
２０１７年 １０月 农 业 机 械 学 报 第 ４８卷 第 １０期

ｄｏｉ：１０．６０４１／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００１２９８．２０１７．１０．０３２

低温冻融 酶解预处理对稻秆厌氧发酵产气特性的影响
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摘要：为利用我国寒冷地区天然冷资源，在实验室模拟低温环境（Ｚ组：－４℃，Ｓ组：－２０℃），探索低温冻融及纤维

素酶液预处理对水稻秸秆中温厌氧发酵产气特性的影响。结果表明，浸泡温度 ３０℃、浸泡时间 ４ｈ、液固比１５ｍＬ／ｇ

条件下水稻秸秆持水力最佳。冷冻后解冻液中木糖质量（Ｚ３组：６５ｇ，Ｓ２组：７２ｇ）大幅增加，半纤维素转化率

（Ｚ３组：２４１％，Ｓ２组：２６６％）增幅显著（ｐ＜００５）。经纤维素酶解后其水解液中葡萄糖质量（Ｚ３组：１３５ｇ，Ｓ２

组：１４５ｇ）大幅增加，纤维素转化率（Ｚ３组：３０９％，Ｓ２组：３３２％）增幅显著（ｐ＜００５）。对预处理后的原料进行

厌氧发酵，累计产气量最高 ５４３ｍＬ，较 ＣＫ提升 ７３５％（Ｓ４组），平均甲烷体积分数最高提升 １６０４％（Ｓ２组），且随

着冷冻时间的延长（Ｚ组 ４８ｈ以上，Ｓ组 ２４ｈ以上）厌氧发酵周期缩短（共 １９ｄ），产气高峰提早到来且峰值较高。

过酸化现象得到有效缓解，能够更快地进入到甲烷化阶段。
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　　引言

