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玉米秸秆同步糖化与发酵生产微生物油脂 

 

摘要 

本研究以玉米秸秆为起始原料，在经过干式稀酸预处理和生物脱毒后，利用皮状丝

孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 进行同步糖化与发酵生产微生物油脂。本研究对同步

糖化发酵方式（SSF）和分步糖化发酵方式（SHF）进行了比较，在 10%固含量下，SSF

和 SHF 产油量分别为 3.03 g/L 和 1.00 g/L,SSF 优于 SHF。同时，对预糖化时间、纤维

素酶的添加量、氮源添加量、溶氧水平以及固含量进行了一系列的条件优化。实验结果

表明，同步糖化与发酵生产微生物油脂最优化的条件为预糖化 6 h，纤维素酶加量为 7.0 

FPU/g DM(干物质)，硫酸铵加量为 0.5 g/L，溶氧水平（DO）为 20%；并在 15%固含量

条件下，最佳产油量达到 4.02 g/L。另外，还对同步糖化发酵产油过程在 50 L 规模进行

了放大，最终产油量达到 3.23 g/L。最后，本研究还对纤维素酶进行了回收尝试，回收

了 3-4 FPU/g DM 的酶活，并将回收的纤维素酶和水再次用于新一轮的同步糖化发酵过

程。本研究提供了一种利用玉米秸秆生产微生物油脂的有效方法，并首次实现了用同步

糖化发酵技术进行木质纤维素微生物油脂发酵以及纤维素酶的循环使用，这为微生物油

脂资源提供了一个有效的低成本的来源。  

关键词：微生物油脂；玉米秸秆； 皮状丝孢酵母; 同步糖化发酵; 纤维素酶回收 
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Simultaneous saccharification and microbial lipid fermentation of corn 

stover by oleaginous yeast Trichosporon cutaneum 

 

Abstract 

Simultaneous saccharification and fermentation (SSF) is the most commonly practiced 

operation in lignocellulose bioconversion to avoid the sugar product inhibition to cellulase 

enzymes. In this study, for the first time SSF was tested on microbial lipid fermentation using 

the diluted acid pretreated and biodetoxified corn stover as the feedstock. The results show 

that SSF was more effective than the separate hydrolysis and fermentation (SHF) on lipid 

accumulation of Trichosporon cutaneum CX1 cells in both the small scale (5L) and the 

enlarged scale (50L) bioreactors. The solutions for the oxygen transfer and the lipid extraction 

in SSF practically worked well. The result also shows that the cellulase enzyme could be 

partially recycled in the SSF. The present study provided a practical and efficient way for 

microbial lipid production from lignocellulose material. 

Key words: microbial lipid; simultaneous saccharification and fermentation (SSF); corn 

stover; Trichosporon cutaneum; cellulase recycling 
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前言 

 

随着能源日益短缺，石油危机日益加重，可再生能源的开发成为当下的热点问题。

由于生物柴油具有较好的流变特性，较高的能量密度以及与现行石化汽油和柴油等液体

能源产品相似的特性而倍受人们的关注。除此之外，生物柴油还具有易降解，运输安全

方便，可再生等特性，是极具潜力的未来燃料。生物油脂资源缺乏导致生物柴油产业发

展缓慢。产油微生物是指可以在适宜的条件下，通过代谢环境中的碳水化合物，合成并

贮存超过其细胞自身干重 20%以上的油脂组分的微生物。产油微生物细胞积累的油脂组

分与植物油脂具有高度相似性，是一种优质的合成生物柴油的油脂资源，利用微生物发

酵生产油脂关键在于廉价的发酵底物。目前，大多数微生物发酵生产油脂的底物都是淀

粉类、糖类、环境和工业废弃物，但高昂的原料成本大大限制了微生物油脂发酵的规模

化发展。因此，本研究以玉米秸秆为起始原料，在经过干式稀酸预处理和生物脱毒后，

利用皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 进行同步糖化与发酵生产微生物油脂。并

对同步糖化发酵方式和水解液发酵方式进行了比较，证明了同步糖化发酵方式有利于皮

状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 积累油脂。另外，本课题还对同步糖化发酵产油

进行了优化，获得了最佳的产油条件，还对同步糖化发酵产油在 5L 和 50L 规模进行了

验证，并且解决了在低固含量下的氧气传递过程。最后，本课题还对纤维素酶进行了回

收尝试，并且回收纤维素酶也达到了一定的效果。 
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第 1 章 文献综述 

 

1.1  木质纤维素类生物质炼制 

 

生物质能源的利用方法一般分为两类，一类是直接燃烧，获取热量，如广大农村地

区利用木柴、秸秆等作为炉灶燃料，但是这种原始的方法利用效率非常低；另一类是利

用先进的技术将生物质加工或转化成固体、液体或气体形式的各种燃料来使用。目前，

生物质能源的利用方法有：第一，成型的固体生物质作为固体燃料与煤炭混配作为发电

用固体燃料，第二，利用生物发酵法将生物质转化为乙醇，第三，大量种植油料作物或

林木开发生物柴油，第四，将生物质转化成氢气或沼气等气体燃料。 

目前，已经工业化的生物质转化为乙醇项目，主要是利用淀粉或糖类直接发酵生产

乙醇，主要包括玉米淀粉生产乙醇，木薯淀粉生产乙醇，甘蔗生产乙醇等，也有一部分

利用甜高粱和桉树生产乙醇；例如，丹麦利用甘蔗生产乙醇，每年乙醇产量约为 3.2 万

吨，美国每年利用玉米淀粉生产乙醇，产量约为 5300 万吨。除此之外，巴西、日本、

德国、澳大利亚、加拿大、印度、菲律宾等国均已研究和开发出利用各种生物质转化生

产乙醇的工艺。 

我国也于 2001 年 9 月 19 日创立了吉林燃料乙醇有限责任公司，其公司地处中国东

北部风景秀丽的吉林市，年产乙醇 60 万吨。2011 年，我国又准备在上海舟山投产一个

以木薯淀粉为原料生产燃料乙醇的大型发酵工厂。但是，这些工业化的生物乙醇均是以

淀粉为原料，这样会对我国的粮食供给产生极大的影响，因此，以玉米秸秆、麦秆、稻

杆以及甜高粱为原料的第二代生物乙醇成为了近几年来的研究热点。 

1.1.1 木质纤维素类生物质简介 

生物质资源主要包括农业废弃物和农作物，如玉米、甘蔗、甜菜、甜高粱、木薯等

含有丰富淀粉类和糖类的作物果实以及秸秆、稻壳、麸皮等含有纤维素和半纤维素的茎

叶部等，可将其中所含的纤维素和半纤维素转化成可利用的糖类；木材及林业废弃物，

如桉树、白杨等速生林种以及其他林种，还包括芦苇、苜蓿、一枝黄花等草木类，以及

木材加工后的废料、锯木、落叶、树皮等；油料植物，如花生、黄豆、油菜以及油桐等；

水生藻类，如小球藻、浮萍等藻类；城市垃圾及工业废弃物。 

由图1.1木质纤维素微观结构图可以看出，木质纤维素由半纤维素、纤维素和木质素

三部分组成，其中纤维素主要是成束的纤维结构，非常紧密，而半纤维素则主要附着在

纤维素成束结构上，而木质素则与半纤维素连接组成一种支架结构将纤维素成束结构紧

密的连接在一起。正是由于木质纤维素这种特殊结构导致了纤维素不宜被纤维素酶附

着，为了破坏这种致密的结构，必需通过化学、物理或生物的方法使纤维素曝露出纤维
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素酶的附着位点，有利于纤维素的水解。 

 

图1.1  木质纤维素的微观结构图 

Fig.1.1  The microstructure of lignocellulose 

 

1.1.2  木质纤维素类生物质炼制 

自然界中存在着大量的生物质，生物质炼制的主要方向是生产生物质能源。另外，

还有一些生物质原料非常有潜力替代石油，例如木本油料、薯类、甘蔗、甜高粱、秸秆

以及其他多种纤维素原料等[2]。因此，如何利用好生物质能源是我们未来实现可持续发

展的利用再生能源的重点。另一方面，与其他可再生能源如水能、太阳能、风能等相比，

生物质能源比较易于存储和运输，其主要成分和利用方式也与化石燃料近似。因此，对

于现有的成熟的针对化石燃料的设备和技术，不需要做大规模的工业设施和技术的改动

便可用于生物质能源的利用。 

以木质纤维素为原料的第二代燃料乙醇成为生物质炼制的热点，美国的农、林业废

弃物每年约有10亿多吨[3,4]，我国农作物秸秆每年约产生7亿吨，林业废弃物每年约产生1

千多万吨[5,6]，工业固体废物和城市垃圾每产约产8.2亿吨[7,8]。目前，美国、巴西和中国

成为世界前三大燃料乙醇生产国[9,10]。 

 

1.2  生物柴油概述 

 

1.2.1  生物柴油的应用 

由于过去十年全球石油价格不断飙升，生物柴油产业得到了发展的迅速，全世界各

国中，欧盟在使用生物柴油量最大，产量最多。美国生物柴油的产量也在大幅上升， 2006

年增长到 2.5 亿加仑，2007 年增长到 4.5 亿加仑，据美国国家生物柴油委员会统计，有

更多的生物柴油工厂正在建设当中，在建工厂的年生产潜力约为 17 亿加仑，2011 年美

国总体对生物柴油的依赖度大幅上升。 

1.2.2  生物柴油的价值和意义 

最早的生物柴油原料主要是植物油，如棕榈油、大豆油、花生油等，而最早使用生
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物柴油的发动机是于 1900 年开发的，它主要以花生油作为燃料，到了第二次世界大战

时，由于海上石油运输被封锁，生物柴油被当作应急燃料用于机械化部队的使用。但是，

随着廉价的石化柴油出现，尤其是石化柴油具有的低黏着性，使得柴油发动机不再使用

生物柴油作为燃料，与此同时，汽车开发商通过改进发动机的引擎，使得现行的发动机

更加适合石化柴油的使用。因此，生物柴油退出了历史舞台，但是，随着 1973 年在美

国华尔街操作下，石油出口国油价开始大幅上涨，使得生物柴油又一次进入了人们视野。 

 

1.3  微生物油脂概述 

 

生物油脂资源缺乏导致生物柴油产业发展缓慢[12]。目前，大多数微生物发酵生产油

脂的底物都是淀粉、葡萄糖或糖蜜等价格昂贵的碳源，这样高昂的原料成本大大限制了

微生物油脂发酵的产业化发展[13]。最近，又出现了以利用甜高粱、甘油以及活性污泥等

低廉的农作物和环境、工业废弃物为碳源的产油发酵过程，例如，Economou等[14]用高

山被孢霉Mortierella isabellina以甜高粱作物基质进行半固体发酵。Easterling等[15]用粘红

酵母Rhodotorula glutinis 分别以葡萄糖、木糖、甘油为碳源进行发酵。Angerbauer等[16]

用斯达油脂酵母Lipomyces starkeyi以活性污泥为基质进行发酵。Chanika等[17]用粘红酵母

Rhodotorula glutinis以甘油为碳源，硫酸铵为氮源进行发酵研究。 
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图 1.2 产油酵母油脂积累代谢调控简图 

Fig. 1.2.  Metabolic regulation of lipid accumulation in oleaginous microorganisms 
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1.3.1  微生物油脂的应用 

木质纤维素原料是自然界最为丰富的碳水化合物资源，因此，利用廉价、丰富的木

质纤维素原料生产微生物油脂具有广阔的应用前景。目前，利用木质纤维素原料生产微

生物油脂已有研究报道。例如，Chen等[20]筛选出了一种能够广泛耐受木质纤维素降解物

的一株皮状丝孢酵母CX1。微生物发酵木质纤维素原料生产油脂的工艺主要包括原料的

预处理、预处理原料的脱毒处理、纤维素的酶解与油脂发酵，以及微生物油脂的提取等

步骤。但是，大部分研究主要集中在先将预处理后的木质纤维素原料进行酶解，而后利

用产油微生物发酵木质纤维素原料的酶解液生产油脂。将木质纤维素原料的酶解与油脂

发酵分开，尽管使各工段的最佳反应条件得到了最大程度的保证（酶解温度为50
o
C，发

酵温度为30
o
C），但固液分离工序的增加以及反应器的增加，势必增加了微生物油脂的

生产成本。而直接对脱毒后的木质纤维素原料直接进行同步糖化与油脂发酵，目前还未

见报道。 

表 1.1  各种产油微生物的含油率 

Table 1.1.  Lipid content of several oleaginous microorganisms 

66 Mortierella vinacea18-24 Bacillus alcalophilus

75 Hunicola lanuginosa24-25 Rhodococcus opacus

86 Mortierella isabellina27-38 Acinetobacter

calcoaceticus

57 Aspergillus oryzae>40 Arthrobacter sp.

真菌细菌

72 Rhodotorula glutinis55-77 Schizochytrium sp.

64 Lipomyces starkeyi45-47 Nitzschia sp.

65 Cryptococcus albidus16-37 Cylindrotheca sp.

58 Candida curvata25-75 Botryococcus braunii

酵母微藻

含油量（％干重）菌种含油量（％干重）菌种

66 Mortierella vinacea18-24 Bacillus alcalophilus

75 Hunicola lanuginosa24-25 Rhodococcus opacus

86 Mortierella isabellina27-38 Acinetobacter

calcoaceticus

57 Aspergillus oryzae>40 Arthrobacter sp.

真菌细菌

72 Rhodotorula glutinis55-77 Schizochytrium sp.

64 Lipomyces starkeyi45-47 Nitzschia sp.

65 Cryptococcus albidus16-37 Cylindrotheca sp.

58 Candida curvata25-75 Botryococcus braunii

酵母微藻

含油量（％干重）菌种含油量（％干重）菌种

 

 

