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液氨预处理工艺对五节芒酶解糖化效果的影响
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摘要：为提高五节芒可发酵单糖的产量，采用液氨对其进行预处理。选用预处理温度 Ｔ、五节芒含水率 Ｍ、驻留时
间 ｔ和液氨用量比 ｋ为变量因素，在试验范围内 Ｔ（７０～１７０℃）、Ｍ（２０％ ～２００％）、ｔ（５～３０ｍｉｎ）、ｋ（０５～５０）通过
对各因素的不同取值，分析上述因素对五节芒酶解效果的影响。结果表明：在 Ｔ＝１３０℃、Ｍ＝８０％、ｔ＝１０ｍｉｎ、ｋ＝
２０的条件下预处理，五节芒 ７２ｈ的葡聚糖和木聚糖酶解率分别为７２１％和８２５％，即１００ｇ干基原材料可获得可
发酵单糖 ５５８ｇ，是未经预处理样品酶解率的 ３６５倍。因此，液氨预处理能够有效促进五节芒的酶解单糖转化率。
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　　引言

五节芒（Ｍｉｓｃａｎｔｈｕｓｆｌｏｒｉｄｕｌｕｓ）是多年生芒属植
物，其生长适应性能强、产量高，广泛分布在我国热

带、温带及其之间的广大区域，年最高产量可达

４９０ｔ／ｈｍ２［１］。其生长原理采用 Ｃ４光合作用路径，
比采用 Ｃ３能量获取方式生长的草本植物具有更高
的光合作用效率与固碳能力。加之其种植成本较

低，使其成为重要的能源植物优先品种。

各种草木本原料作为生物质能源利用的前提是

预先降低其抗水解屏障，提高其酶解单糖的产

量
［２］
，以进一步发酵产乙醇，或合成各种工业产

品
［３－５］

。木质纤维素原料转化为纤维素乙醇需要经

过预处理、酶解、发酵等关键技术环节。预处理是降

解木质纤维原料高分子结构和提升酶解单糖得率的

有效手段，因此成为生物质资源转化为能源的关键

技术之一
［６－８］

。目前常用的预处理方法主要有酸预

处理、碱预处理、热水预处理和蒸汽爆破法预处理

等，针对不同的植物品种，其处理效果不一。研究表

明，在碱预处理中，以氨为介质处理各种草本类原料

具有较高的酶解得率。根据其处理工艺的不同，主

要 有 氨 纤 维 膨 胀 法 （Ａｍｍｏｎｉａｆｉｂｅｒｅｘｐｌｏｓｉｏｎ，
ＡＦＥＸ）、氨 循 环 渗 透 法 （Ａｍｍｏｎｉａ ｒｅｃｙｃｌｅ
ｐｅｒｃｏｌａｔｉｏｎ，ＡＲＰ）、氨水浸泡法（Ｓｏａｋｉｎｇｉｎａｑｕｅｏｕｓ
ａｍｍｏｎｉａ，ＳＡＡ）和低水分 液氨法 （Ｌｏｗ ｍｏｉｓｔｕｒｅ
ａｎｈｙｄｒｏｕｓａｍｍｏｎｉａ，ＬＭＡＡ）等［９－１３］

。ＡＦＥＸ预处理
法就是用一定温度（７０～１５０℃）和高压（１４～
２１ＭＰａ）下的液态无水氨处理生物质 １０ｍｉｎ后再
快速泄压，现已被应用于玉米秸秆、柳枝稷等的研究

之中，但其工艺控制较难、对设备要求高，不适合常

规工业化用途
［１４－１５］

。

液氨处理法（Ｌｉｑｕｉｄａｍｍｏｎｉａｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＬＡＴ）是
在 ＡＦＥＸ的基础上作了改进，即提高了预处理温度
范围，去掉了爆破工艺，将氨的快速释放改为缓慢释

