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生物炼制中秸秆糖以及糖醇和糖酸的结晶分离 

摘要 

本文对生物炼制过程中的木质纤维素来源的秸秆糖（葡萄糖、木糖），以及菊芋和

淀粉生物转化获得的葡萄糖酸钠和山梨醇混合体系进行了结晶分离研究。本文首先研究

了玉米秸秆糖化液的精制和结晶。玉米秸秆在纤维素酶糖化作用后获得含有葡萄糖和木

糖的糖化液，通过离心、活性碳脱色、离子交换、旋转蒸发对糖化液进行精制，进而再

通过结晶、冷冻干燥后得到混合糖葡萄糖和木糖，用于接下来的裂解多元醇实验。然后

对葡萄糖酸钠和山梨醇的结晶分离进行了研究。首先，通过在葡萄糖酸钠和山梨醇溶液

中加入氯化钙，将溶解度较高的葡萄糖酸钠转化为溶解度较低的葡萄糖酸钙形式；然后，

利用葡萄糖酸钙和山梨醇在水溶液中的溶解度不同进行结晶分离。对影响葡萄糖酸钙结

晶的氯化钙加入量、助结晶剂乙醇加入量、晶种加入量、结晶温度、结晶时间等重要因

素进行了研究，结果表明在最佳的结晶条件下，葡萄糖酸钙与山梨醇可以通过结晶的方

式实现较好的分离，葡萄糖酸钙的结晶得率为 84.2%。通过对上述生物炼制体系的玉米

秸秆水解体系和葡萄糖酸钙-山梨醇体系的结晶分离，对分离生物质来源的秸秆糖以及

糖酸和糖醇提出了一个低成本结晶分离技术的方法和技术。 
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Crystallization Separation of Straw Sugar and Sugar Alcohol、Sugar Acid 

in Biorefinery 

Abstract 

This article studied the crystallization separation of straw sugars(glucose、xylose) 

produced from lignocellulose、sorbitol and sodium gluconate produced from the 

bioconversion of Jurusalen artichoke and cassava starch in brorefinery. This article studied 

corn stalks saccharification solution obtained after saccharification by cellulase enzyme, and 

studied the crystallization of glucose and xylose. By centrifugation, Decolorization by 

activated carbon, ion-exchange, rotary evaporator to purify the saccharification solution, and 

then by crystallization and freeze- drying to obtain mixed sugars glucose and xylose used for 

the next cleavage experiment of the polyol.This article also focused on the separation of 

sorbitol and sodium gluconate by crystallization method. First, sodium gluconate was 

converted into calcium gluconate by addition of calcium chloride; then, calcium gluconate 

and sorbitol were separated in the way of crystallization taking advantage of solubility 

difference of two compounds. Several important factors including addition of calcium 

chloride, ethanol addition, seeds addition, temperature, time on the calcium gluconate 

crystallization yield were investigated. The results show that the two compounds could be 

separated by crystallization with the recovery yield of calcium gluconate at 84.2%. The results 

provided a practical way for separation of sodium (calcium) gluconate and sorbitol at low 

cost. 

Keywords：calcium gluconate; sorbitoll; crystallization; decolored by actived carbon; ion 

exchange
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前言 

我国的玉米秸秆产量很高，作为一种可再生的资源，其中蕴含着巨大的能量，利用

空间巨大但是目前的利用极低，大多数都被随意堆砌和任意焚烧，浪费资源和造成环境

的污染。本实验室将玉米秸秆经过酸法预处理，将玉米秸秆中的成分破坏，得到木质素、

半纤维素和纤维素，然后再加入 7 FPU 的纤维素酶，水解 15%固含量的预处理后的秸秆，

使得其中的纤维素在纤维素酶的作用下糖化 72 h，得到包含有葡萄糖和木糖的秸秆糖化

液。葡萄糖和木糖的混合晶体用途广泛，不仅可用于共发酵产乙醇，还可以用来作为裂

解多元醇的原料。 

本课题研究的目的就是将玉米秸秆糖化液经过精制和结晶，得到葡萄糖和木糖的混

合晶体。首先是糖化液的离心得到糖化清液，因为溶液颜色很深，会影响产品的质量，

需要先经过活性碳脱色，得到颜色比较淡的糖化液；然后利用阴阳离子交换树脂除去溶

液中的盐离子 Na
+、SO4

2-，减少溶液中离子的存在，影响接下来的结晶溶液的稳定性；

最后再用旋转蒸发浓缩糖化液，使溶液中葡萄糖和木糖的浓度达到过饱和，加入晶种，

在一定温度下结晶数天，就可得到葡萄糖和木糖的混合固体，在冷冻干燥方法下，就可

得到葡萄糖和木糖的混合晶体，用于接下来的裂解多元醇实验。 

山梨醇是一种重要的化学中间体，可以用作甜味剂、调质剂、润湿剂和软化剂等，

还是合成维生素 C 的前体材料；葡萄糖酸及其衍生物是重要的食品添加剂，葡萄糖酸还

可作为生物炼油中间体和金属及其他材料的表面清洗剂。目前，葡萄糖酸盐和山梨醇的

分离已有一定的研究，如通过洗脱剂 Na2B4O7/H3BO3 对葡萄糖酸和山梨醇在树脂上进行

分离；使用有机溶剂甲醇和乙醇等的作为选择性沉淀剂将葡萄糖酸从溶液中沉淀出来，

而山梨醇仍然留在溶液中；或者使用一个和生物反应器配套的电解体系，在葡萄糖酸产

生的同时将其去除掉，山梨醇仍然留在溶液体系中。这些方法最终都能将葡萄糖酸和山

梨醇分离开来，且得率很高，但是由于这些方法只适用于实验室规模，由于操作成本和

其他因素不能用于工业上大规模的生产，需要寻找一种经济、低耗能、高效率和环境友

好的使用于工业上大规模分离葡萄糖酸和山梨醇的方法。 

本课题的研究意义在于寻找合适的葡萄糖酸和山梨醇的分离方法。本文考虑到葡萄

糖酸盐和山梨醇在溶液中的溶解度都很高，采用了结晶方法分离葡萄糖酸盐和山梨醇，

即在两种物质的混合溶液中加入氯化钙，会和葡萄糖酸盐发生反应生成溶解度较低的葡

萄糖酸钙，加入无水乙醇后进一步降低葡萄糖酸钙的溶解度，再加入晶种后降温结晶，

即可将葡萄糖酸钙结晶出来，山梨醇仍然留在溶液中，达到分离两种物质的目的。本文

首先研究了只有葡萄糖酸盐单一溶质存在的溶液中影响结晶的因素，氯化钙加入量、降

温条件；然后研究了葡萄糖酸盐和山梨醇的混合溶液，考察氯化钙加入量和降温条件对

结晶的影响，同时发现加入无水乙醇后能更进一步提高葡萄糖酸钙结晶率。本文对提出

的结晶分离方法对分离生物质来源的葡萄糖酸钙和山梨醇的工业化应用提出了一个低
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成本分离技术的概念。 
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第一章  文献综述 

能源是维持人类赖以生存和发展的动力，同时也保证着人类社会的存在和发展。目

前，我国主要利用的化石燃料资源包括煤炭、天然气和石油等，虽然我国储量丰富，但

是人均占有资源有限，并且随着人口的不断增加和对能源的需求日渐增长，这些化石燃

料因为其为不可再生性资源，储量迅速减少。根据一些数据显示，根据现在人类利用能

源的速度和能源的储量关系，煤炭最多只能开采 200 年，天然气和石油也将在 50-60 年

内被开采殆尽，这将会严重影响人类社会的发展和进步。目前我国经济正蓬勃发展，随

着工业化和城镇化的不断推进，对能源的需求也大，但是我国的能源分布不是十分合理

（如图 1.1），煤炭为最主要的需求能源，但是煤炭的燃烧会产生一氧化碳、粉尘、二氧

化碳和二氧化硫，这些有害气体的排放会引起温室效应和酸雨等，严重危害了环境和人

民的身心健康，造成很多不利影响。我国使用的石油大多需要进口，但是现在随着油价

的不断攀升和由于石油的远洋运输带来的恐怖威胁日渐增大，我们需要减少对进口石油

的运输，同时能源紧缺是制约我国经济社会迅速发展的重要因素，我们急切需要寻找其

它的新的可再生的能源来替代石油化工燃料。 

 

 

图 1.1  中国 2005 年能源需求总量 

Fig. 1.1  Total primary energy demand of China in 2005 

 

我国现在正努力发展对太阳能、风能和生物质能等一些可再生资源的利用，尤其重

视对生物质能的开发和利用。生物质是我国现存的第四大燃料，仅此于石油、天然气和

煤炭，是唯一被世界公认的可再生的碳源。生物质能是储存在生物质内部的能源，通过

光合作用将太阳能转化为植物体内的化学能储存，因此具有取之不尽、用之不竭的特点。

现在生物质能源因为其来源广泛和开发潜力巨大，并且具有可再生性和对环境友好性，

越来越受到人类的关注，是代替石化燃料的最主要的能源。据估计，我国目前理论上的

生物质能源储量约为 50 亿吨的标准煤，相当于中国总耗能的 4 倍。我国现在可利用的

生物质能源主要是工业有机废水和废渣、薪柴、农作物秸秆、禽畜粪便和生活垃圾。就

目前来说，在我国大力推广生物质能源的应用，对于保证各能源的可持续发展、减少环
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境污染和改善生态破坏具有重大的意义。 

