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高手性纤维素 L-乳酸的廉价发酵氮源制备与优化 

摘要 

手性度高于 99%的手性乳酸是聚乳酸合成的单体材料。今后数年内全球聚乳酸对前

体乳酸的需求量将达到数百至数千万吨，以粮食淀粉作为手性乳酸发酵碳源将会与粮食

安全的准则产生严重冲突。因此，以廉价且来源广泛的木质纤维素生物质生产纤维素乳

酸将是极具工业应用价值的生产路线。乳酸发酵对氮源营养物质需求较高，常用的工业

廉价有机氮源组成成分复杂，并掺杂有混合 L/D-乳酸，对后续乳酸的手性纯度造成严重

影响。目前尚缺少不含乳酸的廉价氮源的使用对纤维素乳酸发酵产品手性度影响的评价。 
本论文旨在寻找高手性纤维素乳酸发酵的廉价氮源。论文的第一部分对常见有机氮

源进行表征及纤维素 L-乳酸发酵评价，其中工业级酵母浸粉和蛋白胨含有约 0.2%（w/w）

的混合手性乳酸；以高光学纯 L-乳酸发酵工程菌 Pediococcus acidilactici ZY271 作为发

酵菌株，以工业级酵母浸粉和蛋白胨为有机氮源的 L-乳酸发酵产量为 102.0 g/L，手性度

为 99.6%，有机氮源成本为$2.62/kg 乳酸（￥16.51/kg 乳酸）；玉米浆干粉含有约 20.0%
（w/w）的混合手性乳酸，以此为有机氮源的 L-乳酸发酵产量为 85.4 g/L，手性度仅为

为 95.3%，不具备手性乳酸氮源的价值。 
本论文的第二部分针对第一部分中使用酵母浸粉和蛋白胨带来的高昂成本、使用玉

米浆干粉带来的手性度下降等问题，提出以不含乳酸的棉籽蛋白作为廉价有机氮源来源。

对棉籽蛋白进行表征证实其不含乳酸，并分别利用不同酸及蛋白酶对棉籽蛋白进行水解，

其中以棉籽蛋白硫酸水解液为有机氮源发酵效果较好，最终 L-乳酸发酵产量达 94.0 g/L，
手性度为 99.7%，有机氮源成本为$0.19/kg 乳酸（￥1.20/kg 乳酸），此外发酵结束后残

余葡萄糖为 22.9 g/L。 
本论文的第三部分针对第二部分中以棉籽蛋白硫酸水解液为有机氮源带来的发酵

残糖问题，通过优化无机氮源的添加量及添加种类，基本实现发酵残糖的清零。对棉籽

蛋白水解液+硫酸铵的氮源组合进行技术经济评价，L-乳酸的最低生产成本为$0.813/kg
（￥5.122/kg）。 

本论文的第四部分探索了更多高手性乳酸发酵的廉价有机氮源来源，包括未脱酚棉

粕和豆粕。对二者进行表征证实其均不含乳酸，并通过硫酸水解的方式作为氮源添加，

最终 L-乳酸发酵产量分别为 85.0 g/L、80.7 g/L，手性度分别为 99.3%、99.5%，有机氮

源成本分别为$0.05/kg 乳酸（￥0.32/kg 乳酸）、$0.06/kg 乳酸（￥0.38/kg 乳酸）。 
综上所述，本论文针对常见的工业廉价氮源含有混合 L/D-乳酸，并导致最终乳酸产

品手性度下降的问题，提出以不含乳酸的棉籽蛋白、未脱酚棉粕和豆粕分别作为乳酸发

酵的廉价有机氮源来源，并进行了乳酸发酵效果及手性度的评价。结果表明，上述三种

廉价植物蛋白水解液均能够实现高手性的 L-乳酸发酵，其中以棉籽蛋白水解液的发酵效
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果最佳，在此基础上进一步优化无机氮源的添加，基本实现了对酵母浸粉和蛋白胨等昂

贵氮源的替换，为高手性的纤维素 L-乳酸发酵提供了一种工业廉价氮源解决方案。 
关键词：纤维素 L-乳酸；手性度；廉价氮源；棉籽蛋白；酸水解 
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Inexpensive fermentation nitrogen source preparation and optimization for 

for high chiral purity L-lactic acid fermentation from lignocellulose 

feedstock 

Abstract 

Chiral pure lactic acid with chiral purity higher than 99% is the monomer material for 
polylactic acid synthesis. The global demand for precursor lactic acid will reach hundreds to 
tens of millions of tons in the next few years, and the use of grain starch as carbon source for 
chiral lactic acid fermentation will seriously conflict with food security guidelines. Therefore, 
the production of cellulosic lactic acid from cheap and widely available lignocellulose biomass 
will be a production route with great industrial application value. Lactic acid fermentation has 
a high demand for nitrogen source nutrients, and the commonly used industrial cheap organic 
nitrogen sources have complex compositions and are doped with mixed L/D-lactic acid, which 
have a serious impact on the chiral purity of lactic acid products. The existing work also lacks 
the evaluation of the impact of the use of cheap nitrogen sources without lactic acid on the 
chiral purity of cellulosic lactic acid fermentation products. 

This paper aims to find cheap nitrogen sources for the production of cellulosic lactic acid 
with high chiral purity. In the first part, common organic nitrogen sources were characterized 
and the fermentation evaluation of cellulosic L-lactic acid was carried out. Industrial-grade 
yeast extract and peptone contained approximately 0.2% (w/w) of mixed chiral lactic acid, and 
the highly optical pure L-lactic acid fermentation engineering bacteria Pediococcus acidilactici 
ZY271 was used as a fermentation strain. L-lactic acid fermentation concentration of 102.0 g/L, 
and chiral purity of 99.6% were obtained using industrial-grade yeast extract and peptone, while 
the cost of organic nitrogen source was $2.62/kg lactic acid product (¥16.51/kg lactic acid 
product). Dried corn steep liquor powder contained approximately 20.0% (w/w) of mixed chiral 
lactic acid, and the yield of L-lactic acid fermentation was 85.4 g/L, and the chiral purity was 
only 95.3%, which did not have the application value of chiral lactic acid nitrogen source. 

In the second part, cottonseed protein without lactic aicd was used as an inexpensive 
source of organic nitrogen, and the characterization of cottonseed protein confirmed that it does 
not contain lactic acid. Different acids and proteases were used to hydrolyze cottonseed protein, 
and L-lactic acid fermentation concentration of 94.0 g/L, and chiral purity of 99.7% were 
obtained using cottonseed protein sulfuric acid hydrolysate, while the cost of organic nitrogen 
source was $0.19/kg lactic acid product (¥1.20/kg lactic acid product). In addition, the glucose 
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remaining during fermentation was 22.9 g/L. 
In the third part, by optimizing the addition amounts and types of inorganic nitrogen 

sources, the fermentation residual sugar brought by cottonseed protein sulfuric acid hydrolysate 
as the organic nitrogen source was consumed completely. Finally, the technical and economic 
evaluation of the nitrogen source combination of cottonseed protein hydrolysate and 
ammonium sulfate was carried out, and the minimum production cost of L-lactic acid was 
$0.813/kg (¥5.122/kg). 

In the fourth part, more inexpensive organic nitrogen sources were explored, including 
undephenolized cottonseed meal and soybean meal. Both were characterized to confirm they 
do not contain lactic acid. After hydrolyzing the above two plant meals by sulfuric acid, the L-
lactic acid yield was 85.0 g/L and 80.7 g/L, and chiral purity was 99.3% and 99.5%, respectively. 
The cost of organic nitrogen source was $0.05/kg lactic acid product (¥0.32/kg lactic acid 
product) and $0.06/kg lactic acid product (¥0.38/kg lactic acid product), respectively. 

In summary, for commonly used industrial inexpensive nitrogen sources contained mixed 
L/D-lactic acid, and led to a serious decrease on the chiral purity of the lactic acid products. 
The cottonseed protein, undephenolized cottoneseed meal and soybean meal without lactic acid 
were used as cheap organic nitrogen sources for lactic acid fermentation, respectively, and the 
fermentation evaluation and chiral purity of lactic acid fermentation were both carried out. The 
results showed that the above three inexpensive plant protein hydrolysates could achieve chiral 
pure L-lactic acid fermentation at the same time, of which the fermentation effect of cottonseed 
protein hydrolysate was the best. Furthermore, the addition of inorganic nitrogen sources was  
optimized on the basis of cottonseed protein hydrolysate, which basically realized the 
replacement of expensive nitrogen sources such as yeast extract and peptone, and provided an 
industrial cheap nitrogen source solution for the production of cellulosic L-lactic acid with high 
chiral purity.  
Key words: cellulosic L-lactic acid; chiral purity; inexpensive nitrogen source; cottonseed 
protein; acid hydrolysis  
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第 1 章  绪论 

1.1  前言 

石油基不可降解塑料的广泛使用导致了当前塑料污染问题的严重性[1]。我国在《产

业结构调整指导目录（2019 年版）》中明确提出，支持包括聚乳酸在内的生物可降解塑

料及其系列产品开发、生产与应用。以来源广泛、成本低廉的可再生木质纤维素原料生

产的聚乳酸具有广阔的应用前景[2]。 

1.2  木质纤维素生物炼制 

木质纤维素生物质是一种成本低廉且来源丰富的资源，可来自于各种木材、农林业

废弃物等。其年产量可达 1700 亿吨左右，被认为是替代传统石油基化学品、材料和燃

料的潜在候选材料[3,4]。本质上，木质纤维素生物质是一种复合材料，主要由纤维素、半

纤维素和木质素组成[5,6]。木质纤维素各成分的占比主要取决于植物种类，通常木质纤维

素含有 29-47%的纤维素、25-35%的半纤维素和 16-31%的木质素[7-9]，其中长的纤维素微

纤维被成束的半纤维素多糖包围并相互连接，而果胶和木质素填充了结构中剩余的空间
[10]。木质纤维素生物炼制是将各种来源的木质纤维素生物质转化为各种增值产品，如生

物油、生物炭或其他生物基化学品[2]。生物炼制加工顺序一般为预处理、脱毒、糖化和

发酵、产品分离和提纯。 
 

 
图 1.1  木质纤维素生物质结构和组成[11,12] 

Fig. 1.1  Main structure and components of lignocellulose biomass[11,12] 

1.2.1  预处理 
生物炼制的前提是从木质纤维素中得到可发酵糖，由于木质纤维素材料具有的复杂
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结构使得其中的纤维素组分无法被直接水解，而预处理方法则可以破坏木质纤维素结构
[13]，促进半纤维素和木质素的降解，使得纤维素结构充分暴露，为后期水解得到单糖奠

定重要基础。 
不同的预处理方法包括化学、物理和生物方法[14,15]。这些方法在实际运用过程中，

往往会带来很多问题，包括：（1）产生大量的废水；（2）需要极高的能耗；（3）伴随有

毒物质的大量排放；（4）预处理过程中大量糖的损失，导致发酵得率下降。 
本实验室于 2011 年发明的一种干酸预处理方式，同时结合了物理和化学方法，通

过高温蒸汽与无机强酸的联合作用来有效降解木质纤维素的结构[16]，与传统的预处理相

比，具有以下优点：（1）全过程不产生任何废水；（2）预处理过程中所需的蒸汽量大大

降低，意味着能耗的降低；（3）产生的有毒物质基本保留在预处理后物料中；（4）处理

后的原料能够实现高固含量的糖化和发酵。 
1.2.2  脱毒 

在经历强烈的预处理环境后，木质纤维素结构被破坏的同时会不可避免地发生一些

副反应[17]。如半纤维素在降解产生木糖、乙酸等同时，部分木糖会进一步降解成 2-呋喃

醛（糠醛）；纤维素在降解产生葡萄糖的同时，部分葡萄糖会进一步降解成 5-羟甲基-2-
呋喃醛（5-Hydroxymethylfurfural，HMF）；木质素会降解产生酚醛类（香兰素、丁香醛

等）。这些抑制物主要保留在预处理后物料中，而抑制物的存在会对微生物产生强烈的

毒害作用，从而影响木质纤维素的转化率和微生物发酵的得率[18-20]，因此必须要对抑制

物进行脱除。 
本实验室在预处理后的原料中经过筛选培养得到两种生物脱毒菌株，树脂枝孢霉

Amorphotheca resinae ZN1[21]和宛氏拟青霉 Paecilomyces variotii FN89[22]，两种菌株都具

有选择性脱毒的能力，在降解抑制物的同时，可以很好的保留可发酵单糖[23]，其中 P. 
variotii FN89 具有更好的低 pH 环境和高温耐受性。 

传统的脱毒过程是将脱毒菌株孢子与预处理完物料混合后，在保持一定温度、水分

和通氧环境下进行固态静置脱毒，A. resinae ZN1 和 P. variotii FN89 两种菌株都可以做

到。而 P. variotii FN89 由于其菌丝不容易断裂，在液态高搅拌转速中体系中生长良好，

因此又可以对物料进行液态搅拌脱毒。两种脱毒方式都可以实现对弱酸、呋喃等主要抑

制物的完全脱除，但相比之下液态脱毒时间更短、更容易控制脱毒终点、可发酵糖尤其

是木糖损失也较少。 
液态脱毒首先需要对预处理物料进行一定时间的糖化以降低体系粘稠度，方便后续

液态脱毒所需的高搅拌转速，因此液态脱毒需要对传统的生物炼制加工顺序（预处理、

固态脱毒、糖化和发酵）进行调整，调整后的生物炼制加工顺序为预处理、糖化、液态

脱毒和发酵。 
1.2.3  糖化和发酵 

经过预处理和脱毒两步后的木质纤维素会保留大部分纤维素结构，而纤维素需要经

过化学水解[24]或酶水解[25]将其进一步转化为可溶性单糖。化学水解一般在高温高压下进
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行，在实际过程中容易造成糖的水解过度，从而生成糠醛等抑制物[26]。而酶水解的条件

相对温和，能够高效、快速地降解木质纤维素结构，并同时避免单糖的过度降解[27]。 
木质纤维素经糖化后通常采取生物发酵的方式实现产品的转化。生物发酵主要分为

分步糖化和发酵 [28]、同步糖化与发酵 [29] 及同步糖化与共发酵（ Simultaneous 
saccharification and co-fermentation，SSCF）[30]。本研究中纤维素乳酸发酵为 SSCF 模式，

在 SSCF 过程中，预处理后木质纤维素的固体部分在酶的催化下逐渐水解成含有葡萄糖、

木糖和不溶性木质素的液体浆液，与此同时，菌体可以不断地消耗各种糖来维持生长和

代谢，极大地提高了发酵效率[31]。 
1.2.4  产品分离和提纯 

产品分离和提纯作为生物炼制的最后一步，是通过一系列分离纯化方法从木质纤维

素发酵醪液中得到最终目标产品。纤维素 L-乳酸的分离纯化步骤主要包括：固液分离、

脱色、结晶、酸解和精制[32]（图 1.2）。第一步固液分离是通过离心的方法除去不溶性木

质素残渣、微生物菌体及纤维素酶蛋白等；第二步脱色是通过活性碳的吸附进一步除去

木质素衍生的色素物质；第三步结晶是将得到的乳酸钙溶液通过蒸发浓缩，过饱和溶液

再结晶成固体沉淀物；第四步酸解是将 L-乳酸钙沉淀物再一次溶解后，用硫酸酸化为游

离 L-乳酸，其中硫酸钙固体通过过滤方法除去；第五步精制是将得到的粗制的 L-乳酸

溶液通过阳离子交换树脂柱去除金属离子，最终得到精制的 L-乳酸纯品。 
 

 
图 1.2  纤维素 L-乳酸分离和提纯 

Fig. 1.2  Separation and purification of cellulosic L-lactic acid 

 

1.3  乳酸概述 

乳酸（2-羟基丙酸，CH3–CH(OH)–COOH）是一种天然有机酸，在食品行业有着悠

久的使用历史[33-35]。乳酸是具有手性碳原子最简单的 2-羟基丙酸，以两种立体异构体存

在：L-乳酸、D-乳酸（图 1.3）[36]，其中 L-乳酸和 D-乳酸互为旋光异构体，而 DL-乳酸

为混合手性乳酸，是 L-乳酸和 D-乳酸的混合物。L-乳酸因其左旋的特征，可以被人体

正常代谢而无副作用，而 D-乳酸往往对人体的正常代谢有害[37]。纯品乳酸是一种无色

的液体，具有吸湿性，工业品的颜色为无色至浅黄色。 
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图 1.3  L-/D-乳酸结构式[36] 

Fig. 1.3  Structural formula of L-/D-lactic acid[36] 

 
1.3.1  乳酸的生产 

乳酸可通过微生物发酵以及化学合成两种途径进行生产。化学合成法包括乳腈法、

丙酸法等[38,39]，化学合成的方法总是导致产生混合手性的乳酸，这是该方法的一个主要

缺点[40]。相反，微生物乳酸发酵在利用可再生的生物质资源、低能耗以及通过选择合适

的菌株生产高手性度乳酸方面具有巨大优势[41]。目前，全球几乎所有乳酸都是通过发酵

路线生产的。 
用于乳酸发酵的微生物菌种主要有乳球菌、肠球菌、链球菌和一些乳酸杆菌等[42]。

乳酸发酵的模式主要分为分批发酵、补料分批发酵及连续发酵，其中分批发酵和补料分

批发酵是最常用的两种模式[43]，而连续发酵模式因其经济性主要应用于工业乳酸发酵[44]。

Kuo 等[43]以葡萄糖为原料，利用副干酪乳杆菌在补料分批发酵模式下生产 L-乳酸，乳酸

产量达 215.3 g/L，发酵速率为 1.79 g/L/h。Villadsen 等[45]以脱脂米糠为原料，利用鼠李

糖乳杆菌在补料分批发酵模式下生产 L-乳酸，乳酸产量达 210 g/L，发酵速率为 2.56 g/L/h。
Hama 等[46]以玉米秸秆水解液为原料，利用植物乳杆菌在分批发酵模式下生产 D-乳酸，

