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磷酸-丙酮预处理对水稻秸秆酶解糖化的影响
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咸宁职业技术学院生物工程系,咸宁437100

摘要 为提高水稻秸秆木质纤维素的能源化利用效率,采用磷酸-丙酮对水稻秸秆进行预处理,研究预处理

水稻秸秆粒径、固液比、温度、时间对纤维素酶水解糖化率的影响,并用扫描电镜分析预处理前后水稻秸秆结构

的变化。结果表明,水稻秸秆预处理的适宜条件为:粒径≤380μm、固液比1∶8、温度80℃、处理时间为1.5h,

在此条件下预处理的水稻秸秆纤维素酶水解糖化率从未处理水稻秸秆的18.6%提高到预处理后的65.4%。

SEM分析表明,经磷酸-丙酮预处理,水稻秸秆晶状结构遭到破坏,并崩解为碎片,从而使后续的纤维素酶水解糖

化率显著提高。
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  农作物秸秆是世界上最丰富的纤维素类物质之

一。中国是农业大国,每年产生农作物秸秆的总量

约7亿t[1],这是一类巨大的可利用的再生资源,但
目前对秸秆的利用率普遍较低,约有2/3的秸秆被

焚烧或弃置于自然环境而成为一大污染源。如何充

分合理地利用这类可再生资源,变废为宝,是全球研

究的热点之一,而以农作物秸秆为代表的纤维素乙

醇则是该热点中的一个亮点[2-3]。由于农作物秸秆

中高聚合纤维素分子形成结构紧密的晶状结构,外
面被难以分解的木质素缠绕包围,使得纤维素酶和

半纤维素酶对其可及性差,酶解糖化用酶量大且作

用时间长、效率低、成本高[4-5]。因此,酶水解之前的

预处理是秸秆纤维素转化为燃料乙醇的关键技术,
已成为国内外研究的焦点之一[6-9]。通过预处理,破
坏木质素保护层,改变纤维素的晶体结构,使结晶

纤维素成为无定型纤维素,进一步打断部分β-1,4-
糖苷键,降低聚合度,改变天然纤维素的结构,破坏

纤维素-木质素-半纤维素之间的连接,降低纤维素

的结晶度以及提高基质的孔隙率,提高纤维素酶等

对纤维素的可及性,促进纤维素的降解,达到提高

酶解糖化率的目的。预处理技术主要有物理处理、
化学处理、物理化学处理和生物处理[10-14]。其中,化
学处理中的酸预处理是研究较多的一种预处理方

式,但所用酸一般为稀硫酸,预处理多需100℃以上

的高温,能耗大[15-16],对设备要求高,且需增加后续

酸处理工艺,成本高,对环境影响较大。因而,仍未

突破预处理技术的瓶颈。
笔者采用磷酸-丙酮预处理水稻秸秆,使用磷酸

在常压、较低温度下破坏木质素-碳水化合物之间的

氢键从而溶解纤维素中的原纤维和半纤维素,减弱

纤维素和半纤维素水解成低聚合程度聚合物片段的

作用,同时从半纤维素上移去乙酰基团形成乙酸;利
用丙酮进一步剥离木质素并萃取纤维素和半纤维

素[17]。利用磷酸和丙酮的挥发性差异回收溶剂并

循环使用,研究预处理水稻秸秆颗粒度、固液比、温
度、时间对纤维素酶水解糖化率的影响;用扫描电镜

分析预处理前后水稻秸秆结构的变化,并对磷酸-丙
酮预处理后的水稻秸秆和未处理水稻秸秆的酶解得

率进行考查,以期为其他农作物秸杆的预处理和酶

解糖化以及水稻秸杆乙醇化工业生产提供参考

依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)水稻秸秆。水稻秸秆采自咸宁市白鹤村,其
主要成分为粗纤维素34.7%、半纤维素26.6%、木
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质素4.9%、粗蛋白质5.2%。

