毒菌后，单纯地降低糠醛浓度并不能加速生物脱毒过程；相反，脱毒过程中通入

空气后，霉菌代谢糠醛速率的加快，是促进整体抑制物转化的主导因素。另一方面，在

本实验中添加的高通气量对升高的糠醛含量并没有产生转化促进作用，说明过程中供氧

的增加无法加速糠醛转化为糠醇的还原反应，这也从一个侧面印证了在 5.3.2 章节中的

推断：糠醛加速的过程中，增加供氧加速了糠醇向糠酸转化的氧化反应，从而使得后续

抑制物的降解都得到了加速。 

5.3.5  快速生物脱毒过程中菌体生长 

 

  

 

图 5.10  合成培养基中 A. resinae 代谢糠醛过程中的代谢以及生长情况 

Fig. 5.10  The growth and furfural metabolism by A. resinae in the synthetic medium 

培养条件 28 
o
C，培养基 pH 自然。（a）以 1 g/L 糠醛为唯一碳源静置培养；（b）以 1 g/L 糠醛为唯一

碳源 100 rpm 摇床培养；（c）1 g/L 糠醛+20 g/L 葡萄糖静置培养；（d）1 g/L 糠醛+20 g/L 葡萄糖 100 

rpm 摇床培养；（e）1 g/L 糠醛+20 g/L 木糖静置培养；（f）1 g/L 糠醛+20 g/L 木糖 100 rpm 摇床培养。 

在前两节的研究中发现通气对于糠醇氧化的促进作用是快速脱毒的主要因素，但是
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A. resinae ZN1 作为好氧菌，在培养过程中增加溶氧有利于其生长代谢，菌体在氧气供

