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木质纤维素生物质预处理与水解过程的关键技术研究 

摘要 

稀酸预处理是一种有效的木质纤维素生物质预处理方法，主要作用是降解半纤维素

和降低纤维素的结晶度。本文以玉米秸秆为主要原料进行稀酸预处理，提出了在极低水

用量条件下的新型稀酸预处理技术。通过实验考查了预浸固液比、预处理温度、预处理

时间、酸量、蒸汽压力、预处理原料装量等因素对预处理效率的影响。评价预处理效率

的指标包括蒸汽用量、水用量、预处理后物料的固体含量、单糖和寡糖含量、抑制物含

量、预处理物料的酶水解效果等。在装填预处理反应器容积50%和100％的装量条件下，

通过中心组合实验设计法及响应面分析确定了最佳的预处理条件：酸量2.5%、温度

190
o
C、时间3min。比较了两个原料装量下的预处理效果的差异，考查了在最佳预处理

条件下的发酵性能，同时比较了不同产地、不同种类的各种木质纤维素在此预处理条件

下处理后的差异。 

本文还研究了影响办公废纸酶水解的主要因素，提供了一种办公废纸利用的有效的

预处理方法。实验发现废纸中CaCO3含量是影响办公废纸酶水解最主要的因素，同时提

出并对比了不同无机酸或水洗和预浸两种处理方法对去除CaCO3而促进酶水解的可行

性和有效性，确立了硫酸预浸为最佳方案，并仔细研究确定了最佳的预浸条件：固液比

1:1.5、硫酸浓度7%(v/v)、温度20
o
C、时间3h，在最终的验证实验中酶水解后的葡萄糖

和木糖浓度分别为36.2 g/L和7.2 g/L，相当于73.3%的纤维素转化率。 

本文还研究了在不同固体含量、温度、转速、反应器类型、酶量等因素下的纤维素

酶催化纤维素水解的行为，比较了三种常用纤维素酶在游离、木质素和滤纸水解过程中

的失活情况和产物抑制情况，对纤维素水解条件的确定和纤维素酶的选择具有一定的参

考价值。 

关键字：木质纤维素生物质；稀酸预处理；办公废纸；酶水解；纤维素酶 



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

Studies on pretreatment and enzymatic hydrolysis of lignocellulosic biomass 

Abstract 

Dilute acid pretreatment is one of the most effective pretreatment methods for 

lignocellulosic biomass, by degrading hemicellulose and reducing cellulose crystallinity. In 

this thesis, corn stover was used as feedstock for dilute acid pretreatment and a new dilute 

acid pretreatment method consuming very minimum water usage was proposed. The effect of 

solid to liquid ratio (S/L), temperature, retention time, sulphuric acid usage, steam pressure 

and feedstock loading on the pretreatment efficiency were investigated. The steam and water 

usage, the solid and WIS content of the pretreated corn stover, the monomer and oligomer 

sugars and the inhibitor concentrations in the prehydrolysate and the enzymatic hydrolysis 

yield of pretreated slurry were measured and calculated. The optimal pretreatment condition 

was experimentally determined using the Central Composite Design method and response 

surface analysis at feedstock loading of 50% and 100%, i.e. H2SO4 usage 2.5% at 190
o
C for 

3min. The fermentation performance of the pretreated slurry at the optimal condition were 

also investigated. The comparison of the differences between the two feedstock loadings was 

also done, as well as different kinds of lignocellulosic biomass from different places at the 

optimal condition. 

The effects on enzymatic hydrolysis of waste office paper (WOP) were investigated in 

the thesis and the WOP utilization with a practical enzymatic hydrolysis method with 

industrial application potential was provided. It was found that CaCO3 content in WOP was 

the main reason that reduced the enzymatic hydrolysis efficiency of WOP. Two pretreatment 

methods, acid washing and acid presoaking, were tested for the removal of CaCO3 from WOP 

and the efficiency on enhancement of WOP enzymatic hydrolysis. It was found that the 

presoaking with sulfuric acid (H2SO4) was the most effective way. The presoaking condition 

parameters were studied carefully and the optimal condition was found, i.e. solid to liquid 

(S/L) 1:1.5, H2SO4 7% (v/v), room temperature, 3 hours. The concentration of glucose and 

cellobiose reached 36.2 g/L and 7.2 g/L respectively, equals to 73.3% cellulose conversion 

yield in the prolonged enzymatic hydrolysis at the optimal presoaking conditions. 

The cellulose enzymatic hydrolysis at different solid contents, temperatures, rotation 

speeds, kinds of bioreactor and cellulase loadings, and comparison of the deactivation of three 

industrial cellulases at different states - free, absorbed by lignin and during filter paper 

hydrolysis was carried out. The results provided suggestions for the option of cellulases and 

cellulose hydrolysis conditions. 

Key words: Lignocellulosic biomass; Dilute acid pretreatment; Waste office paper (WOP); 

Hydrolysis; Cellulase  
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第1章  绪论 

能源以其对人类社会进步和经济发展的重要作用，一直以来都是世界各国人们关注

的焦点，特别是工业革命之后，社会和经济的迅猛发展致使对能源的需求量大大增加。

长期以来，人类所利用的能源主要是煤、石油和天然气等化石类燃料，从而导致地球上

的化石燃料被大量的开采并消耗，并使人类面临可怕的能源危机。据统计[1]，全球石油

的已探明可开采寿命为16-18年，潜在开采寿命也仅为30-40年；天然气已探明可开采寿

命为15-19年，潜在开采寿命也仅为35-40年。在化石燃料大量使用过程中，所产生的二

氧化硫、氮氧化物及大量的温室类气体如CO2等，已经引起了严重的环境问题，如酸雨

泛滥、全球气温升高等，由于化石燃料燃烧产生的CO2占全球总二氧化碳产生量的

73%
[2]。 

目前已工业化的燃料乙醇主要以粮食或甘蔗为原料虽然工艺成熟，但是产量受原料

的限制，也难以长期满足能源需求，同时全球面临的粮食危机，各国也都限制粮食乙醇

的发展。而木质纤维素生物质能源以其资源丰富、廉价、可再生等优势成为替代传统能

源的焦点。全球每年产生的生物质有10000亿吨；仅美国的农业和林业废弃物每年就有

10亿多吨[3,4]。我国的木质纤维素原料也非常丰富，仅农作物秸秆达7亿吨/年，其中玉米

秸、麦秆和稻草分别占35%、21%和19%；林业副产品、城市垃圾和工业废物数量也很

可观，如林业生产每年还可以提供1000多万吨工废弃物[4,5]。此外，城市固体废弃物中的

木质纤维类生物质数量也非常巨大，据2000年《中国环境状况公报》报告中国工业固体

废物年产总量为8.2亿吨[6,7]。而且从生物通过光合作用固定CO2，然后将生物质转化成生

物燃料燃烧的过程中形成了“碳循环”，可有效缓解温室效应。生物质资源如此丰富，但

以能源形式被利用的部分还不到其总量的1%
[8,9]

 。因此，有效利用纤维素类生物质发展

生物能源，不仅可以解决人类面临的能源危机，还可以充分利用自然资源实现废物利用，

缓解粮食危机，同时还能减少CO2排放，改善环境问题。 

1.1  木质纤维素类生物质 

1.1.1  木质纤维素类生物质的定义 

木质纤维素类生物质指的是植物通过光合作用生成的主要由纤维素、半纤维素和木

质素等三种大分子物质及少量的矿物质、植物油等其它成分构成的植物有机体，主要包

括木材、农作物秸秆和草类等[10-16]。 

1.1.2  木质纤维素类生物质的组成与结构 

木质纤维素类生物质主要有纤维素、半纤维素和木质素等三种成分构成，是构成植

物细胞壁主要物质，其在植物细胞中的组成情况如图1所示[10]。其中，纤维素以微束的

形式构成细胞壁的骨架，而木质素与半纤维素则以基质的形式分散包裹在纤维素微束其

周围及表面，以保护纤维素不被微生物和酶类破坏。除了纤维素、木质素以及半纤维素

以外，还含有植物油、果胶质及灰分等成分。 
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图1.1  木质纤维素的结构与组成 

Fig. 1.1   Components and structure of lignocellulosic biomass  

不同种类、不同产地的以生物质及同一植物的不同器官和细胞发育的不同时期，其

化学组成的差异是很大的。一般纤维素、半纤维和木质素分别约占 30-40%、25-35%和

25-30% 
[11,12]。 

纤维素是由β-D-葡萄糖通过β-1,4糖苷键相结合而形成的链状高分子聚合物，链两端

一个是还原端，另一个为非还原端。多条纤维素分子的长链能通过氢键和范德华力等相

互作用而结合成微晶纤维素束，多个微晶纤维素束又可以平行的结合在一起形成微纤维

结构。微纤维包埋在由半纤维素、木质素和果胶等构成的基质中，这样可以增强其机械

强度，在植物体内起着支撑作用[13,14]。由于纤维素分子间形成致密的纤维束晶体结构，

使得纤维素的性质很稳定，不溶于一般的有机溶剂、水、稀酸、稀碱等，且常温下不发

生水解，在高温下水解也很慢，只有在催化剂存在的情况下才能显著的进行[13]。 

半纤维素是一类由不同的糖基，如木糖、甘露糖、葡萄糖、半乳糖等组成的非均一

多糖的总称，常带有侧链并连有小分子基团，如乙酰基等，其主要成分是由木糖通过β-1,4

糖苷键连接而成的木聚糖[10,12,13,15]。半纤维素由于其无定形结构，因此其中的糖苷键较

易被破裂，从而使半纤维素降解，尤其是在酸性环境下。如在100
o
C左右就能在稀酸里

水解，也可以在酶催化下水解。但生物质中的半纤维素一般和纤维素交织在一起，因此

要完全水解很难。 

木质素是构成生物质的主要组成部分之一，目前对许多植物的木质素结构仍不完全

清楚，但可概括为一种植物中由愈创木基丙烷、紫丁香基丙烷、对羟苯基丙烷等几种苯

丙烷单元，通过醚键或碳碳键连接而成网状高聚物。在植物体内，木质素与半纤维素结

合，将纤维素分子包埋其中，增加了细胞壁的强度，保护了其中的纤维素成分，使之不

易被降解[10,12,14-16]。木质素也不易被降解，也不易溶于水，但在高温下在酸溶液中可以

少量溶解，在碱性环境中高温下溶解较多[16]。 

除此之外，生物质中还含有果胶、植物油、无机盐等成分，所有这些相互交织包裹

形成了复杂而又致密的结构，使其具有很高的抗张强度和机械强度，同时具有很强的抗

降解性能。因此要破坏这种结构使其中的纤维素、半纤维素或木质素降解或分离需要克

服很大的阻力，通常要借助各种物理、化学及生物的方法共同作用才能使纤维素、半纤
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维素、木质素等分离开，破坏纤维素的晶体结构。 

1.2  生物质能源利用现状 

生物质转化为能量的最简单最直接的方法是燃烧，但效率很低且会产生环境污染，

同时生物质能是品位很低的能源存在形式，因此一般要通过各种技术将生物质转化为高

品位的生物燃料如燃料乙醇、生物柴油、沼气等。特别是乙醇由于具有清洁、环保、安

全等特点被认可为替代化石燃料的最有潜力的生物燃料。 

巴西是将乙醇用作车用燃料最早的国家，2001年巴西燃料乙醇的年产量已达2000万

吨，占整个车用燃料的50%以上。其次是美国，目前已有70%汽车采用加有乙醇的汽油

作为燃料，如E10、E80等其中乙醇含量分别占10%和80%，预计美国乙醇需求2015年达

到150亿，2030年达到600亿加仑[17]。 

我国在2001年开始推广使用燃料乙醇，2005年成为世界第三大燃料乙醇生产国，

2008年产量已达180万吨[18,19]。现我国批准的燃料乙醇试点企业有吉林燃料乙醇有限责

任公司、河南天冠燃料乙醇公司、安徽丰原生物化学股份有限公司和黑龙江华润酒精有

限公司。 

目前燃料乙醇的生产原料在美国和中国主要是粮食，在巴西为甘蔗，而作为第二代

生物乙醇的纤维乙醇是用木质纤维素生物质作为原料来生产燃料乙醇。世界各国已加快

了对纤维乙醇的研究步伐。我国在非粮食乙醇特别是纤维乙醇方面也很重视，《可再生

能源中长期发展规划》规定不再增加以粮食为原料的燃料乙醇生产能力，而要积极发展

以纤维素生物质为原料的生物液体燃料技术。国家科技部于2008年将纤维乙醇项目列入

“十一五”国家科技支撑计划。2006年河南天冠集团3000吨纤维乙醇关键技术研究及产

业化示范项目在河南省南阳市开建，并于2009年6月底通过专家验收，这是国内首条秸

秆纤维乙醇工业化生产示范线，现已投入运行[20]。2006年由山东泽生生物科技有限公司

与中科院过程工程研究所共同开发秸秆汽爆技术，并在山东省建立“秸秆酶解发酵乙醇

新技术其产业化示范工程”。2008中国石油吉林燃料乙醇有限公司又批准建立3000吨纤

维乙醇产业化示范项目，并于2009年底开建。 

1.3 木质纤维素乙醇生产基本工艺 

由木质纤维素制备生物乙醇的基本工艺可以分为原料前处理与粉碎，预处理、水解

与发酵和分离纯化等几部分(如图1.2)
[22]，此外还包括纤维素酶的生产及生产过程中废水

的处理和发酵后剩余固体木质素的处理等环节。 

删除的内容: ，美国能源部投入2.5亿

美元成立了两个生物能源研究中心，

负责纤维乙醇研究，并在路易斯安那

州建成美国第一个示范性纤维乙醇

厂，以甘蔗渣作为原料年产530万升，

并于2007年资助建设6套纤维素乙醇

装置。欧盟在其第七个研究与发展框

架计划中为纤维素乙醇研究预留出1

亿欧元的经费[20]。日本，印度等也都

分别制定各自的纤维乙醇计划。

删除的内容: 2007年，中国石油吉林

燃料乙醇有限公司，在江苏省盐城地

区东台市启动3000吨甜高粱秸秆制

乙醇示范项目。中国科学院2007年12

月中旬启动“纤维素乙醇的高温发酵

和生物炼制”重大项目[21]。
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图1.2  木质纤维素乙醇生产基本流程 

Fig. 1.2   Main steps for the conversion of biomass to ethanol 

1.3.1  生物质原料的前处理与粉碎 

木质纤维素原料在风干打包收获后一般要先经过清洗，除去其中的大量泥沙，然后

要进行粉碎以降低尺寸，一方面便于输送和操作，同时增大其比表面积以增大后续工段

中预处理的效果。通常木质纤维素经切碎、粉碎处理后的原料大小通常为10-30mm，然

后进行其它方式的预处理，但也有人研究只经过粉碎而不经其他方式预处理后的糖化性

能，因此人们也常常把粉碎作为一种预处理方法加以讨论。生物质经粉碎以后的粒度对

预处理乃至糖化和发酵的结果的影响较大[23,24]
 

1.3.2  生物质的预处理 

生物质的预处理是指通过各种物理、化学和生物等方法打破生物质内原有组成与结

构，以利于下面的糖化和发酵的过程。预处理方法可以分为物理法，化学法，物理化学

法和生物法等。 

预处理的目的是去除生物质内阻碍糖化和发酵的结构和组分，消除木质素对纤维素

的保护，打破纤维素致密的微晶体结构，以提高水解阶段中木质纤维素与纤维素酶的接

近度和对酶的有效吸附，取得良好的水解效果，得到较高的糖收率，并为发酵提供足够

的碳源[25-28]。同时要在预处理过程中注意控制不利于微生物生长的抑制物的生成量，使

发酵阶段高效进行，提高产物收率。预处理阶段还对上游的粉碎和下游的分离纯化及废

水控制等有较大影响，因此是整个纤维乙醇工艺中最关键的步骤[29-33]。 

1.3.3  生物质的水解 

水解过程是指在一定的温度条件下利用酸或纤维素酶使生物质中的纤维素或半纤

维素等高分子化合物与水反应，使之成为可溶性的戊糖和己糖，即糖化过程。为发酵提

高碳源。因此，可以将水解分为酸水解法和酶水解法。 

酸水解法是研究最早的水解方法，分为浓酸法和稀酸法，但由于其条件非常苛刻且

水解后糖得率不高，且产生了较多的抑制物，而逐渐被酶法所取代。其实预处理过程中，

又通常伴随着纤维素和半纤维素的水解，因此现在一般将酸水解归为预处理的过程。 

酶水解法实际上是指在预处理后的生物质物料在纤维素酶的作用下催化水解生物
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质中的纤维素和半纤维素的过程，因此是预处理与酶联合的方法。由于酶水解条件温和，

一般在常压下45-50
o
C，pH 4.8左右的条件下进行，且具有较高的转化率，因此被认为是

最具商业前景的水解方法[31-33]。但由于水解产物如葡萄糖，纤维二糖等及预处理过程中

降解产生的糠醛等抑制物对纤维素酶的活性有抑制作用，以及在水解过程中温度，搅拌

剪切等引起的酶的失活等原因，使得纤维素到糖的转化率并不高，同时在水解过程中，

存在木质素对纤维素酶的不可逆的无效吸附也会影响水解效率[34-39]。 

1.3.4  生物乙醇的发酵 

发酵过程是利用微生物，如酵母等对水解产物(五碳糖和六碳糖)进行利用并发酵获

得乙醇的阶段。影响发酵过程的因素除了糖浓度外，水解液中的抑制物对发酵结果影响

也非常大。按照水解和发酵是否同时进行还可分将发酵分为分批糖化发酵和同步糖化发

酵。 

(1) 分步水解发酵(Separate Hydrolysis and Fermentation, SHF) 

这一工艺过程是传统乙醇的生产工艺，即生物质先经纤维素酶的糖化水解得到糖化

液，然后利用此糖化液进行微生物发酵。其特点是酶水解和发酵在不同的反应器中进行，

反应条件互不影响，均可在各自的最佳条件下进行[40]。但是由于维素酶的底物抑制、产

物及预处理糖和木质素降解产物抑制和搅拌剪切失活、热失活等原因，水解过程中所加

的生物质固体含量不能太高，从而使得的水解后糖的浓度低，经发酵后得到的乙醇的浓

度也会很低，从而也增加了分离纯化的成本，因此其应用受到较大限制[30,35]。 

(2) 同步糖化发酵(Simultaneous Saccharification and Fermentation, SSF) 

同步糖化发酵是指纤维素酶催化木质纤维素水解的过程中，同时在同一反应器内接

入微生物进行发酵的过程，是现在研究的热点[40]。同步糖化发酵的特点是酶水解和乙醇

发酵在同一反应器内进行，酶水解过程中生成的糖类可以迅速被微生物利用转化成乙

醇，使反应器内糖浓度维持在较低的水平，从而减小了纤维素酶的产物抑制，同时因为

乙醇对水解反应的抑制作用小于糖类，相对分步糖化发酵而言，同步糖化发酵过程速率

较快，乙醇产率以及浓度较高。此外，此过程设备简单，易操作；发酵液中乙醇和纤维

素酶的存在及厌氧条件，降低了染菌的几率[40-43]。 

对同步糖化发酵的应用限制最大的是纤维素酶的最佳水解条件和微生物的最佳发

酵条件不协调，此外还有预处理中产生各种抑制物对纤维素酶和发酵的抑制及反应器内

传质的限制等，尤其是高固体含量条件下的同步糖化发酵，抑制物对微生物和酶的毒害

作用会更强，过程中发酵醪的黏度会更高，传质限制更加突出[40-43]。本实验室的张建等

人用自行设计的带有螺带式搅拌桨的发酵罐中在固体含量为30%的条件下，以本实验室

专利的耐37
o
C的酵母进行高固体含量的同步糖化发酵，系统研究了酶量，搅拌转速等条

件对高固体同步糖化发酵的影响，同时观测了过程中的流场分布和能耗等结果[44]。 

选择耐高温酵母菌是解决同步糖化发酵过程中酶和微生物最适温度不协调的重要

途径。37
o
C酵母能同步糖化发酵过程中得到比30

o
C下更好的发酵结果[44]。许多研究者都

在筛选耐高温酵母，或在同步糖化发酵过程中使用其它耐热微生物，其温度可达42
o
C，
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但是高温下许多微生物的产乙醇能力很低[45-48]。 

此外，在发酵过程中通过外加磁场、超声波、添加表面活性剂等促进方法提高乙醇

产率和产量也是许多研究者正在进行的项目[49,50]。 

1.3.5  乙醇的分离纯化 

分离纯化是通过各种分离手段获得纯度较高的乙醇的过程。传统的乙醇精馏技术已

经发展非常成熟，但要真正应用于纤维乙醇的生产要求发酵后乙醇的浓度达到10%以

上，否则将消耗大量的能量。但一般纤维乙醇的浓度只有8%，因此一方面要求中上游

的不断突破提高发酵醪中的乙醇浓度，另一方面要不断改进乙醇分离纯化技术[51]。 

现具有较大发展潜力的乙醇分离方法是乙醇发酵原位分离耦合技术，即乙醇发酵和

分离同时进行的技术，通过此法可以降低乙醇对微生物的毒害作用。如渗透汽化分离与

乙醇发酵耦合技术，它是以发酵液中乙醇的渗透压差为推动力，依靠各组分在膜中的溶

解与扩散速率差异来实现乙醇分离的新型膜分离技术 [51]。 

在以上木质纤维素乙醇生产工艺的几部分中，预处理过程是生物质制备乙醇商业化

的限制步骤，在整个过程中耗能最大所占成本最高，约占整个过程成本的 18%，且对其

之前的原料粉碎和其之后的酶水解、发酵、纯化及污水处理等过程都有很大的影响[30,31]。

纤维素酶的使用量也是乙醇成本中占有比重很大的部分，所以降低纤维素酶的成本，降

低发酵过程的使用量也是减少成本的重要方面；水解过程产生的一些酸、醛等也会影响

发酵过程中微生物的活性。因此，选择适当的发酵工艺也是生物质制备乙醇商业化要解

决的重要问题。此外，还有废水的处理也要花费大量成本，其中一种重要的途径就是减

少水的使用量，采用高固体含量发酵是个很好方法，它可以同时解决产物浓度低、水解

产物抑制、污水控制等问题，但前提是预处理后的物料固含量高。 

1.4  木质纤维素生物质预处理研究进展 

在以木质纤维素为原料通过酶将其水解糖并进一步生产乙醇等生物能源的过程中，

预处理的目的主要是去除生物质内阻碍糖化和发酵的结构和组分如木质素和半纤维素

等，消除木质素对纤维素的保护作用，打破纤维素致密的微晶体结构降低其结晶度，增

加生物质的孔隙率及纤维素与酶的接触和有效吸附以取得良好的水解效果，得到较高的

糖收率，同时产生较少的抑制物。因此一种有效的预处理方法应该具有以下特点[30,31]： 

(1)生物质中总糖得率要高； 

(2)能提高酶水解糖化时纤维素酶与生物质的接触并具有较高的酶解效率； 

(3)要尽量避免预处理过程糖类的降解，防止产生对后续的水解发酵过程有抑制作用

的抑制物的生成，预处理液能不经过脱毒就能进行发酵； 

(4)预处理得到的物料具有较高的固含量； 

(5)处理过程耗能低，或者多余的能量能被其他工段利用； 

(6)操作成本低，简单易行。 

生物质预处理的方法很多，有时很难将一种方法归为某一类，但是大致划分为物理
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法、化学法、物理化学法和生物法等，以及他们相结合的方法。 

1.4.1  物理法 

物理法是指利用机械力对生物质进行切碎，粉碎，研磨等处理或高温分解处理或者

利用物理射线如微波，高能电子及超声波等对生物质进行处理，从而坏纤维素原料的物

理结构，降低结晶度的方法。 

(1) 机械破碎法 

通常木质纤维素原料在进行预处理之前都要经粉碎处理，主要有切碎，干法粉碎，

湿法粉碎等，目的是减小生物质的颗粒尺寸，增大其比表面积，以便于进行其他操作。

机械破碎法还包括对纤维素原料通过切碎、粉碎、碾磨处理后直接用于酶水解而不进行

其它预处理的方法，包括震动磨，高温球磨以及压缩碾磨等，经此法粉碎后的原料颗粒

大小可以非常细。粉碎后的生物质不但颗粒变小，如随着对原料粉碎程度的加大，其表

面积增大，结晶度降低，物料水溶性组成分增加，易于纤维素酶的水解，且原料体积没

有变化，可以在较高的固含量下进行酶水解，提高水解后的糖浓度。但是粉碎法耗能大，

成本高，粉碎过程甚至能占到总能耗的50-60%，尤其是对于硬度较高的生物质并不适合
[27,28,52]。 

(2) 高温热分解 

高温热分解是直接将生物质加热到300
o
C以上，使生物质中的纤维素快速分解并气

化，生成的气称为合成气，而剩余物可用于酶水解，此法类似于煤的干馏。此法要求温

度相当高，当温度较低时，分解的速度很慢[52,53]。 

其它的物理预处理方法还有，微波预处理法及利用高能辐射如电子辐射、X射线等

对木质纤维素原料预处理的方法，虽然具有反应速度快、操作简单等优点，但设备费用

高，主要处于理论研究阶段[54,55]。 

1.4.2  化学方法 

化学方法主要指利用酸、碱、有机溶剂等化学试剂的催化作用或溶解作用，破坏纤

维素的晶体结构，同时使半纤维素降解，溶解并使木质素膨胀从而消除其对纤维素的保

护作用，并增加木质纤维素生物质的空隙率和比表面积，提高纤维素与酶的接触几率，

获得较高的酶水解效率。化学预处理法根据其所用的化学试剂不同可以分为酸处理法，

碱处理法和有机溶剂法等。 

1.4.2.1  酸处理法(Acid Pretreatment) 

酸预处理所用的酸主要有硫酸、硝酸、磷酸、盐酸等无机酸及乙酸等有机酸。酸预

处理法是研究最早的生物质预处理技术，且多年来一直都是许多科学家研究的重点方

法，主要包括浓酸法，稀酸法和超低酸法等。稀酸预处理法是发展较为完善和成熟的预

处理方法之一，最常用的无机酸是硫酸。虽然盐酸效率比硫酸高，但价格较高，且腐蚀

性大，对设备要求高，磷酸和硝酸也被用于水解研究[52,53]。 

稀硫酸法是研究最多最为成熟的预处理方法，在多种生物质中都有广泛的研究和应

用，且此法被美国可再生能源实验室 (NREL) 看好，是最有商业化应用前景的预处理技

删除的内容: 其中浓酸法指的是用高

浓度的硫酸，盐酸或磷酸等在较低温

度下水解木质纤维素使其水解成单

糖的方法，反应一般在常压条件、

100oC以下，2-10h，酸浓度在30%以

上。浓酸预处理优点是糖转化率高，

纤维素和半纤维素的转化率都高达

80%以上，其缺点是酸和糖难以分

离，用酸量大且回收成本高，设备腐

蚀严重且造价高。 

(1) 稀酸法

删除的内容: 
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术[30,31]。用稀硫酸对生物质进行预处理的典型过程是：将木质纤维素原料浸泡在稀硫酸

