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基于玉米秸秆水解液的皮状丝孢酵母油脂发酵的研究 

 

摘要 

生物柴油是当今能源危机下一种重要的石化能源的替代能源，而微生物油脂又是生

产生物柴油的一种很有潜力的原料。生物油脂生产的商业化应用的主要瓶颈是成本问

题，如何有效的降低成本成为关键前提。由于自然界中存在大量廉价的以农业废弃物为

主要形式的木质纤维素，这些可以作为底物被用于生产生物油脂，从而代替淀粉基原料

有效降低生产成本。在本研究中，玉米秸秆水解液被用作一株皮状丝孢酵母诱变菌 CX1

的原料经过发酵生产油脂。首先，本文探讨了影响使用木制纤维素水解液为原料的油脂

发酵效果的关键因素，逐一排查了包括溶氧、pH、碳氮比、温度以及抑制物等因素的影

响。结果表明，利用玉米秸秆水解液生产生物油脂的过程中存在两个重要问题制约着油

脂的生产：其一是由于玉米秸秆原料中存在的丰富氮源使得水解液中的初始碳氮比很

低；其二是玉米秸秆在预处理过程中产生的各种抑制物存在于水解液中，对皮状丝孢酵

母的菌体生长和油脂积累都有明显的抑制作用。针对这两大问题，本研究引入了生物脱

毒的方法，对经过预处理过程后的玉米秸秆进行脱毒，去除关键抑制物。结果表明，生

物脱毒不仅可以去除玉米秸秆水解液中的主要抑制物，而且具有一定的脱氮效果从而提

高了碳氮比，这样油脂的生产水平得到了显著的提高。由于预处理的强化是一种工业可

行的增加木质纤维素转化率以提高碳氮比的有效方法，而强化的预处理过程会产生浓度

更高的抑制物使得菌体无法生长，因此生物脱毒为预处理的强化从而提高碳氮比提供了

有效的解决途径。这样，生物脱毒和预处理强化相结合的方法被应用于玉米秸秆为原料

的微生物油脂生产过程中，优化的油脂产率为 1.31 g·L
-1

·d
-1，菌体含油率为 23.5%，相

比于未经脱毒和预处理强化处理的玉米秸秆，油脂产率和菌体含油率都提高了一倍。 

关键词：微生物油脂；油脂酵母；皮状丝孢酵母 CX1；玉米秸秆水解液；碳氮比 
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Lipid Production by Trichosporon cutaneum Using   

Corn Stover Hydrolysate 

 

Abstract 

Microbial lipid is a potential feedstock for biodiesel production, and the key barrier for the 

commercial utilization is its production cost. One important way to reduce the cost is to use 

the cheap lignocellulose biomass feedstock such as agricultural residues instead of the starch 

based feedstock. In this work, corn stover (CS) hydrolysate was used as the feedstock for lipid 

fermentation using a mutant Trichosporon cutaneum CX1 strain. Several factors effecting the 

lipid production in CS hydrolysate including Diluted Oxygen (DO), pH, carbon-to-nitrogen 

molar ratio (C/N ratio), temperature and inhibitors generated from the pretreatment process. 

The results showed that there were two major factors limiting lipid production in hydrolysate: 

one is the low initial C/N ratio; the other one is various kinds of inhibitors present. The 

application of biodetoxification after the pretreatment process was found the function of not 

only removing the major inhibitors but also promoting the C/N ratio by reducing certain 

amount of nitrogen content. Then the combination of biodetoxification and pretreatment 

intensification was attempted to get enhanced glucose transformation from cellulose and 

higher initial C/N ratio. The optimized lipid productivity and lipid content were 1.31 g·L
-1

·d
-1

 

and 23.5% respectively, doubled than that using common pretreated CS. 

Keywords: microbial lipid; oleaginous yeast; Trichosporon cutaneum CX1; corn stover 

hydrolysate; C/N molar ratio 
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前言 

 

当今社会，能源问题是国际社会存在的普遍问题，日益严峻的能源短缺问题正在困

扰或者威胁着许多国家的发展。因此，可再生能源的研究和开发正是当下的热点问题。

生物柴油由于其具有高的能量密度、燃烧充分、好的润滑性能等被液体能源产品所期望

的特性而倍受青睐，同时它还具有易降解、方便安全运输、可再生和含硫量低等环境友

好的特性，是非常理想的化石燃料的未来替代品。然而，制约生物柴油工业应用和大规

模生产的主要问题是成本问题，如利用植物油脂的生物柴油生产，原料成本占总成本的

70%以上。自然界中存在一类微生物能将碳水化合物等转化为自身油脂而储存起来，油

脂积累达到自身重量 20%以上的被称为产油微生物，部分菌种油脂含量甚至可以超过干

重的 70%。微生物油脂可以被连续生产而不需要大面积土地，同时微生物生长不受气候

和季节影响且生产周期短，这样微生物油脂成为生物柴油非常有潜力的一种生产底物。 

为了增大微生物油脂大规模生产的可行性，原料问题首当其冲。含木质纤维素的农

林业废弃物原料广泛存在于自然界中，而且其价格便宜，通常被低效率的焚烧。在一定

的物理化学条件下，木质纤维素可以被转化为微生物可利用的底物。因此，利用木质纤

维素衍生糖类的油脂酵母，可以为微生物油脂的大规模生产提供经济可行性。 

本课题利用一株皮状丝孢酵母的诱变菌株 CX1 以玉米秸秆水解液为原料，通过仅

添加廉价无机盐而接近实际生产应用的发酵手段，研究酵母在原水解液中油脂生产的实

际问题。一方面，玉米秸秆存在着丰富的氮源，导致水解液的初始碳氮比处于很低的水

平，对油脂的积累非常不利。另一方面，在处理玉米秸秆的过程中，要经历高温高压预

处理反应来破坏顽固的纤维素结构，同时各种抑制物在此条件下由各种五碳糖、六碳糖

等组分转化而产生。这些抑制物对于菌体的生长和产油都具有十分严重的影响和抑制。

因此本研究针对这两方面的问题，寻找工业可行的方法。经生物脱毒处理，抑制物抑制

效应解除，同时碳氮比得到一定提升。在生物脱毒的基础上，增强预处理作用的强度则

有利于一定程度提高碳氮比，这样油脂的积累情况有了明显的提升。这两种方法的联合

运用，为将来利用木质纤维素为原料生产油脂的研究提供了可行的工业化方法，建立了

良好的基础。 
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第 1 章  文献综述 

 

1.1  生物柴油概述  

1.1.1  开发生物柴油的意义 

    当今社会最大的问题就是日益减少至接近枯竭的能源，而化石能源是支撑社会发展

和文明进程的最主要能源形式。国际能源协会预测，世界范围内对能源总的需求量将在

未来的 25 年内上升 50%。另外，世界油产品的日需求量在 2006 年已经达到 8430 万桶/

天，到了 2007 年，这一数字增长到 8580 万桶/天[1]。石油基燃料因为日益增加的需求和

再生困难导致资源告罄，目前已经被广泛地认为不可持续。由于对汽油和柴油的需求量

大增以及伴随的配套精炼能力限制，油价在过去的三年里持续攀升，NYMEX 原油期货价

格在 2005 年 6 月达到 60 美元/桶的高价，在 2005 年 8 月，超过了 65 美元/桶的历史高

位，而到了 2006 年 7 月 13 日[2]，国际原油期货价格更是达到 78.4 美元/桶的最高峰。 

    另外，化石燃料燃烧所排放的大量二氧化碳，被认为是全球气候变暖的主要原因。

当前大气层中二氧化碳含量为 383 ppm，而在不远的将来，二氧化碳的水平会随着化石

燃料燃烧量的增加和土地利用率的变化而持续攀升。IPCC 预测 2100 年大气中二氧化碳

浓度将达到 541-970 ppm。如果煤、沥青砂、甲烷水合物等化石燃料被持续使用，2100

年二氧化碳排放量将超过此前预测的水平[3]。化石燃料被认为是环境污染的主要来源，

人们迫切地需要发展替代能源的炼制，同时炼制过程也必须满足持续、可再生、环境友

好的要求。 

在当今油价高涨、燃料资源日益枯竭的情况下，作为一种可短时间内再生的、杰出

的化石基柴油替代能源，生物柴油吸引了人们越来越多的注意力。生物柴油燃料是来源

于植物油脂和动物脂肪等长链脂肪酸的单甲基酯化产物。许多研究表明生物柴油的特性

非常接近于传统的柴油燃料[4-6]。因此生物柴油可以被理想地用于柴油发动机内，而不需

或仅需很少地修饰。生物柴油比传统的柴油有更高的十六烷值和 10-11%的氧气，并且

不包含芳香物质和硫。这些特性使得生物柴油燃烧后不会与传统柴油一样伴随着一氧化

碳、烃类和污染性颗粒物等会造成环境污染的物质的释放[7,8]。但是生物柴油面临大规模

生产的经济性的挑战，即要求净能源输出、可大量生产并且具有经济竞争力，且不以减

少食物供应为代价。 

1.1.2  生物柴油的历史和现状 

    当1900年巴黎展览会展出由Rudolph Diesel设计的使用花生油作为燃料的柴油发动

机时，植物油脂就被开始使用于发动机引擎中。在十九世纪三、四十年代的第二次世界

大战中，植物油脂被当作应急燃料使用[9]。尽管起初体现出了优势，但是当使用时间延

长时，发动机出现了一系列严重的引擎问题，如腐蚀润滑油、植物油氧化聚合化及活塞
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环黏着等[10,11]。加上廉价的石油基柴油的出现和其黏着性的降低，柴油发动机不再将植

物油脂作为燃料使用，同时汽车生产商也改进了发动机引擎，以适应石油基柴油的特性。

这样几十年内植物油脂都不再被用作发动机燃料。1973 年，阿拉伯石油市场油价开始上

涨，汽油和柴油价格突然增加 4 倍，此时生物柴油又再一次进入人们视野。从 1973 年

开始，许多不同来源的油脂被用于生产生物柴油。 

    在过去的十年中全球范围内生物柴油工业发展迅速，欧盟在生物柴油产量方面首屈

一指。2006 年欧盟生物柴油总产量从 2005 年的 320 万吨增加到 490 万吨，增加了 54%，

延续了上一年 65%的高增长率。这样，从 2004 年到 2006 年，欧盟生物柴油的产量从

190 万吨增长到了 490 万吨，产量翻倍，加速了欧盟生物柴油市场的扩张。美国近几年

内生物柴油的产量也大幅提升，从 2000 年的 200 万加仑增长到 2006 年的 2.5 亿加仑，

再到 2007 年的 4.5 亿加仑。尽管 2006 年的 2.5 亿加仑的产量仍然少于欧盟，但是在 2004

到 2006 年期间，平均每年有 1.13 亿加仑的增长量。根据美国国家生物柴油委员会的报

道，在 2007 年初有 105 座工厂运行，年生产能力达到 8.64 亿加仑。如果在建的工厂完

工并加入生产，年生产能力将增加 17 亿加仑[12,13]。生物柴油生产能力的快速增长不仅

发生在发达国家，在发展中国家（例如巴西、中国、阿根廷、印度尼西亚、马来西亚等）

同样增长迅速。世界生物柴油市场预计在 2016 年达到 370 亿加仑，年增长率达到 42%

左右。未来十年，欧盟仍然是生物柴油生产、加工和消费的主体，美国市场紧随其后[14]。 

1.1.3  生物柴油的原料 

当前制备生物柴油主要采用化学法，即动植物油脂在高温下通过酸碱催化反应，和

甲醇等低碳醇发生转酯化反应，得到相应的脂肪酸甲酯，如图1.1。在不同来源的油脂转

酯化过程中，三酰甘油和通常为甲醇或乙醇的醇类发生反应，生成脂肪酸甲脂和甘油。

整个反应过程包含三个连续的可逆反应：1，三酰甘油转化为二酰甘油；2，二酰甘油转

化为单酰甘油；3，甘油从单酰甘油中释放[15]。在这三个步骤中，脂肪酸甲脂都被释放

用作生物柴油的粗产物，进而进入到下游纯化环节。用作反应的醇油比为3:1，但是为了

提高反应的产物转化效率通常加入过量的醇。同时为了增加反应的可行性，催化剂也被

使用。总之，转酯化反应的效率决定于许多因素，如使用的醇的种类、醇油比、温度、

试剂种类和纯度以及催化剂的用量等[16]。 

图1.1  三酰甘油在醇催化下的转酯化反应 

Fig. 1.1  Transesterification of triglyceride with alcohol 
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用于生产生物柴油的主要来源是大豆油、菜籽油、棕榈油以及初榨橄榄油等[17,18]。

在美国95%的生物柴油使用大豆油作为生产原料，而欧洲市场则更偏向于使用油菜籽和

加拿大油菜作为生产原料。Sommerville计算了2005年的大豆油平均产量为450磅/英亩，

低于加拿大菜籽油产量650磅/英亩[19]。加拿大和美国每年收获700万到1000万吨油菜籽，

因此在北美油菜籽被认为是一种更具前景的原料而发展成为主要的经济作物。在东南亚

地区，生产生物柴油的主要原料为提取自棕榈树种子的棕榈油。棕榈油的产量仅次于大

豆油，并且有超过的趋势。一些亚洲国家政府正聚焦于用棕榈油来生产生物柴油来迎合

欧洲国家对生物柴油的大量需求，他们的生物柴油产量已经超过了10万吨／年。越来越

多的国家，包括哥伦比亚、韩国、印度、土耳其及其他的一些欧洲国家，正在使用生物

柴油替代化石燃料作为能源。马来西亚立法规定本国所有的柴油都需要添加5%的棕榈

油。由于棕榈油含有较高的饱和脂肪酸，基于棕榈油的生物柴油体现出较高的倾点温度

（约为15
o
C）而仅适用于热带地区，不适用于环境温度低于倾点温度的低温严寒地区。

但是通过石油基柴油和棕榈油基的柴油以3：2体积比混合后，这个问题即得到了改善[20]。

一些地区的政府和公司则在考虑用热带地区常见的麻风树作为生产生物柴油的原料，这

种植物可以生产在荒地且单位土地油脂产量是大豆的四倍，玉米的十倍。其他可以作为

生产生物柴油原料的植物，包括Balanites aegyptiaca
[21]、棉籽、葵花籽、大麻、亚麻、

芥末等，甚至藻类。 

利用藻类生产生物柴油也体现出了一些优势，例如较高的生长速率和较大的单位面

积产率。有些藻类因其具有高含油率而非常适合于生物柴油的生产。美国国家可再生能

源实验室（NREL）报告基于藻类的单位面积油脂产率是大豆的200倍[22]。与其他的油料

作物不同的是，微藻生长的非常快速，通常可以在24小时内得到生物量的倍增，在指数

生长期生物量倍增时间短至3.5小时，而油脂含量可以超过80%
[23,24]。不同种类的微藻可

以产出不同种类的油脂和碳水化合物，但不是所有的微藻油脂都适合于生物柴油的生产
[25-27]。值得注意的是，遗传和代谢工程对微藻柴油生产的经济性有非常大的影响[28-30]。 

