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木质纤维素生物质中游离单糖的固态发酵和重金属离子的富集研究

摘要

木质纤维素生物质中含有较多的游离单糖和重金属离子。其中，游离单糖的存在会

增加预处理过程中抑制物的生成量，降低纤维素乙醇的生产效率；重金属离子的存在会

增加纤维素乙醇生产过后废水的处理难度与成本，甚至造成重金属的二次污染，降低植

物修复的有效性。因此，必须降低木质纤维素生物质中游离单糖的含量，以期增加纤维

素乙醇生产效率；避免纤维素乙醇生产过程中重金属离子的二次污染，以期实现重金属

离子的进一步富集。本研究拟解决这两个问题，提出了预处理前木质纤维素生物质的固

态发酵与含镉纤维素乙醇发酵残液的干燥固定与微生物转运。

本研究第一部分研究了预处理前玉米秸秆中水溶性游离单糖的转化对纤维素乙醇

发酵的影响。结果表明，通过在预处理前采用黑曲霉固态有氧发酵方式将玉米秸秆中游

离葡萄糖和果糖转化为柠檬酸，能够有效地降低预处理过程中酸催化剂的用量和 5-羟甲

基糠醛生成量，缩短脱毒时间并提高纤维素乙醇的发酵效率。这一实验结果在纤维素乙

醇的实际生产过程中具有重要借鉴意义。

本研究第二部分尝试采用纤维素乙醇干法生物炼制处理含镉木质纤维素生物质并

对该过程中镉的富集情况进行了研究。含镉玉米秸秆和白杨木屑经干法生物炼制过程分

别获得了 63.0 g/L 和 45.5 g/L 的纤维素乙醇。同时，在避免重金属镉二次污染的前提下，

实现了重金属镉的有效富集（分别约为 5.2 倍和 4.5 倍），为植物修复土壤重金属镉污

染后生物质的处理提供了一个方向。

本研究第三部分对麦秆水解液中重金属镉的微生物去除法进行了实验探究。采用三

种微生物菌株对含镉麦秆水解液进行了生物去除实验。当麦秆水解液中初始镉含量为

0-10 mg/L 时，酿酒酵母和谷氨酸棒状杆菌对镉的去除能力较强（均高于 43.0 %）；皮

状丝孢酵母对镉的吸附去除能力较弱（低于 25.0 %）。同时，酿酒酵母、皮状丝孢酵母

和谷氨酸棒状杆菌对葡萄糖的消耗能力依次降低。该结果表明，谷氨酸棒状杆菌具有从

木质纤维素水解液中去除重金属镉的潜力，也为进一步提高含镉木质纤维素生物质的处

理效益提供了一个方向。

综上所述，本研究将玉米秸秆中游离葡萄糖和果糖在预处理前经固态发酵方式转化

为柠檬酸有效地增加了纤维素乙醇发酵效率。同时，含镉木质纤维素乙醇生产过程中镉

的完全保留和有效富集以及谷氨酸棒状杆菌对镉的高吸附能力的发现为含镉木质纤维

素生物质的有效处理和镉的进一步富集提供了方向。

关键词：木质纤维素；游离单糖；羟甲基糠醛；重金属镉离子；纤维素乙醇



华东理工大学硕士学位论文第 II 页

Study on Solid State Fermentation of Endogenous Monosaccharides and
Enrichment of Heavy Metal Ions in Lignocellulose

Abstract
Lignocellulose contains a large amounts of endogenous monosaccharides and heavy

metal ions. The endogenous monosaccharides increase inhibitors’ formation during the
pretreatment and reduce the following cellulosic ethanol fermentaion efficiency. And heavy
metal ions in lignocellulose may increase the difficulty and the cost of wastewater treatment
after cellulosic ethanol fermentation, and even cause secondary pollution of heavy metal ions
and reduce the effectiveness of phytoremediation. Therefore, it is necessary to reduce the
content of endogenous monosaccharides in lignocellulose to increase the ethanol fermentation
efficiency, and avoid the secondary pollution of heavy metal ions in the cellulosic ethanol
fermentation to further enrich heavy metal ions. In order to solve these two problems, solid
state fermentation in lignocellulose before pretreatment, drying of cellulosic ethanol
fermentation residue and microbial transport were proposed.

The first part of this thesis focused on the effect of the removal of water soluble
endogenous monosaccharides in corn stover before pretreatment on cellulosic ethanol
fermentation. The results showed that converting water soluble glucose and fructose into citric
acid by a solid state aerobic fermentation before pretreatment can significantly reduce the
5-hydroxymethylfurfural (HMF) generation and the usage of acid catalyst in pretreatment,
thus reduce the detoxification intensity and improve the cellulosic ethanol fermentation
efficiency. These results provide an important reference for the actual conversion process
from biomass to ethanol.

The second part of this thesis focused on the utilization of lignocellulose containing
cadmium by dry milling biorefinery process (DMBP) and the study of cadmium enrichment.
62.3 g/L and 45.5 g/L cellulosic ethanol was obtained from the corn stover and poplar wood
chip containing cadmium by DMBP, respectively. In addition, the cadmium was enriched
about 5.2 and 4.5 times from corn stover and poplar wood chip, respectively, without any loss
of cadmium during the DMBP, which provide a feasible direction for the treatment of
lignocellulose after phytoremediation of the soil polluted by cadmium.

The third part of this thesis tried to remove cadmium from wheat straw hydrolysate
(WSH) by bioadsorption of three microbial strains. When the initial cadmium concentration in
WSH was 0-10 mg/L, Saccharomyces cerevisiae and Corynebacterium glutamicum had
stronger cadmium removal ability (higher than 43%) compared with Trichosporon cutaneum
(lower than 25%). Meanwhile, the glucose consumption of Saccharomyces cerevisiae,
Trichosporon cutaneum and Corynebacterium glutamicum decreased in turn. The potential of
using Corynebacterium glutamicum to remove cadmium from lignocellulose hydrolysate was
demonstrated, which also provide a direction for further reducing the treatment cost of
lignocellulose containing cadmium.
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Conclusively, this study improved cellulosic ethanol fermentation efficiency by
converting endogenous glucose and fructose into citric acid before pretreatment. In addition,
the complete retention and effective enrichment of cadmium in the process of cellulosic
ethanol fermentation from lignocellulose containing cadmium and the discovery of C.
glutamate's high adsorption capacity for cadmium provide a direction for the effective
treatment of lignocellulose containing cadmium and further enrichment of cadmium.

Keywords: lignocellulose; endogenous monosaccharides; hydroxymethylfurfural; cadmium;

cellulosic ethanol
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第 1 章 绪论

1.1 前言

近年来，随着社会的持续发展与人口数量的急剧膨胀，世界各国对粮食和能源的需

求也在不断的加剧，再加上石油等不可再生能源的有限性，使得人类与自然环境之间的

供需问题愈演愈烈。同时，随着可持续发展观念的不断推进，人们对于可再生资源的关

注越来越大。将希望寄托于全球储量最为丰富且具有可再生性的木质纤维素生物质，并

以该生物质为原料为人类的生活提供所需物品，从而实现人与自然的和谐相处。

木质纤维素生物质作为一种可循环使用的自然资源，来源广泛但却未被普遍应用的

生物质，具有较好的生物转化性能，在很大程度上具有进一步开发与利用的价值与意义。

该类生物质是指农业、林业等种植业的副产物及其经过加工后的废弃物等，例如麦秆、

玉米秸秆、稻秆、软木、硬木和柳枝稷等等。因此可以在不需要改变原有种植产业的结

构基础上大量获得且价格低廉，对当地种植产业的影响也是非常的小，甚至是无影响。

然而，如果将这些生物质原料作为自然肥料或者是通过就地焚烧的方式进行利用就很有

可能会在一定程度上对当地环境造成不小的负担。因此，通过生物炼制的方式将木质纤

维素原料转变为乙醇、柴油等液体燃料或乳酸、柠檬酸等生物基化学品，可以在一定程

度上缓解全球的粮食危机与环境压力[1, 2]。

1.2 木质纤维素生物质

如图 1.1 所示，木质纤维素生物质是由葡萄糖聚合物—纤维素、木糖等几种单糖类

物质构成的异质多聚体—半纤维素、酚类聚合物—木质素以及游离单糖和重金属离子等

其它可溶性组分构成，是地球上最为丰富的可循环利用的碳水化合物资源，是代替淀粉

类物料进行生物转化的最佳物质[3, 4]。纤维素是由葡萄糖经β-1,4-配糖键组合起来的大分

子多糖类物质，具有水不溶性和一般有机介质不溶性的特性，其聚合度是指每个纤维素

分子中所含有的葡萄糖残基的数目[5]；半纤维素是由戊糖（木糖、阿拉伯糖等）和己糖

（半乳糖等）等几种不同类型的单糖构成的一类具有大分子量的多糖类物质的总称，具

有亲水的特性[6]；木质素是普遍存在于植物体内的无定形的、由对羟苯基类等三种苯丙

烷类组分通过共价键所组成的芳香性高聚物，主要存在于植物的木质部，负责从植物根

部向叶肉细胞中对镁、锌、铁、钾、钠等矿物质和水分的运输工作[7]。然而，当木质纤

维素生物质的种类和来源不同时，纤维素、半纤维素、木质素、游离单糖和重金属离子

等组分的所占比例具有一定的差异性[8]。其中，研究较多的组分为纤维素、半纤维素和

木质素。
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图 1.1 木质纤维素生物质结构示意图[9]

Fig. 1.1 Schematic structure of lignocellulosic biomass [9]

1.2.1 木质纤维素生物质中游离单糖

木质纤维素生物质中游离单糖主要由植株叶片、茎干中叶绿体的光合作用所合成，

贮备的游离单糖主要用于维持谷物灌浆期淀粉合成的恒定速率[10]。因此，不同品种、不

同部位（茎、叶等）、不同成熟度（收获时间）的木质纤维素生物质中游离单糖含量均

有所不同。此外，生物质收获后的晾晒方式及贮存方式对于游离但糖的保留也有很大影

响[11, 12]。

1.2.2 木质纤维素生物质中重金属离子

广义上来讲，重金属是指密度大于 5.0 g/mg3 的金属，包括镉、铬、汞和铅等大约

45 种元素[13]。然而，在环境污染方面，重金属一般是指镉、铬、汞、铅和类金属砷等

对生物具有较大毒害作用的元素，以上五种重金属元素又称“五毒元素”[14]。其中，镉

（Cd）作为最具有危害性的重金属元素之一，备受国家与广大学者的关注与研究[15-17]。

1.2.2.1 镉

镉是一种具有银白色光泽的稀有金属，在潮湿的空气中能够与氧气发生反应而失去

原有光泽，其原子序数为 48，相对原子质量为 112.41。由于镉和锌具有较为相似的化学

性质[18]，因此在自然界中，镉常与锌共存于矿石中，并作为锌提取时的副产物获得。镉

具有酸溶性，但是不具有碱溶性，因此可以用于一些金属表面的电镀，以盛放碱性物质。

1.2.2.2 镉的来源与危害

随着我国改革开放的持续推进以及经济的快速扩张，重金属尤其是镉及其化合物对

土壤环境的破坏已经十分严重和普遍[19-23]。镉污染的首次被关注是由于二十世纪五六十

年代，日本因镉超标而出现的严重的痛痛病事件。我国广东地区也曾出现过痛痛病类似

患者，因此我国国务院一致决定，2005 年至 2013 年对我国全国陆地土壤污染状况进行
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图 1.2 我国部分省份土壤中镉含量示意图[24]

Fig. 1.2 The content of cadmium in soils of some provinces in China[24]

了严格的调查。该调查结果显示，土壤镉污染的超标率最高，约为 7.0 %[25]，唤起了社

会与国家对镉污染的高度关注与研究。截止目前，我国有超过 2×107 hm 2的土地受到了

镉的污染，约占耕种总面积的 1/6，共覆盖 11 个省市的 25 个地区[26]。

土壤环境与农作物产品的质量与产量息息相关，例如，2013 年湖南省引起全国轰动

的大量镉米出现事件以及 2017 年江西省九江市的稻米镉含量严重超标事件。近年来对

土壤镉污染的研究结果表明，全国各地范围内土壤重金属镉污染程度并不一致，主要表

现为从东南到西北、从西南到东北逐渐降低的趋势[25]。其中，部分省份土壤中的镉含量

情况如图 1.5 所示。该结果的出现可能是由于两方面因素导致：（1）土壤中重金属镉的

来源不同；（2）由于我国国土面积广大，南方与北方、东部与西部的气候等环境条件

相差较大导致各地土壤性质不同[27]，各地区土壤性质的不同导致镉在土壤中的存在状态

不同，同时不同物种的植物对镉的吸附性能不同导致其留存在土壤中的含量具有差异，

进而导致不同地区土壤中重金属镉含量具有一定的差异性。例如，上海蚂蚁浜地区的土

壤中镉含量为 21.5 mg/kg[28]，酸性土质与长期含镉污水灌溉的广州老污灌区的土壤中镉

含量为 228.0 mg/kg[29]。

表 1.1 几种不同类型的母质中镉的含量[30]

Table 1.1 The cotents of cadmium in some parent materals [30]

Rock types Content (mg/kg) Average (mg/kg)
Granite 0.001-0.6 0.12
Rhyolite 0.05-0.48 -
Syenite 0.04-0.32 0.15
Basalt 0.006-0.6 0.22

Oil shale 0.3-11.0 0.8
Bentonite 0.3-11.0 1.4

Marl 0.4-10.0 2.6
Grey gneiss 0.12-0.16 0.14
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图 1.3 我国土壤中重金属的主要来源及不同方式的贡献比例[23]

Fig. 1.3 Main sources of heavy metals in soil and its contribution ratio [23]

