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高温发酵木质纤维素生产乙醇和乳酸 

摘要 

    木质纤维素原料同步糖化与发酵的主要不足是微生物发酵温度与纤维素酶最适温

度不匹配。接近纤维素酶最适温度的高温发酵是木质纤维素生物转化过程的主要难点之

一。本论文首先研究了商业纤维素酶的水解行为并提出一种简化的纤维素酶活评价方

法，然后对高温高固含量下不同发酵参数对酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae DQ1 同步

糖化与发酵玉米秸秆生产乙醇进行了研究，同时发现并分离了一株用于发酵玉米秸秆的

木质纤维素依赖型嗜热乳酸菌 Pediococcus acidilactici DQ2，成功实现了高温条件下从木

质纤维素原料生产高浓度乙醇和乳酸。 

    本文的第一部分提出了基于高效液相色谱分析的简化的纤维素酶活分析方法。研究

发现，纤维素酶活的对数值能够很好的关联液相色谱测定的水解产物中葡萄糖和纤维素

二糖浓度。基于此发现，本方法创新地使用了具有准确定量能力的液相色谱分析工具来

获得水解产物中葡萄糖和纤维二糖浓度之比，从而表征纤维素酶水解纤维素生成单糖的

能力。不同的商业纤维素酶水解玉米秸秆时表现差异很大，添加葡萄糖苷酶能够提高纤

维素酶水解获得单糖的能力。 

    第二部分研究了高温高固含量下 Sacharomyces cerevisiae DQ1 同步糖化与发酵玉米

秸秆生产乙醇。玉米秸秆进行稀酸预处理，然后一次水洗降低抑制物浓度后作为发酵基

质，在有螺带桨的 5 升发酵罐中进行发酵实验，考察发酵参数对酿酒酵母 Sacharomyces 

cerevisiae DQ1 高温同步糖化乙醇发酵的影响。S. cerevisiae DQ1 在 YPD 培养基中的培

养时，能够生长的温度可达 44 ℃，但是培养温度超过 40 ℃时生长和发酵能力降低。

在固含量 20%（w/w）和纤维素酶 5 FPU/g 干基质条件下，发酵温度从 30 ℃升到 40 ℃

都能够生产乙醇，在高温时有更好的表现。但是在 40 ℃直接同步糖化与发酵，随着发

酵固含量或者纤维素酶浓度的提高，乙醇发酵变的缓慢，或者发酵停滞，这可能是由于

40 ℃时酵母的生长能力弱，同时抑制物和纤维素酶对酵母生长的抑制作用加强。在

40 ℃发酵即使额外添加营养，也不能够改善发酵行为。发酵工艺模式能够影响发酵的

结果，采用变温发酵模式时，能够很好地克服直接发酵的问题。在固含量 30%，15 FPU/g

干基质，采用变温同步糖化与发酵，乙醇的浓度和得率分别是 48 g/L 和 61%。实验表明，

S. cerevisiae DQ1 能够在高温下发酵纤维素基质生产乙醇；高温乙醇发酵的微生物要在

高温下有强的生长能力和耐受性，而且必须在真实纤维素基质和发酵条件下检验。本研

究的创新在于使用耐高温的酿酒酵母 S. cerevisiae DQ1，在高固含量下同步糖化与发酵

真实的纤维素基质原料生产乙醇。 

第三部分报道了分离和鉴定嗜热乳酸菌以及乳酸菌应用于木质纤维素生产高浓度

乳酸。当高温发酵生物脱毒处理的玉米秸秆生产乙醇时，发现有乳酸大量积累。从含乳
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酸的乙醇发酵液中分离到一株嗜热产乳酸菌，鉴定并命名为乳酸片球菌 Pediococcus 

acidilactici DQ2，分离的微生物能够在高温（48 ℃）下同步糖化与发酵生物脱毒的玉米

秸秆迅速生产乳酸，乳酸浓度和得率分别到 75 g/L 和 63%。高温、厌氧发酵、低营养需

求，木制纤维素依赖的特点，使 P. acidilactici DQ2 为同步糖化转化纤维素原料生产乳酸

提供了良好的机遇，这一研究的创新点为首次分离到能够产乳酸的嗜热菌 Pediococcus 

acidilactici DQ2 并在高温下成功实现同步糖化与发酵木质纤维素原料生产乳酸。 

本论文分别使用酵母 S. cerevisiae DQ1 和 P. acidilactici DQ2，高固含量下对稀酸预

处理的玉米秸秆进行同步糖化与发酵，分别获得 48 g/L 乙醇和 75 g/L 乳酸，这一结果

为木质纤维素高温加工提供了重要的技术保障，在纤维素高温发酵领域具有重要的应用

价值。 

关键字：玉米秸秆；纤维乙醇；纤维乳酸；高温同步糖化与发酵；纤维素酶活分析 

Fermentation of Lignocellulose at High Temperature for Ethanol and 

Lactate Production  

Abstract 

One of the major technical barriers in the simultaneous saccharification and fermentation 

(SSF) of lignocellulose is the mismatch of the optimal temperature between the fermenting 

microorganims and the cellulolytic enzymes. In the present tudy, a smiplied method of 

cellulase activity determination based HPLC assay was proposed. And, effects of different 

fermentation parameters on the SSF of the dilute acid pretreated corn stover using 

Saccharomyces cerevisiae DQ1 at high solids loadings at elevated temperatures were detailed 

carried out. Futhermore, a lignocellulose-dependent themophilic lactate producing strain 

Pediococcus acidilactici DQ2 was discovered and employed in the SSF of corn stover for 

lactate production. High titre ethanol and lactate were successfully achieved by the SSF of 

lignocellulose at high temperatures. 

At the part one of the research work, a simplied cellulase assay method was presented 

based on HPLC assay. The method was according to the good linear relationships between 

logarithms of filter paper units measured by DNS method and sum concentrations of glucose 

and cellobiose measured by HPLC. Furthermore, the ratio of glucose to cellobiose could be 

obtained to characterize a cellulase for the capacity of enzymatic hydrolysis of cellulose into 

monomeric sugars. The innovative point of the method was the application of the specifically 

analytical tool HPLC for measuring the sugar concentrations which could give a meaningful 

index –the ratio of glucose to cellobiose.The performance of commercial cellulases had 

significant difference when enzymatic hydrolysis of the corn stover. The ratio of glucose to 
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cellobiose in the hydrolysate could be increased with supplementation of cellobiase to the 

cellulase. 

   At the part two of the research work was on the SSF of corn stover for ethanol production 

at elevated temperatures. The corn stover before use was pretreated with a method of dilute 

acid pretreatment and then washed with water once to reduce the inhibitors. The SSF 

experiments were conducted with the strain Saccharomyces cerevisiae DQ1 in a 5 L helical 

stirring reactor. Temperature characteristics of S. cerevisiae DQ1 was firstly evaluated in YPD 

medium. The results indicated the strain could grow at 44 
o
C while the ethanol yield and grow 

ability of the strain were reduced greatly when cultured at the temperature over 40 
o
C. SSF 

experiments at different temperature without prehydrolysis were conducted when solid 

loadings and enzyme loading were 20 %(w/w), 5 FPU/g DM. The results indicated that S. 

cerevisiae could be employed in SSF at 40 
o
C which gave better performance than SSF at 

30-37
 o
C. However, the fermentation was slowed or stuck when SSF experiments at 40 

o
C 

without prehydrolysis as increased solid loadings (~ 30%) and/or increased enzyme loadings 

(~ 15 FPU/g DM). This may due to the weak growth ability of S. cerevisiae DQ1 at 40 
o
C, 

and the inhibition of the inhibitors and cellulase were augmented as increased solid and/or 

enzyme loadings. Even supplementation with external nutrients into SSF experiments could 

not enhance the fermentation performance of S. cerevisiae DQ1 at 40 
o
C. The modes of SSF 

could significantly affect the fermentation performance. And SSF with temperature swing 

could overcome the problems related with SSF without prehydrolysis at 40 
o
C. SSF with 

temperature swing conducted at 30% solids loading with an enzyme loading of 15 FPU/g DM 

gave ethanol concentration 48 g/L and ethanol yield 61%. The research demonstrated that S. 

cerevisiae DQ1 could be used for ethanol fermentation from lignocellulose at elevated 

temperatures. Furthermore, the stain for cellulosic ethanol fermentation at elevated 

temperatures should be capable of robust growth and stress tolerance at high temperature and 

tested in the practical lignocellulose and conditions. The main innovative point of the research 

was using a thermotolerant Saccharomyces strain for SSF of high loadings of the practical 

lignocellulosic substrate at elevated temperatures. 

   At the part three of the research was on the discovery and isolation of a thermophilic 

lactate producing bacterium and its application in the SSF of corn stover for lactate 

production. The phenomomena of lactate formation was observed when studying the ethanol 

fermentation from the bioabated dilute acid pretreated corn stover at high temperature. A 

thermophilic lactate producing was isolated from cellulosic ethanol broth and identified 

belong to Pediococcus acidilactici, named as DQ2. The SSF of bioabated corn stover using P. 

acidilactici DQ2 for lactate production could be conducted at the temperature up to 48 
o
C, and 

lactate concentration 73 g/L and yield 63% were obtained. With the characteristics of high 
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temperature tolerance, anaerobic fermentation, low nutrients requirements and 

lignocellulose-dependence, P. acidilactici DQ2 brought a great opportunity for the SSF of 

lignocellulose for lactate production. The main innovative point of the research was the first 

report of a thermophilic lactate producing Pediococcus strain souring from the lignocellulose 

and high titre lactate procuction by SSF of the dilute acid corn stover using P. acidilactici 

DQ2 at high temperature. 

In this thesis, the SSFof the dilute acid pretreated corn stover at high temperatures using S. 

cerevisiae DQ1 and P. acidilactici DQ2 was carried out. The ethanol titer of 48 g/L and the 

lactate titre of 75 g/L were obtained, respectively, which provided the fundamental technology 

for the biorefinery of the lignocellulose and had great significance for application to the high 

temperature fermentation of lignocellulose. 

Keywords: Corn stover; Cellulosic ethanol; Cellulosic lactate; Simultaneous saccharification 

and fermentation at elevated temperature; Cellulase activity assay
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第 1 章   绪论 

1.1   前言 

木质纤维素（约 2000 亿吨/年）是地球上最丰富的可再生有机资源[1, 2]，通过工业技

术可以把这些资源转化为能源和化学品[3-5]，为人类经济社会可持续发展提供坚实的基

础。在木质纤维素原料的转化技术中，基于纤维素酶水解和微生物发酵的生物炼制技术，

具有低能耗、环保、高效等优势一直是研究的重要方向[6, 7]。 

如图 1 所示，木质纤维素加工过程一般包括原料收集、预处理、抑制物脱除、酶解

/同步糖化与发酵，产品纯化等单元，尽管每个技术单元的研究都取得了进展，但是商业

化木质纤维素炼制依然面临着许多挑战，包括先进的原料预处理技术，更高效低成本的

纤维素酶，以及适合于木质纤维素体系发酵的微生物[7-10]。纤维素酶能否高效地水解纤

维素为可利用的糖是生物炼制过程的关键之一，而纤维素酶的评价方式会影响到纤维素

酶的开发和在纤维素水解中的应用[2, 11-13]。特别是，木质纤维素加工常采用同步糖化与

发酵工艺，这就希望微生物的发酵温度能够与纤维素酶最适水解温度（50 ℃及以上）

相匹配，因此，纤维素原料的高温发酵是重要的研究热点和方向[14-19]。乙醇和乳酸是发

酵木质纤维素原料生产的代表性产品，也是本文的研究内容。本章对纤维素酶及其评价

方式，高温乙醇发酵微生物和纤维素乙醇发酵，以及高温乳酸发酵微生物和纤维素乳酸

生产的研究进展进行了综述。 

木质纤维素
原料前处理

预处理
调节预处理
后物料

分离纯化
同步糖化
与发酵

收集
清洗
粉碎

稀酸
汽爆
…

脱毒
调节pH

…

发酵微生物
纤维素酶
营养

改变基质结构
提高可接触性
…

改善物料状态
提高可酶解性
提高可发酵性
…

纤维素水解为
可利用糖；糖
转化为发酵产
物
…

燃料：乙醇
材料单体：乳酸
…

除去杂质
降低尺寸
…

 

图 1.1  木质纤维素生物炼制流程示意图 

Fig. 1.1  Schematic flow diagram showing the biorefinery of lignocellulosic feedstocks 
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1.2   纤维素酶 

纤维素酶是降解木质纤维素的重要催化剂，其成本和效能显著影响木质纤维素的生

物加工，是生物炼制的瓶颈之一。一般纤维素酶制剂是酶的混合物，各组分酶的协同作

用才能够转化纤维素为可利用的糖。纤维素酶复合物主要包括三种糖苷水解酶即内切-β-

（1，4）-葡聚糖酶（EC 3.2.1.4）、外切-β-（1，4）-纤维二糖水解酶（EC 3.2.1.91）和 β-

葡萄糖苷酶（EC 3.2.1.21）。内切葡聚糖酶通过随机切断纤维素链内部 β-1，4-糖苷键，

把纤维素链分解为更小的单元，从而降低纤维素的聚合度；外切纤维二糖水解酶催化纤

维素链的还原和非还原端，降解生成寡糖和葡萄糖；β-葡萄糖苷酶能够水解纤维糊精和

纤维二糖生成葡萄糖，解除对外切纤维二糖水解酶的抑制作用，这种不同酶的连续性的

作用，实现了纤维素的完全降解[2, 20, 21]。 

    纤维素酶与纤维素基质的水解反应是在固液态物质混合的非均相体系进行，这决定

了纤维素水解的复杂性，特别是当水解真实的木质纤维素基质时，除了受到纤维素基质

来源和组成，基质预处理方式和处理强度，底物浓度，产物抑制等因素影响外，还要受

使用的纤维素酶制剂的影响，包括纤维酶制剂组成，生产和调配方式，酶稳定性和耐受

性等[2, 22]。一般工业纤维素酶和半纤维素酶的生产用菌株主要是里氏木霉（Trichoderma 

reesi）[23]，属于中温生长的软腐真菌，具有很强的蛋白分泌能力，是研究最深入的产纤

维素酶微生物，但是其分泌酶系中含有较高的外切和内切葡聚糖酶，纤维二糖酶比例低， 

表 1.1  具有代表性的水解木质纤维素的商业酶制剂 

Table 1.1  Typical commerical cellulase enzymes for degrading lignocellulose 

纤维素酶 来源 特点  温度 ℃，pH  生产公司 

Accellerase™ 1500 GM-Trichoderma reesei 更高糖苷酶活 50-65，4.0-5.0 Genencor 

Accellerase™ 1000 GM-Trichoderma reesei 适合纤维质 50-65，4.0-5.0 Genencor 

Accellerase™ XC Penicillium funiculosum 高半纤维素酶 45-65，3.5-6.5 Genencor 

Spezyme™ CP Trichoderma longibrachiatum 缺葡萄糖苷酶 50-65，4.0-5.5 Genencor 

Cellic® CTec2 - 
适应多种原料 

适应高固含量 
45-50，5.0-5.5 Novozymes 

Cellic® HTec2 - 高半纤维素酶 45-50，5.0 Novozymes 

Novozyme® 188 Aspergillus niger 纤维二糖酶 45-50，5.0 Novozymes 

AlternaFuel® 200P Trichoderma longibrachiatum 缺葡萄糖苷酶 35-80，3.5-5.5 

最优 50，4.5 

Dyadic 

 

AlternaFuel® 

CMAX 

Myceliophthora thermophila 耐热酶复合物 35-80 ， 3.5-8.0

最优 55，6.0 

Dyadic 

 

Youtell - 缺葡萄糖苷酶 50-65，4.0-5.0 Youtell 

GM，基因工程改造；-，未知；数据源自产品官网，杰能科（www. genencor. com），诺维信（www. 

bioenergy. novozymes.com），Dyadic（www. dyadic.com），优特尔（www. youtell. com） 
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需要额外添加葡萄糖苷酶[4]，但是，不同来源葡萄糖苷酶有不同的最适温度和 pH 范围[2]，

这会影响到整体纤维素酶体系的活性。有多种方式提高纤维素酶的效能，或者对微生物

做基因工程，使其自身能够分泌均衡的酶系，或者用产酶细菌生产新型纤维素酶[4]，或

用耐热或嗜热微生物生产纤维素酶[24]，以增强热稳定性，一般酶水解反应温度提高

10 ℃，酶活性增加一倍[25]。为了有效水解真实的木质纤维素，纤维素酶中除了包含几

种主要的酶蛋白，添加木聚糖酶系如内切木聚糖酶、木二糖水解酶、乙酰酯酶、漆酶等
[26, 27]能够解除纤维素水解产物中木寡糖的抑制，从而显著提高整体的水解，这就需要针

对不同纤维素基质的高通量优化和筛选纤维素酶[28]。 

纤维乙醇的迅猛发展，促进了商业纤维素酶的生产和提高，大量的科研者投入到纤

维素酶的研究中，以开发低成本和高效的纤维素酶制剂，满足实际应用。表 1.1 展示的

是主要纤维素酶生产商近年来开发的纤维素水解酶，可以看出纤维素酶制剂最适温度几

乎都在 50 ℃以上，并且朝低成本，多种酶复合，高温度和高底物浓度耐受的方向开发。

但是，不同来源或不同方式生产的酶制剂，水解木质纤维素时，差异很大。当纤维素酶

不是在最适温度使用时，酶活性会降低很多如纤维素酶 Cellic
®
 Ctec2 在 35 ℃作用时，

只有 50 ℃酶活性 40%，使用成本就会增加。2010 年纤维素酶制造商杰能科公司与诺维

信公司报道，生产 1 加仑乙醇，纤维素酶的成本与两年前相比降低 80%，约是 0.5 美元
[9]，然而当前纤维素酶成本仍然较高，需要加大投入和研究，进一步降低成本[29]。 

1.3   纤维素酶滤纸活性的评价 

    木质纤维素的酶水解是一个复杂的过程，依赖于所用纤维素酶制剂中不同酶组分的

协同作用。纤维素酶的作用底物成分复杂，结构多变，不溶于水，这种基质的不均一性，

酶体系的复杂性，酶可接触的基质表面的有限和不断变化等都对评价纤维素酶提出了挑

战[30]，导致纤维素酶的评价方法步骤复杂，不统一，评价方式经历了逐步演进和提高[13]。 

纤维素酶主要有内切酶、外切酶和纤维二糖酶组成，最初主要评价其中的单一组分

包括羧甲基纤维素做基质的内切葡聚糖酶，微晶纤维素做基质的外切葡聚糖酶和纤维二

糖做基质的纤维二糖酶，这样测试用的基质种类就很多，包括可溶的，不可溶的；另外

的缺点是，这种评价难以反映纤维素酶在实际木质纤维素水解中的能力。采用标准易得

的不可溶纤维素作为基质，能够比较准确测定纤维素酶体系的总体滤纸酶活，反映其水

解能力[30, 31]。20 世纪 70 年代美国的 Mandels 等人[31]提出并逐步完善纤维素酶滤纸活性

分析（Filter paper activity，FPA）方法，1987 年这种滤纸活性分析方法被国际纯粹和应

用化学联合会采用和推荐[32]，1996 年美国能源部国家可再生能源实验室的 Adney 和

Baker
[33]编撰发布这种滤纸活性分析方法，为标准生物质领域分析方法。滤纸活性分析

方法基于纤维素酶转化固定比例（4%）的纤维素基质，即在 50 ℃，pH 4.8 用 0.5 mL

纤维素酶 60 min 水解 50 mg 滤纸条（1×6 cm）生成 2 mg 还原糖。纤维素酶水解表现

为非线性的水解规律，因此纤维素酶活定义没有遵循国际单位（IU）。纤维素酶活单位

采用滤纸单位（Filter paper units）表示，即每毫升未稀释酶液中有多少个 FPU。滤纸活
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性分析方法的优点是选择水不溶纤维素做为反应基质例如 Whatman #1 滤纸；水解转化

固定比例的标准滤纸，达到能够同时水解滤纸中结晶和无定形纤维素组分，考察纤维素

酶协同作用；该方法所用材料和试剂便宜，在实验室较常见。但是，纤维素酶的滤纸活

性分析方法（FPA）有不少缺点，耗费时间，实验强度大，结果重现性低，主要体现在

其操作的复杂性和容易受到外界因素[11, 32, 34]，包括分析方法的步骤和还原糖测定方法。

滤纸活性分析过程必须严格按照标准的程序操作，但是由于过程复杂，非常容易受到人

为因素的影响包括裁剪滤纸的形状、滤纸的重量、纤维素酶稀释的准确性、水解和煮沸

的温度控制、吸光值测定等；滤纸分析方法的条件决定了该方法不适合非常低活性的纤

维素酶活分析。滤纸酶水解，产生了包括葡萄糖等的还原糖，采用 3，5-Dinitrosalicylic 

acid（DNS）分析方法[35]，DNS 试剂配制过程复杂，试剂消耗量大，且有毒害；DNS

储存和使用有条件限制，易造成浪费；DNS 测定易受到操作，以及反应体系中其他物质

干扰；DNS 虽能够测定液体中还原性的糖，但不能准确定量测定生成的各种组分，即不

具备专一性；在以葡萄糖为还原糖标准时，测定纤维二糖或木糖有大的偏差。 

鉴于纤维素酶滤纸活性分析的局限和存在的问题，纤维素酶活的评价方法是个重要

的研究方向，因为纤维素评价方法会显著影响纤维素酶制剂的优化、开发和实际应用。

如图 1.2 所示滤纸分析方法也一直在改进和优化，这包括分析方法，步骤以及水解产物

的分析，评价方法朝着操作简单、高通量、更准确，以及实际纤维原料作为测试基质的

方向发展。目前，微生物可发酵利用的糖主要是单糖（葡萄糖），因此采用专一性强，

定量分析的工具检测水解产物，能更真实反映纤维素酶的实际水解能力，因为只有当纤

维素酶具备水解纤维素基质成为单糖的能力时，才能够真正用于实际纤维素应用。近年

来，高效液相色谱（High Performance Liqud Chromatography，HPLC）在分析液体样品

中的糖组分的领域，以其高效，定量，精确，已取代传统的还原糖分析方法[36]。HPLC

已经成为实验室常用仪器，在纤维素基质转化领域分析中能够快速，准确定量水解产物，

新分析工具的应用能够更有效分析纤维素酶的活性。 

1980-1989 Ghose
[32]，Wood 和 Bhat

[37]进一步完善纤维素酶滤纸活性分析 

Schwald 等[34]
 对比 HPLC 与 DNS 分析；Breuil

[38]比较还原糖测定方法的对酶活影响 

1990-1999 Johnston 等[39]使用 BCA 试剂分析还原糖测定酶活 

2000-2009 Coward-Kelly 等[34]：滤纸活性分析方法的改进； Nordmark 等[40]：滤纸活性分析方法

用于低活性酶液；King 等[41]，Decker 等[42]，Xiao 等[43]：自动化，微板高通量分析；

Kabel 等[44]
 标准滤纸分析方法的不足，用实际纤维素基质评价；Wu 等[45]基于实际纤维

素基质水解分析酶活；Zhang 等[46]基于实际水解能力测定残留酶活；Hu 等[47]使用石英

晶体微天平技术用于纤维素酶酶活分析 

2010-2011 Pryor 和 Nahar
[48]标准滤纸分析方法的不足； Navarro 等[49]基于实际纤维素分析酶活 

 

图 1.2  纤维素酶滤纸活性分析方法的研究和演进 

Fig. 1.2  Typical researchs and evolution of filter paper activity (FPA) assay for cellulases 
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1.4   高温乙醇发酵微生物 

