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减压精馏方式实现纤维素酶的生物炼制过程循环利用 

摘要 

纤维素酶成本是阻碍木质纤维素生物炼制技术产业化的重要原因。目前报道的纤维

素酶循环利用方法的适用对象是高酶用量、低固体底物和纯净纤维素底物体系，不具备

实用价值。本研究通过在位间歇减压精馏方式实现高固含量的玉米芯工业残渣和玉米秸

秆原料乙醇生产中纤维素酶的循环利用，将乙醇分离与纤维素酶循环整合到同步糖化与

发酵工艺中。减压条件下的低温使得发酵醪中大部分的酶活得以保留，补加新鲜底物以

重新吸附纤维素酶后，启动新一轮同步糖化与发酵。循环过程中还监测了纤维素酶系的

相对酶活、pNPG 酶活和 CMC 酶活在循环利用过程的变化。通过 Aspen plus 流程模拟

模型对常规工艺和减压精馏纤维素酶循环工艺的能耗及成本进行了严格计算，发现减压

精馏纤维素酶循环工艺的纤维素酶用量比常规酶用量节省 20-44%，乙醇生产成本降低

了 14-27%。在现有高昂的商品纤维素酶成本考虑下，本文提出的纤维素酶循环方法将

具有广阔的运用前景。 

本文还对脱木质素玉米芯工业残渣进行乙醇发酵性能测试，在常规固含量及酶用量

下的同步糖化与发酵过程，乙醇浓度达 75.07 g/L，得率为 89.38%，与玉米粉淀粉原料

的发酵技术指标基本一致，具有替代粮食原料的现实竞争力。 

关键词：纤维素乙醇；纤维素酶循环利用；减压精馏；同步糖化与发酵；成本估计 
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Cellulase Recycling via Vacuum Distillation During Cellulosic Ethanol 

Production 

Abstract 

High cellulase cost is the main obstacle for commercialization of cellulosic ethanol 

production. Cellulase recycling is the most efficient method to reduce enzyme cost and 

ethanol production cost. However, the current reported cellulase recycling methods were 

related to high enzyme dosage, low solids loading, pure cellulose etc, which were not feasible 

in practice. In this study, cellulase recycling via vacuum distillation was used during cellulosic 

ethanol production from delignified corncob residue and pretreated and biodetoxified corn 

stover. Ethanol was pumped out at lower temperature under vacuum condition, and cellulase 

activity remained at a high level. Following the first vacuum distillation operation, fresh 

material was fed into the bioreactor, and the next SSF operation was initiated. This repeated 

SSF process was conducted for 5 times with the delignified corncob residue and 3 times with 

the pretreated and biodetoxified corn stover. Meanwhile, enzyme activities against feedstock, 

pNPG, CMC were measured during the repeated SSF. Energy consumption was calculated 

through flowsheet simulation model established using Aspen plus software for comparison of 

ethanol production cost. 20-44% enzyme dosage was saved and 14-27% ethanol production 

cost was decreased using repeated SSF. Considering the high price of cellulase, recycling via 

vacuum distillation is a promising strategy.  

In addition, delignified corncob residue (DCCR) was used as the feedstock of ethanol 

production by simultaneous saccharification and fermentation (SSF). The ethanol titer and 

yield reached 75.07 g/L and 89.38%, respectively, using a regular industrial yeast strain at 

moderate cellulase dosage and high solids loading. The fermentation performance and cost of 

DCCR and corn meal was compared as feedstock of ethanol fermentation. The result shows 

that the DCCR is competitive to corn meal as ethanol production feedstock. 

Keywords: Cellulosic ethanol; Cellulase recycling; Vacuum distillation; Simultaneous 

saccharification and fermentation (SSF); Cost estimation. 
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第 1 章  文献综述 

1.1  引言 

能源一直是制约世界各主要国家经济社会持续健康发展的瓶颈。现如今，随着传统

化石燃料日渐枯竭、人口膨胀、环境恶化、全球变暖等问题凸显，开发新的可持续的再

生清洁能源日益成为解决这一系列问题的突破口[1]。我国现已成为能源消费量排全球第

一的大国，改革与开放正进一步加速，能源需求仍不断提升；但面对随之而来的环境破

坏问题，近日媒体及大众在“穹顶之下”关于 PM2.5、雾霾的讨论，还有节能减排及可

持续发展的要求，我们同样迫切需要寻求新的可再生能源并逐步替代传统化石类能源。 

在种类繁多的新能源中，生物质能受到越来越多人的重视。近年来，燃料乙醇已部

分替代了汽油，且将在未来几十年内逐步成为最主要的可再生的车用能源[2]。但目前，

燃料乙醇主要靠粮食等淀粉类原材料发酵而成（亦称第一代生物乙醇），比如美国[3]通过

优惠政策鼓励大规模种植玉米用以生产酒精，巴西[4]则通过大量种植甘蔗，用富含糖分

的蔗汁生产酒精。对于这些人均种植面积较大的国家而言是可行的，但对于我们人均耕

地紧缺而“不与人争粮”的国家来说却不切实际，其产量远远满足不了现有需求。为此，

我国国务院于 2013 年 1 月[5]和 2014 年 11 月[6]先后发布了生物产业的发展规划和能源发

展战略的行动计划，文件中均强调充分利用农林工业废弃物、非粮食淀粉类植物等原料，

加大第二代燃料乙醇、生物柴油的开发，加强技术攻关并建设生物质能示范工程，并计

划在 5 年内，通过多种新能源（包括生物质能）替代 4,000 万吨以上石油的替代能力。 

木质纤维素来源广泛，包括农林工业废弃物（如玉米秸秆、麦秆、稻草、玉米芯工

业残渣、甘蔗渣、伐木废弃枝叶、木屑、办公废纸等）及可种植于边际土地的能源作物

（如甜高粱、木薯、甜菜等）等。利用木质纤维素原料通过生物转化和生物炼制生产生

物乙醇，不仅解决了因不与人畜争粮导致的原材料短缺问题，同时大大减少因直接焚烧

产生的大气污染气体，间接降低温室气体排放，还将为广阔的农村地区提升经济活力并

提供就业岗位[7]。 

然而，由于现有纤维素乙醇原料预处理、低成本水解糖化等关键技术瓶颈[8]，致使

以木质纤维素为原料发酵所产的第二代生物乙醇价格竞争力还无法与同类化石能源产

品相比。木质纤维素炼制中，纤维素酶的高成本是阻碍木质纤维素转化工艺商业化的重

要原因，约占总乙醇生产成本的 12-22%，其中占同步糖化与发酵工段成本竟达 50%
[9,10]，

如何在现有商品纤维素酶的基础上降低酶用成本将是本文的研究重点。本章将从木质纤

维素原料选择、糖化发酵的模式、乙醇分离方法、纤维素酶及其循环利用等方面，针对

国内外近年来关于纤维素酶回收和循环利用的最新研究进展进行综述并总结，为本研究

开发新的循环策略来降低纤维素酶成本提供参考及理论依据。 

1.2  木质纤维素及其预处理 

自然选择下，植物因其具有坚固的细胞壁、纤维素管、木质结构等保护才得以抵抗
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环境的变化。一般情况下，致密的木质纤维结构不易被纤维素酶直接分解，需通过预处

理，破坏生物质中由坚固管束组成的抗降解屏障[11,12]，暴露可触位点，使得纤维素酶有

效进行催化。不同的原料对其进行预处理的方式有所不同，效果及要求有所差异。方法

大致分四类：纯物理法、纯化学法、生物法及多方式结合法。各种方式有其各自优缺点，

详见表 1.1。总的来说，有效预处理的评价要看：①避免糖损失/降解；②抑制物生成少；

③成本/能耗低；④后续水解生成更多糖[13,14]。 

 

表 1.1  木质纤维素原料不同的预处理方法 

Table 1.1  Summary of different pretreatment for lignocellulosic biomass. 

方法 处理过程 优点 缺点 

物理法 

机械粉碎[15,16] 
降低纤维结晶度，增加表/孔面

积，无抑制物 

耗能大，耗时长，木质素未被去

除 

热解[17] 直接获得气/液态产品 温度要求高，灰分累积 

化学法 

酸水解[18,19] 
水解半纤维素，破坏木质素结

构，增加可接触表面积 

成本高，产生有毒抑制物，设备

腐蚀严重 

碱水解[18,19] 
去除半纤维素及木质素，增加可

接触表面积 
耗时较长，引入盐离子杂质 

有机溶剂抽提[20] 
水解半纤维素，提取木质素作产

品 
成本高，溶剂需回收再利用 

臭氧分解[21] 常压室温条件反应，无抑制物 臭氧消耗量较大，成本昂贵 

生物法 真菌降解[11] 
环境友好，降解木质素及半纤维

素，无化学试剂，成本低 
降解速率低，工业应用受限 

结合法 

蒸汽爆破[21] 
环境友好，葡萄糖损失少，降解

半纤维素、木质素 

部分木聚糖被破坏，产生抑制

物，需水洗去除，耗水多 

二氧化碳爆破[22] 
增加表面积，成本低廉，无抑制

物 

反应压力要求高，对木质素及半

纤维素无化学反应 

氨纤维膨爆[22] 
增加表面积，降解部分木质素及

半纤维素，无抑制物 

处理木质素含量高的原料效果

差，氨回收成本高 

干式蒸汽稀酸[23] 
增加表面积，降解部分木质素及

半纤维素，废水少 
设备易腐蚀，产生抑制物 

 

木质纤维素种类繁多，但并非所有的原料适合于生物乙醇的经济性生产。作为木质

纤维素大宗原料之一，玉米秸秆（Corn stover）正用于第二代燃料乙醇的示范规模工厂

的运转，很多研究亦集中于此。目前，较常用的玉米秸秆预处理方式有蒸汽爆破、氨纤

维膨爆、蒸汽稀酸等：早在 2006 年中粮集团在肇东开工建设通过蒸汽爆破处理的玉米

秸秆年产 5000 吨酒精的工厂，其预处理条件是 205 
o
C，2.0 MPa，维持 6 min

[24]；美国



华东理工大学硕士学位论文                                          第 3 页 

 
 

密歇根MBI生物技术研究所开发并完善氨纤维膨爆（AFEX
TM）专利技术已超过二十年，

该技术应用于多家乙醇示范工程，其处理玉米秸秆条件较为温和，温度 100 
o
C 下停留

30 min，干物料:氨:水=1:1:0.6
[25,26]；Zhang

[23]开发了一种稀酸干式预处理方式处理玉米

秸秆，硫酸浓度 2.5%，固液比 1:0.5，反应条件 190 
o
C 维持 3 min，极大减少废水量，

配合后续生物快速脱毒，纤维素的转化率超过 70%。上述这些处理方式虽然部分已在工

业上取得运用，但能耗及成本瓶颈仍制约着玉米秸秆生物炼制的经济性。 

玉米芯工业残渣（Corncob residues）是玉米芯中木聚糖提取工业的木质纤维废弃物，

我国每年有超过 2,000 万吨的玉米芯可以被利用[27]，玉米芯经高温（170-185 
o
C）酸条

件（5-8%稀硫酸）下蒸煮，将半纤维素降解出木糖，将其用于生产木糖醇、糠醛（广泛

应用于合成塑料、医药、农药等行业）[28]。较之原始玉米芯仅含 37%纤维素、31%半纤

维素、15%木质素含量，经过酸处理降解半纤维素分解出木糖后，超过 70%纤维素富集

的残渣[29]又可成为纤维素乙醇生产极佳的原材料。实验室条件下，Cheng
[30]采用浓度5-10%

亚硫酸盐处理玉米芯获得残渣，其纤维素转化率达到 72%；Zhang
[31]采用酸、碱分别先

后处理，脱除非纤维素成分自制玉米芯残渣，分批补料同步糖化与发酵（固含量为 25%），

乙醇浓度达 84.7 g/L，纤维素转化率达 79%。而工业生产上，山东龙力公司[32]于 2012

年开始建设一条玉米芯的产业链，综合利用多层次开发，将提取木糖醇等高价值产品后

的工业残渣进一步乙醇国家定点生产。与需要高强度预处理原料相比，利用这种无再需

预处理的富含纤维素、抑制物少的工业残渣用于生物燃料乙醇生产将更具优势。 

1.3  纤维素酶及其作用机理 

纤维素酶，这种重要的制剂产品在食品业和环境行业有广泛应用，是继淀粉酶、蛋

白酶的又一种产业化酶种。现有商业生产是通过微生物（真菌为主）进行，典型有

Trichoderma、Penicillium 和 Aspergillus。与淀粉酶糖化液化酶相比，多种酶组分组成的

纤维素酶复合酶系的产量相对较低，成本远高于前者。纤维素酶复合酶系主要含：内切

葡聚糖酶（编号 E.C.3.2.1.4，简称 EGs）、外切葡聚糖酶（E.C.3.2.1.91，CBHs）及 β-葡

糖苷酶（E.C.3.2.1.21，BG）；酶系中多种酶组分协同作用将纤维素链最终分解成单糖葡

萄糖[33]。具体作用机理：纤维素酶中 EGs 与 CBHs 首先以物理吸附方式结合到水不溶的

木质纤维素原料上，前者将纤维素长链随机打断，后者协同从断链末端以两个糖为单位

水解出纤维二糖，溶于水的纤维二糖被同样分布于水相的 BG 分解成两分子葡萄糖[34]。

正因为此，虽然 BG 因溶于水相损失极少，EGs 和 CBHs 逐步被原料残渣中木质素吸附，

此吸附不可逆将导致酶整体催化效率下降，所有的酶组分需相互协同参与水解[35]。另外，

一般市购的纤维素酶并不是单纯催化纤维素的酶种，它还混有木聚糖酶、甘露聚糖酶等

半纤维素酶系[36]以协助更高效降解木质纤维素原料。由于各种纤维素原料的组成和结构

不尽相同，降解其所用的纤维素复合酶的各组分最佳比例也就各不相同，因此纤维素酶

作用机理并重构优化降解酶系还需进一步研究。 
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1.4  糖化与发酵 

纤维素乙醇生产按糖化、发酵同时进行与否可分两种基本方式：分步糖  化与发酵（简

称 SHF）及同步糖化与 发酵（SSF）。其中同步糖化与发酵（SSF），最早由 Gauss
[37]在其

1976 年的发明专利中进行了描述，设计初衷是为解决 SHF 时高的葡萄糖浓度对糖化酶

类的强烈抑制，并提高原料的转化率；纤维素酶催化下，糖类从原料分解释放时，立刻

被同期接入的微生物代谢发酵，从而被杂菌感染风险降低，于此同时，糖浓度始终处在

较低水平，减缓其对纤维素酶的产物抑制效应，提高水解效率，进而提高了整个过程中

发酵乙醇速率，获得高的乙醇浓度及得率。该操作方法设备要求较简单，工艺简易；但

缺陷在于糖化、发酵两过程同步进行，就不能保证反应均处在各自最优条件，例如纤维

素酶的最适催化温度（50 
o
C 左右）与酵母菌生长最适温度（30 

o
C 左右）不匹配，多数

同步糖化与发酵的温度选择一个折衷的方案，即预糖化采用 50 
o
C，之后的 SSF 阶段维

持 30-37 
o
C

[38]。近年，文献还报道根据上述两基本操作方式衍生的方法包括：整合生物

工  艺（简称 CBP）、同步糖  化与共发酵（SSCF）和预糖化同  步糖化发酵（PSSF）等；

各种操作方式 优点缺点见表 1.2。 

 

表 1.2  糖化与发酵不同的操作方式 

Table 1.2  Summary of different process for saccharification and fermentation. 

