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玉米芯工业残渣生产乙醇过程中纤维素酶的循环和高浓度纤维素乳酸发

酵醪的固液分离 

摘要 

玉米芯工业残渣是在木糖（醇）生产过程中，将玉米芯中的半纤维素提取后剩余

的工业残渣，其纤维素含量丰富、半纤维素含量低且不需预处理，是一种生产乙醇或

其他高附加值产品的优良木质纤维素原料。然而，在同步糖化与发酵生产乙醇过程中，

纤维素酶成本占到了 50%左右。本研究在利用玉米芯工业残渣生产乙醇的过程中，通

过间歇减压蒸馏和补充物料的方式，来实现纤维素酶的循环利用，进而降低乙醇生产

过程中纤维素酶的用量。在 30%固体含量玉米芯工业残渣同步糖化与发酵过程中，通

过间歇减压蒸馏和补料的方式将纤维素酶用量从 15FPU/g DM（dry material, DM）降

低到 10 FPU/g DM，乙醇的得率高达 83.69%，比常规的在 10 FPU/g DM 酶量下的同

步糖化与发酵过程乙醇得率高出 19.72%，是 15 FPU/g DM 酶量下乙醇得率的 0.934 倍。

本研究提供了一种玉米芯工业残渣生产乙醇过程中纤维素酶的循环利用的方式，将利

用高固体含量玉米芯工业残渣乙醇生产以及分离、纤维素酶循环利用和酵母细胞的循

环利用相结合，为高固体含量下纤维乙醇的连续性或半连续性生产提供了一种切实可

行的办法。 

此外，本文还研究了高固体含量玉米秸秆乳酸发酵醪的固液分离，开发了一种简

单高效的玉米秸秆乳酸发酵醪的固液分离方式，即将玉米秸秆乳酸发酵醪与壳聚糖溶

液混合壳聚糖浓度为 0.74 g/L，并在 20–30
 o
C、pH 5.5 的条件下混合 10 秒，然后真空

抽滤 15-25 分钟，即可得到澄清的乳酸发酵液，乳酸的收率为 64.48-68.68%。本方法

为纤维素乳酸的大规模工业化生产提供了有效的技术储备。 

关键词：玉米芯残渣；减压蒸馏； 纤维素酶回收；絮凝；壳聚糖 
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Studies on the cellulase recycling during ethanol production using 

corncob residues through vacuum distillation and solids/liquid separation 

of lactic acidfermentation slurry using pretreated corn stover at high 

solids loading 

Abstract 

Corncob residues were the industrial byproducts during xylose or xylitol production 

process, in which the most hemicellulose was separated. Due to the high cellulose content, 

low hemicellulose and no need to conduct pretreatment, corncob residues were considered a 

suitable substrate for ethanol or other high-value chemical production. However, the 

cellulase cost accounts for nearly half of the cellulosic ethanol production cost during 

simultaneous saccharification and fermentation (SSF) of lignocellulose. The objective of 

this study was to recycle the cellulase and further decrease the cellulase dosage through 

intermittent vacuum distillation for ethanol separation and fresh substrate feeding during 

SSF of corncob residues. The results showed that when the cellulase dosage was decreased 

from 15 FPU/g DM to 10 FPU/g DM through intermittent vacuum distillation and fresh 

substrate feeding, the final ethanol yield based on the theoretical ethanol production reached 

83.69%, which was 19.72% higher than that conducted in the conventional SSF at 10 FPU/g 

DM, and could compete for that conducted in the conventional SSF at 15 FPU/g DM 

(0.934). This study provided a practical method for in-situ ethanol separation, ethanol 

condensation, cellulase and yeast cells recycling for efficient cellulosic ethanol production 

using lignocellulosic feedstock. 

In addition, this study also investigated and developed a simple and efficient solids/liquid 

separation method for high concentration cellulosic lactic acid fermentation slurry. The 

chitosan was added into the lactic acid slurry to reach 0.74 g/L, then adjusted the pH value to 

5.5 and mixed evenly for 10 seconds at 20-30 
o
C. After that the mixture was filtered under 

vacuum condition for 15-25 minutes and the clear lactic acid liquid without solid residues was 

obtained, in which the lactic acid recovery could reach 64.48-68.68%. This solids/liquid 

separation method was a useful technique reservoir for the large scale cellulosic lactic acid 

industrially production.  

Key words: corncob residues; vacuum distillation; cellulase recycling; flocculation; 

chitosan 
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第一章  文献综述 

随着世界工业化的快速进行，对石油、天然气等化石燃料的需求快速增长[1]。化

石燃料占总的能量消耗的 80%，其中有 50%属于交通运输燃料[2]。但是化石燃料不可

再生，储量有限；而且，化石燃料的使用造成了大量温室气体排放，导致气候变迁、

全球变暖、海平面上升以及冰川退化等问题[3, 4, 5, 6]。此外，石油需求的增长导致原油

价格的增长，从而直接影响全球的经济[7]。因此，众多不利因素促使人们寻求一种可

再生的、可持续的、成本低廉的、高效的且不危害环境的燃料[8, 9]。 

生物能源是由生物质加工得到，被视为环境友好型的替代能源。由于生物质生长

过程吸收二氧化碳，使用生物质能源则是将二氧化碳释放的过程（虽然这种理念受到

争议）。因此，人们普遍认为在生产生物质和使用生物质能源的过程中是一个碳吸收和

释放平衡的过程。同时，采用生物质生产出来的各种液体和气体燃料产品将减少人们

对石油的依赖，并有可能改变当前世界的政治格局。采用不同的加工方式，可以生产

出不同的生物燃料，如乙醇、甲醇和生物柴油等[10]。生物乙醇可取代汽油用于火花点

火发动机，而生物柴油和绿色柴油可适用于压燃式发动机[11]。因此，生物质能源的出

现可视为一种能限制温室气体的排放和寻找新的能源策略的重要方式[12]。 

此外，由于全球经济的快速发展，乙醇、乳酸、多元醇等化学品的需求快速增长，

但是石油等化石燃料日益减少，人们开始关注利用生物质进过生物炼制获得乳酸、丁

醇等大宗化学品。虽然现在利用生物质进行生物炼制，还有许多关键技术亟待突破。

但是，随着各国在生物炼制产业研究投入的不断增加和生物技术、化学工程技术等技

术的不断进步，生物炼制生产乙醇、生物柴油等液体燃料和乳酸、多元醇等化学品一

定会蓬勃发展，未来会在解决能源问题、环境问题、粮食问题等方面取得瞩目的成就。 

1.1  木质纤维素生物炼制 

1.1.1  生物质原料 

生物质来源于林木、农林废弃物、草、花卉植物、水生植物、农作物等，它们种

类众多且可再生（见图 1.1）。通过光合作用，植物将水和二氧化碳转化成初级和次级

生化代谢产物，它们都是工业上重要的化学品。初级代谢产物是碳水化合物（单糖、

纤维素、半纤维素、淀粉等）和木质素，它们之间形成高度致密的结构称为木质纤维

素，大量存在植物中并且可以转化成生物质化学品。次级代谢产物是一些高附加值的

化学品，如树胶、树脂、橡胶、蜡类萜烯、类固醇、甘油三酯、单宁、植物酸、生物

碱等，它们在植物中占的比重较小[13]，可以作为食品风味剂、饲料添加剂、药物、功

能性食品等。 

增强生物质的利用需要开展新的生物炼制工艺，使之能与自然达到和谐并且能高效
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的生产、转化和利用生物质原料[14]。因此，很多科学家致力于生物质集成转化技术的

研究，如 Huang
[14]等评估了利用木质纤维素生产生物乙醇和其他化学品的相关分离方

法和技术。文章中探讨了现在和未来利用玉米生产乙醇的生物炼制技术、木质纤维素

生产乙醇的生物炼制技术、整合木质素/林木的生物炼制技术、提取半纤维素和其他附

加化学品（从玉米–乙醇工厂得到玉米胚芽、纤维素和面筋）以及乙醇产品的分离和提

纯。对于未来的生物炼制，分离技术如萃取精馏、分子筛吸附以及生物基本吸附、纳

滤、萃取–发酵、反应器中膜渗透蒸发、真空膜蒸馏等对未来的研究、发展以及运用具

有很大潜力。 

                                                                                             

                                                                                                                     

 

                                                                                             

                                                                                               

                                                                                               

                                                                                                 

                                                                                              

                                                                                                

                                                                                                    

                                                                                           

                                                                                              

 

 

 

                                                                                               

                                                                                              

                                                                                             

                                                                                               

                                                                                                 

                                                                                                   

                                                                                                

                                                                                               

表 1.1  可再生的生物炼制原料 

Fig. 1.1  Biomass as renewable feedstock to biorefineries 

 

1.1.2  生物炼制概述 

生物炼制是将生物质转化过程和机械设备相结合，然后从生物质中得到生物燃
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料、化学品和能量的过程。生物炼制的目标就是利用生物或化学的技术和处理方式将

生物质转化成化工产品。生物炼制需要深度理解生产工艺、化学、生物质的转化工艺

以及经济学和环境相关的问题。 

                                                                                                    

                                                                                                            

                                                                                                             

                                                                                                          

                                                                                                          

                                                                                                          

                                                                                                          

                                                                                                            

                                                                                                         

                                                                                                          

                                                                                                          

                                                                                                           

                                                                                                           

                                                                                                         

                                                                                                           

                                                                                                         

                                                                                                         

                                                                                                          

                                                                                                          

                                                                                                           

                                                                                                         

                                                                                                          

                                                                                                           

                                                                                                           

                                                                                                         

                                                                                                           

                                                                                                          

                                                                                                         

                                                                                                           

                                                                                                          

                                                                                                           

                                                                                                           

                                                                                              

图 1.2  生物质的转化过程 

Fig. 1.2  Biomass conversion process 

 

生物炼制是基于生物质作为原料生产众多生物基化学品。生物炼制的基本概念是

是利用生物质生产生物燃料以及化学品的平台。生物炼制的主要方式有三种：热化学

法、物理化学法以及生物化学法（见图 1.2）。物理化学法是将生物质压缩成型进行利
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用的方法。热化学法是将生物质在高温下转化成其他形式的能量的方法，主要包括直

