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摘  要 : 目前纤维素乙醇成本偏高的根本原因在于没有达到淀粉质乙醇发酵水平的“三高” (高浓度、高转化率

和高效率) 指标，提高水解糖液浓度和避免发酵抑制物来实现浓醪发酵，是解决问题的关键。文中以常压甘油

自催化预处理麦草为底物，尝试采用不同发酵策略，探讨其浓醪发酵产纤维素乙醇的可行性。在优化培养条件 

(15%底物浓度，加酶量 30 FPU/g 干底物，温度 37 ℃，接种量 10%) 下同步糖化发酵 72 h，纤维素乙醇产量为

31.2 g/L，转化率为 73%，发酵效率 0.43 g/(L·h)；采用半同步 (预酶解 24 h) 糖化发酵 72 h，纤维素乙醇浓度

达到 33.7 g/L，转化率为 79%，发酵效率为 0.47 g/(L·h)，其中 (半) 同步糖化发酵中 90%以上纤维素已被糖化

水解用于发酵；采用分批补料式半同步糖化发酵，补料到基质浓度相当于 30%，发酵 72 h 时纤维素乙醇产量

达到 51.2 g/L，转化率为 62%，发酵效率为 0.71 g/(L·h)。在所有浓醪发酵中乙酸不足 3 g/L，无糠醛和羟甲基

糠醛等发酵抑制物。以上结果表明，常压甘油自催化预处理木质纤维素基质适用于纤维素乙醇发酵；分批补料

式半同步糖化发酵策略可用来进行浓醪纤维素乙醇发酵；未来工作中提高基质纯度和强化酶解产糖是浓醪纤维

素乙醇达到“三高”指标的关键。 

关键词 : 常压甘油自催化预处理，木质纤维质原料，同步糖化发酵，乙醇，分批补料  
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Abstract:  The expensive production of bioethanol is because it has not yet reached the ‘THREE-HIGH’ (High-titer, 
high-conversion and high-productivity) technical levels of starchy ethanol production. To cope with it, it is necessary to 
implement a high-gravity mash bioethanol production (HMBP), in which sugar hydrolysates are thick and 
fermentation-inhibitive compounds are negligible. In this work, HMBP from an atmospheric glycerol autocatalytic 
organosolv pretreated wheat straw was carried out with different fermentation strategies. Under an optimized condition 
(15% substrate concentration, 10 g/L (NH4)2SO4, 30 FPU/g dry matter, 10% (V/V) inoculum ratio), HMBP was at 31.2 g/L 
with a shaking simultaneous saccharification and fermentation (SSF) at 37 °C for 72 h, and achieved with a conversion of 
73% and a productivity of 0.43 g/(L·h). Further by a semi-SFF with pre-hydrolysis time of 24 h, HMBP reached 33.7 g/L, 
the conversion and productivity of which was 79% and 0.47 g/(L·h), respectively. During the SSF and semi-SSF, more than 
90% of the cellulose in both substrates were hydrolyzed into fermentable sugars. Finally, a fed-batch semi-SFF was 
developed with an initial substrate concentration of 15%, in which dried substrate (= the weight of the initial substrate) was 
divided into three portions and added into the conical flask once each 8 h during the first 24 h. HMBP achieved at 51.2 g/L 
for 72 h with a high productivity of 0.71 g/(L·h) while a low cellulose conversion of 62%. Interestingly, the fermentation 
inhibitive compound was mainly acetic acid, less than 3.0 g/L, and there were no other inhibitors detected, commonly 
furfural and hydroxymethyl furfural existing in the slurry. The data indicate that the lignocellulosic substrate subjected to 
the atmospheric glycerol autocatalytic organosolv pretreatment is very applicable for HMBP. The fed-batch semi-SFF is 
effective and desirable to realize an HMBP. 

Keywords:  atmospheric glycerol autocatalytic organosolv pretreatment, lignocellulosic substrate, simultaneous 
saccharification and fermentation, bioethanol, fed-batch 

随着当今资源能源危机、温室效应和环境

污染等问题日益突出，利用丰富的木质纤维素

生物质可再生资源，生物炼制可全方位替代石

化生产的生物液体燃料和生物基化学品，是当

前世界生物能源产业的主流[1-2]。在众多生物基

产品中以纤维素燃料乙醇作为典型代表，其常

见的技术路线包括原料的预处理、酶水解、乙

醇发酵和分离提纯等步骤，尽管纤维素乙醇的

生产工艺已经打通，而且国内外已建立了 10多

套试装置或示范生产线，但过高的生产成本严

重阻碍了纤维素乙醇的商业化步伐[3-5]。其根本

的技术原因在于没有达到淀粉质乙醇发酵常见

的“三高” (高浓度、高转化率和高效率) 指标，

具体表现在[5-8]：1) 目前绝大多数预处理后的纤



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  October 25, 2015  Vol.31  No.10 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1470 

维质原料仍含有大量杂质 (木质素、灰分和半纤

维素等)，导致基质纤维素纯度普遍偏低；2) 在

原料水解糖化方面，纤维素酶比活力有限，产

物抑制较敏感，导致难以高基质浓度 (<100 g/L)

液化，存在水解糖液浓度普遍偏低的现象[9]；3) 

由于糖液浓度偏低和发酵抑制物问题，常见乙

醇浓度均在 40 g/L以下，进一步提高乙醇产量

甚为困难[10-11]。 

针对上述存在的问题，国内外研究者围绕

纤维素乙醇浓醪发酵开展了一系列的研究工

作。Fan等[12]通过反复分批补料发酵策略发酵，

使得终产物乙醇浓度可达 50 g/L以上，发酵效率

为 1.11 g/(L·h)，乙醇浓度及发酵效率均高于经济

蒸馏的基本指标 (分别为 40 g/L和 1 g/(L·h))，除

酶解产糖另外进行外，发酵时间长达 120 h。

Zhang 等[13]运用酸碱耦合预处理玉米芯作发酵

基质，在初始底物浓度 19% (酶载量 30 FPU/g

葡聚糖) 时通过分批同步糖化发酵 96 h，乙醇浓

度接近 70 g/L，进一步通过分批补料至基质浓度

25%，发酵 96 h后乙醇浓度为 84.7 g/L，发酵效

率为 0.88 g/(L·h)，该方法采用酸碱耦合预处理

的方法提高了处理后基质的纤维素纯度进而提

高终产物乙醇浓度，但是存在着酸碱预处理污

染环境的缺点。鉴于浓醪糖化发酵时物料粘度

大和传质传热困难等问题，一些研究者尝试通

过增强机械搅拌来强化传质传热，在取得明显

进展的同时能耗也明显增加。Zhang 等[14]利用

新型设计的螺带浆生物反应器在 30%基质浓度

时发酵汽爆玉米秸秆，发酵 96 h后乙醇浓度接

近 70 g/L，发酵效率为 0.73 g/(L·h)；Jørgensen

等[15]设计了一种自由落体混合式卧式反应器，发

酵35% (W/W) 基质浓度144 h可获得约5% (W/W) 

