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玉米秸秆原料生物炼制生产谷氨酸的研究 

摘要 

谷氨酸是一种极为重要的大宗化学品，在多个领域都具有广泛的应用，目前谷氨酸

市场逐步扩大，需求逐年上升。谷氨酸生产普遍以粮食性原料如玉米淀粉等进行生产，

不仅成本较高，且不符合生态可持续发展的原则。利用来源广泛、价格低廉的木质纤维

素原料进行谷氨酸发酵具有较大的发展前景。本文通过对不同的谷氨酸发酵菌种在发酵

培养基中谷氨酸发酵性能进行比较，筛选出一株发酵性能较好的菌株 Corynebacterium 

glutamicum SIIM B460，该菌可以在预处理后未经脱毒的玉米秸秆水解液中较好的生长，

进一步详细研究了木质纤维素预处理可能产生的抑制物对菌株生长及发酵的影响。选择

了木质纤维素预处理及糖化过程中可能产生的十种典型抑制物，包括两种呋喃类衍生物，

三种弱酸类物质和五种酚类抑制物，结果表明 C. glutamicum SIIM B460 对弱酸类抑制物

具有极强的耐受性，在实验浓度范围内甲酸、乙酸、乙酰丙酸对菌株的生长及发酵都没

有产生抑制作用；菌株对呋喃类抑制物耐受性也较强，与 5-HMF 相比，菌株对糠醛更

为敏感；酚类抑制物中丁香醛、松柏醛、苯酚对菌株的抑制作用较强，香草醛及 4-羟基

苯甲醛对菌株的抑制作用则相对较弱。经检测，玉米秸秆中含有生物素，且含量高于谷

氨酸发酵所需的生物素亚适量水平，因而该菌株可以在水解液中很好的生长但不能产生

谷氨酸。通过添加青霉素诱导，菌株可以利用玉米秸秆水解液发酵生产谷氨酸。在 30 °C，

转速 200 rpm，pH 7.0，20%尿素，添加 200 mg/L 青霉素诱导条件下，利用 15%未脱毒

玉米秸秆水解液进行发酵，经 80h 谷氨酸浓度可达 31 g/L，发酵性能与合成培养基相当。

该研究结果为以价格低廉的木质纤维素原料进行谷氨酸发酵生产奠定了一定的基础。 

关键词：玉米秸秆；谷氨酸；抑制物；Corynebacterium glutamicum SIIM B460 
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Study on Glutamic Acid Fermentation Using Corn Stover as Raw 

Material through Biorefinery Technology 

Abstract 

Glutamic acid is an important commodity chemical and is widely used in different areas 

such as food, pharmaceuticals. Currently, the market of glutamic acid is expanded gradually. 

The production of glutamic acid commonly used food-based raw materials such as corn starch. 

Not only the cost is high, but also it competes with the food and feed supply. Using the cheap 

and abundant lignocellulose biomass as the raw materials for glutamic production is a 

promising choice. In this thesis, several different glutamic acid fermenting strains were 

screened under different concentrations of corn steep liquor (CSL). Corynebacterium 

glutamicum SIIM B460 showed a better fermentability for glutamic acid production in 

synthetic fermentation medium and in the undetoxicification corn stover hydrolysate. The 

effect of inhibitors derived from pretreatment operation on cell growth and fermentability of 

C. glutamicum SIIM B460 was investigated. Ten typical inhibitors were selected, including 

two furan derivatives, three weak acids, and five phenolic compounds. The strain shows a 

high tolerance to weak acids of acetic acid, formic acid and levulic acid. The fermentation 

was slightly inhibited by furfural and 5-hydroxymethylfurfural at a relatively high 

concentration. Syringaldehyde, coniferyl aldehyde, and phenol were found to be the strong 

inhibitors for C. glutamicum SIIM B460, while 4-hydroxybenzaldehyde and vanillin were 

relatively weak inhibitors. Because corn stover contains excessive biotin for glutamic acid 

production, the strain is unable to produce glutamic acid without induction. Under the 

induction of 200 mg/L penicilin, the strain can produce 31 g/L glutamic acid using 15% solid 

undetoxcification hydrolysate. The yield is similar to that using glutamic acid fermentation 

medium. This study provided a preliminary but important method for glutamic acid 

production from lignocellulose biomass with sound economic competitiveness. 

Keywords: corn stover; glutamic acid; inhibitor; C. glutamicum SIIM B460 
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 前言 

谷氨酸是一种极为重要的大宗化学品，主要用于味精的生产，并可广泛应用于食品、

化工、医药等行业。随着对谷氨酸及其衍生产物认识的增加，谷氨酸市场及需求在逐年

上升。我国谷氨酸市场占全球份额超过 70%。传统的谷氨酸生产普遍使用玉米淀粉等粮

食性原料进行发酵生产，不仅生产成本较高，且随着世界人口的剧增，粮食危机越来越

严重，利用粮食原料进行大规模工业生产的局限性越来越大。 

木质纤维素原料含量丰富，但并没有得到充分利用，生活中一般采用焚烧填埋等方

法，不仅浪费资源，而且污染环境。利用生物质能源进行生物能源及生物炼制方面的研

究逐渐成为人们关注的焦点。尽管已经有很多关于利用木质纤维素原料生产生物乙醇、

乳酸及微生物油脂等方面的研究，但有关木质纤维素生产氨基酸的研究仍旧较少。因此

利用木质纤维素进行谷氨酸的生产不仅能够解决环境问题，而且具有极大的商业价值。 

本课题通过对实验室购买菌株的生长及发酵性能进行测定，筛选出一株发酵性能较

好的菌株 C. glutamicum SIIM B460。该菌对预处理产生的三类抑制物具有较强的耐受性，

可以在未经脱毒的玉米秸秆水解液中较好的进行生长。且在添加青霉素诱导下，C. 

glutamicum SIIM B460 可利用 15%固含量未脱毒玉米秸秆水解液发酵产生 31 g/L 谷氨酸，

谷氨酸产量及得率均能达到与合成培养基相当的水平。本研究结果为利用生物质原料进

行谷氨酸生产的产业化打下良好的基础，并提供了有力的技术储备。 
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第 1章  文献综述 

1.1  谷氨酸概述 

谷氨酸是一种非常重要的化学品，最初由德国 H.Ritthause 博士于 1866 年硫酸分解

小麦面筋时分离得到[1]。谷氨酸是一种酸性氨基酸，在自然界中存在广泛，其中谷类蛋

白质和海产品中含量较多。 

由于谷氨酸分子内含有不对称的碳原子，因此存在右旋、左旋和外消旋体三种旋光

异构体。天然存在于生物有机体中的谷氨酸，都是左旋谷氨酸[2]。 

 

图 1.1  谷氨酸的结构式 

Fig. 1.1  Configuration of glutamic acid 

谷氨酸，又名麸酸，学名 α-氨基戊二酸，英文名 glutamic acid（GA），分子式为

C5H9NO4，分子量 147.13，是一种粉末状或鳞片状晶体，结构式如图 1.1 所示。L-谷氨

酸结晶时性状稳定，在 160 °C 时加热可发生脱水，180 °C 发生消旋化，200 °C 升华，

于 247-249 °C 时分解，20 °C 时溶解度 0.72，微溶于水，不溶于丙酮、乙醇等有机溶剂，

密度为 1.538 g/cm
3，等电点 3.22。 

1.2  谷氨酸的应用 

虽然谷氨酸不是人体必需的氨基酸，但作为构成蛋白质的常见氨基酸，谷氨酸可参

与生物体中的多种化学反应，在机体代谢中占重要地位，不仅具有一定的营养价值，同

时在食品、医药等多种行业具有广泛的应用，也具有较大的工业价值。多年来，谷氨酸

都被广泛用作风味增强剂及生产一系列常用化学品[3]。当下谷氨酸已经成为世界上销量

最大的氨基酸，其年产量已经超过 250 万吨[4]。 

谷氨酸是味精合成的前体物质，谷氨酸钠是谷氨酸与碱反应生成的。谷氨酸钠作为

一种鲜味增强剂，能够增强食品风味，同时经人体消化吸收，可参与机体代谢，有较高

的营养价值[5]，同时应用于食品行业，还具有保鲜的功能。 

谷氨酸可以应用于医药行业，它可作为营养物质，进入生物体的代谢途径。目前谷

氨酸在临床治疗中已经作为多种药物得到应用，具有广泛的发展前景。谷氨酸能与血氨

反应，形成谷氨酰胺，解除其产生的氨毒害；谷氨酸可以保护肝脏，能够用于肝昏迷的
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治疗；由于谷氨酸是脑组织唯一可以氧化的氨基酸，因此可作为脑组织的补药，用于治

疗精神衰弱、脑震荡等疾病，维持并改善脑组织机能[6,7]。 

谷氨酸作为世界上产量最多的氨基酸，在工业中应用也较为广泛。谷氨酸可应用于

日化行业，由于谷氨酸能增强血液循环，扩张血管，具有生发及防止脱发的功用，因此

可用于制造生发剂[8]。谷氨酸还可以作为工业原料用于多种化工产品的生产，如聚谷氨

酸和酰基谷氨酸钠等物质。聚谷氨酸可用于制造人造革及环保塑料，用于包装等用途，

不仅性能优良，而且安全环保，可自然降解。由谷氨酸制造的表面活性剂，可生物降解，

无毒低刺激，广泛用于日化产品的生产[9]。 

除了上述功能之外，谷氨酸还被广泛应用于农业途径。如谷氨酸可与一些激素结合，

用于植物的生长调节；还可用于运载微肥，促进植物的吸收等。 

谷氨酸作为一种五碳氨基酸具有作为新型原料生产五碳聚合物的潜力，这种新型原

料及其衍生物可以用于构建与顺丁烯二酸酐衍生的石油化工产品衍生物结构相似但功

能不同的聚合物，如聚酰胺类和聚酯化合物。随着科技的进步，谷氨酸的应用领域会更

加广阔，具有更大的发展前景[10]。 

1.3  微生物发酵生产谷氨酸概述 

1907 年，东京大学教授 Ikeda 开始研究海带中鲜味的成分，1908 年他成功分离并纯

化出鲜味的基本组成味精[11]。1909 年 Ikeda 及一名企业家开始用酸水解谷物蛋白进行工

业生产味精。由于这种方法的缺陷，味精产量受到了很大限制。直到二十世纪五十年代

才出现更好的味精生产方法，其中一种是化学合成法，主要用于 1962 至 1973 年，利用

氰乙烯可以合成谷氨酸晶体。1956 年，日本协和发酵工业公司的研究人员分离出一株微

生物，能够分泌大量谷氨酸，这株微生物开始时被命名为谷氨酸微球菌之后被重命名为

谷氨酸棒杆菌[12]。谷氨酸棒杆菌是一类杆状的革兰氏阳性菌，兼性厌氧。近年来，这种

菌作为宿主菌不仅广泛用于氨基酸生产，在一些常用化合物如乳酸，琥珀酸等方面的生

产也吸引了广泛关注，同时，它也能应用于分泌性蛋白的生产[13]。随着谷氨酸棒杆菌的

全基因组 DNA 序列的确定，为了过量生产谷氨酸进行了大量分子改造及代谢工程的研

究。随后，又有多种能够生产谷氨酸的菌株被发现并分离出来，如乳酸发酵短杆菌、黄

色短杆菌等。随后利用细菌直接利用糖发酵生产谷氨酸的方法开始逐渐发展，并且发酵

工艺水平不断提高，如今利用微生物发酵生产谷氨酸已经逐渐成为一项成熟的技术。目

前发酵法生产的谷氨酸年产量已达到 200 万吨，并且，未来的谷氨酸需求还在以每年 3-4%

的速率提高，尤其是在发展中国家[14]。 

我国自上世纪五六十年代开始进行发酵法生产谷氨酸的研究，而且在 1965 年成功

利用发酵法工业生产味精，完成了由水解法向发酵法的转变。随后利用发酵法进行谷氨

酸生产在全国范围内相继发展，目前我国的谷氨酸生产厂家已全部采取微生物发酵的方

法。我国的谷氨酸发酵通常使用玉米淀粉等粮食性原料，糖酸转化率约为 60%
[15]。 
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1.3.1 葡萄糖合成谷氨酸的代谢路径 

 

