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木质纤维素生物质的水溶性组分生物炼制应用与纳米纤维素制备 

摘要 

木质纤维素生物质在自然界分布广泛，其可再生、产量大且目前大部分未得到高效

利用。随着石化资源的日益枯竭与粮食问题的日益严峻，对木质纤维素进行高值化利用

以生产生物能源、生物基化学品与生物基材料，成为本世纪的研究热点。在木质纤维素

生物炼制的糖平台和纳米纤维素生产平台，其核心步骤均为对木质纤维素进行高效解聚

以克服其生物顽抗性，进而获得可发酵糖或者纳米纤维素材料；此外，在目前主流的生

物炼制工艺研究中，对木质纤维素生物质所含的除纤维素、半纤维素及木质素之外的水

溶性组分鲜有关注，如何充分利用这些组分诸如水溶性碳水化合物及 B 族维生素，成为

了亟需解决的问题。 
本文首先针对木质纤维素生物质的不规范特性所导致的生物炼制预处理效率的不

稳定，提出了稳定预处理解聚效率的方法。其次，研究了木质纤维素生物质所含的丰富

的水溶性碳水化合物和 B 族维生素对生物炼制过程的影响，探索了水溶性碳水化合物及

B 族维生素的利用策略，为生物炼制糖平台拓展了新的着眼点和研究思路。最后，在木

质纤维素生物炼制生产纳米纤维素的过程中，首次尝试了酶法促进高木质素含量的机械

浆解聚以制备含木质素的纳米纤维素，并探究了不同酶发挥的作用。 
本文第一部分提出了稳定预处理效率的方案，并实现了后续高效稳定的生物转化。

农作物秸秆中的灰分含量变化频繁，严重影响了基于酸的预处理效率的稳定性。本章提

出基准 pH 调节法，将不同灰分含量的物料滴定至其基准 pH 值，得到该灰分含量物料

预处理过程所需的酸用量，本方法可以实现木质纤维素原料预处理及生物转化效率的稳

定，并普遍的推广到不同生物质原料（玉米秸秆、麦秆、稻草）的加工及不同发酵产品

（乙醇及乳酸）的生产，具备工业化应用价值。 
本文第二部分针对木质纤维素生物质中水溶性碳水化合物在预处理过程降解产生

较多 5-羟甲基糠醛（HMF）的问题，提出了其生物转化利用的概念并有效实施。农作物

秸秆特别是玉米秸秆中含有一定量的水溶性碳水化合物如葡萄糖和果糖，这些糖在常规

预处理及脱毒工段中会降解或随废水流出。本章首先在原料储存工段对玉米秸秆进行固

态发酵，将水溶性碳水化合物转化为 L-乳酸，接着将含有乳酸的秸秆进行干法生物炼制，

转化利用纤维素及半纤维素生产同样的 L-乳酸产品。最终预处理后 HMF 的生成显著降

低，脱毒时间大幅缩短，且最后得到的 L-乳酸浓度从 130.2 g/L 提高至 139.0 g/L。本章

为生物炼制糖平台生产生物基化学品提供了一种重要的工艺选择。 
本文第三部分将水溶性碳水化合物的利用方案应用至玉米秸秆蒸汽处理过程。蒸汽

处理可以有效解聚木质纤维素结构并提高秸秆水解转化率，但会带来水溶性碳水化合物

的降解及 HMF 的产生。本章在蒸汽处理前的原料储存工段进行固态发酵将水溶性糖转

化为乳酸，再进行乳酸催化的蒸汽处理。相比于单纯的蒸汽处理，更多的半纤维素在预
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处理过程被水解为单糖与寡糖，后续纤维素的酶水解转化率有所提高，且预处理后 HMF
生成量降低。本章探索了转化利用水溶性碳水化合物对秸秆蒸汽处理效果的促进。 

本文第四及第五部分关注了玉米秸秆中另一种重要的水溶性组分——B 族维生素，

其在预处理及脱毒过程易降解或随废水流出，在常规生物炼制工艺中往往被忽视。第四

部分以 L-乳酸发酵过程为例，说明了干法生物炼制技术保留的这些 B 族维生素可以有效

促进 L-乳酸发酵，特定添加玉米秸秆水解液中含量不足的泛酸（B5）及烟酸（B3），获

得了更快的 L-乳酸生产速率及更高的得率。本研究以先前鲜有关注的 B 族维生素利用为

切入点为生物炼制糖平台拓展了新的原料利用方案，对综合利用木质纤维素生物质以降

低外源营养添加成本有指导意义。 
本文第五部分使用微生物法从木质纤维素生物质中对生物素（生物素 B7）进行富

集提取，并制备了高生物素含量的发酵营养添加剂。木质纤维素原料选用玉米叶，其生

物素含量（1217.4 μg/kg）远高于玉米秆（143.9 μg/kg），干法生物炼制技术可以将这些

生物素基本完全转移进入糖化后制备的水解液中。谷氨酸棒杆菌 Corynebacterium 
glutamicum S9114 对玉米叶水解液中生物素的摄取能力强，过表达生物素转运基因

bioYMN 可以有效提高其生物素摄取量及摄取速率，使胞内生物素含量最高可达 303.8 
mg/kg 干细胞，远高于酵母粉（~2 mg 生物素/kg）等常用的发酵营养添加剂，且该玉米

叶中获得的生物素可应用于谷氨酸发酵过程。本章创造了一条使用微生物法从木质纤维

素原料中提取生物素的独特工艺，为木质纤维素生物质的高值化利用开辟了一条全新的

技术路线。 
本文第六、七部分的研究有别于前五部分在生物炼制糖平台的相关研究，这两部分

试图利用酶法解聚木质纤维素原料以促进纳米纤维素生产。以机械浆为原料制备的含木

质素的纳米纤维素与疏水材料兼容性强，且基于初始木材生物质的得率高，然而其生产

需要极高的机械处理能耗，使用化学法辅助机械法处理所需的试剂昂贵且环境污染严重。

由于机械浆纤维中木质素及半纤维素的存在，温和且专一性强的酶法难以促进其纳米纤

维化。第六部分首先通过中性磺化的方法增加机械浆的纤维素酶可接近性，之后采用诺

维信纤维素酶 CTec 3 进行处理，成功的促进了机械浆纤维解聚且回收了副产物可发酵

糖，并在机械处理后获得了较为均一的含木质素的纤维素纳米纤丝（LCNF）。本章提供

了一个以机械浆为原料生产 LCNF 与可发酵糖的重要方法。 
本文第七部分主要探究了内切葡聚糖酶（EG）与辅助酶（木聚糖酶、甘露聚糖酶

及多糖裂解单加氧酶（LPMO））对于机械浆纳米纤维化的促进作用。本章发现木质素及

半纤维素的存在限制了内切葡聚糖酶的效果；半纤维素酶特别是木聚糖酶可以显著协助

内切葡聚糖酶，促进机械浆纳米纤维化；LPMO 可以在纤维上加入一定量的羧基，促进

机械浆纳米纤维化，但作用效果有限。本章对不同酶在机械浆纳米纤维化中发挥的作用

进行了初步探索。 
综上，本文实现了木质纤维素生物质在预处理过程的稳定解聚，并针对木质纤维素

生物质中丰富的水溶性碳水化合物及 B 族维生素提出了相应的几个利用策略，最后在纳
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米纤维素制备过程中探索了酶法对机械浆解聚的促进。本文为利用木质纤维素生物质生

产生物能源、生物基化学品及生物基材料提供了重要的理论依据和技术支持。 
关键词：木质纤维素生物炼制；干酸预处理；水溶性碳水化合物；维生素 B；纳米纤维

素 
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Biorefining applications of lignocellulosic water-soluble compounds & 
Nanocellulose preparation 

Abstract 

Lignocellulose biomass is abundantly available without geographical limitation, which is 
renewable and environmentally friendly, but has not been utilized effectively. With the 
depletion of fossil resources and lack of food, utilization of lignocellulose biomass to produce 
biofuels, bio-based chemicals and bio-based materials has become increasingly important. 
However, effective deconstruction of lignocellulose to overcome its biorecalcitrance is a 
prerequisite for developing sugar platform and producing nanocellulose. Moreover, few 
studies have been focused on the biorefining applications of water-soluble compounds in 
lignocellulose biomass, which potentially can be valorized. 

In this thesis, we proposed a method to correct the fluctuating pretreatment efficiency 
caused by the varying properties of raw lignocellulose feedstock. Secondly, we assayed how 
water-soluble carbohydrates and vitamin B compounds affected biorefinery, and proposed the 
strategies of water-soluble compounds valorization, which broadened a new way in sugar 
platform of lignocellulose biorefinery. Finally, we tried to use enzymatic treatment to help 
facilitate high lignin containing softwood mechanical pulp nanofibrillation and produce lignin 
containing cellulose nanofibrils (LCNFs), and tested how different enzymes helped 
nanofibrillation. 

In the first part of the thesis, stable deconstruction and bioconversion of lignocellulose 
were obtained after acid based pretreatment by using the new method we proposed. The ash 
content varies in each batch of agricultural residues and leads to frequent and significant 
fluctuations of acid based pretreatment efficiency. In this chapter, we proposed a simple and 
fast Base pH Approaching method to correct the fluctuation of the pretreatment efficiency. 
The acid usage for pretreatment was adjusted by titrating different ash containing feedstocks 
to the same base pH value. The method is universally effective to different feedstocks (corn 
stover, wheat straw, or rice straw) using different strains (yeasts or bacteria) for different 
products (ethanol and lactic acid) at different fermentation types (SSF or SSCF). This study 
provides an important and practical approach to maintain the stable pretreatment efficiency in 
industrial applications. 

In the second part of the thesis, water-soluble carbohydrates were effectively utilized in 
biorefinery and the problem of high 5-hydroxymethylfurfural (HMF) generation in acid based 
pretreatment was effectively solved. Agricultural lignocellulose biomass, especially corn 
stover, generally contains certain amounts of water-soluble carbohydrates (WSC) such as 
glucose and fructose. These sugars are generally degraded in pretreatment at high temperature 
or discharged with wastewater in detoxification process. In this chapter, a simple solid state 
fermentation was performed during corn stover storage period to convert the sugars into 
L-lactic acid, then a dry biorefining technology was applied to convert cellulose and 
hemicellulose fractions into the same L-lactic acid product. The HMF formation in 
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pretreatment was significantly reduced, the consequent bio-detoxification time was shortened, 
and L-lactic acid production was increased from 130.2 g/L to 139.0 g/L. This study provides 
an important option of biorefinery processing technology for production of value added 
bio-based chemicals. 

In the third part of the thesis, water-soluble carbohydrates were effectively utilized in 
steam treatment of corn stover. Steam treatment is a cost-effective method to disrupt 
lignocellulose structure and increase its hydrolysis yield, however, water-soluble 
carbohydrates were easily degraded to HMF at the high temperature. In this chapter, a solid 
state fermentation was performed during corn stover storage period to convert the sugars into 
L-lactic acid, followed by the steam pretreatment to produce feed. Compared to the regular 
steam treatment of raw corn stover, endogenous lactic acid assisted pretreatment elevated the 
hydrolysis yield and reduced toxic HMF generation in steam heating process. This study 
explores facilitatation of steam treatment by water-soluble carbohydrates utilization. 

In the fourth and fifth part of the thesis, we focused on another significant water-soluble 
compound, vitamin B compounds. The presence of vitamin B compounds is frequently 
ignored in conventional lignocellulose biorefinery processing, because they are generally 
degraded in pretreatment or discharged with wastewater in the detoxification process. In this 
chapter, the dry acid pretreatment and bio-detoxification (DryPB) process allowed the 
preservation of significant amounts of vitamin B which promoted L-lactic acid fermentation 
efficiency significantly. The supplementation of the specific vitamin B compounds, VB3 and 
VB5, into corn stover hydrolysate led to the further increase of cellulosic L-lactic acid yield 
and fermentation rate. This study broadens a new way of vitamin B compounds utilization in 
sugar platform of lignocellulose biorefinery, and provides a new solution for reducing 
exogenous nutrient addition by using vitamin B compounds in lignocellulose biomass. 

In the fifth part of the thesis, biotin was extracted from lignocellulose biomass by 
microbes and prepared as nutrient additives. First, we found that the biotin content of corn 
leaves (1217.4 μg/kg) was much higher than that of corn stalks (143.9 μg/kg), and it could be 
well preserved in corn leaves hydrolysate by DryPB technology. Second, Corynebacterium 
glutamicum S9114 was found to have the highest biotin uptake capacity in corn leaves 
hydrolysate among different biotin auxotrophic microorganisms, and it was further 
significantly increased by overexpressing the bioYMN gene cluster encoding biotin transporter. 
Finally 303.8 mg biotin/kg dry cell was extracted into recombinant C. glutamicum, which was 
far higher than that in commonly used fermentation additives including yeast extract (~2 
mg/kg). The biotin extracted from corn leaves was successfully applied to glutamic acid 
fermentation. This is the first report on microbial extraction of biotin from lignocellulose 
biomass, and provides a new strategy to make lignocellulose biomass valorization by 
extracting vitamins in biorefinery process. 

In the sixth and seventh part of the thesis, we focused on facilitation of lignin containing 
cellulose nanofibrils (LCNFs) production from softwood mechanical pulp by enzymatic 
treatment, instead of the above five parts research in sugar platform of lignocellulose 
biorefinery. LCNFs show some advantages such as high compatibility and high yield based on 
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the wood biomass, however, their production need extremely high energy input or high 
chemical reagent cost with environmental pollutions. Due to the presence of lignin and 
hemicellulose in the mechanical pulp, it is hard to use the mild and specific enzymatic 
treatment to facilitate nanofibrillation. In this chapter, neutral sulphonation was conducted on 
bleached softwood chemi-thermomechanical pulp, followed by enzymatic hydrolysis using 
cellulase cocktail Novozymes CTec 3 to open up the structure of mechanical pulp. Finally 
LCNFs were successfully prepared with byproduct fermentable sugars. This study provides an 
important approach for integrated production of LCNFs and fermentable sugars from 
softwood mechanical pulp. 

In the seventh part of the thesis, we assayed the effect of endoglucanase (EG) and 
“accessory enzymes” such as xylanase, mannanase and lytic polysaccharides monoxygenases 
(LPMO) on mechanical pulp nanofibrillation. We found that the presence of lignin and 
hemicellulose in the mechanical pulp restricted EG treatment. Hemicellulase especially 
xylanase could synergistically cooperate with EG and significantly facilitate mechanical pulp 
nanofibrillation. LPMO addition could increase the carboxylic groups on the fibers and 
limitedly facilitate mechanical pulp nanofibrillation. This study provides a preliminary 
exploration on nanofibrillation of softwood mechanical pulp facilitated by endoglucanase and 
accessory enzymes. 

Overall, stable deconstruction and bioconversion of lignocellulose were obtained after 
acid based pretreatment. Several strategies were proposed for utilization of water-soluble 
carbohydrates and vitamin B compounds in lignocellulose biomass. Enzymatic treatment was 
successfully applied in mechanical pulp depolymerization and nanofibrillation. This thesis 
provides several important theoretical basis and technical support for production of biofuels, 
bio-based chemicals and bio-based materials using lignocellulose biomass. 
Key words: Lignocellulose biorefinery; Dry acid pretreatment; Water-soluble carbohydrates; 
Vitamin B compounds; Nanocellulose 
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第 1 章  前言 

随着经济发展及人口增长，石化资源等不可再生资源日益减少，为了解决对于工业

产品日益提高的需求，人类逐渐将目光瞄准了可再生的生物质资源，然而利用淀粉基生

物质生产工业产品，存在“与人争粮”的问题，因此，木质纤维素生物质成为了未来解

决人类对于能源、化学品及材料需求的非常重要的可再生资源。木质纤维素生物质在自

然界普遍存在、产量大且目前大部分未得到高效利用，同时，利用木质纤维素生物质生

产燃料不存在温室效应的问题，生产的材料也可以生物降解，对环境的污染远小于石化

资源来源的材料。因此，对木质纤维素进行高值化利用以生产生物能源、生物基化学品

及生物基材料，成为本世纪的研究热点 [1-6]。 

1.1  木质纤维素生物质 

以农业废弃物（玉米秸秆、麦秆、稻草、甘蔗渣等）、林业产品（硬木及软木）、能

源植物（柳枝稷等）为代表的不同来源的木质纤维素生物质均主要含有三种组分，分别

为纤维素、半纤维素及木质素（图 1.1）[7]。其中纤维素为 D-吡喃葡萄糖经 β-1,4-糖苷键

连接并在氢键及范德华力作用下形成的致密大分子同聚多糖，构成了细胞壁骨架，其结

晶结构限制了解聚及生物转化，含量约占木质纤维素生物质干重的 20%-50%。半纤维素

为结构复杂的非均质聚糖，化学组分包括戊糖（如 D-木糖、L-阿拉伯糖）、己糖（如 D-
甘露糖、D-葡萄糖、D-半乳糖）、以及糖醛酸等，半纤维素主要缠绕在纤维素微纤丝周

围，限制纤维素的解聚，其化学组成、侧链、糖苷键与聚合度等方面在不同生物质中差

异很大，但不易结晶，相对容易水解，其含量约占木质纤维素生物质干重的15%-35%[8-10]。

木质素是包裹在纤维素和半纤维素表面的芳香族化合物，阻碍聚糖解聚，主要由对羟苯

基（H）、愈创木基（G）和紫丁香基（S）三种酚类基本单元组成，三种结构单元的含

量和连接方式在不同生物质中差异很大 [7, 11]。 
尽管不同大类的木质纤维素生物质（草、农作物秸秆、甘蔗渣、硬木、软木等）的

主要组分均为纤维素、半纤维素及木质素，但三种主要组分的含量、结构有所差异，其

他组分如灰分 [12-15]、水溶性碳水化合物 [16, 17]、含氮物质 [16, 18]、维生素 [18, 19]等的含量

也差异明显，这也对不同生物质的生物炼制处理工艺及利用效果带来了不同的机遇与挑

战。 
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图 1.1  木质纤维素生物质的结构与组分 [7] 

Fig 1.1  Diagram of structure and chemical composition of lignocellulose biomass[7] 

以本论文第二至六章生物炼制糖平台相关研究中所用到的玉米秸秆、麦秆及稻草为

例，这些农作物秸秆相对于木材生物质而言，纤维较短，木质素含量略低、且结构相对

松散，半纤维素的主要成分为木聚糖，其他成分如阿拉伯聚糖、半乳聚糖及甘露聚糖的

含量很低 [11]。而由于农作物秸秆特别是稻草的硅含量较高，且这些农作物秸秆暴露在

土壤层表面，沾染了大量的泥土及灰尘，其灰分含量往往高于木材生物质 [12-15]；此外，

由于农作物叶片是进行光合作用的主要场所，新陈代谢旺盛，而木材细胞主要起到支撑

及传输水分的作用，因此农作物秸秆收获时，其中的可浸出物含量（一般大于 10%）远

高于木材生物质原料，这些可浸出物包括水溶性盐离子、水溶性碳水化合物（~6%）、

粗蛋白（~5%）、维生素等等 [16]。 
接着以本论文中第七、八章用于纳米纤维素生产的木材生物质为例，木材生物质细

胞壁纤维长于农作物秸秆，其中软木纤维一般长于硬木。对于半纤维素而言，农作物秸

秆及硬木的半纤维素主要为木聚糖，而软木中半纤维素基本为葡甘露聚糖（葡萄糖与甘

露糖比例约 1:1.6），约占生物质的 20%，半乳糖和乙酰基作为取代基存在，此外还有约

占生物质 5%的阿拉伯糖基葡萄糖醛酸基木聚糖存在于软木中 [20]。对于木质素而言，秸

秆木质素主要包括对羟苯基（H）、愈创木基（G）和紫丁香基（S）三种酚类基本单元，

而硬木木质素主要由愈创木基（G）和紫丁香基（S）两种基本单元组成，软木木质素主

要由愈创木基（G）单元组成 [11]。由于愈创木基（G）单元容易形成碳碳共价键进而聚
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合为极为致密的木质素 [21]，不论在生物炼制糖平台还是纳米纤维素生产过程，都极大

程度上限制了软木生物质的解聚，使得软木成为最难解聚利用的木质纤维素生物质之

一 [22, 23]。 

1.2  木质纤维素生物炼制糖平台的技术路线 

木质纤维素生物炼制糖平台，指的是将木质纤维素生物化学转化为小分子的可发酵

糖，在此基础上将这些糖用发酵法或化学法转化为能源、化学品、食品及动物饲料等产

品的平台 [24]。以农作物秸秆为代表的木质纤维素生物质在中国产量很大，2010 年中国

秸秆总产量高达 8.4 亿吨，其中玉米秸秆产量为 3.3 亿吨，麦秆产量为 1.5 亿吨，稻草产

量为 1.2 亿吨 [16]。除去饲料、堆肥及造纸等用途外，大量的农作物秸秆没有得到有效利

用 [25]，而焚烧会带来巨大的环境污染，将农作物秸秆经过糖平台转化为生物能源及大

宗生物基化学品是符合中国国情的一条绿色环保的出路。 
目前，基于糖平台生产能源及生物基化学品等工业产品的主要原料来自于粮食（玉

米）、木薯及糖料作物（甘蔗、甜菜等）。甘蔗及甜菜榨汁后得到的糖可以直接进行发酵

利用，而玉米经过干磨或湿磨再加入淀粉酶糖化后也易于发酵利用。不同于粮食及糖料

作物，高得率转化廉价的木质纤维素原料为高浓度且易于发酵的糖存在许多技术障碍，

导致过程总成本较高。其根源主要在于木质纤维素生物质的生物顽抗性，而解决这些问

题主要通过不断改进以下四个工段的技术经济性来实现，即预处理、脱毒、糖化与发酵 [4, 

9, 24]。 
1.2.1  预处理 

由于木质纤维素结构致密（图 1.1），直接加入纤维素酶处理的糖化效率及得率很低，

需要通过预处理工段来打破木质纤维素结构，以易于在糖化过程将纤维素及半纤维素转

化为可发酵糖。预处理的方式多种多样，主要分为物理法、化学法、化学-物理法及生

物法 [26, 27]。但不同预处理的目的与发展方向是一致的，比如尽可能的提高后续酶水解

得率，较好的保留生物质中六碳糖及五碳糖不被降解，尽可能减少抑制物的产生，降低

能耗、废水、催化剂成本、设备要求及处理周期等 [10, 26-28]。 
物理法指通过机械剪切、微波及射线辐射等方法处理木质纤维素原料的方法 [29, 30]。

机械法可以有效降低纤维颗粒尺寸以增加原料的酶可接近面积，其中球磨法还可以进一

步降低纤维素结晶度，达到促进酶解的效果 [31]。但机械法处理木质纤维素原料能耗很

高，且后续糖化效果一般，需要化学法的辅助才能达到较高的水解得率。其他如微波热

效应及超声波空穴效应对木质纤维素的破坏有限，难以达到很好的水解效果，且设备昂

贵、难以放大，不适用于大宗木质纤维素原料的工业化处理 [26, 27, 32]。 
生物法主要指利用某些微生物可以降解木质素及半纤维素的特性，对木质纤维素生

物质进行预处理，提高后续酶水解糖化得率。以白腐真菌为代表的微生物，可以产生如

锰过氧化物酶、木素过氧化物酶及漆酶等木质素降解酶，破坏木质纤维素结构。其优点

在于反应条件温和、不需要特定的反应器、无污染等，但其处理周期很长，对工业化生
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产效率限制较大 [33-35]。 
化学法主要指在酸、碱或有机溶剂、离子液体等条件下，木质纤维素在化学反应中

其木质素及半纤维素被移除或木质素结构被破坏以增加纤维素酶可接近性的方法。而化

学物理法指在上述反应的同时还有汽爆、膨爆等促进木质纤维素结构变松散的物理变化

以进一步促进后续酶水解 [10, 26, 27]。在酸性环境下的预处理我们将之归类命名为基于酸

的预处理，酸性环境下的高温处理一般会使得乙酰基水解断裂、半纤维素水解为游离糖、

木质素重新分布再聚合等。基于酸的预处理主要包括稀酸预处理 [36-38]、蒸汽爆破预处

理 [39-41]、酸催化的汽爆预处理 [42]及热水预处理 [43, 44]等。稀酸预处理和酸催化汽爆预处

理的催化剂为外源加入，一般为廉价的硫酸或者 SO2等，两种预处理均可以使乙酰基断

裂、大部分半纤维素转化为单糖或寡糖、木质素重新分布及聚合、纤维素酶可接近性大

幅增加。而汽爆预处理与热水预处理的催化剂为内源产生，即在高温条件下木质纤维素

内乙酰基断裂形成乙酸的自水解反应，过程可以水解部分半纤维素，也有木质素的重新

分布；此外汽爆预处理最后的爆破，对木质纤维素结构造成了进一步物理破坏。由于汽

爆预处理存在突然泄压操作，故对于反应器的耐受性要求较高；而热水预处理往往需要

反应温度高达 200 oC 以上，对设备要求也比较高且能耗较大。相比而言稀酸预处理成为

目前最为经济高效、最有望实现大规模工业化的木质纤维素处理方法，然而其依旧存在

诸多问题，例如对反应器耐腐蚀要求较高，抑制物产生较多，游离废水难处理等 [26, 27]。 
碱预处理是基于制浆造纸工业不断改进的另一种主流木质纤维素化学处理方法 [45]，

其机理在于碱性环境可以脱除木质素及乙酰基，增加纤维素及半纤维素的酶可接近性。

其优点在于抑制物产生相对较少，但其弊端在于黑液难以利用，半纤维素进入黑液造成

浪费，且由于半纤维素和果胶的存在，纤维素水解往往需要加入大量的半纤维素酶辅助。

氨纤维膨爆预处理（AFEX）是另一种有效的预处理方式 [18]，操作方法为使用液氨与木

质纤维素原料进行高温反应，打开木质素与纤维素及半纤维素的连接，之后泄压，液氨

挥发为气体的同时可以进一步打开木质纤维素结构。其优点在于纤维素和半纤维素基本

没有降解，最终物料得率高，液氨处理可以提供氨基酸氮源，过程产生极少抑制物，且

没有游离废水产生。但氨气的液压回收成本较高，且原料适用性不广，难以处理结构致

密的木质纤维素生物质（如软木等）。 
有机溶剂预处理和离子溶液预处理均为化学拆分的主要手段 [26, 27, 46]。有机溶剂一

般可以有效的将木质素溶解，辅助以酸液如磷酸，可以得到比较纯的纤维素，之后旋蒸

回收有机溶剂，收集析出的木质素，如此将纤维素、半纤维素及木质素三种组分拆分，

分别进行高值化利用。而离子液体或深度共熔溶剂（DES）等化学试剂 [46, 47]，也可以有

效的拆分木质素及纤维素、半纤维素，分别进行高值化利用。但有机溶剂法回收溶剂成

本高且有机溶剂的使用不利于绿色化工的发展思路；离子溶液及 DES 回收困难，试剂

昂贵，或许未来这会成为一种拆分木质素进行高值化利用的工业方法，但对于以纤维素

水解为糖再进行转化利用为目的的糖平台而言，离子液体法难以对木质纤维素原料实现

大规模的工业化处理。 
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1.2.2  脱毒 
由于上述预处理方式大多数是在高温高压的环境下进行，会产生许多木质纤维素过

度降解产物，这些降解产物会抑制后续的酶水解、微生物生长代谢及产品生产，因此被

称为抑制物 [48]。这些抑制物的来源如图所示，呋喃类抑制物糠醛与 5-羟甲基糠醛（HMF）
分别来自于五碳糖和六碳糖的高温降解；弱酸类抑制物乙酸主要来源于乙酰基断裂，而

乙酰丙酸和甲酸来源于糠醛和 HMF 的进一步降解；酚类抑制物如香草醛、丁香醛、4-
羟基苯甲醛与苯醌等主要来源于木质素的降解 [48]。这些预处理工段产生的抑制物需要

脱毒工段解决，以减少对后续糖化及发酵工段的消极影响 [49]。 

 
图 1.2  木质纤维素预处理过程产生的过度降解产物 [48] 

Fig 1.2  Lignocellulose biomass derived overdegraded product in pretreatment[48] 

目前常用的脱毒方法包括水洗 [45, 50]、氢氧化钙过碱化 [51, 52]、活性炭吸附 [53]、离子

交换吸附 [54, 55]及微生物脱毒 [56-59]等。水洗脱毒简单直接，可以去除大部分抑制物，但

会产生大量的废水，同时造成预处理产生的水溶性糖类的损失；氢氧化钙过碱化与活性

炭吸附简单高效、成本较低、应用广泛，往往针对预处理液或者水解糖化液，但增加了

固液分离的步骤，带来液体中糖类物质的损失；离子交换吸附法设备成本较高，且洗脱

柱子时废水量大。相比而言，微生物脱毒法由于成本较低、反应温和、不使用特定的化

学试剂，逐渐受到研究人员越来越多的关注，但其依旧存在可发酵糖的消耗及脱毒后需

要灭菌等问题 [56]。 
1.2.3  糖化与发酵 

木质纤维素原料的糖化过程总体来看与淀粉原料类似，均为相应的酶水解糖化 [24, 60]。

但由于木质纤维素原料不仅含有纤维素和半纤维素这些可以水解为可发酵糖的组分，还

含有木质素这种不能水解为糖的组分，因此与淀粉水解过程还存在一定差异，这些差异

还取决于不同预处理及脱毒方式所带来的木质素含量、戊糖含量及抑制物含量的不同。
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以稀酸预处理为例 [36-38]，预处理过程已经将大部分半纤维素水解为寡糖及单糖，因此酶

水解糖化步骤一般仅需要加入纤维素酶即可；而稀碱预处理过程将大部分木质素从生物

质移除，此时的预处理后物料含有大量的纤维素和半纤维素，因此酶水解糖化步骤需要

加入纤维素酶及半纤维素酶 [45]。此外，对于未大量移除木质素的预处理方式而言（如

基于酸的预处理、氨纤维膨爆预处理等），木质素的存在依旧对纤维素酶接近纤维素造

成了一定障碍，限制了酶水解速率；而木质素及小分子酚类化合物对于纤维素酶的无效

吸附作用，也导致了一部分酶蛋白的浪费 [22, 41]。此外，对于任何预处理方式而言，如

果脱毒不彻底，残留的抑制物（如呋喃类及酚类）也会抑制酶水解糖化得率 [61]。 
木质纤维素生物炼制糖平台的发酵过程也与淀粉生物炼制发酵过程类似，其主要区

别在于两点，一是戊糖如木糖及阿拉伯糖的发酵利用 [60, 62, 63]，二是菌株的抑制物耐受

性问题 [64-66]。因此将淀粉生物质的发酵微生物引入木质纤维素底物发酵过程，一方面需

要改造代谢菌株使其具备戊糖利用能力，另一方面需要通过改造、筛选及驯化等手段增

强其在木质纤维素水解体系下的抑制物耐受能力。对于木质纤维素底物发酵工艺而言，

一般分为分步糖化与发酵（SHF）、同步糖化与发酵（SSF）两种 [60, 67, 68]。SHF 指的是

将木质纤维素原料首先进行糖化，固液分离制备水解液，再利用微生物对含有可发酵糖

的水解液进行发酵，其优势在于可以分别以较优的温度、pH 等条件进行操作；而缺点

在于水解过程产生的糖对于纤维素酶的产物抑制作用降低了纤维素水解得率，较高的初

始糖浓度会抑制微生物的生长，固液分离操作造成了糖液的损失，总过程操作复杂等。

SSF 指水解糖化与发酵过程同时进行，其优势在于微生物的发酵转化解除了糖对于纤维

素酶的抑制，可以获得较高的转化得率，且设备占用较少；其缺点在于同步发酵时需要

选取微生物适合的温度，往往低于最适的糖化温度，导致糖化效率不佳。其改进策略为

先进行短时间的预糖化，再接入发酵菌株开始 SSF，称为预糖化同步糖化与发酵（PSSF），
但在大型反应器中，预糖化后的降温过程也是一个严峻的考验 [60, 69]。 

1.3  干法生物炼制技术的特点、技术问题及优势拓展 

1.3.1  干法生物炼制技术的建立及优势 
稀硫酸预处理成本较低，且能有效的破坏木质纤维素结构，得到较高的纤维素水解

得率，被普遍认为是目前最为经济高效、有望实现大规模工业化的木质纤维素处理方

法 [26, 27]。但传统的稀酸预处理固含量往往为 1:10 左右，预处理后进行固液分离，会产

生大量的含有戊糖及抑制物的低 pH 预处理液，通常使用氢氧化钙过碱化来中和酸液并

进行脱毒，固液分离除去硫酸钙后，对预处理液中含有的戊糖进行转化利用，而固体的

纤维素部分直接进行水解及发酵。该工艺会产生大量的工业废水，酸催化剂及碱用量较

大，戊糖液糖浓度低不利于高浓度发酵，并且存在抑制物脱除不彻底等问题 [26-28, 70]。 
本课题组于 2010 年左右独创了干酸预处理工艺 [70]，并在近年来不断完善。干酸预

处理实际上是一种先进的稀酸预处理技术，其主要特点为物料初始固含量高达 70%，并

使用蒸汽进行加热 [70]；为了解决酸催化剂与木质纤维素原料的混合问题，设计了螺带
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式搅拌桨，可以在 3 min 内将硫酸酸液和物料在 70%的固含量下混合均匀 [71]；减少了酸

预浸环节，降低了设备成本 [72]。此外，干酸预处理相比于传统的稀酸预处理，对于反

应器的腐蚀程度较低 [73]；可以使用低压蒸汽进行加热 [74]；且预处理后的物料由于其低

pH（~2.3）及抑制物的存在，可以进行固态长期储存，解决了预处理后物料难以长期存

放的难题 [75]。 
由于干酸预处理后的物料以固态形式（固含量 50%左右）存在，且纤维素、木质素、

戊糖、抑制物等组分均混合在固态物料中，如果采用水洗的方法进行脱毒，那么戊糖液

和抑制物则一起被移入水相，最终产生大量的废水；同时这种固态物料也不适于采用氢

氧化钙过碱化、活性炭吸附、离子交换吸附等脱毒方法。于是本课题组采用筛选得到的

脱毒真菌 Amorphotheca resinae ZN1 进行固态生物脱毒 [56, 76]，该真菌可以有效脱除呋喃

类、弱酸类及酚类抑制物 [76-81]。作为一株生物脱毒菌，该菌株最大的优势在于优先转化

抑制物、其次消耗糖。在实际操作过程中，为了保留预处理产生的木糖基本不被微生物

消耗，我们在固态脱毒时通入空气并定期搅拌物料，可以控制该菌株将糠醛、HMF 完

全转化，并且转化大部分的乙酸及酚类抑制物，此时物料中的木糖基本完全保留，且纤

维素含量基本不变 [77, 82]。 
只有在不浓缩糖液的情况下获得高浓度糖（~200 g/L），才能大幅度提高木质纤维素

生物炼制技术经济性，获得与淀粉及甘蔗汁相似的发酵指标，进而降低分离纯化成本 [82, 

83]。经过干酸预处理与固态生物脱毒，物料固含量依旧维持在 50%左右，此时半纤维素

已经基本转化为单糖及寡糖，纤维素可接近性大幅度提高，抑制物如糠醛与 HMF 基本

完全转化或降解，该物料适用于高固含量糖化与发酵。为此，本实验室设计并建造了带

有螺带式搅拌桨的生物反应器，适用于高固含量、高粘度的木质纤维素生物质糖化过

程 [69]。该反应器可以有效进行高固含量木质纤维素物料糖化过程的传热、传质及混合，

获得含高浓度糖的糖化醪液。由于该糖化醪液具备高糖浓度、极低抑制物含量的特点，

因此适用于包括好氧发酵 [84, 85]及厌氧发酵 [82, 86-91]在内的不同高指标发酵过程。 
以干酸预处理、固态生物脱毒及高固含量同步糖化发酵为基础，本课题组建立了干