乙醇，发酵效率为 0.35 g/(L·h)；紧接着 Cannella

等[16]还利用该卧式发酵反应器开展了软木高浓

发酵纤维素乙醇的研究，30%干基质浓度发酵

120 h时乙醇浓度可达 50 g/kg，创造了杉木纤维

素乙醇发酵的历史性新高。总之，目前国内外

研究工作在基质浓度、纤维素纯度、传质传热

和发酵抑制物等纤维素乙醇浓醪发酵各个方面

均取得了明显进展，发酵基质浓度可达 30%，

乙醇浓度可达 50–60 g/L以上。但综合指标还不

理想，比如机械搅拌能耗加大、发酵时间明显

延长和基质纤维素纯度提高后损失较高等，有

待开展更进一步的研究工作。 

基于此，本文尝试开展常压甘油自催化预

处理木质纤维素浓醪发酵纤维素乙醇的研究工

作。在前期工作中，课题组相关人员建立了一

种常压甘油自催化预处理木质纤维素原料方

法，该方法使用生物柴油生产副产物低值甘油

作为蒸煮剂，在避免低沸点有机溶剂预处理时

常见的高压操作、易燃易爆和有毒易泄露等风

险外，有助于同时推进生物柴油和生物乙醇的

商业化[17-18]，所以该方法一经报道即引起国际

上 10多个课题组的研究兴趣，他们相继开展了

该方法适用于不同木质纤维素原料的研究。该

方法作为一种高沸点有机溶剂，具有简单经济、

安全高效和环境友好的优点，在保留原料中

90%纤维素含量的同时溶解脱出 70%以上半纤

维素和 65%以上木质素；预处理后基质纤维素

含量可达 60%以上，湿基水解 48 h酶解率可达

90%以上，基质可酶解性较好[18-19]。本文以常压

甘油自催化预处理麦草为底物，在优化发酵培

养基和糖化发酵条件基础上，通过采用同步糖

化发酵、半同步糖化发酵和分批补料式半同步

糖化发酵等探讨常压甘油自催化预处理麦草浓

醪发酵纤维素乙醇的可行性，并对发酵特征进
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行了跟踪分析。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 
风干麦草，取自于河南省南阳市，用自来

水清洗干净，然后沥除水分，在 105 ℃下烘干；

工业甘油 (质量分数 95%) 购自江苏扬州飞扬

化工有限公司；纤维素酶 GC-220购自无锡杰能

科公司，酶活力为 77.85 FPU/mL；高效液相色

谱仪购自日本 HITACHI公司。 

1.2  常压甘油自催化预处理 
麦草经常压甘油自催化预处理，即获得预

处理木质纤维素基质。准确称取 10 g干麦草，

放入带有振荡桨的 500 mL三孔烧瓶内，然后加

入 200 g浓度为 70%的甘油水溶液，220 ℃保温

蒸煮 3 h，蒸煮结束后冷却约 15 min，加入 150 g

沸水，快速振荡使纤维充分解离，趁热用 G1砂

芯漏斗过滤，用 500 g、50%甘油溶液洗涤 2次，

用 400 g沸水洗涤 2次即获得常压甘油自催化预

处理麦草纤维[18]。 

1.3  菌种与培养条件 
安琪耐高温型酿酒高活性干酵母购自湖北

安琪酵母股份有限公司。 

2%蔗糖溶液：称取 10 g蔗糖用蒸馏水定容

至 500 mL，121 ℃灭菌 20 min后置于 4 ℃保存

待用。 

活化培养基 (g/L)：葡萄糖 10，胰蛋白胨

10，酵母膏 5，KH2PO4 3，MgSO4 2，琼脂粉 15，

pH自然，115 ℃灭菌 20 min。 

种子培养基 (g/L)：葡萄糖 50，胰蛋白胨 5，

酵母膏 5，KH2PO4 1，MgSO4 0.3，NH4Cl 2，pH

自然，115 ℃灭菌 20 min。 

菌种复水活化：干酵母在使用前需复水活

化制成酵母乳液，以便恢复酵母细胞的正常功

能。采用 2%的预先灭菌 (以防感染杂菌) 的蔗

糖溶液对干酵母进行复水活化，在 38 ℃下活化

15 min，然后在 32 ℃下活化 1.5 h后接种在平板

培养基上，放置于 37 ℃培养箱培养 2–3 d，待

斜面上长出白色菌苔，即培养成熟。挑取菌苔

划线为单菌落即可保存使用。 

酵母在斜面培养基上于 37 ℃培养 48 h，挑

取一环活化的酿酒酵母接入装有 50 mL 种子培

养基的 250 mL 摇瓶中，在恒温振荡培养箱中

37 ℃、120 r/min培养 12 h。 

1.4  同步糖化发酵 
同步糖化发酵在内装50 mL发酵液的250 mL

三角瓶中进行，准确称取相当于 7.5 g干重的常

压甘油自催化预处理麦草湿基，加入一定量的

氮源，初始 pH 4.8，瓶口处塞有带玻璃弯管的

橡胶塞，弯管处装有一定量的无菌水以控制厌

氧条件。发酵在恒温振荡培养箱中进行，振荡

速度为 120 r/min，定时取样，离心分离，经适

当稀释后测定乙醇、葡萄糖、木糖以及抑制物

乙酸、糠醛、5-羟甲基糠醛的含量。 

1.5  分析测定方法 
麦草原料、经常压甘油自催化预处理后物

料以及发酵后物料三大组分的测定采用美国能

源实验室的NREL法测定[20]；滤纸酶活力 (FPA) 