1.1  玉米秸秆糖化液的精制和结晶 

1.1.1  秸秆资源及利用现状 

我国是一个农业大国，每年种植的秸秆产量为 7 亿吨[1]。现在我国种植的三大最主

要的农作物秸秆分别为稻草、小麦秸秆和玉米秸秆，其中玉米秸秆的产量占约秸秆总产

量的 37.4%，主要分布在华北（如内蒙古、河北）和东北等一些地区的各省份，以及中

南（如河南）和华东（如山东）的一些省份；小麦秸秆的产量占约秸秆总产量的 21.50%，

主要分布在中南（如河南）和华东（如山东、江苏、安徽）以及华北（如河北）等一些

地区；稻谷秸秆产量占约秸秆总产量的 18.55%，主要分布在华东地区（如江苏、浙江、

江西和安徽等）和中南（如湖北、湖南、广西、广东）及西南的一些省份（如四川）[2]。 

    玉米秸秆主要是由纤维素、半纤维素和木质素组成的，这三种组分约占总重量的

80%，纤维素是由 D-葡萄糖长链通过形成氢键的并列晶体结构再进一步形成的微纤维结

构，这种结构因为比较稳固使得纤维素的水解变得十分的困难；半纤维素是由木糖、半

乳糖和甘露糖等的形成的高聚物[3]，它种类很多、结构为无定形，并且构成组分不明确，

因此目前对半纤维素的研究利用很少[4,5]；木质素的结构十分的复杂并且稳定，它是以苯

丙烷结构为基本结构单元通过碳碳键或醚键相互连接起来的[6]，没有糖。除了以上三种

组分之外，秸秆中还含有其他的一些物质，比如脂类、果胶、蛋白质、灰分、水分、小

分子碳水化合物等，其中灰分含量占 5%，主要是由二氧化硅组成[2]。 

    现在我国秸秆年产量占生物质年总产量的 50%以上，有巨大的利用空间，然而目前

的利用率只有 35%，并且主要用在以下几种途径：1.有机肥料，即将收获的秸秆直接放

在农田中，这样做的好处就是简单省工且操作易行，腐烂的秸秆不仅可以有效的改善土

壤结构，还能增加土壤中的氮、磷、钾等的养分并且抑制杂草的生长，但是这么做也会

因为秸秆翻压量过大、秸秆中水分不够等妨碍农林耕作，严重的还可能会造成作物的减

产；2.作为饲料，收获的秸秆经过适当的处理之后提高了营养价值，可以作为蛋白饲料

利用；3.作为生产原料应用于编织和造纸行业，秸秆经过加工后可制作成不同形状的型

材、板材或者吸附材料，应用价值广阔；4.生产化工原料，利用生物技术的方法将秸秆

发酵得到乙醇、丁酸、L-乳酸等，通过化学反应得到羧甲基纤维素等的改性纤维素，但

是这些目标产物复杂、浓度低、进一步的分离困难。作为这些用途的秸秆量少，剩下的

大量的秸秆都没有得到很好地利用，被逐渐的堆积并且数量越来越大，高达每年 4 亿吨
[7]，这些秸秆大都被随意的堆积和任意的焚烧，造成了很大的社会、经济、生态问题，

使得大气污染、交通阻塞、火灾事故频频发生[8]。同时，作为一种可再生的能源，秸秆

中蕴含着巨大的能量，如果利用新技术将秸秆转换成一种方便、洁净、高效的能源，不

仅能够缓解因能源短缺造成的紧张，提高农村人民的生活质量，还可以解决因为秸秆随

意丢弃产生的各类问题、减少对环境的有害影响[9,10]。 

1.1.2  秸秆预处理方法的研究 
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秸秆含有生物化学上很稳定的结构，半纤维素和木质素是以共价键的形式结合，纤

维素分子被包埋在结构里边，使得纤维素分子不容易和外部加入的酶分子接触，因此很

难被一般的微生物所分解[11]。要解决这一个问题的有效方法就是通过适当的预处理木质

纤维素，尽可能的除去秸秆中的半纤维素和木质素，降低纤维素的结晶度，增加秸秆的

孔隙率。预处理方法分为很多种，包括物理、化学、生物及三种方法的组合等[12]。这些

方法经济可行，可以促进纤维素降解成相应的还原糖，避免碳水化合物降解和避免有害

副产物的生成[13]。 

物理方法主要有机械加工法、高温热解预处理法、微波预处理法、高能辐射处理法

及蒸汽爆破法等。机械法就是用粉碎、研磨和削片等的方法将物料变成细小的颗粒[14]，

提高物料的比表面积 [15]；高温热解法包括高温促进纤维素的转化为糖[16]和高温酸催化

自解反应方法；微波预处理法是利用有穿透性的电磁波；高能辐射法使物质和电离辐射

的相互作用下的物质发生变化[17]；蒸汽爆破法是在压力 0.7-4.8 Mpa、温度 150-250℃下

爆破几秒钟或者几分钟，再瞬间减压[18]，这种方法不仅能耗低、容易调节，而且避免了

高温预处理时由单糖变成乙醛抑制酶[19,20]，是一种比较有效的方法。 

化学方法是在酸、碱和有机溶剂等预处理剂的作用下，打破木质素和纤维素之间的

连接，主要包括酸水解、碱水解和氨化法。酸水解法具有处理时间短、产糖量高和后续

酶解程度高等的特点[21-23]，浓酸处理虽然糖转化率高，但是危险性也相对较大，对设备

的要求也很高，工艺流程更为复杂[24,25]；稀酸处理后，能除去 80-95 %的半纤维素，同

时降低纤维素的聚合度，加强水解反应的能力[26,27]。碱水解是在 OH
-的作用下将木质素

醚键断裂，同时增大木质纤维素的孔径，除去木质素并且使半纤维素溶解[28,29]。氨化方

法是利用氨水或尿素处理秸秆，这种方法下纤维素的降解明显。 

生物方法是寻找有木质素降解功能的菌种，在其适宜的发酵条件下把秸秆中的木质

纤维降解成其他的简单物质。这种方法无污染、条件温和、能耗低和操作简单，但是预

处理产生很多有害的衍生物，能耐受这种有害衍生物的微生物很少，而需要进一步的研

究[30,31]。联合方法是不同预处理方法的组合，最常见的是先机械破碎，再物理、化学或

生物方法进一步预处理。 

1.1.3  秸秆糖化的研究 

秸秆的糖化主要就是将预处理后的秸秆醪液在纤维素酶的作用下水解纤维素的β

-1,4 糖苷键生成葡萄糖的过程。纤维素酶是复合酶，来源非常的广泛，主要在细菌、真

菌、放线菌等的微生物中产生，现阶段研究的最多的是真菌，包括绿色木霉、里氏木霉、

根霉和黑曲霉等[32]。纤维素酶主要包括β-葡萄糖苷糖酶、内切-β-葡聚糖酶和外切-β-

葡聚糖酶，在水解的时候三种酶相互协调作用，但是在不同的微生物生产的纤维素酶中

的各个组分也有很大的差异。纤维素酶的酶解周期一般是在 72h 左右，水解作用受很多

因素的影响，首先是底物因素，不同的预处理条件下，木质纤维素原料的空隙和比表面

积会有不同的结果，因此纤维素酶接触到不同的底物的表面积也会不同，这种不同就会

影响酶解的速度，除此之外，还有纤维素的结晶度和聚合度、底物浓度和木质素的含量
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等影响因素；纤维素酶的性能也对酶解有很大影响，因为纤维素酶是从不同的微生物中

发现的，对木质纤维素原料的水解能力也因微生物种类的不同表现出不同的能力，除此

之外还有抑制物的耐受性、热稳定性、抗剪切失活能力等的也会产生不同；酶解作用还

要依赖于一定的温度和 pH，在最适的温度和 pH 条件下，纤维素酶才能发挥出最大的酶

反应速度，一般情况下，纤维素酶的最适 PH 值为 4.5-5.5，温度为 40-60℃；最后，反

应溶液中一些和底物相类似的物质也会引起相应的竞争性抑制，如纤维二糖、花色素和

酚及葡萄糖，当然在溶液中加入一些 CoCl2、Mg
2+和 Ca

2+也会激活纤维素酶活性。 

纤维素糖化的方式有很多种，比如同步糖化发酵、连续发酵、批次发酵。一般情况

下是直接酶解糖化，就是把纤维素酶和预处理之后的秸秆纤维素放在一个容器中，由于

纤维素酶的附着位点暴露，使得纤维素酶和物料能很容易结合，在适宜的温度和 PH 条

件下进行酶解反应并且水解就能获得六碳糖，这种方法简单，但是反应以后的纤维素酶

和底物残渣都不能够重复利用，造成了浪费，这种缺陷造成了酶法水解纤维素在商业上

不能有效的利用，产生了应用的限制；一种方法是同步产酶和酶解，就是在一个容器中

即能合成纤维素酶，同时又能酶解纤维素进行糖化反应，这种方法成本低，但是因为纤

维素酶合成过程中有菌种的加入对设备无菌条件要求严格，造成了操作的复杂性；同步

糖化发酵，就是把利用纤维素酶进行糖化和接下来的乙醇发酵在一个容器中进行，水解

产生的葡萄糖能迅速的被菌种利用进而产生乙醇，这种方法减少了酶的用量，节约了时

间，并且提高酶解速度和降低了产物抑制；还有一种是酶解-膜耦合，就是利用膜可渗

透的原理，把酶的催化、产物的分离和浓缩以及酶的回收等的步骤结合在一起。 

1.1.4  葡萄糖和木糖的应用 

葡萄糖又叫玉米葡糖、玉蜀黎塘和葡糖，是自然界中分布最广并且最重要的一种多

羟基单糖，在动物组织和血液、植物器官和组织、蜂蜜中都有广泛的分布，结构为 D-

（+）-吡喃型葡萄糖，以游离或结合的形式存在，纯净的葡萄糖是无色的晶体。葡萄糖

在果糖制造业、化工和医药领域都有着广泛的应用，同时还有大量的葡萄糖的衍生物被

用作临床上治疗药物。 

木糖是五碳糖，在工业上生产出的是 D-木糖，是细针状晶体，味甜。木糖虽然不

能被人体吸收，但是有能增加肠道中的双歧杆菌、调整肠道的作用，可以作为木糖醇的

原料。自然界中，除了竹笋还没有发现游离的木糖，大都是以多缩戊糖的木聚糖形式存

在于自然界的植物中的半纤维素中的[33]。现在木糖在食品行业的应用主要是作为无热量

的甜味剂、肉类香精原料、风味改良剂和食品抗氧化剂。  

葡萄糖和木糖双底物有很多应用，进行生物转化生产出 2,3-丁二醇、乙偶姻[34,35]；

还可以进行产氢、产乙醇[36,37]。 

1.2  葡萄糖酸盐和山梨醇的结晶分离 

1.2.1  菊粉及木薯淀粉的性质 

菊粉（inulin）又称菊糖，土木香粉，是一种生物多糖，存在于很多种的植物和蔬
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菜中，尤其是以能量的形式大量存在于菊芋、菊苣等的菊科植物块根中[38]。菊粉是由

D-呋喃果糖分子通过β-（2,1）糖苷键连接起来形成的果聚糖，聚合程度约为 2-60，平

均为 10，单个的菊粉分子末端是葡萄糖残基以α-（1-2）糖苷键相连接。菊粉在自然界

中的分布十分广泛，一些真菌和细菌中会含有菊粉，但主要还是存在于植物中。菊芋和

菊苣是最主要的生产菊粉的原料，来源丰富，菊粉含量高及，约占两种植物块茎干重的

70%以上[39]。菊粉可以用作生产柠檬酸、果糖、单细胞油脂、单细胞蛋白、乙醇及其他

生化产品，丰富廉价并且可再生。目前菊粉的水解主要使利用的菊粉酶，通过切断菊粉

的 β-2，1-糖苷键产生葡萄糖和果糖[40]。 

木薯淀粉主要是支链淀粉（约占 83%），是由木薯（Cassava）经过淀粉提取后脱水

干燥而成的粉末。木薯耐水、耐旱、耐贫瘠，在荒山、荒坡等各种土壤中都能很好的生

长，且适应性强。其含 30%的淀粉，被誉为“淀粉之王”，是一种不与人争地、不与地

争粮的作物，因此在我国被大面积的种植。木薯淀粉因其质具有细少杂质、分子中有活

泼的羟基的特点而用来生产各种衍生物，在食品、纺织、医药、制糖、造纸、化工等的

行业中都有着广泛的应用[41]。目前木薯淀粉的水解是通过液化酶和糖化酶的共同作用，

生成葡萄糖[40]。 

1.2.2  运动发酵单胞菌的生物特性及葡萄糖果糖氧化还原酶的性质 

     最初，运动发酵单胞菌（Zymomonas mobilis)是从龙舌兰属植物和甘蔗等一些植物

的发酵液，及坏掉的苹果酒和啤酒中分离出来的。Z.mobilis 属于革兰氏阴性菌，是兼性

厌氧的微生物。它在 25-31℃的无氧环境下生长是最好的，在有氧的条件下也可以存活
[42]。由于它特有的一些生化特性，其体内的代谢路径(Entner- Doudoroff pathway)得到了