法生物炼制技术，使用该技术进行木质纤维素生物质转化，可以经济有效的生产不同生

物能源及生物基化学品，且均可获得基于木质纤维素原料的国内外基本最高的发酵指标，

如乙醇 [82, 86, 88, 89]、乳酸 [62, 87, 90, 91]、生物油脂 [92]、葡萄糖酸 [93, 94]、柠檬酸 [95]、谷氨酸 [19]

等。以纤维素乙醇生产为例，如图 1.3，经过干酸预处理、固态生物脱毒、磨浆、高固

含量同步糖化共发酵，可以最终获得与粮食乙醇相似的发酵指标（11~13%，v/v）。其中

磨浆的作用在于将长纤维变短，避免传输管路堵塞，且一定程度上可以促进糖化 [82]。 
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图 1.3  干法生物炼制技术乙醇生产工艺流程图 [82] 

Fig. 1.3  Diagram of DryPB biorefining process for cellulosic ethanol production[82] 

1.3.2  干法生物炼制技术的技术问题及优势拓展 
尽管干法生物炼制技术极具工业化应用潜力，目前还存在一些技术问题有待解决。

相比于稀酸预处理过程，干酸预处理过程固含量很高，预处理后无游离酸液流出，且没

有预处理前的酸预浸工段。因此，木质纤维素生物质中的灰分高度积累于预处理过程中，

由于不同批次秸秆生物质的灰分含量差距较大，灰分含量的不同对酸催化剂具备不同的

中和能力 [96]，影响了预处理效率的稳定性。亟需找到一种简单快捷的手段来调节操作

参数，以达到稳定的预处理效率及后续糖化发酵转化效率，并适用于工业化推广。当然，

随着目前不同预处理技术朝着高固含量、低废水、低能耗的方向发展，这一问题也存在

于几乎所有的高固含量基于酸的预处理过程中，如（酸催化）汽爆预处理、热水预处理、

稀酸预处理等 [28, 43]。 
此外，我们在实验中发现，农作物秸秆中含有大量的水溶性碳水化合物，这些游离

糖基于干生物质的质量一般在 5%左右 [16]。而在基于酸的预处理过程，这些糖基本完全

被降解为抑制物如 HMF 等 [17, 97]，既造成了可发酵糖资源的浪费，又增加了后续脱毒工

段的负担，抑制物的存在也会限制水解及发酵过程效率。而在碱、离子液体等预处理过

程后，脱毒工段往往会释放游离废水，这些水溶性碳水化合物易从木质纤维素物料中被

移除，同样难以得到有效利用。而本课题组开发的干法生物炼制技术从木质纤维素原料

开始加工直至发酵工段产生发酵废水之前，没有任何游离废水产生，有希望充分利用这

些水溶性碳水化合物，以提高木质纤维素生物质转化得率及效率。 
由于干法生物炼制技术具备发酵工段之前无废水产生的特性，因此可以积累盐离子

（K+、Na+、Mg2+等）及维生素等物质进入发酵工段。而在常规生物炼制操作中，由于

水溶性物质易随废水排出，因此目前鲜有关注。仅有密歇根州立大学 Bruce E. Dale 教授

课题组开发的、同样为无游离废水的 AFEX 预处理测定过维生素等营养物质的保留 [18]，
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而这些营养盐及维生素的积累与保留对于发酵的促进有待于进一步挖掘。本文我们重点

选择乳酸发酵这一对于营养物质需求量大的发酵过程，探究玉米秸秆在干酸预处理及生

物脱毒后保留的维生素对于发酵效率的促进及其对外源维生素添加的替代。 
先前课题组还发现，木质纤维素生物质中的生物素含量远高于淀粉生物质，由于生

物素耐酸、耐高温，干法生物炼制技术可以有效的保留这些生物素于水解液中 [19]。生

物素是一种应用广泛的发酵营养添加剂，使用微生物法富集这些生物素并运用到工业发

酵环节，应当是一项非常有吸引力的研究，有助于在维生素提取利用的角度充分挖掘木

质纤维素生物质的应用潜力，这也是有别于以转化纤维素及半纤维素为目标产品的木质

纤维素糖平台的开拓性研究。 

1.4  木质纤维素生物炼制生产纳米纤维素 

生物炼制生产纳米纤维素材料，这是有别于生物炼制糖平台的另一个对木质纤维素

生物质进行高值化利用的热点研究方向。与将木质纤维素生物质彻底降解为糖单体再进

行生物化学转化的糖平台不同，本平台将木质纤维素结构破坏解聚，利用获得的生物大

分子物质（纳米纤维素）进行生物基材料的生产 [98, 99]。 
软木是加拿大最丰富的木质纤维素原料，针叶林占加拿大林业资源的 60%以上，主

要为松树、柏树及杉树，而不列颠哥伦比亚省（博士联合培养不列颠哥伦比亚大学所在

省份）是加拿大林业资源最丰富的省份 [22]。除将木材用于建筑材料外，软木主要用于

制浆，加拿大纸浆产量约占世界的三分之一，在国民经济中具有举足轻重的地位 [23]。

纸浆主要用于生产纸制品及部分纺织制品，但随着电子媒体的普及，报纸及办公纸的使

用逐渐减少，亟需找到新的方式刺激纸浆市场以创造利润，进而维持经济及保障就业。

研究人员及林产品公司逐渐将目光瞄准了纳米纤维素——一种极具发展潜力且具备多

样化用途的新材料 [100, 101]。 
通常直径小于 100 nm 的纤维素即可被定义为纳米纤维素，主要包括纤维素纳米纤

丝（CNF）、纤维素纳米晶体（CNC）与细菌纤维素（BNC）。尽管三者在性质与功能方

面存在很多差异，但这些不同种类的纳米纤维素均具备低密度、高比表面积、可生物降

解、强度高等特点。纳米纤维素主要可以应用在材料领域，制备具备不同功能的新材料，

比如聚合物复合材料、薄膜材料与纳米纸、气凝胶、水凝胶、高性能纤维、仿生复合材

料等 [100-106]。 
1.4.1  制浆工艺 

CNF 与 CNC 的生产原料一般为纸浆。纸浆生产，即使用制浆工艺将木片细胞壁胞

间层的木素脱除（化学法）或切断（机械法），使纤维分离形成纸浆的过程 [107, 108]。CNF
的生产就是将这些制浆过程产生的纤维进一步纳米纤维化的过程 [100, 102, 103]。 

纸浆生产主要分为化学法与高得率法 [107, 108]。化学法制浆主要通过化学试剂在一定

温度条件下将木质纤维素生物质中的大部分木质素溶出，使纤维细胞分离成为纸浆。其

得率一般约为 50%，其目的及发展方向在于提高木质素脱除效率，减少纤维素移除率，
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降低污染、减少能耗等。化学法主要分为亚硫酸盐法和碱法，其中碱法包括烧碱法和硫

酸盐法（Kraft 法）。亚硫酸盐法在 1890 年后数十年间，曾是世界上主流制浆方法，生

产的纸浆较白且废液可生产乙醇、粘合剂等产品，但由于亚硫酸盐难以回收，对环境污

染严重，因此自 1930 年后，逐渐被硫酸盐法所替代，但由于其特性如可生产副产物木

质素磺酸盐等，没有被完全淘汰；硫酸盐法主要以氢氧化钠与硫化钠提取木质素，其原

料适应性广，可以燃烧黑液回收碱，目前该方法正在工业上广泛应用。 
高得率法制浆指的是纸浆得率较高的制浆方法，不论有无化学手段辅助，最终都需

要通过机械手段使细胞壁摩擦撕裂，促进纤维分离为纸浆 [107, 108]。正如其名，该法制备

的纸浆相比于化学浆而言，基于原料的得率较高、木质素移除较少、化学试剂用量低、

成本较低且环境污染小。高得率法主要分为机械法、化学机械法与半化学法。机械法的

发展历史逐渐从制得纤维较短的磨石磨木浆（SGW），逐渐发展为使用盘磨机生产的盘

磨机械浆（RMP），之后逐渐被热磨机械浆（TMP）所取代。TMP 制备工艺较之 RMP
增加了预热工艺，起到软化胞间层木质素的作用，可以降低磨浆能耗且保留相对完整尺

寸的纤维。化学机械法如化学热磨机械浆（CTMP）是在 TMP 处理过程前，加入化学预

处理工段（一般为磺化），以永久软化修饰木质素，达到改善表面性能的目的，同时也

有助于磨浆阶段的纤维分离。BCTMP 是在 CTMP 处理结束后增加漂白工段，使纸浆变

白，制得的纸浆应用范围更广，可以替代过去化学浆生产的纸种。碱性过氧化氢机械浆

（APMP）是 1990 年后逐渐出现的工艺，与 BCTMP 相比由于减少了单独的漂白工段，

因此降低了投资及操作费用。CTMP，BCTMP 与 APMP 均属于化学机械浆，得率一般

在 90%左右，是目前最主流的高得率浆生产方式。 
1.4.2  纳米纤维素的常见制备方法 

纤维素纳米纤丝（CNF）与纤维素纳米晶体（CNC）的主要原料均为化学浆。CNC
主要由浓硫酸法降解破坏纤维素非结晶区制备；而本文第七、八章的研究对象 CNF 主

要有三种处理及制备方法，分别为机械法、化学法与酶法。 
机械法是生产 CNF 的根本方法，主要是通过高压匀质机、微射流机、研磨机、高

速混合机及高强度超声波等机械手段达到剪切的作用，促进纤维纳米纤维化，形成纳米

纤维素 [102, 103]。高压匀质机通过容腔内的高速冲击力及空穴作用剪切纤维素制备 CNF，
其缺点在于制备的 CNF 尺寸不均一且机器容易堵塞。微射流机通过高压喷射挤压纤维

素制备 CNF，但也需要通过多次循环才能制备直径较均一的 CNF，其能耗很高。研磨

机通过动态磨石的高速旋转剪切置于其与静态磨石间的纤维素制备 CNF，但该方法会破

坏一部分纤维素结晶区。高速混合机是通过高速旋转的马达带动刀片，使得纤维素水悬

液形成高速转动，通过纤维素与纤维素及水的摩擦制备 CNF，但其得率低，仅适用于实

验室规模生产。超声波处理是利用超声波在水中产生的空化效应，使纤维素纳米化，但

其作用力不够强，产品中存在较粗的纳米纤维。 
由于单纯通过机械法解聚纤维生产 CNF 需要极高的能耗，因此可以在机械法处理

纤维之前对纤维增加预处理过程，预处理方式主要分为化学法及生物法（酶法）[102, 103]。
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化学法的主要原理是在纤维素上增加电荷，利用同性电荷相互排斥的原理促进纤维在机

械处理过程的纳米纤维化，得到尺寸更加均一的 CNF，且降低机械处理的能耗 [102, 103, 

109-112]。目前常用的化学方法例如 TEMPO 介导的氧化反应可以将羧基引入到纤维上；

高碘酸-亚氯酸的氧化反应同样可以将纤维上的羟基氧化为羧基；高碘酸-亚硫酸氢盐的

磺化反应可以将磺酸基团引入至纤维上；羧甲基化反应可以引入羧甲基基团等等。上述

反应引入的电荷基团对于纤维素的热稳定性及其他许多性质有一定影响，但可以促进

CNF 在水悬液中的分散，使其不易絮凝沉降。化学法对促进纤维素纳米纤维化整体上而

言高效稳定，但其存在的主要问题在于试剂昂贵，对反应器的要求高且反应条件剧烈，

环境污染严重等。 

 
图 1.4  纤维素在内切葡聚糖酶（EG）、外切葡聚糖酶（CBH）及 β-葡糖苷酶（βG）作用下的生物

解聚 [122] 
Fig 1.4  Mechanism of cellulose biodegradation by endoglucanase (EG), exoglucanase 

(cellobiohydrolase, CBH), and β-glucosidase (βG)[122] 

在造纸及纤维改性领域，上世纪 60 年代以来就有研究人员开展了使用温和的酶处

理促进纤维脱纤化的相关研究 [113, 114]。近年来在 CNF 制备领域，酶法处理主要是在内

切葡聚糖酶（EG）的作用下，水解纤维素不定型区 [115]，促进纤维分层或脱纤化，降低

后续机械法制备 CNF 的能耗 [23, 116-119]。也有研究人员在此基础上，研究了辅助酶如木

聚糖酶、多糖裂解单加氧酶（LPMO）辅助内切酶对纳米纤维化的促进作用，这是因为

化学浆如 Kraft 浆中依然含有相当含量的半纤维素（约 10%-30%），而木聚糖酶有助于

移除纤维表面的木聚糖，协同内切酶促进纤维溶胀和提高孔隙 [23]；而 LPMO 可以氧化

断裂纤维素，打开高度组织的纤维素结构，也可以在纤维表面增加羧基电荷 [119]，减少

纤维聚集，促进纤维素纳米纤维化。此外，也有研究人员使用纤维素酶全酶进行纤维处

理以促进其纳米纤维化 [120, 121]，但由于纤维素酶不仅包括内切葡聚糖酶（EG），还包括

外切葡聚糖酶（CBH）及 β-葡糖苷酶（βG），外切酶从纤维素结晶区的还原端或非还原

端将二糖逐个切下，之后二糖被 β-葡糖苷酶水解为单糖（图 1.4）[122]。因此，尽管全酶

处理也可以有效促进纤维素纳米纤维化并降低机械处理能耗，但也会水解部分纤维素为

寡糖及单糖，降低纤维素的回收率、纳米纤维素得率及纤维聚合度 [123]。总之，酶法由

于其专一性、特异性、反应条件温和、环境污染小的特性，正受到越来越多的关注。 
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1.5  本论文立题依据和主要研究内容 

干法生物炼制技术主要由干酸预处理、固态生物脱毒及高固含量糖化与发酵三大核

心工艺组成。干酸预处理实际上是一种固含量极高的稀酸预处理技术，因此在木质纤维

素生物质加工过程中，出现了一些技术障碍，比如极高固含量下生物质中灰分的高浓度

积累问题。由于不同来源的生物质原料灰分含量存在显著差异，因此在同样的预处理操

作参数下，必然会导致预处理效率及后续生物转化效率的不稳定，这一问题在高固含量

预处理过程中显得极为突出。此外，本课题组开发的干酸预处理及固态生物脱毒工艺没

有废水流出，有助于保存生物质中所有组分进入发酵环节，这种优势给予了我们许多新

的思路。比如农作物秸秆中存在一定量的水溶性碳水化合物与维生素 B，如何利用这两

种含量较低的组分在先前的生物炼制概念中鲜有提出，其主要原因是水溶性碳水化合物

及水溶性维生素均溶于水，而在目前世界上已有的几乎所有生物炼制工艺中，在生物质

开始加工至发酵环节之前，基本均有废水流出，这使得这些水溶性组分易随废水排放，

难以在生物炼制发酵过程中被利用；其次，水溶性碳水化合物在高温环境下容易降解，

不同维生素也有不耐温或不耐酸、碱的性质，而一般的预处理环节就是通过这种剧烈的

条件来破坏木质纤维素结构，以增加纤维素酶的可接近性，很难在以木质纤维素解聚为

主要目的的糖平台权衡水溶性碳水化合物与维生素的保留。探索如何充分发挥干法生物

炼制技术的优势解决水溶性碳水化合物及水溶性维生素两种组分的利用问题，有助于充

分发挥木质纤维素生物质的特点及优势，促进生物炼制糖平台的进一步发展，因此本论

文开展了如下五项研究解决生物炼制糖平台中的上述问题： 
（1）以预处理后物料组分、酶水解纤维素转化率及纤维素乙醇发酵指标为依据，

考察不同灰分含量的玉米秸秆在相同的干酸预处理操作参数下（时间、温度、酸用量）

的预处理效率，并分析影响预处理效率的主要因素是灰分中的何种离子。推测解决该问

题的方法，使用基于 pH 的调节法快速调节酸用量，测试是否可以使不同灰分含量的玉

米秸秆达到相似的预处理效率及乙醇发酵指标，并以麦秆及稻草进行原料拓展，以纤维

素乳酸发酵过程进行发酵过程应用拓展。 
（2）测试水溶性葡萄糖及果糖在干酸预处理后的保留情况，由于这部分糖极易在

高温、低 pH 的条件下降解，尝试先将其进行生物转化、再进行预处理和脱毒、最后糖

化发酵纤维素及半纤维素生产相同产品的策略。鉴于乳酸固态发酵过程简单易行（如黄

储饲料），且乳酸可耐高温，首先在预处理前将水溶性糖进行固态生物转化为 L-乳酸，

并优化条件测试其工业可行性；之后测试这一步工艺的增加对于干酸预处理物料的影响，

主要包括化学组分特别是抑制物生成、催化剂用量、酶水解纤维素转化率等；最后测试

同步糖化共发酵后相比于对照组乳酸产量的提高，并利用 Aspen plus 平台进行技术经济

评价，分析比较其经济可行性。 
（3）玉米秸秆在蒸汽处理后作为饲料的可消化率大幅增加，但水溶性碳水化合物

的降解会造成糖的浪费，且其 HMF 的含量也有所提高。在蒸汽处理前进行乳酸固态发

酵，再进行蒸汽处理，以化学组分与酶水解纤维素转化率为依据来判断饲料可消化率的
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变化。 
（4）选取营养需求大的乳酸片球菌 Pediococcus acidilactici 的乳酸发酵过程测试玉

米秸秆水解液中 B 族维生素组分对于发酵的促进。首先在合成培养基中进行单一 B 族

维生素组分的缺失实验，判断该菌株进行乳酸发酵时对于维生素 B 的需求；之后在玉米

秸秆水解液中进行单一 B 族维生素组分缺失实验，寻找与合成培养基缺失相同维生素时

的发酵差异。最后测定水解液中的 B 族维生素组分含量，加入菌株需求量大且水解液中

含量不足的特定维生素 B 进行发酵促进。 
（5）玉米秸秆中含有大量的生物素，比较玉米秸秆不同解剖学组分（秆、叶）中

的生物素含量，制备高生物素含量的玉米叶水解液。探究不同菌株对于水解液中生物素

的富集提取情况，选择最优的谷氨酸棒杆菌进行基因工程操作，对其生物素转运体编码

基因 bioYMN 进行过表达，比较其生物素摄取能力的提高，并制备高生物素含量的细胞

提取物，应用于特定需求生物素的谷氨酸发酵过程。 
而在加拿大英属哥伦比亚大学（UBC）进行博士联合培养期间，研究方向依旧为木

质纤维素解聚，但不同于生物炼制糖平台中将其彻底解聚为单糖再进行转化利用，此处

将其解聚为大分子生物基材料——纳米纤维素。目前采用机械浆生产的含有木质素的纤

维素纳米纤丝（LCNF）相比于化学浆生产的不含木质素的 CNF，具有得率高、兼容性

强、热稳定性强等优势，而直接使用机械法生产 LCNF 的能耗极高，若使用化学法辅助，

昂贵的化学试剂会与木质素反应造成浪费，同时产生严重的环境问题。由于机械浆中木

质纤维素结构紧密，限制了纤维素酶的接近，因此迄今为止基本没有酶处理机械浆的相

关研究。我们企图使用酶法进行软木机械浆处理，以促进其纳米纤维化，因此开展如下

两项研究进行初步探索： 
（1）探索中性磺化处理对于机械浆纤维素酶可接近性的影响，并使用具备纤维素

酶及半纤维素酶活力的诺维信纤维素酶 CTec 3 进行不同时间的酶处理，在同样的机械

处理强度下，比较不同处理时间制备的 LCNF 得率，及副产物单糖的回收率。使用红外

光谱（FTIR）、X 光衍射（XRD）、透射电镜（TEM）、热重分析（TGA）等方法表征获

得的 LCNF，并制备 LCNF 膜。 
（2）探究内切葡聚糖酶（EG）对于机械浆纳米纤维化是否可以起到如同在化学浆

中起到的较好的促进效果，并在此基础上验证辅助酶如木聚糖酶、甘露聚糖酶及多糖裂

解单加氧酶（LPMO）对于 EG 处理的协助促进作用，比较不同酶处理后的纤维性质。

之后使用相同强度的机械处理制备 LCNF，并比较 LCNF 的得率和特性（直径、结晶度、

热稳定性等）。  
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第 2 章  木质纤维素生物质干酸预处理效率稳定性的提升 

2.1  引言 

基于酸的预处理（稀酸预处理、热水预处理、汽爆预处理及酸催化的汽爆预处理等）

效率可重复性差的问题在木质纤维素生物炼制领域普遍存在，严重制约了木质纤维素预

处理技术研发、工业示范和产业化。其主要表现在于预处理后木质纤维素物料的酶水解

单糖得率和抑制物生成水平不稳定，这也会对后续的脱毒和发酵水平的稳定性带来显著

的不利影响。对于不稳定的预处理强度而言，偏强的预处理条件使木质纤维素组分过度

降解，物料回收率降低，并生成了较高浓度的糠醛、5-羟甲基糠醛（HMF）、乙酸、酚

醛和酚酸等发酵抑制物，制约后续的酶解糖化和微生物发酵；而较弱的预处理条件则降

低了后续酶水解过程的单糖得率，可发酵糖类的减少会导致较低的产品发酵浓度 [26, 27, 70, 

96]。预处理过程重复性差与预处理过程工艺本身似乎并无直接关联，即使使用相同的反

应器与操作参数，只要木质纤维素原料稍有差异，都可能出现预处理效率的差异。 
在众多可能的因素之中，我们预计灰分是影响基于酸的预处理效率稳定性的最为重

要的因素。灰分含量占总生物质干重的 3%-20%，频繁且显著的随作物种类、生长区域、

季节、土壤、施肥、灌溉、收获方式、运输、储存以及预处理之前的前处理工艺等条件

的变化而变化 [124, 125]。木质纤维素生物质的灰分主要有两大类：（1）一些在植物生长及

收获等处理过程中，沾染在植物表面的灰尘、泥土及砂砾，称为外源性灰分，这些灰分

可以用旋风分离、机械振动等方式脱除。（2）植物生长过程中，从外界环境中吸收的无

机营养盐，这些元素不仅构成植物细胞壁（如硅等），还参与各种生化反应，调节植物

正常的生理代谢，被称为生理性灰分 [12-15]。在生物炼制预处理操作之前，前处理工段仅

仅去除了一部分的外源性灰分，不同批次木质纤维素物料中的灰分含量依旧存在显著的

区别 [124, 125]。这些生物质中的灰分普遍具有较强的缓冲能力，可以中和酸催化剂，对于

基于酸的预处理效率带来消极影响 [27, 43, 96, 126]。 
在传统的稀酸预处理过程中，灰分对于预处理效率稳定性的影响往往被忽视。这是

因为传统稀酸预处理固液比往往较低，为 1:5-1:20，酸催化剂的大量使用抵消了部分催

化剂被灰分中和的消极效果 [27, 126, 127]。同样的情况也发生在酸预浸后的酸预处理或者汽

爆预处理中，酸液的预浸过程同样中和了物料中含量不一的灰分，弱化了不同批次物料

中灰分变化对于酸预处理效率的影响 [26, 27, 96]。而随着预处理技术的不断发展，生物质

原料固含量不断提高，废水排放逐渐减少，单位原料的酸催化剂用量随之减少 [28, 70]。

先进预处理技术诸如本实验室自主开发的干酸预处理技术，预处理前物料固含量已经高

达 70%，并且预处理之后没有游离废水产生 [70, 96]，这意味着灰分在预处理过程中始终

没有从木质纤维素生物质中分离，积累效应严重 [96]。在这样的低酸用量场景下，灰分

对酸液的中和严重影响了酸催化剂的催化效率，换句话说，在先进的高固含量预处理条

件下，单位物料酸用量较低，没有额外的酸液流出，只有中和完灰分后，剩余的酸才是



华东理工大学博士学位论文  第 15 页 

真正有效的催化剂。因此，高固含量酸预处理效率对于灰分含量更为敏感。不同批次的

物料中灰分含量不同，中和灰分带来的酸液损失也不同，这显著影响了预处理效率的稳

定性，因此，亟需调整预处理参数来弥补高固含量预处理过程酸液损失的差异。 
预处理参数的调整需要一系列的预处理操作、评估与计算，包括调整反应温度、停

留时间及酸用量，这在工业化操作过程中显然是不可行的，这种复杂的实验不能快速应

对不断变化的物料带来的不稳定的预处理效率。亟需建立一种简单、快速、应用范围广

的方法来提高预处理的稳定性。 
本章提出了一种酸用量的调整方法来应对高固含量预处理过程预处理效率不稳定

的问题，该方法仅需要在预处理前取出相应批次的物料进行简单快速的 pH 滴定，即可

实现预处理效率的稳定。该方法在不同高灰分含量的物料种类（玉米秸秆、麦秆、稻草）

中均适用，并且成功的使用不同菌株（酵母菌或乳酸菌）在不同发酵过程（同步糖化共

发酵与同步糖化发酵）中生产了不同发酵产品（乙醇及乳酸）。本章的研究为维持工业

化高固含量预处理效率的稳定性提供了简单快速的解决方法。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  不同灰分含量的木质纤维素原料与酶制剂 
玉米秸秆于 2015 年秋季收获于内蒙古巴彦淖尔市，收获的玉米秸秆中纤维素含量

为 31.5%，木聚糖含量为 21.3%，木质素含量为 15.7%，灰分含量为 6.7%。麦秆于 2015
年夏季收获于山东省济南市，收获的麦秆中纤维素含量为 34.0%，木聚糖含量为 25.7%，

木质素含量为 19.0%，灰分含量为 10.0%。稻草于 2015 年夏季收获于江西省宜春市，收

获的稻草中纤维素含量为 34.0%，木聚糖含量为 21.8%，木质素含量为 18.2%，灰分含

量为 11.7%。上述的物料组分含量根据美国国家可再生能源实验室（NREL）的方法

LAP-002 及 LAP-005 测得 [128, 129]。 
不同灰分含量的玉米秸秆通过不同量的自来水水洗获得，具体方法如下：将一定量

的干秸秆加入一个大塑料盒中，并向其中加入 10、30、50、200 倍秸秆质量的自来水，

浸泡 1 h 除去秸秆中的石子和泥沙，捞起玉米秸秆进行压榨除去游离水，烘干后待用。

对于麦秆及稻草，仅仅使用 200 倍秸秆质量的自来水进行彻底除尘操作。将除尘后的秸

秆与未除尘的原始秸秆分别使用锤式粉碎机粉碎，粉碎机筛网的筛孔直径约为 10 mm，

粉碎后的秸秆颗粒密封装入塑料收纳袋，放置在室内待用。 
纤维素酶 Cellic CTec 2 来自诺维信（中国）生物技术有限公司（Novozymes (China), 

Biotechnology Co., Ltd.）。通过 NREL 的纤维素酶滤纸酶活测定方法（LAP-006），测得

其滤纸酶活为 203.2 FPU/mL[130]；采用 Ghose 报道的方法 [131]，测得其纤维二糖酶活为

4900 CBU/mL；以牛血清蛋白（BSA）为标准品，通过考马斯亮蓝法（Bradford 法）[132]，

测得其酶蛋白含量为 87.31 mg/g。糖化酶 GA-L NEW 购自杰能科（中国）生物工程有限

公司，其酶活为 103900 WU/mL。 



第 16 页                                                     华东理工大学博士学位论文 

2.2.2  菌种与培养基 
生物脱毒菌株树脂枝孢霉 Amorphotheca resinae ZN1（CGMCC 7452）是本实验室先

前筛选得到的真菌 [76]，用于降解转化预处理物料中的抑制物，保藏于 PDA
（potato-dextrose-agar）平板上。PDA 平板的制备：将 200 g 去皮的土豆擦成丝，加入 1 
L 去离子水煮沸 30 min，加入 20 g 葡萄糖与 15 g 琼脂，混匀后 115 oC 灭菌 20 min，倒

平板。 
乙醇发酵菌株 Saccharomyces cerevisiae DQ1（CGMCC 2528）用于纤维素乙醇发酵

过程，该菌株是一株通过 Co60 辐射诱变得到的适用于高固含量纤维素乙醇发酵的突变

菌株，其不具备木糖利用能力 [133]。其培养基如下： 
（1）合成培养基（种子活化）：20 g/L 葡萄糖，1 g/L 酵母粉，2 g/L KH2PO4，1 g/L 

(NH4)2SO4，1 g/L MgSO4； 
（2）二级短期驯化种子培养基：60 g/L 葡萄糖（其中 25%（v/v）来自于 15%（w/w）

固含量的未脱毒玉米秸秆水解液，75%来自于商品葡萄糖），1 g/L 酵母粉，2 g/L KH2PO4，

1 g/L (NH4)2SO4，1 g/L MgSO4； 
（3）三级短期驯化种子培养基：60 g/L 葡萄糖（其中 50%（v/v）来自于 15%（w/w）

固含量的未脱毒玉米秸秆水解液，50%来自于商品葡萄糖），1 g/L 酵母粉，2 g/L KH2PO4，

1 g/L (NH4)2SO4，1 g/L MgSO4； 
（4）种子培养基：60 g/L 葡萄糖（其中 50%（v/v）来自于 15%（w/w）固含量的

未脱毒玉米秸秆水解液，50%来自于商品葡萄糖），1 g/L 酵母粉，2 g/L KH2PO4，1 g/L 
(NH4)2SO4，1 g/L MgSO4； 

（5）同步糖化发酵营养盐添加量：1 g/L 酵母粉，2 g/L KH2PO4，1 g/L (NH4)2SO4，

1 g/L MgSO4。 
乙醇发酵菌株 Saccharomyces cerevisiae XH7 由山东大学鲍晓明老师课题组提供，用

于纤维素乙醇发酵过程。该菌株的出发菌株是野生型双倍体菌株 Saccharomyces 
cerevisiae BSIF33（筛选自泰国的热带水果），通过分子生物学改造、筛选和适应性驯化

最终得到，其在乙醇发酵过程中可以在高效利用葡萄糖的同时利用木糖，进行同步糖化

共发酵（SSCF）[63, 82]。为了降低种子培养成本，在二级与三级 短期驯化种子培养基

中以脱毒后的预处理玉米秸秆物料为底物，以物料中保留的木糖以及酶解糖化产生的葡

萄糖为碳源进行种子培养 [88]，其培养基如下： 
（1）YPD 培养基（种子活化）：20 g/L 葡萄糖，10 g/L 酵母粉，20 g/L 蛋白胨； 
（2）二级短期驯化种子培养基：5%（w/w）快速固态生物脱毒后的预处理物料，

10 g/L 酵母粉，2 g/L KH2PO4，2 g/L (NH4)2SO4，0.5 g/L MgSO4，纤维素酶 10 mg 蛋白

/g 纤维素； 
（3）三级种子培养基：10%（w/w）快速固态生物脱毒后的预处理物料，10 g/L 酵

母粉，2 g/L KH2PO4，2 g/L (NH4)2SO4，0.5 g/L MgSO4，纤维素酶 10 mg 蛋白/g 纤维素； 
（4）同步糖化共发酵营养盐添加量：10 g/L酵母粉，2 g/L KH2PO4，2 g/L (NH4)2SO4，
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0.5 g/L MgSO4。 
乳酸发酵菌株 Pediococcus acidilactici TY112（CGMCC 8664）用于纤维素 L-乳酸发

酵过程，其来自于敲除 D-乳酸脱氢酶 ldhD 的野生型乳酸菌 Pediococcus acidilactici 
DQ2[91]。其种子培养基为简化的 MRS 培养基：20 g/L 葡萄糖，10 g/L 酵母粉，10 g/L
蛋白胨，2 g/L 柠檬酸氢二铵，5 g/L 无水乙酸钠，0.3 g/L MgSO4，2 g/L K2HPO4，0.23 g/L 
MnSO4。 
2.2.3  干酸预处理与生物脱毒 

不同灰分含量的秸秆首先进行干酸预处理以提高后续纤维素酶水解得率 [70, 96]。具

体方法如下：1200g 木质纤维素原料（干重）和稀硫酸溶液按次序加入 20 L 的预处理反

应器中，固液比为 2:1，酸用量的调整根据 2.2.6 的方法，预处理反应器中内置螺带搅拌

桨，转速 50 rpm，搅拌 3 min 使得反应器内固体与液体混合均匀，之后从反应器底部通

入蒸汽进行加热，初始蒸汽压力为 1.6 MPa，预处理过程反应温度为 175 oC，升温时间

5 min，停留时间 5 min。反应完毕后排出蒸汽，泄压后放出物料，预处理后的秸秆物料

固含量维持在 50%（w/w）左右，以固态形式存在，没有产生游离废水。 
预处理后的物料需要使用 Amorphotheca resinae ZN1 进行生物脱毒以去除抑制物 [76, 

77]。首先使用一定量的 20%（w/w）Ca(OH)2将预处理后物料的 pH 上调至 5-6，将 4-5 kg
物料装入 15 L 生物脱毒反应器中，按照 10%（w/w）的质量比接入种子开始生物脱毒，

温度 28 oC，脱毒时间约 48-72 h，通气量维持 0.8 vvm，每隔 12 h 开启螺带搅拌桨，50 rpm
搅拌 3 min，脱毒种子是指含有大量 A. resinae ZN1 菌丝及孢子的预处理物料。脱毒后的

物料固含量依然维持在 50%（w/w）左右，脱毒过程没有产生游离废水。 
2.2.4  发酵种子液的培养 

对于不具备木糖代谢能力的乙醇发酵菌株 Saccharomyces cerevisiae DQ1[96]，首先从

-80 oC 超低温冰箱取出 S. cerevisiae DQ1 菌株的冻存管，倒入装有 20 mL 合成培养基的

100 mL 摇瓶中活化 18 h；然后以 10%（v/v）接种量转接到 20 mL 二级短期驯化种子培

养基中培养 15 h；接着以 10%（v/v）接种量转接到 20 mL 三级短期种子驯化培养基中

培养 15 h；再次以 10%（v/v）接种量转接到 20 mL 三级短期种子驯化培养基中培养 15 h，
以提高菌株对抑制物耐受能力；最后转接到装有 200 mL 种子培养基的 1 L 摇瓶中培养

12 h，该酵母培养液作为发酵罐发酵所需的种子。上述种子培养的条件均为 30 oC，150 
rpm。 

对于具备木糖代谢能力的乙醇发酵菌株 Saccharomyces cerevisiae XH7[82, 89]，首先从

-80 oC 超低温冰箱取出 S. cerevisiae XH7 菌株的冻存管，倒入装有 20 mL YPD 培养基的

100 mL 摇瓶中活化 12 h；然后以 10%（v/v）接种量转接到 20 mL 二级短期驯化种子培

养基中培养 12 h；再以 10%（v/v）接种量转接到装有 200 mL 三级种子培养基的 1 L 摇

瓶中培养 24 h，该酵母培养醪液作为发酵罐发酵所需的种子。上述种子培养的条件均为

30 oC，200 rpm。 
对于 L-乳酸发酵菌株 Pediococcus acidilactici TY112，首先从-80 oC 超低温冰箱取出
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P. acidilactici TY112 菌株的冻存管，倒入装有 20 mL 简化 MRS 培养基的 100 mL 摇瓶中