溶液中并混合均匀，然后加热到一定温度并维持一定的时间，此过程所需要的硫酸的浓

度一般为0.5%-6%，温度一般在140-220
o
C，维持时间从几分钟到数小时不等，固液比的

确定按照加热方式不同而不同，当采用容器壁间接加热时一般为1:5-1:20, 若通过直接通

入热蒸汽加热可适当降低固液比[25,26]
 。稀硫酸预处理的特点是可以有效作用于生物质

中半纤维素组分，约有80-90%转化为单糖[30]。虽然木质素溶解的很少，对纤维素的也作

用较小，但不少研究表明，木质表结构被打破，使酶的可及性提高，使后面纤维素酶水

解生成葡萄糖的产率大大提高[30,56-58]。 

虽然稀硫酸预处理法商业应用前途光明，但同样存在许多不足之处[30,43]，主要有：

对反应器腐蚀性强，对反应器材料要求较高，因此反应器造价高；完成预处理后，要用

碱中和，以便水解和发酵过程的进行；预处理过程中伴随着木质纤维素的水解，会产生

大量乙酸，及糖和木质素的降解产物如木糖有可能进一步降解，生成糖醛等副产物，六

碳糖降解形成5-羟甲基糠醛，糠醛和5-羟甲基糠醛降解时又形成甲酸和乙酰丙酸等，这

些物质对酶水解和发酵过程有很强的抑制作用，通常需要采用离子交换、过量石灰处理、

活性炭处理等措施脱毒[30,31]；此外传统的稀酸预处理要求的固液比很低(1:5-1:20)使得处

理后的物料固体含量相当低，不能满足纤维乙醇生产的高固体含量的要求，且不利于节

水节能。 

超低酸水解是用远远低于稀硫酸处理的硫酸浓度一般低于0.1%，然后在较高温度下

(200
o
C以上)对生物质进行处理的方法。超低酸法具有所需酸少，发酵前中和时碱的用量

少，对设备腐蚀性小，糖产率高等优点，但此法能耗大[31,40]。 

1.4.2.2  碱处理法(Alkali Pretreatment) 

碱处理法是利用木质素可溶于碱性溶液的特点，使木质素结构破坏，以便于酶水解

的进行，主要有NaOH处理法、处理法和氨处理法。目前对碱—过氧化物预处理方法的

关注也较多[28,30,32]。碱处理法的局限性在于一些碱的价格较高，反应结束后不易回收；

反应废液和残余物易污染环境。 

(1)  NaOH法 

NaOH有较强的脱木质素，纤维素可以膨胀结晶度也有所降低，同时半纤维素也有

部分降解。但此法在后续处理之前要用大量的酸中和，此外NaOH本身的成本很高[59,60]。 

(2) 石灰法 

Ca(OH)2与NaOH相比也较有效而且便宜，但多数石灰法预处理均采用高温

(100-200
o
C)、纯氧条件下进行反应，这就需要不锈钢、耐高压、耐腐蚀的设备[61,62]。 

(3) 碱氧化法 

碱处理法的改进是在处理过程中，通入空气或氧气，可以大大提高木质素的去除率，

从而提高纤维素的酶可及性，提高水解产率[62]。 
 

如果用过氧化物代替氧气或空气作氧化剂，于是产生了碱—过氧化物预处理法

(Alkaline Peroxide)，如氨—过氧化氢法等。此外还有湿氧化法，通常是在高温加压下，

删除的内容: 

删除的内容: (2) 超低酸水解
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水、氧气和碱共同作用使木质素和半纤维素与纤维素分离并溶解于碱液中[63]。 

(4) 氨水处理法 

主要包括氨水浸泡法(SAA)、氨循环浸没法(ARP) 

氨水浸泡法是在常压下，温度为25-60
o
C，将木质纤维素与氨溶液(5-15%)混合并浸

泡24-48h，以脱除原料中大部分木质素[64]。 

氨循环浸没法(ARP)是指将液态的浓度为5-15%的氨水通过装有生物质的反应器，并

加热到80-180
 o

C，然后分离回收氨并不断循环的方法。氨循环浸没法脱除木质素能力强，

这是由于木质素可以发生氨化作用而溶解于氨水而对糖类的作用不大，因此可以使木质

素含量降低70-85%
[65]。 

1.4.2.3  有机溶剂法 

有机溶剂溶解法是利用有机溶剂作用下破坏半纤维素和木质素的结合而实现纤维

素和木质素、半纤维素的分离。常用的有机溶剂有甲醇、乙醇、乙二醇、丙二醇等。反

应结束后要对有机溶剂进行回收，以防止对下一步酶水解和发酵的抑制，并降低成本
[26,30,31]。 

1.4.2.4  离子液体预处理(Ionic Liquids Pretreatment, ILs) 

近来离子液体由于具有难挥发、不易燃烧、物性可调等优点，引起了约来越多研究

者的关注。因此也有人用离子液体对生物质原料进行预处理 [28,30,31,66]。 

1.4.3  物理化学方法 

物理化学方法有蒸汽爆破法，氨纤维爆破法及高压热水处理法等。 

1.4.3.1  蒸汽爆破法(Steam Exploration,SE) 

蒸汽爆破法是用高压蒸汽加热生物质到160-220
o
C并维持一定时间然后突然泻压的

预处理过程[31,40,52,67,68]，其机理是生物质在高温高压蒸汽的作用下产生一些酸类物质，

这些物质又可作为催化剂使半纤维素降解，同时高温蒸汽会可以减弱木质素和纤维素的

结合，并在蒸汽爆破瞬间使纤维素晶体被破坏，并增大木质纤维素的空隙率和比表面积。 

蒸汽爆破法不需另外添加试剂；处理后固体含量高能满足高固体发酵的要求，但汽

爆过程中会产生较多抑制物，因而在进行发酵前一般要对物料进行水洗，从而引起五碳

糖的损失，且蒸汽爆破所要求的压力和温度较高，能耗较大[31,40,52,67,68]。 

1.4.3.2  氨纤维爆破法(Ammonia Fiber Explosion, AFEX) 

氨纤维爆破法实际上是蒸汽爆破法与氨处理法的结合方法，其机理是在反应过程

中，液氨和木质素发生氨化反应，使木质素和其它组分分离，同时通过爆破降低纤维素

的晶体结构并增加生物质的比表面积，增大酶水解时纤维素酶与纤维素的结合[69,70]。 

氨纤维爆破法可以有效去除木质素，半纤维素损失少，同时破坏纤维素的结晶结构

以提高纤维素酶的接触几率，氨几乎可以全部回收，残余的少量氨可为发酵微生物提供

氮源，但其保压过程需要能耗较大。 

与氨纤维爆破法相似蒸汽爆破法与稀酸处理法结合又产生了稀酸蒸汽爆破法，CO2

蒸汽爆破法，SO2蒸汽爆破法等，其机理与蒸汽爆破和稀酸法类似，但效果不同，可以
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结合两者的优点，但也存在部分缺陷[40]。 

1.4.3.2  液态热水法 

液态热水法又称控制pH高压热水法，是指在不加任何其它化学试剂的条件下利用高

压状态的热水使生物质中的半纤维素降解，并使纤维素水解。液态热水法的反应温度一

般为200-230
o
C时间为2-15min。液态热水法具有不需要其它试剂对设备要求小，处理过

程中产生的抑制物少等优点，但所需温度高，能耗较大[71]。 

1.4.4  生物法 

生物预处理法是某些微生物在培养过程中产生的能降解木质素的酶类对生物质进

行处理的方法。 

生物预处理常用的微生物是白腐菌、棕腐菌等 [72,73]。白腐真菌在碳源和氮源限制时

会降解木质素的漆酶和锰过氧化物酶等，从而使木质素降解。生物处理法的优点是能耗

小、对环境友好，但是由于作用周期长，且效果不如物理和化学法明显，因此发展较慢。 

1.5  办公废纸的预处理研究进展 

随着现代社会的发展，城镇居民的数量日益增加，同时由此产生的城镇固体垃圾越

来越多。据统计，仅美国每年产生的固体垃圾就有 15 亿吨[74]，我国城镇固体垃圾年产

总量为 8.2 亿吨[8]，这些固体垃圾一般被送到垃圾场被焚烧或填埋，这样不但产生严重

的环境问题如焚烧带来的大气污染，填埋会占用大量耕地，而世界耕在减少，许多国家

也在控制垃圾填埋场的数量和面积，因此垃圾填埋的成本也越来越高[75,76]。在这大量的

固体垃圾中，废纸占了约 37.8%，其中废报纸就占了 14% 
[76]。因此作为木质纤维素原

料的重要组成部分非常有必要对固体城镇垃圾加以利用，然而这些原料的回收率很低，

在垃圾回收率最高的日本，废纸的回收业只有 66.1%
[77]。回收的这些废纸一般用于在造

纸，但利用率也并不高，在日本回收废纸中只有 65%用于纸的生产[77]。而且在回收经过

脱墨漂白等工艺过后重新造纸后生产的纸大都是低品质的纸，如书刊纸，纸板等。这是

由于经回收重新利用的纸中，纤维的长度变短，从而影响了纸张的质量，而且回收纸中

不能利用的细小纤维的处理是令生产商头痛的事[78]。 

因此需要一种更好的方法来解决此问题，并提高利用率。一种重要的解决办法就是

将其降解成还原糖，再把糖转化成生物能源，如乙醇、油脂等，或其它生物化学品，如

乳酸等[78-81]。 

理论上，废纸作为一种重要的木质纤维素原料可以用现有木质纤维素的处理方法对

其预处理和水解等，但由于在纸张的生产过程中，已经过其进行了一系列的处理，包括

粉碎，木质素的脱除和高温处理等[82]，所以就此而言利用废纸比农作物废弃物转化成糖

和其它产品更有优势。 

利用纤维素酶进行酶水解是一个条件温和而且有效的方法，特别是过程中不会产生

醛类和有机酸等抑制物。但纤维素酶水解废纸时固含量很低，一般不高于5%，这样会

使糖化后还原糖的浓度太低，而影响最终产物的分离和成本，且产生的废水过多。所以
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提高其水解时固体含量而不影响其转化率是一个重大的挑战[83]。 

现在虽然纸的成本在降低，但原纸浆的成本在升高，特别是对于中国这样的森林覆

盖率低且纸浆工艺落后的国家纸浆的成本更高，所以在成品纸生产中使用了大量的化学

品，包括填料、干湿强度添加剂、施胶剂等，如碳酸钙、硫酸铝、胶粘剂、增白剂等，

此外在印刷使用中又会引入许多有机染料等物质 [82,84-86] ，其中碳酸钙就约占

15-25%
[82,84]，这些化学品的存在会极大影响其酶解效率。 

目前对于办公废纸处理并促进其酶水研究主要包括以下几个方向： 

(1) 纤维素酶直接水解： 

这是指在不加入任何化学试剂或对其进行物理化学预处理，而仅仅通过粉碎后匀浆

然后由纤维素酶水解的过程。如Van Wyk研究了来源不同的纤维素酶及其混合物对不同

的废纸在经过或不经过不同方法预处理后的水解情况，发现不同的纸材，对不同的酶的

水解情况不同，其中办公废纸最难[87]。Park等比较了三种商业纤维素酶对办公室废纸的

水解情况，并提出了各自的经验模型[88]。Park和Michinaka以动力学黏度为操作参数在糖

化过程中补入酶和匀浆或没匀浆过的办公废纸，使24h后的还原糖浓度分别达到87g/L和

120g/L ,相应得率分别为42.2%和40%,提高了还原糖的浓度[83]。 

(2) 超声波处理：即在废纸酶水解的过程中施加超声波以促进酶水解的方法。 

Li等发现连续的超声波能促进各种废纸的水解，且随着超声波强度的增加这种促进

作用更明显[89]。Wood等用超声波处理混合办公废纸(MWOP)并进行同步糖化发酵发现

间歇的超生处理能促进MWP的水解和发酵，但连续的超声波处理对发酵有抑制作用[90]。 

(3) 添加表面活性剂促进废纸中纤维素的酶水解 

Wu 和 Ju 用添加非离子表面活性剂的方法促进废纸纤维素的水解渴使转化率达

52%
[91]。侯金淑等用废报纸进行同步糖化发酵生产乙醇的过程中加入吐温-20 同样发现

吐温对发酵又促进作用[92]。 

 (4) 用其它针对植物木质生物质的方法对废纸处理 

Kojima等用臭氧法对各种废纸和纸浆进行预处理后，发现废纸比表面积和总孔隙容

量增大，并增加了纤维素酶的可接近度提高了酶水解[86]
 。 

Zheng等用超临界CO2爆破法处理纤维素原料提高了纤维素的酶解速率和水解程度，

使葡糖得率提高了50%
[93]

 。 

1.6  生物质酶水解研究进展 

生物质的酶水解实际上生物质物料在纤维素酶的作用下催化水解生物质中的纤维

素和半纤维素生成单糖的过程。 

1.6.1  纤维素酶及水解机理 

纤维素酶是指能降解纤维素及其衍生物并生成葡萄糖的一类酶的总称，纤维素酶来

源非常广泛，主要有真菌、细菌和放线菌等微生物产生。研究最多并应用于生产的是真

菌，主要有绿色木霉、里氏木霉、黑曲霉、根霉等[94]。 



第 12 页                                                      华东理工大学   硕士学位论文 

纤维素酶是由多种组分组成的复合酶系，目前普遍认为其主要包括：内切葡聚糖酶、

外切葡聚糖酶、葡萄糖苷酶等三个组分，在水解时三者相互结合协调作用[95-97]。 

内切葡聚糖酶(EC3.2.1.4)作用于纤维素分子内部的非结晶区，随机水解β-1,4-糖苷

键，切断纤维素分子并生成大量短链纤维素和纤维寡糖等。外切葡聚糖酶(EC3.2.1.91)

又称纤维二糖水解酶，它主要作用于纤维素分子的非还原末端，水解β-1,4-糖苷键产生

纤维二糖。β-葡萄糖苷酶(EC 3.2.1.21) ，通常又称为纤维二糖酶(Cellobiase)，它主要催

化水解含有β-葡萄糖苷键的寡糖，如纤维二糖、纤维素三糖等水解生成葡萄糖。 

天然或工业生产的纤维素酶中的这各种组分的比例并不是协调的，不同的微生物产

生的纤维素酶中的各组分的差别也是很大的。 

1.6.2  影响木质纤维素酶水解的因素 

预处理后的木质纤维素原料经过纤维酶水解时会受到许多因素的影响而影响水解

效率，这些因素可概括为：预处理后物料的性质，纤维素酶本身的性质和水解条件。 

(1) 预处理物料对酶水解的影响 

预处理物料对酶水解的影响底物实际上也是预处理方法的选择对酶水解的影响，它

可以影响酶水解速率和糖得率。 

预处理后的木质纤维素原料的孔隙率与比表面积的大小，其中纤维素的结晶度，木

质素的含量与存在形式，半纤维素的含量及预处理过程产生的糖类及其降解产物的种类

和浓度等都对酶水解效率有很大影响。这也充分说明选择合适的预处理方法对植物木质

纤维素原料酶水解至关重要。 

物料比表面积的大小决定了纤维素酶在物料吸附量的大小同时也决定了酶有纤维

素接触几率的大小[98-100]。木质素和半纤维素的含量和存在形式，一方面影响纤维素酶

与纤维素的接触几率，同时还会引起纤维素酶由于吸附在木质素或半纤维素上而产生的

无效吸附[36,98-100]。纤维素的结晶度及无定形纤维素的含量则直接决定了纤维素酶的酶解

速率[34,35,98-101]。预处理过程中产生的糖的降解产物往往是纤维素酶的抑制剂，而产生的

寡糖也可以对纤维素酶产生底物抑制[34-39]。 

(2) 纤维素酶的性质对酶水解的影响 

由于不同的微生物产生纤维素酶不同，其本身对木质纤维素原料水解能力也不同

的，同时纤维素酶本身在水解过程耐抑制物的能力、耐底物和产物抑制的能力、热稳定

性、抗剪切失活的能力也大不相同，因此纤维素酶的选择和性能的改进也非常重要[34-39]。 

(3) 水解过程中条件因素的影响 

影响纤维素水解的条件因素包括水解固体含量即底物浓度、酶用量、底物的混合传

质情况、水解搅拌剪切情况及酶水解温度、pH、水解时间等[34,35,37]。 

水解固体含量的高低直接决定了水解过程中是否产生底物抑制和降解产物对酶的

抑制，同时会通过影响混合和传质情况影响水解效果，而且底物浓度较高时产生的糖浓

度较高又会产生产物抑制，但太低又会影响糖的发酵利用。 

酶用量是决定水解速率和糖得率最直接的因素，一般提高酶用量可以提高酶解效
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率，但由于酶的价格比较昂贵，尽量降低酶用量才能降低生产成本。 

底物的混合传质也是影响酶解效率的重要因素，因为好的传质可减小由于局部糖浓

度过高引起的产物和底物抑制，但要注意剪切强度的控制尽量减少由于搅拌剪切带来的

酶失活问题 

此外水解温度、pH、水解时间也都是影响酶水解的重要因素，一般的纤维素酶最佳

温度为50
o
C、pH4.8水解时尽量在其最佳条件内是最好的，但实际中为了整个过程的协

调性会有所改变，如在同步糖化发酵过程中会降低到微生物的生长温度范围内，pH也可

能有所改变。 

纤维素的酶解周期一般在72h左右，由于酶的失活和抑制作用太长的酶解时间并不

一定有好的酶解效果。 

1.7  本文的研究意义和内容 

1.7.1  本文的研究意义 

利用木质纤维素原料如农作物秸秆、木材、城镇固体垃圾中的木质纤维素类垃圾等

生产燃料乙醇、生物油脂、沼气等生物能源以替代化石燃料能够同时解决能源危机，环

境问题如大气污染、温室效应、固体垃圾污染和处理等，而且能够实现资源的循环利用，

对整个人类社会进步和经济发展具有深远的意义。然而由于木质纤维素生物质中的纤维

素半纤维和木质素结合紧密，具有很强的抵抗破坏的能力，必须通过预处理，酶水解等

共同作用才能使其转化成可以利用的单糖，才能进一步转化成乙醇，生物柴油等生物燃

料或乳酸，丁醇等生物基化学品。 

目前限制纤维乙醇甚至是整个生物炼制商业化应用的主要障碍在于其成本高，而其

成本主要集中在预处理、纤维素酶、酵母、化学品用量、产品纯化，废水处理等几个方

面。其中预处理所占成本最高约占整个生物乙醇的18%
[30]，其次为纤维素酶的用量，这

是由于目前纤维素酶的生产成本较高，此外废水处理也是成本中不可忽视的部分。预处

理的高成本主要体现在高能耗，高用水量及设备成本上。 

预处理的重要性除了其所占成本高外，还体现在其对整个生物乙醇生产工艺的上游

粉碎和下游的酶水解、发酵、纯化及废水处理具有很大的影响作用，如预处理效果对酶

解效率的影响，预处理产生的抑制物对酶解和发酵的影响，预处理后固体的含水量对产

品浓度及分离纯化的影响，以及由于预处理对上游的影响的传递效应等。因此，减少预

处理能耗和用水量，提高处理后物料的固含量，不但可以直接减少成本，同时高固体含

量的物料才能满足高固体同步糖化发酵的要求，从而对于提高产物浓度和减少废水产生

量有重要的意义。 

要实现降低纤维素酶在生物乙醇工艺中所占成本，除了降低其生产成本外，就目前

而言很有必要对其中的主要商业纤维酶的特性进行对比研究，为生产提供参考与指导。 

1.7.2  本课题的研究目的 

(1) 对玉米秸秆进行稀酸预处理，考查预处理过程中的蒸汽量(能耗的体现)，用水
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量，预处理后物料固体含量，预处理液成分和酶水解效果等特点及各条件因素对预处理

的影响，并在保证一定预处理效果和低蒸汽用量及水量的基础上找出最佳的处理条件。

同时比较不同产地不同种类的各种木质纤维素在此预处理条件下处理后的差异，考查此

预处理方法和预处理条件的普遍适用性。 

(2) 测试固体垃圾中的废纸作为生物炼制产业的原料的潜力，研究影响办公废纸酶

水解的主要因素，提出并验证解决方法，提高其酶解率，为其进一步利用提供参考。 

(3) 研究影响纤维素酶催化水解的纤维素主要因素及其在不同状态下的失活情况和

产物抑制情况 

1.7.3  本课题的研究内容 

1.7.3.1  木质纤维素生物质原料的稀酸预处理 

主要包括： 

(1) 预浸固液比对木质纤维素原料预处理效果的影响； 

(2) 预处理温度对木质纤维素原料预处理效果的影响； 

(3) 预处理时间对木质纤维素原料预处理效果的影响； 

(4) 硫酸用量对木质纤维素原料预处理效果的影响； 

(5) 通入蒸汽压力对木质纤维素原料预处理效果的影响； 

(6) 预处理装量对木质纤维素原料预处理效果的影响； 

(7) 最佳稀酸预处理条件的优化与确定； 

(8) 稀酸预处理后的玉米秸秆的发酵性能测试； 

(9) 不同种类不同产地的木质纤维素生物质的预处理比较； 

1.7.3.2  影响办公废纸酶水解因素探究与促进 

(1) 办公废纸中纤维素和金属离子的含量 

(2) 废纸中的金属盐类化合物对纤维素酶水解的影响 

(3) 除办公废纸的CaCO3预处理方法 

(4) 公废纸酸预浸处理条件优化办公废纸酸 

(5) 最佳预浸处理条件下处理效果的验证 

1.7.3.3  纤维素酶催化水解纤维素影响的因素及其失活情况研究 

(1) 固体含量对纤维素酶催化滤纸水解的影响 

(2) 转速和反应器类型对纤维素酶催化滤纸水解的影响 

(3) 温度对纤维素酶催化滤纸水解的影响 

(4) 不同纤维素酶在缓冲液中失活情况 

(5) 不同纤维素酶在木质素存在的缓冲液中失活情况 

(6) 不同纤维素酶在在滤纸水解过程中失活情况 

(7) 纤维素酶在水解过程中的葡萄糖抑制情况 
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第2章  木质纤维素生物质原料的稀酸预处理 

2.1  材料和方法 

2.1.1  实验材料 

预处理所用木质纤维素生物质原料为各种不同产地不同种类的农作物废弃物包括：

玉米秸秆(吉林、山东、河南)，小麦秆(山东、河南)，稻草(江西)，芝麻秆(河南、湖北)，

棉花秆(湖北)，油菜秆(河南)，经锤式粉碎机粉碎并过直径为 0.5cm 的筛网,颗粒大小为

20-60 目,其中来自吉林的玉米秸秆中由于含有大量泥沙,故用自来水清洗后经压榨机压

滤除去大量水,然后 105
o
C 烘干 8-12h 后储存于真空袋中备用。各种生物质原料中纤维素

和半纤维素的含量见表 2.1 

纤维素酶：Accellerase 1000，由 Genencor International (Rochester, NY, USA)提供 

菌种：酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae DQ-1)，本实验室保存菌种 

表 2.1  各种生物质原料中纤维素和半纤维素的含量 

Table 2.1   Cellulose and hemicellulose content (%) in biomass 

生物质原料 

Biomass 

产地 

Place 

纤维素含量 

Cellulose (%) 

半纤维素含量 

Hemicellulose (%) 

玉米秸秆 CS-JL 吉林 34.1 24.6 

玉米秸秆 CS-SD 山东 35.4 23.5 

玉米秸秆 CS-HN 河南 36.3 21.5 

小麦秆 WS-SD 山东 33.4 26.5 

小麦秆 WS-HN 河南 31.7 23.2 

稻草 RS-JX 江西 35.4 22.8 

棉花秆 Ct-HB 湖北 38.2 18.8 

芝麻秆 SS-HN 河南 29.2 18.3 

芝麻秆 SS-HB 湖北 31.4 19.8 

油菜秆 Rp-HN 河南 33.9 19.9 

2.1.2  实验试剂及配制 

(1) 主要试剂 

硫酸、柠檬酸、柠檬酸钠：分析纯，海凌锋化学试剂有限公司 

四环素：Sigma 公司 

放线菌酮：Amresco 公司 

(2) 试剂配制 

预处理所用稀硫酸的浓度为 1%-8%，其配制方法如下： 

1%稀硫酸的配制：在 500mL 蒸馏水中小心加入 98%浓硫酸 5.54mL，一边加入一边

用玻璃棒搅拌，降温后定容至 1000mL。 

其它浓度的稀硫酸配制方法类似。 

72%浓硫酸：取 88.8mL98%浓硫酸后加水定容至 100mL。 

0.1mol/L 柠檬酸缓冲液(pH4.8)：分别配好 0.1 mol/L 的柠檬酸和柠檬酸钠溶液，然

后将两者混合，并用 pH 计测定使其 pH4.8。 

删除的内容: T3383, 

删除的内容: 94271, 
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10mg/mL 的四环素溶液：准确称取四环素 100mg 于 10mL 容量瓶中，然后用 75%

乙醇定容，无菌过滤后并储存在-20
o
C。 

10mg/mL 的放线菌酮溶液: 确称取四环素 100mg 于 10mL 容量瓶中，然后用超纯水

定容，无菌过滤后并储存在 4
o
C。 

2.1.3  实验设备和仪器 

实验所用预处理反应器为自制不锈钢反应器(15L), 主要由电热高压蒸汽发生器

(DZFZ4.5C，上海蒸源机电), 预处理反应釜和接收容器 3 部分组成，反应釜为圆筒状，

外壁以加热套及石棉隔热层保温，加热套变压器(TDGC2-2KVA, 鸿宝)输出电压为 80V，

反应器内部温度由沿中轴线插入的热电偶测得，外壁温度由固定于外壁和加热套之间的

热电偶测得。 

其它仪器有： 

高效液相色谱(HPLC)：LC-20AD，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 

自动高温灭菌锅：YXQ-LS-75SII，上海博迅实业有限公司 

电热鼓风干燥箱：BDHG-9140A，上海一恒科学仪器厂 

粉碎机：SF-300，上海科太粉碎设备厂 

电子计重器：E5-YD3，上海三积分电子有限公司 

电子天平：BS224，梅特勒托利多仪器(上海)有限公司_ 

2.1.4   实验方法 

2.1.4.1  稀酸预处理 

本实验中所用稀硫酸量指的是硫酸质量占固体干木质纤维素原料质量的百分比，即 

              H2SO4%=C×m/M×100%                                 (2-1) 

               C 为稀硫酸的质量浓度，% 

               m 为稀硫酸的质量，g； 

               M 为干木质纤维素原料的质量，g。 

稀酸预处理的步骤为： 

(1) 预浸 

称取一定质量粉碎干燥的木质纤维素生物质原料(800g 或 400g), 置于大塑料箱(25L)

内, 然后按照一定固液比(S/L=1/2-2/1)缓缓倒入浓度一定的稀硫酸(1%-8%), 并不断反复

搅拌直到混合均匀, 然后将物料装入塑料袋内密封，于室温下预浸约 15-18h，待用。  

(2) 预处理 

将预浸过的木质纤维素生物质原料加入到预处理反应器中，拧紧上下法兰后缓缓打

开进气阀通入高压水蒸汽(1.5-3.0MPa)，并在温度升高到 100
o
C 前打开排气阀排出不凝

性气体，并打开排水阀排出冷凝水，然后关闭排气阀使反应器内部温度在 30s 内升至所

http://mtlxiangqing.b2b.hc360.com/
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需温度(180-200
o
C)，并根据压力表和热电偶的读数通入蒸汽使温度维持在目标温度±2

o
C

内并保持一定时间，同时控制外壁加热套变压器输出电压为 80V，保证反应器外壁温度

维持在低于反应器内部温度越为 5-10
o
C。待预处理达到预定时间后打开排气阀排气泻

压，保证在 30s 内使预处理反应器内的压力降低到常压，然后打开反应器卸料至不锈钢

桶中, 并将不锈钢桶置于冷水中，使其快速降到室温。 

2.1.4.2  预处理所用蒸汽用量和水用量测定 

实验中测定的蒸汽用量为处理过程中被生物质原料吸收的蒸汽折合成的水的量，水

用量为预浸用水和蒸汽水量之和，测定方法为： 

预处理前记录所加干秸秆的质量 M1和预浸时所加稀酸的质量 M2，处理后将冷却的

总物料称重，记为 M3，则预处理所用有效蒸汽用量： 

                       Ms=M3-M1-M2                                    (2-2) 

预处理所用总水量： 

                   Mw=M3-M1                                      (2-3) 

2.1.4.3  物料固含量或含水量测定 

取若干个平皿洗净后，于 105
o
C 烘箱中烘干 1-2h 至恒重，并记录平皿质量 M1，然

后称取一定量的物料 M2，并置于 105
o
C 烘箱中烘干 8-12h 至恒重，记录其质量 M3，则

物料的固体含量为： 

                  Sc = (M3-M1)/M2×100%                                (2-4) 

而物料的含水量为： 

                 Wc = [1-(M3-M1)/M2]×100%                             (2-5) 

2.1.4.4  预处理液成分测定 

由于采用此预处理方法所得到的物料固体含量较高，难以得到液态的预处理液，故

采用以下方法处理： 

准确称取 5g 预处理物料于 100mL 三角摇瓶中, 并加入 45mL 去离子水用硅胶塞塞

紧后置于 37
o
C、150r/m 恒温摇床中浸泡 2-3h，然后用烘干称重后的滤纸进行真空抽滤。

滤液用于测定预处理物料液相中的单糖, 寡糖和抑制物等成分测定。滤渣经多次水洗后

105
o
C 下烘干至恒重测定水不溶性固体含量及纤维素和半纤维素等结构成分含量组成. 