纤维素乙醇发酵的重要挑战之一是寻求适合于纤维素体系发酵的生物催化剂[50]，特

别是能够在纤维素酶最优水解条件下生长的微生物[9, 51]，因为同步糖化与发酵纤维素过

程中纤维素糖化始终是限速步骤。如前所述商业纤维素酶最适作用温度一般在 50 ℃及

以上，常温发酵导致纤维素酶成本在纤维素加工中增加[23]。耐受高温的微生物应用于发

酵有许多优点，随着纤维乙醇研究的发展，以及面向商业化生产的成本控制，迫切希望

寻求高温发酵微生物以充分发挥纤维素酶效能和高温发酵的优势，提高发酵能力，降低

生产过程的成本。 

    表 1.2 为近年来文献报道的乙醇发酵温度在 40 ℃及以上的微生物。微生物生长温

度的范围和上限，与微生物菌株有很大关系，能够发酵产乙醇的微生物菌株很多，其中

酿酒酵母是酒精发酵行业最常用的菌株。所有物理因素中，对酵母生命周期影响最大的

就是发酵温度。在工业发酵中，大多数酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）菌株，最

适的发酵温度 30-35 ℃，有的也能够在 37 ℃生长发酵；但与之相比，克鲁维酵母

（Kluyveromyces marxianus）具有更强耐热性，大多数菌株能够在 45 ℃生长，但是其

产物耐受性能较差，比如对乙醇的耐受性酿酒酵母达 13.7%（v/v），而克鲁维酵母只有

9.4%（v/v）[74]。为了获得在更高温度下能够发酵的微生物，某些古生嗜热菌在生物能

源领域应用中受到重视[17, 73, 75]，这是因为其能够耐温，耐受极端环境的特性，但是，这

类微生物代谢复杂，产物产率低，应用受限。鉴于酿酒酵母菌株有良好的应用实践经验，

所以在酿酒酵母属筛选耐高温酵母是一个重要的选择途径。 

微生物所能耐受的温度范围不是一成不变的，发酵环境以及微生物的状态对此影响

很大，比如发酵体系低水活性，低的 pH，高的底物以及乙醇浓度等都会降低微生物的

生长温度范围。同样，如果微生物不是在最优温度生长或发酵，那么其耐受环境压力的

能力会相应降低[74]。一般酿酒酵母若在其生长温度范围内，随着培养温度的升高发酵得

率和生长能力会下降，只有在合适温度范围符合线性关系，若超过某一温度，生长能力

就突然降低，甚至不能够消耗完基质[53, 55, 65]。相比淀粉类基质，纤维素基质发酵的有其

特殊性如预处理产生的多种抑制物、体系黏度大、营养贫乏、离子浓度高等这必然对微

生物的耐受性特别耐温性提出更高的要求。随着温度升高，多数抑制物的抑制能力增强，

甚至纤维素酶也能够显著影响微生物的生存[54, 76]，因此大多数高温纤维乙醇发酵研究只

是停留在诱变与筛选耐热微生物[52, 56, 58]。由于微生物温度耐受的复杂性，因此高温纤维

乙醇发酵能否成行，必须在真实的纤维素原料及发酵条件下检验。 

微生物的耐温性，主要取决于其自身属性，在高温发酵应用中，除了提高微生物内

在耐温性外，有的研究也希望通过改变外部因素提高发酵过程微生物耐温能力。高温和

压力能够诱导微生物的响应，通过改变细胞膜的脂肪酸组成，增加了细胞膜的流动性，

也能够引起细胞结构的变化，从而提高对应条件下的耐受性，但这使微生物的生长和发

酵能力下降[57]。Menon 等[53]发现细胞固定化技术能够提高酿酒酵母 40 ℃发酵地衣淀粉 
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表 1.2  高温发酵产乙醇的微生物 

Table 1.2  Typical microorganigms for producing ethanol by fermentation at elevated temperatures  

微生物 温度 ℃ 发酵基质 文献 

酿酒酵母    

S. cerevisiae HU-TY-1 ～40 葡萄糖 Jin 等[52]
 

S. cerevisiae sp. 40-45 葡萄糖 Menon 等[53]
 

S. cerevisiae KNU 5377 30-40 葡萄糖 Park 等[54]
 

S. cerevisiae NFRI3225 30-42 葡萄糖 Watanabe 等[55]
 

S. cerevisiae VS ～42 葡萄糖 Sridhar 等[56]
 

S. cerevisiae IR2-9a ～42 葡萄糖 Edgardo 等[57]
 

S. cerevisiae MT15 ～40 糖蜜 Rajoka 等[58]
 

S. cerevisiae sp. ～40 葡萄糖 Kadar 等[59]
 

S. cerevisiae NRRL-Y-132 ～43 葡萄糖 Krishna 等[60]
 

S. cerevisiae UT1 ～40 葡萄糖 邹建忠[61]
 

S. cerevisiae B16 ～42 葡萄糖 李振林等[62]
 

S. cerevisiae FE-B ～42 葡萄糖 王娜娜等[63]
 

克鲁维酵母    

K.marxianus IMB ～45 葡萄糖，木糖 Faga 等[64]
 

K.marxianus DMKU3-1042 ～45 己糖，戊糖 Rodrussamee 等[65]
 

K.marxianus ECET10875 ～42 葡萄糖 Garcia-Aparicio 等[66]
 

Kluyveromyces sp. ⅡPE453 ～50 葡萄糖，木糖 Kumar 等[67]
 

K.marxianus DSMZ7239 ～45 奶酪 Ozmihci 和 Kargi
[68]

 

K.marxianus Y01070 ～40 葡萄糖 Kadar 等[59]
 

K.fragilis NCIM3358 ～43 葡萄糖 Krishna 等[60]
 

其他酵母    

Isaatchenkia orientials 42-44 葡萄糖 Gallardo 等[69]
 

Yeast RND13 ～43 葡萄糖 Urano 等[70]
 

Candida acidothermophilum ～45 葡萄糖 Kadam 和 Schmidt
[71]

 

其他菌种    

Clostridium phytofermentans ～40 纤维素 Jin 等[72]
 

Thermoanaerobacterium 

saccharolyticum ALK2 
～50 纤维素 Shaw 等[17]

 

Geobacillus 

thermoglucosidasius 
～70 己糖，戊糖 Cripps 等[73]
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水解液生产乙醇的效率。Faga 等[64]实验发现发酵初始 pH 从 4.8 调高到 5.5 能够增加克

鲁维酵母的乙醇发酵得率。Suryawati 等[77]同样发现，提高初始 pH 能够延长微生物发酵

时间，但是提高至 45 ℃发酵，即使培养基中营养物浓度提高 3 倍，也没能够延长发酵

和提高乙醇得率。Urano 等[70]报道增加细胞的接种量，可以提高 40 ℃发酵时葡萄糖利

用速率，但是发酵温度提高到 43 ℃，即使增加细胞接种量，也不能够完全消耗葡萄糖，

可能是高温导致的细胞死亡超过增加接种量所带来的细胞存活。Anderson 等[78]报道通过

添加脂质营养如酵母粉、不饱和脂肪酸、麦角淄醇等可能提升高温乙醇发酵性能，但是

由于微生物细胞的耐热机理不明[52]，通过改善发酵条件的方法存在应用限制，未必适合

不同发酵基质和微生物。 

即使在传统乙醇发酵体系，酵母细胞也受到高产物浓度、低营养以及 pH 变化等影

响，而高温条件是一个更苛刻的环境压力[16]，尽管高温发酵从机理到应用面临许多问题，

但是研究温度对发酵的影响特别重要，特别是高温纤维质发酵有巨大前景。  

1.5   高温同步糖化与发酵木质纤维素生产乙醇的研究进展 

高温发酵是强化木质纤维素原料同步糖化与发酵重要途径之一，这种优势主要表现

在以下方面： 

1．纤维素酶方面．纤维素酶是纤维素乙醇发酵成本重要的构成部分。如前所述，

目前纤维素酶最适作用温度都在 50 ℃以上，而且朝着更耐温方向发展。在常规（35℃）

温度同步发酵，降低了纤维素酶活性，从而需要增加纤维素酶用量[77]。一般纤维素酶的

酶活 45 ℃时是 35 ℃的两倍，Bollok 等[79]报道如果以 37 ℃为对照发酵温度，温度升

高到 40 和 50 ℃纤维素酶成本分别可以节约 16%，50%。同样，Shaw 等[17]报道在 50 ℃

发酵，纤维素酶用量与 37 ℃相比，降低了 2.5 倍。 

2．发酵性能方面．高温条件带来更加迅速的纤维素体系糖化，更快的物质，能量

传递，这对发酵体系改善尤为重要[80]。高温微生物能够耐受大型反应器所造成的温度分

别不均和波动，也可以降低对发酵体系可能染菌的风险[58]。 

3．设计运行方面．高温发酵能够带来冷却成本的明显降低，特别是在高温季节和

热带地区，这也降低相关设备的资产投资[16]。生物质原料主要在高温地区和季节，产量

大，高温发酵技术有利在这些地区推广纤维素乙醇生产。 

4．产物分离方面．乙醇的蒸馏能量消耗与蒸馏进料的温度和产物浓度关系很大，

提高发酵的温度有利于产品乙醇的回收[81]，以及边发酵边萃取产物技术的实现[16]。 

Abdel-Banat 等[16]分析计算如果发酵温度从 35 提高到 40 ℃，年产 3 万吨淀粉乙醇

的发酵厂，在能量和酶制剂的使用方面，每年就可节约 60 万美元。经过换算，这个乙

醇厂生成 1 加仑乙醇，成本中酶制剂约占 0.06 美元，如果以纤维素原料为基质，效果会

更加显著，因为现在最低成本预测的每加仑纤维素乙醇，成本中酶约占 0.5 美元，几乎

是淀粉基质发酵成的 10 倍，因此高温发酵对利用纤维素乙醇更加有效和实际应用价值。 

    尽管高温纤维素乙醇发酵潜力巨大，但是由于高温微生物的限制，真正用于实际纤
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表 1.3  高温同步糖化与发酵纤维素基质生产乙醇的研究进展 

Table 1.3  Progress on simultaneous saccharification ethanol fermentation of lignocellulose at elevated temperatures 

原料 微生物类型 温度（℃） 预处理、脱毒 发酵规模，固含量% 
酶用量 

（FPU/g DM） 

酵母粉 

（g/L） 

乙醇 

（g/L） 
文献 

大麦秆 Kluyveromyces marxianus 

42 

汽爆，水洗 摇瓶，15 7 5  
26 Garcia-Aparicio 等[66]

 

24.1 Garcia-Aparicio 等[66]
 

小麦秆 Kluyveromyces marxianus 42 汽爆, 水洗 摇瓶，14 6 5  30.2 Tomas-Pejo 等[82]
 

柳枝稷 Kluyveromyces marxianus 45 水热，水洗 摇瓶，8 8 0.5  15-20 Faga 等[64]
 

柳枝稷 Kluyveromyces marxianus 45 水热，水洗 摇瓶，7 8.5 0.5  16.6 Suryawati 等[77]
 

废报纸 Saccharomyces cerevisiae 40 dry-defibrated 发酵罐，25 140 10 84 Park 等[54]
 

甘蔗叶 
Saccharomyces cerevisiae 40 氢氧化钠+双氧

水 
摇瓶，10 40 - 

22 Krishna 等[60]
 

Kluyveromyces frigrils 43 28 Krishna 等[60]
 

白杨木 
Candida acidothermophilum 40 

稀酸，水洗 摇瓶，6 25 7 
18.9 Kadam 和 Schmidt

[71]
 

Candida acidothermophilum 42 18.1 Kadam 和 Schmidt
[71]

 

幅射松 Saccharomyces cerevisiae 40 有机溶剂处理 摇瓶，10 20 5 22 Tomas-Pejo 等[82]
 

小麦秆 
Kluyveromyces marxianus 

42 

汽爆, 水洗 摇瓶，10 15 5 
19 

Ballesteros 等[83]
 

白杨木 18 

玉米杆 Saccharomyces cerevisiae 41 汽爆 摇瓶，10 25 10 21.1 王娜娜等[63]
 

稻草粉 Saccharomyces cerevisiae 40 碱溶液处理 摇瓶，8 25 15 10 刘海臣等[84]
 

云杉 Kluyveromyces marxianus 42 汽爆，Overliming 发酵罐，5 18 1  9 Bollok 等[79]
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维素基质发酵的非常有限，表 1.3 从原料，微生物，处理方式等方面概括了高温同步糖

化与发酵木质纤维素原料生产乙醇的研究进展。由于发酵微生物，发酵基质及处理方式，

发酵控制条件的差异，很难比较这些发酵研究的优劣。但是，这些研究基本上存在发酵

基质浓度低，产物浓度低，营养成本高等问题，这与实际生产所需要的低营养，高基质，

高产物浓度相去甚远。 

从使用微生物角度看，克鲁维酵母的应用较多，可能只是考虑到这属菌温度耐受性

相对较好；选择的纤维素原料种类属于相对小众，还没有关于代表性纤维质原料如玉米

秸秆以及比较实用的稀酸预处理方式，这方面高温乙醇发酵还没有报道；几乎没有在发

酵罐规模的研究，大多停留在摇瓶水平的同步糖化与发酵方式，由于纤维体系的搅拌困

难，摇瓶发酵很难反映真实的应用条件。 

    木质纤维素原料一般必须经过预处理才能够用于加工，预处理作用打开了纤维素致

密的结构，进而提高了纤维素酶对纤维素的可接触性，但是预处理过程产生有毒害的抑

制物包括甲酸，乙酸等弱酸，5-羟甲基糠醛，糠醛等呋喃类，以及羟基苯甲醛等酚类抑

制物，抑制物的存在会降低酶解和发酵性能，甚至使微生物发酵不能启动[85]。常用的抑

制物脱除方法包括水洗，过碱处理，生物脱毒等，这些方法各有优缺点，虽然提高了纤

维素基质的可酶解性和发酵性，但也增加了生产成本。Kumar 和 Wyman
[86]研究发现预

处理后物料进行水洗处理能显著提高纤维素的酶解得率，对稀酸处理的白杨木在室温下

水洗增加了 18.8%葡萄糖和 5.3%木糖转化；Bollok 等[79]报道基质过碱脱毒（overliming）

处理物料增加了克鲁维酵母同步糖化与发酵乙醇 27%的得率。如果发酵木质纤维素中使

用能够在位脱毒的微生物，就会非常有利于发酵，因为这样即使发酵体系中有一定程度

的抑制物，也能够先转化抑制物为毒性弱的物质，从而使发酵顺利进行。一般酿酒酵母

（Saccharomyces cerevisiae）具有内在的抑制物转化能力，能够把醛类转化为对应的醇

类，代谢酚类，基于这种能力，可以把发酵微生物种子在含抑制物的水解液中预先驯化

培养，提高微生物的耐受性和发酵能力，缩短同步糖化与发酵木质纤维素的时间[87, 88]。 

在高温条件下随着乙醇发酵的进行，微生物存活能力逐步下降，导致发酵后期葡萄

糖积累[64, 66, 77]，这种现象在高基质和高纤维素酶浓度下表现更加明显。一般高基质浓度

增加了微生物发酵的延滞期[89]，高乙醇浓度，以及发酵过程抑制物和副产物都会对微生

物的有抑制作用[77]。在提高纤维素基质浓度时，体系中抑制物的浓度会相应随之提高
[90]，恶化发酵环境，降低微生物生存能力[91]。同时，升高发酵温度普遍导致的微生物

生长能力降低，微生物生长能力又对抑制物的转化能力[87, 85]相关，这就导致高温条件下

抑制物转化时间的延长；纤维素酶浓度也会随着体系中基质浓度提高而增加，纤维素酶

浓度升高能够显著影响微生物的生长，比如 1.5 FPU/mL 的纤维素酶浓度降低微生物

70%存活能力[76]。 

同步糖化与发酵工艺的操作方式在具体实施中有不少变化包括全过程同步糖化与

发酵、先高温预糖化再同步糖化与发酵，以及补料同步糖化方式等，不同的发酵工艺条

件会影响发酵行为和结果。当高基质浓度时，在纤维素酶最适合温度进行预糖化操作能
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够加快初期水解速度，降低体系黏度，从而有利于搅拌[66]；补料操作也能够降低体系搅

拌问题，但是当有充足搅拌时，应尽可能在发酵初始加入纤维素酶和物料，从而获得最

好的产率[46]。 

总之，高温纤维素发酵的问题实质在于微生物能否在纤维体系中保持存活能力，这

不仅要求微生物有宽泛的生长温度，而且能够耐受纤维体系环境压力及其叠加的影响如

预处理原料中的有机酸类，呋喃类，酚类抑制物以及纤维素糖化后形成的具有高粘性的

体系，低溶氧水平，低水活，低传递效率等环境因素[92]；产物乙醇浓度，纤维素酶等因

素。高温发酵微生物必须应用于实际纤维素基质检验，特别是在高纤维素基质浓度下，

基于真实应用的发酵条件中，需要进行深入广泛的研究。 

1.6   高温乳酸发酵微生物 

木质纤维素炼制可以共享相同的糖平台技术，只需要采用不同的发酵微生物，就能

够生产不同的产品。乳酸是最具代表和竞争力的生物基大宗化学品，在葡萄糖转化为乳

酸过程没有二氧化碳释放，因此更加经济高效。乳酸有许多用途包括食品、化妆品、溶

剂、材料单体等。全球聚乳酸市场在 2010 达 50 万吨[93]，到 2020 年生产能力将突破 100

万吨[94]，乳酸需求持续扩长。乳酸菌不是一个菌属名称，只是一种俗称，自然界中存在

的乳酸菌种类和分布很广。选择用于乳酸发酵的微生物有几个标准如适合于低成本基

质、高的生产速率、宽泛的温度、pH 和产物耐受性等[93]，相比乙醇发酵微生物，高温

产乳酸的微生物比较多，甚至有嗜热微生物，为生物转化乳酸提供了很好的催化剂[95]。

乳酸菌的微生物多样性，为发现适合于木制纤维素发酵的微生物提供了很好的基础，在

这归纳具有代表性的有潜力应用于高温同步糖化乳酸发酵的微生物，如表 1.4 所示。 

表 1.4  高温发酵产乳酸微生物 

Table 1.4  Microorganisms for producing lactate at elevated temperatures 

微生物 温度 ℃ 基质 分离来源 文献 

Bacillus coagulans 36D1 50 己糖，戊糖 温泉泥浆 Patel 等[96]
 

Bacillus coagulans MXL-9 50 己糖，戊糖 牧场堆肥 Bischoff 等[95]
 

Enterococcus mundtii QU25 ～45 木糖 绵羊粪便 Abdel-Rahman 等[97]
 

Rhizopus microsporus TISTR 3518 ～45 淀粉 loog-pang Sakai 等[98]
 

Lactobacillus sp. RKY2 ～45 葡萄糖 黄豆酱 Wee 等[99]
 

Bacillus coagulans DSM2134 50 己糖，戊糖 - Maas 等[100]
 

Lactobicillus delbrueckii sp. 45-47 葡萄糖 - Hofvendahl 和

Hahn-Hagerdal
[101]

 Lactobicillus rhamnosus sp. 45-47 糖蜜 - 

Lactobicillus sp. ZJU-1 45 己糖，戊糖 - 陈育如等[102]
 

Lactobicillus delbrueckii L1 ～60 己糖 - 崔国艳等[103]
 

Sporolactobacillus sp. CASD 42 葡萄糖 - Zhao 等[104]
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常用于乳酸发酵的微生物，如能够在 40 ℃以上发酵的乳杆菌（Lactobicillus），发酵温

度是中温（35℃）的米根霉菌[93, 105]，它们较少见于用纤维质原料的发酵报道，可能存

在某些限制比如耐受性，营养需求等。因此，以发酵木质纤维素原料为目标的产乳酸微

生物分离，希望具备高温发酵，多基质利用，低营养需求等发酵特性。近年新型的发酵

产乳酸微生物也被分离得到，比如美国科学家在研究高温生物催化剂时分离到的格兰氏

阳性菌 Bacillus coagulans 36D1，它应用于木质纤维素原料乳酸发酵报道较多。B. 

coagulans 36D1 能够在 50 ℃发酵，它可以利用多种碳源基质，但代谢产物复杂，而且

发酵受氧水平影响大，有氧条件下发酵乳酸是主产物，在厌氧条件下有乙醇、乙酸、甲

酸等代谢副产物生成 
[96]，为了适合厌氧发酵以及获得单一产物，可能需进行基因工程

改造[106]。日本科学家分离的肠道球菌 Enterococcus mundtii QU25，是第一个报道可高效

同型发酵木糖生产乳酸[97]的野生菌，能够在相对低营养条件发酵，具有高的产品得率和

纯度，为经济地利用木质纤维素原料中的半纤维素组分提供了好的发酵微生物。米根霉

菌也是常用于微生物发酵的微生物，一般在中温发酵，然而 Sakai 等[98]首次发现了可在

40 ℃以上发酵的耐高温霉菌 Rhizopus microsporus TISTR 3518，为转化生物质资源提供

了好的工具，但是霉菌形态易成丝状物，且耗氧发酵，这可能会限制在木质纤维素原料

中的应用。 

乳酸发酵调控受到的许多因素影响，微生物种类，复杂的营养需求，发酵基质，控

制条件等都能够显著影响发酵行为[93, 101]。pH 的控制高低影响纤维素酶的活性以及调控

过程用碱量的多少。不合适的 pH 控制对细胞生长和发酵都有毒害，例如通过添加固体

碳酸钙，从而限制液体中乳酸的浓度；当添加氨水调节发酵 pH，在乳酸再生时可以得

到肥料硫酸铵，避免硫酸钙的堆积。在 pH 控制的反应器中，使用微生物 Bacillus 

coagulans 发酵， 当 pH 从 6.0 降低到 5.0，乳酸得率就降低一半[95]。原料基质中添加

的营养组分和过程 pH 调控成本占乳酸发酵成本的 60%。单一的营养盐一般不能满足乳

酸菌营养需求，通常要添加复杂的复合营养物，如添加酵母粉，但是其成本高，因此添

加低成本的替代品如玉米浆，奶酪水解物等。不像淀粉，奶酪，糖蜜等发酵基质，纤维

素原料营养相比贫乏，需要添加更丰富的营养以增强乳酸的生成。锰元素对乳酸菌发酵

产乳酸有刺激能力[107]，纤维素原料在生长过程中从土壤里富集了氮、磷、钾以及钙、

镁、锰等微量元素，在生物加工过程释放这些组分，形成了一种有利的复杂营养体系[108, 

109]。 

一般来说发酵接种量是 10%（v/v），这样在发酵前期微生物有明显的生长竞争优势，

可以消除初期可能的染菌，以及缩短发酵的延滞期，提高发酵效率。但是由于种子培养

基成本较高，希望尽可能的减少接种的量（如 5%以下），这样可能会增加发酵染菌的风

险。然而高温发酵，能够内在的缩短延滞期和降低杂菌几率，可以做到低接种量，这从

另一个角度降低了生产成本。商业化的乳酸发酵生产，如果发酵温度在 44 ℃以上，杂

菌污染就相对容易被控制了[93]。 

    除了温度的耐受性，乳酸发酵微生物必须与纤维素基质加工的预处理和糖化的条件
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与体系相兼容，木质纤维素预处理有利于糖的释放，同时也产生了抑制物，乳酸菌必须

有一定的抑制物耐受性。就纤维素酶而言，Bischoff 等[95]报道在同步糖化与发酵纤维素

生产乳酸时，发酵温度 55 ℃与 35 ℃相比，纤维素酶用量减少 3-4 倍。Bacillus coagulans

能够分别耐受糠醛，5-羟甲基糠醛，香兰素达 2.5 g/L，可以耐受 1.2 g/L 羟基苯甲醛[95]。

环境压力的耐受性，对微生物的生长很重要， 微生物在环境压力下生长与分离环境有

较好的相关性，例如 Parente 等[110]发现在分离到的微生物中，只有从啤酒中分离的微生

物能够耐受 10%（v/v）的乙醇，从橄榄发酵卤水中分离到的乳酸菌能够在高盐环境生

长。因此，必须广泛筛选和比较微生物，选择具有一定抑制物耐受的微生物，才能满足

特定发酵条件要求。 

1.7   高温同步糖化与发酵木质纤维素原料生产乳酸的研究进展 

    乳酸的发酵原料正从淀粉、奶酪、糖蜜类等传统基质转向丰富的木质纤维素原料，

以满足乳酸低成本生产，以及市场需求的增加。目前，95%的乳酸产品是通过微生物发

酵生产，其成本的 70%来自于原料成本，采用资源丰富的，价格低廉的木质纤维素原料

为基质，具有巨大的应用潜力[93, 111]；乳酸是最具成本竞争力的生物塑料单体，以木质

纤维素原料代替粮食生产乳酸，能够进一步降低生产成本以及增强聚乳酸发展的可持续

性，日益引起人们重视[94, 112, 113]。相比乙醇，乳酸对纤维素酶抑制能力小，价格约是乙

醇的 5 倍[114]，因此，以纤维素原料同步糖化与发酵生产乳酸更为经济。但是目前从木 

表 1.5  高温同步糖化与发酵木质纤维素生产乳酸 

Table 1.5  Simultaneous saccharification and lactate fermentation of lignocellulose at high temperatures 

纤维质

原料 

预处理

方法 

固含量% 

（w/w） 

微生物， 

温度 ℃ 
营养（g/L） 

浓度 

（g/L） 
引用文献 

玉米皮 
稀酸 

10% 
Bacillus 

coagulans，50 

10 CSL 45.6 
Bischoff 等[95]

 
碱法 10 YE  37.2 

玉米芯 汽爆 8 
Lactobacillus 

sp. ,45 
5 YE 45.3 陈育如等[102]

 

麦秸秆 碱法 27% 
Bacillus 

coagulans，50 
15 YE 40.7 Maas 等[100]

 

纸浆 - 10% 
Bacillus 

coagulans，42 
5 CSL 92.6 Budhavaram 和 Fan

[117]
 

桉树 溶剂法 
10% Lactobicillus 

delbrueckii，45 
5 YE 

62 Moldes 等[118]
 

16% 108 Moldes 等[119]
 

葡萄藤 

大麦壳 

 

溶剂法 

 