土壤中镉元素来源较为广泛，主要分为两大类：（1）成土母质本身含有一定量的

镉，但母质种类的不同导致其重金属镉含量也就有所不同（表 1.1 所示），即不同地区

的土壤成分组成不同导致其镉的含量（背景值）有所不同[31]，该浓度下的重金属一般不

会对动植物造成较大危害作用；（2）通过农业堆肥、大气沉降、污水灌溉和固体废弃

物堆积等人类活动导致土壤中重金属镉含量的增加。如图 1.3 所示，在不同的条件下，

这几种不同的人类活动方式对土壤环境中重金属含量增加比例有所不同[23]。对于我国南

方地区而言，含有重金属元素的固体废弃物随意堆放对土壤中重金属含量的影响最大。

然而，对于我国的北方地区而言，由于冬季煤炭的大量燃烧导致大气中金属含量的增加，

从而使得通过大气沉降方式严重影响土壤中重金属含量[32]。当然，如果长期采用含有铅、

镉、锰、汞等多种重金属元素的废水对土壤进行浇灌以及采用含有重金属的肥料进行施

肥，也会导致土壤中重金属的大量积累[33-36]。因此，要想彻底解决重金属镉对土壤的污

染问题，至少要从两方面做起：（1）严格控制镉向土壤环境中的排放量，国家有关部

门应加大对乱排放单位的监管力度与惩治力度，从根源上杜绝镉污染问题；（2）寻找

合理有效且对土壤结构影响最小的修复技术，对已经污染的土壤进行治理。

不同物种的生物对镉的耐受性不同，当某个生物的个体内重金属镉的含量超过其可

承受范围时，就会展现出相应的毒性特征。对于植物而言，镉通过抑制植物叶肉的光合

作用和根部细胞对钾、钠、酶等矿物质营养以及水分的吸收与供给，进而阻碍植物生长，

甚至有可能会导致植物死亡[37, 38]。此外，镉的存在也会促使植物产生一些应激反应，例

如植物体内氧化自由基的产生，对植物组织内某些生物大分子和抗氧化系统产生不利影

响[31, 39]。对于微生物而言，镉会造成土壤中其总体生物量的减少，并且通过阻碍细胞内

某些关键酶的表达或者活性，造成土壤中微生物物种多样性的减少[40,41]，从而导致土壤

中有机介质含量的增加和土壤可利用营养成分的减少，进而改变土壤原有结构。对于动
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物而言，镉主要存在于动物的肝、肾和生殖器官中，与含有巯基、羟基等具有阴离子基

团的蛋白分子结合，从而间接或直接影响动物乃至人体内的生理生化过程，甚至是导致

机体的死亡[42, 43]。

1.2.2.3 木质纤维素生物质中镉的来源

由于重金属镉对生物具有严重的危害性，有不少研究人员都在尝试着采用不同的方

法将其从土壤中去除或者降低其在土壤中的毒性和可迁移能力[44, 45]。然而，由于工程措

施、电动修复、淋滤等传统的物理化学修复方法成本高、对土壤结构存在一定的破坏性

且易造成重金属镉的二次污染等缺陷，实际应用潜力具有局限性。相比之下，植物修复

法具有更大的可应用优势[46]，该技术作为一种新兴土壤重金属镉污染原位修复技术，即

通过在重金属镉污染区域种植某种对镉具有较强的吸附性能与耐受性能的植物，进而降

低土壤中重金属镉含量或降低其生物活性的方法[47]，含镉木质纤维素生物质也因此而

来。

鉴于该技术的投入成本较低、修复效率较快、适用于大范围土壤修复、可避免重金

属镉的二次污染、对土壤结构的破坏性较小已以及修复后的生物质可用于生物燃料或生

物基化学品的生产等优点而受到了广大学者的关注与研究[48, 49]。此外，有研究表明，对

修复土壤镉污染后植株进行焚烧，产生的灰分可用于回收金属镉[50]。然而，植物修复技

术也存在一些不足之处，例如，重金属镉超富集植物的生物量较小、生长缓慢、修复时

间长以及后续含重金属植物的合理处理等问题[51]。目前，文献中报道的重金属镉超富集

植物多为草本植物，很难将其应用于实际环境中去解决土壤重金属镉污染[53]。因此，急

需寻找生物量大、生长迅速且对土壤中重金属镉具有较强耐受性能和吸附性能的植物。

针对这一关键性问题，多位研究学者展开了广泛的研究。研究发现，杨树、柳树等生物

量大、根系发达、生长迅速的木本科植物对重金属镉具有较强的吸附性能且不参与食物

链循环，是一种非常好的土壤镉污染植物修复材料[52]。此外，也可以采用基因工程的手

段将草本植物对重金属镉耐受性强或吸附性强的基因转移至生物量大、生长迅速的植物

中，从而实现镉污染高速化治理。

有研究表明，植物对土壤中镉元素的吸附能力不仅受到植物本身性质的影响，也在

一定程度上受到土壤性质的影响。因此，除了增加植物对重金属镉的吸附能力和耐受性

能外，也可以通过影响镉在土壤中的存在状态，进而影响其迁移能力[50]。迁移能力的不

同使得其进入植物组织中的难易程度不同，进而从宏观角度使植物表现出植物对重金属

镉的不同吸附能力。因此可以通过外源添加某种物质改变土壤中重金属镉离子的存在形

态来调控其进入植物的量，如 EDTA [53]。

1.3 干法生物炼制技术

生物炼制起源于化工行业的石油原油的提炼[54]，但由于其资源的有限性以及环境污

染的显现等，作为可再生资源的木质纤维素原料得到了广泛的关注与研究。该原料的生

物炼制主要分为干法与湿法两种方式[54, 55]，其中对木质纤维素生物质的干法生物炼制技
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术研究最为广泛。该技术是指麦秆、玉米秸秆和木屑等木质纤维素生物质通过预处理、

脱毒、糖化、微生物转化的方法将纤维素、半纤维素甚至是木质素转化为油脂、乙醇等

燃料或柠檬酸等生物基化学品，进而将产品与发酵醪液分离的一种资源节约型和环境友

好型生物转化技术[56, 57]。由于该过程将农业废弃物进行了有效地利用，降低了生物基化

学品生产过程中粮食的消耗，具有十分广阔的应用前景。截至当前，该技术已经成功的

应用于纤维素乙醇的生产，备受当今世界各大研究学者的关注与探究[58]。木质纤维素生

物质的干法生物炼制过程主要涵盖以下几步：干酸预处理、固态生物脱毒、酶解与转化、

产物分离[75]。

1.3.1 干酸预处理

由于木质纤维素生物质中三种主要组分之间形成了极其致密的抗性结构[59]，使得微

生物菌株无法直接对其进行生物转化作用，所以木质纤维素原料的使用必须将其结构进

行有效地破坏，降低其相对分子质量，增加酶和菌株对其的可接触性，这也是木质纤维

素生物转化的核心操作之一[60]。如图 1.4 所示，木质纤维素原料经过预处理后，其结构

被破坏，从而有利于增加酶对其的可接近性并将其水解为可发酵糖的高效性，保证微生

物菌株对其进行利用与代谢。

图 1.4 预处理破坏木质纤维素生物质结构[61]

Fig. 1.4 Schematic of the damage of lignocellulosic structure by pretreatment [61]

目前，预处理的方法主要可以分为三大类，即物理化学法（气爆、高压处理、水热

预处理），化学法（酸预处理、碱预处理、离子液体预处理），生物法（微生物预处理）

[6, 62]。其中，酸预处理法可以将 80 %-90 %的半纤维素转化为可发酵单糖[63]和水溶性寡

糖[64]，且预处理后物料中纤维素更易被酶水解为葡萄糖[65]，因此该技术应用也最为广泛。

然而，该技术并非完美无瑕，也是存在一些缺陷，例如大量含酸废水的产生、可发酵单
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糖的流失、前期投入成本较大等[62]。为此，Zhang 等人对该预处理技术进行改良，将原

有 1:6-1:10 [66]的固液比提高到 2:1 [67]，同时，反应器中螺带式搅拌桨的使用也大大增加

了传质速率，从而降低了预处理过程中蒸汽的使用量，进而形成了独特的干式稀酸预处

理技术[68]。

1.3.2 固态生物脱毒

由于木质纤维素生物质中多种组分之间形成的致密结构导致其预处理通常需要在

高温、低 pH 值等极端的条件下进行。然而，这样恶劣的条件将会导致生物质中的游离

单糖、纤维素、半纤维素以及木质素转化为对后续纤维素酶的水解作用和微生物菌株的

发酵过程造成不利影响的物质，即酚类、呋喃类和弱酸类等三种抑制物[69-71]（图 1.5）。

因此，在预处理后生物质的糖化与发酵前，应尽量减少物料中这些抑制物的含量，进而

增加纤维素乙醇等生物燃料或乳酸等生物基化学品的生产效率。该问题的解决可以从两

个方面进行：第一，降低木质纤维素生物质中游离单糖含量，进而降低预处理过程中抑

制物的生成量；第二，对预处理后生物质进行脱毒步骤。

图 1.5 木质纤维素的组成及其结构破坏时抑制物的生成[71]

Fig. 1.5 Composition of lignocellulose and its hydrolysis products [71]

由于植物的多样性与环境条件的复杂性，来源不同的木质纤维素原料的不同，尤其

是其水溶性单糖和三种主要成分，而这些组分又正好是抑制物产生的根源[69, 70]，例如，

木糖等五碳糖转变为糠醛[72, 73]，葡萄糖和果糖等六碳糖转变为羟甲基糠醛[74-76]，木质素

降解转化为丁香醛等酚类抑制物[77]。在不同的预处理条件下，物料中乙酸、糠醛等抑制

物的产生情况也就会有所不同。Zhang 等人[68]发现预处理过程中抑制物的生成量与该过

程中硫酸用量、温度以及预处理时间呈正比。因此，合适预处理条件与低含量能够产生

抑制物的组分是降低预处理过程中抑制物含量的关键因素之一。

预处理后生物质的脱毒方法主要包括水洗法[78-81]等物理法、活性炭法[82-84]等化学法

以及酶法[85]和微生物降解法[86]等生物法。水洗法会造成大量废水，且易造成可发酵糖分
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的流失。活性炭吸附法存在固液分离步骤，较为繁琐且成本较高，同时也易造成糖分的

流失。相比之下，生物降解法因所需条件温和、步骤简单易行、成本低、无需额外水耗

以及对抑制物的去除能力强等优点而备受广大学者的关注。

生物脱毒法是指通过细菌或者真菌的代谢或者其细胞内酶的催化作用将对发酵菌

株有毒的糠醛等抑制物转化为低毒性或者无毒性物质的过程[86]。在该脱毒过程中，酶催

化脱毒与微生物转化脱毒的本质相同，均为漆酶或者过氧化酶将糠醛等抑制物降解转化

为低毒或者无毒的物质。由于微生物可以在预处理后生物质中生长繁殖，从而加速对抑

制物的脱除效率，因此两者相比而言，微生物降解法更具有实际应用潜力。

目前，虽然人们发现酵母等很多种微生物对来源于木质纤维素的糖化液中的糠醛等

抑制物具有较强的降解能力，但都存在一定的缺陷，例如所需脱毒时间较长、抑制物脱

毒不彻底、可发酵单糖的消耗、在固态体系中生长较差等等，使得该方法不能得到广泛

地应用。为克服其缺陷，增强微生物脱毒手段的应用潜力，Zhang 等人[87]从预处理后的

固体生物质中选育出一株对糠醛、羟甲基糠醛等抑制物具有优良去除能力的霉菌，即树

脂枝孢霉 Amorphotheca resinae ZN1。首先，该菌株的发现突破了传统意义上生物脱毒

必须在液体中进行的限制，实现了真正意义上的固态式的生物脱毒，为后续高固体含量

的糖化与发酵奠定了基础。其次，该菌株可以通过自身代谢产生的漆酶或过氧化物酶将

抑制物优先应用于自身生长所需，进而降低预处理后生物质中抑制物含量。在固态生物

脱毒的基础上，He 等人[88]以该菌株为出发菌株，探讨了其在有无氧气供应时的脱毒效

率与可发酵单糖的保留情况。结果表明，该菌株在无氧气供应时，对抑制物的降解转化

速率较慢，也会消耗部分预处理过程中产生的木单糖；在有氧气供应时，该菌株对抑制

物的降解转化速率较快，且可以保留大部分的可发酵单糖，为后续微生物发酵提供更多

的底物。

1.3.3 糖化

由于预处理过程只是破坏了木质纤维素几种组分之间所形成的致密结构，而并未将

它的三种主要组分完全降解为葡萄糖、木糖、阿拉伯糖等可发酵单糖。因此预处理后生

物质或者是经过固态生物脱毒后生物质需要被继续降解为可发酵单糖供微生物转化利

用，即木质纤维素的水解（糖化）过程。这个过程可以通过化学催化剂[89, 90]催化或纤维

素酶等生物催化剂[91, 92]催化来实现。在这个催化过程中，纤维素将会被水解为葡萄糖单

体[5]；半纤维素也同样会被水解为木糖等单体组分[93]；然而，木质素几乎不被水解，仍

旧以木质素残渣的形式留存至发酵醪残渣中，可用于火力发电[94]。酸水解等化学水解过

程可能会造成可发酵单糖的进一步降解为抑制物，例如木糖等五碳糖降解为糠醛[71, 72]，

葡萄糖等六碳糖降解为羟甲基糠醛[74-76]。

与酸、碱等化学催化剂相比，生物催化剂更具有优势，例如所需条件较为温和、催

化活性较高、水解特异性较强。因而能够将木质纤维素原料高效水解为可发酵单糖，并

且可以有效地避免可发酵单糖的进一步降解，即糠醛等微生物发酵菌株抑制物的生成。

在之前的研究中，人们已经发现了一些对木质纤维素原料具有高度专一性的酶，由纤维
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素到葡萄糖几乎可以实现完全转化，这是酸水解技术难以企及的转化率[95]。但是，木质

纤维素的酶水解技术也存在一定的缺陷，例如，酸水解在几十分钟甚至是几分钟内即可

完成，而酶水解则需要几个小时甚至是几天。此外，酶水解技术投入成本较高，这主要

是由于酶制剂的成本较高。自然界中存在的大部分酶为蛋白质，极少数酶为 Ribonucleic
Acid，因此能够导致蛋白质变性的因素基本上都能够影响酶的活性。采用酶法制备木质

