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皮状丝孢酵母的酚醛耐受性及纤维素油脂发酵研究 

摘要 

预处理是破坏木质纤维素的致密结构进而促进后续酶解的关键步骤。预处理过程中

产生的抑制物导致微生物难以在木质纤维素体系中生存，因此通过脱毒处理去除抑制物

是进行高效油脂发酵的前提。生物脱毒是一种极具优势的脱毒方式，它能够在有效保留

可发酵单糖的前提下，选择性地去除弱有机酸和呋喃醛类抑制物；然而生物脱毒法去除

酚醛抑制物的效率较低。以往的研究结果表明，即使通过生物脱毒法对原料进行了深度

解毒，大部分油脂酵母仍然不能在木质纤维素原料中存活。 

本文首先探究了各类油脂酵母在经过生物脱毒的木质纤维素原料中生长和代谢状

况；我们猜测残留的酚醛抑制物可能导致了其细胞生长和代谢不良的现象，并对此猜测

进行了验证。在仅含酚醛抑制物的合成培养基和麦秆水解液中，圆红冬孢酵母

（Rhodosporidium toruloides），粘红酵母（Rhodotorula glutinis），解脂耶氏酵母（Yarrowia 

lipolytica）几乎不能生长，两株皮状丝孢酵母（Trichosporon cutaneum ACCC 20271，

Trichosporon cutaneum MP11）的细胞生长和油脂积累也受到明显影响，表明酚醛类抑制

物的存在是导致油脂酵母在木质纤维素体系中生长和代谢不良的主要原因。其次探究了

上述 5 株酵母对三种典型酚醛抑制物的转化能力，皮状丝孢酵母可以将 4-羟基苯甲醛

（HBA）、香草醛或丁香醛完全转化为它们的醇、酸衍生物，然后进一步降解酸；其它

三株酵母仅能将少量的酚醛转化为它们的醇、酸衍生物，不能进一步降解酸。最后以小

麦秸秆为原料在高固含量下进行了同步糖化与共发酵，结果表明皮状丝孢酵母在实际体

系中的油脂发酵可以获得良好的油脂产量（40.87 ± 1.85 g/L）。上述结果为皮状丝孢酵母

在纤维素油脂生产上的应用提供了重要的理论依据。 

此外，本文还探究了皮状丝孢酵母对木质纤维素主要抑制物乙酸和乙酰丙酸的利用

情况。以乙酸和乙酰丙酸为碳源进行分批补料发酵，皮状丝孢酵母 T. cutaneum MP11 能

利用乙酸和乙酰丙酸进行生长和油脂积累，为木质纤维素来源的非常规碳源的利用提供

了依据。 

关键词：木质纤维素；皮状丝孢酵母；酚醛类抑制物；有机酸类抑制物；微生物油脂；
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Study on the tolerance of Trichosporon cutaneum to phenolic compounds 

and its microbial lipid production from lignocellulosic feedstock 

 

Abstract 

Pretreatment is the key step to destroy the dense structure of lignocellulose and promote 

the subsequent enzymatic hydrolysis. However, microorganisms are generally hard to survive 

in lignocellulose system due to the presence of inhibitors generated from the lignocellulose 

pretreatment, so the detoxification step is always followed to remove the inhibitors. 

Biodetoxification have great advantages on the removal of inhibitors, which can selectively 

remove weak organic acids and furan aldehydes inhibitors without causing the loss of 

fermentable sugars; however, biodetoxification has a low efficiency in removing phenolic 

inhibitors. Previous results show that many oleaginous yeasts are difficult to survive in 

lignocellulosic feedstock, even the raw materials have been deeply detoxified by 

biodetoxification. 

This study firstly investigated the cell growth and metabolism of various oleaginous yeasts 

in pretreated and biodetoxified lignocellulosic feedstock; phenolic aldehydes inhibitors were 

suspected to result in poor cell growth and metabolism of oleaginous yeasts. While cultured in 

synthetic medium containing only phenolic aldehydes inhibitors and wheat straw hydrolysate, 

Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula glutinis, Yarrowia lipolytica are generally hard to 

survive; the cell growth and lipid accumulation of T. cutaneum ACCC 20271, T. cutaneum 

MP11 were also significantly affected. The speculation of phenolic aldehydes inhibition on 

oleaginous yeasts was confirmed. Secondly, the bioconversion of phenolic inhibitors by the 

above 5 strains of yeast was investigated. T. cutaneum ACCC 20271 and T. cutaneum MP11 

almost completely converted 4-hydroxybenzaldehyde (HBA), vanillin or syringaldehyde into 

their alcohols and acids form, then alcohol or acid are also effectively degraded; on the other 

hand, the other three yeasts can only convert a small amount of 4-hydroxybenzaldehyde, 

vanillin or syringaldehyde into alcohol and acid derivatives, and the acid can`t be further 

degraded. Finally, simultaneous saccharification and lipid co-fermentation was carried out 

using wheat straw under high solid content, T. cutaneum showed satisfactory lipid accumulation 

in the actual system (40.87±1.85 g/L). These results provide an important theoretical basis for 

the application of T. cutaneum to the lipid production from lignocellulose. 

In addition, the utilization of acetic acid and levulinic acid by T. cutaneum, which were 

main weak organic acids inhibitors from lignocellulose, was also investigated. By using acetic 
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acid and levulinic acid as carbon sources for fed-batch fermentation, T. cutaneum MP11 can 

use acetic acid and levulinic acid for cell growth and lipid accumulation. This study provides a 

theoretical support for the utilization of unconventional carbon sources from lignocellulose. 

Key words: lignocellulose; T. cutaneum; phenolic inhibitors; organic acid inhibitors; microbial 

lipid; 
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第 1 章  文献综述 

1.1  前言 

目前，化石燃料占世界主要能源消费的 80 %，其中仅运输部门就消耗了 58 %。化

石燃料的不断消耗致使温室效应日益增强，引起了气温上升，冰川融化等环境问题，仅

在美国，2018 年就排放了 67 亿吨温室气体，为了应对大气中温室气体积累造成的急剧

的气候恶化，必须减少对化石能源的依赖并积极推进绿色能源建设[1]。另外，不断增长

的能源需求导致原油价格上涨，原油价格的波动将直接影响到全球经济活动，根据 2019

年国际能源署（IEA）的调查数据，2015 至 2018 年美国原油价格上涨约 800 亿美元。

在目前的情况下，由于常规能源的供应有限、不可再生化石燃料的迅速耗竭和世界范围

内日益增长的能源需求，人们已经认识到日渐枯竭的化石资源不足以支撑未来社会的稳

定发展。 

在当今时代，创造保守、高效和对生态有益的可再生能源燃料是全球的主要需求[2]。 

新能源的使用有利于缓解社会的能源需求，降低化石燃料的消耗速度，减少温室气体的

排放，可作为整个能源供应系统的重要补充。但是这些新能源的应用仍存在着许多局限

性，比如提供的能源有限、需要较多的设备和场地、难以为大型的机械提供能量。这激

发了全世界对可持续的、以生物质为基础的液体燃料的开发和利用的兴趣。生物柴油是

一种燃烧性能与化石燃料相近的绿色能源，其点火性能优于化石能源、燃烧充分、具有

优良的环保特性。生物燃料之所以重要，是因为它们具备取代石油燃料的潜力，在为大

型机械供能时有着显著的优势。越来越多的国家发现生物燃料是减少对化石燃料依赖、

降低温室气体排放、达到碳中和的运输方式和实现农村发展目标的关键，生物燃料逐渐

成为国际上公认的一种具有替代化石能源潜力的可再生资源并成功吸引了许多发达国

家的关注。 

1.2  生物燃料概述 

生物燃料被认为是最具前景的新型绿色能源，生物燃料的规范化使用可以缓解能源

压力，也是环保治理和生态保护的重要措施。生物燃料安全可靠，能够极大程度地避免

储藏和运输过程中的各种隐患，适应性好，无需对现有的各种动力设备进行较大的改造

并且可以由现有的汽油设施供应[3, 4]。生物航空燃料的开发和利用是近年来一个相对较

新的研究方向，它的使用有助于稳定航空燃料的价格，减少 CO2 和颗粒物的排放，但是

生物航空燃料相关技术的发展仍处于初步阶段。生物柴油是近年来研究最深入的一种生

物燃料，与传统的燃料相比，生物柴油低害环保（低碳、低硫、不含芳香烃），具备更好

的燃烧性能和更高的能量密度，提供更高的润滑度以降低机械之间的损耗，可被微生物
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降解，能够与化石燃料混合使用[5, 6]，并且生物柴油可以运用于各种大型机械设备，这是

新能源电池目前不具备的优势。我国的生物柴油产业发展较早，但是发展速度远低于预

期，近年来，国家不断出台新的政策来扶持生物柴油产业，2021 年发布的十四五规划已

经将促进低碳经济，发展新能源作为未来社会的工作重心之一，这意味着我国的生物柴

油行业即将迎来发展的黄金时期。虽然生物柴油的产业化进程得到了越来越多的关注，

但是要达到完全可替代化石燃料的目标仍要攻克许多技术难题。 

 

 

图 1.1  生物柴油合成的酯交换反应[7] 

Fig. 1.1. Transesterification for the synthesis of biodiesel [7] 

 

生物柴油可以通过生物油脂与低烷基醇的酯交换或脂肪酸的酯化合成，如酯交换反

应将三酰甘油(或二酰甘油、单酰甘油)的甘油基团替换为短链一元醇[8]。目前，生物柴

油行业面临的最大挑战是其工业化生产完全不具备经济上的可行性，这主要是因为生产

所需的原料成本太高，而化石燃料的成本很低[9]。生物柴油生产技术发展至今，生产原

料主要来源于植物油脂[10]，据统计，生物柴油生产所需的植物油成本已占到全部生产成

本的 70 – 85 %[11]。除此之外，许多产油作物与粮食作物存在土地竞争关系，并且产油

作物的油脂收获周期长，单位面积的产量低。这些因素的综合影响促使人们更加迫切地

开发另外一种优质的生物质原料代替动植物油脂进行生物柴油的生产[12]。近年来，来源

于产油微生物中的油脂引起了世界各国研究人员的关注。 

1.3  微生物油脂 

微生物油脂是一种由产油微生物在某些限制条件下在胞内有效合成并积累的可以

充当生物柴油生产原料的脂质，它在微生物中发挥着重要的生理功能，其中最主要的功

能是为细胞储存能量。微生物油脂在细胞内通常由组成细胞结构的体质脂以及存贮于细

胞质中的脂质体组成，三酯甘油（TAG）是含量最丰富的脂质成分，约占总脂质含量的

95%以上，其他脂质还包括甘油二酯、磷脂、糖脂、甾醇等[13]。大部分微生物的脂肪酸

成分相似，游离的脂肪酸和组成 TAG 的脂肪酸大多属于油酸、亚油酸和硬脂酸等 C16

和 C18 系脂肪酸，其组成类似于产油作物中的油脂。近年来，能够生产和储存油脂的微

生物系统引起了许多科研人员的研究兴趣[14]。与植物油脂相比，微生物油脂在生产方式

上存在一些固有的优势，产油微生物可以在不适合农业的土地上全年生产，微生物培养
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所需的土地面积远小于动植物生长所需的土地面积，这意味着微生物油脂与食品原料在

生产上不存在任何的竞争关系。并且微生物的培养周期短，油脂产量不受天气和季节等

因素的影响，微生物油脂的生产率和单位面积的产量要远高于动植物油脂，更容易上下

游加工，容易通过分子改造得到特定产品[15, 16]。据统计，每年微生物油脂的产量高达每

公顷植物油产量的数百倍(以升计)[17]。过去十几年间，由于技术不够成熟，工业化生产

微生物油脂的技术目标难以实现，但随着相关研究的不断深入，许多与微生物油脂相关

的研究成果竞先发表，微生物油脂的生产技术正在不断取得新的进展。 

1.3.1  产油微生物 

产油微生物是天然的能够积累油脂的细胞工厂，目前对产油微生物的普遍定义是积

累的胞内油脂能够超过自身细胞干重 20 %（w/w）的微生物[18]。产油微生物在自然界中

的分布十分广泛，目前在细菌属、酵母属、霉菌属和藻类属中都发现了此类微生物[7]，

它们能够合成从短烃链(C6)到长烃链(C36)的绝大多数脂肪酸 [18]。微生物的培养条件易

于调控，可以通过添加不同的营养物质或其他限制因素促使细胞积累不同成分和含量的

脂肪酸，也可以根据需要选择特定的产油微生物生产具有特殊功能的脂质。 

（1）藻类 

微藻（Microalgal）是一种结构简单的可以在胞内积累油脂的光合微生物，微藻的种

类繁多，大量不同种类的微藻有着广泛的应用潜力[19]。微藻最明显的特征是可以在有水

的情况下从大气中捕获太阳能和二氧化碳，用于生物质能的生产和脂类的有机化合物的

积累[20]。微藻的生长依赖光合作用，每公斤的微藻可以固定约 1.83 公斤的二氧化碳，从

而有助于减少 CO2 的排放，使整个生产过程实现碳中和[21]。从实用的角度来看，微藻容

易栽培，仅需要阳光、与土地作物相比更少的水和必要的营养物质，微藻具有很高的生

长密度和生产力，每隔几天就能完成一个完整的生长周期[22-26]。大多数情况下微藻的油

脂含量在 1 ~ 70 %之间变化，但在特定条件下其油脂含量可以达到干重的 90 %。微藻中

脂肪酸的主链通常有 12-22 个碳原子，不同微藻中的脂肪酸含量和成分存在显著差异[19, 

25, 27, 28]。但利用微藻进行生物柴油的规模化生产面临着许多挑战[22, 29, 30]，其中一个主要

阻碍是生长受光照的限制。与传统农业农场相比，微藻养殖设施的成本较高，需要相当

密集的护理，并且藻类的收获成本较高。近年来许多研究都报道过利用微藻生产单细胞

油脂，并尝试通过改进生产方式来提高生产力和降低生产成本，但事实上，微藻的油脂

提取非常困难，并且其油脂产量和生产速率都远低于油脂酵母，根据一些报道过的文献

中的数据，微藻的油脂产量最高仅能达到克级[31-33]，因此微藻的实际应用价值相对降低。

如果能够获得一些高产量的微藻，采用先进的生产和收获方法，并采用创新的干燥和油

脂提取工艺，那么它将真正成为化石燃料的有效补充。 

（2）细菌 

三酰甘油（TAG）在真核生物如酵母、真菌、植物和动物中广泛存在，而在细菌中

http://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&db=aph&AN=31961122&site=ehost-live
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却鲜有报道，大多数能够积累贮藏脂质的细菌会产生特殊的脂质，如聚羟基丁酸酯（PHB）