图 1.2  葡萄糖合成谷氨酸的代谢路径 

Fig.1.2  Metabolic pathway of glutamic acid synthetic by glucose 

图 1.2 为由葡萄糖合成谷氨酸所涉及的主要代谢路径，包括糖酵解（EMP 途径）、

磷酸戊糖途径（HMP 途径）、三羧酸循环（TCA）、CO2 固定反应和乙醛酸循环[16]。 

葡萄糖经 HMP 途径和 EMP 途径转变为丙酮酸并继而进入三羧酸循环（TCA），其

中 EMP 途径占主要地位，TCA 循环中丙酮酸代谢为α-酮戊二酸，然后由酶催化α-酮

戊二酸生成谷氨酸[17]。 

在 CO2 固定反应中主要涉及草酰乙酸羧化酶及苹果酸合酶，二者催化 CO2 固定由丙

酮酸生成苹果酸。然后苹果酸经苹果酸脱氢酶催化生成草酰乙酸继而生成柠檬酸。在三

碳化合物进入 TCA 循环时，丙酮酸羧化酶（PC）及磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(PEPC)发

挥了重要作用，PEPC 缺陷型菌株可以通过摄取谷氨酸进行生长。谷氨酸合成菌株的酮

戊二酸脱氢酶活性较低，因此由于谷氨酸菌株在 TCA 循环中的缺陷，乙醛酸循环因此

发挥了重要作用[18]。 

谷氨酸合成主要是通过氨同化实现的，有三条主要的酶反应，一条由谷氨酸脱氢酶
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（GDH）参与，剩余的由谷氨酸合成酶（GS）和氨基转移酶（AT）参与[19]。 

当氮源充足时，谷氨酸主要由谷氨酸脱氢酶催化产生，该酶为 NADPH 依赖型。其

反应式为： 

NH4
+
+α-酮戊二酸+H

+
+NADPH             谷氨酸+H2O+NADP

+
 

其他氨基酸则在转氨酶的催化下与 α-酮戊二酸反应生成谷氨酸： 

 

氨基酸+α-酮戊二酸           α-酮酸+谷氨酸 

谷氨酸合成酶催化的反应如下： 

NADPH+谷氨酰胺+α-酮戊二酸+H
+
         2 谷氨酸+NADP

+
 

这三种反应在谷氨酸棒杆菌中同时存在，但谷氨酸脱氢酶所催化的反应占主导地位[20]。 

1.3.2  谷氨酸棒杆菌分泌谷氨酸的分子机制 

尽管有多种菌都可以用于生产谷氨酸，如 Corynebacterium，Brevibacterium，

Nocardia ，Arthrobacter 等[21]，但有关谷氨酸棒杆菌 C. glutamicum 分泌谷氨酸的研究是

最为详细的。在正常的生理状态下，谷氨酸棒杆菌无法生产谷氨酸[22]。谷氨酸分泌的机

理普遍是基于谷氨酸的流出可以被多种影响细胞膜的处理方式诱导这一现象的观察。这

些处理方式或是通过限制磷脂或其余膜组成的合成，或是直接影响膜的状态。改变谷氨

酸棒杆菌的细胞膜渗透性有以下几种方式：生物素限量；添加青霉素；添加表面活性剂；

以及利用甘油缺陷型或油酸缺陷型菌株以限制磷脂合成[23-25]。谷氨酸棒杆菌的细胞壁拥

有复杂的结构，除了众所周知的内磷脂双分子层之外，细胞膜还有一层由分枝菌酸构成

的外脂质层，并同样组成双层的结构。分枝菌酸是一种非常长的羟化脂肪酸（在分枝杆

菌中可达到 C90），且仅存在于谷氨酸棒杆菌的细胞壁中[26]。由磷脂构成并有一些转运蛋

白嵌入其中的细胞质膜包围着细胞壁，且一层阿拉伯半乳聚糖-肽聚糖层则包围着细胞

质膜。分枝菌酸通过与阿拉伯半乳聚糖酯化形成除细胞质膜之外的第二层脂质层。因此，

谷氨酸棒杆菌外层包含多种中性多糖（主要有 D-半乳糖残基及阿拉伯半乳聚糖等）、蛋

白质以及脂质[27,28]。当运输时，氨基酸分子需要穿过细胞壁的不同层面，因而意味着这

成为谷氨酸分泌过程中的一个重要的限速步骤。 

细胞质膜的磷脂质成分主要是由脂肪酸和甘油组成的，磷脂的合成可以通过油酸缺

陷型和甘油缺陷型菌株进行调节。青霉素可以引起 N-乙酰葡糖胺相关衍生物和磷脂的

胞外分泌，因此改变膜结构，因此当谷氨酸棒杆菌合成谷氨酸后，由于细胞膜结构不完

整则不能维持大量的氨基酸[29]。当菌株培养于生物素充足的菌株中时，谷氨酸的分泌可

以通过添加由聚氧乙烯和饱和脂肪酸构成的表面活性剂实现。这些物质能够引起膜结构

中不饱和脂肪酸程度上磷脂水平的降低。如今有研究测试了多种表面活性剂的效率且聚

氧乙烯被证明为最能促进谷氨酸分泌的物质[30]。 

生物素，又称维生素 H，即维生素 B7
[31]。生物素作为生长因子对生物机体而言是

不可缺少的，是脱氢、羧化和脱羧相关反应酶系的辅因子，广泛参与机体代谢，对谷氨

酸发酵起重要作用[32]。 

GS 

GDH 

AT AT 
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生物素可以影响糖降解速度[33]，当生物素过量时，糖降解速度的提高幅度高于丙酮

酸氧化速度的涨幅，促使代谢流向乳酸生成。 

生物素可以参与 CO2 固定反应并影响乙醛酸循环，由于生物素限量时谷氨酸棒杆菌

中异柠檬酸裂解酶几乎没有活性，该酶作为乙醛酸循环的关键酶，其失活导致乙醛酸循

环关闭，因此促进谷氨酸的合成代谢[34]。 

生物素对谷氨酸生产最重要的作用是影响谷氨酸棒杆菌细胞膜的渗透性。脂肪酸合

成中的一个关键酶是乙酰 CoA 羧化酶，生物素是该酶的辅酶，因此可以影响脂肪酸合

成，进而控制磷脂合成[35]。在控制生物素不足时，引起磷脂合成减少，致使细胞膜不完

整通透性增加，并引起细胞变形，有利于谷氨酸的分泌。 

工业生产中生物素主要是通过玉米浆、糖蜜等物质提供的，当培养基中生物素过剩

时，谷氨酸棒杆菌无法分泌谷氨酸，只有当生物素限量时，谷氨酸棒杆菌才可以产生大

量谷氨酸，因此妨碍了利用一些含生物素原料如糖蜜等进行发酵的发展，为此研究者们

进行了大量努力[36]。当生物素过剩时，某些处理方法可以诱导谷氨酸棒杆菌中谷氨酸的

过量生产，如添加脂肪酸酯表面活性剂如吐温 40、吐温 60；以及添加青霉素等 β-内酰

胺类抗生素；利用一些缺陷型菌株或添加抗分枝杆菌药物乙胺丁醇等方法[37]。这些处理

都分别影响脂肪酸合成、肽聚糖合成以及包含分枝菌酸膜结构的合成进而影响谷氨酸棒

杆菌细胞表面的结构。 

尽管添加诱导物已经成为工业谷氨酸发酵过程中的核心技术，但诱导过量生产谷氨

酸的分子机制长久以来一直都不甚明确。最初的假说是 1960 年提出的渗漏模型，该理

论认为谷氨酸棒杆菌过量生产谷氨酸是由于细胞表面渗透性的增加促使产物分泌到胞

外，解除胞内谷氨酸产生的反馈抑制，致使胞内代谢流向谷氨酸合成路径。但由于该假

说不能解释这种仅仅针对谷氨酸的“泄露”且与浓度梯度对立而被推翻。随后的假说提

出了谷氨酸生产细胞中存在一种活性转运机制能够把氨基酸运至胞外[38]。根据该假说，

细胞膜中脂质状态的改变对谷氨酸发酵来说是必须的，但仅通过改变这一状态不能诱导

谷氨酸分泌。因此研究的焦点开始关注于涉及脂质合成的基因[39]。因此，生物素对谷氨

酸分泌的影响直接与其对脂肪酸合成的影响连接起来。 

近年来随着 NCgl1221 基因的确定，其产物作为一种可能的谷氨酸运输蛋白，谷氨

酸分泌的分子机制获得了重大进展[40]。一个有趣的发现是 NCgl1221 基因中仅仅一个特

定的点突变就可以致使在不进行诱导处理时分泌谷氨酸。同时，在进行诱导处理时野生

型菌株中 NCgl1221 基因的扩增可以促进谷氨酸的分泌，而当其受到破坏时谷氨酸停止

分泌，并伴随胞内谷氨酸含量的升高。该基因编码的 NCgl1221 蛋白普遍被认为是一种

机制敏感型通道[41]，在此基础上，提出了如下假设：生物素限量或添加入青霉素等诱导

物时，由于抑制了油脂或肽聚糖等的合成而影响了膜张力，膜张力的改变诱导了

NCgl1221 基因产物构象的改变，而这反过来促使蛋白运输谷氨酸至胞外。 

Shigu 和 Terui 1971 年报道了谷氨酸棒杆菌生产谷氨酸时酮戊二酸脱氢酶复合物

ODHC 酶活的改变[42]。ODHC 位于 TCA 循环和谷氨酸合成途径的节点处，Kinoshita 提
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出谷氨酸棒杆菌生产谷氨酸是由 ODHC 活性调节的[43]，随后 Kawahara 及其同事发现在

由生物素限量，添加吐温及添加青霉素诱导的谷氨酸过量生产时 ODHC 活性降低，普

遍认为 ODHC 活性的降低对谷氨酸生产是必要的[44]。因此新模型的确立必须与 ODHC

活性的降低结合起来，所以尽管新模型似乎解释了诱导下谷氨酸分泌的分子机制，但对

于解释谷氨酸棒杆菌生产谷氨酸的整个过程仍是不充分的。近来的研究在 ODHC 活性

与谷氨酸生产之间建立了一种分子水平上的可能，一种新型的蛋白，OdhI，被认为是

ODHC 的调控子。未磷酸化状态的 OdhI 通过与 ODHC 的一个亚基 OdhA 结合，能够抑

制 ODHC 的活性，而这种抑制作用可以被 PknG 催化的 OdhI 的磷酸化阻止，同时能够

使 OdhI 去磷酸化的磷酸-丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶也已经被确定[45]。即使在诱导条件下，

破坏 odhI 基因也能阻止谷氨酸的生产，表明在谷氨酸生产过程中，调节蛋白 OdhI 与

ODHC 活性间存在着密切关联。同时值得注意的是，蛋白质组学分析表明，传统上添加

青霉素诱导谷氨酸生产的方法会极大的增加 OdhI 蛋白的含量[46]。这些结果证实了

ODHC 活性与谷氨酸生产之间联系的存在性，但值得注意的是，仅仅通过代谢调节降低

ODHC 的活性并不足以诱导谷氨酸的生产[47]。综合以上结果，目前的证据表明诱导手段

如生物素限量，青霉素处理等与谷氨酸生产间存在一种联系，其机制为：诱导处理能够

增强未磷酸化状态的调控蛋白 OdhI 的合成，进而抑制 ODHC 的活性，而这引起 α-酮戊

二酸节点处代谢流的改变，促使碳代谢流向合成谷氨酸的方向。随后胞内积累的谷氨酸

通过 NCgl1221 基因产物，一种可能的受膜张力改变激活的谷氨酸运输蛋白分泌至胞外

培养基。而有关诱导处理为何并怎样引起 odhI 的过表达，以及 OdhI 磷酸化及去磷酸化

所需要的条件还仍在研究过程中。 

科学研究并不仅仅致力于探索谷氨酸的生产机制，还致力于对谷氨酸生产过程的优

化。除了常用的诱导方法之外，直接流向谷氨酸的代谢流研究也在不断进行[48]。Chinen

等 2007 年发表了一种能够增加最大理论得率的新型代谢路径，谷氨酸棒杆菌合成谷氨

酸时必须需要丙酮酸脱氢酶参与，该反应同时释放 CO2，但通过引入动物双歧杆菌中存

在的磷酸转酮酶途径则可以跳过这一反应，通过抑制 CO2 的排放来增加谷氨酸产量[49]。

Liu 等 2008 年报导野生型谷氨酸棒杆菌中利用 tac 启动子表达透明颤菌中编码血红蛋白

的基因 vgb 能增加摇瓶及发酵罐培养时的谷氨酸产量，也许是由于血红蛋白对呼吸作用

的增强[50]。 

1.4  谷氨酸生产原料 

随着人们对谷氨酸功能研究的深入，近年来谷氨酸市场不断扩增，谷氨酸不仅仅作

为味精用于调味工业，作为重要的化学中间体，谷氨酸在医药、化工等领域应用的比例

也在不断提高。随着市场的扩大，降低生产成本成为提高谷氨酸市场竞争力的有力手段。

对于谷氨酸生产成本来说，原料的选择至关重要，尤其是碳源占生产成本的主要部分。

谷氨酸棒杆菌可以利用多种碳源进行谷氨酸生产，工业上主采用淀粉及糖蜜为底物。尽

管有些研究表明可以利用乙醇、乙酸等其它物质为碳源生产谷氨酸[43]，但考虑到这些底
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物与糖相比经济成本较高，不适宜于工业生产。 