接燃烧、气化、热解以及液化法四种方式。生物化学法是指生物质原料在微生物发酵

作用下生产乙醇、沼气、生物柴油等能源产品以及乳酸等大宗化学品。目前，生物炼

制主要集中在生物化学法，主要其具有以下优势：（1）微生物具有高效的合成能力，

能合成大多数的有机化学品；（2）反应条件温和，产物的手型选择性高；（3）能够高

效地制备替代石油化工原料的关键化合物以及生产各类大宗化学品；（4）具有污染少、

能耗低等。 

生物炼制，它不是简单的抄袭石油精炼，而是在一个高效的集成体系下生产各种

不同的生物炼制产品。每一种生物炼制方法都能从相应生物质原料精炼和转化成多种

有价值的产品。Clark
[16]等讲述利用绿色化学技术将低价值的废弃生物质转化成绿色化

学品如蜡、乙醇等。Chew
[17]等讲述了几种不同的催化剂以及它们在生产标准棕榈油和

精炼过程中所起的作用。生物炼制得到的产品不仅包括能从石油精炼获得产品还包括

一些不能从石油精炼获得特殊化学品[18]。为了得到更多的生物炼制产品，人们必须开

发新的工艺如（1）木质纤维素原料的精炼，包括木质纤维素原料的预处理和木质素的

分离；（2）发展新型的物理、化学和机械预处理方式；（3）发展生物处理方式；（4）

组合转化方式，如生物技术和化学过程[19]。 

1.1.3  木质纤维素生物炼制产品 

木质纤维素生物炼制产品是指用除粮食以外的秸秆等木质纤维素类农林废弃物

为原料生产而得到化工产品和绿色能源，主要包括生物质制糖、燃料乙醇、乳酸、沼

气、生物柴油、生物塑料以及生物多元醇等。由于化石燃料储量的的减少，以及在燃

烧过程会造成严重的环境问题，因而采用木质纤维素生产生物炼制产品具有广阔的前

景。目前，我国政府高度重视生物炼制行业的发展，颁布了生物能源相关的法律和法

规，大力推进可再生能源的发展，希望在 2020 年可再生能源的消费量占总能源消费量

的 15%。与此同时，各地的企业家和科研机构先后建立了木质纤维素制糖、生产乙醇

以及乳酸的中试项目。但是，在利用生物质原料生产生物炼制产品的过程中，有 3 个

国际公认的需要解决的重要技术问题是：将木质纤维素降解为可发酵的葡萄糖等单糖；

通过基因工程和微生物代谢工程的研究，将可发酵的糖进行微生物转化；简捷、高效

的产物分离技术。由于木质纤维素结构致密对生物转化有较强的抗性，将大分子多糖

降解为微生物可利用的单糖是目前最大的技术屏障。只有突破以上 3 个关键技术问题，

才能经济地利用木质纤维素生产燃料乙醇以及其它化学品，为生物炼制行业奠定坚实

的基础。 

目前，利用木质纤维素进行生物炼制的两个最主要的研究方向是生产纤维素乙醇

来替代车用汽油和生产重要的大宗化学品，如可降解塑料聚乳酸的单体–L-乳酸。下面

将对这两个方向的研究进展进行概述。 

1.2  纤维素乙醇 
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1.2.1  纤维素乙醇概述 

采用可再生的生物质原料生产得到的乙醇称之为生物乙醇，它是一种环境友好型

可再生的能源[20]，可直接用于改进的火花点火式发动机或与汽油混合后使用。与汽油

相比，乙醇含有微量的硫，因此乙醇能改善燃料的燃烧效果，以及减少有害气体二氧

化硫的排放。 

在生物燃料市场中，生物乙醇主要是用淀粉类物料生产获得，一般是利用葡萄糖

或淀粉发酵生成乙醇[21]。但是，由于粮食资源的短缺，世界各国都在寻求利用生物质

原料生产生物乙醇。然而采用生物质原料生产乙醇的工艺十分复杂[21, 22]，是一种完全

不同于利用淀粉生产乙醇的方式，主要原因在于木质纤维素原料有纤维素以及包围微

纤维素的半纤维素、果胶和木质素，且对于不同的植物各种组分的含量都不同。因而

要将木质纤维素进行发酵，必须进行预处理，破坏其致密的结构，才能使其被纤维素

酶水解成为微生物可利用的糖，发酵生成乙醇。 

目前，利用生物质生产乙醇研究最为广泛的技术是同步糖化与发酵技术。此方式

是将木质纤维素的糖化与乙醇的发酵工艺整合在一起，操作简单，设备少，乙醇浓度

高且不易染菌而备受关注。此外，有一些微生物如链孢霉菌、念珠菌等直接将纤维素

发酵生成乙醇[23]。将纤维素酶的生产、纤维素的水解、乙醇的发酵整合在一起是一个

十分具有潜力的方法。将乙醇商业化的最大问题是整个过程中成本太高，要降低这些

成本就需要发展高效的预处理方式、性能稳定的基因工程菌、降低纤维素酶的成本和

乙醇的分离成本等[24]。 

1.2.2  木质纤维素生产乙醇的工艺 

木质纤维素生产乙醇的步骤：原料的预处理、将木质纤维素糖化成发酵的糖、乙

醇发酵以及乙醇分离和提纯等。 

1.2.2.1  木质纤维素的预处理 

     由于各种生物质原料的性质不同，基本上没有通用的预处理方法。在最近几十年，

人们研究了许多预处理方式。根据消耗的能量不同，它们可分为生物、物理、化学、

物理–化学 4 种预处理方式。 

     生物预处理主要是利用褐色真菌、白腐菌和软腐菌等微生物降解木质素、半纤维

素、少量木质素以及其他更加难以分解的组分[25]。在白腐菌降解木质素过程中添加木

质素降解酶如氧化物酶和漆酶等[26]，可以更加有效地处理木质纤维素材料。这种预处

理方式具有花费少、能耗低、不需要添加化学物质、环境条件温和，但是与其他预处

理方式相比，最大的缺点是水解速率低[27]，所以需要寻求一种能快速高效脱除木质素

的担子真菌十分必要。 

物理预处理包括机械粉碎和挤压。机械粉碎是将原料进行切片和研磨，来减小原料

的尺寸和降低其结晶度，从而增大其表面积和降低聚合度[27]。由于其能耗大，因而可

行性比较低。挤压预处理是原料在通过挤压机，受到加热、混合和剪切的作用，引起

物理和化学性质的改变，被认为是一种新颖和有前景的预处理方式。螺旋和套筒内的
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高温能打乱木质纤维素的结构导致纤维素分离和降低纤维素尺寸，从而增加纤维素酶

和碳水化合物的接触[27]。 

化学预处理主要包括碱处理、酸处理、臭氧处理、溶剂处理和离子溶液处理等方式，

主要介绍一下碱处理和酸处理。在常温下，用碱处理生物质原料，需要几秒到几小时

不等，能有效地溶解木质纤维素中的木质素，增加纤维素以及可溶性纤维素和半纤维

素的分解[29]。这种预处理方式对农业废弃物比较有利，但会造成可发酵糖的损失以及

抑制物的生成。酸处理主要是利用酸溶解半纤维素，使得纤维素酶更容易接近纤维素。

但是在酸处理过程中利用浓酸会产生抑制物、腐蚀设备以及回收十分困难，因而不可

行。而稀酸预处理被广泛地运用于研究各种木质纤维素原料，似乎在工业上运用更加

可行。采用稀硫酸处理木质纤维素原料得到很高的糖化得率被广泛的报道。当小麦秆

用 0.75%（v/v）硫酸在 121
o
C 条件下处理 1 小时，糖化得率高达 74%

[30]；橄榄树用

1.4%稀硫酸在 210 
o
C 条件下处理水解得率达到 76.5%

[26]。 

物理–化学预处理主要包括蒸汽爆破、液体热水处理、氨纤维气爆、湿法氧化、微

波预处理、超声预处理和二氧化碳爆破等。在众多预处理方式中，蒸汽爆破是预处理

生物质原料中运用最广泛的一种物理–化学预处理方式。在这个过程中，原料经受几秒

到几分钟的高压蒸汽，然后突然减压，其处理的物料如白杨[31]、橄榄残渣[32]、玉米秸

秆[33]等都能用于乙醇的生产。由于水解了半纤维素中的乙酰基，因而这种方式结合了

机械力和化学反应。高温时随着乙酰基生成乙酸，水解会自动发生，同时水在高温的

条件下也可以作为一种酸。蒸汽爆破具有对环境影响较小，需要的固定投资较少，能

量利用效率高，获得较高的糖化得率等优势[34]。但是蒸汽爆破预处理也会产生较多的

糠醛等有毒物质影响发酵以及造成部分半纤维素的降解而使木糖损失。 

所有的预处理方式都是为了让纤维素酶更容易与纤维素反应，但是影响纤维素酶水

解最主要的因素是纤维素的结晶度、其可接近的表面积、木质素和半纤维素的脱除。

在这些预处理方式中，化学处理和热处理是目前最有效果和最可能实现工业化的预处

理方法。此外，多种方式相结合的预处理方式由于能达到较高的葡萄糖得率，也是一

种比较有前景的预处理方式。 

1.2.2.2  糖化与发酵 

木质纤维素乙醇发酵是采用纤维素酶水解预处理后的物料，然后利用酿酒酵母等

微生物发酵得到乙醇产品的过程，按其水解和发酵是否同时进行分成两种方式：分步

糖化与发酵（Separate Hydrolysis and Fermentation，SHF）和同步糖化与发酵

（Simultaneous Saccharification and Fermentation，SSF）。 

分步糖化与发酵生产是将预处理过的物料先用纤维素酶进行糖化离心得到糖化液，

然后将微生物接入糖化液中进行发酵生产乙醇，这是乙醇发酵的传统方式。这种方式

将水解过程和发酵过程分开进行，可以在各自的最优条件下进行，且反应时互相不影

响，且得到的发酵产物容易分离。但是这种方式在纤维素酶水解时容易形成产物抑制

以及发酵时底物抑制酿酒酵母的生长，此外还具有操作周期较长，工艺路线较繁琐，
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容易染菌等不利条件。 

同步糖化与发酵生产乙醇就是在反应器中利用纤维素酶水解预处理后的生物质原

料的同时接入微生物进行发酵而得到乙醇。同步糖化与发酵是在同一个反应器中进行

生物质的水解和发酵，纤维素酶水解过程中得到的糖类能迅速被微生物利用生成乙醇，

使整个反应过程中糖浓度保持在较低的水平，减少对纤维素酶的抑制，提高水解速率，

进而提高整个过程中的乙醇发酵速率，从而能得到较高的浓度的乙醇和较高的纤维素

转化率。此外，这种发酵方式设备简单，操作方便，且整个反应过程在同一个反应器

中进行，减小了染菌的风险。这种方法的缺陷在于糖化温度和发酵温度不同，需要寻

求优良的菌种，而且得到的纤维素乙醇发酵醪是固体和液体混合物，分离困难。 

1.2.2.3  乙醇的分离 

采用分子筛多塔精馏是目前从发酵液中分离生产燃料乙醇的标准方法，乙醇在发

酵液中能形成气液两相并达到平衡，乙醇等挥发性物质在气相中浓缩，然后将其移入

精馏塔中再次浓缩，得到纯度较高的乙醇。这种方法具有许多优势[35]：回收得到高浓

度的乙醇–在精馏过程中在塔底部得到极低乙醇溶液，塔顶能得到 99%纯度的乙醇产

品；在低浓度的乙醇溶液中容易达到气液两相平衡；在乙醇浓度高于 4%时，能够减

少能量的消耗；容易放大；可以用化工软件模拟物料平衡，节约投入和时间等。但是，

精馏也有许多不利方面：在没有其他分离操作时不能达到高纯度的产品；在乙醇浓度

低于 4%时，需要消耗大量的能量；操作温度较高（除非真空），一般高于发酵时的温

度，容易造成微生物的死亡和酶的失活；在小的反应器中热量和质量很难整合而不能

缩小。对于木质纤维素乙醇发酵醪减压蒸馏时，需要先进行固相和液相的分离，否则

由于固体残渣的存在，会造成整个精馏塔管路的堵塞，同时由于蒸馏时温度高，造成

发酵醪在蒸馏塔塔釜结焦，从而降低了整个蒸馏设备的分离效率以及使用寿命。因此，

开发新的纤维乙醇分离工艺来降低乙醇浓缩过程的能耗，对生物炼制行业有重要的作

用。 

现在人们研究了许多新的乙醇分离方法：渗透蒸发、蒸汽渗透、汽提、 液–液萃

取。这些技术可用于乙醇的回收和乙醇提纯。由于气提具有操作简单、可选择廉价的

二氧化碳作为提取剂以及能在发酵温度下操作等优势，因此从发酵液中气提乙醇具有

很大的吸引力[36, 37]。气提适合各种方式生产得到的乙醇，将气提得到的乙醇采用冷凝

的方式得到，但是也可以采用膜分离或吸附等方式。汽提与气提相似，主要不同在于

汽提采用的是水蒸气，汽提蒸汽虽然温度较高，但是汽提塔却处于负压和较低的温度，

这种方式乙醇的回收率可以达到 95%，有的甚至高达 99%。在液–液萃取中，向发酵

液加入一种萃取剂混合均匀后，乙醇将从发酵液中溶入萃取剂中，然采用一个多孔的

膜将两相进行分离。为了重复利用萃取剂，乙醇必须从萃取剂中释放出来。选择一种

合适的萃取剂十分重要，萃取剂的选择一般遵循以下原则[38, 39, 40]：选择性高，高的平

衡分配系数，互溶性高，能分离成两相，具有良好的界面张力以及价格低廉等。汽提

和气提以及液–液萃取分别涉及蒸汽和液体萃取剂，物理吸附与之相似。在物理吸附过
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程中，放入吸取剂的填料塔既可以作为吸附塔也可以作为解析塔，同时提取剂也不需

要从塔中移除。因此，物理吸附是一个装载和卸载吸附剂的循环过程。与液–液萃取相

比，固体吸附剂对于乙醇需要有高的吸附选择性和吸附平衡分布系数。此外，由于吸

附剂是固体，需要在乙醇和水中几乎不溶。最常采用的是不溶于水的沸石，如 ZMS-5

硅–铝沸石等[41, 42]。渗透蒸发是一个基本的膜过程，它是发酵液流过有孔或无孔的分

子薄膜并与之接触。在薄膜的一侧形成真空，产生渗透蒸汽，然后让发酵液中的乙醇

组分进入薄膜并分散通过薄膜，蒸发进入渗透蒸汽相。由于对于特定的薄膜材料，不

同组分具有不同的吸附和分散特性，因而某一特定的组分可在渗透液中富集。关于渗

透蒸发回收水和发酵液中乙醇有广泛的研究，但是渗透蒸发至今没有广泛的运用[43]，

主要原因在于提高乙醇–水的分离因子，热量的集成，减少渗透蒸发的成本等。 

在乙醇发酵过程中存在产物抑制，而传统的乙醇发酵由于不能将乙醇及时地从发

酵液中分离出来，造成严重的产物抑制作用，降低了乙醇的生产能力，提高了其生产

成本。此外，还限制了发酵液中纤维素转化率的提高以及发酵醪中乙醇浓度的增高。

为了消除发酵过程中乙醇的抑制作用，许多研究者提出了很多关于将乙醇的发酵以及

分离工艺同时进行的乙醇生产工艺。乙醇发酵与分离过程的耦合工艺是解决问题的主

要途径，也能有效地解决操作费用、设备费用以及能耗过高等问题。目前，人们研究

的乙醇分离耦合工艺有真空发酵、膜分离发酵、吸附发酵、气提发酵、萃取发酵等。

下面阐述一下真空发酵。 

真空发酵是由 Ramalingha 等提出，其原理是在发酵罐内保持一定的真空度，让发

酵液保持沸腾状态，使乙醇被蒸馏出来，进而消除乙醇的产物抑制作用。Ramalingha
[44]

研究了常压和真空状态的发酵，发现其最大的比生长速率相同，在真空条件下对数期

延长 2 小时，同时其最终细胞浓度是常压下的 2 倍，从而表明真空状态对细胞的发酵

活力更为有利。Ishida
[45]等在闪蒸系统中采用新的间歇操作方式，得到乙醇的生产率

为 12 g/(L·h)，Aline 等设计了一个由发酵罐、闪蒸罐、离心机和处理罐组成的连续发

酵系统，并模拟优化了这个操作过程，乙醇的生产率可达 23 g/(L·h)
 [46, 47]。但是真空

发酵也有许多弊端：需要将发酵液中不断累积的不挥发性组分排出并定期加入纯氧，

以保持细胞的生长活力；在发酵过程中生成的二氧化碳不易冷凝，要在常压下才能移

走，能耗比较大；真空操作操作费用高、设备负荷大且易造成污染。其他乙醇发酵与

分离过程的耦合的工艺的优缺点见表 1.1。 
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表 1.1  各种操作方法的比较 

Table 1.1  Contrast of different operation methods 

方法 能耗 成本 操作 缺点 应用前景 

真空发酵 高 费用高 真空操作 CO2 难排放，易

染菌 

解决能耗问题，可广

泛应用于工业生产 

吸附发酵 低 吸附剂成本低 容易 吸附剂容量小 效率低，目前进展不

大 

膜分离发酵 低 膜的成本高 常温操作 膜阻力大，易堵

塞 

效率低，易堵塞，实

际应用不可观 

萃取发酵 低 萃取剂成本高 操作简单 萃取剂的选择 关键在于解决萃取剂

或萃取方法问题 

气提发酵 低 CO2、N2 价格较低 简单易行 系统效率低 解决效率问题是关键 

 

