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利用纤维床反应器驯化原壳小球藻提高对 

蔗渣水解液耐受性研究 
 

魏东，陈娇敏，区影施 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：原壳小球藻可快速利用蔗渣水解液中的可发酵糖，但水解液中副产物对细胞生长有抑制作用。为了提高其在高浓度水解

液中的异养生长能力，本研究利用纤维床反应器（FBB）驯化细胞，系统研究了蔗渣水解液的制备及其组成、分批补料培养种子液、

FBB中的细胞固定化，并在 FBB 中利用水解液为培养基进行细胞驯化。结果表明，蔗渣经酸解酶解后，其水解液的主要成分为葡萄

糖、木糖、乙酸、纤维二糖和阿拉伯糖，浓度分别为 18.40 g/L、16.17 g/L、6.13 g/L、5.10 g/L 和 2.29 g/L；在发酵罐中采用 Basal 培

养基补料分批培养细胞，117 h后细胞密度可达到 12.37 g/L；将发酵罐与 FBB 连接并循环培养基 33 h 后形成了固定化细胞床；随后

以水解液培养基代替 Basal培养基，通过逐级提高水解液培养基浓度来驯化培养固定化细胞，最终从纤维床上分离获得了能在含有 35 

g/L 葡萄糖的水解液中异养生长的高耐受性藻株，而野生型藻株不能生长。 

关键词：蔗渣；原壳小球藻；纤维床反应器；驯化；耐受性 

文章篇号：1673-9078(2015)3-138-143                                           DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2015.3.024 

Domestication of Chlorella protothecoides for High Tolerance to Sugarcane 

Bagasse Hydrolysate Using a Fibrous-bed Bioreactor 
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(School of Light Industry and Food Sciences, South China University of Technology, Guangzhou 510640, China) 

Abstract: Chlorella protothecoides can rapidly utilize fermentable sugars in sugarcane bagasse hydrolysate (SCBH), but its cell growth is 

inhibited by by-products in the hydrolysate. In this study, to enhance the heterotrophic growth capability in high-concentration SCBH, C. 

protothecoides was cultured in a fibrous-bed bioreactor (FBB). The preparation and components of SCBH, seed culture by batch-fed 

fermentation, cell immobilization in FBB, and cell domestication in SCBH medium in an FBB were systemically studied. The results showed 

that after acid hydrolysis and enzymolysis, the main components of SCBH were glucose, xylose, acetic acid, cellobiose, and arabinose with 

concentrations of 18.40, 16.17, 6.13, 5.10, and 2.29 g/L, respectively. The cell density was up to 12.37 g/L for batch-fed cultures in Basal 

medium after 117 hours in a fermenter. The immobilized cell bed formed when the medium was recycled for 33 hours after connecting the 

fermenter with the FBB. Then, the Basal medium was replaced with SCBH medium, and the concentration of the SCBH medium was gradually 

increased to domesticate the immobilized cells. A highly tolerant strain, which grew heterotrophically in SCBH medium containing 35 g/L 

glucose, was isolated from the fibrous bed, while the wild-type strain was unable to grow.  
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随着化石燃料的日益枯竭、气候变化和环境污染

的日益加剧，可再生生物燃料已成为世界各国的研究

开发重点[1]。生物燃料具有可替代、可再生、无毒、

碳排放平衡等优点，但第一代生物燃料（原料为农作
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物）和第二代生物燃料（原料为木质纤维素基的植物

和森林残留物）都存在与人争粮、与农林业争水争地

的问题。第三代生物燃料以微藻生物质为原料，很多

种类的微藻能在露天池塘、废水或发酵罐中生长，生

长速率快，含油量高，能利用工业排放二氧化碳光合

转化积累油脂，是一种公认的具有产能、减排应用潜

力的生物燃料原料[2]。然而，目前微藻生物燃料的生

产成本较高，主要是因为原料油生产成本高，离大规

模商业化生产还有相当距离，需要大力研发高效生产

技术。 
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原壳小球藻（Chlorella protothocoides）是单细胞

