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纤维素 L-乳酸合成 L-丙交酯的研究 

摘要 

木质纤维素干法生物炼制技术经过长期的研究，已经基本克服了预处理、脱毒、糖

化与发酵等工艺过程的主要技术障碍，实现了高浓度、高手性度、低残糖的纤维素 L-乳

酸发酵生产。但是，基于干法生物炼制技术生产的 L-乳酸，其纯化工艺开发及合成的工

作尚未见报道。 

本文对木质纤维素原料生产的 L-乳酸合成 L-丙交酯的过程进行了研究。本文首先

对通过干法生物炼制技术获得的纤维素 L-乳酸采用了常规、易操作的分离纯化工艺（离

心、脱色、结晶、洗晶、酸解、精制），获得了回收率为 69.30%、纯度为 98.19%（w/w）

的纤维素 L-乳酸；其中，L-乳酸的脱色率为 98.37%，较为彻底地脱除了生物脱毒后残

余的木质素降解产生的酚类物质。接着，使用精制的纤维素 L-乳酸成功合成了光学纯度

为 98.95%、手性纯度为 93.08%的 L-丙交酯。最后，本文对木质纤维素来源的 L-丙交酯

进行了结构分析（NMR、FT-IR）、熔点测定、相对分子质量测定、元素含量检测。与 L-

丙交酯标准品比较发现，木质纤维素来源的 L-丙交酯的表征结果与标准品完全一致。本

文采用常规、易操作的纯化方法，获得了聚合级纤维素 L-乳酸；实现了基于干法生物炼

制技术生产的 L-乳酸合成聚乳酸前体 L-丙交酯的目标，为从木质纤维素生物质合成非

粮来源的生物基聚合物提供了极为重要的基础研究依据。 

为了进一步简化纤维素 L-乳酸的纯化步骤，本文在低 pH 环境下对 L-乳酸工程菌  

Pediococcus acidilactici ZY271 进行了长周期适应性进化研究。在不中和发酵产生的 L-

乳酸的情况下，对 P. acidilactici ZY271 进行长周期的连续转接培养，以增强其在低 pH

环境下的适应能力。结果发现，随着 pH 下降，适应性进化菌株较其亲本菌株的细胞活

力有明显提高，且 L-乳酸生产能力也有一定提高。在 pH 4.0 条件（接近 L-乳酸 pKa 值）

下，适应性进化菌株的细胞活力提高到亲本菌株的 4.21 倍，L-乳酸产量提高了 34.67%。 

关键词：木质纤维素；L-乳酸；L-丙交酯；低 pH；适应性进化 
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Study on the synthesis of L-lactide from cellulosic L-lactic acid 

Abstract 

After long-term research, the dry biorefinery technology of lignocellulose has basically 

overcome the technical obstacles in the process of pretreatment, detoxification, saccharification 

and fermentation, and realized the production of cellulosic L-lactic acid fermentation with high 

concentration, high chirality and low residual sugar. However, the development and synthesis 

of L-lactic acid based on dry biorefinery technology has not been reported yet. 

In this study, the process of L-lactide synthesis from L-lactic acid produced from 

lignocellulose feedstock was studied. Firstly, in this thesis, the cellulosic L-lactic acid obtained 

by dry biorefining technology was separated and purified by conventional and easy-to-operate 

separation and purification operations (centrifugation, decolorization, crystallization, crystal 

washing, acidification, desalination). The cellulosic L-lactic acid with a recovery of 69.30% 

and a purity of 98.19% (w/w) was obtained. Among them, the decolorization rate of L-lactic 

acid is 98.37%, which completely removed the residual phenolic substances produced by lignin 

degradation after biological detoxification. Then, L-lactide with an optical purity of 98.95% 

and a chiral purity of 93.08% was successfully synthesized by using the refined cellulosic L-

lactic acid. Finally, the structure analysis (NMR, FT-IR), melting point determination, relative 

molecular weight determination and element content determination of L-lactide from 

lignocellulose were carried out. Compared with the standard L-lactide product, it is found that 

the characterization results of L-lactide derived from lignocellulose were completely consistent 

with the standard product. In this thesis, a conventional and easy-to-operate purification method 

was used to obtain polymer-grade cellulosic L-lactic acid; the goal of synthesizing poly(lactic 

acid) precursor L-lactide from L-lactic acid based on dry biorefinery technology was achieved, 

which provides a very important basic research basis for the synthesis of non-grain-based 

polymers from lignocellulose biomass. 

In order to further simplify the purification steps of cellulose L-lactic acid, the long-period 

adaptive evolution of L-lactic acid engineering bacteria Pediococcus acidilactici ZY271 was 

studied in low pH environment. Without neutralizing the L-lactic acid produced by fermentation,       

P. acidilactici ZY271 was continuously transferred for a long period in order to increase its 

adaptability in the environment of low-pH. The results showed that with the decrease of pH, 

the cell viability of adaptive evolutionary strains was significantly higher than that of their 

parents, and the production of L-lactic acid was also increased to a certain extent. Under the 

condition of pH 4.0 (close to the pKa value of L-lactic acid), the cell viability of the adaptive 



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

 

evolutionary strain was 4.21 times higher than that of the parent strain, and the yield of L-lactic 

acid increased by 34.67%. 

Keywords: Lignocellulose; L-lactic acid; L-lactide; Low-pH; Adaptive evolution 
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符号、单位、术语等的说明 

本文在撰写过程中涉及到的缩略词。 

 

PLA Poly(lactic acid) 聚乳酸 

HMF Hydroxymethyl furfural 5-羟甲基糠醛 

BSA Bovine Serum Albumin 牛血清白蛋白 

NMR Nuclear Magnetic Resonance  核磁共振仪 

FT-IR Fourier Transform infrared spectroscopy 傅里叶红外光谱仪 

DSC Differential Scanning Calorimeter 差示扫描量热仪 

SSCF Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation 同步糖化共发酵 
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第 1 章  文献综述 

随着全球人口增长和社会经济的快速发展，不可再生的化石能源日益匮乏。同时，

伴随着环境问题日益凸显，可再生的生物质资源和以聚乳酸（PLA）为代表的生物可降

解材料越来越受到人们的关注[1, 2]。 

1.1  木质纤维素生物炼制 

木质纤维素生物质一般由占干重 30-50%的纤维素、20-40%的半纤维素和 15-25%的

木质素组成[3, 4]（图 1.1）。木质纤维素生物炼制是指通过预处理、生物脱毒、糖化与发酵

等工序，把兼具丰富性、经济性和可再生性特点的木质纤维素转化成燃料乙醇、D-/L-乳

酸、柠檬酸等高附加值化学品[5]。 

1.1.1  预处理 

预处理可以改变生物质颗粒的大小、结构和化学组成[6]。因此，为了破坏木质纤维

素的结构、便于获得可发酵性单糖，对其进行预处理是至关重要的[7]。高效的预处理技

术应具有至少以下 5 个特点[2]：（1）生物质颗粒较小；（2）限制发酵微生物生长的抑制

物含量低；（3）低能耗；（4）催化剂的成本低；（5）操作和设备成本低。 

预处理方式主要包括：生物预处理法、物理法（球磨法等）、化学法（强酸、强碱）

和混合预处理法[6]。其中，使用最广泛的预处理方式是酸预处理和碱预处理[8]，而酸预处

理是获得高糖含量的木质纤维素原料的预处理方式[9]。 

本课题组 Zhang 等[10]研发的干式稀酸预处理方式适用于各种木质纤维素原料，同时

该预处理方式低能耗、极低废水排放。但是在预处理的过程中，半纤维素降解产生的木

糖和葡萄糖会进一步降解生成 5-羟甲基糠醛（HMF）和糠醛等抑制物；同时木质素会降

解生成酚类物质，在微生物发酵生产生物基产品时会形成色素。 

1.1.2  脱毒 

预处理的过程往往会导致呋喃衍生物（HMF、糠醛）、弱酸类（甲酸、乙酸）、酚类

化合物（香草醛、丁香醛）三大类抑制物副产物的产生，这些抑制物主要来源于木质纤

维素生物质在预处理的过程中过度降解[11, 12]（图 1.2）。抑制物的存在会给后续的糖化过

程及发酵菌株的正常生长带来不利影响[13]。 

目前，常见的脱毒方式有物理法（膜过滤[14]、活性炭吸附[15, 16]等）、化学法（中和

法[17]、离子交换法[18]、生物法[19]（微生物降解等）。相比于复杂而昂贵的物理和化学解

毒方法，利用微生物处理半纤维素水解物或抑制物的毒性是一种有效且环境友好型的方

法[12]。 
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图 1.1  木质纤维素的组成与结构[20] 

Fig. 1.1  Diagram of structure lignocellulose biomass[20] 

 

 

图 1.2  木质纤维素在预处理过程中抑制物来源[21] 

Fig. 1.2  Sources of inhibitors in lignocellulose biomass pretreatment[21] 
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本课题组筛选出了两株生物脱毒菌株，树脂枝孢霉 Amorphotheca resinae ZN1[22]和

宛氏拟青霉 Paecilomyces variotii FN89[23]，能够高效地将木质纤维素物质原料中的主要

抑制物降解成水和二氧化碳并最大限度地保留可发酵性单糖，且无需添加营养物质。 

1.1.3  糖化与发酵 

在利用经过预处理和脱毒后的木质纤维素原料生产生物基产品前，需要将其水解糖

化。目前，通常采用酶催化法将纤维素、半纤维素转化成可发酵性糖[24]。需要注意的是，

木质素的存在和脱毒不完全会对酶解和糖化效果带来不利影响[25, 26]。 

在木质纤维素被糖化后，通常采用两种方法获得发酵方式生产生物基产品：分步糖

化与发酵（SHF）和同步糖化与发酵（SSF）[27, 28]，两者的优、缺点本课题组的邱忠洋[5]

作了详细的阐述。就乳酸发酵而言，利用本实验自制的、带有螺带式搅拌桨的生物反应

器进行同步糖化共发酵，这种先预糖化后边糖化边发酵的工艺，在降低设备成本的同时

也避免初始的高糖浓度对纤维素酶和发酵菌株带来的不利影响[29]。 

1.2  乳酸概述 

乳酸（C3H6O3，lactic acid）在人类食品的发酵和保存方面历史悠久[30]。它于 1780

年首次在酸牛奶中被发现，1878 年分离出纯种乳酸菌，并于 1881 首次实现工业化生   

产[31-33]。乳酸可以通过化学法和微生物发酵法获得[32]。但是，考虑到微生物发酵法在乳

酸的纯度、成本等方面的优势，世界上大多数的商业乳酸都是通过微生物发酵来制备   

的[31]。 

近年来，随着国家相关政策的出台以及人们环境保护意识的提高，以 PLA 为典型

的可降解材料成为了焦点。因此，合成 PLA 的乳酸单体需求量明显增加。而乳酸的价格

与其生产用的原料的价格有密切的关系[34]，据报道，发酵生产乳酸的原材料成本通常占

总成本的 34%以上[35]。因此，乳酸发酵的效率和经济性仍然是一个问题，并且底物的改

善起着至关重要的作用。研究者们已经进行了各种尝试，期望从廉价的底物中有效地生

产乳酸，例如米糠[36]，纸污泥[37]和绿色微藻[38]。 

值得一提的是，随着乳酸需求量的日益增长，木质纤维素原料被认为是有吸引力的

乳酸发酵碳源[39]。这是因为较玉米等粮食类作物而言，以木质纤维素原料为碳源进行乳

酸生产不仅有利于降低乳酸的生产成本，而且有利于缓解甚至避免“与民争粮”的局面。 

1.2.1  乳酸的结构与性质 

乳酸是最简单的、使用最广泛的羟基羧酸，它有两种光学异构体：L(+)-乳酸和 D(-)-

乳酸（图 1.3）。它是一种无水到黄色的液体（15 ℃，1 atm），具有吸湿性、无气味，其

基本性质如表 1.1 所示。 
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L-型乳酸                        D-型乳酸 

图 1.3  手性乳酸结构式 

Fig. 1.3  The Structural formula of chiral lactic acid 

 

表 1.1  乳酸的基本性质[40] 

Table 1.1  Properties of lactic acid[40] 

性质 数值 

密度（20 ℃，g/L） 1.249 

熔点（℃） 52.8（D 型）；53.0（L 型）；16.8（D,L 型） 

沸点（℃） 103（D 型，15 mm Hg）；125（L 型，760 mm Hg）

82.0（D,L 型，0.5 mm Hg）；122.0（D,L，15 mm Hg） 

解离常数（pKa，25 ℃） 3.83（D 型）；3.79（L 型）；3.86（D,L 型） 

溶解性 易溶于乙醇、水、甘油；不溶于氯仿 

 

