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玉米秸秆水解液综合利用生产
"

F聚谷氨酸
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摘要!以玉米秸秆预处理以及酶水解得到的还原糖作为碳源发酵产
#

%聚谷氨酸"

#

%aPO$! 分别

探究了葡萄糖%木糖%B %谷氨酸钠一水合物和金属离子对 &+<;/1>"><.Pj..#!&" 生长以及
#

%

aPO生产的影响!在摇瓶中优化培养基组分!并进行发酵罐放大操作& 结果表明'玉米秸秆经过稀

碱预处理以及复合酶水解后!得到的混合糖质量浓度为"-'@/ o&@-$9KR!其主要成分是葡萄糖和

木糖!两者比例为 !@#0G##在配制发酵培养基时添加 (" 9KR的 B %谷氨酸钠一水合物!及 +8MU
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!

U"@## 9KR!摇瓶发酵可得到产量为"!"@& o

!d-"$9KR的
#

%aPO# 在 / R发酵罐实验中采用补料分批发酵的方式生产可以提高产物产量!得

到产量为 !&@' 9KR的
#

%aPO&

关键词!玉米秸秆水解液#葡萄糖#木糖#发酵#

#
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中图分类号!Ll0!!@#"Ll0!"@'DD文献标识码!O 文章编号!#""/ %-0'0#!"#$$## %""0( %"&

T/%#*()%#.4%+-+5)%+&/&"$&(/'%&O#("&(?&-2 "

"

F*-4%),+$)$+.# ?(&.4$%+&/

.F1*a>89<=>89$ b1*Q;89BY>$ RSi54=48$ +F1*PaY

"_>]R4̀;X4\;X];CS8VY[\X546W5;\><=8;6;9]$ j585[\X];C1VY<4\5;8$ M<=;;6;CW5;\><=8;6;9]$

i5489848 T85Z>X[5\]$ ,YB5!#(#!!$ .=584#

71'%()$%&.;X8 [\;Z>X74[EX>\X>4\>V 48V >8:]34\5<466]=]VX;6]:>V 58\;X>VY<589[Y94X\;EX;VY<>E;6]

#

%96Y\435<4<5V "

#

%aPO# `]C>X3>8\4\5;8@L=>>CC><\[;C96Y<;[>$ B]6;[>$ B %3;8;[;V5Y396Y\434\>

3;8;=]VX4\>48V 3>\465;8 ;8 \=>9X;7\= ;C&+<;/1>"><.Pj..#!&" 48V

#

%aPOEX;VY<\5;8 7>X>[\YV2

5>V$ 48V \=><;3E;8>8\[;C\=>C>X3>8\4\5;8 3>V5Y37>X>;E\535:>V 48V C>X3>8\4\5;8 74[<;8VY<\>V 58 4

C>X3>8\>X@L=>X>[Y6\[[=;7>V \=4\<;X8 [\;Z>X74[EX>\X>4\>V `]V56Y\>̀ 4[>48V >8:]34\5<466]=]VX;6]:>V

`]<;3E;Y8V >8:]3>$ 48V 34[[<;8<>8\X4\5;8 ;C\=>X>VY<589[Y94X74["-'@/ o&@-#9KR@L=>=]VX;6]2

[4\>74[34586]<;3E;[>V `]96Y<;[>48V B]6;[>$ 75\= 4X4\5;;C!@#0G#@L=>8 (" 9KR;CB %3;8;[;V5Y3

96Y\434\>3;8;=]VX4\>$ "@!0 9KR;C+8MU

(

--F

!

U$ "@"&9KR;Cj8MU

(

--F

!

U48V "@## 9KR;C

g>.6

/

-'F

!