放，降低了工艺控制难度与处理成本
［１６］
。本课题组

在前期研究中，曾采用液氨预处理能源植物斑茅，结

果表明在纤维素酶添加量为 １５ＦＰＵ／ｇ（当量葡聚
糖）、预处理原料含水率为 ８０％、预处理温度为
１３０℃、预处理驻留时间为 １０ｍｉｎ、液氨与生物质的
质量比例为 ２０时，葡聚糖和木聚糖的总转化率分
别为６９３４％和８２６０％，相比于未预处理的原料分
别提高了 ５７３％和 １０５６％，单糖产量提高 ８倍［１６］

。

但斑茅是禾本科甘蔗属多年生、密丛高大草本植物，

因其年产量较低、取材不便等因素难以作为能源优

选品种。本文以适应性更强、产量更高、固碳能力更

强的五节芒为研究对象，并通过预处理温度、含水

率、驻留时间和液氨用量比等关键因素的选取及工

艺参数的优化，分析上述因素及取值对五节芒酶解

糖化效果的影响，为能源植物预处理工艺的选择提

供参考依据。

１　试验材料与方法

１１　试验材料
试验所使用的五节芒、芒、斑茅及玉米秸秆均采

自浙江省临安市（北纬３０２３°、东经１１９７２°），采收
期为２０１２年１２月初，生长周期约为 １年。选用植
株的地上部分作为试验材料，收割取材后，先将其切

割成１～２ｃｍ的长条状，后置于烘箱，在４０℃恒温条
件下干燥至含水率小于 １５％，继而用粉碎机将其粉
碎，过１００目筛。并根据试验设计确定的不同含水
率，分别用塑料袋密封，置于 －２０℃冷藏柜内冷藏
备用。

试验设备：高压反应釜（ＧＣＦ型，大连自控设备
厂）、高精度电子天平（精度００００１ｇ，梅特勒 托利

多仪器上海有限公司）、电热恒温鼓风干燥箱（１０１
２Ａ型，上海东星建材试验设备有限公司）、抽滤瓶、
滤纸及常规化学实验室仪器。

试验试剂：葡萄糖、木糖（Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ公
司）、纤维素酶、β葡萄糖苷酶（诺维信（中国）有限
公司提供）、木聚糖酶（山东泽生生物科技有限公

司）、氨、硫酸等。以上试剂均为分析纯。

１２　试验方法
参照美国国家可再生能源实验室 ＮＲＥＬ制定的

ＬＡＰ试验规程［１７］
，单糖的检测方法采用高效液相色

谱（Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）
法，因考虑到设备的可操作性、试验结果的精度及试

验的可重复性等因素，特在试验的过程中作了如下

改进：首先采用天平称量的方法，使得氨用量更为精

确，其次当驻留时间大于 １５ｍｉｎ时，预处理时间从
低于设定温度 ５℃开始计时，使得在整个驻留时间
内平均温度约等于试验所设定的温度，以保证试验

的精度。

１２１　组分分析
碳水化合物、酸不溶性木质素（Ｋｌａｓｏｎ木质素）

分别采用 ＬＡＰ００２与 ＬＡＰ００３进行测定［１７］
。具体过

程如下：称量一定含水率并去除可溶抽提物的五节

芒０３ｇ，加入质量分数 ７２％的 Ｈ２ＳＯ４溶液 ３ｍＬ，在
３０℃水浴环境中停留 ２ｈ，加去离子水 ８４ｍＬ（稀释
至质量分数４％的稀 Ｈ２ＳＯ４溶液），放入灭菌锅中加
热至１２１℃停留 １ｈ。反应后的样品置于抽滤瓶之
内，真空抽滤，将滤纸上的固形物在热风干燥箱内干

燥至恒质量。用 ＨＰＬＣ法测定各样品单糖的含量，
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计算出葡聚糖、木聚糖含量，由滤纸上的固形物质量

