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Abstract: The aim of this study was to achieve the optimum process parameters for fuel ethanol 
production on pilot scale from corncob. After the optimization of orthogonal experiment, the process 
configuration including dilute acid pretreatment and separated saccharification and fermentation(SHF) 
was obtained: the optimum pretreatment were at 120℃ for 3hours with 1.1% sulphuric acid as well as 
solid-to-liquid ratio=1:8, and the optimum enzymatic hydrolysis were at initial pH5.0 and 48℃ for 
48hours with FPA(IU·mL-1):CBA(IU·mL-1)=20:7 and 180g·L-1 substrate produced by pretreatment. The 
maximum ethanol concentration in the enzymatic hydrolyzates fermentation by Zymomonas mobilis at 
35℃ for 48hours reached 67.8g·L-1. 

Keywords: fuel ethanol production; pilot scale; corncob; dilute acid pretreatment; separated 
saccharification and fermentation (SHF) 
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摘  要: 利用正交试验在中试水平考察了玉米芯的稀硫酸预处理和分步糖化与水解生产乙醇的工艺，

结果：最佳预处理工艺为稀硫酸浓度 1.1%，温度 120℃，固液比 1:8，时间 3h；酶解糖化最佳工艺为：

起始底物浓度 180 g·L-1，滤纸酶活：纤维二糖酶活=20.0IU·g-1底物：7.0IU·g-1底物，pH=5.0，48h; 利

用运动发酵单胞菌发酵酶解液，35℃，48h，发酵液中乙醇浓度最高 67.8g·L-1。 

关键词: 燃料乙醇生产；中试；玉米芯；稀酸预处理；分步水解与发酵；  

 

1 引言 

目前，地球上石油和煤炭等化石能源的可探明储量

有限加，而产量已接近了极限，人类正面临着能源危机

的严峻挑战[1,2]。2003 年 6 月召开的“国际可再生能源会

议”提出了全球应该加速实现从矿物能源时代向可再生

能源过渡的发展战略。许多国家开始制定或调整能源政

策，把生物能源的研究和开发摆在了重要的位置。生物

燃料乙醇作为安全、洁净的燃料及汽油添加剂目前己经 

备受关注[3-5]，大力发展乙醇与汽油的混合燃料势在必

行。 

传统的乙醇发酵工业主要以玉米、小麦等粮食淀粉

或甘蔗汁为原料，但其原料成本高达总成本的 40%[6]。

而中国地少人多的国情现状，也决定了基于粮食为原料

的乙醇大规模生产必将导致“与人畜争粮，与粮食争地”

的不利局面。在我国利用甘蔗等糖料作物生产二燃料乙

醇也将受到土地资源和原料成本的限制而无法大规模

推广。木质纤维原料是地球上最丰富、最廉价的可再生
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资源[7]。全世界每年通过光合作用产生的木质纤维生物

质高达 1000 亿吨，其中 89%目前尚未被人类利用[8]。

我国的木质纤维原料也非常丰富，每年仅农作物秸秆就

有 7 亿多吨，加上数量巨大的林业纤维废料和工业纤维

废渣，每年可利用的木质纤维原料总量可达 20 亿吨以

上。木质纤维原料中纤维素约占干重的 35-45%，半纤

维素约占 20-40%，采用适宜技术将它们水解成可发酵

性糖，进一步发酵生产乙醇[9-12]，有可能改变传统的生

产方式，对我国经济和社会的可持续发展具有十分重大

的意义[13,14]。 

本文以玉米芯为原料生产燃料乙醇进行了中试研

究，分别考察了稀酸预处理和分步水解与发酵工艺工

艺，确定了各自最佳条件。 

2 材料和方法 

2.1 实验原料 

原料：玉米芯，取自江苏省铜山县张集镇，自然

风干备用。 

2.2 纤维酶、菌种和培养基 

纤维酶原液 1：滤纸酶活(filter paper activity, FPA)

