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低消旋乳酸含量植物蛋白氮源在纤维素手性乳酸发酵中的应用 

摘要  

手性乳酸是合成聚乳酸的关键单体，必须具备高手性纯度并实现低成本的发酵生产。

氮源物质是影响手性乳酸发酵成本的重要因素。乳酸菌进行乳酸发酵需要添加含有各种

氨基酸和营养因子的复合氮源物质。酵母提取物是手性乳酸发酵的最佳氮源物质，但其

高昂的价格会显著增加发酵成本；玉米浆是工业发酵常用的廉价氮源，但其含有大量消

旋乳酸无法用于高手性纯度的乳酸生产。豆粕、棉籽粕等植物蛋白的消旋乳酸含量较低，

但其对乳酸手性纯度的影响以及替代酵母提取物的潜力尚不清晰。本文针对上述问题，

对低消旋乳酸含量的植物蛋白氮源在纤维素手性乳酸发酵中的应用进行了研究。 

本文第一部分评估了八种主要的植物蛋白作为替代氮源进行手性乳酸发酵的潜力。

研究发现，植物蛋白通过碱性蛋白酶催化水解以释放游离氨基酸和短肽，对固液比和水

解时间等酶水解关键参数进行条件优化，并以获得的植物蛋白水解液作为氮源、干法生

物炼制技术获得的小麦秸秆作为碳源进行了乳酸发酵。结果表明，豆粕中的消旋乳酸含

量低，摇瓶发酵获得的纤维素 L-乳酸产品手性纯度为 99.8%，达到了聚合级乳酸单体的

手性纯度标准，是合格的植物蛋白替代氮源。 

本文第二部分对豆粕作为氮源进行了纤维素手性乳酸的发酵评价。选择工业级酵母

提取物作为对照组，在 3 L生物反应器中以 30% (w/w)固含量的小麦秸秆为碳源，探究

了加入豆粕水解液对糖化、脱毒和发酵的影响。由于豆粕中存在氨基酸缺陷无法满足发

酵工程菌株 Pediococcus acidilactici ZY271 的生长代谢需求，需添加少量酵母提取物进

行弥补。豆粕水解液与酵母提取物作为组合氮源，在仅添加对照 25%的酵母提取物的条

件下，L-乳酸产量达到 122.9 g/L，得率为 88.1%，手性纯度为 99.8%，实现了与酵母提

取物为氮源一致的发酵指标。 

本文第三部分对豆粕作为廉价氮源发酵纤维素 L-乳酸进行了初步的技术经济评价。

结果表明，以硫酸催化水解的豆粕水解液的营养组分有较大损失，乳酸产量较低；新鲜

玉米浆作为氮源发酵的 L-乳酸手性纯度仅有 96.9%无法进行聚 L-乳酸的合成。以酶解

的豆粕和低用量的酵母提取物为组合替代氮源生产乳酸获得了与对照组一致的发酵指

标，将氮源成本降低了 56.7%，生产 1千克手性乳酸的氮源成本仅为 1.41元。 

综上所述，本文对碱性蛋白酶水解豆粕及其加入方式对纤维素 L-乳酸发酵影响进行

了详细的实验研究，确定了豆粕与低用量工业级酵母提取物作为廉价替代氮源配方，为

纤维素手性乳酸的工业发酵提供了一种具有成本效益的氮源配方解决方案。 

关键词：氮源物质；纤维素乳酸；手性纯度；小麦秸秆；植物蛋白 
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Nitrogen ingredients derived from plant proteins containing low racemic 

lactic acid for cellulosic chiral lactic acid fermentation 

Abstract 

Chiral lactic acid is the key monomer for the synthesis of polylactic acid. Cost-effective 

lactic acid should have high chiral purity products and low production costs. Nitrogen additive 

is the essential factor affecting the fermentation of chiral lactic acid. Complex nitrogen additives 

containing various amino acids and nutrient components are required for lactic acid bacteria 

fermentation. Yeast extract is the optimal nitrogen source for chiral lactic acid fermentation, but 

its expensive price significantly increases the cost of fermentation. Corn steep liquor is the 

cheap alternative nitrogen additive commonly used in industrial fermentation. However, its 

large racemic lactic acids are not suitable for chiral lactic acid production. Plant proteins such 

as soybean meal and cottonseed meal have low racemic lactic acid, but their impact on the 

chiral purity of lactic acid products and their potential for replacing expensive yeast extracts is 

unclear. This study addresses the above problems using plant proteins with low racemic lactic 

acids contents as nitrogen ingredients for cellulosic chiral lactic acid fermentation. 

In the first part, the potential of eight major plant proteins as alternative nitrogen sources 

for chiral lactic acid fermentation was characterized. It was found that plant proteins were 

hydrolyzed by alkaline protease catalysis to release free amino acids and short peptides, and the 

key parameters of enzymatic hydrolysis, such as solid-liquid ratio and hydrolysis time, were 

optimized. The obtained hydrolysate of plant proteins was used as nitrogen additive, and wheat 

straw obtained by dry biorefinery technology was used as carbon source for lactic acid 

fermentation. The results showed that the chiral purity of cellulose L-lactic acid product 

obtained by shake flask fermentation was 99.8%, which reached the chiral purity standard of 

polymerization-grade lactic acid monomer, and it was a qualified alternative nitrogen source of 

plant protein. 

In the second part, the fermentation of cellulosic chiral lactic acid was evaluated using 

soybean meal as the nitrogen source. Industrial grade yeast extract as nitrogen source was 

selected as the control group, The effect of adding soybean meal hydrolysate on saccharification, 

detoxification, and fermentation was explored in a 3 L bioreactor with 30% (w/w) solids of 

wheat straw as carbon source. The results showed that the existence of amino acid defects in 

soybean meal did not meet the growth and metabolic demand of fermentation engineered strain 

Pediococcus acidilactici ZY271. A low amount of yeast extract was added to compensate the 

insufficiency. The combined nitrogen source of soybean meal hydrolysate and yeast extract 
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achieved 122.9 g/L cellulosic L-lactic acid, a yield of 88.1%, and the chiral purity of 99.8% 

with the addition of only the control 25% yeast extract, realizing fermentation indexes 

consistent with the addition of yeast extract as the nitrogen source. 

The third part carried out the preliminary techno-economic evaluation of the fermentation 

of cellulosic L-lactic acid process with soybean meal as a cheap nitrogen source. The results 

showed that the soybean meal hydrolysate catalyzed by sulfuric acid hydrolysis had a large loss 

of nutrient fractions resulting in lower lactic acid production. The chiral purity of L-lactic acid 

from fresh corn leachate as a nitrogen source for fermentation was only 96.8%, and poly-L-

lactic acid could not be synthesized. The production of lactic acid by replacing the nitrogen 

source with the combination of enzymatically hydrolyzed soybean meal and the low dosage of 

yeast extract obtained fermentation indexes consistent with those of the control group, more 

importantly, reduced the cost of the nitrogen source by 56.7%, and the cost of the nitrogen 

source for chiral lactic acid production was only 1.41 CNY per kg L-lactic acid. 

Conclusively, this paper presented a detailed experimental study about the effects of 

alkaline protease hydrolysis of soybean meal and the mode of incorporation on cellulosic L-

lactic acid fermentation, and identified soybean meal with a low dosage of industrial-grade 

yeast extract as the inexpensive alternative nitrogen source formulation. This study provided a 

cost-effective nitrogen-source formulated solution for the industrial fermentation of cellulosic 

chiral lactic acid. 

Keywords: Nitrogen additives; Cellulosic lactic acid; Chiral purity; Wheat straw; Plant 

proteins 
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第 1章  文献综述 

石油基塑料的过度使用是当前人类面临的最具挑战的环境问题之一[1, 2]。不可生物

降解的塑料在垃圾填埋场和海洋中积累，导致大量鸟类和水生动物的死亡，同时也对人

类生命健康造成严重威胁。因此使用生物基聚合物制成的可降解塑料代替石油基塑料具

有重要意义[3, 4]。与传统塑料相比，生物基塑料在可再生性、生物相容性、低碳足迹、能

源效率等方面具有显著优势[5]。由于生物塑料可以通过绿色低碳的可持续生产方式获取，

其大规模应用有望解决目前严峻的资源环境问题。欧洲生物塑料协会预测，2023年全球

生物塑料产能超过 210万吨，预计未来五年将扩大至 740万吨[6]。聚乳酸（PLA）作为

最具代表性的生物塑料，以低成本的可再生能源生产具有经济效益的乳酸单体成为当前

热点研究之一[7]。 

1.1  聚乳酸与手性乳酸 

1.1.1  聚乳酸的应用 

乳酸作为一种极具价值的平台化合物，可以应用于各种领域：在食品行业可以用作

生物防腐剂、pH调节剂、食品酸化剂以及乳化剂[8]；在化妆品行业可以用作皮肤美白剂、

保湿剂和去角质剂[9]；在医药行业可以用作透析液、手术缝合线以及血管内溶液[10]；在

化工行业，乳酸的高溶解度可以作为清洗剂和除垢剂等绿色溶剂[11]。 

聚乳酸主要通过手性乳酸的工业聚合或丙交酯的开环聚合形成，是化石基聚合物的

理想替代品。2020 年全球聚乳酸市场规模为 5 亿美元左右，预计 2021 至 2028 年将以

18.1%的增长率持续增加[12]。聚乳酸的高分子量、可生物降解性、生物相容性、优异加

工性能、温度稳定性以及水不溶性使其具有广泛的工业应用。 

（1）医疗 

聚乳酸因具备自然降解的特性，无需额外移除，同时对人体安全无毒，故被广泛应

用于医疗植入物领域，如组织生长促进、骨移植以及骨折固定装置等。在实际应用中，

聚乳酸常与其他材料如蛋白质或聚合物（如胶原蛋白、聚乙醇酸和碳纤维等）结合使用，

以实现稳定骨折、固定肌腱和韧带以及提升机械性能等多重功能。此外，使用聚乳酸制

备的医疗器械还可作为金属医疗器械的替代品。肌肉骨骼健康解决方案公司 Zimmer 

Biomet生产了一种以聚 L-乳酸为原料制成的组织附着装置 Bio-Statak，具有与金属装置

相当的可靠性和耐久性[13]。 

（2）纤维和纺织品 

聚乳酸因其具有结合化合物的能力，可以通过纺丝加工成纤维，适用于纤维应用[14]。

聚乳酸强大的吸水性成为湿巾的合适候选者，Biovation开发出了一种由聚乳酸制成的一
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次性抗菌湿巾。此外，聚乳酸纤维也受到汽车行业的关注，例如包括福特公司在内的多

家汽车公司正在研究将聚乳酸应用于地垫等汽车内饰。聚乳酸还具有吸湿排汗性、透气

性、隔热和防汗缓冲能力，可以作为服装生产原料从而替代尼龙和聚对苯二甲酸乙二醇

酯（PET）等不可生物降解材料[15]。 

（3）包装材料 

聚乳酸因其出色的生物相容性、拉伸强度以及热塑加工性等一系列物理特性，已广

泛用作食品包装材料。美国食品药品监督管理局（FDA）亦认可聚乳酸在食品包装领域

的应用，确认其可直接与生物制品接触，从而确保食品的安全与卫生。2020年，在生产

瓶罐容器以及新鲜食品包装的原料中，聚乳酸的收入份额超过 36%[12]。将聚乳酸应用于

包装材料领域已成为当前研究的热点之一。Ayse 等人[16]成功将可生物降解的聚乳酸与

金属银相结合，制备出具有抗菌特性的薄膜，这项创新为包装材料的发展开辟了新的可

能性；Ghozali 等人[17]尝试将各种金属氧化物的添加在聚乳酸薄膜中以增加其抗菌性；

Risyon 等人[18]合成了具有出色机械性能、透水性、透氧性的聚乳酸/合金纳米管仿生复

合材料，有效解决以往聚乳酸低柔韧性，结晶性能和阻隔性能低效的问题，为食品包装

行业提供了可持续的环保材料。 

1.1.2  手性乳酸的生产 

2022 年我国聚乳酸市场需求量为 40 万吨，预计 2025 年将增加到 208 万吨[19]。欧

洲生物塑料预计 2028 年全球可降解生物塑料的生产占比将达到 62.0%，其中聚乳酸占

比最高，为 43.6%[6]。乳酸 （LA）的化学名称为 α-羟基丙酸，是合成聚乳酸的关键单体

[20, 21]，分子结构为 C2H5OCOOH，通常以白色粉末或无色及黄色液体的形式存在，其基

本性质如表 1.1所示[3, 22]。乳酸作为一种手性化合物，其分子中羧基 α位的碳原子为不

对称碳原子，因此具有 L (+)和 D (-)两种对映异构体。L-乳酸为左旋型乳酸、D-乳酸为

右旋型乳酸 （ 1.1）。L-乳酸和 D-乳酸具有相同的理化性质，区别在于它们的旋光性不

同，依靠传统的分离技术无法将两种异构体完全分开。L-乳酸与 D-乳酸等摩尔量混合的

DL-乳酸称为外消旋乳酸，不具有旋光性。乳酸分子中存在的羟基（-OH）和羧基（-COOH）

这两种官能团可以进行多种反应，其化学活性与其理化性质有关，包括在水介质中 pH

呈酸性以及反应的多样性[9, 23]。L-乳酸在动物和微生物的代谢系统中普遍存在，而 D-乳

酸在人体中无法被有效代谢。因此，L-乳酸因其更广泛的生物利用性而具有更高的市场

需求[24]。 

高手性纯度的 L-乳酸和 D-乳酸单体聚合形成聚 L-乳酸和聚 D-乳酸，其耐热性能和

机械性能均高于以 D,L-乳酸混合物聚合形成的聚 D,L-乳酸[25, 26]，这主要是因为 L-和 D-

乳酸的比例会影响聚乳酸的物理性质与可降解性。因此在工业乳酸生产中，纯 L-乳酸和

纯 D-乳酸比 D,L-乳酸更具有应用价值[27]。 
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表 1.1  乳酸的基本性质[22] 

Table 1.1  Basic properties of lactic acid [22] 

性质 L-乳酸 D-乳酸 D,L-乳酸 

密度 (20℃，g/L) 1.249 1.249 1.249 

熔点 (℃) 53 52.7 16.8 

沸点 (1.87 kPa, ℃) 82 103 122 

解离常数 (pKa, 25℃) 3.79 3.83 3.73 

溶解性 易溶于水、乙醇、丙酮、甘油；不溶于氯仿、石油醚、二硫化碳等 

 

 

 1.1  L-乳酸和 D-乳酸的结构式[3] 

Fig. 1.1  Structural formulae of L-lactic acid and D-lactic acid [3] 

 

乳酸的工业生产主要有化学合成途径和微生物发酵途径两种。化学合成途径生产乳

酸常用乳腈法。第一步是将氰化氢加入到乙醛中生成乳腈，第二步使用硫酸或盐酸对乳

腈进行水解，从而生成乳酸，此过程会生成副产物氯化铵或硫酸铵[28]。化学方法合成乳

酸的水解反应需要极高的温度和金属催化剂[29]，并且最终生产得到的是 DL-乳酸的外消

旋混合物，这导致乳酸的物理和化学性质无法控制，从而得到的混合乳酸不能用于食品、

制药和医疗行业[20, 30]。日本的Musashino公司和美国的 Sterling Chemicals公司是最后几

家以化学方法生产乳酸的大型制造商。 

微生物发酵途径生产乳酸是指使用微生物菌株利用可发酵性糖进行生长代谢生成

乳酸，通过微生物发酵生产的乳酸约占全球乳酸产量的 90%以上[31]。乳酸菌的代谢路径

决定了乳酸发酵的类型，同型发酵通过糖酵解 （EMP）途径生成单一乳酸产物；异型发

酵通过磷酸戊糖（HMP）途径和 EMP途径生成乳酸，同时会有乙酸、二氧化碳、乙醇

等副产物产生[10]。生产 L-乳酸的微生物主要为乳酸菌（Lactic acid bacteria，LAB）和根

霉菌（Rhizopus sp.），生产 D-乳酸的菌株主要为乳杆菌属（Lactobacillus）、芽孢杆菌属

（Bacillus）、芽孢乳杆菌属（Sporolactobacillus）以及明串珠菌属（Leuconostoc）[32]。相

较于化学合成，通过微生物发酵能够生产高手性纯度的乳酸，不需要较高的发酵温度，
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因此能耗低、二氧化碳排放量低，同时还可以利用可再生基质进行发酵，降低对化石原

