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摘要：麦秆首先进行盐酸预处理，然后以盐酸预处理麦秆为底物通过正交实验优化了底物半同步和

同步糖化发酵制乙醇条件。利用ＸＲＤ对原料、酸预处理麦秆和发酵麦秆的结构特征进行分析。结
果表明：盐酸预处理的麦秆半同步糖化发酵制乙醇的最佳条件为发酵温度 ３６℃、酵母接种量
０１％、酶质量浓度０．８ｇ／Ｌ和发酵时间２ｄ，此时乙醇含量为１９．１６ｇ／Ｌ；盐酸预处理的麦秆同步糖
化发酵制乙醇的最佳条件为发酵温度３９℃、酵母接种量０．１％、酶质量浓度０．５ｇ／Ｌ和发酵时间
４ｄ，此时乙醇含量为１９．４４ｇ／Ｌ；同步糖化发酵优于半同步糖化发酵；ＸＲＤ分析表明酸预处理和发
酵后，麦秆的结晶度降低。
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　　乙醇作为一种清洁能源，有“绿色石油”和“液 体黄金”之称［１］。纤维素乙醇作为二代燃料乙醇较

一代燃料乙醇（粮食乙醇）具有来源广、可再生、环

保等优势。农作物秸秆如麦秆、稻秆、玉米秸秆等是

一种产量大、分布广、可再生的生物质资源。我国是

农业大国，农作物秸秆的年产量９．８８亿ｔ［２］，然而绝
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大多数农作物秸秆被丢弃在田间或直接燃烧，对生

物质资源造成极大浪费。如果能将农作物秸秆转化

为燃料乙醇，将会取得变废为宝的效益。麦秆是我

国北方地区常见的一种农业生物质资源，其主要由

纤维素（３３％～４０％）、半纤维素（２０％ ～２５％）和木
质素（１５％ ～２０％）组成［３］，纤维素含量较大，是一

种很好的纤维素乙醇原料。

由于生物质的结构比较复杂，所以生物质原料

生物转化为乙醇主要分为３个阶段：预处理、酶解和
发酵［４］。常用的纤维素乙醇发酵工艺主要有半同

步糖化发酵和同步糖化发酵［５－８］。半同步糖化发酵

是在原料最佳酶解条件下酶解糖化到一定程度后降

低温度加入酵母进行乙醇发酵，使得乙醇发酵尽可

能达到最大水平。同步糖化发酵是原料的酶水解和

乙醇发酵在同一装置内同时进行，酶水解得到的糖

可以直接被乙醇发酵利用。

基于此，本研究以盐酸预处理的麦秆为底物通

过四因素三水平正交实验对其半同步和同步糖化发

酵工艺条件进行了优化和比较。最后利用 ＸＲＤ对
预处理前后和发酵后的样品的结晶度进行分析和比

较。以期为农林生物质转化为清洁能源的生产提供

有价值的参考。

１　材料与方法
１．１　实验材料

麦秆于２０１７年５月取自河南新乡郊区，自然晾
干粉碎后于１０５℃干燥至恒重，放在干燥器中备用；
纤维素酶，购于西安沃尔森生物技术有限公司；安琪

耐高温酿酒高活性干酵母，购于安琪酵母股份有限

公司。盐酸、无水乙醇、重铬酸钾、硫酸、柠檬酸、柠

檬酸三钠，均为分析纯。

ＦＡ１００４型分析天平；１０１型电热鼓风干燥箱；
ＦＺ１０２型植物粉碎机；ＷＦＪ７２００型可见分光光度计；
ＳＨＡ－Ｃ型水浴恒温振荡器；ＤＦ－１０１Ｓ型数显集热
式磁力搅拌器；ＤＸ－２７００Ｂ型Ｘ射线衍射仪。
１．２　实验方法
１．２．１　酸预处理

盐酸预处理条件为预处理温度１５４．６℃、盐酸
体积分数６．１％、预处理时间４２．２ｍｉｎ、麦秆与盐酸
溶液质量体积比９．２∶１０００。将酸预处理后的麦秆
用蒸馏水洗至中性，１０５℃干燥至恒重作为底物做
发酵实验。