活化 12 h；然后以 10%（v/v）接种量转接到装有 200 mL 简化 MRS 培养基的 500 mL
摇瓶中培养 5 h，该扩培后的乳酸菌培养液作为发酵罐发酵所需的种子。上述种子培养

的条件均为 42 oC，150 rpm，种子培养过程不调节 pH。为了防止乳酸片球菌絮凝，还

需要在每次转接时，向简化的 MRS 培养基中加入 1%（v/v）糖化酶 [87]。 
2.2.5  同步糖化发酵（SSF） 

不同灰分含量的玉米秸秆、麦秆及稻草的同步糖化乙醇发酵（不利用木糖）在装有

螺带式搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行 [69]，发酵采用的乙醇发酵菌株为 Saccharomyces 
cerevisiae DQ1[96]。首先将脱毒后的预处理秸秆物料缓慢加入发酵罐中进行预糖化，酶

用量为 14 mg 蛋白/g 纤维素，温度 50 oC，pH 维持 5.5，搅拌转速 150 rpm，预糖化时间

为 12 h。对于彻底清洗除尘的秸秆而言，糖化固含量为 30%（w/w），而对于高灰分含

量的秸秆而言，为了维持相同的纤维素载量，固体含量高于 30%（w/w）；预糖化结束

后，将温度降为 37 oC，将 10%（v/v）的 S. cerevisiae DQ1 种子液与发酵营养盐接入到

发酵罐中进行同步糖化发酵，过程维持温度 37 oC，pH 5.5，搅拌转速 150 rpm，发酵时

间为 60 h，pH 通过发酵罐自动补碱系统补入 5 M NaOH 溶液进行维持。每 12 h 进行取

样，样品 11167×g 离心 5 min，上清液通过高效液相色谱（HPLC）检测其中的葡萄糖、

乙醇、糠醛、5-HMF 及乙酸浓度。 
不同灰分含量的玉米秸秆的同步糖化乙醇共发酵（利用木糖）在装有螺带式搅拌桨

的5 L发酵罐中进行 [69]，发酵采用的乙醇发酵菌株为Saccharomyces cerevisiae XH7[82, 89]。

首先将脱毒后的预处理秸秆物料缓慢加入发酵罐中进行预糖化，酶用量为 14 mg 蛋白/g
纤维素，温度 50 oC，pH 维持 5.5，搅拌转速 200 rpm，预糖化时间为 12 h，对于彻底清

洗除尘的玉米秸秆而言，糖化固含量为 30%（w/w），而对于高灰分含量的玉米秸秆而

言，为了维持相同的纤维素载量 11.7%（w/w），固体含量高于 30%（w/w）；预糖化结

束后，将温度降为 37 oC，将 20%（v/v）的 S. cerevisiae XH7 种子液与发酵营养盐接入

到发酵罐中进行同步糖化共发酵，过程维持温度 30 oC，pH 5.5，搅拌转速 200 rpm，发

酵时间为 96 h，pH 通过发酵罐自动补碱系统补入 5 M NaOH 溶液进行维持。取样及测

试方法同上。 
不同灰分含量的玉米秸秆的同步糖化乳酸发酵在装有螺带式搅拌桨的 5 L 发酵罐中

进行 [69]，发酵采用的 L-乳酸发酵菌株为 Pediococcus acidilactici TY112[87]。首先将脱毒

后的预处理秸秆物料缓慢加入发酵罐中进行预糖化，酶用量为 14 mg 蛋白/g 纤维素，温

度 50 oC，pH 维持 5.5，搅拌转速 150 rpm，预糖化时间为 6 h，对于彻底清洗除尘的玉

米秸秆而言，糖化固含量为 30%（w/w），而对于高灰分含量的玉米秸秆而言，为了维

持相同的纤维素载量 11.7%（w/w），固体含量高于 30%（w/w）；预糖化结束后，将温

度降为 42 oC，将 10%（v/v）的 P. acidilactici TY112 种子液与营养盐接入到发酵罐中进

行同步糖化发酵，过程维持温度 42 oC，pH 5.5，搅拌转速 150 rpm，发酵时间为 72 h，
pH 通过发酵罐自动补碱系统补入 5 M NaOH 溶液进行维持。取样及测试方法同上。关
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于发酵用的营养盐，对于彻底清洗的玉米秸秆物料，加入除葡萄糖外的简化 MRS 培养

基的所有成分，即 10 g/L 酵母粉，10 g/L 蛋白胨，2 g/L 柠檬酸氢二铵，5 g/L 无水乙酸

钠，0.3 g/L MgSO4，2 g/L K2HPO4, 0.23 g/L MnSO4；对于未除尘的玉米秸秆物料，仅

加入 10 g/L 酵母粉，10 g/L 蛋白胨，2 g/L 柠檬酸氢二铵及 0.23 g/L MnSO4。 
2.2.6  基准 pH 调节法 

首先将彻底清洗除尘（200 倍质量的水洗）的物料，进行预处理条件实验，通过组

分测定，酶水解及乙醇发酵指标评估最优的预处理条件，此时的硫酸用量被确定为基准

酸用量（g 硫酸/g 干物料）；再将 2 g 彻底清洗除尘的烘干物料，按基准酸用量加入相应

的硫酸，再加入 100 mL 去离子水，置于摇床 30 oC 混合 30 min，此时的 pH 称为基准

pH 值；将不同灰分含量的烘干物料，加入 100 mL 去离子水，摇匀后用 5%（w/w）稀

硫酸溶液滴定至该种物料的基准 pH 值，计算加入的硫酸用量（g 硫酸/g 干物料）。将上

述测得的每种灰分含量物料对应的酸用量，用于实际的干酸预处理过程。试验进行三组

平行，取平均值作为最终数据。 
2.2.7  组分测定及酶水解评价 

纤维素和半纤维素含量根据 NREL 的两步酸解法（TP-510-42618）测得 [129]。物料

经浸提与去离子水彻底清洗后，彻底烘干测得物料不溶性固体含量。取 100 mg 烘干的

不溶性固体置于压力试管中，并加入 1 ml 72%（w/w）硫酸溶液，30 oC 反应 1 h，期间

使用玻璃棒充分搅拌。反应结束，加入 28 mL 去离子水，稀释酸液浓度为 4%（w/w），

置于灭菌锅中 121 oC 稀酸水解 1 h。反应完毕后，用 CaCO3粉末中和反应液至无气泡产

生，取样 11167×g 离心 5 min，之后用 HPLC 检测其中的葡萄糖和木糖浓度，计算待测

样品中的纤维素和木聚糖含量。试验进行两组平行，取平均值作为最终数据。 
寡聚葡萄糖和寡聚木糖含量根据 NREL 的一步酸解法（TP-510-42623）测得 [134]。

取约 5 g 预处理后的秸秆物料，加入约 50 mL 去离子水，150 rpm 浸提 2 h，抽滤，上清

液样品可以用 HPLC 检测其中的抑制物及单糖浓度。对于寡糖测定，取 5 mL 上清液，

加入 1 mL 72%（w/w）硫酸溶液及 28 mL 去离子水，稀释酸液浓度为 4%（w/w），置于

灭菌锅中 121 oC 稀酸水解 1 h。反应完毕后，用 CaCO3粉末中和反应液至无气泡产生，

取样 11167×g 离心 5 min，之后用 HPLC 检测其中的葡萄糖和木糖浓度，计算反应前后

的差值，多出的部分可折算为样品中的寡聚葡萄糖和寡聚木糖含量。试验进行两组平行，

取平均值作为最终数据。 
灰分含量按照 NREL 的标准方法（TP-510-42622）测得 [128]。称取约 0.8 g 彻底烘干

的木质纤维素原料于烘干的坩埚中，置于马弗炉煅烧，逐渐升温至 250 oC，维持 30 min，
继续升温至 575 oC，维持 3 h；反应结束后，冷却称重。反应前后质量比即为木质纤维

素原料中的灰分含量。试验进行三组平行，取平均值作为最终数据。 
预处理后物料的酶水解评价实验按照 NREL 的标准方法 LAP-009 进行 [135]。称取 0.5 

g 干重的预处理后物料，加入 10 mL 去离子水，用 5 M NaOH 溶液调节体系 pH 至 4.8，
加入 80 μL 四环素溶液（10 mg/mL 溶于 70%乙醇溶液），加入纤维素酶 20 FPU/g 干物料
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（DM），相当于 26 mg 酶蛋白/g 纤维素，并补入 0.1 M pH 4.8 的柠檬酸缓冲液至总体积

20 mL。置于水浴摇床中，温度 50 oC，转速 150 rpm，72 h 后取样测定其中的葡萄糖浓

度。试验进行两组平行，取平均值作为最终数据。 
纤维素水解得率计算公式如下： 

100%×

1000
×

+1.111××

×)-(
=(%) conversionCellulose

oliglu
cellulose

glu

Cm
fm

VCC 0           （2-1） 

Cellulose conversion—酶水解得率，%； 
Cglu—水解后葡萄糖浓度，g/L； 
C0—水解体系中物料与酶液引入的初始葡萄糖浓度，g/L； 
V—水解过程总体积，L； 
m—水解前干物料质量，g； 
fcellulose—水解前干物料中纤维素含量，mg/g DM； 
Coliglu—水解前干物料中寡聚葡萄糖含量，mg/g DM。 

2.2.8  检测方法 
葡萄糖、木糖、乙醇、乳酸、乙酸、糠醛、HMF 等可溶性组分含量使用岛津 HPLC

（Shimadzu, Kyoto, Japan）测得，泵型号为 LC-20AD，检测器为示差折光检测器 RID-10A，

色谱柱（300 mm×7.8 mm）型号为 Bio-rad Aminex HPX-87H。检测条件：流动相为 5 mM
的稀硫酸溶液，流速 0.6 mL/min，柱温维持 65 oC。 

金属离子 K+、Mg2+
、Na+

、Al3+
、Cu2+

、Fe3+
、Mn2+

、Zn2+含量使用等离子体发射光

谱（725 ICP-OES）测得，检测器为同步电荷耦合（CCD）检测器，功率 1.2 kW，等离

子体气体流速为 15 L/min，辅助气体流速为 1.5 L/min，雾化器气体流速为 0.75 L/min，
泵速 15 rpm，样品延滞时间为 35 s，稳定时间 10 s。样品的前处理：称取约 0.1 g 左右

的固体或者液体样品，加入 3 mL 硝酸及 1 mL 高氯酸，煮沸反应 4 h，去离子水定容至

25 mL 待测。 
阴离子 Cl−与 PO4

3–含量使用离子色谱（Dionex ICS-1100）测得，检测器为电导检测

器（AERS 500（4 mm）），色谱柱为 IonPac AS11 分析柱（4 × 250 mm），柱温维持 65 oC，
流速维持1 mL/min。梯度洗脱方法：10 mM KOH溶液进行12 min，6 s内换为25 mM KOH
溶液，维持 12 min，6 s 内换为 10 mM KOH 溶液，维持 6 min。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  玉米秸秆中灰分含量变化引起的预处理效率不稳定 
为了准确的确定玉米秸秆中灰分含量对于预处理效率的影响，玉米秸秆首先通过不

同量的（10、30、50、200 倍秸秆质量）自来水水洗，获得灰分含量分别为 3.26%，4.33%，

4.63%，5.30%及 6.65%（w/w）的玉米秸秆。对这些不同灰分的物料，加入同样的硫酸

用量（20mg 硫酸/g 干玉米秸秆，后续实验中确定的彻底除尘玉米秸秆的基准酸用量），

进行同样反应温度及停留时间的干酸预处理。结果发现灰分含量越高，预处理后物料中
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木聚糖及寡聚木糖的残余就越高（表 2.1A），后续的纤维素酶水解转化率也越低（图 2.1A）。

使用乙醇发酵菌株 Saccharomyces cerevisiae DQ1（无木糖利用能力），在相同的纤维素

载量下（11.7%，w/w）进行同步糖化发酵评价实验。结果发现，随着原料中灰分含量从

3.26%提高到 6.65%，预糖化 12 h 后初始葡萄糖浓度从 112.2 g/L 下降至 81.6 g/L，乙醇

同步糖化发酵结束后的最终浓度从 67.1 g/L 下降到 50.7 g/L（图 2.1B）。简而言之，原料

中的高灰分含量会导致预处理效率急剧下滑，水解得率及乙醇发酵指标均明显下降。 
我们接下来分析预处理效率随灰分含量上升而下降的原因。首先，测定了水解液中

的水溶性离子含量，发现未除尘的秸秆（灰分含量 6.65%）中钾、镁、钠、氯离子含量

均远高于水洗除尘的秸秆（灰分含量 3.26%）（表 2.2）。为了探究这些水溶性离子是否

降低了预处理效率，我们将 31.56 mg/g 干物料 KCl，1.71 mg/g 干物料 Na2SO4以及 13.88 
mg/g 干物料硫酸镁补加入彻底清洗除尘的玉米秸秆中。我们发现补加中性盐离子后的

秸秆与彻底清洗除尘的玉米秸秆相比，pH 基本一致。之后将两者在相同条件下进行干

酸预处理（20 mg 硫酸/g 干物料，175 °C 下反应 5 min），我们发现两者的预处理效率也

基本一致：酶水解得率非常接近，补盐组为 92.82% ± 1.87%，未补盐组为 93.29% ± 1.17%；

木聚糖、寡聚木糖及乙酸、糠醛、HMF 的含量也非常接近（表 2.1C）。该结果说明当原

料的 pH 维持稳定时，水溶性离子如钾、镁、钠、氯离子的存在不是影响预处理效率的

关键因素。 
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表 2.1  不同灰分含量玉米秸秆在干酸预处理后的组分 
Table 2.1  Composition of dry acid pretreated corn stover containing different ash 

Ash  

(%) 

Cellulose  

(%) 

Xylan  

(%) 

Glucose 

(mg/g DM) 

Xylose 

(mg/g DM) 

O-Glua 

(mg/g DM) 

O-Xylb 

(mg/g DM) 

Acetate 

(mg/g DM) 

HMF 

(mg/g DM) 

Furfural 

(mg/g DM) 

(A) Pretreated corn stover under the constant sulfuric acid usage (20 mg sulfuric acid per g dry corn stover) 

3.26 38.85±1.49 3.62±0.05 19.54±0.24 137.11±0.54 11.18±1.19 62.69±3.59 17.88±1.33 1.85±0.01 1.89±0.15 

4.33 37.54±0.48 4.79±0.23 16.30±0.37 96.44±1.79 20.70±3.35 88.84±6.24 13.98±0.82 1.97±0.09 1.56±0.02 

4.63 37.19±0.50 5.76±0.01 15.87±0.72 94.62±2.03 20.82±1.53 90.02±4.52 13.45±0.02 1.92±0.07 1.65±0.03 

5.30 36.64±0.56 6.23±0.12 16.45±0.25 91.59±1.08 20.75±1.77 92.85±4.87 12.06±1.94 2.42±0.03 1.47±0.09 

6.65 33.08±0.35 9.01±0.30 19.83±0.16 46.96±1.17 27.08±0.87 95.05±2.01 10.56±0.24 3.54±0.11 0.82±0.02 

(B) Pretreated corn stover under the adjusted sulfuric acid usage  

3.26 38.85±1.49 3.62±0.05 19.54±0.24 137.11±0.54 11.18±1.19 62.69±3.59 17.88±1.33 1.85±0.01 1.89±0.15 

4.33 38.05±0.95 3.29±0.09 26.37±0.24 124.58±1.47 14.72±0.13 56.93±3.67 16.85±0.78 3.59±0.01 2.92±0.01 

4.63 37.03±0.47 3.05±0.15 28.63±0.03 124.87±2.23 13.70±0.44 52.66±0.31 19.43±0.08 4.18±0.12 3.16±0.13 

5.30 36.44±0.22 3.18±0.03 32.45±0.20 124.31±1.96 16.53±2.93 50.26±3.96 19.90±0.53 5.76±0.14 3.42±0.03 

6.65 33.17±0.25 3.09±0.22 35.70±0.47 116.66±1.67 16.37±2.82 50.02±2.55 18.25±0.20 7.28±0.03 3.09±0.02 

(C) Pretreated corn stover under the constant sulfuric acid usage (20 mg sulfuric acid per g dry corn stover) after soluble salts addition 

3.26* 37.80±0.79 3.44±0.09 18.06±0.35 131.07±1.10 14.64±2.99 58.53±2.43 18.35±0.72 1.91±0.04 2.06±0.08 

（a）寡聚葡萄糖含量；（b）寡聚木糖含量。*：将 34.31 mg/g DM KCl，1.85 mg/g DM Na2SO4 及 9.02 mg/g DM MgSO4加入彻底清洗除尘（200 倍秸秆质

量的水）的玉米秸秆中，同样在 175 °C，20.0 mg/g DM 硫酸用量条件下反应 5 min。
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图 2.1  不同灰分含量玉米秸秆在恒定酸用量条件（20 mg/g DM）下预处理效率评估 

Fig. 2.1  Pretreatment efficiency assay of corn stover feedstocks containing different ash under constant 
sulfuric acid usage (20 mg/g DM) 

（A）预处理后玉米秸秆的酶水解得率；（B）预处理且脱毒后玉米秸秆的同步糖化发酵。酶解条件：

2.5%固含量，酶用量 26 mg 酶蛋白/g 纤维素，50 oC，pH 4.8，150 rpm。同步糖化发酵条件：11.7%
（w/w）纤维素含量，酶用量 14 mg 酶蛋白/g 纤维素，预糖化反应温度 50 oC，pH 5.5，反应 12 h，
同步糖化发酵反应温度 37 oC，pH 5.5，发酵 60 h，菌株为 S. cerevisiae DQ1。  
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表 2.2  不同灰分含量玉米秸秆预处理后的水溶性离子含量 
Table 2.2  Soluble cation and anion contents in the dry acid pretreated corn stover containing different ash 

  Ash in hydrolysate (mg/L) Ash equivalent in corn stover (mg/g DM) 

  Raw feedstock Thoroughly washed feedstock Raw feedstock Thoroughly washed feedstock 

Cation contents K+ 7,600 500 17.73 1.17 

 Mg2+ 1,800 610 4.2 1.42 

 Na+ 270 32 0.63 0.075 

 Al3+ 10 6 0.023 0.014 

 Cu2+ <5 <5 <0.012 <0.012 

 Fe3+ 40 36 0.093 0.084 

 Mn2+ 15 12 0.035 0.028 

 Zn2+ 3.5 3.5 0.008 0.008 

Anion contents Cl- 5,051.7 176 11.79 0.41 

 PO4
3- 217.9 191 0.51 0.45 

干酸预处理及生物脱毒后的玉米秸秆在 30%（w/w）固含量，酶用量 14 mg 酶蛋白/g 纤维素，50 °C 的条件下进行水解液制备，水不溶性组分经 10,000 rpm
离心 10 min 去除，上清液用于测定离子含量。
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第二个考虑的因素在于水洗移除的碳酸盐、氧化物及氢氧化物，这一类物质不同于

先前的阳离子及氯离子等阴离子，它们具备很强的酸中和能力 [96, 136]。对于含有不同灰

分的秸秆而言，其初始 pH 较为相似，均在 6.65-6.83 的范围。但在加入基准硫酸用量之

后，pH 出现显著差异，高灰分含量的秸秆由于其酸中和能力较强，pH 为 3.21；而秸秆

中灰分含量越低，pH 也逐渐降低至 2.30（图 2.2），该 pH 值为彻底清洗的玉米秸秆原料

在基准酸用量条件下获得的 pH，被我们定义为基准 pH 值。 
其中，基准酸用量是通过彻底清洗除尘的玉米秸秆在预处理优化条件实验中得到的

（图 2.3，表 2.3）。所谓的较优的预处理条件，指的是在维持后续较高的纤维素酶水解

得率，及预处理过程较高的木聚糖移除率、寡聚木糖水解率的情况下，抑制物（糠醛、

HMF）产生尽可能低的条件。对于彻底清洗的玉米秸秆而言，当酸用量为 20 mg 硫酸/g
干物料，22.5 mg 硫酸/g 干物料及 25 mg 硫酸/g 干物料时，酶水解得率均高于 90%；若

酸用量低于 20 mg 硫酸/g 干物料，酸催化剂过少，预处理效率显著下降；而从抑制物的

角度看，在酶水解得率较高时（大于 90%），显然在 20 mg 硫酸/g 干物料的酸用量条件

下，糠醛及 HMF 产生较少，故 20 mg 硫酸/g 干物料为该类玉米秸秆在移除所有外源灰

分后的最适酸用量，我们将其定义为基准酸用量。 

 
图 2.2  玉米秸秆悬浮液滴加硫酸前后的 pH 变化 

Fig. 2.2  pH change of corn stover suspension slurry before and after sulfuric acid addition 
将 2 g 不同灰分含量的烘干后的玉米秸秆，加入 100 mL 去离子水，置于摇床 30 oC 混合 30 min 制备

玉米秸秆悬浮液，此时的 pH 称为初始 pH 值；再按照基准酸用量向悬浮液滴加硫酸（20 mg 硫酸/g
干物料），置于摇床 30 oC 充分混合 30 min，此时对于彻底清洗除尘的秸秆（3.26%灰分含量）而言，

其 pH 值为基准 pH 值。  
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对于彻底除尘的玉米秸秆而言，20 mg 硫酸/g 干物料为其最适酸用量，若酸用量下

降至 17.5 mg 硫酸/g 干物料，预处理效率急剧下滑。同样的，若对于除尘不彻底甚至未

除尘的秸秆而言，也按照相同的硫酸催化剂用量（20 mg 硫酸/g 干物料）加入酸液，物

料中存在的灰分物质如碳酸盐、氧化物及氢氧化物，会大量的中和加入的硫酸，导致剩

余的硫酸减少，进而催化预处理反应的有效酸催化剂的量低于彻底除尘的玉米秸秆，导

致预处理效率的下滑。而在工业化角度看，即使是同一地域生产的同一品种的玉米秸秆，

其外源灰分的含量也由于收割过程的差异而有所不同，导致每一批次进入预处理工段的

秸秆也会有一定差异。必须在高固含量预处理过程中，使用不同的硫酸量中和这些含量

不一的灰分物质，使得秸秆中残余的硫酸催化剂含量保持一致，这才是维持酸预处理效

率稳定性的关键因素。然而，用小反应器进行预处理条件实验去确定酸用量费时费力，

亟需找到一个简单、快速且普遍性强的调节方法来应对预处理效率的波动。 

 
图 2.3  酸用量对干酸预处理效率的影响 

Fig. 2.3  Impact of sulfuric acid usage on pretreatment efficiency in dry acid pretreatment 
彻底清洗除尘的玉米秸秆（3.26%灰分含量）在不同硫酸用量下进行干酸预处理，175 oC 反应 5 min。  
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2.3.2  通过酸用量的快速调整实现稳定的预处理效率 
显然一个不需要进行实际预处理参数修正实验的简单快速的酸用量调整方法是理

想的解决办法，这里我们找到了一个对于不同灰分含量物料所需硫酸用量的快速调整方

法，来弥补预处理操作前物料中不同灰分对于硫酸催化剂的中和，以实现稳定的预处理

效率。 
由上一节可知，对于彻底除尘的玉米秸秆而言，20 mg 硫酸/g 干物料是其最优的酸

用量（图 2.3，表 2.3）。这个可以使彻底除尘的玉米秸秆达到较优预处理效率的最低的

硫酸催化剂用量，被我们定义为基准酸用量，可以将其理解为加入的硫酸基本都参与最

终的催化过程。之后的实验中，我们将彻底除尘的秸秆与基准酸用量进行预处理实验的

组作为其他灰分含量玉米秸秆预处理操作的对照组。 
为了解决预处理效率的波动，我们首先制备了玉米秸秆悬浮液。其中，彻底清洗除

尘的玉米秸秆（灰分含量 3.26%）制备的悬浮液，加入其基准酸用量（20 mg 硫酸/g 干

物料）的硫酸，混合均匀，我们将此时的 pH 定义为基准 pH 值（图 2.2），该批次玉米

秸秆为 2.30。我们推测不同灰分含量秸秆预处理效率的差距可以通过提前多加入硫酸进

行灰分中和，使得高灰分含量秸秆的 pH 达到基准 pH 来实现，这也就意味着多加入的

硫酸用于中和，而剩余的硫酸与彻底除尘秸秆中加入基准酸用量的硫酸后剩余的硫酸一

致，最终有效催化剂的量一致，我们预计相同的有效催化剂的量可以使得秸秆达到相同

的预处理效率。由于中和产生的硫酸盐是中性的，如表 2.1C 的对照试验可知，这些中

性盐离子对预处理效率不会产生消极的影响。 
在本研究中，对于含有 4.33%（w/w），4.63%（w/w），5.30%（w/w）以及 6.65%（w/w）

不同灰分含量的玉米秸秆而言，调节相应的 pH 至基准 pH（2.30）的酸用量分别为 23.0，
23.5，23.9 及 32.4 mg 硫酸/g 干物料（图 2.4）。我们将不同灰分含量的玉米秸秆在其相

应的调整后的硫酸用量条件下进行干酸预处理，之后进行组分测定、酶水解评价及乙醇

同步糖化发酵评价。正如我们预测的那样，五种不同灰分含量的玉米秸秆在调整酸用量

进行预处理之后，其酶水解得率基本一致（图 2.5A）；在乙醇同步糖化发酵过程中，预

糖化 12 h 产生的初糖浓度基本一致，且最后发酵得到的乙醇浓度也基本一致（图 2.5B）。
从预处理后的组分分析看（表 2.1B），五种不同灰分含量的秸秆预处理后木聚糖残余基

本一致，木糖与寡聚木糖的比例也基本一致，乙酸、糠醛的产生也基本一致。上述现象

均可说明经过酸用量的快速调节，可以获得较为一致的预处理效率，同时可以实现后续

稳定高效的生物转化。特别要注意的有两点，一是预处理后纤维素含量随灰分含量的提

高而逐渐降低，其原因在于灰分占据了总物料干重的一定比例，故其他组分的比例均有

所下降，该现象是除尘不彻底的秸秆在无废水物流流出的预处理过程中不可避免的。二

是 HMF 的产生，在预处理后的未水洗除尘的秸秆中，HMF 含量高达 7.3 mg/g 干物料，

而预处理后的彻底清洗的秸秆含有的 HMF 仅为 1.9 mg/g 干物料。该现象的主要原因在

于，水洗除尘移除了玉米秸秆中大部分的水溶性碳水化合物，大幅减少了预处理过程因

水溶性碳水化合物降解而产生的 HMF[17]。而在工业化除尘如旋风分离除尘等过程中，
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这些水溶性碳水化合物均会保留在除尘后的物料中，关于水溶性糖的利用也成为木质纤

维素生物炼制过程中亟需解决的问题，本文的第三章及第四章提出了关于水溶性糖利用

的两种策略。 

 
图 2.4  调整硫酸用量使不同灰分含量秸秆的 pH 接近基准 pH 值 

Fig. 2.4  pH approach to the Base pH Value of corn stover by adjusting sulfuric acid usage 
将 2 g 不同灰分含量的烘干后的玉米秸秆，加入 100 mL 去离子水，置于摇床 30 oC 混合 30 min 制备

玉米秸秆悬浮液；再按照基准酸用量向悬浮液滴加硫酸（20 mg 硫酸/g 干物料），置于摇床 30 oC 充

分混合 30 min，此时对于彻底清洗除尘的秸秆（3.26%灰分含量）而言，其 pH 值为基准 pH 值。对

于其他灰分含量较高的秸秆悬浊液而言，继续滴加硫酸使得其 pH 达到基准 pH 值，记录调整后的硫

酸总用量（mg 硫酸/g 干物料）。  
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图 2.5  不同灰分含量玉米秸秆在调整后的酸用量条件下预处理效率评估 

Fig. 2.5  Pretreatment efficiency assay of corn stover feedstocks containing different ash under adjusted 
sulfuric acid usage 

（A）预处理后玉米秸秆的酶水解得率；（B）预处理且脱毒后玉米秸秆的同步糖化发酵。酶解条件：

2.5%固含量，酶用量 26 mg 酶蛋白/g 纤维素，50 oC，pH 4.8，150 rpm。同步糖化发酵条件：11.7%
（w/w）纤维素含量，酶用量 14 mg 酶蛋白/g 纤维素，预糖化反应温度 50 oC，pH 5.5，反应 12 h，
同步糖化发酵反应温度 37 oC，pH 5.5，发酵 60 h，菌株为 S. cerevisiae DQ1。 
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表 2.3  彻底清洗的玉米秸秆在不同酸用量干酸预处理后的组分测定 
Table 2.3  Composition of dry acid pretreated corn stover (thoroughly washed) 

Sulfuric acid 
usage (mg/g DM) 

Cellulose  
(%) 

Xylan  
(%) 

Glucose 
(mg/g DM) 

Xylose 
(mg/g DM) 

O-Glua 
(mg/g DM) 

O-Xylb 
(mg/g DM) 

Acetate 
(mg/g DM) 

HMF 
(mg/g DM) 

Furfural 
(mg/g DM) 

25.0 37.71±0.25 2.78±0.07 29.71±0.26 155.07±1.87 11.85±0.45 38.91±1.47 22.67±0.97 3.76±0.02 4.02±0.04 
22.5 38.20±1.16 3.31±0.18 20.14±0.12 139.57±1.28 13.59±0.98 51.54±3.05 18.06±1.72 3.19±0.08 2.30±0.11 
20.0 38.85±1.02 3.62±0.12 19.54±0.04 137.11±0.44 11.18±1.05 62.69±4.19 17.88±0.19 1.85±0.10 1.89±0.09 
17.5 38.60±0.42 6.66±0.31 13.27±0.07 102.26±2.72 18.14±2.08 90.53±4.07 14.15±0.22 1.62±0.02 1.65±0.02 
15.0 38.16±0.55 8.95±0.19 9.87±0.53 63.34±1.08 20.05±2.12 108.93±3.23 11.31±0.64 1.06±0.03 1.15±0.05 
彻底清洗除尘（200 倍秸秆质量的水）的玉米秸秆在不同硫酸用量下 175 °C 预处理反应 5 min。（a）寡聚葡萄糖含量；（b）寡聚木糖含量。 

表 2.4  调节硫酸用量的干酸预处理后麦秆及稻草组分测定 
Table 2.4  Composition of dry acid pretreated wheat straw and rice straw with adjusted sulfuric acid usage 

Sulfuric acid   Ash  Cellulose  Xylan  Glucose Xylose O-Glua O-Xylb Acetate HMF Furfural 
(mg/g DM) (%, w/w) (mg/g DM) 
Wheat straw 
20.0 5.87 38.07±1.32 3.32±0.45 20.35±0.27 187.86±2.04 4.62±0.21 24.72±0.45 11.55±0.12 0.90±0.03 1.74±0.01 
20.0 10.04 32.78±0.70 7.72±0.29 6.22±0.14 50.00±1.11 22.52±0.29 121.87±1.96 3.80±0.03 0.60±0.18 1.04±0.02 
33.3 10.04 34.86±0.95 2.88±0.19 18.48±0.43 148.61±3.23 5.86±0.02 21.73±0.24 12.00±0.09 1.82±0.12 2.53±0.09 
Rice straw 
20.0 8.06 36.40±0.86 3.78±0.44 19.40±0.23 125.72±2.67 16.66±1.35 44.42±2.02 9.69±0.23 1.61±0.09 2.18±0.08 
20.0 11.68 31.30±0.14 7.26±0.16 11.72±0.15 45.76±1.32 27.59±0.34 80.20±2.56 4.85±0.44 1.62±0.04 0.92±0.03 
31.3 11.68 32.81±0.14 3.41±0.14 23.41±0.33 100.91±1.06 13.02±1.27 27.71±3.49 11.14±0.52 3.92±0.10 2.75±0.06 
彻底清洗除尘（200 倍秸秆质量的水）的麦秆及稻草在基准硫酸用量（20 mg 硫酸/g 干物料）下 175 °C 预处理反应 5 min，作为对照组；高灰分含量的原

始麦秆及稻草在酸用量调整前（20 mg 硫酸/g 干物料）后（33.3 mg 硫酸/g 干麦秆及 31.3 mg 硫酸/g 干稻草）175 °C 预处理反应 5 min。（a）寡聚葡萄糖含

量；（b）寡聚木糖含量。 
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2.3.3  基准 pH 调节法在不同原料及发酵过程的应用拓展 
前一节提到，基准 pH 调节法对于不同灰分含量玉米秸秆预处理效率可重复性的提

高具有明显的效果，并且可以获得高效稳定的乙醇发酵指标。本节我们尝试将该方法推

广到几个不同的生物炼制案例中。 
第一个案例是将基准 pH 调节法从最普遍的玉米秸秆拓展到不同的木质纤维素原料

类型上，这里选取了主流的粮食废弃物麦秆和稻草。首先对于 10.04%灰分含量的麦秆

和 11.69%灰分含量的稻草进行彻底水洗除尘（200 倍干秸秆质量的水），彻底除尘后的

麦秆和稻草的灰分含量分别为 5.87%及 8.06%。根据我们先前的预处理探索，彻底除尘

的麦秆和稻草的基准酸用量均为 20 mg 硫酸/g 干物料 [82]。在本试验中，与玉米秸秆的

操作类似，将彻底除尘的麦秆和稻草先配制悬浮液，之后按照相应的基准酸用量加入酸

液，测得麦秆的基准 pH 为 2.33，稻草为 2.29。进一步，使用未除尘的麦秆和稻草配制

悬浮液，滴加硫酸使得其 pH 分别达到对应的基准 pH，测得未除尘麦秆的硫酸用量应调

整到 33.3 mg 硫酸/g 干物料，而未除尘稻草的硫酸用量应调整至 31.3 mg 硫酸/g 干物料。

将调整后的硫酸用量应用到相应未除尘麦秆及稻草的预处理操作中，以彻底除尘的麦秆

及稻草在其相应基准酸用量下的预处理实验作为对照，与未调整硫酸用量的未除尘麦秆

及稻草进行对比。 
结果发现，调整酸用量的高灰分麦秆与基准酸用量下彻底除尘的麦秆预处理后木聚

糖残余基本一致，木糖与寡聚木糖的比例也基本一致，乙酸、糠醛的产生也基本一致。

而不调整酸用量的高灰分麦秆木聚糖移除率不高，还存在 7.7%的木聚糖残余，且寡聚

木糖含量过高，达到 121.8 mg/g 干物料，这些寡糖会显著抑制后续的纤维素酶水解。而

在稻草的实验中也得到了与麦秆相似的结果（表 2.4）。我们对预处理后的物料进行生物

脱毒转化抑制物（糠醛、HMF 及乙酸）之后，进行乙醇同步糖化发酵。结果发现，预

处理且脱毒后的调整酸用量的高灰分麦秆与基准酸用量下彻底除尘的麦秆两组原料，在

预糖化后可以获得相似的糖化指标，远高于不调整酸用量的高灰分麦秆，且乙醇同步糖

化发酵后的乙醇指标较为相似，为 68.6 g/L 与 69.0 g/L，远高于不调整酸用量的高灰分

麦秆（43.5 g/L）。对于稻草而言，具有相似的趋势，乙醇发酵指标为 63.4 g/L 与 65.2 g/L，
远高于不调整酸用量的高灰分稻草（41.9 g/L）。总体来说，不同灰分含量麦秆和稻草的

预处理效率及乙醇发酵效率稳定性也可以通过基准 pH 调节法来实现，通过提前补入额

外的硫酸来中和高灰分含量秸秆中的灰分物质，可以有效的调节预处理效率，实现预处

理及后续生物转化的高效稳定性。 
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图 2.6  基准 pH 调节法对不同原料（麦秆与稻草）的应用拓展 

