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汽爆玉米秸秆糖化及发酵丁醇工艺的优化研究
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摘要：为了得到较高的丁醇浓度，以汽爆玉米秸秆为原料，对6种糖化工艺路线进行对比研究．结果

表明：首先加入纤维素酶量的1／3，反应24 h后，再加入1／3纤维素酶，剩下的纤维素酶再隔12 h加入，

共糖化48 h是一条较佳的糖化工艺路线．在此基础上。通过单因素试验和正交试验的考察。得到较优的

丁醇发酵工艺条件．采用优化的工艺条件进行发酵，丁醇浓度达到了9．42 g／L．
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0 引言

能源短缺与环境污染，使新型生物能源的开

发势在必行．丁醇因其具有能量密度高、易与汽油

混合等特点，而成为替代石油的重要选择¨1．秸

秆是地球上最丰富廉价的资源，以秸秆为原料制

备生物丁醇在解决粮食、能源、环境污染等问题中

具有重要的作用．

微生物无法直接利用秸秆为底物进行丁醇发

酵，需将其水解产生葡萄糖、木糖等单糖后再用于

丁醇发酵‘2。．而水解后还原糖含量直接影响到丁醇

的产量．但目前，对经蒸汽爆破预处理的玉米秸秆

为原料，进行糖化和丁醇发酵工艺研究的报道较

少．李冬敏等¨1用汽爆玉米秸秆进行丁醇发酵，丁

醇浓度达到了6．52 g／L．其丁醇含量较低，难以满

足规模化应用的条件．因此，本研究尝试首先通过

对汽爆玉米秸秆的糖化工艺进行考察，筛选出较佳

的糖化工艺，并在此基础上，分别对温度、pH值、底

物浓度、纤维素酶用量、菌种种龄及接种量、培养基

的组成和发酵时间8个方面进行丁醇发酵工艺条

件的试验研究，得出汽爆玉米秸秆发酵丁醇的优化

工艺，为进一步的放大试验研究提供参考依据．

1材料与方法

1．1 试验材料

丙酮丁醇梭菌(Clostridium acetbutylicum ZZU

—01)：郑州大学生化中心保藏；种子培养基：5％

玉米醪；种子液活化：取一玉米醪储存的试管菌

种，沸水浴中处理90 s．然后在厌氧操作台上

(YQX—II厌氧培养箱，上海跃进医疗器械厂)接

种于5％玉米醪培养基，活化至对数期；纤维素

酶：滤纸酶活力110 IU／mL；汽爆玉米秸秆：将玉

米秸秆切至3～4 cm长，于1．5 MPa，205 oC条件

下汽爆处理8 min，汽爆处理后秸秆经水洗脱毒并

于80℃干燥恒重后，保藏待用；酶解液的制备：取

一定量烘干的秸秆于锥形瓶中，加自来水，使底物

质量分数为15％．然后按照糖化工艺设计的条件

加入纤维素酶(30 IU／g)，木聚糖酶(200 IU／g)，

Tween一20(质量分数为0．15％)，调pH为4．8，

于50 oC，150 r／rain下反应一定时间后，离心取上

清液．

1．2糖化工艺设计

以蒸汽爆破预处理的玉米秸秆为原料，共进

行了6种不同的秸秆糖化发酵丁醇工艺研究(称

为糖化工艺I～VI)．分别对比了汽爆玉米秸秆

经6种糖化工艺后的丁醇发酵结果．不同糖化方

法的具体工艺为

糖化工艺I：将纤维素酶一次性加人，糖化

48 h：

糖化工艺Ⅱ：首先加入纤维素酶量的1／2，反

应24 h后再加入1／2纤维素酶，共糖化48 h；

糖化工艺Ⅲ：将纤维素酶分成3等份，首先加
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人纤维素酶量的l／3，每隔6 h加一次纤维素酶，

