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木质纤维素原料生物转化生产纤维素乙醇过程的关键技术研究 

 

摘要 

利用丰富的、可再生的木质纤维素生物质生产纤维素燃料乙醇，是当前世界生物能

源产业的主流技术路线，可以有效解决能源危机、温室效应和环境污染等问题。木质纤

维素原料通过糖平台路线进行生物转化生产纤维素乙醇的加工工序主要包括原料预处

理、预处理后的抑制物脱除（脱毒）、酶水解、乙醇发酵、以及乙醇的分离提纯等步骤。

尽管目前在世界范围内已经建立起数十套利用木质纤维素原料生产乙醇的中试工厂或

示范生产线，但纤维素乙醇高额的生产成本严重阻碍了其产业化进程。纤维素乙醇的高

成本具体表现在预处理和精馏的高能耗，预处理废水、脱毒废水和发酵废水处理所导致

的高额环境成本，纤维素酶的高价格，以及乙醇产品的低收率等方面。本论文对木质纤

维素生物转化生产纤维素乙醇过程的各个加工工序进行了以过程节能和废水减排为目

标的机理解析和过程创新研究，开发了一系列具有工业应用价值的过程关键技术，为未

来纤维素乙醇产业的降低成本提供了一个新型、完整的木质纤维素加工技术路线和一种

资源节约型研发理念。本论文的主要创新点简述如下： 

首先，从预处理工序开始，通过对稀酸预处理过程中两个非常重要但在以往研究中

被忽略的重要参数（预处理反应器物料装填率和预浸固液比）进行调控，在保证预处理

效率的前提下压缩固液比至 1:1（即总用水量不超过木质纤维素干固体质量，稀酸用量

和蒸汽消耗分别不超过干固体质量的一半），预处理后木质纤维素原料含水量低于 50% 

(w/w)，新鲜水用量和蒸汽用量比目前典型的稀酸预处理技术分别降低 80%和 50%以上，

这一干式预处理过程基本不产生废水，实现了高温蒸汽的低用量和废水的极限低排放。 

其次，在抑制物脱除（脱毒）工序，采用本论文筛选得到的木质纤维素依赖型煤油

霉菌 Amorphotheca resinae ZN1，以固态发酵的方式对预处理后的物料进行生物脱毒，

可以降解预处理过程中产生的各种抑制物，包括甲酸、乙酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛等，

但不消耗木质纤维素中的纤维素和半纤维素组分。脱毒过程在常温静态的条件下进行，

不使用耗水和耗能操作；煤油霉菌 A. resinae ZN1 在后续的同步糖化与发酵过程中自然

消亡，无需进行灭菌操作；脱毒后所获得的可发酵性原料固体含量高达 45% (w/w)以上，

可不经过固液分离直接进入下一个工段。 

再次，在同步糖化与发酵工序，采用本论文设计的独特的新型螺带搅拌桨生物反应

器，对脱毒后的物料进行极限高固体含量的同步糖化与发酵，在较低纤维素酶用量的条

件下获得不低于 8% (v/v)的高浓度乙醇发酵液，纤维素的转化率可达 70%；极限高固体

含量的同步糖化与发酵过程除加入液态的纤维素酶和发酵菌种外，不再有其它新鲜水

耗；机械能消耗与常规生物反应器相比降低 80-90%。同时，高浓度乙醇发酵液的获得

也大大降低了后续蒸馏过程的能耗。 

最后，在乙醇分离工序，采用减压蒸馏的方法实现了 37 
o
C 下乙醇的有效分离，一
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次性低温减压蒸馏的乙醇回收率可达 90%以上，乙醇馏出液可浓缩至 180 g/L，体积浓

度达 23%(v/v)；同时，蒸馏残液中保留了 80%以上的纤维素酶酶活，降低了后续乙醇精

馏中的能耗和同步糖化与发酵过程中纤维素酶的用量。减压蒸馏将为实现高固体底物含

量下纤维素乙醇的连续性或半连续性生产提供一种切实可行的方法。 

本论文所提出的资源节约型纤维素乙醇生物加工理念和关键过程技术，在保证目标

产品得率和过程效率的前提下，实现了大幅度节能和废水减排的目标，大大降低了纤维

素乙醇的生产成本，为纤维素乙醇的大规模商业化生产提供了有力的应用基础研究支

持。 

关键词：纤维素乙醇；干式稀酸预处理；生物脱毒；高固体含量同步糖化与发酵；减压

蒸馏。 
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Studies on the Key Technologies of Cellulosic Ethanol Production Processes 

Using Lignocellulosic Feedstock 

 

Abstract 

Cellulosic ethanol production from abundant and renewable lignocellulosic biomass is 

the leading and dominant technology trend in the current global bioenergy industry. This 

technology provided a practical option for resolving energy crisis, global warming, and 

environmental pollution etc. The major processing steps in the bioconversion pathway from 

lignocellulose to ethanol through the sugar platform technology includes pretreatment, 

inhibitor removal (or detoxification), enzymatic hydrolysis, ethanol fermentation, and product 

recovery. Although numbers of cellulosic ethanol pilot or demonstration plants have been 

established in the world, the high cost of cellulosic ethanol is significantly blocking its 

commercialization steps. The high cost comes from various aspects, including the high energy 

consumption during pretreatment and distillation process; the massive environmental cost of 

waste water treatment from the pretreatment, detoxification and fermentation steps; the 

expensive cellulase cost and the low ethanol yield of bioconversion etc. In this PhD 

dissertation, the overall cellulosic ethanol processes were revolutionized by targeting the 

energy-saving and waste water reduction problems, and a key process technology strategy in 

the process was proposed with a novel resource-conservation concept. The major novelties 

and breakthroughs of the dissertation were summaried as follows:  

Firstly, two very important but rarely concerned parameters, the feedstock filling ratio to 

the pretreatment reactor and the solid/liquid presoaking ratio were investigated during 

pretreatment. Based on maintaining the pretreatment efficiency at a satisfactory level, the 

solid/liquid ratio during pretreatment was reduced to 1:1 (the total water usage was less than 

the dry weight of the lignocellulose, and either the dilute-acid usage or the steam consumption 

was no more than half of the dry lignocellulose weight) by regulating the above two 

parameters and the water concentration of the materials after pretreatment was less than 50% 

(w/w). There was no free water released from the current pretreatment. Comparing with the 

conventional dilute-acid pretreatment, the fresh water usage and the steam consumption were 

decreased at least by 80% and 50%, respectively. This “dry” pretreatment process realized the 

low steam consumption and approximately zero waste water discharge. 

Secondly, a newly isolated kerosene fungus, Amorphotheca resinae ZN1, was applied to 

the biodetoxification unit. During the solid-state biodetoxification, the toxic products in the 

pretreated lignocellulose, including formic acid, acetic acid, furfural and HMF etc. were 

degraded thoroughly and quickly without cellulose and hemicellulose degradation. The 

biodetoxification process was conducted at ambient temperature and static conditions, so 

there was no need for water and energy use. Furthermore, the water content of the detoxified 

materials was less than 45% (w/w) and the A. resinae ZN1 fungus ceased to growth 

spontaneously in the subsequent simultaneous saccharification and fermentation (SSF) 
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process without a specific sterilization treatment.  

Thirdly, a new helical stirring bioreactor was designed and operated for the simultaneous 

saccharification and fermentation of biodetoxified feedstock at an extremely high solid 

loading up to 40% (w/w). The fermentation slurry contained 8.0% (v/v) of ethanol and the 

cellulose conversion rate of 70% were obtained with relatively low cellulase dosage. No 

fresh-water was added into the extremely high solid loading SSF process besides the liquid 

cellulase and the yeast seeds. The stirring energy consumption of the helical stirring 

bioreactor during the SSF process was decreased by 80-90% comparing to the conventional 

bioreactor.  

Finally, over 90% of the ethanol in the fermentation broth was recovered directly by a 

simple vacuum distillation at 37 
o
C and the ethanol was also concentrated by 2-3 folds to 23% 

(v/v) in the distillate, which was greater than that of starch or sugar-based ethanol. At the 

same time, over 80% of the cellulase activity in the distillation stillage was preserved. Both 

the high ethanol recovery and the high cellulase recovery could greatly decrease the 

subsequent distillation energy demand and the cellulase usage. The vacuum distillation 

provides a practical method for continuous or semi-continuous ethanol fermentation from 

lignocellulose at high solids loading.  

Conclusively, in this dissertation, the resource-saving cellulosic ethanol production 

process proposed realized the goals of significantly energy-saving and waste water reduction 

while maintaining the ethanol yield and production efficiency. The cellulosic ethanol cost was 

significantly redeuced using the proposed processing technology by cutting the energy 

consumption and waste water emission to a large extent and paved the way of fundamental 

and engineering researches for the future commercialization of cellulosic ethanol industry.  

Keywords: Cellulosic ethanol; dry dilute acid pretreatment technology; biodetoxification; 

simultaneous saccharification and fermentation at high solids loading; vacuum distillation. 
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第 1 章  文献综述 

 

1.1  世界需要纤维素乙醇 

从上世纪 70 年代末至今，我国国民经济经历了 30 多年快速健康的发展，国内生产

总值(GDP)已跃居世界第二。有效、安全的能源供给是国民经济发展的重要保障。但是，

我国的一次性化石能源资源短缺，尤其是有着“国民经济血液”之称的石油资源严重不

足。自 1993年我国成为石油净进口国以来，2006年石油消费对进口的依存度达到 47.3%，

2008 年已超过 50%，据预测到 2020 年我国石油消费的对外依存度将会高达 60%-70%
[1]。

同时，化石燃料的大量使用严重恶化了环境。燃煤引起的城市大气污染和造成的酸雨面

积已超过我国国土面积的三分之一；我国 CO2排放量到 2007 年底已经达到 60 亿吨，占

全球碳排放量的 21%，超过美国成为世界第一大 CO2 排放国[1-2]。能源问题已经严重影

响到我国经济、社会和环境的可持续发展，乃至国家安全和外交战略。 

在全球范围内，世界各国都面临着化石能源日渐枯竭、人口不断增长、温室效应日

益突出、自然环境不断恶化的危机，寻找新的、可再生的清洁替代能源已成为全人类目

前最紧迫的任务之一。从 1973 年爆发第一次石油危机，到 2001 年发生的“9.11 恐怖袭

击事件”以及随后的美国入侵伊拉克战争，不断将国际石油价格推向新的高点。能源危

机与政治危机之间的密切关系，使得能源对政治的依赖达到前所未有的高度，也使得世

界各国对可再生替代能源的需求和期待不断加剧。 

生物乙醇被认为是未来 20 年内最主要的可再生车用替代燃料，在巴西、美国及一

些欧洲国家已经开始大规模使用[3]。生物乙醇具有其它燃料无可比拟的优点，如原料来

源广泛，价格低廉，可与汽油以任意比互溶，提高汽油中氧含量从而促进汽油充分燃烧，

无毒副作用且可便利的应用在目前的发动机上等。目前的生物乙醇主要是由玉米、小麦

等淀粉质原料和蔗糖等糖质原料发酵而成，被称为第一代生物乙醇。我国的生物乙醇产

量居世界第三位，仅次于美国和巴西（见表 1.1）。尽管第一代生物乙醇在生产成本上与

汽油具有可比性，但其产量却远远不能满足当今世界的需求[4]；同时在原料供应上存在

着“与人争粮”、“与粮争地”和“与畜争食”的问题，这与我国的能源发展战略相悖；

在世界范围内，由于第一代生物乙醇所导致的玉米价格大幅上涨等市场因素，生物乙醇

在液体车用燃料的份额也已经触顶；此外，第一代生物乙醇所形成的净能源（指扣除能

源生产过程中的能量消耗后剩余的可供使用的能源）并不高（仅为乙醇所含能量的 20%

左右），且使用第一代生物乙醇对温室气体的减排作用也被认为非常有限[5]。 

木质纤维素是指各种植物来源的生物质，如农业废弃物（包括小麦秸秆、玉米秸秆、

稻草等），林业废弃物（包括伐木产生的枝叶、废弃木头、木屑等），专门的能源作物（包

括甜高粱、甘蔗、甜菜和柳枝稷等）和各种含纤维素的废弃物（包括城市固体垃圾、废

纸、甘蔗渣、木薯渣等）等。木质纤维素也是世界上最为丰富的碳水化合物，据统计，
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全球范围内的木质纤维素原料年产可达 1×10
10吨[1]。利用广泛存在的木质纤维素原料通

过生物转化和生物炼制的路线生产生物乙醇（即纤维素乙醇），被称为第二代生物乙醇

技术。纤维素乙醇不仅能够解决原材料不足的问题，不与粮食和动物饲料供给相冲突，

净产能高（用玉米秸秆等农作物秸秆生产乙醇时，生产玉米等粮食的能耗不计入乙醇的

生产能耗），还可以大大降低温室气体的排放量，有效缓解温室效应及环境污染。此外，

纤维素乙醇产业在广大农业产区的大规模实施，对提升农村经济活力和产业水平具有举

足轻重的作用[5]。 

 

表 1.1  2009 年全球九大乙醇生产国 

Table 1.1  Top nine global ethanol producers in 2009 

Country Ethanol (millions of gallons) 

United States 10602 

Brazil 6579 

China 542 

Canada 356 

France 330 

Germany 198 

Spain 123 

Thailand 106 

India 92 

Source: data from the Biofuels Platform. 

(Http://www.biofuels-platform.ch/en/infos/production.php?id=bioethanol) 

 

1.2  纤维素乙醇的产业化进展 

1.2.1  国外纤维素乙醇的产业化进展 

纤维素乙醇首先是由 Heinerch 等于 1910 年通过酸水解木材和发酵得到[6]，并且在

美国和前苏联建有工厂[2]，但是该工艺随着以石油为原料合成酒精的大量生产而逐渐衰

落。直至 20 世纪 70 年代，随着石油危机的加剧，世界各主要发达国家开始重新重视利

用木质纤维素原料生产乙醇。从 20 世纪 90 年代开始，各国均通过加强立法、加大投资

力度等措施加快推进纤维素乙醇的产业化进程，以保障本国能源安全[7]。 

自 2000 年开始，美国先后提出了“生物质研究和发展法案”(Biomass R&D Act, 

2000)、“发展和推进生物质产品和生物质能源”报告(Developing and Promoting Biobased 

Products and Bioenergy, 2002)和“生物质技术路线图”(Road Map of Biomass Technology, 

2002)。2003 年发起的“生物质计划” (Biomass Program, 2003)，规划在 2020 年生物燃料

占到全部市场的 10-20%，2050 年取代 1/3 的全部石油消费[4]。美国总统布什在 2006 和

2007 年连续两年的国情咨文中都对燃料乙醇等生物能源进行了高度的关注，提出了美国

在未来 10 年内通过开发燃料乙醇等生物质替代能源将目前的汽油消耗量压缩 20%
[8]。

英国政府于 2007 年发布了能源白皮书(UK Energy White Paper, 2007)，表明英国将支持

低碳技术并为投资创造良好的环境。同时，英国贸工部和交通部发布“英国生物质战略”
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(UK Biomass Strategy, 2007)，指出要通过立法鼓励生物质能源的生产和使用，鼓励生物

燃料领域的技术创新，支持第二代生物燃料的开发[5]。将于 2008 年 4 月生效的英国“可

再生运输燃料法”(Renewable Transport Fuel Obligation, 2007)规定，到 2010 年，生物燃

料须占英国市场所有销售燃料的 5%
[9]。德国政府在 2007 年 11 月公布了最新的生物燃

料路线图(Biofuels Roadmap, 2007)，大幅度提高生物燃料发展目标：到 2020 年，生物燃

料与汽油掺混的最高比例将从原来的 5%增至 20%，这是欧盟 2020 年目标的两倍[10]。 

美国为了实现 10 年内将汽油消耗量压缩 20%的目标，2007 年投资 3.85 亿美元，用

于支持 6 个化工企业利用非传统原料生产纤维素乙醇的产业化运作[11]。位于爱荷华州的

Broin 公司、堪萨斯州的 Abengoa Bioenergy 公司和爱达华州的 Iogen Biorefinery 公司将

分别利用玉米秸秆（包括玉米芯和玉米秸秆）和农业废弃物年产 3100 万加仑、1140 万

加仑和 1800 万加仑的纤维素乙醇；位于佛罗里达州的 BlueFire Ethanol 公司、加利福尼

亚州南部的Alico公司和乔治亚州的Range Fuels公司将分别利用废弃的木材和能源作物

年产 1900 万加仑、2000 万加仑和 5000 万加仑的乙醇[5, 7, 12]。 

 

表 1.2  美国能源部资助的 6 家纤维素乙醇炼制企业[7] 

Table 1.2  Six cellulosic-ethanol refineries sponsored by the US Department of Energy 

Company Location 
Size (Million 

gallons per year) 
Feedstock Funds (Million $) 

Broin Emmetsburg, Iowa 31 
Corn stover (cobs 

and stalks) 
80 

BlueFire Ethanol 
Southern 

California 
19 Waste wood 40 

Alico LaBelle, Florida 20 
Wood, agricultural 

waste 
33 

Abengoa 

Bioenergy 
Colwich,Kansas 11.4 

Corn stover, wheat 

straw, etc 
76 

Iogen Biorefinery Shelley, Idaho 18 Agricultural waste 80 

Range Fuels Soperton, Georgia 50 
Waste wood, 

energy crops 
76 

 

此外，大量的民间资本和风险投资也纷纷涌向新兴的纤维素乙醇行业（2006 年的总

投资额大约为 20 亿美元[13]）。一些跨国化工企业为了抢占新能源的制高点，也纷纷对纤

维素乙醇进行大规模投资，用于攻克纤维素乙醇生产中的关键技术堡垒。Ceres 公司获

得了孟山都公司 1.337 亿美元的资助，用于开发能够自行酶解生成可发酵性糖的能源作

物-柳枝稷；Edenspace Systems 公司得到美国能源部 75 万美元的资助，用于改良纤维

素乙醇的生产原料，如柳枝稷等；美国的杰能科公司得到美国可再生能源实验室(National 

Renewable Energy Laboratory, NREL) 1700 万美元的资助用于降低纤维素酶的生产成本，

而来自法国政府 120 万欧元的资助则被用于开发利用纸浆生产乙醇的工艺；丹麦的诺维

信公司得到了美国能源部 1500万美元的资助用于开发低成本的纤维素酶；德国的Direvo
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公司获得了 1900 万欧元的私人资助，采用定向进化的方法改造纤维素乙醇生产菌，以

提高纤维素乙醇生产过程的经济性；瑞典的 SweTree 公司得到 320 万美元的资助，用于

改进并提高 Populus trichocarpa 的乙醇生产效率；英国的 TMO Biotec 公司得到欧盟 600

万欧元的资助用于开发能够同时代谢五碳糖和六碳糖并且耐高温的乙醇生产菌；美国的

Celunol 公司获得了一批私募基金，资助其在现有纤维素乙醇中试设备的基础上建立更

大规模的装置，同时开发能够代谢木质纤维素来源的各种糖分生产乙醇的 E. coli 工程

菌；Mascoma 公司得到 400 万美元的私人资助，用于建立纤维素乙醇的中试工厂[13]。 

1.2.2  我国纤维素乙醇的产业化进展 

与美国等发达国家对纤维素乙醇的研发相比，我国对纤维素乙醇的研究起步相对较

晚。近年来，政府高度重视生物质能的开发和利用，先后颁布了《可再生能源法》、《可

再生能源产业发展指导目录》等法规条例，并制定了《可再生能源中长期发展规划》，

大力发展可再生能源，力争在 2020 年使可再生能源消费量占到能源消费总量的 15%。

国家发展和改革委员会也制定了到 2020 年生物质液体燃料的发展目标：将发展以非粮

生物质为原料的液体燃料，到 2020 年，形成年替代 1000 万吨石油的能力[1]。 

与此同时，先后有多家企业和研究机构建立了利用木质纤维素原料生产乙醇的中试

生产装置。中粮集团的中粮生化能源（肇东）有限公司于 2006 年在黑龙江肇东建成年

产 500 吨纤维素乙醇的实验装置。该项目的预处理工段采用从加拿大 SunOpta 生物过程

公司进口的连续汽爆装置，这也是在纤维素乙醇的中试生产中首次采用连续汽爆工艺。

中科院过程所与山东泽生生物科技有限公司于 2006 年建成了年产 3000 吨秸秆发酵生产

燃料乙醇的产业化示范工厂，其乙醇得率可达 0.15 吨乙醇/吨干秸秆以上，秸秆中的纤

维素转化率在 70%以上；河南天冠集团先后与山东大学、浙江大学、清华大学和河南农

业大学等高校合作，于 2006 年底建成了年产 300 吨纤维乙醇的中试生产线，乙醇得率

可达 18%以上，即每 6 吨秸秆可以生产 1 吨乙醇，并于 2007 年底完成年产 3000 吨的纤

维乙醇示范生产线；安徽丰原集团于 2009 年建成了利用玉米秸秆年产 5000 吨乙醇的示

范项目，据报道，目前正在规划建设国内最大的 30000 吨/年秸秆乙醇示范项目。中国石

油在吉林燃料乙醇有限公司投资的玉米秸秆年产 3000 吨纤维乙醇的示范项目正与加紧

建设中。此外，还有大量研究机构和大学都在积极开展与纤维素乙醇有关的研究工作
[14-16]。 

在科研投入方面，我国政府也加大了对纤维素乙醇研发的投资力度。2007 年 12 月，

中科院启动知识创新工程重大项目“纤维素乙醇的高温发酵和生物炼制”，针对木质纤

维素生产燃料乙醇的关键技术瓶颈，分别从木质纤维素预处理技术研究，新型木质纤维

素酶系的发现、改造与应用，高温乙醇菌的系统生物技术改造，纤维素乙醇发酵过程优

化与控制等四个方面入手，开发具有自主知识产权与市场竞争力的重大创新技术。2008

年 6 月获得科技部批复的“十一五”国家科技支撑计划“秸秆乙醇关键技术研究及产业

化示范项目”由河南天冠集团、浙江大学和郑州大学等单位共同承担。该计划将分别从

秸秆乙醇产业化示范关键技术开发，秸秆降解微生物的构建及发酵工艺优化，秸秆乙醇
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酶解发酵关键技术研发和秸秆乙醇工程放大及关键设备开发等 4 个方面入手，寻求秸秆

生产乙醇工艺关键技术的突破[15]。2010 年 12 月启动的 973 计划项目“木质纤维素资源

高效生物降解转化中的关键科学题目研究”由山东大学组织牵头，清华大学、华东理工

大学、南京工业大学、以及中科院多个研究所参与，将分别从植物生物质抗生物降解屏

障解析与破解途径探索，木质纤维素生物降解多样性、新降解因子及相关机理，真菌游

离酶系纤维素降解机理、酶系合成调控与高效酶系重构，细菌酶复合体纤维素降解转化

机理和纤维小体的解析、重构，纤维降解组分高效生物转化的代谢网络调控与改造和木

质纤维素降解转化过程强化的工程学原理与方法等 6 个方面开展深入研究，取得的成果

将为我国建立大规模利用木质纤维素资源转化液体燃料和大宗化学品的新型工业体系

提供理论、信息和技术支撑。 

1.3  纤维素乙醇的生产工艺 

尽管目前世界上已有数十套利用木质纤维素原料生产乙醇的中试装置或示范生产

线，它们各自采用的生产工艺也不尽相同，但最为主流的纤维素乙醇生产工艺包括原料

的预处理、预处理后物料中抑制物的脱除（脱毒）、酶水解、乙醇发酵和分离提纯等步

骤[17]（见图 1.1）。 

 

图 1.1  木质纤维素原料生物转化生产乙醇的主流工艺[17] 

Fig. 1.1  The leading cellulosic ethanol production process via bioconversion of biomass. The feedstock 

biomass is pretreated with dilute sulfuric acid; pretreated material is mixed with lime to raise pH and 

remove compounds inhibitory to downstream bioconversion; ethanol is purified by two-column distillation 

and molecular sieve adsorption; residual solids are removed from the distillation bottoms liquid and fed to a 

power plant boiler; distillation bottoms liquid is concentrated by evaporation with the resulting syrup also 

being fed to the boiler; remaining wastewater is treated onsite by anaerobic digestion then recycled to the 

process. 
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1.3.1  木质纤维素原料的预处理技术 

自然界中的植物在上亿年的进化过程中，形成了由纤维素、半纤维素和木质素以及

少量的几丁质、蛋白质等组成的极其复杂的超分子结构，用来抵御各种病原微生物的入

侵和动物的啃食[18-20]。木质纤维素原料对化学品和酶的生物抵抗性主要归结于以下几个

方面[21]：（1）植物体的表皮细胞，尤其是角质层和蜡质层；（2）维管束的排列方式和密

度；（3）厚壁组织的相对含量；（4）木质化程度[22]；（5）异质结构和细胞的复杂性[23]；

（6）生物酶催化不溶性底物的难度[24]；（7）细胞壁中天然存在的或在生物转化过程中

形成的对后续发酵有抑制作用的化合物[25]。木质纤维素原料的这些结构和化学特性，严

重影响了生物转化过程中液体的浸润、生物酶的接触及催化活性（对未进行预处理的玉

米秸秆进行酶解，葡萄糖得率只有 23.3%
[26]），乃至最终的生物加工成本。 

因此，对原料的预处理是提高酶解得率的前提条件。在过去的几十年中，针对不同

种类的纤维素原料已开发出数十种不同的预处理方法。尽管这些方法采取不同的策略来

提高原料的酶解效果，但最根本的出发点都是去除或降低原料中半纤维素和木质素的含

量，破坏其固有结构，增加纤维素的比表面积，降低结晶度[25, 27-30]。本节重点讨论几种

已在中试规模取得应用或最有可能取得工业化的预处理技术，包括稀酸预处理和蒸汽膨

爆预处理技术，碱性条件下的预处理技术以及溶剂萃取预处理技术。  

1.3.1.1  稀酸预处理和蒸汽膨爆预处理技术 

稀酸预处理技术是被研究的最为深入的预处理方法之一。在稀酸预处理过程中，将

木质纤维素原料、稀酸（通常是稀硫酸）和水混合均匀，用蒸汽加热到预定温度（一般

为 160-220 
o
C）并保温几十秒到几分钟的时间，然后排出气体至常压[31-32]。约有 80%-90%

的半纤维素在预处理中降解生成了相应的单糖或寡糖；尽管溶解的木质素很少，但是其

结构已被破坏，从而增加了后续酶解过程中纤维素的可酶解性。这一技术已经应用在美

国数家能源部资助的示范装置，包括在 2009 年开工的路易斯安那州 Jennings 市的年产

5000 吨纤维素乙醇工业示范装置(http://www.diversa.com/cellulosic-ethanol.asp)以及在美

国田纳西州的丹尼斯克（杰能科母公司）与杜邦公司(DDCE)联合建设的纤维素乙醇示

范工厂(http://www.ddce.com)。 

蒸汽膨爆预处理技术已被造纸行业应用多年[33]，用来处理木材或者秸秆生产纸张。

预处理时，用蒸汽将物料迅速加热到 180-210 
o
C，维持 1-10 分钟，并通过快速泄压以达

到爆破的效果[31, 34]。在预处理过程中，半纤维素中的乙酰基在高温下裂解生成乙酸，乙

酸又催化部分半纤维素降解生成单糖或者寡糖。一小部分木质素在预处理过程中被脱

除，大部分则在高温下溶解，冷却时又通过聚合反应重新分散在纤维素表面。半纤维素

的降解和木质素的部分脱除能够增加纤维素的暴露面积和空隙率，以及与纤维素酶接触

的几率，促进纤维素的酶解[21, 35-38]。不加酸的蒸汽膨爆预处理常被用来处理农林废弃物，

如稻草、玉米秸秆和硬木等。添加硫酸或在预处理前用二氧化硫（通常浓度为

0.3-3.0%(w/w)）浸润物料的蒸汽膨爆预处理可以降低预处理的温度和时间，提高纤维素

的收率，减少抑制物的生成，最终增加纤维素的酶解得率[39-41]。对于软木的预处理，加
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酸是保证预处理效果的先决条件[31, 42-44]。 

