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纤维素糖酸发酵菌株的高渗透压抗性强化及副产物生成遏制 

摘要 

利用木质纤维素生产糖酸具有广阔的应用前景，但在氧化葡萄糖酸杆菌 Gluconobacter 

oxydans 利用木质纤维素生物质进行高浓度糖酸发酵时仍存在一系列问题。首先，高固含量木

质纤维素糖酸发酵时，氧气的传递会受到阻碍，使得糖酸得率降低并增加能耗成本；其次，

葡萄糖酸钠的大量积累会对菌株造成一定的渗透压胁迫，从而抑制菌株的生长及发酵性能；

最后，G. oxydans 将葡萄糖转化为葡萄糖酸后，葡萄糖酸脱氢酶（Glucose dehydrogenase，GDH）

还会将其进一步转化为副产物酮基葡萄糖酸，从而降低葡萄糖酸得率。本文以氧化葡萄糖酸

杆菌 G. oxydans DSM 2003 为研究对象，为解决这三方面问题而对糖酸发酵过程进行了的研

究。 

本文第一部分通过调整生物炼制顺序来提高糖酸发酵时的氧气传递速率。将常规生物炼

制过程的脱毒-糖化过程转变为糖化-脱毒过程。所采用的独特的生物脱毒菌株宛氏拟青霉

Paecilomyces variotii FN89 实现了在无糖损失下对乙酸、羟甲基糠醛和糠醛等抑制物的去除。

同时脱毒过程中纤维素酶的持续水解，显著提高了水解液的氧气传递速率 kLa，有效改善了溶

氧水平。通过在不同转速及通气量条件下进行糖酸发酵实验，确定了 0.1 vvm 及 500 rpm 的最

低通气量及转速，降低了能耗。 

本文第二部分通过适应性进化的方法提高发酵菌株对高渗透压胁迫的耐受能力。首先探

究了糖酸发酵过程中的产物过氧化氢及葡萄糖酸钠对菌株及纤维素酶的影响。结果表明过氧

化氢对纤维素酶的影响很小，葡萄糖酸钠对纤维素酶及菌株的抑制较强。为了缓解高浓度葡

萄糖酸钠所导致的渗透压胁迫，将菌株在高浓度葡萄糖酸钠的环境中进行适应性进化实验，

最终获得了一株稳定的进化菌株。通过实时荧光定量 PCR 分析发现，进化菌株中 Na
＋
/H

＋逆

向转运蛋白及催化糖酸合成的葡萄糖脱氢酶相关基因的转录水平显著上调了 10-40 倍。发酵

评价表明，进化菌株在木质纤维素水解液中的发酵速率显著增加；在 300 g/L 葡萄糖的合成培

养基中可以实现 270.38 g/L 的葡萄糖酸生产，是理论转化率的 83%。上述结果表明相比于出

发菌株，进化菌株对高浓度葡萄糖酸钠的高渗透压胁迫具有良好的适应性。 

本文第三部分通过降低发酵 pH 来抑制副产物酮基葡萄糖酸的生成。首先，通过实验验

证了低 pH 条件会有效抑制酮基葡萄糖酸的生成，但木糖的消耗速率显著降低。因此在低 pH

条件下对发酵菌株进行适应性进化以改善木糖的利用。在不同 pH 条件下进一步对发酵液进

行短期（3 天）及长期（30 天）静置实验。结果表明，在短期静置时，将发酵液离心或调节

pH 至 2.5 可有效避免酮基葡萄糖酸生成。而在长期静置时，只有将发酵液离心才能抑制酮基

葡萄糖酸的生成。 
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综上，本文通过三种不同的手段解决了纤维素糖酸发酵过程中遇到的问题。首先，通过

改变生物炼制顺序，降低了氧气传递的阻碍，提高了溶氧，确定了糖酸发酵最低通气及搅拌

参数，降低了发酵时的能耗。其次，通过适应性进化的方式，提高了发酵菌株对高浓度葡萄

糖酸钠的渗透压胁迫，缩短了发酵时间，提高了发酵性能。最后，通过在低 pH 条件下进行

糖酸发酵实验，抑制了酮基葡萄糖酸的生成。通过对发酵液的短期（3 天）及长期（30 天）

静置实验，确定了在短期及长期静置条件下抑制酮基葡萄糖酸生成的最适条件。 

关键词：木质纤维素；糖酸；氧化葡萄糖酸杆菌；渗透压胁迫；适应性进化 
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Enhancement of resistance to high osmotic pressure and inhibition of 

by-product production of cellulose saccharic acid fermentation strains 

Abstract 

The production of sugar and acid from lignocellulose has broad application prospects, 

but there are still a series of problems when using lignocellulosic biomass for high 

concentration sugar and acid fermentation by Gluconobacter oxydans. Firstly, during high 

solid content lignocellulosic acid fermentation, the transfer of oxygen is hindered, resulting in 

a decrease in acid yield and an increase in energy consumption costs; Secondly, the 

accumulation of sodium gluconate products will cause certain osmotic pressure stress to the 

strain, thus inhibiting the growth and fermentation performance of the strain; Finally, G. 

oxydans convert glucose into gluconic acid, glucose dehydrogenase (GDH) further converts it 

into a byproduct, ketogluconic acid, thereby reducing the yield of gluconic acid. This thesis 

focuses on the study of the sugar acid fermentation process using G. oxydans DSM 2003 as a 

fermentation strain to address these issues. 

The first part of this article mainly aims to improve oxygen transfer during sugar acid 

fermentation by changing the biological refining sequence. The usual sequence of biological 

refining is detoxification before saccharification. After replacement, the sequence of 

biological refining is detoxification after saccharification. Changing the detoxification process 

to a saccharification solution has the advantage of continuously saccharifying while 

detoxifying, thereby reducing the viscosity of the saccharification solution. The measurement 

of the oxygen transfer rate kLa during fermentation indicates that the dissolved oxygen level 

will be improved after changing the biological refining sequence. The high rotational speed 

and ventilation rate previously set for obtaining high dissolved oxygen are no longer 

applicable. By conducting sugar acid fermentation experiments under different rotational 

speed and ventilation rate conditions, fermentation parameters have been reduced and energy 

consumption has been saved. 

The second part of this paper is mainly to improve the osmotic pressure stress caused by 

high concentration of sodium gluconate through adaptive laboratory evolution. Firstly, the 

effects of hydrogen peroxide and sodium gluconate, the products of the sugar acid 

fermentation process, on the strain were investigated. The results showed that hydrogen 

peroxide had little effect on cellulase, while sodium gluconate had strong inhibition on 

cellulase and strains. Then the strain was tested for adaptability in the environment of high 

concentration of sodium gluconate to reduce the osmotic pressure stress caused by high 
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concentration of sodium gluconate. Finally, validate the domesticated strains. The real-time 

fluorescence quantitative PCR experiment results showed that the activity of sodium ion 

transporters in the adaptive evolved fermentation strains was significantly improved, and the 

fermentation effect of the domesticated strains was also better than that of the original strains 

under the conditions of lignocellulose and synthetic medium. The experiment showed that the 

adaptive evolution improved the tolerance of the fermentation strain to osmotic pressure stress 

caused by high sodium, and improved the fermentation performance. 

The third part of this article mainly suppresses the generation of ketogluconic acid 

through low pH conditions. Firstly, it was experimentally verified that under low pH 

conditions, ketogluconic acid is almost not generated, but at the same time, the consumption 

of xylose is also inhibited. Afterwards, in order to further understand the generation of 

ketogluconic acid during fermentation broth resting, short-term (3 days) and long-term (30 

days) resting experiments were conducted on the fermentation broth under different pH 

conditions. The results showed that under the conditions of pH 2.5 or centrifugation of the 

fermentation broth, there was almost no production of keto gluconic acid when the 

fermentation broth was left standing for a short period of time. When left standing for a long 

time, only by centrifuging the fermentation broth can the production of ketogluconic acid be 

inhibited. 

In summary, this article solves some of the problems encountered in the fermentation 

process of cellulose sugar and acid through three different methods. Firstly, by changing the 

biological refining sequence, the obstruction of oxygen transfer was reduced and the 

dissolved oxygen was increased. The optimal parameters were determined through 

exploratory experiments on the minimum speed and ventilation rate, which reduced energy 

consumption during fermentation. Subsequently, through adaptive laboratory evolution, the 

activity of sodium ion transporters in the fermentation strains was increased, the fermentation 

time was shortened, and the fermentation effect was improved. Finally, the production of 

ketogluconic acid was inhibited by conducting sugar acid fermentation experiments under low 

pH conditions. The optimal conditions for inhibiting ketogluconic acid were determined 

through short-term (3 days) and long-term (30 days) static experiments on the fermentation 

broth. 

Keywords: Lignocellulose; Sugar acid; Gluconobacter oxydans DSM 2003; Osmotic stress; 

Adaptive evolution
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第 1 章  文献综述 

1.1  糖酸的生产 

单糖或低聚糖直接氧化得到的酸称为糖酸。其中一些酸，如 D-葡萄糖酸及 D-木糖

酸，已经在工业规模上生产和使用，如用于食品、制药和化学工业[1]。D-葡萄糖酸和

D-木糖酸等醛酸及其盐类也被用作混凝土中的缓凝剂来改善其流体性能，从而使其获得

更高的强度[2]。氧化葡萄糖酸杆菌具有发酵速率快、耐受抑制物能力强及能够代谢木糖

等特点[3]，是生产糖酸的主要菌株之一。随着糖酸工业规模的不断扩大，糖酸的生产逐

渐受到越来越多的关注。 

1.1.1  葡萄糖酸、木糖酸 

葡萄糖酸是葡萄糖的氧化产物，天然存在于植物、水果、葡萄酒(高达 0.25%)、蜂

蜜(高达 1%)、大米、肉类、食醋等天然来源中。D-葡萄糖酸通常是由葡萄糖的微生物

氧化形成的。葡萄糖酸是一类性质温和、安全有效、无腐蚀性的强有机酸，在许多应用

领域具有重要的应用价值[4]。木糖是自然界中第二丰富的碳水化合物，来源于木聚糖半

纤维素[5]。木糖可以通过氧化还原反应转化为各种化学物质，包括木糖酸、乳酸、甲酸、

乙酸和木糖醇[6-15]。D-木糖酸源自半纤维素糖 D-木糖，具有与 D-葡萄糖酸类似的应用，

可以作为 D-葡萄糖酸的替代品。作为一种多功能平台化学品，木糖酸被美国能源部列

为最具潜力的 30 种化合物之一[16]。 

葡萄糖酸是商业上生产的最大规模有机酸之一。虽然使用化学和生物技术方法都可

以获得葡萄糖酸，但生物法在工业规模上占主导地位[17]。常用的生产葡萄糖酸的真菌有

黑曲霉、青霉、粘帚霉、帚霉和漆葡孢霉等[18]；细菌主要有氧化葡萄糖酸杆菌、假单胞

菌、肠杆菌和醋酸杆菌等[19-21]。目前，世界上许多公司都采用间断批次、补料批次或重

复批次和补料批次深层发酵来生产葡萄糖酸、葡萄糖酸盐（尤其是葡萄糖酸钠）和葡萄

糖酸内酯[22-26]。木糖酸的合成方法目前有酶法、生物法与化学法。酶法主要是木糖通过

酶催化来合成木糖酸。其优点是反应条件温和，对环境友好。其中一些方法可用于木糖

酸的工业化生产，产量较高。但依然有成本较高、操作复杂、耗时、目标产物纯化复杂

等缺点。化学合成法相对来说反应更加缓和、效率较高、成本较低。与酶法和化学法相

比，微生物法生产木糖酸更加具有潜力。D-木糖酸的微生物生产早在 19 世纪末就已被

认识到[27]，许多假单胞菌、醋酸杆菌、气杆菌、葡萄糖杆菌、欧文氏菌和相关属已被证

明能产生 D-木糖酸[28]。最近，通过引入编码 D-木糖脱氢酶的基因，各种酵母菌以及大

肠杆菌也已经被改造用来产生 D-木糖酸脱氢酶[29-31]。在被描述为产生 D-木糖酸的众多

细菌中，假单胞菌[32]、氧化葡萄糖酸杆菌[33]、微球菌[34]和肠杆菌[35]是最有生产力的。 

葡萄糖酸、木糖酸及其盐类广泛应用于各种工业领域。葡萄糖酸是具有多种生化特
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性的温和有机酸，其盐类（主要是葡萄糖酸钠）应用于建筑、制药、环境卫生、食品等