纤维素糖化液的限制因素为：（1）原料的物理性质，例如原料的三种主要组分之间的

交联程度、底物颗粒的大小等；（2）酶的情况，例如高浓度的反馈抑制、酶的活性等[96-98]。

当前，在木质纤维素糖化液制备阶段应用最为普遍的商业化酶制剂由瑞氏木霉

(Trichoderma reesei)通过深层液态发酵法获得[99]。T. reesei纤维素降解酶系是一种复合型

酶，其核心成员由三大类酶组成[100]。如图 1.4 所示，在三类酶的协同作用下将木质纤维

素生物质转化为可发酵单糖[97, 101]。在纤维素水解过程中，T. reesei酶不会发生变化，只

是将纤维素转化为了葡萄糖，半纤维素转化为了木糖等五碳糖，供应微生物发酵菌株的

生长与代谢[102]。

以纤维素乙醇为例，在木质纤维素生物质实际转化生产过程中，为了增加发酵产量

与发酵效益，需要提高发酵体系中葡萄糖等可发酵糖的浓度并且严格控制木质纤维素原

料成本、纤维酶成本、产品分离成本等发酵投入成本与发酵效率。其中，纤维素酶成本

所占比例较大，因此在保证可以产生足够的可发酵糖的前提下，尽量减少纤维素酶的添

加量可以有效地增加生物燃料或生物基化学品的可行性与经济性[102]。除水解产物—葡

萄糖对酶的反馈抑制之外，体系中总糖浓度的增加意味着该体系初始底物含量的增加。

该情况的出现可能会导致糖化过程中一些传质和传热问题的出现，影响纤维素酶的活

性，进而影响糖化结束时，葡萄糖等可发酵单糖的浓度。针对这一关键性问题，本课题

组对原有生物反应器进行改进，以螺带式搅拌桨代替原有搅拌桨，实现了在高固体含量

下的糖化过程[103, 104]。

1.3.4 发酵

在生物炼制过程中，由木质纤维素转变而来的水溶性可发酵单糖通常需要经过微生

物的进一步转化或者说酶催化过程才能产生所需要的乙醇等燃料或者乳酸、柠檬酸等生

物基化学品。该过程可以通过两种方式进行：（1）先将预处理脱毒后木质纤维素原料

转化为含有葡萄糖等可发酵单糖的水解液，再通过发酵菌株将水溶性单糖转化为所需产

品，即分步糖化与发酵（SHF）[105-109]；（2）将预处理脱毒后木质纤维素原料向可发酵

单糖的转化过程与发酵菌株生产目标产物的代谢过程相整合，即同步糖化与发酵（SSF）
[106-111]。这两种生物质转化方式各有优势与不足。对于 SHF 来说，每一个步骤都可以在

最有利的条件下进行，然而，每一个步骤都需要分开进行会增加设备和场地的投入成本，

高浓度可发酵单糖的产生不仅会对纤维素酶造成反馈抑制，也会对产生目标产物的微生

物菌株的生长和代谢造成抑制作用[108]。对于 SSF 来说，两个步骤在同一个生物反应器

中进行，可以降低对设备和场地的投入成本，提高产物生成速率[110]。然而，对每个过

程中媒介（纤维素酶和发酵菌株）的要求较高，但可以避免产物对酶的反馈抑制和发酵
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菌株的抑制[111]。在目标产物的实际生产过程中，应当综合考察这两种发酵方式，实现

产物生成最优化与企业效益最大化，为公司的可持续发展奠定坚实的基础。

在木质纤维素生物炼制过程中，某种发酵微生物菌株的使用对该技术的经济实用性

也是至关重要的。由于木质纤维素发酵体系的特殊性，例如某些微生物抑制剂的存在、

多种重金属离子的协同抑制作用等等，这些外界环境因素存在都使得微生物应具有较强

的耐受性。同时，为提高目标产物的生成速率和可发酵单糖的转化得率，进而提高该技

术的经济可行性，微生物菌株必须具有较强的目标产物转化性能和对多种糖的利用能

力。有的研究表明，可同时利用葡萄糖和木糖运动发酵单胞菌（Zymomonas mobilis 8b）
在 20 h 内就可以将 20 %固体载量的木质纤维素水解液中所有可利用单糖几乎消耗完全

（总糖浓度超过 150.0 g/L），获得 70.0-72.0 g/L 的乙醇，乙醇得率为 90.0-92.0 % [112]。

由于葡萄糖阻遏作用的存在，大部分微生物菌株对葡萄糖的利用具有优先性，再利用其

它碳源[113]。当发酵体系中生物质含量较高时，葡萄糖、木糖、阿拉伯糖等可发酵糖的

浓度也会相应的提高，因此，需要改变发酵策略提高除葡萄糖外可发酵糖的利用速率

[114-117]。

1.4 纤维素乙醇

纤维素乙醇是指将木质纤维素生物质转变为葡萄糖等可发酵单糖，再通过微生物转

化的方法将这些单糖转变为乙醇，这是一种非常有应用前景的可持续性生物燃料，有望

代替粮食乙醇添加在石油中以减轻环境污染问题，且纤维素乙醇生产技术具有十分广阔

的应用潜力。据有关文献报道，2016 年乙醇汽油的使用使得二氧化碳的排放量减少了

4350 万吨，这相当于 930 万辆家用汽车以石油为燃料正常行驶一整年的二氧化碳的排放

量[118]。同时，生物乙醇的使用进一步减少了美国对原油的依赖（原油主要依靠海外进

口），增加了能源安全，促使能源供应方式多样化，促进了农民就业与农村经济的发展

[119, 120]。然而到目前为止，纤维素乙醇仅停留在作为燃料使用阶段。

生物乙醇最早起源于美洲（巴西和美国），分别以甘蔗汁（特别是蔗糖）和玉米淀

粉为主要原料。虽然在一定程度上缓解了石油等不可再生能源的枯竭问题和温室气体排

放问题，但是却出现了粮食问题，不利于人类的持续健康发展。因此，燃料乙醇的获取

技术需要得到进一步的改进，即二代纤维素乙醇生产技术的问世，也就是以木质纤维素

生物质为起始底物生产燃料乙醇。利用该技术生产燃料乙醇的得率和转化率取决于生物

质的组分，当生物质中纤维素和半纤维素含量较高而木质素含量较低时，乙醇的得率和

转化率较高[121]。此外，对抑制物耐受性较高且具有优良乙醇生产性能菌株的选育也会

有利于纤维素乙醇的生产。例如，耗糖速率快且可利用葡萄糖和木糖的 Saccharomyces
cerevisiae XH7。

1.5 选题依据与研究内容

目前鲜有文献对木质纤维素生物质中水溶性游离单糖的转化利用以及植物修复土
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壤重金属镉污染后生物质的有效处理加以研究和报道。如果能够在预处理前将原料中的

水溶性单糖直接通过微生物催化的方法转化为乳酸、柠檬酸等有机酸类生物基化学品，

不仅可以为生物基化学品的生产提供一个新的思路，还可以增加木质纤维素生物质的利

用率，具有重要的应用研究价值。同时，土壤重金属镉污染植物修复技术作为一种资源

节约型、环境友好型技术，具有十分广阔的应用潜力，但是如何在避免重金属镉二次污

染的前提下，将含镉木质纤维素生物质进行有效地处理是一个非常值得关注的问题。

本文研究了预处理前木质纤维素生物质中水溶性游离单糖的转化利用和采用干法

生物炼制技术处理含镉木质纤维素生物质可行性。这主要有两个问题：（1）如何降低

木质纤维素原料中水溶性碳水化合物的含量，进而降低干酸预处理过程中羟甲基糠醛的

生成量，提高后续乙醇生产效率；（2）在有效地避免镉二次污染的前提下，如何将土

壤镉污染植物修复技术与干法生物炼制乙醇生产相整合，进而提高植物修复土壤重金属

镉污染的可行性与经济性。

针对以上两个问题，本文从以下几个方面进行了研究：

（1）探究了预处理前固体玉米秸秆中水溶性葡萄糖和果糖的转化利用对预处理后

物料中羟甲基糠醛的生成量以及后续生物脱毒和乙醇生产效率的影响。

（2）在含镉木质纤维素生物质（白杨木屑和玉米秸秆）与干法生物炼制纤维素乙

醇生产相结合时，探究了重金属镉的存在对乙醇生产的影响以及整个过程中重金属镉的

富集情况。

（3）探究了 Trichosporon cutaneumACCC 20271、Saccharomyces cerevisiae XH7 和

Corynebacterium glutamicum S9114 对麦秆水解液中重金属镉的耐受性与去除能力。
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第 2 章 预处理前玉米秸秆中游离单糖的转化对纤维素乙醇发酵的影响

2.1 引言

农业废弃物或能源植物如玉米秸秆、柳枝稷、麦秆和稻草等用于生物燃料和生物基

化学品生产的木质纤维素生物质均含有一定量的水溶性碳水化合物（主要为葡萄糖和果

糖）[122]，其中以玉米秸秆的水溶性游离单糖含量最高，约占整个植株干重的 4-12 %
[122-124]。这些游离单糖主要通过植物体的光合作用合成，对茎秆中纤维素和半纤维素的

合成具有促进作用[125]。因此，玉米秸秆中水溶性糖含量的多少主要取决于玉米秸秆的

生长环境（土壤条件、温度、湿度等条件）、收获时间、作物品种以及收获后的晾晒方

式与贮存方式等因素[122, 126]。

尽管玉米秸秆中含有相当比例的水溶性葡萄糖和果糖，但是目前几乎没有文献对玉

米秸秆中水溶性单糖的转化利用进行研究报道，其主要原因在于木质纤维素原料的水洗

除尘过程使得这部分水溶性碳水化合物被移除或在木质纤维素预处理过程中被降解。由

于木质纤维素多种组分之间所构成的致密结构，使得其难以被纤维素酶或微生物菌株直

接利用进行生物转化，因此纤维素乙醇等生物燃料或乳酸、柠檬酸等生物基化学品的获

得需要通过预处理、脱毒、酶解、发酵等几个关键工序才能实现[56, 57]。然而，为了能够

将木质纤维素的致密结构进行有效地破坏，一般需要在高温、低 pH 等极端条件下进行

预处理，才能有利于后续的糖化与发酵操作。在这样的预处理条件下，玉米秸秆中水溶

性葡萄糖和果糖（尤其是果糖）往往在预处理过程中被转变为对后续纤维素向可发酵单

糖的转化过程和微生物的生长代谢过程有毒副作用的 5-羟甲基糠醛（5-HMF）[74-76]。该

物质对纤维素的酶解过程和微生物的代谢过程产生不利影响，从而阻碍发酵菌株的生长

和发酵速率的大幅度下降[87]。

不管是预处理过程中的降解转化作用，还是水洗除尘过程中的溶解作用，都在一定

程度上造成了玉米秸秆中水溶性单糖的损失，又在一定范围内阻碍了后续的生物脱毒和

纤维素乙醇生产过程。因此，在干酸预处理前，将玉米秸秆中水溶性单糖进行有效地脱

除对提高后续生物脱毒效率和纤维素乙醇发酵效率具有重要意义。

本研究主要是将玉米秸秆原料中水溶性碳水化合物在预处理前通过黑曲霉固态有

氧发酵的方式转化为柠檬酸，以避免干酸预处理过程中 5-HMF 的产生。同时，柠檬酸

的产生可作为酸催化剂，代替部分硫酸为玉米秸秆预处理过程提供一定的酸性环境，从

而降低预处理过程中的硫酸用量。与此同时，在相同预处理、生物脱毒和纤维素乙醇发

酵条件下，对比了原始玉米秸秆物料和水溶性碳水化合物转化为柠檬酸后玉米秸秆物料

的乙醇发酵性能。本方法是一种环境友好型、资源节约型的生物炼制工艺，对纤维素乙

醇生产的工业化实际应用具有重要价值。
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2.2 材料与方法

2.2.1 原料

玉米秸秆收获于中国内蒙古通辽地区（2016 年秋季）。用粉碎机将物料粉碎至直径

为 10-mm 左右后装入一次性塑料密封袋中，并于常温状态下密封储存以供实验所需。

采用美国国家可再生能源实验室（National Renewable Energy Laboratory，NREL）的两

步硫酸水解法测定玉米秸秆的成分组成[127,128]。基于原料干重，玉米秸秆包含 33.2 %的

纤维素、24.9 %的半纤维素、20.8 %的木质素、6.2 %的灰分和 6.3 %的水溶性碳水化合

物（其中葡萄糖 3.3 %，果糖 3.0 %）。

2.2.2 纤维素酶与试剂

商业诺维信纤维素酶 Cellic CTec 2 购买自诺维信（中国）生物技术有限公司。根据

NREL 的 LAP-006 方法测定其滤纸酶活为 203.2 FPU/mL [129]，根据 Ghose 法测定其纤维

二糖酶活为 4900 CBU/mL [130]，根据 Bradfrd 法测定其蛋白含量为 87.3 mg/mL [131]。

本研究中所用酵母提取物（YE）和蛋白胨（Peptone）来自英国汉普郡贝辛斯托克

的 Oxoid 公司，其余常见的试剂均为分析纯，购买自国内化学试剂提供商（详见附录Ⅰ），

所用常见仪器设备见附录Ⅱ。

2.2.3 菌株与培养基

固态有氧发酵菌株 Aspergillus niger M288 菌株选购于中国上海工业微生物研究所

（Shanghai Industrial Institute of Microorganism，SIIM），主要用于将固态玉米秸秆原料

中的水溶性单糖转化为柠檬酸。该菌株的孢子液保藏在体积分数为 30 %（v/v）甘油中，

并于-80 oC 冰箱中保种。

由本实验室自主发现并分离得到的树脂枝孢霉 A. resinae ZN1 是一株优先利用抑制

物的丝状霉菌 [84]。保藏在中国微生物菌种保藏中心（China General Microorganism
Collection Center，CGMCC，http://www.cgmcc.net/），注册号为 7452。在本实验室中，

该菌株的保藏方式同 A. niger M288。
固态有氧发酵使用的培养基包括:
（1）用于 A. resinae ZN1 和 A. niger M288 的马铃薯葡萄糖琼脂（Potato Dextrose

Agar, PDA）固体培养基，该培养基含有 200 g/L 马铃薯提取物、20 g/L glucose 和 20 g/L
琼脂；

（2）A. niger M288 种子活化培养基含有 70 g/L glucose、2.5 g/L NH4Cl、2.5 g/L
KH2PO4、0.25 g/L MgSO4·7H2O、2.36×10-4 g/L CuSO4·5H2O、1.1×10-3 g/L ZnSO4·7H2O、

6.45×10-3 g/L FeSO4·7H2O 和 3.6×10-3 g/L MnCl2·4H2O。

本实验所用纤维素乙醇发酵菌株—酿酒酵母（S. cerevisiae XH7）是野生型 S.
cerevisiae BSIF 经过基因工程分子改造和木质纤维素体系驯化得到的一种工程菌株，也

是一株可利用葡萄糖和木糖且具有良好乙醇生产性能的菌株[132]。培养条件为 30oC，200
rpm；保藏方式与 A. niger M288 相似。
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纤维素乙醇同步糖化共发酵（Synchronized Saccharification and Co-fermentation,
SSCF）过程中使用的培养基包括：

（1）一级活化培养基：20 g/L glucose、20 g/L peptone 和 10 g/L yeast extract（YE）；

（2）二级短期适应性培养基：5 %（w/w）预处理脱毒后物料、纤维素酶 CTec 2 的

用量为 15 mg 总蛋白/g 纤维素、2 g/L KH2PO4、2 g/L (NH4)2SO4、2.05 g/L MgSO4·7H2O
和 10 g/L YE；