加酸的蒸汽膨爆预处理被认为是最接近商业化的预处理技术，而且对数十种不同的

木质纤维素原料都有很好的预处理效果。目前，加酸的蒸汽膨爆预处理技术已被成功放

大并应用到加拿大 Iogen 公司和西班牙萨拉曼卡 Abengoa 公司的中试工厂[19]。 

蒸汽膨爆预处理与稀酸预处理是目前预处理技术的主流，也是仅有的两种在工业装

置或工业示范装置上获得应用的预处理技术。一般而言，稀酸的加入大大提高了木质纤

维素结构的解聚效率，但增加了木纤维素降解后抑制物的生成以及对反应器设备材料的

腐蚀。同时，用于蒸汽膨爆预处理的物料含水量较低，而稀酸预处理物料的含水量可高

达 95%；用于稀酸预处理的物料粒径较小，而蒸汽膨爆预处理则可使用尺寸较大的物料。

但是，稀酸预处理时的温度及预处理时间较蒸汽膨爆预处理要低，能耗也远低于蒸汽膨

爆预处理。另外，虽然蒸汽膨爆预处理对设备的化学腐蚀较弱，但对设备的机械精度要

求和强度要求远远高于稀酸预处理。 

1.3.1.2  碱性条件下的预处理技术 

生石灰预处理、湿氧化法预处理和氨纤维膨爆预处理等在碱性条件下的预处理方法

也已在实验室规模得到成功应用。与酸催化的预处理不同，碱法预处理主要是为了去除

木质素，保留纤维素和大部分半纤维素在固体物料中。用生石灰或氢氧化钠进行预处理

的温度较低（一般 85-150 
o
C），但时间很长，从 1 小时到数天不等[25, 29]。从过程经济性

的角度考虑，长时间的预处理不是一种很有应用前景的方法，而且生石灰预处理目前也

没有在中试规模得到应用。 

湿氧化法预处理也已用于多种木质纤维素原料的预处理，如稻草，玉米秸秆，蔗渣

和软木[45-48]。它是在添加氧化剂，如双氧水或超压氧气的条件下将物料加热到 180-200 
o
C

并维持 5-15 分钟。预处理物料的固体含量一般要求在 5-20%(w/w)；在预处理过程中通

过添加碱性物质如碳酸钠将初始 pH 维持在碱性条件下，而酸性条件下的湿氧化预处理

还没有取得较好的效果[45-46]。在湿氧化预处理中，部分木质素和半纤维素会被氧化成低

分子量的羧酸、CO2 和水。同时，木质素和糖的降解产物，如酚酸类和呋喃类对发酵微

生物有毒害作用的化合物，也会被进一步氧化成羧酸[49]。湿膨爆预处理是湿氧化法预处

理的一种改进类型，它能够处理粒径较大、固体含量较高(30%, w/w)的木质纤维素颗粒。

它与湿氧化预处理的主要不同在于：在湿膨爆预处理中，氧化剂是在物料保温一段时间

之后才加入，而且预处理后迅速将压力降至常压，从而具有膨爆的效果[19]。 

氨纤维膨爆被认为是一种最理想的预处理方法[17]，对玉米秸秆、稻草和柳枝稷都有

很好的预处理效果[50-52]。在氨纤维膨爆预处理中，向木质纤维素原料中通入液氨，在相

对较低的温度和压力条件下（90-100 
o
C、1.7-2.0 MPa）处理 5-10 分钟，然后迅速泄压，

以达到膨爆效果。这种预处理方法的一个最显著特点就是能够处理高达 60%固体含量的

原料，且预处理后没有液体产生[53]。在预处理过程中，木质纤维素的复杂结构被破坏，

但除了少量的纤维素和半纤维素降解外，基本没有固体损失[51]。因此，在氨纤维膨爆预

处理中生成的抑制物很少[53]。由于液氨的回收非常困难且成本很高，目前还没有建立采
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用氨纤维膨爆预处理的中试装置。 

1.3.1.3  萃取预处理技术 

萃取预处理是用 40-60%的乙醇以 1:7-10(w/v)的固液比在 160-200 
o
C 的条件下处理

木质纤维素原料 30-60 分钟，将木质素从原料中萃取出来的过程[30, 54]。在此过程中，大

部分半纤维素也被溶出，并有一小部分过度降解生成了糠醛[54]。通常，在萃取预处理过

程中加入硫酸或氢氧化钠作为催化剂[55]。值得一提的是，在有机溶剂萃取过程中脱去的

木质素具有较高的纯度，可以作为生物炼制的副产品，进而提高过程的经济性[30, 56]。 

1.3.2  预处理物料的脱毒处理 

 

 

图 1.2  木质纤维素生物质的平均组分及主要的降解衍生产物[62] 

Fig. 1.2  Average composition of lignocellulosic biomass and main derived hydrolysis products. 

 

对木质纤维素原料进行预处理，主要是为了破坏木质纤维素的结构，提高纤维素的

酶解效率，但是不可避免的发生了许多副反应[57]（见图 1.2），如半纤维素降解生成木糖、

半乳糖、乙酸、甘露糖和葡萄糖等，部分纤维素水解生成葡萄糖，木质素裂解成酚酸类

物质（如香兰素、香草醛和 4-羟基苯甲酸等）等。如果反应条件过于剧烈，木糖会进一

步降解生成糠醛，六碳糖如葡萄糖等会继续降解生成 5-羟甲基糠醛，而糠醛和 5-羟甲基

糠醛也会进一步裂解成甲酸和乙酰丙酸等[58]。这些化合物中的一部分，如乙酸、甲酸、

乙酰丙酸、呋喃类物质和木质素的降解产物等，都会对纤维素酶及发酵微生物产生强烈

的抑制作用，影响木质纤维素的转化和最终的乙醇得率[20, 49, 59-61]。因此，在酶解和发酵

前必须去除这些具有抑制作用的化合物，即进行脱毒处理。到目前为止，针对不同的抑

制物，已开发出多种不同的脱毒方法，主要包括物理法、化学法和生物法等。 
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1.3.2.1  物理脱毒法 

真空蒸发是一种比较有效的脱毒方法，能够去除预处理液或水解液中的大部分挥发

性抑制物，如糠醛、香兰素等，但同时也浓缩了其它不易挥发的物质，如乙酸及木质素

的降解物等[63-67]。用活性炭、硅藻土或离子交换树脂对抑制物进行选择性吸附，能够脱

除有机酸和酚酸类物质，但是脱毒效果受到 pH、脱毒时间、温度及活性炭用量的影响
[68-69]。用二乙氧基甲烷或油醇也能够去除水解液中的大部分乙酸、几乎全部的糠醛、香

兰素和 4-羟甲基苯甲酸，从而大大提高水解液的发酵效率[70-71]。此外，用大量的新鲜水

对预处理过的木质纤维素原料进行彻底清洗也是一种非常有效的脱毒方法[72]。 

1.3.2.2  化学脱毒法 

    过碱化调节(Overliming)是目前应用最多，也最廉价的脱毒方法[73]。一般在 50-60 
o
C

的条件下用 Ca(OH)2 将预处理液或水解液的 pH 调整到 9-10 并维持 30-60 分钟，再用

H2SO4 重新调整到 5.5。在这一过程中，部分有毒物质会生成钙盐沉淀下来，pH 值的升

高也会使一些有毒物质变得不稳定。在脱毒后的水解液中，糠醛和 5-羟甲基糠醛完全被

除去，乙酸却不受影响。用脱毒后的水解液进行发酵，乙醇的生产速率得到较大幅度提

高。用 NaOH 或 KOH 代替 Ca(OH)2 调节 pH，也可以达到脱毒的目的，但效果没有用

Ca(OH)2 好
[60, 64, 74]。 

1.3.2.3  生物脱毒法 

生物脱毒法主要是针对预处理液或者预处理原料酶解后的水解液，通过特殊的酶制

剂或微生物分泌的酶液，有选择性的去除对发酵微生物产生抑制作用的化合物。如用白

腐真菌 Trametes versicolor 产生的漆酶和过氧化物酶处理木屑的水解液，可以除去部分

有机酸和酚类物质，加快葡萄糖的代谢和乙醇的生成速率 [75]。用真菌 Coniochaeta 

ligniaria NRRL30616 可以代谢水解液中的糠醛、5-羟甲基糠醛、芳香酸、脂肪酸和一些

醛类，缩短发酵时的延滞期，提高乙醇得率[76-79]；用细菌 Cupriavidus basilensis 对小麦

秸秆的水解液进行生物脱毒，可以除去糠醛、5-羟甲基糠醛、乙酸、甲酸以及一些芳环

化合物，而且该细菌不消耗水解液中的葡萄糖、木糖和阿拉伯糖[80]。此外，用不同浓度

的木质纤维素预处理液或水解液对发酵菌种进行逐级驯化或者通过代谢工程的方法改

造发酵菌种，提高其对抑制物的耐受性或者使其具有代谢抑制物的能力，也被视为一种

生物脱毒的方法[81-83]。 

1.3.3  木质纤维素原料的糖化与发酵 

1.3.3.1  单独的糖化与发酵工艺(separate hydrolysis and fermentation, SHF)和同步糖化与

发酵工艺(simultaneous saccharification and fermentation, SSF) 

预处理后的木质纤维素原料在纤维素酶的催化作用下酶解生成葡萄糖，然后由发酵

微生物代谢生成乙醇。发酵结束时发酵醪中的乙醇浓度决定了乙醇分离过程的能耗，甚

至影响整个乙醇生产过程的经济性。发酵醪中的乙醇浓度越高，蒸馏过程的能耗就越低
[84]（见图 1.3）。一般的，蒸馏单元进料中乙醇浓度高于 4% (w/w)时，蒸馏才具有实际

意义，否则过高的精馏能耗使得整个过程失去工业应用价值[85]。要提高发酵醪中的乙醇
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浓度，必须提高酶解结束时体系的葡萄糖浓度，进而提高酶解体系的固体含量。在分步

的糖化与发酵工艺中，原料的糖化与葡萄糖的发酵是单独进行的[86-90]。随着固体含量以

及酶解结束时葡萄糖浓度的提高，葡萄糖对纤维二糖酶的产物抑制作用逐渐增强，从而

大大降低木质纤维素原料的酶解效率。而同步糖化与发酵工艺是将纤维素的酶解与微生

物的发酵两个有先后顺序的工段整合成一个同步的过程，即在同一个反应器中，木质纤

维素原料在纤维素酶的催化下酶解生成葡萄糖的同时，立即被发酵微生物直接转化成终

产物乙醇。尽管乙醇对纤维二糖酶也会产生抑制作用，但比葡萄糖产生的产物抑制作用

要小的多。这种工艺是目前最常用的木质纤维素原料加工工艺，它不仅有效解除了葡萄

糖对纤维二糖酶的抑制，而且提高了反应器的利用效率和整个过程的效率。但是，由于

纤维素酶的作用温度一般为 45-55 
o
C，发酵微生物的最适生长和发酵温度为 30-37 

o
C，

因此，同步糖化与发酵时采用的温度是一个折中的温度：35-37 
o
C。在此温度下，纤维

素酶的催化活性会有所降低[91-93]。 

 

  
图 1.3  乙醇蒸馏过程的能耗[84]（乙醇浓度蒸馏至 94%） 

Fig. 1.3  Energy demand in the distillation step, where ethanol is concentrated to 94%, as a function of the 

ethanol feed concentration. The step was assumed to consist of two stripper columns (25 trays each) and a 

rectification column (35 trays) heat integrated by operating at different pressures. The inlet feed 

temperature was increased from 80 
o
C to the boiling temperature before entering each stripper column. 

 

1.3.3.2  高固体含量下木质纤维素原料的同步糖化与发酵 

只有提高同步糖化与发酵过程木质纤维素原料的固体含量，才能提高发酵结束时的

乙醇浓度，减少发酵过程的用水量，降低蒸馏过程的能耗，进而提高整个乙醇生产工艺

的经济性。发酵结束时要达到 5%(w/w)以上的乙醇浓度，固体含量至少要在 25%(w/w)

以上[94-95]（假定木质纤维素原料中纤维素含量为 34%(w/w)，纤维素至乙醇的转化率是

理论转化率的 70%）。在实验室水平，10-15%(w/w)固体含量时的物料所具有的初始粘度
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已经很高，导致反应器内的混合困难及能耗增大[94, 96-97]；在中试规模，15-20%(w/w)的

固体含量已经是常规搅拌反应器能够处理的极限[98]。另一方面，随着固体含量的增加，

体系中积累的抑制物水平也大幅提高，从而严重影响纤维素酶的催化活性和微生物的发

酵性能[99-100]。 

尽管采取补料或增大酶量的方法可以缓解反应器中的搅拌限制[92, 101-105]，但是最根

本的问题是开发节能、高效且能够处理高固体含量的反应器。Mohagheghi 等人 1992 年

开发了一种利用球磨水平旋转来带动塑料瓶中秸秆混合的装置，最高可以处理

24.4%(w/w)固体含量的秸秆进行同步糖化与发酵，发酵结束时乙醇浓度为 55-57 g/L
[97]。

De Bari 等人对蒸汽膨爆预处理后的白杨木生产乙醇的工艺进行了放大，分别在 250 ml

摇瓶、10 L 和 50 L 带有螺带桨的反应器中进行了 0.20 g/g 固液比的同步糖化与发酵（螺

带桨由 Braun Biotechn International 公司提供），最终乙醇得率分别为 85%和 75%
[106]（10L

和 50L 反应器中的乙醇得率相当，均为 75%）。Fan 等开发了一个半连续的固体补料反

应器，最高可以处理 30%(w/w)固体含量的纸浆进行同步糖化与发酵，乙醇浓度达到 47 

g/L
[94]。Jorgensen 等人开发了一种利用重力自由下落进行混合的反应器，它具有 5 个独

立的腔体，每个腔体内的水平搅拌轴上固定了 3 个桨叶，转动的方向在顺时针与逆时针

之间变换。这种反应器可以处理高达 40%(w/w)固体含量的秸秆进行同步糖化与发酵，

但是乙醇得率随着固体含量的增加而降低[85]。Roche 等人深入研究了这种反应器在处理

高固体含量秸秆糖化时的规律，并建立了关于糖化体系中固体颗粒含量和屈服应力与纤

维素转化率之间的动力学模型[107]。此外，这种反应器已经在丹麦的 Dong Energy 公司放

大到 11 m
3 的规模[108]。 

1.3.4  乙醇的分离 

传统的乙醇分离采用蒸馏的方法，即先用汽提塔将乙醇与其它非挥发性成分分开，

然后在精馏塔中将乙醇浓缩至其共沸点，分离得到较高纯度的乙醇。这一过程（包括对

发酵醪的预热）是整个乙醇生产过程中最耗能的工段[84, 109]（见图 1.4，黑色线条代表该

过程总的热负荷，即以锅炉蒸汽形式表示的总的能量需求）。而且，在对木质纤维素原

料的发酵醪进行蒸馏时，尤其是在高固体含量下，需要先进行液固分离，否则由于大量

固体残渣的存在，会导致管线堵塞，釜底严重结焦，从而大大降低蒸馏塔的分离效率和

使用寿命，加速设备损耗。因此，开发新的乙醇分离技术来降低乙醇生产过程的能耗，

对整个生物炼制行业都有积极的推动作用。 
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图 1.4  乙醇生产过程中各工段的热负荷[84]
 

Fig. 1.4  Heat duty of energy-demanding process steps in ethanol production from biomass. The white 

bars represent the primary steam demand while the gray bars represent the amount of secondary steam that 

is generated. The black bars are the difference between the primary steam demand and the generated 

secondary steam. The sum of the black bars is equal to the overall process heat duty. 

 

1.3.5  同步糖化与发酵过程中纤维素酶的回收及发酵菌种的循环利用 

在木质纤维素原料同步糖化与发酵生产乙醇的过程中，尤其是当固体含量较高时，

发酵生成的高浓度乙醇（40 g/L 以上）对纤维素酶和酵母会产生一定的毒害作用[97]。如

果将生成的乙醇及时分离出去，将会大大促进木质纤维素的酶解和乙醇的生成速率。此

外，纤维素酶和发酵菌种的成本在同步糖化与发酵过程中也占了相当的比例[92]。目前，

对纤维素酶的回收主要针对低固体含量木质纤维素的酶解过程[111-113]。图 1.5 描述了一

种典型的纤维素酶回收方法。首先将酶解后的液浆分为两部分：液体部分和固体部分，

然后向液体中加入新的物料让纤维素酶重新吸附到物料上，再离心除去上清；固体部分

则通过加入新的缓冲液，使吸附在残渣上的纤维素酶解吸到溶液中，再离心除去固体残

渣。最后，将重新吸附了纤维素酶的新鲜物料和溶解有纤维素酶的缓冲液进行混合，开

始新一轮的酶解[110]。也有报道称加入表面活性剂后，如聚乙二醇，纤维素酶的回收率

更高[114]。这种纤维素酶的回收方法虽然高效（进行三个酶解循环后，纤维素转化率基

本不变），但是离心和吸附操作过多，过程繁琐且染菌的风险较大[114-118]。更重要的是，

只能处理固体含量较低的物料。而对高固体含量酶解或同步糖化发酵过程中的纤维素酶

进行回收，还没有相关报道。至于木质纤维素同步糖化与发酵过程中菌种的循环，常规

的细胞固定化的方法必定行不通，因为酶解过程中产生的细小纤维素颗粒会堵塞固定化

材料，阻碍细胞与可发酵性糖的有效接触，降低发酵效率[119-120]。 
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图 1.5  2% (w/w) 固体含量秸秆酶解体系中纤维素酶的回收策略[110] 

Fig. 1.5  The cellulase recovery strategy for the corn stover enzymatic systems at 2% (w/w) solids loading 

1.4  纤维素乙醇生产中存在的问题 

尽管生物转化木质纤维素原料生产纤维素乙醇的工艺已经打通，而且建立了数十套

中试装置或示范生产线，但是过高的生产成本严重阻碍了纤维素乙醇的产业化步伐。纤

维素乙醇的高成本具体表现在纤维素酶价格昂贵、木质纤维素乙醇收率低、预处理和精

馏过程的能耗高、以及大量废水处理所导致的环境成本[84]。在以往和正在进行的研究中，

大量注意力都放在了降低纤维素酶成本和提高乙醇收率等物耗所导致的成本问题上，而

对高能耗和大量废水排放这类只有在大规模工业装置和长周期运转情况下才得以充分

显现的成本问题则较少关注。 

从能耗角度进行分析，生物转化木质纤维素生产乙醇过程的能耗直接表现在预处理

过程的蒸汽消耗和低浓度乙醇发酵液的精馏能耗上[84-85]。从预处理角度考虑能耗时，降

低高温蒸汽的用量是降低能耗的主要手段。为了保证木质纤维素原料的糖化效率，预处

理过程必须维持足够强度；在保证预处理效率的前提下，减少预处理高温蒸汽的用量是

减少预处理能耗的主要手段。从精馏的角度考虑能耗时，问题则更为复杂和突出。一般

而言，精馏是工业生产中能耗最大的单元操作之一，经常占到工厂总能耗的 50-90%。

乙醇精馏能耗与发酵液中的乙醇浓度直接相关，乙醇浓度每提高一个百分点精馏能耗都

会明显下降[84]。以木质纤维素为原料的纤维素乙醇发酵，发酵液中乙醇一般只能达到

3-5%(v/v)的“啤酒”浓度，而当乙醇浓度低于 6%(v/v)时，精馏能耗过高，以至于一般

认为不具备工业应用价值。只有达到 10-12%(v/v)的“葡萄酒”浓度，乙醇精馏操作能
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耗才能达到工业应用许可的范围。达到较高乙醇浓度的先决条件是在起始的转化体系中

加入尽可能多的木质纤维素固体原料和尽可能少的水，经过预处理和酶水解之后才能获

得尽可能高浓度的可发酵单糖，进而在发酵后获得较高浓度的乙醇[92]。然而，原料固体

含量的提高会产生诸多生物反应器设计和生物过程操作上的工程问题：固体含量的提高

使已有气-液-固多相发酵体系的粘度急剧增加，系统混合、传质和传热效率急剧下降；

传统酶反应器和发酵罐的搅拌系统不适用于高固体含量的混合与传递，能耗很高且搅拌

效率差；预处理后的木质纤维素原料中抑制物含量由于高固体物料的投放而维持在较高

水平，严重抑制了酶水解（糖化）和乙醇发酵效率，在某些情况下乙醇发酵菌种甚至被

完全抑制，使发酵不能进行；此外，常规预处理过程所获得的木质纤维素原料含水量较

高，无法达到高固体含量的生物加工要求。 

从降低废水排放的角度分析，生物转化木质纤维素生产乙醇过程的废水排放主要集

中在预处理废水、脱毒废水和发酵废水三个方面。目前世界上已经或正在实施的纤维乙

醇工业示范项目，预处理过程含酸废水的排放量一般都是木质纤维素固体质量的 6-10

倍，而且在预处理步骤就有大量富含木质纤维素降解产物的含酸废水产生；预处理后的

木质纤维素物料均需经过一定形式的脱毒处理（水洗、过碱化调节）后方可进入后续的

同步糖化与发酵工序，不可避免的伴随着大量富含复杂抑制物组分的废水产生；发酵过

程的废水排放是发酵工业的常态，低浓度纤维素乙醇生产过程的废水排放则更为可观。

一般来讲，在目前技术水平的纤维素乙醇生产中，每吨燃料乙醇至少会产生 25-35 吨甚

至更多的富含多种木质纤维素降解产物和无机盐成分的废水[21, 25, 121]。考虑到未来纤维

素乙醇产业的工厂都地处生物质资源丰富的农村地区，加之运输半径限制所导致的生产

规模较小，废水处理系统完善程度差，废水排放所带来的环境问题更为严重和难以控制，

因此在研发阶段形成废水极限低量的排放对未来产业化的正常运作和可持续发展有着

特别重要的意义。为了降低废水排放所带来的高昂成本，在生物转化木质纤维素生产纤

维素乙醇过程的每一步骤都使用极限低量的新鲜水和蒸汽，使每一步骤的固体含量都达

到极限高值，是降低过程废水排放的必需手段。而且，高固体含量加工不仅可以提高发

酵液的乙醇浓度，也可以有效降低精馏能耗。而极限低水策略所导致的过程转化效率降

低与能耗增加之间的矛盾，则是生物转化木质纤维素生产乙醇过程降低废水排放的关键

所在。 

此外，由于纤维素乙醇生产过程中的纤维素酶都是一次性使用，导致纤维素酶的成

本约占纤维素乙醇生产成本的 40%-50%
[1]。目前，大多数针对纤维素酶回收的研究都是

关于低固体含量原料的酶解过程，而对于同步糖化与发酵过程中纤维素酶的回收，尤其

是在较高的固体含量条件下，还缺乏行之有效的办法。 

1.5  本论文主要研究内容 

本论文针对纤维素乙醇生产成本高的问题，展开对纤维素乙醇生产过程的研究，包

括预处理、脱毒、高固体含量下原料的同步糖化与发酵以及纤维素酶的回收等工序，旨
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在降低纤维素乙醇生产过程的能耗、水耗和废水排放，实现纤维素酶的有效回收，最终

降低生产成本，建立一条具有显著创新意义的节能和废水减排的资源节约型木质纤维素

原料生产高浓度乙醇的生产线。 

 
图 1.6  本文的研究主线 

Fig. 1.6  The research core thread of this dissertation 

在节水、节能约束的条件下进行木质纤维素原料的生物转化生产高浓度乙醇是本论

文的主线。为此，本论文主要在以下几个方面开展了较为深入的研究： 

（1）针对稀酸预处理过程原料含水量高且过程能耗高的问题，发现并深入研究了预处

理反应器物料装填率和预浸固液比对预处理过程能耗、水耗及预处理效果的影响，提出

了节水节能的干式稀酸预处理技术，并探讨了将该技术应用于不同木质纤维素原料的可

行性； 

（2）筛选了一株独特的煤油霉菌，研究了该菌的生理学特性和对抑制物的降解能力，

开发了一种基于该菌的对预处理后木质纤维素原料进行固态生物脱毒的新技术； 

（3）设计开发了一种新型螺带搅拌桨生物反应器，最高可以处理 40% (w/w)固体含量的

秸秆进行同步糖化与发酵。通过对乙醇发酵性能、搅拌能耗及反应器内流型三方面的分

析表明其在处理高固体含量秸秆同步糖化与发酵生产乙醇时较普通 Rushton 搅拌桨反应

器具有优势；研究了此反应器在不同固体含量和不同酶量下进行同步糖化与发酵秸秆生

产乙醇时的性能；探讨了采取其它措施进一步提高发酵醪中乙醇浓度的可行性； 

（4）探讨了通过减压蒸馏来实现木质纤维素原料在高固体含量进行同步糖化发酵与乙

醇分离过程相耦合的可行性，分别研究了减压蒸馏对合成发酵液、40%(w/w)固体含量下

所得秸秆发酵醪上清液和 40%(w/w)固体含量下所得秸秆发酵醪全醪中乙醇的分离效

果、纤维素酶酶活及抑制物的影响，为实现高固体含量下纤维素乙醇的连续化或半连续

化生产奠定了坚实的基础。 

木质纤维素原料 

极限低水用量的稀酸预处理 

基于煤油霉菌的固态静置生物脱毒 

高固体含量的同步糖化与乙醇发酵 

减压蒸馏实现乙醇分离与纤维素酶循环

的耦合 

反应器装填率 

预浸固液比 

菌种筛选、鉴定 

脱毒能力及应用 

新型反应器的应用 

高浓度乙醇发酵 

乙醇分离 

纤维素酶回收 

    乙醇 



第 16 页                                         华东理工大学博士学位论文                                                                              

 

 

第 2 章  木质纤维素原料的干式稀硫酸预处理研究 

 