方式 描述 优点 缺点 

SHF 

分步糖化与发酵——先高温

酶解糖化，后取糖液进行常

温发酵[39]
 

淀粉加工业常用工艺，

糖化、发酵处于各自最

适条件 

易染菌，高糖浓度抑制

酶活性，原料转化率较

低 

SSF 

同步糖化与发酵——糖化与

发酵在相同条件下（主要是

温度）一起进行[40]
 

染菌风险小，设备投资

少，乙醇得率高 

糖化和发酵条件需相

互妥协 

CBP 

整合生物工艺——酶生产、

物料糖化、乙醇发酵在同一

反应器内完成[41]
 

无需额外的商品酶，成

本低廉 

发酵周期长，效率低，

乙醇得率低 

SSCF 

同步糖化与共发酵——SSF

基础上，多菌种协同发酵产

乙醇[42]
 

充分利用酶解产生的

己糖（葡萄糖）、戊糖

（木糖），得率高 

协同的菌种组合少，应

用范围局限 

PSSF 

预糖化同步糖化发酵——

SHF 结合 SSF，先高温糖化，

后降温接种进行 SSF
[43]

 

缓解初期糖匮乏，适合

高固含量发酵，接种前

物料黏度低 

较 SSF 增加变温过程，

能耗变大 

 

不同的工艺适合于不同发酵特性的菌种：例如耐热的 K. marxianus 在 45 
o
C 温度下

进行 SSF，此时纤维素酶活性也处于极佳状态[44]；Neves
[45]把只利用葡糖的 S. cerevisiae
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和可利用木糖的 C. shehatae 组合，纤维素酶催化下进行 SSCF 共发酵木质纤维材料，乙

醇得率大幅升高。开发新的操作工艺同时，也需不断寻求耐高温的微生物和性能更加优

越稳定的纤维素酶，使其糖化、发酵速率均保持高的水平。本文所用 S. cerevisiae 将主

要采用 PSSF 操作方式以满足研究，如没有特殊说明，一律模糊称作 SSF。 

1.5  纤维素乙醇的分离 

蒸馏是目前最为成熟并广泛用于化工业中 95%的产品分离工序[46]，就一个工厂生产

而言，单蒸馏工段的能耗就占总能耗的 40%之多[47]。为降低能耗，新型蒸馏系统被不断

开发，比如多塔精馏、渗透蒸发、负压或真空蒸馏、热泵辅助蒸馏[48]、薄膜蒸馏[49]、压

差蒸馏[50]、超声波蒸馏[51]、太阳热蒸馏[52]等节能的分离系统。然而，蒸馏最多只能将

乙醇浓缩至共沸点（约 95.6% w/w），后序还需要分子筛、共沸精馏、石灰干燥脱水等

专业化的分离技术使乙醇达无水燃料级（99.5% w/w）[53]。多塔精馏配合分子筛是目前

无水乙醇生产的常用标准方法[54]，该法能够在较低能耗下提取无水乙醇，化工软件Aspen 

plus 可模拟其物料及能量流平衡，便于放大。但木质纤维素 SSF 后的醪液乙醇含量通常

较低[55]，从乙醇浓度低的水溶液提升至无水乙醇级别，通过蒸馏将醇类分离出来需要相

当高的能耗，高温还可能导致醪液在塔底结焦，使得蒸馏分离效率降低。假设通过较低

温度分离乙醇时，将保留有部分菌体的活性，也为乙醇发酵和分离耦合提供可能：乙醇

生成的同时被及时提取出来，缓解其对菌体的产物抑制，生产高速率得以维持，有效减

少能耗量及乙醇成本。目前可行的耦合工艺比如CO2气提[56]、渗透蒸发[57]、薄膜蒸发[58]、

真空蒸馏[59]，但与传统淀粉原料或者石油化工生产乙醇不同，并非所有的蒸馏方式都适

合于木质纤维素乙醇的提取，比如薄膜蒸发、渗透蒸发，物料容易堵塞蒸馏通道。当木

质纤维素固体量较高时，大多分离方法难与其乙醇发酵进行工艺耦合，通过降压实现的

较低温度的蒸馏，即真空蒸馏（减压精馏）耦合发酵将是不错之选。 

真空蒸馏（亦称减压精馏）技术的开发最初是为了解决高浓度葡萄糖连续发酵而产

生高强度的乙醇抑制菌种的问题，压力下降，液体沸点降低，乙醇持续快速从醪液中抽

出[60]。Cysewski
[61]早在 1977 年就研究了在酵母连续发酵葡萄糖液产乙醇的过程中，在

负压（50 mmHg）下连续补充 33.4%的葡萄糖溶液，乙醇生产率比常压下在补充 10%葡

萄糖连续发酵的极限生产速率快 0.4-1.8 倍，说明减压精馏出乙醇有效缓解了其对酵母

的抑制，而且，较低的发酵蒸馏耦合工艺温度（35 
o
C）保留菌种活性并使之得以循环利

用；同一年，Ramalingham
[62]发现 32 mmHg 压力下，酵母对数生长期虽然较常压下延长

了 2 hr，但其细胞最大密度超过常压下的 1-1.5 倍，负压状态可能促进细胞繁殖分裂，

但同时减压形成了严格厌氧环境，若没有新鲜氧补入，发酵表现将不如预期活跃。上述

研究都是通过葡萄糖溶液进行的减压精馏耦合发酵，而 Ghose
[63]在 1984 年发表用假丝

酵母对碱处理水稻秆进行同步糖化与发酵生产乙醇，输送醪液至罐外的 80 mmHg 蒸室

分离乙醇后输回罐内，初始 10%固含量，当产物乙醇达 22 g/L 启动闪蒸，每蒸两次后补

一次新料（8%固含量），共进行 20 次循环 9 次补料，菌体仍保持较高活性；但有限的
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固含量导致乙醇生成浓度不超过 25 g/L，并且作者为了追求快速生产速率而不计成本使

用极高的纤维素酶用量（是现今常用浓度的 5-10 倍），不具实用价值。低温减压精馏后

回流醪液以继续利用活菌和酶将面临一些问题，比如醪液中的难挥发终产物、抑制物（如

乙酸、乳酸）、残渣（如木质素、灰分）将不断累积，需定期去除。另外，Ghose
[64]早期

提到冷却和泵出不凝气 CO2 的耗能极高，接近常规常压乙醇蒸馏耗能的 30 倍，受当时

技术限制，这也大概是近 30 年没有相关研究与进展报道的原因。如今，真空技术日益

提升，设备性能及密封性更加完善，模拟软件计算方法更加简便精确，有必要再次对减

压精馏的能耗进行重新评价。 

1.6  纤维素酶循环利用研究进展及存在的问题 

纤维素酶用量是木质纤维素转化工艺工业化所面临的主要挑战之一，高效的水解过

程需要大剂量的酶，许多因素增加酶用量成本，包括酶抑制、原料接触位点及木质素。

其中，木质素是纤维素酶的重要抑制物之一，大量的文献报道木质纤维素原料中的木质

素会造成纤维素酶的无效吸附[65,66,67,68]，从而降低了酶分解纤维素的效率。很多学者对

低木质素含量的底物进行酶解和发酵：Hou 等[69]考察了新型氨基酸胆碱离子液对稻秆预

处理的效果，发现氨基酸胆碱可以有效地除去稻秆木质素，提高纤维素和木聚糖的酶解

效率，葡萄糖得率大于 80%，木糖得率也从 36.1%增加到 52.2%；Zhao
[70]通过“福尔马

林”预处理法脱除甘蔗渣中木质素，在补料分批糖化及分批补料的同步糖化与发酵过程

中考察纤维素酶的利用效率，表明木质素的降低提高了酶的利用率。Liu
[71]通过两次补

料分批策略使较低酶用量下（9.3 FPU/g）实现15%高固含量SSF下乙醇得率达到 85.2%，

并通过 SDS-PAGE 检测过程中 CBH I 残留与木质素脱除相关。虽然这些方法间接地略

微提高了纤维素酶的利用率，但未有效减少酶用量。通过循环利用酶是减少酶用量、降

低酶成本的有效手段之一。固定化是传统催化行业最为常用的酶循环利用策略，但木质

纤维素生物质炼制过程并不适用：复杂的反应体系、纤维素酶系吸附底物的特殊性、固

液分离困难等因素制约固定化方法的使用。 

近年来，纤维素酶循环利用的主要方式可以概括为两种：直接循环利用固/液相，或

者把酶从固/液相分离出来。水解过后，纤维素酶在液相（游离酶）与固体残渣（结合酶）

中均有分布，被吸附在底物残渣上的结合酶可以不经过解吸附而直接用于循环水解，这

是因为纤维素酶对木质纤维素有很强亲和力，在水解过程中，酶重新吸附在新添加的底

物上[72,73]，这种操作简洁明了。Weiss
[74]用稀酸预处理的玉米秸秆（PCS）通过纤维素水

解之后循环利用不溶固体组分来实现酶的循环利用，作者在不同循环条件下对预处理过

的玉米秸秆进行研究，验证过程变量（如固体水洗和固体组分循环）对得率影响的有显

著程度，在保证相同糖得率时循环利用方法可减少 30%的酶用量，但固体组分随循环逐

步积累，将受反应体积和木质素含量等限制。这也是多位学者的共识，这种方法的缺陷

在于随着循环次数的增加，残渣中木质素的富集将对酶回收产生极大不利影响[75]，而且

由于大部分 β-葡糖苷酶不能与纤维素物质结合而不能重新利用，为避免形成纤维二糖富
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集反向对纤维素酶的产物抑制，在每次循环时需要添加新的 β-葡糖苷酶。如果在重复利

用酶水解含有较多木质素底物的过程中，解吸吸附在木质素上的酶使其进入溶液十分必

要。反应体系悬浮液中的酶同样可以采用添加新的底物吸附液相的酶用于循环，虽然大

量 β-葡糖苷酶能溶解于悬液中，但由于大部分纤维素酶仍被吸附在底物残渣上，悬液中

仅占初始酶蛋白浓度 30%
[76]的游离酶并不能有效的进行循环，还需补充特定的酶，所以

仅通过利用液相中游离酶进行回收的策略并不被学者看好。现有较好循环效果的研究大

多是基于高的酶用量、低固含量、长反应时间和循环中 β-葡糖苷酶的补充，均不具实际

工业运用意义。 

其它研究致力于对底物残渣进行碱洗涤[77]或添加表面活性剂[78]从而解吸附酶。由于

酶的吸附与解吸特性高度依赖于纤维素原料本身性质，这将导致不同的回收效果。长期

以来，学者建立了大量的解吸附方法，包括使用表面活性剂、碱、氨、改变缓冲液的

pH
[79,80,81]。Zhu

[82]建立了一种测定被吸附的纤维素酶的简便方法并研究了多种解吸附方

法：pH 变化、洗涤剂运用、高浓度盐溶液、多元醇等，发现当 pH 调至 13.0 或者 72%

乙二醇洗脱的方法均非常有效，但若要提高回收的纤维素酶活性，可将 pH 调 10.0，结

果发现 90%的纤维素酶被有效回收。Du
[83]考察纤维素酶的吸附与解吸附，不同 pH 影响

酶结合的稳定性，酸性条件（pH <4.8）时表现更强的吸附作用，而中性（pH 7）及碱性

（pH 10）则表现解吸附，该现象与之前 Zhu 的一致；pH 影响还依赖温度，比如在 pH 7

及 25 
o
C 时纤维素酶活性仍保持可逆，但 pH 10 及 50 

o
C 条件下将不可逆失活；pH 4.8

时，温度的改变对酶吸附底物的强度没有显著影响，而 pH 7 和 pH 10 时高温将导致更

多的酶解吸附，但通过这种高强度及偏碱性条件的解吸附，回收的纤维素酶活力是否保

持高水平还有待商榷。深入研究和理解在水解过程中纤维素酶的吸附-脱附机理，有助

于促进酶的循环利用并降低酶用量，但就目前而言，这种方法的缺陷在于成本高，处理

复杂，且回收的纤维素酶活力较低等。综上，很多研究为了达到高的酶循环利用效率而

不顾处理的强度，大多不具工业实用价值。 

至今在高固体含量下进行的 SSF 过程中，还没有关于乙醇分离与纤维素酶循环相耦

合过程的研究。本综述探讨的意义即在于寻找将乙醇分离和纤维素酶循环进行整合的策

略，以实现纤维素乙醇的连续性工业生产。 

1.7  本研究内容与意义 

1.7.1  研究内容 

纤维素酶成本是阻碍木质纤维素生物炼制工艺商业化的重要原因，占同步糖化与发

酵工段成本的 50%，通过循环利用以降低酶用成本是有效手段之一。然而目前被报道的

循环处理方式复杂、酶活回收较低，效果较好的循环方式又大多基于高酶用量、低固体

底物及长反应时间，不具工业实用价值。本文将采用两种常见木质纤维材料（玉米芯残

渣、玉米秸秆），通过酿酒酵母 S. cerevisiae 进行同步糖化与发酵生产乙醇。首先对实际

工业条件制得的脱过木质素的玉米芯进行实验室条件下的发酵测试，找寻合适发酵条件，
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进而探索本论文研究的主要课题内容——纤维素酶的循环利用。在 SSF 生产乙醇过程中，

通过间歇在位减压精馏蒸出产物乙醇，补加新鲜物料，让 SSF 继续进行，循环利用此前

保留在罐内发酵醪中的纤维素酶，并进行相对应的批次对照实验以考察循环利用的有效

性，最后通过软件模拟并估算过程中能耗成本，用以对比节省的酶用成本来评价此循环

方式的经济性。具体内容如下： 

（1）用安琪酿酒酵母对脱木质素玉米芯工业残渣进行 SSF 生产乙醇测试，从菌种

驯化、固体含量及糖化发酵温度三方面进行考察，并与玉米粉这类淀粉原料进行乙醇发

酵性能及生产成本的比较。 

（2）用实验室筛选 S. cerevisiae DQ1 对脱木质素玉米芯残渣进行 SSF 乙醇发酵，

通过在位减压精馏提取乙醇，补加新料，使得纤维素酶重复利用；同时考察循环 SSF 过

程中固液两相残留酶组分及活性变化，全面定量测定残留的酶活：相对酶活、pNPG 酶

活、CMC 酶活。 

（3）用 S. cerevisiae DQ1 对更为大宗的玉米秸秆进行 SSF 乙醇发酵，通过在位减

压精馏实现纤维素酶的重复利用；并同时考察循环 SSF 过程中固液两相残留酶组分及活

性变化，同样包括相对酶活、pNPG 酶活、CMC 酶活。 

（4）用软件 Aspen plus 对常压精馏与减压精馏乙醇过程模拟，进行能耗、成本比

较，以评价减压精馏实现的纤维素酶循环的经济性。 

1.7.2  研究意义 

在木质纤维素（玉米芯残渣或玉米秸秆）原料高固体含量下，实现纤维素酶的循环

利用；将乙醇分离和纤维素酶循环整合至同步糖化与发酵工艺中，以实现纤维素乙醇的

连续性工业生产，提高整个乙醇生产过程的经济性。 
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第 2 章  利用脱木质素玉米芯残渣生产高浓度纤维素乙醇 

2.1  引言 

木质纤维素燃料乙醇具有广阔前景，但商业生产所面临最为关键的问题仍旧是产率

较低，耗水耗能巨大[8]。在众多用于纤维素乙醇生产的木质纤维素原材料中，玉米芯因

其富含纤维素且无需预处理，而发挥着巨大的潜力[31,71,84,85,86]。目前，国内玉米芯生物

炼制工业已稳步建立[84]，其主要目的是生产木糖、木糖醇、木寡糖和糠醛等高附加值商

品。经过这一系列的工业提取工艺后，半纤维素被充分利用，剩下了玉米芯残渣这种固

体废弃物。最近，玉米芯工业残渣中的木质素又进一步通过碱处理将其分离提取，用于

生产树脂、橡胶掺加剂及混凝土添加剂，最终剩下的富含纤维素的脱木质素玉米芯残渣

可以再被进一步充分利用。脱木质素玉米芯残渣中纤维素葡聚糖的含量超过 70%，与玉

米粉中淀粉含量基本一致[87]。不同于传统的木质纤维素原料处理方式，脱木质素玉米芯

残渣在酶水解之前不需要进行预处理。 

之前已有部分文献报道了实验室自制的脱木质素玉米芯残渣用于乙醇发酵的研究。

Liu
[71]对玉米芯先后进行了稀酸及碱处理获取脱木质素玉米芯残渣，在 15%固体含量下

进行补料批次发酵得的乙醇浓度为 57.2 g/L，得率达 85.2%。Zhang
[31]同样用实验室条件

下制得的脱木质素玉米芯残渣，在 19%固含条件的批次同步糖化发酵下获得 69.2 g/L 的

乙醇，其得率达 81.2%。然而，仍有两个问题亟待解决：（1）相比于实验室高强度处理

条件自制的玉米芯残渣，我们更应该关注并评估工业玉米芯残渣的乙醇发酵性能；（2）

高固含量的玉米芯残渣同步糖化与发酵时均匀混合问题，应当进行合理的生物反应器设

计。 

本文将用工业提取木糖及木质素后的玉米芯副产物——脱木质素玉米芯残渣，在含

螺带桨且适合高固含量的生物反应器中，进行不同操作条件的同步糖化与乙醇发酵：对

不同菌种驯化条件进行比较，并从固体含量和温度方面考察其对同步糖化发酵效果影响。

脱木质素玉米芯残渣的发酵性能还将与玉米粉进行比较。本文将表明脱木质素玉米芯残

渣这种深加工后的木质纤维素原料替代玉米粉用于生产生物乙醇的潜力。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  原料及试剂 