为 60FPIU·mL-1，由里氏木霉（T.reesei）生产；纤维

酶原液 2：纤维二糖酶活（cellobiase activity，CBA）

为 30CBIU·mL-1，由黑曲霉（Aspergillus niger）生产。

运动发酵单胞细菌（Zymomonas mobili）：本实验室

保存；Z.mobilis 种子培养基（W/V）：葡萄糖 10%，

酵母膏 0.50%，硫酸铵 0.10%，磷酸二氢钾 0.10%，硫

酸镁 0.05%，28℃培养；Z.mobilis 发酵培养基（W/V）：

酶解液还原糖，酵母膏 0.90%，磷酸二氢钾 0.10%，

pH5.0。 

2.3 主要仪器设备 

电动直联秸秆粉碎机 9FZ-35，山东省泰安泰峰农

牧机械厂；耐强酸搪瓷反应釜 100L，山东省淄博太极

集团；袋式过滤器 SHL-2P2S，浙江省海宁过滤设备

有限公司；酶解-发酵罐 RTY-MS-100L，江苏省镇江

日泰生物工程设备有限公司；板框压滤机 SHF150，

浙江海宁过滤设备有限公司；高压蒸汽灭菌锅

YXQ-LS-18SI，上海博迅实业有限公司；紫外/可见分

光光度计 UV751GD，上海分析仪器总厂。 

2.4 实验方法 

2.3.1 取玉米芯样品经烘干恒重，定量分析纤维素、木

聚糖和木质素的含量。 

2.3.2 原料经粉碎机 9FZ-35 粉碎后过 9 目（1981μm）

筛，取适量样品按正交设计要求（见表 1），以纤维

素含量、木聚糖去除率和酸不溶木质素去除率为指标，

在 100L 反应釜进行稀硫酸预处理试验。 

2.3.3 按最佳条件预处理后，样品经袋式过滤器过滤，

再用 2%的氢氧化钠溶液 65℃下处理 2h，再经板框压

滤，固体渣洗至中性，风干备用。取样品烘干恒重，

定量分析纤维素、木聚糖和酸不溶木质素的含量。 

2.3.4 固体渣样品按正交设计要求（见表 2），以还原

总糖为指标，在 100L 酶解罐内自动流加酸液调节 pH

值为 5，48℃恒温进行酶解糖化试验。 

2.3.5 运动发酵单胞菌 Z.mobilis 在种子液培养基中培

养至 OD600为 0.4 时制成种子液，以 5%的接种量接种

到 100L 发酵罐内的酶解糖化液，以酶解糖化液中的

还原糖为碳源，按发酵培养基配方添加营养成分，分

别在 35℃、40℃、45℃发酵 60h，考察发酵液中乙醇

浓度。 

Table 1  Design of factors and levels of orthogonal experiment 
design for dilute sulfuric acid hydrolysis of corncob 

表 1 玉米芯稀硫酸预处理 4 因素 3 水平正交试验设计 

因素 A 因素 B 因素 C 因素 D

水平 

稀硫酸浓度/% 温度 /℃ 时间 /h 固液比

1 0.7 100 1 1:6 

2 0.9 110 2 1:8 

3 1.1 120 3 1:10 

Table 2  Design of factors and levels of orthogonal experiment for 
enzymatic saccharification of cellulose 

表 2 纤维素酶解糖化 3 因素 3 水平正交试验设计 

因素 A 因素 B 因素 C 

水平

时间 /h 底物浓度/ g·L-1 FPA:CBA/IU·mL-1

1 24 120 15:8 

2 48 150 20:7 

3 72 180 20:10 

2.5 分析方法 
2.5.1 样品主要成分定量分析方法 

样品含水率测定按照中华人名共和国国家标准造
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纸原料水分的测定[M]. GB/T2677.2-93；纤维素含量按

照文献[16]；戊聚糖含量测定按照中华人名共和国国家

标准造纸原料多戊糖含量的测定[M].GB/T2677.9-94；

酸不溶木质素含量测定按照中华人名共和国国家标准

造 纸 原 料 酸 不 溶 木 质 素 含 量 的 测 定

[M].GB/T2677.8-94；酸溶木质素含量测定按照文献
[16] 。 

2.5.2 纤维素酶活定量分析方法 

酶活力定义：在标准反应条件下，1 min 内将底

物转化生成1μmol 产物所需要的酶量即为1个酶活单

位 ,单位为 IU·mL-1。 

滤纸酶力（FPA）测定按照工业酶制剂通用试验

方法[M]. QB / T 1803～1993；纤维二糖酶活力（β-葡

萄糖苷酶活）测定参照文献[17] 。 

2.5.3 还原糖、乙醇和菌体浓度定量分析方法 

还原糖总糖含量测定参照文献[18]DNS 法；乙醇含

量测定参照文献[19]重铬酸钾氧化分光光度计法；菌体

浓度定量分析方法：以不接种的培养基为对照，用分

光光度计测发酵培养基 OD600值。 

3 结果和讨论 

3.1 稀酸预处理正交试验结果 

Table 3. Results and analysis of orthogonal experiment of corncob 
pretreatment using sulfuric acid 

表 3. 稀硫酸预处理玉米芯正交试验结果和分析 

稀硫

酸浓

度/% 

温度 
/℃ 

时间 
/h 

固液

比 

纤

维

素

含

量 
/% 

戊

聚

糖

去

除

率
/% 

木

质

素

去

除

率
/% 

因素 

A B C D 
指

标1 
指

标2
指

标3

实验1 1 1 1 1 46.5 23.9 13.8
实验2 1 2 2 2 66.1 87.9 39.9
实验3 1 3 3 3 67.9 92.9 28.5
实验4 2 1 2 3 52.6 48.6 20.1
实验5 2 2 3 1 64.6 86.1 27.5
实验6 2 3 1 2 47.4 76.1 36.1
实验7 3 1 3 2 58.6 66.3 11.7
实验8 3 2 1 3 60.6 79.4 34.5
实验9 3 3 2 1 65.1 89.6 36.9

K1 60.18 52.58 51.48 58.74    
K2 54.84 63.76 61.27 57.37    
K3 61.42 60.12 63.70 60.34    
R 6.58 11.18 12.22 2.98    
影