按照国际理论和应用化学协会  (IUPAC) 推荐

的国际标准法测定[21]；葡萄糖、木糖、乙醇、

乙酸、糠醛以及 5-羟甲基糠醛的浓度采用高效

液相 (HPLC) 法检测，流动相为 5 mmol/L 硫

酸，流速为 0.6 mL/min，柱温 60 ℃，示差检测

器。葡萄糖的保留时间大约为 9.3 min，木糖的
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保留时间大约为 9.9 min，乙醇的保留时间大约

为 21.7 min，乙酸的保留时间大约为 15.1 min，

糠醛的保留时间大约为 44.1 min，5-羟甲基糠醛

的保留时间大约为 29.6 min。纤维素-乙醇转化

率按式 (1) 计算。 

纤维素–乙醇转化率=实际乙醇产量/理论乙

醇产量×100%； 

理论乙醇产量 (g/L)=原料质量×纤维素含量

×56.79%/0.05；                        (1) 

式中，56.79%为纤维素到乙醇理论转化率；

0.05为发酵液体积。 

2  结果与分析 

业内普遍认为纤维素乙醇浓度只有高于 40 g/L

以上时才适于考虑商业化，高于此浓度时酒精蒸

馏才比较经济，达到该乙醇浓度时糖液浓度至少

80 g/L以上，而基质浓度要求在 10%–15%[22-23]。

当纤维素乙醇浓度更高时，纤维基质水解的基

质和糖液浓度均较高，物料明显粘稠和流动性

差，会发生糖产物和酶解抑制物的明显抑制现

象[24]。为此，许多研究者把同步糖化发酵作为

解决该问题的常用技术策略[25]。该策略通过把

水解和发酵结合在一起，酶解过程产生的葡萄

糖迅速被微生物利用，因此解除了酶解产生的

糖的反馈抑制，提高了酶解效率；同时，减少

了反应容器数量，缩短了生产工艺，降低了投

资成本；此外，缩短了反应时间，降低了能耗

和染菌机会，所以最终降低了运行成本。而且

许多研究结果也证明了同步糖化发酵明显比分

批发酵的乙醇产量高。因此，本文直接采用同

步糖化发酵来探讨常压甘油自催化预处理基质

浓醪发酵纤维素乙醇的可行性，并进一步对之

改进，探讨它的半同步糖化发酵以及分批补料

式-半同步糖化发酵等等，以期进一步提高纤维

素乙醇发酵浓度。 

2.1  同步糖化发酵培养基的优化 
在微生物发酵方面，培养基营养组成 (氮源

种类和添加量，以及碳源添加量等)、接种 (方

式和接种量等)、培养条件 (温度、pH和溶氧等) 

和发酵时间等是早期进行微生物所需要考虑的

基本参数[26-27]。为此，下面首先从培养基方面

考察了基质浓度、氮源种类和浓度以及纤维素

酶载量等对常压甘油自催化预处理麦草发酵乙

醇的影响。 

2.1.1  不同氮源对同步糖化发酵的影响 

在 15%基质浓度中按酶载量 25 FPU/g干底

物加入纤维素酶后，37 ℃发酵 72 h来考察不同

氮源在相同添加量 (g/L) 时对纤维质同步糖化

发酵纤维素乙醇的影响，结果如图 1 所示。未

添加氮源时基质发酵 72 h时乙醇产量为 27.6 g/L，

添加相同质量的各种氮源后均能提高乙醇 

 

 
 
图 1  氮源种类及浓度对同步糖化发酵产乙醇的影响 
Fig. 1  Effect of the nitrogen source on the ethanol 
production with SSF. 
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产量，其中无机氮源 (NH4)2SO4 提高乙醇产量

更加明显，乙醇产量达到 30.5 g/L。因此，在下

一步实验中选择 (NH4)2SO4 作为常压甘油自催

化预处理基质浓醪发酵乙醇的氮源。本实验接

着对 (NH4)2SO4 添加量进一步优化，从图中可

以看出，在 (NH4)2SO4 浓度较低时，随着添加

量的增加，乙醇发酵浓度不断提高，在 10 g/L时

乙醇发酵产量达到最高水平 30.5 g/L，进一步提

高添加量时乙醇浓度反而下降，这可能是由于

当硫酸铵浓度大于 10 g/L时菌体的生长开始受

到抑制，产物乙醇的浓度也相应减少，所以硫

酸铵的最佳浓度为 10 g/L。本实验结果显示有机

氮源并不比无机氮源效果显著，尤其牛肉膏富

含生长因子，但是在本实验中并没有导致最高

的乙醇产量，这似乎表明麦草类天然木质纤维

素生物质中本身已富含酵母所需的生长因子，

额外再添加是没必要的，该结果也与先前有些

报道 [12]一致。因此，在下面实验中选择 

(NH4)2SO4作为氮源，添加量为 10 g/L。 

2.1.2  底物浓度对同步糖化发酵的影响 

为了增强纤维基质发酵乙醇蒸馏的经济

性，发酵时需要考虑尽可能提高培养基中基质

浓度，但随着基质浓度过高溶液较粘稠，导致

溶氧困难、传质传热不均以及发酵液中有毒有

害物质严重积累等问题，将会最终影响发酵正

常运行，因此寻找合适的底物浓度显得十分重

要[13,24]。因而，本实验按接种量 10%和加酶量

25 FPU/g干底物在糖化发酵温度 37 ℃条件下发

酵 72 h，考察不同初始底物浓度对同步糖化发

酵的影响。结果如图 2 所示，随着基质浓度增

加，终产物乙醇产量显著增加，其中当基质浓

度大于 15%时的乙醇产量尽管明显提高，但提

高量有所减少；另一方面，随着基质浓度增加，  

 
 

图 2  底物浓度对同步糖化发酵的影响 
Fig. 2  Effect of the substrate concentration on ethanol 
production with the SSF. 
 