随着世界人口剧增以及粮食危机的加剧，玉米等粮食价格不断上涨，并且伴随着人

们对环境问题的关注，谷氨酸发酵后期废水处理及能源消耗的成本也不断加大。为了我

国谷氨酸生产的市场竞争力，必须寻求一种更为廉价的原料，发展新的生产工艺，才能

在国际市场上获得生存的空间。 

而如今鉴于人们环保意识的增强及可持续发展观念的提出，越来越多的目光逐渐开

始关注谷氨酸发酵工业对环境的整体影响，如原料的应用及副产物的产生。一种利用秸

秆等木质纤维素材料进行化学品生产的生物炼制技术开始吸引更多人的目光。与基于粮

食为原料的淀粉类底物相比，木质纤维素原料来源广泛，价格低廉，以其为原料代替传

统的粮食性原料进行谷氨酸生产，不仅节约成本，而且属于绿色生态技术，具有较大的

发展前景，因此谷氨酸发酵与农业上的生物循环相整合成为坚持环境可持续发展的必要

手段。 

1.4.1  淀粉 

谷氨酸发酵的主要原料是葡萄糖，一般来自淀粉糖化液，可用的淀粉来源很多，如

玉米、木薯、马铃薯、小麦等，玉米淀粉最为常用。谷氨酸生产菌一般不能直接利用淀

粉，淀粉原料一般需经双酶法糖化为淀粉糖液后才能被谷氨酸棒杆菌利用，其主要成分

为葡萄糖，并含少量低聚糖及麦芽糖。 

1996 年陶志恒利用木薯粉水解液和葡萄糖母液混合进行谷氨酸发酵，不添加玉米浆

时谷氨酸发酵产酸率达 7.75%，与米糖发酵一致，但每吨原料成本节约了 1887 元[51]。 

2006 年谭平等利用陈粮大米为原料，糖化收率达 95%-98%，发酵转化率为 56%，

产酸率达 10.3%，达到新米的谷氨酸发酵水平，但成本仅为新米的 65%
[52]。 

Yao 等 2009 年通过构建可在细胞表面表达 α-淀粉酶的重组型谷氨酸棒杆菌，在生

物素限量条件下可直接利用可溶性淀粉发酵产生 19 g/L 谷氨酸[53]。 

1.4.2  糖蜜 

糖蜜是制糖工业中产生的废料，为一种呈半流动态的黑褐色粘稠物质，可作为工业

生产的原料。糖蜜主要分为甘蔗糖蜜及甜菜糖蜜等，一般在欧洲、南美及中国南方较为

普遍。与葡萄糖相比，糖蜜成分复杂且其组分会随原料产地产生差异。且糖蜜中生物素

含量较为丰富，因此发酵过程中需诱导处理否则会抑制谷氨酸的生产。 

2007 年王瑶等利用糖蜜及葡萄糖的混合液进行谷氨酸发酵，当糖蜜比例为 30%时，

可产生 142.2 g/L 谷氨酸，达到以葡萄糖进行发酵水平，且成产成本降低 5%
[54]。 

1.4.3  木质纤维素原料 

谷氨酸生产会消耗大量的粮食，随着当今世界人口的加剧及日益严重的粮食危机，

以粮食为原料进行的化学品生产逐渐受到限制，因此，对于这些化学品生产来说生物质

原料可能成为碳源的有利代替物。生物质原料可以通过其来源划分为四类：来源最广的

为林业废弃物，主要来自木材工业如造纸厂，锯木厂等；其次为市政固体垃圾；以及农

业废弃物和能源作物[55]。 
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在这几种原料物质中，木质纤维素原料是全球生物质能源中含量最为丰富的。全球

植物生物质产量中，木质纤维素原料超过 90%，产量高达 200×10
9 吨每年，其中约有

8-20×10
9吨为较易利用的初级生物质。作为一种广泛来源于农林业废弃物的廉价碳源，

木质纤维素原料目前并没有得到充分利用，当前其循环利用甚至成为生态问题。我国目

前主要的生物质原料为农林业残留即木质纤维素原料，如农作物秸秆、木材、草类等。 

木质纤维素主要由纤维素（40-50%），半纤维素（25-30%）及木质素（10-20%）构

成，这三者占其干重的 90%以上，其余则为一些蛋白、脂质及灰分等其它成分[56]。木质

纤维素的组分随物种的变化而改变，如硬木木材和软木木材的组成间存在明显差异，硬

木中纤维素和半纤维素含量占 78.8%，软木中则占 70.3%；软木中木质素含量为 29.2%，

明显高于硬木中含量 21.7%
[57]。纤维素是木质纤维素中最主要的成分，是由于 β-1,4 糖

苷键连接 D-葡萄糖形成的线性聚合物，纤维素分子间通过氢键相连使之成为高度有序

的晶体结构，由于其中的糖苷键的方向及氢键的存在致使其很难分解，只有通过糖化即

水解作用释放出游离的葡萄糖分子。半纤维素是一种短的，高度分支的己糖和戊糖的聚

合物，具体说来，半纤维素含有木糖、半乳糖、阿拉伯糖、葡萄糖、甘露糖等。半纤维

素能与纤维素微纤维间形成氢键，因而使之更为稳定。与纤维素相比，半纤维素更易水

解，软木中半纤维素主要是由甘露糖构成的，硬木和农业残留中则为木糖。木质素是由

苯丙烷类前体合成的芳香族聚合物，其具体成分随来源而变化，一般充当连接及包被的

作用，由于它使木质纤维素更难降解因而成为利用木质纤维素原料进行发酵生产的缺陷
[58-60]。 

目前，一些研究者致力于利用可再生能源进行有用化学品包括氨基酸的生产。2004

年美国可再生能源实验室把谷氨酸列为可利用生物质原料进行生产的最具附加值的 30

种化学品之一。为了增强谷氨酸棒杆菌对生物质原料及化学品工业生产过程中产生的副

产物及废弃物的利用，使之利用木质纤维素生物质水解产生的戊糖如木糖、阿拉伯糖，

人们对谷氨酸棒杆菌进行了一系列工程改造。 

2006 年 Kawaguchi 等分别构建了携带 E.coli 中 xylA 及 xylB（分别编码木糖异构酶

及木酮糖激酶）的谷氨酸棒杆菌重组菌株，可以在木糖为唯一碳源时进行生长[61]。 

2008 年 Kawaguchi 等表明一株表达 E.coli araBAD 的菌株可以以阿拉伯糖为唯一碳

源进行生长[62]。 

2011年 Schneider等成功在乙胺丁醇诱导下利用携带E.coli araBAD基因的菌株利用

阿拉伯糖生产谷氨酸，该谷氨酸棒杆菌可利用 500 mM 阿拉伯糖发酵产生 37 mM 谷氨

酸，同等条件下该菌可利用 500 mM 葡萄糖发酵产生 40 mM 谷氨酸[63]。 

2011 年 Gopinath 等构建了一株能利用戊糖的重组型谷氨酸棒杆菌，可以利用葡萄

糖、阿拉伯糖、木糖等混合碳源总浓度为 42 g/L 的稻杆水解液为原料，在乙胺丁醇诱导

下经 100 h 发酵生产了 14 g/L 谷氨酸[64]。 

还有一种策略是构建能够分泌降解碳氢化合物的酶的微生物使之利用生物质原料

进行有用化学品的生产。 
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Tsuchidate 等 2011 年构建了能分泌葡聚糖内切酶的重组谷氨酸棒杆菌，在吐温-40

诱导下可以以 15 g β-葡聚糖为底物，发酵 72 h 产生 178 mg/L 谷氨酸[65]。 

1996 年 Nampoothiri 等用短杆菌利用蔗渣进行固体发酵生产谷氨酸，当蔗渣含水量

在 85-90%时谷氨酸获得最大得率，为 80 mg/g 干固体[66]。 

2005 年 Das 等利用棕榈废料水解液进行谷氨酸发酵，在 pH 7.5，30 °C 下发酵 48 h

最终得到 88 g/L 谷氨酸[67]。 

2012 年 Tavakkoli 等利用椰枣废弃物进行谷氨酸发酵，并对发酵条件利用响应面法

进行优化，最终在接种量 2%，底物浓度 25%，青霉素浓度 1 U/mL，种龄 10 h 时在 500mL

摇瓶中实际发酵产生 39.32 mg/mL 谷氨酸[68]。 

1.5  利用木质纤维素原料发酵生产谷氨酸的工艺 

以木质纤维素为原料进行谷氨酸发酵的工艺主要包括预处理、对预处理产生抑制物

的脱除、糖化与发酵，以及产物的分离提取几个步骤。 

1.5.1  木质纤维素的预处理 

木质纤维素的稳定性使其成为工业生产的一个主要障碍，为了使之更易被酶解为葡

萄糖得以被微生物利用，需要对其进行预处理。通俗的说，预处理是指利用物理、化学

或生物的手段脱除木质素，破坏纤维素与半纤维素间的致密结构，得以使酶解效果有所

提高。如果预处理强度不够就会影响酶解效果，但若预处理过强，则会产生可能会抑制

微生物代谢的有毒性的化合物。 

预处理方法一般包括物理法、化学法、物理化学法以及生物法。常用的物理法有高

温分解、机械破碎等；化学法如利用酸、碱或有机溶剂进行处理等；物理化学法如氨纤

维爆破、蒸汽爆破、热水预处理等；生物法则是利用一些微生物如白腐真菌等对木质纤

维素原料进行降解[58]。 

1.5.2  对预处理后物料的脱毒 

木质纤维素经预处理后通常会产生一系列可能会影响接下来的糖化及发酵过程的

化合物，如图1.3所示。这些抑制物一般分为呋喃类衍生物、弱酸类抑制物及酚类化合物

三类。呋喃类抑制物主要包括5-羟甲基糠醛和糠醛，二者分别是由于己糖和戊糖脱水形

成的。弱酸类抑制物中最常见的是甲酸、乙酸和乙酰丙酸，甲酸和乙酰丙酸主要是羟甲

基糠醛裂解的产物，乙酸则主要是由半纤维素脱乙酰化形成的，甲酸也可以在高温及酸

性环境下由糠醛形成。酸水解过程中木质素会分解成多种酚类化合物，由于不同原料中

木质素甲基化程度的不同，因此这些酚类化合物的成分及含量随原料而变化[69]。这些抑

制物的组分及含量随所用木质纤维素及预处理方法的不同而变化。已经有较多研究表明

这些降解产物对乙醇发酵具有较大的抑制作用，因此为了取得更好的糖化及发酵效果，

一般对预处理后物料进行脱毒。 
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图1.3  木质纤维素的主要组成及主要水解衍生物 

Fig.1.3  Average composition of lignocellulosic biomass and main derived hydrolysis products 