U7>X>4VV>V 58\;\=>585\546C>X3>8\4\5;8 3>V5Y3$ X>[Y6\58958\;"!"@& o!@-"#9KR;C

#

%

aPO@g58466]$ 4C>V %̀ 4\<= [\X4\>9]74[<;8VY<\>V 58 4/ RC>X3>8\>X\;58<X>4[>EX;VY<\]5>6V$ 48V

!&d' 9KR;C

#

%aPO74[4<=5>Z>V@

8#2 9&(.'&<;X8 [\;Z>X=]VX;6][4\>! 96Y<;[>! B]6;[>! C>X3>8\4\5;8! E;6]"

#

%96Y\435<4<5V#

DD

#

%聚谷氨酸"

#

%aPO#是一种聚合物功能材

料$其高吸水性'良好的生物相容性使其在农业'医

药'食品'化妆品等诸多领域表现强劲(#)

% 在食品

领域$

#

%aPO可以与食品中油脂和脂肪酸结合形

成抗氧化剂$避免油脂和脂肪酸在高温加工时遭到

破坏!

#

%aPO作为添加剂可以促进唾液分泌从而

刺激味觉'增进食欲!

#

%aPO还可以起到延缓食物

变质的作用$将其添加到沙拉酱中能够增强牛乳的

稳定性$延长其酸败变质时间!此外$

#

%aPO还对

食物中的毒素有较好的抑制作用(! %')

% 微生物生产

#

%aPO的菌株主要是芽孢杆菌属的细菌$如枯草
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芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌$最常见用于生产的碳源

是六碳糖和柠檬酸(- %$)

% 为了适应不同行业对产品

的需求$研究者仍然在不断寻找廉价可再生的原料

以降低生产成本%

我国是农业大国$玉米'水稻'小麦'甘蔗在我国

种植面积广'产量高$每年产生大量的纤维素废弃

物% 传统的处理这些农业废弃物的方式有填埋'焚

烧'作为堆肥$这些处理方式存在对环境的污染或成

本较高$因此急需经济环保的处理农业废弃物的方

式% 将农业废弃物水解后产生的糖液作为碳源进行

发酵生产目标产物是一个很好解决农业废弃物的方

式$兼具经济性和环保价值% 目前农业废弃物用于

实际生产
#

%aPO的例子还比较少$原因主要有木

质纤维素降解成可利用糖的效率不高以及能利用木

糖转化生产聚合物的细菌种类较少等%

本研究考察了菌株 &+<;/1>"><.Pj..#!&" 以

玉米秸秆水解液作为碳源发酵生产
#

%aPO的可行

性$通过稀碱预处理'复合酶水解得到富含葡萄糖和

木糖的玉米秸秆水解液$分别探讨了葡萄糖和木糖

对菌体生长和
#

%aPO生产的影响$并证明了玉米

秸秆水解液能够高效转化为产物$为工业化生产

#

%aPO提供了一种廉价可再生原料%

:;材料与方法

#@#D实验材料

枯草芽孢杆菌"&+<;/1>"><.Pj..#!&"#$由浙

江大学徐志南教授赠予$保藏于中国典型培养物保

藏中心"..L..#

(0)

% 玉米秸秆产自于江苏连云港$

晒干粉碎后过 $" 目筛% 纤维素酶购自山东泽生生

物科技有限公司$木聚糖酶和
"

%葡萄糖苷酶购自

白银赛诺生物科技有限公司%

种子培养基&蛋白胨 #" 9KR$牛肉浸膏 & 9KR$

*4.6& 9KR$木糖 & 9KR$##&I灭菌 !" 358!发酵初

始培养基&碳源 '" 9KR$蛋白胨 (" 9KR$ B %谷氨酸

钠一水合物 (" 9KR$j9MU

(

--F

!

U# 9KR$.4.6

!

# 9KR$*4.6#" 9KR$EF-@"$##&I灭菌 !" 358%

#@!D实验方法

#@!@#D玉米秸秆的预处理和酶水解

预处理&取过筛后的玉米秸秆按照 #G!" 的料液

比加入质量分数 #H的*4UF水溶液$灭菌锅 #!#I

处理 (" 358$处理后 /"" 目纱布抽滤过滤$并水洗残

渣至中性$-"I烘干备用%

酶水解&称取 ! 9预处理后的干燥玉米秸秆于

&" 3R的醋酸钠缓冲溶液"&" 33;6KR$EF(@$#中$

添加纤维素酶'木聚糖酶以及
"