多种领域[36,37]。木糖酸的功能与应用范围与葡萄糖酸比较相似，可以作为葡萄糖酸的替

代品，近年来在众多行业得到广泛应用，尤其是在建筑行业，木糖酸作为一种水泥分散

剂，在水泥水化阻滞过程中对混凝土的分散效果大约是常用的木质素磺酸盐的两倍[38-39]。

除此之外，木糖酸还可以生产共聚酰胺[40-41]，作为 1,2,4-丁三醇合成的前体[42-43]。葡萄

糖酸与木糖酸具有较多的应用市场[44-47]。其中，应用较为广泛的是将葡萄糖酸及木糖酸

作为水泥缓凝剂。重要的城市基础设施，如桥梁、公路和建筑物都需要混凝土。目前，

混凝土中使用了各种外加剂来改善其物理性能。混凝土外加剂中最重要的一类是缓凝剂。

缓凝剂基本上是一种水泥分散剂，它能分解水泥颗粒，使水泥浆体变得更具流动性。流

动性转化为混凝土更好的浇筑能力[36]。葡萄糖酸和木糖酸的成功应用具有巨大的社会效

益和经济效益且有利于环境保护，是具有广泛应用前景的有机酸。 

1.1.2  氧化葡萄糖酸杆菌 

氧化葡萄糖酸杆菌是一种专性好氧革兰氏阴性细菌，属于醋酸杆菌属。与其它将碳

源氧化为水和二氧化碳的好氧微生物不同，氧化葡萄糖酸杆菌具有立体选择性地催化各

种底物的不完全氧化[48]。氧化葡萄糖酸杆菌具有大量的膜结合的脱氢酶，使其能够将葡

萄糖和其他醛糖快速氧化，为自身生长提供能量，并降低 pH 制造适合自己生长的环境。

这也是该菌能够在混合培养基中具有很好的生长性能的原因[49]。由于其催化底物的酶基

本都位于细胞膜上，生成的产物几乎可以全部分泌到培养基中[50]。正是由于这些特性，

氧化葡萄糖酸杆菌得到了越来越多的关注。目前利用氧化葡萄糖酸杆菌生产的化学品主

要有以下几种： 

（1）维生素 C 

L-抗坏血酸（维生素 C）是人体必需的营养物质，因为我们无法内源性合成。由于

需求量大，1930 年初开始工业化生产维生素 C。1933 年，波兰化学家 Tadeu Reichstein

开发了一种大规模生产维生素 C 的工艺，直到 20 世纪 90 年代末才得到广泛使用[51]。整

个过程分为 5 个步骤：首先，葡萄糖在镍的催化下被还原为 D-山梨醇，然后被氧化革

兰氏菌氧化为 L-山梨糖。经过一系列保护羟基免受氧化的反应，L-山梨糖被氧化为 2-

酮-L-古龙酸。2-酮-L-古龙酸的烯醇化和内酯化最终生成 L-抗坏血酸[52]。目前，整个发

酵工艺经过了不断修改，生产效率得到了大大提升。Wang 等人[53] 通过两步发酵法生产

L-抗坏血酸：首先，葡萄糖通过催化生成为 D-山梨醇，氧化葡萄糖酸杆菌通过山梨醇脱

氢酶将 D-山梨醇转化为 D-山梨糖。之后通过菌株的混合培养产生 2-酮-L-古龙酸。2-酮

-L-古龙酸转化为 L-抗坏血酸的过程与之前一致。工艺经过优化后，最终的产量大大提

高[54]。 

（2）米格列醇 

米格列醇（N-羟乙基-1 脱氧野生霉素）是拜耳开发的一种亚氨基糖，由于其竞争性
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抑制 α-葡萄糖苷酶，已被用于控制 2 型糖尿病[55]。1996 年，米格列醇被食品和药物管

理局(FDA)批准为抗糖尿病药物，并已在许多国家销售，如法国、美国、日本、西班牙

和澳大利亚[56]。米格列醇可以从 1-脱氧诺吉霉素中得到，1-脱氧诺吉霉素是 1976 年从

植物中首次分离出来的一种免疫糖类[57]。1-脱氧诺吉霉素可从植物中提取或通过化学合

成法获得。然而，这些方法在经济上都不是大规模可行的[58]。目前较为常用的方法是通

过生物转化产生米格列醇合成的关键中间体 6-脱氧-6-氨基(N-羟乙基)-α-L-呋喃山梨糖，

然后经过化学反应可得到米格列醇。氧化葡萄糖酸杆菌来源的山梨糖脱氢酶可催化 N-

羟乙基葡萄糖胺合成 6-脱氧-6-氨基(N-羟乙基)-α-L-呋喃山梨糖，之后通过催化加氢反应

即可获得米格列醇。 

（3）葡萄糖酸 

目前生产葡萄糖酸所用的菌株主要有黑曲霉（Aspergillus niger）以及氧化葡萄糖酸

杆菌。氧化葡萄糖酸杆菌由于其发酵速率快、耐受抑制物能力强及能够代谢木糖等特点

被广泛的应用于葡萄糖酸的生产[51]。氧化葡萄糖酸杆菌的氧化是由位于细胞质膜外表面

的膜结合脱氢酶催化的。葡萄糖酸的主要生成途径如图 1.1 所示。葡萄糖被葡萄糖脱氢

酶催化生成葡萄糖酸内酯，葡萄糖酸内酯在有水的环境下水解生产葡萄糖酸。同时，吡

咯喹啉醌（pyrroloquinoline quineone，PQQ）接受氧化还原过程中生成的电子被还原为

PQQH2，随后 PQQH2 将两个电子转移给泛醌，泛醌转变为泛醇。泛醇在被细胞色素 bo3 

或者细胞色素 bd 氧化成泛醌，同时将 O2 还原为水，最后将胞内 H
+泵出胞外，为 ATP

的形成提供质子梯度[59-61]。 

 

图 1.1  氧化葡萄糖酸杆菌中膜结合型的葡萄糖氧化呼吸链[93]
 

Fig. 1.1  Glucose oxidation respiratory chain of membrane-bound type in Gluconobacter oxydans
[93] 

1.2  生物炼制 

2004 年，美国能源部（DOE）给出了生物炼制的第一个精确定义：生物炼制是将

木质纤维素原料转化为可发酵糖并生成一系列有价值产品的加工厂的整体概念。2012

年出版的《德国生物炼制路线图》对其进行了更为全面的描述：生物炼制过程具有明确

的综合性，是一个多功能的整体概念。生物炼制是一个整合一系列不同的方法和技术，

利用生物质作为多种原料来源，可持续生产一系列不同的中间体和产品（化学品、材料、

生物能源/生物燃料），从而最大限度地利用所有原料成分的过程。2012 年，欧盟三分之
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二的可再生一次能源生产来自生物质和可再生废物[62]。2012 年，在供热和制冷、电力

和交通领域，生物能源分别占可再生能源的 12.4%、4.1%和 5.3%
[63]。木质纤维素生物

质根据来源不同主要分为以下几类：农业废弃物（如玉米秸秆、麦秆等）、林业废弃物

（如软木、硬木、柳枝稷等）和市政垃圾（如废纸、报纸等）[65]。与林业废弃物生产的

生物能源相比，农业废弃物生产的生物能源所占份额从 2007 年的约 7%增加到 2012 年

的 14% 
[64]。此外，秸秆、插穗和修剪等形式的农业残留物也用于生产生物能源。农业

废弃物主要用于生产生物燃料和沼气，而热量和电力主要来自林业废弃物[66]。从木质纤

维素生产生物燃料需要执行四个步骤。预处理的目的是破坏木质纤维材料的晶体结构；

水解阶段的目的是将复杂的聚合物链转化为简单的糖；脱毒的目的是将对发酵菌株可能

会造成抑制的那些抑物质脱除；最后，发酵阶段的目标则是将水解出来的糖转化为各种

产品。 

1.2.1  木质纤维素生物质 

据估计，2020 年世界人口约为 77 亿，预计到 2050 年和 2100 年左右将增加约 30%，

分别达到 97 亿和 112 亿[67]，伴随而来的是许多巨大的挑战。挑战之一的是能源的大量

利用，从而导致 CO2 的大面积排放。目前，大气中二氧化碳的消除不超过排放量的一半，

而臭氧层破坏和全球气温上升是残留二氧化碳的有害影响之一。根据英国石油公司能源

展望[68]的说法，基于我们周围演变的不同转型情景，过度使用能源造成排放 CO2 的量持

续上升约百分之十，将持续到 2040 年。需要迅速采取行动来解决这一二氧化碳威胁，

因为它正在影响工业活动，如烟气热值降低、工业催化剂变质和中毒以及输送管道腐蚀
[69]。木质纤维素生物质作为一种低成本的可再生原料和非反应性物质广泛存在。它被认

为是一种全球性的能源，是替代化石天然物质生产能源的最有吸引力的选择[70]。 

木质纤维生物质主要由纤维素、半纤维素和木质素组成[71]，其结构见图 1.2。农业

废弃物和森林残渣是最有前景的生物质原料，因为它们资源丰富，成本相对较低[72]。20

世纪 80 年代后，生物炼制工艺逐渐走向成熟，研究较多的主要是围绕木质纤维素生物

质。木质纤维素要想被微生物所利用，首先要通过预处理破坏木质纤维素中紧密的结构，

将纤维素暴露出来后利用纤维素酶来水解成可发酵糖。木质纤维素生物质逐渐可以替代

化石能源，降低了人类对不可再生能源的依赖，解决了许多由环境问题所引发的负面影

响[73-75]。 

目前，利用木质纤维素生产各种化学品已经取得了一定的进展：如随着纤维素生物

乙醇行业的最新进展，木质纤维素生物炼制概念已扩展到生物柴油生产，其中植物油被

微生物油取代，以增加可持续性并减少对环境的负面影响[76]；木质纤维素生物质作为沥

青材料的性能改性剂受到越来越多的关注，这是因为木质纤维素生物质可获得的量大、

成本低且具有改善路面耐久性的潜力[77]；木质纤维素生物质被用来生产生物柴油具有很

大的前景。解脂耶氏酵母已被改造为有效地将木糖转化为脂质的一种产油酵母[78]；利用



华东理工大学  硕士学位论文                                         第 5 页 

 

来自生物质材料的可发酵糖通过暗发酵生产生物氢是获得生物氢的可持续方式[79]。随着

科学技术的发展，利用木质纤维素生产的化学品将会越来越多，对环境改善的帮助也会

越来越多。 

 

图 1.2  木质纤维素的结构示意图[63]
 

Fig. 1.2  Schematic diagram of the structure of lignocellulose 
[63] 

1.2.2  预处理 

预处理的目的就是在于破坏木质纤维大纤维和微纤维的结晶结构，以增加孔表面，

从而使纤维素酶更容易降解纤维素与半纤维素[80,81]。预处理的好处在于不需要降解半纤

维素的糖，因为这种降解会导致发酵抑制剂的形成[82]，从而降低产品生产过程的总体产

量。尽管预处理成本不低[83,84]，但这一步骤是必不可少的，因为它将水解率提高了 20% 

[85,86]（相比于不经过预处理）。 

不同的木质纤维素生物质的预处理过程有很大的不同，因为它们的物理化学性质都

不太一样[87,88]。针对不同生物质选用不同预处理方法会使得效率大大提升。常见的预处

理方法有：①机械预处理；②物理化学预处理；③生物预处理。机械预处理主要目标就

是通过将大生物质颗粒破坏成小颗粒以降低木质纤维素的结晶度，增加可接近的表面，

从而促进后续的水解。物理化学预处理的原理主要是由于木质纤维素的不同化合物的溶

解度与材料的温度、pH 和水分有关，而物理化学过程对这些参数起作用。半纤维素对

温度及化学品较为敏感，它在 150℃(35℃)时部分溶解于水中，在这些物理化学过程中，

主有蒸汽爆破和水热过程。蒸汽膨爆，包括通过在高压下注入饱和蒸汽来快速加热衬底，

然后通过突然松弛将其带到大气压，从而使材料解体[89,90]。水热法也是几十年来木质纤

维素常见的预处理方法之一[91]，利用水热法预处理后的半纤维素糖的回收率很高，并且



第 6 页                                        华东理工大学  硕士学位论文 

 

只要保持 pH 值在 4-7 之间，就不会产生抑制物。生物预处理主要是利用过氧化物酶或

白腐真菌来脱除木质素，使得纤维素半纤维素更易酶解。在实际应用中，一般会采取综

合预处理的方式来获得最佳的效果。本实验室之前的研究中，采用了干式稀酸预处理技

术[92]，将物料与稀酸和蒸汽充分混合，非常有效的克服了木质纤维素的外部阻碍。不仅

如此，干式稀酸预处理技术中的酸用量极少，实现了预处理过程中无废水排放且酸对设

备的腐蚀也降到了最低。预处理过程中产生的抑制物也通过生物脱毒的方式得到了有效

的去除。本文中的物料均经过干式稀酸的方式来进行预处理操作。 

1.2.3  水解 

如前文所述木质纤维素的结构非常复杂，这种复杂性需要几种预处理技术以及多种

纤维素酶共同作用，以实现对分离的纤维素和半纤维素的降解，这些纤维素和半纤维素

可以转化为可在发酵过程中使用的单糖，从而生产“绿色”化学品和生物燃料。由酸催化

的水解过程称为酸水解，由酶催化的水解过程的称为酶水解[93]。纤维素酶在生物技术的

各个领域有着广泛的应用。在生物燃料过程中，经过收集和预处理后，生物质通过发酵

转化为液体燃料（生物乙醇）或厌氧消化产生的气态燃料（沼气）[94]。在相同的生物反

应器中，酶解和发酵在相同的条件下进行：同步糖化发酵或分步糖化发酵[95]。纤维素和

半纤维素的同时水解是通过己糖和戊糖的同时糖化和共发酵实现的[96]。酶的产生、酶的

水解和发酵可以由同一基因工程微生物在联合生物过程中同时进行[97]。在酿酒厂，纤维

素酶被用来降低黏度，通过水解多余的 β-葡聚糖，并在生产可发酵糖的过程中增加饮料

的酒精含量。它们还用于果汁、葡萄酒和橄榄油的各种生产过程，例如在提取、稳定颜

色、澄清、释放香气以及改进过滤过程中[98]。此外，酶还被用来促进柑橘类水果的去皮

和降解蔬菜的皮，以增加果汁产量[99]。近年来，由于人们在研究纤维素酶的功能、优化

纤维素酶的生产以及通过生物化学和蛋白质工程来改进纤维素酶方面所做的努力，纤维

素酶的应用范围越来越广。酸水解主要是利用稀酸或强酸在较高的温度下水解纤维素和

半纤维素，该工艺的优点是可实现 90%的糖回收，但需要较高的投资成本来应对酸的腐

蚀和循环。目前，由于试剂的价格和可能涉及额外纯化步骤的缓蚀剂的生产，化学水解

已变得不那么有吸引力和竞争力。酶水解相对来说更加经济并且应用更加广泛。酶通常

是高分子量蛋白质，这些是高度特异、多功能和高效的生物催化剂，与环境条件下的化

学催化反应相比，具有更高的转化率。多糖酶解是由微生物分泌的酶将纤维素和半纤维

素生化转化为单糖的过程。高度专一的酶能促进 100%的纤维素转化为葡萄糖，而不会

形成不需要的产物(抑制剂)，这就是使这一过程与化学水解相比非常有吸引力的原因[100]。

此外，操作条件比较温和（50℃，pH 值 5）不会比化学水解更具侵略性，不会导致设备

的腐蚀问题。 

1.2.4  脱毒 

预处理过程中会产生主要抑制物如图 1.3 所示。其中乙酸、糠醛和羟甲基糠醛为最
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常见的几种[94]。抑制物对于菌株的生长以及发酵性能有很大的影响，并且也会影响到纤