或其他聚羟基脂肪酸酯（PHA)，TAG 并不认为是细菌中常见的贮藏化合物[34]。然而，

许多研究发现 TAG 普遍存在于放线菌类细菌中，如分支杆菌（Mycobacterium）、链霉菌

（Streptomyces）、红球菌（Rhodococcus）和诺卡菌（Nocardia）等[34]。红球菌是目前所

报道的最多的产油细菌，有报道称，在过量碳源存在的条件下，R. opacus 可以积累高达

干细胞重量 76%的脂质[35, 36]。Hye MK 等[37]对 R.opacus PD630 进行基因工程改造，改

造后的工程菌株生产了 50.2 g/L 的脂肪酸、21.3 g/L 的脂肪酸乙酯，脂肪酸产率达到了

理论得率的 90 %。也有研究尝试对大肠杆菌进行定向改造，使其生产了占菌体干重 26 %

的脂肪酸[38]。细菌具有潜在的作为脂质来源的应用前景，然而实际上能够作为产油微生

物的细菌种类很少，细菌通常积累聚羟基烷酸作为能源贮藏化合物，大多数细菌的油脂

生产能力极低，即使某些细菌如 R.opacus 表现出极高的油脂积累能力，但是生产的成本

高昂。到目前为止，大部分研究都致力于利用细菌产生某些特殊的脂类物质，而非生物

柴油的生产，酵母和真菌仍是生物柴油原料生产的唯一首选。 

（3）丝状真菌（霉菌） 

目前所报道的产油霉菌大部分属于毛霉菌门和子囊菌门，如聚多曲霉菌（Aspergillus 

sydowii）、米曲菌（Aspergillus oryzae）、疏绵状嗜热丝孢菌（Thermomyces lanuginosus）、

镰刀霉菌（Fusarium equisetti）、葡酒色伞枝霉（Umbelopsis vinacea）等。霉菌的胞内油

脂中富含多种具有医学和饮食价值的不饱和脂肪酸(PUFAs)，如 γ-亚麻酸、二-γ-亚麻酸、

花生四烯酸和二十二碳六烯酸等 [39]。美国和日本最先使用毛霉菌生产亚麻酸，

SAKURADANI 等[40]筛选出一株能够生产花生四烯酸和二十碳五烯酸的丝状真菌：高山

被孢霉（Mortierella alpina）1S-4，并且高山被孢霉已经被应用于二十碳三烯酸和二-γ-亚

麻酸的工业化生产。曲霉（Aspergillus）属的几种霉菌，如黑曲霉和米曲霉也被证明能够

积累达生物量 12-25%的脂肪[41]，Andre 等[42]在甘油培养基上培养了两株黑曲霉，最终

脂质积累高达干重的 40 %。霉菌油脂中含有较高比例的不饱和脂肪酸，尤其是油酸，与

食用油、花生油和棕榈油相似[43]。作为一种真核微生物，霉菌在油脂生产上的应用有着

独特的优势，如卷枝毛霉可以将木质纤维素原料分解为可发酵糖，并产生微生物油脂，

而不需要在发酵前对原料进行过多的处理[44]；真菌与潮湿基质的紧密结合使它们能够利

用基质的结合水[45]，其生长不受游离水缺乏的限制，因此在发酵过程中废水产量低，并

且能最大限度地降低了细菌污染的风险[46]。但是霉菌在生长过程中产生的菌丝会限制氧

气的扩散和热量传递，这直接影响了霉菌的进一步生长[47]；真菌的固态发酵工艺实施起

来十分困难；霉菌的生产力要显著低于油脂酵母。上述因素都限制了霉菌在微生物油脂

生产中的应用。 

（4）油脂酵母 

酵母菌是目前最具有应用前景的微生物油脂生产菌株，也是研究最广泛最深入的微
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生物油脂生产模式菌株。在生产单细胞油脂方面，油脂酵母因其生长速度快、产脂量高，

比细菌、霉菌和微藻更具优势[48]。与产油藻类相比，酵母的生长不受可见光的限制，生

长密度更大，单细胞的生产力和可获得的生物量更高，较薄的细胞壁更易于油脂提取。

与细菌相比，酵母不含内毒素，而内毒素在细菌物种中很常见[49]；当过量碳源存在时，

细菌将碳源代谢为多羟基烷酸酯形式的多糖和脂肪酸[34]，而酵母以三酰基甘油(TAG)形

式积累过量的糖原或脂质[49]。 

目前，已有几十种已知酵母被发现能够积累超过其干重 25 %的脂质[50]，常见的油

脂酵母包括解脂耶氏酵母（Yarrowia lipolytica）、皮状丝孢酵母（Trichosporon cutaneum）、

粘红酵母（Rhodotorula glutinis）、圆红冬孢酵母（Rhodosporidium toruloides）等[51, 52]。

油脂酵母可在过量碳源存在的条件下在胞内积累大量的脂质体，据报道，多种酵母都能

积累超过自身干重 60 %以上的油脂[50, 53, 54]。酵母能够广泛利用碳源，采用低成本的碳

源和简单的培养方法可以获得高产的油脂产量。近年来，有关油脂酵母生长底物的研究

不断取得新的进展，除了葡萄糖、木糖等常规的可发酵糖外，油脂酵母还可以利用甘油、

挥发性脂肪酸、芳香族化合物、几丁质等非常规碳源作为油脂发酵的底物[55-58]。Liang 等

[55]以粗甘油为底物培养弯曲隐球酵母，最终获得了32.9 g/L的生物量和17.1 g/L的油脂。

Pierre 等[59]研究了解脂耶氏酵母将挥发性脂肪酸转化为微生物油脂的过程，以乙酸为碳

源时，微生物油脂的产量和最终得率都明显高于葡萄糖。油脂酵母对培养方式和营养物

质的要求不高，对环境的适应性强，因此各种含有挥发性有机酸的工业废水和其它来源

的有机废水都可以充当油脂酵母的发酵底物，同时降低了微生物油脂生产成本和有机废

水的处理成本[56, 60, 61]。除了能够广泛利用碳源，还可以通过培养基中存在的脂肪酸替代

甘油三酯中的脂肪酸来改变油脂酵母的脂质组成[62]，并且某些油脂酵母如解脂耶氏酵母

能够利用已有的脂质重新生产具有更高商业价值的脂质。油脂酵母自身能够高效的积累

油脂，通过发酵条件的优化以及发酵策略的调整可以进一步提高油脂酵母积累微生物油

脂的能力[54, 63, 64]，除此之外，通过分子生物学操作对油脂酵母的油脂合成路径进行改造

可以进一步提高油脂酵母的油脂积累能力，也可以构建出适应复杂发酵条件的油脂酵母

[65-68]。虽然利用油脂酵母生产微生物油脂有着其它产油微生物难以比拟的巨大优势，但

是也存在着许多与其它产油微生物相似的技术难题，微生物油脂是胞内产物，需要通过

菌体收集、细胞破碎和萃取等一系列步骤才能完成油脂提取，优化提取工艺有助于规模

化生产微生物油脂。 

油脂酵母含有各种类型的脂质，主要包括三酰甘油、二酰甘油、单酰甘油和脂肪酸，

其中高达 80-90%的中性脂质是由三酰甘油组成的。油脂酵母最常见的脂肪酸是C18:1(油

酸)，C16:0(棕榈酸)和 C18:0(硬脂酸)，这些也是用于生产生物柴油的植物油中的主要成

分[69]。酵母细胞内 TAG 的脂肪酸组成是可变的，取决于油脂酵母的种类、生长期、环

境条件以及底物和培养基成分。 
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1.3.2  脂肪酸和 TAG 的合成途径 

在细菌和真菌的脂肪酸合成途径中发挥功能的酶蛋白结构以及酶促反应的发生位

点存在差异，但是脂肪酸合成反应相似。油脂酵母是最主要的产油微生物，其脂肪酸和

TAG 的合成路径最具代表性。目前普遍认为氮源的缺乏是促进油脂酵母积累大量油脂最

主要的因素[70, 71]，此外硫酸盐、磷酸盐或镁的缺乏也会促使酵母进入油脂积累阶段。当

培养基中的氮源耗尽时，单磷酸腺苷（AMP）被激活的腺苷单磷酸脱氨酶转化为肌苷-5-

单磷酸和氨，单磷酸腺苷脱氨酶普遍存在于油脂酵母中，在非油脂酵母中不存在这种绝

对依赖[72]。AMP 浓度降低将导致异柠檬酸脱氢酶失活，三羧酸（TCA）循环受阻，线粒

体中积累的柠檬酸被转运至细胞质中重新裂解为草酰乙酸和乙酰辅酶 A，这种转运机制

是油脂酵母的典型特征。细胞质中的乙酰辅酶 A 作为脂肪酸合成的单体进入脂肪酸合

成途径，每分子的乙酰辅酶 A 会使脂肪酸链延长 2 个碳原子，直至产生硬脂酸(C18:0)。

硬脂酸是脂肪酸合成路径中能合成的最高分子量的脂肪酸，但是硬脂酸可以被转运至内

质网或者线粒体的膜上，在延长酶的作用下继续延长。游离的脂肪酸与糖酵解中的中间

代谢产物 3-磷酸甘油经过若干步反应生成三酰甘油[73]。脂肪酸和三酰甘油的合成路径详

见图 1.2。 

 

 

图 1.2  油脂酵母中脂肪酸和 TAG 的代谢途径[74] 

Fig. 1.2  The fatty acid and TAG metabolism in oleaginous yeasts[74] 
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1.4  微生物油脂生产原料 

在微生物油脂的生产过程中，发酵原料的成本约占据了总成本的 40 - 80%，这已经

成为了制约微生物油脂规模化生产的主要因素[75, 76]。最初，可食用性的农作物被认为是

最优良的微生物油脂生产原料，如玉米、高粱、木薯、菊芋等粮食作物和非粮食作物。

这些农作物的产量丰富、分布广泛，并且它们的结构简单，富含淀粉、果聚糖等多聚糖，

只需要通过简单的处理和后续的酶解便可以得到大量的可供油脂酵母生长和积累油脂

的可发酵糖。但是由于与粮食供应存在竞争关系，以及高昂的生产和收获成本，使用可

食用性农作物生产微生物油脂并不是一种理想的生产方式[77]。考虑到微生物油脂工业化

生产在经济上的可行性和持续性，木质纤维素生物质是代替粮食作物和非粮食作物作为

微生物油脂生产原料的一个理想选择[78]。木质纤维素生物质是一种廉价的可再生原料，

其储量丰富、来源广泛，含有高比例的可发酵糖，如小麦秸秆、玉米秸秆等农业废弃物，

玉米胚芽等经济作物残渣和木屑等林业废弃物，它们都能够充当微生物油脂的生产原料，

近年来，从微型和大型藻类中获取木质纤维素生物质也引起了关注[79]。木质纤维素的产

量庞大，完全可以满足目前能源生产的需求，但是它们其中的极大部分并没有得到妥善

处理，反而造成了严重的环境污染和资源浪费，探索非食用木质纤维素生物质作为油脂

酵母原料的想法可以大大降低原料成本，使微生物油脂的规模化生产具备商业可行性。

除木质纤维素生物质外，富含碳水化合物的工业废水、粗甘油等也可以成为微生物油脂

生产原料的重要补充[80]。近年来，许多研究已经证实了油脂酵母以工业废水为底物进行

油脂生产的可行性，通过培养油脂酵母来降低工业废水中的有机物含量已经成为废水处

理的研究热点。 

 

 

图 1.3  不同类型的木质纤维素生物质[49] 

Fig. 1.3  Different types of lignocellulosic biomass[49] 
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1.5  木质纤维素生物炼制微生物油脂 