广泛的研究，见图 1.2。 
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注：GLF，葡萄糖运输载体。编号对应的酶为：1. 果聚糖蔗糖酶；2. 葡萄糖果糖氧化还原酶；3. 葡

糖酸内酯酶；4. 葡萄糖激酶；5. 果糖激酶；6. 6-磷酸葡萄糖异构酶；7. 6-磷酸葡萄糖脱氢酶；8. 6-

磷酸葡糖酸内酯酶；9. 6-磷酸葡糖酸脱水酶；10. 2-酮-3-脱氧-6-磷酸葡萄糖酸醛缩酶；11. 磷酸甘油

醛脱氢酶；12. 磷酸甘油酸激酶；13. 磷酸甘油酸变位酶；14. 烯醇酶；15. 丙酮酸激酶；16. 丙酮

酸脱羧酶；17. 乙醇脱氢酶；18. 葡糖酸激酶。 

图 1.2  运动发酵单胞菌利用葡萄糖和果糖生成山梨醇、葡萄糖酸以及乙醇的代谢路径 

Fig. 1.2  Mechanism of sorbitol, gluconate, and ethanol formation from glucose and fructose in Z. mobilis. 

GLF, glucose facilitator. The enzyme code numbers are: 1. Levan sucrose; 2. Glucose-fructose 

oxidoreductase; 3. Gluconolactonase; 4. Glucokinase; 5. Fructokinase; 6. 6-P-Glucose isomerase; 7. 

6-P-Glucose dehydrogenase; 8. 6-P-Gluconolactonase; 9. 6-P-Gluconate dehydratase; 10. 

2-keto-3-deoxy-6-P-Gluconate aldolase; 11. 3-P-Glyceraldehyde dehydrogenase; 12. Phosphoglycerate 

kinase; 13. Phosphoglycerate mutase; 14. Enolase; 15. Pyruvate kinase; 16. Pyruvate decarboxylase; 17. 

Alcohol dehydrogenase; and 18. Gluconate kinase. 

 

Z.mobilis 在厌氧的条件下可以把 1 mol 的葡萄糖转化为 2 mol 的乙醇和 2 mol 的二

氧化碳[43,44]，消耗 1 mol 的 ATP，并且用作细胞自身生长的碳源只有 2% -5%[42]。蔗糖是

除葡萄糖和果糖之外唯一能被 Z.mobilis 利用的碳源。在果聚糖蔗糖酶作用下蔗糖被降解

为果糖和葡萄糖，进而被 Z.mobilis 用来聚合形成果聚糖或者进一步的代谢[45-50]。在无氧

条件下，Z.mobilis 利用果糖、蔗糖和葡萄糖生成二氧化碳和乙醇；在有氧条件下，可以
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生成少量的乳酸盐、醋酸盐、乙醛和乙偶姻[51]。在厌氧条件下，培养基中同时含有果糖、

葡萄糖时，Z.mobilis 可以生产葡萄糖酸、山梨醇，同时还有二氧化碳和乙醇的产生[52]。 

葡萄糖果糖氧化还原酶(Glucose-fructose oxidoreductase, GFOR)是 Z.mobilis 内的主

要酶，存在于细胞的周质空间内，由四个相同的分子量为 40 000 Da 的亚基聚合而成，

烟酰胺腺嘌呤核苷二磷酸（NADP）紧密连接在GFOR上作为辅酶，它的最适温度为39℃，

最适 PH 为 6.4[53,54]。在 Hardman 和 Scopes 的文章中提到，GFOR 催化反应的机制是典

型的乒乓机制，首先是把葡萄糖氧化为葡萄糖酸内酯，同时伴随着 NADPH 的生成，然

后 GFOR 再将果糖转化为山梨醇，与此同时辅酶 NADPH 被氧化为 NADP[53]。最后在葡

萄糖酸内酯酶（GL）的作用下将葡萄糖酸内酯转化为葡萄糖酸。生成的葡萄糖酸和山

梨醇再在各自的运输载体的作用下进入到细胞内部。 

1.2.3  山梨醇和葡萄糖酸的生产及应用前景 

山梨醇的生产主要是用工业方法，在镍的作用下 D-葡萄糖浆催化加氢得到；葡萄

糖酸的生产方法有氧化法和生物法，其中生物法是在黑曲霉作用下将葡萄糖发酵为葡萄

糖酸。目前，葡萄糖酸钠和山梨醇的生成一般是在 Z.mobilis 的 GFOR 酶作用下，以葡

萄糖和果糖为底物产生的，但同时也乙醇的产生。为了提高产物的生成率，同时降低副

产物的生成，本实验室的 Liu
[55]等使用基因工程改造的方法，将含有 gfo 基因的质粒

pHW20a-gfo 转入运动发酵单胞菌(Zymomonas mobilis ZM4)中构建出了基因工程菌

Zymomonas mobilis ZM4(pHW20a-gfo)，可以成功过表达 GFOR，其酶活活性是野生菌的

两倍多，并且在催化反应中加入了金属离子，提高了山梨醇和葡萄糖酸的产率并降低了

副产物乙醇的生成。在安克红[40]的研究中，考虑到两种底物葡萄糖和果糖的价格相对较

高，就利用廉价的基质菊粉和木薯淀粉以及廉价的商业酶糖化，得到等摩尔的葡萄糖和

果糖的混合水解液，再以基因工程菌 ZM4(pHW20a-gfo)为细胞催化剂，同时催化产生的

山梨醇和葡萄糖酸钠浓度均在 200 g/L 以上,得率在 95%以上。 

葡萄糖酸钠和山梨醇有广泛的应用。山梨醇（D-Sorbitol）存在于各种水果如苹果

(0.20-1.01 g / 100 g)、黑葡萄(0.20 g / 100 g) 、梨子(1.20-2.80 g / 100 g)、桃子(0.50-1.25 g 

/ 100 g)、李子(0.60-2.01 g / 100 g)、樱桃(1.40 g / 100 g)、浆果等[56,57]中，甜度是蔗糖的

60%。可以作为口香糖、糖果、冰激凌、甜点、糖尿病患者食品等中的甜味剂使用，还

可以用作软化剂、增湿剂、质地构成剂等[56, 58, 59]；同时山梨醇也是维生素 C 的前体材料，

每年大约有产量的 1/4 都用于合成维生素。山梨醇还可以作为生物炼油中间体，合成很

多化学品如丙二醇、乳酸、甘油、聚山梨醇脂肪酸酯、异山梨醇、多聚糖等可替代石油

化学品的衍生物。葡萄糖酸是一种无毒、无腐蚀性、无挥发性的温和型有机酸，是除抗

生素、氨基酸之外第三大发酵类产品，在工业上主要用作缓冲剂、固化剂和高级表面清

洗剂。以葡萄糖酸为生物炼油中间体可以生产很多很重要的可取代石油的化学品和材

料。在食品方面，葡萄糖酸及其衍生物还是重要的食品添加剂，葡萄糖酸钙是很好的补

钙营养品，极容易被人体吸收且毒副作用小。 

1.2.4  葡萄糖酸和山梨醇的分离纯化方法 
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Chun 和 Rogers 通过强碱性阴离子交换树脂，在 PH 9.0 的条件下，利用洗脱剂 0.11 

MNa2B4O7/ 0.11 MH3BO3 将山梨醇和葡萄糖酸分离，这种分离方法有效，但是这种方法

只适用于小规模的实验，由于操作成本太高的因素，无法应用于工业上大规模的分离[60]。

Jonas 和 Silveira 利用有机溶剂沉淀法，使用甲醇、乙醇等选择性沉淀剂，把葡萄糖酸沉

淀出来，山梨醇仍然留在溶液中，达到很好的分离葡萄糖酸和山梨醇的目的，葡萄糖酸

的纯度达 99%，同时甲醇也可以回收利用[61]。Ferraz 等人利用电渗析法，在生物反应器

中安装一个与之相配套的电解体系，可以在葡萄糖酸催化产生的同时将其移除，而山梨

醇留在溶液体系中，同样达到分离两种物质的目的[62]。 

尽管这些方法可以很好的分离葡萄糖酸钠和山梨醇，但是只限于实验室的规模，因

为环境和成本等一些限制因素不能应用于工业上大规模的生产，需要寻找一种经济、有

效、环境友好的适用于工业上大规模生产的葡萄糖酸钠和山梨醇的分离方法。 

1.2.5  葡萄糖酸盐的结晶分离 

结晶方法分为蒸发结晶和降温结晶。蒸发结晶是不断的蒸发溶剂，使溶液从不饱和

的状态变为饱和的状态，这样溶液中过剩的溶质就会以晶体的形式析出；降温结晶，就

是将溶液的温度降低，这样溶液中溶质的溶解度也会随着降低，溶液因此达到过饱和状

态，多余的不能溶解的溶质就会以固体的形式析出。结晶过程受到很多因素的影响，如

结晶温度、搅拌速度、溶剂的选择、晶种加入量、结晶时间等，都会对最终的溶质结晶

率产生影响。 

结晶分离是一种常用的工业分离方法，在相关的葡萄糖酸盐结晶研究报道中，张小

昊[63]对黑曲霉利用葡萄糖发酵生产的葡萄糖酸盐进行了结晶分离，发酵液葡萄糖酸钠浓

度约为 260 g/L，通过加入乙醇，降低葡萄糖酸钠的溶解度，间接提高溶液过饱和度，

然后真空蒸发结晶出葡萄糖酸钠。韦传宝等[64]在黑曲霉发酵糖化液产生的葡萄糖酸钠

溶液中加入碳酸钙，生成葡萄糖酸钙，然后浓缩至葡萄糖酸钙 200 g/L，降温结晶析出

葡萄糖酸钙。 

1.3  本课题的研究内容与意义 

玉米秸秆中蕴含着巨大的能量，在中国产量很高，但是利用极低，大多用作焚烧秸

秆，浪费资源。本实验室将玉米秸秆经过酸法预处理，将玉米秸秆中的成分破坏，得到

木质素、半纤维素和纤维素，然后再加入 7 FPU 的纤维素酶，水解 15%固含量的预处理

后的秸秆，使得其中的纤维素在纤维素酶的作用下糖化 72 h，得到包含有葡萄糖和木糖

的秸秆糖化液。葡萄糖和木糖的混合晶体用途广泛，不仅可用于共发酵产乙醇，还可以

用来作为裂解多元醇的原料。 

本课题研究的目的就是将玉米秸秆糖化液经过精制和结晶，得到葡萄糖和木糖的混

合晶体。首先是糖化液的离心得到糖化清液，因为溶液颜色很深，会影响产品的质量，

需要先经过活性碳脱色，得到颜色比较淡的糖化液；然后利用阴阳离子交换树脂除去溶

液中的盐离子 Na
+、SO4

2-，减少溶液中离子的存在，影响接下来的结晶溶液的稳定性；
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最后再用旋转蒸发浓缩糖化液，使溶液中葡萄糖和木糖的浓度达到过饱和，加入晶种，