2.1  前言 

在利用木质纤维素原料生产纤维素乙醇的工艺中，预处理是提高原料酶解性能的先

决条件；而且，由于预处理能够影响到整个生物转化过程的各个工段（包括原料前处理、

酶解、发酵、产物分离、废物处理和副产物的生成等）而被认为是木质纤维素原料生物

加工过程的核心工艺[26]。目前，虽有多种预处理方法付诸实践，包括物理法、化学法、

物化法及生物法等，但是只有化学试剂参与的预处理方法才能最大程度的破坏木质纤维

素的固有结构，提高原料的转化效率和乙醇得率[25, 122]。 

稀硫酸预处理是目前主流的预处理方法之一，也是极有潜力在将来的纤维素乙醇工

业中取得应用的技术[25, 32, 123-128]。而且，稀硫酸预处理已应用于多种不同的木质纤维素

原料生产乙醇的工艺中[124-126, 129-135]。但是，常规的稀硫酸预处理存在如下缺点，导致其

成本居高不下：（1）相当大的新鲜水耗（稀酸溶液与木质纤维素原料的质量比一般为

6-10:1）和大量酸性废水的排放；（2）相当大的能耗（用热的蒸汽或电加热来维持预处

理反应体系的温度在 200 
o
C 左右）；（3）大量抑制物的产生，包括有机酸类（乙酸，甲

酸，乙酰丙酸和阿魏酸），呋喃类（糠醛和 5-羟甲基糠醛），酚酸类（如香兰素，愈创木

酚和 4-羟基苯甲醛）和腐蚀性的金属离子等。因此，降低预处理过程的水耗和能耗，减

少废水排放及抑制物的产生，对于提高预处理过程的经济性，降低纤维素乙醇的生产成

本，推动纤维素乙醇的工业化具有重要意义。 

以往对稀酸预处理的研究主要集中在通过优化常规的预处理条件（如预处理温度、

时间和稀酸浓度）来提高葡萄糖得率，减少预处理过程产生的抑制物，进而提高预处理

过程的经济性[3, 25-26, 135]。本章则另辟蹊径，深入研究了两个极其重要而又极易被忽略的

预处理条件（预处理反应器的物料装填率和预浸固液比）对降低预处理过程能耗、水耗

和对预处理效果的影响，建立了一种低能耗和低水耗的“干式”稀硫酸预处理方法，并

将这种干式预处理技术推广应用到多种不同的木质纤维素原料上，进一步考察了经过固

态生物脱毒后的物料在高固体含量条件下的同步糖化与发酵性能[136]。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  实验材料 

2.2.1.1  木质纤维素原料和沙子 

实验中所用的木质纤维素原料都产自中国的农业大省，如吉林、河南、山东等，具

有广泛的代表性，其具体产地见表 2.1 所示。除吉林的玉米秸秆收获于 2007 年秋，其它

产地的原料均收获于 2008 年秋。上述原料收获后，用 SF-300 型粉碎机粉碎并过筛至粒

径为 5-10 mm。筛分后的秸秆经水洗除去沙土，105 
o
C 烘至恒重后密封于塑料袋中备用。 

用于冷模实验的沙子为普通的建筑用黄沙，平均粒径为 0.3-1.7 mm。105 
o
C 烘干后
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用去离子水以 10:1 的固液比(w/w)进行混匀后备用。混匀后沙子的表观密度为 1120 

kg/m
3。预处理反应器满载时沙子的重量约为 10 kg。 

 

表 2.1  各种木质纤维素原料及其产地 

Table 2.1  The lignocellulosic biomass and its production area 

Materials Origin place (province) 

Corn stover I (CS-I) Jilin 

Corn stover II (CS- II) Shandong 

Corn stover III (CS- III) Henan 

Wheat straw I (WS-I) Shandong 

Wheat straw II (WS-II) Henan 

Rice straw (RiceS) Jiangxi 

Cotton straw (CottonS) Henan 

Rape straw (RapeS) Henan 

 

2.2.1.2  纤维素酶及菌种 

预处理后木质纤维素原料的酶解用纤维素酶 Accellerase 1000（购自杰能科国际有限

公司，Genencor International），其纤维素酶和纤维二糖酶酶活分别为 65.8 FPU/ml 和 152.0 

IU/ml
[136]。 

生物脱毒所用菌种为本实验室自行筛选到的煤油霉菌 Amorphotheca resinae 

ZN1
[137-138]，能够降解预处理过程中产生的大部分抑制物，包括有机酸、呋喃类、酚酸

类物质等，其筛选方法及详细的生理学特性参见第 3 章。 

乙醇发酵所用菌种为本实验室诱变筛选得到的耐高温、耐抑制物的酿酒酵母菌

Saccharomyces cerevisiae DQ1，可以在 37 
o
C 进行正常的生长和发酵。 

2.2.1.3  主要试剂及溶液的配制 

（1）主要试剂 

四环素购自比利时 Acros Organics 化学公司。 

放线菌酮购自美国 Amresco 公司。 

硫酸购自上海凌锋化学试剂有限公司。 

（2）主要溶液的配制 

0.1 mol/L、pH4.8 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液：分别配好 0.1 mol/L 的柠檬酸和柠檬

酸钠溶液，然后将柠檬酸溶液缓缓加入到柠檬酸钠溶液中并搅拌均匀，用 pH 计测定至

其 pH 值达到 4.8。 

10 mg/ml 四环素溶液：称取四环素 0.1000 g 于 10 ml 容量瓶中，加入 75%(v/v)的乙

醇溶解并定容，用 0.22 µm 滤膜过滤除菌后保存于-20
o
C 冰箱中备用。 

10 mg/ml 放线菌酮溶液：称量 0.1000 g 四环素于 10 ml 容量瓶中，加入超纯水溶解

并定容，用 0.22 µm 滤膜过滤除菌后于 4 
o
C 冰箱备用。  

2.2.1.4  培养基 
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PDA 培养基：取去皮马铃薯 200 g，切成小块，加水 1 L，煮沸 1 h，用 8 层纱布过

滤，然后补水至 1 L，并添加葡萄糖 20 g，琼脂粉 20 g，pH 自然。 

合成培养基：KH2PO4 2.0 g/L，MgSO4•7H2O 1.0 g/L，(NH4)2SO4 1.0 g/L，酵母粉 1.0 

g/L，葡萄糖 20.0 g/L，pH 自然，分装于三角瓶中 20 mL/100 mL。 

25%和 50%的水解液培养基：将 30.0%(w/w)固体含量下酶解得到的水解液与合成培

养基分别以 1:3 和 1:1(v/v)的比例混合，pH 调整至 5.0，即可得到 25%和 50%的水解液

培养基，分装于三角瓶中 20 mL/100 mL。30.0%(w/w)固体含量下水解液的制备见本章

2.2.2.5。 

种子培养基：成分同 50%的水解液培养基。 

上述培养基经 115 
o
C、20 分钟灭菌后备用。 

此外，在进行同步糖化与发酵操作时，发酵体系中营养盐的浓度为：KH2PO4 2.0 g/L，

MgSO4•7H2O 1.0 g/L，(NH4)2SO4 1.0 g/L，酵母粉 1.0 g/L。 

2.2.1.5  主要实验仪器及设备 

（1）高温稀酸预处理反应器 

 

 
图 2.1  高温稀酸预处理反应器 

Fig. 2.1  The self-made reactor for dilute sulfuric acid pretreatment 

 

用于高温稀酸预处理的反应器为自行设计的圆柱形不锈钢反应器（见图 2.1），其体

积约 10 L（内径约 180 mm，高约 400 mm）。预处理反应器筒体的顶部和底部均用法兰
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密封，在顶部法兰上安装有一个压力表、两个排气孔及一个伸入反应器内部约 150 mm

的热电偶；靠近底部法兰的上方有一个环形气体分布器，与蒸汽发生器相连；底部法兰

上安装有排液阀。筒体的外壁绕了一圈加热带，加热带外用绝缘石棉包裹，以降低预处

理时的热量损失。同时，在外壁和加热带之间也安装有一个热电偶，预处理时可同时监

测反应器内、外温度。通常，反应器内温度比器壁温度高约 5-10 
o
C，但以反应器内温

度为准[139]。 

（2）新型螺带桨生物反应器（用于秸秆高固体含量下的同步糖化与发酵操作）： 

其结构及具体特性详见第 4 章。 

（3）其它实验仪器 

    Thermo scientific Forma -86C 超低温冰箱   美国 Thermo scientific 有限公司 

HZ-9212S 型恒温水浴振荡器            江苏华利达实验设备厂 

YXQ-LS-SII 型立式压力蒸汽灭菌器      上海博讯实业有限公司医疗设备厂 

DHG-9140A 型电热恒温鼓风干燥箱      上海一恒科学仪器有限公司 

SF-300 型粉碎机                       上海科太粉碎设备厂 

AL104 型电子天平                     瑞士梅特勒托利多仪器有限公司 

PL602-L 型电子天平                   瑞士梅特勒托利多仪器有限公司 

BIOTECH-5L 生物反应器              上海保兴生物设备工程有限公司   

5415D 小型高速离心机                 德国 Eppendorf 公司 

Avanti J-26 型高速冷冻离心机           美国 Backman Coulter 有限公司 

Milli-Q 超纯水纯化系统                美国 Millipore 公司 

    高效液相色谱仪（Bio-Rad HPX-87H 色谱柱，RID-10A 示差折光检测器）日本岛津

公司 

2.2.2  实验方法 

2.2.2.1  高温稀酸预处理 

木质纤维素原料的高温稀酸预处理主要分为两个步骤：原料的预浸和预处理。首先

称取一定量的干基原料，按一定固液比(w/w)加入特定浓度的稀 H2SO4 溶液，预浸 12-16

小时。然后将预浸好的原料装入一个不锈钢圆柱形网套（网套直径略小于预处理反应器

内径）中，接着将网套放入预处理反应器中，密封好顶部和底部法兰并开始通入压力为

3.0 MPa 的高温蒸汽。当反应器内温度达到 100 
o
C 时，迅速依次微开顶部排气阀和底部

排液阀约 5 秒钟，排出不凝气体。关闭排气阀和排液阀，继续通入蒸汽至设定温度后，

开始计时并维持一段时间。保温结束后，完全打开预处理反应器顶部的排气阀，使压力

迅速降至常压。取出圆柱形网套，将预处理后的物料转移至不锈钢容器中冷却至室温，

盛入塑料袋中，4 
o
C 保存备用。为减少预处理过程的热能损耗，尽量缩短两批预处理之

间的时间间隔。此外，在进行第一批预处理实验之前，对预处理反应器进行预热（不加

入木质纤维素原料）[139]。 

2.2.2.2  预处理后木质纤维素原料的生物脱毒 
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从保存煤油霉菌 A. resinae ZN1 的斜面接一环孢子于 PDA 培养基斜面，25 
o
C 静置

培养 3 天进行活化，然后用 20 mL 无菌水将斜面上的孢子洗出，接入盛有 200 g 稀酸预

处理过且用 20%(w/w)的 Ca(OH)2 将 pH 调整至 5.0 左右的秸秆的生物反应器中，维持 25 

o
C、50-60%的含水量进行菌种扩培 3 天。然后将 200 g 扩培好的含煤油霉菌的物料接入

2 kg、pH 调整至 5.0 左右、含水量约 50%(w/w)的预处理后的秸秆中，混合均匀，于 25
 o
C、

50-60%的含水量下进行生物脱毒 7 天，脱毒后的物料保存于-20
 o
C 冰箱中备用[137]。 

2.2.2.3  木质纤维素原料预处理效果的评价 

通常，稀硫酸预处理的强度可以用“强度因子”来表征[32]，但是在本研究的预处理

实验中，没有产生预处理液（原料预处理后固体含量约为 50%(w/w)，没有游离水），故

不能用“强度因子”来表征。用原料预处理后和酶解后的糖得率（包括葡萄糖得率和木

糖得率）及预处理过程产生的抑制物浓度也可表征原料的预处理强度和效果。 

对预处理后木质纤维素原料的酶解参照美国可再生能源实验室 (NREL)的

LAP-009
[140]，具体步骤如下：在 100 ml 的三角瓶中依次加入 1.0 g 预处理后的物料和

10 ml 0.1 M、pH4.8 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，然后加入去离子水将体系的固体含量调

整至 5.0%(w/w)，并将 pH 重新调至 4.8，同时加入 0.06 ml 四环素(10 mg/ml)和 0.08 ml

放线菌酮(10 mg/ml)，并加入纤维素酶 Accellerase 1000，使体系的酶量达 15.0 FPU/g DM。

然后将三角瓶置于水浴摇床上，50 
o
C、180 rpm 酶解 72 小时。酶解结束后，取 1 ml 样

品，10000 rpm 离心 10 分钟，对上清液进行 HPLC 分析。每个实验两个平行，报告数据

为其平均值。 

2.2.2.4  酵母菌的驯化 

为保证同步糖化与发酵实验的平行性，酿酒酵母(S. cerevisiae DQ1)在合成培养基中

培养至 OD600 为 4 左右与甘油以 7:3 的比例混匀后分装入 2.0 ml 冻存管中，-70
o
C 冻存。

每次使用取出一支，接种至 20 ml 的合成培养基中，30 
o
C，150 rpm 培养 18 小时。然后

以 10%(v/v)的接种量接种至 25%的水解液中，30 
o
C，150 rpm 培养 15 小时。然后转接

至 50%的水解液中，相同的条件下培养 15 小时，接着将驯化好的酵母菌转接至种子培

养基并在同样的条件下培养 12 小时。最后，将经过驯化的酵母菌接种至已经预酶解 12

小时的同步糖化与发酵体系中，开始进行同步糖化与发酵操作。 

2.2.2.5  木质纤维素原料在 30.0%(w/w)固体含量下的同步糖化与发酵 

30.0%(w/w)固体含量下的同步糖化与发酵操作在本实验室自行研发的螺带桨生物

反应器中进行。根据温度的不同可将同步糖化与发酵过程分为两个阶段，即预酶解阶段

和同步糖化与发酵阶段。预酶解阶段的条件为 50
 o

C、150 rpm，15.0 FPU/g DM 的纤维

素酶量，以补料的方式在 12 小时内加入稀酸预处理且经生物脱毒后的木质纤维素原料，

至固体含量达 30.0%(w/w)。然后调整反应器温度至 37
 o

C、pH 5.0，以 10%(v/v)的接种

量接入驯化过的酵母菌，开始进行同步糖化与发酵操作，该阶段持续 48 或 60 或 72 小

时。在整个同步糖化与发酵过程中，体系的 pH 值用 20%(w/w)的 Ca(OH)2 控制在 5.0 左

右。每隔 8 小时取样，10000 rpm 离心 5 分钟，取上清进行 HPLC 分析。 
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30.0%(w/w)固体含量水解液的制备：方法与同步糖化与发酵过程中预酶解阶段的操

作相同，但制备水解液的原料不经过生物脱毒，且整个过程持续 48 小时。然后将酶解

后的液浆在 8000 rpm 的条件下离心 10 分钟，收集上清液即得到 30.0%(w/w)固体含量下

的水解液。 

2.2.3  分析方法 

2.2.3.1  纤维素酶和纤维二糖酶酶活的测定方法 

纤维素酶活的测定方法参照美国可再生能源实验室(NREL)的 LAP-006，将 1 小时内

催化 50.0 mg Whatman 滤纸生成 2.0 mg 还原糖的纤维素酶量定义为 1 个滤纸酶活单位

(one unit of filter paper cellulase, FPU)。首先，将纤维素酶稀释合适的倍数，取 0.5 ml 加

入含有 1.0 ml 50 mM 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液和 50.0 mg Whatman 滤纸的试管，50 
o
C

水浴反应 1 小时，反应后体系的还原糖浓度用 DNS 法测定[141]。 

纤维二糖酶活的测定方法：向 1.0 ml 80 mM 的纤维二糖溶液（用 pH 4.8、50 mM

的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制）中加入 1.0 ml 稀释至合适倍数的纤维素酶液，50 
o
C 水

浴反应 10 分钟，然后于沸水浴中煮沸 2 分钟终止反应，反应中产生的葡萄糖用葡萄糖

试剂盒测定。将 1 分钟内催化 80 μmol 纤维二糖生成 2.0 μmol 葡萄糖的纤维二糖酶量定

义为一个纤维二糖酶活单位[142]
(one unit of cellobiase activity, CBU)。 

2.2.3.2  纤维素、半纤维素含量的测定  

木质纤维素原料中纤维素和半纤维素含量的测定参照美国可再生能源实验室的两

步硫酸酸解法[143]。具体步骤如下：首先称量 100 mg 完全洗净（即用大量的去离子水（约

原料重量的 50-100 倍）洗去木质纤维素表面附着的可溶性组分）并烘干的原料装入耐

高温的具塞试管中，加入 1 ml 72%(w/w)的硫酸，将具塞试管置于 30 
o
C 水浴中反应 1

小时。在此过程中，用玻璃棒不停搅拌使硫酸与秸秆充分混合。然后，打开具塞试管，

加入 28 ml 去离子水，塞紧塞子并摇匀，于 121 
o
C 反应 1 小时。用 CaCO3 粉末中和反

应后的混合物至 pH 呈中性，10000 rpm 离心 10 分钟后，取上清液进行 HPLC 分析葡萄

糖和木糖浓度。同时，用葡萄糖和木糖作为对照，计算整个过程葡萄糖和木糖的损失率，

并对数据进行校正。 

2.2.3.3  预处理后物料/脱毒后物料中抑制物及寡糖含量的测定 

木质纤维素原料经过预处理后或生物脱毒后其固体含量约 50%(w/w)左右，没有游

离水存在。对其所含的抑制物测定方法如下：首先精确测定预处理后木质纤维素原料的

含水量，然后称量 5.0 g 预处理后或脱毒后的原料，加入 45 ml 去离子水，于 30 
o
C、150 

rpm 的条件下振荡 2 小时。取出混合物，10000 rpm 离心 5 分钟，取上清液进行 HPLC

分析。根据预处理后木质纤维素原料的含水量，反算出单位重量原料中各种组分的含量。 

物料中寡糖含量的测定参照美国可再生能源实验室的“液相组分中糖、副产物及降

解产物的测定方法”[144]。 

2.2.3.4  葡萄糖、木糖、纤维二糖、乙醇及抑制物组分的测定 

葡萄糖、木糖、纤维二糖、乙醇、乙酸、乙酰丙酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛通过高效



第 22 页                                         华东理工大学博士学位论文                                                                              

 

液相色谱仪测定。条件为：Bio-Rad HPX-87H 柱，流动相为 5 mmol/L 的硫酸，流速为

0.6 mL/min，柱温 65 
o
C，示差折光检测器(RID-10A)检测。样品稀释合适的倍数并用 0.22 

μm 的滤膜过滤，进样量为 20 μL。 

2.2.3.5  预浸固液比、物料装填率、稀硫酸浓度、水耗及能耗的定义 

预浸固液比是指预浸过程中干基原料的质量与所用稀硫酸溶液质量之比(w/w)；物

料装填率指在预处理过程中，预处理反应器所装入物料与其自身体积之比(v/v, %)；预处

理条件中稀硫酸的浓度是指原料用硫酸溶液预浸后体系硫酸的质量与干物料质量之比

(w/w, %)。预处理过程的能耗指预处理后物料的总质量与预浸后物料的总质量之差，即

在预处理过程中物料所吸收高温蒸汽的质量。预处理过程的水耗是指预处理后物料的总

质量减去预浸时加入的干物料的质量，包括预浸过程的用水量和预处理过程冷凝的水

量。 

2.2.3.6  木糖、葡萄糖和乙醇得率的计算 

木糖、葡萄糖及乙醇得率的计算分别参照文献 128,136 和 137
[128, 136-137]。 

木糖得率= ( [xylose] ) / ( 1.136 f × [biomass] ) × 100% 

葡萄糖得率= ( [glucose] + 1.053 × [cellobiose] ) / ( 1.111 f × [biomass] ) × 100% 

乙醇得率= ( [EtOH]f  – [EtOH]0 ) / ( 0.51 f × [biomass] × 1.111 ) × 100% 

[xylose]、[glucose]和[cellobiose]分别指木质纤维素原料预处理/酶解后体系的木糖、

葡萄糖和纤维二糖浓度，g/L；f 指木质纤维素原料中的纤维素含量，g/g；[biomass]指体

系初始的固体含量，g/L；[EtOH]f 和[EtOH]0 分别指发酵结束和发酵开始时体系的乙醇浓

度，g/L。1.136 是半纤维素转化为木糖的系数；1.053 是纤维二糖转化为葡萄糖的系数，

1.111 是纤维素转化为葡萄糖的系数。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  原料在预处理反应器中满载时可以显著降低预处理过程的能耗 

在木质纤维素原料的高温稀酸预处理过程中，预处理反应器的物料装填率对预处理

过程水耗、能耗和预处理效果的影响一直是一个被忽略的方面，本节将重点探讨这个问

题。 

2.3.1.1  相同的预处理条件下，物料装填率对预处理过程能耗和水耗的影响 

首先，在同一预处理条件下（预浸固液比为 2.0，2.5%(w/w)的硫酸浓度，190 
o
C 处

理 3 分钟），考察不同的物料装填率对预处理过程能耗和水耗的影响（见图 2.2）。从图

2.2 分析可知，在预处理过程中，随着物料装填率的增加（从 12.5%到 100%(v/v)），单

位质量干秸秆(100 g)的水耗和能耗都随之急剧降低。与此同时，预处理过程水耗的降低

也导致预处理后玉米秸秆中固体含量的大幅增加（从 27.1%增加到 50.1%(w/w)）。 
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图 2.2  物料装填率对预处理过程水耗和能耗的影响 

Fig. 2.2  Effect of the feedstock filling ratio on the steam consumption and waste water generation. The 

feedstock was CS with the solids/liquid presoaking ration of 2.0. The pretreatment conditions were 2.5% 

(w/w) dilute sulfuric acid, 190 
o
C for 3 minutes. 

 

2.3.1.2  不同预处理条件下，物料装填率对预处理过程能耗、水耗及预处理效果的影响 

接着，又考察了在不同的预处理条件下（预处理条件见图 2.3），两个不同的物料装

填率（400 g 干秸秆（相当于半载，即物料装填率为 50%(v/v)）和 800 g 干秸秆（相当于

满载））对预处理过程能耗、水耗（见图 2.3）及预处理效果（见表 2.2）的影响。 
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图 2.3  不同预处理条件下物料装填率对能耗和水耗的影响 

Fig. 2.3  Effect of the feedstock filling ratio on the steam consumption and waste water generation at the 

different pretreatment conditions. The pretreatment conditions on the figure legend indicate temperature, 

sulfuric acid concentration, and time. 
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图 2.3 的结果与图 2.2 类似，即在预处理过程中，单位质量干秸秆(100 g)的能耗和

水耗都随着物料装填率的增加而降低，而预处理后物料的固体含量随之升高（从半载时

的 40%(w/w)升高到满载时的 50%(w/w)）。从表 2.2 分析可知，两种装填率下，预处理后

玉米秸秆中的纤维素含量差别不大；酶解后玉米秸秆的葡萄糖和木糖得率都只随着预处

理温度、时间和稀硫酸浓度的变化而变化，而不随着物料装填率的变化与改变。同样的，

预处理液中的葡萄糖、木糖、寡聚葡萄糖和寡聚木糖以及一些抑制物组分（如乙酸，糠

醛和羟甲基糠醛）随装填率的变化也不大。从上述分析可知，在预处理过程中，高的装

填率不但不影响物料的预处理效果，而且能大大降低过程的能耗和水耗，提高预处理后

物料的固体含量。 

从以上的实验结果可以发现一个有趣的现象：在预处理过程中，蒸汽的消耗随着物

料装填率的增加而降低，即满载时反应器中的秸秆重量是半载时的两倍，但单位重量的

秸秆消耗的蒸汽却是半载时的一半，这似乎不合常理。 

一种可能的解释是预处理过程中的热损耗（指高温蒸汽遇到反应器壁冷凝所消耗的

蒸汽）所致，即装填率越小，反应器中自由空间越大，蒸汽冷凝几率增加，热损耗也越

大。为此，专门用沙子代替玉米秸秆，在相同的预处理条件下（预浸固液比为 10.0，无

硫酸加入，190 
o
C 处理 3 分钟）进行冷模，考察不同装填率（25%到 100%(v/v)）对过

程能耗的影响（见表 2.3）。分析表 2.3 可知，不同的装填率对预处理前后沙子的重量基

本没有影响，表明预处理过程中因蒸汽而冷凝的热损耗很少（即预处理反应过程的保温

措施较好），基本可以忽略。 

 

表 2.3  装填率对冷模过程能耗和水耗的影响 

Table 2.3  Steam and water consumption in the mock-up pretreatment using sand as the feedstock  

Feedstock filling ratio 

(%, v/v) 

Sand before pretreatment 

(kg) 

Sand after pretreatment 

(kg) 

25% 2.60 ± 0.05 2.62 ± 0.04 

50% 5.47 ± 0.0 5.45 ± 0.01 

100% 10.01 ± 0.0 9.82 ± 0.30 

The conditions for the mock-up pretreatment were at 190 
o
C for 3 minutes at the pressure of 1.2 MPa. The 

sand before mock-up experiment was presoaked with water at a solids/liquid presoaking ratio of 10.0 (w/w). 

 

另一种解释则是：木质纤维素原料具有极强的吸水性和蒸汽吸收性，可以快速的吸

收相当于其自身重量 10 倍以上的水分。在预处理过程中，当原料没有装满预处理反应

器时，物料上方留有较大的自由空间可供热的蒸汽填充，这时秸秆原料特殊的蒸汽吸收

性能就体现出来，秸秆不断的吸收蒸汽，使体系压力降低，就需要通入更多的蒸汽来维

持体系压力和温度。这一循环将会一直持续到预处理反应结束，从而造成高的蒸汽消耗；

当预处理反应器满载时，通入的高温蒸汽只用来加热秸秆原料和预浸所用的酸液到所需

温度，没有多余的自由空间留给蒸汽。只要达到所需的预处理温度，便只需通入较少的

蒸汽来维持反应体系处于所需状态。综上所述，木质纤维素原料自身特殊的吸水特性，



华东理工大学博士学位论文                                         第 25 页  

 

是引起预处理过程能耗和水耗随装填率特殊变化的主要原因。因此，在预处理过程中，

保持反应器处于满载状态，避免给蒸汽留有自由空间，既可保证理想的预处理效果，又

能提高反应器的使用效率，降低预处理过程的能耗和水耗，强化预处理过程的经济性。 

2.3.2  预浸固液比对预处理过程能耗、水耗及预处理效果的影响 

在高温稀硫酸预处理过程中，首先需要用稀硫酸溶液对原料进行预浸处理。增加预

浸固液比（干秸秆与稀硫酸溶液的质量比），可以显著降低预处理过程的水耗，但可能

会导致秸秆因浸润不充分而增加预处理过程的蒸汽消耗，甚至会影响预处理效果。本节

着重考察预浸固液比对预处理过程能耗、水耗及预处理效果的影响（见图 2.4 和表 2.4）。 
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图 2.4  不同预处理条件下预浸固液比对预处理过程能耗和水耗的影响 

Fig. 2.4  Effect of the solids/liquid presoaking ratio on the steam consumption and waste water generation 

at the different pretreatment conditions. The feedstock was CS with the filling ratio to the pretreatment 

reactor of 100% (v/v). The pretreatment conditions on the figure legend indicate temperature, sulfuric acid 

concentration, and time and were listed detailedly in Table 2.4. 