2% 

10% 

Lactobicillus 

rhamnosu，45 
MRS 

21.8 

70 

Bustos 等[120]
 

Cruz 等[121]
 

CSL, 玉米浆；YE，酵母粉；MRS，MRS 培养基中除葡萄糖外的其他营养。 
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质纤维素发酵乳酸存在许多困难，比淀粉质原料成本要高许多。表 1.5 总结了高温同步

糖化与发酵纤维素原料生产乳酸的研究进展。 

Abe 和 Takagi
[115]提出同步糖化与发酵生产的概念之后，1991 年第一个报道了同步

糖化与发酵纤维素生产乳酸，随后开启了纤维素同步糖化乳酸发酵的研究[116]。纤维素

酶是影响纤维素经济水解的限制因素，因此，正如前述所提到的高温对于大规模发酵的

优势，高温同步糖化与发酵纤维素更加能够体现“同步”的意义。乳酸发酵菌株对成功

实现木质纤维素同步糖化与发酵至关重要，一般木质纤维素原料除了含有葡萄糖等己

糖，还存在大量的木糖类的戊糖，因此为了高效利用多种碳源，就需要筛选获得能够同

时发酵己糖和戊糖的微生物；同时为了提高木质纤维素基质的发酵能力，微生物也需要

能够耐受高的环境压力比如抑制物等，从而有利于纤维素基质的经济转化。因此，选用

新的适合木质纤维素发酵的多基质利用微生物特别重要。以木质纤维素为基质的乳酸发

酵研究可能遇到新的问题，比如微生物的抑制物耐受性，营养的需求，生长能力，不同

发酵方式等。Maas 等[100]提出用碱性的预处理后物料调整发酵过程的 pH 降低，同时加

入的纤维基质还可以作为补料；但是，增加基质固含量后，乳酸得率会明显下降，发酵

后期还有残留糖浓度；不断增加了的乳酸浓度可能抑制了纤维素酶和发酵细菌的活性
[119]。如表 1.5 所示，当前一般纤维素乳酸发酵过程都添加了丰富的营养组成，这会显

著增加生产成本。Budhavaram 和 Fan
[117]发现应用营养丰富的培养基发酵，比营养贫乏

的培养基，发酵时间能够缩短一半；另外，低营养发酵时，乳酸浓度也低很多，这说明

发酵的基质或营养水平能够显著影响发酵。Moldes 等[119]在用木屑为原料乳酸发酵时采

用多级补料模式，即发酵过程中不断添加纤维素基质、纤维素酶以及营养，结合乳酸回

收工艺从而提高发酵水平。目前，没有见以丰富的农业废弃物玉米秸秆为原料的乳酸发

酵的报道。 

    由于木质纤维素原料质量密度小，为了提高发酵乳酸的终浓度，必然需要增加纤维

素基质在体系中的含量，这不仅会带来混合问题，还会显著影响微生物功能以及其他浓

度相关问题。高纤维素基质发酵需要使用特殊搅拌如螺带型搅拌桨[122]，或发酵过程补

纤维质原料或纤维素酶，以提高地物和产物浓度[118, 119]，或添加表明活性剂改善酶水解

效果[123]；纤维素原料通气的成本更高，需要能够在厌氧条件发酵的微生物[114]。在生物

可降解材料中，乳酸会有大规模应用，分离新型乳酸发酵微生物以及研究高固含量下发

酵木质纤维素资源生产乳酸的工艺具有重要的科学和产业价值。 

1.8   论文研究的技术路线和目标 

本论文的总体研究框架以及技术路线和目标如图 1.3 所示。本论文研究分析了纤

维素酶对滤纸以及预处理秸秆的水解，并提出了基于高效液相色谱的纤维素酶活分析方

法。高温纤维素原料生物转化是生物炼制的一个研究难点，本论文以玉米秸秆作为纤维

素原料，采用极低用水和低流酸浓度的预处理技术对玉米秸秆进行预处理，预处理后的

秸秆无论分别采用了一次水洗和生物脱毒降低其中的抑制物浓度，用于纤维素酶解和微



华东理工大学博士学位论文                                         第 14页 

生物发酵，在 5 L 发酵罐中研究高温高固含量纤维素乙醇发酵，本研究旨在使用耐高温

酿酒酵母发酵真实的木质纤维素物料，实现高浓度乙醇的生产。在以生物脱毒方式处理

原料为基质研究高温纤维素乙醇发酵时，发现发酵醪液中有大量乳酸的生成。本研究分

析了乳酸产生的现象和阐述乳酸的分离发现过程，纯化并鉴定了乳酸菌，同时优化了乳

酸菌的培养，并成功用于玉米秸秆原料在高温下生成乳酸，本论文实现了高温下转化微

生物发酵纤维素原料生产高浓度乙醇和乳酸。 

纤维素酶
纤维素酶活分析

纤维素水解
水解产物分析

纤维二糖酶添加

基于HPLC酶活分析
简
化
的
纤
维
素

酶
活
分
析
方
法

玉米秸秆
稀酸预处理

同步糖化与发酵

基质浓度

发酵模式影响

发酵参数影响

高
温
高
固
含
量

下
纤
维
素
乙
醇

发
酵

耐高温酿酒酵母

脱毒处理

控制乳酸的产生

乳酸菌分离与鉴定

乳酸菌发酵秸秆

酵母耐温性评价

有乳酸产生

高
温
乳
酸
菌
分

离
与
纤
维
素
乳

酸
的
发
酵

 

 图 1.3  总体研究技术路线 

Fig. 1.3  The overall research technology roadmap  
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第 2 章   纤维素酶滤纸活性分析方法的改进 

2.1   引言 

在发酵木质纤维素生产乙醇或其他化学品的过程中纤维素酶起着极其关键的作用，

纤维素能否高效酶解为可利用的糖，是经济利用木质纤维素原料的瓶颈之一。自纤维素

酶发现以来，纤维素酶活性的评价方法就是困扰研究者的一个问题，一方面是由于纤维

素酶是多组分的复合酶系；另一方面纤维素的酶水解是一个非均相的体系。寻求一种简

单易操作，重复性好，又能反映纤维素酶水解实际纤维素能力的酶活测定方法就变得非

常重要，这不仅有利于比较不同来源的纤维素酶的效能，而且有利于筛选、优化和提高

纤维素酶的表现，同时也有利于经济地应用纤维素酶在实际纤维质原料水解中。目前通

用的纤维素酶活的分析方法是 1987 年国际纯粹和应用化学联合会（IUPAC）推荐的方

法，使用滤纸单位（FPU）[32]表征，这种方法采用标准的滤纸作底物，使用 DNS 的方

法测定还原糖，通过酶水解滤纸生成还原糖的能力来评价纤维素酶。 

本章提出利用高效液相色谱（HPLC）准确测定纤维素酶水解生成的葡萄糖和纤维

二糖，并用两者浓度之比来表征纤维素酶水解纤维素获得单糖的能力。同时，建立纤维

素酶水解获得葡萄糖和纤维二糖量之和与之对应的纤维素酶滤纸单位之间的关系，该方

法目的在于提出葡萄糖和纤维二糖浓度之比这一指标，并通过建立的关系估算纤维酶滤

纸酶活单位，从而表征纤维素酶的水解能力，期望实现快速准确评价纤维素酶。本章研

究了三种商业纤维素酶 Accellerase 1000、 Spezyme CP 和 Youtell #5，分析和建立 HPLC

测定三种商业纤维素酶的酶水解产物和纤维素酶活滤纸单位之间的关系，分析并对比了

三种商业纤维素酶水解滤纸和水解稀酸预处理玉米秸秆产物的差异，通过在纤维素酶中

添加葡萄糖苷酶来改变水解产物葡萄糖和纤维二糖相对浓度。 

2.2   实验材料与方法 

2.2.1   纤维素酶与滤纸  

   商业纤维素酶 Accellerase 1000 和 Spezyme CP（Lot：3016295230）购自杰能科公司

（Genencor International，Rochester，NY，USA）；商业纤维素酶 Youtell #5 购自湖南尤

特尔生物工程公司；葡萄糖苷酶 Novozyme 188（Cat. No. C6105; batch No. 079K1446）

购自于西格玛奥德里奇公司（Sigma-Aldrich Inc., St. Louis，MO，USA）；Whatman No.1

定性滤纸购自沃特曼公司（Whatman International，Maidstone，UK）。其他用到的化学

试剂、设备和仪器见附录Ⅰ，纤维素酶活见表 2.1。 

2.2.2   纤维素酶的滤纸活性分析方法 

滤纸活性测定方法根据 IUPAC 与美国国家可再生能源实验室（NREL）描述的方法

和步骤[32, 33]。纤维素酶的滤纸活性测定基于在特定条件下用纤维素酶水解 50 mg 
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Whatman No.1 滤纸得到一定量的还原糖（相当于 2 mg 的葡萄糖）。操作步骤为： 

1. 用 pH 4.8 50 mM 柠檬酸缓冲溶液稀释原始的纤维素酶； 

2. 取 0.5 mL 稀释的纤维素酶样品在试管中与 50 mg 滤纸，另加 1 mL 柠檬酸缓冲

溶液，50 ℃反应 1 h； 

3. 利用 DNS 方法测定酶水解产物中还原糖浓度，并通过计算得到原始纤维素酶的

滤纸单位。 

纤维素酶的滤纸单位（FPU）定义为：  FPU＝ 
纤维素酶稀释倍数

37.0
 units mL

-1
    （2-1） 

纤维素酶稀释倍数是指在反应条件下获得 2 mg 还原糖量时原始纤维素酶的稀释倍数 

表 2.1  商业酶样品的活性 

Table 2.1  The activities of commercial enzyme preparations 

商业纤维素酶 滤纸酶活（FPU/mL） 纤维二糖酶活（CBU/mL） 

Accellerase 1000 50 140 

Spezyme CP 48 31 

Youtell #5 64 15 

Novozyme 188 - 1004 

2.2.3   纤维二糖酶活（CBU）的测定 

酶样品中纤维二糖酶活测定根据 IUPAC 推荐的方法和步骤[32]。纤维二糖酶活测定

基于在特定条件下用稀释的纤维二糖酶样品水解转化纤维二糖得到 1 mg 葡萄糖。操作

步骤为： 

1. 用 pH 4.8 50 mM 柠檬酸缓冲溶液梯度稀释纤维二糖酶样品； 

2. 取 1 mL 稀释的含纤维二糖酶样品在试管中与纤维二糖柠檬酸缓冲溶液 50℃ 

反应 30 min； 

3. 利用葡萄糖试剂盒测定生成的葡萄糖，并通过计算得到原始含纤维二糖酶样的

纤维二糖酶活单位（CBU）。 

 纤维二糖酶活单位（CBU）定义为： CBU＝ 
酶稀释倍数

0926.0
 units mL

-1
    （2-2）   

酶稀释倍数是指在反应条件下获得 1 mg 葡萄糖时原始酶样品所稀释的倍数。 

2.2.4   基于 HPLC 分析的纤维素酶滤纸酶活测定 

    为建立纤维素酶的滤纸酶活单位与其对应水解滤纸生成糖浓度之间关系，三种商业

纤维素酶稀释特定倍数（1，2，3，4×），根据纤维素酶滤纸活性比标准分析方法测定

某一特定稀释倍数的纤维素酶的滤纸单位（FPU），同时针对每一特定稀释倍数酶样再

稀释 100 倍按照 2.2.2 节中的步骤 2 水解滤纸，用 HPLC 分析生成的葡萄糖和纤维二糖

浓度。 
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2.2.5   稀酸预处理玉米秸秆的方法 

粉碎的玉米秸秆首先与稀硫酸混合预浸，方法为：称量 800 g 玉米秸秆与 400 g 5%

（w/w）硫酸在塑料箱中搅拌混合，玉米秸秆完全浸润。然后，装入塑料袋，浸润 12 h。

预处理操作过程：首先加热蒸汽发生器，把 1200 g 浸润过稀硫酸的玉米秸秆装入预处理

反应釜，蒸汽发生器产生的高温蒸汽通入预处理反应釜，使反应釜内温度升到 190 ℃，

通过控制蒸汽流量维持温度 3 min
[124]，预处理后的原料冷藏备用。 

2.2.6    纤维素酶水解稀酸预处理的玉米秸秆 

纤维素酶水解稀酸预处理秸秆在 250 mL 摇瓶中进行，根据秸秆含水量按照预先计

算，加入需要的固体秸秆、纤维素酶、柠檬酸缓冲溶液，达到 10%（w/w）固体秸秆含

量，纤维素酶 10 FPU/g DM（干物质的量），工作体积约为 50 mL。摇瓶在水浴摇床中

50 ℃，150 rpm，pH 4.8 酶水解 24 h。样品 13000 rpm， 离心 5 min，上清液体在-20 ℃

保存用于分析。水解生成的葡萄糖和纤维二糖浓度用高效液相色谱（HPLC）分析。摇

瓶，预处理秸秆，柠檬酸缓冲液分别在 115 ℃，灭菌 20 min。 

2.2.7   高效液相色谱分析 

    高效液相色谱配备 RID-10A 型示差检测计，使用 Bio-rad Aminex HPX-87H 色谱柱，

柱温箱温度 65 ℃，流动相为 5 mM H2SO4，流速 0.6 mL/min。样品经 0.22 μm 滤膜过滤

后，用进样针注入约 40 μL 用于分析。 

2.3   结果与讨论 

2.3.1   基于 HPLC 分析的纤维素酶滤纸活性测定方法 

    商业纤维素酶 Accellerase 1000、Spezyme CP 和 Youtell #5 是实验中常用到的纤维

素酶制剂，它们分属于国内外不同的公司，组成差异较大，以其作为酶活分析的研究对

象，具有较广泛的意义。 三种纤维素酶分别在柠檬酸缓冲液中进行梯度稀释，测得不

同酶样的滤纸单位（FPU）与对应的用 HPLC 测得的糖浓度的关系如图 2.1 所示。在图

2.1（a）半对数坐标系中，当纤维素酶的酶活对数值只与水解对应生成的葡萄糖相关联，

回归性较差，而当与葡萄糖和纤维二糖浓度之和进行回归（图 2.1（b）），发现两者呈良

好的线性关系。三种不同来源的纤维素酶的酶活都能够分布在拟合线两侧，表明这一关

系在纤维素活性分析中有普遍意义。尽管各种寡糖组分不可避免都会存在在纤维素水解

液中，利用 HPLC 完全定量它们不是容易的事情，从图 2.1（b）可以发现滤纸水解液中

葡萄糖和纤维二糖浓度之和（Glucose+cellobiose）正比于纤维素酶滤纸酶活单位的 log

值，能够给出比较满意的回归，这意味着可以通过快速准确测定酶水解滤纸生成产物这

两种产物的浓度，借助建立的关系（2-3），来估算纤维素酶的 FPU 值。相比传统纤维素

酶活测定中用 DNS 方法测还原糖浓度，HPLC 能更准确地测定生成的葡萄糖和纤维二

糖，能够表明纤维素酶的实际水解获得单糖的能力。图 2.1 (b) 中纤维素酶滤纸单位 FPU

与对应生成糖浓度的关系可以写为： 

FPU＝5.576×㏑（1.149×（[Glu]＋[Cel]））              （2-3） 
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FPU，纤维素酶滤纸酶活；[Glu]和[Cel]分别表示用 HPLC 测得的稀释了 100 倍的酶样品

水解滤纸生成的葡萄糖和纤维二糖浓度。 

    基于液相色谱的分析方法主要是在于测定水解产物中的纤维二糖和葡萄糖浓度。特

定的纤维素酶样品用柠檬酸缓冲液稀释 100 倍水解滤纸，这样水解获得的糖量在 0.5-2.5 

mg 之间，这在滤纸活性测定方法所要的 2 mg 上下，生成的糖量浓度范围不足以影响纤

维素酶的活性。在实际应用中采用单一种纤维素酶构建酶活与糖浓度关系时，可能需要

调整稀释倍数，从而能够更加准确反映纤维素酶滤纸单位与其水解生成葡萄糖和纤维二

糖的关系。基于 HPLC 分析的滤纸活性测定方法，本质上是 Glucose+cellobiose 这一指

标来估算纤维素酶活，反映了酶水解滤纸转化为这两种糖的能力。Ghose 曾指出给定时

间下的纤维素酶水解纤维素，生成的糖量与酶浓度的 log 值成线性关系，可以据此预测

达到希望获得的糖浓度时所需要的纤维素酶量[32]，这与本研究中的 Glucose+cellobiose

指标与所用纤维素酶活滤纸单位 log值呈线性是一致的。Zhang等[46]提出了一种分析 SSF

发酵液中残留纤维素酶活的方法，这种方法是基于纤维素 SSF 过程中生产的乙醇浓度与

酶浓度的 log 值呈正比的关系。首先通过一系列已知酶浓度的 SSF 过程与乙醇的产量构

建关系，然后把纤维素酶替换为 SSF 发酵残留液，通过产出的乙醇，借助构建的关系计

算出对应的残留纤维素酶活，这佐证了通过当量关系来估算纤维素酶活是可行的。

IUPAC 推荐的测定方法是基于固定的反应时间，变化的纤维素酶浓度，Nordmark 等[40]

提出了与 IUPAC 方法相反的测定原理，其基于固定酶浓度，变化滤纸水解时间，水解

产物的浓度和水解时间 t 的 log 值成正比，Normark 等提出的方法主要是为了解决 IUPAC  
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图 2.1  纤维素酶活对 HPLC 测定的酶水解生成的糖浓度 

Fig. 2.1  Filter paper units of cellulase enzymes determined by the standard FPA method versus its 

corresponding sugars concentrations from enzymatic hydrolysis measured by HPLC 

图 2.1 是纵坐标为对数坐标的坐标体系，在该体系中对 FPU 和 Glucose+cellobiose 做了线性回归。

Filter paper activity 表示标准纤维素活性分析方法测定的纤维素酶滤纸单位（FPU）；

Glucose+cellobiose 表示用 HPLC 测得的不同纤维素酶水解滤纸生成的葡萄糖和纤维二糖浓度之和。

(a) 只与水解生产的葡萄糖相关联，（b）与水解生成的葡萄糖和纤维二糖之和相关联 

推荐的方法不能适用于低活性纤维素酶的测定。在利用对数关系测定纤维酶活的方法

中，本研究提出的测定方法以滤纸为基准在标准条件操作下，具有普遍意义；另一个要

点是相比 DNS 测定方法，HPLC 测定水解产物能够更加方便，精确，不易受样品中其

他物质干扰[36, 125]。基于 HPLC 的液相分析方法可以用于低纤维素酶活性的样品，因为

HPLC 能够测定纤维素水解液中很低浓度的糖组成。例如，当要测定野生型微生物所产

的纤维素酶活性或者发酵醪液中残留的纤维素酶活时，基于某种已知商业纤维素酶建立

的回归关系，我们可以得到低纤维酶活样品的当量滤纸单位值。 

2.3.2   不同纤维素酶水解滤纸生成的葡萄糖和纤维二糖的比较 

为了研究不同来源纤维素酶水解滤纸生成产物浓度的差异，图 2.2 展现了纤维素酶

Accellerase 1000、Spezyme CP 和 Youtell #5 在不同滤纸酶活水平下水解滤纸生成葡萄糖

和纤维二糖浓度。图 2.2（a）（b）（c）中的四个 FPU 值分别对应于三种商业纤维素酶

Accellerase 1000、Spezyme CP 和 Youtell #5 的四个稀释倍数（1，2，3，4×）的滤纸酶
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活。当不同的纤维素酶都稀释一倍时， Accellerase 1000、Spezyme CP 的酶活减少了超

过原来的 50%，而 Youtell #5 的纤维素酶活只减少了原来的 15%。当纤维素酶稀释 2-4

倍时，三种纤维素酶的酶活降低量都明显减小，特别是稀释 3 倍和 4 倍获得的纤维素酶 

 (a)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

10.6 13.9 19.7 49.3

Filter paper activity (FPU/mL)

C
e

ll
o

b
io

s
e

, 
g

lu
c
o

s
e

 (
m

g
/m

L
)

glucose cellobiose

(b)

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

9.2 10.7 20.2 47.9

Filter paper activity (FPU/mL)

C
e

ll
o

b
io

s
e

, 
g

lu
c
o

s
e

 (
m

g
/m

L
)

glucose cellobiose



华东理工大学博士学位论文                                         第 21页 

(c)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

24.2 28.2 40.9 65.2

Filter paper activity (FPU/mL)

C
e

ll
o

b
io

s
e

, 
g

lu
c
o

s
e

 (
m

g
/m

L
)

glucose cellobiose

 

图 2.2  具有不同滤纸酶活的纤维素酶水解滤纸生成的葡萄糖和纤维二糖 

Fig. 2.2  Concentrations of glucose and cellobiose resulting from enzymatic hydrolysis of filter paper 

using cellulase with different filter paper units (FPU) 

实验方法见 2.2.2 节。（a），（b）和（c）分别表示纤维素酶 Accellerase 1000、Spezyme CP 和 Youtell #5。

Cellobiose，glucose 分别表示用 HPLC 测得的纤维素酶水解滤纸生成的葡萄糖，纤维二糖浓度。 

样品，它们的酶活相差不大。从纤维素酶水解滤纸生成的总体葡萄糖和纤维二糖量看，

随着水解所用纤维素酶滤纸活性的提高，葡萄糖和纤维二糖浓度都随着增加。就水解生

成的产物葡萄糖和纤维二糖浓度相对高低而言，三种纤维素酶水解能力表现差异很大。

纤维素酶 Accellerase 1000 在四个不同纤维素酶活水平下水解滤纸，葡萄糖浓度均高于

纤维二糖浓度。随着所用纤维素酶活的提高，葡萄糖浓度的增幅明显高于对应的纤维二

糖。然而纤维素酶 Spezyme CP 和 Youtell #5 的水解情况却与之不同，这两种酶在四个

酶活水平下水解生成的产物中纤维二糖浓度都高于葡萄糖。随着滤纸酶活单位的提高，

纤维素酶 Spezyme CP 水解生成的葡萄糖浓度接近于纤维二糖浓度，Youtell #5 水解生成

的纤维二糖浓度始终保持在高于葡萄糖浓度水平，而且随着滤纸活性增加，浓度差异变

大。总体上看，在不同的酶活条件下，纤维素酶 Accellerase 1000 水解生成的葡萄糖与

纤维二糖浓度之比均大于 1，另外两种纤维素酶水解产物的葡萄糖和纤维浓度之比小于

或接近于 1。在商业纤维素酶生产中，产酶菌株、生产工艺以及酶中其他添加组成的不

同都会显著影响的纤维素酶解效果[126, 127]。正是由于酶生产方式的不同，研究者希望探

索好的纤维素酶评价方式，进而有利于提高纤维素酶的生产和优化[11]，更经济地使用纤

维素酶转化木质纤维素。 
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2.3.3   三种商业纤维素酶水解稀酸预处理的玉米秸秆 

在相同纤维素酶活 10 FPU/g DM 下，水解 10%（w/w）稀酸预处理的玉米秸秆，考

察三种不同纤维素酶水解真实纤维素类原料的生成产物差异，结果如图 2.3 所示。图 2.3

（a）所示秸秆在摇瓶中酶水解 24 h 时，纤维素酶 Accellerase 1000 水解获得 40 g/L 葡萄

糖，没有纤维二糖残留；Spezyme CP 和 Youtell #5 则生成约 30 g/L 葡萄糖和 10 g/L 纤

维二糖，这表明纤维素酶 Accellerase 1000 水解稀酸预处理秸秆的潜力好于另外两种纤

维素酶，更适用实际纤维素原料水解。摇瓶中添加固含量 10%（w/w）秸秆水解时，由

于高的秸秆固含量对液体的吸收，初始体系成粘稠的浆状，无法取出有代表性的适合分

析样品，因此待水解 4 h 后，用削去尖头的枪头取样。如图 2.3（b）（c）所示纤维素酶

Spezyme CP 和 Youtell #5 在 4-24 h 水解秸秆过程纤维二糖浓度都始终在 10 g/L 上下，但

是 Accellerase 1000 水解样品在 4 h 时纤维二糖浓度只有 2 g/L，随后水解过程就没有纤

维二糖了（数据未给出），这一现象可能是由于 Spezyme CP 和 Youtell #5 中的纤维二糖

酶活性低，又可能受葡萄糖的抑制造成纤维二糖积累[128]，但是随着水解时间的延长，

两种水解产物中的纤维二糖酶也没有能够把纤维二糖持续转化，这可能与纤维二糖酶的

来源[129]或酶制剂中的其他组分如半纤维素酶有关[26]。酶水解预处理后的木质纤维素是

一个受多重因素影响的过程，包括纤维素原料来源，预处理的方式以及所选用的纤维素

酶组成，纤维素酶对预处理降解产物的耐受性[28, 86]。例如稀酸预处理后的纤维素原料，

所选用的纤维素酶就不需要有高比例的半纤维素酶，而碱法预处理的原料，进行水解时

纤维素酶必须含有较多半纤维素酶，才能够有好的酶水解效果，这是由于酸法预处理溶

解了半纤维素，而碱法只是改变了原料结构，半纤维素依然附着在纤维素上。因为这种

基质复杂性，现在倾向于针对特定预处理条件的特定原料，优化所需要的纤维素酶。 
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图 2.3  纤维素酶水解纤维素原料生成的葡萄糖和纤维二糖 

