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生物炼制过程中木质纤维素解聚与菌株抗逆性的研究 

摘要 

生物炼制技术的核心工艺是打开坚固的木质纤维素超分子结构，通过酶解的方式获

得可发酵单糖，最终实现生物燃料和生物基化学品的发酵生产。本文对生物炼制过程中

的木质纤维素拆分、糖化和抑制物耐受性关键问题进行了深入的挖掘和探索，提出了针

对性的解决方案。首先尝试了一种新型木质纤维素拆分技术，用于秸秆纤维素和半纤维

素的有效分离和利用；同时，对酶解过程中预处理秸秆底物粒径的一般性变化规律进行

了深入探究。其次，发现工业玉米芯残渣存在大量水溶性较低的酚类抑制物，提出新的

驯化策略显著改善了酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae DQ1 对酚类抑制物的耐受性；同

时，发现了运动发酵单胞菌 Zymomonas mobilis ZM4 对酚类抑制物具有高抗性，并对其

耐受机理进行了初探。 

本文第一部分，针对玉米芯生产木糖传统工艺中存在的原料种类限制和木糖得率低

的问题，提出两步稀酸水解处理工艺对麦秆原料进行拆分。首先通过干式稀酸预处理破

坏麦秆木质纤维素结构，并使半纤维素转化为可溶性木糖单糖和寡糖。木糖总回收率可

达 95.7%，纤维素酶解得率为 79.1%，并且抑制物含量较低。然后通过稀酸“后水解”将

预处理秸秆中木聚糖和寡糖全部转化为单糖。木糖得率为 71.2%，浓度 54.3 g/L。最后

通过同步糖化发酵将原料中纤维素转化为乙醇，最终实现纤维素和半纤维素的拆分和综

合利用，获得 33.1 g/L 乙醇和 41.5 g/L 木糖单糖。 

第二部分在酶解预处理秸秆过程中发现平均粒径先快速降低然后基本保持在 20-30 

μm 不变的现象。通过木质纤维素组分与结构形态分析，发现粒径迅速下降可能是由于

颗粒外层纤维素含量较高的薄壁组织快速酶解所致；而随后粒径基本保持不变主要受微

管纤维结构和预处理强度两方面因素共同影响所致。首先，预处理秸秆酶解过程中出现

大量直径为 10-20 μm 且木质素含量高的微管纤维保持结构形态不变是导致颗粒平均粒

径基本不变的主要原因。其次，酶解过程中预处理强度高的秸秆粒径趋向于更小的尺寸

并保持不变。通过偏光显微镜观察发现高强度预处理使微管纤维上产生更多结构松散、

易于酶解的“位错”区域，因此说明预处理强度对粒径所趋向的尺寸起决定作用。 

第三部分利用木糖生产工业中产生的玉米芯残渣（CCR）为原料进行同步糖化和乙

醇发酵（SSF），发现其含有大量水溶性较低的酚类物质（16.8 mg/g 干物料），主要包括

2-糠酸、愈创木酚、对羟基苯甲酸、对香豆酸和阿魏酸。这些酚类物质对酿酒酵母 S. 

cerevisiae DQ1 的发酵性能具有明显抑制作用，而且利用常规脱毒方法难以去除。本文

提出了一种在玉米芯残渣水解液中进行梯度培养 S. cerevisiae DQ1 的短期驯化策略，有

效缩短了发酵延滞期，提高了乙醇发酵性能。在 5 L 及 50 L 发酵工艺放大中，无需对玉

米芯残渣进行任何处理，驯化后的 S. cerevisiae DQ1 发酵乙醇浓度均能超过 7.9%（v/v）。 

第四部分，发现通常认为抗逆性较弱的乙醇发酵菌株 Z. mobilis 在利用富含酚类化

合物的玉米芯残渣原料进行高固含量发酵时，其细胞生长和乙醇发酵性能均优于高抗逆
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性的 S. cerevisiae DQ1。通过考察 Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 对预处理原料中常

见的 12 种酚类化合物的耐受性，发现 Z. mobilis ZM4 对酚酸类化合物，特别是玉米芯残

渣中存在的酚酸具有很强的耐受性。生物降解、细胞形态变化和细胞膜渗透性等方面进

一步探究表明，Z. mobilis ZM4 能够将酚醛化合物降解为毒性较低的酚醇化合物，而且

其外膜的脂多糖层对酚酸化合物具有疏水性屏障作用。 

本论文通过上述研究，实现了秸秆木质纤维素的有效拆分和综合利用，阐明了酶解

过程中预处理秸秆底物粒径变化的一般性规律。另外，通过驯化策略改善菌种抗逆性或

发掘固有抗性菌株能够有效的利用富含酚类抑制物的木质纤维素原料。这些结果将为木

质纤维素原料生物炼制技术的深入研究以及产业化发展提供基础理论支持。 

关键词：木质纤维素拆分；微管纤维；驯化策略；酚类抑制物耐受性；运动发酵单胞菌

Zymomonas mobilis ZM4 
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Study on lignocellulose depolymerization and microbial inhibitor-tolerance 

in biorefinery processes 

Abstract 

The core steps of lignocellulose biorefinery processing are composed by breakdown of 

rigid lignocellulose supermolecular structure, enzymatic hydrolysis of cellulose and xylan to 

the fermentable monosaccharide, and fermentative production of biofules and bio-based 

chemicals. In this thesis, several key issues in lignocellulose fractionation, sarcchrification 

and microbial tolerance to inhibitors were investigated and solutions to the problems were 

provided. First, a novel lignocellulose fractionation method was developed for efficient 

separation and utilization of cellulose and hemicellulose from wheat straw. An interesting 

phenomenon of particle size change during enzymatic hydrolysis of typical pretreated 

lignocellulose material was observed and the mechanism was investigated based on the fiber 

structure and pretreatment severity analysis. Then, plenty of phenolic compounds with low 

water solubility in the industrial corncob residue were found and strongly inhibited the 

fermenting microbes. An evolutionary adaptation method was developed for improving the 

tolerance of Saccharomyces cerevisiae DQ1 to phenolic compounds. Finally, high tolerance 

and physiological mechanism of Zymomonas mobilis ZM4 to phenolic inhibitors was found 

and investigated. 

    In the first part of the thesis, a two-step dilute acid treatment method was developed for 

fractionating cellulose and hemicellulose of wheat straw and subsequently converting to 

ethanol and xylose, respectively. The effect of dry dilute acid pretreatment on xylose yield and 

inhibitors content were investigated. The total xylose recovery of 95.7% and the glucose yield 

from enzymatic hydrolysis of 79.1% were obtained with low inhibitors concentration. The 

whole slurry of pretreated wheat straw was post-hydrolyzed for converting the xylan and 

xylooligomers into xylose monomers. The high xylose monomers of 54.3 g/L, corresponding 

yield of 71.2% was achieved in the post-hydrolysis. Finally, the cellulose in the pretreated 

wheat straw was converted to ethanol by the simultaneous saccharification and fermentation, 

a high xylose concentration of 41.5 g/L and ethanol titer of 33.1 g/L was recovered.  

    In the second part, an interesting phenomenon of particle size change during enzymatic 

hydrolysis of typical pretreated lignocellulose was observed. The composition and 

morphology of lignocellulose particle were investigated during the enzymatic hydrolysis. The 

sharp size reduction during initial 1-3 h probably was caused by the hydrolysis of cellulose 

enriched parenchyma tissue. Then the particle size maintained at 20-30 μm approximately due 
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to the combined effects of micro-tubular fiber existence and severe pretreatment. The large 

amount of micro-tubular fibers with equivalent diameter of 10-20μm and its high lignin 

content played an important role on keeping particle at constant size during the enzymatic 

hydrolysis. Moreover, pretreatment severity decided the particle size distribution of 

micro-tubular fibers by producing easily hydrolyzed “dislocation” regions in long fibers.  

    In the third part, industrial waste corncob residues (CCR) were used as biomass for 

ethanol fermentation due to its high cellulose content and hydrolysis without pretreatment. 

However, the high level of water-insoluble phenolic compounds such as 2-furoic acid, ferulic 

acid, p-coumaric acid, guaiacol, and p-hydroxybenzoic acid were detected in CCR and 

inhibited the growth and metabolism of Saccharomyces cerevisiae DQ1. An evolutionary 

adaptation strategy was developed by culturing the S. cerevisiae DQ1 strain in a series of 

media with the gradual increase of CCR hydrolysate for shortening lag phase and improving 

ethanol fermentability. In both of 5 L and scale-up to 50 L bioreactors, more than 7.9% (v/v) 

of ethanol concentration was achieved by the fermentation of CCR using the adapted S. 

cerevisiae DQ1.  

    In the fourth part, Z. mobilis ZM4 was found to behave a better cell growth and ethanol 

fermentability than S. cerevisiae DQ1 when the phenolics enriched CCR was used as 

feedstock at high solids content. Then, 12 typical phenolic compounds produced from 

lignocellulose pretreatment were selected and used for testing the tolerance of Z. mobilis and 

S. cerevisiae. The results revealed that Z. mobilis did behave high tolerance to the phenolic 

acids, which was abundant in CCR. The tolerance mechanism was investigated by examining 

the responses of Z. mobilis on biodegradation, cell morphology and the cell membrane 

permeability to the phenolic compounds. The results reveal that Z. mobilis ZM4 has the 

capability for in situ detoxification of phenolic aldehydes, and the lipopolysaccharide 

aggregation on the cell outer membrane of Z. mobilis ZM4 provided the permeable barrier to 

the attack of phenolic acids. 

    Conclusively, the fractionation and comprehensive utilization of wheat straw 

lignocellulose were achieved, and the reason of particle size change during the enzymatic 

hydrolysis of pretreated stover was revealed. In addition, the evolutionary adaptation strategy 

and the inherently tolerant strain could be applied for the biorefinery process of the phenolic 

compound enriched lignocellulosic material. These results could provide a basic theoretical 

support for the further study and industrial development of lignocellulose biorefinery process.  

Key words: lignocellulose fractionation, micro-tubular fiber, evolutionary adaptation strategy, 

tolerance to phenolic compound, Zymomonas mobilis ZM4  
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第 1 章  文献综述 

生物质是指有机生命体衍生得到的生物材料，具体指植物以及植物相关的木质纤维

素生物质，其作为世界上最为丰富的可再生资源已受到广泛关注[1]。生物炼制是指通过

综合的生物质转化加工工艺将生物质资源转化为燃料、能源和化学品的过程。其主要包

括对生物质的预处理、酶解糖化、对木质纤维素来源抑制物脱毒和微生物发酵等关键步

骤。而目前在生物炼制过程中所面临的问题主要有木质纤维素原料预处理过程成本过高、

纤维素酶解糖化效率较低以及木质纤维素经过预处理后产生的抑制物对发酵微生物的

抑制作用。下面分别从木质纤维素原料的结构性质、预处理与拆分方法、木质纤维素来

源抑制物形成与作用机理、以及对抑制物应对措施等几个方面进行综述，对木质纤维素

生物炼制技术各工序在产业化应用进程中遇到的主要问题进行深入分析。 

1.1  木质纤维素原料资源与性质 

世界上绝大部分的植物细胞壁都是由木质纤维素构成。木质纤维素生物质是一种由

纤维素、半纤维素和木质素组成的具有生物顽抗性的复合物，因其主要成分能够被转化

为微生物可利用的糖类物质，而被视为一种潜在的可持续性资源。可以利用的木质纤维

素生物质主要包括农业作物废弃物和林业废弃物等[2]。本节将从木质纤维素原料的资源、

化学组成及性质、物理结构特性等方面概述木质纤维素原料的特性。 

1.1.1  木质纤维素原料资源 

全球存在多种形式的生物质资源，其中最为丰富的、分布最为广泛的生物质资源主

要是木材残渣和农业废弃物。其中，林业废弃物生物质主要包括软木和硬木材料加工过

程产生的锯末和树皮残渣；农业废弃物则主要包括各种农作物秸秆、玉米芯、柳枝稷和

苜蓿草等。全球的木质纤维素资源的产量可达 200×10
9 吨/年[2]，主要的农业废弃物木质

纤维素资源分布如表 1.1 所示。另外，根据全球谷物和种子产量进行分析，玉米是产量

最高的粮食作物，年产 8.2 亿吨，同时会产生相同质量的玉米芯及秸秆可作为原料用于

生物炼制[3]。根据总得作物耕种面积和产量比较得出世界范围内最主要的四种农业作物

分别为玉米、小麦、水稻和甘蔗，因此主要的农业废弃物生物质主要来自于这些作物。

在美国每年产生大量的木质纤维素生物质，其中有 30%来自林业生物质[4]。2014 年，美

国农业木质纤维素生物质可达 1.2 亿吨，主要来自玉米秸秆、玉米芯，小麦、黑麦和大

麦秸秆等，预计能够生产 50 亿加仑生物乙醇[5]。巴西和印尼是甘蔗的主要产地，巴西

的甘蔗产量占世界产量的 35%，甘蔗渣木质纤维素生物质产量接近 40 吨/公顷。我国作

为农业大国，木质纤维素生物质资源十分丰富，据统计 2007 年产生的农作物废弃物可

达 7.5 亿吨，主要分布在河北、河南、山东和黑龙江等农业大省。对于这些农业废弃物

通常主要作为农田的肥料、造纸的原料、畜牧饲料利用或者作为燃料焚烧，仍有 50%

以上可以作为生物质资源用于生物炼制。根据第六届全国林业调查，我国拥有 174.9 百



第 2 页                                    华东理工大学博士学位论文 

万公顷的林业资源，森林覆盖率可达 18.2%。而在木材的采伐和加工过程中会产生大量

的林业废弃物，估计这部分林业废弃物总量可达 24.5 亿吨/年，主要分布在我国西南部

和东北地区[6]。 

 

表 1.1  世界农业废弃物木质纤维素资源分布[7]（单位：百万吨） 

Table 1.1  Distribution of agricultural waste lignocellulosic resource in the world 

木质纤维素 非洲 亚洲 欧洲 北美州 中美州 大洋洲 南美洲 

玉米秸秆 0 33.9 28.6 133.7 0 0.2 7.2 

大麦秸秆 0 2.0 44.2 9.9 0.2 1.9 0.3 

水稻秸秆 20.9 667.6 3.9 10.9 2.8 1.7 23.5 

小麦秸秆 5.3 145.2 132.6 50.1 2.8 8.6 9.8 

高粱秸秆 0 0 0.4 7.0 1.2 0.3 1.5 

燕麦秸秆 0 0.3 6.8 2.8 0 0.5 0.2 

甘蔗渣 11.7 74.9 0 4.6 19.2 6.5 63.8 

 

1.1.2  木质纤维素化学组成 

植物细胞壁主要由木质纤维素构成，其中纤维素（20-50%干重）、半纤维素（15-35%）

和木质素（10-30%）是木质纤维素的主要组成成分，如图 1.1a 所示。木质纤维素生物

质资源主要包括农业废弃物和林业废弃物，但是不同种类生物质原料的木质纤维素成分

存在很大差异。典型的生物质原料及其主要化学成分如表 1.2 所示。一般，在木本生物

质中纤维素和木质素比较丰富，而草本生物质中半纤维素含量相对较高。对于生物质的

组成成分，纤维素、半纤维素和木质素是生物炼制过程的主要生产加工目标[8]。 

1.1.2.1  纤维素 

纤维素是一种由 β-1,4 糖苷长链通过吡喃糖环堆叠产生的分子间和分子内氢键或范

德华作用力连接形成的致密的大分子复合物。纤维素聚合度的变化取决于其来源，一般

聚合度分布在 100-10000 之间[9]。天然纤维素能够较快的被降解到长度接近 150 nm，但

是超过这个范围则需要化学方法和酶处理实现进一步水解[10]。目前已知的纤维素晶体形

态已有七种：Iα、Iβ、II、IIII、IIIII、IVI、IVII (图 1.1b)。Iα 型纤维素主要存在于微藻和

细菌的纤维素。在高等植物中广泛存在的纤维素晶体形态为 Iβ 型纤维素，这种类型的纤

维素具有双链单斜晶胞结构[11]。通过其他热化学处理能够将其转化为其他晶体形态，例

如通过 NaOH 处理能得到 II 型纤维素，通过胺或氨处理能得到 III1 型纤维素，甘油处理

能够获得 IV 型纤维素。具有这些晶体形态的葡聚糖在糖化速率方面存在显著的差异，

但是，对于不同晶体形态纤维素水解速率的差异在分子水平上的解释仍处于空白。 

1.1.2.2  半纤维素 

半纤维素是一类能够被强碱溶液溶解的非均相聚糖。这类聚糖的分子量一般在

70-200 之间，由多种短链基团取代的多糖构成（图 1.1a）。它是由 β-1,4 木聚糖苷键连接

而成，同时包含着戊糖、己糖和/或糖醛酸，其中还可能存在非常少量的 α-L-鼠李糖和
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α-L-岩藻糖。另外，糖基团上羟基能够被乙酰基团部分取代。半纤维素与纤维素不同，

它的组成多样性受到细胞组织和植物种类的影响，这种差异主要表现在糖苷键、侧链组

成和聚合度等方面。由于植物种类不同，硬木生物质的半纤维素中存在 15-30%的 O-乙

酰基-4-O-甲基葡糖醛酸木聚糖成分，而软木生物质的半纤维素中主要含有 10-25%的 O-

乙酰基半乳甘露葡聚糖成分。在禾本科如谷物秸秆中，主要的半纤维素是阿拉伯木聚糖，

其中木聚糖含量与硬木生物质原料的半纤维素中含量相同，只是阿拉伯糖含量较高一些。 

 

 

图 1.1  植物细胞壁木质纤维素组分示意图
[12-14]

  

(a)木质纤维素组分；(b)纤维素晶体形态；(c)木质素-半纤维素聚合物 

Fig.1.1  Structure and composition of plant cell wall  

(a) composition of lignocellulose; (b) cellulose crystalline; (c)lignin-hemicellulose polymer 

 

1.1.2.3  木质素 

    木质素是自然界中芳香基团含量最丰富的物质，是由对羟苯基（H）、愈创木基（G）

和紫丁香基（S）三种苯丙烷衍生单元构成的复合物[15]，其中三种衍生基团的含量随着

植物种类和组织类型不同发生变化（图 1.1a）。目前有一种假设认为木质素结构是由细

胞壁中氧化酶作用于苯氧自由基使其自由聚合而形成的，这种聚合物主要以 β-O-4 芳香

基醚键相连[16]。硬木植物的木质素中含有较多的 G 和 S 型木质素单元和非常少量的 H

单元，而软木植物的木质素则主要以 G 单元化合物组成。由于裸子植物木质素中缺乏 S

单元，结果导致木质素结构中产生大量的枝杈结构。而被子植物具有典型的富含 G/S

的木质素结构，其中基团之间通过 β-O-芳香基醚键与细胞壁多糖耦合连接，其中主要

是阿魏酸化的木聚糖和木质素耦合结构（图 1.1c）[14, 17]。传统生物炼制过程中，提取出

的木质素主要用于燃烧产生热能。而目前对于木质素利用的相关研究趋向于将其进一步
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转化为高附加值的产品，其中包括低成本碳纤维、工程塑料、热塑合成橡胶和聚合物膜

材料等[15]。 

表 1.2  木质纤维素资源种类及组成[18, 19]
 
[20]

 

Table 1.2  Resource and composition of lignocellulose 

木质纤维素生物质 纤维素 半纤维素 木质素 

农业废弃物 玉米秸秆 35.1-39.5 20.7-24.6 11.0-19.1 

 玉米芯 32.3-45.6 39.8 6.7-13.9 

 小麦秸秆 35-39 22-30 12-16 

 大麦秸秆 36-44 24-33 6.3-9.8 

 水稻秸秆 29.2-34.7 23-25.9 17-19 

 甘蔗渣 25-45 28-32 15-25 

 柳枝稷 35-40 25-30 15-25 

林业废弃物 软木树干 40-45 25-29 30-60 

 硬木树干 40-55 24-40 18-25 

 松树 42-49 13-25 23-29 

 杨树 45-51 25-28 10-21 

 花旗松 35-48 20-22 15-21 

 

1.1.3  植物细胞壁结构多尺度分析 

植物细胞壁的顽抗性是跨越几个数量级的多尺度现象，涉及宏观和微观屏障。宏观

尺度下的影响因素主要指植物组织结构和组分的非均相性及其对传质的限制；微观尺度

下的因素主要包括木质素-碳水化合物之间的耦合连接和纤维素的晶体结构[21]。下面以

玉米秸秆为模型，由秸秆的宏观组织结构到木质纤维素的超微结构对玉米秸秆木质纤维

素进行从不同尺度分析，如图 1.2 所示。 

 

图 1.2 玉米秸秆细胞壁结构多尺度可视化分析
[22]

 

Fig. 1.2  Multiple-scale visual analysis of corn stover cell wall structure 
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玉米秸秆的宏观组织结构主要由最外层包被的表皮、随机分散的维管束鞘和其周围

的薄壁组织构成（图 1.2）。其中维管束主要由维管束鞘结构、韧皮部和木质部组成。木

质部主要作用是水分的运输，它又分为原生木质部和次生木质部。原生木质部中含有

1-2 个导管，在这些导管束的间隙中存在孔腔结构。在次生木质部中存在细长的管胞相

互间隔分布，彼此相连的管胞通过孔纹相连。上述组织结构的尺度大约分布在 10
-4

-10
-2

 

m 范围之间。 

通常玉米秸秆组织中存在的细胞壁主要有三种典型的结构，它们分别是：初生壁

（100 nm）、薄壁次生壁结构（1-2 μm）、厚壁次生壁（5-10 μm）[23]。初生壁是玉米秸

秆生长过程中产生的，在茎秆中分布广泛，一般厚度较薄、无木质化结构，具有较好的

弹性和延展性。初生壁主要由三种类型的聚糖构成：纤维素、半纤维素和果胶，其中前

两者占 90%以上；次生壁是秸秆停止生长后在初生壁内侧形成的较厚的细胞壁层。一般

较厚，呈管状坚硬结构，主要起到机械支撑和运输作用。除了含有初生壁中存在的多糖，

次生壁中还有大量的木质素、蜡质和角质等成分。主要可以分为薄壁次生壁和厚壁次生

壁。其中，薄壁次生壁主要出现在维管束鞘间的大量薄壁组织，这种结构能够发生延伸，

且出现部分木质化现象。厚壁次生壁完全木质化并且在次生壁中延伸，而且在其内侧经

常会覆盖一层类似木质素的多酚物质[24]。 

 

 

图 1.3 木质纤维素超微结构模型[25]
 

Fig. 1.3  Model of lignocellulose ultrastructure 

 

玉米秸秆细胞壁木质纤维素的微观结构包括巨纤维束（macrofibrils）、微纤维

（microfibrils）和纤维素基础纤维（cellulose elementary fibrils）。如图 1.3 所示，巨纤维

结构包含一定量的纤维素基本纤维细丝，主要存在于初生壁和薄壁次生壁表面。微纤维

由单独的纤维素基本纤维细丝和与其相连的半纤维素构成，主要存在于薄壁和厚壁次生
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壁。通过原子力显微镜对上述微观结构进行扫描和定量分析得到纤维素基本纤维的横截

面尺寸为：垂直方向 3.3 nm，水平方向 5.7 nm
[26]。目前通过对木质纤维素进行直观可

视化的研究，建立了不同类型细胞壁中木质纤维素结构模型，进一步解释纤维素酶对不

同类型细胞壁酶解的作用机制[23]：由于初生壁（PW）中纤维素基本纤维的疏水面暴露

在外面，因此容易被纤维素酶接触和降解。在薄壁次生壁（SW）中仅有少量巨纤维和

微纤维表面是可接触的，大部分微纤维被木质素多酚复合物阻挡，从而限制酶的接触和

水解效果。 

1.1.4  木质纤维素结构性质 

影响木质纤维素生物质在纤维素酶作用下水解效果的结构性质主要有纤维素的聚

合度、结晶度、可接触面积和纤维束的“位错”部位（dislocation）。1）聚合度：纤维素

聚合度是指构成纤维素长链中葡萄糖的数量。降低纤维素聚合度，能够使更多纤维素还

原末端暴露出来，有利于外切纤维素酶进行吸附和催化，从而提高酶解效果[27]。2）晶

体结构：木质纤维素晶体结构通常可以通过 X 射线衍射仪和 C
13 固态核磁共振进行分析

测定[28]。纤维素的晶体结构是抑制其解聚的重要因素，特别对酶解初速度有重要影响。

通过氨作用能将天然纤维素晶体形态 Iβ 转化为 IIII，使得纤维素片层间的氢键数量减少，

片层内的氢键增加，这种氢键网络的重排提高了纤维素水解速率[29]。3）可接触表面积：

由于木质纤维素的酶解过程属于非均相催化，纤维素酶需要与底物接触才能开始酶解。

因此，底物的可接触表面积是限制纤维素酶水解效率的一个关键因素[30]。但是，木质纤

维素的可接触面积并不是孤立的因素，它受到粒度、孔隙率和孔容等因素的影响。4）“位

错”结构：在植物细胞壁次生壁中经常出现一些被称为错位或滑移面的不规则区域[31]。

很多研究表明在酶解过程中纤维素酶偏好首先吸附在这种位错区域，同时开始水解作用
[32, 33]。通常可以通过偏光纤维镜对植物细胞壁纤维结构进行观察，在正交的偏光下，位

错区域会呈现比其他细胞壁更亮的结构。 

1.2  木质纤维素预处理及组分拆分工艺 

木质纤维素生物质的顽抗性是植物细胞壁化学组分和物理结构共同作用的产物，它

的主要作用在于使木质纤维素难以被纤维素酶水解。因此，为了便于木质纤维素原料的

利用，在纤维素酶水解前需要对其进行预处理[13]。预处理的主要目的[34, 35]：1）去除并

分离半纤维素；2）破坏并去除木质素保护层，或者使细胞壁中木质素组分重新分布；3）

去除乙酰基团解除其对纤维素酶识别纤维素产生的干扰；4）降低纤维素聚合度改变纤

维素晶体形态；5）通过降低底物粒径和增加底物孔容来提高底物的比表面积。 

1.2.1  传统预处理方法 

常见的木质纤维素预处理方法可以分为：物理法、化学法、化学-物理法和生物法。 

物理法是一种通过机械、微波和射线等物理手段对木质纤维素进行预处理的方法。

其中，主要包括机械粉碎处理、微波超声波处理和辐射处理等[36, 37]。球磨法是一种典型

的物理预处理方法，这种方法首先能够有效的降低纤维原料的纤维颗粒尺寸，另外，长
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时间的球磨处理能够进一步降低纤维素的结晶度和聚合度，从而增加底物的可接触表面

