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木质纤维素来源发酵抑制物的生物降解以及光合发酵制氢 

摘要 

木质纤维素在预处理过程产生的糠醛、羟甲基糠醛、乙酸、甲酸、乙酰丙酸等降解

产物对后续的酶水解和发酵过程产生了强烈的抑制。这些抑制物的脱除即所谓的“脱毒”

步骤是进行正常发酵的前提条件。通过微生物降解的方法进行生物脱毒是最为有效的方

法之一。本文通过合成培养基初筛和预处理秸秆复筛，筛出三株能够降解预处理木质纤

维素中抑制物的真菌：Amorphotheca resinae ZN1、Penicillium polonicum ZN2、Penicillium 

turbatum ZN3，并用 16sDNA 的方法对菌种属性进行了初步鉴定。生长特性实验结果表

明，在抑制物浓度不高的条件下，A. resinae ZN1 能够在 pH 3-8，温度 20-32℃下正常生

长，并对氧需求不严格。该菌对各种抑制物单独存在时的最大降解浓度为乙酸 8g/l，甲

酸 9g/l，糠醛 4g/l，羟甲基糠醛 5g/l。对于典型稀酸预处理条件下处理的玉米秸秆，在

30%固含量酶水解后的水解液主要成分为：葡萄糖 65g/l, 木糖 34g/l, 乙酸 9.0g/l, 甲酸

2.7g/l，糠醛和羟甲基糠醛 0.8g/l。酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae DQ1 在 37℃下不

能在未经任何脱毒处理的水解液正常生长，而经过 A. resinae ZN1 脱毒 4 天后，S. 

cerevisiae DQ1 在同样条件下可以进行正常的同步糖化与发酵，最终乙醇浓度可达 43g/l。

本论文的另一部分内容是利用木质纤维素来源发酵抑制物中的有机酸以及发酵过程产

生的有机酸进行光合发酵产氢。选用 Rhodobacter sphaeroides ZX-5 菌种，用于木质纤维

素油脂发酵后水解液的有机酸光合发酵制氢。实验结果表明，在 30℃，4500lux 光照强

度下，R. sphaeroides ZX-5可将发酵废液中的有机酸和残糖完全降解，氢气得率8ml H2/ml 

effluent。将有机酸利用起来光合发酵制氢，不仅可以解决生物燃料工业废水处理，而且

可生产洁净并具有经济性的氢能源。 
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Biodegradation of the lignocellulose derived inhibitor substrances in the 

pretreatment process and its photo-fermentation for hydrogen production 

Abstract  

The degradation products from lignocellulose pretreatment, such as furfural, 

5-hydroxymethylfurfural (5-HMF), acetic acid, formic acid, levulinic acid etc. are the typical 

inhibitors for the cellulase enzymes and ethanol fermentation strains. Efficient degradation of 

these inhibitors (“biodetoxification”) is required for the following fermentation process. 

Biodegradation by microorganism is one of the most effective ways for inhibitors degradation. 

In this thesis, we isolated three fungi with the degradation capacity for the inhibitors by the 

two screening procedures in both the synthetic medium and on the pretreated corn stovers. 

The strains were identified as Amorphotheca resinae ZN1, Penicillium polonicum ZN2, and 

Penicillium turbatum ZN3 using the 16sDNA molecular identification method. A. resinae 

ZN1 grows well at the pH 3-8, 20-32℃, with or without oxygen when the inhibitors 

concentrations are not very high. The maximum concentrations degraded by the A. resinae 

ZN1 strain were acetic acid 8g/l; formic acid 9g/l; furfural 4g/l; 5-HMF 5g/l. The hydrolysate 

at 30% solid loading using the typical dilute acid pretreated corn stover contains glucose 65g/l, 

xylose 34g/l, acetic acid 9.0g/l, formic acid 2.7g/l, levulinic acid 3.2g/l, furfural and 5-HMF 

0.8 g/l. The Saccharomyces cerevisiae DQ1 could not grow in this hydrolysate at 37 ℃ 

without detoxification. After the ptreated corn stover was detoxificated by A. resinae ZN1 for 

4 days, the simultaneous saccharification and fermentation (SSF) by S. cerevisiae DQ1 at the 

same condition could be carried out and 43g/l of ethanol was obtained. In the second section 

of the thesis, organic acids (acetic acid, formic acid, levulinic acid) derived from the 

lignocellulose are not only produced during the pretreatment but also fermentation process. 

Using these organic acids for hydrogen production can combine the treatment of waste water 

and hydrogen production. In our study, we choose the Rhodobacter sphaeroides ZX-5 for the 

photo-fermentation using the effluent from lipid fermentation based on lignocellulose. The 

study show that: under 30 
o
C and 4500lux light intensity, R. sphaeroides ZX-5 could degrade 

the all residual sugar and organic acids with hydrogen yield 8ml H2/ml effluent.       

Key words: lignocellulose; pretreatment; inhibitor; biodegradation; biohydrogen 
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前言 

随着世界经济的快速发展，各国对能源的依赖性越来越强．而人类所面对的一个不

争的事实就是化石资源的枯竭[1-2]。寻找可替代化石燃料的新能源已成为大家的共同目

标。以木质纤维素为原料来生产包括燃料乙醇，生物柴油，氢气，沼气等生物燃料受到

世界各国的广泛关注。不仅是因为木质纤维素原料来源廉价、广泛且可再生，而且生物

燃料相对化石燃料，是一种清洁能源，对环境污染小。 

目前由木质纤维素转化为乙醇的研究非常活跃，这一领域已取得许多新的进展。从

木质纤维素生产乙醇转化工艺主要包括预处理，酶水解，微生物发酵，乙醇蒸馏-精馏-

脱水。虽然已经有规模化利用木质纤维素生产燃料乙醇，但离真正的工业化生产还有距

离，这其中存在很多技术难题。木质纤维素的预处理步骤是整个燃料乙醇生产最为关键

的一步，并且占生产成本的 20%以上。而且预处理过程形成的各种副产物，对酶水解，

微生物生长和代谢都有着重要的影响。如何有效的降解这些抑制物，并应用于木质纤维

素燃料乙醇的生产是亟待解决的。本课题的研究目的在于，利用生物法将各种预处理过

程中形成的抑制物降解，从而实现燃料乙醇的高浓度生产，减小成本。 

氢气和乙醇一样，可以通过木质纤维素来生产，而且是最洁净的能源。但直接利用

木质纤维素酶解产物己糖或戊糖来生产氢气，最大问题是经济成本高而难以工业化。利

用有机废水中有机物来光合发酵制氢气，可以减少成本而且联合污水处理工程。本课题

的第二个目的就是对油脂发酵后废液中一些有机酸抑制物，光合发酵制氢，从而避免生

物燃料工业生产可能带来的环境问题，也能形成附加经济，减少成本。 
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第一章 文献综述 

1.1 研究木质纤维素生物燃料的意义 

1.1.1 生物质燃料概述 

生物燃料是生物能源的一种，它是太阳能以化学能的形式储存的能量，是以生物体

为载体，来源于植物光合作用的一种能源。与传统的化石燃料相比，主要具有可持续发

展性，无毒性，可降解性和环境无害性，而且它的来源十分丰富，既可以从粮食，油料

作物，糖料作物和其他一些植物中提取，也可以从一些生活垃圾，工业废物中加工处理

得到。不仅如此，生物燃料的生产可以为区域经济提供发展机会。 

生物燃料的载体是有机物，它原料分布广泛，不受天气和自然条件的限制，只要有

生命的地方既有生物质存在。从利用形式上看，生物燃料与煤，石油内部结构和特性相

似，可采用相同或相近的技术进行处理和利用，采用技术的开发与推广难度比较低。另

外，生物燃料可通过一定的先进技术进行转换，除了转化为电力外，还可生成油料，燃

气或固体燃料，直接应用于运输机械或可用于柴油机，燃气轮机，锅炉等常规热力设备。

它几乎可以应用于目前人类工业生产和社会的各个方面，所以在所有新能源中，生物燃

料与现代的工业化技术以及目前的现代化生活有最大的兼容性。它在不需对已有的工业

技术做任何的改进前提下即可以替代常规能源。这些都是今后生物燃料发挥重要作用的

依据。 

1.1.2 生物质燃料的种类和特点 

当前生物燃料的主要形式有四种：沼气，生物制氢，生物柴油和生物乙醇[3]。 

（1）沼气是由作物秸秆，树木落叶，人畜粪便，工业有机废物和废水等有机物质

在厌氧环境中，经过微生物发酵作用生成的一种可燃气体。每立方米沼气完全燃烧后的

发热量约相当于 3.3kg 原煤产生的热量，是一种清洁，高效的可再生能源。 

（2）生物制氢技术，也为发展新能源提供技术储备。目前，各国正在竞相开发氢

燃料电池，尤其是氢燃料电池驱动的汽车。生物制氢主要有厌氧发酵和光合发酵两种方

式。前者是底物在氢化酶的作用下，通过发酵细菌代谢释放氢分子的形式平衡电子来保

证体内的代谢过程正常进行。后者是藻类和光合细菌直接将太阳能转化为氢能。 

（3）燃料乙醇是国内外公认的生物能源产品，能够以一定比例与汽油或柴油等成

品油混和后供车辆直接使用。生物乙醇主要包括粮食乙醇和纤维乙醇，它是在酶的水解

作用下，将有机底物分解成为可发酵性糖，从而进一步被微生物发酵成乙醇和二氧化碳。 

（4）生物柴油也是近年来发展迅速并规模化使用的化石替代能源。生物柴油是以

植物油如大豆油、菜籽油、其他丰富的非食用油和动物油脂，如猪油、牛油、鱼油等，

以及废弃的食用油为原料生产出的清洁可再生能源，是柴油优良的代用品。 
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1.1.3 国内生物质燃料发展现状 

我国政府为解决能源节约替代和绿色环保等问题制定了一系列政策和措施，一些学

者和专家已致力于生物液体燃料的研究倡导工作。我们在技术上具有一定的支撑能力，

并开始进行小规模生产，但是，与国外相比，我国还有相当大的差距，未能形成生物液

体燃料的产业规模化，政府尚未提出一套完整的扶植和鼓励的政策办法[4]。因此，我国

加入 WTO 之后，在如何面对经济高速发展和环境保护的双重压力下，加快高效清洁的

生物燃料产业化进程就显得更为迫切了。我国发展燃料乙醇起步较晚，先后在河南，安

徽，黑龙江，吉林和辽宁五省进行了试点，生产的原料主要为玉米等陈化粮。我国吉林

燃料乙醇有限公司，河南天冠集团，安徽丰原集团及黑龙江华润实业有限公司都生产燃

料乙醇，年产量分别达到 30 万 t，30 万 t，32 万 t 和 10 万 t。中国开发生物燃料乙醇的

热潮在骤然升温。2005 年，中国生产燃料乙醇 125 万 t，2006 年增长到 133 万 t。中国

燃料乙醇的消费量已占汽油消费量的 20％左右，成为继巴西、美国之后第三大生物燃料

乙醇生产国和消费国[5]。 

1.2 木质纤维素生物发酵制取燃料乙醇 

1.2.1 什么是木质纤维素 

木质纤维素生物质主要由三类聚合物形成：纤维素（一种线性大分子同聚合物，由

D 葡萄糖单元以 1，4 糖苷键连接起来的），半纤维素（由低分子量的多糖形成的不均匀

聚合物）和木质素（一种复杂的主要由酚类化合物聚集而成的生物聚合物）。可以在表

1.1 中看到各种木质纤维素原料中纤维素，半纤维素，木质素的含量。 

纤维素在木质纤维生物质中含量在 20-60%。纤维素性质稳定，不溶于水，无还原

性，在常温下不发生水解，在高温下水解很慢。只能在较高温度和无机酸催化下进行水

解。水解产物为葡萄糖。每千克纤维素理论上可得到 1.11 千克葡萄糖。 

半纤维素在木质纤维素生物质中含量 20-35%，并且它的主要由戊糖（D-木糖，L-

阿拉伯糖），己糖（D-葡萄糖，D-甘露糖和 D-半乳糖）和糖醛酸组成。半纤维素中最为

丰富的是木聚糖。木聚糖是由木糖由 1，4 糖苷连接起来的。 

木质素是构成植物细胞壁的成分之一，具有使细胞相连的作用。它主要由苯基丙烷

结构单体通过 C-C 键构成的三维空间高分子化合物，分子通式为(C6H11O2)n。木质素不

能被水解成单糖，而且会在纤维素周围形成保护层，影响纤维素水解。 
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表 1.1  各种纤维素原料中纤维素，半纤维素，木质素的含量 

Table 1.1  Contents of cellulose, hemicellulose and lignin in lignocellulose raw material 

