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摘  要：将木糖与葡萄糖分别用于少根根霉种子培养及发酵产富马酸 2 个阶段，少根根霉利用木糖进行种子培养时，

适木糖浓度为 30 g/L，摇瓶 适孢子浓度为(4∼6)×105 mL−1， 佳种龄 32∼40 h， 适接种量为 8%(ϕ)，在含有 100 g/L
葡萄糖的产酸发酵培养基中发酵 72 h 后，富马酸 高浓度达 53.51 g/L. 研究结果表明，可以利用木糖替代葡萄糖进行

少根根霉的种子培养，分步发酵制备富马酸.  
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1  前 言 

富马酸是一种重要的化学品，可广泛用于化工、涂

料、树脂、食品、医药等领域. 当前富马酸生产的主流

技术是顺酐异构法. 随着化石资源日益枯竭，研究利用

可再生的生物质资源发酵制备富马酸成为大势所趋[1,2]. 
利用少根根霉(Rhizopus arrhizus)等丝状真菌经耗氧发

酵产富马酸，使用的原料主要为葡萄糖[3−5]. 当前全球粮

食价格大幅上涨，导致了发酵法制备富马酸的成本增

加，开拓以廉价非粮来源的基质制备富马酸势在必行.  
木质纤维素来源于玉米秸秆、玉米芯、甘蔗渣、废

木屑等工农业废弃物，是世界上 丰富的生物质资源. 
木质纤维素分步水解可得到以木糖为主的半纤维素水

解液和以葡萄糖为主的纤维素水解液，其中木糖含量可

达总糖的 30%[6,7]，对木糖的高效合理利用是实现木质

纤维素资源化的关键. 目前对木糖的利用主要集中在生

产燃料乙醇、木糖醇等工业产品[7,8]；少数研究报道真菌

可以利用木糖生产富马酸、乳酸等有机酸[9−11]，但普遍

存在产酸量低、生产速率差、糖酸转化率低等问题. 
Kautola 等[9]以木糖为唯一碳源对少根根霉进行固定化

培养发酵 9∼10 d，富马酸 高产量为 15.3 g/L， 高生

产速率仅为 71 mg/(L⋅h). 可见单一使用木糖进行发酵产

富马酸的生产经济性较差，制约了木糖的工业化利用.  
本研究提出利用木糖和葡萄糖分步发酵制备富马

酸的新策略，将木糖用于少根根霉的种子培养，以葡萄

糖为碳源批次发酵产富马酸. 目前，利用不同的碳源分

步发酵制备富马酸的工艺路线尚未有报道，该方法有效

避免了利用木糖发酵产富马酸产率低下等问题，可为利

用木质纤维素资源制备富马酸奠定基础. 

2  材料与方法 

2.1 菌种 

少根根霉(Rhizopus arrhizus)ME-F22-2，经本实验室

诱变育种后保藏[11].  
2.2 培养基 

产孢斜面培养基(g/L)：葡萄糖 4，乳糖 6，甘油 10，
(NH4)2SO4 1，酵母膏 3，KH2PO4 0.4, MgSO4⋅7H2O 0.3, 
ZnSO4⋅7H2O 0.1, FeSO4⋅7H2O 0.25, NaCl 30, 琼脂 50.  

种子培养基(g/L)：葡萄糖或木糖 40, (NH4)2SO4 2.5,
酵母膏 2.4, KH2PO4 0.8, MgSO4⋅7H2O 0.4, ZnSO4⋅7H2O 
0.05, FeSO4⋅7H2O 0.01. 用 H2SO4调节 pH 至 3.5.  

产酸发酵培养基(g/L)：葡萄糖 100, (NH4)2SO4 1.8,
酵母膏 0.4, KH2PO4 0.4, MgSO4⋅7H2O 0.4, ZnSO4⋅7H2O 
0.05, FeSO4⋅7H2O 0.01. 以 CaCO3为中和剂，添加过量

的 CaCO3保持培养基的 pH 基本为 5.5.  
2.3 培养方法 

菌株在产孢斜面上培养 5∼7 d，用无菌的 0.05 mol/L
磷酸缓冲溶液(pH 6.8)冲洗，稀释为 107 mL−1的孢子悬

浮液.  
在含有 50 mL 木糖种子培养基的 250 mL 凹槽摇瓶

中接入适量孢子悬浮液，置于 34℃摇床，120 r/min 培

养 18∼50 h.  
在含有 50 mL 葡萄糖种子培养基的 250 mL 凹槽摇

瓶中接入适量孢子悬浮液，置于 34℃摇床，220 r/min
培养 18∼50 h.  