%葡萄糖苷酶$添加

量分别为 !&'$&'(" gaTK9"以底物干质量计$下

同#$于 &"I摇床中 #$" XK358振荡反应一定时间%

#@!@!D发酵

摇瓶发酵&取%("I条件下的冷冻甘油管中的

&+<;/1>"><以体积分数 #H的接种量接入种子培养

基$于 /-I摇床中 ##" XK358 振荡培养 #! =% 按照

体积分数 #"H的接种量将种子液装入 !&" 3R锥形

瓶中$发酵培养基装液量为 /" 3R$调节 EF为 -@"$

于 /-I摇床中 !"" XK358振荡培养 ($ =%

发酵罐发酵&采用 / R发酵罐$装液量为 #@& R$

##&I灭菌 !" 358% 以体积分数 'H的接种量接入

种子液$发酵过程控制温度为 /-I$通气量为 !

RK358$转速为 '"" J# """ XK358% 发酵过程中通过

体积分数 !&H盐酸与体积分数 &"H氨水维持罐体

的 EF在 -@" 左右% 在流加补料操作中$在糖质量

浓度低于 & 9KR时开启蠕动泵流加 !"" 9KR的高质

量浓度的糖溶液$流速设置为 #& J!" 3RK=$使罐体

中糖质量浓度保持在 & J#" 9KR%

#@!@/D检测分析

以去离子水为空白对照$利用可见光分光光度

计在波长 '"" 83处检测菌液的吸光值M(

'""

来表征

生物量%

用高效液相色谱分析玉米秸秆水解液中还原糖

的含量$色谱柱为O358>BFa)%$-F型反相色谱柱

"/"" 33f-@$ 33$#"

!

3#$流动相为 /@/ 33;6KR

的F

!

MU

(

$流速 "@& 3RK358$检测器温度 /&I$柱温

&&I%

#

%aPO采用称重法检测$取 & 3R发酵液

#! """ XK358离心 /" 358除去菌体$取上清加入 #&

3R乙醇沉淀$在 #! """ XK358 转速下离心 /" 358$

将沉淀置于 '"I真空干燥箱烘干称重%

<;结果与分析

!@#D玉米秸秆的预处理对玉米秸秆水解效果的

影响

通过*1bR法(#")测定玉米秸秆中纤维素含量为

"/$@" o&@'#H$半纤维素含量为"!/@' o#@$#H$木

质素含量为"#'@& o!@/#H% 预处理可以去除结晶

纤维素$增加后期纤维素酶对于纤维素的可及性$降

低纤维素的聚合度$去除木质素等% 玉米秸秆用质

量分数为 #H的*4UF水溶液进行预处理后纤维素

含量为"&$@- o'@'#H$半纤维素含量为"//@' o

!d&#H$木质素含量为"&@- o"@'#H$说明预处理

后纤维素含量比较高$有利于后期用酶进行水解的

过程% 图 # 为预处理对玉米秸杆水解效果的影响%

由图 # 可以看出$玉米秸秆经过预处理水解后

的总糖质量浓度明显高于未预处理时的总糖质量浓
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度$在 $" =时得到的总糖质量浓度为"-'@/ o&@-#

9KR% 总糖液中主要成分是葡萄糖和木糖$两者比

例为 !@#0G#$此外还有少量的阿拉伯糖%

图 :;预处理对玉米秸秆水解效果的影响

!@!D葡萄糖和木糖对&+<;/1>"><生长和
#

%aPO产

量的影响

碳源是生物生长以及生产活动重要的能源物

质% 由于玉米秸秆水解液中主要含有葡萄糖和木

糖$因此通过摇瓶实验分别研究这两种碳源对

&+<;/1>"><生长和
#

%aPO产量的影响$结果如图 !