乳酸产量达 102.3 g/L，发酵速率为 0.731 g/L/h。Lee 等[47]以葡萄糖为原料，利用粪肠球

菌在连续发酵模式下生产 L-乳酸，在稀释率为 0.04/h 条件下 L-乳酸的产量和发酵速率

分别为 90 g/L 和 3.72 g/L/h。 
根据发酵的所用原料不同，又分为第一代和第二代乳酸[48]。第一代乳酸生产来自以

淀粉和糖等粮食作物为基础的原料，但随着乳酸的大规模应用，所需的粮食原料也将大

大增加，这会进一步加剧粮食价格上涨等问题[49]。考虑到与第一代原料相关的问题，非

食用第二代原料已成为替代选择，包括木质纤维素生物质、有机废物和食物废物[50,51]。

目前，来自农业、农工业和林业的木质纤维生物质因其丰富、廉价和可再生性，在乳酸

发酵原料上具有巨大的应用潜力[52]。 
1.3.2  乳酸的应用 

乳酸及其盐类等衍生物目前已广泛应用于食品、医药等传统应用领域。乳酸在传统
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领域的主要应用如下：在干酪生产过程中，乳酸释放导致的 pH 值降低会触发酪蛋白胶

束的聚集[53]；在谷物生产领域中，由于存在微生物对原料进行乳酸发酵（例如玉米湿法

加工），乳酸会自发形成，导致香气和味道的变化，并导致 pH 值降低，从而阻止病原菌

的生长[54]；在化妆品工业中，乳酸用于制造卫生和美容产品，因为它对皮肤具有保湿、

抗菌的作用，包括乳酸衍生物（如乳酸酯）因其吸湿性和乳化性也被广泛使用于口腔卫

生产品[55]。 
乳酸的聚合物聚乳酸，具有良好的物料性能和生物可降解性，在合适的环境下最终

可降解为水和二氧化碳[56]。生物可降解材料的使用可以减少与生产相关的碳足迹，而聚

乳酸比传统的石油基塑料材料具有更低的碳足迹[57]，因此以聚乳酸为原料的商品包装具

有潜在的巨大市场[37]。在医学领域中，聚 L-乳酸因其生物相容性及良好的力学性能等被

广泛应用于外科缝线、骨螺钉等[58]；在纺织工业中，聚乳酸纤维被认为是可与传统的聚

酯纤维、尼龙纤维相媲美的绿色纤维[59]；在电子工业中，聚乳酸材料因其环保和可降解

性可应用于电子产品材料中[60]。 
根据乳酸在不同领域的应用，对于乳酸手性纯度也有不同的要求，通常用于食品级

乳酸的手性度在 50%-88%，而聚合级的乳酸的手性度要求≥99%[61]。根据市场调研机构

IHS Markit 在 2020 年对于中国市场范围的统计，用于食品行业的乳酸约占整体市场的

70%，其次为聚乳酸行业，仅占整体市场的 10%左右。可见目前大部分乳酸产能都应用

于传统的食品行业，而随着可降解材料聚乳酸的全面推广，聚合级的乳酸也将迎来巨大

的市场需求。 
1.3.3  工业乳酸聚合 

聚乳酸有三种形式：聚 L-乳酸、聚 D-乳酸、聚 DL-乳酸。纯同分异构体 L-和 D-聚
乳酸比消旋 DL 形式更有价值，每种同分异构体都有其特定的性能[62]。 

工业乳酸聚合对乳酸产品有较高要求，以生产聚 L-乳酸为例，一般要求 L-乳酸的

浓度超过 100 g/L，L-乳酸的手性度超过 99%，葡萄糖到乳酸的得率要接近 100%（发酵

无残糖），从而可以生产低成本的聚乳酸[63]。 

1.4  有机氮源概述 

有机氮是指存在于蛋白质、氨基酸、核酸等含氮有机物中的氮，而用于微生物发酵

的有机氮源一般是来自各类蛋白质，主要包含两大类：一类是常见的有机氮源，这类氮

源是将含有高蛋白的原料经过精细化加工得到的一种速效、方便的氮源成品，可以直接

进行添加，包括酵母浸粉、蛋白胨、玉米浆干粉等；剩下的是来自农业废弃物及农副产

品为主的其他有机氮源，这类氮源一般需要进行水解后才能添加，包括豆粕、棉粕、棉

籽蛋白等。 
1.4.1  常见有机氮源 

酵母浸粉是一种以面包酵母或啤酒酵母为原料，采用自溶或加酶水解工艺，经分离、

浓缩、喷雾干燥而得到的粉状或膏状产品。酵母浸粉粗蛋白含量为 60-70%，总氮量在
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10%以上，富含氨基酸、维生素、核苷酸、核苷等多种营养物质，是一种精细有机氮源。

酵母浸粉作为乳酸发酵过程中最常用的有机氮源，占总工艺成本的 40%左右，因此它是

影响乳酸生产经济性的主要原因[64]。 
蛋白胨是动植物或微生物蛋白原料在使用酸或酶水解后，再经一系列工艺制成的粉

剂，外观呈淡黄色，具有肉香的特殊气息。蛋白胨粗蛋白含量为 65-75%，总氮量在 10%
以上，主要为微生物生长提供氨基酸、生长因子等营养物质。蛋白胨也是微生物生长的

重要营养来源，通常与酵母浸粉搭配作为复合有机氮源使用。He 等[32]以酵母浸粉和蛋

白胨作为有机氮源，利用乳酸片球菌在分批发酵模式下生产 L-乳酸，乳酸产量可达 129.4 
g/L，发酵速率为 1.80 g/L/h，手性度为 99.6%。 

玉米浆干粉是制备玉米淀粉的副产物，呈粘性，具有糊状的芬芳气味，颜色为黄棕

色。玉米浆干粉主要成分是氨基酸和多肽类，含有丰富的维生素和生长因子[65]，粗蛋白

含量为 40-50%，总氮量在 6%以上。玉米浆干粉在生产工艺中，需要对玉米淀粉进行浸

泡，由于浸泡液中含有丰富的营养物质，极易染上各种乳酸菌[54]，这就导致生产的玉米

浆干粉中存在大量混合手性乳酸，通常乳酸含量约 15-25%。玉米浆干粉主要用于家禽

饲料、生物肥料和发酵培养基等，其用于微生物培养基非常普遍，还能促进青霉素等生

物合成[66]。Wang 等[67]以玉米浆作为有机氮源，利用凝结芽孢杆菌和鼠李糖乳杆菌在分

批发酵模式下生产 L-乳酸，乳酸产量可达 121 g/L，发酵速率为 2.18 g/L/h，手性度未提

及。 
1.4.2  豆粕 

大豆粕，一般简称豆粕，是大豆提油之后制成的一种高蛋白农副产物。我国是世界

上主要的豆粕生产国之一，豆粕是棉籽粕、花生粕等十多种动植物油粕产品中产量最大，

应用最广泛的一种。豆粕的营养价值接近棉籽蛋白，粗蛋白含量为 40-55%，总氮量在 6%
以上，富含碳水化合物及多种矿物质[68]。豆粕作为一种高蛋白质来源，是制作家禽饲料

的主要原料，约 80%以上的豆粕被用于饲料添加，此外还可以用于食品、化妆品和微生

物发酵领域。Liang 等[69]以豆粕水解液作为有机氮源，利用德氏乳杆菌在补料分批发酵

模式下生产 D-乳酸，乳酸产量可达 112.3 g/L，发酵速率为 2.4 g/L/h，手性度为 99.6%。 
此外，由于大豆本身也含有丰富的蛋白质和营养物质，也可以直接作为有机氮源。

Tian 等[70]以大豆水解液作为有机氮源，利用嗜热乳杆菌在分批发酵模式下生产 L-乳酸，

乳酸产量可达 114.6 g/L，发酵速率为 2.61 g/L/h，手性度未提及。 
1.4.3  棉籽蛋白 

棉粕是棉籽脱去皮棉再经榨油后得到的副产品。我国是产棉大国，脱去皮棉后的棉

籽主要用于棉籽油生产，而榨油剩下的棉粕也是一种重要的蛋白质资源。未脱酚棉粕的

蛋白质含量因棉籽质量及加工方式的不同而存在一定差异[71]。未脱酚棉粕粗纤维含量在

5-15%，粗脂肪含量在 3-10%，粗蛋白含量为 40-55%，总氮量在 6%以上，还含有多种

维生素等营养物质[72]。由于未脱酚棉粕含有的主要抗营养因子棉酚，是一种黄色多酚物

质，其含有的活性醛基或羟基会与蛋白质进行结合，进而破坏其活性[73]。未脱酚棉粕主
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要应用是在农业中作为反刍动物的饲料蛋白源之一[74]，很少用作微生物发酵的有机氮源。  
棉籽蛋白是由棉籽经脱壳、去绒，在低温下一次性浸油、沥干，再经过脱棉酚处理

后制成的一种高蛋白农副产品。棉籽蛋白与普通未脱酚棉粕相比，低温浸油的工艺对氨

基酸的破坏较小，同时脱除了主要的抗营养因子棉酚[75]，使得棉籽蛋白含有更高的粗蛋

白与营养价值。棉籽蛋白粗蛋白含量为 50-60%，总氮量在 8%以上，富含多种氨基酸，

尤其是谷氨酸和精氨酸[76]，此外还含有丰富的矿物质、维生素和脂质。棉籽蛋白可用于

食品添加、饲料及生物发酵领域[77]。Bai 等[78]以棉籽蛋白水解液作为有机氮源，利用芽

孢乳杆菌在补料分批发酵模式下生产 D-乳酸，乳酸产量可达 107.2 g/L，发酵速率为 1.19 
g/L/h，手性度为 99.2%。 

相比于豆粕广泛地应用于动物饲料[79]，未脱酚棉粕和棉籽蛋白的应用范围较小。随

着棉花价格的持续下跌，开发棉粕的多种利用价值将为棉花生产商和加工商提供经济刺

激[80]。 
1.4.4  其他农业废弃物 

除了豆粕、棉粕外，其他的粕类如花生粕、菜籽粕等来自相应农作物榨油的废弃物

也可以作为微生物发酵的有机氮源，但这些粕类往往因氨基酸组成不佳或粗蛋白含量较

低导致应用也较少。Wang 等[81]以花生粕水解液为有机氮源，利用芽孢乳杆菌在补料分

批发酵模式下生产 D-乳酸，乳酸产量可达 207 g/L，发酵速率为 3.8 g/L/h，手性度为

99.3%。Brock 等[82]以菜籽粕水解液为有机氮源，利用芽孢乳杆菌在补料分批发酵模式下

生产 D-乳酸，乳酸产量可达 221 g/L，发酵速率为 1.55 g/L/h，手性度未提及。 
此外，一些来自粮食作物的废弃物也可以作为微生物发酵的有机氮源。Lu 等[83]以

麦麸水解液为有机氮源，利用鼠李糖乳杆菌在分批发酵模式下生产 L-乳酸，乳酸产量可

达 57.61 g/L，发酵速率为 1.60 g/L/h，手性度未提及。Wang 等[84]以脱脂米糠水解液同时

作为碳源和氮源，利用鼠李糖乳杆菌在补料分批发酵模式下生产 L-乳酸，乳酸产量可达

210 g/L，发酵速率为 2.56 g/L/h，手性度未提及。 
1.4.5  有机氮源对乳酸发酵手性度的影响 

在乳酸发酵过程中，有机氮源添加可能会对乳酸产品的手性纯度造成影响，尤其是

来自农业废弃物或农副产品的廉价有机氮源。由于乳酸菌在自然界中分布极为广泛[85],
这类有机氮源含有丰富的蛋白质和营养物质，并且通常在开放的环境中进行加工处理，

这就导致加工过程中极易染上各种乳酸菌，而这些乳酸菌很难保证为单一手性的乳酸生

产菌株，所以来自农业废弃物或农副产品的廉价有机氮源往往大量含有混合手性的乳酸。

在很多关于利用廉价有机氮源生产乳酸的文献报道中，很少提及或不提及最终乳酸产品

的手性度，往往也是因为廉价有机氮源的添加导致混合手性乳酸的引入，从而造成最终

乳酸产品手性度的下降。表 1.4 总结了一些廉价有机氮源的使用对乳酸发酵手性度的影

响。 
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表 1.4  廉价有机氮源的使用对乳酸发酵手性度的影响 

Table 1.4  Effect of cheap organic nitrogen source on chiral purity of lactic acid fermentation 

发酵菌株 发酵模式 碳源 廉价有机氮源 
其他 

营养成分 

乳酸产品及 

手性度 

产量 

（g/L） 

发酵速率 

（g/L/h） 
文献来源 

粪肠球菌 分批发酵 木材水解液 玉米浆 无 L-乳酸，96.7% 48.6 1.4 [86] 

凝结芽孢杆菌、 

鼠李糖乳杆菌 
分批发酵 甜高粱汁 玉米浆 无 L-乳酸，未提及 121 2.18 [67] 

嗜热乳杆菌 分批发酵 甜高粱汁 大豆水解液 无 L-乳酸，未提及 114.6 2.61 [70] 

嗜热乳杆菌 分批发酵 甜高粱汁 大豆水解液 
维生素 C、 

柠檬酸氢铵等 
L-乳酸，未提及 118.8 3.71 [87] 

芽孢乳杆菌 补料分批发酵 葡萄糖 菜籽粕水解液 
色氨酸、 

维生素 B 
D-乳酸，未提及 221 1.55 [82] 

鼠李糖乳杆菌 分批发酵 
橡子淀粉 

水解液 
麦麸水解液 柿子汁 L-乳酸，未提及 57.61 1.60 [83] 

鼠李糖乳杆菌 补料分批发酵 
脱脂米糠 

水解液 

脱脂米糠 

水解液 
维生素 B L-乳酸，未提及 210 2.56 [84] 
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1.5  蛋白水解 

来自农业废弃物或农副产品等植物类蛋白虽然含有丰富的氮源，但这些氮源主要以

大分子蛋白质形式存在[88]，必须要经过水解将蛋白质进一步降解成肽和氨基酸才能供微

生物生长利用。常见的水解方式包括化学水解和酶水解[89]。 
1.5.1  化学水解 

化学水解在过去一直是蛋白水解的首选方法，主要因其成本低廉和操作简单，但化

学水解通常是一个难以控制的过程，往往导致最终水解产物发生相应的化学变化以及功

能特性的改变[90]。化学水解通过在高温和高压条件下，使用强烈的化学溶剂进行蛋白质

水解，主要包括酸水解和碱水解。 
酸水解通常是在高温条件下通过强酸作为催化剂水解蛋白质，最常见的酸包括硫酸

和盐酸。酸水解蛋白的应用主要是作为加工肉类、饼干和汤混合物的调味剂，也可以用

作微生物发酵的氮源[90]。Thomas 等[91]通过盐酸水解鱼蛋白用于食品加工，在 118 ℃、

6 mol/L 盐酸条件下水解 18 h 后得到鱼蛋白完全水解物。Brock 等[82]通过硫酸水解菜籽

粕用于乳酸发酵的氮源，在 121 ℃、3 mol/L 硫酸条件下水解 20 min 得到菜籽粕水解液。

虽然酸水解对蛋白的水解较为彻底，但同样有很多弊端，比如对设备的腐蚀很大、水解

过程不容易控制以及过度水解会破坏营养物质等[92]。 
碱水解通常是在高温条件下通过强碱作为催化剂水解蛋白质，最常见的碱包括氢氧

化钡和氢氧化钠。碱处理通常在食品工业中用于回收和溶解蛋白质。Tannenbaum 等[93]

通过氢氧化钠水解鱼蛋白，在 95 ℃、pH 值为 12.5 的条件下水解 20 min 可将大部分蛋

白质水解成氨基酸。在水解过程中，碱水解会发生氨基酸的外消旋化，产生的 D-氨基酸

无法被人体所吸收，此外也会产生一些有毒物质如赖丙氨酸等（图 1.5）[94]。与酸水解

一样，碱水解对于设备的腐蚀性也很大。 
蛋白质的酸水解比碱性条件下的水解更为常用，此外蛋白质在经历酸水解或碱水解

后，体系 pH 值会发生很大的变化，水解之后一般都需要使用相应的中和剂来调节 pH[90]。 
 

 
图 1.5  碱水解中可能产生的化学物质[94] 

Fig. 1.5  Chemicals that may result from alkaline hydrolysis[94] 
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1.5.2  酶水解 
酶水解是通过酶与底物的专一性结合来破坏蛋白质结构[95]，使用的酶主要为蛋白酶。

根据蛋白酶作用位点在肽链中的位置，可将蛋白酶划分为内切蛋白酶和外切蛋白酶两类
[96]。内切蛋白酶通常在特定的残基处水解蛋白质分子内的肽键以产生相对较大的肽，外

切蛋白酶通过水解末端肽键，系统地从 N 端或 C 端开始水解。酶水解通常使用内切蛋

白酶，但有时内切蛋白酶与外切蛋白酶结合才能实现更完全的降解[97]。酶水解蛋白主要

应用于食品饲料等领域，也可以用于微生物发酵的氮源。黄等[98]通过两种蛋白酶水解棉

籽蛋白用于饲料添加，在 50-60 ℃下、pH 值为 6-8 的条件下分别使用中性蛋白酶和风味

蛋白酶水解共 4.5 h 后得到棉籽多肽。Liang 等[69]通过多种酶水解豆粕用于乳酸发酵的氮

源，同时使用核酸内切酶、内切蛋白酶和风味蛋白酶这三种酶的组合，在 55 ℃、pH 值

为 7.5-8.0 的条件下水解 6 h 后得到豆粕水解液。 
酶水解有很多优点，如反应温和、产品纯度高，不会像化学水解容易过度降解蛋白

质而发生一些外消旋反应。但酶水解是一种不彻底的水解，其主要的水解产物是肽，而

不是更小分子的氨基酸[99]。此外酶水解也有很多缺点，比如大量使用酶带来的成本问题、

在反应结束时需要通过调节 pH 或热处理使酶失活，同样增加了加工成本[100]。 
表 1.6 分别总结了化学水解和酶水解的优缺点。 
 

表 1.6  化学水解和酶水解的对比 

Table 1.6  Comparison of chemical hydrolysis and enzymatic hydrolysis 

 

