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干法生物炼制技术生产高浓度纤维素乙醇的同步糖化与共发酵研究 

摘要 

    利用干法生物炼制技术（DMBP）生产纤维素乙醇具有低能耗、低水用量、低废水

产生的优点，能够实现木质纤维素生物炼制效率的最大化。干法生物炼制过程中每一步

操作都是在高生物质固含量的条件下进行的，具体来说 DMBP 技术首先是从高固含量

的干式稀酸预处理（DDAP）开始，70%（w/w）固含量的初始木质纤维素原料经过干式

稀酸预处理变成了固含量为 50%（w/w）的物料，在预处理过程中水（蒸汽）的消耗极

低且无废水产生；预处理后的木质纤维素物料进行下一步的干法生物脱毒技术以快速、

完全的去除主要抑制物，在这一过程中无需水的输入也不会产生废水。然后利用经过干

式稀酸预处理以及固态生物脱毒后的物料在高固含量的条件下（25%-35%）进行同步糖

化与共发酵（SSCF）。为了提高纤维素乙醇对于玉米乙醇的竞争力，必须进一步提高乙

醇的发酵浓度和得率，并选择高性能、低成本的商业纤维素酶。 

本文第一部分选取了五种不同来源的木质纤维素原料，包括农业废弃物类型的玉米

秸秆、小麦秸秆、水稻秸秆，制糖工业废弃物类型的甘蔗渣，林业废弃物意大利白杨木

屑分别进行干法生物炼制生产纤维素乙醇。在最优的预处理和生物脱毒条件下，以

Saccharomyces cerevisiae DQ1 为发酵菌株，在 30%固含量，15 FPU/g DM（DM：干物

料）的酶用量下五种原料玉米秸秆、水稻秸秆、小麦秸秆、甘蔗渣、木屑的乙醇产量为 

56.8 g/L、58.5 g/L、65.4 g/L、64.5 g/L、54.7 g/L。这五种原料虽然存在着较大的不同但

都能满足工业化应用过程中高浓度发酵的需要，这为之后的商业化生产纤维素乙醇提供

了广泛的原料来源以及地域范围。 

本文第二部分研究以五种木质纤维素原料进行同步糖化与共发酵生产纤维素乙醇，

预处理后的物料中含有大量的木糖，Saccharomyces cerevisiae XH7 是一株能够利用木糖

的菌株。最终通过优化发酵条件，获得了超高的纤维素乙醇浓度：经过预处理和生物脱

毒后的麦秆在 35%（w/w）固含量、15 mg protein/g cellulose 的酶用量下得到了 101.1 g/L

（12.8% v/v）的超高乙醇浓度，且乙醇得率和木糖转化率分别为 74.8%，73.9%；预处

理、脱毒完后的玉米秸秆在 30%（w/w）固含量、10 mg protein/g cellulose 的低纤维素酶

用量下得到了最具经济效益的乙醇浓度 85.1 g/L（10.8% v/v），且达到了较高的乙醇得率

和木糖转化率分别为 84.7%，87.7%。 

本文第三部分选取中国工业酶市场上三种主要的纤维素酶产品，评估了它们作为生

物炼制过程中木质纤维素转化为高浓度乙醇生物催化剂的能力。三种纤维素酶分别为诺

维信（北京）的 Cellic CTec 2.0、蔚蓝（青岛） LLC 4、# 7（购买自中国工业酶生产商），

运用标准的方法测定了三种纤维素酶的滤纸酶活、纤维二糖酶活、总蛋白含量。利用三
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种纤维素酶在高固含量、低酶用量的条件下进行酶解和发酵，虽然不同的酶水解效率有

较大差异但是三种纤维素酶在合适的酶用量下都能有较好的乙醇发酵结果，总的来说不

同的酶具有不同的活力、纤维素水解得率、乙醇发酵能力，而这三种工业纤维素酶产品

都能够应用于纤维素乙醇商业化生产过程中。 

本论文通过上述研究，确定了干法生物炼制技术能够很好的以这五种木质纤维素原

料进行纤维素乙醇的生产；此外通过同步糖化与共发酵达到了超高的纤维素乙醇浓度；

确定了三种工业纤维素酶都能够应用于纤维素乙醇商业化的生产过程中。这些结果将为

干法生物炼制技术生产纤维素乙醇产业化发展提供强有力的理论依据。 

关键词：木质纤维素；纤维素乙醇；工业纤维素酶；干法生物炼制技术；同步糖化与共

发酵 
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Simultraneous Saccharification and Co-fermentation for Production of 

High Titer Cellulosic Ethanol from Lignocellulose by Dry Milling 

Biorefinery Processing 

Abstract 

    Dry milling biorefinery processing (DMBP) were applied into cellulosic ethanol 

production for the purpose of maximizing the biorefining efficiency of lignocellulose by 

minimizing energy consumption, fresh water input, and waste water generation. The biomass 

solids loading of the typical lignocellulose feedstocks is maximized at each step of the 

biorefining processes. The DMBP starts with the “dry” dilute acid pretreatment (DDAP) with 

the initial solids of 70% (w/w) and the pretreated solids of 50% (w/w) with minimum water 

(steam) input and zero wastewater generation. The pretreated lignocellulose is fed to the “dry” 

biodetoxification for the fast and complete removal of inhibitors with no water input and output. 

The “dry” pretreated and biodetoxified lignocellulose is consequently fed to the “dry” 

hydrolysis and fermentation by simultaneous saccharification and co-fermentation (SSCF) with 

very high solids content (up to 25-35%). In addition, in order to improve the competitiveness 

of cellulosic ethanol for corn ethanol, must improve the titer and yield of cellulosic ethanol, and 

choose high performance, low cost industrial cellulase enzyme. 

    The first part of this thesis is selected five different lignocellulose feedstocks, including 

the agricultural waste type of corn stover, wheat straw, rice straw, sugar industry waste type of 

sugarcane bagasse, forestry waste of Italian poplar wood chip were carried out to produce 

cellulosic ethanol by DMBP. At the optimal pretreatment and biodetoxification conditions, use 

Saccharomyces cerevisiae DQ1, at the moderate cellulase dosage (15 FPU/g Dry Matter) and 

high solids loading (30%, w/w), the final ethanol titer was 56.8 g/L, 58.5 g/L, 65.4 g/L, 64.5 

g/L, 54.7 g/L, for corn stover, rice straw, wheat straw, sugarcane bagasse, poplar wood chip, 

respectively. These five feedstocks all well met the high fermentation titer required for 

industrial applications although with observable differences, which provides a wider range of 

raw materials and geographical scope for commercial production of cellulosic ethanol. 

    The second part of this thesis is use five lignocellulose feedstocks to produce cellulosic 

ethanol by simultaneous saccharification and co-fermentation, pretreated material contains a 

large amount of xylose, Saccharomyces cerevisiae XH7 is a xylose utilizing yeast strain. Finally, 

by optimizing the fermentation conditions, the record high cellulosic ethanol performance was 

obtained: wheat straw feedstock achieved the maximum ethanol titer of 101.1 g/L or 12.8% 

(v/v) with the ethanol yield of 74.8% and the xylose conversion of 73.9% at the moderate 

cellulase dosage (15 mg proteins/g cellulose) and high solids loading (35%, w/w); corn stover 
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achieved the most economically beneficial ethanol titer of 85.1 g/L or 10.8% (v/v) with the 

overall conversion ratio of 84.7% and xylose conversion of 87.7% at the low cellulase dosage 

(10 mg protein /g cellulose) and high solids loading (30%, w/w).  

    The third part of this thesis is three major cellulase enzyme products available on the 

Chinese industrial enzyme market were selected and evaluated as the biocatalysts for the 

biorefining process of lignocellulose biomass into high titer ethanol. The cellulase enzymes 

included Cellic CTec 2.0 from Novozymes (Beijing), and LLC 4 from Vland (Qingdao), and # 

7 (purchased from an industrial enzyme maker). The detailed assay on the filter paper activity, 

the cellobiase activity, and the total protein content of the enzymes were conducted according 

to the standard protocols. When the cellulase enzymes were applied to the practical hydrolysis 

and ethanol fermentation operation under the conditions of high solids and low range of 

cellulase dosage, the hydrolysis yield shows the significant difference and the difference was 

narrowed in the final ethanol yield. The commercially available cellulase enzymes showed the 

different performance in the activities, the cellulose hydrolysis yield, and the ethanol 

fermentation yield based on the protein dosage per gram of cellulose of corn stover. In general, 

the industrial cellulase products are satisfactory to be applied into the practical cellulosic 

ethanol production in commercial scale. 

Conclusively, these five feedstocks all well met the high fermentation titer required for 

industrial applications although with observable differences, In addition, the high cellulosic 

ethanol performance was obtained by simultaneous saccharification and co-fermentation, the 

three industrial cellulase products are satisfactory to be applied into the practical cellulosic 

ethanol production in commercial scale. These results could provide a strong theoretical basis 

for the industrial development of cellulosic ethanol production by dry biorefining technologies. 

Key words: lignocellulose, cellulosic ethanol, Industrial cellulase enzyme, dry biorefining 

technologies, simultaneous saccharification and co-fermentation 
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第 1 章  绪论 

1.1  前言 

目前在全球范围内能源问题成为各国发展和稳定的基础，能源问题与民生问题、

环境问题、科技发展的进步息息相关；但是随着石油、天然气等不可再生资源的日益

枯竭，以及由于燃烧化石燃料带来的大气环境问题（雾霾、温室化效应），促使国家和

社会将能源发展和规划的重心放在了可再生能源的开发和利用上[1]。燃料乙醇（体积浓

度达到 99.5%以上的无水乙醇）是一种高辛烷值、可再生性的液体燃料，本身可以作

为一种优良的燃料，其次更为重要的是它可以作为汽油的改良剂，添加 10%燃料乙醇

能够提高汽油的内氧含量使汽油充分燃烧，降低一氧化碳和碳氢化合物的排放从而达

到节能环保的目的[2]。燃料乙醇主要分为第一代和第二代两种，一代燃料乙醇是以糖质

和淀粉质作物为原料，二代燃料乙醇是以木质纤维素为原料生产的纤维素乙醇。一代

乙醇的生产会出现与人、畜争粮的问题，在我国生产燃料乙醇的同时会得到相应补助

以及免税政策，企业生产粮食乙醇的利润较大，除了利用陈粮之外玉米等当年收获的

新粮也被用于燃料乙醇的生产，这样会导致国内玉米价格上涨使得养殖业所需要的饲

料玉米成本上升，从而不利于国民经济的发展。 所以近年来国家鼓励二代燃料乙醇的

研究与发展，2016 年 12 月 5 日，国家能源局发布《生物质能发展“十三五”规划》，规

划在加快生物液体燃料示范和推广建设重点中明确提出：推进燃料乙醇推广应用，大

力发展纤维素乙醇；十三五期间生物液体燃料新增投资约 180 亿元，预计 2020 年生物

质能合计可替代化石能源总量约 5800 万吨[3]。《生物质能发展“十三五”规划》的出台，

为纤维素乙醇在车用乙醇汽油和航空燃油等领域中的应用提供了指引。 

木质纤维素主要是由纤维素、半纤维素、木质素组成，利用木质纤维素生产纤维

素乙醇的主要步骤包括：木质纤维素的预处理、预处理后物料中抑制物的脱除、物料

的酶解糖化、发酵、乙醇的分离和纯化。为了提高纤维素乙醇对于玉米乙醇的竞争

力，不仅要实现纤维素乙醇有利可图的生产目标，更为重要的是要提高纤维素乙醇的

生产技术，使得低能耗、低废水排放成为纤维素乙醇生产的风向标，这不仅关乎到降

低成本的问题，更为重要的是要贯彻可持续发展的理念。所以纤维素乙醇的生产的每

一步都至关重要，必须把低能耗、低废水排放作为技术开发的基调，这样才能真正的

利用好我国是个农业大国、生物质分布密度大的优势来造福社会。 

干法生物炼制技术是由本实验室开发的一种全程低能耗、低废水排放、高效率的

纤维素乙醇生产技术，主要包括：干式稀酸预处理技术、生物脱毒技术、同步糖化与

共发酵技术（SSCF）以及一些辅助的生产工艺流程；主要原理：在稀酸和高温、高压

的催化下木质纤维素原料中半纤维素降解成可利用的木糖，半纤维素的降解使得木质
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纤维素的结构变得松散，有利于后续纤维素酶与纤维素的结合使得糖化更加彻底；稀

酸预处理后物料中影响发酵的抑制物通过生物脱毒法去除，得到的物料在螺带式搅拌

桨生物反应器中进行 SSCF。 

干法生物炼制技术的开发已经基本完全，利用该项技术生产高浓度纤维素乙醇的

技术则需要进一步的研究；玉米秸秆在干法生物炼制的研究中已经得到了较为成熟的

结果，但生物质的多样性则要求生物炼制技术能够适应于多种木质纤维素原料，此外

必须提高纤维素乙醇的发酵浓度来提高其相对于玉米秸秆的竞争力，这也是本文研究

的两个主要内容。而本章内容对生物炼制技术以及纤维素乙醇生产技术进程展开综

述。 

1.2  木质纤维素原料的性质与运用 

1.2.1  木质纤维素的化学、物理性质 

木质纤维素是一种未被广泛利用的且最为丰富的生物质资源，木质纤维素原料是

农业、林业、种植业的副产物，所以获取大量的木质纤维素原料不会改变原有的土地

的种植方式。木质纤维素主要有纤维素、半纤维素、木质素以及其他的可溶性组分组

成[4]，对这三种组分有效的利用是提高纤维素乙醇商业化生产经济可行性的重要保证。

在自然界中除了棉铃，大部分的木质纤维素的结构都是纤维素嵌入在半纤维素和木质

素组成的规则聚合物的基质中。纤维素是葡萄糖通过 β-1,4-糖苷键连接在一起的线性间

同立构聚合物，而纤维素聚合度是指纤维素分子中葡萄糖分子的数量[5]；半纤维素是

D-木糖，L-阿拉伯糖，D-甘露糖，D-葡萄糖，D-半乳糖和 D-葡萄糖醛酸组成的支链杂

聚物；木质素主要由香豆醇，松柏醇和芥子醇三种酚类物质聚合而成。在不同的植

物，木材组织和细胞壁层中纤维素、半纤维素、木质素的比例是不同的。 

 

图 1.1  木质纤维素的结构说明[6] 

Fig1.1  Diagrammatic illustration of the framework of lignocellulose. 
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木质素具有复杂的疏水性是一种交联的芳香族聚合物，它的存在会干扰木质纤维

素的水解反应。如图 1 所示是木质纤维素主要结构示意图，纤维素链被填充到通过氢

键稳定的微原纤维中，这些微原纤维与半纤维素、不同糖的无定形聚合物以及其它聚

合物（果胶）彼此连接并被木质素覆盖。存在于半纤维素-木质素基质中的纤维素微原

纤维通常以束或大原纤维的形式结合。结晶纤维素中单个微原纤维的分子被如此紧密

地包裹着，不仅是酶分子甚至是小分子物质如水都不能进入这复杂的晶体结构中，这

就是纤维素的结晶度；微纤维的一些部分具有不规则的非晶体结构，称为非晶体区域

[7]，高分子量和有序的三级结构使天然木质纤维素不溶于水，纤维素的结晶区比无定形

区更耐生物降解。具有低聚合度、低结晶度的纤维素将更容易受到纤维素酶的水解作

用，纤维素的分离和降解是决定纤维素聚合度和结晶度的关键步骤[8]。此外在木质纤维

素酶解过程中，酶分子首先要扩散到底物表面或进入内部孔道才能发生作用；因此，

底物的可接触表面积（包括内、外表面积）是影响酶解效率的一个关键因素。天然纤

维素具有的高聚合度、高结晶度的结构特点，导致了在自然条件下木质纤维素很难较

快的被降解利用，所以必须通过一些化学和物料的木质纤维素预处理手段才能够降低

木质纤维素的聚合度、结晶度，从而增加纤维素的可接触面积，暴露出纤维素链的还

原末端，使得纤维素酶更容易与纤维素结合，增强酶解效果。 

1.2.2  中国木质纤维素原料的分布 

中国是农业大国，主要的经济性作物种类多、分布广，玉米、水稻、小麦是我国

的三大主要粮食作物，玉米在我国种植面积最大分布最广，主要分布在东北、华北和

西南地区，种植面积达 37123.39 千公顷，年产量达 21564.63 万吨；水稻主要集中分布

在我国东北地区、长江流域、珠江流域，种植面积达 30309.87 千公顷，粮食年产量达

20650.74 万吨；小麦主要分布在我国的东北平原、华北平原，种植面积达 24069.42 千

公顷，春小麦、冬小麦总年产量达 12620.84 万吨；其他的经济型作物如甘蔗，主要分

布在我国台湾、广东、广西、福建、四川、 云南六省，种植面积达 1760.45 千公顷，

年产量达 12561.13 万吨；以上数据均来源于中华人民共和国国家统计局 2014 年农作物

产量统计数据[9]。 

丰富的农产品的种植必然会导致农业废弃物的大量生产，包括各类秸秆以及棉

花、大豆等植物的茎秆、榨糖之后的甘蔗渣等，玉米、水稻、小麦的草谷比（农作物

废弃物与谷物颗粒的重量比）分别是 2.0、1.0、1.17[10]，根据 2014 年这三种粮食作物

的产量可以粗略估算出玉米秸秆的年产量 43129.26 万吨，水稻秸秆的年产量为

20650.74 万吨，小麦秸秆的年产量是 28161.22 万吨，这三种主要秸秆的总年产量理论

可以达到 9 亿吨。对于秸秆以及其他木质纤维素的利用主要分为五个方面：秸秆可以

用作动物的饲料、用秸秆燃烧发电、用于纸浆和造纸、用于菌菇的生长基质、直接在

田地里焚烧、用于生产纤维素生物燃料、生物柴油等。 
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图 1.2  中国主要农作物秸秆的分布图[10] 

Fig.1.2  Map of total collectable output of agricultural crop residues in China.  