木质纤维素材料 纤维素（%） 半纤维素（%） 木质素（%） 

硬木 40-55 24-40 18-25 

软木 45-50 25-35 25-35 

坚果壳 25-30 25-30 30-40 

玉米芯 45 35 15 

草 25-40 35-50 10-30 

纸张 85-99 0 0-15 

小麦杆 30 50 20 

树叶 15-20 80-85 0 

棉花籽 80-95 5-20 0 

报纸 40-55 25-40 18-30 

化学浆中的废纸 60-70 10-20 5-10 

废水中的颗粒 8-15 NA
b
 24-29 

猪粪 6.0 28 NA
b
 

牛粪 1.6-4.7 1.4-3.3 2.7-5.7 

沿海百慕达草 25 35.7 6.4 

柳枝稷 45 31.4 12.0 

以上信息来源： 
[6-9]； 

NA
b
 ： 无法获得 

1.2.2 木质纤维素发酵生产燃料乙醇的关键技术 

木质纤维素原料通过微生物发酵制取燃料乙醇，关键技术包括下面几个： 

 预处理：分解木质纤维素的结晶结构； 

 酶水解：通过各种纤维素酶将纤维素去聚合为葡萄糖； 

 发酵：微生物以糖为底物发酵生产燃料乙醇； 

1.2.2.1 预处理 

由于植物木质纤维素的复杂结构，使其形成保护屏障以阻止细菌和真菌对细胞的破

坏。预处理木质纤维素生物质的目的在于通过改变木质纤维素细胞壁结构从而使纤维素

更容易被酶水解。 

预处理方法主要有：蒸汽膨爆，液化热水（LHW），氨纤维膨胀（AFEX）, 酸煮，

石灰石，有机溶剂提取等[10]。其中研究最为透彻并且应用最为广泛的是稀酸预处理和蒸

汽膨爆两种方式。 

稀酸预处理：是木质纤维素预处理的传统方式，Bracconet 在 1819 年第一次用硫酸

处理木头并得到葡萄糖[11]。稀酸预处理一般先采用稀硫酸(0．5％～3．0％) 预浸原料，

然后在 130~200℃条件下在预处理反应器中处理原料数分钟。稀酸预处理的优点：糖得
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率高；催化剂成本低；易于中和。缺点：因为需要在高压和酸性环境，对设备要求比较

高；副产物的形成也明显。 

蒸汽膨爆预处理：蒸汽膨爆预处理方法是 1925 年由 W. H. Mason 首先提出[12]。一

般是在反应器中，高温（200-300℃）条件下，高压使水分很快渗透到木质纤维素的内

部，形成种“湿”的生物质。通过蒸汽加热，以水分膨胀的剪切力快速爆破木质纤维素，

从而破坏木质纤维素的复杂结构。处理的时间根据温度不同，一般在 1-4 分钟。该工艺

相对稀酸预处理，优点是抑制物形成相对少。但也需要在高压高温条件，对设备要求高。 

1.2.2.2 水解 

 经过预处理，木质纤维素去除了木质素和部分半纤维素，减少了纤维素的结晶状

态，增加了酶和纤维素的接触空间。但纤维素和半纤维素必须进一步水解成相应的单体

（糖）才能被微生物利用。酶水解的目标是，将预处理后仍然存在的水不溶性固体颗粒

中的多糖解聚。大部分预处理后，这些存在的多糖颗粒是纤维素。三种酶协同作用于纤

维素的水解：1，4-葡萄糖内切酶（EG, EC 3.1.2.4）作用于纤维素长链中的内部；纤维

二糖水解酶（CBH, EC 3.2.1.91）作用于聚合物的末端，并且释放出纤维二糖最终被葡

萄糖（BG，EC 3.2.1.21）分成两分子的葡萄糖分子[13]。在预处理过的木质纤维素的水解

过程中，酶较高的生产成本和使用量通常被认为是木质纤维素乙醇商业化的主要瓶颈。 

1.2.2.3 木质纤维素发酵 

木质纤维素水解液发酵产燃料乙醇要求微生物能够利用己糖，包括葡萄糖，甘露糖，

半乳糖和戊糖包括木糖，阿拉伯糖，而且是存在弱酸类、呋喃类以及酚类等抑制物的条

件下。因此糖和抑制物浓度是影响发酵效果的两个重要因素。 

1.3 木质纤维素来源的抑制物 

1.3.1 糖分解产物 

糠醛是戊糖在水解过程被分解形成。它对细胞的抑制取决于它在培养基中的浓度。

它主要影响细胞生长速率和每分子 ATP 可以生成的生物量[14]。Roberto 等曾经研究过，

当糠醛的浓度低于 0.5g/l 的时候，对细胞的生长有促进作用的；而当浓度高于 2g/l 的时

候，将完全抑制细胞的生长[15]。 Delgenes 报道糠醛浓度为 0.5g/l、1.0g/l、2.0g/l 的时候

将分别降低 P. stipitis 细胞生长达 25%、47%、99%
[16]。 Nigam 发现当发酵培养基中糠

醛浓度为 0.25g/l 时，并不能够减少乙醇得率和产率；当浓度为 1.5g/l 时，将影响微生物

的生长，乙醇得率和产率分别被减少了 90.4%和 85.1%
[17]。 

羟甲基糠醛，是己糖分解产物。 Palmqvist 和 Hahn-Heagerdal 报道它的抑制作用和

糠醛相似。但是羟甲基糠醛毒性比糠醛弱。而且它在纤维素水解液中的浓度一般比较低，

主要原因有三：（1）纤维素中己糖的含量低；（2）水解条件下，一般很少量的己糖被分

解；（3）这种物质有比较高的活性[14]。Delgenes 发现，当羟甲基糠醛在水解液中的浓度

分别为 0.5g/l、0.75g/l、1.5g/l 时， P. stipitis 细胞量的减少将达 43%，70%和 100%
[16]。

Martinez 等发现利用甘蔗渣水解液发酵产乙醇过程中，当呋喃（糠醛和羟甲基糠醛）化
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合物浓度达 0.9g/l 时，E. coli 受影响[18]。这些抑制物对水解液毒性都有各自的影响，但

是当这两种抑制物与其他几种抑制物，例如来自木质素降解的酚类和芳香族化合物以及

几种酸（乙酸，甲酸和乙酰丙酸）共同存在时，之间就会有协同毒性。 Vogel-Lowmeier 

等报道：在木糖发酵过程中，来自于酸水解液中的糠醛，羟甲基糠醛和乙酸对 Pachysolen 

tannophilus 和 P. stipitis 的细胞生长有抑制作用，尤其是后者。他们也发现，这些抑制

物对木糖发酵菌种的抑制作用是极其复杂的，并证明发酵抑制是因为这些抑制物之间的

协同效应[19]。 

1.3. 2 木质素的降解产物 

大量的化合物（芳香族，多糖，酚类和醛类）在木质纤维素水解过程中从木质素中

释放出来。酚类化合对微生物在木质纤维素水解液的发酵过程有明显抑制效应，并且这

类物质具有最高的毒性。酚类造成生物膜完整性破坏和分解，因此影响生物膜作为选择

性屏障和酶作用载体的能力。结果，细胞生长和糖代谢都被降低[14]。 Parajo 报道木质

素的降解产物，即使在很低浓度下，对微生物的毒害作用比糠醛和羟甲基糠醛大。他们

也报道在木头水解液中，当香兰素浓度在 5 或 3.7g/l, S. cerevisiae 代谢木糖的能力被完

全抑制[20]。利用木糖到木糖醇生物转化过程中，Villa 发现酚类化合物浓度低到 0.1g/l

时，既不影响木糖的消耗也不影响细胞生长和木糖醇的生成。 但是当浓度高于这个值

（0.2 到 4g/l)时，它将严重抑制这些过程[21]。 

1.3.3 来自木质纤维结构的衍生物 

酸基、丹宁酸、萜烯酸以及存在于纤维素中乙酰基生成的乙酸，都在水解过程中释

放出来而存在于水解液中。 McMillan 发现这些物质比木质素衍生物对微生物的生长抑

制作用要弱[22]。 Lawford 和 Rousseau 发现，当培养基中 pH 比较低，乙酸（pK=4.75)

以未解离的形式存在，是脂溶性的，并且能够透过细胞质膜。在细胞内部，pH 是 7.4，

乙酸以解离的形式存在，并且在在细胞质中积累，释放出质子。结果，细胞内部 pH 下

降，抑制了细胞活性，甚至造成细胞死亡[23]。乙酸的毒性因微生物发酵条件而不同。 Van 

Zyl 等使用 P. stipitis 利用甘蔗渣半纤维素水解液来发酵产乙醇，发现乙酸的抑制作用不

仅因其浓度不同而不同，而且受氧浓度和培养基 pH的影响。在 pH6.5时，乙酸浓度 4.5g/l，

乙醇生成开始减少。当乙酸浓度达 15g/l 时，减少到 50%。而在 pH 为 5.1 条件下，当乙

酸浓度仅仅为 1g/l 的时候就会使乙醇的产量下降到 50%。当乙酸浓度为 10g/l 时，没有

乙醇生成[24]。Felipe 等研究发现，乙酸浓度为 1g/l 时将增加木糖到木糖醇的生物转化，

但当浓度上升到 3g/l 时，对发酵过程将有抑制作用[25]。另外一方面，当培养基中乙酸浓

度 10g/l，而没有其他抑制物时，乙酸促进乙醇的生成[26]。 

1.3.4 重金属离子 

重金属离子（铁离子，铬离子，镍离子，铜离子）在水解液腐蚀水解设备过程中形

成，并且这些离子对微生物代谢途径中酶是有抑制作用的。Watson 等分析金属阳离子对

参与木糖代谢途径中酶的活性影响以及对 P. tannophilus 细胞生长的影响。他们使用含

有金属阳离子，同样存在于水解液中的，合成培养基。微生物活性在铜，镍，铬，铁离
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子在培养基中的浓度分别为 4、5、100 和 150mg/l 时被稍微减少。另一方面，当镍离子

浓度为 100mg/l 时，活性减少了 60%
[27]。我们可以从表 1.3 列看到上述来源的各种抑制

物在相应浓度对发酵菌株生长和代谢的影响。 

表 1.2  抑制物对发酵过程的影响 

Table 1.2  Effect of inhibitors on fermentation 

抑制物形成 抑制物种类 浓 度

（g/l） 

发酵菌种 抑制生长（g）% 

抑制发酵（f）% 

参考 

文献 

预处理过程中 乙酸 1.4 酿酒酵母 50(f)，pH4.5 2

8 

乙酸 4.3 酿酒酵母 50(f)，pH5.5 2

8 

乙酸 8.0 毕赤酵母 98(f)，pH5.1 2

4 

乙酸 8.0 毕赤酵母 25(f)，pH6.5 2

4 

糖的降解产物 糠醛 1.0 毕赤酵母 47(f)，71(g) 2

9 

5-羟甲基糠醛 3.0 毕赤酵母 69(f)，90(g) 2

9 

木质素降解产物 肉桂醛 1.0 酿酒酵母 100(f) 3

0 

p-羟基苯甲醛 0.4 酿酒酵母 68(g) 3

1 

p-羟基苯甲醛 1.0 克雷伯氏菌 48(f) 3

0 

丁香醛 0.5 毕赤酵母 40(g) 3

1 

丁香醛 0.22 酿酒酵母 72(f) 3

2 

发酵产物 乙醛 5.0 酿酒酵母 80(g) 3

3 

乙醇 120 酿酒酵母 100(g) 3

4 

甲酸 2.7 酿酒酵母 80(g) 3

3 
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乳酸 38 酿酒酵母 80(g) 3

3 

其他 铬 0.1 管囊酵母 95(f) 3

5 

铜 0.04 管囊酵母 29(f) 3

5 

铁 0.5 管囊酵母 45(f) 3

5 

镍 0.05 管囊酵母 92(f) 3

5 

1.3.5 几种抑制物的协同毒性“协同效用” 