（3）三级乙醇发酵培养基：10 %（w/w）预处理脱毒后物料、纤维素酶 CTec 2 的

用量为 15 mg 总蛋白/g 纤维素、2 g/L KH2PO4、2 g/L (NH4)2SO4、2.05 g/L MgSO4·7H2O
和 10 g/L YE。

在 S. cerevisiae XH7 种子培养过程中，预处理脱毒后玉米秸秆（经过酶水解后可产

生足够的可利用单糖）的使用代替了纯品葡萄糖的使用，降低了乙醇生产投入成本，进

而增加了以木质纤维素为底物生产乙醇的经济性与适用性。

2.2.4 预处理前柠檬酸固态有氧发酵

由于玉米秸秆原料一直存放在开放环境中，可能会存在很多的不确定因素。因此，

在固态有氧发酵前，固态玉米秸秆物料需要经过以下步骤处理：（1）用离子水将玉米

秸秆原料的含水量调至 33.3 %；（2）用高压灭菌锅将该玉米秸秆物料在 115 oC 下灭菌

20 min。
将 1700 g（干重）玉米秸秆（灭菌后）放入收纳盒中，然后将含有 A. niger M288

孢子的种子活化培养基按 10 %（种子液体积：玉米秸秆干重，v/w）接种量接种至玉米

秸秆原料。随后，将玉米秸秆与发酵种子液充分混合后装入密封袋（34 cm×26 cm）中，

每个密封袋装填玉米秸秆约 650 g（湿重），于 28 oC 条件下发酵 10 天。定时取样并检

测该生物转化过程中物料的各种组分含量以及 pH 值的变化。具体操作如下：将从发酵

体系中提取出的固体样品与去离子水按固液比 1:20 混合，在 30 oC 和 180 rpm 下用 250
mL 三角瓶振荡 2-3 h，并用 pH 计测定浆液的 pH 值。收集浸提液的上清液用来分析玉

米秸秆中葡萄糖、果糖和柠檬酸含量的变化。

2.2.5 预处理、生物脱毒与同步糖化发酵

采用基本 pH 值的方法[133]测定了原始玉米秸秆和固态有氧发酵后玉米秸秆在预处

理过程中所需硫酸用量。简而言之，向 250 mL 摇瓶中加入 2 g 干玉米秸秆原料和 100 mL
去离子水，并在 180 rpm 和 30 oC 条件下振荡混匀 30 min，然后用 pH 计检测浆液的 pH
值。接着，用质量分数为 4 %（w/w）硫酸对该浆液 pH 值进行调整，当该浆液的 pH 值

降低至 2.3 左右时停止加入硫酸，并计算该过程中这两种玉米秸秆原料的硫酸用量。

采用干酸预处理法[67]对两种玉米秸秆原料进行预处理。简而言之，在物料干重基础

上，原始玉米秸秆和水溶性游离单糖转化为柠檬酸后玉米秸秆的硫酸用量分别为 3.8 %
和 3.5 %（w/w），即每 100 g 干玉米秸秆物料中加入 3.8 g 和 3.5 g 硫酸。将玉米秸秆与

稀硫酸溶液按照固液质量比 3:2 同时加至预处理反应器（20 L）中，并在 50 rpm 下搅拌

3 min，使得玉米秸秆原料和稀硫酸液充分混合，增加预处理效果的一致性。待混合结
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束后，正式开始进行预处理。预处理条件为 175 oC 和 5 min。两种预处理后玉米秸秆的

固含量约为 45 %，并且没有废水产生。为了进一步增加纤维素酶对预处理后物料的可

接触性能以及从玉米秸秆原料到可发酵单糖的转化率，对预处理后物料进行简单的圆盘

研磨，以去除较大的纤维素颗粒。

对两种预处理后玉米秸秆的组分进行了检测，其测定方法与原始物料中的组分测定

方法相似。同时，采用 NREL 的 LAP-09 方法对该预处理过程的效率进行酶水解评价[134]。

简单来说，将 0.5 g（干重）预处理后玉米秸秆、一定量的去离子水和 10 mL 的 0.1 mM
柠檬酸缓冲液（pH 4.80）加入 100mL 的三角瓶中，使浆料的固体载量为 2.5 %（w/w）。

通过加入 5 mM NaOH 溶液调节浆料 pH 值至 4.8。加入 0.08 mL 盐酸四环素乙醇溶液（10
mg/mL）以避免微生物污染。在纤维素酶载量为 20 FPU/g DM、50 oC 和 150 rpm 条件下

的水浴摇床中持续 72 h。
在容积为 15 L 的生物反应器中对两种预处理后物料进行抑制物脱除步骤[98, 99]。具

体操作为：采用 20 %（w/w）Ca(OH)2溶液将物料 pH 调节至 5.5，再将预处理后物料与

含有 A. resinae ZN1 的种子按照质量比 9:1 充分混合后转移至反应器，在 28 oC、通气量

为 0.8 vvm（V 气/( V 物料·min ) = 0.8）下反应 30 h。
在 30 oC、200 rpm、pH 5.5、酶载量 15 mg 总蛋白/g 纤维素和接种量为 10 %（v/v）

条件下，以预处理脱毒后玉米秸秆代替纯葡萄糖作为培养乙醇发酵菌株的唯一碳源，采

用两步短期适应法制备乙醇发酵种子液。具体操作步骤如下：（1）将冻存管（贮存于

-80 oC 冰箱）中 S. cerevisiae XH7 菌液（2 mL）转接至种子活化培养基（20 mL）中活

化 12 h；（2）取部分活化后种子转接到含有 5 %（w/w）预处理脱毒后玉米秸秆的适应

培养基中短期驯化培养 12 h；（3）取部分该种子液转接到含有 10 %（w/w）预处理脱

毒后玉米秸秆的乙醇发酵培养基中短期驯化培养，24 h 后，该种子液可作为乙醇发酵种

子接种至发酵体系。为使种子液中 S. cerevisiaeXH7 的生物量足够大，生物活性足够好，

我们根据菌体兼性厌氧的生长特性，采用有氧发酵的方式（用透气性能较好的八层纱布

代替透气性能较差的橡胶塞）对其进行培养。

在 5 L 发酵罐（配备有螺带式搅拌桨）[135]中，经过 12 h 的酶解过程（酶解条件为：

50 oC、pH 4.8 和纤维素酶载量 10 mg 总蛋白/g 纤维素），将预处理脱毒后玉米秸秆转

化成只含有水溶性葡萄糖和木糖及其低聚糖的液体浆料。然后将糖化条件调节至发酵条

件，即温度为 30 oC、pH 5.5 和搅拌转速为 200 rpm。接着，再将经过短期适应性驯化后

的纤维素乙醇生产菌株 S. cerevisiaeXH7 按照体积比 20 %（v/v）的接种量接种到该液体

浆料（固体载量为 30 %，w/w）中持续发酵 108 h，将预处理脱毒的玉米秸秆经纤维素

酶水解后所得的液体浆料中的葡萄糖和木糖转化为乙醇。在整个纤维素乙醇发酵过程

中，添加的营养成分包括 2 g/L KH2PO4、2 g/L (NH4)2SO4、2 g/L MgSO4·7H2O 和 10 g/L
YE。由于发酵过程中木聚糖的水解会导致部分乙酸的产生，发酵体系会出现 pH 值略微

下降的现象，因此采用 5 M NaOH 溶液将发酵过程中的 pH 值维持在 5.5。为表征乙醇生

产效果，每隔 12 h 取样一次，经过离心（10,000 rpm, 5 min）后，上清液用于监测发酵
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过程的参数变化。

2.2.6 糖类、柠檬酸、乙醇和抑制物分析

在色谱柱的柱温为 65 °C、进样量为 20 mL 和流动相（5 mM 的 H2SO4 溶液）的流

速为 0.6 mL/min 下，用配备有 Bio-Rad Amiex HPX-8H 色谱分析柱（300 mm×7.8 mm,
Bio-Rad，Hercules，CA，美国）的 HPLC（LC-20AD 高压输送泵，RID-10A 检测器，

岛津，京都，日本）测定样品中的葡萄糖、果糖、木糖、乙醇、柠檬酸、乙酸、糠醛和

5-HMF 浓度。由于样品中含有较多杂质颗粒，易对 HPLC 检测系统造成不利影响，因

此样品测定前需采用 0.22 μm 的滤膜对样品进行过滤除菌。

2.2.7 乙醇得率计算

根据纤维素酶解过程中水的流失和发酵过程中乙醇的形成、木糖的利用，在原有基

础上改进乙醇得率的计算方法[136]。

%100
M × [Solids] × [Xylose]) + 1.111 × e]([Cellulos × 0.511

1
[Ethanol] × 0.804 - 976.9
 W× [Ethanol]) (% yield Ethanol





其中[Ethanol]是发酵终点醪液中的乙醇浓度（g/L）；W 是水解体系或发酵体系中

水的总质量（g）；M 是加入到酶解体系或发酵体系中物料的总质量（g）；[Cellulose]
是加入到酶解体系或发酵体系中物料的纤维素含量（g/g DM）；[Xylose]是加入到酶解

体系或发酵体系中物料的木糖含量（g/g DM）；[Solids]是加入到酶解体系或发酵体系

中物料的固体含量（g/g）；976.9 是用于衡量质量浓度（g/g）和体积浓度（g/L）之间

相互转化的乙醇校正因子；0.804 是用于计算发酵体系中水损失的无量纲因子；1.111 是

等量葡萄糖与纤维素之间相对分子质量之比；0.511 是生物化学计量学中计算酵母菌将

糖转化为乙醇的无量纲转换系数。

木糖消耗率是指发酵体系中木糖的起始浓度与终止浓度的变化量相对于木糖起始

浓度的百分比。

2.3 结果与讨论

2.3.1 玉米秸秆固态有氧发酵实验与预处理后物料组分测定

固态玉米秸秆原料中的水溶性游离单糖的含量主要通过以下方法测定：将 4 g 干玉

米秸秆和 80 mL 去离子水加入到 250 mL 三角瓶中于 30 oC、180 rpm 下振荡 2 h，然后

取出浆料并离心取上清，通过高效液相色谱（HPLC）测定原始玉米秸秆中的水溶性碳

水化合物（主要为葡萄糖和果糖）的含量。如图 2.1 所示，每克干玉米秸秆中含有 32.8 mg
的葡萄糖和 30.8 mg 的果糖。当接入 A. niger M288 孢子液并发酵 10 天后，玉米秸秆的

pH 值由 5.3 降低至 3.6。同时，玉米秸秆中水溶性游离单糖的含量也大幅度降低（减少

量约为初始值的 83.0 %），其中葡萄糖被消耗 91.0 %，果糖被消耗 75.0 %，同时生成了

13.7 mg/g DM 的柠檬酸。
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图 2.1 预处理前玉米秸秆固态有氧发酵过程中柠檬酸的产生和水溶性碳水化合物消耗情况

Fig. 2.1 The formation of citric acid from water soluble carbohydrates in corn stover by aerobic solid
state fermentation.

固态有氧发酵条件：28 °C，初始 pH值为 5.3，发酵周期为 10天，固态玉米秸秆原料的含水量为 33.3 %，

A. niger SIIM M288 接种量为 10 %（v/w），每个密封袋（34 cm × 26 cm）的装载量为 650 g (wet material,
WM)，整个发酵过程任何无外源营养盐的添加。

采用两步硫酸水解法[134,135]对两种预处理后玉米秸秆物料进行组分含量测定，即先

用质量分数为 72 %的硫酸对预处理后物料进行预水解，对木质纤维素结构进一步破坏，

将其降解为低聚多糖。接着再用质量分数为 4 %的硫酸，在 121 oC 下将低聚多糖转化为

葡萄糖和木糖。然后经过碳酸钙中和，充分混匀后取出 1 mL 混合液于 Eppendorf（EP）
管中，并离心（5 min, 10,000 rpm）取上清。该上清液经稀释过滤（0.22 μm 滤膜）后用

于 HPLC 测定并计算预处理后物料中组分含量。在该测定过程中，由于葡萄糖和木糖可

能会被转化为其它物质，因此需要校正曲线来表征。

经过计算发现，虽然预处理过程中两种玉米秸秆的硫酸用量不同，但是预处理效果

基本相似，具体组分结果如表 2.1 所示。在相似的结构破坏程度下，由于预处理前固态

玉米秸秆中水溶性单糖的大量消耗，干酸预处理时 5-HMF 的生成量急剧降低（与对照

组相比大约降低 41.0 %，6.2 mg/g DM vs. 10.5 mg/g DM）。这是由于在高温和低 pH 值

的预处理条件下，木质纤维素原料中的游离葡萄糖和果糖，尤其是果糖，容易降解为

5-HMF [30-32]。

在干酸预处理前，固态有氧发酵过程产生的柠檬酸可作为酸催化剂，代替预处理过

程中的部分硫酸，从而降低了预处理过程中的酸用量（由每 100 g 干玉米秸秆添加 3.8 g
硫酸降低至 3.5 g）。两种预处理后物料的组分含量测定结果表明，干酸预处理前玉米秸

秆中水溶性葡萄糖和果糖的消耗以及柠檬酸的产生可以有效降低预处理过程中的硫酸

用量和 5-HMF 的生成量。
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表 2.1 两种预处理后玉米秸秆物料组分测定及其酶解评价

Table 2.1 Structural composition and enzymatic hydrolysis yield of two pretreated corn stover

Two corn
stover

Composition of pretreated corn stover（mg/g DM）
72 h Enzymatic
hydrolysis yield

(%)
Cellulose
(%, w/w)

Hemicellulose
(%, w/w)

Acetate
(mg/g
DM)

Furfural
(mg/g DM)

5-HMF
(mg/g DM)

Raw 34.5 2.9 21.9 5.9 10.5 94.3
WSC

removal
33.3 2.9 20.8 6.0 6.2 96.0

预处理条件为：玉米秸秆干重与稀酸液溶液的比值为 3:2、预处理温度为 175 oC、搅拌转速为 50 rpm、

反应时间为 5 min 和硫酸用量为 3.5-3.8 %（原始玉米秸秆原料酸用量为：每 100 g 干玉米秸秆 3.8 g
硫酸，固态有氧发酵后玉米秸秆酸用量为：每 100 g 干玉米秸秆 3.5 g 硫酸）。