积，在纤维素酶解过程中改善酶解效果，但是且处理过程需要能耗较高[38]。微波和超声

波处理[39]主要是通过 300 MHz-300 GHz 频率范围的微波产生的热效应破坏木质纤维素

的顽抗性，改善木质纤维素原料的酶解效果。 

化学法是指通过酸、碱、强氧化剂和有机溶剂等化学试剂对木质纤维原料进行预处

理的方法。主要的预处理工艺包括：稀酸预处理[40]、碱预处理[41]、亚硫酸盐预处理[42]、

过氧化物预处理[43, 44]和有机溶剂预处理[27, 45]。这些预处理工艺以稀酸和碱预处理的研

究较多，其中稀酸预处理被认为是一种最有希望实现木质纤维素预处理工业化的方法。

主要利用稀硫酸（0.5-4.0 wt%），在 100-200
o
C，固液比为 1:10-1:20 条件下对玉米秸秆、

小麦秸秆、杨树、松树等木质纤维素原料进行预处理[46-50]。稀酸预处理首先将半纤维素

酸解成可溶性糖，进一步破坏木质素和半纤维素之间的化学键，使木质纤维素底物空隙

增加，提高了底物的可接触表面积，从而改善木质纤维素的酶解效果[51]。但稀酸预处理

技术对木质素的脱除效果不佳，木质素容易在纤维素表面发生重新分布，这对纤维素的

酶解作用有一定的限制，并且容易产生发酵抑制物，给后续的发酵过程增加了难度。 

化学-物理法是指通过化学试剂和物理高温高压作用相结合对木质纤维素进行处理

的方法。主要的预处理方法包括：蒸汽爆破预处理[52]、氨纤维膨爆预处理（AFEX）[53]

和热水预处理[54]等。蒸汽爆破法是一种非常具有产业化前景的预处理工艺，典型的操作

方法是在 160-260
o
C，对应的蒸汽压力 0.69-4.83 MPa 条件下停留几秒钟到几分钟，然后

迅速释放压力到常压[49, 55-57]。首先通过高压饱和蒸汽处理，然后经过快速释放压力使原

料受到瞬间减压作用，从而使木质纤维素组分发生化学改性，使底物细胞壁结构发生变

化。蒸汽爆破预处理可以视为一种热-机械-化学相结合的作用过程，该过程能够使糖苷

键、木质素-碳水化合物复合物之间的 β-芳香基醚键发生断裂，同时使木质素和糖类物

质发生化学改性，从而提高纤维素酶解效率[58]。AFEX 预处理作为另一种非常有应用前

景的物理-化学预处理工艺，主要操作工艺是将木质纤维素暴露于液氨中在高温高压条

件下反应一段时间，然后突然释放压力[59-62]。影响 AFEX 预处理效果的条件包括：氨用

量、温度、压力和反应时间[63]。AFEX 预处理的优点在于该过程不产生任何有毒物质、

无需降低原料粒径、能够回收大约 99%的糖，以及在后续的发酵过程中无需添加氮源。 

生物法主要是利用某些微生物可以降解纤维原料中的木质素的特性对木质纤维素

进行预处理的方法[64]。这些能够降解木质素的微生物大部分属于真菌，主要包括白腐真

菌、褐腐菌和软腐菌[65]。这些真菌能够产生木质素降解酶，具有降解植物细胞壁的作用。

其中白腐真菌产生的木质素降解酶包括：木素过氧化物酶、锰过氧化物酶和漆酶[66]。生

物法预处理具有无污染、条件温和、能耗低等优点，但是操作时间较长，这些微生物在

降解木质素的过程中也会消耗一些的纤维素及半纤维素。 

1.2.2  木质纤维素组分拆分工艺 

在木质纤维素生物质应用过程中，另一种有助于降低和缓解生产成本的方法就是生

产具有高附加值的产品。因此在生产高附加值产品前，对于木质纤维素生物质的主要成
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分（纤维素、半纤维素和木质素）进行分离是十分必要的。从而提出了木质纤维素生物

质拆分工艺的概念，并且将其作为生物炼制过程的第一步进行。木质纤维素组分拆分工

艺是一种特殊的预处理方式，不仅能够有效的提高纤维素的酶解效果，而且能够将木质

纤维素主要成分（纤维素、半纤维素和木质素）单独分离并用于其他高附加值产品的生

产[67]。通过木质纤维素组分的拆分实现木质纤维素原料的高效综合利用。通过多步预处

理方法能够分步的将主要目的组分水解，并作为底物用于后续不同转化工艺。因此，在

上游工艺中得到高纯度和高回收率的每种组分将有助于提高木质纤维素生物质的利用

率。 

利用纤维素溶剂和有机溶剂拆分木质纤维素的方法[68, 69]，是将浓磷酸作为纤维素溶

剂结合有机溶剂（丙酮或乙醇）在温和的反应条件下对木质纤维素进行组分的拆分。这

种拆分方法的主要目的：1）分别回收半纤维素和木质素；2）破坏纤维素晶体结构，提

高其酶解速率；3）温和的反应条件，减少糖的降解和抑制物形成。这种拆分方法已经

被用于多种木质纤维素原料的拆分，包括：玉米秸秆、甘蔗、柳枝稷、竹子、狼牙根、

芒草、芦苇、芦竹和杨树等[70-73]。尽管这种拆分方法能够有效提高纤维素的酶解效果并

分离回收木质素，但该工艺需要大量的浓磷酸和有机溶剂。 

离子液体拆分木质纤维素组分的方法，是指当咪唑或吡啶阳离子与 Cl
-、CF3SO3

-、

CF3CO2
-、CH3CO2

-、HCOO
-和 R2PO4

-阴离子配对形成离子液体能够通过断裂木质纤维

素内的氢键有效的将其溶解[74-77]。通过选择合适的反溶剂（水、丙酮和乙醇）能有效分

离 80%以上的木质素和半纤维素。根据大量的研究表明，[emim][CH3COO]是一种最适

合木质纤维素拆分的离子液体。这种离子液体被广泛用于硬木和软木原料的预处理和拆

分。利用[emim][CH3COO]在 110
o
C 能够将 5 wt%黄杨木溶解，最终能够回收得到 59%

的糖和 31%的游离木质素[75]。北京林业大学孙润仓[78]课题组提出一种基于离子液体的

木质纤维素拆分工艺，首先通过离子液体[C4mim]Cl 将木质纤维素原料完全溶解，利用

9:1 的丙酮/水混合液分离木质素，最后利用 3% NaOH 溶液萃取半纤维素。在这个过程

中[C4mim]Cl 可以通过乙腈处理和浓缩后重复利用。通过这种方法拆分甘蔗渣可以得到

36.78%的纤维素、26.04%的半纤维素和 10.51%木质素。尽管离子液体能够有效的溶解

木质纤维素，最终实现木质素、纤维素和半纤维素的分离。但是，拆分过程利用大量离

子液体，而且离子液体价格较高，在拆分过程中不宜回收。因此，离子液体的成本及回

收工艺成为限制这种木质纤维素拆分工艺的主要因素。 

其他木质纤维素组分拆分工艺。Mats 等[79]提出的机械催化酸预处理工艺拆分木质

纤维素原料方法，通过对寡糖的水解获得水溶性五碳和六碳糖溶液和无硫木质素。拆分

工艺主要包括：硫酸乙酸乙酯溶剂预浸或无硫无液体的发烟 HCl 预浸。经固液分离将

溶液回收，预浸后固体部分进行球磨处理能够形成大量“水可溶木质纤维素”。将上述原

料再 140
o
C 处理 1 h，其中葡萄糖得率可达 88-92%，木糖得率可达 93-98%。Sefik Tunc

等[80]以甲酸和乙醇进行两步拆分木质纤维素，首先利用10 g/L甲酸在160°C 反应90 min

使半纤维素充分水解，固液分离后，固体部分利用 50% (w/w) 乙醇在 80°C 反应 90 min
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用于分离木质素。最终剩下纤维素在 5 FPU 纤维素酶作用下水解 72 h，酶解得率可达

82%。 

 

 

图 1.4  “一锅法”拆分木质纤维素组分 

Fig. 1.4  “One-pot” process for lignocellulose fractionation 

 

Stefano 等[81]利用稀硫酸和有机溶剂相结合方法对大麻草本纤维进行拆分，获得纤

维素、半纤维素和木质素等主要成分。在 165
o
C、硫酸用量为 3%、甲醇浓度为 45%条

件下一步处理 20 min，半纤维素和木质素回收率均可达到 75%以上，只有少部分损失。

对处理后的固体残渣进行纤维素酶解，葡萄糖得率可达 60%以上。Stein 等[82]利用草酸

作为催化剂在有机相（2-甲基四氢呋喃）和水相形成的两相体系中 140
o
C 条件下进行木

质纤维素拆分。其中草酸作为二元有机酸能够选择性水解半纤维素，有机溶剂 2-甲基四

氢呋喃能够有效萃取木质素。首先通过固液分离能够回收固体纤维素，然后液体通过静

置有机相和水相分离，分别回收有机相中的木质素和水相中的木糖（图 1.4）。 

1.3  木质纤维素来源抑制物对微生物影响及应对策略 

1.3.1  抑制物形成及作用机理 

在预处理过程中，伴随着处理强度的增加木质纤维素会产生大量对微生物生长发酵

有抑制作用的毒性物质。这些有毒抑制物可以大致分为三大类[83]：有机弱酸类、呋喃类

衍生物和酚类（图 1.5）。 

1.3.1.1  弱酸类抑制物 

弱酸类抑制物主要包括：乙酸、甲酸和乙酰丙酸等。这类抑制物主要是在木质纤维

素原料经过预处理过程和后续的糖化过程中产生的[84]。其中，乙酸主要是由半纤维素中

的主要组成部分乙酰木聚糖降解产生，其余的甲酸和乙酰丙酸主要是糖类物质进一步降

解产生（图 1.5）。在木质纤维素原料水解液中一般乙酸的浓度最高，大约在 1-10 g/L 之

间，它的含量取决于原料的种类和预处理的方法。尽管甲酸在水解液中的浓度只有乙酸
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浓度的 1/10，但是它对微生物的毒害作用远强于乙酸。这类不仅会抑制乙醇发酵菌的生

长，而且显著的降低了乙醇的发酵速率和最终得率。 

 

 

图 1.5  木质纤维素来源抑制物形成过程示意图
[85]

 

Fig.1.5  Schematic representation of lignocellulose derived inhibitors  

 

有机弱酸类抑制物主要对细胞的生长有明显的抑制作用，而对发酵本身影响并不大。

尽管弱酸类抑制物对微生物产生抑制作用机理尚不能明确阐明，但是它的抑制作用可能

与解偶联作用和胞内阴离子积累有关[86, 87]。弱酸在未解离形式存在时能够穿过细胞膜并

且发生解离，从而释放阳离子和阴离子。由于阳离子可以在不需要 ATP 的条件下穿越

细胞膜，因此这些解偶联剂会打破跨膜运输的 pH 平衡[88]。细胞内自然 pH 接近 7，这

远高于弱酸的解离常数，因此这些弱酸在细胞质中发生解离。随着弱酸在细胞内发生解

离，使得胞内 pH 下降，从而对细胞生长产生抑制[89]。此时胞外的 pH 对弱酸的毒性起

着重要的影响作用，这主要表现在未解离弱酸的高浓度使其对细胞膜有较高的渗透作用。

另外，阴离子对乙醇发酵菌也具有一定的抑制作用。当细胞内阴离子积累浓度过高时，

将会影响细胞的膨胀压力[90, 91]。上述抑制作用对微生物影响的主要表现：1）破坏细胞

膜完整性；2）抑制细胞膜蛋白功能；2）消耗大量 ATP（图 1.6）。 

1.3.1.2  呋喃类衍生物 

呋喃类衍生物主要是预处理过程中产生的糖类物质进一步降解的产物（图 1.5）。在

木质纤维素水解液中主要出现的呋喃类衍生物包括糠醛和 5-羟甲基糠醛（HMF）。它们

的浓度一般在 0-5 g/L 之间[92]。稀酸预处理作为一种常用的预处理方法，在酸性作用下
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会有一部分单糖发生脱水降解。半纤维素占木质纤维素原料的 25-35%，并且在预处理

过程中容易转化为五碳糖，通过改进预处理工艺避免这些单糖进一步降解为糠醛和

HMF 是非常重要的。 

 

图 1.6  抑制物作用机理推测示意图
[86]

 

Fig. 1.6  Schematic representation of a presumed inhibition mechanism of inhibitors 

 

呋喃类衍生物糠醛本身具有毒性并且能够与其他抑制物形成协同抑制作用，因此作

为木质纤维素水解液中非常重要的抑制物受到广泛重视和深入的研究。呋喃醛类抑制物

抑制作用机理可能是：1）抑制微生物代谢过程关键酶的活性；2）对 DNA 和 RNA 合

成的影响；3）微生物降解呋喃醛消耗大量还原力[92]。在呋喃类抑制物存在下，通过对

胞内酶活性分析，发现糠醛和 HMF 能够对糖酵解和乙醇发酵过程一些关键酶产生强烈

的抑制作用，其中包括乙醇脱氢酶(ADH)，醛脱氢酶(ALDH)和丙酮酸脱氢酶(PDH)
[93-95]。

对醇脱氢酶抑制作用，表明由醛转化为醇的依赖于 NAD(P)H 的还原过程是潜在的抑制

位点[95]。已经有研究表明糠醛和 HMF 在体外能够对乙醛向乙醇的转化过程产生抑制作

用。糠醛是一种日常生活中存在的诱变剂，对于它能够直接作用于 DNA 的研究早有报

道[96]。在体外进行的糠醛与 DNA 双链的相互作用会导致单链发生断裂。随后，又用糠

醛对质粒进行处理，发现由于插入、复制或删除作用导致质粒的大小发生变化[97]。酵母

及一些细菌微生物体内含有的非特异性醇脱氢酶和醛脱氢酶能够将呋喃醛类抑制物进

一步降解为相应的醇类物质。但是在这个过程中消耗大量还原力 NADH 或 NADPH，从

而导致微生物的生长以及乙醇发酵性能受到显著影响[98, 99]。另外，糠醛和 HMF 能够导

致活性氧自由基在细胞内积累，从而对线粒体和液泡膜产生破坏[100]。 
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1.3.1.3  酚类化合物 

不同木质纤维素原料的水解物中一般还有 30%的木质素，而含有羧酸基、甲酰基或

羟基官能团的酚类化合物主要是由木质素在预处理过程中降解产生。尽管酮类物质也能

在预处理过程中产生，但是由于其浓度非常低并且能够通过多种脱毒处理部分或完全去

除，因此一般不被视为主要的抑制物[85]。预处理木质纤维素原料中常见的酚类化合物根

据构成木质素的 H、G 和 S 基本单元可分为：H 族的对羟基苯甲醛、对羟基苯甲酸和对

香豆酸，G 族的香草醛、松柏醛和阿魏酸以及 S 族的丁香醛和丁香酸等。大多数的木质

素及其衍生物都是水不溶性物质，黄杨树原料经过稀酸预处理后，有不超过 15%的木质

素最终转化为可溶性成分。用稀酸清洗后的物料中芳香化合物单体的浓度一般在 0-3 g/L

之间，其中包括含羧基、醇羟基和醛基的酚类物质。由于存在大量的酚类化合物需要分

析，给这类抑制物对乙醇发酵菌影响的研究带来一定难度，所以对于酚类抑制物的研究

报道比较少。Klinke 等[101]在碱性湿法氧化预处理的小麦秸秆水解液中检测到对羟基苯

甲酸、香草酸、香草醛和丁香醛等多种酚类化合物单体，但含量很低。同时发现氧化酸

性的预处理条件容易使木质纤维素产生苯丙烷衍生物，即酚类化合物。当木质素与半纤

维素之间的酯键水解时会释放出对香豆酸和阿魏酸[102]。尽管酚类抑制物由于其水溶性

差导致其在水解液中的检测浓度低于其他抑制物，但是这类抑制物对乙醇发酵菌的抑制

作用远强于其他类抑制物，因此对于酚类抑制物作用机理的研究不容忽视。 

目前，已有研究分别考察了水解液中存在的含醛基、羧基和醇羟基的酚类物质对乙

醇发酵菌 E.coli 的影响[103]。一般认为，这类抑制物对乙醇发酵菌的毒性强弱主要与抑

制物本身疏水性系数（LogP）的大小有关[104]。在大部分关于抑制物的研究中，在含有

相同官能团情况下，酚类化合物的毒性要强于脂肪烃类和呋喃类抑制物[105]。通过上述

研究总结发现，疏水性对细胞膜完整性有破坏作用的观点只适用于含醇羟基的酚类物质。

对于芳香酸类抑制物只能导致细胞膜的部分缺失，而芳香醛类抑制物对细胞膜的完整性

没有明显影响[105-107]。并且酚类化合物也存在协同抑制作用，当香草醇与所有木质素衍

生醇类物质分别结合加入培养基进行检测时，发现其毒性强于甲基儿茶酚和愈创木酚的

协同抑制作用。香草醛作为一种酚醛类物质，具有抑菌作用和膜活性，能够导致 E.coli

的 K
+浓度梯度紊乱。利用香草醛以三倍最小抑制浓度的量对 E.coli 处理 1 h，有 29%的

细胞出现膜不稳定的情况，延长处理时间至生长过夜，只有 13%的细胞具有完整形态。

Franden 等发现香草醛和对羟基苯甲醛对运动发酵单胞菌 Zymomonas mobilis 8b 的细胞

生长有严重的抑制作用，在 20 mM的浓度下便可以导致细胞生长受到完全抑制。Zaldivar

等[105, 106]考察酚类化合物对乙醇发酵工程菌 E. coli LY01 的抑制作用，发现分别酚类抑

制物对 E. coli LY01 的抑制作用强弱依次为酚醛、酚酸和酚醇化合物。 

1.3.2  应对木质纤维素来源抑制物的策略 

目前，已经有很多生物学方法能够使乙醇发酵菌在利用预处理后的木质纤维素发酵

时克服羧酸类、呋喃类和酚类有毒物质的抑制作用。其中比较有希望的方法包括：生物

脱毒策略、含抑制物水解液的驯化策略、基因和代谢工程应对手段。 
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1.3.2.1  生物脱毒策略 

在乙醇生产过程中，人们已经尝试了很多方法用来处理木质纤维素水解液。包括酵

母、真菌和细菌在内的大量微生物本身都具有脱除抑制物毒性的功能，并且也已经用于

乙醇发酵前的木质纤维素原料的脱除过程[108]。Okuda
[109]等利用一种嗜热菌 Ureibacillus 

thermosphaercus 对废弃木质原料水解液进行生物脱毒。这种细菌生物能够与 Ca(OH)2

过碱处理达到相同的脱毒效果。这种细菌对水解液中的糠醛、HMF 以及酚类抑制物具

有明显的降解作用，并且生长速率快速，发酵糖消耗量少。Nichols
[110]等利用一种分离

得到的真菌 Coniochaeta ligniaria 对玉米秸秆水解液中的糠醛、HMF、有机酸和一些酚

醛物质进行降解。Zhang 等[111]利用霉菌 Amorphotheca resinae ZN1 对稀酸预处理后的玉

米秸秆进行脱毒，能够有效的去除弱酸类（乙酸和甲酸）和呋喃类（糠醛和 HMF）抑

制物。虽然利用微生物能够在较为温和的条件下有效的去除预处理产生的抑制物，但是

生物脱毒周期较长，且微生物会消耗预处理产生的单糖。不仅真菌能够作为脱毒菌去除

木质纤维素原料中抑制物，细菌同样也有脱毒的功能，Koopman 等[112]发现革兰氏阴性

菌 Cupriavidus basilensis HMF14 具有降解糠醛和 HMF 的新代谢路径。 

1.3.2.2  进化适应（细胞驯化）策略 

 

图 1.7  批次或连续培养的进化工程策略[113]
  

Fig. 1.7 Evolution strategies in the batch and continual culture 

 

利用木质纤维素水解液对乙醇发酵菌进行驯化，即进化工程策略，已经成为一种有

效提高微生物对抑制物耐受性的方法[114]。虽然，化学法、酶法和微生物法脱毒能够有
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效提高水解液的可发酵性，但是，培养一种适应木质纤维素水解液的乙醇发酵菌有利于

缩短或者完全免去脱毒过程。这些驯化后的微生物不仅能够降低脱毒成本，而且可以避

免脱毒过程造成的可发酵糖损失[115]。菌种驯化方法是将发酵菌株首先在含有低浓度抑

制物的木质纤维素水解液中培养，然后根据菌株在水解液中的生长状况判断是否将其转

接到更高抑制物浓度水解液中培养，这样逐渐提高抑制物浓度，使菌株慢慢适应含有抑

制物的环境。 

驯化策略可以分为：短期驯化和长期驯化。短期驯化优点在于方便快捷，在正式发

酵前培养种子的过程中，伴随种子扩陪同时既可以完成短期驯化过程。但是这驯化的菌

种只能用于这一次木质纤维素原料的发酵，菌种对抑制物没有稳点可遗传的耐受性。另

一方面，对于长期驯化而言，其优点在于通过驯化能够获得抑制物耐受性较强的突变株

并且具有稳定的遗传性状，但是缺点在于整个驯化周期时间长，在驯化操作繁琐。酿酒

酵母 S.cerevisiae 作为重要的乙醇发酵菌，本身对木质纤维素水解液中的一些抑制物具

有耐受性，如呋喃类和酚类物质，因为它具有将这些抑制物代谢转化为一些毒害作用较

小的物质[85]。在有氧和无氧的条件下，酿酒酵母都能够将羟甲基糠醛（HMF）和糠醛

分别还原为 2,5-二羟甲基呋喃和糠醇[116]。同时，由于 S.cerevisiae 本身存在苯基丙烯酸

脱羧酶，因此还具有代谢一些酚类化合物的能力。基于上述固有的代谢能力，可以通过

批次或连续培养的方法(如图 1.7)，将酵母菌暴露于具有亚致死浓度抑制物的水解液中

进行驯化。通过这样短期或长期的驯化可能会使微生物进一步增加转化抑制物的能力
[117]。大量的酵母菌种经过驯化过程后，对抑制物的耐受能力明显增强，在木质纤维素

水解液中生长良好，从而有效提高了发酵速率和乙醇得率。通过进化工程策略得到一种

对发酵抑制物具有高耐受性的乙醇发酵菌，对于增加同步糖化和乙醇发酵体系中木质纤

维素原料含量以达到提高乙醇发酵浓度的生产过程是一种简单有效的方法。 

1.3.2.3  基因与代谢工程应对策略 

    通过基因和代谢工程手段改善发酵菌株对抑制物的耐受性主要是根据已经了解的

抑制物毒性机制及微生物耐受机理，通过转录调控、转运子和酶的鉴定等手段对已知遗

传因素进行直接操作，最终实现提高菌株抑制物耐受性的目的。具体方法包括[118]：过

表达某些基因来编码对特定抑制物有代谢作用的酶，以及改变酵母细胞中辅因子的平衡。

从工程学角度在发酵过程中进行多尺度的脱毒和抑制物耐受性分析。发现菌体对糠醛耐

受性主要与酿酒酵母 S.cerevisiae 的磷酸戊糖途径中 ZMF1、GND1、RPE1 和 TKL1 基

因有关[119]。另外，发现在 S.cerevisiae 和 Z. mobilis 菌体中存在依赖于 NAD(P)H 的醇脱

氢酶、醛脱氢酶的编码基因 ADH7、ADH6、ADH1 和 ALD4 等在降解呋喃醛抑制物时

呈现显著上调[98]。通过在酵母中过表达还原酶、脱氢酶和一些磷酸戊糖途径中的基因来

提高乙醇发酵菌对稀酸预处理后木质纤维素原料中抑制物的脱毒性能。尽管基因工程手

段对于提高乙醇发酵菌对抑制物的耐受性是一种非常有效的方法，但是进行基因工程操

作的成本投入过高，这也在一定程度上限制了它的应用。 
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1.4  微生物对抑制物的耐受性 

微生物对于外界恶劣环境和有害物质会产生相应的应急表现。乙醇发酵微生物对木

质纤维素来源抑制物的耐受性主要表现在对抑制物的降解、外排和膜渗透性屏障等方面
[120]。 

1.4.1  微生物对抑制物降解 

乙醇发酵菌对木质纤维素来源抑制物的耐受性主要表现为将抑制物降解或转化为

无毒或低毒性的化合物。抑制物耐受型酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 能够将生物质

预处理产生的典型抑制物糠醛和 HMF 转化为低毒性的糠醇和羟甲基糠醇同时进行正常

的乙醇发酵。进一步通过分子水平研究发现 S. cerevisiae 含有还原活性的酶能够将呋喃

醛（糠醛和 HMF）和酚醛类（对羟基苯甲醛、香草醛、丁香醛、松柏醛和肉桂醛）抑

制物降解为相应的低毒性的醇类化合物。这些具有还原性的酶主要包括[98]：醇脱氢酶

ADH7、ADH6 和 ADH1，醛脱氢酶 ALD4，丙酮醛还原酶 GRE2 和 GRE3。这些酶在催

化醛类抑制物发生还原时需要辅因子 NADH 或 NADPH 参与[95]。尽管在降解抑制物过

程中需要消耗大量还原力，但是 S. cerevisiae 表现出全细胞多层次的复合调控，降低抑

制物降解过程对细胞生长的影响。S. cerevisiae 还具有酚酸脱羧酶，能将阿魏酸、肉桂

酸、香豆酸等酚酸类抑制物降解，其中阿魏酸在有氧条件下的主要降解物为乙烯基愈创

木酚，厌氧条件下产物为二氢阿魏酸。肉桂酸的代谢产物为苯乙烯和二氢肉桂酸。尽管

S. cerevisiae 能够将上述酚酸类抑制物降解，但是由于这类抑制物具有很强的毒性，仍

然对 S. cerevisiae 的生长产生显著的抑制作用[121]。另外，能够高效发酵生产乙醇的细菌

Zymomonas mobilis 也具有多种醇、醛脱氢酶，能够将呋喃醛和酚醛降解为相应的醇类

化合物[99]，但是可能由于细菌比酵母结构和代谢路径更为简单，不能对细胞代谢网络进

行有效的调控，因此在降解抑制物的同时菌体生长会受到一定的抑制。 

 