1.2.3  木质纤维素的预处理 

合适的预处理技术是木质纤维素转化为纤维素乙醇的关键步骤，预处理主要的作

用就是实现生物质主要组分的溶解或分离，从而打破木质纤维素的结构有利于后续的

酶解；预处理的目的不单单是实现结构的破坏，应该更多的综合考虑原料的适应性问

题，后续酶解和发酵的可行性问题，能耗和污染问题以及大规模操作的可行性以及成

本问题。能够实现商业化的预处理技术应该具备的优势有：预处理过程的能耗和成本

低，对环境以及大气污染小，原料的选择更为广泛，预处理的操作简便生产周期短，

预处理的效果明显且产生的抑制物少、或者有对应的去除抑制物的方法；除了这些之

外还可以考虑几个其他因素，包括预处理过程中高附加值副产品（如木质素和蛋白

质）的回收，预处理催化剂的循环和废水、废气的处理[11]。 

木质纤维素主要的预处理方法包括生物法、机械法、化学法、以及各种方法的组

合[12, 13]；在大多数木质纤维素预处理过程中都需要通过机械的手段来减小生物质的颗

粒尺寸。预处理过程运用到的机械法主要：球磨法[14]、照射法（使用 γ 射线，电子

束，微波辐射等）和挤压法，通过机械法可以降低纤维素的结晶度和生物质的聚合度

以及纤维原料的粒度从而改善传质传热，增加纤维素的可接触表面积，促进纤维原料

的酶解效应。机械法对于木质素含量高的硬木类原料处理效果差，且处理过程中所需

的能耗高。 

木质纤维素预处理所采用的化学法主要是利用稀酸、稀碱、以及一些强氧化剂

（双氧水等）[15]或者有机溶剂（异丙基苯磺酸钠 NaCS、二甲苯磺酸钠 Na-X 等）[16]对

木质纤维素结构中的某些组分进行溶解或分离；其中从经济可行性的角度考虑稀酸、

稀碱的方法更具有实际意义。酸法预处理的主要机理是半纤维素在酸解的作用下降解
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成单糖，从而半纤维素从生物质中脱除，纤维原料的晶体结构打破变得多孔疏松，使

得纤维素酶能够与纤维素接触并降解成为葡萄糖[17]。而稀碱预处理则利用的是木质素

可以溶解于碱性溶液的特点，木质素的脱除，使得生物质结构膨胀增加内、外表面积

从而促进酶水解反应[18]。碱法预处理的优点在于反应条件温和、不易产生有毒抑制

物，但是对木质纤维素结晶度破坏程度低，导致酶解效率偏低，而酸法预处理处理效

果好，但木质素脱除效果差且容易产生抑制物影响发酵。 

木质纤维素生物降解法主要运用白色，棕色，软腐真菌以及细菌来改变生物质的

化学组成或者物理结构，使得生物质更易于纤维素酶的降解。白腐真菌被认为是生物

分解木质纤维素最有前景的菌株，它能够降解木质素组分，分泌的木质素分解酶类主

要有：木素过氧化物酶、锰过氧化物酶和漆酶[19]。生物降解木质纤维素没有化学要

求、能耗低、条件温和、环境友好[20, 21]；但是也有较为明显的缺点：处理非常缓慢，

需要大量的空间和条件控制，此外白腐真菌除了降解木质素之外还会进一步降解半纤

维素和纤维素[22]，所以生物降解法很难具有商业可行性。 

较多的预处理技术都是采用化学和物理结合的方法；蒸汽爆破、氨纤维膨爆、热

水预处理以及微波预处理技术。蒸汽爆破预处理主要原理是生物质在高温饱和蒸汽的

条件下维持一段时间（160-260℃，0.69-4.83Mpa）然后突然降低压力使得生物质经历

爆炸性减压的过程从而达到破坏木质纤维素的结构[23-25]，此外在高温高压的条件下，

半纤维素可以自产酸溶解自身的可溶性低聚物组分，实现半纤维素的降解[26]。氨纤维

膨爆（AFEX）也是一种蒸汽爆破预处理技术其主要原理是：木质纤维素在高温高压下

暴露于液氨一段时间，然后突然降低压力；典型的 AFEX 条件是每公斤干物料需要 1-

2kg 液氨，在 90℃下处理 30 分钟[27]。经过 AFEX 处理后的木质纤维素，纤维素去晶体

化，半纤维素的乙酰基的去除导致半纤维素的解聚，其次会引起木质素络合物的连接

键（C-O-C）的断裂，从而达到木质纤维素的结构的破坏利于酶解。AFEX 对于软木类

木质纤维素有较好的处理效果，但是硬木类处理效果较差；AFEX 处理后的木质纤维

素不会产生影响发酵的抑制物，所以物料不需要经过水洗直接可以用于发酵；预处理

之后的氨必须实现循环利用以降低成本、保护环境，于是开发出了氨再循环渗透法

（ARP）氨水（10-15%）在高温的条件下以一定的速率通过生物质，然后实现氨的回

收利用[28]；氨的价格以及氨的回收利用成本一直是 AFEX 成本较高的主要因素。 

微波预处理的原理：在微波辅助离子液体（酸、碱、H2O2）预处理体系中，微波

显著加强了纤维素在离子液体中的溶解性，同时也减小了纤维素的聚合度[29]。热水预

处理是利用在高压的条件下升高水的温度但始终保持液体状态的水来蒸煮木质纤维素

原料，半纤维素在预处理过程中被降解成单糖存在于液体中，纤维素在后续的酶解过

程中也可以达到较高的得率，并且热水预处理过程中产生很少的抑制物组分，对后续

的发酵影响较小[30]。热水预处理主要的缺点是产物浓度较低，大量的水输入会稀释戊
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糖的浓度，增加物料的比重会降低预处理效果并且增加抑制物糠醛（Furfural）的含

量。 

1.2.4  纤维素乙醇与粮食乙醇的比较 

纤维素乙醇是指利用自然界广泛存在的木质纤维素这种生物质原料，通过一定的预

处理方法打破木质纤维素的结构，在酶的作用下将纤维素水解成可利用的糖类物质，然

后在乙醇发酵菌株的作用下实现乙醇的生产。纤维素乙醇技术，是一种高端的清洁能源

技术，因为它可以被用来替代传统的粮食乙醇技术，利用地球上广泛存在的纤维素质生

物原料生产清洁的乙醇燃料，被寄予了很高的期望。纤维素乙醇目前只能够作为清洁燃

料来代替部分化石燃料，并不能够食用。粮食乙醇主要是利用生物质中植物的果实部分

进行乙醇的发酵和生产，植物的果实部分存在着天然的易被利用的糖类物质，主要包括

淀粉类、多糖类物质，可以作为食用以及燃料乙醇使用。玉米乙醇是我国主要的燃料乙

醇生产方式，主要生产技术流程包括：玉米粒经过粉碎后，再在液化酶的作用下进行蒸

煮糊化，然后在糖化酶的作用下实现单糖的产生，使用耐受性高工业发酵菌株进行燃料

乙醇的生产最后通过蒸馏得到高纯度的燃料乙醇。 

纤维素乙醇和玉米乙醇存在一定的差异，首先是原料方面：木质纤维素成本低、易

获得、储量大，但是堆积密度小；玉米粒成本较高，原料生产周期长，且存储成本较高，

堆积密度大；其次是主要成本方面：纤维素乙醇主要的成本体现在木质纤维素的预处理

步骤以及纤维素酶的使用成本；而玉米乙醇成本主要是原料，玉米粒是我国动物饲料的

主要组成部分，利用玉米生产燃料乙醇会占用粮食资源，不利于可持续发展；从环境保

护以及可持续发展方面考虑，不同的预处理方法会对纤维素乙醇的生产过程中环境产生

不同影响，目前大部分的预处理方法存在着水耗大、污染较大的问题，为了实现可持续

发展必须是在节能环保的前提下开展纤维素乙醇的生产，而玉米乙醇的生产技术较为成

熟产生的污染小；从副产物方面比较，纤维素乙醇生产过程主要副产物是木质素可以进

行高分子材料的合成、以及可以利用玉米芯生产木糖醇等，玉米乙醇生产过程中可以获

得可使用的玉米油、以及酒糟用于动物饲料等，副产物价值高。 

1.3  干法生物炼制技术的建立 

1.3.1  干式稀酸预处理的发展 

干法生物炼制技术主要包括干式稀酸预处理技术、生物脱毒技术、高固含量发酵

技术；传统的稀酸预处理是利用稀酸溶液在较高的液固比的条件下（6:1~10:1）[31]通过

高温处理木质纤维素，来破坏原料的结构实现后续纤维素的较好酶解。半纤维素在稀

酸的处理下能够降解为木糖，从而破坏生物质的结构，暴露更多的纤维素与酶的结合

位点。多种稀酸溶液都可作为预处理的优良选择，硫酸价格低、效果好是较为合适的

选择[32]。虽然经过酸预处理的木质纤维素能够达到较好的效果，但是传统的预处理液
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固比高，半纤维素生产的木糖大部分存在于液体中，回收较为困难，会造成大量的废

水排放。所以需要实现高固含量的稀酸预处理技术[33]。 

干式稀酸预处理技术是本实验室开发的零废水、低能耗的预处理技术，干物料与

硫酸溶液的比例为 2:1，预处理的方法是先加入物料然后加入酸液到装备有螺带式搅拌

桨的预处理反应器中通入蒸汽在 175℃下处理 5 分钟；最后得到的物料含水率只有

45%左右，物料呈蓬松干爽的颗粒纤维状；半纤维素的转化率能够达到 85%左右，且

分解得到的木糖也存在于预处理后的物料中，不会造成损失[34]。高固含量的预处理技

术操作简便，环境压力小，能耗、水耗低，此外更为重要的是为后续高固含量的发酵

提供了可能。 

1.3.2  抑制物干法生物脱毒技术 

在稀酸预处理过程中，生物质的三种主要组分：纤维素、半纤维素、木质素在高温

条件下由于稀酸过度催化的作用下生成不同种类的抑制物对后续的酶解、发酵产生影响。

抑制物主要分为三类[35, 36]：第一类呋喃类抑制物是由半纤维素过度降解产生的糠醛、纤

维素过度降解产生的 5-羟甲基糠醛（5-hydroxymethylfurfural, 5-HMF），第二类是乙酰基

水解产生的乙酸、糠醛、5-HMF 进一步反应生成的甲酸和乙酰丙酸等有机酸类，第三类

是由木质素降解产生的酚醛、酚醇、酚酸类抑制物；产生的抑制物的浓度与原料的种类、

自身的组分比例、以及预处理的强度有较大的关系。脱毒的步骤是必不可少的，脱毒的

方法主要分为物理、化学、生物法；物理法是水洗、活性炭吸附[37, 38]；化学法石灰过碱

化[39]；生物法则是利用微生物代谢抑制物，以及酶降解抑制物的方法[40]。许多微生物都

能够利用预处理过后产生的抑制物组分，包括酵母、真菌、细菌；由于白腐真菌能够降

解木质素，所以真菌类被较早的应用于生物脱毒的尝试中。里氏木霉菌在含有 2.6 g/L 乙

酸、0.1 g/L 糠醛、0.2 g/L 羟甲基糠醛的水洗液发酵 6 天后将乙酸降解完全，而两种主要

的呋喃类衍生物，只有 30%的降解率，脱毒过程并不完全，但仍然对后续的乙醇发酵的

产率和得率提高了 3 倍和 4 倍[41]。其它一些酵母、细菌等都能在液体环境中对抑制物组

分进行部分降解，但效果都不理想且周期长。本课题组通过在预处理秸秆中筛选得到一

株煤油真菌 Amorphotheca resinae ZN1[42]，它能够在干式稀酸预处理后的高固含量的物

料中生长并且实现对抑制物的降解；本实验室以该菌株为脱毒菌株开发出了两种脱毒方

式一种是固态的静态脱毒法，另一种是固态的快速脱毒法[43]，区别是后一种是在特定的

生物脱毒反应器内进行，在通气的情况下实现脱毒过程的加速实现。Amorphotheca 

resinae 最早被用于降解航空煤油污染的菌种，有较强的烃类化合物的降解能力，使得糠

醛、5-HMF、乙酸也能够进入该菌的中心碳代谢过程；此外在固态条件下菌体生长更为

旺盛，菌体优先利用物料中呋喃类、有机酸类抑制物，利用快速生物脱毒法能够控制脱

毒速率的加快，并保留大量的木糖以及可利用的糖类物质，为后续的生物转化提供更多

的可利用的底物浓度。 
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1.3.3  高固含量同步糖化与发酵（SSF）的实现 

木质纤维素在经过预处理以及脱毒步骤，可以用于各类的生物转化实验；主要发酵

方式有：分步糖化与发酵（Separate Hydrolysis and Fermentation ，SHF）、同步糖化与发

酵（ Simultaneous Saccharification and Fermentation ， SSF ）、同步糖化与共发酵

（Simultaneous Saccharification and Co-fermentation，SSCF）；分步糖化发酵是指物料的

糖化与发酵分步进行，每个步骤都能在最优的条件下进行。例如 NREL 利用去乙酰基机

械磨浆的方法对玉米秸秆进行预处理然后利用立式滚筒糖化罐对物料进行糖化，在 28%

的固含量条件下糖化 120 h 得到了 230 g/L 的总糖（纤维素、半纤维素的转化率都在 85%

左右），然后以能够利用葡萄糖、木糖、阿拉伯糖进行共发酵的菌株 Zymomonas mobilis 

13-H-9-2 共发酵 50 h 得到 86 g/L 的乙醇[44]。分步糖化存在的缺点是会造成机器占用场

地的增加，此外高固含量的糖化会造成糖化底物对纤维素酶活力的抑制，以及发酵初始

葡萄糖浓度过高也会对菌体的生长、耗糖以及乙醇的生产有抑制作用。为了节约生产空

间以及解除糖抑制作用必须实现物料的糖化与发酵的一体化，同步糖化与发酵（SSF）

指的是酶与物料的糖化以及发酵菌株将糖转化为乙醇这两步反应发生在同一生物反应

器中。SSF 的实现需要考虑糖化和发酵各自最适温度、pH 的整合和控制。对于一些耐受

高温的发酵菌株酶解与发酵都能够较好的进行，而一些发酵温度较低的菌株则可能会延

长发酵时间以实现纤维素的高水解得率。此外高固含量的 SSF 则需要考虑的更多，超过

15%固含量的 SSF 酶与底物的混合会成为最为关键的问题，一般的混合搅拌很难达到较

好的糖化效果，而本实验室设计的新型螺带式搅拌桨生物反应器在 15%-30%干式稀酸

预处理的玉米秸秆条件下也能实现较好的糖化与发酵。在较高的固含量条件下 25%-30%，

本课题组采用预糖化的方法首先降低物料的粘度实现较好的传质传热，以及发酵初始葡

萄糖浓度的提供，然后接入发酵菌株开始 SSF；在 7、30FPU 每克干物料的酶用量下得

到 40.0 g/L、64.6 g/L 的乙醇浓度[45]。而本文研究的主要路线之一就是利用五种木质纤

维素原料，以干法生物炼制技术为背景进行高固含量的纤维素乙醇发酵，探究不同原料

的干式稀酸预处理效果以及生物脱毒的可行性，以及高固含量 SSF 的差异。 

1.3.4  高固含量同步糖化与共发酵（SSCF）的研究 

同步糖化与共发酵（SSCF）是利用富含木糖的木质纤维素原料生产乙醇的良好选择，

能够利用葡萄糖、木糖、以及其它多种糖类的共发酵菌株是同步糖化的关键因素之一。

而乙醇的野生型发酵菌株通常不具备利用木糖以及其它多种糖类的能力，所以需要通过

遗传改造获得性能优良的共发酵菌株。木质纤维素预处理过程中产生的抑制物会影响共

发酵菌株的生产和耗糖，而利用稀碱脱除乙酰基会有效避免乙酸的生成然后利用机械磨

浆提高木质纤维素的表面积增加纤维素酶和半纤维素酶结合位点；处理后的物料葡萄糖

酶解得率达到 78-84%，木糖 71-77%，共发酵菌株 Z.mobilis 8b 在 20%固含量的糖化液

中发酵，结果显示在前 20 h 几乎所有的糖都基本消耗完，乙醇浓度达到 70 g/L 得率为
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90%[46]。此外葡萄糖对于木糖的利用也会产生较大的抑制作用，主要归咎于木糖与葡萄

糖之间的竞争性抑制作用，木糖的吸收也是依靠己糖转运家族[47]。尤其是在高固含量的

条件下，高浓度的葡萄糖会对木糖的利用产生很大抑制作用，所以需要通过一些发酵策

略的调整来促进木糖的吸收利用；在较低固含量下或者预处理过程中木糖存在于液体组

分中采用木糖预发酵的方法使得木糖优先被利用然后将入纤维素酶使得菌体利用葡萄

糖[48]；此外分批补加物料、酶使得纤维素的糖化缓慢进行，从而降低葡萄糖的浓度使得

木糖的利用抑制作用减弱[49]；通过提高发酵菌体接种量的方法也能够提高木糖的利用率。

本研究的主要路线之一也是通过发酵过程的优化，提高 Saccharomyces cerevisiae XH7 同

步糖化与共发酵的能力，以五种木质纤维素为原料生产高浓度纤维素乙醇。 

 

图 1.3  干法生物炼制主要技术流程 

Fig.1.3  Main technical process of Dry Milling Biorefinery Processing. 

1.4  本文的研究目的及技术路线 

为了实现干法生物炼制生产高浓度纤维素乙醇的商业化，本文分别展开了如下研

究：首先选取五种不同的木质纤维素原料：农业废弃物玉米秸秆、麦秆、水稻秸秆，

制糖工业废弃物甘蔗渣，林业废弃物木屑分别进行干式稀酸预处理，探究干式稀酸预

处理对于不同原料的适用性问题，此外进一步探究各种原料最优的预处理条件以利于

后续的生物脱毒以及利用 Saccharomyces cerevisiae DQ1 的同步糖化与发酵（SSF），最

终得出干法生物炼制技术对于不同原料是否具有普遍适用性。然后以共发酵菌株

Saccharomyces cerevisiae XH7 利用五种预处理后且经过合适的快速脱毒的木质纤维素

物料进行同步糖化与共发酵（SSCF）的研究，通过优化预处理条件、脱毒条件、以及

发酵策略来提高菌株利用葡萄糖和木糖进行共发酵的能力，此外也通过提高固含量、

提高菌株活性、提高酶用量等方法来提高最终纤维素乙醇的浓度，从而提高纤维素乙
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醇对于玉米乙醇的竞争力。最后为了适应工业化生产的需要，测试不同来源的商品纤

维素酶的酶活，以及纤维素酶糖化能力的差异，此外比较不同纤维素酶在 SSCF 过程

中对纤维素的水解能力以及菌体生长和发酵能力的影响，以及比较不同酶用量下 SSCF

的差异，得出不同酶的 SSCF 过程中的最适的酶用量，以及各种商业酶糖化和发酵性

能差异，为干法生物炼制技术生产高浓度纤维素乙醇商业化的实现提供可靠的技术支

持和实际依据。     
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第 2 章  利用不同木质纤维素原料同步糖化与发酵(SSF)生产纤维素乙醇 

2.1  引言 

纤维素乙醇被认为是最有前途的生物燃料，但是在当前石油价格低的情势下，实现

真正商业化需要纤维素乙醇的生产达到较高的收益，并且能够与玉米乙醇进行竞争以共

享生物燃料乙醇的市场。然而，目前由于技术的不成熟以及生产成本高的原因，用于生

产纤维素乙醇的生物炼制技术仍然处于起步阶段，仅有少数在美国和欧洲的工厂进行着

纤维素乙醇的生产[50 -52]。一方面，基于纤维素的预处理、水解以及发酵的生物质转化技

术水平仍远低于玉米乙醇转化技术，目前生物炼制技术得到的纤维素乙醇的发酵浓度最

大仅达到 10%（v/v）[44]，与 10-15%（v/v）玉米乙醇发酵浓度相比，仍比较低[53, 54]；另

一方面，木质纤维素生物炼制技术过程中淡水的输入和废水的产生量要显著高于玉米乙

醇的生产[55, 56]，此外木质纤维素生物炼制过程中能量输入也较高[57- 59]。 

木质纤维素生物炼制工厂的生产规模与大规模生产可运输燃料的石油炼制工厂相

似，但是又具有较大的差异。石油炼制工厂通常是能够保持能量与水高度守恒的化学过

程综合体，但是不管是小规模还是大规模的生物炼制工厂却很难保持能量和水的守恒。

当纤维素乙醇真正用作长期的汽油替代品时，每年的淡水使用量和废水产生量可达到

100 亿吨。这可能给发展中国家（如中国，巴西和印度）的生物炼制工业发展带来绝望

的局面，虽然这些发展中国家农业比重大、生物质分布密度大，但供水、污水处理和能

源供应的基本设施系统建设不足，使得纤维素乙醇很难在发展中国家实现商业化。能耗

和水循环不仅是成本的问题，如果在发展中国家建设这些生物炼制工厂，那么由于当前

生物炼制技术高能量消耗和废水产生多的问题，将会导致一系列严重的生态和社会问题。

所以低能量消耗和低废水排放的要求应当作为纤维素乙醇生产工艺开发的基础，而不仅

仅只考虑成本的问题。 

目前的生物炼制普遍存在着能耗高、废水多、成本高的问题，而干法生物炼制技术

是本实验室自主开发的一种低能量消耗、低废水产生、高效率的生物炼制技术；主要包

括干式稀酸预处理技术、快速生物脱毒技术、高固含量同步糖化与发酵技术（SSF）以

及一些辅助工艺流程。这些生产工艺流程的开发都是以低能量消耗、低废水排放为基础。

首先是木质纤维素预处理过程中产生的废水问题，一般的稀酸或稀碱预处理都要在高的

液固比条件下进行，从而导致后期的物料清洗需要耗费大量水资源并且增加了操作成本、

降低生产效率；而干式稀酸预处理技术物料与稀硫酸溶液以 2:1 的固液比（w/w）混合

加入到 20 L 的预处理反应器中进行，最终得到预处理后的物料固含量达到 50%左右，

没有废水产生且操作非常简便。此外，稀酸预处理过程中产生的抑制物如糠醛、5-HMF、

乙酸、以及其他酚醛类抑制物，如果不将这些抑制物脱除或降低抑制物的浓度将极大的
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影响菌株的生长，即使是能够耐受一定抑制物浓度的菌株也只能够在较低的固含量条件