维素酶的活性，使得酶解效率下降[101]。将抑制物脱除的过程称为“脱毒”。脱毒在整个

生物炼制过程中占据非常重要的作用，如果脱毒效果不好，后续的菌株活性会受到影响，

所发酵的产品浓度也无法达到期望，给整个生物炼制带来了巨大的限制。所以选择一个

效果好的脱毒方法是至关重要的。常见的脱毒方法可分为化学、生物及物理脱毒三种方

法。化学方法包括通过将抑制剂与危害较小的形式反应来消除抑制剂。常见的化学品包

括碱和还原剂，如氨或氢氧化钠[102]。物理方法包括过滤、吸附和萃取[103]。物理脱毒的

方法之一是利用活性碳来吸附抑制物。活性碳具有很大的比表面积、高的微孔率和吸附

能力，这使得它可以作为一种有效的吸附剂来净化和/或分离有毒化合物。活性碳的一个

显著优点是，它的使用不会显著改变在预处理过程中获得的发酵糖的量。不管是物理脱

毒还是化学脱毒法都有一定的缺陷，包括脱毒不彻底、操作繁琐及产生废水增加成本等

问题。 

对于脱毒来说，生物脱毒最具价值和潜力，因生物脱毒对抑制物如乙酸、糠醛、羟

甲基糠醛的脱除比较彻底。在之前的研究中选择了液态脱毒作为去除抑制物的手段[95]。

液态脱毒是指预处理后的物料在预糖化后将脱毒菌株接进去脱除抑制物的方法。液态脱

毒相比于其它脱毒方式不仅脱除抑制物彻底，并且脱毒终点可监控，避免进一步的糖耗。

同时，液态脱毒糖酸发酵间接增加了糖化的时间，发酵液黏度得到降低，糖酸发酵过程

中溶氧水平得到提高。溶解氧浓度是糖酸发酵中一个非常重要的参数，因为氧化葡萄糖

酸杆菌对糖类的生物催化是脱氢和细胞呼吸紧密耦合的生物氧化反应，严重依赖于氧气

供应[104]。因此，对于糖酸发酵来说，液态脱毒是一种非常有利于提高糖酸产量的一种

脱毒方式。本文中未特别标注的糖酸发酵均采取液态脱毒的方式脱除抑制物。 

 

图 1.3  木质纤维素预处理产生的抑制物[94]
 

Fig. 1.3  Inhibitors generated from lignocellulose pretreatment
[94] 
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1.2.5  糖酸发酵 

纤维素糖酸发酵主要分为分步糖化发酵（SHF）、同步糖化共发酵（SSCF）及部分

糖化和共发酵（PSCF）。分步糖化发酵指的是将预处理后的物料用纤维素酶完全水解后，

在得到的水解液中接入发酵菌株进行发酵的方式[95]。分步糖化发酵的优势在于糖化和发

酵都可以在各自最适合的条件下进行，提高糖化与发酵的效果。但也有一定的缺陷，在

糖化得到高浓度可发酵糖时，纤维素酶活性会因反馈抑制而受到影响，从而无法进一步

提高可发酵糖的产量。同步糖化共发酵过程是指将糖化与发酵步骤相结合的发酵方法
[105]。同步糖化共发酵可以在糖生成的同时被消耗，避免了高浓度糖的抑制作用。但同

步糖化共发酵也有一定缺陷，如糖化与发酵条件被迫一致，导致效果变差等。部分糖化

和共发酵[106]是同步糖化发酵和分布糖化发酵的组合，在最佳条件(45-50°C 和 pH 5)下，

酶的活性保持最佳，此时从生物质聚合物中会释放出一些可用的单糖。在几个小时后，

改变发酵有机体接种的条件：pH 通常升高，温度通常降低。以这种方式，发酵的生物

体迅速消耗先前释放的糖，酶仍然能够工作。这样做的缺点就是操作繁杂、效率太低。 

同步糖化共发酵相较于另外两种发酵方式来说，最终得到的产物浓度更高、操作更

加简单。但在纤维素糖酸发酵过程中，由于中间产物葡萄糖酸内酯会抑制纤维素酶的活

性，糖酸发酵无法采取同步糖化共发酵的方式，一般采用的是分步糖化发酵[95]。为了使

糖酸的同步糖化共发酵成为可能，本文主要探究了纤维素糖酸发酵过程中抑制同步糖化

共发酵的因素。在糖酸发酵的过程中，实现同步糖化共发酵与许多阻碍，如葡萄糖酸内

酯会抑制纤维素酶的活性[106]，但其作为中间产物，很难去消除其影响。而有些则是可

以尝试解决的，如糖酸发酵过程中生成的过氧化氢及葡萄糖酸钠对纤维素酶的抑制。过

氧化氢在糖酸发酵的过程中生成，作为强氧化剂会对纤维素酶及菌株的结构产生破坏作

用；高葡萄糖酸钠的积累造成的渗透压胁迫会对纤维素酶及菌株的活性产生抑制。因此，

对糖酸发酵过程生成的过氧化氢及葡萄糖酸钠的影响进行探究是有必要的。 

1.3  木质纤维素产糖酸过程中的主要问题 

1.3.1  溶氧限制 

溶解氧（dissolved oxygen, DO）是指溶解于水中的分子态氧，与氧分压与温度有关。

很多好氧发酵菌株由于对难溶于水的气态分子氧的依赖，有氧反应往往受到低溶解氧浓

度的限制。Lindeque 等人[107]为了更好地了解氧气限制如何影响酶的使用效率，在连续

搅拌釜式反应器中，研究了葡萄糖氧化酶连续氧化葡萄糖为葡萄糖酸的过程。结果表明，

通入原料中的气体含氧量增加 3 倍，反应速度提高 2 倍，这与提高 10 倍酶浓度的效果

一致。溶解氧浓度在糖酸发酵中是一个非常重要的参数，因为氧化葡萄糖酸杆菌对糖类

的生物催化是脱氢和细胞呼吸紧密耦合的生物氧化反应，严重依赖于氧气供应[108]。在

以木质纤维素为底物的糖酸发酵过程中，氧化葡萄糖酸杆菌的细胞生长同样需要高度溶
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解的氧[109]，如果溶氧受到限制，氧化葡萄糖酸杆菌上膜结合脱氢酶的活性会受到抑制，

基因表达也会发生变化，最终对催化性能产生影响[110]。 

尽管越来越多的措施已经被应用以提高溶氧，但对于高固含量糖酸发酵来说，溶氧

仍是阻碍氧化葡萄糖酸杆菌获得高水平糖酸的关键问题所在。高固体含量对糖酸发酵溶

氧的影响主要有两方面：一方面是随着固含量的提升,发酵液粘度的增加会导致氧气的传

递会受到阻得，发酵的效率因此下降[111]。另一方面，高固含量及高粘度有氧发酵会导

致气泡的大量生成[112]，不仅造成气液接触面积减少，严重时甚至会造成发酵液逸出，

增加染风险。另外，为了提高溶氧，最常采取的措施是调高发酵罐通气及搅拌，但由于

气-液阻力及其它因素，通入发酵罐的无菌空气只有 2%左右会被菌株利用[113]，造成了

大量的资源浪费。 

为了寻求更合理的解决方案，许多方法被开发了出来。有些是通过改变发酵装置如

改变搅拌桨桨叶形状[114]以及改善通气口[115]来提高溶氧以及消除气泡；有些则是通过对

菌株本身的改造如改变菌株形态[116]以及对透明颤菌血红蛋白（VHb）的异源表达[117]来

使菌株更易于利用氧气；有些则是通过改变基础发酵条件如温度、压力等来增加溶氧。

但这些措施都有一定的局限性如成本高、适用性差及效率低下等，更重要的是这些措施

大多是在低固体含量条件下进行的。为了提高高固含量下糖酸发酵的效果，更合理更有

效的措施应该被研究。 

1.3.2  渗透压胁迫 

对于糖酸发酵过程，增加的环境渗透压力总是由添加中和剂引起的。在糖酸发酵过

程中由于葡萄糖酸钠的积累，培养液中的渗透压增加，导致活菌数和全细胞活性显著下

降。在糖酸发酵的工业应用中，具有一定胁迫耐受性的发酵菌株是工业发酵的普遍要求。

渗透压胁迫耐受机制是复杂的，受生理、生物化学和分子水平上的多种因素控制[118]。

发酵时的高盐造成的渗透压胁迫会抑制菌株的生长及发酵性能，因此了解如何缓解渗透

压胁迫对菌株的影响是有必要的。 

目前常见的改善渗透压胁迫的方法有：抗性结构基因的过表达、长期适应进化、人

工诱变等[119-122]。其中较为常见的是适应性进化工程。适应性进化是一种在人为设置的

环境下分析进化现象的科学方法[123]。Saini 等人[124]通过对酵母在含有乳糖的培养基中进

行适应性进化，提高了其对乳糖的利用能力，最终得到的乙醇浓度比其亲本菌株高约

17.5%。Yan 等人[125]通过对细菌的适应性进化，增强了其酚耐受性，最终提高了纤维素

乙醇产量。Yan 等人[126]还通过对乳酸片球菌的适应性进化，提高了其耐酸性，最终得到

了较高的乳酸产量。Dhaliwal 等人[127]通过对发酵菌株在含有半乳糖的合成培养基中进

行适应性进化，提高了发酵菌株对半乳糖的适应性，最终增加了乙醇产量、乙醇生产率

和细胞生物量。这些例子都表明适应性进化是一个提高菌株适应恶劣环境的有效手段。

进化工程已经成为开发用于燃料、化学品和材料工业生产的新菌株的有用过程[128]。 
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高固含量糖酸发酵过程中会生成大量葡萄糖酸盐作为产物，高浓度的葡萄糖酸盐很

有可能会抑制发酵菌株及纤维素酶的活性。在利用木质纤维素生产糖酸的过程中，最终

的糖酸产量可达到 100g/L 以上，而在合成培养基中葡萄糖酸钠可能达到的浓度更高。

为了解决高浓度葡萄糖酸钠所带来的高渗透压胁迫，本文主要利用适应性进化的方式提

高菌株的耐受性。 

1.3.3  副产物酮基葡萄糖酸的生成 

氧化葡萄糖酸杆菌利用葡萄糖生成葡萄糖酸后，葡萄糖酸还会在葡萄糖酸脱氢酶的

作用下进一步转化为酮基葡萄糖酸[129]。酮基葡萄糖酸根据氧化途径不同分为 2-酮基葡

萄糖酸（用作合成双抗坏血酸的关键中间体[130]）、5-酮基葡萄糖酸（重要食品添加剂 L(+)-

酒石酸的合成前体[136]）及 2,5-二酮基葡萄糖酸（维生素 C 的前体-2-酮基-L-古龙酸合成

所必需的产物[137]）。目前生产酮基葡萄糖酸的菌株主要有粘质沙雷氏菌株[132]、铜绿假

单胞菌株[136]、球形节杆菌株[134]、荧光假单胞菌株[135]、肺炎克雷伯氏菌株[133]、氧化葡

萄糖酸杆菌[131]。 

本文通过纤维素糖酸发酵得到的葡萄糖酸钠主要用于水泥缓凝剂，而副产物酮基葡

萄糖酸的生成不仅会导致葡萄糖酸钠得率降低，也会使其作为水泥缓凝剂的性能下降
[138]。为了提高葡萄糖酸产量，抑制酮基葡萄糖酸的生成，许多方法被研究出来。有的

利用重金属盐如氯化锌[139]对葡萄糖酸脱氢酶活性的抑制来控制酮基葡萄糖酸的生成；

有的发现乙酸[140]和过氧化氢[141]的浓度会对酮基葡萄糖酸的生成产生影响；本实验室的

研究还发现高浓度木糖对酮基葡萄糖酸的生成也有一定的抑制，通过增加发酵时木糖的

含量可以抑制酮基葡萄糖酸的生成。然而，这些方法都有一定的弊端，如加入重金属盐

后对菌株的生长发酵性能的影响尚未可知；增加木糖对于木质纤维素发酵来说需要增加

糖化的时间，这可能会导致抑制物的进一步增加；改变乙酸及过氧化氢浓度则又需要新

的方法，浪费更多成本，这些方法都不是合适的选择，寻找一种绿色、高效的抑制酮基

葡萄糖酸生成的方法至关重要。 

1.4  论文主要研究内容与意义 

本论文以玉米秸秆为原料，采用干法生物炼制技术生产葡萄糖酸及木糖酸。通过解

决糖酸发酵过程中的一些问题，改善了发酵环境，提高了发酵指标。本论文主要研究内

容包括三个方面： 

（1）首先对生物炼制顺序进行改变，选用了先糖化再脱毒的方式进行糖酸发酵，

在糖化液中进行脱毒的过程称之为液态脱毒。脱毒的同时纤维素酶也在不断发挥作用，

发酵液黏度下降，通过测定发酵过程的 kLa，表明糖酸发酵的溶氧水平得到了提高，以

往为了得到高溶氧而设置的高转速及通气量已经不再适用，因此在液态脱毒条件下探究

了更合适的转速及通气量。 
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（2）为了探究利用氧化葡萄糖酸杆菌生产糖酸的过程中是否有过氧化氢生产，我

们在糖酸发酵时利用过氧化氢试纸检测并通过氧化葡萄糖酸杆菌的代谢途径图确认了

过氧化氢在氧化葡萄糖酸杆菌中不生成。即便按照葡萄糖氧化酶的过氧化氢生产量加入

到糖化体系中，过氧化氢对纤维素酶的抑制也很小，这证明了在糖酸发酵过程中，过氧

化氢并不是影响发酵产量提升的主要因素。此外，在糖酸发酵过程中会积累大量的葡萄

糖酸钠，这可能是抑制纤维素酶及菌株的因素之一。因此，我们在糖化及发酵时加入了

不同的葡萄糖酸盐及钠盐，最终发现葡萄糖酸钠对纤维素酶及菌株都有很大的抑制效果。

其中，钠离子的抑制要高于葡萄糖酸根的抑制。为了减轻高浓度钠离子对菌株的抑制，

我们在高浓度钠离子条件的合成培养基中对氧化葡萄糖酸杆菌进行适应性进化来提高

发酵产量。最终获得了一株能耐受高浓度葡萄糖酸钠的稳定进化菌株。通过实时荧光定

量 PCR 实验，发现发酵菌株中 Na
＋
/H

＋逆向转运蛋白活性显著提高，发酵验证结果也优

于出发菌株，这表明发酵菌株通过适应性进化增强了其对高渗透压胁迫的耐受性，有利

于高浓度糖酸的发酵实验。 

（3）有研究表明葡萄糖酸脱氢酶对 pH 比较敏感，其活性在较低的 pH 下会降低甚

至是失活[142]，并且在低 pH 条件下葡萄糖酸的生成不会受到影响，低 pH 可能是避免酮

基葡萄糖酸生成的较好的方法。因此我们在低 pH 条件下进行液态脱毒糖酸发酵。同时，

为了观察不同静置条件下酮基葡萄糖酸的生成情况，我们将发酵结束后的发酵液在不同

pH（2.5-6.5）和不同状态（离心、抽滤及不做处理）条件下短期（3 天）及长期（30 天）

静置，观察酮基葡萄糖酸生成情况。 
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第 2 章  液态脱毒条件下糖酸发酵最低转速与通气量的探究 