取 4 mL 种子培养液转接于装有 50 mL 产酸发酵培

养基的 250 mL 凹槽摇瓶中，并添加灭菌的 CaCO3，置

于 34℃摇床 160 r/min 发酵培养.  
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2.4 分析方法 

样品制备：停止发酵后添加适量 1 mol/L HCl，调

节发酵液至酸性并水浴加热使富马酸溶解，抽滤后取上

清液用于分析检测.  
葡萄糖测定采用 SAC-40 生物传感仪，木糖测定采

用 DNS 法.  
富马酸含量测定：高效液相色谱法 (HPLC)，

DIONEX HPLC P680 工作站，Alltech 有机酸色谱柱 250 
mm×4.6 mm，紫外检测波长 210 nm，流速 1 mL/min，
进样量 20 µL，流动相 25 mmol/L KH2PO4, pH 2.5，柱温

为室温.  
菌体干重的测定：抽滤，无菌水洗脱，菌丝体 60℃

烘干至恒重后，称重得到菌体干重，菌体浓度用 g/L 表

示(干重，下同).  

3  结果与讨论 

3.1 不同碳源对少根根霉生长的影响 

分别使用 40 g/L 葡萄糖和木糖为种子培养碳源，比

较少根根霉的菌体生长、耗糖及种子液 pH，结果见图

1. 以葡萄糖为碳源培养少根根霉时，停滞期较短，20 h
后达到稳定期，生物量约为 5.32 g/L. 由于容易利用葡

萄糖合成有机酸，种子液 pH 下降迅速，导致对菌体生

长的抑制，20 h 后菌体生物量没有明显增加. 以木糖为

碳源培养少根根霉时，前期菌体生长相对缓慢，30 h 生

物量达 5.42 g/L，由于少根根霉较难利用木糖产酸[9,11]，

培养过程中 pH 下降缓慢，菌体生物量持续增加，培养

50 h 后少根根霉的生物量达到 6.39 g /L. 可见少根根霉

利用木糖进行菌体生长，可以获得较高的生物量.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 1 碳源对少根根霉生长的影响  
Fig.1 Effect of carbon sources on growth of Rhizopus arrhizus 

3.2 孢子浓度对种子培养的影响 

分别接种不同量浓度为 107 mL−1 的孢子悬浮液至

含 40 g/L 木糖的种子培养基，培养 36 h 后，菌体生物

量、木糖残余浓度及形态如表 1 所示. 菌体生物量随孢

子浓度提高而增加，木糖残余浓度随孢子浓度增加而降

低. 同时孢子浓度影响菌体形态，孢子液接种量为 2%∼ 
6%(ϕ)时，种子培养形态为均匀分散的菌丝球，接种量

超过 8%(ϕ)后，菌丝缠绕形成团块状. 少根根霉形态对

发酵影响很大，一般分散的菌丝球易于营养物质及氧气

的传递，对产酸有利[12]. 结合生物量及菌体形态等因

素，摇瓶孢子浓度以(4∼6)×105 mL−1为宜.  

表 1 不同孢子浓度对种子培养的影响 

Table 1  Effect of spore concentration on seed culture 
Inoculum Spore conc. Residual  Biomass 

(%, ϕ) (×105 mL−1) xylose (g/L) (g/L) 
Morphology 

2 2 27.3 4.44 Discrete pellets 
4 4 18.5 5.54 Discrete pellets 
6 6 16 5.96 Discrete pellets 
8 8 13.7 5.98 Clumped, coalesced growth

10 10 11.4 6.18 Clumpy growth 

3.3 种龄对富马酸产量的影响 

接种 4%(ϕ)少根根霉孢子悬浮液至木糖种子培养

基培养 18∼48 h，以接种量 8%(ϕ)转接入含 100 g/L 葡萄

糖的产酸发酵培养基，种子液生物量、发酵 72 h 后的残

糖及富马酸产量如表 2 所示. 种龄较短(<24 h)的种子液

生物量较少，发酵结束时残糖多，产酸少；种龄过长(>40 
h)虽然菌体生物量较多，但接种后产酸能力差. 选择种

龄为 32∼40 h 的种子，可以获得尽量多的细胞量，又能

保持较高的细胞活力，对产酸有利，富马酸产量较高.  

