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3 种化学预处理下水葫芦和甘蔗渣的酶解产糖
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摘要　采用２％(m/V)H２SO４(稀酸)、２％ NaOH(稀碱)和１％ H２O２＋２％ NaOH(氧化＋稀碱)３种化学方

法对水葫芦秸秆和甘蔗渣进行预处理后酶解,分析预处理后各样品主要化学组分含量变化及其去除率与酶解效

果之间的关系.结果表明,对水葫芦来说,３种预处理后的酶解产糖率差异不大,而对甘蔗渣来说,稀碱和氧

化＋稀碱预处理下的酶解产糖率显著高于稀酸预处理下的产糖率,并高于３种预处理后水葫芦样品的酶解产糖

率,显示出甘蔗渣作为产糖原料的优越性.经预处理后的样品酶解产糖率与纤维素含量及木质素和灰分的去除

率成正比.氧化＋稀碱预处理后甘蔗渣样品在１２h的还原糖产率达８１．５４％,该预处理温度较低,原料利用率

较高,是一种有效的预处理方法.
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　　随着当前经济过分依赖的石油、煤炭等化石燃

料的日益枯竭,全球能源需求的日益增长和气候变

化的潜在威胁,人们对于探索可再生的、环境友好

的、经济高效的替代物质的研究投入也越来越多.
生物乙醇作为化石燃料的替代能源已经成为当前研

究的重点[１].木质纤维素原料作为世界上储量最丰

富的有机资源,因其来源广泛、数量庞大、成本低廉

等优势日益成为当前生物乙醇能源领域研究的热

点[２].目前,大部分木质纤维素材料被抛弃或焚烧,

利用率极低,这不仅造成资源的巨大浪费,而且带来

环境污染[３].

利用木质纤维素原料生产生物乙醇的过程包含

预处理、水解、发酵、产物回收４个步骤[４].其中,预
处理旨在去除阻碍或抑制纤维素酶解的木质素和灰

分,同时改变纤维素的结构性质,使其更易于水

解[５].为了能够更大程度地转化利用木质纤维素原

料,找到针对不同生物质原料的适宜预处理方法显

得十分重要.木质纤维素原料的预处理方法大致可

分为物理、化学和生物法,其中,作为高效且应用广

泛的化学预处理,无机酸、碱等常用来改变木质纤维

素的组成和性质,这些预处理都在不同程度上提高

了原料利用率和酶解产糖率[６Ｇ８].

水生植物水葫芦是公认的环境害草,其过快生

长易造成水体环境问题,对水葫芦秸秆开展酶解产

糖的研究具有重要的环境意义.陆生植物甘蔗经工

业制糖或榨汁后剩余的甘蔗渣也没有得到充分的利

用,甘蔗渣纤维素含量丰富、结构松散,作为生产生

物乙醇的原料有很大优势.Guragain等[９]对水葫

芦和小麦秆进行酸碱预处理后酶解产糖,发现相同

预处理后水葫芦的还原糖产率显著高于小麦秆.

Jeon等[１０]研究表明,甘蔗渣经过硫酸预处理后能够

得到很好的酶解产糖和发酵产乙醇效果.还有研究

表明,经过酸碱预处理后甘蔗渣样品的酶解产糖率

高于水葫芦,而且碱处理比酸处理的效果好[１１].这

些研究未能对引起不同植物生物质酶解产糖差异的

基质成分变化特性进行深入的比较分析,从而难以

在机制上解释不同植物生物质酶解产糖的差异性.
本研究采用稀硫酸、稀氢氧化钠以及过氧化氢＋稀

氢氧化钠共３种预处理方法分别对水葫芦和甘蔗渣

进行预处理和酶解产糖试验,分析和比较不同预处
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理对样品化学组成的改变效果及其与酶解还原糖产

率之间的关系,以期得到针对这２种植物材料相对

较好的预处理方法.