尽管以植物作为原料的生物柴油体现出了一些环境效益，但是也出现了一些担忧。

在菲律宾、印度尼西亚等国家，大面积的热带森林遭到砍伐用于种植有经济效益的作物，

特别是棕榈树[31]。在美国和欧洲，生物柴油的生产主要利用高质量的食物级植物油例如

豆油和菜籽油为原料，这样生物柴油的成本主要决定于原料油脂的价格，而食物级油脂

的高价则严重导致了生物柴油生产的经济不可行性。不幸的是，随着最近几年植物油价

格的攀升，生物柴油的经济可行性每况愈下。在20世纪90年代，生物柴油生产中原料成

本占总成本的60-75%
[32]，但是当今却占到总成本的85%

[33,34]。Haas进行了一项调查表明

生物柴油的生产成本价格和原料价格之间存在线性的关系，即植物油价每升高0.22美元/

公斤，生物柴油成本提高0.02美元/升[33]。更为严重的是有人认为生物柴油会加大世界粮

食供应的压力，这样寻找制造生物柴油的替代原料迫在眉睫，例如来源于畜产品加工厂

和餐馆等的废弃动植物油。最近几年，越来越多的注意力被集中于开发微生物油脂，从

而作为生物柴油生产的原料。微生物油脂，通常被称作单菌体油脂，是由产油微生物如
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酵母、霉菌、细菌等在一定的条件下积累产生的，微藻也可以算作此类[35]。这类油脂和

动植物油脂组成相似，适合被用作生物柴油生产。除此之外，它还有很多方面的优势，

例如：短的生产周期，较少的劳动力要求，较少受到季节、地域以及气候的影响以及容

易放大生产等[36]。尽管利用微生物油脂生产生物柴油还存在各种问题需要解决，但是它

是一种很有潜力和优势的原料。 

1.2  微生物油脂概述 

1.2.1  微生物油脂的研究历史 

    微生物油脂的研究可以追溯到19世纪70年代，使用微生物油脂作为商品油的尝试贯

穿了上世纪始终，尤其在两次世界大战期间德国不遗余力研究微生物油脂以保证油产品

的需求。毋庸置疑，很多具有优势的油脂生产菌的筛选工作都是在德国在1920年到1945

年之间进展的。在其他国家如美国和英国等，微生物油脂的开发则出现于19世纪50年代

末期。但是，1945年后农业的显著发展，意味着油脂和其他食物的大量廉价供应。很多

人都认为来源于微生物的油脂不可能与大豆油、菜籽油和葵花籽油等作物油脂在价格上

抗衡，于是用于微生物油脂生产的生物技术一度被停止研发。到了20世纪60年代，由于

酵母可以以廉价的石油炼制废料烷烃为底物生长，对单菌体蛋白的研究重新唤起了大家

的兴趣。当时单菌体蛋白主要被大型炼油厂用作廉价的动物饲料和人类消费品。单菌体

蛋白的生产不仅是一个很新颖的想法，它同样也带来了生物过程技术的大发展，例如出

现了2500立方的发酵单元。Ratledge认为，如果单菌体蛋白每吨可以带来大约300美元的

经济效益，那么用微生物生产的单菌体油脂也可以带来同样吸引人的经济效益。但不幸

的是，在发展单菌体蛋白技术的同时，人们没有预料到20世纪后半叶农业的大发展。伴

随农业技术的发展，作物种类增加、产率提高，这样大大降低了动物饲料如大豆饼等的

价格。在1960年到1990年，饲料价格基本没有增长。19世纪70年代石油输出国组织

（OPEC）提高了油价，这使得单菌体蛋白生产的经济性雪上加霜，根本不能与作物饲

料竞争，人们也不再使用烷烃作为原料生产单菌体蛋白。 

    尽管有证据证实微生物油脂不可能与商业植物油在成本上竞争，但是在生产高附加

值油脂上利用微生物产油有优势。不同的蛋白组分通常很少影响到营养质量，但油脂并

不是这样。不同类型的油脂价格相差很大，少到0.3美元每公斤，多到100美元每公斤。

如果生产特异高附加值油脂的微生物可以被发现，那么商业开发仍然有实际性。从19世

纪80年代初期，单菌体油脂的生产倾向于生产高附加值油脂，这些油脂因为来源稀少而

在市场上有着很高的价格。另一个微生物油脂的可行性分析是基于估算微生物可以积累

的油脂含量，也就是说，微生物菌体能积累的油脂越多，商业应用的价值就越大。而油

脂的产量和质量在不同的微生物之间差别也非常显著。在微生物油脂研究特别是酵母油

脂的综述上，分类了高产的油脂酵母和低产的油脂酵母，例如酿酒酵母和产烷假丝酵母

不会积累高于生物量10%以上的油脂，而圆红冬孢酵母和丝氏油脂酵母却可以积累约占

生物量70%甚至更多的油脂。另外，这些油脂大部分以三酰基甘油的形式存在，在化学
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组成上和商业油脂及脂肪非常类似。那些可以积累在自身生物量20%以上油脂的微生

物，被定义为产油微生物[37]。 

1.2.2  微生物油脂的生产菌 

    有许多种微生物都可以储藏油脂，例如微藻、细菌、真菌以及酵母等，但不是所有

的菌种都适合用于生产生物柴油（如表 1.1）。产油微生物内，油脂的积累通常由基因

构造决定，不同菌甚至同种菌的不同菌株的最大含油率差别很大。在不同的微生物菌体

内和在不同的条件下（如温度，pH，培养时间等），油脂含量和组成也不尽相同[38-40]。 

表 1.1  几种微生物的含油率 

Table 1.1  Lipid content of several oleaginous microorganisms 

菌种 含油率（%干重） 菌种 含油率（%干重） 

微藻  酵母  

Botryococcus braunii 25-75 Candida curvata 58 

Cylindrotheca sp. 16-37 Cryptococcus albidus 65 

Nitzschia sp. 45-47 Lipomyces starkeyi 64 

Schizochytrium sp. 55-77 Rhodotorula glutinis 72 

    

细菌  真菌  

Arthrobacter sp. >40 Aspergillus oryzae 57 

Acinetobacter calcoaceticus 27-38 Mortierella isabellina 86 

Rhodococcus opacus 24-25 Hunicola lanuginosa 75 

 Bacillus alcalophilus 18-24  Mortierella vinacea 66 

1.2.2.1  微藻 

    微藻是一种在光能驱动下利用二氧化碳为原料合成生物油脂的微生物[24,41]，它也可

以合成其他类型的可再生生物燃料，例如甲烷和氢气等[25,42-45]。研究表明，许多微藻富

含 ω3 和 ω6 脂肪酸[46]，必须氨基酸如亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸等。大部分微藻的油

脂成分是三酰甘油，脂肪酸主要组成成分为 C16 和 C18，并且和其他植物油一样含有硬

脂酸、油酸、亚油酸、棕榈酸等成分[40]。微藻可以非常快速地生长并积累大量油脂，在

24 小时内的生物量往往可以翻倍。微藻菌体的平均含油率在 1%-70%之间，在适宜的条

件下甚至可以达到干重的 90%
[24,47]。到目前为止以干重计算，微藻市场每年产出大约

5000 吨，约 12 亿美元/年的销售额[48-50]。相比于其他能源作物，微藻由于具有高光合效

率、高生物量产出以及快速生长的特性而被认为是一种非常好的生物柴油合成原料。 

1.2.2.2  细菌 

    尽管微藻具有很高的含油率，但是他们比细菌需要更大的占地面积和更长的发酵时

间。表1.1显示几乎所有的细菌含油率都低于微藻，在其干重的20%-40%，例如

Acinetobacter calcoaceticus和Arthrobacter sp.分别为38%和40%。细菌在生产生物柴油方
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面具有相对较高的生长速率和易于培养的优势（通常仅需12-24小时即可达到很大的生

物量）。油脂积累细菌，特别是那些放射菌类能在生长限制的条件下，利用像葡萄糖类

的单一碳源合成相当多的脂肪酸（大约占菌体干重的70%），并且将他们以甘油三酯的

形式储存于菌体内[38]。但是大部分细菌不是油脂产生菌，仅仅一部分细菌可以积累复杂

的油脂[51]。另外，存储于菌体外膜的油脂难以被提取。因此在实际生物柴油的生产中，

利用产油脂细菌作为原料没有太大意义。 

1.2.2.3  酵母和真菌 

    从十九世纪八十年代开始，酵母和真菌（主要是霉菌）被认为是理想的产油微生物
[52,53]。一些酵母菌，例如Rhodotorula glutinis和Lipomyces starkeyi可以积累高达干重的70%

的油脂。当产油酵母Cryptococcus albidus在氮限制的条件下培养，能够积累高于干重的

60%的油脂。这些油脂通常由90%的三酰甘油组成，其中饱和脂肪酸占44%，和许多植

物油很相似[54]。油脂酵母和霉菌积累的油脂富含多不饱和脂肪酸，或者具有特殊的结构，

主要有：油酸（18:1）、亚油酸（18:2）、棕榈酸（16:0）、棕榈油酸（16:1）[55]。例如

非常著名的油脂生产酵母Rhodosporidium toruloides Y4主要积累由C16和C18长链脂肪酸

组成的油脂[56]。 最近有报道称，该菌种通过摇瓶分批补料培养25天，可以达到151.5 g/L

的干重和48.0%的含油率[57]。丝状真菌Mortierella alliacea YN-15在50L的发酵罐中，可

以在菌丝内以三酰甘油的形式积累多不饱和脂肪酸，菌体干重达到46.1 g/L，油脂产量

为19.5 g/L，多不饱和脂肪酸为7.1 g/L
[58,59]。基于这些数据，油脂酵母和真菌被认为是很

有潜力的生产生物油脂的生产菌。 

1.2.3  微生物油脂的合成 

1.2.3.1  微生物油脂的合成过程 

合成三酰甘油是动植物和微生物中普遍存在的初级代谢途径的一部分，其中磷脂酸

（PA）和甘油二酯（DAG）是两个关键的中间代谢产物。首先，甘油-3-磷酸（DHAP）

通过酰基转移酶（GAT）在sn-1位酰化成溶血磷脂酸（LPA）。作为另外一条途径，DHAP

在酰基转移酶（DHAPAT）作用下在sn-1位酰化成1-acy1-DHAP，再被还原酶（ADR）

还原成LPA。其次，LPA在磷脂酸磷酸酶（PAP）作用下去磷酸化成DAG。最后，由DAG

转化为三酰甘油（TAG）的酰基转移反应由多种脂肪酰基转移酶完成。在酿酒酵母中主

要是Dga1P和Lro1P两种酶催化，Dga1P是标准的甘油二酯酰基转移酶（DAGAT），同

GAT和DHAPAT一样以脂肪酰CoA为酰基供体。而Lro1P则以卵磷脂为酰基供体，表现

为磷脂：甘油二酯酰基转移酶（PDAT）的活性，将供体分子中sn-2位酰基转至TAG的sn-3

位。 

1.2.3.2  微生物油脂代谢调控 
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利用产油微生物积累单菌体油脂已经超过了100年，但是为什么其中只有一部分微

生物可以生产并积累油脂？为什么部分产油菌种可以积累比其他菌种更多的油脂？仅

仅在20年前，这种产油菌种的积累油脂过程的机理才开始被探索[60]。例如在600种酵母

中，只有不到30种可以积累超过其自身生物量20%的油脂 [60,61]。Rhodotorula spp.和

Cryptococcus curvatus可以积累自身生物量40%-70%的油脂，而Saccharomyces cerevisiae

和食物酵母Candida utilis在相同条件下仅能积累自身生物量5%-10%的油脂。以下可以解

释此现象。 

图1.2  油脂积累代谢调控简图 

Fig. 1.2  Metabolic regulation of lipid accumulation in oleaginous microorganisms 

    产油微生物的油脂积累通常开始于培养基中氮源消耗殆尽的时候，此时要求有多余

的碳源被菌体吸收进而转化成三酰甘油，油脂以与生长相同的速率合成于菌体生长平衡

的阶段。当氮源供给受到限制时，菌体繁殖被抑制，现存的菌体不能继续分裂，导致多

余的碳源得以以油脂的形式储存于菌体内。这个过程包含了微生物代谢相关的一系列生

理生化反应。首先当氮源限制时，菌体内的腺苷一磷酸（AMP）脱氨酶活性增加，大量

的AMP被AMP脱氨酶转化为肌苷一磷酸（IMP）和氨。而产油酵母线粒体中，异柠檬酸

脱氢酶（ICDH）是AMP依赖性的脱氢酶。这样AMP的大量降低将减弱甚至完全停止该

酶的活性，从而形成对缺氮的一种应激反应。在这种情况下，三羧酸循环（TCA）中，

异柠檬酸不再被代谢为2-酮戊二酸，使得TCA陷入低迷，代谢途径发生改变。通过线粒

体内膜上的转移酶，使得积累的柠檬酸转运进入菌体溶胶中，在ATP：柠檬酸裂解酶

（ACL）的作用下裂解生成乙酰CoA和草酰乙酸。这样在氮源枯竭、TCA停滞的情况下

将葡萄糖代谢为大量的乙酰CoA，紧接着在脂肪酸合成酶（FAS）的作用下合成脂肪酰

CoA。苹果酸酶和ACL这两种关键酶对油脂的合成有重要影响。许多微生物，例如酵母、
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真菌等，其菌体油脂的合成与ACL酶活有强烈的相关性[62]，但是仍然有一小部分的酵母