确定不溶性木质素含量。具体计算式为

Ｆｇ＝
Ｃｇ×８７／１０００×１６２／１８０

０３
×１００％ （１）

Ｆｘ＝
Ｃｘ×８７／１０００×１３２／１５０

０３
×１００％ （２）

式中　Ｃｇ———葡萄糖质量浓度，ｇ／Ｌ
Ｃｘ———木糖质量浓度，ｇ／Ｌ
Ｆｇ———葡聚糖质量分数，％
Ｆｘ———木聚糖质量分数，％

灰分采用 ＬＡＰ００５法进行测定［１７］
。精确称取

１０ｇ已知含水率的样品原料，将其放入陶瓷坩埚，
然后置入箱式电阻炉（ＹＦＸ７／１０Ｑ ＧＣ型，上海意
丰）中，按照程序设计进行缓慢升温，在约 ２ｈ时间
内升温至 ５７５℃，并保持此温度 ４ｈ。后关闭电源，
坩埚放入干燥瓶内室温冷却至恒质量，称量冷却后

的质量并计算灰分的含量。

Ｙ＝ Ｇ
Ｇ１（１－Ｍ）

×１００％ （３）

式中　Ｙ———灰分质量分数，％
Ｇ———灰渣质量，ｇ
Ｇ１———试样质量，ｇ
Ｍ———样品含水率，％

１２２　ＬＡＴ预处理
ＬＡＴ预处理方法如下：根据试验设计的液氨用

量比分别将定量的液氨注入采样钢瓶（ＢＰＡ １０００
型，抚顺博瑞特），将待处理的五节芒原料放入高压

反应釜中，首先加热钢瓶至 ５０～６０℃，增大瓶内压
力，以便能更容易将氨注入高压反应釜，分别加热到

试验设计相应温度，然后保留试验设计相应的时间，

打开反应釜的开口，将氨缓慢释放。待温度降低，取

出原料，并在室温下放置 １２ｈ以逸出原料中的氨。
称量并测得含水率，计算预处理后生物质原料固体

回收率 Ｓｒ，然后将处理后的原料放入 －２０℃冷柜冷
藏备用。

Ｓｒ＝
ｍ１
ｍ２
×１００％ （４）

式中　Ｓｒ———固体回收率，％
ｍ１———预处理后生物质质量（干基），ｇ
ｍ２———预处理前生物质质量（干基），ｇ

１２３　试验设计
参考 ＡＦＥＸ法、ＡＲＰ法等的研究方法，选择温

度、含水率、驻留时间、液氨用量比等 ４个因素作为
ＬＡＴ预处理的变量因素。其中，液氨用量比为液氨
质量与五节芒原材料质量（干基）比。如表 １所示，
采用单因素分析法，进行试验和数据分析。

表 １　试验设计

Ｔａｂ．１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎ

温度／℃ 干基含水率／％ 驻留时间／ｍｉｎ 液氨用量比

７０ ２０ ５ ０５

９０ ４０ １０ １０

１１０ ６０ １５ ２０

１３０ ８０ ２０ ３０

１５０ １００ ３０ ５０

１７０ １５０

２００

１２４　酶解
酶解方法参照 ＬＡＰ００９进行［１７］

，考虑到多次取

样会导致酶解液减少而影响酶解效果，故将酶解取

液１０ｍＬ改进为 １５ｍＬ。具体过程如下：精确称取
０１５ｇ当量葡聚糖的五节芒放入 ２０ｍＬ酶解瓶，依
次加入蒸馏水、柠檬酸钠缓冲溶液（平衡后 ｐＨ值为
４８）、抗生素（四环素和环己酰亚胺），振荡培养 １ｈ
后添加纤维素酶、β葡萄糖苷酶和木聚糖酶，其中纤
维素酶的添加量为１５ＦＰＵ／ｇ（当量葡聚糖），β葡萄
糖苷酶的添加量为６４ＣＢＵ／ｇ（当量葡聚糖），木聚糖
酶添加量为 １０００ＩＵ／ｇ（当量葡聚糖），酶解温度
５０℃，恒温孵育器转速 １５０ｒ／ｍｉｎ，酶解取样时间分
别为２４ｈ、７２ｈ。