 

分析图 2.4 可知，与之前的预测相反，当预处理条件为 200 
o
C，1.0%，3 分钟时，

单位质量干秸秆(100 g)的蒸汽消耗随着预浸固液比的增加基本不变；当预处理条件为

190 
o
C，2.5%，3 分钟时，单位质量干秸秆的蒸汽消耗反而略有降低。由于预浸时液体

用量大大减少，导致预处理后物料中固体含量的大幅提高。从表 2.4 的数据可以看出，

预处理后玉米秸秆的葡萄糖得率基本维持在同一水平，木糖得率则随着预浸固液比的增

加有所降低。这一结果与 Ferreira 等人的研究结果不尽一致，主要是由于预处理条件（相

对低的固液比，1.5-3.0/10 (w/v)，较低的预处理温度和长的预处理时间）和物料性质的

不同所致[131]。在预处理液中，随着预浸固液比的增加，葡萄糖和各种抑制物的浓度都

呈增加趋势，而木糖和寡糖的浓度则随之降低。也就是说，从纤维素到葡萄糖的转化不

受预浸固液比的影响，而从半纤维素到木糖的转化却受到了较大影响。另一方面，随着
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预浸固液比的增加，抑制物（如乙酸，糠醛和羟甲基糠醛）的生成速率也明显加快。 

通常，预浸过程的稀酸用量为固体质量的 3-10 倍，甚至有用稀酸溶液完全浸泡木

质纤维素原料的报道。而高的稀酸用量有两方面作用，一方面使酸液与固体原料充分浸

润，来强化预处理效果；另一方面，避免由于原料强的吸水性而造成预处理过程消耗过

多的蒸汽。但是，本节的实验结果却表明蒸汽消耗并不随着预浸固液比的增加而升高。

导致这种现象的原因仍然与物料的吸水性有关。在预处理操作中，当预浸后的木质纤维

素原料装入反应器后，其体积随着蒸汽的通入而迅速减少，一般可降至原体积的

70%-80%。预浸固液比越高，减少的体积越少。这样，反应器上方的自由空间又被热的

蒸汽填充，便又重新回到了 2.3.1 中阐述的原因。 

从上述实验结果可知，在稀酸预处理过程中，与预浸固液比相比，蒸汽的消耗更大

程度上取决于预处理反应器中物料的装填率。因此，进一步降低预处理过程的能耗，可

以通过压实反应器中装填的物料来减少通入蒸汽后所导致的体积变化，但是物料填充过

于密实，势必会引起预处理过程传热和传质的问题，反而会影响物料的预处理效果。 

高预浸固液比下的干式稀酸预处理技术也给其它预处理方法（如亚硫酸盐预处理和

蒸汽膨爆预处理等）提供了一些可借鉴之处，尤其是在降低过程能耗，提高预处理后物

料固体含量和废水减排方面[122]。 

除此之外，对预处理反应器的强腐蚀性也是稀酸预处理的一大特点。很多报道都谈

及预处理反应器高昂的制造成本及酸液对反应器的强腐蚀性[145]。但是，本文所用的预

处理反应器使用两年后仍看不出酸液侵蚀的痕迹，很大可能是预处理过程中没有强腐蚀

性的酸性预处理液产生（与采用二氧化硫气体浸润的蒸汽预处理方法相似），而其它报

道中的预处理都可分离出酸性液体。 

综上所述，在高温稀酸预处理过程中，高的预浸固液比可以在维持预处理效率基本

不变的前提下，大大降低预处理过程的水耗和能耗；而且预处理后物料的固体含量高达

50%(w/w)，没有酸性预处理液产生（即零废水排放）。 

2.3.3  在预处理反应器满载及高的预浸固液比下对高温稀酸预处理的优化 

    为了在满载及高预浸固液比的条件下获得较好的物料酶解性能及低的抑制物含量，

本节对一些常规的稀酸预处理条件进行了优化，实验结果如表 2.5 和图 2.5 所示。 

从表 2.5 可知，预处理过程的能耗随着预处理时间和温度的增加而增加，而不随硫

酸浓度的变化而改变。在不同的预处理条件下，纤维素含量在预处理前后的变化稳定在

±1-2%，表明预处理条件的改变对纤维素含量的影响不大，但半纤维素含量和木糖得率

却随着硫酸浓度的增加而大幅升高。预处理液中大部分的木质纤维素降解产物（如葡萄

糖，木糖，乙酸，糠醛和羟甲基糠醛）都随着预处理温度、时间和硫酸浓度的增加而增

加，而寡糖的浓度却随之降低。上述结果表明，预处理强度随着预处理条件（如温度、

时间和硫酸浓度）的加强而增加。 
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表 2.2  物料装填率对预处理效果的影响 

Table 2.2  Effect of the feedstock filling ratio on the pretreatment efficiency 

Parameters 
Filling ratio 

(%) 

Cellulose 

(%, w/w) 

Hemicellulose 

(%, w/w) 

Glucose 

yield 

(%) 

Xylose 

yield 

(%) 

Composition of pretreatment liquor 

Glucose Xylose Acetate HMF Furfural O-Cel O-Xyl 

(g/100g DM) 

190
o
C; 1.0%; 6min 

50% 33.32 6.75 60.4 57.0 0.46 2.74 0.71 0.07 0.18 2.08 11.6 

100% 32.38 8.54 62.0 58.2 0.41 1.76 0.58 0.11 0.17 2.21 9.91 

190
o
C; 2.5%; 3min 

50% 36.62 3.19 89.3 54.3 1.67 8.17 1.37 0.33 0.66 0.87 3.21 

100% 33.72 3.70 85.1 51.5 1.58 8.02 1.20 0.21 0.90 1.57 4.29 

200
o
C; 1.0%; 3min 

50% 35.37 5.48 73.9 60.8 0.49 3.54 0.88 0.11 0.36 2.33 10.8 

100% 32.73 7.44 72.3 58.4 0.44 2.27 0.67 0.06 0.18 1.74 7.44 

Data in the parameters column indicate the temperature, sulfuric acid concentration, and time; the solids/liquid presoaking ratio was 2.0; The calculation of the cellulose 

and hemicellulose was based on the dry solids matter (DM). The enzymatic hydrolysis conditions were: 5.0% (w/w) solids loading (without washing), pH 4.8 adjusted 

with 100 mM citrate acid buffer (pH 4.8), 15.0 FPU/g DM, 50 
o
C, 150 rpm in a water-bath shaking incubator. All the tests were performed twice and averaged. 

 

表 2.4  预浸固液比对预处理效果的影响 

Table 2.4  Effect of the solids/liquid presoaking ratio on the pretreatment efficiency 

Parameters 
Solids/liquid 

ratio 

Glucose yield 

(%) 

Xylose yield 

(%) 

Composition of pretreatment liquor 

Glucose Xylose Acetate HMF Furfural O-Cel O-Xyl 

(g/100g DM) 

200
o
C; 1.0%; 3min 

1.0 75.54 65.75 0.36 2.17 0.44 0.05 0.07 2.4 12.8 

2.0 72.34 58.45 0.44 2.14 0.67 0.06 0.18 2.2 11.7 

190
o
C; 2.5%; 3min 

0.5 82.74 68.35 2.20 19.3 1.84 0.31 0.54 4.2 13.6 

1.0 83.07 59.42 1.29 8.99 0.86 0.24 0.52 2.0 5.4 

2.0 84.50 49.74 1.57 8.13 1.20 0.37 0.82 1.5 4.4 

Data in the parameters column indicate the temperature, sulfuric acid concentration, and time; the feedstock filling ratio to the pretreatment reactor was 100% (v/v). The 

enzymatic hydrolysis conditions for different pretreated CS were: 5.0% (w/w) solids loading (without washing), pH 4.8 adjusted with 100 mM citrate acid buffer (pH 4.8), 

15.0 FPU/g DM, 50 
o
C, 150 rpm in a water-bath shaking incubator. All the tests were performed twice and averaged.
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表 2.5  基于能耗和水耗对预处理条件的优化 

Table 2.5  Optimization of pretreatment parameters on the steam consumption and waste water generation 

Parameters 

Consumption Composition of pretreated CS Composition of pretreatment liquor 

Total Water Steam 
Solids 

content 

Cellulose 

content 

Hemi- 

cellulose 
Glucose Xylose Acetate HMF Furfural O-Cel O-Xyl 

(g/100g DM) (%, w/w) (g/100g DM) 

190
o
C; 0.75%; 6min 107.3 54.1 46.8 32.36 9.08 0.29 1.30 0.54 0.07 0.12 2.21 10.41 

190
o
C; 1.00%; 6min 101.0 49.9 49.2 32.38 8.54 0.41 1.76 0.58 0.11 0.17 2.21 9.91 

190
o
C; 1.25%; 6min 100.6 47.7 48.4 34.54 6.84 0.49 3.03 0.70 0.11 0.25 2.12 9.07 

190
o
C; 1.50%; 6min 103.2 49.8 47.6 31.34 4.74 0.79 4.94 1.00 0.23 0.56 1.90 6.34 

190
o
C; 1.75%; 3min 98.9 44.7 48.3 32.01 7.80 0.51 2.94 0.49 0.12 0.22 2.21 9.91 

190
o
C; 2.00%; 3min 95.4 44.0 50.5 33.39 5.56 0.88 5.88 0.77 0.25 0.50 2.27 7.55 

190
o
C; 2.50%; 3min 97.8 41.9 50.1 33.72 3.70 1.58 8.02 1.20 0.21 0.90 1.57 4.29 

190
o
C; 3.00%; 3min 97.3 44.0 49.0 33.89 1.91 3.96 10.71 2.36 0.41 1.12 0.97 1.88 

200
o
C; 0.75%; 3min 109.4 55.9 46.2 32.50 8.11 0.30 1.54 0.67 0.05 0.15 1.74 7.18 

200
o
C; 1.00%; 3min 101.5 47.9 47.9 32.73 7.44 0.44 2.27 0.67 0.06 0.18 1.74 7.44 

Data in the parameters column indicate the temperature, sulfuric acid concentration, and time; the feedstock was filling into the pretreatment reactor fully 100% (v/v) and 

the solids/liquid presoaking ratio was 2.0; The calculation of the cellulose and hemicellulose was based on the dry solids matter (DM). The enzymatic hydrolysis 

conditions for different pretreated CS were: 5.0% (w/w) solids loading (without washing), pH 4.8 adjusted with 100 mM citrate acid buffer (pH 4.8), 15.0 FPU/g DM, 50 
o
C, 150 rpm in a water-bath shaking incubator. All the tests were performed twice and averaged. 
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图 2.5  在预处理及酶解阶段的葡萄糖和木糖得率 (a) 葡萄糖得率 (b) 木糖得率 

Fig. 2.5  Glucose and xylose yields of CS in the pretreatment and hydrolysis steps. (a) glucose yield; (b) 

xylose yield. The pretreatment and enzymatic hydrolysis conditions were listed in Table 2.5. 

 

从图 2.5(a)可知，纤维素的降解主要发生在酶解阶段，而在预处理过程中降解的纤

维素很少。在硫酸浓度为 0.75%-3.0%(w/w)的范围内，葡萄糖得率随着硫酸浓度的增加

而增加，但是预处理温度和时间也对葡萄糖得率产生了复杂的影响，使葡萄糖得率不是

简单的随预处理温度和时间的增加而增加。从图 2.5(b)可知，木糖得率均处于较低的水

平（低于 60%）。与纤维素的降解不同，半纤维素的降解主要发生在预处理阶段，尤其

是在较高的硫酸浓度条件下。 

结合上述实验结果可知，最佳的稀硫酸预处理条件是：预处理反应器满载，预浸固

液比为 2:1，使用 2.5%(w/w)的硫酸浓度，在 190 
o
C 的条件下处理 3 分钟。预处理后玉

米秸秆（未经水洗脱毒）的葡萄糖得率和木糖得率（预处理和酶解两阶段之和）分别为
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85.2%和 50.9%；固体含量为 50.1%(w/w)；预处理后玉米秸秆中乙酸、糠醛和 5-羟甲基

糠醛的浓度分别为 1.20、0.90 和 0.21 g/100 g 干秸秆；预处理后玉米秸秆中的纤维素和

半纤维素含量分别为 33.9%和 3.7%(w/w)。 

2.3.4  干式稀酸预处理技术在不同木质纤维素原料上的应用及后续高固体含量下的同

步糖化与发酵 

本节通过考察干式稀酸预处理技术对不同木质纤维素原料的预处理效果，来评价其

广适性。用本章 2.3.3 中得到的最佳预处理条件分别对不同产地的玉米秸秆、麦秆、稻

草、棉秆和油菜秆（见表 2.1）进行了预处理，其过程能耗、水耗及预处理效果见图 2.6

和表 2.6。从图 2.6 可知，在预处理过程中，除了处理油菜秆时能耗有 15%的增加外，

处理其它原料时的能耗和水耗都稳定在同一水平，而预处理后各种物料的固体含量都接

近 50%(w/w)。 
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图 2.6  不同原料预处理过程中能耗和水耗变化 

Fig. 2.6  Steam consumption and waste water generation during different feedstocks pretreatment. The 

abbreviation of the feedstocks and the pretreatment conditions were listed in Tables 2.1 and 2.6. 

 

表 2.6 反映了各种原料在预处理前后成分的变化。分析表 2.6 可知，各种木质纤维

素原料中的纤维素含量在预处理前后基本不变，而半纤维素含量则降至预处理前的

1/5-1/10。对同一种原料来说，尽管产地不同，但预处理液中各组分的浓度大致相同，

但是不同种原料的预处理液成分差别佷大。两种非粮作物的秸秆，棉秆和油菜秆的预处

理液中，各种降解产物的浓度都远低于粮食作物秸秆。不同原料的葡萄糖得率也呈现出

与预处理液组分变化相似的规律：同种但不同产地的原料具有近乎相同的葡萄糖得率，

不同种的原料葡萄糖得率相差甚大。需要特别指出的是，小麦秆和稻草的葡萄糖得率相

当高（95%以上），但是两种非粮作物秸秆的葡萄糖得率却相当低（低于 50%），这可能

与不同种原料的自身结构及预处理强度有关。 
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表 2.6  不同木质纤维素原料预处理前后组分的变化 

Table 2.6  Compositions of the feedstock and the pretreatment liquors of the different lignocellulose materials 

Feedstocks 

Cellulose  

(%, w/w) 

Hemicellulose 

(%, w/w) 

Glucose 

yield 

Xylose 

yield 

Composition of pretreatment liquor 

Glucose Xylose Acetate HMF Furfural O-Cel O-Xyl 

Before After Before After (%) (%) (g/100g DM) 

CS-I 34.1 33.7 24.6 3.7 85.1 51.5 1.58 8.02 1.20 0.21 0.90 1.57 4.29 

CS-II 35.4 37.4 23.5 5.2 74.7 60.8 1.55 8.50 1.46 0.32 0.38 0.76 5.23 

CS-III 36.3 36.3 21.5 4.7 72.9 64.5 1.82 8.35 1.48 0.35 0.37 0.65 4.13 

WS-I 33.4 33.0 26.5 4.3 94.6 65.3 1.09 12.5 1.26 0.23 0.33 1.01 5.56 

WS-II 31.7 32.7 23.2 3.5 95.7 73.2 1.86 13.3 2.01 0.47 0.40 0.88 4.19 

RiceS 35.4 36.5 22.8 4.7 99.5 67.3 0.93 8.08 0.65 0.12 0.19 1.31 5.34 

CottonS 38.2 31.0 18.8 4.5 41.5 57.5 0.52 4.15 1.04 0.07 0.10 0.48 6.08 

RapeS 33.9 33.0 19.9 7.1 43.3 62.8 0.65 4.58 0.83 0.08 0.15 0.69 8.89 

The calculation of the cellulose and hemicellulose was based on the dry solids matter (DM). CS-I, CS-II and CS-III: Corn stover from Jilin, Shandong, and Henan, China, 

respectively; WS-I and WS- II: Wheat straw from Shandong and Henan, China, respectively; RiceS: Rice straw from Jiangxi, China; CottonS: Cotton stalk from Hubei, 

China; RapeS: Rape straw from Henan, China. The pretreatment was carried out at the full feedstock filling ratio and the solids/liquid presoaking ratio of 2.0. The 

enzymatic hydrolysis were carried out at 5.0% (w/w) solids loading (without washing), pH 4.8 adjusted with 100 mM citrate acid buffer (pH 4.8), 15.0 FPU/g DM, 50 
o
C, 

150 rpm in a water-bath shaking incubator. All the tests were performed twice and averaged.
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为了进一步考察干式稀酸预处理的效果，我们对预处理后的各种木质纤维素原料进

行了生物脱毒处理，并在 30.0%(w/w)固体含量下实施了同步糖化与发酵操作，其结果如

图 2.7 所示。分析图 2.7 可知，三种粮食作物的秸秆，玉米秸秆、稻草和小麦秸秆，预

酶解 12 小时后体系的葡萄糖浓度、发酵过程中葡萄糖的消耗速率、乙醇的生成速率、

乙醇的最终浓度及乙醇得率都远远高于两种非粮食作物的秸秆（棉秆和油菜秆），这种

现象与表 2.6 中各种原料的酶解数据相吻合，即酶解效果差的原料发酵性能也差。 
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图 2.7  不同木质纤维素原料在 30.0%(w/w)固体含量下的同步糖化与发酵  

Fig. 2.7  Simultaneous saccharification and ethanol fermentation of different pretreated lignocellulose 

feedstocks at the high solids loading. (a) SSF process; (b) ethanol yield. Conditions: 30.0% (w/w) solids 

loading, 15.0 FPU/g DM, pH 5.0 in the helical stirring bioreactor at 150 rpm. The abbreviation of the 

feedstocks were listed in Table 5. The ethanol yield was based on the % of the theoretical ethanol yield. 
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综合上述所有结果可得，与其它预处理方法相比，干式稀酸预处理技术具有以下几

个方面的优点：（1）大大降低了预处理过程中热蒸汽的消耗量，从而降低了预处理过程

的能耗；（2）整个预处理过程没有酸性预处理液产生，减轻了污水处理的负担，降低了

预处理过程对反应器的腐蚀性，延长了反应器的使用寿命；（3）预处理后物料的固体含

量高达 50%(w/w)，使预处理过程名副其实的成为一个从“干秸秆”到“干预处理物料”

的过程；（4）预处理后得到的高固体含量的物料保证了随后的同步糖化与发酵操作可以

在较高的固体含量（30.0%(w/w)及以上）下进行。同时，高固体含量的同步糖化与发酵

操作可以生成较高浓度的乙醇，能够进一步降低乙醇分离工段的能耗。 

Lynd 等人在 2008 年提出两种最有前景的利用木质纤维素原料生物转化生产乙醇的

方案，第一种即采用稀酸预处理（见图 1.1）工艺，并把终产物乙醇的理想浓度定在

7%(w/w)
[17]。本研究所开发的干式稀酸预处理技术将为这一目标的实现提供切实可行的

技术保障。 

2.4  小结 

本章重点关注了两个对预处理过程水耗和能耗影响较大的因素，即预处理反应器的

物料装填率和预浸固液比，提出了基于反应器满载和预浸固液比为 2:1 条件下的节水节

能型干式稀酸预处理技术。在保证预处理效率的同时，整个预处理过程的总用水量不大

于干基木质纤维素原料的质量，蒸汽用量较常规稀酸预处理降低了 50%，预处理后物料

的固体含量高于 50%(w/w)，为后续的固态生物脱毒及高固体含量下的同步糖化与发酵

操作创造了条件。本章得到的主要结论如下： 

（1）在木质纤维素原料的稀酸预处理过程中，随着预处理反应器物料装填率和预浸固

液比的增加，预处理效果维持不变，而能耗和水耗随之急剧降低，预处理后的物料固体

含量随之升高，这与木质纤维素原料特有的吸水性能有关。 

（2）基于预处理过程高的物料装填率和高的预浸固液比，对稀酸预处理过程进行了优

化并得到了最佳预处理条件，即在 100%(v/v)的物料装填率和预浸固液比为 2:1 的条件

下，使用 2.5%(w/w)的硫酸浓度，在 190 
o
C 的条件下对木质纤维素原料处理 3 分钟。预

处理后玉米秸秆（未经水洗脱毒）的葡萄糖和木糖得率（预处理和酶解两阶段之和）分

别为 85.2%和 50.9%；固体含量为 50.1%(w/w)；预处理后玉米秸秆中乙酸、糠醛和 5-

羟甲基糠醛的浓度分别为 1.20、0.90 和 0.21 g/100 g 干秸秆；预处理后玉米秸秆中的纤

维素和半纤维素含量分别为 33.9%和 3.7%(w/w)。 

（3）将干式稀酸预处理成功应用到多种不同的木质纤维素原料上，包括玉米秸秆、稻

草、小麦秆、棉秆和油菜秆等，预处理后物料的固体含量都在 50%(w/w)左右，并依次

进行了生物脱毒和 30.0%(w/w)固体含量下的同步糖化与发酵。粮食作物的秸秆，如玉米

秸秆、稻草和小麦秆，发酵后乙醇浓度都在 40 g/L 以上；经济作物的秸秆，如棉秆和油

菜秆，发酵后乙醇浓度偏低，约为 30 g/L 左右。 

 



第 34 页                                         华东理工大学博士学位论文                                                                                                                                                                                                                                         

 

 

第 3章  煤油霉菌 Amorphotheca resinae ZN1 对预处理后木质纤维素原

料的固态生物脱毒 

 

3.1  前言 

如第 2 章所述，对木质纤维素原料进行预处理，是生产纤维素乙醇的先决条件[17]。

但是，预处理在破坏木质纤维素自身结构，提高原料酶解性能的同时，剧烈的反应条件

也诱发了一系列的副反应，生成了多种复杂的化合物，主要包括呋喃类物质（如糠醛和

5-羟甲基糠醛等），有机酸类物质（如甲酸，乙酸和阿魏酸等）和木质素的衍生物（如

香兰素，对羟基苯甲醛，愈创木酚和苯酚等）等[19, 62, 99, 146]。这些物质会对后续的糖化

与发酵产生很强的抑制作用[19, 59]。因此，要保证预处理后木质纤维素原料能进行正常的

酶解与发酵，必须去除这些抑制物，即需要对预处理后的物料进行“脱毒”处理。 

目前，已有多种脱毒方法在实验室得到成功应用，如水洗、过碱化调节、闪蒸和离

子交换吸附等[64, 146]。但是，这些脱毒方法存在着诸多负面效应，包括大量的新鲜水耗

和废水排放，木质纤维素固体颗粒和可发酵性糖分的损失及抑制物脱除不完全等[147]。

就应用最为广泛的水洗脱毒来说，在固液分离的过程中损失了大约 20%(w/w)的纤维素

固体，直接导致最终乙醇得率的降低。而且，大量的废水排放也给整个乙醇的生产带来

了巨大的污水处理压力。 

另外一种可供选择的、不会产生上述负面效应的脱毒方法是“生物脱毒”，即利用

微生物自身分泌的酶液来降解抑制物[77, 80, 148-149]。生物脱毒的主要优点有：无纤维素固

体损失，大幅减少脱毒过程的水耗且保持脱毒后物料具有较高的固体含量等。但是，当

前的生物脱毒方法主要是针对木质纤维素糖化液中的抑制物。在糖化液中进行生物脱毒

有以下不利因素：（1）抑制物的浓度被稀释，导致生物脱毒速率的降低；（2）脱毒只改

善了发酵微生物的发酵条件，而对木质纤维素的糖化过程没有帮助（在糖化过程中，纤

维素酶因抑制物的抑制作用，催化效率会大大降低）；（3）在糖化液中，单糖（如葡萄

糖和木糖）的浓度较高，脱毒微生物一般以糖类作为首选碳源，这样就不可避免的导致

最终乙醇得率的降低；（4）液态的生物脱毒过程一般是耗氧过程，需要供氧与搅拌，增

加了生物脱毒过程的能耗和成本；（5）脱毒后的糖化液需要进行灭菌操作，以消除脱毒

菌种可能对发酵微生物产生的抑制作用。因此，针对木质纤维素糖化液的生物脱毒技术

限制了其在实际生产中的应用。到目前为止，还没有直接对预处理后物料进行生物脱毒，

进而生产乙醇的研究。 

为克服生物脱毒方法的上述缺点，提高生物脱毒技术的实用性，本实验室筛选到一

株新的生物脱毒菌种，分别对其进行了分子生物学鉴定和基本的生理特性研究，采用固

态培养的方式对预处理后的物料直接进行生物脱毒，并对脱毒后的物料进行高固体含量

下的酶解和发酵以评价其脱毒效果。此外，还考察了将此生物脱毒方法应用到多种不同
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木质纤维素原料上的可行性。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  实验材料 

除初筛培养基外，其它实验材料参照 2.2.1。初筛培养基：在 PDA 培养基中添加 6.0 

g/L 的乙酸，1.0 g/L 的糠醛和 1.5 g/L 的 5-羟甲基糠醛。 

3.2.2  实验方法 

3.2.2.1  原料的预处理 

木质纤维素原料的高温稀硫酸预处理条件为：预处理反应器满载，预浸固液比为

2:1，使用 2.5%(w/w)的硫酸浓度，在 190 
o
C 的条件下处理 3 分钟。详细预处理步骤参照

2.2.2.1。此外，有两批不同的蒸汽膨爆预处理的玉米秸秆(steam explosion pretreated corn 

stover, SEPCS)。一批为中科院过程所制备(SEPCS1)，预处理条件为：用高温蒸汽将秸

秆加热到 210 
o
C，2.2 MPa 的条件下维持 4 分钟，然后迅速释放反应器中的压力。预处

理后玉米秸秆的固体含量约为 50%(w/w)；另一批为中国石油吉林燃料乙醇有限公司制

备(SEPCS2)，预处理条件为：用高温蒸汽将秸秆加热到 200 
o
C，2.0 MPa 的条件下维持

4 分钟，然后迅速释放反应器中的压力。预处理后玉米秸秆的固体含量约为 50%(w/w)。 

3.2.2.2  生物脱毒菌株的筛选 

SEPCS2 暴露于空气中约 2 周后，才被收集起来并密封保存于 4 
o
C 冰箱中数月，然

后从吉林运送到上海。使用时，发现秸秆上有霉菌生长的迹象。生物脱毒菌株正是从这

批原料上，经以下三个步骤筛选得到。 

（1）菌株分离 

称量 10 g 上述发霉秸秆样品，溶于 90 ml 无菌水中，30 
o
C、180 rpm 的条件下温育

2 小时，得 10 倍稀释样品，并将样品依次稀释 10
2 倍、10

3 倍和 10
4 倍。然后将稀释 10

4

倍的样品涂布于 PDA 平板，于 25 
o
C 进行富集培养。5 天后，根据 PDA 平板上微生物

的菌落形态和颜色再次涂布 PDA 平板。经 3-5 天培养后，即可得到单菌落。将得到的

单菌落在 PDA 平板上进行传代实验，传代 5 次后，即可认为分离得到纯的单菌落。 

（2）初筛 

将第（1）步分离到的单菌落涂布于初筛培养基平板上，25 
o
C 静置培养 5 天，根据

菌落形态及大小判断是否对此菌株进行下一步的筛选。 

（3）脱毒筛选 

为了验证第（2）步筛选到的菌株具有脱毒能力，将第（2）步分离到的菌株接种到

蒸汽膨爆的玉米秸秆上(SEPCS1)进行脱毒处理。具体操作如下：称量 10 g SEPCS1（将

秸秆 pH 调整到 5.0 左右）置于 250 ml 三角瓶中，接种 1 ml 初筛菌株的孢子悬液（约 1×10
6

个/ml），用硅胶塞密封后于 25 
o
C 培养 4 天。然后，向三角瓶中依次加入 44 ml pH 4.8、

100 mM 的柠檬酸-柠檬酸纳缓冲液和 1.25 ml 纤维素酶 Accellerase 1000，使体系的固体

含量达到 10.0% (w/w)，酶量为 15.0 FPU/g DM。将三角瓶置于 50 
o
C、150 rpm 的水浴
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摇床中振荡酶解 12 小时。酶解结束后，取样分析体系的葡萄糖浓度和抑制物含量。同

