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用于乙醇生产的‘热研４号’王草石灰预处理
条 件 优 化 研 究

高瑞芳，张腾飞，张建国

（华南农业大学 农学院／农业部能源植物资源与利用重点实验室，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】提高‘热研４号’王草Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍｐｕｒｐｕｒｅｕｍ×Ｐ．ａｍｅｒｉｃａｎｕｍｃｖ．ＲｅｙａｎＮｏ．４生产乙醇的转化率．【方

法】采用石灰进行预处理，对时间、温度、石灰用量、固液比４个因素进行单因素和正交优化试验分析．【结果和结

论】最优预处理条件为：时间３ｈ，温度１２５℃，原料的石灰用量０１５ｇ·ｇ－１，固液比（ｍ∶Ｖ）１∶１２（ｇ·ｍＬ－１）．此时

‘热研４号’王草的干基失质量率、木质素移除率、半纤维素移除率和纤维素移除率分别为２８１％、６５４％、３７５％

和６１％．预处理的‘热研４号’王草经酶解后，半纤维素、纤维素和总酶解得率分别为４３５％、８５７％和５５２％，比

未经处理的酶解得率分别提高了１８１、４５和４４倍．此外，影响酶解得率的主要因素是预处理时间和温度，其次是

石灰用量和固液比．
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　　随着能源危机、粮食短缺和环境污染等问题的
日益突显，各国纷纷开始研究可替代石油等石化资

源且适合本国国情的生物质能源，其中，将生物乙醇

作为可再生液体燃料资源逐渐引起各国的关注［１３］．
因此，为了使燃料乙醇得到大规模的推广应用，应寻

求不与粮食争地的乙醇生产原料［４５］．木质纤维原料
富含纤维素和半纤维素，如王草 Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍｐｕｒｐｕｒｅ
ｕｍ×Ｐ．ａｍｅｒｉｃａｎｕｍ、柳枝稷 Ｐａｎｉｃｕｍｖｉｒｇａｔｕｍ、芦竹
Ａｒｕｎｄｏｄｏｎａｘ、芒草 Ｍｉｓｃａｎｔｈｕｓｓｐｐ．等，因其丰富、廉
价，将其作为生产燃料乙醇可再生原料具有广阔的

发展前景［６］．
木质纤维原料细胞壁结构复杂，主要由纤维素、

半纤维素和木质素组成，其中木质素作为黏合剂包

裹在纤维素和半纤维素周围，使得纤维素的可及度

极低．因此，纤维素酶对纤维素的水解率极低，一般
为１０％～２０％［７］，因而需对原料进行预处理，除去木

质素或破坏木质素层，使结晶纤维素成为无定型纤

维素，以提高纤维素酶对纤维素的水解糖化效

率［８９］．石灰预处理可除去生物质中所有的乙酰基和
部分木质素，促进纤维素和半纤维素的水解［１０］，有利

于后续的糖化和发酵［１１］．石灰预处理的温度范围较
宽（２５～１３０℃），处理时间从几小时到几周，适当提
高处理温度可缩短处理时间［１２］．其优点还在于成本
低、使用安全，且石灰溶液与二氧化碳反应生成的碳

酸钙可利用石灰窑技术重新获得石灰［１３］．Ｌｉａｎｇ
等［１４］和Ｓｉｅｒｒａ等［１５］研究表明，采用石灰代替氢氧化

钠，可减弱预处理过程对设备的腐蚀作用，明显提高

预处理后物料的酶解转化效率．Ｋａｒｒ等［１３］使用石灰

对玉米秸秆进行了预处理，在固液比（ｍ∶Ｖ）１∶５
（ｇ·ｍＬ－１）、每克原料的石灰用量００７５ｇ、１２０℃条
件下处理４ｈ，其酶解率提高了９倍．Ｃｈａｎｇ等［１６］在