在一定温度下结晶数天，就可得到葡萄糖和木糖的混合固体，在冷冻干燥方法下，就可

得到葡萄糖和木糖的混合晶体，用于接下来的裂解多元醇实验。 

山梨醇是一种重要的化学中间体，可以用作甜味剂、调质剂、润湿剂和软化剂等，

还是合成维生素 C 的前体材料；葡萄糖酸及其衍生物是重要的食品添加剂，葡萄糖酸还

可作为生物炼油中间体和金属及其他材料的表面清洗剂。目前，葡萄糖酸盐和山梨醇的

分离已有一定的研究，且最终都能将葡萄糖酸和山梨醇分离开来，得率很高，但是由于

这些方法只适用于实验室规模，由于操作成本和其他因素不能用于工业上大规模的生

产，需要寻找一种经济、低耗能、高效率和环境友好的使用于工业上大规模分离葡萄糖

酸和山梨醇的方法。 

本课题的研究意义在于寻找合适的葡萄糖酸和山梨醇的分离方法。本文考虑到葡萄

糖酸盐和山梨醇在溶液中的溶解度都很高，采用了结晶方法分离葡萄糖酸盐和山梨醇，

即在两种物质的混合溶液中加入氯化钙，会和葡萄糖酸盐发生反应生成溶解度较低的葡

萄糖酸钙，加入无水乙醇后进一步降低葡萄糖酸钙的溶解度，再加入晶种后降温结晶，

即可将葡萄糖酸钙结晶出来，山梨醇仍然留在溶液中，达到分离两种物质的目的。本文

首先研究了只有葡萄糖酸盐单一溶质存在的溶液中影响结晶的因素，氯化钙加入量、降

温条件；然后研究了葡萄糖酸盐和山梨醇的混合溶液，考察氯化钙加入量和降温条件对

结晶的影响，同时发现加入无水乙醇后能更进一步提高葡萄糖酸钙结晶率。本文对提出

的结晶分离方法对分离生物质来源的葡萄糖酸钙和山梨醇的工业化应用提出了一个低

成本分离技术的概念。 



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

第二章  材料与方法 

2.1  实验材料与设备 

2.1.1  实验材料与试剂 

实验研究过程中使用到的主要材料与试剂见表 2.1. 

表 2.1  实验材料与试剂 

Table 2.1  Experimental reagent 

试剂名称 规格 生产厂家 

菊粉  上海郎瑞精细化学品有限公司 

木薯淀粉  琼中奔鹿淀粉有限公司 

淀粉酶 HTAA  苏州杰能科生物有限公司 

糖化酶 GA-L NEW  苏州杰能科生物有限公司 

Sodium Gluconate  AR Amresco Inc. 

Sorbitol AR Amresco Inc. 

Glucose.H2O AR 国药集团化学试剂有限公司 

KH2PO4  AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

(NH4)2SO4 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

CaCl2 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

MgSO4·7 H2O AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

无水乙醇 AR 国药集团化学试剂有限公司 

盐酸 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

NaOH AR 上海振兴化工工厂 

Calcium Gluconate AR 阿拉丁试剂有限公司 

玉米秸秆  河南郸城 

纤维素酶   上海尤特尔生化有限公司 

活性碳 AR 国药集团化学试剂有限公司 

732 树脂  华东理工大学华昌聚合物有限公司 

D315 树脂  华东理工大学华昌聚合物有限公司 

Glucose AR 生工生物工程有限公司 

2.1.2  实验设备 

实验研究过程中使用到的主要仪器见表 2.2 

表 2.2  实验仪器 

Table 2.2  Experimental instrument 
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仪器名称 型号 生产厂家 

电子天平 BS223S 梅特勒 (上海)有限公司 

自动电位滴定仪 ZD-2 上海雷磁仪器厂 

自动高温灭菌锅 YXQ-lS-75SⅡ 上海博迅实业有限公司 

立式振荡培养箱 HZ-9311K 太仓华利达有限公司 

超声波清洗机 KWT-100A 科伟达超声波设备有限公司 

Eppendorf 台式离心机 5415R Eppendorf 公司 

移液器 Research Eppendorf 公司 

Beckman 大型超速离心机 J-26 Beckman 

电热鼓风干燥箱 DHG-9140A 上海一恒科技有限公司 

制冰机 XB-70 宁波新芝生物科技有限公司 

-80 
o
C 冰箱 Forma-86C Thermo 公司 

冰箱 BCD-239VC 海尔公司 

pH 计 PHS-3C 上海精密科学仪器有限公司 

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州苏洁净化设备有限公司 

高效液相色谱仪 lC-20AD 岛津公司 

超纯水机 Milli-Q Synthesis Millipore 公司 

四联发酵罐 Biotech-4BG 保兴生物设备工程有限公司 

5l 反应器 5l 保兴生物设备工程有限公司 

超级恒温水槽 ZC-18Q 宁波天恒仪器厂 

DU-800 核酸蛋白分析仪 722N 上海精科实业有限公司 

不锈钢多层过滤器  上海大张环保设备有限公司 

雷磁电导率仪 DDS-307A 上海精密科学仪器有限公司 

层析柱 600 mm*20 mm 上海卫程科学仪器有限公司 

旋转蒸发仪 RE-201D 上海科兴仪器有限公司 

Longer-Pump YZ 1515x 保定格兰恒流泵有限公司 

低温冷却循环泵 DLSB 上海鹰迪仪器设备有限公司 

2.2  分析方法 

2.2.1  脱色后溶液中色素含量分析 

利用 DU-800 核酸蛋白分析仪进行全波长扫描[65]。实验前先将仪器打开预热

5-10min，然后选择波长范围 400-800nm，测定不同活性碳用量下溶液的吸光值，对比不

同活性碳用量下的溶液脱色效果。  

2.2.2  溶液的电导分析 

利用雷磁电导率仪测定溶液的电导。实验前先将仪器打开预热 20-30min，再将脱色
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后的取样溶液稀释 100 倍，稀释时用去离子水，以减少不必要的离子的引入，影响实验

结果的准确性。然后用电导仪测定溶液的电导三次，取平均值，做出曲线图分析溶液电

导变化趋势。 

2.2.3  溶液的蛋白含量测定 

玉米秸秆糖化液是在纤维素酶作用下糖化所得，之后的纤维素酶没有回收，因此溶

液中会含有蛋白质成分，需要测定其含量，分析对后续实验的影响。首先是绘制蛋白质

标准曲线，通过 Bradford 法在 595nm 下测定溶液的吸光值，见表 2.3。 

表 2.3  蛋白质的标准曲线测定 

Table 2.3  The determine system of protein standard curve 

BAS 

(µg) 

K-MES buffer 

(µL) 
Bradford (mL) A595 

0 200 2 0 

10 190 2 0.207 

15 185 2 0.300 

20 180 2 0.385 

25 175 2 0.481 

30 170 2 0.548 

y = 0.019x

R
2
 = 0.9946

0

0.1

0.2
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图 2.1  蛋白质含量标准曲线 
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Fig. 2.1  Standard curve of protein 

溶液中纤维素酶含量测定方法：取脱色后的糖化液 200 µL，加入 2 mL 的 Bradford

工作液，振荡混合均匀后在 595 nm 下测定溶液的吸光值。 

2.2.4  高效液相色谱法测定组分含量 

本实验研究过程中，葡萄糖、葡萄糖酸、果糖、山梨醇、木糖、乙酸、乙酰丙酸、

5-羟甲基糠醛、糠醛的测定采用高效液相色谱仪。高效液相色谱仪的仪器型号为日本岛

津的 LC-20AD， RID-10A 的示差检测器，色谱柱为 Bio-Rad Aminex HPX-87H。检测过

程的检测条件：柱温 65
o
C，流动相是 0.005 mol/L 硫酸，流速为 0.6 ml/min。 

测定时首先做出样品的标准曲线。样品用前在 80
 o

C 烘 12h，然后用超纯水配制已

知浓度的标准品，梯度稀释 2、4、8、16、32、64 倍后进样，根据显示的液相色谱图得

出该物质的出峰时间和峰面积，作出做出相应的曲线图。 

实验中样品组分含量的测定过程与标准品做法相似，首先对样品进行适当倍数的稀

释，然后通过 0.22 µm 的微孔滤膜过滤后进样，根据峰面积计算出样品中所需组分的含

量。 

2.2.5  计算公式： 

葡萄糖酸钙的结晶率=S1/(S0×430/218.14×2) ×100%                           （2-1） 

    S1：抽滤后固体的干重（g） 

    S0：开始加入葡萄糖酸钠质量（g） 

    430：葡萄糖酸钙相对分子质量 

218.14：葡萄糖酸钠相对分子质量 

山梨醇的析出率=（1-（C1×V1×182.17）/R1）×100%                              （2-2） 

    C1：结晶后溶液中山梨醇浓度（g/L） 

    V1：结晶后溶液总体积（mL） 

R1：结晶前溶液中山梨醇质量（g） 

182.17：山梨醇相对分子质量 

质量守恒=（m1+m2）/（M1+M2）                                              （2-3） 

    m1：结晶结束后离心固体的干重（g） 

    m2：结晶结束后离心液体干重（g） 

    M1：开始溶液中溶质的总质量（g） 

M2：加入 CaCl2 质量（g） 

2.3 玉米秸秆糖化液的精制和结晶 

2.3.1  秸秆的预处理和糖化 

购买的玉米秸秆是经过粗粉碎过的，会含有一定量的尘土、沙石等的杂质，会对接

下来的各个生物炼制过程产生不利影响，需要先清洗除去杂质，后放于 105℃烘箱中烘

干 12h，再利用实验室粉碎机将烘干的秸秆再次粉碎，粒度在 1 cm 以下。然后用稀酸预
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处理，条件为：酸用量 5 %、预浸固液比 2:1、预浸 12 h，再用高温 190℃、3 min 预处