Lin Hui 等[15]利用霉菌 Aspergillus oryzae A-4 在小麦杆和麦麸按比例混合的固体培

养基上进行固态产油发酵的研究。条件优化后油脂得率可达 62.87mg/g DM。Feiyan Xue

等[16]开发了一种新的共发酵方式，即利用粘红酵母 Rhodotorula glutinis 和微藻钝顶螺旋

藻 Spirulina platensis 混合培养。总生物量和总油脂得率都得到了显著提高，总生物量达

到 1.6 g/L，73%的 COD 被消耗。在光氧化压力或者其他环境压力下，许多微藻能够生

产甘油三酯，其含油率在 20%-50%。在叶绿体中通过一系列的酶可以合成脂肪酸，其中

最关键的酶是乙酰辅酶 A 羧化酶（ACCase）[17]。Lu-Jing Ren 等[18]发现通过增加
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acetyl-CoA 和 NADPH 可以提高油脂的含量，也改变了脂肪酸的组成。其中，通过添加

乙醇使油脂含量增加了 35%，产量达到 19 g/L，通过添加苹果酸可以使 DHA 含量从 35%

增加至 60%。N-乙酰氨基葡萄糖是组成壳聚糖的单体，Siguo Wu 等 [19]研究发现在 22
 o
C

下以 N-乙酰氨基葡萄糖作为碳源，隐球酵母 Cryptococcus curvatus 的含油率可以达到

54.2%。  

1.3.2  酵母产油脂发酵 

Chen 等 [20]筛选出了一种能够广泛耐受木质纤维素降解物的一株皮状丝孢酵母

CX1。Xue, F.Y.等[21] 用粘红酵母 Rhodotorula glutinis 酵母以味精废水中添加葡萄糖的方

式进行产油发酵，生物量最高达到 25 g/L，含油率达到 20%，降解了 45%的 COD。其

中，葡萄糖添加方式分为三种，即初始添加 4%的葡萄糖；初始添加 2%葡萄糖，发酵过

程再添加 2%葡萄糖；三阶段以不同速度流加葡萄糖。Ch.N. Economou 等[22]用深黄被孢

霉 Mortierella isabellina 霉菌以甜高粱作物基质进行半固体发酵，含水量为 92%时，产

油量达到 0.11 g/g 干物质。Emily R. Easterling
 等[23]用粘红酵母 Rhodotorula glutinis 酵母

以不同的碳源进行发酵，碳源分别是葡萄糖、木糖、甘油、葡萄糖和木糖、木糖和甘油

以及葡萄糖和甘油。最终甘油三酯占细胞干重的比率分别为 16%、12%、25%、10%、

21%以及 34%。Angerbauer C. 等[24]用斯达油脂酵母 Lipomyces starkeyi 酵母以活性污泥

为基质进行发酵，研究发现，在 C/N 比为 150 时含油率达到 68%，在 C/N 比为 60 时含

油率达到 40%，在 pH 5.0 是油脂量最大，在 PH6.5 时油脂得率最大。未处理的污泥斯

达油脂酵母 Lipomyces starkeyi 酵母无法正常生长。与酸处理、碱处理和热处理相比较，

经过超声处理的污泥产油最大，达到 1 g/L。Chanika Saenge 等[26]用粘红酵母 Rhodotorula 

glutinis 酵母以甘油为碳源，硫酸铵为氮源，吐温 20 为表面活性剂进行发酵研究，发现

C/N 比对生物量、油脂含量和类胡萝卜素产量影响最大。经过响应曲面分析，对于生物

量，最优条件为甘油浓度为 8.5%，C/N 比为 60；对于油脂含量和类胡萝卜素产量，最

有条件为甘油浓度 9.5%，C/N 比为 85。在反补发酵过程中，最高油脂产量 6.05 g/L，油

脂含量为 60.7%，类胡萝卜素产量为 135.25 mg/L。 

1.3.3  油脂发酵的关键限制因素 

Milan Certik 等[27]研究发现刺孢小克银汉霉 Cunninghamella echinulata 霉菌利用有

机氮源时油脂含量增加。有机氮源中的铵离子能够迅速增加 ACC、ME、ACL 的酶活；

NaNO3 能够增加 GPD 和 PGD 的酶活；无机氮源能够增加 NADP-ICD 的酶活。氮源不

断增加使 ACC、ME、ACL 的酶活下降，油脂含量下降；相反，使 GPD 和 PGD 的酶活

增加，生物量增加。实验表明，绝大部分的乙酰辅酶 A 被用于经由 ACC、ME、ACL（可

能也有 GPD）将 NADPH 转到油脂合成途径过程中。D'Elia, C. 等[28]开发的一种用于液

体样品的过硫酸盐氧化测定总氮量的方法。其总氮量包括样品中一切无机氮源和有机氮

源，即包括凯氏定氮法测定的所有的氮源。这是一种快速有效测定总氮量的方法。Fakas, 

S. 等[29]用刺孢小克银汉霉 Cunninghamella echinulata 霉菌以西红柿水解液中的有机氮

源和葡萄糖进行发酵。研究发现，去除水解液中的氮源使葡萄糖摄取量迅速降低，产油
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减少。因此有机氮更有利于葡萄糖的摄取和油脂的积累，含油率达到 48%，油脂产量为

8.7 g/L。Folch, J. 等[30] 开发的一种快速有效的提油方法，即氯仿甲醇萃取法。Wu, S. 等
[31] 研究发现圆红冬孢酵母 Rhodosporidium toruloides 酵母在硫限制条件下也可提高含

油率，增加油脂产量。在初始 C/S 比为 46750 条件下，含油率达到 58.3%；在初始 C/S

比 11380 条件下，即使 C/N 比在 28.3 到 5.7 范围内，含油率仍为 57%。C.N. Economou 等
[32] 用深黄被孢霉 Mortierella isabellina 霉菌在甜高粱水解液中进行批式发酵，C/N 比在

43-53 范围内，含油率在 43%-51%之间，油脂产量在 2.2-9.3g/L。实验建立的数学模型

能够准确预测生物量的增加、油脂的积累量以及碳源和氮源的消耗量。模型假设高糖浓

度抑制菌体生长，葡萄糖只用于生长和产油，葡萄糖耗尽时消耗油脂。Wu S.等[33] 用圆

红冬孢酵母 Rhodosporidium toruloides 酵母在磷限制条件下也可提高含油率，增加油脂

产量。在 C/N 比为 6.1，C/P 比为 9552 的条件下，含油量为 62.2%，油脂得率为 0.203 g/g

葡萄糖。 

Higashiyama K.等[34]用高山被孢霉 Mortierella alpina 1S-4 霉菌在 50L 发酵罐中生产

花生四烯酸。发酵过程中的高氧浓度通过通入高纯度氧气和增加发酵罐内压力来实现。

在氧浓度 10-15 ppm 下花生四烯酸的得率是在氧浓度 7 ppm 下的 1.6 倍。以通入高纯度

氧气的方法将氧浓度升至 20-50 ppm 时，菌体由丝状转变为球状，此时，传质较差，花

生四烯酸得率急剧下降。以加压方式维持氧浓度在 15-20 ppm 时，菌体形态不变，但是

花生四烯酸得率逐渐下降。Zhanyou Chi 等[35] 用裂殖壶菌 Schizochytrium limacinum 

SR21 微藻在不同氧浓度下发酵生产 DHA。高的溶氧有利于细胞个数的增加，低的溶氧

有利于油脂的积累，溶氧与细胞数量呈正相关，与油脂积累呈负相关。通过两阶段溶氧

控制，最终达到生物量 37.9 g/L，油脂产量 6.56 g/L。Pieter J. Verbelen 等[36] 研究了啤

酒厂生产前期预充氧气过程中，在氧化应激压力下，酵母的代谢调控情况。研究表明，

在预充氧后，前 3 h 内，氧气敏感的转录因子 Hap1 和 Rox1 开始表达，前 45 min 内，

氧化应激压力敏感的 YAP1 大量表达，麦角固醇和不饱和脂肪酸随着 ERG1、ERG11 和

OLE1 的表达而增加。Hongwei Liu 等[37] 对模式生物斯达油脂酵母 Lipomyces starkeyi 酵

母不同发酵阶段，即发酵 8 h、24 h 和 96 h，进行了蛋白质组学的研究。实验对 289 种

蛋白进行了分析，在严格的对比和半定量分析后，发现有 81 种蛋白有较明显的变化 。 

 

1.4  利用木质纤维素生产微生物油脂的研究现状 

 

1.4.1 菌种的选择与利用 

Yu 等[38]研究了利用小麦秸秆经过稀酸预处理后获得的水解液中发酵生产微生物油

脂的过程。在所获得的水解液中六碳糖浓度为 24.3 g/L，五碳糖浓度为 4.9 g/L，同时在

水解液中还存在这各种的抑制物，例如乙酸、糠醛、羟甲基糠醛。Yu 等研究了五种产

油酵母在小麦秸秆水解液中发酵的情况，这五种产油酵母分别是隐球酵母 Cryptococcus 

curvatus，粘红酵母 Rhodotorula glutinis，圆红冬孢酵母 Rhodosporidium toruloides，斯达

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wu%20S%22%5BAuthor%5D
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油脂酵母 Lipomyces starkeyi 以及亚罗酵母 Yarrowia lipolytica。所有的酵母都能在脱毒

后的水解液中正常的生长和产油，而在未脱毒的水解液中，除了圆红冬孢酵母其它四种

酵母也能正常生长。其中，隐球酵母 Cryptococcus curvatus 在脱毒水解液中油脂产量达

4.2 g/L，在未脱毒的水解液中油脂产量达 5.8 g/L。另外，Yu 等对糠醛和羟甲基糠醛的

抑制作用也进行了研究，羟甲基糠醛在 3 g/L 以上会对隐球酵母 Cryptococcus curvatus

的生长和产油有明显的抑制作用，糠醛在 1 g/L 以上会对隐球酵母 Cryptococcus curvatus

的生长和产油有明显的抑制作用。Huang 等[39]利用水稻秸秆经过硫酸处理后获得的水解

液进行微生物油脂发酵，所用的菌种为发酵性丝孢酵母 Trichosporon fermentans 在未经

过脱毒的水解液中发酵结果很差，油脂产量为 1.7 g/L，与单一碳源的合成培养基相比结

果极低。Huang 等利用了经过了 overliming，浓缩法以及 Amberlite XAD-4 离子交换树

脂吸附三个过程，除去了水解液中的各种抑制物。最终，在发酵 8 天后菌体干重达到了

28.6 g/L，油脂产量达到了 11.5 g/L，含油率达到了 40.1%。另外，发酵性丝孢酵母

Trichosporon fermentans 除了能够利用水稻秸秆水解液，还能利用甘露糖、半乳糖以及

纤维二糖。 

1.4.2  发酵方式 

目前，在微生物油脂发酵发酵过程所用到的发酵方式主要是批式发酵和分批补料发

酵，对于同步糖化发酵法生产微生物油脂还未见报道。批式发酵和分批补料发酵主要是

用于木质纤维素水解液的液态发酵过程，这种方式发酵时间长，工序多，操作繁杂，并

且要进行固液分离过程。为了避免这些弊端，需要在发酵方式上进行尝试，如何将纤维

素酶糖化过程和水解液发酵过程耦合在一个反应器中成为改进木质纤维素生产微生物

油脂的关键。通过同步糖化发酵方式，将大大减少纤维素酶糖化过程底物抑制效应，避

免了固液分离过程。同时，将木质纤维素原料的酶解与油脂发酵分开，虽然使各工段的

最佳反应条件得到了最大程度的保证，可以确保酶解温度为 50
o
C，pH 4.8，发酵温度为

30
o
C，pH 4.8，但是通过增加一个同步糖化发酵的预酶解过程，可以使酶解和油脂发酵

过程尽可能的条件最优化，因此，含有预酶解的同步糖化发酵过程是一个可行性极高的

利用木质纤维素生产微生物油脂的方法。 

1.4.3  微生物油脂发酵的放大研究 

Li 等[40]用圆红冬孢酵母 Rhodosporidium toruloides Y4 酵母进行了批式发酵，细胞

干重达到 150 g/L；进行了反补发酵，用时 25 天，细胞干重达到 151.5 g/L，含油率 48%。

在 15 L 发酵罐中，反补发酵用时 134 h，细胞干重 106.5 g/L，含油率 67.5%，油脂产率

0.54 g/L/h。Zhao 等[41]用圆红冬孢酵母 Rhodosporidium toruloides Y4 分别以菊芋提取物

和水解物作为底物在 15L 发酵罐中生产油脂。利用菊芋提取物在分批补料过程下最终油

脂浓度到达 39.6 g/L，细胞含油率达到 56.5%。Ren LJ 等[42]在 500 L 发酵罐中进行微藻

裂殖壶菌 Schizochytrium sp.，通过三阶段通气控制，即发酵 0-24 h 通气量 0.4 vvm，24-96 

h 通气量 0.6 vvm，96 h 至结束通气量 0.4 vvm，使细胞密度达到 71 g/L，油脂量达 35.75 

g/L，DHA 含量达 48.95%。DHA 含量比始终保持通气量 0.4 vvm 增加了 11.21%。 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ren%20LJ%22%5BAuthor%5D
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1.5 木质纤维素生物转化的工艺流程 

 