料的依赖[20, 33]。 

1.2  乳酸菌发酵生产手性乳酸的廉价碳源 

乳酸菌自身不能合成多种必需氨基酸，通常在营养丰富的环境中生长，例如动物肠

道、植物降解物及乳制品中。复杂的自然环境使其能够代谢多种碳水化合物。当乳酸菌

使用纯度较高的糖进行发酵时，获得的产物纯度也较佳，可以节省下游产物的纯化成本。

然而，纯糖的使用与乳酸生产经济性背道而驰，因为纯糖价格昂贵，而乳酸是一种廉价

的工业产品。因此，在乳酸生产中使用农作物及其加工副产品等廉价碳源，可以有效降

低生产成本[31]。 

1.2.1  淀粉 

农作物来源的淀粉（小麦、玉米、木薯、大米、高粱等）是常见的乳酸生产底物[34-

36]。淀粉水解成葡萄糖和麦芽糖后才可以作为可发酵糖被乳酸菌利用，因此需要先加入

淀粉酶对淀粉进行液化或者糊化处理来产生葡萄糖[37]；也可以由产淀粉酶的菌株将淀粉

分解为葡萄糖，再进行乳酸菌发酵生产乳酸[38]。然而，这些农作物作为人类重要的粮食

来源，如果将其作为生产乳酸的原料，会威胁到人类粮食安全[27]。因此，寻找非粮来源

的原料作为乳酸发酵的碳源对工业化乳酸生产至关重要。 

1.2.2  木质纤维素 

木质纤维素生物质包括森林残渣（木材、树枝、树叶）、农业残渣（玉米秸秆、麸

皮）、能源植物（桉树、杨树）和纤维素废弃物（城市固体废物和食物垃圾）等，是一种

分布广泛且具有经济效益的可再生资源，全球年产量在 1500 亿吨左右[39-43]。在应对能

源短缺和环境污染这两大全球性挑战，以及推动经济社会可持续发展方面，生物质资源

展现出了广阔的应用前景。联合国环境与发展会议（UNCED）预测到 2050年，生物质

资源的利用量将占据世界资源总使用量的一半[44]。 

木质纤维素由纤维素、半纤维素、木质素、极性和非极性物质组成，包括 40-50%的

纤维素、25-30%的半纤维素、15-20%的木质素以及微量的果胶、氮化合物和无机成分等

[45, 46]。纤维素作为植物细胞壁的稳固框架，是由 D-吡喃葡萄糖单体通过 β-(1,4)糖苷键

紧密连接而成的同多糖。这种化学键的结合以及额外的氢键赋予了纤维素强大的刚性，

使其结构坚固且难以断裂。纤维素不溶于水、稀酸等多数常见溶剂，但可溶于浓酸和浓

碱。半纤维素是一种由直链和支链多糖构成的异质聚合物。这些多糖包括戊糖（如木糖

和阿拉伯糖）、己糖（如葡萄糖、半乳糖和甘露糖）以及酸性糖（如葡萄糖醛酸和半乳糖

醛酸）。由于半纤维素的聚合度较低且缺乏结晶区，它相较于纤维素更易于降解为单糖。

而木质素则是一种结构复杂的疏水芳香族聚合物，它紧密地包裹在纤维素和半纤维素的

表面，为植物细胞壁提供了额外的保护。这种聚合物是由苯丙烷结构单元 （香香基， 
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创木脂基和聚羟基苯酚）通过醚键和双碳键连接形成，可以有效阻止多糖解聚[47-50]。纤

维素、半纤维素和木质素三者之间的相互作用形成了难以降解的复杂结构。利用生物炼

制技术从木质纤维素生物质中生产乳酸的主要工艺包括预处理（破坏木质纤维素基质的

结构）、脱毒（对阻碍菌株生长的抑制物进行脱除）、糖化（将木质纤维素解聚为可发酵

性糖）、发酵（将可发酵糖转化为乳酸产品）。 

 

 

 1.2  木质纤维素结构示意 [51] 

Fig. 1.2  Schematic structure of lignocellulose[51] 

 

（1）预处理 

木质纤维素的结构复杂，其中的纤维素和半纤维素难以被直接水解。预处理能破坏

其中的木质素和半纤维素，改变纤维素晶体结构，使其暴露并增强与酶的相互作用，从

而提高后续酶水解的效率[52]。预处理操作方法主要有以下四种：（1）物理预处理方法，

包括机械破碎法、微波处理法、超声波处理法、高能电子辐射法、高温热解法等。（2）

化学法，包括浓酸、稀酸、碱、氧化剂、离子液体、有机溶剂等。 （3）物理-化学法，包

括蒸汽爆破法、氨纤维膨爆（AFEX）法、电催化法等。（4）生物预处理，包括微生物

法、厌氧消化法和酶法等。目前最广泛使用的预处理方法是碱预处理和稀酸预处理[53-55]。

碱预处理方法主要取决于木质素在碱溶液中的溶解性能[56, 57]。碱溶液与连接半纤维素和

木质素等通过皂化反应断裂酯键，使木质纤维素结构松散、孔隙增加，降低聚合度和结

晶度，为后续的酶水解创造有利条件，有助于酶更易于渗透并与其反应，从而更有效地

将木质纤维素转化为生物能源或其他有价值的化学品[58]。此法的优势是对可发酵性糖的
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损失很小，可以在室温和自然大气压下进行，木质素破坏的比较彻底，但是在水洗过程

会产生大量废水，对环境造成严重污染[59]。稀酸预处理法是使用浓度小于 10%的酸为催

化剂，在 100-240℃的温度和高于 10个大气压的压力条件下持续数分钟，降解部分木质

素并将半纤维素转化为单糖[60]。此方法反应快速、所使用的酸无需回收且适合连续生产，

但对设备要求较高、反应条件剧烈并且会产生大量的抑制物[61]。与传统的稀酸预处理方

法相比，本实验室于 2011年研发出一种在高固体含量 （物料与酸溶液的质量比为 2：1）

条件下进行的干法稀酸预处理技术，使用物理-化学结合法，通过高温高压和强酸的共同

作用破坏木质纤维素的结构[62]。该法具有极低蒸汽消耗量和零酸性废水产生的独特优势，

预处理后的物料可以在高固含量下进行后续的脱毒、糖化和发酵。 

（2）脱毒 

预处理是生物炼制工艺的决定性步骤，可以克服木质纤维素生物质的生物顽固性以

释放可发酵性糖[63]。但是在此过程中会产生有毒化合物，包括过量戊糖和己糖降解产生

的呋喃醛、乙酰基氧化产生的弱有机酸以及木质素降解产生的酚醛。这些抑制性化合物

会强烈抑制乳酸菌的活力。因此，必须通过脱毒步骤以去除木质纤维素原料在预处理过

程中产生的抑制物。常用的脱毒方法包括水洗、活性炭吸附、碱中和、离子吸附以及生

物脱毒等，前几种方法在脱毒过程中会不可避免的导致可发酵性糖的大量流失或废水的

产生[64]。生物脱毒可以避免有机溶剂的使用，通过特定微生物进行生物脱毒可以有效地

将抑制物完全降解为二氧化碳和水，同时将可发酵性糖保存下来，已经成为抑制物脱除

的研究焦点[65-68]。 

本实验室从预处理后的玉米秸秆中新分离得到的一株生物脱毒菌宛氏拟青霉

Paecilomyces variotii FN89[69]，与之前分离出的树脂枝孢霉 Amorphotheca resinae ZN1相

比，表现出更快的细胞生长速率、更好的解毒性能和对低 pH值的耐受性。早期的生物

脱毒方法通过将 A. resinae ZN1或 P. variotii FN89的孢子或菌丝体接种到新鲜的预处理

木质纤维素物料上，以固态发酵的方式进行生物脱毒[64, 70]。由于 P. variotii FN89的菌丝

体不易断裂，在高转速的生物反应器中可以较好生长，因此也可以进行液态脱毒。这两

种生物脱毒方式均可以实现对糠醛、5-羟甲基糠醛（HMF）、乙酸等主要抑制物的完全脱

除，除此之外，液态脱毒的时间相对较短，在生物反应器中进行可以通过 pH的变化在

线监测脱毒终点。相较于固态脱毒，可发酵性糖尤其是木糖的损失较低[71]。 

（3）糖化和发酵 

经过预处理及脱毒这两步生物炼制工艺后的木质纤维素会保留大部分的纤维素组

分以及半纤维素降解为木聚糖和木寡糖，需要通过纤维素酶水解成以葡萄糖、木糖为主

的可发酵性单糖，使用商业纤维素酶 （包括内葡葡聚糖酶、外葡葡聚糖酶、β-葡萄糖苷

酶以及木聚糖酶）可以最大程度的提高木质纤维素原料的水解效率。 
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木质纤维素经过糖化后需要进行发酵将糖转化为乳酸产品，发酵方式主要有两种，

分别为分步糖化与发酵（SHF）和同步糖化共发酵（SSCF）。SHF是指木质纤维素原料

经过酶水解后得到可发酵糖，将残渣过滤，得到的上清液作为底物进行微生物发酵。这

种发酵方法的优势是糖化和发酵工艺可以分别在最优条件下进行，并且在后续更容易提

取纯化产物，劣势是酶水解释放出来的高浓度单糖会抑制纤维素酶的作用效果以及周期

较长、操作繁琐等。SSCF 指的是糖化和发酵在同一反应器中进行，预处理后的木质纤

维素经过纤维素酶的降解成可发酵糖的同时转化成发酵产物。该方法的优势是可以避免

水解过程中底物对酶的抑制以及发酵菌株可以无间断的利用单糖进行生长和代谢，极大

的提高了发酵速率。本研究使用发酵菌株 P. acidilactici ZY271生长的最佳温度为 42℃，

接近糖化的最佳温度 50℃，较高的发酵温度减少了频繁温度葡换带来的能耗和成本。综

上，SSCF相较于 SHF更适合作为木质纤维素生产乳酸的发酵方式。 

1.2.3  其它廉价碳源 

糖蜜是制糖过程中糖液浓缩析出结晶糖后残留的棕褐色粘稠液体，是一种非粮的碳

源物质[72]。糖蜜根据制糖原料不同包括甘蔗糖蜜、甜菜糖蜜和淀粉糖蜜等，可以用作动

物饲料，也可以用于生产乙醇、乳酸和蛋白等[73, 74]。Monteagudo 等人[75]以甜菜糖蜜为

原料利用德氏乳杆菌生产了 57.0 g/L乳酸。Göksungur等人[76]从预处理的甜菜糖蜜中生

产乳酸，批量发酵的乳酸转化率和发酵速率分别为 95.4%和 4.83 g/L/h。Xu等人[77]以甘

蔗糖蜜和葡萄糖为共同碳源，利用凝结芽孢杆菌 H-1通过补料分批发酵生产了 168.3 g/L 

乳酸。 

餐厨垃圾是食品加工和餐饮行业等人类活动中产生的垃圾，包括丢弃的蔬菜叶、水

果皮、茶叶渣、剩饭菜、肉类、蛋壳、过期的面包等，由于其丰富的蛋白质含量和易于

发酵的碳水化合物，十分适合乳酸菌的生长[78-80]。Yousuf等人[81]以经过酶处理的混合食

物垃圾为原料，分批发酵的乳酸产量为 52.0 g/L。 

微藻是一类生长在海洋的光合自养型微生物，以藻类生物质作为乳酸生产的碳源具

有如下优势[82]：（1）微藻中不含有木质素，从而简化了转化为可发酵糖的周期[83]；（2）

在海洋中广泛分布，收获周期极短，约为 1-10天[84]；（3）可以利用光能固定一氧化碳，

从而降低原料成本[85]。Nguyen[83]等人利用淡水网藻中 47.5%的还原糖通过副干酪乳杆菌

LA104和棒状乳杆菌生产得到 36.6 g/L的 D-乳酸，手性纯度为 98.7%。 

1.3  乳酸菌发酵生产手性乳酸的廉价氮源 

乳酸菌的氨基酸合成能力有限，需要在含有丰富营养物质的培养基中才能够生长和

代谢。充足的氮源物质对于乳酸生产具有重要意义。酵母提取物和蛋白胨是酵母细胞和

微生物蛋白原料通过精细加工得到的速效成品氮源，粗蛋白含量在 70%左右，总氮量在

10%以上，富含氨基酸、核苷酸、核苷、维生素、生长因子等多种营养物质，二者通常



第8页  华东理工大学  硕士学位论文 

按比例搭配作为复合氮源使用，是乳酸发酵所需的理想氮源物质。He 等人[86]以酵母提

取物和蛋白胨作为乳酸片球菌的有机氮源，分批发酵 72 h生产的乳酸产量为 129.4 g/L，

发酵速率为 1.80 g/L/h，L-乳酸手性纯度为 99.6%。然而，对于工业乳酸生产而言，以酵

母提取物和蛋白胨为氮源并不具备经济效益，其中酵母提取物的成本可以占到总工艺成

本的 38%，是限制乳酸经济生产的主要因素[87]。因此有诸多关于寻找生产乳酸的低成本

替代氮源的研究。 

1.3.1  玉米浆 

全球玉米年产量超过 10 亿吨，约占世界粮食总产量的 35%。在玉米淀粉的生产过

程中，收获的玉米需要经过亚硫酸盐浸泡，每浸泡 1吨的玉米会产生 0.8吨的浸泡水，

这些玉米浸泡水经过浓缩后得到的黄褐色液体即为玉米浆[88]。玉米浆含有丰富的可溶性

蛋白、维生素、无机盐和生长因子等，因此被广泛用作培养基添加剂以促进微生物生长

代谢，是微生物发酵常用的廉价氮源[89]。Kona 等人[90]利用黑曲霉，以玉米浆为氮源，

生产了 640 ± 36单位/毫升的葡萄糖氧化酶；Agarwal等人[91]以玉米浆为氮源，甘蔗糖蜜

为碳源，利用大肠杆菌发酵 36 h得到了 7.1 g/L琥珀酸；Ladero等人[92]以玉米浆为氮源，

橘皮废料为碳源，生产的 D-乳酸得率为 88%，发酵速率为 3.25 g/L/h；Wang等人[93]以

玉米浆为氮源，甜高粱汁为碳源，凝结芽孢杆菌和鼠李糖乳杆菌为混合发酵菌株在分批

发酵方式下生产了 121 g/L的 L-乳酸。然而，由于玉米浸泡在开放环境中进行，浸泡液

中丰富的营养物质极易被乳酸菌所污染，导致玉米浆中存在大量的 DL-乳酸，总乳酸含

量在 15-25%。以玉米浆作为氮源，会导致生产的乳酸手性纯度严重下降，无法作为聚乳

酸合成的单体。因此，以聚乳酸单体为目标的手性乳酸发酵需要选择玉米浆之外的其它

廉价氮源作为替代品。 

1.3.2  植物蛋白及水解 

植物蛋白是指来源于植物的蛋白质，其种类丰富多样。其中，完全蛋白质是指含有

各种必需氨基酸并且比例分配适宜的蛋白质，比如大豆蛋白。然而大多数蛋白质由于它

们缺乏某些必需氨基酸属于不完全蛋白质。在各类植物中，谷类的蛋白质含量通常较低，

在 6-10%之间，而且所含的必需氨基酸种类并不全面；坚果类如核桃等，其蛋白质含量

可以达到 15-30%。在豆科类植物中，如大豆、豌豆和花生等的蛋白质含量较高，部分豆

类的蛋白质含量甚至可以达到 40%。值得注意的是，一些油料作物不仅富含油脂，还含

有丰富的蛋白质。这些农作物在榨油后剩余的残渣，如豆粕、菜籽粕、花生粕、棉籽粕、

芝麻粕等，都可以作为乳酸菌发酵的氮源物质，为发酵过程提供必要的营养需求。 

豆粕是大豆榨油之后得到的副产品，豆粕中含有 40-44%的粗蛋白，1-2%的脂肪，

10-15%的碳水化合物以及多种矿物质、维生素和氨基酸，还含有异黄酮、磷脂等生物活

性物质，并且是植物油粕中产量最高，应用最广泛的农业深加工副产品。80%以上的豆

粕被应用于饲料添加，是饲料业中最广泛的植物性蛋白来源，此外还可以用于食品和微
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生物发酵等领域[94]。Liang等人[95]以 54.2 g/L的豆粕和 1 g/L的酵母提取物为氮源，甘