响 
因

素 

C>B>A>D 

指

标 
1 

最

优 
条

C3  B2  A3  D3 
   

件
K1 68.23 46.37 59.80 66.53    
K2 70.26 84.47 75.37 76.77    
K3 78.43 86.20 81.77 73.63    
R 10.20 39.93 21.97 10.23    
影

响

因

素

B> C > D > A 
指

标
2

最

优

条

件

B3  C3   D2  A3     

K1 27.40 15.20 28.13 26.06    
K2 27.90 33.96 32.30 29.23    
K3 27.70 33.83 22.56 27.70    
R 0.50 18.76 9.73 3.16    
影

响

因

素

B>C>D>A 
指

标
3

最

优

条

件

B2  C2  A2  D2 

由表 3 结果看出，稀硫酸预处理玉米芯，纤维素

含量在实验 3 最高为 67.90%，其影响因素由高到低依

次是：时间>温度>酸浓度>固液比。戊聚糖去除率在

实验 3 最高为 92.9%，其影响因素由高到低依次是：

温度>时间>固液比>酸浓度。木质素去除率在实验 2

最高为 67.90%，其影响因素由高到低依次是：温度>

时间>固液比>酸浓度。 

综合比较，稀硫酸预处理主要是去除样品中戊聚

糖和提高纤维素含量，所以预处理最佳条件为温度

120℃，稀硫酸浓度 1.1%，固液比 1:8，时间 3h。此

条件下平行试验3次，平均值为：戊聚糖去除率78.7%，

纤维素含量由 32.3%上升到 62.3%。 

3.2 玉米芯 3 种主要成分在酸、碱处理前后的定

量分析 
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Figure 1. Corncob compositions analysis of untreated, acid 
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pretreated and alkali treatment  

图 1. 酸碱处理前后玉米芯 3 种主要成分含量 

 

由图 1 可以看出，玉米芯经酸碱处理，纤维素含

量最终上升到 66.7%，戊聚糖去除了 72.6%，木质素

去除了 62.9%。为下面的酶解糖化创造了良好条件。 

3.3 酶解糖化正交试验结果 

Table 4. Results and analysis of enzymatic saccharification 
orthogonal experiment of pretreated corncob  

表 4. 酶解糖化正交试验结果和分析表 

A  B C 实验结果 

因素 
时间 
 /h 

底物浓度 
/ g·L-1 

FPA: CBA 
/IU·mL-1 

还原糖浓度
/g·L-1 

实验1 1 1 1 75.8 
实验2 1 2 2 99.6 
实验3 1 3 3 116.5 
实验4 2 1 2 91.7 
实验5 2 2 3 106.7 
实验6 2 3 1 115.3 
实验7 3 1 3 101.6 
实验8 3 2 1 91.7 
实验9 3 3 2 120.6 

K1 97.32 89.68 94.26  
K2 104.54 99.31 103.96  
K3 104.60 117.47 108.25  
R 7.29 27.79 13.98  

影响 
因素 

B >C>A 

最优 
条件 

B3  C2  A3 

 

由表 4 结果看出，酶解糖化实验 9 还原糖浓度最

高为 120.6 g·L-1，其影响因素由高到低依次是：底物

浓度>FPA：CBA>时间。综合考虑，酶解糖化在以下

工艺条件运行：罐中初始底物浓度为 180 g·L-1，添加

滤纸酶活为 20FPIU：1g 底物，12h 流加纤维二糖酶活

为 7CBIU：1g 底物，酶水解过程中补充底物至 180 

g·L-1，pH 值保持 5，恒温 48℃，48h。试验 3 次，还

原糖浓度平均 168 g·L-1。 

3.4 运动发酵单胞菌发酵酶解糖化液生产乙醇实

验结果 

由于酶解糖化过程在 48℃恒温中进行，故重点考

察运动发酵单胞菌 Z.mobilis，在 35℃、40℃、45℃发

酵糖化液生产乙醇的情况，实验结果见下图。 

由图 2 可以看出，运动发酵单胞菌 Z.mobilis 发酵

酶解糖化液生产乙醇最佳条件是 35℃，48h，发酵液

中乙醇浓度最高达 67.8 g·L-1。 

4 结论 
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Figure 2. Ethanol concentration curve in different temperature 

medium to ferment enzymatic hydrolysates using Z. mobilis  
图 2. 运动发酵单胞菌在不同温度下发酵酶解糖化液生产乙醇的浓

度曲线图 

本研究在中试水平考察了以玉米芯为原料生产燃

料乙醇的稀酸水解和分步糖化和发酵工艺，结果表明

原料经 1.1%的稀硫酸处理 3h，碱液洗涤后，再经李

氏木霉和黑曲霉产的纤维酶协同糖化 48h，酶解糖化

液接种 5%运动发酵单胞菌 Z.mobilis 发酵 48h，发酵

液中乙醇浓度达 67.8 g·L-1。本研究为工业化生产纤维

燃料提供了参考。 
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