2)纤维素酶。纤维素酶购自宁夏和氏璧生物技

术有 限 公 司。纤 维 素 酶(固 体)酶 活 为:滤 纸 酶

(FPA)≥2.2万 U/g、内切酶活(Cx,CMC)≥30万

U/g、外切酶活(C1,脱脂棉)≥1.2万 U/g、二糖酶

活(Cb)≥1.0万U/g。

3)化学试剂。试验中的化学试剂均购自武汉厚

积生物科技有限公司,其中丙酮和磷酸均为化学纯。
1.2 试验方法

1)水稻秸秆的预处理方法。将水稻秸秆剪成

2~3cm 的 小 段,烘 干 后 粉 碎 至 粒 径 ≤830、≤
380、≤250、≤180、≤150μm,烘干备用。称取10g
水稻秸秆粉装入小烧杯,加适量磷酸与秸杆粉充分

混匀,一定温度下水浴一段时间后,自然冷却至

50℃左右后加260mL丙酮充分搅拌20min,将混

合物置于旋转蒸发仪上(或回流装置中)加热至

58℃,去除丙酮和磷酸,回收后的丙酮再用于预处

理。将去除丙酮和磷酸的混合物移入烧杯,加入

200mL蒸馏水,充分混匀后过滤,收集滤液和滤

饼,滤液是以磷酸为主并含有半纤维素分解物的溶

液,可用于制造磷肥,滤饼用蒸馏水洗至中性,烘干

即得水稻秸秆预处理试样,称质量后计算出预处理

后所获试样占预处理前试样的比例,并将其置于干

燥器中备用。

2)水稻秸秆的预处理试验设计。分别考查水稻

秸秆粒径≤830、≤380、≤250、≤180、≤150μm,固
液比[水稻秸秆粉(g)∶磷酸(mL)]为1∶6、1∶7、

1∶8、1∶9、1∶10,温度为40、50、60、70、80、90、

100℃,时间为1.0、1.5、2.0、2.5、3.0h共4个因

素不同水平的预处理条件对水稻秸秆酶解糖化的

影响。

3)水稻秸秆的纤维素酶解方法。准确称取水稻

秸秆试样,用pH4.8的醋酸-醋酸钠缓冲溶液配成

质量浓度为4mg/mL溶液,取该溶液1.5mL置于

25mL具塞刻度试管中,加入过量纤维素酶液,在

50℃的恒温水浴中保温进行酶解反应试验,用DNS
法在520nm处测定其中的葡萄糖质量,再根据公

式(1)计算出纤维素的糖化率[8,18]。

糖化率=
酶解生成的葡萄糖质量×0.9

水稻秸秆样品的质量×纤维素的质量分数×100%

(1)