木质纤维素生产微生物油脂工艺过程主要分为物料前处理、预处理、预处理后物料

的脱毒、物料的酶解和微生物发酵及产物提取这六个环节。 

1.5.1  木质纤维素原料的前处理 

木质纤维素原料要经过前处理工段，分别有粉碎、洗涤、压榨和烘干四道工序。其

中，在木质纤维素原料收获后首先要清洗除去附着在物料中的泥沙，然后将其粉碎以降

低颗粒的粒径尺寸，木质纤维素原料经过粉碎后，其粒径尺寸大小一般为10-30 mm，颗

粒度的大小对后续的预处理过程、糖化过程和发酵过程的影响比较大，颗粒度越小，越

有利于木质纤维素原料的预处理和糖化，进而影响发酵效果，因此，降低物料的粒径尺

寸，提高物料比表面积是提高微生物油脂产率的重要环节。 

1.5.2  木质纤维素原料的预处理 

木质纤维素原料的预处理是通过物理、化学或生物的方法打破木质纤维素牢固致密

的分子结构，打开紧密包裹纤维素组分的木质素组分和半纤维素组分，进一步破坏纤维

素致密的微晶结构，是纤维素上的附着位点尽可能的充分暴漏，从而利于纤维素酶附着

到纤维素上进行酶解反应。传统的预处理方法主要有：稀酸预处理、蒸汽膨爆、氨纤维

膨爆、有机溶剂提取等，本研究所使用的与处理方法为干式稀硫酸预处理法。其主要方

法是将浓度3％的稀硫酸按固液比1:2与木质纤维素原料混合，预浸过夜，然后以190
o
C

的高温在预处理反应器中处理3分钟。 

1.5.3  预处理后原料的脱毒 

预处理后会产生一系列的抑制微生物生长的有害物质，其中包括糠醛、羟甲基糠醛、

甲酸、乙酸、丙酸等，根据不同的木质纤维素原料其预处理后产生的抑制物组分和浓度

不相同，通过不同的预处理方法其产生的抑制物组分和浓度亦不同，因此，对于不同的

木质纤维素原料（如玉米秸秆、麦秆、杨树、桉树等）以及不同的预处理方法（如烯酸

预处理、蒸汽膨爆预处理、氨纤维膨爆预处理、生物预处理等）所产生的预处理物料其

纤维素、半纤维素含量以及抑制物组分和含量皆不相同，因此对于下游的脱毒过程要求

也不相同。一般的预处理后物料的脱毒方法主要有化学法、物理法和生物法，例如，水

洗脱毒、overliming 脱毒以及生物脱毒，但是，水洗脱毒存在着用水量极大，废水污染

严重等问题，overliming 脱毒法存在着消耗大量的碱和酸，成本极高，废水污染严重等，

因此，预处理后物料的脱毒是制约木质纤维素利用的一个关键工段，如何开发出一种低

能耗、低功耗、低排放、低成本的新型脱毒方法至关重要。而一种新型的生物脱毒方法

已经被开发，本实验室筛选出了一株能同时耐受多种抑制物的煤油霉菌暗膜囊菌

Amorphotheca resinae ZN1，这株菌能够有效的代谢糠醛、羟甲基糠醛以及乙酸，不仅耐

受抑制物浓度高而且在抑制物协同抑制的情况下也能成功代谢抑制物，并且此菌可以在

静态下培养，真正达到极低能耗、极低功耗、零排放以及极低成本。 
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图1.3  木质纤维素的组成及主要水解产物和抑制物 

Fig.1.3.  Composition of lignocellulose and main hydrolysis products and inhibitors 

 

1.5.4  木质纤维素原料的酶水解 

纤维素酶是一种复合酶，它主要有三类酶组分，分别是纤维素外切酶、纤维素内切

酶以及糖苷酶，而木质纤维素原料的酶水解过程正是这三种酶协同作用分解纤维素的酶

催化过程。木质纤维素原料的酶水解过程是在50
o
C温度下使纤维素和半纤维素通过纤维

素酶转化为可溶性的六碳糖（如葡萄糖）和五碳糖（如木糖）等。经预处理后的木质纤

维素原料由于纤维素酶附着位点暴露出来，使得纤维素酶与物料容易结合起来并水解获

得六碳糖组分，纤维素酶法水解纤维素其反应条件温和，在pH 4.8，50
o
C下常压进行，

转化率较高，但是纤维素酶的用量较大和成本较高，这成为酶法水解纤维素过程商业化

应用的主要制约因素。 

1.5.5  木质纤维素水解液发酵 

利用木质纤维素水解液发酵生产微生物油脂的过程主要是通过产油微生物代谢水

解液中的五碳糖和六碳糖并产生和积累油脂，产生的微生物油脂其脂肪酸组成和植物油

脂相类似，主要储存在微生物细胞内，其发酵结果与微生物生长和代谢环境有关，而影

响其生长和代谢环境的条件主要是一系列发酵条件，例如温度、pH、溶氧、初始糖浓度、

初始氮源含量等。 

 

1.6  同步糖化发酵技术应用及意义 
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1.6.1  同步糖化发酵技术的应用 

Zhang J 等[43]开发了一种干式烯酸预处理方法，并用此方法对玉米秸秆粉末进行了

预处理，然后通过同步糖化发酵技术利用耐高温的酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 

DQ1 进行乙醇发酵最终获得了较高的乙醇产量和得率，同时开发的螺带搅拌浆较好的解

决了在超高固体含量下的传质与传热问题，最终为高固体含量下同步糖化发酵产乙醇提

供了可靠的保证。 
Zhang J 等[44] 开发出了一种超低功耗，超低能耗生物脱除玉米秸秆

预处理后抑制物的方法，这种方法是通过筛选出的煤油霉菌暗膜囊菌 Amorphotheca 

resinae ZN1 将由预处理工段产生的乙酸、糠醛、羟甲基糠醛等抑制物除去以实现后续同

步糖化发酵过程的顺利进行，该方法低成本，零废水排放，是一个极其有效的脱毒方法。 

Yang 等[45]通过蒸汽膨爆和碱性过氧化氢法，成功将半纤维素和木质素移除，纤维

素含量达到 73.2%。通过分批补料的方法最终还原糖浓度达到 220 g/L,葡萄糖浓度达到

175 g/L,纤维二糖浓度达到 22 g/L,木糖浓度达到 20 g/L。Kim Olofsson 等[46]认为基因工

程菌酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae, TMB3400 可以利用木糖，但是葡萄糖与木糖在

胞外转运至胞内的过程存在竞争转运载体的可能。研究发现，通过控制酶解速度略低于

该菌种摄取糖的最大速度时，有利于木糖的利用，因此，设计了酶解速度的模型，并根

据此模型，设计了三阶段分别控制不同加酶速度下的发酵过程，最终使 85%以上的木糖

得到充分利用。 

1.6.2  同步糖化发酵技术的价值和意义 

同步糖化发酵技术可以有效解决酶解过程产生的酶解产物对酶解反应的抑制，提高

了酶解产率和酶解效果，另外，将酶解糖化过程和发酵过程合并成一步操作既节省了反

应设备的投入，又节省了反应过程总时间，提高了效率，实现了一锅法。因此，同步糖

化发酵技术可以有效的提高产物的总产量，是一个非常有价值的技术路线。 

 

1.7  微生物油脂发酵的放大研究 

 

Zhao 等[47]用圆红冬孢酵母 Rhodosporidium toruloides Y4 分别以菊芋提取物和水解

物作为底物在 15 L 发酵罐中生产油脂。利用菊芋提取物在分批补料过程下最终油脂产

量达 39.6 g/L，细胞含油率达到 56.5%。Yasser Elbahloul 等[43]用基因工程菌大肠杆菌

Escherichia coli p(Microdiesel)在中试规模 100 L 下进行四次分批补料培养，最终干细胞

浓度达到 61.0 g/L，脂肪酸乙酯含量占细胞干重的 25.4%。Ren LJ 等[48]在 500 L 发酵罐

中进行微藻裂殖壶菌 Schizochytrium sp.，通过三阶段通气控制，即发酵 0-24 h 通气量 0.4 

vvm，24-96 h 通气量 0.6 vvm，96 h 至结束通气量 0.4 vvm，使细胞密度达到 71 g/L，油

脂量达 35.75 g/L，DHA 含量达 48.95%。DHA 含量比一直保持通气量 0.4 vvm 的发酵方

式增加了 11.21%。Li 等[49]用圆红冬孢酵母 Rhodosporidium toruloides Y4 酵母进行了批

式发酵，细胞干重达到 150 g/L；进行了反补发酵，用时 25 天，细胞干重达到 151.5 g/L，

含油率 48%。在 15L 发酵罐中，反补发酵用时 134 h，细胞干重 106.5 g/L，含油率 67.5%，

油脂产率 0.54 g/L/h。 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ren%20LJ%22%5BAuthor%5D


华东理工大学硕士学位论文                                          第 12 页 

 

1.8  纤维素酶的循环利用 

 

纤维素酶的成本是制约木质纤维素发酵生产微生物油脂的主要因素。通过纤维素酶

的回收利用可极大降低纤维素酶的用量，继而降低微生物油脂的生产成本。本工作主要

是对同步糖化发酵生产微生物油脂过程进行了优化和放大，并实现了纤维素酶的回收利

用。 

Tu等[50]研究发现，经过有机溶剂预处理后获得的软木水解液中可以有效的回收纤维

素酶，这为实现生物转化产乙醇商业化方面，降低纤维素酶成本提供了可行的方案。Tu

等通过响应曲面分析法优化了温度，pH，离子强度以及表面活性剂浓度等条件，获得了

最有利于蛋白和纤维素酶恢复活力的条件。最优化的条件为44.4
o
C，pH 5.3 以及 0.5% 

吐温80。通过在水解后的残渣中回收纤维素酶，并将其循环使用，每次糖化开始时加入

相同量的纤维素酶，糖化结束后回收纤维素酶，经过三次循环，三次水解过程的总得率

提高了25%。其原理主要是水解后残渣中的纤维素酶通过解吸附作用游离到液体中，再

和新加入的纤维素酶混合后再吸附到木质纤维素中，进行酶解。Zhu等[51]通过了一个非

常简单的方法测量吸附在纤维素类物质或预处理后木质纤维素上的纤维素酶量。这个方

法首先将吸附的纤维素酶置于10 M的NaOH中在121
o
C作用20分钟，使纤维素酶失去活

性，接着用茚三酮作用氨基酸将纤维素酶中的氨基酸释放出来，通过测定氨基酸的量确

定纤维素酶量。木质纤维素中的主要成分是纤维素、半纤维素以及木质素，这些物质都

不会影响茚三酮的作用。Zhu等研究了一系列纤维素酶解吸附的方法，包括改变pH，使

用洗涤剂，高浓度盐溶液以及多元醇等。最终通过调节pH至13.0，并用72%乙二醇在中

性pH下洗脱可以最有效的实现纤维素酶的解吸附。在循环回收纤维素酶时，调节pH至

10.0可以保证纤维素酶的解吸附，并且成本较低，研究发现在pH 10.0时可以使预处理后

玉米秸秆中吸附的纤维素酶回收90%以上。 

 

1.9  课题的内容和意义 

 

1.9.1  研究课题的内容 

研究内容主要集中在玉米秸秆木质纤维素为底物的油脂发酵，结合同步糖化发酵技

术，在较低的纤维素酶用量的基础上实现廉价底物的较有优势的油脂产量。方案主要分

为四个方面，第一方面为稀酸预处理后原料经脱毒后，糖化反应的尝试；第二方面为同

步糖化油脂发酵各种发酵条件的优化；第三方面为碳氮比对同步糖化油脂发酵的影响；

第四方面为同步糖化油脂发酵后发酵醪中酶的回收的尝试。 

工艺技术路线主要分为玉米秸秆前处理、玉米秸秆预处理、玉米秸秆生物脱毒、木

质纤维素糖化发酵以及发酵醪离心萃取。其中，玉米秸秆前处理分为粉碎、洗涤、压榨

和烘干四道工序。玉米秸秆预处理主要是在高温高压下破坏秸秆的致密结构。玉米秸秆

的生物脱毒主要是通过煤油霉菌暗膜囊菌 Amorphotheca resinae ZN1 将由预处理产生的
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乙酸、糠醛、羟甲基糠醛等抑制物除去。木质纤维素糖化发酵工段主要是进行木质纤维

素同步糖化油脂发酵获得目的产物。发酵醪离心萃取主要是通过离心、破碎、萃取及旋

蒸技术，实现纤维素酶的回收和目的产物的分离。预期研究成果为实现以玉米秸秆木质

纤维素为底物的同步糖化油脂发酵，并且实现纤维素酶的循环利用。研究结果具备两个

创新点，即首次尝试木质纤维素同步糖化发酵产微生物油脂和这个发酵过程中纤维素酶

的回收。 

1.9.2  课题研究的意义 

实现用玉米秸秆作为底物的同步糖化发酵产油脂，构建起优化的同步糖化发酵体

系。同时，通过纤维素酶的回收利用从而降低纤维素酶的用量。该研究提供的利用玉米

秸秆生产微生物油脂的方法，首次实现了用同步糖化发酵技术进行木质纤维素微生物油

脂发酵以及纤维素酶的循环使用，这为微生物油脂资源提供了一个有效的低成本的来

源。  
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第 2 章 实验材料和方法 

 

2.1  材料和菌种 

 