1.6  无机氮源概述 

无机氮的分子结构简单，主要包括氨氮和硝氮。氨氮包括氨态氮（NH3）和铵盐态

氮（NH4+），硝氮包括硝酸盐氮（NO3）和亚硝酸盐氮（NO2）。用于乳酸发酵的无机氮

源主要为铵盐，如柠檬酸铵、柠檬酸氢二铵、碳酸氢铵等，这类氮源可迅速被微生物吸

收利用，通常和有机氮源搭配使用。Unban 等[101]以玉米浆为有机氮源、柠檬酸铵为无机

氮源，利用屎肠球菌在分批发酵模式下生产 L-乳酸，乳酸产量可达 93.07 g/L，发酵速率

为 1.94 g/L/h。Qiu 等[102]以酵母浸粉和蛋白胨为有机氮源、柠檬酸氢二铵为无机氮源，

利用乳酸片球菌在分批发酵模式下生产 D-乳酸，乳酸产量可达 130.8 g/L，发酵速率为

1.82 g/L/h。Sikder 等[103]以酵母浸粉和蛋白胨为有机氮源、碳酸氢铵为无机氮源，利用

植物乳杆菌在连续发酵模式下生产乳酸，乳酸产量可达 119 g/L，发酵速率为 59 g/L/h。 

水解方式 优点 缺点 

化学水解 水解彻底、简单价廉 氨基酸损失较大、设备腐蚀严重 

酶水解 条件温和、易于控制 水解不彻底、成本较贵 
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1.7  本文的立题依据及主要研究内容      

手性度高于 99%的手性乳酸是聚乳酸合成的单体材料，随着聚乳酸在内的可降解材

料全面推广，高手性的乳酸原料将迎来巨大的需求。与此同时，木质纤维素生物质因其

廉价且来源广泛，在替代目前以淀粉粮食类为主要原料的乳酸发酵中具有巨大的优势。

而另一方面，氮源也是影响乳酸经济生产的主要限制因素之一，且乳酸发酵对氮源营养

物质需求较高。在以常见的工业廉价氮源生产纤维素 L-乳酸过程中，由于廉价氮源组成

成分复杂，并掺杂有混合 L/D-乳酸，从而会对后续乳酸的手性纯度造成严重影响。目前

的工作也缺少不含乳酸的廉价氮源的使用对纤维素乳酸发酵产品手性度影响的评价。 
棉籽蛋白是一种廉价的植物蛋白，粗蛋白含量高且开发利用程度较低，经过实验鉴

定不含乳酸存在，是实现高手性乳酸发酵潜在有机氮源来源。因此，本研究以不含乳酸

的棉籽蛋白为基础，主要解决了棉籽蛋白作为有机氮源的水解方式及乳酸发酵过程产生

的残糖等问题，最终乳酸发酵结果基本达到了以酵母浸粉和蛋白胨等昂贵有机氮源的发

酵水平，为高手性的纤维素乳酸发酵提供了一种工业廉价氮源解决方案。具体的研究内

容如下： 
（1）对常见有机氮源（酵母浸粉、蛋白胨、玉米浆干粉）进行表征，测定其粗蛋白

含量及乳酸含量，并分别评价其乳酸发酵效果、手性度及乳酸生产的有机氮源成本。 
（2）对棉籽蛋白进行表征，测定其粗蛋白含量及乳酸含量。探究不同水解方式（酶

水解、酸水解）对棉籽蛋白水解程度的影响，并分别评价不同水解方式下乳酸发酵效果、

手性度及乳酸生产的有机氮源成本。 
（3）以棉籽蛋白酸水解液为有机氮源，探究无机氮源的添加量及添加种类对发酵

残糖的影响，并分别评价不同氮源组合下乳酸发酵效果、手性度及乳酸生产的总原料成

本。 
（4）对未脱酚棉粕和豆粕进行表征，测定其粗蛋白含量及乳酸含量。尝试利用生物

脱毒菌株 P. variotii FN89 在液态脱毒下方式对未脱毒物料和未脱酚棉粕水解液进行共同

脱毒处理，并分别评价未脱酚棉粕水解液和豆粕水解液作为有机氮源乳酸发酵效果、手

性度及乳酸生产的有机氮源成本。 
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第 2 章  常见有机氮源表征及纤维素 L-乳酸发酵评价 

2.1  引言 

碳源和氮源底物是乳酸经济生产的主要限制性因素。非粮原料，如木质纤维素生物

质，被认为是一种廉价、广泛、可再生的碳源，可用于微生物发酵生产乳酸，并且对人

类食物链没有任何的影响。此外，乳酸生产的成本可以通过使用廉价的氮源进一步减少。

由于乳酸的产量严格地依赖于菌株的生长情况，因此乳酸发酵培养基中必须添加特定的

营养物质包括矿物质盐、B 族维生素、氨基酸、嘌呤和嘧啶，来确保菌体最佳的生长。

文献表明，在各种复合有机氮源中，酵母浸粉和蛋白胨是乳酸生产的最适氮源组合，但

这种有机氮源成本较高，其中酵母浸粉约占总生产成本的 38%[64]。为了实现利用廉价的

工业副产品来部分或完全取代酵母浸粉作为乳酸发酵的有机氮源，开展了很多工作。尽

管许多农业废弃物或副产品，如玉米浆干粉、麦麸水解液、脱脂米糠水解液等[67,83,104]，

被证实了可在不同菌株中实现对昂贵氮源的替代。但替代氮源的使用可能会导致乳酸产

量的降低或菌株生长期的增加。更为重要的是，农业废弃物或副产品的组成成分复杂，

极有可能引入混合手性乳酸，对后续乳酸产品的光学纯度造成影响。而现有的工作缺少

各类有机氮源的使用对乳酸手性度影响的评价。 
在本实验室之前的研究中，发现并经过代谢工程改造得到了一株在木质纤维素体系

中生长良好、可代谢利用多种单糖的高光学纯乳酸片球菌 Pediococcus acidilactici ZY271。
本章节以此为出发菌株，首先对酵母浸粉、蛋白胨和玉米浆干粉这三种常见有机氮源进

行表征，测定其粗蛋白含量及乳酸含量，然后分别评价其乳酸发酵效果、手性度及乳酸

生产的有机氮源成本。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  原料、酶和试剂 
小麦秸秆收获于 2021 年，产自河南南阳。根据 NREL 组分测定方法[105,106]，测得小

麦秸秆纤维素含量为 34.3%，半纤维素含量为 21.3%，灰分含量为 10.6%，木质素含量

为 22.1%，其中各组分均按照干重计算。 
纤维素酶 Cellic Ctec 2.0 购自北京诺维信，根据 Brandford 方法[107]测得酶蛋白含量

为 81.5 mg/mL，根据 NREL 方案[108]测得滤纸酶活为 256.0 FPU/mL，根据 Ghose 方法[109]

测得纤维二糖酶活为 4653.3 CBU/mL。 
糖化酶购自无锡杰能科，根据说明书，酶活为 103,900 U/mL。 
试剂级酵母浸粉和蛋白胨购自 Oxoid（Hampshire, UK），工业级酵母浸粉和蛋白胨

购自安琪酵母有限公司（湖北，中国），玉米浆干粉分别购自安琪酵母（湖北，中国）以

及西王集团（山东，中国）。  
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其他试剂级产品如柠檬酸氢二铵、一水合硫酸锰等均购自国药集团。 
所用试剂均由当地供应商提供报价，美元对人民币的汇率被设定为 6.3 元。 

2.2.2  菌种和培养基 
（1）菌株 
L-乳酸生产菌株为 P. acidilactici ZY271（CGMCC 13611），是 P. acidilactici TY112

（CGMCC 8664）经代谢工程改造得到，可发酵利用多种单糖。 
生物脱毒菌株为 P. variotii FN89（CGMCC 17665），是本实验室从预处理后物料筛

选得到，可代谢降解多种抑制物。 
（2）培养基 
P. acidilactici ZY271 种子培养基为简化 Man-Rogosa-Sharp（MRS）培养基，包括：

20 g/L 葡萄糖、10 g/L 蛋白胨（试剂级）、10 g/L 酵母浸粉（试剂级）、5 g/L 无水乙酸

钠、2 g/L 柠檬酸氢二铵、2 g/L 磷酸氢二钾、0.58 g/L 七水硫酸镁、0.25 g/L 一水硫酸锰。 
P. acidilactici ZY271 发酵培养基-1 为：10 g/L 蛋白胨、15 g/L 酵母浸粉、2 g/L 柠檬

酸氢二铵、0.25 g/L 一水硫酸锰。 
P. acidilactici ZY271 发酵培养基-2 为：20 g/L 玉米浆干粉、2 g/L 柠檬酸氢二铵、

0.25 g/L 一水硫酸锰。 
P. variotii FN89 短期保藏在 Potato-Dextrose-Agar（PDA）培养基，包括：200 g/L 去

皮土豆、20 g/L 葡萄糖、25 g/L 琼脂。 
2.2.3  干酸预处理与固态脱毒 

（1）干酸预处理 

根据 Zhang 等[16]的研究对麦秆进行干酸预处理，反应初始固液比为 2:1（w/w），其

中根据麦秆的干重为 1200 g，麦秆自身的水分+酸溶液共 600 g，酸溶液中硫酸用量为每

100 g 麦秆（干基）添加 3.88 g 浓硫酸（98%质量分数）。麦秆含水量为 10%（w/w），则

需称取麦秆总重为 1333.33 g，配置酸溶液 466.67 g。然后在预处理反应器中按顺序分别

加入麦秆、酸溶液，并通入高温蒸汽，175 ℃、1.0 MPa 下反应 5 min，搅拌转速为 50 
rpm。预处理后物料呈黑色，含水量为 50%左右，pH 为 2.0 左右。 

（2）pH 中和与磨浆 
考虑到后续在糖化时纤维素酶的最适 pH 约为 4.8，因此有必要预先对预处理物料

进行 pH 中和，使用碳酸钙作为中和剂，将碳酸钙粉末与预处理物料充分混匀，中和后

体系 pH 约为 5.0。将混匀后体系通过粉碎输送泵进一步降低物料尺寸。 
（3）P. variotii FN89 种子培养 
取出一只装有冷冻干燥保种的 P. variotii FN89 菌种，用 500 μL 无菌水溶解冻干菌

粉，然后倒入 PDA 平板，37 ℃培养 3-5 天，作为第一代 P. variotii FN89 菌种。在第一

代平板基础上用平板划线法划至另一块 PDA 平板，37 ℃继续培养 3-5 天，作为第二代

菌种。将第二代 PDA 平板上的 P. variotii FN89 孢子均匀涂抹在约 100 g 新鲜预处理后

物料上，37 ℃培养 2-3 天，作为第三代菌种。 
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（4）固态脱毒 
将准备好的第三代 P. variotii FN89 种子按 10%（w/w）接种量均匀撒在待脱毒物料

上，在生物脱毒反应器中进行固态脱毒，温度 37 ℃、通气量 1 vvm，每隔 12 h 以 50 rpm
搅拌 5 min，脱毒时间为 36-48 h。 

固态脱毒 0 h 取样检测主要糖及抑制物含量为：葡萄糖 27.5 mg/g DM，木糖 87.6 
mg/g DM，乙酸 14.5 mg/g DM，糠醛 1.6 mg/g DM，HMF 3.2 mg/g DM，总酚 4.2 mg/g 
DM；固态脱毒 48 h 取样检测主要糖及抑制物含量为：葡萄糖 19.4 mg/g DM，木糖 50.7 
mg/g DM，总酚 1.6 mg/g DM，乙酸、糠醛及 HMF 均为 0 mg/g DM。脱完毒的物料放入

-20 ℃冰箱进行短期存储。 
2.2.4  纤维素 L-乳酸发酵 

（1）P. acidilactici ZY271 种子液培养 
取一只 P. acidilactici ZY271（约 2 mL）甘油冻存管，解冻后按 10%（v/v）接种量

接入 20 mL 简化 MRS 培养基中，42 ℃、150 rpm 活化 12 h。 
将活化好的种子液继续按 10%（v/v）接种量转接至新的简化 MRS 培养基中，42 ℃、

150 rpm 扩培 8 h。上述培养过程均额外添加 1%（v/v）的糖化酶防止种子絮凝[110]。 
（2）糖化和发酵 
生物反应器 SSCF：在 5 L 螺带搅拌式生物反应器[111]中进行 SSCF。首先，按照 25%

（w/w）固含量体系准备好所需的水和固态脱毒后物料。将反应器温度设置为 50 ℃、转

速为 150 rpm，分别加入水、纤维素酶和脱毒后物料，酶用量为 4 mg protein/DM，预糖

化时间为 8 h。预糖化后，将养好的 P. acidilactici ZY271 种子液和发酵营养盐接入体系

后开始 SSCF，接种量 10%（v/v），42 ℃、150 rpm 条件下发酵 72 h，全过程用 25%（w/w）

氢氧化钙调节 pH 为 5.5，每隔 24 h 取样检测糖耗、乳酸。 
2.2.5  分析方法 

葡萄糖、木糖、乙酸、糠醛、5-羟甲基糠醛（HMF）及乳酸都是通过 HPLC（LC-
20AD, Shimazu, Kyoto, Japan）检测的，搭配有 RID-10A 型示差折光检测器（Shimadzu, 
Kyoto, Japan）和 HPX-87H 型色谱柱（Bio-rad, USA）。粗蛋白含量通过全自动凯氏定氮

仪（PeiOu Analysis Instrument, ShangHai, China）进行测定。乳酸的手性度通过 D-/L-乳
酸试剂盒（Megazyme International Ireland, Bray, Wicklow, Ireland）进行检测。总酚通过

总酚试剂盒（Geruisi-bio, SuZhou, China）进行测定。 
2.2.6  纤维素 L-乳酸得率计算 

纤维素 L-乳酸得率参考 Qiu 等[112]方法，定义为实际获得的 L-乳酸产量与理论 L-乳
酸产量的比值，理论 L-乳酸产量是根据 SSCF 中纤维素和木糖的化学计量学计算出来

的，具体计算公式如下： 

L-lactic acid Yield（%）= 
                                                                  （ 2-1 ） 
公式中的字母及数字释义如下： 

[𝐿𝐿𝐿𝐿] × 𝑉𝑉 − [𝐿𝐿𝐿𝐿]0 × 𝑉𝑉0
[𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵] × ([𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶] × 1.111 + [𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋]) × 1

× 100% 
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Biomass：初始发酵体系中干物料的质量，单位 g； 
Cellulose：干物料中纤维素的含量，单位 g/g； 
Xylose：干物料中木糖含量，单位 g/g； 
LA：发酵终点乳酸浓度，单位 g/L； 
LA0：发酵起点乳酸浓度（来自种子液），单位 g/L； 
V：终点 SSCF 系统的体积，单位 L； 
V0：起点 SSCF 系统的体积，单位 L； 
1.111：纤维素转化为当量葡萄糖的转化系数； 
1：葡萄糖和木糖转化为 L-乳酸的转化系数； 
备注：根据 SSCF 运行的水质量平衡计算液体体积。 

2.2.7  纤维素 L-乳酸转化率计算 

纤维素 L-乳酸转化率定义为实际获得的 L-乳酸产量与初始发酵体系中干物料的质

量的比值，具体计算公式如下： 
L-lactic acid Conversion（g/g DM）=                      （2-2） 
公式中的字母及数字释义如下： 
Biomass：初始发酵体系中干物料的质量，单位 g； 
LA：发酵终点乳酸浓度，单位 g/L； 
LA0：发酵起点乳酸浓度（来自种子液），单位 g/L； 
V：终点 SSCF 系统的体积，单位 L； 
V0：起点 SSCF 系统的体积，单位 L； 
备注：根据 SSCF 运行的水质量平衡计算液体体积。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  常见有机氮源表征 
氮源底物是乳酸经济生产的主要限制性因素之一[113]。本研究选取了几种常见的乳

酸发酵有机氮源，分别对其粗蛋白含量及乳酸含量进行测定，并列出了价格成本（表 2.1）。 
表 2.1所示，试剂级酵母浸粉和蛋白胨的价格最为昂贵，分别是$34.92/kg和$80.00/kg；

其次是工业级酵母浸粉和蛋白胨，分别是$17.46/kg 和$11.11/kg；玉米浆干粉的价格最为

廉价，只有$0.32-1.43/kg。 
酵母浸粉和蛋白胨的粗蛋白含量较高，除试剂级酵母浸粉占干物质的 65.8%外，其

余都在干物质的 70%之上，玉米浆干粉的粗蛋白含量相比较低，只有干物质的 45%左右。 
酵母浸粉和蛋白胨的乳酸含量都极低甚至没有，相比之下玉米浆干粉的乳酸含量占

据干物质的 20%左右，其中一半以上均为 D-乳酸。 
这些结果表明，酵母浸粉和蛋白胨作为有机氮源蛋白含量丰富，且本身不含或含极

少量乳酸，但无论是试剂级或工业级，价格都较为昂贵。同时，玉米浆干粉蛋白含量较

低，虽然其价格非常低廉，但本身含有大量的混合手性乳酸，使其作为高手性 L-乳酸发

[𝐿𝐿𝐿𝐿] × 𝑉𝑉 − [𝐿𝐿𝐿𝐿0] × 𝑉𝑉0
[𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵]
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酵的氮源存有潜在风险。 
值得注意的是，由于玉米浆干粉在生产过程中需要对玉米淀粉进行浸泡，由于玉米

淀粉中含有丰富的营养物质以及浸泡过程的开放环境，使得浸泡浆液极易染上各种乳酸

菌[53]，这些乳酸菌很难保证为单一手性的乳酸生产菌株，这就导致最后生产的玉米浆干

粉中存在大量混合手性乳酸。 
 

表 2.1  常见有机氮源表征 

Table 2.1  Characterizations of common organic nitrogen sources 

Yeast extract-1 代表为试剂级酵母浸粉（Oxoid），Yeast extract-2 代表为工业级酵母浸粉（安琪酵母），

Peptone-1 代表试剂级蛋白胨（Oxoid），Peptone-2 代表工业级蛋白胨（安琪酵母），Dried Corn Steep 

Liquor Powder-1 代表安琪玉米浆干粉，Dried Corn Steep Liquor Powder-2 代表西王玉米浆干粉；ND

代表试剂盒未检测到。 

 