2.1  引言 

预处理过程中会产生对发酵菌株会产生抑制作用的物质，主有乙酸、糠醛和羟甲基

糠醛等。抑制物对于菌株的生长以及发酵性能有很大的影响，并且也会影响到纤维素酶

的活性，使得酶解效率下降[93]。脱毒在整个生物炼制过程中占据非常重要的作用，如果

脱毒效果不好，后续的菌株活性会受到影响，所发酵的产品浓度也无法达到期望，给整

个生物炼制带来了巨大的限制。选择一个高效的脱毒方法至关重要。 

为了克服抑制物带来的影响，学者们研究了许多方法。例如选择抑制物耐受性较强

的发酵菌株[143]，某些发酵菌株对常见的抑制物如乙酸、糠醛及羟甲基糠醛具有一定的

耐受性，可以大大降低抑制物对发酵的影响。但当抑制物浓度较高时仍会对发酵产生不

利影响；也有的通过加入过量的碱如 Ca(OH)2 中和来去除抑制物[102]，此方法操作简单，

脱除彻底，但同时会产生大量的废水，增加处理废水的成本；还有通过酶催化及生物降

解的生物法等。 

以往在常规生物炼制的条件下进行脱毒时不仅时间长，而且无法准确检测脱毒结束

的时间，从而导致消耗部分糖，对后续发酵的指标产生了一定影响。更重要的是，常规

生物炼制下进行的糖酸发酵过程氧气传递会受到影响，为了提高氧气传递速率，发酵时

需要较高的转速及通气量，不利于资源的节约。 

为了解决常规生物炼制所带来的问题，研究了更换生物炼制顺序的方法。更换后的

生物炼制顺序是先糖化再脱毒。在有抑制物的条件下进行糖化并不会影响最终的结果，

抑制物的存在对酶解过程的影响几乎可以忽略[148]。更换生物炼制顺序后不仅脱毒时间

短，大大缩减了时间成本，为工业化的进展奠定了基础，且液态脱毒终点可监测，避免

了糖的消耗，提高了糖酸发酵的指标。最重要的是，更换生物炼制后，脱毒的同时纤维

素酶也在不断发挥作用，发酵液黏度得到降低，通过对 kLa 的测定，表明更换生物炼制

顺序后溶氧有所提高。常规生物炼制下糖酸发酵的参数已经不再适用，通过对糖酸发酵

最低转速及通气量的研究，确定了更低的发酵参数，节约了能耗。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  原材料与酶 

玉米秸秆购自河南南阳。组分中含有纤维素 34.36%,半纤维素 26.12%、木质素

15.91%、灰分 8.05%。数据都是以干物料为基准。 

纤维素酶 Celic Ctec 2.0 购自诺维信。根据 NREL 协议 LAP-006
[144]测得的滤纸活性

为 256.0 FPU/mL，根据 Ghose
[145]测得的纤维二糖酶活性为 4653 CBU/mL，根据

Bradford
[146]方法，测得蛋白质浓度为 81.5 mg protein/ml。实验中所使用的主要试剂：山
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梨醇、葡萄糖、木糖、磷酸二氢钾、七水硫酸镁和硫酸铵等其它试剂级化学品均购自国

药化学试剂有限公司(上海)。 

2.2.2  菌株及细胞培养 

氧化葡萄糖酸杆菌购自德国微生物菌种保藏中心。高效固态生物脱毒所用的菌株宛

氏拟青霉 Paecilomyces variotii FN89 保藏于中国微生物菌种保藏中心(CGMCC)，注册编

号为 17665。由本实验室在含有抑制物的物料中筛选得来。 

氧化葡萄糖酸杆菌 使用的培养基如下： 

（1）种子培养基：80.0 g Sorbitol，20 g Yeast extract，0.5 g MgSO4·7H2O，1.5 g KH2PO4，

1.5 g (NH4)2SO4，加入 1 L 的去离子水中。 

（2）发酵合成培养基：80.0 g Glucose，0.5 g MgSO4·7H2O，1.5 g KH2PO4，1.5 g 

(NH4)2SO4，加入 1 L 的去离子水中。 

Paecilomyces variotii FN89 使用的培养基如下： 

（1）SM 合成培养基：20.0 g Glucose，1 g Yeast extract，1 g MgSO4·7H2O，2 g KH2PO4，

1 g(NH4)2SO4，加入到 1 L 的去离子水中。 

（2）PDA 固体培养基：200g 煮沸后的土豆提取液、10 g Glucose、10 g Agar，加

入到 1 L 去离子水中。 

氧化葡萄糖酸杆菌培养方法如下： 

首先将氧化葡萄糖酸杆菌冻存管从-80℃冰箱中取出，在种子培养基中活化 24 h，

之后扩培培养 24 h 后接入发酵罐中进行发酵实验。接种量皆为 10%，按照体积比。培

养基和水均在 115℃灭菌 20 min。 

Paecilomyces variotii FN89 培养方法如下： 

P. variotii FN89 保存在 PDA 平板上。使用时，在 PDA 平板上接入 10ml 无菌水，用

三角涂布棒刮取 Paecilomyces variotii FN89 孢子后倒入 100ml SM 合成培养基中，37℃、

300 rpm 培养 24 h。 

2.2.3  预处理 

玉米秸秆的预处理在带有螺带桨的 20 L 预处理反应器中进行。1200 g 干物料和 4%

（w/w）硫酸溶液按照 2∶1 的质量比共同投入反应器中。之后通入蒸汽开始升温，从通

入蒸汽使釜内温度达到 100 ℃开始，直到到温度升到 175 ℃的过程称为升温过程，控

制在 5 min 之内以保证预处理强度的稳定性。当温度升至 175℃时维持 5 min，搅拌桨

的转速始终为 50 rpm。预处理结束时，迅速排空压力，将物料放出。预处理后的玉米秸

秆的含水量大约在 50%，在此预处理过程中没有废水产生。经过预处理后的玉米秸秆

含有纤维素 35.19%、半纤维素 0.89%，组分使用两步酸解法测定。 

2.2.4  氧气传递速率 kLa 的测定 

通过动态法测定。首先将 1.0 vvm、30℃下的溶氧设置为饱和溶氧。之后通入氮气
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赶走氧气。这时溶氧逐渐下降，当溶氧下降到 5%以下时，断掉氮气通气阀，打开氧气

阀通入氧气。此时溶氧会逐渐上升，每 10 s 记录一次溶氧的变化，直至达到饱和溶氧。

之后对记录的溶氧绘制曲线，求出氧气传递速率 kLa。 

dC/dt=kLa（C*-C）                                                   （2-1） 

其中 C*是饱和溶氧浓度(mol/L)，C 是实时测定的溶氧浓度(mol/L)。 

2.2.5  粘度的测定 

从生物反应器中取出 5 mL 水解产物样品 使用 Brookfield 测定水解产物的表观粘度。

DV2T 粘度计(Stoughton，Middleboro ), 30-37°C 和 58 s 1 次剪切率。在液态脱毒及糖酸

发酵时需通入氧气，粘度计的测定前需排除气体。在发酵液取至具塞试管中，使用真空

抽滤机抽空气体后再去测定粘度。 

2.2.6  糖类及糖酸分析 

糖采用 HPX-87P 型色谱柱进行高效液相测定。无菌超纯水作为流动相，流速为 0.6 

mL/min。糖酸使用 HPX-87H 型色谱柱进行测定。0.005 mol 硫酸作为流动相，流速为

0.4 mL/min，紫外检测的波长为 210 nm。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  液态脱毒条件下糖酸发酵上罐验证 

在实验室之前的研究中，使用脱毒菌株对预处理后的物料进行固态脱毒，但是固态

脱毒不仅时间长，而且无法准确掌控脱完毒的时间导致糖被消耗，对后续发酵的指标产

生了一定影响。更重要的是，利用固态脱毒进行的糖酸发酵过程发酵液黏度较高，溶氧

受到影响，而溶解氧浓度是糖酸发酵中一个非常重要的参数，因为氧化葡萄糖酸杆菌对

糖类的生物催化是脱氢和细胞呼吸紧密耦合的生物氧化反应，严重依赖于氧气供应[101]。

而为了达到所需的溶氧浓度，发酵时需要较高的转速及通气量，不利于资源的节约。 

为了解决固态脱毒所带来的问题，本研究以玉米秸秆为原料，在 3L 生物反应器内

考察了液态脱毒糖酸发酵的可行性。液态脱毒相比固态脱毒来说时间短，大大缩减了时

间成本，为工业化的进展奠定了基础，且液态脱毒终点可监测，避免了糖的消耗，提高

了糖酸发酵的指标。同时，液态脱毒糖酸发酵间接增加了糖化的时间，发酵液黏度得到

降低，糖酸发酵过程中溶氧水平得到提高。 
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图 2.1  30%（v/v）固含量玉米秸秆液态脱毒过程中的 pH 变化情况 

Fig. 2.1  pH changes during the liquid detoxification process of 30% solid content corn straw 

 

首先将预处理后的玉米秸秆在 5 L 糖化罐中进行预水解，预水解 12 h 后将得到的糖

化液转移至 3 L 脱毒罐中进行脱毒准备。3 L 脱毒罐在进行脱毒的操作之前需要设置温

度在 37℃、转速 750 rpm 及通气量 1.0 vvm。将糖化液转移进 3 L 罐后接入 10%（v/v）

pv 脱毒种子液进行液态脱毒操作。将脱毒种子液接入 3 L 罐中相比于不在罐中的固态脱

毒来说有一个最大的优点就是脱毒终点可监测。不管是液态脱毒还是固态脱毒，它们都

会脱除 3 种主要抑制物：乙酸、糠醛及羟甲基糠醛。其中乙酸作为一种酸性抑制物，其

被脱除的过程中会导致 pH 的下降。而在 3 L 罐中进行液态脱毒时可以通过 pH 计来检

测罐中 pH 的变化。如图 2.1 所示，在脱毒的过程中 pH 先缓慢上升，根据之前的研究，

脱毒前期主要是在脱除糠醛及羟甲基糠醛，乙酸只有略微的消耗，因此 pH 变化缓慢。

在脱毒 14 h 之后 pH 开始快速上升，脱毒至 18 h 时达到最高值，之后开始下降。按照之

前的理论，可以认为在 pH 开始快速上升期是在脱除乙酸，18 h 时乙酸基本脱除完毕，

之后 pH 开始下降。pH 开始下降是因为脱毒菌株生成了其它的酸，这在实验室其它论文

中有所讨论，本论文不做探讨。 

表 2.1  30%（v/v）固含量玉米秸秆液态脱毒过程中的成分变化情况 

Table 2.1  Composition changes of 30% (v/v) solid content corn straw during liquid detoxification process 

 
葡萄糖 木糖 乙酸 糠醛 羟甲基糠醛 

0 h 101.56±5.28 39.27±2.98 6.68±1.89 0.52±0.04 1.11±0.09 

18 h 106.23±4.35 40.61±4.40 0.86±0.32 0.00±0.00 0.00±0.00 

 

如前文所述，pH 上升的原因是因为在脱除乙酸，脱毒 18 h 时达到最高点时表明乙

酸已经基本脱除。为了验证这一观点，对脱毒起始及终点的成分进行了检测，结果如表
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2.1。脱毒起始即糖化结束后乙酸、糠醛及羟甲基糠醛分别为6.68 g/L、0.52 g/L及1.11 g/L，

3 种抑制物浓度均处于较高的水平，此时会对菌株的活性及发酵性能产生一定的负面影

响。经过液态脱毒 18 h 后我们可以看到最终的抑制物浓度仅有乙酸还剩下不到 1 g/L，

其余两种抑制物均完全脱除。因此，脱毒 18 h 即 pH 达到最高值的时间点即为脱毒终点。

在脱毒终点时，我们也会发现葡萄糖及木糖均略有增加，这是因为在液态脱毒的过程中

纤维素酶也在不断的分解纤维素及半纤维素来产生更多的可发酵糖。而在固态脱毒时，

由于脱毒终点无法准确检测，只能依靠液相不断检测抑制物含量来确定，这造成了资源

的浪费且耗时耗力。检测需要一定的时间，而在检测后可能发现抑制物早已脱除完毕，

脱毒菌株为了生存而开始消耗可发酵糖，从而对整个发酵产量造成一定的影响。因此液

态脱毒相比固态脱毒具有一定的优势，利用液态脱毒进行糖酸发酵更有利于产量的进一

步提高。 

 

图 2.2  氧化葡萄糖酸杆菌在固态及液态脱毒条件下的糖酸发酵情况。30%固含量玉米秸秆在

30℃、2.4 vvm、500 rpm 及 pH5.5 条件下的 3 L 罐中发酵 24 h 

Fig. 2.2  Sugar acid fermentation of G. oxydans DSM 2003 under liquid detoxification condition 

 