1　材料与方法

1.1　材　料

水葫芦秸秆采自华中农业大学附近的野芷湖,
甘蔗渣由武汉市江汉区某果汁店提供.秸秆采集后

用自来水洗净,日晒风干,用粉碎机粉碎后过筛,取

０．３０~０．４５mm 样品,于１０５℃烘至恒质量备用.
纤维素酶(T．reeseiATCC２６９２１)购自美国

SigmaＧAldrich公司,其滤纸酶活(FPU/g)用标准

IUPAC方法测定[１２].试验中所用的其他试剂均为

分析纯(国药集团化学试剂有限公司).
1.2　原料的预处理

对水葫芦秸秆和甘蔗渣分别进行３种预处理:

①２％(m/V,下同)H２SO４,１２０℃下于灭菌锅中处

理３０min(简称‘稀酸’预处理);② ２％ NaOH,

１２０℃下于灭菌锅中处理３０min(简称‘稀碱’预处

理);③１％ H２O２＋２％ NaOH,９０℃下处理６０min
(简称‘氧化＋稀碱’预处理).固液比均为２０g/２００
mL,处理后样品用水洗涤至洗水呈中性,过滤,并于

１０５℃下烘干.

1.3　样品化学组成分析

纤维素含量采用硝酸Ｇ乙醇法测定[１３].１g原

料或预处理后样品,加入２５mL硝酸Ｇ乙醇溶液(体
积比为１∶４),使用冷凝回流管在沸水浴中处理

１h,冷却后用G２砂芯漏斗抽滤.重复操作４次,抽
滤后烘干的样品含量即为纤维素含量.

木质素的测定采用 NREL标准方法[１４].按１０

mL/g样品加入７２％ H２SO４,３０℃下水浴１h后稀

释至 H２SO４质量分数为４％,于１２１℃水解１h,洗
涤至中性后过滤并烘干,剩余固体即木质素.

灰分测定也采用 NREL标准方法[１４].将样品

置于马福炉中５５０℃下灼烧至恒质量,剩余固体即

灰分.

丙酮提取物含量用丙酮提取法[１５].１g样品中

加入６０mL丙酮,９０℃冷凝回流２h,洗涤过滤并烘

干,损失的质量即丙酮提取物.
半纤维素含量采用差减法,即样品总量－纤维

素－木质素－灰分－丙酮提取物.