2.3.2  常见有机氮源纤维素 L-乳酸发酵及成本评价 
本部分针对表 2.1 所列举的常见有机氮源，对这几种有机氮源进行了纤维素 L-乳酸

发酵、手性度及成本评价，图 2.2 为纤维素 L-乳酸发酵曲线图，表 2.3 为具体的发酵指

标及成本评价。 
图 2.2 所示，初始葡萄糖和木糖浓度分别约为 60 g/L 和 20 g/L，初始 L-乳酸浓度约

为 0.5 g/L。以 15 g/L 试剂级酵母浸粉+10 g/L 试剂级蛋白胨为有机氮源，发酵 72 h 乳酸

产量为 105.0 g/L，L-乳酸手性度为 99.5%，发酵结束时葡萄糖和木糖均消耗完毕；以 15 
g/L 工业级酵母浸粉+10 g/L 工业级蛋白胨为有机氮源，发酵 72 h 乳酸产量为 102.0 g/L，
L-乳酸手性度为 99.6%，发酵结束时葡萄糖和木糖均消耗完毕；以 20 g/L 玉米浆干粉-1
为有机氮源，发酵 72 h 乳酸产量为 87.2 g/L，L-乳酸手性度为 94.9%，发酵结束时剩余

葡萄糖 15.5 g/L，木糖消耗完毕；以 20 g/L 玉米浆干粉-2 为有机氮源，发酵 72 h 乳酸产

量为 85.4 g/L，L-乳酸手性度为 95.3%，发酵结束时剩余葡萄糖 17.7 g/L，木糖消耗完毕。 
可以看出，以试剂级或工业级的酵母浸粉和蛋白胨为有机氮源的乳酸发酵水平几乎

Nitrogen 
Price 

($/kg) 

Protein 

(% DM) 

Lactic acid 

(mg/g DM) 

L-lactic acid 

(mg/g DM) 

D-lactic acid 

(mg/g DM) 

Yeast extract-1 34.92 65.8 ± 0.1 3.3 ± 0.2 1.8 ± 0.1 1.5 ± 0.2 

Yeast extract-2 17.46 76.9 ± 0.9 2.1 ± 0.1 0.9 ± 0.0 1.2 ± 0.1 

Peptone-1 80.00 76.0 ± 1.4 2.0 ± 0.2 1.1 ± 0.1 0.9 ± 0.2 

Peptone-2 11.11 72.8 ± 1.2 ND ND ND 

Dried Corn Steep 

Liquor Powder-1 
1.43 45.1 ± 0.5 215.8 ± 3.4 85.6 ± 1.6 130.2 ± 1.8 

Dried Corn Steep 

Liquor Powder-2 
0.32 46.7 ± 0.6 196.3 ± 2.9 85.1 ± 1.0 111.2 ± 1.9 
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没有差异，发酵产量均在 100 g/L 以上，且 L-乳酸手性度均≥99%，发酵结束均没有残

糖出现。以两种玉米浆干粉为有机氮源的乳酸发酵效果略差，乳酸产量均在 90 g/L 以

下，比工业级酵母浸粉和蛋白胨的乳酸发酵产量低了约 15%，且发酵结束时剩余了大量

葡萄糖。其次，以两种玉米浆干粉作为有机氮源的 L-乳酸发酵手性度只有 95%左右，说

明玉米浆干粉的添加引入了大量 D-乳酸，造成了最终乳酸产品手性度的下降，这也验证

了 2.3.1 中以玉米浆干粉为有机氮源可能引入混合手性乳酸的猜测。 
早期的文献也报道过玉米浆干粉含有大量的 D-乳酸存在，Wee 等[86]以木材水解液

和玉米浆干粉分别为碳源和氮源，L-乳酸发酵的手性度为 96.7%。Sun 等[114]以甘蔗糖蜜

和玉米浆干粉分别作为碳源和氮源，L-乳酸发酵的手性度为 95.6%。可见以玉米浆干粉

生产的乳酸手性度均较低，无法满足乳酸聚合要求，但可以应用于对手性度要求较低的

食品等行业。 
 

 
图 2.2  常见有机氮源生物反应器纤维素 L-乳酸发酵 

Table 2.2  Bioreactor cellulosic L-lactic acid fermentation using common organic nitrogen sources 

YE + PT-1 代表试剂级酵母浸粉+蛋白胨（Oxoid），YE + PT-2 代表工业级酵母浸粉+蛋白胨（安琪），

DCSLP-1 代表安琪玉米浆干粉，DCSLP-2 代表西王玉米浆干粉； 

5 L 生物反应器 SSCF，25%（w/w）固含量，10%（v/v）接种量，发酵条件为 42 ℃和 150 rpm，发

酵时间为 72 h，无机盐添加为 2 g/L 柠檬酸氢二铵+0.25 g/L 一水硫酸锰。 
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表 2.3 所示，首先对常见有机氮源的乳酸发酵过程进行了得率和转化率的计算。以

15 g/L 试剂级酵母浸粉+10 g/L 试剂级蛋白胨为有机氮源，乳酸发酵得率和转化率分别

为 86.0%、0.33 g/g DM；以 15 g/L 工业级酵母浸粉+10 g/L 工业级蛋白胨为有机氮源，

乳酸发酵得率和转化率分别为 83.6%、0.32 g/g DM；以 20 g/L 玉米浆干粉-1 为有机氮

源，乳酸发酵得率和转化率分别为 68.8%、0.26 g/g DM；以 20 g/L 玉米浆干粉-2 为有机

氮源，乳酸发酵得率和转化率分别为 67.4%、0.25 g/g DM。 
结果表明，以试剂级或工业级的酵母浸粉和蛋白胨为有机氮源，乳酸发酵得率较高，

均在 80%以上，说明乳酸片球菌 P. acidilactici ZY271 在利用酵母浸粉和蛋白胨的环境下

由糖转化为乳酸的效率较高。以试剂级或工业级的酵母浸粉和蛋白胨为有机氮源，乳酸

转化率均在 0.30 g/g DM 以上，说明每 1 g 干物质的预处理小麦秸秆物料有 30%以上转

化为乳酸。反之，以两种玉米浆干粉为有机氮源的乳酸发酵得率和转化率均较低，其中

乳酸发酵得率均在 70%以下，说明乳酸片球菌 P. acidilactici ZY271 在利用玉米浆干粉的

环境下由糖转化为乳酸的效率较低。 
表 2.3 所示，其次是纤维素 L-乳酸发酵的有机氮源成本评价。以试剂级酵母浸粉和

蛋白胨生产乳酸的有机氮源成本是$9.34/kg；以工业级酵母浸粉和蛋白胨生产乳酸的有

机氮源成本是$2.62/kg；以玉米浆干粉-1 生产乳酸的有机氮源成本是$0.25/kg；以玉米浆

干粉-2 生产乳酸的有机氮源成本是$0.06/kg。结果表明，无论是试剂级或者工业级的酵

母浸粉和蛋白胨，其生产1 kg乳酸所需的有机氮源成本至少是玉米浆干粉的10倍以上，

显然价格过于昂贵。 
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表 2.3  常见有机氮源纤维素 L-乳酸发酵及成本评价 

Table 2.3   Fermentation and cost evaluation of cellulosic L-lactic acid using common organic nitrogen sources 

Nitrogen 
Dosage  

(g/L) 

Nitrogen cost  

($/kg lactic acid 

product) 

Lactic acid  

(g/L) 

Chiral purity  

(% L-form) 

Yield  

(%) 

Conversion  

(g/g DM) 

Yeast extract + 

Peptone-1 
15 + 10 9.34 105.0 ± 0.5 99.5 ± 0.1 86.0 ± 0.4 0.33 ± 0.00 

Yeast extract + 

Peptone-2 
15 + 10 2.62 102.0 ± 0.8 99.6 ± 0.1 83.6 ± 0.7 0.32 ± 0.00 

Dried Corn Steep 

Liquor Powder-1 
20 0.25 87.2 ± 1.2 94.9 ± 0.3 68.8 ± 1.0 0.26 ± 0.00 

Dried Corn Steep 

Liquor Powder-2 
20 0.06 85.4 ± 1.0 95.3 ± 0.4 67.4 ± 0.8 0.25 ± 0.00 

Yeast extract + Peptone-1 代表试剂级酵母浸粉+蛋白胨（Oxoid），Yeast extract + Peptone-2 代表工业级酵母浸粉+蛋白胨（安琪），Dried Corn Steep Liquor Powder-

1 代表安琪玉米浆干粉，Dried Corn Steep Liquor Powder-2 代表西王玉米浆干粉； 

5 L 生物反应器 SSCF，25%（w/w）固含量，10%（v/v）接种量，发酵条件为 42 ℃和 150 rpm，发酵时间为 72 h，无机盐添加为 2 g/L 柠檬酸氢二铵+0.25 

g/L 一水硫酸锰。 
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2.4  本章小结 

有机氮源在乳酸发酵中起重要作用，本章节以乳酸片球菌 P. acidilactici ZY271 作为

出发菌株，选取了几种常见有机氮源（酵母浸粉、蛋白胨及玉米浆干粉），对其分别进行

表征和纤维素 L-乳酸发酵评价，主要的研究结论如下： 
（1）以试剂级或工业级的酵母浸粉和蛋白胨为有机氮源，其粗蛋白含量高，本身不

含或含极少量的乳酸（可忽略不计）。试剂级或工业级的酵母浸粉和蛋白胨 L-乳酸发酵

水平几乎没有差异，发酵产量、手性度等各项指标均很高，但成本过于昂贵，其中以工

业级酵母浸粉和蛋白胨生产 L-乳酸的有机氮源成本最低为$2.62/kg。 
（2）以玉米浆干粉为有机氮源，其粗蛋白含量较低，本身含有大量混合手性乳酸。

虽然乳酸生产的有机氮源成本非常低廉（最低$0.06/kg），但 L-乳酸发酵手性度较低（95%
左右），无法满足聚合级乳酸的生产要求。 
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第 3 章  不同水解方式下棉籽蛋白作为高手性乳酸发酵廉价有机氮源 

3.1  引言 

棉籽蛋白作为一种廉价优质的蛋白质资源，其粗蛋白含量往往超过 50%，高于大豆

蛋白含量，此外还含有丰富的矿物质、维生素和脂质。相比于豆粕广泛地应用于动物饲

料[79]，棉籽蛋白的应用范围较小。长期以来，国内棉籽原料局限于压榨制油，综合加工

程度低，产业发展严重受限，2014 年我国用于生产蛋白粉的棉籽仅在 370 万吨左右[115]，

占比约 1/3，而大部分棉籽蛋白又用于家禽饲料的添加，工业开发利用程度较低。随着

棉花价格的持续下跌，开发棉籽原料的多种利用价值将为棉花生产商和加工商提供经济

刺激[80]。 
棉籽蛋白中的氮源成分主要以大分子蛋白质形式存在，而酵母浸粉和玉米浆干粉中

氮源成分主要以较易吸收的蛋白质降解产物形式存在。因此，棉籽蛋白无法被作为速效

氮源供微生物直接利用，必须进一步降解成为小分子的肽和氨基酸。 
蛋白的水解主要分为酶水解和酸水解，两者都有各自的优缺点。酶水解反应条件温

和、易于控制，但水解往往不彻底；酸水解较为彻底、成本低，但水解条件过于剧烈往

往造成营养成分的损失，且对设备腐蚀性太强。 
本章节的主要内容为：（1）以棉籽蛋白廉价有机氮源来源，首先对其进行表征，测

定其粗蛋白含量和乳酸含量；（2）在摇瓶实验中分别探究酸水解和酶水解对棉籽蛋白水

解程度及纤维素 L-乳酸发酵的影响；（3）在生物反应器上进行不同水解方式下纤维素 L-
乳酸发酵的验证，并针对棉籽蛋白不同水解方式下分别作乳酸发酵效果、手性度及成本

评价。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  原料、酶和试剂 
所用小麦秸秆、纤维素酶及糖化酶见 2.2.1。 
棉籽蛋白（脱酚）购自青岛科瑞培养基（山东，中国）。 
中性蛋白酶分别购自北京诺维信、宁夏夏盛和青岛蔚蓝，根据说明书，酶活分别为

0.8 AU/g、50,000 U/g、100,000 U/g；碱性蛋白酶分别购自宁夏夏盛和青岛蔚蓝，根据说

明书，酶活均为 200,000 U/g；木瓜蛋白酶和胰蛋白酶均购自宁夏夏盛，根据说明书，酶

活分别为 100,000 U/g、40,000 U/g。 
其他试剂级产品如硫酸、盐酸、草酸等均购自国药集团。 
所用酶及试剂均由当地供应商提供报价，美元对人民币的汇率被设定为 6.3 元。 

3.2.2  菌种和培养基 
L-乳酸发酵菌株为 P. acidilactici ZY271，生物脱毒菌株为 P. variotii FN89，其来源
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及培养基均见 2.2.2。 
3.2.3  纤维素 L-乳酸发酵 

（1）P. acidilactici ZY271 种子液培养见 2.2.4。 
（2）糖化与发酵 
生物反应器 SSCF：方法步骤见 2.2.4。 
摇瓶 SSCF：在 250 mL 摇瓶中进行 SSCF。首先，按照 25%（w/w）固含量体系分

别加入水、固态脱毒后物料和碳酸钙，碳酸钙用量为每 100 g 可发酵糖添加 60 g 碳酸钙，

用以调节后续乳酸发酵的 pH，然后加入纤维素酶，酶用量为 4 mg protein/DM，在水浴

恒温振荡器中以 50 ℃、150 rpm 预糖化 8 h。预糖化结束后，接入 P. acidilactici ZY271
种子液和发酵营养盐，接种量 10%（v/v），在气浴恒温摇床中以 42 ℃、150 rpm 发酵 72 
h，每隔 24 h 取样检测糖耗、乳酸及细胞活力。其中细胞活力通过平板菌落计数计算 CFU
（Colony-Forming Units，菌落形成单位）。 
3.2.4  棉籽蛋白水解 

（1）酶水解 
将棉籽蛋白与水按照 1:4（w/w）的固液比均匀混合，添加一定比例的蛋白酶，酶用

量为棉籽蛋白质量的 3%（g 酶/g 棉籽蛋白）。在 50 ℃、150 rpm 条件下水解 24 h，水解

结束后 100 ℃水浴灭酶 10 min，并取样离心检测谷氨酸浓度。棉籽蛋白在发酵时与乳酸

菌种子液同时添加，添加量为 20 g/L，即每 1 L 发酵体系添加 100 g 棉籽蛋白酶水解液，

按照 1:4（w/w）的固液比，即 1 L 发酵体系含有 20 g 棉籽蛋白。 
所用蛋白酶种类分别为中性蛋白酶、碱性蛋白酶、木瓜蛋白酶和胰蛋白酶，其中碱

性蛋白酶在添加前用 5 mol/L 的氢氧化钠溶液调节水解体系 pH 至 10.0 左右，其余蛋白

酶不需要预先调节 pH。 
（2）酸水解 

分别配置 3.75%（w/w）、6.25%（w/w）、8.75%（w/w）酸溶液，将棉籽蛋白与酸溶

液按照 1:4（w/w）的固液比均匀混合，在 90 ℃、150 rpm 条件下水解 24 h。水解结束后

添加一定量的碳酸钙粉末进行 pH 中和，直至没有气泡产生，并取样离心检测谷氨酸浓

度。棉籽蛋白在发酵时与乳酸菌种子液同时添加，添加量为 20 g/L，即每 1 L 发酵体系

添加 100 g 棉籽蛋白酸水解液，按照 1:4（w/w）的固液比，即 1 L 发酵体系含有 20 g 棉

籽蛋白。 
所用酸种类分别为硫酸、盐酸和草酸，其中硫酸质量分数按 98%计算，盐酸质量分

数按 37%计算，草酸为草酸二水合物，质量分数按 71%计算。 
3.2.5  分析方法 

葡萄糖、木糖、乳酸、粗蛋白、D-/L-乳酸手性度测定方法见 2.2.5。谷氨酸通过 SBA-
90D 生物传感分析仪（Biology Institute, Shangdong Academy of Sciences, Shangdong, China）
进行测定，用氢氧化钠溶液作为稀释母液。本章中试剂级的酵母浸粉+蛋白胨谷氨酸含

量测定按照 1:4（w/w）的固液比，即 100 mL 去离子水中添加 15 g 酵母浸粉+10 g 蛋白
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胨，30 ℃、150 rpm 调节下浸提 30 min，再离心取上清测定。 
3.2.6  纤维素 L-乳酸得率计算 

纤维素 L-乳酸得率计算方法及公式见 2.2.6。 

3.2.7  纤维素 L-乳酸转化率计算 
纤维素 L-乳酸转化率计算方法及公式见 2.2.7。 

3.3  结果与讨论 

3.3.1  棉籽蛋白表征 
为了验证棉籽蛋白作为高手性乳酸发酵有机氮源来源的可行性，分别测定其粗蛋白

和乳酸含量，并列出了成本价格（表 3.3）。 

 

表 3.3  棉籽蛋白表征 

Table 3.3  Characterizations of cottonseed protein 

ND 代表试剂盒未检测到。 

 

表 3.3 所示，棉籽蛋白的价格为$1.27/kg，粗蛋白含量为干物质的 54.5%，且本身不

含有任何乳酸。这表明棉籽蛋白价格低廉，粗蛋白含量较高，且没有引入混合手性乳酸

的风险，是可用于高手性乳酸发酵的优质氮源来源。 
3.3.2  棉籽蛋白酶水解与摇瓶纤维素 L-乳酸发酵 

为了探究不同种类的蛋白酶对棉籽蛋白水解程度及后续乳酸发酵的影响，本部分分

别选取了三种中性蛋白酶、两种碱性蛋白酶、一种木瓜蛋白酶和一种胰蛋白酶，棉籽蛋

白在酶水解后进行添加，以试剂级的酵母浸粉+蛋白胨作为目标对照，在摇瓶中进行了

纤维素 L-乳酸发酵（图 3.4）。 
图 3.4（a）所示，以试剂级的酵母浸粉+蛋白胨为有机氮源，摇瓶发酵 72 h 乳酸产

量为 69.5 g/L；以棉籽蛋白为有机氮源来源，分别利用中性蛋白酶、碱性蛋白酶、木瓜

蛋白酶及胰蛋白酶在水解 24 h 后进行添加，其 L-乳酸发酵 72 h 结果如下：中性蛋白酶

-1 为 18.0 g/L，中性蛋白酶-2 为 19.5 g/L，中性蛋白酶-3 为 21 g/L，碱性蛋白酶-1 为 49.5 
g/L，碱性蛋白酶-2 为 52.5 g/L，木瓜蛋白酶为 16.5 g/L，胰蛋白酶为 38 g/L。可以看出，