酶解条件为：固体载量为 2.5 % (w/w)、纤维素酶载量为 20 FPU/g DM、pH 4.8、温度为 50 oC、转速

为 150 rpm、反应时间为 72 h。

2.3.2 两种预处理后玉米秸秆的生物脱毒和纤维素乙醇发酵性能检测

由于木质纤维素原料结构的难以利用性，在使用其生产纤维素乙醇、柠檬酸等生物

基化学品[15, 16]时，常需要在高温和低 pH 值等极端条件下对其致密结构进行预破坏，在

这样的预处理条件下，木质纤维素生物质中的某些组分会发生转化作用，可能会产生一

些不利于后续发酵的物质，比如乙酸、糠醛、羟甲基糠醛等[24, 25]。因此，在进行纤维素

乙醇发酵前应将这些抑制物进行降低或脱除，以保证后续发酵操作的进行。在这一过程

中，由于氢氧化钙作为中和剂调节预处理玉米秸秆的 pH 值以期其适用于生物脱毒菌株

树脂枝孢霉 A. resinae ZN1 [44]的生长，固态有氧发酵过程中产生的柠檬酸与氢氧化钙结

合产生不溶性的沉淀。因此，可排除物料中柠檬酸的存在对后续乙醇发酵的影响。

利用抑制物脱除菌株 A. resinae ZN1 对两种预处理后玉米秸秆（原始玉米秸秆和固

态有氧发酵后玉米秸秆）进行 30 h 的快速脱毒，并检测脱毒前后抑制物含量的变化。在

相同的生物脱毒条件（28 oC，0.8 vvm）下，两种干酸预处理后玉米秸秆中抑制物的去

除效率也会明显不同。如图 2.2 所示，在脱毒 30 h 后，两种预处理玉米秸秆中糠醛被完

全脱除，但乙酸和羟甲基糠醛的脱除比例明显不同。对于原始玉米秸秆而言，71.0 %的

羟甲基糠醛和 10.0 %的乙酸被脱除，脱毒后该物料中的羟甲基糠醛含量为 3.0 mg/g DM
和乙酸含量为 19.7 mg/g DM。对于固态有氧发酵后玉米秸秆而言，88.0 %的羟甲基糠醛

和 61.0 %的乙酸被脱除，脱毒后该物料中的羟甲基糠醛含量为 0.7 mg/g DM 和乙酸含量

为 8.1 mg/g DM。两种预处理后玉米秸秆物料的脱毒实验结果表明，预处理前玉米秸秆

中水溶性碳水化合物的消耗有效地提高了生物脱毒效率。

在较短的生物脱毒时间内，两种预处理脱毒后玉米秸秆能够保留较多的木糖为纤维

素乙醇的生产提供一定的碳源。本章节以 S. cerevisiae XH7 为发酵菌株，以两种预处理

脱毒后玉米秸秆物料为原料，在 30 %固体载量、10 mg 总蛋白/g 纤维素的酶载量下进

行纤维素乙醇发酵。
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图 2.2 在生物脱毒前后，两种预处理后玉米秸秆物料中抑制物含量变化

Fig. 2.2 Degrading of inhibitors in the pretreated corn stover feedstock by biodetoxification.
生物脱毒条件：温度 28 oC，通气量 0.8 vvm (V 气/ ( V 物料·min ) = 0.8)，脱毒时间 30 h，树脂枝孢霉

A. resinae ZN1 接种量 10 %（w/w）。

简写：WSC，水溶性碳水化合物；HMF，羟甲基糠醛；DM，干重。

图 2.3 在相同 SSCF条件下，两种预处理脱毒后玉米秸秆物料乙醇发酵性能评价

Fig. 2.3 Ethanol fermentation performance of the two pretreated and biodetoxified corn stover (with and
without the removal of water soluble carbohydrates) by SSCF at the same experimental conditions.

糖化条件：固含量 30 % (w/w)，纤维素酶载量 10 mg total protein/g cellulose，温度 50 °C，pH 4.8，
糖化时间 12 h。
发酵条件：温度 30 °C，pH 5.5，发酵时间 108 h，S. cerevisiae XH7 接种量 20 %（v/v）。

简称：CS，玉米秸秆；WSC，水溶性碳水化合物
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图 2.3 表明，在相同的同步糖化共发酵条件下，两种预处理脱毒后玉米秸秆物料表

现出不同的纤维素乙醇发酵性能。与原始玉米秸秆预处理脱毒后物料相比，固态有氧发

酵后玉米秸秆原料中抑制物含量较低（主要为物料中羟甲基糠醛和乙酸含量），经过 108
h 发酵后纤维素乙醇浓度为 65.6 g/L，木糖消耗率为 78.0 %，远高于原始玉米秸秆预处

理后物料的纤维素乙醇发酵指标（59.9 g ethanol/L，木糖消耗率为 49.0 %）。此外，在

原始玉米秸秆预处理后物料的纤维素乙醇发酵过程中，出现了 12 h 的菌体生长延滞期，

然而，在固态有氧发酵后玉米秸秆预处理后物料的纤维素乙醇发酵中却未出现菌体生长

延滞期。以上实验数据表明，预处理前玉米秸秆中水溶性游离单糖的去除可有效增加纤

维素乙醇的发酵效率（与原始玉米秸秆相比，乙醇浓度约增加 11.0 %）。

2.4 本章小结

本章重点在于研究玉米秸秆中水溶性游离单糖的去除对干酸预处理过程中硫酸用

量和 5-HMF 生成量的影响，进而考虑了其对生物脱毒效率和纤维素乙醇发酵效率的影

响。对本章的研究成果总结如下：

（1）在干酸预处理前，玉米秸秆中水溶性碳水化合物经固态有氧发酵方式转化为

柠檬酸。一方面降低玉米秸秆中水溶性游离单糖的含量，进而降低预处理过程中 5-HMF
的生成量（10.5 mg/g DM vs. 6.2 mg/g DM）；另一方面，柠檬酸的产生可以降低预处理

过程中硫酸的用量（从每 100 g 干玉米秸秆使用 3.8 g 硫酸降低至 3.5 g），减少木质纤

维素生物转化过程的投资成本。

（2）在相同的生物脱毒条件下，预处理后物料中 5-HMF 的降低有效地增加了 A.
resinae ZN1 的生物脱毒效率。

（3）在相同的 SSCF 条件下，预处理前固态玉米秸秆中水溶性游离单糖的消耗有

效地增加了纤维素乙醇的发酵效率，提高了发酵体系中木糖的消耗率，促进纤维素乙醇

的工业化进程。
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第 3 章 干法生物炼制含镉木质纤维素生物质为乙醇的可行性分析

3.1 引言

近年来，随着人们生活水平不断提高以及对自然的不断索取，环境污染问题尤其是

土壤重金属污染威胁着人类的生存和社会的可持续发展[19-23]。目前，土壤中重金属主要

来源于一些人类活动，例如矿产的开采、废水灌溉的应用以及车辆和工业活动等[ 96]。土

壤中的重金属污染具有积累性、滞后性等特点，不仅会导致植物的各种形态、生理、生

化和超微结构变化，还可能通过直接接触或食物链循环危及人类健康与生命安全[137, 138]。

对于土壤中多种重金属离子而言，镉（Cd）的相对流动性较强，即毒性较强，对几乎所

有动植物都具有一定毒性[94, 99]。人类体内的镉积累主要是以食物链循环为媒介[37]，通过

多次的重金属镉循环富集就非常有可能导致一些疾病，例如痛痛病、癌症和中毒性肾损

害，甚至导致人身死亡[42, 43]。

与化学固定法、化学冲洗法等传统土壤重金属镉污染修复方法相比，作为近年来备

受关注与欣赏的植物修复技术具有更多的优势，是一种环境友好型、资源节约型土壤镉

污染修复手段，该技术是利用镉超富集植物吸附或者固化土壤中的镉，进而降低其含量

或者转移能力，从而达到治理土壤镉污染的目的[46, 47]。该技术的一个核心步骤就是是否

能够找到合适的超富集植物。目前，文献中所报道的可作为重金属镉的超富集植物[53]

多为草本植物，常表现出植株矮小、生物量小、生长周期长等缺陷，极大地限制了其在

镉污染修复过程中的应用潜力。然而，杨树、柳树等木本科植物的生物量大、对重金属

的吸附能力强、生长周期短、根系发达且一般不参与食物链循环，可在一定程度上避免

对人类等高等动物造成伤害[53]。

植物修复土壤重金属镉污染的另一个关键步骤就是如何将吸附重金属后的植株进

行合理有效地处理，以避免重金属镉的二次污染。一方面，必须要保证土壤重金属镉污

染植物修复的有效性，即含镉植株在后续处理过程中不会对修复后的土壤造成再次污

染。另一方面，也要尽可能的提高含镉植株处理的经济性，即含镉生物质原料应当能产

生一定的经济效益。有些地区将含有重金属的生物原料直接进行焚烧以获取重金属[120]。

焚烧产生的烟易造成重金属的二次污染，又易形成温室气体，加速全球冰川融化进程。

Slycken SV 等人[139]通过厌氧转化的方式将含有镉离子的玉米秸秆转化为可作为燃料使

用的多组分气体，然而却未对厌氧发酵后的残渣以及废水应进行如何处理给出相应的解

决方案，在一定程度上存在重金属镉的二次污染风险。Wan XM 等人[140]采用多年生桑

树植株治理土壤重金属污染，然后将得到的桑叶用于蚕养殖业。此外，他们也研究了通

过不同植株之间的间作来实现重金属污染土壤的安全利用，即将超富集植物与所需经济

作物共同种植，通过两者之间的相互竞争作用（前者对重金属的高吸附能力），降低经

济作物中有毒金属含量，从而得到符合国家标准的经济作物[141]。这些植物修复技术要

么是植物对重金属的吸附量不足，要么为了将重金属富集至植物但又未对该植物进行合
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理有效地处理。

采用木质纤维素原料生产燃料乙醇被广大学者一致认为是一种可持续发展的技术，

具有社会经济效益和环境效益[142, 143]。为了实现绿色修复的目标，深刻贯彻可持续发展

观，将植物修复土壤重金属污染后生物质用于纤维素乙醇生产具有非常深刻的意义。

Dhiman 等人[144]将土壤重金属植物修复后生物质—油菜秸秆用来生产纤维素乙醇。该研

究方向立意新颖，为后续含有重金属的生物质的处理提供了一个较为科学的方向，但是

油菜秸秆预处理所采用的方法为稀碱预处理，且为防止灰分中某些物质对预处理的效果

造成干扰，对生物质原料进行了水洗除尘等步骤。由于重金属离子的存在，一旦处理不

当就会产生大量难以处理的废水，对自然环境而言存在严重的再次侵害风险。因此，为

增加植物治理土壤重金属污染的有效性，必须保证利用该类植物生产乙醇的高效性和低

废性。本实验室所研发出的干法生物炼制技术是一种低能耗、低废水、高效率、高效益

的木质纤维素生物质转化技术[68, 84, 85]。如果能够采用该技术处理植物修复土壤重金属镉

污染后生物质，将有可能会在一定程度上减少植物修复土壤重金属镉污染的成本，促进

植物修复技术的发展。

本研究尝试采用含镉玉米秸秆和白杨木屑原料经干法生物炼制技术生产高浓度纤

维素乙醇。一方面，在避免重金属镉二次污染的前提下，将含镉的白杨和玉米秸秆进行

有效处理，实现土壤重金属镉污染的根本性解决；另一方面纤维素乙醇的获得可提高土

壤重金属镉污染植物修复技术的经济性，降低土壤重金属镉污染治理投入成本，加速该

技术的实际应用进程。

3.2 材料与方法

3.2.1 原料和纤维素酶

本实验所用玉米秸秆于 2016 年秋季在中国内蒙古通辽地区收获。经 10-mm 锤式粉

碎机粉碎后即可装入一次性塑料密封袋中，常温密封储存于实验室通风干燥处，且应避

免火灾隐患，以供实验所需。意大利白杨木屑于 2015 年在中国江苏省盐城市收获，该

物料除无需进一步粉碎外，储存条件和储存方式与玉米秸秆相同。在物料干重基础上，

白杨木屑和玉米秸秆物料中分别包含 39.8 %和 33.2 %的纤维素、16.5 %和 24.9 %的半纤

维素、29.0 %和 20.8 %的木质素和 3.4 %和 6.2 %的灰分。

本章节所用纤维素酶详见 2.2.2。
3.2.2 菌株与培养基

羟甲基糠醛、酚类等抑制物脱除菌株—树脂枝孢霉（A. resinae ZN1）[40]和纤维素乙

醇发酵菌株—酿酒酵母（S. cerevisiae XH7）均与 2.2.3 相同。

纤维素乙醇发酵使用的培养基同 2.2.3，S. cerevisiae XH7 的培养方式同 2.2.5。
3.2.3 预处理、生物脱毒与同步糖化发酵

采用干酸预处理法[67]对意大利白杨木屑和玉米秸秆这两种木质纤维素生物质结构

进行破坏。简单来说，在物料干重基础上，意大利白杨木屑的硫酸用量为 1.5 %（w/w，
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每 100 g 干白杨木屑中加入 1.5 g 硫酸），玉米秸秆的硫酸用量为 3.8 %（w/w，每 100 g
干玉米秸秆中加入 3.8 g 硫酸）。将玉米秸秆或白杨木屑与稀硫酸溶液按照固液比 2:1
（w/w）同时加至预处理反应器（20 L）中，并在 50 rpm 下搅拌 3 min，使得物料和稀

硫酸溶液充分混合，增加预处理效果的一致性。待混合结束后，正式开始进行预处理。

预处理条件为 175 oC 和 5 min。两种预处理后物料的固含量约为 50 %，并且在整个过程

中没有废水产生。

由于木质纤维素原料在经过低 pH 值和高温的稀酸预处理后，会产生乙酸、糠醛等

抑制物[59, 60]，因此，在进行后续乙醇等生物基化学品的生产前，应对预处理后木质纤维

素生物质进行脱毒。除脱毒时间不同（含镉玉米秸秆，48 h；含镉白杨木屑，96 h）外，

其余具体操作均同 2.2.5。由于木屑中含有较多的木质素，在干酸预处理过程中会产生较

多的酚类抑制物，对后续乙醇的生产带来较大的抑制作用。同时，A. resinae ZN1 对酚

类抑制物的转化速率较慢。因此，预处理后白杨木屑的脱毒步骤需要较长的脱毒时间，

以保证物料中抑制物含量的去除[84, 85]，从而对纤维素乙醇的 SSCF 产生有利影响，使得

发酵终点的乙醇浓度更高。

在 30 oC、200 rpm 和 15 mg 总蛋白/g 纤维素的酶载量条件下，以预处理脱毒后含

镉白杨木屑或玉米秸秆代替纯品葡萄糖作为碳源，采用两步短期适应法制备 S. cerevisiae
XH7 乙醇发酵种子培养基，具体步骤同 2.2.5。本章节研究以含镉玉米秸秆（处理镉污