Fig. 2.6  Application of the Base pH Approaching method on extension of lignocellulose feedstocks 
(wheat straw and rice straw) 

（A）麦秆；（B）稻草。对照组，彻底清洗除尘（200 倍秸秆质量的水）的麦秆及稻草在基准硫酸用

量（20 mg 硫酸/g 干物料）下 175 °C 预处理反应 5 min；恒定酸用量组，高灰分含量的原始麦秆及稻

草在酸用量调整前（20 mg 硫酸/g 干物料）175 °C 预处理反应 5 min；调整酸用量组，高灰分含量的

原始麦秆及稻草在酸用量调整后（33.3 mg 硫酸/g 干麦秆及 31.3 mg 硫酸/g 干稻草）175 °C 预处理反

应 5 min。同步糖化发酵条件：麦秆 11.4%（w/w）纤维素含量，稻草 10.9%（w/w）纤维素含量，酶

用量 14 mg酶蛋白/g纤维素，预糖化反应温度 50 oC，pH 5.5，反应 12 h，同步糖化发酵反应温度 37 oC，
pH 5.5，发酵 60 h，菌株为 S. cerevisiae DQ1。  
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第二个案例是将基准 pH 调节法从乙醇发酵拓展到其他生物基化学品发酵过程（L-
乳酸发酵），原料依旧选用不同灰分含量的玉米秸秆。与乙醇发酵相似，对于未经过除

尘的玉米秸秆而言（灰分含量 6.65%），其调整后的硫酸用量为 32.4 mg 硫酸/g 干物料，

而本组实验的对照组使用彻底清洗除尘的玉米秸秆在基准酸用量下的预处理物料。两种

物料在生物脱毒之后在相同的纤维素载量下使用工程乳酸菌P. acidilactici TY112进行 L-
乳酸发酵，如图 2.7，两种物料的最终的乳酸发酵指标相似，为 106.4 g/L 与 102.1 g/L。 

 
图 2.7  基准 pH 调节法对不同发酵菌株（乳酸菌）及产品（L-乳酸）的应用拓展 

Fig. 2.7  Application of the Base pH Approaching method on extension of fermenting strain and product 
(the engineered lactic acid bacterium and L-lactic acid) 

调整酸用量组，高灰分含量的原始玉米秸秆（灰分含量为 6.65%，无水洗及其他除尘操作）在酸用

量调整后（32.4 mg 硫酸/g 干玉米秸秆）175 °C 预处理反应 5 min；对照组，彻底清洗除尘（200 倍

秸秆质量的水）的玉米秸秆（灰分含量为 3.26%）在基准硫酸用量（20 mg 硫酸/g 干物料）下 175 °C
预处理反应 5 min。同步糖化发酵条件：11.7%（w/w）纤维素含量，酶用量 14 mg 酶蛋白/g 纤维素，

预糖化反应温度 50 oC，pH 5.5，反应 6 h，同步糖化发酵反应温度 42 oC，pH 5.5，发酵 72 h，菌株

为乳酸菌 P. acidilactici TY112。 

第三个案例是将基准 pH 调节法从乙醇同步糖化发酵拓展到乙醇同步糖化共发酵过

程（利用木糖），原料依旧选用不同灰分含量的玉米秸秆。与上述类似，对于未经过除

尘的玉米秸秆而言（灰分含量 6.65%），其调整后的硫酸用量为 32.4 mg 硫酸/g 干物料，

而本组实验的对照组使用彻底清洗除尘的玉米秸秆在基准酸用量下的预处理物料。两种

物料在生物脱毒之后具备木糖利用能力的乙醇发酵菌株 S. cerevisiae XH7 在相同的纤维

素载量下进行乙醇同步糖化共发酵实验。由图 2.8 可知，对于调整过酸用量的高灰分含

量的玉米秸秆，其预糖化后的初始葡萄糖及木糖分别为 91.8 g/L 与 45.9 g/L，而最终乙
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醇发酵浓度为 76.9 g/L，三项指标均与彻底除尘的玉米秸秆类似（92.4 g/L，50.8 g/L 与

80.1 g/L），并且两种物料在葡萄糖及木糖向乙醇转化的趋势也较为相似。 
这三项典型的拓展案例说明，基准 pH 调节法可以有效的提高不同灰分含量物料的

预处理稳定性及后续生物转化的稳定性，其应用范围很广，可以应用到不同的生物质原

料（玉米秸秆、麦秆及稻草），可以适用于不同的发酵菌株（酵母菌及乳酸菌），可以用

于生产不同的发酵产品（乙醇及乳酸），可以用于不同的发酵类型（同步糖化发酵及同

步糖化共发酵），对于原料而言，该方法甚至可以应用到不进行任何除尘操作的木质纤

维素生物质中。 

 
图 2.8  基准 pH 调节法对不同发酵操作类型（利用木糖的乙醇同步糖化共发酵）的应用拓展 

Fig. 2.8  Application of the Base pH Approaching method on extension of fermentation operation type 
(SSCF with xylose utilization for ethanol) 

调整酸用量组，高灰分含量的原始玉米秸秆（灰分含量为 6.65%，无水洗及其他除尘操作）在酸用

量调整后（32.4 mg 硫酸/g 干玉米秸秆）175 °C 预处理反应 5 min；对照组，彻底清洗除尘（200 倍

秸秆质量的水）的玉米秸秆（灰分含量为 3.26%）在基准硫酸用量（20 mg 硫酸/g 干物料）下 175 °C
预处理反应 5 min。同步糖化发酵条件：11.7%（w/w）纤维素含量，酶用量 14 mg 酶蛋白/g 纤维素，

预糖化反应温度 50 oC，pH 5.5，反应 12 h，同步糖化发酵反应温度 30 oC，pH 5.5，发酵 96 h，菌株

为 S. cerevisiae XH7（具备木糖利用能力）。 

2.4  本章小结 

本章节揭示了原料中不断变化的灰分含量及其不同的酸中和能力是导致木质纤维

素生物质预处理效率稳定性差的重要原因，特别是在本课题组自主研发的高固含量干酸

预处理过程中，由于预处理操作无废水流出，灰分的积累效应显著的加剧了预处理效率
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的波动。如果使用相同的酸用量，不同灰分含量的物料在中和完相应灰分之后，剩余的

有效硫酸催化剂的量显著不同，也就导致了预处理效率的巨大差异，显著影响了后续糖

化发酵过程的稳定性。 
本章提出了一种可以快速提高预处理效率稳定性的方法，基准 pH 调节法。该方法

可以通过简单的滴定实验来实现，将不同灰分含量物料的 pH 滴定至其基准 pH，快速确

定相应灰分含量物料预处理过程所需要的酸用量。本方法可以普遍的应用到不同的生物

质原料（玉米秸秆、麦秆及稻草），可以适用于不同的发酵菌株（酵母菌及乳酸菌），可

以用于生产不同的发酵产品（乙醇及乳酸），可以应用于不同的发酵类型（同步糖化发

酵及同步糖化共发酵）。对于原料而言，该方法甚至可以应用到不进行任何除尘操作的

木质纤维素生物质中。该方法是一个具备工业化应用价值的提高预处理效率稳定性的方

法。 
对于该方法的应用范围，做出如下讨论。对于不同类型的生物质原料，应对彻底除

尘的物料进行预处理评价，确定基准酸用量，这是由于不同类型的原料中不溶于水的结

构性灰分会有较大差异，这一部分灰分不可被水移除，但也具备一定的酸中和能力；而

对于相似地域相同品种的木质纤维素原料而言，由于其收获、运输等操作的不稳定导致

的外源灰分含量不一，可以在首次确定基准酸用量后用该基准 pH 调节法直接调节，无

需后续再进行预处理条件优化实验。 
同时，本章在研究乳酸发酵过程中发现，由于高灰分含量的物料中存在大量的钾离

子及镁离子，这些离子的存在可以有效的减少发酵过程中营养盐的添加，降低木质纤维

素生物质原料发酵过程的营养添加成本，这也是木质纤维素原料相对于淀粉质原料的优

势之一。由于这些离子是植物生长过程从土壤中摄取进入植物内部的，可以被水洗移除，

但不会被工业化的除尘设备（如旋风分离、机械震荡）移除，因此不同批次木质纤维素

生物质中水溶性离子含量不一，理论上也会对后续发酵过程产生一定的影响，这也是未

来工业化木质纤维素生物炼制过程所需要关注的问题。  
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第 3 章  木质纤维素生物质中水溶性碳水化合物的乳酸转化及其对生物炼

制效率的促进 

3.1  引言 

农作物残渣诸如玉米秸秆、麦秆及稻草，均含有或多或少的水溶性碳水化合物，这

些水溶性碳水化合物的主要成分是葡萄糖、果糖及蔗糖。这些存在于农作物茎叶中的水

溶性碳水化合物主要用于维持种子淀粉合成，而在农作物粮食收获后，还有一定的水溶

性碳水化合物残存在木质纤维素生物质中，随木质纤维素原料进入生物炼制加工环节 [16, 

17]。Chen 等人及 Niu 等人分别选取了大量的不同品种、不同收获时间及地点的玉米秸秆

样品，测得其中的水溶性碳水化合物含量一般为 6%[16, 17]，这些水溶性碳水化合物的种

类及含量随作物的种类、解剖学拆分（玉米芯、玉米叶、玉米秆）、作物成熟度的变化

而变化 [17, 137-139]。 
葡萄糖、果糖及蔗糖均为典型的可发酵糖类，极易被大部分发酵微生物所利用，但

这些水溶性碳水化合物在木质纤维素生物炼制加工过程却往往被忽视，基本没有相应的

利用策略提出。主要原因在于，木质纤维素生物炼制的最关键一步是通过高强度的预处

理过程破坏木质纤维素生物质的致密结构，增加纤维素酶可接近性，而这些水溶性碳水

化合物恰恰在高强度的预处理环节难以保留。在诸如稀酸预处理、汽爆预处理及热水预

处理等基于酸的预处理过程中 [26, 27, 39, 40, 44]，这些水溶性碳水化合物在高温、低 pH 的条

件下容易降解为 5-羟甲基糠醛（HMF）[97]，并且对后续的酶水解及发酵过程产生消极

影响 [66, 77]。在其他的预处理如碱预处理、有机溶剂预处理及离子液体预处理等过程中，

由于预处理后的物料需要使用大量的水进行水洗以去除溶液残余及预处理过程产生的

抑制物 [26, 27, 45, 47]，因此几乎全部的未降解的水溶性碳水化合物也随废水排出，不能随

纤维素固体组分进入水解糖化环节。 
从玉米秸秆中提取水溶性碳水化合物是不可行的，这是因为玉米秸秆中的水溶性糖

的含量仅为干重的 6%左右，占湿重的比例则更低，浓度远低于糖料作物甘蔗及甜高

粱 [140]，如果使用水浸提压榨的方式获取低浓度的水溶性糖，后续的浓缩成本非常高。

而在生物炼制过程中转化利用水溶性碳水化合物的工艺需要具备如下注意事项：（1）应

在预处理前进行水溶性碳水化合物的转化，以避免预处理工段水溶性碳水化合物的降解

损失；（2）预处理环节及后续脱毒环节不能有废水流出，否则不管是水溶性碳水化合物

还是预先转化的产品，均会随废水排放，而从废水中回收浓缩这样低浓度的产品成本依

旧非常高；（3）水溶性碳水化合物在预处理前转化的产品，应与后续纤维素及半纤维素

糖转化的产品相同，或者两种发酵产品容易分离，从而降低总生产成本，提高木质纤维

素生物质原料的总利用率。 
L-乳酸是一种重要的单体化合物，可以用于生产生物可降解的新型塑料材料——聚

乳酸 [141, 142]。许多文献报道了使用木质纤维素原料替代粮食原料生产 L-乳酸的相关工
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艺 [45, 62, 87, 91, 143]，但没有研究关注过水溶性碳水化合物在木质纤维素原料生产 L-乳酸过

程中的利用。本章我们首次将玉米秸秆的乳酸固态发酵过程在预处理工段前实施，进行

水溶性碳水化合物向 L-乳酸的转化，该固态发酵过程类似于青储、黄储秸秆饲料的生产

工艺 [144]，简单易行 [140]。而玉米秸秆中的纤维素及半纤维素组分则通过无废水产生的

干法生物炼制技术进行加工，经过干酸预处理、生物脱毒及高固含量同步糖化共发酵，

最终转化为相同的 L-乳酸产品。 
在这样的工艺路线中，水溶性碳水化合物转化得到的 L-乳酸几乎可以完全在干酸预

处理及生物脱毒过程得到保留，并且最终进入 L-乳酸同步糖化共发酵的产品积累中，提

高了 L-乳酸的发酵终浓度及其基于秸秆原料的总得率，降低了浓缩纯化成本；由于水溶

性碳水化合物的转化，预处理过程中 HMF 的产生量大幅减少，生物脱毒时间显著缩短。

通过 Aspen Plus 平台对工艺过程进行经济性分析，发现利用水溶性碳水化合物的新工艺

提高了纤维素 L-乳酸生产的经济性，降低了 L-乳酸最低售价。本研究提出了一个简单实

际、经济有效的水溶性碳水化合物的利用策略，显著促进了纤维素 L-乳酸生物炼制效率。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  木质纤维素原料与酶制剂 
玉米秸秆于 2016 年秋季收获于内蒙古通辽市，收获的玉米秸秆晾干后，使用锤式

粉碎机粉碎，粉碎机筛网的筛孔直径约为 10 mm，粉碎后的秸秆颗粒密封装入塑料收纳

袋，放置在室内待用。该批次玉米秸秆的纤维素含量为 31.2%，木聚糖含量为 22.3%，

木质素含量为 20.8%，灰分含量为 6.2%。上述的物料组分含量根据NREL的方法LAP-002
及 LAP-005 测得 [128, 129]。 

水溶性碳水化合物的含量通过去离子水浸提获得，具体步骤如下：将 5 g 玉米秸秆

（干重）加入 250 mL 锥形瓶中，再加入 100 mL 去离子水，置于摇床 30 oC 震荡 1 h。
该批次玉米秸秆中的葡萄糖及果糖含量分别为 21.9 mg/g 干物料及 20.8 mg/g 干物料，由

于其他水溶性碳水化合物在玉米秸秆中含量很低，故忽略不计。 
纤维素酶 Cellic CTec 2 与糖化酶 GA-L NEW 来源及酶活同 2.2.1。 

3.2.2  菌种与培养基 
生物脱毒菌株 Amorphotheca resinae ZN1 的培养基同 2.2.2。 
乳酸发酵菌株 Pediococcus acidilactici TY112 用于固态发酵过程中将水溶性碳水化

合物生物转化为 L-乳酸，其种子培养基同 2.2.2。 
乳酸发酵菌株 Pediococcus acidilactici ZY271（CGMCC 13611）用于在同步糖化共

发酵过程将纤维素和半纤维素糖转化为 L-乳酸。其来自于将木糖同化途径克隆到不能利

用木糖的 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici TY112，使其获得木糖的共利用能力 [62]。其种子

培养基为简化的 MRS 培养基，配方同 P. acidilactici TY112 的培养基。 
对于两种 L-乳酸发酵菌株 P. acidilactici TY112 与 P. acidilactici ZY271，使用相同的

种子培养方法，具体如下：首先从-80 oC 超低温冰箱取出菌株的冻存管，倒入装有 20 mL
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简化 MRS 培养基的 100 mL 摇瓶中活化 12 h；然后以 10%（v/v）接种量转接到装有 200 
mL 简化 MRS 培养基的 500 mL 摇瓶中培养 5 h。该扩培后的乳酸菌 P. acidilactici TY112
培养液作为乳酸固态发酵所需的种子，而扩培后的乳酸菌 P. acidilactici ZY271 培养液作

为同步糖化共发酵所需的种子。上述种子培养的条件均为 42 oC，150 rpm，种子培养过

程不调节 pH。为了防止乳酸片球菌絮凝，还需要在每次转接时，向简化的 MRS 培养基

中加入 1%（v/v）糖化酶 [87]。 
3.2.3  乳酸固态发酵 

将一定量的P. acidilactici TY112培养液与不同量的去离子水（含有或不含有营养盐）

混匀，泼洒到玉米秸秆物料上，拌匀后放入塑料袋中，挤压出空气密封保存，进行乳酸

厌氧固态发酵，该步骤类似于青储、黄储秸秆饲料生产过程 [144]。取出的样品加入去离

子水稀释至固液比 1:20 左右，置于摇床 30 oC 震荡浸提 1 h，11167×g 离心 5 min，上清

液用于乳酸及残糖测定。 
固态发酵的固体含量（33%，50%，67%），营养（添加与否），接种量（2.5%，5%，

10%，基于湿玉米秸秆物料）及固态发酵温度（25 oC，37 oC，42 oC）等条件使用小塑

料密封袋进行优化实验，每袋装入 30 g 湿物料后密封，以天为单位进行取样，每次取样

后丢弃该已经进入空气的密封袋。后续提到的发酵天数，指的是达到稳定的乳酸及残糖

浓度的最小发酵天数。试验进行两组平行，取平均值作为最终数据。 
最终确定的固态发酵最优条件为 67%（w/w）固体含量，2.5%（w/w）接种量，无

营养添加，25 oC 发酵 6 天。使用上述条件在大塑料密封袋中进行固态发酵，每袋装入

15 kg 的湿物料。该种乳酸发酵后的玉米秸秆用于后续的预处理、生物脱毒及同步糖化

共发酵实验。 
3.2.4  干酸预处理与生物脱毒 

固态发酵后的秸秆与原始秸秆（对照组）首先进行干酸预处理以破坏木质纤维素结

构 [70, 96]，便于后续同步糖化共发酵。具体方法如下：1200g 木质纤维素原料（干重）和

稀硫酸溶液按次序加入 20 L的预处理反应器中，固液比为 3:2，硫酸用量的调整根据 2.2.6
的基准 pH 调节法。预处理反应器中内置螺带搅拌桨，转速 50 rpm，搅拌 3 min 使得反

应器内固体与液体混合均匀，之后从反应器底部通入蒸汽进行加热，初始蒸汽压力为 1.6 
MPa，预处理过程反应温度为 175 oC，升温时间 5 min，停留时间 5 min。反应完毕后排

出蒸汽，泄压后放出物料，预处理后的秸秆物料固含量维持在 45%（w/w）左右，以固

态形式存在，没有产生游离废水。预处理后物料的脱毒方法同 2.2.3。 
3.2.5  L-乳酸同步糖化共发酵（SSCF） 

预处理及脱毒后的固态发酵与否的玉米秸秆的同步糖化乳酸共发酵在装有螺带式

搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，发酵采用的 L-乳酸发酵菌株为 P. acidilactici ZY271。首先

将脱毒后的预处理秸秆物料缓慢加入发酵罐中进行预糖化，固体含量为 30%（w/w），

酶用量为 5 mg 蛋白/g 干物料，温度 50 oC，pH 维持 5.5，搅拌转速 150 rpm，预糖化时

间为 6 h；预糖化结束后，将温度降为 42 oC，将 10%（v/v）的 P. acidilactici ZY271 种
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子液与营养盐接入到发酵罐中进行同步糖化发酵，过程维持温度 42 oC，pH 5.5，搅拌转

速 150 rpm，发酵时间为 72 h，pH 通过发酵罐自动补碱系统补入 50%（w/w）Ca(OH)2

悬浊液进行维持。每 6 或 12 h 进行取样，样品 11167×g 离心 5 min，上清液通过 HPLC
检测其中的葡萄糖、乳酸、糠醛、HMF 及乙酸浓度。发酵用的营养盐仅加入 10 g/L 酵

母粉，10 g/L 蛋白胨，2 g/L 柠檬酸氢二铵及 0.23 g/L MnSO4。试验进行两组平行，取平

均值作为最终数据。 
3.2.6  组分测定及酶水解评价 

纤维素、半纤维素、寡聚葡萄糖、寡聚木糖及灰分含量的测定方法同 2.2.7，预处理

后物料的酶水解评价方法同 2.2.7。 
3.2.7  检测方法 

葡萄糖、木糖、L-乳酸、乙酸、糠醛、HMF 等可溶性组分含量使用 HPLC 测定，方

法同 2.2.8。乳酸光学纯度是按照 Megazyme D-/L-Lactic Acid Kit（Megazyme International 
Ireland, Bray, Wicklow, Ireland）试剂盒中的方法进行检测。D-/L-乳酸浓度是通过监测 340 
nm 下 NADH 的增加量进行测定，使用的分光光度计为 Biomate 3S（Thermo Scientific, 
Massachusetts, USA）。 
3.2.8  过程模型建立及技术经济分析 

利用 Aspen plus 平台（AspenTech Co., Cambridge, MA, USA），对产业化规模的利用

水溶性糖与否的纤维素乳酸生产工艺进行技术经济分析。过程主要参数如反应条件、物

料衡算及转化率等均依据实验数据，其他基础模型设计参数根据 NREL 的设计报告 [145]

及先前实验室设计的干法生物炼制技术生产纤维素乳酸的报告 [87]。 
总工艺流程包括 10 个工段（图 3.1）：原料收集及前处理，预处理，生物脱毒，酶

解糖化及发酵，纤维素酶在位生产，产品分离回收，废水处理，残渣焚烧发电，储存及

公共设施。A200 工段是干酸预处理（DAP）单元，不进行水溶性糖转化的玉米秸秆预

处理固含量为 2:1，硫酸用量为 37 mg/g 干物料，进行水溶性糖转化的玉米秸秆预处理

固含量为 3:2，硫酸用量为 35 mg/g 干物料。A250 工段是生物脱毒单元，固态生物脱毒

在氧气供给充分的情况下，将预处理后玉米秸秆中对纤维素乳酸发酵抑制作用明显的糠

醛、HMF、乙酸完全脱除并且将酚类抑制物大部分脱除的脱毒时间为 72 h，在水溶性糖

转化的秸秆中，这一时间缩短为 48 h。A300 工段是酶解糖化及发酵单元，预处理及脱

毒后的玉米秸秆在 30%（w/w）固体含量下进行同步糖化共发酵，其中产生的乳酸被氢

氧化钙所中和，形成乳酸钙产品。A500 工段是产品分离回收单元，乳酸发酵结束后，

首先将发酵醪加热到接近沸腾（约 90 oC），以达到提高固液分离效率及灭菌的效果。加

热后的发酵醪进行固液分离，液体部分经过活性炭脱色后进行双效蒸发浓缩，得到含有

30%（w/w）乳酸钙的溶液。向该乳酸钙溶液中加入硫酸，产生硫酸钙沉淀，固液分离

后除去硫酸钙，含有粗乳酸的液体部分再次经活性炭脱色及三效蒸发，获得质量浓度约

88%的工业级 L-乳酸。分离纯化工段的乳酸回收率按照成熟的工业化有机酸分离工段的

一般情况规定为 80%。本章中 Aspen plus 模型的其他工段与 NREL 的设计报告 [145]维持
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一致。 
生物炼制工厂的规模为每天加工 900 吨玉米秸秆，每年加工 30 万吨，年操作时长

为 8000 h。为了得到 L-乳酸的最低售价（MLSP，$/kg），本章采用了折现现金流回归分

析（DCFROR），净现值为零，税后内部回归率为 8%，折现现金流分析的主要参数列在

表 3.1 中。所有的原材料、设备等物资价格均根据 2013 年的采购数据，美元兑换人民币

的比率为 6.2。预处理反应器、发酵罐、螺带搅拌桨、化学品的价格及工人工资根据中

国的价格进行计算。玉米秸秆原料组分、主要反应器及原材料的花费在表 3.2，3.3 及 3.4
中。上述 Aspen plus 平台的过程流程模拟及技术经济分析为本实验室刘刚老师完成。 

 
图 3.1  玉米秸秆原料生产纤维素 L-乳酸在 Aspen plus 平台的流程图 

Fig. 3.1  Flowchart of cellulosic L-lactic acid production from corn stover feedstock on Aspen plus 
platform 
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表 3.1  折现现金流分析参数 
Table 3.1  Discounted cash flow analysis parameters 

Plant life 30 years 
Discount rate  8% 
General plant depreciation  200% declining balance (DB) 
General plant recovery period  7 years 
Steam plant depreciation  150% DB 
Steam plant recovery period  20 years 
Corporate income tax 15% 
Financing  40% equity 
Loan terms  10-year loan at 6.55% APR 
Construction period 1 years 
Working capital 5% of fixed capital investment 
Start-up time  3 months 
Revenues during start-up  50% 

表 3.2  玉米秸秆原料组成 
Table 3.2  Composition of corn stover feedstock 

Components Dry matter (w/w, %) 
Glucan 31.2 
Xylan 22.3 
Lignin 20.8 
Arabinan 2.38 
Galactan 1.43 
Mannan 0.6 
Protein 3.1 
Glucose 2.19 
Fructose 2.08 
Extractives 5.91 
Acetate 1.81 
Ash 6.2 
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表 3.3  干法生物炼制过程主要反应器的供应商报价 
Table 3.3  Prices provided by the vendors for main reactors used in dry lignocellulose biorefinery process 
Reactors Size (m3) Material Price ($) Year of 

Quote 
Pretreatment reactors 10 SS316L 161,290a 2014 
Biodetoxification reactors 500 SS304 291,363a 2014 
Saccharification reactors 100 SS340 63,382a 2014 
SSF reactors 800 SS340 404,874a 2014 
Helical impeller mounted on 
pretreatment reactors 

10 SS316L 18,000db 2014 

Helical impeller mounted on 
saccharification reactors  

100 SS340 25,102b 2014 

a 由周口压力容器制造厂提供（河南周口）。 
b 由杭州远征化工科技设备有限公司提供（浙江杭州）。 

表 3.4  用于成本分析的原材料单元售价 
Table 3.4  Raw material unit cost for cost analysis 

Raw material cost Cost (2013$) 
Feedstock (corn stover) $61.72/ton 
Sulfuric acid, 93% $53.33/ton 
Lime $142.23/ton 
Sodium hydroxide $483.87/ton 
Glucoamylase $4838.71/ton 
Corn steep liquor $63.97/ton 
Diammonium phosphate $1111.24/ton 
Boiler chemicals $5625.31/ton 
Cooling tower chemicals $3371.25/ton 
Fresh water $0.29/ton 

  



华东理工大学博士学位论文  第 43 页 

3.3  结果与讨论 

3.3.1  水溶性碳水化合物在干酸预处理过程的保留情况 
经测定，本批次原始玉米秸秆的葡萄糖及果糖含量分别为 21.9 mg/g 干物料及 20.8 

mg/g 干物料，其他水溶性糖含量极低，在本章的研究中忽略不计。为了确定玉米秸秆

中水溶性碳水化合物在干酸预处理过程的损失，玉米秸秆首先进行彻底水洗（200 倍秸

秆质量自来水），获得不含葡萄糖及果糖的玉米秸秆，彻底清洗的玉米秸秆再按原始玉

米秸秆的葡萄糖及果糖含量补加糖（21.9 mg/g 葡萄糖与 20.8 mg/g 果糖）。 
将彻底清洗的无水溶性糖的玉米秸秆、补加糖的玉米秸秆及原始玉米秸秆分别进行

干酸预处理，反应温度及时间均一致，硫酸用量按照第二章的基准 pH 调节法进行调整。

对于彻底清洗的玉米秸秆与补加糖的玉米秸秆，其硫酸用量为 25 mg/g 干物料；而对于

原始玉米秸秆，由于灰分含量较高，酸中和能力强，其硫酸用量为 37 mg/g 干物料。预

处理后三种物料的纤维素水解得率相似，分别为 94.1% ± 0.9%，93.4% ± 3.3%及 92.1% ± 
0.5%，木聚糖、寡聚木糖的比例相似，乙酸及糠醛的产生也相似，说明整体的预处理强

度较为一致（表 3.5）。 
三种物料主要的区别出现在葡萄糖、果糖及 HMF 的含量上（图 3.2）。彻底清洗的

玉米秸秆预处理后产生了 20.6 mg/g 干物料的葡萄糖，未产生果糖，说明在该预处理强

度下，从纤维素降解而来的葡萄糖含量为 20.6 mg/g 干物料。在补糖的玉米秸秆中，其

初始葡萄糖含量为 21.9 mg/g 干物料，预处理过程若无葡萄糖降解，其预处理后葡萄糖

含量应当为 21.9+20.6=42.5 mg/g 干物料，实际上仅有 29.4 mg/g 干物料，意味着有 60%
的水溶性葡萄糖在预处理过程降解了；而果糖在预处理过程不会产生，果糖含量从预处

理前的 20.8 mg/g 降为预处理后的 2.1 mg/g，意味着 90%的果糖在预处理过程降解了。

对于原始玉米秸秆，葡萄糖和果糖的降解量分别为 82%与 88%。由于 HMF 是六碳糖如

葡萄糖及果糖的直接降解产物，其含量的差异也可以反应上述现象，在无糖玉米秸秆中，

预处理后只产生了 2.7 mg/g HMF，而补糖秸秆与原始秸秆分别产生了 7.3 mg/g 及 7.8 
mg/g HMF，约为无糖秸秆的三倍。 

上述结果指出，在适宜后续纤维素水解转化及高乳酸发酵指标的预处理强度下，大

量的水溶性葡萄糖及果糖在干酸预处理过程被降解，产生较高含量的抑制物 HMF，增

加了后续脱毒工段的负荷。仅有约 20%的水溶性糖在干酸预处理后得到保留，不利于水

溶性碳水化合物的产品化利用。  
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表 3.5  预处理后不同玉米秸秆的组分 
Table 3.5  Components of the pretreated feedstocks 

 Cellulos
e (%) 

Xylan  
(%) 

Oli-glua 
(mg/g 
DM) 

Oli-xylb 
(mg/g 
DM) 

Xylose 
(mg/g 
DM) 

Acetate 
(mg/g 
DM) 

Furfural 
(mg/g 
DM) 

Sugar free CS 36.43±1
.19 

3.43±0.
18 

26.31±0
.09 

52.42±4
.77 

145.95±
0.90 

19.45±0
.12 

3.92±0.
08 

Sugars re-supplemented CS 35.65±0
.37 

3.24±0.
12 

23.47±5
.27 

59.13±3
.38 

134.10±
4.49 

18.46±0
.60 

3.79±0.
11 

Raw CS 33.31±0
.28 

3.35±0.
09 

11.88±1
.22 

53.38±4
.20 

115.38±
0.71 

17.54±1
.57 

3.77±0.
03 

（a）寡聚葡萄糖含量；（b）寡聚木糖含量。 

 

图 3.2  水溶性葡萄糖及果糖在干酸预处理过程的损失 
Fig. 3.2  Loss of water-soluble glucose and fructose in dry acid pretreatment 

无游离糖的玉米秸秆与补加糖的玉米秸秆硫酸用量为 25 mg H2SO4/g 干物料，在 175 °C 下反应 5 min，
原始玉米秸秆硫酸用量为 37 mg H2SO4/g 干物料，在 175 °C 下反应 5 min。图中的葡萄糖既包括预

处理过程纤维素水解产生的葡萄糖，也包括未在预处理过程中降解的水溶性葡萄糖；而果糖仅来源

于未被降解的水溶性果糖。CS，玉米秸秆。 

3.3.2  乳酸固态发酵在不同储存条件下的可行性 
由于水溶性碳水化合物在稀酸预处理过程极难得到良好的保留，我们首先在预处理

前的原料储存工段进行固态发酵，将水溶性糖转化为较耐高温的 L-乳酸。固态发酵过程

没有发生染菌的情况，因为我们接入了乳酸片球菌 P. acidilactici TY112 作为发酵菌株，

该菌株可以分泌一种特殊的抗菌肽，有效防止染菌 [90]；另一方面，严格控制的厌氧条

件避免了杂菌在发酵后期的引入，乳酸发酵产生的乳酸会逐渐将 pH 降低到 4 左右，抑
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制其他菌株生长。我们在下面的实验中逐渐优化固态发酵过程的操作参数（固体含量、

营养添加、接种量、发酵温度和时间），以获取适应于工业化放大的固态发酵条件，完

成经济可行的、高效的水溶性糖生物转化。 
在 42 °C 这一乳酸片球菌 P. acidilactici TY112 的最适生长及发酵温度下，在设计的

不同实验条件下（固含量、营养、接种量），1 天均可达到稳定的乳酸转化，即使延长发

酵时间至 7 天，乳酸及残糖含量也没有明显的变化。如图 3.3 结果显示，在一定范围内，

较高的含水量（较低的固含量）有利于促进乳酸发酵，获得较高的乳酸转化率。然而为

了保证后续的干酸预处理过程不产生游离水，避免水溶性糖及乳酸产品随游离水流出，

同时为了降低预处理过程所需的蒸汽能耗，我们这里选择 67%（w/w）固含量进行后续

的实验。 
营养添加与否对水溶性糖的生物转化没有产生明显的影响，这是因为玉米秸秆中含

有一定的氮源、微量元素及丰富的维生素组分 [18, 19]，并且由于乳酸固态发酵的限制性

因素为逐渐降低的 pH，添加营养也不能促进更多的水溶性糖转化。接种量提高的效果

不明显的原因与上述类似，10%（w/w）接种量并不能比 2.5%（w/w）接种量在固态发

酵中转化更多的水溶性糖，因此后续可以选择不添加营养盐，使用较低的 2.5%（w/w）

接种量进行后续实验。 

 

图 3.3  水溶性碳水化合物在乳酸菌 P. acidilactici TY112 固态发酵过程的 L-乳酸生物转化 
Fig. 3.3  Bioconversion of water-soluble carbohydrates to L-lactic acid by solid state fermentation using P. 

acidilactici TY112 
发酵条件：固含量优化组仅改变固含量 33、50 与 67%（w/w），接种量为 10%（w/w），有营养添加，

42 °C 条件下发酵一天；营养盐优化组分为营养添加（5 g/kg 酵母粉，5 g/kg 蛋白胨，1 g/kg 柠檬酸

氢二铵，2.5 g/kg 乙酸钠，以上含量均基于干秸秆质量）与否，固含量为 67%（w/w），接种量为 10%
（w/w），42 °C 条件下发酵一天；接种量优化组仅改变接种量 2.5、5 与 10%（w/w），固含量为 67%
（w/w），无营养添加，42 °C 条件下发酵一天；温度优化组仅改变发酵温度 25、37 与 42 °C，乳酸

含量稳定的最短发酵天数分别为 5、2 及 1 天，固含量为 67%（w/w），接种量为 2.5%（w/w），无营

养添加。 

重要的是，乳酸固态发酵可以在广泛的温度范围内进行。低于乳酸片球菌 P. 
acidilactici TY112 的最适生长及发酵温度 42 °C 时，乳酸发酵所需的时间有所延长，37 °C
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条件下需要 2 天，而 25 °C 条件下需要 5 天，考虑到我们是在预处理前的原料储存工段