1.2.2  乳酸发酵菌株 

乳酸生产菌株主要有细菌、丝状真菌、酵母、微藻和蓝藻等，乳酸的产量和生产率

取决于 pH 值、温度、营养物质以及使用的菌株。在所有的乳酸发酵菌株中，隶属于细

菌的乳酸菌（Lactic acid bacteria，LAB）因其耐酸性强、产量大、产率高而被称为乳酸

工业规模的生产者[41]。但是，乳酸菌发酵温度一般较低，这就导致了染菌的风险。而在

本课题组的前期工作中，Zhao 等 [42]成功筛选出了一株耐高温（48 ℃）的乳酸菌

Pediococcus acidilactici DQ2；为了提高乳酸的旋光纯度，Yi 等[43]分别敲除 P. acidilactici 

DQ2 中的 L-/D-乳酸脱氢酶（ldhL/D），得到了可以生产旋光纯度为 99.89%的 L-乳酸发

酵菌株 P. acidilactici TY112 和旋光纯度 99.32%的 D-乳酸发酵菌株 P. acidilactici ZP26；

为了进一步利用木质纤维素原料中的木糖，减少残糖的含量，Qiu 等[44, 45]在 P. acidilactici 

TY112 和 P. acidilactici ZP26 中构建了木糖代谢途径，分别得到了 L-乳酸高产菌株      

P. acidilactici ZY271 和 D-乳酸高产菌株 P. acidilactici ZY15。 

与细菌相比，酵母可以耐受更低的pH值，从而降低了在乳酸发酵过程中对pH中和

剂的需求并降低了下游乳酸分离纯化的成本。然而，利用野生型酵母生产乳酸的最大

的缺点是主要产品乳酸的产量较低；为了解决这一问题，研究人员通过敲除丙酮酸脱

羧酶和/或丙酮酸脱氢酶，使得乙醇的合成路径被乳酸部分或全部取代，从而获得酵母
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工程菌株[46]。不同的研究小组一直在尝试从工程酵母属中生产乳酸，包括酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae、乳酸克鲁维酵母Kluyveromyces lactis、德尔布有孢圆酵母

Torulaspora delbrueckii[39, 47]、树干毕赤酵母Pichia stipites[48]、百里酵母

Zygosaccharomyces bailii[49]和假丝酵母Candida spp.
[50]。 

隶属于丝状真菌的米根霉 Rhizopus oryzae、根霉菌 Rhizopus arrhizus 都能利用不同

的碳源生产乳酸。与乳酸菌相比，根霉菌株能够直接利用淀粉，无需糖化[51]，并且对营

养物质的要求低[41]。另外，根霉菌的丝状或球状的生长状态有利于其与发酵液的分离，

降低下游分离成本[52]。但是，根霉菌在生产乳酸的同时会生成副产品。 

藻类和蓝细菌属于光合作用微生物，它们几乎可以在任何地方生长，对营养要求极

低，并且可以生产各种化学物质，如乙醇、乳酸以及生物燃料 H2 等[41]。 

1.2.3  酸胁迫对乳酸发酵的影响 

在乳酸生产菌株将碳水化合物转化为乳酸的过程中，也导致了乳酸菌株生长环境的

变化，构成了所谓的“酸胁迫”环境；这对工程菌株的代谢产生了负面影响，进而不利

于乳酸的生成。因此，为了保证菌株的正常生长与乳酸生产，通常使用两种方案： 

（1）使用 pH 中和剂：向生物反应器中加入 Ca(OH)2、NaOH、CaCO3、氨水等碱性

物质，将发酵 pH 维持在菌株生长和乳酸生产的最适 pH。但是，加入的 pH 中和剂会导

致 90%以上的乳酸都是以乳酸盐的形式存在，这给后续的乳酸提纯增加了成本[47]。 

（2）菌株改造：如果，乳酸发酵在pH等于或低于乳酸的pKa（3.86）下进行会极

大地降低乳酸分离成本，并避免带来环境问题[41]。因此，研究人员尝试通过诱变育种

[53]、驯化[54, 55]]等传统的育种手段获得因基因组随机突变或随机重组而提高了酸耐受能

力的菌株；抑或是通过基因工程、代谢工程等技术手段强化表达乳酸菌株对酸胁迫的

响应机制，通过过表达或异源表达耐酸机制的关键基因，使菌株的耐酸能力显著提

高。Park等[56]筛选出了一株含有耐酸相关的转录调节因子PAR1的酵母菌株，Pichia 

kudriavzevii NG7，在pH 3.6、pH 4.7的条件下乳酸产量分别高达135 g/L、154 g/L。Hou

等[57]发现与S. cerevisiae相比，Candida glycerinogenes表现出更突出的耐酸能力，而这

与诱导型启动子PCggmt1密切相关。Sugiyama等[58]通过过表达ESBP6基因发现改造菌株

的酸耐受能力和乳酸产量显著提高。Sheehan等[59]通过异源表达betL基因发现菌株在低

pH环境中表现出较强耐受能力。 

1.2.4  乳酸的应用 

乳酸通过了美国食品药品管理局（Food and Drug Administration，FDA）GRAS

（Generally recognized as safe）认证，其在食品、医药和化工行业中有着广泛的应用。因

其具有酸化、防腐、调味等作用，而被广泛地应用于食品行业中。在医药行业中，缺钙

治疗、抗粉刺治疗以及透析中都有乳酸的存在[60]。在化妆品行业，乳酸作为保湿剂添加

到药膏、唇膏、乳液等各类护肤品中[61]。在化工行业中，可用于有机溶剂的生产、作为
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除锈剂、清洗剂等[60, 62, 63]。此外，不同的行业在特定任务中小范围使用乳酸，例如在粘

合剂配方和平版印刷中用作 pH 调节剂、终止剂[[60]。近年来，乳酸作为 PLA 的单体，

广泛地应用于包装材料、器皿等日常生活中[64]。但是，D(-)-乳酸有时会危害人体的新陈

代谢，并可能导致酸中毒和脱钙[32, 65]。 

 

 

图 1.4  乳酸的工业应用[66] 

Fig. 1.4  Industrial applications of lactic acid[66] 

 

1.3  乳酸的分离纯化 

全球乳酸的 90%以上都是通过微生物发酵合成的[67, 68]。然而，由于发酵液中有各种

杂质（色素、蛋白质、副产物等）、乳酸蒸汽压低且有自聚合倾向，因此乳酸的纯化是一

项技术挑战[69]，事实上，乳酸的分离纯化的成本占总成本的 50-60%[70]。目前，乳酸分

离方法有沉淀法、溶剂萃取法、吸附与离子交换法、膜分离法、精馏法等。 

1.3.1  沉淀法 

沉淀法是通过添加硫酸至发酵液中分离并回收以乳酸盐形式存在的乳酸的一种简

单、有效的方法。在微生物发酵结束后，向发酵液中加入碱液以中和更多的乳酸，然后

将发酵液置于一定条件下使乳酸钙结晶析出；乳酸钙加热融化后进行酸解处理。有研究

表明：硫酸酸解乳酸钙时，当乳酸钙与硫酸的摩尔比为 1:1、pH ≥ pKa 时，硫酸钙可以

更有效地沉淀和去除，从而更有效地分离和回收乳酸[71]。通过过滤除去硫酸钙和其他不

溶性残留物后，对发酵液进行脱色处理，得到粗的乳酸溶液。最后，通过离子交换、酯

化等方法对粗乳酸进一步提纯，得到成品乳酸。 
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有研究人员提出使用氢氧化镁作为乳酸发酵的 pH 中和剂，形成乳酸镁，乳酸镁与

三甲胺反应生成三甲胺-乳酸络合物（公式(1-1)），该络合物进一步热分解以使乳酸和三

甲胺分离（公式(1-2)），同时，三甲胺与氢氧化镁都可以循环利用[72, 73]。因此，镁沉淀

技术在乳酸的分离过程中具有广阔的前景，这将有助于解决硫酸酸解而引起的与环境有

关的问题[74]。 

Mg-lactate+R3N→Mg(OH)2 ↓+R3N-lactic acid-Complex                        (1-1) 

R3N-lactic acid-Complex→R3N+Lactic acid                                                (1-2) 

1.3.2  溶剂萃取法 

溶剂萃取法是基于溶质在两液相中的溶解度或分配系数的不同，将一种或多种溶质

转移到引入溶剂形成的不混溶的第二液相中，从而从液体混合物中除去一种或多种溶质

的过程[75]。萃取剂选择的关键参数包括选择性，化学稳定性，腐蚀性，毒性和粘度。

Krzyżaniak 等[76]研究了稀释剂的作用，发现稀释剂的极性较低会导致乳酸-萃取物复合

物的稳定性和分布降低。这一发现被应用于通过庚烷稀释萃取相回收乳酸的工艺中，用

稀释的萃取相反萃取，单级反萃取乳酸得率高达 80%。因此，当萃取剂的粘度太高时，

可以添加稀释剂来提高其分离能力[66, 75]。Kertes 等[77]以及 Vaidya 等[78]将萃取剂分为三

类：（1）传统的含氧烃，如辛醇；（2）磷酸结合的含氧溶剂，如磷酸三丁酯；（3）高分

子量脂肪族胺，如十二烷基胺。这些年来，人们对以发酵为基础的分离产物进行了大量

的研究，但液-液萃取并没有普遍应用于工业过程中，这是因为低毒性和高萃取性的萃取

剂对于有效的工艺是必不可少的，然而传统的含氧烃、磷酸结合的含氧溶剂并不能够高

效的提取乳酸，只有高分子量脂肪族胺是最有效的萃取剂[78, 79]。 

近年来，盐析萃取法和乳状液膜萃取法分离乳酸的方法进入了大家的视野。在盐析

萃取工艺中，通过添加硫酸盐和磷酸盐（(NH4)2SO4、K2HPO4 等）来提高萃取剂与水相

间乳酸的分配系数[80, 81]，萃取剂通常是甲醇、乙醇和丙酮[82]。乳状液膜是一种按液膜分

离两相的方法。乳状液膜的一面为待分离的混合物，另一面为背面萃取剂，乳酸首先被

提取到膜中，然后通过反萃取剂从膜中反向提取[83]，利用磁力搅拌器或均质器可以很容

易地制备乳状液膜[65]。Kumar 等[83]以正丁醇为萃取剂、通过硫酸铵提高分配系数，在最

佳条件下乳酸的回收率和纯度分别达到了 86%和 93%。四川大学胡常伟课题组[84]对利

用玉米秸秆水解液发酵得到的乳酸进行了纯化研究，发现采用一次盐析萃取和连续反应

萃取的方法可以有效地提高乳酸回收率，并去除了全部的残糖和大部分盐（82.8%）。 
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图1.5  溶剂萃取法分离乳酸[66] 

Fig. 1.5  Solvent extraction method to separate lactic acid[66] 

 

1.3.3  吸附与离子交换法 

吸附被定义为物质在边界的积累，在这种积累过程中，流体相（吸附）和固定相（吸

附剂）的原子或分子之间发生相互作用[85, 86]。固体吸附剂要具有选择性高、耐磨性高、

热稳定性好、孔径小、与微生物的生物相容性好、成本低、再生能力好、抗酸能力强（相

对于水和基质）等性质，最常用的吸附剂有多孔碳、二氧化硅、纳米材料、合成树脂、

金属基吸附剂、生物吸附剂、工业副产品粘土等[82]。需要注意的是，pH 对吸附效果的

影响是十分明显的[85]。 

离子交换法是一种不需要大量中和剂和消耗大量硫酸的优越替代技术[47]，是从发酵

液中分离乳酸的另一种广泛应用的方法。使用离子交换树脂（如 Amberlite IRA-420，IRA-

400 和 DOWEX-50W）提纯乳酸主要涉及以下三个阶段：乳酸离子的吸附，洗脱以及乳

酸盐转化为乳酸[82]。但是，通常只有在低盐浓度的情况下使用离子交换法。Zaini 等[88]