木质纤维素生物质，作为单细胞油脂生产最有效、可再生的资源，近年来一直是许

多研究人员关注的焦点，利用油脂酵母将木质纤维素原料转化为微生物油脂是微生物油

脂生产最理想的生产方式。木质纤维素含有大量的可发酵糖，主要包括葡萄糖、木糖等，

其转化为油脂的生物炼制途径主要包括生物质预处理、酶解预处理生物质生成单糖和微

生物发酵产脂。然而，由于其结构和大分子组成，它难以被微生物利用，需要特殊的化

学、物理或生物预处理[76, 81]。利用预处理破坏木质纤维素生物质的致密结构，从而促进

随后的酶解以便获得可发酵的糖，酶解产生的可发酵糖能够被各种微生物发酵成各种化

学品，包括乙醇、丁醇、异丁醇、有机酸、单细胞油脂等[82-85]。Gao 等[84]以玉米芯为原

料进行油脂发酵，最终产量达 12.3 g/L，Dai 等[86]以玉米秸秆为原料进行油脂发酵，最

终产量达 12.5 g/L，Ayadi 等[87]以麦麸为原料进行油脂发酵，最终产量达 11 g/L。Li 等

[88]以稻秆为原料进行油脂发酵，最终得到了 13.8 g/L 的微生物油脂。目前，在实验室规

模或工业规模上，许多研究已经成功地实现了木质纤维素生物转化生产乙醇和丁醇。然

而，将这些木质纤维素生物质转化为生物柴油的技术还没有从实验室规模发展到中试规

模。 

1.5.1  木质纤维素结构 

木质纤维素为植物应对生物和非生物胁迫提供了机械支持和耐受性，它主要由三种

高分子聚合物组成，即纤维素、半纤维素和木质素，这三种聚合物相互关联，其含量因

植物种类而异[89]。纤维素是一种两亲性的线性均聚物，主要由葡聚糖链组成，其结构分

为晶体(有组织的)结构和非晶态结构。半纤维素是由主链和侧链形成的无定形支链杂多

糖，由不同的聚合物组成，如葡聚糖、木聚糖等。半纤维素的分子量低于纤维素，其主

链和侧链的长度较短，因此半纤维素比纤维素更容易降解，半纤维素连接木质素和纤维

素纤维，使整个纤维素-半纤维素-木质素网络更具刚性，但是这种顽固的结构阻碍了酶

水解的进行。木质素是一种非晶态异型聚合物，由三种不同的苯丙烷单元组成，它们通

过不同的键连接在一起[90]。木质素的溶解性极低，不具有光活性，所以木质素的降解非

常困难。目前大量的研究都集中于纤维素和半纤维素的生物转化，关于微生物利用木质

素的研究较少，这是因为木质素不含微生物生长代谢所需要的可发酵糖，在木质纤维素

生物炼制微生物油脂的过程中属于不可利用的部分。但是木质素仍然是一种潜在的可用

于生物炼制的原料，近年来，许多研究都尝试将木质素的降解产物转化为微生物油脂。

Hu 等[91]以 4-羟基苯甲酸为生长基质，利用 T. cutaneumACCC 20271 生产了 0.85 g/L 的

微生物油脂。Kosa 等[92]以香草醛和 4-羟基苯甲醛（HBA）为生长基质评价了 R. opacus 

DSM 1069 和 PD630 的脂质积累能力，它们能够积累接近干重 20%的脂质。 

 

http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=5C8jjhzu6CU2sSofYte&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=zh_CN&daisIds=35685548
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=5EqQO4vH1bhu29Mkqie&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=zh_CN&daisIds=2968162
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图 1.4  木质纤维素结构示意图[80] 

Fig. 1.4  Diagram of lignocellulose structure[80] 

 

1.5.2  木质纤维素预处理及抑制物的形成 

预处理是木质纤维素生物质生物炼制过程中的起始步骤[93-97]。预处理可以破坏植物

细胞壁中纤维素-半纤维素-木质素之间的紧密相互联系，消除天然木质纤维素生物质难

以降解的物理和化学障碍[98]，只有当这种顽固结构被破坏后，纤维素酶或者半纤维素酶

才能作用于纤维素和半纤维素，从而释放出可以用于油脂酵母生长和油脂积累的可发酵

糖[81, 99]。目前，已经有多种方法被应用于木质纤维素预处理，如机械处理、酸处理、和

氧化处理等，这些预处理方法都有自身的优势和不足，其中酸处理对木质纤维素结构的

破坏最为高效和彻底，并且可以被应用于多种来源的木质纤维素的预处理。本实验室开

发了一种干式稀酸预处理技术[100]，预处理时只需要少量的水与物料混合，预处理后物

料的固含量高，整个过程中无废水产生，不需要经过特殊处理便可在酶解后得到高浓度

的可发酵糖，在保留了常规酸处理优点的同时还弥补了常规酸处理的不足。 

在预处理过程中，强烈的预处理条件不仅会释放可发酵糖并且会产生许多有害的小

分子化合物[101, 102]。这些化合物的存在能够抑制纤维素酶的酶解活性，更严重的是抑制

了在木质纤维素体系中发酵菌株的生长代谢和产物合成。这些抑制物可分为三类：呋喃

醛类；弱酸类；酚类化合物，预处理方式以及生物质来源影响上述化合物在木质纤维素

水解物中的形成和浓度[103]。糠醛和 5-羟甲基糠醛（HMF）是抑制发酵菌株活性的两种

主要的呋喃醛类抑制物，主要由己糖和戊糖脱水形成[104]。糠醛和 HMF 可以抑制细胞比
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生长速率，影响细胞质中许多酶的活性，并且这两种化合物在预处理过程中产生的含量

相对较高，溶解性强，因此是生物炼制过程中抑制菌株生长和产物合成的主要化合物。

而酚类化合物来自于木质素的降解，当木质素降解为单体化合物时，主要降解产物包括

对羟基苯甲醛、香兰素、丁香醛，这三种化合物分别代表对羟基苯基(H)、愈创木酚基(G)

和紫丁香基(S)的降解，是最具代表性的酚醛类化合物[91]。酚类化合物和其他芳香族化合

物会抑制微生物的生长和产物的积累，它们的抑制机理并不固定，与特定的官能团有关

[105]。酚醛类抑制物会破坏细胞膜上蛋白质与脂质的比例，影响细胞膜的功能，并且会引

起 DNA 突变以及抑制 RNA 的翻译。由于酚醛的溶解性较差，酚醛抑制物在预处理后的

木质纤维素水解液中的含量相对较低，大部分酚醛抑制物都存在于固相中。但是酚醛对

微生物的毒性高于其它两类抑制物，因此也是阻碍生物炼制过程的主要抑制物。弱酸类

抑制物主要包括甲酸、乙酸、乙酰丙酸等小分子有机酸，其中乙酸是乙酰基水解的结果

[98]，而甲酸和乙酰丙酸产生于呋喃类抑制物 [76]。有机酸类化合物的抑制作用主要是由

于弱酸在细胞内的质子化改变了细胞质的 pH，pH 的改变会影响胞内酶的活性，这可能

导致细胞死亡。呋喃醛类、酚醛类和有机酸类抑制物对细胞的抑制机理和抑制效果存在

差异，但是当三类抑制物同时存在时会产生协同作用，对细胞的抑制效果远高于单一抑

制物[102]。 

 

 

图 1.5  主要的抑制物及其来源[106] 

Fig. 1.5  The main inhibitors and their sources[106] 
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1.5.3  微生物脱毒 

许多研究表明，大部分油脂酵母难以在木质纤维素水解产物中存活[84, 107-109]，这给

木质纤维素生物质转化为微生物油脂的生物炼制过程造成了极大的阻碍。在预处理过程

中，抑制物的形成是难以避免的，因此如何降低抑制物对生物转化的影响是必须应对的

难题。过去有研究曾经尝试在不经过脱毒的麦秆水解液中培养弯曲隐球酵母，但是仅能

生产极少量的微生物油脂[110]。近年来也有许多研究尝试通过对解脂耶氏酵母进行分子

改造使其能够在未经过脱毒的木质纤维素水解物中进行微生物油脂的生产，但是最终得

到的油脂产量与理想产量之间仍具备极大的差距。这些研究都证明了脱毒(即在发酵前

特定去除抑制剂)仍是以木质纤维素为原料进行微生物油脂发酵的整个过程中不可或缺

的步骤。目前，多种生物、物理和化学脱毒方法已被广泛用于水解物中抑制物的去除。

物理法和化学法虽然也能够去除抑制物，但是其使用成本和后续处理偏高，并且抑制物

的去除不够彻底（尤其是酚醛类抑制物），因此通常需要结合几种方法才能完全去除抑

制物。而生物脱毒所需的条件温和、对环境影响较小，并且对抑制物的去除更为彻底，

更为重要的是生物降解法能有效去除酚类抑制物。有报道称里氏木霉(Trichoderma reesei)

可以去除水解液中的乙酸、糠醛；也有研究表明一些来源于木质素降解菌中的漆酶可选

择性地、几乎完全地去除酚类抑制物。这些研究都说明了微生物在去除抑制物的过程中

具有极大的应用潜力。 

本实验室筛选出了两株能用于脱毒处理的菌株树脂枝孢霉菌 Amorphotheca resinae 

ZN1 和拟青霉菌 Paecilomyces variotii FN89。这两株脱毒菌株对木质纤维素来源的抑制

物（呋喃醛、有机酸、酚醛）都具有良好的降解效果，能优先利用呋喃醛、有机酸类抑

制物。 

1.5.4  酚醛化合物的抑制作用 

酚类化合物通常分为醛类、酚酮类、酚酸类和酚醇类，木质纤维素体系中常见的酚

醛化合物有 13 种，其种类远多于呋喃类和有机酸类化合物[111]。并且区别于普遍认知的

呋喃类化合物作为抑制物时的效价顺序（醛通常被认为是抑制性最强的，而酸和醇通常

被认为是毒性最小的），酚类的抑制效价并不完全与该种化合物的种类相关，因为酚醛

抑制物的抑制作用是由功能侧基(如甲氧基和羟基)以及在化合物的结构中出现不饱和键

的结合产生的，这说明酚醛抑制物有着比其他抑制物更复杂的抑制机理。除毒性机理复

杂外，酚醛抑制物还具有水溶性差，疏水性强等特点[112]。因此，传统的物理或者化学方

法难以完全去除酚醛类抑制物，如水洗、过灰、离子交换法只能去除存在液相中的酚醛

抑制物，而固相中的抑制物难以去除。许多研究结果都表明在脱毒过程中呋喃类和有机

酸类抑制物是可以被充分去除的，但是酚醛类抑制物难以实现完全去除[112]。一般来说，

在考虑抑制现象时，酚类化合物并不是最优先考虑的，因为在相对较低的浓度下，每个

单一酚类化合物的抑制作用都不太明显[113]。此外，许多研究中微生物油脂的发酵基质是
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以液体形式存在的木质纤维素水解液，酚醛浓度并不高，并且这部分酚醛抑制物可以通

过离子交换等方法被去除，因此关于抑制物的相关研究多数与呋喃醛和有机酸相关。然

而在以木质纤维素为原料生产油脂的同步糖化共发酵过程中，酚醛抑制物的积累可能会

对油脂酵母产生强烈的胁迫，因此油脂酵母需要具备良好的酚醛耐受性。Chen 等[107]研

究了 7 种典型的抑制物对 6 株油脂酵母的抑制作用，结果表明低浓度的酚醛抑制物也会

对油脂酵母产生了强烈的抑制。Gao 等[84]在主要含有酚醛抑制物的玉米芯水解液中培养

5 株油脂酵母，只有 T. cutaneum ACCC 20271 出现了明显的生长和油脂积累，而其它酵

母几乎不能生长。这些研究都表明在实际的木质纤维素体系中进行微生物油脂发酵时，

获取具有良好酚醛耐受性的油脂酵母具有重要意义。 

适用性进化和分子改造是实验室常用的提高酵母对酚醛抑制物耐受性的方式。适应

性进化的适用性较广，而分子改造仅适用于分子操作手段较成熟的油脂酵母，如解脂耶

氏酵母。Gu[113] 等通过在逐渐增加浓度的玉米穗水解物中培养培养酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae DQ1 菌株，利用改良的 S. cerevisiae DQ1 在后续的同步糖化发

酵中获得了较高的乙醇浓度(62.68 g/L)和产率(55.7%)。Shen 等[114]通过甲基磺酸乙酯诱

变和适应性进化，获得了一株对香草醛表现出特异性耐受的菌株 S. cerevisiae EMV-8。

Yoneda 等[115]以苯酚为唯一碳源对红球菌 R. opacus PD630 进行了 40 代的适应性进化，

适应性菌株的苯酚消耗率和产脂量均比原始菌株高 2 倍。 

1.5.5  酚醛抑制物的微生物代谢途径 

微生物对酚醛的生物降解是一个复杂的过程，许多微生物仅能将酚醛转化为毒性稍

弱的醇或者酸，只有极少数微生物能够彻底将酚醛转化为中心碳代谢中的产物。酚醛的

转化途径属于微生物转化芳香族化合物的“漏斗途径”，包括上层途径和下层途径。在上

层途径中，酚醛会被转化为保守的中间体，如邻苯二酚(CA)和原儿茶酸(PCA)[116]。在

下层途径中，这些保守中间体的芳香环被双加氧酶裂解，产生开环化合物，开环方式通

常取决于中间体的种类，但同一种中间体也可能存在多种开环方式，如原儿茶酸可以被

三种双加氧酶裂解，每种双加氧酶在苯环上的作用位点不同。芳香环裂解产生的开环化

合物经过多个酶促反应后最终进三羧酸循环[117, 118]。一般情况下，微生物按照上述方式

将酚醛转化为 TCA 循环的中间产物，但是某些真菌可以通过一种特殊的解毒机制将酚

类化合物聚合成一种不确定的可溶性黑色素，称为异种黑色素[119]，多酚氧化酶可能在该

机制中发挥了重要作用。HBA、香草醛、丁香醛是三种典型的酚醛抑制物，也是与酚醛

代谢相关的研究中的主要研究对象。Eiji 等[120]报道了香草醛、丁香醛在少动鞘氨醇单胞

菌 Sphingomonas paucimobilis SYK-6 中的代谢路径，香草醛首先被转化为香草酸，香草

酸被逐步转化为 2-吡喃酮-4，6-二羧酸（2-pyrone-4,6-dicarboxylate），然后被水解酶裂解，

最终转化为丙酮酸和草酰乙酸；丁香醛首先被转化为丁香酸，丁香酸被脱甲基酶转化为

没食子酸甲酯，没食子酸甲酯最终被转化为丙酮酸和草酰乙酸；Shen 等[121]对谷氨酸棒
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状杆菌 Corynebacterium glutamicum 的酚醛代谢路径进行了总结，HBA 和香草醛经开环