１．２．２　半同步糖化发酵
称取１ｇ的底物放入１００ｍＬ三角瓶中，然后分

别加入４５ｍＬ用０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ为４．８的柠檬酸 －
柠檬酸三钠缓冲溶液配制的不同质量浓度纤维素酶

溶液，将三角瓶放入水浴恒温振荡器中，在５０℃酶
解２ｄ，再分别加入５ｍＬ不同接种量的用葡萄糖活
化的酵母，再将三角瓶放入水浴恒温振荡器中，在一

定温度下发酵一段时间。每组实验重复３次取平均
值。乙醇含量的测定采用重铬酸钾法［９］。

１．２．３　同步糖化发酵
称取１ｇ的底物放入１００ｍＬ的三角瓶中，然后

分别加入 ４５ｍＬ用 ０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ为 ４．８的柠檬
酸－柠檬酸三钠缓冲溶液配制的不同质量浓度的纤
维素酶，再分别加入５ｍＬ不同接种量的用葡萄糖活
化的酵母，将三角瓶放入水浴恒温振荡器中，在一定

温度下发酵一段时间。每组实验重复 ３次取平
均值。

１．２．４　结晶度分析
原料、酸预处理样品和发酵样品的结晶度通过

ＸＲＤ测定。测定时扫描步长０．０２（°）／ｓ，扫描范围
５°～６０°。根据Ｓｅｇａｌ公式计算样品的相对结晶度：

ＣｒＩ＝（Ｉ００２－Ｉａｍ）×１００％／Ｉ００２
式中：ＣｒＩ表示相对结晶度；Ｉ００２为００２面衍射峰

的极大强度（２θ＝２２．５°）；Ｉａｍ为衍射角１８°时非结晶
背景的散射强度。

２　结果与讨论
２．１　糖化发酵实验
２．１．１　半同步糖化发酵正交实验优化

利用四因素三水平正交实验对盐酸预处理的麦

秆的半同步糖化发酵工艺进行优化。选取发酵温

度、酵母接种量、酶质量浓度和发酵时间４个发酵条
件为因素，每个因素选取３个水平，设计了四因素三
水平的正交实验。正交实验设计如表１所示，正交实
验设计及结果如表２所示，方差分析如表３所示。

表１　正交实验设计

水平
Ａ发酵
温度／℃

Ｂ酵母接
种量／％

Ｃ酶质量
浓度／（ｇ／Ｌ）

Ｄ发酵
时间／ｄ

１ ３３ ０．１ ０．２ ２
２ ３６ ０．３ ０．５ ３
３ ３９ ０．５ ０．８ ４

　　从表２可以看出，半同步糖化发酵的最佳条件
为发酵温度３６℃、酵母接种量０．１％、酶质量浓度
０．８ｇ／Ｌ和发酵时间２ｄ，此时乙醇含量为１９．１６ｇ／Ｌ。
从表２可以看出，第６组实验即发酵温度３６℃、酵
母接种量０．５％、酶质量浓度０．２ｇ／Ｌ和发酵时间
３ｄ，乙醇含量最大为１８．８１ｇ／Ｌ，此值比最佳条件下
的乙醇含量小。从极差分析可以看出，４个因素对
酸预处理的麦秆半同步糖化发酵影响的主次顺序为

发酵温度、酵母接种量、酶质量浓度和发酵时间。
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表２　半同步糖化发酵正交实验设计及结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 乙醇含量／（ｇ／Ｌ）
１ １ １ １ １ １７．８９
２ １ ２ ２ ２ １４．５０
３ １ ３ ３ ３ １６．８９
４ ２ １ ２ ３ １８．６０
５ ２ ２ ３ １ １８．５５
６ ２ ３ １ ２ １８．８１
７ ３ １ ３ ２ １８．２９
８ ３ ２ １ ３ １５．６３
９ ３ ３ ２ １ １５．４４
ｋ１ １６．４３ １８．２６ １７．４４ １７．２９
ｋ２ １８．６５ １６．２３ １６．１８ １７．２０
ｋ３ １６．４５ １７．０５ １７．９１ １７．０４
Ｒ ０２．２２ ０２．０３ ０１．７３ ００．２５

