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氮源控制对玉米芯残渣同步糖化
发酵生产 2,3-丁二醇的影响

彭晓培，张翠英，李 维，陈 超，王永帅，肖冬光
（天津科技大学生物工程学院，天津 300457）

摘 要： 以 2,3-丁二醇生产为研究对象，对同步糖化发酵系统中氮源控制的影响进行了研究。对于不同氮源，微生
物表现出利用差异性，从而导致不同的发酵结果。结合以上特性，可以使用发酵过程补氮控制及不同氮源组合方式
来达到氮源结构优化目的，从而获得更高的产物转化率。结果表明，利用发酵过程分批补氮方式获得了 27.625 g/L
的 2,3-丁二醇终产量，较单次投入酵母浸粉 (21.273 g/L) 提高了 29.86 %，利用酵母粉与尿素组合的方式获得了
28.582 g/L的 2,3-丁二醇终产量，较单独使用尿素(25.295 g/L)提高了 12.99 %。
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Effects of Nitrogen Source Control on 2,3-butanediol Yield by Simultaneous
Saccharification and Fermentation of Corncob Residue
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(Bioenigneering College of Tianjin Science & Technology University, Tianjin 300457, China)

Abstract: The effects of nitrogen source control on 2,3-butanediol yield by simultaneous saccharification and fermentation of corncob residue
were investigated. The results suggested that microbe presented certain difference in the use of different nitrogen source and further resulted in dif-

ferent fermenting effects. Accordingly, the methods including the addition of nitrogen during fermenting process and the combination of different

nitrogen source were applied to optimize the structure of nitrogen source and further to achieve higher product conversion rate. The experimental

results indicated that the final yield of 2,3-butanediol was as high as 27.625 g/L through batch addition of nitrogen during fermenting process (in-

creasing by 29.86 % than single addition of yeast extract powder (its yield was 21.273 g/L)), and the final yield of 2,3-butanediol was 28.582 g/L

through the use of yeast powder and urea (increasing by 12.99 % than using ureal only(its yield was 25.295 g/L)).
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氮源作为微生物生长的必需物质， 在微生物发酵过
程中起着至关重要的作用[1]。 目前，针对氮源控制的研究
较少， 仅局限于培养基优化过程当中对氮源种类及添加
量的研究[2-5]。 这种较为粗放的氮源控制方式不可避免的
会造成发酵产率低下。
2,3-丁二醇（2,3-butanediol，2,3-BD）是一种无色无

味的透明液体，广泛应用于化工、食品、燃料和航空航天
领域。 作为石油替代战略中的重要平台化合物[6]，2,3-丁
二醇的研究越来越受到重视。 目前， 利用生物法生产
2,3-丁二醇的报道较多，但由于其原材料（葡萄糖、蔗糖、

乳糖、甘油、淀粉水解液、糖蜜等）[7-12]成本较高，不利于工
业化生产，因此，选择一种廉价原材料来解决这一问题迫
在眉睫。
作为地球上最丰富、最廉价的可再生资源，木质纤维

原料在发酵工业中越来越受到重视。然而，葡萄糖阻遏效
应的存在使得纤维素的酶解无法获得较高的糖浓度，因
此，发酵使用的酶解液往往需要经过浓缩环节，从而大大
增加了能耗。 同时，由于纤维素酶较难回收利用，这就进
一步增加了生产成本。利用同步糖化发酵的方法，可以避
免葡萄糖阻遏作用，同时可以减少纤维素酶用量，从而大
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幅度降低生产成本。
本研究利用木糖工业废渣———玉米芯残渣进行同步

糖化发酵生产 2,3-丁二醇，针对同步糖化发酵过程当中
受纤维素酶解速率影响所体现出的氮源控制问题， 从整
个发酵过程中碳氮比及复合氮源方面进行研究， 以期提
高 2,3-丁二醇同步糖化发酵产物浓度。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂
原料：粉碎后 1.5 % NaOH，80℃预处理 3 h[13]的玉米

芯残渣。
试剂及药品：NaOH，K2HPO4，KH2PO4，MgSO4·7H2O，

羧甲基纤维素钠均为分析纯；酸性纤维素酶,诺维信（中
国）生物技术有限公司；酵母浸粉,北京奥博星生物技术
有限公司；蛋白胨，北京奥博星生物技术有限公司；玉米
浆，河北康欣制药有限公司。
菌种：肺炎克雷伯氏菌（Klebsiella pneumoniae）UV-