前文提到液态脱毒的过程中也是在不断糖化的过程，这对于降低整体发酵液的黏度

有一定的帮助。众所周知，利用氧化葡萄糖酸杆菌发酵糖酸是一个对溶氧及其依赖的发

酵过程，当溶氧不足时发酵时间可能会延长，产率因此下降。因此利用液态脱毒进行糖

酸发酵对于产量的提高及发酵时间的缩短而言有一定的好处。在液态脱毒完成后，根据

Zhang 等人[149]的研究，将温度升至 50℃维持 12 h 以灭活脱毒菌株，避免其影响后续的

发酵实验。50℃维持 12 h 后将温度下降至 30℃即发酵温度后即可接入发酵种子液。发

酵菌株选择的是氧化葡萄糖酸杆菌，以往选用发酵糖酸的菌株是黑曲霉。但黑曲霉相比

于氧化葡萄糖酸杆菌来说有很多劣势，如不能利用木糖、对抑制物不耐受以及发酵时间

较长等。黑曲霉也有一定的优势，如不会产生酮基葡萄糖酸。综合来看，为了进一步提

升糖酸的产量，氧化葡萄糖酸杆菌是更合适的选择。最终的发酵结果如图 2.2 所示。固

态脱毒条件下的糖酸发酵 24h 时残糖仍剩余 40g/L 以上，发酵与耗糖速率较慢。而液态
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脱毒条件下的糖酸发酵第 24 h 时葡萄糖酸与木糖酸产量最高为 104.15±5.39 g/L 和

35.56±7.23 g/L，此时残余的葡萄糖与木糖之和低于 5 g/L。脱毒菌株对葡萄糖的消耗仅

在 1%-10%左右，木糖几乎没有消耗，这表明液态脱毒对糖酸发酵来说是一个合适的技

术。 

2.3.2  糖酸发酵过程不同转速及通气量对氧气传递速率的影响 

对于好氧发酵来说，能够改善溶氧是液态脱毒另一点比较重要的优势。液态脱毒整

个过程需要在 37℃下维持 24 h 左右，之后升温至 50℃并维持 12 h 以灭活脱毒菌株。在

液态脱毒以及后续的升温过程同时也是不断在糖化的过程，发酵液黏度会进一步下降，

因此发酵时的溶氧也会得到改善。氧化葡萄糖酸杆菌是一株对溶氧有很高的需求的菌株，

尤其在催化糖酸生产时需要大量氧气的参与。因此提高溶氧，对于利用氧化葡萄糖酸杆

菌生产糖酸来说是非常重要的。 

在好氧生物过程中，氧是用于生长、维持和其他代谢途径的关键底物，包括产品合

成。由于氧气在水溶液中的溶解度较低，必须由气相连续提供氧气，因此需要了解氧气

传递速率(OTR)的知识。生物反应器中的 OTR 取决于液膜传质系数 kL、可用于传质的

总比表面积 a 和以浓度表示的驱动力。由于 kL和 a 这两个参数不容易单独测量，所以通

常将它们集中在一起作为一个参数，称为体积传质系数，kLa。kLa 的值在一定程度上可

以反应水溶液中的溶解氧的情况。测定 kLa 主要有以下三种方法：①H2SO3 氧化法；②

稳态法；③动态法。稳态法一般是利用物料衡算来进行计算的方法，存在较大误差。在

H2SO3 氧化法中，Na2SO3 溶液与真实的培养液有比较大的区别，不能很好的反应真实情

况，造成数据有较大的误差。而动态法，是根据培养液中溶氧浓度的变化速率来计算的，

更加真实有效。且利用动态法测 kLa 时，只需要测量溶氧一个变量，很简单就能测出 kLa

的值。 
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图 2.3  不同生物炼制顺序下的糖酸发酵过程粘度及氧气传递速率 kLa 的值 

Fig. 2.3  Value of viscosity and oxygen transfer rate kLa in sugar acid fermentation process under 

different biological refining sequences 

图 2.3 是利用动态法在更换生物炼制顺序进行糖酸发酵时的粘度及不同转速及通气

量下的 kLa 测定结果。液态脱毒条件下的糖酸发酵过程粘度随着脱毒过程的进行逐渐降

低，糖酸发酵初始的粘度只有 0.02 Pa·s，而传统生物炼制过程糖酸发酵初始的表观粘

度在 0.28 Pa·s，高于 0.02 Pa·s。证明了液态脱毒过程可有降低发酵液的粘度，因此下

一步对发酵过程的氧气传递进行了探究。根据以往的研究结果，利用氧化葡萄糖酸杆菌

的糖酸发酵要想符合常规发酵结果，kLa 必须在 10 h
-1 以上[147]。由图中可以看出，常规

生物炼制下的糖酸发酵在 1.0 vvm 通气量及 500 rpm 转速较高参数下，其 kLa 的值为 7.56 

± 1.08 h
-1，小于发酵最低标准。当利用液态脱毒时，糖酸发酵在 0.1 vvm 通气量及 300 rpm

转速的较低参数下，其 kLa 的值为 12.42±1.78 h
-1，已经达到了发酵最低标准，而随着转

速或通气量的增加，kLa 的值也越来越高。这表明在液态脱毒条件下，较低的参数即可

进行糖酸发酵，从侧面证明了液态脱毒对糖酸发酵过程中溶氧提升的帮助。 

2.3.3  液态脱毒条件下糖酸发酵最低转速及通气量的探究 

根据前面氧气传递速率的测定，液态脱毒对于溶氧的提升是很大的。较低的参数条

件下依然可以进行糖酸发酵，这表明以往在固态脱毒下进行的糖酸发酵为了达到所需的

溶氧而设计的高参数已经不再适用，需要重新寻找更适合的参数。在工业上，高转速及

高通气量需要耗费大量的能源，且罐体积越大，效率可能越低。因此，如果能在不影响

发酵的前提下降低转速及通气量，对于大规模发酵来说，可以节省大量的能耗及成本。 
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图 2.4  低转速及低通气量条件下的糖耗及糖酸生产情况 

（a）葡萄糖与木糖的消耗（b）葡萄糖酸与木糖酸的生成。发酵条件：30℃、0.1 vvm、250-500 

rpm 及 pH5.5 条件下发酵 24 h 

Fig. 2.4  Sugar and acid fermentation at low rotating speed and low ventilation(a) Consumption of 

total sugar (b) Generation of total sugar acids 

 

在低转速下小幅度提高通气量对溶氧的影响较小，而在低通气量下提高转速对溶氧

的影响较大，因此为了达到较好的发酵指标，我们在极低通气量 0.1vvm 的条件下来探

究发酵过程的最低参数。结果如图 2.4 所示。当转速在 300 rpm 以下时，150.78±3.31 g/L

的可发酵总糖在发酵 24 h 之后还剩下 71.48±4.14 g/L，生成了 60.15±7.82 g/L 的总糖酸。

这样的结果与对照相比相差很多，无论是糖的消耗还是糖酸的生成，这表明 0.1 vvm 及

300 rpm 及以下的参数条件无法达到糖酸发酵的需求。而在 0.1 vvm、400 rpm 和 500 rpm
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条件下糖酸发酵的结果均符合正常的发酵规律，这表明我们的溶氧水平已经可以满足需

求，考虑到能耗的问题，最终选择 0.1 vvm、400 rpm 为在液态脱毒条件下糖酸发酵的最

适转速及通气量。 

2.3.4  本章小结 

（1）利用更换后的生物炼制顺序来进行糖酸发酵的效果符合常规的糖酸发酵，且

对抑制物的脱除较为彻底及终点可监测，相比于常规生物炼制来说避免了可发酵糖的消

耗，更利于提高糖酸产量。除此之外，对于好氧发酵来说，更换生物炼制顺序后也会降

低发酵液的黏度，提高发酵时的溶氧，更利于好氧菌株的发酵。 

（2）通过对发酵时的氧气传质系数 kLa 的测定，进一步验证了更换生物炼制顺序

对发酵时溶氧水平改善的帮助。通过对 kLa 进行测定，发现在更换生物炼制顺序后，较

低的转速及通气量下依然可以获得较好的溶氧，这表明以往为了获得高溶氧而设置的高

参数已经不再适用于全新的发酵。因此，我们做了不同转速及通气量条件下的发酵验证，

最后发现能正常进行糖酸发酵且参数最低的条件为 0.1 vvm 通气量和 400 rpm 转速。后

续的糖酸发酵实验也都采用全新的发酵参数。 

本章主要对更换生物炼制顺序后的糖酸发酵进行了发酵验证，并对更换生物炼制顺

序后的氧气传递速率进行了测定，证明了更换生物炼制顺序对溶氧的帮助。最后通过降

低最低转速及通气量，节约了成本，降低了能耗。 
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第 3 章  高浓度产物对糖酸发酵过程的影响 

3.1  引言 

糖酸发酵过程中有许多影响糖酸发酵的因素。一方面，有研究表明，在利用葡萄糖

氧化酶生产糖酸的发酵过程中会生成中间产物葡萄糖酸内酯及过氧化氢，反应过程比较

简单，首先葡萄糖葡萄糖氧化酶的催化下生成葡萄糖酸内酯和过氧化氢，随后葡萄糖酸

-δ-内酯可以自发或者在内酯水解酶的作用下水解开环生成葡萄糖酸。过氧化氢作为一种

强氧化剂会对纤维素酶结构造成一定的破坏，从而抑制纤维素酶的活性，影响后续糖酸

的发酵。另外，还有些文献也报道了高产物积累可能是发酵过程中影响产量的因素之一。

在糖酸发酵过程中，糖酸盐的积累达到了很高的浓度，这可能会抑制纤维素酶及菌株活

性。 

为了了解过氧化氢在利用氧化葡萄糖酸杆菌产糖酸过程中的影响，对糖酸的发酵过

程中的过氧化氢进行了浓度测定，发现发酵过程中的过氧化氢浓度非常低。通过对氧化

葡萄糖酸杆菌中的代谢途径进行研究，发现氧化葡萄糖酸杆菌将葡萄糖转化为葡萄糖酸

的过程中并没有过氧化氢的生成。为了进一步探究过氧化氢对纤维素酶的影响，我们探

究了在糖化的过程中加入一定浓度的过氧化氢的影响，结果发现随着加入方式逐渐向真

实发酵体系靠近时，其对纤维素酶的抑制越来越小，结果表明在真实发酵体系时过氧化

氢的影响可能更小甚至没有。另外，在糖酸发酵过程中会生成大量的葡萄糖酸钠作为产

物而积累，而这些高浓度的葡萄糖酸钠可能会对纤维素酶及菌株产生渗透压胁迫，因此

我们又探究了产物抑制对糖酸发酵的影响，结果发现葡萄糖酸钠造成的渗透压胁迫对发

酵的抑制较大。为了获得具有耐受高浓度葡萄糖酸钠的发酵菌株，我们采取了适应性进

化的策略，并通过发酵验证及测定相关转运蛋白活性证明了适应性进化策略的可行性，

为工业化纤维素糖酸生产提供了帮助。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  原材料与酶 

见 2.2.1 

3.2.2  菌株及细胞培养 

高钠浓度合成培养基：30 g/L 葡萄糖、15g/L 木糖、20/80/120g/L 葡萄糖酸钠、0.5g/L

七水硫酸镁、1.5g/L 硫酸铵及磷酸二氢钾。 

菌体生长的测定：紫外可见分光光度计（BIOMATE 3S，Thermo，Waltham，MA，

USA）在吸光度为 600 nm 处检测细胞生长，用超纯水稀释菌液 40 倍使 OD600 值在 0.3-1.0

范围内，1 mL 超纯水作空白对照。 

其余详见 2.2.2 
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3.2.3  过氧化氢的测定 

过氧化氢采用过氧化氢试纸的方式测定。过氧化氢试纸上含有 3,3',5,5'-四甲基联苯

胺（TMB）。TMB 是过氧化物酶和乙型肝炎抗原的染色剂，是测定血液、检测血红素和

过氧化物的灵敏和特定试剂。TMB 加在过氧化氢试纸上，当试纸触碰到含有过氧化氢

的水溶液时，TMB 会被氧化成淡蓝色，浓度越高颜色越深，从而根据颜色深浅来快速

检测过氧化氢浓度。 

3.2.4  糖类及糖酸分析 

详情见 2.2.4 

3.2.5  菌体收集和实时荧光定量 PCR 实验 

菌体的收集：将 G. oxydans 培养在 50ml 总体系含有高浓度葡萄糖酸钠的合成培养

基中，12 h 后收集菌体离心并冻存备用。 

荧光定量 PCR：首先将冻存的菌体用研磨棒研磨成粉末状，之后用 TIANGEN DP419

总 RNA 提取试剂盒提取 RNA。最后用 ReverTra Ace qPCR-RT 试剂盒将 RNA 反转录为

cDNA。以 cDNA 为模板进行 RT-qPCR 实验。 

表 3.1  钠离子转运蛋白及葡萄糖脱氢酶相关基因 qRT-PCR 实验引物 

Table 3.1  Sodium ion transport protein and glucose dehydrogenase related genes qRT-PCR experimental 

primers 

Enzyme Gene code Forward primer sequence (5'-3') Reverse primer sequence (5'-3') 

Na+/H+ Antiporter  GOX0010 GTCACCTCGCATCACCAGAT CCGCAATCAGCAGCAATGT 

Na+/H+ Antiporter GOX1377 GGTGGCGGGTATGAGTCTT CGATCAGGTTCCAGAACACTAC 

Na+/H+ Antiporter  GOX2268 CTGATGGCGGTCACGATCT ACCACGAGCGATTCCTTCAT 

Na+/H+ Antiporter GOX2369 CGTGCTGGGAATAGTGGTAATC TGCCTGTTCGCTCCAATCA 

Na+/H+ Antiporter GOX2370 CGAACAGGCAGGATCAGAAC CCAGCAAGTGTCGGGTGTA 

Na
+
-dependent transporter GOX0682 AGACATTGTGCCAGATGGAGAA CACGCTCGCCATTGAAGTC 

glucose dehydrogenase GOX0265 CCAATGAACGACGCAGGATT AACACCAAGCCGCAGACT 
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3.3  结果与讨论 