蔗糖蜜为碳源，对德氏乳杆菌在含有甘蔗糖蜜和豆粕水解液中进行适应性进化后作为发

酵菌株，在补料分批发酵方式下生产 112.3 g/L的 D-乳酸，发酵速率为 2.4 g/L/h。由于

大豆本身也含有丰富的蛋白质和营养物质，可以作为氮源，Tian等人[96]以大豆水解液为

氮源，利用嗜热乳杆菌通过分批发酵得到 114.6 g/L的 L-乳酸，其发酵速率为 2.6 g/L/h。 

棉籽粕、花生粕和菜籽粕是来自相应农作物榨油的副产物，蛋白含量较高也可以作

为微生物发酵的氮源物质。Zhang等人[97]对脱酚的棉籽蛋白进行酸水解后作为氮源，小

麦秸秆为碳源，利用乳酸片球菌 ZY271通过批次发酵的 L-乳酸产量为 94.0 g/L。Wang

等人[98]以 40 g/L酶解的花生粕为氮源，葡萄糖为碳源，利用芽孢乳杆菌进行补料分批发

酵的 D-乳酸产量为 207.0 g/L。Brock等人[99]以葡萄糖为碳源，菜籽粕为氮源并且补加氨

基酸和维生素，利用菊糖芽孢乳杆菌补料分批发酵的 D-乳酸产量为 221.0 g/L，发酵速

率为 1.55 g/L/h。除此之外，玉米胚芽粕、棕榈粕、葵花籽粕和芝麻粕也是榨油的副产

物，但截至目前还未作为乳酸发酵的添加氮源进行研究。 

来自农产品加工副产物的植物蛋白虽然含有丰富的氮源物质，但是均以大分子的蛋

白质存在，需要经过水解降解为小分子肽和氨基酸后才可以被微生物所利用[100]。蛋白

的水解方式主要有化学水解和酶水解两种。化学水解是在高温和高浓度酸或碱条件下对

蛋白质进行水解，虽然成本低廉且易于操作，但水解过程难以控制，往往会过度水解导

致其中的营养成分被破坏，并且化学水解后需要对水解液进行中和[101]。Brock等人[99]在

121℃和 3 mol/L 硫酸条件下将菜籽粕水解 20 min 后将水解物作为乳酸发酵的氮源。

Tannenbaum 等人[102]在 95℃和 pH 为 12.5 的条件下利用氢氧化钠对鱼蛋白水解 20 min

后，将鱼蛋白水解物作为微生物发酵的氮源物质。强酸或碱对水解设备的严重腐蚀使得

化学水解并不适用于工业应用。酶水解是利用内葡或外葡蛋白酶水解分子内肽键或分子

末端肽键将大分子蛋白质断裂成肽段或氨基酸，有时使用两种及以上的复合酶进行联合

水解效果会更好[99]。Liang等人[95]使用风味蛋白酶、核酸内葡酶和内葡蛋白酶对豆粕在

55℃和 pH为 7.5-8.0的条件下水解 6 h得到豆粕水解液作为乳酸发酵的氮源。Zhang等

人[103]利用碱性蛋白酶和风味蛋白酶对豆粕进行酶水解制备豆粕寡肽，其三氯乙酸氮溶

指数可达 72.3%。酶水解的反应条件相对温和，但通常水解并不彻底，大多数的水解产

物为肽段，反应结束后需要对蛋白酶进行灭活处理。 

1.3.3  其他廉价氮源 

除玉米浆和植物蛋白外，其它一些较高蛋白质含量的廉价物质也被作为乳酸发酵的

替代氮源。Ooi等人[104]以干酵母细胞（DYC）作为氮源替代昂贵的酵母提取物，以木薯

淀粉为碳源，利用凝结芽孢杆菌WCP10-4通过同步糖化发酵生产的 L-乳酸产量为 148.1 

g/L，将氮源成本从 38%降低至 23%。Yao 等人[105]从奶牛粪便中提取蛋白质作为氮源，

利用米根霉 NRRL-395生产 L-乳酸，产量为 57.7 g/L。Gao等人[106]设计了 30 g/L米糠
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水解产物和 3 g/L酵母提取物的组合培养基氮源，利用鼠李糖乳杆菌进行发酵，L-乳酸

产量为 83.0 g/L，发酵速率为 1.99 g/L/h，相比于仅以米糠水解液为氮源的 L-乳酸产量

（68 g/L）提高了 22.1%；而Wang等人[107]以脱脂米糠水解液既作为氮源又作为碳源，

在补料分批发酵方式下利用鼠李糖乳杆菌生产得到了 210 g/L的 L-乳酸。Lu等人[108]以

橡子淀粉为碳源，麦麸水解液为替代氮源，通过分批发酵方式利用鼠李糖乳杆菌 NBRC 

3863生产乳酸，L-乳酸产量为 57.6 g/L，发酵速率为 1.6 g/L/h。 

1.3.4  氮源对乳酸产品手性纯度的影响 

通过使用高蛋白含量的农业残渣或者加工副产品，以替代价格昂贵的酵母提取物和

蛋白胨可以有效降低氮源成本。由于乳酸菌分布广泛，一些廉价氮源在储存和加工过程

中极易被乳酸菌污染，从而含有混合的手性乳酸，这会对发酵得到的乳酸产品的手性纯

度造成影响。在诸多廉价替代氮源生产乳酸的研究中，乳酸的产量为关注重点。如表 1.2

所示，很少有文献关注乳酸产品的手性纯度，而高手性纯度的乳酸单体是合成聚乳酸的

重要前提。微生物发酵即使获得了高产量的乳酸，但是较低或未知手性纯度的乳酸作为

聚乳酸单体的意义十分有限。 
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表 1.2  使用廉价碳源或氮源进行乳酸发酵对产品手性纯度的影响 

Table 1.2  Effect of lactic acid fermentation using inexpensive carbon or nitrogen sources on product chiral purity 

发酵菌株 发酵方式 碳源 氮源 
乳酸产量 

（g/L） 

发酵速率 

(g/L/h) 

手性纯度 

（%） 
来源 

凝结芽孢杆菌、 

鼠李糖乳杆菌 
分批发酵 甜高粱汁 玉米浆 121 2.18 \ Wang等人[93] 

德氏乳杆菌 补料分批发酵 甘蔗糖蜜 
豆粕水解液、 

酵母提取物 
112.3 2.40 99.6 Liang等人[95] 

嗜热乳杆菌 分批发酵 甜高粱汁 大豆水解液 114.6 2.61 \ Tian等人[96] 

鼠李糖乳杆菌 分批发酵 葡萄糖 
米糠水解液、 

酵母提取物 
83.0 1.99 \ Gao等人[106] 

鼠李糖乳杆菌 分批发酵 橡子淀粉 麦麸水解液 57.6 1.60 \ Lu等人[108] 

芽孢乳杆菌 补料分批发酵 葡萄糖 豌豆籽水解液 122.6 1.02 99.6 Michalczyk等人[109] 

梭状芽孢杆菌、 

大肠杆菌、肠球菌 
分批发酵 甘蔗糖蜜 玉米浆 112.3 \ 95.6 Sun等人[110] 
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1.4  本文的立题依据和主要研究内容 

聚乳酸是目前生产量最大的生物基聚合材料，合成聚乳酸需要手性纯度高于 99.5%

的乳酸作为单体[111]。影响聚乳酸大规模产业化的两个关键因素分别是乳酸单体的生产

成本和手性纯度指标[21, 112, 113]。木质纤维素作为一种分布广泛、价格低廉并且储量丰富

的可再生生物质，以其替代粮食作物为原料生产乳酸具有显著优势。利用乳酸片球菌工

程菌株 P. acidilactici ZY271 将木质纤维素生物质通过生物炼制技术转为手性乳酸是生

产聚乳酸单体的一种理想方式，已经实现了高指标手性乳酸的生产。 

氮源是限制单体乳酸经济生产的关键因素之一，乳酸菌的生长代谢过程中对氮源营

养物质的需求较高。酵母提取物和蛋白胨作为乳酸生产的理想氮源，可以获得最佳的发

酵效率，但是对于乳酸的工业生产无法负担其昂贵成本。以往有不少针对使用廉价替代

氮源生产乳酸的研究，但是存在对廉价氮源中的消旋乳酸关注度低以及作为替代氮源的

营养成分不足等问题，无法在降低氮源物质成本的同时满足高手性纯度和高乳酸产量这

两个关键指标。本研究为了实现在木质纤维素体系下利用廉价植物蛋白生产高手性纯度

的 L-乳酸进行了如下研究： 

（1）对主要的榨油加工副产品来源的植物蛋白进行表征、筛选和关键参数优化，确

定合适的候选替代氮源，以期达到与酵母提取物和蛋白胨作为氮源基本一致的发酵水平。 

（2）在工业生物炼制技术背景下以木质纤维素生物质为原料同步糖化共发酵生产

高手性纯度 L-乳酸，最终确定植物蛋白的组合氮源。 

（3）对不同组合氮源条件下的乳酸生产进行初步的技术经济评价，对乳酸生产的

氮源配方进行成本计算。
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第 2 章  植物蛋白作为廉价氮源生产纤维素 L-乳酸可行性探究 

2.1  前言 

氮源物质的使用对乳酸生产具有关键作用。酵母提取物和蛋白胨含有丰富的氨基酸、

维生素以及生长因子，是微生物生长和乳酸发酵的最佳氮源[20]。然而酵母提取物和蛋白

胨的使用对于乳酸的工业生产并不具有成本效益。前期的研究工作中发现，以一些廉价

的农业残渣或食品加工副产品作为乳酸发酵的替代氮源，虽然可以极大降低乳酸的生产

成本，但是却存在两个关键问题：其一是某些氮源物质中始终存在少量 D-乳酸，且难以

将其分离去除，这将严重影响最终 L-乳酸产品的手性纯度；其二是以这些廉价氮源作为

替代氮源进行乳酸发酵，发酵速率和乳酸产量大幅降低，无法获得以酵母提取物和蛋白

胨持平的发酵指标。因此寻找低含量消旋乳酸的廉价替代氮源同时获得乳酸生产的最佳

发酵指标是实现木质纤维素来源的高手性纯度 L-乳酸的关键策略。 

本章首先对不同来源的氮源物质进行表征，分析其粗蛋白以及消旋乳酸含量。通过

对酶水解后的植物蛋白作为氮源进行乳酸发酵评价，筛选出潜在的替代氮源。其次通过

对候选的植物蛋白进行固液比和水解时间的优化，确定最佳的酶水解条件。最后在其基

础上，确定工业级酵母提取物的最低添加量，以实现与酵母提取物和蛋白胨为氮源发酵

产量基本一致的高手性纯度 L-乳酸。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  原料、酶与试剂 

本章实验使用的小麦秸秆于 2021 年收获自河南南阳，使用锤式粉碎机（筛网直径

为 10 mm）对其粉碎后进行装袋储存。小麦秸秆通过两步酸解法测定其组分[114]，纤维

素含量为 31.2%，半纤维素含量为 24.3%，木质素含量为 19.4%，灰分为 9.6%，其中各

组分均按照干重计算。 

商业纤维素酶 Cellic Ctec 2.0购自北京诺维信公司，其初始酶活为 256.1 FPU/mL，

利用 Bradford法测得蛋白浓度为 87.3 mg/mL[115]。糖化酶 GA-L NEW购自无锡杰能科公

司，酶活为 103900 WU/mL。碱性蛋白酶购自潍坊康地恩生物科技有限公司，酶活为

200,000 U/g。 

试剂级酵母提取物和蛋白胨购自贝辛斯托克牛津有限公司，工业级酵母提取物购自

宜昌安琪酵母有限公司。豆粕购自连云港中粮集团有限公司，棉籽粕购自海安家惠生物

科技有限公司。花生粕、菜籽粕、芝麻粕、玉米胚芽粕、棕榈粕和葵花籽粕均购自潍坊

华懋饲料有限公司。其他试剂如一水合葡萄糖、柠檬酸氢铵、硫酸铵、一水合硫酸锰等

均购自上海国药化学试剂有限公司。 
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2.2.2  菌株、培养基和培养条件 

（1）生物脱毒菌株 

本章所使用的生物脱毒菌株宛氏拟青霉 Paecilomyces variotii FN89 （CGMCC 17665），

是从预处理后的玉米秸秆上筛选获得的一株可以代谢多种抑制物（糠醛、5-羟甲基糠醛、

乙酸等）的霉菌[70]。 

P. variotii FN89可保存在 Potato-Dextrose-Agar（PDA）培养基。制备方法如下：称

取 200 g土豆并去皮，葡碎成直径约为 5 mm的不规则块状，放入 1 L的去离子水中煮

沸 30 min。用细纱布过滤煮沸后的混合物，在过滤后得到的上清液中加入 22 g 一水葡

萄糖和 15 g琼脂，用去离子水将溶液定容至 1 L。 

固态脱毒的种子培养方法为取一支保存在-80℃冰箱的 P. variotii FN89菌种冻存管，

用 1mL的无菌水溶解干菌体，倒入新鲜的 PDA平板，在 37℃静置培养 4天后，用平板

划线转接至新鲜 PDA平板培养 4天后，将此平板上 P. variotii FN89的孢子与 500 g新

鲜预处理物料均匀混合，在 37℃下培养，待孢子长满物料表面后均匀混合。在培养期间

混合至二次长满物料表面后作为固态脱毒的种子。 

（2）手性乳酸发酵菌株 

本章所使用的发酵菌株为 Pediococcus acidilactici ZY271（CGMCC 13611），由

Pediococcus acidilactici TY112（CGMCC 8664）经代谢工程改造得到，可以实现木质纤

维素生物质中戊糖和己糖的全糖代谢生产手性 L-乳酸[116]。 

P. acidilactici ZY271 种子培养基为Man-Rogosa-Sharp （MRS）培养基：22 g/L一水

合葡萄糖、10 g/L蛋白胨、10 g/L酵母提取物、5 g/L无水乙酸钠、2 g/L柠檬酸氢二铵、

2.6 g/L三水合磷酸氢二钾、0.58 g/L七水合硫酸镁、0.25 g/L一水合硫酸锰。固体培养

基的制备为在 1 L的液体培养基中加入 15-20 g的琼脂。 

发酵菌株的种子液培养方法如下：从 -80℃超低温冰箱中取出一支保藏的 P. 

acidilactici ZY271冻存管，将解冻的菌液接种至含有 20 mL MRS培养基的锥形瓶中置

于 42℃、150 rpm的条件下活化 6小时。活化完成后，以 10% (v/v)的接种量将活化后的

菌液转移至含有 100 mL MRS培养基的锥形瓶中，随后向培养基中加入 1.2 g的碳酸钙

以维持体系的 pH值在 5.5左右，此外，为了防止菌液粘稠和絮凝，还需加入 1% (v/v)的

糖化酶[117]。在相同条件下培养 6小时后得到的种子液用于后续 L-乳酸发酵。 

2.2.3  植物蛋白的酶水解 

对于不同植物蛋白的酶水解实验如下，将 5 g植物蛋白分别与 20 g去离子水于 250 

mL锥形三角瓶中混合，用 5 mol/L的氢氧化钠调整体系 pH至碱性蛋白酶的最适 pH值

10，然后加入 0.25 g碱性蛋白酶粉末，待固体碱性蛋白酶充分溶解后放置于恒温水浴摇

床中，在 60℃、150 rpm的条件下进行水解 24 h。水解结束后在灭菌锅中以 105℃、10min

条件下对蛋白酶进行处理，静置至常温后放置于 4℃冷藏冰箱储存。用 EP 管取样后于
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12,000 rpm 下离心 5 min，取上清液，用 10 g/L 的氢氧化钠稀释 10 倍后检测谷氨酸含

量。发酵时植物蛋白的添加量为 20 g/L，按照 1:4 (w/w)的固液比，需加入 100 g的植物

蛋白水解液。 

对于不同固含量的豆粕酶水解实验如下，将 5 g豆粕分别与 20 g、30 g、40 g、50 g

和 60 g去离子水混合（固液比分别为 1:4、1:6、1:8、1:10和 1:12，单位为 w/w），用 5 

mol/L氢氧化钠将体系 pH调至 10，然后加入 0.25 g碱性蛋白酶粉末，待充分溶解后于

恒温水浴摇床中在 60℃、150 rpm的条件下水解 24 h。灭酶处理后，取样、离心、稀释

后检测谷氨酸含量。豆粕水解液于 4℃冰箱冷藏，发酵时豆粕的添加量为 20 g/L，根据

不同的固液比加入对应用量的水解液。不同固含量的棉籽粕水解液制备同上。 

对于不同水解时间的豆粕酶水解实验，将 5 g豆粕与 50 g去离子水混合（固液比 1：

10，单位为 w/w），用 5 mol/L氢氧化钠调节体系的 pH至 10，加入 0.25 g碱性蛋白酶，

充分溶解后置于 60℃、150 rpm的水浴摇床中分别水解 6 h、12 h、24 h、36 h、48 h。水

解结束后于 105℃下灭酶处理 10min，取样、离心、稀释后检测谷氨酸含量。豆粕水解

液于 4℃冰箱冷藏。不同水解时间的棉籽粕水解液制备同上。 

2.2.4  小麦秸秆的干酸预处理和固态脱毒 

根据 Zhang 等人[62]的方法对小麦秸秆物料进行干酸预处理，将物料与稀酸溶液以

2:1 (w/w)固液比分别加入到 20 L的预处理反应器中，其中浓硫酸的添加量为每 1 kg干

基小麦秸秆加入 38 g浓硫酸。通入高温蒸汽，待温度上升到 175℃，压强为 1.0 MPa后

反应 5 min，搅拌转速为 50 rpm。预处理后的物料颜色为黑色，含水量在 50% (w/w)左

右，pH 2.0左右。预处理后的小麦秸秆用碳酸钙调至纤维素酶的最适 pH 5.5左右，混匀

后通过盘式粉碎机将物料研磨成大小均匀的颗粒，放置于 4℃冰箱冷藏。 

固态脱毒的具体方法为将含有 P. variotii FN89孢子的 500 g小麦秸秆物料作为种子

与 2000 g未脱毒物料均匀混合后放入 37℃培养箱中维持 48 h左右，为使小麦秸秆物料

保持湿润每隔 12 h喷洒一次去离子水。在脱毒过程中每 6 h取样检测主要抑制物糠醛、

HMF、乙酸的浓度。当糠醛和 HMF 的浓度为零，乙酸浓度在 2 g/L以下时，表明脱毒

结束。 

2.2.5  小麦秸秆的糖化与 L-乳酸摇瓶发酵 

糖化和发酵在 250 mL 锥形瓶中进行。按照 25% (w/w)固含量的体系分别加入已经

固态脱毒的小麦秸秆物料、灭菌水、植物蛋白水解液和碳酸钙。其中植物蛋白的初始添

加量为 20 g/L，即在 50 mL体系下添加量为 1 g，例如在 1:4 (w/w)固液比条件下水解的

水解液的添加量为 5 g，灭菌水的添加量需要减去水解液的用量以保证体系的固含量不

变。碳酸钙的用量为体系中可发酵性糖含量的 60%，用来调控后续发酵过程的 pH。加

入纤维素酶以进行糖化，酶用量为 4 mg protein/g dry material，在恒温水浴摇床中以 50℃、

150 rpm条件下预糖化 12 h。预糖化结束后，以 10% (v/v)接种量接入 P. acidilactici ZY271，
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加入 2 g/L 柠檬酸氢二铵为无机氮源和 0.25 g/L一水合硫酸锰为营养盐。在恒温气浴摇