给条件下的生长促进作用，也有可能是脱毒加速的另一个原因。因此本实验分别在液体

培养基以及环境扫描电镜两种方式解析菌体在脱毒过程中生长情况。 

由于糠醛的降解是整个脱毒过程的限速步骤，并且在实际快速脱毒的研究中，糠醛

的生物转化促进了所有抑制物的代谢，因此本研究通过在合成培养基中添加糠醛，分别

在低转速和静置条件下培养 A. resinae，研究菌体在糠醛这个脱毒限速步骤中过程中表现

出的生长规律。图5.10为A. resinae在液体培养基中代谢糠醛的情况，其中图5.10a、5.10c、

5.10e 是静置培养过程，5.10b、5.10d、5.10f 是摇床 100 rpm 培养过程。在静置培养过程

中，A. resinae 在转化糠醛生成糠醇，而此时菌体的生长处于停滞，当培养至糠醛浓度低

于 0.1 g/L 后，菌体干重开始指数增长。在糠醛为唯一碳源的培养过程中，糠醇的消耗

提供了菌体生长所需的碳源；而在含有葡萄糖和木糖的培养过程中，糖类的代谢为菌体

生长提供了碳源。三个过程中都有一个共同点，在糠醛的代谢过程中，菌体的生长十分

缓慢，当糠醛基本降解后，菌体才开始指数增长，因此糠醛无法成为菌体的直接碳源物

质供给菌体的生长。 

当培养过程置于摇床 100 rpm 后（图 5.10b、5.10d、5.10f），反应体系溶氧有所增加，

三个过程中糠醛的降解都提速了约 24 h，但在糠醛降解阶段，菌体的生长依然没有明显

增长趋势。而当糠醇或糖类的代谢启动后，菌体开始进入对数增长，这点与静置培养过

程基本相同。增加溶氧后，除了糠醛代谢速率有所增加，其对于葡萄糖、木糖以及糠醇

（糠醛为唯一碳源）代谢的促进作用明显。生长相同菌体量所用的时间，分别从 144 h

缩短至 96 h（图 5.10a、5.10b），384 h 缩短至 144 h（图 5.10c、5.10d、5.10e、5.10f），

这样的碳源代谢现象符合好氧菌在溶氧充足条件下的生长规律。在脱毒过程中增加溶氧，

能够有效地促进糠醛降解，但是糠醛生物转化过程中，菌体生长并不显著，当糠醛降解

完全后，碳源物质的代谢速率随着溶氧的上升而大幅增加，使菌体代谢速率大幅加快，

因此溶氧增加促进了菌体利用碳源生长的速率，但是并没有促进糠醛代谢过程中菌体的

生长，糠醛代谢加速的原因可能与快速脱毒过程相似，糠醇到糠酸的快速生物转化使糠

醛的代谢速率有所加快。 

在快速脱毒过程中，由于菌体在反应器内难以观察到生长情况，且固体物料之中，

菌体干重无法准确地进行测定，因此在本研究中曾经尝试采用菌体细胞壁内氨基葡萄糖

含量、细胞体内 β-actin 含量等方法间接表征菌体生长，但是都因为预处理秸秆的复杂性

而使实验受到严重干扰，难以准确测定。因此在比较各个检测方式之后，本研究采用环

境扫描电镜（ESEM）对菌体以及秸秆表面直接进行形态观察，近似地表征菌体在脱毒

过程中的生长情况。 
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图 5.11  1.00VVM 通气快速生物脱毒过程中菌体的生长情况. 

Fig. 5.11  The growth of A. resinae during the rapid detoxification under 1.00 VVM aeration 

采用环境扫描电镜观察秸秆表面菌体的生长状况，环境扫面电镜放大 2000 倍。（a）A. resinae 种子；

（b）预处理秸秆；（c）快速脱毒 0 h；（d）快速脱毒 18 h；（e）快速脱毒 36 h；（f）快速脱毒 96 h。 

图 5.11 分别列出了未经接种的预处理秸秆、A. resinae 在 PDA 斜面上的种子培养以

及 1.00 VVM 通气量下快速脱毒过程中菌体的生长。与未接种脱毒菌的秸秆相比，接入

A. resinae 的秸秆（0 h）表面呈现毛绒状，并且可以观察到少量的菌丝体；而随着脱毒

的进行至 18 h，秸秆表面的菌丝体数量有少量的增加，此时秸秆中的糠醛浓度降低至原

浓度的一半左右；当脱毒继续进行到 36 h 后，菌丝体增加量变大，此时抑制物降解完全，

并且菌体已经开始利用秸秆中游离的葡萄糖（图 5.5a）进行生长。当脱毒进行到 96 h

后，秸秆表面覆盖了浓密的菌丝体，并伴随着大量孢子的产生，此时木糖已经被消耗了
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大约 40 mg/g DM（图 5.5b），大量木糖的消耗成为了菌体生长的碳源。通过显微镜的观