　　 表３　半同步糖化发酵的方差分析

方差来源 离差平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著性

Ａ ９．８０ ２ ４．９０ ９８．００ 
Ｂ ６．２８ ２ ３．１４ ６２．８０ 
Ｃ ４．８１ ２ ２．４１ ４８．２０ 
Ｄ（误差） ０．１０ ２ ０．０５ ０１．００
总和 ２０．９９ ８

　注：Ｆ０．０５（２，２）＝１９，Ｆ０．１（２，２）＝９；Ｆ＞Ｆ０．０５极显著；

Ｆ０．１＜Ｆ＜Ｆ０．０５显著；Ｆ＜Ｆ０．１，不显著。下同。

从表３可以看出，各因素对酸预处理的麦秆半
同步糖化发酵影响的主次顺序为发酵温度、酵母接

种量、酶质量浓度和发酵时间，与表２极差分析结果
一致。发酵温度、酵母接种量和酶质量浓度３个因
素对酸预处理的麦秆半同步糖化发酵影响极显著，

发酵时间影响不显著。

２．１．２　同步糖化发酵正交实验优化
选取发酵温度、酵母接种量、酶质量浓度和发酵

时间４个发酵条件为因素，每个因素下选取３个水
平，设计四因素三水平的盐酸预处理麦秆同步糖化

发酵正交实验。正交实验设计如表１所示，正交实
验设计及结果如表４所示，方差分析如表５所示。

从表４可以看出，同步糖化发酵的最佳条件为
发酵温度３９℃、酵母接种量０．１％、酶质量浓度０．５
ｇ／Ｌ和发酵时间 ４ｄ，此时乙醇含量为 １９．４４ｇ／Ｌ。
从表４可以看出，第７组实验即发酵温度３９℃、酵
母接种量０．１％、酶质量浓度０．８ｇ／Ｌ和发酵时间
３ｄ，乙醇含量最大为１８．９２ｇ／Ｌ，此值比最佳条件下
的乙醇含量小。从极差分析可以看出，４个因素对
酸预处理的麦秆同步糖化发酵影响的主次顺序为发

酵温度、酵母接种量、酶质量浓度和发酵时间。

表４　同步糖化发酵正交实验设计及结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 乙醇含量／（ｇ／Ｌ）
１ １ １ １ １ １４．５６
２ １ ２ ２ ２ １４．６７
３ １ ３ ３ ３ １３．７１
４ ２ １ ２ ３ １７．６４
５ ２ ２ ３ １ １５．７９
６ ２ ３ １ ２ １５．４４
７ ３ １ ３ ２ １８．９２
８ ３ ２ １ ３ １８．６８
９ ３ ３ ２ １ １８．９１
ｋ１ １４．３１ １７．０４ １６．２３ １６．４２
ｋ２ １６．２９ １６．３８ １７．０７ １６．３４
ｋ３ １８．８４ １６．０２ １６．１４ １６．６８
Ｒ ０４．５３ ０１．０２０００．９３００．３４

表５　同步糖化发酵的方差分析

方差来源 离差平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著性

Ａ ３０．８５ ２ １５．４３ １７１．４４ 
Ｂ １．６１ ２ ０．８１ ００９．００
Ｃ １．６０ ２ ０．８０ ００８．８９
Ｄ（误差） ０．１８ ２ ０．０９ １．００
总和 ３４．２４ ８