床中发酵 72 h，发酵参数为 42℃、150 rpm。每隔 24 h取样检测葡萄糖、木糖、乳酸以

及细胞活力。其中细胞活力的检测方法为将样品稀释后在 MRS 固体培养基上涂布，在

42℃培养箱中静置两天后通过平板菌落计算 CFU（Colony-Forming-Units，菌落形成单

位）。 

2.2.6  分析方法 

谷氨酸通过 SBA-90D 生物传感分析仪（Biology Institute, Shandong Academy of 

Sciences, Shandong, China）进行检测，用 10 g/L氢氧化钠作为稀释溶剂。试剂级酵母提

取物与蛋白胨的谷氨酸含量测定按照 1:4 (w/w)固液比在 30℃、150 rpm下浸提 30 min，

离心后取上清检测[97]。 

粗蛋白含量和上清的游离氮含量通过全自动凯氏定氮仪（PeiOu Analysis Instrument, 

Shanghai, China）进行测定。对于粗蛋白含量的测定，需将粉末状样品烘干至恒重后称

取 1 g左右加入消化管；对于上清液中游离氮含量的测定，直接取 1 mL左右的上清液

加入消化管，催化剂为 0.85 g的七水硫酸铜与 4.5 g的硫酸钾，10 mL的浓硫酸为消化

提供酸性环境。将消化管置于红外石英消化炉中，通过加热进行消化。在此过程中，蛋

白质中的铵根被硝化成无机态的硫酸铵。这一步骤是测定蛋白质中氮含量的关键，因为

它将有机态的氮转化为易于测定的无机态形式。当消化管中的液体呈澄清状则表明消化

完成。待消化管冷却至室温后，用凯氏定氮仪测量样品的粗蛋白含量以及上清的游离氮

含量。凯氏定氮的反应原理为消化管中的铵根离子与强碱氢氧化钠在高温蒸汽下反应，

生成的氨气由管路收集后与硼酸溶液反应，生成的偏硼酸铵经盐酸滴定生成氯化铵，根

据盐酸的滴定量计算粗蛋白和氮含量。 

葡萄糖、木糖、乙酸、糠醛、HMF、乳酸等组分是通过高效液相色谱仪进行测定，

其型号为 LC‒20AD（Shimazu, Kyoto, Japan）色谱柱型号为 Aminex HPX-87H，300 mm 

× 7.8 mm （Bio-Rad, Hercules, USA），示差折光检测器型号为 RID-10A （Shimadzu, Kyoto, 

Japan），柱温为 65℃，以 0.5 mM的硫酸作为流动相，流速为 0.6 mL/min。 

D-乳酸通过高效液相色谱仪进行测定，其型号为 SPD-20A （Shimadzu, Kyoto, Japan）,

色谱柱型号为MCI GEL CRS10W，4.6 mm × 50 mm（Mitsubishi, Japan），UV检测器的

检测波长为 254 nm，柱温为 25℃，以 2 mM的硫酸铜作为流动相，流速为 0.5 mL/min。 

2.2.7  植物蛋白水解得率的计算 

以 pH-stat法[118]计算植物蛋白的水解得率 DH（Degree of hydrolysis），公式如下： 

 水解得率 (%) = 
VNaOH × NNaOH

α × Mp × htot

 × 100%  (2-1) 
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式（2-1）中 VNaOH 表示氢氧化钠的用量（mL），NNaOH 表示氢氧化钠的摩尔浓度

（mol/L），α表示 pH-stat的校正因子（α=0.4626），Mp表示植物蛋白的质量（g DM），

htot表示植物蛋白中肽键的总数（mmol/g protein）。 

谷氨酸得率（Yield of glutamic acid）以植物蛋白水解后游离的谷氨酸含量与植物蛋

白原有的谷氨酸含量的比值计算，公式如下： 

 谷氨酸得率 (%) = 
CGA

V × Mp × MGA × 1000
 × 100% (2-2) 

式 （2-2）中 CGA表示水解液中的谷氨酸浓度（g/L），V表示水解的体系（mL），Mp

表示植物蛋白的质量（g DM），MGA表示植物蛋白中谷氨酸质量（mg/g DM）。 

2.2.8  L-乳酸手性纯度的计算 

L-乳酸的手性纯度定义为 L-乳酸的浓度与总乳酸浓度的比值，具体的计算公式为： 

 L-乳酸手性纯度 (%)= 
CLA -CD-LA

 CLA 

 × 100% (2-3) 

式（2-3）中 CLA表示发酵终点的乳酸浓度（g/L）；CD-LA表示发酵终点的 D-乳酸浓

度（g/L）。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  廉价植物蛋白作为有机氮源的筛选和表征 

氮源是实现乳酸经济生产的主要限制因素之一，寻找替代氮源可以有效降低其成本

[119]。因此我们对常见的复合氮源、廉价氮源中的粗蛋白含量和乳酸含量进行了表征（表

2.1）。酵母提取物和蛋白胨作为乳酸生产的最佳复合氮源，具有最高的粗蛋白含量，但

其价格昂贵。玉米浆是生产玉米淀粉的副产品，价格低廉且含有丰富的蛋白质等营养物

质，是较为理想的替代氮源，但其含有 20%以上的混合手性乳酸，其中 D-乳酸的含量占

50%以上，以其作为乳酸发酵的氮源，会严重降低 L-乳酸产品的手性纯度。豆粕、棉籽

粕、花生粕、菜籽粕、芝麻粕、玉米胚芽粕、棕榈粕和葵花籽粕等植物蛋白价格低廉、

不含或含有极低量的 L-或者 D-乳酸，其中玉米胚芽粕中混合乳酸的含量最高仅为 2%左

右。上述植物蛋白的粗蛋白含量在 10%-50%之间，其中葵花籽粕的粗蛋白含量最低为

11%，而豆粕和棉籽粕的粗蛋白含量是其 4倍左右。 

为了探究了上述植物蛋白作为廉价有机氮源进行乳酸发酵的可行性，在 1:4 (w/w)固

液比下进行酶水解，并将水解液作为氮源在摇瓶条件下进行了纤维素 L-乳酸的发酵。由

于本研究所用的发酵菌株 P. acidilactici ZY271在发酵前期生长和代谢速率较快，因此选

择发酵 24 h的 CFU来表征菌株的生长情况。结果如 2.2显示，植物蛋白水解液中的

游离谷氨酸含量与乳酸菌的细胞活力和最终的乳酸产量变化趋势一致，试剂级酵母提取

物和蛋白胨中游离谷氨酸含量最高为 9.30 g/L，以其为氮源发酵 72 h的乳酸产量也最高
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为 99.49 g/L，发酵 24 h对应的细胞活力为 3.31×109 CFU/ mL。不同种类植物蛋白的酶

水解液作为替代氮源发酵，菌株细胞活力和乳酸产量均难以达到对照组的生产水平，其

中豆粕和棉籽粕水解液的替代效果最好，发酵 24 h的细胞活力分别为 0.59×109 CFU/ mL

和 0.42×109 CFU/ mL；发酵 72 h的乳酸产量分别为 44.06 g/L和 35.07 g/L，水解后相应

的游离谷氨酸含量分别为 1.25 g/L和 0.85 g/L。其它植物蛋白作为替代氮源的乳酸产量

均在 30 g/L以下。以上述八种植物蛋白为替代氮源生产的手性乳酸纯度主要取决于氮源

本身所含的 D-乳酸浓度以及乳酸产品的浓度，其中玉米胚芽粕的 D-乳酸含量最高，发

酵的乳酸产量较低，导致最终的手性纯度仅有 96.31%，其它植物蛋白得到的乳酸产品手

性纯度均在 99%以上。上述实验结果与表 2.1 中的粗蛋白含量和 D-乳酸含量的趋势一

致。八种植物蛋白中，豆粕和棉籽粕的粗蛋白含量最高，相对含有更多的氨基酸组分，

在相同水解条件下产生的游离氨基酸含量更高，发酵时菌株可以直接利用更多的氮源物

质进行生长和代谢，从而获得更高的乳酸产量。因此后续以豆粕和棉籽粕作为手性乳酸

发酵的替代氮源进行深入研究。 
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表 2.1  常用有机氮源及植物蛋白的表征 

Table 2.1  Characterizations of organic nitrogen sources and plant proteins 

有机氮源 等级 
粗蛋白含量 

(% DM) 

L-乳酸含量

(mg/g DM) 

D-乳酸含量

(mg/g DM) 
来源 

(i) 复合氮源[97] 

酵母提取物 试剂级  65.8 ± 0.1 1.8 ± 0.1 1.5 ± 0.2 英国，贝辛斯托克，牛津国际有限公司 

蛋白胨 试剂级  76.0 ± 1.4 1.1 ± 0.1 0.9 ± 0.2 英国，贝辛斯托克，牛津国际有限公司 

酵母提取物 工业级  76.9 ± 0.9 0.9 ± 0.1 1.2 ± 0.1 中国，湖北宜昌，安琪酵母股份有限公司 

(ii) 含有大量消旋乳酸的替代氮源 

玉米浆 工业级 43.1 ± 0.5 85.6 ± 1.6 130.2 ± 1.8 中国，湖北宜昌，安琪酵母股份有限公司 

(iii) 含有低量消旋乳酸的植物蛋白替代氮源 

豆粕 饲料级 46.3 ± 0.7 1.7 ± 0.1 0.7 ± 0.1 中国，江苏连云港，中粮集团有限公司 

棉籽粕 饲料级 45.0 ± 0.9 1.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 中国，江苏海安，家惠生物科技有限公司 

花生粕 饲料级 40.4 ± 0.8 0.5 ± 0.1 1.2 ± 0.1 中国，山东潍坊，华懋饲料有限公司 

菜籽粕 饲料级 31.5 ± 0.6 0.2 ± 0.1 \ 中国，山东潍坊，华懋饲料有限公司 

芝麻粕 饲料级 37.7 ± 0.4 0.2 ± 0.1 \ 中国，山东潍坊，华懋饲料有限公司 

玉米胚芽粕 饲料级 16.1 ± 0.8 7.9 ± 0.2 10.7 ± 0.4 中国，山东潍坊，华懋饲料有限公司 

棕榈粕 饲料级 21.4 ± 0.3 0.2 ± 0.1 \ 中国，山东潍坊，华懋饲料有限公司 

葵花籽粕 饲料级 11.8 ± 0.4 6.1 ± 0.3 1.6 ± 0.2 中国，山东潍坊，华懋饲料有限公司 

“\”表示 D-乳酸的含量低于 0.05 mg/g DM。 



第20页  华东理工大学  硕士学位论文 

 

 2.1  植物蛋白作为替代氮源发酵纤维素乳酸的潜力评价 

Fig. 2.1  Potential evaluation of plant proteins as alternative nitrogen sources for lactic acid 

fermentation 

(a)、(b)、(c)、(d)分别表示植物蛋白水解后的游离谷氨酸浓度、作为氮源发酵 24 h的细胞活力、发酵

72 h的乳酸产量以及乳酸产品的手性纯度。对照组为 15 g/L试剂级的酵母提取物和 10 g/L试剂级的

蛋白胨。250 mL摇瓶中进行 SSCF，使用固态脱毒的预处理物料，25% (w/w) 固含量，10% (v/v) 接

种量，发酵条件 42℃、150 rpm，发酵时间 72 h。 

 

2.3.2  植物蛋白的水解条件优化 

豆粕、棉籽粕等农业残渣中的蛋白质含量较高，然而生产乳酸的细菌通常缺乏足够
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99.49 

44.06 

35.07 

27.13 

24.42 

22.59 

20.02 

16.06 

15.24 

0 20 40 60 80 100 120

YE＋Peptone

Soybean meal

Cottonseed meal

Peanut meal

Canola meal

Sesame meal

Corn germ meal

Palm meal

Sunflower seed meal

L-lactic acid (g/L)
(c) L-lactic acid production 

3.31 

0.59 

0.42 

0.33 

0.32 

0.31 

0.29 

0.21 

0.20 

0 1 2 3 4 5

YE＋Peptone

Soybean meal

Cottonseed meal

Peanut meal

Canola meal

Sesame meal

Corn germ meal

Palm meal

Sunflower seed meal

Cell growth (CFU/mL,×109)
(b) Cell growth 

9.30 

1.25 

0.85 

0.65 

0.60 

0.60 

0.35 

0.30 

0.25 

0 2 4 6 8 10 12

YE＋Peptone

Soybean meal

Cottonseed meal

Peanut meal

Canola meal

Sesame meal

Corn germ meal

Palm meal

Sunflower seed meal

Gluctamic acid (g/L)

(a) Glutamic acid generation  

99.74 

99.69 

99.65 

99.80 

99.91 

99.89 

96.31 

99.81 

99.22 

90 95 100

YE＋Peptone

Soybean meal

Cottonseed meal

Peanut meal

Canola meal

Sesame meal

Corn germ meal

Palm meal

Sunflower seed meal

Chiral purity (%) 

(d) Chiral lactic acid purity



华东理工大学  硕士学位论文  第21页 

根据本实验室之前的研究结果[97]，5% (g 酶/g DM) 的蔚蓝碱性蛋白酶是水解植物

蛋白的最适酶用量。本节对植物蛋白水解的固液比和水解时间进行了探究。pH-stat法作

为常见的蛋白质水解得率的测定方法，其原理是根据水解过程中释放的氢离子来计算水

解得率[118]。如 2.2所示，豆粕和棉籽粕中第一大氨基酸均为谷氨酸，分别占到豆粕和

棉籽粕总氨基酸含量干重的 18%和 22%，因此谷氨酸的得率亦可作为水解程度的重要指

标。因此本章使用基于氢离子浓度和基于游离谷氨酸浓度两种方法来对植物蛋白的酶水

解得率进行表征。 

 

 

 2.2  植物蛋白中氨基酸含量分布  

Fig. 2.2  Distribution of amino acid content in plant proteins 

 

豆粕和棉籽粕在不同固液比下进行酶水解的水解得率，以及作为氮源发酵 24 h 的

细胞活力、发酵 72 h的乳酸产量如 2.3 (a)、(b)所示。对照组的氮源为试剂级酵母提取

物和蛋白胨，发酵 24 h的细胞活力为 3.31×109 CFU/ mL，发酵 72 h的乳酸产量最高为

99.49 g/L。对于豆粕，随着水解固含量的降低，水解得率显著升高，当固液比降低到 1:12 

(w/w)时，水解得率是 1:4 (w/w)固液比的 3倍以上。上述结果表明在较低的底物浓度下，

5% （g酶/g DM）的蔚蓝碱性蛋白酶对底物的催化效率较高。当固液比从 1:10 (w/w)降低

到 1:12 (w/w)，水解得率仅提高了 1.69%。以不同固含量水解的豆粕为氮源进行乳酸发

酵，发酵 24 h的细胞活力随着豆粕水解固液比的降低呈上升趋势，在固液比 1:10 (w/w)

下菌株细胞活力最高为 0.95×109 CFU/ mL，发酵 72 h乳酸产量的变化趋势和细胞活力

一致，产量达到了 58.81 g/L。不同固含量下棉籽粕的水解得率、细胞活力以及乳酸产量

的变化趋势和豆粕一致。在 1:10 (w/w)的固液比下达到了最大的菌株细胞活力和最高的

乳酸产量，分别为 0.72×109 CFU/ mL和 49.92 g/L。两种植物蛋白在 1:10 (w/w)的固液比
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下的水解得率虽然基本一致，但是以豆粕为氮源发酵的细胞活力和乳酸产量均高于棉籽

粕，这是因为棉籽粕本身的总氨基酸含量相比豆粕存在约一倍的差距，从而在发酵时棉

籽粕提供给发酵菌株的氮源物质低于豆粕。相比之下两种植物蛋白在最佳固液比水解后

的细胞活力和乳酸产量均与对照组存在较大差距，接下来将进一步对酶水解的时间进行

优化，从而提高乳酸发酵的产量。 
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 2.3  不同酶水解固液比的植物蛋白作为氮源进行摇瓶纤维素 L-乳酸发酵 

Fig. 2.3  Enzymatically hydrolyzed plant proteins with different solids to water ratio (-) as organic nitrogen sources for lactic acid fermentation in flasks 

(a)、(b)分别表示豆粕和棉籽粕在不同固液比下的水解得率、以其作为氮源发酵 24 h的细胞活力、发酵 72 h的乳酸产量。在这里水解得率被定义为水解后

植物蛋白的谷氨酸得率。对照组添加 15 g/L试剂级的酵母提取物和 10 g/L试剂级的蛋白胨。250 mL摇瓶 SSCF，使用固态脱毒的预处理物料，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。
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水解时间也会影响酶与底物结合效率。因此在酶水解的固含量研究基础上探究了不