染后木质纤维素生物质）和含镉白杨木屑（重金属镉超富集植物）为实验组，以不含镉

玉米秸秆和白杨木屑为对照组，以工程菌株 S. cerevisiae XH7 为发酵菌株经干法生物炼

制过程生产纤维素乙醇，该发酵过程操作、营养成分的添加和发酵体系的 pH 值的维持

均同 2.2.5。定时（每隔 12 h）取样离心（10,000 rpm, 5 min）并检测过程中的参数变化

以表征乙醇生产效果。

3.2.4 糖类、乙醇和抑制物分析

在含镉木质纤维素生物质乙醇生产过程中，葡萄糖、木糖、乙醇、乙酸、糠醛和 5-HMF
含量的测定方法详见 2.2.6。
3.2.5 乙醇得率计算

由于本章节实验所用发酵菌株与第 2 章节相同，均为葡萄糖和木糖共发酵菌株，即

工程菌株 S. cerevisiae XH7，因此，在整个纤维素乙醇生产过程中，乙醇得率和木糖转

化率的计算方式同 2.2.7。
3.2.6 乙醇发酵残液处理

本章节实验关注重点在于探究植物修复土壤镉污染或因某种原因被镉污染后的生

物质通过干法生物炼制转化为乙醇的可行性。预处理脱毒后物料经纤维素酶 Cellic CTec
2 的糖化和 S. cerevisiae XH7 的发酵后所得发酵醪再经简单的乙醇蒸馏装置粗蒸馏获得

粗乙醇，蒸馏后所得发酵醪残液再经烘箱（DHG-9140A，60 oC，24 h）干燥和热重分析

仪（METTLER TOLEDO, TGA/DSC1, 22.5 oC/min, 250 oC, 30 min; 16.5 oC/min, 575 oC, 3
h）灰化，灰化后样品中重金属镉含量与初始木质纤维素生物质中重金属镉含量的比值
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用于表征纤维素乙醇生产的整个过程中重金属镉的富集倍数。同时，该过程的主要步骤

中镉的总量用于表征纤维素乙醇生产过程中重金属镉是否存在二次污染的可能性，进而

验证该技术在实际应用过程中的处理有效性。

3.2.7 重金属镉的添加与测定

在干法生物炼制初始阶段（即木质纤维素生物质预处理阶段）以外源添加重金属镉

离子（CdSO4）的方式来模拟白杨修复土壤重金属镉污染后生物质和被重金属镉侵染后

玉米秸秆的生物炼制过程。采用等离子发射光谱仪（ICP-AES）检测预处理、脱毒、糖

化与发酵、产品提纯、干燥和灰化等干法生物炼制关键步骤中重金属镉含量与镉总量的

变化情况。

3.3 结果与讨论

3.3.1 S. cerevisiae XH7 对重金属镉的耐受性能

由于重金属镉的累积性与不可降解性，且对微生物具有较强的毒性[40, 41]，因此，在

进行纤维素乙醇发酵前，首先在合成培养基中探究了葡萄糖和木糖发酵菌株 S. cerevisiae
XH7 对重金属镉的耐受性。具体操作如下：在初始重金属镉含量为 0 mg/L、10 mg/L、
20 mg/L、30 mg/L、40 mg/L 和 80 mg/L 的合成培养基（葡萄糖为唯一碳源，营养液的

添加与纤维素乙醇发酵时相同）中培养 S. cerevisiae XH7，并对其培养过程中的葡萄糖

和乙醇浓度变化及菌体生成情况进行研究分析。

实验结果如图 3.1 所示，随着合成培养基中镉含量的增加，S. cerevisiae XH7 对葡萄

糖的消耗速率及其生物量逐渐呈现出下降的趋势。当合成培养基中镉含量大于 10 mg/L
时，S. cerevisiae XH7 几乎不生长，葡萄糖也几乎没有什么消耗，且无乙醇产生。然而，

当合成培养基中镉含量小于 10 mg/L 时，乙醇最终浓度与对照组相似（17.7 vs. 20.5 g/L），
但发酵体系内的葡萄糖消耗量（60.0 vs. 42.3 g/L）和菌体量（7.5 vs. 3.5，OD600）有明

显的差别。该结果的出现可能是由于重金属镉的存在抑制了工程菌株 S. cerevisiae XH7
的生长和繁殖，进而抑制了菌体对葡萄糖的消耗能力，但低浓度下的镉对菌体产醇能力

影响较小。以上实验结果表明，S. cerevisiae XH7 可以在重金属镉浓度为 10 mg/L 以内

的体系中生长并生产乙醇。
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图 3.1 在不同重金属镉浓度体系中，S. cerevisiae XH7的发酵性能评价

Fig. 3.1 Ethanol fermentation performance of S. cerevisiae XH7 in different cadmium concentration
systems.

(a) 葡萄糖变化；(b) 乙醇变化；(c) OD600变化；

发酵条件：温度 30 °C，pH 5.5，发酵时间 36 h，S. cerevisiae XH7 接种量 10 %（v/v）
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3.3.2 同步糖化共发酵实验

对预处理前后含镉木质纤维素生物质（玉米秸秆和白杨木屑）的组分进行测定，并

对该预处理效果进行评价。结果如表 3.1 所示，在两种预处理后含镉物料中，木聚糖被

大量降解为木单糖和寡聚木聚糖，乙酸、糠醛和羟甲基糠醛的含量也有明显的增加，72
h 纤维素酶水解得率也较高，因此可以认为该条件下的预处理可以有效地破坏白杨木屑

和玉米秸秆的组织结构，为后续纤维素酶的糖化过程提供一定的便利。

为探究木质纤维素生物质中重金属镉的存在对纤维素乙醇发酵性能的影响。在带有

特殊装置的 5 L 发酵罐[135]中对两种预处理脱毒后玉米秸秆（含镉和不含镉玉米秸秆）进

行了固体含量为 30 %（w/w）的乙醇同步糖化共发酵实验。结果如图 3.2（a）所示，在

相同的糖化和发酵条件下，两种预处理脱毒后玉米秸秆表现出相似的纤维素乙醇发酵性

能。经过 12 h 糖化后，含镉与不含镉的发酵体系中葡萄糖和木糖含量分别为 79.7 g/L 和

77.3 g/L、45.2 g/L 和 43.9 g/L。经过 S. cerevisiae XH7 消耗代谢 108 h 之后，含镉与不含

镉玉米秸秆发酵醪液中残留的葡萄糖浓度分别为 1.4 g/L 和 1.6 g/L、木糖浓度分别为 11.4
g/L 和 9.7 g/L，所得乙醇浓度分别为 63.0 g/L 和 65.6 g/L，得率分别为 67.3 %和 70.7 %。

为拓展纤维素乙醇干法生物炼制技术与土壤重金属镉污染植物修复技术整合方案

的可行性，对重金属镉超富集植物—白杨进行了纤维素乙醇生产。在与之前相同的 5 L
发酵罐[142]中对两种预处理脱毒后白杨木屑（含镉和不含镉白杨木屑）进行 25 %固含量

乙醇同步糖化共发酵实验。结果如图 3.2（b）所示，在相同的糖化和发酵条件下，两种

预处理脱毒后白杨木屑也表现出相似的纤维素乙醇发酵性能（主要表现在发酵体系中的

初始葡萄糖和木糖含量、剩余葡萄糖和木糖含量以及发酵终点的纤维素乙醇浓度）。

不论是木质纤维素生物质中初始重金属镉含量为 83 mg/g DM 还是 55 mg/g DM，以

这两种生物质原料为底物进行纤维素乙醇生产时，其发酵醪液中重金属镉浓度都应该超

过 10 mg/L。根据合成培养基中 S. cerevisiae XH7 对重金属镉的耐受性实验结果可知，

当发酵液体体系中重金属镉含量超过 10 mg/L 时，S. cerevisiae XH7 的生长和乙醇的生

产性能会有严重的抑制作用。因此对以上两种木质纤维素生物质原料的纤维素乙醇发酵

醪液进行重金属镉含量测定，结果显示，当木质纤维素生物质中初始镉含量在 83 mg/g
DM 以内时，这两种纤维素乙醇发酵醪液的重金属镉含量均低于 10 mg/L。该结果的出

现可能是由于木质纤维素的预处理过程及其酶解糖化过程使得木质素分子暴露出更多

的阴性离子基团，由于阴阳离子的相互作用将重金属镉螯合在木质素上，从而防止了镉

对 S. cerevisiae XH7 的损伤抑制作用。
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表 3.1 含镉木质纤维素原料预处理前后物料组分测定及酶水解得率

Table 3.1 Structural composition and enzymatic hydrolysis yield of the pretreated and the raw lignocellulose biomass

Cellulose
(%, w/w)

Hemicellulose
(%, w/w)

Sugars（mg/g DM） Inhibitors（mg/g DM）

72 h Enzymatic
hydrolysis yield (%)Glucose Xylose O - Glu O - Xyl Acetate Furfural 5-HMF

Raw PWC 39.8 16.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 -
Raw CS 33.2 24.9 3.3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 -

Pretreated
PWC

42.2 4.3 19.2 118.4 3.8 43.3 20.0 1.8 1.1 73.0

Pretreated
CS

35.7 2.8 30.8 109.3 12.7 27.6 17.4 4.7 9.3 93.0

预处理条件为：固液比为 2:1、温度为 175 oC、转速为 50 rpm、时间为 5 min 和酸用量为 1.5-3.8 %（每 100 g 干白杨木屑 1.5 g 硫酸；每 100 g 干玉米秸秆

3.8 g 硫酸）。

简写：O-Glu，寡聚葡聚糖；O-Xyl，寡聚木聚糖；HMF，羟甲基糠醛；DM，物料干重；PWC，白杨木屑；CS，玉米秸秆。
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图 3.2 预处理脱毒后含镉木质纤维素原料的乙醇发酵性能评价

Fig. 3.2 Ethanol fermentation performance of the pretreated and biodetoxified lignocellulose biomass
contained cadmium by SSCF.

(a) 含镉玉米秸秆 SSCF 中，葡萄糖、木糖和乙醇变化；

(b) 含镉白杨木屑 SSCF 中，葡萄糖、木糖和乙醇变化；

糖化条件：固含量 25 % (w/w)，纤维素酶载量 10 mg total protein/g cellulose，温度 50 °C，pH 4.8，
糖化时间 12 h。
发酵条件：温度 30 °C，pH 5.5，发酵时间 108 h，S. cerevisiae XH7 接种量 20 %（v/v）
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图 3.3 含镉木质纤维素原料整个干法生物炼制过程主要步骤物料衡算

Fig. 3.3 The mass balance during the core steps of dry biorefining process. In the whole mass balance process, the content and the total amount of cadmium in
poplar wood chips was calculated based on the dry matter

(a) 含镉玉米秸秆干法生物炼制过程主要步骤物料衡算；

(b) 含镉白杨木屑干法生物炼制过程主要步骤物料衡算。
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3.3.3 物料衡算

本实验的主要目的是将干法生物炼制生产纤维素乙醇过程与重金属镉污染植物（玉

米秸秆）或重金属镉超富集植物—白杨修复土壤重金属镉污染技术相整合，使得植物修

复土壤镉污染后可以得到有效地处理，并产生一定的经济效益，以弥补植物修复过程中

成本的投入且不能出现重金属镉的二次污染，因此，对整个纤维素乙醇生产过程中几个

主要步骤中的重金属镉含量与镉总量的变化进行了监测。一方面，要保证整个干法生物

炼制过程可以有效地富集重金属镉；另一方面，也要保证重金属镉总量维持在一个可以

接受的误差范围内。

两种含镉木质纤维素生物质（玉米秸秆和白杨木屑）在整个干法生物炼制过程中的

物料平衡如图 3.3 所示。不管是预处理过程中排出的蒸汽还是蒸馏过程中得到的粗乙醇

中均没有检测到有重金属镉的存在。对干酸预处理、生物脱毒、糖化与发酵、干燥与灰

化等干法生物炼制关键步骤中镉含量与总量的检测结果显示，在整个干法生物炼制过程

中，重金属镉的总量在可允许的范围基本维持恒定，而白杨木屑发酵醪灰化后的灰分中

重金属镉的含量约为初始白杨木屑原料中的 4.5 倍；玉米秸秆发酵醪灰化后的灰分中重

金属镉的含量约为初始玉米秸秆原料中的 5.2 倍。该实验结果表明，将植物修复土壤重

金属镉污染后的植株通过干法生物炼制技术转变为燃料乙醇，进而可以使得重金属镉得

到进一步的有效富集且可有效避免镉对环境的再次侵害，甚至该灰分有望用于镉的提炼

工艺。该整合方案的提出与实践表现出良好的实际应用潜力。

3.4. 本章小结

本章重点在于研究植物修复土壤重金属镉污染与干法生物炼制结合生产纤维乙醇

的可行性。由于实验室条件所限，通过在干法生物炼制初始阶段以外源添加重金属镉的

方式来模拟含镉木质纤维素生物质的处理过程，对本章的研究成果总结如下：

（1）与不含重金属镉的木质纤维素原料相比，高镉含量的木质纤维素原料（玉米

秸秆和白杨木屑）经过干法生物炼制过程都能取得比较相似的纤维素乙醇发酵性能，并

获得较为理想的发酵结果。

（2）在预处理、生物脱毒、糖化与发酵以及干燥与灰化等整个干法生物炼制关键

步骤中，镉含量保持在系统误差范围内（从木质纤维素原料到乙醇产品过程中不会造成

镉的再次污染），且两种木质纤维素原料的乙醇发酵醪经过干燥与灰化后可实现重金属

镉的有效富集（玉米秸秆原料约富集 5.2 倍，白杨木屑原料约富集 4.5 倍）。两种木质

纤维素对重金属镉的富集倍数不同可能是由于干酸预处理过程中，原料结构破坏程度的

不同导致了木质素阴离子基团暴露程度的不同。同时，纤维素乙醇的获得也提供了一定

的经济收益，降低了植物修复的经济成本，也为植物修复土壤重金属镉污染后植株的有

效处理提供了一个切实可行的方案。
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第 4 章 三种微生物菌株对麦秆水解液中镉去除特性的研究