１５０℃条件下用石灰处理薄白杨木板５ｈ，木质素去
除率达７７５％，葡萄糖的酶解得率从７％提高到了
７７％．

‘热研 ４号’王草 Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍ ｐｕｒｐｕｒｅｕｍ×Ｐ．
ａｍｅｒｉｃａｎｕｍｃｖ．ＲｅｙａｎＮｏ．４是禾本科狼尾草属高秆
多年生草本，原产于热带非洲，是象草 Ｐ．ｐｕｒｐｕｒｅｕｍ
和美洲狼尾草 Ｐ．ａｍｅｒｉｃａｎｕｍ的杂交种，以优质、高
产而著称，被誉为“草中之王”［１７］．１９８４年中国热带
牧草研究中心从哥伦比亚引种到海南岛，试种成功

后逐步在全国各地推广．现已在海南、广东、广西、福
建、四川、江西等地广泛栽培［１８］．‘热研４号’王草形
似甘蔗，根系发达，植株高１５～４５ｍ．具有光合作
用能力和生物量较高，利用年限长，再生能力、适应

性和抗逆性强等特点［３，１９２０］．李高杨等［２１］探讨了优

质能源植物的筛选及评价指标，结果表明‘热研 ４
号’王草是最适宜生产清洁生物质能源的能源草之

一．本研究采用石灰对‘热研４号’王草进行预处理，
对温度、时间、石灰用量、固液比４个因素进行了单
因素和正交优化试验分析，以期为‘热研４号’王草
作为能源草生产燃料乙醇提供理论依据．

１　材料与方法

１．１　材料
‘热研４号’王草来自中国热带农业科学院热带

作物品种资源研究所．于２０１２年２月２９日种植，试
验小区面积为１４ｍ２（３５ｍ×４０ｍ），３次重复，小
区间距１００ｃｍ．采用粗壮、无病害的茎芽作种茎，株
行距６０ｃｍ．种植后于３月１４日施肥、浇水，施肥量
每小区均为 ６２２ｇ（ＮＰ２Ｏ５Ｋ２Ｏ有效养分质量分数
为３６％）．
１．２　样品处理

将株高３ｍ的‘热研４号’王草收获后带回实验
室，机械切段１～２ｃｍ，７０℃烘干、粉碎、过４０目筛，
保存备用．
１．３　试验方法
１．３．１　单因素试验　在高压灭菌锅（ＹＸＱＬＳ５０Ｓ
Ⅱ，博迅实业有限公司医疗设备厂，上海）中，选取时
间、温度、固液比、石灰用量４个因素在不同水平条
件下进行预处理（表１）．反应结束后，冷却、中和、抽
滤，收集滤液，用于测定干基失质量率，木质素、纤维

素及半纤维素移除率．

表１　单因素试验选取的水平

Ｔａｂ．１　Ｌｅｖｅｌｓｏｆｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｔｅｓｔｓ

水平 ｔ／ｈ θ／℃
固液比（ｍ∶Ｖ）／

（ｇ·ｍＬ－１）

石灰用量／

（ｇ·ｇ－１）
１ ２ ９０ １∶５　 ０．０５
２ ４ １００ １∶１０ ０．１０
３ ６ １１０ １∶１５ ０．１５
４ ８ １２０ １∶２０ ０．２０
５ １０ １３０ １∶２５ ０．２５
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１．３．２　正交试验　在单因素优化的基础上，选取时
间、温度、固液比和石灰用量 ４个因素作为研究对
象，设计 Ｌ９（３

４）的正交试验（表２），研究其对‘热研
４号’王草各组分的影响．

表２　石灰预处理的正交试验因素及水平

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｌｉｍｅｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｒｔｈｏｇｏ

ｎａｌｔｅｓｔ

水平 ｔ／ｈ θ／℃
固液比（ｍ∶Ｖ）／

（ｇ·ｍＬ－１）

石灰用量／

（ｇ·ｇ－１）
１ ３ １１５ １∶１２ ０．１２５
２ ４ １２０ １∶１５ ０．１５０
３ ５ １２５ １∶１８ ０．１７５

１．３．３　酶解试验　将预处理的烘干样１０ｇ放入５０
ｍＬ锥形瓶中，加入ｐＨ４８（００５ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲
液）含有纤维素酶 ２０Ｕ／ｇ的酶液，固液比（ｍ∶Ｖ）
１∶２０（ｇ·ｍＬ－１），在温度４５℃、转速１５０ｒ／ｍｉｎ的条
件下酶解４８ｈ，每试验重复３次．酶解结束后过滤酶
解液，使用高效液相色谱仪（岛津 －ＧＬ，化兴科学仪
器有限公司，广州）测定酶解液中的还原糖含量．
１．４　测定项目及方法
１．４．１　化学组分分析　纤维素、半纤维素和木质素
含量在 ＶａｎＳｏｅｓｔ法的基础上使用改进的滤袋分析
法测定［２２］；灰分含量采用灼烧法测定［２３］．
１．４．２　还原糖含量测定　还原糖含量采用高效液
相色谱仪测定，色谱条件：岛津色谱柱（３５μｍ×４６
ｍｍ×２５０ｍｍ氨基柱）；ＲＩＤ１０Ａ示差折光检测器；
流动相为超纯水；流速１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温４５℃；进样
量２０μＬ．
１．４．３　计算　纤维素（半纤维素）酶解得率（％）＝
（Ｖ×ρ×０９）／（ｍ×ｗ×１０００）；总酶解得率（％）＝
［（ｗ１＋ｗ２）×０９］／（ｍ×ｗ３）．其中，Ｖ为酶解液体
积，ｍＬ；ρ为酶解液葡萄糖（木糖）质量浓度，ｇ／Ｌ；ｍ
为预处理后残渣质量，ｇ；ｗ为残渣中纤维素（半纤维
素）质量分数，％；ｗ１、ｗ２分别为纤维素、半纤维素质
量分数，％；ｗ３为残渣中纤维素和半纤维素质量分数
之和，％．
１．５　统计分析

采用Ｅｘｃｅｌ和 ＳＰＳＳ１７０软件对试验数据进行统
计分析．

２　结果与分析

２．１　‘热研４号’王草原料的化学组分
‘热研４号’王草原料（干物质）的纤维素和半纤

维素质量分数较高，可达３９９％和２８２％；木质素和
灰分质量分数均较低，分别为１１６％和５４％，所以
比较适宜作为生产生物乙醇的原料．
２．２　单因素试验
２．２．１　预处理时间对‘热研４号’王草化学组分的
影响　随着时间的延长，干基失质量率逐渐下降，其
原因可能是石灰转化为不可溶性盐后，以盐的形式

与草粉结合［２４］．木质素的移除主要是在前４ｈ，０～２
ｈ移除率为２８１％，２～４ｈ移除率增加１７５％，且４
ｈ移除率显著高于２ｈ（Ｐ＜００５），４～１０ｈ间无显
著差异（Ｐ＞００５）．半纤维素的移除主要是在前２ｈ，
移除率为３０１％；纤维素的移除量较少，主要是在前
４ｈ，移除率仅为４３％，各时间段均无显著差异（Ｐ＞
００５）（图１）．综合３种组分的去除效果，并考虑缩
短时间和节约成本，采用４ｈ进行其他单因素试验．

同一组分、指标的柱子上方，凡具有一个相同小写英文字母者表示差

异不显著（Ｐ＞００５，Ｄｕｎｃａｎｓ方法）．

图１　预处理时间对‘热研４号’王草化学组分的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅｏｎｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

ｏｆ‘ＲｅｙａｎＮｏ．４’