(1)  预处理液中单糖和抑制物的测定 

取经上述处理得到的滤液适当稀释并经 0.22µm 滤膜过滤后通过高效液相色谱

(LC-20AD, 示差监测器 RID-10A)测定其中的纤维二糖、葡萄糖、木糖、乙酸、乙酰丙

酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛等成分的浓度。所用色谱柱 Bio-rad Aminex HPX-87H,流动相

为 0.05M H2SO4，柱温 65
o
C，流速 0.6mL/min，进样量 30/50µL。 

然后根据预处理物料的固体含量计算出预处理物料液相中单糖和抑制物的含量. 

计算公式为:  

         C=n×C’×[5×(1-Sc)+45]/ [5×(1-Sc)]                                (2-6) 

      C 为预处理物料液相中单糖或抑制物的浓度，g/L； 

      C’为经高效液相色谱测得的糖或抑制物浓度，g/L； 
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      Sc 为预处理物料的固体含量，%； 

      n 为稀释倍数。 

或  

      W= {n×C’×[5×(1-Sc)+45]/(5×Sc)}/1000×100                        (2-7) 

      W 为预处理物料液相中单糖或抑制物的含量，g/100g DM 

      C’为经高效液相色谱测得的糖或抑制物浓度，g/L； 

      Sc 为预处理物料的固体含量，%； 

      n 为稀释倍数。 

(2)  预处理液中的寡糖含量测定 

预处理液中寡糖含量测定根据 NREL 中寡糖测定方法[102]并稍作修改，主要步骤为： 

取 5mL 经上述处理得到的滤液于 30mL 具塞压力管中，并加入 72%H2SO4 将硫酸浓

度调制 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
o
C 下反应 1h，

待反应完成并冷却至室温时加入 CaCO3调节 pH 至 5-6 后，离心取上清液通过 HPLC 测

定其中的葡萄糖糖和木糖浓度，并与(1)中所测得葡萄糖和木糖的含量对应作差，得出纤

维寡糖和木寡糖的含量。 

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。所用葡萄糖和木糖标准液浓度见表 2.2，本实验中测定的标准曲线

见图 2.1。 

计算方法同预处理液中单糖和抑制物的测定。 

表 2.2  寡糖和纤维素含量测定葡萄糖和木糖校正标准曲线表 

Table 2.2   Glucose and xylose concentrations for calibaration in oligomer sugars and cellulose 

content analysis 

序号 1 2 3 4 

葡萄糖(g/L) 0.4 0.8 1.6 3.2 

木糖(g/L) 1.5 3.0 6.0 12.0 
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图 2.1  寡糖测定中葡萄糖与木糖测定校正标准曲线 

Fig. 2.1   Glucose and xylose standard curves for calibaration in oligomer sugars analysis 
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2.1.4.5  预处理后物料中水不溶性固体(WIS)含量测定[103]
 

取经 2.1.4.4 中所述的经浸泡的预处理物料悬浊液，用事先于 105
o
C 下烘干 2-3h 至

恒重(质量为 m1)的滤纸进行真空抽滤，然后用约 400mL 的去离子水冲洗直到洗出液中

检测不到糖，同时用玻璃棒不断缓缓搅动，待液体抽干后将滤纸和滤渣小心取出并全部

转移到已经于 105
o
C 下烘干 2-3h 至恒重的平皿(质量为 m2)中，然后置于 105

o
C 烘箱中

烘干 8-12h 至恒重，并称得其重量 m3，从而计算得预处理物料中水不溶性固体(WIS)的

含量为： 

                 WIS = (m3-m2-m1)/5×100%                            (2-8) 

2.1.4.6  原始物料或预处理物料中纤维素和半纤维素含量的测定 

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[104]并稍作修改，主要步骤为： 

准确称取 100mg、105
o
C 下烘干至恒重的未处理纤维素生物质原料或处理后并经如

2.1.4.5 中所述的预处理浸泡并洗涤烘干后的滤渣于 30mL具塞压力管中, 然后加入 1mL 

72%H2SO4 置于 30
o
C 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
o
C 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。  

  此实验需同时用标准葡萄糖和木糖溶液进行相同处理，计算糖得率并绘制标准曲

线加以校正。所用葡萄糖和木糖标准液浓度见表 2.2，本实验标准曲线见图 2.2。 
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图 2.2  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 

Fig. 2.2   Glucose and xylose standard curves for calibaration in cellulose content analysis 

2.1.4.7  纤维素酶水解 

木质纤维素生物质原料预处理后纤维素酶水解糖化方法参见 NREL 木质纤维素酶

水解方法[105]并稍作修改，主要步骤为： 

称取质量为相当于 1gDM 的预处理后物料于 100ml 三角瓶中, 加入 10mL 浓度为
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0.1mol/L 的柠檬酸缓冲液(pH4.8)，用 4mol/L 的 NaOH 溶液调节 pH 至 4.8，加入 0.06mL

四环素溶液(10mg/mL75%乙醇)和 0.08mL 放线菌酮(10mg/mL 水)，然后加入去离子水并

调整固含量为 5%(w/w)，同时以加酶量为 15FPU/g DM 加入纤维素酶, 然后用硅胶塞塞

紧并置于 50
o
C 恒温水浴摇床在转速为 180r/m 下水解 48 或 72h，每点两个平行。 

水解后样品于 13000r/m 离心 3min 取上清液，-20
o
C 下保存并经适当稀释后 用高效

液相色谱(HPLC)测定其中纤维二糖、葡萄糖、木糖和抑制物浓度。 

2.1.4.8  发酵测试 

实验所得的预处理后秸秆进行了分步糖化发酵和同步糖化发酵测试。 

2.1.4.8.1  分步糖化发酵(SHF) 

分步糖化发酵在糖化时固体含量为 25%或 30%的水解液中进行 

(1) 25%或 30%水解液的制得：向带有螺带式搅拌桨的 5L 生物反应器中加入一定量

去离子水于 115
o
C 下灭菌 20min，待冷却到 50

o
C 左右时开启发酵罐温度控制使发酵温度

稳定在 50
o
C，并将转速调至 200r/m，然后按照 15FPU/gDM 的加酶量一次加入纤维素酶，

并控制 pH 为 5.0，然后定时加入固含量已知的预处理物料，每隔 30min 补料一次在 6h

内将所有物料全部加完，使所加物料在发酵罐中的固体含量为 25%或 30%(w/w)，并在

50
o
C，200r/m 的条件下糖化 48h 整个过程以 20%NaOH 的控制 pH 为 5.0 左右。待糖化

结束后，将糖化醪于 8000r/m 下离心 15min，取上清液即为所需 25%或 30%的水解液。 

(2) 酵母菌驯化：取保存于-80
o
C、50%甘油管中的酵母菌 2mL 加入装有 20mL 活化

培养基的 100mL 三角瓶中，于 30
o
C、150r/m 下活化培养 16-18h，然后以 10%接种量依

次接入到 20mL、30%水解含量为 25%、50%、50%剩余部分为活化培养基的 100mL 三

角瓶中，并在 30
o
C、150r/m 下活化培养 12-14h。 

活化培养基的组成：葡萄糖 2%，KH2PO4  0.2%，MgSO4﹒7H2O 0.1%，酵母浸膏

0.1%，(NH4)2SO4  0.1%。 

(3) 发酵：将驯化好的酵母菌以 10%接种量接入到装有 100mL、30%水解液的 250mL

三角瓶中，与 30
o
C、150r/m 下培养 48-60h。培养时定时取样测定，取样体积为 1mL，

样品于 13000r/m 下离心 3min 取上清液，-20
o
C 下保存并经适当稀释后用高效液相色谱

(HPLC)测定其中葡萄糖、木糖、乙醇及抑制物浓度。 

2.1.4.8.2  同步糖化发酵(SSF) 

实验中以预处理后的物料进行了同步糖化发酵测试。 

(1) 酵母菌驯化同上； 

(2) 预糖化：步骤同 30%水解制备，但预水解时间为 12h，工作体积为 2L。 

(3) 同步糖化发酵：当物料预水解 12h 后，将发酵罐温度降到 37
o
C，同时将 pH 提

高到 5.5，然后以 10%(v/v)接种量接入驯化好的酵母菌，于 37
o
C 进行同步糖化发酵 60h，

并定时取样，取样体积为 2mL，样品于 13000r/m 下离心 3min 取上清液，-20
o
C 下保存

并经适当稀释后用高效液相色谱(HPLC)测定其中葡萄糖、木糖、乙醇及抑制物浓度。 

2.1.4.9  实验设计 
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本实验通过单因素试验考查了预浸固液比、预处理温度、预处理时间、硫酸用量、

蒸汽压力、预处理装量等因素对木质纤维素原料预处理效果的影响，并在预处理装量为

400g(占反应器容积的 50%)的条件下用中心组合实验设计法(CCD)设计了 15 个条件实验

对预处理温度，时间和硫酸用量三个因素进行预处理条件的优化，其中包括 1 个重复 6

次的中心点条件实验，其他每个条件两个平行。实验结果用 Design Expert version 7.1.6

进行响应面分析。试验因素和水平及实验设计结果见表 2.3 和表 2.4。在装量为 800g(占

反应器容积的 100%)时的条件优化时，本文采用了在 400g (50%)装量时的结论上逐渐探

寻的方法。 

表 2.3   预处理条件优化试验因素和水平表 

Table 2.3   Factors and levels in optimization experiment 

硫酸用量 

 (%, g/g DM) 

温度 

 (
o
C) 

时间 

Time(min) 

1 180 5 

2.5 190 10 

4 200 15 

表 2.4  中心组合实验设计预处理条件优化条件表 

Table 2.4   Pretreatment conditions according to CCD in optimization experiment 

序号 硫酸(%) 
温度 

 (
o
C) 

时间 

 (min) 
logR0

1
 logCS

2
 

1 1 180 3 2.83 1.06 

2 4 180 3 2.83 1.69 

3 1 200 3 3.42 1.61 

4 4 200 3 3.42 2.26 

5 1 180 9 3.31 1.49 

6 4 180 9 3.31 2.14 

7 1 200 9 3.9 2.03 

8 4 200 9 3.9 2.70 

9 1 190 6 3.43 1.62 

10 4 190 6 3.43 2.27 

11 2.5 180 6 3.13 1.75 

12 2.5 200 6 3.72 2.31 

13 2.5 190 3 3.13 1.72 

14 2.5 190 9 3.6 2.17 

15 2.5 190 6 3.43 2.08 

16 2.5 190 6 3.43 1.99 

17 2.5 190 6 3.43 2.01 

18 2.5 190 6 3.43 2.03 

19 2.5 190 6 3.43 2.06 

20 2.5 190 6 3.43 2.10 

注：1. R0 为预处理强度因子，计算公式为：R0=t﹒exp[(T-Tf)/14.75], Tf=100
o
C； 

2. logCS 为考虑酸量影响时的强度因子，计算公式为 logCS=log R0-pH，pH 为预处理液的

pH，本实验中难以测得故通过初始加酸量与处理后水量相比换算代替。 
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2.2  结果与讨论 

2.2.1  预浸固液比对稀酸预处理的影响 

(1) 预浸固液比对预处理蒸汽、水用量及固含量等的影响 

实验中考查了在 400g (50%)和 800g (100%)预处理装量下预浸固液比对玉米秸秆

(吉林)稀酸预处理的影响。表 2.5 和表 2.6 分别为 50%和 100%装量下不同预浸固液比及

不同预处理条件下蒸汽用量、水用量及固含量和水不溶性固体含量结果。 

结果表明，在 50%装量下，降低固液比时用水量会大大增加，预处理后物料的固体

含量和水不溶性固体含量也相应大大降低, 说明增大预浸时固液比可以大大节约水用

量。随固液比降低蒸汽用量有所减少, 可能是因为高固液比的物料吸水性较强所致。在

100%装量条件下，用水量和蒸汽用量随固液比增大而大大减少，固含量和水不溶性固

体含量也相应升高。在固液比 2：1 时的用水量仅是 1：2 条件下的 1/3，预处理后固体

含量可达到 50%左右，约为 1：2 条件下的 2 倍，可充分满足高固体同步糖化发酵要求。 

表 2.5   50%预处理装量下预浸固液比对预处理蒸汽、水用量及固含量的影响 

Table 2.5   Effect of solid to liquid ratio (S/L) on steam and water usage and solid and WIS content at 

50% feedstock loading 

预处理条件 固液比 
蒸汽用量 

(g/100gDM) 

水用量 

(g/100gDM) 

固含量
(%) 

水不溶性固体 WIS(%) 

WIS/slurry WIS/DM 

180
o
C; 10min;2% 2/1 79.9 138.0 39.1 28.7 73.5 

180
o
C; 10min;2% 1/1 74.8 189.1 33.5 23.6 70.5 

190
o
C; 10min;2.5% 2/1 140.2 202.3 30.6 24.1 72.6 

190
o
C; 10min;2.5% 1/1 106.8 231.3 28.1 22.0 69.6 

表 2.6   100%预处理装量下预浸固液比对预处理蒸汽、水用量及固含量的影响 

Table 2.5   Effect of solid to liquid ratio (S/L) on steam and water usage and solid and WIS content at 

100% feedstock loading 

预处理条件 固液比 
蒸汽用量 

(g/100gDM) 

水用量 

(g/100gDM) 

固含量
(%) 

水不溶性固体 WIS(%) 

WIS/slurry WIS/DM 

200
o
C; 3min;1% 2/1 47.9 101.5 47.9 34.8 72.6 

200
o
C; 3min;1% 1/1 55.0 160.5 37.6 26.2 69.6 

190
o
C; 3min;2.5% 2/1 41.9 97.8 50.1  35.1  70.0  

190
o
C; 3min;2.5% 1/1 53.0 162.5 37.2 25.4 68.3 

190
o
C; 3min;2.5% 1/2 59.1 282.8 26.5 18.05 68.1 

   从表 2.5 和表 2.6 中还可以看出，预处理后物料中的水不溶性固体含量占处理后

干物料的百分比随预浸固液比的降低而降低，说明在低固液比条件下有较多的成分变成

了可溶的成分从固体成分中溶解出来。相同固液比条件下提高预处理温度会增加蒸汽用

量和水用量。比较两个装量条件可以看出平均蒸汽用量和用水量会随着装量的提高而大

大降低，说明加热反应器本身所消耗的蒸汽用量是很大的，所以提高预处理规模对于降

低平均预处理成本是很有利的。 

因此，提高预浸固液比同时增大预处理装量，即可以大大减少水用量和蒸汽用量实

现节水节能，又可大大提高处理后物料的固体含量满足高固体同步糖化发酵的要求。 
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(2) 预浸固液比对预处理液成分的影响 

不同预浸固液比对预处理后物料液相成分的影响见表 2.7(a, b)、2.8(a, b)，其中表 2.7a

和表 2.8a 为以其在液体里浓度表示的结果(单位：g/L)，表 2.7b 和表 2.8b 为以其占处理

后干固体的质量表示的结果(单位：g/100g DM)。预处理液中的可溶性物质主要为糖类

及其降解产物，其中浓度最高或所占比重最大的为木糖和木寡糖，其次为葡萄糖和纤维

寡糖、乙酸，含量最少的为糠醛和羟甲基糠醛等抑制物。 

表 2.7 a  50%预处理装量下预浸固液比对预处理液成分的影响 (单位: g/L) 

Table 2.7a   Effect of solid to liquid ratio (S/L) on the components in prehydroysate at 50% feedstock 

loading (Unit: g/L) 

预处理条件 固液比 纤维二糖  葡萄糖 木糖 乙酸 乙酰 丙酸 羟甲基糠醛  糠醛 

180
o
C; 10min;2% 2/1 4.75 10.8 50.4 10.4 0.99 2.62 2.48 

180
o
C; 10min;2% 1/1 4.53 6.80 43.9 7.42 1.09 1.47 1.06 

190
o
C; 10min;2.5% 2/1 4.38 10.0 34.9 10.7 1.50 3.41 3.78 

190
o
C; 10min;2.5% 1/1 3.16 9.70 30.5 8.75 0.89 3.00 3.92 

表 2.7b  50%预处理装量下预浸固液比对预处理液成分的影响 (单位: g/100g DM)   

Table 2.7b   Effect of solid to liquid ratio (S/L) on the components in prehydroysate at 50% feedstock 

loading (Unit: g/100gDM) 

预处理条件 固液比 纤维二糖 葡萄糖 木糖 乙酸 乙酰丙酸 羟甲基糠醛 糠醛 

180
o
C; 10min;2% 2/1 0.74 1.68 7.84 1.61 0.15 0.41 0.38 

180
o
C; 10min;2% 1/1 0.90 1.35 8.72 1.48 0.22 0.29 0.21 

190
o
C; 10min;2.5% 2/1 0.99 2.27 7.91 2.42 0.34 0.77 0.86 

190
o
C; 10min;2.5% 1/1 0.81 2.48 7.80 2.24 0.23 0.77 1.00 

表 2.8a   100%预处理装量下预浸固液比对预处理液成分的影响 (单位: g/L) 

Table 2.8 a   Effect of solid to liquid ratio (S/L) on the components in prehydroysate at 50% feedstock 

loading (Unit: g/L) 

预处理条件 固液比 
葡萄

糖 
木糖 乙酸 

乙酰

丙酸 

羟甲基

糠醛  
糠醛 

纤维

寡糖 
木寡糖 

200
o
C; 3min;1% 2/1 4.01 19.7 6.15 4.37 0.54 1.68 20.7 107.2 

200
o
C; 3min;1% 1/1 2.19 13.1 2.65 2.71 0.32 0.40 14.5 77.0 

190
o
C; 3min;2.5% 2/1 14.6 75.5 11.21 3.33 3.46 7.65 14.2 41.2 

190
o
C; 3min;2.5% 1/1 7.62 53.3 5.10 0.96 1.42 3.10 11.7 32.0 

190
o
C; 3min;2.5% 1/2 7.94 69.6 6.90 1.20 1.15 2.01 15.3 49.0 

表 2.8b  100%预处理装量下预浸固液比对预处理液成分的影响 (单位: g/100g DM)   

Table 2.8 b   Effect of solid to liquid ratio (S/L) on the components in prehydroysate at 100% feed stock 

loading (Unit: g/100gDM) 

预处理条件 固液比 葡萄糖 木糖 乙酸 
乙酰

丙酸 

羟甲基

糠醛 
糠醛 

纤维

寡糖 
木寡糖 

200
o
C; 3min;1% 2/1 0.44 2.14 0.67 0.47 0.06 0.18 2.2 11.7 

200
o
C; 3min;1% 1/1 0.36 2.17 0.44 0.45 0.05 0.07 2.4 12.8 

190
o
C; 3min;2.5% 2/1 1.57 8.13 1.20 0.35 0.37 0.82 1.5 4.4 

190
o
C; 3min;2.5% 1/1 1.29 8.99 0.86 0.16 0.24 0.52 2.0 5.4 

190
o
C; 3min;2.5% 1/2 2.20 19.3 1.84 0.32 0.31 0.54 4.2 13.6 

从表 2.7a 和表 2.8a 中可以看出，随着预浸固液比的降低，预处理液中的可溶性物
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质，如糖和抑制物的浓度会降低，主要是由于低固液比时得到的物料液体含量较高，而

从表 2.7b 和表 2.8b 中可以看出，预处理液中的木糖和寡糖(包括纤维寡糖和木寡糖)的含

量随着固液比的降低而升高，而葡萄糖和乙酸，糠醛及羟甲基糠醛的含量随预浸固液比

的降低而降低，说明在低固液比条件下更易于木糖的释放同时能减少抑制物的产生，但

不利于葡萄糖的释放。对于表 2.8b 中 190
o
C、3min、2.5%条件下固液比为 1/2 时产生的

较多葡萄糖和乙酸可能是由于物料中液体较多，热和传质更加均匀，同时此条件下的酸

量较多更利于半纤维素的降解(表现为木糖及其寡糖含量很高)，而乙酸主要来自半纤维

素中的乙酰基水解，所以产生了较多的乙酸，而乙酸在预处理中又可强化对预处理的效

果因而导致葡萄糖的含量较高。 

100%预处理装量条件下各物质的浓度比50%装量下高是由于100%装量下得到的预

处理后物料的固体含量较高。 

(3) 预浸固液比对预处理物料酶水解效果的影响 

表 2.9 和表 2.10 为不同预浸固液比条件下得到的预处理物料经纤维素酶水解后的结

果，结果显示预浸固液比对酶水解后葡萄糖得率和浓度影响差别并不明显，而木糖的得

率随着固液比的降低而升高，说明降低固液比即增大液体的量有利于提高总的木糖得

率。 

表 2.9  50%预处理装量下预浸固液比对预处理物料酶解(12h)效果的影响 

Table 2.9   Effect of solid to liquid ratio (S/L) on the enzymatic hydrolysis (12h) of pretreated slurry 

at feedstock loading of 50% 

预处理条件 
固液比

S/L 

葡萄糖 

(g/L) 

木糖 

(g/L) 

乙酸 

(g/L) 

乙酰丙酸 

(g/L) 

糖得率(%) 

Glucose Xylose 

180
o
C; 10min;2% 2/1 12.5 4.19 0.95 1.11 62.9 29.1 

180
o
C; 10min;2% 1/1 11.8 6.36 1.10 0.85 59.2 44.2 

190
o
C; 10min;2.5% 2/1 13.6 4.08 1.33 0.90 68.2 28.4 

190
o
C; 10min;2.5% 1/1 13.8 4.95 1.29 0.88 69.2 34.4 

表 2.10  100%预处理装量下预浸固液比对预处理物料酶解(72h)效果的影响 

Table 2.10   Effect of solid to liquid ratio (S/L) on the enzymatic hydrolysis (72h) of pretreated 

slurry at feedstock loading of 100% 

预处理条件 
固液比

S/L 

纤维二

糖 

(g/L) 

葡萄糖
(g/L) 

木糖 

(g/L) 

乙酸
(g/L) 

乙酰丙酸 

(g/L) 

糖得率(%) 

Glucose Xylose 

200
o
C; 3min;1% 2/1 1.34 14.4 8.41 1.15 0.69 72.3 58.4 

200
o
C; 3min;1% 1/1 1.79 15.0 9.46 1.23 0.91 75.5 65.8 

190
o
C; 3min;2.5% 2/1 1.17 16.8 7.16 1.28 0.80 84.5 49.7 

190
o
C; 3min;2.5% 1/1 1.17 16.6 8.55 1.27 0.36 83.1 59.4 

190
o
C; 3min;2.5% 1/2 1.20 16.5 9.83 1.21 0.35 82.7 68.3 

综上所述，预浸固液比对预处理蒸汽用量和用水量的影响很大，提高固液比可以大

大降低蒸汽用量和用水量从而实现节能节水的目的，同时可以提高处理后物料的固体含

量，但提高固液比会降低木糖得率，同时产生较多的乙酸，糠醛和羟甲基糠醛等抑制物，

不利于总糖得率的提高和抑制物含量的控制，但可以通过略降低预处理条件来解决。在

带格式的: 字体颜色: 自动设置
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实验中的几个固液比中，相同预处理条件下酶水解后总的葡萄糖相差不大。 

2.2.2  预处理温度对稀酸预处理的影响 

实验以玉米秸秆(吉林)为原料，在装量为 400g(50%)、固液比 1：1.5、酸用量为 1.5%、

预处理时间为 10min 的条件下考查了不同预处理温度(160-210
o
C)对稀酸预处理的影响。 

    (1) 预处理温度比对预处理蒸汽、水用量及固含量的影响 

不同温度下预处理蒸汽用量、水用量和固含量及水不溶性固体含量的结果见图 2.3。

结果表明，随着温度的升高蒸汽用量和水用量会逐渐增加，且温度越高增加相同的温度，

蒸汽用量和水用量的增加量会变大(图 2.3(a))。同时，预处理后物料中的总固体含量和水

不溶性固体的含量会随着温度的升高而降低(图 2.3(b))，说明提高预处理温度会增加预

处理过程中的能耗和水耗。（所有分图号需用括号标出！！） 
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图 2.3 温度对预处理蒸汽和水用量(a)、预处理后固体及水不溶性固体含量(b)的影响 

Fig. 2.3   Effect of temperature on the steam and water usage and solid and WIS content 

(2) 预处理温度对预处理液成分的影响 

预处理温度对预处理物料液相(预处理液)成分的影响结果见表2.11及图2.4, 从结果

中可以看出，在预处理温度低于 160
o
C 时预处理液中的木糖和寡糖的浓度和含量很低，

而随着温度由 160
o
C 提高到 180

o
C 其含量迅速增加， 然后随着温度的继续提高而降低

(表 2.11 和图 2.4 a，c)，这是由于随着温度的提高，玉米秸秆中的半纤维素的水解加快，

木寡糖和木糖的量增加，同时伴随着乙酸的释放量的增加(表 2.11 和图 2.4b)，但当温度

继续升高时木糖的降解也加快，表现为糠醛的量逐渐增加(表 2.11 和图 2.4 b)。而葡萄糖

的浓度则随着温度从 160
o
C 提高到 200

o
C 时逐渐增加，当温度继续提高时才有所降低(表

2.11)，而葡萄糖占干物料的百分含量随着温度的提高而不断增加(图 2.4 a)，说明温度越

高越利于葡萄糖的释放，但温度提高时葡萄糖的降解也加快，所以羟甲基糠醛的含量也

逐渐增加(图 2.4 b)。 

比较木糖和葡萄糖随温度的变化规律可以看出，生物质中纤维素的水解比半纤维素

的水解需要更高的预处理强度，但高的预处理强度下，单糖尤其是半纤维素水解得到的
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木糖会发生降解，从而增加了糠醛和羟甲基糠醛等抑制物的量。 

