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摘 要: 纤维乙醇废水经过厌氧发酵生产沼气处理后，将其回用作为纤维乙醇发酵配料用水，从而实现

纤维乙醇废水的回用． 沼液中含有的甲酸、乙酸和丙酸等小分子有机酸是抑制酵母发酵的主要物质，考

察了这些有机酸对纤维素酶解和酵母发酵的影响． 研究表明: 厌氧发酵废水中含有的甲酸、乙酸和丙酸

对纤维素酶解具有影响，可通过调节酶解液的 pH 值而消除; 甲酸、乙酸和丙酸对酵母发酵的抑制浓度分

别为 1． 6，3． 0，3． 0 g /L．
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0 引言

随着各国对能源需求的增加，利用纤维原料

生产纤维乙醇成为国内外学者的研究热点［1］． 目

前，纤维乙醇项目存在的技术瓶颈主要有: 废水处

理问题; 纤维原料的预处理能耗较大［2 － 3］; 秸秆运

输储存困难; 生产所需纤维素酶的成本高［4 － 5］，这

些因素导致纤维乙醇生产成本居高难下，每生产

1 t 纤维乙醇约产生 20 t 废水． 而随着纤维乙醇生

产规模的扩大，需要处理的废水量巨大［6］; 同时，

纤维乙醇废水污染负荷高、组分复杂，具有色度高

和 COD( 化学需氧量，Chemical Oxyen Demand) 高

的特点，是一种难处理的工业废水． 目前，蒸馏废

液以采用“厌氧 － 好氧法”生物处理工艺为主，最

终的废水( COD 约 300 ～ 400 mg /L) 还需排放进

入城市污水处理系统，加大了城市污水处理负荷．
废水好氧处理法投入大、难达标［7］，好氧处理成

本达 10 元 / t，并且好氧污泥造成的污染隐患也依

然存在． 因此，要发展纤维乙醇工业，必须解决其

高浓度废水污染问题．
纤维乙醇废水首先经厌氧发酵生产沼气处

理，然后将沼液作为工艺配料用水回用于纤维乙

醇生产过程，这是解决纤维乙醇废水污染最有效

的途径［8］． 废水的回用［9］不仅可以节约水资源，

而且可减少废水排放对环境的污染［10］，从而降低

纤维乙醇生产成本．
厌氧发酵生产沼气过程主要包括 3 个阶段:

①水解液化阶段，发酵性细菌所分泌的胞外酶将

沼气原料中的非水溶性有机物转化为可溶性的有

机酸和醇类等;②产酸阶段，主要是把第一阶段的

产物丙酸、丁酸、乳酸和醇类等在产氢产乙酸菌的

作用下转化为乙酸，同时产生 H2 和 CO2 ; ③产甲

烷阶段，是利用产甲烷菌将乙酸和 H2、CO2 等转

化为沼气． 厌氧产沼气后的沼液中含有少量甲酸、
乙酸和丙酸等小分子有机酸，这些物质累积到一

定程度就会对酵母生长和乙醇发酵产生抑制． 笔

者主要研究了甲酸、乙酸和丙酸等小分子有机酸

对纤维素酶解和乙醇发酵的影响，旨在为纤维乙

醇废水回用提供理论支撑．

1 实验部分

1． 1 实验材料和仪器

材料: 汽爆玉米秸秆，河南天冠企业集团有限

公司; 纤维素酶，诺维信( 中国) 生物技术有限公

司，酶活为 1 381 U /mL( 滤纸酶活法) ; 安琪耐高

温型酿酒高活性干酵母，湖北安琪酵母股份有限

公司; 所用试剂均为分析纯．
仪器: UV －2102 PC 型紫外可见分光光度计，
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尤尼柯上海仪器有限公司; FIWE3 /6 纤维素测定