1.2.3  玉米芯工业残渣生产乙醇 

玉米工业芯残渣是一种木质纤维素的废弃物，由于玉米芯含有丰富的木糖可用于

生产木糖醇和糠醛，在生产这些产品的过程中，半纤维素被利用，原料中只剩下木质

素和纤维素[48]。据估计生产 1 吨糠醛大约会产生 12–15 吨的玉米芯残渣，我国每年大

约有 2,300,000 吨玉米芯工业残渣可利用[49]。玉米芯工业残渣通常作为一种废弃物，

只是简单的用于燃烧而没有被充分的利用。由于玉米芯工业残渣作为木质纤维素原料

生产生物产品具有不须预处理，纤维素含量丰富，抑制物少等优势，因而玉米芯工业

残渣是一种生产乙醇或其他高附加值产品的优良废弃物。 

玉米工业残渣生产乙醇已被人们广泛研究。2012 年，山东龙力公司年产 5 万吨玉

米芯工业残渣生产乙醇项目获得国家发改委的批准。公司秉承“用芯改变世界”的理念，

全力打造玉米芯产业链模式，多层次的开发玉米芯，实现了玉米芯吃干榨尽式的综合

利用。先提取玉米芯中的半纤维素，生产木糖和低聚木糖，并对剩下的玉米芯工业残

渣进行二次开发，提取其中的纤维素，发酵生产乙醇，最后提取剩余废渣中的木质素，

生产新型的高分子材料。通过上游和下游的联动生产，不仅降低了生产成本，而且减

少了固体废弃物的排放，并实现了玉米芯的综合利用。Zhang
[50]等在采用酸和碱处理

玉米芯，移除非纤维素组分，然后采用同步糖化与发酵工艺生产乙醇，使得玉米芯中

纤维素的转化率高达 81.2%；采用分批补料的方式使玉米芯的固体含量达到 25%时，

乙醇的浓度能达到84.7 g/L，玉米芯纤维素的转化率能达到79%；Cheng
[51]等采用5-10%

的亚硫酸盐处理玉米芯工业残渣，能使其转化率达到 72.2%；Liu
[52]等采用一株产 β–

葡萄糖苷酶的酵母以玉米芯工业残渣作为底物，在 25%固含量的条件下，乙醇的浓度

能达到 25 g/L。但是，利用玉米芯工业残渣商业化生产乙醇过程中，由玉米芯工业残

http://info.china.alibaba.com/news/subject/v2-s5010985.html
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渣中半纤维素被水解，木质素含量高达 20%，在使用纤维素酶水解玉米工业芯残渣时，

纤维素酶大量吸附在木质素上，严重影响了玉米芯工业残渣了水解，并增加了纤维素

酶的成本，从而增加了玉米芯工业残渣生产乙醇的成本。因此，在利用玉米芯工业残

渣生产乙醇，降低纤维素酶成本和改进其预处理方式是今后研究的重点。 

1.3  纤维素酶的循环利用 

木质纤维素转化生产纤维乙醇对于生产可再生、环境友好型生物能源具有十分诱

人的前景。但是，水解过程中纤维素酶的成本是阻碍纤维素乙醇商业化的重要原因。

必须将纤维素酶加入预处理过的原料，将其酶解转化成可发酵的葡萄糖或木糖，然而

在此过程中大约占水解成本的 50%
[53]。因此，寻求一种可行的纤维素酶循环利用方式

来降低整个乙醇生产过程的成本十分必要。 

1.3.1  纤维素酶概述 

纤维素酶是一种十分重要的酶制剂产品，是由多种酶制剂组成的复合酶，主要有

由外切 β–葡聚糖酶、内切 β–葡聚糖酶以及 β–葡萄糖苷酶等组成，此外还具有很高活

力的木聚糖酶。由于纤维素酶在饲料、食品和纺织等领域运用广泛，人们将其视为淀

粉酶、糖化酶和蛋白酶又一种产业化的工业酶种。在中国，由于木质纤维素生物炼制

行业的快速发展，纤维素酶可能成为中国的第一大酶种。 

纤维素酶存在于自然界的许多生物中，细菌、真菌以及一些动物等都可以生产纤

维素酶。生产纤维素酶的微生物主要来自于真菌，典型的真菌有曲霉属（Aspergillus）、

木霉属(Trichoderma)和青霉属(Penicillium）。由于生产纤维素酶的菌种很容易退化，会

导致产酶能力严重下降，因此需要不断优化选育的产酶菌种。纤维素酶的生产方式主

要有固体发酵和液体发酵两种方式，固体发酵主要是以玉米芯、麦麸、稻草粉等原料

发酵得到。 

由于纤维素酶具有广阔的前景，因而应该加强纤维素酶的研究与开发工作。应从

以下几方面着手：（1）由于很难找到一种适合所有纤维素原料的纤维素酶，对其推广

产生了很大限制，因此需要加强纤维素酶作用机理的研究；（2）目前纤维酶的活性以

及产量不高，需选育出活性高和产酶量高的菌种，降低纤维素酶的生产成本；（3）纤

维素酶的检测方法比较繁琐，且方法较多，需开发一种能快速准确检测纤维素酶酶活

的方法。 

1.3.2  纤维素酶降解纤维素的机理 

纤维素酶的反应机理与其它的酶反应机理不同，其最大的区别是纤维素酶是由多

种酶制剂组成的复合酶，而且底物具有极其复杂的结构。由于其底物具有不溶于水的

特性，纤维素酶的吸附作用取代了酶与底物形成 ES 复合物的过程。纤维素酶能特异

性地吸附于底物中的纤维素上，然后在几种不同酶的协同作用下将纤维素分解生成葡

萄糖。 

Reese 等提出了 C1–Cx 的假说，他们认为必须在不同的酶之间相互协同作用下，
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才能将纤维素原料彻底水解成葡萄糖。协同作用普遍认为：首先，内切葡聚糖酶(C1

酶)进攻纤维素的非结晶区，形成 Cx 所需的新的游离末端，接着由 CX 酶在多糖链的

还原端或非还原端切下纤维二糖单元，再由 β-葡聚糖苷酶将纤维二糖水解为二个葡萄

糖。但是，纤维素酶相互的协同作用顺序是可以调换的，有人研究发现，C1–Cx 和 β-

葡聚糖苷酶一定要同时存在才可以将天然纤维素水解成葡萄糖。如果先用 C1 酶去作用

结晶纤维素，接着除掉 C1 酶，加入 Cx 酶，这样的顺序进行纤维素的水解不能将结晶

纤维素水解成葡萄糖。此外，在纤维素酶水解纤维素时，外切 β–葡聚糖酶和内切 β–

葡聚糖酶将会吸附在底物和木质素上，而吸附在木质素上的酶将是不可逆吸附，因而

造成纤维素酶的损失，但是纤维二糖酶会溶解于溶液中，几乎不会损失。 

1.3.3  纤维素酶循环研究 

纤维素酶与木质素发生不可逆的结合，阻碍了纤维素酶与纤维素的结合，严重影

响了酶解效率[54, 55]。Deshpande 和 Eriksson
[56]等提出木质素不会使纤维酶失活，但是

在完成玉米秸秆水解后将会有 40%的纤维素酶与木质素结合。人们提出一些减少木质

素吸附纤维素酶的方法，如添加表面活性剂吐温–80
[57]、牛血清白蛋白[58]或包被的纤

维素酶[59]。其它一些方式则是尝试通过添加有机溶剂[60]、二甲亚砜[61]或离子溶液[62]

将木质素溶解并移除。但是，这些方式的成本太高，因而实用性较低。此外，由于纤

维素酶在高的温度和 pH 下稳定高[63]，在从木质素上解吸附后将保留高达 88%的纤维

素酶的酶活 
[64]。一些学者提出通过添加新鲜的纤维素物料使纤维素酶再吸附的方式

将纤维素酶回收[65]，但是这种方式将会增加木质素的积累，最终将不利于回收的纤维

素酶的水解新添加的底物[57, 65, 66]。有些人提出碱处理是一种十分有效的方式，这种方

式回收了 90%的纤维素酶，但是对于回收的纤维素酶的酶活力没有报道[67]。目前，纤

维素酶的回收的研究主要集中在低的固体含量下木质纤维素酶解过程纤维素酶回收[64, 

66]。其典型的纤维素酶回收方法[68]：将纤维素酶水解木质纤维素原料得到的浆液分为

液体部分和固体部分，然后将新的原料加入液体中使纤维素酶吸附到底物上，离心除

去上清；将缓冲液加入到固体中，使纤维素酶从残渣上解吸附至溶液中，接着将固体

残渣离心除去。最后，将溶解有纤维素酶的缓冲液加入吸附了纤维素酶的新的物料中，

继续水解。虽然这种方式能高效地回收纤维素酶，但是吸附和离心操作频繁，过程繁

杂、增加了染菌风险且只能在低固含量下操作。 

在木质素纤维素原料同步糖化与发酵乙醇的生产工艺中，在固体含量比较高时，

当发酵生成浓度较高的乙醇（大于 40 g/L）将会对酵母和纤维素酶造成一定的毒害作

用[69]。然而及时分离生成的乙醇，将会提高乙醇的生成速率和纤维素酶的酶解速率。

目前对同步糖化与发酵过程中纤维素酶的循环利用研究很少。2012 年 Jin
[70]等开发了

一种将乙醇的生产、纤维素酶循环利用以及细胞的循环利用整合生产生物乙醇的工艺，

该实验以氨纤维气爆的玉米秸秆作为原料，其固含量为 6–8%之间，将分部糖化与发

酵和同步糖化与共发酵分别循环 5 次，使得乙醇的产率提高 2 到 3 倍。操作具体的方

式（如图 1.3）。 
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SHF：采用纤维素酶对玉米秸秆酶解 24 小时，离心将没有酶解的固体倒入下一个

糖化罐；上层清液在另一个罐中发酵 24 小时，将发酵液离心，除去上层清夜，保留菌

体作为下次发酵的种子；在下一个发酵罐中，补加新的物料和水并减少纤维素酶的添

加量，共重复 5 次。 

同步糖化与共发酵工艺（Simultaneous Saccharification and co-Fermentation，

SSCF）：采用纤维素酶对玉米秸秆酶解 24 小时，接入酵母菌发酵 24 小时，离心，将

上清液移除且含有菌体的玉米秸秆固体残渣倒入下一个同步糖化与共发酵罐，并在该

糖化罐中继续添加纤维素酶和水，如此重复 5 次，但最后一次循环不添加纤维素酶。 

该操作方式都是在固含量较低的条件进行，实现了 SHF 和 SSCF 纤维乙醇生产过

程中，纤维素酶的循环利用。然而这种方式具有得到的乙醇最终浓度比较低，离心操

作较多且染菌风险较大等缺点。此外，至今还没有高的固体含量下木质纤维原料同步

糖化与发酵工艺中纤维素酶循环利用的研究。 
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图 1.3 生物转化实验室工艺流程图（a）SHF（b）SSCF  

Fig 3.1  Flow chart of the Biomass Conversion Research Laboratory (BCRL) . (a) SHF process, (b) 

SSCF process.  

 

1.4  木质纤维素同步糖化与发酵生产乳酸 

1.4.1  乳酸概述 

乳酸是一种重要的且具有众多功能的化学品，它可作为化学中间体用于酸化剂、

风味增强剂、食品防腐剂、药物制剂、皮革制品和纺织品[71]。乳酸用于生产聚乳酸引

起了人们的广泛关注。由于乳酸具有两种光学异构体（D 型和 L 型），而光学构型对

于生产的聚乳酸的性质至关重要，因而生产纯的 D-乳酸和 L-乳酸是十分重要的目标。

此外，由 D-乳酸和 L-乳酸构成的复合型聚合物具有很强的热塑性，它具有很高的熔点，

比单一构型形成的聚乳酸大约要高 50 
o
C

[72]。人们需要两种不同构型的乳酸，但是由

微生物代替化学合成的乳酸是一般都是两种构型乳酸的混合物，寻求能生产单一构型

的乳酸菌种十分重要。随着聚乳酸产品在各行各业的广泛运用，全球对乳酸的需求急

剧增加。目前，全球对乳酸的需求量是 13,000-15,000 吨/年，但是全球乳酸的需求到

2020 年将达 800,000 吨甚至至 950,000 吨，所以乳酸的产量需急剧提高。 

目前，工业上生产乳酸主要以玉米等淀粉类物质为原料，通过乳酸菌等微生物发

酵得到乳酸。该工艺比较成熟，然而受到原料的限制（原料成本几乎占到生产成本的

70%），难以满足人们对乳酸产量的需求。木质纤维素原料具有种植面积广、原料丰富、

产品多样化、价格低廉等优势，因此利用木质纤维素生产乳酸成为世界各国寻求能源

替代品和可持续发展的之路的重要研究课题。目前，全球经光合作用产生的物质 1,730

亿吨/年，包含的能量是全球能源消耗总量的 10–20 倍，其利用率还不到 3%。我国的
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生物质原料也十分丰富，林木资源就达到 900 百万吨/年，此外农林废弃物和城市废弃