常用的脱毒方法有很多，如水洗脱毒，真空蒸发，活性炭吸附或离子交换树脂等。

但这些方法都有许多缺点，如用水量较大并产生大量废水，损失较多的木质纤维素固体

及可发酵糖类，以及不能完全脱毒抑制物等。在这些常用脱毒方法中，最常用是水洗脱

毒，在水洗及固液分离过程中，大量的木质纤维素固体损失，因此导致发酵产物的损失，

并且大量的用水导致下游废水处理时成本的增加，同时预处理后物料的高含水量导致随

后发酵过程中产物浓度的降低并增加分离成本。对一些挥发性抑制物如乙酸、糠醛等，

可以通过真空蒸发的方法进行脱除，但此法会导致非挥发型抑制物浓度的增加。利用活

性炭吸附或离子交换树脂进行吸附虽然也可以脱除部分抑制物，但成本较高，不适宜用

于工业生产。生物脱毒是解决上述问题的一个有效选择，生物脱毒是指利用能够分泌过

氧化物酶或漆酶的微生物对具有毒性的抑制物进行降解。生物脱毒具有较多的优点，如

不损失纤维素固体，极大的降低水用量等，不过目前的生物脱毒方法一般仅适用于水解

液体系，此时抑制物已经抑制了纤维素酶对纤维素的水解作用，且抑制物浓度被稀释，

降低了降解速度，同时水解液中高浓度的还原糖也可能被消耗。较低的降解速度极大的

限制了生物脱毒在实际生产中的应用。2010年Zhang等人利用一株从预处理后木质纤维

素原料中分离出的特殊真菌Amorphotheca resinae ZN1，可以在预处理后玉米秸秆中以抑

制物为唯一碳源快速生长且保持木质纤维素组分的完整[70]。 

1.5.3  木质纤维素原料的糖化与发酵 

预处理之后需要经过水解使木质纤维素原料中的聚合物转化为可被发酵利用的单

糖。酸水解和酶水解是两种常用的水解方式，酸水解主要有稀酸水解和浓酸水解两种形

式[71]。稀酸水解需要高温来破坏纤维素晶体结构，可能会形成高浓度的影响发酵的抑制
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物，而浓酸水解则需要消耗大量酸液，不利于节约成本。与酸水解相比，利用纤维素酶

进行水解能够选择性的把纤维素单一转化为葡萄糖，排除了其他副产物的干扰，而且由

于酶水解是在一种较为温和的条件下 pH 4.8，45-50 °C 左右进行，因此酶水解的成本也

相对较低。酶水解不仅转化率较高，而且是一种环境友好型方法，因此得到了越来越多

的应用及关注。由于谷氨酸发酵一般在 pH 7.0，30-37 °C 左右进行，发酵条件和糖化条

件不统一，因此需采用分步糖化发酵。其具体操作方法为：先对预处理后木质纤维素原

料进行糖化，糖化后对糖化液进行离心，离心后取上清液进行发酵。 

1.6  课题研究的内容与意义 

谷氨酸作为世界上需求量最大的氨基酸，在多个领域都有着广泛的用途，其作为一

种五碳氨基酸同时具有作为新型原料生产五碳聚合物的潜力，这种新型原料及其衍生物

可以用于构建与顺丁烯二酸酐衍生的石油化工产品衍生物结构相似但功能不同的聚合

物，如聚酯类及聚酰胺类化合物。然而工业生产谷氨酸的原料多为玉米淀粉等粮食性原

料，不仅价格较高，而且随着世界人口加剧，粮食危机越来越严重，谷氨酸的生产成本

不断增加。为了满足世界上日益增长的谷氨酸需求，提高我国谷氨酸市场的竞争力，必

须降低谷氨酸发酵成本。因此，利用来源广泛价格低廉的木质纤维素原料进行谷氨酸发

酵生产具有很大的前景及应用价值。目前已经有很多利用木质纤维素进行乙醇发酵及乳

酸等化学品发酵的研究，但有关利用生物质原料生产谷氨酸的研究依然较少。尽管有许

多研究者从代谢路径、分子机制等方面为利用木质纤维素原料发酵生产谷氨酸做出了努

力，但没有研究展示利用木质纤维素工业化生产谷氨酸的潜在模式。 

玉米秸秆作为一种常见的农业残留，广泛存在于我国各地，目前，我国玉米秸秆年

产量已超过 2 亿吨[72]。但是，这些丰富的生物质原料，并没有得到充分的利用，而多是

以焚烧的方式被解决。这种处理手段不仅不利于环境，并且导致了资源的极大浪费，如

能以玉米秸秆为原料代替玉米等粮食原料进行谷氨酸这种用途广泛的大宗化学品生产，

具有巨大的现实意义。 

由于木质纤维素预处理过程中会产生多种衍生物，可能影响糖化过程并对微生物的

发酵产生抑制作用，因此一般需进行脱毒处理，但脱毒过程效率较低，耗时较长，不利

于工业生产，因而选用抑制物耐受性较高的菌株进行发酵生产可以从根本上解决抑制物

对糖化及发酵的影响。 

本文首先探索了合成培养基中进行谷氨酸生产的适宜条件，筛选出发酵性能较好的

菌株。然后针对预处理过程可能产生的主要抑制物对菌株生长及发酵的影响进行研究。

利用未经脱毒的玉米秸秆水解液成功发酵谷氨酸，且获得较高得率。这些工作对于利用

木质纤维素生物炼制生产谷氨酸的工业化生产具有积极的意义。 
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第 2章  材料与方法 

 

2.1 实验材料 

2.1.1 实验试剂 

研究过程中使用的主要试剂见表 2.1 

表 2.1  实验试剂与材料 

Table 2.1  Experimental reagent 

试剂名称 规格 生产厂家 

Glucose·H2O AR 国药集团化学试剂有限公司 

KH2PO4 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

NaCl AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

琼脂 AR 北京普博欣生物科技有限公司 

酵母提取物 AR 安琪酵母股份有限公司 

蛋白胨 BR 上海化学试剂采购供应站中心化工厂 

氢氧化钠 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

盐酸 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

硫酸 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

MgSO4 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

MnSO4 AR 国药集团化学试剂有限公司 

FeSO4 AR 国药集团化学试剂有限公司 

尿素 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

玉米浆 BR 山东龙力生物科技股份有限公司 

甘油 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

甲酸 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

乙酸 AR 上海润捷化学试剂有限公司生产 

乙酰丙酸 AR 美国 Johnson Matthey 

糠醛 AR 上海德默医药科技有限公司 

5-羟甲基糠醛 AR 上海德默医药科技有限公司 

香草醛 AR 阿拉丁试剂有限公司 

丁香醛 AR 生工生物工程有限公司 

四羟基苯甲醛 AR 生工生物工程有限公司 

苯酚 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

松柏醛 AR 阿拉丁试剂有限公司 

青霉素 AR 北京普博欣生物科技有限公司 
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纤维素酶  上海尤特尔生化有限公司 

VitaFast Vitamin B7 试剂盒  德国拜发公司 

玉米秸秆  河南郸城 

 

2.1.2  实验仪器 

研究过程中使用的主要仪器见表 2.2 

表2.2  实验仪器 

Table 2.2  Experiment equipments 

仪器名称 型号 生产厂家 

电子天平 BS223S 梅特勒有限公司 

自动高温灭菌锅 YXQ-1S-75SII 上海博讯实业有限公司 

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州苏洁净化设备有限公司 

隔水式恒温培养箱 GHP-9160 上海一恒科学仪器 

大型气浴摇床 HZ-9310KB 太仓华利达实验设备有限公司 

台式离心机 5418 Eppendorf 

核酸蛋白分析仪 DU-800 Beckman 

漩涡振荡器 XW-80A 江苏海门市其林贝尔公司 

生物传感自动分析仪 SBA-40D 山东省科学院生物研究所 

高效液相色谱 LC-20AD 岛津 

超纯水纯化系统 Milli-QSynthesis Millipore 

高效液相色谱 LC-20AT 岛津 

移液器 Research Eppendorf 

大型高速冷冻离心机 J-26 Beckman 

pH 计 PHS-3C 上海仪电科学仪器股份有限公司 

超声波清洗机 SB-5200D 宁波新芝生物科技有限公司 

电热恒温鼓风干燥箱 DHG-9140A 上海一恒科学仪器 

超低温冰箱 Forma-86C Thermo 

5L 反应器 BIOTECH-3BG 上海保兴生物设备工程有限公司 

 

2.1.3  菌种 

Corynebacterium glutamicum SIIM B460(源自 C. glutamicum 9114)、Corynebacterium 

glutamicum SIIM B226(源自 C. glutamicum T6-13)、Corynebacterium glutamicum SIIM 

B457(源自 C. glutamicum FM-415)、Corynebacterium glutamicum SIIM B463(源自 C. 

glutamicum T6-13)、Corynebacterium pekinense SIIM B3(源自 C. pekinense 1.299)购于上海

市工业微生物研究所菌种保藏中心(SIIM)；Corynebacterium glutamicum CICC 20159 购

于中国工业微生物菌种保藏管理中心(CICC)。 
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2.1.4  培养基 

活化培养基：酵母粉 5 g/L，蛋白胨 10 g/L，NaCl 5 g/L，琼脂 17 g/L. 氢氧化钠调

节至 pH 7.0，115 °C 灭菌 20 min。 

预培养培养基：葡萄糖 25 g/L，玉米浆 25 g/L，KH2PO4 1.5 g/L，MgSO4 0.6 g/L，

尿素 2.5 g/L，FeSO4 2 mg/L，MnSO4 2 mg/L。氢氧化钠调节至 pH 7.0，115 °C灭菌 20 min。 

种子培养基：葡萄糖 25 g/L，玉米浆 5 g/L，KH2PO4 1.5 g/L，MgSO4 0.6 g/L, 尿素

2.5 g/L，FeSO4 2 mg/L, MnSO4 2 mg/L，氢氧化钠调节至 pH 7.0，115 °C 灭菌 20 min。 

发酵培养基：葡萄糖 60 g/L，玉米浆 0.5 g/L，KH2PO4 1 g/L，MgSO4 0.6 g/L, 尿素

3 g/L，FeSO4 2 mg/L，MnSO4 2 mg/L。氢氧化钠调节至 pH 7.0，115 °C 灭菌 20 min。 

上述培养基中 FeSO4，MnSO4 极易氧化，需制成母液，浓度为 200 mg/L，经 0.22 μm

无菌滤膜过滤，MgSO4 配制为 120 g/L 母液，玉米浆配制为 300 g/L 母液，115 °C 灭菌

20 min。 

玉米秸秆水解液：15%固含量，15 FPU 玉米秸秆水解液，10000 rpm 离心 10 min，

115 °C 灭菌 20 min，过滤，氢氧化钠调节至 pH 7.0 

2.2  培养方法 

2.2.1  菌种活化 

取甘油管菌种接种至活化培养基上，于 30 °C 下培养 24 h。 

2.2.2  种子培养 

用竹签从活化培养基上挑取单菌落转接入装有 30 mL 预培养培养基的 250 mL 摇瓶

中，于 30 °C，200 rpm 培养 10 h 左右；将经过预培养的菌液按 5%转接入装有 30 mL 种

子培养基的 250 mL 摇瓶，于 30 °C，200 rpm 培养 8 h 左右。 

2.2.3  发酵培养 

取培养好的种子液按接种量 5%转接入合成发酵培养基或玉米秸秆水解液中，于

30 °C，200 rpm 培养，发酵过程中通过添加 20%尿素调节 pH 7.0 左右。 

2.2.4  菌种保藏 

取 2.2.2 中在种子培养基中培养了 8 h 的种子液，与 60%甘油 1:1 混合，摇匀后分别

装入 2 mL 冻存管中，液氮冷冻后放入-80 °C 冰箱中保藏 

2.3  玉米秸秆处理方法 

2.3.1  玉米秸秆预处理 

玉米秸秆经粉碎后清洗，然后于 105 °C 烘箱中烘干。烘干后的秸秆利用稀硫酸进

行预浸，按固液比 2:1 向装有干秸秆的塑料箱内缓缓加入 5%（w/w）的稀硫酸。将物料

搅拌混匀后放入塑料袋密封，室温放置 18 h。 

预浸后物料进行预处理步骤如下：把预浸后物料装入不锈钢物料收纳器中，把收纳

器放入预处理反应器中，封闭反应器后通入蒸汽；当反应器内部温度达到 100 °C 时，
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迅速打开排气阀以放出内部空气。当温度到达 190 °C 时，内部压力为 1.2 Mpa 时，维持

