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油茶果壳组分的分级分离及其高值化利用研究 

 

摘 要 

 

木本油料作物加工副产物的处理方式普遍为焚烧或填埋，其利用

效率低。油茶果壳作为油茶加工成茶油的副产物，具有原料丰富、价

格低廉和可再生性等优势。本论文目的是通过分级分离油茶果壳的组

分，实现其高值化利用，以达到缓解能源短缺和减少碳排放的目的。

本论文以油茶果壳为原料，通过提取油茶果壳多糖和制备多糖水凝胶，

将醇提后的油茶果壳进行预处理，促使油茶果壳木质纤维素定向分离，

实现纤维素酶高效水解获得可发酵性糖，并用于圆红冬孢酵母发酵生

产微生物油脂，为可持续生产生物柴油提供了原料支持。主要研究结

果和结论如下： 

（1）本研究提取了油茶果壳的总多糖并制备多糖水凝胶。通过

乙醇对油茶果壳中的总多糖进行了提取工艺优化，随后对纯化后油茶

果壳总多糖的抗氧化性进行了考察，检测了多糖水凝胶的溶胀率与包

载率。结果表明，提取时间 1 h，提取温度 85 ℃，乙醇浓度 60%，料

液比1:12 g/mL时，所得油茶果壳总多糖得率最大为10.61%。经ABTS+

和 DPPH 可知，油茶果壳多糖具有抗氧化活性。当多糖浓度添加量为

2 mg/mL，其溶胀率达到最大为 1600%，包载率为 98%。油茶果壳多

糖水凝胶具有良好的溶胀性与包载率。 

（2）为实现油茶果壳组分的分级利用，本研究将乙醇提取后的

油茶果壳进行预处理。开发一种了水热联合白腐真菌 Trametes sp. LS-

10C 预处理方法。探究了不同氯化铁（0-0.08 mol/L)，预处理温度(130-

170 ℃)预处理时间(0-180 min)对油茶果壳中木质纤维素组分分离效
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果的影响，对水热预处理液进行抑制物检测和水热预处理后的特征官

能团及纤维素结晶度的分析。并探究水热以及水热联合生物预处理对

纤维素酶水解效率的影响。结果表明，水热联合白腐真菌预处理中，

130 ℃和 0.02 mol/L 氯化铁预处理 10 min，油茶果壳的纤维素保留率

为 52.83%，半纤维素脱出为 58.97%，木质素脱出为 30.56%。与原料

相比较，水热预处理的酶解产率提高了 3.12 倍，水热联合生物预处

理酶解产率提高了 4.77 倍。从水热预处理后的特征官能团及纤维素

结晶度可知，预处理可以提高纤维素含量，有助于提高油茶果壳对纤

维素酶的酶水解效率。 

（3）为提高纤维素酶水解产糖量，本研究开发了一种氯化铁联

合四氢糠醇的预处理工艺。通过响应面分析法，以纤维素保留率和木

质素去除率作为评价参数，对 THFA 浓度(50-90%)、氯化铁浓度(0-

0.08 mol/L)、预处理温度(100-170 ℃)和预处理时间(0-50 min)预处理

条件进行优化。对预处理后固体残留物及预处理液中的木质素分别进

行理化特性测定和化学结构进行表征分析。研究了酶载量、基质浓度

和添加剂对酶水解效率的影响。最后研究了分批补料对酶水解效率的

影响。结果表明：优化预处理条件为 0.037 mol/L FeCl3，62% THFA

浓度和 170 ℃保温 0 min，预处理后油茶果壳的纤维素保留率和木质

素脱除率为 93%和 85%。通过表征分析，预处理后油茶果壳的木质素

含量明显减少，其表面被破坏，热稳定性降低，表面负电荷量减少，

比表面积增大。在 2%基质浓度和 10 FPU/g 干基水解 24 h 条件下，

预处理油茶果壳的酶解效率比未处理的油茶果壳提高了 6.0 倍。在 15%

基质浓度及酶载量 5 FPU/g 干基，在添加 PEG10000 水解 72 h 后的葡

萄糖产率显著提高 62%，预处理后的油茶果壳液化时间缩短。分批补

料中 12 h 和 24 h 分别补料 5%后，其酶解产率比初始未补料(15%)提
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高了 0.7 倍，水解产物中葡萄糖浓度最高可达 95 g/L，可用于后续作

为碳源用于微生物油脂发酵。 

（4）本研究以四氢糠醇联合氯化铁预处理后油茶果壳的酶解液

为碳源，利用圆红冬孢酵母发酵生产微生物油脂。以纯葡萄糖为碳源

对酵母产油脂进行优化。考察了碳源种类、氮源种类对酵母生长的影

响，通过单因素实验以及响应面优化了酵母发酵培养基中的组分与其

浓度。以优化的酵母发酵培养基，将预处理后油茶果壳的酶解液作为

碳源产微生物油脂，并对其油脂成分进行气相联用色谱分析，以大豆

油及纯葡萄糖培养基所产油脂作对照。结果表明：响应面最优的工艺

条件为葡萄糖 70 g/L、酵母粉 0.75 g/L、硫酸镁为 2 g/L、碳氮比 250:1，

其生物量为 11.24±0.59 g/L，油脂产量为 6.27±0.05 g/L，油脂含量为

64.11±2.73%。油茶果壳酶解产物发酵产糖经酵母发酵，其生物量为

8.72±0.14 g/L，油脂产量为 4.29±0.25 g/L，油脂含量为 48.91±0.36%，

其油脂脂肪酸成分类似大豆油，可作为生产生物柴油的潜在替代原料。 

 

关键词：油茶果壳，多糖水凝胶，木质纤维素，预处理，微生物

油脂
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FRACTIONATION OF CAMELLIA OLEIFERA SHELLS 

COMPONENTS FOR HIGH-VALUE APPLICATIONS 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

The processing by-products of woody oil crops are commonly 

disposed of through incineration or landfill, resulting in low utilization 

efficiency. As a by-product generated during the processing of Camellia 

oleifera into tea oil, Camellia oleifera shells (COS) demonstrates 

significant advantages such as abundant raw material availability, low cost 

and renewability. This study aims to achieve high-value utilization of COS 

through component fractionation, thereby addressing energy shortages and 

reducing carbon emissions. Using COS as raw materials, this research first 

extracted polysaccharides and prepared polysaccharide hydrogels. 