物总量也有 820 万吨/年，但以其进行生物炼制被利用还不到其总量的 1%。因此，如

果能充分高效地利用木质纤维素原料，不仅能缓解世界范围的能源危机，而且能解决

粮食危机，减少化石燃料造成的环境问题，实现资源的充分利用并走上可持续发展之

路。 

1.4.2  木质纤维素生产乳酸工艺 

    目前，木质纤维素乳酸发酵工艺与乙醇一样通常采用 SHF 和 SSF 两种工艺，主要

的区别在于发酵时使用的菌种不同。由于 SSF 过程中糖化和发酵同时进行，不会形成

底物抑制，且乳酸的得率高，染菌风险小，是目前普遍采用的乳酸发酵方式。但是，

SSF 过程中生产的乳酸发酵醪，乳酸全部溶于发酵醪的液体中，且不挥发，因此分离

十分困难。 

1.4.3  木质纤维素生产乳酸工艺中存在的问题 

常用的乳酸分离方法是将发酵得到的乳酸发酵液转化成乳酸钙，然后将硫酸加入

乳酸钙中反应生成乳酸，再经过脱色和离子交换精炼而成。但是该工艺流程较长、固

体废物处理难、操作条件差，更为重要的是乳酸钙溶解度较高、从而导致乳酸的回收

率较低，只有 50%左右。近几十年来，人们陆续开发出了一些新的乳酸分离方法，如

电渗析法、吸附法、萃取法、离子交换树脂等方式，但是这些分离方式对淀粉类物质

发酵以及糖类等固体物质较少的原料发酵生产乳酸比较有利。 

木制纤维素发酵乳酸得到是乳酸的发酵醪，含有许多固体不溶物，采用传统的乳

酸分离方式很难凑效。为此，首先需要得到澄清的液体，传统固液分离方法是压滤和

离心。压滤由于乳酸发酵醪的粒径很小，放入压滤袋中，易堵塞压滤袋上小孔，难以

将乳酸发酵醪分离；离心能有效地将乳酸发酵醪中固体和液体分开，但是能耗较大，

设备制造困难，难以实现工业化。荷兰普拉克生化公司开发了一种采用絮凝的方式将

乳酸从生物质中分离出来的方式，该方法首先将乳酸发酵醪碱化，然后加入一种或多

种絮凝剂，接着通过过滤或沉淀的方式得到含乳酸盐/乳酸的透明溶液和生物质沉淀

物，能回收大部分乳酸，然后可以采用传统的乳酸精炼方式得到乳酸。这种方式有一

个缺陷，乳酸发酵醪在加入絮凝剂之前被碱化，这就造成得到澄清液含有大量的木质

素磺酸盐，给后续的乳酸纯化造成困难。 

1.5  本课题研究的内容与意义 

本研究主要是在纤维乙醇同步糖化与发酵工艺中通过纤维素酶的循环利用，降低

纤维素酶成本，提高纤维乙醇的得率和纤维素的转化率。本论文选用具有纤维素含量

丰富、不须预处理且抑制物少等优势的玉米芯工业残渣进行同步糖化与发酵生产纤维

乙醇，以间歇减压蒸馏的方式实现纤维乙醇的分离，减少其对酿酒酵母的抑制并采用

分批补料的方式，来降低纤维素酶的用量，实现纤维素酶的循环利用。本论文还研究

了一种简单高效的分离玉米秸秆乳酸发酵醪中固体残渣和发酵产物的方法，由于高固
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含的木质纤维素乳酸发酵醪固体含量高，采用离心能耗太大且难以实现工业化，而压

榨容易堵塞压榨袋孔径，难以实现分离，因而本文采用添加絮凝剂的方式使其絮凝成

较大的颗粒，采用抽滤的方式来实现固液分离。具体内容如下： 

（1）玉米芯工业残渣生产乙醇过程中纤维素酶的循环： 

1）考察在不同减压蒸馏温度和时间下对乙醇收率的影响； 

2）考察减压蒸馏过程中乙醇对纤维素酶的酶活的影响； 

3）考察不同浓度乙醇溶液的减压蒸馏收率； 

4） 以间歇减压蒸馏和补糖的方式，分别考察在合成培养基和糖化液中酿酒酵母

的发酵性能； 

5）以玉米芯工业残渣作为物料，分别在不同固体含量下进行同步糖化与发酵生产，

考察间歇减压蒸馏并补料对乙醇发酵的影响。 

（2）高浓度乳酸发酵醪的固液分离 

1）考察不同絮凝剂对玉米秸秆乳酸发酵醪分离效果的影响； 

2）对有絮凝剂参与的乳酸发酵醪的固液分离过程进行优化。 

本课题研究的意义在于： 

在较高的固体含量进行 SSF 时，通过间歇减压蒸馏的方式，将乙醇生产以及分离、

纤维素酶的循环利用和酵母菌的循化利用耦合在一起，既减少乙醇对酿酒酵母和纤维

素酶的毒害，提高了乙醇的得率和纤维素的转化率，也减少乙醇发酵过程中纤维素酶

的用量，实现了纤维素酶的循环利用。 

在保证玉米秸秆乳酸发酵醪中乳酸回收率的前提下，降低了固液分离的操作步骤，

同时获得的发酵产物清液可进一步分离纯化，而固体残渣含有较高的木质素，可用于

生产固体燃料和生产木质素，产生一定的经济效益和避免污染环境。 

本研究进一步完善了生物转化木质纤维素生产乙醇和乳酸产品的生产流程，为木

质纤维素生物炼制的产业化提供了技术储备。
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第二章 玉米芯工业残渣乙醇生产过程中纤维素酶循环利用研究 

2.1  前言 

在利用木质纤维素料同步糖化与发酵生产乙醇的工艺中，纤维素酶成本占整个同

步糖化与发酵工段成本的 50%左右[77]。若能在 SSF 过程中，实现纤维素酶的循环利用，

将会使纤维乙醇的生产成本大幅降低。目前关于纤维素酶的回收的研究大部分集中在

较低固含量原料的酶解过程。而对于木质纤维素原料 SSF 过程中，有关纤维素酶回收

的报道很少。2012 年 Jin 等开发了一种将乙醇的生产、纤维素酶循环利用以细胞的循

环利用整合生产生物乙醇的工艺，该实验以 6–8%固含量氨纤维气爆的玉米秸秆作为

原料，在 SHF 和 SSCF 过程中进行纤维素酶的循环利用。对于在较高固体含量下，由

于受到粘度大，传质不佳等因素的影响，因此高固体含量下的木质纤维素 SSF 工艺几

乎没有报道。 

在工业生产中，精馏是最消耗能耗的单元操作之一 [75]，一般占到总能耗的

50%–90%。因而，降低乙醇分离能耗的投入，可以显著提高生产乙醇过程中的经济性
[76]。目前，许多新的节约能耗的技术在乙醇分离工艺中取得应用，如膜分离、汽提、

萃取、渗透蒸发等。然而，这些新的分离方式很少能与木质纤维素生产乙醇的工艺相

耦合。 

传统的乙醇发酵不能将乙醇产物及时地从发酵液中分离出来，造成严重的产物抑

制作用，降低了乙醇的生产能力，提高了其生产成本。此外，还限制了发酵液中糖浓

度的提高以及发酵醪中乙醇浓度的增高。为了消除发酵过程中乙醇的抑制作用，许多

研究者提出了很多关于将乙醇的发酵以及分离工艺同时进行的乙醇生产工艺。目前，

人们研究的乙醇发酵分离耦合工艺有真空发酵、膜分离发酵、吸附发酵、气提发酵、

萃取发酵等。但是，这些方式由于具有不同程度的缺点，在木质纤维素乙醇的同步糖

化与发酵工艺中几乎很难实现工业化。 

在分批 SSF 过程中，每次发酵都需要培养酿酒酵母，尤其是以木质素原料为底物

时，酿酒酵母需要逐步循化培养，步骤繁琐且周期长。若能将酿酒酵母循环利用，将

简化 SSF 的周期，并且节约酿酒酵母的用量。目前在微生物发酵中主要采用固定化的

方式来实现细胞的循环，但对于含有大量固体的木质纤维素物料，其细胞的分离很难

实现[78, 79]。 

若在纤维乙醇的 SSF 过程中，将乙醇的分离、纤维素酶的循化利用以及酿酒酵母

的循化利用整合在一起，实现乙醇的连续生产，将会使乙醇生产过程中的经济性得到

很大提高。在 1977 年，Cysewski 和 Wilke 已经研究了酵母菌利用葡萄糖生产乙醇过

程中，采用减压蒸馏的方式分离乙醇，缓解乙醇对酵母菌的抑制，提高乙醇的发酵速
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率；同时也保留了酵母菌的活性，实现其循环利用[80]。1984 年，Ghose 等利用 10%（w/w）

固体含量的稻草生产乙醇时，采用减压蒸馏的方式实验了乙醇的在位分离。补加 9 次

物料后，酵母菌和纤维素酶仍具有较高的活性。但是至今，在高固含量的木质纤维素

SSF 过程中，还没有关于将纤维乙醇生产工艺中乙醇的生产和分离、纤维素酶的循化

利用以及酵母菌的细胞循化利用相耦合的研究。 

本文在高固体含量的玉米工业芯残渣 SSF 生产乙醇工艺中，采用间歇减压蒸馏的

方式在较低的温度下，将发酵到一定浓度的乙醇进行间歇减压蒸馏，减小乙醇对发酵

过程的抑制，通过分批补充新的物料继续发酵，来降低纤维素酶的用量，以期达到纤

维素酶的循环利用。文章中主要研究了不同减压蒸馏的温度、时间对乙醇收率的影响

以及减压蒸馏和乙醇对纤维素酶的酶活影响；在合成培养基和玉米芯工业残渣水解液

中，考察酿酒酵母的发酵性能；在 15%和 30%固含量玉米芯工业残渣 SSF 生产乙醇过

程中，通过间歇减压和分批补料的方式，进行纤维素酶的循环利用。 

2.2  材料和方法 

2.2.1  原料 

本实验所采用的玉米芯工业残渣来自于山东龙力公司，将从公司购买的原料使用

压榨机剂进行压榨，测定其含水量 32.56%，然后装袋放入冰箱中冷冻储藏待用。 

本实验所采用玉米秸秆来自于山东潍坊，用 2.5 %稀硫酸以 2:1 固液比预浸 12 小

时后，使用实验室自行设计的预处理反应器在 180 
o
C 条件下预处理 3 分钟，冷却后用

12 倍重量的去离子水洗去抑制物，然后压榨装袋，放入冰箱中冷冻储藏待用。 

纤维素酶是由上海优特尔公司提供，其纤维素酶酶活为 135 FPU/g。 

2.2.2  菌种 

本实验玉米工业芯残渣乙醇发酵所用菌种为实验室自行筛选得到的耐高温、耐抑

制物的酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae DQ1。 

2.2.3  实验试剂和仪器 

 

表 2.1  试剂 

Table 2.1  Reagents 

试剂名称 规格 生产厂家 

98%浓硫酸 GR 上海菲达工贸有限公司 

98%浓硫酸 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

乙酸 AR 上海润捷化学试剂有限公司 

NaOH AR 上海振兴化工厂 

葡萄糖 食品级 秦皇岛骊骅淀粉股份有限公司 

葡萄糖 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 

乳酸钠 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 
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壳聚糖 AR 国药集团化学试剂有限公司 

聚丙烯酸钠 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

聚丙烯酰胺 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

硫酸铝 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

十二水合硫酸铝钾 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

硫酸铵 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

硫酸镁 AR 上海美兴化工有限公司 

亚硫酸钠 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

酒石酸钾钠 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

柠檬酸 AR 国药集团化学试剂有限公司 

柠檬酸钠 AR 国药集团化学试剂有限公司 

磷酸二氢钾 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

3,5-二硝基水杨酸 AR 国药集团化学试剂有限公司 

苯酚 AR 国药集团化学试剂有限公司 

丙酮 AR 国药集团化学试剂有限公司 

丙三醇 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

95%乙醇 AR 国药集团化学试剂有限公司 

酵母粉 AR 安琪酵母股份有限公司 

蛋白胨 AR 上海化学试剂采购供应站中心化工厂 

滤纸 AR 沃特曼公司 

淀粉酶 AR Genencor Internal,Rochester,NY,USA 

纤维素酶 AR 上海尤特尔公司 

 

表 2.2 实验设备 

  Table 2.2  Experiment equipments 

仪器名称 规格 生产厂家 

电子天平 BS423S 北京赛多利斯 

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

超纯水纯化系统 Milli-Q Millipore 公司 

超声波脱气机 KWT-100A 科伟达 

高效液相色谱 LC-20A 岛津 

洁净工作台 100 级 SW-CJ-IBU 上海博迅公司 

气浴恒温振荡器 SHZ-82 金坛亿通电子 

落地恒温振荡摇床 HZ-9311K 太仓华利达 

高速冷冻离心机 J-25 Beckman 公司 

台式低速冷冻离心机 5415R Eppendorf 公司 
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电热恒温鼓风干燥箱 DHG-9203A 上海一恒科学仪器有限公司 

恒温水槽 ZC 宁波天恒有限公司 

pH 计 PHS-3C 上海精密仪器科学有限公司 

分光光度计 DU-800 Beckman 公司 

制冰机 XB100 GRANT 公司 

冰箱 BCD-215KA 海尔公司 

冰箱 SC-329GA 海尔公司 

超低温冰箱 86C Thermo 公司 

旋涡混合仪 XW-80A 江苏海门市其林贝尔公司 

5L 反应器 5L 上海保兴生物设备有限公司 

四联发酵罐 BIOTECH-3BG 上海保兴生物设备有限公司 

循环水真空泵 SHZ-DⅢ 上海大研仪器有限公司 

低温冷却循环泵 DLSB-10/20 
o
C 上海鹰迪仪器设备有限公司 

 

2.2.4  培养基和所需溶液 

YPD培养基：葡萄糖20.0 g/L、酵母提取物10.0 g/L、蛋白胨20.0 g/L，并在115 
o
C条

件下灭菌20分钟。 

YPD–G50培养基：葡萄糖50.0 g/L、酵母提取物10.0 g/L、蛋白胨20.0 g/L，并在115 

o
C条件下灭菌20分钟。 

种子培养基：葡萄糖20.0 g/L、KH2PO4 2.0 g/L、MgSO4•7H2O 1.0 g/L、 (NH4)2SO4 1.0 

g/L、酵母粉1.0 g/L，并在115 
o
C条件下灭菌20分钟。 

合成培养基–G100：葡萄糖100.0–110.0 g/L、KH2PO4 2.0 g/L、MgSO4•7H2O 1.0 g/L、 

(NH4)2SO4 1.0 g/L、酵母粉10.0 g/L，并在115 
o
C条件下灭菌20分钟。 

合成培养基–GC：在25%玉米芯工业残渣水解液中配置成KH2PO4 2.0 g/L、

MgSO4•7H2O 1.0 g/L、 (NH4)2SO4 1.0 g/L、酵母粉10.0 g/L的溶液，并在115°C条件下灭

菌20分钟。 

50％和 75％的水解液培养基：将在 15％ (W/W) 固体含量条件酶解得到的玉米芯

工业残渣水解液与去离子水分别以 1∶1 和 3∶1 (V/V) 的比例混合，然后配制成

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

将 pH 调整至 6.0，然后分装于三角瓶中 20 ml/100 ml，并在 115 
o
C 下灭菌 20 分钟。 

100％种子培养基： 将在 15％ (W/W) 固体含量条件酶解得到的水解液配制成

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

将 pH 调整至 6.0，然后分装于三角瓶中 200 ml/500 ml，并在 115°C 下灭菌 20 分钟。 

柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液：将用容量瓶配制的 100 mM 柠檬酸和柠檬酸钠溶液以一