脱木质素的玉米芯残渣（Delignified corncob residues，以下简称 DCCR）来自山东

龙力生物科技公司（中国，禹城），该原料已通过碱处理除去了大部分木质素及部分酚

类抑制物，通过ANKOM 200纤维素分析仪测定其纤维素含量为 72.90%，半纤维素 4.63%，

木质素只有 7.18%。 

商品纤维素酶制剂 Youtell #6 购于湖南尤特尔生化公司（中国，岳阳），其蛋白含量

为 90 mg EP/g，采用美国可再生能源实验室（National renewable energy laboratory, NREL）

测纤维素酶滤纸酶活的方法[88]测定其滤纸酶活为 135 FPU/g，采用 Ghose 酶活测定方法
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[89]测定其纤维二糖酶活为 344 IU/g。 

玉米粉（Corn meal）产自天津，由未脱胚乳的玉米直接经机械碾磨成粉状，经 Holm

的双酶法[90]测定其淀粉含量为 76.89%。 

高温淀粉液化酶 HTAA (Lot number 7201455498) 和糖化酶 GA-L NEW (Lot number 

7201417190) 均购自杰能科生物工程有限公司（中国，无锡）。以可溶性淀粉为底物，

HTAA 和 GA-L NEW 的酶活分别为 22,000 U/mL 和 100,000 U/mL。 

2.2.2  培养基 

合成培养基（SM medium）：葡萄糖 20 或 100 g/L，酵母提取物（YE） 1 g/L，KH2PO4 

2 g/L，MgSO4·7H2O 1 g/L，(NH4)2SO4 1 g/L，pH 自然。 

同步糖化发酵营养盐：酵母提取物（YE） 10 g/L，KH2PO4 2 g/L，MgSO4·7H2O 1 g/L，

(NH4)2SO4 1 g/L，pH 自然。 

水解液培养基：本研究的菌种培养按逐步增加脱木质素玉米芯残渣水解液浓度进行

驯化。50%、75%、100%水解液培养基分别按对应体积用去离子水稀释，并以总体积按

SM 培养基（不包括葡萄糖）补足对应浓度营养盐，pH 调至 6.0。 

上述培养基均经 115 
o
C 蒸汽灭菌 20 min。 

脱木质素玉米芯残渣水解液是通过在本实验室所设计的 5L 体系螺带搅拌生物反应

器中制备[91]，操作条件为 15% (w/w)的 DCCR 固体含量（干基）、15 FPU/g DM（干基

DCCR）的纤维素酶用量，糖化温度 50 
o
C，搅拌转速 150 rpm，水解 48 hr。水解过程通

过 2M 的 H2SO4 及 5M 的 NaOH 溶液调节 pH 值至 4.8（酶解初期加酸，后期补碱）。水

解液浆在 9,000 rcf 转速下离心 15 min，上清液用滤纸过滤获得水解液。该水解液含 98.16 

± 0.70 g/L 葡萄糖及 6.49 ± 0.79 g/L 木糖。该水解液主要用于不同浓度水解液培养基的

配制及菌种驯化。 

2.2.3  菌种及其驯化过程 

乙醇发酵菌种为市购的安琪酵母公司（中国，宜昌）的酿酒酵母，菌种活化及扩培

参照 Gu
[86]的四个步骤的短期驯化培养方法，用水解液浓度逐级提高的培养基扩培后上

罐。详细步骤如下： 

菌种驯化过程：取 2 mL 甘油管保种（-80 
o
C）接入 20 mL SM 培养基活化 15 hr（OD600 

≈ 4）；接着以 10%（v/v）接种量（即 2 mL 菌液）转接入 20 mL 50%水解液培养基中培

养 15 hr；再以 10%接种量转接入 20 mL 的 75%水解液培养基中培养 15 hr；最后以 10%

接种量（即 20 mL）倒入 200 mL 的 100%水解液培养基中扩大培养 15 hr（OD600 ≈ 6）

以备上罐，其中第 6 hr 及 12 hr 处分别添加 300 μL 及 400 μL 5M NaOH 以调节 pH 至 5.5

左右。 

对照组（未驯化）菌种培养过程：取 2 mL 甘油管保种（-80 
o
C）接入 20 mL SM 培

养基活化 15 hr（OD600 ≈ 4）；接着以 10%（v/v）接种量（即 20 mL 菌液）倒入 200 mL

的 SM 培养基（其中葡萄糖浓度设定为 100 g/L）中扩大培养 15 hr（OD600 ≈ 5）以备上

罐，其中同样在第 6 hr 及 12 hr 处分别添加 300 μL 及 400 μL 5M NaOH 以调节 pH 至 5.5
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左右。 

以上培养过程温度均控制在 30 
o
C，转速 180 rpm。 

2.2.4  脱木质素玉米芯残渣的同步糖化与发酵 

DCCR 的 SSF 在本实验室自主设计的 5L 生物反应器[91]中进行，该反应器安装有一

组螺带搅拌桨（包括正螺旋螺带桨、涡轮/翼型桨及底桨），适合高固体含量木质纤维素

原料的同步糖化发酵。 

本研究进行的 5L 体系发酵实验分为两个阶段：预糖化阶段和同步糖化发酵阶段。

预糖化过程中，首先加入所需的全部纤维素酶和相应固体含量所应补充的去离子水，然

后以补料的方式加入经灭菌的脱木质素玉米芯残渣（含水率约为 67%，每批实验均精确

测定用于乙醇得率计算）至设定的固体含量，条件为 50 
o
C、pH 4.8、150 rpm，维持 12 

hr。在预糖化结束半小时前加入已备的高浓度的营养盐溶液，同时将温度降为 37 
o
C。

种子液（约 220 mL）倒入 5L 生物反应器后，pH 通过自动控制滴加的 5M NaOH 维持

4.8，该阶段持续 60 hr，两阶段共计 72 hr，在同步糖化发酵过程中定时取样。 

2.2.5  玉米粉的同步糖化与发酵 

本研究的玉米粉乙醇生产按照类似工业酒精生产条件及方式进行[87]，同样在上述含

螺带搅拌桨的 5L 生物反应器中进行。首先，玉米粉（初始含水率约 5%）调至 20%固含

量，用 5 U/g DM 淀粉酶进行 90 
o
C、0.5 hr 的液化，再用 37.5 U/g DM 糖化酶在 50 

o
C

下预糖化 5 hr。同样在预糖化结束半小时前加入已备的高浓度的营养盐溶液，同时将温

度降为 37 
o
C，倒入未经过驯化的种子液，pH 通过自动控制滴加的 5M NaOH 维持 4.8，

该阶段持续 60 hr，在同步糖化发酵过程中定时取样。 

2.2.6  分析方法 

样品在 13,200 rpm 转速下离心 5 min，获得的上清液先按适当倍数稀释再经 0.22μm

滤膜过滤后通过型号为 LC-20AD 的高效液相色谱 HPLC（日本，岛津公司）进行检测

分析葡萄糖、木糖、乳酸、乙醇、糠醛及 HMF 等物质的浓度，其中示差折光检测器为

RID-10A（岛津公司），柱子为 Aminex HPX-87H 糖柱（美国，Bio-Rad 公司），测定条

件为 5 mmol/L H2SO4作流动相，流速 0.6 mL/min，柱温 65 
o
C。 

通过福林酚法[86,92]测定脱木质素玉米芯残渣中总酚含量，其纤维组分分别通过两种

方法测定，包括根据美国可再生能源实验室方法稍作修改的两步酸解法 [93,94]和美国

ANKOM 公司纤维素分析仪的范式洗涤法[95]，原料中灰分则通过马弗炉测定[96]。玉米粉

中淀粉含量通过稍作修改的双酶法测定[90]。 

福林酚法是根据福林酚试剂（FC，含钨酸钠、钼酸钠等）在碱性条件下（Na2CO3）

被酚类化合物还原呈蓝色，蓝色深浅与样品滤液中酚类化合物的量成正比，同时以不同

已知浓度的没食子酸为标准溶液，经反应后显色在分光光度计 765 nm 波长处的吸光值

作出标线，用以定量样品滤液中酚类化合物的浓度。 

范式洗涤法是通过中性洗涤剂、酸性洗涤剂、72%浓硫酸三种溶剂依次处理样品，

利用每次洗涤后的差重得出中性洗 涤纤维（NDF）、酸性 洗涤纤维（ADF）及中酸性 洗
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涤木质素（ADL）这三种组分的含量。根据以下公式计算出纤维素与半纤维素含量： 

 Hemicellulose = NDF - ADF × NDF (2-1) 

 Cellulose = ADF × NDF - ADF × NDF × ADL (2-2) 

双酶法测定淀粉含量步骤：1 mL 的（2%）玉米粉溶液（pH 6.0）与 20 μL 耐高温

淀粉液化酶 HTAA 混合，90 
o
C 液化 3 hr，随后降温并加入 8,880 μL 0.1M 乙酸钠缓冲液

（pH 4.0）和 100 μL 的糖化酶 GA-L NEW，在 58 
o
C 糖化 4 hr，最后将溶液降至室温，

过滤后经 HPLC 测定葡萄糖浓度。 

本文乙醇得率为相应理论得率的百分比，即按照理论得率为 100％计算的得率。计

算公式如下： 

 Ethanol yield = 
[Ethanol]×W

976.9 - 0.804×[Ethanol]
×

1

0.51×f×[Biomass]×m×1.111
×100% (2-3) 

式中：[Ethanol]，发酵结束时乙醇的浓度 (g/L)；W，同步糖化与发酵体系的总用水量 (g)；

f，根据范式洗涤法测定的脱木质素玉米芯残渣中的纤维素含量 (g/g)；[Biomass]，糖化

或发酵体系的玉米芯残渣固体含量 (%，w/w)；m，糖化或发酵体系的总质量 (g)。该乙

醇得率计算方法是考虑了乙醇-水体系混合时体积缩减等因素后由 Zhang
[97]改进方法。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  脱木质素玉米芯残渣的纤维组分和总酚含量 

表 2.1  脱木质素玉米芯残渣组分 

Table 2.1  Composition of delignified corncob residue. 

脱木质素玉米芯残渣组分(%, w/w) 范式洗涤法 两步酸解法 

纤维素 72.90 ± 1.42 77.47 ± 1.79 

半纤维素 4.63 ± 0.29 3.63 ± 0.25 

木质素 7.18 ± 2.10 N/A 

中性洗涤组分* 13.24 ± 0.26 N/A 

灰分 7.16 ± 0.20 7.16 ± 0.20 

* 中性洗涤组分包括可溶性固体、寡糖、单糖及部分灰分等。 

 

表 2.2  不同处理的玉米芯残渣总酚含量比较 

Table 2.2  Total phenolic content of different treated corncob residues. 

原料 总酚含量 (mg/g DM) 

玉米芯残渣 (CCR) 21.25 ± 4.96 

（醇洗）脱酚玉米芯残渣 7.12 ± 1.58 

脱木质素玉米芯残渣 (DCCR) 7.79 ± 0.63 

 

DCCR 的组分分析结果见表 2.1，其中两步酸解法主要用于测定纤维素和半纤维素
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的含量，范式洗涤法则可以测定较为完整的 DCCR 组成。本研究将采用范式洗涤法测定

的 DCCR 组成进行乙醇产品的得率计算。 

根据福林酚法测定 DCCR 中总酚含量为 7.79 ± 0.63 mg/g DM（物料干重），相当于

15%固体含量玉米芯制备的水解液浓度中有 1.38 g/L的总酚。表 2.2结果显示最初的CCR

总酚含量最高，经过乙醇洗涤后的 CCR 总酚含量最低；而通过碱处理的 CCR，即脱木

质素玉米芯残渣总酚含量接近乙醇洗涤后的 CCR 总酚含量，说明这种碱处理方法不仅

能除去大量木质素，还洗除近 2/3 的总酚，这将有利于缓解该类抑制物对发酵菌种的抑

制。对于该种木质纤维素残渣 DCCR，本研究将从菌种驯化、固体含量以及糖化与发酵

温度三个方面进行了考察。 

2.3.2  不同种子培养方式的同步糖化与发酵 

本文首先进行种子驯化对发酵的影响的考察，对安琪酵母菌种在两种不同种子培养

方式（驯化方式和直接接种）进行同步糖化与发酵。为尽可能保证种子液中菌量、残留

葡萄糖及营养盐成分相似，驯化组采用的由 15%固体含量 DCCR 制备的水解液培养基

葡萄糖浓度接近 100 g/L，故对照组（不驯化）种子液也将葡萄糖补足至 100 g/L，经过

同样的 15 hr 培养，过程中同样的两次加碱调节 pH。在预糖化后的第 12 hr（即接种前），

从种子液中取样，测定其菌体 OD600（≈ 5）及残留葡萄糖（≈ 50 g/L），确认两组种子液

的这两个指标趋于一致，以此降低初始菌量及残留葡萄糖对同步糖化发酵的影响。 

 

 

图 2.1  不同菌种培养方式下脱木质素玉米芯残渣的同步糖化与发酵 

Fig. 2.1  Effect of short-term yeast adaptation on ethanol fermentation using delignified corncob residue. 

Conditions: 20% solids loading, 15 FPU/g DM enzyme dosage, pH 4.8, 150 rpm, 10% yeast inoculation 

ratio, prehydrolysis for 12 hr at 50 
o
C and SSF for 60 hr at 37 

o
C. The SSF experiments were duplicated 

and the error ranges were given in figures. 
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结果发现驯化组葡萄糖初期代谢速率快于对照组（未驯化），驯化组乙醇最终浓度

也略高于对照组，但总体差异不大：驯化组中乙醇浓度、得率、产率分别为 75.07 g/L、

89.38%、1.04 g/L/h；而对照组的三指标分别为：72.79 g/L、84.47%、1.01 g/L/h。由于

脱木质素玉米芯残渣含有一定酚类抑制物，经过三步浓度升高梯度水解液驯化的菌种对

生物反应器中经 12 hr 预糖化后的高浓度酚类抑制物具有一定的适应及耐受性，相应地

缩短了菌种生长过程中的延滞期，接种后 12 hr 内（即第 12 hr 至第 24 hr）便将葡萄糖

快速代谢至低水平（图 2.1）。对照组在同步糖化发酵第 24 小时才进入最大乙醇生产速

率阶段，相对滞后的代谢增加了发酵过程中葡萄糖损耗，致使乙醇最终浓度偏低，得率

下降。另外，DCCR 水解液中未检测到糠醛、5-羟甲基糠醛、乙酸这类抑制物，但总酚

含量仍然较高（1.95 ± 0.16 g/L，图中未显示），虽然略低于未脱除木质素的玉米芯残渣

水解液的含量（5.31 ± 1.24 g/L）[86]，说明碱处理脱除玉米芯残渣中木质素的同时，除

去了大部分木质素衍生的酚类化合物。 

2.3.3  不同固体含量下的同步糖化与发酵 

一般而言，固体底物含量的增加对乙醇浓度的提升至关重要，但随之而来的传质传

热差的混合问题将导致乙醇得率迅速下降[91]。本实验室所设计的装有螺带搅拌桨的生物

反应器适合高固体含量木质纤维素乙醇生产，与常规 Ruston 型桨相比显著改善混合时

间。 

 

 

图 2.2  不同固体含量下脱木质素玉米芯残渣的同步糖化与乙醇发酵 

Fig. 2.2  Effect of solids loadings on ethanol fermentation using delignified corncob residue. 