微生物能够耐受的每种抑制物的最大浓度是无法检测的，这是因为抑制作用取决的

因子包括微生物种类，发酵过程条件，出现在培养基中的抑制物种类，以及他们的协同

效应。Palmqvist 等发现，乙醇的生成会被培养基中乙酸（10g/l)促进，此时没有糠醛的

存在。相同在没有乙酸存在时，乙醇的生成也被糠醛（2g/l)而促进。然而，这两种抑制

物同时存在时会严重影响细胞生长速率，细胞量，以及乙醇得率[26]。Zaldivar 等研究证

明：半纤维素水解液的毒性来至于各种抑制物（醇，醛和酸）的协同而不是某一种化合

物[36]。Nigam 曾经以小麦纤维素水解液发酵获得乙醇，也曾从模拟的，具有相同乙酸、

糠醛、木质素衍生物浓度的合成培养基中获得乙醇[17]。在合成培养基中，乙醇得率和产

率分别比水解液中的低 74.4%和 83%。 

1.4 抑制物的脱除方法 

很多种抑制物脱除方法，包括物理，化学和生物，已经应用于脱除木质纤维素来源

的抑制物。一种脱毒方法是否有效取决于木质纤维素的水解以及后续所使用的发酵微生

物种类。因为每种水解液含有不同的抑制物成分，并且每种微生物对抑制物的耐受能力

不同[37]。 

1.4.1 物理方法 

通过真空蒸发方法来减少水解液中挥发性抑制物，例如乙酸，糠醛，以及香兰素等

是一种常用物理脱毒方法。然而这种方法也在某种程度上增加了非挥发性抑制物的浓度

（木质素衍生物），继而增加了发酵的抑制程度。Silva 和 Roberto 利用真空蒸发的方

法脱除水稻杆水解液的抑制物，用以木糖发酵产木糖醇，他们发现木糖醇发酵过程因非

挥发性抑制物浓度的升高而受阻碍，这些非挥发性抑制物对微生物的毒害非常强 [38]。 

1.4.2 化学方法 

化学方法是在一定 pH 下，利用沉淀使抑制物浓度降低，然后再将 pH 调整到后续发

酵需要的值。还有一种是用活性碳或者离子交换树脂吸附。Marthinez 等报道使用

Ca(OH)2  将甘蔗渣水解液 pH 调节到 9.0，是一种非常有效的脱毒方法。在他们的试验
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中，将水解液加热到 25-60℃，后一温度更适合这种脱毒。因为它脱除了 51%的呋喃类

抑制物和 41%的苯酚类抑制物，与之同时有 8.7%的糖损失[39]。在这些化学脱毒方法中，

离子交换树脂的成本比较高不适合工业化。唯有活性炭陈本较低，并且具有较高的抑制

物吸附能力。 

1.4.3 物理化学联合方法 

许多物理和化学方法应用于木质纤维素水解液的脱毒。 Converti 等在利用几种酵母

来产木糖醇。他们发现因为木质素降解产物和乙酸的存在，阻碍了发酵过程的进行。为

了纯化水解液以提高发酵，他们采用不同方法的联合：最初，pH 被用 Ca(OH)2 调节到

10.0，然后用 H2SO4 将 pH 调解到 5.5。接着，活性炭被加入到水解液中，最后进行蒸发。

这里，联合了 pH 调节和活性炭吸附，对脱除木质素衍生物非常有效。活性炭降低了木

质素衍生物的 95.4%，而蒸发的过程将乙酸降低到 3g/l。乙酸在这个浓度下，基本不对

微生物造成抑制。这个脱毒过程对于木糖到木糖醇的转化能够正常进行，并获得 0.41g/h

生成速率和 0.63 g/g 得率[40]。 

1.4.4 生物法 

微生物脱毒方法涉及使用一种专门的酶或一种微生物，使其作用于水解液中的抑制

物。用 Trametes versicolor 产的漆酶和过氧化物酶共同作用于木头水解液，使糖耗和乙

醇得率都增加。这主要是由于这两种酶对弱酸和苯酚类化合物的降解[42]。这些酶的脱毒

机理很可能是低分子量苯酚化合物的氧化聚合反应。使用微生物来降解水解液中的抑制

物是具有选择性的脱除抑制物。Scheneider 报道使用一种诱变的 S. cerevisiae.就将水解液

中乙酸浓度从 6.8g/l 降低为 0.4g/l
[42]。事实上，生物脱毒法相对化学或物理脱毒法，条

件温和，对设备要求不高，而且不会使其他物质损失或部分抑制物浓度增高。并且采用

生物脱毒，可以使后续发酵连续。图 1.3 列出了常见的物理化学脱毒方法的应用。 

表 1.3 脱毒方法以及脱毒效果 

Table 1.3   Detoxification procedures and their effects 

脱毒过程 脱毒效果 参考文献 

蒸汽分离 脱除挥发成分（糠醛，苯酚，乙酸） 43，44 

用 CaO，NaOH， KOH 等中和，

活性炭过滤 

减少乙酸浓度 43 

用 Ca(OH)2，CaO 或 KOH 中和

到 pH6.5 或直接调节到 pH10，

去除沉淀后用 H2SO4 再调节回

6.5 

沉淀乙酸，重金属，糠醛，单宁酸，

萜烯，苯酚 

43，44，45，

46 

阳离子交换树脂 脱除芳香族 47 

乙醚萃取 脱除芳香族单体及二聚体 48 

真空蒸发 脱除糠醛 49 

乙酸乙酯萃取 脱除乙酸 49 
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分子筛 脱除木质素降解产物 50 

混合床离子树脂 部分脱除乙酸，糠醛，可溶性木质素 50 

阴离子/阳离子交换树脂 部分脱除乙酸，金属离子 32 

漆酶或过氧化物酶 苯酚类化合物 32 

真菌 呋喃类，苯酚类，有机酸化合物 35 

1.5 木质纤维素来源有机酸光合发酵制氢 

1.5.1 生物制氢的概述 

在可再生清洁能源中，原料来源广泛存在于自然界的有氢气，甲烷，乙醇，甲醇和

生物柴油等。其中，氢能源是最清洁的能源，燃烧产物只有水，因而极具发展潜力。美

国能源部，国际氢经济联合会，以及欧洲氢联盟都认为氢经济是一种清洁有效取代汽油

经济的方式。氢作为一种能源载体，在发电以及许多其他领域得到应用。氢气可以作为

化学品的生产原料，在石油精炼过程用以去除杂质，或则将重油部分转为轻油部分或其

他有价值的产品。汽车也可以使用氢电池，氢电池发电机的效率是汽油发动机的 3 倍。 

1.5.2 光合菌生物制氢技术 

1.5.2.1 光合菌种类 

光和细菌是一类能进行不产氧光和作用的一类原核生物的总称，这类生物主要有红

色硫细菌属（ chromatium） ,红色非硫细菌红螺菌属（ rhodospirillim），红微菌属

(rhodomicrobium)，红假单胞菌属(rhodopseudomnas)，绿硫细菌属(chlorobium)等。 

1.5.2.2 光合发酵制氢的机理 

光合细菌在有合适的底物和一定的环境条件下，都能进行光照放氢反应。光合细菌

的固氮酶利用光合作用中产生的 ATP 为能源，利用 NAD（P）H 提供 H
+和 e

-
, 还原 N2，

生成 NH3, 并在氢酶的协同作用下将 H
+还原为 H2。因而，光合细菌在光照和有机物条

件下同时进行了生物固氮和光照放氢。因而光照放氢是光合细菌以有机物为电子供体，

以光源为能源，以固氮酶和氢酶产生氢气的一种代谢反应。光合细菌产氢主要是固氮酶

的作用，固氮酶遇氧失活，故产氢作用需要在厌氧条件下进行，因而成为光发酵产氢。

氢酶的作用是吸氢。 

pH 是影响产氢菌在发酵过程性能的重要因子。不仅因为它影响产氢相关酶的酶活，

而且会影响光合菌的代谢途径。已经被报道，在一个合适的范围内，在发酵产氢过程中

增加 pH 会使光和菌的产氢性能增加，但是 pH 过高会导致产氢性能减弱。对于大多数

批发酵模式，只是研究发酵初始 pH 对产氢的影响。对于不同的发酵底物，发酵菌种，

以及接菌量，合适的 pH 是不同的。例如，Mu 在他们的研究中报道，最佳的发酵 pH 是

4.2， 而 Zhao 和 Yu 等发现 pH7.0 才是最佳的值[51,52]。 

温度是影响菌体发酵产氢的另外一个重要因素。它对产氢性能的影响也如 pH 一样

在合适的范围内呈现钟罩型。一般可以分为适温菌（25-37℃）和高温菌（45℃以上）。

每种菌株，在不同的发酵条件下，最适温度也不一样。 
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光照度和光照时间影响着光合细菌所捕获的光能量与形成的ATP (Adenosine 

Triphosphate 腺苷三磷酸)及质子梯度。光合细菌产氢对光照度的依赖性说明直接从光源

中吸收能量在光合细菌内部的氧化还原过程或电子传递过程中发挥了重要作用。光和菌

发酵产氢都是在光反应器中进行，一个优化的光反应器必须能够使光源有效的被菌体吸

收，从而转化为细胞体内的生物能和化学能。 

光合细菌在产氢过程中还会受到其他因素影响，如有机物的种类，铵盐，氧气和一

氧化碳。其中有机物的种类以及每种有机物的浓度对产氢的性能影响也是研究的热点。 

1.6 本课题的研究意义 

1.6.1 木质纤维素来源的有机酸生物降解 

以木质纤维素为原料生产燃料乙醇，不仅可以进一步满足燃料乙醇生产的发展，而

且可以解决粮食安全和能源需求之间的矛盾。木质纤维素来源广泛。可谓当今人类所拥

有的最丰富的可再生能源物质[5]。但木质纤维素发酵生产乙醇过程中，纤维素酶水解，

酵母生长代谢都受抑制物的影响。有效脱毒是降低燃料乙醇工业成本经济的必经途径。

生物降解木质纤维素来源的抑制物，相对其他脱毒方法有着条件温和，对抑制物降解彻

底，并不影响水解液有效成分的损失等优势。该课题选择一种固体方式生物脱毒，相对

已经报道的生物脱毒方法（漆酶或微生物在水解液中脱毒），能更好的保证同步糖化发

酵的连续性。 

1.6.2 以木质纤维素来源的有机酸，光合发酵制氢 

城市废弃物、乳制品工业废水、以及以葡萄糖和淀粉发酵产生物燃料后的尾液中均

含有大量的低分子挥发性有机酸。随着木质纤维素生物燃料的技术成熟，以及工业化进

程提速。这个工业过程中，所产生的含有各种有机酸的废水是巨大的。生物燃料发酵废

液中主要含有乙酸，甲酸，乳酸，部分残糖。这些有机酸一部分来自预处理过程，并且

这些有机酸不能被发酵微生物完全利用；另外一部分来自微生物发酵过程中菌体自身代

谢糖而形成的。迄今为止对光合细菌利用有机酸产氢的研究多以乳酸和乙酸为主[53,54]。

而本课题集中研究中木质纤维素来源的乙酸，甲酸，乙酰丙酸来发酵制氢，是一个新的

亮点。利用木质纤维素水解液发酵制取生物燃料，并用光合细菌分解木质纤维素来源有

机酸来制取氢气是具有经济价值和发展潜力的，因为它联合了生物燃料工业废水处理和

氢能源的生产。 
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第二章 木质纤维素来源抑制物的生物降解 

2.1 前言 

经过各种物理，化学，或物理化学相结合方式处理后的木质纤维素，经纤维素酶进

一步水解成可以被酿酒酵母利用的水解液，其中含有各种弱酸类，呋喃类，苯酚类抑制

物。这些抑制物对纤维素酶活性，乙醇发酵菌株的生长和代谢都有明显的抑制作用。目

前常用于抑制物脱除的方法有活性炭或离子交换树脂吸附脱除，强碱调节 pH 并沉淀抑

制物，真空蒸发，以及生物降解。与其他脱毒方法相比，生物脱毒方法条件温和，不形

成新的抑制物，脱毒后可以直接进入乙醇发酵过程等优势。 

因此筛选一种能够快速有效降解各种抑制物的微生物，是基于木质纤维素生物燃料

的生产经济性的关键技术。本章内容是从秸秆样本中通过初筛和复筛得到 3 株能有效降

解各种抑制物的真菌，并对其进行分子生物学鉴定。最后选择一株生长占优势的菌株，

详细研究其生长特性。选出的目标菌株用于对不同浓度下抑制物的降解，以及降解后同

步糖化发酵试验。 



华东理工大学硕士学位论文                                          第 13 页 

2.2 实验材料与仪器 

2.2.1 实验试剂 

     所有本部分实验使用的试剂如表 2.1 所示。 

2.2.2 实验仪器 

      所有本部分实验使用的仪器如表 2.2 所示。 

 

表 2.1  试剂 

Table 2.1  Reagents 

试剂名称 规格 生产厂家 

98%浓硫酸 CR 上海菲达工贸有限公司 

NaOH AR 上海振兴化工厂 

葡萄糖 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 

YEAST EXTRACT AR OXOIDLID BASINGSTOKE HAMPSHIRE ENGLAND 

D-葡萄糖 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 

琼脂 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 

糠醛 AR 上海润捷化学试剂有限公司生产 

乙酸 AR 上海润捷化学试剂有限公司生产 

甲酸 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

乙酰丙酸 AR 美国Johnson Matthey 

糠醛 AR 比利时Acros 

羟甲基糠醛 AR 比利时Acros 

硫酸铵 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

磷酸二氢钾 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

硫酸镁 AR 上海美兴化工有限公司 

纤维素酶 AR Genencor Internal, Rochester, NY, USA 

纤维二糖酶 AR Novo Industri A/S，Denmark 

Taq酶 AR Takara公司 

(ITS)通用引物  Takara公司 
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表 2.2 仪器 