２．２．２　预处理温度对‘热研４号’王草化学组分的影
响　随着温度的升高，干基失质量率维持在１７％ ～
２３％的水平．木质素移除率在９０～１２０℃条件下由
２０５％迅速上升到６０１％，１２０～１３０℃条件下无显
著差异（Ｐ＞００５）．半纤维素移除率在９０～１３０℃条
件下由２９７％增至４３７％，其中９０～１２０℃条件下
移除率迅速增大，１２０～１３０℃无显著差异（Ｐ＞００５），
说明温度对木质素和半纤维素的移除影响较大．纤维
素的移除率在 ９０～１３０℃间均无显著差异（Ｐ＞
００５），１３０℃移除率最高，仅为６９％（图２）．所以，
综合以上结果，采用１２０℃进行其他单因素试验．
２．２．３　预处理固液比对‘热研４号’王草化学组分的
影响　随着固液比（ｍ∶Ｖ）在１∶５～１∶１５（ｇ·ｍＬ－１）间
干基失质量率从１７９％增至２７７％，差异显著（Ｐ＜
００５），而在固液比１∶１５～１∶２５（ｇ·ｍＬ－１）间无显
著差异（Ｐ＞００５）．固液比在１∶５～１∶１５（ｇ·ｍＬ－１）
间木质素移除率由２０９％上升至５７７％，半纤维素
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移除率由３４．４％增高到４７８％，处理效果较好；而在
固液比１∶１５～１∶２５（ｇ·ｍＬ－１）间木质素和半纤维素
的移除率仅分别增加２４％和１９％，处理效果无显著
差异（Ｐ＞００５）．纤维素移除率在固液比１∶５～１∶２５
（ｇ·ｍＬ－１）间均无显著差异（Ｐ＞００５）（图３）．综合以
上结果和从节约成本角度出发，采用固液比 １∶１５
（ｇ·ｍＬ－１）进行其他单因素试验．

同一组分、指标的柱子上方，凡具有一个相同小写英文字母者表示差

异不显著（Ｐ＞００５，Ｄｕｎｃａｎｓ方法）．

图２　预处理温度对‘热研４号’王草化学组分的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍ

ｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆ‘ＲｅｙａｎＮｏ．４’

同一组分、指标的柱子上方，凡具有一个相同小写英文字母者表示差

异不显著（Ｐ＞００５，Ｄｕｎｃａｎｓ方法）．

图３　预处理固液比对‘热研４号’王草化学组分的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｏｌｉｄｔｏｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏｏｎｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉ

ｔｉｏｎｏｆ‘ＲｅｙａｎＮｏ．４’

２．２．４　预处理石灰用量对‘热研４号’王草化学组
分的影响　随着石灰用量的增加，干基失质量率基
本维持在２５％左右，对木质素、半纤维素和纤维素的
影响均较大．当原料的石灰用量为 ００５～０１５
ｇ·ｇ－１时，木质素移除率由７９％增至５１２％，去除
效果良好，木质素移除率在石灰用量为０１５～０２５
ｇ·ｇ－１间无显著差异（Ｐ＞００５）；当石灰用量为００５～

０１０ｇ·ｇ－１时，半纤维素移除率由 １８１％增至
３７８％，半纤维素移除率在石灰用量为０１０～０２５
ｇ·ｇ－１间无显著差异（Ｐ＞００５）．纤维素移除率在
石灰用量为００５～０１０ｇ·ｇ－１时显著提高，但随后
变化不大，最高仅为６３％（图４）．综合以上结果和
从节约成本角度出发，采用石灰用量为０１５ｇ·ｇ－１

进行其他单因素试验．

同一组分、指标的柱子上方，凡具有一个相同小写英文字母者表示差

异不显著（Ｐ＞００５，Ｄｕｎｃａｎｓ方法）．

图４　预处理原料的石灰用量对‘热研４号’王草化学组分的

影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｌｉｍｅｄｏｓａｇｅｏｆｍａｔｅｒｉａｌｏｎｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆ‘ＲｅｙａｎＮｏ．４’