表 2.11  预处理温度对预处理液成分的影响 (单位: g/L) 

Table 2.11   Effect of temperature on the components of prehydrolysate (Unit: g/L) 

温度(
o
C) 纤维二糖 葡萄糖 木糖 乙酸 乙酰丙酸 羟甲基糠醛 糠醛 纤维寡糖 木寡糖 

160 0.34 0.39 1.24 0.76 1.72 0.14 0.10 5.00 20.0 

180 3.91 2.10 13.5 2.97 1.36 0.27 0.44 6.31 35.3 

200 1.72 2.13 9.81 6.51 1.73 0.72 0.51 3.96 12.5 

210 0.64 1.74 4.09 6.39 1.16 1.26 0.66 1.16 0.21 
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图 2.4 预处理温度对预处理液成分的影响 (单位：g/100gDM) 

Fig. 2.4   Effect of temperature on the components of prehydrolysate (Unit: g/100gDM) 

(3) 预处理温度对预处理物料酶水解情况的影响 

图 2.5 为不同预处理温度下的预处理物料在纤维素酶的作用下水解 48h 葡萄糖，木

糖和乙酸随时间的变化情况。 

结果表明，随着温度的提高水解 48h 后葡萄糖的浓度逐渐提高(图 2.5 a )，而且在相

同时间段内随着温度的提高葡萄糖的增加量也是增大的，这说明提高温度利于纤维素的

酶水解。从图 2.5a 中还可以看出，葡萄糖的浓度随着水解时间的延长逐渐增加，但增

加量逐渐降低，在水解前 12h 水解速率最大，说明纤维素的酶水解主要发生在水解初期，
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主要原因可能是水解刚开始时物料中含有较多的预处理过程中产生的寡糖，更易于纤维

素酶的水解，而且水解初期纤维素酶的活力较高，但随着时间的延长，纤维素酶逐渐失

活，同时随着糖浓度的增加产物的抑制程度也逐渐增强，再加上纤维素酶被木质素的无

效吸附等原因表现为葡萄糖的增加逐渐减少。 
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图 2.5   预处理温度对预处理物料酶水解(48h)情况的影响 

Fig.2.5   Effect of temperature on the enzymatic hydrolysis (48h) of pretreated slurry 

图 2.5b 为在纤维素酶的作用下木糖的浓度随预处理温度和时间的变化情况，从图中

可以看出，随着温度的升高，水解 48h 后的木糖浓度逐渐升高到 180
o
C 时达到最大，但

当温度继续升高时木糖的浓度会降低，这主要是由于随着温度的升高半纤维素中的木聚

糖水解程度增大更加利于酶水解，但温度过高时木糖降解速率会大大增加，表现为高温

下预处理得到的物料中木糖的得率降低。而且在预处理温度低于 180
o
C 时水解产生的木

糖占很大比例，且也主要集中在水解初期水解后期的产生逐渐减少，而在较高预处理温

度下水解产生的木糖比例减少而主要为预处理过程中产生的木糖。 

图 2.5c 为预处理物料酶水解过程中乙酸的变化情况，从图中可以看出，乙酸的变化

情况与木糖的变化情况相似，即随着预处理温度的提高乙酸的浓度也逐渐升高，在预处

理温度低于 180
o
C 时水解产生的乙酸占较大比例且在初期增加量较大随时间延长而减
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少，而在较高预处理温度下预处理过程中产生的乙酸占绝大部分。这说明乙酸在酶水解

过程中是逐渐增加的，同时证明了乙酸是伴随着半纤维素的水解产生的。 

总之，预处理温度是影响生物质稀酸预处理的重要因素，它对蒸汽用量和水量影响

较大，提高预处理温度会增加预处理过程中的能耗和水耗。较高的预处理温度利于葡萄

糖的释放但木糖降解速率会大大增加从而不利于木糖得率的提高。乙酸、糠醛和羟甲基

糠醛等抑制物的量会随着温度的提高而增加。因此选择适当的预处理温度是非常重要

的。 

2.2.3  预处理时间对稀酸预处理的影响 

实验以玉米秸秆(吉林)为原料，在装量为 400g (50%)、固液比 1:1.5、酸量 1.5%、预

处理温度 180
o
C 的条件下考查了不同预处理时间(5-30min)对稀酸预处理的影响。 

(1) 预处理时间对蒸汽、水用量及处理后固体和水不溶性固体含量的影响 

不同预处理时间下的蒸汽用量、水用量和固含量及水不溶性固体含量的结果见图

2.6，从图中可以看出，随着预处理时间的增加蒸汽用量和水用量会逐渐增加，同时预处

理后物料中的总固体含量和水不溶性固体的含量会随着预处理时间的增加而降低，说明

增加预处理时间会增加预处理过程中的能耗和水耗。 
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图 2.6  预处理时间对预处理蒸汽和水用量(a)、处理后固体和水不溶性固体含量(b)的影响 

Fig. 2.6   Effect of pretreated time on the steam and water usage (a), solid and WIS content (b) 

(2) 预处理时间对预处理液成分的影响 

预处理时间对预处理液成分的影响结果见表 2.12 及图 2.7, 从结果中可以看出，在

预处理时间低于 5min 时预处理液中的葡萄糖、木糖、乙酸、羟甲基糠醛及糠醛等各种

抑制物的浓度和含量都很低，但纤维寡糖和木寡糖的浓度已经较高, 且木糖和木寡糖所

占比例最大，说明在较低的预处理强度下半纤维素再稀酸的作用下首先水解成寡糖然后

再水解成单糖。 

而随着预处理时间增加到 10min 时预处理液中的各种物质的浓度和总量都迅速增

加，然后随着时间的继续增加葡萄糖和乙酸、羟甲基糠醛及糠醛等各种抑制物的浓度和

带格式的: 字体颜色: 自动设置
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总量一直增加，且抑制物总量的增加速度要大于葡萄糖和木糖的增加速度(图 2.7 b), 木

寡糖和纤维寡糖在预处理时间超过 10min 时开始随着预处理时间的增加而逐渐降低(表

2.12和图 2.7c), 而木糖的浓度在预处理时间超过 10min时也随着预处理时间的增加而逐

渐降低, 这是因为提高温度增加的水量超过了木糖的增加量，但木糖的总量随时间延长

逐渐增加且增加量较 5min 到 10min 时变慢 (表 2.12 和图 2.7a)，这说明延长预处理时间

有利于葡萄糖的释放，但葡萄糖和木糖的降解也会大大增加，所以太长预处理时间并不

利于控制抑制物的含量。 

表 2.12  预处理时间对预处理液成分的影响 (单位: g/L) 

Table 2.12   Effect of pretreated time on the components of prehydrolysate (Unit: g/L) 

时间(min) 纤维二糖 葡萄糖 木糖 乙酸 乙酰丙酸 羟甲基糠醛  糠醛 纤维寡糖 木寡糖 

5 0.96 0.30 2.54 0.85 0.60 0.09 0.11 4.49 22.3 

10 3.91 2.10 13.5 2.97 1.36 0.27 0.44 6.31 35.3 

20 10.2 2.01 11.2 4.42 1.23 0.50 0.50 5.17 29.7 

30 6.43 2.14 9.81 6.79 1.91 0.73 0.57 3.19 15.4 
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图 2.7  预处理时间对预处理液成分的影响 (单位：g/100gDM) 

Fig. 2.7   Effect of pretreated time on the components of prehydrolysate (Unit: g/100gDM) 
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(3) 预处理时间对预处理物料酶水解情况的影响 

图 2.8 为不同预处理时间下的预处理物料在纤维素酶的作用下水解 48h 的过程中葡

萄糖、木糖和乙酸随时间的变化情况。 

结果显示，随着预处理时间的增加水解 48h 后葡萄糖的浓度逐渐提高(图 2.8a )，而

且在相同时间段内随着时间的增加葡萄糖的增加量也是增加的，说明增加预处理时间利

于纤维素的酶水解。而且葡萄糖的浓度随着水解时间的延长逐渐增加，但增加量逐渐降

低，纤维素的酶水解主要发生在水解初期，主要原因也可能是纤维寡糖量较多，纤维素

酶逐渐失活，产物抑制及无效吸附等原因引起。 

0

2

4

6

8

10

12

14

5 10 20 30

Time(min)

G
u

lc
o

s
e

(g
/L

)

0h 12h 24h 48h
a)

 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

5 10 20 30

Time(min)

X
y
lo

s
e

(g
/L

)

0h 12h 24h 48h
b)

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

5 10 20 30

Time(min)

A
c
e

ta
te

(g
/L

)

0h 12h 24h 48h

c)

 

图 2.8  预处理时间对预处理物料酶水解(48h)情况的影响 

Fig. 2.8   Effect of pretreated time on the enzymatic hydrolysis (48h) of pretreated slurry 

图 2.8b 为在纤维素酶的作用下木糖的浓度随预处理温度和时间的变化情况，从图中

可以看出，随着预处理时间的增加，水解 48h 后的木糖浓度逐渐升高，20min 条件下达

到最大，但当预处理时间继续增加时木糖的浓度会降低，这主要是由于随着温度的升高

半纤维素中的木聚糖水解程度增大更加利于酶水解，但时间过长时木糖降解速率会大大

增加使得木糖的得率降低。与温度对酶水解的影响相似，而且在预处理时间较短时酶水

解产生的木糖占较大比例，而在较长预处理时间下酶水解产生的木糖比例减少而预处理
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过程中产生的木糖比例增大。 

图 2.8c 为预处理物料酶水解过程中乙酸的变化情况，从图中可以看出，同样随着预

处理时间的增加乙酸的浓度也逐渐升高，在预处理时间较短时酶水解产生的乙酸占较大

比例，而在较长预处理时间下预处理过程中产生的乙酸比例增大。 

总之，预处理时间也是影响生物质稀酸预处理的重要因素，预处理时间越长蒸汽用

量和水量也越大，所得到的预处理原料在后续的酶水解阶段葡萄糖得率也越高，但太长

的预处理时间会使单糖尤其是木糖的降解量增多从而提高了预处理液中的抑制物的浓

度，也降低了木糖总得率。因此，在预处理过程中尽量缩短时间对节能节水、提高木糖

得率和抑制物控制是很有必要的。 

2.2.4  硫酸用量对稀酸预处理的影响 

实验以玉米秸秆(吉林)为原料，在装量 400g(50%)、固液比 1：1.5、预处理时间 10min、

预处理温度 180
o
C 的条件下考查了不同酸用量 (0.375-3%)对稀酸预处理的影响。 

(1) 酸用量对预处理蒸汽和水用量及处理后固体和水不溶性固体含量的影响 

不同酸用量下预处理蒸汽用量、水用量和固含量及水不溶性固体含量的结果见图

2.9。 
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图 2.9  酸用量对预处理蒸汽和水用量(a), 处理后固体和水不溶性固体含量(b)的影响 

Fig. 2.9   Effect of H2SO4 usage on the steam and water usage (a), solid and WIS content (b) 

从图中可以看出，酸用量对预处理过程中消耗的蒸汽用量和水用量的影响很小(图

2.9a)，几乎没什么差别，同时预处理后物料中的总固体含量也并不大(图 2.9b)，但水不

溶性固体的含量差别随着酸量的增加而降低，这是由于在较高的酸用量条件下产生的可

溶性的组分增加的缘故(表 2.13)。因此在相同预处理时间和温度下对预处理过程中的能

耗和水耗的影响不大。 

(2) 酸用量对预处理液成分的影响 

酸用量对预处理液成分的影响结果见表 2.13 及图 2.10。 结果表明，在酸用量很低

时(0.375%)预处理液中的葡萄糖、木糖、乙酸、羟甲基糠醛及糠醛等各种抑制物的浓度



第 32 页                                                      华东理工大学   硕士学位论文 

和含量都很低，纤维寡糖和木寡糖的浓度也不高,且随着酸用量的增加到 0.75%时预处理

液中的各种物质的浓度和总量增加也并不明显，只有木寡糖的量增加较多，直到酸用量

增加到 1.5%时，纤维二糖、葡萄糖、木糖和寡糖的浓度才有较大的增加，酸量继续增

加后(3%)葡萄糖和木糖量突然有很大增加，但寡糖的量降低(表 2.13，图 2.10a c)，预处

理液中的糠醛和羟甲基糠醛含量随着酸量的增加也大大增加(表 2.13，图 2.10b)。 

表 2.13   酸用量对预处理液成分的影响 (单位: g/L) 

Tabel 2.13   Effect of H2SO4 usage on the components of prehydrolysate (Unit: g/L) 

H2SO4 (%) 纤维二糖 
葡萄糖 木糖 乙酸 

乙酰丙

酸 

羟甲基

糠醛  
糠醛 

纤维

寡糖 

木寡

糖 

0.375 0.04  0.10  0.30  0.36  0.27  0.02  0.02  1.14  4.63  

0.75 0.10  0.10  0.51  0.53  0.24  0.04  0.05  1.49  6.66  

1.50 0.87  0.51  3.41  0.73  0.33  0.07  0.09  1.72  9.63  

3.00 0.88  1.41  11.69  1.06  0.36  0.17  0.28  1.25  2.26  
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图 2.10  预处理时间对预处理液成分的影响 (单位: g/100gDM) 

Fig. 2.10   Effect of H2SO4 usage on the components of prehydrolysate (Unit: g/100gDM) 

葡萄糖和木糖及其降解产物随着酸量的增加呈现出“突跃”现象的原因是由于生物

质秸秆具有一定的缓冲能力，即能够吸收一定量酸，只有当所加的酸量大于其缓冲量时
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才对其具有较好的处理效果。因此，酸用量对预处理效果的影响很大。 

(3) 酸用量对预处理物料酶水解情况的影响 

图 2.11 为不同酸用量的预处理物料在纤维素酶的作用下水解 48h 的过程中葡萄糖，

木糖和乙酸随时间的变化情况。从图中可以看出，同样随着酸用量的增加水解 48h 后葡

萄糖的浓度逐渐提高(图 2.11a )，而且在相同时间段内随着酸用量的增加葡萄糖的增加

量也是增加的，葡萄糖的浓度随着水解时间的延长增加量逐渐降低。木糖也呈现出与葡

萄糖相似的变化规律(图 2.11b)，且在酸量较少时酶水解产生的木糖占较大比例，而在较

高酸量下预处理过程中产生的木糖比例增大。 

从图 2.11a 和 b 中还可以看出，水解 48h 后的葡萄糖和木糖的浓度随着酸量的增加

在酸量超过 1.5%时表现出突然增加的现象，这与预处理液中的成分变化规律相吻合，

主要是由于生物质本身具有一定的缓冲能力。 
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图 2.11  酸用量对预处理物料酶水解(48h)情况的影响 

Fig. 2.11   Effect of H2SO4 usage on the enzymatic hydrolysis (48h) of pretreated slurry 

图 2.11c 为预处理物料酶水解过程中乙酸的变化情况，从图中可以看出，同样随着

酸量的增加乙酸的浓度也逐渐升高，在预处理时间较短时酶水解产生的乙酸占较大比

例，而在较长预处理时间下预处理过程中产生的乙酸比例增大。 
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总之，酸量对蒸汽用量和水量的直接影响不大，但对于预处理效果影响十分显著。

低酸量对物料的作用不大，只有酸量超过一定值时才表现出明显的预处理效果。葡萄糖

和抑制物的量会随着酸量的增加而增加，酶解后的总糖得率也会升高，但酸量太高时木

糖降解速率会大大增加，不但降低了木糖得率同时增加了抑制物的含量。因此，预处理

时必须选择合适的酸量。  

2.2.5  蒸汽压力对稀酸预处理的影响 

实验以玉米秸秆(吉林)为原料，在装量为 800g(100%)、固液比 2:1、预处理时间为

3min、预处理温度为 190
o
C、酸用量为 2.5%的条件下考查了所通入蒸汽压力对稀酸预

处理的影响。 

(1) 蒸汽压力对预处理蒸汽、水用量及处理后固体和水不溶性固体含量的影响 

不同蒸汽压力下预处理的蒸汽用量、水用量和固含量及水不溶性固体含量的结果见

图 2.12。 

从图中可以看出，所通蒸汽压力对预处理用水量和蒸汽用量影响并不明显，不同蒸

汽压力下预处理水量和蒸汽用量相差不大(图 2.12a)，同时预处理后物料的固体含量差别

也不明显，但水不溶性固体的含量随蒸汽压力的提高略有降低(图 2.12b)，这是由于在消

耗同样多的蒸汽用量的条件下，高压蒸汽所蕴涵的热量更高，对生物质的作用会更强，

使可溶性物质的含量增加，表现为物料中水不溶性固体(WIS)随蒸汽压力的升高而略有

降低。但获得高压蒸汽的能耗更大，对设备要求也更高，因此降低蒸汽压力对降低预处

理阶段的成本是非常有利的。 
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图 2.12  蒸汽压力对预处理蒸汽和水用量(a)、处理后固体和水不溶性固体含量(b)的影响 

Fig. 2.12   Effect of steam pressure on the steam and water usage (a), solid and WIS content (b) 

(2) 蒸汽压力对预处理液成分的影响 

蒸汽压力对预处理物料中液相成分的影响结果见表 13(a, b)，其中表 13a 为以其在

液体里浓度表示的结果(单位：g/L)，表 13b 为以其占处理后干固体质量表示的结果(单

位：g/100gDM)。从表中可以看出，随着蒸汽压力的增加预处理液中的葡萄糖，木糖及
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其降解产物和乙酸等抑制物浓度和含量压逐渐增加，同时预处理液中的纤维寡糖和木寡

糖随压力升高而减少。 

表 13a  蒸汽压力对预处理液成分的影响 (单位：g/L) 

Table 13a   Effect of steam pressure on the components of prhydrolysate (Unit: g/L) 

蒸汽压力 

(MPa) 

葡萄糖 

(g/L) 

木糖 

(g/L) 

乙酸 

(g/L) 

乙酰丙酸 

(g/L) 

羟甲基糠醛 

(g/L) 

糠醛 

(g/L) 

纤维寡糖 

(g/L) 

木寡糖 

(g/L) 

1.5 8.89 48.2 7.22 2.18 2.96 5.59 20.28 61.6 

2.0 11.5 57.6 7.74 2.87 3.01 6.68 18.16 60.9 

2.5 10.8 58.0 8.68 1.21 3.68 7.19 19.02 56.1 

3.0 14.6 75.5 11.21 3.33 3.46 7.65 14.18 41.2 

表 13b  蒸汽压力对预处理液成分的影响 (单位：g/100gDM) 

Table 13b   Effect of steam pressure on the components of prhydrolysate (Unit: g/100gDM) 

蒸汽压力 

(MPa) 

葡萄糖 

(g/L) 

木糖 

(g/L) 

乙酸 

(g/L) 

乙酰丙酸 

(g/L) 

羟甲基糠醛 

(g/L) 

糠醛 

(g/L) 

纤维寡糖 

(g/L) 

木寡糖 

(g/L) 

1.5 0.94 5.08 0.76 0.22 0.31 0.61 2.13 6.49 

2.0 1.16 5.86 0.79 0.29 0.31 0.68 1.85 6.20 

2.5 1.11 5.97 0.89 0.13 0.38 0.74 2.01 5.88 

3.0 1.57 8.13 1.20 0.35 0.37 0.82 1.52 4.43 

(3) 蒸汽压力对预处理物料酶水解情况的影响 

不同蒸汽压力下预处理物料经纤维素酶水解情况如图 2.13，从图中可以看出经纤维

素酶水解以后，葡萄糖和木糖浓度随着蒸汽压力的升高虽略有增加，但相差不明显，说

明在实验预处理条件下，较高的蒸汽压力虽对生物质的破坏程度会更大但差别不显著，

这可能主要预处理条件(温度、时间和酸量)有关。 
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图 2.13   蒸汽压力对预处理物料酶水解(72h)情况的影响 

Fig. 2.13   Effect of steam pressure on the enzymatic hydrolysis (72h) of pretreated slurry 

总之，蒸汽压力对蒸汽量和水量略用影响，降低蒸汽压力物料固体含量会略降低，

但低压蒸汽更利于节能。随着蒸汽压力的降低，预处理液中的糖和抑制物也略有降低，
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酶水解效果也略有降低，但都在可接受范围内，因此从节能降耗角度考虑，适当降低所

用蒸汽压力对降低预处理成本是很有利的。 

2.2.6  最佳预处理条件的确定 

2.2.6.1  50%装量下最佳预处理条件的确定 

实验中以玉米秸秆(吉林)为原料、在蒸汽压力为 3.0MPa、固液比为 2:1 的条件下，

中心组合实验设计法(CCD)设计了 15 个条件实验(表 2.3、2.4)对预处理温度、间和硫酸

用量三个因素进行预处理条件的优化。 

(1)  50%装量各预处理条件下蒸汽和水用量及固含量结果 

各处理条件下蒸汽用量、水用量和预处理后物料的固体含量及水不溶性固体含量结

果见表 2.14 和图 2.14。 

表 2.14   50%装量各预处理条件下蒸汽和水用量及固含量结果 

Table 2.14   Results of steam and water usage, solid and WIS content at feedstock loading of 50% under 

different conditions 

序号 

Run 
预处理条件 

蒸汽用量
(g/100gDM) 

水用量
(g/100gDM) 

固含量(%) 
水不溶性固体(WIS) 

WIS (%) WIS/DM (%) 

1 180
o
C;3min;1% 70.7 124.0 43.0 33.1 77.0 

2 180
o
C;3min;4% 73.2 124.4 40.6 28.4 69.9 

3 200
o
C;3min;1% 88.0 147.1 40.1 28.8 71.9 

4 200
o
C;3min;4% 86.1 143.1 36.3 26.4 72.7 

5 180
o
C;9min;1% 92.2 149.6 38.9 29.8 76.7 

6 180
o
C;9min;4% 87.3 140.7 37.2 27.0 72.7 

7 200
o
C;9min;1% 122.2 188.7 32.9 26.0 79.1 

8 200
o
C;9min;4% 111.4 180.5 31.3 22.1 70.7 

9 190
o
C;6min;1% 92.4 153.7 38.3 27.7 72.3 

10 190
o
C;6min;4% 85.6 146.4 36.7 26.2 71.5 

11 180
o
C;6min;2.5% 81.3 130.7 40.9 29.1 71.2 

12 200
o
C;6min;2.5% 107.2 177.9 33.2 27.2 81.9 

13 190
o
C;3min;2.5% 91.9 146.1 37.7 28.8 71.2 

14 190
o
C;6min;2.5% 87.6 147.8 37.5 27.6 73.3 

15 190
o
C;9min;2.5% 107.6 176.5 34.6 27.4 80.5 

从结果中可以看出，在相同的预处理温度和时间下，温度较低时间较短时不同的酸

量下蒸汽用量和水用量差别并不大(如实验 1 和 2)，说明酸量对用水量和蒸汽用量影响

不大(见本章 2.2.3)，但在温度较高或时间较长时酸量较高时的蒸汽用量和水量比酸量较

低时偏低(如 3 和 4，5 和 6，7 和 8，9 和 10)，同时对应处理后物料的固体含量也随酸

量提高而降低，这是由于在较高酸浓度下尤其是在温度较高时间较长的条件下, 产生的

挥发性组分含量较高从使得质量损失较多，而用水量和蒸汽用量的测定是通过预处理后

的总质量与处理前的质量作差求得的(见用水量和蒸汽用量测定方法)，固含量的测定是

通过烘干测得的从而损失了挥发性组分。但水不溶性固体含量在酸量越高的条件下其含

量越低，且时间越长温度越高其含量越低，对应水不溶性固体占总干固体的含量

(WIS/DM)也越低，这是由于预处理强度越高产生的可溶性物质越多的缘故。 
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在相同的预处理温度和酸用量时，延长预处理时间蒸汽用量和水量会增加(表 2.14

和图 2.14 a )，如实验 1 和 5，2 和 6，3 和 7，4 和 8，13-15 等，相应的固含量及水不溶

性固体含量也会降低(表 2.14 和图 2.14b )，结果同本章 2.2.2。 

在相同的预处理时间和酸量条件下，提高预处理温度蒸汽用量和水量也会增加(表

2.14 和图 2.14a )，固含量及水不溶性固体含量也会降低，如实验，1 和 3，2 和 4，5 和

7，6 和 8，11、12 和 14 等(表 2.14 和图 2.14b )，结果同本章 2.2.4。因此, 温度和时间

对蒸汽用量和水量的影响较大。 
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图 2.14   50%装量各预处理条件下蒸汽和水用量及固含量结果 

Fig. 2.14   Results of steam and water usage, solid and WIS content at feedstock loading of 50% under 

different conditions 

(2)  50%装量各预处理条件下预处理液中成分 

各预处理条件下预处理物料中液相成分含量见表 2.15 和图 2.15，其中表 20 为以各

物质在液体中的浓度表示结果(单位：g/L)，图 2.15 为以各物质占处理后干固体质量百

分比表示结果(单位：g/100gDM)。 

从结果中可以看出，在相同预处理温度和时间下，温度较低时间较短时，酸量增加

预处理液中的葡萄糖和木糖浓度和含量会大大提高(表 2.15, 图 2.15a)，乙酸和糠醛等抑
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制物也越高(表 2.15,图 2.15 b)，但寡糖含量和浓度则随酸量升高迅速而降低(表 2.15,图

2.15c)，如实验 1 和 2，3 和 4，5 和 6，9、10 和 14；而在较高温度较长时间时，酸量越

高葡萄糖的浓度和含量越高，而木糖则随酸量增加而减少，同时乙酸和糠醛等抑制物也

酸量增加而大大增加(表 2.15，图 2.15b)，但寡糖含量和浓度则随酸量升高而降低(表 2.15，

图 2.15c)，如实验 7 和 8，说明预处理强度越大越利于葡萄糖释放，但单糖尤其是木糖

降解加快，不利于提高木糖得率和控制抑制物含量。 

表 2.15   50%装量各预处理条件下预处理液中成分 (单位:g/L) 

Table 2.15   Components of prehydrolysate at feedstock loading of 50% at different conditions (Unit: g/L) 