Subsequently. Meanwhile, the ethanol extracted Camellia oleifera shells 

(ECOS) are underwent pretreatment to facilitate directional separation of 

lignocellulose components. This process enabled efficient enzymatic 

hydrolysis of cellulose to obtain fermentable sugars, which were then 

utilized for microbial lipid production through Rhodosporidium toruloides 

fermentation. The resulting microbial lipids provide essential raw material 

support for sustainable biodiesel production, establishing an integrated 

pathway for the comprehensive utilization of COS resources : 

(1)  The total polysaccharide components in ECOS were subjected to 

ethanol extraction with process optimization. Simultaneously, the 

antioxidant activity of the purified COS polysaccharides was investigated. 
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The swelling ratio and encapsulation efficiency of the polysaccharide 

hydrogels were determined. The results demonstrated that under the 

optimal extraction conditions of 1 h duration, 85 °C , and a solid-liquid 

ratio of 1:12 g/mL with 60% ethanol, the maximum yield of total 

polysaccharides from ECOS reached 10.61%. Moreover, the ECOS 

polysaccharides exhibited great antioxidant activity, and the 

polysaccharide-based hydrogel showed excellent swelling capacity and 

encapsulation efficiency. At a polysaccharide concentration of 2 mg/mL, 

the hydrogel achieved a maximum swelling rate of 1600% with an 

encapsulation rate of 98%. 

(2)  A novel hydrothermal-white rot fungus combined pretreatment 

method using Trametes sp. LS-10C was established. The effects of varying 

ferric chloride (FeCl3) concentrations (0–0.08 mol/L), pretreatment 

temperatures (130–170°C), and durations (0–180 min) on the separation 

efficiency of lignocellulosic components in ECOS were systematically 

investigated. The hydrothermal prehydrolysate was analyzed for inhibitor 

content, while the functional groups and crystallinity of the pretreated 

biomass were characterized. Additionally, the enzymatic hydrolysis of the 

pretreated material was evaluated. The results demonstrated that the 

hydrothermal-white rot fungus combined pretreatment achieved the 

highest delignification (30.56%) efficiency under conditions of 0.02 mol/L 

FeCl3, 130°C, and 10 min, resulting in 52.83% cellulose retention and 

58.97% hemicellulose removal. Hydrothermal pretreatment alone 

enhanced enzymatic hydrolysis yield by 3.12 fold, while the combined 

hydrothermal-biological pretreatment increased enzymatic yield by 4.77 

fold. The analysis of characteristic functional groups and cellulose 

crystallinity after hydrothermal pretreatment reveals that this treatment 

enhances cellulose content, thereby improving the enzymatic hydrolysis 

efficiency of COS by facilitating cellulose accessibility to cellulase. 
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(3)  A synergistic pretreatment strategy using tetrahydrofurfuryl 

alcohol (THFA) and ferric chloride (FeCl3) was developed. The 

pretreatment conditions were systematically optimized via response 

surface methodology (RSM), with cellulose retention and lignin removal 

efficiency as evaluation parameters. The physicochemical properties and 

chemical structures of lignin in the pretreated solid residues and 

prehydrolysates were characterized. The effects of enzyme loading, 

substrate concentration, and additives on enzymatic hydrolysis efficiency 

were investigated. Furthermore, the effect of fed-batch process on 

enzymatic hydrolysis efficiency was investigated. The optimized 

pretreatment conditions (0.037 mol/L FeCl3, 62% THFA concentration, and 

170°C with holding for 0 min) resulted in 93% cellulose recovery and 85% 

delignification efficiency. The analysis of materials revealed that the lignin 

content of pretreated ECOS was significantly reduced, with surface 

structural disruption, decreased thermal stability, reduced surface negative 

charge, and increased specific surface area. These variations of pretreated 

materials contributed to the enhanced enzymatic digestibility. Under 

conditions of 15% substrate concentration and 5 FPU/g dry substrate 

enzyme loading, the addition of PEG 10000 during 72-hour hydrolysis 

increased final glucose yield by 62%. The liquefaction time of pretreated 

ECOS was shortened, achieving a maximum glucose concentration of 69 

g/L in the hydrolysate. The optimal fed-batch strategy improved yield by 

0.7-fold compared to the initial batch process, achieving a maximum 

glucose concentration of 95 g/L in the hydrolysate. The processed material 

can be subsequently utilized as a carbon source for microbial lipid 

fermentation. 

(4)  Microbial lipid production using THFA-FeCl3 pretreated ECOS 

hydrolysate was investigated. Microbial lipid production pretreated 

hydrolysate was achieved by yeast of Rhodosporidium toruloides using 
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enzymatic hydrolysate from THFA-FeCl3 pretreated ECOS as the carbon 

source. The fermentation process of the yeast was first optimized with pure 

glucose. Then single factor experiments and response surface methodology 

(RSM) were employed to optimize the medium components of the 

fermentation. The results revealed that 70 g/L glucose, 0.75 g/L yeast 

extract, 2 g/L magnesium sulfate, and a carbon to nitrogen (C/N) ratio of 

250:1 was the optimal conditions. With these conditions, it could finally 

yield 11.24±0.59 g/L biomass and 6.27±0.05 g/L lipids (64.11±2.73% lipid 

content). Based on the above optimization, 8.72±0.14 g/L biomass with 

4.29±0.25 g/L lipids (48.91±0.36% lipid content) was achieved from the 

fermentation of ECOS enzymatic hydrolysate. The fatty acid composition 

of the microbial lipids resembles that of soybean oil. The optimized process 

demonstrates in this study represented a good example of a novel effecient 

bioconversion process of lignocelluloses to microbial lipids. 

Yu Yanling (Biology and Medicine) 

Supervised by Zhang Qin 

KEY WORDS: Camellia oleifera shells, polysaccharide hydrogel, 

lignocellulose, pretreatment, microbial lipids
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第 1 章 绪论 

 

 

