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摘  要：研究稀硫酸法、亚硫酸法、亚硫酸盐法预处理的化学药品添加量对棉秆酶水解的影响，对预处理前后的棉秆

进行扫描电镜观察，并对 3 种方法进行了比较．在固液比 1∶4、温度 180,℃、保温 20,min 的预处理条件下，纤维素酶

用量(相对于绝干底物)10 U/g、纤维二糖酶用量(相对于绝干底物)3.6 U/g 的酶水解条件下，稀硫酸法预处理在 98%浓

硫酸添加量为 5.52%时，棉秆的酶水解转化率为 42.63%；亚硫酸法预处理在亚硫酸添加量 7%时，棉秆的酶水解转化率

为 81.25%；亚硫酸盐法预处理在 98%浓硫酸添加量 0.92%、亚硫酸氢钠添加量为 8%时，棉秆的酶水解转化率为

70.06%． 
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Abstract：Effect of the chemicals dosage of dilute sulfuric acid，sulfurous acid and sulfite pretreatment and enzymatic hy-

drolysis of cotton stalk was investigated. The scanning electron microscopic(SEM)analysis of untreated and treated cotton 

stalk was performed for comparing these methods. Under conditions of liquid ratio 1∶4，temperature 180,℃ for 20,min，

cellulase 10 U/g，cellobiase 3.6 U/g compared to substrate，enzymatic hydrolysis conversion rate was 42.63% when 5.52%

sulfuric acid with mass fraction of 98% for pretreating cotton stalk，enzymatic hydrolysis conversion rate was 81.25% when 

7% sulfurous acid for pretreating cotton stalk，and enzymatic hydrolysis conversion rate was 70.06% when 0.92% sulfuric 

acid with mass fraction of 98% and 8% sodium bisulfite for pretreating cotton stalk.  

Keywords：cotton stalk；enzymatic hydrolysis；pretreatment method 

 

目前，燃料乙醇作为解决能源危机的有效途径，

已成为国内外研究的热点[1–4]．利用木质纤维素生产

燃料乙醇不需要消耗粮食，而且来源广泛，若能够产

业化发展将能够部分代替石油燃料．我国是农业大

国，农作物秸秆数量大、种类多、分布广，但大多直接

用作生活燃料，或作为肥料直接还田，废弃或露天焚

烧的秸秆也占一大部分．农作物秸秆中纤维素约占

其干质量的 35%～45%，半纤维素约占 20%～40%，采

用适宜的技术将它们水解成可发酵的糖，进一步将糖

化液发酵成燃料乙醇，对开发新能源、保护环境具有

重要的意义[5]． 

预处理是棉秆等木质纤维素生物转化为乙醇的

关键步骤之一，未经预处理的木质纤维素酶水解的效

率很低．研究木质纤维素预处理的方法很多，如蒸汽

爆破法、稀酸法、有机溶剂法、氨气爆破法等[6–8]．但

是，针对棉秆预处理的研究[9–11]较少，并且，这些方法
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对酶水解效率的提高较低，大部分糖类物质未能经酶