理。预处理完的物料放于-20℃冰箱中保存备用。 

糖化反应实验是在 5 L 反应器中进行，15%固含量、7 FPU 的酶用量（纤维素酶酶

活为 145 FPU/g）。糖化条件为 pH 4.8、50
o
C、150 rpm，用 5 mol/L NaOH 调节 PH。试

验中所用的去离子水和 NaOH 溶液预先进行灭菌，条件为 115
o
C、20 min。反应 72h 后，

糖化溶液经过 Beckman 大型超速离心机离心 7800 rpm、15 min，收集上清液 4℃冷冻备

用。 

2.3.2  活性碳脱色 

取玉米秸秆糖化清液，放在 80℃水浴环境下，加入质量比分别为 0%、1%、2%、

3%、4%、6%、10%的活性碳（活性炭在使用前，首先要进行活化，将活性炭放入 105℃

的烘箱内活化 2 h,后取出密封保存，备用[67]）,搅拌约 25-30 min，用板框压滤机（板框

压滤机使用前清洗干净，放两层滤布）过滤溶液，使溶液在板框中循环多次，除去活性

碳，最后收集清液 4℃冰箱保存备用。同时用全波长扫描法测定板框压滤后脱色溶液的

吸光值，高效液相法测定溶液中总糖和抑制物浓度，电导仪测定溶液中电导，核酸蛋白

分析仪测定溶液中纤维素酶含量。 

2.3.3  离子交换 

脱色完后的糖化液中含有大量的离子，有预处理过程中加入的 H2SO4电离产生的

SO4
2-，和糖化过程中加 NaOH 调节 PH 值引入的 Na

+。本实验室用 732 型强酸性阳离子

交换树脂和 D315 型弱碱性阴离子交换树脂。 

树脂用前要先进行预处理。732 树脂先用蒸馏水冲洗以除去杂质，然后用 2 mol/L

的 NaOH 浸泡，用蒸馏水洗至中性，然后再用 2 mol／L 的 HCl 浸泡，用去离子水洗至

中性，在 80℃烘箱内烘 12 h 后置干燥器中备用[68]。D315 树脂先用 40℃热水反复漂洗

至无泡沫，再用 5% HCl 浸泡 4 h，去离子水冲洗至中性，再用 5% NaOH 浸泡 4 h，去

离子水冲洗至 PH 8.0 左右，备用[69]。 

处理完之后的树脂要进行装柱。本实验室用的离子交换柱规格是 600 mm*20 mm，

可以装 180mL 湿树脂，将树脂倒入柱中注意避免气泡的引入，直至到达 180mL 刻度线，

然后将树脂柱固定在铁架台上，用铅垂线调整树脂柱方向，使其与桌面垂直，然后调整

树脂柱下端开关和泵开关，使上下两个开关进出液体流速相同，以一定流速泵入去离子

水到树脂柱中，冲洗树脂并使树脂沉降，然后将树脂柱上下开关关闭备用。 

离子交换过程分为两步。首先用 732 型强酸性阳离子交换树脂除去溶液中的 Na
+。

将预处理后的 732 树脂倒入柱中，柱中树脂总体积约为 180 mL，然后调整溶液流速，

以 12、30、52 mL/min 的流速将经过 3%活性碳脱色后的溶液泵入离子交换柱中。交换

的糖化溶液总体积为 1200 mL，每隔一定时间取样一次，用电导仪测溶液电导，同时用

高效液相测溶液中葡萄糖和木糖浓度。收集经过 732 树脂后有效交换的糖化液，放于 4℃

备用。其次用 D315 型弱碱性阴离子交换树脂除去溶液中的 SO4
2-。将预处理后的 D315

树脂倒入柱中，柱中树脂总体积约为 180 mL，然后调整溶液流速，以 18、25 mL/min



华东理工大学  硕士学位论文                                       第 17页 

的流速将已经通过732柱交换后收集的溶液通过D315交换柱。交换的溶液总体积为4 L，

每隔一定时间取样一次，用电导仪测溶液电导，同时用高效液相测溶液中葡萄糖和木糖

浓度。 

2.3.4  旋转蒸发浓缩 

经过两种树脂交换完之后的糖液，溶液中 Na
+和 SO4

2-浓度明显降低，通过旋转蒸

发蒸发浓缩溶液，提高溶液中葡萄糖和木糖浓度，旋转蒸发条件为-0.095 MPa、7 rpm

（0-10 rpm），旋转蒸发前糖液体积为 500 mL，温度分别为 50、60℃，时间 80 min，每

隔 20min 测定旋转蒸发出溶液的体积。 

2.3.5  结晶和干燥 

旋转蒸发之后的糖化液，溶液中葡萄糖和木糖浓度显著提高，达到过饱和的状态，

可以进行结晶实验。结晶时的温度为 20℃，加入晶种葡萄糖 1%（g/g）并轻微搅拌混合

均匀，结晶 10-12 d。 

结晶完之后的溶液需要经过冷冻干燥方能得到葡萄糖和木糖的混合固体。首先将结

晶之后的溶液倾倒在培养皿中，均匀铺开，用薄膜封口放在-80℃冰箱中冻干 24 h，然

后放在冷冻干燥设备中 48 h，即可得到葡萄糖和木糖的混合固体。 

取混合固体 0.2230 g 用去离子水溶解，然后定容到 25 mL，然后进行 HPLC 测定溶

液所含的物质及其浓度。 

2.4  葡萄糖酸钠与山梨醇的结晶分离 

2.4.1  葡萄糖酸钙晶种的制备 

    取一定量的葡萄糖酸钙固体，用干净的研钵碾碎之后用标准筛过滤，收集 60-80 目

之间的固体颗粒，作为葡萄糖酸钙晶种备用。 

2.4.2  单一的葡萄糖酸钠溶液的制备和结晶 

制备葡萄糖酸钠溶液：称取一定量的葡萄糖酸钠于玻璃烧杯中，加入去离子水，两

者比例为 1.0:2.5（w/w），在 40℃水浴锅中用玻璃棒不断搅拌溶解。此时葡萄糖酸钠溶

液浓度约为 300 g/L,然后放在 4℃冰箱中备用。 

CaCl2 加入量对结晶影响：将配制好的葡萄糖酸钠溶液在 40℃溶解，加入氯化钙，

使得氯化钙:4 葡萄糖酸钠（g/g）分别为 0.0:1.0﹑0.9:1.0﹑1.0：1.0﹑1.1：1.0﹑1.2:1.0（g/g），

之后不断搅拌使氯化钙充分溶解，然后将水域锅温度调到 20℃，待溶液温度降至 20℃

后，加入 0.1%的葡萄糖酸钙晶种，轻微搅拌使晶种分散均匀，最后密封结晶 12 h。 

降温条件对结晶影响：将配制好的葡萄糖酸钠溶液在 40℃溶解，加入氯化钙：4 葡

萄糖酸钠为 1.0：1.0（g/g），不断搅拌使氯化钙充分溶解后，将水浴锅温度分别降到 30℃

﹑20℃﹑10℃﹑0℃，待溶液降至相应温度后加入 0.1%的葡萄糖酸钙晶种，轻微搅拌使

晶种分散均匀，最后密封结晶 12 h。 

2.4.3  葡萄糖酸钠和山梨醇混合溶液的结晶分离 

制备葡萄糖酸钠和山梨醇混合溶液：称取等摩尔的葡萄糖酸钠和山梨醇于玻璃烧杯
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中，加入去离子水，葡萄糖酸钠和去离子水比例为 1.0:2.2（w/w），在 40℃水浴中用玻

璃棒不断搅拌溶解。此时溶液中葡萄糖酸钠浓度约 300 g/L，山梨醇浓度约 240 g/L，然

后放在 4℃冰箱中密封备用。 

乙醇加入量对结晶影响：将配制好的葡萄糖酸钠和山梨醇混合液在 40℃溶解，加入

氯化钙：4 葡萄糖酸钠为 1.0：1.0（g/g），不断搅拌溶解后将水浴锅温度调到 10℃，待

溶液降至 10℃后加入乙醇比例分别为 0%﹑30%﹑40%﹑50%﹑60%(V/V),再加入 1%的

葡萄糖酸钙晶种，轻微搅拌使晶种分散均匀，密封结晶 12 h。 

CaCl2 加入量对结晶影响：将配制好的葡萄糖酸钠和山梨醇混合液在 40℃溶解，加

入氯化钙：4 葡萄糖酸钠分别为 0.0:1.0﹑1.0：1.0﹑1.2：1.0﹑1.5:1.0（g/g），不断搅拌

溶解后将水浴锅温度调至 10℃，待溶液温度降至 10℃后，加入乙醇 50%（V/V），再加

入 1%的葡萄糖酸钙晶种，轻微搅拌使晶种分散均匀，密封结晶 12 h。 

2.4.4  菊芋和淀粉生物转化产品中葡萄糖酸钠与山梨醇溶液的制备和结晶 

菊粉和木薯淀粉的液化和糖化：首先菊粉（50%w/w）在 5 L 发酵罐中进行水解，

60
o
C、pH 4.0、糖化酶酶量 1 U/g inulin，水解 48 h；其次，木薯淀粉（50%w/w）在 90

o
C、

液化酶酶量 11 WU/g starch、pH 6.0 条件下液化 1 h，然后降温并调整 pH 至 4.0。最后，

将液化后的淀粉溶液加入到菊粉溶液中，60
o
C、pH 4.0，继续水解 12 h，获得水解液用

于催化实验。其中菊粉和木薯淀粉的质量比为 1:0.63，糖化过程中用 2mol/L NaOH 调

节 PH 值。 

重组运动发酵单胞菌 ZM4(pHW20a-gfo) 为本实验室所构建[18][66]，先经过培养。种

子培养基组成为 10 g/L glucose，5 g/L yeast extract， 1 g/L KH2PO4，5 g/L (NH4)2SO4，

0.5 g/L MgSO4·7H2O（pH 6.0）。种子细胞培养前加入 20 µg/mL 的四环素，以避免质粒

丢失。发酵罐培养 Z. mobilis 细胞的培养基组成为 100 g/L glucose，5 g/L yeast extract， 1 

g/L KH2PO4，5 g/L (NH4)2SO4，0.5 g/L MgSO4·7H2O（pH 6.0）。2 mol/L 的 NaOH 控制

pH；葡萄糖和培养基的其他组分分开灭菌。以上各培养基灭菌条件为 115
o
C，20min。 

试验中菌种的保存采用甘油冻存法，将生长到对数中期的细胞与 60%的甘油

（115
o
C，20min 灭菌）进行 1：1 的混合，用液氮速冻后放于-80

o
C 超低温冰箱中保存。

Z. mobilis 培养过程中，从超低温冰箱中取出冻存的菌种，接入种子培养基中，培养条件

为 30
o
C，150 rpm。当菌体生长至对数中后期（约 20 h）时，以 10%(v/v)的接种量接入

3 L 发酵罐中，培养条件为 30
o
C，150 rpm，pH 6.0。待培养 16-18 h 后将 ZM4(pHW20a-gfo)

菌体离心 8000 rpm，5 min，倒去上清，放在 4
o
C 冰箱中备用。 

催化反应实验是在 3 L 反应器中进行，500 mL 的菊粉和木薯淀粉水解液，然后再用

少量去离子水将菌体混匀后接入发酵罐中，菌体浓度为 20 g/L 干重。催化条件为 pH 6.4、

39
o
C、150 rpm，用 14mol/L NaOH 调 PH，进行反应 8 h，催化完之后的溶液经过离心（8000 

rpm，5 min）取上清液，获得葡萄糖酸钠和山梨醇混合溶液，放在 4
o
C 冰箱中备用。 

CaCl2 加入量对结晶影响：将催化获得的葡萄糖酸钠和山梨醇混合液在 40℃溶解，

加入氯化钙：4 葡萄糖酸钠比例分别为 1.0：1.0﹑1.5：1.0﹑2.0:1.0（g/g），不断搅拌溶
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解后将水浴锅调至 10℃，待温度降到 10℃，加入乙醇 50%（V/V），再加入 1%的葡萄