纤维素乙醇转化率明显降低，其中在底物浓度

为 15%时，乙醇浓度为 30.5 g/L，纤维素乙醇转

化率由 82.7% (对应基质浓度 5%) 降低到

71.7%。当基质浓度大于 15%时，随着基质浓度

的增加，尽管乙醇浓度明显增加，但增幅明显

减小，而且纤维素乙醇转化率快速下降到 70%

以下。实验中还观察到初始基质浓度大于 15%

时，液化时间明显延长而不利于后面的分批补

料实验。综合乙醇浓度、纤维素乙醇转化率以

及液化时间，选择 15%为初始发酵底物浓度。 

2.1.3  加酶量对同步糖化发酵的影响 

纤维素酶用量是酶解糖化和发酵效率的决

定性因素，同时纤维素酶用量也是影响生产成

本的重要因素之一，因此本实验对同步糖化发

酵过程中酶用量进行了初步选择[28]。在 15%基

质浓度和硫酸铵添加量 10 g/L条件下，37 ℃发

酵 72 h时考察不同加酶量对同步糖化发酵的影

响。起初酶载量较低时，随着酶载量增加，酵

母发酵乙醇的产量明显提高，当纤维素酶用量

达到 30 FPU/g干基质时终产物乙醇产量浓度达

到 31.2 g/L，此后继续增加纤维素酶用量，对乙
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醇产量提高无显著影响。造成该现象的原因可

能是由于在发酵基质中除了纤维素组分外，还

存在少量的木质素组分，该组分会对纤维素酶

产生不可逆吸附，同时纤维素酶在纤维素及木

质素上的分配是一定的，当纤维素酶的添加量

达到一定值时，暴露的纤维素表面已经被纤维

素酶饱和，剩余的纤维素酶则被木质素无效吸

附[29]。从同步糖化发酵生产乙醇的成本上来看，

酶的成本占较大比例。所以在满足生产要求的前

提下酶的用量越少越好。因此本实验中选择纤维

素酶的最适用量为 30 FPU/g干底物。 

2.2  同步糖化发酵条件的优化 
在发酵条件方面，同步糖化发酵过程受发

酵时间、温度、接种量、振荡时间等诸多因素

的影响[14,29-30]，优化上述条件可提高乙醇产量以

及纤维素-乙醇转化率。于是在发酵条件方面，

本文尝试从上述几个因素对常压甘油自催化预

处理麦草同步糖化发酵产乙醇进行优化。 

2.2.1  发酵时间的确定 

既然发酵时间直接影响到同步糖化发酵乙

醇的生产效率，因而本实验对常压甘油自催化

预处理麦草浓醪发酵乙醇的同步糖化发酵时间

进行选择。在 15%基质浓度 (25 FPU/g干底物) 

和 37 ℃条件下考察不同发酵时间对同步糖化发

酵的影响。随着发酵时间的增加乙醇浓度逐渐增

加，到72 h时乙醇产量基本达到最高水平30.5 g/L，

进一步延长发酵时间，乙醇浓度没有明显提高

甚至有所下降的趋势。这是因为发酵初期，酵

母能快速地从发酵醪中获得碳源，随着发酵时

间的延长纤维素酶失活较快，从而致使发酵液

中可发酵糖含量大幅下降，酵母菌株因养分不

充足而可能利用发酵产物——乙醇来维持自身

生长和繁殖，致使发酵液中乙醇含量降低[30]。因

此，实验中选择 72 h为合适的发酵时间，此时乙

醇浓度为 30.5 g/L，纤维素乙醇转化率为 71.7%。 

2.2.2  温度对同步糖化发酵的影响 

温度是影响微生物酶反应过程的一个重要

因素，在纤维素乙醇同步糖化发酵过程中它不

仅影响糖化时纤维素酶的酶解效率，而且还影

响酵母生长代谢过程。既然纤维素酶的最适酶

解温度为 45–50 ℃，而酵母发酵乙醇的常见温

度为 30–35 ℃，所以本实验在 31–43 ℃温度范

围内考察温度对同步糖化发酵产乙醇的影响。

在 15%浓度基质中按酶载量 25 FPU/g干底物添

加纤维素酶制剂，同时按 10%接种量接入种子

液发酵时间 72 h (图略)。当温度较低时，随着

发酵温度升高，常压甘油自催化预处理麦草同

步糖化发酵乙醇产量也增加，直到在 37 ℃时达

到最高产量 30.5 g/L，随后发酵温度进一步增

加，纤维素乙醇产量明显降低。因此，实验中

选择 37 ℃作为最适发酵温度。 

2.2.3  接种量对同步糖化发酵的影响 

酵母接种量的大小对乙醇浓度及发酵周期

影响较大。接种量太小，酵母生长缓慢，发酵

周期长，同时酵母活力下降，不利于乙醇的生

产；接种量过大带来成本的增加，同时接种过

程会带入大量的代谢废物，不利于发酵过程[29]。

选择适宜的接种量既能合理缩短发酵周期，又能

提高乙醇浓度，因此探索了接种量对同步糖化发

酵产乙醇的影响。在 15%基质浓度中按 30 FPU/g

干基质加入纤维素酶制剂，于 37 ℃发酵时间 72 h

来考察不同接种量对同步糖化发酵的影响。当接

种量低于 10%时，随着接种量增加基质发酵乙

醇产量逐步提升，在 10%接种量时达到最高水

平 31.2 g/L，其后进一步加大接种量乙醇产量反

而下降。该研究表明：当接种量过低时，的确
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由于菌浓增长缓慢，发酵活力低，乙醇产量偏

低；但接种量过高时菌浓增长过快，酵母菌株

消耗发酵液中过多糖分来维持自身的生长繁

殖，而且菌体过浓时产生过多的代谢产物容易

使菌体衰老，影响酵母活力，最终影响了乙醇

发酵产量[13]。因此，适宜的接种量既能保证适

当的缩短发酵周期又能得到较高的乙醇产量，本

实验中选择 10%发酵醪液质量作为最适接种量。 

2.2.4  振荡时间对同步糖化发酵的影响 

由于纤维质基质是水不溶性，其酶解通常

需要振荡来强化纤维素酶与底物的接触；然而，

乙醇发酵属于厌氧发酵，过分振荡对酿酒酵母

发酵乙醇是不利的[29]。因此接下来考察振荡时

间对同步糖化发酵产乙醇的影响。本实验在

15%基质浓度培养基上，按加酶量 30 FPU/g干

底物加入纤维素酶的同时接入 10%种子液，于

37 ℃发酵 72 h，分别以不同振荡时间来考察振

荡对同步糖化发酵的影响。结果如图 3 所示，

在整个同步发酵过程中，振荡对纤维素乙醇发

酵是有益的，随着振荡时间的延长，乙醇发酵

产量也不断增加，当发酵全程振荡时乙醇产量 
 

 
 

图 3  振荡时间对同步糖化发酵的影响 
Fig. 3  Effect of the oscillating time on ethanol 
production with SSF. 