Conditions: 15%, 20%, 25% and 30% solids loading, respectively, 15 FPU/g DM enzyme dosage, pH 4.8, 

150 rpm, yeast seeds adapted, 10% yeast inoculation ratio, prehydrolysis for 12 hr at 50 
o
C and SSF for 60 

hr at 37 
o
C. 
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由于脱木质素玉米芯残渣初始含水率约为 67%，考察从 15%至 30%固体含量对同步

糖化发酵的影响。不同 DCCR 固体含量下的同步糖化与发酵实验结果见图 2.2。结果显

示随着固含量从 15%、20%增至 25%时，72 hr 处乙醇浓度分别从 56.64 g/L、75.07 g/L

增至 83.53 g/L，当增至 30%时，乙醇浓度略微下降至 80.36 g/L。随着固含量增大，乙

醇得率急剧下降，分别为 96.41%、89.38%、78.24%、57.37%。 

其中，随着固含量增大，预糖化 12 hr 后葡萄糖初始浓度逐渐升高（图 2.2）。当固

体含量为 30%时，安琪酵母对该体系中葡萄糖代谢速率明显减缓，在第 48 hr 才将发酵

醪中葡萄糖浓度消耗至低水平，而其他三组固含量均在第 24 hr 至 36 hr 之间便将葡萄糖

消耗至低水平。30%固含量时在发酵后期出现葡萄糖浓度回升，其乙醇最终浓度略低于

在 25%固含量条件获得的最高乙醇终浓度。由于脱木质素玉米芯残渣中含有一定的酚类

抑制物，固含量高低直接决定液相中抑制物浓度，30%固体含量中酚类抑制物浓度可能

超过菌种的耐受极限，导致发酵速率明显减慢。虽然安琪酵母对 25%固含 DCCR 发酵

所得乙醇最高，达到 83.53 g/L，但乙醇得率仅为 78.24%。与之相比，20%固含量时乙

醇得率相对较高，乙醇浓度和得率分别为 75.07 g/L 和 89.38%。15%固含量时乙醇得率

最高，但浓度最低。综合考虑这两个指标，在既保证高乙醇浓度又有高得率情况下，本

研究选择在 20%最佳固体含量条件下对后续的温度的影响进一步考察。 

2.3.4  不同糖化和发酵温度下的同步糖化与发酵 

由于同步糖化发酵是在添加纤维素酶情况下进行，而纤维素酶的最适温度（50 
o
C

左右）与酵母菌生长最适温度（30 
o
C 左右）不匹配，因此传统的同步糖化与发酵的温

度选择是按一个折衷的方案，即增设一个较高温度（45-55 
o
C）的预糖化阶段，之后的

同步糖化发酵阶段维持 30-37 
o
C

[38,98]。然而，在工业大型发酵罐上进行的操作经验表明，

变温操作在实际过程中有诸多困难，从糖化温度 45-55 
o
C 降至发酵温度 30-37 

o
C 的过程

耗时长，传热速率慢。尽管对于大多数木质纤维素原料的同步糖化与发酵这是一个不得

不采用的策略，但本研究所使用的 DCCR 是一种经过高度处理的特殊纤维素原料，在较

低温度下的糖化和较高温度下的发酵有可能达成一致，从而使同步糖化与发酵可以在同

一个温度下进行。本研究的乙醇发酵菌株采用国内乙醇工业发酵的常用耐热菌安琪酵母，

由于在 37 
o
C 下该酵母生长及发酵性能最佳，37 

o
C 将作为一个测试温度，同时设置一个

较低的 30 
o
C 作为对照，在 37 

o
C 和 30 

o
C 两个恒定温度下进行的同步糖化与发酵结果，

并与常规的 50 
o
C 至 37 

o
C 的变温同步糖化与发酵进行比较，结果见图 2.3。 

图 2.3 比较了传统变温 SSF 与恒温 SSF：变温组中先后进行了 12 hr 的 50 
o
C 预糖化

及 60 hr 的 37 
o
C 同步糖化与发酵，最终的乙醇浓度及得率这两个指标分别为 75.07 g/L、

89.38%；37 
o
C 恒温组中只进行了 72 hr 的同步糖化与发酵，没有预糖化过程，最终乙醇

两指标分别为 73.62 g/L、87.37%，该结果与传统变温组没有本质区别；然而当恒温组设

为 30 
o
C 时，最终乙醇的两指标分别降至 66.47 g/L、79.78%。恒温 30 

o
C 的条件下乙醇

最终浓度明显较低，但恒温 37 
o
C 条件组的综合指标与 50 

o
C 至 37 

o
C 变温组相差无几，

这可能与本研究采用的含纤维素较高的 DCCR 原料有关，较少的木质素含量对纤维素酶 
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图 2.3  不同温度下脱木质素玉米芯残渣的同步糖化与发酵 

Fig. 2.3  Effect of temperature profiles in SSF on ethanol fermentation using delignified corncob residue. 

Conditions: 20% solids loading, 15 FPU/g DM enzyme dosage, pH 4.8, 150 rpm, yeast seeds adapted, 10% 

yeast inoculation ratio. Prehydrolysis for 12 hr at 50 
o
C and SSF for 60 hr at 37 

o
C in the temperature 

shifting SSF process, while temperature in prehydrolysis and SSF stages was both kept at 37 
o
C or 30 

o
C in 

the uniform temperature profile, respectively. 

 

吸附较弱，尤其是在发酵后期，纤维素酶高效发挥催化作用，使葡萄糖在 37 
o
C 情况下

亦能源源不断分解出来。这个结果同样在工业应用上意义非凡：相比于工业上费时地将

50 
o
C 降温至 37 

o
C，考虑到相近的乙醇浓度及得率结果，恒温 37 

o
C 显然是一个更好的

选择，可建议取消变温，这将在保证高产的同时有效减少能耗，对工业化生产起到相当

的积极作用。 

2.3.5  脱木质素玉米芯残渣和玉米粉的同步糖化与发酵比较 

玉米粉是目前被用作商业燃料乙醇生产的主要原料。一般在现存的淀粉生物乙醇生

产工厂中[87]，α-淀粉酶常规用量在 5-10 U/g starch，温度在 90 
o
C 以上，糖化酶常规用量

在 25-100 U/g starch，50-60 
o
C。通过实验室现有的高温淀粉液化酶 HTAA 及糖化酶 GA-L 

NEW 在上述的酶用量范围内进行玉米粉的同步糖化与发酵生产乙醇，来模拟工业生产。 

根据双酶法测定玉米粉中淀粉含量为 76.89% ± 2.14%。在相同 20%固含量条件下，

各自经过一定时间（6 或 12 hr）的预糖化，使得初始葡萄糖浓度达到 80-100 g/L，以接

种开始同步糖化与发酵为 0 时刻。图 2.4 显示，在经过 0.5 hr 的 HTAA 酶液化及 5 hr

的 GA-L NEW 酶糖化后，玉米粉组产生 100.50 g/L 的葡萄糖，比经过 12 hr 预糖化的脱

木质素玉米芯残渣组产生的 78.73 g/L 浓度的葡萄糖高出约 21 g/L。发酵终止时，玉米芯

残渣组获得的乙醇浓度及得率分别为 75.07 g/L、89.38%，而玉米粉组得乙醇浓度及得率 
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图 2.4  脱木质素玉米芯残渣与玉米粉的同步糖化与发酵对比 

Fig. 2.4 Comparison of ethanol fermentation performance using delignified corncob residue and corn meal. 

Conditions for both feedstock: 20% solids loading, 150 rpm. Prehydrolysis stage for DCCR: 15 FPU/g DM 

cellulase enzyme, pH 4.8 for 12 hr at 50 
o
C, yeast seeds adapted; for corn meal: 5 U/g DM α-amylase 

HTAA, pH natural (pH 6.3) for 0.5 hr at 90 
o
C, and followed 37.5 U/g DM glucoamylase GA-L NEW, pH 

4.6 for 5 hr at 50 
o
C, yeast seeds non-adapted. SSF stage for both feedstock: 10% inoculation ratio, pH 4.8 

for 60 hr at 37 
o
C. The initial point (0 hr) refers to the inoculation of the yeast seeds. The experiments were 

duplicated and the error ranges were given in figures. 

 

分别为 82.95 g/L、92.20%。结果显示安琪酵母在两种原料的发酵性能、乙醇生产速率接

近，乙醇得率均在 90%左右。该结果表明，DCCR 这种原料用于乙醇发酵具有极其优越

的表现，性能接近淀粉原料。 

2.3.6  脱木质素玉米芯残渣和玉米粉生产乙醇成本比较 

为进一步比较玉米芯与玉米粉在生产乙醇上的异同，本文进行初步的成本分析，主

要从物料及酶两种原材料的成本考虑，该两种原材料的价格按成文时最新报价计算。 

2.3.6.1  物料成本计算（以生产每吨无水乙醇为基准） 

 Feedstock consumed = 
1 ton

[Ethanol yield]×[theoretical ethanol from 1 ton feedstock]
 (2-4) 

对于 DCCR 组： 

 DCCR consumed = 
1 ton

89.38% × 1 × 72.90% × 1.111 × 0.51
 = 2.71 ton (2-5) 

当脱木质素玉米芯残渣被认为是一种没有实用价值的固体废弃物时，对于脱木质素

玉米芯残渣 Case 1： 2.71 × 0 = 0 (￥) ；而当参考国内“阿里巴巴”全球采购批发平台

www.1688.com 上每吨玉米芯的平均售卖价格为￥ 600 时，对于脱木质素玉米芯残渣
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Case 2： 2.71 × 600 = 1626.0 (￥)。 

对于玉米粉组： 

 Corn meal consumed = 
1 ton

92.20% × 1 × 76.89% × 1.111 × 0.51
 = 2.49 ton (2-6) 

同样参考“阿里巴巴”上每吨玉米粉的平均售卖价格为￥ 2000 时，对于玉米粉 Case 

3：2.49 × 2000 = 4980.0 (￥)。 

2.3.6.2  酶成本计算（以生产每吨无水乙醇为基准） 

 Enzyme consumed = 
[Enzyme dosage] × [Feedstock consumed]

[Enzyme activity]
 (2-7) 

对于 DCCR 组： 

 Cellulase consumed = 
15 FPU × 2.71 ton 

135 FPU
 = 301.11 kg (2-8) 

纤维素酶 Youtell #6 价格参考尤特尔生化公司信息，其平均售卖价为￥ 10/kg，则

脱木质素玉米芯残渣（Cases 1 and 2）：301.11 × 10 = 3011.1 (￥)。 

对于玉米粉： 

Enzyme consumed = HTAA + GAL NEW = 
5 U × 2.49 ton

22000 U
 + 

37.5 U × 2.49 ton

100000 U
 

 =0.57 kg(α-amylase HTAA)+ 0.93 kg(glucoamylase GAL NEW)= 1.50 kg (2-9) 

参考杰能科公司信息，淀粉液化酶 α-amylase HTAA 及糖化酶 GA-L NEW 的平均售

卖价分别为￥ 20/kg、￥ 30/kg，则对于玉米粉（Case 3）： 0.57 × 20 + 0.93 × 30 = 39.3 (￥)。 

生产成本为物料成本及酶成本之和，详见表 2.3。 

 

表 2.3  脱木质素玉米芯残渣与玉米粉生产乙醇的成本比较（物料及酶方面） 

Table 2.3  Comparison of ethanol production cost from delignified corncob residue and corn meal in view 

of enzyme and feedstock. 

 DCCR (Case 1) DCCR (Case 2) 玉米粉 (Case 3) 

乙醇浓度（g/L） 75.07 ± 0.00 75.07 ± 0.00 82.95 ± 2.01 

乙醇得率（%） 89.38 ± 1.90 89.38 ± 1.90 92.20 ± 2.40 

物料（ton/ton ethanol） 2.71 2.71 2.49 

酶（kg/ton ethanol） 301.11 301.11 1.50 

物料成本（￥/ton ethanol） 0 1626.0 4980.0 

酶成本（￥/ton ethanol） 3011.1 3011.1 39.3 

生产成本（￥/ton ethanol） 3011.1 4637.1 5019.3 

 

表 2.3 中结果显示，仅从物料价格及酶价格考虑，DCCR 生产乙醇成本与玉米粉生

产成本接近。进一步比较，如果把脱木质素玉米芯残渣仅考虑为木糖提取工艺后的单纯
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的固体废弃物（Case 1）[99]，这将极大降低乙醇的生产成本，比玉米粉组（Case 3）生

产乙醇成本节省了近 40%。如果脱木质素玉米芯残渣的价格按原始的玉米芯价格来计算

（Case 2），乙醇生产成本与玉米粉（Case 3）生产乙醇成本接近。另外，Case 2 中纤维

素酶成本占乙醇生产成本的 65%，而 Case 3 中淀粉液化酶及糖化酶成本占生产成本不足

1%。 

在木质纤维素炼制工艺中，纤维素酶的成本比重之大而不容小觑。通过改善纤维素

酶生产菌株的性状，提高酶的生产率，从而降低酶的成本。Humbird
[100]通过在 20%固含

量及 90%纤维素转化率条件下生产乙醇，估算酶成本为$ 0.34/加仑乙醇（约合￥ 2.14/

加仑乙醇）。如果按照此操作条件计算[101]，Case 1 中通过脱木质素玉米芯残渣生产每吨

乙醇的成本将降至￥ 714.04。 

该初步成本估算仅仅考虑了物料用量成本及酶用量成本，乙醇生产成本还应包括劳

动力、能耗、日常维护、折旧等其他方面[87]。但通过这两种不同的原料生产乙醇时，由

于原料具有相似的葡聚糖含量、相近的生化反应途径、相像的生产设备，致使获得相当

的乙醇最终浓度。而且，从玉米芯中提取的木糖及木质素产物的价值远远高于玉米粉加

工发酵过程所得副产物玉米酒精糟及可溶物（DDGS）的价值，所以，以玉米芯为原料

工业提取木糖后的固体废弃物——脱木质素玉米芯残渣（DCCR）来生产乙醇，具有替

代玉米粉生产燃料乙醇的潜力。 

2.4  小结 

本研究对脱木质素玉米芯残渣的实际发酵性能进行考察，通过市购安琪酵母对其进

行同步糖化与发酵生产燃料乙醇，分别从菌种驯化、固体含量及温度三方面进行研究，

并与玉米粉这种淀粉类的原料发酵性能进行比较。结果发现：菌种驯化对 DCCR 的同步

糖化与发酵初期时的速率有一定的提升，但总体差异不大；固含量为 20%时乙醇产品得

率较高（89.38%），同时乙醇浓度达到 75.07 g/L，乙醇浓度和得率均达到较高水平，综

合指标最佳；与常规的变温同步糖化与发酵（50 
o
C37 

o
C）相比，全过程恒定在 37 

o
C

下的同步糖化与发酵的乙醇得率与浓度结果与之非常接近；与玉米粉这种淀粉类原料进

行发酵性能比较，在相同固含量（20%）条件下，DCCR 发酵性能（乙醇终浓度 75.07 g/L）

与玉米粉发酵性能（82.95 g/L）接近，得率相当，且在初步成本分析中，DCCR 生产乙

醇的成本甚至低于玉米粉，具有替代淀粉类原料生产燃料乙醇的潜力。 
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第 3 章  减压精馏方式实现纤维素酶的生物炼制过程循环利用 

3.1  前言 

纤维素乙醇商业生产过程中，纤维素酶成本高一直是产业发展的瓶颈。Zacchi 研究

团队分别于 2002 年[10]、2008 年[102]、2012 年[9]对木质纤维素乙醇生产过程中纤维素酶

成本占乙醇生产成本比重进行估计：Galbe 在通过软木生产乙醇过程中估算纤维素酶成

本，占总乙醇生产成本的 12%，仅在 SSF 工段竟占大约 50%；Macrelli 在蔗渣生产乙醇

的技术经济评价中估计纤维素酶成本占乙醇最低售卖价的 22%。相比于玉米淀粉生产第

一代生物乙醇中酶成本占生产成本不到 1%相比[103]，第二代生物乙醇生产过程中纤维素

酶成本是影响产业化的重要因素之一。 

为了降低纤维素酶用成本，从源头上通过改善酶生产效率、提高酶活性是策略之一
[104]。杰能科、诺维信等几家主要的商品酶制剂生产商在过去的十年通过蛋白工程改造

及提纯工艺改善，大大降低了纤维素酶的生产成本，但现有的酶活水平还远远不能满足

生物乙醇产业化的发展。在现有酶活水平下，通过循环利用纤维素酶使得其成本降低同

样是一个不错的选择[105]。 

很多学者已在木质纤维素水解体系中研究纤维素酶的回收与循环利用。纤维素酶是

多种酶组分组成的复合酶系，各组分因特异催化作用位点不同，对底物亲和力不同。水

解完成后，纤维素酶在液相与固体残渣中均有分布，循环利用的对象分三种情况：（1）

固液分离后只取上清，（2）固液分离后只取固体残渣，（3）取全醪液。目前被报道的循

环利用的方法又可概况为两类：（a）添加新鲜底物直接利用纤维素酶，（b）添加促解吸

附物质回收纤维素酶后再利用。例如前者（a）方法包括循环利用不溶固体组分[74,76]、

用新鲜底物再吸附液体组分及沉淀中纤维素酶[106]等方式；方法（b）包括超滤方法回收

液相中纤维素酶、添加表面活性剂（吐温 80）解吸附[106,107]、碱洗脱[77]或其他溶剂使纤

维素酶解吸附于固体残渣。通过后者（b）方法的这类高强度及偏碱性条件的解吸附，

回收的纤维素酶是否保留酶活力还需商榷，且这类方法的缺陷也在于成本高，处理复杂，

对后续发酵菌株有毒害作用等。纤维素酶的循环利用还面临着另一个重要问题：不断积

累的木质素是纤维素酶的重要抑制物之一，它会无效地吸附纤维素酶而降低酶分解纤维

素的效率，而很多循环利用方法为了达到理想的回收效果而不顾预处理成本以降低木质

素含量。另外，现有的有关纤维素酶的循环利用方法大多是针对底物固体含量较低的酶

解体系，同步糖化与发酵生产乙醇过程中，尤其是在高底物固体含量体系中，纤维素酶

的循环则较少涉及。目前缺乏切实可行的方法实现同步糖化与发酵生产乙醇过程中，尤

其是高底物含量条件下纤维素酶的循环利用。 

SSF 过程中能否实现纤维素酶的循环利用，这关乎到纤维素乙醇的连续快速生产。

Ghose 于 1984 年首先提出减压精馏在木质纤维素原料稻秆进行 SSF 过程中的应用[63]，

他认为 SSF 可以有效改善水解过程产生的葡萄糖对纤维素酶的反馈抑制，但生成的乙醇

又会对酶抑制，这就需要减少乙醇。一方面，减压精馏降低了浓度升高的乙醇对酵母和
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纤维素酶的抑制；另一方面，补加的新鲜物料可以在之前较低温度蒸馏后残液中保留的