时，用未接菌的 SEPCS1 作为空白对照。根据实验结果，选取抑制物降解能力强的菌株

进行下一步的实验。 

3.2.2.3  分离菌株的分子生物学鉴定 

收集 8 mg 上述分离到菌株的干菌丝体，用“Qiagen DNeasy Tissue Kit”(Qiagen, 

Valencia, CA, USA)抽提基因组 DNA，并参照试剂盒中附带的“酵母基因组 DNA 纯化方

法”纯化 DNA。然后用真菌核糖体基因转录间隔区(Internal transcribed spacer, ITS)通用

引物 ITS1(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)和 ITS4(5’-TCCTCCGCTTAGATATGC-3’)

扩增出分离菌株的 18S rDNA 的 ITS 序列，对扩增的序列进行纯化并测序。接着用 Bioedit

软件分析 ITS 序列的同源性，在 NCBI(National Center for Biotechnology Information 

database)上进行 BLAST 比对后，利用 Mega 4 软件中的邻接法(Neighbor-joining method)

构建聚类分析树状图(Phylogenetic trees)，进而判断分离菌株的种属。 

3.2.2.4  分离菌株的生长条件实验 

通过平板计数法来考察分离菌株在不同 pH 和温度条件下，以蒸汽膨爆预处理后的

玉米秸秆 (SEPCS1) 为培养基质的生长情况。具体步骤如下：取 1 ml 分离菌株的孢子

悬液（约 1×10
6 个/ml）接种到 10 g SEPCS1 上，25 

o
C 静置培养 3 天。然后，加入 90 ml

无菌水，25 
o
C、180 rpm 振荡 2 小时，并用无菌水将混合物稀释 10

3 和 10
4 倍。取 0.1 ml

菌悬液涂布 PDA 平板，25 
o
C 培养 4 天后，进行平板计数。同时，也分析了两种不同溶

氧水平下菌种的生长情况，一种用氮气排出三角瓶中空气，并用橡胶塞密封瓶口；另外

一种则直接用棉塞封口。 

3.2.2.5  分离菌株的碳源生长谱实验 

通过考察分离菌株以不同化合物为唯一碳源的生长情况，确定其碳源生长谱。具体

方法如下：将 DAPCS 用去离子水彻底冲洗干净（至洗出液中的抑制物浓度小于 0.01 

g/L），然后烘干。称量 3 g 烘干后的玉米秸秆与不同种类的化合物（化合物先溶于去离

子水中）混合均匀，然后接入 2 ml 分离菌株的孢子悬液（1×10
6 个/ml），在 25 

o
C 的

条件下培养 9 天，定期观察并记录菌株的生长情况。 

3.2.2.6  分离菌株的脱毒实验 

通过向水洗并烘干后的秸秆中添加额外的抑制物，来测试分离菌株的脱毒能力。具

体步骤如下：称量 5 g 干秸秆与抑制物混合，加入 8 ml 无菌水并搅拌均匀。接着，接入

1 ml 分离菌株的孢子悬液（1×10
6 个/ml），25 

o
C 培养 5 天后，加入 pH 4.8、100 mM

的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液和纤维素酶使体系的 pH 为 4.8，固体含量达 10%(w/w)，酶量

为 15.0 FPU/g DM，于 50 
o
C、150 rpm 的水浴摇床中酶解 12 小时，然后将温度降至 37 

o
C

并以 10%(w/w)的接种量接入驯化后的酿酒酵母 DQ1，在 150 rpm 的条件下同步糖化与

发酵 12 小时。每隔 12 小时取样，并分析样品中的抑制物、葡萄糖和乙醇含量。实验中

添加的抑制物包括乙酸、甲酸、乙酰丙酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛。首先考察分离菌株对

单一抑制物的降解能力，然后测试对多个抑制物的混合物的降解能力。 
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3.2.2.7  生物脱毒后木质纤维素原料在高固体含量下的同步糖化与发酵 

参照 2.2.2.5。 

3.2.3  分析方法 

参照 2.2.3。 

3.3  结果与讨论 

3.3.1  生物脱毒菌株的筛选与鉴定 

从 SEPCS2 上共分离到 14 株不同表型的菌株，依次命名为 ZN1-ZN14，然后将这

14 株菌进行初筛实验。 

由于乙酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛是玉米秸秆预处理过程中产生的三种最主要的抑制

物，而且它们对发酵微生物的抑制作用最强[146, 150]，因此，在初筛培养基中添加上述 3

种抑制物，可以作为判断分离株对抑制物耐受性的一个重要指标。表 3.1 列出了 14 株分

离菌在 PDA 平板和筛选培养基平板上的生长情况。分析表 3.1 可知，ZN1、ZN2 和 ZN3

三株菌在筛选培养基平板上的生长明显优于其它 11 株菌，因此将这三株菌继续进行脱

毒筛选。这三株菌在 PDA 平板上的菌落形态见图 3.1。ZN1 的菌落正面呈咖啡色，绒毛

状，反面呈墨绿色。显微镜下可观察到有隔菌丝和螺旋状卷曲的子囊体，子囊体下部菌

丝包裹形成子囊果，具有不整子囊菌纲真菌的形态特征；ZN2 的菌落最初呈白色，一周

后菌落中心变为绿色，并布满整个菌落，菌落比较平整，中心外凸。显微镜下可观察到

带有横隔的菌丝，分生孢子梗也带有横隔，具有青霉的形态特征；ZN3 的颜色较淡，菌

落透明且较薄。延长培养时间，可看到带有褶皱的粉末状表面，反面可看到绿色斑点。 

表 3.1  14 株分离菌在 PDA 培养基和筛选培养基上的生长情况 

Table 3.1  Growth behaviors of the 14 isolates on the PDA medium and the screening medium 

Isolates Growth on PDA medium Growth on screening medium 

ZN1 +++ +++ 

ZN2 +++ ++ 

ZN3 +++ +++ 

ZN4 +++ + 

ZN5 +++ - 

ZN6 +++ - 

ZN7 ++ - 

ZN8 ++ + 

ZN9 +++ - 

ZN10 ++ - 

ZN11 +++ - 

ZN12 +++ + 

ZN13 +++ + 

ZN14 ++ - 

- indicates there is no mycelium growth on the CS, + indicates the fungal mycelium was observable but 

minimum; ++ indicates the fungal mycelium grew fast and covered the surface of the solids medium of the 

flask; +++ indicates the fungal mycelium grew vigorously and full of the flask. Culture conditions: The PDA 

plates with inocula suspension were cultured at 25 
o
C for 5 days in the static incubator.  
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ZN1                          ZN2                       ZN3 

 

图 3.1  三株分离菌的表型特征 

Fig. 3.1  Morphology of the isolates with toxins degradation property. Culture conditions: 25 
o
C for 5 days 

in the static incubator. 

 

在脱毒筛选中，将分离菌株 ZN1、ZN2 和 ZN3 的孢子悬液直接接种到 SEPCS1 上

进行 4 天的固态培养。然后，将脱毒后的秸秆在 50 
o
C、150 rpm 的水浴中酶解 12 小时，

分析水解液中的抑制物和葡萄糖浓度。同时，用未接菌的 SEPCS1 作为对照（结果见表

3.2）。从表 3.2 可知，菌株 ZN1 对抑制物的降解能力明显优于 ZN2 和 ZN3；酶解后，与

对照相比，用 ZN1 脱毒的秸秆葡萄糖得率增加了 53.7%，而用 ZN2 和 ZN3 脱毒的秸秆

分别增加了 28.0%和 34.6%。同时还发现，ZN1 的生长速率远远快于 ZN2 和 ZN3（当

ZN1、ZN2 和 ZN3 以等量混合后接种于 SEPCS1 上培养 1 天后，只能观察到 ZN1 的生

长，而另外两株菌则观察不到明显的生长）。基于 ZN1 优越的脱毒性能和快速的生长能

力，确定 ZN1 为最适合进行生物脱毒的菌株。 

 

表 3.2  三株分离菌对玉米秸秆中抑制物的降解能力及对后续酶解过程的影响 

Table 3.2  Glucose yield and toxins derived from the pretreated CS detoxified by the three isolates 

Fungal strains 
Acetic acid  

(g/L) 

Levulinic acid 

(g/L)  

Furfural 

(g/L) 

HMF 

(g/L) 

Glucose 

Yield (%)  

Control 2.5±0.2 3.0±0.3 0.6±0.1 0.9±0.0 21.4±0.8 

ZN1 0.6±0.1 0.6±0.1 0 0 32.9±1.2 

ZN2 1.8±0.2 1.8±0.1 0.6±0.1 0.9±0.0 27.6±1.3 

ZN3 1.4±0.1 1.4±0.1 0.1±0.0 0.4±0.0 28.8±1.0 

Conditions: Biodetoxification was carried out in flasks at 25 
o
C for 4 days in the static incubator. Enzymatic 

hydrolysis: 10.0% (w/w) solids loading, 15.0 FPU/g DM enzyme dosage, 50 
o
C, 150 rpm in the water-bath 

shaking incubator for 12 hours. FPU, unit of filter paper cellulase. 

 

接着，又对三株菌进行了分子生物学的鉴定，其 ITS 序列见表 3.3。初步分析结果

表明：ZN1 与 Amorphotheca resinae AY251067.1（又被称为 Hormoconis resinae 和

Cladosporium resinae）和 Cladosporium breviramosum AF39684.2 具有 98%的序列同源性。

而 A. resinae 是一种真菌，又被称为煤油霉菌，具有降解石油和煤油的特性[151]。ZN2 与

Penicillium polonicum 具有 98%的序列同源性 [152]，ZN3 与 Eupenicillium baarnense 

AY213679 具有 99%的序列同源性[153]。经过比对菌落表型特征、构建聚类树和分析序列
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距离后，我们将三个分离株分别命名为 Amorphotheca resinae ZN1，Penicillium polonicum 

ZN2 和 Eupenicillium baarnense ZN3。 

表 3.3  3 个分离菌株的 ITS 序列 

Table 3.3  ITS sequences of the three isolates 

Amorphotheca resinae ZN1 GGCTCGGAGTCTGCCTTACGGGTAGATCTCCCACCCTGTGC

CATCGTTACCTTTGTTGCTTTGGCGGGCCGCCTTCGGCCGCC

GGCTCACGCTGGCGCGCGCCCGCCAGAGGACCTCAACTCTT

GTTTTTTAGTGTCGTCTGAGTACTATACAATCGTTAAAACTTT

CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA

GCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGTGAG

TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTGTGGTATTCCG

CAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCT

GCTTGGTGTTGGGCCCTGCCCGTCGCGGCCGGCCCTAAAAT

CAGTGGCGGTGCCGCTGGGCTCTGAGCGTAGTACATCTCTC

GCTCCAGCGCCCCGCGGTGGCTTGCCAGAACCCCAACTTCT

GTGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTA

AGCATATCTAA 

Penicillium polonicum ZN2 ACGAGCGAGGGGCTTTGGGTCCACCTCCCACCCGTGTTTAT

TTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTTACTGGCCGCCG

GGGGGCTCACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACC

CCCGAACTCTGTCTGAAGATTGAAGTCTGAGTGAAAATATA

AATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCA

TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATT

GCAAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGC

CCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGC

TGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGAT

TCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTC

CGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGG

CCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGT

TGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA

TCTAAGGCGGAGGAATTA 

Eupenicillium baarnense ZN3 CATTCACTGAGGCCTCTGGGTCCACCTCCCACCCGTGTTTAT

TGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTTATGGCCGCCGG

GGGGCTCACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCT

CGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAATATAAAT

TATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCG

ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCA

GAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCC

CCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTG

CCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATTC

CGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCG

GTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCC

GGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGA

CCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCT

AAGGCGAAGA 

 



第 40 页                                         华东理工大学博士学位论文                                                                                                                                                                                                                                         

 

3.3.2  煤油霉菌 A. resinae ZN1 的碳源生长谱实验 

3.3.2.1  煤油霉菌 A. resinae ZN1 以秸秆为支撑物进行固态培养的依据 

在微生物的固态培养中，需要有理想的材料作为支撑物。对于煤油霉菌 A. resinae 

ZN1，通过两个对照实验来考察秸秆作为其支撑物进行固态培养的可行性。首先，考察

了煤油霉菌 A. resinae ZN1 在脱毒过程中对玉米秸秆中纤维素含量的影响。结果表明，

脱毒前后秸秆中纤维素的含量分别为 33.4±1.4%和 32.6±1.1%，即在脱毒过程中煤油霉菌

A. resinae ZN1 并不降解纤维素，可能原因是它并不分泌降解纤维素的酶系。其次，考

察了煤油霉菌 A. resinae ZN1 能否在彻底清洗的玉米秸秆上进行生长。结果表明，在彻

底清洗的玉米秸秆上培养 9 天后，观察不到 A. resinae ZN1 的菌丝生长。因此，在研究

A. resinae ZN1 的碳源生长谱和脱毒性能时可以利用彻底清洗的玉米秸秆作为支撑载体

进行固态培养。 

3.3.2.2  A. resinae ZN1 以预处理过程产生的单糖为唯一碳源的生长情况 

葡萄糖、木糖、半乳糖、甘露糖和阿拉伯糖是木质纤维素原料在预处理过程产生的

最主要的单糖。从表 3.4 可以看出，A. resinae ZN1 可以利用所有测试的单糖作为唯一碳

源生长。特别值得注意的是，A. resinae ZN1 首先利用预处理过程中生成量最多的两种

单糖，葡萄糖和木糖，而对阿拉伯糖，半乳糖和甘露糖的同化能力稍差。 

 

表 3.4  煤油霉菌 A. resinae ZN1 以预处理过程产生的单糖为唯一碳源的生长情况 

Table 3.4  Growth behaviors of A. resinae ZN1 using lignocellulose derived sugars as the sole carbon 

sources
a 

Time 

(day) 
Glucose Xylose Mannose Arabinose Galactose 

1 - - - - - 

2 + + - - - 

3 ++ + + + - 

4 ++ ++ + + + 

5 +++ +++ ++ ++ + 

7 +++ +++ +++ ++ + 

9 +++ +++ +++ ++ + 
a
All the sugars were set at 160 mg/g DM. - indicates there is no mycelium growth on the CS, + indicates the 

fungal mycelium was observable but minimum; ++ indicates the fungal mycelium grew fast and covered the 

surface of the solids medium of the flask. Culture conditions: The thoroughly washed dilute-acid pretreated 

CS with fungal inocula in the flasks were cultured at 25 
o
C for 9 days in the static incubator. 

 

3.3.2.3  A. resinae ZN1 以预处理过程产生的抑制物为唯一碳源的生长情况 

在预处理过程中，木质纤维素原料可以降解生成糠醛、5-羟甲基糠醛，乙酸、甲酸、

阿魏酸和水杨酸，香兰素、芝麻酚、4-羟基苯甲醛、愈创木酚和苯酚等化合物。本节着

重考察 A. resinae ZN1 以这些抑制物组分为唯一碳源的生长情况（见表 3.5，3.6，3.7）。

从表 3.5 可以看出，A. resinae ZN1 以两种主要的酵母生长抑制剂—木糖降解生成的糠醛

和葡萄糖降解生成的 5-羟甲基糠醛为唯一碳源时生长良好。分析表 3.6 可知，A. resinae 
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ZN1 也可以很好的利用木质纤维素预处理过程中产生的有机酸作为唯一碳源，包括乙

酸，甲酸，阿魏酸和水杨酸。从表 3.7 可知，A. resinae ZN1 可以在一个较为宽泛的浓度

范围利用木质素降解产生的化合物为唯一碳源，包括香兰素、芝麻酚、4-羟基苯甲醛、

愈创木酚和苯酚。而且，实验中测试的抑制物浓度已经远远超过预处理过程中产生的抑

制物浓度。 

 

表 3.5  A. resinae ZN1 以呋喃衍生物为唯一碳源的生长情况 

Table 3.5  Growth behaviors of Amorphotheca resinae ZN1 using furan-derivative toxins as sole carbon 

sources
a
 

Time 

(days) 

Furfural HMF 

3.9 11.6 19.3 16.7 33.3 66.7 

1 - - - - - - 

2 + - - - - - 

3 + + - + - - 

4 ++ ++ - + + - 

5 +++ ++ + ++ + + 

7 +++ +++ + +++ ++ + 

9 +++ +++ ++ +++ ++ + 
a
Substrate loading units are mg/g DM. - indicates no mycelium growth on the CS; + indicates fungal 

mycelium was observable but minimal; ++ indicates the fungal mycelium grew quickly and covered the 

surface of solids medium of the flask. Thoroughly washed dilute acid-pretreated CS with fungal inocula in 

the flasks were cultured at 25 °C for 9 days in the static incubator. 

 

表 3.6  A. resinae ZN1 以有机酸类抑制物为唯一碳源的生长情况 

Table 3.6  Growth behaviors of Amorphotheca resinae ZN1 using organic acid toxins as the sole carbon 

sources
a
 

Time 

(days) 

Acetate acid Formic acid Ferulic acid Salicylic acid 

34.7 52.0 69.3 36.3 72.7 109.0 5.0 20.0 40.0 1.7 3.3 

1 - - - - - - - - - - - 

2 - - - - - - - - - + - 

3 - - - - - - + - - + + 

4 - - - - - - + + - + + 

5 + - - + - - + + - ++ + 

7 ++ + + ++ + - + + + +++ ++ 

9 +++ ++ + +++ + - ++ + + +++ ++ 
a
Substrate loading units are mg/g DM.- indicates no mycelium growth on the CS; + indicates the fungal 

mycelium was observable but minimal; ++ indicates the fungal mycelium grew quickly and covered the 

surface of the solids medium of the flask. Thoroughly washed dilute acid-pretreated CS with fungal inocula 

in the flasks was cultured at 25 °C for 9 days in the static incubator. 
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表 3.7  A. resinae ZN1 以木质素降解产物为唯一碳源的生长情况 

Table 3.7  Growth behaviors of Amorphotheca resinae ZN1 using lignin derivative toxins as the sole carbon 

sources
a
 

Time 

(days) 

Vanillin Sesamol 4-hydroxybenzaldehyde Guaiacol Phenol 

1.7 3.3 5.0 1.7 3.3 1.7 3.3 1.9 3.7 1.7 3.3 

1 - - - - - - - - - - - 

2 - - - + - + - + + + - 

3 + + + + + + + + + + + 

4 ++ + + + + + + + + + + 

5 ++ ++ + ++ + ++ + ++ + ++ + 

7 +++ ++ + +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ ++ 

9 +++ ++ + +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ ++ 
a
Substrate loading unit: mg/g DM. - indicates no mycelium growth on the CS; + indicates the fungal 

mycelium was observable but minimal; ++ indicates the fungal mycelium grew quickly and covered the 

surface of the solids medium of the flask. Thoroughly washed dilute acid-pretreated CS with fungal inocula 

in the flasks was cultured at 25 °C for 9 days in the static incubator. 

 

3.3.2.4  A. resinae ZN1 分别以煤油和十二烷为唯一碳源的生长情况 

能够利用煤油为唯一碳源生长是煤油霉菌的特性，因此本节考察了 A. resinae ZN1

分别以煤油和十二烷为唯一碳源的生长情况（见表 3.8）。结果再次证明了煤油霉菌的特

有属性，即能够以煤油和十二烷为唯一碳源生长；这也是除 18S rDAN 外又一个证明此

菌株为煤油霉菌的生物学证据[151]。 

 

表 3.8  A. resinae ZN1 分别以煤油和十二烷为唯一碳源的生长情况 

Table 3.8  Growth behaviors of Amorphotheca resinae ZN1 using hydrocarbons as the sole carbon sources
a
 

Time 

(days) 

Kerosene Dodecane (C12 alkane) 

267 247 494 741 

1 - - - - 

2 - - - - 

3 - - - - 

4 - - - - 

5 - - - - 

7 + + + - 

9 ++ + + + 
a
Substrate loading unit: mg/g DM. - indicates no mycelium growth on the CS; + indicates the fungal 

mycelium was observable but minimal; ++ indicates the fungal mycelium grew quickly and covered the 

surface of the solids medium of the flask. Thoroughly washed dilute acid-pretreated CS with fungal inocula 

in the flasks was cultured at 25 °C for 9 days in the static incubator. 

 

3.3.3  煤油霉菌 A. resinae ZN1 的抑制物降解能力 

3.3.3.1  培养条件对煤油霉菌 A. resinae ZN1 的影响 

培养条件对微生物的生长及代谢非常重要。因此，首先考察了不同的温度、pH 和

溶氧水平对 A. resinae ZN1 进行固态培养的影响（见图 3.2）。从图 3.2 可知，A. resinae ZN1
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的生长温度范围在 20-32 
o
C，最适生长温度与大部分真菌相同，为 25-28 

o
C。同样的，

A. resinae ZN1 也可以在一个较为宽泛的 pH 范围内生长良好，最适生长 pH 为 4-6。不

同的溶氧水平对 A. resinae ZN1 的生长影响不大，但从图 3.2(c)可以看出，A. resinae ZN1

的生长似乎更偏向于耗氧生长。 

(a)  Effect of temperature (at pH 6.0, aerobic cultivation)
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图 3.2  培养条件对 A. resinae ZN1 生长的影响  

Fig. 3.2  Effect of culture conditions on the growth of Amorphotheca resinae ZN1. (a) Effect of temperature 

(b) pH (c) Oxygen level.
 
Growth conditions on pretreated corn stover (CS) material: The solid content of the 

pretreated CS was 40% (w/w), and the culture lasted for 3 days in the static incubator. Culture conditions on 

potato-dextrose-agar (PDA) plates: 25 °C for 4 days in the static incubator. 
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3.3.3.2  煤油霉菌 A. resinae ZN1 对单一抑制物的降解能力及对后续同步糖化与发酵的

影响 

将单一的抑制物（包括乙酸、甲酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛）添加到彻底清洗的玉米

秸秆上，来考察 A. resinae ZN1 对单一抑制物的降解能力，接着对脱毒后的玉米秸秆进

行同步糖化与发酵，结果见图 3.3。从图 3.3(a)可以得出，在不同的乙酸浓度梯度下，与

对照相比，生物脱毒后秸秆中的乙酸浓度大大降低，随之而来的是葡萄糖和乙醇浓度的

大幅提高。特别是当秸秆中乙酸浓度达到 8.0 g/L 时，利用 A. resinae ZN1 对玉米秸秆进

行脱毒已成为必不可少的步骤，因为未经脱毒的秸秆中乙醇浓度几乎为 0，即乙酸完全

抑制了酵母菌的生长和发酵。同样的，图 3.3(b)、(c)和(d)分别表明 A. resinae ZN1 对甲

酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛的高效降解能力以及对乙醇生成的促进作用。尤其是在抑制物

浓度较高的条件下，用 A. resinae ZN1 对玉米秸秆进行脱毒可以极大的促进乙醇的生成。 
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(b) Changing formic acid level
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(c) Changing furfural level
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(d) Changing HMF level
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图 3.3  煤油霉菌 A. resinae ZN1 对单一抑制物的降解能力及对后续同步糖化与发酵的影响 

Fig. 3.3  Degradation of single toxin with changing concentrations on the pretreated CS by A. resinae ZN1 

and the effect on the consequent simultaneous saccharification and ethanol fermentation (SSF). (a) Changing 

acetic acid level. (b) Changing formic acid level. (c) Changing furfural level. (d) Changing 

5-hydromethylfurfural (HMF) level.
 
Degradation conditions were 5 days at 25°C in the static incubator. SSF 

conditions were 10% (wt/wt) of the solid loading, 15.0 FPU/g dry solid matter (DM), at pH 5.0, 50 °C at the 

first 12-h prehydrolysis stage and 37 °C at the sequential SSF stage, 150 rpm, 50 ml/250 ml flask, incubated 

in the water bath shaking incubator. FPU, unit of filter paper cellulase. 

 

3.3.3.3  煤油霉菌 A. resinae ZN1 对混合抑制物的降解能力及对后续同步糖化与发酵的

影响 

在预处理后的玉米秸秆中，乙酸、甲酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛是同时存在的。因此，

又考察了分别向彻底洗净的玉米秸秆中添加不同的混合抑制物后，A. resinae ZN1 的降

解能力以及对后续同步糖化与发酵的影响（见图 3.4）。图3.4(a)、(b)、(c)分别表示A. resinae 

ZN1 对乙酸和糠醛、乙酸和 5-羟甲基糠醛及乙酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛 3 组不同混合物

的降解能力。结果表明，A. resinae ZN1 可以有效的降解各种不同的混合抑制物。其对
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抑制物的降解次序为糠醛居首，接着是 5-羟甲基糠醛，最后才开始降解乙酸。同时，在

各组实验中，随着生物脱毒的进行，抑制物浓度逐渐降低，乙醇浓度随之提高。 
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(b) Combination of acetic acid and 5-HMF
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(c) Combination of acetic acid, furfural, 5-HMF
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图 3.4  煤油霉菌 A. resinae ZN1 对混合抑制物的降解能力及对后续同步糖化与发酵的影响 

Fig. 3.4  Degradation of complex toxins on the pretreated CS by A. resinae ZN1 and the effect on the 

consequent SSF. (a) Acetic acid and furfural. (b) Acetic acid and HMF. (c) Acetic acid, furfural, and HMF. 

Degradation conditions: 5 days at 25 °C in the static incubator. SSF conditions: 10% (wt/wt) of the solids 

(DM) loading, 15.0 FPU/g DM, at pH 5.0, 50°C at the first 12-h prehydrolysis stage and 37 °C at the 

sequential SSF stage, 150 rpm, 50 ml/250 ml flask, incubated in the water bath shaking incubator.  
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3.3.4  生物脱毒后玉米秸秆在高固体含量下的同步糖化与乙醇发酵 

为了考察煤油霉菌 A. resinae ZN1 对不同预处理后玉米秸秆中抑制物的降解能力，

本节考察了两种不同预处理后的玉米秸秆，即稀酸预处理(DAPCS)和蒸汽膨爆预处理后

(SEPCS1)的秸秆原料，经 A. resinae ZN1 进行 4 天的生物脱毒，然后进行 30.0%(w/w)固

体含量的同步糖化与发酵（结果见图 3.5）。从图 3.5(a)可以看出，对于蒸汽爆破预处理

后的玉米秸秆，尽管脱毒与未脱毒的秸秆同步糖化与发酵 60 小时后体系的乙醇浓度维

持在同一水平，但就葡萄糖的消耗和乙醇的生成速率来说，前者远远高于后者，即生物

脱毒后的秸秆在 36 小时内就可完成同步糖化与发酵过程，而对照则至少需要 54 小时。

这是因为在生物脱毒的玉米秸秆中，由于大部分抑制物被煤油霉菌所降解，从而解除了

抑制物对纤维素酶和酵母的抑制作用，促进了乙醇的生成。从图 3.5(b)可以看出，对于

稀酸预处理的玉米秸秆，生物脱毒后秸秆的同步糖化与发酵周期在 36-48 小时，而未脱

毒的秸秆则不能进行正常的同步糖化与发酵。上述结果表明利用 A. resinae ZN1 对蒸汽

膨爆预处理和稀酸预处理后的玉米秸秆都能进行有效的固态生物脱毒。同时，在对脱毒

后的玉米秸秆进行同步糖化与发酵时，定期取样并涂布 PDA 平板。实验结果表明，在

乙醇的厌氧发酵过程中，没有 A. resinae ZN1 的生长。 
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图 3.5  不同预处理的玉米秸秆脱毒后的同步糖化与发酵 

Fig. 3.5  SSF of different pretreated CS materials. (a) Steam explosion-pretreated CS after 4 days of 

biodetoxification
a
. (b) Dilute sulfuric acid-pretreated CS after 4 days of biodetoxification. (c) Dilute sulfuric 

acid-pretreated CS after water-washing detoxification at different liquid-to-solids ratios. Biodetoxification 

conditions for different pretreated CS: 4 days at 25 °C in the static incubator. The detailed water-washing 

detoxification procedure was listed in Table 3.9. SSF conditions: 30.0% (wt/wt) solids loading, 15.0 FPU/g 

DM, pH 5.0, in the helical stirring bioreactor at 150 rpm. FPU, unit of filter paper. 