Table 2.2   Experimental equipment 

仪器名称 规格 生产厂家 

电子天平 BS423S 北京赛多利斯 

立式压力蒸气灭菌器 YXQ-LS-75SⅡ 上海博迅实业有限公司医疗设备厂 

气浴恒温振荡器 SHZ-82 金坛亿通电子 

落地恒温振荡摇床 HZ-9311K 太仓华利达 

分光光度计 DU-800 Beckman 公司 

高速冷冻离心机 J-25 Beckman 公司 

台式低速冷冻离心机 5415R Eppendorf 公司 

恒温恒湿箱 LHS-150HC 上海一恒科技 

超低温冰箱 86C Thermo 公司 

冰箱 BCD-215KA 海尔公司 

冰箱 SC-329GA 海尔公司 

旋涡混合仪 XW-80A 江苏海门市其林贝尔公司 

洁净工作台 100 级 SW-CJ-IBU 上海博迅公司 

高效液相色谱 LC-20AD 岛津 

气相色谱 Agilent6820 安捷伦 

超纯水纯化系统 Milli-Q Millipore 公司 

5L 发酵罐 Biotech-3BG 上海保兴生物设备工程有限公司 

PCR 仪 Mastercycler Eppendorf 

 

2.2.3 原料 

2.2.3.1 预处理玉米秸秆 

蒸汽膨爆预处理: 在 160～240℃，0.3～2.0MPa 条件下，在蒸汽爆破装置中对粉碎

烘干的秸秆处理 4 min，处理后的秸秆放置在 4℃冰箱中保存； 

高温稀酸预处理：用稀硫酸预浸粉碎后的秸秆，搅拌均匀放置过夜后放入反应器进

行反应，稀酸浓度 1～5%w/w，预处理时间 1～15min，预处理温度为 160～240℃，得到

预处理强度不同的各种秸秆；获得的秸秆放置于 4℃冰箱中保存以备后用； 

2.2.3.2 酶水解制备水解液 

    将预处理的玉米秸秆分批加入到 5l 反应器中。根据原料的质量和含水量，加入相

应量的纤维素酶和无菌水，使糖化条件为 30%固体含量，15FPU/gDM。在 50℃，150rpm

条件水解 48 小时。水解液离心后取上清液放置冰箱中备用。 

2.2.4 培养基 

PDA 培养基：取去皮马铃薯 200g，切成小块，加水 1000m1。煮沸 lh，用 8 层纱布
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过滤，然后补足失水至 1000ml，并添加葡萄糖 20g, 琼脂粉 20g。115℃灭菌 20 min。贮

存备用。该培养基用于分离各种微生物，以及目标菌株的保存。 

初筛培养基：在不添加葡萄糖 的 PDA 培养基上添加乙酸 6g/l; 糠醛 1g/l; 羟甲基糠

醛 1.5g/l; 

酵母种子培养基：KH2PO4 2g/L; MgSO4·7H2O 1g/L; (NH4)SO4 1g/L; Yeast extract 

1g/L; glucose 60g/L;  

酵母种子驯化培养基： 

25%的水解液：酵母种子培养基体积/水解液体积=4/1 制取。水解液中营养盐成分和

酵母种子培养基中保持一致。 

50%的水解液：酵母种子培养基体积/水解液体积=2/1 制取。水解液中营养盐成分和

酵母种子培养基中保持一致。 

柠檬酸缓冲溶液：0.05M/L 的柠檬酸溶液(A)，0.05M/L 的柠檬酸钠溶液（B），A 和

B 按照体积 2:1 混匀，并用 pH 电极微调使溶液 pH 为 4.8。 

2.3 研究方法 

2.3.1 生物脱毒的真菌筛选 

分离菌落： 

（1）称量样品秸秆 10g, 加入 250ml 摇瓶中。其中摇瓶里装有 90g 无菌水。最后放

入 150rmp, 30℃摇床中混匀 2h, 即得 10
-1 菌悬液。 

（2）以 100μml 菌悬液+900μml 无菌水的方法进行稀释分别得到以下几个梯度的菌

液：10
-2

  10
-3

 ，10
-4，10

-5，10
-6，10

-7，10
-8

 。每个梯度的菌液涂布 PDA 平板 3 个。

将平板放入 25℃培养箱中进行培养。 

（3）培养 5 天后选择单菌落分布均匀并且浓度合适的平板，根据菌落形态以及颜

色差别，用接种针挑取单菌落进行划线分离。每种同形态的菌落划 5 块平板。放入 25℃

恒温箱中进行培养。 

（4）将已经分离出的菌落，在新的 PDA 平板中，连续传代 5 次以保证得到纯的单

菌落。将分离的单菌落放置到 4℃冰箱中保存。 

初筛 

将分离的单菌落，一一接种到初筛培养基中，放置于 25℃恒温箱中培养。两种对照：

抑制物和葡萄糖都不含的 PDA 培养基；另一种是没有抑制物，但有葡萄糖的 PDA 培养

基。观察菌落生长的速度，和菌落大小的差异。挑选能在筛选培养基平板上生长速度快，

并且菌落形状大的菌株。将挑选的菌株划线接种于 PDA 试管斜面中，放置于 25℃培养

5 天，菌落布满整个试管时放置到 4℃冰箱中保存。 

复筛 

（1）制备种子液 

用无菌水，将经过初筛，保存于 PDA 试管斜面中的菌株洗脱下来，以获得菌悬液。
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取 1ml 菌悬液，稀释后在血球计数板上用显微镜计数，并根据计数结果对原来菌悬液进

行适当稀释，使菌落浓度为 10
6
~10

7
cell/ml。 

（2）在预处理秸秆中脱毒 

称量 10g 含水量 50%的蒸汽膨爆秸秆放入到 250ml 摇瓶，将 1ml 稀释好的菌悬液均

匀接入其中，瓶口用棉塞封闭。将摇瓶放置于 25℃恒温箱培养 3 天。以没有接菌的装有

同样秸秆的摇瓶做对照。 

（3）脱毒后秸秆同步糖化发酵生产乙醇 

每个摇瓶（包括对照样）中加入柠檬酸缓冲溶液 39ml， 纤维素酶 1.25ml(固含量

10%，酶活 15FPU/gDM)。在 50℃，200rmp 的条件下，水浴摇床中糖化 12 小时。同时

酵母种子在种子培养基中， 37℃，150rpm 条件下活化 20 小时。秸秆糖化 12 小时后，

每个摇瓶接入酵母种子液 5ml(接种量 10%)。在 37℃，150rpm 条件下发酵 24 小时。用

超纯水将糖化 12 小时的水解液和发酵 24 小时的发酵液稀释 10 倍，经 0.2um 膜过滤后，

高效液相分析其中抑制物和乙醇浓度。 

2.3.2 表征型特征鉴定 

用接种环将通过复筛的菌株，从相应的 PDA 平板中挑取少量新鲜的菌丝在干净玻

片上。玻片上已经点有少量无菌水。风干后固定，用光学显微镜观察各菌株的形态特征。 

2.3.3 分子生物学鉴定 

2.3.3.1 菌丝基因组 DNA 提取 

（1） 0.008g 菌丝样品，石英砂研钵研磨，移至 1.5mL 管，加 25μl 20%SDS，加 700μl

尿素提取液（7 mol/L Urea、50 mmol/L Tris-HC1 pH 8.0、62.5mmol/LNaC1、l%SDS），

50μl 溶菌酶，旋涡混匀； 

（2）37℃水浴 30min，加 700μl 氯仿：异戊醇(24:1)，小心混合，12000rpm 离心 5min； 

（3）取上清液，加等体积的氯仿：异戊醇(24:1)，小心混合，12000rpm 离心 5min； 

（4）取上清液，加等体积的异戊醇，10%体积的 NaAc(pH5．2)溶液，-20℃沉淀 20min； 

（5）12000rpm 离心 5min，弃上清液，用 70%乙醇洗沉淀 3 次，干燥后加 100μl TE 充

分溶解，-20℃保存。 

2.3.3.2 真菌核糖体 rDNA ITS 的 PCR 扩增及测序 

采用真菌核糖体基因转录间隔区(ITS)通用引物 

ITS1（5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’）  

ITS4（5’-TCC TCC GCT TAG ATA TGC-3’） 

在 PCR 仪上扩增 ITS1/5.8S/ITS2 区域。 

反应程序为： 

94℃预变性 5 min，进入循环，94℃变性 45 S，55℃退火 30 S，72℃延伸 1 min，共

32个循环，最后 72℃延伸 7 min。反应结束后，取 8 μl样品在 1.0％的琼脂糖凝胶于 1×TAE

中电泳，并用 Bio-rad 凝胶成像系统照相。扩增产物由上海生工测序。 

PCR 的反应混合液的总体积为 25 µl： 
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2.5 µl 10×PCR 反应缓冲液，2 µl 2.5 mM Mg
2+，2×0.25 µl 20 µM 的引物，4× 1 µl 

2.5 mM 的 dNTP，1.25 单位 Taq 酶,模板 DNA 若干，离心后加 1 滴石蜡油。 

2.3.3.3 序列分析 

用Bioedit软件对本研究中所测定的ITS序列分析其同源性，在NCBI对上述种的ITS

进行BLAST比对，再利用Mega4软件中邻接法(neighbour-joining methods，NJ)构建聚类

分析树状图。 

2.3.4 三种菌降解抑制物效果的比较 

用无菌水从三种菌株的试管斜面中洗脱孢子，并进行相应的稀释，分别获得 10
6～

10
7 的孢子悬液。各取 1ml 悬液加入到装有 10g 含水量为 50%的蒸汽膨爆秸秆的 250ml

摇瓶中。每种菌都接 5 个同样的摇瓶。将摇瓶放置到 25℃恒温箱中培养。每天培养有每

种菌的摇瓶各取一个，加入柠檬酸缓冲溶液 45ml。在水浴摇床中，50℃，200rmp 条件

下糖化，12 小时每个摇瓶取样。 

2.3.5  A. resinae ZN1 在预处理秸秆中生长特性 

pH: 用氢氧化钠和稀硫酸溶液，将蒸汽膨爆预处理秸秆的 pH 调节到 7 个梯度（3.0、

4.0、5.0、5.5、6.0、7.0、8.0)。将上述含水量 50%, 10g 各种 pH 的秸秆装入到 250ml 摇

瓶，高温灭菌后接入 1ml (10
6 个/ml)菌悬液到秸秆中。摇瓶统一放置 25℃培养 3 天后，

加入无菌水 90ml 进行摇匀 2 小时（180rmp), 稀释涂布 PDA 平板，放置到 25℃恒温箱

继续培养，计算菌落数。 

温度: 10g 含水量 50%秸秆装入 250ml 摇瓶中，高温灭菌后向摇瓶中接入 1ml.(10
6

个/ml)菌悬液后分别放置到（15、20、25、28、32、37℃）恒温箱中培养 3 天，加入无

菌水 90ml，摇匀 2 小时（180rmp)，稀释后涂布 PDA 平板，放置到 25℃中培养，以计

算菌落数。 

溶氧: 10g 含水量 50%秸秆装入 250ml 摇瓶中，高温灭菌后向摇瓶中接入 1ml.(10
6

个/ml)菌悬液。一种摇瓶充氮气，用橡胶塞封闭；另外一种摇瓶直接用棉塞封闭。两种

都放置于 25℃恒温箱中培养 3 天。加入无菌水 90ml，摇匀 2 小时（180rmp)，稀释后涂

布 PDA 平板，放置到 25℃中培养，以计算菌落数。 

2.3.6  秸秆脱毒前后纤维素含量测定 

物料中纤维素和半纤维素(木聚糖)含量的测定根据 NREL 生物质结构组成成分测定

方法[59]并稍作修改，主要步骤为: 准确称取未脱毒的秸秆和脱毒后的秸秆 100mg， 在

115℃下烘干至恒重的。洗涤烘干后的滤渣装入 30mL 具塞压力管中, 然后加入 1mL 

72%H2SO4 置于 30℃恒温水浴锅中反应 60min，并用玻璃棒每隔 5-10min 搅拌一次, 待

达到反应时间后向压力管中加入去离子水 28mL 将 H2SO4 浓度调至 4%, 然后将塞子塞

紧并用纱布扎紧，置于高温自动灭菌锅中于 121℃下反应 1h，待反应完成并冷却至室温

后加入 CaCO3 调节 pH 至 5-6 后通过 HPLC 测定。  

 此实验需同时用已知浓度的葡萄糖和木糖溶液进行相同处理，并计算其糖得率绘

制标准曲线加以校正。 
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图 2.1  纤维素和半纤维素含量测定中葡萄糖和木糖校正标准曲线 

Figure 2.1  Calibration curve for detection of glucose and xylose in cellulose and hemicellulose. 