定的比例混合，并用 pH 计进行标定，使其 pH 达到 4.8，即可。 

乙醇-水溶液：将乙醇和去离子水以一定的比例混合，配置成所需浓度的乙醇溶液。 
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乙醇-酶溶液：将乙醇、pH 4.8，100 mM 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液和纤维素酶混

合均匀得到乙醇 48 g/L, 溶液的纤维素酶酶活为 5 FPU/ml。 

15%玉米芯工业残渣水解液：在 50 °C、150 rpm、纤维素酶量 15 FPU/g DM 的条

件下，将灭菌的去离子水加入到实验室自行开发的 5 L 螺带桨生物反应器，然后以批

次加料的方式将玉米芯工业残渣加入生物反应器中使其固含量达到 15％ (W/W)，调

节 pH 至 4.8，酶解 48 小时；将酶解得到的玉米芯工业残渣浆液在 8000 rpm 转速下离

心 15 分钟，收集上清液并在 115 °C 下灭菌 20 分钟，然后放入带有滤纸的漏斗中过滤，

收集滤液即得到 15％固体含量的水解液，放入 4 °C 冰箱贮存待用。  

25%玉米工业芯残渣水解液：在50 °C、150 rpm、纤维素酶量15 FPU/g DM的条件下，

将灭菌的去离子水加入到实验室自行开发的5 L螺带桨生物反应器，然后以批次加料的

方式将玉米芯工业残渣加入生物反应器中使其固含量达到25% (W/W)，酶解72小时。其

它与制备15%玉米芯工业残渣水解液相同。 

2.2.5  实验方法 

2.2.5.1  菌种保藏 

将2 ml酿酒酵母接入20 ml种子培养基中，放置于30 °C，180 rpm的气浴摇床中培养

18小时后取出，然后再接入200 ml种子培养基在相同条件下培养15小时，再将其与60％

甘油等体积混合分装于2 ml冻存管中，置于液氮中速冻1分钟，并保藏于-80 
o
C冰箱中。 

2.2.5.2  种子培养 

    种子培养–1：将 2 ml 酿酒酵母接入 20 ml YPD 培养基中，放置于 30 °C、180 rpm

的气浴摇床中培养 18 小时，然后将其接入 200 ml 100%的 YPD–G50 培养基中培养 15

小时至 OD600 达到 20–22，即得到种子-1，待用。 

种子培养–2：将 2 ml 酿酒酵母接入 20 ml 种子培养基中，放置于 30 °C、180 rpm

的气浴摇床中培养 18 小时，接着取出 2 ml 接入 20 ml 50％的水解液培养基培养 15 小

时，取出 2 ml 接入 20 ml 75％的水解液培养基培养 15 小时，然后将其接入 200 ml 100%

的水解液培养基中培养 15 小时至 OD600 达到 12–14，即得到种子–2，待用。 

2.2.5.3  纤维素酶循环利用工艺流程图以及技术路线 

在生物反应器中，将木质纤维素物料发酵生成的乙醇发酵醪加热，通过循环水真

空泵将整个体系抽真空，生物反应器中溶液或发酵醪沸腾，然后形成的乙醇蒸汽在蛇

形冷凝管中被冷凝收集到收集瓶中，在减压蒸馏结束后，将温度调低，然后向生物反

应器中补加物料继续发酵，如此循环。 
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图 2.1  纤维素酶循环利用工艺流程图 

Fig. 2.1  Flow chart of cellulase recycling process.1. Helical impeller bioreactor developed by our 

laboratory, 2. Thermometer port, 3. pH-meter port, 4. Solid feeding inlet, 5. Vacuum meter, 6.Motor, 7. 

Graham condenser, 8. Receving flask, 9. Circulating water vacuum pump, 10. Condensate inlet, 11. 

Condensate outlet. 

 

在 5 L 发酵罐中，将玉米芯工业残渣在 50 
o
C、150 rpm、pH 4.8 条件下预糖化 12

小时，降温至 37 
o
C，pH 调至 5.5 接入酿酒酵母进行同步糖化与发酵，待发酵到一定

阶段，然后升高温度至 50 
o
C，在 15 mm 汞柱压力的条件下，减压蒸馏 30 分钟，然后

迅速降温至 37
 o
C，并将减压蒸馏的乙醇以等质量的无菌水补回，并补加新的物料和营

养盐，继续发酵，如此循环下去。若无特殊说明，以下实验的糖化条件：50 
o
C、150 rpm、

pH 4.8；发酵条件：37 
o
C、150 rpm、pH 5；减压蒸馏条件：50 

o
C、150 rpm、冷凝温

度-10
 o
C 、pH 5.5、减压蒸馏压力 15 mm 汞柱压力、减压蒸馏时间 30 分钟。 

  

图 2.2  玉米芯残渣纤维素酶循环利用技术路线图 

Fig. 2.2  Technology roadmap of cellulase recycling using corn cob residue 

2.2.5.4  减压蒸馏温度对乙醇收率影响 

将 56 g/ L 的乙醇溶液倒入 5 L 螺带桨生物反应器中，分别加热至 37 
o
C，40 

o
C，
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45 
o
C，50 

o
C，55 

o
C；在搅拌转速 150 rpm、冷凝水温度为-10 

o
C、减压蒸馏压力 15mm

汞柱条件下，将其分别减压蒸馏 15 分钟，30 分钟，45 分钟，测定其蒸馏出乙醇的体

积和浓度以及发酵罐中的液体体积和乙醇浓度。 

2.2.5.5  减压蒸馏温度和乙醇对纤维素酶活的影响 

将乙醇-酶溶液加入 5L 螺带桨生物反应器中，加热至 55 
o
C 和 50 

o
C，在搅拌转速

150 rpm、冷凝水温度为-10 
o
C、15 mm 汞柱条件下，分别减压蒸馏 15 分钟，30 分钟，

45 分钟，然后将釜液回补缓冲液到原体积，取一定量的液体测试其对玉米秸秆的酶解

能力，并计算相对酶活。 

将不含乙醇的 5 FPU/ml 酶溶液在搅拌转速 150 rpm、50 
o
C、减压蒸馏压力 15 mm

汞柱条件下，分别减压蒸馏 15 分钟，30 分钟，45 分钟，然后将釜液回补缓冲液到原

体积，取一定量的液体做糖化，测定其糖浓度。 

减压蒸馏酶液对玉米秸秆的酶解能力测试：称量 0.64 g（固含量 62.43%）12 倍水

洗预处理玉米秸秆，加入 9.26 ml 去离子水，调节 pH 至 4.8 左右，加入 9 ml 0.1M 柠

檬酸缓冲液（空白 10 ml），再加入 100 μl 氨苄，然后加入 1 ml 减压蒸馏酶液（4000 

rpm/min 离心 3 分钟），空白不加酶液。 

2.2.5.6  减压蒸馏不同浓度乙醇溶液对乙醇收率的影响 

将不同浓度乙醇溶液倒入 5 L 螺带桨生物反应器中，在 50 
o
C、搅拌转速 150 rpm、

冷凝温度-10
 o
C 、减压蒸馏压力 15 mm 汞柱条件下，将其减压蒸馏 15 分钟，30 分钟，

45 分钟，测定其蒸馏出乙醇的体积和浓度。 

3.1.5.7  采用间歇减压蒸馏和补加葡萄糖的方式，考察酵母菌在合成培养基和玉米芯

工业残渣水解液中的发酵性能 

将酿酒酵母培养得到的种子–1 以 10%的接种量接入合成培养基–G100 发酵 12 小

时，然后进行减压蒸馏，接着加入 350 ml 营养盐和 234 g 葡萄糖，继续发酵 12 小时，

进行减压蒸馏，总共重复 4 次。 

将酿酒酵母培养得到的种子–2 以 10%接入量接入合成培养基–GC 发酵 18 小时，

进行减压蒸馏，接着加入 350 ml 25%玉米芯工业残渣水解液配制的营养盐和 234 g 葡

糖糖，继续发酵 18 小时（最后一次 24 小时），进行减压蒸馏，共重复 3 次。 

2.2.5.8  玉米芯工业残渣进行 30%和 15%固含量 SSF，通过间歇减压蒸馏和分批补料，

进行纤维素酶的循环利用 

将酿酒酵母培养得到的种子–2 以 10%接种量接入在纤维素酶量 15 FPU/g DM 的

条件下预酶解 12 小时的 15%固含量玉米芯工业残渣中进行同步糖化与发酵发酵 36小

时，进行减压蒸馏 30 分钟，并补水及营养盐和物料，继续进行发酵，如此重复 1 次。

二次加料量主要依据纤维酶酶量的减少量来计算。第一次基于总物料酶量：15 FPU/g 

DW；第三次基于总物料酶量：10 FPU/gDW。记为 15-12-10 FPU 纤维素酶循环实验。

此外，进行 15%固含量玉米芯工业残渣 15 FPU/g 和 10 FPU/g DM 的同步糖化与发酵

实验。 
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将酿酒酵母培养得到的种子–2 以 10%接种量接入在纤维素酶量 15 FPU/g DM 的

条件下预酶解 12 小时的 30%固含量玉米芯工业残渣，进行同步糖化与发酵 48 小时，

进行减压蒸馏 30 分钟，并补水及营养盐和物料，继续进行发酵，如此重复两次。三次

加料量主要依据纤维酶酶量的减少量来计算。第一次基于总物料酶量：15 FPU/g DW；

第二次基于总物料酶量：12 FPU/g DW；第三次基于总物料酶量：10 FPU/gDW。记为

15-12-10 FPU 纤维素酶循环实验。此外，进行 30%固含量玉米芯工业残渣 15 FPU/g

和 10 FPU/g DM 的同步糖化与发酵实验。 

2.2.6  分析方法 

2.2.6.1  玉米芯工业残渣纤维素和半纤维素的测定 

测定玉米芯残渣中纤维素和半纤维素的方法采用范式（Van Soest）洗涤纤维分析

测定纤维素以及半纤维素和木质素的含量。 

2.2.6.2  玉米芯残渣含水量的测定 

选用 3 个或 3 个以上表面皿，洗净，放入 105 ℃烘箱中烘 2–3 小时至恒重，并记

录其重量 M0，然后加入玉米芯残渣，记录其质量 M1，放入 105 ℃烘箱中烘 6～8 小

时至恒重，记录其质量 M2，则物料的固体含量为： 

            Sc = (M2-M0)/（M1- M0)×100%                                (2-1) 

则物料的含水量为： 

            Wc = [1-(M2-M0)/（M1- M0)]×100%                             (2-2) 

2.2.6.3 纤维素酶酶活的测定 

纤维素滤纸酶活的测定方法参考美国可再生能源实验室（NREL）的方法和步骤。

1 个滤纸酶活单位（one unit of filter paper cellulose, FPU）的定义是 1 小时催化 50 mg 

Whatman 滤纸生产 2.0 mg 还原糖的纤维素酶量。首先，将固体纤维素酶配制成一定

浓度的酶溶液并稀释至合适的倍数，然后向含有 50 mg Whatman 滤纸的试管和 1.0 ml 

50 mM的柠檬酸–柠檬酸钠缓冲溶液中加入 0.5 ml酶液，在 50 
o
C的水浴中反应 1小时，

然后用 DNS 法测定还原糖的浓度。 

2.2.6.4  纤维素酶相对酶活活力的测定 

将减压蒸馏的酶液补回至原体积做糖化测得的葡萄糖以及纤维二糖总量与不含

乙醇没有进行减压蒸馏相同酶量进行糖化得到葡萄糖以及纤维二糖总量相比，即得到

纤维素酶相对酶活活力。 

11 12 01 02

1 2 01 02

1.05 1.05
=

1.05 1.05

c c c c
c c c c

         

         

纤维素酶相对酶活                   （2-3） 

其中， 

11c  是减压蒸馏酶液糖化测得的葡萄糖浓度，单位：g/L； 

12c 是减压蒸馏酶液糖化测得的纤维二糖浓度，单位：g/L； 
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01c 是空白对照中葡萄糖浓度，单位：g/L； 

02c 是空白对照中纤维二糖浓度，单位：g/L； 

1c 不含乙醇且没有减压蒸馏的酶液糖化测得的葡萄糖浓度，单位：g/L； 

2c 不含乙醇且没有减压蒸馏的酶液糖化测得的纤维二糖浓度，单位：g/L。 

2.2.6.5  葡萄糖、纤维二糖、乙醇、乳酸和乙酸浓度测定 

实验中葡萄糖、纤维二糖、乙醇、乳酸和乙酸的浓度测定采用高效液相色谱

（HPLC）获得，检测器为 RID-10A 示差检测器，色谱柱为 Bio-rad Aminex HPX-87H

柱，柱温 65
 o
C。流动相为 5 mM H2SO4，流速为 0.6 mL/min。先将各物质的分析纯样

品分别用超纯水配置成梯度浓度的水溶液，以加入 HPLC 进样器 20 μL 样品中，根据

图谱中的出峰时间，可确定各物质在色谱柱中的出峰时间，再根据峰面积与浓度梯度

的线性关系，确定各物质标准曲线。待测定的样品，稀释至标准曲线浓度范围采用 0.22 

μm 滤纸过滤后测定，根据检测报告获得样品中所需物质的出峰时间和峰面积，计算

出待测样品中各组分的浓度。 

2.2.6.6  菌体浓度的测定 

菌体浓度使用分光光度法间接测定。取 1 ml 所需测定的样品在 13200 rpm 离心 5

分钟，然后移去上清液，菌体中加入 1 ml 去离子水震荡悬浮后离心，如此重复两次，

最后加入 1 ml 去离水使菌体悬浮。以去离子水为空白对照，使用 DU800 在 600 nm 下

测得吸光值（OD）。 

3.1.6.7  乙醇得率的计算 

乙醇得率是基于实验室优化的适合于高的木质纤维素固体含量和高浓度乙醇的方

法进行计算的（无减压蒸馏不计算减压蒸馏乙醇质量）[81]。计算公式为 

 1

1

[ ] 1
% 100%

976.9 0.804 [ ] 0.511 [ ]