糖酸钙晶种，轻微搅拌使晶种分散均匀，密封结晶 12 h﹑24 h。 

降温条件对结晶影响：将催化获得的葡萄糖酸钠和山梨醇混合液在 40℃溶解，加入

氯化钙:4 葡萄糖酸钠比例为 1.0：1.0（g/g），不断搅拌溶解后将水浴锅调至 10℃，待温

度降到 10℃，加入乙醇 50%（V/V），再加入 1%的葡萄糖酸钙晶种，轻微搅拌使晶种分

散均匀，密封结晶 12 h，然后降温到 0℃，继续结晶到 24 h。 

2.4.5  结晶溶液的分离收集 

结晶后的溶液离心（8000 rpm，5 min），收集离心固体用 50%乙醇清洗多次，以除

去固体中含有的山梨醇，然后放在 80
o
C 烘箱中烘至恒重，称取结晶产物的重量。 

葡萄糖酸钙的结晶率是结晶后实际生成的葡萄糖酸钙干重，与结晶前溶液中含有的

葡萄糖酸钠理论上可以生成葡萄糖酸钙干重的比值； 

山梨醇的析出率是结晶后随着葡萄糖酸钙结晶而析出的山梨醇固体干重，与结晶前

溶液中含有的山梨醇干重的比值； 

质量守恒是结晶后离心的固体部分和液体溶质部分的总干重，与结晶前溶液中溶质

总干重和加入氯化钙质量总和的比值；表征着溶液结晶实验前后质量的损失。 
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第三章  实验结果 

3.1  玉米秸秆糖化液的精制和结晶 

3.1.1  活性碳脱色 

玉米秸秆糖化液经过离心，溶液颜色深，不利于下序实验，需要先对溶液脱色。试

验中用不同质量分数的活性碳 0%、1%、2%、3%、4%、6%、10%对溶液进行脱色，再

通过全波长扫描和 HPLC 测溶液各物质浓度，核酸蛋白分析仪测定溶液中纤维素酶含

量，对比不同活性炭用量下的脱色效果，结果分别见图 3.1、图 3.2。 
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图 3.1  活性碳的脱色效果 

1.原液；2.经质量分数 0%的活性碳处理后；3.经质量分数 1%的活性碳处理后；4. 经质量分数 2%的

活性碳处理后；5. 经质量分数 3%、4%、6%、10%的活性碳处理后 

Fig. 3.1  Decolirization result of activated carbon 

1.Original solution; 2.treated with activated carbon of mass fraction 0%; 3.treated with activated carbon of 

mass fraction 1%; 4.treated with activated carbon of mass fraction 2%; 5.treated with activated carbon of 

mass fraction 3%、4%、6%、10% 
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图 3.2  脱色后溶液中各物质浓度变化 

Fig. 3.2  Concentration of solution after decolirization by activated carbon 

 

玉米秸秆糖化液经过离心后还有较深的颜色，需要进一步脱色纯化。活性碳是黑色

粉末，无毒、无臭、无味，具有多孔结构，能吸附糖液中色素物质，有脱色效果。从图

3.1 看出，加入活性碳后溶液脱色效果明显，溶液吸光值明显降低，且随着活性碳用量

增加，脱色效果也增强，加入活性碳质量分数 3%以上，溶液吸光值＜0.2，可认为脱色

完全。活性碳不仅具有吸附脱色作用，同时也会吸附掉部分多糖，可能造成多糖组分的

损失，从图 3.2 看出，随着活性碳用量增加，多糖有一定量的吸附，但是吸附量很低，

可忽略不计；同时活性碳对溶液中的抑制物也有一定的吸附，乙酸和乙酰丙酸有吸附，

但是吸附量同样很低，可忽略不计；糠醛和 5-羟甲基糠醛也有吸附，而且吸附量与活性

碳的用量成正比，活性碳用量越大，溶液中糠醛和 5-羟甲基糠醛含量越低，在活性碳用

量高于 3%时，溶液中两种物质浓度可忽略不计。同时测定的溶液中纤维素酶含量，其

蛋白含量吸光值﹤0.05﹤（0.2-0.8）准确区，可以认为无蛋白，即脱色后的溶液中无纤

维素酶存在，不会对后续的结晶实验产生影响。 

综上所述，用不同量的活性碳 0%、1%、2%、3%、4%、6%、10%进行脱色，从活

性碳用量成本和脱色后效果（溶液吸光值、溶液中各物质浓度变化等）综合考虑，3%

活性碳用量最好。 

3.1.2  离子交换 
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用 3%活性碳脱色后的溶液，电导约为 30000 us/cm，远远大于去离子水电导

3.89us/cm。溶液中过量的离子会影响结晶时溶液的稳定性，不易形成晶体，因此需要先

对脱色后溶液进行离子交换，除去溶液中存在的 Na
+、SO4

2-离子。 

首先用 732 型强酸性阳离子交换树脂除去 Na
+。考察不同流速下，溶液的电导（如

图 3.3（a））和总糖浓度变化（如图 3.3(b)），及不同流速下溶液交换性质变化（如表 3.1）。 

 

表 3.1  不同流速下溶液在 732 树脂上的交换性质 

Table 3.1  Exchange ability of solution in the 732 resin under different flow rates 
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图 3.3(a)  732 树脂交换过程中溶液电导变化 

Fig. 3.3(a)  Conductibity of solution in the 732 resin 

 

Flow rate

（mL/min） 

Wet volume

（mL） 

Exchange 

volume

（mL） 

Exchange 

capacity（mL） 

Effective exchange 

time（min） 

Exchange 

time(min） 

12 180 1200 800 66.7 100 

30 180 1200 800 26.7 40 

52 180 1200 800 15.4 23 
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图 3.3(b)  732 树脂交换过程中溶液总糖浓度变化 

Fig. 3.3(b)  Concentration of glucose and xylose in the 732 resin 

 

由上图 3.3(b)看出，溶液交换过程中，在不同的交换流速下，溶液中的总糖浓度基

本不变，说明在交换过程中 732 树脂对总糖基本没有吸附，可以用作有效除 Na
+树脂。

由图 3.3(a)看出，在离子交换过程中，溶液电导开始较低，因为树脂中含有水，将溶液

稀释，一定时间后，树脂中充满糖化液，开始进行离子交换，溶液的电导迅速上升到约

70000 us/cm，表明此时树脂和溶液中的 Na
+进行有效交换，溶液电导在 70000 us/cm 维

持一段时间后迅速降到 30000 us/cm，表明此时已达到了树脂的有效交换容量，树脂已

达到饱和，不能再进行交换，交换完成。溶液电导维持在 70000 us/cm 左右的一段时间

内离子交换柱中流出的糖液，是有效交换 Na
+之后的溶液，收集用作接下来 D315 离子

树脂交换的溶液。由表 3.1 看出，以不同流速进行离子交换，固定的湿树脂体积 180 mL，

糖液的交换容量一定，只是交换时间发生变化，流速越高，交换效率越高。试验中 52 

mL/min 流速下交换 Na
+ 效果最好。 

其次用 D315 型弱碱性阴离子交换树脂除去 SO4
2-。考察不同流速下，溶液电导（如

图 3.4（a））和总糖浓度变化（如图 3.4（b）），同时对不同流速下溶液交换性质进行对

比（如表 3.2）。 

 

表 3.2  不同流速下溶液在 D315 树脂上交换性质 

Table 3.2  Exchange ability of solution in the D315 resin under different flow rates 
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图 3.4（a）  D315 树脂交换过程中溶液电导变化 

Fig. 3.4（a）  Conductibity of solution in the D315 resin 

Flow rate 

（mL/min） 

Wet volume

（mL） 

Exchange 

volume（mL） 

Exchange 

capacity（mL） 

Effective exchange 

time（min） 

Exchange 

time(min） 

18 180 2200 1260 70 120 

25 180 4000 1250 50 180 
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图 3.4（b）  D315 树脂交换过程中溶液总糖浓度变化 

Fig. 3.4（b）  Concentration of glucose and xylose in the D315 resin 

 

由图 3.4（b）看出，溶液交换过程中，总糖浓度基本不变，说明 D315 树脂对其基

本没有吸附，可以选作有效交换 SO4
2-树脂。由图 3.4（a）看出，在离子交换过程中，

溶液电导开始较低，因为树脂中含有水，将溶液稀释，一定时间后，树脂中充满糖化液，

开始进行离子交换，后迅速升到约 4000 us/cm，表明此时树脂和溶液中的 SO4
2-进行了

有效离子交换，溶液电导维持在 4000 us/cm 一段时间后开始变化，缓慢的上升，直到

70000 us/cm，表明此时已达到了树脂的有效交换容量，树脂已达到饱和，交换完成。收

集溶液电导维持在 4000 us/cm 左右的一段时间内的交换糖液，可以用作接下来旋转蒸

发浓缩的溶液。由表 3.2 看出，以不同流速进行离子交换，固定的湿树脂体积 180 mL，

糖液的交换容量一定，只是交换时间发生变化，流速越高，交换效率越高。试验中 25 

mL/min 流速下交换 SO4
2- 效果最好。 

3.1.3  旋转蒸发浓缩 

经过两种树脂交换完后的糖液中离子浓度降低了很多，可以进行旋转蒸发蒸发浓缩

提高总糖浓度，进而进行结晶实验。溶液旋转蒸发结果如图 3.5 和表 3.3。 

 

表 3.3  旋转蒸发前后溶液性质变化 
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Table 3.3  Changes in the solution properties before and after rotary evaporator 

  Concentration（g/L） Volume 

（mL） 

Conductivity 

（us/cm）   Glucose Xylose 

Before rotary evaporator 64.8 19.4 500 4140 

After rotary 

evaporator 

50℃ 641 ± 48 200 ± 7 50 ± 4.0 46700 ± 2687 

60℃ 702 ± 106 217 ± 21 35 ± 7.1 47650 ± 4455 
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图 3.5  温度对旋转蒸发出液体体积的影响 

Fig. 3.5  Effect of temperature on volume of liquid under rotary evaporator 

 