同酶水解时间下两种植物蛋白的水解效率。使用滴定消耗的氢氧化钠用量和水解液中游

离的谷氨酸含量对水解效率进行表征，同时测定了植物蛋白不同水解时间的上清液中氮

含量。结果如 2.4 (a)、(b)所示，对于豆粕，基于两种方法的水解得率均随着水解时间

的延长呈抛物线变化，在 24 h后基本稳定，分别为 38.57%和 20.46%，水解时间从 24 h

增加到 48 h，水解得率仅分别增加了 4.79%和 1.05%。不同酶解时间的豆粕水解液中的

氮含量的变化也呈同一趋势，在水解 12 h后游离氮含量基本稳定。在棉籽粕的水解过程

中，随着水解时间的延长，基于碱滴定的水解得率始终呈上升趋势，水解时间为 48 h时，

水解得率达到了 59.07%；而基于水解液中游离谷氨酸含量的水解得率在 24 h 时为

15.73%，水解 48 h时为 18.09%，仅增加了 2.36%；棉籽粕水解液中上清氮含量在水解

12 h后也基本稳定。基于碱滴定的水解得率持续升高可以用棉籽粕中存在的某些代谢产

物来解释，这些代谢产物包括棉酚、环丙烯脂肪酸、单宁和植酸[121]。其中棉酚是一种多

酚羟基双萘酚类化合物，最高可以占到棉籽粕干重的 2%。由于棉酚中含有醛基和羧基，

并且羧基的化学性质活泼且酸性较强可以和碱性物质反应生成棉酚盐[122]。然而基于碱

滴定得到的水解得率就是利用氢氧化钠来改变水解体系的 pH，从而与实际水解得率存

在误差，植物蛋白水解液中的游离氮含量随水解时间的变化也可以来证明这种误差的存

在。相比之下，基于水解液中游离谷氨酸含量得到的水解得率则可以较为真实的反应水

解效率。 

经过不同水解时间处理后的豆粕和棉籽粕作为氮源在摇瓶条件下发酵乳酸，发酵 24 

h的细胞生长和发酵 72 h的乳酸产量如 2.4 (a)、(b)所示。随着水解时间的延长，以豆

粕作为氮源进行发酵的菌株细胞活力呈先上升后下降趋势，水解 24 h 的豆粕作为氮源

下菌株的细胞活力最高为 1.26×109 CFU/ mL。发酵 72 h的乳酸产量的变化趋势基本和

菌株的细胞活力变化趋势同步，乳酸产量在豆粕水解 36 h 达到最高为 68.11 g/L。棉籽

粕的变化趋势和豆粕相似，其水解 36 h 作为氮源发酵的菌株细胞活力和乳酸产量达到

最大值分别为 0.83×109 CFU/ mL和 56.13 g/L。在经过最佳的水解时间 36 h处理后，豆

粕作为氮源发酵的乳酸产量比棉籽粕高 11.98 g/L。 

通过对酶水解关键参数的优化，分别以豆粕和棉籽粕作为替代氮源发酵的乳酸产量

相较于初始表征提高了 54.62%和 60.05%。在最佳固液比和水解时间下，豆粕相较于棉

籽粕表现出更为出色的替代氮源潜能。研究发现基于碱滴定得到的水解得率并不适用于

像棉籽粕这种本身存在酸性物质的植物蛋白的表征，而基于水解液中游离谷氨酸含量的

水解得率则可以弥补这一缺陷，较为客观反应棉籽粕的水解效率。
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 2.4  不同酶水解时间的植物蛋白作为氮源进行摇瓶纤维素 L-乳酸发酵 

Fig. 2.4  Plant proteins with different enzymatic hydrolysis times as organic nitrogen sources for lactic acid fermentation in flasks 

(a)、(b)分别表示豆粕和棉籽粕在不同水解时间下的水解得率，上清氮含量、以其作为氮源发酵24 h的细胞活力、发酵72 h的乳酸产量。在这里水解得率由

两种方法定义，分别为基于水解后植物蛋白的谷氨酸含量和基于氢氧化钠滴定的用量。在250 mL摇瓶中进行SSCF，使用固态脱毒的预处理物料，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。
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2.3.3  植物蛋白对复合氮源替代程度的探究 

酵母提取物和蛋白胨作为昂贵复合氮源进行发酵获得了较佳的乳酸产量。植物蛋白

虽然价格低廉，但以植物蛋白水解液为氮源进行乳酸发酵存在乳酸菌株的细胞活力下降

以及乳酸产量降低的问题（ 2.3和 2.4）。为了尽可能提高乳酸发酵的产量，对植物

蛋白的用量进行了探究。在摇瓶中以不同浓度的植物蛋白作为有机氮源进行乳酸的发酵，

结果如 2.5 (a)、(b) 所示。以豆粕水解液作为替代氮源，随着其用量的增加，菌株在

发酵 24 h的细胞活力显著提高，当豆粕用量为 25 g/L时细胞生长状况最佳，此时 CFU

达到 1.83×109 CFU/ mL，豆粕的用量从 25 g/L增加到 30 g/L，细胞活力基本不变。发酵

72 h的乳酸产量和菌株的细胞活力变化情况相偶联，在豆粕用量为 25 g/L时乳酸产量最

高为 78.14 g/L，然后趋于稳定。对于棉籽粕，发酵 24 h菌株的细胞活力和发酵 72 h的

乳酸产量的随着棉籽粕用量的增加的变化趋势和豆粕相似，在用量为 25 g/L时发酵效果

最佳，分别为 1.27×109 CFU/ mL和 63.32 g/L，棉籽粕用量增加到 30 g/L时的细胞活力

和乳酸产量不再变化。在植物蛋白最佳用量下，豆粕做为替代氮源下菌株的细胞活力和

乳酸产量分别比棉籽粕高 44.09%和 23.40%，但是与复合氮源的对照组相比，即使是替

代效果较好的豆粕，发酵 72 h的乳酸产量还存在 20.49%的差异。Zhang等人[123]以豆粕

为氮源，补料分批发酵仅得到了 61.4 g/L纤维素 D-乳酸。因此，必须在发酵培养基中添

加一些富含氨基酸、生长因子等营养物质，来提高 L-乳酸的产量以及得率[95, 124]。 
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 2.5  不同用量的植物蛋白作为氮源的摇瓶纤维素 L-乳酸发酵 

Fig. 2.5  L-cellulose lactic acid fermentation using different dosage of plant protein as organic 

nitrogen source in flasks 

(a)、(b)分别表示不同用量的豆粕和棉籽粕作为有机氮源发酵 24 h的细胞活力以及发酵 72 h的乳酸

产量。植物蛋白酶水解条件为 1:10 (w/w)固液比，60℃，150 rpm，36 h，碱性蛋白酶的用量为植物蛋

白质量的 5% （g 酶/ g 植物蛋白）。在 250 mL摇瓶中进行 SSCF，使用固态脱毒的预处理物料，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。 

 

酵母提取物可以作为乳酸菌利用的优质营养来源，其中包括氨基酸、嘌呤、嘧啶以

及 B族维生素等。酵母提取物作为提高乳酸产量和发酵速率的最佳氮源物质，工业级酵

母提取物的价格相比试剂级的酵母提取物更便宜，因此本小节进一步尝试通过在植物蛋

白水解液中添加最低量的工业级酵母提取物来弥补乳酸产量差距。文献研究表明，即使

补充少量酵母提取物也可以显著提高乳酸的产生[95, 125]。在摇瓶条件下进行乳酸发酵，

结果如 2.6 (a)、(b)所示。对于豆粕，添加工业级酵母提取物对乳酸发酵有促进作用，

当工业级酵母提取物的用量增加到 5.0 g/L，发酵 24 h 菌株的细胞活力从 1.83 CFU/ 

mL,×109增加到 3.06 CFU/ mL,×109，提高了 67.21%；发酵 72 h的乳酸产量从 78.13 g/L

增加到 94.32 g/L，提高了 20.72%，基本达到了对照组试剂级酵母提取物和蛋白胨为氮
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源的发酵水平。工业级酵母提取物的加入使发酵氮源中含有更为全面的营养物质来支持

发酵菌株的生长与代谢，从而获得了较高的乳酸产量。以棉籽粕为氮源进行乳酸发酵时，

酵母提取物的加入对菌株的细胞活力、乳酸产量并未有明显的提升。添加 5 g/L的工业

级酵母提取物时发酵 24 h的细胞活力为 1.49×109 CFU/ mL，相较于不添加工业级酵母

提取物仅提高了 17.32%，发酵 72 h的乳酸产量为 69.71 g/L，仅增加了 10.09%，仍然比

对照组的乳酸产量低 28.76%。 

 

 
 2.6  植物蛋白与工业级酵母提取物作为氮源的摇瓶纤维素 L-乳酸发酵 

Fig. 2.6  L-cellulose lactic acid fermentation using plant protein and different usage of industrial 

grade yeast extract as organic nitrogen source in flasks 

(a)、(b)分别表示 25 g/L的豆粕和棉籽粕补加不同用量的工业级酵母提取物作为有机氮源发酵 24 h的

细胞活力和发酵 72 h的乳酸产量。植物蛋白酶水解条件为 1:10 (w/w)固液比，60℃，150 rpm，36 h，

碱性蛋白酶的用量为植物蛋白质量的 5% （g 酶/ g 植物蛋白）；植物蛋白的添加量为 25 g/L，CFU测

定时间为摇瓶发酵 24 h。在 250 mL摇瓶中进行 SSCF，使用固态脱毒的预处理物料，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。 
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通过对植物蛋白用量以及补加工业级酵母提取物最低用量作为乳酸发酵替代氮源

的探究发现，25 g/L的豆粕和 5 g/L的工业级酵母提取物作为有机氮源，可以获得与复

合氮源接近的菌株细胞活力与乳酸产量。然而 25 g/L的棉籽粕在补加 5 g/L酵母提取物

后作为有机氮源进行乳酸发酵的效果与对照组还存在 28.76%的差距。目前鲜有关于未

脱酚棉籽粕作为廉价氮源高产纤维素乳酸的研究，棉籽粕中的抗营养因子特别是棉酚的

存在可能降低氨基酸的利用率，而高蛋白含量的棉籽粕在用作动物饲料时一般会经过脱

酚处理[122]。上述结果表明作为廉价植物蛋白的选择，豆粕相较于棉籽粕更适合作为替

代氮源。 

2.4  本章小结 

使用低含量消旋乳酸的植物蛋白作为乳酸发酵氮源是实现低生产成本、高手性纯度

纤维素 L-乳酸的主要途径。本章以廉价的植物蛋白为研究对象，对多种植物蛋白进行表

征，并评价其作为 L-乳酸发酵替代氮源的可能性；探究了不同固液比和不同酶水解时间

的植物蛋白水解效率以及作为氮源发酵时对乳酸产量的影响；通过乳酸发酵指标确定植

物蛋白的用量和工业级酵母提取物的最少添加量，获得与对照条件十分接近的乳酸产量

和手性纯度。本章的研究结论如下： 

（1）不同来源的植物蛋白中均含有较低量的 L-乳酸和 D-乳酸，以豆粕和棉籽粕为

替代氮源发酵获得了较高的乳酸产量和手性纯度，是 L-乳酸发酵的候选氮源。 

（2）对豆粕和棉籽粕进行了酶水解条件优化，最适固液比和最佳水解时间分别为

1:10 (w/w)和 36 h，以优化后的植物蛋白水解液作为氮源发酵时 L-乳酸浓度分别为 68.1 

g/L和 56.1 g/L，手性纯度均为 99.8%。 

（3）确定豆粕和棉籽粕作为乳酸发酵氮源的用量为 25 g/L，在此基础上通过补加

工业级酵母提取物来获得最高的乳酸产量。对于豆粕，补加 5 g/L的酵母提取物可以实

现和 15 g/L 酵母提取物和 10 g/L 蛋白胨的复合氮源接近的乳酸产量，L-乳酸手性纯度

为 99.7%；对于棉粕，补加相同用量的酵母提取物仅产生 69.7 g/L的 L-乳酸，手性纯度

为 99.6%。 

（4）相较于棉籽粕，豆粕更适合作为乳酸发酵的替代氮源。 
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第 3 章  豆粕酶解产物作为替代氮源发酵生产纤维素 L-乳酸 

3.1  前言 

第二章通过对不同的植物蛋白进行评价和筛选，对潜在的替代氮源进行酶水解固液

比、酶水解时间以及植物蛋白用量的优化，确定了豆粕为乳酸发酵的最佳替代氮源。以

最适用量的豆粕水解液和工业级酵母提取物为组合氮源，利用 P. acidilactici ZY271以小

麦秸秆为原料进行纤维素 L-乳酸发酵，实现了与酵母提取物和蛋白胨作为复合氮源基本

持平的发酵指标。 

预处理后的小麦秸秆产生的抑制物通过固态生物脱毒对其脱除，但该法仅在实验室

操作下可以实现，在大规模操作下不具备可行性。液态脱毒通过在位 pH的实时监测从

而具备可视化的脱毒终点以及操作的便捷性可以被应用于工业乳酸的生产。因此生物炼

制的顺序转变为预处理、糖化、液态脱毒和发酵。然而，在发酵前加入豆粕水解液会使

得发酵液体积增加 25%，无法实现高固含量的纤维素 L-乳酸的生产。 

本章首先研究了以相对廉价的工业级酵母提取物为氮源进行纤维素 L-乳酸的生产，

确定与试剂级酵母提取物和蛋白胨为氮源得到的乳酸产量一致的工业级酵母提取物用

量，并以其作为对照。其次针对添加豆粕水解液对发酵固含量的稀释问题提出了两种解

决方案并进行验证：（1）将豆粕水解液提前至糖化阶段加入，同时减少水的添加量以保

持 SSCF体系固含量不变；（2）将豆粕水解的固液比从 1:10 (w/w)提高至极限 1:3 (w/w)，

仍然在发酵阶段加入，从而对体系固含量的影响降至最低。最后探究了豆粕水解液和工

业级酵母提取物的添加方式对生物炼制工艺中糖化、脱毒和发酵的影响。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  原料、酶与试剂 

经过干酸预处理的小麦秸秆由太原凯赛生物技术有限公司于 2023 年 8 月提供。根

据 NREL组分测定方法，测得小麦秸秆纤维素含量为 31.07%，半纤维素含量为 0.44%，

游离葡萄糖含量为 30.83 mg ± 0.57 mg/g，游离木糖含量为 136.70 mg ± 1.98 mg/g，其中

各组分均按照干重计算。 

纤维素酶 Cellic CTec 3 HS 购自北京诺维信公司，根据 Brandford方法测得酶蛋白

含量为 90.1 mg/mL。糖化酶 GA-L NEW购自无锡杰能科公司，酶活为 103900 WU/mL。

碱性蛋白酶购自潍坊康地恩生物科技有限公司，酶活为 200,000 U/g。 

试剂级酵母提取物和蛋白胨购自贝辛斯托克牛津有限公司，工业级酵母提取物购自

宜昌安琪酵母有限公司。豆粕购自连云港中粮集团有限公司。其他试剂如一水合葡萄糖、

柠檬酸氢铵、硫酸铵、一水合硫酸锰等均购自上海国药化学试剂有限公司。 
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3.2.2  菌株、培养基和培养条件 

（1）生物脱毒菌株 

本章所用生物脱毒菌株为 P. variotti FN89，该菌株是从预处理后的玉米秸秆上筛选

得到的并可以代谢多种抑制物（糠醛、5-羟甲基糠醛、乙酸等）的霉菌[70]。 

P. variotii FN89在 PDA培养基中保存，PDA培养基制备方法见 2.2.2。其液态脱毒

种子培养基为 Synthetic-Medium （SM）培养基，包括：20 g/L葡萄糖、2.6 g/L三水合磷

酸氢二钾、0.5 g/L氯化钙、1 g/L硫酸铵、1 g/L酵母提取物、1 g/L七水硫酸镁。 

液态脱毒种子液的培养方法为将脱毒菌株 P. variotii FN89在 PDA平板上划线，于

37℃培养箱静置 3天后，用 10 mL新鲜的 SM培养基将孢子刮至 100 mL的 SM培养基

中，于恒温气浴摇床中在 37℃、300 rpm条件下培养 24 h，得到的孢子液用于液态脱毒。 

（2）手性乳酸发酵菌株 

本章所用发酵菌株为 P. acidilactici ZY271，其来源、培养基及培养条件同 2.2.2。 

3.2.3  豆粕的酶水解 

根据 2.3.2和 2.3.3的结果，发酵时豆粕的最佳用量为 25 g/L，即按照 1:10 (w/w)的

固液比水解后，1L的发酵体系中需加入 275 g的豆粕水解液。其制备方法为分别将 25 g

豆粕与 250 g去离子水加入 1 L的锥形瓶中，用 5 mol/L的氢氧化钠将体系 pH调至 10，

添加 1.25 g的碱性蛋白酶，酶用量为豆粕质量的 5%（g酶/g豆粕）。在 60℃、150 rpm

的恒温水浴摇床中水解 36 h。水解结束后于 105℃下灭酶 10 min，静置到室温后放入 4℃

冰箱冷藏。 

对于 1:3 (w/w)固液比豆粕的酶水解，考虑到高固含量的水解液在摇瓶中传质不均，

碱性蛋白酶无法有效与豆粕结合，因此在 5 L的生物反应器中进行酶水解。具体的水解

方法为按照 1:3 (w/w)固液比的体系分别加入去离子水、豆粕。由于高固液比下，豆粕难

以搅拌均匀，必须添加纤维素酶先进行液化。首先用 5 mol/L的硫酸将体系 pH调至 5.5，

加入纤维素酶，酶用量为 4 mg protein/g dry material，在 50℃、200 rpm条件下液化 12 

h，使其成为液浆。然后用 5 mol/L的氢氧化钠将体系 pH调至 10，加入碱性蛋白酶，酶

用量为豆粕质量的 5% （g酶/g 豆粕）。将反应器的温度和转速分别设置为 60℃、200 rpm，

在此条件下水解 36 h。水解结束后于 105℃下灭酶处理 10 min，静置到室温后放入 4℃

冰箱冷藏。 

3.2.4  小麦秸秆的糖化和液态脱毒 

预处理的物料用碳酸钙将 pH 调至 5.5 左右，通过盘式磨浆机将物料研磨成大小均

匀的颗粒。在装有螺带式搅拌桨的 5 L生物反应器中按照 30% (w/w)固含量的体系加入

去离子水和植物蛋白水解液，将温度和转速分别设置为 50℃、200 rpm。待体系温度接

近 50℃时，加入纤维素酶，酶用量为 4 mg protein/g dry material。再将物料分批加入，

每半小时添加一次直至所有物料加入到生物反应器中后糖化 12 h。 
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将糖化结束后得到的液浆立即转移到装有六直叶搅拌桨的 3 L生物反应器中，温度