察发现，菌体在快速脱毒过程中的生长规律与合成培养基中的类似，即抑制物降解阶段，

菌体的生长量非常有限，即使是在 1.00 VVM 下的高通气速率条件下。通过对于菌体在

脱毒过程中生长情况的监测，说明了在 A. resinae 在抑制物降解的过程中没有大量的生

长，证明通气作用主要促进了菌体对于抑制物的代谢。 

5.3.6  脱毒过程中接种量对于快速脱毒的影响 

表 5.1  不同接种量对于生物脱毒过程的影响 

Table 5.1  The impact of inoculum on the rapid detoxification 

抑制物的降解速率（mg/g DM/h） 

抑制物 A. resinae 接种量（降解时间段） 

5% 10% 20% 

糠醛 0.086（0~56 h） 0.204（0~24 h） 0.206（0~24 h） 

5-羟甲基糠醛 0.033（18~64 h） 0.080（6~30 h） 0.086（6~24 h） 

乙酸 0.339（36~72 h） 0.472（6~36 h） 0.297（0~30 h） 

 96 h 后糖类的总消耗量（mg/g DM） 

葡萄糖 8.04 10.60 9.29 

木糖 0 46.44 49.08 

快速脱毒条件：1.00 VVM 通气量、28 
o
C、pH 5.5，过程中低速间歇搅拌用于混合 

在液体培养基中的培养以及实际生物脱毒的过程中，增加溶氧可以加快 A. resinae

转化糠醛，但无法加速菌体在糠醛转化阶段的生长量，因此本实验通过调整脱毒过程的

接种量，进一步测试在实际脱毒过程中菌体是否生长。表 5.1为不同接种量对于A. resinae 

ZN1 降解抑制物的影响。将接种量降低至 5%（w/w）后，糠醛的降解速率明显减慢，

而羟甲基糠醛转化速率亦随接种量的降低而减慢，乙酸的降解速率基本相似。在通气脱

毒的 96 h 中，5%接种量的实验中葡萄消耗量相比于 10%和 20%接种量要少，木糖在过

程中没有消耗，说明降低接种量后霉菌受到糠醛强烈的抑制作用，使得后续菌体对木糖

消耗也基本处于停滞。 

本实验中，降低接种量至 5%后，抑制物和糖类的降解速率都大幅度的减慢，而增

加接种量至 20%后，过程中降解速率基本与 10%接种量相类似，说明脱毒过程中 10%

接种量下菌体量已经足够，同时也说明了初始接种量在脱毒第一步糠醛降解过程中起到

重要作用。降低接种量降低了菌体对糠醛的转化能力，意味着脱毒过程中无法保证初始

接入足够的菌体用于糠醛的转化，即使在快速脱毒条件的高通气量 1.00 VVM 的辅助下，

(c) 
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也无法加速菌体对抑制物的降解。这从一个侧面说明了在抑制物降解的过程中，菌体并