下进行发酵，提高固含量相应的提高了抑制物的含量，从而影响菌株的生长及发酵，所

以必须运用一定的方法脱除抑制物才能实现高固含量的发酵。固态生物脱毒技术是本实

验室开发的生物脱毒技术，生物脱毒菌株 A. resinae ZN1 首先利用预处理后物料中的糠

醛，当糠醛降解大部分时然后菌株开始降解 5-HMF、乙酸以及其他酚醛类抑制物，然后

才开始利用预处理后物料中的葡萄糖和木糖[43]；该种脱毒方法操作简便，效果好，而且

能够保留大量的可利用糖类，提高乙醇的得率。在 SSF 过程中为了实现高固含量的发酵

必须具备一个具有良好搅拌、传质传热的生物反应器，传统的高固含量的发酵采用的是

分步糖化的方法降低物料的粘度然后才能采用平叶桨进行共发酵；本实验室采用螺带式

搅拌桨能够实现糖化与发酵在同一个发酵罐内进行，螺带式搅拌桨能够在高达 30%固含

量的条件下对物料进行酶解，在之后的发酵中也起到了较好混合作用，即使在 35%固含

量的条件下也能够实现较好的酶解和发酵。 

本实验主要选取了五种不同的木质纤维素原料，主要分为农业废弃物：玉米秸秆、

水稻秸秆、麦秆；林业废弃物：意杨木屑；制糖工业废弃物：甘蔗渣；以这五种原料进

行合适的干式稀酸预处理，得到的物料经过静态的生物脱毒除去其中的抑制物，然后利

用经过预处理和脱毒后的五种原料以Saccharomyces cerevisiae DQ1为发酵菌株进行 30%

固含量下的同步糖化与发酵（SSF）。实验目的主要是为了探究干式稀酸预处理技术以及

生物脱毒和同步糖化与发酵技术对于不同物料的适应性问题，旨在得出干法生物炼制技

术能够普遍适用多种木质纤维素原料。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  原料和纤维素酶 

玉米秸秆产自中国河南南阳（收获于 2014 年秋季），小麦秸秆产自河南省郸城县（收

获于 2011 年秋季），水稻秸秆产自中国江苏省常州市（收获于 2014 年秋季），意大利白

杨木屑产自江苏省盐城市（2015 年），甘蔗渣（2011 年）产自中国广西省北海市。玉米

秸秆、水稻秸秆、麦秆都经过水洗除尘和烘干后，用孔径为 10-mm 锤式粉碎机粉碎，然

后置于塑料袋中常温储存；甘蔗渣不需要清洗直接烘干后粉碎待用；白杨木屑不清洗不

粉碎直接烘干待用。 

木质纤维素原料的组分测定是依据 NREL 的测定方法[60, 61]；原料组分测定的方法是

称取 400 mg 烘干后的木质纤维素原料添加 4 mL72%浓硫酸，于 30℃恒温水槽中反应 1 

h，并用玻璃棒不断搅拌。然后加 112 mL 去离子水将酸稀释至 4%，盖上塞子，纱布绑

紧，上下颠倒数次混匀，于 121℃酸解 1 h。取出试管并混匀反应液，然后将两步酸水解

后混合物进行抽滤，同时对抽滤得到的剩余物清洗洗去残留的可溶性组分，然后放置在

105℃下烘干，滤液用来测定其中葡萄糖和木糖的含量从而确定纤维素和半纤维素的含
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量。烘干后的残渣可以认为是酸不溶性木质素和灰分的混合物，下一步将烘干后的残渣

连同滤纸放入坩埚内在马弗炉中灼烧，以空白滤纸作对照烧掉的部分可以认为是木质素

的含量，而灰分的测定是直接称取烘干后的原料放置在坩埚内在马弗炉中灼烧，剩余部

分认为是灰分。 

纤维素酶# 7 是由酶制剂有限公司提供的一种固体纤维素酶制剂，滤纸酶活为 63 

FPU/g；固体酶中蛋白含为 46.7 mg/g；纤维二糖酶活为 99.89 CBU/g；滤纸酶活的测定

方法分别依据 NREL LAP-006 [62]；纤维素二糖酶活测定方法依据 Ghose [63]；蛋白含量的

测定方法是利用考马斯亮蓝法（Bradford method）以牛血清蛋白（bovine serum albumin, 

BSA）为标准品[64]；纤维素酶的添加量为 15 FPU/g DM（DM：dry matter，干物料）。 

2.2.2  菌种和培养基 

发酵菌种 Saccharomyces cerevisiae DQ1（CGMCC 2528）是从中国普通微生物菌种

保藏管理中心获得的，是通过 Co60 辐射诱变获得的一株适用于高固含量纤维素乙醇发

酵的突变菌株；菌种以 YPD 培养基培养至对数期然后分装在 2 mL 含有 30%（v/v）甘

油的冻存管中-80℃超低温冰箱中保藏[65]。  

培养基： 

（1）合成培养基：20 g/L 葡萄糖、2 g/L KH2PO4、 1 g/L (NH4)2SO4、 1 g/L MgSO4、

1 g/L Yeast Extracts； 

（2）二级短期种子驯化培养基：含有 25%（v/v）玉米秸秆水解液（15%固含量未

脱毒玉米秸秆制备的水解液）、2 g/L KH2PO4、 1 g/L (NH4)2SO4、 1 g/L MgSO4、1 g/L 

Yeast Extracts； 

（3）三级短期种子驯化培养基：含有 50%（v/v）玉米秸秆水解液（15%固含量未

脱毒玉米秸秆制备的水解液）、2 g/L KH2PO4、 1 g/L (NH4)2SO4、 1 g/L MgSO4、1 g/L 

Yeast Extracts； 

（4）种子培养基：60 g/L 葡萄糖、2 g/L KH2PO4、 1 g/L (NH4)2SO4、 1 g/L MgSO4、

1 g/L Yeast Extracts； 

（5）SSF 营养盐添加量：2 g/L KH2PO4、 1 g/L (NH4)2SO4、 1 g/L MgSO4、1 g/L 

Yeast Extracts； 

二级和三级短期驯化种子液中葡萄糖浓度为 60 g/L；试剂 KH2PO4，(NH4)2SO4，

MgSO4，H2SO4 购自中国上海市凌峰化工有限公司；酵母提取物来自中国湖北宜昌市安

琪酵母有限公司；琼脂购自中国上海阿拉丁生化有限公司。 

2.2.3  干式稀酸预处理以及固态生物脱毒法 

五种不同的木质纤维素原料经过干式稀酸预处理 (DDAP) ，在稀酸的催化下半纤

维素被大量的降解为木糖，此外木质纤维素结构的打破有利于后续的纤维素酶水解，预

处理方法依据 Zhang [34, 66]。物料与稀硫酸溶液以 2:1 的固液比（w/w）混合加入到 20 L
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的预处理反应器中，处理条件转速维持螺旋搅拌 50 rpm、175℃下维持 5 min，不同的木

质纤维素原料硫酸的用量不同。预处理后的物料含水量维持在 50%左右且物料呈蓬松干

爽的颗粒状态，pH 维持在 2.0 左右，预处理过程中没有废水产生。 

预处理后的物料通过固态生物脱毒法进行静态脱毒，方法依据 Zhang[67]。生物脱毒

菌株AmorpHotheca resinae ZN1 (CGMCC 7452, Chinese General Microorganisms Collection 

Center, Beijing, China)用来去除预处理后物料中的抑制物。A. resinae ZN1 保存在马铃薯

葡萄糖琼脂培养基（PDA）上，培养基的制备方法是将 200 g 削皮、切片的马铃薯在 1 

L 的去离子水中煮沸 30 分钟滤去固体残渣得到的液体组分定容至 1 L 后加入 15 g/L 的

琼脂 20 g/L 的葡萄糖然后灭菌用于制备 A. resinae ZN1 生长的 PDA 斜面。A. resinae ZN1

接种于预处理后的物料后能够首先利用物料中的糠醛，当糠醛降解大部分时然后菌株开

始降解 5-羟甲基糠醛（5-HMF）、乙酸以及其他酚醛类抑制物，然后开始利用预处理后

物料中的葡萄糖和木糖。静态脱毒的主要过程是首先用 20%（w/w）Ca(OH)2 溶液调节

物料的 pH 至 5.5，然后接入 10%（w/w）的脱毒种子，脱毒种子是含有生长旺盛的 A. 

resinae ZN1 菌体的木质纤维素物料；混合均匀后加入塑料盒子内进行静态脱毒，室温维

持 25℃，脱毒时间为 7 天。 

2.2.4  发酵种子液的培养 

Saccharomyces cerevisiae DQ1 菌株保存在-80℃超低温冰箱，SSF 种子的培养步骤如

下，取出的冻存管在 20 mL 的合成培养基中活化 18 h；然后转接到含有未脱毒的玉米秸

秆水解液培养基中进行短期的驯化以提高菌株耐受能力，首先是 20 mL 二级短期种子驯

化培养基驯化培养 15 h，然后转接到 20 mL 三级短期种子驯化培养基驯化培养 15 h，然

后再次转接与 30 mL 三级短期种子驯化培养基驯化培养 15 h，最后转接于种子培养基中

培养 12 h；所有的转接的接种量为 10%，种子培养的条件为 30℃、pH 5.5、150 rpm。 

2.2.5  同步糖化与发酵（SSF）方法 

SSF 是在具有螺带式搅拌桨 5 L 的生物反应器中进行[66]，经过脱毒后的物料在 5 L

的螺带式搅拌桨生物反应器内开始预糖化，预糖化的条件是：30%固含量、50℃、pH 4.8、

150 rpm、预糖化 7 h；然后将 10%的 S. cerevisiae DQ1 种子液接入到发酵罐中进行 SSF，

SSF 条件：37℃、pH 5.5、静置培养 65 h，pH 用 5 M NaOH 调节，取出的样品在 11167

×g 条件下离心 5 min，得到上清液进行高效液相色谱分析（HPLC），检测其中的葡萄

糖、木糖、乙酸、乙醇、糠醛、5-HMF 的含量。 

SSF 过程中细胞的生长趋势用平板菌落计数（CFU）进行检测[68]，S. cerevisiae DQ1

在发酵过程中的菌体活力用每 mL 发酵液的 CFU 进行表示，将稀释了 105-106 的发酵液

吸取 100 μL 涂布于 YPD 培养基中在 30℃下培养 30 h 后计算 CFU。 

2.2.6  乙醇得率的计算方法 

乙醇得率的计算方法是依据(Zhang and Bao, 2012)[69]： 
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 [Ethanol]（g/L）是发酵最终的乙醇浓度；W：SSCF 的总液体质量（g）；[Cellulose]：

预处理后物料的纤维素含量（g/g）；[Soilds]：SSCF 初始时物料的固含量（g/g）；M：

物料的总质量（g）；[Xylose]是预处理过后物料中含有的木单糖的含量（g/g）；976.9 是

乙醇校正系数（g/L） 是用来校正质量浓度与体积浓度间的转化；0.804 是无量纲因子

用来计算 SSCF 过程中水分的丢失；1.111 是纤维素转化为葡萄糖的系数；0.511 是基于

生化反应化学计量学酵母细胞糖转化为乙醇的系数。 

2.2.7  高效液相色谱分析（HPLC） 

葡萄糖、木糖、乙醇、乙酸、糠醛、5-HMF 的浓度是通过 HPLC 进行定量分析。所

使用的检测器是日本岛津公司生产的 RID-10A 型示差折光检测器，高效液相色谱配备

的色谱分析柱的型号是 HPX-87H（300 mm×7.8 mm）。从发酵罐取出的样品在 11167×

g 条件下离心 5 min，用去离子水稀释适当倍数通过孔径 0.22 μm 的一次性滤膜进行过

滤。检测的条件是：5 m mol/L 硫酸，流速是 0.6 mL/min，柱温维持在 65 ℃，进样量为

20 μL。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  原料组分测定 

测定五种木质纤维素原料的成分，并比较之间的差异；如图 2.1 所示玉米秸秆产自

中国河南南阳（收获于 2014 年秋季），纤维素含量 32.1%，半纤维素含量 20.6%，木质

素 26.5%，灰分 4.4%；小麦秸秆产自河南省郸城县（收获于 2011 年秋季），纤维素 38.7%，

半纤维素含量 259%，木质素 14.9%，灰分 5.2%；水稻秸秆产自中国江苏省常州市（收

获于 2014 年秋季），纤维素 35.4%，半纤维素含量 18.4%，木质素 22.5%，灰分 9.3%；

意大利白杨木屑产自江苏省盐城市（2015 年），纤维素 39.7%，半纤维素含量 16.6%，木

质素 29.4%，灰分 3.2%；甘蔗渣（2011 年）产自中国广西省北海市，纤维素 38.8%，半

纤维素含量 23.9%，木质素 26.4%，灰分 1.3%。 

五种不同的木质纤维素原料的组分有着较明显的差异，五种原料中意杨木屑和甘蔗

渣的纤维素含量较高分别为 39.7%、38.8%；玉米秸秆纤维素含量较低为 32.1%；此外麦

秆的半纤维素含量最高达到 25.9%，其次是甘蔗渣 23.9%；五种原料的木质素含量差别

较小都维持在 25%左右，意杨木屑为木本类木质纤维素原料所以木质素含量较高为

29.4%；灰分测定结果显示水稻秸秆灰分含量最高为 9.3%，主要是由于其特殊的水生环

境会提高植物对无机盐离子的吸收以及在生长过程中植物外表有较高的灰尘附集，甘蔗

渣灰分含量较低为 1.3%，其他三种灰分含量相差不大维持在 4%左右。组分的差异会对

后续的干式稀酸预处理条件有所影响，纤维素和半纤维素含量的不同也会对后续乙醇发
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酵结果产生较大影响，在下文中会有相应的实验结果分析。 

 

图 2.1  五种不同木质纤维素原料（玉米，水稻，小麦秸秆、甘蔗渣、木屑）组分测定 

Fig.2.1  Determination the component of five different lignocellulose materials. 

Cellulose：纤维素；Hemicellulose：半纤维素；Lignin：木质素；Ash：灰分 

2.3.2  预处理后物料组分评价 

对五种不同的木质纤维素原料进行干式稀酸预处理，首先预处理条件统一确定为：

固体物料与酸液的比值为 2:1、2.5%的酸用量、预处理温度 175℃、处理时间 5 min、搅

拌速度 50 rpm。对预处理后的物料进行组分测定，发现在相同的预处理条件下不同的木

质纤维素原料预处理的效果有较大的差异；如表 2.1 所示三种粮食性作物秸秆预处理后

的组分差异较小，纤维素和半纤维素以及抑制物的含量都维持在相似的水平，从抑制物

含量分析可以看出小麦秸秆预处理过程中产生的糠醛（4.9 g/g DS，Dry Solid）和乙酸

（12.5 g/g DS）含量较低有利于后续的脱毒步骤以及乙醇的发酵，预处理后的玉米秸秆

和水稻秸秆物料抑制物含量也维持在一个较为适宜的水平；但甘蔗渣和杨树木屑在该预

处理条件下却产生了较高浓度的抑制物，主要表现为糠醛（8 g/g DS）和 5-HMF（5 g/g 

DS）的浓度比秸秆类高出了一倍，而乙酸浓度也达到了 30 mg/g DS。高抑制物浓度的条

件下很难进行后期物料的生物脱毒步骤也对后续发酵菌体的生长产生严重的抑制作用，

尤其是在高固含量的发酵条件下。所以需要降低预处理的强度减少抑制物的产生；主要

通过降硫酸用量由 2.5%降至 2%其它条件不变，重新对甘蔗渣和木屑进行干式稀酸预处

理，预处理后发现 2% 酸用量条件下的甘蔗渣和木屑抑制物含量明显的下降，虽然还是

略高于秸秆类木质纤维素产生的抑制物含量，但从后期的生物脱毒结果可以看出该强度

下能够进行良好的生物脱毒步骤（如图 2.2 所示）。 

比较预处理后物料的纤维素和半纤维素含量，2%酸用量的意杨木屑的纤维素含量

最高为 46.7%，玉米秸秆最低为 36.6%；水稻秸秆半纤维素含量最高为 4.8%，2%酸用量

的木屑最低为 0.3%。对比甘蔗渣和木屑两种酸用量预处理后的纤维素和半纤维素含量，

2%酸用量木屑的纤维素含量有所上升；2%酸用量的甘蔗渣半纤维素也有所上升。 
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表 2.1  不同原料最优预处理条件下的组分测定、纤维素水解得率以及最优的脱毒时间 

Table 2.1  Structural compositions and cellulose hydrolysis yield of dry dilute sulfuric acid pretreated lignocellulose materials and the Solid state biodetoxifcation time 

   
图 2.2  五种木质纤维素原料静态脱毒 7day 糠醛、5-HMF、乙酸的降解结果 

Fig.2.2  Degradation the inhibitors of five different pretreated lignocellulosic feedstocks. 

（a）糠醛（Furfural）；（b）5-羟甲基糠醛（5-HMF）；（c）乙酸（Acetate） 

五种木质纤维素原料：玉米秸秆（CS）、水稻秸秆（RS）、小麦秸秆（WS）、甘蔗渣（BA）、白杨木屑（PC）；固态生物脱毒方法：预处理后的物料用 20%的

Ca(OH)2 调节 pH 至 5.5，然后接入 10%（w/w）的长满 A. resinae ZN1 的种子物料在塑料盒内进行密封的静态脱毒，期间无需额外添加营养成分。 

Glucose：预处理物料中葡萄糖的含量；Xylose：预处理物料中木糖含量；72h Enzyme hydrolysis yield：纤维素水解得率。 
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  Composition of the pretreatment material 72h Enzyme 

hydrolysis 

yield (%, w/w) 

Solid state 

Biodetoxification 

time(day) 

Lignocellulose   Cellulose Hemicellulose Furfural Acetate HMF Glucose Xylose  

  (%, w/w) (%, w/w) mg/g DS mg/g DS mg/g DS mg/g DS mg/g DS 

Corn stover 36.6  2.9  5.0  19.4  4.7  34.8  117.1  88.9  7 

Rice straw 40.7  4.8  4.7  16.3  4.9  35.9  115.7  98.1  7 

Wheat straw 40.2  1.6  4.9  12.5  2.7  32.6  165.2  98.7  7 

Bagasse (2.5%) 42.3  1.1  8.4  29.0  5.3  80.7  115.9  98.1  7 

Bagasse (2%) 38.8  2.7  4.5  22.5  2.1  43.0  187.9  78.5  7 

Wood chip (2.5%) 43.7  0.9  7.8  28.1  5.1  87.8  108.6  95.1  7 

Wood chip (2%) 46.7  0.3  3.4  21.6  3.0  43.0  164.0  72.4  7 
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预处理后物料中单糖的含量也有较大差异，2%酸用量的木屑木糖含量最高，其次是

麦秆和甘蔗渣；2.5%酸用量的甘蔗渣和木屑的葡萄糖含量较高，而降低酸用量后它们的

葡单糖含量与其它物料相比较差别不大，但降低酸用量后木屑和甘蔗渣的木糖含量都有

较大幅度的上升，主要是由于酸用量的下降会减少预处理产生的木糖进一步转化为 5-

HMF 的量，所以将酸用量由 2.5%下调至 2.0%表现为木糖含量的上升以及 5-HMF 含量

的下降，这也从侧面说明了 2.5%酸用量对于甘蔗渣和木屑来说预处理强度过高。 

测定五种物料的酶水解得率；结果发现五种木质纤维素原料都能够达到较高的纤维

素水解得率，经过 72 h 的水解后取样测定各种物料的纤维素水解得率，结果显示水稻秸

秆的得率最高达到了 98.7%，其次是 2.5%酸用量麦秆（98.1%）、2.5%酸用量的木屑（95.1%）

和 2.5%酸用量的甘蔗渣（98.1%）；与玉米秸秆纤维素水解得率较低一些为 88.9%；而由

于 2.5%酸用量的甘蔗渣和木屑预处理强度都较高，不利于后续的脱毒与发酵，于是降低

酸用量以达到较合适的预处理强度；2%酸用量的木屑和甘蔗渣的酶水解得率较低，测得

最终的纤维素水解得率 72.4%和 78.5%，虽然水解得率降低，但是抑制物含量的下降使

得 2.0%酸用量下的木屑、甘蔗渣更适合后续的 SSF。 

对预处理后物料抑制物的含量测定发现水稻秸秆和麦秆的三种主要抑制物含量比

玉米秸秆低，2%酸用量预处理后的木屑抑制物含量比 2.5%酸用量条件下降低很多，乙

酸由 28.1 mg/g DS 下降到 21.6 mg/g DS、糠醛由 7.8 mg/g DS 下降到 3.4 mg/g DS 、5-

HMF 由 5.1 mg/g DS 下降到 3.0 mg/g DS。而甘蔗渣抑制物的含量下降也较为明显但乙

酸含量由 29.0 mg/g DS 下降到 22.5 mg/g DS，糠醛由 8.4 mg/g DS 下降到 4.5 mg/g DS 、

5-HMF 由 5.3 mg/g DS 下降到 2.1 mg/g DS。从抑制物含量分析来看，2.5%酸用量的玉米

秸秆、水稻秸秆、麦秆物料以及 2%酸用量的甘蔗渣和木屑物料的抑制物含量都维持在

一个较为相似的水平，可以通过生物脱毒在一定的时间内除去大部分抑制物。  

2.3.3  不同物料静态脱毒实验 

利用 AmorpHotheca resinae ZN1 脱毒菌株对 2.5%酸用量预处理后的五种木质纤维

素物料进行 7 天的静态脱毒并监测其中抑制物的降解情况，如图 2.2 所示：玉米秸秆物

料在经过 3 天左右的静态脱毒能将三种抑制物都基本脱除干净，其脱毒速度较快是由于

预处理后的物料在常温度下存储时间较长，经过长期放置后乙酸、糠醛等抑制物的含量

会因为挥发而有所降低。水稻秸秆和麦秆物料都能在 3 天内将糠醛和 5-HMF 脱除干净，

测量发现 4 天内乙酸也能基本脱除。但是 2.5%酸用量预处理后的甘蔗渣和木屑生物脱

毒比较困难，测量脱毒 7 天后两种物料抑制物的变化情况，2.5%酸用量的甘蔗渣物料乙

酸 25.2 mg/g DS、糠醛 3.8 mg/g DS 、5-HMF 2.9 mg/g DS；2.5%酸用量的木屑乙酸 22.3 

mg/g DS、糠醛 2.8 mg/g DS 、5-HMF 3.3mg/g DS；此外经过 7 天的静态脱毒木屑、甘

蔗渣物料中的单糖含量基本不变，而三种秸秆类物料脱毒 7 天后物料中的单糖会被脱毒

菌体大量利用，综合以上结果可以判断 2.5%酸用量预处理后的木屑、甘蔗渣预处理强度
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过高，抑制物浓度对脱毒菌株的生长产生了严重的抑制作用，从而导致生物脱毒不能正