随着全球对能源的需求不断增加，石油、煤炭等不可再生能源因过度采集导

致能源紧缺和环境污染。为了解决以上问题，中国提出了“碳达峰”与“碳中和”两

个计划，以减少对不可再生资源的过度依赖，为降低温室气体排放提供了一条有

效路径[1]。其中生物质能源在实现“双碳”计划中起着至关重要的作用。生物质能

源因具备环保、可持续、低碳等优点，是替代传统化石燃料的绿色能源。其中油

茶果壳、玉米秸秆、小麦秸秆、稻草等农林加工废弃物以及城市垃圾、食品加工

废料、餐厨垃圾等生物质能源可以通过燃烧、发酵、气化或厌氧消化等方式转化

为清洁生物燃料（乙醇、生物柴油）[2]。 

在清洁生物燃料规模化时，生物柴油的即用性兼容现有设施与环保性能均高

于生物乙醇、生物甲醇，在替代化石燃料上具有优异性。生物柴油是以动植物油

脂（废弃食用油、棕榈油）或微生物油脂为原料，通过酯交换反应制备而成[3]。

植物油、废弃食用油因供应有限，不宜转化为生物柴油，而微藻、酵母和真菌等

含油微生物产生的微生物油脂在生物柴油的生产被广泛提及。但是，高昂的发酵

成本限制了它们的大规模生产[4]。研究发现，利用生物质木质纤维素水解物[5-6]生

产微生物油脂不仅降低发酵成本，而且能形成从原料获取到油脂合成再到生物柴

油生产的经济循环，有益于推动能源可再生与双碳目标的协同实现。油茶作为我

国四大油料植物之一，易种植，含油量高，每年的茶籽产量超过 300 万吨[7]，在

制备茶油过程中会产生大量加工废弃物，如油茶籽饼和油茶果壳，每年大约产生

近 800 万吨油茶果壳[8]，但这些油茶果壳通常被填埋或焚烧，导致资源浪费和环

境污染。因此，高效开发和利用大量茶油加工废料至关重要。油茶果壳中含有丰

富的木质纤维素(＞70 wt.%)和生物活性组分（多糖、单宁、皂素和黄酮等）[9, 10]，

其组分的资源化利用具有极大的市场前景。因此，聚焦于油茶果壳组分的分级分

离及其高值化利用的技术开发，高效利用生物质资源不仅提升生物质综合利用价

值还可持续为生物柴油生产提供原料。 

油茶果壳活性组分高效提取以及木质纤维素组分分离及转化过程存在一定

难度，例如茶果壳活性组分提取得率低，在预处理过程中油茶果壳的木质素含量
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高，组分选择性分离效率低、预处理试剂和高浓度酶量导致成本高以及预处理中

产生的抑制物影响纤维素酶水解活性等技术经济性挑战[11-13]。在生物质纤维多糖

酶水解后的可发酵糖经发酵产微生物油脂的过程中，发酵条件影响着微生物油脂

积累能力[14]。本章节从油茶果壳组分分析、生物活性成分分离提取、木质纤维素

预处理技术，以及微生物油脂制备等几个方面进行综述。 

1.1 油茶果壳简介 

1.1.1 油茶果壳利用现状 

油茶(Camellia oleifera Abel.)属于灌木或小乔木，果实为卵圆形蒴果。我国是

油茶的主要起源地，已有 2300 多年的种植历史。油茶籽油被称为“东方橄榄油”，

其原因为油茶籽油含丰富的活性物质、维生素和油酸、亚油酸等不饱和脂肪酸[15]，

这些脂肪酸构成与橄榄油相近，具有多重生物活性，包括抑制氧化反应、对抗肿

瘤生成、减缓机体老化进程以及降低心血管疾病风险等，被归类为功能性保健食

用油[16]。油茶籽油因其较高的营养价值和药用价值在健康油脂方面具有极大的

市场前景。截至 2025 年，油茶林总面积达 1700 万亩，其中高产油茶林面积突破

800 万亩，茶油产能达到 44.2 万吨[17]。 

油茶主要由油茶果和油茶果壳两部分组成，油茶果壳在油茶中质量占比超过

50%[18]。生产茶油的过程中会产生大量的废弃物，其中最主要的是油茶籽饼和油

茶果壳，每年大约产生近 200 万吨油茶籽饼与 800 万吨油茶果壳[8]，油茶果壳中

含有丰富的木质纤维素(＞70 wt.%)以及生物活性组分（多糖、单宁、皂素和黄酮

等）。但是这些废弃的油茶果壳资源尚未被系统化利用，对于油茶果壳的处理采

取简单填埋或焚烧产能。这不仅造成木质纤维素、生物活性物质等高价值成分的

浪费，还加剧环境污染问题[19]。因此，如何实现高效、经济地利用油茶果壳的活

性成分及木质纤维素成为油茶果壳高值化利用的关键。 

1.1.2 油茶果壳生物活性成分组分分析 

在茶油加工过程中，油茶果壳是主要副产物，油茶果壳中除了木质纤维素还

蕴含着多种生物活性成分，如黄酮、皂素、单宁和多糖等。本研究对油茶果壳高

附加值活性成分研究有助于为油茶果壳组分的分级分离及其高值化利用提供技

术指导。 

1.1.2.1 黄酮 

许多中草药的主要活性成分都含有黄酮，根据 DPPH 自由基清除能力的测定
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可知，黄酮具有抗氧化活性。目前，油茶果壳中黄酮的提取主要以乙醇溶剂为主，

超声波为辅等方法。周琛媛等人[20]采用 65%浓度的乙醇，60 ℃下超声处理功率

为 72 W，油茶果壳中总黄酮的提取效率达到 6.98%。吴苏喜等人[21]在不同溶剂

对油茶蒲黄酮提取影响中，选择提取剂为 60%乙醇，其得率为 5.24%。研究发现，

不同产地的油茶果壳含有的黄酮量是不相同的。谷睿等人[22]利用 40%乙醇结合

超声波提取不同产地的油茶果壳的黄酮，温度 63.5 ℃及超声功率 452.4 W 提取

37.2 min，其黄酮提取率博白大果油茶(8.67%)高于普通油茶(4.96%)。刘昕等人[23]