4，实验室自行筛选。 现保藏于天津科技大学生物工程学
院发酵工程国家重点实验室。
菌种斜面培养基（g/L）：葡萄糖 10，牛肉膏 5，蛋白胨

10，氯化钠 5，琼脂 20，pH6.5。
种子培养基（g/L）：玉米芯水解液葡萄糖浓度 20，酵

母浸粉 5，磷酸二氢钾 6，磷酸氢二钾 14，硫酸铵 2，柠檬
酸钠 1，七水硫酸镁 0.4，EDTA 0.05，pH6.5。
发酵培养基（g/L）：玉米芯残渣 100，尿素 1.61，柠檬

酸钠 4，乙酸钠 4，磷酸氢二铵 1，硫酸镁 0.3，硫酸锰 0.1，
pH5.5，纤维素酶添加量 40 FPIU/g玉米芯残渣。
以上培养基均在 115℃下灭菌 20 min。

1.2 实验方法
1.2.1 2,3-丁二醇发酵
摇瓶发酵采用 250 mL 三角瓶，装液量 50 mL，接种

量 5 %， 接种同时加入 40 FPIU/g 玉米芯残渣的纤维素
酶，摇床转速 150 r/min，发酵温度 35℃。 发酵过程中定
时取样测剩余氮源及 2,3-丁二醇等的含量。
上罐发酵采用 5 L 全自动发酵罐（JS-8000，上海广

世生物工程设备有限公司）进行，装液量 3.5 L，发酵温度
35℃，转速 300 r/min，通气量在前 12 h 为 1.5 vvm，12 h
后为 1.0 vvm。
1.2.2 分析方法

玉米芯水解液中的还原糖含量采用 DNS法测得。
发酵液中可发酵性氮含量的测定方式如下： 在发酵

体系中加入少量氮源及过量的碳源， 发酵前后分别用凯
氏定氮法测定发酵液中氮含量，分别记为 X1和 X2，则可
发酵性氮含量为 X1-X2。 可发酵性氮所占比例为(X1-X2)
/X1。

发酵液当中的各产物采用高效液相色谱法测定。 色谱
柱为 Aminex HPX-87H（300 mm×7.8 mm），柱温 65℃，流
动相为 0.005 m 的硫酸溶液，流速为 0.6 mL/min[14-15]，检
测器为 Agilent Technologies G1362A 示差折光检测器，
外标法定量。
纤维素酶的滤纸酶活力的测定按照文献[16]进行。
纤维素与木质素含量测定按照文献[17]进行。

2 结果与讨论

2.1 不同氮源种类对同步糖化发酵生产 2,3-丁二醇的
影响
不同氮源对同步糖化发酵的影响结果见图 1。

由图 1 可知，利用尿素作为氮源发酵 36 h 后可得到
最高产量（2,3-丁二醇 + 乙偶姻）20.952 g/L，而利用酵母
浸粉为氮源仅得到 14.994 g/L的产物。然而，在前期利用
葡萄糖与玉米芯残渣水解液进行的发酵实验当中， 以酵
母浸粉作为氮源优于以尿素作为氮源。由此可以推测，造
成此结果的原因是发酵方式的改变所带来的碳氮比变

化， 即由普通发酵中碳源单次供给的较高碳氮比变为同
步糖化发酵方式当中纤维素缓慢酶解的较低碳氮比。 因
此，在此得出如下推论：①菌株对不同氮源的利用速率存
在差别； ②发酵过程中任意时间段内的碳氮比均会对发
酵造成较大影响。
为了验证以上推论，以下进行了一系列验证实验。

2.2 利用尿素及酵母浸粉进行同步糖化发酵的时间进
程
为了检测氮源在同步糖化发酵进程当中的利用情

况，设立尿素及酵母浸粉两个实验组（可发酵性氮含量均
为 0.75 g/L），利用 5 L发酵罐进行发酵验证，定点取样测
量各项指标，结果见图 2。
由图 2可以看出，当选择尿素为氮源时，氮源消耗速

率较缓，同时可以获得较高的产物浓度(25.295 g/L，72 h)；
当选择酵母浸粉为氮源时，在发酵初期，氮源浓度迅速降
低，在 36 h 时已达到 0.2 g/L以下，而 72 h 时所得产物浓
度仅为 21.273 g/L。 由此可见，不同种类氮源的消耗速率

图 1 不同氮源对同步糖化发酵的影响
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不同，造成了菌体生长状态的差异，从而对产物发酵造成
影响。
2.3 分批补氮对同步糖化发酵的影响
为探究发酵过程中实时碳氮比对发酵所造成的