生物质沼气化利用主要是指农、林有机废弃物

在厌氧环境中利用微生物作用将生物质能转换成为

沼气的过程。生物质主要由纤维素（４０％ ～５０％）、
半纤维素（２０％ ～３０％）及木质素（５％ ～３０％）组
成

［１］
，其化学性质稳定，难以降解，直接作为厌氧发

酵原料产气率低且厌氧发酵周期长
［２］
。通常情况

下，需要对这类原料进行有效的预处理，目的在于打

破纤维素的晶体结构，从而提高厌氧发酵的消化

效率
［３］
。

目前，针对纤维素类秸秆常规的预处理方法包

括物理法
［４－５］

、化学法
［６－７］

、生物法
［８－９］

。物理法通

过机械外力破坏植物细胞壁和纤维素的晶体结构，

使原料更易于微生物的侵入及分解。化学法利用化

学试剂的腐蚀性和氧化性，水解纤维素原料，但同时

也易造成二次污染及容器的腐蚀。生物法利用好氧

微生物，分解纤维木质素，与物理法和化学法相比较

具有反应温和、能耗小，设备简单，低污染等诸多

优点
［１０］
。

低温冻融技术最早在细胞物质的提取
［１１－１２］

、食

品保鲜
［１３－１４］

及对寒冷地区隧道围岩的冻胀破坏机

制方面
［１５－１６］

有 较为广泛的应用和研究。依据

ＧＢ５０１７６—９３《民用建筑热工设计规范》对气候划
分，我国东北、华北地区天然冷资源丰富，其中东北

地区最冷月平均温度在 －１０℃以下，全年 １４５ｄ日
平均温度５℃以下［１７］

。

本文利用我国寒冷地区丰富的天然冷资源，实

验室内模拟室外低温环境，采用低温冻融技术对水

稻秸秆进行冻融处理，利用低温使秸秆表面空隙中

游离水冷冻结冰体积膨胀，从而破坏秸秆晶体结构，

增加后续酶解时酶的可及度，旨在厌氧发酵产沼气

时能够更好地降解底物。

１　材料与方法

１１　原料
水稻秸秆取自江苏省淮阴区郊区农田，自然风

干，粉磨机粉碎过筛（筛分粒度 １０目）。接种物取
自实验室自行驯化的厌氧发酵污泥，ｐＨ值 ７１。原
料理化性质如表１所示。

表 １　发酵原料及接种物理化特性

Ｔａｂ．１　Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｒａｗｍａｔｅｒｉａｌ

ａｎｄｉｎｏｃｕｌｕｍ

参数
原料

水稻秸秆 接种物

碳氮比 ４２４８±１０５ ２０００±０２５

总固体质量分数／％ ９５００±０５３ １０００±０１３

纤维素质量分数／％ ３９３２±０９５

半纤维素质量分数／％ ２４３２±０３２

１２　低温冻融及酶解处理
低温冻融试验是在实验室内模拟寒冷地区低温

环境。为证明低温冻融对水稻秸秆内部结构的破坏

作用及对纤维素酶解的影响，选取浸泡温度、浸泡时

间、液固比及冷冻温度、冷冻时间作为试验因素，考

察浸泡温度（５、３０、５０、７０℃）、浸泡时间（２、４、１６ｈ）、
液固比 （１、５、１５、２０ｍＬ／ｇ）、冷冻温度 （－４℃、
－２０℃）、冷冻时间（１２、２４、４８、７２ｈ）及酶水解对水
稻秸秆纤维素、半纤维素转换率和水解液中还原糖

含量的影响。对冻融稻秆进行酶水解处理，纤维素

酶液培养依据文献［１８］提供的方法进行。里氏木
霉孢子（Ｔ．ｒｅｅｓｅｉＲＵＴＣ３０）培养自江苏省生物质能
与酶重点实验室，菌体浓度 １×１０６ＣＦＵ／ｍＬ。按照
冷冻温度不同，设置 －４℃低温冻融组（Ｚ组，Ｚ１～Ｚ４
分别表示冷冻时间１２、２４、４８、７２ｈ）和 －２０℃低温冻
融组（Ｓ组，Ｓ１～Ｓ４分别表示冷冻时间 １２、２４、４８、
７２ｈ），每组２次重复，同时设置对照组 ＣＫ（秸秆筛
分粒度小于１０目，不经低温冻融及酶处理）。
１３　厌氧发酵试验

采用批式单相厌氧发酵工艺对预处理 Ｚ组、Ｓ组
及 ＣＫ进行厌氧发酵产沼气试验，发酵罐为２Ｌ密闭
容器，恒温水浴保温（３０

!

１）℃，每组发酵原料１００ｇ，
接种物质量分数２０％，料液质量分数１２％，初始 ｐＨ值
７０～７２。采用排水法收集产生气体，隔天取样测量发
酵液ｐＨ值及挥发性脂肪酸（ＶＦＡ）含量。
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１４　检测方法

纤维素、半纤维素测量依据 ＳＯＥＳＴ［１９］的粗纤维
测定法；还原性糖测定依据 ＤＮＳ法［２０］

；气体成分测

定利用 Ｇｅｏｔｅｃｈ沼气气体分析仪（Ｂｉｏｇａｓ５０００型）；
总固体测定方法为（１０５±１）℃的干燥箱中干燥至
质量恒定；ｐＨ值测定利用 ｐＨ计（ＰＨＳ ３Ｃ型，上海
精密科学仪器有限公司）；挥发性脂肪酸（ＶＦＡ）测
定利用气相色谱仪（ＧＣ ２０１４型，日本岛津）［２１］。
总碳（ＴＯＣ）测定利用总有机碳分析仪（日本岛津）；
总氮（ＴＮ）测定依据凯氏定氮法；产气量测定方法为
排水法收集气体，量筒测定其体积。

图 １　浸泡条件对纤维素、半纤维素降解的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏａｋｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｔｉｍｅａｎｄｓｏｌｉｄｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏｏｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｕｌｏｓｅａｎｄｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌｏｓｅ

１５　计算公式
试验中水稻秸秆持水力及纤维素、半纤维素转

化率计算公式为
［２２－２３］

Ｈ＝
ｍｗ－ｍｄ
ｍｄ

×１００％ （１）

Ｔｃｅｌｃｏｎｖ．＝
０９ｍｇｌｕ
ｍｃｅｌ

×１００％ （２）

式中　Ｈ———持水力，％
ｍｗ———吸饱水稻秆质量，ｇ
ｍｄ———初始稻秆质量，ｇ
Ｔｃｅｌｃｏｎｖ．———纤维素转化率，％
ｍｇｌｕ———葡萄糖质量，ｇ
ｍｃｅｌ———纤维素质量，ｇ