 

图 3.5(c)和表 3.9 对比了水洗脱毒和生物脱毒两种脱毒方法的优劣。从图 3.5(c)可以

看出，在 SSF 过程中，生物脱毒秸秆中的葡萄糖消耗和乙醇生成速率及最终乙醇浓度与

水洗脱毒的秸秆相当。从表 3.9 可以看出，虽然水洗脱毒洗去了大部分的抑制物，但是，

也损失了相当多的纤维素固体，产生了大量的酸性废水。如果考虑水洗过程中纤维素固

体的损失，那么生物脱毒秸秆的乙醇得率比最佳的水洗脱毒方法高了近 8%。 

综上所述，与在玉米秸秆酶解液中进行生物脱毒相比，煤油霉菌 A. resinae ZN1 在

预处理后玉米秸秆上进行固态脱毒是一种更好的选择，主要原因有以下几点：（1）预处

理后玉米秸秆中高的抑制物含量加速了抑制物的降解；（2）固态培养过程中糖分的损失

少（与秸秆的酶解液相比，预处理后秸秆中单糖的浓度较低，尤其是葡萄糖，所以被煤

油霉菌消耗的就少）；（3）固态培养过程中没有明显的纤维素的降解；（4）预处理后玉

米秸秆中的抑制物浓度被煤油霉菌所降解，解除了在后续酶解过程中抑制物对纤维素酶

的抑制作用。 

3.3.5  不同木质纤维素原料的生物脱毒效果 

为了将固态生物脱毒技术推广应用到其它木质纤维素原料上，对五种不同的木质纤

维素原料（包括三种粮食作物的秸秆：玉米秸秆、小麦秸秆和稻草及两种经济作物的秸

秆：油菜秆和棉秆）分别进行了干式稀酸预处理，然后用煤油霉菌 A. resinae ZN1 进行

生物脱毒并在 30.0%(w/w)固体含量下进行同步糖化与发酵（结果见图 3.6）。未经过生物

脱毒的各种木质纤维素原料的同步糖化与发酵结果类似图 3.5(b)中未脱毒的玉米秸秆，
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即基本没有乙醇生成。从图 3.6 可以得出，三种粮食作物秸秆在同步糖化与发酵结束时，

乙醇浓度都高于 40 g/L，而两种经济作物秸秆的乙醇得率比粮食作物秸秆低了约 30%，

但是依然能够正常的进行同步糖化与发酵操作。经济作物秸秆较低的乙醇得率可能与原

料自身的结构及预处理强度有关。 
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图 3.6  固态生物脱毒在不同木质纤维素原料上的应用 

Fig. 3.6  Application of the biodetoxification method to various lignocellulose feedstocks. (a) Food crop 

residues. (b) Oil and fiber crop residues.
 
Biodetoxification conditions for various lignocellulose feedstocks: 3 

days at 25 °C in the static incubator. SSF conditions: 30.0% (wt/wt) solids loading, 15.0 FPU/g DM, pH 5.0, 

in the helical stirring bioreactor at 150 rpm. FPU, unit of filter paper cellulase.  
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表 3.9  对比生物脱毒和水洗脱毒两种方法对稀酸预处理后玉米秸秆的脱毒效果 

Table 3.9  Comparison of the two detoxification methods for pretreated CS 

 Glucose Xylose Acetic acid Levulinic acid HMF Furfural DM loss Ethanol yield Water usage 

 (mg/g DM) (%) (%, w/w) (kg/kg DM) 

Original 10.7 52.6 12.3 2.2 4.1 6.2 0.0 10.3 0.0 

Biodetoxified 4.0 22.1 0.1 0.6 3.4 0.0 0.0 56.5 0.0 

Water washing          

L/S ratio 1:1 3.1 15.3 3.3 0.6 0.8 1.1 18.5 47.4 2.0 

L/S ratio 3:1 2.0 7.6 2.1 0.5 0.7 0.9 21.3 49.3 6.0 

L/S ratio 5:1 1.2 6.1 1.4 0.2 0.4 0.8 27.2 45.9 10.0 

L/S ratio indicates the fresh water usage vs. the weight of the pretreated CS (w/w) during the washing step. Conditions for biodetoxification: 25 
o
C for 4 days in a static 

incubator; Water-washing detoxification was operated as follows. First, different amounts of tap water were added to the DAPCS and stirred for 1 hour at 25 
o
C. Then 

squeezed out of the slurry until the solid content rose to 50% (w/w, dry base) by a hydraulic press machine at 15 MPa for SSF use. Conditions for SSF: 30.0% (w/w) 

solids loading, 15.0 FPU/g DM, pH 5.0, in the helical stirring bioreactor at 150 rpm. 
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3.4  小结  

本章筛选到一株煤油霉菌，可以通过固态培养的方式快速、高效地降解预处理过程

产生的抑制物。整个生物脱毒过程无需耗能和耗水操作，无纤维素固体的损失，脱毒后

物料的固体含量为 45%(w/w)左右，而且煤油霉菌在后续的同步糖化与发酵过程中自然

消亡，无需灭菌操作。本章得到的主要结论如下：  

（1）从长有霉菌的蒸汽膨爆后的玉米秸秆上分离到一株具有乙酸、甲酸、糠醛和 5-羟

甲基糠醛等抑制物降解能力的霉菌，通过分子生物学、菌落特征比对、构建聚类树等生

物学方法鉴定为煤油霉菌，并命名为 Amorphotheca resinae ZN1。 

（2）A.resinae ZN1 的最佳固态培养条件为：25-28 
o
C，pH 5-6，有氧；A.resinae ZN1 在

固态培养时可以以葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、半乳糖、甘露糖、糠醛、5-羟甲基糠醛、

乙酸、甲酸、阿魏酸、水杨酸、香兰素、芝麻酚、4-羟基苯甲醛、愈创木酚、苯酚、十

二烷和煤油等化合物为唯一碳源进行生长。 

（3）A.resinae ZN1 可以代谢乙酸、甲酸、糠醛、5-羟甲基糠醛等抑制物中的一种或几

种；当乙酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛三种抑制物同时存在时，其降解次序为糠醛最先，5-

羟甲基糠醛其次，最后是乙酸。 

（4）A.resinae ZN1 可以分别对稀酸预处理后和蒸汽膨爆预处理后的玉米秸秆进行固态

生物脱毒，能够完全降解预处理过程产生的各种抑制物，包括糠醛、5-羟甲基糠醛、乙

酸等。该固态生物脱毒过程不需耗水和耗能操作，脱毒后的物料固体含量为 45%(w/w)

左右，且不需灭菌操作即可进行 30.0%(w/w)固体含量下的同步糖化与发酵，乙醇生成速

率和最终的乙醇浓度较未脱毒物料有大幅度的提高。 

（5）利用 A.resinae ZN1 对干式稀酸预处理后的多种木质纤维素原料（包括玉米秸秆、

小麦秆、稻草、棉秆和油菜秆）进行固态生物脱毒，并进行 30.0%(w/w)固体含量下的同

步糖化与发酵，发酵结束时乙醇浓度和乙醇得率都有较大幅度的提高。 
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第 4 章  高固体含量下的同步糖化与高浓度乙醇发酵过程研究以及生物反

应器设计 

 

4.1  前言 

在利用木质纤维素原料生产乙醇的过程中，提高发酵醪中的乙醇浓度，进而提高蒸

馏时进料中的乙醇浓度，对于降低蒸馏工段的能耗，乃至整个纤维素乙醇的生产成本都

十分重要[84, 108]。只有当蒸馏进料中的乙醇浓度高于 4%(w/w)，整个乙醇的生产工艺才

具有经济性[94-95]。而要得到高的乙醇浓度，必须提高发酵时底物的固体含量。在以淀粉

为基质的乙醇生产中，底物固体含量高于 30%(w/w)、发酵醪中乙醇浓度达到 8-10%(w/w)

的工艺要求很容易达到。而在以木质纤维素为基质的乙醇生产过程中，要达到 5-8%(w/w)

的乙醇浓度，底物的固体含量至少要达到 30%(w/w)以上[154]。此外，提高底物的固体含

量，还可以减少过程的用水量[121]。 

但是，在同步糖化与发酵生产乙醇(simultaneous saccharification and fermentation, 

SSF)的过程中，木质纤维素原料中的不溶性固体（主要包括纤维素和半纤维素）在纤维

素酶的催化作用下逐步液化和糖化为含单糖、寡糖和不溶性固体的液浆状物质。一旦固

体含量超过 15%(w/w)，就会产生很多问题[98]，纤维素固体颗粒与液态纤维素酶的混合

将会变得越来越困难。特别是当所有的物料全部加入反应器后，体系的表观粘度最大，

固液相的混合最差。而且，随着发酵的开始和二氧化碳的生成，整个同步糖化与发酵体

系形成了一个气-液-固三相的、类似气溶胶的复杂体系，混合的不足导致传质与传热状

况的恶化，并最终导致纤维素转化率和乙醇得率的降低。此外，出于成本的考虑，同步

糖化与发酵过程中较低的纤维素酶用量和菌体接种量，使这一状况进一步恶化。因此，

在高固体含量下，同步糖化与发酵木质纤维素原料生产高浓度乙醇，多相体系之间的混

合是最主要的障碍。而良好的搅拌性能、低的能耗以及对酶和微生物细胞的低剪切损伤

作用是设计处理木质纤维素原料反应器的关键因素。 

目前有很多关于利用木质纤维素原料生产乙醇的报道，但是关于反应器的开发以及

发酵过程搅拌能耗的报道很少。Mohagheghi 等人 1992 年开发了一个简单的、水平旋转

的反应器，可利用稀酸预处理后且经水洗脱毒的小麦杆在 24.4%(w/w)的固体含量下进行

同步糖化与发酵操作[97]；De Bari 等人 2002 年提出了一个最高可在 16%(w/w)固体含量

下利用杨木生产乙醇的工艺流程，实验所用的白杨木是经过蒸汽膨爆预处理和水洗脱毒

的[155]；Jorgensen 等人 2007 年报道了一个可利用自身重力进行混合的反应器，能够处理

高达 40%(w/w)初始固体含量的木质纤维素原料进行同步糖化与发酵生产乙醇，而且此

种反应器已经放大到 11 m
3 的规模[85]。 

为解决传统生物反应器在处理高固体含量原料 SSF 时存在的传质、混合与高能耗问

题，本章针对性的开发了一种新型螺带桨式生物反应器。首先，对比了螺带桨反应器与
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普通的 Rushton 搅拌桨反应器在处理 30.0%(w/w)固体含量底物时的搅拌能耗、SSF 性能

及流型等方面的优劣；接着研究了在新型螺带桨反应器中进行不同固体含量和酶量的

SSF 时，过程的粘度、搅拌能耗及发酵性能的变化；最后，在此新型螺带桨反应器中，

探讨了采取其它策略，进一步提高发酵醪中乙醇浓度的可行性。 

4.2  材料与方法 

4.2.1  实验材料 

除测定秸秆同步糖化与发酵体系粘度的流变仪外，其它实验材料参照 2.2.1。 

ARES 高级流变扩展系统           美国 TA 仪器公司  

4.2.2  实验方法 

4.2.2.1  玉米秸秆的预处理 

玉米秸秆的高温稀酸预处理参照 3.2.2.1；玉米秸秆的蒸汽膨爆预处理参照 3.2.2.1

中 SEPCS2 的预处理方法，如无特殊说明，本章所用秸秆原料均为 SEPCS2。 

4.2.2.2  稀酸预处理后玉米秸秆的生物脱毒 

参照 2.2.2.2。 

4.2.2.3  新型螺带桨生物反应器与高固体含量的同步糖化与发酵操作 

生物脱毒后玉米秸秆的同步糖化与发酵实验在一个安装有螺带桨的 5 L 生物反应器

（见图 4.1）中进行[136]。螺带桨主要由一个搅拌轴，一个螺带，一个涡轮/翼型桨和一个

刮底桨组成。螺带通过支撑杆固定在搅拌轴上，并自上而下盘旋在搅拌轴周边，构成框

体；涡轮/翼型搅拌桨安装于螺带形成的框体内；底桨固定在搅拌轴的下端，紧贴罐体底

部。当使用 Rushton 搅拌桨时，用图 1(b)中的 Rushton 搅拌桨代替图 1(a)中的部件 9、10

和 11。同时，马达上安装有功率测定仪，可实时监测 SSF 过程的搅拌功率变化。论文

中报道的功率是减去反应器空载后的功率值。 

玉米秸秆的同步糖化与发酵过程分为两个阶段，即预酶解阶段和真正的同步糖化与

发酵阶段。在预酶解阶段，以 7.0-30.0 FPU/g DM 的酶量向反应器中加入纤维素酶

Accellerase 1000，并在随后的 12 个小时内将玉米秸秆以半连续的方式补入反应器。补

料速率根据反应器内物料的液化情况进行调整，原则是要保证反应器内的物料处于液体

状态。在预酶解阶段，将温度维持在 50 
o
C。预酶解结束后，将温度调整到 37 

o
C，接入

驯化好的 S. cerevisiae DQ1，同步糖化与发酵阶段开始。同步糖化与发酵阶段持续 48、

60 或 72 小时不等，在 SSF 过程中定期取样，10000 rpm 离心 5 分钟，用 HPLC 分析上

清中的糖、醇和抑制物含量。同时，用 5 M 的 NaOH 溶液维持 SSF 过程中的 pH 稳定在

5.0 左右。 

4.2.3  分析方法 

4.2.3.1  玉米秸秆中纤维素、半纤维素含量的测定 

参照 2.2.3.1。 

4.2.3.2  糖、醇、抑制物含量测定及葡萄糖和乙醇得率的计算 
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    分别参照 2.2.3.3 和 2.2.3.5。 

4.2.3.3  同步糖化与发酵过程中体系粘度的测定 

在玉米秸秆的同步糖化与发酵过程中，不同时刻体系的表观粘度通过 ARES 高级流

变扩展系统测定。将样品置于两个直径为 25 mm 的圆板之间，温度控制在 37 
o
C，剪切

速率的范围在 0.01~250 s
-1。体系的平均粘度通过 Metzner 和 Otto 提出的计算方法得到

[156]： 

NKS  

avg 是平均剪切速率(s
-1

)，Ks 是由搅拌桨类型决定的常数，N 是搅拌转速(rev/s)。对于单

螺带搅拌桨，其 Ks 常数通常取 33
[157]。然后根据反应器中的实际转速，计算出反应器中

的实际剪切速率，进而计算出体系的实际粘度 μa (Pa·s)。 

 

    
(a)                                 (b)                         (c) 

 

图 4.1  适用于高固体含量物料同步糖化与发酵的生物反应器 

Fig. 4.1  Bioreactor for SSF operation at high solids loading. Bioreactor description: (a) Diagram of the 

bioreactor with the helical impeller system, (b) Rushton impeller, and (c) Helical impeller. The bioreactor 

includes (1) Motor; (2) Solid feeding inlet; (3) Thermometer port ; (4) pH-meter port; (5) Tank cap; (6) Drive 

shaft; (7) Tank wall; (8) Antifoaming impeller; (9) Helical impeller; (10) Turbine/aerofoil impeller; (11) 

Bottom impeller; (12) Water-bath jacket; (13) Water-bath jacket outlet; (14) Water-bath jacket intlet; (15) Gas 

disperser; (16) Discharge head; (17) Gas inlet; (18) Stop valve. 



华东理工大学博士学位论文                                        第 55 页                                                                                                                                                                                                                                 

 

4.2.3.4  计算流体力学模型(Computational fluid dynamics, CFD)的建立 

通过商业计算流体力学软件 CFX 11.0(ANSYS Inc., Canonsbury, PA)建立高固体含量

秸秆 SSF 时的 CFD 模型。在建立 CFD 模型时，将秸秆的同步糖化与发酵体系简化为粘

度一致的牛顿流体，忽略了不溶性的玉米秸秆颗粒和 CO2 气泡对反应器中流型的影响。 

4.3  结果与讨论 

4.3.1  螺带搅拌桨与 Rushton 搅拌桨在处理高固体含量秸秆 SSF 时的优劣 

本节对比了两种不同形式的搅拌桨在处理高固体含量秸秆 SSF 时的优劣。图 4.1(a)

是新开发的螺带桨反应器；图 4.1(b)是一种在处理较低粘度的牛顿流体混合时最常用的

Rushton 搅拌桨；图 4.1(c)是在处理高粘度非牛顿流体时常用的一种螺带桨。 
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图 4.2  不同搅拌桨对高固体含量秸秆同步糖化与发酵生产乙醇的影响 

Fig. 4.2  Simultaneous saccharification and fermentation at high pretreated CS (corn stover) loading using 

different stirring impellers. (a) Glucose consumption and ethanol production with helical and Rushton 

impellers; (b) Xylose and acetic acid formation with helical and Rushton impellers; (c) Stirring energy 

consumption using helical and Rushton impellers. Dotted arrows indicate inoculation time. Conditions: 

Pretreated CS at 30.0% DM (w/w), Accellerase 1000 dosage 15.0 FPU/g DM, inoculation ratio of 10% (v/v), 

50 
o
C for prehydrolysis (before inoculation) and 37 

o
C for SSF (after inoculation), 120 rpm stirring rate for 

helical and 200 rpm for Rushton. 

 

分析图 4.2(a)可知，用螺带桨进行高固含量的 SSF 时，加料时间（指将秸秆全部加

入反应器，使固体含量达到所需固体含量的时间）比用 Rushton 搅拌桨缩短了两个小时。

因为物料的补加是在保证反应器内物料已经液化的前提下进行的，所以加料时间的缩短

就意味着螺带桨反应器中秸秆的液化速率要高于 Rushton 搅拌桨反应器。而在高固体含

量秸秆的同步糖化与发酵过程中，尤其是在预酶解过程中，固体秸秆的液化速率是衡量

反应器混合效率的一个重要参数。此外，使用螺带桨反应器时，葡萄糖的消耗速率和乙

醇的生成速率都要高于使用 Rushton 搅拌桨。预酶解结束时，由于产物葡萄糖对纤维素

酶的抑制作用，致使两种搅拌体系中的葡萄糖浓度相当（螺带桨和 Rushton 搅拌桨中分

别为 76.7 g/L 和 77.3 g/L）；但是当发酵结束后，发酵醪中乙醇的浓度分别为 51.0 g/L 和

43.9 g/L，即使用螺带桨反应器可以更有效的促进秸秆的酶解和酵母的发酵。分析图 4.2(b)

可知，在同步糖化与发酵过程中，由于木糖不被酵母菌代谢，所以木糖浓度在两种体系

中都处于同一水平（稍低于 20.0 g/L）；两种体系中乙酸的浓度虽已达到 5.3 g/L，但还不

足以影响到酵母菌的正常生长与乙醇的生成。从图 4.2(c)可知，在高固体含量秸秆的同

步糖化与发酵过程中，使用螺带桨时的搅拌功率远远低于使用 Rushton 搅拌桨（最高搅

拌功率仅为 Rushton 搅拌桨的 1/4）。上述结果表明，使用螺带搅拌桨进行高固体含量的

同步糖化与发酵，可以促进秸秆与纤维素酶和酵母菌的混合，在乙醇得率、乙醇产率及

搅拌功率等方面都远优于使用 Rushton 搅拌桨。 
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(a) Helical imperller 

 
(b) Rushton impeller 

图 4.3  不同搅拌桨反应器中的流型分布 

Fig. 4.3  Fluid field distribution of bioreactors with helical impeller and Rushton impeller using CFD 

software. (a) Fluid field distribution with helical impeller; (b) Fluid field distribution with Rushton impeller. 

 

为了进一步了解螺带桨反应器和 Rushton 搅拌桨反应器中的混合状况，利用计算流

体力学软件 CFX 对两种反应器中的流型分布进行了模拟（见图 4.3）。分析图 4.3 可知，

使用螺带桨时，物料在整个反应器内形成了一个大的循环，即随着螺带桨的旋转，底部

物料沿着螺带的方向从反应器外周盘旋而上，到达螺带的顶部后沿着搅拌轴落下；同时，

反应器内形成了无数小的循环，即在螺带与罐壁的交界处部分物料形成了二次绕流，这

也是反应器中剪切最强的部位，它们促进了整个反应体系的混合与传质。对于 Rushton



第 58 页                                         华东理工大学博士学位论文                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

 

搅拌桨反应器，在搅拌桨的作用范围内剪切较强，其它区域则很弱。此外，搅拌桨能够

混合的区域只有整个反应器的三分之一。结果表明，在处理高粘度的物系时，螺带桨反

应器中的流型及剪切强度更有利于体系的混合。 

4.3.2  接种时间和接种量对高固体含量秸秆同步糖化与发酵的影响 

根据纤维素酶的最佳作用温度(50 
o
C)和酵母菌发酵温度(30-37 

o
C)之间的差异将高

固体含量秸秆的同步糖化与发酵过程分为两个阶段，即 50 
o
C 下的预酶解阶段和 37 

o
C

下的同步糖化与发酵阶段。预酶解阶段的长短可能会影响高固体含量下秸秆的 SSF 性能

（见图 4.4(a)）。 
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图 4.4  接种时间和接种量对高固体含量秸秆 SSF 的影响 

Fig. 4.4  Effect of inoculation time and ratio on SSF performance at high pretreated CS loading at (a) 

different inoculation time, and (b) different inoculation ratio. Dotted arrows indicate inoculation time. 

Conditions: Pretreated CS loading at 29.0% DM (w/w), Accellerase 1000 dosage 15.0 FPU/g DM, 50 
o
C for 

prehydrolysis (before inoculation) and 37 
o
C for SSF (after inoculation), 120 rpm stirring rate. 

 

 



华东理工大学博士学位论文                                        第 59 页                                                                                                                                                                                                                                 

 

分析图 4.4(a)可知，在 29.0%(w/w)的固体含量下进行秸秆的同步糖化与发酵生产乙

醇，预酶解结束时葡萄糖的浓度随着预酶解时间的延长而增加，但是随着酵母的加入，

葡萄糖被迅速代谢成为乙醇。当预酶解时间分别为 12 和 24 小时，预酶解结束时葡萄糖

的浓度相差较大（分别为 58.5 g/L 和 81.0 g/L），但发酵 60 小时后发酵醪中的乙醇浓度

基本持平（分别为 51.8 g/L 和 52.1 g/L）。进一步将预酶解时间延长至 36 小时，葡萄糖

的浓度也随之增加到 92.2 g/L，但是发酵结束后乙醇的浓度只有 48.6 g/L。综合考虑乙醇

的生产效率及预酶解过程的能耗，预酶解 12 小时是最佳选择。 

SSF 过程中接种量的多少也会影响到乙醇的产率和得率。分析图 4.4(b)可知，当 SSF

过程的接种量从 10%(v/v)增加到 20%(v/v)时，发酵结束后乙醇的浓度从 51.2 g/L 增加到

55.1 g/L，表明接种量的增加有利于提高发酵醪中的乙醇浓度。但考虑到菌种的生产成

本，10%(v/v)的接种量是一个较为合适的选择。所以，在随后的 SSF 实验中，都采用

10%(v/v)的接种量。 

4.3.3  不同固体含量对玉米秸秆同步糖化与发酵的影响 

螺带桨反应器是专门为处理高固体含量秸秆的 SSF 而设计的，因此，首先考察了在

螺带桨反应器中，不同固体含量（从 15.0-30.0%(w/w)）对秸秆 SSF 性能的影响（见表

4.1、表 4.2 和图 4.5）。 

 

表 4.1  不同固体含量下 SSF 体系的组成 

Table 4.1  Materials feeding in the SSF operations at different pretreated CS loadings 

Required solids loading (%, w/w) 15.0 20.0 25.0 30.0 

Total pretredated CS (g) (A1) 1000.0 1300.0 1800.0 2000.0 

Moisture of the pretreated CS (%, w/w) (A2) 64.8 63.9 65.4 65.6 

Deionized water (ml) (A3) 1280.0 970.0 600.0 200.0 

Enzyme dosage (FPU/g DM) 7.0 7.0 7.0 7.0 

Enzyme (ml) (A4) 38.0 50.0 67.0 74.0 

Inoculum (ml) (A5) 20.0 20.0 20.0 20.0 

True solids loading (%, w/w) 15.1 20.1 24.9 30.0 

Solids loading calculation: A1 × (1 - A2/100) / (A1 + A3 + A4 + A5) × 100%. For instance, the solids loading 

30.0% was calculated by 2000.0 × (1 - 65.6/100) / (2000.0 + 200.0 + 74.0 + 20.0) = 30.0%. 

 

在预酶解阶段，由于有固体秸秆颗粒的存在，反应器的搅拌功率远远大于后面的

SSF 阶段。同时，为了保证秸秆固体和液态纤维素酶的充分接触，预酶解阶段的补料速

率应保持在一个合理的范围。如果加料速率过快，固体物料就会结成团状，并随着搅拌

轴的旋转而滚动。这种情形不但会阻碍固体物料和液态纤维素酶之间的接触，而且导致

搅拌功率的大幅增加。因此，预酶解阶段必须保证反应器内的物料处于液浆状。如此说

来，加料速率直接反映了反应器中的混合效率。表 4.2 列出了在不同固体含量下进行 SSF

时所需的加料时间。分析表 4.2 可知，在较低的纤维素酶量下（7.0 FPU/g DM），加料

时间随着固体含量的增加而急剧上升。特别是当固体含量从 25.0%增加到 30.0%(w/w)

时，反应器中的搅拌变得非常困难，加料时间则有大幅增加。 
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表 4.2  不同固体含量下进行 SSF 时的加料时间 

Table 4.2  Feeding time of pretreated CS at different CS loadings. 

Solid CS loading (% w/w) 15.0 20.0 25.0 30.0 

Feeding time (hours) 0.5 2.0 5.0 10.0 

Conditions: Accellerase 1000 dosage 7.0 FPU/g DM, 50 
o
C for prehydrolysis (before inoculation) and 37 

o
C 

for SSF (after inoculation), 120 rpm stirring rate. 