仪，北京盈盛恒泰科技有限责任公司; PHS － 3S
型精密酸度计，上海大普仪器有限公司; HZ －
9311K 恒温振荡器，太仓市科教器材厂; 数显恒温

水浴锅，郑州长城科工贸有限公司; 电热手提压力

蒸汽消毒器，上海医用核子仪器厂．
1． 2 酵母的活化

用 5 mol /L 的 H2SO4 将 2% 葡萄糖水溶液的

pH 值调到 4． 5 ～ 5． 0，于 121 ℃ 的灭菌锅中灭菌

20 min，冷却至 40 ℃，向 50 mL 的上述灭菌后的

葡萄糖水溶液中加入 3 g 干酵母，在 38 ℃的恒温

水浴中保温 30 min，即可做酒母使用．
1． 3 实验方法

酶解: 按照底物浓度 15%的比例，称取一定量

的汽爆玉米秸秆置于三口烧瓶中，然后分别加入一

定量 pH 4． 8 的柠檬酸缓冲溶液、纤维素酶和聚乙

二醇，摇匀，将三口烧瓶放入到 50 ℃恒温水浴，以

200 r /min 搅拌速度酶解 48 h，酶解液经离心机离

心后，取上清液，适当稀释后测其还原糖浓度．
发酵: 取 150 mL 酶解液，酵母接种量 1% ( 体

积分数) ，摇匀后封口，放入 34 ℃ 恒温摇床中震

荡，摇床转速为 160 r /min，发酵一定时间后，取样

测定其乙醇含量和残余还原糖浓度．
1． 4 分析方法

1． 4． 1 玉米秸秆成分分析

蒸汽爆破后的玉米秸秆成分采用纤维素测定

仪测定． 其主要成分为: 纤维素 31． 68% ; 半纤维

素 17． 62% ; 木质素 22． 11% ; 灰分 10． 64% ; 其他

17． 95% ( 均为质量分数) ．
1． 4． 2 还原糖浓度的测定

采用 3，5-二 硝 基 水 杨 酸 ( DNS 试 剂) 法 测

定［11］． 取 0． 5 mL 稀释至一定倍数的酶解液于 25
mL 比色管中，加入 pH 4． 8 的柠檬酸缓冲液 1． 5
mL 和 DNS 3 mL，混匀，将比色管置于沸水浴中反

应 10 min，取出迅速冷却至室温，用蒸馏水定容至

25 mL，混匀，用 1 cm 比色皿在波长 540 nm 处测量

吸光度，用标准曲线法求出还原糖葡萄糖的含量．
1． 4． 3 乙醇含量( 体积分数) 的测定

取 100 mL 发酵液和等体积的蒸馏水于三口

烧瓶中进行蒸馏，用容量瓶收集 100 mL 馏出液，

然后用重铬酸钾比色法［11］，在波长 610 nm 处测

定吸光度，求出乙醇含量．

2 结果与讨论

2． 1 甲酸、乙酸和丙酸对酶解的影响

纤维乙醇废水经厌氧发酵生产沼气处理后的

沼液废水中含有甲酸、乙酸和丙酸等小分子有机

酸，这些有机酸影响纤维素酶的糖化效率． 酶解试

验的条件为: pH 4． 8; 底物浓度 15% ( 质量分数) ;

聚乙二醇 0． 15% ( 质量分数) ; 纤维素酶用量 50
U /g( 纤维素量) ; 酶解时间 48 h． 为考察小分子有

机酸对酶解的影响，向酶解液中加入不同浓度的

甲酸、乙酸和丙酸，按照 1． 3 中的实验方法进行酶

解，酶解 48 h 后，测定酶解液的还原糖浓度和 pH
值，结果见图 1．

图 1 不同浓度的有机酸对还原糖浓度和酶解液最终

pH 的影响

Fig． 1 Effect of organic acid on reducing sugar
concentrations and final pH values of enzymatic solution

按照上述方法加入有机酸后，再用 5 mol /L
氢氧化钠溶液分别调节酶解液的初始 pH 值为 4． 8，
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然后进行酶解 48 h，考察调节酶解液的 pH 值后 3
种酸对酶解糖化效率的影响，结果如图 1 所示．