具有ACL酶活却仅积累非常少的油脂。总之ACL是油脂积累开始的先决条件，但是它的

存在并不必要地导致油脂积累，它不是唯一的重要因素[61]。实际上其它的酶对于油脂的

合成也有至关重要的作用。脂肪酸是菌体内极易被消耗的物质，要获得积累需要源源不

断的如NADPH等的还原力供应[63]。由柠檬酸裂解形成的草酰乙酸首先由苹果酸脱氢酶

还原成苹果酸，再在苹果酸酶作用下氧化脱羧形成丙酮酸并伴随NADPH的释放。合成1 

mol的C18脂肪酸，需要16 mol的NADPH。线粒体中的丙酮酸既可以通过丙酮酸脱氢酶

产生乙酰CoA，又可以在丙酮酸羧化酶的作用下产生草酰乙酸，这两个产物在柠檬酸合

酶的催化下形成柠檬酸，为ACL提供底物，完成TCA合成调控中重要的代谢循环。 

1.2.3.3  影响油脂合成的条件 

除了碳源充足而氮源限制的高碳氮比条件被油脂积累过程需要外，其它条件如温

度，pH和溶氧等也会对油脂的合成造成一定影响。 

油脂生成的最适温度在25
o
C左右，适宜的温度可以促进微生物油脂的合成，温度过

高或过低都会对其造成阻碍。由于菌体对外界环境温度变化有一定的适应性，温度的变

化可以引起微生物油脂脂肪酸组成成分的变化。通常，长链脂肪酸比短链脂肪酸熔点高

而饱和脂肪酸比不饱和脂肪酸熔点高，因此当菌株从低温转移到高温生长时，菌体膜中

饱和脂肪酸和长链脂肪酸含量增加；而当温度降低时，不饱和脂肪酸和短链脂肪酸含量

增加，主要是油酸和棕榈油酸等含量增加。这些变化都是为了满足菌体膜正常流动性和

通透性的需要[64]。 

pH值对于微生物产油也有一定的影响，一般情况下最适油脂合成pH值与其最适生

长pH值一致；不同微生物油脂积累的最适pH值不同，酵母为3.5-6.0而霉菌为中性至偏碱

性；产油酵母培养基最初pH值越接近中性稳定期菌体油脂含量也越高[65]。 

产油微生物利用糖类等底物合成油脂和不饱和脂肪酸时都需要氧气参与，因此该过

程需供氧充足。在供氧不足的情况下，甘油三酯的合成会严重受阻，并引起磷脂和游离

脂肪酸的大量积累。 

适量的无机盐和微量元素的使用可以提高菌体油脂合成速度和油脂产量。利用油脂

酵母Lipomyces starkeyi生产油脂过程中，铁离子的添加可以加快油脂合成速度，锌离子

的添加可以提高油脂产量[66]。同时需要说明的是，微生物体内的油脂在外界条件改变时，

也可能被降解。例如对于Mortierella isabellina当培养基中碳源耗竭时就会大量分解储存

的油脂。对于C. echinulata，还需要丰富的Fe
3＋和Mg

2＋才会启动油脂降解。另外，乙醇、

乙酸盐、乙醛等脂肪酸合成中间产物能形成中间产物C2化合物而利于油脂的积累。就油

脂的理论产率，以生成棕榈酸为例，油脂基于葡萄糖的理论得率为36.1%（wt./wt.）；

以生成硬脂酸为例，油脂基于葡萄糖的理论得率为35.1%（wt./wt.）。 
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1.3  以木质纤维素为原料的微生物油脂生产 

1.3.1  木质纤维素概述 

每年有2.5×10
21

Btu（英国热力学单位＝055.05585焦）的太阳能传向地球表面，这个

能量是当前人类每年能量总需求量2.0×10
17

Btu的大约1.2万倍，也是预计到2050年人类每

年需求量的大约4000倍[67]。到达地球表面通过光合作用储存的太阳能是世界能源需求量

的10倍。世界范围内，陆地上的植物每年达到1.3×10
10公吨干重，相当于7×10

9公吨煤燃

烧释放的能量，能够提供世界上三分之二的能源总需求。每年农业来源或其它来源的木

质纤维素原料大约在1.8亿吨左右[67]。 

    图1.3  木质纤维素的结构 

Fig.1.3  The structure of lignocellulose 

    许多发酵产物如糖类、有机酸、表面活性剂、胶、溶剂或饮料软化剂等，其成本往

往决定于碳水化合物原材料的成本，恰好木质纤维素类农林业废物是世界上最大的碳水

化合物供应源。这样，能够将每年数十亿吨的生物质转化为生物燃料的技术被急切需求。

根据美国农业部和能源部报告，到20世纪中期柳枝稷和杂种白杨等终年生植物以及玉米 

秸秆可以提供约 13 亿吨生物质，以供生物能源生产所需[68]。世界木材的消耗量在每年

35 亿公吨，比 1960 年增长 65%。木材和其他的木质纤维素由纤维素（不可溶的 β-1,4

葡聚糖纤维）、半纤维素（非纤维多糖，包括木聚糖、葡聚糖、甘露聚糖）和木质素（一

种复杂的多酚结构）组成。被子植物木质主要包含 42%-50%的纤维素、25%-35%的半纤

维素和 20%-25%的木质素以及 5%-8%的提取物。这个木质纤维素池是森林生态系统中

的主要碳源储存地，包含了地球上 20%的碳源，提供了生物能源生产的大量可再生原料。

世界粮农组织评估认为农业来源的木质纤维素废料相当丰富。世界范围内每年有大约 29

亿吨谷类作物、1.6亿吨豆类作物、1400万吨油脂类作物和 5.4亿吨种植作物废料产生[69]。

除了上述木质纤维素废料以外，每年全世界产出约 6 亿吨棕榈油树，但仅仅 10%变成了

棕榈油和棕榈核油，剩下的 90%（空果、纤维、叶、干、核和棕榈油研磨渣等）被当作

垃圾扔掉。许多种类的木质纤维素原料，包括小麦秆、水稻秆、棕榈叶、玉米棒、玉米

芯、玉米皮等有不同量的纤维素组份。估计每年有 1.5 万亿吨的木质纤维素产出，可以

为对环境友好的新材料提供用之不竭的原料[70]。因此在生物能源生产方面，将大量的木

质纤维素原料转化为可发酵用的糖类具有广阔的应用前景。 
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1.3.2  木质纤维素转化为可利用糖 

    纤维素是一种由 β-D-吡喃型葡萄糖单元，经 β-(1,4)糖苷键连接而成的同聚多糖。纤

维二糖是纤维素最小的重复单元，可以被转化为葡萄糖残基。纤维素水解酶可以被分为

三个主要部分：纤维素内切酶、纤维二糖水解酶和 β-葡萄糖苷酶。纤维素内切酶从内部

随机切割纤维素长链，而纤维二糖水解酶则攻击长链末端，释放纤维二糖。β-葡萄糖苷

酶仅仅作用于纤维寡聚糖和纤维二糖，释放出葡萄糖单体，如图 1.4。 

将纤维素转化为可发酵糖是生物炼制研究领域关注最多的方向，因为它是下游生物

能源生产的前提。当今糖和淀粉提供了生产乙醇90%的原料，但是自然界中糖存在最多

的形式是纤维素和半纤维素。木质纤维素原料可以通过水解和下游的发酵而转化成乙

醇，这个过程比仅仅使用六碳糖发酵要复杂地多[71]，并且比以淀粉基和含糖作物为原料

的生物乙醇生产在经济性上相差甚远。在水解过程中，生物质的纤维素部分被转化为各

种糖类，然后下游的发酵将这些糖转化为乙醇。木质纤维素中10%-25%的木质素不含糖

基，因此不能被转化为糖类而成为乙醇生产中的残渣。如何利用残余的木质素得到有附

加值的产品是一个大的挑战。 

图1.4  纤维素结构和酶水解位置简图 

Fig.1.4  Molecular structure of cellulose and site of action of three cellulase 

半纤维素是生物质中含量第二丰富的组分，占木质纤维素的25%-35%
[72]。半纤维素

是由五碳糖（D-木糖，D-阿拉伯糖）、六碳糖（D-甘露糖、D-葡萄糖、D-半乳糖）和糖

酸组成的异聚多糖。硬木中半纤维素主要包含木聚糖，而软木中则主要包含葡甘聚糖。

有多种酶可以用来降解半纤维素，例如内-β-1,4-葡聚糖酶、β-木糖苷酶等。像纤维素一

样，半纤维素同样是一种生物炼制应用中可发酵糖的来源。 

将木质纤维素转化为可利用糖后，生物柴油原料微生物油脂的生产则基于这些可利

用糖为底物，转化为甘油三酯。生物柴油的生产将会基于甘油三酯的甲脂化，这样为生

物柴油生产的经济性提供了一种可能的解决方式。 
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1.3.3  木质纤维素油脂生产基本工艺 

由木质纤维素生产生物油脂的工艺可以分为物料前处理、预处理、生物质的水解和

微生物发酵及油脂提取这四个环节。 

1.3.3.1  物料前处理 

木质纤维素原料在收获后要先清洗以除去其中的泥沙，然后粉碎降低粒径尺寸。这

样做可以便于运输，也可以增大表面积以利于下一步预处理。木质纤维素经粉碎后的大

小一般为10-30mm，粒度大小对预处理、糖化和发酵的效果影响较大[73]。 

1.3.3.2  生物质预处理 

生物质的预处理旨在利用物理、化学或生物的方法破坏木质纤维素牢固的结构，打

开包裹的木质素和半纤维素，打破纤维素致密的微晶结构，从而利于纤维素酶释放到纤

维素上并水解之。预处理的主要方法有：蒸汽膨爆、氨纤维膨爆、有机溶剂提取和稀酸

预处理等。本研究则利用稀硫酸预处理的方法处理木质纤维素，它是一种较为传统多见

的方式。用浓度在0.5%-3%的稀硫酸作为预浸原料，然后在预处理反应器中以130-200
o
C

的高温处理15分钟。此方法的优点在于糖得率较高，催化剂的成本低且易于中和；缺点

则是有高的设备要求和副产物的形成。 

1.3.3.3  生物质的水解 

生物质的水解过程是在一定的温度下使纤维素或半纤维素等高分子化合物转化为

可溶性的五碳糖和六碳糖。它可以分为酸水解法和酶水解法，本研究则引用酶水解法。

经预处理后的生物质物料由于纤维素或半纤维素暴露出来，使得酶与物料结合起来并水

解纤维素组分。该反应条件温和，一般在pH4.8左右、45-50
o
C的常压下进行，转化率较

高，很有商业应用前景。但是酶的较大用量和较高成本是木质纤维素转化的商业化主要

瓶颈之一。 

1.3.3.4  生物油脂的发酵 

木质纤维素水解液发酵产生物油脂，是利用产油微生物对原料的水解产物包括五碳

糖和六碳糖等进行转化，生成生物油脂的过程。通常发酵结果和所使用的微生物在特定

条件下的生理生化状态密切相关，因此发酵条件如pH、溶氧、温度等因素的控制对发酵

有重要作用。 

图1.5  木质纤维素生物油脂生产基本流程 

Fig.1.5  Procedures of microbial lipid production using lignocellulose 

1.3.4  木质纤维素处理中产生的抑制物 

    由于木质纤维素具有相当牢固的结构，因此强的物理和化学方法通常被用于破坏其

固有的结构，将木质素和半纤维素分离开来，降低纤维素的结晶度和增大木质纤维素的
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孔隙，同时尽可能小的破坏可利用糖成分。但是运用物理化学等强的预处理方法处理木

质纤维素的过程中，会产生多种副产物（如图1.6）。D-葡萄糖主要来源于纤维素的水

解；己糖如D-葡萄糖、D-半乳糖、D-甘露糖和D-鼠李糖，戊糖如D-木糖和L-阿拉伯糖等

从半纤维素成分中释放；但糖醛酸如葡萄糖醛酸等也从半纤维素水解中产生；木质素是

一种水不溶性的芳香多聚物，包含丙苯亚基。水解处理会导致木质素和单糖的进一步降

解，进而产生三种类型的抑制物：（1）呋喃衍生物（糠醛和5-羟甲基糠醛）；（2）弱

酸（主要包括乙酸，甲酸和乙酰丙酸）；（3）酚类物质。 

    图1.6  木质纤维素平均组成及主要水解产物 

Fig.1.6  Average composition of lignocellulosic biomass and main derived hydrolysis products 

    呋喃类抑制物中，5-羟甲基糠醛来源于己糖而糠醛来源于戊糖[74,75]。其浓度水平决

定于原料的种类和预处理过程的差异。例如，水杉水解液中5-羟甲基糠醛浓度因一步或

两步稀酸水解的不同而从2.0g/L变化到5.9g/L
[76,77]。相反的，湿法氧化处理的麦秆却没有

5-羟甲基糠醛的出现[78]。虽然糠醛通常比羟甲基糠醛在水解液中的浓度要低（1g/L左

右），但是其对菌体的抑制作用很强。乙酸、甲酸和乙酰丙酸是木质纤维素水解液中非

常常见的弱酸，乙酸是通过半纤维素脱乙酰基作用形成的，而甲酸和乙酰丙酸则是羟甲

基糠醛的降解产物[74,75]。甲酸也可以通过糠醛在高温和酸性条件下形成[74]
 。许多种酚

类降解物是由木质素破坏以及酸水解中的碳水化合物降解产生的[79]。由于不同的生物质

原料里，木质素的甲氧基化程度和菌体壁内与纤维素、半纤维素连接的内在化学键强弱

不同，酚类降解物的多少和类型通常由生物质来源决定[80]。 

在呋喃类衍生物中，糠醛影响菌体的生长速率和生物量基于ATP的得率[81]，其对菌

体的抑制主要取决于糠醛在水解液中的浓度。而羟甲基糠醛毒性则比糠醛相对较弱，并
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且它在木质纤维素水解液中的浓度较低。酚类降解物对菌体生长有明显的抑制作用，且

毒性最高，作用机理是破坏生物膜的完整性甚至分解生物膜，从而丧失菌体的选择透过

性和酶作用载体的能力[81]。乙酸等弱酸对微生物的作用不但因浓度的不同而不同，而且

受到发酵条件如氧浓度和pH的影响[82]。于此同时，不同菌体对抑制物的耐受能力是不

同的，而且在水解液中存在的各种抑制物之间存在协同效应。对油脂酵母圆红冬孢酵母

Y4耐抑制物性能测试结果表明：5-羟甲基糠醛和丁香醛对菌体抑制较弱，对羟基苯甲醛

和香兰素在浓度低于10mM时对菌体毒性很弱，而糠醛及其衍生物糠醇和糠酸在浓度1 

mM左右能够抑制菌体45%的生长[83]。本研究所使用的产油菌皮状丝孢酵母，其对抑制

物的耐受作用相对较好，低于5 g/L的乙酸对其抑制很小，羟甲基糠醛对其抑制作用不明

显，但糠醛在低浓度下对其生长的影响很大[84]。 

1.3.5  木质纤维素水解液中抑制物的脱除 

    为了去除预处理过程中产生的各种分解物以利于菌体的发酵过程，许多抑制物的脱

除方法被尝试，包括物理法，化学法和生物法等。物理方法主要通过真空蒸发法去除水

解液中的挥发性物质比如乙酸、糠醛和香兰素等。但是这种方法会从某种程度上增加非

挥发性抑制物浓度，如木质素衍生物。有一种化学方法是利用pH的改变使抑制物沉淀下

来，从而达到去除的目的，然后再调回发酵所需的pH。还有一种是利用活性炭或者离子

交换树脂吸附抑制物，但是这种方法的成本较高不适合用于工业化。也有利用物理化学

联合的方法脱除抑制物，并且取得了较好的效果，例如Huang等利用大米草水解液生产

微生物油脂，使用调节pH而后浓缩吸附等物理化学方法，达到了一定的脱毒效果，油脂

的生产也有明显的提高[85]。但是，这些方法都有各种各样的缺陷，包括大量清水的使用、

废水的产生、木质纤维素成分的丢失和可利用糖的损耗，以及抑制物脱除不完全等等[86]。

例如，作为最常用的脱毒方式水洗脱毒，大部分可转化为可利用糖的木质纤维素成分被

洗掉，大量的清水被消耗而变成废水，同时废水的处理也是很麻烦的问题。 

    作为解决以上问题的一种方式，生物脱毒的方法被提出，即利用特定微生物正常的

代谢途径如分泌过氧化物酶和漆酶等进入水解液降解抑制物成分[87,88]。生物脱毒有很多

优点，例如没有纤维素固体成分的损失，用水量大量减少等。但是此方法只适用于液体

水解液系统，而纤维素已经在抑制物毒性下被水解为单糖，水解过程中的酶已经被各种

抑制物抑制而影响了纤维素的转化率。另外由于水解液系统的生物脱毒中，抑制物已经

被大量的水稀释，脱毒菌降解速率大大减缓，水解液中存在的糖类反而可能被脱毒菌利

用。这样，由于脱毒过程相当耗时，生物脱毒的应用被严重的限制。直到最近，一种新

的脱毒方法被Zhang等人引入[89]，即通过一种从木质纤维素原料中自然分离到的霉菌

Amorphotheca resinae ZN1脱除原料中的抑制物。与以往生物脱毒不同的是，这种微生物

在预处理后的生物原料上生长快速，直接作用于固体物料上，能够主要以抑制物为碳源

而很好的防止了木质纤维素的损失。另外，由于它直接作用于固体底物，抑制物可以不

经稀释而直接较快速的被微生物降解。这类脱毒菌种和脱毒方法有零能量投入，零废水

排放的特点，提供了一种有效的具有工业应用前景的木质纤维素抑制物去除方法。 
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1.4  课题研究的意义与内容 