2.1.1  玉米秸秆材料 

本实验玉米秸秆原料来源于山东潍坊，纤维素含量为 33.4%。 

2.1.2  菌种和培养基 

本实验发酵所用油脂酵母为皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1，生物脱毒所

用霉菌为煤油霉菌暗膜囊菌 Amorphotheca resinae ZN1。 

PDA培养基的组成为葡萄糖20 g/L、马铃薯200 g/L、琼脂粉 20 g/L，并在115°C下

灭菌20分钟。 

YPD培养基的组成为葡萄糖20 g/L、酵母粉10 g/L、琼脂粉15 g/L、蛋白胨20 g/L，

并在115°C下灭菌20分钟。 

合成培养基的组成为木糖7.8 g/L、葡萄糖38 g/L、 MgSO4·7H2O 0.5 g/L 、KH2PO4 1.0 

g/L、(NH4)2SO4 5.0 g/L，调节pH值在5.8~6.0范围内，并在115°C下灭菌20分钟。 

种子培养基的组成为葡萄糖20 g/L、MgSO4·7H2O 0.5 g/L 、KH2PO4 1.0 g/L、

(NH4)2SO4 5.0 g/L、酵母粉0.5 g/L，调节pH值在5.8~6.0范围内，并在115°C下灭菌20分钟。 

玉米秸秆水解液培养基获得方法为通过硫酸浓度3.0%，反应温度190°C，反应时间3 

min的稀酸预处理方法处理秸秆，后加入7FPU/g DM的纤维素酶进行水解，水解48 h后，

在4000 rpm转速下离心分离3分钟，最后得到水解上清液。并在发酵前加入各种无机盐

溶液，最终达到MgSO4·7H2O 0.5 g/L，(NH4)2SO4 0.5 g/L。 

2.1.3  菌种保藏 

将种子接入YPD培养基中，在30°C，180 rpm条件下培养24 h后取出，再将培养液与

60％甘油各0.5 mL混合后分装到冻存管中，并保藏于-80
o
C冰箱中。当需要使用菌种时，

从-80
o
C冰箱中取一支冻存菌种，用划线法将菌种接于YPD固体平板上，在30°C下静置

培养24 h，后将生长完好的YPD固体平板存放于4
o
C冰箱中保存，在2个星期之内可挑取

YPD固体平板上的菌落接种使用。 

2.1.4  种子培养 

将 YPD 固体平板上的单个菌落在超净工作台中用牙签挑取接入到 20 mL YPD 液体

培养基中，摇瓶在 30°C，180 rpm 条件下发酵 24 h。之后，再以体积比 10%接种量移取

2 mL 种子液接入到 20 mL 玉米秸秆水解液中，摇瓶在 30°C，180rpm 条件下培养 24 h。

之后，再以体积比 10%接种量将 20 mL 玉米秸秆水解液全部扩大接入到 200 mL 水解液

中，摇瓶在 30°C，180 rpm 条件下发酵 18 h，其中水解液中必须补加无机盐溶液，最终
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达到 0.5g/L MgSO4 和 0.5g/L (NH4)2SO4。 

 

2.2  实验仪器和试剂 

 

2.2.1  实验仪器和设备 

见表 2.1 实验仪器和设备 

 

表2.1 实验仪器和设备 

Table 2.1． Experiment equipment 

上海保兴生物设备工程有限公司Biotech-4BG3L四连发酵罐

Millipore公司Milli-Q Synthesis 超纯水纯化系统

上海保兴生物设备工程有限公司Biotech -5L 5L发酵罐

岛津公司LC-20AD 高效液相色谱

苏州苏洁净化设备有限公司SW-CJ-1FD 单人单面洁净工作台

上海精密科学仪器有限公司PHS-3C pH计

海尔公司BCD-239VC 冰箱

Thermo公司Forma-86C 超低温冰箱

上海科兴仪器有限公司RE-201D 旋转蒸发仪

宁波新芝生物科技有限公司XB-70 制冰机

上海一恒科技有限公司DHG-9140A电热恒温鼓风干燥箱

宁波新芝生物科技有限公司SDC-6 恒温水槽

Beckman公司J-26高速冷冻离心机

Eppendorf公司5430 微型摇床

Eppendorf公司Research 移液器

Eppendorf公司5424 小型高速离心机

宁波新芝生物科技有限公司JY92-Ⅱ超声波细胞破碎仪

Beckman公司DU-800 核酸蛋白质分析仪

上海精科实业有限公司722N 分光光度计

太仓华利达有限公司HZ-9311K 落地恒温振荡摇床

上海一恒科技有限公司GHP-9160恒温恒湿培养箱

上海博迅实业有限公司YXQ-LS-75SⅡ立式压力蒸气灭菌器

梅特勒-托利多国际贸易(上海)有限公司BS224 电子天平

梅特勒-托利多国际贸易(上海)有限公司BS423S 电子天平

生产厂家规格仪器名称

上海保兴生物设备工程有限公司Biotech-4BG3L四连发酵罐

Millipore公司Milli-Q Synthesis 超纯水纯化系统

上海保兴生物设备工程有限公司Biotech -5L 5L发酵罐

岛津公司LC-20AD 高效液相色谱

苏州苏洁净化设备有限公司SW-CJ-1FD 单人单面洁净工作台

上海精密科学仪器有限公司PHS-3C pH计

海尔公司BCD-239VC 冰箱

Thermo公司Forma-86C 超低温冰箱

上海科兴仪器有限公司RE-201D 旋转蒸发仪

宁波新芝生物科技有限公司XB-70 制冰机

上海一恒科技有限公司DHG-9140A电热恒温鼓风干燥箱

宁波新芝生物科技有限公司SDC-6 恒温水槽

Beckman公司J-26高速冷冻离心机

Eppendorf公司5430 微型摇床

Eppendorf公司Research 移液器

Eppendorf公司5424 小型高速离心机

宁波新芝生物科技有限公司JY92-Ⅱ超声波细胞破碎仪

Beckman公司DU-800 核酸蛋白质分析仪

上海精科实业有限公司722N 分光光度计

太仓华利达有限公司HZ-9311K 落地恒温振荡摇床

上海一恒科技有限公司GHP-9160恒温恒湿培养箱

上海博迅实业有限公司YXQ-LS-75SⅡ立式压力蒸气灭菌器

梅特勒-托利多国际贸易(上海)有限公司BS224 电子天平

梅特勒-托利多国际贸易(上海)有限公司BS423S 电子天平

生产厂家规格仪器名称

 

 

2.2.2  实验试剂 

见表 2.2 试剂 
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表 2.2 试剂 

Table 2.2． Reagents 

国药集团化学试剂有限公司AR 蛋白胨

OXOIDLID BASINGSTOKE HAMPSHIR AR 酵母粉

上海凌峰化学试剂有限公司AR 氯化铵

Genencor Internal, Rochester, NY, USA AR 纤维素酶(酶活约65FPU/mL) 

上海凌峰化学试剂有限公司AR 硫酸铵

上海凌峰化学试剂有限公司AR 磷酸二氢钾

上海美兴化工有限公司AR 硫酸镁

中国惠心生化试剂有限公司AR 琼脂粉

上海凌峰化学试剂有限公司AR 次氯酸钠

上海凌峰化学试剂有限公司AR 磷酸氢二钠

国药集团化学试剂有限公司AR 亚硝基铁氰化钠

国药集团化学试剂有限公司AR 4-羟基苯甲醛

国药集团化学试剂有限公司AR 香兰素

比利时AcrosAR 羟甲基糠醛

美国Johnson Matthey AR 乙酰丙酸

上海凌峰化学试剂有限公司AR 甲酸

上海化学试剂有限公司AR 三氯甲烷

上海菲达工贸有限公司AR 正己烷

上海振兴化工一厂AR 甲醇

上海润捷化学试剂有限公司AR 乙酸

上海润捷化学试剂有限公司AR 糠醛

中国惠兴生化试剂有限公司AR 琼脂

国药集团化学试剂有限公司AR 硝酸钾

上海凌峰化学试剂有限公司AR 过硫酸钾

美国ICN公司AR D-木糖

中国惠兴生化试剂有限公司AR D-葡萄糖

中国惠兴生化试剂有限公司AR 葡萄糖

上海振兴化工厂AR NaOH

上海凌峰化学试剂有限公司AR 三氟化硼

上海凌峰化学试剂有限公司AR 浓盐酸

上海菲达工贸有限公司GR 98%浓硫酸

生产厂家规格试剂名称

国药集团化学试剂有限公司AR 蛋白胨

OXOIDLID BASINGSTOKE HAMPSHIR AR 酵母粉

上海凌峰化学试剂有限公司AR 氯化铵

Genencor Internal, Rochester, NY, USA AR 纤维素酶(酶活约65FPU/mL) 

上海凌峰化学试剂有限公司AR 硫酸铵

上海凌峰化学试剂有限公司AR 磷酸二氢钾

上海美兴化工有限公司AR 硫酸镁

中国惠心生化试剂有限公司AR 琼脂粉

上海凌峰化学试剂有限公司AR 次氯酸钠

上海凌峰化学试剂有限公司AR 磷酸氢二钠

国药集团化学试剂有限公司AR 亚硝基铁氰化钠

国药集团化学试剂有限公司AR 4-羟基苯甲醛

国药集团化学试剂有限公司AR 香兰素

比利时AcrosAR 羟甲基糠醛

美国Johnson Matthey AR 乙酰丙酸

上海凌峰化学试剂有限公司AR 甲酸

上海化学试剂有限公司AR 三氯甲烷

上海菲达工贸有限公司AR 正己烷

上海振兴化工一厂AR 甲醇

上海润捷化学试剂有限公司AR 乙酸

上海润捷化学试剂有限公司AR 糠醛

中国惠兴生化试剂有限公司AR 琼脂

国药集团化学试剂有限公司AR 硝酸钾

上海凌峰化学试剂有限公司AR 过硫酸钾

美国ICN公司AR D-木糖

中国惠兴生化试剂有限公司AR D-葡萄糖

中国惠兴生化试剂有限公司AR 葡萄糖

上海振兴化工厂AR NaOH

上海凌峰化学试剂有限公司AR 三氟化硼

上海凌峰化学试剂有限公司AR 浓盐酸

上海菲达工贸有限公司GR 98%浓硫酸

生产厂家规格试剂名称
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2.3  微生物油脂生产工艺流程 

 

同步糖化与发酵

玉米秸秆

前处理

预处理

生物脱毒 酶水解 油脂提取油脂发酵

纤维素酶

同步糖化与发酵

玉米秸秆

前处理

预处理

生物脱毒 酶水解 油脂提取油脂发酵

纤维素酶

 

图2.1  微生物油脂生产工艺流程 

Fig.2.1.  Process of microbial lipid production  

 

2.3.1  玉米秸秆前处理 

玉米秸秆原料来源于山东省潍坊市，收获于 2009 年秋天。首先，玉米秸秆原料经

锤式粉碎机完全粉碎，并用直径为 5 mm 的筛网筛选过滤，获得的秸秆颗粒大小在 20-60

目范围内，接着将粉碎后的玉米秸秆用自来水清洗并过板框过滤，将其中的碎石、沙土、

尘土以及金属碎屑沉淀下来，然后将浮于水面上的玉米秸秆粉末捞取出，接着用压榨机

压滤，压出大量的水分，压滤后的玉米秸秆粉末含水量在 60%-70%范围内，将压滤后的

玉米秸秆粉末放置在通风良好的空旷地上晾晒干，除去自由水，最后用 105 
o
C 烘箱烘干

8-12 h 至恒重，将至室温后封装于真空袋中储存备用。 

2.3.2  玉米秸秆预处理 

玉米秸秆预处理过程中所使用的预处理反应器是容积为 15L 的不锈钢反应器，它是

由华东理工大学生物反应器国家重点实验室生物质能源实验室自行设计制作的高压不

锈钢反应器，主要由电热高压蒸汽发生器、预处理反应釜以及物料收纳容器三部分组成。

其中，预处理反应釜的形状为圆筒状，外壁装有一层加热套，加热套变压器输出电压为

80V，并有一层石棉隔热保温层，预处理反应釜底部有一个高压蒸汽分布环，电热高压

蒸汽发生器中的蒸汽经分布环均匀通入到预处理反应釜内，使高压蒸汽与玉米秸秆粉末

均匀混合。预处理反应釜外壁和内部均放置一个热电偶温度计，测量外壁温度的热电偶
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用铁丝固定在不锈钢外壁和加热套之间，在反应釜中轴线处有一个密闭的不锈钢管由反

应釜顶部深入到反应釜中而测量内部温度的热电偶则沿此不锈钢管插入到反应釜中，为

保证测量内部温度的准确性，要讲不锈钢管中加入油性物质便于温度的传递。物料收纳

容器为不锈钢材质的圆柱形网筒，网格大小略小于玉米秸秆粉末的颗粒大小，其体积大

小略小于反应釜内容积，物料收纳容器能够紧贴在反应釜内壁放入其中，并且装卸方便。 

称取 800 g 前处理后的玉米秸秆原料，在塑料箱内加 400 g（固液比 2:1）6%的稀硫

酸，反复搅拌混合均匀，然后，将搅拌好的物料装入塑料袋内封好，在室温下预浸过夜

待用，其中混合所用的稀硫酸溶液浓度为 6%（w/w），相对于固体物料的稀硫酸浓度为

3%（w/w）。将经过稀硫酸预浸过夜后的玉米秸秆粉末加入到物料收纳器中，保证物料

蓬松，这样有利于蒸汽与物料的均匀混合，接着再将物料收纳器装入预处理反应釜中，

加盖后将上下法兰拧紧，然后将蒸汽发生器内压力在 1.5-3.0 MPa 范围的高压水蒸汽通

过蒸汽分布环从底部通入到预处理反应釜内，蒸汽不可猛烈通入，要保证预处理反应釜

外壁和内部温度同步上升。当预处理反应釜内温度到达 100
o
C 时，停止通入蒸气并先打

开排气阀放出不稳定气体，关闭排气阀，再打开反应釜底部排水阀排出冷凝水，关闭排

水阀。然后，继续打开蒸汽进气阀，控制水蒸气流速，使反应釜内外温度同步升至 190
o
C，

在此温度下维持 3 分钟。最后打开排气阀泻压，在短时间内将预处理反应釜内压力降至

常压，接着打开法兰，将物料收纳器取出，并将预处理后的玉米秸秆物料倒入不锈钢筒

中在自来水中降至室温，然后将冷却后的预处理后的玉米秸秆物料装入塑料袋中密封，

在-20
o
C 冰箱内保存备用。 

2.3.3  玉米秸秆生物脱毒 

将预处理后的玉米秸秆物料用 20%（w/w）CaOH 溶液调至 pH 5.0-6.0，含水量调至

60％左右。将保存煤油霉菌暗膜囊菌 ZN1 的斜面试管用 20 mL 无菌水洗脱斜面上的孢

子，洗脱三遍，然后接入到调整好 pH 和含水量的预处理后玉米秸秆物料 200 g 中，在

生物脱毒反应器中，维持培养温度 25
o
C，静态培养 5 天，然后按 10％（w/w）的接种量

依次扩培。从试管斜面孢子接入到 200 g 预处理后玉米秸秆物料作为一级种子，所用的

预处理后物料是 2%酸浓度下的预处理物料，转接到二级种子所用的预处理后物料是

2.5%酸浓度下的预处理物料，转接到三级种子所用的预处理后物料是 3%酸浓度下的预

处理物料，因此，生物脱毒的种子扩培过程实际上也是种子驯化过程。脱毒时间为 5 天

左右，一般脱毒结束的标志是羟甲基糠醛和糠醛在脱毒物料中的浓度刚好降低为零，而

乙酸的浓度要刚好低于 2 g/L，脱毒后的物料用塑料带封存于-20
o
C 冰箱中待用。 

2.3.4  玉米秸秆水解液的制备 

玉米秸秆酶解过程所用的物料为脱毒后物料，所用纤维素酶是已经商业化的纤维素

酶 Accellerase 1000(Genencor International, Rochester, NY, USA)，该酶的滤纸酶活为 50.0 

FPU/mL，纤维二糖酶活为 152.0 IU/mL，酶解过程所用的反应器为 5L 糖化罐，反应体

系的固体含量为 10% (w/w)，反应体系中纤维素酶用量为 7FPU/g 干物质，pH 控制在

4.80，温度为 50
o
C，酶解时间为 48 h。由于酶解糖化后的水解液中含有大量的不溶性固
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体，因此，要用离心法进行固液分离，离心转速为 10000 rpm，离心时间为 10 分钟，离