进行固态发酵，并没有设备占用，时间的延长对于成本的增加没有明显的影响；并且在

实际储存过程中，环境温度也会随时变化，且发酵过程会产生生物热，导致秸秆堆积内

部的温度高于外部，这些因素会导致固态发酵温度难以维持恒定。因此，在不同温度下

乳酸发酵指标的一致，对实际操作情况是极为有利的。 

最终，我们将玉米秸秆在 67%（w/w）固含量、2.5%（w/w）接种量、无营养添加、

25 °C 室温条件下在密封的大塑料袋中（装入 15 kg 湿秸秆）发酵 6 天，最终得到的含

乳酸的玉米秸秆中含有 18.6 mg/g 乳酸，6.6 mg/g 葡萄糖，4.0 mg/g 果糖（基于干物质）。

其中葡萄糖转化率为 69.9%，果糖转化率为 80.8%。水溶性糖不能彻底转化的原因在于

高固含量固态发酵条件下难以严格控制的发酵环境（诸如传质传热不充分），乳酸生产

过程不断下降的 pH，种子泼洒不均匀等等。进一步提高转化率需要增加发酵成本，诸

如添加中和剂如氨水以维持恒定的 pH，我们为了在储存工段低成本的实施固态发酵，

这里选择将玉米秸秆泼洒完种子和水后密封得到的自然的固态发酵环境。 
3.3.3  水溶性碳水化合物利用对纤维素 L-乳酸生产的促进 

为了将玉米秸秆中的纤维素及半纤维素组分也转化为 L-乳酸，上述生产的含有乳酸

的玉米秸秆首先需要进行干酸预处理，过程不产生游离水。结果发现，L-乳酸可以在预

处理过程保持稳定，其含量从 18.6 mg/g 提高到 21.9 mg/g，这是由于预处理过程总物质

有一定的干重损失，导致乳酸含量略有提高。同时，部分的硫酸催化剂被生产的乳酸取

代，含乳酸的秸秆总酸催化剂的量为 35 mg/g 硫酸+18.6 mg/g 乳酸，而原始秸秆对照组

的酸用量为 37 mg/g 硫酸。在这样的酸用量调整后，含乳酸的玉米秸秆与原始玉米秸秆

预处理后的纤维素水解转化率基本一致，分别为 92.8% ± 1.2%与 92.1% ± 0.5%，两者的

纤维素、木聚糖、寡聚木糖、木糖、乙酸及糠醛的产生量也基本一致。最大的差异在于

HMF，含乳酸的秸秆预处理后仅仅产生 3.2 mg/g HMF，而原始秸秆产生了 7.8 mg/g HMF，
这是由于在含乳酸的秸秆中，易降解为 HMF 的水溶性碳水化合物已经大部分转化为了

相对耐受高温的 L-乳酸（图 3.4）。 
为了脱除预处理过程产生的抑制物，同时不在脱毒过程产生游离废水，尽可能的将

产生的乳酸保留在固体物料中，我们选择了固态生物脱毒技术，使用树脂枝孢霉

Amorphotheca resinae ZN1 将物料脱毒至不含有糠醛和 HMF 为止。结果发现，含乳酸的

玉米秸秆相对于原始秸秆而言，脱毒时间大幅度缩短，从 72 h 缩短至 48 h，这是因为含

乳酸的玉米秸秆中 HMF 的含量较少，脱毒负荷较小。在含乳酸的秸秆中，大部分的乳

酸可以得到保留（16.3 mg/g），少部分被 A. resinae ZN1 所降解。A. resinae ZN1 会优先

利用糠醛和 HMF 作为碳源，预处理过程产生的葡萄糖和木糖也基本得到保留，而纤维

素也没有在脱毒过程中被降解。  
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图 3.4  预处理后含乳酸玉米秸秆的组分含量 
Fig. 3.4  Composition of pretreated L-lactic acid containing corn stover 

（A）预处理后玉米秸秆的碳水化合物含量；（B）预处理后玉米秸秆的酸类及醛类含量。原始玉米

秸秆与含乳酸的玉米秸秆在 175 °C 下反应 5 min，硫酸用量分别为 37 及 35 mg/g 干物料。CS，玉米

秸秆；Oli-glu，寡聚葡萄糖；Oli-xyl，寡聚木糖。 

接下来，使用两种生物脱毒后的物料分别进行 L-乳酸同步糖化共发酵，固含量为

30%（w/w），酶用量为 5 mg 酶蛋白/g 干物料（图 3.5）。结果显示，含乳酸的秸秆糖化

后，其糖化液接种后的 L-乳酸浓度为 7.2 g/L，显著高于原始秸秆糖化液接种后的 L-乳酸

浓度（0.9 g/L）；而初糖浓度较为相似，葡萄糖浓度分别为 67.7 g/L 与 70.7 g/L，木糖浓

度分别为 28.7 g/L 与 25.5 g/L。含有乳酸的玉米秸秆在接种后的前 18 h 菌体生长较慢，
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相应的糖耗和产酸速率也较慢，这或许是因为初始存在的乳酸对前期的菌体生长有略微

的抑制作用。然而随着葡萄糖和木糖的逐渐耗尽，含乳酸的秸秆逐渐体现出较高的乳酸

浓度。发酵 72 h 后，含乳酸的秸秆最终乳酸积累量为 139 g/L，高于原始秸秆发酵得来

的 130.2 g/L，而两者 L-乳酸的光学纯度均为 99.7%。 

 

图 3.5  含乳酸的玉米秸秆在乳酸菌 P. acidilactici ZY271 的作用下进行同步糖化共发酵 
Fig. 3.5  Simultaneous saccharification and co-fermentation (SSCF) by P. acidilactici ZY271 using 

L-lactic acid containing corn stover 
（A）L-乳酸发酵；（B）细胞生长。同步糖化发酵条件：30%（w/w）固体含量的预处理及脱毒后的

玉米秸秆，酶用量 5 mg 酶蛋白/g 干物料，预糖化反应温度 50 oC，pH 5.5，150 rpm，反应 6 h；同步

糖化共发酵反应温度 42 oC，pH 5.5，150 rpm，发酵 72 h，菌株为工程乳酸菌 P. acidilactici ZY271。
pH 使用 50%（w/w）Ca(OH)2维持。CS，玉米秸秆。  
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两组实验都进行了细致的重复试验，误差线很低，说明含乳酸的秸秆中水溶性糖转

化而来的 L-乳酸，可以经过预处理和脱毒过程得到保留，最终有效的与同步糖化共发酵

纤维素及木糖而来的 L-乳酸一起积累，获得更高的 L-乳酸发酵指标。尽管乳酸浓度的提

升非常有限，仅有 6.8%，但该新工艺有利于提高工业化纤维素乳酸发酵过程中基于原

料的 L-乳酸得率，同时降低后续分离纯化过程的成本。 
通过增加简单的固态发酵工艺，可以有效的将水溶性碳水化合物转化为 L-乳酸，最

终提高木质纤维素 L-乳酸的生产指标，同时减少硫酸催化剂在预处理过程的用量，极大

降低抑制物 HMF 的产生，大幅缩短生物脱毒时间。该水溶性碳水化合物的固态发酵转

化方法，也可应用于其他的高固含量预处理过程（汽爆预处理、氨纤维膨爆预处理等），

或者其他发酵产品（柠檬酸、葡萄糖酸、衣康酸等）的生产。 
3.3.4  两种 L-乳酸生产场景的技术经济分析 

我们将传统干法生物炼制过程生产 L-乳酸（场景 1）与上述实验过程提到的利用水

溶性糖的整合 L-乳酸生产工艺（场景 2）在 Aspen plus 平台上进行过程推演，比较两者

的技术经济性。两种工艺主要存在以下区别： 
在原料收集及前处理工段（A100），场景 1 的玉米秸秆原料含水量为 15%（w/w），

该含水量为自然晾干后的秸秆含水量，而在场景 2 中，为了调整到固态发酵的条件，原

料含水量需要通过泼洒水及乳酸菌种子液提高到 33%（w/w）。该工段的过程流程差异

见图 3.6，加入的发酵罐（R101）仅仅是一个模块，在实际操作过程不需要特别的要求

和控制，没有实际的设备占用，在仓库中进行即可。由于生物炼制工厂普遍设计的原料

贮存厂房的存储周期至少为 1 周 [145]，这恰好可以满足约 6 天的固态发酵时间以进行水

溶性碳水化合物向 L-乳酸的转化。该工段成本的增加主要来自于额外的种子培养单元、

厌氧发酵需要的覆盖膜及额外的工人工资。额外种子培养带来的设备成本从$2,885,000
增加到$2,921,000，提高了 1%；而操作成本提高了$80,000。原始玉米秸秆的堆积密度

约为 0.12 吨/立方米，意味着每吨秸秆的体积约为 8.333 立方米 [146]，因此，每吨玉米秸

秆可以堆积成立方体型，其边长约为 2.03 米，表面积大致为 25 平方米；农业用的聚乙

烯塑料薄膜可以用来覆盖该堆积的立方体玉米秸秆，以达到维持厌氧的目的，考虑到重

叠和裁剪，预计每吨玉米秸秆需要的聚乙烯塑料薄膜面积为 50 平方米；该种薄膜的价

格为 1.8 美元/120 平方米（www.1688.com），因此，每立方米玉米秸秆的薄膜材料耗费

为 50×$1.8/120=$0.75，薄膜带来的可变操作成本增加了$230,000。此外，固态发酵的

接种及薄膜覆盖工作至少需要 20 个额外的操作工人，才能完成每天 900 吨秸秆的加工

工作，导致固定操作成本增加了$220,000。 
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图 3.6  Aspen plus 过程流程模拟中两个场景在前处理工段的主要差异 
Fig. 3.6  Major difference of the two scenarios in the Pre-handling Area (A100) in Aspen Plus flowsheet 

simulation process 
场景 1，传统干法生物炼制下的纤维素乳酸生产，不进行水溶性糖利用；场景 2，利用水溶性糖的工

艺，添加了种子培养反应器 R101，用于乳酸固态发酵过程额外的种子培养。 

在预处理工段（A200），场景 1 的预处理固液比为 2:1（固含量 67%），场景 2 的固

液比降低到了 3:2（固含量 60%）。这是因为场景 2的含有乳酸的秸秆固含量已经为 67%，

为了加入硫酸液，而硫酸液不宜配制的太浓，因此预处理固含量降低至 60%。所需要蒸

汽量的增加导致了设备及其安装成本从$3,300,000 增加到$3,597,000，大约提高了 9%。

硫酸用量从37 kg/t干秸秆降低至了35 kg/t，导致了可变操作成本的略微降低（$30,000）。 
在生物脱毒工段（A250），场景 2 的生物脱毒时间从场景 1 的 72 h 缩短为 48 h，设

备占用明显降低，设备及安装费从$8,854,000 降低为$6,548,000，费用大约降低了 26%。

在糖化及发酵工段（A300），最终的 L-乳酸生产指标从 130.2 g/L 提升至 139.0 g/L，而

L-乳酸基于原始玉米秸秆原料的乳酸得率也从 424 kg/t 干玉米秸秆提升至 453 kg/t 干玉

米秸秆。两个场景下，基于生产单位 kg 乳酸产品在每个工段产生的费用比较见图 3.7。 
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图 3.7  两个场景中每个工段的费用分布细节（基于单位 kg 乳酸产品的费用） 
Fig. 3.7  Cost contribution details from each process area (per kg L-lactic acid product) in two scenarios 

场景 1，传统干法生物炼制下的纤维素乳酸生产，不进行水溶性糖利用；场景 2，利用水溶性糖的工

艺。 

总的来看，技术经济分析指出，总设备投资从场景 1 的$111,300,000 下降至场景 2
的$107,400,000，主要是由于脱毒时间的显著缩短带来的设备规模减小；总的可变操作

成本及固定操作成本从每年$48,820,000 增加到每年$49,420,000，主要由于固态发酵环节

的增加。实际上，由于最终基于原料的乳酸得率有所提高，生产单位千克 L-乳酸产品的

可变及固定操作成本均有所降低，从$0.387 下降至$0.366。通过增加水溶性碳水化合物

的利用工艺，场景 2 的 L-乳酸最低售价（MLSP）为$0.459/kg，大约相比于场景 1（$0.488/kg）
下降了 5.9%。 

3.4  本章小结 

以玉米秸秆为代表的农业木质纤维素废弃物中往往含有一定含量的水溶性碳水化

合物，其含量一般占玉米秸秆干重的 6%左右。而农作物秸秆在生物炼制过程中，水溶

性碳水化合物往往被忽视，目前没有研究报道过在生物炼制糖平台中整合利用水溶性碳

水化合物的相关工艺，这是由于在主流的预处理方法中，水溶性碳水化合物易被降解或

者随游离废水排出。如工业化过程最常见的稀酸预处理及汽爆预处理操作中，大部分的

水溶性碳水化合物会被降解为 HMF 等抑制物，抑制后续的酶解糖化和发酵，并且造成

极大的资源浪费，这成为了制约木质纤维素原料综合利用的一个挑战。本章首次在木质

纤维素生物炼制过程提出了水溶性糖利用的必要条件，并且提出了一种水溶性糖利用工

艺。 
本章从黄储秸秆饲料加工操作中获得启发，将玉米秸秆首先进行简单的 L-乳酸固态
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发酵，之后再进行干法生物炼制加工，利用乳酸比水溶性糖耐温性与耐酸性强的特点，

将乳酸在干酸预处理过程中有效保留。本工艺将水溶性糖的利用与生物炼制过程纤维素、

半纤维素的利用相整合，实现了最大化的原料利用，得到了更高的乳酸得率。此外，由

于乳酸的存在，一定程度上减少了外源硫酸催化剂的添加；水溶性糖的转化极大减少了

预处理过程抑制物 HMF 的产生，大幅度的缩短了生物脱毒时间。Aspen plus 过程流程

模拟指出，利用水溶性碳水化合物的新工艺降低了乳酸的最低售价，是一种经济可行的

纤维素 L-乳酸生产工艺。本工艺的提出对以秸秆生物质为原料的乳酸生物炼制产业具有

明显的推动作用，并且该思路可以拓展至其他生物基化学品生产过程。  
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第 4 章  内源乳酸催化的蒸汽处理对玉米秸秆水解转化率的强化 

4.1  引言 

农作物秸秆除了可以作为生物能源及生物基化学品生产的原料，还有一项重要的产

业化应用，即用作反刍动物饲料。木质纤维素生物质的致密结构诸如半纤维素的缠绕、

木质素的包裹及纤维素的结晶与聚合，降低了瘤胃微生物对木质纤维素的水解发酵速率，

进而减缓了可挥发性脂肪酸（VFA）对反刍动物的能量供给 [147-149]，制约了其直接喂养

反刍动物的饲料利用率。 
为了克服木质纤维素生物质的拮抗性，提高其作为反刍动物饲料的可消化率。研究

人员进行了许多不同种类的预处理尝试，如蒸汽预处理 [150]、蒸汽爆破预处理 [151]、氨

纤维膨爆预处理 [152]、碱及磨浆预处理 [153]、真菌生物预处理 [154]等。虽然这些预处理方

式与生物炼制糖平台的预处理非常相似，其目的都是打破木质纤维素的致密结构，便于

酶水解和糖化，但预处理强度有很大的不同。饲料加工过程的预处理强度不宜过强，因

为瘤胃中水解及发酵方式不同于发酵罐中，某些瘤胃微生物可以在位生产纤维素酶进行

水解，同时其他微生物将糖转化为 VFA 随即被动物所吸收，这种糖化发酵方式可以直

接有效的降解原始秸秆，因此温和的预处理即可达到提高秸秆消化率的目的；同时，温

和的预处理可以避免秸秆中较多的干物质损失，并且避免产生较多的过度降解产物如糠

醛、5-羟甲基糠醛（HMF）及酚类物质，减少这些物质对瘤胃微生物的毒害作用 [151, 155, 

156]。 
蒸汽处理或汽爆处理可以在高温高压条件下有效的解聚破坏木质纤维素生物质结

构，使木质素达到玻璃化温度后重新分布、乙酰基断裂为乙酸并催化半纤维素水解为寡

糖及单糖，因此可以有效增加纤维素的可接近性，提高纤维素及半纤维素在瘤胃中的可

消化性。蒸汽及蒸汽爆破预处理加工的农作物秸秆饲料，在体外发酵产气实验、体内瘤

胃消化实验及动物饲喂实验中均可得到较好的效果 [149-151]，可以作为一种经济可行的秸

秆饲料加工办法用于产业化过程。 
常用于反刍动物饲料的秸秆诸如玉米秸秆及麦秆，往往含有或多或少的水溶性碳水

化合物，其主要成分是葡萄糖、果糖及蔗糖。第三章提到，玉米秸秆中水溶性碳水化合

物的含量一般为 6%[16, 17]。如果玉米秸秆不进行任何处理，直接进行蒸汽处理，很大一

部分水溶性碳水化合物会在高温条件下降解为 HMF[97]，对于反刍动物及养殖场工人具

有毒害作用 [156, 157]，此外，水溶性碳水化合物的降解也造成了一定的可利用碳源的损失。 
与第三章类似，我们首先在蒸汽处理之前对玉米秸秆进行固态发酵，将其中的水溶

性碳水化合物转化为乳酸，之后将含有乳酸的玉米秸秆进行蒸汽处理，并且与不进行固

态发酵的玉米秸秆蒸汽处理物料做对比，通过组分分析及酶水解转化率测试，推测两种

饲料生产工艺的优劣。 
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4.2  材料与方法 

4.2.1  木质纤维素原料与酶制剂 
玉米秸秆于 2016 年秋季收获于内蒙古通辽市，原料处理及储存方法同 3.2.1。该批

次玉米秸秆的纤维素含量为 32.4%，木聚糖含量为 22.4%，阿拉伯聚糖含量 2.8%，木质

素含量为 20.8%，灰分含量为 6.2%，水溶性葡萄糖及果糖含量分别为 24.8 mg/g 干物料

及 32.0 mg/g 干物料，上述组分的测定方法同 3.2.1。由于其他水溶性碳水化合物在玉米

秸秆中含量很低，故忽略不计。该批次的玉米秸秆与第三章提及的玉米秸秆产地及收获

年份均相同，然而由于晾晒及储存时间的差异性，其纤维素及水溶性葡萄糖、果糖含量

有所差异。 
纤维素酶 Cellic CTec 2 与糖化酶 GA-L NEW 来源及酶活同 2.2.1。 

4.2.2  菌种与培养 
乳酸发酵菌株 Pediococcus acidilactici TY112 的培养基与培养方法见 3.2.2。 

4.2.3  乳酸固态发酵 
将 1%（w/w）接种量（基于湿玉米秸秆物料）的 P. acidilactici TY112 培养液与一

定量的去离子水混匀，泼洒到玉米秸秆物料上，调整秸秆的固液比为 2:1，拌匀后将 15 kg
的湿物料放入大塑料袋中，挤压出空气密封保存，进行乳酸厌氧固态发酵，25 oC 条件

下发酵 7 天，该步骤与第三章的固态发酵办法一致。取出的样品加入去离子水稀释至固

液比 1:20 左右，置于摇床 30 oC 震荡浸提 1 h，测定其 pH，之后 11167×g 离心 5 min，
上清液用于乳酸及残糖测定。 
4.2.4  蒸汽处理 

固态发酵后的秸秆与原始秸秆（对照组）进行蒸汽处理以破坏木质纤维素结构。反

应器与第二、三章相同，但不加入硫酸，只通入蒸汽，具体方法如下：将 1200g 木质纤

维素原料（干重）加入 20 L 的预处理反应器中，固液比为 2:1，即固态发酵后的含乳酸

的秸秆直接加入反应器，而原始秸秆加入反应器后需加入一定量的水调节固液比。预处

理反应器中内置螺带搅拌桨，转速 50 rpm，搅拌 3 min 使得反应器内固体与液体混合均

匀，之后从反应器底部通入蒸汽进行加热，初始蒸汽压力为 1.6 MPa，201 oC。预处理

过程反应温度为 120 oC~180 oC，停留时间为 5 min，温度通过注入蒸汽来控制。反应完

毕后排出蒸汽，泄压后放出物料，蒸汽处理后的秸秆饲料固含量大于 50%（w/w），以

固态形式存在，没有产生游离废水。 
4.2.5  组分测定及酶水解评价 

纤维素、半纤维素、寡聚葡萄糖、寡聚木糖及灰分含量测定方法同 2.2.7。 
预处理前后秸秆的酶水解评价实验具体操作与第二、三章略有不同，为了模拟瘤胃

中的温度及 pH，选择 39 oC 与 pH 6.0 进行纤维素酶水解实验。具体方法如下：称取 0.5 
g 干重的秸秆，加入 10 mL 去离子水，用 5 M NaOH 溶液调节体系 pH 至 6.0，加入 80 μL
四环素溶液（10 mg/mL 溶于 70%乙醇溶液），加入 60 μL 放线菌酮溶液（10 mg/mL 溶

于去离子水），加入纤维素酶 20 FPU/g 干物料（DM），相当于 26 mg 酶蛋白/g 纤维素，
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并补入 0.1 M pH 6.0 的柠檬酸缓冲液至总体积 20 mL。置于水浴摇床中，控制 39 oC，150 
rpm，48 h 后取样测定其中的葡萄糖浓度。试验进行两组平行，取平均值作为最终数据。

纤维素水解得率的计算方法同 2.2.7。 
4.2.6  检测方法 

葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、乳酸、乙酸、糠醛、HMF 等可溶性组分含量使用 HPLC
测得，方法同 2.2.8。 

酚类物质（香草醛、丁香醛、4-羟基苯甲醛）的测定使用 HPLC 测得，泵型号为

LC-20AT，检测器为紫外检测器 UV/VIS detector SPD-20A，色谱柱型号 YMC-Pack 
ODS-A，柱温维持 35 oC，流速 1.0 mL/min，检测波长 270 nm，梯度洗脱方法：流动相

由洗脱液 A（0.1%（w/w）甲酸溶液，溶于超纯水），与洗脱液 B（100%乙腈）组成，

初始流入 10%洗脱液 B，4 min 内提升至 35%洗脱液 B，维持 1 min，然后 15 min 内从

35%洗脱液 B 下降至 10%洗脱液 B，维持 10 min。 

4.3  结果与讨论 

4.3.1  玉米秸秆中水溶性糖在蒸汽处理过程的转化利用 
经测定，水溶性葡萄糖及果糖共占据本批次原始玉米秸秆干重的 5.7%（w/w）。我

们首先将原始秸秆直接在不同的温度条件（120 oC、140 oC、160 oC、180 oC）下进行蒸

汽处理，时间为 5 min，评估水溶性糖降解的比例及 HMF 的产生量。结果发现（图 4.1），
水溶性糖的降解随着温度的提高而增多，在 120 oC 及 140 oC 的较低蒸汽处理温度下，

水溶性糖的降解较少；而在 160 oC 处理时，有 22.2%的葡萄糖及 22.6%的果糖被降解；

而当处理温度提高至 180 oC 时，38.3%的葡萄糖及 44.8%的果糖被降解。较低温度处理

下（小于 160 oC），木聚糖及阿拉伯聚糖的移除率很低，处理效果较差；而在较高温度

下，水溶性葡萄糖及果糖的降解带来了资源浪费。我们在接下来的实验中尝试将水溶性

糖在蒸汽处理前转化为耐热性较强的乳酸，避免其降解，而乳酸也是反刍动物可以直接

吸收作为能量的有机酸之一 [158, 159]。 
与上一章的方法类似，通过在秸秆的储存工段实施经济有效的乳酸固态发酵，实现

了水溶性糖向乳酸的生物转化。该批次玉米秸秆中葡萄糖转化了 37%，从 24.8 mg/g 干

物料降低到 15.5 mg/g 干物料；而果糖转化了 79%，从 32.0 mg/g 干物料下降到 6.7 mg/g
干物料；最终转化生成了 25.7 mg/g 乳酸及 6.6 mg/g 乙酸（图 4.2）。除乳酸外，副产物

乙酸同样可以被反刍动物作为能量来源直接吸收 [150]，由于乳酸及乙酸在高温预处理条

件下均比较稳定，因此水溶性糖在预处理前的转化可以有效的提高秸秆饲料在蒸汽处理

过程的能量回收率。 
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图 4.1  蒸汽处理后的玉米秸秆的聚糖、寡糖及单糖含量 
Fig. 4.1  Polysaccharide, oligosaccharide and monosaccharide of steam treated corn stover 

（a）聚糖；（b）寡糖；（c）单糖。原始玉米秸秆与含乳酸的玉米秸秆在不同温度下（120 oC、140 oC、
160 oC、180 oC）蒸汽处理 5 min。Ori，未经过蒸汽处理的原始玉米秸秆及含乳酸的玉米秸秆；CS，
玉米秸秆。  
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图 4.2  蒸汽处理后的玉米秸秆的酸类及 HMF 含量 
Fig. 4.2  Acids and HMF of steam treated corn stover 

原始玉米秸秆与含乳酸的玉米秸秆在不同温度下（120 oC、140 oC、160 oC、180 oC）蒸汽处理 5 min。
Ori，未经过蒸汽处理的原始玉米秸秆及含乳酸的玉米秸秆；CS，玉米秸秆。 

表 4.1  蒸汽处理后玉米秸秆的糠醛、酚类含量及 pH 
Table 4.1  Furfural, phenolic compounds and pH of steam treated corn stover 

Pretreatment conditions Furfural 
(mg/g DM) 

4-hydroxyb
enzaldehyd
e (mg/g 
DM) 

Vanillin 
(mg/g DM) 

Syringaldeh
yde 
(mg/g DM) 

pH 

(A) Steam treatment 
Raw corn stover 0.00±0.00 0.03±0.00 0.03±0.00 0.12±0.01 6.23±0.03 
120 oC 0.00±0.00 0.03±0.00 0.03±0.00 0.13±0.01 5.87±0.01 
140 oC 0.00±0.00 0.04±0.01 0.06±0.02 0.15±0.00 5.71±0.01 
160 oC 0.00±0.00 0.07±0.00 0.07±0.00 0.17±0.01 5.76±0.00 
180 oC 0.37±0.01 0.31±0.04 0.28±0.02 0.41±0.04 5.05±0.00 
(B) Endogenous lactic acid assisted pretreatment 
Lactic acid containing corn stover 0.00±0.00 0.02±0.00 0.03±0.00 0.09±0.01 4.27±0.01 
120 oC 0.00±0.00 0.04±0.01 0.04±0.00 0.09±0.00 4.30±0.01 
140 oC 0.00±0.00 0.07±0.01 0.05±0.01 0.12±0.01 4.30±0.00 
160 oC 0.08±0.00 0.10±0.01 0.11±0.01 0.19±0.02 4.32±0.01 
180 oC 0.41±0.02 0.35±0.03 0.34±0.03 0.44±0.02 4.19±0.01 
原始玉米秸秆与含乳酸的玉米秸秆在不同温度下（120 oC、140 oC、160 oC、180 oC）蒸汽处理 5 min。  
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而从 HMF 的产生来看，温度 120 oC 时，无 HMF 产生；在温度为 140-180 oC 范围

内，含乳酸的秸秆相比较于原始秸秆而言，HMF 的产生下降了 24.2-50.0%（图 4.2）。
而两者在相同处理温度下，糠醛及酚类抑制物的含量基本一致（表 4.1）。由于 HMF 对

瘤胃微生物有一定的抑制作用，其含量的降低对于饲料加工而言是有利的。实验结果充

分说明，通过在蒸汽处理之前的原料储存工段实施固态发酵将水溶性糖转化为耐热的乳

酸，可以有效减少水溶性糖在蒸汽处理环节的浪费，提高能量利用效率，同时降低有毒

且易挥发的 HMF 的产生。 

4.3.2  蒸汽处理玉米秸秆水解转化率的提高 
限于目前实验条件，只能先通过组分分析及酶水解得率判断内源乳酸催化蒸汽处理

后的玉米秸秆的可消化率，后续再通过体外产气发酵实验及体内消化实验进一步验证，

如图 4.1，对照组即为原始秸秆在不同温度下（120 oC、140 oC、160 oC、180 oC）进行

蒸汽处理后的组分含量。与一般的蒸汽处理相同，原料的木聚糖及阿拉伯聚糖随着温度

的提高逐渐水解为相应的寡糖及单糖，乙酸的产生也逐渐增多，这意味着木质纤维素的

逐渐解聚。 
而将原始玉米秸秆进行乳酸固态发酵后，大部分水溶性糖转化为了乳酸及副产物乙

酸，这导致了原料 pH 的下降，从原始秸秆的 6.23 下降到 4.27（表 4.1）。这些酸理论上

会在蒸汽处理过程催化半纤维素的水解，因此我们推测这些内源酸催化剂的产生会协助

提高蒸汽处理效率。结果如图 3.1，在同样的蒸汽处理温度下，尤其是在较高的温度下，

有内源乳酸催化剂的实验组半纤维素的水解移除率明显提高，相应的寡糖及单糖的产生

也明显升高。在 180 oC 时，木聚糖移除率从 9.6%提高到 28.8%，而阿拉伯聚糖移除率

从 37.2%提高到 69.6%。简而言之，2.57%（w/w）的内源乳酸及一定的内源乙酸催化剂

可以有效的提高蒸汽处理过程半纤维素的移除率，进而更好的破坏木质纤维素生物质的

致密结构，便于后续瘤胃微生物的水解与发酵；与此同时，半纤维素聚糖组分的水解产

物为寡糖和单糖，可以更容易的被瘤胃微生物利用。 
在上述的蒸汽处理温度下，纤维素可以在预处理过程维持稳定。我们接下来采用纤

维素酶水解转化率来评估纤维素的可接近性，推测其在瘤胃中的可消化率，这是因为体

外产气实验的消化率与纤维素酶水解转化率呈线性关系 [152]。酶水解选用牛瘤胃的常见

pH 6.0 及温度 39 oC，水解时间选择牛胃中食物的一般停留时间 48 h。结果如图 4.3。对

于原始秸秆而言，随预处理温度的提高，其纤维素转化率显著提高，从 23.8%（未经预

处理的原始秸秆）逐渐提高到 48.1%（180 oC 蒸汽处理 5 min 的原始秸秆）。而在每个处

理温度下，我们比对了进行水溶性糖转化的玉米秸秆与原始玉米秸秆蒸汽处理后纤维素

水解得率的差异。结果发现，在 140 oC ~180 oC 的范围内，蒸汽处理的含乳酸秸秆的纤

维素酶水解得率较之相同温度蒸汽处理的原始秸秆的水解得率提高了 5.4 ~16.6%，这说

明了内源产生的乳酸的催化作用提高了纤维素的可接近性，有利于纤维素酶对于纤维素

的水解，而在反刍动物瘤胃中，微生物产生的纤维素酶预计同样会更容易水解这种内源

乳酸催化的蒸汽处理的秸秆。在之后的实验中，我们还需要进行体外产气实验、体内消
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化实验以及动物饲喂实验来进一步验证该饲料生产工艺的优越性。 

 

图 4.3  蒸汽处理的玉米秸秆的纤维素酶水解得率 
Fig. 4.3  Cellulose enzymatic hydrolysis yield of steam treated corn stover 

酶解条件：2.5%固含量，酶用量 26 mg 酶蛋白/g 纤维素，39 oC，pH 6.0，150 rpm 处理 48 h。CS，
玉米秸秆。 

4.4  本章小结 

以玉米秸秆为代表的粮食作物废弃物，在反刍动物饲料行业有着重要的应用。然而

木质纤维素生物质的致密结构限制了秸秆的可消化率，秸秆可消化率的提高有利于为反

刍动物提供更多的能量，进而提高秸秆饲料的资源利用率。目前蒸汽处理已经被证实可

以有效的增加纤维素的可接近性，提高纤维素及半纤维素在瘤胃中的可消化性，可以作

为一种经济可行的秸秆饲料加工办法用于产业化过程。 
而本章节在传统蒸汽处理的基础上，在蒸汽处理前的原料储存工段进行水溶性糖向

乳酸的固态发酵生物转化，之后再进行同样条件的蒸汽处理。该工艺具备如下优点：（1）
内源乳酸催化的蒸汽处理过程将半纤维素更多的水解为寡糖与单糖，同时增加了纤维素

的可接近性，提高了后续纤维素的酶水解转化率，有利于反刍动物对于饲料的消化及利

用；（2）降低了有毒且易挥发的 HMF 生成量，减小了其对于反刍动物及饲养员的健康

危害；（3）固态发酵过程将易被高温降解的水溶性糖转化为耐温性较强的乳酸及副产物

乙酸，这些酸可以被反刍动物转化利用，增加了原料的能量利用率。本章在饲料生产方

向为转化利用水溶性碳水化合物提出了重要的工艺选项。  
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第 5 章  木质纤维素生物质中 B 族维生素组分对 L-乳酸发酵的促进 

5.1  引言 

农作物秸秆作为一种可再生的农业废弃物，被广泛的应用于生物能源及生物基化学

品的生产研究 [24]。生物炼制糖平台的秸秆加工技术主要包括以下几个环节：预处理、

脱毒、水解糖化及发酵 [3-6, 24]，而相应的研究重点往往放在几个环节的技术突破上：（1）
对于预处理环节，不管采用何种预处理技术，其最终目的都是最大可能的增加纤维素的

可接近性，提高后续酶水解得率，在此基础上提高预处理环节纤维素及半纤维素及其相

应糖的回收率，并减少抑制物的生成。而对于工程性研究，往往比较不同预处理方式的

能耗、水耗与技术经济可行性 [3-6, 24, 26, 27, 70]。（2）对于脱毒环节，研究人员一方面关注

脱毒方法，尽可能的移除预处理后物料中的抑制物 [45-59, 76-81]；另一方面对菌株进行代谢

工程改造，提高发酵菌株的抑制物耐受性 [66]。（3）对于糖化环节，主要是筛选高效生

产纤维素酶的菌株，采用基因工程、蛋白工程等手段降低纤维素酶的生产成本 [160]；另

一方面在工程角度，设计相应的糖化反应器以提高糖化固含量，获得较高的糖浓度 [69]。

（4）对于发酵环节，主要是对发酵菌株进行改造，使其能够共发酵葡萄糖及其他半纤

维素水解得到的糖 [62, 63]。 
上面提到的四个环节的技术攻关，重点均在于突破木质纤维素生物质在生物炼制糖

平台加工环节中的诸多劣势，以期获得与淀粉生物质原料相似的发酵效果。而迄今为止

很少有研究关注过木质纤维素生物质中的微量组分（如维生素及微营养）在生物炼制发

酵过程中产生的优势，这是因为在绝大部分生物炼制加工工艺中，这些水溶性组分往往

被大量的游离水从木质纤维素生物质中移除。以传统的稀酸预处理为例，其固含量往往

为 5%-20%（w/w），预处理后的物料固液分离后，维生素往往从木质纤维素生物质中进

入预处理液 [26-28]；而在稀碱预处理、离子液体预处理及有机溶剂预处理后，脱毒过程产

生的大量废水会移除这些水溶性维生素 [26, 27, 45, 47]。 
在本实验室自主开发的干法生物炼制技术中，不会产生预处理液及脱毒废水，因此

制备的秸秆水解液中含有丰富的 B 族维生素组分 [19]。本课题组的 Wen 等人发现，干法

生物炼制技术生产的玉米秸秆水解液中存在的大量生物素抑制了谷氨酸的分泌 [19]，而

目前还没有对这些维生素组分对于发酵过程的促进及其他利用方式进行研究，本章与第

六章将对秸秆中维生素 B 的发酵促进应用及提取利用展开研究。 
B 族维生素是在植株细胞生长代谢中所合成的，是植物生理代谢必须的组分 [161]。

在秸秆晾晒及收获后，大量的 B 族维生素组分可以得到保留，从而进入生物炼制加工环

节。在无水洗除尘、无预处理液体流出、无脱毒废液流出的加工工艺下（如本课题组的

干法生物炼制技术），一部分 B 族维生素组分在预处理过程被高温降解，另一部分未被

降解的 B 族维生素组分则完全保留在水解液中。本章的研究思路是充分利用玉米秸秆水

解液中保留的 B 族维生素组分，使其促进生物基化学品的发酵过程，进而降低昂贵的外
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源维生素的添加。 
本章选用了 L-乳酸发酵过程展开研究，L-乳酸是生物可降解材料聚乳酸（PLA）的

