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摘 要 本试验旨在研究碱和高温液态水 2 种预处理方式对发酵的影响。甘蔗渣分别利用碱和高温液

态水( LHW) 预处理，然后使用纤维素酶进行酶解。在 LHW 和碱预处理后的酶解液中，分别含 22． 06 和

39． 28 g /L总糖。不经过浓缩，也不需要添加任何营养物质，酶解液被用于皮状丝孢酵母的油脂发酵试验。经

过 3 d 的培养，在 LHW 预处理的酶解液中，皮状丝孢酵母的生物量达到了 8． 08 g /L，油脂质量分数为52． 00%，

油脂系数高达 19． 03%。在碱预处理的酶解液中，经过 8 d 的培养，皮状丝孢酵母的生物量为 13． 67 g /L，油脂

质量分数为 43． 20%，油脂系数为 15． 03%。脂肪酸组成分析表明所产油脂与棕榈油的组成相似。试验结果

表明，甘蔗渣是一种有前景的产油脂原料，LHW 是一种良好的预处理方式。该研究为利用甘蔗渣发酵产油脂

提供了新思路。
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生物柴油因具有可生物降解、清洁、无毒和可再

生等特点，引起广泛关注［1］。此外，生物柴油与传统

的石化柴油具有相似的化学特性［2］。目前，生物柴

油的原料主要是植物油，不能满足大规模发展生物

柴油的需要。在这种情况下，利用微生物油脂作为

生物柴油可持续生产的原料引起人们的关注。
产油微生物因生长快速、可产生大量油脂及油

脂的脂肪酸组成与植物油相似等特性，被认为是一

种有潜力的生物柴油原料［3 － 4］。已经发现细菌、酵

母、微藻和丝状真菌等微生物可以积累油脂。
人们已经利用不同的底物来降低微生物油脂的

生产成本。这些底物包括淀粉水解液、大米草水解

液、甘薯淀粉加工废水、污水污泥、废弃酵母、木质纤

维素生物质( 麦秸、玉米芯) 、食品工业废水［5 － 13］。富

含糖类的甘蔗作为一种能源作物具有巨大的应用潜

力，而甘蔗渣是一种数量丰富的适合于微生物油脂

发酵的农业废弃物，因此利用甘蔗渣水解液发酵产

油脂不仅可以降低生产成本而且可以改善环境。然

而，利用经碱或者 LHW 预处理后的甘蔗渣的酶解液

进行微生物油脂发酵的研究还非常少。皮状丝孢酵

母( Trichosporon cutaneum) 是一种可以同时利用葡萄

糖和木糖的产油酵母［14］。T． cutaneum 不仅可以利

用葡萄糖和木糖，还可以利用木质纤维素水解液进

行油脂发酵，因此，T． cutaneum 用于制备生物柴油原

料具备很大的潜力。
通常酸水解用于制备木质纤维素的水解液，然

而酸水解会产生抑制发酵的物质［15］。使用酶水解木

质纤维素底物可以避免这个问题。对于酶水解而

言，预处理是必要的。和 SO2气爆、稀氨预处理、氨纤

维膨胀预处理、磷酸预处理及碱预处理等方式相比

较，LHW 预处理是一种环境友好型的方式，在此过程

中仅需要添加水［16］。LHW 预处理具有如下优点: 副

产物较少，对设备的腐蚀较小及对底物的操作简便。
本研究分别利用碱和 LHW 预处理甘蔗渣，然后

进行酶解。酶解产物不添加任何营养物质直接用于

T． cutaneum 的油脂发酵。该工作为将来优化 T． cut-
aneum 利用甘蔗渣酶解产物进行油脂发酵的研究奠

定了基础，同时为利用甘蔗渣进行油脂发酵提供了

新思路。
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1 材料与方法
1． 1 材料

1． 1． 1 菌株

皮状丝孢酵母( Trichosporon cutaneum) 2． 571 购

买自中国普通 微 生 物 菌 种 保 藏 管 理 中 心，保 存 于

YGP 固体培养基上( 0． 5% 酵母提取物，1% 葡萄糖，

1%蛋白胨，2%琼脂粉) ，生长温度为 28 ℃。
1． 1． 2 主要试剂和仪器

酵母提取物、葡萄糖、蛋白胨、琼脂粉: 生工生物

工程( 上海) 股份有限公司; 纤维素酶 Cellic CTec2:

诺维信公司。
Ｒtx! － Wax 毛细管柱: Ｒestek 公司; 5417Ｒ 离心

机: Eppendorf 公司; 2695e 液相色谱仪: Waters 公司;

Biosafer － 10D 台式冻干机: 赛飞 ( 中国) 有限公司;

GC －2010 气相色谱仪: Shimadzu 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 甘蔗渣的碱预处理

甘蔗渣在 2% 的 NaOH 溶液中于 80 ℃ 预处理

2 h，固液比为 1∶ 10 ( m /V) ，然后使用去离子水洗涤

3 次，烘 干 至 恒 重［17］。最 后 烘 干 的 甘 蔗 渣 按 照

Wang 等［16］的方法进行酶解。酶解产物于 115 ℃
灭菌 30 min。
1． 2． 2 甘蔗渣的 LHW 预处理

甘蔗渣利用 LHW 进行预处理的条件为 180 ℃，

4． 0 MPa，500 r /min，20 min，所用设备为本实验室设

计。去离子水和甘蔗渣的比例为 201［18］。然后按

照 Wang 等［16］的方法进行酶解。
1． 2． 3 培养基和培养条件

酵母首先在种子培养基 YGP 中培养，培养条件

为 28 ℃，150 r /min，24 h。然后 5% 的种子培养物

用无菌水洗涤后接种至 50 mL 酶解液中进行培养，

培养条件为 28 ℃，150 r /min。酶解液分别来自甘

蔗渣经碱或 LHW 预处理后再用纤维 素 酶 水 解 的

产物。
1． 2． 4 分析方法

细胞的生长通过测定干重来分析。培养结束

后，50 mL 酵母培养物在 8 000 g 下离心 10 min［19］。
离心后细胞沉淀使用去离子水洗涤 2 次，冻干至恒

重，然后用于油脂提取和分析［20］。糖 ( 例如葡萄糖

和木糖) 含量通过液相色谱仪测定。从冻干的酵母

细胞中提取油脂采用 Zhu 等［3］ 的方 法，该 方 法 对

Bligh 和 Dyer 的经典方法进行了一些修改。油脂系

数是油脂产量( g /L) 除以消耗的糖浓度( g /L) 的值。

测定脂肪酸组成时，首先将脂肪酸甲酯化，然后利用

气相色谱仪( 配有离子化检测器和 Ｒtx! － Wax 毛细

管柱) 测定。

2 结果与讨论
2． 1 T． cutaneum 的细胞生长和产油脂情况

和前人利用木质纤维素的酸水解液用于发酵

产油脂的研究不同，本试验研究了经过碱或 LHW
预处理 的 甘 蔗 渣 的 酶 解 液 用 于 发 酵 产 油 脂 的 情

况［21］。和 SO2气爆、稀氨预处理、氨纤维膨胀预处

理、磷酸预处理及碱预处理等方式相比较，LHW 预

处理是一种环境友好的方式，因此本研究中选用了

LHW 预处理。
经 LHW 或碱预处理后的甘蔗渣的酶解产物中

糖浓度分别为 22． 06 g /L( 20． 51 g /L 葡萄糖和 1． 55
g /L 木糖) 和 39． 28 g /L( 25． 88 g /L 葡萄糖和 13． 40
g /L 木糖) 。结果表明: 和碱预处理相比较，LHW 预