取样：取 １ｍＬ酶解液样放入离心管，在加热器
（温度９９℃）上加热 ２０ｍｉｎ，使酶蛋白变性失效，继
而放入 －２０℃冷柜冷却 ５ｍｉｎ，然后放入离心机（艾
本德５４２４型，转速 １４５００ｒ／ｍｉｎ）离心 ５ｍｉｎ，再经
０２２μｍ一次性针头过滤器过滤（聚醚砜膜）后转入
ＨＰＬＣ样品瓶，放于 －２０℃冷柜内保存，用于后续
ＨＰＬＣ的分析。
１２５　单糖的测定

酸解液与酶解液中的单糖定量分析采用 ＨＰＬＣ
法，色谱仪为 ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ１２００系列，采用
Ｂｉｏ Ｒａｄ公司的 ＨＰＸ ８７Ｈ色谱柱，流动相为
０００５ｍｏｌ／Ｌ稀硫酸，流速为 ０６０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为
５０℃。
１２６　酶解率

酶解率为酶解液中获得单糖量与原料中理论最

高可得单糖含量之比，其中理论含糖量根据原材料的

组分分析获得。总糖产量定义为１００ｇ干基原材料经
预处理与酶解后所获得葡萄糖和木糖的质量总和。

ｄｇ＝
１５／１０００×１６２／１８０
０３７５Ｆｇ／１００

Ｃｇ×１００％ （５）

ｄｘ＝
１５／１０００×１３２／１５０
０３７５Ｆｘ／１００

Ｃｘ×１００％ （６）

式中　ｄｇ———葡聚糖酶解率，％
ｄｘ———木聚糖酶解率，％

８９１ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１６年



２　结果与讨论

２１　原材料成分分析
五节芒、芒、斑茅和玉米秸秆４种原材料的组分

分析结果如表 ２所示。由表 ２可知，芒属和斑茅等
能源植物的组分含量总体上相近，而玉米秸秆的葡

聚糖和木质素含量略低。在４种原材料中五节芒的
可转化单糖总量最大，其有效组分葡聚糖和木聚糖

总量约占６６％，即每 １００ｇ干基五节芒经预处理酶
解后可得到可发酵单糖 ７３０ｇ左右。从原材料成
分分析来看，五节芒可以作为能源植物的优先品种。

表 ２　生物质原材料成分分析（干基）

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｉｏｍａｓｓ（ｄｒｙｂａｓｉｓ）

％

组分
原材料种类

五节芒 芒 斑茅 玉米秸秆

葡聚糖 ４３７０±０２３４２２９±０２５４２８８±１５８ ３９６±３５

木聚糖 ２２２２±００４２１７５±０１１２２８３±０１４ ２２１±１５
Ｋｌａｓｏｎ

木质素
２２９７±０１５２３５１±０１３２４５０±０４２ ２１８±１９

灰分 ６６７±００８ ６５２±０１２ ５１９±０１０ ７３±０５

２２　温度对酶解率的影响
温度对 ＬＡＴ预处理五节芒聚糖酶解率的影响

如图１所示（其他预处理条件：含水率为 ８０％、预处
理驻留时间为１０ｍｉｎ、液氨与原材料比例为 ２０，ＵＴ
代表未处理，后文同）。由图可知，随着温度 Ｔ从
７０℃升至１３０℃，葡聚糖和木聚糖酶解率同时增加。
当预处理温度为 １３０℃时，葡聚糖和木聚糖 ７２ｈ酶
解率达到最大值，分别为 ７２１％和 ８２５％，分别是
未处理样品的 ３３倍和 ４３倍。可见，温度升高能
有效地促进聚糖的转化，特别是木聚糖的转化。温

度的升高会加速生物质内化学键的断裂，实现化学

反应速度和程度同时增加，以有利于后续酶解
［１８］
。

当温度高于１３０℃时，聚糖的转化率开始下降，特别
是葡聚糖，这说明高温引起了半纤维素和葡聚糖的

解聚。ＫＩＭ等［１０］
和 ＢＡＮＥＲＪＥＥ等［１９］

得到了类似的

结论。因此，温度高于 １３０℃并不能增加收益反而
增加了不必要的能耗。

２３　含水率对酶解率的影响
含水率对 ＬＡＴ预处理五节芒聚糖酶解率的影

响如图 ２所示（其他预处理条件：温度为 １３０℃、预
处理驻留时间为 １０ｍｉｎ、液氨与原材料比例为
２０），试验中的含水率为水分与干基物料质量比，
即干基含水率，结果表明：聚糖酶解率在含水率为