3 分钟，并使温度维持在目标温度附近，偏差不超过 2 °C。预处理结束后，打开排气阀

迅速泄压至常压。从反应器中取出物料收纳器，取出物料冷却后装入塑料袋放在 4 °C

保存备用。 

2.3.2  预处理后物料的生物脱毒 

将预处理后的物料用 Ca(OH)2 调节 pH 至 5.5 左右，取 20 mL 无菌水加入保存有

Amorphotheca resinae ZN1 的斜面中，将孢子洗脱后接入 200 g 调好 pH 的物料中，于室

温下培养 3 天，该物料即为脱毒所用的霉菌种子。然后将培养好的种子接入 pH 5.5 的物

料中，在 25 °C 培养 5-10 天，接种量 10%。脱毒后物料放入冰箱中冷冻保存备用。 

2.3.3  水解液制作 

制作未脱毒水解液时，直接取只经预处理的玉米秸秆；若需脱毒水解液，则取脱毒

后物料。取少量物料样品于平皿中，置于 105 °C 烘箱中烘干，计算含水量。根据含水

量计算糖化所需添加的水及纤维素酶，使其固含量为 15%，纤维素酶用量为 15 FPU/DM。

然后于 5 L 反应器中进行酶解糖化，温度 50 °C，pH 4.8，150 rpm，糖化 48 h。DM 指

木质纤维素干物质，FPU 指纤维素酶滤纸酶活。糖化结束后将糖化液于 10000 rpm 离心

10 min，将上清倒入锥形瓶中于 115 °C 灭菌 20 min。灭菌后于超净工作台中进行无菌过

滤，所得滤液即为发酵所需水解液。 

2.4  实验方法 

2.4.1  菌株的筛选 

通过向种子及发酵培养基中加入不同浓度玉米浆，保持其余组分浓度不变（如 2.1.4

所示），于 30 °C，200 rpm 条件下摇床中发酵，每隔 4h 用 20%尿素溶液调节 pH。观察

其对菌株生长及产酸的影响，确定各个菌株适宜的玉米浆浓度，比较各菌在适宜条件下

的发酵性能。 

2.4.2  谷氨酸棒杆菌的抑制物耐受性实验 

分别向发酵培养基中添加不同种类不同浓度的抑制物：呋喃类抑制物中，经测定，

添加糠醛（furfural）浓度分别为：0、0.6、1、1.5、3 g/L；5-羟甲基糠醛(5-HMF)浓度分

别为 0、0.35、0.7、1.65、2.5 g/L；对于弱酸类抑制物，添加不同含量甲酸，使培养基

中浓度分别是 0、0.5、1、2、3、5 g/L；添加乙酸钠经换算使培养基中乙酸的浓度分别

达到 0、6、7.2、9.6、12、14.4 g/L；乙酰丙酸的浓度则分别是 0、0.8、1.6、2.4、3.2、

6.4 g/L；酚类抑制物中，苯酚浓度分别为 0、0.15、0.3、0.6、1.2 g/L；香草醛浓度分别

为 0、0.2、0.3、0.6、1.2 g/L；丁香醛浓度分别为 0、0.1、0.2、0.4 g/L；松柏醛浓度分

别为 0、0.15、0.3、0.6 g/L；四羟基苯甲醛浓度分别为 0、0.15、0.3、0.6 g/L。在 30 °C，

200 rpm 摇床中发酵。 

2.4.3  利用水解液发酵生产谷氨酸 

取 2.3.3 中灭菌过滤后的玉米秸秆水解液，量取 30 mL 至已灭菌的 250 mL 摇瓶中，
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用 NaOH 调节初始 pH 至 7.0 左右，将 5%种子液接种至水解液中，于 30 °C，200 rpm

摇床中发酵，每 4 h 用 20%尿素调节 pH 在 7 左右，取样测 OD 后当 OD 值达到 5 时添

加青霉素使浓度为 100 mg/L，当 OD 升至 10 时再添加一次青霉素，使青霉素添加总量

为 200 mg/L。 

青霉素溶液浓度为 50 mg/mL，经 0.22 μm 无菌滤头过滤入 1.5 mL 无菌离心管中，

放入-20℃冰箱中冷冻备用。 

2.5  分析方法 

2.5.1  玉米秸秆水解液组分及添加抑制物浓度的测定 

培养基中添加抑制物的浓度及玉米秸秆水解液中各组分含量通过高效液相色谱进

行分析。水解液中所含葡萄糖、木糖、甲酸、乳酸、乙酸、乙酰丙酸、糠醛、5-HMF

的浓度测定采用 RID-10A 示差检测器，Bio-rad Aminex HPX-87H 柱 HPLC 检测。所用

流动相是 0.005 M H2SO4 溶液，柱温 65 °C，流速为 0.6 mL/min。测定合成培养基中添加

抑制物时所用色谱柱为YMC-Pack ODS-A柱，检测器为SPD-20A紫外检测器，柱温35 °C。

测定糠醛时，采用等浓度洗脱，流动相是 50%乙腈，检测器波长 220 nm，流速 1 mL/min；

测定 5-HMF 时，采用梯度洗脱，流动相条件为：0-15 min，乙腈浓度由 5%升至 100%；

15-20 min，乙腈浓度则从 100％降到 5%；20-30 min，维持乙腈浓度为 5%不变，流动相

流速为 0.6 mL/min，检测器波长为 230 nm。四羟甲基苯甲醛、苯酚、丁香醛检测时，流

动相为 30%乙腈，流速 1.0 mL/min，检测器波长 270 nm。测定香草醛和松柏醛时，用

梯度洗脱的方法，A 相为 100%的乙腈，B 相为 0.1%的甲酸水溶液； 0-4 min，流动相 B

浓度比例从 10％增加到 35%；5-20 min 比例则从 35%降到 10%；20-30 min，则使流动

相 B 在 10%平衡，检测器波长 230 nm，流速 1.0 mL/min。 

2.5.2  糖浓度及谷氨酸含量的测定 

发酵样品中的谷氨酸及葡萄糖利用 SBA-40D 型生物传感自动分析仪测定，发酵过

程中取样后离心，取上清液稀释 100 倍并用 0.22 μm 滤膜过滤，仪器定标后向反应池迅

速注入 25 μL 样品即可测定。 

2.5.3  菌体量的测定 

发酵过程中菌体量通过吸光度进行测定，取 1 mL 发酵液，13000 rpm 离心 5 min，

吸取上清用于测定葡萄糖及谷氨酸含量。向下层菌体中添加 1 mL 超纯水，震荡使之成

为菌悬液，根据其浓度稀释不同倍数，于 600 nm 处测定吸光度，利用超纯水作为对照，

使 OD 值在 0.2-0.8 范围内为有效。 

2.5.4  生物素含量的测定 

玉米浆及玉米秸秆水解液中所含生物素浓度用 VitaFast Vitamin B7 检测试剂盒进行

测定，其原理是根据微生物的法，对样品中含有的生物素总量进行定量检测。试剂盒中

含有包被有生物素缺陷型菌株 Lactobacillus plantarum 的 96 孔微孔板、生物素检测培养

基及生物素标准品。通过向微孔中加入标准培养基及不同浓度的生物素标准品溶液作为
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对照，其余微孔中则加入培养基及不同稀释倍数的待测样品，在黑暗、37 °C 下培养 48 

h。利用酶标仪于 630 nm 处读取结果，根据含量成梯度的生物素标样与细菌的生长强度

形成关系并绘制标准曲线。根据公司提供的配套软件即可计算结果。 

2.5.4.1  样品提取 

在测定玉米浆和玉米秸秆中的生物素含量时，先对样品进行酸解，其具体方法为：

称取 1 g 玉米浆或烘干的玉米秸秆置于 50 mL 离心管中，加入 20 mL 1 mol/L 的硫酸，

混匀。在 121 °C 高压下反应 30 min，反应结束后置于冰上使其迅速冷却，用 NaOH 调

节 pH 至 4.5，准确加入超纯水至 40 mL。于超净台中用无菌滤头过滤至无菌离心管中，

并进一步进行不同倍数的稀释。 

水解液样品由于是玉米秸秆经过酸解及高温高压预处理，并经纤维素酶糖化为液体，

因此可取 1 mL 水解液于 50 mL 离心管中定容至 40 mL，再根据需要进行进一步稀释。 

2.5.4.2  实验操作 

取出试剂盒中的无菌水，生物素标准品及标准培养基各一瓶，放入无菌工作台紫外

照射 20 min。打开无菌水，添加 2mL 至生物素标准品瓶中，摇匀，根据说明书稀释为

0-0.72 μg/L6 个浓度梯度。 

取出培养基瓶中的干燥剂，添加 10 mL 无菌水，盖好摇匀；95 °C 下水浴加热 5 分

钟，期间保持震荡使其均匀；水浴完成后取出，放入冰盒中使其迅速冷却至室温；利用

0.2 μm 无菌滤膜将培养基过滤至无菌离心管中。 

取出需要的微孔条，固定在微孔板框中，其余板条则立即放入之前的锡箔袋中，挤

出空气，与干燥剂一起封好，放入 4 °C 冰箱中储存。 

先吸取 150 μL 已过滤的培养基到微孔中，再吸取 150 μL 无菌水（用于空白对照）

或生物素标准品或经稀释过滤后的无菌样品至已排序的微孔中，然后用粘合箔盖住所有

孔板条：将粘合箔上的保护膜揭去后将粘合箔盖上微孔板，挤出起泡后使其充分与孔板

粘合。放入锡箔袋中，在 37 °C 培养 48 小时。 

测量时，将微孔板倒置在桌面上并平面震荡，以利于微生物在培养基中充分混合；

然后将微孔板翻回向上放置在桌面上，从一角开始按对角线方向揭下粘合箔，同时注意

用手按住微孔板，防止微孔板与箔粘合过紧导致撕扯时液体洒落。用枪头破坏板中液体

表面的液泡，用酶标仪在 630 nm 处读取浑浊度。 

2.5.4.3  计算结果 

在计算结果时使用公司提供的配套软件进行计算。 

生物素 (μg/100 g)=样品在标线上读取的浓度×稀释倍数/样品重量 g(mL) 
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第 3章  结果与讨论 

 

3.1  谷氨酸棒杆菌的选育 

由于实验室先后购买了 C. glutamicum SIIM B460、C. glutamicum SIIM B226、C. 

glutamicum SIIM B457、C. glutamicum SIIM B463、C. pekinense SIIM B3 及 C. glutamicum 

CICC 20159 六株菌，这些菌株均为中国谷氨酸工业发展中的典型菌株，由上海天厨味

精厂保存于上海工业微生物菌种保藏中心；研究首先对实验室所购的几种菌株进行了初

步筛选，以探索其适宜的谷氨酸发酵条件并筛选出发酵性能较好的菌株。谷氨酸发酵中

一个重要因素是生物素，由于生产谷氨酸的菌株一般为生物素缺陷型，因此谷氨酸发酵

中需要添加生物素，生物素作为生长因子主要影响细胞膜通透性和菌体的代谢途径。 生

物素浓度对菌体生长和谷氨酸积累均有影响，大量合成谷氨酸需要菌体代谢异常化，实

际所需要的生物素浓度比菌体生长的需要量低，即其浓度应保持在亚适量范围。工业生

产时生物素一般是通过玉米浆提供的，因此本文首先通过探索种子及发酵培养基中适宜

的玉米浆浓度以确定各菌株的适宜发酵条件并对各菌株的发酵性能加以比较，筛选出较

适宜进行谷氨酸生产的菌株。经过查阅文献资料及进行预实验，实验首先选取种子培养

基中玉米浆浓度为 5 g/L，发酵培养基中玉米浆浓度 0.5 g/L 进行菌株的初步筛选。 

 

图 3.1  种子及发酵培养基中玉米浆分别为 5、0.5 g/L 时不同菌株的生长情况 

Fig. 3.1  The growth of different strains when CSL is 5 g/L in seed culture, 0.5 g/L in SM 

http://baike.so.com/doc/2045760.html
http://baike.so.com/doc/6670870.html
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表 3.1  种子及发酵培养基中玉米浆分别为 5、0.5 g/L 时各菌株发酵 36h 时的代谢情况 

Table 3.1  The GA at 36h for different strains when CSL is 5 g/L in seed culture, 0.5 g/L in SM 

Strains Glu (g/L) GA (g/L) 