水解溶出．亚硫酸盐法预处理是从亚硫酸盐制浆中

得到启示而发展起来的一种方法，主要利用亚硫酸

盐对木质纤维原料进行预处理，以克服木质纤维原料

对酶的抗性．研究[12–16]表明，该法对云杉、红松、桉

木和杨木等木材生物质原料以及玉米秸秆和麦草等

农业剩余物有很好的适应性，促进酶水解，转化率可

以达到 90%以上．本文主要研究了稀硫酸法、亚硫酸

法与亚硫酸盐法中预处理的药品添加量对提高棉秆

酶水解效果的影响，并分析了酶水解效果提高的原

因，对比 3 种预处理方法的优缺点，为进一步的研究

奠定基础． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

棉秆取自天津塘沽，风干后切成 2～3,cm 的小段

备用．其中含水率为 8.5%，葡聚糖质量分数 34.29%，

戊聚糖质量分数 10.95%，木素质量分数 25.90%． 

实验用的纤维素酶和纤维二糖酶，酶活力分别为

70,U/g(滤纸酶活)和 250,U/g，均由诺维信(中国)生

物技术有限公司提供． 

其他化学药品，如浓硫酸(质量分数 98%)、亚硫

酸、亚硫酸氢钠、无水乙酸钠、冰醋酸、葡萄糖、D–木

糖、盐酸、无水乙醇、间苯三酚和盐酸四环素等均为

分析纯． 

1.2 方法 

1.2.1 相关测定 

水分按照 GB/T 2677.2—1993《造纸原料水分的

测定》进行测定；木素含量按照 GB/T 2677.8—1994

《造纸 原 料 酸 不 溶 木 素 含 量 的测定》与 GB/T 

10337—2008《造纸原料和纸浆中酸溶木素的测定》

进行测定；采用山东省科学院生物研究所生产的

SBA–40D 型生物传感分析仪测定葡萄糖含量；戊聚

糖含量的测定参见文献[17]；底物与原料中葡聚糖与

戊聚糖含量的测定参见文献[18]． 

1.2.2 预处理 

称取 100,g 绝干质量的棉秆，加入预处理溶液，

充分混匀后，在预定温度、时间、固液比(绝干原料质

量(kg)与预处理总液量体积(L)之比)等条件下进行

预处理．预处理完毕，将固相与液相物质分离，液相

离心后收集在试剂瓶中用于后续的研究分析；固相物

(底物)经高浓磨浆机(盘磨间隙 0.2,mm)机械处理、

洗净并甩干后，贮于密封袋中，在 4,℃下冷藏用于后

续的酶水解实验． 

文中所述的化学药品添加量均为化学药品质量

与绝干原料质量之比． 

1.2.3 酶水解 

称取 2,g 绝干底物，加入 50,mL,pH 为 4.8 的乙

酸–乙酸钠溶液，纤维素酶加入量为 10,U/g，纤维二

糖酶加入量为 3.6,U/g，并加入 0.4,mL 质量浓度为

10,g/L 的盐酸四环素溶液，补加水至 100,mL．酶水解

温度为 50,℃、摇床转速 200,r/min，水解 72,h，分别在

1、3、6、12、24、48、72,h 时取样，每次取上清液

400,µL 于离心管中，用微量高速离心机在 1.6×10
4
,

 

r/min 的转速下离心 10,min 后，取离心管中上清液用

于测定葡萄糖含量． 

1.2.4 扫描电镜 

将固相物质风干后进行喷金处理，然后使用

JSM–6380LV扫描电子显微镜进行观察． 

2 结果与讨论 

2.1 药品添加量对酶水解效果的影响 

2.1.1 稀硫酸法预处理浓硫酸添加量的影响 

稀硫酸法预处理是目前研究较为广泛的方法之

一，能够使半纤维素水解成单糖进入液相，纤维素的

平均聚合度降低，原料的比表面积增大，水解效率提

高．稀硫酸法预处理中木质纤维素原料的质量损失

主要来自半纤维的降解，半纤维水解后使木质纤维原

料表面变得多孔，有利于增大纤维素与纤维素酶的接

触面积，但是包裹纤维素的主要聚合物木质素在酸处

理过程中不能有效脱除，原料结构仍然较为紧密，导

致该方法原料适应性差． 

对棉秆进行稀硫酸法预处理，处理条件为：固液

比 1∶4、温度 180,℃、保温时间 20,min，质量分数

98%浓硫酸添加量 0%、1.84%、3.68%、5.52%、7.36%、

9.20%．探讨硫酸添加量对预处理效果的影响，结果

如图 1 所示．由图 1 可知，随着硫酸添加量的增加，

底物的酶水解转化率呈上升趋势，在添加量为 5.52%

时，酶水解转化率达到 42.63%，比空白样提高了

10.04%，继续增加硫酸添加量对底物酶水解转化率的

提高不明显．为了进一步对酶水解效果进行分析，考

察了预处理后木素与半纤维(以戊聚糖为代表)的溶

出情况．可以看出，硫酸添加量对木素溶出率的影响

较小，当添加量从 0%增加到 9.20%时，木素溶出率仅
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从 7.52%提高到 12.23%；而戊聚糖溶出效果较好，随