８０％ ～１５０％之间处于较高区域，此时其总糖产量十
分接近，为了减少水耗和简化后续酶解发酵流程，本

图 １　温度对五节芒葡聚糖／木聚糖的酶解率的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｇｌｕｃａｎ／ｘｙｌａｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｏｆＬＡＴｔｒｅａｔｅｄＭｉｓｃａｎｔｈｕｓｆｌｏｒｉｄｕｌｕｓ
　

图 ２　干基含水率对五节芒葡聚糖／木聚糖的

酶解率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｏｉｓｔｕｒｅｃｏｎｔｅｎｔｏｎｇｌｕｃａｎ／ｘｙｌａｎ

ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆＬＡＴｔｒｅａｔｅｄＭｉｓｃａｎｔｈｕｓｆｌｏｒｉｄｕｌｕｓ
　

研究选择了８０％的含水率为优化条件。ＹＯＯ等［１２］

认为水在预处理过程中发挥重要作用，生物质在水

合作用下引起结晶纤维素结构肿胀进而增加酶的可

及性。但 ＢＡＬＳ等［２０］
研究发现：在玉米秸秆低温长

时的 ＡＦＥＸ预处理中，含水率对木聚糖没有酶促作
用，而对葡聚糖的酶促作用也十分有限。

２４　驻留时间对酶解率的影响
驻留时间对 ＬＡＴ预处理五节芒聚糖酶解率的

影响如图 ３所示（其他预处理条件：温度为 １３０℃、
含水率为８０％、液氨与原材料比例为２０）。当驻留
时间小于１０ｍｉｎ时，聚糖酶解率随着驻留时间增加
而升高；当驻留时间在 １０～１５ｍｉｎ时，聚糖酶解率
变化不大；当驻留时间大于 １５ｍｉｎ时，聚糖酶解率
快速下降。ＺＨＡＯ等［２１］

的研究认为，液氨预处理驻

留时间小于 １５ｍｉｎ有利于木质素的移除和聚糖的
保留；而驻留时间高于 ２０ｍｉｎ时，葡聚糖和木聚糖
含量快速下降。综合考虑后，在其他试验方案中选

择了较短的预处理时间（１０ｍｉｎ）。

２５　液氨用量比对酶解率的影响

液氨用量比对 ＬＡＴ预处理五节芒聚糖酶解率
的影响如图 ４所示 （其他预处理条件：温度为
１３０℃、含水率为８０％、预处理驻留时间为１０ｍｉｎ）。
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图 ３　驻留时间对五节芒葡聚糖／木聚糖的

酶解率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｅｓｉｄｅｎｃｅｔｉｍｅｏｎｇｌｕｃａｎ／ｘｙｌａｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｏｆＬＡＴｔｒｅａｔｅｄＭｉｓｃａｎｔｈｕｓｆｌｏｒｉｄｕｌｕｓ
　
由图可知，随着液氨用量比从０５增加至 ３０时，葡
聚糖和木聚糖酶解率同时增加。葡聚糖酶解率的最

大值出现在液氨用量比为 ３０时，此时葡聚糖酶解
率从未处理的２１７％增加至７５８％；木聚糖酶解率
的最大值出现在液氨用量比为 ２０时，此时木聚糖
酶解率从未处理的 １９１％增加至 ８２５％。总糖产
量在液氨用量比为３０时最大，每１００ｇ干基五节芒
经预处理酶解后可得到可发酵单糖 ５７４ｇ，相较于
液氨用量比２０时的可发酵单糖 ５５８ｇ，总糖产量
仅提高２８６％。然而，高的氨用量比意味着大量化
学剂的投入和预处理系统的高压操作，鉴于此，２０
的液氨用量比作为 ＬＡＴ预处理的优化条件。文
献［２２－２３］指出农作物秸秆类最佳液氨用量比为
１０，竹子和斑茅最佳液氨用量比为 ２０，可见五节
芒的预处理条件在氨的用量上与斑茅和竹子类似。