纤维素酶作用下进一步催化。但由于固含量较低，使得乙醇发酵浓度较低，小于 40 g/L
[108]，

乙醇的分离不具实际运用前景；且纤维素酶占发酵体系的成本、循环利用的效果及维持

真空的能耗也并未做进一步研究，之后也鲜有相关报道。由于受设备的限制，早期维持

真空的成本较高，但随着技术进一步发展，设备密封性及真空泵能效提高，维持真空成

本随之大幅降低，通过减压精馏方式使得纤维素酶在木质纤维素 SSF 过程中循环利用可

能仍具有运用前景。 

本研究将用实验室筛选菌种 Saccharomyces cerevisiae DQ1 对木质纤维素原料（包括

脱木质素玉米芯工业残渣和预处理并脱毒玉米秸秆）进行高固含量的同步糖化与发酵生

产乙醇，通过在位间歇减压精馏方式，把产物乙醇抽出，补入新鲜物料，循环利用低温

蒸馏后残留在醪液中的纤维素酶，从而启动新一轮同步糖化与发酵，以实现纤维素酶的

循环利用。并监测循环 SSF 过程中，纤维素复合酶系的三个酶活指标（相对酶活、pNPG

酶活、CMC-Na 酶活）分别在三个循环利用的对象（全发酵醪（W）、固体沉淀（S）、

上清液体（L））中的活性，以考察总纤维素酶活和单组分酶活的残留及分布情况。对该

循环 SSF 过程进行等酶用量及高酶用量下的批次对照实验，以验证纤维素酶的循环利用

效果。最后以本文实验数据为基础，通过 Aspen plus 流程模拟纤维素乙醇的工业生产模

型，对常规工艺和减压精馏纤维素酶循环工艺的能耗及成本进行了严格计算。本文将乙

醇分离与纤维素酶的循环整合到同步糖化与发酵工艺中，实现纤维素乙醇的连续性生产，

提高整个乙醇生产过程的经济性，为工业生产开发新的循环策略来降低纤维素酶成本提

供参考及理论依据。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  原料和酶 

脱木质素的玉米芯残渣（Delignified corncob residues，以下简称 DCCR）来自山东

龙力生物科技公司（中国，禹城），该原料与 2.2.1 节介绍的 DCCR 生产批次不同而成分

有所不同，其组分为纤维素 81.63%，半纤维素 3.12%，木质素 1.69%，灰分 6.69%。 

玉米秸秆（Corn stover，以下简称 CS）来自河南郸城，原始组分纤维素为 36.18%，

半纤维素 19.83%。通过本实验室发明的干式蒸汽稀酸预处理[23]
175 

o
C 5 min，其中硫酸

浓度为 2.5%，再经过本实验室筛选的树脂枝孢霉菌 Amorphotheca resinae ZN1 生物脱毒

7 天，机械磨浆处理后，其纤维素组分变为 39.98%，冻存备用。 

纤维素酶制剂 Youtell #6 购于湖南尤特尔生化公司（中国，岳阳），详见 2.2.1 节。 

3.2.2  培养基 

合成培养基（SM medium）：葡萄糖 20 g/L，KH2PO4 2 g/L，MgSO4·7H2O 1 g/L，

(NH4)2SO4 1 g/L，YE 1 g/L，pH 自然。 

同步糖化发酵营养盐：KH2PO4 2 g/L，MgSO4·7H2O 1 g/L，(NH4)2SO4 1 g/L，酵母 
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提取物（YE）10 g/L（用于 DCCR 发酵体系）或者 2 g/L（用于 CS 发酵体系），pH 自然。 

DCCR 水解液培养基：本研究的菌种培养按逐步增加脱木质素玉米芯残渣水解液浓

度进行驯化。50%、75%、100%水解液培养基分别按对应体积用去离子水稀释，并以总

体积按 SM 培养基（不包括葡萄糖）补足对应浓度营养盐，pH 调至 6.0。 

CS 水解液培养基：本研究的菌种培养按逐步增加玉米秸秆水解液浓度进行驯化。

50%、50%、100%水解液培养基分别按对应体积用去离子水稀释，并以总体积按 SM 培

养基（不包括葡萄糖）补足对应浓度营养盐，pH 调至 5.5。 

上述培养基均经 115 
o
C 蒸汽灭菌 20 min。 

脱木质素玉米芯残渣水解液的制备详见 2.2.2 节，该批含葡萄糖 108.37 g/L，木糖

5.63 g/L，其中抑制物浓度极低。该水解液主要用于不同浓度水解液培养基的配制及菌

种驯化。 

玉米秸秆水解液制备的操作条件与2.2.2节DCCR水解液制备一致，固含量同为 15%

（w/w），所获水解液含葡萄糖 64.39 g/L，木糖 15.12 g/L，乙酸 2.14 g/L，其他抑制物浓

度较低。该水解液同样主要用于不同浓度水解液培养基的配制及菌种驯化。 

3.2.3  菌种及其驯化过程 

乙醇发酵菌种为本实验室筛选的 Saccharomyces cerevisiae DQ1，经过超过 1000 小

时水解液培养基每 12 hr 的转接培养长期驯化。 

DCCR 体系中菌种驯化过程：详见本文 2.2.3 节菌种驯化过程。 

CS 体系中菌种驯化过程：与 DCCR 体系菌种驯化步骤基本一致，取 2 mL 甘油管

保种（-80 
o
C）接入 20 mL SM 培养基活化 15 hr（OD600 ≈ 4）；接着以 10%（v/v）接种

量（即 2 mL 菌液）转接入 20 mL 50%水解液培养基中培养 12 hr；再以 10%接种量转接

入 20 mL 的 50%水解液培养基中培养 12 hr；最后以 10%接种量（即 20 mL）倒入 200 mL

的 100%水解液培养基中扩大培养 12 hr（OD600 ≈ 6）以备上罐。 

以上培养过程温度均控制在 30 
o
C，转速 180 rpm。 

3.2.4  同步糖化与发酵设备及操作 

本研究的 SSF 实验仍在实验室自行设计的 5L 生物反应器中进行，不同物料采用的

SSF 方式略有不同：（1）DCCR 的 SSF（不含预糖化）；（2）CS 的 SSF（含预糖化工段）。 

（1）首先倒入营养盐溶液，再倒入该批物料 DCCR，加入所需的全部纤维素酶，

最后迅速倒入种子液（此为 0 时刻），条件为 37 
o
C、pH 4.2、150 rpm，在同步糖化发酵

过程中定时取样。 

（2）分为两个阶段：预糖化阶段和同步糖化发酵阶段。预糖化过程中，首先倒入

营养盐溶液，加入所需的全部纤维素酶，然后以补料的方式加入经灭菌的 CS 至设定的

固体含量，条件为 50 
o
C、pH 4.8、150 rpm，维持 12 hr。在预糖化结束前半小时往夹套

注入冷却水，将温度降为 37 
o
C。种子液（约 220 mL）倒入 5L 生物反应器后，pH 维持

4.8，开始 SSF 阶段，在同步糖化发酵过程中定时取样。 
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3.2.5  同步糖化与发酵中纤维素酶循环利用（在位减压精馏） 

 

 

图 3.1  同步糖化与发酵过程纤维素酶循环利用技术路线图 

Fig. 3.1  Schematic diagram of cellulase recycling during cellulosic ethanol production. 

 

在位间歇减压精馏实现 SSF 中纤维素酶循环利用的具体步骤为： 

（1）纤维素乙醇的生产：向乙醇发酵反应器中加入木质纤维素原料、纤维素酶、

乙醇生产菌种，开始同步糖化与发酵生产乙醇； 

（2）间歇减压精馏分离乙醇：待反应器发酵醪中乙醇积累到一定浓度后，在特定

条件下通过减压精馏将乙醇进行在位分离； 

（3）纤维素酶的循环：减压精馏结束后，补加新鲜木质纤维素原料，并采取必要

的通气、增加预酶解工段、补加乙醇生产菌种等措施，继续同步糖化与发酵过程； 

（4）循环进行上述（2）和（3）的步骤，SSF 体系中纤维素酶将继续被利用。 

3.2.6  分析方法 

样品中物质（葡萄糖、木糖、乳酸、乙醇、糠醛及 HMF 等）浓度测定方法、原料

的纤维素组分及灰分的测定方法详见本文 2.2.6 节。 

酶活测定准备：用已知重量的离心管 M1 装适量样品（共约 5 mL），称总重 M2，经

4,000 rcf 离心 5 min，吸取全部上清液至已称重的新离心管 M3，称总重 M4。此时，根

据数据计算， 

全发酵醪（W）： W = M2 - M1 (3-1) 

上清液体（L）： L = M4 - M3 (3-2) 

固体沉淀（S）： S = W - L = M2 - M1 - M4 + M3 (3-3) 

此时液固各自占全醪比重分别为： 

 L% = 
L

W
 = 

M4 - M3

M2 - M1
 × 100% (3-4) 

 S% = 
S

W
 = 

M2 - M1 - M4 + M3

M2 - M1
 × 100% (3-5) 

按上述重量，用柠檬酸缓冲液（pH 4.8）将 L 及 S 分别补足至与 W 一致的重量后，

混匀，及时测定 W、S、L 对应的酶活：相对酶活、β-葡糖苷酶酶活、内切-β-1,4-葡聚糖

酶酶活。 
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其中，相对酶活（表征总的酶活）测定通过 10 mL 酶解体系测得，其中包括 0.5 g

样品，0.45 g 物料，9 mL 柠檬酸缓冲液（pH 4.8）及 10 μL 四环素溶液。经水浴摇床 48 

hr，50 
o
C，150 rpm 酶解测得葡萄糖浓度。 

β-葡糖苷酶酶活（表征单组分酶活）由 pNPG 法测定[109]（简称 pNPG 酶活）。该法

步骤：备好 50 mM pH 4.8 柠檬酸缓冲液，并用该缓冲液配制 8 mM 对硝基苯-β-D-吡喃

葡萄糖苷（pNPG）溶液；取 0.1 mL 经过适当倍数稀释的酶醪液，加入 0.4 mL 柠檬酸缓

冲液及 0.5 mL pNPG 溶液，在 37 
o
C 下水浴 10 min，再加 0.5 mL 1M Na2CO3 溶液终止反

应，经 13,200 rpm 离心 5 min，取上清，测定其在 405 nm 下的吸光值。 

内切-β-1,4-葡聚糖酶酶活（表征另一单组分酶活）由 CMC-Na 法测定[89,110]（简称

CMC 酶活）。该法步骤：备好 50 mM pH 4.8 柠檬酸缓冲液，并用该缓冲液配制 1%羧甲

基纤维素钠（CMC-Na）溶液；取 0.5 mL 经过适当倍数稀释的酶醪液，加入 0.5 mL 

CMC-Na 溶液，在 50 
o
C 下水浴 30 min，再加 3 mL DNS 溶液并煮沸 5 min，冰浴终止反

应，冷却后取 0.4 mL 显色液，加 2 mL 去离子水稀释，最后测定其在 540 nm 下的吸光

值。 

上述 pNPG 酶活及 CMC 酶活测定方法所得结果为残留量，三组分 W、S、L 分别

再除以各自比重值 1、S%、L%，折算出三者对应的单位质量酶活浓度，用以考察后序

实验中酶活浓度的变化。 

乙醇得率为相应理论得率的百分比，即按照理论得率为 100％计算的得率。计算公

式如下： 

 Ethanol yield=(
[Eth] × W

976.9-0.804×[Eth]
+∑ CiVi

n
i=1 )×

1

0.51×f×(m+ ∑ mi
n
i=1 )×1.111

×100% (3-6) 

式中：[Ethanol]，发酵结束时醪液乙醇浓度 (g/L)；W，SSF 结束时体系的水量 (g)，

因过程考虑蒸出及补入水至 SSF 初始的水量，略有差别需校正；Ci，第 i 次减压精馏获

得的蒸馏液中乙醇浓度 (g/L)；Vi，第 i 次减蒸获得的蒸馏液体积 (L)；f，根据范式洗

涤法测定物料中的纤维素含量 (g/g)；m，SSF 体系初始物料干重 (g)；mi，第 i 次补加

新料干重 (g)。该乙醇得率计算方法是在 Zhang
[97]基础上由包艳文[111]修改的方法。 

循环 SSF 过程减蒸前后需进行乙醇物质衡算，误差范围控制在±5%之内。 

 [Ethanol] × W = [Ethanol]1 × ( W - Vi ) + CiVi (3-7) 

式中：[Ethanol]，发酵结束时（即减蒸前）醪液乙醇浓度 (g/L)；W，同步糖化与发

酵过程体系的总用水量 (g)；Ci，第 i 次减压精馏获得的蒸馏液中乙醇浓度 (g/L)；Vi，

第 i 次减蒸获得的蒸馏液体积 (L)；[Ethanol]1，减蒸后（补水补料前）醪液乙醇浓度 (g/L)。 
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3.3  结果与讨论 

3.3.1  通过减压精馏方式循环再利用纤维素酶的可行性 

 

 

图 3.2  在位减压精馏装置示意图 

Fig. 3.2  Schematic diagram of cellulase recycling during cellulosic ethanol production via in-situ vacuum 

distallation. (1) Bioreactor for SSF, (2) helical impeller, (3) pH sensor, (4) temperature sensor, (5) feeding 

inlet, (6) motor, (7) pressure gauge, (8) graham condenser, (9) receiving flask, (10) water ring vacuum 

pump, (11) condensate inlet, (12) condensate outlet. 