利用阴、阳离子交换树脂对以 DDGS（Dried Distillers Grains with Solubles）为底物生产

的的 D-乳酸（乳酸钠，25.9 g/L）进行提纯，乳酸回收率和纯度分别达到了 80.4%和 91.8%。 

近年来，人们研究了各种离子交换树脂（如 Amberlite IRA-420、IRA- 400 和 IRA-

92）对乳酸的回收和纯化；其中，Amberlite IRA-92 与其他树脂相比，其回收率高，产

品纯度高，生产能力强。也有报道说，随着流速和样品体积的减小，得率和纯度会提高，

而乳酸的产率会降低[87, 88]。Johnson[89]合成并测试了纳米树脂（10 nm），其具有较大的

比表面积和完全开放的树脂基体，具有高吸附容量、快速平衡的等特点，有望应用于更

多的分离工业中。 

1.3.4  膜分离法 

膜分离是以能量差为推动力，利用膜的选择性，限制了某一或某些组分从一相到另

一相的转移，从而实现分离的纯化方法。常见的膜有微滤膜、超滤膜、纳滤膜、反渗透
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膜以及电渗透析膜[66, 75]。 

 

 

图 1.6  微滤、超滤、纳滤的用途 

Fig. 1.6  Applications of microfiltration, ultrafiltration and nanofiltration 

 

微滤膜的孔径通常为 0.1-0.2 μm，而超滤膜平均孔径为 3-100 nm[66]。微滤和超滤膜

主要用于分离微生物细胞和大分子蛋白质，以进行后续回收利用，确保高细胞浓度和高

生产率[90, 91]。而在提纯乳酸方面，Oonkhanond 等人[92]利用纳滤膜对以蔗渣为底物生产

的乳酸进行纯化，发现使用具有低通量膜的纳滤，可以更有效地从发酵液中分离出乳酸，

且葡萄糖的截留率约为 93.28%，最终乳酸纯度达到了 80%（v/v）以上。北京化工大学

的王博轩[93]也利用膜工艺法对以玉米秸秆为底物发酵生产的 L-乳酸发酵液进行纯化，

最终获得的纤维素 L-乳酸纯度达到 85%。Alexandri 等[94]也认为纳滤对糖、蛋白质和金

属离子的截留率高，可使乳酸的纯度提高 10%以上，即使是在复杂的发酵液中，过滤也

可以作为乳酸的主要分离步骤。Pal[95]开发了一种配备了微滤和纳滤膜混合反应器系统，

在工艺整合后，乳酸的浓度高达 250 g/L、生产率为 12.4 g/L/h、乳酸纯度达到 95%。 

电渗析分离技术（Electrodialysis，ED）是以电化学的基本理论为基础的，它利用电

势使原料相的离子通过离子交换膜（Ion exchange membranes，IEMs）。在 ED 纯化工艺

中主要利用三个处理流[96]：（1）稀释流（去除离子）；（2）浓缩流（吸收稀释流损失的离

子）；（3）电解质溶液（传导电流并保护电极）。常见的 ED 有单极膜电渗析（Electrodialysis 

with monopolar membranes，EDMM）和双极膜电渗析（Electrodialysis with bipolar 

membranes，EDBM）[66, 97]；不同于 EDMM，EDBM 的 H+是通过电解水获得的。由于

ED 可以在不影响发酵液 pH 值的情况下从发酵液中连续提取乳酸，因此被认为是最有

前途的分离技术之一[98]；而 EDBM 能够有效地将乳酸盐转化为乳酸和金属氢氧化物，

是一种理想的乳酸分离方法[66]。Li 等[99]采用三室 EDBM 从发酵液中分离 L-乳酸，在最

佳条件下乳酸钠的转化率达到了 81.22%。Wang 等[100]在采用发酵法生产乳酸的同时，原

位结合 EDBM，在最佳条件下，可以回收 86.05%的乳酸。多孔膜电渗析（Electrodialysis 

with porous membrane，EDPM）是近年来发展起来的一种膜分离技术，它将一个或多个

多孔滤膜堆积在一个电渗析池中；结合了 ED、多孔滤膜和电泳的优良性能，是一种很

有前途的生物活性成分分离、纯化、浓缩技术；有许多研究试图优化 EDPM 工艺的性
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能，但它仍然存在一些局限性，如单台分离设备生产率低，膜污染，以及在高分子量组

分分离方面的应用较少[101]。 

1.3.5  酯化法 

（1）酯化水解（Esterification hydrolysis） 

酯化水解法又称反应精馏法，其基本原理是：在酸催化剂作用下，乳酸可以与低级

醇生产乳酸酯，然后水解得到精制的乳酸[102]。有甲醇、乙醇、异丙醇、丁醇等应用于乳

酸的酯化，但醇的碳原子数越大，其对应的乳酸沸点就越高(如乳酸乙酯沸点为 154 ℃，

乳酸丁酯沸点为 188 ℃)，导致分离能耗越大[103]。此外，此方法还可以有效地分离乳酸

发酵液中含有少量其他的有机酸，如乙酸等，而这些有机酸常规方法难以分离[97]。，相

比于传统工艺，此方法具有低成本、低催化剂、低副产物、高转化率、高选择性等优势；

是一种具有高收率和高纯度的乳酸分离技术[104]。采用酯化水解法进行乳酸纯化主要包

括在酸催化剂催化下的酯化和水解两个可逆反应，其方程式如下（以乙醇为例）[105, 106]：  

酯化反应：C3H6O3(lactic acid)+C2H5OH ⇌ C5H10O3(ethyl lactate)+H2O 

水解反应：C5H10O3(ethyl lactate)+H2O ⇌  C3H6O3(lactic acid)+C2H5OH 

Kim 等人[107]从乳酸酯化反应的瞬时速率出发，分析了间歇反应精馏的动态行为。

他们观察到，在操作过程中，通过改变甲醇循环流和加料方式来控制沸腾速率和停留时

间，反应速率增加。通过对间歇式和半间歇式工艺的比较发现，连续加甲醇（酯化过程

中）可以提高乳酸的回收率。Komesu 等[105]研究了乳酸-乙醇反应系统，水解得到的乳酸

浓度约为 347.68 g/L，是初始乳酸浓度的 2.93 倍。Sun 等[108]将发酵生产的乳酸铵，在催

化剂的存在下，与丁醇反应 6 h 生成乳酸丁酯（酯化率为 87.7%），经水解获得纯度为 90%

的乳酸。 

（2）酯化-渗透蒸发耦合（Esterification – pervaporation） 

乳酸的酯化反应为可逆反应，因此，在反应过程中产生的水会抑制反应平衡的正向

移动，限制酯的产率。为了解决这个问题，有研究人员提出通过渗透蒸发技术与酯化反

应的耦合，可以及时将酯化反应体系中的水分。通过膜去除，打破酯化反应平衡，使反

应不断向乳酸酯生成方向移动，提高平衡转化率[102]。Mai 等[109]将渗透蒸发脱水工艺应

用于乙醇与乳酸的酯化反应，以提高酯化收率，高达 95%的水被分离出来，乳酸转化率

为 0.93。Khunnonkwao 等 [110]通过蒸汽渗透辅助酯化反应（Steam osmosis-assisted 

esterification）将发酵液中的乳酸和乙醇彻底转化为乳酸乙酯，乙醇/乳酸乙酯混合物经

高效分馏系统分离，水解后得到高纯度的 L-乳酸，回收率大于 95%。 



华东理工大学  硕士学位论文                                        第 11 页 

 

 

图 1.7  酯化-渗透蒸发耦合工艺示意图[102] 

Fig. 1.7  Esterification - pervaporation process diagram[102] 

 

1.3.6  分子蒸馏法 

 

 

图 1.8  分子蒸馏工艺示意图[102] 

Fig. 1.8 . Schematic Diagram for molecular distillation.[102] 

 

分子精馏法（Molecular distillation）也叫短程蒸馏，是一种新兴分离技术。与传统

蒸馏不同，分子精馏是在高真空度和较低温度下进行的，其蒸发器与冷凝器之间的距离

一般为 0.01-0.2 m[66, 111]。因为分子精馏的操作温度远低于乳酸的沸点，避免了温度高、

加热时间长使乳酸形成二聚体等副产物，因此所得的乳酸具有较高的纯度和耐热性[66, 

112]。Yu 等[113]发现在最佳条件下，仅需一次分子精馏乳酸纯度和得率可分别达 92.39%和
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74.09%；进行多道精馏工艺乳酸纯度可达到 95.6%。Chen 等[114]将溶剂萃取步骤引入分

子精馏过程，探讨萃取步骤对短程精馏性能的影响。新工艺的 LA 纯度和收率分别为 91.6%

和 61.73%，比现有工艺提高了约 20.43%。，通过多次精馏，可使产率提高到 74.63%。 

文献报道了许多乳酸分离纯化技术，但仍存在一些缺陷，限制了这些技术在工业化

水平上的应用。表 1.2 中总结了几种乳酸分离纯化方法的优、缺点。 

 

表 1.2  乳酸分离纯化方法的优、缺点[66, 75, 82] 

Table 1.2  Advantages and disadvantages of separation processes for lactic acid recovery[66, 75, 82] 

纯化方法 优点 缺点 

沉淀法 操作简单；技术成熟 硫酸使用量大；乳酸纯度低  

溶剂萃取法 无石膏产生；操作简单且可

连续操作 

萃取剂的毒性；传统的萃取剂的分

布系数不利萃取；产品的纯度不高 

吸附与离子交换法 成本低；环境污染小；容易再

生 

吸附能力有限；树脂再生需要大量

的化学试剂 

膜分离法 低能耗；无化学溶剂，环境友

好型；产品纯度高； 

膜成本高；膜污染；两极分化；生产

规模难以放大 

酯化法 低成本；产品纯度高 能耗成本高；受反应平衡限制 

分子蒸馏法 产品纯度高 设备成本高；能耗成本高 

 

1.4  丙交酯概述 

1.4.1  丙交酯的结构与性质 

丙交酯（C6H8O4，lactide）是乳酸的环二聚体，是合成 PLA 的重要前体。乳酸本身

含有一个手性中心，从而产生三种构型的丙交酯：L-丙交酯（工业上最常用）、D-丙交酯

和内消旋丙交酯（图 1.9）[115, 116]。通常，L-丙交酯和 D-丙交酯是一对对应异构体，具有

相同理化性质，如熔点和溶解度[117]。内消旋丙交酯（meso-lactide）是具有两个相反的旋

光活性碳原子的纯化合物，其熔点较低（52 ℃）。而 D,L-丙交酯是一种外消旋丙交酯（rac-

lactide），由等质量的 L-丙交酯和 D-丙交酯混合而成，其熔点较高（25 ℃），且没有旋光

性[115, 117]。 
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图 1.9  丙交酯的立体异构体：L-丙交酯、D-丙交酯和内消旋丙交酯 

Fig. 1.9  Stereoisomers of lactide: L-lactide, D-lactide, and meso-lactide 

 

1.4.2  丙交酯的合成 

工业 PLA 的生产有三种不同的方法（图 1.10）：（1）直接缩聚；（2）在共沸溶液中

缩聚；（3）通过丙交酯聚合[118, 119]。 

 

 

图 1.10  高分子量 PLA 的生产工艺[119] 

Fig. 1.10  The manufacturing processes to produce high molecular weight PLA[119] 



华东理工大学  硕士学位论文                                        第 14 页 

 