4.1 引言

近年来，工业化步伐逐步加快，各国人民的生活水平也得到了明显的改善，但不可

避免也不能忽视，这些巨大变化的背后却对生态环境系统尤其是土壤环境和水体环境造

成了很大的压力。在过去的一个世纪中，采矿、电镀、冶炼、化肥、农药、制革、造纸

和电子工业已经导致大量重金属和石油碳氢化合物释放到自然生态系统中，据报道，这

已经破坏了生态系统的生理功能[145, 146]。由于重金属离子一般具有不易降解转化的特性，

因此很难被土壤中的微生物降解，但是能够与土壤中的某些组分进行螯合，进而被某些

微生物和植物所积累，甚至有可能会通过食物链的富集作用进入人类体内，威胁到人类

的生命与健康。

此外，水资源中重金属元素污染也是一个非常值得关注的问题。2005 年，北江的镉

污染事件，严重影响了其河流沿边数千万名人民群众的健康与饮水安全；2006 年，新墙

河的类金属砷污染事件，导致大约八万人的饮水安全出现危机；2008 年，云南省昆明市

明湖类金属砷的污染事件，严重污染了该地区的地下水；2009 年，湖南湘江铅、镉、汞

等多种重金属污染事件，不仅使得当地居民的饮水安全不能保证，也严重损害了当地的

生态系统，使得鱼类不能生存，土壤不能种植；2009 年，陕西东岭某工作单位的废弃物

乱排问题导致的血铅超标事件等。此类案件的发生均为当地企业不按国家污水排放标准

排放所导致，给当地居民，甚至是他们的后代造成了难以磨灭的影响，急需寻找有关方

法以杜绝此类案件的再次发生。一方面，国家有关部们应当加大对废水排放的监管力度

与人民群众应当严格履行对废水排放的监督与重视；另一方面，企业也要采用一些有效

地手段保证废水中重金属含量达到国家污水排放标准。

为避免重金属镉对环境造成二次污染，本研究第三章节采用烘箱干燥法将含镉木质

纤维素乙醇发酵醪液体部分蒸干，但该过程能耗较大，会降低植物修复与纤维素乙醇生

产相结合的经济性。因此，在不采用烘箱干燥法将液体蒸干的前提下，如何使木质纤维

素液体体系中重金属镉的含量达到 GB8978-1996 标准，即重金属镉浓度小于 0.1 mg/L
[147]，从而使得发酵醪残液可按照普通废水进行回收利用，以进一步降低含镉木质纤维

素生物质的处理成本和含镉废水的处理压力，这是一个非常值得关注与研究的问题。

对于废水中重金属浓度的降低方案有很多，但是传统的物理化学方法难以对含有低

浓度重金属离子的废水进行处理，存在易造成重金属的二次污染等缺点[148]。相比之下，

微生物吸附去除法是一种投入少、效率高、操作范围广、易于回收重金属且环境友好的

新型重金属废水治理技术，同时可在一定范围内选择性地去除水体中低浓度的金属离

子，此外吸附剂还可再生利用，具有良好的经济效益[149, 150]。据有关文献报道[151]，微生

物对水体中重金属镉的去除率与微生物的生物量、初始重金属含量、溶液的 pH 值等因

素有关。因此，本章节研究以 S. cerevisiae XH7、C. glutamicum S9114 和 T. cutaneumACCC
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20271 为重金属镉吸附去除菌株（这三株菌株在木质纤维素水解液体系中具有较大生物

量），以含重金属镉的麦秆水解液为培养基，探究了这三株菌株对麦秆水解中重金属镉

的耐受性和去除性能，并对该过程中存在的问题与应用前景进行了讨论。希望可以通过

微生物的吸附去除作用将发酵醪液体部分的重金属镉含量降低至国家污水排放标准以

下，降低废水治理成本，进一步提高土壤重金属镉污染植物修复后生物质处理的经济性。

4.2 材料与方法

4.2.1 原料和纤维素酶

本实验所使用的麦秆是于 2017 年秋季在中国内蒙古通辽地区收获。经 10-mm 锤式

粉碎机粉碎后即可装入一次性塑料密封袋中，常温密封储存于实验室通风干燥处，且应

避免火灾隐患，以供实验所需。在物料干重基础上，麦秆包含 32.3 %的纤维素、23.2 %
的半纤维素、16.4 %的木质素和 9.7 %的灰分。

本章节所用商业纤维素酶详见 2.2.2。
4.2.2 菌株与培养基

羟甲基糠醛、酚类等抑制物脱除菌株—树脂枝孢霉（A. resinae ZN1）[40]在含有 20 g/L
glucose、20 g/L peptone 和 10 g/L YE 的 PDA 固体培养基中培养，培养条件为 28 oC。菌

种保藏方式同 2.2.3。
纤维素乙醇发酵菌株—酿酒酵母（S. cerevisiae XH7）在含有 20 g/L glucose、20 g/L

peptone 和 10 g/L YE 的 YPD 培养基中培养，培养条件为 30 oC，200 rpm。菌种保藏方

式同 2.2.3。
皮状丝孢酵母（T. cutaneumACCC 20271）是于中国农业微生物菌株保藏管理中心

(Agricultural Culture Collection of China, http://www.accc.org.cn/）购买。该菌株在含有 20
g/L glucose、20 g/L peptone 和 10 g/L YE 的 YPD 培养基中培养，培养条件为 30 oC，180
rpm。保藏方式类同 S. cerevisiae XH7。

谷氨酸棒状杆菌（C. glutamicum S9114）是于中国上海工业微生物研究所（Shanghai
Industrial Institute of Microorganism，SIIM, http://www.gsy-siim.com/）购买，保藏编号为

SIIM B460。保藏方式类同 S. cerevisiae XH7。培养条件为 30 oC，200 rpm，pH 7.0。所

使用的培养基包括：

LB 琼脂平板：10 g/L peptone，5 g/L YE，5 g/L NaCl，17 g/L 琼脂粉，pH 7.0；
预培养种子培养基：25 g/L glucose，1.5 g/L KH2PO4，0.6 g/L MgSO4，2.5 g/L urea，

25 g/L 玉米浆（Corn steep liquor）, pH 6.5；
种子培养基：25 g/L glucose，1.5 g/L KH2PO4，0.6 g/L MgSO4，2.5 g/L urea，25 g/L

玉米浆（Corn steep liquor）, pH 7.0。
4.2.3 预处理、生物脱毒与麦秆水解液的制备

除麦秆的硫酸用量为 3.7 %（w/w，每 100 g 干麦秆中加入 3.7 g 硫酸），其余预处

理、脱毒条件和操作均与 3.2.3 相同。
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在带有螺带式搅拌桨的 5 L 发酵罐中，制备 15 %（w/w）固含量麦秆水解液（Wheat
straw hydrolysate, WSH）。具体操作为：（1）在 115 oC 下，对预处理脱毒后麦秆灭菌

20 min；（2）向反应器中加入适量的灭菌去离子水和纤维素酶（4 mg total protein/g DM），

并将灭菌后麦秆加入反应器；（3）在 50 oC、150 rpm 和 pH 4.8（5 M NaOH 维持）条

件下，糖化 48 h；（4）糖化液经 10,000 rpm 离心 10 min 得到粗水解液，再经 115 oC 灭

菌 20 min 并用滤纸过滤至蓝口瓶存放于 4 oC 冰箱，备用。

4.2.4 重金属镉的添加与测定

通过在木质纤维素水解液制备阶段以外源添加重金属镉离子（CdSO4）的方式来获

取含镉麦秆水解液，进而研究微生物菌株对水解液中重金属镉离子的耐受性和去除情

况。重金属镉元素测定方法同 3.2.7。
4.2.5 糖类、乙醇和生物量分析

葡萄糖和乙醇含量通过 HPLC 进行定量分析（具体操作同 2.2.6）。菌体生物量通

过紫外分光光度计（Biomate3S）进行分析（600 nm 处）。

4.3 结果与讨论

4.3.1 C. glutamicum S9114 对麦秆水解液中镉的耐受性与去除性能

据有关文献报道[40, 41]，微生物对有重金属镉的去除能力与其生物量、镉的初始含量、

体系的 pH 有关，因此，探究了 C. glutamicum S9114 在含镉木质纤维素水解液中的最佳

培养时间和玉米浆添加量（为菌体的生长提供必需氨基酸、生物素等营养物质，进而提

高菌株的生物量）。在本实验中，麦秆水解液中重金属镉的添加量为 5 mg/L。实验结果

如图 4.1 所示，对于不含重金属镉的麦秆水解液而言，玉米浆含量的增加对 C. glutamicum
S9114 的生长与糖耗几乎没有什么影响。但对于含有 5 mg/L 重金属镉的麦秆水解液而

言，玉米浆含量的增加对 C. glutamicum S9114 的葡萄糖消耗能力有所促进，但对其生长

影响较小。同时，在 5 mg/L 的麦秆水解液中经过 32 h 培养后，C. glutamicum S9114 可

达其最大生物量。因此，在接下来 C. glutamicum S9114 的培养过程中，玉米浆的添加量

为 5 g/L，培养时间为 32 h，C. glutamicum S9114 接种量为 10（v/v）。

通过考察 C. glutamicum S9114 对麦秆水解液中重金属镉的耐受性和去除情况。具体

操作如下：在重金属镉含量为 0 mg/L、2.5 mg/L、5 mg/L、10 mg/L 的麦秆水解液中培

养 C. glutamicum S9114，并对其培养过程中的葡萄糖、菌体量变化情况以及培养前后发

酵醪液中重金属镉的变化情况进行研究分析。结果如图 4.2 所示，当麦秆水解液中重金

属镉浓度高于 2.5 mg/L 时，C. glutamicum S9114 对葡萄糖的消耗能力（单位时间内，C.
glutamicum S9114 对葡萄糖的消耗量）和菌体的生长能力均受到较为严重的抑制作用。

然而，当麦秆水解液中重金属镉浓度在 2.5 mg/L 以内时，C. glutamicum S9114 对葡萄糖

的消耗能力和菌体的生长能力与对照组相似，即重金属镉的存在对菌株无抑制作用。在

三种初始镉含量下，经过 32 h 的培养，C. glutamicum S9114 对麦秆水解液中重金属镉的

去除率均高达 48 %以上，且该去除率随其初始镉浓度的增加而提高，即呈正比例关系。
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图 4.1 不同玉米浆含量下，含镉与不含镉麦秆水解液中 C. glutamicum S9114培养情况

Fig. 4.1 Glucose consumption and OD600 of C. glutamicum S9114 under different concentration corn
syrup in WSH (with and without cadmium)
(a) 葡萄糖消耗情况; (b) 菌体生长情况

培养条件：温度 30 °C，pH 7.0，发酵时间 40 h，C. glutamicum S9114 接种量 10 %（v/v）
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图 4.2 C. glutamicum S9114对麦秆水解液中重金属镉的耐受性分析与去除情况

Fig. 4.2 Tolerance of C. glutamicum S9114 to cadmium in WSH and its removal ratio
(a) 葡萄糖消耗情况; (b) 菌体生长情况; (c) 麦秆水解液中镉的去除情况

培养条件：温度 30 °C，pH 7.0，发酵时间 32 h，C. glutamicum S9114 接种量 10 %（v/v）
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图 4.3 在 3 L生物反应器中，采用含镉麦秆水解液对 C. glutamicum S9114进行循环培养

Fig. 4.3 Cyclic culture of C. glutamicum S9114 with WSH containing cadmium in a 3 L bioreactor
(a) 葡萄糖变化量；(b) OD600变化量；(c) 麦秆水解液中镉的去除情况。

培养条件：温度 30 °C，搅拌转速 600 rpm，pH 7.0，发酵时间 32 h，C. glutamicum S9114 接种

量 10 %（v/v），重金属镉的添加量 10 mg/L，通气量 1.4 vvm。
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图 4.4 在 C. glutamicum S9114整个培养过程中，菌株对对麦秆水解液中重金属镉的去除情况

Fig. 4.4 The removal rate of cadmium from WSH by C. glutamicum S9114 in the whole cultivation
process

培养条件：温度 30 °C，pH 7.0，发酵时间 32 h，C. glutamicum S9114 接种量 10 %（v/v），重金属

镉的添加量 5 mg/L

由图 4.2 可知，含镉麦秆水解液经过对 C. glutamicum S9114 培养 32 h 后仍含有较多

的葡萄糖，且仍存在部分重金属镉。因此，采用同一含镉麦秆水解液对 C. glutamicum
S9114 进行循环培养。结果如图 4.3 所示，经过 C. glutamicum S9114 的两次培养，可去

除水解液中将近 80.0 %的重金属镉，葡萄糖也是被完全消耗了。对比两次培养过程中 C.
glutamicum S9114 的生长情况以及培养前后水解液中镉的去除情况可知，虽然在第二次

培养时 C. glutamicum S9114 对葡萄糖的消耗能力增强，且其生物量也有很大程度的增

加，但是水解液中重金属镉浓度的降低情况却不是很理想。从而考虑到是否 C.
glutamicum S9114 对麦秆水解液中重金属镉的去除能力与其生物量之间的关系较小，而

是与 C. glutamicum S9114 对重金属镉的吸附性能关系较大。为证明这一猜想，对 C.
glutamicum S9114 在培养过程中对重金属镉的去除情况进行了实验探究。结果如图 4.4
所示，当 C. glutamicum S9114 刚接入培养基中时就可以实现 40 %左右的去除率。在培

养 0-4 h 内，重金属镉的去除率与培养时间呈正比，该时间段内葡萄糖基本不被菌体所

消耗，菌体量也没有明显的变化；在培养 4-32 h 内，重金属镉的去除率与培养时间基本

维持不变，这可能是由于 C. glutamicum S9114 对镉的吸附处于动态平衡。

以上实验结果表明，C. glutamicum S9114 对重金属镉的耐受性较弱，但去除能力较

强，去除率与菌体生物量相关性较弱，吸附过程在 4 h 内即可完成且糖耗较少。由于经

过 C. glutamicum S9114 吸附后，水解液中重金属镉含量仍旧高于国家排放标准，因此，

在以后的实验中，可先将含镉水解液进行过滤浓缩，提高培养体系中初始镉浓度，进而

增加菌体对重金属镉的相对去除率。当废水需要排放至环境中时，可以再将浓缩时除掉

的水回补至废水中，从而实现废水排放合乎国家标准。
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图 4.5 S. cerevisiae XH7对麦秆水解液中重金属镉的耐受性分析与去除情况

Fig. 4.5 Tolerance of S. cerevisiae XH7 to cadmium in WSH and its removal rate
(a) 葡萄糖消耗情况; (b) 乙醇生产情况; (c) 菌体生长情况; (d) 麦秆水解液中镉的去除情况

培养条件：转速 200 rpm，温度 30 °C，pH 5.5，发酵时间 36 h，S. cerevisiae XH7 接种量 10 %（v/v）
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4.3.2 S. cerevisiae XH7 对麦秆水解液中镉的耐受性与去除性能