常进行。于是考虑选择降低预处理强度来降低抑制物的生成；选择 2%的酸用量、175℃

下处理 5 min 的预处理条件来对甘蔗渣和木屑重新进行预处理，如图 2.2 所示 2%酸用量

预处理后的甘蔗渣在 4 天内将糠醛、5-HMF 基本脱除干净，而乙酸也能在 7 天内脱除；

2%酸用量预处理后的木屑则更快一点，3 天内糠醛和 5-HMF 脱除干净，5 天内乙酸脱

除干净。 

由各种物料生物脱毒 7 天的单糖含量变化分析得出：当物料中抑制物的含量基本脱

除时，AmorpHotheca resinae ZN1 菌株开始利用物料中的单糖。所以为了较大程度的保

留预处理后的物料中的单糖含量，可以将脱毒天数进行适当调整，2.5%酸用量预处理后

的玉米秸秆、麦秆、水稻秸秆可以将脱毒天数改为 4 天；而 2%酸用量的甘蔗渣和木屑

脱毒天数为7天；这样可以保留物料中的单糖为后续的同步糖化与发酵提供更多的碳源。 

2.3.4  不同物料 SSF 结果 

静态脱毒完成后首先对物料直接进行研磨处理，干法研磨处理会进一步降低物料颗

粒的长度防止后续发酵过程中由于物料颗粒较长造成的发酵管道的堵塞，然后测定物料

的含水量并且将研磨后的物料分装于塑料袋中在 115℃下灭菌 20 min 后用于后续的 SSF。

对五种处理好后的木质纤维素物料进行相同条件下的 SSF，SSF 是在 5 L 具备螺带式搅

拌桨的生物反应器中进行，该生物反应器能够实现高固含量下物料与纤维素酶快速混合

达到较好的糖化效果；SSF 主要包括预糖化 7 h 然后接入发酵菌株开始 SSF；预糖化的

条件是： 30%固含量、50℃、pH 4.8、150 rpm，此外纤维素酶用量为 15 FPU/ g DM；

预糖化 7 h 后将温度降至 37℃同时加入发酵所需的营养盐后调节 pH 至 5.5，然后接入

10%的 Saccharomyces cerevisiae DQ1 发酵种子液；搅拌均匀后关闭搅拌开始静置发酵 65 

h，静止发酵可以降低发酵过程所产生的能耗。取样前开启搅拌 5-10 分钟搅拌均匀后取

样，取出发酵液后进行适当稀释后取 100 μL 稀释液于 YPD 培养基上生长，30 ℃ 下培

养 30 h 后计算 CFU，从而测定 SSF 过程中酵母的生长活力。 

分析五种预处理后的物料 SSF 的结果，从预糖化 7 h 后也就是 SSF 开始时初始葡萄

糖的浓度可以看出，不同物料由于组分的不同以及预处理强度的差异导致五种原料在相

同的酶添加量下有着不同的纤维素转化能力，如图 2.3 所示五种物料初始的葡萄糖浓度

从低到高依次是：木屑 65.2 g/L、水稻秸秆 76.0 g/L、玉米秸秆 76.5 g/L、小麦秸秆 81.4 

g/L、甘蔗渣 90.8 g/L ；木屑初始葡萄糖浓度较低主要是由于预处理强度较低，可以通

过增加酶用量或者延长预糖化时间来提高纤维素的水解得率，但不能通过提高预处理强

度来提高纤维素的水解得率，因为在现有的预处理强度下抑制物的含量已经达到了较高

的水平，如果单一的通过提高预处理强度来提高纤维素的水解得率势必同时会增加抑制

物的含量，提高了生物脱毒的难度以及对后期乙醇发酵过程中菌体的生长产生抑制作用。 

如图 2.3 所示接入发酵菌体后五种木质纤维素原料的糖耗速率和产醇速率基本相似；



第 20 页                                                     华东理工大学  硕士学位论文 

杨树木屑较高一些，主要是由于其初始葡萄糖浓度较低，对菌体生长的抑制较小，菌体

生长较好，提高了葡萄糖的消耗速率，从而增加了乙醇的产生速率；但由于其预处理强

度较弱导致纤维素糖化得率较低，部分纤维素不能够水解成单糖被菌体利用，致使最终

的乙醇浓度较低为 54.7 g/L；最终乙醇浓度最高的是甘蔗渣和麦秆分别为 65.4 g/L、64.5 

g/L，主要是由于这两种纤维素原料中纤维素的含量较高，在合适的预处理条件下木质纤

维素物料能够在纤维素酶的作用下达到较高的纤维素转化得率；玉米秸秆和水稻秸秆的

最终乙醇浓度相似分别为 56.8 g/L、58.5 g/L。从纤维素乙醇的得率分析来看，最高的分

别为麦秆 71.6%、甘蔗渣 71.1%、玉米秸秆 69.8%，其次是水稻秸秆 64.7%，最低的是木

屑 54.6% ；最终乙醇得率都不太高主要是由于固含量的提高增加了发酵液的粘度以及

一些酚醛类抑制物对菌体的毒害作用，导致得率偏低；此外由于纤维素酶的酶活较低，

导致纤维素的水解得率不高，降低了纤维素的转化率。 

 

图 2.3  S.cerevisiaeDQ1 以五种不同的木质纤维素原料进行 SSF 的发酵性能 

Fig.2.3  Ethanol fermentability evaluation of different dry dilute sulfuric acid pretreated lignocellulose 

五种木质纤维素原料：玉米秸秆（CS）、水稻秸秆（RS）、小麦秸秆（WS）、甘蔗渣（BA）、白杨木

屑（PC）；发酵条件：30%固含量，纤维素酶用量：15FPU/g DM（# 7）；10% （v/v）S.cerevisiae DQ1

种子液接种量；预糖化 7 h 条件：50℃、pH 4.8、150 rpm；SSF 条件：37℃、pH 5.5、静止发酵不搅

拌。 

2.4  小结 

从最终的乙醇浓度分析来看五种木质纤维素原料都能够正常的进行 SSF，并且达到

了较高的纤维素乙醇浓度且远远大于 40 g/L，有利于后期纤维素乙醇工业化生产中乙醇

蒸馏成本的降低。总得来说 2.0%酸用量预处理后的甘蔗渣物料以及 2.5%酸用量预处理
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后的麦秆物料 SSF 最终的乙醇浓度和得率较高，其次是 2.5%酸用量的玉米秸秆和水稻

秸秆物料，最后是 2.0%酸用量下的木屑物料，五种原料较好的 SSF 发酵结果可以说明，

本实验室开发的干法生物炼制技术能够适应于很多不同来源的木质纤维素原料，此外高

固含量 SSF 的顺利进行也进一步体现了螺带式搅拌桨生物反应器的优越性。 

从 SSF 实验结果分析来看，五种木质纤维素原料中存在着另一种丰富的糖类物质：

木糖，从 SSF 木糖浓度分析看，五种原料在 30%固含量条件下初始木糖浓度分别为：玉

米秸秆：6.1 g/L、水稻秸秆 6.2 g/L、麦秆 26.1 g/L、甘蔗渣 64.8 g/L、木屑 40.8 g/L，即

使经过了 7 天较长的静态生物脱毒，甘蔗渣和木屑在 SSF 初始的木糖浓度也达到了较高

的水平，而玉米秸秆以及水稻秸秆和麦秆这三种粮食类作物秸秆由于脱毒时间较长，木

糖大部分被脱毒菌株代谢利用，所以可以通过缩短脱毒时间来保留物料中的木糖。木糖

作为一种丰富的碳源，在预处理后的物料中大量存在，野生型酵母不能够利用木糖来生

产乙醇，可以通过基因改造的方法获得能够同时利用葡萄糖、木糖进行同步糖化与共发

酵生产纤维素乙醇的发酵菌株，这样可以更好的提高乙醇浓度和得率，增加木质纤维素

的利用率。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



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

第 3 章  利用不同木质纤维素原料同步糖化与共发酵（SSCF）生产高浓度

纤维素乙醇 

3.1  引言 

干法生物炼制技术是一种低能耗、废水产生少的高效率纤维素利用技术，干法生物

炼制技术主要包括干式稀酸预处理技术、快速生物脱毒技术、高固含量同步糖化与共发

酵技术（SSCF）以及一些辅助工艺流程。这些生产工艺流程的开发都是以低能量消耗、

低水用量、低废水排放为基础。利用干法生物炼制技术生产纤维素乙醇，能够实现多种

原料下的糖化与发酵。为了提高纤维素乙醇对于玉米乙醇的市场竞争力，需要提高纤维

素乙醇的发酵浓度；通过多种方法可以提高纤维素乙醇的浓度，主要有提高发酵的固含

量、提高发酵的酶用量从而可以提高单位发酵体系中可利用葡萄糖的含量，但值得注意

的是木质纤维素的组分结构中除纤维素之外还有部分的半纤维素，在稀酸预处理的条件

下半纤维能够直接降解成可利用的木糖，在碱预处理以及蒸汽爆破等预处理条件下半纤

维可以通过半纤维酶的水解作用降解成可利用的木糖，纤维素酶可以将预处理后物料中

纤维素降解成为葡萄糖，从而即使不通过提高固含量也能够提高单位体系中可发酵糖类

物质的浓度。木糖和葡萄糖都可以作为菌体发酵丰富的底物来源，但是一般的野生型酵

母菌株或者其他乙醇发酵菌株（运动发酵单胞菌）都不能够利用木糖进行乙醇的发酵，

所以必须通过分子改造的方法实现其对木糖以及木质纤维素中其他糖类的利用，从而提

高乙醇的浓度。 

近年来对于利用纤维素糖化液中葡萄糖、木糖以及其它糖类物质进行发酵生产纤维

素乙醇的研究较多，例如通过两种菌株进行复合发酵的研究[70]，将能够利用木糖的菌株

和具有高抑制物耐受性的酵母菌株进行共培养，以未脱毒的干式稀酸预处理后的玉米秸

秆为原料利用葡萄糖、木糖 SSCF 生产纤维素乙醇。该研究探讨了两种菌的不同接种比

例对木糖利用和乙醇生产的影响，结果显示，木糖利用菌株和抑制物耐受菌株以 10:1 进

行共培养发酵为最优方案，得到的乙醇浓度为 58.8 g/L。此外来自美国可再生能源实验

室（NREL）2016 年发表的关于高浓度纤维素乙醇生产的文章，预处理的方法是去乙酰

基机械磨浆[44]，预处理后的玉米秸秆在 28%的固含量条件下经过纤维素酶和半纤维素酶

的水解作用下可以得到230 g/L的单糖（葡萄糖、木糖、阿拉伯糖），以改造菌株Zymomonas 

mobilis 13-H-9-2 为发酵菌株进行分步糖化共发酵（SHCF），在发酵 22 h 后乙醇浓度达

到了 86 g/L，乙醇体积分数为 10.7% v/v。此外一些文章中探究了菌株在共发酵条件下木

糖的利用情况以及影响木糖利用的因素，例如干式稀酸预处理后的物料中含有浓度较高

的抑制物会影响菌体的生长和发酵，只有在 15%（w/w）固含量的条件下才能实现菌体

的正常发酵得到 29.5 g/L 的乙醇[71]；此外葡萄糖浓度对于菌体利用木糖的影响也较大，
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较低葡萄糖浓度以及合适的葡萄糖和木糖比例对于木糖的利用有较大的促进作用，为了

降低葡萄糖浓度，可以通过分批补料的方式来实现纤维素的缓慢水解从而保持一个较低

的葡萄糖浓度水平，以促进木糖的高效利用[72, 73]；此外发酵菌体的活性对于木糖的利用

以及乙醇的发酵具有较大影响，提高菌体的生物量是一种提高乙醇发酵，提高糖类物质

转化率的切实可行的方法[74, 75]。 

本章节的主要研究内容是通过一系列“干法”生物炼制过程将木质纤维素转化为纤

维素乙醇，以最大限度的减少生产过程中能源的消耗、淡水的投入以及废水的产生，同

时保持较高的生物质转化效率。干法生物炼制技术首先从高固体含量（70%，w/w）的干

式稀酸预处理（DDAP）开始，该过程具备零废水产生、极低蒸汽和水输入的特点；然

后预处理后的固体木质纤维素原料通过一种独特的真菌（Amorphotheca resinae ZN1）进

行生物的选择性降解抑制物，该过程废水产生量为零，几乎是零能量和水的输入；最后

进行高固含量（30-35%）的同步糖化与共发酵（SSCF），将纤维素和木聚糖转化为高浓

度的纤维素乙醇。使用典型的木质纤维素生物质原料（包括玉米秸秆，小麦秸秆，稻秆，

甘蔗渣和杨树木锯屑）来实现高生物转化率的乙醇生产。最终实验结果获得了 101.1 g/L

（相当于 12.7％，v/v）的破纪录的乙醇浓度，同时废水产生少、能量消耗低，类似于玉

米乙醇的生产过程。研究重点是以五种木质纤维素为原料，以能够同步利用葡萄糖和木

糖的工程改造菌株 Saccharomyces cerevisiae XH7 进行高固含量下的 SSCF；葡萄糖和木

糖共发酵过程中木糖的利用影响较大，所以需要优化该菌株的发酵条件（包括物料的脱

毒时间、种子的培养方式、菌体的接种量、发酵过程的营养添加条件等）来提高菌体对

于葡萄糖和木糖共发酵的能力；然后在优化后的发酵条件下进行不同物料、不同固含量、

不同酶用量的 SSCF，研究发酵规律、提高乙醇的发酵浓度。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  原料和纤维素酶 

木质纤维素原料的组分测定是依据 NREL 的测定方法；玉米秸秆产自中国内蒙临河

（收获于 2015 年秋季），纤维素 35.38%，半纤维素含量 24.62%，木质素 16.05%，灰分

3.47%；小麦秸秆产自河南省郸城县（收获于 2011 年秋季），纤维素 38.70%，半纤维素

含量 25.90%，木质素 14.90%，灰分 5.20%；水稻秸秆产自中国江苏省常州市（收获于

2014 年秋季），纤维素 35.38%，半纤维素含量 18.36%，木质素 22.47%，灰分 9.26%；

意大利白杨木屑产自江苏省盐城市（2015 年），纤维素 39.66%，半纤维素含量 16.60%，

木质素 29.43%，灰分 3.24%；甘蔗渣（2011 年）产自中国广西省北海市，纤维素 38.77%，

半纤维素含量 23.94%，木质素 26.39%，灰分 1.33%。玉米秸秆、水稻秸秆、麦秆都经过

水洗除尘和烘干后，用孔径为 10-mm 锤式粉碎机粉碎，然后置于塑料袋中常温储存；甘

蔗渣是不需要清洗直接烘干后粉碎待用；白杨木屑不清洗不粉碎直接烘干待用。 
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纤维素酶Cellic CTec 2.0由诺维信（中国）生物技术有限公司提供（Novozymes(China), 

Biotechnology Co.,Ltd.）滤纸酶活 203.20 FPU/mL；纤维素酶蛋白含量 87.31 mg/mL；纤

维二糖酶活 4900 CBU/mL（测定方法同 2.2.1.1）。纤维素酶的添加量以每克纤维素所需

的蛋白量进行添加，本篇研究探究了不同酶添加量对 SSCF 的影响，主要选取了四种酶

蛋白用量：5 、10、15、25 mg total protein/g cellulose。 

3.2.2  菌种和培养基 

发酵菌种 Saccharomyces cerevisiae XH7 是来自于山东大学鲍晓明课题组，能够高效

的利用葡萄糖、木糖进行同步糖化与共发酵，它是对野生型双倍体菌株 Saccharomyces 

cerevisiae BSIF 33 进行合理的分子改造设计和适应性驯化得到的[76]，这株原始菌株是从

泰国的热带水果中筛选出来的在目前的研究中发现其有许多优点。主要改造步骤是将两

个较为常见的基因，木糖异构酶（XI）-Ru-xylA 以及有效的木糖转运基因 MGT05196p 

(N360F)导入到 BSIF，过表达木酮糖激酶以及非氧化的 PPP 路径的一些基因，并敲除

PHO13（对硝基苯磷酸酶）和 GRE3 基因[77]。 

培养基： 

（1）一级种子培养基：20 g/L Glucose，20 g/L peptone，10 g/L yeast extract； 

（2）二级种子培养基：5%快速脱毒后物料（w/w），2 g/L KH2PO4， 2 g/L (NH4)2SO4, 

1 g/L MgSO4，10 g/L YE，纤维素酶用量：10 mg total protein/g cellulose； 

（3）三级种子培养基：10%快速脱毒后物料（w/w），2 g/L KH2PO4， 2 g/L (NH4)2SO4，

1 g/L MgSO4, 10 g/L YE，纤维素酶用量：10 mg total protein/g cellulose； 

（4）SSCF 营养盐添加量：2 g/L KH2PO4, 2 g/L (NH4)2SO4, 1 g/L MgSO4, 10 g/L YE。 

二级、三级种子培养基中以预处理、脱毒完后的玉米秸秆物料为唯一碳源，通过接

种同时添加的纤维素酶水解产生的葡萄糖以及预处理后产生的木糖为菌株的生长提供

碳源，从而除去除种子培养过程中纯品葡萄糖使用的成本。 

3.2.3  干式稀酸预处理以及快速生物脱毒法 

五种不同的木质纤维素原料都是经过干式稀酸预处理 (DDAP) 过程，(方法同

2.2.3)。物料与稀硫酸溶液以 2:1 的固液比（w/w）混合加入到 20 L 的预处理反应器

中，处理条件转速维持螺旋搅拌 50 rpm、175℃下维持 5min，硫酸的用量依据不同的

木质素原料决定的，玉米秸秆、甘蔗渣、白杨木屑是每 100 g 干木质纤维素原料需要

2.0 g 的硫酸；麦秆、水稻秸秆每 100 g 干木质纤维素原料需要 2.5 g 的硫酸。 

预处理后的木质纤维素物料通过固态生物脱毒法进行快速脱毒，（脱毒方法同

2.2.3）。Saccharomyces cerevisiae XH7 可以同时利用葡萄糖和木糖共发酵生产乙醇，所

以需要保留物料中较多的木糖。快速脱毒是在适当的通气和良好的搅拌的条件下，

Fur、5-HMF、Ace 以及典型的酚醛类抑制物都成倍的降解，快速脱毒 36 h 的结果相当

于静态脱毒 96 h，由于 A. resinae ZN1 优先利用抑制物，所以物料中木糖被大部分保
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留。快速脱毒的主要过程是用 20%（w/w）Ca(OH)2 调节物料的 pH 至 5.5，然后接入