图 1.8  革兰氏阴性菌细胞膜结构示意图[122] 

(a)细胞膜结构；(b)脂多糖分子结构模型 

Fig. 1.8  Schematic representation of Gram negative bacteria cell membrane 

(a)Structure of cell membrane; (b) Model of the single lipopolysaccharide molecule 
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1.4.2  微生物对抑制物的外排 

革兰氏阴性菌在含有抑制物的环境中生长时，能够通过外排系统将进入胞内的抑制

物排出胞外。这种主动外排系统（外排泵）主要存在于革兰氏阴性菌活体细胞中，外排

复合物在排毒过程中起主要作用，并且由内膜泵、周质空间衔接蛋白和外模通道构成（图

1.8a）。Skerker 等[123]利用生物信息学技术，通过 DNA 突变体库分别确定了 Z. mobilis

和 S. cerevisiae 对木质纤维素水解液起耐受作用的 44 个和 99 个编码基因，其中编码外

排泵的 4 个基因操纵子(ZMO1429-ZMO1432)对木质纤维素水解液非常敏感，结果表明

对于抑制物的外排是对革兰氏阴性菌对水解液耐受性的重要机制。Schwalbach 等[124]将

E. coli 在玉米秸秆水解液中培养并进行转录组分析，同样发现编码外排泵的基因操纵子

出现显著上调的现象。Yang 等[88]发现乙酸钠耐受性突变株 Z.mobilis AcR 和 S. cerevisiae

都具有钠质子反向运输蛋白基因对乙酸钠表现出较强的耐受性。 

1.4.3  细胞膜渗透性屏障 

细胞外膜作为渗透性屏障主要存在于革兰氏阴性菌，这种渗透性屏障的特性主要取

决于其表面堆积的特殊的脂多糖层。外膜磷脂双分子的外侧主要是由磷脂和脂多糖构成，

脂多糖由脂质 A 核心、内外核心杂多糖链和顶端的 O 型抗原构成（图 1.8b）。其中亲

水性杂多糖链向外凸出为细胞提供了亲水性表面，能有有效的屏蔽疏水性物质。对有机

溶剂耐受性强的菌株表面脂多糖的含量要高于普通的菌株。Z. mobilis 作为一种革兰氏

阴性菌具有外膜结构，Barrow 等[125]分离并发现 Z. mobilis 存在一中结构特殊的新型脂

多糖。尽管目前并没有关于革兰氏阴性菌的外膜对木质纤维素来源抑制物起到渗透性屏

障作用的相关报道，但是 Amro 等[122]发现 E. coli 在有机溶剂存在的条件下，细胞外膜

表面会出现大量的小凸起，通过原子力显微镜观察和成分分析发现这些凸起是外膜表面

脂多糖含量增加导致的。 

1.5  论文主要研究内容 

木质纤维素原料的生物炼制技术主要包括原料的预处理、纤维素的酶解糖化、对木

质纤维素来源抑制物的脱除、抗抑制物发酵菌的开发和发酵生产燃料乙醇及大宗化学品。

其中主要影响生物炼制技术产业化发展的技术瓶颈包括：传统预处理工艺成本高、木质

纤维素组分不能得到充分利用、纤维素酶水解真实木质纤维素原料机理不明确，以及抑

制物对发酵菌的细胞生长和发酵性能存在严重抑制作用等。本论文的主要研究内容便是

围绕上述生物炼制技术中存在的问题展开的，主要包括以下几部分： 

（1）为了高效综合利用木质纤维素原料中的主要组成成分，开发一种干式稀酸预

处理和稀酸“后水解”处理相结合的预处理拆分工艺，适用于秸秆这类资源丰富的木质

纤维素原料，并且能够将这类原料中的纤维素和半纤维素有效分离，用于高附加值产品

的生产。考察干式稀酸预处理对木糖回收、纤维素酶解得率和抑制物含量的影响；研究

稀酸“后水解”处理对预处理秸秆中木聚糖和寡糖水解的影响；比较不同发酵和回收方

式对最终产物乙醇和木糖浓度和得率的影响。 
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（2）针对木质纤维素底物酶解过程中平均粒径分布变化呈现的特有规律：在酶解

初始 1-3 h 纤维束的长度和宽度同时出现快速降低，然后纤维束的长度缓慢降低而宽度

保持在 20-30 μm 保持不变的现象。分别从秸秆植物组织水平和纤维水平分析结构与组

成变化对纤维束粒径分布规律的影响；然后考察酶解过程中微管纤维中木质素成分对粒

径分布和结构形态变化的影响；从预处理方面考察粒径分布与预处理强度之间的变化关

系，通过偏光显微镜观察不同预处理强度秸秆纤维结构变化，进一步解释酶解过程粒径

分布规律产生的原因。 

（3）当选择一种纤维素含量很高的工业废弃物玉米芯残渣（CCR）作为木质纤维

素原料进行同步糖化和乙醇发酵（SSF）时，发现酿酒酵母 S. cerevisiae 的生长和发酵

性能受到抑制。首先对 CCR 中抑制物进行分析测定。进一步验证其中所含酚类化合物

对 S. cerevisiae 的抑制作用。采取短期适应进化方法对 S. cerevisiae 进行驯化，考察驯化

方式对 S. cerevisiae 菌体生长和发酵性能的影响。 

（4）当利用富含酚类抑制物的 CCR 作为原料，发现运动发酵单胞菌 Z. mobilis ZM4

的生长和发酵性能均优于抑制物耐受菌 S. cerevisiae
[97, 111, 126]。首先考察 Z. mobilis ZM4

对 12 种常见酚类抑制物的生理应急表现，验证其对酚类抑制物的耐受性。进一步从生

物降解、细胞形态变化和细胞膜渗透性等方面探究 Z. mobilis ZM4 对酚类化合物的耐受

机理。 
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第 2 章  两步干式稀酸处理拆分小麦秸秆木质纤维素组分 

2.1  引言 

木糖及木糖醇作为木质纤维素来源的生物产品已被广泛应用于食品、医药和化工

领域。由于玉米芯具有较高的木聚糖含量，因此被作为主要的原料用于稀酸水解法生产

木糖。但是随着木糖需求量的增加，有限的玉米芯资源（2 千万吨/年）[127]和较低的木

糖得率（40%）[128]将不能满足木糖的生产需要。此外，提取木糖后的玉米芯残渣含有

大量的酚类抑制物，在不经处理的情况下，其中的纤维素难以被继续利用。因此，为了

满足木糖生产对木质纤维素资源的需求和进一步高效综合利用木质纤维素主要组分，有

必要开发一种拆分工艺能够适用于资源丰富的秸秆类木质纤维素原料，并且能够将这类

原料中的纤维素和半纤维素有效分离，最终实现后续的木糖和纤维素乙醇的同步生产。 

木质纤维素组分的拆分技术属于特殊的预处理工艺，因为这个过程不仅能够改善

纤维素的水解效果而且能够实现纤维素、半纤维素和木质素各组分间的相互分离[67]。木

质纤维素组分的拆分一般是在酸催化剂（甲酸、草酸和磷酸）、有机溶剂（乙醇、丙酮、

四氢呋喃、2-甲基四氢呋喃和液氨）或离子液体作用下通过一锅法或多步操作实现木质

纤维素组分的相互分离[69, 82, 129-131]。目前拆分技术仍然面临以下问题和挑战：酸催化剂

用量高、离子液体回收成本高、有机溶剂易燃，以及残留的离子液体或溶剂对后续糖化

和发酵有抑制作用。对于开发一种简单易行的木质纤维素拆分工艺，预处理方法的选择

和分离工艺的确定是非常重要的。 

稀酸预处理不仅能够有效提高纤维素的酶水解效果，而且能够将半纤维素（主要

是木聚糖）转化为可溶性的木糖单糖和寡糖。但是，产生的寡糖留在预处理后的原料上

会对纤维素酶活性产生强烈的抑制作用[132, 133]，另外，大部分微生物是不能利用这些寡

糖的。通过稀酸“后水解”的方法能够将预处理后液体部分中的木寡糖有效转化为木糖[134, 

135]。为了能够回收得到更多的木糖，对预处理后的木质纤维素原料全浆液（固体和液

体）直接进行稀酸“后水解”，能够同时将液体部分的寡糖和固体中残留的木聚糖进一步

水解为木糖，但目前尚且没有对这种工艺主要影响因素的相关研究。因此，对稀酸“后

水解”工艺的研究作为生物炼制生产木糖的关键，有助于从木质纤维素原料中最大限度

的回收木糖。 

在稀酸预处理过程中，高温和稀酸作用下木聚糖的水解和木糖的降解会分别产生

乙酸和糠醛等抑制物，不仅造成了木糖的损失，而且还会影响后续的木糖回收和抑制纤

维素的酶解和发酵。尽管生物脱毒能够有效的去除预处理产生的上述抑制物，但是脱毒

微生物会同时消耗预处理产生的木糖和葡萄糖。将抑制物的含量作为判定预处理条件的

重要因素，从而确定一个合适的预处理条件有助于后续纤维素乙醇生产工艺的顺利进行。 

综合考虑上述影响木质纤维素组分拆分工艺的重要因素，提出一种从小麦秸秆木

质纤维素原料中分离木糖和纤维素的拆分工艺用于木糖和纤维素乙醇的同步生产。主要
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的研究内容和目标：1）确定稀酸预处理条件提高纤维素酶解效果、降低木糖进一步降

解和抑制物的形成；2）对预处理原料的全浆液进行“后水解”，考察酸用量和固含量对

木糖得率和抑制物含量的影响；3）比较两种拆分策略对木糖回收和纤维素乙醇发酵的

影响。策略 I：利用两步稀酸处理后的原料直接进行酶解和乙醇发酵，发酵结束后分别

进行乙醇精馏和木糖回收；策略 II：对两步稀酸处理后的原料进行固液分离，向固体中

加水至初始固含量，后续操作与策略 I 相同。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  实验材料 

2.2.1.1  原料和纤维素酶： 

小麦秸秆于 2011 年秋季收获自河南郸城。经过清洗除尘、105
o
C 烘干除水后，利

用 SF-300 机械粉碎机降低颗粒尺寸，粉碎后的原料密封保存备用。小麦秸秆颗粒尺寸

为 3-12 mm，含水量 89-95%，干物料组成成分（w/w）：38.7%纤维素、25.9%半纤维素、

14.9%木质素和 5.2%灰分。 

纤维素酶 youtell#6 购自湖南尤特尔生物有限公司（中国，湖南），纤维素酶的滤纸

酶活为135 FPU/g酶粉，纤维二糖酶活为344 IU/g酶粉，纤维素酶蛋白含量为9%（w/w）。 

2.2.1.2  主要试剂： 

葡萄糖和木糖为分析纯购自国药集团化学试剂有限公司（中国，上海）；酵母提取

物食品级购自安琪酵母股份有限公司（中国，湖北）；H2SO4、KH2PO4、MgSO4·7H2O

和(NH4)2SO4 为分析纯购自上海凌峰化学试剂有限公司（中国，上海）；糠醛和 5-羟甲

基糠醛（HMF）为分析纯购于阿拉丁试剂有限公司（中国，上海）。其余试剂见附录 I。 

2.2.1.3 菌种和培养基： 

菌种：Saccharomyces cerevisiae DQ1 (CGMCC 2528)是通过 Co60 辐射诱变获得一

种用于高固含量纤维素乙醇发酵的突变菌株，保藏于中国普通微生物菌种保藏管理中心。

菌种分装在 2 ml 含有 30%（v/v）甘油的冻存管中-80
o
C 条件下冷冻保藏。 

种子培养基：20 g/L 葡萄糖、2 g/L KH2PO4、1 g/L (NH4)2SO4、1 g/L MgSO4·7H2O 和

1 g/L 酵母提取物。 

发酵培养基：2 g/L KH2PO4、1 g/L (NH4)2SO4、1 g/L MgSO4·7H2O 和 1 g/L 酵母提

取物。 

2.2.2  仪器设备 

2.2.2.1  螺带搅拌式预处理反应器[136]： 

    螺带搅拌式预处理反应器如图 2.1 所示，反应器由不锈钢桶制成，反应器直径 260 

mm、高度 400 mm，实际工作体积为 20 L。反应内部配有单螺带搅拌桨，通过电机磁

力传动。搅拌转速可设置为 0-100 rpm。预处理反应器外部缠绕加热丝和保温棉以减少

向外散热。蒸汽发生器与预处理反应器相连并提供持续的饱和蒸汽，保证预处理反应过

程所需的温度。 
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图 2.1  螺带搅拌式预处理反应器 

1 出料口；2 蒸汽进口；3 预处理反应罐；4 热电偶；5 反应罐封头；6 压力表；7 排气阀；8 锚式搅

拌桨；9 螺带式搅拌桨；10 电机。 

Fig. 2.1  Pretreatment reactors with helix ribbon stirrer. 1-Product outlet; 2-Steam inlet; 3-Pretreatment 

vessel; 4-Thermocouple; 5-Cap of the reactor; 6-Pressure gage; 7-Inert air outlet; 8-Anchor stirrer; 

9-Helical ribbon stirrer; 10-Electric motor. 

 

2.2.2.2 其他仪器设备： 

    其他仪器设备见附录 II 主要仪器设备。 

2.2.3  实验方法 

2.2.3.1 干式稀酸预处理[97]： 

预浸过程：取 1200 g 小麦秸秆（基于干重），按照固液比为 2:1（w/w）比例加入稀

硫酸溶液，充分混合均匀，置于密封袋中预浸 12-18 h。其中，硫酸用量分别为 10、15、

20 和 25 mg/g 干物料。 

预处理过程：设定预处理反应器转速为 50 rpm，将预浸后的小麦秸秆加入到预处理

反应器中。待蒸汽发生器提供的蒸汽压力达到 1.6 MPa 时，开始向反应器通入蒸汽。当

反应温度达到 100
 o
C 时，开始计时，保证升温到预定温度的时间为 6-7 min。预定反应

温度分别为 170、175、180 和 185
o
C，反应器中蒸汽压力保持在 1.15-1.2 MPa，预处理

反应时间为 3 min。预处理反应结束后，打开排气阀使反应器中蒸汽压力迅速下降到常

压，待气压下降的 0.1 MPa 以下，打开反应器底部排水阀，排出冷凝水，打开出料口，

收集预处理后原料。取少量预处理后小麦秸秆原料用于葡萄糖和木糖（单糖和寡糖）得
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率分析、抑制物含量测定和纤维素酶解效果评价，其余原料封装于塑料袋中-4
o
C 冷冻保

存备用。 

2.2.3.2  稀酸“后水解”处理： 

在预处理后小麦秸秆原料全浆液中添加硫酸，充分混合后，置于灭菌锅中 121
o
C 条

件下反应 1-2 h。其中，固体含量分别为 10、15 和 20%，酸溶液浓度分别为 0.5、1.0、

2.0 和 2.5%（w/w）。经过稀酸“后水解”，取 1 ml 样品，在 11167×g 条件下离心 5 min

将原料进行固液分离，上清液用于单糖和寡糖得率分析和抑制物含量测定。每个实验条

件进行两次平行试验，实验结果为两次实验的平均值。 

2.2.3.3  小麦秸秆拆分策略： 

拆分策略如图 2.2 所示，策略Ⅰ：先对预处理的小麦秸秆（固体和液体部分）进行

稀酸“后水解”处理，然后对水解物（固体和液体部分）进行同步糖化和乙醇发酵。最后

进行精馏获得乙醇，固液分离回收木糖单体。策略Ⅱ：先对预处理的小麦秸秆（固体和

液体部分）进行稀酸“后水解”处理。然后对水解的原料进行压榨第一次固液分离，得到

富含木糖的液体部分。向固体部分补水，水量与分离出的液体部分质量相同，然后进行

同步糖化和乙醇发酵。发酵结束后进行精馏回收乙醇，再进行第二次固液分离，将两次

得到的液体混合进行木糖回收精制。 

 

 

图 2.2  两步稀酸处理小麦秸秆拆分策略流程图 

Fig. 2.2  Schematic diagram of wheat straw fractionation processing 

 

2.2.3.4  纤维素酶解糖化： 

    将经过两步稀酸处理后的小麦秸秆原料加入到 100 ml 锥形瓶中，利用 5 M NaOH

溶液调节原料 pH 至 4.8。然后加入一定量的 0.1 M pH4.8 的柠檬酸盐缓冲溶液和 0.2 ml

四环素乙醇溶液（10 mg/ml），保证总的酶解体系质量为 50 g，固含量为 20%（w/w），

纤维素酶用量为 15 FPU/g 干物料。将锥形瓶置于水浴摇床中在 50
o
C，150 rpm 条件下
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酶解 72 h。在设定的时间取 1 ml 酶解样品，在 11167×g 条件下离心 5 min 取上清液通

过 HPLC 进行葡萄糖得率分析。每个实验条件进行两次平行试验，实验结果为两次实验

的平均值。 

2.2.3.5  酵母种子培养： 

    从-80
o
C冰箱取出一支保藏 S. cerevisiae DQ1的 2 ml冻存管，将其在 37

o
C快速复苏。

在超净工作台中将其接入事先灭菌的装有 20 ml 种子培养基的 100 ml 摇瓶中，置于气浴

摇床中，在 30
o
C、转速 150 rpm 条件下活化培养 18 h。然后将 20 ml 菌液转接到事先灭

菌的 200 ml 种子培养基中在上述条件下培养 12 h，此时种子液 OD600 吸光值为 8.8-9.1。

将培养好的种子液接入发酵罐进行同步糖化与乙醇发酵。 

2.2.3.6  同步糖化与乙醇发酵（SSF）： 

    SSF 过程分为两个阶段：1）预糖化阶段：将经过两步稀酸处理后的小麦秸秆原料

加入到 5 L 发酵罐中，调节发酵体系固含量为 20%（w/w），利用 5 M NaOH 溶液调节

发酵体系 pH 为 4.8。在纤维素酶用量为 15 FPU/g 干物料，50
 o
C、搅拌桨转速为 150 rpm

条件下糖化预先设定时间。2）SSF 阶段：在接入菌种前 30 min 时，向发酵罐中加入事

先灭菌的发酵培养基，并将发酵体系 pH 值调节至 5.5，温度降低至 37
 o
C。以 10%（v/v）

接种量向发酵罐中接入种子液并进行乙醇发酵。在设定时间取 1 ml 样品，在 11167×g

条件下离心 5 min，取上清液通过 HPLC 进行葡萄糖和乙醇浓度测定。每个实验条件进

行两次平行试验，实验结果为两次实验的平均值。 

2.2.4  分析方法 

2.2.4.1  木质纤维素原料固体含量（DM）和水不溶固体（WIS）含量测定： 

1）固体含量：将干净的培养皿置于烘箱中，在 105±5
o
C 条件下烘干至恒重（M1），

取一定量木质纤维素原料（M2）加入培养皿中，置于在 105±5
o
C 烘箱中烘干至恒重（M3）。 

DM (%) = (M3-M1)/ M2×100%                                         (2-1) 

2）水不溶固体含量：将滤纸和干净的培养皿置于烘箱中，在 105±5
o
C 条件下烘干

至恒重（M0）。取 5.0 g 样品和 45.0 g 去离子水加入到 100 ml 摇瓶中，盖好塞子置于气

浴摇床中，在 30
o
C、150 rpm 条件下混合震荡 2-3 h。将样品浆液通过烘干的滤纸进行

抽滤，并用去离子水（至少 400 ml）反复清洗固体。将固体和滤纸小心转移到培养皿中，

置于 105±5
o
C 的烘箱烘干至恒重（M）。 

    WIS (%) = (M-M0)/5×100%                                           (2-2) 

2.2.4.2  木质纤维素原料或预处理后固体部分主要成分测定 

木质纤维素原料主要成分测定方法根据美国国家可再生能源实验室（NREL）的技

术报告 NREL/TP-510-42618
[137]进行一定修改。具体操作步骤：1）取 100.0 mg 木质纤

维素 WIS 加入到具塞压力试管中并加入 1 ml 72%（w/w）浓硫酸溶液，将试管置于 30
o
C

恒温水槽中反应 1 h，期间每隔 5-10 min 用玻璃棒搅动 30 次，使浓硫酸与木质纤维素

原料充分混合。2）反应结束后向试管中加入 28 ml 去离子水将硫酸浓度稀释至 4%（w/w），

盖好塞子，上下震荡混合均匀。为避免加热时塞子崩开，将盖子顶端绑上纱布固定，然
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后置于灭菌锅中，在 121
o
C 下反应 1 h。3）为了消除该过程中葡萄糖和木糖进一步降解

带来的误差，选择一系列溶度范围的葡萄糖和木糖溶液在相同酸浓度和反应条件下进行

水解，绘制葡萄糖和木糖矫正曲线。4）将稀酸水解后的混合物利用孔径为 0.2 μm 的耐

酸微孔滤膜（提前烘干至恒重）进行真空抽滤。液体部分加入碳酸钙中和至 pH7.0，将

混合液在11167×g条件下离心5 min，取1 ml上清液通过HPLC测定葡萄糖和木糖浓度。

小心取下滤膜和固体部分置于 105±5
o
C 条件下烘干至恒重，用于酸不溶性木质素含量计

算。 

木质纤维素原料中灰分含量测定方法根据美国国家可再生能源实验室（NREL）技

术报告 NREL/TP-510-42622
[138]进行修改。具体操作步骤：1）将标记好的坩埚置于马弗

炉中，在 575±25
o
C 加热至少 4 h，取出置于干燥器中冷却至室温称重。2）取一定量干

物料加入到标记好的坩埚中，将装有样品的坩埚置于马弗炉，在 575±25
o
C 条件下保持

24 h，取出置于干燥器中冷却至室温称重。 

木质纤维素组分含量计算： 

葡聚糖含量(%基于干物料) = 
Cg×0.029×f

g
×WIS

1.11×0.1×DM
×100%                     (2-3) 

木聚糖含量(%基于干物料) = 
Cx×0.029×f

x
×WIS

1.36×0.1×DM
×100%                     (2-4) 

酸不溶木质素含量(%基于干物料) =(m3-m1)/m2×100%                     (2-5) 

式中，Cg，Cx 分别为 HPLC 测得酸水解后液体中葡萄糖和木糖浓度，单位 g/L；fg, 

fx 分别为葡萄糖和木糖在酸水解过程中的浓度矫正因子；WIS 为水不溶固体含量；DM

为固体含量；m1 为坩埚质量，单位 g；m2 为干物料质量，单位 g；m3 为坩埚和灰分质

量，单位 g。上述组分测定实验均进行两次，实验结果为两次实验的平均值。 

2.2.4.3  预处理后木质纤维素原料液体部分主要成分测定 

预处理后木质纤维素原料液体部分主要成分测定方法根据美国国家可再生能源实

验室（NREL）的技术报告 NREL/TP-510-42623
[139]进行一定修改。 

1）单糖和抑制物含量测定：将 2.2.4.1 测定不容固体含量过程中抽滤分离的液体部

分收集。取 1 ml 通过 HPLC 测定葡萄糖、木糖、糠醛、5-羟甲基糠醛和乙酸浓度。 

2）寡糖含量测定：取 5 ml 上述回收的液体加入压力试管中，加入 1 ml 浓度为 72%

（w/w）的硫酸溶液和 23 ml 去离子水，盖好塞子上下震荡混合均匀，置于灭菌锅中。

为避免加热时塞子崩开，将盖子顶端绑上纱布固定，然后置于灭菌锅中，在 121
o
C 下反

应 1 h。 

2.2.4.4  预处理预料总酚含量测定： 

取木质纤维素材料（约 200 mg）加入 20 ml 95%的甲醇后，置于 100 ml 三角瓶中，

40℃下 100 rpm 振荡过夜。13000×g 离心 5 min，取 500 μl 上清液（没食子酸标样或 95%

甲醇做对照）置于干净的试管中，再加入 1 ml 15%（v/v）福林酚试剂，充分振荡。最

后加入 4 ml 700 mM Na2CO3，室温下反应 2 h。取上述样品（标样或空白）在 765 nm
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可见光下测定吸光值。以没食子酸标准曲线计算总酚含量。 

2.2.4.5  纤维素酶活和纤维二糖酶活测定： 

1）纤维素酶活测定是根据 NREL 的技术报告 NREL/TP-510-42628
[140]进行的。将纤

维素酶配制成 5 个浓度梯度的酶溶液，分别取 0.5 ml 上述酶液加入到已装有 50.0 mg 滤

纸条（Whatman No.1）和 1 ml 0.5 M 柠檬酸盐缓冲溶液的试管中，并且做底物空白和酶

空白对照。同时将上述试管置于 50
o
C 水浴中反应 1 h。然后加入 3 ml DNS 试剂，震荡

混合均匀后置于沸水浴 5 min，取出并放于冰浴迅速冷却。取 200 μl 显色后的液体加入

2.5 ml 去离子水，混合均匀后在 540 nm 可见光测定吸光度。根据吸光度和葡萄糖试剂

盒测得的标准曲线，计算产物葡萄糖浓度。纤维素酶活单位定义：1 h 内将 50.0 mg 滤

纸转化为 2.0 mg 葡萄糖所需的纤维素酶量为一个滤纸酶活单位（FPU）。 

2）纤维二糖酶活测定根据 Ghost
[141]提出的测定方法进行的。将纤维素酶配制成 5

个浓度梯度的酶溶液，在 5 支装有 1 ml 80 mM 纤维二糖溶液试管中，分别加入 1 ml 不

同浓度纤维素酶溶液，并且做底物空白和酶空白对照。同时将上述试管置于 50
o
C 水浴

中反应 10 min。然后置于沸水浴 5 min，取出并放于冰浴迅速冷却。酶解过程产生的葡

萄糖通过葡萄糖试剂盒进行计算。纤维二糖酶活单位定义：1 min 内将 80 μmol 纤维二

糖转化为 2.0 μmol 葡萄糖所需的纤维二糖酶量为一个纤维二糖酶活单位（IU）。 

2.2.4.6  纤维素酶水解评价： 

纤维素酶解的体系总质量为 20.0 g，取一定量预处理后小麦秸杆，加水调节其固含

量到 2.5%（w/w），用 5 M NaOH 调节其 pH 至 4.8。添加 10 ml pH4.8 的 0.1 M 柠檬酸

盐缓冲溶液。纤维素酶用量为 20 FPU/g 干物料。在 50
o
C 转速 150 rpm 条件下酶解 72 h。 

2.2.4.6  扫描电镜分析(SEM) 