3.3.1  过氧化氢对糖酸发酵过程的影响 

葡萄糖在被葡萄糖氧化酶催化时，会生成过氧化氢，这被认为是影响纤维素酶活性

的原因之一。而在氧化葡萄糖酸杆菌中，催化葡萄糖生成葡萄糖酸的是葡萄糖脱氢酶，

根据氧化葡萄糖酸杆菌的代谢路径图能够看到催化过程中并没有过氧化氢的生成。对于

以氧化葡萄糖酸杆菌为发酵菌株的糖酸发酵而言，过氧化氢可能不会对纤维素酶及菌株

产生负面影响。 

为了验证我们的猜想，我们利用过氧化氢试纸检测了氧化葡萄糖酸杆菌生产糖酸过

程中过氧化氢的含量，我们在摇瓶中进行糖酸发酵的第 0 h、12 h 及 24 h 时分别检测了

一次过氧化氢含量，结果如图 3.1。由检测结果可知，在这三个时间段内的过氧化氢浓

度生成的较低，这表明氧化葡萄糖酸杆菌在催化葡萄糖生成葡萄糖酸的过程中过氧化氢

的生成途径较少。过氧化氢在发酵过程中极不稳定，可能会自行水解或者被搅拌分解，

因此检测出的过氧化氢不能代表实际生成的过氧化氢含量。为了进一步排除过氧化氢的

影响，我们在糖酸发酵时加入二氧化锰来去除过氧化氢以完全排除其影响。 

 

图 3.1  糖酸发酵 0 h、12 h 及 24 h 时加入与不加入二氧化锰时的过氧化氢含量 

Fig. 3.1  H2O2 content with and without MnO2 during sugar acid fermentation at 0, 12, and 24 hours 

 

为了确定加入发酵时的二氧化锰的量，首先需要确定二氧化锰对菌株的影响。我们

在 50 ml 合成培养基的体系下进行糖酸发酵时分别加入了 10 mg、100 mg 及 500 mg 的

二氧化锰。其对发酵的影响可由图 3.2 看出。当添加 10 mg 二氧化锰时，糖酸的生成及

OD600 的变化与对照相比基本没有差别。而当二氧化锰的量增加至 100 mg 甚至 500 mg

时，其糖酸产量及 OD600 都出现了明显的下降，这表明二氧化锰的量太大影响到了菌株

的活性。根据《中华人民共和国轻工行业标准 QB/T 4484-2013》中对除食品和医药用途
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的葡萄糖酸钠的重金属含量要求为小于等于 10 mg/kg，这是相当低的一个含量，二氧化

锰用量应尽量低。因此我们认为后续的去除过氧化氢实验二氧化锰用量选择 10 mg/50 ml

即 0.2 g/L 的二氧化锰用量。 

 

图 3.2  不同浓度二氧化锰对菌株活性及发酵性能的影响 

Fig. 3.2  The effect of different concentrations of MnO2 on the activity and fermentation performance of 

strains 

 

确定了二氧化锰加入量后，首先在 25%（v/v）固含量玉米秸秆摇瓶中进行发酵实

验，结果发现加入二氧化锰后最终的糖酸产量并没有很明显的差别，这表明二氧化锰去

除过氧化氢后并没有有效改善糖酸的发酵情况。我们认为造成这样的原因可能是在摇瓶

中无法准确调控 pH，发酵菌株无法一直处在一个合适的 pH 范围内就会导致其发酵的性

能受到抑制。此时，影响糖酸发酵性能提升的主要因素就变成了 pH 而不是极低浓度的

过氧化氢。这个原因可能是导致加入二氧化锰后效果不显著的主要原因。 

为了排除 pH 对发酵菌株的影响，在 3 L 罐中探究了加入二氧化锰对糖酸发酵的影

响。其余的操作与正常的液态脱毒糖酸发酵操作一致，液态脱毒结束后发酵前加入 0.2 

g/L 的二氧化锰。最终的结果如图 3.3 所示，加入二氧化锰后的发酵结果仍然没有差别，

这与摇瓶中的结果一致。在排除了 pH 的因素之后，在罐上仍然出现了同样的结果，因

此必须思考其它的原因。在查阅文献后，我们认为造成这样的原因最有可能的就是过氧

化氢本身对纤维素酶及菌株的影响可能并没有想象中的那么大。在氧化葡萄糖酸杆菌中

并没有过氧化氢的生成，因此去研究过氧化氢对氧化葡萄糖酸杆菌的影响并没有实际的

意义。但无论是氧化葡萄糖酸杆菌还是黑曲霉，其中都有纤维素酶在发挥作用，实现同

步糖化共发酵最重要的也就是纤维素酶活性的大小。为了进一步探究过氧化氢在发酵过

程中的作用，探究过氧化氢对纤维素酶的影响是必要的。众所周知，在利用黑曲霉生产

葡萄糖酸的过程中是有过氧化氢生成的，文献中也报道了生成的过氧化氢对纤维素酶的

影响，但具体影响程度研究的相对较少。 
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图 3.3  添加二氧化锰对高固含量玉米秸秆摇瓶及上罐糖酸发酵的影响 

Fig. 3.3  Effect of adding MnO2 on high solid content shake flask and fermentation tank sugar acid 

fermentation 

 

尽管过氧化氢在利用氧化葡萄糖酸酸杆菌的糖酸发酵中生成的较少，但为了进一步

明确过氧化氢在所有糖酸发酵的过程中的影响，以木质纤维素为原料，在摇瓶中探究添

加过氧化氢对纤维素酶的影响。操作是经过干式稀酸预处理后的 25%（v/v）固含量玉

米秸秆在 50℃条件下进行糖化。过氧化氢的加入量按照葡萄糖氧化酶催化葡萄糖生成

10 0g/L 葡萄糖酸时的过氧化氢生成量加入，过氧化氢浓度为 35%（v/v），分别每隔 4 h、

2 h、1 h 及 0.5 h 加一次过氧化氢，12 h 后糖化结束（图 3.4）。 

 

图 3.4  不同的过氧化氢加入方式对糖化的影响 

H2O2-1：在 12h 糖化的过程中每 4 个小时加入一次过氧化氢；H2O2-2：在 12 h 糖化的过程中每 2 小时加入一次

过氧化氢；H2O2-3：在 12 h 糖化的过程中每 1 小时加入一次过氧化氢；H2O2-4：在 12 h 糖化的过程中每 0.5 小时加

入一次过氧化氢。对照为不加入过氧化氢。 

Fig. 3.4  Effect of different ways of adding hydrogen peroxide on saccharification 

H2O2-1: add H2O2 every 4 hours during the 12h saccharification process; H2O2-2: add H2O2 every 2 hours during the 

0

30

60

90

120

150

Shake flask Fermentation tank

S
u

g
a
r 

a
c
id

s
（

g
/L
）

Control 0.2g/L MnO2

0

2

4

6

8

10

0

15

30

45

60

75

90

0 2 4 6 8 10 12

S
u

g
a

r 
a

c
id

s

（
g

/L
）

S
u

g
a

r 
(g

/L
)

Time (h)

Control H2O2-1 H2O2-2 H2O2-3 H2O2-4 Sugar acids



第 26 页                                        华东理工大学  硕士学位论文 

 

12h saccharification process; H2O2-3: add H2O2 every 1 hour during 12h saccharification; H2O2-4: H2O2 is added every 0.5 

hour during 12 h saccharification. Blank means no H2O2。 

根据结果可以得出，当每隔 4 h 加入一次过氧化氢时对纤维素酶的抑制程度最大，

糖化 12 h 生成了 65.50±0.71 g/L 的可发酵糖，与对照（86.50±0.71 g/L）相比出现了明显

了产量下降。每隔 2h加入一次过氧化氢时，其 12 h糖化生成的可发酵糖为 75.00±1.41 g/L，

抑制程度有所缓解。到了每隔 1 h 及 0.5 h 加入一次过氧化氢时，其 12 h 糖化生成的可

发酵糖为 78.00±1.41 g/L 及 81.50±0.71 g/L，也就是抑制程度随着过氧化氢加入间隔的缩

短即越来越接近真实发酵体系时的过氧化氢生产量时，过氧化氢对纤维素酶的抑制越来

越小。因此，根据实验结果，我们认为即使在发酵过程中有过氧化氢的生成，过氧化氢

也不是影响糖酸同步糖化共发酵的主要因素。在样品中并未检测出葡萄糖酸的生成，因

此可以排除由于过氧化氢催化葡萄糖生成葡萄糖酸而导致的葡萄糖浓度的下降。因此，

无论是在黑曲霉还是氧化葡萄糖酸杆菌生产糖酸的过程中，过氧化氢都不是影响发酵的

主要因素。这也解释了为什么之前的摇瓶及上罐发酵实验中为何加入二氧化锰后并没有

很明显的产量差别。过氧化氢在之前的很多研究中都被认为是影响糖酸产量提升的一个

因素，有些工作者为了降低它的影响而加入了过氧化氢酶，但最终的结果也并没有很大

的提升。通过本研究，证实了在氧化葡萄糖酸杆菌中只有极低含量的过氧化氢生成，且

就算是较高浓度的过氧化氢，其对纤维素酶的影响也非常小，基本不会影响糖酸发酵。 

3.3.2  葡萄糖酸钠对糖酸发酵过程的影响 

前面的研究证实了过氧化氢对糖酸发酵过程的影响非常小，基本可以忽略。纤维素

糖酸发酵过程中，还会有高浓度的葡萄糖酸盐会积累。因此，这部分内容主要探究葡萄

糖酸钠对糖酸发酵过程的影响。在许多发酵尤其是在产酸发酵过程中，加入中和剂所导

致的渗透压胁迫是影响产量提升的重要问题。高浓度产品的积累会对菌株尤其是关键酶

的活性造成一定程度的抑制。对于纤维素糖酸的生产，为了维持菌株所适应的 pH 范围，

需要加入碱来调节 pH，这会导致浓度很高的金属阳离子的积累，会对菌株及纤维素酶

造成一定的抑制作用。考虑到糖酸发酵过程中会生成大量的葡萄糖酸钠及木糖酸钠，这

可能会导致菌株及纤维素酶活性下降，从而影响最后的产量。因此，有必要去研究高浓

度产品积累对发酵的影响。为了探究高浓度葡萄糖酸钠对纤维素酶及菌株的影响，我们

在摇瓶中加入了各种葡萄糖酸盐及钠盐（图 3.5），目的是为了探究葡萄糖酸钠对菌株及

纤维素酶是否有抑制，且抑制作用主要是由葡萄糖酸根离子引起的还是钠离子引起的，

得出结论后便于改善发酵的环境，提高发酵的效果。 
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图 3.5  不同葡萄糖酸盐及钠盐对糖化及糖酸发酵过程的影响 

（a）葡萄糖酸盐对糖化的影响；（b）钠盐对糖化的影响；（c）葡萄糖酸盐对糖酸发酵的影响；

（d）钠盐对糖酸发酵的影响。葡萄糖酸盐加入的量为 100 g/L。钠盐加入的量（保证钠离子浓度一

致）分别为：乙酸钠 35.71g/L、柠檬酸钠 37.04g/L、碳酸钠 23.26g/L 及乳酸钠 50g/L。 

Fig. 3.5  Effect of different gluconate and sodium salt on saccharification and saccharification 

fermentation 

(a) Effect of gluconate on saccharification; (b) Effect of sodium salt on saccharification ; (c) The effect of gluconate on 

saccharin-acid fermentation; (d) The effect of sodium salt on saccharin-acid fermentation  

 

在摇瓶中测试了不同葡萄糖酸盐（图 3.5 a、c）及钠盐（图 3.5 b、d）对糖化及糖

酸发酵时的影响。糖化时，不同的葡萄糖酸盐有不同的抑制效果，其中在糖化时加入葡

萄糖酸钠及葡萄糖酸钾时生成的总糖分别为 44.50±2.12 g/L 及 57.00±1.41 g/L。数据表明

葡萄糖酸钠抑制程度最高，葡萄糖酸钾抑制程度最低。葡萄糖酸根离子浓度保持一致，

不同的阳离子有不同的抑制效果，表明葡萄糖酸钠中钠离子对糖酸发酵有一定的抑制作

用。发酵时，不同的钠盐也有不同的抑制效果，但不同的钠盐抑制程度的差别比较小，

葡萄糖酸钠仍然是抑制程度最高的。这表明葡萄糖酸钠中葡萄糖酸根离子与钠离子都对

糖酸发酵有抑制作用，且钠离子抑制程度更高。通过实验我们可以得出：在糖酸发酵的

过程中积累的大量葡萄糖酸钠会对纤维素酶及菌株产生一定的抑制作用，其中钠离子的

抑制程度要更高些。 

3.3.3  G. oxydans 在高浓度葡萄糖酸钠条件下的适应性进化及验证实验 

微生物最有趣的特征之一是它们能够迅速适应不同的环境条件。通过对微生物中这
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种适应性反应的详细研究，其适应的机制和原则正在逐渐被揭开。适应性实验室进化

（ALE）被用于深入了解适应的遗传基础和动态，以及研究细菌种群的进化。此外，在

工业环境中，ALE 也已成为生物技术应用、提高产量和降低成本的广泛使用工具。 

微生物适应性进化一个比较重要的考虑因素是高浓度的底物或产品所带来的抑制

作用，因此，设计合适的适应性进化实验是很重要的。AtSumi 等人[132]成功地应用 ALE

方法培育了一株耐异丁醇的大肠杆菌菌株。经过 45 次连续转移后，对进化菌株在不同

异丁醇浓度下的生长进行了评估，最终结果表明大肠杆菌对异丁醇的耐受性增加了

100%。酿酒酵母对酒精耐受性的适应也被证明是有用的[133]。发酵液中高浓度的乙醇会

导致细胞壁不稳定和细胞溶解[134]。酵母菌株对培养基中高乙醇含量的适应将乙醇耐受

性提高到 8%(v/v)，并表明细胞壁的成分发生了重排。高浓度的有机酸，特别是醋酸、

乳酸和琥珀酸对酵母菌和大肠杆菌的生长也有抑制作用。通过 9 个月的适应性进化来开

发一种高度耐受的大肠杆菌菌株，在培养基中存在近 40 mM 的琥珀酸，该菌株也能够

快速生长[135]。这种进化的菌株随后被用于工业规模的琥珀酸生产，并能够在连续发酵

过程中生产并保持显著较高的琥珀酸效价。与在高琥珀酸浓度下生长的未进化菌株相比，

该菌株的生长速度也高出 13 倍。这些例子清楚地表明，ALE 可以用来提高对高浓度底

物或产物的胁迫耐受性。 

 