C W
C V

C f Biomass m

  
     

      
乙醇得率（ ）  

（2-4） 

其中，  

[ 1C ]是发酵结束后发酵醪上清液中乙醇的浓度，单位：g/L； 

[C ]是减压蒸馏是乙醇的浓度，单位：g/L； 

V 是减压蒸馏得到乙醇的体积，单位：L； 

W 是在整个发酵过程中水的总质量，单位：g； 

f 是每克干玉米芯残渣中所含的总还原糖的克数，单位：g/g； 

[ ]Biomass 是在发酵前整个体系的固体含量，单位：g/g； 
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m 是在发酵前整个体系的总重量，单位：g 。  

2.3  结果与讨论 

2.3.1  玉米芯工业残渣中主要组分的测定 

 

表 2.3 玉米芯工业残渣中各组分的含量（基于干物料） 

Table 2.3  Content of different component in corncob residue (Based on dry material) 

 纤维素 半纤维素 不溶性木质素 灰分 

含量（%） 56.5 2.5 15.7 5.7 

     

从表 2.3 中可以看出，玉米芯工业残渣中纤维素含量高达 56.5%，半纤维素含量

为 2.5%。由于提取木糖的过程中，玉米芯经过稀酸处理，半纤维素几乎全部降解，使

得纤维素含量显著提高，因而可以作为一种优良的生物炼制原料。但是由于半纤维素

被降解，同时导致原料中木质素含量升高，在酶解的过程中会与纤维素酶产生不可逆

吸附，严重影响玉米芯工业残渣的水解速率以及其纤维素的转化率。因此，若能将木

质素完全去除，将会增强其于水解效果，提高其水解效率及得率。 

2.3.2  减压蒸馏温度对乙醇收率影响 

    在玉米芯工业残渣生产乙醇的纤维素酶循化利用过程中，实验设计是希望通过减

压蒸馏将高浓度乙醇移除，减少对发酵过程中酿酒酵母的抑制，因而先考察在不同的

减压蒸馏温度以及时间下乙醇的回收率的影响。由于实验采用的发酵罐是 5 L，考虑

到高的纤维素固含量下乙醇发酵过程中由于二氧化碳的大量产生会引起发酵罐充罐的

危险以及需要预留一定的空间用于补料，因而将发酵罐的装液量设计在 2.5 L 左右。

此外，在乙醇发酵过程中乙醇浓度达到 40–60 g/L 时，会对酵母菌的发酵以及纤维素

酶的酶解过程产生一定的毒害作用，因而将乙醇的浓度选择在 50 g/L 左右。 

从图 2.3 可知，在相同的温度下，随着减压蒸馏时间的增加，发酵罐中乙醇浓度

逐渐下降，同时减压蒸馏温度的越高，乙醇浓度下降的越快，甚至在 50 
o
C 和 55 

o
C

时减压蒸馏 45 分钟，乙醇浓度分别只有 5 g/L 和 3.1 g/L。由于随着减压蒸馏的不断进

行，乙醇不断被蒸馏出来，因而发酵罐中乙醇浓度不断减少；同时温度越高乙醇越容

易被蒸出，因而温度越高，发酵罐中乙醇浓度越低。 
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图 2.3 在不同减压蒸馏温度下对发酵罐中乙醇浓度的影响 

Fig. 2.3  Effect of the ethanol concentration in fermenter under different vacuum distillation 

temperature. Operating conditions：pressure 15 mm mercury column, speed of stirring 150 rpm, 

condensing temperature -10 
o
C. 

 

从图 2.4 可知，在相同的温度下，随着减压蒸馏时间的增加，蒸馏液中乙醇浓度

不断降低，主要原因在于随着减压蒸馏的进行，发酵罐中乙醇不断减少，蒸馏出来的

蒸汽中水越来越多，造成蒸馏液中含量减少，因而乙醇浓度不断下降。在减压蒸馏温

度越高越显著，这种现象越明显。在 50 
o
C 减压蒸馏时，蒸馏液中乙醇的浓度从减压

蒸馏 15 分钟时 218.2 g/L 下降到减压 45 分钟时 144.3 g/L。而在较低温度下，蒸馏液

中浓度变化较小，主要是由于在较低温度下，减压蒸馏蒸出的液体体积较少，从而导

致其浓度降低但降低幅度较小。 
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图 2.4 在不同减压蒸馏温度下对蒸馏液中乙醇浓度的影响 

Fig. 2.4  Effect of the ethanol concentration in distillage under different vacuum distillation temperature. 

Operating conditions: pressure 15 mm mercury column, speed of stirring 150 rpm, condensing 

temperature -10 
o
C. 

 

从图 2.5 可知，在不同温度下，减压蒸馏得到蒸馏液的体积随着减压蒸馏时间的

增加，蒸馏液的体积几乎呈线性的增加，温度越高，线性增加关系越明显，主要是由

于在溶液中乙醇占的比重较小。在不同减压蒸馏温度下，减压蒸馏过程中蒸馏液中水

占主导，乙醇的比例较小，体积的增加主要是蒸馏出去的水，因而随着时间的增加蒸

馏液体积呈线性增长。 



第 28 页                                                     华东理工大学硕士学位论文 

 

图 2.5 在不同减压蒸馏温度下对蒸馏液体积的影响 

Fig. 2.5  Effect of the distillage volume under different vacuum distillation temperature. Operating 

conditions：pressure 15 mm mercury column, speed of stirring 150 rpm, condensing temperature -10 
o
C. 

 

从图 2.6 中可知，在相同的减压蒸馏温度下，随着减压蒸馏时间的增加，乙醇的

回收率不断增加，主要是由于发酵罐中乙醇随着减压蒸馏的进行，不断被蒸出，从而

使得其回收率不断增加。在较高的温度下，乙醇蒸出更容易，因而高温下减压蒸馏乙

醇的回收率要更高。在减压蒸馏温度 50
o
C 和 55

o
C 条件下，减压蒸馏 30 分钟以上，蒸

馏液中乙醇的回收率达到 70 %以上，蒸馏液中乙醇的浓度高达 150 g/L，基本可以达

到乙醇回收的要求。因此，选择减压蒸馏温度 50
o
C 和 55

o
C 作为考察减压蒸馏对纤维

素酶酶活的影响条件。 
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图 2.6 在不同减压蒸馏温度下对乙醇回收率影响 

Fig. 2.6  Effect of the ethanol recovery in distillage under different vacuum distillation temperature. 

Operating conditions：pressure 15 mm mercury column, speed of stirring 150 rpm, condensing 

temperature -10 
o
C. 

 

2.3.3  减压蒸馏温度和乙醇对纤维素酶相对酶活的影响 

从图 2.7 可以看出，在含有乙醇的酶溶液中，随着减压蒸馏时间的延长，纤维素

酶的相对酶活都有所降低，但下降不严重，基本都保留了 90%的酶活。对比 50
 o

C 和

55
 o

C，55
 o

C 时纤维素酶的相对酶活要下降要多一些，可能由于纤维素酶的最适酶活

温度是 50
 o
C，55

 o
C 要高于纤维素酶的最适温度，会导致纤维酶的少量失活，因而 55

 

o
C 时纤维素酶的相对酶活下降的更多一些。 

接着，考察有无乙醇对纤维素酶的相对酶活是否有影响，从图 2.7 中，看出在 50
 o
C

条件下，有无乙醇对纤维素酶的相对酶活基本没有下降，说明在低于 50 g/L 的乙醇溶

液中，不会对纤维素酶的相对酶活造成影响。 

因此，有无乙醇和减压蒸馏操作对纤维素酶相对酶活几乎没有影响，但是减压蒸

馏时间增加会造成纤维素酶的相对酶活下降，且高温也会影响其相对酶活，因此综合

实验 2.3.2 和 2.3.3 的结果，选择减压蒸馏温度 50
 o
C，减压蒸馏时间 30 分钟。 
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图 2.7 减压蒸馏温度和乙醇对纤维素酶相对酶活的影响 

Fig. 2.7  Effect of relative cellulase activity under different vacuum distillation temperature and ethanol. 

Operating conditions：pressure 15 mm mercury column, speed of stirring 150 rpm, condensing 

temperature -10 
o
C. 

 

2.3.3  减压蒸馏不同浓度乙醇对乙醇收率的影响 

    由于前面确定了减压蒸馏的温度和时间，接着考察了在此条件下，对不同浓度乙

醇溶液中乙醇的回收率的影响，为后续的玉米芯工业残渣生产乙醇在乙醇达到何浓度

时进行减压蒸馏提供依据。从图 2.8（a）中可以看出，随着乙醇溶液浓度的增加，蒸

馏液中乙醇浓度不断升高，在 82 g/L 乙醇溶液进行减压蒸馏时，蒸馏液中乙醇浓度能

达到 281 g/L，可以看出，浓度越高得到的减压蒸馏乙醇浓度越高，对后续的乙醇提纯

越有利。然而从图 2.8（b）乙醇回收率并没有随着乙醇浓度的升高而增加，而是几乎

保持不变的，保持在 70%左右。总的来说，在相同的温度，减压蒸馏相同的时间，乙

醇的回收率几乎不变，但是乙醇溶液浓度越高，得到乙醇的蒸馏液浓度越高，对后续

精馏提纯乙醇越有利，。 



华东理工大学硕士学位论文                                          第 31 页 

 

 

图 2.8  减压蒸馏不同浓度的乙醇对乙醇浓度和乙醇回收率的影响（a）在蒸馏液中乙醇浓度（b）

乙醇回收率 

Fig. 2.8  Effect of the ethanol concentratin and ethanol recovery at different concentration of ethanol 

solution under vacuum distillation process. (a) Ethanol concentration in distillage, (b) Ethanol recovery. 

Operating conditions：heating temperature 50 
o
C , pressure 15 mm mercury column, speed of stirring 150 
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rpm, condensing temperature -10 
o
C. 

 

2.3.5  酵母菌在合成培养基和玉米芯工业残渣水解液中的发酵性能 

    之前已经研究了减压蒸馏过程中乙醇的回收率以及对纤维素酶酶活的影响，但对

在减压蒸馏过程中酿酒酵母的发酵性能还没研究，因而，下面进行了采用间歇减压蒸

馏和补充葡萄糖的方式，考察酿酒酵母在合成培养基和玉米芯工业残渣水解液中的发

酵性能。 

2.3.5.1 采用减压蒸馏和补糖的方式，考察酿酒酵母在合成培养基中的发酵性能 

从图 2.9（a）中可以看出，在含 100 g/ L 的葡萄糖合成培养基中，酿酒酵母在 12

小时将葡萄糖几乎消耗完全，而此时酿酒酵母的 OD600 达到最大，此后酿酒酵母的

OD600 开始下降，说明酿酒酵母 12 小时后由于葡萄糖消耗殆尽，开始进入衰亡期，因

此在图 2.9（b）中选择 12 小时时进行减压蒸馏，这样可以保持酵母菌较高的活性，然

后补充葡萄糖后能继续保持高效的发酵速率。从图 2.9（b）中可以看出，酿酒酵母每

个批次都具有较高的发酵性能，每隔 12 小时，乙醇浓度都能达到一致，且没有残余的

葡萄糖存在，此外由于整个发酵过程中，营养充足，酿酒酵母在整个过程中 OD600 持

续增加，但后面 4 个批次，酿酒酵母菌体有个先增加后减少的过程，说明在这个过程

中有部分菌体解体，但是总的来说，酿酒酵母在合成培养基中，经过 4 次减压蒸馏和

补充葡萄糖，能够保持良好的活性，实现酿酒酵母的循环利用。 
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图 2.9 酿酒酵母在合成培养基中发酵（a）没有减压蒸馏和补葡萄糖（b）减压蒸馏和补充葡萄糖 

Fig. 2.9  Saccharomyces cerevisiae DQ1 fermentation in synthetic medium. (a) No vacuum distillation 

and glucose supplement, (b) Vacuum distillation and glucose supplement. 

 

2.3.5.2 采用间歇减压蒸馏和补糖的方式，考察酿酒酵母在玉米芯工业残渣水解液中的

发酵性能 

   在合成培养基中，采用间歇减压蒸馏和补充葡萄糖的方式，酿酒酵母能保持良好的

发酵性能，进而考虑在玉米工业芯残渣水解液中能否保持良好的发酵性能，为了验证

能否在玉米芯工业残渣中直接进行乙醇生产进行验证。 

   从图 2.10（a）中可以看出，在含有 100 g/ L 的葡萄糖的玉米芯工业残渣水解液中

酿酒酵母在 18 小时将近消耗完全，而此时酵母菌的 OD600 达到最大，并保持一段时间

的平稳期后开始下降，说明酿酒酵母 18 小时后由于葡萄糖消耗殆尽，保持一段时间的

稳定期后进入衰亡期，因此在图 2.10（b）中选择 18 小时时进行减压蒸馏，这样可以

保持酿酒酵母较高的活性，然后补充葡萄糖，继续进行高效的发酵。但是与在合成培

养基中发酵情况相比，发酵时间延长了 6 小时，原因可能在于开始接入的酿酒酵母的

菌体量低或玉米芯工业残渣水解液中存在抑制物，抑制了酿酒酵母的生长和发酵。 

从图 2.10（b）中可以看出，酵母菌每个批次都具有较高的发酵性能，每隔 18 小

时，乙醇浓度都能达到一致，但是随着发酵批次的进行，每次补充葡萄糖 18 小时后，

剩余葡萄糖的浓度都会增加，且在第四批次发酵时，18 小时时剩余葡萄糖浓度升值达

到了 20 g/L，主要原因在于采用玉米芯工业残渣水解液发酵时，有乙酸产生，且随着

批次发酵的进行，乙酸浓度不断增加，抑制了酵母菌的发酵。但是，总的来说，酵母
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菌在玉米芯工业残渣水解中，经过 3 次间歇减压蒸馏和补充葡萄糖，虽然有剩余葡萄

糖存在，然而每个批次乙醇的生成速率基本保持不变，因而在玉米芯工业残渣水解液

中酿酒酵母能够保持的良好活性，实现酿酒酵母的循环利用，为酿酒酵母在玉米芯工

业残渣生产乙醇过程中进行纤维素酶的循环利用提供了有力的支持。 
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图 2.10 酿酒酵母在玉米芯工业残渣水解液中发酵（a）没有减压蒸馏和补葡萄糖（b）减压蒸馏和

补充葡萄糖 

Fig. 2.10  Saccharomyces cerevisiae DQ1 fermentation in the hydrolysate of corncob residue.(a) no 

vacuum distillation and glucose supplement, (b) vacuum distillation and glucose supplement. 