在这三种方法中，丙交酯开环聚合是最可行的合成方法，可以得到光学和晶体纯度

可控的高分子量 PLA[120]。因此，几乎所有工业生产的 PLAs 都是通过使用丙交酯作为

中间体开环聚合的方法生产的，该方法于 2001 年由 NatureWorks 首次实现商业化[121]。 

乳酸低聚物（预聚体）的分子量是合成丙交酯的重要因素之一。预聚体越短，其粘

度越低，导致解聚过程的传热更快，丙交酯从预聚体的转移也更快。一方面，低压和高

温对于第一阶段的高效脱水是必要的，对于第二阶段的快速反应和丙交酯的回收也是必

要的；这也限制了预聚体在易引起外消旋的条件下的时间，避免过高的温度引起消旋作

用（racemization），导致内消旋丙交酯的产生[116]。两步反应可以连续进行，也可以间断

进行。 

由于传统的两步法合成丙交酯（先缩聚成乳酸低聚物，后解聚生成丙交酯）是在高

温下进行的，因此需要消耗大量的能量。同时，由于消旋作用，导致合成的丙交酯光学

纯度较低[122, 123]。为了克服这个问题，众多研究小组已经开发出了不同类型的催化剂，

这些催化剂能够一步合成具有高光学纯度的丙交酯[122, 124]。Heo 等[125]提出了采用气相一

步法合成丙交酯的概念工艺设计，并与传统的两步法（缩聚、解聚）合成丙交酯工艺进

行了比较。发现与两步法相比，一步法在经济性和可持续性方面具有更大的优势。同时，

一步法工艺对操作变量的变化比传统工艺更敏感。Ghadamyari 等[126]以碳酸铯（Cs2CO3）

为催化剂，在没有外消旋的情况下一步合成高选择性和高产率（99%）的 L-丙交酯。Park

等[127]通过在填充床反应器中使用廉价的 SiO2/Al2O3 催化剂，开发了一种经济有效的一

步合成丙交酯的方法，获得了 90%的乳酸转化率和 99%的丙交酯立体选择性。 

1.4.3  丙交酯的纯化 

在丙交酯合成的过程中，由于一些挥发性物质，如乳酸及其二聚体与丙交酯同时被

蒸馏出来，这非常不利于 PLA 的合成，因此对丙交酯的纯化是非常必要的，通常丙交酯

中容许乳酸和水含量应分别不超过 10-6 mol/g 和 100 ppm[128, 129]。 

在众多的提纯丙交酯的方法中，重结晶法是最常用的纯化方法。利用丙交酯的溶解

性将其溶解在溶剂中，然后放置在低温条件下冷却结晶。多次重复操作后，将晶体真空

干燥即可获得高纯度的丙交酯。Zhou[129]采用水浴和二次重结晶法提纯 L-丙交酯，获得

了纯度为 100%、收率为 40.6%（比单一重结晶法提高了 12.1%）的 L-丙交酯。 

用简单的真空蒸馏法可以去除脂肪醇和烷基乳酸盐。然而，这种方法不可能去除二

聚体和内消旋丙交酯。气助蒸发法是将含有杂质的丙交酯装入汽提装置中，在一定的温

度和压力下，使丙交酯呈熔融状态，并与汽提装置中的惰性物质充分接触，然后从汽提

装置中排除气体，并从气流中回收高纯度的丙交酯[128]。Konoplev 等[128]采用分步熔融法

提纯丙交酯，最终乳酸的含量不高于 10-6 mol/kg、水分含量不高于 100 ppm、光学纯度

不低于 97.5%、得率为 50%。Wang[130]探索了用高沸点醇固定挥发性杂质制备高纯度丙

交酯的新方法，丙交酯纯度和收率最高分别可以达到 99%和 93%。 

https://baike.so.com/doc/5334908-7124762.html
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水解法是一种去除内消旋丙交酯、获得高旋光纯度的 L-/D-丙交酯的提纯方法[131]。 

1.4.4  丙交酯的应用 

由于化石燃料的持续短缺和石油基塑料造成的“白色污染”，寻求石油化工基聚合

物的替代品越来越受到重视。而 PLA 由于具有良好的机械强度、生物可降解性（100%

可降解）和生物相容性越来越受到人们的关注[115, 131]。丙交酯不仅可以用于可降解的高

分子材料 PLA 的合成，还可以用于医用生物材料聚乙丙交酯（PGLA）的合成以及用于

控制体内药物的释放的 PEG-PLA 共聚物的合成[132, 133]。 

 

 

图 1.11  PLA 的生命循环示意图[134] 

Fig. 1.11  The Life cycle of PLA[134] 

 

1.5  本文的立题依据及主要研究内容 

近年来，随着人们生态环境保护意识的提高以及国家相关政策的出台，以 PLA 为

代表的生物可降解材料越来越受到人们的关注，利用农业废弃物等可再生的生物质资源

生产生物基产品契合当下绿色低碳的发展理念和时代要求。 

兼具丰富性、经济性和可再生性的木质纤维素作为一种有吸引力的乳酸生产原料[39]，

其在进行干酸预处理后产生了大量的可发酵性单糖。全糖的高效、完全转化是利用微生

物生产乳酸的重点问题之一；同时，预处理产生的抑制物（糠醛、HMF 等）会严重影响

发酵菌株的生长和乳酸生产，残留抑制物使得聚合级 L-乳酸纯化十分困难。在之前的工

作中，我们成功筛选出了能够终极降解抑制物的脱毒菌株：A. resinae ZN1[22]、P. variotii 

FN89[23]，以及能够实现全糖代谢利用的 L-乳酸生产菌株 P.acidilactici ZY271[5]。这使得

纤维素 L-乳酸分离纯化的难度大大降低，使获得聚合级的 L-乳酸成为可能。因此，本研

究采用了极低废水排放、低能耗的干酸预处理方法，保留了大量的可发酵单糖[10]；以 P. 

variotii FN89 为生物降解菌株终极降解预处理后小麦秸秆中影响菌体生长和发酵的抑制

物[23]；并通过具有高效全糖代谢能力的 P.acidilactici ZY271 生产纤维素 L-乳酸[45]，最后
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通过一系列常规、易操作的纯化手段获得精制的纤维素 L-乳酸，并成功合成了 L-丙交

酯。具体工作开展如下： 

（1）利用纤维素 L-乳酸高产菌株 P.acidilactici ZY271，以小麦秸秆为碳源进行 SSCF

生产纤维素 L-乳酸，通过离心、脱色、结晶、洗晶、酸解、精制等步骤对基于干法生物

炼制技术生产的 L-乳酸进行分离纯化，最终获得了精制的纤维素 L-乳酸。 

（2）利用纯化后的纤维素 L-乳酸合成聚乳酸前体 L-丙交酯，并对木质纤维素来源

的 L-丙交酯通过 NMR、FT-IR 等方法进行分析表征，同时与 L-丙交酯标准品进行对比。 

（3）考虑到纤维素 L-乳酸纯化工艺中浓硫酸酸解时会产生大量的石膏废弃物，因

此我们尝试对 L-乳酸生产菌株 P.acidilactici ZY271 进行低 pH 环境下的适应性进化，增

强其酸耐受性，以期在乳酸发酵过程中能够减少 pH 中和剂的使用，从而降低后期纯化

工序的成本。  
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第 2 章  纤维素 L-乳酸的分离纯化及 L-丙交酯的合成 

2.1  引言 

使用具有碳抵消、碳中和性质的可持续性聚合材料，有助于保护自然资源和全球环

境，因此以生物质为原料的可再生高分子材料的开发，已引起学者们的普遍关注；同时，

众多学者认为生物基聚合物这一新型聚合材料可以替代由化石资源合成的常规聚合材

料[119, 136, 137]。 

PLA 作为一种典型的高分子材料，由于具有 100%的可降解性、较高的机械强度、

良好的热塑性以及无毒等特点，被视为最有潜力替代石油衍生聚合物的环境友好型材料，

已广泛用于包装材料、生物医用材料等领域[137, 138]。合成高分子量的 PLA 主要通过两步

法实现：首先将手性乳酸缩聚成低聚物，再解聚获得丙交酯；然后以丙交酯作为聚合单

体合成高分子量的 PLA。其中，丙交酯是合成 PLA 的关键步骤。然而，目前丙交酯主

要是利用淀粉类原料发酵生产的手性乳酸合成，随着生物可降解材料的需求量逐渐增大，

其生产成本和未来发展空间具有潜在的障碍。 

木质纤维素具有丰富性、经济性和可再生性等特点，是一种重要的手性乳酸生产原

料。但以木质纤维素为原料生产的纤维素 L-乳酸合成 L-丙交酯主要存在以下阻碍：（1）

木质纤维素原料预处理后产生的抑制物会严重影响发酵菌株的生长和乳酸生产，残留抑

制物使得聚合级 L-乳酸纯化十分困难；（2）纤维素 L-乳酸发酵菌株对于木质纤维素中

占总单糖的 40%的非葡萄糖单糖（木糖等）利用率低下，不仅导致纤维素乳酸产量和得

率较低，而且残留的单糖严重影响后期聚合级乳酸的分离与纯化。以上两个关键障碍使

得以木质纤维素生物质为底物合成的纤维素 L-乳酸难以作为 L-丙交酯合成的原料。 

经过对木质纤维素干法生物炼制技术的长期研究，已经基本克服了预处理、脱毒、

糖化与发酵等工艺过程的主要技术障碍。在本研究中，我们采用了具备极低废水排放、

低能耗特点的干酸预处理方法，保留了大量可发酵单糖[10]；采取的固态生物脱毒方法对

木质纤维素原料中影响乳酸发酵的抑制物进行了终极降解[22, 23]；通过工程改造获得的 L-

乳酸发酵菌株 P. acidilactici ZY271 实现了全糖高效、同步转化，其以木质纤维素为碳源

进行 SSCF 可以实现全糖的同步、高效转化[45]，使得高浓度的纤维素 L-乳酸发酵液纯化

至聚合级纯度的难度大大降低，实现了利用干法炼制生物技术生产的纤维素 L-乳酸合成

L-丙交酯的目标。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  菌株、培养基及培养方法 

本章所使用的 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY271 保藏在中国普通微生物菌种保

藏中心（CGMCC），注册编号为 13611。用于生物脱毒的菌株 P. variotii FN89 也保藏在
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CGMCC，注册编号为 17665。 

本章实验中所涉及的培养基如下： 

（1）简化 MRS 培养基：20 g/L 葡萄糖，10 g/L 蛋白胨，10 g/L 酵母提取物，5 g/L

无水乙酸钠，2 g/L 磷酸氢二钾，0.58 g/L 七水合硫酸镁，2 g/L 柠檬酸氢二铵，0.25 g/L

一水合硫酸锰。 

（2）PDA 培养基：称量削皮、切片后的马铃薯 200 g 至 1 L 沸水中煮 30 min，8 层

纱布过滤后将上清液定容至 1 L；最后加入 20 g 葡萄糖、15 g 琼脂粉。 

P. acidilactici ZY271 利用 MRS 培养基，在 42 ℃、150 rpm 条件下进行活化和种子

培养。P. variotii FN89 利用 PDA 培养基在 37 ℃下培养。 

2.2.2  木质纤维素原料、酶与试剂 

本实验是以于 2019 年收割于河南南阳的小麦秸秆为原料。将小麦秸秆水洗、晾干、

粉碎后备用。 

纤维素酶 Cellic CTec 2.0 购自诺维信（中国）生物技术有限公司，通过 NREL 的方

法，测得滤纸酶活为 203.2 FPU/mL；酶活为 103,900 WU/mL 的糖化酶 GA-L-NEW 购自

杰能科（中国）。 

阳离子交换树脂 Amberlite IRA-120（氢型，一种含有磺酸基团的苯乙烯系凝胶型树

脂）购自 Sigma-Aldrich（美国）；活性炭（200 目）购自 General-Greagent（中国上海）；

L-丙交酯标准品（纯度为 98%）购自麦克林（中国上海）；辛酸亚锡（Sn(Oct)2，纯度 95%）

来自阿达玛斯（中国上海）。 

2.2.3  干法生物炼制技术生产纤维素 L-乳酸 

（1）预处理 

按照 Zhang 等[10]的研究方法对麦秆进行干式稀酸预处理。首先，将粉碎后的麦秆与

稀硫酸按照 2:1 的固液比依次加入到预处理反应器中，在 50 rpm 的转速下搅拌 3 min 使

其充分混合。然后，向反应器中通入蒸汽，使反应温度在 5 min 内升至 175 ℃，并维持

5 min。最后，排出反应器中的蒸汽，卸出物料。 

（2）生物脱毒 

首先，通过 20% Ca(OH)2 将预处理后的小麦秸秆 pH 调至 5.5，然后将在 PDA 培养

基中培养好的 P. variotii FN89 按 10%（w/w）的接种量接入到物料中，并搅拌混匀；最

后，将混匀后的物料加入到带有螺带浆的生物脱毒反应器中，在通气量 1 vvm、37 ℃条

件下进行抑制物的脱除，每 12 h 搅拌 1 min，并利用 HPLC 监测，直至糠醛和 HMF 完

全脱除。 

（3）种子液的培养 

将保存在 60%（w/w）甘油中的 2 mL P. acidilactici ZY271 菌液接入到 20 mL 的简

化 MRS 培养基中，在 42 ℃、150 rpm 的条件下培养 12 h；然后将其全部转接到 200 mL
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新鲜的简化 MRS 培养基中，在同样的条件下培养 5 h。在上述的 P. acidilactici ZY271 的