 

在位减压精馏装置如图 3.2 所示，图中标记分别为：（1）同步糖化与发酵生物反应

器，（2）螺带搅拌桨，（3）pH 电极，（4）温度电极，（5）物料进料口，（6）电机，（7）

压力表，（8）蛇形冷凝管，（9）乙醇收集瓶，（10）循环水真空泵，（11）冷凝液入口，

（12）冷凝液出口。 

原理：通过在位的间歇减压精馏在较低温度（一般不超过 55 
o
C）将 SSF 发酵醪中

的产物乙醇蒸出，纤维素酶在此温度下仍保留绝大部分酶活，为纤维素酶的循环利用提

供前提条件；补加新鲜物料，SSF 体系中残留的纤维素酶和部分菌体将被再次利用，新

一轮 SSF 开启。 

为说明本文所采用的减压精馏操作方式使得纤维素酶循环利用的可行性，本文从：

乙醇分离效果、对纤维素酶酶活影响、乙醇浓度的影响、对酵母的影响，共 4 个方面阐

述。 

图 3.3a 显示在循环设备中测试了 37 
o
C 至 55 

o
C（5 个温度），15 至 45 分钟（3 个时

间）条件下，减压精馏分离乙醇的效果。温度及时间变化均与乙醇分离效果（又称乙醇

收率）呈正相关趋势，随着减压精馏温度的升高或者减蒸时间的延长，乙醇分离效果越

好，乙醇收率越高。 
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图 3.3  减压精馏方式实现乙醇生产中纤维素酶循环再利用的可行性[111]（a）时间和温度对乙醇回收

率（b）时间、温度和乙醇对纤维素酶的相对酶活的影响 

Fig. 3.3  Feasibility of cellulase recycling via vacuum distillation during ethanol production. (a) Effect on 

ethanol recovery, (b) effect on relative cellulase activities. 
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图 3.3  减压精馏方式实现乙醇生产中纤维素酶循环再利用的可行性[111]（c）醪液乙醇浓度对蒸液乙

醇浓度及回收率（d）减蒸方式对酵母活性的影响 

Fig. 3.3  Feasibility of cellulase recycling via vacuum distillation during ethanol production. (c) Effect of 

ethanol in feeding broth, (d) effect on yeast fermentation in pure glucose. 
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图 3.3b 显示在纤维素酶最适温度（50 
o
C）范围测试，真空操作时长及乙醇的存在

对纤维素酶酶活是否有影响。测试了 50 
o
C 及 55 

o
C 下，15 至 45 min，添加乙醇或不添

加情况下，检测相对酶活。结果发现，减压精馏操作方式并不会对纤维素酶酶活产生显

著影响。残留的相对酶活均在 90%以上。48 g/L 浓度的乙醇存在并不对纤维素酶酶活产

生影响，只有当温度从 50 
o
C 提高至 55 

o
C 下，纤维素酶活损失稍稍增加。 

图 3.3c 显示蒸馏液中的乙醇浓度与原发酵醪乙醇浓度呈正相关，随着发酵醪中乙醇

浓度升高，获得的蒸馏液中乙醇浓度越高。在不同乙醇浓度条件下，乙醇回收率均在 70%

左右，并没有明显影响。 

图 3.3d 显示酿酒酵母在合成培养基（初糖浓度约 90 g/L）培养，减压精馏后补充葡

萄糖，经过 5 轮连续批次发酵，发现菌体的 OD600 值随循环次数增加而有所增加，葡萄

糖消耗速率及乙醇生产速率均未受较大影响，说明酵母可耐受本文所介绍的减压精馏过

程。 

经过上述可行性考察，确定减压精馏条件及操作步骤：同步糖化发酵末期，将罐体

温度从 37 
o
C 提高至 50 

o
C。开启循环水真空泵，打开截止阀，使得罐内空气逐步被抽出，

从负压表上监测该过程，真空度需达到 0.093 MPa。尽可能使温度和压力在同一时间达

到要求值，此时发酵醪开始剧烈沸腾，乙醇蒸出，经管路进入蛇形冷凝器中，蛇形冷凝

管将乙醇蒸发气体冷凝并收集于圆底烧瓶中，维持该温度及真空度，蒸馏 30 min。后停

止减压精馏，首先将罐体冷却水打开，截止阀关上，再将真空泵关上，拔出连接管。包

括前期升温、蒸后降温、补料及补水过程在内的总时间控制在 1 hr 之内。如无特殊说明，

减压精馏操作均按上述条件进行。 

开始减压精馏操作的时间点设置在每次 SSF 循环后期，即当乙醇浓度达 40 g/L 时，

开始该减蒸操作。由于 40 g/L 乙醇浓度一般被认为是经济性蒸馏（能耗较少）的最低浓

度阈值[108,112]，这也是本文研究时设定的一个基准线，以备固定减蒸操作时段。 

3.3.2  脱木质素玉米芯残渣生产乙醇过程中纤维素酶的循环利用 

3.3.2.1  通过减压精馏实现的循环实验 

本文首先考察富含纤维素的脱木质素玉米芯残渣原料，进行通过减压精馏实现的纤

维素酶循环利用的发酵实验（以下简称循环实验）。由于脱木质素玉米芯残渣纤维素含

量高达 81%，SSF 在低固含量下（10%）预计能满足乙醇浓度（40 g/L）要求，且该原

料极低的木质素含量为纤维素酶循环效果及次数大大增加提供可能性。经过初期适当的

条件摸索，确定 SSF 各项操作条件，以实现纤维素酶的循环利用。开始 SSF 循环实验，

初始固含量调至 10%，初始酶用量 20 FPU/g DM（基于初始物料干重），温度 37 
o
C，pH 

4.2，搅拌转速 150 rpm。鉴于 3.3.1 节减压精馏可行性分析，纤维素酶及菌体在经过减

压精馏操作后仍留有大部分活性，故而不再添加，减蒸后仅补入与初始相同质量的新鲜

物料，再补入适当体积的水使得罐内发酵醪液体体积与减蒸前体积一致，通气 1 hr，流

速 50 L/h。启动新一轮循环，共循环 5 次，基于总质量的原料干重，最终酶用量仅为 4 

FPU/g DM。 
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图 3.4  脱木质素玉米芯残渣生产乙醇过程中纤维素酶的循环利用（a）在位减压精馏实现酶的循环

利用（b）相同酶用量下的对照批次发酵 

Fig. 3.4  In-situ cellulase recycling during ethanol fermentation from delignified corncob residues. (a) 

In-situ cellulase recycling via vacuum distillation, (b) ethanol fermentation without cellulase recycling at 

same enzyme dosage. 
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图 3.4  脱木质素玉米芯残渣生产乙醇过程中纤维素酶的循环利用（c）较高酶用量下的对照批次发

酵（d）不同操作条件对酵母活性的影响 

Fig. 3.4  In-situ cellulase recycling during ethanol fermentation from delignified corncob residues. (c) 

Ethanol fermentation without cellulase recycling at high enzyme dosage, (d) effect on yeast cell viability. 
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图 3.4a 中显示，当乙醇浓度达 40 g/L 时进行减蒸，共循环 5 次，各批次发酵时长

分别为 35、35、36、47、83 hr，其中不含批次发酵间减压精馏操作的时间。每次循环

末期，即减压精馏操作前，乙醇的浓度分别为 41.27、43.84、41.45、40.17、41.16 g/L；

随着循环次数增加，乙醇生产速率逐步降低，后两次循环 SSF 时间适当延长。多方面原

因可能导致速率减缓，包括：纤维素酶的自然降解、固体残渣增加、酚类抑制物浓度增

加、营养盐的缺乏等。发酵终止时（240 hr），乙醇得率为 72.69%，不溶固含量 WIS 为

11.29%。 

3.3.2.2  两组不同酶用量的对照批次实验 

为说明通过减压精馏实现的纤维素酶循环利用的效果，设置对照实验。将循环中所

加的所有物料、水、营养盐、纤维素酶同时加入，折算固含量约为 24%，进行该条件下

的批次同步糖化与发酵。SSF 条件：温度 37 
o
C，pH 4.2，搅拌转速 150 rpm，未设置预

糖化工段，物料、营养液、纤维素酶、种子液均在零时刻加入。在相同酶用量（4 FPU/g 

DM）条件下进行的对照实验，图 3.4b 显示：本 SSF 过程不含预糖化工段，第 3 hr 点为

第一个取样点，之后每隔 12 hr 取样检测，乙醇浓度随着时间增加而缓慢升高，在 144 hr

处达到最大值 56.96 g/L，此时乙醇得率仅为 43.24%。在高酶用量（20FPU/g DM）条件

下进行的对照实验，图 3.4c 显示：第 3 hr 为第一个取样点，在 49 hr 时，乙醇浓度达到

最大值 82.48 g/L，此时乙醇得率为 66.43%，随着 SSF 进一步进行，乙醇浓度维持一定

后略有下降，罐内葡萄糖开始积累，在 108 hr 时达 19.97 g/L。 

3.3.2.3  不同操作下菌体活性及乙醇生产的比较 

该对照组与循环组相比，区别在于前者将总质量的物料一次性加入，而后者是将总

物料分 5 等份依次加入并在每次循环末期通过减压精馏方式及时提取产物乙醇。 

图 3.4d 显示循环实验与对照实验中菌体活性的比较，结果显示：相同酶用量对照组

的菌体在 24 hr 处达最大值 7.53×10
7 活菌数/mL，之后随着时间增加而逐步下降，并在

132 hr 后迅速降低。高酶用量对照组中，在 12 hr 时迅速达到最大值，达 1.25×10
8 活菌

数/mL，由于脱木质素玉米芯残渣的纤维素含量较高，导致最终乙醇浓度较高，高浓度

的乙醇对酵母有严重的抑制作用而导致大量死亡。而循环实验组中，活菌数 CFU 结果

显示，在 0 时刻接入新鲜种子液后，在 24 hr 时迅速达到最大值，达 1.45×10
8 活菌数/mL，

但随着循环次数增加，CFU 值逐步降低，并在后期维持在 2×10
7 个左右，另外可以发现，

短时间（30 min）的减压精馏操作对活菌数并未有较大影响，说明酵母在该温度、真空

度条件下具有一定的耐受性。与高酶用量组相比，循环实验组有效缓解了高浓度乙醇对

酵母活性的抑制。 

表 3.1 显示：当循环实验与高酶用量对照组相比时，虽然循环实验的乙醇平均生产

速率不及后者，但单位质量酶蛋白对应产生乙醇的质量（Ethanol mg/mg EP），前者是后

者的 5.5 倍。当酶用量相同时，无论是乙醇平均生产速率，还是单位质量酶蛋白对应乙

醇质量，循环实验的上述指标均接近对照组的 2 倍，乙醇得率从对照组的 43.24%提高

至循环 SSF 的 72.69%，也就是说，在相同酶用量情况下，减压精馏及补料方式提高了 
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表 3.1  脱木质素玉米芯残渣在不同操作条件下生产乙醇的比较 

Table 3.1  Comparison of ethanol fermentation from delignified corncob residues under different 

operating conditions. 

操作条件 乙醇得率 
基于干物料的乙醇

产量(g/g DM) 

基于酶蛋白的乙醇

产量(mg/mg EP) 

平均生产率

(g/L/h) 

循环 SSF 72.69% 0.337 125.27 0.682 

批次 SSF 

(4 FPU/g DM) 
43.24% 0.200 69.87 0.362 

批次 SSF 

(20 FPU/g DM) 
66.43% 0.308 22.60 1.572 

 

纤维素酶的利用效率，乙醇生产效率翻了一番。 

3.3.2.4  循环实验中纤维素酶酶活的残留与分布 

不同于其他文献在木质纤维素酶解体系中进行酶蛋白含量测定或分离，由于本文纤

维素酶循环建立在 SSF 过程中，部分营养物或菌体的蛋白均会影响纤维素酶蛋白的测定，

故不采用。在循环 SSF 中同时检测了纤维素酶各组分的三组酶活指标：全发酵醪（W）、

固体沉淀（S）、上清液体（L）均测定其相对酶活、pNPG 酶活、CMC-Na 酶活以考察

总纤维素酶活和单组分酶活的残留及分布情况。 

 

 

图 3.5  脱木质素玉米芯残渣在位减压精馏循环生产乙醇中各相在减蒸点的纤维素酶酶活的变化（a）

以脱木质素玉米芯残渣为底物的相对酶活分别在总醪液、固体组分及液体组分中的变化 

Fig. 3.5  Cellulase activity during recycling-SSF via vacuum distillation from delignified corncob residues. 

(a) Cellulase activity against DCCR in whole slurry, solid fraction and liquid fraction, respectively. 
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图 3.5  脱木质素玉米芯残渣在位减压精馏循环生产乙醇中各相在减蒸点的纤维素酶酶活的变化（b1）

pNPG 酶活残留（b2）pNPG 酶活浓度分别在总醪液、固体组分及液体组分中的变化 

Fig. 3.5  Cellulase activity during recycling-SSF via vacuum distillation from delignified corncob residues. 

(b1) cellulase activity against pNPG, (b2) pNPG activity concentration in whole slurry, solid fraction and 

liquid fraction, respectively. 
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图 3.5  脱木质素玉米芯残渣在位减压精馏循环生产乙醇中各相在减蒸点的纤维素酶酶活的变化（c1）

CMC 酶活残留（c2）CMC 酶活浓度分别在总醪液、固体组分及液体组分中的变化 

Fig. 3.5  Cellulase activity during recycling-SSF via vacuum distillation from delignified corncob residues. 

(c1) cellulase activity against CMC, (c2) CMC activity concentration in whole slurry, solid fraction and 

liquid fraction, respectively. 
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结果显示：图 3.5a 所示总醪液（W）固体组分（S）液体组分（L）通过 DCCR 原

料进行酶解反应所表示的相对酶活，总醪液（W）所残留的相对酶活值接近固体组分（S）

的相对酶活值与液体组分（L）相对酶活值之和，由于测定时酶解底物浓度受限，固液

两相酶活值之和与总醪液酶活值存在一定误差。随着循环次数增加，（W）和（L）的值

逐步降低；而（S）占（W）的比例明显增加。 

图3.5b1所示三组分通过pNPG为底物测定的β-葡糖苷酶酶活，（W）酶活值接近（S）

酶活与（L）酶活值之和。随着循环次数增加，（W）和（L）的酶活值逐步降低，（S）

酶活值维持一定；（S）占（W）比例随循环次数增加而变大，比如酶活从第一次循环时

37.63%增至第三次循环时的 90.79%，说明纤维素酶中葡糖苷酶逐步被吸附于固体残渣

中。由于固体残渣本身质量也随着循环次数增加而增多，不能说明（S）中酶活浓度变

化，为此（S）与（L）组校正为单位质量浓度，图 3.5b2 所示三组分的单位葡糖苷酶酶

活浓度，可清晰地发现三组分酶活浓度均随循环次数增加而降低。 

图 3.5c1 所示三组分通过 CMC-Na 为底物测定的内切-β-1,4-葡聚糖酶酶活，（W）酶

活值接近（S）酶活与（L）酶活值之和。随着循环次数增加，（W）和（L）的酶活值逐

步降低，（S）酶活值略微上升；（S）占（W）比例随循环次数增加而变大，说明纤维素

酶中内切葡聚糖酶逐步被吸附于固体残渣中，（L）占（W）的比例迅速降低，比如酶活

从第一次循环时 47.89%降至第三次循环时的 7.88%。图 3.5c2 所示三组分的单位内切葡

聚糖酶酶活浓度，发现三组分酶活浓度与上述 β-葡糖苷酶酶活浓度结果类似，均随循环

次数增加而降低。由于内切葡聚糖酶酶活测定方法，酶稀释度与酶解释放葡萄糖量属于

非线性关系（指数型），取样测定时内部设定了空白与对照组，故结果柱形图上并未显

示标准差。 

β-葡糖苷酶及内切-β-1,4-葡聚糖酶在固液相分布并没有明显区别，随着循环增加，

两者被残留底物吸附得越多。由于 DCCR 这种原料的特殊性，在第一次循环中，极少残

留的底物对纤维素酶吸附较弱，固液相分布均等，此时，相比于固液分离方法循环（固

相循环，或新鲜底物重吸附液相残留酶循环，或两者并用），减压精馏方法能保留更多

的酶活，原位在线操作更为简便。 

该 SSF 实验实现了纤维素酶和酵母菌的循环再利用，极大地降低了纤维素酶用量，

节约了用酶成本，从而降低乙醇的生产成本。另外，减压精馏出的乙醇溶液浓度（一般

为 15-20%，v/v）与常规乙醇蒸馏工段的粗馏工段提取的乙醇浓度（20-30%，v/v）接近，

因此可以说，在位的减压精馏方式是把乙醇提取工艺（粗馏工段）整合到 SSF 中。后文

将通过软件 Aspen plus 对减压粗馏与传统常压粗馏工艺进行能耗比较，并结合节省的酶

成本进行经济性分析，以验证该减压精馏方式使 SSF 过程中纤维素酶循环利用的策略的

经济可行性。 
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3.3.3  玉米秸秆生产乙醇过程中纤维素酶的循环利用 

 

 

 

 

 

图 3.6  玉米秸秆生产乙醇过程中纤维素酶的循环利用（a）在位减压精馏实现酶的循环利用（b）

相同酶用量下的对照批次发酵 

Fig. 3.6  In-situ cellulase recycling during ethanol fermentation from pretreated and biodetoxified corn 

stover. (a) In-situ cellulase recycling via vacuum distillation, (b) ethanol fermentation without cellulase 

recycling at same enzyme dosage. 
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图 3.6  玉米秸秆生产乙醇过程中纤维素酶的循环利用（c）较高酶用量下的对照批次发酵（d）不同