Fig. 2.3  Concentrations of cellobiose and glucose during enzymatic hydrolysis of cellulose materials 

（a）水解秸秆 24 h；（b）和（c）分别表示纤维素酶 Spezyme CP 和 Youtell #5 水解秸秆。水解在 250 

mL 摇瓶中进行，用柠檬酸缓冲液调节秸秆固含量为 15%（w/w），纤维素酶量 10 FPU/g DM，pH 4.8。
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摇瓶放在振荡水浴摇床中 50 ℃，150 rpm 水解 24 h。玉米秸秆预处理条件为： 190 ℃， 3 min，2.5 

g 硫酸/100 g 干秸秆。 

就水解生成葡萄糖和纤维二糖浓度相对浓度而言，水解滤纸和玉米秸秆两者结果不同，

这与两者水解条件有关不同如用酶量、底物类型、和水解时间。但可以肯定的是相同滤

纸酶活，滤纸水解产物中葡萄糖与纤维二糖之比高的纤维素酶 Accellerase 1000，水解秸

秆原料的能力也更强。 

2.3.4   添加纤维二糖酶对纤维素酶 Spezyme CP 和 Youtell #5 水解能力的影响 

鉴于纤维素酶 Spezyme CP 和 Youtell #5 水解滤纸时葡萄糖与纤维二糖之比小于 1， 

希望通过添加纤维二糖酶Novozyme 188改善纤维素酶 Spezyme CP和 Youtell #5水解能

力，希望水解能够获得更多的单糖，提高水解产物葡萄糖与纤维二糖之比。葡萄糖苷酶

Novozyme 188 按照 1/10，1/20，1/40，1/80 体积添加到纤维素酶 Spezyme CP 和 Youtell 

#5 中按照 2.2.2 节方法进行实验，结果如图 2.4 所示。图 2.4 表明纤维素酶 Spezyme CP

和 Youtell #5 在添加 Novozyme 188 后纤维二糖酶活性显著增加，水解滤纸产物的葡萄糖

和纤维二糖浓度 Glucose/cellobiose 也随着增加，分别从接近 1 升高到 8 和 6。而添加

Novozyme 188 后纤维素酶 Spezyme CP 和 Youtell #5 的 FPU 值则有不同的变化趋势，

Spezyme CP 添加 Novozyme 188 后 FPU 值在 27 上下波动，没有随着纤维二糖酶活提高

而增加，说明 Novozyme 188 添加只是改变了水解生成糖的组分，没能显著提高纤维素

酶滤纸酶活。当向 Youtell #5 添加 Novozyme 188，在低水平添加（1/40，1/80 体积）时,

纤维素酶的 FPU 没有大的变化，在高水平添加（1/10，1/20 体积）FPU 值有 50%的提

高。总体来看，Youtell #5 的滤纸酶活水平高于 Spezyme CP，但水解的产物

Glucose/cellobiose 低于 Spezyme CP。在选择纤维素酶时，要综合考虑滤纸酶活单位高时 
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图 2.4  添加 Novozyme 188 对纤维素酶 Spezyme CP 和 Youtell #5 的滤纸酶活 FPU 和水解产物

葡萄糖与纤维二糖之比的影响 

Fig. 2.4  Effect of supplementation of Novozyme 188 on the FPUs and Glucose/cellobiose of 

Spezyme CP and Youtell #5 

Novozyme 188 按照不同比例添加到纤维素酶 Spezyme CP 和 Youtell #5 中；FPU 通过 2.3.1 节建立

的方法估算；Glucose/cellobiose 表示对应纤维素酶稀释 100 倍后水解滤纸生成的葡萄糖和纤维二糖

浓度之比。 

纤维素酶所具有强纤维素水解能力和高 Glucose/cellobiose 指标，能够水解获得高的单糖

水平。在纤维素酶中添加纤维二糖酶能够一定程度改变水解产物的响应[34]，但是在滤纸

酶活水平不高的情况，对总的滤纸酶活影响不大，比如 Spezyme CP。纤维素酶 Youtell #5

原始就有较高的滤纸酶活水平和低的纤维二糖酶活，在补充了纤维二糖酶后，不仅能够

提高 Glucose/cellobiose，也能够进一步提升滤纸酶活。 

2.3.5   基于滤纸单位（FPU）和 Glucose/cellobiose 评价纤维素酶 

     从表 2.2 可以看出商业纤维素酶 Youtell #5 的滤纸酶活（63.7 FPU/mL）高于

Accellerase 1000和Spezyme CP（48.8，45.2 FPU/mL），但是Youtell #5的Glucose/cellobiose

指标只有 0.54，远低于 Accellerase 1000 的 2.87，Spezyme CP 的 Glucose/cellobiose 的值

刚好在 1，从 FPU 和 Glucose+cellobiose 两个指标可以看出三种纤维素酶实际水解能力

的差异，通过在 Spezyme CP 和 Youtell #5 中添加 Novozyme 188，可以达到与 Accellerase 

1000 相似的 Glucose/cellobiose 水平。IUPAC 采纳的纤维素酶滤纸活性分析方法存在不

足[2, 34, 41]，特别是当商业纤维素酶应用于真实的纤维素原料时，往往不能给出准确的预

测[44]，研究者不断完善纤维素酶的评价方法，以满足木质纤维素生物精炼产业的应用。 
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表 2.2   用滤纸单位（FPU）与 Glucose/cellobiose 表征纤维素酶样品 

Table 2.2   Characterization of enzyme preparations by filter paper units (FPU) and Glucose/cellobiose 

酶样品 滤纸单位 （FPU/mL） Glucose/ce

llobiose 

Accellerase 1000 48.8±0.5 2.87±0.0

7 

Spezyme CP 45.2±2.7 1.01±0.0

3 

Youtell #5 63.7±1.5 0.54±0.0

2 

Spezyme CP added Novozyme 188（40）a
 30.4±2.1 2.33±0.0

7 

Youtell #5 added Novozyme 188（20） 45.9±4.6 2.91±0.0

5 

Glucose/cellobiose 表示酶样品稀释 100 倍水解滤纸产物中 HPLC 测定的葡萄糖和纤维二糖浓度之比；

a 所示括号中数值表示添加（1/40，1/20 体积）Novozyme 188 到 Spezyme CP 和 Youtell #5 中 

    与图 1.2 所述的其他纤维素酶活分析方法相比，本方法使用较先进的 HPLC 分析水

解产物，能够准确测定水解产物浓度，同时获得葡萄糖浓度与纤维二糖浓度之比，反映

纤维素酶水解获得可利用单糖的能力，同时该方法适用用于低活性的纤维素酶样品，也

可适用于使用真实纤维素基质用于纤维素酶活分析，因此本方法有一定的先进性和较好

的适用性。 

2.4   本章小结 

1. 本章研究了基于 HPLC 分析的纤维素酶滤纸活性的测定方法。纤维素酶活的对

数值能够很好的关联液相色谱测定的水解产物中葡萄糖和纤维素二糖浓度。基于此发

现，本方法创新地使用了能准确定量的液相色谱分析工具来获得水解产物中葡萄糖和纤

维二糖浓度之比，反映纤维素酶水解获得单糖能力。该方法能够用于低纤维素酶活性样

品分析 HPLC 分析方法能够准确、迅速、定量地测定纤维素水解所希望获得的单糖，这

适合于测定酶水解真实纤维基质。 
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2. 本章研究发现不同来源的纤维素酶在相同条件下水解滤纸和预处理玉米秸秆，水

解产物差异很大。单以纤维素酶的滤纸酶活单位不能够反应纤维素酶水解产物的组成。

水解产物中纤维二糖积累时，添加纤维二糖酶能够显著提高 Glucose/cellobiose 之比。 

 

 

 

 

 

 

第 3 章   高温高固含量下同步糖化与发酵玉米秸秆生产乙醇 

3.1   引言 

木质纤维素是地球上最丰富的有机资源，不同于淀粉质原料，木质纤维素原料结构

复杂，难以分解转化，目前加工过程主要包括原料预处理、抑制物脱除、酶水解以及微

生物发酵。为了提高过程效率，节约投资和降低生产成本，纤维素乙醇生产主要采用同

步糖化与发酵的工艺（SSF），其中的一个主要问题是：纤维素酶的最适酶解温度和微生

物最适发酵温度不一致。为了能够实现发酵同步糖化与发酵，只有降低水解温度以满足

微生物生长和发酵的要求，过程温度降低则纤维素酶活性降低，意味着纤维素酶量增加

或延长酶解时间，糖化就成为 SSF 过程限制步骤。因此，研究者希望能够在高温同步糖

化与发酵，从而充分发挥纤维素酶的性能，解除纤维素糖化限制。高温同步糖化与发酵

相比传统发酵具有许多优点，过程包括糖化速率提高和纤维素酶量的降低，发酵过程缩

短；高温发酵提高了发酵基质的溶解性，更快的体系粘度降低提高了扩散速率等。尽管

高温纤维乙醇发酵的重要性显而易见，是一个重要的研究方向，但是研究者目前集中在

耐高温乙醇发酵菌株的筛选，并在合成培养基，微晶纤维素等基质中测试菌种。但是，

高温发酵技术的应用必须在接近实际的条件进行检验，特别是乙醇生产，更是期望实现

在真实原料，低的酶用量，高固含量及高乙醇浓度来提高过程产能及降低下游分离的成

本。从研究现状来看，高温纤维素乙醇发酵，在发酵微生物耐温性和基质浓度、乙醇得

率、产物浓度方面都有待提高。 

本章研究了高温下酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae DQ1）同步糖化与发酵高固

含量稀酸预处理的玉米秸秆生产乙醇，研究了发酵过程三个关键因素：发酵温度、玉米

秸秆含量以及纤维素酶用量的影响，考察了不同营养物添加到高温同步糖化与发酵过程

对酿酒酵母发酵行为的影响，对比了不同发酵模式在高温纤维乙醇发酵中的应用。 
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3.2   材料与方法 

3.2.1   玉米秸秆原料 

    玉米秸秆收获于吉林省，晒干后粉碎至 5 cm 左右，运送至实验室。在实验室用自

来水水洗玉米秸秆，去除泥土和沙石，自然晾干，然后在 105 ℃烘箱中烘干玉米秸秆 8 

h 至恒重，室温储存备用。玉米秸秆用粉碎机粉碎至 0.5 cm 尺寸以下，装入密封袋，室

温储存备用，含水量约 5%（w/w）。玉米秸秆组分使用 Foss 2021 纤维素分析仪测定，

秸秆中纤维素，半纤维素和木质素含量分别为 32.6%，26.4%和 8.1%（基于基质量分数）。 

3.2.2   发酵微生物与纤维素酶 

本实验中用的发酵微生物是酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae DQ1），保藏在中国

微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，保藏编号 CGMCC No.2528，这是一株具

有良好抑制物耐受性和耐温性的酵母。酵母 S. cerevisiae DQ1 菌种保存在- 80 ℃冰箱甘

油管中，保存方法为：S. cerevisiae DQ1 接种在含有 100 mL YPD 培养基的 250 mL 摇瓶

中培养 15 h，OD 大约是 6（培养基中有 1-5 g/L 葡萄糖残留），然后与 100 mL 60%（w/w）

甘油混匀，用移液枪分装 2 mL 到冻存管中，可以制作 100 个冻存管，保存于-80 ℃冰

箱[130]。YPD 培养基（g/L）：葡萄糖 20，蛋白胨 20，酵母粉 10。摇瓶，甘油，冻存管

以及培养基都在 115 ℃灭菌 20 min。纤维素酶是 Accellerase 1000（纤维素滤纸酶活 65 

FPU/mL）是杰能科公司的产品。 

3.2.3   Saccharomyces cerevisiae DQ1 发酵温度的评价 

    在装有 YPD 培养基的摇瓶中，不同温度培养 S. cerevisiae DQ1，考察培养温度对其

发酵和生长的影响。从-80 ℃冰箱中取一支 S. cerevisiae DQ1 种子甘油冻存管，在 YPD

培养基中 30 ℃，150 rpm 培养 12 h 作为种子液。发酵实验在 100 mL 摇瓶中，装 20 mL 

YPD 培养基，每个摇瓶接种 1 mL S. cerevisiae DQ1 YPD 种子液，分别在 30，35，37，

40，42，44 ℃培养 24 h，取样，样品在 13000 rpm 离心 5 min，菌体稀释后测吸光度，

-20 ℃保存上清液用于分析组分。 

3.2.4   稀酸预处理玉米秸秆的方法 

玉米秸秆稀酸预处理操作方法如下[124]：玉米秸秆首先与稀硫酸混合预浸，称量 800 

g 玉米秸秆与 400 g 5%（w/w）硫酸在塑料箱中搅拌混合，玉米秸秆完全浸润，没有物

料结块。然后，装入塑料袋，浸润 12 h。预处理操作过程：首先加热蒸汽发生器，把 1200 

g 浸润过稀硫酸的玉米秸秆装入预处理反应釜，蒸汽发生器产生的高温蒸汽通入预处理

反应釜，使反应釜内温度升到 190 ℃，通过控制蒸汽流量维持温度 3 min。最后，迅速

释放蒸汽，把预处理后物料卸到铁桶中，在水中冷却物料，转入塑料袋中，-4 ℃冰箱

保存，预处理后玉米秸秆含水量约 50%（w/w）。预处理实验进行多批次，混合，以满

足实验需要。 

3.2.5   一次水洗玉米秸秆脱除抑制物 

    一次水洗的方式降低稀酸预处理的玉米秸秆在稀酸预处理过程中产生的抑制物，具
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体操作步骤：稀酸预处理的玉米秸秆与蒸馏水按照 1：3（w/w）混合，按照这个比例混

合水刚好能够浸润物料，在室温下手动搅拌并浸泡 1 h，然后装入缜密的帆布袋，用压

榨机下挤压出物料中水分，压榨后物料含水量到达约 52 %。多批次水洗的稀酸预处理

的玉米秸秆，放在一起混合均匀，-4 ℃储藏备用。实验中若无特别说明，同步糖化与

发酵稀酸预处理秸秆原料都是一次水洗后的稀酸预处理的玉米秸秆。 

3.2.6   生物脱毒处理稀酸预处理后的玉米秸秆 

稀酸预处理的玉米秸秆可以用固态培养霉菌 Amorphotheca resinae ZN1 的方式脱除

固体中的抑制物，具体操作步骤为：用蒸馏水和 5 M 氢氧化钠溶液调节稀酸预处理后玉

米秸秆含水量为 60% （w/w），pH 为 5.5 左右，接入 A.resinae ZN1 孢子悬浮液与秸秆

混合，把霉菌 A. resinae 的孢子悬浮液混匀于秸秆中，盖上塑料盒盖子，不做进一步密

封，在大批量脱毒时，把生长有霉菌的固体接入扩大培养的玉米秸秆中[131]。25 ℃固态

培养 10 天，脱除抑制物后秸秆冷冻储藏。大批量秸秆固态脱毒培养是在空调控温的房

间进行，属于较开放培养方式，同时预处理后玉米秸秆为强酸性，因而玉米秸秆原料，

塑料盒，蒸馏水，氢氧化钠溶液在这一步都没有高温灭菌。 

3.2.7   纤维素酶水解稀酸预处理的玉米秸秆 

    为了获得玉米秸秆水解液用于酵母种子驯化培养，在发酵罐中进行纤维素酶水解玉

米秸秆，操作步骤为：烘干称重测定稀酸预处理的玉米秸秆含水量，用于计算所需物料

用量，把稀酸预处理后玉米秸秆，蒸馏水，加入到发酵罐中，用 5 M 氢氧化钠溶液调

整体系 pH 到 5.0，再加入纤维素酶，玉米秸秆达固含量 15%（w/w），纤维素酶活 15 FPU/g 

DM（秸秆干物质），50 ℃酶水解 24 h，玉米秸秆酶水解成浆状水解液，把水解液在离

心机中 10000 rpm 离心 10 min，获得黄褐色的水解液上清液。水解液上清液保存在-4 ℃

冰箱。发酵罐，玉米秸秆，蒸馏水，氢氧化钠溶液分别在 115 ℃灭菌 20 min。 

3.2.8   酿酒酵母发酵种子液的驯化培养 

    每批次发酵罐同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆的种子液是经过玉米秸秆水

解液驯化培养酿酒酵母 S. cerevisiae DQ1 而获得，具体步骤：从-80 ℃冰箱取一支甘油

管保藏的酿酒酵母 S. cerevisiae DQ1，接种到装有 20 mL 合成培养基（g/L）：葡萄糖 20，

磷酸二氢钾 2，硫酸铵 1，七水合硫酸镁 1，酵母粉 1， 100 mL 摇瓶中 35 ℃，150 rpm

活化培养 16 h。再按照 10%体积的接种量，把合成培养种子接入水解液培养基。水解液

培养基是把原始的水解液用水稀释一倍，除葡萄糖外，其他组分和合成培养中浓度相同，

这步培养也是在含有 20 mL 培养基 100 mL 摇瓶中 35 ℃，150 rpm 培养 16 h。第三级种

子扩大培养，在 500 mL 摇瓶中装入 200 mL 上述水解液培养基 35 ℃，150 rpm 培养 12 

h 用于罐上接种发酵。发酵种子液在 600 nm 处的吸光值约为 11，1 个单位吸光值约为

0.5，按照合成培养基，水解液培养基，摇瓶都分别在 115 ℃，灭菌 20 min。 

3.2.9   同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆 

    木质纤维素同步糖化与发酵实验总体实验操作流程如图 3.1 所示。同步糖化与发酵

稀酸预处理的玉米秸秆在自行设计的 5 L 发酵罐中进行，置于发酵罐顶部的小型马达为
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螺带型搅拌桨提供搅拌动力[122]。发酵罐使用前，在位 115 ℃，灭菌 20 min。另外，即

使水洗一次后的稀酸预处理物料仍然表现强酸性，为了保证发酵体系的 pH 不受外加物

料较大程度的扰动，物料都预先用氢氧化钠溶液调节。如 1.2 kg 水洗后的稀酸预处理的

玉米秸秆加 5 M 氢氧化钠 30 mL，相当于 6 g 固体碱，可中和物料的 pH 接近 5。每次发

酵实验根据预先计算的量准备玉米秸秆物料，以及调节发酵固含量的蒸馏水。在添加预

处理后物料到发酵罐时，考虑到发酵罐搅拌能力，逐步批次加入物料，至达到预先设定

固含量，加入纤维素酶，酵母种子液。预处理后的玉米秸秆物料，营养物，蒸馏水分别

在 115 ℃，灭菌 20 min。营养盐的添加除特别说明外，按照合成培养基中相同组分和浓

度添加。每个实验具体的发酵条件和参数见各个实验的说明。实验过程取的样品在 13000 

rpm 离心 5 min，-20 ℃保存上清液用于分析组分浓度。在 30%固含量的操作体系中初

始的糠醛，羟甲基糠醛和乙酸的浓度分别是 0.6 g/L，0.25 g/L 和 4.0 g/L。预处理后的秸

秆物料逐步加入发酵罐中，一般需要 4-8 h 才能够把原料完全加入，这时的样品没有代

表性，因此在操作 0 时刻没有取样。当全部纤维素原料基质都加入发酵罐后，才开始周

期性取样。

清洗烘干
稀酸

预浸润原料
高温稀酸
预处理

预处理后物料

菌种 活化培养 驯化培养

脱毒物料

发酵罐

纤维素酶营养物与水

发酵液分析

玉米秸秆

水解液
酶水解
秸秆

 

图 3.1  木质纤维素同步糖化与发酵实验总体操作流程 

Fig. 3.1  The overall procedures of the SSF of lignocellulose 

3.2.10   分析方法 

    菌体生物量用 Beckman DU800 分光光度计，在 600 nm 测定菌体的吸光值（Optical 

Density, OD）。样品中葡萄糖、木糖、乙酸、5-羟甲基糠醛、糠醛和乙醇的浓度用高效

液相色谱（HPLC）测定。 高效液相色谱配置RID-10A型示差检测计，使用Bio-rad Aminex 

HPX-87H 色谱柱，柱温箱温度 65 ℃，5 mM H2SO4 作为流动相，流速 0.6 mL/min。样

品经 0.22 μm 滤膜过滤，进样大约 40 μL。 
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3.3   结果与讨论 

3.3.1   稀酸预处理玉米秸秆的一次水洗液和水解液组成 

    纤维素酶水解稀酸预处理的玉米秸秆获得含有葡萄糖、木糖和抑制物的水解液，可

以用做酵母种子液的驯化和扩大培养。稀酸预处理秸秆在 15%固含量，15 FPU/g DM 酶

用量 50 ℃水解 24 h， 结果如表 3.1 所示。 水解液中葡萄糖浓度约 40 g/L，是木糖浓

度的 3 倍，同时有低浓度的抑制物。水洗液中木糖浓度几乎是葡萄糖的 4 倍，说明稀酸

预处理对半纤维素的分解效果明显，只有很少量的纤维素分解产生葡萄糖。木质纤维素

是纤维素，半纤维素，木质素及果胶等铰链成的缜密结构，原料预处理是进行后续加工

的必需步骤。稀酸预处理目的主要是溶解玉米秸秆中的半纤维素，改变木质纤维素结构，

从而增加纤维素组分的酶可接触性。稀酸预处理后的玉米秸秆在纤维素酶作用，酶水解

其中的纤维素转变为葡萄糖，而水解液中的木糖则是在稀酸预处理玉米秸秆高温酸性过 

表 3.1  稀酸预处理的玉米秸秆酶水解液和水洗液中组分的浓度 

Table 3.1  Components in enzymatic hydrolysate and washing liquor of dilute acid pretreated corn stover 

组分（g/L） 葡萄糖 木糖 乙酸 5-羟甲基糠醛 糠醛 

水解液 42.3±2.51 15.1±0.15 3.61±0.19 0.32±0.06 0.56±0.03 

水洗液 1.47±0.04 5.52±0.45 1.59±0.16 0.46±0.01 0.92±0.07 

稀酸预处理的玉米秸秆酶水解条件是固含量 15%（w/w），15 FPU/g DM，pH 5.0，搅拌转速 150 rpm，

50 ℃水解 24 h，浆状水解液 10000 rpm 离心 10 min 获得上清液；水洗液是指稀酸预处理秸秆与水质

量 1：3 混合水洗，然后经压榨机压滤出的液体。预处理条件是：190 ℃，处理 3 min，2.5%硫酸。 

程中，酸溶解半纤维素分解而来，因而水洗液中木糖浓度相对较高。同时，稀酸预处理

过程在高温和酸催化下伴随着木质纤维素原料组分的破坏，乙酰基转化成乙酸；葡萄糖

和木糖脱水分解成 5-羟甲基糠醛，糠醛，这些降解产物会影响发酵的微生物[8, 108, 132]。

稀酸预处理方法是一种工业上操作相对可行，成本较低的加工技术[133-135]，本实验采用

的稀酸预处理方式[124]，具有更加显著优点：预处理酸用量低，抑制物浓度低，对设备

腐蚀小；预处理物料固含量高，预处理后几乎没有废液产生。水洗操作方便，能够迅速

地降低预处理原料中的抑制物含量，分离出预处理后可溶性组分[133, 135-137]，本实验中一

次水洗操作就能够满足酵母发酵要求，节约了用水。当然，水洗后压榨秸秆中仍含有 50%

水分，水洗过的预处理玉米秸秆仍然包含有可溶性组分，因提高发酵体系固含量势必造

成抑制物的累积，仍然可能影响微生物的发酵行为。由于实验中所用的酵母 S. cerevisiae 

DQ1 不能够利用木糖等戊糖组分，因此半纤维素组分的利用在实验中没有考虑。在木质

纤维素原料中，半纤维素占有相当大的比重，可以利用其他微生物发酵半纤维组分的水

解液生成乙醇或沼气，从而提高纤维素原料的整体的利用率[138, 139]。 

3.3.2   温度对 Saccharomyces cerevisiae DQ1 在 YPD 培养基中发酵的影响 

    在 YPD 培养基中，不同温度（30，35，37，40，42，44 ℃）培养 S. cerevisiae DQ1，

以了解酵母能够生长和发酵的温度范围，结果如图 3.2 所示。图 3.2 中所示为培养 24 h
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不同温度条件下 S. cerevisiae DQ1 菌体 600 nm 吸光值和基于葡萄糖的乙醇得率。从生长