序

号 
预处理条件 

葡萄

糖 
木糖 乙酸 

乙酰

丙酸 

羟甲基

糠醛 
糠醛 纤维寡糖 木寡糖 

1 180
o
C; 3min;1% 0.47 4.32 1.88 2.75 0.22 0.49 14.5 67.8 

2 180
o
C; 3min;4% 21.0 81.1 11.3 3.68 1.90 4.85 5.40 14.1 

3 200
o
C; 3min;1% 3.30 23.7 5.88 3.36 0.73 2.36 15.6 72.4 

4 200
o
C; 3min;4% 37.8 37.4 15.4 4.22 5.66 6.60 7.04 3.35 

5 180
o
C; 9min;1% 0.45 7.9 3.08 5.31 0.41 0.61 15.1 72.6 

6 180
o
C; 9min;4% 24.8 49.5 14.7 4.56 3.06 5.74 3.70 6.12 

7 200
o
C; 9min;1% 4.14 20.6 9.12 2.16 1.68 3.06 7.97 26.7 

8 200
o
C; 9min;4% 30.2 12.7 14.2 5.41 6.71 2.69 5.63 2.90 

9 190
o
C; 6min;1% 2.83 17.0 4.42 2.69 0.46 1.12 12. 9 72.3 

10 190
o
C; 6min;4% 29.2 43.2 15.1 4.15 3.75 3.86 6.34 3.86 

11 180
o
C; 6min;2.5% 10.9 57.7 7.69 2.04 2.24 4.22 3.06 4.04 

12 200
o
C; 6min;2.5% 10.3 20.6 13.3 4.46 5.26 4.31 9.72 28.5 

13 190
o
C; 3min;2.5% 10.0 49.3 8.27 6.44 1.98 3.97 5.06 18.6 

14 190
o
C; 6min;2.5% 10.5 46.0 10.3 2.10 3.00 4.27 4.17 5.52 

15 190
o
C; 9min;2.5% 13.0 33.4 13.8 4.35 5.20 4.59 2.71 3.49 

在相同的预处理温度和酸用量下，温度和酸量都很低时(180
o
C、1%)，增加处理时

间预处理液中的葡萄糖和木糖浓度和含量会提高(表 2.15，图 2.15)，乙酸和糠醛等抑制

物也越高(表2.15，图2.15b)，寡糖含量和浓度则随时间增加也有所增加(表2.15，图2.15c)，

见实验 1 和 5；在较低温度较高酸量(180
o
C、4%)或较高温度较低酸量(200

o
C、1%)及中

等温度和酸量(190
o
C、2.5%)时，延长时间葡萄糖的浓度和含量增加，而木糖则随时间增

加而减少，同时乙酸和糠醛等抑制物也随时间增加而增加(表 2.15，图 2.15 b)，但寡糖

含量和浓度则随酸量升高而降低(表 2.15，图 2.15 c)，见实验 2 和 6，3 和 7，13-15；在

温度和酸量都很高(200
o
C, 4%)时，葡萄糖量虽然较高且木糖量较低且都随时间增加而降

低，寡糖的含量也很少同时随时间增加而降低(表 2.15，图 2.15 c)，抑制物含量则很高

且随时间增加而大大增加(表 2.15，图 2.15 b)，见实验 4 和 8。 

在相同的预处理时间和酸量下，当酸量较低(1%)时提高预处理温度预处理液中的葡

萄糖和木糖浓度和含量会提高(表 2.15，图 2.15a)，乙酸和糠醛等抑制物会有较大增加(表

2.15，图 2.15b)，寡糖含量和浓度则随之也有所增加(表 2.15，图 2.15 c)，见实验 1 和 3，

5 和 7；而将酸量提高到 2.5%和 4%时, 预处理液中的葡萄糖浓度较高, 且随着温度的提

高而增加, 木糖的含量也很高但随温度的提高而大大降低(表 2.15，图 2.15 a), 寡糖的量
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较低且随温度提高而减少(表 2.15，图 2.15 c), 抑制物的量也很高且随温度提高有较多增

加(表 2.15，图 2.15b)，见实验 2 和 4，6 和 8，11、12 和 14。 
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图 2.15   50%装量各预处理条件下预处理液中成分 (单位:g/100gDM) 

Fig. 2.15    Components of prehydrolysate at feedstock loading of 50% under different conditions (Unit: 

g100gDM) 

综合预处理温度、时间和酸量可以看出，提高酸量对预处理液中的成分含量改变影

响最大，在温度较低时间较短的条件下更明显，其次为温度的影响，预处理时间对预处

理液成分的影响相对较小。表2.16为用Design Expert version 7.1.6中的方差分析(ANOVA)
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所得到的温度、时间和酸量对预处理液中成分影响显著性结果，从表中可以看出，三个

因素的显著性大小依次为酸量，温度和时间。 

表 2.16  50%装量下各因素对预处理液中成分影响显著性分析(p 值) 

Table 2.16   Effect significance of acid usage, temperature and time on prehydrolyaste (p-value) 

  葡萄糖 木糖 乙酸 羟甲基糠醛 糠醛 

酸量(%) < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 

温度(
o
C) < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 0.0263 

时间(min) 0.0618 0.0061 0.0029 0.0006 0.6228 

(3)  50%装量各预处理条件下预处理物料中纤维素和半纤维素含量 

各预处理条件下所得物料中纤维素和半纤维素占其干重和水不溶性固体的百分含

量如表 2.17 和图 2.16。 

表 2.17  50%装量各预处理条件下预处理物料中纤维素和半纤维素含量 

Table 2.17   Cellulose and Hemicellulose content of pretreated corn stover (dry material) and WIS at 

pretreating feedstock loading of 50% 

序

号 预处理条件 
纤维素含量(%) 半纤维素含量(%) 

g/100gWIS  g/100g DM  g/100g WIS g/100g DM 

1 180
o
C;3min;1% 43.6 34.8 18.2 15.58 

2 180
o
C;3min;4% 55.9 39.1 0.57 0.40 

3 200
o
C;3min;1% 49.2 35.4 7.63 5.48 

4 200
o
C;3min;4% 45.2 32.8 1.23 0.90 

5 180
o
C;9min;1% 46.0 35.3 15.3 11.7 

6 180
o
C;9min;4% 50.3 36.6 0.20 0.15 

7 200
o
C;9min;1% 50.3 39.8 3.97 3.14 

8 200
o
C;9min;4% 41.2 29.6 0.88 0.62 

9 190
o
C;6min;1% 46.1 33.3 9.34 6.75 

10 190
o
C;6min;4% 47.8 34.2 1.64 1.17 

11 180
o
C;6min;2.5% 50.0 35.6 5.96 4.24 

12 200
o
C;6min;2.5% 47.4 38.8 1.95 1.60 

13 190
o
C;3min;2.5% 51.4 36.6 4.48 3.19 

14 190
o
C;6min;2.5% 50.3 37.0 3.85 2.84 

15 190
o
C;9min;2.5% 47.5 38.3 2.65 2.13 

从结果中可以看出，除了在高温高酸量(200
o
C、4%)条件下所得的物料中的纤维素

含量低于原始秸秆中的含量(34.1%)外，其它条件下所得的物料纤维素含量都高于原秸

秆，但半纤维素的含量都大大低于原秸秆(24.6%), 且在较强的预处理条件下几乎接近零

(表 2.17，图 2.16 a)，同时处理后的水不溶性固体(WIS)中的纤维素都远远高于原始秸秆，

半纤维素含量也大大低于原秸秆(表 2.17，图 2.16b)。这是由于稀酸预处理主要作用于半

纤维素使其水解，因此作为半纤维素主要成分的半纤维素含量在处理会大大降低。 

在相同预处理温度和时间下(表 2.17，图 2.16)，温度较低(180
o
C)时低酸量(1%)条件

下的预处理物料中的纤维素含量比原秸秆只有很少增加，同时半纤维素的含量也只有少

量减少(实验 1、5), 当酸量升高到 4%时纤维素含量会大大提高，同时半纤维素的含量几

乎接近零(实验 2、6)，这是由于半纤维素大量水解而纤维素只有很少量水解的缘故；在
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温度较高(200
o
C)时，低酸量(1%)条件下的预处理物料中的纤维素含量比原秸秆高，半纤

维素的含量比原秸秆有较大降低(实验 3、7)，但当酸量升高到 4%时纤维素含量反而比

原秸秆降低，同时半纤维素的含量也几乎接近零(实验 4、8)，这是由于纤维素也有较大

量水解的缘故；在中等温度和时间(190
o
C、6min)下, 纤维素含量随着酸量的增加先升后

降，而半纤维素含量逐渐降低(实验 9、10、14)。 
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图 2.16  50%装量各预处理条件下预处理物料中纤维素和半纤维素含量 

Fig. 2.16   Cellulose and Hemicellulose content of pretreated corn stover (dry material, a) and WIS (b) at 

pretreating feedstock loading of 50% 

在相同的预处理温度和酸用量下(表 2.17，图 2.16)，酸量较低 (1%)时，纤维素含量

随处理时间的增加而提高，且温度越高提高幅度越大，半纤维素含量随时间延长而降低，

见实验 1 和 5、3 和 7，中等温度和酸量下与之相似，但增加幅度较小，见实验 13-15，

这是由于半纤维素在较长预处理条件下水解量大于纤维素所致；在酸量较高 (4%)时, 延

长预处理时间纤维素含量降低，且温度越高纤维素含量降低的越多，见实验 2 和 6、4

和 8，说明酸量较高时纤维素也有较大量的水解。 
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在相同的预处理时间和酸量下(表 2.17，图 2.16)，在酸量较低(1%)下，预处理时间

较短(3min)时提高预处理温度纤维素含量略有增加，半纤维素含量也略有减少(实验 1 和

3)，而预处理时间较长(1%、9min)时提高温度纤维素含量则有较大提高, 半纤维素含量

也有较大较低(实验 5 和 7)，这和中等酸量和时间(2.5%、6min)下相似(实验 11、12、14)；

在较高酸量(4%)下, 纤维素含量随温度的提高而减少，半纤维素含量几乎为零(实验 2 和

4，6 和 8)。 

综合预处理温度、时间和酸量可以看出，提高酸量对预处理后物料中的纤维素和半

纤维素含量影响最大，其次为温度和预处理时间。 

(4)  50%装量各预处理条件下预处理物料酶水解结果 

各预处理条件下预处理物料经纤维素酶水解 72h 后葡萄糖，木糖及乙酸等浓度和得

率结果如表 2.18 和图 2.17 所示，其中图 2.17 给出了预处理和纤维素酶水解所产生的葡

萄糖和木糖分别占干秸秆的比例。从中可以看出，预处理后的物料经过纤维素酶催化水

解后，葡萄糖的产生主要在酶水解阶段(图 2.17a)，而木糖主要在预处理阶段产生(图

2.17b)，说明稀酸预处理主要使生物质中的半纤维素水解，同时破坏纤维素的晶体结构， 

增加纤维素对纤维素酶的接近度，从而在酶水解过程中产生较多的葡萄糖。 

表 2.18  50%装量各预处理条件下预处理物料酶水解结果 

Table 2.18   Results of enzymatic hydrolysis (72h) of pretreated slurry at feedstock loading of 50% under 

different pretreatment conditions 

序号 预处理条件 
纤维二糖 

(g/L) 

葡萄糖 

(g/L) 

木糖 

(g/L) 

乙酸 

(g/L) 

乙酰丙酸 

(g/L) 

糖得率 

Sugar yields (%) 

葡萄糖 木糖 

1 180
o
C;3min;1% 0.89 8.03 5.40 0.71 0.90 40.3 38.5 

2 180
o
C;3min;4% 0.00 17.4 7.81 1.22 0.41 87.1 55.6 

3 200
o
C;3min;1% 1.37 14.7 8.75 1.36 0.51 73.9 62.4 

4 200
o
C;3min;4% 0.60 18.5 4.08 1.33 0.33 92.7 29.1 

5 180
o
C;9min;1% 1.29 10.0 7.18 0.95 1.09 50.1 51.2 

6 180
o
C;9min;4% 0.00 19.9 6.24 1.39 0.79 100.0 44.5 

7 200
o
C;9min;1% 1.30 19.8 5.33 1.75 0.62 99.4 38.0 

8 200
o
C;9min;4% 0.55 18.8 2.54 1.44 1.39 94.6 18.1 

9 190
o
C;6min;1% 1.36 12.0 8.20 1.24 0.85 60.4 58.4 

10 190
o
C;6min;4% 0.65 18.9 5.25 1.32 0.76 95.2 37.4 

11 180
o
C;6min;2.5% 1.33 15.6 7.84 1.15 1.08 78.4 55.9 

12 200
o
C;6min;2.5% 0.77 21.2 3.54 1.44 1.08 106.5 25.2 

13 190
o
C;3min;2.5% 1.31 17.8 7.81 1.27 0.99 89.3 55.7 

14 190
o
C;6min;2.5% 1.12 19.0 6.78 1.33 1.20 98.4 48.3 

15 190
o
C;9min;2.5% 0.91 19.6 4.62 1.36 0.72 95.3 32.9 

从结果中还可以看出，在相同的温度和时间下(表 2.18 和图 2.17)，葡萄糖的浓度和

得率且温度越低时间越短其增加幅度越大(实验 1 和 2，3 和 4，5 和 6，图 2.17a)，但在

温度较高时间较长时提高酸量葡萄糖的浓度和得率反而降低(实验 7 和 8，9、10 和 14)，

这可能是由于预处理强度太高，预处理过程中产生的葡萄糖有较多的降解生成了较多的

抑制物，降低了纤维素的含量(表 2.17)，同时较多的抑制物对纤维素酶的抑制程度也更
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大。而在相同的温度和时间下，木糖的浓度和得率则除在温度较低时间较短(180
o
C、3min)

时随着酸量的增加而增加外，在其它条件下随酸量的增加和大大降低(表 2.18，图 17b)，

说明酸量对木糖的得率影响非常大。 

在相同的温度和酸量下(表 2.18 和图 2.17)，当温度较低或酸量较低时延长处理时间

葡萄糖的浓度和得率会随之提高(实验 1 和 5，2 和 6，3 和 7)，但当温度或酸量较高时，

葡萄糖得率虽有增加但增加量很小(实验 4 和 8，13-15)，而木糖的浓度和得率则除在温

度和酸量都低时 (180
o
C、1%)随着时间的延长而增加外，在其它条件下都随时间延长而

降低(表 2.18，图 2.17b)。 

在相同的预处理时间和酸量下(表 2.18，图 2.17)，在酸量和时间不是太高的条件下，

提高预处理温度葡萄糖的浓度和得率会随之提高(实验 1 和 3，2 和 4，5 和 7，11、12、

14)，而预处理时间较长温度较高时，提高温度葡萄糖的得率则会降低(实验 6 和 8)，而

木糖的浓度和得率则除在时间和酸量都低时(3min、1%)随着温度的提高而增加外，在其

它条件下都随温度的提高而降低(表 2.18，图 2.17b)。 

在酶水解后溶液中的乙酸的量比预处理液中都有所增加(见 2.2.2, 2.2.3 和 2.2.4)，其

含量也随预处理强度的增加而增加。 
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图 2.17  50%装量各预处理条件下预处理物料酶水解结果 
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Fig. 2.17   Results of enzymatic hydrolysis (72h) of pretreated slurry at feedstock loading of 50% under 

different pretreatment conditions 

 (5) 50%装量各预处理条件下预处理物料酶水解后葡萄糖得率响应面分析 

利用 Design Expert 7.1.6 软件以酶水解后葡萄糖得率为响应值对中心组合设计(CCD)

的条件实验进行响应面分析(图 2.18)，并回归得到的二次三参数模型方程为如下： 

以编码值表示为： 

   Glucose% =93.94+14.54A+11.11B+5.91 C-10.35AB-2.56AC-14.58A2             (2-9) 

其中A为酸量，B为温度，C为时间 

实验值 R
2和预测值 R

2分别为：0.9713 和 0.8408 

 

 

图 2.18   各预处理因素对葡萄糖总得率响应面分析结果 

Fig. 2.18   Response surface analysis of pretreatment factors on glucose total yield  

从上面的方程和图 2.18 中可以看出，酸量、温度及时间对葡萄糖的得率影响都非常

显著，其中酸量影响最大，其次为温度和时间，酸量和温度的交互作用及酸量和时间的

交互作用对葡萄糖得率的影响也很显著。从图 2.18 中还可以看出，葡萄糖得率的最高温

度，最长时间和中等酸量的条件下，说明要得到较高的葡萄糖得率需要非常高的预处理

强度，然而此时的抑制物会大大增加。 

Design-Expert?Software

Glucose

Design points above predicted value

Design points below predicted value

106.484

40.3123

X1 = A: H2SO4

X2 = B: Temperature

Actual Factor

C: Time = 6.00

  1.00

  1.75

  2.50

  3.25

  4.00

180.00  

185.00  

190.00  

195.00  

200.00  

43  

59  

75  

91  

107  

  
G

lu
c
o

s
e

 y
ie

ld
 (

%
) 

 

  A: H2SO4    B: Temperature  

Design-Expert?Software

Glucose

Design points above predicted value

Design points below predicted value

106.484

40.3123

X1 = A: H2SO4

X2 = C: Time

Actual Factor

B: Temperature = 190.00

  1.00

  1.75

  2.50

  3.25

  4.00

3.00  

4.50  

6.00  

7.50  

9.00  

56  

67.75  

79.5  

91.25  

103  

  
G

lu
c
o

s
e

 y
ie

ld
 (

%
) 

 

  A: H2SO4    C: Time  

   a) 

   b) 



  华东理工大学  硕士学位论文                                                        第 45 页 

响应面分析中，以木糖得率为响应值进行分析，结果显示预测值和实验值相差非常

大，难以得到较好的预测模型，故本文中并没有给出，这可能是由有实验中所设计的实

验水平与木糖得率最优偏离较大的缘故，但这也再次说明半纤维素水解的最佳条件和纤

维素水解的最佳条件的差别，而且实验中我们最关心的也是葡萄糖的得率。 

综上所述，预处理温度和时间是影响预处理蒸汽用量、水用量和固体含量的主要因

素，而酸量对水量和蒸汽用量影响不大，降低能耗和水耗就要尽量降低预处理温度缩短

预处理时间。酸量对预处理效率（表现为在后续酶水解的单糖收率）影响最大，适当提

高酸量可以在达到相同预处理效率的前提下降低预处理温度和时间，从而对节能是有

利，预处理温度和时间对预处理效率的影响则次之。综合考虑，太高的酸量会加快葡萄

糖和木糖的降解同时产生较高的抑制物，对总糖得率和抑制物控制不利，太低的温度有

会影响酶水解，所以综合考虑我们选定 190
o
C、3min、2.5%为装量 50%时的最佳预处理

条件。 

2.2.6.2  100%装量最佳预处理条件的确定 

在 100%装量条件下，实验中以 50%装量为参考通过适当调整预处理温度时间和酸

量的方法考查了预处理的规律并确定了最佳的预处理条件，其中实验 1-4 为适当延长预

处理时间同时降低酸量时的预处理结果，实验 5 和 6 为提高温度并降低酸量的结果，实

验 7-10 为适当调整酸量的结果. 

 (1) 100%装量各预处理条件下蒸汽和水用量及处理后物料固体含量 

表 2.19 为各预处理条件下蒸汽用量和水用量及预处理后固体含量结果，从中可以看

出，延长预处理时间或提高预处理温度蒸汽用量和水用量会增加，同时固含量也会降低，

酸量对蒸汽和水用量的影响不大，但水不溶性固体含量会随酸量的增加而降低。从结果

中还可以看出，100%装量下的平均蒸汽和水用量比 50%装量下要低，同时固体含量要

高的多，说明反应器本身消耗的蒸汽远远大于生物质(见 2.2.7). 

表 2.19  100%装量各预处理条件下蒸汽和水用量及固含量结果 

Table 2.19   Results of steam and water usage, solid and WIS content at feedstock loading of 100% under 

different conditions 

序

号 
预处理条件 

蒸汽用量
(g/100gDM) 

水用量
(g/100gDM) 

固体含量
(%) 

水不溶性固体(WIS) 

WIS 

(%) 

WIS/DM 

(%) 

1 190
o
C,6min,0.75% 54.1 107.3 46.8 35.5 75.9 

2 190
o
C,6min,1% 49.9 101.0 49.2 36.2 73.5 

3 190
o
C,6min,1.25% 47.7 100.6 48.4 35.5 73.3 

4 190
o
C,6min,1.5% 49.8 103.2 47.6 34.2 71.8 

5 200
o
C,3min,0.75% 55.9 109.4 46.2 33.6 72.8 

6 200
o
C,3min,1% 47.9 101.5 47.9 34.8 72.6 

7 190
o
C,3min,1.75% 44.7 98.9 48.3 33.9 70.2 

8 190
o
C,3min,2% 44.0 95.4 50.5 35.8 70.9 

9 190
o
C,3min,2.5% 41.9  97.8  50.1 35.1 70.0 

10 190
o
C,3min,3% 44.0  97.3  49.0 34.3 70.0 

(2)  100%装量各预处理条件下预处理液中的成分 

删除的内容: 预处理

删除的内容: 过程中

删除的内容: 和

删除的内容: 及

删除的内容: 但可以大大减少水不溶

性固体的含量，要

删除的内容: 量

删除的内容: 对于预处理液和预处理

物料成分及酶水解情况的影响，

删除的内容: 的

删除的内容: 其次是温度和时间，因

此

删除的内容: ，

删除的内容: 非常

删除的内容: 的，但
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各预处理条件下预处理物料液相中的成分见表 2.20 和图 2.19, 其中中表 25 为以各

物质在液体中的浓度表示结果(单位：g/L)，图 2.19 为以各物质占处理后干固体质量百

分比表示结果(单位：g/100gDM)。 

表 2.20  100%装量各预处理条件下预处理液中成分 (单位: g/L) 

Table 2.20  Components of prehydrolysate at feedstock loading of 100% at different conditions (Unit: g/L) 

序

号 
预处理条件 

葡萄

糖 
木糖 乙酸 

乙酰

丙酸 

羟甲基

糠醛 
糠醛 

纤维寡

糖 

木寡

糖 

1 190
o
C, 6min,0.75% 2.51 11.4 4.73 2.07 0.59 1.09 19.4 91.4 

2 190
o
C, 6min,1% 3.97 17.1 5.61 3.46 1.11 1.63 21.4 96.1 

3 190
o
C, 6min,1.25% 4.58 28.4 6.56 2.82 1.02 2.33 19.9 85.2 

4 190
o
C, 6min,1.5% 7.18 44.9 9.06 2.44 2.10 5.08 17.3 57.6 

5 200
o
C, 3min,0.75% 2.58 13.2 5.73 2.52 0.44 1.28 14.9 61.6 

6 200
o
C, 3min,1% 4.01 20.9 6.15 4.37 0.54 1.68 16.0 68.4 

7 190
o
C, 3min,1.75% 5.18 30.0 5.02 1.78 1.19 2.19 22.5 101.3 

8 190
o
C, 3min,2% 8.18 55.0 7.25 1.63 2.35 4.67 21.3 70.6 

9 190
o
C, 3min,2.5% 14.6 75.5 11.2 3.33 3.46 7.65 14.2 41.2 

10 190
o
C, 3min,3% 38.0 102.9 22.7 4.44 3.98 10.8 9.33 18.1 
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图 2.19  100%装量各预处理条件下预处理液中成分 (单位: g/100gDM) 

Fig. 2.19   Components of prehydrolysate at feedstock loading of 100% under different conditions (Unit: 

g/100gDM) 

从结果中可以看出，在实验条件范围内，随着温度的提高，时间的延长和酸量的增

加，葡萄糖和木糖及乙酸，糠醛等各种抑制物的浓度和含量都会增加，且随着酸量的增

加变化幅度最大，而纤维寡糖和木寡糖的浓度和含量则随着酸量的提高先增加后减少，

说明酸量对预处理液的影响最大。 

(3)  100%装量各预处理条件下预处理物料中纤维素和半纤维素含量 
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图 2.20  100%装量各预处理条件下预处理物料中纤维素和半纤维素含量 

Fig. 2.20   Cellulose and Hemicellulose content of pretreated corn stover (dry material) and WIS at 

pretreating feedstock loading of 100% 

各预处理条件下预处理物料中纤维素和半纤维素含量如图 2.20 所示, 其中图 2.20a 

为纤维素和半纤维素占预处理后总干固体的百分比(g/100gDM), 图 2.20b 为纤维素和半

纤维素占预处理后水不溶性固体的百分比(g/100gWIS)。从中可以看出，预处理后总干固
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体纤维素含量与原秸秆相差不大，但半纤维素的含量远远低于原秸秆，这是由于稀酸预

处理主要作用于生物质中的半纤维素使其水解，而对纤维素作用较小。但处理后水不溶

性固体中的纤维素含量比原秸秆大大提高，且半纤维素含量也大大降低，说明木聚糖等

半纤维素成分水解成了可溶性物质。 

从图中还可以看出，处理之后物料中的纤维素含量随着温度提高，时间延长和酸量

的增加而增加，而半纤维素的含量则随之减少，说明预处理强度越高，对生物质的作用

就越强，半纤维素的水解程度就越大。 

 (4) 100%装量各预处理条件下预处理物料酶水解结果 

各预处理条件下预处理物料经纤维素酶水解 72h 后葡萄糖，木糖及乙酸等浓度和得

率结果如表 2.21 和图 2.21 所示，其中给出了预处理和纤维素酶水解所产生的葡萄糖和

木糖分别占干秸秆的比例。从图 2.21 中可以看出，预处理后的物料经过纤维素酶催化水

解后，葡萄糖的产生主要在酶水解阶段，而木糖主要在预处理阶段产生，尤其是预处理

强度较高时，而在强度较低时则主要来自预处理阶段产生的木寡糖(见 2.2.6.1)。 

从表 2.21 和图 2.21 中还可以看出，葡萄糖的浓度随着温度提高，时间的延长和酸

量的增加而提高，而木糖则随着酸量的提高先提高后降低，说明太高的酸量并不利于木

糖的总得率而可以提高葡萄糖得率。同时，乙酸等抑制物的含量也随预处理强的增加而

增加。 

表 2.21 100%装量各预处理条件下预处理物料酶水解结果 

Table 2.21   Results of enzymatic hydrolysis (72h) of pretreated slurry at feedstock loading of 100% 

under different pretreatment conditions 

序

号 
预处理条件 

纤维二糖 

(g/L) 

葡萄糖 

(g/L) 

木糖 

(g/L) 

乙酸 

(g/L) 

乙酰丙酸 

(g/L) 

糖得率(%) 

葡萄糖 木糖 

1 190
o
C,6min,0.75% 1.21  11.2  7.77  1.00  0.86  56.2  54.0  

2 190
o
C,6min,1% 1.39  12.4  8.37  1.08  0.73  62.0  58.2  

3 190
o
C,6min,1.25% 1.38  14.4  8.69  1.20  1.21  72.5  60.4  

4 190
o
C,6min,1.5% 1.24  15.0  7.97  1.20  0.75  75.2  55.4  

5 200
o
C,3min,0.75% 1.35  12.7  8.37  1.15  0.76  63.9  58.2  

6 200
o
C,3min,1% 1.34  13.3  8.41  1.15  0.69  66.8  58.4  

7 190
o
C,3min,1.75% 1.05  12.2  7.08  0.91  1.01  61.2  49.2  

8 190
o
C,3min,2% 0.00  14.4  7.39  1.15  1.06  72.1  51.4  

9 190
o
C,3min,2.5% 1.22  16.9  7.40  1.19  0.78  85.1  51.5  

10 190
o
C,3min,3% 0.85  19.0  7.32  1.35  0.97  95.3  50.9  
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图 2.21 100%装量各预处理条件下预处理物料酶水解结果 

Fig. 2.21   Results of enzymatic hydrolysis (72h) of pretreated slurry at feedstock loading of 100% under 

different pretreatment conditions 

2.2.7 不同预处理装量下的预处理比较综上所述，蒸汽和水用量主要受温度和时间

的影响，处理后物料中的成分和酶水解受酸量的影响最大，其次为温度和预处理时间，

综合考虑糖得率和抑制物的含量，我们也选择 190
o
C、3min、2.5%为最佳预处理条件。 

 

在 2.6 中分别讨论了 50%(400g)和 100%(800g)装量下的预处理条件对预处理结果的

影响和变化规律，但两个条件下结果差别较大，本节则选择其中相同条件下(温度、时

间和酸量)的预处理结果进行对比说明。 

(1) 不同预处理装量下蒸汽用量和水用量及固体含量比较 

从图 2.22a 中可以看出，在相同预处理条件下，100%装量下平均每 100gDM 所消耗

删除的内容: 综上所述，蒸汽和水用

量主要受温度和时间的影响，处理后

物料中的成分和酶水解受酸量的影

响最大，其次为温度和预处理时间，

综合考虑糖得率和抑制物的含量，我

们也选择 190oC、3min、2.5%为最佳

预处理条件。

带格式的: 字体颜色: 自动设置
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的蒸汽量和水量远远小于装量 50%，仅稍大于 50%装量下所消耗蒸汽的 1/2，即 100%

装量下所用的总蒸汽量仅略大于 50%装量，与蒸汽用量和水量相对应，100%装量下的

预处理物料中的含水量(越为 50%，图 2.22b)要高于 50%装量(越为 38%，图 2.22b) ，这

说明预处理过程中加热反应器本身所消耗蒸汽是预处理能耗的主要部分，因此提高预处

理反应器的利用率或增大反应器装量，可以降低预处理过程的能耗。 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

100% 50% 100% 50% 100% 50% Loading

W
a

te
r 

a
n

d
 s

te
a

m
 u

s
a

g
e

(g
/1

0
0

g
D

M
). Water usage Steam usage

 190
o
C 6min 1%

�

 190
o
C 6min 2.5%  200

o
C 3min 1%

a)

0

10

20

30

40

50

60

100% 50% 100% 50% 100% 50%Loading

S
o

li
d

 a
n

d
 W

IS
 c

o
n

te
n

t 
(%

).