操作条件对酵母活性的影响 

Fig. 3.6  In-situ cellulase recycling during ethanol fermentation from pretreated and biodetoxified corn 

stover. (c) Ethanol fermentation without cellulase recycling at high enzyme dosage, (d) effect on yeast cell 

viability. 
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3.3.3.1  通过减压精馏实现的循环实验 

根据之前脱木质素玉米芯残渣循环 SSF 结果总结的规律，猜想减压精馏方式实现纤

维素酶的循环利用，可能同样适用于玉米秸秆这类更为大宗的木质纤维素原料的循环同

步糖化与发酵生产乙醇。经过初期适当的条件摸索，确定 SSF 各项操作条件，以实现纤

维素酶的循环利用。 

开始循环 SSF 实验，初始固含量调至 20%，初始酶用量 20 FPU/g DM（基于初始物

料干重），进行 50 
o
C pH 4.8，时长 12 hr 的预糖化过程，随后降温至 37 

o
C，补入新鲜种

子液（10%接种量），pH 维持 4.8，搅拌转速 150 rpm，每轮循环以乙醇浓度达 40 g/L

终止，进行减压精馏操作。由于经过前期试验发现，纤维素酶在经过减压精馏操作后仍

留有大部分活性，而不再补加，减蒸后仅补入与初始相同质量的新鲜玉米秸秆物料，以

启动新一轮循环：维持 50 
o
C pH 4.8 再次进行 12 hr 的预糖化过程，随后降温至 37 

o
C 再

补入新鲜种子液（10%接种量），使得罐内发酵醪液体体积与减蒸前原发酵醪液体体积

一致，通气 1 hr，流速 50 L/h。 

图 3.6a 显示玉米秸秆循环 SSF 进行 204 hr，共计 3 轮，此时，基于总质量的玉米秸

秆，最终酶用量仅为 6.7 FPU/g DM。0 至 12 hr、48 hr 至 60 hr、108 hr 至 120 hr 的断开

区域为预糖化工段，经过 12 hr 的预糖化，每次循环开始时初糖浓度随循环次数增加而

降低，依次为 63.90，44.38，40.84 g/L，多方面因素导致初糖浓度降低，影响酶解效率，

包括纤维素酶失活、木质素积累等。每次循环末期，即减压精馏操作前，乙醇浓度依次

为 40.73，38.78，37.29 g/L，乳酸、乙酸终浓度均未超过 2 g/L（图中未显示）。SSF 204 

hr 终止时，乙醇得率为 70.00%。 

3.3.3.2  两组不同酶用量的对照批次实验 

为说明通过减压精馏实现的纤维素酶循环利用的效果，设置对照实验。将循环中所

加的所有物料、水、营养盐、纤维素酶同时加入，折算固含量约为 33%，进行该条件下

的批次同步糖化与发酵。SSF 条件：设置预糖化工段，温度 50 
o
C，pH 4.8，搅拌转速

150 rpm，12 hr 后，降温至 37 
o
C，pH 维持 4.8，补入新鲜种子液。在相同酶用量（6.7 FPU/g 

DM）条件下进行的对照实验，图 3.6b 显示：第 12 hr 初始葡萄糖浓度达 87.31 g/L，乙

醇浓度随着时间增加而缓慢升高，在 144 hr 处达到最大值 64.25 g/L，此时乙醇得率为

65.29%。在高酶用量（20 FPU/g DM）条件下进行的对照实验，图 3.6c 显示：第 12 hr

初始葡萄糖浓度达 110.19 g/L，随后的 24 hr 内，乙醇浓度迅速增加到 60.78 g/L，在 120 

hr 时，乙醇浓度达到最大值 74.86 g/L，此时乙醇得率为 76.96%，随着 SSF 进一步进行，

罐内葡萄糖开始积累，在 144 hr 时达 7.41 g/L。 

3.3.3.3  不同操作下菌体活性及乙醇生产的比较 

该对照组与循环组相比，区别在于前者将总质量的物料一次性加入，而后者是将总

物料分 3 等份依次加入并在每次循环末期通过减压精馏方式及时提取产物乙醇。 

图 3.6d 显示循环实验与对照实验中菌体活性的比较，结果显示：相同酶用量对照组

（6.7 FPU/g DM）的菌体在 48 hr 处达最大值 1.07×10
8 活菌数/mL，之后随着时间增加而
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迅速下降。而高酶用量对照组（20 FPU/g DM）的菌体在第 24 hr 便达最大值 1.08×10
8

活菌数/mL，之后随着时间增加而迅速下降。循环实验的 CFU 结果显示，经过预糖化后

降温补入新鲜种子液，在 SSF 开始后的 12 hr 内活菌数达到该轮循环的最大值 1.52×10
8

活菌数/mL，之后随着 SSF 进行，略有下降；但就每轮循环比较来看，随着循环次数增

加，循环末期活菌数也在逐步降低。随着循环次数增加，菌体活性下降而导致其乙醇得

率及生产速率下降，说明发酵体系中多方面因素影响酵母活性，包括纤维素酶的自然失

活、木质素的积累、营养物的缺乏、抑制物浓度升高。 

 

表 3.2  玉米秸秆在不同操作条件下生产乙醇的比较 

Table 3.2  Comparison of ethanol fermentation from pretreated and biodetoxified corn stover under 

different operating conditions. 

操作条件 乙醇得率 
基于干秸秆的乙醇

产量(g/g DM) 

基于酶蛋白的乙醇

产量(mg/mg EP) 

平均生产率

(g/L/h) 

循环 SSF 70.00% 0.159 36.22 0.577 

批次 SSF 

(6.7 FPU/g DM) 
56.67% 0.129 28.93 0.904 

批次 SSF 

(20 FPU/g DM) 
73.41% 0.167 12.50 1.158 

 

对照组均取第 72 hr 为 SSF 终止点，与循环实验进行各参数指标的比较。表 3.2 显

示：当循环实验与高酶用量对照组相比时，虽然循环实验的乙醇平均生产速率不及后者，

但就单位质量酶蛋白对应产生乙醇的质量（Ethanol mg/mg EP）而言，前者是后者的 2.8

倍；同时发现，该高酶用量对照实验中，约 70 g/L 的乙醇浓度并未对菌体活性产生强烈

抑制，SSF 后期并未出现大量的葡萄糖积累（小于 10 g/L），该对照组的乙醇得率略高

于循环实验组。当酶用量相同时，就单位质量干物料或单位质量酶蛋白对应的乙醇质量

而言，循环实验的指标均是对照组的 1.2 倍，乙醇得率从对照组的 56.67%提高至循环

SSF 的 70.00%。该玉米秸秆 SSF 循环利用纤维素酶的效果不如脱木质素玉米芯残渣的

SSF 循环实验的明显，可能与原料本身特性有关：由于 DCCR 较少的木质素残渣使得纤

维素酶更少被无效吸附，在相同酶用量下可循环使用 5 次，多于玉米秸秆 SSF 循环的 3

次。 

3.3.3.4  循环实验中纤维素酶酶活的残留与分布 

同时对玉米秸秆循环 SSF 过程检测纤维素酶各组分的三种酶活指标：全发酵醪（W）、

固体沉淀（S）、上清液体（L）均测定其相对酶活、pNPG 酶活、CMC-Na 酶活以考察

总纤维素酶活和单组分酶活的残留及分布情况。 

 

 



第 40 页                                          华东理工大学硕士学位论文 

 

 

 

 

 

图 3.7  玉米秸秆在位减压精馏循环生产乙醇中各相在减蒸点的纤维素酶酶活的变化（a）以玉米秸

秆为底物的相对酶活（b1）pNPG 酶活残留分别在总醪液、固体组分及液体组分中的变化 

Fig. 3.7  Cellulase activity during recycling-SSF via vacuum distillation from pretreated and biodetoxified 

corn stover. (a) Cellulase activity against CS, (b1) cellulase activity against pNPG in whole slurry, solid 

fraction and liquid fraction, respectively. 
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图 3.7  玉米秸秆在位减压精馏循环生产乙醇中各相在减蒸点的纤维素酶酶活的变化（b2）pNPG 酶

活浓度（c1）CMC 酶活残留分别在总醪液、固体组分及液体组分中的变化 

Fig. 3.7  Cellulase activity during recycling-SSF via vacuum distillation from pretreated and biodetoxified 

corn stover. (b2) pNPG activity concentration, (c1) cellulase activity against CMC in whole slurry, solid 

fraction and liquid fraction, respectively. 
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图 3.7  玉米秸秆在位减压精馏循环生产乙醇中各相在减蒸点的纤维素酶酶活的变化（c2）CMC 酶

活浓度分别在总醪液、固体组分及液体组分中的变化 

Fig. 3.7  Cellulase activity during recycling-SSF via vacuum distillation from pretreated and biodetoxified 

corn stover. (c2) CMC activity concentration in whole slurry, solid fraction and liquid fraction, respectively. 

 

结果显示：图 3.7a 所示总醪液（W）固体组分（S）液体组分（L）中通过玉米秸

秆原料进行酶解反应所表示的相对酶活；随着循环次数增加，（W）和（L）的值逐步降

低，而（S）占（W）的比例明显增加，变化趋势和 DCCR 循环实验的相对酶活监测结

果相似。 

图3.7b1所示三组分通过pNPG为底物测定的β-葡糖苷酶酶活，（W）酶活值接近（S）

酶活与（L）酶活值之和。随着循环次数增加，（W）和（L）的酶活值逐步降低，（S）

酶活值维持一定；（S）占（W）比重随循环次数增加而变大，比如酶活比重从第一次循

环（第 48 hr）的 36.16%增至第三次（第 204 hr）的 66.04%，说明纤维素酶中葡糖苷酶

逐步被吸附于固体残渣中。由于固体残渣本身质量也随着循环次数增加而增多，不能说

明（S）中酶活浓度的变化，为此（S）与（L）组校正为单位质量浓度，图 3.7b2 所示

三组分的单位葡糖苷酶酶活浓度，可清晰地发现三组分酶活浓度均随循环次数增加而降

低。 

图 3.7c1 所示三组分通过 CMC-Na 为底物测定的内切-β-1,4-葡聚糖酶酶活，（W）酶

活值接近（S）酶活与（L）酶活值之和。随着循环次数增加，（W）和（L）的酶活值逐

步降低，（S）酶活值维持一定；（S）占（W）比例随循环次数增加而变大，说明纤维素

酶中内切葡聚糖酶逐步被吸附于固体残渣中，（L）占（W）的比例迅速降低，比如 CMC-Na

酶活比重从第一次循环时的 32.88%降至第三次的 5.68%。图 3.7c2 所示三组分的单位内
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切葡聚糖酶酶活浓度，发现三组分酶活浓度均随循环次数增加而降低。由于内切葡聚糖

酶酶活测定方法，取样测定时内部设定了空白与对照组，故结果柱形图上并未显示标准

差。 

β-葡糖苷酶及内切-β-1,4-葡聚糖酶在固液相分布并没有明显区别，随着循环增加，

两者被残留底物吸附得越多，且结果与之前 DCCR 的极为相似。第一次循环中，少量残

留的底物对纤维素酶吸附较弱，固液相分布均等，此时，相比于固液分离方法循环（固

相循环，或新鲜底物重吸附液相残留酶循环，或两者并用），减压精馏方法能保留更多

的酶活，原位在线操作更为简便。 

3.3.4  减压精馏（酶循环）和常压精馏过程乙醇生产成本的比较 

常规的乙醇蒸馏过程经过两步，首先将发酵醪粗馏得到 30-40%（v/v）的低浓度乙

醇溶液，再经过精馏塔得到 95%（v/v）以上的较高浓度的乙醇溶液，最后将达到共沸

状态的乙醇溶液经过分子筛进一步脱水得到无水乙醇（99.5%）。常压时，粗馏塔塔内温

度较高，使发酵醪中的纤维素酶失活，而减压在较低的塔内温度下就能够达到需要的分

离效果，从而使纤维素酶循环使用成为可能。但是除了消耗较多的热量外，减压精馏时

还需要使用真空泵使塔内维持较低的压力。为此，通过 Aspen plus (AspenTech Co., 

Cambridge, MA, USA)流程模拟软件首先对脱木质素玉米芯残渣 SSF 循环生产乙醇过程

进行建模，比较减压精馏和常压精馏的能量消耗，以验证通过减压精馏使 SSF 过程中纤

维素酶循环利用策略的可行性。 

3.3.4.1  Aspen plus 模拟乙醇生产过程 

模拟的对象是年处理 200,000 ton/a (干基)脱木质素玉米芯残渣，年操作时间 8,000 hr

的纤维素乙醇工厂。常压粗馏生产流程如图 3.8a 所示，减压粗馏生产流程如图 3.8b 所

示，脱木质素玉米芯残渣（组成见 2.1）经过 SSF（R404A/R404B）后，发酵醪（Stream 

27）与水洗塔（T504）回收的乙醇溶液混合进入粗馏塔（T501），经过减压粗馏或者常

压粗馏后进入精馏塔（T502），最后经分子筛（T503）脱水得到无水乙醇（Stream EtOH）。

模型均设置粗馏塔塔板数 14，摩尔回流比 4，冷凝器类型为部分冷凝；设置精馏塔塔板

数 33，质量回流比 3.7，冷凝器类型为部分冷凝。 

图 3.8b 所示减压粗馏时，冷凝器温度设置为 15 
o
C，使得粗馏塔（T501）塔顶气体

CO2 体积比例与常压粗馏接近；乙醇蒸气从粗馏塔（T501）流出，通过换热器（H01）

将气体冷凝至液体状态，后通过输送泵（P01）将乙醇液体泵入精馏塔（T502）；粗馏塔

塔底出料的固体部分循环回到发酵罐（R404A）中，以循环利用其中的纤维素酶（模拟

中未给出）。如表 3.3，模拟过程中的参数输入是根据前述的实际实验数据，其中发酵醪

的乙醇浓度为 40 g/L，减压精馏和常压精馏过程的区别在于粗馏塔再沸器温度及冷凝器

温度的不同，其他参数均相同，减压粗馏塔操作压力选取 0.008 MPa 及 0.012 MPa 两个

例子用于比较。通过 Aspen plus 计算，减压和常压下粗馏塔和精馏塔的热负荷比较见表

3.3。 
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图 3.8  纤维素乙醇工业生产过程简图（a）常压精馏方式（b）减压精馏方式 

Fig. 3.8  Flowsheet of industrial cellulosic ethanol production. (a) Under atmospheric distillation, (b) 

under vacuum distillation. 

3.3.4.2  蒸汽用量成本计算 

由表 3.3 可知，减压精馏 Case 1 中粗馏塔再沸器的温度只有 42.1 
o
C，纤维素酶蛋白

在此温度下保留绝大部分活性。每吨乙醇需消耗 12,242 MJ 的热能，高于常压精馏过程

的 9,015 MJ。根据低压蒸汽的平均低位发热量 3,763 MJ/吨蒸汽[113]，减压精馏和常压精

馏过程每吨乙醇消耗的蒸汽用量分别为 12242÷3763=3.25 吨和 9015÷3763=2.40 吨。国内

工业用低压蒸汽（1.0 MPa）的价格约为￥ 130/吨蒸汽，即减压精馏和常压精馏过程单

位乙醇的蒸汽能耗成本分别为 3.25×130=￥ 423 和 2.40×130=￥ 312。 

3.3.4.3  酶用量成本计算 

由表 3.1 知，在脱木质素玉米芯残渣同步糖化发酵过程中进行纤维素酶循环使用时，

生产每吨乙醇需要 88.7 kg 的纤维素酶，而对照试验中每吨乙醇需要消耗 159.0 kg 的纤

维素酶。计算如式(3-8)(3-9)，其中纤维素酶蛋白含量为 90 mg EP/g： 

减压精馏：
1 mg proteins

125.27 mg ethanol
=

1

0.09×106
kg youtell

125.27

10
9  ton ethanol

=
109 kg youtell

0.09×10
6
×125.27 ton ethanol

=88.7 kg (3-8) 

常压精馏：
1 mg proteins

69.87 mg ethanol
=

1

0.09×106
kg youtell

69.87

10
9  ton ethanol

=
109 kg youtell

0.09×10
6
×69.87 ton ethanol

=159.0 kg (3-9) 
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表 3.3  减压精馏和常压精馏过程能耗的比较 

Table 3.3  Comparison of energy consumption between cellulase recycling via vacuum distillation and 

non cellulase recycling process. 