２．３　正交试验

根据以上单因素试验结果，选取对木质素去除

影响较明显的时间、温度、固液比和石灰用量作为

研究对象，设计 Ｌ９（３
４）正交试验，并对总酶解得率

进行极差分析，结果如表３所示．４个因素对总酶解
率影响的主次顺序为 Ａ＞Ｂ＞Ｄ＞Ｃ，即时间 ＞温
度 ＞石灰用量 ＞固液比，其中：时间和温度是主要
因素，其次是石灰用量和固液比；且最优预处理组

合为 Ａ１Ｂ３Ｃ１Ｄ２，即时间 ３ｈ、温度 １２５℃、固液比

（ｍ∶Ｖ）１∶１２（ｇ·ｍＬ－１）、原料的石灰用量为 ０１５
ｇ·ｇ－１．试验４的木质素移除率较高，但半纤维素
移除率较低，所以总酶解得率较低．试验３、５、８的
木质素移除率和总酶解得率均较高，可见，木质素

的位阻效应及木质素与纤维素竞争吸附酶会导致

纤维素酶的水解效率降低．所以，木质素的移除对
酶解有较大的促进作用，木质素移除越多，酶与底

物越容易发生接触，使之酶解，纤维素和半纤维素

更易转化为葡萄糖和木糖．

２．４　预处理最终效果比较

对最优条件下预处理和未经处理的‘热研４号’
王草进行酶解，结果显示其预处理前后的化学组分

和酶解得率均存在极显著差异（Ｐ＜００１）（表４）．预
处理后，‘热研４号’王草干质量降低了近３０％；木质
素和半纤维素质量分数极显著降低，纤维素移除较

少，其移除率分别为６５４％、３７５％、６１％．预处理
后，半纤维素、纤维素和总的酶解得率分别提高了

１８１、４５和４４倍．可见，‘热研４号’王草经石灰预
处理可显著提高酶解效率，其中半纤维素的酶解效

果最为明显．
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表３　‘热研４号’王草石灰预处理正交试验及酶解结果１）

Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｍｅｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔａｎｄｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆ‘ＲｅｙａｎＮｏ．４’