没有大量的生长，若菌体能够在抑制物降解的同时有所生长，那么新生长的菌体就会弥

补接种量不足造成的抑制物降解缓慢。而实验结果中，脱毒接种量的降低，极大程度地

影响了脱毒的速率。这一点与增加糠醛浓度的实验结果相似，催化糠醛过程中所需的酶

量不足（菌体），增加氧气的供给也无法加速糠醛转化为糠醇的过程，再一次印证了氧

气供给确实是促进糠醇向糠酸的转化过程，而非糠醛向糠醇的转化过程。 

5.3.7  快速生物脱毒原理分析 

在菌体生长的测定实验中，无论是在成分简单的合成培养基还是实际的预处理秸秆

中，氧气并没有促进 A. resinae ZN1 降解糠醛过程中菌体的生长，因此，其作用机理在

于促进糠醛还原为糠醇的酶反应过程。Ran 等[95]结合现有报道的糠醛、羟甲基糠醛的代

谢路径以及 A. resinae 代谢糠醛和羟甲基糠醛的实验结果，分析了 A. resinae ZN1 在代谢

糠醛和羟甲基糠醛的代谢路径。糠醛首先被还原为糠醇，反应中需要消耗 NAD(P)H 作

为醇脱氢酶或者醛还原酶参与糠醛还原反应的辅酶；随后生成的糠醇又会被转化为低浓

度的糠醛，此时 NAD(P)H 又可以被重新生成，使代谢过程存在一个氧化还原平衡；糠

醛氧化为糠酸的过程中，氧气直接作为底物参与该反应，过程中生成 NAD(P)H。根据

不同通气量、糠醛初始浓度以及不同接种量的实验结果，通气速率的增加并没有促进糠

醛的还原过程，而是促进了后续糠醇转化为糠酸的过程，从而加速了 NAD(P)H 在过程

中的再生，直接供给糠醛的进一步还原反应，使糠醛降解速率加快。另外，糠醛、5-羟

甲基糠醛和乙酸的生物转化都需要用到 NAD(P)H 作为辅酶[142]，因此这个过程产生的足

量 NAD(P)H 还可以供给后续 5-羟甲基糠醛的还原以及乙酸的降解过程，从而脱毒过程

得到了加速。类似现象亦可在液体培养基的培养过程中可见：在糠醛为唯一碳源的实验

中，增加溶氧后，糠醇生成量明显减少，糠酸积累量亦减少，说明在没有其他碳源支持

菌体代谢的情况下，A. resinae 既需要糠醇转化为糠酸产生 NAD(P)H 支持糠醛的转化，

亦需要通过糠酸进一步进入 TCA 的过程，产生更多的 ATP 支持菌体的生长；而当糖类

存在的培养过程中，糠醇的降解和糠酸的生成被糖类的代谢所遏制，因此为糠醛代谢提

供 NAD(P)H 来源于糖类代谢，增加溶氧后，糖类代谢起点明显要早于静置培养的过程

（图 5.10d 和 5.10f）。因此，氧气促进糠醇向糠酸的转化，是抑制物代谢加速的最主要

原因。 

5.4  本章小结 

本章研究重点关注了由于缺乏传质、发酵调控而速率减慢的树脂枝孢霉固态生物脱

毒技术，以快速生物脱毒为目标展开研究。实验中将预处理物料的脱毒过程置于 5 L 螺

带搅拌桨反应器中进行，在增加氧气供给和搅拌混合后，菌体降解糠醛、羟甲基糠醛和

乙酸的速率得到了提升，脱毒时间被缩短至原先固态脱毒的 1/3，大幅增进了脱毒过程
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的效率。在本章研究中得到如下结论： 

1) 通过研究树脂枝孢霉 Amorphotheca resinae ZN1 对稀酸预处理秸秆固态脱毒过程的

抑制物降解和乙醇生产情况，将脱毒终点定在糠醛、羟甲基糠醛和乙酸这三种含量

最高的抑制物完全降解的时刻。在固态脱毒过程中，脱毒需要 4 天才能完成。 

2) 将脱毒过程转移至螺带搅拌桨生物反应器中，增加过程中氧气供给，大幅加快了脱

毒过程中 A. resinae ZN1 降解糠醛、羟甲基糠醛和乙酸的速率，在 1.00 VVM 通气速

率下，脱毒过程在 36 h 完成，脱毒时间缩短至固态过程的 1/3。随后的乙醇发酵过

程中，乙醇浓度与产率和固态脱毒 4 天的结果相似，实现了生物脱毒的加速。 

3) 螺带搅拌的间歇低速搅拌可以充分改进固态脱毒体系中霉菌的分布，有效地避免了

A. resinae ZN1 在脱毒过程中的局部代谢效应，保留了预处理过程中产生的木糖，提

高了脱毒效率。 

4) 脱毒过程中增加溶氧可以加速糠醇到糠酸的转化，过程中生成了足量的抑制物代谢

所需还原力，促进了糠醛、羟甲基糠醛以及乙酸的降解，从而加速了生物脱毒过程。 

5) 在同一个生物反应器内将树脂枝孢霉 A. resinae ZN1 的快速脱毒过程与脱毒物料的

同步糖化发酵过程相耦合，省去了从脱毒工段到发酵工段的物料传输和反应器设备

的投入，更加适用于工业化生物炼制生产过程中的脱毒和发酵工序。
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第 6 章  结论与展望 