反应后被转化为乙酰辅酶 A 和琥珀酰辅酶 A。有关酚醛代谢路径的报道大多与细菌有

关，而很少有相关研究报道过油脂酵母转化酚醛的生理机制，但是近年来，许多研究都

发现油脂酵母也具有能彻底降解酚醛抑制物的代谢路径。Wang 等[122]根据全基因组信息

和实验结果构建了皮状丝孢酵母 T. cutaneum ACCC 20271 代谢糠醛、HMF、HBA、香草

醛和丁香醛的路径。Hu 等[91]发现皮状丝孢酵母 T. cutaneum ACCC 20271 能将 HBA 为

转化为乙酰辅酶 A。 

1.6  有机酸转化 

乙酸和乙酰丙酸是木质纤维素预处理过程中的产生的有机酸类抑制物的主要成分，

通常在发酵前被去除，并且乙酸还是工业污水和城市固废厌氧消化混合物中挥发性脂肪

酸的主要成分，因此乙酸和乙酰丙酸可以成为微生物油脂生产的廉价碳源。许多研究证

明油脂酵母可以将乙酸直接转化为乙酰辅酶 A，乙酰辅酶 A 可以被直接用于脂肪酸的合

成。Bettencourt 等[56]以 15 g/L 的乙酸为碳源培养了四株酵母，结果表明这四株酵母都能

够消耗乙酸并积累油脂。Fontanille 等[59]利用解脂耶氏酵母 Y. lipolytica MUCL 28849 生

产微生物油脂，最初以葡萄糖或甘油为碳源，然后在葡萄糖或甘油消耗完后，在限氮条

件下依次添加乙酸，最终获得了 12.4 g/L 的油脂，脂质含量接近 40 %。Huang 等[123]利

用隐球酵母 C. curvatus MUCL 29819 以不同浓度的乙酸为碳源生产微生物油脂，当添加

40 g/L 的乙酸时，C. curvatus MUCL 29819 可产生 5.01 g/L 的油脂，该研究还发现当乙

酸浓度超过 20 g/L 时，胞内脂质开始向胞外溢出。许多研究都证明了乙酸可作为油脂酵

母积累油脂的底物，但是很少有研究将乙酰丙酸用于微生物油脂发酵。乙酸在乙酰辅酶

A 合成酶的催化下直接被转化为乙酰辅酶 A，而乙酰丙酸则需要经过多个酶促反应才能

被转化为丙酮酸和乙酰辅酶 A，虽然乙酰丙酸的生物转化过程比乙酸的更复杂，但乙酰

丙酸也具有成为微生物油脂生产原料的潜力。值得注意的是，高浓度的乙酸和乙酰丙酸

会对油脂酵母产生强烈的抑制作用，因此它们目前并不能取代葡萄糖等常规碳源，但是

在纤维素油脂的生产过程中，它们可作为有效的补充碳源。皮状丝孢酵母 T. cutaneum 

MP11 是本实验室筛选到的一株油脂酵母，能够以木质纤维素为原料进行高效的油脂发

酵，探究该菌株是否能以乙酸和乙酰丙酸为底物生产微生物油脂对其在纤维素油脂生产

中的应用有重要的指导意义。 

1.7  本课题的研究内容与意义 

生物柴油是一种绿色环保的可再生燃料，它的开发和利用有助于降低对化石燃料的

依赖性、实现碳中和的发展目标，但是高昂的原料成本阻碍了生物柴油的工业化进程，

因此寻找一种价格低廉的原料对于生物柴油的产业化具有重大意义。微生物油脂的组成

类似于植物油脂，其生产周期短、生产所需的土地面积小、产量不受自然环境影响，可
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替代植物油脂成为生物柴油生产的主要原料。木质纤维素是一种分布广泛、储量丰富的

可再生生物质，通过油脂酵母将预处理后的木质纤维素生物质转化为微生物油脂是生物

柴油原料生产的一种理想方式。 

预处理后的木质纤维素原料中含有大量的酚醛类抑制物，传统的脱毒方法难以完全

去除酚醛，以往酚醛抑制物并不被认为是油脂发酵过程中的主要的抑制物，但是在同步

糖化同发酵微生物油脂的实际生产过程中，酚醛的积累可能会对发酵菌株产生强烈的抑

制。本实验室采取的生物脱毒法能选择性地去除呋喃醛类、有机酸类抑制物，但是对酚

醛抑制物的去除效率较低，并且通过生物脱毒完全去除酚醛会导致木糖的损失，因此脱

毒过程并不会完全去除酚醛。以往的研究结果表明，大部分的油脂酵母难以在经过脱毒

的木质纤维素原料中存活，即使原料中的呋喃醛和有机酸类抑制物已经被完全去除。本

研究猜测残留的酚醛抑制了油脂酵母的生长，探究这部分酚醛对油脂酵母的抑制作用对

木质纤维素转化为微生物油脂的实际过程有重要的指导意义。本研究首先在经过脱毒完

全去除呋喃醛和有机酸类抑制物的小麦秸秆水解液和含酚醛的合成培养基中培养了 5株

常见的油脂酵母，证明了残留的酚醛是导致油脂酵母在脱毒处理后的木质纤维素原料中

生长和代谢不良的主要原因。皮状丝孢酵母被证明是实验菌株中最耐受酚醛的油脂酵母，

并且研究发现两株皮状丝孢酵母存在三种典型的酚醛 HBA、香草醛、丁香醛的代谢路

径，并基于此实验结果，本论文推测了皮状丝孢酵母降解这三种酚醛抑制物的代谢途径。

此外，本研究还验证了酚醛抑制物对皮状丝孢酵母油脂积累能力的影响，并在实际的木

质纤维素体系中评估了皮状丝孢酵母的油脂发酵性能。 

乙酸、乙酰丙酸是木质纤维素来源的有机酸抑制物中的主要组成部分，并且乙酸和

乙酰丙酸都可以被微生物转化为脂质合成的前体乙酰辅酶 A。皮状丝孢酵母 T. cutaneum 

MP11 是本实验室筛选的一株优良的油脂酵母。本研究探究了该菌株转化乙酸和乙酰丙

酸的能力，并通过分批补料发酵证明了该菌株利用乙酸和乙酰丙酸生产微生物油脂的可

行性。该研究扩充了皮状丝孢酵母 T. cutaneum MP11 的底物广谱性，对该菌株应用于木

质纤维素生物炼制过程中的实用性和灵活性有重要的指导意义。
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第 2 章  皮状丝孢酵母的酚醛耐受性研究及纤维素油脂生产 

2.1  引言 

通过油脂酵母将木质纤维素转化为微生物油脂是可持续生产生物柴油最有前景的

技术之一。预处理是破坏木质纤维素结构进而促进后续酶解的关键步骤，然而在预处理

过程中产生的多种抑制物阻碍了油脂酵母菌株的生长和微生物油脂的积累。以往的研究

表明，油脂酵母难以在木质纤维素水解物中生存，这严重的阻碍了微生物油脂发酵技术

的发展。目前，多种脱毒方法已被应用于有效去除弱有机酸类(乙酸、乙酰丙酸、甲酸)

和呋喃醛类抑制物(糠醛和 HMF)。酚醛抑制物的化学性质和物理性质与呋喃醛和有机

酸存在显著差异，其成分复杂、疏水性强、生物可降解性差。传统的物理化学方法难以

完全去除木质纤维素原料中的酚醛抑制物，生物脱毒法虽然可以完全去除酚醛化合物，

但是去除效率低且耗费大量时间，并且酚醛抑制物的完全去除会导致木质纤维素原料中

木糖的大量损失。为了最大限度地保留木糖，生物脱毒过程通常以有机酸、呋喃醛类抑

制物的完全去除为终点，这就导致部分酚醛抑制物仍然残留在木质纤维素原料中。目前

许多关于抑制物对油脂酵母影响的研究并不涉及酚醛抑制物，但是在实际的木质纤维素

炼制微生物油脂的生产过程中，酚醛积累可能会产生比呋喃和有机酸更强烈的胁迫。 

皮状丝孢酵母、解脂耶氏酵母、圆红冬孢酵母、粘红酵母作为常见的油脂酵母已经

被广泛研究，在本研究中，选取了以上 5 株酵母（包括两株皮状丝孢酵母）作为研究对

象。主要内容如下：（1）首先在生物脱毒处理后的麦秆水解液中培养了 5 株油脂酵母，

并在添加了三种代表性酚醛抑制物的合成培养基中培养以上酵母，探究酚醛抑制物是否

是生物脱毒处理的木质纤维素原料中抑制油脂酵母的主要因素；（2）探究 5 株油脂酵母

转化酚醛的能力，并对皮状丝孢酵母的酚醛代谢路径进行了推测；（3）以皮状丝孢酵母

为发酵菌株，在含有酚醛的合成培养基中进行油脂发酵，探究酚醛抑制物对皮状丝孢酵

母油脂发酵性能的影响。（4）以小麦秸秆为原料在高固含量下进行了同步糖化与共发酵，

评价在实际的木质纤维素体系中皮状丝孢酵母的油脂发酵性能。 

2.2  实验材料 

2.2.1  木质纤维素原料 

实验所用小麦秸秆于 2020 年秋季于河南南阳收获，购买的小麦秸秆在进行水洗、

晾干和粉碎后于密封袋中储藏。通过两步酸解法测定小麦秸秆原料的纤维素、半纤维素

含量分别为 35.2 %，22.4%，其余组分为木质素与灰分[122]。 

2.2.2  实验菌株和培养基 

油脂酵母：解脂耶氏酵母 Yarrowia lipolytica DSM 3286 来自德国微生物保藏中心
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（DSMZ）；粘红酵母 Rhodotorula glutinis CGMCC 2.703、圆红冬孢酵母 Rhodosporidium 

toruloides, CGMCC 2.1609 来自中国普通微生物菌种保藏管理中心；皮状丝孢酵母

Trichosporon. cutaneum ACCC 20271 来自中国农业微生物菌株保藏管理中心；皮状丝孢

酵母 Trichosporon cutaneum MP11 (菌种保藏号为 CGMCC 20481)是本实验室以皮状丝孢

酵母 T. cutaneum ACCC 20271 为原始菌株通过超离心筛选得到的一株高产的油脂酵母，

目前保存在中国普通微生物菌种保藏管理中心。 

脱毒菌株：拟青霉菌 Paecilomyces variotii FN89 (CGMCC 17665)是本实验经过筛选

分离出的一株适用于脱毒处理的优良菌株，目前保存在中国普通微生物菌种保藏管理中

心。 

脱毒菌株种子培养基：20 g/L glucose, 2 g/L KH2PO4, 1.0 g/L MgSO4.7H2O, 1.0 g/L 

Yeast Extract，2 % Agar。 

YPD 培养基：20 g/L Glucose, 20 g/L Tryptone, 10 g/L Yeast Extract；其固体培养基添

加 2 % Agar。 

合成培养基：1.0 g/L Yeast Extract, 1.0 g/L KH2PO4, 0.5 g/L MgSO4.7H2O, 0.22 g/L 

(NH4)2SO4. Glucose (20 g/L 或 60 g/L)，以及额外添加的酚醛。 

2.2.3  干式稀酸预处理麦秆和生物脱毒 

干式稀酸预处理麦秆的详细过程参照 Zhang 等[100]报道的方法，预处理过程中所使

用的稀硫酸浓度为 3.3 %(w/w，基于物料干重)。总重 1800 g 的麦秆和稀硫酸在预处理反

应器中充分混和，然后通高温蒸汽使反应温度至 175 °C，充分反应 5 min 后得到预处理

后的麦秆。 

预处理麦秆的生物脱毒的详细过程参照 Zhang 等[124]报道的方法。预处理后的麦秆

首先用质量比为 20 %的 Ca(OH)2 溶液调节 pH 至 4.8，然后将 Paecilomyces variotii FN89

的孢子转移至 300 g 预处理后的麦秆中，37 °C 下培养 2 天后与 3000 g 的预处理后的未

脱毒麦秆混合，混合后装入 15 L 的脱毒反应器中，在曝气率为 0.8 vvm、37 °C 的条件

下进行生物解毒，曝气有助于抑制物的去除和脱毒菌株的生长。糠醛、HMF、乙酸全部

去除后脱毒结束，脱毒后的物料- 4 °C 保存。通过液相色谱监测物料中的抑制物浓度，

具体方法如下：取样前开启搅拌，于 50 rpm 下混合 1 min，然后用 45 mL 去离子水充分

溶解 5 g 物料，取上清液检测抑制物（主要检测糠醛、HMF、乙酸）浓度。 

2.2.4  15 %固含量的麦秆水解液制备 

实验所用纤维素酶 Cellic CTec 2.0 购自诺维信，滤纸活性、纤维二糖酶活性和蛋白

浓度分别为 203.2 FPU/mL、4900 CBU/mL 和 87.3 mg/mL，具体测定方法参考已发表的

文章[86]。 

小麦秸秆水解液的制备步骤参照本实验室先前的报道[122, 125]。所使用麦秆的固含量

为 15%，纤维素酶用量为 5.5 mg 蛋白/g 纤维素，反应条件为 50 °C，150 rpm。酶解后的
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醪液于 12000 rpm 下离心取上清，灭菌后的上清液经滤纸过滤去残渣，过滤后的水解液

