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摘 要: 纤维乙醇发酵菌株的选育影响糖的利用率,特别是木糖利用率的提高有利于乙醇产量的

增加。作者综述了纤维乙醇发酵中发酵菌株、发酵工艺和脱水工艺的研究现状, 分析它们的优缺

点,并提出了未来纤维乙醇发酵和脱水工艺的研究方向。
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Abstract: T he breeding of fermentat ion st rains affect the eff iciency of sugar ut ilizat ion on

lignocellulosic ethanol, especially fo r increasing the xylose utilizat ion eff iciency to impr ove

ethanol yield. This review summarized the development of fermentat ion st rains, pro cesses

opt imizat ion and ethanol dehydrat ion on lignocel lulo sic ethano l, and their advantag es w ere

discussed. M oreover, the futur e on the development of fermentat ion and ethano l dehydrat ion are

proposed.

Key words: lignocellulosic ethanol, xy lose fermentat ion, g enetic str ains, fermentative pro cess,

ethanol dehydr at ion

木质纤维原料组分的结构复杂, 其主要是纤维

素、半纤维素和木质素等的聚合物, 一般需要经过

预处理和水解过程将其转化为单糖的形式后,通过

酵母菌或细菌发酵得到乙醇和 CO2。葡萄糖和木

糖是纤维素 ( 30% ~ 40% ) 和半纤维素 ( 25% ~

35%)能够转化为单糖的主要形式。自然界中大部

分的细菌、真菌和酵母菌都能代谢葡萄糖, 最为典

型的是酿酒酵母( Sacchar omyces cer evi siae)和运动

发酵单胞菌( Zymomonas mobil is )。它们都能很好

地利用葡萄糖, 其中在生物乙醇的工业生产中, 大

多数利用酿酒酵母作为生产菌株。它的发酵工艺

成熟,乙醇耐受性好,但是不能发酵木糖等五碳糖。

如今,大部分的研究都集中于将能代谢葡萄糖的优

良菌株进行代谢改造, 使其能够发酵木糖。然而在

自然菌株中,能直接发酵木糖的菌株由于乙醇耐受

性差、发酵生产效率低而未能达到工业化生产的要

求。

目前,根据实际发酵条件的特点, 发酵中采用



不同的发酵工艺。同时为了减小乙醇脱水过程中

消耗的能耗, 国外学者对蒸馏、分子筛吸附和膜分

离等乙醇脱水工艺进行了大量的研究。此外,在针

对发酵过程中酵母对乙醇的耐受性差, 发酵效率低

和乙醇浓度不高等问题上, 研究利用发酵与分离过

程的耦合来解决这些问题。作者主要介绍了纤维

乙醇发酵过程和脱水工艺的研究现状及其优缺点,

并提出了今后的发展方向。

1 发酵菌株

木糖是木质纤维素水解物中含量仅次于葡萄

糖的单糖,是半纤维素的主要成分之一[ 1] 。自然界

能发酵木糖的菌种主要是嗜鞣管囊酵母( Pachy so

len tannop hilus )、树干毕赤酵母( P ichia stip i ti s )和

休哈塔假丝酵母( Candida shehatae)。它们是在限

制性供氧下进行发酵,乙醇耐受性和发酵能力都不

如酿酒酵母和运动发酵单胞菌。到目前为止,自然

界中还没有一种微生物发酵木糖的能力能够满足

工业化生产的需要。因此选育优良的发酵菌株是

提高木糖转化率的关键之一。

目前,在木糖发酵中对发酵葡萄糖性能好的菌

株构建的工程菌已取得较大进展,主要是对大肠杆

菌、运动发酵单胞菌和酿酒酵母通过细胞融合技术

或构建工程菌等技术对菌种进行代谢改造,进一步