由图 3.5 看出，随着时间延长，旋转蒸发浓缩出的液体体积也在增加，并在 60 min

左右达到最大值，之后随时间增加，旋转蒸发出液体体积没有明显增加。考察的两个温

度 50、60℃，旋转蒸发效果基本相同。由表 3.3 看出，旋转蒸发后，糖化液体积约为原

来的 1/10, 同时总糖浓度有显著提高，约为原来糖液浓度的 10 倍。糖化液得到了有效的

浓缩，可以用于接下来的结晶实验。 

3.2.4  结晶和干燥 

旋转蒸发之后的糖化液总糖浓度提高，加入 1%晶种后，在 20℃下开始结晶。随着

时间的延长，晶体体积逐渐增加，在 10-12 d 糖液结晶完成。在结晶整个过程中，溶液

中总糖浓度并不变，可能的原因是葡萄糖在结晶时带走了一分子结晶水。结晶完后的溶

液经过冷冻干燥，即可得葡萄糖和木糖的混合固体。用 HPLC 测定溶液中所含物质及其
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浓度，结果见图 3.6 和表 3.4 

 

表 3.4  晶体中各物质的比例 

Table 3.4  Composition of each substance in crystal 

substance Glucose Xylose Glucose.H2O 

Quality (g) 0.1512 0.0506 0.1663 

Proportion (%) 67.8 22.7 74.6 

 

 

图 3.6  HPLC 测定晶体的组成 

Fig. 3.6  composition of crystal by HPLC 

 

    如图 3.6 看出，冷冻干燥后的固体经过溶解后测定 HPLC，没有杂质峰，只出现了

两个比较清晰的峰，分别为 8.810 s 出现的葡萄糖峰和 9.476 s 出现的木糖峰，由此可以

确定结晶出来的固体为比较纯净的葡萄糖和木糖的混合物，同时由表 3.4 看出，由 HPLC

测定出的两种物质的峰面积乘以相应的系数，折合出的葡萄糖和木糖所占的比例约为

90.5%，考虑到葡萄糖较容易形成水合晶体，因此结晶出的可能为一水合葡萄糖，这样

两者所占的比例约为 97.3%。所以，用结晶和冷冻干燥的方法可以得到比较纯净的一水

合葡萄糖和木糖的混合晶体，可以用于接下来的裂解多元醇的实验。 

3.2  葡萄糖酸钠与山梨醇的结晶分离 

3.2.1  单一的葡萄糖酸钠溶液的结晶 

在单一葡萄糖酸钠溶液中加入 CaCl2，会生成溶解度较低的葡萄糖酸钙，降低溶液

温度，葡萄糖酸钙达到过饱和度，会结晶析出。结晶条件不同，葡萄糖酸钙在溶液中的

结晶率也会不同。首先考虑 CaCl2 加入量对葡萄糖酸钙的结晶率的影响，结果见图 3.6。 
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calcium chloride:4 sodium 

gluconate(g/g) 

calcium 

gluconate(g) 
crystal ratio(%) 

mass 

conservation(%) 

0.0 0.77 1.9 ± 0.1 100.0 

0.9 32.78 83.2 ± 0.0 99.2 

1.0 33.12 84.0 ± 0.3 99.8 

1.1 32.46 82.3 ± 0.2 101.4 

1.2 31.78 80.6 ± 0.3 100.7 

图 3.7  不同 CaCl2加入量下溶液中葡萄糖酸钠的浓度变化 

结晶条件为温度从 40℃降温到 20℃，晶种 0.1%，结晶 12h 时，不同 CaCl2加入量下的葡萄糖酸钙的

结晶 

Fig. 3.7  Concentration of sodium gluconate under various dosage of CaCl2 

Crystallization conditions: temperature from 40℃ to 20℃, seed of 0.1%, crystallization of calcium 

gluconate under various dosage of CaCl2 for 12 h 

     

由图 3.7 看出，葡萄糖酸钠本身在水中溶解度很大，简单的降温很难达到结晶目的，

图 3.7 中加入 CaCl2 加入量为 0 倍时，结晶曲线平滑，无法达到结晶目的；而在葡萄糖

酸钠溶液中加入 CaCl2，发生反应生成溶解度较低的葡萄糖酸钙，同时降低温度到 20
 o
C，

结晶现象明显，葡萄糖酸钙在溶液中的浓度随时间显著降低，在 0-8 h 成显著的坡线，

从 8-12 h 曲线坡度降低，但仍有晶体析出。表格中生成葡萄糖酸钙（g）表示结晶完成

后生成的葡萄糖酸钙晶体的干重，从数据看出 CaCl2 加入量不同，葡萄糖酸钙的结晶率

也不同，在 CaCl2 加入量逐渐增加时，葡萄糖酸钙的结晶率先增加后降低。这种原因产

生是因为在溶液中 CaCl2 加入量少时，葡萄糖酸钠不能完全转化为葡萄糖酸钙，促使结

晶率较低；而在 CaCl2量较多时，虽然溶液中的葡萄糖酸能完全转化为葡萄糖酸钙，但
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是溶液中还有过量的 CaCl2 离子存在，离子浓度的增加影响了结晶的稳定进行环境，结

晶率反而降低。当加入量氯化钙:葡萄糖酸钠（g/g）为 1.0 时，溶液中的葡萄糖酸钠和

CaCl2 能完全反应生成葡萄糖酸钙并且溶液中没有多余离子存在，结晶率最高为 84.0%。

因此 CaCl2 加入量是影响结晶的重要条件，能显著降低溶液中葡萄糖酸钙的溶解度，提

高结晶率。同时表格中质量守恒表征着溶液结晶实验前后质量的损失，需要在一定的误

差范围内。 

葡萄糖酸钠溶液的结晶不仅受 CaCl2 加入量的影响，不同的降温条件也会对生成的

葡萄糖酸钙结晶产生影响。根据已有的研究，葡萄糖酸钙的溶解度随着温度的降低而降

低[70]。溶液中的葡萄糖酸钠在加入 CaCl2 后，生成葡萄糖酸钙，当葡萄糖酸钙达到过饱

和度后，葡萄糖酸钙结晶析出。不同的降温条件下，葡萄糖酸钙的结晶率也不同，结果

见图 3.8。 

0

50

100

150

200

250

300

350

0 2 4 6 8 10 12

Time (h)

S
o

d
iu

m
 g

lu
c
o

n
a

te
 (

g
/L

)

30℃ 20℃ 10℃ 0℃

 

temperature 

(℃) 

calcium gluconate 

(g) 
crystal ratio of calcium gluconate (%) 

mass conservation 

(%) 

30 32.86 83.3 ± 1.0 100.0 

20 33.12 84.0 ± 0.3 99.8 

10 33.49 84.9 ± 0.4 99.2 

0 29.19 74.0 ± 3.0 97.5 

图 3.8  不同降温条件下的葡萄糖酸钙结晶曲线 

结晶条件为加入量氯化钙:4 葡萄糖酸钠（g/g）1.0，晶种 0.1%，结晶 12h 时，不同降温条件下的葡

萄糖酸钙的结晶 

Fig 3.8  Crystallization curve of calcium gluconate under various temperature 

Crystallization conditions: calcium chloride: 4 sodium gluconate of 1.0, seed of 0.1%, crystallization of 

calcium gluconate under various temperature for 12 h 
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    由上图 3.8 看出，降低溶液温度，葡萄糖酸钙在溶液中达到过饱和，浓度随时间显

著降低。表格中生成葡萄糖酸钙（g）表示结晶完成后溶液中生成的葡萄糖酸钙晶体的

干重， 降温条件不同，葡萄糖酸钙的结晶率也不同，在温度降低过程中，葡萄糖酸钙

的结晶率先增加后降低。这种原因产生是因为在溶液温度逐渐降低过程中，葡萄糖酸钙

过饱和度增加，结晶出的量会提高；而当温度降低过大时，虽然溶液中葡萄糖酸钙过饱

和度大，同时由于溶液温度过低，离子流动速率慢，溶液粘度相对增加，结晶率反而降

低。降温条件为 10℃，葡萄糖酸钙的结晶率最高，为 84.9%。因此降温条件也是影响结

晶的重要条件，能显著降低溶液中葡萄糖酸钙的溶解度，提高结晶率。 

综上所述，单一的葡萄糖酸钠溶液结晶中，不同的 CaCl2 加入量和降温条件都是影

响结晶的显著条件，可以降低生成的葡萄糖酸钙在溶液中的溶解度，提高结晶率。最佳

结晶条件为加入量 CaCl2：4 葡萄糖酸钠（g/g）1.0，晶种 0.1%，结晶温度 10℃，时间

12 h，结晶率最高为 84.9%。 

3.2.2  葡萄糖酸钠和山梨醇混合液的结晶分离 

在对单一的葡萄糖酸钠溶液结晶条件进行研究后，发现不同的 CaCl2加入量和降温

条件对结晶影响很大。再进一步在葡萄糖酸钠溶液中加入山梨醇，考察其对葡萄糖酸钙

结晶率的影响。结果见图 3.9。 
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0 8.6 ± 1.8 2.1 ± 2.3 98.7 

30 93.7 ± 0.6 50.8 ± 2.1 103.9 

40 94.3 ± 1.3 28.1 ± 1.5 104.9 

50 95.7 ± 0.2 31.5 ± 3.1 102.5 

60 94.3 ± 2.7 50.3 ± 3.0 101.9 

图 3.9  不同乙醇加入量条件下的葡萄糖酸钙结晶曲线 

结晶条件为加入量氯化钙:葡萄糖酸钠（g/g）1.0，结晶温度从 40℃降到 10℃，晶种 1%，结晶 12h

时，不同乙醇加入量条件下的葡萄糖酸钙的结晶 

Fig 3.9  Crystallization curve of calcium gluconate under various level of ethanol 

Crystallization conditions: calcium chloride : sodium gluconate of 1.0 , temperature from 40℃ to 10℃, 

seed of 1%, crystallization of calcium gluconate under various level of ethanol for 12 h 

 

从图 3.9 看出，未加入乙醇时，单纯的葡萄糖酸钙和山梨醇的结晶曲线随时间没有

显著变化，可能是因为加入山梨醇以后增大了葡萄糖酸钙的溶解度，降温无法达到结晶

目的。在混合溶液中加入乙醇后，开始溶液体积因乙醇的加入而增大，葡萄糖酸钠和山

梨醇浓度降低，但是乙醇加入也显著降低了葡萄糖酸钙在水中溶解度，因此随着时间推

进，其浓度显著降低。表格数据表明，随着溶液中无水乙醇加入比例增加，葡萄糖酸钙

的结晶率先增加，后降低，在无水乙醇加入比例为 50%时，葡萄糖酸钠结晶率最高为

95.7%，同时山梨醇也因乙醇的加入，溶解度降低而有部分析出。因为随着乙醇加入体

积增加，葡萄糖酸钠和山梨醇混合溶液中加入的乙醇产生分层，无法得出葡萄糖酸钙结

晶曲线，因此图中只有加入乙醇体积比例 30%、40%的曲线。 

以上对单一葡萄糖酸钠溶液结晶研究中，得出 CaCl2 加入量影响葡萄糖酸钙结晶率。

再在溶液中加入山梨醇后，溶液特性发生变化，结晶效果见表 3.5。 

 