10%（w/w）的脱毒种子，脱毒种子是含有生长旺盛的 Amorphotheca resinae ZN1 的木

质纤维素物料；混合均匀后加入到 15 L 的有螺带式搅拌桨的生物脱毒反应器中进行快

速脱毒，温度维持 28℃、通气量维持 0.6 vvm。 

3.2.4  发酵种子液的培养 

Saccharomyces cerevisiae XH7 菌株保存在-80℃超低温冰箱，SSCF 的种子的培养步

骤如下，取出的冻存管在 20 mL 的 YPD 培养基中进行活化 12 h；然后转接到以木质纤

维素为底物的种子培养基，首先是二级种子培养基培养 12 h，然后转接到三级种子培养

基培养 12 h。所有的转接的接种量为 10%，二级、三级种子培养的酶用量是 10 mg total 

protein/g cellulose，种子培养的条件为 30℃、pH 5.5、200 rpm。 

3.2.5  同步糖化与共发酵方法 

SSCF 是在具有螺带式搅拌桨的 5 L 或 50 L 发酵罐中进行的，经过脱毒后的木质纤

维素原料在 50℃、pH 4.8、200 rpm 的条件下预水解 12 h，然后将 S. cerevisiae XH7 的种

子液接入到发酵罐中进行 SSCF 持续 108 h。pH 用 5M NaOH 调节维持在 5.5，取出的样

品在 11167 *g 离心 5 min，得到上清液进行 HPLC 分析，检测其中的葡萄糖、木糖、乙

酸、甘油、乙醇、糠醛、5-HMF 的含量。 

为了提高木糖的利用速率需要提高 SSCF 过程的酵母的细胞量，通过浓缩种子液来

提高接种时的细胞量，具体方法是：培养四份三级种子液，每份种子液的液体质量占

SSCF 总液体质量的 10%（g/g）；其中三份种子液在 4000 rpm 的条件下离心 5 min，去

掉上清液保留剩下的包含固体和菌体的组分，剩余的一份种子液用来回悬三份种子液剩

余的固体和菌体部分，得到浓缩种子液加入到 5 L 发酵罐内进行 SSCF。 

通过浓缩种子液来提高 SSCF 的初始细胞量，该步骤比较复杂需要离心，不利于大

规模实验（50 L 规模）的进行，于是尝试改变种子液的培养方式。与之前主要的不同是

将种子液的底物物料由快速脱毒替换为静态脱毒 5 day 的物料，脱毒完全的物料抑制物

含量较低使得酵母能够更好的生长。具体操作步骤是：甘油管转接到 YPD 培养基培养

12 h，然后再转接到含 5%物料的培养基培养 12 h，再转接到含 10%物料的培养基培养

24 h。最后一步种子液的体积是发酵总体积的 20%，为了保持接种量始终为发酵液体积

的 10%，于是从糖化阶段所添加的自由水中扣除总体系的 10%，当预糖化 12h 后接入种

子液后发酵固含量仍然是 30%，而接种量的体积为 10%。 

SSCF 过程中细胞的生长用平板菌落计数（CFU）进行检测（方法同 2.2.5） 

3.2.6  乙醇得率的计算方法 
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[Ethanol]（g/L）是发酵最终的乙醇浓度；W：SSCF 的总液体质量（g）；[Cellulose]：

预处理后物料的纤维素含量（g/g）；[Soilds]：SSCF 初始时物料的固含量（g/g）；M:物料

的总质量（g）；[Xylose]是预处理过后物料中含有的木单糖的含量（g/g）；976.9 是乙醇

校正系数（g/L）是用来校正质量浓度与体积浓度间的转化；0.804 是无量纲因子用来计

算 SSCF 过程中水分的丢失；1.111 是纤维素转化为葡萄糖的系数；0.511 是基于生化反

应化学计量学酵母细胞糖转化为乙醇的系数。 

木糖利用率的计算是初始木糖的浓度减去发酵最终木糖的浓度的差值比上初始木

糖浓度，最终得到的百分比。 

3.2.7  高效液相色谱分析（HPLC） 

   葡萄糖、木糖、乙醇、乙酸、甘油、糠醛、和 HMF 的浓度是通过 HPLC 进行定量分

析（方法依据 2.2.7）。 

3.3  结果与讨论 

3.3.1  不同木质纤维素原料最优预处理条件的确定 

原料的种类以及来源的不同都会影响干式稀酸预处理的效果，不同的预处理强度主

要会对纤维素晶体结构破坏程度、以及抑制物的含量产生影响，从而对后续的物料脱毒

步骤、酶水解以及 SSCF 都会产生比较大的影响。预处理的强度主要与原料的特异性、

稀硫酸的用量、预处理的温度、以及预处理的时间这四种因素密切相关，从成本和操作

过程的复杂性角度考虑主要通过改变硫酸用量来改变预处理的强度。当提高硫酸的用量

时，会增加纤维素晶体结构的破坏程度、提高半纤维素的还原量、利于后续纤维素酶对

纤维素的水解作用，但同时也会增加抑制物的含量导致生物脱毒速率的降低，并对后续

酵母的发酵产生较大的抑制作用；反之降低稀硫酸的用量会降低抑制物的产生有利于酵

母的生长，但较低的预处理强度则会导致糖化效率的降低。综合物料的脱毒速率、酶水

解得率、SSCF 结果这三个因素从而确定不同原料的最优预处理条件。 

以玉米秸秆为例，选取 1.5%、1.75%、2.0%、2.25%、2.5%五种酸用量进行干式稀

酸预处理，预处理条件为 175℃、5 min；对不同酸用量预处理后的玉米秸秆进行组分测

定，结果如表 3.1 所示：随着预处理强度的增加未降解的半纤维素的含量逐渐降低，由

半纤维素降解生产的木糖含量升高；此外抑制物的含量也随着酸用量的增加而增加。2.0%

酸用量处理后的玉米秸秆，木单糖含量只比 2.5%酸用量条件下的低了 1.1%，而抑制物

含量则有较大幅度的降低：乙酸降低了 29.4%、糠醛降低了 18.4%、HMF 降低了 22.2%，
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纤维素水解得率达到了 77.1%与 2.5%酸用量的 85.4%相差不大；而低于 2.0%酸用量的

玉米秸秆预处理强度变弱，表现为未为降解的半纤维素较多导致木单糖含量的下降，这

样的强度不利于后续的酶解与发酵。 

选取 2.0%、2.25%、2.5%酸用量预处理后的玉米秸秆进行快速生物脱毒速率的测定

实验，2.5%酸用量的玉米秸秆在快速脱毒72 h之后才能将糠醛和5-HMF基本降解完全，

而 2.0%和 2.25%酸用量的玉米秸秆分别需要 12 h、24 h 就能将糠醛和 5-HMF 基本降解

掉；从乙酸的降解程度来看，2.5%酸用量的 CS 需要 96 h 才能降解至 3 mg/g DS 左右，

而 2.0%大概只需要 24 h 左右，2.25%需要 48 h 左右。从实现工业化应用的角度来看，

脱毒时间的缩短，有利于实现生产周期的快速循环，从而提高生产效率增加收益。 

从后期的 SSCF 结果来看，如图 3.1 所示 2.0%酸用量经过快速脱毒的物料在 30%固

含量，10 mg total protein/g cellulose 酶用量、SSCF 120 h 后的乙醇浓度为 81.7 g/L，2.5%、

2.25%酸用量的 SSCF 乙醇浓度分别为 78.9 g/L、 80.9 g/L;而 2.0%酸用量在 SSCF 过程

中菌体对木糖的利用率达到了 85.0%，2.5%、2.25%分别为 79.4%、73.3%。经过比较发

现 2.0%酸用量预处理后的玉米秸秆具有酶水解效率较高、抑制物产生较少、脱毒速率更

快，更加有利于发酵菌株的 SSCF，所以选择 2.0%酸用量、175℃、维持 5 min 为玉米秸

秆的最优预处理条件。 

其他木质纤维素原料也可以综合物料酶水解效率、抑制物脱毒速率、最终的 SSCF

结果来确定其最优预处理条件。例如甘蔗渣在 2.5%的酸用量条件下虽然纤维素水解得

率达到 90%，但是抑制物的含量却非常高：乙酸有 29.0 mg/g DS、糠醛有 8.4 mg/g DS、

5-HMF 有 5.3 mg/g DS，较高的抑制物浓度导致脱毒菌株生长较为困难，所以需要降低

预处理的强度。经过比较发现 2.0%酸用量的甘蔗渣的纤维素的转化率降低至 78.5%但抑

制物的含量降低了很多，乙酸为 22.5 mg/g DS、糠醛为 4.5 mg/g DS、HMF 为 2.1 mg/g 

DS，抑制物含量的下降使得快速脱毒能够顺利的进行，经过快速脱毒 60 h 物料抑制物

含量下降明显，乙酸剩余 2.5 mg/g DS、糠醛与 HNF 基本降解完全。脱毒完后的物料中

抑制物含量较低有利于发酵菌株的生长和产醇。同样杨树木屑也与甘蔗渣有着相同的规

律，2.5%酸用量下物料抑制物含量较高乙酸 28.1 mg/g DS、糠醛 7.8 mg/g DS、HMF 5.1 

mg/g DS，脱毒不能顺利进行不利于后续的 SSCF，所以选择合适的酸浓度，比较发现 2.0%

酸用量的木屑抑制物含量较低，乙酸 21.6 mg/g DS、糠醛 3.4 mg/g DS、HMF 5.3 mg/g 

DS，经过快速脱毒 60 h 后的物料中的抑制物含量对后续发酵菌体的生长抑制较小，有

利于后续的 SSCF。而麦秆和水稻秸秆在 2.5%的较高酸浓度下既能达到较高的酶水解得

率分别为 98.7%和 98.1%，抑制物的含量也较低，这两种秸秆即使在较高的酸用量下产

生的抑制物也没有其他原料多，主要是因为这两种秸秆的灰分相对较多，在预处理过程

中会中和一部分酸从而降低预处理强度，此外由于这两种秸秆在完全成熟过后植物产生

的糖类物质主要集中在果实部而植物的茎秆中含有的糖类物质较少，所以在预处理过程 
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表 3.1  不同酸用量的玉米秸秆的组分测定、纤维素水解得率以及最优的脱毒时间 

Table 3.1  Corn stover composition and cellulose hydrolysis yield after the different dosage of sulfuric acid pretreatment and the best Fast biodetoxifcation time 

H2SO4 dosage 

(%,w/w) 

Structural compositions of dry dilute sulfuric acid pretreated lignocellulose materials 72h Enzyme 

hydrolysis yielda     

(%, w/w) 

Biodetoxification 

time(h) Cellulose Hemicellulose Xylose Glucose  Acetate Furfural HMF 

(%, w/w) (%, w/w) mg/g DS mg/g DS mg/g DS mg/g DS mg/g DS 

2.50% 36.5  4.5  155.1  29.7  21.7  4.0  3.6  85.4  96 

2.25% 37.0  4.3  139.6  20.1  15.1  3.2  3.2  83.0  48 

2.00% 37.6  4.4  138.0  22.1  15.3  3.3  2.8  77.1  36 

1.75% 38.6  6.7  102.3  13.3  14.2  1.9  1.7  68.7  -- 

1.50% 39.0  8.0  73.3  9.9  11.3  1.2  1.1  53.8  -- 

 

表 3.2  不同原料最优预处理条件下的组分测定、纤维素水解得率以及最优的脱毒时间 

Table 3.2  Structural compositions and cellulose hydrolysis yield of dry dilute sulfuric acid pretreated lignocellulose materials and the best Fast biodetoxifcation time 

Lignocellulose Structural compositions of dry dilute sulfuric acid pretreated lignocellulose materials 72h Enzyme 

hydrolysis yield 

(%, w/w) 

Biodetoxification 

time(h) Cellulose Hemicellulose Xylose Glucose  Acetate Furfural HMF 

(%, w/w) (%, w/w) mg/g DS mg/g DS mg/g DS mg/g DS mg/g DS 

 Corn stover 37.6  4.4  138.0  22.1  15.3  4.0  3.6  77.1  48 

 Wheat straw 40.7  4.8  165.2  32.6  12.5  4.9  2.7  98.7  36 

Rice straw 40.2  1.6  115.7  35.9  16.3  4.7  4.9  98.1  36 

Bagasse 38.8  2.7  187.9  43.0  22.5  4.5  2.1  78.5  60 

 poplar wood chip 43.7  0.9  164.0  43.0  21.6  3.4  3.0  72.4  60 

Glucose：预处理物料中葡萄糖的含量；Xylose：预处理物料中木糖含量。 

aEnzyme hydrolysis yield：酶水解得率的条件是 2.5% (w/v)固含量的物料在 20 FPU/g DM 的酶加量的条件经过 72 h 充分水解后纤维素的转化率（w/w）。
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中由游离糖类产生的抑制物较少。抑制物含量较低能够加快脱毒的速率也使得后续的菌

株生长和发酵有较优异的表现。 

如表 3.2 所示玉米秸秆最优预处理条件：2.0%酸用量、175℃、5 min，快速脱毒 48 

h；水稻秸秆、麦秆：2.5%酸用量、175℃、5 min，快速脱毒时间 36 h；甘蔗渣、意杨木

屑：2.0%酸用量、175℃、5 min，快速脱毒 60 h。预处理后物料评价如表 3.2 所示，预

处理后的白杨木屑纤维素含量最高达到了 43.7%，甘蔗渣的木单糖含量最高达到了 187.9 

mg/g DS；水稻秸秆的乙酸含量较低为 12.5 mg/g DS，而甘蔗渣和白杨木屑的乙酸含量

明显高于其它三种秸秆类木质纤维素，所以后期需要延长脱毒时间。在 SSCF 过程中，

酵母能够耐受一定的抑制物浓度，经过多次的实验总结发现当物料中初始乙酸含量维持

在 2.0 mg/g DS 左右、糠醛和 5-HMF 基本脱除完全时酵母的发酵能够正常进行，若乙酸

浓度过高或者糠醛、 5-HMF 未脱除完全，则会影响菌体的生长，从而降低乙醇的生产。 
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图 3.1  S.cerevisiae XH7 以不同酸用量预处理后的玉米秸秆进行 SSCF 的发酵性能 

Fig.3.1  Ethanol fermentability evaluation of dry dilute sulfuric acid pretreated corn stover with different 

dosage of sulfuric acid at pretreatment 

（a）不同物料抑制物脱除速率；（b）SSCF 过程中葡萄糖、木糖、乙醇的变化； 

（c）SSCF 过程中 甘油、乙酸、CFU 的变化 

酸用量：选取三种酸浓度：2.0%、2.25%，2.5%（w/w）；发酵条件：30%固含量，纤维素酶用量：10 

mg total protein/g cellulose （Novozymes Cellic CTec 2.0）；10% （v/v）S. cerevisiae XH7 种子液接种

量；预糖化 12 h 条件：50℃、pH 4.8、200 rpm；SSCF 条件：30℃、pH 5.5、200 rpm、SSCF108 h。 

3.3.2  以五种不同木质纤维素为原料进行 SSCF 的发酵性能 

不同原料经过合适的预处理以及较适宜的快速脱毒过程后，物料能够保留大部分的

木糖为乙醇的生产提供另外一种丰富的碳源，而物料中少量的抑制物对后续发酵菌体生

长与产醇影响较小。利用这五种处理好的原料以葡萄糖、木糖共发酵菌株 Saccharomyces 

cerevisiae XH7 在 30%固含量、15 mg total protein/g cellulose 酶蛋白添加量下进行 SSCF。

发酵过程种子液的培养也采用 SSCF 的方法，以物料为底物在纤维素酶的水解作用下为

发酵种子的生长提供碳源，为了提高发酵过程菌体的活力采用浓缩种子液的方法提高菌

体量，预糖化 12 h 后接入浓缩种子液开始 SSCF。 

在相同的发酵条件下不同的木质纤维素原料的 SSCF 具有一定的差异性；首先是预

糖化 12 h 后葡萄糖和木糖的浓度，在较高的酶用量条件下五种原料的纤维素都能达到

较好的水解效果，预糖化 12 h 麦秆、玉米秸秆、甘蔗渣、水稻秸秆、木屑这五种物料在

30%固含量条件下葡萄糖的浓度分别为 93.3 g/L、92.4 g/L、 83.3 g/L、91.8 g/L、86.0 g/L；

五种原料初始木糖浓度有较大的差异，主要是由于原料的本身组分的差异性；初始木糖

浓度分别为 60.3 g/L、50.8 g/L、 57.8 g/L、36.3 g/L、65.9 g/L。S.cerevisiae XH7 对于不

同原料中的木糖都能达到较高的利用率，甘蔗渣、麦秆、水稻秸秆都能达到 90%的木糖

利用率，木屑和玉米秸秆较低分别为 82.3%、 78.4%；说明虽然这五种原料存在着差异
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性，但经过合适的预处理强度以及恰当的快速脱毒步骤都能使不同木质纤维素原料转化

为纤维素乙醇生产的合适底物。如图 3.2 所示五种木质纤维素原料 SSCF120 h 后都能达

到较高的乙醇浓度，麦秆乙醇浓度最高达到了 88.6 g/L，是因为麦秆原料中纤维素和半

纤维素组分高且生成的抑制物较少；玉米秸秆、木屑、甘蔗渣、水稻秸秆乙醇浓度分别

为 81.7 g/L、 81.1 g/L、 79.6 g/L、 73.4 g/L。从乙醇得率分析来看，麦秆和玉米秸秆最

高达到了 80.5%和 81.8%，其次是水稻秸秆 74.9%，甘蔗渣和木屑较低分别为 71.5%、

70.8%，主要是因为为了降低甘蔗渣和木屑在预处理过程中产生的抑制物，需要减弱预

处理强度，强度的降低会导致预处理后物料的糖化得率变低，从而导致部分糖还是以聚

糖的形式存在降低了乙醇的得率。高乙醇浓度和得率的实现会降低纤维素乙醇工业化生

产的成本，浓度越高后期蒸馏所需的成本也就越低，五种木质素原料获得的较好的发酵

结果说明本实验室开发 DDAP 技术、生物脱毒技术以及 SSCF 技术能够适应大部分的木

质纤维素原料生产高浓度的纤维素乙醇。 

 

 

图 3.2  S.cerevisiae XH7 以五种不同的木质纤维素原料进行 SSCF 的发酵性能 

Fig.3.2  Ethanol fermentability evaluation of different dry dilute sulfuric acid pretreated lignocellulose 
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（a）SSCF 过程中葡萄糖、木糖、乙醇的变化；（b）SSCF 过程中 甘油、乙酸、CFU 的变化； 

玉米秸秆（CS）、小麦秸秆（WS）、水稻秸秆（RS）、甘蔗渣（BA）、木屑（PC）；发酵条件：30%

固含量，纤维素酶用量：10 mg total protein/g cellulose （Novozymes Cellic CTec 2.0）；10% （v/v）

S. cerevisiae XH7 种子液接种量；预糖化 12 h 条件：50℃、pH 4.8、200 rpm；SSCF 条件：30℃、

pH 5.5、200 rpm、SSCF108 h。 

3.3.3  玉米秸秆、麦秆 30%固含量下不同酶用量的 SSCF 

选取四种酶用量：5、10、15、25 mg total protein/g cellulose，以处理好的玉米秸秆

和麦秆原料为底物，以葡萄糖、木糖共发酵菌株 Saccharomyces cerevisiae XH7 在 30%固

含量下进行 SSCF，探究不同酶用量下 SSCF 规律，主要包括纤维素的水解、菌体的生

长、木糖的利用与酶用量之间的关系。发酵过程种子液的培养也采用 SSCF 的方法，以

物料为底物在纤维素酶的水解作用下为发酵种子的生长提供碳源，为了提高发酵过程菌

体的活力采用浓缩种子液的方法提高菌体量，预糖化 12 h 后接入浓缩种子液开始 SSCF。 

不同酶用量对于纤维素的水解有着特定的规律，如图 3.3（a）所示 30%固含量的玉

米秸秆预糖化 12 h 后 5、10、15、25 mg total protein/g cellulose 酶添加量下葡萄糖的浓

度分别为 67.3 g/L、83.0 g/L、91.3 g/L、97.3 g/L，12 h 的纤维素酶解得率分别为：41.8%、

51.6%、56.7%、60.5%；如图（c）所示麦秆物料预糖化 12 h 后葡萄糖的浓度分别为 70.5 

g/L、88.6 g/L、93.3g/L、95.2 g/L，12 h 的纤维素酶解得率分别为：41.4%、52.0%、54.7%、

54.8%；纤维素的水解得率随着酶添加量的增加而增加，当酶用量大于 15 mg total 

protein/g cellulose 时纤维素的酶解得率受酶解产物抑制的影响而增加缓慢。麦秆预糖化

12 h 木糖浓度维持在 60 g/L 左右，玉米秸秆维持在 55 g/L 左右；发酵液中木糖的浓度

不会随着酶用量的增加而增加，主要原因是经过 DDAP 的原料中半纤维素大部分被水

解成单糖和寡糖，并且所添加的纤维素酶不具备水解木聚糖的能力。 

如图 3.3（a）、（c）所示 S.cerevisiae XH7 具有较快的葡萄糖利用速率，在接菌 12 h

后葡萄糖浓度快速下降到 2 g/L 左右，从乙醇的生产速率来看，提高酶用量会提高乙醇

的浓度和生产速率，这是由于酶用量的提高增加了纤维素水解成可利用葡萄糖的速率。

SSCF120 h 麦秆 25 、15、10、5 mg total protein/g cellulose 酶添加量下乙醇浓度分别为：

88.2 g/L、88.6 g/L、85.1 g/L、75.9 g/L，得率分别为 80.1%、80.5%、77.0%、65.6%；SSCF 

120 h 玉米秸秆不同酶用量条件下乙醇浓度分别为：77.0 g/L、82.1 g/L、80.4 g/L 、71.9 

g/L，得率分别为 77.6%、82.1%、77.9%、70.4 %；10 mg、15 mg、25 mg total protein/g 

cellulose 的 SSCF 乙醇浓度相差不大，主要原因是纤维素酶水解作用会受到水解产物的

抑制，以及当初始葡萄糖浓度较高时菌体会利用一部分葡萄糖生产甘油维持自身渗透压

平衡，降低了乙醇的得率；麦秆和玉米秸秆在 5 mg total protein/g cellulose 的酶添加量下

分别产生了 12、10 g/L 左右的甘油，10、15、25 mg total protein/g cellulose 的酶添加量

下分别产生了 16、13 g/L 左右的甘油，从而导致乙醇浓度和得率的降低。 
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图 3.3  S.cerevisiae XH7 以玉米、小麦秸秆为原料进行不同酶用量 SSCF 的发酵性能 

Fig. 3.3  Ethanol fermentability evaluation of dry dilute sulfuric acid pretreated corn stover and wheat 

straw with different enzyme loading. 