心后保留上清液，弃除固体残渣，固体残渣中主要是木质素和未被酶解的纤维素等，然

后将上清液加入发酵时所需的各种无机盐，并将水解液调节 pH 至 5.0，并在 115
o
C 下灭

菌 20 分钟，灭菌后的水解液再经定量滤纸过滤，除去杂质，然后存放于 4
o
C 冰箱中待

用。 

2.3.5  玉米秸秆水解液发酵 

玉米秸秆水解液发酵实验是在上海保兴生物设备工程有限公司生产的 3 L 四联发酵

罐中进行，具体操作如下：将发酵罐中先加入 1 L 去离子水，在灭菌过程中可以保护溶

氧电极和 pH 电极，盖上发酵罐顶盖，上紧法兰，检查发酵罐顶盖与发酵罐体间的密封

垫是否放置正确，于发酵罐进气口设置一个洗气瓶，洗气瓶是一个带有过滤器装有一定

量去离子水的蓝口瓶，此装置的主要作用是保证通入罐体的无菌空气湿度饱和。接着用

止水夹将此装置的两端入口夹紧，防止灭菌过程中发酵罐中的水倒流入蓝口瓶中。接着

将酸碱瓶和消泡剂瓶的滴入口用纱布和牛皮纸包扎好，并将连接的牛筋管用止水夹夹

紧，所用的酸和碱分别是浓度为 1 摩尔的氢氧化钠和硫酸。将密封好的发酵罐和酸碱消

泡剂瓶放入灭菌锅中，在 115°C 下灭菌 20 分钟，之后取出自然冷却至室温，然后将发

酵罐放于 3 L 四联发酵罐磁力搅拌器上，并连接洗气瓶和酸碱消泡剂瓶，确保酸碱消泡

剂能够正常泵入罐中，同时打开通气阀将无菌空气通入罐体内，接着夹紧尾气口将发酵

罐中的去离子水靠内外压力差排出罐体，并将加料口处的火焰接种环点燃，将灭菌好的

水解液倒入发酵罐内。当温度和通气量稳定后将种子液接入罐体中，发酵过程的装液量

为 1 L，接种量 10％（v/v），pH 为 5.0，温度为 30
o
C，溶氧为 20%，通气量为 1 vvm，

初始转速为 300 rpm，其中溶氧可以通过与转速的串联控制实现自动控制。在发酵开始

后的每 6 h 取一次样品，取样体积为 5 mL（24 小时之前）或 35 mL（24 小时之后），从

每次取出的样品中取出 1 mL 在 10000 rpm 下的离心 5 分钟，获得的上清液稀释十倍后

用高效液相色谱测量糖和抑制物的浓度，获得的菌体沉淀物用超纯水洗涤三遍后测量

OD600nm 吸光值，35 mL 样品中除了取 1 mL 测定糖和抑制物的浓度以及 OD600 nm 吸

光值外，再取 30 mL 用于提取和测量油脂，当水解液中油脂产量达到最大值时发酵即可

结束。 

 

2.4 玉米秸秆同步糖化发酵 

 

玉米秸秆同步糖化发酵实验是在上海保兴生物设备工程有限公司生产的 5 L 发酵

罐中进行，具体操作如下：将清洗后的发酵罐中加入 3 L 去离子水，在灭菌过程中可

以保护溶氧电极和 pH 电极，盖上发酵罐顶盖，检查发酵罐顶盖与发酵罐体间的密封

垫是否放置正确，接着上紧法兰，将标定好的溶氧电极和 pH 电极沿着电极孔插入到

罐体内旋紧固定好，保证搅拌浆搅拌过程不会碰触溶氧电极和 pH 电极，接着加上不

锈钢灭菌罩，将蒸汽发生器中的蒸汽导入到发酵罐夹套中，打开夹套冷凝水出口阀，
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将夹套中的冷凝水排除，冷凝水排干后关小冷凝水出口阀，使夹套中的的压力逐渐上

升同时，加热罐体中的去离子水，当温度达到 100
 o
C 时，将罐体底部的蒸汽阀门打开，

使蒸汽同时进入罐体内，当温度达到 115
 o
C，压力达到 0.07 兆帕时开始计时，在线灭

菌 20 分钟。温度的控制通过两个蒸汽进气阀和两个蒸汽排除阀控制。另外在发酵罐

进气口设置一个洗气瓶，洗气瓶是一个带有过滤器且装有一定量去离子水的蓝口瓶，

此装置的主要作用是保证通入罐体的无菌空气湿度饱和，接着用止水夹将此装置的两

端入口夹紧，防止灭菌过程中发酵罐中的水倒流入蓝口瓶中。接着将酸碱瓶和消泡剂

瓶的滴入口用纱布和牛皮纸包扎好，并将连接的牛筋管用止水夹夹紧，所用的酸和碱

分别是浓度为 1 摩尔的氢氧化钠和硫酸。将密封好的发酵罐和酸碱消泡剂瓶放入灭菌

锅中，在 115°C 下灭菌 20 分钟，之后取出自然冷却至室温。之后，将洗气瓶和酸碱

消泡剂瓶连接到 5 L 发酵罐上，确保酸碱消泡剂能够正常泵入罐中，同时打开通气阀

将无菌空气通入罐体内，接着夹紧尾气口将发酵罐中的去离子水靠内外压力差从出料

口排出罐体，并将加料口处的火焰接种环点燃，将灭菌好的 2.1 L 去离子水倒入发酵

罐内，自动控制温度至 50
 o
C，转速 300 rpm，接着加入 750 g 含水量为 57%的脱毒后

物料，在物料加入一半时自动调节 pH 至 4.8，加入纤维素酶 42 mL，并开始计时作为

预糖化过程的开始，并将剩下的物料继续均匀加入，整个物料加入时间为 1 h，加料

完毕后关闭进样阀。整个加料过程要保证物料加入过程中反应体系不能过于粘稠，可

实现反应体系的均匀混合。预糖化若干时间后，将温度调至是在温度 30
o
C，pH 调至

5.0，以 10%（v/v）的接种量接入种子进行发酵，并打开通气阀通入空气，通气量为

0.2 vvm，控制溶氧 20%，其中溶氧可以通过与转速的串联控制实现自动控制。所接

入的种子体积为 270 mL，整个反应体系液体体积为 2.8 L,种子的培养过程如下：首先

将冻存管中的菌种解冻，并经过 20 mL 的种子培养液在 100 mL 三角瓶中进行活化培

养，培养温度为 30
 o
C，转速为 180 rpm，培养 24 小时后，取 2 mL 种子培养液接入到

20 mL YPD 培养基中，培养温度为 30
 o
C，转速为 180 rpm，培养 24 小时后，取 5 mL 

YPD 培养液接入到 20 mL 驯化培养基中，驯化培养基为 10 mL YPD 培养液与 10 mL

水解液的混合培养基，培养条件为 30
 o
C，180 rpm，培养 24 小时。再将 25 mL 驯化

培养基全部接入到 250 mL 水解液中，培养温度为 30
 o
C，转速为 180 rpm，培养 18 小

时后作为三级种子接入到 5 L 发酵罐中。 

 

2.5  检测方法 

 

2.5.1  葡萄糖和木糖浓度测定 

本实验葡萄糖、木糖以及糠醛、羟甲基糠醛、乙酸等抑制物的浓度由 HPLC 获得，

流动相为 0.005 M H2SO4，流速为 0.6 mL/min，色谱柱为 Bio-rad Aminex HPX-87H 柱，

柱温 65
 o

C，检测器为 RID-10A 示差检测器。先配置糖和抑制物的浓度梯度液，然后经

过 0.22 μm 滤纸过滤，再以 20 μL 进样，根据图谱中的出峰时间，可确定各物质在色谱
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柱中的出峰时间，再根据峰面积与浓度梯度的线性关系，确定各物质标准曲线。待测定

的样品，经过 10 倍的稀释后经 0.22 μm 滤纸过滤后进样，通过检测报告中获得的出峰

时间和峰面积，计算出对应的待测样品中各组分的浓度。 

2.5.2  油脂量的测定 

本实验通过氯仿甲醇，以体积比 2:1 的萃取体系，用 20 mL 的萃取体积，萃取破壁

后样品中的油脂。以 10000 rpm 的速度离心 5 min 后，抽取下层氯仿层，并在旋转蒸发

仪上，以 100 rpm 转速，0.1 Mpa 真空度，在 80
o
C 下旋转蒸发 5 min。之后，再用石油

醚 20 mL 萃取上一步的残渣，在 10000 rpm 的速度下离心 10 min 后，取上清液以相同

条件进行旋转蒸发。 

2.5.3  氨氮的测定 

首先将所有容器都用重铬酸钾洗液清洗三遍，将容器中的所残留的还原态的氮氧

化，清洗后再用去离子水冲洗干净，最后再用超纯水冲洗三遍烘干备用，所用的试剂用

两种分别为试剂A和试剂B，其中试剂B是由另外两种试剂试剂B1和B2按体积比 100:1 

(v/v)配制而成。 

配置试剂 A 时，首先要称量苯酚 10 g，二水合亚硝酸铁氰化钠 100 mg 溶于超纯水

中，定容至 1 L，然后在 37
o
C 时测量的 pH 值应该在 7.5-7.8 范围内，最后在 4

 o
C 下避

光存放，在 30 天使用完毕。配置试剂 B1 时，首先要称取 0.4 mol 的 Na2HPO4 和 0.2 mol

的 NaOH 溶于超纯水中，定容至 1 L，然后在 37
 o

C 时测量的 pH 值应该在 11.5-11.6 范

围内，最后在室温下存放，在 60 天内使用完毕；配置试剂 B2 时，首先将标示活性氯≥5.2%

的 NaClO 成品溶液和 1.6 mol 的 NaOH 分别溶于超纯水中，降温至室温，再将两者混合，

定容至 1 L；然后将试剂 B1 和 B2 按 100：1 的体积比充分混合，在 37
 o

C 时测量的 pH

值应该在 11.50-11.70 范围内，最后在 4
 o
C 下保存，在 14 天内使用完毕。配置铵标准液

贮液时，首先将优级纯氯化铵在 100
 o
C 下烘干 4 h，然后称取 3.819 g 溶于水中，定容至

1 L，此时溶液氨氮浓度为 1.00 mg/mL。 

    将铵标准贮液分别在试管中稀释 10 倍、20 倍、40 倍、50 倍、100 倍，然后分别对

应加入 20μL 稀释后的标准贮液，然后迅速先后加入 2.5 mL 的试剂 A 和试剂 B，在 10 秒

内摇匀，之后在 37
 o

C 下水浴保温 30-50 分钟，试管取出后在 630nm 处测定吸光值，并

以蒸馏水作为基准调零，以吸光值和氨氮浓度绘制出标准曲线。 

    根据水解液中的氨氮含量范围，将样品稀释 5 倍，然后迅速先后加入 2.5 mL 的试

剂 A 和试剂 B，在 10 秒内摇匀，之后在 37
 o

C 下水浴保温 30-50 分钟，试管取出后在

630 nm 处测定吸光值，并以蒸馏水作为基准调零，空白对照的吸光值应该在 0.010-0.040

范围内，用测得的吸光值减去空白对照的吸光值，然后回归到标准曲线上，计算得到对

应氨氮的含量。 

2.5.4  总氮的测定 

配制试剂的容器都要用重铬酸钾洗液清洗三遍，再用清水冲洗三遍直到干净，最后

再用超纯水清新洗三次，清新完毕后在 80
 o
C 烘箱中烘干待用。 
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需要配制的试剂有碱性 K2S208 溶液、硝酸钾标准母液、硝酸钾标准液、1+9 盐酸溶