达到最高水平，接近 31.2 g/L，与只振荡 12 h

相比，乙醇产量提高了将近 20%。这可能是由

于：1) 在同步糖化发酵过程中，发酵基质本身

由于是水不溶性底物而需要振荡来强化酶与底

物充分接触；2) 发酵基质浓度较高 (15%)，较

粘稠的物料体系中也需要振荡来强化传质传热

来促进酵母的生长代谢；3) 本发酵实验中采用

了发酵栓装置，所以在振荡条件下也较好地保

证了发酵过程的厌氧环境，从而避免无需考虑

振荡对酿酒酵母生长以及发酵的影响。因此，

在基质浓醪发酵乙醇过程中拟选择全程振荡。 

前面对同步糖化发酵的培养基和培养条件初

步优化显示：在以 15%浓度基质为碳源和 10 g/L

硫酸铵为氮源的培养基中，按 30 FPU/g干基质

加入纤维素酶制剂，同时按 10%培养基质量接

入种子液，在 37 ℃全程振荡培养 72 h时，乙醇

发酵浓度达到 31.2 g/L，生产效率为 0.43 g/(L·h)。

研究结果表明，常压甘油自催化预处理木质纤

维素原料能够用来发酵产纤维素乙醇，利用该

原料进行纤维素乙醇浓醪发酵是可行的。 

2.3  半同步糖化发酵 
尽管前面采用同步糖化发酵开展的纤维素乙

醇发酵实验工作，表明了常压甘油自催化预处理

木质纤维素基质浓醪发酵乙醇的可行性。然而，

乙醇浓度 (<32 g/L) 和发酵效率 (0.43 g/(L·h)) 

均较低，尚未达到纤维素乙醇商业化蒸馏时最低

要求 (乙醇浓度 40 g/L，发酵效率 1.0 g/(L·h))。

鉴于纤维素酶解糖化  (45–50 )℃  和乙醇发酵 

(30–35 )℃  温度的不一致性，许多研究者开展

了半同步糖化发酵的研究，在发酵培养基中预

先加入纤维素酶使其在最适酶解温度下水解一

段时间，然后再接入种子液进行发酵，该策略

有助于提高纤维素酶解效率，缩短乙醇发酵周
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期[23,31]。因此，本文接下来采用半同步糖化发

酵方式继续探索常压甘油自催化预处理麦草浓

醪发酵纤维素乙醇的可行性。 

2.3.1  预酶解时间对发酵的影响 

本实验在 15%基质浓度培养基中按酶载量

30 FPU/g干底物加入纤维素酶制剂后，在 50 ℃

预先酶解 0–36 h，然后接入 10%种子液在 37 ℃

发酵 72 h，以考察不同预酶解时间对半同步糖

化发酵纤维素乙醇的影响 (图略)。发酵基质预

酶解明显提高了浓醪发酵乙醇产量，起始时随

着预酶解的进行，浓醪发酵乙醇产量逐步增加，

在预酶解 24 h时，乙醇产量达到 33.7 g/L，此

后进一步延长预酶解时间，发酵乙醇浓度无明

显增加。这可能是由于：预酶解少于 24 h时，

基质尽管预先进行了水解糖化，但预备糖和后

续发酵时水解产糖的比例不是最适的，在酵母

细胞生长代谢的某个时段可能存在碳源不充分

状态，最终影响了乙醇发酵产量；预酶解 24 h

时产糖是最适的，基本保证了酵母菌株生长代

谢碳源充分供应，所以再延长预酶解时间对后

续糖化发酵影响不大。因此，后续实验中选择

24 h 为半同步糖化发酵的最适预酶解时间。 

2.3.2  纤维素乙醇的半同步糖化发酵 

以常压甘油自催化预处理麦草为基质，探

讨其 24 h预酶解的半同步糖化发酵运行状况。

在以 15%基质浓度作碳源的培养基中，按酶载

量 30 FPU/g 干底物添加纤维素酶制剂后于

50 ℃振荡 (120 r/min) 酶解 24 h，然后降温至

37 ℃，按 10%接入种子液，全程振荡发酵 72 h，

结果如图 4 所示。发酵开始时，刚接入酵母种

子活力旺盛，在 24 h葡萄糖被迅速消耗至 1 g/L

以下，酵母发酵产乙醇量也迅速增加；此后尽

管基质还在酶解产糖，但碳源明显不足，可能 

 
 

图 4  优化条件下半同步糖化发酵过程 
Fig. 4  Characterization of the semi-SSF under an 
optimized condition. 
 
导致了酵母菌株生长代谢缓慢，尽管乙醇产量

还在提高，但增长放缓，直至 72 h时菌株发酵产

乙醇浓度为 33.7 g/L，发酵效率为 0.47 g/(L·h)；

由于发酵基质中含有少量半纤维素，在半同步

糖化发酵过程中逐步被纤维素酶制剂中相应酶

水解，但酿酒酵母菌株不能利用该水解糖，所

以木糖在发酵液中逐步累积至 8.0 g/L以上。从

整个半同步糖化发酵过程可以看出，发酵 24 h

后葡萄糖不足影响了纤维素乙醇产量，导致发

酵效率偏低。未来工作中有必要考虑通过增加

基质浓度和强化水解产糖等措施来促进纤维素

乙醇发酵的高产。 

为了进一步了解半同步糖化发酵运行特

征，本实验接着考察了发酵基质在整个纤维素

乙醇生产工艺的组分变化情况。结果见表 1，麦

草原料经常压甘油自催化预处理后，主要组分

明显发生了改变，在较好地保留纤维素 (90.3%)