喂小鼠栀子花黄酮，在小鼠负重游泳中发现黄酮具有抗疲劳作用。此外，黄酮可

以抑制食用油脂氧化[24]。 

黄酮在油茶果壳中含量不高，常用提取方法得率低，对此，可以通过优化提

取方法提高油茶果壳中黄酮的提取率或是提取纯度[25]。 

1.1.2.2 皂素 

皂素是从油茶壳中提取的一类五环三萜类化合物，是一个由糖体、配基、糖

醛酸和有机酸共同构成的复杂大分子物质。茶皂苷含有疏水和亲水基团，是天然

非离子表面活性剂，具有优异的发泡、乳化、分散和润湿性能[8, 26]。近年来，茶

皂苷的健康相关益处：抗菌抗炎、抗癌、降低血脂等功能性作用，受到越来越多

研究人员的关注。油茶果壳皂素提取方法通常为水提法和有机溶剂法。袁成华等

人[27]采用水酶法提取茶皂素，其收率为 1.4%。有机溶剂提取得到的茶皂素高于

水溶剂提取，张文婷等人[28]通过乙醇提取法提取茶皂素，在单因素的基础上结合

响应面法，得到提取茶皂素最优工艺：料液比 1:11.85 g/mL、提取温度 81.69 ℃、

时间 6.17 h、乙醇体积分数 56.69%，油茶果壳茶皂素提取率为 7.38%。郭永生等

人[29]采用乙醇提取茶皂素，其得率为 10.32%。 

目前提取方法得到的粗提液中皂素纯度较低，皂素的纯化需通过大孔树脂吸

附、柱层析等手段[30]，但是果壳中的色素与多糖易污染树脂导致纯化效率降低，

不具备经济性。 

1.1.2.3 单宁 

油茶果壳中的单宁是一大类复杂多元酚类化合物，为油茶果壳次级代谢产物，

具有独特的化学和生理活性。油茶果壳单宁可以抑制脂多糖诱导细胞的 NO 释放

具有抗炎作用，多应用于化妆品中，例如，保湿、抗氧化、美白及延缓衰老等[31]。

杨小敏等人[32]水提油茶果壳中的单宁，响应面最佳提取得率为 4.28%，其反应时
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间为 26 min，而张余华等人[33]通过闪式提取法显著缩短了时间，仅 3 min 的反应

时间，获得的单宁提取含量为 0.039 mg·g-1。 

单宁在栲胶的原料上的应用有利于油茶产业的全面发展。但是从油茶果壳中

提取得到的单宁纯度与目前栲胶产品要求单宁纯度(＞60%)有一定差距。因此，

单宁的利用还需优化油茶单宁的提取工艺，以提高其纯度[34]。 

1.1.2.4 多糖 

多糖是一类天然高分子多聚物，其由醛糖或酮糖通过糖苷键连接形成。油茶

果壳中多糖含量丰富，是油茶果壳资源中极具开发价值的活性组分，不同的提取

方法得到的多糖含量不同，朱志东等人[35]通过对比实验，分别利用超声-乙醇法

和水提醇沉法提取油茶果壳多糖，结果表明，利用超声-乙醇提取法在提取效率

上明显优于传统的水提醇沉法，其多糖得率达到 5.4%。相似的，舒斌斌等人[36]

采用水提醇沉结合柱层析纯化的综合工艺制备油茶蒲多糖，通过多步骤的纯化处

理，得到多糖产品纯度为 87.40%，多糖得率仅为 2.3%。吴静等人[37]探究了甲醇、

乙醇、丙酮等不同溶剂对油茶果壳多糖的提取得率，其中 80%的乙醇提取效果最

佳。油茶果壳中多糖的含量与饼粕中多糖含量相近，两者均为茶油加工过程中的

副产物，是油茶多糖提取的重要原料来源[34]。因此，如何高效制备油茶果壳多糖

并高值利用是实现油茶果壳资源化利用的关键。 

油茶果壳多糖其抗氧化、抗炎镇痛、抗肿瘤、降血脂、抗凝血等药理作用已

成为研究热点[38]。例如，Chen 等人[39]发现不同部位的油茶果壳多糖抗氧化性不

同，多糖的抗氧化性主要通过减少活性氧的产生来降低细胞凋亡水平，在 600 

μg/mL 浓度下油茶果壳最高的细胞活力为 61%。 

此外，多糖独特的分子构象使其具有水溶性和成膜性，可以成为功能性食品

以及生物制药包材的理想载体。多糖材料开发和利用的进展前景广阔，在组织工

程领域提供了突出的应用。多糖水凝胶可促进伤口愈合和抗菌活性 [40]。在农产

业中用于控制营养物质释放的多糖水凝胶，可以最大限度地减少营养物质的浸出

和径流[41]。目前天然水凝胶材料，如壳聚糖、透明质酸和明胶，多样性有限，药

效较低。而多糖水凝胶因其生物相容性、生物降解性、生物活性和可用性在慢性

伤口愈合上有优势。但是多糖水凝胶在营养物质流失方面存在缺陷，从而限制了

它们的潜在应用[42]。因此，对如何增强多糖水凝胶结构紧密性和保留其营养物质

的研究至关重要。 
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1.2 木质纤维素 

表 1-1 不同果壳类农林加工废弃物中木质纤维素含量 

Table 1-1 Lignocellulose content in various shell-type agricultural and forestry processing wastes 

固体废弃物 
木质纤维素（wt.%） 

文献 
纤维素 半纤维素 木质素 

花生壳 36 16 25 [46] 

椰子壳 32 20 40 [47] 

棕榈壳 31 31 38 [48] 

核桃壳 24 27 45 [49] 

油茶果壳 16 18 39 [50] 

杏仁壳 35 11 45 [49] 

纤维素，半纤维素和木质素三者紧密结合组成三维稳定结构，形成一个整体

为木质纤维素[43]。木质纤维素在地球上属于廉价、可再生和环保的能源的原材料，

木材和农作物及其废弃物副产品含量丰富，其平均贡献量占生物能源总量的

64%[44]。其中木材、农作物及加工废弃物（稻草秸秆、花生壳、油茶果壳）、林

业及加工废弃物和城市固体废弃物的有机部分都属于木质纤维素生物质范畴[45]。

表 1-1 为不同果壳类农林加工废弃物中木质纤维素含量(wt.%)。其中壳类的纤维

素与半纤维素占 50 wt.%以上，木质素占 30-50 wt.%。因此，有效利用壳类中的

纤维素、半纤维素以及木质素的去除是实现木质纤维素生物质资源化和高值化的

关键。 

木质素将纤维素与半纤维素紧密包裹（图 1-1 所示），木质素结构单元由复

杂的苯基丙烷构成，这些单元由 C-C 键和 C-O-C 键相互连接[51]，其化学键水解

困难，降低了木质纤维素生物质在生物能源转化过程中的效率与有效性。 

纤维素是一种稳定性最强的聚合物[52]。在生物质中纤维素资源丰富，纤维素

占木质纤维素近一半。纤维素具有结晶和非晶结构，大部分纤维素是组装良好的

结晶，而其余的是无定形的。结晶纤维素难分解，无定形纤维素更适合降解[53]，

结晶度加剧了降解的难度。半纤维素约占木质纤维素生物质的 20-35%[54]。与纤

维素不同，半纤维素由异质聚合物制成，主要由各种糖类（如戊糖、己糖和糖醛

酸）的侧链组成。木质纤维素中最难降解的是木质素，是一种无定形的复杂芳香

族聚合物[55]。酚类单体的交联使木质素成为复杂的大分子，木质素的复杂和坚固

的性质是微生物引起的植物细胞壁降解和氧化应激的屏障。木质素通常与半纤维

素通过酯键形成木质素 -碳水化合物复合物 (Lignin Carbohydrate Complexes; 
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LCCs)[56]。LCCs 的组成十分复杂，未经处理的木质纤维素难以利用酶及微生物