液。称取 15g NaOH 和 40 g K2S208 溶于超纯水中，混匀并稀释至 1 L，存放于广口瓶内

加盖封存，即获得碱性 K2S208 溶液。先将硝酸钾经 105
 o
C 烘干 4 h，之后称取 0.7218 g

硝酸钾固体，溶于超纯水中，混匀后移入 1 L 的容量瓶中，定容至 1 L，即获得硝酸钾

标准母液，溶液中的硝酸盐氮含量为 100 μg/mL。向配好之后的硝酸钾标准母液中加入

2 mL 三氯甲烷保护剂，可以稳定使用 6 个月。将硝酸钾标准母液用超纯水稀释 10 倍，

即可获得硝酸钾标准液，溶液中的硝酸盐氮含量为 10 μg/mL。按体积比 1：9 将盐酸和

超纯水混匀，即获得 1+9 盐酸溶液。 

标准曲线的绘制：首先，分别吸取 0，0.50，1.00，2.00，3.00，5.00，7.00，8.00 mL 

KNO3 标准液移入 25 mL 比色管中，用超纯水稀释至 10 mL 刻度标线。再加入 5 mL 碱

性 K2S208 溶液，用玻璃磨口塞将管口塞紧，后用纱布裹紧，并用棉线将纱布捆扎结实，

防止瓶塞蹦出。然后，将比色管按竖直方向全部置于压力蒸汽消毒器中，加热 0.5 h，放

气后升温至 120-124
 o
C 开始计时，使比色管在此温度内加热 0.5 h。结束后，自然冷却至

室温，开阀放气，取出比色管。 

其次，将反应后的比色管中加入 1+9 盐酸 1 mL,再用超纯水稀释至 25 mL 标线，反

复震荡混匀。之后在紫外分光光度计上，以超纯水作参比，在 220 nm 和 275 nm 处分别

测量其吸光值，用公式 A=A275-2A220 获得矫正后的吸光值，再以此吸光值和对应的总氮

浓度绘制标准曲线。由于标准曲线批次间差异较大，每次样品测定总氮都要测一次标准

曲线。 

测定实验样品中的总氮含量时，先将样品稀释 10 倍后，取 400 μL 加入到上述反应

体系中，在上述步骤中将 KNO3 标准液替换成样品，定容至 10mL 刻度标线，之后重复

标准曲线的实验步骤。获得矫正后吸光值，在通过标准曲线回归计算，得到对应的总含

氮量。 

2.5.5  玉米秸秆中纤维测定方法 

本方法可直接测定玉米秸秆中的纤维素、半纤维素。所需要的试剂如下： 

中性洗涤剂为十二烷基硫酸钠溶液，浓度为 30 g/L，配制方法如下：称取 37.22 g

乙二胺四乙酸二钠（Na2EDTA）和 13.62 g 四硼酸钠（Na2B4O7·10H2O），将这两种药品

放入到 1 L 烧杯中，并加入少量水，加热直至溶解，之后再加入 60 g 十二烷基硫酸钠和

20 mL 乙二醇乙醚，将其溶解并混合均匀，接着称取 9.3 g 无水磷酸氢二钠放入另一个

烧杯中并加入少量水，将其加热溶解后倒入前面的 1 L 烧杯中，混合均匀后倒入 2 L 容

量瓶中定容至刻度线处，此时该中性洗涤剂的 pH 应该在 6.9-7.0 范围内。 

酸性洗涤剂溶液为十六烷三甲基溴化胺溶液，配制方法如下：首先称取 40 g 十六烷

三甲基溴化胺（CTAB）溶于 2 L 稀硫酸溶液中，搅拌加热使其溶解即可获得，其中稀

硫酸溶液浓度为 0.50 mol/L，先用量筒称量取 98%浓硫酸 54 mL，慢慢加入已装有一定

量水的烧杯中，冷却后加入到 2 L 容量瓶中，定容至刻度即可。 

72%硫酸溶液，其配置方法如下：用量筒称量 367.3 mL98%浓硫酸，缓慢倒入装有
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100 mL 去离子水的 500 mL 容量瓶中，冷却后定容至刻度线。 

α-淀粉酶：活力为 17,400 U/ mL，1U 表示 30 分钟内该淀粉酶可水解 1 mg 可溶性淀

粉。无水亚硫酸钠（Na2SO3）浓度为 10 g/L。 丙酮用量为 250 mL。 

玉米秸秆中纤维测定方法如下：首先，准备滤袋和样品，将待测的玉米秸秆样品烘

干过筛，使样品粒径大小控制在 60 目至 40 目之间，然后用用耐溶剂的记号笔在滤袋上

写好编号，准确称取 1.0 g 左右的样品装于滤袋中，不可太满，质量记作 m，接着在距

离滤袋边缘大 5 mm 左右的地方用封口机封口，之后将样品在滤袋中均匀分布展平，此

时封口后滤袋和样品的总质量记作 M，封口后的滤袋质量即为 M-m，记作 m1。取一个

空白滤袋，将空白袋子校正系数设为 C1，烘干后质量记作 m3，未封口滤袋质量记作

m0，此时 C1= m3/m0。 

将处理好的滤袋放入滤袋架上托盘上，然后将装有滤袋的支架放入纤维分析仪消煮

器中，并在顶部将金属压锤放上，以确保消煮过程中支架不会浮起，向 2 L 中性洗涤剂

溶液中加入 4.0 mL 热稳定 α-淀粉酶和无水亚硫酸钠 20 g，将其混匀后倒入纤维分析仪

消煮器中。之后，打开搅拌和加热开关，确保滤袋支架上下运动正常，盖上消煮器盖并

压紧盖子保证完全密封好，加热并维持消煮器内溶液温度为 100°C，从加热升温到恒温

过程消煮 75 分钟。 

消煮结束时关闭加热和搅拌开关，慢慢的打开排液阀将热的溶液排完，由于消煮器

中的溶液是有压力的，因此，一定要将废液阀打开，当压力释放完后再将盖子打开，当

热的溶液排完之后，打开消煮器盖，同时关闭排液阀，然后将把 2 L 预先加热到

85°C-90°C 的去离子水倒入其中进行淋洗，淋洗前一定要加入 4.0 mL α-淀粉酶，并充分

淋洗两遍，淋洗过程中要盖上消煮器盖但不需要旋紧，然后打开搅拌开关，此时，不需

要打开加热开关，搅拌 3-5 分钟后，将废液排掉，重复两次，第三次不加 α-淀粉酶只用

去离子水淋洗，总共淋洗三次。最后一次淋洗过后，将常温下的去离子水加入消煮器中，

同样打开搅拌开关，使容器冷却，为下轮实验做好准备。 

取出放有滤袋的支架，并取出滤袋，轻轻挤压滤袋去掉多余的水，然后将滤袋放入

250 mL 烧杯中，加丙酮 100 mL，使液面覆没滤袋，静置浸泡 3-5 分钟，然后取出滤袋

并轻轻挤压去掉多余的丙酮，并将滤袋在通风橱中自然干燥 24 小时，待完全干燥后将

其放入到 105°C 烘箱烘干 3 小时，放入烘箱前要确保丙酮完全挥发掉，防止丙酮在烘箱

中爆破。烘干后的滤袋迅速放入干燥器中冷却至室温，然后称重记作 m2。将第一次洗

涤后袋中剩余的样品干重记作 m4= (m2- (m1 x C1))，将第一次洗涤后的空白滤袋质量记

作 m3，空白袋子校正系数设为 C2，并将其继续做空白测定。 

之后，进行第二次洗涤，将放有滤袋的托盘放入滤袋支架中，再将其放入消煮器中，

然后将金属压锤放在顶部，以确保消煮过程中滤袋支架不浮起，并加入 2L 酸性洗涤剂

溶液，确保加入酸性洗涤剂溶液将托盘滤袋支架完全浸没，打开搅拌和加热开关，确保

滤袋支架正常搅拌，盖上消煮器盖并将其密封完全，加热并维持消煮器内溶液温度为

100°C，从加热升温到恒温过程消煮 60 分钟。 
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消煮结束时关闭加热和搅拌开关，慢慢的打开排液阀将热的溶液排完，由于消煮器

中的溶液是有压力的，因此，一定要将废液阀打开，当压力释放完后再将盖子打开，当

热的溶液排完之后，打开消煮器盖，同时关闭排液阀，然后将把 2 L 预先加热到

85°C-90°C 的去离子水倒入其中进行淋洗，并充分淋洗两遍，淋洗过程中要盖上消煮器

盖但不需要旋紧，然后打开搅拌开关，此时，不需要打开加热开关，搅拌 3-5 分钟后，

将废液排掉，重复两次，三次只用去离子水淋洗，总共淋洗三次。最后一次淋洗过后，

将常温下的去离子水加入消煮器中，同样打开搅拌开关，使容器冷却，为下轮实验做好

准备。 

取出放有滤袋的支架，并取出滤袋，轻轻挤压滤袋去掉多余的水，然后将滤袋放入

250 mL 烧杯中，加丙酮 100 mL，使液面覆没滤袋，静置浸泡 3-5 分钟，然后取出滤袋

并轻轻挤压去掉多余的丙酮，并将滤袋在通风橱中自然干燥 24 小时，待完全干燥后将

其放入到 105°C 烘箱烘干 3 小时，放入烘箱前要确保丙酮完全挥发掉，防止丙酮在烘箱

中爆破。烘干后的滤袋迅速放入干燥器中冷却至室温，然后称重记作 m5。将第二次洗

涤后袋中剩余的样品干重记作 m7= (m5- (m1 x C1x C2))，将第二次洗涤后的空白滤袋质

量记作 m6，空白袋子校正系数设为 C3，并将其继续做空白测定。 

将第二次洗涤后的样品滤袋放入到 3 L 烧杯中，并加入 250 mL 72%硫酸，确保将

滤袋完全浸没浸没，此时的滤袋必须完全干燥，并且冷却至室温后才能加入浓硫酸，如

果滤袋中存在水分，会使浓硫酸遇水后产生大量的热，这样将容易氧化袋子中的样品，

使样品如同烧焦一般，最终影响其测定结果。将 1 L 烧杯套放到 3 L 烧杯中，下压 1 L

烧杯使滤袋完全浸没，然后上提 1 L 烧杯使滤袋上下搅拌，将 1 L 烧杯上下提压重复 30

次，用时约 30 分钟，之后，静置 3 小时。 

静置完成后将硫酸倒掉并用去离子水冲洗除掉浓酸酸，直到将其淋洗至 pH 为中性，

然后用 250 mL 丙酮淋洗 3 分钟以除掉去离子水，然后取出滤袋并轻轻挤压去掉多余的

丙酮，并将滤袋在通风橱中自然干燥 24 小时，待完全干燥后将其放入到 105°C 烘箱烘

干 3 小时，放入烘箱前要确保丙酮完全挥发掉，防止丙酮在烘箱中爆破。烘干后的滤袋

迅速放入干燥器中冷却至室温，然后称重记作 m8。 

样品中的中性洗涤纤维其质量分数 NDF (%) = (m2- (m1 x C1)) x 100 / m，中性洗涤

纤维主要包括纤维素、半纤维素、木质素和灰分，其中： m1 为空袋质量；m 为样品

质量；m2 为提取处理后样品残渣+滤袋质量；C1 为空白袋子校正系数=烘干后质量 m3/

原来质量 m0；所有质量单位均为 g。 

样品中的酸性洗涤纤维其质量分数 ADF (%) = (m5- (m1x C1 x C2)) x 100 / m4，酸性

洗涤纤维主要包括木质素、纤维素和灰分， 其中：m4 为样品质量；m5 为提取处理后

样品残渣+滤袋质量；C2 为空白袋子校正系数=烘干后质量 m6/原来质量 m3；所有质量

单位均为 g。 

样品中的酸性洗涤木质素其质量分数ADL (%) = (m8- (m1 x C1x C2 x C3)) x 100 / m 

7，酸性洗涤木质素主要包括灰分和木质素，其中：m8 为提取烘干后滤袋+样品质量； C3 
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为空白袋子校正系数=烘干后质量 m9/原来质量 m6；m7 为样品质量；所有质量单位均

为 g。 

由此可计算得到，半纤维素(%)=NDF (%)-ADF (%)*NDF (%)；纤维素(%)=ADF 

(%)*NDF (%)-ADL (%)*ADF (%)*NDF (%) 

2.5.6  纤维素酶的测定 

首先，秤取 50 mg Whatman NO.1 滤纸条，剪成长 1cm 宽 6cm 的纸条，卷好后放入

试管中，并加入 1.0 mL 0.05M 的柠檬素酸缓冲液，确保淹没滤纸卷；然后，将试管放入

到 50°C 水浴锅中预热 5 分钟，接着加入纤维素酶液 0.5 mL 混匀，纤维素酶液事先用 0.05 

M 柠檬酸缓冲液适当稀释，稀释倍数需摸索，每个稀释度下做一组平行。同时，做三组

对照，分别是底物空白对照、背景空白对照和酶空白对照，做法如下：向一试管加 50 mg

滤纸和 1.5 mL 柠檬酸缓冲液做底物空白对照；向另一试管加 1.5 mL 柠檬酸缓冲液做背

景空白对照；向一组试管，加入 1.0 mL 柠檬酸缓冲液和对应于稀释倍数的稀释酶液 0.5 

mL 做酶空白对照。最后，将所有试管在 50°C 水浴锅中保温酶解 60 分钟，之后将试管

取出，并迅速加入 3.0 mL DNS 试剂，摇匀终止反应，并在沸水浴中煮沸 5 分钟，然后

在冰水浴中迅速冷却，使酶失活，最后用比色法在 540 nm 测定试管中的吸光值，并用

葡萄糖标准曲线折算出葡萄糖浓度，对照以 200μL 显色液和 2.5 mL 去离子水混匀后为

准。 

纤维素酶活的计算过程，首先计算获得各试管中产生的葡萄糖的浓度（mg/0.5mL），

然后以所产生的葡萄糖浓度为横坐标，酶的稀释度为纵坐标计算出产生 2 mg 葡萄糖时

的纤维素酶的浓度，在根据公式计算出酶活大小。酶活(FPU/mL)=0.37/产生 2.0mg 葡萄

糖时的酶浓度 

 

2.6  油脂得率的计算 

 

油脂产量 = （ρ×[油脂]）/（[发酵液]×（1-[固含量]）； 

油脂基于干秸秆的得率 = （[油脂产量]×[发酵醪]）/[秸秆] 

其中，[油脂]是样品中所含油脂的质量，单位 g；[发酵液]是样品的质量，单位 kg； 

[固含量]是反应体系的固体含量；[发酵醪]是发酵体系总体积，单位 L；[秸秆]是发酵体

系总干秸秆的质量，单位 kg；ρ 为水的密度，约为 1.0 kg/L；油脂产量是单位体积发酵

液中油脂的质量，单位 g/L；油脂基于干秸秆的得率是单位质量干玉米秸秆中油脂的质

量，单位 g/kg。 
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第 3 章 实验结果与讨论 

 

3.1  玉米秸秆水解液分步糖化发酵和同步糖化发酵的比较 
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图 3.1 水解液发酵和同步糖化发酵对微生物产油的影响（a）底物的消耗（b）油脂的积累 