绿藻－小球藻（Chlorella）的一种，具有光合自养

（ autotrophic ）、 混 养 （ mixotrophic ） 和 异 养

（heterotrophic）生长能力，尤其是在利用葡萄糖、乙

酸以及其他五碳糖和有机酸作为碳源进行异养发酵

时，能获得较高的生物量和油脂含量，脂肪酸组成符

合生物柴油的要求，故其生物量是一种优良的生物燃

料原料[3]。 

为了降低异养发酵生产小球藻生物量的成本，有

效途径之一是采用廉价、高效的有机碳源，这是因为

培养基成本约占生产总成本的 50%，而最佳有机碳源

葡萄糖的成本占异养培养基成本的 80%
[4]
。目前，相

关研究专注于木薯淀粉水解液、甜高粱水解液等可替

代性原料用于异养培养原壳小球藻
[5~6]

。甘蔗渣是我国

华南地区的大宗廉价废弃生物质，水解后可获得高浓

度的可发酵糖，是一种可代替葡萄糖进行异养发酵原

壳小球藻的碳源，但其水解副产物（如糠醛、5-羟甲

基糠醛等）可能抑制小球藻的异养生长。因此，通过

驯化获得高耐受性的藻种是利用蔗渣水解液的关键。

纤维床生物反应器（fibrous bed bioreactor，FBB）是

一种固定化细胞反应器，具有高细胞密度、高比表面

积、高渗透性等优势，不仅能大大提高发酵产率，而

且由于细胞的适应性和自发突变能提高细胞对抑制物

的耐受性[7]。本文旨在研究利用 FBB驯化提高原壳小

球藻对蔗渣水解液的耐受能力，获得高耐受性藻株，

为利用高浓度蔗渣水解液进行大规模发酵生产小球藻

生物质奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料与仪器 

原壳小球藻（Chlorella protothocoides CS-41）购

自 CSIRO Marine Laboratory (Hobert, Australia)；蔗渣

来自广东江门甘蔗化工集团有限公司；纤维素酶

Accelerase 1500（CMCase, 2274 U/g；beta-glucosidase, 

553 pNPG U/g；xylanase, 982 U/g 蛋白）购自美国

Genencor公司；D-阿拉伯糖、D-木糖、纤维二糖为生

化试剂，购自上海聚源生物科技有限公司；葡萄糖、

乙酸、硝酸钠、盐酸、NaOH、Tween 80 均为分析纯。 

AL104 型电子天平、SevenEasy 型 pH 计，瑞士

Mettler Toledo 公司；Allegra 25R 型高速冷冻离心机，

美国 Beckman Coulter 公司；DHG-9123A型电热恒温

鼓风干燥箱，上海一恒科学仪器有限公司；DHZ-DA

型恒温摇床，太仓实验设备厂；BFM-6BⅡ型高压灭

菌锅，英国 ASTELL公司；HPLC 系统，四元梯度泵

1525、示差折光检测器2414，美国Waters公司；SBA-80