设定为 37℃，将脱毒菌株 P. variotii FN89的孢子液以 10% (v/v)接种量倒入后开始液态

脱毒，搅拌转速为 750 rpm，通气量为 1.0 vvm。根据 Han等人[71]的研究，相较于葡萄

糖和木糖，P. variotii FN89优先消耗抑制物（糠醛、HMF、乙酸等），导致 pH升高。当

达到脱毒终点时，P. variotii FN89会积累大量的有机酸并导致体系的 pH的下降，这些

有机酸包括糠酸和苯甲酸，以及正十六烷酸和十八烷酸等几种长链脂肪酸。因此通过监

测脱毒过程中的 pH值的在线变化，确定液态脱毒终点。 

3.2.5  小麦秸秆的 L-乳酸发酵 

液态脱毒结束后立即关闭通气，降低搅拌转速至 300 rpm，升温至 42℃后以 10% 

(v/v)接种量将 P. acidilactici ZY271的种子液，无机氮源以及营养盐加入到 3 L生物反应

器中进行同步糖化共发酵，发酵过程中通过蠕动泵流加 25% (w/w)的氢氧化钙调节体系

pH稳定至 5.5，发酵 72 h。每 12 h取样，在 12,000 g下离心 5 min后取发酵上清用于葡

萄糖、木糖、乳酸、D-乳酸的测定。发酵 24 h取样检测菌株的细胞活力，检测方法为将

样品稀释后在MRS固体培养基上涂布，在 42℃培养箱中静置两天后通过平板菌落计算

CFU（Colony-Forming-Units，菌落形成单位）。 

3.2.6  分析方法 

葡萄糖、木糖、糠醛、HMF、乙酸、乳酸和 D-乳酸等组分的测定方法见 2.2.6。 

3.2.7  L-乳酸手性纯度的计算 

L-乳酸手性纯度的计算方法见 2.2.8。 

3.3  结果与讨论 

3.3.1  工业级酵母提取物为有机氮源的 L-乳酸发酵 

在第二章以植物蛋白作为低成本氮源生产纤维素 L-乳酸的可行性研究过程中，使用

的小麦秸秆物料经过干酸预处理后，通过固态生物脱毒方式去除糠醛、HMF 以及乙酸

等抑制物，然后进行同步糖化共发酵生产乳酸。这种脱毒方式在实验室规模上是可行有

效的，但并不适用于大规模操作，存在以下缺陷：（1）大规模好氧固态发酵的成本高；

（2）混合、曝气和散热的耗电量大；（3）操作时间长；（4）固体生物质的运输效率低下；

（5）脱毒完成的物料容易受到污染；（6）无法确定生物脱毒终点。对于液态脱毒，预处

理后的固态物料首先通过糖化后成为液浆，通过接种脱毒菌株在适当的曝气和搅拌条件

下进行生物脱毒。此时，生物反应器的数量被缩减为单个，用于糖化和生物脱毒；同时

更好的传热和传质以促进细胞的生长从而加速抑制物的降解；生物脱毒后的液浆在密闭

容器和管道中运输可有效防止其污染；最重要的是，可以通过在位对 pH的监测从而快

速的确定脱毒终点，完成从生物脱毒到发酵的工艺葡换。因此接下来的探究均以液态脱

毒方式对预处理的物料进行生物脱毒，生物炼制的流程转变为预处理、预糖化、脱毒和
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发酵，同时为了获得较高的初始可发酵性糖浓度，从而在批次发酵中获得更高的纤维素

L-乳酸的产量和手性纯度，因此将 SSCF过程中的固含量提高至 30% (w/w)。 

实验室规模下进行纤维素 L-乳酸发酵使用试剂级酵母提取物和蛋白胨为有机氮源、

柠檬酸氢二铵为无机氮源，为发酵菌株提供包括氨基酸、B族维生素、生长因子等营养

物质，从而获得了最高的乳酸产量和产率，通常以其作为不同氮源研究的对照条件。然

而，对于工业乳酸的生产，试剂级酵母提取物价格昂贵，以其为氮源生产乳酸的成本远

高于乳酸产品本身。虽然工业级酵母提取物纯度相对略低，但价格仅为试剂级酵母提取

物的十分之一，以其作为对照条件的参考性和可行性相对较高。因此，本小节探究了工

业级酵母提取物的用量对 P. acidilactici ZY271发酵生产纤维素 L-乳酸的影响。分别以 5 

g/L、10 g/L、20 g/L的工业级酵母提取物为有机氮源进行乳酸发酵。如 3.1所示，以

15 g/L试剂级酵母提取物和 10 g/L试剂级蛋白胨作为有机氮源的对照组，在发酵 72 h时

乳酸产量为 121.9 g/L。对于实验组，工业级酵母提取物为有机氮源的乳酸产量和发酵速

率与酵母提取物用量成正比，以 5 g/L、10 g/L、20 g/L酵母提取物为氮源发酵 72 h的乳

酸产量分别为 59.5 g/L、73.2 g/L、123.0 g/L，发酵速率分别为 0.83 g/L/h、1.02g/L/h和

1.71 g/L/h。其中，以 5 g/L和 10 g/L的酵母提取物为氮源发酵时发酵液中残留大量葡萄

糖和少量木糖，表明此用量的酵母提取物无法满足乳酸发酵时 P. acidilactici ZY271的氮

源需求，导致发酵结束时乳酸浓度仅有对照组的 48.8%和 60.0%；当酵母提取物的用量

增加到 20 g/L时，乳酸发酵结果显著提高，产乳酸和耗糖速率与对照组的结果十分接近，

葡萄糖和木糖在发酵 60 h后基本耗尽，发酵 72 h得到了和对照组一致的乳酸产量。以

上结果表明对于 P. acidilactici ZY271，以工业级的酵母提取物为有机氮源，20 g/L的用

量可以获得最高产量的乳酸（123.0 g/L）和最高的发酵速率（1.71 g/L/h），L-乳酸的手性

纯度为 99.8%。 
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 3.1  工业级酵母提取物为有机氮源生物反应器发酵生产纤维素 L-乳酸 

Fig. 3.1  Fermentation of industrial grade yeast extract as organic nitrogen source for cellulose L-lactic acid production in bioreactor 

  (a)、(b)、(c)分别表示不同用量的工业级酵母提取物为有机氮源在 3 L 生物反应器中发酵生产纤维素 L-乳酸过程中的产酸以及葡萄糖、木糖的消耗情

况。对照组有机氮源为试剂级的酵母提取物和蛋白胨，用量分别为 15 g/L和 10 g/L，无机氮源为柠檬酸氢二铵，用量为 2 g/L；实验组的有机氮源分别为

5 g/L、10 g/L、20 g/L的工业级酵母提取物，无机氮源为 10 g/L硫酸铵。营养盐为 0.25 g/L的一水合硫酸锰。发酵条件为 30% (w/w)固含量，10% (v/v)接

种量接入 P. acidilactici ZY271，42℃，300 rpm下发酵 72 h。
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3.3.2  豆粕水解液作为替代氮源进行纤维素 L-乳酸发酵 

2.3.2 和 2.3.3 的实验结果表明，豆粕的酶水解最适固液比为 1:10 (w/w)，发酵时最

适的添加量为 25 g/L。在此条件下，发酵时豆粕水解液的添加量占到发酵体系的 25% 

(v/v)左右。在生物反应器规模下同步糖化共发酵（SSCF）生产纤维素 L-乳酸的生物炼制

工艺顺序为预处理、糖化、液态脱毒和发酵。如果在发酵时加入豆粕水解液，其 25% （v/v）

的添加量会对发酵的固含量造成严重稀释，从而初始的可发酵性糖浓度会下降，最终会

极大影响纤维素 L-乳酸的产量和手性纯度。如果使用高于 30% (w/w)固含量条件对小麦

秸秆进行糖化，发酵时加入豆粕水解液进行稀释从而将固含量控制在 30% (w/w)左右。

在极高的固含量条件下会出现严重的混合和传质不均，无法保证糖化和液态脱毒的正常

进行。 

为了克服这个问题，提出了两种解决方案：方案 （1）将豆粕水解液替代糖化阶段加

入的部分水，从而无需提高糖化和液态脱毒的固含量，同时也不会降低发酵的固含量，

最终以实现 30% (w/w)固含量的纤维素 L-乳酸发酵。方案 （2）将豆粕酶水解的固液比从

1:10 (w/w)提升至极限 1:3 (w/w)，通过尽可能降低水解液中水的占比从而减少其对发酵

固含量的稀释作用。豆粕水解液仍在发酵阶段加入，发酵固含量仍然在 30% (w/w)左右

（ 3.2）。为了探究上述两种方案的可行性，在 3 L生物反应器中进行了如下探究实验。 

 

 

 3.2  小麦秸秆在 30% (w/w)固含量下 SSCF生产纤维素 L-乳酸工艺流程  

Fig. 3.2  Process flow diagram for cellulose L-lactic acid production by SSCF at 30% (w/w) solid content 

 

方案 （1）的豆粕水解液的制备条件不变，豆粕在 1:10 (w/w)固液比、60℃、150 rpm

条件下利用碱性蛋白酶水解 36 h。豆粕水解液在糖化时加入，水解液的添加量为体系的
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25% (v/v)。根据 2.3.3的结果，发酵时工业级酵母提取物的添加量设置了 3个浓度梯度，

分别为 0 g/L、2.5 g/L和 5 g/L。具体的发酵结果如 3.3所示。30% (w/w)固含量的小麦

秸秆经过糖化和液态脱毒后，释放的总糖（葡萄糖和木糖）浓度在 150 g/L左右。20 g/L

工业级酵母提取物的对照组获得了最高的乳酸浓度 123.0 g/L。以 25 g/L 豆粕为有机氮

源，发酵 72 h的乳酸产量仅有 65.3 g/L，并且存在大量残糖，包括 63.3 g/L的葡萄糖和

10.4 g/L的木糖。这与 2.3.2的摇瓶结果（78.1 g/L）存在差异，推测是由于豆粕水解液

的提前添加，即在糖化阶段加入，在液态脱毒过程中，生物脱毒菌株 P. variotii FN89消

耗了豆粕水解液中的部分营养物质从而造成了上述乳酸浓度差异。当工业级酵母提取物

的用量提升到 2.5 g/L时，发酵 72 h的乳酸浓度为 93.4 g/L，比不添加工业级酵母提取

物提高了 43.0%，剩余的葡萄糖和木糖分别下降了 33.2%和 29.3%。当工业级酵母提取

物的用量增加到 5 g/L时，发酵 72 h的乳酸浓度为 122.9 g/L，平均发酵速率为 1.71 g/L/h，

与对照组 20 g/L工业级酵母提取物得到的 123.0 g/L乳酸和 1.71 g/L/h的发酵速率一致。

以上结果表明仅以豆粕水解液作为 30% (w/w)固含量小麦秸秆进行 L-乳酸发酵时的有机

氮源会导致乳酸产量和发酵速率变低。这是因为豆粕水解液中的某些氨基酸、B族维生

素等营养物质不足，另外在糖化阶段加入豆粕水解液导致脱毒过程中 P. variotii FN89对

部分氮源物质的消耗，进一步降低了最终的乳酸产量。当添加 5 g/L工业级酵母提取物

时，可以有效弥补豆粕水解液中营养物质本身的不足以及在脱毒阶段的消耗，实现与对

照组同等的乳酸产量和发酵速率，并且将工业级酵母提取物的用量降低了 75%。 

方案 （2）中豆粕与水的固液比从 1:10 (w/w)提升到 1:3 (w/w)，即去离子水的添加量

减少了 70%，液化 12 h后，加入碱性蛋白酶，在 60℃、150 rpm条件下水解 36 h。得到

的豆粕水解液在发酵时加入，添加量为 25 g/L豆粕。由于其极高的固液比，对 30% (w/w)

固含量的发酵体系影响并不显著，发酵 0 h的总糖含量仍在 150 g/L左右。高固含量的

豆粕水解液与不同添加量的工业级酵母提取物作为有机氮源进行乳酸发酵的结果如 

3.4所示。在不添加工业级酵母提取物的条件下，发酵 72 h的乳酸产量为 84.2 g/L，比

糖化阶段加入 1:10 (w/w)固液比的豆粕水解液作为有机氮源发酵时的乳酸浓度高出

33.0%，表明在脱毒阶段，脱毒菌株确实消耗了豆粕水解液中的部分营养物质用于自身

生长，导致发酵菌株的营养不足，最终使得乳酸产量的降低。即使在发酵时加入高固含

量的豆粕水解液，与对照组相比仍然存在 31.5%的差距，当工业级酵母提取物的用量为

2.5 g/L时，发酵 72 h的乳酸产量为 97.2 g/L，与对照组的乳酸差距缩减至 20.9%。随着

工业级酵母提取物的用量增加至 5 g/L时，发酵 72 h的乳酸产量为 120.9 g/L，与 20 g/L

酵母提取物为有机氮源的发酵结果基本一致。 
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 3.3  豆粕（糖化时加入）与工业级酵母提取物作为有机氮源生物反应器发酵生产纤维素 L-乳酸 

Fig. 3.3  Fermentation of soybean meal with industrial grade yeast extract as organic nitrogen source for cellulose L-lactic acid production in bioreactor 

  (a)、(b)、(c)分别表示豆粕水解液与不同用量的工业级酵母提取物作为氮源在 3 L 生物反应器中发酵生产纤维素 L-乳酸的产量以及葡萄糖、木糖的消

耗。其中，对照组为 20 g/L的工业级酵母提取物，实验组为酶水解的豆粕分别与 0 g/L、2.5 g/L、5 g/L的工业级酵母提取物的组合氮源，豆粕水解液在糖

化时加入，其中含有 25 g的豆粕，即发酵时豆粕的添加量为 25 g/L。无机氮源均为 10 g/L的硫酸铵。营养盐添加为 0.25 g/L的一水合硫酸锰。发酵条件为

30% (w/w)固含量，10% (v/v)接种量接入 P. acidilactici ZY271，42℃，300 rpm下发酵 72 h。 
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 3.4  豆粕*（发酵时加入）与工业级酵母提取物作为有机氮源生物反应器发酵生产纤维素 L-乳酸 

Fig. 3.4  Fermentation of soybean meal with industrial grade yeast extract as organic nitrogen source for cellulose L-lactic acid production in bioreactor 

 分别表示豆粕水解液与不同用量的工业级酵母提取物作为氮源在 3 L生物反应器中发酵生产纤维素 L-乳酸的产量以及葡萄糖、木糖的消耗。其中，对照

组为 20 g/L的工业级酵母提取物，实验组为酶水解的豆粕分别与 0 g/L、2.5 g/L、5 g/L的工业级酵母提取物的组合氮源，豆粕*表示水解在固液比 1:3 (w/w)

下进行，豆粕水解液在发酵时加入。豆粕的添加量为 25 g/L。无机氮源均为 10 g/L的硫酸铵。营养盐添加为 0.25 g/L的一水合硫酸锰。发酵条件为 30% 

(w/w)固含量，10% (v/v)接种量接入 P. acidilactici ZY271，42℃，300 rpm下发酵 72 h。 
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针对在乳酸发酵时加入豆粕水解液会降低固含量的问题，上述两种解决方案，无论