2.3.7  A. resinae ZN1 对各种抑制物的降解 

2.3.7.1 种子培养 

用无菌水从试管斜面中洗脱孢子，并进行相应的稀释，分别获得 10
6～10

7 的孢子悬

液。以 10%的接种量接入到含水量为 50%的蒸汽膨爆秸秆中。放置到 25℃恒温箱中培

养到有菌丝在秸秆表面生长，以作为后面实验的种子秸秆。 

2.3.7.2 单独抑制物的降解 

称量 5g 干的蒸汽膨爆秸秆放入 250ml 摇瓶中。高温灭菌，每个摇瓶中加入 8g 含有

乙酸的无菌水（使 10%固含量的水解液中，乙酸浓度分别为 2g/l, 6g/l, 8g/l），然后接入

已经长好菌体的种子秸秆 1.3g，混均匀，放置 25℃培养 5 天。 

摇瓶糖化与发酵试验过程：每个摇瓶加入 37ml，pH4.8 的柠檬酸缓冲溶液，1.15ml

纤维素酶。在 50℃，200rpm 条件下，糖化 12 小时。接入 25%水解液驯化的酵母种子液。

10%酵母种子接种量。放置 37℃，150rpm 条件下发酵 24 小时。检测糖化 12 小时水解

液和发酵 24 小时的发酵液中各种抑制物，葡萄糖，乙醇的浓度。 

同样方法，向秸秆中分别单独添加甲酸，乙酰丙酸，糠醛，羟甲基糠醛。使秸秆在

10%固含量，15FPU 条件下水解后水解液中，甲酸，乙酰丙酸，糠醛，羟甲基糠醛的浓

度分别为（0g/l、7g/l、13g/l）；（2g/l、7g/l、13g/l）；（0g/l、1g/l、5g/l）；（0g/l、

2g/l、5g/l）进行脱毒后同步糖化发酵产乙醇。 

2.3.5.3 混合抑制物的降解 

称量 5g 干的蒸汽膨爆秸秆放入 250ml 摇瓶中，高温灭菌后每个摇瓶中加入 8g 含有

混合抑制物的无菌水, 接入种子秸秆 1.3g，混均匀，放置 25℃连续培养 5 天。每天取培

养相应天数的摇瓶放置-20℃冰箱以终止 A. resinae ZN1 的生长。5 天后，没有接菌脱毒

对照摇瓶和连续脱毒处理的摇瓶一起糖化与发酵。糖化与发酵的操作如同单独抑制物的

降解后同步糖化操作。 
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2.3.8 不同稀酸预处理条件下的秸秆抑制物降解 

2.3.8.1 不同强度的稀酸预处理 

轻度处理的条件为：1.5%稀硫酸，预处理时间为 3 分钟，温度为 180℃； 

中度处理的条件为：2%稀硫酸，预处理时间为 4 分钟，温度为 190℃； 

高强度处理的条件为：4%稀硫酸，预处理时间为 9 分钟，温度为 200℃。 

2.3.8.2 抑制物降解后的秸秆同步糖化发酵 

用氢氧化钠溶液调节三种强度稀酸处理条件下的秸秆，使其含水量和 pH 分别为

60%和 5.0。分别称量 10g 秸秆, 放入到 250ml 摇瓶中，并接入 1g 长有菌丝的秸秆，搅

拌均匀。放置于 25℃恒温箱中培养 4 天。统一摇瓶同步糖化发酵。检测糖化 12 小时水

解液中抑制物和 24 小时发酵液中乙醇浓度。 

2.3.9 抑制物降解后玉米秸秆高固体含量同步糖化发酵 

2.3.9.1 种子培养 

用无菌水从试管斜面中洗脱孢子，并进行相应的稀释，分别获得 10
6～10

7 的孢子悬

液。以 10%的接种量接入到含水量为 50%的蒸汽膨爆秸秆中。放置到 25℃恒温箱中培

养到有菌丝在秸秆表面生长。 

2.3.9.2 抑制物生物降解 

将已经培养好的一级种子秸秆接入到新鲜秸秆中（10%接种量，含水量 60%，稀酸

处理的秸秆先用氢氧化钠调节 pH 到 5~6），放置到 25℃条件下培养。根据预处理方式不

同，脱毒时间不同。以秸秆上均匀长有菌丝为处理合适时间。 

2.3.9.3 酵母种子驯化 

将-80℃保存的酵母冻存管(2ml)接入 100ml摇瓶，摇瓶里装有 20ml酵母种子培养基。

在 37℃，150rpm 条件下使用不同浓度的水解液进行两级驯化。根据所需种子体积不同，

50%水解液体积和摇瓶体积不一样，始终保持 10%的接种量，1/5 的装液量。 

2.3.9.4  5L 发酵罐高固体含量同步糖化发酵 

把经过 A. resinae 脱毒的秸秆加入到 5L 发酵罐中。在 30%固含量，15FPU/gDM 酶

活条件下进行糖化 12h, 再接入 10%已驯化的酵母菌种子液。37℃，150rpm 条件下发酵

60 小时。糖化和发酵过程定时取样，样品进行稀释膜过滤后高效液相分析其中各种抑制

物浓度和乙醇浓度。 

2.4 实验结果与讨论 

2.4.1 初筛结果 

经过在 PDA 上传代分离，总共从样本中分得 14 株菌， 依次命名为：ZN1、ZN2、 

ZN3、 ZN4、 ZN5、 ZN6、 ZN7、 ZN8、 ZN9、 ZN10、 ZN11、 ZN12、 ZN13、 

ZN14。PDA（含葡萄糖）培养基上添加乙酸 6g/l、 糠醛 1g/l、羟甲基糠醛 1.5g/l 作为初

筛培养基（Y）。 因为大多数条件下，木质纤维素水解液中这三种抑制物是主要的，对

酿酒酵母的影响也是最为明显的。选择两种对照：一种不含葡萄糖和抑制物的 PDA 培
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养基（C1），一种不含抑制物但含葡萄糖的 PDA 培养基(C2)。筛选结果如下表： 

表 2.3 分离的 14 株菌在筛选培养基和对照培养基上的生长状态 

Table 2.3  Growth performace on the isolation and control plates for the 14 separated strains 

菌种 对照培养基 C1 对照培养基 C2 筛选培养基 

ZN1 +++ +++ +++ 

ZN2 ++ +++ ++ 

ZN3 +++ +++ +++ 

ZN4 + +++ + 

ZN5 0 +++ 0 

ZN6 + +++ 0 

ZN7 ++ ++ 0 

ZN8 0 ++ + 

ZN9 + +++ 0 

ZN10 + ++ 0 

ZN11 +++ +++ 0 

ZN12 ++ +++ + 

ZN13 ++ +++ + 

ZN14 ++ ++ 0 

+++菌落个数很多且形态大；++菌落数和形态居中；+菌落数很少； 0 没有菌落。 

含抑制物的 PDA 培养基作为初筛培养基（Y）；不含葡萄糖和抑制物的 PDA 培养基（C1）；不含抑

制物但含葡萄糖的 PDA 培养基(C2)。 

从上表可以看出：ZN1、ZN2、ZN3 都能在筛选培养基生长，而且状态良好，但 ZN2、

ZN3 在 C1 培养基中的生长要稍弱于 ZN1，说明它们对葡萄糖的依赖比 ZN1 要强。 

2.4.2 复筛结果 

将初筛出的三株菌（ZN1、ZN2、ZN3）直接用于蒸汽膨爆预处理的玉米秸秆脱毒，

并用摇瓶同步糖化发酵生产乙醇来检验脱毒效果，实验结果如图 2.2 和 2.3 所示。 
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图 2.2  蒸汽膨爆秸秆经过脱毒前后，水解液中抑制物变化 

Figure 2.2  Changes of inhibitors in hydrolysates after pretreated stover was detoxificated  
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图 2.3  蒸汽膨爆秸秆脱毒前后，水解液中葡萄糖和乙醇的变化 

Figure 2.3  Changes of glucose and ethanol in hydrolysate after pretreated stover detoxificated   

contr: 秸秆没有经过生物脱毒直接糖化和发酵的结果； 

ZN1: 秸秆经 ZN1 脱毒后糖化和发酵的结果； 

ZN2: 秸秆经 ZN2 脱毒后糖化和发酵的结果； 

ZN3: 秸秆经 ZN3 脱毒后糖化和发酵的结果； 

从图 2.2 和 2.3 可以看出：ZN1、ZN2 和 ZN3 都对乙酸，糠醛，羟甲基糠醛有明显

降解。脱毒效果最好的是 ZN1，不仅降解抑制物，而且糖化后糖含量比没有脱毒前高。

对照组的发酵液中乙醇浓度在 9g/l 左右，而经过 ZN1、 ZN2 和 ZN3 脱毒后的发酵液

中，乙醇浓度分别为 11.5g/l、10.6g/l 和 11.2g/l。ZN2 和 ZN3 并没有使脱毒后的糖浓度

升高，但脱毒后的乙醇浓度比脱毒前乙醇浓度高。 

2.4.3 表型特征鉴定 

在 PDA 培养基中 ZN1、ZN2 和 ZN3 的生长生长状态分别如下图： 

   

           ZN1               ZN2              ZN3 

图 2.4  三种菌在 PDA 上生长状态 

Figure 2.4  Growth performance of the three strains on PDA plates 

ZN1 的形态特征：在 25℃培养一周，菌落直径为 1 cm。正面是咖啡色，绒毛状，

反面是墨绿色。在显微镜下可以看到菌丝有隔，并且产囊体呈现螺旋式卷曲，产囊体下

部菌丝包围形成子囊果，具有不整子囊菌纲真菌的形态特征。 
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ZN2 的形态特征：在 25℃培养 3 天开始出现菌落，最初是白色，一周后菌落中心

出现绿色，并且越来越深，布满整个菌落。菌落比较规则整齐，中心外凸。在显微镜下

观察：菌丝有横隔，分生孢子梗也有横隔，具有青霉的形态特征。 

ZN3 的形态特征：在 25℃培养，第五天开始出现菌落，最初颜色比较淡，透明，

菌落薄。颜色逐渐加深，在菌落反面可以看见绿色斑点，褶皱，而表面是粉末状。在显

微镜下可以观察到：菌丝中有梗，梗上紧密连接的成串的青色分生孢子，孢子囊的形状

像扫帚，具有霉菌形态特征。 

2.4.4 分子生物学鉴定结果 

2.4.4.1 DNA 扩增结果 

ITS 通用引物 ITS1/ITS4 对三株菌基因组 DNA 扩增后，扩增出大概 550bp 左右条带。

结果如下图 

 

图 2.5 引物 ITS1/ITS4 对真菌的扩增图 

Figure 2.5  Primer amplification of fungi ITS1/ITS4 map 

M：DL2000 的 Marker； 1：ZN3； 2：ZN1； 3：ZN2 

2.4.4.2 真菌序列分析及系统进化树
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 Oidiodendron setiferum AJ784399.2

 Oidiodendron setiferum AF062805.1

 Oidiodendron tenuissimum AF062807.1

 Oidiodendron tenuissimum AF307773.1

 Oidiodendron tenuissimum AY624311.1

 Oidiodendron tenuissimum AF062808.1

 Oidiodendron griseum AF307765.1

 Oidiodendron griseum AF062797.1

 Oidiodendron flavum AF062792.1

 Oidiodendron periconioides AF062802.1

 Oidiodendron cerealis AF062788.1

 Oidiodendron rhodogenum AF062803.1

 Epacris pulchella AY627817.1

 Epacris pulchella AY627815.1

 Myxotrichum deflexum AF062814.1

 hui

 Amorphotheca resinae AY251067.1

 Amorphotheca resinae EU030279.1

 Epacris pulchella AY627816.1

 Oidiodendron tenuissimum EU816394.1

 Cladosporium breviramosum AF393684.2

 Amorphotheca resinae AF393726.2

 Cladosporium breviramosum AF393683.2

 Amorphotheca resinae EU040230.1

 Amorphotheca resinae EU030278.1

 Oidiodendron echinulatum DQ069040.1

 

图 2.6  ZN1 菌株的系统进化树 

Figure 2.6  Phylogenetic tree for strain ZN1 

比对结果表明， ZN1 菌株的 ITS 序列和 A. resinae 最为相似（相似度 98%），选取

其近似种的 ITS 比对并构建系统进化树（图 2.6）。通过对该菌 ITS 序列分析，选取近似

种序列构建系统进化树。 
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 Penicillium polonicum (EU128621.1)

 Penicillium polonicum(EU128614.1)