处理产生较少比例的木糖。由于大多数产油微生物

不能利用木糖，因此 LHW 预处理更适合于大多数产

油微生物的油脂发酵。利用酵母产油脂一般需要添

加营养元素和微量元素，但是本试验在甘蔗渣的酶

解液中没有添加任何营养物质［3］。
T． cutaneum 在甘蔗渣酶解产物中的生长和产油

脂情况见图 1。图 1a 是采用 LHW 预处理时，T． cut-
aneum 的细胞生长和产油脂情况。图 1a 显示利用

LHW 预处理时，细胞生长没有明显的延滞期，仅 1 d
后，T． cutaneum 的生物量就达到了 4． 22 g /L，油脂质

量分数达到了较高的 33． 80%。发酵 3 d 后，油脂产量

为 4． 20 g /L，和油脂产量最大值 4． 28 g /L 非常接近，

此时生物量和油脂质量分数为 8． 08 g /L 和 52． 00%。
图 1b 是采用碱预处理时的细胞生长和产油脂情

况。与图 1a 相似，用碱预处理时，细胞生长同样没有

明显的延滞期，发酵 1 d 后，生物量达到了 5． 96 g /L，

油脂质量分数为较低的 11． 40%。发酵 8 d 后，油脂

产量为 5． 91 g /L，和油脂产量最大值 5． 97 g /L 非常

接近，此时生物量和油脂质量分数为 13． 67 g /L 和

43． 20%。比较图 1a 和图 1b 发现，碱预处理方式的

油脂质量分数、油脂产率和油脂系数( 43． 20%、0． 74
g /L /d 和 0． 150 3 g /g 糖) 明显低于 LHW 预处理方式

( 52． 00%、1． 40 g /L /d 和 0． 190 3 g /g 糖) 。
Wang 等［16］的研究发现甘蔗渣经 LHW 预处理

后，74． 81%的木聚糖和 31． 91% 的木质素被除去，而

葡聚糖基本没有损失，这表明 LHW 预处理可有效去
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除甘蔗渣中大部分半纤维素和部分木质素，而木糖

则残留于 LHW 预处理后的废液中，该废液可用于

T． cutaneum的产油脂发酵。Gao 等［17］的研究发现甘

蔗渣经碱预处理后，葡聚糖质量分数为 63． 19%，木

聚糖为 26． 63%，木质素为 8． 55%，表明碱预处理能

有效地保留半纤维素。这可以解释 LHW 预处理后

的甘蔗渣的酶解液中葡萄糖 /木糖的值远高于碱预

处理的情况。由于微生物会优先利用葡萄糖，因此

葡萄糖比例较大的 LHW 预处理后的酶解液中油脂

发酵速度明显高于碱预处理方式中的情况。图 1a
和图 1b 均没有发现经典的二次生长现象，而且葡萄

糖和木糖的耗尽时间基本一致( 图 2) ，表明 T． cuta-
neum 可以同步利用酶解液中的葡萄糖和木糖，和大

多数微生物不能有效利用木糖相比较，这种特性具

有明显的优势。

注: 发酵条件为 28 ℃、150 r /min，数值取 3 次试验的平均值，

余同。

图 1 T． cutaneum 利用甘蔗渣的酶解液发酵时细胞

生长和产油脂情况

2． 2 T． cutaneum 油脂发酵的底物利用情况

为了阐明 T． cutaneum 利用酶解产物发酵时底

物的同化规律，对糖浓度随时间变化的情况进行了

描述( 图 2) 。图 2a 和图 2b 分别代表 LHW 和碱预处

理方式下糖消耗情况。图 2 表明在 2 种预处理方式

下获得的酶解液中，T． cutaneum 均可以同时利用葡

萄糖和木糖。图 2a 显示在 LHW 预处理方式下，葡

萄糖消耗很快，3 d 后培养基中葡萄糖含量仅为 0． 26
g /L，木糖的含量从初始 的 1． 56 g /L 降 低 到 0． 49
g /L。图 2a 还显示在 LHW 预处理方式下，木糖的利