进行水解，预处理对于解构木质素的抗性层至关重要[8]。因此，油茶果壳木质纤

维素定向解构是实现木质纤维素酶水解高效产糖的关键。 

 

图 1-1 木质纤维素模型图[51] 

Figure 1-1 Lignocellulose model diagram 

1.3 木质纤维素的预处理 

木质纤维素的预处理可以减少木质纤维素后续转化过程中有效生物质转化

的阻力。有效的预处理益于后续酶水解、减少抑制酶糖化的副产物的产生以及减

少污染和资源浪费[43]。目前，已经有多种去除木质素的预处理方法。传统预处理

方法如物理、酸性和有机溶剂预处理，以及绿色新兴技术（微生物、深共熔溶剂、

蒸汽爆炸、超临界流体），这些预处理方法已被有效应用于木质素的脱除，以改

善生物质糖化效率[57]。 

1.3.1 物理预处理 

物理预处理主要是通过机械作用将生物质进行简单的剪切、粉碎、球磨、压

缩、微波和超声处理等，在减少或改变木质纤维素生物质的表面积的作用下，增

加了纤维素酶的可及性。这些物理预处理方法的综合应用，为后续的生物转化或

联合化学处理奠定了良好的物理基础，达到提高木质纤维素生物质的利用效率的

目的。然而，物理预处理存在研磨、压榨时能耗高，无化学试剂添加时预处理效

果低，且局限于草本生物质等问题。目前，水热、酸或有机溶剂预处理与物理预

处理相结合是解构 LCCs 的常用方法[58]。 
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近年来，微波、超声波、电子束、脉冲电场、高静水压力和高压均质等新型

技术在木质纤维素预处理上被应用[59]。其中微波、超声波水热预处理利用去除更

多半纤维素[60]。但是这些技术新设备存在投资成本高的问题。木质纤维素生物质

预处理中的商业应用中新兴技术的使用需要进一步的可行性研究[59]。 

1.3.2 酸预处理 

水热预处理符合生物质精炼的低成本和环保要求，其对木质素脱除效果较弱，

主要溶解半纤维素并产生低聚糖、单糖等成分，在生产生物基化学品、燃料和材

料具有优势[61]。随着预处理的严重程度增加，其抑制物成分不断累积抑制后续的

纤维素酶水解与发酵。 

盐酸、硫酸、硝酸和乙酸属于常用酸预处理催化剂。稀酸在水解过程中释放

的氢离子对木质纤维素结构的定向攻击，氢离子通过质子化作用于纤维多糖中的

糖苷键，特别是半纤维素，被解聚为木糖等可溶性单糖。然而，对于高木质素结

构的生物质来说，通常需要严格的预处理条件才能去除木质素和得到易被纤维素

酶水解的纤维素[62]。预处理中苛刻的条件（高温、高酸浓度、处理时间长）会导

致抑制产物副产物的形成，例如，葡萄糖会被降解成５-羟甲基糠醛，半纤维素将

会被降解为糠醛、甲酸和乙酸[13]。还会使原本致密的纤维素微纤丝结构因非结晶

区的水解而崩塌，导致纤维素聚合度下降和葡萄糖得率损失，而未充分解构的木

质素阻隔了纤维素酶对底物的有效接触。酸预处理另一缺点是反应器成本高，酸

具有腐蚀性和毒性，对反应设备的耐酸性有要求[63]，预处理后得到的水解物中的

酸难以去除，存在处理成本高的难题[62]。 

研究学者发现添加后路易斯酸，其在显著降低的预处理温度或时间的基础上，

还保留了大部分纤维素组分。路易斯酸似乎是传统酸的有前途的替代品[64]。因为

路易斯酸具有腐蚀性更小和更环保等优点，氯化铁、氯化铝、氯化锌均为路易斯

酸。Hou 等人[65]利用水热联合 FeCl3 分离杨树半纤维素，其分离度从 34%提高了

至 77 %。路易斯酸在水热预处理过程中，虽然能有效破坏半纤维素的 β-1,4-糖苷

键并促进其水解，但木质素在酸性高温环境下易发生二次缩合反应。例如，利用

AlCl3 处理木材后，木质素的特征峰强度反而增强，表明酸性 AlCl3 在一定程度上

促进木质素的缩合反应，通过 C-C 键形成致密的交联结构，使木质素脱除效率下

降[66]。因此，路易斯酸在预处理半纤维素上存在优势，但在木质素脱除效率较低，

还需要结合其他预处理方法以提高木质素脱除效率。 
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1.3.3 深共熔溶剂预处理 