Ｔｈｃｅｌｃｏｎｖ．＝
０９ｍｘｙｌ
ｍｈｃｅｌ

×１００％ （３）

式中　Ｔｈｃｅｌｃｏｎｖ．———半纤维素转化率，％
ｍｘｙｌ———木糖质量，ｇ
ｍｈｃｅｌ———半纤维素质量，ｇ

２　结果与讨论

２１　浸泡试验
由浸泡温度和浸泡时间对水稻秸秆持水能力的

影响可知，在一定范围内随着浸泡温度的升高和浸

泡时间的延长，水稻秸秆持水力有增大趋势，但增势

明显减缓。浸泡温度分别为５０℃和７０℃条件下，持
水力仅由４３０％增至４３３％。浸泡时间由４ｈ延长至

１６ｈ，持水力仅由 ４２３％增至 ４２８％。本试验使用的
水稻秸秆含水率低，总固体质量分数为 ９５％。采用
低温冻融的方式对水稻秸秆进行处理的实质是利用

水分结冰膨胀从而破坏木质纤维晶体结构。秸秆作

为木质纤维素原料，其纤维素的游离羟基与水分子

的结合仅发生在无定形区
［２４］
，通过延长浸泡时间和

适当增加浸泡温度的方式可使纤维素分子与水分子

间以氢键方式结合，溶液吸入生物质内部，从而提高

纤维素原料本身的吸水及持水能力
［２５］
。

浸泡温度、浸泡时间、液固比对稻秆原料纤维素

转化率和浸泡液中还原糖含量的影响如图 １所示。
可知，通过提高浸泡温度、延长浸泡时间等外部条件

的改变，可以增加纤维素无定形区游离羟基对水溶

液的吸附，提升秸秆原料本身吸水及持水能力，同时

秸秆内部因内聚力减少而容积增大，纤维素结晶区

内发生润胀，破坏其晶体结构。由图１可知，随着浸
泡温度及浸泡时间的增加，浸泡液中葡萄糖和木糖

质量都有所增加，半纤维素转化率（３０％ ～６３％）
明显高于纤维素转化率（０２％ ～１４％）。当液固
比为１５ｍＬ／ｇ时，半纤维素转化率最高 ５６％，纤维
素转化率最高 ０９％。半纤维素具有亲水性能，适
当地增加浸泡时间及温度，有利于造成细胞壁的润

胀及纤维素和半纤维素的水解。综合考虑能耗及效

率产出选取浸泡时间 ４ｈ、浸泡温度 ３０℃、液固比
１５ｍＬ／ｇ作为水稻秸秆低温冻融前的浸泡条件。
２２　低温冻融试验

对浸泡后的水稻秸秆进行低温冻融试验，在实

验室内模拟寒冷地区低温环境，分别选取 －４℃和
－２０℃作为冷冻温度，室温（２０℃）下自然解冻。考
察不同冷冻时间对稻秆原料纤维素、半纤维素转化

率及解冻液中还原性糖含量的影响，如图 ２所示。
由图２可知，通过降低冷冻温度可缩短冷冻时间。
经低温冻融后，１００ｇ秸秆原料解冻液中葡萄糖质量
（０８～１９ｇ）和木糖质量（２５～７４ｇ）均明显增
加，半纤维素转化率（９３％ ～２７４％）高于纤维素
转化率（１８％ ～４３％）。由图 ２可知，－４℃冻融
条件下，稻秆原料半纤维素转化率随冷冻时间的延
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长呈递增趋势，Ｚ３组解冻液中木糖质量达 ６５ｇ，半
纤维素转化率为 ２４１％，距上一水平梯度（Ｚ２组）
环比增长１０３１％，增幅显著（ｐ＜００５）。由图 ２可
知，－２０℃冻融条件下，Ｓ２组解冻液中木糖质量达
７２ｇ，半纤维素转化率２６６％，环比增长 １０５７％，
增幅显著（ｐ＜００５）。随着冷冻温度的降低，更有
利于短时间内半纤维素的水解。通过有效的浸泡增

