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摘  要 : 乙酸是木质纤维素在水解过程中的主要副产物，高浓度的乙酸严重影响产油微生物的生长和油脂合

成。本文研究了粘红酵母对乙酸的耐受性及其利用乙酸合成微生物油脂的能力。结果表明，在初始葡萄糖、木

糖浓度分别为 6 g/L 和 44 g/L 的混合糖培养基中，乙酸浓度低于 10 g/L 时，不会对菌体生长产生抑制作用，油

脂合成还得到了促进。当乙酸添加量为 10 g/L 时，生物量、油脂产量、油脂含量较对照组分别提高了 21.5%、

171.2%和 121.6%。进一步研究表明，粘红酵母具备利用乙酸合成油脂的能力，当以乙酸为唯一碳源，浓度为

25 g/L 时，油脂产量达到 3.20 g/L，油脂质量得率为 13%。微生物油脂成分分析表明，粘红酵母以乙酸为底物

制得的油脂可以作为制备生物柴油的油脂原料，其主要成分为棕榈酸、硬脂酸、油酸、亚油酸和亚麻酸，其中

饱和脂肪酸和不饱和脂肪酸含量分别为 40.9%和 59.1%。由于粘红酵母具有利用乙酸合成微生物油脂的能力，

在以木质纤维素水解液为原料生产微生物油脂的脱毒过程中，一定浓度的乙酸可以不必脱除。 

关键词 : 粘红酵母，微生物油脂，乙酸，玉米芯水解液，发酵 
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Abstract:  Acetic acid, as a main by-product generated in the pretreatment process of lignocellulose hydrolysis, 
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significantly affects cell growth and lipid synthesis of oleaginous microorganisms. Therefore, we studied the tolerance of 
Rhodotorula glutinis to acetic acid and its lipid synthesis from substrate containing acetic acid. In the mixed sugar medium 
containing 6 g/L glucose and 44 g/L xylose, and supplemented with acetic acid, the cell growth was not inhibited when the 
acetic acid concentration was below 10 g/L. Compared with the control, the biomass, lipid concentration and lipid content 
of R. glutinis increased 21.5%, 171% and 122% respectively when acetic acid concentration was 10 g/L. Furthermore, R. glutinis 
could accumulate lipid with acetate as the sole carbon source. Lipid concentration and lipid yield reached 3.20 g/L and 13% 
respectively with the initial acetic acid concentration of 25 g/L. The lipid composition was analyzed by gas chromatograph. 
The main composition of lipid produced with acetic acid was palmitic acid, stearic acid, oleic acid, linoleic acid and 
linolenic acid, including 40.9% saturated fatty acids and 59.1% unsaturated fatty acids. The lipid composition was similar 
to that of plant oil, indicating that lipid from oleaginous yeast R. glutinis had potential as the feedstock of biodiesel 
production. These results demonstrated that a certain concentration of acetic acid need not to be removed in the 
detoxification process when using lignocelluloses hydrolysate to produce microbial lipid by R. glutinis. 

Keywords:  Rhodotorula glutinis, microbial lipid, acetic acid, corncob hydrolysate, fermentation 