同时脱出了大量的半纤维素 (65%) 和木质素 

(60%)，使预处理后基质中纤维素纯度达到

50%。以预处理基质作碳源，经半同步糖化发酵

后剩余基质量为投入基质 25%，该基质中 91.1%  
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表 1  常压甘油自催化预处理前后及半同步糖化发

酵后物料中三大组分变化 
Table 1  Characterization on the main composition 
of substrates in the process of AAGAOP and 
semi-SSF 

Substrates 
Content (%) 

Pretreatment 
yield 

Cellulose 
Hemicellul-

oses 
Lignin

The 
original 

100.0 35.9 27.1 22.0

The 
pretreated 

64.8 50.0 14.5 13.9

The spent 16.1 17.9 7.4 52.1
 

纤维素和 87.3%半纤维素已被水解糖化，而木质

素基本上没什么变化，这与上面的半同步糖化

发酵产乙醇特征是一致的：在 24 h预酶解的半

同步糖化发酵中，纤维素几乎全部水解产糖  

(> 90%)；水解的葡萄糖被酵母菌株用于生长代

谢和乙醇发酵，纤维素乙醇转化率达到理论值

87%；半纤维素也发生了显著水解，水解产生的

木糖不能被酵母菌株利用，所以遗留在发酵醪

液中高达 8.0 g/L以上。该数据也印证了前面对

半同步糖化发酵结果的推测，目前的半同步糖

化发酵中发酵基质浓度低 (纤维素纯度低) 导

致水解产糖量少，是限制乙醇发酵产量的直接

原因。另外，发酵基质中含有高达 15%半纤维

素，水解产生高达 8.0 g/L以上木糖，未来考虑

这部分 C5糖利用是值得关注的一个方向。 

2.4  分批补料-半同步糖化发酵  
上面采用半同步糖化发酵对常压甘油自催

化预处理基质发酵乙醇的研究表明，该策略对

纤维素乙醇发酵浓度提高具有一定的积极作

用，但提高仍很有限 (< 10%)。通过分析乙醇发

酵前后基质中主要组分变化显示，已有 90%以

上纤维素发生水解，纤维素乙醇转化率已接近

理论值的 90%。表明在半同步糖化发酵中，基

质中纤维素已几乎全部被水解转化，若想进一

步提高乙醇浓度，必须提高纤维素浓度，即提

高基质中纤维素纯度或直接提高发酵基质浓

度。因此，在接下来实验中，探讨通过增加基

质浓度来提高纤维素乙醇的发酵水平。前面的

实验 (图 2) 表明，若在发酵起始直接增加底物

浓度，发酵物料会变得粘稠，普通机械振荡很

难达到有效的传质传热，不但会延长同步糖化

时间，甚至会因酶解产糖受限而导致菌体饥饿

死亡的现象[27,32]。所以本实验在半同步发酵中

采用分批补料方式来增加基质浓度以提高乙醇

发酵浓度的可行性。 

2.4.1  分批补料方式的选择 

以常压甘油自催化预处理麦草为基质，通

过分批补料式半同步糖化发酵来探讨浓醪纤维

素乙醇发酵，以提高其产量的可行性。在以 15%

基质浓度作初始碳源的培养基中，按酶载量  

30 FPU/g干底物添加纤维素酶制剂后于 50 ℃振

荡 (120 r/min) 酶解 24 h，然后降温至 37 ℃，按

10%接入种子液，全程振荡发酵 96 h，其中补料

在发酵 24 h内完成，每次补加 1/3初始基质干重

及相应酶载量，使得物料总量分别为 20%、25%、

30%和 35%，结果如表 2所示。在补料初始时，

随着补料量增加，乙醇产量不断提高，在 24 h

内补加 1 倍干重物料使基质浓度相当于 30%时

发酵 96 h后，乙醇产量达到 52.8 g/L，补料 4/3初

始基质干重使基质浓度相当于 35%时直至 96 h，

发酵基质不能完全液化。另一方面，尽管随着

分批补料启动，纤维素乙醇转化率明显降低，

由未补料时的 80%迅速下降至补料到底物浓度

为 30%时的 62%。尽管纤维素乙醇转化率降低，

但考虑到纤维素产量在明显上升，因此仍考虑选

取 24 h 内补加 1 倍干重物料使基质浓度相当于
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30%的分批补料-半同步糖化发酵方式。 

2.4.2  间隔补料时间的确定 

在上面选取 24 h内补加 1倍初始干重物料

使基质浓度相当于 30%的分批补料-半同步糖化

发酵方式基础上，进一步考察间隔补料时间对

终产物乙醇浓度的影响。分别考察了时间间隔

2、4、6、8、12 h 下的发酵效果，每次操作时

按间隔时间和所需要补料次数，把待补料平均

分配，补料方式和结果如表 3 所示，在间隔补

料时间短于 8 h时，随着间隔时间缩短，补料次

数频繁，基质发酵乙醇的产量和转化率有逐步

降低趋势，分析原因可能是由于人工补料次数

增加，致使发酵正常运行中断 (温度波动，振荡

停止)，反而不利于纤维素乙醇发酵；当补料间

隔大于 8 h时，间隔时间延长，补料次数减少，

但批次基质加量过大导致基质浓度过高，水解

糖化较慢，最终影响了发酵乙醇的产量和转化

率。因此，在今后的分批补料式半同步糖化发

酵中，选择每 8 h补料一次，每次补料量为 1/3

初始基质干重使发酵基质浓度相当于 30%的补

料方式。 

2.4.3  纤维素乙醇的分批补料-半同步糖化发

酵运行特征 

以常压甘油自催化预处理麦草为底物，通

过分批补料-半同步糖化发酵方式开展纤维素乙

醇浓醪发酵的实验工作。初始基质浓度 15%，

按酶载量 30 FPU/g 干底物加入纤维素酶制剂

50 ℃预酶解 24 h后降温至温度 37 ℃，接入 10%

种子液后进行全程振荡发酵，在发酵 24 h内每

隔 8 h补加 1/3初始基质干重的干物料及相应酶

载量，使基质浓度相当于 30%，运行 96 h的结

果如图 5所示。经 24 h预酶解，发酵启动时醪

液中葡萄糖浓度为 51.4 g/L，为酵母菌发酵提供

了良好的碳源；发酵启动后 24 h内，葡萄糖被

迅速消耗，尽管进行了 3 次补料，发酵同步的糖

化酶解产生葡萄糖也难以满足菌株生长代谢需要，

24 h左右葡萄糖浓度下降到 2 g/L以下，36 h后发

酵醪液中葡萄糖消耗到 1 g/L以下；在木糖生成方 
 
表 2  分批补料方式对乙醇发酵的影响 
Table 2  Effect of the fed-batch mode on the ethanol production with semi-SSF 