共糖化24 h；

糖化工艺Ⅳ：纤维素酶加入法与糖化工艺Ⅲ

相同，但糖化时间延至48 h；

糖化工艺V：首先加入纤维素酶量的1／3，反

应24 h后，再加入1／3纤维素酶，剩下的纤维素

酶再隔12 h加入，共糖化48 h；

糖化工艺Ⅵ：初始底物体质量分数为15％，加

入相应量的纤维素酶，反应24 h，每隔12 h，补一次

原料，并且加入相应量的纤维素酶，共糖化48 h．

1．3发酵培养基与培养方法

发酵培养基：秸秆酶解上清液1 L，酵母抽提

物1 g，KH2 P04 0．5 g，MgS04·7H2 0 0．3 g，

(NH。)2SO。5 g，FeS04·7H20 0．01 g，尿素2 g，

CaC03 5 g‘3‘41．pH7．0，121℃，灭菌20 min．除了

考察培养基的影响因素外，其他试验中的发酵培

养基均采用以上基础培养基．

发酵方法：将活化24 h的种子液，按体积分

数为5％接种量进行接种，首先采用35℃，厌氧

发酵72 h的条件，考察不同糖化工艺对丁醇发酵

的影响．在此基础上，对丁醇发酵的温度、底物浓

度、纤维素酶的用量、接种量和发酵时间进行了单

因素试验；对培养基酵母抽提物，KH：PO。，

MgS04·7H2 0，(NH。)2 S04，FeS04·7H2 0，尿素

和CaCO，进行了L，：(74)正交试验．在优化的基础

上，对发酵后的丁醇产量进行了考察．

1．4分析方法

(1)秸秆成分测定：采用质量减重法”。．

测得汽爆玉米秸秆主要成分为：纤维素的质

量分数为33．68％；半纤维素的质量分数为

7．29％；木质素的质量分数为22．31％．

(2)还原糖的测定：DNS法旧o．

(3)溶剂的测定：气相色谱法⋯．

2试验结果与分析

2．1 糖化工艺对丁醇发酵的影响

根据1．2节的试验设计，以还原糖含量和发

酵丁醇浓度为考察目标，试验结果如表1所示．

表1结果表明，糖化工艺Ⅵ的还原糖含量最

高，为48．77 g／L，但丁醇含量仅有4．01 g／L，这可

能是因为分批补料糖化使底物浓度增加的同时，

也增加了抑制剂的浓度，严重抑制了丁醇发酵．糖

化工艺I与Ⅱ相比较，可知分步酶解要比一步酶

解得到的还原糖含量高，还原糖含量的增加，也使

得后续的丁醇发酵的浓度升高．以上结果表明，多

步糖化和适当的糖化时间能够更充分地酶解纤维

素，提高还原糖的含量，从而提高后续的丁醇发酵

浓度．糖化工艺V的丁醇产量达到了7．44 g／L，高

于其它5种糖化发酵的丁醇产量，因此糖化工艺

V是汽爆玉米秸秆糖化发酵丁醇工艺中较优的工

艺路线．下面在糖化工艺V的基础上，进一步优化

丁醇发酵的工艺条件．

表1不同糖化发酵试验结果

Tah．1 Fermentative results of different saccharification

糖化工艺 I Ⅱ Ⅲ Ⅳ V Ⅵ

还原糖浓度／
34．66 36．18 31．96 40．58 40．58 48．77

(g·L_1)

丁醇浓度／
6．32 6．64 6．11 7．41 7．44 4．0l

(g·L“)