在全球经济高速发展的今天，能源需求缺

口日益增大，常规能源的开发近乎饱和，寻求

新型可再生能源迫在眉睫。生物柴油作为一种

生物能源，因其环境友好且可以可再生资源为

原料而受到了人们的广泛关注。目前工业上生

产生物柴油的原料主要为动植物油脂和废弃油

脂。以动植物油脂为原料成本较高；以废弃油

脂为原料虽然成本较低，但很难大量回收，难

以实现大规模生产。 

微生物油脂是一种单细胞油脂，由微生物

发酵产生[1]。其成分与植物油类似，经转酯化反

应生成生物柴油[2-6]。由于微生物具有生长繁殖

快、生长周期短和不受季节影响等优点，近年

来受到研究者的广泛关注。一些产油微生物可

以利用廉价废弃物中的单糖作为生产微生物油

脂的原料，既能有效处理一些工农业废弃物，

又能大大降低生产微生物油脂的成本。因此以

木质纤维素为原料生产微生物油脂成为目前有

关微生物油脂研究的热点。 

在微生物油脂的生产中，找到廉价而又来

源广泛的碳源至关重要。秸秆、甘蔗渣、玉米

芯等可水解为单糖的木质纤维素是生产微生物

油脂的极佳碳源[7-11]。但在木质纤维素水解的过

程中，也会产生一些有机酸、醛类和酚类物质，

其中乙酸为主要的降解产物之一[12]。当外界 pH

低于乙酸解离常数时，乙酸主要以亲脂性未解

离的形式存在，其可通过简单扩散的方式穿过

细胞膜进入细胞内，乙酸在细胞质环境中解离造

成胞内 pH 下降，从而抑制细胞的正常生长[13]。

乙酸对产油微生物的生长和油脂积累有显著影

响[14]，研究表明，培养基中乙酸浓度超过 5 g/L

时，圆红冬孢酵母的细胞生长和油脂合成受到

严重抑制，而当乙酸浓度在 20 g/L以上时，圆

红冬孢酵母几乎无法生长[15]。Huang 等研究了

乙酸对发酵型丝孢酵母的抑制作用，结果表明

乙酸会降低菌体对葡萄糖的摄取速率, 同时也

影响菌体油脂合成，当乙酸浓度在 30 mmol/L 

(1.8 g/L) 和 66.6 mmol/L (4.0 g/L) 时，油脂产

量分别下降了 25%和 50%[16]。 

粘红酵母 Rhodotorula gutini As2.107，为本

实验室保存菌种，具有较高的乙酸耐受性，能

够在 30 g/L的乙酸液体培养基中生长。本文以

粘红酵母 As2.107为研究对象，以与玉米芯水解

液相同糖浓度配比的培养基进行实验，探讨了
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粘红酵母对乙酸的耐受性以及乙酸对粘红酵母

油脂合成的影响。相关结果可加深对粘红酵母

油脂合成代谢机理的认识，并为水解液发酵微

生物油脂的工艺优化提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌种及培养基 
粘红酵母 Rhodotorula gutini As2.107，为本

实验室保存菌种。 

固体斜面培养基 g/L：酵母粉 10，蛋白胨

20，葡萄糖 20，琼脂，pH 5.0。 

种子培养基 g/L：葡萄糖 15，(NH4)2SO4 2，

酵母粉 1，KH2PO4 7，Na2HPO4 2，MgSO4 1.5，

pH 5.5。 

发酵培养基 g/L：葡萄糖 6，木糖 44，KNO3 

3.8，酵母粉 4，KH2PO4 6，Na2HPO4 2，MgSO4 

2，CaCl2 0.1，FeCl3 0.07，乙酸 0–30，用 NaOH

调节 pH至 6.0。 

1.2  培养方法 
将斜面菌株接入种子培养基中，摇瓶装液量

为 20%，在摇床中以 30 ℃、转速 180 r/min条件

下培养 24 h。摇瓶发酵采用 500 mL三角瓶，培养

基装量 100 mL，培养温度 30 ℃，转速 180 r/min，

初始 pH为 6.0，接种量为 10% (V/V) 。 

1.3  分析方法 
1.3.1  菌体生物量的测定 

离心收集菌体，用去离子水洗涤两次，60 ℃

烘干至恒重，生物量以每升发酵液含干菌体的

质量表示。 

1.3.2  发酵液成分的测定 

实验中残糖量及抑制物浓度采用高效液相色

谱法  (岛津公司 LC-20A) 测定，色谱柱型号

Aminex® HPX-87H柱 (Bio-Rad 美国)，柱温65 ℃，

流动相 0.005 mol/L H2SO4，流速为 0.8 mL/min，

进样量 20 μL，葡萄糖、木糖和乙酸用 RID-10A 

检测器检测。 

1.3.3  油脂含量的测定 

发酵液离心集菌，菌体沉淀按每克湿菌   

10 mL 的比例加入 4 mol/L 盐酸，振荡混匀， 

75 ℃水浴处理 2 h，冷却后加入 2倍体积氯仿∶甲

醇 (1∶1) 提取液，充分振荡混匀后，以 5 000 r/min

离心 5 min，用分液漏斗，取氯仿层，再加入 10 mL

氯仿，重复前述操作，合并有机相后，蒸馏挥

发除去氯仿即得粗油脂[12]。 

1.3.4  油脂成分的测定 

取微生物油脂 100 mg，加 0.6 mol/L KOH-

甲醇溶液 2 mL 和正己烷 2 mL 后，剧烈振荡    

2 min，在 30 ℃放置 15 min，加水 5 mL，静置

分层。取正己烷层利用气相色谱分析脂肪酸成分。

气相色谱工作条件：气相色谱仪岛津 GC-2010，

毛细管气相色谱柱 FFAP-CB，FID 检测器，程

序升温，初始柱温 180 ℃，保持 0.5 min，然后

以 10 ℃/min的升温速率升至 250 ℃，保持 6 min；

进样口温度为 250 ℃，检测器温度为 260 ℃[17]。 

2  结果与讨论 

2.1  混合糖培养基中乙酸浓度对油脂产量的

影响 
在葡萄糖浓度为 6 g/L、木糖浓度为 44 g/L

的混合糖培养基中添加乙酸，考察粘红酵母对

乙酸的耐受性，乙酸的添加量分别为 0、4、6、

8、10和 12 g/L，粘红酵母细胞生长、底物消耗、

以及油脂合成情况如图 1 所示。在不添加乙酸

的混合糖培养基中，发酵进行至 86 h结束，油

脂产量为 1.77 g/L，油脂含量为 13.4%。乙酸的
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添加影响细胞生长，在发酵初期，细胞生长速