Solid content WIS 

 190
o
C 6min 1%

�

 190
o
C 6min 2.5%  200

o
C 3min 1%

b)

 

图 2.22   不同装量下预处理蒸汽和水用量及预处理后物料固含量比较 

Fig. 2.22   Comparison of steam and water usage, solid and WIS content between different feedstock 

loading 

(2) 不同预处理装量下预处理液中成分比较 

从表 2.22 中可以看出，在相同的预处理条件下，50%装量条件下产生的葡萄糖糖，

木糖及寡糖和乙酸，糠醛等抑制物的量都要略高于 100%装量，且在酸量较低时葡萄糖

和糠醛类抑制物相差较小且含量较低，而木糖和半纤维素的差别较大且含量较高，但在

酸量较高条件下葡萄糖的量差别增大同时含量有所增加，但木糖和半纤维素的量差别减
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小且含量减少。这说明在装量为 50%的预处理程度要稍强于 100%装量，尤其是在较低

预处理强度下，而在预处理强度较高时，这种差别有所减小。这可能是由于在 50%时的

装量下，平均所消耗的蒸汽较多，同时处理时的含水量相对较高，和 100%装量相比而

言质量和能量传递更加均匀，半纤维素较大程度水解的缘故。 

表 2.22  不同预处理装量下预处理液中成分比较 单位：g/100gDM 

Table 2.22   Comparison of components in prehydrolysate between different feedstock loading    

Unit: g/100gDM 

预处理条件 装量 葡萄糖 木糖 乙酸 
乙酰丙

酸 

羟甲基

糠醛 
糠醛 

纤维

寡糖 

木寡

糖 

190
o
C; 

6min;1% 

100% 0.41 1.76 0.58 0.36 0.11 0.17 2.21 9.91 

50% 0.46 2.74 0.71 0.44 0.07 0.18 2.08 11.6 

190
o
C; 

3min;2.5% 

100% 1.58 8.02 1.20 0.42 0.21 0.90 1.57 4.29 

50% 1.67 8.17 1.37 1.04 0.33 0.66 0.87 3.21 

200
o
C; 

3min;1% 

100% 0.44 2.27 0.67 0.47 0.06 0.18 1.74 7.44 

50% 0.49 3.54 0.88 0.51 0.11 0.36 2.33 10.8 

(3) 不同预处理装量下预处理物料酶水解结果比较 

从表 2.23 中可以看出，在酸量和温度较低(1%)即预处理强度较低时，经酶水解后木

糖的浓度和得率稍高，葡萄糖的浓度和得率则较低，且两个装量下的糖浓度和得率相差

不大，100%装量下略高。在温度提高后两个装量下的葡萄糖和木糖的得率和浓度都有

所提高，且 50%装量下的葡萄糖和木糖得率要稍高于 100%装量。而将酸量提高到 2.5%

两个装量下的葡萄糖得率继续提高，而木糖得率则降低，但 50%装量下的葡萄糖和木糖

得率比100%装量下高的更多。而在各个预处理条件下，50%装量下的乙酸的浓度比 100%

装量下要高。这说明，相同条件下 50%装量比 100%装量更利于获得较高的糖得率，这

可能主要由于 50%装量下平均蒸汽量较多同时物料的含水量较高传热较均匀的原因。 

表 2.23  不同预处理装量下预处理物料酶水解结果比较 

Table 2.23   Comparison of enzymatic hydrolysis (72h) between different feedstock loading  

预处理条件 装量 
纤维二糖 

(g/L) 

葡萄糖 

(g/L) 

木糖 

(g/L) 

乙酸 

(g/L) 

乙酰丙酸 

(g/L) 

糖得率(%) 

葡萄糖 木糖 

190
o
C;6min;1% 

100% 1.39 12.4 8.37 1.08 0.73 62.0 58.2 

50% 1.36 12.0 8.20 1.24 0.85 60.4 57.0 

190
o
C;3min;2.5% 

100% 1.22 16.9 7.40 1.19 0.78 85.1 51.5 

50% 1.31 17.8 7.81 1.27 0.99 89.3 54.3 

200
o
C;3min;1% 

100% 1.34 14.4 8.41 1.15 0.69 72.3 58.4 

50% 1.37 14.7 8.75 1.36 0.51 73.9 60.8 

(4) 不同预处理装量下预处理物料中纤维素和半纤维素含量比较 

从图 2.23 中可以看出，在实验中几个预处理条件下 100%装量下的纤维素含量与原

秸秆差别不大且略有降低，但是随着温度的提高或酸量的增加其含量升高，而 50%装量

下的物料中的纤维素含量只有在较低温度和酸量条件下略低于原秸秆，随着温度或酸量

的增加其含量不断增加且高于原秸秆, 因此整体而言 50%装量条件下预处理物料中的纤

维素含量要高于 100%装量。而半纤维素含量与纤维素相反，所有条件下的预处理物料
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中的半纤维素含量都低于原秸秆， 且温度或酸量越高半纤维素的含量越低，且 50%装

量下的半纤维素含量都低于相同条件下 100%装量的结果(图 2.23a)。同时从图 2.23b 中

还可以看出，处理后水不溶性固体中的纤维素含量都大大高于原秸秆，而半纤维素含量

则大大低于原秸秆，且各自在不同装量和预处理条件下的规律与干物料中的相同。 
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图 2.23   不同预处理装量下预处理物料中纤维素和半纤维素含量比较 

Fig. 2.23   Comparison of cellulose and hemicellulose content in pretreated slurry (dry mater) and WIS 

between different feedstock loading 

因此，从预处理物料中的纤维素和半纤维素含量结果也可以看出，在 50%装量条件

下，生物质中的半纤维素更好的被水解尤其是在较高的预处理强度下，而在酸量和温度

较低即预处理强度较低时，两者相差不大。 

从上面的结果比较中可以得出，预处理装量对预处理效率和蒸汽用量影响很大，反

应器在 50％和 100％装量条件下的蒸汽用量相同，提高预处理装量和可以大大降低平均

删除的内容: 的
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蒸汽用量和水用量，并可以提高物料的固体含量。 

2.2.8  预处理物料发酵测试 

为了验证通过以上稀酸预处理方法生产的预处理物料在纤维乙醇中的应用价值，实

验中以预处理物料直接进行了的同步糖化发酵(SSF)和分步糖化发酵(SHF)测试。 

实验中首先以 50%装量 180
o
C、9min、4%预处理条件下生产的物料不经过任何脱毒

处理而在 37
o
C、pH5.5 的条件下直接进行固体含量为 25%的同步糖化发酵 72h，结果发

酵并未进行，发酵失败。而在此实验中重新将温度提高到 50
o
C 使其在纤维素酶的作用

下继续进行糖化 24h 后获得其水解液后，用此水解液在 37
 o

C 初始 pH6.0 条件下发酵，

结果同样失败，而其它条件不变用此水解液在 30
o
C 下进行发酵时，结果发酵能正常进

行，最终溶液中葡萄糖到乙醇得率为理论得率的 87%(如图 2.24a)。 

实验选择预处理强度较低的 190
o
C、6min、2.5%条件下的预处理物料在 37

o
C 下进

行同步糖化发酵，结果实验同样失败，而用此实验的水解液在 30
o
C 下进行发酵，发酵

也能进行，最终溶液中葡萄糖到乙醇的得率为理论得率的 92%，结果如图 2.24b。 

同样以 190
o
C、3min、2.5%条件下的预处理物料进行同步糖化发酵实验，结果也是

失败。 

在上述预处理条件下不能进行同步糖化发酵的原因可能是由于在预处理过程产生

的抑制物含量太高，严重抑制酵母的生长和繁殖。而 37
o
C 和 30

o
C 之间的区别说明发酵

温度对酵母耐受抑制物的能力影响很大，降低温度可以提高酵母耐受抑制物的能力。而

两个条件下的水解在 30
 o

C 发酵乙醇得率的差异可能也是由于抑制物对酵母影响的结

果。从图 2.24 的结果可以看出，在此水解液中酵母利用糖的速率较慢，经过 32h 才消耗

完，而且在快速利用葡萄糖之前糠醛和羟甲基糠醛的量快速降低，说明在酵母生长过程

中首先将影响其生长的糠醛和羟甲基糠醛等抑制物降解至相当低的水平后才能发酵。 

180
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删除的内容: 从而

删除的内容: 预处理反应器本身所消

耗的能量远大于加热生物质所消耗

能量，因此预处理过程中提高反应器

利用率是实现节能节水的重要方面。

低预处理装量下，
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图 2.24  失败同步糖化发酵水解液 30
o
C 下发酵结果 

Fig. 2.24   Fermentation at 30
o
C with the hydrolysate of failed SSF 

而以 190
o
C、6min、1%条件下的预处理物料在固体含量为 25%、37

 o
C、pH5.5 条件

下的同步糖化发酵可以进行，结果如图 2.25。从图 2.25 中可以看出，在此预处理条件下

的物料经过 12h 的预糖化后葡萄糖的浓度只有 43.6g/L(得率仅为 34.6%)，而糠醛和羟甲

基糠醛的浓度也很低，分别只有 0.30g/L 和 0.12g/L，乙酸的浓度也只有 6.88g/L。在接

入酵母菌后葡萄糖并没有被快速利用，而是在糠醛的浓度在降到零同时羟甲基糠醛也被

降解到很低水平后才出现葡萄糖的快速利用，同时产生较多的乙醇。在随后的过程中乙

醇浓度逐渐提高，葡萄糖也逐渐被利用，但此发酵最终的乙醇浓度只有 27.15g/L 仅为理

论得率的 44.5%，主要原因可能除了抑制物的影响外，预处理强度较低葡萄糖的得率较

低的缘故。此过程说明此预处理条件下的物料之所以能正常进行同步糖化发酵主要由于

物料中的抑制物浓度较低，且在发酵过程中可以降解到足够低的水平，只有才抑制物在

降解到足够低的水平后酵母菌才开始大量利用葡萄糖进行生产和发酵。 
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图 2.25   190
o
C,6min,1%预处理物料 37

o
C 下的同步糖化发酵结果 

Fig.2.25 Results of SSF at 37
o
C with the pretreated slurry at 190

 o
C, 6min, 1% 

从上述实验探索过程和结果可以看出，预处理对纤维乙醇工业生产下游的发酵影响

非常大，预处理过程中产生的抑制物浓度的高低和直接决定了发酵能否正常进行，而预

处理效果的好坏能决定酶解过程中葡萄糖的释放从而影响最终乙醇的得率。因此，通过

稀酸预处理所得到的物料在用于发酵前需要对其进行脱毒处理或提高微生物的耐受抑

制物能力。 

2.2.9  不同木质纤维素生物质稀酸预处理之间的差别 

实验中比较了不同种类和不同产地的各种木质纤维素生物质秸秆经过稀酸预处理

后之间的差别。 

(1) 不同生物质预处理后蒸汽用量，水用量及固体含量之间的差别 

从图 2.26 中可以看出,在相同的条件(190
o
C、3min、2.5%、S/L2:1、装量 800g)下进

行预处理后所消耗蒸汽和水量,及处理后的固体含量不同的生物质原料之间相差不大, 

同时处理后的固体含量也没有多大差别，介于 45%-50%之间，说明影响蒸汽用量和水量

的主要因素是预处理条件，如温度、时间、固液比等。而芝麻和油菜等作物秸秆消耗的

蒸汽用量和水量稍高，可能是由于粉碎后其堆积密度较大，相同质量的芝麻和油菜秸秆

的堆积体积较小，试验中仅占反应器体积的一半，从而在预处理过程中产生了较多的冷

凝水的缘故。 
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图 2.26  各生物质预处理后蒸汽用量，水用量及固体含量之间的差别 

Fig.2.26    Difference of steam and water usage, solid and WIS content of various biomass from different 

places at the same pretreatment condition 

(2) 不同木质纤维素生物质预处理后预处理液中的成分差别 

不同木质纤维素生物质预处理后预处理液中的成分见表 2.24(a, b)，其中表 2.24a 为

以其在液体里浓度表示的结果(单位：g/L)，表 2.24b 为以其占处理后干固体质量表示的

结果(单位：g/100g DM)。 

从结果中可以看出，同一种类不同产地的生物质预处理液中成分之间的差别并不
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大，而不同种类的生物质之间的差别还是很明显的，如不同产地的玉米秸秆预处理液中

的葡萄糖和木糖的浓度分别为 14.5-16.1g 和 74-80.4g/L，而不同产地的芝麻秆中的葡萄

糖和木糖的浓度分别为 5.01-5.22g/L 和 12.4-19.9g/L。不同产地同一种类的生物质预处理

液中的乙酸和糠醛，及寡糖之间的差别也不大，而不同种类生物质之间则相差较大，如

不同产地的麦秆预处理液中的乙酸、糠醛和木寡糖的含量分别介于 1.3-2.0g/100gDM、 

0.33-0.4g/100gDM和4.2-5.6g/100gDM, 而不同产地的芝麻秆则介于0.45-0.51g/100gDM，

0.07-0.07g/100gDM，5.6-7.5 g/100gDM。 

表 2.24 a   各生物质预处理后预处理液中的成分差别 (单位：g/L) 

Table 2.24a   Difference of components in the prehydrolysate of various biomass from different places at 

the same pretreatment condition (Unit: g/L) 

原料 葡萄糖 木糖 乙酸 乙酰丙酸 羟甲基糠醛 糠醛 纤维寡糖 木寡糖 

吉林玉米秆 CS-JL 15.8 80.4 12.1 4.19 1.97 9.07 15.8 43.4 

山东玉米秆 CS-SD 14.5 79.0 13.6 1.18 3.03 3.57 7.14 48.8 

河南玉米秆 CS-HN 16.1 74.0 13.1 1.64 3.05 3.25 5.19 33.1 

山东麦秆 WS-SD 9.30 106.5 10.7 0.91 1.95 2.81 8.66 47.5 

河南麦秆 WS-HN 15.9 113.5 17.2 1.70 4.01 3.40 7.50 35.9 

江西稻草 RS-JX 7.61 66.2 5.34 2.71 0.98 1.52 10.7 43.8 

湖北棉秆 Ct-HB 4.75 37.9 9.47 1.65 0.63 0.89 4.48 56.6 

河南芝麻秆 SS-HN 5.01 12.4 4.73 1.82 0.67 0.69 7.73 59.7 

湖北芝麻秆 SS-HB 5.15 19.9 4.76 2.38 1.09 0.65 6.71 70.2 

河南油菜秆 Rp-HN 5.22 36.9 6.68 4.23 0.63 1.23 5.57 71.2 

从表 2.24(a, b)中还可看出，粮食类作物预处理后预处理液中的葡萄糖，木糖及乙酸

和糠醛类抑制物的含量较高，如玉米秸秆、麦秆、稻草等，而非粮食作物的则含量较少，

如棉秆、芝麻秆和油菜秆等，但木寡糖比粮食作物高。 

这说明不同作物秸秆在相同预处理条件下纤维素及半纤维素的水解程度并不相同，

这可能主要由于不同种类生物质秸秆中的纤维素，半纤维素含量不同(表 2.1)，同时其中

的组成结构不同所致。粮食作物秸秆中的纤维素和半纤维素含量较高且较易水解而油料

作物秸秆中的纤维素和半纤维素含量较低且不易水解。 

表 2.24 b   各生物质预处理后预处理液中的成分差别 (单位：g/100gDM) 

Table 2.24b   Difference of components in the prehydrolysate of various biomass from different places at 

the same pretreatment condition (Unit: g/100gDM)  

原料 葡萄糖 木糖 乙酸 乙酰丙酸 羟甲基糠醛 糠醛 纤维寡糖 木寡糖 

吉林玉米秆 CS-JL 1.58 8.02 1.20 0.42 0.21 0.90 1.57 4.29 

山东玉米秆 CS-SD 1.55 8.50 1.46 0.13 0.32 0.38 0.76 5.23 

河南玉米秆 CS-HN 1.82 8.35 1.48 0.19 0.35 0.37 0.65 4.13 

山东麦秆 WS-SD 1.09 12.5 1.26 0.11 0.23 0.33 1.01 5.56 

河南麦秆 WS-HN 1.86 13.3 2.01 0.20 0.47 0.40 0.88 4.19 

江西稻草 RS-JX 0.93 8.08 0.65 0.33 0.12 0.19 1.31 5.34 

湖北棉秆 Ct-HB 0.52 4.15 1.04 0.19 0.07 0.10 0.48 6.08 

河南芝麻秆 SS-HN 0.47 1.17 0.45 0.17 0.06 0.07 0.73 5.64 

湖北芝麻秆 SS-HB 0.56 2.15 0.51 0.25 0.12 0.07 0.72 7.54 

河南油菜秆 Rp-HN 0.65 4.58 0.83 0.54 0.08 0.15 0.69 8.89 
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 (3) 不同木质纤维素生物质预处理物料酶水解的差别 

不同木质纤维素生物质预处理物料经纤维素酶水解 72h 的结果如表 2.25 所示，从表

中可以看出同一种类不同产地的生物质秸秆预处理物料经纤维素酶水解后的差别不大，

而不同种类的秸秆之间的差别是很大的，如经预处理并酶水解后的玉米秸秆的纤维二

糖、葡萄糖、木糖及乙酸的浓度分别介于 1.0-1.22g/L、15.5-16.9g/L、7.4-8.3g/L 和

1.2-1.48g/L，而芝麻秆则测不到纤维二糖，其它物质分别介于 7.0-7.4g/L、 4.7-6.6g/L 和

1.1-1.2g/L。不同种类秸秆的葡萄糖和木糖的得率也相差很大，而同一种类不同产地间则

相差很小。 

从表 2.25 中还可以看出，粮食作物的葡萄糖得率和木糖得率要远远高于非粮食作

物，最高的为稻草和麦秆，其次为玉米秸秆，最低的为油菜秆、芝麻秆和棉秆等。这说

明，在相同预处理条件下粮食作物秸秆中的木质纤维素的破坏程度根大，对纤维素酶的

接近度较高，而油料作物和棉秆中的木质纤维素结构艰难破坏，这可能与其中的纤维素，

半纤维素及木质素含量及组成结构有关。 

表 2.25   不同木质纤维素生物质预处理物料酶水解(72h)的差别 

Table 2.25   Difference of enzymatic hydrolysis (72h) of various biomass from different places at the 

same pretreatment condition 

原料 
纤维二糖 

(g/L) 

葡萄糖 

(g/L) 
木糖(g /L) 

乙酸 

(g/L) 

乙酰丙酸 

(g/L) 

糖得率(%) 

葡萄糖 木糖 

吉林玉米秆 CS-JL 1.22 16.9 7.40 1.19 0.78 85.1 51.5 

山东玉米秆 CS-SD 1.08 15.5 8.34 1.45 0.55 74.7 60.8 

河南玉米秆 CS-HN 1.00 15.5 8.13 1.48 0.34 72.9 64.5 

山东麦秆 WS-SD 1.11 18.5 10.1 1.20 0.34 94.6 65.3 

河南麦秆 WS-HN 1.23 17.7 9.94 1.38 0.44 95.7 73.2 

江西稻草 RS-JX 1.13 20.6 8.99 0.86 0.33 99.5 67.3 

湖北棉秆 Ct-HB 0.79 9.27 6.33 1.59 0.39 41.5 57.5 

河南芝麻秆 SS-HN / 6.96 4.71 1.09 0.33 40.7 44.1 

湖北芝麻秆 SS-HB / 7.43 6.59 1.51 0.38 40.5 56.9 

河南油菜秆 Rp-HN / 8.59 7.30 1.91 0.27 43.3 62.8 

(4) 不同木质纤维素生物质预处理物料中纤维素和半纤维素含量的差别 

不同木质纤维素原料处理前后中的纤维素和半纤维素的含量如表 2.26，从表中可以

看出，除了棉秆和油菜秆其它处理后总干物料(DM)纤维素的含量都有所提高，而所有秸

秆中半纤维素的量则大大降低，处理后的水不溶性固体中的纤维素含量也是大大提高，

半纤维素则大大降低，说明稀酸预处理对所有生物质秸秆都是有作用的，但作用程度不

同。 

从表 2.26 中还可看出，同一种类不同产地的生物质原秸秆中的纤维素和半纤维素的

含量差别不大，而不同种类的生物质则相差较大，如玉米秸秆中的纤维素和半纤维素含

量分别为 34.1-36.3%和 21.5-24.6%，而芝麻秆中的为 29.2-31.4%和 18.3-19.8%，且粮食

作物和中的纤维素和半纤维素含量要比油料作物中的高，如稻草中纤维素和半纤维素含

量分别为 35.4%和 22.8%，而油菜秆中分别只有 33.9%和 19.9% ，而棉秆重纤维素的含
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量最高达 38.2%但半纤维素含量较低只有 18.8%。这就说明，在粮食作物秸秆中纤维素

和半纤维素含量较高，而在油料作物秸秆中其它组分如木质素含量较高。 

对比预处理后的秸秆中的纤维素和半纤维素的含量可以看出，粮食作物中的半纤维

素含量要比其它作物低，如处理后的麦秆总干物料中的半纤维素含量为 3.5-4.7%，而芝

麻秆中的达 9.8-10.1%。这说明经过预处理后，粮食作物秸秆中的半纤维素水解程度更

高对木质纤维素结构的破坏更大，因此经纤维素酶水解后粮食作物的葡萄糖和木糖得率

较高。 

表 2.26    不同木质纤维素生物质预处理物料中纤维素和半纤维素含量的差别 

Table 2.26    Difference of cellulose and hemicellulose centent of various biomass from different places 

at the same pretreatment condition 

原料 

纤维素含量 (%) 半纤维素含量(%) 

原秸秆 
处理后

WIS 

处理后
DM 

原秸秆 
处理后

WIS 

处理后
DM 

吉林玉米秆 CS-JL 34.1 47.3 33.7 24.6 5.2 3.7 

山东玉米秆 CS-SD 35.4 51.9 37.4 23.5 7.2 5.2 

河南玉米秆 CS-HN 36.3 54.6 36.3 21.5 7.1 4.7 

山东麦秆 WS-SD 33.4 50.0 33.0 26.5 6.6 4.3 

河南麦秆 WS-HN 31.7 50.9 32.7 23.2 5.4 3.5 

江西稻草 RS-JX 35.4 46.2 36.5 22.8 6.0 4.7 

湖北棉秆 Ct-HB 38.2 49.7 31.0 18.8 7.2 4.5 

河南芝麻秆 SS-HN 29.2 42.4 31.4 18.3 13.6 10.1 

湖北芝麻秆 SS-HB 31.4 50.4 34.7 19.8 14.2 9.8 

河南油菜秆 Rp-HN 33.9 49.4 33.0 19.9 10.6 7.1 

总之，不同种类的生物质在相同预处理条件下的结果并不相同，这主要与其组成和

结构不同有关。对于半纤维素含量较高的粮食类作物，稀酸预处理对其作用效果较为明

显而对纤维素和半纤维素含量较少的油料作物在相同条件下较差，因此，对不同的木质

纤维素原料要选择不同的预处理条件，甚至是不同的预处理方法。对于同一种类不同产

地的生物质，差别并不明显，说明地域的因素对预处理影响不大。 

2.3  结论 

预浸固液比对预处理蒸汽用量和用水量的影响非常大，提高固液比可以大大降低蒸

汽用量和用水量从而实现节能节水的目的，而且可以获得高固体含量的物料，满足高固

体含量同步糖化发酵的要求。但提高固液比会降低木糖得率，同时产生较多的乙酸，糠

醛和羟甲基糠醛等抑制物，不利于总糖得率的提高和抑制物含量的控制，但可以通过略

降低预处理条件来解决。 

预处理温度稀酸预处理的蒸汽用量和水量影响较大，提高预处理温度会增加预处理

过程中的能耗和水耗。温度越高越利于葡萄糖的释放但并不利于提高木糖的收率，而且

高温下单糖降解速率增加，从而增加了糠醛和羟甲基糠醛等抑制物的含量同时乙酸的量

也会大大增加。经过酶水解后，葡萄糖的得率会随着温度的升高而升高，但木糖会大大
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减少。因此选择适当的预处理温度是非常重要的。 

延长预处理时间也会增加蒸汽用量和水量，同时预处理液中的抑制物的浓度会随着

时间的延长而增加，葡萄糖总得率也会提高，但太长的预处理时间下木糖得率会降低。

因此在保证效果的前提下，尽量缩短时间对节能节水和抑制物控制上是很有必要的。 

酸量对蒸汽用量和水量的直接影响不大，但对于预处理效果影响巨大，低酸量对物

料的作用不大，只有酸量超过生物质缓冲量时才表现出明显的处理效果。葡萄糖和抑制

物的量会随着酸量的增加而增加，酶解后的总糖得率也会升高，但太高的酸量会导致单

糖的大量降解从而提高了抑制物的含量。 

蒸汽压力对蒸汽量和水量略有影响，降低蒸汽压力物料固体含量会略降低，但低压

蒸汽更利于节能。随着蒸汽压力的降低，预处理液中的糖和抑制物也略有降低，酶水解

效果也略有降低，但从节能降耗角度考虑，适当降低所用蒸汽压力对降低预处理成本是

很有利的。 

在对预处理条件优化实验中，我们系统比较了预处理温度、时间和酸用量三者对预

处理效率的影响，其中预处理温度和时间是影响预处理过程中蒸汽用量和水量及固体含

量的主要因素，而酸量对水量和蒸汽用量影响不大，但可以减少水不溶性固体的含量提

高可溶物含量，要降低能耗和水量就要在保证预处理效果的前提下尽量降低温度缩短时

间。对于预处理液和预处理物料成分及酶水解情况的影响，酸量的影响最大，其次是温

度和时间， 因此适当提高酸量，降低温度和时间对节能是非常有利的，但太高的酸量

会加快葡萄糖和木糖的降解同时产生较高的抑制物。所以综合考虑我们选定 190
o
C、

3min、2.5%为装量 50%时的最佳预处理条件。 

两个不同的预处理装量相比，相同预处理条件下 50%装量所消耗的蒸汽用量和水量

远远高于 100%装量，处理后物料的固体含量也远低于 100%装量，但预处理液中的木糖

含量较高，同时乙酸等抑制物的含量也略高，同时预处理物料中纤维素含量较 100%装

量下要高，且经纤维素酶水解后葡萄糖和木糖的得率 50%装量条件下要稍高，说明 50%

条件下稍利于半纤维素的水解和葡萄糖木糖的得率，这可能是由于 50%装量条件下平均

消耗蒸汽较多，有更多的蒸汽作用于其中的秸秆，同时预处理过程中物料的含水量较高

传热较为均匀的更利于半纤维水解的缘故。 

预处理对纤维乙醇工业生产下游的发酵影响非常大，预处理过程中产生的抑制物浓

度的高低和直接决定了发酵能否正常进行，而预处理效果的好坏能决定酶解过程中葡萄

糖的释放从而影响最终乙醇的得率。 

不同种类的生物质在相同预处理条件下的结果并不相同，这主要与其组成和结构不

同有关，对于半纤维素含量较高的粮食类作物，稀酸预处理对其作用效果较为明显而对

纤维素和半纤维素含量较少的油料作物在相同条件下较差，因此，对不同的木质纤维素

原料要选择不同的预处理条件，甚至是不同的预处理方法。对于同一种类不同产地的生

物质，差别并不明显，说明地域的因素对预处理影响不大 

总之，通过以上实验我们系统考查了预浸固液比、预处理温度、预处理时间、酸量、
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蒸汽压力、预处理原料装量等因素对稀酸预处理中蒸汽用量、水用量、预处理物料固体