加入 1.0 g/L KH2PO4、1.0 g/L Yeast Extract、0.5 g/L MgSO4·7H2O 和 0.22 g/L (NH4)2SO4。 

2.3  实验方法 

2.3.1  种子培养 

取适量冻存管中的菌体（冻存管-80 °C 保存）涂布在 YPD 平板上，30 °C 下培养 36 

h，挑取单菌落接种于 20 mL YPD 液体培养基中，30 °C、180 rpm 下培养 20 h，然后按

照 10%接种量转入含 50 mL YPD 液体培养基中，于 30 °C、180 rpm 下培养 16 h。 

2.3.2  油脂发酵 

麦秆水解液发酵：接种量为 10 %（v/v），将活化后的酵母种子液转入含有 50 mL 固

含量为 15 %的脱毒麦秆水解液的 500 mL 摇瓶中，发酵在 30 °C、180 rpm/min 下持续

120 h，用 5 mol/L NaOH 溶液将初始 pH 调节为 5.0。 

酚醛存在时 5 株油脂酵母的生长能力评价：发酵在含有 1 L 合成培养基的 3 L 发酵

罐中进行，合成培养基包含 20 g/L 葡萄糖以及 0.8 g/L 4-羟基苯甲醛（HBA）、0.8g/L 香

草醛和 0.6 g/L 丁香醛，酚醛抑制物不能经过高温灭菌，应直接在无菌条件下加入粉末

状的酚醛，然后超声溶解，发酵菌株为 5 株油脂酵母，接种量为 10 %。发酵在 30 °C、

450 rpm/min 下持续 72 h，发酵过程中用 5 mol/L NaOH 和 4 mol/L HCl 溶液将 pH 值维

持在 5.0。每隔 12 h 取样检测发酵液中的葡萄糖、抑制物的浓度和油脂酵母的 CFU。 

酚醛胁迫下皮状丝孢酵母的油脂发酵评价：油脂发酵在含有 50 mL 合成培养基的

500 mL 摇瓶中进行，合成培养基含 60 g/L 葡萄糖和 0.8 g/L HBA、0.8 g/L 香草醛和 0.6 

g/L 丁香醛，发酵菌株为 T. cutaneum ACCC20271 和 T. cutaneum MP11，接种量为 10%。

用 5 mol/LNaOH 溶液将初始 pH 调节为 5.0，在 30 °C、180 rpm/min 下发酵 120 h。 

同步糖化共发酵：具体方法参照本实验室已发表的论文[126, 127]，所使用的小麦秸秆

固体含量为 30 %（w/w），纤维素酶的添加量为 5 mg 蛋白/g 纤维素。在 50 °C、150 rpm

下预糖化 12 h 后，控温至 30 °C，以 10 %（v/v）接种量加入 T. cutaneum MP11 种子液，

并添加 1.0 g/L KH2PO4、0.5 g/L Yeast Extract、0.5 g/L MgSO4
.7H2O 和 0.44 g/L (NH4)2SO4。

发酵温度为 30 °C、搅拌转速为 450 rpm/min，通气量设置为 1 vvm，pH 维持在 5.0。 

分批补料发酵：发酵在含有 1 L 合成培养基的 3 L 发酵罐中进行，初始葡萄糖浓度

设为 5 g/L，发酵菌株为 T. cutaneum ACCC20271。对照组发酵 12 h 后进行补料，然后每

隔 3 h 进行补料，5 次补料后将补料间隔调整为 2.5 h，共进行补料 8 次，总共添加了 45 

g/L 葡萄糖。实验组发酵 12 h 后添加 1 g 香草醛，20 h 后添加 10 mL 500 g/L 葡萄糖，

4 h 后添加 1 g 香草醛，重复上述添加葡萄糖和香草醛的过程，间隔时间不变，重复该

过程 9 次，共添加 45 g/L 葡萄糖和 9 g/L 香草醛。 
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2.3.3  细胞生长测定 

细胞干重（dry cell weight）：量取 25 mL 菌液至 50 mL 离心管，于 12000 rpm 下离

心 3 min，去上清，洗涤湿菌体后用适量超纯水将菌体转移至玻璃皿（重量已知），在 60 °C

烘箱中干燥 12 h，称重后计算细胞干重。 

CFU（colony forming unit）：取发酵过程中的菌液，用无菌水稀释至适当浓度，取

100 μL 稀释后的菌液涂布在 YPD 平板上，涂布后的平板置于 30 °C 的温箱中孵育 36 h

后计算单菌落个数即得取样时的 CFU，CFU 增长倍数定义为每次取样时得到的 CFU 与

0 h 的 CFU 的比值。 

2.3.4  油脂提取 

油脂提取采用甲醇-氯仿法[91]。细胞干重测量完成后，在该玻璃皿中加入适量浓度

为 4 mol/L 的 HCl 溶液，充分浸泡干菌体并轻微摇晃，4 h 后用刮勺将菌体转入 50 mL

离心管中（用适量 HCl 溶液冲洗玻璃皿上的残余菌体，重复 2~3 次），将离心管置于通

风橱中沸水浴 10 min 后、迅速转移至冰水中冷却，使细胞完全破碎。然后加人适量配置

好的氯仿/甲醇（2:1，v/v）溶液，常温下充分萃取 1 h，低温下离心使溶液分层，将下层

氯仿相转移至 50 mL 旋蒸瓶中（旋蒸瓶质量已知），然后于 80 °C 下挥发氯仿，直至氯

仿挥发完全，最后将旋蒸瓶放至 65 °C 烘箱中去除水分，称重后计算油脂重量。 

2.3.5  总酚浓度测定 

总酚含量的测定方法为改良的 Folin–Ciocalteu 法[112, 128]。200 mg（干重）样品室温

下用 20 mL 甲醇溶液（95%, v/v）萃取 48 h，萃取液于 12000 g 离心 5 min 取上清，取

500 μL 上清液至 10 mL 玻璃试管后加入 1 mL 福林酚试剂（15%, v/v），混匀后加入 4 

mL 0.7 moL/L Na2CO3，避光条件下反应 2 h，765 nm 测定吸光值。配制 100 μg/mL 没食

子酸溶液，取 0 μL、100 μL、200 μL、400 μL、600 μL、800 μL 的没食子酸溶液作为样

品绘制标准曲线。 

2.3.6  高效液相色谱分析 

呋喃醛（糠醛、HMF）、乙酸、乙酰丙酸、葡萄糖和木糖的含量通过 HPLC 定量分

析。色谱柱为 Bio-Rad Aminex HPX-87H，检测器为岛津 RID-10A 示差检测器。方法如

下：色谱柱的工作温度设置为 65 °C，以 5 mM 硫酸为流动相冲洗色谱柱，流速逐渐升

至 0.6 mL/min，待视差检测器的基线稳定后开始测样，进样量为 20 μL。 

HBA、香草醛、丁香醛及其醇、酸的含量通过 HPLC 定量分析，具体方法参照以前

的报道[91]。色谱柱为 YMC-Pack ODS-A(150 mm×4.6 mm)，检测器为 SPD-20A 型 UV/Vis

紫外检测器，检测器波长为 270 nm，色谱柱的工作温度设置为 35 °C，进样量为 20 μL。 
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2.4  结果与讨论 

2.4.1  油脂酵母利用木质纤维素水解液发酵生产微生物油脂 

利用木质纤维素原料生产微生物油脂的一个重要前提是发酵菌株能够适应木质纤

维素体系，以往的研究表明，大部分的油脂酵母都难以在木质纤维素水解液中生长，即

使已经对所使用的经过预处理的木质纤维素原料进行了深度的生物脱毒处理。本研究认

为酚醛抑制物的存在可能是导致该现象发生的原因，并对该猜测进行了验证。 

为了评价油脂酵母在生物脱毒后的木质纤维素水解液中的细胞生长和油脂积累能

力，我们选取了 5 株常见的油脂酵母：T. cutaneum ACCC 20271、T. cutaneum MP11、Y. 

lipolytica DSM 3286、R. glutinis CGMCC 2.703、R. toruloides CGMCC 2.1609，在 15% 脱

毒后麦秆水解液进行油脂发酵。对该麦秆水解液进行检测，糠醛、5-羟甲基糠醛（HMF）、

乙酸、乙酰丙酸已经被完全去除（HPLC 未检测出四种物质），但是酚醛抑制物的含量仍

然较高。HBA、香草醛、丁香醛是代表性的三种酚醛抑制物，也是与酚醛抑制物相关的

研究中最主要的考察对象，其它酚醛抑制物的性质都分别与这三种酚醛抑制物类似。此

外，预处理过程中产生的酚醛抑制物的成分十分复杂，许多组分的浓度很低，即使通过

质谱等分析手段也难以检测出所有的酚醛抑制物。因此本研究只对所使用的麦秆水解液

中的总酚和 HBA、香草醛、丁香醛进行了定量分析，其它酚类化合物在此不进行探究。

经过检测，总酚浓度为 690.00 mg/L，三种典型的酚醛抑制物 HBA、香草醛、丁香醛的

浓度分别为 60.21 mg/L、79.62 mg/L、30.34 mg/L（图 2.1）。实际上，在预处理后的木质

纤维素原料中，大部分的酚醛抑制物以固相形式存在，因此传统的物理、化学脱毒难以

完全去除酚醛，生物脱毒法虽然可以完全去除酚醛，但是需要花费更高的时间成本，并

且脱毒菌株会消耗麦秆原料中的木糖。因此，即使经过生物脱毒，仍有大量酚醛残留在

麦秆原料中，在酶解过程中，固相中的酚醛会释放至液相中。 

 

 

图 2.1  15%麦秆水解液中总酚、HBA、香草醛和丁香醛的浓度 

Fig. 2.1  Contents of the total phenolics and the representative phenolics (HBA, vanillin and 

syringaldehyde) in the biodetoxified wheat straw hydrolysate 
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图 2.2  5 株油脂酵母在 15%麦秆水解液中进行油脂发酵 

Fig. 2.2  Lipid production by five oleaginous yeast in wheat straw hydrolysate at 15 % (w/w) solids loading 

(a): 细胞干重；(b): 油脂产量；(c): 含油率 

发酵条件：温度为 30 °C，初始 pH 调节为 5.0，转速为 450 rpm/min，通气量为 1 vvm 

 

如图 2.2 所示，5 株油脂酵母在麦秆水解液中的生长状况以及油脂产量存在明显差

异。发酵 120 h 后，T. cutaneum ACCC 20271 的细胞干重、油脂产量分别达到 29.51 g/L、

12.64 g/L；T. cutaneum MP11 的细胞干重、油脂产量为 25.48 g/L、14.86 g/L。而在相同

的培养条件下，Y.lipolytica DSM 3286、R.toruloides CGMCC 2.1609、R.glutinis CGMCC 

2.703 分别仅能得到 15.48 g/L、6.34 g/L 和 1.73 g/L 的细胞干重，并且没有检测到明显的
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油脂积累。实验结果表明 Y.lipolytica DSM 3286、R.toruloides CGMCC 2.1609、R.glutinis 

CGMCC 2.703 在麦秆水解液中的生长和油脂生产受到了明显抑制，而 T. cutaneum ACCC 

20271 与 T. cutaneum MP11 在麦秆水解液中仍具有较高的生长和油脂积累能力。 

2.4.2  酚醛抑制物对油脂酵母生长的影响 

在以往的研究中，酚醛并不被认为是油脂发酵过程中的一种主要的抑制物，但是

2.4.1 的实验结果表明，在经过生物脱毒处理后仅含酚醛抑制物的麦秆水解液中，油脂酵

母的生长受到了明显的抑制。为了进一步探究酚醛类抑制物对于油脂酵母生长的影响，

我们选取了三种典型的酚醛：HBA、香草醛和丁香醛来代表木质纤维素来源的所有酚醛

抑制物[91, 92]，在含有上述三种酚醛抑制物的合成培养基中培养 5 株油脂酵母，设置三种

酚醛抑制物的添加量分别设置为 0.8 g/L、0.8 g/L、0.6 g/L。酚醛抑制物对油脂酵母生长

的影响如图 2.3 所示，在酚醛抑制物存在的情况下，5 株油脂酵母中只有 T. cutaneum 

ACCC 20271、T. cutaneum MP11 出现了明显的细胞生长。CFU 变化曲线显示了当酚醛

抑制物存在时酵母细胞的生长过程（图 2.3 a)。T. cutaneum ACCC 20271、T. cutaneum 

MP11 在发酵开始 36 h 内 CFU 没有出现明显变化，此时酵母细胞处于生长延滞期，延

滞期结束后 CFU 快速增长，并快速达到生长稳定期。而 Y. lipolytica DSM 3286、R. glutinis 

CGMCC 2.703、R. toruloides CGMCC 2.1609 三株油脂酵母在发酵 24 h 后 CFU 开始减

少，72 h 后无 CFU 形成（稀释后涂板，无菌落生长）。5 株酵母的葡萄糖消耗曲线显示，

T. cutaneum ACCC 20271、T. cutaneum MP11 在发酵 36 h 内仅消耗了少量的葡萄糖，36 

h 后，糖耗速度显著提高，并快速消耗完 20 g/L 的葡萄糖；而 Y. lipolytica DSM 3286、

R. glutinis CGMCC 2.703、R. toruloides CGMCC 2.1609 在发酵过程中几乎没有消耗葡萄

糖（图 2.3 b)，葡萄糖消耗与酵母细胞生长的情况类似。发酵结果显示酚醛对 5 种油脂

酵母的细胞活力都存在明显的抑制，但 T. cutaneum ACCC 20271、T. cutaneum MP11 显

示出了优于其它三株酵母的酚醛耐受性，结合 2.4.1 的实验结果可以得出酚醛抑制物是

导致油脂酵母在木质纤维素体系中生长和代谢不良的主要原因。 
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图 2.3  酚醛抑制物存在时油脂酵母的生长以及葡萄糖消耗 