式中的0.9为修正系数;水稻秸秆样品的质

量=预处理后所获试样的质量/该试样占预处理前

试样的比例。

4)预处理后 水 稻 秸 秆 结 构 变 化 分 析。利 用

JSM-6390LV扫描式电子显微镜(SEM)对预处理前

后的水稻秸秆结构扫描观察,分析磷酸-丙酮预处理

对水稻秸秆结构的影响。扫描电镜的加速电压为

20kV,工作距离为15mm,分辨率为3nm。

5)试验仪器。旋转蒸发器 RE-52A,购自上海

亚 荣 生 化 仪 器 厂;电 热 数 字 显 示 恒 温 水 浴 锅

Q/IKEF02-2001,购自上海浦东荣丰科学仪器有限

公司。

6)数据统计分析。试验数据用Excel2003软

件进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 水稻秸秆粒径对水稻秸秆糖化的影响

取不同粒径的水稻秸秆粉10g,以固液比为

1∶9的比例加入90mL磷酸搅拌均匀后于70℃保

温预处理2h后,再用丙酮处理。粒径≤380μm的

水稻秸秆粉预处理后所获糖化率最高(表1)。水稻

秸秆粒径越小,水稻秸秆的比表面积越大、水稻秸秆

和磷酸及丙酮的接触面积也越大,磷酸对其作用就

越强,丙酮的剥离和萃取效果则越好。但粒径过小,
纤维素会发生过度降解,降低了预处理后水稻秸秆

的收率,从而使水稻秸秆的糖化率下降。另外,过小

的粒径也会在粉碎工序上消耗较多的能源和人力物

力,增加生产成本。因此,适宜的水稻秸秆粒径应≤
380μm。
2.2 固液比对水稻秸秆糖化的影响

取粒径≤380μm的水稻秸秆粉,分别加入不同

固液比的磷酸,70℃保温预处理2h后,再用丙酮

处理。固液比为1∶8时,效果最好(表1)。磷酸用

量不足,不能充分破坏水稻秸秆的晶状结构,预处理

的效果不明显,后续的酶解酶化率较低。这与Li
等[17]在丙酮-磷酸预处理狗牙根以及曾青兰[19]在用

磷酸预处理小麦秸秆中发现的磷酸浓度与酶解糖化

率呈现正相关性的规律基本一致。但是,磷酸用量

过高,也会导致纤维素的过度分解。因此,适宜的固

液比为1∶8。
2.3 预处理温度对水稻秸秆糖化的影响

设定不同的温度,以1∶8的固液比向≤380

μm的水稻秸秆粉中加入磷酸,保温预处理2h后,
再加丙酮处理。温度为80℃时,所获得的水稻秸秆

糖化率最高(表1)。较高温度会促进水稻秸秆半纤
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维素分解和木质素的溶解,以去除半纤维素和木质

素,增大空隙度,但也会导致纤维素分解,在两方面

因素的共同作用下,80℃的预处理效果最佳。采用

该温度时,一方面可避免高温预处理带来的能量消

耗以及高聚糖的大量降解;另一方面可获得最佳的

酶解糖化率。
表1 预处理条件对水稻秸秆酶解糖化的影响

Table1 Effectofpretreatmentconditiononthesaccharificationratioofricestraw

预处理条件

Pretreatmentcondition
酶解糖化率/%

Saccharificationratio
预处理条件

Pretreatmentcondition
酶解糖化率/%

Saccharificationratio

粒径/μm
Particlesize

≤830 43.3±0.2

固液比

Materialstoliquidratio

1∶6 41.5±0.3

≤380 45.4±0.2 1∶7 43.2±0.2

≤250 45.0±0.2 1∶8 46.7±0.2

≤180 42.1±0.1 1∶9 45.3±0.1

≤150 41.2±0.2 1∶10 41.1±0.1

温度/℃
Temperature

40 42.3±0.3

时间/hTime

1.0 57.3±0.2

50 42.9±0.3 1.5 64.3±0.1

60 44.5±0.1 2.0 57.1±0.2

70 47.1±0.1 2.5 51.0±0.1

80 56.1±0.1 3.0 49.5±0.1

90 51.6±0.2

100 47.3±0.1

2.4 预处理时间对水稻秸秆糖化的影响

设定不同的预处理时间,取≤380μm的水稻秸

秆粉,按1∶8的固液比加入磷酸,在80℃下保温预

处理后,再加丙酮处理。预处理时间较短,半纤维素

的分解和木质素的溶解不充分,达不到破坏水稻秸

秆晶状结构的目的;而预处理时间太长,不但使半纤

维素分解、木质素溶解,也会使纤维素过度分解,影
响后续酶解糖化的纤维素总量。在本试验条件下预

处理时间1.5h最为适宜,可避免长时间预处理带

来的能量消耗以及纤维素过度分解,同时酶解糖化

率最理想(表1)。
2.5 酶解糖化时间进程曲线

在粒径≤380μm、固液比1∶8、温度80℃、处
理时间1.5h条件下预处理水稻秸秆,并将预处理

后得到的水稻秸秆试样和未经预处理的水稻秸秆试

样在相同条件下进行纤维素酶解糖化试验,其酶解

糖化时间进程曲线见图1。酶解反应开始时,经过

预处理的水稻秸秆纤维素酶解糖化率逐步增加,到

40min时达最大值65.4%,随着时间的延长,糖化

率略有下降。一方面是由于底物减少及反馈抑制的

增强,另一方面也可能是发生了复合反应,一部分葡

萄糖又重新结合生成纤维二糖等复合糖类。未经预

处理的水稻秸秆纤维素酶解糖化率很低,酶解40
min时 只 有18.6%,与 其 他 酶 解 时 间 的 糖 化 率

接近。

图1 水稻秸秆的酶解糖化进程曲线

Fig.1 Thecourseofenzymatichydrolysisofricestraw
2.6 预处理后水稻秸秆结构的变化

由图2可知,经过预处理,原来秸秆内、外表面

完整清晰的结构遭到破坏,出现崩解的碎片,水稻内

结晶区已完全转变为无定形区,水稻秸秆的空隙度

增大,比表面积相应增大,从而大大提高了纤维素酶

对水稻秸秆纤维素的可及性,为后续的酶解糖化提

供了良好的条件。

3 讨 论

采用磷酸-丙酮预处理水稻秸秆后,可显著提高

水稻秸秆的酶解糖化率。水稻秸秆预处理的适宜条

件为:粒径≤380μm、固液比1∶8、温度80℃、处理

时间为1.5h。在此预处理条件下,所获水稻秸秆

试样的纤维素酶水解糖化率从未处理水稻秸秆的

18.6%提高到预处理的65.4%。扫描电镜分析表
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 A:未处理的水稻秸秆 Unpretreatedstraw;B:预处理的水稻秸秆Pretreatedstraw.