含量、单糖和寡糖含量、抑制物含量、预处理物料的酶水解效果等的影响，并确定了最

佳的预处理条件为：酸量 2.5%、温度 190
o
C、时间 3min。比较了两个原料装量下(50% 和

100%)的预处理效果的差异，考查了在最佳预处理条件下的发酵性能，同时比较了不同

产地、不同种类的各种木质纤维素在此预处理条件下处理后的差异，提出了在极低水用

量条件下的新型稀酸预处理技术。 

基本结论合理。根据以上各部分的修改再做一点调整。 
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第 3 章  影响办公废纸酶水解因素探究与促进 

3.1  材料和方法 

3.1.1  实验材料 

办公室废纸(WOP)为经惠普打印机(HP LaserJet 1002)用过的 A4 安信牌打印纸购自

上海惠东安信纸业有限公司，并经碎纸机粉碎成大小为 0.2×0.6cm 的纸片。 

实验中所用墨粉从惠普打印机中收集。 

酶水解时所用滤纸为新华滤纸(Xinhua NO.1)，购自杭州新华纸业有限公司，用碎纸

机粉碎成 0.2×0.6cm 的滤纸片。 

用于酶水解的纤维素酶为 Accellerase 1000。 

3.1.2  主要试剂 

(1) 实验试剂 

硫酸铵，甘氨酸：化学纯，上海国药集团 

葡萄糖,木糖,纤维二糖,氯化高铁，甘氨酸：分析纯，上海国药集团 

碳酸钙，氯化钙，盐酸，硫酸，硝酸：分析纯，上海凌锋化学试剂有限公司 

硫酸镁：分析纯，上海同亚化学技术发展公司 

磷酸：分析纯，上海菲达工贸有限公司 

氢氧化钠：分析纯，上海振兴化工厂 

无水硫酸铝，无水硫酸钙：分析纯，上海美星化学试剂公司 

(2) 所用试剂的配制 

0.05mol/L pH4.0-pH5.5 醋酸缓冲液: 分别配好 0.05 mol/L 的醋酸和醋酸钠溶液，然

后将两者混合，并用 pH 计测定使其 pH 为所需 pH。 

0.05mol/LpH6.0-8.0 磷酸盐缓冲液：分别配好 0.05 mol/L 的磷酸氢二钠和磷酸二氢

钠溶液然后将两者混合，并用 pH 计测定使其 pH 为所需 pH。 

0.05mol/L 甘氨酸-NaOH 缓冲液：分别配好 0.05 mol/L 的甘氨酸和 NaOH 溶液然后

将两者混合，并用 pH 计测定使其 pH 为所需 pH。 

1 %(v/v)硫酸：吸取 98%的浓硫酸 10mL 于盛有去离子水的 100mL 烧杯中，并用

100mL 容量瓶定容。 

其他浓度的硫酸配置方法类似。 

2mol/L 盐酸：取 42.6mL37%的浓盐酸稀释并定容到 250mL 容量瓶中 

2mol/L 硝酸：取 34.3mL68%的浓硝酸稀释并定容到 250mL 容量瓶中 

2/3mol/L 磷酸：取 11.4mL85%的浓磷酸稀释并定容到 250mL 容量瓶中 

1mol/L 硫酸：取 13.6mL98%的浓硫酸稀释并定容到 250mL 容量瓶中 

3.1.3  实验仪器 

恒温水浴振荡器，HZ-9212S，江苏华利达实验设备厂 
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电热鼓风干燥箱，BDHG-9140A，上海一恒科学仪器厂 

高效液相色谱，LC-20AD，日本岛津公司 

碎纸机，SD9331，上海三木实业有限公司 

2L 升反应器，2 L，上海保兴生物设备工程有限公司 

pH 计，PHS-3C，上海雷磁仪器厂 

3.1.4   实验方法 

3.1.4.1  办公废纸的预处理 

(1)酸预浸: 取 10g 粉碎过的办公废纸置于 250ml 三角瓶中，以一定料液比加入一定

浓度的稀酸溶液或去离子水，用玻璃棒搅拌均匀，用硅胶塞塞紧，置于 50oC 水浴 200r/m

下保持 12h。 

(2)水洗：取纸约 50g，加入去离子 500mL 水浸泡并搅拌约 30min,然后用四层纱布

过滤拧干，然后重新加入去离子水 500mL，如此反复洗涤 10 次以上。 

经洗涤后的废纸于 105
o
C 的烘箱中，烘干至恒重，以用于酶水解和金属元素含量分

析。 

(3)酸洗：取粉碎过的办公废纸 50g,加入 20mL 氢离子浓度为 2mol/L 的稀酸溶液

(H2SO41mol/L, HCl2mol/L,H3PO4 2/3 mol/L ,HNO31mol/L)拌匀，10min 后加入 500ml 水

浸泡并搅拌 30min, 用四层纱布过滤并拧干去除水，再加入 20ml 酸溶液，拌匀后加 500ml

水，如此反复洗涤 3 次，最后用去离子水反复洗至为 pH5.0 左右； 

经洗涤后的废纸于 105
o
C 的烘箱中，烘干至恒重，以用于酶水解和金属元素含量分

析。 

3.1.4.2  处理后办公废纸的酶水解 

将经过处理的废纸于 250ml 三角瓶中用 0.05mol/L pH5.0 醋酸缓冲液固含量为 10%，

若酸过量需用 2mol/LNaOH 将其 pH 调至 5.0，然后于 115
o
C 下灭菌 20min.待冷却到室

温后接入纤维素酶, 酶加入量为 12FPU/gDM,然后置于 50
o
C 恒温水浴摇床,200r/m,水解

24h。 

水解结束后用 pH 计测其 pH 并取样于 13000r/m 离心 5min 取上清液，-20
o
C 下保存

并测其糖浓度，每点两个平行。 

3.1.4.3  金属盐或墨粉对纤维素酶水解的影响 

取 10gDM 粉碎后的滤纸于 250ml 三角瓶中，加入 0.05M pH5.0 醋酸缓冲液 90mL

调整固含量为 10%(w/v)，然后分别加入一定量相应的金属盐类(CaCO3, CaSO4 ,CaCl2, 

MgSO4, Al2(SO4)3, FeCl3)或打印墨粉，于 115
o
C 下灭菌 20min 后加入相同的纤维素酶

(12FPU/g DM) 于 50
o
C 恒温水浴摇床,200r/m,水解 24h。 

水解结束后取样于 13000r/m 离心 5min 取上清液，-20
o
C 下保存并测其糖浓度，每

点两个平行。 

3.1.4.4  pH 对纤维素酶水解的影响 

取 10gDM 粉碎后的滤纸于 250ml 三角瓶中，加入 0.05M 不同 pH 的缓冲液 90mL
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调整固含量为 10%(w/v),然后于 115
o
C 下灭菌 20min 后加入相同的纤维素酶(12FPU/g 

DM)，于 50
o
C 恒温水浴摇床,200r/m,水解 24h。 

水解结束后取样于 13000r/m 离心 5min 取上清液，-20
o
C 下保存并经适当稀释后测

其糖浓度，每点两个平行。带有螺带式搅拌桨 

3.1.4.5  办公废纸酸在最佳预浸处理条件下处理效果的验证 

取 100g 经碎纸机粉碎过的办公废纸于带有螺带式搅拌桨的 2-L 生物反应器中，以

液固比为 1.5:1(v/w)加入体积浓度为 7%(v/v)稀硫酸溶液，混匀，于室温下保持 3h，每

10-20min 用玻璃棒搅拌一次。然后加入 0.05mol/L, pH5.0 的醋酸缓冲液，并用 NaOH 调

节 pH 至 5.0，用 pH 计测定。然后以 12FPU/gDM的加酶量加入纤维素酶Accellerase 1000，

于 50
o
C、200r/m 条件下酶解 96h，酶解过程中定时取样，取样两为 2mL，样品于 13000r/m

离心 5min 取上清液，-20
o
C 下保存并经适当稀释后测其糖浓度 

3.1.4.5  办公废纸中组分的测定 

(1) 办公废纸中纤维素含量测定： 

纤维素含量的测定根据 NREL 中生物质结构组成测定方法[104]并稍作修改，主要步

骤为： 

准确称取 100mg、105
o
C 下烘干至恒重的办公废纸(WOP)于 30mL 具塞压力管中, 然

后加入 1mL 72%H2SO4 置于 30
o
C 恒温水浴槽中反应 60min，并用玻璃棒每各 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%, 

然后塞紧并用纱布扎紧，置于高温自动灭菌锅中于 121
o
C 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。 

(2) 办公废纸中金属元素的测定： 

废纸中金属元素分析用原子发散光谱(ICP-AES, Varian 710ES)测定，具体由华东理

工大学分析测试中测定。 

测定时的主要条件为：射频电源功率 1.1 kW，等离子流速 15 L/min，辅助流速 1.5 

L/min，雾化压力 0.2 MPa，泵速 13 r/m。 

3.1.4.6 水解液成分分析 

水解过程生成的单糖和纤维二糖通过高效液相色谱(HPLC)测定(LC-20AD, 岛津), 

示差监测器(RID-10A，岛津)，色谱柱为 Bio-rad Aminex HPX-87H，柱温为 65
o
C，流动

相为 50 mM H2SO4 流速为 0.6 mL/min。 

所有样品 13000r/m 下离心 3min，取上清液适当稀释后过 0.22µm 醋酸纤维滤膜过

滤。 

3.2  实验结果与讨论 

3.2.1  办公废纸中纤维素和金属离子的含量 

办公废纸(WOP)中纤维素和主要金属离子的含量见表 1，从表中可以看出，下维素

含量约占办公废纸(WOP)总重的一半(48.8%)，其中含量最多的添加物质是含钙化合物，
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相当于 21.2% 的 CaCO3 或 28.9%的 CaSO4 其他的化合物还有：含镁化合物相当于

0.9%的 MgSO4，含铁化合物相当于 1.3% Fe2(SO4)3含铝化合物相当于 0.2%的 Al2(SO4)3，

锰和铜的含量很少可以忽略。 

表3.1  办公废纸(WOP)中纤维素和主要金属离子的含量 

Table 3.1   Major ingredients in WOP and the residue content (%, w/w) after washing 

 纤维素 半纤维素 Ca Fe Mg Al Mn Cu 

未处理 WOP 48.8 7.44 8.5 0.37 0.18 0.036 0.0026 0.00014 

水洗后 WOP / / 4.6 0.48 0.081 0.022 0.0023 0.00015 

H2SO4 洗后 WOP / / 0.16 0.37 0.059 0.020 0.0022 0.00010 

3.2.2  废纸中的金属盐类化合物对纤维素酶水解的影响 

3.2.2.1  含钙盐类对纤维素酶水解的影响 

实验中根据表 3.1 测定的废纸中各金属盐的量，通过水滤纸酶水解过程中添加相应

的金属盐类然后测定水解 24h后葡萄糖的得率来考查个金属盐类对纤维素酶水解的抑制

作用。实验中各添加物的添加量根据表 3.1 中所示的废纸(WOP)中的含量加以调整。 

表 3.2  含钙化合物的添加对滤纸酶水解的影响 

Table 2. Effect of calcium compound addition on hydrolysis of filter paper 

CaCO3 (g/g DM) 0 0.02 0.05 0.10 0.15 0.20 

葡萄糖 (g/L) 21.7±0.5 16.4±0.4 14.0±0.1 12.9±0.5 13.3±0.4 12.6±0.3 

纤维二糖 (g/L) 1.5±0.1 4.1±0.1 4.6±0.5 5.2±0.6 4.9±0.4 5.3±0.1 

初始 pH  5.0 6.8 6.9 7.1 6.9 6.9 

水解后 pH 5.0 6.6 6.1 6.9 7.0 7.0 

CaSO4 (g/g DM) 0 0.02 0.05 0.10 0.15 0.20 

葡萄糖 (g/L) 22.2±0.5 20.9±0.4 21.6±0.4 21.6±0.7 21.3±0.3 22.1±0.6 

纤维二糖 (g/L) 1.3±0.0 1.0±0.0 0.9±0.1 1.0±0.2 1.1±0.1 1.1±0.0 

CaCl2 (g/g DM) 0 0.01 0.05 0.10 0.15 0.20 

葡萄糖 (g/L) 19.6±2.1 19.2±1.3 17.7±0.8 16.4±1.0 16.7±0.1 17.2±0.8 

纤维二糖(g/L) 1.0±0.2 1.0±0.1 0.8±0.1 0.5±0.0 0.6±0.0 0.9±0.2 

表 3.2 是含钙化合物(包括 CaCO3, CaSO4和 CaCl2)对纤维素酶 Accellerase 1000 催

化水解滤纸水解的影响结果，从表中可以看出，当 CaCO3的量从 0 增到 0.05g/gDM 时，

从滤纸中水解得到的葡萄糖的浓度急剧降低，但从 0.05 g/g DM 继续增加到 0.2 g/g DM 

(接近办公废纸中碳酸钙的含量，21.2%)时葡萄糖浓度降低程度有所减缓。同时还可以看

出，随着 CaCO3增加，水解体系中的 pH 迅速升高，继续增加碳酸钙的量 pH 不变。而

相比而言，水解过程中添加 CaSO4 并没有改变滤纸的酶解效率，同时 pH 也没有大的变

化。而添加 CaCl2后滤纸水解后的葡萄糖得率也略有降低，但没有 CaCO3那样明显。 

图 3.1 为用纤维素酶 Accellerase 1000 水解滤纸时 pH 对糖得率的影响，在 pH4.5 是

葡萄糖的浓度达到最大，此时的 pH 接近 Accellerase 1000 的最佳 pH(4.8), pH 在 4.0 到

5.0 之间水解得率稍有降低，但当 pH 高于 6.0 以后葡萄糖得率会迅速降低。由于

Accellerase 1000 中缺少足够的纤维二糖酶，因此在水解过程中同时有纤维二糖的存在，

且 pH 从 4.5 增加到 6 时纤维二糖的量有所升高之后迅速降低。而从纤维素到葡萄糖和

纤维二糖的转化率在 pH4.5-5.5 之间几乎没有变化。此结果中 pH 对滤纸酶水解的影响和
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表 3.2 中由于 CaCO3 的加入而引起的 pH 变化相对应。 
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图 3.1  pH 对滤纸酶水解的影响 

Fig. 3.1   Effect of pH on hydrolysis of filter paper. 

表 3.2 和图 2.1 中的结果表明，含钙化合物对滤纸酶水解的影响是很复杂的，对于

可溶性的钙盐它可能通过抑制纤维素酶的活性而影响水解(CaCl2)，但对于难溶性的钙盐

并不会因为其在纤维素上的吸附从而占据纤维中的空隙而影响纤维素的酶水解如加入

CaSO4后，而是通过改变水解时系统中的 pH 使其偏离纤维素酶的最佳 pH 而影响水解。 

3.2.2.2  金属盐类和墨粉对纤维素酶水解的影响 

各金属盐类化合物 (包括镁，铝和铁)在其浓度范围为办公废纸(WOP)中含量时对滤

纸酶水解的影响结果见表 3.3，从表中可以看出，随着镁离子浓度的增加，滤纸的水解

效率缓慢增加说明在此范围内镁离子对滤纸的水解具有微弱的促进作用。然而，随着铝

离子浓度的增加，滤纸的水解得率慢慢降低，同样增加铁离子的浓度滤纸水解率也有所

降低，但降低都不明显，此结果符合文献中报道的金属离子对纤维素酶的抑制作用
[106-108]。此结果表明，在实验的浓度范围之内金属离子对滤纸酶水解的影响是很小的。 

打印墨粉对滤纸酶水解的影响结果同样见表 3.3，结果表明墨粉对滤纸酶水解结果

并没有消极的作用，相反结果显示，其对滤纸的酶水解有促进的趋势，这可能是由于墨

粉的分散性质有关。 
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表 3.3  金属离子和墨粉对滤纸酶水解的影响 

Table 3.3   Effect of metal ion and carbon powder on hydrolysis of filter paper 

Fe
3+

 (g/g DM) 0 0.0014 0.0028 0.0042 0.0056 0.0071 

葡萄糖 (g/L) 19.6±0.3 19.9±0.1 17.8±0.6 17.3±0.2 15.6±1.1 15.6±0.1 

纤维二糖 (g/L) 1.0±0.0 0.7±0.0 0.7±0.0 0.7±0.0 0.7±0.0 0.7±0.0 

Mg
2+

 (g/g DM) 0 0.0022 0.0054 0.0108 0.0162 0.0216 

葡萄糖 (g/L) 20.1±1.5 22.7±0.8 23.7±0.9 22.1±1.1 21.4±0.4 21.4±0.3 

纤维二糖 (g/L) 1.2±0.0 1.3±0.0 1.0±0.1 0.9±0.2 0.9±0.0 1.0±0.1 

Al
3+

 (g/g DM) 0 0.00024 0.00047 0.00071 0.00095  

葡萄糖 (g/L) 21.1±0.9 21.2±0.4 19.4±0.7 18.0±1.0 18.3±0.3  

纤维二糖 (g/L) 1.1±0.0 1.0±0.1 0.8±0.1 0.4±0.1 0.3±0.1  

墨粉 (g/g DM) 0 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020 0.0025 

葡萄糖 (g/L) 16.5±0.1 17.0±0.8 17.0±0.3 17.4±0.2 18.5±0.6 18.9±0.2 

纤维二糖 (g/L) 1.2±0.0 1.3±0.0 1.3±0.0 1.3±0.0 1.4±0.0 1.5±0.0 

3.2.3  去除办公废纸的 CaCO3预处理方法 

从上面结果看出，影响办公废纸(WOP)的主要因素为其中大量 CaCO3的存在，因此

要促进办公废纸的酶水解效率，主要应去除其中的 CaCO3。实验中比较了去除办公废纸

中 CaCO3的两种方法：预浸和洗涤。 

图 3.2 为用各种无机酸或水洗涤和预浸后又经过纤维素酶水解后的结果，经硫酸和

水洗涤后办公废纸中的金属离子见表 3.1。 

图 3.2(a) 结果表明，经过酸洗后的办公废纸(WOP)的酶水解效率比没有洗涤过的和

用水洗涤过的办公废纸要高的多，且实验表明经硫酸和硝酸洗涤后的水解结果最好。图

3.2(b) 为经各种无机酸和水浸泡过的办公废纸经纤维素酶水解后的结果，从图中可以看

出，同样是硫酸和硝酸的作用效果最好，酶解得率差不多是水浸泡的 4 倍。 

比较洗涤和浸泡两种处理方法可以看出，洗涤后办公废纸的酶水解率要高于浸泡后

的酶水解率，但是洗涤所用的酸量几乎是浸泡的 10 倍，而且洗涤产生搅拌等带来的动

力消耗。因此，我们优先选择浸泡作为办公废纸预处理的方法。在各种不同的无机酸中，

我们选硫酸作为所预浸酸液，因为其腐蚀性较小且预处理过程中不易挥发。 
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图 3.2   用不同无机酸洗涤和浸泡后的酶水解结果 

Fig. 3.2   Hydrolysis of WOP pretreated with different inorganic acids. 

3.2.4  办公废纸酸预浸处理条件优化 

实验中考查了办公废纸酸预浸处理过程中的条件因素如硫酸的量、预浸时间、预浸

温度和液固比对其酶水解的影响，并确定了最佳的预浸条件。 

图 3.3 为在液固比为 1.5：1 下硫酸用量对预浸后办公废纸酶水解得率的影响，结果

表明随着酸用量的增加，酶水解后的糖得率逐渐增加，并在硫酸体积浓度为 7%时达到

最大，此量基本相当于完全反应掉废纸中约占 20%的 CaCO3所用的酸量。  
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图 3.3   硫酸用量对办公废纸预浸后酶水解结果的影响 

Fig.3.3   Effect of H2SO4 usage in the presoaking on WOP hydrolysis. 

在相同的硫酸加量下，液固比即水或硫酸溶液体积与固体办公废纸(WOP)的质量比

对预浸后办公废纸(WOP)的酶水解得率的影响结果见图 3.4。结果表明，液固比对酶解

效果没有大影响，只有在液固比超过 5 以后才有较大提高，这可能由于在液体较多时混

合较均匀，硫酸与 CaCO3反应更加完全的缘故。但实际中液固比不能太高，否则酶解产

生的糖浓度太低不能用于发酵。 
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图 3.4   预浸液固比对办公废纸酶水解结果的影响 

Fig. 3.4   Effect of L/S ratio on WOP hydrolysis. 

图 3.5 给出了预浸时间对办公废纸(WOP)酶解后的影响结果，从图中可以看出，随

着时间的延长酶解效率逐渐提高，这可能是由于时间太短时 CaCO3还没有完全反应的结
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果，但随着预浸时间的延长酶解效果并没有提高。 
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图 3.5   预浸时间对办公废纸酶水解的影响 

Fig. 3.5   Effect of presoaking time on WOP hydrolysis. 

图 3.6 为预浸温度对办公废纸(WOP)酶水解后糖得率的影响，结果显示，在实验温

度范围内预浸温度对酶解的影响并不大，因此在实际应用过程中可在室温下进行。 
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图 3.6  预浸时间对办公废纸酶水解的影响 

Fig.3.6   Effect of presoaking temperature on WOP hydrolysis. 

3.2.5  办公废纸酸在最佳预浸处理条件下处理效果的验证 

以上条件的探究试验都在三角摇瓶中进行，但由于在酶水解时 10%的固含量的条件

下三角瓶中的混合效果很差，特别是在水解初期，因此为了验证此预浸方法的有效性和

应用潜力，实验中在带有螺带式搅拌桨的 2-L 生物反应器中进行了放大验证试验，试验

条件为硫酸浓度 7%，液固比 1.5：1，预浸温度 50
o
C，预浸时间 3h，其酶水解效率岁时
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间的变化曲线如图 3.7 所示。 

结果表明经预浸后的办公废纸，在纤维素酶的作用下不断水解并有葡萄糖的产生，

葡萄糖的浓度不断提高，特别是在酶水解反应的初期糖得增加速率最快，但随着时间的

延长增加速率逐渐减少，而纤维二糖则一直维持在较为恒定的水平。这主要是由于反应

初期纤维素酶的活性较高，且所受的产物抑制较弱，而随着水解的进行，一方面酶逐渐

变性失活，另一方面葡萄糖等抑制逐渐增加从而使纤维素的转化率降低。从图中可以看

出，经过 96h 的酶水解后葡萄糖和纤维二糖的量分别达到了 36.2 g/L 和 7.2 g/L,相当于

办公废纸中 73.3%的纤维素转化率。此结果远远高于其他文献中报道的结果，如 Kojima 

和 Yoon 
[86]用臭氧过氧化法处理办公废纸，最终其水解率从 37%提高到 52%。而 Wu 等

[91]人通过添加表面活性剂的方法也只能使废报纸在经过 123.5h 后达到 56.5%的糖化率。

同时 Park 等[83]在不加任何试剂的条件下对废纸进行酶水解最终纤维素的转化率也只有

42.2%。 
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图 3.7   最佳预浸条件下处理过的办公废纸的酶水解结果 

Fig. 3.7   Hydrolysis of WOP pretreated at optimal condition. 