Fig. 3.1.  Comparison of SHF and SSF for microbial lipid fermentation. (a) Substrate consumption; 

(b) Lipid accumulation. 
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水解液油脂发酵和同步糖化与油脂发酵的发酵方式不同。水解液油脂发酵需要进行

两个步骤，即原料糖化工段和水解液发酵工段。其中，原料糖化过程酶解温度 50
o
C，初

始纤维素酶加量为 7.0 FPU/g DM，搅拌转速 300 rpm，酶解时间 48 h。产生的糖化醪在

10000 rpm 转速下离心 10 分钟，获得上清液，115
 o

C 下灭菌 20 分钟，经定性滤纸过滤

后获得水解液。水解液发酵过程发酵温度 30
o
C，pH 值 5.0，发酵时间 65 h。同步糖化与

发酵生产微生物油脂过程预酶解时间为 6 h，预酶解温度 50
o
C，pH 值 4.8，初始纤维素

酶加量为 7.0 FPU/g DM，硫酸铵浓度 0.5 g/L，预酶解结束时葡萄糖浓度为 16.92 g/L。

然后，将温度降至 30
o
C 并接入皮状丝孢酵母，开始同步糖化与发酵。从图 6 可以看出，

水解液发酵和同步糖化与油脂发酵过程，葡萄糖均随着发酵时间的延长而迅速降低，当

葡萄糖浓度低于木糖浓度时，木糖开始被皮状丝孢酵母利用；并伴随着油脂浓度的逐步

累积。在发酵 65 h 和 60 h 后，分步糖化发酵和同步糖化发酵过程发酵液中油脂含量分

别为 0.97 和 3.03 g/L，基于干秸秆的得率分别为 6.43 和 10.04 g/kg，酶解糖化工段和发

酵工段总时间分别为 113h 和 66h。实验表明，同步糖化比分步糖化发酵具有较好的优势，

不仅提高了油脂的产量和基于干秸秆的得率，而且缩短了整个糖化与发酵过程的时间。 

 

3.2  10%固含量下同步糖化发酵中发酵条件的优化 

 

3.2.1 预糖化时间对同步糖化发酵产油的影响 

根据同步糖化与油脂发酵过程不同阶段温度的不同，可以将同步糖化与发酵过程分

为两个阶段，即预酶解阶段（50
o
C）和同步糖化与发酵阶段（30

o
C）。由于碳氮比对微

生物油脂的发酵影响很大，因此，我们首先研究了不同的初始糖浓度（葡萄糖和木糖），

即不同的预酶解时间对同步糖化与微生物油脂发酵过程的影响。 

 

表 3.1 不同预糖化时间对同步糖化产油的影响 

Table 3.1.  Effects of prehydrolysis time on the lipid accumulation in SSF 

 Prehydrolysis time (hours) 

0 6 12 18 24 

Initial glucose (g/L) 3.19 16.92 23.00 25.57 27.32 

Xylose (g/L) 3.92 6.31 6.74 5.57 7.10 

Lipid concentration (g/L) 2.95  3.03 2.85 2.50 2.79 

 

从图 3.2a 可以看出，在 10%的固体含量下进行同步糖化与微生物油脂发酵，在 50
o
C

的条件下分别预酶解 0 h、6 h、12 h、18 h 和 24 h，预酶解结束时葡萄糖浓度分别为 3.19 

g/L、16.92 g/L、23.00 g/L、25.57 g/L、27.32 g/L。预酶解时间越长，开始发酵时体系的

糖浓度越高。然后将温度降至 30
o
C 并接入皮状丝孢酵母开始同步糖化与发酵，发酵体

系的葡萄糖随着发酵时间的延长而迅速降低，当葡萄糖浓度低于木糖浓度时，木糖开始
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被皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 利用，同时，伴随着油脂浓度的逐步累积。 

(a) Substrate consumption at different pre-hydrolysis time
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图3.2 不同预酶解时间对同步糖化发酵产油过程的影响（a）底物的消耗（b）油脂的积累 

Fig. 3.2.  Effect of prehydrolysis time on the lipid accumulation in SSF. (a) Substrate consumption; 

(b) Lipid accumulation. 
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从图 3.2b 可以看出，发酵 60 h 后，发酵液中油脂含量分别为 2.95 g/L、3.03 g/L、

2.85 g/L、2.50 g/L 和 2.79 g/L（见表 3.1），其中，预酶解 6 h 的同步糖化与发酵体系较

有利于油脂的积累。不同的预糖化时间决定不同的初始葡萄糖浓度，而底物浓度对微生

物的生长和产物的生成都有重要的影响，是影响同步糖化油脂发酵过程的关键因素之一
[9]，因为较高浓度的葡萄糖浓度能够对菌体生长产生抑制作用，另外，较高浓度的底物

能够抑制产物的生成，因此，考察不同预糖化时间对同步糖化油脂发酵过程的影响，主

要是为了考察不同初始葡萄糖浓度对其过程的影响。如图 3.2 所示，最佳的预糖化时间

为 6 小时，而此时的葡萄糖浓度为 16.92 g/L，在初始葡萄糖继续增加时油脂积累量不断

减少，说明最高的葡萄糖浓度 27.32 g/L 时菌体生长没有太大影响，但是对菌体积累油

脂产生底物抑制现象，另外，从葡萄糖消耗速率上来看，在不同初始葡萄糖浓度下消耗

速率差别不大，因此也可间接证明实验范围的葡萄糖浓度对菌体生长没有明显影响。 

3.2.2  纤维素酶加量对同步糖化发酵产油的影响 

同步糖化与油脂发酵过程根据不同阶段温度可分为预酶解阶段（50
o
C）和同步糖化

与发酵阶段（30
o
C）。碳氮比对微生物油脂发酵影响很大，由于不同纤维素酶加量能够

影响同步糖化与发酵阶段的初始葡萄糖浓度以及过程中释放葡萄糖的速度，进而影响碳

氮比的变化，因此，我们研究了不同的纤维素酶加量对同步糖化与油脂发酵过程的影响。 

 

(a) Substrate consumption at different enzyme dosage
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(b) Lipid accumulation at different enzyme dosage
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(c) Total nitrogen change at different enzyme dosage
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图3.3 不同纤维素酶加量对同步糖化发酵产油过程的影响（a）底物的消耗（b）油脂的积累（c）总

氮的变化 

Fig. 3.3.  Effect of cellulase enzyme dosage on lipid accumulation in SSF. (a) Substrate consumption; 

(b) Lipid accumulation; (c) Total nitrogen change. 
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从图 3.3a 可以看出，在 10%的固体含量下进行同步糖化与油脂发酵，在预酶解温度

50
o
C，预酶解时间 6 h，pH 值 4.8，初始纤维素酶加量分别为 3.0 FPU/g DM、7.0 FPU/g 

DM、11.0 FPU/g DM 和 15.0 FPU/g DM 条件下，预酶解结束时葡萄糖浓度分别为

10.90,16.31,18.64,21.65 g/L（见表 3.2）,纤维素酶加量越多，开始发酵时体系的糖浓度越

高。然后，将温度降至 30
o
C 并接入皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 开始同步

糖化与发酵。发酵体系的葡萄糖随着发酵时间的延长而迅速降低，当葡萄糖浓度低于木

糖浓度时，木糖开始被皮状丝孢酵母利用；同时，伴随着油脂浓度的逐步累积。从图 3.3b

可以看出，发酵 60h 后，发酵液中油脂含量分别为 1.95 g/L、3.03 g/L、2.56 g/L 和 2.13 g/L

（见表 3.2）。初始酶加量为 7.0 FPU/g DM 的同步糖化与发酵体系较有利于油脂的积累。   

由于不同的纤维素酶加量导致发酵初始时的葡萄糖浓度不同，而由不同预糖化时间的实

验可知不同的葡萄糖初始浓度对酵母产油发酵是有影响的，因此，不同纤维素酶加量首

先产生了底物对产物的抑制作用。其次，不同的纤维素酶加量导致酶解速度不同不同的

酶解速度代表着不同的葡萄糖释放速度，当葡萄糖释放速度低于菌体最大摄取葡萄糖的

速度时，将影响菌体代谢的快慢。由于，葡萄糖释放速度与菌体最大摄取葡萄糖的速度

是一个动态平衡的关系，因此，如何是这两个速度达到合适是另一个关键因素，在酶加

量 7.0FPU/g DM 时，葡萄糖释放速度与菌体最大摄取葡萄糖的速度最适合，所以，油脂

积累量最大，为不同的纤维素酶加量所产生的效果正是这两种因素叠加的效果。 

     

表 3.2 不同纤维素酶加量对同步糖化产油的影响 

Table 3.2.  Effects of cellulase enzyme dosage on the lipid accumulation in SSF 

 Cellulase enzyme dosage (FPU/g DM) 

3 7 11 15 

Initial glucose (g/L) 10.90 16.31 18.64 21.65 

Xylose (g/L) 7.08 7.47 6.67 11.51 

Lipid concentration (g/L) 1.95 3.03 2.56 2.13 

Initial total nitrogen (g/L) 0.60 0.63 0.72 0.75 

Final total nitrogen (g/L) 0.32 0.35 0.41 0.43 

Nitrogen content by cellulose 

addition (g/L) 
0.20 0.25 0.40 0.53 

 

图 3.3c 可以看出，在纤维素酶加量为 3.0，7.0，11.0 和 15.0 FPU/g DM 时，反应体

系中纤维素酶所含总氮量为 0.20，0.25，0.40 和 0.53 g/L（见表 3.2），发酵初始时的总

氮量为 0.60、0.63、0.72 和 0.75 g/L（见表 3.2）,发酵结束时的总氮量为 0.32，0.35，0.41

和 0.43 g/L（见表 3.2），因此，发酵过程所利用的总氮量为 0.28，0.28，0.31 和 0.31 g/L。

随着纤维素酶加量的升高，纤维素酶所含总氮量迅速从 0.20 g/L 增加至 0.53 g/L，但是

发酵过程中所利用的总氮量增加幅度不明显，在 0.30±0.02 g/L 范围内。实验间接表明，
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在发酵过程中，纤维素酶并没有作为氮源被菌体利用。通过加大纤维素酶用量可以从秸

秆中释放出更多的氮源，但增加量从 0.28 g/L 至 0.31 g/L，仅增加了 0.03 g/L。因此，纤

维素酶加量的变化主要影响同步糖化与发酵过程的初始葡萄糖浓度和葡萄糖的释放速

度，但是，对整个体系总糖和对氮源的释放量影响有限，基本不改变过程中的碳氮比。 

3.2.3  硫酸铵加量和溶氧水平对同步糖化发酵产油的影响 

    由于不同溶氧水平能够影响同步糖化与发酵阶段的菌体生长状况，进而影响同步糖

化发酵产油量，因此，我们研究了不同溶氧水平对同步糖化与油脂发酵过程的影响。从

表 3.3 可以看出，在 10%的固体含量下进行同步糖化与油脂发酵，在预酶解温度 50
o
C，

预酶解时间 6 h，pH 值 4.8，初始纤维素酶加量为 7.0 FPU/g DM 条件下，预酶解时间和

酶添加量都相同，所以预酶解结束时葡萄糖浓度分别为 18.22,16.16,17.66,16.28 g/L,开始

发酵时体系的糖浓度基本在 16-18 g/L 之间。然后，将温度降至 30
o
C 并接入皮状丝孢酵

母 Trichosporon cutaneum CX1，开始同步糖化与发酵。发酵体系的葡萄糖随着发酵时间

的延长而迅速降低，当葡萄糖浓度低于木糖浓度时，木糖开始被皮状丝孢酵母利用；同

时，伴随着油脂浓度的逐步累积。从表 3.3 中可以看出，发酵 60h 或 72h 后，溶氧水平

从 10%到 30%,发酵液中油脂含量分别为 2.86，3.27，2.75 g/L。溶氧水平为 40%时，同

步糖化发酵产油过程无法彻底进行，因为溶氧水平过高导致在较多固体残渣存在的情况

下出现气溶胶的现象，产生的大量泡沫冲罐而终止实验进行。溶氧水平为 20%的同步糖

化与发酵体系较有利于油脂的积累，但是不同溶氧水平对同步糖化发酵产油量影响并不

明显，主要原因是皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 是一种兼性厌氧酵母，它在

较低的溶氧水平下仍能够正常生长。 

由于不同硫酸铵浓度能够影响同步糖化与发酵阶段的总氮含量，进而影响碳氮比的

变化，因此，我们研究了不同硫酸铵浓度对同步糖化与油脂发酵过程的影响。从表 3.3

可以看出，在 10%的固体含量下进行同步糖化与油脂发酵，在预酶解温度 50
o
C，预酶

解时间 6h，pH 值 4.8，初始纤维素酶加量为 7.0 FPU/g DM 条件下，预酶解结束时葡萄

糖浓度分别为 16.10,16.92,17.12,16.56 g/L,开始发酵时体系的糖浓度基本在 16-17 g/L 之

间。然后，将温度降至 30
o
C 并接入皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1，同时加

入 300 g/L 硫酸铵母液，使发酵液硫酸铵浓度至 0，0.5，1.0 和 5.0 g/L，开始同步糖化与

发酵。发酵体系的葡萄糖随着发酵时间的延长而迅速降低，在硫酸铵浓度 0 g/L 时，由

于反应体系缺乏可快速利用的氮源，葡萄糖消耗速度较慢，使发酵时间增加 12h。当葡

萄糖浓度低于木糖浓度时，木糖开始被皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 利用；

同时，伴随着油脂浓度的逐步累积。从表 3.3 中可以看出，发酵 60 h 或 72 h 后，发酵液

中油脂含量分别为 2.98，3.03，2.70 和 1.36 g/L。硫酸铵浓度为 0.5 g/L 的同步糖化与发

酵体系较有利于油脂的积累。主要原因是初始硫酸铵浓度不同导至同步糖化与发酵阶段

的碳氮比不同。由于秸秆中含有一定的氮源使得不添加硫酸铵时的碳氮比低于最适碳氮

比，而随着硫酸铵浓度的增加，碳氮比逐渐降低，进一步低于最适碳氮比，最终使油脂

积累逐渐降低。 
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表 3.3 不同溶氧水平和硫酸铵加量对同步糖化产油的影响 

Table 3.3.  Effects of dissolved oxygen level and nitrogen addition on the lipid accumulation in SSF 

 Dissolved oxygen (%)
#
 (NH4)2SO4 (g/L) 

10 20 30 40 0.0 0.5 1.0 5.0 

Initial glucose (g/L) 18.22 16.16 17.66 16.28 16.10 16.92 17.12 16.56 

Xylose (g/L) 7.32 6.72 7.50 7.02 6.46 6.23 7.21 7.05 

Lipid concentration (g/L) 2.86 3.27 2.75 / 2.98 3.03 2.70 1.36 

Lipid yield (g/100g sugar) 6.92 8.02 6.62 / 7.36 7.53 6.55 3.31 

#表示在40%溶氧水平下，同步糖化发酵产油过程无法彻底进行，因为溶氧水平过高导致在较多固体

残渣存在的情况下出现气溶胶的现象，产生的大量泡沫冲罐而终止实验进行。在上述实验过程中，

预糖化阶段的条件为50
 o
C，pH4.8，预糖化时间为6小时，纤维素酶加量为7.0 FPU/g 干物质；同步

糖化发酵阶段的条件为(NH4)2SO4, 0-5.0g/L; MgSO4, 0.5g/L; 30
 o
C, DO 10-40%, pH5.0 

#
At the 40% of dissolved oxygen saturation, the SSF could not continue because of the foam formation 

from the 38 hours. Prehydrolysis conditions: 50
 o
C, pH4.8, prehydrolysis time 6h, Accellerase 1000 dosage 

at 7.0 FPU/g DM. SSF conditions: (NH4)2SO4, 0-5.0g/L; MgSO4, 0.5g/L; 30
 o
C, DO 10-40%, pH5.0. 