 

2.3.6  玉米芯工业残渣 SSF 过程中进行纤维素酶的循环利用 

前面已经对减压蒸馏的温度、时间、以及减压蒸馏对纤维素酶的活性进行了研究，

此外还通过酿酒酵母在玉米芯工业残渣水解液中的发酵，以及进行间歇减压蒸馏和补充

葡萄糖，考察其发酵性能，表明在减压蒸馏过程中，酿酒酵母具有良好的发酵性能，为

在玉米芯工业残渣SSF生产乙醇进行纤维素酶的循环利用提供了支持，因而，下面进行

在玉米芯工业残渣进行SSF生产乙醇，实现纤维素酶的循环利用的研究。 

在玉米芯工业残渣SSF生产乙醇进行纤维素酶循环利用时，首先进行的15%固含量

玉米芯工业残渣SSF生产乙醇，将15%固含量的玉米芯工业残渣在15 FPU/g DW的条件下

预糖化12小时，然后发酵60小时。从图2.11（a）中，预糖化得到初始糖浓度为43.2 g/L，

在24小时时几乎没有葡萄糖剩余，在36小时时乙醇的生成速率下降，说明此时糖化速率

下降，因而选择此时作为15%固含量的玉米芯工业残渣乙醇生产中纤维素酶循环利用实

验中减压蒸馏的节点，将乙醇蒸馏出来，然后补加新的物料以及部分营养盐，且不添加

纤维素酶，新的物料将吸附在木质素上纤维素酶解吸附下来，继续酶解新的物料，使其

能保持较高的酶解速率继续发酵，从而将纤维素酶酶量的降低，实现纤维素酶的循环利

用。在15%固含量的玉米芯工业残渣乙醇生产中纤维素酶循环利用中，减压蒸馏后乙醇

能继续生成，但乙醇的生成速率下降，且60小时后由于有乳酸的生成。此外，15%固含

量的玉米芯工业残渣在10 FPU/g DW 条件下进行SSF作为对照。 

在 30%固含量玉米芯工业残渣 SSF 生产乙醇进行纤维素酶循环利用时，首先进行

的 30%固含量玉米芯工业残渣 SSF 生产乙醇，将 30%固含量的玉米芯工业残渣在 15 

FPU/g DW 的条件下预糖化 12 小时，然后发酵 120 小时。从图 2.11（a）中，预糖化

得到初始糖浓度为 73.2 g/L，在 36 小时时几乎没有葡萄糖剩余，且从 48 小时开始乙

醇的生成速率下降，此时糖化速率下降，说明纤维素酶大部分已与木质素结合，影响

纤维素酶的糖化，而此时乙醇的浓度达到 56.8 g/L，会对酿酒酵母的发酵产生抑制作

用并对纤维素酶产生毒害作用，因而选择此时作为 30%固含量的玉米芯工业残渣乙醇

生产中纤维素酶循环利用实验中减压蒸馏的节点，将乙醇蒸馏出来，然后补加新的物

料以及部分营养盐，而不添加纤维素酶，将吸附在木质素上纤维素酶解吸附下来，继

续酶解新的物料，并继续发酵，从而将纤维素酶的酶量的降低，实现纤维素酶的循环

利用。 

在 30%固含量的玉米芯工业残渣乙醇生产中纤维素酶循环利用中，在每次减压蒸

馏结束并补充新的物料后，乙醇浓度都有增加，但在第二次减压蒸馏结束后，乙醇浓

度增加缓慢，且在 72 小时时有乳酸生成。主要由于纤维素酶随着发酵时间的延长活性
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降低以及木质素的大量积累且与纤维素酶不可逆的吸附，造成释放糖的速率下降和酿

酒酵母的生长状况不佳，进而影响乙醇的生产速率。此外由于操作条件较开放，引起

乳酸菌的污染，产生乳酸使得乙醇生成速率减慢。 

 

 

图 2.11 不同固含量玉米芯工业残渣 SSF 生产乙醇中纤维素酶的循环利用（a）15%固含量（b）30%

固含量 

Fig. 2.11  Cellulase enzyme recycling for SSF operation at different solids corncob residue producing 
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ethanol under vacuum distillation and fed-batch. (a)15% solids loading, (b) 30% solids loading. 

 

从表2.4可以看出，纤维素酶循环利用实验乙醇的得率要比10 FPU酶用量乙醇得率

高，但是比15 FPU酶用量乙醇得率要低，尤其在30%固体含量玉米芯工业残渣同步糖化

与发酵过程中，通过减压蒸馏和补料的方式将纤维素酶用量从15FPU/g DM降低到10 

FPU/g DM，乙醇的得率高达83.69%，比常规的在10 FPU/g DM酶量下的同步糖化与发酵

过程乙醇得率高出19.72%，是15 FPU/g DM酶量下乙醇得率的0.934倍。主要原因在高的

固体含量下，乙醇浓度高会对酿酒酵母的发酵产生抑制作用，抑制乙醇的生产，及时将

乙醇移除，有利于酿酒酵母的发酵，因此乙醇的得率更高且与15 FPU酶用量乙醇得率相

接近。因而，玉米芯工业残渣生产乙醇过程中纤维素酶循环利用在高固体含量下更为有

效，若能将玉米芯工业残渣中的木质素完全除去，将会对纤维素酶的循环利用更为有利。 

在玉米芯工业残渣SSF生产乙醇过程，采用间歇减压蒸馏和分批补料的方式，能降

低纤维素酶的用量，实现纤维素酶的循环利用。在高固含量下，纤维素酶循环利用实验

得到乙醇得率更高，且与节约了三分一酶用量的乙醇得率接近，这样为高固含量下乙醇

生产过程中纤维素酶循环利用提供了支持。文中采用间歇减压蒸馏，避免了实验过程中

减压蒸馏能耗过大以及二氧化碳不凝气体难以排出的问题，同时减压蒸馏得到的乙醇浓

度高，为乙醇提纯节约了能耗。 

 

表 2.4 玉米芯工业残渣 10FPU、15FPU 酶用量和纤维素酶循环利用的乙醇得率 

Table 2.4  Yield of the ethanol at the cellulase of 10FPU, 15FPU and the cellulase recycling in 

fermenting corncob residue 

 15%固含量 30%固含量 

10 FPU酶用量乙醇得率 66.30 69.90 

15 FPU酶用量乙醇得率 76.07 89.56 

纤维素酶循环利用乙醇得率 67.80 83.69 

 

2.4  小结 

本论文研究了主要研究了在减压蒸馏的条件下，减压蒸馏温度对乙醇收率的影响

以及乙醇对纤维素酶活力的影响，选择了减压蒸馏的时间和温度，然后在相同减蒸馏

温度和时间下，考察了对不同浓度乙醇溶液中乙醇回收率的影响，进而采用间歇减压

蒸馏和补充葡萄糖方式，考察酿酒酵母在合成培养基和玉米芯工业残渣水解液中的发

酵性能，验证了酿酒酵母采用间歇减压蒸馏方式进行发酵的可行性，最后在 15%和 30%

玉米芯工业残渣发酵中，通过减压蒸馏减少乙醇对酵母菌的抑制，以及补充新的物料，

降低纤维素酶的用量，从而进行纤维素酶循环利用，并提高了纤维素的转化率。 

（1）在乙醇溶液中，在不同的减压蒸馏时间和温度对乙醇回收率及纤维素酶的酶

活的影响，选择减压蒸馏的温度 50 
o
C 和减压蒸馏时间 30 分钟。 
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（2）在 50 
o
C 减压蒸馏温度下，对不同浓度的乙醇溶液中乙醇收率没有影响，都

在 70%左右。 

（3）在减压蒸馏和补充葡萄糖的条件，对酿酒酵母在合成培养基和玉米芯工业残

渣水解液中发酵性能的研究，表明酿酒酵母在两种培养基中，都具有很好的发酵性能，

但在玉米芯工业残渣水解液中，发酵速率要慢，每个批次发酵的时间要更长。 

（4）在玉米芯残渣同步与糖化生产乙醇进行纤维素酶循环利用中，在 30%固体

含量玉米芯工业残渣同步糖化与发酵过程中，通过减压蒸馏和补料的方式将纤维素酶

用量从 15FPU/ g DM（dry material, DM）降低到 10 FPU/g DM，乙醇的得率高达 83.69%，

比常规的在 10 FPU/g DM 酶量下的同步糖化与发酵过程乙醇得率高出 19.72%，是 15 

FPU/g DM 酶量下乙醇得率的 0.934 倍。 



华东理工大学硕士学位论文                                          第 39 页 

 

第三章  高浓度纤维素乳酸发酵醪的固液分离 

3.1  前言 

乳酸是生产众多化学品的中间体，具有广泛的运用前景。由于化石燃料的大量开

采和使用使人类面临着传统能源枯竭的危机，同时也引发了日益严重的环境问题。人

们将乳酸的生产逐渐转向丰富的、可再生的木质纤维素原料。 

在木质纤维素原料转化为乳酸时，一般采用同步糖化与发酵工艺，这中工艺既可

以增加糖化速率，减少对发酵过程的底物抑制，同时也能得到较高浓度的发酵产物，

减少分离成本。为了得到高浓度的发酵产物，降低分离的成本，需要在高固体含量的

条件下进行同步糖化与发酵，但是由于发酵结束后，固体含量高，实现产物的有效分

离是一大难点。目前人们常用的方法有离心、板框压滤等。然而，离心耗能大，而且

设备昂贵；压滤由于发酵醪粒径小，易堵塞压滤袋上的孔径，压力较大，易造成压滤

袋破损，难以实现发酵液和固体残渣的分离。因而，寻找一种新的经济实用的木质纤

维素乳酸发酵醪固液分离的方法具有重要意义。 

荷兰普拉克生化公司开发了一种采用絮凝的方式将乳酸从生物质中分离出来的方

式，该方法首先将乳酸发酵醪碱化，然后加入一种或多种絮凝剂，接着通过过滤或离

心的方式得到含乳酸盐/乳酸的透明溶液和生物质沉淀物，能回收大部分乳酸，然后可

以采用传统的乳酸精炼方式得到乳酸。但是，乳酸发酵醪在加入絮凝剂之前被碱化，

这就造成得到澄清液含有大量的木质素磺酸盐，使得后续的乳酸纯化造成困难。因而，

能寻找一种直接絮凝且不需对玉米秸秆乳酸发酵醪进行处理的絮凝剂十分重要。 

本研究是基于本实验室自行发酵生产的高固含量玉米秸秆乳酸发酵醪，由于其分

离困难，因而为了实现玉米秸秆乳酸发酵醪分离，实现中直接向玉米秸秆乳酸发酵醪

中添加絮凝剂，然后采用循环水真空循环泵将絮凝的玉米秸秆乳酸发酵醪以抽滤的方

式实现固液分离。本文研究了玉米秸秆乳酸发酵醪的粒径，最佳絮凝剂的选择和用量

以及在最佳絮凝剂的条件下，考察了搅拌时间，温度，pH 对玉米秸秆乳酸发酵醪絮凝

结果的影响并确定其最优絮凝条件以及在这种条件下乳酸的回收率。 

3.2  材料和方法 

3.2.1  原料 

实验所用的木质纤维素乳酸发酵醪是采用乳酸片球菌 P.acidilactic DQ2 进行 25%

固含量脱毒玉米秸秆同步糖化与发酵得到乳酸发酵醪。 

3.2.2  实验试剂和设备 

    见 2.2.3。 
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3.2.3  所需溶液 

壳聚糖溶液：将壳聚糖加入去离子水中，并加入 1%的乙酸，待其完全溶解后倒

入容量瓶中定容，得到 10 g/L 的壳聚糖溶液。 

硫酸铝溶液：将其固体直接融入去离子水中，然后在容量瓶中定容，得到所需浓

度的溶液。硫酸铝钾、聚丙烯酸钠和聚丙烯酰胺的溶液配制方法相同。 

3.2.1  实验方法 

3.2.4.1  玉米秸秆乳酸发酵醪固液分离工艺流程图 

将与絮凝剂混合好的玉米秸秆乳酸发酵液倒入带有滤纸的布氏漏斗中，然后开启

循环水真空泵，记录抽滤瓶不同时刻抽滤液的体积，用于判断絮凝效果的好坏。 

 

 

图 3.1 玉米秸秆乳酸发酵醪固液分离工艺流程图 

Fig. 3.1  Flow chart of solids/liquid separation in lactic acid fermented slurry. 1. Suction flask with scale, 

2. Buchner funnel, 3. Circulating water vacuum pump. 

 

3.2.4.2  玉米秸秆乳酸发酵醪粒径分布的测定 

粒度的测定采用马尔文激光粒度仪–2000 测定。 

3.2.4.3  玉米秸秆乳酸发酵醪絮凝实验 

测定玉米秸秆乳酸发酵醪含水量，然后用量筒量取 100 ml，并电子天平称取其质

量，将其倒入 150 ml 烧杯中；在室温条件下，加入絮凝剂溶液，用玻璃棒搅拌 5 分钟，

使其混合均匀；将混合液全部转入到带有单层定性滤纸的布氏漏斗中，布氏漏斗下面

连接带有刻度的抽滤瓶，开启循环真空泵使其压力达到 15 mm 汞柱，抽滤，记录不同

时刻抽滤瓶中乳酸清夜的体积并测定其最终浓度。 

3.2.4.4  搅拌时间对玉米秸秆乳酸发酵醪絮凝的影响 

    向玉米秸秆乳酸发酵醪中加入壳聚糖溶液 8 ml，在室温下分别搅拌 0 秒、5 秒、

10 秒、15 秒和 30 秒，将混合液全部转入到带有单层定性滤纸的布氏漏斗中，布氏漏

1 

2 

3 
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斗下面连接带有刻度的抽滤瓶，开启循环真空泵使其压力达到 15 mm 汞柱，抽滤，记