 

在螺带桨反应器中，不同固体含量下秸秆的 SSF 性能见图 4.5。由于在物料全部加

入反应器后（避免引起单位秸秆所加酶量的变化）才开始取样，所以在 25.0%和 30.0%

的固体含量下，前 12 小时没有相关的数据点。分析图 4.5(a)可知，当预酶解结束时，体

系的葡萄糖浓度（分别为 26.6,29.8,39.9 和 43.1 g/L）随着固体含量（分别为 15.0%，

20.0%，25.0%和 30.0%）的增加而增加。接入酵母菌后，预酶解阶段积累的葡萄糖迅速

被代谢生成乙醇，而且在随后的 SSF 过程一直保持在较低的浓度。结果表明，在利用木

质纤维素原料进行高固体含量同步糖化与发酵生产乙醇的过程中，限速步骤为纤维素固

体的酶解，而不是酵母菌的发酵。从图 4.5(b)可以看出，在 7.0 FPU/g DM 的酶量下进行

SSF，当固体含量从 15.0%分别增加到 20.0%，25.0%和 30.0%(w/w)时，发酵醪中的乙醇

浓度则从 24.7 g/L 分别增加到 31.0,39.3 和 40.6 g/L，乙醇得率却从 76.5%分别降低到

68.0%，64.8%和 52.1%。乙醇得率随着固体含量的增加而降低，表明秸秆中纤维素的转

化效率在降低，主要原因可能是秸秆的酶解速率随着固体含量的增加而降低。 

在不同的固体含量下，SSF 体系的粘度变化见图 4.5(c)。从图 4.5(c)可以看出，尽管

体系的粘度有所波动（很大原因是由于样品中的不溶性固体颗粒和灰分造成的），但随

着固体含量的增加，体系的粘度呈整体增加趋势，尤其是在预酶解阶段；同时，随着发

酵的开始，粘度急剧降低。图 4.5(d)表示在不同的固体含量下，体系搅拌功率的变化。

从图中可以看出，搅拌功率的变化与体系的粘度变化趋势类似，即随着固体含量的增加，

搅拌功率急剧增加；随着 SSF 过程的开始和进行，搅拌功率急剧降低。从搅拌功率与粘

度变化的一致性推断可知，在 SSF 过程中，搅拌的阻碍主要是源自体系的粘度。固体秸

秆的快速酶解必将迅速降低体系的粘度和搅拌功率。 
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图 4.5  螺带桨反应器中不同固体含量下秸秆的 SSF 性能 

Fig. 4.5  SSF at different pretreated CS loading. (a) Time courses of glucose consumption and ethanol yield; 

(b) Ethanol concentration and yield change with pretreated CS; (c) Time courses of the viscosity at the real 

SSF shear rate; (d) Time courses of the stirring power consumption. Dotted arrows indicate inoculation time. 

Conditions: Accellerase 1000 dosage 7.0 FPU/g DM, 50 
o
C for prehydrolysis (before inoculation) and 37 

o
C 

for SSF (after inoculation), 120 rpm stirring rate. The material feeding and the solids loading calculation 

were shown in Table 4.1. 

 

4.3.4  高固体含量下纤维素酶用量对秸秆同步糖化与发酵的影响 

减少秸秆 SSF 过程的纤维素酶用量，对于降低纤维素乙醇的生产成本意义重大。因

此，本节重点考察了秸秆的 SSF 性能随着纤维素酶用量的变化规律（见表 4.4 和图 4.6）。

在不同纤维素酶加量下秸秆 SSF 体系的组成见表 4.3。 

 

表 4.3  不同纤维素酶用量下 SSF 体系的组成 

Table 4.3  Material feeding during the SSF operations at different enzyme dosages 

Required enzyme dosage (FPU/g DM) 7.0 15.0 30.0 

Required Solids loading (%, w/w) 30.0 30.0 30.0 

Total pretreated CS (g) (A1) 2000.0 2000.0 2000.0 

Moisture of the pretreated CS (%, w/w) (A2) 65.6 64.0 63.7 

Deionized water (ml) (A3) 200.0 210.0 57.0 

Enzyme (ml) (A4) 74.0 165.0 300.0 

Inoculum (ml) (A5) 20.0 20.0 20.0 

True solids loading (%, w/w) 30.0 30.0 30.6 

Solids loading calculation was same to Table 4.1.  

 

表 4.4 列出了在不同纤维素酶量下进行 SSF 时的加料时间。从表中可以看出，随着

纤维素酶用量的增加（从 7.0 增加到 15.0 和 30.0 FPU/g DM），加料时间逐渐缩短（从

10.0 缩短到 8.5 和 7.0 小时）。结果表明，高的纤维素酶用量大大提高了秸秆的酶解速率，

进而缩短了加料时间。 
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表 4.4  不同酶加量下进行 SSF 时的加料时间 

Table 4.4  Feeding time of pretreated CS at different Accellerase 1000 enzyme dosages. 

Accellerase 1000 enzyme dosage (FPU/g DM) 7.0 15.0 30.0 

Feeding time (hours) 10.0 8.5 7.0 

Conditions: Pretreated CS loading 30.0% (w/w), 50 
o
C for prehydrolysis (before inoculation) and 37 

o
C for 

SSF (after inoculation), 120 rpm stirring rate. 

 

图 4.6 表示在 30.0%(w/w)的固体含量下，秸秆在不同酶用量时的 SSF 性能。分析图

4.6(a)可知，随着纤维素酶用量从 7.0 FPU/g DM 增加到 15.0 和 30.0 FPU/g DM，预酶解

结束时体系的葡萄糖浓度也从 43.1 g/L 提高到 59.1 g/L 和 80.4 g/L。但是随着发酵的开

始，预酶解阶段积累的葡萄糖在 18 小时内即被全部转化生成乙醇，随后一直保持在较

低的浓度。从图 4.6(b)可以看出，当纤维素酶用量从 7.0 FPU/g DM 增加到 15.0 FPU/g DM

时，发酵结束时乙醇浓度和乙醇得率分别从 40.6 g/L 增加到 59.3 g/L 和 52.1%增加到

75.9%；但是进一步增加纤维素酶的用量到 30.0 FPU/g DM，发酵结束时乙醇浓度和乙

醇得率的增加幅度很小（分别从 59.3 g/L 提高到 64.6 g/L 和 75.9%增加到 82.8%）。综合

考虑乙醇得率和纤维素酶的成本，在 30.0%(w/w)的固体含量下进行 SSF，酶的最适用量

在 15.0 FPU/g DM 左右。 

分析图 4.6(c)和(d)可知，秸秆 SSF 体系的粘度随着酶用量的增加而降低；搅拌功率

也随着酶用量的增加和 SSF 过程的进行而急剧减低。在高固体含量下进行 SSF，提高纤

维素酶用量，可以增加纤维素酶与秸秆固体接触的机会，促进固液混合，进而降低过程

的搅拌功率，提高秸秆的酶解效率和乙醇得率。 

4.3.5  不同固体含量和酶用量对玉米秸秆同步糖化与发酵过程搅拌能耗的影响 

在高固体含量下进行秸秆的 SSF，搅拌能耗是评价该工艺是否具有实用性的重要指

标。为了估算不同固体含量和酶用量下 SSF 过程的搅拌能耗，我们将图 4.5 和 4.6 中的

搅拌功率和乙醇浓度等数据换算成了过程的搅拌能耗(E1)和输出能量（即乙醇的燃烧热

（见表 4.5 和 4.6））。分析表 4.5 可知，当固体含量从 15.0%提高到 30.0%(w/w)时，SSF

过程的搅拌能耗增加了一个数量级（固体含量从 15.0%增加到 20.0%，25.0%和

30.0%(w/w)，搅拌能耗则分别从 79.5 增加到 113.6,340.5 和 1009.2 MJ/t 液浆）。另一方

面，输出能量则从 854.9 分别提高到 1150.8,1551.3 和 1723.2 MJ/t 液浆。同时，搅拌能

耗占输出能量的比例也呈指数级的增加（分别从 9.3%增加到 9.9%，21.9%和 58.6%）。

从能量的角度考虑，在较低的纤维素酶量下（如 7.0 FPU/g DM），由于搅拌能耗随着固

体含量的提高增加过快，所以不宜进行过高固体含量的 SSF 操作。 
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图 4.6  螺带桨反应器中不同纤维素酶用量下秸秆的 SSF 性能 

Fig. 4.6  SSF at different Accellerase 1000 enzyme dosage. (a) Time courses of glucose consumption and 

ethanol yield; (b) Ethanol concentration and yield change with enzyme dosage; (c) Time courses of the 

viscosity at the real SSF shear rate; (d) Time courses of the stirring power consumption. Dotted arrows 

indicate inoculation time. Conditions: Pretreated CS loading 30.0% (w/w), 50 
o
C for prehydrolysis (before 

inoculation) and 37 
o
C for SSF (after inoculation), 120 rpm stirring rate. The material feeding and the solids 

loading calculation were shown in Table 4.3. 

 

表 4.5  不同固体含量下 SSF 过程的搅拌能耗 

Table 4.5  Mixing energy consumption during the SSF operations at different solids loadings 

Solids loading 

(%, w/w) 

Mixing energy 

consumption (E1) 

(MJ/ton slurry) 

Thermal energy in the 

ethanol produced (E2) 

(MJ/ton slurry) 

E1 / E2 

(%) 

15.0 79.5 854.9 9.3 

20.0 113.6 1150.8 9.9 

25.0 340.5 1551.3 21.9 

30.0 1009.2 1723.2 58.6 

The material feeding and the SSF operation conditions referred to Table 4.1 and Fig. 4.5. The unit MJ/ton 

slurry here refers to the energy per ton of SSF slurry used. The HHV (higher heating value) for ethanol is 23.4 

MJ/liter, and the ethanol density (average) is 790 kg/liter.  

 

表 4.6  不同酶量下 SSF 过程的搅拌能耗 

Table 4.6  Mixing energy consumption during the SSF operations at different enzyme dosage 

Enzyme dosage 

(FPU/g DM) 

Mixing energy 

consumption (E1) 

(MJ/ton slurry) 

Thermal energy in the 

ethanol produced (E2) 

(MJ/ton slurry) 

E1 / E2 

(%) 

7.0 1009.2 1723.2 58.6 

15.0 424.7 2511.5 17.0 

30.0 347.0 2738.2 12.7 

The material feeding and the SSF operation conditions referred to Table 4.3 and Fig. 4.6. The unit MJ/ton 

slurry here refers to the energy per ton of the SSF slurry used. The HHV (higher heating value) for ethanol is 

23.4 MJ/liter, and the ethanol density (average) is 789 kg/liter. 
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尽管在较低酶量下不宜进行过高固体含量的 SSF 操作，但是搅拌能耗随着酶量的变

化规律又给我们另外一种启示（见表 4.6）。分析表 4.6 可知，在 30.0%(w/w)固体含量下

进行 SSF 操作，当酶量从 7.0 FPU/g DM 增加到 15.0 和 30.0 FPU/g DM 时，过程的搅拌

能耗占输出能量的比例从 58.6%分别降低至 17.0%和 12.7%。结果表明，在高固体含量

秸秆的 SSF 过程中，增加纤维素酶用量，不仅可以提高最终的乙醇得率，而且能够大大

降低过程的搅拌能耗。此结果也从另外一个角度诠释了降低纤维素酶的成本对于纤维素

乙醇生产的重要性。 

4.3.6  超高固体含量下秸秆的同步糖化与发酵 

4.3.6.1  进一步提高固体含量至 40.0%(w/w)对秸秆同步糖化与发酵的影响 

为了进一步提高发酵醪中的乙醇浓度，在将酶用量提高到 15.0 FPU/g DM的前提下，

尝试了进一步提高固体含量对秸秆 SSF 性能的影响，结果见图 4.7 和表 4.7。分析图 4.7

可知，随着固体含量的进一步提高，尤其是从 35.0%(w/w)提高到 40.0%(w/w)时，秸秆

的加料时间从 12 小时延长到 14 小时，但是预酶解结束时体系的葡萄糖浓度并没有明显

的增加（从 85.3 g/L 提高到 88.5 g/L）。随着酵母的加入和 SSF 阶段的开始，葡萄糖迅速

转化成乙醇并且在随后的过程中一直保持在较低的浓度。分析表 4.7 可知，当固体含量

从 30.0%(w/w)提高到 35.0%(w/w)时，发酵结束时发酵醪中的乙醇浓度增幅很大，从 53.4 

g/L提高到 65.3 g/L；再进一步提高固体含量至 40.0%(w/w)，乙醇浓度略有增加(68.1 g/L)。

而乙醇得率则随着固体含量的提高逐步降低，尤其是当固体含量从 35.0%(w/w)提高到

40.0%(w/w)时，乙醇得率从 69.2%降低到 60.3%。考虑到发酵醪中的乙醇浓度和最终的

乙醇得率，在 15.0 FPU/g DM 的条件下进行高固体含量的 SSF，35.0%(w/w)是较为合适

的固体含量。 

 

表 4.7  超高固体含量下玉米秸秆的发酵参数 

Table 4.7  Fermentation performance
a
 of CS at very high solids loading 

Solids loading (%,w/w) Final ethanol concentration (g/L) 
Ethanol yield (%, of theoretical 

ethanol yield) 

30.0 53.4 71.1 

35.0 65.3 69.2 

40.0 68.1 60.3 
a
The SSF conditions were listed in the Fig. 4.7. 
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图 4.7  超高固体含量下玉米秸秆的同步糖化与发酵 

Fig. 4.7  Effect of extremely high solids loading CS on the SSF performance. Dotted arrows indicate 

inoculation time. Conditions: Pretreated CS loading 30.0%, 35.0 and 40.0% (w/w), 15.0 FPU/g DM 

cellulase, 50 
o
C for prehydrolysis (before inoculation) and 37 

o
C for SSF (after inoculation), 150 rpm stirring 

rate. The CS was pretreated by the “dry” dilute-acid pretreatment and detoxified for 7 days.  

 

4.3.5.2  底物和纤维素酶的补加方式对超高固含量下秸秆同步糖化与发酵的影响 

在高固体含量秸秆的 SSF 过程中，底物和纤维素酶的补加方式对秸秆的发酵性能影

响较大[101, 103-105]。本节重点考察了在 35.0%(w/w)的固体含量下，4 种不同的底物和纤维

素酶的补加方式对秸秆发酵性能的影响。Case 1 的补加方式为：初始加入全部纤维素酶，

在 12 个小时内补加完玉米秸秆，使固体含量达到 35.0%(w/w)；Case 2 的补加方式为：

初始加入一半纤维素酶，在 12 小时内补加物料至固体含量达 30.0%(w/w)，然后在随后

的18小时内，每隔4.5小时加一次物料（每次加入剩余物料重量的 1/4），同时补加 1/16(v/v)

的纤维素酶。此外，在第 36 和 48 小时分别补加 1/8(v/v)的纤维素酶；Case 3 的补加方

式为：初始加入一半纤维素酶，然后在第 36 和 48 小时分别补入 1/4(v/v)的纤维素酶，

物料的补加方式同 Case 2；Case 4 的补加方式为：初始加入一半纤维素酶，14 小时内补

加完物料至固含量达到 35.0%（w/w，预酶解时间为 14 小时），同时，在第 24、36 和

48 小时分别补加 1/6(v/v)的纤维素酶。分析图 4.8 和表 4.8 可知，在常规的纤维素酶和物

料补加模式下（即 Case 1），预酶解结束时体系的葡萄糖浓度最高（达 85.3 g/L）；而在

有物料或纤维素酶补加的 SSF 过程中，预酶解结束时体系的葡萄糖浓度只有 70 g/L 左

右。同时，留一部分纤维素酶在 SSF 阶段补加，有助于提高发酵后期乙醇的生成速率。

尤其是在 Case 3 中，在 SSF 阶段中期补加大量的纤维素酶，有效促进了 SSF 后期乙醇

的生成速率，增加了最终的乙醇浓度和得率。在木质纤维素原料的 SSF 过程中，木质素

会吸附部分纤维素酶，从而导致纤维素酶的活性损失或钝化；同时，由于剪切及其它原

因，可能导致纤维素酶的钝化或失活。因此，在高固体含量秸秆的 SSF 过程中，适时的
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补加纤维素酶，对于提高秸秆的酶解效率及乙醇的生成作用明显；但是在发酵过程中补

加底物和纤维素酶的操作，也增加了大规模生产时过程的操作难度及染菌的风险。 

 

表 4.8  不同物料和纤维素酶的补加方式对玉米秸秆发酵性能的影响 

Table 4.8  Effect of different CS and cellulase feeding modes
a
 on the SSF performance at 35% (w/w) solids 

loading. 

Case Final ethanol concentration (g/L) 
Ethanol yield (% of theoretical 

ethanol yield) 

1 65.3 69.2 

2 66.1 70.2 

3 69.1 73.5 

4 67.0 71.1 
a
The detailed feeding modes and the SSF conditions were listed in the Fig. 4.8. 
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图 4.8  不同物料和纤维素酶的补加方式对 35.0%(w/w)固体含量下秸秆 SSF 的影响 

Fig. 4.8  Effect of different CS and cellulase feeding modes on the SSF performance at 35.0% (w/w) 

solids loading. (a) Case 1: cellulase was totally put into the bioreactor before CS feeding, and the CS was 

fed into the bioreactor to reach 35% (w/w) within 12 hours; (b) Case 2: Half of the cellulase dosage was fed 

before CS feeding, then CS was fed to 30.0% (w/w) within 12 hours; the remaining CS was fed four times 

in the next 18 hours (every 4.5 hours), and 1/16 (v/v) of the cellulase dosage was fed following each CS 

feeding. In addition, 1/8 (v/v) of the cellulase dosage was fed at 36th hour and 48th hour, respectively. (c) 

Case 3: Half of the cellulase dosage was fed before CS feeding, and the other half was fed at 36th hour and 

48th with 1/4 (v/v) of the cellulase dosage, respectively; the CS feeding mode was same as that in Case 2. 

(d) Case 4: Half of the cellulase dosage was fed before CS feeding, and CS was fed to 35.0% (w/w) within 

14 hours; the other cellulase was fed at 24th, 36th, and 48th hour with 1/6 (v/v) of the cellulsae dosage 

every time, respectively. Black dotted arrows indicated the CS feeding time and the green dotted arrows 

indicated the cellulase feeding time. Conditions: CS solids loading 35.0% (w/w), 15.0 FPU/g DM cellulase, 

50 
o
C for prehydrolysis (before inoculation) and 37 

o
C for SSF (after inoculation), 150 rpm stirring rate. The 

CS was pretreated by the “dry” dilute-acid pretreatment method and biodetoxified for 7 days.  
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4.4  小结 

本章开发了一种新型的螺带桨生物反应器，可以处理高达 40.0%(w/w)固体含量的秸

秆进行同步糖化与发酵，且搅拌能耗较常规的 Rushton 搅拌桨反应器降低了约 80-90%。

至此，从木质纤维素原料到乙醇的生产过程，可以概括为从干的木质纤维素原料

-50%(w/w)固体含量的预处理原料-生物脱毒后约 45%(w/w)固体含量的物料到

40.0%(w/w)固体含量下的同步糖化与发酵生成 69 g/L 乙醇。整个过程除了液态的纤维素

酶和发酵菌种外，只有在预处理过程消耗了相当于原料干重的新鲜水，且无废水产生。

本章的主要结论如下： 

（1）开发了一种能够处理高固体含量秸秆 SSF 生产乙醇的新型螺带桨反应器，通过与

普通的 Rushton 搅拌桨反应器对比，新型螺带桨反应器在处理高固体含量秸秆 SSF 时具

有混合充分、搅拌能耗低、有利于乙醇生成等优点。 

（2）在 29.0%(w/w)的固体含量、15.0 FPU/g DM 的条件下进行秸秆的 SSF，最佳接种

时间点为预酶解 12 小时，接种量为 10%(v/v)。 

（3）在 7.0 FPU/g DM 的酶量下进行秸秆的 SSF，发酵结束时乙醇浓度随着固体含量（从

15.0%增加到 30.0%(w/w)）的增加而增加，但乙醇得率却逐渐降低，体系的粘度及搅拌

功率都随之增大。 

（4）在 30.0%(w/w)的固体含量下进行秸秆的 SSF，发酵结束时乙醇浓度和乙醇得率都

随着酶量的增加（从 7.0 增加到 30.0 FPU/g DM）而增加，体系粘度及搅拌功率则随之

降低。 

（5）在 15.0 FPU/g DM 的酶量下，进一步提高 SSF 体系的固体含量从 30.0%至 35.0%

和 40.0%(w/w)，发酵结束时乙醇浓度逐渐增加，乙醇得率反而降低。综合考虑乙醇浓度

和乙醇得率，在 15.0 FPU/g DM 的酶量下，SSF 体系的固体含量应选 35.0%较为合适。 

（6）在 15.0 FPU/g DM 的酶量下进行 35.0%(w/w)固体含量的 SSF，可以采取补加物料

和纤维素酶的方法来提高发酵结束时体系的乙醇浓度和最终的乙醇得率。尤其是在发酵

中期（第 36 小时和 48 小时）补加一半的纤维素酶，可以较为明显的提高发酵结束时的

乙醇浓度（从 65.3 g/L 提高到 69.1 g/L）。 
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第 5 章  乙醇分离与纤维素酶-发酵菌体循环利用的过程耦合 

 

5.1  前言 

一般而言，精馏是工业生产中能耗最大的单元操作之一[84]，通常占到工厂总能耗的

50-90%。降低乙醇分离的能量投入，可以明显提高乙醇生产过程的经济性[120, 158-159]。目

前，已有多种新的节能技术在乙醇分离中取得应用，如汽提、膜分离、渗透汽化、萃取

等[119, 160-167]。但是，这些新的方法很少能与以木质纤维素原料为基质生产乙醇的工艺耦

合起来，尤其是当原料的固体含量较高时。 

在利用木质纤维素原料，采用同步糖化与发酵工艺生产乙醇的过程中，纤维素酶的

成本占同步糖化与发酵工段总成本的 50%左右[168]。回收 SSF 过程的纤维素酶或实现纤

维素酶的循环利用，将大大降低纤维素乙醇的生产成本。目前有关纤维素酶回收的研究

主要集中在原料的酶解过程，而且是在较低的固体含量下[110, 169-170]。而在木质纤维素原

料的 SSF 过程中，尤其是在高固体含量条件下，对纤维素酶的回收还没有相关文献报道。 

此外，在批式的 SSF 过程中，每批都需要重新培养酵母菌，尤其是在以木质纤维素

基质为底物时，需要对酵母菌进行驯化培养，周期长且繁琐。实现酵母菌的循环利用，

也将大大简化 SSF 操作。目前微生物细胞的循环主要采用固定化的方法来实现，但是在

含有大量木质纤维素原料固体的体系中，实现细胞与固体的分离难度很大[119-120]。 

如果在纤维素乙醇的生产过程中，能将乙醇分离、纤维素酶-酵母菌的循环整合在

同步糖化与发酵工艺中，实现纤维素乙醇的连续性生产，将会提高整个乙醇生产过程的

经济性。早在 1977 年，Cysewski 和 Wilke 就研究了在酵母菌发酵葡萄糖生产乙醇的过

程中，通过减压蒸馏的方法分离乙醇，缓解产物对酵母发酵的抑制，从而促进乙醇的快

速发酵；同时，较低的蒸馏温度也保留了酵母的发酵活性，实现了酵母的循环[160]。1984

年，Ghose 等人在利用稻草生产乙醇的过程中（10%(w/w)固体含量），通过减压蒸馏的

方法实现了乙醇的实时分离。在补加 9 次底物后，纤维素酶和酵母菌仍然保持较高的活

性[171]。但是迄今为止，在高固体含量下进行的 SSF 过程中，还没有关于乙醇分离与纤

维素酶-酵母菌循环相耦合过程的研究。 

本章采用减压蒸馏的方法，重点考察了在较高固体含量下进行的 SSF 过程中，实现

乙醇分离、纤维素酶-酵母菌循环耦合工艺的可能性。为此，主要研究了在合成发酵液

中、在 40.0%(w/w)固体含量下玉米秸秆同步糖化与发酵后的发酵醪上清液和在

40.0%(w/w)固体含量下玉米秸秆同步糖化与发酵后的发酵醪全醪中，不同减压蒸馏条件

对乙醇分离效率和纤维素酶活性的影响。 

5.2  材料与方法 

5.2.1  实验材料 

实验材料参照 2.2.1。 
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5.2.2  仪器与设备 

除旋转蒸发仪外，其它仪器与设备参照 2.2.1.5。 

大颜 R 系列旋转蒸发仪（上海大颜仪器设备有限公司，SHANGHAI DAYAN 

EQUIPMENT CO. LTD）由循环水式真空泵、低温冷却循环泵、冷凝器、控温水浴槽和

旋转器 5 部分构成。循环水式真空泵不停的排出气体，使旋转蒸发体系处于一定的真空

度下。低温冷却循环泵内制冷液体为乙醇，可控制冷凝器内温度最低至-20 
o
C，从而有

效冷凝蒸馏出的乙醇。控温水浴槽可维持蒸馏烧瓶内温度在 30-80 
o
C。而旋转器使蒸馏

烧瓶以一定转速旋转，保证受热更加均匀，防止暴沸。 

5.2.3  实验及分析方法 

5.2.3.1  实验方法 

5.2.3.1.1  秸秆的稀酸预处理、生物脱毒及高固体含量下的同步糖化与发酵 

参照 2.2.2。 

5.2.3.1.2  合成发酵液的减压蒸馏 

合成发酵液的减压蒸馏条件为：250 ml 的蒸馏烧瓶内装有 100 ml 合成发酵液，蒸

馏烧瓶转速为 100 rpm，温度为 37 
o
C、45 

o
C、50 

o
C 和 55 

o
C 的条件下分别蒸馏 3、5、

10、15、20 和 30 分钟，蒸馏时烧瓶内接近真空状态。 

5.2.3.1.3  40.0%(w/w)固体含量下玉米秸秆同步糖化与发酵后发酵醪上清液和发酵醪全

醪的减压蒸馏 

40.0%(w/w)固体含量下玉米秸秆同步糖化与发酵后的发酵醪上清液及发酵醪全醪

的减压蒸馏：1000 ml 的蒸馏烧瓶内装有 100 ml 的发酵醪上清液或发酵醪，分别加入 1 ml

或 2 ml 植物油以防止暴沸。蒸馏烧瓶转速为 100 rpm，在 37 
o
C 的蒸馏温度下分别蒸馏

3、5、7.5、10 和 15 分钟。蒸馏时烧瓶内接近完全真空。 

5.2.3.2  分析方法     

除蒸馏残液中纤维素酶酶解能力的测定方法外，其它分析方法参照 2.2.3。 

蒸馏残液中纤维素酶对 Whatman 滤纸的酶解能力：将合成发酵液减压蒸馏后的残

液还原至原体积 100 ml，然后用 pH4.8、100 mM 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液稀释 50 倍，

取 0.5 ml 稀释后的蒸馏残液加入盛有 50 mg Whatman 滤纸和 1 ml 柠檬酸-柠檬酸钠缓冲

液的玻璃试管中，置于 50 
o
C 水浴中反应 60 分钟，取出后立即用冰水混合物冷却以终止

反应。然后 10000 rpm 离心 10 分钟，上清液进行 HPLC 分析葡萄糖浓度。在测定发酵

醪上清液蒸馏后对滤纸酶解能力时不用还原到原体积，直接稀释 20 倍后进行酶解即可。

同时，分别用未蒸馏的合成发酵液和发酵醪上清液作为对照测定其催化滤纸生成的葡萄

糖量。蒸馏不同时间所得残液中纤维素酶酶解滤纸所产生的葡萄糖量与未蒸馏的发酵液

（或发酵醪上清液）酶解滤纸产生的葡萄糖量的比值即为蒸馏残液中纤维素酶对

Whatman 滤纸的酶解能力。 

蒸馏残液中纤维素酶对稀酸预处理后玉米秸秆的降解能力：将合成发酵液减压蒸馏

后的残液还原至原体积 100 ml，并用柠檬酸缓冲液稀释 20 倍后分装至 20 ml/100 ml 三
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角瓶中，同时加入稀酸预处理并经 12 倍（玉米秸秆干基质量的 12 倍）清水冲洗脱毒后