生物传感分析仪，山东省科学院生物所。 

1.2  实验方法 

1.2.1  蔗渣酸解-酶解液的制备 

按 15%（m/V）的物料比称取 150 g超微粉碎蔗渣

（粒径约 100 μm），加入 0.10 N HCl 850 mL，完全震

荡混匀，分装于 2 个 1 L蓝盖瓶中，放入灭菌锅中于

121 ℃下酸解 20 min。取出冷却到室温，转移到灭菌

的 2 L三角瓶中，磁力搅拌下加入固体 NaOH调节 pH

至 4.80，随后加入 0.10%（V/V）的 Tween 80，再按

0.40 mL/g 蔗渣的剂量加入纤维素酶 Accelerase 1500，

在恒温培养箱内于 50 ℃、磁力搅拌（150 r/min）下酶

解 48 h。冷却至室温，静置过滤后得上清液，利用高

效液相色谱（HPLC）分析组分及其含量。按此方法

制备蔗渣酸解-酶解液 16 L，其中 12 L 以温度

55~60 ℃、真空度 0.095 MPa 的条件按实验需要进行

浓缩，浓缩和未浓缩的水解液都冻存在-20 ℃冰箱里

备用。 

1.2.2  小球藻悬浮细胞补料分批培养及其固定

化 

1.2.2.1  藻种活化及种子液制备 

从斜面上挑取一环原壳小球藻藻落，在 121 ℃、

30 min 下灭菌的含 10 g/L葡萄糖的 Basal培养基平板

上划线，2000 lux、28 ℃条件下培养 5 d。从平板上挑

取一个单藻落，接种于装有 100 mL Basal培养基（含

10 g/L葡萄糖）的250 mL三角瓶中，在 28 ℃、2000 

lux、150 r/min 条件下培养5 d。 

1.2.2.2  悬浮细胞补料分批培养 

在 7 L发酵罐（发酵罐罐体用锡纸和牛皮纸遮光

处理）中加入葡萄糖浓度为 13.80 g/L的 Basal培养基

3 L，在 121 ℃、30 min 灭菌后，以 10%的接种量接

入种子液，在 28 ℃、200 r/min、pH 6.50、DO≥50%

的条件下发酵培养。待葡萄糖浓度接近 0 时加入补料

培养基（含 60 g/L葡萄糖、18 g/L硝酸钠的 Basal培

养基）进行第二次分批培养，使初始葡萄糖浓度为

18.60 g/L。继续培养至葡萄糖浓度接近 0 时开始细胞

固定化。培养过程中每 10~12 h 取样10 mL，离心，

上清液分析葡萄糖浓度，沉淀藻泥用无菌水离心洗涤

3 次后冷冻干燥，测定细胞干重。 

1.2.2.3  高密度悬浮细胞的固定化 

细胞固定化装置如图 1 所示[8]，由 7 L发酵罐和

0.5 L FBB组成。将螺旋盘绕在金属网上的纯棉毛巾置

入玻璃柱中构成FBB，在 121 ℃灭菌 60 min 后与发酵

罐相连，通过发酵液在发酵罐和 FBB之间的循环形成
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固定化细胞床[9]。 