生物柴油由于其可持续性、可再生性及环境友好性而在近年来倍受人们的关注，它

是一种很有潜力的化石能源的替代能源。但是，生物柴油通常以食物级植物油脂作为原

料，大大影响了经济性与工业可应用性，同时有可能带来粮食危机，因此生物柴油的炼

制原料问题成为了其工业化的瓶颈。与此同时，有一类微生物包括藻类、酵母、细菌和

霉菌等能够积累高于自身生物量 20%甚至 70%的油脂，油脂成分十分类似于植物油脂，

而且其具有油脂积累周期短、劳动力需求少、季节气候及地域影响小、容易放大以及无

耕地需求等优点。这种微生物油脂很可能成为生物柴油生产最有潜力的原料之一。然而，

迄今为止很多微生物油脂的研究都是利用葡萄糖等成本高的纯糖作为底物，显然无利于

其生产应用的经济性。自然界中存在着大量作为农林业废料的木质纤维素，其价格和成

本非常低廉。如果能够将其转化为可供微生物利用的糖类，进而供油脂生产菌作为底物

利用生产微生物油脂，无疑是一种很好的降低生物油脂生产成本，从而提高生物柴油生

产经济性的有效策略。到目前为止，利用廉价的木质纤维素原料生产生物乙醇的研究已

经很多，而用其生产生物油脂的研究很少。 

在将木质纤维素转化为微生物可利用糖的过程中，必须有强烈的物理化学的处理方

法改变木质纤维素固有的牢固结构。稀硫酸预处理是一种很常用的经典预处理方法，它

能够将包裹在纤维素外部具有紧密结构的木质素和半纤维素破坏，将结晶纤维素转化为

无定形纤维素，从而使纤维素酶在水解过程中能够很好和纤维素结合并作用而高效率的

转化为各种单糖。但是伴随着这种强烈的物理化学过程，许多种木质纤维素衍生物和降

解产物出现在经预处理后的物料中，包括各种抑制物如糠醛、羟甲基糠醛和乙酸等等。

这些抑制物对后续酶水解和微生物生长及油脂生产都有明显的抑制作用，因而抑制物的

脱除被许多研究尝试。但是通常脱毒过程比较复杂、能耗大，或者是有污水生成而不具

有工业可行性。最近一种零能量投入、零废水生成及完全作用在固态原料上的脱毒方法，

被用于木质纤维素生产乙醇的过程中。目前，还没有研究利用这种工业可行的脱毒方法

去除木质纤维素中抑制物对油脂发酵的影响。 

氮源限制通常被认为是产油微生物油脂积累的先决条件，具有高碳氮比的培养基经

常被用来产油以获得较高的油脂含量。然而，利用自然界中存在的工农业废料如泥浆、

番茄渣水解液和谷氨酸钠废水等作为原料的油脂生产往往菌体含油率很低，原因就是其

中具有丰富的氮源。同样，农业废料木质纤维素也具有大量氮源，来源主要为植物在生

长过程中自身合成以及外界所施加的以氮肥为形式的丰富氮源。利用大米草水解液生产

油脂的报道称在原水解液中仅有 14.6%的菌体含油率被获得。 

本研究利用农业废料玉米秸秆作为原料通过一系列的过程转化为可利用糖类，供油

脂酵母皮状丝孢酵母 CX1 利用，从而积累生物油脂。出于经济性考虑，本过程中仅仅

添加少量廉价的无机盐用于发酵，而没有其它高成本的物质添加。玉米秸秆水解液首次

被应用于油脂发酵的研究中，因而其确切的氮源含量和碳氮比情况都不甚清楚。本研究
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则具体测定了玉米秸秆水解液中的氮源情况，探索了预处理过程中产生的各种抑制物对

发酵过程的影响，并且证实了其它发酵因素的地位，找出了利用玉米秸秆水解液进行油

脂发酵的瓶颈。另外，针对玉米秸秆处理过程中产生的各种抑制物，本工作首次将最近

报道的新的工业可行生物脱毒技术用于油脂发酵过程。这些工作对今后利用木质纤维素

原料生产生物油脂的进展有非常重要的意义。 
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第 2 章  材料与方法 

 

2.1  材料与设备 

2.1.1  菌种 

本研究课题所用油脂发酵菌种为本实验室购买的Trichosporon cutaneum 2.1374的突

变菌株Trichosporon cutaneum CX1。Trichosporon cutaneum 2.1374购自中国普通微生物

菌种保藏中心（CGMCC），菌种保藏号为2527。 

脱毒菌种Amorphotheca resinae ZN1为本实验室从玉米秸秆中自行筛选的菌种。 

2.1.2  实验试剂 

见表2.1。 

表 2.1  试剂 

Table 2.1  Reagents 

试剂名称 规格 生产厂家 

98%浓硫酸 GR 上海菲达工贸有限公司 

浓盐酸 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

三氟化硼 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

NaOH AR 上海振兴化工厂 

苯酚 AR 上海润捷化学试剂有限公司 

葡萄糖 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 

D-葡萄糖 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 

D-木糖 AR 美国ICN公司 

苏丹黑 AR 国药集团化学试剂有限公司 

二甲苯 AR 国药集团化学试剂有限公司 

沙黄 AR 国药集团化学试剂有限公司 

过硫酸钾 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

硝酸钾 AR 国药集团化学试剂有限公司 

琼脂 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 

糠醛 AR 上海润捷化学试剂有限公司生产 

乙酸 AR 上海润捷化学试剂有限公司生产 

甲醇 AR 上海振兴化工一厂 

正己烷 AR 上海菲达工贸有限公司 
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2.1.3  培养基 

(1) YPED培养基  

酵母粉10 g/L；葡萄糖20 g/L；蛋白胨20 g/L；琼脂粉15 g/L。115°C下灭菌20 min。 

(2) 种子培养基 

葡萄糖20 g/L；酵母粉0.5 g/L；(NH4)2SO4 5.0 g/L; KH2PO4 1.0 g/L；MgSO4·7H2O 0.5 

g/L；pH值5.8~6.0。115°C下灭菌20 min。 

(3) 合成培养基 

葡萄糖38 g/L；木糖7.8 g/L; (NH4)2SO4 1.0 g/L; KH2PO4 1.0 g/L; MgSO4·7H2O 0.5 g/L; 

pH值6.0。115°C下灭菌20 min。 

(4) 玉米秸秆水解液发酵培养基 

由华东理工大学生物质能源研究中心提供，通过稀硫酸预处理方法处理秸秆，加入

纤维素酶进行水解，水解后进行固液分离所得到的水解液。由于预处理强度不同，糖的

浓度和抑制物浓度也不相同。发酵时，向水解液中加入无机盐(NH4)2SO4 0.5 g/L，KH2PO4 

1.0 g/L，MgSO4·7H2O 0.5 g/L。 

(5) PDA 培养基 

    马铃薯 200 g/L，葡萄糖 20 g/L，琼脂粉 20 g/L。115°C 下灭菌 20 min。  

三氯甲烷 AR 上海化学试剂有限公司 

甲酸 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

乙酰丙酸 AR 美国Johnson Matthey 

羟甲基糠醛 AR 比利时Acros 

香兰素 AR 国药集团化学试剂有限公司 

4-羟基苯甲醛 AR 国药集团化学试剂有限公司 

亚硝基铁氰化钠 AR 国药集团化学试剂有限公司 

磷酸氢二钠 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

次氯酸钠 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

氯化铵 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

纤 维 素 酶 ( 酶 活 约

65FPU/mL) AR Genencor Internal, Rochester, NY, USA 

硫酸铵 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

磷酸二氢钾 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

硫酸镁 AR 上海美兴化工有限公司 

琼脂粉 AR 中国惠心生化试剂有限公司 

酵母粉 AR OXOIDLID BASINGSTOKE HAMPSHIRE ENGLAND 

蛋白胨 AR 国药集团化学试剂有限公司 
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    本研究所用主要实验仪器如表2.2所示。 

表2.2  实验仪器 

Table 2.2  Experiment equipments 

仪器名称 规格 生产厂家 

电子天平 BS423S 北京赛多利斯 

立式压力蒸气灭菌器 YXQ-LS-75SⅡ 上海博迅实业有限公司医疗设备厂 

气浴恒温振荡器 SHZ-82 金坛亿通电子 

超声波脱气机 KWT-100A 科伟达 

落地恒温振荡摇床 HZ-9311K 太仓华利达 

分光光度计 DU-800 Beckman 公司 

高速冷冻离心机 J-26 Beckman 公司 

台式低速冷冻离心机 5415R Eppendorf 公司 

电热恒温鼓风干燥箱 DHG-9203A 上海一恒科学仪器 

水槽 ZC 宁波天恒 

pH 计 PHS-3C 雷磁 

旋转蒸发仪 R205 上海大颜仪器设备有限公司 

制冰机 XB100 GRANT 公司 

生化培养箱 LRH-150 上海一恒科学仪器 

超低温冰箱 86C Thermo 公司 

光学显微镜 XSP-8C 上海精密仪器仪表有限公司 

蒸汽发生器 DZFZ.5Cl 上海蒸源机电 

粉碎机 SF-高速粉碎机 上海科太粉碎设备厂 

压榨机 无型号 上海大张环保设备有限公司 

预处理反应器 2008-F39 上海东亚压力容器制造有限公司 

冰箱 BCD-215KA 海尔公司 

冰箱 SC-329GA 海尔公司 

旋涡混合仪 XW-80A 江苏海门市其林贝尔公司 

洁净工作台 100 级 SW-CJ-IBU 上海博迅公司 

高效液相色谱 LC-20AD 岛津 

气相色谱 Agilent6820 安捷伦 

超纯水纯化系统 Milli-Q Millipore 公司 

5L 反应器（糖化罐） 5L 上海保兴生物设备工程有限公司 

四联发酵罐 BIOTECH-3BG 上海保兴生物设备工程有限公司 
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2.2  培养方法 

2.2.1  菌种保藏  

    长期保藏：种子在YPD培养基中培养24 h后，与60%甘油等体积混合后分装入冻存

管中，-80
o
C保藏。 

    短期保藏：从-80
o
C 冰箱中取一管冻存菌种，划线接种于 YPD 固体培养基平板上，

培养 24 h 待长出大小合适菌落时，存放于 4
o
C 冰箱中保存。3 个星期之内使用。 

2.2.2  种子培养 

    从斜面上挑取单菌落接种于 20/100 mL 种子培养基中，于 180 rpm、30
o
C 摇床培养

24 h 作为一级种子。 

    对于合成培养基的发酵实验，以 10%接种量将一级种子接种于 100/500 mL 种子培

养基中于 180 rpm、30
o
C 摇床培养 24 h 作为二级种子。将二级种子以 10%接种量接入合

成培养基中进行发酵实验。 

    对于玉米秸秆水解液的发酵实验，以 10%接种量将一级种子接种于 20/100 mL 50%

玉米秸秆水解液中，在 180 rpm、30
o
C 摇床培养 12-15 h 作为二级种子。将二级种子以

10%接种量接入 100/500 mL 100%玉米秸秆水解液中，于 180 rpm、30
o
C 摇床培养 24 h

作为三级种子。将三级种子以 10%接种量接入 1 L 水解液发酵罐中进行发酵实验。对于

经脱毒处理的原料的水解液，则直接将二级种子接入水解液中进行发酵实验。 

2.2.3  发酵实验 

    玉米秸秆水解液的发酵实验都在 3 L 发酵罐中进行，发酵罐的 pH、温度和溶氧可

以自动控制。通常的发酵条件为：1 L 装液量，10%接种量，pH 5.0，30
o
C，溶氧水平

20-30%（发酵条件实验除外）。发酵开始后的 24 h 内，每 6 h 取一次 5 mL 的样品；24 h

后每4 h取一次35 mL的样品。当水解液中油脂产量达到最大时发酵结束。样品中取 1 mL

在 12,906 g 下离心 5 分钟，上清用于测量糖和抑制物含量；沉淀菌体用于测量 OD600nm

吸光值。35 mL 样品中 30 mL 用于油脂提取。 

2.3  水解液制备方法 

2.3.1  玉米秸秆的前处理 

    玉米秸秆原料于 2007 年秋天收获于吉林省，经锤式粉碎机粉碎并过直径为 5 mm

的筛网。粉碎好的秸秆颗粒大小为 20-60 目，用清水清洗去除其中的碎石、尘土以及金

属物质，然后用压榨机压滤去除大量的水分并于 105
o
C 烘干 8-12 h 至恒重，于真空袋中

储存备用。 

2.3.2  原料预处理 

2.3.2.1  原料预浸 

    称取 800 g 粉碎干燥的玉米秸秆原料，置于大塑料箱内（25 L），缓缓倒入 400 g（固

液比 2:1）一定浓度的稀硫酸（3%-7%），反复搅拌直到混合均匀。搅拌好的物料装入塑

料袋内封好，在室温下放置预浸约 15-18 h 待用。加入原料中的稀硫酸的浓度分别为：
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2.5%，4%，5%和 6%，那么玉米秸秆中硫酸的浓度分别为：1.25%，2%，2.5%，3%。 