Fig. 2.3  CFU changes and glucose consumption of oleaginous yeast under the stress of phenolic aldehyde 

(a): CFU changes: 菌株生长过程中 CFU 变化倍数（取样时的 CFU 与 0 h CFU 的比值）；(b): 发酵过

程中的葡萄糖消耗（初始葡萄糖浓度与取样时葡萄糖浓度的差值） 

发酵条件：发酵在含有 800 mL 合成培养基的 3 L 发酵罐中进行，发酵温度为 30 °C，pH 控制在

5.0，转速为 450 rpm/min，通气量为 1 vvm 

 

2.4.3  油脂酵母转化酚醛抑制物 

微生物对抑制物的耐受性主要取决于其将毒性较强的抑制物转化为毒性较低的代

谢物的能力[91, 129]，并且微生物降解酚醛时遵循以下规则：首先将酚醛转化为毒性较低

的酚醇，然后少量的酚醇重新转化为酚醛，而酚醛则被快速地转化为酚酸；某些微生物

能够将酚酸进一步转化。前面的实验结果表明，在酚醛抑制物存在时，5 株油脂酵母的

生长能力表现出了显著差异，两株皮状丝孢酵母显示出优于其他三株酵母的生长能力，

这意味着它们的酚醛代谢能力存在差异。因此，我们进一步探究了 5 株酵母转化三种典

型酚醛抑制物的具体情况。 

5 株油脂酵母对三种酚醛抑制物的转化情况如图 2.4 所示。发酵 24 h 时，T. cutaneum 

ACCC 20271 已经将部分的酚醛转化为其对应的醇、酸。发酵 48 h 时，T. cutaneum ACCC 

20271 将 0.8 g/L 香草醛、0.8 g/L HBA 完全转化，并且在后续过程中将醇、酸进一步降

解，发酵结束时，HBA 及其醇、酸的总含量约为 0.13 g/L，香草醛及其醇、酸的总含量

约为 0.06 g/L，都远低于酚醛的初始浓度。T. cutaneum ACCC 20271 对丁香醛的转化与

对香草醛和 HBA 的转化类似，发酵 72 h 时，丁香醛的浓度下降至 0.05 g/L 左右，酚类

物质的总含量从 0.56 g/L 降低至 0.33 g/L，这说明 T. cutaneum ACCC 20271 对丁香醛的

转化速率要明显低于 HBA 和香草醛，这可能是由于丁香醛的芳香环上含有更多的甲氧

基。T. cutaneum MP11 也表现出与 T. cutaneum ACCC 20271 相似的酚醛转化特性。发酵

72 h 时，三种酚醛抑制物及其醇、酸的总含量都明显降低，但是发酵液中残存的抑制物

浓度更高，这可能是因为 T. cutaneum MP11 的细胞膜较薄以及生长延滞期更长。该实验
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结果说明 T. cutaneum ACCC 20271、T. cutaneum MP11 能够将 HBA、香草醛和丁香醛转

化为醇、酸的形式，然后进一步降解三种酚醛转化形成的酚酸。 

 

 

 

 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 24 48 72

P
h

e
n

o
lic

 c
o

m
p

o
u

n
d

s
 (

g
/L

)

Time (h)

Syringic acid
Syringic alcohol
Syringaldehyde

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 24 48 72

P
h

e
n

o
lic

 c
o

m
p

o
u

n
d

s
 (

g
/L

)

Time (h)

Vanillic acid
Vanillic alcohol
Vanillin

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 24 48 72

P
h

e
n

o
li
c

 c
o

m
p

o
u

n
d

s
 (

g
/L

)

Time (h)

4-Hydroxybenzoate
4-Hydroxybenzyl alcohol
4-Hydroxybenzaldehyde

(a) T. cutaneum ACCC 20271

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 24 48 72

P
h

e
n

o
lic

 c
o

m
p

o
u

n
d

s
 (

g
/L

)

Time (h)

Syringic acid
Syringic alcohol
Syringaldehyde

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 24 48 72

P
h

e
n

o
lic

 c
o

m
p

o
u

n
d

s
 (

g
/L

)

Time (h)

Vanillic acid
Vanillic alcohol
Vanillin

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 24 48 72

P
h

e
n

o
li

c
 c

o
m

p
o

u
n

d
s

 (
g

/L
)

Time (h)

4-Hydroxybenzoate
4-Hydroxybenzyl alcohol
4-Hydroxybenzaldehyde

(b) T. cutaneum MP11

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 24 48 72

P
h

e
n

o
lic

 c
o

m
p

o
u

n
d

s
 (

g
/L

)

Time (h)

Syringic acid
Syringic alcohol
Syringaldehyde

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 24 48 72

P
h

e
n

o
lic

 c
o

m
p

o
u

n
d

s
 (

g
/L

)

Time (h)

Vanillic acid
Vanillic alcohol
Vanillin

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 24 48 72

P
h

e
n

o
li
c

 c
o

m
p

o
u

n
d

s
 (

g
/L

)

Time (h)

4-Hydroxybenzoate
4-Hydroxybenzyl alcohol
4-Hydroxybenzaldehyde

(c) Y. lipolytica DSM 3286



第24页  华东理工大学 硕士学位论文 

 

 

 

图 2.4  油脂酵母转化酚醛抑制物 

Fig. 2.4  Bioconversion of phenolic aldehyde by oleaginous yeast 

(a): T. cutaneum ACCC 20271；(b): T. cutaneum MP11；(c): Y. lipolytica DSM 3286；(d): R. toruloides 

CGMCC 2.1609；(e): R. glutinis CGMCC 2.703 

发酵条件：发酵在含有 800mL 合成培养基的 3L 生物反应器中进行，发酵温度为 30 °C，pH 控制在

5.0，转速为 450 rpm/min，通气量为 1 vvm 

 

Y. lipolytica DSM 3286、R. toruloides CGMCC 2.1609、R. glutinis CGMCC 2.703 的酚

醛转化情况各不相同(图 2.4 c 至图 2.4 e)。发酵过程中，Y. lipolytica DSM 3286 能够将

部分 HBA、香草醛转化为对应醇、酸，但是几乎未对丁香醛进行转化；R. toruloides 

CGMCC 2.1609 能将部分 HBA 转化为对应的醇、酸，但只能将香草醛、丁香醛转化为

醇的形式；R. glutinis CGMCC 2.703 能将少量的 HBA、香草醛转化为其醇、酸的形式，

但是仅能将少量的丁香醛转化为其酸的形式。虽然这三株酵母转化酚醛抑制物的能力存

在差异，但是发酵结束时都存在大量的酚醛未被转化，并且三种化合物的总量没有减少，

这意味着它们不能像 T. cutaneum（ACCC 20271 和 MP11）那样进一步转化 4-羟基苯甲
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酸、香草酸和丁香酸。实验结果说明这三株油脂酵母都具有一定的将醛转化为醇、或者

酸的能力，但是转化效率较低，并且不能将酚酸进一步转化，因此不能消除酚醛抑制物

对细胞的毒性，残存的抑制物抑制了菌株的生长。 

2.4.4  皮状丝孢酵母代谢酚醛路径的推测 

大多数微生物耐受酚醛类抑制物的生理机制主要是在醇脱氢酶等功能酶介导的氧

化还原反应下将毒性较强的醛还原成为毒性较低的醇，同时将醛氧化为毒性较低的酸，

以此来降低醛类化合物对自身的影响。但是某些微生物能够将进一步代谢酚酸，最终生

成 TCA 循环中的某种化合物或者其他的无毒性代谢物。Hu 等[91]对 T. cutaneum ACCC 

20271 转化 HBA、香草醛、丁香醛的具体情况进行了探究。当 T. cutaneum ACCC 20271

分别以 HBA、香草醛、丁香醛为唯一碳源时，HBA 首先被转化为其对应的醇或酸，然

后 4-羟基苯甲酸被进一步转化，香草醛和丁香醛的转化与 HBA 类似，但是香草酸和丁

香酸并未被进一步转化，而是在发酵液中积累。在后续的实验中，以 HBA 为唯一碳源

进行了为期 20 天的分批补料发酵，T. cutaneum ACCC 20271 积累了 0.85 g/L 的油脂，这

证明了 T. cutaneum ACCC 20271 具有一条能够将 4-羟基苯甲醛转化为乙酰辅酶 A 的代

谢通路。由于缺乏 T. cutaneum 的基因敲除工具，只能结合现有的文献报道、T. cutaneum 

ACCC 20271 的基因组信息以及实验结果推测酚醛可能存在的代谢路径。 

T. cutaneum ACCC 20271 能以 HBA 为唯一碳源进行生长和油脂积累。但是作为培

养基中添加的唯一碳源时，香草醛或丁香醛最终都只能被 T. cutaneum ACCC 20271 转化

为香草酸和丁香酸，并不能充当生长代谢可利用的碳源。在本研究中，我们发现在葡萄

糖存在的条件下 T. cutaneum 不仅能够将香草醛、丁香醛转化为香草酸、丁香酸，而且能

将香草酸、丁香酸进一步降解。于是接下来的研究主要是为了探究 T. cutaneum ACCC 

20271 能否将香草醛和丁香醛转化为微生物油脂。之前在 2.4.3 中，转化酚醛的实验结果

表明皮状丝孢酵母转化香草醛的速率明显高于丁香醛，因此选取香草醛进行了分批补料

发酵。补料策略在 2.3.2 进行了详细描述，经过 224 h 的分批补料后，实验组共添加了 45 

g/L 葡萄糖和 9 g/L 的香草醛，对照组共添加了 45 g/L 葡萄糖。发酵结果显示，T. cutaneum 

ACCC 20271 能够在 20 h 内将每次添加的香草醛降解，并且每次补料前几乎没有香草醛

及其醇、酸的积累。通过与没有添加抑制物的对照组对比，额外添加香草醛的实验组的

细胞干重、油脂产量和含油率都远低于对照组，这说明香草醛不能被 T. cutaneum ACCC 

20271 转化为生长和油脂积累所用的碳源。在发酵结束后，可以观察到发酵液的颜色由

淡黄色变成黑色（降解丁香醛时存在类似的发酵现象），这与 T. cutaneum ACCC 20271

进行正常油脂发酵的现象不同。结合分批补料发酵结果和上述实验现象，推测香草醛、

丁香醛并没有被 T. cutaneum ACCC 20271 进一步转化为乙酰辅酶 A，而有可能被转化为

某种黑色素或者黑色素前体，我们尝试通过有机溶剂萃取和盐酸洗涤等方法提取该种色

素，获得了一种暗红色的固体，该固体易溶于乙醇、丙酮和碱性液体，微溶于氯仿，但
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是最终仍没有鉴定出该固体的组成。基于已知报道中对酚醛代谢路径的研究[91, 122]、T. 

cutaneum ACCC 20271 的基因组信息以及以上实验结果和现象，对皮状丝孢酵母转化

HBA、香草醛、丁香醛的代谢路径进行了合理地推测（图 2.6）。皮状丝孢酵母首先通过

酶催化的可逆反应将 HBA、香草醛和丁香醛还原为醇的形式，使醛类的浓度处于较低水

平，然后通过不可逆反应进一步将醛氧化为酸的形式。接下来，4-羟基苯甲酸通过原儿

茶酸开环途径打开苯环，然后经过 β-酮己二酸路径转化为脂肪酸合成的前体乙酰辅酶 A。

与 4-羟基苯甲酸不同，香草酸和丁香酸可能被转化为邻苯二酚，然后邻苯二酚被进一步

转化为某种黑色素前体。由于皮状丝孢酵母的基因敲除工具仍未成功构建，目前仍不能

通过分子生物学手段对该路径进行验证。 

 

 

 

图 2.5  T. cutaneum ACCC 20271 以香草醛、葡萄糖为碳源进行分批补料发酵 

Fig. 2.5  Lipid producttion of T. cutaneum ACCC 20271 by feed batch whlie vanillin and glucose was 

used for carbon source 

(a): 香草醛转化以及葡萄糖消耗；(b): 实验组和对照组的细胞干重、油脂产量和含油率 

发酵条件：温度为 30 °C，pH 控制在 5.0，转速为 450 rpm/min，通气量为 1 vvm 
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图 2.6  T. cutaneum ACCC 20271 降解 4-羟基苯甲醛、香草醛、丁香醛的推测路径 

Fig. 2.6  Putative degradation pathways of 4-hydroxybenzaldehyde, vanillin, and syringaldehyde by T. 

cutaneum ACCC 20271 
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2.4.5  酚醛抑制物对皮状丝孢酵母油脂发酵的影响 

前面的实验结果表明 T. cutaneum ACCC 20271 和 T. cutaneum MP11 都具有较强的

酚醛抑制物耐受性，并且存在三种代表性酚醛抑制物的代谢途径。因此，进一步探究酚

醛抑制物对 T. cutaneum ACCC 20271 和 T. cutaneum MP11 油脂积累能力的影响。在本阶

段的实验中，合成培养基中葡萄糖的浓度设置为 60 g/L，对照组不添加任何抑制物，实

验组分别添加 0.8 g/L HBA、0.8 g/L 香草醛和 0.6 g/L 丁香醛。 

 

 

 

图 2.7  酚醛胁迫下 T. cutaneum 的油脂发酵评价 

Fig. 2.7  Fermentation evaluation of T. cutaneum in the presence of phenolicaldehyde 

(a): T. cutaneum ACCC 20271 的细胞干重、油脂产量和含油率；(b): T. cutaneum MP11 的细胞干重、

油脂产量和含油率 

发酵条件：30 °C，200 rpm，发酵 120 h，初始 pH 调节为 5.0 
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实验结果如图 2.7 所示，发酵 120 h 后，T. cutaneum ACCC 20271 在无酚醛抑制物