第二次分批培养结束时已形成了高密度细胞悬

液。再向发酵罐中加入补料培养基使葡萄糖浓度达到

42.50 g/L，同时将发酵罐与FBB连接形成循环回路，

蠕动泵调节培养基循环速率为 20 mL/min，保持此循

环速率 24 h，之后加大循环速率到 100 mL/min，直至

葡萄糖浓度低于 3 g/L，形成高密度细胞床。 

1.2.3  FBB 中小球藻的驯化培养 

在 Basal培养基中完成细胞固定化后，将 7 L发

酵罐中的培养基全部放出，更换为含有 18.40 g/L葡萄

糖的蔗渣水解液配制的 Basal培养基，以100 mL/min

速率循环，控制发酵罐在 28 ℃、200 r/min、DO≥50%

的条件下进行第一批驯化培养；待葡萄糖消耗完后，

更换为浓缩的蔗渣水解液配制的Basal培养基（含24.6 

g/L葡萄糖），在相同条件下进行第二批驯化培养；待

葡萄糖浓度再次消耗完后，更换为浓缩的蔗渣水解液

配制的 Basal 培养基（含 33.60 g/L 葡萄糖），在相同

条件下进行第三批驯化培养。在驯化过程中每 10~12 h

取样 10 mL，离心得上清液用于分析葡萄糖浓度。 

1.2.4  驯化藻株与出发藻株的耐受性比较 

在无菌操作下，先将纯棉毛巾纤维床取出，再将

床上的细胞用无菌水洗下来。将藻液在 3000 r/m下离

心，弃去上清液，再将藻泥用无菌水洗 4 遍，加入无

菌水重悬使藻细胞密度为 2500 cells/mL。挑取藻悬液

在含 35 g/L葡萄糖的蔗渣水解液固体培养基上划线，

28 ℃下黑暗培养。出发藻株同样划线培养作为对照。 

 
图 1 由发酵罐与纤维床生物反应器形成的驯化系统装置连接

图 

Fig.1 Diagram of the set-up of a domestication system 

consisting of a fermenter and FBB 

1.3  分析测试 

1.3.1  蔗渣水解液主要组分分析 

采用 Waters HPLC 进行分析测定。色谱条件为：

Rezex ROA 有机酸柱（8%, 300×7.8 mm, 8 µm, 

Phenomenex Inc., Torrance, USA），Waters 2414 型示差

检测器，Waters 1525液相泵，流动相0.05 N H2SO4，

流速为 0.60 mL/min，柱温和检测器温度为 45 ℃，进

样量 20 μL。根据五种主要成分标品（葡萄糖、木糖、

纤维二糖、阿拉伯糖、乙酸）的保留时间进行定性分

析，糖分的定量分析根据各种糖的外标曲线进行计算。 

1.3.2  细胞干重 

取样 10 mL，分别装于称重过的2 mL离心管中，

在高速冷冻离心机中以 8000 r/min 离心 8 min，收集上

清冻存；藻泥用纯水离心洗涤三次，置于烘箱中 60 ℃

烘干至恒重，称重并计算差重，折算成细胞干重。 

1.3.3  细胞比生长速率 

)/()ln(ln/ 1212 TTBB 比生长速率  

注：μ：比生长速率（d-1）；B1、B2：T1、T2 时的细胞干

重（g/L）；T1、T2：两次测定时培养时间（d） 

1.3.4  葡萄糖浓度 

采用 SBA-80 生物传感分析仪进行测定，矫正范

围为 0.5~1.0 g/L。测定过程中先用 1 g/L的葡萄糖标

准溶液进行定标，然后将样品的葡萄糖浓度稀释到矫

正范围内，进样 25 μL进行分析，测得葡萄糖含量的

读数乘以稀释倍数即得样品中葡萄糖含量。 

1.4  数据分析 

采用 Microcal Origin V8.0 Software 对数据进行

处理和统计。 

2  结果与讨论 

2.1  蔗渣水解液的主要组分及其含量 

葡萄糖、木糖、乙酸、纤维二糖和阿拉伯糖五种

成分的混合标样的 HPLC 色谱图如图 2 所示，蔗渣水

解液主要成分的 HPLC 色谱图如图 3 所示。对比可知，

蔗渣经酸解、酶解后，水解液中的主要成分为葡萄糖、

木糖、乙酸、纤维二糖和阿拉伯糖。根据五种糖的标

准曲线，可计算得出上述组分的浓度分别为18.40 g/L、

16.17 g/L、6.13 g/L、5.10 g/L和 2.29 g/L。 

蔗渣主要由 41.6%纤维素、26.4%半纤维素和

19.8%木质素组成[9]。酸解过程中盐酸释放的质子能破

坏由纤维素和半纤维素形成的聚合物链中糖单体间的

杂环醚键，这些键的断裂能释放几种化合物，主要是

木糖和葡萄糖，还将糖转化为乙酸、糠醛等副产物[10]。

在稀酸预处理中，半纤维素几乎被全部水解；虽然木

质素溶解度较小，但能使木质素剥离，从而增加纤维

素酶对纤维素和半纤维素的可及性[11]。利用纤维素酶

Accelerase 1500 对酸处理过的蔗渣进行酶解，可进一

步降解纤维素和半纤维素为纤维二糖、葡萄糖和木糖、
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阿拉伯糖（见图 3）。 