Number DM (%) Interval time (h) Feed-batch Ethanol concentration (g/L) Conversion of cellulose-to-ethanol (%)
1 15 --- --- 33.7 80.0 
2 15+5 24 1 41.0 72.3 
3 15+10 12 2 47.3 66.6 
4 15+15 8 3 52.8 62.0 
5 15+20 6 4 Not liquefied completely 

 
表 3  补料间隔时间对分批补料式半同步糖化发酵的影响 
Table 3  Effect of the interval fed-batch time on semi-SSF 

Number Interval time (h) Feed batch Substrate (%) Ethanol titer (g/L) Conversion of cellulose-to-ethanol (%)
1 2 12 15+15 50.4 59.1 
2 4 6 15+15 51.7 60.6 
3 6 4 15+15 52.2 61.3 
4 8 3 15+15 52.8 62.0 
5 12 2 15+15 51.6 60.5 
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图 5  分批补料-半同步糖化发酵分析 
Fig. 5  Fed-batch semi-SSF under the optimized 
condition. 
 

面，24 h预酶解后醪液中木糖含量达到 8.9 g/L，

由于酵母菌株不能利用木糖作碳源，加之分批

补料强化酶解产糖的作用，醪液中木糖浓度逐

步积累提升直至 36 h左右时达到 15.8 g/L，如

此高的木糖含量存在于发酵醪液中是今后值得

关注和研究的一个方向；在乙醇产量方面，随

着发酵启动，乙醇产量迅速增加，发酵 24 h时

乙醇产量已达 35.7 g/L，此后尽管乙醇浓度提高

速度稍有放缓，但菌株发酵产乙醇水平增加仍

然很快，在 72 h时乙醇产量达到 51.2 g/L，72 h

后由于葡萄糖的匮乏，产乙醇后劲不足，直到发

酵 96 h时，乙醇浓度稍有增加，达到 52.8 g/L。

该结果表明，常压甘油自催化预处理木质纤维

素基质适用于纤维素乙醇的浓醪发酵。 

在分批补料-半同步糖化发酵中，纤维素乙醇

转化率为 62.0%，96 h发酵效率为 0.55 g/(L·h)，

72 h发酵效率为 0.71 g/(L·h)。相比较前面的同

步糖化发酵和半同步糖化发酵，乙醇产量 (72 h)

提高了 50%–60%以上，发酵效率提高了 65%以

上。这些数据表明：分批补料式的半同步糖化

发酵方式是非常有效的。相似的发酵方式也曾

被其他研究者所采用，Zhang 等[13]运用酸碱耦

合预处理玉米芯作发酵基质，在初始底物浓度

19% (酶载量 30 FPU/g 葡聚糖) 时通过分批同步

糖化发酵 96 h，乙醇浓度接近 70 g/L，进一步通

过分批补料至基质浓度 25%，发酵 96 h 后乙醇

浓度为 84.7 g/L；Park等[33]运用碱处理的棕榈果

串纤维，在初始底物浓度 10% (酶载量 15 FPU/g

干基质) 的基础上，通过分批补料至 30%，发

酵 95 h后乙醇浓度为 62.5 g/L；辛崇博等[29]运

用酸碱耦合预处理玉米芯作发酵基质，在初始

底物浓度 20% (酶载量 35 FPU/g 干基质) 的基

础上，通过分批补料至 30%，发酵 96 h后乙醇

浓度为 65.56 g/L；Chang等[34]运用碱预处理麦

草作发酵基质，在初始底物浓度 16%的基础上，

通过分批补料至 22%，发酵 72 h后乙醇浓度为

41.5 g/L。这些研究也都显示分批补料策略是非

常适用于木质纤维素基质的浓醪发酵，该发酵

方式将在纤维素乙醇商业化中呈现出独特优

势。另一方面，相比前面的同步糖化发酵和半

同步糖化发酵，目前分批补料式半同步糖化发

酵的纤维素乙醇转化率偏低 (62%)，远低于前

两者的数据 (90%)。因此未来工作中应采取相

应措施强化酶解，提高纤维素水解，从而将有

助于提高纤维素乙醇发酵水平和发酵效率。 

2.5  各种发酵方式中发酵抑制物分析 
许多文献显示，在乙醇发酵过程中会存在

乙酸、糠醛和羟甲基糠醛等代表性发酵抑制物，

这些糠醛和羟甲基糠醛类细胞毒性物质通常是

在前期预处理过程中产生的，而乙酸在前期预

处理和后期发酵过程中均会产生，这些物质的

存在会明显影响酵母细胞的生长代谢，对乙醇

发酵有不利影响[35-36]。因此，本文对前面各发

酵方式中可能存在的这些发酵抑制物进行了分

析。在以常压甘油自催化预处理麦草为基质的
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同步糖化发酵和半同步糖化发酵  (15%基质浓