添加时所得到的细胞干重和油脂产量分别为 20.54 g/L、9.59 g/L，添加酚醛抑制物后所

得到的细胞干重和油脂含量分别为 16.02 g/L、7.70 g/L，酚醛抑制物的存在使 T. cutaneum 

ACCC 20271 的细胞生长和油脂产量分别降低了 22.01 %、19.71 %；T. cutaneum MP11 在

无酚醛抑制物添加时所得到的细胞干重和油脂产量分别为 19.26 g/L、9.32 g/L，添加酚

醛抑制物后所得到的细胞干重和油脂含量分别为 15.03 g/L、7.93 g/L，酚醛抑制物的存

在使 T. cutaneum MP11 的细胞生长和脂肪产量分别降低了 21.96 %、14.91 %。然而与添

加了酚醛的对照组相比，当酚醛存在时 T. cutaneum ACCC 20271 和 T. cutaneum MP11 的

含油率并没有下降，反而略微高于对照组。实验结果说明酚醛抑制物虽然对 T. cutaneum

的生长存在一定的抑制作用，但是并没有对脂质代谢途径产生负面影响，油脂产量的下

降是由于细胞生物量的下降而非油脂积累能力的变化。发酵结束后，在发酵液中并没有

检测到酚醛抑制物和葡萄糖。在对照组和实验组中，两株皮状丝孢酵母消耗量相同含量

的葡萄糖，但是细胞生物量和油脂产量都明显下降，结合 2.4.4 的实验结果，推测皮状

丝孢酵母在代谢香草醛和（或）丁香醛的过程中需要消耗大量的 NADPH。 

2.4.6  同步糖化共发酵评价皮状丝孢酵母在实际体系中的发酵性能 

从上面的实验结果可以看出，皮状丝孢酵母在酚醛抑制物存在时仍具有良好的油

脂积累能力，但是木质纤维素炼制微生物油脂的实际过程与在合成培养基中进行的油

脂发酵存在较大的差距。在微生物油脂生产的实际过程中，为了降低后续的分离纯化

的成本，通常采用高固体含量的同步糖化共发酵来得到高浓度的油脂，但高固体含量

的木质纤维素生物质中含有更多的不溶性酚醛抑制物。在同步糖化共发酵过程中，酚

醛会不断地从固相溶解至液相中，这意味着酚醛会对菌株产生持续的影响[130]，因此同

步糖化共发酵对菌株的耐受性有更高的要求。为了评价皮状丝孢酵母在实际体系中的

发酵性能，选取皮状丝孢酵母 T. cutaneum MP11 为发酵菌株，并以 30 %固含量的经过

预处理和生物脱毒的麦秆为底物进行同步糖化共发酵生产油脂。 

经过 12 h 的预糖化，原料中以寡糖形式存在的木糖完全酶解成单体，而纤维素中

的葡萄糖被部分释放，这避免了高浓度葡萄糖对菌株产生的抑制。实验结果如图 2.8 所

示，发酵前 24 h，T. cutaneum MP11 处于生长延滞期。发酵 24 h 后，T. cutaneum MP11

开始积累油脂，此时葡萄糖含量开始下降（可利用的纤维素全部被酶解成单糖）。发酵

48 h 后，T. cutaneum MP11 开始消耗木糖。发酵 120 h 后，木糖和葡萄糖完全被耗尽，

此时 T. cutaneum MP11 积累了 40.87 g/L 的油脂。该实验结果表明，在高固体含量的木

质纤维素体系中，T. cutaneum MP11 仍具有较强的油脂合成能力，T. cutaneum MP11 是

一株极有潜力的能够应用于木质纤维素油脂生产的油脂酵母。 
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图 2.8  同步糖化共发酵评价 T. cutaneum MP11 的油脂发酵性能评价 

Fig. 2.8  Simultaneous saccharification and co-fermentation (SSCF) of T. cutaneum MP11 for lipid 

production 

发酵条件：30°C，450 rpm/min，pH 控制在 5.0，通气量为 1 vvm 

 

2.5  小结 

本章主要探究了酚醛抑制物对油脂酵母的生长和油脂积累的影响，比较了 5 株油脂

酵母转化酚醛抑制物的能力，评价了皮状丝孢酵母在木质纤维素体系中的油脂积累能力。

详细结论如下： 

（1）在经过生物脱毒去除呋喃醛和有机酸类抑制物后的麦秆水解液中进行油脂发

酵时，Y. lipolytica DSM 3286、R. glutinis CGMCC 2.703、R. toruloides CGMCC 2.1609 几

乎不能生长并且没有出现明显的油脂积累，而 T. cutaneum ACCC 20271 和 T. cutaneum 

MP11 仍具备较高的生长和油脂积累能力。在含有三种典型的酚醛抑制物（HBA、香草

醛和丁香醛）的合成培养基中培养油脂酵母时，T. cutaneum ACCC 20271、T. cutaneum 

MP11 在经过 36 h 的延滞期后开始生长并快速到达生长稳定期，而 Y. lipolytica DSM 3286、

R. glutinis CGMCC 2.703、R. toruloides CGMCC 2.1609 几乎不能生长，以上结果证实了

酚醛抑制物是经过脱毒的麦秆水解液中影响油脂酵母生长的主要因素。并且在上述实验

中，T. cutaneum ACCC 20271和 T. cutaneum MP11被证明具有良好的酚醛抑制物耐受性。 

（2）在含有三种典型的酚醛抑制物的合成培养基中培养油脂酵母，并检测发酵过

程中酚醛以及对应醇、酸的含量。T. cutaneum ACCC 20271、T. cutaneum MP11 可以将全

部的酚醛转化为其对应醇、酸，然后将酚酸进一步转化，而 Y. lipolytica DSM 3286、R. 

glutinis CGMCC 2.703、R. toruloides CGMCC 2.1609 仅能将少量酚醛转化为酚醇或酚酸。 

（3）分批补料发酵的结果显示皮状丝孢酵母不能将香草酸和丁香酸转化为微生物

油脂。对皮状丝孢酵母的酚醛代谢路径进行了推测，HBA 可以被转化为乙酰辅酶 A，而
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香草醛和丁香醛可能被转化为某种黑色素前体。 

（4）酚醛抑制物虽然对皮状丝孢酵母的生长存在一定的抑制作用，但是对皮状丝

孢酵母的油脂含量无负面影响。以小麦秸秆为原料在高固含量下进行了同步糖化与共发

酵，T. cutaneum MP11 可以耐受酚醛的持续抑制，并积累了 40.85 g/L 的微生物油脂。
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第 3 章  皮状丝孢酵母利用木质纤维素来源的有机酸生产微生物油脂 

3.1  引言 

乙酸、乙酰丙酸是来源于木质纤维素预处理过程中有机酸类抑制物的主要成分。它

们在预处理后的木质纤维素原料中浓度较高、且易溶于水，因此乙酸、乙酰丙酸通常在

脱毒过程中被去除。除此以外，乙酸还是工业废弃物和城市固废中挥发性有机酸的主要

成分之一，这些短链有机酸的分离纯化十分困难，因此不具备任何的工业应用价值。因

此，乙酸、乙酰丙酸可以作为微生物油脂生的廉价碳源，并且它们也是微生物脂质积累

的优质碳源。乙酸在乙酰辅酶 A 合成酶的作用下直接被转化为乙酰辅酶 A，乙酰丙酸通

过 5 步酶促反应可以被转化为乙酰辅酶 A 和丙酰辅酶 A，它们被微生物转化为乙酰辅

酶 A 的代谢路径较短，合成微生物油脂的效率要高于葡萄糖和木糖等常规碳源，可以作

为微生物油脂生产的补充原料。 

T. cutaneum MP11 是以 T. cutaneum ACCC 20271 为出发菌株通过超离心筛选得到的

一株高产油脂酵母，可在高浓度的酚醛抑制物存在时进行油脂发酵，在木质纤维素体系

中有较强的油脂积累能力，是一株极有应用前景的微生物油脂工业化生产的油脂酵母。

先前的研究结果表明皮状丝孢酵母可以将酚醛抑制物中的 HBA 转化为微生物油脂。在

本章中，我们探究了 T. cutaneum MP11 利用乙酸、乙酰丙酸进行微生物油脂生产的可行

性，该研究扩大了 T. cutaneum MP11 的底物广谱性、为木质纤维素来源的非常规碳源的

利用和后续的研究提供了理论依据。 

本章主要实验内容如下：（1）分别探究了乙酸、乙酰丙酸对 T. cutaneum MP11 生长

的影响和 T. cutaneum MP11 代谢乙酸、乙酰丙酸的能力；（2）以葡萄糖和乙酸或葡萄糖

和乙酰丙酸为碳源进行分批补料发酵，探究了 T. cutaneum MP11 利用乙酸和乙酰丙酸合

成微生物油脂的能力；（3）进行分批补料发酵，探究 T. cutaneum MP11 以乙酸或乙酰丙

酸为唯一碳源进行油脂发酵的能力。 

3.2  实验材料 

发酵菌株：皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum MP11 (菌种保藏号为 CGMCC 

20481)，目前保存在中国普通微生物菌种保藏管理中心。 

YPD 培养基：20 g/L Glucose, 20 g/L Tryptone, 10 g/L Yeast Extract；其固体培养基添

加 2 % Agar。 

合成培养基：1.0 g/L Yeast Extract, 1.0 g/L KH2PO4, 0.5 g/L MgSO4.7H2O, 0.22 g/L 

(NH4)2SO4. Glucose（0 g/L 或 10 g/L），以及乙酸或乙酰丙酸。 
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3.3  实验方法 

3.3.1  种子培养 

菌种在-80 °C 的超低温冰箱中保存，取适量冻存管中的菌液涂布在 YPD 平板上，

30 °C 下培养 36 h，挑取单菌落接种于含 20 mL YPD 液体培养基中，30 °C、180 rpm 下

培养 20 h，然后按照 10 %接种量转入含 50 mL YPD 液体培养基中，于 30 °C、180 rpm

下培养 20 h 培养 16 h。 

3.3.2  T. cutaneum MP11 降解乙酸、乙酰丙酸 

发酵在含有 50 mL 合成培养基的 500 mL 摇瓶中进行，合成培养基中加入不同浓度

的乙酸、乙酰丙酸，浓度设置为 1.5 g/L 乙酸；3.0 g/L 乙酸；2 g/L 乙酰丙酸；4 g/L 乙酰

丙酸；0.75 g/L 乙酸和 1 g/L 乙酰丙酸；1.5 g/L 乙酸和 2 g/L 乙酰丙酸。发酵在 30 °C、

180 rpm/min 下进行，初始 pH 调节为 5.0，每隔 8 h 调节 pH。每隔 12 h 取样检测。 

3.3.3  微生物油脂发酵 

（1）验证 T. cutaneum MP11 利用乙酸、乙酰丙酸积累微生物油脂 

分批补料发酵在含有 1 L 合成培养基的 3 L 发酵罐中进行，实验分为 4 组，对照组

无乙酸、乙酰丙酸添加，其余两组分别补料乙酸、乙酰丙酸。合成培养基中初始葡萄糖

浓度为 10 g/L，后续不补加葡萄糖。根据溶氧水平决定补料的时间（溶氧上升并开始稳

定时）。发酵在 30 °C、450 rpm/min、1 vvm 下进行，发酵过程中用 5 mol/L NaOH 和 4 

mol/L HCl 溶液将 pH 值维持在 5.0。每次补料时取样检测乙酸或乙酰丙酸的浓度，发酵

结束后测定油脂浓度。 

（2）T. cutaneum MP11 以乙酸、乙酰丙酸为单一碳源生产微生物油脂 

分批补料发酵在含有 1 L 合成培养基的 3 L 发酵中进行，实验分为 4 组，对照组无

乙酸、乙酰丙酸添加，其余三组分别补料乙酸、乙酰丙酸、乙酸和乙酰丙酸。合成培养

基中初始葡萄糖浓度为 0 g/L，后续不补加葡萄糖。根据溶氧水平决定补料的时间。发酵

在 30 °C、450 rpm/min、1 vvm 下进行，pH 值维持在 5.0。发酵结束后测定油脂浓度。 

3.3.4  细胞生长测定和油脂提取 

OD600：取 1mL 菌液离心后去上清，用 1mL 超纯水重悬菌体，使用紫外分光光度计

在 600 nm 处测量吸光度。 

细胞干重和油脂提取的详细操作请参考 2.3.3、2.3.4。 

3.3.5  HPLC 检测 

乙酸、乙酰丙酸和葡萄糖的测定方法参照 2.3.6。 

3.4  结果与讨论 

3.4.1  T. cutaneum MP11 代谢乙酸、乙酰丙酸 

在以前的研究中，并没有探究过 T. cutaneum MP11 代谢乙酸、乙酰丙酸的具体情况。
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因此首先通过摇瓶实验验证 T. cutaneum MP11 代谢乙酸、乙酰丙酸的能力。乙酸、乙酰

丙酸此类弱酸的细胞毒性与其质子化程度相关，乙酸的 pKa 值为 4.76，乙酰丙酸的 pKa

值为 4.65，而 T. cutaneum MP11 生长的最优 pH 为 5.0，因此在 T. cutaneum MP11 生长

的液体环境中，高比例的未解离的乙酸和乙酰丙酸会对 T. cutaneum MP11 产生较强的抑

制。 

实验结果如图 3.1 所示，1.5 g/L 的乙酸没有对 T. cutaneum MP11 的葡萄糖消耗速率

产生明显的抑制作用，并且此时 T. cutaneum MP11 的生长也没有受到明显的影响。当乙

酸浓度从 1.5 g/L 增加到 3 g/L 时，T. cutaneum MP11 开始消耗葡萄糖的时刻后移，说明

此时菌株的生长延滞期已经延长，但是延滞期结束后细胞开始快速消耗葡萄糖，并开始

消耗乙酸，这说明 3 g/L 的乙酸已经对 T. cutaneum MP11 产生了明显的抑制，而 T. 