培养过程中需要向培养基中加入 1%（v/v）糖化酶以防止菌体絮凝[139]。 

（4）糖化与发酵 

木质纤维素原料的糖化和 L-乳酸的生产是在 5 L 装有螺带式搅拌桨的生物反应器

（上海保兴）中进行的[140]。首先，将进行过固态生物脱毒的麦秆分批地加入装有一定量

水的发酵罐中预糖化 6 h，糖化温度为 50 ℃，搅拌转速为 150 rpm，纤维素酶 Cellic CTec 

2.0 的添加量为 10 FPU/g DM。之后，向发酵罐中加入一定质量的营养物质[141]以及培养

好的种子液。在 42 ℃、150 rpm 的条件下进行 SSCF，在发酵的过程中利用 25% Ca(OH)2

（w/w）将发酵 pH 维持在 5.5。 

2.2.4  纤维素 L-乳酸的分离纯化 

（1）固液分离 

在经过 96 h 的 SSCF 后，我们得到的 L-乳酸是以乳酸钙的形式存在的。首先，通过

超高速离心机（J-26，Beckman，USA）在 10,000 rpm 的转速下离心 10 min，将 L-乳酸

钙发酵醪中的生物质残渣和大部分菌体去除。之后，将得到的 L-乳酸钙发酵液利用高压

灭菌锅灭菌（115 ℃，20 min），常温条件下保存，备用。 

（2）脱色 

在固液分离后，我们进行了脱色条件的探究。首先，我们将离心后得到的 L-乳酸钙

发酵液利用紫外分光光度计（Biomate-3S，Thermo Scientific，USA）进行全波长扫描（190-

900 nm）确定 L-乳酸钙发酵液的最大吸收峰的波长，以此波长下的吸光值为 L-乳酸钙

发酵液的色度，并根据公式(2-1)进行脱色率计算[94]。 

脱色率= (1-
AF

Ao

) ×100%                                                  (2-1) 

式中，AF代表脱色后的 L-乳酸钙发酵液的吸光度值，AO表示脱色前 L-乳酸钙发酵

液的吸光度值。 

在确定了纤维素 L-乳酸发酵液的最大吸收峰波长后，我们进行了脱色条件的探究。

向 100 mL 的摇瓶中移入 30 mL 的 L-乳酸钙发酵液，并添加一定质量的活性炭，然后置

于水浴摇床中，在一定的温度下进行一段时间间隔的脱色处理。脱色后，通过布氏漏斗

进行抽滤，将脱色后的 L-乳酸钙与活性炭分离后，将稀释了一定的倍数的发酵液在最大

吸收波长下测定吸光度值，并依据公式(2-1)计算脱色率。 

在确定了最佳脱色条件后，我们在最佳条件下对发酵液进行了脱色处理。为了最大

限度地回收纤维素 L-乳酸，在通过布氏漏斗抽滤将活性炭与 L-乳酸钙发酵液分离时，

我们用 0.5 倍发酵液体积的超纯水淋洗活性炭，将残留在活性炭上的纤维素 L-乳酸尽可

能多的淋洗下来。 

（3）结晶、洗晶、复溶 

我们将脱色后的 L-乳酸钙发酵液转移到旋蒸瓶中，在低压、70 ℃的条件下将其浓
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度浓缩至约 150 g/L 后，置于 4 ℃冰柜中结晶。 

倾去烧杯中残留的结晶母液（母液备用，与脱色后、未结晶的 L-乳酸钙发酵液混合

后，再进行一次结晶。），并将 L-乳酸钙晶体粉碎成小颗粒状。然后，向装有颗粒状 L-乳

酸钙晶体的烧杯中加入适量的无水乙醇，减压抽滤；并通过无水乙醇淋洗被截留在布氏

漏斗中的 L-乳酸钙，以最大限度地去除附着在其表面的杂质。最后，将得到的 L-乳酸钙

固体在通风处晾干，以最大可能的去除残留的有机溶剂。 

向洗晶后的 L-乳酸钙固体中加入少量的水，然后进行沸水浴，直至乳酸钙固体完全

溶解。 

（4）酸解 

向加热溶解后得到乳酸钙溶液中缓慢地加入 50%的浓硫酸，并不断地搅拌进行酸解，

直至无明显的硫酸钙析出。静置 1-2 h 后，可发现烧杯底部有大量的白色沉淀，我们通

过减压抽滤将上清分离出来，得到粗制的纤维素 L-乳酸。 

（5）精制 

为了去除纤维素 L-乳酸中含有 Ca2+、Mg2+、Fe2+、Fe3+、Na+等金属离子，我们利用

Amberlite IRA-120（氢型）树脂对其进行盐离子的脱除。树脂在使用之前，先将装载到

层析柱中，并用 4 倍柱体积的超纯水以 2 mL/min 的流速冲洗，除去其本身含有的一些

杂质。然后，将得到的粗纤维素 L-乳酸以 2 mL/mim 的流速匀速地加入到装有 Amberlite 

IRA-120 的层析柱中，并收集含有乳酸的流出液，得到聚合级的纤维素 L-乳酸。 

（6）纤维素 L-乳酸的回收率及纯度计算 

在对基于干法生物炼制技术生产的纤维素 L-乳酸进行纯化的过程中，我们考察了乳

酸在纯化过程中的回收率及其最终纯度，其计算公式分别如公式(2-2)、(2-3)所示。 

L-乳酸回收率= (
C1×V1

C0×V0

) ×100%                                (2-2) 

式中，C0、V0 分别代表初始的纤维素 L-乳酸的浓度和体积；C1、V1 分别表示进行

某一步骤的纯化后，纤维素 L-乳酸的浓度和体积。 

L-乳酸纯度= (
CL×V

(CS+CP+CT+CA+CM+CL)×V
) ×100%                               (2-3) 

式中，CS、CP、CT、CA、CM、CL分别代表提纯后的 L-乳酸发酵液中糖类（葡萄糖

+木糖）、蛋白质、总酚、乙酸、金属离子、L-乳酸的浓度；V 表示提纯后的 L-乳酸发酵

液的体积。（水不计入杂质。） 

2.2.5  纤维素 L-乳酸分离纯化中主要杂质的检测方法 

（1）L-乳酸、乙酸及单糖的检测 

L-乳酸、乙酸、葡萄糖、木糖是通过 HPLC（岛津，日本）测定[142]。 

（2）总酚的测定方法 

根据 Gu 等[143]采用的福林酚试剂法测定总酚的含量，并进行了优化：将 500 μL 的

样品和 1 mL 的 15%（v/v）福林酚试剂加入 10 mL 试管中并充分混匀，然后加入 4 mL
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的 0.7 M Na2CO3。将装有样品的试管在室温下反应 2 h，然后在 765 nm 下测定吸光度

值。每个样品均重复检测两次，根据没食子酸的校准曲线确定酚类化合物的浓度。 

（3）蛋白质含量的测定方法 

在分离纯化的过程中，按照李充壁[144]所述的考马斯亮蓝法测定纤维素 L-乳酸发酵

液中蛋白质的含量。每个样品均重复检测两次，根据 BSA 的校准曲线确定蛋白质的浓

度。 

（4）金属离子的测定方法 

在分离纯化的各个步骤中，纤维素 L-乳酸中金属离子（Na+、Ca2+、Mg2+、Fe2+、Fe3+、

Cu+、Pb+）的含量是根据韩昫身[145]的方法，通过等离子体发射光谱仪（Inductively Coupled 

Plasma Atomic Emission Spectrometer，167nm-785nm/725，Agilent，USA）检测的。 

2.2.6  L-丙交酯的合成[131, 146] 

首先，通过旋转蒸发仪对纯化后的纤维素 L-乳酸进行浓缩，直至其呈微黄色。接着，

将浓缩后的纤维素 L-乳酸转移到 250 mL 的反应釜（三口圆底烧瓶）中（安装在接有磁

力搅拌装置的油浴锅中，并接有分水器、冷凝管和接收瓶），并减压至 0.005 MPa，在 80 ℃

的条件下进行脱水处理，持续 0.5-1.0 h。 

然后，将反应釜的压力恢复至常压，并向反应体系中加入纤维素 L-乳酸质量 3%的

催化剂（辛酸亚锡），打开磁力搅拌系统，将辛酸亚锡与纤维素 L-乳酸充分混合；缓慢

升温至 150 ℃，并持续 1-2 h，使反应体系中水分完全蒸发，此时反应体系呈深褐色（乳

酸酯化，生成乳酸预聚物）。 

上述步骤结束后，更换接收瓶、将压力减至 0.098 MPa，并迅速升温至 240-260 ℃，

直至无明显馏出物为止，蒸出的淡黄色液体经冷却后结晶（L-丙交酯），利用超纯水冲洗

接收瓶以及冷凝管，通过布氏漏斗抽滤得到粗 L-丙交酯。 

将粗 L-丙交酯转移到装有少量无水乙醇的烧杯中，40 ℃水浴锅中边搅拌边加热直

到基本溶解，放置在 4 ℃冰箱中一段时间后，L-丙交酯重新结晶析出，按上述步骤重复

两次后，得到白色针状的晶体；然后将其放置在真空冷冻干燥机（CoolSafe Pro 55-9，

LaboGene，Danmark）中干燥 12 h 后，得到精制的 L-丙交酯。 

2.2.7  L-丙交酯的分析表征 

（1）熔点测定 

根据西北工业大学祖恩峰 [131]所述的方法，通过差示扫描量热仪（DSC8500，

Perkinelmer，USA）分别测定本研究合成的木质纤维素来源的 L-丙交酯和 L-丙交酯标品

的熔点。 

（2）红外吸收光谱（FT-IR）测定 

以 KBr 压片法用傅里叶变换红外光谱仪（6700，Nicolet，USA）对木质纤维素来源

的 L-丙交酯和 L-丙交酯标品在 399cm-1-3999cm-1 下测定其各官能团，对其结构进行表
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征。 

（3）核磁共振氢谱（1H NMR）表征 

通过核磁共振仪（Ascend 600，Bruker，Germay）继续表征本研究合成的 L-丙交酯

和 L-丙交酯标品的结构（以氘代氯仿为溶剂，共振频率 600 Hz，扫描次数 64 次）。 

（4）相对分子质量（Mr）的测定 

利用 ESI-高分辨飞行时间质谱仪（XEVO G2 TOF，Waters，USA）对木质纤维素来

源的 L-丙交酯及其标品的分子量进行测定。 

（5）元素含量分析 

分别称取一定质量的本研究合成的的 L-丙交酯及其标品，利用元素分析仪（Vario 

EL cube，ELEMENTAR，Germay）分别对其 C、H 元素含量进行测定。 

（6）光学纯度（旋光纯度）分析 

根据刘敏[147]的方法对木质纤维素来源的 L-丙交酯的比旋光度（autopol 1，Rudolph，

USA）进行测定。 

X=
[α]

测

[α]D
20 ×100%                        (2-4) 

式中，X 代表 L-丙交酯的光学纯度；[α]
测代表测得的纤维素来源的 L-丙交酯的比

旋光度；[α]
D

20是文献[148]报道的 L-丙交酯标准品的比旋光度，为-285°。 

（7）手性纯度分析 

木质纤维素来源的 L-丙交酯的手性纯度是通过手性气相色谱（以氮气为载体，流速

为 1.4 mL/min；检测器为 FID 检测器，色谱柱型号为 DB-1301 (Agilent, USA)，柱温为

300 ℃）测定的。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  纤维素 L-乳酸的生产 

在对粉碎后的麦秆进行干酸预处理后，物料中的主要抑制物含量分别为：5.0 mg/g 

DM 糠醛、2.5 mg/g DM HMF、21.0 mg/g DM 乙酸、4.2 mg/g DM 酚类（香草醛+丁香

醛+4-羟基苯甲醛）。在利用 P. variotii FN89 进行脱毒后，影响微生物生长和生产的糠醛

和 HMF 完全脱除（未检出）；残留了部分的酚类物质（香草醛+丁香醛+4-羟基苯甲醛），

为 3.2 mg/g DM（见表 2.1）。 

在经过 96 h 的 SSCF（25%固含量）后，我们获得了 101.4 g/L 的 L-乳酸钙，并产生

了 1.9 g/L 的乙酸盐副产物，残留了 2.9 g/L 的葡萄糖和 3.1 g/L 的木糖。 
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表 2.1  生物脱毒前、后小麦秸秆中主要抑制物的含量变化 

Table 2.1 Changes of main inhibitors in wheat straw before and after biodetoxification 

 Furfural 

(mg/g DM) 

HMF 

(mg/g DM) 

Acetate 

(mg/g DM) 

Phenolics 

(mg/g DM) 

Before detoxification 

(After pretreatment) 

5.0 2.5 21.0 4.2 

After detoxification 0 (not detected) 0 (not detected) 0 (not detected) 3.2 

 

2.3.2  纤维素 L-乳酸脱色条件的选择 

由于木质纤维素原料中酚类物质的存在，导致以木质纤维素为碳源生产的 L-乳酸钙

发酵液呈黑褐色。因此，在提纯纤维素 L-乳酸的工艺中，脱色是重要的一步。 

首先，我们利用紫外分光光度计对稀释了一定倍数的纤维素 L-乳酸发酵液（发酵醪

离心后）进行全波长扫描（190-900 nm，图 2.1），确定了纤维素 L-乳酸发酵液在 296 nm

波长下吸光度最大。 

 