加了木质纤维素的微孔结构中含水率，低温结冰体

积膨胀，膨胀一方面破坏了纤维素的晶体结构，另一

方面破坏了纤维素、半纤维素及木质素之间的氢键

连接，使结构变得松散，有利于下一步对木质纤维素

进行降解。

图 ２　冷冻时间对纤维素、半纤维素降解的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｒｅｅｚｉｎｇｔｉｍｅｏｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｕｌｏｓｅ

ａｎｄｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌｏｓｅ
　
２３　纤维素酶解试验

对解冻后的秸秆原料进行纤维素酶液处理。酶

解后的秸秆原料中纤维素、半纤维素转化率及还原

糖含量变化如图 ３所示。由图 ３可知，酶解后的原
料水解液中葡萄糖质量（７２～１４５ｇ）大幅度提升，
纤维素转化率（１６５％ ～３３２％）高于半纤维素转
化率（１５％ ～２６％）。其中 Ｚ３组酶解液中葡萄糖
质量达１３５ｇ，纤维素转化率为３０９％，距上一水平
梯度（Ｚ２组）环比增长 ５８８％；Ｓ２组酶解液中葡萄
糖质量达１４５ｇ，纤维素转化率达３３２％，环比增长
７０６％。通过低温冻融处理改变秸秆结构形态，增
加了秸秆原料的孔隙体积和纤维素内部可及面的区

域，将酶解过程与低温冻融处理相结合，促进了酶与

生物质的接触，经过低温冻融处理后酶解的作用空

间进一步加大，从而提高了纤维素的转化率
［２６－２７］

。

２４　厌氧发酵试验
预处理的目的是将水稻秸秆中纤维素和半纤维

图 ３　纤维素酶水解对纤维素、半纤维素降解的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆ

ｃｅｌｌｕｌｏｓｅａｎｄｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌｏｓｅ
　
素分解为含六碳糖和五碳糖的混合溶液。当这些溶

解性糖类作为主要基质进行厌氧发酵反应时，因糖

类有机物代谢速度快，产酸过程迅速，从而使得产甲

烷阶段成为厌氧发酵反应的限速步骤。

２４１　水稻秸秆厌氧发酵产气特性
对完成预处理的水稻秸秆原料进行厌氧发酵产

沼气试验，沼气产量和甲烷体积分数是衡量其生物

质转化效率的主要指标，其产气特性如图 ４所示。
由图４可知，经低温冻融与酶解相结合处理后的稻
秆原料，其产气能力较对照（ＣＫ）组明显提升，最高
累计产气量５４３ｍＬ（Ｓ４组）较ＣＫ组增加７３５％，且
产气高峰期明显提前，Ｚ３、Ｚ４、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４组沼气产
量在第５天达到峰值（峰值范围 １００～１１８ｍＬ／ｄ），
发酵周期共１９ｄ，Ｚ１、Ｚ２、Ｓ１组产气高峰出现在第７
天（峰值范围 ８０～９３ｍＬ／ｄ），发酵周期共 ２３ｄ。随
着冷冻时间的延长（Ｚ组 ４８ｈ以上，Ｓ组 ２４ｈ以上）
厌氧发酵周期缩短１７４％，产气高峰提前 ２ｄ，且峰

值范围高于其他组２００％ ～２１２％。
由图４可知，除 ＣＫ组外，其余组甲烷体积分数

快速增加，５ｄ后均稳定在 ４０％以上，进入正常产甲
烷阶段。该阶段各试验组甲烷体积分数与预处理阶

段水解液中葡萄糖质量呈正相关，葡萄糖易被厌氧

微生物分解利用，发酵液中葡萄糖质量的增加，可满

足厌氧发酵初期厌氧微生物快速繁殖对易分解有机

物的需要，提高厌氧微生物活性，短时间内使系统内

厌氧微生物种群数量达到较高水平，从而促进秸秆

的分解转化。试验结束时，平均甲烷体积分数 Ｚ１～
Ｚ４组 （４２７％ ～４９２％），Ｓ１～Ｓ４组 （４４１％ ～
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图 ４　预处理水稻秸秆厌氧发酵产气特性

Ｆｉｇ．４　Ｂｉｏｇａｓｖｏｌｕｍｅｓａｎｄｍｅｔｈａｎｅｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ｄｕｒｉｎｇａｎａｅｒｏｂｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｉｃｅｓｔｒａｗ
　