碱性蛋白酶-2 水解条件下乳酸发酵产量较高（52.5 g/L），但和试剂级的酵母浸粉+蛋白

胨乳酸发酵产量（69.5 g/L）相比仍有较大差距。 
由于本实验所用菌株 P. acidilactici ZY271 在前 24 h 发酵速率较快，乳酸菌生长较

好，因此选择发酵第 24 h 的细胞活力代表菌株生长情况。图 3.4（b）所示，细胞活力的

结果几乎和乳酸发酵效果同步，除试剂级的酵母浸粉+蛋白胨外，以两种碱性蛋白酶水

Nitrogen Price 

($/kg) 

Protein 

(% DM) 

Lactic acid 

(mg/g DM) 

L-lactic acid 

(mg/g DM) 

D-lactic acid 

(mg/g DM) 

Cottonseed protein 1.27 54.5 ± 1.1 ND ND ND 
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解下的棉籽蛋白为有机氮源乳酸菌的生长情况较好，发酵第 24 h 的细胞活力分别为：碱

性蛋白酶-1 为 25107 CFU/mL，碱性蛋白酶-2 为 28107 CFU/mL。 
 

 

（a）  Lactic acid                           （b）  Cell Viability 

 

（c）  Glutamic acid 

图 3.4  棉籽蛋白酶水解下摇瓶纤维素 L-乳酸发酵 

Fig. 3.4  Flask cellulosic L-lactic acid fermentation of cottonseed protein under enzyme hydrolysis 
Yeast extract + Peptone 为试剂级，用量为 15 g/L+10 g/L；Neutral proteinase-1 为诺维信中性蛋白酶，

Neutral proteinase-2 为夏盛中性蛋白酶，Neutral proteinase-3 为蔚蓝中性蛋白酶；Alkaline proteinase-

1 为夏盛碱性蛋白酶，Alkaline proteinase-2 为蔚蓝碱性蛋白酶；Papin 为夏盛木瓜蛋白酶，Trypsin 为

夏盛胰蛋白酶；蛋白酶的用量均为棉籽蛋白质量的 3%（g 酶/g 棉籽蛋白），棉籽蛋白添加量均为 20 

g/L；Cell Viability 测定时间为摇瓶发酵 24 h。 

250 mL 摇瓶 SSCF，25%（w/w）固含量，10%（v/v）接种量，发酵条件为 42 ℃和 150 rpm，发酵时

间为 72 h，无机盐添加为 2 g/L 柠檬酸氢二铵+0.25 g/L 一水硫酸锰。 

 

由于棉籽蛋白中谷氨酸为第一大氨基酸，约占棉籽蛋白总质量 10%[116]，因此本研

究考虑以水解后游离谷氨酸的浓度作为水解程度的重要指标，谷氨酸含量越高，说明水

解程度越好。图 3.4（c）所示，棉籽蛋白按照 1:4（w/w）的固液比在不同蛋白酶水解后，
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谷氨酸浓度分别如下：中性蛋白酶-1 为 0.4 g/L，中性蛋白酶-2 为 0.6 g/L，中性蛋白酶-
3 为 0.4 g/L，碱性蛋白酶-1 为 1.3 g/L，碱性蛋白酶-2 为 1.4 g/L，木瓜蛋白酶为 0.5 g/L，
胰蛋白酶为 0.7 g/L。可以看出，碱性蛋白酶的水解效果最佳，其次是胰蛋白酶，中性蛋

白酶和木瓜蛋白酶的水解效果最差。棉籽蛋白水解后的不同谷氨酸含量也对应了图 3.4
（a）中的乳酸发酵情况，谷氨酸含量越高，乳酸产量也越高，即谷氨酸的含量与乳酸产

量成正相关。 
以上结果表明，在相同酶用量的情况下，棉籽蛋白在碱性蛋白酶水解下其水解程度

较高，乳酸发酵效果也高于其他种类蛋白酶，其中碱性蛋白酶-2 水解下的乳酸发酵效果

最好，但距离有机氮源替换目标酵母浸粉+蛋白胨仍有较大差距。 
3.3.3  棉籽蛋白酸水解与摇瓶纤维素 L-乳酸发酵 

为了探究不同种类的酸对棉籽蛋白水解程度及后续乳酸发酵的影响，本部分分别选

取了两种无机强酸（硫酸、盐酸）和一种有机强酸（草酸），每种酸分别设置三个浓度梯

度，棉籽蛋白在酸水解后进行添加，试剂级的酵母浸粉+蛋白胨作为目标对照，在摇瓶

中进行了纤维素 L-乳酸发酵（图 3.5）。 
图 3.5（a）所示，以试剂级的酵母浸粉+蛋白胨为有机氮源，摇瓶发酵 72 h 乳酸产

量为 69.5 g/L；以棉籽蛋白为有机氮源来源，分别利用草酸、盐酸和硫酸在水解 24 h 后

进行添加，其 L-乳酸发酵 72 h 结果如下：3.75%（w/w）草酸为 14.5 g/L，6.25%（w/w）

草酸为 17.5 g/L，8.75%（w/w）草酸为 21 g/L；3.75%（w/w）盐酸为 46.0 g/L，6.25%
（w/w）盐酸为 54.5 g/L，8.75%（w/w）盐酸为 57.5 g/L；3.75%（w/w）硫酸为 17.0 g/L，
6.25%（w/w）硫酸为 42.5 g/L，8.75%（w/w）硫酸为 53.0 g/L。可以看出，以 8.75%（w/w）

盐酸水解条件下乳酸发酵产量最高（57.5 g/L），较试剂级的酵母浸粉+蛋白胨乳酸发酵

产量（69.5 g/L）相比低 17%左右。 
图 3.5（b）所示，细胞活力的结果几乎和乳酸发酵效果同步，除试剂级的酵母浸粉

+蛋白胨外，以盐酸水解下的棉籽蛋白为有机氮源乳酸菌的生长情况较好，其中 8.75%
（w/w）盐酸水解下乳酸发酵第 24 h 的细胞活力为 78107 CFU/mL，比较接近同一时间

点以试剂级的酵母浸粉+蛋白胨为有机氮源下的乳酸菌生长水平（105107 CFU/mL）。 
图 3.5（c）所示，棉籽蛋白按照 1:4（w/w）的固液比在不同蛋白酸水解后，游离谷

氨酸含量分别如下：3.75%（w/w）草酸为 1.7 g/L，6.25%（w/w）草酸为 1.4 g/L，8.75%
（w/w）草酸为 1.3 g/L；3.75%（w/w）盐酸为 2.4 g/L，6.25%（w/w）盐酸为 8.1 g/L，
8.75%（w/w）盐酸为 9.1 g/L；3.75%（w/w）硫酸为 0.8 g/L，6.25%（w/w）硫酸为 2.0 
g/L，8.75%（w/w）硫酸为 3.2 g/L。可以看出，盐酸的水解程度最强，其次分别是硫酸

和草酸。结合图 3.5（a），可以看出，在相同酸水解下的酸浓度越高，谷氨酸释放越多，

乳酸产量也越高，即谷氨酸的含量与乳酸产量成正相关。 
以上结果表明，棉籽蛋白在盐酸水解下其水解程度较高，乳酸发酵效果也高于硫酸

和草酸，其中 8.75%（w/w）盐酸水解后乳酸发酵产量已接近试剂级的酵母浸粉+蛋白胨

水平。 
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（a）  Lactic acid                           （b）  Cell Viability 

 

（c）  Glutamic acid 

图 3.5  棉籽蛋白酸水解下摇瓶纤维素 L-乳酸发酵 

Fig. 3.5  Flask cellulosic L-lactic acid fermentation of cottonseed protein under acid hydrolysis 

Yeast extract + Peptone 为试剂级，用量为 15 g/L+10 g/L；酸水解所用酸浓度分别为：3.75%（w/w）、

6.25%（w/w）、8.75%（w/w），棉籽蛋白添加量均为 20 g/L；Cell Viability 测定时间为摇瓶发酵 24 h。 

250 mL 摇瓶 SSCF，25%（w/w）固含量，10%（v/v）接种量，发酵条件为 42 ℃和 150 rpm，发酵时

间为 72 h，无机盐添加为 2 g/L 柠檬酸氢二铵+0.25 g/L 一水硫酸锰。 

 
值得注意的是，张等[116]利用 6 mol/L 的盐酸水解棉籽蛋白，其中谷氨酸总量约为干

物质的 10%，按照 1:5（w/w）的固液比，105 ℃下完全水解棉籽蛋白 20 h 后得到约 23.9 
g/L 的谷氨酸。本实验中若以占棉籽干物质 10%的谷氨酸计，按照 1:4（w/w）的固液比，

则完全水解后理论应得到 25.0 g/L 的谷氨酸，而 8.75%（w/w）盐酸水解后仅得到 9.1 g/L
的谷氨酸，实际水解程度不到一半，对于棉籽蛋白的利用程度依旧较低。这里并没有继

续提高酸浓度或是水解温度，主要是考虑工业应用带来的腐蚀以及能耗增加等问题。 

3.3.4  棉籽蛋白不同水解方式下生物反应器纤维素 L-乳酸发酵及成本评价 

根据 3.3.2 和 3.3.3 摇瓶实验的结论，棉籽蛋白分别在盐酸、碱性蛋白酶和硫酸水解

下乳酸发酵产量较高。考虑到无机酸酸性太强会对工业水解反应器造成严重腐蚀，因此
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本节中选取 6.25%（w/w）酸浓度进行水解，在 5 L 生物反应器上进行纤维素 L-乳酸

SSCF 对比（图 3.7）。表 3.8 为不同水解方式下 L-乳酸发酵及成本评价。 
图 3.6 所示，（a）、（b）、（c）图分别为棉籽蛋白在碱性蛋白酶、硫酸和盐酸水解 24 

h 的颜色。酶水解后为黄色，接近于棉籽蛋白本身的颜色，硫酸水解后为棕红色，盐酸

水解后为棕黑色。由于酶水解方式较为温和，而酸水解均在高温下进行，高温及长时间

的水解使棉籽蛋白中的少量游离棉酚释放出来，继而与氨基酸发生美拉德反应[117]，这是

一种非酶褐变反应，随着水解程度的增加，反应越剧烈，水解颜色也就越深。因此从棉

籽蛋白的不同水解颜色也可以看出，盐酸的水解程度最强，其次分别是硫酸和碱性蛋白

酶。 
 

 
图 3.6  棉籽蛋白不同水解方式下颜色对比 

Fig. 3.6  Color contrast of cottonseed protein under different hydrolysis methods 

（a）图为 3%（g 酶/g 棉籽蛋白）蔚蓝碱性蛋白酶水解情况，水解条件：50 ℃、24 h、150 rpm；（b）

图为 6.25%（w/w）硫酸溶液水解情况，水解条件：90 ℃、24 h、150 rpm；（c）图代表 6.25%（w/w）

盐酸溶液水解情况，水解条件：90 ℃、24 h、150 rpm。 

 
图 3.7 所示，初始葡萄糖和木糖浓度分别约为 60 g/L 和 20 g/L，初始 L-乳酸浓度约

为 0.6 g/L。在发酵 72 h 后，三组水解方式下木糖均消耗完毕，但 L-乳酸产量和剩余葡

萄糖浓度有较大差异，其中：盐酸水解方式下葡萄糖剩余 4.8 g/L，L-乳酸产量为 93.4 
g/L；硫酸水解方式下葡萄糖剩余 22.9 g/L，L-乳酸产量为 94.0 g/L；碱性蛋白酶水解方

式下葡萄糖剩余 38.7 g/L，L-乳酸产量为 67.0 g/L。发酵 48 h，L-乳酸发酵速率分别如

下：盐酸水解方式下为 1.89 g/L/h，硫酸水解方式下为 1.67 g/L/h，碱性蛋白酶水解方式

下为 1.19 g/L/h。 
以上结果表明，棉籽蛋白碱性蛋白酶水解方式下最终 L-乳酸产量最低，剩余葡萄糖

浓度也最大，酶水解方式下不利于 L-乳酸发酵。硫酸和盐酸水解方式下最终 L-乳酸产

量非常接近，但 48 h 内盐酸水解方式下乳酸发酵速率较高，最终剩余葡萄糖浓度也较

低，表明盐酸水解方式下乳酸菌生长更好。对比表 2.2 中常见有机氮源的 L-乳酸发酵评

价，硫酸和盐酸水解下的最终 L-乳酸产量（94.0 g/L、93.4 g/L）已接近试剂级酵母浸粉

+蛋白胨的发酵产量（105.0 g/L），表明以棉籽蛋白水解液替换酵母浸粉+蛋白胨是可行
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的且效果不错。 
三组水解方式下 L-乳酸发酵手性度均≥99.0%，表明以棉籽蛋白为有机氮源来源完

全可以满足乳酸发酵高手性度的要求。 
 

 
图 3.7  棉籽蛋白不同水解方式下生物反应器纤维素 L-乳酸发酵 

Fig. 3.7  Bioreactor cellulosic L-lactic acid fermentation of cottonseed protein under different hydrolysis 

methods 

碱性蛋白酶（蔚蓝）用量为 3%（g 酶/g 棉籽蛋白），硫酸溶液和盐酸溶液浓度为 6.25%（w/w）；5 L

生物反应器 SSCF，25%（w/w）固含量，10%（v/v）接种量，发酵条件为 42 ℃和 150 rpm，发酵时间为

72 h；无机盐添加为 2 g/L 柠檬酸氢二铵+0.25 g/L 一水硫酸锰，棉籽蛋白添加量为 20 g/L。 

 

在实际工业乳酸生产中，如果以盐酸作为棉籽蛋白的酸水解方式，考虑到盐酸的酸

性要远高于硫酸，在水解过程中会对水解反应器造成严重的腐蚀，不利于工业化应用。 
因此本研究在综合考虑后，最终选择 6.25%（w/w）硫酸作为酸水解的方式，但以 6.25%
（w/w）硫酸水解方式下 L-乳酸发酵最终剩余大量葡萄糖（22.9 g/L），而残糖的存在会

给 L-乳酸的聚合带来极大的困难，所以下一章的研究内容主要为如何在硫酸水解方式

下，进一步降低发酵残糖。 
表 3.8 所示，以棉籽蛋白作为有机氮源来源，碱性蛋白酶水解方式下乳酸生产的有
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机氮源成本为$0.28/kg，乳酸发酵的得率和转化率分别为 54.5%、0.21 g/g DM；硫酸水

解方式下乳酸生产的有机氮源成本为$0.19/kg，乳酸发酵的得率和转化率分别为

79.9%、0.30 g/g DM；盐酸水解方式下乳酸生产的有机氮源成本为$0.19/kg，乳酸发酵

的得率和转化率分别为 79.4%、0.30 g/g DM。可以看出，碱性蛋白酶水解方式下乳酸

发酵的得率和转化率均较低，而硫酸和盐酸水解方式下乳酸发酵的得率和转化率近乎

一致。以硫酸和盐酸水解下的棉籽蛋白为有机氮源的成本均为$0.19/kg，相比工业级酵

母浸粉+蛋白胨的乳酸生产有机氮源成本（$2.62/kg）至少便宜了 90%，且满足高手性

乳酸发酵的要求，可见其应用前景广阔。 
 

表 3.8  不同水解方式下纤维素 L-乳酸发酵及成本评价 

Table 3.8  Fermentation and cost evaluation of cellulosic L-lactic acid under different hydrolysis 

methods 

 Alkaline protease Sulfuric acid Hydrochloric acid 

Nitrogen cost  

($/kg lactic acid product) 
0.28 0.19 0.19 

Lactic acid (g/L) 67.0 ± 4.3 94.0 ± 1.7 93.4 ± 2.7 

Chiral purity (% L-form) 99.5 ± 0.0 99.7 ± 0.0 99.6 ± 0.0 

Yield (%) 54.5 ± 0.5 79.9 ± 0.5 79.4 ± 0.8 

Conversion (g/g DM) 0.21 ± 0.01 0.30 ± 0.00 0.30 ± 0.00 

碱性蛋白酶（蔚蓝）用量为 3%（g 酶/g 棉籽蛋白），硫酸溶液和盐酸溶液浓度为 6.25%（w/w）；棉

籽蛋白添加量为 20 g/L。 

 

3.4  本章小结 

本章节选取了棉籽蛋白作为高手性乳酸发酵的有机氮源来源，并探究了不同水解方

式对棉籽蛋白水解程度及乳酸发酵的影响，主要结论如下： 
（1）对棉籽蛋白进行表征，结果表明棉籽蛋白粗蛋白含量较高且不含乳酸存在。 
（2）在摇瓶实验中探究了酶水解和酸水解对棉籽蛋白水解程度及 L-乳酸发酵的影

响，得出在酶水解中碱性蛋白酶的水解及乳酸发酵效果较好，酸水解中硫酸和盐酸的水

解及乳酸发酵效果较好。 
（3）分别选取了碱性蛋白酶、盐酸和硫酸这三种水解方式，在生物反应器上进行乳

酸发酵放大验证。结果表明碱性蛋白酶水解方式下 L-乳酸发酵及棉籽蛋白水解程度均较

差，盐酸和硫酸水解方式下的 L-乳酸发酵最终产量几乎一致，其中盐酸对棉籽蛋白的水

解程度更强，L-乳酸发酵残糖也较少。但考虑到盐酸的腐蚀性太强，且盐酸中的氯元素

在后期乳酸纯化过程中很难被去除，最终选择以硫酸水解的方式。 
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第 4 章  无机氮源优化及乳酸发酵技术经济评价 