图 2.1  纤维素 L-乳酸发酵液的全波长扫描 

Fig. 2.1  Full-wavelength scanning of cellulosic L-lactic acid 

 

接着，我们对纤维素 L-乳酸发酵液脱色时的活性炭添加量（0、3、5、7、10、12%

（m/v））、脱色温度（60、70、80 ℃）、脱色时长（0.5、1.0、1.5 h）对脱色效果的影响

进行了探究。图 2.2 显示了不同脱色条件下纤维素 L-乳酸发酵液的脱色效果，具体的脱

色率见表 2.2。从表 2.2（序号 1-6）中我们可以看出：随着活性炭用量的增加，纤维素

L-乳酸发酵液的脱色率也明显提高；在添加 10%、12%（m/v）的活性炭时，纤维素 L-

乳酸发酵液的脱色率分别达到了 98.37%、98.59%。但是，考虑到多添加 2%（m/v）的

活性炭并没有明显地提高脱色率，因此，我们选择了 10%（m/v）活性炭添加量作为后

续实验的基础。从表 2.2（序号 5、7-8）中我们可以看出，脱色时长为 0.5 h 时，脱色率
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为 97.39%；而脱色时长为 1.5 h 时，脱色率为 98.19%，都低于 1.0 h 的脱色率。这是因

为脱色时长过短，发酵液中的色素还未充分被活性炭吸附；而当达到吸附平衡时，继续

延长脱色时间，并不会吸附更多的色素，还可能会破坏吸附平衡，色素被解吸，这就对

脱色率产生负面影响。根据表 2.2 序号（6、9-10）我们可以看出：纤维素 L-乳酸发酵液

在 60、70、80 ℃的温度下，脱色率分别为 98.37%、97.43%、97.78%，这可能是因为随

着温度的升高，纤维素 L-乳酸发酵液中含有少量的还原糖与残留的少量的氮源发生了美

拉德反应，增加了色素的产生。 

综上所述，我们确定了纤维素 L-乳酸发酵液脱色的最佳条件为：向 L-乳酸发酵液

中加入 10%（m/v）活性炭，在 60 ℃的恒温水浴摇床中（150 rpm）脱色 1.0 h。 

 

 

图 2.2  不同脱色条件下纤维素 L-乳酸发酵液的脱色效果 

Fig. 2.2  The decolorization effect of cellulosic L-lactic acid under different conditions 

 

表 2.2  不同脱色条件下纤维素 L-乳酸发酵液的脱色率 

Table 2.2  The decolorization rate of cellulosic L-lactic acid under different conditions 

Entry Active carbon (%) Time (h) Temperature (℃) Decolorization rate (%) 

1 0 0 25 0 

2 3 1.0 60 81.66±2.92 

3 5 1.0 60 95.03±2.48 

4 7 1.0 60 96.72±0.02 

5 10 1.0 60 98.37±0.00 

6 12 1.0 60 98.59±0.05 

7 10 0.5 60 97.39±0.06 

8 10 1.5 60 98.19±0.08 

9 10 1.0 70 97.43±0.04 

10 10 1.0 80 97.78±0.07 
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2.3.3  纤维素 L-乳酸的分离纯化 

首先，我们通过高速离心将 SSCF 得到的 L-乳酸钙发酵醪去除木质纤维素生物质残

渣，获得了乳酸钙发酵液（图 2.3(a)）；然后，向发酵液中加入 10%（m/v）的活性炭粉

末，在 60 ℃、150 rpm 的条件下脱色 1.0 h，通过布氏漏斗进行固液分离后，利用 0.5 倍

发酵液体积的超纯水淋洗活性炭，最大可能地减少纤维素 L-乳酸的损失（图 2.3(b)）。在

通过旋转蒸发仪对 L-乳酸钙发酵液浓缩后，置于 4 ℃冰箱中过夜结晶。将 L-乳酸钙晶

体粉碎后，利用无水乙醇去除乳酸钙晶体表面的杂质（图 2.3(c)）。接着，将 L-乳酸钙加

热溶解后，边搅拌边加入 50%硫酸，直至硫酸钙残渣不再析出，减压抽滤，得到粗纤维

素 L-乳酸（图 2.3(d)）。最后，利用阳离子交换树脂 Amberlite IRA-120 将木质纤维素原

料中的钙、镁、钠、铁、铜、铅等金属离子去除得到了精制的纤维素 L-乳酸（图 2.3(e)）。 

  

 

图 2.3  纤维素 L-乳酸发酵液的分离与纯化 

Fig. 2.3  Separation, purification of cellulosic L-lactic acid 

(a) L-calcium lactate fermentation broth after centrifugation, (b) Fermented broth after decolorization, 

 (c) L-calcium lactate after crystallization, (d) Crude cellulosic L-lactic acid after acidification with 

sulfuric acid, (e) Cellulosic L-lactic acid refined by cation exchange resin 

 

在对纤维素 L-乳酸发酵液分离、纯化的各个步骤中，我们根据纤维素 L-乳酸发酵

液的浓度和体积进行了乳酸回收率的计算（图 2.4）。从图中我们可以看出：在利用活性

炭对纤维素 L-乳酸进行脱色时，L-乳酸的损失率为 3.53%。在对纤维素 L-乳酸发酵液浓

缩结晶后，我们将结晶残液加入到新的、脱色过的纤维素 L-乳酸中进行回收利用，实现
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二次结晶；收集两次结晶得到的乳酸钙晶体，利用无水乙醇去除晶体表面附着的杂质后，

加热溶解，并计算出乳酸的回收率为 74.58%。而在后续的酸解和精制的步骤中，并没有

造成纤维素 L-乳酸的大量流失，最终我们得到的纤维素 L-乳酸的回收率为 69.30%。 

 

 

图 2.4  纤维素 L-乳酸分离纯化过程中的回收率 

Fig. 2.4  Recovery rate during the separation and purification of cellulosic L-lactic acid 

 

在提纯纤维素 L-乳酸同时，我们对每一工序处理后的 L-乳酸中糖类、蛋白质、总

酚、乙酸、金属离子等杂质含量进行了测定。从图 2.5(a)中我们可以看出，在初始的 L-

乳酸中含有较多的残糖，达到了 59.36 mg/g lactic acid，在经过脱色处理后残糖含量有了

一定的下降，这是因为有部分残糖被吸附在了活性炭中；而在后续的结晶、洗晶、复溶

这一步骤中，由于乳酸钙在低温条件下大量结晶析出，使得大部分残糖都被留在了结晶

残液中；因此，在这一步骤后残糖的含量仅为 5.49 mg/g lactic acid。在后续的步骤酸解

和精制的步骤中没有针对残糖脱除的工艺，因此残糖并没有明显的变化。与糖类不同的

是，蛋白质在进行脱色处理后，纤维素 L-乳酸中的含量并没有明显的变化；从图 2.5(b)

中我们发现，在结晶、洗晶、复溶这一步骤中蛋白质含量明显高于前面的两个步骤，为

1.73 mg/g lactic acid，这是因为虽然离心、灭菌和脱色将大部分菌体分离出来，但是仍然

还有少量的菌体蛋白残留在纤维素 L-乳酸中，在浓缩、结晶时，残留的菌体蛋白黏着在

乳酸钙晶体表面，而此时仍然有部分纤维素 L-乳酸未能结晶析出，也就导致了在这一步

骤处理后每克纤维素 L-乳酸中含有较高的蛋白含量。而在利用浓硫酸对纤维素 L-乳酸

进行酸解时，极低 pH 的环境导致菌体蛋白变性，部分絮凝的菌体蛋白在滤去硫酸钙残

渣时被一同除去，也就导致了蛋白质含量的减少。在最后的离子交换时，蛋白质含量亦
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没有明显的变化，这是因为我们使用的阳离子交换树脂没有去除蛋白的功能，最终蛋白

质的含量为 0.63 mg/g lactic acid。 

 

 



华东理工大学  硕士学位论文                                        第 28 页 

 

 

图 2.5  纤维素 L-乳酸在不同纯化阶段中的杂质含量 

Fig. 2.5  Impurities content in cellulosic L-lactic acid at different stages 

 

而总酚（图 2.5(c)）只在初始发酵液中检测出，为 29.98 mg/g lactic acid，在进行脱

色处理后便未再检出。这是因为，酚类化合物主要存在于发酵液的色素中，伴随着纤维

素 L-乳酸的脱色而被脱除。从图 2.5(d)中我们可以看出，脱色后 L-乳酸发酵液中乙酸的

相对含量具有一定的下降，这是因为乳酸的极性大于乙酸的极性，活性炭对乙酸的吸附

能力大于乳酸，导致更多的乙酸被吸附；在结晶、洗晶、复溶后乙酸的相对含量再次下

降，这是因为在 L-乳酸钙结晶时，有部分乙酸留在结晶残液中；而在后续的酸解和精制

工序中，乙酸的相对含量不再有明显的变化，最终乙酸的相对含量为 5.99 mg/g lactic acid。

从图 2.5(e)中我们可以看出 Ca2+在脱色后纤维素 L-乳酸中的含量基本没有变化，而在浓

缩结晶、洗晶、复溶处理后 Ca2+的含量高达 450.62 mg/g lactic acid，这是因为随着发酵

液的浓缩、结晶，以乳酸钙形式存在的纤维素 L-乳酸浓度大幅度提高，也就导致了每克
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纤维素 L-乳酸中 Ca2+含量的提高；而在浓硫酸酸解后 L-乳酸钙与浓硫酸发生置换反应

生成了硫酸钙 沉淀 ，过滤后得到 的 粗 L- 乳酸中 Ca2+ 也就明显降低 ，为               

8.97 mg/g lactic acid；在经过阳离子交换树脂处理后仅为 2.77 mg/g lactic acid。与 Ca2+一

样，其他的金属离子与 Ca2+呈现出相同的变化趋势，但是它们的含量相对于 Ca2+较低，

因此，在对 L-乳酸钙进行浓硫酸酸解前的工序中，它们的含量并没有明显的变化；但是，

在浓硫酸酸解时，除 Ca2+外的其他金属离子的相对含量也有所下降，这可能是因为酸解

时，伴随着浓硫酸放热，纤维素 L-乳酸发生了酯化反应，导致纤维素 L-乳酸的含量降

低，也就导致了金属离子的相对含量降低。最终，在利用阳离子交换树脂进行金属离子

去除后，金属离子的含量都有不同程度的降低，钙、镁、钠、铁、铜、铅的金属离子含

量分别为 2.77、0.03、1.02、0.03、0.03、0.28 mg/g lactic acid。 

在经过上述的针对纤维素 L-乳酸的分离与纯化工序后，我们得到了精制的纤维素

L-乳酸（图 2.3(e)），依据 2.2.4 中所述的公式(2-3)计算得出，精制后的纤维素 L-乳酸纯

度高达 98.19%（w/w）。 

2.3.4  L-丙交酯的合成及分析表征 

将得到的纤维素 L-乳酸进行浓缩、脱水处理后，在高温、低压条件下进行缩聚、解

聚反应获得粗 L-丙交酯（图 2.6(a)）；以无水乙醇为溶剂对得到的 L-丙交酯进行三次重

结晶后，冷冻干燥 12 h 得到精制的 L-丙交酯（图 2.6(b)）。 

 

 

图 2.6  纤维素 L-乳酸合成 L-丙交酯 

Fig. 2.6  Synthesis of L-lactide from cellulosic L-lactic acid 

(a) Crude L-lactide synthesized from cellulosic L-lactic acid by two-step method, 

(b) L-lactide purified by recrystallization 
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图 2.7  核磁共振氢谱图 

Fig. 2.7  The spectrum of 1H NMR 

 

图 2.7 是通过 NMR 对 L-丙交酯进行结构分析表征的结果。图 2.7(a)是 L-丙交酯标

准品的 1H NMR 谱图，从图中可以看出，L-丙交酯存在两个吸收峰，峰面积比约为 1:3；

δ=1.67-1.68 处为二重峰，强度比约为 1:1；δ=5.03-5.07 处为四重峰，强度比约为 1:3:3:1；

δ=7.27 处为 CDCl3 溶剂单峰。图 2.7(b)为木质纤维素来源的 L-丙交酯的 1H NMR 谱图，

从图中我们可以看出，利用纤维素 L-乳酸合成的 L-丙交酯存在两个吸收峰，峰面积比

约为 1:2.9，δ=1.67-1.68 处为二重峰，强度比约为 1:1；δ=5.03-5.06 处为四重峰，强度比

约为 1:3:3:1；δ=7.27 处为 CDCl3 溶剂单峰；δ=1.60 处为水峰，是由于丙交酯干燥不充分

导致的。总之，利用纤维素 L-乳酸合成的 L-丙交酯基本符合 L-丙交酯的 NMR 谱图特

征。 
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图 2.8  傅里叶变换红外光谱图 

Fig. 2.8  The spectrum of FT-IR 

 