５１３％），较 ＣＫ组（１９７％）最高增加 １６０４％（Ｓ２
组）。研究表明低温冻融及酶解相结合的预处理方

法对水稻秸秆厌氧发酵沼气中甲烷体积分数的提高

有显著的促进作用。

２４２　水稻秸秆厌氧发酵料液特性
目前，以富含纤维素的秸秆作为制取沼气的原

料已成为农村地区获取能源的热点，其中纤维素原

料水解缓慢造成厌氧发酵周期过长，原料周转率低。

通过低温冻融和酶解相结合的预处理方式，使得秸

秆原料水解酸化速率加快，能够快速进入产甲烷阶

段，甲烷菌能否适应环境大量繁殖，充分利用水解酸

化产物产甲烷成为厌氧反应的限速步骤。厌氧发酵

过程中发酵液中总挥发性脂肪酸（ＶＦＡ）及 ｐＨ值变
化情况如图５所示。由图５（柱状图，总挥发性脂肪
酸质量浓度；曲线图，ｐＨ值变化趋势）可知，经预处
理后的料液其水解酸化进程较 ＣＫ组明显加快，第３
天 ｐＨ值即降至最低（６２～６６），ＶＦＡ积累达到峰
值（５３２０～７４００ｍｇ／Ｌ），发酵液中以丁酸、乙酸代谢
为主。随后的几天，在产氢、产乙酸菌作用下丁酸被

转变为有利于甲烷菌生长代谢的乙酸，此阶段甲烷

菌快速繁殖，大量有机酸被分解利用，ＶＦＡ含量逐
渐下降，直至产气结束，ｐＨ值恢复中性水平。说明
厌氧发酵启动后不久，产甲烷菌活性即开始逐渐增

强，生长繁殖及代谢能力加快，进入产甲烷阶段，沼

　　

气产量及甲烷体积分数开始增加，ＶＦＡ变化趋势与
图４描述产沼特性相一致。而 ＣＫ启动后第 ７天才
进入酸化阶段，第 １１天 ｐＨ值一度降至 ５５，期间
ＶＦＡ不断积累但消耗很慢，酸化严重，说明甲烷菌
一直处于生长受抑制状态，直至厌氧发酵结束料液

ｐＨ值仍处于 ６７左右。经低温冻融及酶解相结合
预处理后的水稻秸秆厌氧发酵能够快速进入产甲烷

阶段，且保持 ｐＨ值有较小的波动，使水解酸化阶段
快速顺利进行。

图 ５　预处理水稻秸秆厌氧发酵料液特性

Ｆｉｇ．５　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｉｃｅｓｔｒａｗｏｂｔａｉｎｅｄ

ｄｕｒｉｎｇａｎａｅｒｏｂｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
　

３　结论

（１）水稻秸秆在 ３０℃水温下浸泡 ４ｈ，液固比
１５ｍＬ／ｇ条件下具有较高持水力。冷冻温度越低，
获得一定浓度解冻液中的木糖所需时间越短。

－４℃、４８ｈ（Ｚ３组）和 －２０℃、２４ｈ（Ｓ２组），解冻液
中木糖质量大幅增加（Ｚ３组：６５ｇ，Ｓ２组：７２ｇ），
半纤维素转化率为 ２４１％（Ｚ３组）、２６６％（Ｓ２
组），环比增长１０３１％（Ｚ３组）、１０５７％（Ｓ２组）。

（２）对解冻后的水稻秸秆原料进行纤维素酶液
处理，水解液中葡萄糖质量大幅增加 （Ｚ３组：
１３５ｇ，Ｓ２组：１４５ｇ），纤维素转化率 ３０９％（Ｚ３
组）、３３２％（Ｓ２组），环比增长 ５８８％（Ｚ３组）、
７０６％（Ｓ２组）。

（３）随着冷冻时间的延长（Ｚ组 ４８ｈ以上，Ｓ组
２４ｈ以上），厌氧发酵周期缩短 １７４％，产气高峰提
前２ｄ，且峰值范围高于其他组２００％ ～２１２％。

（４）预处理后的发酵料液水解酸化进程加快，
过酸化现象得到有效缓解，能够更快地进入到甲烷

化阶段，产沼能力最高提升 ７３５％（Ｓ４组），平均甲
烷体积分数最高提升１６０４％（Ｓ２组）。
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