由图 1 可以看出，甲酸、乙酸和丙酸对酶解的

影响表现出相似的规律． 随着酸浓度的增加，酶解

液的 pH 值逐渐降低，酶解 48 h 后所得的还原糖

浓度也呈下降趋势． 当加入甲酸、乙酸，丙酸的浓

度均为 2 g /L 时，酶解液的 pH 值分别为 4． 01，

4． 47和 4． 55，所对应的还原糖浓度分别为 51． 7，

54． 6，54． 6 g /L． 可以看出，添加甲酸的酶解液 pH
值降低较明显，强于乙酸和丙酸，而且所对应的还

原糖浓度降低也比较显著，这主要是由于甲酸的

酸性强于乙酸和丙酸，pH 值的改变影响了纤维素

酶的活性，降低了纤维素酶的反应速率，从而使最

终的还原糖浓度降低．
从图 1 还可以看出，加不同量的有机酸，再将

酶解液的 pH 值调节为 4． 8 后进行酶解，得到的

最终还原糖浓度与不加有机酸相比没有明显差

别． 因此，一定浓度的甲酸、乙酸和丙酸对酶解的影

响主要是由酸度引起的，可通过调节酶解液的 pH
值来消除小分子有机酸对酶解糖化效率的影响．
2． 2 甲酸、乙酸和丙酸对乙醇发酵的影响

经厌 氧 沼 气 发 酵 可 去 除 纤 维 乙 醇 废 水 中

80%以上的 COD，但出水的 COD 仍然可达 3 000
mg /L 以上，其中含有未转化成沼气的甲酸、乙酸、
丙酸等小分子有机酸． 废水回用过程中含有的这

些有机酸会对乙醇发酵造成影响． 不同的有机酸

对乙醇发酵和耗糖率的抑制作用差别很大，这是

由于细胞膜具有选择性，对于不同的有机酸，其通

透性是不同的． 不同的酸根离子在细胞内的存在

形式也有差异，对细胞内外的浓度影响也不相同．
2． 2． 1 甲酸对乙醇发酵的影响

按照试验方法进行发酵，发酵前向醪液中添

加不同量的甲酸，使浓度分别为 0，0． 6，1． 2，1． 6，

2． 0，2． 5，3． 0 g /L，酵母接种量 1% ( 体积分数) ，

发酵 12，24，36，48，60 h 后取样，分别测其乙醇含

量和还原糖浓度，结果见图 2 和图 3．
甲酸是沼气发酵的一种前驱体物质，在厌氧

过程中，甲酸可直接被甲烷菌利用转化成沼气． 当

发酵醪液中的甲酸达到一定浓度时，会对乙醇发

酵产生抑制作用． 从图 2 和图 3 可看出，随着甲酸

浓度的增加，乙醇发酵受到抑制，酵母开始发酵的

时间延长，与此同时耗糖速率也开始减慢． 当甲酸

浓度较低时，甲酸并未对乙醇发酵产生明显影响．
当甲酸浓度达到 1． 6 g /L 时，乙醇发酵开始表现

出明显的抑制现象，最终发酵液中乙醇含量与对

照组相比也明显减少，与之对应的残还原糖量也

在增加． 当甲酸浓度达到 3 g /L 时，乙醇发酵几乎

被完全抑制． 乙醇发酵的抑制作用主要表现在前

期，酵母的数量增加慢，从而使乙醇含量低，耗糖

速率慢． 由此可知，甲酸对乙醇发酵的抑制浓度为

1． 6 g /L．

图 2 不同浓度的甲酸对发酵液乙醇含量的影响

Fig． 2 Effect of formic acid on ethanol production
at different fermentation times

图 3 不同浓度的甲酸对耗糖速率的影响

Fig． 3 Effect of formic acid on reducing
sugar consumption

2． 2． 2 乙酸对乙醇发酵的影响

在发酵液中加不同量的乙酸，使其浓度分别

为 0，1，2，3，3． 5，4，6 g /L，酵母接种量 1% ( 体积

分数) ，按照试验方法进行发酵，发酵 12，24，36，

48，60 h 后，分别测定发酵液中乙醇含量和还原

糖浓度，结果见图 4 和图 5．
乙酸是沼气发酵中产生甲烷的主要前驱体物

质，因此在厌氧发酵沼液中有少量存在． 若在发酵

过程中污染了乙酸菌，也会产生乙酸． 从图 4 和图

5 可以看出，当乙酸浓度较低时，乙酸不仅不会对

酵母发酵产生抑制作用，相反还会促进发酵． 在乙

酸浓度为 1 g /L 时，发酵 60 h 后乙醇含量与对照

组相比略有提高，这可能是由于乙酸浓度较低时，

酵母可以利用低浓度的乙酸作为碳源进行发酵产
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乙醇． 当乙酸达到 3 g /L 时，将会抑制酵母的生

长，主要表现在发酵的前期，酵母的数量与对照组

相比增加较慢，但酵母仍保持自身的活性，与此同

时发酵液中的耗糖速率也较慢，发酵结束后，添加

组与对照组相比乙醇含量略有降低． 随着乙酸浓

度继续增加，当乙酸浓度达到 6 g /L 时，乙醇发酵

几乎被完全抑制，糖几乎不被消耗． 由此可知，乙

酸对乙醇发酵的抑制浓度为 3 g /L．

图 4 不同浓度的乙酸对发酵液乙醇含量的影响

Fig． 4 Effect of acetic acid on ethanol production at
different fermentation time