6.1  结论 

干法生物炼制过程虽然拥有高固含量预处理过程中的各项优势，但是过程中干式稀

酸预处理技术和固态生物脱毒技术缺乏有效的传质传热，成为了工业化过程中的瓶颈。

本文的研究内容针对这个问题深入展开，分别在干式稀酸预处理和固态生物脱毒两方面

进行深入研究和改进，对这两个过程在工业化生产中存在的传质传热、成本投入等问题

提出了有效的解决方案。以下是本文研究中主要的结论与创新点： 

1) 本实验中设计了一种适用于高固体含量预处理过程的新型螺带搅拌桨预处理反应器。

该反应器能够处理干式预处理体系中（固含量 70%左右）的固液混合传质，强化了

预处理后物料的酶解糖化和乙醇发酵的性能，降低了预处理的温度和过程中抑制物

的产生，改进了干式稀酸预处理在工业化生产中的实用性。该反应器在高固体含量

预处理过程中表现出的高效混合作用，表现出了其在预处理工业化中的应用潜能，

为工业化预处理提供了良好的反应器设计原型。 

2) 带有螺带搅拌混合作用的预处理反应器实现了预浸步骤从预处理过程中的去除。螺

带搅拌对固体物料和液体催化剂之间混合传质的强化，取代了长周期预浸过程，即

使在干式稀酸预处理这样的超高固含量体系中，没有预浸步骤的预处理效率与预浸

12 h 的预处理效率基本一致。去除预浸步骤大幅简化了预处理放大生产中的操作过

程，减少预浸所带来的物料储存、运输和反应器腐蚀等问题，为干法生物炼制过程

在工业化应用提供了一个理想的生产模式。 

3) 通过深入研究原料的灰分含量对预处理的影响，强调了去除灰分在预处理过程中的

重要性。灰分中存在的大量无机离子会吸收预处理过程中加入的液体催化剂，从而

降低其在预处理过程中的催化性能，影响预处理后物料的酶解糖化和发酵性能。因

此，灰分必须作为一项评估预处理原料的重要指标，而除尘相比于预处理过程的改

进，其对于预处理效果的促进作用更加明显。本研究为预处理原料前处理指标的制

定提供了严格的科学依据。 

4) A. resinae ZN1 快速生物脱毒可以通过增加固态培养过程中的氧气供给来实现。合适

的通气速率能有效促进菌体对糠醛、羟甲基糠醛和乙酸的快速转化，缩短了脱毒周

期，强化了干法生物炼制的效率。另一方面，脱毒过程中的间歇搅拌作用，使菌体

在脱毒体系中的分布更加均匀，保留了大量木糖，提高脱毒效率。另一方面，同步

糖化发酵和快速脱毒的在位耦合，可以减少工业化过程中的反应器和传输设备的成

本投入，增强了快速脱毒过程在工业化应用中的实用性。 

5) 结合无需预浸的螺带式搅拌预处理和快速生物脱毒过程，使干法生物炼制过程的周
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期大幅缩短。螺带搅拌解决了干式预处理技术在工业化应用中存在的传质传热不足；

氧气供给实现了生物脱毒过程的快速高效。另一方面，螺带搅拌作用降低了稀酸预

处理过程中抑制物的产生，为快速生物脱毒过程提供了便利。通过将这两个过程进

行研究和改进，为干法生物炼制在工业化生产中的应用提供了可靠的技术支持。 

6.2  展望 

本研究中的干法生物炼制过程，解决了传质传热不足造成的问题。在研究过程中，

仍然存在一些可以继续改进之处，在此进行后续展望： 

1) 增强预处理操作的连续性。可以在后续的研究中针对干式稀酸预处理过程，进一步

改进反应器设计，实现干式稀酸预处理的连续操作，提高生产效率。 

2) 预处理原料机械除尘后的预处理效率评价。本文提出了在工业化生物炼制过程中，

采用机械除尘方法替代水洗除尘方法，但由于实验室研究条件受限，本文未能对机

械除尘后的玉米秸秆进行预处理，并评价预处理后物料的酶解糖化和发酵性能。因

此，可在后续的预处理研究中尝试用机械除尘替代水洗除尘，更加工业化生物炼制

的工艺，为干法生物炼制的工业化提供更多可靠的数据支持。 

3) 快速生物脱毒过程树脂枝孢霉耐受抑制物能力提高。在当前的预处理条件下，A. 