表 2 种龄对发酵产富马酸的影响 

Table 2  Effect of seed age on the fermentation 
Seed age Biomass Residual glucose Fumaric acid 

(h) (g/L) (g/L) (g/L) 
18 2.83 24 31.1 
24 4.37 11 42.9 
32 5.47 3 52.4 
40 5.96 5 48.2 
48 6.13 13 33.8 

3.4 木糖浓度对生物量及发酵产富马酸的影响 

将木糖浓度为 20∼50 g/L的种子培养基培养 36 h 后

接种至含 100 g/L 葡萄糖的产酸发酵培养基中，种子培

养的木糖利用率、生物量及富马酸产量见表 3. 种子培

养基中木糖初始浓度为 20 g/L 左右时，木糖利用率高达

97%，但少根根霉的生物量较少，后继发酵富马酸产量

低；木糖初始浓度为 30∼40 g/L 时，少根根霉的生物量

及富马酸产量差异不显著，而木糖的利用率由 62%降至

45%；木糖初始浓度为 50 g/L 时，种子培养基中残留木

糖较多，木糖利用率降至 32%，对后继产酸发酵过程中

葡萄糖的利用产生了一定的抑制作用，富马酸产量仅为

41.4 g/L. 综合考虑种子培养的木糖利用率及产酸结果，

适木糖浓度选择 30 g/L.  
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表 3 木糖初始浓度对生物量及发酵产富马酸的影响 

Table 3  Effect of initial concentration of xylose on  
 the seed culture and fermentation 

Initial  Residual  Availability Biomass Fumaric 
xylose (g/L) xylose (g/L) of xylose (%) (g/L) acid (g/L)

19.4 0.4 97.9 4.01 34.2 
30.2 11.3 62.6 5.49 51.9 
42.1 22.8 45.8 5.63 53.1 
50.4 34.1 32.3 5.52 41.4 

3.5 接种量对发酵产富马酸的影响 

以 30 g/L 的木糖种子培养基培养 36 h 后，分别以

不同接种量接种至含 100 g/L 葡萄糖的产酸发酵培养基

中，发酵不同时间后的残余葡萄糖量、生物量及富马酸

生成量见表 4. 接种量的大小通常取决于菌体在发酵培

养基中的生长繁殖速度，对发酵影响较大. 接种量为

4%(ϕ)时，产酸发酵过程菌体生长缓慢，72 h 生物量仅

为 5.79 g/L，富马酸产量仅为 29.6 g/L. 接种量为 12%(ϕ)
时，产酸发酵过程生物量快速增长，达到 7.05 g /L，耗

糖速率快，营养成分快速被利用，导致发酵液中营养不

足，影响富马酸合成，糖酸转化率下降. 因此， 适接

种量为 8%(ϕ).  

表 4 接种量对葡萄糖发酵产富马酸的影响 

Table 4  Effect of inoculum volume on the fermentation 
Inoculum Time Residual  Biomass Fumaric 

(%, ϕ) (h) glucose (g/L) (g/L) acid (g/L) 
24 82 1.91 6.25 
48 55 2.88 17.9 4 
72 28 3.59 29.6 
24 56 4.72 12.9 
48 20 6.84 41.8 8 
72 3 7.25 52.5 
24 36 5.51 11.6 
48 8 6.71 40.1 12 
72 0 7.05 36.7 