试验号

因素

ｔ／ｈ
（Ａ）

θ／℃
（Ｂ）

固液比

（ｍ∶Ｖ）／

（ｇ·ｍＬ－１）
（Ｃ）

石灰用量／

（ｇ·ｇ－１）
（Ｄ）

干基

失质量

率／％

移除率／％ 酶解得率／％

半纤

维素
纤维素 木质素

半纤维

素酶

纤维

素酶
总酶

１ ３ １２０ １∶１８ ０．１２５ ３１．４ ３６．６ ８．４ ６０．４ ３１．８ ８０．６ ５０．９

２ ３ １２５ １∶１２ ０．１５０ ２８．１ ３７．５ ６．１ ６５．４ ４３．５ ８５．７ ５５．２

３ ３ １１５ １∶１５ ０．１７５ ２６．１ ３４．４ ５．０ ６０．５ ４６．５ ８２．２ ５３．３

４ ４ １２０ １∶１２ ０．１７５ ２３．９ ３４．８ ４．０ ６３．０ ３７．１ ７５．１ ４５．５

５ ４ １２５ １∶１５ ０．１２５ ２５．９ ３８．９ ４．２ ６２．５ ４０．７ ８０．１ ５０．２

６ ４ １１５ １∶１８ ０．１５０ ２５．７ ３３．４ ３．７ ５８．９ ５０．８ ７８．２ ４８．８

７ ５ １２０ １∶１５ ０．１５０ ２５．２ ３６．３ ６．１ ５８．４ ３７．２ ７７．１ ４７．１

８ ５ １２５ １∶１８ ０．１７５ １８．２ ３７．０ ５．９ ６０．１ ３２．０ ８１．６ ５１．７

９ ５ １１５ １∶１２ ０．１２５ ２７．８ ３６．４ ９．２ ５７．０ ３８．７ ８１．１ ５０．４

Ｋ１ ５３．１０ ５０．８５ ５０．３７ ５０．５２
Ｋ２ ４８．２０ ４７．８３ ５０．１９ ５０．３５
Ｋ３ ４９．７５ ５２．３７ ５０．４８ ５０．１８

极差 ４．９０ ４．５４ ０．２９ ０．３４

　１）Ｋｉ表示各因素在ｉ水平时所对应试验的总酶解得率平均值．

表４　‘热研４号’王草预处理前后组分和酶解效果比较１）

Ｔａｂ．４　Ｔｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｅｄａｎｄｕｎｔｒｅａｔｅｄ‘ＲｅｙａｎＮｏ．４’

预处理
干基失

质量率／％
ｗ／％ 酶解得率／％

木质素 半纤维素 纤维素 半纤维素 纤维素 总纤维原料

处理前 ０．０ｂ １１．６ａ ２８．２ａ ３９．９ｂ ２．３ｂ １５．５ｂ １０．０ｂ
处理后 ２８．１ａ ５．５ｂ ２２．７ｂ ５１．９ａ ４３．５ａ ８５．７ａ ５５．２ａ

　１）表中同列数据后，凡具有一个相同小写英文字母者表示在Ｐ＜００１水平差异不显著（Ｄｕｎｃａｎｓ方法）．

３　讨论与结论
本试验研究了石灰预处理中４个因素对‘热研４

号’王草总酶解得率的影响，其影响大小为：时间 ＞
温度 ＞石灰用量 ＞固液比．该结果与Ｃｈａｎｇ等［１６］研

究石灰预处理影响杨树酶解得率因素的结果一致，且

时间和温度是主要因素，其次是石灰用量和固液比．
Ｋａｒｒ等［１３］使用石灰对玉米秸秆进行了预处理，

在固液比（ｍ∶Ｖ）１∶５（ｇ·ｍＬ－１）、原料的石灰用量
００７５ｇ·ｇ－１、１２０℃条件下处理４ｈ，其酶解得率提
高了９倍．陈明［２５］使用与 Ｋａｒｒ等［１３］相同的石灰预

处理条件处理玉米秸秆，结果其木质素、半纤维素的

脱除率分别为３８４％、１４８％，纤维残渣４８ｈ后的
酶解得率为５２９％．Ｋｉｍ等［２６］使用超临界 ＣＯ２预处
理白杨和南方松，以提高纤维素酶水解效率，结果显

示：在１６５℃、２１ＭＰａ条件下预处理３０ｍｉｎ后，白杨

和南方松还原糖产量可分别达理论值的 ８４７％和
２７３％．本试验中，‘热研４号’王草经石灰预处理
后，木质素、半纤维素和纤维素移除率分别为

６５４％、３７５％和６１％，半纤维素、纤维素和总酶解
得率分别提高了１８１、４５和４４倍．这与陈明［２５］、

Ｋａｒｒ等［１３］的研究结果较相似，石灰预处理均可脱除

木质素和半纤维素，提高酶解得率．所以，‘热研 ４
号’王草经石灰预处理可显著提高酶解效率，其中半

纤维素酶解效果最为明显．
‘热研４号’王草是生产燃料乙醇的优良能源植

物，其纤维含量较高，利用石灰预处理可有效去除木质

素，提高纤维素酶对原料组分的可及度．最优预处理条
件为：时间 ３ｈ，温度 １２５℃，固液比（ｍ∶Ｖ）１∶１２
（ｇ·ｍＬ－１），原料的石灰用量０１５ｇ·ｇ－１．此条件下
‘热研４号’王草的木质素、半纤维素和纤维素移除率
分别为６５４％、３７５％和６１％；半纤维素、纤维素和
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总纤维原料的酶解得率分别为 ４３５％、８５７％和
５５２％，比未处理的‘热研４号’王草酶解得率分别提
高了１８１、４５和４４倍．此外，影响酶解得率的主要
因素是预处理时间和温度，其次是石灰用量和固液比．
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