图 3.6  G. oxydans DSM 2003 在含有高浓度葡萄糖酸钠合成培养基中的适应性进化情况 

Ⅰ：20 g/L 葡萄糖酸钠；Ⅱ：80 g/L 葡萄糖酸钠；Ⅲ：120 g/L 葡萄糖酸钠；Ⅳ：由于疫情，适应性

进化暂停了一段时间造成了产量的下降。 

Fig. 3.6  Domestication of G. oxydans DSM 2003 in synthetic medium containing high concentration 

of sodium gluconate。 

I: 20 g/L sodium gluconate; II: 80 g/L sodium gluconate; III: 120 g/L sodium gluconate; IV: Due to the 

epidemic, adaptive evolution has been suspended for a period of time, resulting in a decrease in production. 
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为了降低高浓度葡萄糖酸钠对菌株的影响，采用生物适应性进化的方法提高氧化葡

萄糖酸杆菌对钠离子的耐受性（图 3.6）。首先在含有 20 g/L 葡萄糖酸钠的合成培养基中

适应性进化发酵菌株，适应性进化至残糖在 10 g/L 以内，稳定后提高葡萄糖酸钠浓度至

80 g/L，继续适应性进化至残糖在 10 g/L 以内后，提高葡萄糖酸钠浓度至 120 g/L。在

120 g/L 的高浓度钠离子条件下一直适应性进化，直至生成的糖酸及残糖达到理想且稳

定的状态后对发酵菌株进行进一步验证。 

适应性进化结束后对发酵菌株进行实时荧光定量 PCR 验证。将适应性进化菌株及

出发菌株培养在含有 120 g/L 葡萄糖酸钠浓度的合成培养基中，培养 12 h 后收集菌体。

提取菌体的 RNA 并反转录成 cDNA 后在 qPCR 仪上测定活性。相关钠离子转运蛋白基

因是在氧化葡萄糖酸杆菌的全基因组上寻找到的有明确注释的。GOX0010、GOX1377、

GOX2268、GOX236 及 GOX2370 均为 Na
＋
/H

＋逆向转运蛋白；GOX0682 为 Na
＋依赖性转

运蛋白；GOX0265 为葡萄糖脱氢酶。结果如图 3.7。 

 

图 3.7  氧化葡萄糖酸杆菌中钠离子转运蛋白相关基因的转录水平分析 

GOX0010、GOX1377、GOX2268、GOX2369、GOX2370 均为 Na
＋

/H
＋
逆向转运蛋白；GOX0682

为 Na
＋
依赖性转运蛋白；GOX0265 为 PQQ 依赖性葡萄糖脱氢酶 

Fig. 3.7  Transcription level analysis of sodium ion transporter related genes in G. oxydans 

GOX0010, GOX1377, GOX2268, GOX2369, and GOX2370 are all Na
+
/H

+
transporters; GOX0682 is a 

Na
+
dependent transporter protein; GOX0265 is a PQQ-dependent glucose dehydrogenase 

 

根据 qPCR 结果，进化菌株中 Na
＋
/H

＋逆向转运蛋白活性相比出发菌株均得到了很

大的提高，其分别提高了 9 倍、15 倍、41 倍、22 倍及 30 倍。这表明发酵菌株在高钠条

件下的适应性进化的效果是很显著的，钠离子转运蛋白将钠离子泵出胞内，从而保证发

酵菌株避免高渗透压的胁迫。钠离子依赖性的蛋白及葡萄糖脱氢酶活性也得到了一定程

度的提高，分别提高了 24 倍及 35 倍。进化菌株活性的提高可能是葡萄糖脱氢酶及钠离

子依赖性转运蛋白活性提高的原因。相比于出发菌株，进化菌株体内的各个蛋白活性均
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得到了一定的提高，这表明在高钠条件下进行适应性进化是有效果的。为了进一步验证

进化菌株提高的效果，下一步将在木质纤维素体系及合成培养基中进行糖酸发酵实验，

实验结果如图 3.8 及 3.9 所示。 

 

 

 

图 3.8  木质纤维素体系下进化菌株发酵验证 

（a）糖酸生成情况（b）糖消耗情况（c）菌株生长情况。30%固含量玉米秸秆在 30℃、pH5.5、

0.1 vvm 及 400 rpm 的 3 L 罐中发酵 24 h，每 6 h 取样分析并涂部在固体培养基中，放置在 30℃培养

箱中 24 h 后进行菌落计数 

Fig. 3.7  Validation of Evolutionary Strain Fermentation in the Lignocellulose System 

(a) Sugar and acid production (b) Sugar consumption (c) Strain growth. 30% solid content corn straw 

is fermented for 24 hours in a 3L tank at 30 ℃, pH 5.5, 0.1vvm, and 400rpm. Samples are taken and 

analyzed every 6 hours, and the part is coated in solid culture medium. After 24 hours in a 30℃ incubator, 
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colony counting is performed. 

 

 

 

图 3.9  高浓度葡萄糖合成培养基中进化菌株发酵验证 

（a）糖酸生成情况（b）糖消耗情况（c）菌株生长情况。在 30℃、pH 5.5、0.1 vvm 及 400 rpm 的 3 

L 罐中发酵 36 h，每 12 h 取样分析。 

Fig. 3.7  Validation of Evolutionary Strain Fermentation in High Concentration Glucose Synthesis 

Medium 

(a) Sugar and acid production (b) Sugar consumption (c) Strain growth. Fermentation at 30 ℃, pH 5.5, 0.1 

vvm, and 400 rpm in a 3 L tank for 36 hours, and sampling analysis every 12 hours. 

首先在木质纤维素体系下进行进化菌株的发酵验证。结果表明，接入进化菌株后，

18 h 葡萄糖及木糖均已消耗完全，117.53 g/L 的总糖生成了 112.86 g/L 的总糖酸。而出

发菌株则是在 24 h 时才将可发酵糖消耗完全，123.91 g/L 的总糖生成了 113.06 g/L 的总
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糖酸。相比于出发菌株，进化菌株的发酵时间更短，利用可发酵糖的速率更快。通过对

菌株菌落形成单位的检测，发现进化菌株在 6-18 h 内的菌株活性要比出发菌株更加稳定，

这表明进化菌株在高钠环境下的适应性要强于出发菌株。但由于在木质纤维素体系下，

可发酵糖的量无法达到更高的浓度，所产生的高钠环境并没有对菌株造成更大的胁迫，

最终的效果并不是特别明显。为了进一步凸显出进化菌株对高钠环境下的适应能力，提

高发酵效果，将进化菌株在含有高葡萄糖浓度的合成培养基中进行发酵实验。 

下一步在含有高浓度葡萄糖的合成培养基中进行发酵验证。结果表明，进化菌株在

发酵 36 h 时将 299.26 g/L 的葡萄糖完全消耗生成了 270.38 g/L 的葡萄糖酸。而出发菌株

在发酵 36 h 时还剩下 115.50 g/L 的葡萄糖，只生成了 180.72 g/L 的葡萄糖酸。这表明出

发菌株在含有高钠环境下的合成培养基中发酵效果要明显优于出发菌株。根据菌株

OD600 的值来看，进化菌株的活性一直要优于出发菌株。木质纤维素体系及合成培养基

条件下进行的适应性进化实验结果表明，进化菌株在高钠条件下的活性及发酵性能均优

于出发菌株，进化菌株对高钠的适应性进化有比较明显的提升。 

3.3.4  本章小结 

（1）本文发现在氧化葡萄糖酸杆菌的膜结合型葡萄糖氧化呼吸链中并没有过氧化

氢的生成，并通过在糖酸发酵时利用过氧化氢试纸也只检测到极低浓度的过氧化氢，这

表明在氧化葡萄糖酸杆菌生产糖酸的过程中过氧化氢的生成途径较少。为了进一步了解

过氧化氢在糖酸发酵过程中的作用，在糖化时加入真实体系下生成的过氧化氢的量，通

过不同加入方式来确定其对纤维素酶的抑制。结果发现，即便加入了一定浓度的过氧化

氢，其对纤维素酶的影响也非常小，并没有对糖化的效果产生很大的影响。因此认为，

过氧化氢在糖酸发酵的过程中并不是一个主要的限制因素。 

（2）在糖酸发酵的过程中会积累高浓度的葡萄糖酸钠，高浓度钠盐的积累很有可

能会对菌株及纤维素酶产生一定的抑制，从而影响最终的发酵结果。为了探究葡萄糖酸

钠对菌株及纤维素酶的影响，在发酵及糖化时加入了不同的葡萄糖酸盐及钠盐，最终发

现葡萄糖酸钠相比于其它葡萄糖酸盐及钠盐，其抑制程度都比较高，这也验证了我们的

猜想。同时也发现，不同葡萄糖酸盐的抑制波动相较于钠盐的波动要大，这表明阳离子

的抑制程度要高于阴离子的抑制程度。葡萄糖酸钠对菌株及纤维素酶的抑制，主要是钠

离子的抑制作用导致的。 

（3）为了降低高浓度钠离子对菌株的抑制，使发酵菌株氧化葡萄糖酸杆菌在含有

高浓度钠离子的合成培养基中进行适应性进化。适应性进化过程中不断提高钠离子的浓

度，最终在较高的钠离子浓度下适应性进化至稳定。将适应性进化后的菌株在 30%（v/v）

固含量的玉米秸秆及超高葡萄糖浓度的合成培养基中进行发酵验证，证明了适应性进化

菌株的效果。同时，通过对发酵菌株进行实时荧光定量 PCR 测定，发现了在菌株中钠

离子转运蛋白及葡萄糖脱氢酶活性的提高，从而在分子层面证明了适应性进化的效果。 
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本章节主要对影响糖酸发酵的一些产物的抑制情况做了探究。发现了氧化葡萄糖酸

杆菌中并没有过氧化氢的生成，且过氧化氢也并不会对纤维素酶产生很大的抑制作用。

此外也探究了产物葡萄糖酸钠的积累对发酵菌株及纤维素酶的影响，发现葡萄糖酸钠中

钠离子有很强的抑制作用，通过适应性进化的方式，提高发酵菌株对高浓度钠离子的耐

受性，改善了发酵的效果。 
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第 4 章  低 pH 对糖酸发酵过程中酮基葡萄糖酸生成的影响 

4.1  引言 

氧化葡萄糖酸杆菌利用葡萄糖生成葡萄糖酸时，其还会进一步氧化成酮基葡萄糖酸 

[129]。尽管酮基葡萄糖酸具有许多应用价值，但仍具有缺陷。作为将葡萄糖酸钠作为水

泥缓凝剂为目的的糖酸发酵而言，酮基葡萄糖酸是不希望生成的产物，需要尽可能减少

酮基葡萄糖酸的生成。前文提及有许多方法被开发出来以如何抑制酮基葡萄糖酸生成
[139-141]，但最后取得的效果并不好。因此需要一种更加高效的抑制酮基葡萄糖酸的方法。 

有研究表明葡萄糖酸脱氢酶对 pH 比较敏感，其活性在较低的 pH 下会降低甚至是

失活[142]，而葡萄糖酸脱氢酶主要就是将葡萄糖酸转化为酮基葡萄糖酸的关键酶，因此

低 pH 可能是避免酮基葡萄糖酸生成的较好的方法。在低 pH 条件下进行液态脱毒糖酸

发酵，发现酮基葡萄糖酸在较低的 pH 下几乎不生成。之后在不同 pH 条件下对发酵液

进行静置来探究酮基葡萄糖酸的抑制是否稳定，这对于水泥缓凝剂的储存来说相当重要。

另一方面，随着 pH 的降低，在酮基葡萄糖酸生成受到抑制的同时，木糖的利用速率下

降，可能是低 pH 条件抑制了发酵菌株对木糖的利用。通过采取发酵菌株在低 pH 条件

下适应性进化的方式来解决低 pH 条件下木糖利用速率低的问题，最终实现糖酸产量的

提高。 

4.2  材料与方法 

4.2.1  原材料与酶 

详情见 2.2.1 

4.2.2  菌株及细胞培养 

详情见 2.2.2 

4.2.3  发酵液短期及长期静置方法 

玉米秸秆水解液发酵 24 h 后取出，一部分取 20 ml 至 50 ml 离心管中常温放置，并

将 pH 调至 2.5、3.5、4.5、5.5 及 6.5，一式两份；一部分用真空抽滤机抽滤，抽滤后的

液体取 20 ml 至 50 ml 离心管中并将 pH 分别调至 2.5、3.5、4.5、5.5 及 6.5，一式两份；

发酵液用离心机在9000 rpm转速下离心10 min以去除菌株，离心后取上清20 ml至50 ml

离心管中并将 pH 分别调至 2.5、3.5、4.5、5.5 及 6.5，一式两份。发酵液短期静置时需

放置 3 天，每 12 h 取一次样并分析糖酸的结果。短期放置时，抽滤与离心可能看不出差

距，所以短期静置只选择了常温静置与离心静置。发酵液长期放置时需放置 30 天，每 5

天取一次样并分析糖酸的结果。 

4.2.4  糖类及糖酸分析 

由于并未购买酮基葡萄糖酸的标准品，以葡萄糖酸下降的浓度作为酮基葡萄糖酸浓
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度。其余详情见 2.2.4。 

4.3  结果与讨论 

4.3.1  低 pH 上罐糖酸发酵验证 

氧化葡萄糖酸杆菌将葡萄糖氧化成葡萄糖酸后还会进一步将其氧化成酮基葡萄糖

酸。酮基葡萄糖酸盐在水泥缓凝剂上的效果相较于葡萄糖盐来说要差很多。这对于以水

泥缓凝剂为目标的葡萄糖酸发酵来说，酮基葡萄糖酸是不希望得到的产物。根据 Xu 等

人[142]的研究，低 pH 可以有效抑制酮基葡萄糖酸的生成，因其在较低的 pH 下，葡萄糖

酸脱氢酶活性会受到很大的抑制，从而抑制了葡萄糖酸向酮基葡萄糖酸的转化。 

 

图 4.1  氧化葡萄糖酸杆菌低 pH 条件下的糖酸发酵情况 

玉米秸秆固含量为 30%（v/v），发酵温度为 30℃，通气量 0.1 vvm 转速 400 rpm，在 3 L 罐中进行，

pH 自然下降 

Fig. 4.1  Sugar acid fermentation at low pH in G. oxydans 

The solid content of corn straw is 30% (v/v), the fermentation temperature is 30 ℃, the ventilation rate is 