2.3.2.2  预处理反应器结构 

    本预处理实验所用反应器为自制不锈钢反应器（15 L），由三部分组成：电热高压

蒸汽发生器，预处理反应釜和物料收纳容器。反应釜为圆筒状，外壁为加热套（加热套

变压器输出电压 80 V）和石棉隔热保温层。反应器外壁温度和内部温度均由热电偶测得，

测量外壁温度的热电偶固定在外壁和加热套之间，而测量内部温度的热电偶沿反应釜中

轴线插入。物料收纳容器为不锈钢材质的圆柱形网筒，其体积大小和反应釜内容积相同，

能紧贴在反应釜内壁中，并且方便装卸。 

2.3.2.3  预处理操作 

    将经过稀硫酸预浸的原料加入圆柱形物料收纳器中，再将收纳器装入反应釜，拧紧

上下法兰。蒸汽发生器内的高压水蒸汽(1.5-3.0 MPa)通入反应釜，反应釜内温度到达

100
o
C 时，开排气阀放出不凝性气体并排出冷凝水。关闭排气阀后控制水蒸气流速，使

反应釜内温度在 30 秒内升至 190
o
C，维持 3 分钟。最后打开排气阀泻压，使在 30 秒内

预处理反应釜内压力降到常压，将物料收纳器取出倒出其中的物料于不锈钢筒中，其后

放入冷水中降温。冷却至常温的预处理物料放入塑料袋中密封，于-20
o
C 冰箱内保存。 

2.3.3  预处理后原料的脱毒 

    将预处理后的物料用一定浓度的 NaOH 溶液调至 pH 5.5-6.0，湿度 55-60%。从保存

有霉菌 Amorphotheca resinae ZN1 的试管斜面中，用 20 mL 无菌水洗脱孢子，接入含有

调整好 pH 和湿度的物料的生物脱毒反应器中。维持温度 25
o
C 和湿度 60%，培养 5 天

作为种子。将作为种子的固体原料以 10%的接种量接入调整好 pH 和湿度的物料中，在

生物脱毒反应器以与培养种子同样的方法，培养一定的时间。脱毒时间控制为糠醛和羟

甲基糠醛在物料中的浓度刚好脱减为零。脱毒后的物料保存于-20
o
C 冰箱中待用。 

2.3.4  原料的糖化水解 

    对经过脱毒或者未经脱毒的玉米秸秆的糖化采用纤维素酶 Accellerase 

1000(Genencor International, Rochester, NY, USA)，该酶的滤纸酶活为 65.8 FPU/mL，纤

维二糖酶活为 152.0 IU/mL。糖化过程在 5 L 发酵罐（糖化罐）中进行，固体含量为 15% 

(w/w)，酶用量为 7 FPU/g 干重，pH 4.80，50
o
C 下糖化 48 h。糖化后水解液中的水不溶

性固体使用 10,000 g 下离心 10 min 的方法去除，液体水解物则要在 pH 调整为 5.0 后在

115
o
C 下灭菌 20 min。灭菌后的水解液使用定量滤纸过滤，存放于 4

o
C 冰箱中待用。 

2.4  分析方法 

2.4.1  糖浓度和水解液中抑制物浓度的测定 

    水解液中糖浓度和抑制物浓度的测定采用高效液相色谱分析的方法，色谱柱为

Bio-rad Aminex HPX-87H 柱，柱温 65℃，流动相 0.005M H2SO4，流速 0.6 mL/min，检

测器为 RID-10A 示差检测器。各种葡萄糖和抑制物的精确浓度梯度标准液，经过 0.22 μm
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滤纸过滤后以 50 µL 体积进样。根据报告图谱中的出峰时间和峰面积，确定各种物质在

色谱柱中的出峰时间和标准曲线。待测定的样品，经过一定倍数的稀释后经 0.22 μm 滤

纸过滤后进样入液相色谱中，通过报告中各出峰时间的峰面积与标准曲线比对，确定待

测样品中各组分的浓度。 

2.4.2  水解液中氨氮测定 

    水解液中氨氮含量通过酚-次氯酸法。 

（1）容器的清洗：所有配制试剂的容器都用重铬酸钾洗液浸洗后清水冲洗干净，并用

去离子水润洗三次烘干。 

（2）试剂的配制：所有试剂都用超纯水配制。 

试剂 A：苯酚 10 g/L，亚硝酸铁氰化钠·2H2O 100 mg/L，37℃时实测 pH 为 7.5-7.8。 

4℃避光可存 30 天以上。 

     试剂 B-Ⅰ：Na2HPO4 0.4 M，NaOH 0.2 M，37℃时实测 pH 为 11.5-11.6。室温存放

不超过 60 天。 

     试剂 B-Ⅱ：NaClO 成品溶液，标示活性氯≥5.2%；NaOH 7.0-8.0%，NaOH 当量为

1.6±0.3 M。 

     试剂 B：试剂 B-Ⅱ：试剂 B-Ⅰ=1:100(v/v), 37℃时实测 pH 为 11.50-11.70，混合摇

匀备用，配置后于 4℃可保存 14 天。 

     铵标准液贮存液：称取 3.819 g 经 100
o
C 干燥过的优级纯氯化铵溶解于水中，移入

1000 mL 容量瓶中，稀释至标线。此溶液每毫升含 1.00 mg 氨氮。 

图 2.1  氨氮测定标准曲线 

Fig. 2.1  The standard curve of ammonium nitrogen determination 

（3）绘制标准曲线 
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    将铵标准贮存液进行一系列稀释，分别为 100 倍、50 倍、40 倍、20 倍、10 倍。依

次加入 20μL 标准溶液稀释液，2.5 mL 的试剂 A 和 2.5 mL 的试剂 B，10s 内立即摇匀，

于 37
o
C 水浴中保温 30-50 min，取出于 630nm 处比色测定，蒸馏水调零。绘制标准曲线。

如图 2.1，在氨氮检测剂量 0-2 μg 内，氨氮含量和 A630nm 间有很好的线性相关性。 

（4）样品测定 

    根据水解液中大概氨氮含量，调整样品稀释倍数（经验下稀释 5 倍）。于试管中依

次加入 20 μL 样品稀释液，2.5 mL 的试剂 A 和 2.5 mL 的试剂 B，10s 内立即摇匀，于

37
o
C 水浴中保温 30-50 min，取出于 630 nm 处比色测定，蒸馏水调零。空白样品混合液

吸光值为 0.010-0.040，这决定于所用试剂的质量。用测得的 A630nm 减去空白样品吸光

值，回归到标准曲线上，计算氨氮含量。计算公式如(2-1)所示： 

 

公式(2-1) 

其中，AN 为样品中的氨氮含量(μg)；n 为样品稀释倍数；A 为样品在 630 nm 下的吸光

值。 

2.4.3  水解液中总氮测定 

（1）容器的清洗：所有配制试剂的容器都用重铬酸钾洗液浸洗后清水冲洗干净，并用

超纯水润洗三次烘干。 

（2）试剂的配制：所有试剂都用超纯水配制。 

碱性 K2S208：称取 40 g K2S208，15 g NaOH，溶于超纯水中，稀释至 1000 mL，存

放于塑料瓶内，可存一周。 

硝酸钾标准贮备液：硝酸钾经 105-110℃烘干 4 h，称取 0.7218 g，溶于超纯水中，

移入 1000 mL 的容量瓶中，定容，此溶液硝酸盐氮含量为 100 μg/mL。加

入 2 mL 三氯甲烷作保护剂，至少稳定 6 个月。 

硝酸钾标准准备液：将贮备液用无氨水稀释 10 倍而得，即 10 μg/mL 硝酸盐氮。 

1+9 盐酸：1 体积的盐酸＋9 体积的水。 

（3）绘制标准曲线： 

①分别吸收 0，0.50，1.00，2.00，3.00，5.00，7.00，8.00 mL KNO3 标准液于 25 mL

比色管中（注意比色管质量），用超纯水稀释至 10 mL 标线。 

②加入 5 mL 碱性 K2S208 溶液，塞紧磨口塞，用纱布裹紧。 

③将比色皿置于压力蒸汽消毒器中，加热 0.5 h，放气使压力回零。然后升温至

120-124℃开始计时，使比色管加热 0.5 h。 

④自然冷却，开阀放气，移去外盖，比色管冷却至室温。 

⑤加入 1+9 盐酸 1 mL,并用超纯水稀释至 25 mL 标线。 

⑥在紫外紫外分光光度计上，以超纯水作参比，在 220 nm 及 275 nm 处测吸光度，

用校正的吸光度 A=A275-2A220 绘制标准曲线。 

2711.0

)0027.0( 


An
AN
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    总氮测定的标准曲线由于批次间差异较大，每次样品测定都要测一次。 

（4）视样品中的总氮含量，根据经验对水解液稀释 10 倍后，取 200-500 μL 样品（含氮

20-80 ug）加入体系，重复上述步骤，测校正的吸光值，回归到标准曲线上，计算总含

氮量。 

2.4.4  水解液中 C/N 比计算 

    水解液中的 C/N 比计算中，碳源以葡萄糖和木糖的含碳量为基准，氮源以发酵过程

中消耗的氮源为基准（即发酵开始时总氮与发酵结束时总氮含量之差），基于以下公式： 

14)]N[]N([

1505Xyl][1806[Glu]
NC

10 


    公式(2-2) 

其中，[Glu]和[Xyl]分别为水解液中初始葡萄糖和木糖浓度；[N]0 为水解液中初始总氮含

量；[N]1 为发酵结束时水解液中剩余的总氮含量。 

2.4.5  菌体浓度的测定 

菌体浓度采用分光光度法测 600 nm 下吸光值的方法间接测量，从样品中取出 1 mL

在 12,906 g 下离心 5 min。菌体沉淀用去离子水通过悬浮后离心的方式清洗两遍后，悬

浮于 1 mL 去离子水中，使用 DU800 测量其 600 nm 下的吸光值(OD600nm)。 

2.4.6  菌体干重的测定 

将发酵进行 24 h 后每隔 4 h 取出的 35 mL 的样品，取 30 mL 于 50 mL 离心管中，

在 12,906 g 下离心 5 min。离心后的菌体用去离子水通过悬浮后离心的方式清洗两遍，

悬浮在 5 mL 去离子水中，倒入平皿中于 80
o
C 烘箱烘大约 4 h 至恒重，去皮称重。 

2.4.7  油脂量测定 

    油脂量的测定参照酸热-有机溶剂萃取法[90]，具体操作为：加入 5 mL 4 M HCl 于含

有干菌体的培养皿中，浸泡菌体 30 min 并转移至 50 mL 离心管中；之后沸水浴 10 min

并立即插入冰水混合物中速冷；然后加入 20 mL 氯仿:甲醇=2:1 的混合溶液并封口，于

摇床中以 180 rpm 震荡混匀 30 min 后，10,000 g 离心 5 min；用玻璃针管取下层有机相

至茄形烧瓶中，经 80
o
C 旋转蒸发掉有机溶剂后，烘干至恒重，去皮称重。 

2.4.8  油脂脂肪酸组成测定 

    称取提取的油脂 2 g，加入 20 mL 0.5 mol/L KOH/甲醇溶液在 65
o
C 水浴中加热回流

50 min。冷却后加入 80 mL 13%的三氟化硼-甲醇溶液（BF3 乙醚:无水甲醇=4:10）加热

回流 5 min。冷却后再加入 10 mL 正己烷，并加入适量蒸馏水水洗分层。取最上层的正

己烷相，向气质联用仪 Clarus 500（GC-MS）中进样。气质联用仪分析参数设置为：进

样口温度 280
o
C；进样量 1μL；色谱柱 PE-5 (30 m×0.25 mm×0.25μm)；分流:不分流进样

口＝10:1；检测器温度(FID，氢火焰离子化检测器) 300
o
C；载气氦气，流速 1 mL/min；

升温程序为在 80
o
C 条件下保留 3 分钟，以 16

o
C/min 升温到 280

o
C；分析系统为 NIST MS 

Search 2.0
[84]。 

2.4.9  油脂染色观察 

    涂少量经稀释的菌悬液于载玻片上，热固定后滴入 2 滴苏丹黑染液染色 2 min，然
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后用二甲苯洗涤载玻片至洗出液无色，再用沙黄复染 30 s 后清水冲去沙黄染液。于油镜

下观察，菌体内的油脂颗粒会被苏丹黑染成黑色，菌体其它成分则为红色。 
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第 3 章  实验结果 

 

3.1  发酵过程中影响油脂积累的关键因素 

3.1.1  不同发酵条件对油脂发酵的影响 

    由于各种发酵条件如 pH、溶氧和温度等都会对产油酵母的油脂积累产生各种影响
[91,92]，因此本实验在玉米秸秆水解液中考察 Trichosporon cutaneum CX1 的菌体生长和油

脂积累对这些变化的发酵条件的敏感程度。 

3.1.1.1  溶氧 

表3.11  不同溶氧水平对水解液中油脂发酵的影响 

Table 3.11  The effects of different DO level on the lipid fermentation in CS hydrolysate 

不同溶氧水平

（%） 

菌体干重

(g/L) 

油脂产量

(g/L) 

菌体含油率

(g/100g菌体) 

菌体得率 

(g/100g糖) 

油脂得率

(g/100g糖) 

0-10 7.76 0.87 11.2 18.0 2.0 

10-20 9.42 1.13 11.9 20.5 2.4 

20-30 9.76 1.47 15.1 25.7 3.9 

    由于发酵过程中培养基（水解液）中的溶解氧浓度通常和菌体的生理状态紧密相关，

而菌体的耗氧情况在不断的变化中，因此很难将溶氧水平控制在固定的数值下，这里将

溶氧控制在不同的水平区间内。T. cutaneum是一种好氧菌，因此将溶氧浓度设置在0以

上。但是菌体的氧气需求比较旺盛，将溶氧维持在较高水平意味着更高的氧气供应。氧

气供应的提高需要通过增加搅拌转速或者提高通气量和氧气纯度来实现，这样发酵过程

中的能耗也增加。就工业化成本考虑，溶氧水平越低越有利。20-30%的溶氧水平是发酵

过程中设备可以达到的最高水平。在表3.11中显示，当溶氧水平从0-10%升高到10-20%

再到20-30%的过程中，菌体干重、油脂产量和含油率都逐渐增加；就生物量和油脂基于

糖的得率而言，高水平的溶氧利于糖向菌体和油脂的转化。 

    虽然上述实验说明，高的溶氧水平有利于菌体生长和油脂合成，但是较高的溶氧水

平在工业上往往以高能耗为代价。考虑到需要氧气参与的三羧酸循环在油脂合成途径中

需要被抑制，而脂肪酸从头合成不需要氧气参与，因此推测油脂合成阶段氧气需求量少，

而大量的氧气需求在菌体生长旺盛的前阶段。根据经验，水解液中的菌体达到稳定期一

般在24 h左右，而且从24 h开始菌体的需氧量开始下降。本实验则探索在菌体进入对数

期后期稳定期开始时，也即油脂合成开始时，不同水平的溶氧对菌体产油和生长的影响。

于是，本实验在24 h之前，维持溶氧水平在20-30%之间；24 h之后溶氧则分别维持在不

同水平下，即0以下, 0-10%, 10-20%, 20-30%, 30-40%。 
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表3.12  24 h后不同溶氧水平对水解液中油脂发酵的影响 

Table 3.12  The effects of different DO level after 24 h on the lipid fermentation in CS hydrolysate 

24 h 后不同溶

氧水平（%） 

菌体干重

(g/L) 

油脂产量

(g/L) 

菌体含油率

(g/100g菌体) 

菌体得率 

(g/100g糖) 

油脂得率

(g/100g糖) 

0以下 6.46 0.94 14.6 32.3 4.7 

0-10 9.89 1.47 14.9 24.7 3.7 

10-20 10.33 1.32 12.8 27.2 3.5 

20-30 9.76 1.47 15.1 25.7 3.9 

30-40 9.38 1.52 16.2 20.5 3.3 

图3.11  24 h后不同溶氧水平对水解液中菌体生长的影响 

Fig. 3.11  The effects of different DO level after 24 h on the cell growth in CS hydrolysate 