cutaneum MP11 可以通过消耗乙酸来降低其对菌株的影响。以上实验结果说明低浓度的

乙酸并不会对 T. cutaneum MP11 产生明显的抑制作用，并且 T. cutaneum MP11 能够降解

乙酸。乙酰丙酸的降解情况与乙酸略有不同，T. cutaneum MP1 降解乙酰丙酸的速率远低

于乙酸。当乙酰丙酸浓度从 2 g/L 提高至 4 g/L 时，T. cutaneum MP1 的葡萄糖消耗速率

并未发生明显变化，并且 2 g/L 的乙酰丙酸几乎没有影响菌株生长。与添加 3 g/L 乙酸时

T. cutaneum MP11 的生长状况相比，4 g/L 的乙酰丙酸对菌株生长的影响明显较低，这说

明乙酰丙酸对 T. cutaneum MP11 的细胞毒性要低于乙酸。并且实验结果显示只有当葡萄

糖浓度降低至一定浓度时（约 5 g/L），T. cutaneum MP11 才开始降解乙酰丙酸。 
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图 3.1  T. cutaneum MP11 代谢乙酸、乙酰丙酸能力的验证 

Fig. 3.1  The bioconversion of acetic acid and levulinic acid by T. cutaneum MP11 

(a): 培养基中添加 1.5 g/L 乙酸；(b):培养基中添加 3 g/L 乙酸；(c): 培养基中添加 2 g/L 乙酰丙酸；

(d): 培养基中添加 4 g/L 乙酰丙酸；(e): 培养基中 添加 0.75 g/L 乙酸和 1 g/L 乙酰丙酸； 

(f): 培养基中添加 1.5 g/L 乙酸和 2 g/L 乙酰丙酸；(g): 发酵结束时的菌体浓度 

 

3.4.2  验证 T. cutaneum MP11 以乙酸、乙酰丙酸为碳源生产微生物油脂 

3.4.1 的实验结果显示，T. cutaneum MP11 能够降解乙酸或者乙酰丙酸，但是尚不清

楚 T. cutaneum MP11 是否能够将乙酸或乙酰丙酸转化为胞内油脂。因此接下来的实验是

为了验证 T. cutaneum MP11 是否能以乙酸或者乙酰丙酸为碳源积累油脂。之前对降解乙

0

2

4

6

8

10

12

14

0 12 24 36 48 60 72

G
lu

c
o

e
s
 a

n
d

 
le

v
u
lin

ic
 a

c
id

 (
g
/L

)

Time (h)

10 g/L Glucose 2 g/L Levulnic acid
(c)

0

2

4

6

8

10

12

0 12 24 36 48 60 72

G
lu

c
o

e
s
 a

n
d

 
le

v
u

lin
ic

 a
c
id

 (
g
/L

)

Time (h)

10 g/L Glucose 4 g/L Levulnic acid
(d)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0

2

4

6

8

10

12

14

0 12 24 36 48 60 72

A
c
e

ti
c
 a

c
id

 a
n

d
 

le
v
u

lin
ic

 a
c
id

 (
g
/L

)

G
lu

c
o

s
e

 (
g
/L

)

Time (h)

10 g/L Glucose

0.75 g/L Acetic acid

1 g/L Levulnic acid

(e)

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0

2

4

6

8

10

12

0 12 24 36 48 60 72

A
c
e

ti
c
 a

c
id

 a
n

d
 

le
v
u

lin
ic

 a
c
id

 (
g
/L

)

G
lu

c
o

s
e

 (
g
/L

)

Time (h)

10 g/L Glucose

1.5 g/L Acetic acid

2 g/L Levulnic acid

(f)

0 1 2 3 4 5 6

Control

1.5 g/L Acetic acid

3 g/L Acetic acid

2 g/L Levulinic acid

4 g/L Levulinic acid

0.75 g/L Acetic acid+1 g/L levulinic
acid

1.5 g/L Acetic acid+2 g/L levulinic
acid

OD600

(g)



第36页  华东理工大学 硕士学位论文 

 

酸的实验结果（图 3.1）表明，1.5 g/L 的乙酸不会对 T. cutaneum MP11 的生长产生明显

的抑制作用，因此在接下来的补料过程中，每次添加的乙酸浓度约为 1.5 g/L，连续添加

5 次后乙酸的总量为 8.7 g/L。如图 3.2 所示，T. cutaneum MP11 能够将每次添加的乙酸

完全消耗，分批补料发酵结束时得到的细胞干重、油脂产量和含油率分别为 8.36 g/L、

3.15 g/L、37.67 %，而对照组的细胞干重、油脂产量和含油率分别为 6.01 g/L、1.74 g/L、

28.88 %，分批补料发酵得到结果都要明显高于对照组。与以乙酸为底物进行分批补料发

酵时的补料方式相同，每次补料时添加的乙酰丙酸浓度约为 3 g/L (该浓度下的乙酰丙酸

不会对 T. cutaneum MP11 的生长产生明显抑制)，连续添加 2 次后乙酰丙酸总量为 9.4 

g/L。如图 3.2 所示，T. cutaneum MP11 能够将每次添加的乙酰丙酸完全消耗，分批补料

发酵最终得到的细胞干重、油脂产量和含油率分别为 7.89 g/L、2.80 g/L、35.47%，都要

明显高于对照组。以上结果说明 T. cutaneum MP11 能够将乙酸、乙酰丙酸转化为微生物

油脂。 

 

 

 

图 3.2  分批补料发酵验证 T. cutaneum MP11 利用乙酸、乙酰丙酸积累微生物油脂 

Fig. 3.2  To verify the lipid production of T. cutaneum MP11 by feeding acetate or levulinate 

(a): 以乙酸为碳源进行分批补料发酵；(b): 以乙酰丙酸为碳源进行分批补料发酵；(c): 三组发酵结

束时得到的细胞干重、油脂产量和含油率 
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上述实验证明了 T. cutaneum MP11 可以将乙酸、乙酰丙酸转化为微生物油脂，于是

在接下来的实验中，进一步探究了 T. cutaneum MP11 以乙酸、乙酰丙酸为唯一碳源时的

发酵情况。每次补料时添加的乙酸的浓度约为 1.5 g/L、乙酰丙酸的浓度约为 2.5 g/L。实

验结果如图 3.3 所示。以乙酸为唯一碳源时，连续补料 6 次，共添加了 10.1g/L 的乙酸，

发酵结束时无乙酸残留，油脂产量为 1.21 g/L。以乙酰丙酸为唯一碳源时，连续补料 4

次，共添加了 11.9 g/L 的乙酰丙酸，发酵结束时无乙酰丙酸残留，油脂产量为 1.08 g/L。

本节实验结果表明，当利用 T. cutaneum MP11 进行油脂发酵时，乙酸转化为油脂的转化

率（0.12）要高于乙酰丙酸转化为油脂的转化率（0.09）。 

 

 

图 3.3  T. cutaneum MP11 以乙酸、乙酰丙酸为唯一碳源生产微生物油脂 

Fig. 3.3  Fed-batch fermentation of T. cutaneum MP11 for lipid using only acetate or levulinate 

 

3.5  小结 

本章主要探究了 T. cutaneum MP11 对木质纤维素来源的两种有机酸抑制物乙酸和乙

酰丙酸的利用情况，并验证了 T. cutaneum MP11 利用乙酸、乙酰丙酸进行微生物油脂积

累的能力。实验结果如下： 

（1）比较 T. cutaneum MP11 在添加不同浓度的乙酸、乙酰丙酸时的葡萄糖消耗速

率以及发酵结束时的菌体浓度，结果表明浓度低于 1.5 g/L 的乙酸或浓度低于 3 g/L 的乙

酰丙酸不会对 T. cutaneum MP11 产生明显抑制。T. cutaneum MP11 能降解培养基中添加

的乙酸和乙酰丙酸，但是对乙酰丙酸的转化速率要慢于乙酸。从 T. cutaneum MP11 降解

乙酰丙酸的结果中可以看出，只有当葡萄糖浓度低于约 5 g/L 左右时，T. cutaneum MP11

才开始消耗乙酰丙酸。 

（2）分批补料结果显示，T. cutaneum MP11 能够以乙酸或乙酰丙酸为碳源进行生

长，并将乙酸和乙酰丙酸转化为微生物油脂。 
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第 4 章  结论与展望 

4.1  结论 

生物脱毒可以选择性地去除预处理过程中产生的弱有机酸(乙酸、乙酰丙酸、甲酸)

和呋喃抑制剂(糠醛和 HMF)，但是由于酚醛抑制物的种类繁多、水溶性低、生物降解性

差，生物脱毒对酚醛抑制物的去除效率较低。因此，即使经过生物脱毒处理，酚醛类抑

制物仍存在于木质纤维素原料中。以前的研究表明，许多油脂酵母菌株即使在强烈解毒

后也不能在木质纤维素水解物中生存。本研究验证了经过脱毒处理完全去除呋喃醛和有

机酸类抑制物后的木质纤维素水解物中酚醛抑制物对油脂酵母活力和代谢的影响，证实

了残留的酚醛是导致油脂酵母细胞活性下降的主要因素。研究发现皮状丝孢酵母（T. 

cutaneum ACCC 20271 和 T. cutaneum MP11）存在 3 种代表性酚醛(HBA、香草醛、丁香

醛)的代谢路径，并进一步评估了 T. cutaneum MP11 在实际体系中进行纤维素油脂生产

的能力。此外，本文首次探究了皮状丝孢酵母利用乙酸和乙酰丙酸进行油脂发酵的能力。 

（1）在脱毒后仅余酚醛抑制物的麦秆水解液中进行油脂发酵时，除皮状丝孢酵母

外的三株油脂酵母几乎不能生长。在含有酚醛抑制物的合成培养基中培养油脂酵母时，

两株皮状丝孢酵母在经过一段时间的延滞期后快速生长至稳定期，而另外三株油脂酵母

逐渐失去活性。此结果证实了酚醛抑制物是抑制木质纤维素体系中油脂酵母生长的主要

因素。 

（2）对所挑选油脂酵母转化酚醛抑制物的能力进行探究，皮状丝孢酵母可以将三

种代表性酚醛转化为它们对应的酸、醇的形式，然后将酚酸进一步转化为油脂或者黑色

素合成的前体，而其它三株油脂酵母仅能将酚醛转化为醇或酸。 

（3）在含 60 g/L 葡萄糖的合成培养基中进行油脂发酵，结果显示在高浓度的三种

典型的酚醛抑制物存在时，T. cutaneum ACCC 20271 和 T. cutaneum MP11 的细胞生长量

和油脂产量降低了约 20 %，但是细胞中的油脂含量几乎没有被影响。以 30 %固含量的

脱毒麦秆进行同步糖化共发酵对 T. cutaneum MP11 在实际体系中进行纤维素油脂生产的

能力进行评估，发酵 144 h 后，T. cutaneum MP11 消耗完所有葡萄糖和木糖，并最终积

累了 40.85 g/L 的微生物油脂。 

（4）对 T. cutaneum MP11 转化乙酸和乙酰丙酸的能力进行了探究，结果表明浓度

低于 1.5 g/L 的乙酸或浓度低于 4 g/L 的乙酰丙酸不会对 T. cutaneum MP11 的生长产生明

显抑制，并且 T. cutaneum MP11 可以同时转化乙酸和乙酰丙酸。但是只有当葡萄糖浓度

低于 5 g/L 左右时，乙酰丙酸才会被消耗。 

（5）分批补料结果显示，T. cutaneum MP11 能以乙酸或乙酰丙酸为碳源进行生长，

同时将乙酸或乙酰丙酸转化为微生物油脂。 
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4.2  展望 

上述研究对油脂酵母运用于纤维素油脂的实际过程有一定的指导意义，但是仍有许

多工作值得进一步探究。 

（1）可以进一步鉴定香草醛和丁香醛被皮状丝孢酵母代谢所形成的最终产物，评

估该产物是否具有应用价值，并验证皮状丝孢酵母转化三种代表性酚醛抑制物的代谢路

径。 

（2）通过生物脱毒去除抑制物的方式会增加纤维素油脂生产的时间成本，而皮状

丝孢酵母已经被证明具备优良的酚醛耐受性。后续可以考虑通过提高皮状丝孢酵母的呋

喃醛类和有机酸类抑制物的耐受能力来达到缩短脱毒时间的目的。 

（3）目前，HBA 已经被证明可以被皮状丝孢酵母转化为微生物油脂，后续可以通

过代谢工程改造构建从香草醛和丁香醛分别到乙酰辅酶 A 的合成路径，进一步提高皮

状丝孢酵母的酚醛转化能力，从而提高纤维素油脂的产量。 

（4）分析皮状丝孢酵母应对酚醛胁迫的相关基因元件，可以将关键基因转移至其

它菌株中以提高其酚醛耐受性。 

（5）在木质纤维素的预处理过程中，为了减少抑制物的产生需要严格控制反应条

件。可以通过代谢工程改造提高皮状丝孢酵母的乙酸和乙酰丙酸的耐受能力和转化能力，

后续可以通过提高预处理条件加强对木质纤维素结构的破坏效果，这有助于后续的酶解

和减少酶用量，并且皮状丝孢酵母可以将产生的乙酸和乙酰丙酸转化为微生物油脂。在

具备前面的条件时，可以进一步探究不同浓度乙酸和乙酰丙酸对皮状丝孢酵母油脂发酵

的影响。
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