表 3.5  不同 CaCl2加入量对结晶率影响 

Table 3.5  Effect of various dosage of CaCl2 on crystallization rate 

calcium chloride : 

4sodium gluconate (g/g) 

level of ethanol 

(%, v/v) 

crystal ratio of calcium 

gluconate (%) 

crystal ratio of sorbitol 

(%) 

0 50 78.9 ± 4.8 19.7 ± 10.7 

1.0 50 95.7 ± 0.2 31.5 ± 3.0 

1.2 50 84.5 ± 1.9 23.6 ± 2.5 

1.5 50 77.0 ± 1.3 25.7 ± 3.4 

结晶条件温度从 40℃降温到 10℃，乙醇加入量 50%，晶种 1%，结晶 12h 时，不同 CaCl2加入量下

的葡萄糖酸钙的结晶 

Crystallization conditions: temperature from 40℃ to 10℃, ethanol of 50%, seed of 1%, crystallization of 

calcium gluconate under various dosage of CaCl2 for 12 h 

 

从表 3.5 数据看出，CaCl2 的加入量对葡萄糖酸钙的结晶率影响显著。不加 CaCl2

时，溶液主要为葡萄糖酸钠和山梨醇，结晶产生是因为加入了乙醇后，葡萄糖酸钠在水

中溶解度下降，降低温度进而结晶析出；当加入 CaCl2 后，溶液中的葡萄糖酸钠转化为

葡萄糖酸钙，溶解度显著降低，结晶现象明显，和考察的单一葡萄糖酸钙溶液结晶现象

类似，但是结晶率比单一的葡萄糖酸钙要高，因为乙醇的加入进一步降低了葡萄糖酸钙

的溶解度。从表看出，当 CaCl2 加入量高于 1.0 时，溶液中还有剩余的 Ca
2+，Cl

-，大量
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游离的离子存在，使结晶环境很不稳定，不容易形成结晶,结晶率反而下降。表 3.1 结果

表明，CaCl2 加入量为 1.0，即加入的 CaCl2 能与溶液中的葡萄糖酸钠完全反应生成葡萄

糖酸钙量最好，此时葡萄糖酸钠结晶率为 95.7%，同时有 31.52%山梨醇析出。 

综上所述，在葡萄糖酸钠溶液中加入山梨醇之后的混合溶液结晶中，不同的 CaCl2

加入量和降温条件是影响结晶的显著条件，同时在混合液中加入一定量的乙醇可以进一

步降低葡萄糖酸钙在溶液中的溶解度，提高结晶率。最佳结晶条件为加入量氯化钙：4

葡萄糖酸钠（g/g）1.0，乙醇加入量 50%（v/v），晶种 1%，结晶温度从 40℃降到 10℃，

时间 12 h，结晶率最高为 95.7%，同时有 31.52%山梨醇析出。 

3.2.3  菊芋生物转化产品中葡萄糖酸钠与山梨醇溶液的结晶分离 

本文研究的主要是菊粉和木薯碳源的葡萄糖酸钠和山梨醇的结晶分离。菊粉和木薯

淀粉是比较廉价的原料，经过液化和糖化后，会产生等摩尔的葡萄糖和果糖，在运动发

酵单胞菌催化下，生成等摩尔的葡萄糖酸钠和山梨醇。然后对催化液进行离心 8000 rpm，

5 min，取上清液放在 4
o
C 冰箱中备用。此时催化生成的葡萄糖酸钠浓度约 248.6 g/L，

山梨醇浓度约 213.7 g/L，然后在一定条件下结晶，结果见表 3.5。 

 

表 3.6  不同 CaCl2加入量下对葡萄糖酸钙结晶的影响 

Table 3.6  Effect of various dosage of CaCl2 on calcium gluconate crystallization 

calcium chloride : 4 sodium 

gluconate (g/g) 

time 

(h) 

crystal ratio of sorbitol 

(%) 

crystal ratio of calcium gluconate 

(%) 

1.0 12 28.3 ± 0.5 84.2 ± 2.6 

 24 27.4 ± 1.8 85.6 ± 1.0 

1.5 12 45.0 ± 0.7 82.0 ± 0.5 

 24 48.6 ± 3.9 86.8 ± 3.9 

2.0 12 33.6 ± 6.5 67.0 ± 1.3 

 24 41.8 ± 4.2 74.8 ± 3.8 

结晶条件为温度从 40℃降温到 10℃，乙醇加入量 50%，晶种 1%，结晶 12h、24h 时，不同 CaCl2

加入量下的葡萄糖酸钙的结晶。 

Crystallization conditions: temperature from 40℃ to 10℃, ethanol of 50%, seed of 1%, crystallization of 

calcium gluconate under various dosage of CaCl2 for 12 h and 24 h 

 

从表 3.6 看出，在混合液中加入不同比例的 CaCl2，同时考察结晶时间分别为 12 h、

24 h 时，葡萄糖酸钙的结晶率基本不变，说明 12 h 结晶过程就可以进行完全，同时从表

中看出，加入 CaCl2 量为 1.0:1.0 时，结晶效果最好，CaCl2 加入量过高后，溶液中还有

剩余的 Ca
2+，Cl

-，大量游离的离子存在，使结晶环境很不稳定，不容易形成结晶,结晶

率反而下降。因此最好的结晶条件是 CaCl2：葡萄糖酸钠（g/g）1.0，结晶 12 h，此时葡

萄糖酸钠结晶率为 84.2%，山梨醇的析出率为 28.3%。同时催化液中葡萄糖酸钙的结晶

率比单纯配制的葡萄糖酸钠和山梨醇溶液中的结晶率 95.7%低。这可能的原因是菊粉和

木薯碳源的葡萄糖酸钠和山梨醇的混合液更复杂，有很多杂质的存在，影响了葡萄糖酸

钙的结晶。因此进一步考察结晶温度变化对结晶效果的影响。温度是影响结晶的重要因
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素，为了进一步提高菊粉和木薯碳源的葡萄糖酸钠和山梨醇的混合液中葡萄糖酸钙的结

晶率，采用了初步降温的方法，结果见表 3.7。 

 

表 3.7  不同降温条件下的结晶率 

Table 3.7  Effect of various temperature on crystal ratio 

temperature (℃) 
time 

(h) 
crystal ratio of sorbitol (%) crystal ratio of calcium gluconate (%) 

10 12 28.3 ± 0.5 84.2 ± 2.6 

0 24 26.3 ± 0.3 84.5 ± 0.6 

结晶条件为加入量氯化钙:4 葡萄糖酸钠（g/g）1.0，乙醇加入量 50%，晶种 1%，结晶 24 h 时，不同

降温条件下的葡萄糖酸钙的结晶 

Crystallization conditions: calcium chloride :4 sodium gluconate of 1.0, ethanol of 50%, seed of 1%, 

crystallization of calcium gluconate under various temperature for 24 h 

 

    从表 3.7 中看出，不同的结晶温度对结晶有一定影响，在 12 h 将温度从 10℃调至 0℃

结晶 24 h 时，葡萄糖酸钙的结晶率有稍微的提高到 84.5%，同时山梨醇的析出率也有稍

微降低到 26.3%，因此可以将此时的结晶条件作为菊粉和木薯碳源的葡萄糖酸钠和山梨

醇的结晶分离的最佳条件。 

结晶之后的溶液经过离心，固体部分用 50%乙醇多次清洗，除去含有的山梨醇，然

后放在 80℃烘箱中烘至恒重后即得纯的葡萄糖酸钙晶体。 
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第四章  结论与展望 

4.1  玉米秸秆糖化液的精制和结晶 

本文还研究了玉米秸秆糖化液的精制和结晶。玉米秸秆在中国产量丰富，但是利用

率极低，大多被焚烧，不仅造成了污染还浪费资源，本文中玉米秸秆经过预处理和糖化

后，可以得到含葡萄糖和木糖的糖化液，对其进行精制和结晶后，用途广泛。 

糖化液首先经过离心 8000 rpm、5 min 除去固体杂质，得到糖化清液； 

糖化清液的颜色很深，影响了产品的质量，需要先用活性碳进行脱色。在不同的活

性碳用量下，糖化液的脱色程度不同，还因为活性碳的吸附作用，溶液中的物质的浓度

也会发生变化，通过测定脱色后溶液的吸光值和 HPLC 测定溶液中物质的浓度，发现用

质量分数为 3%的活性碳进行脱色，不仅活性碳用量相对较少，而且溶液的吸光值明显

降低，溶液中因预处理产生的抑制物也被活性碳完全吸附，而葡萄糖和木糖的浓度则基

本不发生变化； 

经过脱色完后的溶液还含有大量的离子，有预处理时加入的 SO4
2-，还有糖化调 PH

值时加的 Na
+，因此需要先进行离子交换除去溶液中的离子，首先用 732 型强酸性阳离

子交换树脂在 52 mL/min 流速下除去 Na
+，再用 D315 型弱碱性阴离子交换树脂在 25 

mL/min 流速下除去 SO4
2-； 

经过离子交换后的糖化液离子浓度显著降低，降低了对结晶的影响，再经过旋转蒸

发浓缩提高总体糖液中葡萄糖和木糖的浓度，结晶就可得到成品总糖葡萄糖和木糖，最

后利用冷冻干燥的方法获得干燥的总糖固体，可以用作接下来的裂解多元醇实验。 

4.2  葡萄糖酸盐和山梨醇的结晶分离 

本文研究了菊芋和木薯碳源的葡萄糖酸钠和山梨醇的结晶分离试验。和其它葡萄糖

酸盐结晶实验不同的是，作为原料的菊芋和木薯淀粉具有丰富、廉价、可再生性等优点，

催化产物葡萄糖酸钠和山梨醇应用广泛，有巨大的市场前景。 

在两种生物质葡萄糖酸盐和山梨醇的混合液中加入氯化钙，在水中溶解度很高的葡

萄糖酸盐会和氯化钙发生反应生成葡萄糖酸钙，葡萄糖酸钙在水中的溶解度很低，再在

溶液中加入一定比例的无水乙醇后，乙醇会与水溶剂形成缔合体，进一步降低葡萄糖酸

钙的溶解度，然后在通过降温结晶的方法析出葡萄糖酸钙，使葡萄糖酸盐从催化液中分

离出来。 

研究结果表明，在葡萄糖酸钠和山梨醇的等摩尔混合溶液中加入量 CaCl2：葡萄糖

酸钠（g/g）为 1.0，发生化学反应生成低溶解度的葡萄糖酸钙，加入 50%体积比例的乙

醇和 1%的葡萄糖酸钙晶种，同时降低温度到 10℃进行结晶 12 h，葡萄糖酸钙的结晶率

可达 84.2%，同时山梨醇也析出了 28.3%，然后用 50%乙醇多次洗抽滤之后的固体部分，

可以将杂质山梨醇洗去，得到纯净的葡萄糖酸钙晶体，达到将葡萄糖酸钠和山梨醇的基
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本分离的目的。 
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