图 2.8 是利用 KBr 压片法通过 FT-IR 测定 L-丙交酯的红外光谱图，以表征 L-丙交

酯的结构。图 2.8(a)是 L-丙交酯标准品，图 2.8(b)是本研究中合成的 L-丙交酯。在纤维

素 L-乳酸合成的 L-丙交酯光谱图中，1764 cm-1 为酯 C=O 伸缩振动峰；1272 cm-1 为 C-

O-C 酯反对称伸缩振动峰；1099 cm-1 为 C-O-C 酯对称伸缩振动峰；2999 cm-1 为-CH3 的

伸缩振动峰；1457 cm-1 为-CH3 的弯曲振动峰；2933 cm-1 为-CH 的伸缩振动峰；        

1385 cm-1 为-CH 的弯曲振动峰；935 cm-1、651 cm-1 为环骨架振动峰，证明环状结构的存

在。本研究合成的 L-丙交酯的吸收光谱（图 2.8(b)）各特征峰均能与 L-丙交酯标准品对

应（图 2.8(a)），且符合 L-丙交酯的结构特征。 
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图 2.9  DSC 曲线 

Fig. 2.9  DSC curve  

 

通过 DSC 对 L-丙交酯的熔点进行了测定（图 2.9）。从 DSC 曲线来看，L-丙交酯标

准品的峰值温度为 97.67 ℃，本研究合成的 L-丙交酯的峰值温度为 98.30 ℃。通过计算，

本研究合成的 L-丙交酯熔点为 96.02 ℃，与 L-丙交酯标准品基本一致（96.40 ℃）；且同

文献报道的 95-96 ℃[140]一致。 

图 2.10是利用ESI-高分辨飞行时间质谱仪分别对购买的 L-丙交酯标准品（图 2.10(a)）

和利用纤维素 L-乳酸合成的 L-丙交酯（图 2.10(b)）进行相对分子质量测定的结果。图

2.10(a)中结果表明，L-丙交酯的标准品在以甲醇为溶剂进行加钠处理的情况下，相对分

子质量测定结果为 199.0581=[M+CH3OH+Na]，即 L-丙交酯标准品的分子量为 144.0261。

而木质纤维素来源的 L-丙交酯在相同的条件下出现测得的相对分子质量为 144.0267，这

表明本研究合成的 L-丙交酯的分子量与 L-丙交酯的实际分子量是完全一致的。 
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图 2.10  相对分子质量测定 

Fig. 2.10  Relative molecular mass 

 

此外，我们对 L-丙交酯进行了元素分析，称取一定质量的木质纤维素来源的 L-丙

交酯，利用元素分析仪对其 C、H 元素含量进行测定。结果显示：由于干燥不彻底，木

质纤维素来源的 L-丙交酯中含有 49.71±0.16%的 C 元素、5.67±0.33%的 H 元素，基本符

合理论值（C: 50.00%，H: 5.60%）。 

最后，我们测定了本研究合成的 L-丙交酯的旋光度为-282°，根据 2.2.7 中所述公

式(2-4)，计算出其光学纯度为 98.95%；同时，根据 GC 的测定结果，本研究合成的 L-丙

交酯手性纯度为 93.08%。 

上述结果表明，利用干法生物炼制技术生产的纤维素 L-乳酸进常规、易操作的提纯

工艺后便可用于合成 L-丙交酯，且其结构和性质（熔点、相对分子质量、元素构成）均
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符合已知的 L-丙交酯的特征。此研究实现了利用干法生物炼制技术生产的 L-乳酸合成

L-丙交酯的目标。 

2.4  本章小结 

经过长期的对木质纤维素干法生物炼制技术的研究，目前已经基本克服了预处理、

脱毒、糖化与发酵等工艺过程的技术障碍。在本部分，我们采用了极低废水排放、低能

耗、高可发酵单糖的干酸预处理方法对小麦秸秆进行了预处理[10]，并利用 P. variotii FN89

对预处理产生的高浓度抑制物进行终极生物降解（降解为 CO2 和 H2O）[23]。利用可以全

糖同步转化的 L-乳酸发酵菌株 P. acidilactici ZY271，以木质纤维素（麦秆）为碳源进行

SSCF 获得了高浓度、低残糖、高手性度的纤维素 L-乳酸[45]，使得利用干法生物炼制技

术生产的 L-乳酸合成 L-丙交酯成为可能。本章的主要结论如下： 

（1）由于木质纤维素原料在进行干酸预处理后木质素降解产生了酚类物质，这类

物质在微生物发酵过程中会形成的大量色素，增加了纤维素 L-乳酸的脱色成本。通过对

脱色条件的探究，我们确定了纤维素 L-乳酸脱色的最佳条件为：添加 10%（m/v）的活

性炭，在 60 ℃的水浴摇床中（150 rpm）脱色 1.0 h。在此条件下的脱色率为 98.37%，

并完全去除了酚类物质。 

（2）在经过常规的、易操作的提纯工序（离心、脱色、结晶、洗晶、复溶、酸解、

精制）后，获得了回收率为 69.30%、纯度为 98.19%（w/w）的纤维素 L-乳酸。 

（3）纯化后的纤维素 L-乳酸在通过脱水浓缩、缩聚、解聚、提纯工序后，获得了

98.95%光学纯度和 93.08%手性纯度的木质纤维素来源的 L-丙交酯。通过 NMR、FT-IR、

DSC、ESI 飞行质谱仪、元素分析仪对木质纤维素来源的 L-丙交酯进行分析表征。与 L-

丙交酯标准品比较，我们发现木质纤维素来源的 L-丙交酯的分子结构、熔点、相对分子

质量等与 L-丙交酯标准品基本一致，完全可以作为 PLA 的前体，具有极大的工业化生

产价值。 
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第 3 章  P. acidilactici ZY271 在低 pH 环境中的适应性进化 

3.1  引言 

在微生物发酵过程中，当培养基 pH 低于乳酸的 pKa（3.86）时，积累的游离乳酸可

扩散到细胞中；而细胞内环境的 pH 值高于乳酸的 pKa，因此游离的乳酸分解成一个乳

酸阴离子和一个氢质子，这些离子在细胞内的积累会损害细胞活力[56, 149]。为防止损伤

菌株，降低其乳酸生产能力，通常在生物乳酸发酵过程中，利用中和剂（如氢氧化钙、

碳酸钙等）形成乳酸盐，以避免此不利现象的发生[150]。然而，为了从乳酸盐中回收乳酸，

需要使用等摩尔强酸将其置换，最终产生了大量的石膏。这种中和、酸解的工艺在增加

生产成本的同时也给环境保护带来了负面影响。因此，为了避免或减少在发酵过程中使

用中和剂，对菌株进行适应性驯化，使其能抵抗酸性环境，在低 pH 值下生产乳酸，将

有助于降低乳酸的生产成本。 

与酵母不同，由于酸敏感性和基因工程障碍，利用乳酸菌在低 pH 条件下生产具有

商业价值的乳酸还没有报道[56]。在本实验室之前的工作中，通过代谢工程改造获得了具

有木糖代谢路径的 P. acidilactici ZY271，以高固含量的木质纤维素生物质为底物，最终

可以生产出 130.8 g/L 的纤维素 L-乳酸[45]。经过一段时间的全糖驯化后，以麦秆为碳源

进行 SSCF 可以生产出浓度高达 136.6 g/L 纤维素 L-乳酸[139]。但是，如此高浓度的、低

成本的纤维素 L-乳酸是以乳酸钙的形式存在的。因此对 P. acidilactici ZY271 进行低 pH

环境的适应性进化是十分重要的。 

本部分主要研究了 P. acidilactici ZY271 在低 pH 环境下的产酸和生长能力。首先将

P. acidilactici ZY271 在 MRS 培养基中进行不加中和剂的摇瓶发酵，并根据其产酸能力

和 OD600 值适时调整培养方案。在经过长期的驯化后，我们将适应性进化前、后的 P. 

acidilactici ZY271 在 1 L 生物反应器中进行低 pH（pH ≤ 5.5）环境下的发酵性能评价，

并通过菌落形成单位（CFU）比较适应性进化前、后的菌株活力。最终，我们发现在低

pH 环境中，适应性驯化后 P. acidilactici ZY271 的细胞活力（CFU）和 L-乳酸生产能力

较亲本菌株都有明显的提高。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  菌株、培养基及培养方法 

本章所使用的乳酸片球菌 P. acidilactici ZY271 保藏在 CGMCC，注册编号为 13611。 

（1）简化 MRS 培养基Ⅰ：同 2.2.1（1）。 

（2）简化 MRS 培养基Ⅱ：在（1）的基础上，将无水乙酸钠调整为 1 g/L，其余不

变。 

（3）MRS 固体培养基：在（1）的基础上，加入 20 g/L 的琼脂粉，其余不变；灭菌
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后制备固体培养基。 

3.2.2  适应性进化方法 

乳酸片球菌 P. acidilactici ZY271 在低 pH 环境下的适应性驯化共分为四个阶段： 

第Ⅰ阶段： 

在 100 mL 的摇瓶中加入 20 mL 简化 MRS 培养基Ⅰ，灭菌处理后（115 ℃，20 min），

将上一代的发酵液摇匀后吸取 2 mL 接入其中（第一代的种子液是保存在-80 ℃超低温

冰箱中的未经驯化的 P. acidilactici ZY271 菌液）。然后在 42 ℃、150 rpm 的培养箱中发

酵培养 24 h。据此重复。 

第Ⅱ阶段： 

第Ⅱ阶段的培养方法是在第Ⅰ阶段的基础上，将培养时间延长至 48 h，其他不变。据

此重复。 

第Ⅲ阶段： 

在第Ⅲ阶段，将 P. acidilactici ZY271 分别在低 pH 培养基（4.0）和正常 pH 培养基

（pH 6.5-7.0）中培养 48 h、24 h。具体做法是：向第Ⅰ、Ⅱ阶段使用的简化 MRS 培养基Ⅰ

中移入少量的 100 g/L 的外源 L-乳酸，将 P. acidilactici ZY271 生长环境的 pH 调节至 4.0

左右，然后在 42 ℃、150 rpm 的培养箱中发酵培养 48 h；接着，将在低 pH 环境中发酵

培养 48 h 的 P. acidilactici ZY271 吸取 2 mL 到未作任何改变的简化 MRS 培养基Ⅰ中，继

续培养 24 h。据此交替培养。 

第Ⅳ阶段： 

在第Ⅳ阶段中，将简化 MRS 培养基Ⅰ中的乙酸盐（无水乙酸钠）的使用量下调至 1 

g/L，也就是简化 MRS 培养基Ⅱ。和之前三个阶段一样，将上一代的发酵液作为种子液，

在 20 mL 的体系中、42 ℃、150 rpm 的环境下持续培养 72 h。 

3.2.3  分析方法 

在 3.2.2 所述的适应性进化方法中，每一代驯化培养结束后，均需要从发酵液中取

出 2 mL。其中 1 mL 在 12,000 rpm 下高速离心 5 min，将上清和底部菌体分开后，待测；

另 1 mL 用于测定活细胞数。 

（1）L-乳酸和葡萄糖 

将上清液稀释合适的倍数，通过 HPLC（同 2.2.6）测定 L-乳酸和葡萄糖浓度。 

（2）菌体生长量 

向高速离心后的菌体沉淀中，加入 1 mL 超纯水，充分振荡混匀后，在 600 nm 波长

下测吸光值，以此来表征菌体生长量。 

（3）活细胞生长量 

将 1 mL 的摇瓶发酵液，稀释 108 倍后，涂布在 MRS 固体培养基中，在 42 ℃的培

养箱中培养 48 h，计算细胞活力（CFU），以此来表征活细胞生长量。 
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（4）发酵终点 pH 

将摇瓶中剩下的发酵液混匀后，通过 pH 计测定发酵结束后 P. acidilactici ZY271 最

终生长环境的 pH。 

3.3  结果与讨论 

3.3.1  P. acidilactici ZY271 的适应性进化 

通常，在利用微生物发酵法生产乳酸的过程中，需要在发酵过程中加入“中和剂”