    如表3.12所示，24 h后溶氧水平在0以上的四组实验，菌体干重和油脂产量以及菌体

和油脂基于糖得率相差不大，说明发酵后阶段对溶氧水平的变化不敏感。但是，24 h后

溶氧水平在0以下的发酵，其菌体干重和油脂产量则有明显减少。如图3.11，24 h溶氧跌

至0以下后，菌体对糖的消耗停止，表征菌体生长的OD值也不再增长。说明T. cutaneum 

CX1在培养基中溶氧为0时，停止对葡萄糖的吸收和利用，从而菌体生长停止。但是从

菌体得率、油脂得率和菌体含油率三项指标来看，24 h后溶氧水平降到0与其他高于0的

几个溶氧水平相比并无劣势。这表明后阶段即油脂积累期溶氧水平对油脂积累并无较大

影响，但是溶氧水平低于0则会导致糖吸收的停止，从而菌体生长和油脂的继续积累受

到遏制。 

3.1.1.2  pH值 
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    由于玉米秸秆经稀硫酸处理得到的水解液呈酸性，并且pH 4.0下菌体难以生长。故

基于过程可行性考虑将发酵过程中，水解液的pH值被分别调节为4.5, 5.0, 5.5, 6.0，考察

不同pH值对发酵的影响。 

表3.13  不同pH值对水解液中油脂发酵的影响 

Table 3.13  The effects of different pH on the lipid fermentation in CS hydrolysate 

pH值 
菌体干重

(g/L) 

油脂产量

(g/L) 

菌体含油率

(g/100g菌体) 

菌体得率 

(g/100g糖) 

油脂得率

(g/100g糖) 

4.5 10.24 2.24 21.8 27.3 6.0 

5.0 10.71 2.12 19.8 28.2 5.6 

5.5 11.29 1.69 15.0 29.7 4.5 

6.0 11.46 1.65 14.4 30.2 4.3 

如表3.13所示，随着pH值的升高菌体干重和菌体基于糖的得率都上升，但油脂产量、含

油率和油脂基于糖得率都下降。这表明，低pH值对于菌体油脂的积累有利而对于菌体生

长不利。鉴于糖化过程中对pH要求接近5.0，pH4.5和pH5.0油脂发酵情况相差不大，此

后发酵中固定pH为5.0。 

3.1.1.3  温度 

    温度高于 37
o
C 时 T. cutaneum CX1 会受到较大的抑制甚至无法生长，而温度低于

25
o
C 的发酵工业可行性差，特别对于生物能源生产更不实际。因此本实验温度的考察范

围为 25-35
o
C。 

表3.14  不同温度对水解液中发酵的影响 

Table 3.14  The effects of different pH on the fermentation in CS hydrolysate 

温度(
o
C) 

菌体干重

(g/L) 

油脂产量

(g/L) 

菌体含油率

(g/100g菌体) 

菌体得率 

(g/100g糖) 

油脂得率

(g/100g糖) 

25 11.29 1.99 23.5 23.5 4.1 

30 11.14 1.74 22.7 22.7 3.6 

35 8.04 1.44 17.5 17.5 3.1 

    如表 3.14 所示，随着温度的升高菌体干重和菌体基于糖得率下降，同时油脂产量、

含油率和油脂基于糖得率都下降。说明无论是菌体生长还是油脂积累都需要较低的温

度。但是 25
o
C 和 30

o
C 下的发酵数据差异不大，而工业生产中两个温度需要的能耗差别

很大，所以以后发酵选择在 30
o
C 下进行。 

3.1.1.4  YE添加 

    YE 中含有菌体生长所需的因子和离子，在合成培养基中 YE 的添加对菌体生长和

产油都有很明显的促进作用。因此，在水解液中考察添加一定量的 YE（0.5 和 1.0 g/L）

对菌体产油发酵的影响。 

表3.15  不同YE加量对水解液中油脂发酵的影响 
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Table 3.15  The effects of different YE addition on the lipid fermentation in CS hydrolysate 

YE (g/L) 
菌体干重

(g/L) 

油脂产量

(g/L) 

菌体含油率

(g/100g菌体) 

菌体得率 

(g/100g糖) 

油脂得率

(g/100g糖) 

0 12.23 2.04 16.7 25.6 4.3 

0.5 13.45 1.94 14.4 31.0 4.5 

1 15.40 1.87 12.1 32.8 4.0 

如表 3.15 所示，在玉米秸秆水解液中添加 YE 有利于菌体生长，但是不利于油脂的积累。

原因可能是，玉米秸秆中本身含有丰富的离子和营养因子，不需要靠 YE 来提供。而

YE 中含有一定的氮源（在 10%左右），YE 的添加反而增加了氮源使得 C/N 比有一定的

下降，不利于菌体油脂的积累。 

3.1.1.5  (NH4)2SO4添加量 

    硫酸铵是一种重要的速效氮源，对菌体生长和油脂的积累存在一定的作用。但是过

量的硫酸铵会增加水解液的含氮量，从而降低C/N比不利于产油。本实验探索的硫酸铵

添加剂量分别为：0, 0.5和1 g/L。 

    如表3.16所示，0.5 g/L和1 g/L的硫酸铵添加量对于油脂的积累和菌体的生长没有明

显的影响，而当水解液中不添加硫酸铵时，菌体的生长和油脂的积累情况都变差。因此，

确定发酵中硫酸铵的加量为0.5 g/L。 

表3.16  不同硫酸铵加量对水解液中油脂发酵的影响 

Table 3.16  The effects of different ammonium sulfate addition 

on the lipid fermentation in CS hydrolysate 

 (NH4)2SO4 

(g/L) 

菌体干重

(g/L) 

油脂产量

(g/L) 

菌体含油率

(g/100g菌体) 

菌体得率 

(g/100g糖) 

油脂得率

(g/100g糖) 

0 9.64 1.27 13.1 22.4 2.9 

0.5 12.23 2.04 16.7 25.6 4.3 

1 11.80 2.02 17.1 25.9 4.4 

3.1.2  水解液中 C/N 对油脂发酵的影响 

3.1.2.1  C/N比的计算 
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    玉米秸秆原料中木质纤维素含有三种主要成分，包括纤维素、半纤维素和木质素，

水解后不仅仅产生葡萄糖，还包括木糖、半乳糖、甘露糖、阿拉伯糖和纤维二糖等。经

测试，这些糖类都可以被 T. cutaneum 利用。但是，半乳糖、阿拉伯糖、纤维二糖和甘

露糖等在木质纤维素水解液中的含量不高，而且含量检测需要特殊的色谱柱，因此在

C/N 比的计算中碳源以两种主要的糖类葡萄糖和木糖为基准。 

    图3.12  总氮测定准确性检验 

Fig. 3.12  Accuracy test of total nitrogen content determination  

    氮源则通过过硫酸钾氧化法测定总氮为基准，该方法测定相对较快而且同批次可以

测定的样品数量多，但是该方法氮源的检出范围窄，容易受杂质物质如糖类的影响。由

于水解液的成分比较复杂容易对过硫酸钾氧化法的测定造成干扰，而且其颜色很深，因

此本实验通过增加稀释倍数的方法减小影响。这样，较高的稀释倍数就要求周围环境中

杂质氮源的干扰降到最小，容器的清洗非常关键，本实验中的所有容器均采用重铬酸钾

洗液清洗，溶液配制和测定用水均使用超纯水。 

    为保证该方法用于测量水解液中总氮含量的可行性与准确性，本实验对过硫酸钾氧

化法进行了准确度检验。即在水解液样品里分别加入 0.2 g/L, 0.5 g/L, 0.8 g/L 和 1 .0 g/L

的氨态氮，通过将测量加入量和实际加入量进行比较来检验该方法的准确性。如图 3.12

所示，测定值与实际值之间有很好的线性相关性，R
2 值达到了 0.9967，说明该方法适合

于检测水解液中总氮含量。 

    C/N 比的计算中，氮源含量为发酵前水解液中的初始总氮含量与发酵结束时水解液

中的总氮残余量的差值，发酵结束时间为油脂产量达到最大值时的时间，公式如(2-2)。

在 2.5%稀硫酸预处理条件下产生的水解液中，经计算 C/N 比为 30.6。 

3.1.2.2  不同初始C/N比对发酵的影响 

    计算得到的2.5%稀硫酸预处理水解液中的C/N比为30.6，尽管实际的C/N比比计算值

偏大，但相比于产油酵母油脂积累的培养基C/N比要求而言，相去甚远。在利用合成培
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养基发酵生产生物油脂的研究中，通常C/N比达到500左右[93]；而油脂发酵的培养基C/N

比最基本的要求也在100左右，如果低于这个值一般会使产油微生物的菌体含油率在

20%以下[94,95]。很多利用工农业废料如泥浆、番茄加工废料水解液和谷氨酸钠废料等作

为原料生产生物油脂的研究，都报道了这些废料中较多的含氮量，不加糖提高C/N比的

情况下含油率都在20%以下[94,96,97]。同样，利用大米草水解液作为原料生产生物油脂的

研究也报道了原水解液中14.6%的低含油率[85]。为探究具有同样低C/N比的玉米秸秆水

解液其产油情况，以及其油脂积累受C/N比因素的影响程度，本研究通过向水解液中外

加葡萄糖达到不同的初始C/N比的方法考察C/N比对油脂积累的影响。 

图 3.13  在不同初始 C/N 比下的水解液油脂发酵情况 

Fig. 3.13  Fermentation profile under different initial C/N ratio in CS hydrolysate 

表3.17  不同初始C/N比对水解液中油脂发酵的影响 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120130140

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0(b)
 C/N30   C/N58   C/N96   C/N158

T (h)

lip
id

 c
o
n
c
e
n
tr

a
ti
o
n
 (

g
/L

 h
y
d
ro

ly
s
a
te

)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120130140

0
20
40
60
80

100

120

140

160

180

200

220
(a)

D
C

M
 (

g
/L

)

 C/N30     C/N30

 C/N58     C/N58

 C/N96     C/N96

 C/N158   C/N158

T (h)

G
lu

c
o
s
e
 (

g
/L

)

-1
0

8

10

12

14

16

  Glucose          DCM



第 32 页                                  华东理工大学硕士学位论文 

Table 3.17  The effects of different C/N ratio on the lipid fermentation in CS hydrolysate 

    如表 3.17 所示，在原水解液中 C/N 比 30.6 的情况下，菌体含油率仅为 10%左右。

随初始 C/N 比从 30 到 96 增加的过程中，生物量先从 13.25 g/L 增加到 17.35 g/L 而后稳

定在这个水平，菌体含油率从 10.5%增加到 28.1%，油脂产量从 1.40 g/L 增加到 4.51 g/L。

Fig.3.13(a)中显示，初始 C/N 比 30 的水解液中，30 h 左右葡萄糖已经耗完，菌体的生长

还未到达稳定期；初始 C/N 比 71 的水解液中，70 h 左右葡萄糖耗完，菌体的生长刚好

到达稳定期；初始 C/N 比 127 的水解液中，140h 左右葡萄糖耗完，菌体生长已于 100h

左右进入稳定期。Fig.3.13(b)中，随初始 C/N 比从 30 到 71 到 127 的提高，油脂合成曲

线得以类似直线的延续。这表明，水解液中初始 C/N 比很低，在生长到达稳定时糖浓度

已经很低，而油脂积累的条件是氮源限制而碳源充足，这是水解液油脂发酵产量偏低的

主要原因。 

    值得注意的是，当 C/N 比继续增加到 158 时，却没有导致油脂合成量的进一步增加，

反而菌体干重，菌体油脂含量和油脂产量都有一定的下降。原因是水解液中存在相对丰

富的氮源，达到这个 C/N 比时水解液中的糖浓度为 217.88 g/L。可能在此葡萄糖浓度下，

皮状丝孢酵母的生长与油脂积累都受到一定的抑制作用。报道中，其他油脂酵母在 200 

g/L 糖浓度以上也表现出了类似的现象[98]。也有报道称，高浓度的糖抑制了油脂合成关

键酶柠檬酸裂解酶的酶活，从而抑制了油脂的合成[99]。 

    如图3.13，在初始C/N比30的水解液中，虽然葡萄糖在30 h左右已经耗完，但是菌体

仍然在生长。原因是水解液中存在其他类型的碳源，包括纤维二糖、半乳糖等寡糖和乙

酸，木糖等，在葡萄糖耗净后为菌体的生长提供了碳源和能源。同时这也进一步反映了

水解液中碳源和氮源比例对油脂合成的不利，即30 h后碳源枯竭而氮源依然可供 

菌体利用继续生长，结果是发酵油脂产量和菌体含油率分别仅为加糖后 C/N 比 96 下数

值的 31%和 37.4%。根据 C/N 比 30、58 和 96 下油脂生产的趋势，如果不是因为高于

200 g/L 的糖的添加量对菌体的抑制作用，C/N 比在 158 下的油脂产量和菌体含油率应

该会继续提高。这些现象表明了 C/N 比因素对于菌体油脂合成的重要影响，它相比于之

前不同发酵条件对菌体生长和油脂积累的影响，要显著很多。 

    玉米秸秆中的丰富氮源主要可能来源于玉米的种质创新和生长过程中的大量施肥，

这是玉米秸秆物料所固有的特性。为了提高玉米秸秆水解液中的 C/N 比，有两条途径：

一条是提高含碳量，另外一条是降低含氮量。提高含碳量可以采用补糖等方法，但是对

于玉米秸秆工业可行的只能是增加木质纤维素的转化率，进而提高初始糖浓度；降低氮

源含量方面需要找到工业可行的脱氮方法，同时又不造成糖的损失。 

C/N 比

(mol/mol) 

初始葡萄糖

浓度 (g/L) 

菌体干重 

(g/L) 

油脂产量

(g/L) 

菌体含油率

(g/100g 菌体) 

菌体得率

(g/100g 糖) 

油脂得率

(g/100g 糖) 

30.6 30.06 13.25 1.40 10.5 30.1 3.2 

58.6 70.67 17.35 2.81 16.2 13.2 3.4 

96.7 127.14 16.06 4.51 28.1 15.3 3.7 

158.6 217.88 15.29 3.53 23.1 20.9 3.5 
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3.1.2.3   间歇补糖方式增加C/N比对发酵的影响 

在不同初始 C/N 比实验中，当初始糖浓度高于 200 g/L 时，体现了对菌体生长和产

油的抑制作用。因此，本实验考察通过间歇补糖的方法提高糖浓度进而提高 C/N 比的效

果。 

    图3.14  间歇补糖对水解液油脂发酵的影响 

Fig. 3.14  Effects of intermittent glucose supplement on lipid fermentation in CS hydrolysate 