是将豆粕水解液提前到糖化阶段加入，还是提高豆粕水解的固液比从而在发酵阶段加入，

均可以有效避免对乳酸发酵固含量的降低。重要的是，均需要在此基础上补加 5 g/L的

工业级酵母提取物作为有机氮源，才可以获得与对照条件一致的乳酸产量和发酵速率。

然而，由于豆粕的含水量较低，仅有 10% (w/w)左右，其具有吸水膨胀特性，方案（2）

中极高的固液比使得加入到水解体系中的去离子水很快就被豆粕所吸附，较大的体系粘

度会导致碱性蛋白酶的溶解性降低，并且碱性蛋白酶无法与豆粕有效结合，会极大程度

降低酶解效率。因此在水解前需要加入纤维素酶对其进行液化处理 12 h后，再进行后续

的水解。额外的液化步骤不仅增加了水解的时间和成本而且使水解过程变得更加繁琐。

因此，方案（1）对于工业生物炼制技术背景下的纤维素 L-乳酸生产更具可行性和吸引

力。 

3.3.3  工业生物炼制技术背景下廉价组合氮源用于纤维素 L-乳酸生产 

本小节探究了豆粕水解液、工业级酵母提取物提前加入对糖化、液态脱毒以及发酵

的影响。豆粕水解液在糖化过程中作为部分水加入，经过灭酶处理后的碱性蛋白酶，基

本不会对纤维素酶的活性产生影响。通过对正常糖化、加入豆粕糖化结束后的葡萄糖和

木糖含量进行测定，两种糖化方式下获得的糖含量基本相同（正常糖化下后葡萄糖含量

为 106.1 ± 2.6 g/L，木糖含量为 44.7 ± 0.6 g/L；加入豆粕糖化下后葡萄糖含量为 104.3 ± 

3.4 g/L，木糖含量为 43.9 ± 0.9 g/L），表明豆粕水解液的加入基本对糖化没有负面影响。 

后续的液态脱毒过程结果如 3.5 (a)，对正常脱毒、含有豆粕脱毒、含有豆粕和酵

母提取物的脱毒上述三种脱毒过程进行监测。三种脱毒方式的脱毒时间均在 36 h左右，

初始糠醛含量在 1.5 g/L左右，脱毒 27 h后料液中均未检测到糠醛；初始 HMF含量也

在 1.5 g/L左右，在 30 h后被完全去除；乙酸的初始含量较高在 10 g/L左右，脱毒菌株

P. variotii FN89先利用糠醛和 HMF作为碳源，当糠醛和 HMF基本耗尽后才开始脱除乙

酸，脱毒结束时残留 2 g/L左右的乙酸，以防脱毒菌株 P. variotii FN89开始消耗可发酵

糖。根据 3.5 (a) 的结果，加入氮源进行脱毒发酵上清液中的游离氮含量均有不同程度

的下降，在脱毒过程中加入豆粕的氮含量从 0.32%下降到 0.21%，降低了 34.4%；而在

脱毒过程中加入豆粕和酵母提取物的游离氮含量从 0.41%下降到 0.24%，减少了 41.5%，

脱毒过程中加入酵母提取物后氮含量减少的更多。以上结果表明豆粕和酵母提取物的加

入并未提高脱毒菌株对抑制物的脱除速率、缩短脱毒时间，反而仅消耗其中的营养成分

用于自身的生长。 
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 3.5  P. acidilactici ZY271利用小麦秸秆进行 30% (w/w)固含量的生物反应器 SSCF 

Fig. 3.5  SSCF of P. acidilactici ZY271 at 30% solids loading of wheat straw feedstock in bioreactors 

(a)表示不加入氮源脱毒、加入豆粕脱毒以及加入豆粕和 YE 脱毒这三种脱毒方式过程中抑制物的脱

除以及游离氮含量的变化；(b)分别表示以 20 g/L工业级酵母提取物为有机氮源、25 g/L豆粕为有机

氮源、25 g/L豆粕 + 5 g/L工业级酵母提取物（脱毒加）为有机氮源、25 g/L豆粕 + 5 g/L工业级酵

母提取物（发酵加）为有机氮源发酵的糖耗和产酸情况，其中 25 g/L的豆粕均以水解液的形式在糖

化时加入。无机氮源为 10 g/L 硫酸铵。发酵条件为 3 L 生物反应器 SSCF，30% (w/w)固含量，P. 

acidilactici ZY271的接种量为 10% (v/v)，发酵条件为 42℃和 300 rpm，发酵时间为 72 h。营养盐添

加为 0.25 g/L 一水合硫酸锰。 

 

豆粕水解液和工业级酵母提取物的提前加入，虽然并没有对糖化和液态脱毒产生影

响，但是在脱毒过程中，脱毒菌株对豆粕水解液和工业级酵母提取物中营养物质尤其是

氮源的消耗可能会对后续的乳酸发酵造成影响。因此在 3L 生物反应器中进行了以豆粕

作为替代氮源同时补加工业级酵母提取物的发酵验证实验，探究豆粕水解液和工业级酵

母提取物的提前加入对发酵的影响。根据 3.3.1 的实验结果，工业级的酵母提取物的用
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量为 20 g/L时，发酵 72 h的乳酸产量为 123.3 g/L，葡萄糖和木糖基本耗尽，以 20 g/L

工业级酵母提取物为有机氮源的发酵结果作为对照条件。豆粕水解液在糖化阶段加入，

发酵时不加入酵母提取物，72 h的乳酸产量为 65.9 g/L，剩余 63.3 g/L葡萄糖和 10.4 g/L

木糖。当在脱毒时加入酵母提取物进行发酵，72 h后获得的乳酸产量仅有 71.0 g/L，同

时剩余 60.9 g/L的葡萄糖和 10.6 g/L的木糖。此结果仅以豆粕水解液为氮源发酵得到的

乳酸产量（65.9 g/L）接近，表明酵母提取物中的重要营养成分在脱毒过程中被脱毒菌株

消耗，导致在发酵过程中菌株因缺乏氨基酸、营养因子等不能进行正常生长和代谢产酸。

在发酵时加入酵母提取物，批次发酵 72 h 获得的乳酸产量为 122.9 g/L，与对照条件的

发酵结果基本一致，并将工业级酵母提取物的用量降低了 75%。上述结果表明，豆粕水

解液的提前加入对后续发酵基本没有影响，但是在脱毒前加入工业级酵母提取物会导致

最终的乳酸产量显著下降。这可能是因为豆粕中的某些非必需氨基酸对于脱毒菌株和发

酵菌株都是过剩的，而工业级酵母提取物中的某些必需氨基酸等营养物质经过脱毒菌株

消耗，在发酵过程不足以维持发酵菌株 P. acidilactici ZY271的生长和代谢。 

3.4  本章小结 

本章以工业级酵母提取物和豆粕水解液为研究对象，首先探究了不同用量工业级酵

母提取物作为有机氮源对乳酸发酵的影响；其次针对豆粕水解液的加入对发酵固含量的

影响提出了两种解决方案并进行验证；最后探究了有机氮源的加入对生物炼制工艺的影

响。得到如下结论： 

（1）以 20 g/L的工业级酵母提取物作为有机氮源，可以获得和以 15 g/L的试剂级

酵母提取物和 10 g/L试剂级蛋白胨作为有机氮源时基本一致的发酵速率和乳酸产量，L-

乳酸的手性纯度为 99.8%。 

（2）将豆粕水解液提前到糖化阶段加入和将豆粕水解的固液比提高至极限从而在

发酵阶段加入均可以避免体系固含量的降低，在保证发酵指标一致的前提下，以豆粕作

为乳酸发酵的氮源可以将工业级酵母提取物的用量降低 75%，乳酸产品的手性纯度为

99.8%。然而后者需要预先进行额外的液化才能进行后续的酶水解，增加了植物蛋白处

理的时间和成本。 

（3）豆粕水解液和工业级酵母提取物的提前加入对糖化和液态脱毒不仅没有积极

影响，而且由于脱毒过程中 P. variotii FN89消耗了其中的部分营养物质，导致乳酸发酵

产量显著下降。而在发酵阶段加入工业级酵母提取物可以有效将此影响降至最低，最终

乳酸产品浓度为 122.9 g/L，平均发酵速率为 1.71 g/L/h，L-乳酸的手性纯度为 99.8%。 
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第 4 章  纤维素 L-乳酸发酵氮源的初步经济技术评价 

4.1  前言 

乳酸的发酵成本是决定聚乳酸产业化生产的关键因素。木质纤维素生物质由于其来

源广泛、价格低廉，可以作为乳酸生产的原料从而有效降低碳源成本。酵母提取物和蛋

白胨作为乳酸发酵的最佳氮源选择，其成本占到 30%以上，是仅次于糖原料的第二大成

本项。因此选择低成本的替代氮源是进一步实现乳酸经济生产的主要策略。 

第二章通过对廉价植物蛋白进行筛选和表征，优化了植物蛋白酶水解的固液比和水

解时间，探究了植物蛋白用量和工业级酵母提取物的最少添加量，确定了豆粕作为替代

氮源的最适条件。第三章将豆粕水解液和工业级酵母提取物与生物炼制工艺相结合，探

究其最适的添加模式将不良影响降至最低，从而获得与对照组一致的发酵速率、乳酸产

量和手性纯度，与此同时将工业级酵母提取物的用量降低了 75%。 

本章首先探究了化学水解的豆粕作为乳酸发酵替代氮源的可行性；其次研究了经过

不同处理方式的玉米浆作为有机氮源对乳酸发酵的影响；最后根据本文所做的研究对 6

个不同氮源组合案例下的纤维素 L-乳酸发酵进行了整理，并对上述案例，包括乳酸产量、

发酵速率、理论得率以及 L-乳酸手性纯度在内的发酵指标和包括有机氮源、催化剂与无

机氮源在内的氮源成本分别进行初步的技术经济评价。 

4.2  材料与方法 

4.2.1  原料、酶与试剂 

本章实验所用的经过干酸预处理的小麦秸秆由太原凯赛生物技术有限公司于 2023

年 8月提供，预处理后各组分含量见 3.2.1。 

纤维素酶 Cellic CTec 3 HS 购自北京诺维信公司，根据 Brandford 方法测得酶蛋白

含量为 90.1 mg/mL。糖化酶 GA-L NEW购自无锡杰能科公司，酶活为 103900 WU/mL。 

豆粕购自连云港中粮集团有限公司，玉米浆购自太原凯赛生物技术有限公司，其他

试剂如硫酸、氢氧化钙、一水合葡萄糖、柠檬酸氢铵、硫酸铵、一水合硫酸锰等均购自

上海国药化学试剂有限公司。 

4.2.2  菌株、培养基及培养条件 

本章所用生物脱毒菌株为 P. variotti FN89，其来源、培养基及培养条件见 3.2.2。 

本章所用发酵菌株为 P. acidilactici ZY271，其来源、培养基及培养条件见 2.2.2。 

4.2.3  豆粕的酸水解 

将 25 g豆粕与 250 g硫酸溶液在 1L锥形瓶中混合，加入顺序为豆粕、去离子水以

及硫酸，其中硫酸用量为 6.25% （g酸/g豆粕干重）。均匀混合后于恒温水浴摇床中水解
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24 h，温度设置为 90℃，转速设置为 150 rpm。水解结束后，对豆粕酸水解液进行固液

分离，收集过滤得到的水解残渣于 4℃冷藏冰箱保存，水解残渣在发酵前加入。之后用

轻质碳酸钙粉末调节上清液的 pH，由于碳酸钙与硫酸的中和反应会生成二氧化碳，因

此当加入碳酸钙后，没有气泡产生结束中和。中和结束后对豆粕酸水解液进行抽滤，将

中和反应生成的硫酸钙沉淀过滤以去除，将获得的上清液放置于 4℃冷藏冰箱保存。 

4.2.4  小麦秸秆的糖化、液态脱毒与乳酸发酵 

对于以酸水解的豆粕为有机氮源的乳酸生产，将豆粕酸水解液在糖化阶段与物料和

去离子水按照 30% (w/w)固含量的体系一同加入到装有螺带式搅拌桨的 5 L生物反应器

中进行糖化，温度为 50℃，转速为 200 rpm，糖化 12 h后将液浆立即转移到装有六直叶

搅拌桨的 3 L生物反应器中进行生物脱毒，将温度设置为 37℃，转速为 750 rpm，以 10% 

(v/v)接种量接入 P. variotti FN89种子液，将通气量调整为 1.0 vvm开始液态脱毒。当 pH

达到峰值时表明脱毒结束，立即关闭通气，将温度升至 42℃，转速降低为 300 rpm。随

后以 10% (v/v)接种量加入 P. acidilactici ZY271种子液，无机氮源和营养盐后开始发酵

72 h，发酵过程通过蠕动泵流加 25% (w/w)的氢氧化钙以控制体系的 pH在 5.5。每 24 h

取样直至发酵结束，测定葡萄糖、木糖、乳酸以及 D-乳酸的浓度。 

对于以玉米浆为有机氮源的乳酸生产，玉米浆在发酵阶段加入。糖化阶段按照 30% 

(w/w)固含量加入物料和去离子水，糖化 12 h后接入 P. variotti FN89种子液开始生物脱

毒。液态脱毒结束后接入 P. acidilactici ZY271种子液，加入有机氮源、无机氮源、营养

盐后进行乳酸发酵。糖化、生物脱毒和发酵过程中的参数控制同上。 

4.2.5  分析方法 

葡萄糖、木糖、糠醛、HMF、乙酸、乳酸等组分使用高效液相色谱测定，方法见 2.2.6。 

D-乳酸的浓度通过高效液相色谱检测，方法见 2.2.6。 

4.2.6  L-乳酸手性纯度和得率计算 

L乳酸的手性纯度计算方法见 2.2.8。 

根据 Qiu等人[126]的方法，纤维素 L-乳酸的得率被定义为发酵的 L-乳酸产量与理论

L-乳酸产量的比值。理论 L-乳酸产量根据纤维素和木糖转化为乳酸的化学计量比值计算

所得。具体计算公式如下： 

 乳酸得率（%）= 
CLA*×VLA* - CLA×VLA

M Biomass × (PCT Cellulose × 1.111 + PCT Xylose)×1
 × 100% (4-1) 

式（4-1）中字母的释义如下： 

C LA*表示发酵 72 h的乳酸浓度（g/L）；V LA*表示发酵 72 h体系的体积（L）；C LA

表示发酵 0 h的乳酸浓度（g/L）；V LA表示发酵 0 h体系的体积（L）；M Biomass表示初始

发酵体系中干物料的质量（g）；PCT Cellulose 表示初始发酵体系干物料中纤维素的含量

（g/g）；PCT Xylose表示初始发酵体系干物料中木糖含量（g/g）；1.111表示纤维素转化为
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葡萄糖当量的转化系数；1 表示葡萄糖与木糖转化为乳酸的转化系数。液体体积根据

SSCF运行的水质量平衡计算。 

4.3  结果与讨论 

4.3.1  酸水解的豆粕为有机氮源的 L-乳酸发酵 

化学水解因其操作简单、成本低廉一直是蛋白水解的主要方式。以酶水解的豆粕作

为替代氮源，需要加入 5 g/L的工业级酵母提取物作为补充氮源才可以实现和对照条件

下 20 g/L工业级酵母提取物作为有机氮源一致的乳酸产量、得率和发酵速率。然而，化

学水解的高温以及浓酸或碱条件可以弥补酶水解条件下水解不完全的不足。因此，本小

节探究了豆粕在酸水解后作为替代氮源进行 30% (w/w)固含量的小麦秸秆发酵乳酸的可

行性。 

 

 

 4.1  酸水解的豆粕作为替代氮源发酵过程中的糖耗和乳酸产量变化 

Fig. 4.1  Changes in sugar consumption and lactic acid production in fermentation of acid-hydrolyzed 

soybean meal as alternative nitrogen source 

(a)、(b)分别表示 25 g/L酸水解的豆粕作为替代氮源和 25 g/L酸水解的豆粕+5 g/L工业级酵母提取物

作为替代氮源进行纤维素 L-乳酸发酵的产酸和耗糖变化，其中豆粕酸水解液在糖化阶段加入。无机

氮源为 10 g/L硫酸铵，营养盐为 0.25 g/L一水合硫酸锰，均在发酵阶段加入。发酵条件为 30% (w/w)

固含量，10% (v/v)接种量接入 P. acidilactici ZY271，42℃，300 rpm下发酵 72 h。 

 

 4.1 (a)表示经过酸水解的豆粕（豆粕用量为 25 g/L）作为有机氮源的发酵结果。

发酵 72 h乳酸产量为 62.04 g/L，并且发酵液中还残留 60.04 g/L葡萄糖和 14.06 g/L木

糖。经过酸水解的豆粕作为替代氮源与相同用量的经过酶水解的豆粕 （发酵 72 h乳酸产

量为 65.3 g/L，见 3.3.2）相比，乳酸产量没有显著变化。 4.1 (b)表示的是以 25 g/L经

过酸水解的豆粕和 5 g/L工业级酵母提取物作为有机氮源的发酵结果。发酵 72 h的乳酸

浓度为 78.23 g/L，相比于不补加工业级酵母提取物提高了 26.1%，葡萄糖和木糖浓度分
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别下降了 18.4%和 69.0%。但与对照条件（20 g/L工业级酵母提取物）的乳酸产量 （123.3 

g/L）相比存在 36.6%的差距。豆粕在高温和强酸的条件下被彻底地水解，但是剧烈的反

应条件易导致蛋白质被过度水解，从而造成营养物质流失，使得乳酸菌可以利用的氮源

物质减少，代谢产生的乳酸浓度不高，即使补加一定量的工业级酵母提取物，仍然无法

弥补豆粕在酸水解中被破坏的营养物质。此外，酸水解对容器的腐蚀性还会缩短设备的

使用年限。 

4.3.2  玉米浆为有机氮源的 L-乳酸发酵 

玉米浆作为玉米淀粉生产过程中的副产物，富含可溶性蛋白和多种游离氨基酸，是

微生物发酵的常用廉价有机氮源[127-129]。其中玉米浆干粉是由新鲜的玉米浆经过低温、

瞬间加热喷雾干燥而成，含水量在 10% (w/w)左右，易于储存，并且可以有效保留水溶

性的蛋白。玉米浆干粉在发酵工业中发挥着重要作用，其应用范围广泛，涵盖了抗生素、

维生素、氨基酸以及酶制剂等多个生产领域。在生物发酵过程中，玉米浆干粉可以作为

水溶性植物蛋白和水溶性维生素等营养元素的补充剂，为微生物的生长代谢提供了必要

的营养物质[130]。为了探究玉米浆作为乳酸发酵的有机氮源的可行性，分别以 25 g/L玉

米浆干粉和 25 g/L新鲜玉米浆作为氮源在 3 L生物反应器中进行 30% (w/w)固含量小麦

秸秆的乳酸发酵。 

 