4.1  引言 

氮源一般可以分为有机氮源和无机氮源，主要用来构成菌体细胞物质（氨基酸、蛋

白质等）及含氮代谢物。在微生物生长中，有机氮源因含有丰富的蛋白质、多肽和游离

氨基酸，在菌体生长中起主要作用，而无机氮源作为氮源的重要补充，微生物对它们的

吸收利用比有机氮源快，无机氮源的缺乏往往会导致菌体生长及对糖的代谢缓慢。 
在第 3 章的工作中，以棉籽蛋白硫酸水解液为有机氮源的 L-乳酸发酵产量基本达到

了酵母浸粉和蛋白胨的水平，但发酵过程产生的大量残糖将为后期的乳酸聚合工作带来

极大的困难[32]，而这些残糖也很难通过常规的分离纯化步骤进行去除[118]。在本研究所

使用的 P. acidilactici ZY271 乳酸发酵培养基中，以酵母浸粉和蛋白胨为有机氮源的前提

下，仅需添加少量的无机氮源即可满足 P. acidilactici ZY271 的生长代谢。而在以棉籽蛋

白水解液为有机氮源下，由于棉籽蛋白本身所含的营养物质不如酵母浸粉和蛋白胨丰富，

原来添加的少量无机氮源可能无法满足 P. acidilactici ZY271 的生长代谢，而增加有机氮

源（棉籽蛋白）的添加量会带来更大的成本，因此本研究考虑通过补加廉价的无机氮源

来促进 P. acidilactici ZY271 的生长代谢，从而达到降低残糖的目的。 
本章的主要研究内容为以棉籽蛋白硫酸水解液为有机氮源，探究无机氮源的添加量

及添加种类对乳酸发酵残糖的影响，并对不同氮源组合下纤维素 L-乳酸发酵过程作初步

的技术经济评价。 

4.2  材料和方法 

4.2.1  原料、酶和试剂 
所用小麦秸秆、纤维素酶及糖化酶见 2.2.1。 
棉籽蛋白（脱酚）购自青岛科瑞培养基（山东，中国）。 
硫酸、柠檬酸氢二铵、硫酸铵、柠檬酸三钠等购自国药集团。 
所用原料及试剂均由当地供应商提供报价，美元对人民币的汇率被设定为 6.3 元。 

4.2.2  菌种和培养基 
L-乳酸发酵菌株为 P. acidilactici ZY271，生物脱毒菌株为 P. variotii FN89，其来源

及培养基均见 2.2.2。 
4.2.3  纤维素 L-乳酸发酵 

P. acidilactici ZY271 种子液培养与生物反应器 SSCF 见 2.2.4，摇瓶 SSCF 见 3.2.4。 
4.2.4  棉籽蛋白酸水解 

棉籽蛋白酸水解方法见 3.2.5，采用硫酸进行水解，硫酸溶液浓度为 6.25%（w/w）。 
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4.2.5  分析方法 
葡萄糖、木糖、乳酸、粗蛋白、D-/L-乳酸手性度测定方法见 2.2.5。 

4.2.6  纤维素 L-乳酸得率计算 

纤维素 L-乳酸得率计算方法及公式见 2.2.6。 

4.2.7  纤维素 L-乳酸转化率计算 
纤维素 L-乳酸转化率计算方法及公式见 2.2.7。 

4.3  结果与讨论 

4.3.1  摇瓶无机氮源优化 
本研究所使用的简化 MRS 培养基是以柠檬酸氢二铵作为无机氮源进行添加，以此

为基础，本章节主要选取了三种无机氮源及组合：柠檬酸氢二铵、硫酸铵、柠檬酸三钠

+硫酸铵。添加硫酸铵是因为其工业应用较广且非常廉价（表 4.1），而文献中曾报道柠

檬酸盐在乳酸代谢中起着重要的作用[119]，因此柠檬酸三钠+硫酸铵的组合是为了验证柠

檬酸盐的添加是否有助于乳酸发酵。 
 

表 4.1  无机氮源及盐价格 

Table 4.1  Price of inorganic nitrogen sources and salts 

Diammonium hydrogen citrate 为柠檬酸氢二铵，Ammonium sulfate 为硫酸铵，Trisodium citrate 为柠檬

酸三钠。 

 
以棉籽蛋白硫酸水解液为有机氮源，首先在摇瓶中进行不同无机氮源及组合添加下

的纤维素 L-乳酸 SSCF（图 4.2）。 
图 4.2 所示，（a-1）图中随着柠檬酸氢二铵的添加量从 2 g/L 到 10 g/L，摇瓶发酵 L-

乳酸最终产量分别为：42.3 g/L、45.0 g/L、45.0 g/L、46.7 g/L、49.3 g/L，添加 10 g/L 柠

檬酸氢二铵后 L-乳酸最高产量为 49.3 g/L；（b-1）图中随着硫酸铵的添加量从 2 g/L 到

10 g/L，摇瓶发酵 L-乳酸最终产量分别为：39.0 g/L、43.8 g/L、45.0 g/L、45.5 g/L、46.5 
g/L，添加 10 g/L 硫酸铵后 L-乳酸最高产量为 46.5 g/L；（c-1）图中随着柠檬酸三钠+硫

酸铵的组合添加量从 5 g/L+2 g/L 到 5 g/L+10 g/L，摇瓶发酵 L-乳酸最终产量分别为：

42.5 g/L、48 g/L、49.5 g/L、49.0 g/L、48.5 g/L，添加 5 g/L 柠檬酸三钠+6 g/L 硫酸铵后

L-乳酸最高产量为 49.5 g/L。 
 

 

Nitrogen and salt Price ($/ton) 

Diammonium hydrogen citrate 3166.11 

Ammonium sulfate 87.07 

Trisodium citrate 1111.11 
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（a-1）                               （a-2） 

 

（b-1）                               （b-2） 

  

（c-1）                               （c-2）              

图 4.2  不同无机氮及组合下摇瓶纤维素 L-乳酸发酵 

Fig. 4.2  Flask cellulosic L-lactic acid fermentation under different inorganic nitrogen sources and 

combinations 

（a）图代表单独添加柠檬酸氢二铵，添加量为 2 g/L、4 g/L、6 g/L、8 g/L、10 g/L；（b）图代表单独添加

硫酸铵，添加量为 2 g/L、4 g/L、6 g/L、8 g/L、10 g/L；（c）图代表添加柠檬酸三钠+硫酸铵组合，添加量

为 5 g/L+2 g/L、5 g/L+4 g/L、5 g/L+6 g/L、5 g/L+8 g/L、5 g/L+10 g/L； 

250 mL 摇瓶 SSCF，25%（w/w）固含量，10%（v/v）接种量，发酵条件为 42 ℃和 150 rpm，发酵时间为

72 h；有机氮源添加为 20 g/L 棉籽蛋白，6.25%（w/w）硫酸条件下水解；额外无机盐添加：0.25 g/L 一水

硫酸锰。 
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（a-2）图中随着柠檬酸氢二铵的添加量从 2 g/L 到 10 g/L，摇瓶发酵剩余葡萄糖浓

度分别为：62.3 g/L、58.0 g/L、58.3 g/L、56.8 g/L、53.5 g/L，剩余木糖浓度分别为：18.0 
g/L、15.5 g/L、15.5 g/L、16.5 g/L、14.5 g/L，添加 10 g/L 柠檬酸氢二铵后剩余最低葡萄

糖+木糖浓度为 68.0 g/L；（b-2）图中随着硫酸铵的添加量从 2 g/L 到 10 g/L，摇瓶发酵

剩余葡萄糖浓度分别为：62.8 g/L、58.8 g/L、58.0 g/L、57.3 g/L、55.8 g/L，剩余木糖浓

度分别为：18.5 g/L、17.3 g/L、16.5 g/L、17.0 g/L、15.5 g/L，添加 10 g/L 硫酸铵后剩余

最低葡萄糖+木糖浓度为 71.3 g/L；（c-2）图中随着柠檬酸三钠+硫酸铵的组合添加量从 5 
g/L+2 g/L 到 5 g/L+10 g/L，摇瓶发酵剩余葡萄糖浓度分别为：61.0 g/L、54.3 g/L、51.5 
g/L、54.0 g/L、55.0 g/L，剩余木糖浓度分别为：18.0 g/L、16.5 g/L、15.0 g/L、15.5 g/L、
16.0 g/L，添加 5 g/L 柠檬酸三钠+6 g/L 硫酸铵后剩余最低葡萄糖+木糖浓度为 66.5 g/L。 

不同无机氮源及组合的最高乳酸产量分别如下：5 g/L 柠檬酸三钠+6 g/L 硫酸铵最

高 L-乳酸浓度为 49.5 g/L，10 g/L 柠檬酸氢二铵最高 L-乳酸浓度为 49.3 g/L，10 g/L 硫

酸铵最高 L-乳酸浓度为 46.5 g/L，可以看出，最高 L-乳酸的产量并无明显差异。 
不同无机氮源及组合的剩余最低残糖分别如下：5 g/L 柠檬酸三钠+6 g/L 硫酸铵剩

余最低葡萄糖+木糖浓度为 66.5 g/L，10 g/L 柠檬酸氢二铵剩余最低葡萄糖+木糖浓度为

68.0 g/L，10 g/L 硫酸铵剩余最低葡萄糖+木糖浓度为 71.3 g/L。 
此外，对于具体的无机氮源及组合，增加无机氮源的添加量对于 L-乳酸产量影响不

大，但相比之下对糖的消耗更大。以添加柠檬酸氢二铵为例，添加量从 2 g/L 增加到 10 
g/L，乳酸产量仅增加了 7 g/L，相比之下葡萄糖消耗了约 9 g/L、木糖消耗了 3.5 g/L，而

1 g 葡萄糖或木糖转化为乳酸的理论得率均为 100%，消耗的糖转化为乳酸的实际得率仅

为 56%，这表明乳酸菌利用更多的糖进行细胞生长，而并未进行产物合成。 
摇瓶发酵剩余的总糖较生物反应器要多，这可能是由于二者在 pH 和温度调控上存

在差距。生物反应器是自动流加氢氧化钙进行 pH 调控且罐体保温效果较好，而摇瓶发

酵是预先加入一定量的碳酸钙进行 pH 调控，且摇床内温度分布可能不均，从而导致摇

瓶 L-乳酸发酵效果整体较差。 
4.3.2  生物反应器无机氮源优化验证 

为了进一步验证 4.3.1 中摇瓶发酵的结论，本研究分别选取了三组表现最佳的无机

氮源及组合：10 g/L 柠檬酸氢二铵、10 g/L 硫酸铵、5 g/L 柠檬酸三钠+6 g/L 硫酸铵，在

5 L 生物反应器上进行纤维素 L-乳酸 SSCF 验证（图 4.3），对照组无机氮源为 2 g/L 柠

檬酸氢二铵。 
图 4.3 所示，初始葡萄糖约为 60 g/L，初始木糖约为 20 g/L，初始 L-乳酸约为 0.5g/L，

发酵 72 h 后 L-乳酸手性度均≥99%。在发酵 72 h 后，四组无机盐添加条件下木糖均消

耗完毕，L-乳酸产量均为 95 g/L 左右，剩余葡萄糖浓度如下：添加 2 g/L 柠檬酸氢二铵

为 22.9 g/L，添加 10 g/L 柠檬酸氢二铵为 2.5 g/L，添加 10 g/L 硫酸铵为 3.5 g/L，添加 5 
g/L 柠檬酸三钠+6 g/L 硫酸铵为 3.6 g/L。 

可以看出，不同无机氮源及组合添加下 L-乳酸的产量几乎一致，表明无机氮源的添
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加并不能提升最终 L-乳酸发酵产量。仅添加 2 g/L 的柠檬酸氢二铵乳酸发酵剩余大量葡

萄糖（22.9 g/L），而增加无机氮盐的含量（10 g/L 柠檬酸氢二铵、10 g/L 硫酸铵、5 g/L
柠檬酸三钠+6 g/L 硫酸铵）乳酸发酵最终剩余 2-4 g/L 葡萄糖，表明增加无机氮盐的添

加量有利于残糖的降低，但改变无机氮盐的添加种类没有带来显著差异，再结合表 4.1
中无机氮源及盐价格，10 g/L 硫酸铵有着最低添加价格（$0.00087/L），因此最终选择 10 
g/L 硫酸铵作为无机氮源进行添加。 

 

 
图 4.3  不同无机氮源及组合下生物反应器纤维素 L-乳酸发酵 

Fig. 4.3  Bioreactor cellulosic L-lactic acid fermentation under different inorganic nitrogen sources and 

combinations 

DHC 代表柠檬酸氢二铵（Diammonium hydrogen citrate），AS 代表硫酸铵（Ammonium sulfate），TC 代

表柠檬酸三钠（Trisodium citrate）。 

5 L 生物反应器 SSCF，25%（w/w）固含量，10%（v/v）接种量，发酵条件为 42 ℃和 150 rpm，发酵时间

为 72 h；有机氮源添加为 20 g/L 棉籽蛋白，6.25%（w/w）硫酸条件下水解；额外无机盐添加：0.25 g/L 一

水硫酸锰。 
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4.3.3  不同氮源组合下纤维素 L-乳酸发酵评价 
为了进一步评价本研究中完成的各项氮源优化对纤维素 L-乳酸发酵的影响，以本实

验室的 Liu[110]在之前使用玉米浆干粉为廉价有机氮源完成的纤维素 L-乳酸发酵为基础

案例，表 4.4 为 Liu[110]与本研究在不同氮源组合下的纤维素乳酸生产参数对比。 
 

表 4.4  不同氮源组合下纤维素 L-乳酸发酵评价 

Table 4.4  Evaluation of fermentation performance of cellulosic L-lactic acid in different 

combinations of nitrogen sources 

Case 2 中 Yeast extract + Peptone 均为工业级；Case 3 中棉籽蛋白为 6.25%（w/w）硫酸水解。 

 

表 4.4 所示，首先案例 2 与案例 3 对比，案例 3 中棉籽蛋白水解液+硫酸铵的氮源

组合发酵 72 h 的 L-乳酸产量为 96.5 g/L，L-乳酸转化率为 0.31 g/g DM，L-乳酸得率为

82.0%，L-乳酸手性度为 99.7%；案例 2 中工业级的酵母浸粉和蛋白胨+柠檬酸氢二铵的

氮源组合发酵 72 h 的 L-乳酸产量为 102.0 g/L，L-乳酸转化率为 0.32 g/g DM，L-乳酸得

率为 83.6%，L-乳酸手性度为 99.5%。结果表明，廉价氮源的组合已基本达到了和昂贵

氮源组合相同的发酵水平，并且实现了 L-乳酸的高手性度。 
案例 1 和案例 3 对比，虽然案例 1 中 L-乳酸产量为 104.5 g/L，高于案例 3 中 95.3 

g/L 的乳酸产量，但由于案例 1 中使用了更高的固含量，这意味着利用了更多的木质纤

 Case 1 Case 2 Case 3 

Strain P. acidilactici TY112 P. acidilactici ZY271 P. acidilactici ZY271 

Xylose utilization No Yes Yes 

Raw feedstock Corn stover Wheat straw Wheat straw 

Total solids loading 30% (w/w) 25% (w/w) 25% (w/w) 

Nitrogen sources    

Organic nitrogen 

sources 

20 g/L Dried corn 

Steep liquor powder 

15 g/L Yeast extract + 

10 g/L Peptone 

20 g/L Cottonseed 

protein hydrolysate 

Inorganic nitrogen 

sources 

2 g/L Diammonium 

phosphate 

2 g/L Diammonium 

hydrogen citrate 

10 g/L Ammonium 

sulfate 

SSCF period (h) 72 72 72 

Titer (g/L) 104.5 102.0 96.5 

Conversion  

(g/g DM) 
0.27 0.32 0.31 

Yield (%) 71.5 83.6 82.0 

Productivity (g/L/h) 1.45 1.42 1.32 

Chiral purity (% L-form) 95.3 99.5 99.7 

References [110] This study This study 
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维素原料。案例 1 中 L-乳酸转化率为 0.27 g/g DM，L-乳酸得率为 71.5%，均低于案例 3
的水平，并且案例 1 中所用发酵菌株不能利用木糖，这也导致了木质纤维素原料中的可

发酵糖无法被充分利用。其次由于案例 1 使用的有机氮源为玉米浆干粉，导致其 L-乳酸

手性度只有 95.3%，低于案例 3 的 L-乳酸手性度（99.7%），这表明案例 1 无法实现高手

性 L-乳酸发酵，生产的乳酸也就不具备工业聚合的价值。 

4.3.4  不同氮源组合下纤维素 L-乳酸技术经济评价 
本技术经济评价继续以本实验室 Liu[110]的工作为基础案例，表 4.5 计算了纤维素乳

酸发酵过程中所需的主要工业用水，表 4.6 计算了生产 1 kg 纤维素 L-乳酸所需的最低

成本。 
表 4.5 所示，纤维素乳酸生产过程中所需的主要工业用水包括：预处理所需配置的

酸溶液、预处理过程中消耗的蒸汽、植物蛋白水解所需配置的酸溶液及乳酸发酵过程中

所需的各类水等。案例 1 中生产 1 kg 乳酸所需的总工业用水为 6.71 kg；案例 2 中生产

1 kg 乳酸所需的总工业用水为 7.29 kg；案例 3 中生产 1 kg 乳酸所需的总工业用水为 8.10 
kg。 

 
表 4.5  纤维素 L-乳酸生产的主要工业用水 

Table 4.5  Main plant water usage for cellulosic L-lactic acid production 

 Case-1 Usage  

(kg/kg lactic acid 

product) 

Case-2 Usage  

(kg/kg lactic acid 

product) 

Case-3 Usage  

(kg/kg lactic acid 

product) 

Pretreatment 2.53 2.13 2.21 

Sulfuric acid solution   1.30   1.09   1.13 

Steam   1.23   1.04   1.08 

Protein hydrolysis / / 0.59 

Lactic acid SSCF 4.18 5.16 5.30 

Seed solution   0.65   0.73   0.75 

Alkali solution   0.72   0.47   0.46 

Other water   2.81   3.96   4.09 

Total usage 6.71 7.29 8.10 

Case 1 对应 Liu[110]的研究，氮源组合为玉米浆干粉+磷酸氢二铵；Case 2 对应本文的研究，氮源组合

为工业级的酵母浸粉和蛋白胨+柠檬酸氢二铵；Case 3 对应本文的研究，氮源组合为棉籽蛋白水解液

+硫酸铵；预处理酸用量为 3.8%（w/w），假定预处理及生物脱毒后的物料含水量均为 45.5%；Seed 

solution 为乳酸菌种子液，接种量为 10%（v/v），Alkali solution 为调节乳酸发酵 pH 所用的碱溶液，

Other water 为调节 SSCF 固含量所用的水。 

 