    如图 3.14 所示，当通过间歇补糖的方式将初始糖浓度维持在 30-40 g/L 时，油脂在

30 h 菌体生长进入稳定期后得到了持续的积累。从氮源的利用看，水解液中的氨态氮在

开始的 15 h 内首先被消耗完，总氮含量在 24 h 后也趋于平稳，以难利用或者不可利用

的氮源形式存在。在氮源耗竭的 25 h 以后，油脂体现出了较快的直线积累。由于发酵体

积及取样次数限制，总共的补糖次数为 5 次，直到糖利用殆尽油脂仍然体现出了持续的

积累。从表 3.18的数据分析，总共糖耗 93.8 g，油脂产量和含油率分别为 3.8 g/L和 21.1%，

这两个参数水平介于表 3.17 中初始补糖量在 70 g/L 和 127 g/L 之间。说明通过间歇补糖

的方式增加 C/N 比可以有效增加菌体内的油脂积累。 

表3.18  间歇补糖对水解液中油脂发酵的影响 

Table 3.18  Effects of interval glucose supplementation on the lipid fermentation in CS hydrolysate 

补糖方式 
总糖耗

(g/L) 

菌体干重

(g/L) 

油脂产量

(g/L) 

菌体含油率

(g/100g菌体) 

菌体得率

(g/100g糖) 

油脂得率

(g/100g糖) 

不补糖对照 52.80 17.67 2.07 11.8 33.1 3.9 

间歇补糖 93.80 18.00 3.80 21.1 19.2 4.1 

    从图 3.14 中可以看出，油脂在 30-50 h 的积累速度快于 50 h 以后，而 30-50 h 与 50 

h 以后不同的是，前者糖浓度维持在 30-40 g/L 后者糖浓度则低于 30 g/L，另外前者中残

余的可利用氮源高于后者。可能的原因有两方面：一个是合适的糖浓度范围对油脂的积
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累有效；另一个是合适的较高的 C/N 比对油脂合成有效，而非水解液中无可利用氮源。 

3.1.2.4   不同糖浓度水平对发酵产油的影响 

    为了考察水解液中不同糖浓度水平对油脂积累的影响，本实验通过间歇补糖使水解

液中的糖浓度维持在不同的水平上：20-30 g/L 和 10-20 g/L。 

表3.19  不同糖浓度水平对水解液中油脂发酵的影响 

Table 3.19  Effects of different sugar levels on the lipid fermentation in CS hydrolysate 

糖浓度范围

(g/L) 

总糖耗

(g/L) 

菌体干重

(g/L) 

油脂产量

(g/L) 

菌体含油率

(g/100g菌体) 

菌体得率 

(g/100g糖) 

油脂得率

(g/100g糖) 

10-20 86.50 19.01 3.43 18.2 21.9 4.0 

20-30 99.50 17.78 3.18 17.9 17.9 3.2 

    从表 3.19 可以看出，尽管较低水平的糖浓度下油脂的积累情况好于较高水平的糖浓

度，但两种糖浓度水平(10-20 和 20-30)之间对油脂积累的影响差别不大。因此，糖浓度

水平的差异不是影响油脂合成的主要因素，那么推断可能油脂的积累仍然需要一定少量

的可利用氮，可利用氮的完全耗竭对油脂的积累也不利。 

3.1.3  油脂积累关键因素小结 

    通过以上实验，充分反映出 C/N 比对于 T. cutaneum 在水解液中积累油脂过程的重

要性。尽管不同的发酵条件如 pH、温度、溶氧、YE 添加和硫酸铵添加等对油脂积累过

程有或多或少的影响，但与 C/N 比因素的影响相比其影响较小。发酵过程取最适的发酵

条件和最适的工业应用条件：pH 5.0, 溶氧 20-30%，温度 30
o
C，硫酸铵 0.5 g/L。 

    由于水解液中存在较高浓度（近 1 g/L）的总氮含量，要达到高于 100 甚至 200 的

C/N 比需要的糖浓度很高，对菌体的生长和油脂积累都会产生不利的影响。通过间歇补

料的方法补糖可以避免高糖浓度的抑制。但是，对于工业应用过程来讲，葡萄糖的补入

会带来很高的成本使得其过程不具有工业可行性。因此，如何增加木质纤维素的转化率

从而提高糖浓度和脱除玉米秸秆原料中的氮源，成为工业可行的提高水解液发酵生产油

脂水平的关键。 

3.2  水解液中抑制物的影响及预处理强度增加 

3.2.1  合成培养基中添加抑制物对菌株生长的影响 

    在预处理过程中由于高温高压处理导致木质纤维素组分产生出多种衍生物，这些衍

生物如甲酸、乙酸、糠醛、羟甲基糠醛等对菌体的生长都会产生各种程度的抑制。本实

验通过向合成培养基中添加一定浓度组合的抑制物（甲酸 3 g/L，乙酸 3 g/L，乙酰丙酸

5 g/L，5-羟甲基糠醛 1 g/L，糠醛 1 g/L，香兰素 0.2 g/L，对羟基苯甲醛 0.2 g/L），考察

其在成分较单一的合成培养基中对菌体生长的影响。 
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图3.21  合成培养基中几种抑制物对发酵的影响 

Fig. 3.21  Effects of several inhibitors on cell growth in synthesized medium 

     如图3.21反映了液相分析可以检测出的几种抑制物，包括糠醛、5-羟甲基糠醛、甲

酸、乙酸和乙酰丙酸，它们降解的先后顺序为糠醛>5-羟甲基糠醛>乙酸>甲酸，而乙酰

丙酸则不被消耗。就这几种抑制物的毒性而言，糠醛对菌体的损伤最大，而它最先被菌

株所降解；乙酰丙酸对菌体生长基本没有影响，它就不被菌体降解。由此推测，菌体对

各种抑制物的降解是一种对自身的保护机制。从糖耗情况看，添加抑制物和不添加抑制

物糖耗速率基本一致，但是添加抑制物比不添加抑制物最终会消耗更多的糖。从菌体生

长情况看，添加抑制物之初，即各种毒性较强抑制物消耗的同时，菌体的生长受到了明

显的抑制；而在大部分抑制物降解后，菌体又能快速生长，使得最终的OD值加与不加

抑制物两种发酵相当。由此，猜测在毒性较强的抑制物消耗的时候，糖被菌体用于抵抗

抑制物带来的胁迫和修复菌体损伤；而抑制物的抑制去除后，菌体则体现快速的生长。 
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3.2.2  预处理强度增大对水解液中糖和抑制物的影响 

    预处理强度的增加，往往会带来木质纤维素结构的进一步破环，纤维素结构能够被

更好的暴露，结晶态的纤维素能够被转化为更多非结晶态的纤维素，这样使得纤维素酶

在水解过程中能够更好的作用，将纤维素或半纤维素成分分解为可利用的单糖进而提高

纤维素酶的转化效率。但是，预处理强度的增大往往是物理化学处理过程的加深过程，

这样更多的抑制物被释放出来，对后续发酵过程菌体的生长起强烈的抑制作用。决定预

处理强度的主要参数包括：温度，处理时间和稀硫酸浓度。其中最重要的参数是稀硫酸

的浓度，本实验就以稀硫酸浓度为标志定义不同的预处理强度，即稀硫酸用量梯度为：

1.25%, 2.5%, 3.0%。表 3.21 反映了伴随预处理强度的加深，玉米秸秆物料水解后的水解

液中糖浓度和抑制物组分含量的变化。 

表3.21  不同预处理强度下水解液的组成 

Table 3.21  The composition of CS hydrolysate under different pretreatment severity 

预处理强度

（H2SO4浓度） 
葡萄糖(g/L) 木糖(g/L) 乙酸(g/L) 糠醛 (g/L) 

羟甲基糠醛

(g/L) 

1.25% 23.89 11.63 2.99 0 0 

2.5% 31.87 13.02 3.54 0.28 0.49 

3.0% 42.29 14.86 5.12 0.73 0.69 

    如表 3.21 所示，乙酸、糠醛和羟甲基糠醛是玉米秸秆水解液中可以通过液相检出

的三种抑制物。随着预处理强度的逐渐增加，水解液中的葡萄糖和木糖的含量都逐渐升

高，而乙酸、糠醛和羟甲基糠醛的浓度也如预期中逐渐增大。 

3.2.3  经不同预处理强度处理后的水解液油脂发酵情况 

    将三种不同预处理强度下的水解液的初始糖浓度补齐到同一水平，以排除不同糖浓

度的影响，然后进行油脂发酵。如图 3.22，当预处理强度逐渐加深时，预处理过程中硫

酸浓度从 1.25%到 2.5%增加的过程中，葡萄糖的利用速率下降，菌体生长受到抑制而干

重下降，同时油脂产量也有大幅度的下降。而当预处理强度加深到硫酸使用量为 3.0%

时，菌体受到严重抑制而无法生长。三种预处理强度下水解液中可利用总氮水平相当，

说明预处理强度对水解液中氮源影响较小。 

    从表 3.22 中可以看出，随预处理强度的加深，菌体干重、油脂产量、油脂基于糖得

率和菌体基于糖得率都有明显的下降。但是 1.25%和 2.5%酸浓度的预处理，其菌体含油

率相差不大，主要是因为两者 C/N 比相差不大。需要指出的是，在合成培养基中加入 3 

g/L 乙酸、1 g/L 糠醛和 1 g/L 羟甲基糠醛，这个抑制物含量水平下菌体生长虽然受到了

一定的抑制，但是还是能够抵抗胁迫而生长起来。在 3.0%酸浓度预处理下的水解液， 糠

醛和羟甲基糠醛的浓度低于这个水平，只有乙酸多于 5 g/L，菌体却无法生长。这个现

象可能有两方面原因：一方面，乙酸多于 5 g/L 时超出了菌株可以耐受的范围导 
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图3.22  不同预处理条件下水解液油脂发酵情况 

Fig. 3.22  Fermentation profile in CS hydrolysate under different pretreatment severity 

表3.22  不同预处理强度下水解液的发酵参数 

Table 3.22  Fermentation parameters of CS hydrolysate under different pretreatment severity 

预处理强度

（H2SO4浓度） 

菌体干重

(g/L) 

油脂产量

(g/L) 

菌体含油率 

(g/100g菌体) 

油脂得率 

(g/100g糖) 

菌体得率

(g/100g糖) 

C/N比

(mol/mol) 

1.25% 16.34±0.21 1.87±0.21 11.5±1.4 5.1±0.7 42.4±0.004 32.3±1.0 

2.5% 12.87±0.21 1.39±0.12 10.8±1.1 3.0±0.3 27.9±0.002 32.7±4.4 

3.0% not grow not grow not grow not grow not grow not grow 

致其无法生长；另一方面，水解液中还存在其他种类的强抑制物，在现有的液相条件下

无法被检出。总之，随着预处理过程中预处理强度的加大，水解液中抑制物的水平随之

上升，对菌体生长和油脂积累都产生了很强的抑制作用。 
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3.3  生物脱毒 

3.3.1  生物脱毒的优势 

由于预处理过程中产生了各种类型的抑制物，其浓度随着预处理强度的加深而提

高，对菌体的生长和产油有严重的抑制作用。如何脱除存在在水解液中的抑制物成为关

键问题，Zhang
[89]89]等人提出的生物脱毒的方法很有工业应用的潜力，在利用玉米秸秆

生产生物乙醇的过程中体现出了优势。因此，本实验将生物脱毒的方法利用在生物油脂

生产的前处理过程中，检验其对油脂生产的作用。 

表3.31  生物脱毒后水解液组成变化 

Table 3.31 The compostition of CS hydrolysate after biodetoxification 

处理条件 葡萄糖(g/L) 木糖(g/L) 乙酸(g/L) 糠醛 (g/L) 羟甲基糠醛(g/L) 

1.25%非脱毒 23.89 11.63 2.99 0 0 

1.25%脱毒 27.65 9.35 1.62 0 0 

2.5%非脱毒 31.87 13.02 3.54 0.28 0.49 

2.5%脱毒 36.38 12.23 1.08 0 0 

    如表3.31所示，经过脱毒处理以后，水解液中的各种糖浓度得到了一定的提高，也

即脱毒过程增加了木质纤维素流向糖的转化率。同时，抑制物糠醛和羟甲基糠醛被完全

脱除，乙酸被脱除掉大部分。木质纤维素转化为糖的转化率提高，可能有两方面的原因：

一方面是脱毒过程脱掉了大部分的抑制物，而这些抑制物本身就是纤维素酶的抑制剂，

那么脱毒过程就解除了抑制剂对酶的抑制，糖化效率提高；另一方面是脱毒过程是霉菌

对预处理后原料中部分物质的分解过程，在此过程中对木质纤维素可能起到了进一步的

破坏作用，从而有利于纤维素酶与底物的结合，这样糖化效率也提高。但是，脱毒过程

往往会带来木糖的减少，但是木糖通常被葡萄糖利用之后才被利用，对油脂合成的贡献

不大。 

表3.32  生物脱毒对水解液油脂发酵的优势 

Table 3.32  Advantages of biodetoxification for lipid fermentation in CS hydrolysate 

处理条件 
菌体干重

(g/L) 

油脂产量 

(g/L) 

菌体含油率

(g/100g 菌体) 

菌体得率 

(g/100g 糖) 

油脂得率

(g/100g 糖) 

C/N 比

(mol/mol) 

1.25%非脱毒 16.34±0.21 1.87±0.21 11.5±1.4 42.4±0.041 5.1±0.7 32.3±1.0 

1.25%脱毒 16.54±0.22 1.94±0.23 11.7±1.1 40.6±0.039 5.1±0.1 29.6±3.2 

2.5%非脱毒 12.87±0.21 1.39±0.12 10.8±1.1 27.9±0.037 3.0±0.3 32.7±4.4 

2.5%脱毒 15.27±0.26 2.88±0.10 18.9±0.3 33.9±0.043 6.4±0.2 40.0±5.2 

从油脂发酵参数分析，如表 3.32 所示 2.5%硫酸预处理原料，经过脱毒后，抑制物

对于生长的抑制被解除，其生物量从 12.87 g/L 上升到 15.27 g/L，菌体得率由 27.9 g/100g

上升到 33.9 g/100g；同时油脂的积累得到了促进，其油脂产量由 1.39 g/L提高到 2.88 g/L，

含油率由 10.8%提高到 18.9%，油脂得率由 3.0 g/100g 提高到 6.4 g/100g。然而，对于抑
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制物水平很低的 1.25%硫酸预处理原料，脱毒处理则没有带来菌体生长和油脂积累上的

差异。也就是说，脱毒的优势体现在抑制物水平高的 2.5%的物料上，所以推测脱毒优

势出现的主要原因是脱除了存在在物料上的各种抑制物。 

如图 3.31，对于 2.5%酸预处理的玉米秸秆，脱毒以后水解液中可利用氮含量下降，

从未脱毒的 0.77 g/L下降到脱毒后的 0.57 g/L，下降了 26%。然而初始葡萄糖浓度从 31.87 

g/L 提高到 36.38 g/L，这样导致了水解液中初始 C/N 比的升高，从 32.7 升高到 40.0。表

明生物脱毒过程有着一定的脱氮功能，可能源于脱毒过程中霉菌对玉米秸秆中部分氮源

的利用，这对于油脂的积累非常有利。 

图3.31  2.5%酸处理下脱毒对水解液油脂发酵的优势 

Fig. 3.31  Advantages of biodetoxification for lipid fermentation in 2.5%-CS hydrolysate 