硫酸添加量的增加一直呈上升趋势，在硫酸添加量为

9.20%时达到 89.41%，大部分的半纤维素在预处理过

程中溶解出来．为了得到较好的预处理效果，同时考

虑成本等因素，确定硫酸最佳添加量为 5.52%． 

 

图 1 硫酸添加量对预处理效果的影响 

Fig.1 Effect of sulfuric acid dosage on pretreatment 

2.1.2 亚硫酸法预处理亚硫酸添加量的影响 

亚硫酸可以提供酸性条件降解半纤维素，而且含

有亚硫酸氢根离子，能够与木素发生磺化反应而溶出

木素，因此对亚硫酸法预处理的研究很有意义．预处

理的条件为：固液比 1∶4，温度 180,℃，保温时间

20,min；酶水解条件为：纤维素酶添加量 10,U/g，纤维

二糖酶添加量 3.6,U/g；纯亚硫酸添加量分别为：0%、

1%、3%、5%、7%、9%．探讨亚硫酸添加量对预处理效

果的影响，结果如图 2所示． 

 

图 2 亚硫酸添加量对预处理效果的影响 

Fig.2 Effect of sulfurous acid dosage on pretreatment 

由图 2 可知，随着亚硫酸添加量的增加，棉秆酶

水解转化率呈上升趋势，在添加量为 7%时达到

81.25%，比空白样升高很多，增加亚硫酸添加量至

9%时无明显变化．继续考察亚硫酸添加量对木素与

半纤维素的溶出效果，可以看出，戊聚糖溶出率随着

亚硫酸添加量的增加而升高，在亚硫酸添加量为 9%

时达到最高值 93.40%．木素溶出率与戊聚糖溶出率

变化趋势相似，但是在添加量为 7%时就达到较高

值，此时的木素溶出率为 44.67%，亚硫酸添加量继续

增加对木素溶出率影响较小；这可能是由于木素的反

应特性所导致的，木素的磺化反应与缩合反应发生在

同一位置，缩合后的木素不能再反应溶出，所以继续

提高亚硫酸的添加量，木素溶出率不再上升．综合考

虑，确定亚硫酸最佳添加量为 7%． 

2.1.3 亚硫酸盐法预处理亚硫酸氢钠添加量的影响 

亚硫酸盐在酸性条件下游离出的亚硫酸氢根离

子能够与木质纤维原料中的木素发生反应，半纤维素

在酸性条件下也在一定程度上发生降解，破坏纤维结

构，增大原料的比表面积，提高了酶的可及性． 

亚硫酸盐法预处理的条件为：固液比 1∶4，温度

180,℃，保温时间 20,min；酶水解条件为：纤维素酶添

加量 10,U/g，纤维二糖酶添加量 3.6,U/g；质量分数

98%浓硫酸添加量为 0.92%，以提供适当的酸性条

件；亚硫酸氢钠的添加量为：0%、2%、4%、6%、8%、

10%、12%．探讨亚硫酸氢钠添加量对预处理效果的

影响，结果如图 3所示． 

 

图 3 亚硫酸氢钠添加量对预处理效果的影响 

Fig.3 Effect of sodium bisulfite dosage on pretreatment 

由图 3 可知，随着亚硫酸氢钠添加量的增加，底

物的酶水解转化率呈上升趋势，在亚硫酸氢钠添加量

为 8%时，酶水解转化率达到 70.06%，继续增加添加

量对酶水解转化率的影响不大．木素溶出率与酶水

解转化率的变化趋势相似，开始时随着亚硫酸氢钠添

加量的增加而上升，在添加量为 8%达到 45.31%，随

着亚硫酸氢钠添加量的继续增加变化较小，这可能也

是与木素的缩合有关．而戊聚糖溶出率则随着亚硫

酸氢钠添加量的增加始终呈上升的趋势，在添加量为

12%时达到最高值 59.16%．综合考虑，确定在 98%浓

硫酸添加量为 0.92%的条件下，亚硫酸氢钠最佳添加

量为 8%． 

2.2 不同预处理方法的效果比较 

  对不同预处理方法的效果进行比较，结果见表
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1．稀硫酸法预处理的效果最差，酶水解转化率最