 Penicillium commune(EF200099.1)

 Penicillium venetum(AJ005485.1)

 Penicillium allii (AJ005484.1)

 Penicillium hordei(AJ004817.1)

 Penicillium verrucosum(AJ005486.1)

 Penicillium verrucosum (AJ005487.1)

 Penicillium allii( AF218787.1)

 Penicillium verrucosum( FJ623267.1)

 Penicillium albocoremium(AJ004819.1)

 Penicillium melanoconidium (AJ005483.1)

 Penicillium viridicatum (AF033477.1)

 Penicillium viridicatum(DQ779779.1)

 Penicillium neoechinulatum( AJ005481.1)

 Penicillium aurantiogriseum(AJ005488.1)

 Penicillium aurantiogriseum(AF033476.1)

 Penicillium freii(AJ005479.1)

 Penicillium aurantiogriseum ( AY380455.1

 Penicillium polonicum(AF033475.1)

 Penicillium polonicum(AJ005492.1)

 Penicillium cordubense(AF527055.1)

 qing

 Penicillium polonicum(EU128628.1)

 Penicillium cyclopium (AJ005491.1)

 Penicillium aurantiovirens (AJ005490.1)

 Penicillium verrucosum ( AY373937.1)

 Penicillium tricolor(AY373935.1)

 Penicillium hirsutum ( AY373918.1)

 Penicillium verrucosum(AY373938.1)

 Penicillium viridicatum (AY373939.1)

 

图 2.7  ZN2 菌株的系统进化树 

Figure 2.7  Phylogenetic tree for strain ZN2  

比对结果表明，ZN2 菌株的 ITS 序列和 Penicillium polonicum 最为相似（相似度

98%），选取其近似种的 ITS 比对并构建系统进化树（图 2.7）。 

 Penicillium vinaceum EU833227

 Penicillium expansum AF033479

 Penicillium gladioli AF033480

 Penicillium verrucosum FJ623267

 sample

 Eupenicillium baarnense AF033481

 Penicillium turbatum AF034454

 Penicillium turbatum AY213679

 Penicillium lanosum DQ681321

 Penicillium camemberti FJ025140

 Penicillium dipodomyicola FJ025140
 

图 2.8  ZN3 菌株的系统发育树 

Figure 2.8  Phylogenetic tree for strain ZN2 

对 ZN3 菌株的 ITS 序列分析，选取其近似种的 ITS 比对并构建系统进化树（图 2.8）。
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结果表明样品与两个种非常相似，相似度达到 99%，三个种分别为 Penicillium turbatum

不整青霉，Eupenicillium baarnense 巴恩真青霉。这两个种在一些分类上被归为同一个种，

而且它们的序列也几乎完全一样，只是青霉是无性生长，而真青霉是有性生长，由此判

断该菌种是 Penicillium turbatum（Eupenicillium baarnense 有性）。 

2.4.5 三种菌降解抑制物效果的比较 

ZN1、ZN2 和 ZN3 都能降解蒸汽膨爆秸秆中的抑制物，并使发酵液中乙醇的浓度增

加。但生物脱毒法的广实用性要求：既需要对不同预处理方法和条件下的木质纤维素脱

毒，还需要应用于不同的木质纤维素生物产品的生产工艺中。目标微生物要适应于比较

广泛的生长条件，而且对抑制物的降解速度也必须快速。在这部分实验，比较三种菌对 

蒸汽膨爆秸秆中各种抑制物降解效果和葡萄糖的生成的影响，如下图 2.9-2.11 
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图 2.9  三种菌对蒸汽膨爆秸秆中乙酸的脱毒比较 

Figure 2.9  Comparing detoxification of acetic acid by the three strains on steam-explosion stove 
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图 2.10  三种菌对蒸汽膨爆秸秆中乙酰丙酸的脱毒比较 

Figure 2.10   Comparing detoxification of levulinic acid by the three strains on steam-explosion 

stover 
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图 2.11  三种菌对蒸汽膨爆秸秆中 5-HMF 的脱毒比较 

Figure 2.11  Comparing detoxification of 5-HMF by the three strains on steam-explosion stover 
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图 2.12  三种菌对蒸汽膨爆秸秆连续脱毒 6 天，10%水解液中葡萄糖的浓度比较 

Figure 2.12  Comparing glucose concentration in 10% solid loading hydrolysate after detoxification by 

three strains for 6 days 

ZN1: Amorphotheca resinae ZN1； 

ZN2: Penicillium polonicum ZN2； 

ZN3: Penicillium turbatum ZN3； 

从图 2.9 和 2.11 中可以看出：对乙酸和 5-HMF的降解，降解速度按照 A. resinae ZN1、

P. turbatum ZN3、P. polonicum ZN2 依次减慢。P. polonicum ZN2 脱毒 6 天不能将乙酸完

全降解掉，而前两者基本能在 3 天时间内将 2g/l,的乙酸，1g/l 的羟甲基糠醛完全降解掉。

图 2.10 表明对乙酰丙酸，降解最为明显的是 A. resinae ZN1，而其他两种菌基本无明显

降解。 

从图 2.12 可以看出，三种菌对葡萄糖的生成影响趋势分别是：A. resinae ZN1 和 P. 

turbatum ZN3 随着脱毒时间的增加，葡萄糖有增加，前者增加更多。而 P. polonicum ZN2
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葡萄糖处于波动状态。这也许跟它本身消耗葡萄糖有关。 

综上所诉，A. resinae ZN1 在对抑制物的降解速度和对葡萄糖生成的影响上都比其

他两种有优势。在脱毒过程中，摇瓶里秸秆中最早出现 A. resinae ZN1 菌丝。另外，将

A. resinae ZN1 和 P. turbatum ZN3 联合培养脱毒时，用无菌水从已有菌丝秸秆中洗脱孢

子获得菌悬液后，涂布 PDA 平板发现：最初以 1：1 接种于秸秆中的两种菌，最后只有

A. resinae ZN1 存在。 

2.4.6 A. resinae ZN1 在秸秆中生长特性 

通过 2.4.5 实验结果可以得出，A. resinae ZN1 是比较理想用于生物脱毒的微生物。

而在这部分实验中，将对 A. resinae ZN1 在蒸汽膨爆秸秆中生长特性（pH, 温度，溶氧） 

研究以优化 A. resinae ZN1 在脱毒广泛应用的条件。 
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图 2.13 蒸汽膨爆秸秆初始 pH 对 A. resinae ZN1 生长的影响 

Figure 2.13  Effect of initial pH to A. resinae ZN1 growth on the steam-explosion stover.  

在蒸汽膨爆秸秆中，A. resinae ZN1 对 pH 不敏感。从 3 到 8 都能很好的生长，最适

合的 pH 是 4～6。这可能是蒸汽膨炸秸秆中抑制物浓度不高，对 A. resinae ZN1 的影响不

大。但是在用中等强度稀酸预处理的秸秆，分别在 pH 从 3 到 8 这个区间研究发现：在

3 和 8 两个区域不生长，而 4，5，6 之间基本无差异。这表明当抑制物浓度比较高时，

A. resinae ZN1 不能在偏酸或偏碱环境生长。所以稀酸预处理的秸秆，必须先用氢氧化 

钠溶液调节秸秆的含水量和 pH.，使其在 4～6 之间。 
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图 2.14  在蒸汽膨爆秸秆中，温度对 A. resinae ZN1 生长的影响 

Figure 2.14  Effect of temperature to A. resinae ZN1 growth on the steam-explosion stover. 

如图 2.14 表示：温度对 A. resinae ZN1 的影响要明显于 pH。在 20℃以下和 32℃以

上，A. resinae ZN1 的生长都受限制。但在室温条件下，该菌都能生长而且生长状态差

异不大。 
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图 2.15 在蒸汽膨爆秸秆中，氧气对 A. resinae ZN1 生长的影响 

Figure 2.15  Effect of O2 to A.resinae Z1 growith on the steam-explosion stover. 

从图 2.15 结果得出：A. resinae ZN1 对氧气的需求不严格，可以在厌氧和有氧的状

态下良好生长，所以适应范围比较广。 

2.4.7 脱毒前后秸秆纤维素的含量变化 

脱毒前后蒸汽膨爆秸秆中的纤维素含量基本不变。这说明，虽然 A. resinae Z1 在脱

毒过程中消耗糖。但这部分糖相对于糖化后水解液中的糖总量可以忽略。而且 A. resinae 

Z1 并能直接利用纤维素。A. resinae Z1 在 3~4 天内可以将主要抑制物（乙酸，糠醛，羟

甲基糠醛）降解掉。而对预处理秸秆脱毒前后纤维素含量的测定在在样品脱毒 7 天后，

并没有发现纤维素有减少（都是 34%），说明它在脱毒过程不降解纤维素等有用成分。 
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2.4.8 A. resinae ZN1 对各种抑制物的降解 

木质纤维素水解液中抑制物主要有甲酸、乙酸、乙酰丙酸、糠醛、羟甲基糠醛。单

独研究各自被 A. resinae ZN1 降解速度、降解后对乙醇得率的影响。所有的抑制物浓度

都是 10%固体含量水解液中的值。 
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图 2.16a  A. resinae ZN1 对不同浓度的乙酸降解 

Figure 2.16a  Detoxification of acetic acid at different concentration by A. resinae Z1 
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图 2.16b 乙酸被 A. resinae ZN1 降解前后，乙醇得率的比较 

Figure 2.16b  Comparing of ethanol yield after acetic acid degraded by A. resinae ZN1 

1、2、3 分别代表含有不同浓度乙酸的秸秆；contr1、contr2、contr3 表示没有脱毒的对照样； 

从图 2.16a 和 2.16b 可以看出，在 10%固含量条件下，乙酸浓度从 2g/l、6g/l 到 8g/l， 

A. resinae ZN1 都能降解，并且使酿酒酵母发酵的乙醇得率有增加。当乙酸浓度到达 8g/l

时，酵母不能发酵产乙醇，而脱毒后乙醇得率可达 50%以上。A. resinae ZN1 对单独乙

酸的降解能力，包括速度和浓度，都远远高于其他报道的生物脱毒菌[57,58]。 A. resinae 

ZN1 能够降解乙酸可能跟本身可以形成黑色素有关。B. Qi 等报道 Cladosporium resinae

（A. resinae 无性生长状态）可以利用多种短链脂肪酸为唯一碳源进行生长[60]。Gioconda 
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也研究过 C. resinae，他们指出 C. resinae 直接利用两分子的乙酸，从头开始合成真菌黑

色素，由此增加自身对恶劣外界环境的抵抗，保护自己[61]。 
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图 2.17a  A. resinae ZN1 对不同浓度甲酸的降解 

Figure 2.17a  Detoxification of different concentration of formic acid by A. resinae ZN1 
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图 2.17b 甲酸被 A. resinae ZN1 降解前后，乙醇得率的比较 

Figure2.17b  Comparing of ethanol yield after formic acid degraded by A. resinae ZN1 

1、2、3 分别代表添加不同量乙酸的秸秆；contr1、contr2、contr3 表示没有脱毒的对照样； 

从图 2.17a 和 2.17b 可以看出，在 10%固含量条件下，当甲酸浓度高达 12g/l 的时，

A. resinae ZN1 依旧能将其降解约 50%。当甲酸浓度为 12g/l 时，酿酒酵母发酵受到明显

抑制。脱毒后，乙醇得率上升 40%以上。 
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图 2.18a  A. resinae ZN1 对不同浓度糠醛的降解 

Figure 2.18a  Detoxification of formic acid at different concentration by A. resinae ZN1 
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图 2.18b  糠醛被 A. resinae ZN1 降解前后，乙醇得率的比较 

Figure 2.18b  Comparing of ethanol yield after furfural degraded by A. resinae ZN1 

1、2、3 分别代表添加不同量乙酸的秸秆；contr1、contr2、contr3 表示没有脱毒的对照样； 

从图 2.18a 和 2.18b 可以看出，当糠醛浓度为 5g/l 时，A. resinae ZN1 依旧可以降解

糠醛，但是并没有完全降解掉。从乙醇的得率可以看出。糠醛单独存在，即使浓度高达 

5g/l, 酵母还可以正常发酵，只是得率不高。这和其他文献报道的一致。酿酒酵母在单

一抑制物存在时，耐受的抑制物浓度远比多种抑制物混合的情况。 
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图 2.19a  A. resinae ZN1 对不同浓度 5-HMF 的降解 

Figure 2.19a  Detoxification of different concentration of 5-HMF by A. resinae ZN1 
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图 2.19b  5-HMF 被 A. resinae ZN1 降解前后，乙醇得率的比较 

Figure 2.19b  Comparing of ethanol yield before and after 5-HMF degraded by A. resinae ZN1 