拓宽菌株对底物的利用率。大肠杆菌缺乏高产乙

醇的酶系, 使丙酮酸被其他途径分解, 且代谢副产

物醛类和有机酸等较多。Ingr am 等[ 2] 将运动发酵

单胞菌的丙酮酸脱氢酶( PDC )和乙醇脱氢酶基因

( ADHII)构建了 PET 操纵子, 将其导入大肠杆菌

中,促使它提高乙醇的产量。运动发酵单胞菌发酵

糖的速率高于酿酒酵母, 但发酵效率不如酿酒酵

母,耐乙醇性较差, 而且缺乏木糖转化到木酮糖等

途径的酶的基因。Zhang 等 [ 3]在 1995年首次成功

地将木糖异构酶基因( xy lA)、木酮糖激酶基因( x y

lB)、转酮酶基因( tktA )和转醛酶基因( talB)导入运

动发酵单胞菌中, 使其在以木糖为碳源的培养基上

生长,同时得到乙醇产量达到理论产率的 86%。但

是它在发酵中易发生染菌现象, 得到较多的副产

物,还不能大规模应用。

酿酒酵母是工业发酵应用最为广泛的菌株, 发

酵乙醇效率高和耐乙醇性强, 由于缺乏木糖转化为

木酮糖的酶的基因而不能代谢木糖。通常构建木

糖发酵的酿酒酵母工程菌种主要有两种方法:一是

向宿主菌株中转入木糖异构酶基因( xy lA) , 二是向

宿主菌株中转入木糖还原酶基因( XYL1)和木糖脱

氢酶基因( XYL2)。Ko tter 等
[ 4]
将树干毕赤酵母的

XYL1和 XYL2共同导入到酿酒酵母中, 并使其活

性表达。从理论上讲,导入以上两种基因的酿酒酵

母可以代谢生成乙醇, 但是在实验中发现下游代谢

中还存在木酮糖激酶、转醛醇酶和转酮醇酶等部分

酶系发酵活性低而不能得到高产量的乙醇。Kar

humaa等[ 5] 将 XYL1、XYL2、TKL1 和 TAL1等导

入酿酒酵母并过量表达,从而增加了重组菌的生长

速度和乙醇产量。尽管构建的工程菌能在木糖培

养基上生长, 并发酵木糖生成乙醇, 然而要实现工

程菌的商业化,还需要解决外源基因在重组菌株中

的表达稳定性、细胞内氧化还原平衡、乙醇产量和

乙醇的耐受性等问题。

2 发酵工艺

纤维乙醇发酵工艺主要有统合生物工艺( Con

solidated biopr ocessing , CBP)、同步糖化发酵( Sim

ultaneous saccharif ication and fermentat ion, SSF)、

分步水解发酵 ( Separ ate hydroly sis and fermenta

t ion, SHF)和固定化细胞发酵。

CBP 是用一种微生物在一个反应器中直接发

酵制取乙醇。它在发酵前原料要经过预处理, 但发

酵菌株不一定是能产纤维素酶的微生物, 而是需要

一种能较好利用底物的工程菌来完成多步反应。

目前研究较多的是热纤维梭菌 ( Clostr idium ther

mocellum )
[ 6]
。它严格厌氧, 能产生纤维素酶和半

纤维素酶, 具有发酵葡萄糖和木糖的能力, 但乙醇

产率低,副产物多,发酵周期长, 乙醇耐受性差。最

近美国国家可再生能源实验室提出里氏木霉( T ri

choderma r eesei )在解决了乙醇产率低、耐乙醇性

差、氧的供给和糖的跨膜转运等问题后, 将会是

CBP 中能有效水解和发酵的微生物[ 7] 。SSF 是酶

水解和发酵过程在同一装置下进行,从而解除了酶

解中产生的纤维二糖和葡萄糖对纤维素酶的抑制

作用,来提高水解效率。然而在 SSF 中由于水解和

发酵所需的温度不协调, 以及乙醇对酶的抑制作

用,易降低工艺的反应速率。通常水解在 50 下

进行,而发酵在 35 下完成。因此,选育耐高温的

发酵菌株,实现高温发酵有利于提高同步糖化发酵

工艺的效率。此外, 为了避免葡萄糖阻遏木糖的发

酵过程和水解与发酵中温度的不协调, 可采取葡萄

糖和木糖的同步糖化共发酵的工艺( Simultaneous

saccharif ication and cofermentation, SSCF)。目前

美国国家可再生能源实验室对同步糖化共同发酵

葡萄糖和木糖进行研究 [ 8] , 而发酵的菌种主要是基
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因工程菌,主要是将能够转化木糖的酶基因转入到