深共熔溶剂(Deep Eutectic Solvent; DES)是特殊类型的离子液体，被定义为两

种或多种固体的液体混合物，它们在低于其纯化合物的熔点（即共晶点）的温度

下结合形成液体[67]。与其他离子液体相比，它们更便宜、毒性更小且生物相容性

更强[68]。酸性 DES，如乳酸、苹果酸和草酸基溶剂，对各种生物质原料的木质素

脱出率特别有效(＞90%)[69]。Shen 等人[70]通过用 ChCl-乳酸预处理桉树，实现了

高于 80%的木质素脱出率和 94%的葡萄糖产率。Xia 等人[71]在 ChCl-甘油中引入

金属氯化物水合物形成一种三组分 DES 体系。与典型的二元 DES，如 ChCl-甘

油相比，用三元 DES 预处理拥有更高的木质素脱除率。DES 预处理在木质素分

离上具有明显效果，且不会产生对后续发酵过程不利的抑制剂[72]。但是，DES 的

黏度较高，会降低 DES 接触物料的效率，需依赖超声辅助或机械搅拌，通常伴

随更高的能量消耗[73, 74]。 

1.3.4 有机溶剂预处理 

有机溶剂预处理在良好的组分选择性、卓越的全纤维素水解性和减少微生物

抑制产生方面具有显著优势，通常是由于溶剂易于回收和减少污染排放[75]，其中，

多元醇在木质素溶解上具有潜力。 

低沸点醇是早期开发的用于木质纤维素生物质制浆的有机溶剂，例如，甲醇

和乙醇。Oliva 等人[76]利用甲醇预处理将榛子皮的生物甲烷潜力提高了 18 倍，但

是单比较累积甲烷产生而言，甲醇预处理对废咖啡渣和杏仁壳无效果，甲醇在预

处理顽固性的木质素上有一定难度。甲醇在低温下具有极高的易燃易挥发性[77]，

而且甲醇的毒性和低沸点使其存在安全问题。Fan 等人[78]利用乙醇预处理杨木，

其固体保留率为 67%，木聚糖去除率为 49%以及 57%的木质素脱除率。在乙醇

中添加 10% NaOH，木质素脱除率为 86%，但是木聚糖去除率仅为 23%，杨木中

的半纤维素未脱出完全且有固体保留率仅为 60%。乙醇预处理虽然有较高木质

素脱除率，但不能有效脱除半纤维素。 

高沸点醇对木质纤维素中的木质素有较好的溶解作用，可以有效地将生物质

的木质素脱除，实现木质纤维素组分资源化利用，如乙二醇、甘油、四氢糠醇等。

Wei 等人[79]利用盐酸-乙二醇预处理甘蔗渣脱除的半纤维素和木质素为 99%和

67%，其葡萄糖回收率优于甘蔗渣的碱处理。甘油预处理分解过程选择性地解构

LCCs 并改变溶解成分的结构，这有助于保护成分免受过度降解并产生较少的抑
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制剂成分[80]，甘油的无毒性使其低成本用于 LCCs 的预处理[81]。四氢糠醇作为一

种优良的木质素溶解溶剂，Wang 等人[82]利用对甲苯磺酸辅助 70%四氢糠醇预处

理竹子，其组分中 91%的木质素被脱除，半纤维素几乎完全去除，且产生的抑制

物较少。同时，高沸点有机溶剂可以在不产生废液和废气的情况下进行回收，实

现循环利用。 

1.3.5 生物预处理 

生物预处理（白腐真菌、褐腐真菌等）所产生的木质素分解酶系（木质素过

氧化物酶、锰过氧化物酶及漆酶）与纤维素酶共同发挥协同效应，可以定向破坏

木质纤维原料中复杂的立体网状构型。该方法具有显著的生态优势：不仅毒性低，

对环境友好，而且避免了抑制剂对后续工艺的影响[30, 43]。 

白腐真菌因其在木质素降解中的高选择性而成为真菌预处理的首选[83]，也

是目前唯一一类能在纯培养中将木质素彻底降解为二氧化碳和水的微生物。白腐

真菌分泌的木素降解酶系主要包括木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶和漆酶[84]。

Liu 等人[83]推测菌丝可以直接穿透初级和次级壁进入秸秆腔，从而降解木质素。

Wang 等人[85]利用白腐菌和棕腐菌预处理玉米芯，其纤维素转化率分别提高了

29.9%，但是需要近 30 天的处理时间。为缩短处理时间以及提高酶解效率，将单

一的生物预处理和其他预处理工艺相结合[87]。例如，磷酸和白腐菌联合处理使乙

醇产率从 27.9%提高到 62.8%[88]。Fenton 预处理结合桦褐孔菌处理后的玉米秸秆

和油菜秸秆的还原糖产量均有提高了 3 倍，其发酵时间也缩短到 10 天[89]。 

因此，生物和不同预处理方法相结合可能会产生协同效应并优化单独预处理

过程的缺陷，达到缩短处理时间并提高纤维素酶的可及性[86]。 

1.4 微生物油脂制备 

微生物油脂作为生物柴油生产的重要原料，因其可持续性和高效性受到广泛

关注。当微生物合成并储存油脂量超过细胞干重 20%时，可以被认定为产油微生

物，其中以酵母和藻类为主要代表。虽然藻类的培养简单且脂质积累能力强，但

是其生长过程对光照条件具有特定要求，同时需要较大的培养空间，对于碳源的

利用局限于二氧化碳。与之形成对比的是酵母类微生物，其不仅可以实现超过 75%

的脂质积累率，还展现出对多种碳源的高效利用特性，培养周期较短，其微生物

油脂生产具有可持续性[90-92]。 

圆红冬孢酵母(Rhodotorula toruloides)能生产类胡萝卜素和酶，圆红冬孢酵母
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可以积累超过 70%干细胞重量的细胞内脂质和细胞脂质结构中的胡萝卜素[93]。

圆红冬孢酵母脂肪积累中氮元素的限制对于促进脂肪积累的作用最为显著[94]。

Leiva-Candia 等人[95]对产油酵母在农林废弃物转化为生物柴油中的应用前景进

行了分析，研究发现这类微生物通过发酵处理农业残余物生成微生物油脂为可持

续再生能源产生提供了创新思路。 

以油茶果壳、小麦秸秆、米糠和其他植物废弃物等木质纤维素生物质可以作

为碳源用于微生物发酵。因圆红冬孢酵母的底物代谢物质广泛，生物质木质纤维

素生物质均可用于圆红冬孢酵母生长发酵并生产脂肪酸，而脂肪酸可以转化为各

种生物燃料[96]。Wu 等[97]通过改造成功获得了一株耐高温的圆红冬孢酵母。其菌

株的生物量和油脂含量最高时的温度在 37 ℃，提升了亚油酸含量。杨航[98]研究

发现圆红冬孢酵母发酵合成的类可可脂其结构与可可脂其相似，为微生物油脂转

化为生物柴油的研究提供了一种研究思路。同属酵母相比，圆红冬孢酵母能够产

生胡萝卜素和脂肪酸，且该菌油中独特的脂肪酸组成，使其微生物油脂在工业化

生产生物柴油的制备中用于巨大潜力[96, 99, 100]。 

1.5 研究内容、意义和创新点 

1.5.1 研究内容 

（1）油茶果壳总多糖的提取及水凝胶制备 

对油茶果壳中总多糖进行单因素优化，选择提取时间，提取温度，料液比以

及乙醇浓度为优化条件，在单因素的基础上进行正交实验。将提取工艺优化好的

醇提的油茶果壳用于后续预处理研究。获取乙醇提取液中的多糖并进行油茶果壳

中总多糖的体外抗氧化活性测定（DPPH 及 ABTS+自由基清除能力）及多糖水凝

胶的制备，并对油茶果壳多糖水凝胶与不同多糖水凝胶进行了溶胀率与包载率的

性能检测。 

（2）水热联合白腐真菌 Trametes sp. LS-10C 预处理油茶果壳产糖 

研究了水热预处理以及水热联合白腐真菌 Trametes sp. LS-10C 预处理醇提

后油茶果壳的氯化铁浓度、预处理温度和时间变量，探究了不同预处理条件对油

茶果壳的纤维素、半纤维素、木质素的选择分离性，以及酶水解效率。通过水热

预处理中抑制物以及预处理前后油茶果壳特征官能团以及纤维素结晶度的变化

以研究该处理体系对水热联合白腐真菌 Trametes sp. LS-10C 预处理醇提后油茶

果壳的影响。 
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（3）四氢糠醇联合氯化铁预处理油茶果壳产糖 