预处理前后小麦秸秆表面形态利用日本 Hitachi 公司 S3400 N 型号 SEM 进行观察。

首先，样品经过真空冷冻干燥脱水，然后样品经过固定和喷涂纳米金粉处理，在 SEM

加速电压设置为 15 kV 条件下进行观察。 

2.2.4.7  高效液相色谱分析（HPLC） 

葡萄糖、木糖、乙醇、乙酸、甲酸、糠醛和 HMF 浓度通过 HPLC 进行定量分析。

采用日本岛津公司 RID-10A 型示差折光检测器 HPLC 配有 HPX-87H 型色谱柱（300 mm 

× 7.8 mm）进行检测。样品 11167×g 条件下离心 5 min，稀释适当倍数，利用孔径 0.22 μm

的滤膜过滤后进行检测。检测条件为：流动相为 5 mmol/L 硫酸，流速为 0.6 mL/min，

柱温 65℃，进样量为 20 μl。 

2.2.4.8  得率计算： 

葡萄糖、木糖、葡寡糖、木寡糖和乙醇得率的计算公式如下[135, 142]： 

葡萄糖得率(%) = 
[Glucose]×V

1.111×[Biomass]×dg
×100%                             (2-6) 

木糖得率(%) = 
[Xylose]×V

1.136×[Biomass]×dx
×100%                               (2-7) 
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葡寡糖得率(%) = 
([Glucose]t-[Glucose])×V

1.111×[Biomass]×dg
×100%                         (2-8) 

木寡糖得率(%) = 
([Xylose]

t
-[Xylose])×V

1.136×[Biomass]×dx
×100%                           (2-9) 

乙醇得率(%) = 
[Ethanol]×W

976.9-0.804×[Ethanol]
×

1

0.51×dg×[Biomass]×1.111
×100%      (2-10) 

式中，[Glucose]t、[Glucose]、[Xylose]t 和[Xylose]分别为经过预处理或稀酸“后水解”

的小麦秸秆可溶性水解物中的葡萄糖和木糖的总糖和单糖浓度，单位 g/L；V 为可溶性

水解物体积，单位L；dg和 dx分别为小麦秸秆中葡聚糖和木聚糖含量，单位wt%；[Biomass]

为经过预处理或稀酸“后水解”的小麦秸秆干物质的质量，单位 g；1.111 和 1.136 分别为

葡聚糖和木聚糖转化为葡萄糖和木糖的转化因子；[Ethanol]为发酵液中乙醇浓度，单位

g/L；W 为发酵醪中水的质量，单位 g；0.51 为酿酒酵母利用葡萄糖转化为乙醇的转化

因子。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  确定拆分工艺中干式稀酸预处理条件 

2.3.1.1  干式稀酸预处理对小麦秸秆主要成分的影响 

小麦秸秆原料的组成成分为：38.7%纤维素、25.0%木聚糖、14.9%酸不溶木质素、

5.2%灰分和 13.3%萃取物。小麦秸秆的微观结构在预处理前后发生明显变化，相互结合

紧密的木质纤维素巨纤维束在高温高压和稀酸作用下变得松散和扭曲(图 2.3)。首先考

察了不同预处理条件对小麦秸秆的组成成分的影响。预处理后小麦秸秆的主要成分、干

物料的回收率、可溶性水解物（soluble hydrolysate，SH）和水不溶固体（WIS）中葡聚

糖和木聚糖回收率的变化如表 2.1 所示。 

 

表 2.1  不同条件预处理小麦秸秆的组成成分 

Table 2.1. Recovery of dry matter, glucan and xylan at different pretreatment conditions 

Conditions Glucan  

(%) 

Xylan 

(%) 

Lignin 

(%) 

Ash 

(%) 

Dry matter 

recovery (%) 

Glucan recovery 

(%) 

Xylan recovery 

(%) 

SH WIS SH WIS 

Changing temperature at H2SO4 dosage of 15 mg/g dry wheat straw  

170
o
C 39.7  4.5  11.1 5.8 88.7 3.9 95.1 59.1 36.9 

175
o
C 43.0  9.0  20.0 5.9 86.9 3.4 99.8 63.5 32.2 

180
o
C  43.3  7.9  14.8 5.9 87.7 4.9 100. 8 59.7 29.6 

185
o
C 43.8  4.1  18.5 6.6 78.1 5.9 85.9 64.6 13.0 

Changing H2SO4 dosage in mg/ g dry wheat straw at 175 
o
C 

10 39.6  13.0  15.1 5.6 91.5 1.6 95.8 47.4 48.8 

15 43.4  9.0  20.0 5.9 86.9 3.4 99.8 63.5 32.2 

20 41.4  6.0  19.1 5.9 87.8 5.1 95.8 73.7 21.6 

25 40.0  5.1  22.6 6.3 81.5 5.9 90.8 73.9 11.8 

SH means the soluble hydrolysate and WIS means water insoluble solid. 
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随着预处理温度和硫酸用量提高，预处理后小麦秸秆中葡聚糖和木质素含量相对增

加，而固体干物质的回收率和木聚糖含量显著降低，葡聚糖含量在 SH 和 WIS 中的变化

并不明显（表 2.1）。虽然 SH 和 WIS 中葡聚糖回收率的总和超过了 100%，但是这并不

影响预处理条件对原料成分变化影响的比较，这可能是由于小麦秸秆中存在一些葡聚糖

成分被忽略了[143]。上述结果表明，干式稀酸处理主要作用于小麦秸秆木质纤维素组分

中的半纤维素，使木聚糖在硫酸作用下转化为可溶性单糖或寡糖。随着预处理条件的增

强，木聚糖在 WIS 中的含量显著下降，从而导致预处理后小麦秸秆中干物质回收率显

著下降，而葡聚糖和木质素的含量相对增加。葡聚糖含量在预处理过程中变化并不明显，

与木聚糖的不定型结构相比，这可能是由于纤维素的致密晶体结构对稀酸的作用相对并

不敏感[144]。 

 

 

图 2.3  预处理前后小麦秸秆结构形态分析 

Fig. 2.3  SEM images of wheat straw before and after pretreatment 

 

2.3.1.2  干式稀酸预处理对木糖回收、抑制物含量和纤维素酶解的影响 

    为了确定小麦秸秆拆分工艺中干式稀酸预处理的条件，考察了预处理条件对处理后

物料的可溶性水解物中游离葡萄糖和木糖得率和抑制物含量变化的影响，以及对不溶性

固体中纤维素酶解效果的影响。 

 

×400                 ×2000 
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图 2.4  预处理条件对小麦秸秆组成和纤维素酶解的影响 

(a), (b)分别为可溶性水解物中糖得率和抑制物含量；(c)不溶性固体酶水解 

Fig. 2.4  Effect of pretreatment on the composition and enzymatic hydrolysis of pretreated wheat straw. 

(a), (b) Glucose, xylose yield and inhibitors in the soluble hydrolysate; (c) Enzymatic hydrolysis of WIS.  

 

结果如图 2.4 所示，随着预处理酸用量和温度升高，预处理后可溶性水解物中的木
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糖含量随之增加（5-40%），但葡萄糖单糖和寡糖含量接近 10%，且没有明显变化（图

2.4a）。上述结果说明，干式稀酸预处理能够有效的将小麦秸秆中的半纤维素转化为可

溶性的木寡糖和单糖。在稀酸水解半纤维素过程中酸浓度和温度对具有综合作用，水解

过程一般分为三步进行[145]：首先由木聚糖转化为低聚木糖，在这一步酸的浓度起主要

作用；随后木寡糖进一步转化为单糖则存在无催化剂自发的过程，因此随着温度的提高

这种自发过程进行更剧烈；最后则是单糖向糠醛、乙酰丙酸等抑制物的进一步降解，这

一过程在随酸浓度增加时表现的更加显著。 

预处理条件对预处理后小麦秸秆原料中产生抑制物成分的影响如图 2.4(b)所示。预

处理温度和硫酸用量的增加，糠醛、乙酸和总酚含量明显升高，而 5-羟甲基糠醛（HMF）

含量基本保持不变，最高分别达到 3.1、8.6、19.5 和 0.7 mg/g 干物料。上述结果说明，

在干式稀酸预处理过程中，半纤维素明显降解为寡糖和单糖，并且半纤维素与木质素之

间的乙酰酯基发生断裂。随预处理强度提高，半纤维素水解增加，乙酰基团转化为乙酸、

木糖进一步降解为糠醛、木质素芳香醚酯键断裂释放酚类化合物明显增加。而 HMF 作

为葡萄糖的降解产物在这个过程中没有明显变化[146]。 

对不同条件预处理后的小麦秸秆进行纤维素酶水解，酶水解的葡萄糖和木糖得率如

图 2.4(c)所示。随着预处理温度和硫酸用量的增加，酶水解预处理小麦秸秆的葡萄糖得

率随之显著提高，而木糖得率的变化并不明显。结果表明，随着预处理温度和硫酸用量

的增加，小麦秸秆中大部分半纤维素已在预处理过程中被降解为木糖单糖和寡糖，在

WIS 中残留的半纤维素可能是没有处理到慢速水解半纤维素，这种半纤维素结构可能仍

然分布在预处理没有作用到的纤维素之间[145]，因此酶解过程纤维素酶不能接触到这部

分半纤维素，导致木糖得率只有 10%左右。由于大部分半纤维素的降解去除，使得小麦

秸秆纤维素的可接触面积增加，因此酶水解过程中葡萄糖得率明显提高。 

由于小麦秸秆拆分工艺的主要目的是实现半纤维素和纤维素的分离回收，并分别用

于木糖生产和纤维素乙醇的发酵，因此在确定拆分工艺中干式稀酸预处理条件时需要综

合考虑木糖的回收率、纤维素的糖化效率及可发酵性能。综上所述，确定预处理条件：

硫酸用量为 15 mg/g DM，温度为 175 oC，此时，木糖总糖回收率较高，可达 95.7% (18.6% 

单糖、43.4%寡糖和 32.2%聚糖)。抑制物含量基本低于对 S. cerevisiae 产生 50%致死的

浓度水平[92]，乙酸、糠醛、HMF 和总酚含量分别为 4.0、0.8、0.34 和 16.7 mg/g DM。

尽管纤维素酶解过程葡萄糖得率为 79.1%，但是稀酸“后水解”在转化木聚糖的同时也能

进一步提高纤维素酶解效果。 

2.3.2  稀酸“后水解”转化木糖寡糖和聚糖为单糖 

对预处理小麦秸秆全浆液进行稀酸“后水解”处理，目的在于将残留于固体部分的

木聚糖以及液体部分的木寡糖全部转化为单糖，实现木糖的最大限度的回收。在稀酸“后

水解”处理操作中，影响木糖水解得率和抑制物形成的主要因素包括：酸的用量以及水

解体系的固含量。 

2.3.2.1  硫酸用量对稀酸“后水解”处理的影响 
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首先考察了硫酸在不同用量下对木糖得率和抑制物含量的影响。如图 2.5 所示，随

着硫酸用量提高到 0.5%，木糖得率明显增加，而继续提高酸用量对木糖得率影响不大。

在硫酸用量低于 0.5%时，延长水解时间能够显著提高木糖总糖和单糖得率。葡萄糖得

率在“后水解”过程中接近 10%并且无显著变化（图 2.5a）。 
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图 2.5  稀酸“后水解”处理对木糖回收的影响 

(a)对糖得率的影响；(b)对抑制物含量的影响 

Fig. 2.5  Effect of post-hydrolysis on the xylose yield and inhibitors formation. Post-hydrolysis was 

performed at solids loading of 10%, 121 
o
C for 1 and 2 h unless mentioned elsewhere. (a) Effect on the 

xylose yield；(b) Effect on the inhibitors formation. 

 

“后水解”酸用量对抑制物含量变化的影响，乙酸和糠醛含量随“后水解”过程酸

用量增加显著提高。其中乙酸含量的提高最为明显，由于乙酸是半纤维素及寡糖中乙酰

基降解的产物，因此随着水解过程木糖得率的提高，乙酸浓度也随之明显提高。由于稀
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酸催化葡萄糖进一步降解为 5-羟甲基糠醛(HMF)需要较高温度，因此 HMF 含量在“后

水解”过程中变化不大(图 2.5b)。 

基于上述结果，确定稀酸“后水解”条件为硫酸用量 0.5%，水解 2 h。此时，木糖

得率均可以达到 83.2%，抑制物乙酸、糠醛和 HMF 含量可以分别控制在 16、1.5 和 0.5 

mg/g DM。 
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图 2.6  稀酸“后水解”处理的固含量对木糖回收和抑制物形成的影响 

(a)对木糖得率和浓度的影响；(b)对抑制物形成的影响 

Fig. 2.6  Effect of solids loading on the xylose recovery and inhibitors formation. Post-hydrolysis was 

performed at solids loading of 10, 15, 20% (w/w), respectively, 121 
o
C for 1 and 2 h unless mentioned 

elsewhere. (a) Effect on the xylose yield; (b) Effect on the inhibitors formation.  

 



华东理工大学博士学位论文                                          第 31 页 

2.3.2.2  固含量对稀酸“后水解”处理的影响 

稀酸“后水解”的固含量对木糖得率和浓度以及抑制物含量变化的影响如图 2.6。

随固含量的提高，水解的木糖总糖和单糖得率均有所下降，同时抑制物含量也随之明显

降低。可能是由于稀酸溶液浓度固定，随固体含量增加导致酸用量基于干物料的量相对

降低。在 20%固含量时，硫酸水解的木糖总糖得率仍可以达到 80%以上，木糖浓度可

达 54.3 g/L。尽管在 10%固含量时，硫酸水解的木糖得率已经接近 90%，但是木糖浓度

28.5 g/L（图 2.6a）。考虑到低浓度木糖会增加后续提纯精制过程的能耗，进一步增加木

糖生产的成本，因此最终确定稀酸“后水解”操作的固含量为 20%（w/w）。 

2.3.3  小麦秸秆拆分策略 
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图 2.7  小麦秸秆拆分策略对纤维素酶解和乙醇发酵的影响 

Fig. 2.7  Effect of fractionation strategies on enzymatic hydrolysis and ethanol fermentation. (a) 

Enzymatic hydrolysis: solids loading of 20% (w/w), 15 FPU/g DM, 50
o
C, pH4.8 for 72 h; (b) SSF：

inoculum of 10% (v/v), 37
 o
C, pH5.5 for 48 h. 
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为了实现小麦秸秆的综合利用，将半纤维素和纤维素组分有效分离并用于后续木糖

的回收和纤维素乙醇的发酵，提出了两种小麦秸秆拆分策略。策略 I：利用两步稀酸处

理后的原料直接进行酶解和乙醇发酵，发酵结束后分别进行乙醇精馏和木糖回收；策略

II：对两步稀酸处理后的原料进行固液分离，向固体中加水至初始固含量，后续操作与

策略 I 相同(图 2.2)。进一步比较两种拆分策略对木糖回收和纤维素乙醇发酵的影响。 

结果如图 2.7 所示，在纤维素酶解的整个过程中，20%固含量条件下两种拆分策略

所得底物的酶解速率比较缓慢，在酶解糖化 48 h 后，策略 I 和策略 II 所得底物的葡萄

糖得率分别为 66.3%和 74.0%，继续延长时间葡萄糖得率变化不大，最终葡萄糖得率分

别为 70.1%和 81.4%（图 2.7a）。由于两种拆分策略所得底物的酶解初速度比较缓慢，因

此确定预糖化 48 h 后进行 SSF。最终策略 I 的乙醇浓度低于策略 II，而木糖浓度高于策

略 II（图 2.7b 和表 2.2）。上述结果可能是由于策略 II 在酶解糖化前进行固液分离，不

仅能够回收木糖，同时还可以去除一部分抑制物，从而降低了抑制物对纤维素酶和菌体

的抑制作用。虽然，两种策略在乙醇和木糖回收与精制过程中所需的能耗没有明显的差

异。但是，拆分策略 II 的水用量几乎是策略 I 的 2 倍，进一步产生大量酸性污水，从而

额外增加废水处理的操作成本。 

 

表 2.2  小麦秸秆拆分策略对木糖回收和乙醇发酵的影响 

Table 2.2  Fractionation strategies for xylose recovery and ethanol fermentation from wheat straw 

  Strategy I Strategy II 

Substrate Initial glucose (g/L) 72.3 80.2 

Inhibitors Acetic acid (g/L) 3.09 1.23 

 Furfural (g/L) 0.41 0.12 

 HMF (g/L) 0.40 0.13 

Products Ethanol (g/L) 33.2 37.9 

 Yield (%) 73.6 84.2 

 Productivity (g/L/h) 0.69 0.79 

 Xylose (g/L) 41.5 33.2 

Yield (%) 58.5 46.8 

Water Dosage (g/100 g DM) 400 703 

Initial concentrations of glucose and inhibitors were their concentration in the fermentation slurry after 

enzymatic hydrolysis for 48 h. 

 

综上所述，小麦秸秆拆分策略 I 工艺流程简单，用水量少，能够回收获得较高浓度

的木糖，但是由于预处理和稀酸水解产生的抑制物对同步糖化和乙醇发酵过程中纤维素

酶的活性有抑制作用，导致初始葡萄糖浓度降低，从而影响最终乙醇浓度。如果通过尝

试其他种类纤维素酶能够有效改善抑制物对酶活的抑制作用，那么小麦秸秆拆分策略 I

则有希望成为一种环境友好的简单易操作的工业化生物炼制工艺。 

2.4  小结 

本章主要针对木糖传统工艺中存在的木质纤维素原料种类和资源的限制、木糖单糖
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得率低，以及木质纤维素其他组分难以利用等问题，提出一种两步稀酸处理小麦秸秆综

合利用木质纤维素组分的拆分工艺。该工艺不仅适用于资源丰富易得的秸秆类木质纤维

素原料，并能够有效分离纤维素和半纤维素组分用于木糖和纤维素乙醇同步生产。两步

稀酸处理拆分工艺主要操作工序包括：干式稀酸预处理、稀酸“后水解”处理和 SSF 生产

纤维素乙醇与木糖回收。得到以下主要结论： 

（1）干式稀酸处理主要作用于小麦秸秆木质纤维素组分中的半纤维素，使木聚糖

在硫酸作用下转化为可溶性单糖或寡糖。综合考虑预处理原料木糖的回收率、纤维素的

糖化效率及可发酵性能，确定预处理条件：硫酸用量为 15 mg/g 干物料，温度为 175 oC。

此时，木糖总回收率可达 95.7%(18.6%单糖、43.4%寡糖和 32.2%聚糖)；抑制物乙酸、

糠醛、5-羟甲基糠醛（HMF）和总酚含量分别为 4.0、0.8、0.34 和 16.7 mg/g 干物料，

纤维素酶解过程葡萄糖得率为 79.1%。 

（2）对预处理小麦秸秆全浆液进行稀酸“后水解”处理，进一步将木聚糖和寡糖转

化为单糖。考察硫酸用量和水解体系固含量对木糖得率影响，确定稀酸“后水解”条件为

硫酸用量 0.5%，20%固含量，水解 2 h。此时，木糖得率为 71.2%，浓度 54.3 g/L。抑

制物乙酸、糠醛和 HMF 含量可以分别控制在 15.2、0.9 和 0.2 mg/g 干物料。 

（3）比较两种拆分策略对木糖回收和纤维素乙醇发酵的影响。尽管两种策略在回

收乙醇和木糖浓度上略有差异，但是拆分策略 II 的水用量几乎是策略 I 的 2 倍。其中，

拆分策略 I 工艺流程简单，用水量少，能够回收获得较高浓度的木糖（41.5 g/L），但是

乙醇浓度略低（33.1 g/L）。抑制物对同步糖化和乙醇发酵过程中纤维素酶解抑制作用可

能是导致最终乙醇浓度略低的原因。如果通过尝试其他种类纤维素酶能够有效改善抑制

物对酶活的抑制作用，小麦秸秆拆分策略 I 则有希望成为一种环境友好的简单易操作的

工业化生物炼制工艺。 
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第 3 章  预处理后木质纤维素原料酶解过程中粒径分布变化规律 

3.1  引言 

在以木质纤维素为原料通过微生物生产燃料乙醇或大宗化学品的生物加工过程中，

将木质纤维素生物质原料水解为糖类物质的生物转化过程是非常重要的环节之一。纤维

素被木质素和半纤维素部分紧密有序的包裹形成不溶性的微纤维结构，从而使木质纤维

素原料对酶水解有抵抗性。通过有效的预处理方法能够去除那些阻碍纤维酶水解进行的

非纤维素组分。通过了解纤维素酶与木质纤维素底物的作用机制以及深入了解木质纤维

素原料在酶解过程中纤维结构的变化规律有助于提高纤维素的酶解效果并降低纤维素

酶解过程的成本。 

目前，关于纤维素酶解作用机制的研究大部分是以模式纤维素原料或是纯的微晶纤

维素作为底物从纤维素的微观结构进行研究，而关于真实预处理木质纤维素原料的酶解

作用机理的研究很少。从纤维和微纤维等超分子结构水平研究木质纤维素原料酶解机制

的过程中，发现酶解初始阶段纤维束的长度和宽度均出现快速降低，然后纤维束的长度

缓慢降低而宽度保持不变的颗粒尺寸分布现象，其中，纤维束的宽度集中分布在 10-30 

μm 保持不变[32, 147, 148]。这些研究仅从纤维素酶的“剪切”、“剥离”或“侵蚀”等作用

模式的角度对木质纤维素酶解过程颗粒变化现象进行分析[32]，但是并没有从预处理后木

质纤维素组织结构特性方面对上述酶解现象进行深入分析，而且对纤维颗粒粒径最终在

10-30 μm 保持不变的现象也没有给出明确的解释。 

通常禾本植物秸秆组织结构是由表皮组织包围的薄壁组织和其中随机分布的维管

束鞘组织构成。薄壁组织主要由较薄的初生壁构成，其无木质化结构、纤维素和半纤维

素含量高；维管束鞘组织主要由较厚的次生壁构成，一般呈管状坚硬结构，直径大约分

布在 10-30 μm，主要起到机械支撑和运输作用，除了多糖外还有大量的木质素、蜡质

和角质等成分[23]。针对上述秸秆组织的成分组成和结构形态的特性，从底物组成和结构

变化角度分析有助于进一步探究和解释酶解过程中木质纤维素颗粒粒径变化的现象。 

一般认为纤维素的晶体结构和可触及性是影响纤维素酶解的主要因素。植物中天然

纤维素主要以 Iα 和 Iβ 型紧密有序排列的晶体结构存在。预处理作用能够改变纤维素致

密的晶体结构，并且提高纤维素的可触及性。从而在木质纤维素超分子水平上会相应的

出现一些独特的结构变化，例如在微管纤维的横界面上出现“位错”、滑移面或节点等

不规则区域[31, 32]。另外，在酶解过程中发现纤维素酶首先会选择性作用于纤维上的不规

则区域，将纤维从该区域“剪断”[31, 33]。因此，深入分析预处理对木质纤维素超分子结

构变化的影响，对进一步解释酶解过程中木质纤维素颗粒粒径变化规律有重要作用。 

本章主要对预处理秸秆在酶解过程中粒径分布变化规律从纤维尺度水平进行分析

和研究。（1）对不同酶解时间秸秆颗粒进行粒径分布检测、扫描电镜（SEM）观察和主

要结构组分分析，从秸秆组织结构水平对酶解过程粒径分布规律进行解释；（2）针对木
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质素在秸秆次生细胞壁结构中可能起到的作用，考察脱木质素以后的原料在酶解过程中

的粒径分布变化，并观察酶解过程中结构形态变化，对酶解过程中粒径分布保持恒定不

变的现象进行解释；（3）针对未处理的秸秆酶解过程没有上述的粒径分布变化规律，对

不同预处理条件的秸秆进行酶解，考察粒径分布做预处理强度的变化关系。（4）通过偏

光显微镜观察不同预处理强度下秸秆纤维的位错结构变化，进一步解释酶解过程粒径分

布规律产生的原因。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  实验材料 

3.2.1.1  木质纤维素原料与纤维素酶： 

玉米秸秆、小麦秸秆于2011年收获自河南郸城，经清洗、干燥和粉碎后密封保存备

用，干物质含量90-95%。预处理前后玉米秸秆和小麦秸秆主要成分如表3.1所示。纤维

素酶活性参照2.2.1.1。 

表 3.1 木质纤维素原料及预处理条件 

Table 3.1  Pretreatment conditions and composition of the lignocellulosic materials 

Lignocellulosic material Pretreatment condition Glucan 

(%) 

Xylan 

(%) 

Lignin 

(%) 

Ash

(%) 

Corn stover Without pretreatment 35,4 27,8 11.4 9.8 

 175
 o
C, 2.5% H2SO4, 5 min 40.4 3.4 17.4 6.1 

Wheat straw Without pretreatment 38.7 25.9 14.9 5.2 

 175
 o
C, 2.5% H2SO4, 5 min 41.6 4.3 20.6 6.3 

 175
 o
C, 2.5% H2SO4, 0 min 41.2 3.4 19.2 5.5 

 150
 o
C, 2.5% H2SO4, 0 min 38.3 7.0 14.3 5.3 

 

3.2.1.2  实验试剂 

主要试剂见附录 I。 

3.2.2  仪器设备 

分样筛孔径大小分别为 100、200、400 和 600 目，分别对应 150、75 、38 和 23 μm。

水浴摇床及其他主要仪器设备见附录 II。 

3.2.3  实验方法 

3.2.3.1  预处理玉米秸秆和小麦秸秆： 

干式稀酸预处理方法参照 2.2.3.1。玉米秸秆和小麦秸秆预处理条件如表 3.1 所示。 

3.2.3.2  木质纤维素原料酶解糖化： 

    取相当于 2.5 g 干物料的上述木质纤维素原料（预处理的玉米秸秆和小麦秸秆，未

处理的玉米秸秆和小麦秸秆）加入到 500 ml 锥形瓶中，利用 5 M NaOH 溶液调节原料

pH 至 4.8。然后加入一定量的 0.1 M pH4.8 的柠檬酸盐缓冲溶液和 0.4 ml 四环素乙醇溶

液（10 mg/ml），保证总的酶解体系质量为 100 g，固含量 2.5%（w/w），纤维素酶用量
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为 20 FPU/g 干物料。将锥形瓶置于水浴摇床中在 50
o
C，150 rpm 条件下酶解 72 h。在