　　从表５可以看出，各因素对酸预处理的麦秆同
步糖化发酵影响的主次顺序为发酵温度、酵母接种

量、酶质量浓度和发酵时间，这与表４极差的分析结
果是一致的。发酵温度对酸预处理的麦秆同步糖化

发酵影响极显著，其他３个因素影响不显著。对于
酸预处理麦秆来说，发酵温度对半同步糖化发酵和

同步糖化发酵影响都很显著，发酵时间影响都不显

著。酵母接种量和酶质量浓度对半同步糖化发酵影

响显著，而对同步糖化发酵影响不显著。

通过极差和方差分析可知影响酸预处理的麦秆

半同步和同步糖化发酵的各因素的主次顺序是一致

的。盐酸预处理麦秆同步糖化发酵最佳条件和半同

步糖化发酵最佳条件不同，这是由于发酵的起始糖

浓度不同。盐酸预处理麦秆同步糖化发酵制乙醇产

量高于半同步发酵的产量，这说明对于盐酸预处理

的麦秆来说同步糖化发酵优于半同步糖化发酵。这

可能是因为半同步糖化发酵的起始糖浓度较大，抑

制了酵母对糖的利用率。影响酸预处理的麦秆的同

步糖化发酵的各因素的主次顺序与影响碱预处理的

麦秆的是一致的［１０］，这说明预处理方法对各因素的

主次顺序是没有影响的。

２．２　麦秆原料、酸预处理样品和发酵样品结晶度
分析

生物质中纤维素的结晶度对其酶解和发酵产率

４６ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０１８Ｖｏｌ４３Ｎｏ９



影响较为显著。原料、酸预处理样品和发酵样品的

ＸＲＤ谱图如图１所示。

图１　原料（ＵＰ）、酸预处理样品（ＡＰ）、半同步糖化发酵
（ＡＦ１）和同步糖化发酵（ＡＦ２）样品的ＸＲＤ谱图

　　从图１可以看出，酸预处理和发酵后的麦秆和
原料相比，其在２θ＝１８°和２θ＝２２°的衍射峰强度明
显增加，尤其是代表结晶区强度的 ００２面衍射峰
（２θ＝２２°）强度增加的更为明显，这是因为酸预处
理使得麦秆中的半纤维素大部分降解和木质素部分

降解，从而使得纤维素相对含量增加。通过 Ｓｅｇａｌ
公式计算可知原料的相对结晶度为６６．０７％，酸预
处理样品的相对结晶度为５０．４３％，半同步糖化发
酵样品的相对结晶度为３９．０２％，同步糖化发酵样
品的相对结晶度为４５．８３％，酸预处理降低半纤维
素和木质素的含量，使得预处理样品中结晶态纤维

素结构变得松散多孔，相对结晶度降低。结晶度降

低，使得更多的纤维素暴露在表面，提高了酶解和发

酵效率。半同步糖化发酵样品的相对结晶度低于同

步糖化发酵样品的相对结晶度，这是由于半同步糖

化发酵前对底物在 ５０℃下酶解 ２ｄ，纤维素酶在
５０℃下的活性较高，从而使得底物中的纤维素酶解
较多。同步糖化发酵是在较低的温度下进行的，纤

维素酶的活性较低，降解的纤维素较少，而酵母不能

直接利用纤维素进行发酵产乙醇，从而使得同步糖

化发酵样品的相对结晶度较高。

３　结　论
本文采用正交实验优化了盐酸预处理麦秆半同

步和同步糖化发酵制乙醇的工艺，得出以下结论：①
影响盐酸预处理的麦秆半同步和同步糖化发酵各因

素的主次顺序均为发酵温度、酵母接种量、酶质量浓

度和发酵时间。②盐酸预处理的麦秆半同步糖化发
酵最佳条件为发酵温度３６℃、酵母接种量０．１％、酶
质量浓度０．８ｇ／Ｌ和发酵时间２ｄ，此时乙醇含量为
１９．１６ｇ／Ｌ。盐酸预处理的麦秆同步糖化发酵最佳
条件发酵温度３９℃、酵母接种量０．１％、酶质量浓度
０．５ｇ／Ｌ和发酵时间４ｄ，此时乙醇含量为１９．４４ｇ／Ｌ。
同步糖化发酵优于半同步糖化发酵。③ＸＲＤ谱图
分析表明酸预处理和发酵后，麦秆结晶度降低。
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