将发酵 pH 维持在菌体生长的最适 pH，这就导致生产的乳酸是以乳酸盐的形式存在的；

想要获得乳酸单体，一般还需要加入浓硫酸置换。同时，乳酸分离纯化的成本占乳酸生

产总成本的 50-60%[70]。因此，提高乳酸生产菌株对酸环境的耐受性，可以极大地降低

乳酸后期分离纯化的成本，并且可以减少硫酸盐等废渣的产生。 

首先，我们将 P. acidilactici ZY271 在 20 mL 体系的摇瓶中进行发酵培养，在此过程

中，我们不添加任何的 pH 中和剂去调节培养基的 pH。在发酵终点，我们通过 pH 计测

定其生长的最终 pH。在第Ⅰ阶段，我们可以看出菌体的生长量 OD600 逐渐降低，发酵终

点的 pH 没有明显的变化，但是 L-乳酸的产量略有提高。同时，我们注意到在发酵结束

后，仍含有约 10 g/L 的葡萄糖。因此，我们在相同的培养条件下，将培养时间延长到了

48 h，也就是图 3.1 中的第Ⅱ阶段。从图中我们可以看出：培养时间延长后，L-乳酸的产

量较第Ⅰ阶段有所提高，而残糖含量较第Ⅰ阶段也有所下降。但是，发酵终点的 pH 与第Ⅰ

阶段相比，没有明显的差距。为了进一步加强 P. acidilactici ZY271 在低 pH 下产酸能力，

我们将 P. acidilactici ZY271 先在加有 L-乳酸、pH 约为 4 的 MRS 培养基中培养 48 h，

接着在正常 pH 的 MRS 培养基中培养 24 h，以此重复，也就是第Ⅲ阶段。从图 3.1 中我

们可以看出，在加有外源 L-乳酸的 MRS 培养基中培养 48 h 后，P. acidilactici ZY271 的

OD600 只有 1 左右，这表明大部分菌体并不能适应低 pH 环境，且 L-乳酸的产量和残糖

含量并任何积极的改变。随后，我们又将在第Ⅲ阶段驯化一段时间的 P. acidilactici ZY271

长期在正常的简化 MRS 培养基Ⅱ中进行驯化，并将发酵培养时间延长至 72 h，也就是图

3.1 中的第Ⅳ阶段。从图中我们可以看出，P. acidilactici ZY271 在进行 72 h 的发酵培养

后，发酵终点的 pH 较前三个阶段略有下降；同时，L-乳酸的产量也略有提升。在经过

107 代的长期转接驯化后，P. acidilactici ZY271 的产酸量和发酵终点的 pH 趋于稳定，发

酵终点 pH 在 3.5-3.6，产 16-17g/L 的 L-乳酸。 
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图 3.1  P. acidilactici ZY271 的适应性驯化 

Fig. 3.1  Adaptive evolution of P. acidilactici ZY271  

Stage Ⅰ：MRS 培养基Ⅰ，发酵条件：20 mL 体系，10%的接种量，24 h 转接一次； 

Stage Ⅱ：MRS 培养基Ⅰ，发酵条件：20 mL 体系，10%的接种量，48 h 转接一次； 

Stage Ⅲ：MRS 培养基Ⅰ，发酵条件：20 mL 体系，10%接种量，在加有外源 L-乳酸的 MRS 培养基

（pH 约为 4）中培养 48 h 后转接到新鲜的培养基中培养 24 h（pH 在 6.5-7.0），据此交替重复培

养； 

Stage Ⅳ：MRS 培养基Ⅱ，发酵条件：20 mL 体系，10%的接种量，72 h 转接一次。 

 

3.3.2  适应性进化前后 P. acidilactici ZY271 在低 pH 环境下的发酵性能评价 

在对 P. acidilactici ZY271 进行长期的适应性驯化后，我们将适应性进化前、后的两

株菌株在不同 pH 下进行了发酵性能评价。 
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图 3.2  P. acidilactici ZY271 适应性进化前、后发酵性能评价 

Fig. 3.2  Evaluation of fermentation performance of P. acidilactici ZY271 strain  

before and after adaptive evolution 

发酵条件：简化 MRS 培养基（葡萄糖为 90 g/L，其余不变），10%接种量，42 ℃，400 rpm，在 1 L

生物反应器中发酵 72 h，在发酵过程中利用 5 M NaOH 将 pH 分别维持在 5.5、5.0、4.5、4.0。 

 

我们分别在 pH 5.5、5.0、4.5、4.0 的条件下进行了发酵性能的比较。图 3.2(a)是在

pH 5.5 的条件下进行的发酵性能评价结果，从图中我们可以看出，适应性进化后的菌株

产生了 59.77 g/L 的 L-乳酸，而亲本菌株产生了 64.92 g/L 的 L-乳酸，这可能是因为进行

适应性驯化的菌株长期在单糖和低 pH 的环境中，导致其糖代谢能力下降；但是，适应

性驯化后的菌株显示出比亲本菌株更好的细胞生存力。接着，我们将 pH 降低至 5.0，我

们发现适应性驯化后的菌株产生了 48.07 g/L 的 L-乳酸，比亲本菌株高 6.5%，同时，适

应性驯化后的菌株在低 pH 值下比亲本菌株表现出更好的细胞活力。然后，我们又把 pH

下降了 0.5，从图 3.2(c)中我们可以看出，适应性驯化后的菌株产生的 L-乳酸为 31.20 g/L，

比亲本菌株高 32.77%，与 pH 5.5 和 pH 5.0 一样，在 pH 4.5 条件下，适应性驯化后菌株

的 CFU 高于未驯化菌株。最后，我们将驯化前、后的菌株在 pH 4.0 的条件下进行了发

酵性能的评价，从图 3.2(d)中我们不难发现，适应性驯化后的菌株产生了 23.50 g/L 的 L-

乳酸，比亲本菌株高 34.67%；同样，在 pH 4.0 条件下，适应性进化后菌株的细胞活力

明显高出亲本菌株。 
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分析图 3.2 我们发现，进行适应性进化后的菌株较亲本菌株而言：在正常发酵 pH

（pH 5.5）的条件下，驯化后菌株的 L-乳酸生产能力略弱于亲本菌株；但是，随着发酵

pH 的下降，驯化后菌株的 L-乳酸生产能力开始明显优于亲本菌株，在 pH 4.0 的条件下，

驯化后菌株生产的 L-乳酸比亲本菌株高出 34.67%。同时，值得一提的是，适应性驯化

后的菌株在低 pH（pH ≤ 5.5）下的细胞活力都明显优于未驯化菌株，在 pH 4.0 时，适应

性驯化后的菌株 CFU 比未驯化的亲本菌株高出 4.21 倍。这表明在进行长期适应性驯化

的过程中 P. acidilactici ZY271 在酸胁迫的环境中产生了一定的应激反应，具有了一定的

耐酸能力。但是，具体的调节机制仍需要进一步研究。 

3.4  本章小结 

本章实验主要是通过对P. acidilactici ZY271在低 pH条件下进行长期的适应性进化，

增加 P. acidilactici ZY271 对酸环境的适应性。本章主要研究结论如下： 

（1）经过长期适应性进化获得的驯化菌株，在 20 mL 体系的摇瓶驯化发酵中，其

发酵终点 pH 在 3.5-3.6，产 16-17g/L 的 L-乳酸。 

（2）P. acidilactici ZY271 正常的发酵环境中（pH 5.5），适应性进化后菌株的 L-乳

酸生产能力略低于亲本菌株，随着发酵 pH 的下降，适应性驯化前、后的两株菌株的 L-

乳酸生产能力和糖耗能力都有明显的下降。但是，值得注意的是，随着发酵 pH 的下降，

驯化菌株较亲本菌株展现出了较好的 L-乳酸生产能力，特别是在 pH 4.0 的条件下，驯

化后菌株生产的 L-乳酸比亲本菌株高出 34.67%。 

（3）在对适应性进化前、后菌株进行发酵性能评价中我们发现：在不同 pH 的发酵

条件下，适应性进化后菌株的细胞活力明显都高于未驯化菌株（pH 4.0 时高出 4.21 倍），

这说明长期的适应性进化实验增加了P. acidilactici ZY271的在低 pH环境中的响应能力。

但是，具体的调节机制仍需要进一步探究。 
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第 4 章  结论与展望 

4.1  结论 

本文对利用干法生物炼制技术生产的 L-乳酸合成 L-丙交酯的过程进行了探究，开

发出了一条针对纤维素 L-乳酸的常规、易操作的提纯工艺路线，使得基于干法生物炼制

技术生产的高附加值产品（L-乳酸）实现了应用，为木质纤维素来源的 L-丙交酯工业化

生产提供了参考。以下是本研究的主要结论和创新之处： 

（1）通过对脱色条件的探究，我们确定了纤维素 L-乳酸发酵液脱色的最佳条件为：

10%（m/v）活性炭、60 ℃、1.0 h，在此条件下的脱色率为 98.37%，且较为彻底地脱除

了生物脱毒后残余的木质素降解产生的酚类物质。 

（2）经过简单、易操作的分离纯化工序后（离心、脱色、结晶、洗晶、复溶、酸解、

精制，获得了回收率为 69.30%、纯度为 98.19%（w/w）的纤维素 L-乳酸，并成功合成

了光学纯度为 98.95%、手性纯度为 93.08%的 L-丙交酯。 

（3）为了验证木质纤维素来源的 L-丙交酯的可靠性，我们将以纤维素 L-乳酸合成

的 L-丙交酯与 L-丙交酯标准品都进行了分析表征（1H NMR、FT-IR、DSC、元素分析

等），发现木质纤维素生物质来源的 L-丙交酯的结构特征与物理性质（熔点、分子量）

与标准品一致，完全符合 L-丙交酯的相关性质，具有极大的工业化价值和市场潜力。 

（4）在对 P. acidilactici ZY271 进行了低 pH 环境下的长期适应性驯化后，适应性进

化后菌株较亲本菌株在低 pH 环境下展现出了较好的 L-乳酸生产能力和细胞活力，特别

是在 pH 4.0 的条件下，适应性进化后菌株生产的 L-乳酸比亲本菌株高出 34.67%，细胞

活力（CFU）高出亲本菌株 4.21 倍。 

4.2  展望 

本研究主要通过离心、脱色、结晶、洗晶、复溶、酸解、精制工序，对采用干法生

物炼制技术生产的纤维素 L-乳酸进行常规的分离纯化操作后，分离出了聚合级的纤维素

L-乳酸，并成功地合成了 L-丙交酯。对现有的利用干法生物炼制技术生产的高附加值产

品进行了纯化和应用方面的尝试，实现了从木质纤维素生物质（麦秆）到 L-丙交酯的工

艺开发，具有极大的工业化价值。同时，我们通过对发酵菌株 P. acidilactici ZY271 的长

期适应性驯化，增强了其对酸胁迫环境的适应能力。但是，本研究中仍然存在着需要改

进和深入研究的问题： 

（1）在对纤维素 L-乳酸发酵液脱色工序中，我们增加了大量的活性炭（10%（m/v）），

这就增加了脱色工序的成本。接下来的工作可以尝试多次少量的脱色工艺，即在结晶前

进行一次脱色，酸解后再进行一次脱色，以减少活性炭的用量。 

（2）本研究中木质纤维素生物质主要是指小麦秸秆，为了增加此工艺的可行性、提
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高其适用性，后续可以利用不同来源的木质纤维素生物质（如玉米秸秆、稻草等）为底

物进行纤维素 L-乳酸的发酵生产，并利用本研究中所述工艺进行验证。 

（3）本文 2.2.4 中所述的 L-乳酸纯度计算公式(2-3)，只考虑了纤维素 L-乳酸中的

主要杂质。但，如阴离子含量并未纳入考察范围。 

（4）本研究中采用了两步法合成 L-丙交酯，此方法能耗高。后续可以尝试通过一

步法合成 L-丙交酯来降低能耗成本并有利于提高 L-丙交酯的纯度。此外，本研究未能

尝试将合成的 L-丙交酯进一步合成高分子量的 PLLA。 

（5）将本研究中的发酵菌株为 P. acidilactici ZY271（L-乳酸）替换为实验室另一株

工程菌株 P. acidilactici ZY15（D-乳酸），尝试利用本研究中所述工艺合成 D-丙交酯，及

高分子量 PDLA。 

（6）将 P. acidilactici ZY271 适应性进化前、后菌株进行全基因组重测序，找出驯

化后菌株中发生突变的基因，并尝试通过过表达其中某个或某些基因来增强菌株的耐酸

性；抑或尝试导入相关的外源基因来增强其在酸胁迫下的耐受能力。 
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