率均低于对照。当培养基中乙酸的添加量低于

10 g/L时，菌体生长和油脂合成随着乙酸浓度的

增加而逐渐升高，乙酸添加量为 10 g/L时，生

物量、油脂产量、油脂含量和得率均达到最高，

分别为 16.07 g/L、4.80 g/L、29.4%和 11%，较

对照组分别提高了 21.5%、171.2%、121.6%和

175%。当乙酸添加量大于 10 g/L时，油脂产量、

油脂含量与得率均大幅度下降，乙酸浓度为    

12 g/L 时，油脂产量、油脂含量和得率分别为

1.72 g/L、18.3%和 6%，与添加 10 g/L乙酸相比，

分别下降了 64.2%、38.8%和 45.5%。由以上结

果可知，当乙酸浓度低于 10 g/L时，油脂合成

受到了促进。  

从液相色谱测定结果来看，发酵结束时，

乙酸浓度均降为 0 g/L，由此表明，粘红酵母可

在一定浓度范围内代谢乙酸合成油脂。Xiong 

等在其研究中也观察到了乙酸可以促进真皮毛

孢子菌油脂合成的现象[18]。在适宜 pH条件下，

乙酸更多地以解离形式存在，从而很难穿过细

胞膜造成细胞毒性，有些产油酵母可将乙酸作

为碳源进行发酵，因此促进了油脂的合成。而

当乙酸浓度高于 10 g/L时，油脂产量显著下降，

这主要是由于在培养过程中伴随着乙酸根离子

的消耗，培养环境 pH升高，达到碱性，从而对

菌体生长和油脂合成造成影响[19]。 

从底物代谢情况来看 (图 1A、图 1B)，当

葡萄糖、木糖和乙酸同时存在时，葡萄糖被优

先利用。葡萄糖消耗完，木糖的消耗速率并未

迅速增加，而此时乙酸进入快速代谢，当乙酸

浓度降至较低水平时，木糖代谢速率则显著增

加。因此，实验结果表明，3种底物代谢的顺序

是葡萄糖优于乙酸，乙酸优于木糖。 

 
 

 
 

 

 
 

图 1  粘红酵母在添加乙酸的混合糖培养基中底物

消耗 (A)、乙酸代谢 (B) 及细胞生长 (C) 过程 
Fig. 1  Sugar consumption (A), acetic acid consumption 
(B) and cell growth (C) of Rhodotorula glutinis in mixed 
sugar medium with acetic acid addition.  
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2.2  粘红酵母以乙酸为单一碳源合成油脂 
由前面结果可知，在混合糖培养基中添加