设定的时间取 5 ml 酶解样品，沸水浴 10 min 使纤维素酶失活，在 11167×g 离心 5 min，

上清液通过 HPLC 检测糖浓度，固体残渣用去离子水反复清洗离心 3 次，-4
o
C 冷冻保

藏待测。 

3.2.3.3  脱木质素处理: 

对预处理后玉米秸秆和小麦秸秆进行脱除木质素处理[23]。取一定质量的预处理秸秆

加入到含有 10%次氯酸钠的 0.1 M 盐酸溶液中，保持体系固含量为 1%（w/w）。在 30
o
C，

150 rpm 条件下反应 8-12 h。减压真空抽滤，固体部分用去离子水反复清洗至中性，-4
o
C

冷冻保藏待用。 

3.2.3.4  筛分不同粒径范围的预处理小麦秸秆 

利用标准筛对酶解 0 h，3 h 和 12 h 的预处理小麦秸秆进行筛分。标准筛目数分别

为 200、400 和 600 目，对应孔径为 75、38 和 23 μm。分别得到粒径分布在小于 23 μm、

23-38 μm、38-75 μm 和大于 75 μm 的预处理小麦秸秆颗粒，在 105±5
 o

C 烘干至恒重，

测定纤维素、木质素和灰分含量。 

3.2.4  分析方法 

3.2.4.1  预处理前后木质纤维素主要组分测定： 

参照 2.2.4.2 

3.2.4.2  纤维素酶活和纤维二糖酶活测定： 

参照 2.2.4.4 

3.2.4.3  酶解过程中木质纤维素结构性质分析： 

1）SEM 分析：参照 2.2.4.6 

2）颗粒粒度分析： 

纤维素酶解过程中木质纤维素原料粒度变化通过 Malvern 公司 Mastersizer 2000 型

激光粒度分析仪（英国，伍斯特郡）进行分析，检测范围为 0.02-2000 μm。样品制备：

取 0.2 g 样品加入一定量去离子水中，超声分散 2-5 min。检测条件：He-Ne 激光器，633 

nm 波长，检测时间 20 s。每个样品进行两次分析测定，结果为两次测量值的平均值。 

3）偏光显微分析： 

将少量木质纤维素原料分散在去离子水中，充分混合均匀，取 100 μl 滴在载玻片上，

盖好盖玻片。利用 Carl Zeiss 公司 Axio Scope A1 pol 型偏光显微镜（德国，海登海姆）

进行观察。该偏光显微镜配有 2 个偏振片、旋转载物台和 Pixelink 数码相机。 

3.2.4.4  HPLC 分析： 

参照 2.2.4.7 

3.2.4.5  得率计算： 

    参照 2.2.4.8 

3.3  结果与讨论 
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3.3.1  秸秆木质纤维素原料酶解过程中粒径变化 

预处理的小麦秸秆和玉米秸秆木质纤维素原料在纤维素酶水解过程中粒径的变化

和酶解的效果如图 3.1 所示。其中酶解过程秸秆颗粒粒径分布变化采用体积加权平均值

表示。在酶解初始 3 h 内，预处理的玉米秸秆和小麦秸秆平均粒径由 90-100 μm 迅速降

低到 20-30 μm，但是随着酶解时间延长（3-48 h）平均粒径不再发生明显变化。而未经

预处理的玉米秸秆和小麦秸秆平均粒径在酶解过程中缓慢下降（图 3.1 a）。 
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图 3.1  木质纤维素原料在酶水解过程中粒径和葡萄糖得率变化 

(a)粒径变化；(b)葡萄糖得率的变化 

Fig. 3.1  Particle size and glucose yield of lignocellulosic materials in enzymatic hydrolysis. (a) Change 

in particle size; (b) effect on the glucose yield. Enzymatic hydrolysis: solids loading at 2.5%, 20 FPU/g 

DM, 50
o
C, pH 4.8 for 48 h. 

 

预处理玉米秸秆和小麦秸秆的酶解葡萄糖得率，在初始的 1-3 h 迅速提高，随后 6-24 
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h 缓慢增加，最后 24-48 h 基本保持不变，分别可达 96.7%和 94.3%。未经预处理的两种

秸秆底物，其葡萄糖得率在酶解过程中缓慢增长（图 3.1 b）。 

由于预处理的小麦秸秆和玉米秸秆在酶解过程中的粒径变化显著，因此进一步通过

SEM 对其微观形态变化进行观察。如图 3.2 所示，未进行酶解前，预处理的小麦秸秆和

玉米秸秆主要呈现多个纤维束紧密聚集的大颗粒或由薄壁组织包围的维管束结构形成

的大颗粒（图 3.2a, 3.2e）。 

 

 
图 3.2  酶解过程中预处理木质纤维素原料的 SEM 图像 

预处理的玉米秸秆（a, b, c）和小麦秸秆（e, f, g）在酶解 0、3 和 12 h 微观形态，标尺 200 μm。 

Fig. 3.2  SEM images of pretreated lignocellulosic materials during hydrolysis. Microscopic morphology 

of the pretreated corn stover (a, b, c) and wheat straw (e, f, g) during enzymatic hydrolysis for 0, 3 and 12 

h, respectively. 

 

随着酶解进行，这些颗粒尺寸从横向和纵向均有明显下降，大颗粒迅速酶解为大量

单独的纤维管状结构，直径为 10-20 μm，长度为 50-100 μm（图 3.2b, 3.2f）。酶解 12 h

后，上述木质纤维素原料仍然呈现大量短小的单独存在的纤维结构（图 3.2c, 3.2g）。尽

管在上述 SEM 图像中仍然有少量长度在 100-200 μm 的大纤维出现，但是其数量可能对

粒径的加权平均值影响不大，因此粒径平均值保持在 20-30 μm 左右（图 3.1a）。上述秸

秆 SEM 图像呈现的微观结构和形态变化与酶解过程中平均粒度变化基本一致，而且在

酶解 3 h 后大量存在直径为 10-20 μm 的纤维管状结构。 

由于纤维素和木质素之间的相互作用对木质纤维素原料的酶解具有显著的影响，因

此进一步考察酶解过程中不同粒径分布范围内木质纤维素原料的木质素和纤维素含量

变化与粒径变化规律之间的关系。结果如图 3.3 所示，酶解 3 h 内，不同粒径范围的底

物纤维素和木质素含量发生显著变化，随后 3-12 h 内木质素含量没有明显变化，而纤维

素含量仍然存在变化。粒径大于 75 μm 的大颗粒中纤维素含量较高，在酶解初始 12 h
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内快速水解。粒径小于 23 μm 的纤维管状颗粒中木质素含量较高，纤维素含量低，纤维

素和木质素含量在酶解 3 h 后基本不再变化。尽管大于 75 μm 的大颗粒木质素含量与粒

径小于 23 μm 的颗粒相接近，但两者可能来自不同秸秆组织。因为木质素主要存在于木

质化的次生壁中，其中表皮组织和维管束组织含量最高，在大于 75 μm 的大颗粒中直观

可观察到表皮，而粒径小于 23 μm 的纤维管状颗粒可能大部分来自维管束组织。 
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图 3.3  不同粒径范围内的预处理小麦秸秆在酶解过程中组分变化 

(a)纤维素含量；(b)木质素含量 

Fig. 3.3  Composition changes in the pretreated wheat straw at different particle size during hydrolysis. 

The pretreated wheat straw was taken from hydrolysate at 0 and 12 h, then was sieved in to 4 particle size 

groups (>75, 75–38, 38–23 and <25 μm) 

 

上述结果表明，经过预处理的两种秸秆在酶解过程中平均粒径呈规律性变化，在酶

解初始 3 h 内的粒径快速降低然后粒径在 20-30 μm 保持基本不变，这种粒径变化现象

与 Arantes 等[147]报道的结果一致。粒径快速降低阶段可能是由于秸秆大颗粒在酶解过程

中快速水解所致。这部分大颗粒呈现薄壁组织包围维管束的形态，而且酶解过程中纤维
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素含量下降速率快于其他范围的颗粒。由于薄壁组织主要由初生壁构成，壁薄、纤维素

含量高，且容易被酶解[23]，因此这部分颗粒在酶解初始阶段粒径迅速降低，从而将包裹

在内部的维管束释放并形成大量单独的微管状纤维小颗粒。另外，酶解 3 h 后平均粒径

在 20-30 μm 保持基本不变可能是由于这种微管状纤维小颗粒在酶解过程中保持结构基

本不变（主要是直径保持在 10-20 μm）所致。这种微管纤维颗粒形态与构成维管束组

织的结构十分相似，且木质素含量较高、纤维素含量较低。由于木质素与纤维素结构的

相互作用可能对其纤维素的酶解有一定抑制，因此在酶解 3 h 后结构形态以及纤维素和

木质素含量基本保持不变。另一方面，在未经预处理的秸秆进行酶解过程中粒径分布变

化没有出现上述显著的变化现象，进一步说明预处理作用对木质纤维素原料酶解过程的

粒径分布和葡萄糖得率变化具有显著影响。 

3.3.2  预处理原料中木质素组分对酶解过程粒径变化的影响 
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图 3.4  木质素对木质纤维素原料酶解糖化过程粒径变化和酶解效果的影响 

(a)粒径变化；(b)葡萄糖得率变化 

Fig. 3.4  Effect of lignin on the particle size change and glucose yield of pretreated lignocellulosic 

materials in enzymatic hydrolysis. (a) changes in particle size; (b) glucose yield of enzymatic hydrolysis. 

因为木质素在植物细胞壁中主要起到维持细胞壁完整性和提供细胞壁刚性与强度
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的作用[16]。为了寻找导致酶解过程纤维管状颗粒结构和形态保持不变的原因。进一步分

析预处理秸秆中木质素组分对酶解过程粒径变化和颗粒微观形态的影响，分别对预处理

的玉米秸秆和小麦秸秆进行脱木质素处理，木质素含量（占 WIS）分别由 27.7%和 29.9%

降为 1.48%和 1.89%。结果如图 3.4 所示，经过脱木质素的预处理玉米秸秆和小麦秸秆

在酶解过程中平均粒径分布呈现无规律的往复变化（图 3.4a），但葡萄糖得率在酶解初

始 12 h 迅速升高，最终酶解得率接近 100%（图 3.4b）。与未脱木质素处理的底物酶解

过程相比，粒径变化规律截然不同，而葡萄糖得率的变化趋势相似，酶解速率略快一些。 

进一步通过 SEM 观察比较脱木质素处理前后底物在酶解过程中微观形态的变化。

结果如图 3.5 所示，在脱木质素处理后玉米秸秆颗粒主要以纤维管状结构存在（图 3.5a），

而小麦秸秆则呈现多纤维束紧密聚集的大颗粒以及单独的纤维管状结构颗粒（图 3.5b）。

在酶解 72 h 后，纤维管状结构完全消失，玉米秸秆中主要出现直径小于 20 μm 的球状

颗粒（图 3.5b），小麦秸秆中则主要呈现大量碎片和球状颗粒（图 3.4d）。而未脱木质素

处理的两种底物在酶解 72 h 后仍有大量纤维管状结构颗粒存在（图 3.4e, f）。 

 

 
图 3.5  酶解过程中预处理木质纤维素原料的 SEM 图像 

脱木质素的预处理玉米秸秆(a, c)和小麦秸秆(b, d)分别在酶解 0 h 和 72 h 的微观形态；（e, f）分别为

预处理玉米秸秆和小麦秸秆在酶解 72 h 的微观形态，(b)标尺 100 μm，其他标尺为 50 μm。 

Fig. 3.5  SEM images of the pretreated and delignified lignocellulosic material in the enzymatic 

hydrlolysis. The images of the dilignified and pretreated corn stover (a, c) and wheat straw (b, d) at 0 h and 

72 h. (e, f) Without dilignified corn stover and wheat straw at 72 h. (b) 100 μm; else bars: 50 μm. 

 

上述结果说明木质素能够影响秸秆颗粒在酶解过程中的粒径变化规律。首先由于木

质素在次生细胞壁中能够起到支撑和提供硬度和强度的作用；其次木质素与纤维素之间

相互作用能够形成稳定的结构，从而减少纤维素酶与纤维素的接触。因此木质素的存在

能够有效的维持纤维管状颗粒的结构形态。另外，纤维素酶只能将纤维管状颗粒表面可
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接触的纤维素水解，从而在微管纤维颗粒表面形成侵蚀痕迹。 

3.3.3  影响酶解过程微管状纤维尺寸的原因 

预处理的目的在于破坏木质纤维素紧密的超分子结构，而且预处理前后秸秆原料在

酶解过程中的平均粒径变化存在显著差异，为了进一步探究酶解过程中秸秆底物趋向于

一个特定尺寸不变的原因，选择在不同预处理强度下处理的小麦秸秆作为原料，考察预

处理强度对酶解过程颗粒粒径变化规律的影响。 
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图 3.6  预处理条件对小麦秸秆酶解糖化过程粒径变化和酶解效果的影响 

（a）粒径变化；（b）酶解葡萄糖得率 

Fig. 3.6  Effect of pretreatment on the particle size and glucose yield in hydrolysis of wheat straw. 

 

结果如图 3.6 所示，随预处理强度提高，小麦秸秆的初始平均粒径随之降低，酶解

过程中平均粒径趋向的最小粒径范围也随之显著降低，而粒径降低的速率随之加快（图

3.6 a），相应的葡萄糖得率随之明显升高（图 3.6 b）。上述结果说明，预处理强度的提
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高能够显著降低原料的平均粒径，加快酶解过程中颗粒平均粒径的下降速率。更显著的

影响是随着预处理强度的增强，酶解过程中秸秆颗粒趋向不变的粒径范围随之明显下降。

这可能是由于不同强度的预处理过程对秸秆纤维内部超分子结构造成的破坏程度不同

所致。 

秸秆次生壁纤维晶体结构具有光学双折射性，因此可以通过偏振光检测其纤维素晶

体结构的变化。为了进一步了解预处理强度秸秆内部纤维结构的影响，利用偏光显微镜

对不同预处理强度下小麦秸秆的微管纤维进行观察。当微纤维的纵向方向与两个垂直交

叉的偏振光方向中的任意一个方向平行时，微纤维出现全部变暗的消光现象。此时，如

果微纤维上某个区域存在晶体结构变化，则会在微纤维的横向出现明亮的光带，这部分

结构变化的区域被统称为“位错”区域[33]。偏光显微镜结果如图 3.7 所示，随预处理强

度增强，纤维长度逐渐变短，在纤维上产生的“位错”区域频率明显增加，位错区域的

间隔由 87-135 μm 降低到 55-80 μm。甚至在预处理强度最高的条件下，微管纤维上会进

一步产生多处裂痕和完全断裂的区域。 

 

 

图 3.7  不同预处理强度下小麦秸秆纤维形态的偏光显微镜图像 

（a）未处理小麦秸秆；（b）150
o
C 停留 0 min 预处理小麦秸秆；（c）175

o
C 停留 0 min 预处理小麦秸

秆；（d, e）175
o
C 保持 5 min 预处理小麦秸秆。箭头指向位错区域。标尺：50 μm 

Fig. 3.7  Polarizing microscope images of wheat straw fibers at various pretreatment severity. (a) without 

pretreatment; (b, c) were pretreated at 150
o
C and 175

 o
C, retention time 0 min, respectively; (d, e) 

pretreated at 175
 o
C, retention time 5 min. Bar: 50 μm 

 

上述结果说明，预处理对秸秆次生壁微管纤维得纤维素晶体结构产生显著影响，从

而使超分子结构发生明显变化。这可能是由于预处理过程中稀酸主要作用于纤维素内部

维系其晶体结构的氢键，使其晶体结构发生部分变化，沿着微管纤维横向上产生局部扭

曲。这不仅能够形成非晶体葡聚糖链，进而使纤维素晶体结构发生变化，产生具有不定
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型纤维素结构的“位错”区域[31]。另外，可能是由于这部分区域结构变得松散或纤维素

结晶度下降，从而纤维素酶首先会选择性作用于这些位错和裂痕区域，进而将长的纤维

剪切成更短小的纤维管状颗粒[32]。随预处理强度提高，在纤维上产生的位错区域更加密

集，因此酶解过程中秸秆纤维颗粒最终趋向的最小粒径分布逐渐降低。 

3.4  小结 

本章研究发现预处理秸秆在酶解过程中平均粒径变化呈现特有的变化规律：酶解初

始 3 h 内颗粒平均粒径迅速降低，随后粒径在 20-30 μm 基本保持不变的现象。粒径迅

速下降可能是由于大颗粒外层的薄壁组织快速酶解所致；粒径在 20-30 μm 基本保持不

变可能与预处理秸秆中微管状纤维颗粒和预处理作用强度两方面因素有关。综上所述，

得到以下主要结论： 

（1）通过对预处理前后的玉米秸秆和小麦秸秆纤维素酶解过程中颗粒平均粒径分

布和葡萄糖得率的分析，发现预处理秸秆在酶解过程中平均粒径变化呈现特有的变化规

律：酶解初始 3 h 内颗粒平均粒径迅速降低，随后粒径在 20-30 μm 基本保持不变。 

（2）进一步观察酶解过程中预处理秸秆的微观形态，分析不同粒径范围内颗粒的

成分组成变化，发现大颗粒底物呈现薄壁组织包裹微管束的结构形态，并且纤维素含量

较高。在酶解过程中纤维素含量较高的薄壁组织迅速酶解可能是导致酶解初始过程平均

粒径迅速下降的原因。 

（3）大颗粒发生快速酶解后出现大量微管状纤维颗粒，并且在后续酶解过程中结

构形态（微管纤维直径保持在 10-20 μm）和组分（纤维素和木质素含量）保持不变。

这些直径为 10-20 μm、木质素含量的微管状纤维与秸秆维管束组织中次生壁微管的特

性一致。这种次生壁微管结构初步发生木质化，木质素含量较高，壁厚具有一定强度在

秸秆中起支撑和运输作用。另外由于周围有薄壁组织包围，预处理可能不对这种结构破

坏不彻底。因此这种微管状纤维结构可能是导致酶解过程中平均粒径趋于不变的原因。 

（4）进一步考察木质素对微管状纤维颗粒形态的影响，对脱木质素的预处理秸秆

进行酶解。结果发现酶解过程中底物平均粒径分布出现无规律往复变化，而并不像上述

粒径变化规律所呈现的最终趋向一个尺度保持不变。另外形态由初始的微管状变为碎片

和球形颗粒。由此说明木质素对保持维管状纤维结构形态有重要作用，进一步证明上述

木质素含量较高的微管纤维结构是导致平均粒径趋于不变的主要原因。 

（5）从秸秆木质纤维素超分子结构水平分析预处理强度对酶解过程秸秆颗粒晶体

结构变化的影响，发现预处理强度越高，秸秆颗粒粒径所趋向的尺寸越小，并且在这一

尺度保持不变。进一步通过偏光显微镜观察秸秆纤维晶体结构变化，发现高强度预处理

使微管纤维上产生更多超分子结构“位错”区域。纤维素酶中的内切葡聚糖酶会选择性作

用于这些“位错”区域，并将其降解为更小的纤维管状颗粒。因此说明预处理强度对粒径

所趋向的尺寸起决定作用。  
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第 4 章  提高酿酒酵母酚类抑制物耐受性的驯化策略 

4.1  引言 

目前，纤维素乙醇产业化发展所面临的最大的挑战任然是加工成本过高。其中一个

主要原因在于利用木质纤维素原料进行乙醇生产时发酵液中乙醇浓度较低，导致精馏所

需的能耗过高，从而增加生产成本。选择纤维素含量高的木质纤维素原料能够有效提高

发酵体系中的纤维素含量，进一步提高乙醇的发酵浓度。目前，中国每年产生两千万吨

玉米芯，由于其半纤维素含量较高而作为原料用于木糖醇或糠醛的生产，但是同时会产

生接近 50 万吨的玉米芯固体废渣（CCR）[149, 150]。由于生产木糖的过程中经过稀酸水

解操作，已经有效的去除了半纤维素同时破坏了木质纤维素的顽抗结构，从而使 CCR

具有丰富的纤维素成分，而且在酶解时无需进行预处理。由于上述优点 CCR 已经成为

一种非常有潜力的木质纤维素原料被用于纤维素乙醇发酵的研究[151, 152]。 

通过以前的研究报道发现当利用酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 发酵 CCR 生产

乙醇时，菌种会出现显著的延滞期过长和发酵性能下降的现象[153]。只有当木质纤维素

原料中存在乙酸、甲酸、糠醛、5-羟甲基糠醛或酚类衍生物时才会出现上述现象。但是，

在生产木糖的过程中经过多次水洗操作，水溶性的抑制物已经从 CCR 上去除。然而，

有一类水溶性较差的或水不溶的酚类抑制物可能会沉淀并积累在 CCR 上。这类抑制物

主要由木质素在酸水解过程中降解产生，随着酶解和发酵的进行，可能会从 CCR 固体

残渣中释放出来并进入水解液中。因此，这些酚类化合物可能是导致菌种发酵 CCR 时

出现生长和发酵变差的主要原因。另外，目前没有合适的方法能去除 CCR 上的水不溶

酚类物质，因为通常的脱毒方法，如过碱处理、电化学处理和离子交换处理等只适用于

液体体系[154]。尽管生物脱毒能对固体物料起作用，但是由于水洗过程同时去除了 CCR

的营养成分使脱毒菌种不能良好生长[111]。 

本章主要研究目的是在发酵 CCR 生产乙醇过程中利用驯化策略提高乙醇发酵菌 S. 

cerevisiae DQ1 对抑制物的耐受性。具体研究内容包括：（1）分析 CCR 中主要抑制物成

分，考察 S. cerevisiae DQ1 对这些抑制物的耐受性；（2）利用驯化策略提高 S. cerevisiae 

DQ1 对 CCR 发酵体系中抑制物的耐受性；（3）在高固含量 CCR 发酵体系下，考察发

酵操作条件对 S. cerevisiae DQ1 进行同步糖化和乙醇发酵的影响；（4）进行发酵体系放

大，并与其他利用 CCR 发酵生产乙醇的工艺进行比较。 

4.2  材料与方法 

4.2.1  实验材料 

4.2.1.1  原料和纤维素酶 

玉米芯残渣（CCR）由龙力生物技术有限公司（中国，山东）提供，含水量为 66.3%。

葡聚糖和木聚糖基于干物质的含量分别为 56.5%和 2.6%。 



第 46 页                                    华东理工大学博士学位论文 

纤维素酶参数信息参照 2.2.1.1。 

4.2.1.2  主要试剂 

    酚类抑制物：2-糠酸、愈创木酚、对羟基苯甲酸、对香豆酸和阿魏酸均为分析纯，

购自 Sigma-Aldrich（美国，密苏里州）。生化试剂及其他化学试剂参照附录 I。 

4.2.1.3  菌种和培养基 

菌种：酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae DQ1 (CGMCC 2528)菌种信息参照 2.2.1.3。

细胞干重根据菌体干重和细胞 OD600 吸光值标准曲线计算，OD600 吸光值为 1 时对应 0.5 

g/L 细胞干重。 

培养基： 

（1）合成培养基参照 2.2.1.3。 

（2）抑制物培养基：二甲基亚砜（DMSO）作为助溶剂将 2-糠酸、愈创木酚、对

羟基苯甲酸、对香豆酸和阿魏酸分别溶解制成母液，通过孔径为 0.22 μm滤膜过滤除菌。

取适量母液加入到合成培养基中，使各抑制物含量达到设定浓度，其中 DMSO 的浓度

不超过 0.7%（v/v）。经验证该浓度的 DMSO 不会对 S. cerevisiae DQ1 产生影响（数据

未列）。 

（3）驯化培养基：在 15%固含量条件下制备玉米芯残渣（CCR）水解液，用去离

子水将其稀释为 50%（CCR 水解液：去离子水=50:50，v/v）、75%（CCR 水解液：去离

子水=75:25，v/v）和 100%（不稀释的 CCR 水解液）三个不同浓度梯度。其他营养盐

浓度与合成培养基中相同。 

（4）SSF 发酵培养基参照 2.2.1.3。 

4.2.2  仪器设备 

    50 L 容量发酵罐配有螺带式搅拌桨，具体结构信息参考本课题组已发表论文[155]。

其他仪器设备参照附录 II。 

4.2.3  实验方法 

4.2.3.1  玉米芯残渣水解液制备： 

在 5 L 发酵罐中分别加入 1150 g 含水量为 69%的玉米芯残渣（CCR）和 1200 ml

灭菌后的去离子，使酶解初始固含量为 15%（w/w）。利用 5 M NaOH 溶液调节糖化体

系 pH 值为 4.8。纤维素酶用量为 15 FPU/g 干物料。在 50
o
C、150 rpm 条件下进行酶解

糖化 48 h。在 16125×g 条件下离心 10 min 将上述 CCR 水解物固液分离。收集上清液在

115
 o
C 条件下灭菌 20 min，然后在超净工作台中用滤纸将灭菌后产生的沉淀物滤除，4

o
C

保藏备用。 

4.2.3.2  种子培养： 

S. cerevisiae DQ1 种子培养具体方法参照 2.2.3.5。 

4.2.3.3  抑制物条件下菌种培养： 

    取一支保藏 S. cerevisiae DQ1 的 2 ml 冻存管，在 37
o
C 快速复苏。在超净工作台中

将其接入事先灭菌的装有 20 ml 种子培养基的 100 ml 摇瓶中，置于气浴摇床中，在 30
o
C、
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转速 150 rpm 条件下活化培养 18 h。然后以 10%的接种量将活化后菌液转接到事先灭菌

的抑制物培养基中在上述条件下培养 24 h，在设定时间取 1 ml 样品在 11167×g 条件下

离心 5 min。上清液用于 HPLC 分析葡萄糖和乙醇浓度，菌体稀释后在 OD600 条件测定

菌体浓度。每个抑制物浓度条件进行两次平行试验，实验结果为两次检测的平均值。 

4.2.3.4  利用玉米芯残渣水解液驯化 S. cerevisiae DQ1： 

参照 2.2.3.5 具体步骤活化 S. cerevisiae DQ1 菌体。 

驯化步骤：将活化后的菌体在含有不同浓度梯度玉米芯残渣（CCR）水解液的驯化

培养基中进行一系列转接和培养。具体五种驯化酵母菌种的方法如图 4.1 所示。 

 