1.4　预处理后样品的酶解

将固体纤维素酶溶于pH４．８、５０mmol/L的醋

酸Ｇ醋酸钠缓冲溶液中,配制成纤维素酶３FPU/mL
的酶液.在５０mL具塞烧瓶中分别加入０．２g预处

理后的水葫芦和甘蔗渣样品,按酶负荷３０FPU/g、
基质２％的比例,加入２mL酶液和８mL缓冲溶

液,置于转速为１５０r/min的恒温水浴振荡器中,在

５０℃下进行酶解反应,分别计时１、２、４、８、１２、２４、

４８h后取出对应样品,用０．４５μm 滤膜过滤后取上

清液,用于还原糖测定.同时,每种样品都有一个

不加酶液的空白对照试验,用于消除原料和试剂

本身的影响.每个样品在每个时间点都设置３个

重复.
1.5　还原糖产率的计算

采用DNS(３,５Ｇ二硝基水杨酸)法测定酶解上

清液中的还原糖含量[１６].还原糖产率的计算公

式为:
基于预处理后样品质量计算

还原糖产率＝酶解产生的还原糖×

０．９/酶解样品质量×１００％

基于原料质量计算

还原糖产率＝酶解产生的还原糖×０．９/

酶解样品对应的原料质量×１００％＝
酶解产生的还原糖×０．９×

回收率/酶解样品质量×１００％

2　结果与分析

2.1　预处理后样品的组成

水葫芦和甘蔗渣原料经过３种预处理后的质量

回收率、各预处理前后样品的化学组成以及经预处

理后样品各成分的去除率见表１.
首先,水葫芦和甘蔗渣原料经过３种预处理后

质量损失高达６０％以上,其中稀酸和稀碱预处理是

在高温(１２０℃灭菌锅)下进行的,处理强度较大,

２种原料经酸碱预处理后的回收率较低,低于３７％,
而氧化＋稀碱预处理条件相对较温和,处理强度稍

低,预处理后的回收率接近４０％.Chen等[１６]对玉

米秆进行不同种类酸碱预处理后的质量损失为

３２．３％~４５．８％,本试验中甘蔗渣的回收率也基本

在这一范围,水葫芦则稍低,这与水葫芦的成分特性

有关,其 半 纤 维 素 含 量 较 高 (分 别 为 ４３．８３％ 和

２８．６５％),相对容易被酸碱溶解转移到液相而损失.