图2 水稻秸秆样品的扫描电镜分析

Fig.2 Theanalyseofstructureofricestrawbeforeandafterpretreatment

明,预处理后的水稻秸秆的结构完全崩解成碎片,表
明木质素和半纤维素之间的交联结构被破坏,水稻

秸秆紧密的晶状结构转变为膨松状的碎片,孔隙度

和比表面积都增大,从而大大增加了纤维素酶对纤

维素的可及性,使其可充分作用于水稻秸秆纤维素,
从而大幅度地提高酶解糖化率。

用磷酸-丙酮预处理水稻秸秆,条件比较温和,
不需高温高压和特殊的设备。与目前常用的稀硫酸

在100℃以上的高温下预处理的方法相比[15-16],用
磷酸-丙酮预处理水稻秸秆可在很大程度上降低能

耗,节约成本,预处理后的样品中既含纤维素、半纤

维素,也含有木质素,由于三者之间原来紧密的结构

已完全被破坏,无需将三者彼此分开,只需利用磷酸

和丙酮的挥发性差异即可回收溶剂;与田龙等[8]方

法相比,节省了分离纤维素、半纤维素和木质素的工

序及其相应的成本。预处理后的水稻秸秆酶解40
min即可达最大糖化率,与田龙等[8]及陈魏等[18]方

法相比,酶解时间短,一方面可大大地省时省工,另
一方面也可避免长时间酶解所造成的微生物污染。
预处理回收的丙酮可循环利用,过滤收集的磷酸废

液可作制造磷肥的原料,从而节约成本,减少了对环

境的污染。因此,用磷酸-丙酮预处理水稻秸秆是一

种操作简单、能耗低、效果较好、对环境较友好的预

处理方式。但是,该预处理方式下所获的酶解糖化

率,与理论值相比,仍有一定的提升空间,其主要的

原因之一,可能是纤维素降解过程中二糖的累积抑

制了酶解的程度。另外,磷酸-丙酮预处理水稻秸秆

过滤所获滤饼用蒸馏水洗至中性时,废液中仍含有

少量的磷酸和丙酮,若直接排放,对环境仍有一定的

影响。因此,下一步研究的重点是预处理秸秆的酶

解糖化工艺的优化,以进一步提高秸秆原料的酶水

解糖化率;同时进一步研究试验废液中的残余磷酸

和丙酮的测定、回收和监测工作,使其对环境的影响

降到最低限度。
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Effectsofphosphoricacid-acetonepretreatment
onenzymaticsaccharificationofricestraw

ZENGQing-lan LIXiao-hong

DepartmentofBiologicalEngineering,XianningVocationalTechnicalCollege,

Xianning437100,China

Abstract Toimprovelignocelluloseenergy-orienteduseefficiencyofthericestraw,ricestrawwas
pretreatedwithphosphoricacid-acetone.Theeffectsofparticlesize,materialstoliquidratio,temperature
andtimeonenzymaticsaccharificationratioofricestrawwerestudied.Theconstructionofthericestraw
wasscannedbeforeandafterthepretreatmentbySEM.Theresultsshowedthatwhentheparticlesizeof
ricestrawwas≤380μm,thematerialstoliquidratiowas1∶8,thepretreatedtemperaturewas80℃
andthepretreatedtimewas1.5h,theenzymaticsaccharificationratioofricestrawincreasedfrom
18.6%to65.4%.ThecrystallinestructureofthericestrawwasdestroyedtopiecesbySEM,providing
goodworkingconditionsforthesubsequentenzymaticsaccharification.Theresearchcouldprovideanef-
fectivepretreatedwayofstrawundermildnessconditions.

Keywords phosphoricacid;acetone;ricestraw;cellulose;saccharification;pretreatment
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