值得注意的是，当预处理强度由 1.25%的酸用量增加到 2.5%的酸用量时，抑制物水

平提高，发酵参数菌体基于糖的得率和油脂基于糖的得率都同时下降，分别由 42.4 

g/100g 和 5.1 g/100g 下降到 27.9 g/100g 和 3.0 g/100g。然而当 2.5%酸预处理原料经脱毒

后，抑制物水平下降时，这两个参数同时上升，分别由 27.9 g/100g 和 3.0 g/100g 上升到

33.9 g/100g 和 6.4 g/100g。这暗示了当抑制物存在时，糖流向了除菌体生长和油脂积累
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以外的其他途径，很可能是用来消除抑制物对其菌体的抑制甚至降解抑制物。在合成培

养基中，几种抑制物首先被降解，糖被消耗但不是用于菌体生长，恰恰说明了这一点。

当脱毒过程将抑制物去除以后，糖用于菌体生长和油脂积累的得率又同时增加，进一步

证实了抑制物的存在会使菌体消耗一部分糖用于抵抗其胁迫。 

在图 3.31 中，脱毒和非脱毒的糖耗速率基本一致，但是氮源的消耗速率，脱毒明显

快于非脱毒的水解液。特别是在发酵开始的 24-30 h 以内，经脱毒处理的水解液氮源利

用速率很快，这样氮源在较短的时间内下降到限制的水平。在 15 h 左右氮源耗竭，此时

水解液中还有较高浓度的葡萄糖可供用于产油，油脂的积累曲线也快速上涨。但是对于

未经脱毒处理的水解液，35 h 左右氮源限制才出现，此时可供利用的葡萄糖浓度已经很

低，自然可用于油脂积累的葡萄糖受到了限制，油脂积累随之下降。非脱毒水解液中氮

源利用速度缓慢的原因可能是，水解液中抑制物的存在使得部分碳源被利用于产能或抵

抗抑制物的胁迫，而氮源由于没有菌体的生长而不被利用。这样，氮源限制时间大大延

迟，不利于油脂生产。 

从不同初始 C/N 比的影响实验中，我们可以看出 C/N 比 30、58 和 96 分别对应菌

体含油率 10.5%、16.2%和 28.1%，C/N 比的上升和含油率的上升有近似直线的关系。基

于 2.5%硫酸预处理的脱毒使得 C/N 比上升了 22%(从 32.7 到 40)，然而菌体的含油率上

升却高达 75%(从 10.8%到 18.9%)，明显不呈线性关系。原因很可能是，脱毒过程使得

用于抵抗抑制物胁迫的那部分碳源用于菌体生长和油脂生产，实际的碳源增长要高于表

观的碳源增长，这样实际的 C/N 比提高也大于表观的 C/N 比提高。 

3.3.2  预处理强度的进一步提高 

     在未引入脱毒流程的情况下，预处理强度高到 3.0%的硫酸浓度，菌体就无法在水

解液中生长。而脱毒可以降解大部分抑制物，而且在经 2.5%硫酸预处理的水解液中体

现出了明显的优势。预处理强度的增加可以增加木质纤维素原料的转化率，进而一定提

高水解液中的初始糖浓度，对水解液的低 C/N 比有一定的缓解作用。因此，在脱毒流程

引入的前提下，预处理强度被进一步加深，硫酸浓度由 2.5%增加到 3.0%甚至 3.5%。 

表3.33  生物脱毒后不同预处理强度下的水解液组分 

Table 3.33  The composition of CS hydrolysate under the combination 

between biodetoxification and pretreatment intensification 

处理条件 葡萄糖(g/L) 木糖(g/L) 乙酸(g/L) 糠醛 (g/L) 羟甲基糠醛(g/L) 

3.0%非脱毒 42.29 14.86 5.12 0.73 0.69 

2.5%脱毒 36.38 9.35 1.62 0 0 

3.0%脱毒 44.20 3.92 2.35 0 0 

3.5%脱毒 44.56 12.31 1.91 0 0 

    表 3.33 显示，在生物脱毒背景下预处理强度的加深提高了水解液中的初始葡萄糖浓

度，特别是在预处理强度由 2.5%酸浓度提高到 3.0%酸浓度时优势比较明显，但是当预
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处理强度进一步加深到 3.5%酸浓度时，葡萄糖浓度就没有明显的提升。可能是因为 3.0%

酸浓度的预处理强度已经达到了木质纤维素转化率的极限。在较为强烈的预处理条件下

经过脱毒，主要的抑制物仍然能被去除殆尽。但是，3.5%酸浓度预处理原料的脱毒进程

非常缓慢，脱毒时间很长，可能原因是这种强度的预处理下抑制物水平太高，达到了脱

毒菌种的耐受能力。 

表3.34  生物脱毒后不同预处理强度下的水解液的发酵参数 

Table 3.34  Fermentation parameters of CS hydrolysate under the combination 

between biodetoxification and pretreatment intensification 

预处理条件

（经过脱毒） 

菌体干重

(g/L) 

油脂产量

(g/L) 

菌体含油率

(g/100g 菌体) 

菌体得率

(g/100g 糖) 

油脂得率

(g/100g 糖) 

C/N 比

(mol/mol) 

2.5% 15.27±0.26 2.88±0.10 18.9±0.3 33.9±0.005 6.4±0.2 40.0±5.2 

3.0% 15.44±0.51 3.10±0.05 23.5±0.6 33.9±0.011 7.0±0.1 47.4±4.2 

3.5% 13.28±0.43 2.70±0.33 20.4±0.8 25.5±0.008 5.4±0.4 48.5±3.9 

    从基于脱毒过程的各种预处理强度的水解液发酵参数来看， 未经脱毒的 3.0%酸浓

度的原料水解后菌体不能在其中生长，而其脱毒后原料的水解液中菌体生长旺盛，并且

菌体油脂生产也达到了最佳状态。当预处理强度由 2.5%酸浓度上升到 3.0%酸浓度时，

生物量和菌体得率基本不变；而 C/N 比从 40.0 提高到了 47.4，油脂产量也由 2.88 g/L

上升到 3.10 g/L，菌体含油率从 18.9%上升到 23.5%。但是，当预处理强度继续提升到

3.5%酸浓度时，菌体油脂产量、含油率和油脂得率都下降；而生物量和菌体得率也下降。

这样看来，继续提高预处理强度到酸浓度 3.5%，既不具有提高木质纤维素转化率的优

势，发酵油脂产量也下降，故不可取。 

3.3.3  脱毒程度的确定 

图3.32  脱毒时间延长对3.0%水解液油脂发酵的影响 

Fig. 3.32  Fermentation effects of the elongation of biodetoxification days for 3.0%-CS 
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能否带来氮源的进一脱除，进一步有利于油脂发酵。在 3.0%酸浓度预处理下，每隔 2-3

天去一次脱毒样品，用水浸出物料表面的成分并液相分析其抑制物浓度，当无抑制物检

出时继续延长两天。 

表3.35  不同脱毒天数下的3.0%酸预处理原料水解液组分 

Table 3.35  Compositions of 3.0%-CS hydrolysate under different biodetoxification days 

脱毒天数

(天) 
葡萄糖(g/L) 木糖(g/L) 乙酸(g/L) 糠醛 (g/L) 

羟甲基糠醛

(g/L) 

0 42.29 14.86 5.12 0.73 0.69 

2 41.36 14.74 4.20 0.42 0.28 

5 44.53 15.20 2.16 0.15 0 

7 43.64 5.98 0.63 0 0 

9 37.98 5.14 0.86 0 0 

表3.36  脱毒时间延长下油脂发酵参数 

Table 3.36  Fermentation parameters under the elongation of biodetoxification days 

脱毒天数(天) 
菌体干重

(g/L) 

油脂产量 

(g/L) 

菌体含油率 

(g/100g 菌体) 

油脂得率

(g/100g 糖) 

C/N 比

(mol/mol) 

7 10.20 3.11 30.4 7.1 43.2 

9 13.90 2.70 19.4 7.1 25.7 

如表 3.35，两种重要的抑制物糠醛和羟甲基糠醛在脱毒 7 天的时候被完全脱除，此

时乙酸的浓度也非常低。因此主要考察抑制物脱除的 7 天后，继续延长脱毒时间对油脂

发酵的影响。如图 3.36，当脱毒延长的 9 天时，恰好与预期情况相反，C/N 比有较大幅

度的下降，一方面因为水解液糖浓度的下降，另外一方面水解液中可利用氮源的增多。

这样，延长脱毒时间导致了油脂产量和含油率的下降而不可取。分析原因可能是，当脱

毒霉菌分解完抑制物以后，开始利用木质纤维素或其表面的糖类，并且将不可利用氮源

转化为可利用氮源。因此，将脱毒程度定为糠醛和羟甲基糠醛刚好被脱除时。 

3.3.4  3.0%酸浓度预处理强度下的发酵特征 

经过脱毒处理和预处理强度的联合优化，最终将预处理强度定为酸浓度3.0%。如图

3.33为3.0%预处理强度经脱毒后的水解液发酵特征。 

如图 3.33 所示，木糖可以被 T. cutaneum 利用，但其利用在葡萄糖耗竭之后。经过

脱毒处理的水解液木糖含量降低，其对 C/N 比的贡献也不大。经过脱毒和预处理强化的

联合作用，使得菌体的含油率由起初 2.5%预处理强度下的 10%左右，提高到了 20%以

上。尽管 20%的含油率对产油微生物来说还是很低，仅仅到达了最低的含油率标准，但

是玉米秸秆水解液中本身含有丰富的氮源和很低的 C/N 比，在此 C/N 比下其他类似工

作的菌体含油率也在 10%左右。本工作将 C/N 比由 30 左右提高到大约 47，并在 C/N 比

低于 100 的最低标准下，获得了 20-30%的含油率。 
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    图3.33  生物脱毒下3.0%酸预处理水解液油脂发酵概况 

Fig. 3.33  Fermentation profile of biodetoxified 3.0%-CS hydrolysate 

同时值得注意的是，图中当菌体生长进入稳定期时（大约 30-35 h），水解液中的总

糖含量已经不足 10 g/L，还与离理想的碳源充足的油脂合成条件相差很远。因此今后的

工作还应集中于如何利用经济的和工业可行的手段，有效提高水解液中含碳量和脱除水

解液中的氮源以提高 C/N 比上面。 

3.4  生物油脂 

3.4.1  生物油脂的脂肪酸组成 

利用玉米秸秆水解液生产的生物油脂，经甲脂化后通过气质联用分析其脂肪酸组成。

如图3.41所示，甲脂化后的生物油脂最主要的成分是油酸甲脂(18:1)占54.3%，其次是棕

榈酸甲脂(16:0)占18.9%，随后是亚油酸甲脂(18:2)占9.3%和棕榈油酸甲脂(16:1) 

图3.41  油脂脂肪酸组成 

Fig. 3.41  Fatty acid composition of the lipid extracted from the cells 
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占 7.2%。这个脂肪酸组成和报道的植物油如大豆油成分很相似[37]，因此可以作为很有

前景的原料生产生物柴油。 

3.4.2  菌体菌体内油脂的苏丹黑染色 

    油脂菌体内的油脂成分可以被苏丹黑染料染成黑色，而菌体其他成分则被番红染成

红色，如图 3.42 为菌体油脂积累期染色照片。 

图3.42  菌体油脂的苏丹黑染色 

Fig. 3.42  Cell lipid stain using sudan black 
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第 4 章  结论和展望 

 

(1) 在利用木质纤维素水解液进行油脂生产的发酵过程中，发酵条件如 pH，DO 和温度

等对菌体生长和油脂积累都由一定程度的影响。其中，a，相对较低的 pH 不利于菌体生

长但是有利于油脂积累；b，菌体生长需要高水平的 DO，而油脂的积累对于溶氧的要求

不高；c，较低的温度对菌体生长和油脂积累都有利。最终发酵条件确定为：pH 5.0，

DO 20-30%，温度 30
o
C，(NH4)2SO4 加量为 0.5 g/L。 

(2) 玉米秸秆中存在着丰富的氮源，这导致了玉米秸秆水解液中很低的C/N比，大约在

30左右。因此原水解液中菌体的含油率仅在10%左右，远低于产油脂酵母正常的含油率。

通过外加葡萄糖的方式提高C/N比的方法，检验C/N比对水解液中菌体油脂发酵的影响，

结果显示将C/N比提高到约96时，菌体的含油率提高了近2倍。可见与其他发酵条件如

pH、DO和温度等相比，C/N比对产油发酵的重要性大于其他条件，而成为限制水解液

中油脂生产的主要因素。 

(3) 预处理过程是在高温高压下破坏木质纤维素结构的过程，会产生各种各样的抑制物，

例如乙酸、糠醛和5-羟甲基糠醛等。这些抑制物对菌体的生长和油脂的积累有明显的抑

制作用。高的预处理强度会带来较高的木质纤维素转化为糖的转化率。预处理强度主要

以稀硫酸的使用浓度为标志，稀硫酸浓度越高，预处理强度越强，抑制物水平也越高。 

(4) 为了获得较高的木质纤维素转化率，需要相对较高强度的预处理过程，但是其产生

的高浓度的抑制物会强烈抑制菌体的生长甚至导致菌体无法生长。生物脱毒的方法可以

去除预处理过程中产生的主要抑制物。从脱毒处理对水解液油脂发酵的结果来看，脱毒

可以提高生物量和菌体油脂产量，增加生物量和油脂量基于糖的得率。另外，脱毒过程

也有一定的提高木质纤维素转化率和脱氮作用，从而提高水解液中的C/N比，这对油脂

的发酵过程非常有利。 

(5) 在生物脱毒的基础上，预处理强度可以进一步提高，而水解液中不会出现高浓度的

抑制物抑制菌体生长。当预处理强度提高到3.0%的稀硫酸用量时，油脂的生产达到最优，

菌体含油率超过20%。继续提高预处理强度到3.5%稀硫酸用量则会带来油脂产量和含油

率的下降。 

(6) 在脱毒程度方面，确定为玉米秸秆原料中的抑制物刚好被脱除的时间。进一步延长

脱毒时间会导致水解液中可利用氮源的进一步增加，继而 C/N 比明显下降，不利于油脂

的积累。 

(7) 通过 3.0%硫酸浓度预处理的水解液在发酵过程中，氮源达到限制时水解液中的碳源

含量已经很低，离油脂发酵的理想条件碳源丰富而氮源限制仍相差很远，这样 C/N 比进

一步的提高仍然是制约油脂生产的关键问题。 

(8) 通过预处理强度增加和生物脱毒联合的方法，水解液油脂生产的油脂产量和菌体含
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油率都提高了一倍。尽管最终的油脂含量在 20%左右，仍然处于油脂生产的较低水平，

但是利用 C/N 比很低的木质纤维素原水解液而没有其他碳源添加的条件下，达到这个提

高有很重要的意义。本文所使用的两大主要方法预处理强度增加和生物脱毒都是工业应

用可行的且经济的，为以后木质纤维素原料产生物油脂的研究打下了基础。如何采用经

济可行的方法，提高水解液中的碳源水平或者脱除氮源是以后工作的关键。 
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