（a）、（c）玉米、小麦秸秆 SSCF 葡萄糖、木糖、乙醇的变化； 

（b）、（d）玉米、小麦秸秆 SSCF 甘油、乙酸、CFU 的变化 

发酵条件：30%固含量，纤维素酶用量：5、10、15、25 mg total protein/g cellulose （Novozymes Cellic 

CTec 2.0）；10% （v/v）S. cerevisiae XH7 种子液接种量；预糖化 12 h 条件：50℃、pH 4.8、200 rpm；

SSCF 条件：30℃、pH 5.5、200 rpm、SSCF108 h。 

从木糖的利用趋势来看，酶添加量的不同会影响木糖的利用速率。因为木糖的利用

会受到葡萄糖的竞争性抑制作用的影响，葡萄糖浓度会随着酶用量的增加而增加；此外

葡萄糖浓度过高也会导致菌体的生长受到抑制，从而也会影响木糖的利用。以麦秆为例

在较低酶用量(5 mg total protein/g cellulose)的条件下，酶水解产生的葡萄糖浓度较低、

菌体生长较好，有利于菌体对于木糖的利用，在接菌 48 h 后木糖的利用就由初始的 59.2 

g/L 下降到 6.7 g/L，平均利用速率达到 1 g/L/h，比其他酶用量条件下的木糖利用速率都

高。5、10、15、25 mg total protein/g cellulose 酶添加量下麦秆 SSCF120 h 后木糖利用率

分别为 85.5%、91.8%、93.3%、94.7%，玉米秸秆为 67.6%、78.8%、85.0%、88.6%；木

糖利用率随着酶用量的提高而下降。玉米秸秆和麦秆的木糖利用率存在着一定的差异，

麦秆的利用率要比玉米秸秆高，主要原因是由于不同的木质纤维素原料在预处理过程中

产生的抑制物的浓度不同，即使在经过快速脱毒后也很难保持一致，在发酵过程中测得

30%固含量条件下麦秆 SSCF 过程中乙酸的浓度维持在 2.5 g/L 左右，而玉米秸秆则维持

在 4.5 g/L 左右；乙酸浓度的不同以及一些其它复杂的抑制物存在会影响菌体的生长从

而影响木糖的利用。 

不同酶用量条件下，麦秆的最高乙醇浓度在 15 mg total protein/g cellulose 条件下获

得 88.6 g/L；玉米秸秆的最高乙醇浓度在 15 mg total protein/g cellulose 条件下获得 82.1 
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g/L；麦秆发酵结果要优于玉米秸秆，主要原因是麦秆的纤维素和半纤维含量高于玉米秸

秆，以及在发酵过程中麦秆的抑制物浓度比玉米秸秆低。从生产成本的角度考虑，选择

适当的酶用量有利于降低成本、提高收益；对比发现 10 mg total protein/g cellulose 与 15 

mg total protein/g cellulose 酶添加量条件下的 SSCF 结果相差不大，10 mg total protein/g 

cellulose 酶添加量条件下麦秆和玉米秸秆的 SSCF120 h 乙醇浓度分别为 85.1 g/L、80.4 

g/L；所以选择 10 mg total protein/g cellulose 的酶添加量即降低成本，也能够达到较高的

乙醇浓度和得率。 

3.3.4  玉米秸秆不同固含量下的 SSCF 发酵性能 

本实验室用到的是装备有螺带式搅拌桨的生物反应器，这种搅拌桨是针对于干式稀

酸预处理技术特别设计的，能够进行高固含量条件下的同步糖化与共发酵。选取三种固

含量 25%、30%、35%，以处理好的玉米秸秆和麦秆原料为底物，以葡萄糖、木糖共发

酵菌株 Saccharomyces cerevisiae XH7 在 15 mg total protein/g cellulose 酶用量条件下进行

SSCF，探究不同固含量条件下 SSCF 规律，主要包括纤维素的水解、菌体的生长、木糖

的利用与发酵固含量之间的关系。发酵过程种子液的培养也采用 SSCF 的方法，以物料

为底物在纤维素酶的水解作用下为发酵种子的生长提供碳源，为了提高发酵过程菌体的

活力采用浓缩种子液的方法提高菌体量，预糖化 12 h 后接入浓缩种子液开始 SSCF。 

玉米秸秆在 35%固含量条件下，首先尝试了将 15 mg total protein/g cellulose 的酶在

糖化开始阶段就一次性加入，从结果分析来看，最终的乙醇浓度为 81.2 g/L、得率为 67.9%、

木糖利用率为 46.0%，发酵结果与 30%固含量几乎无差别；分析原因主要是当固含量提

高后，预糖化 12 h 的葡萄糖浓度和木糖浓度会相应的提高，而较高的葡萄糖浓度会对菌

体的生长产生较强的抑制作用，从 CFU 的变化趋势来看，菌体接入发酵罐内，并没有

明显的增长趋势；菌体生长较差直接影响了产醇的速率和最终的浓度；此外固含量的提

高也会提高发酵体系抑制物的含量，这也会影响菌体的生长。于是将所需的酶用量分批

添加，即在预糖化初始的时候添加 10 mg total protein/g cellulose 然后在预糖化 12h 后接

入发酵种子时加入剩余的 5 mg total protein/g cellulose；此外为了降低 35%发酵体系的抑

制物的含量，延长玉米秸秆的生物脱毒时间，将之前的 48 h 快速脱毒延长至 72 h。结果

显示在经过改进方法之后的 SSCF 能够取得很好的发酵结果如图 3.4（a）所示，从初始

糖浓度来看，分批加酶使得预糖化 12 h 后的葡萄糖浓度由 103.6 g/L 下降到 92.8 g/L，

而木糖由于延长脱毒时间被脱毒真菌消耗了一部分，由 64.4 g/L 下降到 59.9 g/L；这样

的糖浓度对菌体还是会产生抑制作用，但从 CFU 的变化趋势来看菌体在发酵期间能够

维持较好的生长；脱毒 72 h 后物料的抑制物浓度也有所下降，初始 12 h 的乙酸浓度由

3.2 g/L 下降到 2.2 g/L，较低的抑制物浓度也有利于菌体的生长。发酵结果显示，分批加

酶乙醇的生产速率和木糖的消耗速率都高于之前的发酵结果，最终乙醇浓度达到了 91.4 

g/L、得率 72.0%、木糖利用率达到了 67.7%；乙醇的体积分数达到了 11.6%，在发酵 84 
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h 后 CFU 值迅速下降，主要原因是菌体不能耐受高乙醇浓度而大量的死亡。总的来说通

过分批加酶以及延长脱毒时间可以在 35%固含量的条件下得到较好发酵结果。 

在 25%固含量条件下，由于抑制物的降低，以及粘度的下降，菌体的生长要远远优

于 30%、35%固含量；所以选择较低的 2 倍酵母种子接种量。在 25%固含量条件下 SSCF

结果为：乙醇浓度达到了 74.3 g/L，得率达到了 94.9% ；随着固含量的提高木糖利用率、

乙醇得率会下降，主要原因是葡萄糖浓度越高对木糖的吸收和利用抑制越明显，以及随

着固含量的提高，抑制物浓度、发酵体系的粘度的提高都会对菌体的生长产生抑制作用；

在 25%、30%、35%固含量条件下菌体最终分别产生了 12、14、20 g/L 的甘油，这也降

低了乙醇得率。 

3.3.5  小麦秸秆不同固含量下的 SSCF 发酵性能 

小麦秸秆相对于玉米秸秆来说具有更好的 SSCF 优势，纤维素、半纤维素含量

高、抑制物含量少。分别进行了 35%、30%、25%固含量条件下的 SSCF。与玉米秸秆

一样 35%固含量条件下采用分批加酶的策略来克服初始糖浓度过高对菌体的抑制，实

验结果显示分批加酶乙醇的生产速率和木糖的消耗速率都高于纤维素酶一次性全部加

入的发酵结果，如图 3.4（c）所示 35%固含量下 SSCF108 h 乙醇浓度达到了 101.1 

g/L、得率 74.8%、木糖利用率达到了 74.7%；乙醇的体积分数达到了 12.7% (v/v)，在

发酵 84 h 后 CFU 值迅速下降，主要原因是菌体不能耐受高乙醇浓度而大量的死亡。总

的来说通过分批加酶可以在 35%固含量的条件下得到较好发酵结果，且能够获得超高

纪录的纤维素乙醇浓度，提高了纤维素乙醇对于玉米乙醇的市场竞争力，有利于纤维

素乙醇的工业化发展。而在 30%、25%固含量条件下，以麦秆为原料进行 SSCF 都能够

得到高的乙醇浓度和得率以及木糖利用率。30%固含量条件下乙醇浓度达到了 88.6 

g/L、得率 80.5%、木糖利用率 91.8%；25%固含量条件下乙醇浓度 79.9 g/L、得率：

87.2%、木糖利用率 96.0%。在 25%、30%、35%固含量条件下菌体最终分别产生了

14、16、21 g/L 的甘油，这也降低了乙醇得率。 
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图 3.4  S.cerevisiae XH7 以玉米、小麦秸秆为原料进行不同固含量 SSCF 的发酵性能 

Fig.3.4  Ethanol fermentability evaluation of dry dilute sulfuric acid pretreated corn stover and wheat 

straw at different solid loading. 
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（a）、（c）玉米、小麦秸秆 SSCF 葡萄糖、木糖、乙醇的变化； 

（b）、（d）玉米、小麦秸秆 SSCF 甘油、乙酸、CFU 的变化  

发酵条件：25%、30%、35%固含量，纤维素酶用量：15 mg total protein/g cellulose （Novozymes Cellic 

CTec 2.0）；10% （v/v）S. cerevisiae XH7 种子液接种量；预糖化 12 h 条件：50℃、pH 4.8、200 rpm；

SSCF 条件：30℃、pH 5.5、200 rpm、SSCF108 h。 

3.3.6  玉米秸秆、小麦秸秆在 50 L 发酵体系下的 SSCF 的发酵性能 

之前所有的发酵实验都是在 5 L 的生物反应器内进行的，为了实现工业化的应用需

要进行发酵规模的放大实验从而验证干法生物炼制技术生产纤维素乙醇能够实现放大

化生产。将乙醇的 SSCF 放大 50 L 的规模，以处理好的玉米秸秆和麦秆原料为底物，以

葡萄糖、木糖共发酵菌株 Saccharomyces cerevisiae XH7 在 30%固含量、10 mg total 

protein/g cellulose 酶用量条件下进行 SSCF。之前通过浓缩种子液来提高 SSCF 的初始细

胞量，该步骤比较复杂需要离心，不利于进行大规模的实验或生产，于是尝试改变种子

液的培养方式。与之前主要的不同是将种子液的底物物料由快速脱毒替换为静态脱毒 5 

day 的物料，脱毒完全的物料抑制物含量较低使得酵母能够更好的生长。具体操作步骤

是：甘油管转接到 YPD 培养基培养 10 h，然后再转接到含 5% CS 的培养基培养 12 h，

再转接到含 10%CS 的培养基培养 24 h。最后一步种子液的体积是发酵总体积的 20%，

为了保持接种量始终为发酵液体积的 10%，于是从糖化阶段所添加的自由水中扣除总体

系的 10%，当预糖化 12 h 后接入种子液后糖化的固含量仍然是 30%，而接种量的体积

为 10%。 

在 5 L 的生物反应器中运用新的种子培养方法进行 SSCF 实验，发酵结果显示新的

种子培养方式也能够得到较好的结果，与之前相同发酵条件的发酵数据比较，新种子培

养方法的玉米秸秆的乙醇浓度达到了 78.5 g/L、得率为 76.0%、木糖利用率达到了 90.8%；

旧种子培养方法的玉米秸秆乙醇浓度 80.4 g/L、得率 77.7%、木糖利用率 85.0%；结果显

示两种方法得到的 SSCF 结果相似，说明新的种子培养方法能够适用于 50 L 规模的放

大实验。 

于是尝试在 50 L 的生物反应器中进行 SSCF，50 L 生物反应器的实际发酵体积大约

为 28 L。发酵结果如图 3.5 所示 SSCF 120 h 玉米秸秆乙醇浓度：86.0 g/L；乙醇得率：

85.6%；木糖利用率：88.7%；而麦秆 SSCF 120 h 乙醇浓度为 90.0 g/L，乙醇得率：85.8 

g/L，木糖利用率：95.9%。玉米秸秆、麦秆 50 L 体系下乙醇浓度比 5L 发酵体系更高一

些；由于玉米秸秆 5 L 发酵体系的三级种子液是在摇瓶条件下进行的而 50 L 的三级种

子液是在 5 L 反应器中进行的，摇瓶条件下的溶氧要优于 5 L 的反应器，所以导致 50 

LSSCF 的初始菌体量比 5 L 的少了接近 40%；后期进行麦秆的 50 L 罐 SSCF 时，将所

需的种子液平分在两个 5 L 罐内培养，由于装液量的降低提高了溶氧，所以麦秆的 50 L

罐的初始接种量要比摇瓶条件下高出一倍，这也说明了种子培养过程中溶氧对于菌体的
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生长比较重要。初始接种量的提高主要影响了木糖的消耗速率，菌体量越多，木糖利用

速率越快。此外比较玉米秸秆、麦秆发酵过程中甘油的产量发现，麦秆比玉米秸秆高一

些，分别为 15 g/L、13 g/L，主要是由于麦秆的发酵体系中糖浓度更高一些，提高渗透

压促使菌体产生更多的甘油。 

总的来说，利用玉米秸秆、麦秆在 30%固含量、10 mg total protein/g cellulose 酶用

量、50 L 的发酵体系的下都能够进行较好的 SSCF 生产纤维素乙醇，最终乙醇浓度分别

达到了 86.0 g/L、90.0 g/L。高乙醇浓度和得率的实现，提高了生产效率，降低了后期乙

醇蒸馏的成本，增加经济收益，有利于实现工业化的放大生产。 
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图 3.5  S.cerevisiae XH7 以玉米、小麦秸秆为原料进行 50 L 发酵体系的 SSCF 的发酵性能 

Fig.3.5  Ethanol fermentability evaluation of dry dilute sulfuric acid pretreated corn stover and wheat 

straw at the 5 L scale, 50 L enlarged scale. 

（a）、（c）玉米、小麦秸秆 SSCF 葡萄糖、木糖、乙醇的变化； 

（b）、（d）玉米、小麦秸秆 SSCF 甘油、乙酸、CFU 的变化；  

发酵条件：30%固含量，纤维素酶用量：10 mg total protein/g cellulose （Novozymes Cellic CTec 2.0）；

10% （v/v）S. cerevisiae XH7 种子液接种量；预糖化 12 h 条件：50℃、pH 4.8、200 rpm；SSCF 条

件：30℃、pH 5.5、200 rpm、SSCF108 h。 

3.4  小结  

    近年来利用木质纤维素原料以工程改造菌进行葡萄糖、木糖共发酵生产乙醇的研

究比较多，但能够得到较高的乙醇浓度以及木糖利用率的结果却非常少，主要存在着

多方面的技术障碍。 

首先是合适的木质纤维素预处理技术，预处理方法大致可以分为非酸预处理与酸
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预处理两种，目前的研究中大都数预处理技术都存在固含量低的问题，这样会导致预

处理过程中产生的可溶性糖大量的存在于液体组分中，提高了糖回收的难度，此外许

多预处理过程中都需要用清水清洗固体以洗去抑制物组分，造成大量的废水产生增加

了环境压力，高能耗、操作繁琐的预处理过程也会增加工厂化生产的困难。而本实验

采用的干式稀酸预处理技术无需预浸，直接将物料与酸液混合（液固比 2:1）在 175℃

下蒸汽处理 5 min，半纤维素能够大部分的降解成为游离的木糖；预处理后的物料蓬松

干爽无需进行固液分离直接进行固态快速生物脱毒，快速生物脱毒过程也无需水和营

养盐的添加，经过生物脱毒后的物料能够将预处理过程中产生的主要抑制物基本降解

完全且保留了物料中大部分的木单糖，这样得到的物料含水量在 50%左右、抑制物含

量较低、大部分的木糖得到了保留，更加的有利于后续的 SSCF。 

其次是合适的生物反应器对于进行高固含量的 SSCF 非常必要，只有在高固含量

的条件下发酵才有可能达到高的乙醇发酵浓度。在生物反应器中木质纤维素物料与纤

维素酶的混合是非常重要的，以往的 SSCF 研究中，由于反应器本身搅拌的限制导致

发酵的固含量较低，从而导致最终的乙醇浓度不高，实现高固含量的发酵成为了工业

化应用的瓶颈；例如 NREL（美国可再生能源部）开发的去乙酰基机械磨浆生物炼制

技术，它采用的是分步糖化与发酵的方法，糖化使用的是 9 L 的装备有叶片的不锈钢

滚筒反应器，平均转速是 19 rpm，每次装载量为 1000 g 物料，物料固含量根据需要可

以用水和酶进行调节，大致为 20-30%；所以单位糖化罐可以处理的物料量为 22.2 kg-

33.3 kg DM/m³，然后将糖化 120 h 的糖化液转入到发酵罐内进行 50 h 的发酵。而本实

验室运用的生物反应器装备有螺带式搅拌桨，能够在高固含量的条件下将物料与酶进

行充分的混合，即使在 35%固含量的条件下物料的糖化也完全没问题；经过 12 h 的预

糖化，后续的发酵也是在同一个发酵罐内进行，实现了糖化和发酵的一体化，5 L 发酵

罐的平均转速 200 rpm，每次装载量为 2.2 kg 物料，物料含水量大致为 50%，所以单位

糖化罐可以处理的物料量为 220 kg DM/m³。放大到 50 L 的反应器，实际发酵体积可以

达到 30 L，按照 30%固含量计算，单位糖化罐处理处理量达到 360 kg DM/m3；合适的

生物反应器为进行高固含量的 SSCF 提供了可能，高乙醇浓度的实现为后续蒸馏降低

了成本。 

同时高性能的共发酵菌株也是进行高固含量 SSCF 的关键，以木质纤维素为原料

进行 SSCF 发酵的环境比较复杂，比如影响菌株生长发酵的抑制物、高固含量下导致

的高粘度、以及共发酵菌株利用木糖的能力不高，菌株在 SSCF 过程中正常的生长以

及高效率的利用木质纤维素是获得高乙醇浓度和得率的关键。本篇论文获得的共发酵

菌株 Saccharomyces cerevisiae XH7 具有较好葡萄糖和木糖共发酵能力，初始木糖即使

达到 60 g/L 也能在 SSCF 过程中基本消耗；此外该菌株对于发酵体系的环境也具有良

好的适应性，少量抑制物的存在对菌体的生长影响较小。 
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从最终的乙醇浓度比较可以发现，利用干法生物炼制技术能够获得较好的纤维素乙