CICC 20159 47.34 0.36 

B226 33.52 6.46 

B463 0.02 0.12 

B457 32.78 7.28 

B3 0.04 0.14 

B460 6.82 15.34 

注：Glu：葡萄糖；GA：谷氨酸 

如图 3.1 和表 3.1 所示，在种子培养基中玉米浆浓度为 5 g/L，发酵培养基中玉米浆

浓度 0.5 g/L 时，B463、B3 可极好的生长但不产酸；B226、B457 及 B460 均表现出一定

的谷氨酸生产能力，B226 和 B457 在该条件下代谢缓慢，发酵 36 h 后剩余残糖较多， 

B460 则表现出较好的谷氨酸生产能力；CICC 20159 则生长较差。由于 B226、B457 及

B460 在该条件下表现出一定的谷氨酸生产能力，因此接下来主要对这三种菌株的适宜

玉米浆条件进行了考察，试图探索适宜谷氨酸发酵的合成培养基条件。 

表 3.2  不同玉米浆浓度时 C. glutamicum SIIM B460 的生长及代谢 

Table 3.2  The influence of CSL to C. glutamicum SIIM B460 

B460 A B C D 

CSL-seed
a
(g/L) 5 5 10 10 

CSL-SM
b
(g/L) 0.5 1 0.5 1 

OD600
c
 9.95 12.01 12.15 13.83 

GA
d
(g/L) 18.73 18.15 17.65 17.93 

Yield
e
(%) 45.04 43.52 41.11 41.02 

a,b 分别指种子及发酵培养基中的玉米浆浓度；c 为 40h 时菌株在 600 nm 处的吸光度； 

d 为谷氨酸；e 为发酵 40h 后的谷氨酸得率（如无特别说明，下同） 

表 3.2 为种子培养基中添加的玉米浆浓度分别为 5 g/L、10 g/L；发酵培养基中的玉

米浆浓度分别为 0.5 g/L、1 g/L 时 C. glutamicum SIIM B460 发酵 40 h 时菌株的生长及发酵

情况。如表所示，在四种浓度梯度下，该菌生长都较为稳定，随着玉米浆浓度的提高，

菌体量逐渐增大，但谷氨酸产量并没有提升反而有所降低。总体来说该菌发酵性能较为

稳定，利用发酵培养基发酵 40 h 谷氨酸浓度约为 20 g/L。种子培养基中玉米浆浓度 5 g/L，

发酵培养基中玉米浆浓度 0.5 g/L 时谷氨酸产量最高，显微镜镜检发现菌体发生变形，

两端膨大，由杆状变为花生状，为适宜产酸的形态。因此后续实验中对该菌普遍采用种

子培养基中玉米浆浓度 5 g/L，发酵培养基中玉米浆浓度 0.5 g/L 进行实验。 

表 3.3 为不同玉米浆浓度下 C. glutamicum SIIM B457 发酵 40 h 时的生长、谷氨酸产

量及得率。实验表明，培养基尤其是发酵培养基中玉米浆浓度的增加会加快菌株的生长
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及代谢，但并不能促进谷氨酸的产生。当种子培养基中玉米浆浓度为 10 g/L，发酵培养

基中玉米浆浓度为 0.5 g/L 时谷氨酸产量达到最大值，因此确定其为适宜 C. glutamicum 

SIIM B457 的发酵条件，其得率约在 40%左右，但此结果仍略低于 C. glutamicum SIIM 

B460。 

表 3.3  不同玉米浆浓度下 C. glutamicum SIIM B457 发酵 40 h 的谷氨酸产量 

Table 3.3  The GA fermentation of C. glutamicum SIIM B457 in different CSL concentration 

B457 A B C D E F G H I J 

CSL-Seed(g/L) 5 5 5 10 10 10 15 15 15 20 

CSL-SM(g/L) 0.5 1 2 0.5 1 2 0.5 1 2 0.5 

OD600 6.61 11.08 17.71 11.72 13.19 18.56 12.51 15.69 18.07 12.90 

GA(g/L) 7.28 14.34 11.42 17.66 15.26 12.44 12.07 16.06 9.81 8.85 

Yield(%) 15.23 30.90 25.18 39.96 32.94 27.53 26.67 35.35 21.25 19.62 

 

表 3.4  不同玉米浆浓度下 C. glutamicum SIIM B226 发酵 40 h 的谷氨酸产量 

Table 3.4  The GA fermentation of C. glutamicum SIIM B226 in different CSL concentration 

B226 A B C D E F G H I J 

CSL-Seed(g/L) 5 5 5 10 10 10 15 15 20 20 

CSL-SM(g/L) 0.5 1 2 0.5 1 2 0.5 1 0.5 1 

OD600 8.51 11.00 14.43 9.77 11.20 13.83 10.68 11.96 12.01 13.19 

GA(g/L) 11.52 7.55 7.99 9.67 10.65 7.05 10.53 9.17 8.46 9.29 

Yield(%) 29.37 20.31 20.16 24.81 27.38 16.72 26.85 24.08 21.71 24.40 

表 3.4 为 C. glutamicum SIIM B226 在不同玉米浆浓度下的谷氨酸发酵情况，当种子

培养基中玉米浆浓度为 5 g/L，发酵培养基中玉米浆浓度为 0.5 g/L 时谷氨酸产量达到最

大值，但仅有 11 g/L 且与其余浓度相比较，谷氨酸产量没有太大优势，也许是菌株发酵

性能弱于 B460 及 B457。 

实验表明，培养基中玉米浆浓度过高会引起生物素过量，促使菌株大量生长并促使

碳源流向乳酸而降低谷氨酸的产量，玉米浆浓度过低可能不利于菌株生长，降低代谢速

率。综合比较起来，C. glutamicum SIIM B460 性能更稳定，发酵性能要优于其他菌株，

其适宜产酸的玉米浆浓度为种子培养基中 5 g/L，发酵培养基中 0.5 g/L，因此后续实验

中均采用该菌株进行实验。 

3.2  玉米秸秆水解液中 C. glutamicum SIIM B460 的生长及代谢 

3.2.1  已脱毒水解液中菌株的生长及代谢 

为了利用木质纤维素原料进行谷氨酸发酵，接下来实验研究了已脱毒玉米秸秆水解

液中菌株的生长及代谢情况，实验结果如下图所示。 
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图 3.2  25%脱毒水解液中 C. glutamicum SIIM B460 的生长及代谢情况 

Fig. 3.2  The growth and metabolic of C. glutamicum SIIM B460 in the 25% detoxicification 

corn stover hydrolysate  

(注：glu/GA/OD-hydro 分别为水解液中的葡萄糖，谷氨酸及生物量，SM 为合成培养基) 

图 3.2 为 C. glutamicum SIIM B460 在固含量 25%的已脱毒玉米秸秆水解液中菌株的

生长及代谢情况，由图可知，菌株在水解液中生长极好，菌体量远远高于合成培养基，

糖耗速度较快，但没有谷氨酸产生，镜检表明菌体形态较小较圆，为不适宜产酸的类型。

由于水解液中菌体量较高，因此推测其中含有较丰富的营养物质如生物素等，因此接下

来又利用了不添加营养盐或玉米浆的纯水解液进行了实验。 

图 3.3为菌株在不添加盐离子及玉米浆的纯水解液和只添加其中一种营养元素的 25%

脱毒水解液中的生长及代谢情况。由图可知，与添加了与合成培养基浓度相同营养元素

的水解液相比，不添加营养盐及玉米浆的纯水解液中菌株生长几乎不受影响，菌体量较

高，可能是由于玉米秸秆水解液成分较为复杂，含有菌株生长所需的无机盐及生长因子。

因此后续过程中均采用不添加外源营养的纯水解液进行实验。 

考虑到脱毒水解液中菌株生长状态优于合成培养基，碳源几乎全部用于菌体生长而

不进行谷氨酸发酵，因此接下来尝试利用未脱毒水解液进行实验，观察菌株在其中的代

谢情况。 
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图 3.3  添加不同营养的脱毒水解液中菌株的生长及代谢 

Fig. 3.3  The growth and metabolic of C. glutamicum SIIM B460 in the 25% detoxicification CS 

hydrolysate at different nutrition conditions 

(注：control 为不添加任何外源营养的水解液；CSL 为只添加与合成培养基等浓度的水解液；ion

为只添加与合成培养基等浓度营养盐的水解液) 

3.2.2  未脱毒水解液中菌株的生长及代谢 

图 3.4 为菌株在 15%未脱毒水解液中的生长及代谢情况，由图可知，在 15%未脱毒

水解液中，菌株生长出现约 36 h 的延滞期，可能是由于未脱毒水解液中含有抑制物的缘

故，15%未脱毒水解液的主要成分如表 3.5 所示，主要抑制物为乙酸、糠醛及 5-羟甲基

糠醛。虽然菌株表现出较长的延滞期，但随后依然能够进行生长，且后期菌体量明显高

于合成培养基，尽管菌株生长较好，但与脱毒水解液中代谢类似，依然没有谷氨酸产生。

镜检观察得知菌株形态依然为不适宜产酸的形态，因此推测是由于玉米秸秆水解液中生

物素含量较高，超出适宜谷氨酸发酵的生物素浓度。 

表 3.5  15%未脱毒水解液组分 

Table 3.5  The composition of 15% solid undetoxicification hydrolysate 

组分 Glucose Xylose Acetic acid furfural 5-HMF 

浓度(g/L) 60.44 19.45 3.72 0.80 0.53 
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图 3.4  15%未脱毒水解液中菌株的生长及代谢 

Fig. 3.4  The growth and metabolic of C. glutamicum SIIM B460 in 15% undetoxcification corn 

stover hydrolysate  

3.3  水解液中生物素的测定 

为了确定是否是由于玉米秸秆水解液中生物素过量导致不进行诱导时没有谷氨酸

产生，实验利用生物素检测试剂盒对水解液中生物素的浓度进行了测定。 

将实验所用玉米浆与水解液经稀释过滤处理后，按照操作说明利用 VitaFast 生物素

检测试剂盒测定其中的生物素含量，该试剂盒是利用国标支持的微生物法对样品中的生

物素进行测定。 

经实验得出数据如表 3.6 所示，根据标样结果利用软件进行对数拟合得出标准曲线，

并利用软件进行结果分析。 

表 3.6  生物素试剂盒检测结果 

Table 3.6  Results of biotin detection 

 BLK* S1* S2 S3 S4 S5 P1* P2* P3* 

Conc.(μg/100g) 0 0.08 0.24 0.4 0.56 0.72    

OD630 0.031 0.081 0.336 0.380 0.533 0.583 0.313 0.201 0.369 

*BLK 指空白对照，S1-S5 为生物素标准品 

*P1 指 1g 玉米浆经酸解提取后再稀释 300 倍 

*P2 指 15%未脱毒水解液经 40 倍提取后再稀释 8 倍, 
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*P3 指 15%脱毒水解液经 40 倍提取后再稀释 8 倍 

 

 

 

图 3.5  生物素检测标准曲线 

Fig. 3.5  Standard curve of biotin 

经软件计算玉米浆中所含生物素浓度为 744 μg/kg；15%未脱毒玉米秸秆水解液中所

含生物素浓度为 11.85 μg/L；15%脱毒玉米秸秆水解液中所含生物素浓度为 23.7 μg/L。

虽然水解液中生物素含量较低，但由于发酵培养基中仅添加 0.5 g/L 玉米浆，经换算，

含有 0.5 g/L 玉米浆的发酵培养基中生物素浓度为 0.372 μg/L，而水解液是用作菌株发酵

的培养基，水解液中所含生物素远远高于发酵适宜的生物素含量并达到其 30 倍以上，

因此用水解液进行谷氨酸发酵时，需添加青霉素进行诱导。 

3.4  青霉素诱导时水解液中菌株的生长及代谢 

3.4.1  不同青霉素添加时间时菌株的生长及代谢的影响 

为了使菌株能够分泌谷氨酸，实验试图利用添加青霉素进行诱导处理。为了初步确

定青霉素的添加时间，实验通过在不同时间添加 100 mg/L 青霉素进行实验。 

图 3.6 为在培养的不同时间如 4 h、12 h 添加青霉素的实验，由图 3.6（a）(b)可知，

在菌株尚未开始生长时加入青霉素没有诱导谷氨酸产生，反而可能会致使延滞期的增长，

虽然并不影响菌株后期的生长，但不能诱导谷氨酸的分泌，因此需调整青霉素的添加时

间。 

标准曲线 

Concentration (μg/100 g) 

O
D

6
3
0
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注：control 为不添加青霉素的水解液；0、4、12 h 分别指青霉素添加时间（下同） 

(a) 

(b) 
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图 3.6  15%未脱毒水解液中不同青霉素添加时间对菌株的生长及代谢的影响 

Fig. 3.6  Effect of the penicilin adding time on GA in C. glutamicum SIIM B460 

如图 3.6（c）（d）中所示，在 36h 加入青霉素不仅能够在一定程度上抑制菌株的生

长，并且能够明显诱导谷氨酸的产生，48h 添加青霉素则没有抑制菌株的生长，虽然有

(c) 