度) 中，均检测到乙酸的存在，它们的含量差不

多在 1.4 g/L左右，没有检测到糠醛和 5-羟甲基

糠醛类抑制物；在相当于 30%基质浓度的分批

补料式-半同步糖化发酵中，乙酸浓度为 2.9 g/L，

仍然没有检测到糠醛和 5-羟甲基糠醛类抑制

物。这些结果表明，以常压甘油自催化预处理

木质纤维素原料作基质进行浓醪发酵纤维素乙

醇时，发酵醪液中不存在常见的糠醛和羟甲基

糠醛类抑制物，只有少量有机酸类抑制物存在。

可能原因是：常压甘油自催化预处理过程中产

生了这些发酵抑制物，但是由于本身含量不高，

在基质洗涤过滤时大部分已被洗涤脱除掉，因

此发酵液中糠醛和羟甲基糠醛类物质含量极

少，用目前的示差检测器未能检出，后面工作

中将会采用较为敏感的紫外检测器进行测定；

而乙酸尽管在基质洗涤很少，但酵母发酵过程

中也会代谢产生乙酸。因此，未来工作中，有

必要通过双检测器来准确分析预处理液、抽滤

液和发酵液中这些发酵抑制物含量，以评估这

些发酵抑制物的来去成因。木质纤维素基质发

酵乙醇时，可能由于预处理工艺和发酵前基质

处理上的差异，导致对乙醇发酵抑制情况存在

不同报道。Silverstein等[37]的研究结果表明，稀

酸 (1.25% (V/V) H2SO4，160 ℃，80 min) 预处理

棉花秸秆进行进行纤维素乙醇发酵时糠醛浓度可

高达 4.9 g/L，明显影响了后续发酵；Jørgensen

等[38]报道了 AFEX 处理过程中会产生糠醛这类

抑制物抑制后续的酶解以及发酵过程；Zhang

等[13]运用酸碱耦合预处理方法处理玉米芯高基

质底物浓度发酵时发酵液中也没有检测到乙

酸、糠醛和 5-HMF这几种常见的抑制物；Wang

等[39]利用 SRORL 法处理硬木产生微不足道的

糠醛和HMF这 2种抑制物不会影响后续的酶解以

及发酵。尽管由于前期预处理和发酵过程中不可避

免会产生有机酸、糠醛类抑制物，但这些物质浓度

若不高，可能对酶解糖化和发酵并不会有显著影

响，比如乙酸浓度< 6 g/L和糠醛类物质< 1 g/L[40]。

因此，本研究中产生的乙酸浓度较低 (3.0 g/L)，

几乎不会对浓醪发酵乙醇产生不利影响。 

3  讨论 

近年来国内外许多研究者对各种预处理基

质的高浓酶解和乙醇浓醪发酵进行了广泛研

究，本文则首次报道了以高沸点有机溶剂甘油

进行预处理的木质纤维素基质进行乙醇发酵。

在对发酵培养基和发酵条件等优化选择基础

上，通过采用同步糖化发酵、半同步糖化发酵

和分批补料式半同步糖化发酵等策略最终实现

了常压甘油自催化预处理木质纤维素基质的浓

醪发酵。目前基质浓度相当于 300 g/L，尽管仍

可提高基质浓度至 350–400 g/L，但该基质浓度

也已属于国际上较高浓度；在此基质浓度下纤维

素乙醇理论产量为 85 g/L，但由于纤维素水解产

糖较慢，导致乙醇转化率较低 (62%) 和乙醇产

量不高 (51–53 g/L)。下一步工作中，通过改进

补料方式 (比如延长补料完成时间至 36 h或 48 h) 

和强化酶解糖化 (如采用内置桨叶机械振荡、添

加辅助酶 (木聚糖酶，β-葡萄糖苷酶、木二糖酶

和 GH61)[14-16,41]和酶促因子 (表面活性剂/聚电

解质等)[16,42-43]，有希望使该发酵的纤维素乙醇转

化率达到 80%以上，纤维素乙醇达到 70 g/L。 

在农作物秸秆通过常见预处理后进行纤维

素乙醇发酵方面：由于天然原料 (稻草、油菜杆、

玉米秸、花生壳和麦草) 中纤维素含量本身偏低 

(32%–37%)，各种常见的预处理 (汽爆、稀酸、
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稀碱、热水、离子液和有机溶剂) 在保留纤维素

85%以上时，预处理后基质中纤维素纯度均不

高，通常在 50%左右[44]；若纤维素纯度要达到

60%甚至 70%以上时，纤维素损失较多，保留率

会降至 80%以下[13]；另一方面，在纤维素乙醇

发酵中若要纤维素乙醇含量在 50 g/L以上，浓

醪发酵是关键，基质浓度必须在 20%以上，基

质浓度按国际上最高水平 35%–40%计算，则农

作物秸秆纤维素乙醇发酵水平也不过 100 g/L。

因此，对于未来的农作物秸秆纤维素乙醇发酵

工业，努力提高基质纤维素纯度和发酵基质浓

度是实现纤维素乙醇达到“三高”指标的关键。在

基质浓度日益接近目前技术极限水平 (35%–40%) 

时，采用各种新型预处理在纤维素高保留率时

提高纤维素纯度是未来值得关注的研究方向。 

4  结论 

本文以常用甘油自催化预处理麦草作为基

质，进行了纤维素乙醇浓醪发酵的探索。在对

发酵培养基和发酵条件等优化选择基础上，通

过采用同步糖化发酵、半同步糖化发酵和分批

补料式半同步糖化发酵等策略，逐步实现了该

基质的浓醪发酵。在同步糖化发酵条件 (15%基

质浓度、加酶量 30 FPU/g干底物、硫酸铵 10 g/L；

接种量 10%，温度 37 ℃全程振荡发酵) 下发酵

72 h时乙醇产量为 31.2 g/L，发酵效率 0.43 g/(L·h)；

改用半同步糖化发酵方式，预酶解时间 24 h时

乙醇产量提高到 33.7 g/L，纤维素乙醇转化率将

近 80%，发酵效率 0.47 g/(L·h)；进一步采用分

批补料式半同步糖化发酵，24 h 内每 8 h 补加

1/3发酵初始基质干重的干料，使基质浓度相当

于 30%，发酵 72 h时乙醇产量达到 51.2 g/L，纤

维素乙醇转化率为 62%，发酵效率为 0.71 g/(L·h)，

该发酵抑制物很少，无糠醛和 5-羟甲基糠醛类

发酵抑制物，乙酸含量不足 3 g/L。常压甘油自

催化预处理木质纤维素原料适用作基质，进行

纤维素乙醇浓醪发酵，采用高纤维素纯度的基

质和新型补料方式来提高发酵液中纤维素浓

度，并强化其酶解糖化，是未来实现纤维素乙

醇浓醪发酵产业化的关键。 
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