用速率明显低于葡萄糖，这应该与微生物对葡萄糖

的优先利用有关。
图 2b 表明在碱预处理方式下，葡萄糖的消耗速

率明显低于 LHW 预处理方式的。发酵 6 d 后，培养

基中葡萄糖含量为 0． 61 g /L。随着葡萄糖的消耗，

木糖的利用速率有所升高，最终葡萄糖和木糖被耗

尽。总体来看，LHW 预处理方式下糖的利用速率明

显高于碱预处理方式的。

图 2 T． cutaneum 利用甘蔗渣的酶解液发酵时糖利用情况

2． 3 T． cutaneum 油脂发酵和前人研究的比较

从 T． cutaneum 提取的油脂主要由软脂酸、硬脂

酸和亚油酸组成，在 LHW 和碱 2 种预处理方式下，

不饱和脂肪酸的比例分别为 8． 90% 和 13． 56% ( 表

1) 。从 T． cutaneum 提取的油脂其脂肪酸组成类似

于棕榈油，表 明 该 油 脂 是 一 种 有 前 景 的 生 物 柴 油

原料。
Chen 等［11］利用玉米芯的酸水解液培养 T． cutane-

um 进行油脂发酵，油脂产率为 0． 99 g /L /d，远低于本

研究在 LHW 预处理方式下的油脂产率 1． 40 g /L /d。
此外本研究在 LHW 预处理方式下获得的油脂系数
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0． 190 3显著高于前人的研究( 表 2) 。
表 1 T． cutaneum 发酵所产油脂的脂肪酸组成

预处理
方式

脂肪酸组成

C16∶ 0 C18∶ 0 C18∶ 2 C22∶ 1 C24∶ 1
碱 26． 06% 60． 38% 11． 91% 0． 47% 1． 18%

LHW 32． 28% 58． 82% 8． 47% 0． 43% 0%

表 2 不同微生物利用不同碳源产油脂的情况

菌株 碳源
油脂质
量分数

油脂系数 参考文献

T． cutaneum 玉米秆水解液 39． 2% 0． 15 ［22］
T． cutaneum 玉米芯酸水解液 36% 0． 174 ［11］
T． dermatis 玉米芯酶水解液 40． 1% 0． 167 ［23］
T． fermentans 稻秆水解液 40． 1% 0． 119 ［24］
T． fermentans 甘蔗渣酸水解液 39． 9% 0． 111 8 ［25］
T． cutaneum 甘蔗渣酶水解液 52． 0% 0． 190 3 本研究

3 结论
本研究中 T． cutaneum 可以同时利用酶解液中

的葡萄糖和木糖进行有效的油脂发酵。这为高效利

用甘蔗渣生产油脂奠定了基础。由于 LHW 预处理

能避免环境污染，且该过程产生的废液中的木糖依

然可以用于发酵产油脂，另外 LHW 预处理后的甘蔗

渣的酶解液进行发酵时的油脂质量分数( 52． 00% ) 、
油脂产率［1． 40 g / ( L·d) ］和油脂系数( 0． 190 3) 均

很高，而这 3 个指标均可以明显降低生产成本，因此

LHW 预处理后的甘蔗渣的酶解产物用于 T． cutane-
um 的油脂发酵既可以以一种环境友好的方式处理

农业废弃物，又可以高效地以较低成本生产微生物

油脂作为生物柴油的原料，是一种有前景的方法，该

方法为高效利用甘蔗渣产油脂提供了新思路。
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Oil Production from Enzymatic Hydrolysate of
Sugarcane Bagasse by Trichosporon Cutaneum
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Abstract The purpose of this paper aimed to study the effects of two kinds of pretreatment methods ( base and
liquid hot water) on the fermentation． Sugarcane bagasse was pretreated by base and liquid hot water ( LHW) ，and
then hydrolyzed with cellulase． The enzymatic hydrolysate contained 22． 06 g /L and 39． 28 g /L sugar respectively
pretreated with LHW and base． Without concentration or adding other nutrients，the hydrolysate was used for lipid
production using Trichosporon cutaneum． After 3 days，the biomass was 8． 08 g /L with lipid content of 52． 00%，lip-
id coefficient of 19． 03% when pretreated by LHW． After 8 days，the biomass was 13． 67 g /L with lipid content of
43． 20%，lipid coefficient of 15． 03% when pretreated by base． The fatty acid profile of this lipid was similar to that
of palm oils． Therefore，sugarcane bagasse was a promising material for oil production，and LHW was a promising
pretreated method． This study offered a new thinking for oil production using sugarcane bagasse．

Key words Trichosporon cutaneum，liquid hot water，base，pretreatment，sugarcane bagasse，lipid
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