 

 4.2  不同状态的玉米浆作为替代氮源发酵的糖耗和产酸变化 

Fig. 4.2  Changes in sugar consumption and lactic acid production in the fermentation of corn steep liquor 

in different states as alternative nitrogen source 

(a)、(b)分别表示干粉和液体状态的玉米浆作为替代氮源进行纤维素 L-乳酸发酵，玉米浆的用量为 25 

g/L DM，无机氮源为 10 g/L硫酸铵，营养盐为 0.25 g/L一水合硫酸锰，均在发酵时加入。发酵条件

为 30% (w/w)固含量小麦秸秆，10% (v/v)接种量接入 P. acidilactici ZY271，在 42℃，300 rpm下发酵

72 h。 
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结果如 4.2 (a)所示，以玉米浆干粉作为氮源进行乳酸发酵，在发酵前 24 h仅得到

了 42.4 g/L的乳酸，发酵 48 h乳酸产量仅为 68.8 g/L，发酵 72 h的乳酸产量为 85.1 g/L，

发酵液中残留 24.3 g/L 的葡萄糖和 4.4 g/L 的木糖，L-乳酸的手性纯度仅为 96.0%。然

而，根据 4.2 (b)的结果，以新鲜的玉米浆为氮源进行乳酸发酵，在发酵前 24 h，葡萄

糖和木糖的消耗速率分别为 2.91 g/L/h和 1.16 g/L/h，乳酸的生产速率为 3.30 g/L/h，是

相同发酵时间下以玉米浆干粉为氮源进行乳酸发酵时耗糖和产酸速率的 2倍左右。葡萄

糖和木糖在 48 h基本耗尽，发酵 72 h的乳酸产量为 126.3 g/L，但 L-乳酸的手性纯度仅

有 96.8%。上述结果表明，在相同的发酵条件下，以新鲜玉米浆作为乳酸发酵的氮源可

以获得更高的乳酸产量、得率和发酵速率。仅以新鲜玉米浆为有机氮源时无需补加工业

级酵母浸粉，玉米浆中所含的营养物质可以支持 P. acidilactici ZY271的生长和代谢。相

较于玉米浆，玉米浆干粉虽然便于储存和运输，但是在发酵过程中发现，干粉状态下的

玉米浆容易凝聚成团，不易溶解。即使在 30℃下进行短时间的超声处理，玉米浆干粉也

无法完全溶解。发酵阶段将玉米浆干粉的溶液加入到 1L的体系中，在 42℃和 300 rpm

条件下，一定时间后玉米浆干粉即使完全溶解，但是由于 P. acidilactici ZY271在发酵前

12 h 到 24 h 生长和代谢最为迅速，此时没有足够的可溶性氮源物质用来支撑其自身生

长，这导致了乳酸发酵速率降低、产量下降。 

4.3.3  不同氮源组合背景下的 L-乳酸发酵和成本评价 

第一部分对在不同来源的氮源组合下，对 30% (w/w)固含量下以小麦秸秆为碳源时

纤维素 L-乳酸的发酵指标进行了评价（表 4.1）。 

案例 1以 15 g/L试剂级酵母提取物和 10 g/L试剂级蛋白胨为有机氮源，2 g/L柠檬

酸氢二铵为无机氮源，发酵 72 h获得的乳酸产量为 121.5 g/L，乳酸得率为 88.7%，发酵

速率为 1.69 g/L/h，L-乳酸纯度达到了 99.7%。以案例 1 氮源组合的发酵结果作为对照

1。案例 2以 20 g/L工业级酵母提取物为有机氮源，10 g/L硫酸铵为无机氮源发酵纤维

素 L-乳酸的产量为 123.3 g/L，得率为 90.1%，发酵速率为 1.71 g/L/h，手性纯度为 99.8%。

以案例 2的氮源组合的发酵结果作为对照 2。 

案例 3使用了 25 g/L新鲜玉米浆作为替代氮源，无机氮源为 10 g/L硫酸铵，发酵

获得乳酸产量为 126.3 g/L，得率和发酵速率分别为 89.7%和 1.66 g/L/h。然而，由于玉

米浆中 D-乳酸的存在，导致最终的 L-乳酸手性纯度仅有 96.8%。案例 4以 25 g/L酸水

解的豆粕作为替代氮源，10 g/L硫酸铵为无机氮源，发酵的乳酸产量仅有 62 g/L，乳酸

得率和发酵速率相较于案例 1和案例 2分别下降了 55.5%和 49.4%。案例 5以 25 g/L酶

水解的豆粕作为替代氮源，10 g/L硫酸铵为无机氮源，发酵得到了 65.9 g/L乳酸，得率

为 41.6%，发酵速率和手性纯度分别为 0.92 g/L/h 和 99.8%。案例 6表示的是以 25 g/L

酶水解的豆粕和 5 g/L工业级酵母提取物作为有机氮源，10 g/L无机氮源为硫酸铵，各
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项发酵指标分别为乳酸产量 122.6 g/L，乳酸得率 88.1%，发酵速率 1.70 g/L/h，手性纯

度 99.8%，与案例 1和案例 2的发酵指标基本一致。 

案例 1、案例 2 和案例 6 均可以实现高乳酸产量（≥ 120 g/L）以及高手性纯度（≥ 

99.5%）的纤维素 L-乳酸的生产，案例 1中有机氮源的昂贵成本仅可以在实验室规模下

可以实现，案例 2中将有机氮源替换成了较为便宜的工业级酵母提取物，而案例 6将有

机氮源中工业级酵母提取物的用量减少了 75%。案例 3中以玉米浆作为替代有机氮源获

得的乳酸产量虽然显著高于案例 4和案例 5中分别以酸水解和酶水解的豆粕作为替代有

机氮源的乳酸产量，但是由于 D-乳酸的存在，L-乳酸产品的手性纯度仅有 96.8%。案例

4的发酵结果表明，植物蛋白进行酸水解，虽然能够对其进行较为彻底的水解，但是水

解过程难以控制，过度水解破坏植物蛋白中的营养物质从而导致无法支持发酵过程中乳

酸菌的生长和代谢。案例 5中的酶水解的豆粕作为替代氮源由于水解得到的营养物质不

足也导致最终的发酵指标偏低。 

第二部分对上述 6个案例中进行了氮源成本计算，包括有机氮源成本、催化剂成本

以及无机氮源成本。其中案例 2和案例 6可以作为工业乳酸发酵的氮源配方。案例 2中

的有机氮源为工业级酵母提取物，其成本为 3180 元/吨乳酸，占总氮源成本的 97.6%，

无机氮源硫酸铵的成本为 78 元/吨乳酸。总氮源成本为 3206 元/吨乳酸，相比于案例 1

的总氮源成本下降了 93.6%。案例 6以酶水解的豆粕和工业级酵母提取物作为有机氮源，

其成本为 1200 元/吨乳酸，无机氮源硫酸铵的成本为 78 元/吨乳酸，碱性蛋白酶作为催

化剂的成本为 130元/吨乳酸。生产 1吨乳酸的总氮源成本为 1410元，其中有机氮源的

成本占 85.4%，而工业级酵母提取物的成本占到 66.6%。无机氮源成本占总氮源成本的

5.5%，催化剂占总氮源成本的 9.1%。乳酸发酵的氮源成本主要来源于酵母提取物，而酵

母提取物作为提高乳酸产量和发酵速率最佳的氮源物质，以豆粕作为替代氮源的基础上

适量添加 25%用量的酵母提取物可以实现和以 20 g/L 酵母提取物为氮源一致的发酵指

标，最终将总氮源成本降低了 56.8%。 
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表 4.1  不同氮源组合背景下的纤维素 L-乳酸发酵评价 

Fig. 4.1  Fermentation evaluation of cellulosic L-lactic acid in the context of different combinations of nitrogen sources 
 

有机氮源添加 无机氮源添加 水解催化剂 
产量 

(g/L) 

得率 

(%) 

生产率 

(g/L/h) 

手性纯度

(%) 

工业配方 

可行性 

30% (w/w)固含量小麦秸秆作为碳源 SSCF乳酸评价 

案例 1 
15 g/L酵母提取物； 

10 g/L蛋白胨（试剂级） 

2 g/L 

柠檬酸氢二铵 
\ 121.5 88.7 1.69 99.7 

否（仅可用于实验

室条件） 

案例 2 
20 g/L酵母提取物 

（工业级） 
10 g/L硫酸铵 \ 123.3 90.1 1.71 99.8 是 

案例 3 25 g/L玉米浆干粉 10 g/L硫酸铵 \ 126.3 89.7 1.66 96.8 否（低手性纯度） 

案例 4 25 g/L豆粕 10 g/L硫酸铵 6.25 g/L 硫酸 62.0 39.8 0.86 99.7 否（低乳酸产量） 

案例 5 25 g/L豆粕 10 g/L硫酸铵 
1.25 g/L 

碱性蛋白酶 
65.9 41.6 0.92 99.8 否（低乳酸产量） 

案例 6 
  25 g/L豆粕； 

5 g/L酵母提取物（工业级） 
10 g/L硫酸铵 

1.25 g/L 

碱性蛋白酶 
122.9 88.1 1.70 99.8 是 
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表 4.2  不同氮源组合背景下的纤维素 L-乳酸成本评价 

Fig. 4.2  Cost evaluation of cellulosic L-lactic acid in the context of different combinations of nitrogen sources 

 
有机氮源成本 

（元/吨 乳酸） 

水解催化剂成本 

（元/吨 乳酸） 

无机氮源成本 

（元/吨 乳酸） 

总氮源成本 

（元/吨 乳酸） 

SSCF纤维素 L-乳酸的氮源成本评价 

案例 1 49,880 \ 190 50,070 

案例 2 3180 \ 78 3260 

案例 3 90 \ 70 1600 

案例 4 790 10 180 980 

案例 5 750 240 140 1130 

案例 6 1200 130 78 1410 

注：原料价格由当地供应商提供，酵母提取物（试剂级）300,000元/吨，蛋白胨（试剂级）426000元/吨，酵母提取物（工业级）28,000元/吨，玉米浆

700元/吨，豆粕 2810元/吨，硫酸 470元/吨，碱性蛋白酶 18,000元/吨，柠檬酸氢二铵 16,500元/吨，硫酸铵 1350元/吨。 
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4.4  本章小结 

本章探究了酸水解的豆粕或玉米浆分别作为替代氮源对乳酸发酵的影响，并对本研

究涉及到的不同氮源组合背景下，分别对纤维素 L-乳酸的发酵指标和氮源成本进行了评

价及计算。主要结论如下： 

（1）以硫酸为催化剂对豆粕进行水解，在高温和强酸条件下无法控制水解程度，这

会破坏豆粕中的营养成分，即使补加 5 g/L的工业级酵母提取物也很难有效提高的乳酸

产量。 

（2）以新鲜的玉米浆作为有机氮源得到的乳酸产量显著高于以相同用量玉米浆干

粉为氮源的乳酸产量，推测是由于玉米浆干粉的溶解性较差。但是玉米浆中存在大量的

D-乳酸，最终 L-乳酸产品手性纯度仅为 96.0%，不能应用于工业化纤维素 L-乳酸的生

产。 

（3）在不同氮源组合下进行纤维素 L-乳酸，其中以 20 g/L工业级酵母提取物和 10 

g/L硫酸铵的氮源组合发酵 72 h的乳酸产量为 123.3 g/L，发酵速率为 1.71 g/L/h，得率

为 90.1%，L-乳酸手性纯度为 99.8%，生产 1 千克乳酸的氮源成本为 3.26 CNY；以 25 

g/L酶水解的豆粕和 5 g/L工业级酵母提取物为有机氮源，10 g/L硫酸铵为无机氮源的组

合下发酵 72 h的乳酸产量为 122.6 g/L，发酵速率为 1.70 g/L/h，得率为 88.1%，L-乳酸

手性纯度为 99.8%，生产 1千克乳酸的氮源成本为 1.41元，将总氮源成本降低了 56.8%。 
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第 5 章  结论与展望 

5.1  结论 

高手性纯度 L-乳酸是合成可生物降解塑料聚 L-乳酸的关键聚合单体，生产成本和

手性纯度是限制高分子材料聚乳酸大规模生产的主要因素。低成本、可再生的木质纤维

素可以作为生产手性乳酸的碳源。试剂级的酵母提取物和蛋白胨作为发酵培养基的有机

氮源价格昂贵，工业乳酸生产无法负担其成本；以乳酸含量尚不清晰的农业残渣为替代

氮源，可能会造成 L-乳酸手性纯度的下降。基于此现象本研究围绕低成本氮源、高发酵

指标和高手性纯度乳酸产品这一核心目标，通过筛选农业残渣中低含量消旋乳酸的植物

蛋白作为乳酸发酵的潜在氮源，研究酶水解过程中的关键参数以提高水解效率；优化廉

价组合氮源以提高手性乳酸的产量；设计工业生物炼制技术背景下的工艺流程，最终实

现高浓度和高手性纯度的纤维素 L-乳酸发酵。 

本文的主要结论如下： 

（1）通过对八种常见植物蛋白的消旋乳酸含量以及作为替代氮源的潜力进行了评

价，确定了酶水解的最适固液比和水解时间分别为 1:10 (w/w)和 36 h。豆粕中的消旋乳

酸含量低，以其为替代氮源进行摇瓶发酵的纤维素 L-乳酸产量最高，乳酸产品的手性纯

度为 99.8%，是最具竞争力的替代氮源。 

（2）经过干酸预处理的小麦秸秆作为碳源，豆粕作为替代氮源，以 30% (w/w)固含

量在 3 L 生物反应器中进行 SSCF。豆粕中固有的氨基酸缺陷无法满足乳酸菌的生长代

谢需求，通过补加 5 g/L工业级酵母提取物作为组合氮源，发酵得到的纤维素 L-乳酸产

量、平均发酵速率、得率和手性纯度分别达到了 122.6 g/L、1.71 g/L/h、88.1%以及 99.8%，

与 20 g/L工业级酵母提取物为有机氮源的发酵指标基本持平。 

（3）对豆粕作为廉价氮源发酵纤维素 L-乳酸过程进行了初步技术经济评价。使用

豆粕和低用量工业级酵母提取物作为组合廉价氮源，生产 1千克手性乳酸的总氮源成本

为 1.41元，相较于单独使用工业级酵母提取物作为氮源的成本降低了 56.8%。 

5.2  创新点 

（1）以酶水解的豆粕作为高手性纯度 L-乳酸发酵的替代氮源，在实现与复合氮源

一致的发酵指标前提下，有效将工业级酵母提取物的用量降低了 75%。 

（2）针对发酵培养基高氮源成本和乳酸产品的低手性纯度，首次设计了面向工业

乳酸生产的廉价组合氮源并进行了初步的技术经济评价，实现生产 1千克的高手性纯度

L-乳酸的氮源成本为 1.41元，有效将氮源成本降低了 56.8%。为高手性纯度乳酸产品的

产业化生产提供了更为廉价的氮源配方。 
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5.3  展望 

本文提出以豆粕酶解产物和低用量的工业级酵母提取物作为廉价组合氮源，实现了

低成本、高乳酸产量和高手性纯度的纤维素 L-乳酸生产。但是还有如下需要深入探讨的

部分： 

（1）尽管对豆粕的酶水解条件优化后有效提高了水解效率，但碱性蛋白酶的单一

作用对蛋白质的降解程度有限，无法使豆粕释放出更多的有效营养物质，同时较长的水

解时间会延长乳酸产品的生产周期。因此，后续的研究可以尝试使用多种蛋白酶联合水

解的方式来提高豆粕的水解效率。 

（2）对于发酵工程菌株 P. acidilactici ZY271的营养需求研究不够细化，后续可以

详细探究其细胞生长和代谢路径中的限制性氨基酸，通过单独添加一些必需氨基酸和生

长因子来弥补植物蛋白中的营养缺陷从而降低工业级酵母提取物的添加量，进一步降低

乳酸发酵成本。 

（3）新鲜的玉米浆虽然价格低廉并且含有丰富的营养物质，但是存在大量的消旋

乳酸，无法作为替代氮源生产高手性纯度的乳酸产品。后续的研究可以通过对发酵菌株

进行代谢工程改造或者对玉米浆进行酶处理，将玉米浆中存在的乳酸转化成中间产物丙

酮酸，以实现对消旋乳酸的去除。 
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