这表明优化条件与生物质种类具有较强的相关性：

能源植物的预处理条件高于农作物秸秆。

图 ４　液氨用量比对五节芒葡聚糖／木聚糖的

酶解率的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｍｍｏｎｉａｌｏａｄｉｎｇｏｎｇｌｕｃａｎ／ｘｙｌａｎ

ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆＬＡＴｔｒｅａｔｅｄＭｉｓｃａｎｔｈｕｓｆｌｏｒｉｄｕｌｕｓ
　
因氨能有效地打破木质素和半纤维素之间的碱

不稳定的化学键；同时打破纤维素的氢键连接破坏

其结晶结构；显著地增加了生物质的孔隙度，进而增

大了生物质对酶的可及性，以提高酶解率
［２３－２４］

。采

用液氨预处理五节芒后，取得了一个较高的聚糖酶

解率。ＣＯＮＤＥ ＭＥＪ?Ａ等［２５］
认为液氨预处理依赖

于能量的消耗和氨的价格，因此，有效的氨回收过程

会使这种方法更经济，更加实际可行。氨回收利用

系统的实现可以大大降低预处理系统氨的使用量，

目前，ＣＡＭＰＢＥＬＬ等［２６］
已经对此系统的模型进行了

相关的研究，有望进行后续的工业化生产。

２６　质量平衡
为了追踪五节芒预处理及酶解过程中碳水化合

物的变化与降解，对未处理五节芒及经 ＬＡＴ预处
理、酶解的样品进行了质量平衡，如图５所示。质量
平衡的预处理条件为 ＬＡＴ预处理在试验范围内优
化的结果，采用复合酶系酶解 ７２ｈ，酶添加量分别
为：纤维素酶 １５ＦＰＵ／ｇ（当量葡聚糖），β葡萄糖苷
酶６４ＣＢＵ／ｇ（当量葡聚糖），木聚糖酶１０００ＩＵ／ｇ（当
量葡聚糖）。

图 ５　五节芒未处理／ＬＡＴ预处理及酶解质量平衡图

Ｆｉｇ．５　Ｏｖｅｒａｌｌｍａｓｓｂａｌａｎｃｅｆｏｒｕｎｔｒｅａｔｅｄ／ＬＡＴｔｒｅａｔｅｄ

ａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＭｉｓｃａｎｔｈｕｓｆｌｏｒｉｄｕｌｕｓ
　
由图５可知，１００ｇ干基五节芒经 ＬＡＴ预处理

及酶解后可获得可发酵单糖 ５５８ｇ，而未处理五节
芒的可发酵单糖的获得量为 １５３ｇ，预处理后五节
芒的总糖产量提高了２６５倍。此时，葡萄糖的产量
从未处理的１０５ｇ提高到 ３５０ｇ；木糖的产量从未
处理的４８ｇ提高到２０８ｇ；葡萄糖和木糖的产量分
别是未处理的３３３倍和４３３倍。

３　结论

（１）从化学成分分析可见，五节芒可以作为能
源植物的优先品种，其与芒、斑茅等在化学组分上比

较接近，在预处理方法与效果可以相互参考借鉴。

（２）采用 ＬＡＴ法在温度１３０℃、含水率 ８０％、驻
留时间１０ｍｉｎ、液氨用量比 ２０的条件下预处理五
节芒，是一个较优的工业化处理工艺。

（３）在上述条件下的预处理底物经复合酶系酶
解７２ｈ后其葡聚糖和木聚糖酶解率达 ７２１％和
８２５％，分别是未处理的 ３３倍和 ４３倍，１００ｇ干
基原材料可获得可发酵单糖 ５５８ｇ，是未经预处理
样品酶解率的３６５倍。

００２ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１６年
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