的玉米秸秆，使固体含量达到 5.0%(w/w)，同时每个三角瓶加入 100 µl 10 mg/ml 的四环

素防止酶解过程染菌（酶解体系的四环素浓度为 50 µg/ml）。每个样品两个平行，置于

50 
o
C、150 rpm 的水浴恒温摇床中酶解 72 小时。酶解结束后，取样于 10000 rpm 离心

10 min，将上清放入-20 
o
C 冻存，待 HPLC 分析用。测定发酵醪上清液和发酵醪蒸馏后

残液中纤维素酶对玉米秸秆的酶解能力时不做体积还原，不进行稀释，直接测定即可。

蒸馏不同时间釜残液中纤维素酶酶解秸秆产生的葡萄糖量与未蒸馏的合成发酵液（或

7.0 FPU/g DM（与 40%(w/w)发酵醪上清液对应）或 15.0 FPU/g DM（与 40%(w/w)发酵

醪对应）酶量下）酶解秸秆生成的葡萄糖的比值即为残余纤维素酶对秸秆的酶解能力。 

5.3  结果与讨论     

5.3.1  合成发酵液的减压蒸馏 

为了考察减压蒸馏对乙醇的分离效果及对纤维素酶酶活的影响，首先用合成发酵液

来模拟真实的发酵醪，以测试减压蒸馏的效果。 

合成发酵液是根据 40.0%(w/w)固体含量下玉米秸秆同步糖化与发酵后得到的发酵

醪中的组分合成的。具体成分如下：62.2 g/L 的乙醇，纤维素酶 Accellerase 1000 的酶量

为 7.5 FPU/ml，整个体系用 pH 4.8、100 mM 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配成。 

分别在 37、45、50 和 55 o
C，接近绝对真空的条件下，对装有 100 ml 合成发酵液

/250 ml 的蒸馏烧瓶分别蒸馏 3、5、10、15、20 和 30 分钟，考察馏出液和釜残液中的

乙醇浓度和乙醇的收率（见图 5.1）。 

从图 5.1 可以看出，在各蒸馏温度下，随着蒸馏时间的延长，釜残液中的乙醇浓度

逐渐降低，馏出液中的乙醇浓度也逐渐降低；同时，相同的蒸馏时间，温度越高，蒸馏

效率越高，即釜残液中的乙醇浓度越低，馏出液的体积分率越大，但馏出液中的乙醇浓

度却随着蒸馏温度的升高而降低。值得注意的是，在 37 
o
C 的条件下进行 15 分钟的减压

蒸馏后，釜残液中的乙醇浓度就不再变化；而馏出液中的乙醇浓度变化不大，一直维持

在 180 g/L 左右；同时馏出液的体积分率也不再随时间的延长而变化。在 45 
o
C、50 

o
C

和 55 
o
C 的条件下，随着蒸馏时间的延长，馏出液的体积分率直线升高。而减压蒸馏温

度的升高则加剧了这一趋势。乙醇的收率随着蒸馏时间的延长迅速增加，当蒸馏时间达

10 分钟时，在 45 
o
C、50 

o
C 和 55 

o
C 的减压蒸馏条件下，乙醇收率即可达 90%以上。在

37 
o
C 的条件下进行减压蒸馏时效率稍低，需要 15 分钟才能达到 90%以上。此外，从图

5.1(b)和(c)还可以看出，减压蒸馏对合成发酵液中乙醇的浓缩作用明显。 
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图 5.1  减压蒸馏对合成发酵液中乙醇分离效果的影响 (a) 釜残液中的乙醇浓度 (b) 馏出液中的

乙醇浓度 (c) 馏出液的体积分率 (d) 乙醇的收率 

Fig. 5.1  Effect of vacuum distillation conditions on the ethanol separation of the synthetic fermentation 

liquid (a) ethanol in the stillage (b)ethanol in the distillate (c)volume fraction of the distillate (d)ethanol 

recovery. The distillation conditions were: the water-bath temperature were 37, 45, 50 and 55 
o
C for heating 

the distillation flasks, and the distillation time was 3, 5, 10, 15, 20 and 30 min respectively, at the 

approximate absolute vacuum conditions. 
 
 

 

对于乙醇与水组成的二元恒沸系统，当压力降低时，其恒沸点降低。在接近绝对真

空的条件下，此二元系的恒沸点较低（低于 37 
o
C）。而蒸馏温度越接近恒沸点，其馏出

液中的乙醇浓度就会越高。随着减压蒸馏的进行，釜残液中乙醇浓度逐渐降低，随之而

来的是馏出液中乙醇浓度的降低。同时，恒沸体系组分的变化，也会改变体系的恒沸点，

即体系乙醇浓度越低，恒沸点越高。所以，随着蒸馏时间的延长，一旦恒沸点超过 37 
o
C

时，体系将不会沸腾，即不能有效的分离出乙醇，这可能就是在 37 
o
C 的条件下蒸馏 15

分钟后，馏出液体积分率不再变化的原因[172]。 

在考察减压蒸馏对乙醇分离效果的同时，研究了其对合成发酵液中纤维素酶酶活的

影响（见图 5.2）。从图 5.2 可以看出，随着减压蒸馏时间的延长，合成发酵液中残余的

纤维素酶对 Whatman 滤纸的酶解能力有所降低，而且蒸馏温度越高，酶活降低的越明

显。尽管减压蒸馏的温度和时间不同，但残液中的纤维素酶对滤纸的酶解能力活都保持

在 80%以上。此外，蒸馏残液中的纤维素酶对玉米秸秆的酶解能力也都在 90%以上。 

上述实验结果表明，在较低的温度下对合成发酵液进行减压蒸馏，可以实现乙醇

的有效分离，并且对分离出的乙醇有 2-3 倍的浓缩作用；同时保存了发酵液中 80-90%

的纤维素酶酶活。本研究之所以选择 37、45、50 和 55 o
C 作为减压蒸馏的温度，是因

为纤维素酶 Accellerase 1000 的最高耐受温度为 55 
o
C。此外，考虑到要将乙醇的分离与

纤维素酶和酵母的循环耦合起来，而酵母菌的最高耐受温度在 37 
o
C，所以选择 37 

o
C
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作为后续减压蒸馏研究中的蒸馏温度。 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

3 5 10 15 20 30

Distillation time (min)

R
e

la
ti
v
e

 c
e

ll
u

la
s
e

 a
c
ti
v
it
y
 (

%
)..

37 45 50 55(a) Filter paper o
C

o
C

o
C o

C

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

3 5 10 15 20 30

Distillation time (min)

R
e

la
ti
v
e

 e
n

z
y
m

e
 a

c
ti
v
it
iy

 (
%

)..
..
.

37 45 50 55o
C

o
C

o
C o

C(b) Corn stover

 
图 5.2  减压蒸馏对合成发酵液中纤维素酶酶活的影响 (a) 对 Whatman滤纸的酶解能力 (b) 对玉米

秸秆的酶解能力 

Fig. 5.2  Effect of vacuum distillation on the cellulase activity in the synthetic fermentation liquid (a) the 

digestibility for the Whatman filter paper of the remaining cellulase in distillate; (b) the digestibility for the 

CS of the remaining cellulase in the distillate at 5% solids loading. The vacuum distillation conditions were 

listed in Fig. 5.1. The CS used here were pretreated at the optimum “dry” pretreatment conditions discussed 

in section 2.3.3. And the CS after pretreatment were water-washed at a liquid to CS solids ratio of 12:1 

(w/w), then squeezed out of the water with the final water content of 60% (w/w). 
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5.3.2  40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后发酵醪上清液的减压蒸馏 

5.3.2.1  40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后发酵醪上清液的制备 

最佳干式预处理后的玉米秸秆经生物脱毒 7 天后，在 40.0%(w/w)固体含量、15.0 

FPU/g DM 的条件下同步糖化与发酵 96 小时后，将发酵醪在 3800 rpm 的条件下离心 10

分钟，取出上清液，即获得 40.0%(w/w)固含量下玉米秸秆同步糖化与发酵后的发酵醪上

清液。经 HPLC 分析，上清液中的主要成分为：68.5 g/L 的乙醇，5.5 g/L 的葡萄糖，10.2 

g/L 木糖和 4.7 g/L 的乙酸。 

5.3.2.2  减压蒸馏对 40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后发酵醪上清液中

乙醇分离效果的影响 

为了实现减压蒸馏对发酵醪上清液中乙醇的有效分离，在 37 oC 的条件下，分别对

发酵醪上清液进行 5、10 和 15 分钟的减压蒸馏，考察乙醇的分离效果。 

从图 5.3(a)可以看出，随着蒸馏时间的延长，残液中的乙醇浓度快速降低，馏出液

中的乙醇浓度也有较为明显的降低，但被浓缩了约 2-3 倍。图 5.3(b)则显示了馏出液的

体积随着蒸馏时间的延长而增加，釜残液的体积随着时间的延长而减少。这与合成发酵

液中 37 
o
C 下蒸馏的结果不同，可能是由于发酵液中的糖分或离子强度的差异造成的。

同时，乙醇的收率随着蒸馏时间的延长而提高，蒸馏 10 分钟后，乙醇的收率即可达到

90%。值得注意的是，随着蒸馏时间的延长，釜残液中的乙酸也得到了浓缩。蒸馏 15

分钟后，乙酸被浓缩了将近 2 倍，达到 10 g/L，这将对纤维素酶的催化活性和酵母菌的

生长及发酵性能产生较强的抑制作用。 
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图 5.3  减压蒸馏对 40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后发酵醪上清液中乙醇分离效果

的影响 (a) 釜残液和馏出液中乙醇浓度 (b) 馏出液体积分率 (c) 乙醇收率 (d) 残液中乙酸浓度 

Fig. 5.3  Effect of vacuum distillation on ethanol separation in the fermentation slurry liquid after SSF for 

96 hours at 40.0% (w/w) solids loading (a) ethanol concentration in the stillage and distillate; (b) distillate 

volume fraction; (c) ethanol recovery; (d) acetic acid in the stillage. The distillation conditions were: the 

water-bath temperature were 37 
o
C for heating the distillation flasks, and the distillation time was 5, 10 and 

15 min respectively, at the approximate absolute vacuum conditions. 

 

5.3.2.3  减压蒸馏对 40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后发酵醪上清液中

纤维素酶酶活的影响 

发酵醪上清液经减压蒸馏后，釜残液中的纤维素酶对 Whatman 滤纸和玉米秸秆的

酶解性能见图 5.4。 

从图 5.4 可以看出，40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后发酵醪上清液

中的纤维素酶酶活非常有限，在 5.0%(w/w)的固体含量下酶解秸秆，酶量仅仅为 7.0 

FPU/g DM 的一半。同时，在较短的时间内酶解滤纸（1 小时），酶活相当于 Accellerase 

1000 的 5%左右。随着减压蒸馏的进行，纤维素酶得到适当浓缩。减压蒸馏 15 分钟时，

纤维素酶约被浓缩了 2 倍左右。 

综上所述，减压蒸馏能够很好的分离并浓缩发酵醪上清液中的乙醇，同时保存并浓

缩了上清液中残存的纤维素酶酶活。但是，在秸秆的同步糖化与发酵过程中，吸附在固

体上的纤维素酶有 50-60%，甚至更多。我们的实验结果也表明，上清液中残存的酶活

相当低。因此，有必要进一步研究减压蒸馏对发酵醪全醪中乙醇的分离效率和纤维素酶

酶活的影响。 
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图 5.4  减压蒸馏对 40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后发酵醪上清液中纤维素酶酶活

的影响 (a) 对 Whatman 滤纸的酶解能力 (b) 对玉米秸秆的酶解能力 

Fig. 5.4  Effect of vacuum distillation on cellulase activity in the fermentation slurry liquid after SSF for 

96 hours at 40.0% (w/w) solids loading (a) digestibility of the remaining cellulase in distillate for the 

Whatman filter paper; (b) digestibility of the remaining cellulase in distillate for the CS at 5% solids 

loading.
 
The distillation conditions were listed in Fig. 5.3. Control in Fig. 5.4(a) was the glucose released 

after enzymatic hydrolysis of the Whatman filter paper catalized by Accellerase 1000 with 50 folds dilution. 

Control in Fig. 5.4(b) was the glucose released after enzymatic hydrolysis of the CS at a dosage of 7.0 

FPU/g DM. 

 

5.3.3  40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后所得发酵醪全醪的减压蒸馏 

5.3.3.1  40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后发酵醪的制备 

最佳干式预处理后的玉米秸秆经生物脱毒 7 天后，在 40.0%(w/w)固体含量、15.0 

FPU/g DM 的条件下同步糖化与发酵 96 小时后，即获得 40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆

同步糖化与发酵后的发酵醪。经 HPLC 分析，发酵醪中的主要成分为：68.1 g/L 的乙醇，
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4.5 g/L 的葡萄糖，9.4 g/L 的木糖和 4.5 g/L 的乙酸。此批发酵醪与 5.3.2.1 中所述并非同

一批，故成分有所差别。 

5.3.3.2  减压蒸馏对 40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后发酵醪中乙醇分

离效果的影响 

首先，考察了在 37 
o
C 下减压蒸馏对 40.0%(w/w)固体含量下玉米秸秆同步糖化与发

酵后发酵醪中乙醇分离的影响（见图 5.5）。由于发酵醪非常粘稠，其固体含量约为 10%

左右，蒸馏 10 分钟后釜残液中就基本没有液体了，所以蒸馏时间分别为 5、7.5 和 10

分钟。从图 5.5 可以看出，随着蒸馏时间的延长，馏出液中的乙醇浓度都维持在 160 g/L

以上，较发酵醪原液中的乙醇浓度提高了 1 倍以上。而蒸馏残液中的乙醇浓度维持在 10 

g/L 的水平。而且，乙醇的收率在蒸馏 10 分钟时已经达到了 90%。同样的，与发酵醪上

清液的蒸馏结果相同，釜残液中的乙酸浓度也随着蒸馏时间的延长而得到浓缩。 
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图 5.5  减压蒸馏对 40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后发酵醪全醪中乙醇分离的影响 

(a)釜残液和馏出液中乙醇浓度及乙醇收率 (b) 釜残液中乙酸浓度 

Fig. 5.5  Effect of vacuum distillation on ethanol separation in the fermentation slurry after SSF for 96 

hours at 40.0% (w/w) solids loading (a) ethanol concentration in the stillage and distillate and the ethanol 

recovery; (b) acetic acid in the stillage.
 
The distillation conditions were: the water-bath temperature were 37 

o
C for heating the distillation flasks, and the distillation time was 5, 7.5 and 10 min respectively, with the 

approximate absolute vacuum. 

 

5.3.3.3  减压蒸馏对 40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后发酵醪全醪中纤

维素酶的影响 

由于发酵醪减压蒸馏后非常粘稠，固体含量仍然较高，残余秸秆会对滤纸酶活的测

定产生相当大的干扰，所以只测定了釜残液中纤维素酶对玉米秸秆的酶解效果（见图

5.6）。 
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图 5.6  减压蒸馏对 40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后发酵醪中纤维素酶酶解玉米秸

秆能力的影响  

Fig. 5.6  Effect of vacuum distillation on the cellulase digestibility for the CS in the fermentation slurry 

liquid after SSF for 96 hours at 40.0% (w/w) solids loading.
 
Distillation conditions were listed in the Fig. 

5.5. The control was the glucose released after enzymatic hydrolysis of the CS at the enzyme dosage of 

15.0 FPU/g DM and at 5% solids loading. The blank was the glucose released after enzymatic hydrolysis of 

the remaining CS by the cellulase in the stillage before vacuum distillation without addition of fresh CS. 

The stillage after 10 min’ distillation was diluted to 2 folds due to the high viscosity of the slurry.  

 

在图 5.5 中，对照是用 15.0 FPU/g DM 的酶量酶解玉米秸秆 72 小时；空白是用原始

的发酵醪，未加入秸秆，继续酶解 72 小时。分析图 5.5 可知，未减压蒸馏的发酵醪中的

纤维素酶对秸秆的酶解能力大概是对照的 60%，远远高于发酵醪上清液中的纤维素酶对

秸秆的酶解能力，即发酵醪中所含的纤维素酶活要高于上清液，这也证明了许多研究者

关于木质纤维素固体上吸附的纤维素酶高于上清液中的推论。更令人惊讶的是，随着减

压蒸馏时间的延长，特别是减压蒸馏 7.5 分钟和 10 分钟后，釜残液酶解秸秆的能力居然

超过了对照，即高于 5.0%(w/w)固体含量秸秆所能产生的理论葡萄糖量（20 g/L 左右）。

可能的原因是：（1）减压蒸馏对纤维素酶的浓缩，大大提高了蒸馏残液中的纤维素酶酶

活；（2）发酵醪中未酶解的秸秆上吸附的纤维素酶重新解吸下来，从而有更多的纤维素

酶在酶解过程中起催化作用；（3）此外，残余的纤维素酶不仅降解了新加入的秸秆，而

且继续酶解了发酵醪中残余的秸秆，所以生成的葡萄糖量远远超过了对照。 

实验结果表明，在 37 
o
C 下减压蒸馏 7-10 min 即可有效的分离并浓缩发酵醪中的乙

醇，且减压蒸馏对釜残液中纤维素酶活的影响也不大；此外，发酵醪中的酶活要远远高

于其上清液中的纤维素酶酶活。所以，对全醪液中的维素酶进行回收意义更大。 

5.4  小结 

本章采用减压蒸馏的方法，实现了高固体含量秸秆同步糖化与发酵后发酵醪中纤维
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素酶的有效保存；同时，将蒸馏出的乙醇浓缩了 2-3 倍，达 180 g/L，从而大大降低了后

续精馏过程的能耗和整个乙醇生产过程所用纤维素酶的成本，为实现高固体含量秸秆半

连续性或连续性生产纤维素乙醇打下了坚实的基础。本章所得主要结论如下： 

（1）对合成发酵液进行减压蒸馏，可以有效分离乙醇，并对分离出的乙醇具有 2-3 倍

的浓缩作用，得到的乙醇浓度在 23%(v/v)左右；同时，釜残液中的纤维素酶对 Whatman

滤纸和水洗后的玉米秸秆仍保留有 80%以上的酶解能力。 

（2）对 40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后所得发酵醪的上清液进行减压

蒸馏，可以在有效分离乙醇的同时，保留釜残液中大部分的纤维素酶活。但是由于发酵

醪液经过了固液分离，上清液中的纤维素酶酶量很少，所以发酵后釜残液中的纤维素酶

对 Whatman 滤纸和玉米秸秆的酶解能力较差。此外，减压蒸馏对釜残液中的乙酸也有

一定程度的浓缩作用。 

（3）对 40.0%(w/w)固体含量玉米秸秆同步糖化与发酵后所得发酵醪全醪进行减压蒸馏，

可以有效分离乙醇，得到被浓缩 2-3 倍的乙醇；同时，釜残液中的纤维素酶对水洗后秸

秆的酶解能力远远高于其上清液减压蒸馏后对秸秆的酶解能力，即可以回收绝大部分纤

维素酶，为实现纤维素酶的循环奠定了基础。 
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第 6 章  结论与展望 

 

6.1  结论与创新点 

本论文针对造成纤维素乙醇生产成本高的原因，即纤维素酶价格昂贵、纤维素乙醇

收率低、预处理和精馏过程的能耗高，以及大量废水处理所导致的巨额环境成本，分别

从预处理、脱毒、同步糖化与发酵和乙醇的回收及纤维素酶的循环等方面开展了卓有成

效的研究，建立了一条节水、节能的资源节约型纤维素乙醇生产线，主要结论和创新点

如下： 

（1）通过对两个非常重要但在以往预处理研究中忽视的重要参数（预处理反应器物料

装填率和预浸固液比）进行调控，在保证预处理效率的前提下压缩固液比至1:1（总用水

量不超过木质纤维素干固体质量，稀酸用量和蒸汽消耗分别不超过固体质量的0.5倍），

预处理后木质纤维素原料含水量不超过50%(w/w)，新鲜水用量和蒸汽用量比目前典型的

稀酸预处理技术指标分别降低80%和50%，预处理过程不产生废水，实现了预处理过程

高温蒸汽的低用量和废水的极限低排放。 

（2）筛选到一株独特的煤油霉菌Amorphotheca resinae ZN1，可以以固态发酵的方式降

解预处理过程中产生的各种抑制物。脱毒过程不使用耗水和耗能的操作，而且煤油霉菌

A. resinae ZN1在后续的同步糖化与发酵过程中自然消亡，无需进行灭菌操作，预处理过

程所获得的可发酵性原料不经固液分离即可直接进入同步糖化与发酵工序。 

（3）开发了一种新型螺带搅拌桨生物反应器，可以处理高达40%(w/w)固体含量的秸秆

进行同步糖化与发酵操作，在较低纤维素酶用量的条件下(15 FPU/g DM)发酵获得高于

8%(v/v)乙醇浓度的发酵液；极限高固体含量的同步糖化与发酵过程除加入液态的纤维素

酶和发酵菌种外，不再有其它新鲜水耗；机械能消耗与常规生物反应器相比降低80-90%。 

（4）采用减压蒸馏的方法实现了40%(w/w)固体含量发酵醪中乙醇的有效分离和纤维素

酶的高效回收，减压蒸馏分离出的乙醇浓度在23%(v/v)以上，大大降低了后续乙醇精馏

过程的能耗；纤维素酶的有效回收又进一步降低了纤维素乙醇的生产成本。减压蒸馏为

实现高固体含量下纤维素乙醇的连续性生产提供了技术支持。 

6.2  展望 

本论文建立了一条节水节能的资源节约型纤维素乙醇生产线，如果该节水节能策略

能够在更大尺度上得以实现，并在工业示范装置上成功应用，则可为未来的纤维素乙醇

产业化提供重要的工程科学基础依据。但是，在放大过程中应着重解决以下几方面的问

题： 

（1）干式稀酸预处理过程中木质纤维素原料的可控制解聚与放大尺度下的传递强化 

尽管干式稀酸预处理技术实现了实验室尺度的节能减排，但是在预处理过程中仍然
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生成了相当多的抑制物，因此，建立节水节能预处理技术与抑制物生成弱化之间的定量

关联，即在达到过程节能减排目标的同时，实现木质纤维素的可控制解聚，而非过度降

解十分必要。此外，木质纤维素原料具有强烈、快速的吸水特性。在进行干式稀酸预处

理时，特别是在较大的预处理反应器中，颗粒状的木质纤维素固体、稀酸液体、高温蒸

汽三者之间的传热、传质和混合成为影响预处理效率的关键因素。考虑在预处理反应器

的放大尺度上引入螺带式搅拌桨的混合方式，强化固、液、气三相之间的混合和传递，

必将进一步降低该过程的水耗和能耗，提高木质纤维素原料的预处理效果。 

（2）生物脱毒的机制解析与放大尺度下抑制物的快速生物降解 

采用煤油霉菌A. resinae ZN1可以实现在实验室规模对含有大量抑制物的木质纤维

素原料进行零能耗和零水耗的固态生物脱毒，但是生物脱毒的进程（4天以上）与预处

理相比较为缓慢，是生物脱毒技术在实际应用中的主要技术障碍。深入研究煤油霉菌代

谢抑制物的路径，并通过代谢工程的手段对该菌进行针对性的改造，使其更有效、更快

速的代谢抑制物，而不消耗可发酵性糖，如木糖等；此外，在生物脱毒技术放大过程中

对A. resinae ZN1生物脱毒速率的限制性因素进行解析和测试，如脱毒方式和生长特性等

进行研究，确立生物脱毒反应器的设计和放大准则，使木质纤维素原料中的抑制物能够

快速、高效降解是生物脱毒技术急需解决的问题。 

（3）超高固体含量下同步糖化与发酵体系的工程放大 

实现高固体含量下秸秆的糖化与发酵生产高浓度的乙醇，是纤维素乙醇研究的一个

重要方向。本论文开发的能够处理40.0%(w/w)固体含量秸秆进行同步糖化与发酵的生物

反应器，成功实现了实验室规模生产含8.0%(v/v)乙醇浓度发酵醪的目标。但是，对螺带

桨反应器和高粘度多相反应体系的放大，并没有现成的经验可以借鉴。因此，在不同尺

度对螺带式搅拌生物反应器在超高固体含量下的行为进行过程效率的定量表征和强化，

并建立设计螺带式搅拌生物反应器的放大准则，在逐级放大中进行实验验证是实现对该

过程成功放大的基础。 

（4）超高固体含量下木质纤维素原料同步糖化发酵过程与乙醇分离的过程耦合 

通过减压蒸馏的方法有望实现高固体含量下秸秆的同步糖化发酵与乙醇分离过程

的耦合。但是减压蒸馏在浓缩乙醇的同时，也大大提高了体系的抑制物浓度，势必会影

响纤维素酶和酵母在连续发酵过程中的活性。因此，研究间歇减压蒸馏的方式、物料的

补加方式及发酵醪的出料方式对于实现高固体含量下纤维素乙醇的连续或半连续性生

产具有积极意义。此外，对该过程在工程角度上进行能量衡算，也是表征该过程对于节

能减排意义的一种有效方式。 

如果能将上述木质纤维素生物转化工程科学问题解决，在大的过程尺度甚至在工业

生产过程尺度下达到与实验室规模相同的节能减排指标，将为工业生产规模的纤维素乙

醇成本的大幅降低乃至于赢利性生产运行提供重要的工程科学依据。 
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附图 1-1  葡萄糖高效液相色谱标准曲线 

Appendix Fig. 1-1  HPLC standard curve of glucose 
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附图 1-2  木糖高效液相色谱标准曲线 

Appendix Fig. 1-2  HPLC standard curve of xylose 
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附图 1-3  纤维二糖高效液相色谱标准曲线 

Appendix Fig. 1-3  HPLC standard curve of cellobiose 
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附图 1-4  乙醇高效液相色谱标准曲线 

Appendix Fig. 1-4  HPLC standard curve of ethanol 
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附图 1-5  甲酸高效液相色谱标准曲线 

Appendix Fig. 1-5  HPLC standard curve of formic acid 
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附图 1-6  乙酸高效液相色谱标准曲线 

Appendix Fig. 1-6  HPLC standard curve of acetic acid 

 



华东理工大学博士学位论文                                       第 101 页                                                                                                                                                                                                                                 

 

y = 4.266E-06x

R
2
 = 9.996E-01

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0.00E+00 6.00E+04 1.20E+05 1.80E+05 2.40E+05 3.00E+05

Area (µv·s)

L
e

v
u

li
n

a
te

 a
c
id

 (
g

/L
)

 
附图 1-7  乙酰丙酸高效液相色谱标准曲线 

Appendix Fig. 1-7  HPLC standard curve of levulinate acid 
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附图 1-8  5-羟甲基糠醛高效液相色谱标准曲线 

Appendix Fig. 1-8  HPLC standard curve of HMF 
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附图 1-9  糠醛高效液相色谱标准曲线 

Appendix Fig. 1-9  HPLC standard curve of furfural 
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