图 4.1  短期菌种驯化策略示意图 

Fig. 4.1  Schematic illustration of the short term adaptation strategy 

 

方法A：将活化后的酵母菌种转接到 200 ml 50%CCR水解液的驯化培养基中培养； 

方法 B：第一步与方法 A 相同，然后将 50%CCR 水解液驯化培养基中培养的菌种

再转接到 200 ml 50%CCR 水解液的驯化培养基中培养； 

方法 C：第一步与方法 A 相同，然后将 50%CCR 水解液驯化培养基中培养的菌种

再转接到 200 ml 75%CCR 水解液的驯化培养基中培养； 

方法 D：前两步与方法 C 相同，然后将 75%CCR 水解液驯化培养基中培养的菌种

再转接到 200 ml 75%CCR 水解液的驯化培养基中培养； 

方法 E：前两步与方法 C 相同，然后将 75%CCR 水解液驯化培养基中培养的菌种

再转接到 200 ml 100%CCR 水解液的驯化培养基中培养。 

上述驯化培养步骤都是以 10%（v/v）接种量进行转接，在 30
 o
C、pH 6.0 条件下培

养 15 h。驯化后的菌种以 10%（v/v）接种量转接到 CCR 固含量为 25%（w/w）的发酵

体系中进行同步糖化与乙醇发酵，考察不同驯化方法对 S. cerevisiae DQ1 在 CCR 中发

酵性能的影响。 
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4.2.3.5  同步糖化与乙醇发酵（SSF） 

具体操作参照 2.2.3.6 

4.2.4  分析方法 

4.2.4.1  玉米芯残渣主要组分分析： 

玉米芯残渣中葡聚糖和木聚糖含量测定方法参照 2.2.4.2。 

4.2.4.2  总酚含量测定： 

玉米芯残渣中总酚含量测定参照 2.2.4.4。 

4.2.4.3  气相色谱法-质谱联用仪分析（GC-MS）： 

玉米芯残渣水解液中酚类抑制物成分利用美国 Agilent Technologies 公司 Agilent 

6890 型 GC-MS 进行定性分析。首先利用德国 CNW 公司 Poly-Sery PSD SPE 型 250 mg/3 

ml 规格的固相萃取小柱对水解液中酚类抑制物进行选择性萃取。然后利用 N,O-双(三甲

基硅烷基)三氟乙酰胺对萃取得到的样品进行硅烷化处理。最后将硅烷化的样品通过孔

径为 0.22 μm 滤膜进行过滤，在配有 HP-5 MS 型色谱柱（30 m × 0.25 mm × 0.25 μm）

的 GC-MS 上进行检测。程序升温条件：8
o
C/min 速率由 80

o
C 升至 280

o
C。进样量为 1 μl，

不分流。 

4.2.4.4  HPLC 分析： 

葡萄糖、木糖、乙醇、乙酸、甲酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛浓度测定骤参照 2.2.4.7。 

对羟基苯甲醛、香草醛和丁香醛浓度利用配有日本岛津公司 SPD-20A 型 UV/Vis 检

测器和日本 YMC 公司 YMC-Pack ODS-A 型色谱柱（150 mm × 4.6 mm）的 HPLC 检测。

紫外检测器波长为 270 nm，柱温箱温度 35
o
C，流动相为水和乙腈以 70:30（v/v）混合，

流速 1.0 ml/min。所有样品都要在 11167×g 条件下离心 5 min，取上清液经孔径为 0.22 μm

的滤膜过滤后进行 HPLC 检测。 

4.2.4.5  得率计算： 

乙醇得率计算参照 2.2.4.8。 

4.3  结果与讨论 

4.3.1  S. cerevisiae DQ1 利用玉米芯残渣的发酵性能 

为了考察酿酒酵母 S. cerevisiae DQ1 在玉米芯残渣（CCR）发酵体系中的发酵性能，

S. cerevisiae DQ1 利用 CCR 在 25%固含量条件下进行同步糖化与乙醇发酵（SSF）。结

果如图 4.2 所示，S. cerevisiae DQ1 表现出很长的延滞期和较差的发酵性能。整个产生

葡萄糖的过程包括初始的 12 h 预糖化阶段和后续 64 h 的 SSF 阶段。在初始 12 h 能够产

生 78.98 g/L 葡萄糖。而 S. cerevisiae DQ1 将葡萄糖消耗完全需要 76 h。与通常酵母利用

玉米秸秆、云杉和玉米芯作为原料进行乙醇发酵相比，这个发酵时间比消耗相同量的葡

萄糖所需要的时间要长 50 h。另外利用 CCR 为原料时，S. cerevisiae DQ1 在发酵初始

24 h 的乙醇生产速率只有 0.61 g/L/h。这比利用上述其他木质纤维素原料发酵生产乙醇

的速率低 3-5 倍[156-158]。 
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图 4.2  S. cerevisiae DQ1 利用玉米芯残渣为原料进行 SSF 的发酵性能 

Fig. 4.2  Fermentation performance of S. cerevisiae DQ1 in SSF using CCR. Conditions: Prehydrolysis: 

25% solids loading, cellulase 15 FPU/g DM, 50 
o
C and pH 4.8 for 12 h. SSF: at 37 

o
C and pH 5.5. 

 

表 4.1  GC-MS 分析玉米芯残渣水解液中酚类化合物组成和结构 

Table 4.1  GC-MS analysis of composition and structure of phenolics in hydrolysate of CCR 

Trimethylsilylatd (tms) 

compounds 

Structure of compounds RT 

(min) 

MW Quantification 

ions 

Solubility*  

(g/100 ml) 

tms 2-furoic acid O
COOH

 

7.88 169 95,125,169 2.71
a
 

tms guaiacol OH

OCH3 

9.78 196 166,181,196 1.70
b
 

tms p-hydroxybenzoic 

acid 
COOHHO COOHHO COOHHO

 

16.53 282 223,267,282 0.50
 b
 

tms p-coumaric acid 
HO

COOH

 

20.66 308 294,293,308 0.10
c
 

tms ferulic acid 

HO

COOH

H3CO

 

22.50 338 293,323,338 0.59
d
 

*Solubility of the original compounds without silylation in water at 25
o
C. 

a
. Harrisson, R. J., Moyle, M., 1956. 2-FUROIC ACID. Org. Synth., 36, 36 

b
. Yalkowsky, S.H., He, Yan., 2003. An Extensive Compilation of Aqueous Solubility Data for Organic 

Compounds Extracted from the AQUASOL DATAbASE, in: Yalkowsky, S.H., He, Yan. (eds.), Handbook 

of Aqueous Solubility Data. CRC Press LLC, Boca Raton, FL., pp. 377-398 
c
. Tetko, I.V., Tanchuk, V.Y., Kasheva, T.N., Villa, A.E., 2001. Estimation of aqueous solubility of chemical 

compounds using E-state indices. J. Chem. Inf. Comput. Sci., 41, 1488-1493 
d
.US EPA; Estimation Program Interface (EPI) Suite. Ver.3.12. Nov 30, 2004. Available from, as of Oct 27, 

2008: http://www.epa.gov/oppt/exposure/pubs/episuitedl.htm 

 

为了进一步找出导致 S. cerevisiae DQ1 生长和发酵性能变差的原因，对 25%固含量
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下制备的玉米芯残渣（CCR）水解液进行常规抑制物分析。但是结果出乎意料的是糠醛、

5-羟甲基糠醛、甲酸、香草醛、丁香醛和对羟基苯甲醛等常见的木质纤维素来源抑制物

浓度都低于 0.005 g/L，含量较高的乙酸和乙酰丙酸浓度接近 0.20 g/L，这些抑制物的含

量并未达到对酵母发酵产生显著抑制的浓度[92, 159]。 

通过选择性萃取的手段对 CCR 水解液中低浓度的物质进一步筛选，并利用 GC-MS

进行定性分析（谱图见附录 III）。结果如表 4.1 所示，CCR 水解液中含有五种酚类化合

物，分别为 2-糠酸、愈创木酚、对羟基苯甲酸、对香豆酸和阿魏酸，值得注意的是这五

种化合物大多数是水中溶解度较低的酚酸形式的木质素衍生物，溶解度分别为2.71、1.70、

0.50、0.10 和 0.59 g/100 ml 水。因此，说明这些酚类化合物可能是在稀酸水解过程中产

生，由于溶解度较低经过多次水洗也不能从 CCR 上去除。 

4.3.2  S. cerevisiae DQ1 对玉米芯残渣中抑制物的耐受性 

为了进一步说明这些酚类化合物可能是导致酿酒酵母 S. cerevisiae DQ1 利用玉米芯

残渣（CCR）发酵乙醇时性能较差的原因，分别考察了上述五种酚类化合物在合成培养

基中对 S. cerevisiae DQ1 细胞生长和发酵性能的影响。结果如图 4.3 所示，2-糠酸在最

低浓度 0.14 g/L 条件时能够使 S. cerevisiae DQ1 的生长和乙醇生产速率受到显著抑制。

对香豆酸和阿魏酸在较低的浓度（0.25 g/L）下对 S. cerevisiae DQ1 的菌体生长和乙醇发

酵产生显著抑制。与其他酚类化合物对 S. cerevisiae 抑制作用的相关报道比较[92]，上述

结果表明 S. cerevisiae DQ1 的细胞生长和乙醇发酵对酚酸抑制物的存在非常敏感。上述

CCR水解液中的酚类化合物对S. cerevisiae DQ1产生抑制作用的浓度都是低于它们在水

中的溶解度的。由于上述酚类抑制物在水中溶解度较低，而且主要积累或吸附在 CCR

上，在同步糖化和乙醇发酵过程中会与酿酒酵母直接接触导致抑制作用。因此通过有机

溶剂萃取方式对 25%固含量条件下制备的 CCR 水解物全浆液（固液混合物）进行总酚

含量测定。结果表明 25%固含量的 CCR 水解物全浆液中总酚含量达到 5.59 g/L，这个

含量明显高于 CCR 水解液中酚类抑制物的浓度。 

综上所述，这些水溶性较低的酚类化合物在玉米芯残渣（CCR）水解物全浆液中浓

度较高的原因可能是由于稀酸水解玉米芯生产木糖后经过多次水洗操作而使其在 CCR

上发生积累所致。而在酶解和同步糖化发酵过程中这些酚类化合物能够从固体中释放出

来进入液体部分[160]，使液体中酚类物质浓度保持一个恒定的浓度，从而对 S. cerevisiae 

DQ1 的细胞生长和乙醇发酵产生抑制作用。因此尽管这些酚类化合物浓度较低，但能

够导致 S. cerevisiae DQ1 在利用 CCR 时出现细胞生长和乙醇发酵性能变差的现象。 
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图 4.3  玉米芯残渣中酚类抑制物对 S. cerevisiae DQ1 的抑制作用 

（a）2-糠酸；（b）愈创木酚；（c）对羟基苯甲酸；（d）对香豆酸；（e）阿魏酸 

Fig. 4.3  Inhibition of phenolic compounds in CCR on S. cerevisiae DQ1. Conditions: 250 mL flask 

containing 40 mL of the synthetic medium with the individual inhibitors at various concentration, 10% (v/v) 

inoculation ratio, at 30
o
C for 24 h. All experiments were performed in duplicate. The phenolic monomers 

include: (a) 2-furoic acid, (b) guaiacol, (c) p-hydroxybenzic acid, (d) p-coumaric acid, (e) ferulic acid. 

 

4.3.3  驯化策略提高 S. cerevisiae DQ1 对玉米芯残渣的发酵性能 

适应进化的方法能够有效提高酵母细胞对木质纤维素来源抑制物的耐受性，并且改

善其在木质纤维素原料中的发酵性能。本章提出一种逐步驯化酵母的策略，将菌体在含

有玉米芯残渣（CCR）水解液的驯化培养基中连续转接培养，在这个过程中 CCR 水解

液的浓度梯度逐渐提高。通过将驯化后的菌种转接到 25%固含量的 CCR 发酵体系进行

同步糖化与乙醇发酵考察五种不同的驯化方式对菌种发酵性能的影响。 

结果如图 4.4 和表 4.2 所示，经过一步驯化的菌种（方法 A）在同步糖化与乙醇发

酵（SSF）初始 12 h 内葡萄糖消耗速率和乙醇生产速率分别为 0.27 和 0.35 g/L/h，而且
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在 SSF 发酵结束时仍然可以检测到葡萄糖残糖；两步驯化方法 B 能够有效将菌种的糖

耗速率和乙醇生产速率提高到 1.28 和 0.75 g/L/h，方法 C 也表现同样的发酵性能（糖耗

速率和乙醇生产速率分别为 1.27 和 0.68 g/L/h）。 

 

表 4.2  驯化方式对 S. cerevisiae DQ1 乙醇发酵性能的影响 

Table. 4.2  Adaptation methods on ethanol fermentability of S. cerevisiae DQ1 

Adaptation process Productivity (g/L/h)
 
* Ethanol titer (g/L) Yield (%) 

Method A 0.35  48.60 63.1 

Method B 0.75  52.90 68.9 

Method C 0.68  51.76 67.4 

Method D 1.23  53.32 69.5 

Method E 1.50  53.62 69.9 

* Productivity was calculated for the initial 12 h after inoculation. 

 

三步驯化对菌种发酵性能的改善更为明显，方法 D 和 E 的乙醇生产速率分别提高

到 1.23 和 1.50 g/L/h，发酵 36 h 后已经没有剩余的葡萄糖出现。经过三步驯化（方法 E）

后的菌种进行 SSF 能得到最高的乙醇浓度和相应得率，分别为 53.62 g/L 和 69.9%。上

述结果表明三步驯化方式能够有效缩短 S. cerevisiae DQ1 在利用玉米芯残渣进行同步糖

化和乙醇发酵过程的延滞期，并提高其乙醇发酵性能。 
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图 4.4  驯化方式对 S. cerevisiae DQ1 利用玉米芯残渣进行同步糖化与乙醇发酵的影响 

Fig. 4.4  Adaptation on fermentability of S. cerevisiae DQ1 during SSF. Conditions: Solids loading at 25% 

(w/w). Prehydrolysis stage: the enzyme dosage of 15 FPU/g DM, 50
o
C and pH 4.8 for 12 h. SSF stage: 

each of the adapted yeast seeds underwent different adaptation methods were inoculated after 

prehydrolysis stage and cultured at 37
o
C and pH 5.5. 

 

4.3.4  驯化的 S. cerevisiae DQ1 利用玉米芯残渣进行同步糖化与乙醇发酵 
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利用经过三步驯化的菌种作为发酵种子考察其他发酵条件对高固含量玉米芯残渣

（CCR）进行同步糖化和乙醇发酵（SSF）的影响。结果如图 4.5 所示，随着固含量由

20%提高到 30%，乙醇浓度明显由 44.2 g/L 增加到 59.0 g/L，但是当固含量超过 30%时，

乙醇得率明显由 65.8%下降到 52.3%（图 4.5a），这可能是高固含量导致纤维素酶水解性

能下降所致；随着营养成分酵母提取物添加量的增加，SSF 产乙醇的浓度和得率均有显

著提高，这可能是由于酵母提取物中含有丰富的营养成分，在含有抑制物的环境中能够

提高酵母细胞的活性。利用价格比较低廉的玉米浆（$0.18 每千克）替代比较昂贵的酵

母提取物（$9.2 每千克），在添加相同浓度时 S. cerevisiae DQ1 同样也能表现出相似发

酵性能（图 4.5b）；随纤维素酶用量由 7.5 提高到 30 FPU/g 干物料，在预糖化阶段葡聚

糖酶解速率明显提高。当酶用量由 7.5 提高到 15 FPU/g 干物料时，乙醇浓度由 35.4 显

著提高到 62.7 g/L，但是进一步提高酶用量，乙醇浓度只有微弱提高（图 4.5c）。随后将

发酵体系由 5 L提高到 50 L发酵罐，在上述优化的发酵条件下利用CCR为原料进行 SSF。 
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图 4.5  发酵条件对 S. cerevisiae DQ1 利用玉米芯残渣进行同步糖化与乙醇发酵 

(a)固含量；（b）营养成分；（c）纤维素酶用量；（d）5 L 和 50 L 发酵罐体系 

Fig. 4.5  SSF of CCR at different fermentation parameters. Conditions: Prehydrolysis stage: 50
o
C and pH 

4.8 for 12 h; SSF stage: the three-step adapted yeast seeds were inoculated after prehydrolysis stage and 

cultured at 37
o
C and pH 5.5. (a) Effect of solids loading on SSF, condition: cellulase dosage of 15 FPU/g 

DM, yeast extract of 1 g/L; (b) Effect of nutrients on SSF, condition: solids loading of 30% (w/w), 

cellulase dosage of 15 FPU/g DM, YE1 and YE10 mean yeast extract of 1 g/L and 10 g/L, CSL10 means 

corn steep liquor of 10 g/L; (c) Effect of cellulase dosage on SSF, condition: solids loading of 30% (w/w), 

corn steep liquor of 10 g/L; (d) SSF at high solids loading in 5 L and 50 L bioreactor, condition: solids 

loading of 30% (w/w), corn steep liquor of 10 g/L, cellulase dosage of 15 FPU/g DM. 

 

在 50 L 发酵罐体系中乙醇浓度和得率分别可达 65.3 g/L 和 58.2%，这甚至比 5L 发

酵罐中的结果略有提高。上述结果说明在相同的发酵条件下发酵体系的放大并没有对传

质和传热造成严重的影响。 

  



第 56 页                                                                        华东理工大学博士学位论文 
 

表 4.3  比较利用玉米芯残渣为原料进行同步糖化与乙醇发酵的工艺 

Table 4.3 Comparison of SSF for ethanol production from CCR 

 

  

Strains Solids loading 

(%) 

Delignin  Lignin content 

(%, w/w) 

Fermentation 

time (h) 

Ethanol titer  

(g/L) 

Yield (%) Productivity 

(g/L/h) 

Sources 

S. cerevisiae CICC 

31014 

19.5 Yes (Sulfite) 12.6 72 60.8 72.2 0.84 
[161]

 

S. cerevisiae (dry yeast) 15 Yes (Alkali) 3.2 142 57.2 85.2 0.40 
[162]

 

S. cerevisiae (dry yeast) 5 Yes 

(Alkaline/H2O2) 

13.2 36 16.9 44.0 0.47 
[163]

 

S. cerevisiae DQ1 30 No 22.1 60 62.7 55.7 1.04 This 

study 
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    目前，已经有一些利用玉米芯残渣（CCR）作为原料进行同步糖化和乙醇发酵(SSF)

的研究，尽管都是以 CCR 作为原料，但是在工艺和操作条件方面仍然存在很多差异，

具体比较如表 4.3 所示。这些工艺与本章研究的主要差异在于他们利用的 CCR 原料均经

过了脱木质素处理，其中包括碱处理、碱性过氧化氢处理以及亚硫酸处理等。通过上述

方法能够有效的去除 CCR 中的木质素，从而使纤维素的含量增加，进一步提高 CCR 的

生物转化效率，但这些处理步骤不仅增加了加工成本而且产生了大量废水。另外，虽然

在这些工艺中 CCR 的木质素含量已经被去除到 15%以下，但由于 CCR 中存在酚类抑制

物，在 SSF 发酵过程中仍然会出现较长的发酵延滞期，以及较低的乙醇浓度和生产速率

等现象。与表 4.3 中的工艺相比，本章利用驯化后 S. cerevisiae DQ1 作为发酵菌，无需

对 CCR 原料进行任何处理，在高固含量条件下进行 SSF 能够获得较高的乙醇浓度和生

产速率，分别为 62.6 g/L 和 1.04 g/L/h。综上所述，本章提出了一种高效可行的乙醇生

产工艺，主要通过进化适应手段提高酿酒酵母菌在工业玉米芯残渣原料中发酵性能。 

4.4  小结 

本章研究主要针对酿酒酵母在利用玉米芯残渣（CCR）作为原料进行同步糖化与乙

醇发酵（SSF）过程中表现出生长和发酵性能下降的问题，具体对玉米芯残渣中抑制物

组分进行了定性分析，并进一步考察了抑制物对 S. cerevisiae DQ1 生长和发酵的影响。

提出了通过进化适应方法提高 S. cerevisiae DQ1 在 CCR 原料中发酵性能的策略。得到以

下主要结论： 

（1）通过 GC-MS 对 CCR 水解液进行定性分析，发现含有溶解度较低的五种酚类

化合物：2-糠酸、愈创木酚、对羟基苯甲酸、对香豆酸和阿魏酸。其中酚酸类化合物对

S. cerevisiae DQ1 细胞生长和乙醇发酵性能有显著抑制作用。说明 CCR 中的酚类化合物

可能是导致 S. cerevisiae DQ1 在玉米芯残渣原料中发酵性能下降的原因。 

（2）通过将 S. cerevisiae DQ1 在逐渐提高 CCR 水解液浓度梯度的驯化培养基中连

续转接和培养，使菌种逐渐适应含有抑制物的 CCR 水解液环境，从而改善菌种的发酵

性能。对五种短期驯化方式进行比较，发现三步驯化方法能够有效提高能够有效缩短 S. 

cerevisiae DQ1 在利用 CCR 进行 SSF 过程的延滞期，并提高其乙醇发酵性能。 

（3）利用驯化后的 S. cerevisiae DQ1 作为发酵菌，CCR 为原料，考察不同发酵条

件对高固含量 SSF 生产乙醇的影响。结果表明在 5 L 和 50 L 发酵罐中，固含量为 30%、

纤维素酶用量为 15 FPU/g 干物料、10 g/L 玉米浆作为营养物时，驯化后的 S. cerevisiae 

DQ1 均能够获得 62.7 g/L（7.9%v/v）的乙醇浓度。 
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第 5 章  Zymomonas mobilis 对玉米芯残渣酚类抑制物抗性机理研究 

5.1  引言 

木质纤维素原料经过预处理会产生对发酵微生物存在抑制作用的三类有毒化合物，

包括呋喃类（糠醛、5-羟甲基糠醛）、有机弱酸类（乙酸、甲酸和乙酰丙酸）以及酚类

化合物[146]。在这些抑制物中，由于呋喃类衍生物和有机弱酸在预处理后的原料中含量

相对较高，因此成为公认的典型抑制物。而酚类化合物由木质素降解产生，主要包括酚

醛、酚醇和酚酸等种类复杂的化合物，如对羟基苯甲醛、香草醛、丁香醛、松柏醛、愈

创木酚、阿魏酸和对香豆酸等[92]。这类化合物对发酵微生物的抑制作用远强于呋喃类和

弱酸类，但是由于在水解液中浓度相对较低而没有受到应有的重视。 

有一些特殊的生物炼制处理过程会产生富含酚类化合物的木质纤维素原料，例如在

利用玉米芯原料生产木糖的过程中会产生一种酚类化合物高度富集的玉米芯残渣

（CCR）。在生产木糖过程中，由于有效的去除了玉米芯中的半纤维素，从而使得产生

的 CCR 纤维素含量很高且易于酶解，因此成为一种很有希望的木质纤维素原料被用于

纤维素乙醇研究。但是由于 CCR 中酚类化合物对发酵菌有很强的抑制作用，并且目前

没有十分有效酚类脱毒方法适用于 CCR。尽管通过驯化手段能够短期提高酵母对酚类抑

制物的耐受性，但若想使其具有长期的耐受性则需要获得一株稳定的抑制物耐受性突变

菌株[164]。因此，如果能够发现一株对酚类化合物具有耐受性的菌种，将能够有效的利

用那些富含酚类抑制物的木质纤维素原料。 

运动发酵单胞菌 Zymomonas mobilis 由于具有很高的葡萄糖转化率、乙醇得率和发

酵速率等优点，已经成为一种广泛关注的乙醇发酵菌，并用于纤维素乙醇发酵的研究。

尽管 Z. mobilis 表现出上述乙醇发酵优势，但是由于对抑制物耐受性差而很少用于高抑

制物含量的纤维素乙醇发酵体系。目前，Z. mobilis 对呋喃类和弱酸类抑制物的耐受性已

经被广泛研究，但是关于其对酚类抑制物耐受性的研究却很少。Franden 等[99]发现 Z. 

mobilis 8b 能够将酚醛抑制物降解，但其对酚类抑制物的耐受机理尚不清楚。 

本章在利用 Z. mobilis 发酵富含酚类抑制物的 CCR 生产乙醇过程中，发现其细胞生

长和乙醇发酵性能均优于 S. cerevisiae。分别从以下几点开展工作阐述其耐受机制：（1）

选择了木质纤维素降解产生的 12 种典型酚类化合物用于研究和比较 Z. mobilis 和 S. 

cerevisiae 对酚类抑制物的耐受性；（2）对 Z. mobilis 和 S. cerevisiae 降解酚类抑制物的过

程进行定性定量分析，同时对降解动力学参数进行计算和比较；（3）利用 SEM、TEM

和荧光探针等手段从细胞形态和膜渗透性的角度分析和研究 Z. mobilis 对酚类抑制物的

耐受性机理。 

5.2  材料与方法 

5.2.1  实验材料 

5.2.1.1  原料与纤维素酶 



 