情况看，S. cerevisiae DQ1 的 600 nm 吸光值随着培养温度从 30 ℃升高到 44 ℃呈下降

趋势。但是，当培养温度从 30 ℃到 40 ℃，菌体吸光值都在 10以上，培养温度超过 40 ℃，

菌体生长能力下降，菌体吸光值急剧下降至 2，在 44 ℃培养 S. cerevisiae DQ1 

只有微弱的生长。在 24 h 内，在 30-40 ℃培养，YPD 培养基中的葡萄糖都消耗完毕，

但是在 42 ℃和 44 ℃，葡萄糖分别只消耗了 35% 和 13%。与生长情况一致，乙醇的得

率也随着温度升高而降低，但得率下降过程比较平稳。从 30-40 ℃乙醇得率略有下降，

但是培养基中的葡萄糖都完全消耗，在 42 ℃和 44 ℃培养基中残留葡萄糖增加，乙醇

得率降低。总之，S. cerevisiae DQ1 在 40 ℃以下时能够正常生长和发酵，而温度高于

40 ℃时尽管能够生长，但是生长和发酵受到显著影响。从 OD600 和乙醇得率随温度变

化曲线发现，温度对 S. cerevisiae DQ1 的生长影响更大。需要指出，YPD 培养基按照

20 g/L 葡萄糖配制，高温灭菌后液相色谱测定一般只有 15 g/L，可能是因为葡萄糖中含

有结晶水，以及高温灭菌造成的葡萄糖的分解。S. cerevisiae DQ1 与文献报道酵母菌株[59, 

55, 57]相比，具有较好或相当的耐温性，同时在常温木质纤维素发酵具有较好的耐受性和

适用性[131, 125]，使其具有潜力应用于高温高固含量的玉米秸秆发酵。 
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图 3.2  温度对 S. cerevisiae DQ1 在 YPD 培养基中 24 h 生长,葡萄糖和乙醇得率的影响 

Fig. 3. 2  Effect of temperature on the growth and ethanol yield of S. cerevisiae DQ1 after 24 h cultivation 

in YPD medium 

发酵在装液量 20 mL 的 100 mL 摇瓶中进行，150 rpm 培养 24 h。每个培养温度 3 组平行实验，图中

数据为三组数据平均。OD600，菌体在 600 nm 时的吸光值； Glucsoe , 24 h 的葡萄糖浓度，Ethanol 
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3.3.3   温度对直接同步糖化与发酵玉米秸秆的影响 

    为了考察 S. cerevisiae DQ1 在不同温度同步糖化与发酵稀酸预处理秸秆的表现，在

实验条件固含量 20%（w/w），纤维素酶用量 5 FPU/g DM，发酵结果如图 3.2 所示。直

接同步糖化与发酵的“直接”是指发酵操作零时刻就接种发酵种子，物料，纤维素酶开

始同步糖化与发酵。如图 3.3（a）所示，尽管从零时刻开始接种发酵，发酵温度为 30，

35，40 ℃时，但 24 h 内葡萄糖有不同程度（～10 g/L）积累，说明酶水解产生糖的速

率大于酵母生长和发酵能够利用的速率。发酵进入 36 h 后，在 30，35 ℃条件，几乎检

测不到葡萄糖，但是 40 ℃发酵至 72 h，约有 1 g/L 的葡萄糖残留，乙醇得率随着发酵

温度升高而增加，这得益于温度升高纤维素酶的水解能力增强，因为乙醇基于葡萄糖的
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图 3.3  温度对直接同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆的影响 

Fig. 3.3  Effect of temperatures on the SSF of the dilute acid pretreated corn stover 

同步糖化与发酵实验在有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，固含量 20%（w/w），

纤维素酶量 5 FPU/g DM，转速 150 rpm，过程 pH 5.0。纤维素酶，酵母种子在 0 时刻加入，玉米秸

秆原料从 0 时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，取样，发酵温度分别设定在 30，35，40，42 ℃，

发酵过程的葡萄糖（a）和乙醇（b）。稀酸预处理条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4 

得率没有随温度增加。然而，但发酵温度为 42 ℃，发酵不能够启动，葡萄糖在同步糖

化过程持续积累，36 h 后积累速度变慢，最终葡萄糖浓度积累接近 60 g/L。对应于葡萄

糖的变化，乙醇的生成如图 3.3（b）所示，从乙醇的变化曲线中能够清晰的看出随着发

酵温度的升高，生成乙醇的速率和浓度都在增加，结果表明在 20%固含量，5 FPU/g DM，

使用 S. cerevisiae DQ1 能够在 40 ℃直接同步糖化与发酵一次水洗的稀酸预处理的玉米

秸秆，这与 YPD 培养基发酵结果相一致。在提高温度进行发酵时，微生物自身的生长

能力会降低；同时也会加剧产物乙醇以及发酵环境应力对微生物发酵的表现[55, 140, 141, 78]。        

本实验设定的直接同步糖化与发酵的条件主要考虑如何能够更好地体现温度对同步糖

化与发酵的影响，基于以下几点考虑：纤维素酶水解纤维素的初水解速度最快，然后由

于产物抑制，或酶失活，或非生产型吸附，以及纤维素基质含量降低而逐步变缓，也就

是说水解主要集中在开始的一段时间，因此如果有预糖化步骤可能无法体现温度对整个

过程的影响；一般乙醇生产过程希望，纤维素酶用量要尽可能低，本实验选择的纤维素

酶量是比较低的，这也同时考虑到如果用纤维素酶量过大，同样不能够体现温度带来水

解能力的差异；为获得高的纤维乙醇发酵浓度，必须提高纤维素基质在体系中的浓度，
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选择较高的 20%固含量，能够考察纤维素酶与高固含量作用，进而体现温度对水解的过

程影响。 

3.3.4   纤维素酶用量对高温直接同步糖化与发酵的影响 

    为了提高木质纤维素的转化效果，特别是在高固含量下，提高纤维素酶用量是一种

常用的选择。本实验考察在 40 ℃使用 S. cerevisiae DQ1 直接同步糖化与发酵稀酸预处

理的玉米秸秆，提高纤维素酶用量对同步糖化与发酵行为的影响，结果如图 3.4。图 3.4

（a）为同步糖化与发酵过程中葡萄糖浓度的变化，当纤维素酶用量从 5 FPU/g DM 提

高到 15 FPU/g DM，水解生成葡萄糖的速度明显增加，在 8 h 内葡萄糖浓度从 13 g/L 提

高到 22 g/l，而此时生成的乙醇浓度几乎相同。特别在 15 FPU/g DM，葡萄糖浓度在 12 h

和 24 h 之间达到最高点。随着发酵的进行，葡萄糖浓度不断降低，5 和 10 FPU/g DM 条

件在发酵 24 h 后葡萄糖浓度迅速降至最低点，15 FPU/g DM 下葡萄糖消耗比较缓慢。尤

其明显的是，同步糖化与发酵后期残留葡萄糖浓度有随着用酶量增加而增加的趋势（1 

g/L，3 g/L，9 g/L）。同步糖化与发酵过程乙醇的生成如图 3.4（b）所示，从乙醇生产看

10 FPU/g DM 酶量条件下的发酵效果最好。5 和 10 FPU/g DM 用酶量条件，初始 24 h

乙醇生成速度接近，发酵后期可能受制于 5 FPU/g DM 纤维素酶用量导致水解不足，最

终产量低于 10 FPU/g DM 条件。在三个酶用量中 15 FPU/g DM 的条件乙醇生产速度最

慢，而且最终只达到 5 FPU/g DM 酶用量的发酵结果。从纤维素到葡萄糖和乙醇总的转

化看，纤维素酶用量的增加并没有明显提高这一转化，表明在 20%高含量下，5 FPU/g DM

的酶用量能够满足水解。纤维素酶是包含有许多种酶的混合酶，对微生物的存活可能产

生影响，特别是在酶浓度较高的时候。Tomas-Pejo 等[76]在研究同步糖化与发酵中发现纤

维酶的存在总是影响酵母细胞的存活，在酶浓度 0.5 FPU/mL 时微生物细胞的生长不受

影响，当升高到 3.5 FPU/mL 时，微生物存活能力下降了 70%。本实验中纤维素用量 15 

FPU/g DM 时酶浓度超过 4 FPU/mL，必然造成不利影响，导致同步糖化与发酵过程微生  
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图 3.4  纤维素酶用量对 40℃同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆的影响 

Fig. 3.4  Effect of cellulase loadings on SSF of dilute acid pretreated corn stover at 40 
o
C 

实验在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，固含量 20%（w/w），温度 40 ℃， 

转速 150 rpm，过程 pH 5.0，纤维素酶用量分别 5，10，15 FPU/g DM。纤维素酶，酵母种子在 0 时

刻加入，玉米秸秆原料从 0 时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，取样，发酵过程的葡萄糖（a）和

乙醇（b）。玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。 

物的存活能力下降。Golias 等[142]也同样报道纤维素酶中包含的蛋白酶和保存剂可能会
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影响微生物的发酵。纤维素酶的生产和调配可能主要针对中常温发酵微生物，这时如果

微生物生长能力强，则抑制作用表现不大。纤维素酶对微生物发酵的影响，这可能会是

个比较重要的问题，值得研究，特别在高温发酵条件，需要深入研究，同时改进纤维素

酶的性能以广泛适应于微生物的发酵。 

3.3.5   预处理玉米秸秆固含量对高温直接同步糖化与发酵的影响 

    同步糖化与发酵过程中纤维素基质含量的增加，可以降低过程用水，提高装置生产

能力从而提高产品浓度，同时降低下游加工处理成本[81]。同步糖化与发酵过程过程预处

理玉米秸秆浓度对高温发酵行为的影响，如图 3.5 所示。图 3.5（a）为不同固含量同步

糖化与发酵过程中葡萄糖浓度的时间曲线。随着秸秆固含量提高（20%，25%，30%），

发酵过程中的酿酒酵母消耗葡萄糖能力下降，积累程度增加。初始 8 h 时，30%固含量

条件的葡萄糖浓度比 25%固含量仅略有增加，而且在 30%固含量，发酵不能启动，葡萄

糖浓度随着水解时间一直增加达 65 g/L。当在 20%固含量条件，葡萄糖明显消耗迅速，

24 h 后基本没有葡萄糖积累。25%固含量的条件介于两者之间，葡萄糖浓度在 24 h 增至

高点，然后缓慢下降，在发酵 72 h 时，还积累有 18 g/L 葡萄糖。图 3.5（b）为不同固

含量同步糖化发酵中乙醇生成的时间曲线，20%固含量乙醇浓度最高达 27 g/L，30%固

含量发酵没能启动，乙醇一直保持的水平状态。在 25%固含量条件，由于延滞期长，虽

然在发酵 36 h 后乙醇生产速率加快，终止发酵时发酵液中乙醇浓度只有 17 g/L。正如方

法与材料部分所述预处理玉米秸秆经过一次水洗，在节约用水的条件下，降低了预处理 
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图 3.5  固含量对 40 ℃同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆的影响 

Fig. 3.5  Effect of solids loading on the SSF of the dilute acid pretreated corn stover at 40 
o
C 

实验在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，纤维素酶用量 5 FPU/g DM，发酵

温度 40 ℃，转速 150 rpm，过程 pH 5.0，固含量分别为 20%，25%，30%（w/w）。纤维素酶，酵母

种子在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0 时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，取样，发酵过程葡萄糖

（a）和乙醇（b）。玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。 

玉米秸秆中的抑制物浓度。压榨物料含有约 50%水分，仍然含有一定程度的抑制物，在

提高固体含量条件下，抑制物的累积，会恶化酵母的发酵能力。在 YPD 培养基中，40 ℃

的生长能力只是 30 ℃和 35 ℃条件的 60%和 70%，由于 5-羟甲基糠醛和糠醛等抑制物

的降解与微生物的生长能力相关[87, 143, 144]，在抑制物的浓度和培养温度升高时，抑制物

的可被降解能力减弱，必然延缓发酵或使发酵停滞。在提高含量（～30%）过程 5-羟甲

基糠醛浓度从约 0.05 g/L 升高到 0.2 g/L，糠醛从 0.2 g/L 升高到 0.7 g/L，乙酸浓度从 2 g/L

增加到 5 g/L，因此固含量提高会综合抑制微生物的发酵。另外，随着固含量升高，水

解初始阶段，发酵体系的黏度降低缓慢，体系自由水含量少，溶解氧水平低，都不利于

微生物的生长[114, 92]。同样，随着固含量升高发酵体系的酶浓度亦增加，进一步影响发

酵能力。与 20%固含量条件的酶用量提高至 15 FPU/g DM 相比，显然，固含量升高至

30%的负面影响更大。 

3.3.6   营养物对高温直接同步糖化与发酵的影响 

一般认为酵母发酵性能的提高如缩短延滞期，更快速和彻底的发酵可以通过添加营

养物进行提高。厌氧环境中，氮源对酵母的增殖以及乙醇的生产非常重要[108, 145, 146]。在

同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆中添加了基本营养物（g/L）：磷酸二氢钾 2，硫 
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图 3.6 不同浓度硫酸铵对 40 ℃直接同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆的影响 

Fig. 3.6  Effect of ammonium sulfate on SSF of the dilute acid pretreated corn stover at 40
o
C 

实验在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，固含量 20%（w/w），纤维素酶用量

5 FPU/g DM，发酵温度 40 ℃，转速 150 rpm，过程 pH 5.0，营养物添加中硫酸铵的浓度分别添加 0，

1，2，5 g/L；其他营养浓度保持不变。纤维素酶，酵母种子在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0 时刻
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开始逐步加入，8 h 内补加完毕，取样，发酵过程的葡萄糖（a）和乙醇（b）。玉米秸秆稀酸预处理

的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。 

酸铵 1，七水合硫酸镁 1，和酵母粉 1，但是发现在高温直接同步糖化与发酵中即使在发

酵效果较好的固含量 20%（w/w），纤维素酶用量 5 FPU/g DM 条件下，至少存在两个问

题：需要 24 h 才能够把积累的葡萄糖消耗；发酵后期以至到 72 h，始终有约 1 g/L 葡萄

糖残留。硫酸铵是一种价格便宜氮源，是在实验室配制培养基和工业上常用的氮源，首

先考虑利用添加硫酸铵来改善发酵性能。在 40 ℃同步糖化与发酵添加不同浓度硫酸铵

的过程曲线如图 3.6 所示，添加不同浓度（0-5 g/L）硫酸铵，生成的乙醇浓度随时间变

化几乎完全一致（图 3.6（b）），而随着硫酸铵浓度的增加，葡萄糖的初始消耗速度并没

有增加，如图 3.6（a）所示，发酵前 36 h 葡萄糖浓度变化曲线也几乎一致。在发酵后期，

残留葡萄糖呈增加趋势，5 g/L 硫酸铵的条件发酵残留葡萄糖超过 2 g/L。结果表明硫酸

氨的添加无助于改善实验条件下的酵母发酵性能，即使不添加硫酸铵的状况发酵也能够

进行。鉴于硫酸铵的添加无助于改善乙醇发酵，因此考察无任何营养添加时的同步糖化

与发酵实验作为最低程度的对比，同时与基本营养添加情况做对比。淀粉酒精厂的副产

品玉米酒糟（Dry Distillery Grain’s with Soubles，DDGS）含有比较丰富的氨基酸，蛋白

质及微量元素，与酵母粉成分较类似，可以添加到纤维乙醇发酵过程中改善发酵 
[147]，

由于酒精产量激增，玉米酒糟价格便宜也较低。图 3.7 为外部营养添加与否对同步糖化

与发酵的影响。不同的营养条件下葡萄糖浓度变化如图 3.7（a）。发酵前 24 h，添加营 
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图 3.7  外部营养添加对 40 ℃直接同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆的影响 

Fig. 3.7  Effect of external nutrients supplementation on SSF of dilute acid pretreated corn stover at 40 
o
C 

实验在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，固含量 20%（w/w），纤维素酶用量

5 FPU/g DM，发酵温度 40 ℃，转速 150 rpm，过程 pH 5.0。without，不添加任何外部营养；5，10 g/L 

DDGS，分别只添加 5，10 g/L DDGS，没有其他营养物添加；control，添加基本营养物。纤维素酶，

酵母种子在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0 时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，取样，发酵过程的

葡萄糖（a）和乙醇（b）。玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。 

养发酵的消耗速度较快，没有添加任何营养的消耗相对较慢，但是葡萄糖消耗速度略有

差异，发酵后期葡萄糖都有 1g/L 的积累。乙醇的生成（图 3.7（b））在发酵过程中浓度

变化略有差异，但最终乙醇浓度几乎一致，结果表明 DDGS 营养的添加有助于酵母的生

长，同时在不添加任何营养的情况下，S. cerevisiae DQ1 40 ℃同步糖化与发酵稀酸预处

理的玉米秸秆能够正常进行。表 3.2 对比了不同营养或营养组合添加的 40 ℃同步糖化

与发酵的稀酸预处理的玉米秸秆的结果。添加不同营养成分，与不添加任何营养的同步

糖化与发酵相比，乙醇发酵得率 54～57.3%，乙醇终浓度 24.5～26.2 g/L，表明不同营养

组合对发酵结果没有显著影响；发酵终止时残留葡萄糖浓度在 0.93～2.37 g/L，表明不

同营养添加也没能够消除葡萄糖积累。结果表明营养物不是限制发酵的最主要的限制因

素，影响高温发酵另有其他关键性因素，这一结果与其它提高营养添加同步糖化与发酵

的结果类似[64, 77]，即随着发酵进行发酵微生物失活，残糖积累增加。尽管有些报道认为

提高营养有助于在纤维素或水解液中发酵[145, 148]，不同的结论可能是发酵微生物和发酵

条件差异所致。一般认为稀酸预处理物料营养贫乏，必须添加外源营养才能够正常发酵
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[108]，但是本实验在不添加外部营养的条件能够在 40 ℃，较高固含量（20%）实现同步

糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆，能够与不添加营养发酵的氨气爆破预处理[149]以及

亚硫酸盐预处理[150]工艺相比。本实验能够实现无外部营养添加同步糖化与发酵可能是

由于 S. cerevisiae DQ1 本身具有很好的耐受性和适应性，微生物经过梯度浓度的水解液

多级驯化培养，使其更好的适应了木质纤维素体系发酵[122, 87, 151]；玉米秸秆在生长中不

仅合成了碳水化合物，也从土壤中富集了氮，钾以及其他微量元素[109]，这些营养在预

处理中得到释放和一定程度保存，可被微生物利用；接种的种子液里可能带入的微量外

部营养。发酵的营养添加在大规模发酵中也占有较大的成本[81, 152]，如果能够实现低营

养或不添加外部营养则能够进一步提高纤维乙醇生产优势。例如，美国可再生能源实验

室在设计稀酸预处理秸秆乙醇工艺示范时，营养就选择较廉价的玉米浆，同时也希望寻

找更加廉价的替代品，以满足大规模需求[135]，比如添加玉米酒糟（DDGS）[147, 153]。 

表 3.2 添加不同营养物 40 ℃同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆结果的对比 

Table 3.2  Comparison of various nutrients addition on SSF of dilute acid pretreated corn stover at 40 
o
C 

发酵参数 
（NH4）2SO4 （g/L）a

 

Yeast 

extract 

（g/L）b
 

DDGS 

（g/L）c
 

DDGS 

（g/L）d
 

w/o
e
 

5 2 1 0 1 0 12.5 10 5 10 5 - 

Final 

ethanol 

（g/L） 

25.9 26.0 26.2 26.0 26.2 24.5 25.5 25.8 24.9 24.5 25.6 24.9 

Residual 

glucose 

（g/L） 

2.37 1.30 1.27 1.03 1.27 1.48 0.93 1.35 1.67 1.08 1.12 1.47 

Ethanol 

yield （%） 
57.3 57.2 56.8 57.3 56.8 54.0 56.1 56.6 54.8 54.7 56.1 54.5 

实验在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，固含量 20%（w/w），纤维素酶用量

5 FPU/g DM，发酵温度 40 ℃，转速 150 rpm，过程 pH 5.0。a 添加（NH4）2SO4 0，1，2，5 g/L 到

发酵罐中，其他基本营养物不变；b
Yeast extract，酵母粉添加 0，1 g/L 到发酵罐，其他基本营养保持

不变；c 添加 5，10，12.5 g/L DDGS 到发酵罐, 其他基本营养保持不变；d 只添加 5，10 g/L DDGS，

没有其他营养物添加；e
w/o，without，不添加任何营养物。纤维素酶，酵母种子在 0 时刻加入，玉

米秸秆原料从 0 时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，取样，发酵过程的葡萄糖（a）和乙醇（b）。

玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。Final ethanol，最终乙醇浓度； 

Residual glucose，发酵 72 h 残留葡萄糖；Ethanol yield，基于预处理后玉米秸秆中纤维素的乙醇得率。 

3.3.7   直接同步糖化与发酵和三步同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆 

    前面几组实验表明尽管酵母 S.cerevsiae DQ1 能够直接高温同步糖化与发酵稀酸预

处理秸秆，但是在提高固含量和纤维素酶用量条件下，发酵缓慢甚至不能够发酵，这一

现象的本质在于微生物在高温下生长能力减弱，从而不能够抵抗纤维素酶、抑制物以及
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体系环境的影响。如图 3.8 所示，我们提出两种发酵模式：直接（一步）-同步糖化与

发酵（图 3.8（a））与三步-同步糖化与发酵（图 3.8（b）），前述几组实验采用的就是 40 ℃

直接同步糖化与发酵模式（图 3.8（a））。两种发酵模式差异主要在于直接同步糖化与发

酵的整个过程发酵温度维持不变，而三步同步糖化与发酵模式包括 50 ℃预酶解 12 h，

35 ℃中温同步糖化与发酵 24 h，以及 36 h 高温同步糖化与发酵。在升高固含量（20%，

25%，30%）的条件下，对比两种发酵模式同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆，结

果如图 3.9 所示。 

SSF

Cellulase

Yeast inoculum

At (30, 35, 40, 42 oC) through 72 hrs

Step 1 Step 2 Step 3

Cellulase Yeast inoculum

12 h at 50 oC 24 h at 35 oC 36 h at 40 oC

(a)

(b)

 

图 3.8  直接同步糖化与发酵（a）和三步同步糖化与发酵（b）的示意图 

Fig. 3.8  Schematic diagram of direct SSF(a)and three-step SSF (b) 

   Step 1，预酶解；SSF（Step 2），第一阶段同步糖化与发酵；SSF（Step 3），第二阶段同步糖化与

发酵 

    图 3.9 明显地表明当提高同步糖化与发酵体系中固含量（20%，25%，30%），直接

同步糖化与发酵模式不能够正常进行的 25 %和 30%固含量，采用三步同步糖化与发酵

模式就能够比较完好的进行发酵。在 20%秸秆固含量时（图 3.9（a）），直接同步糖化与

发酵模式 0 时刻就开始发酵，葡萄糖浓度低于三步同步糖化与发酵模式，故在 24 h 内乙

醇浓度高于三步发酵模式；三步发酵模式预糖化 12 h 后，葡萄糖浓度 28 g/L，接种酵母

后 12 h 后葡萄糖接近 1 g/L，表明在 35 ℃酵母能够迅速代谢葡萄糖。在 24 h 之后，这

两种发酵模式生成的乙醇变化规律一样，但是发酵终了时，葡萄糖在三步同步糖化与发

酵模式中没有残留。在 25%固含量（图 3.9（b））条件下，直接同步糖化与发酵模式尽

管能够启动发酵，但是发酵速率缓慢，导致发酵过程葡萄糖积累，发酵终止时，残留葡

萄糖 18 g/L，而三步发酵模式 50 ℃在预糖化 12 h，水解生成葡萄糖 41 g/L，同样在接

种 12 h 内酵母迅速消耗葡萄糖到 1 g/L，之后葡萄糖浓度保持在 1 g/L。在三步-同步糖
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化与发酵模式中的第三步 40 ℃，乙醇浓度依然能够增加，说明变温后发酵活性仍然存

在，但发酵后期葡萄糖残留略有上升至 2 g/L，乙醇浓度 35 g/L。在 30%固含量（（图 3.9

（c）），40 ℃直接同步糖化与发酵模式，发酵不能够启动，随着水解进行葡萄糖持续积

累。三步同步糖化与发酵的模式，在 30 %固含量能够正常进行，在 50 ℃酶解 12 h，葡 
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(b) 25% solids loading
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(c) 30% solids loading
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图 3.9  在不同固含量对比直接（一步）同步糖化和三步-同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆 

Fig. 3.9  Comparison of one-step SSF and three-step SSF of dilute acid pretreated corn stover at various 

solids loading 

1-step SSF，一步 40 ℃同步糖化与发酵；3-step SSF，三步同步糖化与发酵，50 ℃预酶解 12 h，35 ℃

发酵 24 h，40 ℃发酵 36 h。实验在有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L,纤维素酶

用量 5 FPU/g DM，转速 150 rpm，过程 pH 5.0，固含量分别为（a）20%，（b）25%，（c）30%（w/w）。

直接 40 ℃同步糖化与发酵时，纤维素酶和酵母种子在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0 时刻开始逐