3.6 以木糖和葡萄糖为种子培养基对产富马酸的影响 

将分别培养 20 h 的葡萄糖种子液[4]及 36 h 的木糖

种子液，以接种量 8%(ϕ)接种至含 100 g/L 葡萄糖的产

酸发酵培养基中，发酵过程的葡萄糖消耗、生物量增加

及富马酸产生情况如图 2 所示. 发酵前 12 h，2 种不同

碳源培养的种子对葡萄糖的消耗速率差异不显著，但 12 
h 后利用木糖培养的种子其菌体生长速率及产富马酸速

率相对较缓慢. 由此可见在种子培养阶段用木糖、产酸

发酵阶段用葡萄糖为碳源，导致了停滞期略有延长，菌

体细胞需要适应并代谢葡萄糖. 发酵结束时，不同种子

的菌体生物量及残余葡萄糖基本一致. 以葡萄糖为种子

碳源时，产酸发酵 60 h 时富马酸产量 高达 53.72 g/L，
发酵液中葡萄糖基本耗尽，持续发酵菌体消耗富马酸，

产量略有下降；以木糖为种子碳源，产酸发酵 60 h 富马

酸产量为 50.4 g/L，持续发酵至 72 h，富马酸产量 高

达 53.51 g/L. 由此可见，可以利用木糖替代葡萄糖进行

少根根霉的种子培养，分步利用木糖和葡萄糖制备富马

酸的工艺路线具有较好的可行性.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 2 以木糖和葡萄糖为碳源培养的种子对产酸发酵的影响 
Fig.2 Fermentation results with glucose and xylose as carbon 

sources of seed culture medium 

前期研究[11]表明，少根根霉利用 100 g/L 木糖发酵

产富马酸 高产量仅为 7.3 g/L. 而少根根霉分步利用木

糖和葡萄糖发酵产富马酸时，种子培养基中木糖利用率

达 62.6 %，富马酸 高产量为 53.51 g/L，避免了单纯使

用木糖发酵产酸过低的问题. 采用木糖、葡萄糖分步发

酵工艺后，种子培养时间和产酸发酵时间均推迟约

10∼12 h，但考虑到未来使用工农业废弃木质纤维素，来

源丰富而且廉价，同时种子培养基所需木糖浓度相对较

低，可以减少浓缩等工艺的成本[6]，因此利用木糖部分

替代葡萄糖，分步发酵制备富马酸仍具有经济性.  
长期以来对木糖的利用趋向于合成乙醇、乳酸等代

谢终产物，而微生物通过磷酸戊糖途径代谢木糖[13]主要

产生还原力 NADPH 及生物大分子如核酸等的碳骨架，

用于微生物的生长所需[14]. 本研究利用微生物代谢木

糖的特点，将其用于支持少根根霉菌体生长，避免了微

生物代谢木糖积累富马酸的转化率低等问题，开创性地

提出利用木糖和葡萄糖分步发酵的策略.  

4  结 论 

本研究将木糖与葡萄糖分别用于少根根霉种子培

养及发酵两个阶段，少根根霉利用木糖为种子培养碳源

时， 适木糖浓度 30 g/L，摇瓶 适孢子浓度(4∼6)×105 
mL−1， 佳种龄 32∼40 h；以 8%(ϕ)接种量接种至含 100 
g/L 葡萄糖的产酸发酵培养基中，发酵 72 h 富马酸 高

浓度达 53.51 g/L. 少根根霉利用木糖和葡萄糖分步发酵

产富马酸的新工艺有望为木质纤维素资源的全利用提

供新的途径.  
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Stepped Utilization of Xylose and Glucose in Fermentation of Fumaric Acid by Rhizopus arrhizus 
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Abstract: The fumaric acid production by Rhizopus arrhizus using xylose as the carbon source of seed culture medium and glucose as 
carbon source of fermentation medium was studied. In the seed culture, the biomass of Rhizopus arrhizus obtained using xylose was 
more than that using glucose. The conditions of the seed culture were optimized. The results showed that the optimal xylose 
concentration was 30 g/L, the suitable spore concentration range (4∼6)×105 mL−1 and the seed age range 32∼40 h. The final 
concentration of fumaric acid was 53.51 g/L in the fermentation medium containing 100 g/L glucose. The result implies that the problem 
of low conversion rate of xylose could be avoided, and the availability of xylose improved, which would facilitate further study on the 
stepped utilization of lignocellulose hydrolysate in fermentation of fumaric acid. 
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