单体 [141, 142]。一般的乳酸发酵过程对于营养的需求量比较大，对于 B 族维生素组分的需

求量也很大 [62, 143, 162]，这是因为大部分乳酸菌是许多维生素及氨基酸的营养缺陷型菌

株 [162-167]，因此乳酸发酵过程往往需要添加含有酵母粉的 MRS 培养基。本实验希望充

分利用玉米秸秆水解液中保留的 B 族维生素组分，减少外源维生素的添加，从而降低

L-乳酸的生产成本。菌株选择可以同步利用木糖的工程菌 Pediococcus acidilactici ZY271，
首先在合成培养基中探究其生长及发酵过程对于 B 族维生素组分的需求；接着在玉米秸

秆水解液中探究其中含有的维生素是否对 L-乳酸发酵有一定的促进；最后对水解液中缺

乏的维生素进行补加，以期获得较高的 L-乳酸生产速率及发酵得率。 

5.2  材料与方法 

5.2.1  木质纤维素原料与酶制剂 
玉米秸秆于 2016 年秋季收获于内蒙古通辽市，原料处理及储存方法同 3.2.1。该批

次原料的纤维素含量为 31.2%，木聚糖含量为 22.3%，木质素含量为 20.8%，灰分含量

为 6.2%，测定方法同 3.2.1。纤维素酶 Cellic CTec 2 与糖化酶 GA-L NEW 来源及酶活同

2.2.1。 
5.2.2  菌种与培养 

乳酸发酵菌株Pediococcus acidilactici ZY271的来源、种子培养基及培养方法同3.2.2。 
5.2.3  干法生物炼制技术制备玉米秸秆水解液 

原始玉米秸秆不经过水洗除尘，直接进行干酸预处理及生物脱毒，具体方法同 2.2.3，
过程没有任何游离水流出。之后在 5 L 生物反应器中对预处理并脱毒的玉米秸秆进行水

解糖化，固含量为 15%（w/w），酶用量为 4 mg 蛋白/g 干物料，50 oC，pH 4.8，150 rpm
糖化 48 h。醪液 11167×g 离心 10 min，上清液 115 oC 灭菌 20 min 后无菌过滤备用。 
5.2.4  L-乳酸发酵 

乳酸片球菌在合成培养基中的 B 族维生素组分需求测试采用如下合成培养基：55 
g/L 葡萄糖，17 g/L 木糖，2 g/L 柠檬酸氢二铵，5 g/L 无水乙酸钠，0.3 g/L MgSO4，2 g/L 
K2HPO4，0.23 g/L MnSO4，而复合营养组分则通过复配氨基酸、核苷酸与维生素来实现，

其中维生素 B 的含量根据 Klotz 等人对酵母粉中 B 族维生素组分的分析进行复配 [162]。

复合营养组分如下：（1）氨基酸：甘氨酸、丙氨酸、天冬氨酸、天冬酰胺、苏氨酸、丝

氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、赖氨酸、组氨酸、精氨酸、甲硫氨酸、谷氨酸、谷

氨酰胺、苯丙氨酸、酪氨酸、色氨酸、半胱氨酸和脯氨酸分别添加 250 mg/L；（2）核苷

酸：114.2 μg/L of 盐酸鸟嘌呤，143.1 μg/L 硫酸腺嘌呤；（3）B 族维生素：1070 μg/L 盐

酸硫胺素（维生素 B1），495 μg/L 核黄素（维生素 B2），9840 μg/L 烟酸（维生素 B3），

2370 μg/L 泛酸钙（维生素 B5），939 μg/L 盐酸吡哆醇（维生素 B6），18.3 μg/L 生物素（维

生素 B7），585 μg/L 叶酸（维生素 B9）和 58.4 μg/L 肌醇。将 P. acidilactici ZY271 种子
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液接入含有 20 mL 上述合成培养基的 100 mL 摇瓶中，并在合成培养基中逐个减少 B 族

维生素组分的添加，以探究 P. acidilactici ZY271 生长及发酵过程对于 B 族维生素组分的

需求。 
乳酸片球菌在玉米秸秆水解液中的 B 族维生素组分需求测试步骤如下：将 P. 

acidilactici ZY271 种子液接入含有 20 mL 玉米秸秆水解液的 100 mL 摇瓶中，水解液中

补入 2 g/L 柠檬酸氢二铵，0.23 g/L MnSO4，与上述氨基酸、核苷酸与 B 族维生素组分，

并逐个减少加入的 B 族维生素组分。 
补加特定 B 族维生素组分的发酵实验在装有 1 L 玉米秸秆水解液的 3 L 生物反应器

中进行，水解液中补入 2 g/L 柠檬酸氢二铵、0.23 g/L MnSO4、上述氨基酸及核苷酸。B
族维生素组分的补入见 5.3.3 节。 

上述三种发酵过程均在 42 oC，150 rpm 进行，加入 36 g/L CaCO3用于中和生成的乳

酸以维持 pH 稳定，此外，接种后加入 1%（v/v）糖化酶防止菌体絮凝。试验均进行两

组平行，取平均值作为最终数据。 
5.2.5  组分测定及检测方法 

玉米秸秆组分测定同 2.2.7，葡萄糖、木糖、乳酸等组分分析同 2.2.8。水解液中的

B族维生素组分测定在上海市动植物检验检疫中心完成，硫胺素通过荧光法测得 [168, 169]，

核黄素和叶酸通过缺陷型菌株 Lactobacillus casei ATCC 7469 的生长量测得 [169-171]，烟

酸、泛酸及生物素通过缺陷型菌株 Lactobacillus plantarum ATCC 8014 的生长量测得 [19, 

172, 173]，吡哆醇通过缺陷型菌株 Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080 的生长量测

得 [169]。 

5.3  结果与讨论 

5.3.1  影响乳酸片球菌 L-乳酸生产的关键 B 族维生素组分 
为了探究水解液中的 B 族维生素组分是否促进乳酸片球菌 P. acidilactici ZY271 的

L-乳酸发酵，是否可以进一步降低 L-乳酸发酵过程中外源维生素的添加，首先需要测试

该菌株对于 B 族维生素组分的需求。因此，我们在自行配置的合成培养基中逐个减少维

生素 B，以期找到对 L-乳酸生产影响最大的几种维生素。其中，合成培养基中的 B 族维

生素组分添加量采用 Klotz 等人对 10 g/L 酵母粉中维生素 B 含量的测定值 [162]。 
如图 5.1 所示，在发酵 72 h 后，完全添加 B 族维生素组分的条件下获得的 L-乳酸浓

度为 54.6 g/L；而完全不添加任何 B 族维生素组分（仅依赖 10%接种量的种子液引入 B
族维生素）的条件下 L-乳酸浓度仅仅为 24.0 g/L。对于缺乏单个 B 族维生素组分的实验

组而言，缺乏维生素 B1、B6、B7、B9及肌醇相较于全部添加 B 族维生素组分对于最终

的 L-乳酸发酵指标并没有产生明显的影响（53.2 g/L、50.5 g/L、51.8 g/L、50.4 g/L、52.2 
g/L），其原因或许在于该乳酸菌对于这些维生素的需求量较低，或者合成这些维生素的

速率较快，添加量较少不会对 L-乳酸发酵产生过多的不利影响。而在缺乏维生素 B2、

B3、B5的实验组中，乳酸发酵速率及乳酸终浓度明显降低，最终浓度仅仅为 40.3 g/L，
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43.2 g/L 与 36.1 g/L，推测该菌株或许是这三种维生素的营养缺陷型菌株，或者该菌株合

成这些维生素的速率较慢而生长及发酵过程需求量较大。本实验充分表明维生素 B2、

B3与 B5是影响 L-乳酸生产的重要 B 族维生素组分，其缺乏会严重抑制乳酸生产速率及

得率。 

 
图 5.1  单一维生素 B 缺失对合成培养基中 L-乳酸发酵的影响 

Fig. 5.1  Effect of single vitamin B components deficiency on P. acidilactici ZY271 in synthetic medium 

该现象与许多先前的研究结果类似，维生素 B2、B3、B5在许多乳酸菌（如乳酸片

球菌、乳酸杆菌、芽孢杆菌）的乳酸发酵过程中发挥着重要的作用。维生素 B5是乙酰

辅酶 A（CoA）及酰基载体蛋白（ACP）的组成部分，是蛋白合成和脂肪酸合成所必须

的维生素 [174]；而维生素 B2与 B3分别是辅酶 FAD 及 NAD 的前体物质，其中，NADH
是乳酸脱氢酶的辅酶，直接影响乳酸的生成 [175]。 

5.3.2  玉米秸秆水解液中的 B 族维生素组分对 L-乳酸生产的促进 
接着我们将上述在合成培养基中设计的实验方法应用至玉米秸秆水解液中，比较玉

米秸秆水解液中与合成培养基中 L-乳酸发酵的差异，其中水解液中的葡萄糖及木糖浓度

与合成培养基中一致。如图 5.2，在不添加任何 B 族维生素组分的水解液中，L-乳酸浓

度在发酵 48 h 后即可达到 51.7 g/L，该乳酸浓度远高于同等条件下合成培养基发酵 72 h
的乳酸浓度（24.0 g/L），该现象说明玉米秸秆水解液中丰富的 B 族维生素组分可以有

效的促进 L-乳酸发酵。而在完全添加所有 B 族维生素组分的水解液中，乳酸浓度在 24 h
即可达到最高，生产速率远高于合成培养基中同等条件下的乳酸发酵过程。该现象意味

着水解液中或许存在某些除氨基酸、核苷酸、盐离子及 B 族维生素外其他可以有效促进

L-乳酸发酵的营养组分，未来在生物炼制糖平台研究中，需要继续挖掘这些木质纤维素

生物质中含有的可以促进发酵的营养物质。 
而对于水解液中缺失单个 B 族维生素组分的实验组而言，由于维生素 B1、B6、B7、

B9及肌醇的缺乏对于乳酸发酵的影响较小，在水解液中不加入这些维生素也没有明显降

低乳酸生产速率及终浓度。而若在水解液中不添加关键维生素 B2、B3与 B5，产生的消

极影响也没有在合成培养基中明显：不添加维生素 B2相比于完全添加 B 族维生素组分
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没有对乳酸发酵产生明显的不利效果（56.2 g/L vs. 57.0 g/L）；而缺乏维生素 B3仅导致发

酵前期生产速率略微下降；缺乏维生素 B5会导致发酵过程生产速率明显下降，且乳酸

终浓度有所下降（53.7 g/L）。 

 
图 5.2  单一维生素 B 缺失对玉米秸秆水解液中 L-乳酸发酵的影响 

Fig. 5.2  Effect of single vitamin B components deficiency on P. acidilactici ZY271 in corn stover 
hydrolysate 

我们进一步测试了玉米秸秆水解液中的 B 族维生素组分的含量（表 5.2），结果发现，

水解液中核黄素（B2）的含量远高于合成培养基中模拟 10 g/L 酵母粉所提供的量，因此

图 5.2 中核黄素的缺失对于乳酸发酵没有产生不利影响。水解液中烟酸（B3）含量（738 
μg/L）约为合成培养基（9840 μg/L）的十三分之一，但也能供给乳酸发酵的部分需求，

仅生产速率略低于完全补加 B 族维生素组分的组。然而，水解液中泛酸（B5）含量极低，

仅为 30 μg/L，远远低于合成培养基（2170 μg/L），因此不能满足乳酸发酵的需求，不添

加泛酸的实验组乳酸生产速率明显低于完全补加维生素 B 的组，因此在高效纤维素乳酸

发酵的过程中，仍然需要外源补加泛酸。特别的是，水解液中生物素（B7）的含量也远

远高于合成培养基，尽管该菌株的乳酸发酵过程对生物素的需求量不大，但玉米秸秆水

解液的这一优势或许会在未来其他生物基化学品发酵过程体现出来，减少生物素的外源

添加需求。  
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表 5.1  合成培养基与玉米秸秆水解液中的 B 族维生素组分含量比较 
Table 5.1  Comparison of vitamin B content in synthetic medium and corn stover hydrolysate 

Components Control (μg/L) Corn stover hydrolysate (μg/L) 

Thiamine (VB1) 954 265 

Riboflavin (VB2) 495 1,420 

Niacin (VB3) 9,840 738 

Pantothenate (VB5) 2,170 30 

Pyridoxine (VB6) 772 63 

Biotin (VB7) 18 59 

Folic acid (VB9) 583 4 

Control，对照组，常用的简化的 MRS 培养基含有 10 g/L 酵母粉，而酵母粉的 B 族维生素组分含量

参考 Klotz 等人的测定 [162]。 

5.3.3  通过补加特定种类的 B 族维生素组分促进 L-乳酸发酵 
上一节的实验结果指出，玉米秸秆水解液中丰富的核黄素（B2）完全弥补了乳酸发

酵的需求，而泛酸（B5）及烟酸（B3）则不能完全满足高效乳酸发酵的需求，与完全补

加 B 族维生素组分的条件相比乳酸发酵速率略慢；而该菌株的乳酸发酵过程对于其他几

种 B 族维生素组分（B1、B6、B7、B9及肌醇）需求量也不高，因此我们尝试向玉米秸

秆水解液中补加 2140 μg/L 泛酸（B5）及 9102 μg/L 烟酸（B3），探究是否可以达到与完

全补加 B 族维生素组分的条件获得一致的乳酸得率及生产速率。该实验在 3 L 发酵罐中

进行，放大实验体系有利于获得更为准确的实验结果。 
如图 5.3，在 48 h 发酵结束后，不补加任何维生素 B 的空白对照组乳酸浓度达到 51.9 

g/L，低于补加所有 B 族维生素组分的组（60.0 g/L）。而在空白对照组的基础上，单独

补加泛酸可以显著提高乳酸生产速率和最终浓度，终浓度达到 58.2 g/L；单独补加烟酸

的终浓度则达到 56.4 g/L；进一步补加这两种维生素，乳酸生产速率和最终浓度与补加

所有 B 族维生素组分基本一致。实验结果说明，充分利用玉米秸秆水解液中现有的维生

素，仅向水解液中补加特定的 B 族维生素组分，可以有效的提高 L-乳酸发酵效率，降低

发酵成本。未来可以在生物炼制糖平台中充分利用木质纤维素生物质含有的维生素，降

低外源维生素的添加成本，在工业化过程以较低的成本实现生物基化学品的高效生产。 
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图 5.3  补加维生素 B 对玉米秸秆水解液中 L-乳酸发酵的影响 

Fig. 5.3  Effect of vitamin B addition on lactic acid production using P. acidilactici ZY271 in corn stover 
hydrolysate 

Blank，完全不对玉米秸秆水解液补入外源的 B 族维生素组分；Full，按 5.2.4 补入全部 B 族维生素

组分；VB3，仅补入维生素 B3；VB5，仅补入维生素 B5；VB3+VB5，补入维生素 B3与 B5。 
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5.4  本章小结 

以玉米秸秆为代表的农业废弃物中含有丰富的 B 族维生素。在不同预处理过程中，

部分 B 族维生素组分会在高温、酸、碱等较高强度的反应中降解，而部分 B 族维生素

组分则得到保留。在无游离废水流出的生物炼制技术如氨纤维膨爆预处理（AFEX）技

术及本课题组开发的干法生物炼制技术中，这些未被降解的维生素会全部保留在秸秆物

料中，进而在糖化环节后溶于水解液中。充分利用这些维生素可以有效发挥木质纤维素

生物质原料的优势，降低木质纤维素生物炼制发酵过程营养添加成本。 
本章以需要大量营养添加的乳酸发酵为例，首先找到了乳酸片球菌在乳酸发酵过程

中所需的几个关键维生素：核黄素（B2）、泛酸（B5）及烟酸（B3）；接着发现玉米秸

秆水解液中所含的 B 族维生素组分可以有效促进乳酸发酵，使其获得比合成培养基中更

快的生产速率；最后在秸秆水解液中补加了含量不足的泛酸（B5）及烟酸（B3），获得

了更快的乳酸生产速率及得率。 
根据本章节的研究思路，未来可以充分利用木质纤维素生物质中的 B 族维生素组分，

对发酵过程补加水解液中不足的 B 族维生素组分，减少过度补加水解液中富含的维生素，

既可以获得高效的生物基化学品发酵效率，又降低了生产成本。而在未来的预处理过程

中，不产生废水的预处理方式不仅有利于降低工业化废水处理成本，而且可以有效的保

留维生素以促进发酵。进一步，未来可以探究不同预处理方式对维生素的降解与保留情

况，甚至可以根据后续发酵菌株所需的维生素组分，选择合适的预处理方式来保留木质

纤维素生物质中相应的维生素，将维生素在预处理过程的保留放在更高的层面展开研究，

而不仅仅考虑预处理后的纤维素水解及抑制物生成，这或许是未来木质纤维素生物炼制

过程中所需要考虑的重要问题。 
本章还推测了水解液中或许含有其他促进乳酸发酵的微营养物质（促进因子），未

来我们需要进一步挖掘这些促进因子，找到木质纤维素生物质原料中除 B 族维生素之外

的促进发酵的因素。  



第 68 页                                                     华东理工大学博士学位论文 

第 6 章  木质纤维素生物质中生物素的微生物提取及其发酵应用 

6.1  引言 

本课题组先前的研究发现玉米秸秆生物质中具备大量的生物素，这些生物素可以在

干法生物炼制过程基本完全保留，并对玉米秸秆水解液中的谷氨酸发酵产生抑制作用 [19]。

第五章我们也同样发现了玉米秸秆水解液中的生物素含量高于 10 g/L 酵母粉添加引入

的生物素的量，但在上一章的乳酸发酵过程中，乳酸片球菌 P. acidilactici ZY271 对于生

物素的需求不大，高浓度的生物素对于发酵也没有产生明显的促进作用。根据查阅文献

及本实验室谷氨酸发酵的经验，我们了解到酵母菌 [176, 177]、植物乳杆菌 [178]及谷氨酸棒

杆菌 [179]等生物素缺陷型菌株具备从外界吸收生物素的特性。根据这一特点，我们希望

能够将秸秆水解液中大量的生物素富集提取出来，制成富含生物素的细胞提取物产品。 
生物素（维生素 B7）是一种常见的羧化酶辅酶，被广泛的添加到不同生物基化学

品的发酵过程中，促进相应发酵过程的生产速率及得率，诸如谷氨酸发酵 [19, 180, 181]，赖

氨酸发酵 [182, 183]，精氨酸发酵 [184]，琥珀酸发酵 [185]，乙醇发酵 [186, 187]及乳酸发酵 [188]

等。生物素可以分为化学合成的生物素及天然生物素两种 [189]。化学合成的生物素是目

前纯生物素产品的主要来源，工业化成本相对较低，但过程会产生生物素的其他手性异

构体，并且合成步骤繁琐，且会多次使用有毒的溶剂及中间体 [190, 191]。天然生物素的最

终来源一方面是植物合成，另一方面是微生物合成。因此，也有研究人员利用可以合成

生物素的微生物利用中间体生物转化生产生物素，然后再进行纯化，但这样的工艺成本

过于昂贵 [189, 192, 193]；而生物素营养缺陷型菌株（例如酿酒酵母）以及动物肝脏或卵中

含有的生物素则是从外界摄取富集而来的 [189]，因此另一种方法是使用色谱柱法从较高

生物素含量的动物肝脏、鸡蛋或酵母中直接纯化生物素，该工艺的成本同样过于昂贵 [194]。

综合以上原因，目前工业化发酵过程往往添加富含生物素的营养添加剂 [19, 183]，例如糖

蜜、玉米浆等，这些产品中的生物素一般来源于植物合成；而实验室规模的发酵往往会

使用酵母粉，其中的生物素为酵母从外界环境中摄取富集而来，该生物素的最终来源依

旧为植物合成 [194]。 
玉米秸秆、麦秆、稻草等农业木质纤维素废弃物中具有远高于相应农作物谷物的生

物素含量 [19]，这些生物素在植物细胞中主要分为结合生物素和游离生物素两种。结合

生物素主要作为羧化酶的辅酶，在植物细胞的脂肪酸合成、氨基酸代谢及糖异生过程发

挥重要作用 [194, 195]；而游离生物素存在于细胞质中，作为生物素的储备存在 [196]。由于

这些代谢活动在植物的叶绿体中比较活跃，因此含有较多叶绿体的玉米叶比玉米秆中的

生物素含量高 [19, 197]。 
本章根据木质纤维素生物质的这一特性，首先比较了玉米叶与玉米秆的生物素含量，

及其在干法生物炼制后的保留，确定了以玉米叶为原料制备水解液。接着又选择了实验

室常用的几株生物素缺陷型菌株（谷氨酸棒杆菌、酿酒酵母及油脂酵母）对玉米叶水解
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液中的生物素进行富集提取。之后以分子生物学手段将生物素转运基因 bioYMN 进行过

表达，进一步提高谷氨酸棒杆菌的生物素提取能力。最后将提取得到的高生物素细胞水

解制备提取物，并将该提取物应用于谷氨酸发酵过程。本章首次提出了从木质纤维素生

物质中使用微生物提取生物素的方法，对木质纤维素生物质的高值利用开辟了一条全新

的道路。 

6.2  材料与方法 

6.2.1  木质纤维素原料与酶制剂 
玉米秸秆于 2016 年秋季使用镰刀收获于山东省潍坊市，而没有使用联合收割机。

收获的玉米秸秆晾干后，首先将玉米叶和玉米秆分成两部分，分别使用锤式粉碎机粉碎，

粉碎机筛网的筛孔直径约为 10 mm，粉碎后的玉米秆与玉米叶分别密封装入塑料收纳袋，

放置在室内待用。该批次玉米叶的纤维素含量为 26.9%、木聚糖含量为 20.0%、木质素

含量为 17.9%、灰分含量为 12.4%。上述的物料组分含量根据 NREL 的方法 LAP-002 及

LAP-005 测得 [128, 129]。纤维素酶 Cellic CTec 2 来源及酶活同 2.2.1。 
6.2.2  菌种、培养基与种子液制备 

如表 6.1，大肠杆菌 E. coli DH 5α 用于质粒构建，37 oC 条件下培养于 Luria-Bertani
（LB）培养基，其含有 10.0 g/L 蛋白胨，10.0 g/L NaCl，5.0 g/L 酵母粉，pH 7。 

Amorphotheca resinae ZN1 用于预处理后玉米叶的脱毒，以制备便于后续微生物生

长的玉米叶水解液，其来源及培养方法见 2.2.2。 
Saccharomyces cerevisiae DQ1[133]与 Saccharomyces cerevisiae XH7[63, 82]两株酿酒酵

母均是生物素缺陷型菌株，用于水解液中生物素的提取，两者的来源、培养基及培养方

法见 2.2.2。 
油脂酵母 Trichosporon cutaneum ACCC 20271[92]也是生物素缺陷型菌株，保存于中

国 农 业 菌 种 保 藏 中 心 （ Agricultural Culture Collection of China, 
ACCC, http://www.accc.org.cn/），培养基为 YPD 培养基（20 g/L 葡萄糖，20 g/L 蛋白胨，

10 g/L 酵母粉），从-80 oC 超低温冰箱取出冻存管后接入装有 20 mL YPD 培养基的 100 
mL 摇瓶中 30 oC，200 rpm 培养 12 h，该培养液作为种子液进行后续的生物素提取。 

谷氨酸棒杆菌 Corynebacterium glutamicum S9114 保藏于中国工业微生物保藏中心

（China Center of Industrial Culture Collection，CICC，http://www.china-cicc.org/），保藏

号为 20935。其培养方法如下：首先从-80 oC 冰箱取出 C. glutamicum S9114 菌株的冻存

管，涂布于 LB 平板上（10.0 g/L 蛋白胨，5.0 g/L NaCl，5.0 g/L 酵母粉，17 g/L 琼脂粉），

30 oC 培养 24-36 h；接着挑取单菌落转入含有 30 mL 预种子培养基（25 g/L 葡萄糖，25 
g/L 玉米浆（CSL），2.5 g/L 尿素，1.5 g/L KH2PO4，0.6 g/L MgSO4，2.0 mg/L MnSO4，

2.0 mg/L FeSO4）的 250 mL 摇瓶中 30 oC，200 rpm 培养 12 h；将 1.5 mL 培养液转接入

含有 30 mL 种子培养基（25 g/L 葡萄糖，5 g/L 玉米浆（CSL），2.5 g/L 尿素，1.5 g/L KH2PO4，

0.6 g/L MgSO4，2.0 mg/L MnSO4，2.0 mg/L FeSO4）的 250 mL 摇瓶中 30 oC，200 rpm

http://www.accc.org.cn/
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培养 8 h，该培养液作为种子液进行后续的生物素提取或用于谷氨酸发酵过程。而对于

卡那霉素抗性菌株的筛选过程，培养基中需加入 50 μg/mL 卡那霉素。 
6.2.3  基因工程操作 

质粒及引物见表 6.1，基因簇 bioYMN 包括 bioY、bioM 与 bioN 基因，分别编码生物

素转运蛋白，ATP 结合酶及跨膜蛋白，通过 PCR 将 bioYMN 基因簇从谷氨酸棒杆菌 C. 
glutamicum S9114 基因组上扩增。质粒 pH36mob 的构建通过合成的强启动子 H36[198]代

替启动子 Trc 而完成，该步骤由上海捷瑞生物科技公司完成。表达质粒 pH36mob-bioYMN
的构建通过将 bioYMN 基因簇在 EcoRI 与 XbaI 位点插入质粒 pH36mob 得来，并且根据

Ruan等人 [199]及 Schaefer等人 [200]的方法，通过电转的方法将表达质粒 pH36mob-bioYMN
导入 C. glutamicum S9114 细胞中，最终获得携带表达质粒的重组菌 C. glutamicum 
pH36mob-bioYMN。 

整合型重组菌的构建首先敲除 CGS9114_RS02700 基因，接着将表达框 H36-bioYMN
整合到 C. glutamicum S9114 基因组中。步骤如下：CGS9114_RS02700 基因的上下游

1,000-bp 片段通过 PCR 扩增，将扩增的 H36-bioYMN 片段与上面两个片段融合，然后插

入自杀质粒 pK18mobsacB 中，使用上海汉恒无缝克隆试剂盒构建整合质粒

pK18mobsacB-ΔCGS9114_RS02700::(H36-bioYMN)。根据 Wang 等人的方法 [201]，该整合

质粒通过电转导入 C. glutamicum S9114，并且通过同源重组的方法以 H36-bioYMN 片段

代替 CGS9114_RS02700 片段。最终通过 PCR 验证并进行测序，成功获得了整合型重组

菌株 C. glutamicum ΔCGS9114_RS02700::(H36-bioYMN)。通过在玉米叶水解液中的长期

驯化（每 12 h 进行转接，接种量 10%（v/v），pH 7.0，培养温度 30 oC，转速 200 rpm），

获得了能在水解液中稳定生长的整合型菌株。上述基因工程具体操作由本实验室李莉同

学完成。 
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表 6.1  菌株、质粒及引物 
Table 6.1  Strains, plasmids and primers 

Strains Characteristics Sources 
Escherichia coli DH5α Host for plasmid construction Lab stock 
Amorphotheca resinae ZN1 Biodetoxification fungus isolated in our lab [76] 
Saccharomyces cerevisiae DQ1 Biotin-deficient [133] 
Saccharomyces cerevisiae XH7 Biotin-deficient [63] 
Trichosporon cutaneum ACCC 20271  Biotin-deficient  [92] 
Corynebacterium glutamicum S9114  Biotin-deficient Purchased from SIIM  
C. glutamicum pH36mob-bioYMN C. glutamicum S9114 harboring bioYMN expression 

plasmid pH36mob-bioYMN 
This study 

C. glutamicum ΔCGS9114_RS02700::(H36-bioYMN) Integration of H36-bioYMN into CGS9114_RS02700 
locus of C. glutamicum S9114 genome 

This study 

Plasmids Characteristics Sources 
pTRCmob Shuttle expression vector, Ptrc promoter, KmR [198] 
pH36mob Expression vector, Ph36 promoter This study  
pH36mob-bioYMN Expression vector containing bioYMN gene cluster This study 
pK18mobsacB Mobilizable vector for integration, KmR, sacB [201] 
pK18mobsacB-ΔCGS9114_RS02700::(H36-bioYMN) Plasmid for integration of the expression cassette 

H36-bioYMN 
This study 

Primers Sequences (5’–3’)  
bioYMN-F GAATTCTTGTTGAACACTGTTCAGGTGTAT  
bioYMN-R TCTAGATTAATCGCCGGCACCA  
H36-bioYMN-F ATTTTTTCTCCCCGTCAACCACCATCAAACAGGA  
H36-bioYMN-R CAACAACTGAAAGGGCTACCGCTTCTGCGTTCTGATTTAATCTGTAT  
CGS9114_RS02700-up-F ACAGCTATGACATGATTACGCGCCGAAAACCTGCTGTCTAT  
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CGS9114_RS02700-up-R GGTGGTTGACGGGGAGAAAAAATG  
CGS9114_RS02700-down-F GCAGAAGCGGTAGCCCTTTCAGTTGT  
CGS9114_RS02700-down-R TTGCATGCCTGCAGGTGGCGAAGCCGAGGAAGACA  
单下划线指的是酶切位点，而双下划线指的是 over-lap PCR 的同源序列。KmR指卡那霉素抗性。
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6.2.4  干法生物炼制技术制备玉米叶水解液 
原始玉米叶不经过水洗除尘，直接进行干酸预处理及生物脱毒，由于玉米叶中灰分

含量较高，预处理所需的硫酸用量调整为 60 mg/g 干物料，具体方法同 2.2.3，过程没有

任何游离水流出。15%（w/w）固含量玉米叶水解液的制备方法同 5.2.3，制备的水解液

中含有 38.1 g/L 葡萄糖，并且没有糠醛及 HMF 存在。 
6.2.5  生物素的微生物提取 

酿酒酵母 S. cerevisiae DQ1、S. cerevisiae XH7 和皮状丝孢酵母 T. cutaneum ACCC 
20271 的种子液按照 10%（v/v）的接种量接入装有 30 mL 水解液的 250 mL 摇瓶中，并

加入 5 g/L (NH4)2SO4补充氮源，分别在种子培养的温度和转速下进行生物素富集吸收

测试。 
谷氨酸棒杆菌 C. glutamicum S9114 及其重组菌，种子液按照 10%（v/v）的接种量

接入装有 30 mL 水解液的 250 mL 摇瓶中，并加入 5 g/L (NH4)2SO4补充氮源，5 M NaOH
调整 pH 至 7.0，在 30 oC，200 rpm 条件下进行生物素富集吸收测试，菌体培养过程中

手动补加 20%（w/w）尿素溶液以维持 pH。生物素提取试验进行两组平行，取平均值作

为最终数据。 
对于上述不同的生物素提取过程，取样后均将细胞悬浮液于 15,000×g 下离心 5 min，

进行上清液与细胞的分离。菌体沉淀用于测定胞内生物素含量及细胞生长量，而上清液

用于测定胞外生物素含量及残糖含量。生物素摄取量（g/L）定义为基于细胞干重的胞

内生物素含量（μg/g dry cell weight, DCW）与培养液中干细胞浓度（g/L）的乘积；细胞

生长量通过分光光度计在 600 nm 波长的吸光值（OD600）获得，而干细胞浓度（g/L）
通过 OD600与 0.45 g/L（通过生长曲线中吸光值与干重关系测得）的乘积获得；生物素

提取得率定义为生物素摄取量（g/L）与初始生物素浓度（g/L）的比值。 
最终细胞提取物的制备过程在 3 L生物反应器（Biotech-3BG-4, Baoxing Co., China）

中进行，温度控制 30 oC，转速为 600 rpm，通气为 1.4 vvm。15%（w/w）固体含量的玉

米叶水解液装液量为 1 L，并加入 5 g/L (NH4)2SO4补充氮源，种子液接种量为 10%（v/v），
生物素提取过程使用 20%（w/v）的氨水溶液维持 pH 7.0。在特定时间将细胞培养液固

液分离，获得的细胞加入 3%（w/w）硫酸溶液调整细胞含量至 10%（w/w），于 121 oC
酸水解 30 min。酸解悬浊液于 15,000×g 离心 5 min，收集上清液作为生物素提取物添

加到需求生物素的发酵过程。 
6.2.6  谷氨酸发酵 

谷氨酸发酵根据 Wen 等人的方法 [19]。简要的说，谷氨酸棒杆菌 C. glutamicum S9114
种子培养同 6.2.2，谷氨酸发酵在 3 L 生物反应器中进行，装液量为 1 L（120 g/L 葡萄糖，

2.5 g/L 尿素，1.5 g/L KH2PO4，0.6 g/L MgSO4，2.0 mg/L MnSO4，2.0 mg/L FeSO4及生

物素提取物）。发酵接种量 10%（v/v），温度 30 oC，通气量 1.4 vvm，发酵过程自动补

加 20%（w/v）的氨水溶液维持体系 pH 7.0，不断调节转速以调整溶氧 10%~40%。 
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6.2.7  组分测定及检测方法 
玉米秸秆组分测定方法同 2.2.7；葡萄糖、糠醛、HMF 等含量测定同 2.2.8；谷氨酸

通过 SBA-90D 生物传感分析仪测得；生物素含量通过微生物法测得，使用的菌株为生

物素缺陷型菌株 Lactobacillus plantarum ATCC 8014[19]。 

6.3  结果与讨论 

6.3.1  原料选择及不同菌株的生物素摄取能力测试 
为了选择较高生物素含量的生物质原料进行水解液制备及后续生物素提取，首先测

定了玉米秸秆不同部位（玉米秆、玉米叶）的生物素含量，同时测试了生物素在干法生

物炼制过程中的保留情况。由图 6.1 可知，玉米叶的生物素含量为 1217.4±31.2 μg/kg 干

物料，是玉米秆（143.9±11.2 μg/kg 干物料）的 8.5 倍，也是未分离的玉米秸秆（371.6±27.1 
μg/kg 干物料）的 3 倍，更是用于工业发酵的玉米（29 μg/kg 干物料）的 42 倍，因此后

续选择玉米叶作为生物素富集提取的原料。 

 
图 6.1  玉米秸秆不同部分的生物素含量及其在干法生物炼制中的保留 

Fig. 6.1  Biotin content in different positions of corn stover and its preservation in dry acid pretreatment 
and biodetoxification (DryPB) technology 

CL，玉米叶。 

如图 6.1，在干法生物炼制过程中，预处理前、预处理后及生物脱毒后的生物素含

量分别为 1217.4±31.2 μg/kg，1149.5±26.2 μg/kg，1132.0±39.1 μg/kg 干物料，说明生物素

基本可以在干法生物炼制后得到保留；另一方面，干酸预处理可以帮助玉米叶中约占 30%
的结合态生物素释放，糖化后进入上清液中。在最终酶解糖化制备的 15%（w/w）固体
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含量的玉米叶水解液中，生物素含量达到 179.2 μg/L，相当于 1015.5 μg/kg 的生物素从

预处理并脱毒的固态物料中释放，得率为 90%左右。上述结果表明，干法生物炼制技术

可以有效的将生物素从木质纤维素生物质中保留并提取至水解液中。 
接下来以玉米叶水解液为底物，使用不同的生物素缺陷型菌株进行生物素富集提取，

比较不同菌株在水解液中的生物素摄取能力。由图 6.2 可知，在接种后 1 h 的较低细胞

量情况下，C. glutamicum S9114 的生物素摄取量达到了 31.0 μg/L，高于 S. cerevisiae DQ1
（6.1 μg/L），S. cerevisiae XH7（7.2 μg/L），及 T. cutaneum ACCC 20271（6.9 μg/L）。在