resinae ZN1 可以快速地转化预处理过程产生的抑制物，但菌体对于抑制物的耐受性

仍然有待提高。为了应对更强的预处理条件，可以将菌体置于高抑制物含量环境中

进行驯化，进一步增强脱毒性能。 

4) 快速脱毒过程中种子培养的提速。目前在快速脱毒的过程中，脱毒种子的培养还是

采用传统固态脱毒的方式进行，可以进一步研究种子培养过程的加速，对已有的快

速脱毒过程进一步提速。 

5) 酿酒酵母 DQ1 在位脱毒能力的增强。酿酒酵母 DQ1 也能够代谢糠醛、羟甲基糠醛

等抑制物，但是由于缺乏将糠醇转化为糠酸的能力，使其耐受和代谢抑制物能力有

限。树脂枝孢霉 A. resinae 可以有效地将糠醇转化为糠酸，进而促进其他抑制物的降

解，因此可以考虑将树脂枝孢霉中糠醇糠酸转化的关键基因在酿酒酵母中进行表达，

提高酿酒酵母在抑制物环境中的耐受性和代谢能力，实现酵母在发酵过程中的在位

脱毒。  
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附录Ⅰ 主要实验试剂与仪器和设备 

主要试剂 

试剂 规格 生产厂家 

葡萄糖 食品级 秦皇岛骊骅淀粉股份有限公司 

磷酸二氢钾 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

碳酸钙 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

无水氯化钙 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

氢氧化钙 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

七水合硫酸镁 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

酵母粉 生化试剂 安琪酵母股份有限公司 

硫酸 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

柠檬酸 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

柠檬酸钠 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

木糖 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

氢氧化钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

3,5-二硝基水杨酸 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

酒石酸钾钠 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

硫酸铵 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

苯酚 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

无水亚硫酸钠 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

糠醛 分析纯 上海德默医药科技有限公司 

糠醇 化学纯 国药集团化学试剂有限公司 

糠酸 化学纯 国药集团化学试剂有限公司 

5-羟甲基糠醛 分析纯 上海德默医药科技有限公司 

2,5-呋喃二甲醇 分析纯 上海德默医药科技有限公司 

5-羟甲基糠酸 分析纯 百灵威科技有限公司 

乙醇 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

甘油 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

葡萄糖液体试剂盒 分析试剂 上海科欣生物技术研究所 
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主要仪器和设备 

名称 型号 生产厂家 

核酸蛋白质分析仪 DU-800 德国 Beckman 公司 

立式振荡培养箱 HZ-2111KB 江苏华利达 

超声波脱气机 SB-5200D 宁波新芝生物科技 

台式小型高速离心机 5415D 德国 Eppendorf 公司 

超低温冰箱 Forma-86C 美国 Thermo scientific 有限公司 

超纯水纯化系统 Milli-Q Synthesis 德国默克密理博公司 

稀酸酸预处理反应器 PCF20-1.6 烟台科立化工设备有限公司 

电热恒温鼓风干燥箱 DHG-9140A 上海一恒科学仪器有限公司 

高速冷冻离心机 Avanti J-26 美国 Backman Coulter 有限公司 

电子天平 BS223S 瑞士梅特勒托利多仪器有限公司 

电子天平 BS224S 瑞士梅特勒托利多仪器有限公司 

高压蒸汽发生器 DZFZ4.5C 上海蒸源机电有限公司 

预处理蒸汽发生器 HX-36D-2.5 上海华征特种锅炉制造有限公司 

高效液相色谱 LC-20AD 、LC-20AT 日本岛津公司 

紫外检测器 SPD-20A 日本岛津公司 

示差检测器 RID-10A 日本岛津公司 

色谱柱 HPX-87H Bio-rad Aminex 

色谱柱 YMC-Pack-ODS-C18 日本 YMC 公司 

恒温水浴振荡器 HZ-9212S 江苏华利达实验设备厂 

粉碎机 SF-300 上海科太粉碎设备厂 

电子计重器 YP150001 上海圣科仪器设备有限公司 

生物反应器 BIOTECH-5L 上海保兴生物设备工程有限公司 

四联发酵罐 BIOTECH-5BG 上海保兴生物设备工程有限公司 

pH 计 PHS-3C 上海雷磁仪器厂 

恒温水浴槽 ZC-18Q 宁波天恒仪器厂 

压榨机 P-204 上海大张环保设备有限公司 

隔水式恒温培养箱 GHP-9160 上海一恒科学仪器 

环境扫描显微镜 Quanta 250 美国 FEI 公司 

小型气浴摇床 SHZ-82 江苏华利达 

移液枪 0.1-5 mL 德国 Eppendorf 公司 

扫描电镜 JSM-6360LV 日本 Joel 公司 

能谱仪 Falcon 美国 Edax 公司 

http://nbtianheng.b2b.hc360.com/
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