录不同时刻抽滤瓶中乳酸清夜的体积。 

3.2.4.5  温度对玉米秸秆乳酸发酵醪絮凝的影响 

    将玉米秸秆乳酸发酵醪调至 10 
o
C、20 

o
C、27.8 

o
C、30 

o
C 和 40 

o
C，分别加入壳

聚糖溶液 8 mL，搅拌 10 秒，其他操作同 3.2.4.3。 

3.2.4.6  pH 对玉米秸秆乳酸发酵醪絮凝的影响 

将玉米秸秆乳酸发酵醪 pH 调至 3、4、5.5、6、8 和 10，然后加入壳聚糖溶液 8 ml，

在室温下搅拌 10 秒，其他操作同 3.2.4.3。 

3.2.5  分析方法 

3.2.5.1  乳酸浓度的测定 

    参照 2.2.6.4。 

3.2.5.2  玉米秸秆乳酸发酵醪中乳酸回收率的计算 

玉米秸秆乳酸发酵醪中乳酸回收率计算公式为： 

 
 

1 1

0

% = 100%
C

V C

W M C




 
乳酸回收率（ ）                        （3-1） 

其中， 

 0C 是玉米秸秆乳酸发酵醪中乳酸浓度，单位：g/L； 

M 是添加絮凝剂前玉米秸秆乳酸发酵醪的质量，单位：g； 

    CW 是添加絮凝剂前玉米秸秆乳酸发酵醪的含水量，单位：%； 

 1C 是抽滤后抽滤液中乳酸浓度，单位：g/L； 

1V 是抽滤后抽滤液的体积，单位：L； 

3.3  结果与讨论 

3.3.1  玉米秸秆乳酸乳酸发酵醪粒径分布 

从图3.2中可以看出，玉米秸秆乳酸发酵醪液中颗粒的粒径大部分集中在 0.399 μm

到 320.536 μm，在 0.2 μm- 1 mm 范围内，属于悬浮液与悬浊液体系，这种体系属于动

学不稳定体系，借重力等作用最终能沉淀下来。但是，玉米秸秆乳酸发酵醪颗粒较小

沉降缓慢，且固体和液体难以分离，因而考虑采用絮凝剂使其絮凝成较大颗粒，从而

容易沉降和分离。 
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图 3.2 玉米秸秆乳酸发酵醪粒径分布 

Fig. 3.2  Testing the particle size distribution of lactic acid fermented slurry 

 

3.3.2  不同絮凝剂对玉米秸秆乳酸发酵醪絮凝的影响 

由于玉米芯乳酸发酵醪的粒径比较小，压滤会堵塞压滤袋的孔径，造成其难以固

液分离；采用离心能耗较大，且在工业上运用比较困难，因此采用添加絮凝剂的方式，

使其絮凝成较大的颗粒，但是采用自然沉降其分离速度慢，且分离得到的液体少，所

以将絮凝后的发酵醪置于于带有滤纸的布置漏斗中采用循环水真空泵抽滤的方式快速

实现固液分离。 

从图 3.3 中可以看出，在相同的抽滤时间下，随着 Al2SO4、KAl(SO4)2 以及壳聚糖

浓度的增加，抽滤液的体积也不断增加；在同种絮凝剂中，随着絮凝剂浓度的增加，

抽滤液的体积增加的速率也加快。但是聚丙烯酸钠和聚丙烯酰胺随着浓度的增加，减

压抽滤得到的抽滤液体积反而减少，在同种絮凝剂中，随着絮凝剂浓度的增加，抽滤

液的体积增加的速率不断减小，可能的原因是玉米芯乳酸发酵醪是一种阴离子型的溶

液。而 Al2SO4、KAl(SO4)2 以及壳聚糖是阳离子型絮凝剂，聚丙烯酸钠和聚丙烯酰胺

是阴离子型絮凝剂。阳离子絮凝剂能与玉米芯乳酸发酵醪发生絮凝反应，在一定范围

内，浓度越高越有利于絮凝反应；阴离子絮凝剂不能与玉米芯乳酸发酵醪发生絮凝反

应，反而与其中的水作用，阻碍其分离。 

Al2SO4、KAl(SO4)2 以及壳聚糖都能与玉米芯乳酸发酵醪发生絮凝反应，但是由于

Al2SO4 添加量太大，造成抽滤液中杂质离子较多不利用后续的分离且 KAl(SO4)2 的抽

滤速率太慢不如壳聚糖得到相同体积的抽滤液速率快，此外，壳聚糖还具有絮凝细胞
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的作用，这也可能是其絮凝更快的原因，因而选择壳聚糖溶液作为玉米秸秆乳酸发酵

醪的絮凝剂，且壳聚糖在浓度为 0.74 g/L 时 15 分钟能分离得到 61.5 ml 的乳酸清液，

但随着壳聚糖浓度的继续增加，抽滤液体积的增加量很少。因而，壳聚糖的最是浓度

为 0.74 g/L。然后在 0.74 g/L 壳聚糖的玉米秸秆乳酸发酵醪中，研究搅拌时间、温度

和 pH 对其絮凝结果的影响。 
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图 3.3 不同絮凝剂对玉米秸秆乳酸发酵醪的絮凝效果：（a）硫酸铝；(b)硫酸铝钾；(c) 聚丙烯酸

钠；(d) 聚丙烯酰胺；(e)壳聚糖 

Fig. 3.3  Effect of flocculation in lactic acid fermented slurry at different flocculants: (a) Al2SO4,  

(b)KAl(SO4)2,  (c)Sodium Polyacrylate, (d)PAM, (e)chotisan 

 

3.3.3  搅拌时间对玉米秸秆乳酸发酵醪絮凝的影响 

从图 3.4 可以看出，在添加壳聚糖溶液后，只需搅拌 10 秒，就能达到很好的絮凝

效果，此后搅拌时间随着搅拌时间的延长，不会再对絮凝结果产生影响，说明壳聚糖

能迅速与絮凝剂发生反应，产生絮凝效果。 
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图 3.4  搅拌时间对玉米秸秆乳酸发酵醪絮凝的影响 

Fig. 3.4  Effect of solids/liquid separation at different stirring time on adding Chitosan 

 

3.3.4  温度对玉米秸秆乳酸发酵醪絮凝的影响 

   从图 3.5 可以看出，温度对絮凝结果基本没有什么影响，但温度超过 40 
o
C 或低于

10 
o
C 将会在影响抽滤的初始速率，因而将壳聚糖对玉米秸秆乳酸发酵醪的絮凝温度选

择在 20–30 
o
C 较佳。 
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图 3.5  温度对玉米秸秆乳酸发酵醪絮凝的影响 

Fig. 3.5  Effect of solids/liquid separation at different temperature on adding Chitosan 

 

3.3.5  pH 对玉米秸秆乳酸发酵醪絮凝的影响 

 

图 3.6  pH 对玉米秸秆乳酸发酵醪絮凝的影响 
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Fig. 3.6  Effect of solids/liquid separation at different pH on adding Chitosan 

 

从图 3.6 可以看出，pH 过高或过低都会对絮凝产生不利影响，降低抽滤液体积的

得到速率。pH 过高会溶解玉米秸秆乳酸发酵醪中的木质素，会改变玉米秸秆乳酸发酵

醪的性质，对絮凝结果产生影响；pH 过低会造成可能会改变溶液的极性，进而影响絮

凝结果。pH 从 4 到 6 的絮凝结果基本相同，而玉米秸秆乳酸发酵醪的 pH 为 5.5，因

此，在絮凝过程将 pH 选为 5.5，且不用消耗酸碱。 

3.3.6  最优条件下的乳酸回收率 

从上述实验得到玉米秸秆乳酸发酵醪采用壳聚糖的作为絮凝剂的最佳条件：搅拌

时间 10 秒、温度 20–30 
o
C、pH 为 5.5。在最佳条件下，15 分钟乳酸的回收率 64.48%，

25 分钟乳酸的回收率达到 68.68%，这种方式能回收玉米秸秆乳酸发酵醪中大部分乳

酸，且操作简单，不需添加有毒絮凝剂以及增加絮凝后得到清夜中离子浓度，不会增

加后续乳酸精炼的困难，但是对于乳酸的回收率仍然偏低，因此这种方式有待进一步

研究。  

表 3.1  在最优条件下玉米秸秆乳酸发酵醪中乳酸回收率 

Table 3.1  Recovery of latic acid in lactic acid fermented slurry at optimum condition 

发酵醪含水

量 

（%） 

发酵醪中乳

酸浓度

（g/L） 

100 ml 发酵

醪的质量

（g） 

15 分钟抽滤

液体积

（g/L） 

15 分钟抽滤

液体积

（g/L） 

15 分钟乳酸

回收率 

（%） 

25 分钟乳酸

回收率 

（%） 

58.75±0.96 67.28±0.03 110.7±0.3 59.2±0.4 63.3±0.4 64.48±0.21 68.68±0.31 

 

3.4 小结  

本论文还研究了使用絮凝剂实现玉米芯秸秆乳酸发酵醪的固液体分离，通过不同

絮凝剂对玉米秸秆乳酸发酵醪的分离结果，确定最佳的絮凝剂，进而对选择的絮凝剂

进行搅拌时间、温度、pH 的研究，确定絮凝的最佳条件以及此条件下的回收率。 

1. 本文采用壳聚糖絮凝玉米秸秆乳酸发酵醪，能达到很好的絮凝效果，且最适浓度

为 0.74 g/L。 

2. 在对壳聚糖的最佳絮凝条件研究，得到最佳絮凝条件为混合时间 10 秒、温度

20–30 
o
C、pH为 5.5，且在 15分钟和 25分钟时，乳酸的回收率分别为 64.48%和 68.68 %。 

3. 本研究开发了一种简单可行的玉米秸秆乳酸发酵醪到的分离方法，实现玉米芯秸

秆乳酸发酵醪的固液体分离。 
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第四章  结论与展望 

4.1  结论 

本论文研究了主要研究了在木质纤维素乙醇生产过程中纤维酶成本过高问题。本

文玉米芯工业残渣作为原料，在玉米芯工业残渣 SSF 过程中，通过间歇减压蒸馏减少

乙醇对酵母菌的抑制，以及分批补加新的物料，降低纤维素酶的用量，从而进行纤维

素酶循环利用，并提高了纤维素的转化率。本论文还研究了高固含量的玉米芯秸秆乳

酸发酵醪的固液体分离，开发了一种简单高效的玉米秸秆乳酸发酵醪固液分离方法。

得到的结论如下： 

（1）在乙醇溶液中，考察减压蒸馏时间和温度对乙醇回收率及纤维素酶酶活的影响的

结果，选择减压蒸馏的温度 50 
o
C 和减压蒸馏时间 30 分钟。 

（2）在减压蒸馏和补充葡萄糖的条件，对酿酒酵母在合成培养基和玉米芯残渣水解液

培养基发酵性能的研究，表明在两种培养基中酿酒酵母都具有很好的发酵性能，为在

玉米芯工业残渣生产乙醇进行纤维素酶循环利用提供了依据。 

（3）在 30%固体含量玉米芯工业残渣同步糖化与发酵过程中，通过减压蒸馏和补料

的方式将纤维素酶用量从 15FPU/g DM降低到 10 FPU/g DM，乙醇的得率高达 83.69%，

比常规的在 10 FPU/g DM 酶量下的同步糖化与发酵过程乙醇得率高出 19.72%，是 15 

FPU/g DM 酶量下乙醇得率的 0.934 倍 

（4）在玉米芯工业残渣生产纤维乙醇进行纤维素酶循环利用中，将纤维素酶的循环利

用、乙醇的生产和分离以及细胞的循环利用相耦合，降低了纤维素酶的成本，减少乙

醇对酵母菌的抑制，实现了酿酒酵母的循环利用，提高了纤维素的转化率，为木质纤

维素乙醇的连续化生产提供了有力地技术支持。 

（5）确定了玉米秸秆乳酸发酵醪的最佳絮凝剂为壳聚糖，其最适浓度为 0.74 g/L。 

最佳絮凝条件为混合时间 10 秒、温度 20–30 
o
C、pH 为 5.5，且在 15 分钟和 25 分钟时，

乳酸的回收率分别为 64.48%和 68.68 %，实现了高固含量下玉米秸乳酸发酵醪的固液

分离。 

4.2  展望 

本课题中研究了玉米芯残渣生产乙醇过程中纤维素酶的循环利用，以及采用絮凝

的方式实现玉米秸秆乳酸发酵醪的固液分离，整个研究围绕着降低木质纤维素生物炼

制成本，虽然基本实现了纤维素酶的循环利用，降低了纤维素酶用量以及实现玉米秸

秆乳酸发酵醪的固液分离，可以生物炼制产业的发展提供指导作用，但是对于其在工

业上的运用应着重解决以下问题： 

（1）改进玉米芯残渣生产过程的预处理方式，能将其中的木质素完全除去，这样提高
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的纤维素酶的转化率，减少纤维素酶与木质素的无效吸附，节约纤维素酶用量，并开

发连续生产的循环发酵和分离模式，这样既可以实现纤维素酶的循环利用，提高乙醇

的产率，节约细胞用量和减少染菌的风险。 

（2）加强纤维素酶方面的研究，筛选高产菌种，提高纤维素酶的产量和性能，降低纤

维素酶的成本。 

（3）通过减压蒸馏实现了高固体含量下玉米芯残渣同步糖化与发酵和乙醇分离的耦

合，采用间歇减压蒸馏，实现乙醇浓缩的同时也降低发酵过程中产物的抑制，，但同时

也是体系中抑制物浓度造成提高，影响后续发酵，有关如何降低该过程抑制物浓缩的

问题有待进一步研究。 

（4）采用絮凝剂将玉米秸秆乳酸发酵醪絮凝，并用循环水真空泵抽滤，是一种十分简

单的分离方式，但对于提高其分离效率和降低能耗，仍需进一步研究，以实现工业上

分离木质纤维素乳酸发酵醪。 
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