可以看出，案例 2、3 比案例 1 用水量多，主要是由于案例 2、3 发酵的固含量较低，
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因此发酵过程需要更多的水来降低固含量。案例 3 较案例 2 中多余的用水量主要集中在

植物蛋白水解所需配置的酸溶液，事实上，案例 3 中每 1 L 的发酵体系需要添加 80 mL
的棉籽蛋白水解液，差不多接近了乳酸菌种子液的用量（100 mL）。 

 
表 4.6  不同氮源组合下纤维素 L-乳酸生产的最低成本 

Table 4.6  Minimum cost of cellulosic L-lactic acid production in different combinations of nitrogen 

sources 

Case 1 对应 Liu[110]的研究，氮源组合为玉米浆干粉+磷酸氢二铵；Case 2 对应本文的研究，氮源组合

为工业级的酵母浸粉和蛋白胨+柠檬酸氢二铵；Case 3 对应本文的研究，氮源组合为棉籽蛋白水解液

+硫酸铵；纤维素酶价格参考 Liu[110]在 Aspen Plus 平台基于 NREL 所计算的自产纤维素酶价格，约

为$4.34/kg protein，非酶转化成本参考 Liu[110]在 Aspen Plus 平台基于 NREL 计算所得，其中酸水解

的转化费用相对高一些，其余原料价格均由当地供应商提供报价。 

 

表 4.6 所示，纤维素乳酸的主要生产成本包括：秸秆原料、纤维素酶、氮源以及非

酶转化成本。由于商业纤维素酶的成本非常昂贵，价格为$20-25/kg protein，未来的纤维

素乳酸工业化生产必须要实现纤维素酶的在位生产，因此这里的纤维素酶成本参考

Liu[110]在 Aspen Plus 平台基于 NREL 所计算的自产纤维素酶价格，约为$4.34/kg protein。
案例 1、2、3 乳酸的最低总生产成本分别为$0.584/kg、 $3.241/kg、 $0.813/kg，其中有

 Case 1 Case 2 Case 3 

Minimum lactic acid 

cost 

$0.584/kg lactic acid 

product 

$3.241/kg lactic acid 

product 

$0.813/kg lactic acid 

product 

Feedstock 
$0.237/kg lactic acid 

product 

$0.276/kg lactic acid 

product 

$0.286/kg lactic acid 

product 

Enzyme 
$0.130/kg lactic acid 

product 

$0.101/kg lactic acid 

product 

$0.104/kg lactic acid 

product 

Organic nitrogen 
$0.009/kg lactic acid 

product 

$2.624/kg lactic acid 

product 

$0.193/kg lactic acid 

product 

Inorganic nitrogen 
$0.016/kg lactic acid 

product 

$0.045/kg lactic acid 

product 

$0.007/kg lactic acid 

product 

Sulfuric acid / / 
$0.005/kg lactic acid 

product 

CaCO3 / / 
$0.004/kg lactic acid 

product 

None-enzyme 

conversion 

$0.192/kg lactic acid 

product 

$0.195/kg lactic acid 

product 

$0.214/kg lactic acid 

product 

References [110] This study This study 
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机氮源的生产成本分别为$0.009/kg、$2.624/kg、$0.193/kg。 
可以看出，三组案例的总生产成本差异主要集中在有机氮源成本上。案例 1、3 中

使用的均为廉价氮源，因此成本非常低廉，由于玉米浆干粉有着更低的价格，因此案例

1 的乳酸总生产成本更为廉价；案例 2 中使用的为酵母浸粉+蛋白胨的昂贵氮源，占据

总生产成本的 80%以上，不具备工业应用的价值。 
根据 Wee 等[60]报道，未来用于工业聚乳酸生产的前体乳酸最低总生产成本应当低

于$0.8/kg，才能实现聚乳酸的低成本和大规模应用，而以棉籽蛋白水解液+硫酸铵的氮

源组合生产纤维素乳酸的最低总生产成本为$0.813/kg，因此还需要进一步地降低生产成

本。 

4.4  本章小结 

本章节的主要研究内容为通过优化无机氮源的添加量及添加种类，解决了以棉籽蛋

白硫酸水解液为有机氮源乳酸发酵过程中的残糖问题，为后期聚乳酸的合成提供了合格

原料，并对不同氮源组合下的乳酸发酵做技术经济评价。本章的主要结论如下： 
（1）在摇瓶和生物反应器中分别验证了不同无机氮源及组合的添加对发酵残糖的

影响，并综合考虑无机氮源的添加成本，最终选择廉价且发酵残糖较低的硫酸铵作为无

机氮源。 
（2）对本研究中不同氮源组合下的乳酸发酵做具体的发酵指标评价。其中以工业

级的酵母浸粉和蛋白胨+柠檬酸氢二铵的氮源组合发酵 72 h 的 L-乳酸产量为 102.0 g/L，
L-乳酸转化率为 0.32 g/g DM，L-乳酸得率为 83.6%，L-乳酸手性度为 99.5%；以棉籽蛋

白水解液+硫酸铵的氮源组合发酵 72 h 的 L-乳酸产量为 96.5 g/L，L-乳酸转化率为 0.31 
g/g DM，L-乳酸得率为 82.0%，L-乳酸手性度为 99.7%。棉籽蛋白水解液+硫酸铵的廉价

氮源组合基本实现了对酵母浸粉和蛋白胨的替换。 
（3）对本研究中不同氮源组合下的乳酸发酵进行初步的技术经济评价，其中以工

业级的酵母浸粉和蛋白胨+柠檬酸氢二铵的氮源组合生产高手性 L-乳酸的最低成本为

$3.241/kg，以棉籽蛋白水解液+硫酸铵的氮源组合生产高手性 L-乳酸的最低成本为

$0.813/kg。棉籽蛋白水解液+硫酸铵的廉价氮源组合极大地降低了乳酸发酵成本。 
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第 5 章  更多高手性乳酸发酵廉价有机氮源的探索 

5.1  引言 

作为高手性乳酸发酵的有机氮源应当尽可能的廉价，才能实现聚乳酸的低成本生产。

在第 3 章和第 4 章中已经基本实现了以棉籽蛋白水解液为有机氮源对酵母浸粉和蛋白胨

的替换，但由于棉籽蛋白是由未脱酚棉粕经脱酚加工得到，其作为氮源成本较酵母浸粉

和蛋白胨已经非常低廉，但相比于未脱酚棉粕，其价格依旧是未脱酚棉粕的 4-5 倍。 
未脱酚棉粕粗蛋白含量可达 40%以上，2019 年全球棉粕产量为 15.59 百万吨[120]。

未脱酚棉粕的主要用途为家禽饲料，由于其含有游离棉酚对蛋白质具有毒性，因此在饲

料中的配比受到限制，也基本不用作微生物发酵的有机氮源来源。 
与未脱酚棉粕相比，豆粕作为另一种产量更大、应用更广泛的廉价植物蛋白，其价

格与未脱酚棉粕相当，约为$0.32/kg。2019 年全球豆粕产量为 2.43 亿吨[121]，大豆的粗

蛋白含量为 30-50%，由于豆粕本身不含酚类物质，因此水解后可作为微生物发酵的有

机氮源直接添加。 
生物脱毒菌株 P. variotii FN89 除了对弱酸类、呋喃醛类抑制物有较强的降解能力外，

对酚类抑制物也有一定的降解能力[22]。除此之外，P. variotii FN89 由于其菌丝不易断裂，

在液态搅拌体系中生长良好，因此又可以对预处理物料中的抑制物进行液态脱毒。 
为了实现未脱酚棉粕在乳酸发酵有机氮源上的应用，本章节尝试利用生物脱毒菌株

P. variotii FN89 对未脱酚棉粕水解液进行脱酚处理。与前三章内容所采用的固态脱毒方

式不一样，本章节采用新的脱毒方式，即液态脱毒，探究 P. variotii FN89 在对未脱毒物

料进行液态脱毒的同时，是否能同时脱除未脱酚棉粕水解液的棉酚。因此，本章节的主

要内容为：（1）对未脱酚棉粕、豆粕进行表征，测定其粗蛋白和乳酸含量，并通过酸水

解的方式进行添加，探究其作为高手性乳酸发酵有机氮源的可行性；（2）尝试利用 P. 
variotii FN89 对未脱酚棉粕水解液和未脱毒物料同时进行液态脱毒，并在液态脱毒完成

后再进行纤维素 L-乳酸发酵；（3）在完成对未脱毒物料液态脱毒后，添加豆粕水解液作

为有机氮源进行纤维素 L-乳酸发酵；（4）在液态脱毒方式下，初步评价未脱酚棉粕水解

液和豆粕水解液作为有机氮源的纤维素 L-乳酸发酵效果、手性度及成本。 

5.2  材料和方法 

5.2.1  原料、酶和试剂 
所用小麦秸秆、纤维素酶及糖化酶见 2.2.1。 
豆粕购自中粮集团（上海，中国），未脱酚棉粕购自佳惠饲料（河北，中国）。 
硫酸、柠檬酸氢二铵等购自国药集团。 
所用原料及试剂均由当地供应商提供报价，美元对人民币的汇率被设定为 6.3 元。 
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5.2.2  菌种和培养基 
L-乳酸发酵菌株为 P. acidilactici ZY271，其来源及培养基均见 2.2.2；生物脱毒菌株

为 P. variotii FN89，其来源及短期保藏培养基均见 2.2.2。 
P. variotii FN89 液态脱毒种子培养基为 Synthetic-Medium（SM）培养基，包括：2 

g/L 磷酸二氢钾、0.5 g/L 氯化钙、1 g/L 硫酸铵、1 g/L 酵母浸粉（试剂级）、1 g/L 七水

合硫酸镁、20 g/L 葡萄糖。 
5.2.3  纤维素 L-乳酸发酵 

（1）摇瓶 SSCF 
摇瓶 SSCF 使用的原料来自固态脱毒方式，方法步骤见 3.2.3。 
（2）生物反应器 SSCF 
生物反应器 SSCF 使用的原料来自液态脱毒方式，由于液态脱毒首先需要对预处理

物料进行一定时间的糖化以降低体系粘稠度，方便后续液态脱毒过程所需的高搅拌转速，

因此调整后的生物炼制加工顺序为预处理、糖化、液态脱毒和发酵，具体方法如下： 
①预处理：干酸预处理方法见 2.2.3。 
②糖化：在 5 L 螺带搅拌式生物反应器[111]中进行糖化。首先，按照 25%（w/w）固

含量体系准备好所需的水和预处理后未脱毒物料。将反应器温度设置为 50 ℃、转速为

150 rpm，分别加入水、纤维素酶和物料，酶用量为 4 mg protein/DM，预糖化时间为 8 
h。 

③P. variotii FN89 种子液培养：取出一只装有冷冻干燥保种的 P. variotii FN89 菌种，

用 500 μL 无菌水溶解冻干菌粉，然后倒入 PDA 平板，37 ℃培养 3-5 天，作为第一代 P. 
variotii FN89 菌种。在第一代平板基础上用平板划线法划至另一块 PDA 平板，37 ℃继

续培养 3-5 天，作为第二代菌种。将第二代 P. variotii FN89 平板上的孢子用 10 mL 的

0.05%（w/w）的吐温 80 溶液充分洗脱，将孢子液按 10%（v/v）接种量接入新鲜 SM 培

养基中，37 ℃、300 rpm 培养 20 h 后为第三代菌种。 
④液态脱毒：将步骤②中得到的糖化液转移至带有六直叶 Rushton 搅拌桨的 3 L 生

物反应器中，随后按 10%（v/v）接种量接入第三代 P. variotii FN89 种子液，开始脱毒过

程。反应器温度设置为 37 ℃、转速为 750 rpm、通气量为 1 vvm，脱毒时间为 12-24 h，
整个过程 pH 不做调整和控制，脱毒结束后 pH 将升高 1-2 个点，当 pH 升至峰值后代表

脱毒结束。脱毒结束后立即将反应器温度设置为 50 ℃、转速为 150 rpm，并关闭通气，

由于 P. variotii FN89 在 50 ℃下无法存活，此过程的目的在于杀灭 P. variotii FN89，使其

无法在脱毒结束后开始利用大量可发酵糖进行生长代谢。 
⑤P. acidilactici ZY271 种子液培养：P. acidilactici ZY271 种子培养方法见 2.2.4。 
⑥纤维素 L-乳酸发酵：将 P. acidilactici ZY271 种子液按 10%（v/v）接种量接入脱

毒后的体系中，将反应器温度设置为 42 ℃、转速为 150 rpm，发酵时间 72 h，全过程用

25%（w/w）氢氧化钙调节 pH 为 5.5，每隔 24 h 取样检测糖耗、乳酸。 
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5.2.4  植物蛋白水解 
未脱酚棉粕、豆粕和棉籽蛋白均采用硫酸水解，方法见 3.2.4，考虑到豆粕的吸水性

较强，酸溶液太少不利于震荡均匀，因此固液比统一调整为 1:5（w/w），硫酸溶液浓度

为 6.25%（w/w）。 
未脱酚棉粕、豆粕和棉籽蛋白在发酵时与乳酸菌种子液同时添加，添加量均为 20 

g/L，即每 1 L 发酵体系添加 120 g 植物蛋白水解液，按照 1:5（w/w）的固液比，即 1 L
发酵体系含有 20 g 植物蛋白。 

5.2.5  分析方法 
葡萄糖、木糖、乙酸、糠醛、HMF、总酚、乳酸、粗蛋白及 D-/L-乳酸手性度测定

方法见 2.2.5。 
5.2.6  纤维素 L-乳酸得率计算 

纤维素 L-乳酸得率计算方法及公式见 2.2.6。 

5.2.7  纤维素 L-乳酸转化率计算 
纤维素 L-乳酸转化率计算方法及公式见 2.2.7。 

5.3  结果与讨论 

5.3.1  未脱酚棉粕和豆粕表征 
为了验证未脱酚棉粕、豆粕作为高手性乳酸发酵有机氮源来源的可行性，首先对这

两种廉价植物蛋白进行表征（表 5.1），并通过酸水解方式作为有机氮源进行添加，图 5.2
摇瓶纤维素 L-乳酸发酵，对照组有机氮源为棉籽蛋白水解液。 

 
表 5.1  未脱酚棉粕和豆粕表征 

Table 5.1  Characterizations of undephenolized cottonseed meal and soybean meal 

ND 代表试剂盒未检测到。 

 

表 5.1 所示，未脱酚棉粕、豆粕的价格均为$0.32/kg，相比棉籽蛋白$1.27/kg 的价格，

未脱酚棉粕、豆粕价格是棉籽蛋白价格的 25%左右，表明这两种植物蛋白首先在价格是

非常便宜的。未脱酚棉粕、豆粕的粗蛋白含量分别为干物质的 47.3%和 45.6%，粗蛋白

含量均在 40%以上，且未脱酚棉粕、豆粕均未检测出乳酸存在，表明这两种植物蛋白作

为高手性乳酸发酵有机氮源来源是完全可行的。 
图 5.2 所示，以棉籽蛋白水解液、未脱酚棉粕水解液和豆粕水解液为有机氮源摇瓶

Nitrogen 
Price 

($/kg) 

Protein 

(% DM) 

Lactic acid 

(mg/g DM) 

L-lactic acid 

(mg/g DM) 

D-lactic acid 

(mg/g DM) 

Undephenolized 

cottonseed meal 
0.32 47.3 ± 0.7 ND ND ND 

Soybean meal 0.32 45.6 ± 0.9 ND ND ND 
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乳酸发酵 72 h 的产量分别为 44.0 g/L、35.5 g/L 和 30.5 g/L。可以看出，对照组棉籽蛋白

的发酵效果最好，其次分别是未脱酚棉粕和豆粕，其中未脱酚棉粕中酚类抑制物并没有

对乳酸发酵产生强烈的抑制作用，接下来还需在生物反应器上进行验证。 
 

 
图 5.2  更多廉价有机氮源摇瓶纤维素 L-乳酸发酵 

Fig.5.2  Flask cellulosic L-lactic acid fermentation of more cheap organic nitrogen sources  

250 mL 摇瓶 SSCF，25%（w/w）固含量，10%（v/v）接种量，发酵条件为 42 ℃和 150 rpm，发酵时间为

72 h； 

有机氮源添加量均为 20 g/L，无机盐添加为 2 g/L 柠檬酸氢二铵+0.25 g/L 一水硫酸锰。 

 

5.3.2  以未脱酚棉粕水解液为有机氮源的生物脱毒验证及纤维素 L-乳酸发酵 
为了验证生物脱毒菌株 P. variotii FN89 是否能对酚类抑制物进行有效脱除，同时为

了节省时间和提高效率。本研究在利用 P. variotii FN89 对预处理后物料进行液态脱毒的

同时，加入未脱酚棉粕水解液，探究 P. variotii FN89 在对木质纤维素中主要抑制物进行

脱毒的同时，能否对未脱酚棉粕水解液中的酚类进行脱除，达到同步降解的效果。 
表 5.3 所示，利用生物脱毒菌株 P. variotii FN89 对未脱毒物料糖化液+未脱酚棉粕

水解液共同脱毒，其中乙酸、5-羟甲基糠醛和糠醛这三类抑制物全部来自于未脱毒物料

糖化液，总酚大部分来自于未脱毒物料糖化液，少量来自于未脱酚棉粕水解液。脱毒 0 
h 抑制物含量为：乙酸 10.04 mg/g DM、5-羟甲基糠醛 0.84 mg/g DM、糠醛 0.84 mg/g DM、

总酚 3.63 mg/g DM；脱毒 12 h 后抑制物含量为：乙酸、5-羟甲基糠醛和糠醛均未检测

出，总酚 3.89 mg/g DM。 
可以看出，在 12 h 的脱毒时间内，P. variotii FN89 实现了对乙酸、5-羟甲基糠醛和

糠醛的完全脱除，但对于酚类抑制物的降解能力较弱，总酚含量没有下降反而上升了一

点，这可能是由于未脱毒物料含有的酚类进一步释放所致。 
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表 5.3  未脱毒物料糖化液+未脱酚棉粕水解液共同液态脱毒 