玉米芯残渣（CCR）木质纤维素组分及含量参照 4.2.1.1。其总酚含量 16.8 mg/g 干

物料，主要酚类抑制物：愈创木酚、2-糠酸、对香豆酸、对羟基苯甲酸和阿魏酸。纤维

素酶活性相关数据参照 2.2.1.1。 

5.2.1.2  实验试剂 

酚类化合物：2-糠酸、香草醇、对羟基苯甲醇、丁香醇、松柏醇、香草醛、对羟基

苯甲醛、丁香醛、愈创木酚、松柏醛、香草酸、对羟基苯甲酸、丁香酸、对香豆酸、肉

桂酸和阿魏酸均为分析纯购自 Sigma-Aldrich（美国，密苏里州）。其余生化试剂和化学

试剂参照附录 I。 

5.2.1.3 菌种和培养基 

运动发酵单胞菌 Zymomonas mobilis ZM4 (ATCC 31821)购自美国菌种保藏中心（美

国，弗吉尼亚州）。S.cerevisiae DQ1 信息参照 2.2.1.3。菌种分装在 2 ml 含有 30%（v/v）

甘油的冻存管中-80
o
C 条件下冷冻保藏。 

培养基： 

（1）RM 培养基：用于 Z. mobilis ZM4 种子培养，20 g/L 葡萄糖、10 g/L 酵母提取

物和 2 g/L KH2PO4； 

（2）Z. mobilis ZM4 发酵培养基：10 g/L 酵母提取物和 2 g/L KH2PO4； 

（3）S.cerevisiae DQ1 的种子培养基和发酵培养基参照 2.2.1.3； 

（4）抑制物培养基制备方法参照 4.2.1.3。 

5.2.2  仪器设备 

    所用主要仪器设备参照附录 II 

5.2.3  实验方法 

5.2.3.1  种子培养： 

Z. mobilis ZM4 种子培养：取一支保藏 Z. mobilis ZM4 的 2 ml 冻存管，在 37
o
C 快速

复苏。在超净工作台中将其接入事先灭菌的装有 20 ml RM 培养基的 100 ml 摇瓶中，置

于恒温培养箱，在 30
o
C、静置培养 20 h。以 10%（v/v）接种量将上述菌液转接到 200 ml 

RM 培养基中，在 30
o
C、静置培养 12 h。 

S. cerevisiae DQ1 种子培养具体方法参照 2.2.3.5。 

5.2.3.2  同步糖化与乙醇发酵（SSF） 

    SSF 过程具体操作步骤参照 2.2.3.6。 

5.2.3.3  抑制物条件下菌种培养： 

通过将 Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 分别在添加单一酚类抑制物的 RM 培养

基和合成培养基中培养，考察两种菌对酚类化合物的耐受性。酚类抑制物主要分为酚醛

和酚酸抑制物，其中酚醛抑制物：香草醛、对羟基苯甲醛、丁香醛、愈创木酚和松柏醛；

酚酸抑制物：香草酸、对羟基苯甲酸、丁香酸、对香豆酸、肉桂酸和阿魏酸。抑制物母

液配制方法参照 4.2.3.3。 

在 250 ml 摇瓶中添加 40 ml 灭菌的 RM 培养基或合成培养基（RM 培养基用于 Z. 
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mobilis ZM4 培养；合成培养基用于 S. cerevisiae DQ1 培养），然后添加一定量的酚类抑

制物母液，使培养基中酚类抑制物含量达到设定浓度。以 10%（v/v）接种量将活化的

Z. mobilis ZM4 或 S. cerevisiae DQ1 菌种转接入 RM 培养基或合成培养基。在 30
o
C 条件

下培养 24 h。Z. mobilis ZM4 静置培养，S. cerevisiae DQ1 在 150 rpm 震荡培养。 

在设定时间取 1 ml 样品在 11167×g 条件下离心 5 min。上清液用于 HPLC 分析葡

萄糖、乙醇和酚类抑制物浓度，菌体稀释后在 OD600 条件测定菌体浓度。每个抑制物浓

度条件进行两次平行试验，实验结果为两次检测的平均值。 

5.2.4  分析方法 

5.2.4.1  同步糖化与乙醇发酵（SSF）体系活菌个数测定： 

    由于 SSF 体系中含有大量木质纤维素固体物质，会影响吸光度测定菌体浓度的方法。

因此，在 SSF 体系中 Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 的细胞生长状况通过测定每毫

升发酵醪液中菌落形成单位（CFU）来间接表示。在设定时间从发酵罐中取 1 ml 发酵醪，

稀释 10
5
-10

6 倍。然后取 100 μl 稀释的发酵醪样品分别涂布在 RM 培养基或合成培养基

平板上。在 30
o
C 条件下培养 48 h 后，统计平板上 CFU 数量。细胞生长状况的结果为三

次平行实验的平均值。 

5.2.4.2  比生长速率计算： 

在抑制物培养基中，Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 的细胞生长状况通过比生长

速率表示。比生长速率计算公式[165]如（4-1）所示： 

μ = ln (xt/xc) / t                             (4-1) 

式中 μ 为对数生长期最大比生长速率，单位 h
-1；xt, xc 分别为 t 和 0 时刻菌体细胞生

物量，单位 g/L；t 为时间菌体生物量 xc 到 xt 的间隔时间，单位 h。Z. mobilis ZM4 菌体

生物量换算关系为 OD600 吸光值 1 对于 0.31 g/L 细胞干重。S. cerevisiae DQ1 菌体生物量

换算关系参照 4.2.1.3。 

5.2.4.3  HPLC 分析： 

葡萄糖、乙醇、乙酸、甲酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛浓度测定参照 2.2.4.7。 

5.2.4.4  酚类抑制物降解产物分析： 

Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 降解酚类抑制物得到的产物通过 GC-MS 和

HPLC 进行定性定量分析。GC-MS 检测方法参照 4.2.4.3。 

对羟基苯甲醛、香草醛、丁香醛和松柏醛及其降解产物羟基苯甲醇、香草醇、丁香

醇和松柏醇浓度利用配有日本岛津公司 SPD-20A 型 UV/Vis 检测器和日本 YMC 公司

YMC-Pack ODS-A 型色谱柱（150 mm × 4.6 mm）的 HPLC 检测。检测条件[166]：检测波

长为 270 nm，柱温箱温度 35
o
C，流动相洗脱液 A 为 0.1%甲酸水溶液，洗脱液 B 为乙腈，

流速 1.0 ml/min。梯度洗脱程序：洗脱液 B 在 4 min 内由 10%升至 35%，在 35%保持 11 

min，然后在 5 min 内由 35%升至 10%，在 10%保持 10 min。所有样品都要在 11167×g

条件下离心 5 min，取上清液经孔径为 0.22 μm 的滤膜过滤后进行稀释，进样量 20μL。 

5.2.4.5  酚类抑制物降解动力学参数计算： 



 

Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 降解酚类抑制物的生物降解反应符合一级反应

动力学方程（4-2）： 

[ ]
- [ ]

d C
r k C

dt
 

                                 （4-2） 

进一步整理转化形式得方程（4-3）： 

0ln[ ] ln[ ]C kt C  
                                （4-3） 

    式中 r 为降解速率，单位 mM/s；[C],[C]0分别为 t 和 0 时刻酚类抑制物的浓度，单

位 mM；k 为一级速率常数，单位 s
-1；t 反应时间，单位 s。 

5.2.4.6  菌体形态分析： 

Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 的菌体细胞形态分别利用扫描电子显微镜（SEM）

和透射电子显微镜（TEM）进行观察。 

SEM：菌体细胞在抑制物培养基或对照培养基中培养 8 h，取样在 5000×g 条件下离

心 10 min。用 0.05 M pH7.0 磷酸盐缓冲溶液将菌体细胞重新悬浮，用 2%的戊二醛固定

30 min。然后将固定的细胞依次置于乙醇浓度梯度溶液进行脱水（乙醇浓度分别为 10%、

20%、50%、75%、95%和 100%（v/v）乙醇溶液）。在每一个乙醇浓度下脱水 30 min。

然后将脱水后的细胞在室温下自然干燥，喷金处理。SEM 操作条件参照 2.2.4.6。 

TEM：第一次细胞固定处理方法基本与 SEM 的样品制备方法相似，然后将经过戊

二醛固定的样品在 2%的四氧化锇中进行后固定处理 1 h。然后利用乙醇浓度梯度法对样

品进行脱水。接下来分别对细胞样品进行包埋和切片。用微小的铜网装置将样品切片固

定，干燥环境下保存待测。菌体细胞样品超薄切片利用日本日立公司 Hitachi H-7650 型

TEM 进行观察，加速电压为 80 kV。 

5.2.4.7  外膜渗透性分析： 

外膜渗透性测定方法基于细胞对荧光染料 N-苯基-α-萘胺的摄入量进行检测[167]。Z. 

mobilis ZM4 细胞分别在含有阿魏酸的 RM 培养基和对照 RM 培养基中培养 8 h。取 1 ml

菌液在 7000×g 条件下离心 5 min。菌体用 0.05 M pH7.0 的磷酸盐缓冲液重新悬浮，稀释

菌体浓度至 OD600 为 0.5。用丙酮将荧光染料 N-苯基-α-萘胺溶解，加入到 1 ml 上述菌体

悬浊液中，保证待测溶液中 N-苯基-α-萘胺的浓度为 10 mM。取 100 μl 上述样品加入 96

孔板，利用美国BioTek Instruments公司Synergy H1型全功能酶标仪测定样品荧光强度。

激发和发射波长分别为 350 和 420 nm。所有外膜渗透性检测结果均为三次平行实验的平

均值。 

5.2.4.8  乙醇得率计算 

    发酵过程中乙醇得率的计算参照 2.2.4.8。 

5.3  结果与讨论 

5.3.1  Z. mobilis 和 S. cerevisiae 发酵富含酚类化合物的玉米芯残渣生产乙醇 

玉米芯残渣（CCR）中含有大量酚类化合物，总酚含量可达 16.8 mg/g 干物料，这

些酚类化合物大部分为一些微溶于水或不溶于水的酚类物质，包括愈创木酚、2-糠酸、
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对香豆酸、对羟基苯甲酸和阿魏酸[164]。当这些纤维素含量较高的 CCR 作为原料用于乙

醇发酵时，典型乙醇发酵菌酿酒酵母 S. cerevisiae DQ1 的乙醇生产速率受到明显抑制降

低到 0.61 g/L/h，这仅能达到以预处理玉米秸秆为原料时乙醇生产速率的 1/3
[164]。因此，

有必要寻找其他的乙醇发酵菌尝试利用这类含有酚类抑制物的木质纤维素原料发酵生

产乙醇。 
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图5.1  Z. mobilis ZM4 和S. cerevisiae DQ1利用CCR进行高固含量SSF 

Fig. 5.1  SSF of corncob residue by Z. mobilis ZM4 and S. cerevisiae DQ1 at high solids loading. (a) 30
o
C; 

(b) 37
o
C. The solids loading was 30% (w/w), the enzyme dosage was 15 FPU/g DM. The prehydrolysis 

was performed at 50
o
C and pH 4.8 for 12 h, then SSF was initiated at 30

o
C or 37

o
C at pH 5.5. The cell 

growth was represented by the colony-forming units (CFU) of the strains on petri dishes. 

 

利用工业玉米芯残渣作为原料在 30%固含量条件下进行同步糖化和乙醇发酵（SSF），

比较运动发酵单胞菌 Z. mobilis ZM4 和酿酒酵母 S. cerevisiae DQ1 在发酵过程中细胞生



 

长状况和发酵性能差异。结果如图 5.1 所示，Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 分别在

30
o
C 和 37

o
C 条件下获得最高的乙醇浓度，分别为 54.4 g/L 和 48.6 g/L（图 5.1 a, b）。同

步糖化和乙醇发酵（SSF）初始 12 h，Z. mobilis ZM4 在 30
o
C 和 37

o
C 分别达到 2.43 和

2.92 g/L/h 的乙醇生产速率，然而此时 S. cerevisiae DQ1 的乙醇生产速率只有 0.46 和 0.31 

g/L/h。两种菌株在 SSF 过程中的细胞生长情况由菌落形成单位（CFU）表示，Z. mobilis 

ZM4 的 CFU 在开始发酵很短时间内就能够达到 3×10
8 左右，这几乎比 S. cerevisiae DQ1

的 CFU 数量多一个数量级。如图 5.1b 所示，在 30
o
C 条件下进行 SSF 时，Z. mobilis ZM4

的细胞活性约为 2.5-3.0×10
8
 CFU，而在在 37

o
C 条件下，细胞活性会在发酵 48 h 后迅速

下降到 1.0×10
8
 CFU，这可能是由于 Z. mobilis ZM4 对较高的温度缺乏耐受性。当 Zhang

和 Lynd
[168]利用 Z. mobilis 8b 在 37

o
C 进行 SSF 时同样出现菌体活性降低的现象。另一方

面，无论是在 30
o
C 还是在 37

o
C 条件下，S. cerevisiae DQ1 细胞活性都会在发酵 36 h 后

出现迅速下降的现象，活菌数由 3.0×10
7 下降到 1.5×10

7，这有可能是由于 S. cerevisiae 

DQ1 受到酚类化合物抑制作用所致。 

在利用玉米芯残渣作为原料进行同步糖化和乙醇发酵过程中，其他发酵条件对 Z. 

mobilis ZM4 乙醇发酵性能的影响如图 5.2 所示。随着固含量由 20%提高到 30%（w/w），

乙醇得率浓度显著提高，而乙醇得率略有下降（图 5.2a）。当纤维素酶用量由 7.5 提高的

15 FPU/g 干物料时，乙醇浓度随之明显提高，由 30.5 提高到 51.3 g/L，但是继续提高到

30 FPU/g 干物料时，乙醇浓度提高并不明显（图 5.2b）。在 30
o
C 条件下乙醇的得率比

37
o
C 时略高一些，这可能是由于在 30

o
C 条件下 Z.mobilis ZM4 菌体活性较高（图 5.2c，

图 5.1b）。当 pH 控制在 5.0-5.5 条件下，乙醇的得率并没有发生明显的变化，这可能是

由于 Z.mobilis ZM4 对略现酸性的 pH 条件有比较广泛的适应性（图 5.2d）。当预糖化时

间分别为 3、12 和 24 h，初始葡萄糖浓度显著提高，分别为 47.8、69.8 和 87.4 g/L，但

是预糖化时间为 3 和 24 h 的两组在发酵结束时乙醇浓度没有明显变化，分别为 48.2 和

47.7 g/L（图 5.2e）。 
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图5.2  Z. mobilis ZM4在不同条件下利用玉米芯残渣进行同步糖化和乙醇发酵 

（a）固含量；（b）酶用量；（c）温度；（d）pH；（e）预糖化时间 

Fig. 5.2  SSF operation of corncob residue by Z. mobilis ZM4 at different fermentation parameters. The 

prehydrolysis was at 50
o
C and pH 4.8 for 12 h unless mentioned elsewhere. (a) Effect of solids loading. 

Solids loading of 20%, 25% and 30% (w/w), cellulase dosage of 15 FPU/g DM, 30
o
C, pH 5.5; (b) Effect of 

cellulase dosage. Cellulase dosage of 7.5, 15, 20, and 30 FPU/g DM. Solids loading of 30% (w/w), 30
o
C, 

pH 5.5; (c) Effect of SSF temperature. SSF at 30, 34, and 37
o
C. Solids loading of 30% (w/w), cellulase 

dosage of 15 FPU/g DM, pH 5.5; (d) Effect of pH. pH at 5.0, 5.2, and 5.5. Solids loading of 30% (w/w), 

cellulase dosage of 15 FPU/g DM, 30
o
C. (e) Effect of prehydrolysis time. Prehydrolysis for 3, 12, and 24 h. 

Solids loading of 30%, cellulase dosage of 15 FPU/g DM, 30
o
C, pH 5.5. 

 

因为相同固含量下工业玉米芯残渣能够糖化得到的葡萄糖总量是一定的，尽管初始

葡萄糖浓度随预糖化时间延长存在显著提高，但是在 SSF 阶段能够被水解的葡萄糖量将

会减少。因此三种不同预糖化时间条件最终得到的乙醇浓度比较接近。利用 S. cerevisiae

在不同预糖化时间条件下进行 SSF 时也会出现同样的现象[155]。综上所述，Z.mobilis ZM4

可以作为一个很好的选择用于发酵富含酚类化合物的木质纤维素原料生产纤维素乙醇。 

5.3.2  Z. mobilis 和 S. cerevisiae 对酚类抑制物的耐受性 

上述发酵结果说明 Z. mobilis ZM4 比 S. cerevisiae DQ1 更适应于工业玉米芯残渣这

种富含酚类抑制物的木质纤维素原料。为了挖掘导致这一现象的原因，进一步将 Z. 

mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 分别在含有单一酚类化合物的抑制物培养基中培养，考

察和比较两菌种对酚类化合物的生理反应。选择 12 种在预处理过程中由木质素降解产

生的常见酚类化合物作为模式酚类化合物，其中包括 5 种酚醛（对羟基苯甲醛、香草醛、

丁香醛、松柏醛和愈创木酚）及 7 种酚酸（对羟基苯甲酸、香草酸、丁香酸、对香豆酸、

阿魏酸、肉桂酸和 2-糠酸）[92, 146]。 
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 图 5.3  酚类化合物对 Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 生长和发酵的抑制作用 

（a, b）分别为酚醛和酚酸对菌体生长的影响；（c, d）分别为酚醛和酚酸对发酵性能的影响 

Fig. 5.3  Inhibition of phenolics on the growth behaviors and the ethanol fermentation of Z. mobilis ZM4 

and S. cerevisiae DQ1. (a) phenolic aldehydes on the growth behaviors; (b) phenolic acids on the growth 

behaviors; (c) phenolic aldehydes on the ethanol fermentation; (d) phenolic acids on the ethanol The data 

were the mean and standard deviation of the twice independent experiments. 

 

这些酚类抑制物对Z. mobilis ZM4和S. cerevisiae DQ1的比生长速率的影响如图5.3a

和 5.3b 所示。对于酚醛类抑制物，当对羟基苯甲醛、香草醛、愈创木酚、丁香醛和松柏

醛浓度分别为 0、0、0.6、1.2 和 0.15 g/L 时，Z. mobilis ZM4 的比生长速率受到抑制作

用，由对照组的 0.23 h
-1分别下降至 0.19、0.21、0.19、0.21 和 0.17 h

-1；而 S. cerevisiae DQ1

则在上述酚醛抑制物浓度分别为 0.15、0.3、0.15、1.2 和 0.15 g/L 时受到明显抑制作用，

其比生长速率由对照组的 0.25 h
-1 分别下降到 0.20、0.21、0.20、0.21 和 0.20 h

-1（图 5.3a）。

结果说明，与 S. cerevisiae DQ1 相比，Z. mobilis ZM4 对愈创木酚耐受性较强，而对香草

醛和对羟基苯甲醛的耐受性较弱，两菌株对丁香醛和松柏醛的耐受性基本相似。对于酚

酸类化合物，Z. mobilis ZM4 对所有考察的酚酸类抑制物的耐受性均强于 S. cerevisiae 

DQ1。当对羟基苯甲酸、香草酸、丁香酸、对香豆酸、阿魏酸和 2-糠酸为最高浓度时，

Z. mobilis ZM4 的比生长速率几乎没有受到抑制作用。只有当肉桂酸浓度为 0.3 g/L 时，

Z. mobilis ZM4 的比生长速率才会受到明显的抑制物，最终由 0.23 下降到 0.17 h
-1。然而

当香草酸、对香豆酸、肉桂酸、阿魏酸和 2-糠酸浓度为分别为 1.0、0.3、0.15、0.25 和

0.3 g/L 时，S. cerevisiae DQ1 的生长受到显著抑制作用，比生长速率由 0.25 h
-1 分别下降

到 0.13、0.10、0.0、0.13 和 0.12 h
-1（图 5.3b）。 

酚类抑制物对 Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 的乙醇生产速率的影响如图 5.3c

和 5.3d 所示。在酚醛类化合物存在条件下 Z. mobilis ZM4 乙醇生产速率比 S. cerevisiae 

DQ1 略高。当香草醛、丁香醛、松柏醛和愈创木酚浓度分别为 0.6、1.2、0.3 和 0.6 g/L

时，对 Z. mobilis ZM4 乙醇生产速率并没有明显的抑制作用，而此时 S. cerevisiae DQ1
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的乙醇发酵性能受到抑制，乙醇相对生产速率分别下降到 53.6%、88.7%、79.0%和 94.3%。

只有当对羟基苯甲醛浓度为 0.6 g/L 时，Z. mobilis ZM4 乙醇发酵性能受到显著抑制，而

对 S. cerevisiae DQ1 没有影响（图 5.3c）。对于酚酸类化合物，Z. mobilis ZM4 乙醇发酵

性能对所有考察的酚酸类抑制物的耐受性都强于 S. cerevisiae DQ1。当对羟基苯甲酸、

香草酸、对香豆酸、肉桂酸、阿魏酸和 2-糠酸浓度分别为 0.6、0.25、0.3、0.15、0.13

和 0.15 g/L 时，Z. mobilis ZM4 乙醇发酵性能没有受到任何影响，而此时 S. cerevisiae DQ1

的乙醇相对生产速率分别下降到 94.3%、92.1%、88.4%、0、93.9% 和 69.7%。其中肉

桂酸是一个非常典型的例子，当其浓度达到 0.6 g/L 时才会对 Z. mobilis ZM4 乙醇发酵性

能产生抑制作用，而对于 S. cerevisiae DQ1，最低的浓度的肉桂酸便使其乙醇发酵受到

完全抑制。丁香酸在 0-1.0 g/L 浓度范围几乎对两菌种没有抑制作用（图 5.3d）。 

上述结果表明，尽管两菌株对酚醛类抑制物的耐受性几乎相似，但是 Z. mobilis ZM4

对酚酸类抑制物的耐受性明显强于 S. cerevisiae DQ1。由于玉米芯残渣中检测到的酚类

化合物以酚酸为主，其中包括愈创木酚、2-糠酸、对香豆酸、对羟基苯甲酸和阿魏酸。

因此，能够进一步解释 Z. mobilis ZM4 在利用工业玉米芯残渣为原料时，其生长状况和

发酵性能均强于 S. cerevisiae DQ1 的现象。 

5.3.3  Z. mobilis 和 S. cerevisiae 对酚类抑制物的生物降解作用 

一般认为微生物对抑制物的耐受性主要来自于其对抑制物的降解能力，即能够将毒

性较强的抑制物降解为没有毒性或是毒性很弱的代谢产物[98]。因此，分别考察 Z. mobilis

和 S. cerevisiae 对上述 12 种模式酚类化合物的生物降解作用。结果如图 5.4 所示，Z. 

mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 将 5 种酚醛化合物中的 4 种降解，只有愈创木酚不能被

降解。对于酚酸化合物，Z. mobilis ZM4对所有的7种酚酸都没有降解能力，而S. cerevisiae 

DQ1 能够将阿魏酸和对香豆酸降解。 
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图 5.4  Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 对酚类化合物的生物降解 

（a）羟基苯基化合物；（b）丁香基化合物；（c, d, e）愈创木基化合物 

Fig. 5.4  Biodegradation profiles of phenolic compounds by Z. mobilis ZM4 and S. cerevisiae DQ1. 

p-Hydroxyphenyl compounds (H group): (a) p-hydroxybenzaldehyde, p-hydroxybenzoic acid and 

p-coumaric acid; Syringyl compounds (S group): (b) syringaldehyde and syringic acid; Guaiacyl 

compounds (G group): (c) vanillin, coniferyl aldehyde, guaiacol, and (d) vanillic acid, ferulic acid; Other 

aromatic acids: (e) cinnamic acid and 2-furoic acid. 

 

进一步通过 GC-MS 和 HPLC 对 Z. mobilis ZM4 降解酚醛化合物的代谢产物进行定

性定量分析。结果表明 Z. mobilis ZM4 能够在初始 12-24 h 内将对羟基苯甲醛、香草醛、

丁香醛和松柏醛降解为相应的酚醇类化合物（表 5.2 相应的谱图见附录 III 附图 3）。 

表 5.1  Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 的酚类化合物生物降解反应参数 

Table 5.1  Biodegradation of phenolic compounds by Z. mobilis ZM4 and S. cerevisiae DQ1. 

Phenolic compounds Concentration 

(mM) 

Rate constant k of phenolic biodegradation (1/s) 

Z .mobilis ZM4 S. cerevisiae DQ1 

Phenolic aldehydes    

p-hydroxybenzyl aldehyde 4.62 1.1710
-5

 2.6510
-5

 

vanillin 3.96 1.2610
-5

 7.7910
-5

 

coniferyl aldehyde 1.64 5.9510
-5

 5.8510
-5

 

guaiacol 12.10 - - 

syringaldehyde 4.91 0.6310
-5

 5.5410
-5

 

Phenolic acids    

p-hydroxybenzoic acid 9.35 - - 

p-coumaric acid 2.94 - 1.1710
-4

 

vanillic acid 5.95 - - 

ferulic acid 2.49  2.9110
-4

 

syringic acid 2.99 - - 

cinnamic acid 1.01 - - 

2-furoic acid 5.54 - - 

-: not detected. 



 

 

 

根据一级降解速率动力学模型对上述酚类化合物降解反应进行了动力参数计算。结

果如表 5.1 所示，与 S. cerevisiae DQ1 相比，Z. mobilis ZM4 对香草醛和丁香醛的降解速

率较慢，Z. mobilis ZM4 对香草醛和丁香醛的降解速率常数分别为 1.2610
-5 和 0.6310

-5
 

s
-1，而 S. cerevisiae DQ1 降解这两种抑制物的速率常数分别为 7.7910

-5 和 5.5410
-5

 s
-1。

另外两菌对松柏醛和对羟基苯甲醛的降解速率基本相似，Z. mobilis ZM4 对松柏醛和对

羟基苯甲醛的降解速率常数分别为 5.9510
-5和 1.1710

-5
 s

-1，S. cerevisiae DQ1 降解这两

种抑制物的速率常数分别为 5.8510
-5 和 2.6510

-5
 s

-1。 

 

表 5.2  GC-MS 对酚醛类化合物生物降解产物进行定性分析 

Table 5.2  GC-MS analysis of phenolic compounds from biodegradation by Z. mobilis ZM4. 