 

3.2.4 不同固含量对同步糖化发酵产油的影响  

由于不同固含量能够影响同步糖化与发酵阶段的总碳源量，在氮源不变的情况下，

将影响碳氮比的变化，因此，我们研究了不同固含量对同步糖化与油脂发酵过程的影响。

从图 3.4 可以看出，分别在 10%和 15%的固体含量下进行同步糖化与油脂发酵，在预酶

解温度 50
o
C，预酶解时间 6h 和 12h，pH 值 4.8，初始纤维素酶加量为 7.0 FPU/g DM，

硫酸铵加量为 0.5 g/L 条件下，预酶解结束时葡萄糖浓度分别为 16.92 和 24.28 g/L，然后，

将温度降至 30
o
C 并接入皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1，开始同步糖化发酵。 

发酵体系的葡萄糖随着发酵时间的延长而迅速降低，当葡萄糖浓度低于木糖浓度

时，木糖开始被皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 利用；同时，伴随着油脂浓度

的逐步累积。从图 3.4 中可以看出，发酵 60 h 和 132 h 后，发酵液中油脂含量分别为 3.03

和 4.02 g/L。随着固含量的增加油脂产量也进一步增长，但是，发酵时间也随之延长。

在 10%和 15%固含量下，油脂产率分别为 1.212 g/L/d 和 0.731 g/L/d，随着固含量的增加

油脂产率反而降低。随着固含量的增加，通气条件下同步糖化发酵反应体系中氧的传递

更加困难，即使降低通气量，发酵体系产生泡沫的风险也加大，当进一步提高固含量到

20%时，好氧发酵彻底不能进行。因此，如何在高固含量下实现好氧产油发酵仍是一个

难题。 
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图 3.4 不同固含量下同步糖化发酵产油过程的比较 

Fig. 3.4.  Effect of solids loading on lipid accumulation in SSF 

 

3.3  在 50 L 反应器中同步糖化发酵的放大 

 

在不同的反应器尺寸下，利用预处理脱毒后的物料进行同步糖化发酵产油可以有效

的考察反应器尺寸放大对发酵过程的影响。从图 3.5 可以看出，在 10%固体含量下进行

同步糖化与油脂发酵，在预酶解温度 50
o
C，预酶解时间 6 h 和 12 h，pH 值 4.8，初始纤  

维素酶加量为 7.0 FPU/g DM，硫酸铵加量为 0.5 g/L，硫酸镁加量为 0.5 g/L 条件下，5 L

和 50 L 反应器中，预酶解结束时葡萄糖浓度分别为 16.92 g/L 和 21.41 g/L，然后，将温

度降至 30
o
C 并接入皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1，开始同步糖化与发酵。 

发酵体系的葡萄糖随着发酵时间的延长而迅速降低，当葡萄糖浓度低于木糖浓度

时，木糖开始被皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 利用；同时，伴随着油脂浓度

的逐步累积。从图 3.5 中可以看出，发酵 60 h 后，发酵液中油脂含量分别为 3.03 g/L 和

3.23 g/L，5 L 和 50 L 反应器所用的搅拌浆均为六平直叶搅拌浆，但是 50 L 反应器为双

层搅拌浆，而 5 L 反应器为单层搅拌浆。因此，从糖化结果上来看，50 L 反应器中更利

于混合，糖化效果要好，从发酵结果来看，产油量差别不大。因此，对于此反应体系，

在放大后仍能实现较好的传质和传热过程。 
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图 3.5  50 L 发酵罐中同步糖化发酵产油过程的表现 

Fig. 3.5.  SSF of microbial lipid in the 50 L bioreactor 

 

3.4  纤维素酶的循环利用 

 

纤维素酶的成本是制约利用木质纤维素生产生物燃料的关键，因此，如何有效的节

约纤维素酶的使用，使纤维素酶能够循环利用，成为一个重要的研究方向。在利用预处

理脱毒后的玉米秸秆物料进行同步糖化发酵产油的过程中，由于酵母油脂存在于细胞

内，因此油脂的提取过程首先要进行固液分离，将皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum 

CX1 菌体收获，继而对菌体进行破壁提取油脂。与同步糖化发酵产乙醇相比，乙醇蒸馏

过程温度远远超过 50
o
C，所以发酵醪中的纤维素酶被破坏，失去活性而无法回收，但是

提取油脂过程首先要在较低温度下进行固液分离所以理论上可以回收大量的纤维素酶。

从图 3.6b 可以看出，回收的发酵醪上清液再进行玉米秸秆的糖化，其相对酶活在 3-4 

FPU/g 干物质之间，相当于回收了 7 FPU/g 干物质酶活的 40-60%之间。之所以，纤维素

酶活没有全部回收是因为离心下来的固体残渣中存在着大量的木质素，而木质素对纤维

素酶中的内切酶和外切酶有非常强的吸附能力，因此，会有大部分的内切酶和外切酶进

入到固体残渣中。 
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(a) Cellulase recycling in SSF
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(b) Cellulase recycling in hydrolysis
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图 3.6 在同步糖化发酵过程中纤维素酶的循环使用（a）回收纤维素酶在同步糖化发酵过程中的表现

（b）回收纤维素酶糖化效果 

Fig. 3.6  Cellulase enzyme recycling in SSF. 

(a) Cellulase recycling in SSF; (b) Cellulase recycling in hydrolysis. 
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从图 3.6a 可以看出，在 10%固体含量下进行同步糖化与油脂发酵，在预酶解温度

50
o
C，预酶解时间 6 h，pH 值 4.8，初始纤维素酶加量为 7.0 FPU/g DM，硫酸铵加量为

0.5 g/L，硫酸镁加量为 0.5 g/L 条件下，预酶解结束时葡萄糖浓度分别为 16.92 g/L，然

后，将温度降至 30
o
C 并接入皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1，开始同步糖化

与发酵。发酵体系的葡萄糖随着发酵时间的延长而迅速降低，当葡萄糖浓度低于木糖浓

度时，木糖开始被皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 利用；同时，伴随着油脂浓

度的逐步累积。发酵 60 h 后，发酵液中油脂含量为 3.03 g/L。之后将发酵醪液取出，在

转速 4000 rpm 下，离心 3 分钟，将上清液直接不经灭菌，直接作为水和酶加入到灭过

菌的发酵罐中，进行第二轮同步糖化发酵。 

在 10%固体含量下进行同步糖化与油脂发酵，在预酶解温度 50
o
C，预酶解时间 6 h，

pH 值 4.8，硫酸铵加量为 0.5 g/L，硫酸镁加量为 0.5 g/L 条件下，预酶解结束时葡萄糖

浓度为 11.32 g/L，然后，将温度降至 30
o
C 并接入皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum 

CX1，开始同步糖化与发酵。发酵体系的葡萄糖随着发酵时间的延长而迅速降低，当葡

萄糖浓度低于木糖浓度时，木糖开始被皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 利用；

同时，伴随着油脂浓度的逐步累积。发酵 60 h 后，发酵液中油脂含量为 1.57 g/L。 

首先，回收酶的同步糖化发酵过程预糖化 6 h 后，发酵初始时葡萄糖浓度降低，发

酵产油量减少，首先是由于回收的相对酶活减少，同时，也有可能前一次发酵产生了代

谢废物对第二次发酵过程产生了一定的抑制。但是，总体而言对同步糖化发酵后进行纤

维素酶的回收使用还是有效果的。下一步可以继续研究离心后上清液中各种纤维素酶的

组分变化情况，并依据变化情况回补相应的组分，使其达到最初的效果。 
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第 4 章  结论与展望 

 

4.1 结论 

 

本课题尝试了利用预处理脱毒后的玉米秸秆物料进行同步糖化发酵产油的过程，并

对同步糖化发酵方式和水解液发酵方式进行了比较，本课题证明了同步糖化发酵方式有

利于皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 积累油脂。另外，本课题还对同步糖化发

酵产油进行了优化，获得了最佳的产油条件，还对同步糖化发酵产油在 5 L 和 50 L 规模

进行了验证，并且解决了在低固含量下的氧气传递过程。最后，本课题还对纤维素酶进

行了回收尝试，并且回收纤维素酶也达到了一定的效果。 

（1）利用预处理和脱毒后的玉米秸秆物料进行分步糖化发酵和同步糖化发酵两种

发酵方式进行油脂生产，结果表明，无论是从油脂产量还是从油脂产率上同步糖化发酵

都占有明显的优势，可以说同步糖化发酵明显地提高了碳氮比，进而影响了油脂产量，

另外，节省了糖化和发酵两个工序的总时间，提高了油脂的产率。 

（2）对低固含量下同步糖化发酵各发酵参数进行优化，可以获得在 10%固含量下

的最优产油量，通过不同的预糖化时间，不同的纤维素酶加量，不同的硫酸氨加量以及

不同的溶氧水平的优化，最终获得了预糖化 6 h，纤维素酶加量 7 FPU/g DM，硫酸铵加

量 0.5 g/L，溶氧水平 20%。 

（3）尝试提高固含量进行同步糖化发酵，将固含量从 10%提高到 15%，油脂产量

得到了进一步的提高，但是发酵周期延长，最终同步糖化发酵的产率有所降低。另外，

随着固含量的提高，发酵体系中氧气的传递效果变差，随着发酵的进行，发酵醪液泡沫

不断增加，冲罐风险加大，在较低的通气量下才能实现同步糖化发酵的正常进行。但是，

随着固含量进一步的增加，在高固含量下进行好氧发酵出现了不可进行的困难。 

（4）对同步糖化发酵后的发酵醪液进行纤维素酶回收使用，通过离心获得的发酵

液反补回下一批的发酵体系中作为水和酶，经过糖化评价，回收的纤维素酶相对酶活大

约有 3-4 FPU/g DM，大约回收了 40%-50%，将其再利用进行发酵，仍可产油，但是，

产油量大幅降低仅有原产量的一半。 

（5）通过对同步糖化发酵的放大，初步考察了 50 L 发酵规模的表现，结果表明，

与 5 L 规模相比，50 L 规模下同步糖化发酵从油脂产量上相差不大，但是发酵时间要稍

有延长，油脂产率有所降低。
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4.2 展望 

 

目前本课题中虽然实现了产油，但是皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 积累

油脂的含油率还是很低，且基于糖的得率在 0.10 左右，仍然很低，离理论得率 0.32 相

差还很大。另外，如何进一步在更高的固含量下进行产油发酵是实现利用玉米秸秆产油

的必然要求，同时如何提高玉米秸秆的葡萄糖释放量，脱除玉米秸秆中的氮源，提高

C/N 也将是酵母产油的关键。 

（1）同步糖化发酵产油过程皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 的含油率还

较低，大约在 20%-30%之间，与报道的 40%-50%含油率的其他产油酵母相比较低。因

此，要提高皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 在同步糖化发酵体系下的含油率。 

（2）从糖转化到油脂的理论油脂得率为 0.32-0.33，目前同步糖化发酵产油过程皮

状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum CX1 基于糖的得率在 0.10 左右，目前报道的产油酵

母的基于底物油脂得率约为 0.22左右，因此，要提高皮状丝孢酵母Trichosporon cutaneum 

CX1 在同步糖化发酵体系下的油脂得率。 

（3）碳氮比是提高菌体含油率的关键，如何提高同步糖化发酵中的固含量，提高

碳源浓度，是实现玉米秸秆同步糖化发酵产油过程工业化的必然要求。 

（4）研究在高固含量下好氧发酵的特性，设计开发能够实现高溶氧水平下的螺带

桨反应器，是提高油脂产量的需要。 

（5）研究纤维素酶在发酵结束后的回收利用，进一步研究纤维素酶各组分在发酵

结束后发酵醪固体和液体中变化，来实现纤维素酶回收的最大化。 

（6）玉米秸秆的同步糖化发酵产胞内油脂过程是一个自身的发酵特点，因此，通

过模拟计算 5 L 和 50 L 发酵罐中的传质传热过程，确定放大过程中各工程参数的放大准

则，也是实现玉米秸秆的同步糖化发酵产胞内油脂工业化的必然要求。 
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