Table 5.3  Joint liquid detoxification of undetoxicated saccharification liquid and undephenolized 

cottonseed meal hydrolysate 

ND 代表为检测出；  

脱毒 0 h 葡萄糖含量为 120.61 ± 1.93 mg/g DM，脱毒 12 h 葡萄糖含量为 133.45 ± 2.57 mg/g DM； 

脱毒 0 h 木糖含量为 85.73 ± 2.2 mg/g DM，脱毒 12 h 木糖含量为 84.19 ± 1.59 mg/g DM。 

 
值得注意的是，这里没有选择进一步延长脱毒时间，液态脱毒时间的延长会对酚类

抑制物有缓慢的降解，但随着乙酸等主要抑制物的脱除，P. variotii FN89 会开始利用大

量的可发酵糖进行生长代谢，这会造成可发酵糖尤其是木糖的大量损失，对于后期还要

进行乳酸发酵而言显然是不可行的。 
既然生物脱毒菌株 P. variotii FN89 在共同液态脱毒的有效时间内不能实现对酚类抑

制物的降解，本研究进一步考虑在完成只对未脱毒物料液态脱毒后，直接添加未脱酚棉

粕水解液进行纤维素 L-乳酸发酵（图 5.4），探究未脱酚棉粕中的酚类是否会影响乳酸发

酵。 
图 5.4 所示，分别代表未脱毒物料+未脱酚棉粕水解液共同完成液态脱毒后再进行

L-乳酸发酵，以及在完成只对未脱毒物料液态脱毒后，再添加未脱酚棉粕水解液进行 L-
乳酸发酵。两组实验条件下发酵初始葡萄糖均为 60 g/L 左右，初始木糖均为 40 g/L 左

右，初始 L-乳酸均为 0.5 g/L 左右。脱毒时添加未脱酚棉粕水解液发酵 72 h 结果如下：

剩余葡萄糖 32.6 g/L，剩余木糖 5.7 g/L，L-乳酸产量 71.4 g/L，L-乳酸手性度 99.4%；脱

毒后添加未脱酚棉粕水解液发酵 72 h 结果如下：剩余葡萄糖 22.2 g/L，剩余木糖 4.8 g/L，
L-乳酸产量 85.0 g/L，L-乳酸手性度 99.3%。 

可以看出，在完成只对未脱毒物料液态脱毒后，直接添加未脱酚棉粕水解液进行纤

维素 L-乳酸发酵效果更好，而未脱毒物料+未脱酚棉粕水解液共同完成液态脱毒后再进

行 L-乳酸发酵的 L-乳酸产量更低，剩余残糖也更多，这可能是由于 P. variotii FN89 在

共同脱毒期间内消耗了部分未脱酚棉粕水解液的有机氮源成分，从而导致后期乳酸发酵

时可利用的有机氮源成分减少。 
进一步地，两组实验条件下乳酸发酵均正常进行，可见棉酚的存在并没有对乳酸发

 Detoxification-0 h Detoxification-12 h 

Acetate (mg/g DM) 10.04 ± 0.63 ND 

HMF (mg/g DM) 0.84 ± 0.04 ND 

Furfural (mg/g DM) 0.84 ± 0.09 ND 

Total Phenol (mg/g DM) 3.63 ± 0.22 3.89 ± 0.33 

Undetoxicated wheat straw (mg/g DM)   3.32 ± 0.15  

Undephenolized cottonseed meal (mg/g DM)  0.31 ± 0.07  
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酵产生抑制作用。实际上来自未脱酚棉粕水解液的酚类在加入发酵体系后便稀释了很多

倍，相比于来自未脱毒物料中的酚类几乎可忽略不计（表 5.3）。Qiu 等[122]在研究酚类抑

制物对同类乳酸片球菌的耐受性时，也证实了乳酸片球菌对酚类抑制物具有一定的代谢

降解能力，所以即使生物脱毒菌株 P. variotii FN89 在有效脱毒时间内没有实现对酚类抑

制物的脱除，乳酸发酵也能正常进行。 
 

 
图 5.4  以未脱酚棉粕水解液为有机氮源生物反应器纤维素 L-乳酸发酵 

Fig. 5.4  Bioreactor cellulosic L-lactic acid fermentation using undephenolized cottonseed meal 

hydrolysate as organic nitrogen source 

Add during detoxification 指未脱毒物料+未脱酚棉粕水解液共同进行液态脱毒，Add after detoxification

指在完成只对未脱毒物料液态脱毒后，再添加未脱酚棉粕水解液；未脱酚棉粕添加量均为 20 g/L，

无机盐添加为 2 g/L 柠檬酸氢二铵+0.25 g/L 一水硫酸锰； 

3 L 生物反应器，25%（w/w）固含量，10%（v/v）接种量，发酵条件为 42 ℃和 150 rpm，发酵时间

为 72 h。  

 

5.3.3  以豆粕水解液为有机氮源纤维素 L-乳酸发酵 
为了进一步探究豆粕水解液作为有机氮源的纤维素 L-乳酸发酵效果，本研究以棉籽

蛋白水解液为对照，并继续在液态脱毒方式下进行纤维素 L-乳酸发酵，豆粕水解液和棉
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籽蛋白水解液均在完成对未脱毒物料液态脱毒后添加（表 5.5、图 5.6）。 
 

表 5.5  未脱毒物料糖化液液态脱毒 

Table 5.5  Liquid detoxification of undetoxicated saccharification liquid 

ND 代表未检测出； 

脱毒 0 h 葡萄糖含量为 116.65 ± 2.30 mg/g DM，脱毒 13 h 葡萄糖含量为 135.83 ± 2.71 mg/g DM； 

脱毒 0 h 木糖含量为 89.25 ± 2.26 mg/g DM，脱毒 13 h 木糖含量为 89.06 ± 1.84 mg/g DM。 

 

 

图 5.6  以豆粕水解液为有机氮源生物反应器纤维素 L-乳酸发酵 

Fig. 5.6  Bioreactor cellulosic L-lactic acid fermentation using soybean meal hydrolysate as organic nitrogen 

source 

3 L 生物反应器，25%（w/w）固含量，10%（v/v）接种量，发酵条件为 42 ℃和 150 rpm，发酵时间为 72 

h；棉籽蛋白、豆粕添加量均为 20 g/L，无机盐添加为 2 g/L 柠檬酸氢二铵+0.25 g/L 一水硫酸锰。 

 Detoxification-0 h Detoxification-13 h 

Acetate (mg/g DM) 10.37 ± 0.58 ND 

HMF (mg/g DM) 0.88 ± 0.06 ND 

Furfural (mg/g DM) 0.78 ± 0.08 ND 

Total Phenol (mg/g DM) 3.27 ± 0.25 3.33 ± 0.28 
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表 5.5 所示，液态脱毒 0 h 抑制物含量为：乙酸 10.37 mg/g DM，5-羟甲基糠醛 0.88 
mg/g DM，糠醛 0.78 mg/g DM，总酚 3.27 mg/g DM；液态脱毒 13 h 后抑制物含量为：

乙酸、5-羟甲基糠醛和糠醛均未检测出，总酚 3.33 mg/g DM。可以看出，未脱毒物料在

液态脱毒条件下，13 h 就完成了对主要抑制物的脱除，酚类抑制物依旧没有变化。 
图 5.6 所示，初始葡萄糖约为 60 g/L，初始木糖约为 40 g/L，初始 L-乳酸约为 0.3g/L。

以棉籽蛋白水解液为有机氮源发酵 72 h 后，剩余葡萄糖 15.9 g/L，剩余木糖 2.9 g/L，L-
乳酸产量 105.3 g/L，L-乳酸手性度 99.3%；以豆粕水解液为有机氮源发酵 72 h，剩余葡

萄糖 27.6 g/L，剩余木糖 4.1 g/L，L-乳酸产量 80.7 g/L，L-乳酸手性度 99.5%。 
可以看出，在相同水解条件下，豆粕水解液作为有机氮源的 L-乳酸产量比棉籽蛋白

水解液低出 23.3%，并且出现了大量发酵残糖，这表明豆粕水解液的乳酸发酵效果较差。 
5.3.4  不同廉价有机氮源下纤维素 L-乳酸发酵及成本评价 

本部分针对 5.3.2 和 5.3.3 中分别利用棉籽蛋白水解液、未脱酚棉粕水解液和豆粕水

解液为有机氮源，在液态脱毒方式下分别评价其乳酸发酵效果及乳酸生产的有机氮源成

本。 
表 5.7 所示，在三种廉价有机氮源中，L-乳酸发酵的手性度均≥99%，表明这三种

廉价有机氮源均可以实现高手性乳酸发酵。其中棉籽蛋白水解液的 L-乳酸发酵得率和转

化率分别为 82.7%、0.35 g/g DM；未脱酚棉粕水解液的 L-乳酸发酵得率和转化率分别为

64.4%、0.27 g/g DM；豆粕水解液的 L-乳酸发酵得率和转化率分别为 61.2%、0.26 g/g 
DM。可见以未脱酚棉粕及豆粕水解液作为有机氮源的乳酸发酵得率和转化率均较低，

针对此问题后续可适当提高未脱酚棉粕和豆粕的添加量，并进一步优化无机氮源的添加

来提高乳酸发酵产量并降低残糖，以提高乳酸发酵得率和转化率。 
 

表 5.7  不同廉价有机氮源下纤维素 L-乳酸发酵及成本评价 

Table 5.7  Fermentation and cost evaluation of cellulosic L-lactic acid using different cheap organic 

nitrogen sources 

 Cottonseed protein 
Undephenolized 

cottonseed meal 
Soybean meal 

Nitrogen cost  

($/kg lactic acid product) 
0.17 0.05 0.06 

Lactic acid (g/L) 105.3 ± 1.3 85.0 ± 2.0 80.7 ± 1.6 

Chiral purity (% L-form) 99.3 ± 0.1 99.3 ± 0.0 99.5 ± 0.0 

Yield (%)  82.7 ± 1.0 64.4 ± 1.5 61.2 ± 1.2 

Conversion (g/g DM)  0.35 ± 0.00 0.27 ± 0.01 0.26 ± 0.01 

有机氮源添加量均为 20 g/L。 

 

虽然以未脱酚棉粕水解液和豆粕水解液为有机氮源的 L-乳酸发酵效果较棉籽蛋白
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水解液略差，但以棉籽蛋白水解液为有机氮源 L-乳酸的生产成本是$0.17/kg，而以未脱

酚棉粕水解液和豆粕水解液为有机氮源 L-乳酸的生产成本分别是$0.05/kg 和$0.06/kg，
成本是棉籽蛋白水解液的 1/3 左右，显然更具工业应用价值。 

5.4  本章小结 

本章节在前文研究得到的棉籽蛋白酸水解的方法上，进一步探索了更多高手性乳酸

发酵廉价有机氮源来源，包括未脱酚棉粕和豆粕。本章节的主要结论如下： 
（1）对未脱酚棉粕和豆粕进行表征，证实了其不含乳酸，且粗蛋白含量均在 40%

以上，可以作为高手性乳酸发酵的有机氮源来源。 
（2）尝试利用生物脱毒菌株 P. variotii FN89 对未脱毒物料糖化液和未脱酚棉粕水

解液共同进行脱毒处理，但在有效的脱毒时间内未能实现对酚类抑制物的降解。利用未

脱酚棉粕水解液进行乳酸发酵，证实了未脱酚棉粕水解液即使存在酚类抑制物，但作为

乳酸发酵有机氮源是完全可行的。以未脱酚棉粕水解液为有机氮源，在完成对未脱毒物

料液态脱毒后进行添加，L-乳酸发酵产量和手性度分别为 85.0 g/L、99.3%。 
（3）在液态脱毒方式下，以豆粕水解液为有机氮源进行乳酸发酵，L-乳酸发酵产量

和手性度分别为 80.7 g/L、99.5%；对照组以棉籽蛋白水解液为有机氮源进行乳酸发酵，

L-乳酸发酵产量和手性度分别为 105.3 g/L、99.3%，豆粕水解液的发酵效果较棉籽蛋白

水解液差。 
（4）对棉籽蛋白水解液、未脱酚棉粕水解液和豆粕水解液为有机氮源进行乳酸发

酵及成本评价，三种廉价有机氮源均可以实现高手性 L-乳酸发酵。其中棉籽蛋白水解液

的发酵效果最佳，其次是分别是未脱酚棉粕水解液和豆粕水解液，且二者的乳酸发酵效

果相差不大。以三种廉价有机氮源生产 L-乳酸的有机氮源成本分别为：棉籽蛋白水解液

为$0.17/kg，未脱酚棉粕水解液为$0.05/kg，豆粕水解液为$0.06/kg，未脱酚棉粕水解液

和豆粕水解液在发酵成本上更具竞争力。 
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第 6 章  结论与展望 

6.1  结论 

聚乳酸是一种重要的生物基可降解材料，而高手性乳酸是合成聚乳酸的前体，目前

以粮食作物为原料生产乳酸不仅成本高，也加剧了粮食和土地资源紧张的问题。以木质

纤维素为原料生产乳酸，尽管来源广泛且成本低廉，但以酵母浸粉和蛋白胨为主的昂贵

有机氮源占乳酸生产成本的 1/3 以上，而玉米浆干粉等廉价有机氮源的使用会引入大量

混合手性乳酸，造成乳酸产品手性度的下降。 
针对这些问题，本论文以高光学纯 L-乳酸发酵工程菌 P. acidilactici ZY271 作为出

发菌株，以不含乳酸的棉籽蛋白作为廉价蛋白来源，并通过酸水解的方式作为有机氮源

添加，在此基础上进一步优化无机氮源的添加量及添加种类，最终使乳酸发酵水平基本

达到了以酵母浸粉和蛋白胨等昂贵有机氮源的发酵水平。 
本论文的主要结论如下： 
（1）对常见有机氮源进行表征及纤维素 L-乳酸发酵评价，证实了以酵母浸粉和蛋

白胨为有机氮源发酵效果好但成本过于昂贵，以玉米浆干粉为有机氮源成本低廉但会引

入大量混合手性乳酸，造成乳酸产品手性度严重下降。 
（2）以棉籽蛋白酸水解液为乳酸发酵的有机氮源，能够实现乳酸的高手性度生产，

且乳酸发酵产量基本达到了酵母浸粉和蛋白胨等昂贵有机氮源的水平。 
（3）通过棉籽蛋白酸水解液+硫酸铵的氮源组合，基本实现乳酸发酵残糖的清零，

为高手性的 L-乳酸发酵提供了一种工业廉价氮源解决方案。 
（4）证实了未脱酚棉粕水解液含有的酚类抑制物对于纤维素 L-乳酸发酵没有影响。

以未脱酚棉粕水解液和豆粕水解液分别作为乳酸发酵有机氮源，均能够实现乳酸的高手

性度生产，发酵效果均较棉籽蛋白水解液略差，但在氮源成本上更有优势。 

6.2  创新点 

（1）提出了以棉籽蛋白水解液作为有机氮源、硫酸铵作为无机氮源的廉价氮源组

合，实现了纤维素 L-乳酸的低残糖、低成本及高手性度生产。 

6.3  展望 

本论文针对常见的工业廉价氮源含有混合 L/D-乳酸，并导致最终乳酸产品手性度下

降的问题，主要提出了以不含乳酸的棉籽蛋白这一廉价植物蛋白为基础，利用硫酸水解

后作为有机氮源，并通过补加无机氮源硫酸铵的方式，实现了对纤维素 L-乳酸低成本、

低残糖及高手性度的生产。但是本研究也存在一些值得继续研究的问题： 
（1）在氮源种类上的研究比较深入，但对氮源的用量的研究较浅，这一部分尚需

要进行深入研究，进一步降低氮源的成本。 
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（2）酸水解的方式需要在高温环境下长时间进行，这增加了额外的能耗，并且对水

解反应器易造成腐蚀，不能响应目前低碳环保的生产策略。未来可以继续探索酶水解的

方式，通过优化酶用量、固液比及采用多酶联合水解等方式，来达到和酸水解同样的水

解效果。 
（3）在以未脱酚棉粕水解液和豆粕水解液为有机氮源进行发酵时，又出现了大量

残糖的问题，后续可以考虑进一步优化有机氮源和无机氮源的添加量来降低发酵残糖。 
（4）乳酸发酵需要丰富的营养物质，除有机、无机氮源外，维生素等营养因子也能

够促进乳酸发酵。据文献报道[123]维生素 B3、B5 可以显著促进纤维素 L-乳酸发酵，因此

可以尝试在乳酸发酵中添加少量维生素 B3、B5，以替代/降低部分氮源的使用。 
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附录 I  主要仪器设备 

名称 型号 生产厂家 

预处理反应器 PCF20-1.6 烟台科立化工 
粉碎输送泵 DSX-32S 启东市东盛化工机械厂 
生物脱毒反应器 BIOTECH-15L 上海保兴生物 
糖化反应器 BIOTECH-5L 上海保兴生物 
发酵反应器 BIOTECH-3L 上海保兴生物 
pH 电极 G301K 苏州汉星 
水浴恒温摇床 HZ-9212S 太仓华利达 
电子天平 BS223S 瑞士梅特勒-托利多 
生物传感分析仪 SBA-90 山东省科学院生物研究所 
台式粉碎机 HR2094 广东飞利浦 
高效液相色谱 LC-20AD 日本岛津 
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学术成果 

已发表论文： 
1. Bin Zhang1, Lei Wu1, Ya Wang, Jing Li, Baorui Zhan, Jie Bao. Re-examination of dilute acid 
hydrolysis of lignocellulose for production of cellulosic ethanol after de-bottlenecking the 
inhibitor barrier. Journal of Biotechnology.  
待发表论文： 
1. Bin Zhang1, Lei Wu1, Xiucai Liu2, Jie Bao*. Alternative complex nutrients source for high 
chiral purity L-lactic acid fermentation from lignocellulose feedstock. 
拟申请专利： 
1. 一种生产高手性度纤维素 L-乳酸的廉价有机氮源制备方法。发明人：（1）鲍杰（2）
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