(d) 
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一定谷氨酸产生，但分泌量较少。 

经过上述实验，因此推测青霉素的适宜添加时间约在指数初期左右；在开始或延滞

期加入青霉素不能诱导谷氨酸产生，只会导致延滞期的增长，而当菌株生长进入指数后

期后再添加青霉素则对菌株生长的抑制作用不大，也不利于诱导谷氨酸产生。 

为了较好的控制水解液中菌株的生长及发酵，本文采用两步法添加青霉素，当 OD

达到 5 左右时添加 100 mg/L 青霉素，随后 OD 生长至 10 左右时再次进行添加。 

3.4.2  青霉素诱导下不同培养基中菌株的生长及发酵情况 

图 3.7 为青霉素诱导下 15%脱毒及未脱毒水解液中菌株的生长及产酸情况。其中已

脱毒水解液中在 16 h、32 h 分别添加 100 mg/L 青霉素；未脱毒水解液中在 24、40 h 分

别添加 100 mg/L 青霉素。由图可知，菌株在水解液中都表现出较好的生长状态，未脱

毒水解液中，菌株生长存在 20 h 左右的延滞期，但随后菌株的生物量高于合成培养基。

通过在指数初期添加青霉素，菌株生长可慢慢进入稳定期，并诱导谷氨酸产生，发酵 80 

h 后，谷氨酸产量达到 31 g/L，产量及得率均能达到与合成培养基相当的水平。这可能

是由于，未脱毒玉米秸秆水解液中含有多种抑制物，因此抑制菌株的生长；但与合成培

养基相比，水解液成分更加复杂，营养更丰富，更有利于菌体生长，在青霉素诱导下，

菌株细胞壁合成受到抑制，促进谷氨酸的分泌，因此虽然有较长的延滞期但之后的生长

及代谢都优于合成培养基。 

 

(a) 
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图 3.7  合成培养基和 15%脱毒及未脱毒水解液中菌株的生长及代谢情况 

Fig. 3.7  The growth and GA of the strain in the 15% solid corn stover hydrolysate or synthetic medium 

以上结果表明 C. glutamicum SIIM B460 可利用未脱毒玉米秸秆水解液进行谷氨酸

发酵，且发酵性能甚至略优于合成培养基。但可能是由于菌株对水解液环境较为敏感，

菌株在未脱毒水解液中生长不稳定，且由于每批次水解液间抑制物浓度存在一定差异，

菌株生长的延滞期不等。因此下一步可以通过对菌株进行驯化的手段使之适应未脱毒水

解液环境，从而建立未脱毒水解液中菌株的稳定生长模式。 

考虑到菌株在未脱毒水解液中表现出较好的生长能力，因此推测该菌株可能对木质

纤维素预处理产生的抑制物具有较高的耐受性。为了更好的了解菌株性能，使之得到更

好的利用，因此接下来对菌株的抑制物耐受性进行了测定。 

3.5  C. glutamicum SIIM B460 的抑制物耐受性 

对木质纤维素原料进行预处理时，一般会产生一些对菌株生长有抑制作用的降解物。

其中主要包括：呋喃类抑制物糠醛及 5-羟甲基糠醛；弱酸类抑制物包括甲酸、乙酸、和

乙酰丙酸等；酚类化合物如香草醛、丁香醛、四羟基苯甲酸、松柏醛、苯酚等。虽然可

以通过脱毒的手段将这些抑制物脱除，但脱毒过程费时费力。因此选择一株对抑制物耐

受性较强的菌株可以更好的解决问题。由于菌株可以在未脱毒玉米秸秆水解液中生长，

因此实验考察了菌株 C. glutamicum SIIM B460 对预处理可能产生的十种抑制物的耐受

性。 

(b) 



第30页                                           华东理工大学硕士学位论文 

3.5.1  C. glutamicum SIIM B460 对呋喃类抑制物的耐受性 

5-HMF 和糠醛分别是由己糖和戊糖脱水形成的，一般普遍认为呋喃类抑制物是对乙

醇发酵最主要的抑制物且糠醛的抑制作用强于 5-HMF，当两者同时存在时，能够产生协

同作用。有关抑制物对乙醇发酵抑制机理的研究已经较为详细，糠醛能够降低生长速率

及乙醇产率，且生长对其更为敏感。乙醇发酵过程中，糠醛可代谢成糠醇，在一定程度

上代谢为糠酸。研究表明，糠醛和 5-HMF 可以抑制酿酒酵母中醇脱氢酶（ADH）、醛脱

氢酶(ALDH)、丙酮酸脱氢酶(PDH)的活性。当培养基中加入呋喃类物质时会促进乙醛的

分泌因而引起NAD(P)H的缺失。并且代谢流分析显示，糠醛会影响糖酵解及TCA循环，

进而影响能量代谢。S. cerevisiae 中糠醛能引起氧自由基的积累，液泡及线粒体膜受破坏，

染色质及肌动蛋白受损。总的来说，呋喃类抑制物可以引起酵母细胞中能量的重新定向

以弥补呋喃类物质及胞内 ATP 和 NAD(P)H 水平降低造成的伤害。 

尽管有关呋喃类衍生物对乙醇发酵的抑制作用的研究已经很多，但有关谷氨酸棒杆

菌对抑制物耐受性方面的研究依然较少。 

Sakai 等 2007 年利用一株重组菌 C. glutamicum R 在生长阻遏条件下生产乙醇，其中

指 出 ， C. glutamicum 与 一 些 酵 母 菌 如 Saccharomyces cerevisiae CBS 1200, 

Candidashehatae ATCC 22984 对糠醛和 5-HMF 具有类似的敏感度，比一些菌株如 Z. 

mobilis ATCC 10988 等对糠醛更敏感，随着糠醛和 5-HMF 浓度增加，细胞生长明显受到

抑制，因此在生长阻遏的条件下抑制物对乙醇发酵的影响较小。 

3.5.1.1  C. glutamicum SIIM B460 对糠醛的耐受性 

 

（注：图中 0、0.6、1、1.5、3 g/L 分别指向合成培养基中添加的抑制物浓度，图 a 为不同浓度

糠醛的培养基中菌株的生长情况，图 b 为不同浓度糠醛时菌株的糖耗及产酸情况，下同） 

(a) 
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图 3.8  C. glutamicum SIIM B460 对糠醛的耐受性 

Fig. 3.8  The tolerance of C. glutamicum SIIM B460 to furfural 

图 3.8 为发酵培养基中糠醛浓度分别为 0、0.6、1、1.5 g/L 时菌株的生长及发酵情

况。由图可知，当糠醛浓度在 0-1.5 g/L 范围内时，与不添加糠醛相比，菌株生长不受抑

制，糠醛浓度为 3 g/L 时，菌株不能生长。随着糠醛浓度的增加，谷氨酸发酵受到微弱

抑制，得率逐渐降低。但由于玉米秸秆水解液中糠醛含量一般不超过 1 g/L，因此菌株

对水解液有较好的耐受性。 

3.5.1.2  C. glutamicum SIIM B460 对 5-HMF 的耐受性 

 

(b) 

(a) 
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图 3.9  C. glutamicum SIIM B460 对 5-HMF 的耐受性 

Fig. 3.9  The tolerance of C. glutamicum SIIM B460 to 5-HMF 

图 3.9 为发酵培养基中 5-羟甲基糠醛浓度为 0-2.5 g/L 时菌株的生长及发酵情况。与

糠醛相比，菌株对 5-HMF 的耐受性更强，5-HMF 浓度在 0-1.65 g/L 时对菌株生长及产

酸抑制作用不大；浓度为 2.5 g/L 时 36 h 菌体生长虽然能达到与对照相当水平，但生长

出现延滞期，且产酸受到严重抑制。但由于实验浓度范围较大，菌株对抑制物的耐受浓

度均高于实际木质纤维素预处理中所产生的呋喃类衍生物的浓度，因此可以说菌株对呋

喃类抑制物有较高的耐受性。 

3.5.2  C. glutamicum SIIM B460 对弱酸类抑制物的耐受性 

甲酸、乙酸、乙酰丙酸是木质纤维素水解液中最常见的弱酸类物质。乙酸是半纤维

素脱乙酰化形成的，而甲酸及乙酰丙酸则是 HMF 裂解的产物。甲酸也可以在高温酸性

环境下由糠醛形成。 

弱酸类抑制物可以通过减少生物量形成并降低乙醇得率来抑制酵母的发酵，通过对

酵母进行单一抑制及三种共同抑制表明弱酸类物质间不存在协同作用。弱酸类抑制物的

影响一般表现为解偶联作用及胞内阴离子的积累。由于脂溶性的未解离的弱酸的可以穿

过细胞质膜进入到细胞质，因此对微生物的生长产生抑制作用。由于细胞质的中性环境，

弱酸发生解离，进而降低细胞质 pH。水解液中未解离酸的浓度依赖于 pH，因此 pH 是

发酵过程中的关键因素。而根据胞内阴离子积累理论，酸的阴离子在胞内被捕获，促使

未解离的酸继续进入胞内直至达到平衡。细胞质 pH 的降低是通过质膜上 ATP 酶来补偿

的，ATP 酶通过消耗 ATP 把质子泵出胞内。为了维持胞内 pH，必须有额外的 ATP 产生，

(b) 
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这是通过减少生物量的形成增加乙醇生产实现的。因此较低的弱酸浓度可以刺激乙醇的

生产。但当弱酸浓度较高时，细胞质子泵能力耗尽，导致 ATP 和质子动力的损耗以及细

胞质不可避免地酸化。 

3.5.2.1  C. glutamicum SIIM B460 对甲酸的耐受性 

 

图 3.10  C. glutamicum SIIM B460 对甲酸的耐受性 

Fig. 3.10  The tolerance of C. glutamicum SIIM B460 to formic acid 

(a) 

(b) 
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图 3.10 为发酵培养基中甲酸浓度为 0-5 g/L 时菌株的生长及发酵情况。由图可知，

在甲酸浓度为 0-5 g/L 范围内，随着甲酸浓度的升高，菌株的生长及产酸都没有受到抑

制。说明菌株对甲酸具有很强的耐受性。 

3.5.2.2  C. glutamicum SIIM B460 对乙酸的耐受性 

 

图 3.11  C. glutamicum SIIM B460 对乙酸的耐受性 

Fig. 3.11  The tolerance of C. glutamicum SIIM B460 to acetic acid 

(a) 

(b) 
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图 3.11 为发酵培养基中乙酸浓度为 0-14.4 g/L 时菌株的生长及发酵情况。由图可知，

当乙酸浓度高达 14.4 g/L 时对菌株的生长及产酸依然没有明显的抑制作用，且乙酸的添

加反而增加谷氨酸产量及得率，经检测乙酸在发酵过程中逐渐消耗，因此乙酸可能作为

碳源参与谷氨酸代谢途径。Gerstmeir 等 2003 年指出当向葡萄糖基本培养基中加入乙酸

时会在一定程度上降低谷氨酸棒杆菌的生长速率，且谷氨酸棒杆菌可以利用乙酸作为唯

一或联合碳源。 

3.5.2.3  C. glutamicum SIIM B460 对乙酰丙酸的耐受性 

图 3.12 为发酵培养基中乙酰丙酸浓度为 0-6.4 g/L 时菌株的生长及发酵情况，与甲

酸和乙酸类似，乙酰丙酸的添加也没有对菌株的生长及代谢产生明显影响，因此表明菌

株对弱酸类抑制物具有极强的耐受性。 

 

(a) 



第36页                                           华东理工大学硕士学位论文 

 

图 3.12  C. glutamicum SIIM B460 对乙酰丙酸的耐受性 

Fig. 3.12  The tolerance of C. glutamicum SIIM B460 to levulic acid 

3.5.3  C. glutamicum SIIM B460 对酚类抑制物的耐受性 

由于木质素的分解及酸水解时碳水化合物的降解，会产生多种酚类化合物。由于不

同来源生物质中木质素的甲基化程度以及在植物细胞壁中与纤维素及半纤维素结合键

的不同，酚类化合物的数量和类型随原料的变化而变化。 

在乙醇生产中，与呋喃类抑制物类似，酚类抑制物作用下，生物量、生长速率及乙

醇产率都有所降低且远高于乙醇得率的降低水平。对于酿酒酵母来说，酚类化合物的分

子量越低，抑制作用越强。同时，取代基的位置，如对位、邻位及原位，也影响化合物

的毒性。如邻位会增强香草醛的毒性，而当甲氧基及羟基处于原位及对位时则不影响毒

性。通过对功能基团如酚醛、酮、酸进行实验可以得出，酚类物质的疏水性也与酿酒酵

母乙醇产率的降低有关。一般说来，醛及酮比酸的抑制作用强，而酸则强于醇类。酚类

物质对酿酒酵母及其他真核微生物的抑制机理尚不完全清楚，这主要是由于其基团的多

样性及难以进行定性及定量分析。酚类化合物可能作用于生物膜上，引起其完整性的丢

失，因此影响其作为酶附着的基质及选择性屏障的能力。弱酚酸类化合物则可能通过对

质子的运输破坏电化学梯度。 

3.5.3.1  C. glutamicum SIIM B460 对苯酚的耐受性 

图 3.13 为苯酚浓度在 0-1.2 g/L 范围内菌株的生长及代谢情况，如图所示，随着苯

酚浓度的添加，细胞生长不断减弱，谷氨酸产量不断降低。当苯酚浓度添加至 0.3 g/L

时，菌株的生长受到微弱抑制，0.6 g/L 则严重抑制产酸。上述结果说明菌株对苯酚较为

敏感，但水解液中苯酚含量一般极低，远远低于 0.3 g/L，因此菌株可对水解液范围内的

(b) 
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苯酚具有较高的耐受性。 

 