 
图 2 混合标样的高效液相色谱图 

Fig.2 HPLC plot of mixed standard compounds 

 
图 3 蔗渣水解液中主要成分的 HPLC 色谱图 

Fig.3 HPLC plot of the main components in sugarcane bagasse 

hydrolysate 

2.2  小球藻悬浮细胞的补料分批培养及其固

定化 

小球藻在 7 L发酵罐中分批培养的生长曲线和葡

萄糖消耗曲线如图 4 所示。第一批发酵过程（图中第

一阶段）结束时小球藻干重浓度为 6.83 g/L，第二批

发酵过程（图中第二阶段）结束时达到 12.37 g/L。结

果表明，小球藻的生长在第一批发酵过程中存在延滞

期，说明起始密度为 1.12 g/L的小球藻要适应葡萄糖

浓度为 13.80 g/L的培养环境需要近 24 h。Xian-Ming 

Shi 等人的研究中也表明，小球藻在相对低葡萄糖浓

度下没有延滞期，而在高浓度葡萄糖下存在延滞期
[12]。小球藻在第二批发酵过程中没有延滞期，直接进

入对数期，在短时间内达到了最大生物量。Xiufeng Li

等人通过多次补料使葡萄糖浓度维持在 10 g/L左右，

实现了小球藻在发酵罐中的持续生长，在184 h干重

达到了 15.50 g/L
[4]。分批补料发酵方法能及时补加营

养、降低底物限制，使小球藻持续处于对数生长阶段，

快速实现高密度细胞培养。小球藻在第一批发酵过程

中的平均比生长速率为 0.63 d
-1，第二批发酵过程中为

0.53 d
-1。可能由于第一批发酵过程中小球藻产生的代

谢物对小球藻的生长有一定抑制作用。 

 
图 4 原壳小球藻在补料分批培养及细胞固定化过程中细胞干

重和葡萄糖浓度变化 

Fig.4 Changes in cell dry weight and glucose concentration in 

batch-fed cultures and cell immobilization of Chlorella 

protothecoides 

 
图 5 形成原壳小球藻高密度固定化细胞床的 FBB 装置 

Fig.5 The FBB equipment for the formation of a high-density 

immobilized cell bed of Chlorella protothecoides 

注：1-循环藻液出口，2-纤维床，3-取样口，4-循环藻液

入口，5-循环水出口，6-循环水入口。 

第二批发酵结束后获得了 12.37 g/L 的高细胞密

度，此时补加培养基使发酵液葡萄糖浓度达到 42.50 

g/L，并将发酵罐与 FBB 连接起来形成回路进行固定

化培养（第三阶段）。FBB 细胞固定化装置如图 5 所

示，发酵罐中的游离细胞随着发酵液的循环逐渐固定

在 FBB上，发酵罐中的绿色游离细胞逐渐减少。固定

化过程中的葡萄糖浓度消耗（第三阶段）如图 4。葡

萄糖平均消耗速率在第一阶段为 0.17 g/h，第二阶段为

0.52 g/h，固定化过程的第三阶段为 0.99 g/h，可知在

固定化过程中小球藻能固着在 FBB 上继续更高密度

的生长，致使利用葡萄糖进行正常新陈代谢的速率要

远高于游离细胞阶段。本结果表明，FBB是一种高效

固定化培养原壳小球藻的装置，形成的细胞床见图 5。 

2.3  在 FBB 中驯化小球藻提高对蔗渣水解液
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的耐受性 