1、2、3 分别代表添加不同量乙酸的秸秆；contr1、contr2、contr3 表示没有脱毒的对照样； 
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图 2.20  5-HMF 被 A. resinae ZN1 脱毒前后，水解液中成分变化（HPLC） 

Figure 2.20  The changes of components in hydrolysate after detoxification showed in HPLC map  

5-HMF 的峰从有（绿色）到无（红色），而在大约 21 分钟的位置（红色）出现新的

峰。经过气质联用测定，该物质很可能是丙酮。 
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图 2.21 每种抑制物对酿酒酵母完全抑制的浓度下脱毒效果比较 

Figure 2.21 Comparing detoxification performance in high concentration of each inhibitors 

contr：表示对照（没有脱毒）； 

A：乙酸（acetic）；F：甲酸（formic）；Fu：糠醛（furfural）；H：5 羟甲基糠醛（5-HMF）； 

Inhibitor：对应的每种抑制物。 

从图 2.21 看，A. resinae ZN1 对乙酸、甲酸、5-HMF 的降解比较明显，并都提高了

乙醇得率。但对糠醛的降解并不明显。 
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图 2.22  A. resinae Z1 对乙酸(4g/l)和糠醛(1g/l)混合的降解 

Figure 2.22  Detoxification of acetic acid(4g/l) and fufural(1g/l) simultaneously A. resinae ZN1 

如我们看到，在 10%固含量的水解液中, 乙酸 4g/l和糠醛 1g/l是完全可以被A. resinae 

ZN1 降解掉的。而且它优先降解糠醛，直到糠醛被完全消耗完，才开始出现乙酸减少。
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而葡萄糖和乙醇浓度是在糠醛完全被降解后达到最高，这说明糠醛对纤维素酶有抑制作

用。 
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图 2.23  A. resinae ZN1 对乙酸(4g/l)和 5-HMF (2g/l)混合的降解 

Figure 2.23  Detoxification of acetic acid(4g/l) and 5-HMF(2g/l) simultaneously by A.resinae ZN1 

从图 2.23 中可以看出，当乙酸 4g/l 和糠醛 2g/l 时，A. resinae ZN1 优先降解 5-HM 葡 

萄糖和乙醇在没有脱毒的秸秆中，最初浓度比较低。脱毒后，乙醇由不到 2g/l 上升到

15g/l。 
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图 2.24  A. resinae ZN1 对乙酸(4g/l)、5-HMF (2g/l)和糠醛（1g/l）混合降解 

Figure 2.24  Detoxification of acetic acid, 5-HMF and furfural simultaneously by A. resinae ZN1  

从图 2.24 中可以看出，当乙酸 4g/l 和糠醛 2g/l 时，A. resinae ZN1 优先降解 5HMF，

另外葡萄糖和乙醇在没有脱毒的秸秆中，最初产量比较低。脱毒后，乙醇由不到 2%上

升到 15g/l。
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图 2.25a 三种不同强度稀酸预处理的秸秆脱毒 

Figure 2.25a  Detoxification of stover pretreated in three dilute acid pretreatment conditions 
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图 2.25b  三种不同强度稀酸预处理秸秆脱毒前后葡萄糖和乙醇的变化 

Figure 2.25b  Comparing the glucose and ethanol concentration after detoxification of stover 

pretreated in three dilute acid pretreatment conditions 

从图 2.25a 和 2.25b 可以看出：低度稀硫酸处理的秸秆，脱毒前抑制物只用乙酸，

脱毒后还有 0.6g/l。中度预处理条件下，脱毒前抑制物有乙酸、糠醛和 5-HMF，脱毒后

除乙酸还剩 50%，其他两种均被降解掉。高强度条件下的抑制物明显高于前面两者。降

解效果不理想。对应于三种条件下的发酵，中等强度因初始葡萄糖含量多，抑制物也被

降解充分，所以最终乙醇得率高于其他两组。 

2.4.9 抑制物降解秸秆高固体含量同步糖化发酵 

将脱毒后的秸秆在 5L 发酵罐中，以 30%固含量，15FPU 酶活条件下，水解 12 小时

（50℃，150rpm, pH=4.8），接入已经驯化好三次的酵母种子液，在发酵 60 小时。两种

原料，一种是蒸汽膨爆预处理的秸秆，一种是稀硫酸处理的秸秆。在没有经过脱毒时，

酿酒酵母无法再这样的条件生长发酵。未脱毒的原始样品中，抑制物主要有乙酸 9g/l, 糠
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醛 1.05g/l， 5-HMF 是 1.7g/ml(蒸汽膨爆秸秆)。以蒸汽膨爆的秸秆为例。下图是同步糖

化发酵过程有葡萄糖的消耗，乙醇的生成，抑制物的变化。 
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图 2.26 生物脱毒秸秆用于 5L 发酵罐同步糖化发酵（30%固含量，15FPU/gDM） 

Figure 2.26  SSF in 5L reactor with pretreated stover after detoxification (30% solid loading, 

15FPU/gDM） 

从图 2.26 可以看出酿酒酵母在 30%固含量的体系里是正常生长发酵的。葡萄糖 12 小时 

浓度达 61g/l,乙醇在整个过程逐渐升高。乙醇浓度最终达 41g/l。而主要抑制物乙酸维

持在低水平（4g/l），乙酰丙酸也基本在 3g/l。 
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第三章 木质纤维素来源有机酸光合发酵制氢 

3.1 前言 

预处理木质纤维素经过酶水解，微生物发酵制取例如乙醇，油脂，丁醇等物质后，

发酵废液中含有丰富的各种有机酸和残糖。这些有机酸一部分来自预处理过程的木质纤

维素结构的降解，另外一部分来自乙醇或油脂发酵过程中。残糖存在于发酵液体中一般

是因为酿酒酵母或油脂酵母并不能利用所有的糖，或者可利用的糖没能完全消耗。因此，

随着生物燃料工业的发展，发酵废水中这些有机酸和残糖量是很大的，排放到环境中，

不仅会引起例如海华等现象，更重要的是一种资源浪费。 

光合细菌，是一种兼性自养细菌。不仅能够利用淀粉，葡萄糖等物质，也能够利用

废水中的有机短链分子。这就为联合油脂（或乙醇）发酵，利用油脂发酵废液生物制氢

提供了可能。 

本研究选择油脂发酵后的水解液作为光合发酵产氢的原料，主要是考虑到：只需通

过离心将油脂细胞去除，发酵废液就可以直接应用于生物制氢。而乙醇发酵液，必须先

将乙醇从废液中经过稍复杂的工艺分离出来，才能应用于生物制氢。作为一种尝试性研

究课题，选择油脂发酵联合更方便。事实上，在乙醇工艺生产中，发酵废液必然是将目

的产品乙醇分离了，完全可以采用本研究结论的。 
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3.2 实验材料和仪器  

3.2.1 试剂和仪器 

表 3.1  试剂 

Table 3.1  Reagents 

试剂名称 规格 生产厂家 

98%浓硫酸 CR 上海菲达工贸有限公司 

NaOH AR 上海振兴化工厂 

葡萄糖 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 

YEAST EXTRACT AR OXOIDLID BASINGSTOKE HAMPSHIRE ENGLAND 

D-葡萄糖 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 

琼脂 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 

糠醛 AR 上海润捷化学试剂有限公司生产 

乙酸 AR 上海润捷化学试剂有限公司生产 

甲酸 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

乙酰丙酸 AR 美国Johnson Matthey 

糠醛 AR 比利时Acros 

羟甲基糠醛 AR 比利时Acros 

硫酸铵 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

磷酸二氢钾 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

硫酸镁 AR 上海美兴化工有限公司 

纤维素酶 AR Genencor Internal, Rochester, NY, USA 

纤维二糖酶 AR Novo Industri A/S，Denmark 
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表 3.2 仪器 

Table 3.2  Equipment 

仪器名称 规格 生产厂家 

电子天平 BS423S 北京赛多利斯 

立式压力蒸气灭菌器 YXQ-LS-75SⅡ 上海博迅实业有限公司医疗设备厂 

气浴恒温振荡器 SHZ-82 金坛亿通电子 

落地恒温振荡摇床 HZ-9311K 太仓华利达 

分光光度计 DU-800 Beckman 公司 

高速冷冻离心机 J-25 Beckman 公司 

台式低速冷冻离心机 5415R Eppendorf 公司 

恒温恒湿箱 LHS-150HC 上海一恒科技 

超低温冰箱 86C Thermo 公司 

冰箱 BCD-215KA 海尔公司 

冰箱 SC-329GA 海尔公司 

旋涡混合仪 XW-80A 江苏海门市其林贝尔公司 

洁净工作台 100 级 SW-CJ-IBU 上海博迅公司 

高效液相色谱 LC-20AD 岛津 

气相色谱 Agilent6820 安捷伦 

超纯水纯化系统 Milli-Q Millipore 公司 

5L 发酵罐 Biotech-3BG 上海保兴生物设备工程有限公司 

3.2.2 培养基与菌种 

3.2.2.1 培养基 

光和细菌培养基(RCVB 培养基)：微量元素（1L): 0.75 g K2HPO4, 0.85 g KH2PO4, 2.8 

mg H3BO3, 0.75 mg Na2MoO4·2H2O, 0.24 mg ZnSO4·7H2O, 2.1 mg MnSO4·4H2O, 0.04 mg 

Cu(NO3)2·3H2O, 0.75mg CaCl2·2H2O, 2.0mg EDTA, 0.2g MgSO4·7H2O, 11.8mg 

FeSO4·7H2O, 5 mg 维生素 B1, 0.1 mg 生物素和 10 mg 烟碱酰胺。碳源：苹果酸 4g/l。氮

源：NH4Cl 1g/l(种子培养基)，谷氨酸 1g/l(发酵培养基) 

活化油脂酵母的YPD培养基：葡萄糖20 g/L；酵母粉10 g/L；蛋白胨10 g/L(国药集团

化学试剂有限公司)；琼脂粉10 g/L。pH值为5.8~6.0，115°C下灭菌20 min。 

油脂酵母种子培养基：葡萄糖 20 g/L；酵母粉 0.5 g/L； (NH4)2SO4 5.0 g/L；KH2PO4 

1.0 g/L；MgSO4·7H2O 0.5 g/L；pH 值为 5.8~6.0，115°C 下灭菌 20 min。 

3.2.2.2 菌种 

油脂发酵菌：皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX2 本实验室诱变筛选 

光合细菌：红假单胞菌  Rhodobacter sphaeroides ZX-5 由上海中科院植生所提供。 
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3.3 实验方法 

3.3.1 油脂酵母发酵后废液的制备 

酶水解液用于油脂酵母发酵：从冻存管中取出酵母菌接种于 50/250mL YPD 培养基

中, 30°C，180rpm 培养 24h 后， 划斜面保存菌种。从斜面上挑取单菌落接种于液体种

子培养基中，30°C，180rpm，培养 24h。再转接入油脂酵母培养基在同样条件下培养 24

小时。在 5L 罐中进行油脂发酵。发酵工艺参看[62].发酵结束后，离心去除油脂酵母，并

用 2%的活性碳在 60℃，中脱出颜色 30 分钟，并用膜过滤除菌，以被光合发酵所用。 

3.3.2 光合细菌 R. sphaeroides ZX-5 种子培养 

RCVB 培养基, 4g/l 的 D-苹果酸为碳源，1g/l 的 NH4Cl 为氮源。培养基的初始 pH

为 7.0。50ml 种子培养基装入 250ml 摇瓶中。用接种针从 RCVB 平板中挑取单菌落接入

灭菌后的种子培养基中。在 30℃，180rpm 条件下培养到 OD=1.5。将菌悬液和 60%的甘

油以 1：1 的比例混匀。取 2ml 混合液放入到冻存管中，放置-80 冰箱保存。每次取一支

冻存管接入到 RCVB 种子培养基中培养 20 小时作为种子液。 

3.3.3 光合反应器 

在一个 30℃的恒温箱中，放置如图的试管架和试管。在试管架前后相等的位置安装

灯泡。使照射到试管处的光密度达 45000lux。气体的收集是通过推动注射器的活塞实现。

其中试管的体积为 40ml 发酵培养基的体积为 34ml 种子液的体积为 1ml(OD=1.5 左右)。

在每批发酵过程需要定时统计气体体积并排气。 

            

图 3.1 光合反应器 

Figure 3.1  Photo-reactor 

3.3.4 油脂发酵和光合发酵培养基中成分分析 

3.3.4.1 高效液相色谱法 

（1）标准曲线测定 

采用日本岛津的 LC-20AD 高效液相色谱仪，RID-10A 示差检测器， Bio-rad Aminex 

HPX-87H 色谱柱，柱温 65℃，流动相 0.005M 硫酸，流速 0.6 mL/min。梯度稀释精确浓

度的葡萄糖(木糖)和各种抑制物标准液，经 0.22μm 滤纸过滤，通过进样器加入，进样体
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积 50µL，根据液相色谱谱图得到出峰时间，同时通过峰面积计算出标准曲线。 