影响， 设计 3 组实验：5 L 发酵罐采用相同的培养条
件，在不同时间点补入不同量的酵母浸粉（总量相同，
0.75 g/L）， 观察其发酵情况。 初始培养基中 a 组含有
0.25 g/L氮源，b、c组为 0.35 g/L氮源，之后按照每隔一定
时间向发酵体系加入定量氮源进行人为调控（ΔN），如每
隔 12 h使氮源浓度升高 0.25 g/L（ΔN=0.25/12 h）。 这里所
进行实验分别为 ΔN=0.25/12 h，ΔN=0.2/12 h，ΔN=0.1/6 h，
自 12 h起添加，直至氮源添加量达到 0.75 g/L。 表 1为补
充氮源时 2,3-丁二醇发酵影响的比较结果。

表 1 实验结果显示，不同的氮源控制方式导致了不
同的发酵结果， 其中作为对照的未调控组在 72 h 时仅
得到 21.273 g/L 的总产物浓度，而 3 个调控组所得总产
物浓度均高于这一值 （分别提高 19.17 %，24.26 %及
29.86 %），证明了推论②，即在发酵的各个阶段维持较为
理想的碳氮比有助于产物生成。对比 a、b、c组，初始氮源
浓度为 0.35 g/L的 b、c 两组， 其产物浓度高于初始氮源
浓度为 0.25 g/L的 a 组， 导致这一结果的原因可能是发

酵开始阶段菌体增殖所导致的氮源需求较大， 较高的初
始氮源浓度保证了菌体的快速积累。另一方面，可以看到
c 组 (ΔN=0.1/6 h)的产物浓度 (27.625 g/L)高于 b 组 (ΔN
=0.2/12 h) (26.435 g/L)，这进一步说明，发酵过程中维持
合适的碳氮比对于产物生成具有积极影响，由此可见，如
果采取氮源流加方式，将会取得更为理想的发酵结果。
2.4 混合氮源对同步糖化发酵的影响
为了进一步证实发酵过程中碳氮比的影响， 在此选

用另一种方式进行研究， 将不同利用速率的氮源配合使
用，以达到控制氮源利用速率的目的，即选用混合氮源。
为了进一步证实以上论点，在此设计如下 3组实验，选择
酵母浸粉与尿素组成混合氮源， 分别选用 3 种组合方案
(总可发酵性氮量 0.75 g/L)：a.酵母浸粉 1/4， 尿素 3/4；b.
酵母浸粉 1/2，尿素 1/2；c. 酵母浸粉 3/4，尿素 1/4。 在同
步糖化发酵条件下得到如图 3中 a，b，c所示结果。
由图 3可以看出， 不同比例的混合氮源对发酵造成

了较大影响， 重点体现在氮源消耗情况与产物生成。 其
中，c 组(酵母浸粉 3/4，尿素 1/4)在发酵初期的氮源消耗
速率最快，在 72 h 时总产物浓度为 23.905 g/L，较单纯使
用酵母浸粉所得产物浓度有所提高。 b 组得到了最高发
酵产物浓度 （28.582 g/L）， 较单纯使用尿素作为氮源
(25.295 g/L)提高了 12.99 %。 3组发酵初始阶段氮源消耗
速率随酵母浸粉所占比例的升高而提高， 但是总产物浓
度则体现为 b＞a＞c。 由此可见，产物浓度并非与氮源消
耗速率成正相关，在不同时间范围内保证合适的碳氮比，
从而使菌体维持有益于发酵进行的生长状态才是导致产

物增加的直接因素。综上所述，可认为酵母浸粉 1/2，尿素
1/2为合适的混合氮源比例。

3 结论

综合以上论述及验证实验得到如下结论： 菌体对不
同氮源的利用存在差异性，重点体现在消耗速率方面，在
发酵初期相对更加明显；菌体在不同生长阶段，对碳氮比
的需求有差异性， 发酵过程中任意阶段的碳氮比均会对
发酵产生较大影响，因此对氮源进行控制尤为重要。
采用补氮或混合氮源的方式进行氮源控制，均可以

获得较为理想的效果。其中，选择 ΔN=0.1/6 h 的氮源控
制可得到 27.625 g/L 产物浓度 ， 较未调控组提高了
29.86 %；利用 1/2 酵母浸粉、1/2 尿素的氮源混合方式可
得到 28.582 g/L，较单纯使用尿素提高了 12.99 %。 该方
法对其他物质的同步糖化发酵生产具有一定指导意义。
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对照，在酯类组分、酸类组分以及酚类组分等特征成分存
在共性， 醇类组分含量的指标相差较大， 以正丙醇最显
著，异丁醇、正丁醇、异戊醇等组分的含量也有差异；醛类
组分中以乙醛、乙缩醛、糠醛较显著。
本研究通过气相色谱检测数据对天朝上品酒进行定

性和定量分析，其结果能够反映天朝上品酒“绵柔、醇和、
酱香显著、舒适、协调”柔和酱香的特征。
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