 减压 Case 1 减压 Case 2 常压 Case 3 

发酵醪乙醇浓度（g/L） 40 40 40 

T501 侧线出料乙醇质量浓度 35% 35% 35% 

T501 操作压力（MPa） 0.008 0.012 0.101 

冷凝器温度（oC） 15 15 50 

第一块塔板温度（oC） 37.9 44.9 92.7 

T501 再沸器温度（oC） 42.1 49.5 100.1 

T501 塔顶气体质量（kg/h） 435.55 377.03 330.66 

T501 塔顶气体体积（m3/h） 3206.09 1776.86 211.63 

T501 塔顶气体 CO2体积分数 62.94% 74.98% 76.00% 

真空泵电机功率（kW） 250 110 N/A 

T501 冷凝器热负荷（MJ/h） -1963.50 -1597.88 -1407.56 

T501 再沸器热负荷（MJ/h） 55939.97 62158.04 78101.34 

H01 冷凝器热负荷（MJ/h） -49763.07 -49389.32 N/A 

P01 电耗（kW） 1.35 1.30 N/A 

T502 冷凝器热负荷（MJ/h） -42546.98 -42568.27 -42451.23 

T502 再沸器热负荷（MJ/h） 58916.14 58241.47 6352.90 

乙醇产量（kg/h） 9382.14 9382.14 9368.00 

每吨乙醇所需热负荷（MJ） 12242.00 12832.84 9015.19 

循环冷却水交换的热负荷（MJ） -9838.91 -9801.35 -4681.77 

冷冻水交换的热负荷（MJ） -209.28 -170.31 N/A 

每吨乙醇所需电耗（kW·h） 26.79 11.86 N/A 

 

根据实验室纤维素酶的采购价格￥ 13/kg 酶粉，纤维素乙醇成本中纤维素酶的成本

分别为 88.7×13=￥ 1,153 和 159.0×13=￥ 2,067。 

3.3.4.4  维持真空系统的耗电成本计算 

虽然减压精馏过程消耗的热能比常压精馏低，但是减压操作需要维持低于大气压强

的压强，也就是说需要使用真空泵对粗馏塔进行抽真空。为了维持需要的压强，真空泵

消耗比较多的电能，所以这里对减压精馏过程真空泵消耗的电能进行估算。减压精馏时，

粗抽泵用于真空系统的预抽，可使系统内压力迅速达到要求的真空度范围，之后通过维

持泵维持减压精馏系统的真空度。由于 Aspen plus 模拟的减压精馏工段属连续过程，在

此主要考虑维持泵的功耗。 

根据 Aspen plus 模拟结果，图 3.8b 所示减压精馏时，醪液（Stream 13）进入粗馏



第 46 页                                          华东理工大学硕士学位论文 

塔（T501）进行处理，带有少量乙醇蒸气的不凝气体（Stream 23）从塔顶排出，低浓度

的乙醇和水的混合气体（Stream 14）从塔侧排出，塔底出料是含有纤维素酶的固含量较

高的醪液（Stream 10）。 

表 3.3减压精馏Case 1 中，为维持塔内负压（粗馏塔内工作压力为 0.08 atm，即 8 kPa），

粗馏塔（T501）塔顶不凝气被抽真空系统不断地抽走，根据 Aspen plus 模拟结果，带有

少量乙醇蒸气的不凝气体（Stream 23）从塔顶排出，其体积流率S1为 3,206 m
3
/h。根据

减压粗馏塔容积及装置密封情况考虑气体泄漏量为抽气量S1的 10%，总抽气速率 

 Se = 1.1S1 = 3526.6 m3/h (3-10) 

由于对于工业常用的液环真空泵，泵厂样本的标准进气温度是 20 
o
C，进水温度为

15 
o
C。需将Se换算成泵厂样本规定条件下的抽气速率Se

′，真空泵设计进水温度为 30 
o
C。 

k1、k2分别为工作水温度、气体温度的不同引起的修正，单级液环真空泵 

 k1 = 
p

s
(0.27lnp

s
+0.543)-1.05p

v

p
s
(0.27lnp

s
+0.543)-1.05[p

v
]
 = 

8(0.27ln8+0.543)-1.05×4.2455

8(0.27ln8+0.543)-1.05×1.7056
 = 0.621 (3-11) 

 k2 = 1 + 
0.66 (Ts - 20)

273 + Tw
 = 1 + 

0.66 × (15 - 20)

273 + 30
 = 0.989 (3-12) 

式中，ps为泵进气压力，kPa；Ts为泵进气温度，o
C；Tw为泵进水温度，o

C；pv为Tw下的

汽化压力，kPa； 

故此时， 

 Se
'
 = 

Se

k1k2
 = 

3526.6

0.621 × 0.989
 m

3
/h = 5742.1 m

3
/h (3-13) 

根据真空度及抽气速率要求，拟选工业常用 2BE1 型单级液环真空泵，该泵广泛用

于化工、食品、医药、纺织等行业的真空蒸发、脱水、干燥、浓缩、送料等工艺过程。

选用型号 2BE1 403-0 的真空泵 1 台，其主要技术参数为：转速 530 rpm，电机功率为 250 

kW。其抽气速率 S 在 8kPa 下达 7,750 m
3
/h，此时 

 
S

Se
'  = 

7750

5742.1
 = 1.35 (3-14) 

 S > ( 20-30% ) Se
'
 (3-15) 

满足工艺条件。 

为维持真空度，该系统所需的真空泵电机功率为 250 kW。粗馏塔（T501）侧线乙

醇蒸气需通过冷凝器（H01）液化，再通过输送泵（P01）将此浓度为 35%的乙醇液体

泵入精馏塔（T502），通过 Aspen plus 模型计算输送泵（P01）功率仅为 1.35 kW。该流

程的乙醇产量为 9.38 ton/h，故生产每吨乙醇所需电耗为(250+1.35)÷9.38 = 26.79 kW·h。

根据工业用电价格为￥ 0.48/(kW·h)计算，减压精馏 Case 1 中用电成本为￥ 13。 

3.3.4.5  乙醇蒸气冷却时交换热负荷的成本计算 

减压精馏过程中，粗馏塔顶端不凝气主要为 CO2，此时冷凝器温度设置为 15 
o
C。

为满足该温度要求，一般工业常用的循环冷却水（温度 33-37 
o
C）不能对其进行冷却，
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需用温度更低但成本相对较高的冷冻水（温度 4-15 
o
C）。减压精馏Case 1生产每吨乙醇，

通过冷却水（换热温度从 33 
o
C 变为 37 

o
C，即-4 K 的温度差）交换的热负荷为-9838.91 

MJ，即需要的冷却水量为 

 m1 = 
Q1

c∙∆T1
 = 

-9838.91 MJ

4.2 kJ∙(kg∙K)-1 × (-4 K)
 = 585.6 ton (3-16) 

冷冻水（换热温度从 4 
o
C 变为 15 

o
C，即-11 K 的温度差）热交换的热负荷为-209.28 

MJ，即需要的冷冻水量为 

 m2 = 
Q2

c∙∆T2
 = 

-209.28 MJ

4.2 kJ∙(kg∙K)-1 × (-11 K)
 = 4.5 ton (3-17) 

根据华北地区部分企业公用工程价格表 [114]，循环冷却水及冷冻水价格分别为

￥ 0.32/ton 及￥ 4.5/ton，则减压精馏 Case 1 中循环冷却水、冷冻水成本分别为￥ 187、

￥ 20。 

由于减压精馏 Case 2 的热负荷及电耗计算方法一致，在此不做赘述。综上，脱木质

素玉米芯残渣生产每吨无水乙醇时，减压精馏与常压精馏过程主要能耗及成本比较如表

3.4。 

3.3.4.6  减压精馏和常压精馏乙醇生产成本的比较 

 

表 3.4  脱木质素玉米芯残渣减压精馏和常压精馏过程乙醇生产成本的比较 

Table 3.4  Comparison of ethanol production cost between cellulase recycling via vacuum distillation and 

non cellulase recycling process from delignified corncob residues. 

乙醇生产成本（￥/ton） 减压 Case 1 减压 Case 2 常压 Case 3 

蒸汽 423 443 312 

电 13 6 0 

循环冷却水 187 187 89 

冷冻水 20 17 0 

纤维素酶 1153 1153 2067 

总计 1796 1806 2468 

 

本文同时通过 Aspen plus 软件模拟玉米秸秆生产乙醇流程，模拟的对象是年处理

440,000 ton/a (干基)玉米秸秆，年操作时间 8,000 hr 的纤维素乙醇工厂，常压粗馏生产流

程与图 3.8a 所示一致，减压粗馏生产流程与图 3.8b 所示一致。结合实际实验数据，发

酵醪乙醇浓度亦为 40 g/L，以该浓度出发，后序蒸馏工艺的能耗及成本与 DCCR 生产乙

醇流程完全一致，乙醇产量亦一致，纤维素酶用量成本根据表 3.2 数据进行计算，计算

方法与 DCCR 生产乙醇中酶用量成本计算一致，故在此不做赘述。预处理玉米秸秆生产

每吨无水乙醇时，减压精馏与常压精馏过程主要能耗及成本比较如表 3.5。 
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表 3.5  玉米秸秆减压精馏和常压精馏过程乙醇生产成本的比较 

Table 3.5  Comparison of ethanol production cost between cellulase recycling via vacuum distillation and 

non cellulase recycling process from pretreated and biodetoxified corn stover. 

乙醇生产成本（￥/ton） 减压 Case 1 减压 Case 2 常压 Case 3 

蒸汽 423 443 312 

电 13 6 0 

循环冷却水 187 187 89 

冷冻水 20 17 0 

纤维素酶 3988 3988 4993 

总计 4631 4641 5394 

 

结果显示，减压精馏事例中随着粗馏塔操作压力从 0.008 MPa 增至 0.012 MPa，再

沸器温度亦从 42 
o
C 升至 50 

o
C 时，蒸汽用量成本逐步增加，电耗成本逐步降低，冷冻

水用量逐步减少。商品纤维素酶的最适温度一般在 50 
o
C 左右，随着温度进一步升高，

酶失活速度开始加快，这势必增加纤维素酶用量成本，最终导致乙醇的生产成本增加。 

减压精馏与常压精馏比较而言，由于减压粗馏塔获得的 35%乙醇溶液的温度较低，

输送至精馏塔内再次升温，精馏塔再沸器热负荷远高于常压精馏过程的热负荷，减压精

馏过程所耗的总蒸汽量比常压精馏所耗高；但在酶用量成本上，通过减压精馏循环利用

纤维素酶，极大节约了酶成本。冷却用水也是本文考察方面之一，结果发现，循环冷却

水用量成本基本一致；减压精馏过程冷凝器温度需降至 15 
o
C，所耗的冷冻水虽然价格

昂贵，但用量非常有限。就上述乙醇生产成本几方面因素考虑，表 3.4 所示脱木质素玉

米芯残渣生产乙醇中，减压精馏方式的成本（纤维素酶循环利用）明显低于常压精馏方

式的成本（纤维素酶未循环利用），酶成本降低了 44%，乙醇生产成本节约比例高达 27%；

表 3.5 所示玉米秸秆生产乙醇中，减压精馏方式的成本（纤维素酶循环利用）亦低于常

压精馏方式的成本（纤维素酶未循环利用），酶成本降低了 20%，乙醇生产成本节约比

例达 14%。 

但同时，我们也清楚地知道，由于现有技术水平限制，减压精馏对设备密封要求高，

在生产固定投资上比常压精馏的投资多，实际电耗成本也比本文所估计的理想值高，这

些均可能增加维持真空的成本。 

本文通过减压精馏方式使得 SSF 乙醇生产过程中纤维素酶得以循环利用，纤维素酶

用量（4-6.7 FPU/g DM）在工业批次发酵的常用酶量（10-15 FPU/g DM）的基础上节省

了 20-44%的成本，乙醇生产成本降低了 14-27%。在现有高昂的商品纤维素酶成本考虑

下，随着低成本的真空技术进一步发展，本文的纤维素酶循环方法将具有广阔的运用前

景。 
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3.4  小结 

本章研究了酿酒酵母对木质纤维素原料（包括脱木质素玉米芯工业残渣和预处理并

脱毒玉米秸秆）进行高固含量的同步糖化与发酵生产乙醇，通过在位间歇减压精馏方式，

把产物乙醇抽出，补入新鲜物料，循环利用低温蒸馏后残留在醪液中的纤维素酶，从而

启动新一轮同步糖化与发酵，实现纤维素酶的循环利用：与批次对照实验相比，循环实

验使得纤维素酶的利用率大幅提升；相对酶活、pNPG 酶活、CMC-Na 酶活测定显示，

随着循环次数增加，固相分布残留酶活所占总酶活比例增加；通过 Aspen plus 模拟乙醇

生产过程能耗，结果发现循环实验比工业批次发酵的乙醇生产成本降低了 14-27%，本

文的纤维素酶循环方法具有广阔的运用前景。 
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第 4 章  结论与展望 

4.1  结论 

纤维素酶成本高是木质纤维素生物炼制工艺商业化的瓶颈，通过循环利用以降低酶

用成本是目前有效手段之一。本研究通过在位间歇减压精馏方式实现酿酒酵母对高固含

量木质纤维素原料（包括脱木质素玉米芯工业残渣、预处理并生物脱毒玉米秸秆）乙醇

生产中纤维素酶的循环利用，将乙醇分离与纤维素酶循环整合到同步糖化与发酵工艺中。

减压下的低温使得发酵醪中大部分的酶活得以保留，补加新鲜底物以重新吸附纤维素酶，

从而启动新一轮同步糖化与发酵。分别从实验数据及软件模拟验证了该减压精馏实现的

纤维素酶循环利用方法的技术经济可行性。本研究获得结论如下： 

（1）对脱木质素玉米芯工业残渣（DCCR）进行同步糖化与发酵的性能测试，在

20%固含量下获得了 75.07 g/L 的高浓度乙醇，此时得率为 89.38%；另外，在 25%固含

量条件下获得的 83.53 g/L 浓度乙醇是目前已报道文献中玉米芯残渣类原料获得的最高

浓度之一；该脱木质素玉米芯残渣原料具有极佳的发酵性能；DCCR 发酵测试发现，与

常规高温预糖化再常温同步糖化与发酵的操作相比，37 
o
C 恒温的预糖化同步糖化与发

酵表现基本一致，该结果具有实际运用价值，以降低因费时费能降温而产生的能耗；

DCCR 发酵性能与玉米粉淀粉类的性能相比，仍具有相当的乙醇成本优势。 

（2）用 DCCR 进行 SSF 过程中，通过在位间歇减压精馏把乙醇蒸出，补加新料，

循环利用低温蒸馏后残留在醪液中的纤维素酶，以启动新一轮SSF；每次新加入折合 10%

固体含量的 DCCR，以初始 20 FPU/g DM 酶用量下循环了共 5 次，最终酶用量折算仅为

4 FPU/g DM；与对照批次实验比较，酶量节省了 44%，同时监测循环 SSF 中，纤维素

复合酶系的三个酶活指标，酶活综合指标显示大部分酶活均保留在 SSF 体系中得以循环

利用。 

（3）用更为大宗的预处理玉米秸秆（CS）进行上述类似条件的 SSF 循环实验，每

次新加入折合 20%固含量的 CS，以初始 20 FPU/g DM 酶用量下循环了共 3 次，最终酶

用量折算仅为 6.7 FPU/g DM，比相应对照实验节省酶量 20%，酶活综合指标检测结果

与上述 DCCR 循环 SSF 过程类似。 

（4）Aspen plus 软件模拟乙醇生产过程，比较减压粗馏与常规常压粗馏的能耗，和

各自酶用量成本进行核算，发现两种原料的循环实验的乙醇生产成本分别比工业批次发

酵的成本降低了 27%（以 DCCR 为原料）及 14%（以 CS 为原料）。 

（5）本文分别通过实验及软件模拟验证了通过减压精馏实现木质纤维素原料 SSF

中纤维素酶的循环方法的技术经济可行性。 

4.2  展望 

纤维素乙醇即将成为燃料乙醇的主流，但在此之前，主要的瓶颈问题仍然需要突破，

乙醇生产成本需进一步降低：①木质纤维素原料的高效预处理技术的开发与完善；②纤
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维素酶高产菌种的定向改造与筛选；③乙醇发酵菌种的抗抑制物、耐热性的提高；④适

配高固含量原料水解与发酵的新型反应器设计；⑤连续化预处理及生产的技术与装置的

开发等。 
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