0.1 vvm, and the speed is 400 rpm. It is carried out in a 3 L tank, and the pH naturally decreases 

 

为了验证低 pH 条件下酮基葡萄糖酸的生成确实会受到抑制，本研究在 30%（v/v）

固含量的玉米秸秆中进行低 pH 糖酸发酵实验（图 4.1）。121.50±5.64 g/L 总糖发酵 48h

共生成 101.16±1.37 g/L 总糖酸，剩余木糖 17.15±0.30 g/L，发酵数据表明在低 pH 糖酸

发酵过程中几乎没有酮基葡萄糖酸的生成。但在发酵时发现木糖的利用效率降低了很多，

这与常规糖酸发酵结果不同，这可能是因为在低 pH 条件下木糖脱氢酶的活性受到了比

较大的抑制。因此，虽然在低 pH 条件下确实能够抑制酮基葡萄糖酸的生成，但木糖酸

的生成也会受到抑制，从而影响到整体糖酸的产量。为了提高在低 pH 条件下的木糖利

用效率，在木糖较多的低 pH 合成培养基的环境下适应性进化菌株，从而提高低 pH 条

0

1

2

3

4

5

6

7

0

20

40

60

80

100

120

0 6 12 18 24 30 36 42 48
p

H

S
u

g
a
r 

 a
n

d
 S

u
g

a
r 

A
c
id

s
 (

g
/L

)

Time (h)

Glucose Xylose Sugar acids pH



第 36 页                                        华东理工大学  硕士学位论文 

 

件下的木糖利用效率。 

 

图 4.2  氧化葡萄糖酸杆菌低 pH 条件下的适应性进化情况 

进化在 20 ml 总体系的合成培养基中进行。培养条件：30℃、200 rpm、pH 自然下降，培养 48 h 后

pH 大约在 2.8。在 36 h 及 48 h 时取样分析。 

Fig. 4.2 Adaptive evolution of G. oxydans under low pH conditions 

Evolution was carried out in a synthetic medium of a 20 ml total system. Culture conditions: 30 ℃, 

200 rpm, pH naturally decreasing, cultured for 48 hs.After 48 h of cultivation, the pH is approximately 2.8. 

Take samples for analysis at 36 h and 48 h. 

 

将发酵菌株置于合成培养基中进行适应性进化，主要目的是使菌株在低 pH 条件下

能够有效利用木糖。培养 36h 会后葡萄糖基本消耗完全，此时开始检测木糖的浓度，并

在 12h 之后再测定一次木糖浓度，观察是否有木糖消耗。进化结果如图 4.2 所示，进化

了 28 代，每一代 36h 的木糖浓度与 48h 的木糖浓度都几乎相当，表明在低 pH 下菌株对

于木糖的利用几乎没有提高。菌株在低 pH 条件下的进化相比其它恶劣条件下的进化来

说似乎要更加困难，菌株对于低 pH 的适应性进化可能需要进一步的研究。 

4.3.2  发酵液在不同条件下短期静置时酮基葡萄糖酸的生成情况 

为了观察低 pH 碳酸发酵结束后在不同条件下静置时葡萄糖酸是否能够依然保持稳

定不转化为酮基葡萄糖酸，我们将低 pH 条件下糖酸发酵结束后的发酵液静置一段时间，

并检测其糖酸产量来观察其稳定性。葡萄糖酸钠在工业上用作水泥缓凝剂时，一般情况

下将发酵液离心后直接使用。但有些情况下需要将其储存一段后再去使用，因此了解发

酵液重葡萄糖酸钠在不同条件下的转化情况是很有必要的。为了进一步观察发酵液在不

同条件下的稳定性，将发酵结束后的发酵液短期静置，观察酮基葡萄糖酸的生成情况（图

4.3）。 
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图 4.3  离心对发酵液在不同 pH 条件下短期静置时产品转化的影响 

（a）在不同 pH 条件下短期放置而不离心时发酵液中葡萄糖酸含量的变化（b）不同 pH 条件下离心

后发酵液短期静置期间葡萄糖酸含量的变化 

Fig. 4.3  Product transformation of fermentation broth after centrifugation under short-term standing at 

different pH 

(a) Changes in gluconic acid content in fermentation broth during short-term storage without centrifugation 

under different pH conditions (b) Changes in gluconic acid content during short-term storage of 

fermentation broth after centrifugation under different pH conditions 

 

由短期静置数据可以看出，离心后的发酵液由于菌株及脱氢酶被大部分去除，在不

同 pH 条件下都没有酮基葡萄糖酸的生成，离心去除菌株可能是一个比较好的短期保存

发酵液的方式。而在不经过离心的发酵液中，只有在 pH 2.5 的条件下没有酮基葡萄糖酸

的生成，而高于此 pH 条件的发酵液均有酮基葡萄糖酸的生成，这表明离心或者是不经

离心的发酵液保持低 pH 是抑制酮基葡萄糖酸生成的有效方法。 

4.3.3  发酵液在不同条件下长期静置时酮基葡萄糖酸的生成情况 

葡萄糖酸钠被用作水泥缓凝剂时，一般将发酵液直接离心就可以使用。但有时需要

将其放置一段时间后在使用，因此去研究发酵液静置时是否会有酮基葡萄糖酸的生成是

有必要的。前文已经研究过发酵液短期静置时的酮基葡萄糖酸生成情况，考虑到实际情

况，长期静置也可能在考虑范围中，因此将发酵结束后的发酵液长期静置，观察糖酸浓

度的变化情况（图 4.4）。 
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图 4.4  离心后发酵液在不同 pH 条件下长期静置时产物转化的情况 

（a）在不同 pH 条件下长期放置而不离心后发酵液中葡萄糖酸含量的变化（b）在不同 pH 条件下过

滤和长期放置后发酵液中葡萄糖酸含量的变化（c）不同 pH 条件下离心和长期放置后发酵液中葡萄

糖酸含量的变化 

Fig. 4.4  Product transformation of fermentation broth after centrifugation under long-term standing 

at different pH 

(a) Changes in gluconic acid content in fermentation broth after long-term storage without centrifugation 

under different pH conditions (b) Changes in gluconic acid content in fermentation broth after filtration and 
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long-term storage under different pH conditions (c) Changes in gluconic acid content in fermentation broth 

after centrifugation and long-term storage under different pH conditions 

 

由长期静置数据可以看出，常温静置下在不同 pH 条件下时的葡萄糖酸产量均出现

明显下降，这表明长期常温静置时 pH 并不能有效抑制酮基葡萄糖酸的生成。同时，抽

滤后静置下葡萄糖酸产量也出现了一定程度的下降。而将发酵液完全离心后葡萄糖酸的

产量则几乎没有下降，这表明在长期静置的条件下，将发酵液完全离心可能是一个比较

好的选择。 

4.3.4  本章小结 

（1）本文在在 30%（v/v）固含量的玉米秸秆中进行了低 pH 糖酸发酵验证，结果

表明，低 pH 确实可以有效抑制酮基葡萄糖酸的生成，发酵 24 h 葡萄糖基本被利用完， 

48 h 时产量也没有进一步下降。同时也发现在低 pH 条件下木糖的消耗会受到很大影响，

这需要进一步的解决措施。 

（2）通过研究发现低 pH 条件下木糖的利用效率会降低，为了提高低 pH 条件下木

糖的利用效率，在低 pH 条件下的合成培养基中对菌株进行适应性进化。但最终的结果

并没有达到最初的预期，这可能需要进一步的研究。 

（3）为了观察在发酵液在低 pH 条件下静置一段时间后酮基葡萄糖酸的生成的抑制

情况，将发酵液经过离心/不离心后短期及长期静置。通过研究发现短期静置时，离心或

者极低 pH 下可以抑制酮基葡萄糖酸的生成。长期静置时，离心是抑制酮基葡萄糖酸生

成的最有效的方法。 

本章节主要围绕抑制酮基葡萄糖酸的生成来进行探究，在低 pH 条件下有效抑制了

酮基葡萄糖酸的生成。并通过对发酵液的短期及长期静置探究了不同条件下酮基葡萄糖

酸的生成情况，为工业上的水泥缓凝剂的储存提供研究基础。在低 pH 条件下，木糖的

利用速率会受到显著的影响，为了提高低 pH 条件下的木糖利用效率，我们将菌株在低

pH 环境的合成培养基中进行适应性进化，从而提高了菌株在低 pH 条件下利用木糖的能

力。 
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第 5 章  结论与展望 

5.1  结论与创新点 

本文主要对高浓度纤维素糖酸发酵过程中的问题进行探究。首先，高固含量体系下

会导致氧气的传递受到阻碍，影响菌株的发酵效率。另外，高固含量意味着会有高浓度

产物葡萄糖酸钠的积累，这可能会导致菌株活性受到抑制。最后，氧化葡萄糖酸杆菌中

的葡萄糖脱氢酶会将产物葡萄糖酸转化为酮基葡萄糖酸，从而导致产量的降低。本实验

室通过更换生物炼制顺序，提高了脱毒的效率。由于液态脱毒的同时纤维素酶也会发挥

作用，这可能会降低发酵液整体的黏度，因此对液态脱毒条件下的糖酸发酵进行了考察。

为了了解在糖酸发酵过程中生成的产物对发酵的影响，探究了过氧化氢及葡萄糖酸钠对

菌株及纤维素酶的抑制作用。最后还探究了低 pH 对酮基葡萄糖酸生成的抑制作用以及

在不同静置条件下酮基葡萄糖酸的生成情况。得出的结论如下： 

（1）更换生物炼制顺序后抑制物被脱除得更加彻底且在溶氧提升方面效果显著。

更换生物炼制顺序后测定的氧气传递速率 kLa 要比常规生物炼制顺序下的 kLa 高，这验

证了液态脱毒在溶氧方面的帮助。此外，本研究还确定了液态脱毒下最低的转速及通气

量，节约了能耗和资源。 

（2）氧化葡萄糖酸杆菌中并没有过氧化氢的生成且额外添加一定的过氧化氢浓度

也对纤维素酶无太大抑制作用，这表明过氧化氢并不是影响糖酸发酵过程的主要原因。

本研究还发现高浓度产物葡萄糖酸钠的积累会对纤维素酶和菌株产生严重的抑制作用。

通过对菌株的适应性进化，提高了菌株对高浓度产物的耐受性，最终提高了发酵性能。 

（3）在低 pH 条件下酮基葡萄糖酸的生成会受到一定程度的抑制，但同时木糖的利

用速率也会下降。本研究进一步探究了不同静置条件下酮基葡萄糖酸的生成情况，发现

在短期静置时将发酵液离心或者保持极低 pH 可以有效抑制酮基葡萄糖酸的生成；而长

期静置时只有将发酵液离心才能有效抑制酮基葡萄糖酸的生成。 

本文的创新点如下： 

（1）以往的糖酸发酵都是在常规生物炼制条件下进行的，会有可发酵糖的损耗以

及高能源消耗等问题。本研究首次对生物炼制顺序进行调整，并进行糖酸发酵验证。测

定了不同参数条件下液态脱糖酸发酵时的氧气传递速率 kLa 的变化，确定了更换生物炼

制顺序后溶氧水平有了一定程度的提升。最后在该种生物炼制条件下进行糖酸发酵实验，

确定了更合适的发酵参数，降低了能耗。 

（2）糖酸发酵时会产生过氧化氢，这可能是影响糖酸产量提高的其中一个因素。

本研究发现在以氧化葡萄糖酸杆菌为发酵菌株生产糖酸时没有过氧化氢的生成，并且过

氧化氢本身对纤维素酶的影响也非常小。同时，本研究发现高浓度产物的积累会对纤维
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素酶及菌株产生负面影响，并通过适应性进化的方式提高了菌株的耐受性，改善了发酵

效果。 

（3）在利用氧化葡萄糖酸杆菌生产糖酸的过程中，糖酸会进一步转化为酮基葡萄

糖酸，这对以糖酸生成为目标的发酵来说是导致产量降低的因素之一。本研究首次探究

了不同静置条件下酮基葡萄糖酸的转化情况。发现了短期静置时将发酵液离心或保持极

低 pH 是保持高糖酸产量的方法，而在长期静置时将发酵液离心才是保持高糖酸产量的

方法。 

5.2  展望 

本研究的工作还有许多值得继续探讨的地方： 

（1）尽管液态脱毒相比固态脱毒有许多优点，但也有一些需要改进的地方。液态

脱毒在 37℃下脱毒结束后需要将温度升至 50℃并维持 12 h 来灭活脱毒菌株，之后再降

温至发酵温度，对于氧化葡萄糖酸杆菌来说，合适的发酵温度为 30℃，这个升温及降温

的过程耗费的大量的能源。后续的试验可以在如何杀灭脱毒菌株入手，寻找能节约资源

且无其它负面影响的方法。 

（2）本研究证明了高浓度葡萄糖酸钠会对菌株及纤维素酶的活性产生抑制作用，

通过对菌株的适应性进化降低了产物的抑制作用，但纤维素酶的活性降低暂时没有好的

解决方法。尽管本研究发现不同的葡萄糖酸盐对纤维素酶活性不同，更换中和剂可能会

有所改善。但在本实验的糖酸发酵中，作为水泥缓凝剂的葡萄糖酸钠是目标产物，因此

无法更换。另外，通过适应性进化的方式来提高菌株的活性虽然有效果，但效率并不高。

后续可以考虑从分子层面提高菌株中钠离子或者酸根离子转移蛋白的活性来解决这个

问题。 

（3）木糖的适应性进化实验暂时并没有得到更好的一个结果，后续可能需要改变

发酵策略从而进一步提高菌株利用木糖的能力。本研究探究了短期及长期静置下酮基葡

萄糖酸的生成情况及抑制方法，但最终的目的是希望葡萄糖酸钠的水泥缓凝性能不会受

到影响。低 pH 条件静置下对水泥缓凝性能的影响并未做过多探讨。因此后续实验可以

从对短期及长期静置下离心发酵液的水泥缓凝性能进行测定并进行表征，与常规离心发

酵液进行比较以进一步了解水泥缓凝剂发生的变化。 
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