（2）样品分析 

样品通过稀释，在分析前均经 0.22μm 微孔滤膜(上海迪清过滤技术有限公司)过滤，

得到之前标准品对应位置的峰面积，通过与标准曲线比对，计算得到浓度。 

在 RCVB 培养基和油脂发酵废液中，光合发酵产氢前后，溶液中各种有机酸，残糖

的含量都是通过高效液相色谱来分析。 

3.3.4.2 光合发酵产气成分分析 

气相色谱,内热检测器参数为 2 m× 3 mm。 不锈钢 5Å 分子筛填充柱（60-80 目）。

柱温，进样器温度，检测器温度，分别为：60、100 和 100 
o
C。20 ml min

-1 流速的氮气

最为载气。 

3.3.4.3 菌体生长测定 

菌体浓度采用吸光度间接法测量，每隔一定时间(12h 或 24h)从发酵液中取出 1mL，

在 600nm 的波长下测量其吸光度(OD)。 

3.3.5  RCVB 中光合菌利用有机酸发酵产氢 

3.3.5.1 在 RCVB 中，单独有机酸作为碳源发酵产氢 

在 RCVB 培养基的基础上分别用不同浓度的乙酸，甲酸，乙酰丙酸，乳酸取代苹果

酸作为发酵培养基。初始发酵培养基的 pH 用氢氧化钠和盐酸调节到 7.0。为了使发酵过

程中的 pH 保持稳定，磷酸盐浓度增加 10 倍。34ml 的发酵培养加入到总体积 40ml 的试

管中。再接入种子液 1ml。在光合反应器中发酵产氢。比较每种有机酸在各自不同浓度

产气的比较，以及不同有机酸之间的产气比较。以苹果酸作为发酵培养基碳源的产气效

果作为对照基础。测定发酵培养基中各种有机酸的消耗情况, pH 的变化，以及产气的成

分分析。 

3.3.5.2 在 RCVB 中，混合有机酸作为碳源发酵产氢 

将甲酸，乙酸，乙酰丙酸按照不同的比例混合以取代苹果酸作为发酵碳源。其他操

作过程如 4.2.3.1。以模拟油脂发酵后的废液中各种有机酸的利用和产氢情况。 

3.3.5.3 油脂发酵后的废液中光合发酵产氢 

将油脂发酵后的水解液离心去除油脂细胞，并用活性炭脱色后，作为光合细菌的发

酵培养基。按照 RCVB 培养基中的比例加入微量元素，碳源，氮源以及磷酸盐都不要添

加。初始 pH 调节到 7.0 膜过滤后加入到光合反应的试管中发酵产氢。定时测定发酵过

程中各种有机酸，残糖，pH, OD 的变化。 

3.3.5.4 油脂发酵后废液光合产氢的 pH 优化 

用氢氧化钠和盐酸，将用于光合发酵的油脂发酵后水解液初始 pH 调节到 5.0、6.0、

7.0、8.0、9.0。其他操作如 3.3.5 以研究在水解液中不同的发酵初始 pH 对产氢的影响。 
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3.4 实验结果和讨论 

3.4.1 在 RCVB 中各种有机酸发酵产氢 

 

表 3.3 单独有机酸作为碳源发酵产氢 

Table 3.3  Sole organic acid as the carbon sourc for photohydrogen production 

 Concentration 

(g/L) 

Final 

OD660 

Final 

pH 

Conversion 

efficiency 

(%) 

H2 

accumulation 

(ml/ml) 

H2 

production rate 

(ml/ml/h) 

Malic acid 4.0 1.82 7.1 83 3.03±0.16 0.042 

Acetic acid 1.0 1.14 8.5 7 0.09±0.00 0.001 

3.0 1.46 7.6 35 1.43±0.06 0.018 

4.0 1.54 7.7 31 1.57±0.07 0.020 

5.0 3.72 9.7 13 0.29±0.00 0.004 

Formic acid 1.0 0.73 9.4 0 0.00±0.00 0.000 

3.0 1.57 8.8 33 0.31±0.01 0.003 

5.0 1.85 8.7 41 0.80±0.04 0.008 

7.0 3.14 10.0 7 0.09±0.00 0.001 

Levulinic 

acid 

1.0 1.22 8.7 0 0.00±0.00 0.000 

如文献综述里提到的，预处理过程，酶水解过程，乙醇或油脂发酵过程都会产生有机酸。

大部分酸不能被酿酒酵母或油脂酵母所利用，最终以废水的形式排放到自然界中。事实

上，这些有机酸是完全可以被利用来产氢[63,64]。上表也说明，乙酸，甲酸，不仅能够作

为碳源供菌种生长，可以作为产气的碳源。而乙酰丙酸就没有这么一个优势。经过发酵，

试管 pH 普遍上升。pH 偏离初始 7.0 越远，产氢的速率越小。这可能是因为 pH 不在中

性，氢化酶活性就会受影响的。由于在中性发酵培养基中，有机酸盐（A
-）比有机酸（AH）

更稳定，所有有机酸大部分都以有机盐的形式存在，而有机盐在中性溶液中发生如下的

水解过程：A
-
+H2O→AH+OH

-，反应过程中 pH 增加，表示上述方程式在向右不断进行，

也说明光合细菌代谢有机酸和有机酸盐以有机分子的形式进行的。游离的 OH
-随着有机

酸的消耗而逐渐增加，从而使培养基的 pH 值上升[65]。 



华东理工大学硕士学位论文                                          第 43 页 

表 3.4 混合酸作为产氢的发酵碳源,光合产氢气 

Table 3.4  Photo-fermentation for hydrogen production from RCVB culture including mix acid as carbon 

source 

Concentration 

(g/L) 

Consumption (%) Final OD660 

and pH 

Conversion 

efficiency 

(%) 

H2 

accumulation 

(ml/ml) 

H2 production 

rate 

(ml/ml/h) 

Ace For Lev Ace For Lev OD66

0 

pH    

0.0 

Maili

c 

acid 

4.0 

5.0 1.0 0.0 65.87 0.0 2.17 8.3 9 0.14±0.00 0.002 

1.0 

Maili

c 

acid 

4.0 

5.0 1.0 99.59 60.04 11.98 2.24 8.2 52 1.54±0.07 

 

0.014 

3.0 

Maili

c 

acid 

4.0 

5.0 1.0 96.85 68.47 18.2 2.72 7.0 56 3.37±0.16 0.030 

5.0 

Maili

c 

acid 

4.0 

5.0 1.0 13.96 62.45 11.98 2.85 9.6 11 0.29±0.00 0.003 

4.0 

Maili

c 

acid 

4.0 

0.0 1.0 99.94 0.0 8.26 1.52 7.8 20 1.20±0.06 0.013 

4.0 

Maili

c 

acid 

4.0 

3.0 1.0 99.99 37.13 12.66 2.35 7.3 26 1.71±0.10 0.014 

4.0 

Maili

c 

acid 

4.0 

5.0 1.0 99.97 55.85 21.35 3.74 8.2 43 3.21±0.13 0.023 

4.0 

Maili

c 

acid 

4.0 

7.0 1.0 99.00 1.27 0.0 2.37 9.3 7 0.43±0.02 0.003 

4.0 

Maili

c 

acid 

4.0 

5.0 0.0 95.01 9.47 0.0 2.34 7.5 29 1.74±0.09 0.023 

4.0 

Maili

c 

acid 

4.0 

5.0 1.0 99.85 59.62 18.70 3.27 7.8 43 3.16±0.20 0.021 

4.0 

Maili
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5.0 3.0 99.94 70.03 64.65 3.18 8.3 17 1.20±0.01 0.009 

Malic acid 4.0 99.82 1.82 7.2 86 3.43±0.13 0.036 

以水解液中有机酸成分为基础，模拟混合酸的混合比例光合发酵产氢。从上表中可

发现，混合酸的氢气产率远远高于单一一种酸。更为有意思的是，乙酰丙酸单独作为碳

源时并不能产氢，当参与到混合酸发酵条件时，它的利用率大大提高，而且还促进其他

两种酸的利用。 

3.4.2 油脂发酵后的水解液光合产氢 
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图 3.2 油脂发酵后水解液作为光合发酵产氢的基质 

Figure 3.2   Photo-fermentation in hydrolysate after lipid fermentation as the substrate for 

hydrogen production 

在整个氢气发酵过程中，溶液的 pH 基本维持在 7.0 左右。OD 值在前 72 小时处于

指数生长期，在 72-240 小时基本平衡。有机酸（乙酸）和残糖（木糖）都在发酵结束

时完全消耗。最后氢气得率为 8ml/ml(H2/substrate)这个值比所有有机酸发酵产气都好。 

3.4.3 油脂发酵后水解液光合产氢 pH 优化 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336

Time(hr)

 H
2
 a

c
c
u

m
u

la
ti
o

n
 (

m
L

/m
L

)..

pH5.0

pH6.0

pH6.5

pH7.0

pH8.0

图 3.3 油脂发酵后水解液发酵产氢，PH 优化 

Figure 3.3  Optimizing the pH for the photo-fermentation after lipid production 

水解液光合发酵产氢的过程，pH 相对合成培养基要稳定。而且在 pH6.5-7.0 都可以 

进行正常发酵。 
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第四章 结论与展望 

4.1 总结 

1 通过初筛和复筛，有三株菌可以降解预处理木质纤维素中的主要抑制物。通过表

观显微镜观察和分子生物学的 16sDNA 扩增产物的测序比对，它们分别属于

Amorphotheca resinae、 Penicillium polonicum、Penicillium turbatum。其中 A. resinae ZN1

生长速度和脱毒效果都具有优势，作为目标菌株。 

2 A. resinae ZN1 在蒸汽膨爆秸秆中的生长特性为：pH3、pH4、pH5、pH6、pH7、

pH8 条件下都能生长，除 pH8 外，其他生长状态没差别；能够生长的温度为 20~32℃；

对氧气的需要不是很严格。但是抑制物浓度高的情况下，生长范围有所缩减。 

3 A. resinae ZN1 能够降解单独乙酸，甲酸，糠醛，羟甲基糠醛的最高浓度分别为

（10%固含量的水解液中）8g/l、9g/l、4g/l、5g/l，折算为固体干秸秆中抑制物含量为：

乙酸 0.064g/g; 甲酸 0.073g/g; 糠醛 0.036g/g; 羟甲基糠醛 0.048g/g。并且相对没有脱毒

状态下，乙醇得率都有明显提高。混合抑制物添加发现：A. resinae ZN1 优先降解是糠

醛，然后依次为 5-HMF, 乙酸。在混合抑制物存在的条件下，所能承受的抑制物浓度与

单独一种抑制物情况不同，浓度减少。 

4 对脱毒前后的纤维素含量测定结果表示：虽然 A. resinae ZN1 菌在脱毒时耗糖，

但仅是产生于预处理过程少量的糖，而纤维素含量并没有发生变化。 

5 37℃时，Saccharomyces cerevisiae DQ1 不能在没有脱毒的秸秆经过 30%固体含量，

15FPU/gDM 条件下水解得到的水解液中正常生长。该水解液中各种抑制物的浓度为乙

酸 9g/l、 糠醛 1g/l、 羟甲基糠醛 1.2g/l，预处理秸秆经过 A. resinae ZN1 脱毒后并水解

后，酵母能够正常生长和发酵。乙醇浓度最终达到 43g/l。 

6 利用油脂发酵后水解液中的有机酸进行光合发酵产氢是可能的。这不仅可以解决

生物燃料工业中的废水处理，更能提供洁净的氢能源。其中乙酸，甲酸，乙酰丙酸都可

以被红假单胞菌菌生长所用，但只有乙酸和甲酸才能被发酵使用。当三种酸按照模拟水

解液中的陈分混合时，酸之间有协同效应，促进氢气的产生。 

7 油脂发酵后的水解液用来光合发酵产氢，其 pH 稳定，水解液中的有机酸和残糖

（木糖）都被降解掉。产气最高达 8H2ml/ml substrate，而且光合细菌利用水解液发酵制

氢的过程中，初始 pH 范围在 6-7.5 之间。. 

4.2 展望 

以木质纤维素为原料的生物燃料研究，尤其是乙醇和生物柴油，具有十分广阔的的

发展潜力。因而，生物脱毒法也应该扩大应用范围，并将这种方法应用于不同种类的木

质纤维素脱毒。另外深入研究对每种抑制物的降解机理，可以提高其降解抑制物的速度
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和范围。这样才能广适性。木质纤维素燃料和化学品工业将是一个网状结构的工业。包

括抑制物的脱掉和抑制物的有利转化都需要更深入研究。 
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