步加入，8 h 内补加完毕后取样。用两步同步糖化与发酵模式时，纤维素酶在 0 时刻加入，玉米秸秆

原料从 0 时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，水解至 12 h，降低温度至 35 ℃加入酵母种子，然后

取样。玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。 

萄糖 42 g/L，接种后 36 h 葡萄糖消耗到 1 g/L，而在接种后 12 h 内葡萄糖仍积累 30 g/L, 

相比 25%固含量，葡萄糖消耗明显变慢。在发酵过程的第三步，残留葡萄糖浓度仍然会

增加，而乙醇浓度增加不明显。实验结果表明，发酵操作模式能够显著影响微生物的发

酵行为，在评价微生物的发酵能力，特别是利用预处理木质纤维素为基质发酵时，必须

采用真实的原料以及符合实际应用的发酵条件来测试。相比直接高温发酵，变温发酵有

几个优点：酶水解纤维素，初始水解速度快，短时间预糖化能够发挥纤维酶活性，在生

成葡萄糖的同时迅速降低体系黏度，为微生物生长创造较好的传质体系；中温酵母生长

能力强，能够迅速转化抑制物，有利于后续发酵；后期升温可以兼顾纤维素水解和酵母

能够承受的温度。当发酵温度从 35 ℃升高到 40 ℃，在 YPD 培养基中可以看出生长能

力降低 30%，但是在木质纤维素环境中可能降低的更多，这种程度的生长能力降低就能

够导致发酵的不能进行，因此在高温纤维素乙醇发酵中，需要的微生物应该有更加宽泛
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的温度范围和耐受性。 

3.3.8   三步同步糖化与发酵与常规同步糖化与发酵稀酸预处理玉米秸秆 

木质纤维素原料首先在 50 ℃预酶解，再接入微生物同步糖化与发酵是比较常见的

同步糖化与发酵[124, 154]模式。图 3.10（a）传统发酵模式与三步同步糖化与发酵模式（图

3.10（b）)，这两种发酵模式都包括 50 ℃预糖化 12 h，35 ℃同步糖化与发酵 24 h，只

是在发酵后期的 36 h 同步糖化与发酵中，常规同步糖化与发酵模式保持在 35 ℃，而三

步同步糖化与发酵模式的发酵温度提高到 40 ℃，以考察升温对发酵行为的影响。提高

固含量（20%，25%，30%），对比常规同步糖化与发酵和三步同步糖化与发酵稀酸预处 

Step 1 SSF

Cellulase

Step 1 Step 2 Step 3

Cellulase Yeast inoculum

12 h at 50 oC

24 h at 35 oC 36 h at 40 oC12 h at 50 oC

60 h at 35 oC

Yeast inoculum

(a)

(b)

 

图 3.10  传规同步糖化与发酵（a）和三步同步糖化与发酵（b）的示意图 

Fig. 3.10  Schematic diagram of traditional SSF (a) and three-step SSF (b) 

Step 1，预酶解；SSF（Step 2）和 SSF（Step 3）分别表示第一阶段和第二阶段同步糖化与发酵 

理的玉米秸秆生产乙醇，结果如图 3.11，表明在不同固含量（20%，25%，30%（w/w））

发酵条件下，常规同步糖化与发酵和三步-同步糖化与发酵模式都能够正常进行发酵，

只是在变温发酵（Step 3）阶段，乙醇的生成规律和残留葡萄糖程度略有差异。在 20%

秸秆固含量时（图 3.11（a）），常规模式与三步同步糖化与发酵模式 50 ℃预糖化 12 h

后葡萄糖 27 g/L，然后接种酵母，发酵 12 h 葡萄糖迅速消耗至 1 g/L，表明在 35 ℃酵母

能够迅速代谢葡萄糖；在后期 36 h 发酵中，采用三步同步糖化与发酵模式生成乙醇浓度

高于常规模式，而且两种模式中都没有残留葡萄糖。在 25%固含量（图 3.11（b））条件

下，常规同步糖化与发酵模式和三步同步糖化与发酵模式 50 ℃预糖化 12 h，然后接种

发酵 12 h 后酵母迅速消耗葡萄糖。在两种发酵模式的后期，乙醇持续能够增加，三步同

步糖化与发酵模式的乙醇浓度略高于常规发酵模式，但发酵后期三步同步发酵模式葡萄

糖残留在 2 g/L，常规发酵模式则没有葡萄糖残留。在 30% 固含量（（图 3.11（c））条
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件，常规同步糖化与发酵和两步同步糖化与发酵模式能够正常实现同步糖化与发酵，两

种模式在 50 ℃酶解 12 h，葡萄糖 45 g/L，接种酵母后 36 h，葡萄糖消耗至 1 g/L。在发

酵后期 36 h，两种模式发酵生成的乙醇浓度几乎都是 36 g/L，只是相比于三步同步糖化

与发酵模式，常规发酵模式最后没有残留葡萄糖。在三个固含量条件下，当同步糖化与

发酵温度一直维持在 35 ℃时，发酵中止时都没有残留葡萄糖，说明酵母在这个发酵温 
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(c) 30% solids loading
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图 3.11  不同固含量对比传统和三步同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆 

Fig. 3.11  Comparison of traditional SSF and three-step SSF of dilute acid pretreated corn stover at 

various solid loadings 

traditional SSF，50 ℃预酶解 12 h，35 ℃发酵 60 h；3-step SSF，三同步糖化与发酵，50 ℃预酶解

12 h，35 ℃发酵 24 h，40 ℃发酵 36 h。实验在有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，

纤维素酶用量 5 FPU/g DM，搅拌转速 150 rpm，过程 pH 5.0，固含量分别为（a）20%，（b） 25%，

（c）30%（w/w）。传统同步糖化与发酵实验时，纤维素酶在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0 时刻开

始逐步加入，8 h 内补加完毕，水解至 12 h，降低温度至 35 ℃加入酵母种子。用两步同步糖化与发

酵模式时，纤维素酶在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0 时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，水解至

12 h，降低温度至 35 ℃加入酵母种子，然后取样。玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，

2.5% H2SO4。 

度一直都保有较高的生存能力，使得水解生成的葡萄糖能够被迅速代谢。然而，当第三

步同步糖化与发酵温度提高至 40 ℃，只有 20%固含量时，发酵最后没有残留葡萄糖；

在 25%和 30%固含量，残留葡萄糖浓度随着升高，至少说明发酵后期升温导致了酵母活

性降低，同时也在于温度升高水解带来的更多葡萄糖的生成。总体来看，变温发酵相比

传统发酵较好，除了具有高温发酵所带来的节约冷却水和下游分离操作能量[16]外，从纤

维素到乙醇和葡萄糖的总体转化来看，变温模式的纤维素转化率更高，如果能够实现残

留葡萄糖的转化，可进一步提高乙醇浓度。 

3.3.9   纤维素酶用量对变温同步糖化与发酵 30%固含量稀酸预处理的玉米秸秆的影响 

在发酵体系固含量 30%（w/w）条件下，采用三步同步糖化与发酵模式，提高纤维

素酶用量从 5 FPU/g DM 到 15 FPU/g DM，考察纤维素酶用量对微生物发酵行为的影响，
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发酵过程葡萄糖变化和乙醇生成如图 3.12 所示。随着纤维素酶用量的增加，玉米秸秆预

水解 12 h 时生成的葡萄糖浓度，从 41 g/L（5 FPU/g DM）增加至 54 g/L（10 FPU/g DM），

在 12.5 FPU/g DM 和 15 FPU/g DM 酶用量生成的葡萄糖浓度均为 68 g/L（图 3.12（a））。

随着纤维素酶用量的增加，酶解积累的葡萄糖消耗速率减慢，在 36 h 时，纤维素酶量 5 

FPU/g DM 和 10 FPU/g DM 条件下葡萄糖消耗至 1 g/L 左右，12.5 FPU/g DM 需要 48 h

才能达到 1 g/L，15 FPU/g DM 条件葡萄糖消耗最慢，消耗最低至 5 g/L 之后浓度又开始 
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图 3.12  纤维素酶用量对变温同步糖化与发酵 30%固含量稀酸预处理玉米秸秆的影响 
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Fig. 3.12  Effect of cellulase loadings on 3-step SSF of the dilute acid pretreated corn stover at 30% solid 

loadings 

实验在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，固含量 30%（w/w），纤维素酶用量

分别是 5，10，12.5，15 FPU/g DM，转速 150 rpm，过程 pH 5.0。采用三步变温同步糖化与发酵模

式时，纤维素酶在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0 时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，水解至 12 h,

降低温度至 35℃加入酵母种子，然后取样，发酵过程中葡萄糖的变化（a）和乙醇的生成（b）。玉

米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。 

增加。同步糖化与发酵终了时，用量的范围从 5 FPU/g DM 到 15 FPU/g DM，考察纤维

素酶用量对发酵行为的影响，发酵过程葡萄糖变化和乙醇生成如图 3.12 所示。随着纤维

素酶用量的增加，玉米秸秆预水解 12 h 时生成的葡萄糖浓度，从 41 g/L（5 FPU/g DM）

增加至 54 g/L（10 FPU/g DM），在 12.5FPU/g DM 和 15 FPU/g DM 酶用量生成的葡萄糖

浓度均为 68 g/L（图 3.12（a））。随着酶用量的增加，酶解积累的葡萄糖消耗速率减慢，

在 36 h 时，5 FPU/g DM 和 10 FPU/g DM 条件的积累的葡萄糖消耗至 1 g/L 以下，纤维

素酶 12.5 FPU/g DM 需要 48 h 才能达到 1 g/L，15 FPU/g DM 条件葡萄糖消耗最慢，消

耗最低至 5 g/L 之后浓度又开始增加。同步糖化与发酵终了时，残留葡萄糖浓度随着纤

维酶用量增加而升高，5 FPU/g DM 在 1 g/L，另三个酶用量条件残留葡萄糖都在 6-8 g/L。

乙醇的生成和葡萄糖的消耗对应（图 3.12（b）），在接种酵母后，纤维素酶用量 5 FPU/g 

DM 条件乙醇生成速率最快，发酵 28 h 内，5 FPU/g DM 条件生成的乙醇浓度高于其他

三个纤维素酶用量条件，而之后 10 FPU/g DM 纤维素酶生成的乙醇高于另外 12.5FPU/g 

DM 和 15 FPU/g DM 纤维酶用量。在发酵 36 h 后，5 FPU/g DM 酶用量的条件生成乙醇

浓度（35 g/L）明显低于其他三个酶用量，12.5 FPU/g DM 酶用量乙醇浓度最高达 48 g/L。

结果表明在当前稀酸预处理条件玉米秸秆，提高发酵体系的固含量，需要提高纤维素酶

量，但并非纤维素酶量越高越好。在 30%固含量，5 FPU/ g DM 纤维素酶用量明显偏低，

而 10 -15FPU/ DM 水解差异就不大，限制纤维素转化的因素较多比如纤维素来源，纤维

素预处理程度，酶的组成和稳定性等[8, 28, 155]，纤维素酶用量只是其中之一。发酵残留葡

萄糖浓度随着纤维素酶用量的增加而升高，可能是由于酶用量增加水解出了更多的葡萄

糖，另一方面纤维素酶用量提高，酵母生存能力减低，消耗葡萄糖的能力降低。 

一次水洗后的稀酸预处理玉米秸秆仍然含有可溶性物质，主要包括的抑制物是乙

酸，5-羟甲基糠醛和糠醛等，随着发酵体系固含量的增加会逐步积累。在 30%固含量下，

抑制物积累变得明显。酿酒酵母能够在一定条件下转化 5-羟甲基糠醛和糠醛[87, 88]，乙酸

虽然不能被转化，但是酵母能够耐受比较高的乙酸浓度。在 30%固含量体系中，不同纤

维素酶用量下，5-羟甲基糠醛和糠醛的转化如图 3.12 所示。发酵体系中 5-羟甲基糠醛和

糠醛初始浓度分别在 0.20-0.25 g/L，0.5-0.6 g/L。从代谢启动上看，酵母代谢这两种物质

是同步的，但是糠醛代谢比 5-羟甲基糠醛明显要快，糠醛在不同纤维素酶量下接种 8 h

几乎代谢完毕，说明酵母不同抑制物响应差异较大。相比之下，5-羟甲基糠醛在 24 h 内

没能够完全转化，特别是在纤维素酶用量较高的情况，延滞效果更加明显。随着酶用量
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的增加，抑制物代谢变慢，这一点在 5-羟甲基糠醛上表现更明显。另外，抑制物的代谢 

(a)

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0 4 8 12 16 20 24 28

Time (h)

5
-H

M
F

 (
g
/L

)
5 FPU/g DM 10 FPU/g DM

15 FPU/g DM 12.5 FPU/g DM

 

(b)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 4 8 12 16 20 24 28

Time(h)

F
u
rf

u
ra

l 
(g

/L
)

5 FPU/g DM 10 FPU/g DM

15 FPU/g DM 12.5 FPU/g DM

 

图 3.13  三步同步糖化与发酵 30%固含量稀酸预处理的玉米秸秆中 5-羟甲基糠醛（a）和糠醛（b）

变化 

Fig. 3.13  Conversion of 5-HMF （a） and furfural （b） in the two-step SSF of dilute acid pretreated corn 



华东理工大学博士学位论文                                         第 52页 

stover at 30% solid loadings 

5-HMF，5-羟甲基糠醛；Furfural, 糠醛。实验在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积

2.5 L，发酵实验纤维素酶用量分别是 5，10，12.5，15 FPU/g DM，转速 150 rpm，过程 pH 5.0。采

用两步同步糖化与发酵模式时，纤维素酶在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0 时刻开始逐步加入，8 h

内补加完毕，水解至 12 h，降低温度至 35 ℃加入酵母种子，然后取样（12，20，24，28 h）分析

5-羟甲基糠醛和糠醛浓度。 

和葡萄糖的消耗相关联，只有当抑制物代谢完毕后，葡萄糖消耗最快。不同的酵母耐受

性差异大，在高固含量，多种抑制物并存的环境中，酿酒酵母 S. cerevisiae DQ1 具有强

的在位脱毒能力，是一株生存能力强的微生物，适合于含有一定程度抑制物的一次水洗

稀酸预处理物料的发酵。 

3.3.10   比较固含量提高和纤维酶用量增加对同步糖化与发酵影响 

    为了比较发酵固含量提高与纤维素酶用量增加，对同步糖化与发酵的影响的轻重，

分别在两个固含量下提高酶用量，发酵结果如图 3.14。如图 3.14（a）所示，在 50 ℃初

始预水解 12 h，25%固含量在 10 FPU/g DM 和 15 FPU/g DM 酶用量，与 30%固含量，

10 FPU/g DM 水解生成的葡萄糖浓度在 53 g/L；只有在 30%固含量，15 FPU/g DM 水解

生成的葡萄糖达 68 g/L。25%，15 FPU/g DM 条件与 30%，10 FPU/g DM 相比，尽管初

始水解生成葡萄糖浓度相似，纤维素酶用量提高到 15 FPU/g DM，葡萄糖代谢相对相比

较慢。各个实验条件，发酵终止时，葡萄糖的积累随着固含量和纤维素酶量增加而增加。 

从乙醇的生成上看（图 3.14（b）），最终浓度依赖于发酵体系固含量，无论用酶量是 10  

或 15 FPU/g DM，可以分成两个水平。从发酵速度上看，固含量低，酶用量低的条件，

乙醇生产速率快。因此在选择固含量和纤维素酶量时要综合考虑乙醇浓度和转化率。 
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图 3.14  纤维素酶用量对三步同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆增加固含量的影响 

Fig. 3.14  Effect of cellulase loadings on three-step SSF of the dilute acid pretreated corn stover at 

increased solids loadings 

实验在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L， 固含量 25%，30%（w/w），纤维

素酶用量分别是 10，15 FPU/g DM，转速 150 rpm，过程 pH 5.0。采用两步同步糖化与发酵模式时，

纤维素酶在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0 时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，水解至 12 h,降低

温度至 35 ℃加入酵母种子，然后取样，发酵过程葡萄糖变化（a）和乙醇的生成（b）。玉米秸秆稀

酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。 

3.3.11   高温直接同步糖化与发酵生物脱毒处理物料 

    以生物脱毒原料为基质，在 25%固含量条件，随着酶用量增加，同步糖化与发酵的

结果如图 3.15 所示。50 ℃水解 10 h，5 FPU/g DM 酶用量葡萄糖浓度只有 12 g/L, 而 10 

FPU/g DM 酶用量生成 20 g/L，与酶用量升高至 15 FPU/g DM 水解生成的糖一样。在 5

和 10 FPU/g DM 酶用量条件，葡萄糖能够迅速消耗，但是酶用量升高到 15 FPU/g DM，

葡萄糖消耗变得非常缓慢，发酵后期残留葡萄糖随着酶用量增加而升高（图 3.15（a））。

在 10 FPU/g DM 酶用量生成的乙醇浓度最高达 27 g/L，而在 15 FPU/g DM 条件乙醇生

产呈直线缓慢增加，乙醇最终浓度不到 10 g/L。霉菌固态培养脱毒能够除去原料中的多

种抑制物包括糠醛，5-羟甲基糠醛和乙酸等[131]，以及其他包含在原料中的预处理所产生

的物质。在生物脱毒物料作为基质用于在高温下乙醇的发酵时，随着纤维素酶用量的增

加，发酵后期仍有葡萄糖残留，说明酿酒酵母的发酵活性依然受到抑制，这与一次水洗

脱毒处理的秸秆作为发酵原料的现象相似，说明在高温条件下，即使发酵原料中没有预

处理所形成的抑制物存在，纤维素酶的浓度的确能够影响微生物生存，从而导致发酵不

能够正常进行。 
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图 3.15  酶用量对 40℃同步糖化与发酵生物脱毒稀酸预处理的玉米秸秆的影响 

Fig. 3.15  Effect of cellulase loadings on SSF of bioabated dilute acid pretreated corn stover at 40 
o
C 

实验在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，固含量 25 %（w/w），温度 40 ℃， 

转速 150 rpm，过程 pH 5.0，纤维素酶用量分别 5，10，15 FPU/g DM。纤维素酶，酵母种子在 0 时
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刻加入，玉米秸秆原料从 0 时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕取样，发酵过程的葡萄糖（a）和乙

醇（b）。玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。预处理玉米秸秆使用生物方法

脱毒。 

3.3.12   发酵升温对同步糖化与发酵生物脱毒处理基质的影响 

    以 30%（w/w）固含量生物脱毒处理秸秆为基质，采用变温发酵，考察升温对发酵

行为的影响，结果如图 3.16 所示。15 FPU/g DM 酶用量 50 ℃水解 10 h，生成葡萄糖约  
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图 3.16  发酵温度升高对同步糖化与发酵生物脱毒稀酸预处理的玉米秸秆的影响 
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Fig. 3.16  Effect of increased temperature on two-step SSF of bioabated dilute acid pretreated corn stover  

实验在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L, 固含量 30%（w/w），纤维素酶用量

15 FPU/g DM，转速 150 rpm，过程 pH 5.0。同步糖化与发酵时，纤维素酶在 0 时刻加入，玉米秸秆

原料从 0 时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，水解至 10 h，降低温度至 37 ℃加入酵母种子发酵至

26 h，然后提高到不同温度 38，40，42 ℃继续发酵，整个过程葡萄糖变化（a）和乙醇的生成（b）。

玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。预处理玉米秸秆用生物脱毒方法处理。 

55 g/L，之后中温发酵16 h葡萄糖迅速消耗，后期发酵调整发酵温度，当升高温度至38 ℃

葡萄糖持续降低，升高发酵温度至 40 和 42 ℃时葡萄糖反而开始升高（图 3.16（a）），

乙醇的生成和葡萄糖的消耗相对应（图 3.16（b）），发酵前期乙醇的浓度变化一致，38℃

发酵乙醇速率略快，发酵后期乙醇浓度继续上升，调整温度至 40 ℃发酵效果较好；升

温至 42 ℃时，微生物发酵能力严重降低，不能生成乙醇。实验表明在使用生物脱毒基

质发酵时，在发酵后期升温超过 40 ℃时，微生物的生存能力仍然受到抑制，微生物具

有更加宽泛的生长温度是保证高温纤维乙醇发酵的先决条件。 

3.4   本章小结 

1. 本研究的创新在于使用耐高温的酿酒酵母 S. cerevisiae DQ1，在高固含量下同步

糖化与发酵真实的纤维素基质原料生产乙醇。在固含量 30%，15 FPU/g 干基质，采用变

温同步糖化与发酵，乙醇的浓度和得率分别是 48 g/L 和 61%。 

2. 酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae DQ1 可以应用于高温（40 ℃）直接同步糖化

与发酵稀酸预处理的玉米秸秆生产乙醇，在固含量 20%（w/w），纤维素酶用量 5 FPU/g 

DM 下，发酵效果优于常温发酵。提高发酵体系固含量（～30% wt.）和纤维素酶用量（～

15 FPU/g DM）时，S. cerevisiae DQ1 发酵或缓慢，或停滞，发酵体系葡萄糖明显积累，

这原因至少在于以下几点：酵母在 40 ℃生存能力相对较弱，只有 35 ℃的 70%，长时

间高温培养酵母逐步活性；纤维素酶对酵母的存活有负面作用，固含量和酶用量的提高，

都升高了体系的酶浓度；固含量的提高，使体系中的抑制物积累增加，抑制酵母代谢，

延长发酵周期。 

3. 稀酸预处理的玉米秸秆即使在不添加外源营养的条件也能够进行高温发酵，而

且，不同营养组合的添加也无助于进一步提高酵母的发酵能力，说明营养并不是高温发

酵过程最重要的限制因素。 

4．纤维素乙醇生产的发酵模式能够显著影响发酵效果。变温发酵模式克服了直接

同步发酵模式存在的问题，温度设计兼顾了微生物最适温度和纤维素酶活性。变温模式

能够更高的转化纤维素到乙醇和葡萄糖，若进一步提高微生物耐温性，则能够获得更高

的产物浓度。 

5. 本研究与国内外研究相比在发酵基质浓度，工艺操作和乙醇浓度都有明显的提

高，特别是选择酿酒酵母发酵真实的纤维素基质原料，为高温纤维素乙醇的研究提供了

重要基础。 
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第 4 章   嗜热乳酸菌的发现以及应用于木质纤维素生产高浓度乳酸 

4.1   引言 

 面对社会可持续发展的需求，开发替代性的可再生燃料和生物基化学品日益重要。

在生物基化学品中，以乳酸为单体加工制造的生物可降解材料聚乳酸，具有优良的特性，

是替代聚乙烯和聚丙烯等石化基塑料的新一代生物可降解塑料，用途广泛，具有巨大的

社会和经济价值。目前，95%的乳酸是通过粮食淀粉的发酵生产的，考虑到人口与粮食

问题，采用粮食原料深加工生产大宗化学品的技术路线已经受到了国家政策的严重遏

制。发酵生产乳酸的原料正从淀粉质转向更加丰富的木质纤维质资源。中国是乳酸生产

大国，但是发酵几乎都是以淀粉为基质，以纤维素为原料生产乳酸以及聚乳酸发展都处

于初步阶段。因此，利用丰富的农作物秸秆类纤维质为原料，通过生物加工路线生产乳

酸是一个极为重要的研究热点和产业方向。目前国内外以木质纤维素原料生产乳酸都处

于实验室阶段，尚不具备产业化应用要求。 

纤维素原料生产乳酸面临许多挑战，包括纤维素原料的解构，纤维素预处理产生抑

制物，纤维素酶的有效性和成本，以及发酵微生物在纤维素原料中的存活能力和耐受性。

乳酸发酵生产 70%的成本来自发酵基质，若能够以低成本具有丰富来源的纤维素基质为

原料，必然具有重大的意义。尽管能够产乳酸的微生物有许多种，但是对于纤维素原料

这非淀粉类基质，筛选和构造新的发酵微生物仍然非常重要。在大规模酒精生产过程，

偶有杂菌污染，杂菌一般是乳酸菌。但是，在以纤维素原料生产乙醇过程污染杂菌，并

分离出产乳酸菌的鲜见报道。本章在研究高温同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸秆生

产乙醇过程中，发现并分离到一株能够在高温下高效产乳酸细菌。本章介绍和描述了研

究高温纤维乙醇发酵中的染菌现象和应对措施，以及乳酸菌的发现与分离的背景和过

程。本章用 16S rDNA 方法鉴定了分离到的乳酸菌并构建进化树，优化了培养基，并应

用在生物脱毒处理的玉米秸秆进行高浓度乳酸发酵。 

4.2   材料与方法 

4.2.1   试剂和药品 

   乳酸标准品 L（+）-Lactic acid，纯度 90%，Lot: LUB0J06，购自百灵威化学公司（J&K 

Chemical Ltd.）；分子生物学试剂，购自德国 QIAGEN 公司；纤维素酶 Accellerase 1000 

（纤维素酶活性 65 FPU/mL ）是杰能科公司产品；酵母粉购买自英国 Oxoid 公司；其

他药品和试剂购于上海凌峰化学试剂有限公司，见附录Ⅰ。 

4.2.2   乳酸菌的分离 

    用于分离乳酸菌的原始样品取自产乳酸的乙醇发酵液以及对应批次的生物脱毒处

理玉米秸秆。菌种分离使用 YPD 琼脂平板（g/L）：葡萄糖 20，蛋白胨 10，酵母粉 10，

琼脂粉 15。分离步骤为：取 1 mL 发酵液，无菌水梯度稀释，涂布 YPD 琼脂平板，分
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别在 25，37，42 ℃培养箱中培养 2 d；另外，取对应批次的生物脱毒秸秆 5 g，搅拌分