2．2丁醇发酵工艺条件的优化

2．2．1 温度对发酵的影响

本研究以得到最高的丁醇浓度为考察目标，

首先对温度的影响进行考察．试验条件为：底物浓

度15％(质量分数)，纤维素酶用量30 IU／g，接种

量7％，基础培养基，发酵时间72 h．不同温度对

丁醇发酵的影响如图1所示．由图可知，本试验中

发酵温度为37℃时，丁醇产量最高．

图1温度对发酵的影响

Fig．1 Effect of temperature on fermentation

2．2．2底物浓度对发酵的影响

通常采用增加底物的方法，获得较高的丁醇

产量，提高丁醇生产的经济性．但随着底物的增

加，会造成有害抑制物的积累等一系列问题哺]．

因此寻找适宜的底物浓度显得尤为必要．试验对

底物浓度研究条件如下：温度37℃，纤维素酶用

量30 IU／g，接种量7％，基础培养基，发酵时间

72 h．考察不同底物浓度对发酵的影响，结果如图

2所示．由图可知，当底物质量分数为15％时，丁

醇浓度最高．
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图2底物浓度对发酵的影响

Fig．2 Effect of substrate concentration on fermentiaon

2．2．3 纤维素酶用量对发酵的影响

在丁醇发酵过程中，酶的水解对丁醇的生成

有决定性的作用．在温度37℃，底物浓度15％，

接种量7％，基础培养基，发酵时间72 h的试验条

件下，不同纤维素酶用量对发酵的影响如图3所

示．图中结果表明，在纤维素酶用量25～40 IU／g

的范围内，丁醇浓度随酶用量的增加而增加．较低

的纤维素酶用量，不能有效的将秸秆酶解转化为

还原糖，不利于后续的发酵；而较高的纤维素酶用

量会增加生产成本．因此，选用30 IU／g为较优的

纤维素酶用量．
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图3纤维幕酶用量对发酵的影响

Fig．3 Effect of loading of cellulose on fermentation

2．2．4 菌种接种量对发酵的影响

在发酵过程中，接种量与菌种的生长速度和

丁醇的产量密切相关．因此，在温度37℃、底物浓

度15％、纤维素酶用量30 IU／g、基础培养基、发

酵时间72 h的试验条件下，进一步考察接种量对

发酵的影响，结果见图4．接种量为7％时，丁醇产

量最高．而接种量过高或过低，都会造成丁醇浓度

明显下降．所以确定7％为最佳接种量．

2．2．5培养基组成对发酵的影响

发酵培养基的组成对菌体的生长代谢和镕剂

的生成有重要的影响．因此笔者重点考察了酵母

抽提物(A)，KH：PO。(曰)，MgSO。·7H2 O(C)，

(NH。)：SO。(D)，FeSO。·7H：O(E)，尿素(F)和

CaCO，(G)7种营养物组成对丁醇浓度的影响．试

验条件为：温度37℃、底物浓度15％、纤维素酶

用量30 IU／g、接种量7％、发酵时间72 h．试验采

用L，：(74)正交试验进行培养基的优化，优化试验

及结果见表2．

由表2的数据可以得到，优化培养基组成为：

KH2 P04 0．8 g／L，MgS04·7H2 O 0．1 g／L，

FeS04·7H20 0．01 g／L，尿素3 g／L，CaC03 8 g／L．

进一步和丁醇浓度最高的28号试验进行验

证试验，结果如表3所示．

由表2和表3的结果，可得到较优的培养基

组合为：酵母抽提物1 g／L，KH2 P04 0．8 g／L，

MgSO。·7H2 O 0．1 g／L，(NH。)2 SO。2 g／L，

FeSO。·7H：O 0．03 g／L，尿素2 g／L．在此条件下，

发酵的丁醇浓度为9．37 g／L．

，
0
●

b。

{：

越
装
链
k

图4 接种量对发酵的影响

Fig．4 Effect of inoculums on fermentation

2．2．6发酵时间对发酵的影响

发酵时间直接影响丁醇生产的效率．在温度

37℃，底物浓度15％，纤维素酶用量30 IU／g，接

种量7％，优化的培养基的条件下，不同发酵时间

对发酵的影响结果见图5．
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l图5 I发酵时间对发酵的影响

Fig．5 Effe矗ofI fermelItation time on fermentation

万方数据



第1期 刘利平，等：汽爆玉米秸秆糖化及发酵丁醇工艺的优化研究47

试验结果表明，当发酵时间达到48 h时，丁

醇浓度已基本趋于平稳．因此，可以选择48 h为

较优的发酵时间，此时的丁醇含量为9．42 g／L．

表3 两种培养基对发酵的影响

Tab．3 Effects of two kinds of medium on fermentation

3 结论

(1)笔者通过对不同糖化发酵丁醇试验结果

的比较，得到糖化工艺V，即首先加入纤维素酶量

的1／3，反应24 h后，再加入1／3纤维素酶，剩下

的纤维素酶再隔12 h加入，共糖化48 h是一条较

佳的工艺路线．

(2)在糖化工艺V的基础上，通过对丁醇发

酵工艺中8个影响因素的考察研究，得到了在温度

万方数据
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37℃，底物浓度15％，纤维素酶用量30 IU／g，接种

量7％，优化的培养基组成：酵母抽提物1 g／L、

KH2PO。0．8 g／L，MgSO。·7H20 0．1 g／L，(NH。)2

S04 2 g／L，FeSO。·7H20 0．03 g／L，尿素2 g／L，发

酵周期为48 h的条件下，丁醇浓度达

到9．42 g／L．

(3)试验表明汽爆玉米秸秆糖化发酵丁醇，

取得了较好的发酵效果，为进一步的放大试验提

供参考．
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Study on Saccharincation of Steam-exploded Corn Stalk and

Butanol Fermentation Process Optimization

LIU Li—ping，SHEN Li-ying，CHANG Chun

(School of Chemical Engineering and Energy，Zhengzhou University，Zhengzhou 450001，China)

Abstract：Several processes of saccharification based on steam．exploded COITI stalk were compared in this pa．

per，and the best process of saccharification is：adding 1／3 cellulase firstly，adding 1／3 cellulase after 24 h，

then adding the rest of the cellulase after 1 2 h，and saccharification 48 h in a11．On this basis。the better con．

ditions of fermentative process were investigated by single-factor experiment and orthogonal test．Under the op-

timum conditions，the concentration of butanol can reach 9．42 g／L．

Key words：steam exploded coin stalk；saccharification；butanol；fermentation；medium
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