７６
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其次,经预处理后样品的纤维素含量都有明显

升高;高温(１２０℃)条件下酸碱预处理后的样品半

纤维素有很大程度的降解(半纤维素含量显著降

低),而相对温和(９０℃)的氧化＋稀碱预处理后样

品半纤维素的损失较少,与 Yamashita等[１７]报道的

研究结果相似.同时,经过稀酸预处理后的样品木

质素含量较高,去除效果较差.相对来说,氧化＋稀

碱预处理对２种原料纤维素和半纤维素的去除率均

较低,全纤维素的损失较少,同时对木质素的去除率

很高.稀酸预处理对水葫芦中灰分的去除效果最

好,去除率高达９４．４１％,３种预处理方法对甘蔗渣

灰分都有较好的去除效果.
表１　不同预处理后样品的回收率、各化学成分的含量和去除率

Table１　Therecovery,compositionandremovalofeachcomponentoftreatedsamples ％

样品种类

Samples
预处理

Pretreatment
回收率

Recovery

纤维素 Cellulose

含量

Content
去除率

Removal

半纤维素

Hemicellulose

含量

Content
去除率

Removal

木质素 Lignin

含量

Content
去除率

Removal

灰分 Ash

含量

Content
去除率

Removal

水葫芦

Water
hyacinth

未处理

Untreated
－ ２１．７８±０．３５ － ４３．８３ － ９．４０±０．０３ － １３．５３±０．１２ －

２％ H２SO４ ３２．８０±０．３９ ５７．１０±０．０２ １４．０２ １６．７０ ８７．５０ ２３．９０±０．２９ １６．６０ ２．３１±０．５４ ９４．４１

２％ NaOH ２７．４０±０．５１ ６２．１２±０．４９ ２１．８６ ９．１１ ９４．３１ １６．８２±０．１８ ５０．９７ １１．９５±０．５０ ７５．７９

１％ H２O２＋
２％ NaOH

３８．００±０．２７ ５２．８７±０．３５ ７．７７ ２４．７４ ７８．５５ １１．１５±０．４０ ５４．９３ １１．２４±０．０７ ６８．４２

甘蔗渣

Sugarcane
bagasse

未处理

Untreated
－ ３２．０６±０．２４ － ２８．６５ － １５．６０±０．１９ － ５．０９±０．０７ －

２％ H２SO４ ３６．８０±０．３６ ６５．９９±０．０７ ２４．２５ ６．６５ ９１．４５ ２５．７８±０．２０ ３９．１９ １．５８±０．４１ ８８．５９

２％ NaOH ３４．６０±０．２９ ７１．２２±０．８３ ２３．１４ ２６．０１ ６８．５９ ２．１２±０．０９ ９５．２９ ０．６５±０．１１ ９５．５９

１％ H２O２＋
２％ NaOH

４０．２０±０．４２ ６６．７９±０．２３ １６．２５ ２８．３６ ６０．２１ ３．７３±０．２６ ９０．４０ １．１３±０．１７ ９１．１０

2.2　预处理后样品的酶解还原糖产率

基于预处理后样品质量计算时(图１A、B),３种

预处理后的水葫芦样品的还原糖产率差异不大,

２４h的还原糖产率为６０％左右,稍高于SatyanagaＧ
lakshmi等[１８]对水葫芦经硫酸预处理后得出的结果

(４８．７％).与之不同的是,甘蔗渣经稀酸预处理后

的还原糖产率显著低于稀碱和氧化＋稀碱预处理,
这可能是由于,相比另２个预处理,经过稀酸预处理

后甘蔗渣的纤维素和半纤维素去除率均为最高(或
其含量均为最低),而木质素和灰分去除率均为最低

(或其含量均为最高)(表１).表１中３种预处理后

的水葫芦样品的全纤维素(纤维素＋半纤维素)含量

差异不大(７１．２３％~７７．６１％),而稀酸预处理后的

甘蔗渣样品的全纤维素含量(７２．６４％)明显低于稀碱

和氧化＋稀碱预处理(分别为９７．２３％和９５．１５％.可

见,２种原料经过不同预处理后的全纤维素含量直接

影响了酶解还原糖产率.

基于原料质量计算时(图１C、D),对于水葫芦,
稀酸预处理比稀碱预处理效果好;对于甘蔗渣,稀碱

预处理比稀酸预处理效果好,而氧化＋稀碱预处理

后水葫芦和甘蔗渣样品的还原糖产率均为最高,即
氧化＋稀碱预处理的原料利用率更高.这一结果与

Yamashita等[１７]对竹子进行预处理后的酶解研究

得出的结果一致.氧化＋稀碱预处理不需要高温及

灭菌锅等条件,只需加入少量过氧化氢,不仅降低了

预处理的能耗,又提高了预处理后样品的酶解效果,
是一种节能高效的预处理方式.另外,从还原糖产

率高低的总体趋势来看,稀碱和氧化＋稀碱这２种

预处理下甘蔗渣的还原糖产率均高于３种预处理后

水葫芦样品,考虑到前两者更高的纤维素和半纤维

素含量(表１),可以认为甘蔗渣具有更高的产糖

潜力.
2.3　还原糖产率与组成之间的关系

由图１可知,各样品在１２h后的酶解还原糖产

８６
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率基本不再增加,酶解趋于平衡,因此,在分析样品

的酶解还原糖产率与其组分含量和去除率之间的关

系时,采用样品在１２h的酶解数据作为代表.从

图２可以看出,预处理后样品产糖的主要贡献者是

纤维素,酶解还原糖产率总体上与纤维素和半纤维

素的总量成正比(图２A),各预处理后的水葫芦样品

的纤维素和半纤维素含量之和依次为:稀酸预处理

７３．８０％,稀碱预处理７１．２３％,氧化＋稀碱预处理

７７．６１％;图２B中甘蔗渣样品则依次为:稀酸预处理

７２．６４％,稀碱预处理９７．２３％,氧化＋稀碱预处理

９５．１５％).稀酸预处理后水葫芦样品的灰分含量很

低,其还原糖产率稍高.稀酸预处理后甘蔗渣样品

的木质素含量过高,过高的木质素可能会吸附更多

的酶而使得纤维素酶的有效性降低,从而抑制了酶

解产糖[１６],也是导致其还原糖产率较低 的 原 因

之一.

A、B:基于处理后样品质量 Onaccountoftreatedsamples;C、D:基于原料样品质量 Onaccountofrawmaterials．

图１　不同预处理后样品的酶解还原糖产率

Fig．１　Yieldofreducingsugaroftreatedsamples

A:水葫芦 Waterhyacinth;B:甘蔗渣 Sugarcanebagasse．

图２　预处理后样品的全纤维素含量与还原糖产率(基于预处理后样品质量)之间的关系

Fig．２　Theinfluenceofcomponentsonreducingsugaryield(basedonthetreatedsamples)at１２h