散溶于无菌水中，也涂布在 YPD 琼脂平板，分别在 25，37，42 ℃培养 2 d。分别挑取

在 42 ℃平板上长出的单菌落，在 YPD 琼脂平板上再划线，根据菌落周围是否显酸性初

步鉴别。若菌落周围 pH < 3 的单菌落，42 ℃在 YPD 平板上划线培养 3 代得到的单菌落

分别接入有 20 mL YPD 培养基的 100 mL 三角摇瓶，42 ℃，150 rpm 培养 24 h，用高效

液相色谱分析样品确认乳酸的生成。 

4.2.3   16S rDNA 序列分析及构建系统进化树 

   提取乳酸菌 DQ2 的基因组 DNA，以 DNA 为模板进行 16S rRNA 的 PCR 扩增，得到

约长 1.6 kb 片段，将 PCR 产物回收后克隆到 pMD19-T 载体酶连接，转化至 DH5α 筛选

阳性克隆，质粒酶切验证，根据 16S rRNA 的测序结果，在 NCBI（美国国立生物技术

信息中心）核苷酸数据库（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）进行同源性比较，下载

相似性高的序列和 DQ2 序列在 MEGA 4（http://www.megasoftware.net/）软件中利用

Neighbor-Joining 方法构建系统进化树。 

4.2.4   乳酸菌的保藏和培养 

    分离的乳酸菌 DQ2 在 YPD 培养基中 42 ℃，150 rpm 培养 24 h，与 60%的灭菌甘

油混合，然后向冻存管移取 2 mL 菌液，在-80 ℃冰箱菌种长期保存。每次发酵取一支菌

种甘油冻存管，在 YPD 培养基 42 ℃，150 rpm，培养 24 h，用于摇瓶和发酵罐接种发

酵，接种量 10%。MRS 培养基[156]（g/L）: 葡萄糖 20，牛肉膏 10，蛋白胨 10，酵母

膏 5，乙酸钠 5，柠檬酸氢二铵 2，磷酸氢二钾 2，七水合硫酸镁 0.58，四水合硫酸锰 

0.25，吐温 80 1；SM 合成培养基（g/L）：葡萄糖 20，蛋白胨 20，酵母粉 10，磷酸二

氢钾 2，硫酸铵 1，七水合硫酸镁 1。培养基灭菌条件 115 ℃，20 min。培养基实验在

250 mL 摇瓶中进行，装液量 50 mL，接种量 5% （v/v），摇瓶中加入固体碳酸钙控制发

酵液 pH，发酵温度 42 ℃，转速 150 rpm，每个条件做 3 个平行实验。乳酸得率计算基

于 1 g 葡萄糖转化为 1 g 乳酸，摇瓶发酵 24 h 时计算乳酸得率。 

4.2.5   玉米秸秆的稀酸预处理和生物脱毒 

玉米秸秆原料收集于吉林省，运至本实验室。在实验室内进行秸秆洗净，烘干，粉

碎，分装，真空储存备用。玉米秸秆的稀酸预处理和生物脱毒[124, 26]如下所述，玉米秸秆

首先与稀硫酸混合预浸，方法为：称量 800 g 玉米秸秆与 400 g 5%（w/w）硫酸在塑料

箱中搅拌混合，玉米秸秆完全浸润，没有物料结块。然后，转入塑料袋，浸润 12 h。预

处理操作过程：首先加热蒸汽发生器，把 1200 g 浸润过稀硫酸的玉米秸秆装入预处理反

应釜，这装料量已经把 10 L 的预处理器填满；把蒸汽发生器产生的高温蒸汽通入预处

理反应釜，使反应釜内温度升到 190 ℃，通过控制蒸汽流量维持这个温度 3 min。最后

迅速释放釜内蒸汽，然后把预处理后物料到入桶中，在水中冷却预处理后物料，转入塑

料袋中，-4 ℃冰箱保存，预处理后玉米秸秆含水量约 50%（w/w）。预处理实验进行多

批次，然后物料混合以满足实验需要。稀酸预处理的玉米秸秆可以通过在秸秆固态培养

霉菌 Amorphotheca resinae ZN1 的方式脱除其中包含的抑制物，具体操作步骤：首先用

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.megasoftware.net/
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蒸馏水和 5 M 氢氧化钠调整稀酸预处理后玉米秸秆含水量 60%（w/w），pH 约为 5.5，

接入预先培养的 A.resinae ZN1 孢子悬浮液与秸秆混合，把霉菌 A. resinae ZN1 的孢子悬

浮液混匀于秸秆中，盖上塑料盒盖子，不做进一步密封，进行培养；在大批量物料生物

脱毒时，预先培养生长有霉菌的固体物料，按照固体与固体混合的方式，接入扩大培养

的玉米秸秆中。25 ℃固态培养 5-10 天，脱除抑制物后秸秆冷冻储藏。大批量秸秆固态

脱毒培养是在空调控温的房间进行，属于较开放培养方式，同时初始玉米秸秆为强酸性，

因而玉米秸秆原料，塑料盒，蒸馏水，氢氧化钠溶液在这一步骤都没有高温灭菌。 

4.2.6   生物脱毒玉米秸秆的发酵 

 在自行开发设计的适合于纤维质原料发酵的螺带桨 5 L 生物反应器中[122]进行秸秆

同步糖化与发酵生产乙醇或乳酸。每次实验前，生物反应器 115 ℃在位灭菌 30 min。发

酵操作开始时，加入部分生物脱毒秸秆原料，无菌水，相应营养盐和纤维素酶 15 FPU/g 

DM（干秸秆），逐步补料加入剩余的生物脱毒秸秆；接入发酵微生物种子液，在设定条

件下进行同步糖化与发酵，5 M 氢氧化钠调节发酵过程 pH。如无特别说明，脱毒后秸

秆，蒸馏水，营养物质，氢氧化钠溶液单独灭菌 115 ℃，20 min。如无特别说明，发酵

中添加了基本营养物（g/L）：磷酸二氢钾 2，硫酸铵 1，七水合硫酸镁 1 和酵母粉 1。 

4.2.7   分析方法 

    样品中的葡萄糖、乙醇、乳酸、乙酸以及糠醛和 5-羟甲基糠醛的浓度用高效液相色

谱（日本岛津公司）分析，液相色谱配备示差检测计，Bio-rad Aminex HPX-87H 色谱柱，

5 mM 硫酸作为流动相，流速 0.6 mL/min，柱温箱温度 65 ℃。样品 13000 rpm，离心 5 min

冷冻保存上清液待测。样品用超纯水稀释，0.2 μm 膜过滤后进样 40 μL。根据相应的标

准曲线计算样品中物质的浓度。 

4.3   结果与讨论 

4.3.1   高温发酵不灭菌生物脱毒秸秆生产乙醇过程伴随乳酸的形成 

    高温同步糖化与发酵生物脱毒处理 5 天或 8 天的玉米秸秆物料，发酵操作首先在

50 ℃纤维素酶水解玉米秸秆 12 h，然后接种酵母，发酵过程时间曲线如图 4.1 所示。

实验原本是接入酿酒酵母高温发酵木质纤维素生产乙醇，令人惊讶的是分析实验结果

时，发现有大量乳酸的积累，而乙醇的产量则非常低（图 4.1（b））。图 4.1（a）是发酵

过程的葡萄糖浓度变化曲线，在酵母接种（纤维素 50℃预水解 12 h）后，由于在该温度

下，酿酒酵母生长和发酵能力降低，消耗葡萄糖的能力弱，随着纤维素酶继续水解玉米

秸秆中的纤维素生成葡萄糖，葡萄糖浓度反而在增加如图 4.1（a）所示。在 12 h 和 24 h，

5 天脱毒物料和 8 天脱毒物料水解的葡萄糖都迅速消耗，最终都消耗完毕。乙醇和乳酸

的生成如图 4.1（b），乙醇的生成一直维持在较低的水平，在发酵后期乙醇发酵已经停

止。而对于乳酸的生成，5 天脱毒物料在 0-16 h 取样分析还没有发现乳酸的形成，在 16-24 

h，只有 1-2 g/L 乳酸的生成。但是在 24-36 h 乳酸浓度迅速积累。而脱毒 8 天脱毒物料，

乳酸迅速积累要比脱毒 5 天物料提前了 16 h，在发酵开始后 8 h 就能迅速生成，这对应 



华东理工大学博士学位论文                                         第 60页 

(a)

0

10

20

30

40

50

60

0 12 24 36 48

Time (h)

G
lu

c
o
s
e
 (

g
/L

)

5 D 8 D

 

(b)

0

10

20

30

40

50

60

70

0 12 24 36 48

Time (h)

E
th

a
n
o
l 
a
n
d
 l
a
c
ta

te
 (

g
/L

)

Ethanol-5 D Ethanol-8 D

Lactate-5 D Lactate-8 D

 

图 4.1  同步糖化与发酵不灭菌脱毒秸秆生产乙醇过程伴随乳酸的生成 

Fig. 4.1  Lactate formation along with ethanol production using SSF of non-sterilized BCS 

发酵有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，纤维素酶用量 15 FPU/g DM，搅拌转速

150 rpm，过程 pH 5.5，设定固含量 30%（w/w）。纤维素酶在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0 时刻

开始逐步加入，8 h 内补加完毕，50 ℃水解至 12 h，降低温度至 40 ℃加入酵母种子，发酵 48 h。

BCS，Bioabated Corn Stover，生物脱毒秸秆；（a）葡萄糖，（b）乙醇和乳酸； 5 D，8 D 分别指稀酸

预处理的玉米秸秆脱毒 5 天和 8 天。预处理物料进行生物脱毒，物料没有进行高温灭菌。稀酸预处
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理的玉米秸秆条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。 

于葡萄糖更加迅速的消耗。两种物料在发酵 48 h 内，葡萄糖都能够消耗完毕，最后生成

约 60 g/L 乳酸。实验结果表明，在该实验体系下具有很强的乳酸生成能力。在高温稀酸

预处理作用下，玉米秸秆的结构被破坏，半纤维素分解，提高了纤维素的可解触性，但

是，也降解产生了呋喃类，有机酸类和酚类物质[90]，这些物质降低纤维素酶解效率，抑

制微生物的生长和发酵。因此，必须在发酵之前降低或脱除生物质原料中的抑制物。本

文的生物脱毒方式，能够有效的除去物料体系中的各种抑制物。之前实验发现，生物脱

毒玉米秸秆物料或水洗物料，在用于发酵时，即使不高温灭菌也能够进行发酵，没有不

正常现象，同时物料也避免了在高温灭菌过程可能造成的影响，因而这批实验物料没有

灭菌。因此对于乳酸形成这个现象，首先尝试玉米秸秆物料高温灭菌看能否避免。 

4.3.2   高温发酵灭菌后的生物脱毒秸秆生产乙醇伴随乳酸的形成 

     随着延长霉菌固态培养，生物脱毒物料中抑制物浓度会进一步降低，脱毒 11 天和

14 天物料，在发酵前 115 ℃高温灭菌 20 min，同时降低发酵 pH 至 5.0，同步糖化与发

酵结果如图 4.2 所示。生物脱毒物料在高温灭菌后，进行乙醇发酵，但是仍然有大量乳

酸的产生。与没有做高温灭菌的玉米秸秆物料（图 4.1（a））发酵相比，发酵高温灭菌

物料比较明显的现象是在发酵终止时葡萄糖有大量积累（图 4.2（a））。从乙醇和乳酸的

生成看，灭菌后生物脱毒原料的乳酸发酵启动变得缓慢，不同时间脱毒物料都需要 16 h

后才能迅速发酵。11 天脱毒物料，可能物料中没有抑制物，以及灭菌对乳酸形成的遏制，

乙醇生成相对明显，乳酸只有不到 30 g/L。而 14 天脱毒的物料，由于接种的是 42 ℃培

养的酵母种子，乙醇几乎没有生成，大部分葡萄糖转化为乳酸，浓度达 50 g/L。结果表

明，即使降低发酵体系 pH，生物脱毒物料高温灭菌不能够避免乳酸的形成。 
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图 4.2  同步糖化与发酵灭菌脱毒秸秆生产乙醇过程伴随乳酸的生成 

Fig. 4.2  Lactate formation along with ethanol production using SSF of sterilized BCS 

发酵在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，搅拌转速 150 rpm，过程 pH 5.0，

设定固含量 30%（w/w），纤维素酶用量 15 FPU/g DM。纤维素酶在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0

时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，50 ℃水解至 12 h，降低温度至 40 ℃,加入酵母种子发酵 48 h。

BCS，Bioabated Corn Stover，生物脱毒秸秆；（a）葡萄糖，（b）乙醇和乳酸；11 D 和 14 D 分别指预

处理后玉米秸秆生物脱毒处理 11 天和 14 天。预处理物料进行生物脱毒，物料高温灭菌（115 ℃，

20 min）。玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。 

4.3.3   乳酸生成的验证：不接种酿酒酵母和 121 ℃高温灭菌发酵原料 

    一般酵母不能够发酵葡萄糖产生乳酸，需要进行代谢工程改造[157]，但不确定实验

用酿酒酵母菌株能否在某特定条件下产乳酸，为了考察酵母是否在实验发酵特定条件下

产乳酸以及更强程度的灭菌生物脱毒物料对乳酸形成的影响，使用生物脱毒 5 天玉米秸

秆物料在不接种酿酒酵母和 121 ℃高温灭菌后进行发酵，结果如图 4.3 所示。不接种酿

酒酵母 S. cerevisiae DQ1，在同样实验条件下进行生物脱毒玉米秸秆同步糖化与发酵，

结果表明初始阶段没有乳酸形成，发酵 16 h 后，乳酸仍然会产生，乳酸浓度迅速积累，

成线性增长（图 4.3（b）），生成约 50 g/L 乳酸，说明乳酸的生成与接种的酿酒酵母无关，

主要依赖于发酵所用的经过生物脱毒的稀酸预处理的玉米秸秆。发酵过程葡萄糖浓度持

续升高从 50 g/L 升高到超过 60 g/L，在 16 h 开始降低，最后大约 20 g/L 葡萄糖残留。

同样，即使在物料灭菌 121 ℃，60 min，随着物料发酵的进行依然能够积累乳酸，而且

两个实验的葡萄糖和乳酸变化几乎一致（图 4.3（a）），说明对含水量约 60%的固体物料

进行高温蒸汽灭菌，灭菌效果可能不理想[158]。 
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图 4.3  同步糖化与发酵灭菌脱毒秸秆过程乳酸的生成 

Fig. 4.3  Lactate formation during SSF of BCS 

发酵在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，纤维素酶用量 15 FPU/g DM，搅拌

转速 150 rpm，过程 pH 5.0，设定固含量 30%（w/w）。纤维素酶在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0
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时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，50 ℃水解至 12 h，降低温度至 40 ℃加入酵母种子，发酵 48 h。

BCS，Bioabated Corn Stover，生物脱毒秸秆；（a）葡萄糖，（b）乳酸；sterilized BCS at 121 
o
C，1 h，

生物脱毒 121
 ℃高温灭菌 1 h；without yeast，不接种酿酒酵母，生物脱毒物料 5 天高温灭菌（115 ℃，

20 min）。玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。 

4.3.4   乳酸生成的验证：稀酸预处理的玉米秸秆和生物脱毒处理秸秆的混合 

    综合实验结果发现这批次生物脱毒玉米秸秆在不同的实验条件下都能够发酵产生

乳酸，产生乳酸的能力主要来源于生物脱毒玉米秸秆。那么，减少脱毒物料在发酵罐中

的相对量应该可以减少产乳酸的能力以及与酵母乙醇发酵的竞争。生物脱毒玉米秸秆 

BCS）pH 在 5.5 左右，而稀酸预处理（Dilute acid pretreated corn stover，DACS）pH 小

于 1，两种物料混合调配能够接近发酵合适 pH 5.0，这样可以同时减少用碱量和生物脱

毒玉米秸秆用量。采用两种比例混合物料及不同温度发酵的结果如图 4.4 所示。如图 4.4

混合物料验证乳酸发酵最明显的结果是当发酵基质中混入预处理物料后，乳酸的产生能

力虽然变弱，但是发酵后期乳酸仍有产生，而且在相同条件当发酵温度为 37 ℃，只产

生了乙醇，没有乳酸的生成。当稀酸预处理物料和生物脱毒物料混合，两者质量之比是

2：1 时，体系中抑制物浓度低，乙醇的生成比较明显，乳酸只是在发酵后期开始生成；

当两者质量比是 1：1 时，42 ℃发酵生成的乙醇很低，同时发酵后期有乳酸生成，37 ℃ 

发酵乙醇达到 38 g/L，且没有乳酸的形成。采用不同酸性的物料相互中和 pH，类似于

Maas 等[100]报道的用碱性预处理物料中和发酵产生的乳酸。通过两种物料混合，一方面

减少了可能脱毒物料所带杂菌的量，另一方面稀酸预处理物料中的抑制物抑制了杂菌的 

生长。在 37 ℃能够正常产乙醇，说明只有在高温发酵下，产乳酸杂菌明显占竞争优势。 
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图 4.4  同步糖化与发酵混合脱毒秸秆过程乳酸的生成 

Fig. 4.4  Lactate formation during SSF of substrate mixtures of BCS and DACS 

发酵在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，纤维素酶用量 15 FPU/g DM，搅拌

转速 150 rpm，过程 pH 5.0，设定固含量 30%（w/w）。纤维素酶在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0

时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，50 ℃水解至 12 h，降低温度加入酵母种子，发酵 48 h。BCS，

Bioabated Corn Stover，生物脱毒秸秆；DACS，稀酸预处理的玉米秸秆；B/D=BCS/DACS，两种物

料质量比混合；（a）葡萄糖，（b）乳酸和乙醇。玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% 

H2SO4。 

4.3.5   乳酸生成验证：氨水过碱处理生物脱毒玉米秸秆 

      在玉米秸秆生物脱毒中使用的是一株新分离的霉菌 Amorphotheca resinae ZN1，而

据报道某些霉菌能够发酵产有机酸如 Rhizopus oryzae 产乳酸[93]，Aspergillus niger 产柠

檬酸[159]，Aspergillus terreus 产衣康酸[160]，因此不知乳酸的形成是否与这一特定环境下

物料含有的霉菌有关。前面实验发现高温蒸汽直接灭菌生物脱毒物料的效果不理想，因

此设想利用氨水先处理物料，再在碱性条件下高温灭菌杀死物料中的杂菌和霉菌孢子
[161]

 ，然后用酸性的预处理物料调节灭菌后的氨水处理物料，例如 1500 g 生物脱毒的物

料，用溶有 8 mL 氨水的 60 mL 蒸馏水混匀，生物脱毒物料的 pH 达 10-11，，灭菌后与

300 g 预处理料混合，调节整个体系 pH 在 5，用于发酵。试验结果如图 4.5 所示，结果

表明氨水的处理物料，即使生物脱毒原料占发酵基质 80%的情况，也没用乳酸形成，而

同批次生物脱毒玉米秸秆若没有经过氨水处理，仍能够大量积累乳酸。相比于 B/D=1

条件，生物脱毒物料占有发酵基质比例高者有利于乙醇的发酵（B/D=4），这可能是物料
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体系抑制物浓度低的缘故，因为不经过生物脱毒的稀酸预处理物料中含有大量抑制物。

同批次的原料在 42 ℃直接同步糖化与发酵，发现在 18 h 时就已经有乳酸形成，在 24 h

时乳酸迅速积累，说明这批原料长期冰箱储藏后中仍有发酵乳酸的能力，实验结果说明

利用氨水处理生物脱毒物料的控制是个简便有效的方式，在碱性的条件下能够杀死物料

中的杂菌。选择氨水一方面是在于游离态的小分子（NH3）化合物对细胞有很大的伤害

作用，因而可以用于抑制杂菌，另一方面是因为氨分子与酸性的预处理物料中和成为硫

酸铵，可以作为微生物的氮源。 
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图 4.5  同步糖化与发酵混合脱毒秸秆过程乳酸的生成 

Fig. 4.5  Lactate formation during SSF of substrate mixtures of BCS and DACS 

发酵在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，纤维素酶用量 15 FPU/g DM，搅拌

转速 150 rpm，过程 pH 5.0，设定固含量 30%（w/w）。纤维素酶在 0 时刻加入，玉米秸秆原料从 0

时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，对于 B/D=1 或 4 者，50 ℃水解至 12 h，降低温度加入酵母 37 ℃

发酵 16 h，然后调高温度至 42 ℃。BCS，Bioabated Corn Stover，生物脱毒秸秆；DACS，稀酸预处

理秸秆；B/D=BCS/DACS，两种物料质量比；用于混合的 BCS 用氨水调节过碱，灭菌。对于 BCS

发酵，物料没有灭菌，没有预水解，直接在 42 ℃发酵，18 h 取样。（a）葡萄糖，（b）乳酸和乙醇。

玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。 

4.3.6   乳酸生成验证：在摇瓶中玉米秸秆水解液发酵 

    在摇瓶实验验证中，通过向玉米秸秆水解液中添加不同来源物质验证乳酸产生的可

能原因，这样可以排除固态组分在发酵中的干扰。所用的水解液是经过生物脱毒的原料

或未经过生物脱毒的预处理秸秆的水解液，以水解液作为对照（control），分别向水解

液中添加脱毒后的秸秆（BCS），在秸秆生长的菌丝体（Ar），发酵醪液（Broth），分析

对比了培养 24 h 和 72 h 摇瓶中乳酸浓度的变化，结果如图 4.6。对于用作对照的未脱毒

水解液在 24 h 以及经过 72 h 都没有乳酸生成，说明单纯的秸秆水解液不能产生乳酸，

而对于用作对照 
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图 4.6  摇瓶水解液中乳酸的验证 

Fig. 4.6  Lactate formation evaluated in the hydrolysate in shake flask 

实验在 150 mL 摇瓶中进行，装液量约 30 mL，培养温度 42 ℃，转速 150 rpm；Hy，hydrolysate，

未经过生物脱毒秸秆的水解液；BCSHy，生物脱毒原料的水解液；control，对照；BCS，生物脱毒
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秸秆；Ar，秸秆上生长的 A. resinae ZN1 菌丝；Borth，含大量乳酸的发酵液；＋，指添加。24 H 和

72 H，指摇瓶培养 24 h 和 72 h。 

的生物脱毒秸秆的水解液在 24 h 和 72 h 都能检测到乳酸，且 72 h 乳酸浓度有增加，说

明生物脱毒秸秆水解液会产生乳酸。两种水解液中添加生物脱毒的秸秆（+ BCS），乳酸

的浓度增加都表现很明显，说明这是主要乳酸形成来源因素。添加 Ar 菌丝，因为是生

物脱毒培养过程的菌丝，所以菌丝也带有秸秆，在添加到两种水解液中，都有乳酸的增

加，但是生物脱毒水解液增加不明显。添加含有大量乳酸发酵醪液的实验，因为自身含

有较高浓度乳酸，因此添加后生成的乳酸增加不明显。分析实验现象和现有乳酸发酵对

比，发现本实验乳酸产生既有霉菌发酵又有细菌发酵产乳酸的特征。在预处理过程物料

即使可能含有的杂菌，也应该会被完全杀死。玉米秸秆物料经过预处理，生物脱毒处理

到同步糖化与发酵，周期较长。随着脱毒过程进行，生物脱毒体系中含有的糖分和抑制

物，以及中性偏酸的环境，抑制物被降解，物料体系能够适应更多微生物的存活，而且

过程不是在完全无菌情况下操作，这个过程中物料的微生物是什么状态也比较模糊，可

能成为混合微生物培养过程。鉴于乳酸是高价值产品，所用纤维素物料体系确实能够发

酵产酸，因此从最初设法抑制乳酸的生成，到希望能够分离纯化菌株，把偶然发酵产酸

过程变为可控制的工艺过程。 

4.3.7   乳酸菌的分离与鉴定 

    脱毒玉米秸秆在进行高温同步糖化与发酵生产乙醇时，获得的含有高浓度乳酸的发

酵醪液在 YPD（组分（g/L）葡萄糖 20，蛋白胨 20，酵母粉 10，琼脂粉 15）平板上进

行了微生物分离，分别在 25 ℃，37 ℃和 42 ℃培养，不同温度下都有微生物而且菌落形

态单一，这可能是由于发酵自然筛选和富集的结果，因为在高温条件发酵，同时有大量

的乳酸生成，可能抑制了其他的微生物。经过多代纯化培养，获得微生物菌落（图 4.7a），

呈白色，圆形，不透明，表面凸起光滑，有光泽。根据菌株 16S rDNA 序列对比 

 