"4#和"`#所示%

由图 !"4#可以看出$发酵液生物量以及
#

%

aPO产量随着葡萄糖质量浓度的增加先增加后下

降$当葡萄糖质量浓度为 '" 9KR时$生物量以及
#

%

aPO产量均达到最大值% 木糖也可作为有效碳源

为菌体生长和产物生成提供支持% 由图 !"`#可以

看出$当木糖质量浓度为 '" 9KR时$

#

%aPO产量最

高!而质量浓度分别为 $" 9KR和 #"" 9KR的木糖更

有利于菌体生长$综合考虑生物量以及产物产量$木

糖的最适质量浓度为 (" 9KR% 比较这两种单糖对

&+<;/1>"><生长和
#

%aPO产量的影响结果$可以看

出$木糖更利于菌体生长$而葡萄糖能更有效地被

&+<;/1>"><利用生产
#

%aPO% 将发酵培养基中碳源

质量浓度固定为 '" 9KR$使用不同葡萄糖和木糖浓

度配比的模拟糖液作为碳源在摇瓶中发酵产
#

%

aPO$并与直接以玉米秸秆水解液作为碳源的结果

相比较$结果如图 !"<#所示% 由图 !"<#可以看出$

使用混合糖液发酵得到的
#

%aPO产量高于单一使

用葡萄糖或者木糖$且葡萄糖含量的提高有利于产

物生成% 值得注意的是$使用玉米秸秆水解液发酵

可得产量为"$@&" o"@!"#9KR的
#

%aPO$这一数

值与使用葡萄糖与木糖比例为 !G# 的混合糖液得到

的结果相当$证明了玉米秸秆水解液作为碳源发酵

产
#

%aPO的可行性% 以下实验均以总糖质量浓度

为 '" 9KR的玉米秸秆水解液作为碳源% 由图 !"<#

还可以看出$使用玉米秸秆水解液发酵后的生物量

低于直接使用葡萄糖与木糖比例为 !G# 的混合糖液

发酵得到的生物量$这可能是由于玉米秸秆水解液

中除了葡萄糖和木糖$还存在一些醛类物质$这些物

质会对菌体生长带来抑制作用%

图 <;葡萄糖#)$&木糖#1$及其配比#$$对生物量和
"

FED7产量的影响

!@/DB %谷氨酸钠一水合物添加量和添加时间对

&+<;/1>"><生长和
#

%aPO产量的影响

由于&+<;/1>"><.Pj..#!&" 是外源性谷氨酸

依赖型菌株$主要利用外源谷氨酸合成
#

%aPO$因

此研究了 B %谷氨酸钠一水合物添加量和添加时间

对&+<;/1>"><生长和
#

%aPO产量的影响$结果如图

/ 所示%

DDDDDD

图 =;1F谷氨酸钠一水合物添加量#)$和添加时间#1$对23*)4$.,.*生长和
"

FED7产量的影响
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DD由图 /"4#可以看出$B %谷氨酸钠一水合物添

加量为 (" 9KR时可以获得
#

%aPO最高产量$故选

择 (" 9KR为最适添加量% 值得一提的是在不添加

外源谷氨酸时$仍然可以得到"$@&" o"@!"#9KR的

#

%aPO$这说明可能存在来自碳源通过内循环合成

的物质作为合成
#

%aPO的前体(##)

% 由图 /"`#可

以看出$如果在配制培养基时直接添加 B %谷氨酸

钠一水合物$发酵后得到的
#

%aPO产量最高$为

"#/d' o!@/0#9KR$此时生物量也为最大!随着添加

时间的推后$

#

%aPO的产量呈现下降趋势% 鉴于

上述结果$在配制发酵培养基时直接添加 (" 9KR的

B %谷氨酸钠一水合物%

!@(D金属离子对&+<;/1>"><生长和
#

%aPO产量的

影响

金属离子对聚谷氨酸合成酶及其他三羧酸循环

的酶类有着重要影响$进而会影响菌体生长和
#

%

aPO合成% 分别研究了添加 +8

! N

'j8

! N

'g>

/ N对菌

体生长以及产物生成的影响$这 / 种离子均以水合

盐的形式添加% 结果如图 ( 所示% 图 ("4#显示的

是离子浓度均为 "@& 33;6KR时得到的结果% 由图

("4#可以看出$以上 / 种离子均对 &+<;/1>"><生长

以及
#

%aPO的生成有促进作用% 接下来分别研究

这 / 种离子浓度对 &+<;/1>"><生长和
#

%aPO产量

的影响%

DDDDDDD

DDDDDDD

图 @;金属离子对23*)4$.,.*生长和
"