９６
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　　基于原料质量的还原糖产率与纤维素和半纤维

素的去除率成反比(图３),尤其是纤维素的损失对

酶解产糖的影响很大,预处理后样品的纤维素损失

越多,原料的利用率就越低.水葫芦经稀酸预处理

后的灰分去除率最高,氧化＋稀碱预处理后的木质

素去除率最高,这２种方法比稀碱预处理后的还原

糖产率高,而稀酸预处理对甘蔗渣的灰分和木质素

的去除率最低,其还原糖产率则是最低的,说明灰分

和木质素的存在会阻碍纤维素的酶解.这些结果与

柯静等[７]及Chen等[１６]对玉米秆的稀酸和稀碱预处

理结果一致.总的来说,酶解还原糖产率与原料预

处理过程中纤维素和半纤维素的损失成反比,与木

质素和灰分的去除率成正比.
因此,利用生物质秸秆酶解产糖,应选择合适的

预处理方式,在减少纤维素和半纤维素损失的同时

尽可能地去除木质素和灰分,从而提高纤维素酶的

有效性和酶解活性,使更多的酶参与催化纤维素的

水解,得到更多的还原糖.本研究中,对于水葫芦和

甘蔗渣２种原料,在３种预处理中,氧化＋稀碱预处

理不仅降低了预处理温度,减少了预处理过程中纤

维素和半纤维素的损失,还能够提高原料的酶解利

用率,是一种有效可行的预处理方法.

A:水葫芦 Waterhyacinth;B:甘蔗渣 Sugarcanebagasse．

图３　预处理后样品的各组分去除率与还原糖产率(基于原料质量)之间的关系

Fig．３　Theinfluenceofremovalonreducingsugaryield(basedontherawmaterials)at１２h

3　讨　论

预处理对木质纤维素原料的酶解产糖有着非常

重要的作用.笔者采用不同方法对水葫芦和甘蔗渣

预处理后进行酶解产糖实验,获得了预处理对原料

成分含量的影响程度,以及针对不同原料相对适用

的预处理方法.

除甘蔗渣经１％ H２O２＋２％ NaOH 预处理后

质量损失为５９．８％(得率４０．２％)外,水葫芦和甘蔗

渣原料经２％ H２SO４、２％ NaOH 和１％ H２O２＋
２％ NaOH 预处理后的质量损失均达６０％以上.
过高的质量损失率说明植物原料的利用率过低,这
会导致生物质物料转化为产品的成本提高,从而限

制其产业化利用.因此,仅从这一个参数(质量损失

率或得率)来看,这３种预处理的参数条件还有待进

一步优化,比如降低预处理的强度,包括预处理温度

和时间等,以期尽量减少原料的损失率.

３种预处理后水葫芦样品的酶解还原糖产率

(基于预处理后样品质量)差异不大,而甘蔗渣经

２％ H２SO４预处理后的还原糖产率显著低于２％

NaOH 和１％ H２O２＋２％ NaOH 预处理;原因在

于,一方面,２％ H２SO４预处理后甘蔗渣样品的纤维

素和半纤维素去除率较高,可用于酶解的纤维成分

减少,另一方面,２％ H２SO４预处理对甘蔗渣木质素

和灰分的去除效果较差,预处理后甘蔗渣的木质素

和灰分含量较高,木质素和灰分的存在可能会对酶

产生吸附作用,对纤维素的酶解产生不利影响,导致

其还原糖产率明显较低[１６].而且,后２种预处理下

甘蔗渣的还原糖产率均高于３种预处理后的水葫芦

样品,显示了甘蔗渣更高的产糖潜力.预处理后样

品的还原糖产率与纤维素和半纤维素的含量(或其

总量)直接正相关,木质素和灰分的含量也在一定程

度上影响样品的酶解.原料经预处理后的酶解还原

糖产率和利用率与纤维素和半纤维素的损失成反

０７
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比,与木质素和灰分的去除率成正比.这个研究结

果与Chen等[１６]对玉米秆化学预处理后酶解得出的

结果一致.尤其是灰分的去除,对预处理后样品的

酶解有一定程度的有利作用,虽然２％ H２SO４预处

理后水葫芦的木质素含量较高,但其灰分含量最低

(去除 率 最 高),其 还 原 糖 产 率 仍 然 稍 高 于 ２％
NaOH 和１％ H２O２＋２％ NaOH 预处理,而２％
H２SO４处理后甘蔗渣的灰分含量则相对较高(去除