图 5 不同浓度的乙酸对耗糖速率的影响

Fig． 5 Effect of acetic acid on reducing
sugar consumption

2． 2． 3 丙酸对乙醇发酵的影响

在发酵液中加入同量的丙酸，使其浓度分别

为 0，1，2，3，3． 5，4，5 g /L，酵母接种量 1% ( 体积

分数) ，按照试验方法进行发酵，发酵 12，24，36，

48，60 h 后取样，分别测定其乙醇含量和还原糖

浓度，结果见图 6 和图 7．
丙酸是沼气发酵中一个重要的中间产物，与

其他中间产物相比，丙酸转化甲烷的速率是最慢

的，而且它也是沼气发酵的限制性物质，若发酵

条件的控制不当，易造成丙酸型发酵． 从图 6 和图

7 可以看出，当丙酸浓度低于 2 g /L 时，与对照组

相比，丙酸对乙醇发酵和耗糖速率没有明显的差

别． 丙酸浓度高于 3 g /L 时，乙醇的发酵开始表现

出明显的抑制现象，酵母的生长也受到了抑制，耗

糖速率也开始减慢． 随着丙酸浓度的增加，丙酸对

乙醇发酵的抑制作用越来越强烈，当丙酸浓度为

5 g /L 时，乙醇发酵抑制率可达 80% ． 由此可知，

丙酸对乙醇发酵和耗糖的抑制浓度为 3 g /L．

图 6 不同浓度的丙酸对乙醇含量的影响

Fig． 6 Effect of propanoic acid on ethanol production
at different fermentation time

图 7 不同浓度的丙酸对耗糖速率的影响

Fig． 7 Effect of propanoic acid on reducing
sugar consumption

2． 2． 4 有机酸对乙醇发酵的抑制机理［12］

由于酵母细胞内的 pH 值接近中性，未解离

的有机弱酸通过扩散的方式穿过细胞膜进入细胞

质内，在胞内不断地发生解离，造成了胞内质子浓

度的不断增加，破坏了胞内质子梯度，使得膜电位

降低． 为了维持胞内 pH 值在最佳的代谢范围，细

胞必需依靠 ATP 产生能量将质子运出胞外以维

持细胞内中性环境． 由于细胞内能量的大量消耗，

又不能及时得到补充，使得必需的酶、辅酶和营养

物质缺乏，就会对细胞代谢速率和原料利用速率

产生抑制作用，从而影响了酵母发酵过程．

3 结论

构建纤维乙醇厌氧发酵 － 沼液资源化处理回
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用耦联工艺系统为消除纤维乙醇废水污染隐患指

明了方向． 笔者对纤维乙醇废水回用中的关键问

题进行了研究，主要考察了甲酸、乙酸和丙酸对纤

维素酶解和乙醇发酵的影响规律． 结果表明: 甲

酸、乙酸和丙酸对纤维素酶解反应的影响主要是

酸度的影响，可以通过调节酶解液的初始 pH 值

而消除． 甲酸对乙醇发酵产生抑制的有效抑制浓

度为 1． 6 g /L，乙酸和丙酸对乙醇发酵产生抑制的

有效抑制浓度均为 3 g /L． 小分子有机酸是厌氧发

酵生产沼气的重要底物，也是厌氧发酵的中间产

物，因此，控制厌氧沼气发酵的稳定运行以及降低

沼液中残留的甲酸、乙酸和丙酸的量，是实现纤维

乙醇废水回用的重要前提．
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Effect of Organic Acid on Enzymatic Hydrolysis and Ethanol Fermentation of Cellulose

HAN Xiuli1，ZHAO Haohao1，LU Feng2，CHANG Chun1，HE Yuyuan1

( 1． School of Chemical Engineering and Energy，Zhengzhou University，Zhengzhou 450001，China; 2． Zhoukou Environmental
Monitoring Station，Zhoukou 466002，China)

Abstract: The cellulosic ethanol wastewater was first treated by anaerobic digestion ( methane fermentation) ，

and then the anaerobic digestion liquid was used as burden water on cellulosic ethanol fermentation，so that re-
use of cellulosic ethanol wastewater could be realized． The small molecule organic acids in the anaerobic efflu-
ent，mainly formic acid，acetic acid and propanoic acid，were potential inhibitors of ethanol fermentation． The
effects of organic acids on enzymatic hydrolysis and yeast fermentation of cellulose were studied． The results
showed that the potential inhibitory effects of formic acid，acetic acid and propanoic acid on enzymatic hydrol-
ysis could be avoided by controlling the medium pH． The inhibitory concentrations of formic acid，acetic acid
and propanoic acid on yeast fermentation were 1． 6，3． 0 and 3． 0 g /L，respectively．
Key words: cellulosic ethanol; enzymatic hydrolysis; fermentation; formic acid; acetic acid; propanoic acid