醇发酵结果，玉米秸秆、麦秆、木屑、甘蔗渣、水稻秸秆等五种不同种类的原料在 30%

固含量、15mg total protein/g cellulose 的条件下，获得了 82.1 g/L、88.6 g/L、81.1 g/L、

79.6 g/L、72.4 g/L 的乙醇；玉米秸秆、麦秆在 50 L 的放大体系下乙醇浓度为 86.0 g/L、

90.0 g/L；在 35%的超高固含量条件下玉米秸秆和麦秆能够获得 91.4 g/L、101.1 g/L 的世

界纪录纤维素乙醇浓度。比较 NREL 的去乙酰基机械磨浆生物炼制技术的乙醇秸秆：在

20 mg total protein/g cellulose 的酶添加量，22.5 wt%,25 wt%, 26.5 wt%, 28 wt% 固含量下

乙醇浓度为 81, 78, 78,81 g/L；10 mg total protein/g cellulose 的酶添加量，22.5 wt% 、25 

wt%固含量条件下乙醇浓度为 76 、83 g/L 。从结果比较而言，本实验室进行的纤维素

乙醇生产浓度已经接近玉米乙醇的浓度，完全具备纤维素乙醇商业化的可行性。 
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第 4 章 利用不同种类的纤维素酶进行 SSCF 生产纤维素乙醇 

4.1  引言 

目前，美国、欧洲、中国等国家正在扩大纤维素乙醇商业化的生产规模，杜邦（DuPont）

生物燃料有限公司利用玉米秸秆和柳枝稷等农业生物质每年能够生产 89600 吨的生物

乙醇，阿文戈亚（Abengoa）生物能源有限公司利用玉米秸秆以及非饲料性能源植物每

年能够生产 74900 吨生物乙醇，帝斯曼（Poet-DSM）利用玉米芯残渣每年能够生产 59700

吨生物乙醇[78]。贝塔可再生能源有限公司是世界上率先实现生物质转向乙醇的先锋企业

（工厂坐落于意大利的克雷申蒂诺）每年能够将 20 万吨的生物质原料转化为 4 万吨的

生物乙醇[79]。中国作为一个快速发展的农业大国，在纤维素乙醇的商业化中也取得了较

大的进展，山东龙力利用生产木糖醇后的玉米芯残渣每年可以生产 5 万吨的乙醇[80]。随

着纤维素乙醇的商业化，选择水解能力强且价格低廉的商业纤维素酶是实现纤维素乙醇

商业化过程中降低生产成本的重要保障。 

不同方式预处理后的木质纤维素都需要在纤维素酶的作用下才能降解成发酵菌体

可利用的单糖，纤维素酶是一大类复杂酶系的总称，大都数纤维素酶都具有三种主要的

酶分别是：外切-β-1,4-葡聚糖酶 (exo-β-1,4-glucanases，EC 3.2.1.91)，简称为外切酶 

(CBH)，又称为纤维二糖水解酶 (Cellobiohydrolases )；内切-β-1,4-葡聚糖酶 (endo-β-1,4-

glucanases , EC3.2.1.4) ， 简称为内切酶 (EG) ；β-葡萄糖苷酶(β-1,4-glucosidases，EC 

3.2.1.21)。外切酶 (CBH I) 从结晶区的纤维素链的还原端或 (CBH II) 非还原端开始持

续水解，释放纤维二糖；内切葡聚糖主要作用于纤维素的非结晶区，随机水解纤维素链

中的糖苷键，把纤维素长链切断，转化成为大量不同聚合度的短链纤维素，使得木质纤

维素的聚合度降低，为外切酶提供更多的纤维素链末端；β-葡萄糖苷酶则主要将纤维二

糖和可溶性纤维寡糖降解成可利用的葡萄糖[81]。 

利用木质纤维素生物炼制过程生产纤维素乙醇，纤维素酶占据了很大一部分的成本

[82, 83]。在过去的几年里，全球工业酶的生产取得了巨大的发展，许多具有优良表现的纤

维素酶被投入了市场并且用于纤维素乙醇的生产。最近市场出现的商业纤维素酶主要有

诺维信（Novozymes，丹麦）生产的 CTec 系列包括 Cellic CTec 2.0、CTec 3.0、以及 HTec 

3.0 等[44]；杰能科（现以部分被杜邦收购）生产的 Accellerase 系列纤维素酶，包括

Accllerase1500 等[84]。中国工业酶的市场也出现了许多本土的纤维素酶例如尤特尔生物

化学有限公司生产的 Youtell 系列的纤维素酶例如 Youtell 6、Youtell 7[65, 85]；蔚蓝生物技

术有限公司（原康地恩）生产的 Vland 系列，主要有 L-10、LLC 4 等[86]。 

纤维素酶以及相关水解酶是将木质纤维素转化为菌体可利用糖类然后用于生物燃

料以及其他化学品生产的关键成本[87]。选用具有对预处理过程中产生的抑制物耐受性高、
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与木质素的不可逆结合较弱、产物抑制较小的纤维素酶能够实现预处理后物料的高度水

解[88]。不同的商品纤维素酶对于纤维素具有不同的水解能力，有些酶制剂具有高效、低

用量、高稳定性的优点，而有些则酶活较低、稳定性差、纤维素水解能力较弱的缺点；

所以选择一种合适的纤维素酶是实现木质纤维素生产纤维素乙醇工业化关键考察因素

之一。 

本篇文章中，我们选取了中国的工业酶市场上出现的三种主要的纤维素酶，主要包

括了来自诺维信（北京）的 Cellic CTec 2.0，来自蔚蓝生物技术（青岛）的 LLC 4 作为

玉米秸秆糖化酶、以及由酶制剂公司提供的# 7 纤维素酶。玉米秸秆经过干式稀酸预处

理技术（DDAP）然后通过生物脱毒去除其中的抑制物；然后利用经过预处理且脱毒后

的玉米秸秆在 30%固含量的条件下水解糖化；利用一株能够同时利用葡萄糖、木糖共发

酵的工程改造菌株生产高浓度高得率的纤维素乙醇。从发酵的结果显示三种商业酶在发

酵过程中都有较好的发酵表现，说明这三种酶都能够应用于纤维素乙醇商业化的进程中。 

4.2  材料与方法 

4.2.1  原料和纤维素酶 

玉米秸秆的组分测定是依据 NREL 的测定方法；玉米秸秆产自中国内蒙临河（收获

于 2015 年秋季），纤维素 35.4%，半纤维素含量 24.6%，木质素 16.1%，灰分 3.5%；经

过水洗除尘和烘干后，用孔径为 10-mm 锤式粉碎机粉碎，然后置于塑料袋中常温储存。 

选取四种不同来源的纤维素酶，分别是诺维信 CTec 2.0 是由诺维信（中国）生物技

术有限公司提供（Novozymes(China), Biotechnology Co.,Ltd.）；蔚蓝 LLC 4 购买于由青

岛蔚蓝生物集团；# 7（由工业酶制造商提供）；此外还有山东大学课题组自主生产的纤

维素酶粗酶液。同步糖化与共发酵（SSCF）过程中纤维素酶的添加量以每克纤维素（g 

cellulose）所需的蛋白量进行添加，本篇研究探究了不同种类的纤维素酶的不同添加量

对 SSCF 的影响，主要选取了四种酶蛋白用量：5 、10、15、25 mg total protein/g cellulose。 

4.2.2  菌种和培养基 

发酵菌种 Saccharomyces cerevisiae XH7 是一株能够高效的利用葡萄糖、木糖进行共

发酵的工程改造菌株，菌株具体改造方法和信息参照 3.2.2。 

培养基： 

（1）一级种子培养基：20 g/L Glucose，20 g/L peptone，10 g/L yeast extract； 

（2）二级种子培养基：5%静态脱毒 5 天后的玉米秸秆（w/w），2 g/L KH2PO4，2 g/L 

(NH4)2SO4，1 g/L MgSO4，10 g/L YE，纤维素酶用量：10 mg total protein/g cellulose； 

（3）三级种子培养基：10%静态脱毒 5 天后的玉米秸秆（w/w），2 g/L KH2PO4， 2 

g/L (NH4)2SO4，1 g/L MgSO4，10 g/L YE，纤维素酶用量：10 mg total protein/g cellulose。 

（4）SSCF 营养盐添加量：2 g/L KH2PO4， 2 g/L (NH4)2SO4,，1 g/L MgSO4，10 g/L 
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YE。 

4.2.3  干式稀酸预处理以及快速生物脱毒法 

玉米秸秆经过干式稀酸预处理(方法同 2.2.3)。物料与稀硫酸溶液以 2:1 的固液比

（w/w）混合加入到 20L 的预处理反应器中，处理条件转速维持螺旋搅拌 50 rpm、

175℃下维持 5min，硫酸用量为 2.0%（w/w）；预处理后的玉米秸秆通过固态生物脱毒

法进行快速脱毒，方法参照 3.2.3。  

4.2.4  发酵种子液的培养 

SSCF 发酵种子液的培养首先从超低温冰箱中取出后接入合成培养基中活化，然后

在依次转接到二级、三级培养基中培养，最后接入到发酵罐内进行 SSCF（具体方法参

照 3.2.4）。 

4.2.5  同步糖化与共发酵方法 

SSCF 是在具有螺带式搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行的，预糖化 12 h 后接入种子液，

开始 SSCF 108 h（具体方法参照 3.2.5）。 

为了提高发酵的速率需要提高菌体的生物量，具体方法是甘油管转接到 YPD 培养

基培养 12 h，然后再转接到含 5%物料的培养基培养 12 h，再转接到含 10%物料的培养

基培养 24 h；然后预糖化结束后转接至 5 L 发酵罐中，每一步的转接量为 10%，为了提

高菌体的生物量，最后一步种子液的体积是预糖化总液体体积的 20%，为了保持接种量

始终为预糖化总液体的 10%，于是从糖化阶段所添加的自由水中扣除 10%，当预糖化 12 

h 后接入发酵种子液，此时的接种量的体积实际是预糖化过程总液体的 10%。 

4.2.6  乙醇得率的计算方法 

%100×
×][×])[+111.1×]([×511.0

1
×

][×804.09.976

×][
=(%) yield Ethanol

MSolidsXyloseCellulose

Ethanol

WEthanol

-
 

[Ethanol]（g/L）是发酵最终的乙醇浓度；W：SSCF 的总液体质量（g）；

[Cellulose]：预处理后物料的纤维素含量（g/g）；[Soilds]：SSCF 初始时物料的固含量

（g/g）；M:物料的总质量（g）；[Xylose]是预处理过后物料中含有的木单糖的含量

（g/g）；976.9 是乙醇校正系数（g/L）是用来校正质量浓度与体积浓度间的转化；

0.804 是无量纲因子用来计算 SSCF 过程中水分的丢失；1.111 是纤维素转化为葡萄糖

的系数；0.511 是基于生化反应化学计量学酵母细胞糖转化为乙醇的系数。 

木糖利用率的计算是初始木糖的浓度减去发酵最终木糖的浓度的差值比上初始木

糖浓度，最终得到的百分比。 

4.2.7  高效液相色谱分析（HPLC） 

   葡萄糖、木糖、乙醇、乙酸、甘油、糠醛、和 HMF 的浓度是通过 HPLC 进行定量分
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析（具体方法参照 2.2.7）。 

4.3  结果与讨论 

4.3.1  不同纤维素酶在相同酶载量下的 SSCF 

选取四种纤维素酶测定其滤纸酶活、蛋白含量、以及β-葡萄糖苷酶活，结果如表 4.1

所示；来自诺维信的 Cellic CTec 2.0、青岛蔚蓝生物集团的 LLC 4 这两种液体纤维素酶

所有指标基本相似，具有较高的滤纸酶活和β-葡萄糖苷酶；# 7 是一种固体纤维素酶其

酶蛋白依附在麦麸表面，该酶的β-葡萄糖苷酶酶活非常低，滤纸酶活和蛋白含量是 CTec 

2.0 的一半；而来自山东大学课题组生产的液体粗酶液其蛋白含量和滤纸酶活比较低。 

表 4.1  四种纤维素酶的滤纸酶活、纤维素二糖酶活、以及蛋白含量比较 

Table 4.1  The filter paper activity and cellobiose activity and protein content about cellulase 

 酶种类 滤纸酶活 蛋白量 β-葡萄糖苷酶活 

诺维信 CTec 2.0 203.2 FPU/mL  87.3 mg /mL 4900.0 CBU/mL 

蔚蓝 LLC 4 199.4 FPU/mL   75.9 mg /mL 5500.0 CBU/mL 

# 7 63.0 FPU/g   46.7 mg /g 99.9 CBU/g 

山大 9.1 FPU/mL 4.1 mg /mL 400.0 CBU/mL 

利用四种不同来源的纤维素酶以预处理后快速脱毒 2 天后的玉米秸秆为原料在

30%的固含量条件下进行 SSCF，酶用量为 10 mg total protein/g cellulose，如图 4.1 所

示，四种纤维素酶在相同的蛋白添加量的条件下进行 SSCF，但发酵最终的乙醇产量和

得率以及木糖利用率和发酵过程中菌体的生长都有不同的表现。 

首先从纤维素酶的水解能力比较不同酶的差异，预糖化 12 h 后四种纤维酶 LLC 

4、CTec 2.0、# 7、SD 水解产生的葡萄糖浓度分别为：74.3、82.4、63.6、77.5 g/L，从

这可以说明在相同的酶用量下 CTec 2.0 具有更强的纤维素糖化能力，LLC 4、SD 的纤

维素糖化能力相似，固体酶# 7 较差一些。此外四种纤维素酶进行的 SSCF 最终的木糖

利用率分别为 86.3%、90.9%、90.1%、62.8%，CTec 2.0、# 7 发酵最终的木糖利用率

相似，LLC 4 略低一些，而 SD 最低；从 SSCF 过程菌体的生长可以发现使用 SD 纤维

素酶的菌体生长较差且无对数生长期，菌体在 SSCF 过程中没能够进行有效的增殖生

长，菌体活力较差主要原因是该纤维素酶液中含有的复杂成分会抑制菌体的生长，菌

体量的下降会使得乙醇浓度和得率的降低，同时也会降低木糖的利用率。而固体酶# 7

在 SSCF 菌体生长最好，主要由于其酶活略低，预糖化 12 h 后葡萄糖浓度较低，较低

的葡萄糖浓度对菌体的生长抑制也较小，从而使得菌体的生长更有利。所以不同的纤

维素酶由于其成分的不同、以及纤维素酶水解能力的不同会导致菌体的生长受到较大

影响，菌体活力会影响到木糖利用率以及乙醇得率。从最终的甘油产量也可以看出，

SD 纤维素酶会使细胞产生更多的甘油，从而进一步降低乙醇得率，SD 纤维素酶在
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30%固含量条件下能够产生 20 g/L 的甘油，而其他三种纤维素酶只有 12 g/L 的甘油产

量；过高的甘油产量说明发酵的液体环境对菌体的生长产生迫害，葡萄糖用来产生更

多的甘油来维持渗透压平衡从而降低乙醇得率。 

 

 

图 4.1  S.cerevisiae XH7 以玉米秸秆为原料利用不同种类纤维素酶进行 SSCF 的发酵性能 

Fig.4.1  Ethanol fermentability evaluation of dry dilute sulfuric acid pretreated corn stover with four 

different cellulase. 

（a）、SSCF 过程中葡萄糖、木糖、乙醇的变化；（b）SSCF 过程中甘油、乙酸、CFU 的变化 

发酵条件：30%固含量，纤维素酶用量：10 mg total protein/g cellulose （Novozymes Cellic CTec 2.0、

LLC 4 、# 7 、SD）；10% （v/v）S. cerevisiae XH7 种子液接种量；预糖化 12 h 条件：50℃、pH 4.8、

200 rpm；SSCF 条件：30℃、pH 5.5、200 rpm、SSCF108 h。 

四种纤维酶 LLC 4、CTec 2.0、# 7、SD 最终的乙醇浓度分别为 77.3、78.5、77.1、

49.5 g/L；乙醇得率分别为 78.3%、77.7%、77.6%、48.3%。比较而言在 10 mg total 

protein/g cellulose 的添加量下 LLC 4、CTec 2.0、# 7 具有相似的乙醇浓度和得率；从菌
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体生长的趋势看，# 7 更利于菌体的生长，主要是由于固体酶制剂中包含的对于发酵抑

制作用的物质较少；此外从 SSCF 过程中甘油的产量可以看出高葡萄糖浓度对于菌体

的生长产生较强的胁迫作用，迫使菌体产生更多的甘油以实验较好的生长。从纤维素

酶的用量来看 LLC 4、CTec 2.0 能够在较小的用量下达到较高的乙醇指标，而# 7 这种

固体酶由于酶活低所需的酶用量较大。而 SD 纤维素酶酶活更低属于粗酶液需要添加大

量的液体才能达到相同的蛋白添加量，这需要后期对酶液进行浓缩；此外由于纤维素

酶液体中的一些特殊组分而导致菌体的生长会受到严重抑制从而影响了 SSCF 的表

现，降低了木糖利用率、最终的乙醇浓度和得率。 

纤维素酶制剂中可能会含有一些可溶性碳水化合物[89]，经过测定发现三种工业纤

维素酶 CTec 2.0，LLC 4 和# 7 分别含有 277.1 mg/mL，13.4 mg/mL，12.9 mg/g 的葡萄

糖和 36.2 mg/mL，4.4 mg/mL，0.9 mg/g 的木糖。 在 SSCF 的过程中，酶溶液中的碳水

化合物增加了乙醇发酵的底物浓度。例如在 30％固体负载量下，纤维素酶用量为 10 

mg total protein/g cellulose，三种酶 CTec 2.0，LLC 4 和# 7 分别可以提高 4.9 g/L，0.3 

g/L，0.4 g/L 的碳水化合物浓度，主要包括葡萄糖和木糖；同时理论上可以产生 2.5 

g/L，0.2 g/L，0.2 g/L 的乙醇，从酶中可溶性的糖浓度比较可以发现 CTec 2.0 可以为乙

醇发酵提供更多的底物，但是相对于高浓度的纤维素乙醇发酵结果来看，酶制剂中存

在的可溶性糖发酵得到的乙醇只是很小的一部分，此外也很难准确计算出其在实际发

酵体系的产生乙醇的量，所以在本篇文章中并没有考虑纤维素酶中的可溶性糖对发酵

的影响。 

4.3.2  蔚蓝 LLC 4 不同酶用量 SSCF 

选取四种酶用量：5、10、15、25 mg total protein/g cellulose，利用快速脱毒 2 day 的

玉米秸秆为底物在 30%固含量的条件下进行 SSCF。如图 4.2 所示，酶的添加量对预处

理后物料的糖化效率和 SSCF 会产生较明显的影响，30%固含量预糖化 12 h 后的葡萄糖

的浓度分别为 63.3 g/L、74.3 g/L、83.3 g/L、91.3 g/L，从这可以看出 LLC 4 添加量的增

加对于纤维素的水解具有较明显的促进作用。 

从乙醇的生产速率来看，提高酶用量会提高乙醇的浓度和生产速率， 5、10、15、

25 mg total protein/g cellulose 酶用量下，接入发酵菌液 12 h 后乙醇浓度分别为 33.4 g/L、

43.9 g/L、50.5 g/L、48.8 g/L，这是由于酶用量的提高增加了纤维素水解成可利用葡萄糖

的速率；从而提高了乙醇的生产速率。 

SSCF120 h 后 25、15、10、5 mg total protein/g cellulose 酶用量条件下乙醇浓度分别

为：80.4 g/L、80.2 g/L、77.3 g/L、69.1 g/L，得率分别为 81.5%、85.2%、78.3%、69.6%； 

10、15、25 mg total protein/g cellulose 酶用量下的 SSCF 最终的乙醇浓度和得率相差不

大，主要原因是随着酶用量的提高纤维素的水解速率也随之提高，从而导致葡萄糖浓度

的增加抑制菌体的生长，从 SSCF 过程中菌体的细胞量（菌落单位数（CFU））可以看出
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在 25 mg total protein/g cellulose 的酶添加量下，菌体生长明显受到了抑制，几乎没有明

显的生长趋势，此外甘油的产量也明显提高达到了 15 g/L。 

总的来说，蔚蓝 LLC 4 这种纤维素酶能够作为纤维素乙醇工业化生产的商品酶供应

商；在较低酶用量下：10 mg total protein/g cellulose 酶添加量下，乙醇浓度也能够达到

77.3 g/L，合适的酶用量下得到较高的乙醇浓度提高工业化纤维素乙醇的生产效益。 

 

 

图 4.2  S.cerevisiae XH7 以玉米秸秆为原料利用蔚蓝 LLC 4 进行不同酶用量下的 SSCF  

Fig. 4.2  Ethanol fermentability evaluation of dry dilute sulfuric acid pretreated corn stover with different 

enzyme loading. 