在 3.3.1 的合成培养基中探究了 S. cerevisiae XH7 对重金属镉的耐受性能，但是木质

纤维素水解液作为一种特殊的液体，其组成成分复杂，可能会存在某种物质利于从而 S.
cerevisiae XH7 的生长或能够降低重金属镉对该菌株的毒害作用。因此，探究了该菌株

在麦秆水解液中对重金属镉的耐受性。实验结果如图 4.5（a）、（b）和（c）所示，与

合成培养基相比，S. cerevisiae XH7 在含镉麦秆水解液中生长较好，且发酵终点可以获

得较为相似的乙醇浓度。经过培养 12 h 后，几种发酵体系（重金属镉含量为：0 mg/L、
5 mg/L、10 mg/L、15 mg/L 和 20 mg/L）中葡萄糖基本被完全消耗。以上实验结果表明，

与合成培养基相比，在麦秆水解液中培养的 S. cerevisiae XH7 对重金属镉的耐受性更强。

该结果的出现可能是由于麦秆水解液中仍含有少量的木质素细小颗粒降低了其对发酵

菌株的毒害作用，或者含有某些离子或营养物质提高了菌株的生长能力与糖耗能力。

为了有效地表征 S. cerevisiae XH7 对麦秆水解液中重金属镉的去除情况，测定了该

菌株培养前后，这几种发酵体系中重金属镉的含量变化。结果如图 4.5（d）所示，当麦

秆水解液中初始镉浓度不同时，S. cerevisiae XH7 对重金属镉的去除率不同。当重金属

镉浓度小于 10 mg/L 时，S. cerevisiae XH7 对麦秆水解液中的重金属镉具有较高的去除

能力（当初始镉浓度为 10 mg/L 时，去除率最高，为 64.8 %）。然而，当麦秆水解液中

初始镉浓度大于 10 mg/L 时，S. cerevisiae XH7 对水解液中镉的去除能力较弱。

根据之前的实验数据表明，在固体含量为 15 %的木质纤维素水解液中 10 mg/L 的重

金属镉换算到原始生物质原料中镉的含量应该超过 200 mg/g DM。然而，目前大部分植

物对重金属镉的吸附容量都低于 200 mg/g DM [123, 160]。因此，S. cerevisiae XH7 对于大部

分重金属镉污染后植物的干法生物炼制过程具有可行性，也具有从木质纤维素体系中去

除重金属镉的潜力。

4.3.3 T. cutaneumACCC 20271 对麦秆水解液中镉的耐受性与去除性能

为了探究T. cutaneumACCC 20271菌株应用于对木质纤维素水解液中重金属镉的可

行性，对该菌株在麦秆水解液中对重金属镉的耐受性和去除情况进行了实验探究。结果

如图 4.6 所示，当培养体系中初始重金属镉浓度在 0-20 mg/L 之内时，T. cutaneumACCC
20271 的菌体生长情况与葡萄糖的消耗情况非常相似（培养 96 h 后，葡萄糖基本已被菌

体消耗完，菌体量也有了明显的增加），且其对麦秆水解液中重金属镉的去除率普遍偏

低（当麦秆水解液中初始镉含量为 5-20 mg/L 时，该菌株对镉的去除率均低于 25.0 %）。

该结果表明，与 C. glutamicum S9114 和 S. cerevisiae XH7 相比，T. cutaneumACCC 20271
对麦秆水解液中重金属镉具有高耐受性和低去除能力，应用于去除木质纤维素糖化液中

重金属镉的潜力较小。
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图 4.6 T. cutaneumACCC 20271对木质纤维素水解液中重金属镉的耐受性分析与去除情况

Fig. 4.6 Tolerance of T. cutaneumACCC 20271 to cadmium in WSH and its removal ratio
(a) 葡萄糖消耗情况; (b) 菌体生长情况; (c) 麦秆水解液中镉的去除情况

培养条件：转速 180 rpm，温度 30 °C，初始 pH 5.5，发酵时间 96 h，T. cutaneumACCC 20271 接种

量 10 %（v/v）
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4.4. 本章小结

本章重点通过在麦秆水解液制备阶段以外源添加重金属镉的方式来研究微生物对

木质纤维素水解液重金属镉的耐受性与去除能力。对本章的研究成果总结如下：

（1）三种微生物菌株对重金属镉的耐受性实验结果表明，S. cerevisiae XH7 和 T.
cutaneumACCC 20271 对重金属镉的耐受性较强。当麦秆水解液中重金属镉浓度为 5-20
mg/L 时，这两株菌种的生长和糖耗与对照组（初始镉含量为 0 mg/L）基本相似。相比

之下，C. glutamicum S9114 对镉的耐受性较弱。当麦秆水解液中重金属镉含量大于 2.5
mg/L 时，该菌株的生长和糖耗出现了明显的抑制情况。

（2）三种微生物菌株对重金属镉的去除实验结果表明，当麦秆水解液中重金属镉

含量在 10 mg/L 以内时，与 T. cutaneumACCC 20271（去除率为 25.0 %以下）相比，S.
cerevisiae XH7 和 C. glutamicum S9114 对重金属镉的去除率较高，均在 43.0 %以上。但

是仍未将水解液中重金属镉的含量降低至 0.1 mg/L 以下，需要通过进一步强化微生物对

水解液中镉的吸附去除能力。

（3）在麦秆水解液中三株菌株对重金属镉的耐受性、吸附去除性能与糖耗能力的

综合结果表明，C. glutamicum S9114应用于木质纤维素体系中重金属镉的去除潜力最大，

S. cerevisiae XH7 次之，T. cutaneumACCC 20271 的应用潜力最小。
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第 5 章 结论与展望

5.1 结论

本课题组所研发的干法生物炼制技术是一项低能耗、低水耗、低废水排放与高效率

的生物燃料和生物基化学品生产技术，具有广阔的实际应用潜力[44, 45]。木质纤维素生物

质作为一种可再生的自然资源，含有较多的葡萄糖、果糖等游离单糖以及重金属离子等

水溶性组分[128-130]。在木质纤维素生物炼制过程中，这些组分的存在可能会对后续乙醇

等生物燃料和乳酸、氨基酸等生物基化学品的生产带来不利影响。因此需要对这些水溶

性组分的转化利用或富集去除进行深入研究，主要内容为木质纤维素原料中水溶性游离

单糖转为柠檬酸对纤维素乙醇发酵的影响、含镉木质纤维素原料的有效处理以及木质纤

维素水解液中镉的微生物去除法。以下是本研究的主要结论与创新点：

（1）预处理前采用固态有氧发酵的方式将玉米秸秆中水溶性碳水化合物转化为柠

檬酸。一方面，作为中强酸的柠檬酸可以代替部分硫酸，从而降低预处理过程中酸催化

剂的用量（原始玉米秸秆 vs.水溶性游离单糖去除后玉米秸秆，3.8 mg/g DM vs. 3.5 mg/g
DM）；另一方面，玉米秸秆中游离单糖的消耗可以有效地降低预处理过程中 5-HMF 生

成量（10.5 mg/g DM vs. 6.2 mg/g DM），进而缩短了抑制物脱除所用时间，提高了纤维

素乙醇发酵效率（发酵 108 h 后，原始玉米秸秆和水溶性游离单糖去除后玉米秸秆 SSCF
体系中乙醇浓度之比为 59.9 vs. 65.6 g/L，木糖消耗率之比为 49.0 % vs. 78.0 %），为燃

料乙醇的实际工业化生产提供了一个非常值得借鉴的方案。

（2）通过研究含镉玉米秸秆和含镉白杨木屑的纤维素乙醇发酵性能及该过程中镉

含量与镉总量的变化，提出了植物修复土壤镉污染技术与纤维素乙醇干法生物炼制技术

相整合的理念，验证了重金属镉总量在干酸预处理、生物脱毒、糖化与发酵等干法生物

炼制主要阶段维持在系统误差范围内，即整个过程中不存在重金属镉的二次污染。同时，

燃料乙醇的获得可以在一定程度上提高植物修复镉污染的实用性与经济性，且重金属镉

的存在并不影响 S. cerevisiae XH7 的繁殖和代谢。乙醇精馏后发酵醪液经过干燥与灰化

后可以实现重金属镉的有效富集（玉米秸秆原料约富集 5.2 倍，白杨木屑原料约富集 4.5
倍），有望用于镉的提纯工艺。

（3）通过研究三种微生物菌株对含镉麦秆水解液中葡萄糖的消耗情况以及重金属

镉的耐受性能和去除情况。结果显示，当麦秆水解液中初始镉含量不大于 10 mg/L 时，

S. cerevisiae XH7 和 C. glutamicum S9114 对重金属镉的去除率均高于 43.0 %；当麦秆水

解中初始镉含量不小于 10 mg/L 时，T. cutaneum ACCC 20271 和 S. cerevisiae XH7 对镉

的去除率均低于 25.0 %。同时，S. cerevisiae XH7、T. cutaneum ACCC 20271 和 C.
glutamicum S9114 对葡萄糖的消耗能力依次降低。综上所述，C. glutamicum S9114 应用

于木质纤维素体系中重金属镉的去除潜力最大，S. cerevisiae XH7 次之，T. cutaneum
ACCC 20271 的应用潜力最小。
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5.2 展望

本文主要对木质纤维素中水溶性游离单糖和重金属镉及其应用进行了研究，实现了

经济合理有效的生物转化与生物富集过程。然而，在课题进展阶段仍旧存在一些不足之

处可以进一步完善，主要方面如下：

（1）进一步在高效率转化下降低玉米秸秆等木质纤维素中的水溶性游离单糖含量，

提高柠檬酸的得率，从而降低干酸预处理阶段中酸催化剂的用量和 5-HMF 的生成量。

（2）进一步改善预处理条件以增强木质纤维素对有重金属离子的去除能力。这种

去除能力依赖于木质纤维素生物质中的一些阴离子基团与不同金属离子之间的螯合作

用，而预处理过程可有效地破坏木质纤维素生物质的结构，进而暴露其中阴离子基团。

因此，可以通过进一步改善干酸预处理条件，提高预处理后物料中阴离子基团的含量，

从而提高对重金属离子的富集能力，降低发酵醪液体部分中该离子的含量，提高整个过

程的实用有效性与经济可行性。

（3）进一步增强微生物菌株对木质纤维素体系中重金属镉的去除性能。本实验所

用的三株微生物吸附菌株对麦秆水解液中重金属镉的耐受性能和去除性能相差较大，因

此可以进一步从基因分子层面探讨导致该结果的原因，并采用基因工程手段对菌株进行

优化改造，增大其在去除重金属镉方面的实际应用潜力。

（4）进一步拓展干法生物炼制技术在其它有毒金属离子去除方面的应用。本文第 3、
4 章节主要研究了通过该技术对单一重金属镉的富集与去除性能，但在实际环境中，木

质纤维素生物质可能含有铅、镉、铬等多种重金属。所以，接下来可以在多种重金属存

在的木质纤维素体系中，探究该技术是否仍具有如此优异的产物生成能力与重金属离子

富集性能。
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附录Ⅰ 主要试剂

试剂 规格 生产厂家

酵母提取物 生化试剂 Oxoid Ltd

蛋白胨 生化试剂 Oxoid Ltd

琼脂 生化试剂 上海捷瑞生物工程有限公司

葡萄糖 分析纯 上海泰坦科技股份有限公司

氯化钠 分析纯 上海泰坦科技股份有限公司

乙酸 分析纯 上海泰坦科技股份有限公司

氯化铵 分析纯 上海泰坦科技股份有限公司

四水合氯化锰 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司

磷酸二氢钾 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司

七水合硫酸镁 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司

硫酸铵 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司

尿素 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司

氢氧化钠 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司

柠檬酸 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

柠檬酸三钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

木糖 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

甘油 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

硫酸 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

氢氧化钙 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

七水合硫酸亚铁 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

无水乙醇 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

五水合硫酸铜 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

七水合硫酸锌 分析纯 国药集团化学试剂有限公司

糠醛 分析纯 上海德默医药科技有限公司

羟甲基糠醛 分析纯 上海德默医药科技有限公司

纤维二糖 分析纯 上海源聚生物科技有限公司

硫酸镉 分析纯 阿达玛斯试剂有限公司

牛血清蛋白 分析纯 美国 Biosharp 公司

葡萄糖液体试剂盒 分析纯 上海科欣生物技术研究所
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附录Ⅱ 主要仪器和设备

名称 型号 生产厂家

高速冷冻离心机 Avanti J-26 Beckman Coulter, Inc.

立式震荡培养箱 HZ-2411KB 江苏华利达实验设备有限公司

超声波脱气机 SB-5200D 宁波新芝生物科技

台式离心机 5418 德国 Eppendorf 公司

超低温冰箱 Forma-86C 美国 Thermo Scientific 公司

超纯水纯化系统 Milli-Q Synthesis 德国默克密理博公司

预处理反应器 PCF20-1.6 烟台科立化工设备有限公司

电热恒温鼓风干燥箱 DHG-9140A 上海一恒科学仪器有限公司

隔水式培养箱 GHP-9160 上海一恒科学仪器有限公司

电子计重器 YP150001 上海圣科仪器设备有限公司

电子天平 BS223S 瑞士梅特勒-托利多仪器有限公司

溶氧电极 InPro 6800 瑞士梅特勒-托利多仪器有限公司

恒温水浴槽 ZC-18Q 宁波天恒仪器厂

高压蒸汽发生器 DZFZ4.5C 上海蒸源机电有限公司

预处理蒸汽发生器 HX-36D-2.5 上海华征特种锅炉制造有限公司

高效液相色谱 LC-20AD 示差检测器 日本岛津公司

高效液相色谱 LC-20AT 紫外检测器 日本岛津公司

色谱柱 HPX-87H Bio-rad Aminex

恒温水浴振荡器 HZ-9212S 江苏华利达实验设备厂

超净工作台 SW-CJ-1D 沪净净化

锤式粉碎机 SF-300 上海科太粉碎设备厂

生物反应器 BIOTECH-5L 上海保兴生物设备工程有限公司

生物反应器 BIOTECH-3L 上海保兴生物设备工程有限公司

生物传感分析仪 SBA-40D 山东省科学院生物研究所

移液枪 0.1-5 mL 德国 Eppendorf 公司

pH 电极 G301K 苏州汉星分析传感器有限公司
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硕士期间学术成果

发表论文：

Weitao Dong, Xushen Han, Gang Liu*, Jie Bao*. Improving cellulosic ethanol fermentation

efficiency by converting endogenous water soluble carbohydrates into citric acid before

pretreatment. Bioprocess and Biosystems Engineering. 2019, DOI:

10.1007/s00449-019-02107-8.（IF=2.139 对应本文第二章）
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