本身能够产生纤维素酶的菌株中(主要是大肠杆菌

和克雷伯氏菌) , 同时再由这两种菌株发酵水解的

糖转化为乙醇,其中克雷伯氏菌能够将 100 g/ L 的

木糖转化为 48 g/ L 的乙醇。

SHF 是把酶水解和发酵生产乙醇过程分开进

行。这种方法保证了在 45~ 50 下进行酶解和在

30~ 35 下进行发酵。然而它的不足之处是在酶

解中产生的糖会抑制纤维素酶的活性
[ 9]
。固定化

细胞发酵可提高细胞浓度, 使细胞连续使用, 常用

海藻酸钠、卡拉胶和多空玻璃等作为固定化载体。

此外,还可以利用酵母细胞自絮凝性得到无载体的

固定化细胞。宋向阳 [ 10] 等人用海藻酸铝凝胶将树

干毕赤酵母细胞固定, 使凝胶表面细胞密集, 减少

了传递阻力, 有利于酵母在限氧下发酵产乙醇。此

外,白凤武等
[ 11]
人用自絮凝酵母颗粒进行无载体的

细胞固定化, 并将木质纤维糖化后的残渣过滤去

除,使发酵过程在清液中进行。这种方法使得发酵

废液中不含酵母细胞, 废液的 COD值降低, 同时精

馏后的废液可以实现全循环使用。因此, 在解决废

液污染问题的同时,还节约工艺用水。

CBP、SSF、SHF 和固定化细胞发酵各工艺在发

展上都有各自的优势和不足。尽管 CBP 能直接用

一种微生物完成多步反应, 工艺设备简化, 但是在

达到工业化应用上仍需要一段时期的对工艺进行

优化和改进, 并进一步提高发酵效率。对 SSF 而

言,把水解和发酵集于一个反应器中进行, 使工艺

设备得以简化,但是在同一个反应器中需要解决代

谢产物对发酵过程、酶水解的抑制, 工程菌的构建

能够满足工业应用, 以及保证两个过程在各自适宜

的反应温度下进行等问题。因此, 选育具有高糖利

用率和耐抑制物的发酵菌种是提高此工艺发酵效

率的研究方向之一。SHF 在发酵中的应用还较为

普遍, 它不受纤维素酶水解温度的影响, 同时木糖

发酵过程中也不受产生葡萄糖效应等问题的影响,

只需选育高效发酵木糖的菌种和提高发酵效率就

能使此工艺得到很好地发展。目前, 固定化细胞发

酵技术在工业上的应用较少, 主要是存在载体的重

复利用、成本和营养、氧气在发酵中的传质等问题。

将固定化技术用于 SSF 和 SHF 工艺中,同时解决

它在发酵中还存在的问题, 可以缩短发酵周期, 解

决酵母和产物分离等工艺过程,同时还提高整个工

艺的发酵效率。因此, 固定化技术在发酵工业的应

用是今后发酵的主要研究方向之一。

3 乙醇脱水

木质纤维素发酵后乙醇浓度低, 需要对其进行

脱水才能用于燃料乙醇。工业上用于乙醇脱水的

技术有精馏法、吸附法和膜分离。表 1比较了几种

主要制备无水乙醇的方法
[ 12- 13]