将培养基全部更换为蔗渣水解液配制的 Basal 培

养基后，以其中葡萄糖浓度为指标进行三个压力梯度

的驯化，葡萄糖的消耗过程如图 6 所示。三个驯化阶

段中蔗渣水解液浓缩程度逐渐上升，即初始葡萄糖浓

度分别为 18.40 g/L、24.6 g/L、33.60 g/L。第一阶段驯

化用的蔗渣水解液未经过浓缩，葡萄糖的平均消耗速

率 0.36 g/h 远远低于固定化阶段的0.99 g/h，说明蔗渣

水解液中除了原壳小球藻能利用的可发酵糖外，还有

一些抑制细胞生长的物质存在。已知在蔗渣水解液中

不仅含有五种主要成分，还含有多种副产物。研究表

明，木质纤维素水解液中的主要副产物分别是糠醛、

糠醛衍生物和酚类物质等，对细胞的生长有抑制作用
[13]。第二阶段驯化过程使用浓缩的蔗渣水解液，葡萄

糖平均消耗速率 0.22 g/h，低于上一驯化阶段，进一步

说明蔗渣水解液中的抑制性成分对小球藻的生长有抑

制作用。第三阶段驯化过程中的葡萄糖平均消耗速率

0.39 g/h，均高于第一和第二驯化阶段，说明 FBB 中

固定化小球藻在前两次驯化过程中已经发生了变化，

能适应含有更高浓度可发酵糖和抑制物的蔗渣水解液

环境。Supaporn Suwannakham等人比较了产酸丙酸杆

菌在 FBB 固定化状态下和在悬浮状态下对丙酸抑制

的耐受性，发现FBB固定化的产酸丙酸杆菌能耐受更

高浓度的丙酸，一是由于细菌外部形态发生了变化，

另一方面是因为细菌内有关代谢途径中的酶活性增强

了[14]。 

 
图 6 原壳小球藻在蔗渣水解液驯化过程中葡萄糖浓度的变化 

Fig.6 Change in glucose concentration during domestication of 

Chlorella protothecoides grown in sugarcane bagasse hydrolysate 

2.4  驯化藻株与出发藻株耐受性的比较 

FBB 驯化后分离得到的藻株和出发藻株同时在

含 35 g/L葡萄糖的蔗渣水解液平板上的生长结果如图

7 所示。经过 FBB驯化的分离藻株能在该平板上正常

生长，而出发藻株完全不能生长。这说明经过 FBB驯

化的原壳小球藻对蔗渣水解液中可发酵糖浓度和抑制

物的耐受性增强了，能很好地适应生长环境。驯化过

程中，为了适应抑制性环境可能在形态和代谢活性方

面发生了改变，也可能发生了有利于生存的自发突变，

所以驯化后的藻株其耐受性和适应性大大提高，深层

次机理研究有待进一步探索。 

  

驯化藻株                 出发藻株 

图 7 驯化藻株和出发藻株在蔗渣水解液琼脂平板上的生长 

Fig.7 The growth of domesticated and wild-type strains of 

Chlorella protothecoides on an SCBH agar plate 

3  结论 

本研究通过酸解-酶解过程制备了蔗渣水解液，主

要含有可发酵糖（葡萄糖、木糖、、纤维二糖和阿拉伯

糖）和乙酸，能为原壳小球藻提供生长所需的碳源，

特别是葡萄糖能被原壳小球藻快速利用转化为细胞内

成分，但同时蔗渣水解液中含有糠醛、糠醛衍生物和

酚类等生长抑制物。采用补料分批发培养可获得干重

浓度为 12.37 g/L的悬浮细胞培养液，经过藻液在发酵

罐和 FBB 间的循环，在 FBB 中形成了高密度固定化

细胞床，说明 FBB是一种高效的固定化培养原壳小球

藻的装置。利用固定化细胞床，通过三阶段逐步提高

驯化压力的培养，获得了能耐受蔗渣水解液中高浓度

葡萄糖和抑制性环境的适应性藻株，该藻株能在含 35 

g/L 葡萄糖的蔗渣水解液平板上正常生长。这就为利

用高浓度蔗渣水解液发酵培养原壳小球藻获得廉价生

物燃料原料提供了高耐受性藻株。 
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