FED7产量的影响

DD由图 ("`#可以看出$添加+8

! N可以使
#

%aPO

产量得到明显提高$+8

! N浓度在 #@" 33;6KR时$

#

%

aPO产量高达"#&@$ o"@!" #9KR!生物量随着+8

! N

浓度的升高先呈现增大趋势$在 +8

! N浓度为 "@$

33;6KR时$生物量达到最大值$进一步增加 +8

! N浓

度会对菌体生长产生抑制作用% 由图 ("<#可以看

出$j8

! N浓度为 "@! 33;6KR时$

#

%aPO产量达到

最大值$为"#!@/ o"@#&#9KR!j8

! N浓度超过 "@(

33;6KR会抑制菌体生长$此时
#

%aPO产量降低%

由图 ("V#可以看出$添加 g>

/ N可以显著提高生物

量$生物量随着g>

/ N浓度的升高呈现先增加后下降

的趋势!g>

/ N浓度为 "@!'"@( 33;6KR时$

#

%aPO

产量增加$在 "@( 33;6KR时$生物量和
#

%aPO产

量同时达到最大值%

根据以上结果可知$ +8

! N

'j8

! N

'g>

/ N的最适浓

度分别为 #@"'"@! 33;6KR以及 "@( 33;6KR$相对
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中$发酵可得
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未添加时产量提高了 &"@-H%

!@&D玉米秸秆水解液生产
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%aPO的发酵罐放大

研究

采用摇瓶优化的条件于 / R发酵罐中进行
#

%

aPO的生产$图 &"4#为分批发酵结果% 由图 &"4#

可以看出$前 $ = 菌体主要消耗葡萄糖实现快速增

长$木糖几乎不被消耗!随后葡萄糖和木糖同时被消

耗$
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%aPO产量持续增加$在 !( = 达到最大值

#$d/ 9KR$此时葡萄糖几乎耗尽!!( =之后菌体利用

木糖生长$生物量增长$但是
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%aPO产量开始下

降$这可能由于
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%aPO是聚合物$胞外其他产物的

累积会使其水解酶活力增加$从而降解
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%aPO供

自己生长(#!)
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为了提高产物产量$在发酵液中葡萄糖质量浓
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度低于 & 9KR时$采用流加高质量浓度玉米秸秆水

解液的方式进行补料分批发酵$水解液糖质量浓度

为 !"" 9KR$发酵结果如图 &"`#所示% 由图 &"`#可

以看出$发酵进行到 !! = 时开始补料操作$可以看

出补料操作提高了谷氨酸的利用率!!! J/( = 时葡

萄糖质量浓度很低$这可能是由于加入的葡萄糖及

时被利用!在 /" =左右$生物量达到最大值!(& = 左

右停止流加$葡萄糖与木糖都保持一定的质量浓度!

由于生物量下降$无法利用谷氨酸继续合成
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aPO$产量在 &/ =时左右开始下降$在 &/ = 获得最

高
#

%aPO产量$可达到 !&@' 9KR%
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图 A;玉米秸秆水解液分批#)$和补料分批#1$发酵生产
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本文考察了菌株 &+<;/1>"><.Pj..#!&" 以玉

米秸秆水解液作为碳源发酵生产
#

%aPO的可行

性% 玉米秸秆经过质量分数 #H的稀碱预处理以及

复合酶水解后$得到的水解液总糖质量浓度明显高

于未处理时的总糖质量浓度$混合糖质量浓度为

"-'@/ o&@-#9KR$主要成分是葡萄糖和木糖$两者

比例 !@#0G#% 随后在摇瓶中优化了发酵培养基组

分&碳源 '" 9KR$蛋白胨 (" 9KR$B %谷氨酸钠一水合

物 (" 9KR$j9MU
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U"@## 9KR% 摇瓶发酵可得产

量为"!"@& o!@-"#9KR的
#

%aPO% 最后在 / R发

酵罐上进行
#

%aPO的放大生产$采用补料分批发

酵的方式可以提高产量$得到 !&@' 9KR的
#

%aPO%
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