Phenolic compounds Structures 
Trimethylsilylated phenolic compounds 

RT (min) MW Quantification ions 

p-Hydroxybenzyl aldehyde 
CHOHO

 

12.44 194 89,121,151,179,194 

p-Hydroxybenzyl alcohol 
HO

OH 

14.64 268 73,147,179,208,268 

Vanillin 

HO CHO

H3CO

 

15.14 224 73,91,151,194,224 

Vanillyl alcohol 

HO

OH

H3CO

 

16.72 298 147,179,209,268,298 

Syringaldehyde 

HO CHO

H3CO

H3CO  

17.59 254 96,153,181,224,254 

Syringyl alcohol 

HO

OH

H3CO

H3CO  

18.64 328 147,209,239,298,328 

Coniferyl aldehyde 

HO

CHO

H3CO

 

19.48 250 102,166,192,220,250 

Coniferyl alcohol 

HO

H3CO OH

 

20.69 324 131,204,235,294,324 

*RT-retention time, MW-molecular weight 

 

上述结果表明，Z. mobilis ZM4 具有原位脱毒的能力，能够将酚醛类化合物降解为

毒性较低的相应的酚醇类化合物，这可能是由于 Z. mobilis ZM4 体内具有 NAD(P)H 依

赖型的醇脱氢酶能够将酚醛化合物还原为相应的酚醇化合物[169]，但不能将玉米芯残渣

中含有的酚酸类化合物降解。因此，Z. mobilis ZM4 的生物降解能力只能说明其具有对

酚醛类化合物的耐受性，而并不能解释其在含有酚酸类抑制物的培养基中或工业玉米芯
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残渣中所表现出的优异发酵性能。 

5.3.4  细胞结构形态对菌体酚酸耐受性的影响 

革兰氏阴性菌的外膜结构在有害化合物存在下能够起到选择性屏障的作用[170]。为

了寻找 Z. mobilis ZM4 对酚酸类化合物具有很强耐受性的原因，于是通过扫描电子显微

镜（SEM）和透射电子显微镜（TEM）对 Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 在有无酚

酸作用下的细胞表面形态和细胞膜微观结构形态进行观察。尽管上述两菌株对肉桂酸耐

受性的差异最为明显，但肉桂酸并不像阿魏酸那样广泛存在于植物细胞壁中，在化学或

生物预处理过程中释放出来，因此选择阿魏酸作为一种模式酚酸类化合物用于上述研究。 

 

 

图 5.5  Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 在有无阿魏酸作用下的 SEM 和 TEM 图像 

Fig. 5.5  SEM and TEM images of Z. mobilis ZM4 and S. cerevisiae DQ1. (a-d) SEM images of Z. mobilis 

ZM4 and S. cerevisiae DQ1 with and without ferulic acid, respectively; (e-h) TEM images of Z. mobilis 

ZM4 and S. cerevisiae DQ1 with and without ferulic acid. 

 

结果如图 5.5 所示，Z. mobilis ZM4 的 SEM 图像表明在没有阿魏酸胁迫下，细胞呈

现正常的细胞大小和光滑的表面结构形态（图 5.5a）。当 Z. mobilis ZM4 在含有阿魏酸培

养基中培养后，细胞之间出现明显的粘联并且细胞表面变得粗糙伴有大量的细小凸起

（图 5.5b）。另一方面，对于 S. cerevisiae DQ1 的 SEM 结果，在有无阿魏酸存在的条件

下 S. cerevisiae DQ1 的细胞外观形态没有明显变化（图 5.5c, d）。 

对于 TEM 观察，与没有阿魏酸胁迫作用下的 Z. mobilis ZM4 细胞相比，在含有阿

魏酸的培养基中生长的细胞外表面明显变得更加粗糙，外膜厚度显著增加，由 30-35 nm

增加到 50-55 nm，结构更加紧密，外膜上小的凸起变得更加密集突出（图 5.5 e, f）。而

对于 S. cerevisiae DQ1，在没有阿魏酸作用下生长的酵母细胞中能够明显的观察到细胞



 

 

 

壁和细胞膜结构，其中细胞壁结构紧密，厚度在 105-107 nm。而在阿魏酸胁迫下的酵母

细胞中最明显的变化是细胞膜消失，细胞壁变得膨胀松散，厚度为 167 nm（图 5.5 g, h）。 

上述结果表明，Z. mobilis ZM4 在阿魏酸作用下细胞表面和外膜结构发生了明显的

变化，对于阿魏酸这类疏水性分子，这些变化可能为细胞提供了有效的渗透性屏障作用

以及保持细胞外膜结构稳定的作用[170]。在 Z. mobilis ZM4 细胞表面明显增多的小凸起可

能是脂多糖在细胞外膜上积累所致[122, 125, 171]。脂多糖是革兰氏阴性菌特有细胞外膜的主

要组成部分，当细胞外界存在化学胁迫环境时，这些脂多糖形成的凸起会明显增加并且

变得比较紧密[122]。而对于 S. cerevisiae DQ1 在阿魏酸胁迫作用下，细胞壁变得松散和细

胞膜消失等胞内微观结构的变化可能是由于酚酸类化合物对酵母细胞壁有渗透作用，并

且能够破坏细胞膜的完整性，最终导致胞内质子梯度紊乱从而影响细胞的正常生长[106, 

172]。S. cerevisiae DQ1 在含有酚酸类化合物的抑制物培养基和工业玉米芯残渣发酵体系

中表现出生长和发酵性能变差的原因可能是由于其细胞形态和结构发生了显著变化所

导致。 
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图 5.6  阿魏酸对 Z. mobilis ZM4 外膜渗透性的影响 

Fig. 5.6  Effect of ferulic acid on the outer membrane permeability of Z. mobilis ZM4. Condition: 250 mL 

flask containing 40 mL of the rich medium with 0.5, 1.0, and 2.0 g/L of ferulic acid, 10% (v/v) inoculation 

ratio, at 30
o
C for 8 h. The cells were harvested, rinsed, and resuspended in 0.05 M sodium phosphate buffer 

(pH 7.0) to an OD600 of 0.5. NPN was added to the cell suspension, and then the fluorescence of sample 

was monitored at 420 nm for 120 min. Each value represented the mean of triplicate measurements, and the 

deviation from the mean was below 5%. 

 

    为了考察在阿魏酸存在的环境中 Z. mobilis ZM4 细胞外膜的渗透性屏障功能，以荧

光染料 N-苯基-α-萘胺作为探针通过分析细胞摄入染料后产生的荧光强度分析评价菌体

细胞外膜渗透性的差异。由于 N-苯基-α-萘胺在水相溶液中具有很低的荧光量子产量，

而当其进入细胞生物膜的疏水性环境中则会产生很高的荧光强度。因此，根据染料进入
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细胞后产生的荧光强度和增加速率来反映细胞外膜渗透性的变化[167]。结果如图 5.6 所示，

在含有 0.5 和 1.0 g/L 阿魏酸的抑制物培养基中培养 8 h 的 Z. mobilis ZM4 细胞表现出很

低的荧光强度，基本与未添加阿魏酸的对照组相似，这说明细胞外膜在上述酚酸环境中

保持着很低的渗透性。然后当 Z. mobilis ZM4 在培养基中阿魏酸浓度为 2.0 g/L 条件下培

养 8 h 后，其细胞外膜渗透性出现明显提高。上述结果表明较低的阿魏酸浓度（低于 1.0 

g/L）不会对 Z. mobilis ZM4 细胞外膜渗透性造成明显的影响，而当较高浓度的阿魏酸存

在时可能会对其外膜的完整性造成破坏。因此，Z. mobilis ZM4 细胞外膜结构对酚酸类

化合物起到的渗透屏障作用可以进一步解释 Z. mobilis ZM4 对酚酸类化合物具有较强耐

受性的表现，而且提供一种强大的非常有潜力的乙醇发酵菌，能够利用含有酚类抑制物

的木质纤维素原料生产纤维素乙醇。 

5.4  小结 

本章研究发现利用含有酚类化合物的玉米芯残渣作为原料进行高固含量同步糖化

与乙醇发酵时，运动发酵单胞菌 Z. mobilis ZM4 的细胞生长和乙醇发酵性能均强于酿酒

酵母 S. cerevisiae DQ1。为进一步验证此现象，选择预处理过程中木质素降解产生的 12

种常见酚类抑制物作为模式化合物考察 Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 对酚类化合

物的耐受性。结果表明 Z. mobilis ZM4 对酚醛类化合物的耐受性与 S. cerevisiae DQ1 相

似，但是对酚酸类化合物，特别是玉米芯残渣中存在的酚酸具有很强的耐受性。为了深

入探究其对酚类化合耐受性的机理，分别考察了 Z. mobilis ZM4 对酚类化合物的生物降

解能力和细胞膜渗透屏障功能。结果表明 Z. mobilis ZM4 对酚类化合物的耐受机理主要

在于能够将酚醛类化合物原位生物降解以及对酚酸类化合物的疏水性屏障作用（图 5.7）。 

 

 

图 5.7  Z. mobilis ZM4 对酚类化合物的耐受机理示意图 

Fig. 5.7  Schematic diagram of tolerance to phenolic compounds by Z. mobilis ZM4 

 

本章主要结论如下： 

（1）利用富含酚类化合物的工业玉米芯残渣作为原料在 30%（w/w）固含量条件

下进行 SSF，Z. mobilis ZM4 的细胞生长（2.8×10
8
 CFU/ml）和乙醇发酵性能（54.42 g/L）

均强于 S. cerevisiae DQ1（细胞生长状况为 2.9×10
7
 CFU/ml，乙醇浓度 48.6 g/L）。 



 

 

 

（2）考察其他发酵条件对 Z. mobilis ZM4 利用工业玉米芯残渣进行 SSF 的影响，

在固含量为 30%（w/w），纤维素酶用量为 15 FPU/g 干物料，温度 30
o
C，pH5.5，预糖

化时间为 12 h 条件下，得到较好的乙醇发酵结果。此时乙醇浓度为 54.4 g/L，相应得率

为 47.7%。 

（3）Z. mobilis ZM4 的细胞生长状况和乙醇发酵性能对酚醛类化合物（对羟基苯甲

醛、香草醛、丁香醛、松柏醛和愈创木酚）的耐受性与 S. cerevisiae DQ1 基本相似。Z. 

mobilis ZM4 的细胞生长状况和乙醇发酵性能所有 7 种酚酸类化合物除了肉桂酸外均有

很强的耐受性，特别是对工业玉米芯残渣中存在的 2-糠酸、对羟基苯甲酸、对香豆酸和

阿魏酸有很强的耐受性，而 S. cerevisiae DQ1 对大部分酚酸化合物耐受性差。 

（4）通过 GC-MS 检测发现，Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 能够将 4 种酚醛

化合物，对羟基苯甲醛、香草醛、松柏醛和丁香醛降解为毒性相对较弱的相应的酚醇化

合物，相对于的降解反应速率常数分别为 1.17、1.26、5.95 和 0.63×10
-5。说明 Z. mobilis 

ZM4 可能存在非特异性 NAD(P)H 依赖型醇脱氢酶能够将酚类化合物还原为酚醇。 

（5）通过 SEM 和 TEM 观察发现在含有阿魏酸的环境中生长的 Z. mobilis ZM4 细

胞表面会变得比较粗糙，伴有大量的小突起，而且细胞之间出现粘附现象，而 S. cerevisiae 

DQ1 的细胞膜消失，细胞壁变得膨胀松散。Z. mobilis ZM4 外膜上大量的凸起是脂多糖

在外膜上大量积累产生的，它对疏水性物质起到渗透屏障的作用。 

（6）通过荧光染料 N-苯基-α-萘胺作为探针分析阿魏酸对 Z. mobilis ZM4 细胞外膜

屏障功能的影响，发现较低的阿魏酸浓度（低于 1.0 g/L）不会对 Z. mobilis ZM4 细胞外

膜渗透性造成明显的影响，而当较高浓度的阿魏酸存在时可能会对其外膜的完整性造成

破坏。 
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第 6 章  结论与展望 

6.1  结论与创新点 

    通过生物炼制技术将木质纤维素为原料转化为燃料乙醇及其他大宗化学品的过程

与传统糖基平台发酵工艺存在三个本质的差异，分别是木质纤维素原料的预处理、纤维

素酶解糖化以及发酵微生物对木质纤维素来源抑制物的耐受性。本论文针对木质纤维素

生物炼制技术中纤维素糖化和抑制物耐受性展开以下研究工作：首先，通过两步稀酸处

理工艺对木质纤维素原料进行预处理和拆分实现纤维素和半纤维素的综合利用；其次，

分别从预处理秸秆组织结构和超分子结构水平对酶解过程中木质纤维素颗粒分布变化

规律进行了探究；再次，利用玉米芯工业残渣为原料生产纤维素乙醇时，发现其中含有

水溶性较低的酚类抑制物，并通过进化适应策略提高酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae

对酚类抑制物的耐受性；最后，发现一种对酚类化合物具有很强耐受性的运动发酵单胞

菌 Zymomonas mobilis ZM4，并对耐受性机理进行了初探。 

6.1.1  结论 

（1）通过干式稀酸预处理和稀酸“后水解”处理相结合的工艺，对小麦秸秆木质纤维素

组分进行拆分和综合利用，能够将半纤维素和纤维素分别转化为木糖和乙醇，进而分别

回收。通过干式稀酸预处理能够有效的破坏小麦秸秆木质纤维素结构，并使半纤维素转

化为可溶性木糖寡糖和单糖；稀酸“后水解”处理能够将预处理浆液中剩余的木聚糖和寡

糖进一步转化为单糖，不仅实现木糖的充分转化，而且降低木寡糖对纤维素酶的抑制；

通过同步糖化和发酵将纤维素转化为乙醇，依次对乙醇和木糖进行分离，从而实现纤维

素和半纤维素的综合利用。 

（2）发现预处理秸秆在酶解过程中平均粒径分布变化呈现特有的规律：酶解初始阶段

粒径迅速下降，随后保持在 20-30 μm 基本不变。从秸秆组织结构形态和组成分析，粒

径迅速下降可能是由于大颗粒外层的薄壁组织快速酶解和内部维管束被酶切断所致；粒

径基本保持不变阶段可能是由于大颗粒酶解后产生的大量微管状纤维颗粒在酶解过程

中保持结构形态和组分不变所致。其中粒径分布趋于 20-30 μm 基本不变的现象与木质

素含量较高的微管纤维结构有关，木质素不仅能够阻碍纤维素的降解，而且能够起到支

撑作用，在酶解过程中保持微管结构的完整。另外预处理强度能够显著影响这种结构的

颗粒尺寸。预处理能够使微管纤维横截面产生结构松散的“位错”区域，随着预处理强

度增强产生“位错”部位的间隔缩小，而纤维素酶会首先选择这种区域将长纤维束切断

成短小的纤维管状颗粒。 

（3）发现一种非常有潜力的木质纤维素原料玉米芯工业残渣，其纤维素含量很高，且

酶解前无需预处理。但是这种原料含有大量水溶性差的酚类化合物，主要包括：2-糠酸、

阿魏酸、对香豆酸、愈创木酚和对羟基苯甲酸，并且对酿酒酵母 S. cerevisiae DQ1 的细

胞生长和乙醇发酵性能有很强的抑制作用。开发了一种进化适应策略，通过将 S. 



 

 

 

cerevisiae DQ1 在玉米芯残渣水解液的浓度梯度培养基中进行一系列培养提高其对抑制

物的耐受性。利用高固含量的玉米芯工业残渣进行同步糖化与乙醇发酵时，经过进化适

应策略培养的 S. cerevisiae DQ1 表现出优异的细胞生长状况和乙醇发酵性能，最终在 5 L

和 50 L 发酵体系中均能够得到超过 7%（v/v）的乙醇浓度，相应得率可达 55.7%。能够

大大降低后续的乙醇精馏成本。 

（4）利用含有酚类化合物的玉米芯工业残渣作为原料进行高固含量同步糖化和乙醇发

酵时，发现运动发酵单胞菌 Z. mobilis ZM4 的细胞生长和乙醇发酵性能明显强于 S. 

cerevisiae DQ1。进一步比较 Z. mobilis ZM4 和 S. cerevisiae DQ1 对 12 种常见酚类化合物

的耐受性，发现 Z. mobilis ZM4 对酚醛类化合物的耐受性与 S. cerevisiae DQ1 基本相似，

但是对酚酸类化合物，特别是玉米芯工业残渣中存在的酚酸类物质具有很强的耐受性。

分别从抑制物降解和细胞膜屏障两方面分析发现，Z. mobilis ZM4 对酚类化合物的耐受

机理在于能够通过原位脱毒将酚醛类化合物转化为低毒性的酚醇化合物，其独特的细胞

外膜结构对酚酸类化合物具有疏水性屏障作用。 

6.1.2  创新点 

（1）开发了一种新型的木纤维素拆分工艺，适用于资源丰富的秸秆类木质纤维素原料。

通过两步干式稀酸处理不仅能够利用纤维素组分进行酶解糖化发酵乙醇，而且能够有效

的将半纤维素转化为木糖并回收。实现了木质纤维素多组分向高附加值产品转化的综合

利用，避免了传统生物炼制工艺中半纤维素组分的浪费。 

（2）发现预处理秸秆在酶解过程中颗粒平均粒径变化存在普遍性规律。分别从秸秆植

物组织结构及成分和木质纤维素超分子结构进行多尺度分析产生酶解过程粒径变化规

律原因。探究了木质素成分对维持微管纤维结构的作用，首次发现干式稀酸预处理能够

使微管纤维产生结构松散、容易酶解的“位错”区域。 

（3）利用一种纤维素含量高且无需预处理的木质纤维素原料玉米芯残渣进行同步糖化

与乙醇发酵。首次对玉米芯工业残渣中含有的酚类化合物进行了定性分析，进一步阐述

了这些的微溶于水或不溶于水的酚类化合物积累的原因，并考察了其对酿酒酵母 S. 

cerevisiae DQ1 的抑制作用。开发了一种简单便捷的短期驯化菌种的策略，能够有效的

提高 S. cerevisiae 对抑制物的耐受性。在发酵前无需对玉米芯工业残渣原料进行脱毒处

理，菌种也能够保持很好的活性和乙醇发酵性能。 

（4）运动发酵单胞菌 Z. mobilis 普遍被认为是一种抑制物耐受性差的乙醇发酵菌，但是

本论文发现 Z. mobilis ZM4 自身对酚类抑制物具有独特的耐受作用，特别对酚酸类抑制

物有很强的耐受性。发现了 Z. mobilis ZM4 具有的原位脱毒能力，并对其生物降解反应

动力参数进行计算分析。利用扫描和透射电子显微镜等直观可视化手段对菌体细胞微观

形态分析，发现了 Z. mobilis ZM 外膜的脂多糖层结构的应激变化。利用荧光探针方法考

察了酚酸抑制物对 Z. mobilis ZM 外膜渗透性的影响，进一步揭示了 Z. mobilis ZM4 对酚

类抑制物的耐受机理。 

6.2  展望 
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本论文分别从木质纤维素原料预处理和拆分、纤维素酶解过程粒径分布变化规律以

及对木质纤维素来源酚类抑制物的应对策略等生物炼制技术中的关键问题进行了分析

研究。提出了一些新的工艺策略、发现了一些新的现象、解决了一些问题，并且对一些

现象和机理进行了合理的解释。但是上述研究仍然存在一些工作有待于进一步展开研究。 

（1）在木质纤维素原料组分拆分过程中，如何通过合理的处理方法和控制条件实现纤

维素结构的破坏和抑制物水平的有效控制。以及如何降低水解产生的木糖在整个拆分过

程中的损失。本论文的拆分方法只对木质纤维素中的纤维素和半纤维素组分进行了有效

利用，而对于木质素的分离和回收还有待于进一步的研究。 

（2）预处理后的秸秆在酶解后产生大量的直径为 10-20 μm，长度为 20-30 μm 的微管纤

维。这些微管纤维中木质素含量较高，有一定的刚性和强度，另外由于纤维素酶的作用

使其表面层次丰富。具有作为催化剂载体的潜在特性。可以从生物材料方面进一步展开

研究。 

（3）尽管经过短期的三步驯化策略能够有效的提高 S. cerevisiae 对抑制物的耐受性，但

是每次发酵前都需要对菌种进行驯化操作，由于短期的进化适应策略并不能获得对抑制

物耐受性稳定遗传的基因脱变株。因此有必要尝试通过长期的反复驯化和筛选获得一株

遗传性状稳定的抑制物耐受性突变株。 

（4）目前对于玉米芯残渣中存在的酚类化合物种类只能进行定性分析，而定量分析只

能做到总酚含量的测定。由于酚类化合物在水中溶解度较低，所以水解液中检测的到酚

类化合物的浓度并不能反映同步糖化和乙醇发酵发酵体系中各种酚类化合物的真实浓

度。因此需要进一步开发一种有效的分析方法用于检测发酵体系中各种酚类化合物的浓

度。这将对木质纤维素原料中酚类抑制物的分析以及抗性菌的研究有重要作用。 

（5）本论文仅从微生物对酚类抑制物的生理应激、代谢产物和细胞膜结构形态等方面

揭示了 Z. mobilis ZM4 对酚类抑制物的耐受机理。有待于从抑制物代谢路径、相关酶的

调控机制以及细胞膜组分变化等方面进行深入探讨。 
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附录 I  主要试剂 

试剂 规格 生产厂家 

酵母提取物 生化试剂 安琪酵母股份有限公司 

酵母提取物 生化试剂 牛津公司（OXOID LID） 

硫酸 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

氢氧化钠 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

磷酸氢二钾 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

七水合硫酸镁 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

硫酸铵 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

碳酸钙 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

柠檬酸 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

柠檬酸钠 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

二甲基亚砜 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

甲酸 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

马来酸 分析纯 阿拉丁试剂有限公司（上海） 

双(三甲基硅烷)三氟乙酰胺 分析纯 美国 REGIS 科技公司 

葡萄糖 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

木糖 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

无水乙醇 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

甘油 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

糠醛 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

5-羟甲基糠醛 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

2-糠酸 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

香草醇 分析纯 梯希爱(上海)化成工业发展有限公司 

对羟基苯甲醇 分析纯 梯希爱(上海)化成工业发展有限公司 

丁香醇 分析纯 梯希爱(上海)化成工业发展有限公司 

松柏醇 分析纯 梯希爱(上海)化成工业发展有限公司 

香草醛 分析纯 Sigma-Aldrich（美国） 

对羟基苯甲醛 分析纯 Sigma-Aldrich（美国） 

丁香醛 分析纯 Sigma-Aldrich（美国） 

愈创木酚 分析纯 Sigma-Aldrich（美国） 

松柏醛 分析纯 Sigma-Aldrich（美国） 

香草酸 分析纯 Sigma-Aldrich（美国） 

对羟基苯甲酸 分析纯 Sigma-Aldrich（美国） 

丁香酸 分析纯 Sigma-Aldrich（美国） 

对香豆酸 分析纯 Sigma-Aldrich（美国） 

肉桂酸 分析纯 Sigma-Aldrich（美国） 

阿魏酸 分析纯 Sigma-Aldrich（美国） 
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附录 II  仪器设备 

仪器名称 型号 生产厂家 

核酸蛋白质分析仪 DU-800 美国 Beckman Coulter 有限公司 

超纯水机 Milli-Q Synthesis 德国 Merck Millipore（美国）公司  

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州苏洁净化 

隔水式恒温培养箱 DK-8D 上海一恒科学仪器 

气浴摇床 SDC-6 宁波新芝生物科技有限公司 

高效液相色谱 LC-20AT 紫外检测器 日本岛津公司 

高效液相色谱 LC-20AD 示差检测器 日本岛津公司 

台式离心机 5415R 德国 Eppendorf 公司 

三联发酵罐 BIOTECH-3BG-5L 上海保兴生物设备工程有限公司 

50L 发酵罐 50 L 上海保兴生物设备工程有限公司 

压榨机 无型号 上海大张环保设备有限公司 

预处理蒸汽发生器 HX-36D-2.5 上海华征特种锅炉制造有限公司 

螺带搅拌式预处理反应器 PCF20-1.6 烟台科立化工设备有限公司 

磨浆机 DSX-32S  江苏启东市东盛化工机械厂 

旋转蒸发仪 N-1001 上海大研仪器有限公司 

马弗炉 SX2-2.5-10 上海博迅实业有限公司医疗设备厂 

低温冷却循环泵 DLSB-10/20 上海鹰迪仪器设备有限公司 

超高速离心机 J-26 美国 Beckman Coulter 有限公司 

超低温冰箱 Forma-86C 美国 Thermo Fisher Scientific 公司 

pH 计 PHS-3C 上海仪电科学仪器股份有限公司 

真空干燥箱 DZF-6050B 上海一恒科学仪器 

水浴恒温摇床 HZ-9212S 江苏华利达 

粉碎机 SF 上海科太粉碎设备厂 

分样筛 20-600 目 上海丰行筛网制造有限公司 

自动灭菌锅 YXQ-LS-75SII 上海博迅实业有限公司 

 

  



 

 

 

附录 III  酚类化合物质谱图 

 

 
附图 1  玉米芯残渣水解液 GC-MS 总离子色谱图 
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附图 2.  玉米芯残渣中酚类化合物质谱图 

（a）2-糠酸；（b）愈创木酚；（c）对羟基苯甲酸；（d）对香豆酸；（e）阿魏酸 
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附图 3.  酚类化合物降解产物硅烷化处理后的 GC-MS 图谱 
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    在本论文撰写完成之际，向那些曾经给予帮助、支持和鼓励的老师、同学和朋友们

敬上我衷心的感谢。 

首先，非常感谢我的导师鲍杰教授，本论文的全部研究工作得以顺利完成与他的悉

心指导密不可分。从论文的选题、实验的设计、问题的解决，到论文的每个章节内容的

撰写、修改和发表都凝聚着他的辛劳和汗水。鲍老师治学严谨，待人热情和善。他渊博

的学识、开阔的研究视野和活跃的思维方式使我受益匪浅；他孜孜不倦的敬业精神和实

事求是的科研作风令我终生难忘。这些科研素养和能力是我学习的榜样，将一直激励我

在今后的科研工作中不断前进。谨在此论文完成之际，向尊敬的鲍老师致以感激和敬意。 

其次，要感谢的是张建和高秋强两位老师，他们在科研和生活中给我很多帮助和支

持。当我在实验中遇到问题时，他们能够提出很多的宝贵意见。另外，要感谢易霞博士，

我们的实验课题存在一些交集，在与她讨论时总能获得一些新的启发和帮助。还要特别

感谢我的室友王高磊博士，虽然我们不是一个专业，但在涉及有机化学方面的问题上总

能给我提出很多有效的建议。在此一并表示感谢。 

此外，要感谢生物炼制课题组中关心和帮助我的所有同学，包括博士研究生罗紫臣、

何燕青、王霞、张宏森、王娟、刘刚、高小创、邵帅和韩昫身；硕士研究生包艳文、崔

振阳、方镇宏、涂毅、安瑞鑫、刘阳、孟佼、冉红、吴倩、肖雁秋、张龙平、雷成、刘

克、孙娇娥、张鹏、周平平、刘婷和邱忠洋，以及其他师弟师妹们。其中特别感谢何燕

青、赵凯、国立浩和王玉梅在我刚进入实验室接触发酵操作时给予的耐心帮助和指导。

在此感谢你们陪伴我度过这四年的博士学习生活。 

最后我要感谢我的家人，没有你们的支持和无私的奉献就没有我今天的一切。 

 

                                                         顾翰琦 

2015.4.20  
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