通过单因素优化，选择提取时间、提取温度、四氢糠醇和氯化铁浓度为优化

条件，通过响应面方法并确定最佳预处理条件。然后，对醇提后的油茶果壳和预

处理液中回收的木质素的化学结构进行表征分析，用电子扫描显微镜、物理吸附

仪等仪器对预处理前后的油茶果壳的理化性质进行表征分析，为后续的酶水解提

供理论依据。随后，以葡萄糖产率为指标，考察酶载量、基质浓度和添加剂对油

茶果壳在低酶载量和高浓度基质条件下酶水解的影响。同时，探究了不同添加剂

以及 PEG10000 添加量对酶水解率的影响，最后，探究了分批补料对预处理后油

茶果壳高浓度酶水解的影响，将获得的可发酵糖作为碳源用于酵母发酵产微生物

油脂。 

（4）油茶果壳酶解产物发酵制备微生物油脂 

以四氢糠醇联合氯化铁预处理后油茶果壳的酶解液为碳源，利用圆红冬孢酵

母发酵生产微生物油脂。首先，以纯葡萄糖作为酵母产油脂的碳源对进行优化。

考察了碳源种类和氮源种类对酵母生长的影响，其次通过单因素实验依次考察酵

母发酵培养基中的组分对酵母生长的影响。随后，基于上述优化后的发酵培养基，

以油茶果壳酶水解液为碳源用于酵母发酵生产微生物油脂。本论文主要的技术路

线如图 1-2 所示。 

 

图 1-2 本研究技术路线 

Figure 1-2 The technical route of this study 
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1.5.2 研究意义 

油茶是我国重要的粮油经济作物。目前，我国油茶种植面积已经超过 6700

万亩，同时 2022 年中央一号文件提出，支持扩大油茶种植面积并改造提升低产

林，使得油茶产业蓬勃兴起，在市场上具有较好的前景[101]。油茶果壳占油茶比

超过 50%[102]，随着茶油加工业的蓬勃兴起，大量油茶果壳堆积，研究发现油茶

果壳含有大量的木质纤维素(＞70 wt.%)以及生物活性组分（多糖、单宁、皂素和

粗蛋白等），因油茶果壳利用率低（填埋或焚烧），油茶果壳资源被浪费，如何

有效利用油茶果壳是亟须解决的问题。本文以油茶果壳为原料，对油茶果壳的组

分进行分级分离及其高值化利用进行研究。将油茶果壳中的总多糖进行提取并制

备多糖水凝胶，将醇提后的油茶果壳采用水热联合白腐真菌 Trametes sp. LS-10C

及四氢糠醇联合氯化铁预处理，探究了木质纤维素的组分分离情况，预处理后的

油茶果壳的高浓酶水解以及微生物油脂的发酵生产，为油茶果壳的资源化和高值

化利用提供技术支持。 

1.5.3 研究创新点 

（1）本论文实现了油茶果壳组分的分级分离以及全组分综合利用。 

（2）本论文开发了氯化铁联合四氢糠醇预处理方法。例如，果壳通过预处

理实现高纤维素保留率与高木质素脱除率，并分析了 FeCl3 催化木质纤维素的

解聚机理，酶解产糖高，且预处理液中回收的木质素具有优异的紫外吸收能力

和荧光强度，为果壳类高效预处理提供新思路。 

（3）预处理后油茶果壳酶解产物获得的可发酵糖用于酵母发酵产微生物油

脂，其油脂脂肪酸成分接近于大豆油，可为生物柴油的生产提供可持续性。 
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第 2 章 油茶果壳总多糖的提取及水凝胶制备 

 

 

2.1 引言 

随着油茶种植年产量的增加，油茶果壳占油茶重量的 50%，每年都会产生大

量的油茶果壳，这些果壳被用于简单填埋或焚烧方式处理。据报道，油茶果壳中

含有多种生物活性成分，如多糖、单宁、黄酮、皂素等功能性物质，其中多糖有

助于降低血压和胆固醇、对抗癌症和缓解胃肠道疼痛等作用[103-105]。油茶果壳多

糖中半乳糖醛酸、半乳糖、鼠李糖、甘露糖和木糖是其具有抗氧化性的关键[39]。 

目前，在油茶果壳总多糖提取中通常采用水热提取法，水提法操作简便，成

本消耗低，但是多糖提取率较低，其原因可能是油茶总多糖中除了中性多糖外还

有酸性多糖。油茶果壳细胞壁结构紧密，水提法仅能提出中性多糖，而酸性多糖

仍保留在油茶果壳中[10]。乙醇可以破坏油茶果壳的细胞壁，促使酸性多糖溶解，

可用于水提多糖的壳类生物质，且在乙醇提取法中乙醇可以回收再利用。 

本研究目的为分级分离油茶果壳的组分并加以利用。本章节主要在分离油茶

果壳中活性成分并将回收多糖成分，比较了不同条件下乙醇提取油茶果壳中总多

糖的效果，并优化提取工艺，将提取得到的油茶果壳多糖进行了水凝胶制备，对

比添加不同种类多糖对水凝胶的影响，探究多糖水凝胶的溶胀率和包载率性能。 

2.2 实验材料 

2.2.1 实验原料 

油茶果壳由湖南省木本油资源利用国家重点实验室供应。 

2.2.2 实验试剂及设备 

所用试剂、仪器见附录表 1、2。 

2.3 实验方法 

2.3.1 油茶果壳的预处理 

油茶果壳经水洗后置于 105 ℃下烘干至恒重，然后粉碎机粉碎并筛分过 20-

40 目。油茶果壳加入乙醇溶液于磁力水浴锅中加热，提取油茶果壳中的多糖至

乙醇溶液中，收集滤渣水洗和烘干备用。油茶果壳总多糖醇提液用于提取总多糖，
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乙醇提取后的油茶果壳作为后续预处理研究的原料。 