培养 24 h 后，C. glutamicum S9114 的生物素摄取量达到了 88.1 μg/L，此时的生物素提

取得率为 49.2%，显著高于 S. cerevisiae DQ1（21.4 μg/L，11.9%），S. cerevisiae XH7（14.6 
μg/L，8.1%）与 T. cutaneum ACCC 20271（16.1 μg/L，9.0%）。上述结果表明，谷氨酸

棒杆菌 C. glutamicum 适于在玉米叶水解液中提取生物素。 

 
图 6.2  不同生物素缺陷型菌株在水解液中的生物素摄取能力比较 

Fig. 6.2  Microbial extraction of biotin from corn leaves hydrolysate by biotin auxotrophic strains 
生物素摄取量（μg/L）是胞内生物素浓度（μg/g 干细胞）与干细胞浓度（g/L）的乘积。 
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6.3.2  在谷氨酸棒杆菌中过表达生物素转运基因提高生物素摄取能力 
由于谷氨酸棒杆菌C. glutamicum对于生物素的富集吸收主要通过bioYMN基因簇编

码的生物素转运体蛋白来实现 [179, 202]，因此我们在 C. glutamicum 中过表达该基因以进

一步提高其生物素富集提取能力。通过导入携带有表达框 H36-bioYMN 的质粒构建出重

组菌 C. glutamicum pH36mob-bioYMN；而通过同源重组将表达框整合到谷氨酸棒杆菌

C. glutamicum 基因组上构建出重组菌 C. glutamicum ΔCGS9114_RS02700::(H36-bioYMN)。 
在生物反应器中对两株重组菌及原始菌的生物素摄取能力进行比较。如图 6.3a，携

带表达质粒的重组菌在接种后 6 min 时的生物素摄取量即可达到 150.2 μg/L，提取得率

高达 83.8%，并且可以维持 2 h；之后部分胞内生物素逐渐释放至胞外，导致胞外生物

素含量略有提高（图 6.3b）。而整合型重组菌的生物素摄取能力略高于原始菌株，但由

于 bioYMN 基因拷贝数不如携带表达质粒的重组菌，其生物素摄取能力也不如携带表达

质粒的重组菌。总之，使用携带表达质粒的重组菌 C. glutamicum pH36mob-bioYMN，可

以获得最大的生物素提取得率（83.8%）及最高的胞内生物素含量（303.8 mg/kg 细胞干

重）（图 6.3c）。这一结果相对于原始玉米叶生物质（1.2 mg/kg 干物料）而言，生物素浓

缩了 250 倍。根据先前对于生物素缺陷型菌株 Saccharomyces cerevisiae[177] 及

Lactobacillus plantarum[178]的生物素胞内分布情况的研究报道进行推测，在收获的谷氨

酸棒杆菌细胞中，大部分的生物素以游离态存在，只有少部分作为辅酶结合到酶上。 
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图 6.3  过表达生物素转运基因 bioYMN 对谷氨酸棒杆菌生物素提取的促进 

Fig. 6.3  Overexpression of biotin transporter gene bioYMN in C. glutamicum facilitates biotin uptake 
from corn leaves hydrolysate 

（a）生物素摄取量及细胞生长量；（b）胞外生物素浓度；（c）胞内生物素浓度。Recombinant（Plasmid），
携带质粒的重组菌 C. glutamicum pH36mob-bioYMN；Recombinant（Integrated），整合型重组菌 C. 
glutamicum ΔCGS9114_RS02700::(H36-bioYMN)。  
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总的来说，谷氨酸棒杆菌细胞从玉米叶中富集提取得到的生物素含量（303.8 mg/kg
细胞干重）比常见的发酵营养添加剂高两个数量级，如酵母粉（~2 mg/kg）、糖蜜（~1 mg/kg）
及玉米浆（~0.75 mg/kg）。此外，由于提取过程所需的时间极短（6 min），玉米叶水解

液中的葡萄糖（36 g/L）几乎可以完全保留，并用于其他发酵过程。 

6.3.3  玉米叶中获得的生物素在实际发酵过程的应用 
将收获的谷氨酸棒杆菌细胞进行酸解，获得了高生物素含量的细胞提取物，接下来

我们有必要选择合适的发酵过程来验证从玉米叶中提取得到的生物素的实际应用价值。

由于谷氨酸发酵过程对于生物素含量比较敏感，低生物素含量抑制生物素缺陷型菌株

C. glutamicum S9114菌体生长；过高生物素含量抑制谷氨酸分泌，导致谷氨酸产量很低；

只有生物素亚适量（1~5 μg/L）才有助于谷氨酸生产 [181]。因此，选择工业微生物 C. 
glutamicum S9114 进行谷氨酸发酵来验证玉米叶中提取获得的生物素的有效性。 

结果如图 6.4，当提取物引入的生物素含量为 5 μg/L，发酵体系内的生物素含量达

到了 5.6 μg/L（0.6 μg/L 来自于种子液），该条件下葡萄糖消耗及细胞生长很快，但谷氨

酸发酵被抑制，仅为 6.9 g/L；当提取物引入的生物素含量为 2.5 μg/L，葡萄糖消耗及细

胞生长减缓，谷氨酸终浓度达到 35.8 g/L；当提取物引入的生物素含量为 1.25 μg/L，谷

氨酸发酵浓度达到了最大值，为 44.1 g/L；当提取物引入的生物素含量为 0.0625 μg/L，
谷氨酸发酵浓度降低为 31.8 g/L，并且发酵结束后有 27.6 g/L 残余葡萄糖存在；如果不

加入提取物，发酵体系内的生物素含量仅为 0.6 μg/L，细胞生长受到明显抑制，而谷氨

酸发酵浓度仅为 11.8 g/L，发酵结束后有 73.2 g/L 残余葡萄糖存在。 
进一步我们比较了添加细胞提取物与玉米浆及纯生物素时谷氨酸发酵的差异，为了

维持相同的生物素添加（1.25 μg/L），细胞提取物、玉米浆及纯生物素添加量分别为 4.11 
mg/L、1.67 g/L及 1.25 μg/L。如图 6.5，三个场景下谷氨酸发酵浓度相似，分别为 44.1 g/L，
46.3 g/L 及 42.1 g/L，细胞生长情况也相似。上述结果表明，采用谷氨酸棒杆菌从玉米叶

中富集提取得到的生物素与玉米浆中的生物素类似，可以有效的应用于谷氨酸发酵过程，

该提取物同样具备促进其他需求生物素的发酵过程的工业化应用潜力。 
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图 6.4  富含生物素的细胞提取物在谷氨酸发酵过程的应用 

Fig. 6.4  Application of biotin-rich cell extract (CE) in glutamic acid (GA) production 
（a）谷氨酸发酵曲线；（b）细胞生长曲线。将收集得到的谷氨酸棒杆菌细胞在硫酸酸解后的提取物

加入到谷氨酸发酵过程，提取物引入的生物素浓度为 0~5 μg/L，而谷氨酸棒杆菌种子液引入的生物

素浓度为 0.6 μg/L。  
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图 6.5  富含生物素的细胞提取物在谷氨酸发酵过程对玉米浆（CSL）及纯生物素的替代 

Fig. 6.5  Application of biotin-rich cell extract (CE) to replace corn steep liquor (CSL) and pure biotin in 
glutamic acid (GA) production 

（a）谷氨酸发酵曲线；（b）细胞生长曲线。将收集得到的谷氨酸棒杆菌细胞在硫酸酸解后的提取物

加入到谷氨酸发酵过程，同时将玉米浆和纯生物素分别加入谷氨酸发酵过程作为对比。三者引入的

生物素浓度均为 1.25 μg/L，而谷氨酸棒杆菌种子液引入的生物素浓度为 0.6 μg/L。  
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6.4  本章小结 

以玉米秸秆为代表的农业木质纤维素废弃物中含有丰富的生物素，特别是玉米叶中

的生物素含量极高。干法生物炼制技术可以有效的在糖化体系中保留这些生物素，本章

根据生物素缺陷型菌株从外界摄取生物素的特性，国内外首次利用微生物在木质纤维素

生物炼制加工过程中富集提取生物素。创造了一条独特的极高生物素含量产品的生产工

艺，为木质纤维素生物质的高值利用开辟了一条全新的道路。 
谷氨酸棒杆菌在木质纤维素水解液中的生长较快，生物素摄取能力也很强，过表达

生物素转运基因 bioYMN 可以进一步提高谷氨酸棒杆菌的生物素摄取能力。携带表达质

粒的重组菌因为生物素转运基因 bioYMN 的拷贝数较高，可以在接种后很短的时间内将

胞外生物素富集到胞内，提取得率高达 83.8%，胞内含量高达 303.8 mg/kg DCW，远高

于常用的富含生物素的发酵添加剂，该富集过生物素的细胞酸解后制备的高生物素含量

的提取物可以成功的应用到谷氨酸发酵过程。 
未来我们需要继续探究谷氨酸棒杆菌细胞的自水解条件，不仅保留生物素，也充分

利用细胞水解产生的氨基酸、核苷酸等物质，使其成为更好的营养添加剂。 
未来我们可以选择不同的木质纤维素原料，在不同的预处理过程中进行加工，根据

不同维生素的高温、酸、碱耐受特性，减少维生素在预处理过程的损失。同时应当避免

预处理及脱毒过程废水的排放，将这些维生素充分保留在水解体系中。之后选择不同的

微生物在木质纤维素水解液中富集提取不同的维生素，促进木质纤维素生物质资源的充

分利用。  



第 82 页                                                     华东理工大学博士学位论文 

第 7 章  软木机械浆酶法制备纳米纤维素并联产可发酵糖 

7.1  引言 

纳米纤维素在包装、纳米复合材料、能量储存、医用材料及电子元器件等诸多领域

具备潜在的应用价值 [100-104, 106]。目前，纳米纤维素主要以 Kraft 浆和溶解浆为原料生

产 [100, 102, 103]，这些底物纤维素含量高，且基本无木质素存在，但其与机械浆相比，价

格高、得率低、生物质损失严重 [107, 108]。对于热磨机械浆（TMP）而言，在加拿大，由

于其主要产品报纸的用量越来越少，TMP 需求量也不断下滑。为了维持软木的持续利

用，稳定经济及保障就业，亟需找到一种新产品进行软木热磨机械浆的高值化利用。 
先前利用机械浆制备纳米纤维素的研究较少，近几年来，逐渐有研究人员利用机械

浆制备含有木质素的纤维素纳米纤丝（LCNF）。LCNF 与不含木质素的纤维素纳米纤丝

（CNF）相比，具备相对疏水的特性，有利于提高后续与其他材料的兼容性 [104, 105, 203-205]；

此外，LCNF 制备的材料热稳定性较高，表面也相对光滑 [206-210]。而目前研究人员制备

LCNF 的主要方法为机械法及化学法 [105]。机械法主要是利用高压匀质机、微射流机、

研磨机或超声破碎仪将纤维结构打开，解聚成为纳米纤丝，而与利用 Kraft 浆生产无木

质素的纤维素纳米纤丝过程相比，LCNF机械法生产能耗高，且产物相对不均一 [103, 203, 204, 

211, 212]。这主要是因为机械浆较好的保留了木材生物质的化学组分和纤维结构，其中木

质素及半纤维素对纤维素致密的包裹及缠绕限制了 LCNF 的机械法生产。化学法往往用

来降低机械法直接处理的能耗，在不含木质素的 CNF 生产过程中方法很多，如 TEMPO
介导的氧化、羧甲基化、磺化及阳离子化等等 [103, 109, 111, 206]。而在 LCNF 的生产过程，

也可以使用类似的方法如 TEMPO 介导的氧化法 [112, 213]，但机械浆中木质纤维素的致密

结构限制了化学试剂对纤维素的处理 [208, 214]，使得电荷难以加到纤维上；此外，由于化

学试剂的非专一性，大量昂贵的化学试剂也会与木质素反应，造成试剂及催化剂的浪费，

带来了潜在的环境污染问题。 
为了减少环境污染及高温高压反应条件的使用，我们希望使用特异、专一且温和的

酶法来处理热磨机械浆进而生产 LCNF。目前据我们所知还没有酶法处理机械浆的文献

报道，原因在于木质纤维素的致密结构会阻碍纤维素酶接近纤维素，限制了纤维结构的

打开 [41]。而在 Kraft 浆生产无木质素的 CNF 过程中，大量的文献报道了内切葡聚糖酶

可以快速水解纤维素非结晶区，使得纤维分层解聚，有效促进 CNF 的生产 [23, 116-119]。

也有文献采用含有内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶及 β-葡糖苷酶的纤维素酶全酶处理Kraft
浆，将易水解的不定型区纤维素及部分结晶区纤维素转化为糖，之后用水解后的纤维制

备纳米纤维素，获得了较好的效果 [120, 121]。 
在本研究中，由于机械浆纤维组分与木材生物质组分相似，处理难度大，我们选择

了诺维信酶 CTec 3，其具备纤维素酶及半纤维素酶的活性，可以有效处理木质纤维素原

料，水解半纤维素以减少半纤维素对纤维素的缠绕保护，并且将易水解的纤维素不定型
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区及部分结晶区水解为可发酵糖作为副产物，同时打开纤维结构，促进纤维断裂及分层，

有利于 LCNF 的机械法生产。接着我们使用红外光谱（FTIR）、X 光衍射（XRD）、透

射电镜（TEM）等方法表征了获得的 LCNF，并制备了 LCNF 膜。 

7.2  材料与方法 

7.2.1  纸浆和化学品 
漂白的软木化学热磨机械浆（BCTMP）来自加拿大 Quesnel River 制浆造纸公司，

原料为云杉、松树及冷杉。干 BCTMP 首先加入水在 10%（w/w）固含量下进行疏解，

完成后抽滤至固含量约 70%（w/w），置于 4 oC 保存备用。其他化学品来自美国 Fisher 
Scientific 公司。 
7.2.2  中性磺化处理 

疏解后的BCTMP根据Chandra等人的方法 [41]进行中性磺化处理，其具体步骤如下：

将机械浆中加入亚硫酸钠溶液，固含量调整至 10%（w/w），亚硫酸钠加量为 0.16 g/g 干

纸浆，放入 Parr 反应器（T136 不锈钢、1L 体积）中，160 oC 反应 1 h。处理后的纸浆

用去离子水洗，抽滤，直至滤液的电导率接近 0，获得的纸浆固体部分固含量约为 30%
（w/w），置于 4 oC 保存备用。 
7.2.3  酶处理及纸浆纳米纤维化 

磺化后的 BCTMP（S-BCTMP）加入 50 mM、pH 5.0 的乙酸钠缓冲液与纤维素酶酶

液，纤维素酶选用诺维信酶 Cellic CTec 3，酶用量为 20 mg 蛋白/g 纤维素，混合后置于

50 oC 摇床 180 rpm 进行水解，酶处理选择 10%（w/w）固含量，以提高酶水解产生的糖

浓度，回收糖液作为副产物。处理后，置于 85 oC 水浴 20 min 以灭活酶蛋白，接着对处

理后的固体纤维进行水洗，直至滤液电导率接近 0。 
固体纤维通过机械法制备纤维素纳米纤丝。首先将固体纤维配制成 0.25%（w/w）

固含量的悬浊液，使用高速混合机进行机械剪切（约 20000 rpm）30 min，之后进行超

声（Fisher Model 700）处理，90%功率处理 30 min。处理后的悬浊液 5000 rpm 离心 30 min，
所得的上清液即为纳米纤维素水悬液。以去离子水作为对照，纳米纤维素水悬液浓度于

105 oC 烘箱烘干测得，纳米纤维素质量即为其浓度与体积的乘积，纳米纤维素得率即为

纳米纤维素质量与糖化前原料质量的比值。试验进行三组平行，取平均值作为最终数据。 
7.2.4  分析及表征方法 
7.2.4.1  组分测定 

组分测定根据制浆造纸标准方法 TAPPI T-222，其原理及步骤与 2.2.7 两步酸解法一

致。糖含量通过液相色谱 Dionex DX-3000（Sunnyvale, CA）测定，色谱柱为阴离子交

换柱 Dionex CarboPac PA1。 
7.2.4.2  纤维素酶可接近性分析及酶水解评价 

保水率（Water retention value，WRV）根据 TAPPI Useful Method-256 测得。具体的

说，0.5 g 物料于 50 mL 去离子水中浸泡过夜，置于含滤网的 50 mL 离心管中，900×g
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离心 30 min，基于干基物料的保水量即为 WRV。西蒙氏染色使用与酶分子量类似的橘

黄色染料来模拟酶，通过染色剂吸附在物料上的量来判断纤维素的可接近性 [215]。酸基

团电荷的量通过电导率滴定法测得 [216]，简单的说，强酸的电导率碱滴定曲线为向下的

直线，弱酸为平稳的线，弱酸滴定结束后，继续滴定碱液，电导率为向上的直线。纤维

长度采用纤维分析仪测得（FQA, LDA02, OpTest Equipment, Inc., Hawkesbury, ON, CA）。 
酶水解评价原理与 2.2.7 一致。使用 2%（w/w）固含量，50 mM、pH 5.0 的乙酸钠

缓冲液，纤维素酶选用诺维信酶 Cellic CTec 3，酶用量为 30 mg 蛋白/g 纤维素，混合后

置于 50 oC 摇床 180 rpm 水解 72 h。 
7.2.4.3  显微镜观察 

冻干后的纤维样品使用克雷辛顿高分辨率溅射镀膜机（Ted Pella Inc., Sweden）进行

喷金（9 nm 厚），利用扫描电子显微镜（Hitachi S-4700 Field Emission SEM, Hitachi, 
Pleasonton, CA）在工作距离 5 mm、加速电压 5 kV 条件下观察纤维形态。 

将含有 LCNF 的悬浊液（0.01 wt%，8μL）滴在网格（Formvar 涂层碳栅，300 目铜

网，Ted Pella Inc.，Redding，CA）上，用滤纸吸干多余液体。然后用 2%乙酸铀酰溶液

对网格进行负染，并在室温条件下干燥。利用透射电子显微镜（Hitachi H7600 TEM, 
Hitachi, Pleasonton, CA）在 100kV 加速电压下观察 LCNF 形态，使用 Image J 软件随机

选取超过 100 个样本统计直径分布。 
7.2.4.4  紫外-可见光光谱分析 

透射光测试样品选择 0.1%（w/w）的 LCNF 水悬浊液，吸收光测试样品选择 0.01%
（w/w）的 LCNF 水悬浊液，将样品分别使用分光光度计进行 200-800 nm 波长的全波长

扫描。 
7.2.4.5  Zeta 电位测试 

样品为 0.1%（w/w）的 LCNF 悬浊液，使用 Zeta 电位分析仪（Zetasizer nano-ZS, 
Malvern, CA）进行测试。 
7.2.4.6  结晶度分析 

冻干后样品的结晶度通过粉末式 X 射线衍射仪（Bruker D8-Advance powder x-ray 
diffractometer, Bruker, CA）测得，采用 Cu-Ka，射线波长 0.1540 nm，电压 40 kV，电流

40 mA，扫描范围为 5 至 80 度，间隔 0.04 度。结晶度计算方法采用面积法 [217]，通过软

件（PeakFit, www.systat.com）计算结晶度（CrI），根据 Scherrer 等式 [218]计算结晶尺寸。 
7.2.4.7  红外光谱分析 

使用衰减全反射傅里叶变换红外光谱仪（ATR-FTIR, PerkinElmer, CA）测试冻干后

样品在 500 至 4000 cm-1的透射谱图，扫描次数 80 次。 

7.2.4.8  膜制备及接触角测试 
将 40 mL 0.1%（w/w）的 LCNF 悬浊液进行真空抽滤（滤膜孔径 0.2 μm）。膜抽干

后压平，使用接触角分析仪（DataPhysics PSL 250, DataPhysics, CA）测试接触角，通过

针管滴下一滴 4 µL 的去离子水，记录 2 min 之内的接触角，每 30 s 记录一次。 

http://www.systat.com/
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7.3  结果与讨论 

7.3.1  中性磺化处理提高纤维素酶对纤维素的可接近性 

本文使用的原料为漂白化学热磨机械浆（BCTMP），这是用于报纸及纸板等产品生

产的主要纸浆原料。具体的说，其制备是在热磨机械浆（TMP）处理前先进行温和的化

学处理（一般为磺化处理），通过软化木质素，以达到降低磨浆能耗等诸多目的；此外

在热磨处理后加入漂白工艺，将木质素的发色团漂白，但基本不损失木质素，这样制备

的纸浆被称为 BCTMP。因此 BCTMP 依旧属于高得率浆，本批次 BCTMP 的木质素含

量高达 24.6%，与原始木材生物质接近。 
由于 TEMPO 氧化等化学法试剂昂贵、且试剂与木质素反应造成浪费，本研究我们

希望通过专一性强且温和的酶处理，在较高固含量下将半纤维素与易水解的纤维素转化

为糖并回收糖液作为副产物，在合适的时间节点收集酶处理后的纤维制备含木质素的纳

米纤维素。首先，有必要探究酶对 BCTMP 纤维素的可接近性，判断是否可以充分水解

及解聚纤维，如表 7.1，经过较高酶用量（30 mg 蛋白/g 纤维素）72 h 的水解，仅有 27.9%
的纤维素可以被水解为糖，说明软木 BCTMP 纤维的纤维素酶可接近性较差。这是因为

BCTMP 纤维的纤维素被致密的木质素包裹，其制浆过程仅仅切断了细胞壁间隙的胞间

层，对于次生细胞壁结构基本没有破坏，纤维结构依旧保存良好；此外，软木木质素的

愈创木基含量较高，这种木质素结构非常致密，也阻碍了水解。 
表 7.1  磺化前后机械浆纤维素酶可接近性比较 

Table 7.1  Comparison of cellulase accessibility of BCTMP and sulphonated BCTMP 
 Acid groups (mmol/kg) Water 

retention 
value (%) 

Direct orange 
dye 
adsorption 
(mg/g) 

Enzymatic 
cellulose 
conversion 
yield (%) 

 Strong Weak Added 
Sulfonic 
group 

BCTMP 55 262 ND 209 44 27.9 
S-BCTMP 148 212 93 257 60 72.1 

我们试图在不大量移除木质素的情况下，改善 BCTMP 纤维的纤维素酶可接近性。

最终选用了中性磺化的方法，在木质素上加入磺酸基团进行改性，适当增加木质素的亲

水性，便于纤维溶胀和分层 [22, 41]。磺化结束后，如表 7.1，通过电位滴定法发现，新加

入的磺酸基含量为 93 mmol/kg。接着通过保水率的方法判断底物亲水性，发现磺化后的

BCTMP（S-BCTMP）保水率从 209%提高到了 257%，保水率的提高反映出纤维的溶胀，

可以侧面说明底物的酶可接近性有所提高。接着我们采用西蒙氏染色的方法来判断与酶

分子量类似的染料染色情况，发现吸附上的染料量也从 44 mg/g 提高到 60 mg/g，理论

上说明会有更多的酶分子接触到纤维素。最后，我们采用酶水解评价的方法判断，发现

纤维素酶水解得率从 27.9%提高到 72.1%。总之，磺化过程显著增加了酶对机械浆纤维

的可接近性，为后续酶法促进纳米纤维素生产和回收可发酵糖奠定了基础。  
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表 7.2  磺化前后机械浆组分比较 
Table 7.2  Comparison of chemical composition of BCTMP and sulphonated BCTMP 

 Klason 
lignin (%) 

Glucan 
(%) 

Xylan 
(%) 

Araban 
(%) 

Galactan 
(%) 

Mannan 
(%) 

BCTMP 24.6 44.0 5.4 1.3 2.0 9.5 

S- BCTMP 20.1 48.9 5.3 1.0 1.7 8.9 

对磺化前后的BCTMP 纤维化学组分比较发现，木质素含量仅从 24.6%下降至 20.1%，

说明中性磺化主要通过改性木质素来提高纤维素可接近性，而并非通过移除大量的木质

素来实现。此外，通过 FQA 比较纤维尺寸变化，发现纤维长度和宽度分别从 2096 μm
与 32.6 μm 变为 2111 μm 与 33.0 μm，磺化前后没有明显的变化。总之，通过中性磺化

这种成本相对较低且相对温和的化学处理，基本保留了原有纤维结构及纤维中的木质素，

且显著提升了 BCTMP 纤维的纤维素酶可接近性，便于后续含木质素的纤维素纳米纤丝

（LCNF）的酶法生产。 
7.3.2  酶处理促进纤维素纳米纤丝制备并联产可发酵糖 

使用纤维素酶诺维信 CTec 3 处理磺化后的 BCTMP，该酶是一种复配后的混合酶，

具有纤维素酶及半纤维素酶的活性。为了尽可能提高副产物可发酵糖的终浓度，便于回

收利用副产物，此处选择 10%（w/w）固含量进行水解，无法进一步提高的原因在于软

木机械浆纤维长、体积大，进一步提高固含量会导致酶水解过程混合不均匀。 
如图 7.1a、b，酶水解时间分别选择 6、12、24、48 及 72 h，结果发现木聚糖、阿

拉伯聚糖和纤维素易被水解，而甘露聚糖和半乳聚糖则相对较难被水解为单糖。随着水

解时间的变长，不同组分的水解程度均有所提高。以 12 h 及 72 h 为例，纤维素的单糖

水解转化率分别为 33.4%与 66.4%，所得葡萄糖浓度分别为 20.2 g/L 与 40.1 g/L；木聚糖

的单糖水解转化率分别为 67.9%与 88.2%，所得木糖浓度分别为 4.5 g/L 与 5.9 g/L；甘露

聚糖的单糖水解转化率分别为 14.5%与 43.3%，所得甘露糖浓度分别为 1.6 g/L与 4.8 g/L；
阿拉伯聚糖的单糖水解转化率分别为 45.7%与 57.3%，所得阿拉伯糖浓度分别为 0.6 g/L
与 0.7 g/L；半乳聚糖的单糖水解转化率分别为 5.5%与 14.8%，所得半乳糖浓度分别为

0.1 g/L 与 0.3 g/L。而纤维长度随着水解时间的延长逐渐变短，从未经酶处理的 S-BCTMP
的 2111 μm 逐渐降低至 1469 μm、1355 μm、1092 μm、864 μm、626 μm。纤维的变短、

变薄及半纤维素的移除等变化，理论上对纤维在后续机械处理过程中的纳米纤维化有促

进作用。 
图 7.1c 展示了磺化后软木 BCTMP（S-BCTMP）的纤维形态，由图可见，软木纤维

长度较长，热磨机械处理过程在纤维表面产生了一些脱纤化。图 7.1d、e 展示了水解 12 
h 后的纤维形态（S-BCTMP-H12），可以明显看到纤维长度显著变短，纤维上多出许多

横向切口、且有的纤维从径向上被劈开，说明酶解过程可以有效的解聚纤维结构。  
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图 7.1  酶处理对于机械浆纤维的影响及副产物糖的产生 

Fig. 7.1  Effect of enzymatic treatment on S-BCTMP fibers and sugars byproduct generation 
（a）纤维长度及糖转化率；（b）副产物糖浓度；（c）磺化后的机械浆纤维（S-BCTMP）的 SEM 图

像；（d-e）水解 12 h 后的纤维（S-BCTMP-H12）的 SEM 图像。 

接着我们对收集得到的水解不同时间（6、12、24、48 及 72 h）后的纤维进行机械

处理，选用高速混合机进行机械剪切（约 20000 rpm）30 min，之后进行超声（Fisher Model 
700）处理，采用 90%功率处理 30 min。处理完成后的悬浊液在 5000 rpm 条件下离心 30 
min，所得的上清液即为纳米纤维素水悬液，其浓度的计算根据上清液中的固体含量进

行烘干计算。 
图 7.2 展示了酶水解及机械处理过程的总物料衡算，就纳米纤维素得率而言，磺化

处理可以使 BCTMP 在机械处理后的 LCNF 得率从 7.0%提高至 14.5%，推测其原因在于

木质素磺化后亲水性提高使得纤维溶胀，促进了纤维素的纳米纤维化。而经过不同时间

酶处理后，基于水解后干固体的 LCNF 得率均比未经酶解的 S-BCTMP 得率高，说明酶

水解可以有效打开纤维结构，促进纳米纤维化。然而基于水解前干固体的 LCNF 得率如

图所示，在 12 h 时达到最高（29.0%），这是因为水解后期过多的纤维素转化为糖，纤

维回收率有所下降，总的 LCNF 得率也因此下降。对于单糖得率而言，随着糖化时间的

增加，葡萄糖及半纤维素单糖得率均有所提高。 
由于酶处理 12 h 后制备的 LCNF 得率最高（29.0%），我们以此作为最优条件，此

时葡萄糖得率为 16.3%，半纤维素单糖得率为 5.5%，总有效物质得率为 50.9%。而 72 h
水解后，LCNF 得率为 15.5%，此时可以获得最多的可发酵糖（葡萄糖得率为 32.5%，

半纤维素单糖得率为 9.5%），同时水解后纤维的木质素含量最高，因此我们同样对 72 h
制备的 LCNF 进行表征，评估水解较长时间获得的纤维残渣制备得到的 LCNF 的性质。 
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图 7.2  酶处理及机械处理后纤维的物料衡算 

Fig. 7.2  Mass balance of the LCNFs and sugars after enzymatic treatment and mechanical treatment on 
fibers 

由于高速混合机和超声探针的机械处理强度弱于高压匀质机和研磨机等高功率机

器，我们此处仅仅通过该种处理比较同样机械处理强度下的 LCNF 得率高低，来判断纤

维结构的解聚情况，选择合适的酶处理时间以回收纤维和糖，达到提高纳米纤维素得率

及糖得率的效果。未来使用高功率的机器进行机械处理时，在相同磺化处理及酶处理工

艺下，最终获得的 LCNF 得率预计会显著提高，固体残渣比率也会显著减少。 

7.3.3  酶法协助制备的含木质素纤维素纳米纤丝（LCNF）的性质 
图 7.3a 展示了 12 h 及 72 h 酶处理后制备的纳米纤维素在 0.1%（w/w）浓度条件水

悬液的相机照片，直观上看纳米纤维素水悬液中没有明显较大的纤维沉淀存在，与澄清

透明的去离子水相比不浑浊，显示出类似于胶体的特性，说明制备的纳米纤维素在水中

分散效果较好。图 7.3b 为吸光率曲线，两者在 280 nm 处均有明显的吸收峰存在，意味

着所制备的纳米纤维素含有木质素，而 230 nm 处的吸收峰表明两种纳米纤维素均有木

质素与糖的连接键。图 7.3c 为透光率曲线，在可见光 600 nm 处，两者透光率均较高，

分别为85.5%与87.7%，说明没有较大的纤维颗粒存在 [110]。图7.3d具体测定了两种LCNF
的组分，发现 12 h 与 72 h 水解后制备的 LCNF 的纤维素含量分别为 52.7%与 45.5%，半

纤维素含量分别为 12.5%与 9.6%，木质素含量分别为 26.8%与 38.5%，组分比例与水解

后的纤维相似。未来可以通过水解程度的不同来调节 LCNF 中木质素的含量，进而改变

材料的性能。  
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图 7.3  纳米纤维素水悬液特性 

Fig. 7.3  Characteristics of the LCNF suspension 
（a）不同纳米纤维素水悬液照片；（b）不同纳米纤维素水悬液吸光率；（c）不同纳米纤维素水悬液

透光率；（d）不同纳米纤维素化学组分。 

使用透射电镜对 12 h 及 72 h 酶处理后制备的纳米纤维素进行拍照（图 7.4）。发现

制备的纳米纤维素形态比较相似，均为细长型带有一定树杈状结构的纤维素纳米纤丝，

其直径分别为 7.6 nm 与 7.1 nm（直径小于 100 nm 即可被定义为纤维素纳米纤丝），后

者更细或许与半纤维素含量较低有关。TEM 照片并未发现纤维素纳米纤丝表面存在木

质素纳米颗粒，但 280 nm 处的光吸收（图 7.3b）与红外光谱图像中的木质素特征峰（图

7.5a）证实了木质素的存在。因此我们推测磺化后的木质素亲水性相对较强，可以完全

覆盖在纳米纤丝表面，本工艺制备出一种与直接机械处理 [204]或者 TEMPO 氧化处理 [213]

等方法截然不同的 LCNF，后两者均有木质素纳米颗粒存在于纤维素纳米纤丝表面。 
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图 7.4  纳米纤维素透射电镜照片 
Fig. 7.4  TEM images of produced LCNFs 

（a）酶处理 12 h 后制备的 LCNF；（b）酶处理 72 h 后制备的 LCNF。 

接下来我们对两种纳米纤维素进行红外光谱测试（图 7.5a），结果发现磺化后的机

械浆（S-BCTMP）、水解不同时间后的纤维（S-BCTMP-H12、S-BCTMP-H72）与两种

LCNF（LCNF-H12、LCNF-H72）整体曲线平行，说明机械浆纤维含有的官能团在磺化

及酶解过程基本不变。3340 cm-1与 2900 cm-1处的吸收峰基本平行表示纤维素的特征峰

O–H 基团和 C–H 基团比较稳定，而 1507 cm-1、1606 cm-1与 1460 cm-1处的吸收峰表示木

质素的 C=C 芳香骨架和 C-H 键振动，这是本章制备的纳米纤维素中含有木质素的证据

之一。 

 

图 7.5  纳米纤维素红外光谱及 X 射线衍射图像 
Fig. 7.5  FTIR spectra and XRD patterns of produced LCNFs 

（a）红外光谱测试；（b）结晶度测试。  
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结晶度测试可以反映出 LCNF 中纤维素结晶区比例的相对值（图 7.5b）。酶水解 12 
h 后的机械浆（S-BCTMP-H12）纤维的结晶度为 62%，略高于 S-BCTMP（56%），其原

因在于不定型区纤维素在水解初期的水解速率很快 [8, 115, 219]，而整体纤维素含量变化不

大，因此结晶区纤维素比例略微变高；之后机械处理制备得到的 LCNF（LCNF-H12）
的结晶度略微提高为 65%，原因估计在于机械处理也破坏了一小部分不定型区纤维素或

半纤维素，而纤维素结晶区基本保留。水解 72 h 后的机械浆（S-BCTMP-H72）纤维的

结晶度为 58%，低于 S-BCTMP-H12 的结晶度（62%），原因估计在于随着水解时间的延

长，纤维素的比例下降而木质素的比例上升，导致结晶度下降；之后机械处理制备得到

的 LCNF（LCNF-H72）的结晶度略微上升（64%），推测原因同样在于不定型区纤维素

及半纤维素的断裂。 
Zeta 电位可以显示 LCNF 在水悬液中的稳定性。一般 Zeta 电位绝对值大于 40 mV

的水悬液体系非常稳定，纳米纤维素不易沉降；而小于 20 mV 则不稳定，纳米纤维素易

絮凝沉降，其影响因素很多，如表面电荷、尺寸等。12 h 与 72 h 酶水解制备的 LCNF
水悬液的 Zeta 电位分别为-32.7 mV 与-36.1 mV，说明其水悬液相对比较稳定，后者较高

的原因可能在于颗粒尺寸较小（图 7.4），也可能是因为其木质素含量较高，磺化木素上

带有磺酸基电荷，负电荷较多有利于维持其在水悬液中的稳定性。 
最后我们用得率最高的 12 h 水解后制备的 LCNF 通过抽滤法（0.2 μm 滤膜）进行

纳米纤维素薄膜制备。如图 7.6a 所示，制备的 LCNF 膜呈微黄色，不同于 LCNF 水悬

液的微白色，应当是木质素浓度提高造成的。膜透明程度较好，在 800 nm 处的透光率

为 78.2%。而其与水在接触 2 min 后的接触角依旧为 80.4o，与刚接触时基本一致，远高

于无木质素存在的纳米纤维素膜（10%-50%）[204, 213]。这充分说明了使用 LCNF 制备的

材料具备相对较强的疏水性，未来与疏水材料的兼容性强于不含木质素的 CNF。 

 