率低),其还原糖产率显著低于另外２种预处理.灰

分中很多金属阳离子都会在不同程度上抑制纤维素

酶的活性,而且灰分对纤维素酶的吸附作用使酶的

可及性和有效性有所降低,去除灰分可以有效地促

进纤维素样品的酶解[１９].
经３种预处理后,样品的纤维素含量明显升高,

而半纤维素和灰分含量有不同程度的降低,木质素

含量变化程度因不同预处理而不同.３种预处理对

水葫芦木质素的去除效果均较差,２％ NaOH 和

１％ H２O２＋２％ NaOH 预处理对甘蔗渣木质素的

去除效果较好.１％ H２O２＋２％ NaOH 预处理不

需高温(１２０℃)和灭菌锅,处理强度较低(９０℃),将
预处理后样品用于酶解产糖时,其原料利用率相对

较高.Yamashita等[１７]对竹子进行预处理后酶解

得到的研究结果与此相似,预处理强度较高时,会导

致大量半纤维素的损失,降低全纤维素的酶解效果.
从化学角度来看,１％ H２O２＋２％ NaOH 预处理是

通过 H２O２的氧化作用增强了去除木质素和灰分的

效果,提高了纤维素的可利用性,从而降低了预处理

的温度,同时提高了原料的酶解利用率,是一种有效

可行的预处理方法,当然,其中的参数条件还需要根

据预处理对象的具体特点进一步优化.
从整体上来看,水葫芦原料的纤维素含量较低,

经３种预处理后的酶解产糖效果低于甘蔗渣,然而,
作为典型的水生植物,水葫芦具有来源广泛、数量庞

大以及生长繁殖迅速等优势,如果能够找到针对水

葫芦的更加合适的预处理方法及酶解条件,有效地

利用水葫芦转化成清洁的生物能源,不仅可以用于

工业化生产,还能够防止水体水华等的产生、治理环

境问题,为这一环境害草的最终处置和资源化利用

提供可能途径.
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Sugarproductionofwaterhyacinthandsugarcanebagassebiomassby
enzymatichydrolysisunderthreekindsofchemicalpretreatment

LILi１　JIANGTao１　ZHOU WenＧbing１　YUANYu１　MAZhongＧhua２

１．LaboratoryofEcoＧEnvironmentalEngineeringResearch,CollegeofResourcesandEnvironment,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．CollegeofScience,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Threekindsofchemicalpretreatmentincluding２％ H２SO４,２％ NaOH,１％ H２O２＋２％
NaOH wereusedtopretreatwaterhyacinthandsugarcanebagassebiomasses．Thepretreatedbiomasses
weresubjectedtoenzymatichydrolysis．Therelationshipbetweenthevariationandtheremovalofthe
maincomponentsinpretreatedbiomassesandtheeffectsofsugarproductionbyenzymatichydrolysis
wereinvestigated．Resultsshowedthattheyieldsofreducingsugarofwaterhyacinthpretreatedbythree
chemicalpretreatmentshadnoobviousdifferences．Theyieldsofsugarcanebagassepretreatedwith２％
NaOHand１％ H２O２＋２％ NaOH weresignificantlyhigherthanthatpretreatedwith２％ H２SO４,and
higherthanthoseofwaterhyacinthunderthreekindsofpretreatment,indicatingthatitwassuperiorto
waterhyacinth．Cellulosecontent,ligninandashremovalhadapositiveeffectonyieldofreducingsugar
ofsamplespretreated．Highyieldofreducingsugarupto８１．５４％ wasobtainedbyenzymatichydrolysis
ofsugarcanebagassepretreatedwith１％ H２O２＋２％ NaOHfor１２hours．１％ H２O２＋２％ NaOHisan
effectivepretreatmentmethodforlignocellulosematerialsduetoitsrelativelymildnessandhighefficienＧ
cyofutilizingrawmaterial．

Keywords　chemicalpretreatments;waterhyacinth;sugarcanebagasse;enzymatichydrolysis

(责任编辑:张志钰)

２７