 

图 3.13  C. glutamicum SIIM B460 对苯酚的耐受性 

Fig. 3.13  The tolerance of C. glutamicum SIIM B460 to phenol 

(a) 

(b) 
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3.5.3.2  C. glutamicum SIIM B460 对香草醛的耐受性 

 

  

图 3.14  C. glutamicum SIIM B460 对香草醛的耐受性 

Fig. 3.14  The tolerance of C. glutamicum SIIM B460 to vanilin 

图 3.14 为香草醛浓度在 0-1.2 g/L 时菌株的生长及代谢情况，由图可知，菌株对香

草醛表现出极高的耐受性，当香草醛浓度为 1.2 g/L 时，菌株的生长及发酵依然没有受

(b) 

(a) 
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到抑制。 

3.5.3.3  C. glutamicum SIIM B460 对丁香醛的耐受性 

 

图 3.15  C. glutamicum SIIM B460 对丁香醛的耐受性 

Fig. 3.15  The tolerance of C. glutamicum SIIM B460 to syringaldehyde 

图 3.15 为丁香醛浓度为 0-0.4 g/L 时菌株的生长及代谢情况，如图所示，菌株对丁

(b) 

(a) 
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香醛极为敏感，其浓度仅为 0.1 g/L 时菌株生长即出现延滞期，且产酸即受到影响；浓

度为 0.2 g/L 时则明显抑制菌株生长及谷氨酸生产。说明丁香醛对谷氨酸棒杆菌具有极

强的抑制作用。 

3.5.3.4  C. glutamicum SIIM B460 对松柏醛的耐受性 

 

 

图 3.16  C. glutamicum SIIM B460 对松柏醛的耐受性 

Fig. 3.16  The tolerance of C. glutamicum SIIM B460 to coniferyl aldehyde 

(b) 

(a) 
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图 3.16 为松柏醛浓度为 0-0.6 g/L 时菌株的生长及发酵状况，由图可知，菌株对松

柏醛也较为敏感。松柏醛浓度在 0-0.3 g/L 时对菌株生长及发酵的抑制作用较弱，但当浓

度为 0.5 g/L 时菌株就几乎不能生长，代谢也受到明显抑制。 

3.5.3.5  C. glutamicum SIIM B460 对 4-羟基苯甲醛的耐受性 

 

  

图 3.17  C. glutamicum SIIM B460 对 4-羟基苯甲醛的耐受性 

Fig. 3.17  The tolerance of C. glutamicum SIIM B460 to 4-hydroxybenzaldehyde 

(a) 

(b) 



第42页                                           华东理工大学硕士学位论文 

由图 3.17 可知，菌株对四羟基苯甲醛也有一定耐受性，当其浓度范围为 0-0.3 g/L

时，菌株生长及谷氨酸发酵不受抑制，当浓度增至 0.6 g/L 时，谷氨酸产量受到微弱抑

制但对生长影响不大，说明该菌对四羟基苯甲醛耐受性较高。 

由以上实验可得，C. glutamicum SIIM B460 对香草醛的耐受性最强，其浓度为 1.2 

g/L 时菌株的生长及产酸依然不受影响；菌株对 4-羟基苯甲醛也具有较高的耐受性，当

其浓度为 0.6 g/L 时仍能较好的生长并产酸；菌株对苯酚及松柏醛较为敏感，在 0-0.3 g/L

范围内可以较好的生长并产酸，但当浓度增加则会对生长及代谢产生较强的抑制；该菌

对丁香醛则极为敏感，较低浓度时即表现出对生长及产酸较强的抑制作用。但由于木质

纤维素水解液中酚类抑制物较少，一般浓度均低于能对菌株产生抑制作用的浓度，因此

相对来说，菌株对酚类物质也具有较高的耐受性。 

3.5.4  多种抑制物共同作用下菌株的耐受性 

以上实验考察了菌株对与处理过程中可能产生的多种抑制物的耐受性能，但由于未

脱毒玉米秸秆水解液中含有多种不同抑制物，因此实验选取了几种水解液中含量较多或

较有代表性的抑制物共同加入培养基模拟水解液环境，考察其对菌株生长及代谢的影响。

所用复合抑制物浓度分别为：糠醛 0.8 g/L，5-HMF 0.5 g/L，乙酸 4g/L，丁香醛、香草

醛、4-羟基苯甲醛分别为 0.1 g/L，并用不含抑制物的发酵培养基稀释至不同浓度梯度。 

 

 

注：100%指添加上文所提多种浓度抑制物的合成培养基， 

0-75%指培养基中抑制物浓度分别为 100%培养基的 0-75% 

(a) 



华东理工大学硕士学位论文                                           第43页 

 

图 3.18  多种抑制物复合作用时菌株的生长及代谢情况 

Fig. 3.18  Effects of growth and GA by C. glutamicum SIIM B460 in the SM adding inhibitors 

由图 3.18 可知，尽管菌株对单一抑制物具有较强的耐受性，但在多种抑制物复合作

用时，其对菌株的抑制作用增强，在模拟水解液环境下，菌株的生长受到抑制，出现延

滞期且生物量降低，糖耗及谷氨酸生成则明显受到抑制。当用不含抑制物的发酵培养基

稀释至体积浓度 50%时，对菌株生长及产酸的抑制作用不明显。 

以上结果表明，菌株对抑制物环境普遍具有较高的耐受性，因此接下来实验试图利

用未脱毒玉米秸秆水解液进行谷氨酸发酵。由之前的实验可知，在未脱毒水解液中尽管

菌株生长存在一定延滞期，但后期菌体依然可以较好的生长且优于合成培养基。镜检观

察得知菌体形态为较小较圆的不适宜产酸形态，根据查阅资料文献表明，该状态是由于

培养基中营养尤其是生物素过剩引起的，因此实验试图利用添加青霉素破坏菌株细胞壁

结构以促进谷氨酸分泌。 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b) 
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第 4章  结论与展望 

 

4.1  结论 

谷氨酸作为一种应用极为广泛的大宗化学品，若利用较为常见的生物质原料玉米秸

秆发酵获得，与传统的以淀粉等粮食性原料生产相比，具有较大的经济优势及环保效果。

本文基于生物炼制的生产工艺，利用一株发酵性能较好的菌株 Corynebacterium 

glutamicum SIIM B460，该菌对木质纤维素预处理产生的抑制物具有较强的耐受性能，

能够在未脱毒玉米秸秆水解液中可以较好的生长。由于玉米秸秆水解液中生物素含量高

于发酵所需的生物素亚适量水平，因此需对其进行诱导处理，在青霉素诱导下，菌株可

利用未脱毒玉米秸秆水解液发酵生产谷氨酸，且得率与合成培养基相当，具体结论如下。 

4.1.1  菌株的筛选 

本文通过调节种子及发酵培养基中玉米浆的浓度，对实验室所购菌株的发酵性能进

行比较并筛选。最终确定 C. glutamicum SIIM B460 为发酵性能较好的谷氨酸生产菌，其

适宜的营养浓度为种子培养基中玉米浆浓度 5 g/L，发酵培养基中玉米浆浓度 0.5 g/L，

经 36 h 发酵得率在 45%左右。 

4.1.2  Corynebacterium glutamicum SIIM B460 的抑制物耐受性 

本文所用菌株 Corynebacterium glutamicum SIIM B460 能够在脱毒玉米秸秆水解液

中迅速生长，且生物量远远高于合成培养基，在不脱毒玉米秸秆水解液中由于存在一些

抑制物，菌株生长表现出一定的延滞，但延滞期后菌株可以良好生长。 

实验考察了菌株对预处理可能产生的十种抑制物的耐受性，结果表明实验表明菌株

对木质纤维素预处理过程中产生的多种抑制物都具有较高的耐受性。菌株对弱酸类抑制

物耐受性极强，实验浓度范围内均没有产生抑制作用，且乙酸等化合物的添加可能促进

谷氨酸的生成，可能是其可以作为碳源参与谷氨酸代谢。菌株对呋喃类抑制物也有较高

的耐受性，其中菌株对 5-HMF 的耐受性高于糠醛；随着糠醛的添加，谷氨酸得率不断

降低，但并不影响生长，0-1.5 g/L 时，谷氨酸生产受到微弱抑制；3 g/L 即不能生长；

5-HMF 浓度至 2.5 g/L 时，菌株产酸受到抑制但不影响生长。酚类抑制物中，菌株对香

草醛耐受性最高，实验范围内无明显抑制作用；4-羟基苯甲醛对菌株抑制作用不大；松

柏醛及苯酚对菌株生长有一定的抑制作用，高于 0.3 g/L 时菌株产酸受到微弱抑制；菌

株对丁香醛极为敏感，存在较低浓度时即产生明显的抑制作用。但由于实验选取的抑制

物浓度范围较高，菌株对抑制物的耐受程度基本上都高于水解液中的实际浓度，因此相

对来说，菌株对三种抑制物都具有较高的耐受性。 

当向合成培养基中添加与水解液中浓度相似的多种抑制物时，尽管单一抑制物浓度

均低于菌株的耐受浓度，但依然对菌株生长及产酸产生抑制作用，可能是由于多种抑制

物协同作用。因此由于水解液成分较为复杂及多种抑制物共同作用，菌株的生长及代谢
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均出现一定的延滞。 

4.1.3  玉米秸秆水解液中谷氨酸的发酵 

水解液中虽然菌株可以较好的生长，但在不进行诱导时，没有谷氨酸产生。结合菌

株呈现出较小较圆大量繁殖的形态。通过利用生物素检测试剂盒对玉米浆及水解液中生

物素进行检测，玉米浆中生物素含量为 744 μg/kg，即含有 0.5 g/L 玉米浆的发酵培养基

中生物素浓度为 0.372 μg/L，而 15%未脱毒玉米秸秆水解液中所含生物素浓度为 11.85 

μg/L，远高于发酵所需的生物素亚适量水平。因此导致水解液中谷氨酸无法分泌出胞外，

碳源全部用于谷氨酸生长。 

通过添加青霉素的方法可以诱导水解液中谷氨酸的生产，其具体添加方式应与菌体

生长相结合，本文采用OD到达5和10时各添加一次青霉素使青霉素总浓度为200 mg/L，

在此基础上，C.glutamicum SIIM B460 可利用 15%未脱毒玉米秸秆水解液发酵生产谷氨

酸，谷氨酸浓度可达 31 g/L，产量及得率均能达到甚至优于合成培养基水平。 

4.2  展望 

谷氨酸发酵虽然已经拥有较长的历史，但由于发酵工艺较为复杂，仍旧存在诸多不

足。以来源广泛价格低廉的生物质原料代替传统的粮食性原料进行谷氨酸生产，不仅降

低生产成本，而且节约粮食，保护环境，因此具有较大的发展前景。利用生物炼制工艺

以木质纤维素原料进行常用化学品的生产，虽然在乙醇、乳酸等方面的研究已经较多，

但有关木质纤维素发酵生产谷氨酸的研究依然较少。所以，若是能够利用木质纤维素进

行工业生产谷氨酸，将会是谷氨酸发酵行业的重大革新。 

在本研究中，由于未脱毒水解液中存在不同浓度的抑制物且不同预处理批次的物料

间存在差异，菌株在未脱毒水解液中生长表现出一定的不稳定性，因此青霉素添加必须

根据菌株生长而定。为了建立水解液中菌株生长的稳定模式及青霉素的稳定添加策略，

可以通过对菌株进行长期驯化以使之在适应未脱毒水解液环境，因此有关菌株驯化的实

验还需继续进行探索。 

由于菌株对预处理可能产生的多种抑制物具有较强的耐受性，因此有关菌株对抑制

物耐受及降解的机理也在进一步探索中，从分子生物学的角度对谷氨酸棒杆菌中抑制物

代谢相关基因的进行挖掘并使之付诸应用也是接下来研究的目标。 
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