低．这可能是因为：虽然稀硫酸法预处理过程中半纤

维素大部分发生了降解，溶解出较多的戊聚糖，但是

由于没有磺化反应的进行，对木素的溶解作用较差，

木素的溶出较少．亚硫酸法预处理的酶水解转化率

在 3 种方法中是最高的，这可能是因为亚硫酸法预处

理能够有效地脱除木素，并降解半纤维素．由表 1 可

知，亚硫酸法预处理的木素溶出率与亚硫酸盐法预处

理相差不多，但是戊聚糖的溶出较多，这说明有更多

的半纤维素发生降解．亚硫酸盐法预处理的酶水解

效果比亚硫酸法预处理稍差．通过比较可知，亚硫酸

法预处理的酶水解效果最好，亚硫酸盐法预处理效果

稍差．但是从表中也可看到，亚硫酸法预处理液的

pH 比亚硫酸盐法预处理低很多，因此对设备的腐蚀

性就会更高，要求防腐蚀性更好的预处理设备，导致

成本的增加.而且，亚硫酸在使用过程中会释放出有

刺激性的有毒气体 SO2，对人员安全防护的要求也会

更高，因此，相对而言亚硫酸盐法预处理更适合实际

生产． 

表 1 不同预处理方法的效果比较 

Tab.1 Comparison of the effect of different pretreatment  

methods 

预处理

方法 

酶水解 

转化率/% 

木素 

溶出率/% 

戊聚糖 

溶出率/% 

预处理液

pH 

稀硫酸法 42.63 11.28 80.36 1.22 

亚硫酸法 81.25 44.67 88.07 1.43 

亚硫酸 

盐法 
70.06 45.31 55.77 2.65 

2.3 预处理后底物的扫描电镜分析 

未经处理、稀硫酸预处理、亚硫酸预处理与亚硫

酸盐预处理棉秆的扫描电镜结果见图 4．从图中可以

看出，未经处理的棉秆原料纤维排列结构紧密，植物

组织排列均匀整齐，空隙少而且小，其致密的结构可

能 是阻碍纤 维 素 酶 作 用于纤 维 素 的 主 要 原 因 之

一．在预处理过程中原料受到化学和机械的双重作

用，其结构均发生了不同程度的破解，使纤维成为碎

片，半纤维素与木质素溶解出来，纤维细胞表面产生

了许多小的孔洞，提高了酶的可及度，有利于水解作

用．对比硫酸预处理、亚硫酸预处理、亚硫酸盐预处

理后棉秆底物的扫描电镜照片可以看出，亚硫酸盐预

处理与亚硫酸预处理后纤维碎片较小，而硫酸预处理

后的棉秆仍比较大，这可能是因为木素没有有效地溶

出，仍作为纤维间的黏合剂在发生作用，导致其酶水

解效果较差． 

 

(a)未经处理 

 

(b)稀硫酸预处理 

 

(c)亚硫酸预处理 

 

(d)亚硫酸盐预处理 

图 4 棉秆预处理前后的扫描电镜照片 

Fig.4 SEM images of cotton stalk before and after 

pretretment 

3 结 论 

(1)在固液比 1∶4、温度 180,℃、保温 20,min 的
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预处理条件及纤维素酶用量 10,U/g、纤维二糖酶用量

3.6,U/g 的酶水解条件下，稀硫酸法预处理棉秆，98%

浓硫酸添加量为 5.52%时酶水解转化率达到较高值

42.63%；亚硫酸法预处理棉秆，亚硫酸添加量为 7%

时酶水解转化率达到较高值 81.25%；亚硫酸盐法预

处理棉秆，98%浓硫酸添加量 0.92%、亚硫酸氢钠添

加量为 8%时，酶水解转化率达到较高值 70.06%． 

(2)3 种预处理方法均可提高棉秆的酶水解转化

率，但是稀硫酸法预处理对棉秆的处理效果较差；亚

硫酸法预处理虽然效果较好，但预处理液的 pH 低，

对设备的腐蚀性高．相对而言，亚硫酸盐法预处理更

适合实际生产． 
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