,图 1表明了从高乙

醇浓度制备无水乙醇的能耗分析和从低浓度制备

无水乙醇的能耗分析[ 1 3]。

传统精馏法要得到无水乙醇,其最大的能耗来

于共沸点附近的乙醇- 水的分离过程。在乙醇体

积分数为 95 57%时,乙醇和水物系存在共沸组成,

当蒸馏发酵液中乙醇浓度达到 92%时, 蒸馏的能耗

将成倍增加, 且精馏过程中由于使用苯、环己烷和

戊烷等作为共沸剂时会带来二次污染。

吸附法是根据水 乙醇分子大小的差异选择

性地吸附水。它具有自动化程度高、无污染的特

点。目前研究较多的是生物质吸附和分子筛吸附,

其中分子筛吸附剂再生时需要较大能耗。在生物

质作为吸附剂时,一般是将发酵液先蒸馏到 75%~

90%的乙醇溶液, 再用生物质吸附。有研究表

明 [ 14] ,采用混合式方法提纯乙醇的能耗比仅用精馏

的小。

膜分离是膜技术与蒸发过程相结合的膜蒸馏,

在分离水 乙醇等共沸物时具有高效节能的特点。

它主要包括渗透汽化法和蒸汽渗透法, 其中渗透汽

化法是膜分离中研究较多的一种方法。相比于蒸

馏和萃取等方法来说, 渗透汽化法技术的操作简

单、提纯的产物浓度较高, 无污染,且能耗为恒沸精

馏过程的 1/ 3 左右, 因而得到了广泛的研究和应

用 [ 15- 16]。渗透汽化技术中膜材料的开发是研究的

重点。而优先透水膜相对于优先透醇膜的研究较

为广泛。

表 1 制备无水乙醇方法的比较

Tab. 1 Compare of the method to produce dehydrated ethanol

方法 特点 存在问题及发展

共沸蒸馏
产量大,质量好, 生
产稳定,技术成熟

分离能耗高, 需要对设
备进行技术升级

膜分离 选择性好,能耗低
研发高性能 (渗透性和
稳定性)的膜材料

分子筛
吸附

自动化程度高,产品
质量好

分子筛再生的能耗大

生物质
吸附

生物质廉价丰富,分
离能耗低,无污染

在最佳吸附速度时的
吸附性能最佳
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1. CO2 超临界萃取; 2.丙烷接近超临界萃取; 3.传统精馏+ 玉米粉

吸附水; 4.玉米粉吸附水; 5.液相树脂乙醇的吸附与脱附; 6. 传统精

馏+ 膜精馏

1. 分子筛吸附(沸石) ; 2. CaO气相吸附; 3.纤维素气相吸附;

4. 气相玉米粉吸附(液相进料) ; 5. 气相玉米粉吸附(气相进

料) ; 6. 液相聚合物水吸附+ 汽油萃取乙醇

图 1 由高浓度( a)和低浓度( b)制备无水乙醇消耗的

能耗

Fig. 1 Energy consumption for preparing anhydrous

ethanol f rom high ethanol concentration( a) and

low ethanol concentration(b)

由图 1中的 a 和 b 可以看出, 从较低体积分数

制备无水乙醇的过程的能耗比从较高体积分数制

备无水乙醇的能耗大,因此,在提纯乙醇时,可以先

用传统的精馏方法将较低浓度的乙醇蒸馏到体积

分数为 90%的乙醇, 再选用膜分离等有效且又节能

的分离技术制备无水乙醇。

总的来说, 传统的蒸馏方法在提纯无水乙醇

时,能耗过大而不适于乙醇脱水中的应用。而膜分

离技术相对于其它脱水方法来说,膜分离的能耗较

低。在寻找到经济实用、稳定性和通透性好的膜材

料后,其会具有较大的工业发展前景。

4 发酵与分离过程的耦合

针对发酵生产过程的效率低,产生的乙醇对发

酵过程产生抑制作用, 使得到的乙醇体积分数不高

(在 8%~ 10%左右)等缺点, 提出发酵与分离过程

相结合的工艺,如:乙醇气提发酵、乙醇发酵与吸附

耦合、乙醇发酵与膜分离耦合等。其中真空发酵渗

透汽化膜技术由于它具有分离效率高、对发酵微生

物无毒害作用等特点。此外, 由于它在分离过程的

能耗较低而具有一定的优势。因此, 发酵过程与分

离过程的结合避免乙醇对发酵过程的抑制和微生

物的毒害作用,从而实现发酵过程的连续进行。目

前,发酵与分离的耦合系统还处于研究阶段, 相信

今后真空发酵渗透汽化膜技术中研究选取稳定性

好、选择性高的优先透醇膜材料有利于提高发酵生

产乙醇的效率。

5 发展前景

今后在纤维乙醇的发展中,通过运用基因工程

技术对酿酒酵母等发酵菌株进行改造, 并解决工程

菌在应用中存在限制性供氧、发酵效率低、表达基

因不稳定等问题,使其成为今后纤维乙醇发酵技术

中研究的主要方向之一。此外,进一步研究将固定

化发酵技术用于发酵中, 提高发酵液中细胞浓度,

同时通过研发性能较好的膜分离材料解决乙醇对

发酵细胞的抑制问题, 保证发酵的持续进行, 使得

发酵和膜分离过程的耦合来优化发酵工艺, 解决发

酵耐乙醇性差和发酵效率低的问题,并能够在工业

上得到应用。
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