（a）  微生物菌落形态 

(a) Morphology of the isolated bacterium 



华东理工大学博士学位论文                                         第 69页 

 Pediococcus acidilactici IMAU1007

 Pediococcus acidilactici KLB67-2

 Pediococcus acidilactici UL5

 Pediococcus acidilactici RO17

 Pediococcus acidilactici IMAU2007

 Pediococcus acidilactici IMAU60189

 Pediococcus acidilactici IMAU10073

 Pediococcus acidilactici KLB67-1

 Pediococcus acidilactici BFE8246

 Pediococcus acidilactici LA3

 Bacterium Te3R

 Bacterium Te2R

 Pediococcus acidilactici B1104

 Pediococcus acidilactici DSM 20284

 Pediococcus acidilactici Uga146-3

 Pediococcus acidilactici BFE8387

 Pediococcus acidilactici LB1

 Pediococcus acidilactici DQ2

 Pediococcus pentosaceus NRIC 0123

 Pediococcus acidilactici LA 35

100

49

6820

5

45

15

16

9

10

23

6

 

（b）  基于 16S rDNA 序列分析的系统进化树 

(b)  Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequence 

图 4.7  从木质纤维素发酵体系中获得的乳酸菌的微生物形态和鉴定 

Fig. 4.7  Isolation and identification of the lactic acid bacterium from lignocellulosic fermentation system 

进行系统发育分析，用 MEGA 4 软件中的 Kimura 2-parameter 模型计算进化距离，用

Neighbor-Joining 方法构建系统进化树（图 4.7b）。根据分离到的菌落形态以及与 NCBI

（美国国立生物技术信息中心）核苷酸数据库中 Pediococcus acidilactici 序列 99.9%相似

性，获得的菌株鉴定为乳酸片球菌 Pediococcus acidilactici，并命名为 P. acidilactici DQ2。

Pediococcus acidilactici 这类微生物菌落成对出现，对氧分子不敏感，能够兼性厌氧发酵

葡萄糖，具有宽泛的温度和低 pH，高渗透压耐受范围[162]，这与实验过程的现象相符。 

4.3.8   Pediococcus acidilactici DQ2 的生长曲线和培养基优化 

    一般乳酸菌的生长和发酵有复杂的营养需求[101]，常选用 MRS 培养基用于微生物筛

选和培养，如图 4.8 所示，在 MRS 培养基中 42 ℃培养 P. acidilactici DQ2 经过 1 h 的培

养后，就进入对数期，OD600 在 8 h 内从 0.5 增加到 5，然后进入生长平稳期，生长曲线

表明该乳酸菌生长迅速，适合于高温发酵。初步培养 P. acidilactici DQ2 发现，该菌株能

够在秸秆同步糖化中快速发酵生成乳酸，甚至只是在该微生物偶然进入秸秆发酵体系中

也能够迅速发酵，但在普通合成培养基中没有类似迅速发酵的现象。因此，在摇瓶实验

中比较了 MRS 培养基与发酵罐中用营养组分对该菌株乳酸发酵得率的影响。由表 4.1

可见，与使用 SM 培养基相比，使用 MRS 培养基发酵乳酸得率提高 35%，说明 MRS

培养基的确提供了更加丰富的营养，能够促进葡萄糖的消耗和乳酸的生成，适合乳酸菌

培养。MRS 培养基是含有多种组分的复杂培养基，能够满足细菌对氨基酸，生长因子，

金属离子的需求，但 MRS 配制复杂，成本较高，不适合大规模应用，所以考察了 MRS
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培养基组份的去除对乳酸得率的影响。 

考虑到 MRS 培养基中存在乙酸钠组分，而玉米秸秆在预处理过程结构破坏能够产

生不同程度的乙酸，乙酸在用氢氧化钠调节 pH 后以乙酸钠的形式存在，因此，在秸秆

固态脱毒培养过程和发酵罐上同步糖化与发酵中都存在不同程度（1~10 g/L）的乙酸盐。

添加不同浓度的乙酸钠到 SM 培养基中，与没有乙酸盐的培养基相比，发现存在乙酸盐

的培养基乳酸发酵效果较好，而乙酸钠浓度高低对 P. acidilactici DQ2 发酵影响差异不

大。乙酸盐在乳酸菌生长和发酵中能够起缓冲作用，同时也可能作为乳酸菌某些脂类合

成的前体，促进微生物生长[163]。MRS 培养基含有复杂的组分，分别去除培养基中某一

单因素，考察了 MRS 组分对乳酸发酵的影响, 发现除硫酸锰外，其他某一组分的缺失

并不影响发酵速率，24 h 乳酸得率在 70%以上，缺失硫酸锰培养基的发酵乳酸得率不到

50%。添加不同浓度的硫酸锰时，发现硫酸锰浓度高低对发酵影响不大，但是硫酸锰的

微量存在非常有利于乳酸的生成。葡萄糖消耗完的发现，乳酸浓度有所降低，这可能是

乳酸被作为基质利用[164]。锰离子在有些微生物代谢中起重要的调控作用，是乳酸菌脱

氢酶等微生物酶的辅因子，是发酵必不可少 [107, 165]。与之相反，在霉菌柠檬酸发酵中锰

离子的微量存在，会导致柠檬酸不能够大量积累[159]。 
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图 4.8  P. acidilactici DQ2 在 MRS 培养基中 42 ℃培养生长曲线 

Fig. 4.8  Growth curve of P. acidilactici DQ2 in MRS medium at 42 
o
C 

P. acidilactici DQ2 在 100 mL 摇瓶中培养，装液量 20 mL，单菌落接种；42 ℃，150 rpm 培养，每个

点取两个摇瓶，检测 600 nm 吸光值。 
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表 4.1  P. acidilactici DQ2 在不同培养基中的乳酸得率 

Table 4.1  Lactate yield of P. acidilactici DQ2 cultured in different medium 

培养基  乳酸得率 % 培养基  乳酸得率 % 

SM 培养基 52.7 ±5.4 MRS 去除柠檬酸氢二铵 69.6±2.8 

MRS 培养基 87.5±2.9 MRS 去除吐温 71.8±0.5 

无乙酸钠 20.6 ±0.1 MRS 去除牛肉膏 82.0±3.5 

2 g/L 乙酸钠 27.4 ±1.5 MRS 去除酵母膏 71.7±5.7 

5 g/L 乙酸钠 31.5 ±0.1 MRS 去除四水合硫酸锰 49.2±0.6 

8 g/L 乙酸钠 33.0±1.5 0.1 g/L 四水合硫酸锰 87.9±3.0 

10g/L 乙酸钠 34.4±1.5 0.25 g/L 四水合硫酸锰 79.5±1.1 

  0.5 g/L  四水合硫酸锰 82.4±1.8 

  0.75 g/L 四水合硫酸锰 80.4±3.0 

培养基实验在 250 mL 摇瓶中进行，装液量 50 mL，接种量 5% （v/v），摇瓶中加入固体碳酸钙控制

发酵液 pH，发酵温度 42 ℃，转速 150 rpm，每个实验条件做 3 个平行实验。乳酸得率计算基于 1 g 

葡萄糖理论转化为 1 g 乳酸，摇瓶发酵 24 h 时计算乳酸得率。四水合硫酸锰实验：在 MRS 培养基中

添加不同浓度硫酸锰；乙酸钠实验：在 SM 培养基添加不同浓度乙酸钠，其中没有加碳酸钙。 

4.3.9   Pediococcus acidilactici DQ2 高温同步糖化与发酵玉米秸秆生产乳酸 

    一般真菌商业纤维素酶的最适作用温度是 50 ℃和 pH 4.0-5.0
[126]，因此在同步糖化

利用木质纤维素原料时，研究者都希望尽可能提高温度，以充分发挥纤维素酶的最佳效 
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图 4.9  P.acidiliactici DQ2 在不同温度同步糖化与发酵生物脱毒玉米秸秆生产乳酸 

Fig. 4.9  Lactate production by SSF of bioabated corn stover using P.acidiliactici DQ2 

同步糖化与发酵实验在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 L，纤维素酶用量 15 

FPU/g DM，设定固含量 25%，搅拌转速 150 rpm，过程 pH 5.5，纤维素酶在 0 时刻加入，玉米秸秆

原料从 0 时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，50 ℃预酶解 8 h，调整到不同温度（42，45，48，50 ℃）

接种乳酸菌发酵。（a）葡萄糖，（b）乳酸。玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。 

能。P. acidilactici DQ2 在不同温度（42，45，48，50 ℃）同步糖化与发酵生物脱毒秸

秆，结果见图 4.9，表明在宽泛的高温发酵范围（42-50 ℃），P. acidilactici DQ2 能够很

好的适用于同步糖化与发酵生物脱毒秸秆生产乳酸。各温度条件同步糖化与发酵实验都

在 50 ℃预水解 12 h，因此发酵初始葡萄糖浓度约在 60 g/L。对于发酵过程葡萄糖消耗

而言，只有在 50 ℃发酵时，葡萄糖的消耗变缓，最后有 15 g/L 残留，而在其他发酵温

度葡萄糖变化曲线几乎一致即接种 8 h 后葡萄糖开始迅速降低，最后葡萄糖完全消耗（图

4.9（a））。同样，乳酸的生成也是在 50 ℃发酵时略差，乳酸浓度低于其他发酵温度，

在 42-48 ℃随着发酵温度的升高，乳酸浓度增加，在 48 ℃乳酸的浓度最高，这可能得

益于在 48 ℃最大化纤维素酶的水解能力以及乳酸 P. acidilactici DQ2 高温度耐受性和发

酵能力。在利用真实的木质纤维素原料生产乳酸的报道中，还未见高温发酵获得这样高

乳酸浓度的。一般乳酸菌复杂的营养需求限制了乳酸的生产和应用，特别是在发酵木质

纤维素原料时，成本控制变得非常关键。P. acidilactici DQ2 能够在低营养的条件下发酵

有利用生产乳酸的成本降低，能够如酵母在厌氧条件下发酵，这也能够降低成本[114]，

因为高黏纤维体系中通气的难度和成本很高；高温发酵不仅能够降低纤维素酶用量，还

能提高传递速率，节约冷水成本等许多优势[16]。提高固体纤维素含量、纤维素酶用量以
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及改变发酵策略如补料，pH 控制，边分离乳酸边发酵等[93]进一步提高乳酸发酵水平。 

4.3.10   Pediococcus acidilactici DQ2 在不同培养基发酵的比较 

乳酸菌 P. acidilactici DQ2 分别应用于同步糖化与发酵生物脱毒秸秆以及发酵生物 
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图 4.10  P.acidiliactici DQ2 应用在不同的发酵基质中生产乳酸 

Fig. 4.10  Comparison of lactate production by using P.acidiliactici DQ2 in BCS, MRS, and BCSHy 

同步糖化与发酵生物脱毒玉米秸秆（BCS）在配有螺带型搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行，工作体积 2.5 

L，纤维素酶用量 15 FPU/g DM，设定固含量 25%，搅拌转速 150 rpm，过程 pH 5.5，纤维素酶在 0
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时刻加入，原料基质从 0 时刻开始逐步加入，8 h 内补加完毕，50 ℃预酶解 8 h，48 ℃接种乳酸菌

发酵。MRS，BCSHy 分别是指 MRS 培养基，生物脱毒秸秆酶水解液的上清液，发酵在 3L 玻璃发

酵罐中，磁力搅拌，装液量 1.5 L，维持 pH 5.5，0 时刻即接种乳酸菌开始发酵。（a）葡萄糖，（b）

乳酸。玉米秸秆稀酸预处理的条件：190 ℃，3 min，2.5% H2SO4。 

脱毒秸秆酶水解的上清液和 MRS 培养基，考查不同培养基对 P. acidilactici DQ2 发

酵性能的影响实验结果见图 4.10。同步糖化与发酵生物脱毒处理的玉米秸秆操作过程首

先在 50 ℃预水解 12 h，再降低发酵温度至 48 ℃接种乳酸菌 P. acidilactici DQ2，发酵 8 h

后初始积累的葡萄糖开始迅速消耗，乳酸大量生成；发酵 36 h 后纤维素糖化成为限制步

骤，葡萄糖生成不足，造成乳酸生成缓慢，浓度趋于稳定，乳酸最高浓度 75.3 g/L，基

于秸秆中的纤维素乳酸得率为 63%。在含有相近浓度葡萄糖的 MRS 培养基和脱毒秸秆

水解液中，P. acidilactici DQ2 乳酸发酵缓慢，而且没有出现发酵速度剧增的阶段，发酵

72 h 时还残留有 75%的初始葡萄糖量，乳酸约为 20 g/L，这两种培养基的发酵曲线几乎

完全一致。尽管发酵初始糖浓度有差异，但是由于秸秆是同步糖化发酵过程，因此总糖

浓度差别不大。初始糖浓度差异并不是造成不同培养基发酵差别的原因，因为在对微生

物初始糖浓度影响实验中发现，不同初始糖浓度对微生物发酵没有影响（数据未给出）。

P. acidilactici DQ2在利用木质纤维素原料发酵时表现明显优于用MRS培养基或水解液。

还可以通过进一步强化秸秆预处理，提高秸秆固体的含量，改变发酵策略，纤维素酶浓

度等，从而提高乳酸浓度和得率。无论是利用淀粉类或纤维素基质，同步糖化与发酵工

艺都有利于生产成本的降低，因此受到研究者的关注。以秸秆为原料同步糖化与发酵产

乳酸，还没有这么高浓度的报道[116]。乳酸菌的种类很多，且有各种各样的分离来源，

不同来源的微生物生理性能差异很大。一般来说，来源于某栖息地的微生物，就在对应

的环境下生长能力会更强，这可能是因为微生物在对应条件下更容易利用基质和营养物

质[110]，也可能是微生物的基因在环境诱导下发生适应性变化[166]。P. acidilactici DQ2 分

离于生物脱毒的玉米秸秆，自然能够耐受这种环境，因而在同步糖化与发酵秸秆过程，

微生物存活能力强，延滞期短，乳酸发酵迅速。纤维素原料如秸秆在生长过程不仅合成

大量的碳水化合物，同时也积累了氮，钾以及镁，锰，钙等微量金属元素[108, 109]，预处

理后转化为复杂的营养基质，为乳酸菌的生长和发酵提供了多种营养补给和刺激因素。

P. acidilactici DQ2 可能是一种典型的木质纤维素依赖型菌种。 

4.4   本章小结 

    1．在研究高温同步糖化与发酵生物脱毒处理的玉米秸秆生产乙醇的过程，有乳酸

的生成。乳酸的生成原因主要来源于生物脱毒物料，因为即使在高温灭菌、不接种酵母，

以及混合物料发酵时都能产生乳酸。氨水处理物料能够一定程度控制乳酸的形成。实验

发现高温发酵条件下，乳酸的形成具有显著优势，因此用物料分离出产乳酸微生物具有

积极意义。 

    2．在含有乳酸的乙醇发酵醪液中，分离出一株产乳酸菌，根据 16S rDNA 鉴定是
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乳酸片球菌（Pediococcus acidilactici），并命名菌株为 Pediococcus acidilactici DQ2，该

菌株 42 ℃在 MRS 培养，能够迅速生长，同时发现 MRS 培养基中的乙酸钠和硫酸锰组

分能够促进乳酸的发酵。 

3.  P. acidilactici DQ2 能够在宽泛的温度（～50 ℃）同步糖化与发酵玉米秸秆生产

乳酸，在高温（48 ℃）下同步糖化与发酵生物脱毒的玉米秸秆迅速生产乳酸，乳酸浓

度和得率分别到 75 g/L 和 63%。这个温度能匹配商业纤维素酶最适水解温度，而且还有

下述特点：营养需求低，耐受性好，厌氧发酵，这些特点使 P. acidilactici DQ2 非常适合

于大规模纤维素乳酸发酵并具有工业应用的潜力。 

   4.  本研究的创新点为首次分离了源自木质纤维素的嗜热乳酸菌 P. acidilactici DQ2

并在高温下实现木质纤维素乳酸生产，与国内外研究相比，在该微生物具有突出的优势，

可以同步糖化和发酵工艺转化高浓度真实纤维素原料生产高浓度乳酸，为该领域首次报

道。 
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第 5 章   结论与展望 

   同步糖化与发酵木质纤维素原料中的纤维素糖化过程是整个工艺的限制因素，寻求

能够匹配纤维素酶最适温度的高温发酵微生物是解决这个瓶颈的方法之一。高温发酵是

纤维素原料生物加工的难点和热点，本研究得出如下结论： 

    1. 纤维素酶的滤纸单位与酶水解滤纸产物之间存在指数关系，根据这一关系建立基                

于液相色谱分析的纤维素酶活分析。基于此发现，本方法创新地使用了具有准确定量能

力的液相色谱分析工具来获得水解产物中葡萄糖和纤维二糖浓度之比，从而表征纤维素

酶水解纤维素生成单糖的能力。不同的商业纤维素酶水解玉米秸秆时表现差异很大，添

加葡萄糖苷酶能够提高纤维素酶水解获得单糖的能力。 

2. 商业纤维素酶水解滤纸和预处理的玉米秸秆差异很大。单以纤维素酶的滤纸单位

为指标不能够反应纤维素酶实际水解产物的组成。在水解产物中纤维二糖积累时，通过

添加纤维二糖酶能够显著提高葡萄糖和纤维二糖浓度之比。 

3. 本研究的创新在于使用耐高温的酿酒酵母 S. cerevisiae DQ1，在高固含量下同步

糖化与发酵真实的纤维素基质原料生产乙醇。酿酒酵母 S. cerevisiae DQ1 能够在 40 ℃

以上生长和发酵，可以应用于高温（40 ℃）直接同步糖化与发酵稀酸预处理的玉米秸

秆生产乙醇，在固含量 20%（w/w），纤维素酶用量 5 FPU/g DM，发酵效果优于常温发

酵。若提高温度（40 ℃）直接同步糖化与发酵高固含量（～30% wt.）和高纤维素酶用

量（～15 FPU/g DM）的体系时，S. cerevisiae DQ1 发酵或缓慢，或停滞，发酵体系葡萄

糖明显积累，至少在于以下几点：酵母在 40 ℃生存能力相对较弱，只有 35 ℃生长能

力的 70%，长时间高温培养酵母逐步失去活性；纤维素酶浓度对酿酒酵母的存活有负面

作用，固含量和酶用量的提高，都会升高体系的酶浓度；固含量的提高使体系中的抑制

物积累增加，抑制酵母代谢，延长发酵周期。 

4．发酵模式能够显著影响纤维素乙醇同步糖化与发酵效果。变温发酵模式克服了

直接同步发酵模式存在的问题，温度设计兼顾了微生物最适温度和纤维素酶活性。酿酒

酵母 S. cerevisiae DQ1 是一株生存能力强的酵母菌株，具有抑制物和温度的双重耐受性，

同时具有强的在位脱毒能力，适合于纤维乙醇发酵。 

    5．在研究生物脱毒玉米秸秆高温同步糖化与发酵生产乙醇的过程，发现有乳酸的

形成。从乙醇发酵液中分离出一株产乳酸菌，根据 16S rDNA 鉴定是乳酸片球菌

Pediococcus acidilactici，并命名菌株为 P. acidilacticiDQ2，该菌株在 42 ℃，MRS 培养

中能够迅速生长，MRS 培养基中的乙酸钠和硫酸锰组分能够促进乳酸生成。 

6．Pediococcus acidilactici DQ2 同步糖化玉米秸秆生产乳酸到 75 g/L, 得率到 63%，

能够在宽泛的温度（～50℃）发酵，这个温度匹配商业纤维素酶最适水解温度，且有下

述特点：营养需求低，耐受性好，厌氧发酵，使其适合于大规模以及工业化纤维素乳酸

发酵。这是首次分离到能够产乳酸的嗜热菌 Pediococcus acidilactici DQ2 并在高温下成
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功实现同步糖化与发酵木质纤维素原料生产乳酸。 

基于当前研究的后续展望： 

1．基于液相色谱分析的纤维素酶活测定方法，可以推广到其他种类纤维素酶，以及

分析发酵液低纤维素酶活性的样品如野生型菌株所产的粗酶液和发酵醪液中的残留酶

活，也可用于以实际木质纤维素原料为基质的纤维素酶活优化和评价。 

2．从研究现状看高温发酵是个热点但是仍停留在初步阶段，高温联合生物加工

（consolidated bioprocessing，CBP）是一个巨大的应用前景。微生物在高温下具备强的

生长能力且高的压力耐受性是高温发酵的先决条件，这就需要广泛地筛选的微生物；同

时，由于高温下，微生物的耐受能力会降低，高温微生物必须在实际纤维素基质和发酵

条件下检验，特别是如高基质浓度，纤维素酶用量和抑制物水平等。另外，微生物温度

耐受的机理，以及在升温情况下抑制物、纤维素酶、乙醇对微生物的影响规律需要探明。 

   3．嗜热乳酸菌 P. acidilactici DQ2 能够高温发酵木质纤维素成功地生产乳酸，为纤维

素原料高温发酵提供了范例。乳酸菌能够迅速发酵背后的机理探明，可能为改善发酵工

艺以及为使用其他微生物作高温发酵提供借鉴。P. acidilactici DQ2 高的温度耐受和发酵

性能为高温乙醇发酵、多基质利用、CBP 菌株等提供了良好的基因改造母株。 
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附录Ⅰ 主要实验试剂与仪器和设备 

主要试剂 

试剂 规格 生产厂家 

葡萄糖 食品级 秦皇岛骊骅淀粉股份有限公司 

葡萄糖 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

柠檬酸氢二铵 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

乙酸钠 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

磷酸氢二钾 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

磷酸二氢钾 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

碳酸钙 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

七水合硫酸镁 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

硫酸锰 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

吐温 80 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

牛肉膏 生化试剂 上海天莲精细化工有限公司 

蛋白胨 生化试剂 上海化学试剂采购供应站中心化工厂 

酵母膏 生化试剂 国药集团化学试剂有限公司 

酵母粉 生化试剂 牛津公司（OXOID LID.） 

硫酸 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

柠檬酸 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

柠檬酸钠 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

木糖 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

纤维二糖 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

氢氧化钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

3，5-二硝基水杨酸 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

酒石酸钾钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

硫酸铵 分析纯 上海凌峰化学试剂有限公司 

苯酚 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

亚硫酸钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

玉米酒糟 饲料级 吉林燃料乙醇有限公司 

糠醛 分析纯 Acros organics 

5-羟甲基糠醛 分析纯 Acros organics 

乙醇 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

甘油 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

葡萄糖液体试剂盒 分析试剂 上海科欣生物技术研究所 
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主要仪器和设备 

名称 型号 生产厂家 

电子天平 PL602-L 瑞士梅特勒托利多仪器有限公司 

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

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州苏洁净化 

可见分光光度计 722N 上海精科 

立式振荡培养箱 HZ-2111KB 江苏华利达 

超声波脱气机 KWT-100A 科伟达 

台式小型高速离心机 5415D 德国 Eppendorf 公司 

超低温冰箱 Forma-86C 美国 Thermo scientific 有限公司 

高效液相色谱 LC-20AD 岛津公司 

超纯水纯化系统 Milli-Q Synthesis Millipore 

稀酸酸预处理反应器 2008-F39 上海东亚压力容器制造有限公司 

电热恒温鼓风干燥箱 DHG-9140A 上海一恒科学仪器有限公司 

高速冷冻离心机 Avanti J-26 美国 Backman Coulter 有限公司 

电子天平 PL602-L 瑞士梅特勒托利多仪器有限公司 

生物反应器 BIOTECH-5L 上海保兴生物设备工程有限公司 

高压蒸汽发生器 DZFZ4.5C 上海蒸源机电有限公司 

示差检测器 RID-10A 日本岛津 

色谱柱 HPX-87H Bio-rad Aminex 

恒温水浴振荡器 HZ-9212S 江苏华利达实验设备厂 

粉碎机 SF-300 上海科太粉碎设备厂 

电子计重器 E5-YD3 上海三积分电子有限公司 

四联发酵罐 BIOTECH-3BG 上海保兴生物设备工程有限公司 

pH 计 PHS-3C 上海雷磁仪器厂 

恒温水浴槽 ZC-18Q 宁波天恒仪器厂 

压榨机 P-204 上海大张环保设备有限公司 

隔水式恒温培养箱 GHP-9160 上海一恒科学仪器 

显微镜 XSP-8C 上海精密仪器仪表有限公司 

小型气浴摇床 SHZ-82 江苏华利达 

移液枪 0.1-5 mL 德国 Eppendorf 公司 

纤维素分析仪 Foss 2021 福斯中国有限公司 

 

 

 

http://nbtianheng.b2b.hc360.com/
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附录Ⅱ 分析图谱 
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附图 1. 高效液相分析木制纤维素发酵液 
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               附图 2. GC-MS 鉴定纤维素发酵液中乳酸 
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