图 7.6  纳米纤维素膜及接触角 
Fig. 7.6  LCNF film and its contact angle 

（a）LCNF 膜；（b）膜接触角测定。  

(a) (b)



第 92 页                                                     华东理工大学博士学位论文 

7.4  本章小结 

相比于 TEMPO 氧化、浓草酸酸解等 LCNF 制备方法，酶处理是一种特异性强且温

和的处理方式，可以减少昂贵的试剂浪费并避免潜在的环境问题。对于软木机械浆而言，

其纤维较长，木质素含量高，且木质素中的愈创木基含量较高，严重阻碍了其纳米纤维

化及糖平台转化。因此我们选用中性磺化处理对其木质素进行改性，增加纤维素的酶可

接近性，而诺维信酶 CTec 3 可以有效水解半纤维素及纤维素，打开纤维结构，促进机

械浆纳米纤维化。 
本章成功以机械浆为原料，通过温和的化学处理和酶处理促进了机械处理过程含木

质素纤维素纳米纤丝（LCNF）的制备，同时回收了副产物糖。经过酶处理 12 h 后，磺

化机械浆中容易水解的纤维及细小纤维被转化为糖，而未水解部分最终通过机械处理制

备得到 LCNF。在同样的机械处理设备及处理强度下，相对于未经过酶处理的磺化机械

浆而言，LCNF 得率从 14.5%提高至 29.0%，充分说明了酶处理对于机械浆纤维纳米纤

维化的显著促进作用。此时还以 21.9%的得率回收了葡萄糖及半纤维素糖作为副产物，

糖液浓度为 27.0 g/L。以该种 LCNF 制备的薄膜，透光性较好，接触角高（80.4o），说明

该 LCNF 与疏水材料的兼容性强于不含木质素的 CNF。 
此外，本章还讨论了延长酶水解时间为 72 h，尽可能的将纤维转化为糖，再利用纤

维残渣进行 LCNF 制备的情况。此时收集得到的糖液浓度为 51.8 g/L，可发酵糖基于原

料的得率为 41.9%。利用该种纤维残渣制备的 LCNF 基于酶解前原料的得率为 15.5%，

这种 LCNF 的木质素含量高达 38.5%，未来我们可以用该种工艺生产极高木质素含量的

LCNF。 
需要注意的是，由于高速混合机和超声探针的机械处理强度弱于高压匀质机和研磨

机等高功率机器，我们此处仅仅通过该种处理比较同样机械处理强度下的 LCNF 得率高

低，来判断机械浆纤维的解聚情况。未来使用高功率的机器进行机械处理时，最终获得

的 LCNF 得率预计会显著提高，残余固体残渣的比例也会显著减少。经过磺化处理及酶

处理后的机械浆，相比于未经过处理的机械浆而言，若要在研磨机等机器中获得相似得

率及尺寸的 LCNF，其能耗预计会大幅降低。 
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第 8 章  内切葡聚糖酶及辅助酶对软木机械浆纳米纤维化的促进 

8.1  引言 

第七章提出了一种利用软木机械浆生产含木质素的纳米纤维素的方法，通过温和的

磺化处理和酶处理，可以有效的促进机械浆纳米纤维化。而由于使用的酶（诺维信 CTec 
3）既含有纤维素酶（内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶、β-葡糖苷酶），也含有大量的辅助

酶如半纤维素酶（木聚糖酶等），我们难以判断这些酶在促进机械浆纳米纤维化中分别

发挥的作用。许多文献已经报道了内切葡聚糖酶（EG）可以快速破坏纤维素不定型区，

使得化学浆（Kraft 浆、亚硫酸盐浆、溶解浆）纤维断裂及分层，促进化学浆纳米纤维

化 [23, 116-119]，而 EG 在机械浆中是否也可以高效促进其纳米纤维化则无相关报道。 
辅助酶如木聚糖酶、甘露聚糖酶及多糖裂解单加氧酶（LPMO）已经在木质纤维素

底物（秸秆、木材等）糖化过程中证明了可以促进纤维素酶对纤维素底物的接近，提高

纤维素酶水解效率 [220-223]。尽管这些辅助酶并不能直接水解纤维素，但他们可以特异性

的改变纤维网络，例如木聚糖酶既可以移除纤维表面的木聚糖，又可以协同纤维素酶促

进纤维溶胀和提高孔隙 [23, 220]；甘露聚糖酶理论上也能对软木中大量的葡甘露聚糖发挥

类似的作用 [23]；LPMO 不仅可以氧化断裂纤维素，打开高度组织的纤维素结构，也可

以在纤维表面增加羧基电荷 [223, 224]，减少纤维聚集，促进其纳米纤维化 [119, 225]。但上述

关于辅助酶促进纳米纤维化的相关研究均以化学浆为底物开展，辅助酶是否促进含大量

木质素的高得率浆纳米纤维化则无相关报道。 
为了探究 EG 是否可以促进软木机械浆纳米纤维化，获得与 Kraft 浆 EG 处理后类似

的效果。本研究使用 EG 为主要酶对磺化 BCTMP 进行处理，并以不进行酶处理的磺化

BCTMP 作为对照，比较两者在相同强度的机械处理后获得的含木质素的纤维素纳米纤

丝（LCNF）的得率及性质。在此基础上探究辅助酶（木聚糖酶、甘露聚糖酶及 LPMO）

对于EG的协同促进效果，比较不同酶处理后的纤维性质及最终机械处理后制备的LCNF
的得率和性质（直径、结晶度、热稳定性等）。 

8.2  材料与方法 

8.2.1  原料及中性磺化 
漂白的软木化学热磨机械浆（BCTMP）来自加拿大 Quesnel River 制浆造纸公司，

疏解后进行中性磺化，步骤同 7.2.2，磺化时间为 3 h。 
8.2.2  酶处理及机械处理 

内切葡聚糖酶（EG）选用 Novozyme 476，木聚糖酶选用 Novozyme HTec，甘露聚

糖酶选用 Novozyme Mannanase，多糖裂解单加氧酶（LPMO）选用 Novozyme LPMO。

其中 EG、木聚糖酶及甘露聚糖酶酶用量均为 1 mg 蛋白/g 干物料，LPMO 酶用量为 5 mg
蛋白/g 干物料。酶处理的底物为磺化后的 BCTMP（S-BCTMP），加入 50 mM、pH 5.0
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的乙酸钠缓冲液与酶液，混合后体系固含量为 1%（w/w），置于摇床 50 oC、180 rpm 进

行酶处理，反应持续 6 h，期间为了充分给 LPMO 的氧化反应提供氧气，处理过程中每

1 h 通入 3 min 氧气。反应结束后，置于 85 oC 水浴 20 min 灭活酶蛋白，接着对处理后

的固体纤维进行水洗，直至滤液电导率接近 0。 
对于不同酶处理的机械浆纤维及未经酶处理的纤维，采用同样条件的机械处理制备

LCNF。首先将固体纤维配制成 0.125%（w/w）固含量的悬浊液，使用高速混合机进行

机械剪切（约 20000 rpm）20 min，之后进行超声（Fisher Model 700）处理，采用 90%
功率处理 1 h。处理后的悬浊液 5000 rpm 离心 30 min，所得的上清液即为纳米纤维素水

悬液，纳米纤维素得率计算同 7.2.3。试验进行三组平行，取平均值作为最终数据。 
8.2.3  纤维的表征方法 

酶处理前后的纤维长度采用纤维分析仪测得，同 7.2.4.2；纤维组分测定同 7.2.4.1。 
8.2.4  纤维素纳米纤丝的表征方法 

纤维素纳米纤丝组分测定根据 7.2.4.1，但测定 Klason 木质素含量时，使用 0.2 μm
滤膜对酸解物质过滤且水洗后，烘干称重。纳米纤丝形态使用透射电镜（TEM）进行观

察，同 7.2.4.3。纳米纤丝悬浊液的透射光分析同 7.2.4.4。纳米纤丝悬浊液的 Zeta 电位测

定同 7.2.4.5。结晶度测试通过X射线衍射仪测得，方法同 7.2.4.6。红外光谱分析同 7.2.4.7。
热重分析使用热重分析仪（NETZSCH, TG 209F1, Germany）测得，大约 10 mg 样品从

室温以 20 oC/min 的速度逐渐加热至 600 oC，期间维持 20 mL/min 氮气物流。 

8.3  结果与讨论 

8.3.1  不同酶处理在宏观尺度对于纤维的影响 
不同酶处理可以改变纸浆纤维的长度、纤维素酶可接近性、表面电荷等特性，对木

质纤维素解聚的效果也有所不同，我们首先在纤维级别的尺度探究不同酶处理的效果。

由图 8.1 可知，相比于未经过酶处理的磺化 BCTMP（S-BCTMP, Control）而言，加入

EG 处理可以释放极少量的半纤维素糖，并且将纤维平均长度从 2168 μm 变至 2144 μm，

EG 的主要作用在于切断纤维素不定型区，大量半纤维素的缠绕阻止了 EG 对纤维素不

定型区的攻击，使得纤维基本没有变短。当 EG 与 LPMO 一起加入时，对半纤维素转化

的效果基本没有提高，但使得纤维进一步变短（2015 μm），原因在于 LPMO 是一种辅

助酶，不参与水解，但可以氧化断裂纤维素，配合 EG 使用可以协同提高 EG 的处理效

果，使纤维进一步变短。当加入木聚糖酶 HTec 辅助 EG 时，木聚糖和阿拉伯聚糖的水

解转化率明显提高，分别达到 16.0%与 16.0%，甘露聚糖水解转化率较低（3.2%），纤维

长度进一步变短（1922 μm），这说明木聚糖酶可以水解半纤维素特别是木聚糖和阿拉伯

聚糖，破坏半纤维素的缠绕结构，有助于 EG 接近纤维素不定型区从而发挥作用。在此

基础上加入甘露聚糖酶时，甘露糖的水解得率并没有提高许多（3.9%），推测原因在于

软木葡甘露聚糖埋于其他半纤维素底部，不易水解，限制了纤维素的可接近性 [23]，其

部分水解即可帮助内切酶更好的接近纤维素不定型区，将纤维长度进一步变短（1832 
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μm）。当加入全部三种辅助酶协助 EG 时，可以取得最好的协同作用效果，半纤维素移

除率最高，纤维长度最短（1782 μm）。 

 
图 8.1  不同酶处理对磺化后机械浆纤维长度及水解得率的影响 

Fig. 8.1  Effect of enzymatic treatment on length and hydrolysis yield of the S-BCTMP fibers 
Control，对照组，不进行酶处理；EG，加入内切酶处理；EG+LPMO，加入内切酶与 LPMO 处理；

EG+Xyl，加入内切酶与木聚糖酶处理；EG+Xyl+Man，加入内切酶与木聚糖酶及甘露聚糖酶处理；

EG+Xyl+Man+LPMO，加入内切酶与木聚糖酶、甘露聚糖酶及 LPMO 处理。 

我们对酶处理后的纤维固体回收率及每种纤维的组分进行了测定。如表 8.1，由于

木聚糖酶与甘露聚糖酶均属于半纤维素酶，且甘露聚糖酶的加入对于半纤维素的水解提

高不明显，此后我们仅选取同时加入 EG、木聚糖酶与甘露聚糖酶的组展开研究，不再

单列仅加入 EG 与木聚糖酶的组。 
加入 EG 或 EG+LPMO 时，纤维化学组分基本不变，固体回收率高达 99%以上；当

加入木聚糖酶与甘露聚糖酶协助 EG 时，处理后的纤维中木聚糖及阿拉伯聚糖含量分别

从 5.2%与 0.8%下降至 3.4%与 0.5%，甘露聚糖含量基本维持不变，葡聚糖和木质素含

量略微提高，固体回收率下降至95.9%；在此基础上LPMO的加入与否对组分影响不大，

固体回收率为 95.1%。总的来说，不同酶处理后的纤维固体回收率均较高（大于 95%），

酶处理过程并没有造成太多的水解与纤维固体损失。  
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表 8.1  不同酶处理后的机械浆组分 
Table 8.1  Chemical composition of enzymatic treated mechanical pulp 

Pulp Solids 
recovery 
(%) 

Klason 
lignin 
(%) 

Glucan 
(%) 

Xylan 
(%) 

Araban 
(%) 

Galactan 
(%) 

Mannan 
(%) 

Control 100 18.1 49.2 5.2 0.8 1.7 9.6 
EG 99.5 18.4 48.8 5.0 0.8 1.6 9.6 
EG+LPMO 99.4 18.5 49.2 4.9 0.7 1.6 9.6 
EG+Xyl+Man 95.9 19.3 50.2 3.4 0.5 1.7 9.8 
EG+Xyl+Man+LPMO 95.1 20.1 50.6 3.4 0.5 1.8 9.8 
8.3.2  不同酶处理在微观尺度对于纤维素纳米纤丝的影响 

接着我们在纤维素纳米纤丝级别的尺度比较不同酶处理的效果。将得到的不同酶处

理后的纤维进行相同强度的机械处理，制备纳米纤维素水悬液，过程采用高速混合机进

行机械剪切 20 min，之后进行超声处理 1 h。在相同的设备及操作参数下，纳米纤维素

得率越高，就说明纤维解聚（如溶胀、分层、断裂等）效果越好；同时也可以预计在工

业化生产过程中，使用研磨机等设备制备均质的纳米纤维素纤丝，所需要投入的能耗就

越小。 
如图 8.2a，EG 处理相比于未经酶处理的机械浆纤维而言，纳米纤维素得率仅从 25.7%

提升至 30.1%，这与本课题组先前利用 EG 处理化学浆的结果完全不同 [23]。对于化学浆

而言，EG 可以有效攻击不定型区纤维素，促进纤维分层，有效提高纤维素纳米纤丝得

率；而本实验结果显示 EG 对于机械浆纤维的处理效果不甚明显，推测原因在于木质素

与半纤维素限制了EG对不定型纤维素的水解。接着我们将牛血清蛋白与EG一起加入，

以减小木质素对酶的无效吸附，结果最终制备的纳米纤维素得率基本没有提高（30.5%），

这充分说明木质素对酶蛋白的无效吸附不起主导限制作用，主要的限制来源于木质素及

半纤维素的屏障作用。而使用 LPMO 辅助 EG 时，纳米纤维素得率相比于仅加入 EG 处

理提高了 12%，达到了 33.6%，这说明 LPMO 的氧化断裂功能可以有效的协助 EG 打开

纤维结构；此外后续的红外光谱（FTIR）测试结果也说明，当加入 LPMO 时，会氧化

纤维素，使得纤维上增加一定的羧基电荷，负电荷的相互排斥作用也会促进纤维素纳米

纤维化。当加入木聚糖酶辅助 EG 时，纳米纤维素得率为 36.7%，当继续加入甘露聚糖

酶时，得率提高到 39.7%，相比于仅 EG 处理（30.1%），纳米纤维素得率分别提高了 21.8%
与 31.6%，这说明半纤维素酶特别是木聚糖酶，对于机械浆纤维解聚处理效果较好，水

解移除部分半纤维素组分有利于 EG 接近并切断纤维素不定型区，达到促进机械浆纳米

纤维化的目的。当加入所有辅助酶协助 EG 时，纳米纤维素得率达到 40.5%，LPMO 在

半纤维素酶与 EG 基础上的加入，并不能显著促进机械浆纳米纤维化，原因可能是机械

浆制备 LCNF 对于机械处理强度要求高，半纤维素酶的加入已经显著促进了机械浆纳米

纤维化，达到了机械处理设备的上限。 
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图 8.2  纳米纤维素得率及其水悬液特性 
Fig. 8.2  Yield and characteristics of LCNFs 

（a）不同酶处理后机械法制备的纳米纤维素得率；（b）不同纳米纤维素水悬液照片；（c）不同纳米

纤维素水悬液透光率。内切葡聚糖酶（EG）、木聚糖酶（Xyl）、甘露聚糖酶（Man）用量为 1 mg 蛋

白/g 干物料，牛血清蛋白（BSA）与 LPMO 用量为 5 mg 蛋白/g 干物料。  
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图 8.2b 展示了不同酶处理后制备的纳米纤维素 0.1%（w/w）浓度的水悬液特性，

直观上看纳米纤维素水悬液中没有明显较大的纤维沉淀存在，与澄清透明的去离子水相

比不浑浊，显示出类似于胶体的特性，说明制备的纳米纤维素在水中分散效果较好。图

8.2c 为水悬液透光率曲线，在可见光 600 nm 处，直接机械处理制备的纳米纤维素透光

率略低（90.9%），经过酶处理后其透过率逐渐提高，所有酶一起处理机械浆时，制备的

纳米纤维素透光率最高（94.6%）。其原因在于直接机械处理制备的 LCNF 直径较大，且

有很多团聚存在，平均直径为 12.8 nm（图 8.3a）；而经过 EG 处理后制备的 LCNF 团聚

变少，平均直径降低为 11.1 nm（图 8.3b）；继续加入 LPMO 处理时，制备的 LCNF 平

均直径降低为 9.7 nm，聚集的 LCNF 更少，由于羧基的增加导致 LCNF 相互排斥，即使

略微聚集也出现了蓬松的效果（图 8.3c）；而经过半纤维素酶（木聚糖酶、甘露聚糖酶）

辅助 EG 处理制备的 LCNF 比较细，平均直径为 7.0 nm，且基本没有聚集现象（图 8.3d）；
当继续加入 LPMO 时，制备的 LCNF 平均直径为 7.2 nm，与仅加入 EG 与半纤维素酶处

理相比没有明显区别（图 8.3e）。总的来说，根据 TEM 图像，制备的纳米纤维素呈细长

的树杈交错状，且直径均小于 100 nm，可以被定义为纤维素纳米纤丝。 

 
图 8.3  不同酶处理制备的纳米纤维素透射电镜照片 

Fig. 8.3  TEM images of produced LCNFs by different enzymatic treatment 

图 8.4 展示了不同酶处理制备的纳米纤维素冻干后样品的红外光谱图像。酶处理与

否制备的纳米纤维素的红外光谱曲线整体平行，说明机械浆纤维中含有的官能团在酶处

理过程基本不变。3340 cm-1与 2900 cm-1处的吸收峰基本平行表示纤维素的特征峰 O–H
基团和 C–H 基团比较稳定，而 1507 cm-1、1606 cm-1与 1460 cm-1处的吸收峰表示木质素

的 C=C 芳香骨架和 C-H 键振动，这说明了制备的纤维素纳米纤丝中含有木质素，因此
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可以被称为含木质素的纤维素纳米纤丝（LCNF）。特别的是，LPMO 加入制备得到的两

组 LCNF 在 1700 cm-1处可以发现有微弱的 COOH 峰出现，这应当是 LPMO 氧化纤维素

形成的。为了大致估计增加的羧基量，分别对酶处理后的纤维进行滴定，发现仅采用

EG 处理得到的机械浆纤维中弱酸电荷量为 0.22 mmol/g，而 LPMO 协同 EG 处理得到的

纤维中弱酸电荷量为 0.25 mmol/g，增加的部分应该是 LPMO 氧化纤维素形成的羧基。 

 
图 8.4  不同酶处理制备的纳米纤维素的红外光谱图像 

Fig. 8.4  FTIR spectra of produced LCNFs by different enzymatic treatment 

对于所获得的不同酶处理制备的 LCNF，我们接下来从结晶度、热稳定性及 Zeta 电

位的角度进行比较（表 8.2）。由于 EG 可以水解纤维素不定型区，因此制备的 LCNF 的

结晶度（67%）高于直接机械处理制备的 LCNF（62%）；而 LPMO 的协同作用略微促进

了 EG 的处理效果（68%），文献报道 LPMO 也可以略微提高纤维素结晶度 [119]；当 EG
与木聚糖酶、甘露聚糖酶一起使用时，半纤维素酶对半纤维素的移除促进了 EG 对不定

型纤维素的水解，同时，由于半纤维素均为不定型的，其移除本身也提高了结晶度（70%）；

四种酶一起使用时，制备的 LCNF 结晶度最高（72%）。由于结晶度是相对数值，此处

仅可以说明酶对于纤维的处理作用，并不是 LCNF 真正含有 70%（w/w）的结晶纤维素。

而不同酶处理下，纤维素结晶尺寸均不变（7 nm），说明上述酶处理主要作用于半纤维

素和不定型纤维素，对纤维素结晶基本单元影响较小。 
表 8.2  不同酶处理制备的含木质素的纤维素纳米纤丝特性 

Table 8.2  Characteristics of produced LCNFs by different enzymatic treatment 
LCNF Ti (oC) Tmax (oC) Crystallinity 

index (%) 
Crystallite 
size (nm) 

Zeta 
potential 
(mV) 

Control 230 283 62 7 -27.0±0.5 
EG 236 291 67 7 -27.1±0.6 
EG+LPMO 234 294 68 7 -28.7±0.4 
EG+Xyl+Man 240 299 70 7 -30.3±0.3 
EG+Xyl+Man+LPMO 237 299 72 7 -30.5±0.3 
  



第 100 页                                                     华东理工大学博士学位论文 

 
图 8.5  不同酶处理制备的纳米纤维素的热稳定性 

Fig. 8.5   Comparison of thermal stability of produced LCNFs by different enzymatic treatment 
（a）热重曲线；（b）微商热重曲线。 

热重分析用于研究不同 LCNF 的热稳定性（图 8.5，表 8.2），Ti指开始降解时的温

度，而 Tmax指降解速率最快时的温度 [206]。EG 处理相比于对照组而言，热稳定性有所

提高，原因在于纤维素结晶区比例的提高，结晶纤维素的热稳定性高于不定型纤维素 [119]；

EG 与 LPMO 协同处理后热稳定性进一步提高，原因在于 LPMO 的协同作用略微促进了

EG 的处理效果；当半纤维素酶与 EG 一起加入时，LCNF 热稳定性进一步提高，原因一

方面在于半纤维素酶可以移除半纤维素从而协助增强 EG 的处理效果，另一方面在于移

除的半纤维素自身热稳定性差，其移除本身就会一定程度上提高热稳定性。当四种酶一

起使用时，制备的 LCNF 具备最好的热稳定性。 
Zeta 电位可以显示 LCNF 在水悬液中的稳定性（表 8.2），一般 Zeta 电位绝对值大

于 40 mV 的水悬液体系非常稳定，纳米纤维素不易沉降；而小于 20 mV 则不稳定，纳

米纤维素易聚集沉降，其影响因素很多，如表面电荷、尺寸等。如表 8.2，酶处理后制

备的 LCNF 的 Zeta 电位逐渐提高，其原因我们推测是因为多种酶处理后制备的 LCNF
中很少有较大的纳米纤维素团聚存在，而只经过机械处理制备的 LCNF 有很多微纤丝聚

集，平均尺寸的减小有助于增加比表面积，利于其在水中的分散（图 8.3）。此外，LPMO
还具备在纤维上增加羧基基团的效果，负电荷的相互排斥作用有利于 LCNF 在水中的分

散，使水悬液体系趋于更加稳定的状态。 

8.4  本章小结 

内切葡聚糖酶（EG）可以有效促进化学浆纳米纤维化，但没有相关研究报道其对

机械浆的处理效果。本章首先对机械浆进行中性磺化，增加酶对纤维素的可接近性，之

后研究了 EG 对软木机械浆纤维纳米纤维化的促进效果。在此基础上，探究其他辅助酶

对于 EG 的协助作用。 
不同于处理化学浆，EG 对高木质素含量机械浆的纳米纤维化促进效果有限。半纤

维素酶特别是木聚糖酶可以有效协助 EG 打开纤维结构，显著促进机械浆纳米纤维化。

(a) (b)
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LPMO 可以在纤维素上加入一定量的羧基，促进机械浆纳米纤维化，但作用效果有限。 
就最终机械法制备的 LCNF 而言，EG 处理可以有效减少纳米纤维团聚（40-50 nm）

的存在，EG 与 LPMO 一起加入可以进一步疏松这种团聚，EG 与半纤维素酶一起加入

可以使得制备的 LCNF 明显更加均一，基本无团聚存在。 
本章还就结晶度、热稳定性及 Zeta 电位讨论了不同酶处理后制备的 LCNF 的性质。

结果发现，EG 单独加入或者与 LPMO、半纤维素酶一起加入均可以有效提高 LCNF 结

晶度与热稳定性，并且可以略微提高 LCNF 在水悬液中的稳定性。 
本章对不同酶在机械浆纳米纤维化中发挥的作用进行了初步探索，但由于采用了

“一锅法”加入不同酶，无法清楚的判断是辅助酶单独发挥的作用还是其处理后提高了

EG 的处理效果。下一步我们可以分步加入不同酶，对每一步的处理效果进行比较，明

确不同酶在机械浆纳米纤维化中发挥的作用及局限性。 
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第 9 章  结论与展望 

9.1  结论 

木质纤维素的有效解聚是破坏其致密结构以实现高值化利用的关键步骤，而木质纤

维素生物质中水溶性组分的利用是生物炼制过程亟需解决的重要问题。本文的第 2-6 章

以干法生物炼制技术为平台，提出了解决农作物秸秆类型的生物质预处理解聚效率不稳

定的方法；对玉米秸秆中富含的水溶性碳水化合物提出了有效的利用策略；对玉米秸秆

富含的 B 族维生素组分对于乳酸发酵过程的促进进行了研究；对玉米叶富含的生物素提

出了有效的富集提取方案。上述研究极大拓展了生物炼制糖平台的研究思路和发展潜力。

本文的第 7-8 章在纳米纤维素生产过程中，实现了酶法促进软木机械浆的有效解聚并探

索了不同酶发挥的作用，这两项研究拓展了生物炼制生产纳米纤维素的工艺路线。以下

是本论文逐个章节得到的主要结论。 
（1）预处理效率随原料批次不同的频繁变化限制了生物炼制糖平台技术的工业化，

本文第二章揭示了农作物秸秆中的碱性灰分物质中和了部分酸催化剂并降低了预处理

效率，而不同批次农作物秸秆灰分含量的变化显著影响了基于酸的预处理效率的稳定性。

本章提出了一个简单、快捷的调节预处理效率的方法，基准 pH 调节法，本方法首先使

用彻底清洗除尘的物料进行预处理参数调整实验，确定基准酸用量及其悬浊液的基准

pH，再将不同灰分含量的物料滴定至基准 pH，所用的酸即为不同灰分含量物料对应的

酸用量。本方法可以普遍应用到不同的生物质原料（玉米秸秆、麦秆及稻草），可以适

用于不同的发酵菌株（酵母菌及乳酸菌），可以用于生产不同的发酵产品（乙醇及乳酸），

可以用于不同的发酵过程（同步糖化发酵及同步糖化共发酵），对于原料而言，本方法

甚至可以应用到不进行任何除尘操作的木质纤维素生物质中。本章提出了一种具备工业

化应用价值的提高木质纤维素预处理效率稳定性的方法。 
（2）农作物秸秆特别是玉米秸秆中含有丰富的水溶性碳水化合物如葡萄糖和果糖，

本文第三章发现这些糖极易在干酸预处理过程降解为 5-羟甲基糠醛（HMF），难以保留

至发酵工段加以利用，因此本章提出了一个提高纤维素乳酸生物炼制效率的水溶性糖利

用方案。首先对玉米秸秆进行固态乳酸发酵将水溶性碳水化合物转化为 L-乳酸，接着将

含有乳酸的秸秆进行常规干法生物炼制，将纤维素及半纤维素转化为相同的 L-乳酸产品。

经过水溶性碳水化合物转化处理，预处理后秸秆中的 HMF 生成显著降低，脱毒时间大

幅缩短，最终得到的 L-乳酸浓度从 130.2 g/L 提高至 139.0 g/L，乳酸最低售价降低 5.9%。

本章为木质纤维素生物炼制糖平台生产生物基化学品提供了一种重要的工艺选择。 
（3）本文第四章在提高饲料可消化率的角度提出了另一种水溶性碳水化合物的利

用方案。蒸汽处理可以有效解聚木质纤维素结构，提高纤维素及半纤维素在瘤胃中的可

消化性，但会造成水溶性碳水化合物的浪费及 HMF 的产生。本章在蒸汽处理前的原料

储存工段将水溶性碳水化合物固态发酵转化为乳酸，再进行蒸汽处理。该内源乳酸催化
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的蒸汽处理具备如下优点：预处理过程将半纤维素水解为更多的单糖与寡糖，增加了纤

维素的可接近性，提高了后续纤维素的酶水解转化率，有利于反刍动物对于饲料的消化；

降低了有毒的 HMF 生成量；固态发酵过程将易被高温降解的水溶性糖转化为耐温性较

强的乳酸及副产物乙酸，可以被反刍动物转化利用，增加了原料的能量利用率。本章在

饲料生产方向为转化利用水溶性碳水化合物提出了重要的工艺选项。 
（4）B 族维生素组分的保留和利用在常规木质纤维素生物炼制过程鲜有关注，本

文第五章揭示了玉米秸秆水解液中的 B 族维生素组分可以促进 L-乳酸发酵，在水解液中

添加其含量不足的泛酸（B5）及烟酸（B3）可以进一步提高乳酸生产效率。本研究指出

了生物炼制预处理解聚过程中保留维生素的重要性，为木质纤维素生物炼制糖平台拓展

了新的原料利用方案。 
（5）本文第六章使用微生物法从木质纤维素生物质中提取生物素。生物素是许多

发酵过程所需的重要营养物质，玉米叶中的生物素含量（1217.4 μg/kg）远高于玉米秆

（143.9 μg/kg），干法生物炼制技术可以将这些生物素基本完全保留于水解液中。本章

根据生物素缺陷型菌株从外界吸收生物素的特性，使用谷氨酸棒杆菌对水解液中的生物

素进行富集提取，并通过过表达生物素转运基因 bioYMN 强化其提取效果，获得了极高

生物素含量的细胞提取物（303.8 mg/kg DCW），该浓度远高于酵母粉（~2 mg/kg）等常

用的富含生物素的发酵营养添加剂，最后将该细胞提取物成功的应用于谷氨酸发酵过程。

本章首创了一条独特的生物素发酵营养添加剂的生产工艺，为木质纤维素生物质的高值

化利用开辟了一条全新的技术路线。 
（6）本文第七章以温和的中性磺化处理与纤维素酶处理促进了软木机械浆纳米纤

维化。中性磺化处理可以有效增加机械浆纤维的纤维素酶可接近性，而不同时间的酶处

理均对机械浆纤维解聚有促进作用。相比于未经酶处理的磺化机械浆而言，诺维信酶

CTec 3 处理 12 h 后，在同样机械处理强度下可以得到更高的含木质素的纤维素纳米纤

丝（LCNF）得率（从 14.5%提高至 29.0%），而水解时间的延长有利于获得较高的可发

酵糖得率，此时 LCNF 得率也高于未经处理的磺化机械浆。以 12 h 酶处理并机械处理

后生产的 LCNF 制备的薄膜，透光性较好，接触角高（80.4o），推测该 LCNF 与疏水材

料的兼容性强于不含木质素的纳米纤维素。 
（7）本文第八章进一步探究了内切葡聚糖酶（EG）及辅助酶（木聚糖酶、甘露聚

糖酶及多糖裂解单加氧酶（LPMO））对于软木机械浆纳米纤维化的促进作用。不同于

EG 对化学浆的处理效果，木质素及半纤维素的存在限制了 EG 在机械浆中发挥作用；

半纤维素酶特别是木聚糖酶可以显著协助 EG 打开纤维结构，促进机械浆纳米纤维化，

最终制备的 LCNF 尺寸比较均一；LPMO 可以在纤维上加入一定量的羧基，促进其纳米

纤维化，但作用效果有限。此外，内切葡聚糖酶、半纤维素酶及 LPMO 的加入均可以提

高机械法制备的 LCNF 的结晶度与热稳定性，并且可以略微提高 LCNF 在水悬液中的稳

定性。本章对不同酶在机械浆纳米纤维化过程发挥的作用进行了初步探索。 



第 104 页                                                     华东理工大学博士学位论文 

9.2  创新点 

（1）提出了基准 pH 调节法，可以快速简便的根据原料灰分含量不同调整预处理酸

用量，并且可以推广至不同原料及不同发酵过程，具有较为普遍的应用价值。 
（2）通过预处理前的固态发酵转化，实现了玉米秸秆中水溶性碳水化合物的产品

化利用，并有效提高了生物炼制转化效率。提出了水溶性碳水化合物在饲料生产过程的

应用策略。 
（3）发现了木质纤维素生物质中的 B 族维生素组分对于 L-乳酸发酵的促进作用以

及生物炼制过程中保留水溶性维生素的必要性。实现了木质纤维素生物质中生物素的微

生物法富集提取，并成功应用于谷氨酸发酵过程。 
（4）实现了酶法促进软木机械浆纳米纤维化并联产可发酵糖的技术路线；探究了

内切葡聚糖酶及辅助酶在机械浆纳米纤维化中发挥的作用。  
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9.3  展望 

本研究以干法生物炼制技术为基础，解决了预处理解聚效率不稳定的问题，重点对

农作物秸秆中富含的水溶性碳水化合物及 B 族维生素提出了不同的利用策略，极大拓展

了生物炼制糖平台的研究思路和发展潜力；联合培养期间在纳米纤维素生产过程成功的

实现了酶法促进软木机械浆解聚。但本论文依旧存在许多需要解决的问题及可以拓展的

方面。 
（1）玉米秸秆中钾离子及镁离子含量较高，这些农作物生长过程中吸收的离子对

于不同发酵过程的影响有待于进一步探究。 
（2）水溶性碳水化合物的利用策略已经成功应用于干法生物炼制技术生产纤维素

L-乳酸的过程中，未来可以使用该策略生产其他生物基化学品如衣康酸、葡萄糖酸等；

也可以将该思路拓展至其他干法预处理过程如氨纤维膨爆预处理（AFEX）等。 
（3）将水溶性碳水化合物转化为内源乳酸催化剂提高了蒸汽处理秸秆的纤维素水

解得率，但其在体外发酵实验、体内消化实验及动物饲喂实验的效果有待于进一步验证。 
（4）进一步挖掘玉米秸秆水解液中除维生素 B 外促进 L-乳酸发酵的活性物质；探

索木质纤维素水解液对于其他生物基化学品发酵过程的促进作用。 
（5）测试富含生物素的细胞提取物中其他组分的含量（氨基酸、核苷酸、维生素

等）；寻找可以富集木质纤维素生物质中其他含量较高的维生素（如核黄素）的微生物，

并生产相关提取物。 
（6）比较磺化前后机械法制备的 LCNF 的性质，探究磺化对于 LCNF 的影响。 
（7）将“一锅法”加入不同酶改为分步加入酶，明确不同酶在机械浆纳米纤维化

中的作用。先进行机械处理制备 LCNF，再用酶法进行后处理，探究该策略对于 LCNF
性质的影响。  
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附录 I  HPLC 谱图 

 
附图 1  葡萄糖、木糖、乳酸、乙酸、乙醇、5-羟甲基糠醛及糠醛的 HPLC 谱图 

测定方法：岛津 HPLC，泵型号 LC-20AD，检测器为折光检测器 RID-10A，色谱柱（300 mm×7.8 mm）

型号为 Bio-rad Aminex HPX-87H。检测条件：流动相为 5 mM 的稀硫酸溶液，流速 0.6 mL/min，柱

温维持 65 oC。 
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