3.3  结论 

在实验中，通过向粉碎后的滤纸中添加化学试剂的方法考查了办公废纸(WOP)中主

要的金属盐类对其经过商用纤维素酶 Accellerase 1000 酶水解后糖得率的影响，结果发

现其中 CaCO3的含量对办公废纸(WOP)的酶水解效果影响非常大。然后测试了几种不同

的预处理方法对克服这些废纸(WOP)中存在的添加剂对其酶水解影响的有效性和实用

性，发现硫酸预浸的方法是最可行有效的方法。实验中还仔细探讨了影响预浸的后酶解

效果的几个条件因素并确立最佳条件，结果水解效率具有很大改善。 

为了获得较高的糖浓度以提高其后续应用的潜力，实验中对办公废纸(WOP)的酶水

解时在较高的固含量下进行(10%, w/w)，并且在最终的验证实验中，得到得葡萄糖和木
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糖的浓度分别为 36.2 g/L 和 7.2 g/L，其中的纤维二糖可能是由于葡萄糖对纤维素酶的抑

制引起的，葡萄糖是纤维二糖酶较强的抑制剂尤其是当其浓度较高时，但是如果利用自

办公废纸(WOP)的酶水解液作为营养物进行发酵时，葡萄糖可以快速的转化成乙醇或其

他产物，当然这取决于所用的发酵方式和菌种。当葡萄糖被利用后，纤维素和纤维二糖

会很快转化成葡萄糖并参加到发酵代谢中去[80]。在 2-L 生物反应器中进行的延长糖化时

间的验证试验中，如果算上产生的葡萄糖和木糖办公废纸(WOP)中的纤维素转化率达

73.3%(图 3.7)。 

将办公废纸(WOP)作为一种原料通过水解加以利用还需要进一步的研究和探讨， 

许多问题还需要通过进一步的实验来验证，包括不同的废纸(WOP)材料的影响；除了本

文中所提到的造纸过程中添加的其他添加物对酶水解的影响，如胶类物质，有机染料等；

以办公废纸(WOP)作为内原料采用同步糖化发酵工艺生产乙醇或其他产品的葡萄糖和

纤维二糖的利用情况和产物得率等。 

总之，本文提供了一种利用办公废纸(WOP)的可行有效的预处理方法，能够使经过

酶水解后糖的浓度达到用于发酵生产的水平，具有很好的工业应用前景。 
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第 4 章   纤维素酶催化水解纤维素影响因素及其失活情况研究 

4.1  材料和方法 

4.1.1  实验材料 

酶水解时所用滤纸为新华滤纸(Xinhua NO.1)，购自杭州新华纸业有限公司，用碎纸

机粉碎成 0.2×0.6cm 的滤纸片。纤维素酶活测定所用滤纸为 Whantman 定性滤纸

(Whatman NO.1)购自 Whatman International Ltd (Maidstone, UK)，葡萄糖试剂盒购自上海

科欣生物技术有限公司，蛋白酶 K 购自 Sigma 化学试剂公司。 

本文中所用商业纤维素酶Accellerase 1000和 Spezyme CP由Genencor International 

(RoChester, NY, USA) 提供，纤维二糖酶Novozyme 188购自Novo Industrial A/S 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 其酶活情况见表4.1。 

气爆后玉米秸秆由吉林燃料乙醇有限公司提供。 

表4.1   实验中所用纤维素酶的酶活 

Table 4.1   The activity of cellulase used in the experiment 

纤维素酶 滤纸酶活(FPU/mL) 纤维二糖酶活(CBU/mL) 

Accellerase 1000 67 140 

Spezyme CP 70 31 

Novozyme 188 / 681 

4.1.2  实验仪器 

恒温水浴振荡器，HZ-9212S，江苏华利达实验设备厂 

碎纸机，SD9331，上海三木实业有限公司 

5L 发酵罐(FMG-5L(Ⅱ)，国强生化装备有限公司 

2L 发酵罐，2L，上海保兴生物设备工程有限公司 

高效液相色谱，LC-20AD，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 

722 可见光分光度计，722N，上海精密科学仪器有限公司 

恒温水浴槽，ZC-18Q，宁波天恒仪器厂 

4.1.3  主要试剂及配制 

0.05mol/L pH5.0 醋酸缓冲液: 分别配好 0.05 mol/L 的醋酸和醋酸钠溶液，然后将两

者混合，并用 pH 计测定使其 pH 为 5.0。 

0.05mol/L pH4.8 柠檬酸缓冲液：分别配好 0.05 mol/L 的柠檬酸和柠檬酸钠溶液，然

后将两者混合，并用 pH 计测定使其 pH 为 4.8 

80mM 纤维二糖溶液：准确称取 1.368g 纤维二糖于 50mL 容量瓶中，加入 0.05mol/L 

pH4.8 柠檬酸缓冲液定容。 

DNS 试剂：准确称取 3，5.二硝基水杨酸 6.3g，用少量蒸馏水溶解，加入 2mol/L 的

http://www.lei-ci.com/
http://nbtianheng.b2b.hc360.com/
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氢氧化钠溶液 262mL，再加到 500mL 含有 185g 酒石酸钾钠的热水溶液中，再加入 5g

苯酚和 5g 亚硫酸钠，搅拌溶解，冷却后加蒸馏水，在容量瓶中定容至 1000mL。储于棕

色试剂瓶中，放置一周后备用。 

Bradford 试剂：称取 350mg 考马斯亮蓝 G-250(B1131, Sigma)，加入 100mL95%乙

醇和 200mL88%磷酸，待考马斯亮蓝 G-250 溶解后定容到 1000mL，并储存于棕色瓶中

作存储液。测定时取上述存储液 30mL，15mL95%乙醇和 30mL88%磷酸，并用去离子

水定容到 500mL，摇匀后过滤，可作为工作液。 

4.1.4  实验方法 

4.1.4.1  纤维素酶催化水解纤维素影响因素探究 

(1) 固体含量对 Accellerase1000 水解纤维素的影响 

称取 50g 滤纸片加入带有螺带式搅拌桨的 2L 发酵罐中，然后加入一定量的 0.05M 

pH5.0 醋酸缓冲液，并一次性加入所需纤维素酶(Accellerase1000，15FPU/gDM)于 50
o
C、

200r/m 下开始水解 24h。当固含量高于 5%时需定时补料，即将所需滤纸于 2-6h 内分批

补加到发酵罐中，使最终水解的固体含量为实验固体含量(5%-30%)，工作体积为 1L。

水解过程中每两 2h 取一次样，取样量为 2mL。于 13000r/m 离心 3min，取上清液经适

当稀释并过滤后进行 HPLC 分析测定，并计算糖得率： 

Sugar yield % = C×V/(M×1.11) ×100%   (4-1) 

C 为糖浓度，g/L； 

V 为发酵罐中液体体积， L； 

M 为滤纸质量，g。 

纤维素到葡萄糖和木糖转化率为 

Conversion %=(C1+C2×1.05) ×V/(M×1.11) ×100%   (4-2) 

C1为葡萄糖浓度，g/L； 

C2为纤维二糖浓度，g/L； 

V 为发酵罐中液体体积， L； 

M 为滤纸质量，g。 

(2) 温度对 Accellerase 1000 水解纤维素的影响 

于 250mL 三角瓶中以固含量 5%加入 5g 滤纸片并加入 0.05mol/L, pH5.0 醋酸缓冲

液 95mL，然后加入纤维素酶(Accellerase 1000，15FPU/gDM)，于 50oC200r/m 水浴中糖

化 24h，每两小时取一次样，取样量为 0.4ml。样品处理同上。 

(3) 转速和不同反应器对 Accellerase 1000 水解纤维素的影响 

于 250ml 三角瓶(普通和改造型)或带有螺带式搅拌浆的 2L 发酵罐中以固含量 5%加

入滤纸片和加入 0.05mol/L, pH5.0 醋酸缓冲液，并加入纤维素酶(15FPU/gDM)，工作体

积为 100mL 或 1L 于 50
o
C 不同转速下糖化 24h，每两小时取一次样，取样量为 0.4mL。

样品处理同上。 

此处所用改造型的三角瓶为底部带有两个向内突出的锥形玻璃，高约 1cm。 
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4.1.4.2   纤维素酶在水解过程中葡萄糖的抑制 

在 250mL三角瓶中加入葡萄糖浓度为 0-220g/L的用 0.05mol/L, pH5.0醋酸缓冲液配

制的葡萄糖溶液 88mL 并加入 12g 滤纸, 然后以 7FPU/gDM 的加酶量加入纤维素酶

(Spezyme CP 和 Accellerase 1000)，于 50
o
C, 200r/m 水浴中进行水解 24h 后测其葡萄糖

浓度，比较增加的葡萄糖的量。 

4.1.4.3  纤维素水解过程中纤维素酶失活情况研究 

(1) 不同纤维素酶在缓冲液中失活的情况比较 

于 250mL 三角瓶中加入 95mL 0.05 mol/L, pH5.0 醋酸缓冲液，以纤维素酶活为

15FPU/gDM,纤维二糖酶活为 31CBU/gDM 的加入量加入纤维素酶或纤维二糖酶或其混

合物(Accellerase 1000, Spzyme CP, Novozyme 188 ，见表)，并假设加入的底物质量为 5g，

然后将其置于 50
 o

C, 200r/m 的水浴摇床中抚育 24h，并分别在 0，3，7，12，24h 取样，

取样量为 2mL，经适当稀释后测定酶活 (FPU，CBU)和蛋白含量(Bradford 法)变化，每

个实验两个平行。 

(2) 不同纤维素酶在木质素或底物存在下的失活情况比较 

   于 250mL 三角瓶中加入 95mL 0.05M pH5.0 醋酸缓冲液，然后加入 5g 木质素或滤纸，

以纤维素酶活为 15FPU/gDM,纤维二糖酶活为 31CBU/gDM 的加入量加入纤维素酶或纤

维二糖酶或其混合物(Accellerase 1000, Spzyme CP, Novozyme 188，见表 )，然后将其置

于 50
 o

C 转速为 200r/m 的水浴摇床中抚育 24h，并分别在 0，3，7，12，24h 取样，取

样量为 2mL，经适当稀释后测定酶活(FPU，CBU)和蛋白含量(Bradford 法)变化，每个

实验两个平行。 

表 4.2   纤维素酶失活实验中不同纤维素酶的加量 

Table 4.2 Enzyme loading of different cellulases during the deactivation experiments 

纤维素酶 加酶体积(mL) 

加酶量 

滤纸酶活 

(FPU/g DM) 

纤维二糖酶活
(CBU/gDM) 

Accellerase 1000 (A1000) 1.12 15 31 

Spezyme CP (CP) 1.07 15 6.6 

Novozyme 188 (188) 0.23 / 31 

Spezyme CP 与 Novozyme 

188 混合物 (CP+188) 
1.07+0.18 15 31 

4.1.4.4  木质素的制备[106]
 

取干基质量为 100g 蒸汽膨爆后玉米秸秆于 5L 发酵罐中，加入去离子水 1900mL，

以 15FPU/gDM 的加酶量加入纤维素酶 Accellerase 1000，与 50
 o

C、200r/m 下水解 48h，

然后 8000r/m 离心 10min 去掉上清液，并加入去离子水混匀， 8000r/m 离心 10min 去掉

上清液，如此反复三次。然后用磷酸盐缓冲液(pH7.4)调至固含量为 5%，加入蛋白酶 K

于 37
 o
C 处理过夜，然后 80

 o
C 加热 15min 后再次离心并用 1mol/LNaCl 洗涤后反复用去

离子水洗涤三次，与 105
 o

C 下烘干，并存于 4
 o
C 备用。 

4.1.4.5 纤维素酶活测定方法 

    (1) 纤维素酶滤纸酶活测定 
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纤维素酶测定根据国际纯粹与应用化学联合会(IUPAC)推荐纤维素酶活测定方法
[107]，一个纤维素酶滤纸酶活单位(FPU)定义为 50oC 时 1h 内从 50mg Whatman 滤纸中释

放 2mg 还原糖所需酶量。主要步骤为：准确称取 50mg 滤纸于试管中，加入 1mLpH4.8 

0.05M 柠檬酸缓冲液然后加入 0.5mL 适当稀释的酶液，于 50oC 水浴中反应 60min，后

加入 3mLDNS 试剂并在沸水浴中煮沸 5min，然后取 0.2mL 显色液于 2.5mL 去离子水中

混匀，于 540nm 下比色。实验中同时以缓冲液作背景，以滤纸和酶液分别作对照，并作

出吸光度与葡萄糖浓度的标准曲线。 

    (2) 纤维二糖酶活测定 

纤维二糖酶活测定亦根据国际应用化学联合会(IUPAC)推荐纤维素酶活测定方法
[107]并做了如下修改：酶活测定的反应体系包括 1mL 的浓度 80mM 的纤维二糖溶液

(0.05M 柠檬酸缓冲液，pH 4.8)和 1mL 适当稀释的酶液，50
o
C 下反应 10min，用葡萄糖

试剂盒测定产生的葡萄糖量。一个纤维二糖酶活单位(CBU)定义为每分钟从纤维二糖水

解出 2µmol 葡萄糖所需的酶量。 

4.1.4.6  蛋白含量测定(Bradford 法) 

主要步骤为：取 Bradford 工作液 2mL 于试管中，然后加入待经适当稀释的待测样

品 100µL，摇匀，反应 2min 后于 595nm 下测定其吸光度。 

此法同时要以牛血清蛋白作标准曲线(图 1)。 
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图 4.1   Bradford 法测蛋白含量标准曲线 

Fig.4.1   Standard curve of protein in Bradford method 

4.1.4.7  糖分析测定 

水解过程产生的总还原糖通过 DNS (3，5-二硝基水杨酸) 比色法测定。 

水解过程生成的单糖和纤维二糖通过高效液相色谱(HPLC)测定(LC-20AD, 示差检

测器 RID-10A, 岛津)，色谱柱为 Bio-rad Aminex HPX-87H，柱温为 65
o
C，流动相为 5 mM 
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H2SO4 流速为 0.6 mL/min。所有样品 3000r/m 下离心 3min，取上清液适当稀释后过

0.22µm 醋酸纤维滤膜过滤。 

4.2  实验结果与分析 

4.2.1  固含量对 Accellerase 1000 催化水解纤维素的影响 

不同固体含量下 Accellerase1000 催化水解纤维素的情况如图 4.2 和表 4.3。 随着时

间的延长糖得率都逐渐升高，但增加的速度逐渐减缓。虽然在固含量较高时水解所得到

的糖浓度比低固体含量时要高(表 4.3)，但在低固体含量时水解 24h 后葡萄糖得率较高，

随着固体含量的增加葡萄糖得率逐渐降低。如在固体含量为 5%时，24h 后葡萄糖得率

为 24.3%，而在固体含量为 30%时，其得率只有 17.3%。而纤维二糖与之相反，固体含

量越高得率也越高。在固体含量分别为 5%和 30% 时纤维二糖的得率分别为 2.41%和

7.68%。但在糖化初期(0-2h)葡萄糖得率在各固体含量下，相差并不大。 

表 4.3   不同固体含量下的滤纸经 Accellerase 1000 水解 6h 和 24h 后的糖浓度 

Table 4.3   Sugars concentration at 6h and 24h of filter paper enzymatic hydrolysis by Accellerase 

1000 at different solid content 

时间(h) 6h 24h 

固含量(%) 5  15  25  30  5 15  25  30  

葡萄糖(g/L) 8.28  25.9  47.9  52.3  14.1  37.2  65.9  81.7  

纤维二糖(g/L) 1.28  6.38  20.7  24.7  1.34  4.36  21.1  34.6  

Glucose:

Cellobiose:
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图 4.2   不同固含量下 Accellerase 1000 催化滤纸水解结果 

Fig.4.2   Results of filter paper hydrolysis by Accellerase 1000 at different solid content 

这主要可能是由于固体含量较高时，纤维素经酶水解后产生的糖浓度较高抑制了纤

维二糖酶的活性，使得纤维二糖到葡萄糖的转化速率降低纤维二糖积累导致。同时随着

时间的延长，纤维素酶由于剪切失活和热失活等原因，进一步降低了葡萄糖的得率。而
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在水解初期，虽然糖浓度相差较大，但由于纤维素酶活性较高，同时高固含量时滤纸在

反应初期还没全部补加到发酵罐中而纤维素酶则在反应开始时已全部加入，纤维素酶此

时相对过量，因此糖得率也没有大的差别。 

4.2.2  不同反应器中转速对 Accellerase 1000 催化纤维素水解的影响 

在不同反应器和不同转速下 Accellerase 100 催化水解纤维素的情况如图 4.3，其中

图 4.3 a)在带有螺带式搅拌桨的 2-L 生物反应器中进行，图 4.3b)为普通三角瓶，图 4.3 c)

为改造三角瓶. 相同转速下不同反应器中的滤纸水解情况差别不大, 在水解 12h 后基本

上都能得到相同的糖浓度.如转速为 50r/m 时，12h 后发酵罐，普通三角瓶和改造三角瓶

葡萄糖得率分别为 14.24g/L, 14.44 g/L, 14.52 g/L。 

而在不同的转速下，转速越高水解 12h 后葡萄糖与纤维二糖浓度越低,如在普通三角

瓶中 50r/m 时葡萄糖浓为 14.44g/L 而 200r/m 时为 10.84g/L，发酵罐中 50r/m 和 200r/m

时，水解 12h 后的纤维二糖分别为 1.30g/L 和 0.49g/L，但在反应初期, 高转速和低转速

下的糖浓度相差不大. 

以上结果说明，在较低固含量(5%)较高酶量(15FPU/gDM)的条件下，传质问题可能

已经不是影响纤维素酶水解的主要原因，相反由高转速引起的剪切强度增大从而加快了

酶的失活成为限制酶水解的主要因素。 

 

图 4.3   不同反应器不同转速下 Accellerase 1000 催化纤维素水解情况 

Fig. 4.3   Filter paper hydrolysis at different rotation rates in different reactors by Accellerase 1000 

4.2.3  不同酶量和固含量下转速对 Accellerase 1000 催化水解纤维素的影响 

在不同固体含量和不同加酶量的条件下转速对 Accellerase 1000 催化水解纤维素的

影响情况如图 4.4 其中图 4.4 a)为 5%固含量，15FPU/gDM; 图 4.4b)为 10%固含量，

15FPU/gDM; 图 4.4 c)为 5%固含量，3FPU/gDM。 

在较低固含量下(5%)，在较低酶量(3FPU/gDM)的条件下, 随着转速的提高酶解 24h

后得到葡萄糖浓度逐渐降低, 而纤维二糖却随之升高(图 4.4c), 而在较低固含量(5%)高
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加酶量(15FPU/gDM)的条件下, 酶解后的葡萄糖和纤维二糖浓度都随着转速的提高而降

低(图 4.4a). 但在较高固含量(10%)的条件下, 随着转速的提高酶解后的葡萄糖浓度逐渐

提高, 而纤维二糖的浓度随之降低(图 4.4b). 这可能是由于在较低固含量下，相同转速下

搅拌剪切比较高固体含量下更强，从而引起了纤维素酶失活加速。而在酶量较低的情况

下，高转速下纤维二糖的积累和葡萄糖的降低可能是由于 Accellerase 1000 中纤维二糖

酶的失活速率高于纤维素酶中其它组分引起的。在固含量较高时，低转速下混合较差会

引起局部浓度过高而增大产物对纤维素酶的抑制作用，但提高转速后可缓解此影响。 

  这说明，在较低固含量(5%)的条件下传质已不是限制纤维素水解的主要因素，纤

维素酶的失活成为主导因素，而在较高固含量(10%)的条件下, 提高转速可以使质量混合

更加均匀, 从而降低了由于局部糖浓度过高引起的产物抑制情况，因此在较高固含量条

件下传质问题是影响纤维素水解的主要原因。 

 

图 4.4   不同酶量和固含量下 Accellerase 1000 催化水解纤维素的情况 

Fig. 4.4   Filter paper enzymatic hydrolysis at different cellulase loadings and solid contents by 

Accellerase 1000 

4.2.4  温度对 Accellerase 1000 催化水解纤维素的影响 

不同温度下 Accellerase 1000 催化水解纤维素的结果如图 4.5，从图中可以看出，在

温度一定时，随着时间的延长葡萄糖的浓度都逐渐增加, 且增加速率逐渐降低. 随着温

度的提高, 相同时间内温度较高时产生的葡萄糖较多 , 在低于纤维素酶的最佳温度

(50
o
C)时，提高温度有利于增加纤维素的最终的转化率和初期的葡萄糖产生速率。在高

于最佳温度时，提高温度有利于增加初期葡萄糖产生速率，使达到最大糖浓度的时间缩

短，但之后葡萄糖几乎没有增加，可能是由于失活加快的原因。 

从此结果中可以看出，较高的温度是有利于提高纤维素酶的催化速率的，但失活也

会加快，因此获得耐高温纤维素酶对提高水解速率，缩短水解时间是有利的。 
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图 4.5   不同温度下 Accellerase 1000 催化水解纤维素的情况 

Fig.4.5   Filter paper enzymatic hydrolysis by Accellerase 1000 at different temperatures by 

Accellerase 1000 

4.2.5  不同纤维素酶在缓冲液中失活情况 

  三种商业用纤维素酶(Accellerase 1000, Spezyme CP ) 和纤维二糖酶(Novozyme 188)

在缓冲液中的失活情况如图 4. 6，从图中可以看出，三种纤维素酶的滤纸酶活随时间逐

渐降低，Accellerase 1000 (A1000) 的失活速率较 Spezyme CP (CP)快(图 4.6, a))。Spezyme 

CP 与 Novozyme 188 混合(CP+188)后的酶活较单纯的 Accellerase 1000 和 Spezyme CP

高，可能是由于酶活测定时产生的葡萄糖相对较多增大了酶活测定时的吸光度，或由于

Novozyme 188 中具有少量的纤维素酶滤纸酶活引起。从图 4.6 a)中还可以看出，在初期

个纤维素酶的失活速率较快，而随着时间延长，失活速率逐渐变慢， 

   三种纤维素酶的纤维二糖酶活随时间变化见图 4.6，b)，由于 Spezyme CP 中的

纤维二糖酶活很低，故实验中没有测定单纯的 Spezyme CP 的纤维二糖酶失活曲线。从

图中可以看出，Novozyme 188 (188) 和 Spezyme CP 与 Novozyme188 的混合物(CP+188)

在缓冲液中的失活并不明显，说明其在最佳 pH 缓冲液中具有较强的稳定性。而

Accellerase 1000 中的纤维二糖酶的稳定性相对较低，随着时间的延长，酶活降低较大。 
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图 5   纤维素酶在 pH5.0 醋酸缓冲液中的失活情况 

Fig. 4.6   Deactivation of cellulases in the acetate buffer (pH 5.0) 

图 4.7 为各缓冲液中可溶性蛋白的含量变化，从图中可以看出，不同的酶液中蛋白

的浓度并不相同，Spezyme CP 中的蛋白含量要远高于 Accellerase 1000 和 188，而

Novozyme188 中的蛋白含量最低。从图中还可看出，随着时间的延长，各缓冲液中的可

溶性蛋白逐渐减少，且在初期蛋白含量降低较快，而随着时间延长，逐渐变慢，这是说

明随着时间的延长，缓冲液中的蛋白质发生了变性失活。 



第 82 页                                                      华东理工大学   硕士学位论文 

此结果说明，不同的纤维素酶的在缓冲液中的稳定性是不同的，酶活都随着时间的

延长而降低，但幅度不同，因此在酶水解过程中选择稳定性较高的纤维素酶是很有必要

的。 
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图 4.7   各纤维素酶在 pH5.0 醋酸缓冲液中的可溶性蛋白变化情况 

Fig. 4.7  Time course of soluble protein during the deactivation of cellulases in acetate buffer (pH5.0) 

4.2.6  不同纤维素酶在木质素存在的缓冲液中失活情况 

在木质素存在下, 纤维素酶的失活趋势和在单纯的缓冲液中类似, 总滤纸酶活随时

间逐渐降低 同样 Accellerase 1000 的失活速率比 Spezyme CP 快(图 7a)且酶的失活主要

发生在前 6h 内，随着时间的延长失活速率逐渐降低。纤维二糖酶活也同样随时间的延

长而降低，且 Accellerase 1000 的纤维二糖酶失活速率比 Novozyme 188 快(图 7b)。 

与在单纯的缓冲液中相比，在木质素存在下纤维素酶滤纸酶活在 24h 内的平均失活

速率较慢慢，如在24h时Spezyme CP和Accellerase 1000的残存酶活分别为70.56FPU/mL

和 0.47FPU/mL(图 7b)，而在单纯的缓冲液中分别为 0.48FPU/mL 和 0.36FPU/mL，而纤

维二糖酶活失活速率比在缓冲液中快(图 5b). 这可能主要由于木质素对纤维素酶的吸附

对纤维素酶有一定的保护作用，从而减小了失活速率, 而对于纤维二糖酶,由于木质素固

体颗粒的存在增大了剪切强度，其失活速率加快。  
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图 4.8   不同纤维素酶在木质素(5%)存在的 pH5.0 醋酸缓冲液中失活情况 

Fig. 4.8   Deactivation of cellulases in acetate buffer (pH5.0) with lignin of 5% 

4.2.7  不同纤维素酶在在滤纸水解过程中失活情况 

在以滤纸为底物水解过程中的纤维素酶失活情况如图 4.9a), 3h 时的酶活为稀释 2 倍

后的测定结果，其它点为稀释 6 倍后的测定结果。从图中可以看出随着时间的延长，滤

纸水解过程中纤维素酶活逐渐降低，且失活速率在前 6h 内最快，在超过 6h 基本不变。

在 3h 所测酶活极低，主要是因为测定时稀释倍数太小，水解过程中产生的还原糖抑制

了纤维素酶的活性，这也表明产物抑制是纤维素酶水解过程中的重要影响因素，甚至在

反应初期就可以将酶活抑制在较低的水平。 

a) 
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三种酶相比，Spezyme CP 与 Novozyme 188 的混合物在酶活上要比单纯的 Spezyme 

CP 和 Accellerase 1000 高，失活速率也较慢，而 Accellerase 1000 的失活速率最快。 
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图 4.9   不同纤维素酶在滤纸(5%)水解过程中失活情况 

Fig. 4.9   Deactivation of cellulases during filter paper hydrolysis at solid content of 5% 

滤纸水解过程中的纤维二糖酶失活情况如图 4.9b)，其酶活降低同样随时间延长而

降低，但并没有纤维素酶那样迅速。三种酶相比，Novozyme 188 和 Spezyme CP 相对

失活较慢，而 Accellerse 1000 失活则较快。 

三种酶水解过程中产生的还原糖和葡萄糖情况如图 4.10，从图中可以看出，Spezyme 
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CP 与 Novozyme 188 的混合物产生的总还原糖和葡萄糖的总量和产生速率都高于单纯

的 Spezyme CP 和 Accellerse1000，而 Accellerase 1000 中虽然初始纤维二糖酶活的比

Spezyme CP 高的多，但产生的葡萄糖量却仅略高于 Spezyme CP，说明 Accellerase 1000 

中的纤维二糖更容易失活或收到产物的抑制。 
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图 4.10  不同纤维素酶在滤纸水解过程中糖的产生情况 

Fig. 4.10   Sugars production during the filter paper hydrolysis by different cellulases. 

4.2.8  纤维素酶在水解过程中的葡萄糖抑制情况 

初始葡萄糖对纤维素酶水解过程中的抑制情况如图 4.11，从图中可以看出，随着初

始葡萄糖浓度的增加，在水解相同时间后产生的葡萄糖的量大大减少，在初始葡萄糖浓

度为 50g/L 时，Accellerse1000 和 Spezyme CP 产生的葡萄糖量分别仅相当于初始不加葡

萄糖的 57.8%和 69.2%，当初始葡萄糖浓度增加到 200g/L 时产生的葡萄糖量就更少了(图

4.11a)，从图 10b 中可以看出，随着初始葡萄糖浓度的增加，其对纤维素酶的抑制程度

也增加，当初始葡萄糖浓度达到 100g/L 时期对 A1000 和 CP 的抑制程度就已分别达到

50%和 56%。 

这说明初始加入的葡萄糖对纤维素酶产生很大抑制作用，且葡萄糖浓度越高，抑制

效果跟明显。 

从图中还可以看出，Spezyme CP 与 Accellerase 相比在初始葡萄糖浓度较低时其受

到的抑制程度较低，而 Accellerase 1000 受到的葡萄糖的抑制在初始葡萄糖浓度较低时

所受到的抑制就较强。  

a) 
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图 4.11   葡萄糖对不同纤维素酶催化滤纸酶水解的抑制情况 

Fig. 4.11   Glucose inhibition on filter paper enzymatic hydrolysis with different cellulases. 

4.3  结论 

通过本部分实验我们考查了固体含量、温度、转速、酶量、反应器类型等对纤维素

酶水解的影响，同时对比了纤维素乙醇中三种最常用的工业纤维素酶在游离状态下，木

质素吸附状态下及水解过程中的失活的情况，而且考查了葡萄糖对两种纤维素酶的抑制

情况。 

酶水解固体含量队最终糖浓度较高和纤维素的转化率都有很大影响，这主要涉及到

体系的混合状况和酶的抑制情况，因此在实际水解过程中选择合适的固含量是很重要

的。 

在固体含量较低的情况下，不同反应器中的水解情况是基本相同的，但转速却能影

带格式的: 字体颜色: 自动设置
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响纤维素的酶解效率，低固体含量下提高转速是不利于最终的酶解得率的，而在高固体

含量下，提高转速却是很有必要的，酶量对纤维素的酶解效果影响最为直接，且低酶量

时纤维素酶受剪切作用而失活的现象更加明显。 

在低于纤维素酶的最适温度或稍高于最适温度时，纤维素酶都具有活性，但水解速

率不同，适当提高温度是有助于加快纤维素水解速率缩短水解时间的。 

不同纤维素酶在不同存在状态下的失活情况是不同的，在游离状态下纤维素酶似乎

更容易失活，在纤维素水解过程中纤维素酶的失活也是很明显的，在初期失活速率是最

明显的，随着时间的延长失活速率会降低。 

纤维素酶受葡萄糖的抑制作用是非常明显的，葡萄糖浓度越高抑制越明显，且不同

的纤维素酶受到的抑制情况不同。 

因此，在通过酶水解的方法水解纤维素的时候，必须要选择合适的固体含量，温度，

转速，酶量及反应器，在选纤维素酶时既要考虑其活力大小同时还要考虑其稳定性和耐

抑制性等情况，本文对以上条件进行了探讨对木质纤维素酶水解具有一定的指导意义。 
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