（a）、SSCF 过程中葡萄糖、木糖、乙醇的变化；（b）SSCF 过程中甘油、乙酸、CFU 的变化 

发酵条件：30%固含量，纤维素酶用量：5、10、15、25 mg total protein/g cellulose （LLC 4）；10% 

（v/v）S. cerevisiae XH7 种子液接种量；预糖化 12 h 条件：50℃、pH 4.8、200 rpm；SSCF 条件：

30℃、pH 5.5、200 rpm、SSCF108 h。 

4.3.3  # 7 不同酶用量 SSCF 
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同样选取四种酶用量：5、10、15、25 mg total protein/g cellulose，利用快速脱毒 2 

day 的玉米秸秆为底物在 30%固含量的条件下进行 SSCF。如图 4.3 所示，酶的添加量对

预处理后物料的糖化效率和 SSCF 会产生较明显的影响，30%固含量预糖化 12 h 后的葡

萄糖的浓度分别为 38.3 g/L、63.6 g/L、72.8 g/L、71.0 g/L，从这可以看出# 7 添加量的增

加对于纤维素的水解具有较明显的促进作用，但当纤维素酶用量大于 15 mg total 

protein/g cellulose 时酶促进纤维素的水解作用降低，主要是由于水解产生的葡萄糖浓度

较高对纤维素的水解能力产生了抑制作用。 

从乙醇的生产速率来看，提高酶用量会提高乙醇的浓度和生产速率，这是由于随

着酶用量的提高纤维素水解成可利用葡萄糖的得率的增加。SSCF120 h 后 5、10、

15、25 mg total protein/g cellulose 酶用量条件下乙醇浓度分别为：56.4 g/L、77.1 g/L、

83.3 g/L、84.0 g/L，得率分别为 50.1%、77.6%、84.8%、84.0%；15、25 mg total 

protein/g cellulose 的 SSCF 乙醇浓度相差不大；主要原因是酶用量达到一定程度后再增

加酶的添加量对于纤维素的水解能力促进作用较小，酶的水解能力达到一定程度的饱

和，所以发酵结果相似。但在酶用量较低的情况下，酶的添加量会很大程度的影响纤

维素的水解得率，从而影响最终的乙醇浓度和得率。从菌体的生长来看# 7 这种纤维素

酶对菌体的生长影响较小，所有酶加量的条件下测得的 CFU 值基本相似，由于# 7 这

种纤维素酶活略低，酶的添加量较多，在较高酶添加量的条件下菌体也能够进行较好

的生长和产醇，说明该纤维素酶对于菌体的生长不会产生影响。 

总的来说， # 7 这种纤维素酶能够作为纤维素乙醇工业化生产的商品酶供应商；在

较低酶用量下：10 mg total protein/g cellulose 酶添加量下，乙醇浓度也能够达到 77.1 g/L，

此外在高酶用量的条件下，该固体酶还具有菌体生长抑制小的优点，可以作为一些生长

敏感的发酵菌株进行 SSCF 的纤维素酶的选择。 
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图 4.3  S.cerevisiae XH7 以玉米秸秆为原料利用# 7 进行不同酶用量下的 SSCF  

Fig. 4.3  Ethanol fermentability evaluation of dry dilute sulfuric acid pretreated corn stover with different 

enzyme loading. 

（a）、SSCF 过程中葡萄糖、木糖、乙醇的变化；（b）SSCF 过程中甘油、乙酸、CFU 的变化 

发酵条件：30%固含量，纤维素酶用量：5、10、15、25 mg total protein/g cellulose （# 7）；10% （v/v）

S. cerevisiae XH7 种子液接种量；预糖化 12 h 条件：50℃、pH 4.8、200 rpm；SSCF 条件：30℃、pH 

5.5、200 rpm、SSCF108 h。 

4.3.4  三种纤维素酶（CTec 2.0、LLC 4、# 7）不同酶用量 SSCF 比较 

本章节主要选取了四种纤维素酶分别是诺维信 CTec 2.0、青岛蔚蓝生物集团 LLC 4、

# 7、山东大学合作实验室生产的液体粗酶液；对于这四种酶进行了 SSCF 实验，由于 SD

为粗酶液其纤维素酶活较低，即使在进行 30%固含量的条件下，所添加的自由水全部为

粗酶液其纤维素酶的添加量只能维持在 10 mg total protein/g cellulose 左右，所以无法进

行不同酶用量的比较实验；所以选取其他三种纤维素酶进行了 5、10、15、25 mg total 

protein/g cellulose 不同酶用量的比较实验。 

比较三种纤维素酶在不同酶用量条件下预糖化 12 h 后葡萄糖浓度，发现在不同酶

用量的条件下，三种纤维素酶都呈现相同的规律；如图 4.4（a）所示首先无论在哪种酶

用量条件下，三种酶的水解能力从强到弱依次是 CTec 2.0、LLC 4、# 7，其次是随着酶

用量的提高预糖化 12 h 后纤维素水解产生的葡萄糖的量也随之增加，不同的是随着酶

用量的增加，不同纤维素酶纤维素水解能力增加的比例不同，# 7 酶用量从 5 mg total 

protein/g cellulose 增加到 10 mg total protein/g cellulose 时葡萄糖浓度增加了 66%，而 CTec 

2.0 和 LLC 4 分别增加了 21%、17%；酶用量由 10 mg total protein/g cellulose 增加到 15 

mg total protein/g cellulose 时# 7 葡萄糖浓度增加了 14%，而 CTec 2.0 和 LLC 4 分别增加

了 11%、12%；酶用量由 15 mg total protein/g cellulose 增加到 25 mg total protein/g cellulose

时# 7 葡萄糖浓度不增加，而 CTec 2.0 和 LLC 4 分别增加了 7%、10%；从这可以看出在
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较低酶用量的条件下增加纤维素酶的添加量能够明显促进纤维素的水解效率，表现尤为

强烈的是# 7，而随着酶用量的增加其对于纤维素的水解促进作用变弱，主要是由于水解

产物葡萄糖对纤维素酶的水解抑制作用。 

分析木糖的利用率，如图 4.4（b）三种纤维素酶有着一定的差异性，CTec 2.0 以及

LLC 4 有着相同的规律，随着酶用量的增加，木糖利用率会降低，尤其在最高酶用量条

件下 CTec 2.0 和 LLC 4 的木糖利用率分别为 67.6%、59.8%；这主要是由于菌体生长受

到了影响，从而影响木糖的代谢，而影响菌体生长的因素主要有：酶用量过高导致初始

葡萄糖浓度过高对菌体产生抑制；然而固体酶# 7 在四种酶用量条件下都能够达到较完

全的木糖利用率维持在 90%左右，主要原因是较低的初始葡萄糖浓度对菌体的生长抑制

较小。 

从最终的乙醇浓度和得率分析，如图（c）、（d）所示在 10、15、25 mg total protein/g 

cellulose 的酶用量下三种纤维素酶的乙醇浓度和得率相差不大，结果最高的是# 7 在 25 

mg total protein/g cellulose 酶用量下乙醇浓度为 84 g/L 得率为 84.0%；而在较低酶用量 5 

mg total protein/g cellulose 条件下三种纤维素酶 SSCF 后最终的乙醇浓度和得率差异较

大，# 7 分别为 56.4 g/L、50%，CTec 2.0 分别为 71.9 g/L、70.4%，LLC 4 分别为 69.1 

g/L、69.6%，从这可以看出两种液体酶即使在较低酶用量的情况下也能够达到很好的乙

醇发酵结果，# 7 是一种固体酶，其主要的酶载体麦麸中也含有一部分的植物蛋白，所

以若是以测定的蛋白含量为发酵时酶用量的添加指标，则在相同的添加量下，# 7 实际

的酶蛋白含量要小于其他两种液体酶制剂，所以在低酶用量的条件下，# 7 水解能力的

差别则更加明显，导致纤维素的水解得率低，从而使得乙醇的浓度和得率低。如图.f 所

示等量蛋白含量的添加条件下三种纤维素酶所对应的滤纸酶活差别较大，也证实了# 7

测定的固体酶中的蛋白含量并非都是纤维素酶蛋白这一结论。 

三种酶都能够达到较好的 SSCF 结果，以 10 mg total protein/g cellulose 的发酵结果

计算，每生产 1 公斤的纤维素乙醇需要 21.6 g 的 CTec 2.0 中的酶蛋白，折合实际加入酶

的质量则需要消耗 247 g 的酶液，同样的需要 20.9 g 的 LLC 4 中的酶蛋白，折合实际加

入酶的质量为 275 g，需要 21.3 g 的# 7 中的酶蛋白，折合所需的实际固体酶的质量为

457 g。假设每公斤液体或固体的纤维素酶的销售价格是相同的，则对比发现 CTec 2.0 更

具有优势因为等质量的纤维素酶条件下，CTec 2.0 能够生产更多的乙醇；然而纤维素酶

的价格若按实际所含的纤维素酶蛋白量进行销售，则三种纤维素酶的价格成相似的水平

且依据更为合理。 
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图 4.4  三种纤维素酶在不同酶用量下 SSCF 结果比较 

Fig.4.4  Ethanol fermentability evaluation of dry dilute sulfuric acid pretreated corn stover with three 

different cellulase. 

（a）预糖化 12 h 葡萄糖浓度；（b）最终木糖利用率；（c）最终乙醇浓度；（d）最终乙醇得率；

（e）最终甘油含量；（f）三种不同纤维素酶不同酶用量所对应的滤纸酶活 

发酵条件：30%固含量，纤维素酶用量：5、10、15、25 mg total protein/g cellulose （Novozymes Cellic 

CTec 2.0、LLC 4 、# 7 、SD）；10% （v/v）S. cerevisiae XH7 种子液接种量；预糖化 12 h 条件：

50℃、pH 4.8、200 rpm；SSCF 条件：30℃、pH 5.5、200 rpm、SSCF108 h。 
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不同来源的酶会对 SSCF 产生不同的影响，经过对这四种酶的 SSCF 结果进行比较

得出一些结论：1、CTec 2.0 具有较强的纤维素水解能力，特别是在较低酶用量的条件

下优势更明显，其次是 LLC 4 然后是 SD 最后是# 7；2、# 7 对菌体的生长影响较小，

不同酶用量下菌体生长差别不大，从而有利于乙醇的生产；其次是 CTec 2.0、LLC 4 添

加量较大时会抑制菌体的生长，主要原因是葡萄糖浓度提高增加到一定程度会影响菌

体的生长，菌体生长最差的是 SD 酶液几乎没有进行有效的对数期生长；3、由于蛋白

含量的不同，导致在相同蛋白添加量的条件下不同纤维素酶的加量也不同，CTec 2.0

能够在较低酶加量下达到较好发酵结果；4、虽然不同的纤维素酶在纤维素水解方面表

现的差异比较明显，但在相同酶蛋白添加条件下得到的最终的乙醇浓度和得率均相差

不大。总的来说，市场上出现的这三种具有代表性的纤维素酶都能够积极的应用于纤

维素乙醇商业化进程的步伐中。 
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第 5 章 结论与展望 

5.1  结论 

之前的研究中对于玉米秸秆干法生物炼制生产纤维素乙醇的研究已经实现了较完

整的技术路径，无论是是干式稀酸预处理技术，还是生物脱毒技术，以及高固含量的 SSF

技术都能够适应于商业化纤维素生产纤维素乙醇的要求。生产过程的低水用量、低能耗、

高效率、低废水的特点完全体现了可持续发展的理念。但还是有许多方面是需要进一步

完善与提高的，例如干法生物炼制技术对于不同的木质纤维素原料的适应性问题，以及

如何进一步提高纤维素乙醇最终发酵浓度和得率，此外探究了不同来源的纤维素酶进行

纤维素乙醇发酵的差异。以下本研究中的主要结论和创新点： 

1) 选取了五种不同来源的木质纤维素原料，有农业废弃物：玉米秸秆、小麦秸秆、水

稻秸秆，以及制糖工业废弃物：甘蔗渣，林业废弃物木屑进行干法生物炼制生产纤

维素乙醇的尝试。通过对不同来源的木质纤维素的前处理的调整、干式稀酸预处理

步骤的优化、预处理后物料脱毒速率的评测、以及最终物料 SSF 的表现等方面综

合权衡得出了五种木质纤维素原料的最优的干法生物炼制条件。以 S. cerevisiae 

DQ1 为发酵菌株，在 30%固含量，15 FPU/g DM 的酶用量下五种原料玉米秸秆、

水稻秸秆、小麦秸秆、甘蔗渣、木屑的乙醇产量为 56.77 g/L、58.48 g/L、65.43 

g/L、64.48 g/L、54.67 g/L。通过实验可以发现不同木质纤维素原料通过一些简单

的调整与优化都能够作为干法生物炼制生产纤维素乙醇的较适宜的原料，这为之后

的商业化生产纤维素乙醇提供更广泛的原料来源以及地域范围。 

2) 为了提高纤维素乙醇相对于玉米乙醇的市场竞争力，必须在合适的干法生物炼制技

术的支持下进一步提高最终乙醇的发酵浓度。干式稀酸预处理能够将半纤维素中的

木聚糖大部分的降解成为木糖，它可以全部存在于预处理后蓬松的物料中，此外脱

毒菌株 A. resinae ZN1 利用木糖的滞后性使得即使经过生物脱毒的物料也能够保留

大部分木糖；利用经过工程改造的 S. cerevisiae XH7 菌株能够时实现葡萄糖和木糖

的同步糖化与共发酵（SSCF），本研究通过对物料脱毒时间、发酵种子活力的提

高、物料预糖化时间的调整、以及测试不同固含量和酶用量下的 SSCF，最终得到

了极高的纤维素乙醇浓度：在 35%的超高固含量条件下玉米秸秆和麦秆能够获得

91.36 g/L（11.5% v/v）、101.12 g/L（12.8%）的世界纪录纤维素乙醇浓度。与玉米

乙醇生产相似的乙醇浓度以及低废水、低能耗、低成本的实现使得干法生物炼制生

产纤维素乙醇更具有市场竞争力以及商业化的巨大潜力。 

3) 为了进一步为干法生物炼制生产纤维素乙醇技术商业化提供更有用的技术支撑，本

研究选择不同来源的商品纤维素酶：Cellic CTec 2.0，Vland LLC 4，# 7 进行 SSCF
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的比较。通过比较发现市场销售的这些主流纤维素酶都能够作为干法生物炼制生产

纤维素乙醇的商品酶的主要提供商，三种纤维素酶虽然具有不同的纤维素水解能

力，但是从最终的乙醇发酵结果来看都能够达到相似的乙醇浓度；此外通过不同酶

用量下三种纤维素酶的乙醇发酵结果可以得出在较低的酶用量添加条件下乙醇浓度

也能够达到较高的水平，在 30%固含量的 SSCF 条件下，三种纤维素酶的最适酶用

量都为 10 mg protein /g cellulose。 

5.2  展望 

本研究围绕干法生物炼制生产纤维素乙醇做了一系列的研究，扩大了原料的选取种

类、提高了纤维素乙醇的生产浓度、为纤维素乙醇的商业化进程提供了强有力的技术支

撑。在研究的过程中，仍然有许多方面存在着进一步改进和深入研究的必要，在此进行

后续的展望： 

1) 预处理原料无需除尘步骤的干法生物炼制技术评价。本研究所使用的预处理原料如

玉米秸秆需要经过一定的除尘步骤（水洗）然后应用于后续的干式稀酸预处理中，

除尘步骤无论是机械除尘或者是水洗除尘都会增加纤维素乙醇的生产成本。是否可

以考虑将从田地收集的木质纤维素原料直接进行预处理而摒弃除尘步骤，通过一些

简单的工业优化实现同样的预处理效果，进一步促进干法生物炼制技术的工业化。 

2) 乙醇发酵菌株各项能力的提高。预处理后的物料中除了含有丰富的葡萄糖和木糖之

外，还含有许多可利用的可溶性糖类物质，如阿拉伯糖、半乳糖、果糖等，增加乙

醇发酵菌株利用各种糖类的能力，能够进一步提高木质纤维素的利用率以及最终乙

醇的浓度和得率；此外通过驯化以及各种分子改造技术进一步提高菌株耐受高温以

及抑制物的能力，发酵温度的提高会显著的提高同步糖化与共发酵的速率；而菌株

对抑制物的耐受能力增强又可以提高发酵水平。 

3) 进一步拓宽木质纤维素原料的选择范围，本研究选取了农业废弃物以及其他软木类

的木质纤维素原料进行干法生物炼制生产纤维素乙醇，其他质地较为坚硬的木质纤

维素原料是否也可以进行不同干式稀酸预处理强度的尝试，从而进一步提高对环境

中废弃木质纤维素原料的广泛利用。 
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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 

蛋白胨 生化试剂 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

琼脂 生化试剂 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

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 

氢氧化钙 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

磷酸二氢钾 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 

葡萄糖 食品级 秦皇岛骊骅淀粉股份有限公司 

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 

纤维二糖 分析纯 上海源聚生物科技有限公司 

牛血清蛋白 生化试剂 美国 Biosharp 公司 

葡萄糖液体试剂盒 分析试剂 上海科欣生物技术研究所 
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附录Ⅱ主要仪器和设备 

名称 型号 生产厂家 

核酸蛋白分析仪 DU-800 德国 Backman 公司 

立式震荡培养箱 HZ-2111KB 江苏华利达实验设备厂 

超声波脱气机 SB-5200D 宁波新芝生物科技 

台式小型高速离心机 5415D 德国 Eppendorf 公司 

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

超纯水纯化系统 Milli-Q Synthesis 德国默克密理博公司 

稀酸预处理反应器 PCF20-1.6 烟台科立化工设备有限公司 

电热恒温鼓风干燥箱 DHG-9140A 上海一恒科学仪器有限公司 

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

电子天平 BS223S 瑞士梅特勒利多仪器有限公司 

高压蒸汽发生器 DZFZ4.5C 上海蒸源机电有限公司 

预处理蒸汽发生器 HX-36D-2.5 上海华征特种锅炉制造有限公司 

高效液相色谱 LC-20AD、LC-20AT 日本岛津公司 

紫外检测器 SPD-20A 日本岛津公司 

示差检测器 RID-10A 日本岛津公司 

色谱柱 HPX-87H Bio-rad Aminex 

恒温水浴振荡器 HZ-9212S 江苏华利达实验设备厂 

粉碎机 SF-300 上海科太粉碎设备厂 

生物反应器 BIOTECH-5L 上海保兴生物设备工程有限公司 

隔水式恒温培养箱 GHP-9160 上海一恒科学仪器 

pH 电极 G301K 苏州汉星分析传感器有限公司 
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硕士期间学术成果 

发表论文： 

Qiang Zhang, Jie Bao*. Industrial cellulase performance in the simultaneous saccharification 

and co-fermentation (SSCF) of corn stover for high titer ethanol production. Bioresources and 

Bioprocessing, 2017,4:17.（对应本论文第三章） 

准备发表论文： 

Gang Liu, Qiang Zhang, Abdul Sattar Qureshi, Jian Zhang, Wanghui Xu, Xiaoming Bao*, 

Jie Bao*. Maximizing cellulosic ethanol potentials by minimizing energy input and 

wastewater generation of lignocellulose biorefining. Energy & Environmental Science. （对

应本论文第二章） 

学术会议论文： 

张强，张建，鲍杰. 2016. 干法生物炼制生产高浓度纤维素乙醇. 第十届全国研究生生

物质能研讨会. 
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