一定浓度的乙酸可促进粘红酵母油脂的合成，

推测粘红酵母可代谢乙酸合成油脂，因此，本

文进一步探讨了粘红酵母以乙酸为唯一碳源时

细胞生长和油脂合成情况。乙酸的初始浓度分

别为 15、20、25、30 g/L，细胞生长、底物消耗

及油脂合成情况如图 2所示。 

由图 2 可知，粘红酵母能够以乙酸为唯一

碳源进行油脂合成，随着乙酸初始浓度的增加，

菌体生长迟滞期逐渐延长。发酵进行至 36 h时，

以 15 g/L 乙酸为底物的培养基中菌体浓度为 

5.4 g/L，而此时以 20、25、30 g/L乙酸为底物

的培养基中，菌体几乎没有生长，但迟滞期过

后，菌体能够生长并且进行油脂的合成，表明

粘红酵母对乙酸有较强的耐受性。乙酸初始浓

度为 25 g/L时，油脂产量和油脂含量最高，分

别为 3.20 g/L和 24.2%；乙酸初始浓度为 15 g/L

时，生产强度最高，为 34 mg/(L·h)。当乙酸初

始浓度为 30 g/L时，菌体的生长和油脂合成受

到了显著抑制，发酵结束时，剩余乙酸浓度为

12.37 g/L。高浓度乙酸的抑制作用还是比较明显

的，在发酵过程中，乙酸被菌体利用，pH值升

高，尽管粘红酵母生长的 pH范围较广，在摇瓶

中，过高的 pH值是影响菌体生长的一个重要因

素[19]。从得率上看，初始浓度分别为 15、20、

25、30 g/L的乙酸培养基中，油脂得率相当，说

明不同的底物浓度影响油脂产量和生产强度，

但并不影响得率。 

粘红酵母以乙酸为唯一底物进行油脂合成

时，其对乙酸的代谢速率高于含有乙酸的混合

糖培养基。其原因一方面是由于混合糖培养基

中总糖浓度已达 50 g/L，过高的乙酸添加会引起

底物抑制的现象；另一方面，在混合糖培养基

中，葡萄糖优先代谢，葡萄糖代谢完，乙酸代

谢速率才显著增加。而以乙酸为唯一碳源时则

避免了上述两方面的影响，因此，以乙酸为唯

一碳源时，粘红酵母能够代谢更高浓度的乙酸，

且对乙酸的代谢速率更快。 

Lee 等研究了酿酒酵母利用乙酸的代谢途

径，发现酿酒酵母可将乙酸转化为乙酰辅酶 A，

其反应式可表示为：Acetate+ATP+CoASH↔ 

Acetyl-CoA+AMP+ Ppi，此反应是被乙酰辅酶 A

合成酶所催化[20-21]。乙酰辅酶 A 是脂肪合成的

第一步，乙酰辅酶 A 的形成为产油酵母利用乙

酸合成微生物油脂提供了可能性。Christophe等

检测了弯曲隐球菌 Cryptococcus curvatus 对乙

酸的利用能力，先用 15 g/L的葡萄糖培养基对

弯曲隐球菌进行培养，当葡萄糖被消耗殆尽，

且生物量积累到一定程度时，再添加乙酸为碳

源进行发酵培养，乙酸的添加量为 5 g/L，总油

脂产量为 2.4 g/L [22]。弯曲隐球菌也可以利用乙酸、

丙酸、丁酸的混合酸培养基合成微生物油脂，当混

合酸浓度为 6.5 g/L时，油脂产量为 0.32 g/L[23]。

Li 等报道了浅白色隐球酵母  Cryptococcus 

albidus 利用乙酸合成微生物油脂的能力，当乙

酸浓度为 30 g/L时，其油脂产量达到最高，为

0.96 g/L [24]。本文研究结果表明，粘红酵母对乙

酸具有较高的耐受性，且具有利用乙酸合成油

脂的能力。 

2.3  微生物油脂成分分析 
将粘红酵母利用乙酸或混合糖  (葡萄糖   

6 g/L；木糖 44 g/L) 制得的微生物油脂的成分进

行分析，并与大豆油的组成成分进行对比，结

果如表 1 所示。由表 1 可知，粘红酵母利用乙 
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图 2  粘红酵母以乙酸为唯一碳源的乙酸代谢 (A) 和细胞生长 (B) 过程 
Fig. 2  Acetic acid consumption (A) and Cell growth (B) of Rhodotorula glutinis with acetic acid as single carbon 
source. 
 
表 1  粘红酵母利用混合糖或乙酸合成微生物油脂的脂肪酸组成 
Table 1  Lipid composition of R. glutinis with mixed sugar or acetic acid as substrates 

 Relative fatty acid content (%) 

 Palmitic acid Stearic acid Oleic acid Linoleic acid Linolenic acid

Soybean oil 10.2 4.0 26.0 57.3 2.6 

Microbial lipid (Mixed sugar) 15.9 23.0 53.1 7.6 0.5 

Microbial lipid (Acetic acid) 21.1 19.9 51.3 7.2 0.6 

 
酸为唯一碳源合成的油脂组成为棕榈酸、硬脂

酸、油酸、亚油酸和亚麻酸，与大豆油脂及以

混合糖为底物合成的微生物油脂成分相似。与

植物油相比，粘红酵母合成的微生物油脂中，

油酸含量较高，而亚油酸含量低于植物油，以

乙酸为底物时，生成的油脂中饱和脂肪酸和不

饱和脂肪酸含量分别为 40.9%和 59.1%，油脂不

饱和度为 67.5。生物柴油中必须含有一定量的

不饱和脂肪酸从而防止油脂固化，不饱和脂肪

酸有利于柴油均匀燃烧，保持较高的热功率，

但是脂肪酸不饱和度高于 133.13 的生物柴油在

燃烧过程中易导致甘油三酯的聚合反应，产生

沉积物，不利发动机的润滑[25]。以上结果表明

粘红酵母以乙酸为底物制得的油脂可作为制备

生物柴油的原料。 

3  结论 

本文研究了乙酸对粘红酵母细胞生长和油

脂合成的影响，结果表明，粘红酵母具有较高

的乙酸耐受性并可以利用乙酸进行油脂合成。

在初始葡萄糖、木糖浓度分别为 6 g/L和 44 g/L

的混合糖培养基中，当乙酸添加量低于 10 g/L

时，不会对菌体生长产生抑制作用，同时还对

油脂合成起到促进作用。粘红酵母可以以乙酸
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为唯一碳源合成油脂，乙酸初始浓度为 25 g/L

时，油脂产量和油脂含量分别可达 3.20 g/L 和

24.2%。油脂成分分析结果表明，粘红酵母以乙

酸为底物制得的油脂可以作为制备生物柴油的

油脂原料。 
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