2.3.2 油茶果壳总多糖提取工艺的优化 

2.3.2.1 单因素实验设计 

以 10 g 粉碎的油茶果壳为基准，固定其他因素及相应水平：提取时间 1.5 h，

料液比 1:20 g/mL 和乙醇浓度 80%，考察不同提取温度（55，65，75，85 和 95 ℃）

对提取液多糖得率的影响，每组重复 2 次。 

以 10 g 粉碎的油茶果壳为基准，固定其他因素及相应水平：提取温度 75 ℃，

料液比 1:20 g/mL 和乙醇浓度 80%，考察不同提取时间（0.5，1，1.5，2 和 2.5 h）

对提取液多糖得率的影响，每组重复 2 次。 

以 10 g 粉碎的油茶果壳为基准，固定其他因素及相应水平：提取温度 75 ℃，

提取时间 1.5 h 和乙醇浓度 80%，考察不同提取料液比（1:6，1:8，1:10，1:12 和

1:15 g/mL）对提取液多糖得率的影响，每组重复 2 次。 

以 10 g 粉碎的油茶果壳为基准，固定其他因素及相应水平：提取温度 75 ℃，

提取时间 1.5 h 和料液比 1:20 g/mL，考察不同乙醇浓度（55，65，75，85 和 95 %）

对提取液多糖得率的影响，每组重复 2 次。 

2.3.2.2 正交实验设计 

根据单因素实验，采用四因素三水平法对油茶果壳总多糖的提取条件进行正

交设计。如表 2-1 所示，选用正交试验表进行 L9(4
3)正交试验，以多糖得率作为

指标，每种组合重复 2 次。 

表 2-1 油茶果壳总多糖的提取的正交实验设计表 

Table 2-1 Orthogonal experimental design table for the extraction of total polysaccharides from 

Camellia oleifera shells 

水平 A 时间/h B 温度/℃ C 乙醇浓度/% D 料液比/g/mL 

1 1 65 60 1:8 

2 1.5 75 70 1:10 

3 2 85 80 1:12 

2.3.3 油茶果壳总多糖的获得及纯化 

2.3.3.1 油茶果壳总多糖的获得 

油茶果壳乙醇提取液在 4 ℃下离心 10 min (8000 r/min)后，弃去沉淀部分，

用旋转蒸发仪将乙醇提取液浓缩到原体积的 1/10，浓缩液中加入 4 倍体积的无水

乙醇，在 4 ºC 下过夜。乙醇处理后，收集沉淀物并将其溶解，溶解液用 Sevag 法
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的方法除去蛋白质，最后冷冻干燥得到油茶总多糖[106]。 

2.3.3.2 油茶果壳总多糖的脱色 

使用氨水将多糖溶液的酸碱度调节至 pH 值约为 8.0，随后缓慢滴入 10%浓

度为 30%的 H2O2，并在 50 ℃恒定温度下保温 2 h[107]，用于油茶果壳的抗氧化性

测定。 

2.3.4 油茶果壳总多糖的理化性质 

2.3.4.1 多糖标准曲线的绘制和回归方程的确定 

采用苯酚-硫酸法[108]，准确称取 250 mg 葡萄糖于 250 mL 容量中，用蒸水定

容，得到 1 mg/mL 的葡萄糖标准液。取 1 mL 不同浓度葡萄糖（0.02，0.04，0.06，

0.08 以及 0.1 mg/mL）于玻璃试管中，加入 2 mL 水，摇后加入 1 mL 5%苯酚溶

液，混合均匀后，在冰水浴里加入 5 mL 浓 H2SO4，摇匀后置于沸水中反应 15 

min，随后放入冰水浴中冷却至室温，以吸光度为纵坐标，不同浓度的葡萄糖溶

液为横坐标，在 490 nm 处测定吸光度。实验数据经处理后，获得标准曲线图（图

2-1a），用于后续多糖含量测定。 

样品中多糖含量的测定：为定量分析样品中的多糖组分，取 1 mL 油茶果壳

醇提液进行实验，实验操作步骤与前述方法一致。待反应终止后，于 490 nm 波

长下进行吸光度检测，利用标准曲线计算反应体系中多糖含量。 

2.3.4.2 黄酮标准曲线的绘制和回归方程的确定 

准确称取 10 mg 芦丁于 100 mL 容量瓶中，用乙醇定容。取 0.0，0.1，0.3，

0.5，0.7，0.9，1.2，1.4，1.6 和 1.8 mL，依次放入 10 个 10 mL 规格的容量瓶中，

均加入 1% AlCl3 溶液 1 mL，用无水乙醇定容[109]，黄酮标准曲线见图 2-1b。 

样品中黄酮含量的测定：为定量分析样品中的黄酮组分，取 1 mL 油茶果壳

醇提液，参照前述实验流程进行处理，待显色反应完成后，在 410 nm 下进行吸

光度值测定，利用标准曲线计算反应体系中黄酮含量。 

2.3.4.3 单宁标准曲线的绘制和回归方程的确定 

在 50 mL 容量瓶中加入 5 mg 没食子酸对照品，用蒸馏水溶解并定容，得浓

度为 100 μg/mL 的没食子酸标准液。取 1 mL 不同浓度没食子酸（0.2，0.4，0.4，

0.8 以及 1 mg/mL）于容器中，加入 10%福林酚试剂 5 mL，摇匀静置 5 min，再

加入 7.5%碳酸钠溶液 4 mL，摇匀后置于避光处反应 1 h，吸光度的检测波长为

765 nm [110]。单宁标准曲线见图 2-1c。 
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样品中单宁含量的测定：为定量分析样品中的单宁组分，吸取 1 mL 油茶果

壳醇提液，后续操作方法同上，反应结束后，在 765 nm 处测定其吸光度。利用

标准曲线计算反应体系中单宁含量。 

 

图 2-1 标准曲线(a)葡萄糖，(b)黄酮，(c)单宁，(d)皂素以及(e)BSA  

Figure 2-1 Standard curve (a) glucose, (b) flavonoids, (c) tannins, (d) saponins and (e) BSA 

2.3.4.4 茶皂素标准曲线的绘制和回归方程的确定 

准确称取茶皂素标准品 25 mg，在 25 mL 容量瓶中利用 80%乙醇溶解获得 1 

g/L 的茶皂素标准溶液。取 0.5 mL 不同浓度茶皂素（0.2，0.4，0.6，0.8 以及 1 

mg/mL）于玻璃试管中，吸取 0.5 mL 的 8%香草醛乙醇溶液，将混合物置于冰水

混合物中，加入 4 mL 77%硫酸溶液，摇匀于 60 ℃恒温水浴锅中加热 15 min，然

后于冰水浴中冷却 10 min，最后在 551 nm 处测定吸光度[111]，茶皂素标准曲线见

图 2-1d。 

样品中茶皂素含量的测定：精确吸取 1 mL 油茶果壳醇提液，后续操作方法

同上，利用标准曲线计算反应体系中茶皂素含量。 
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2.3.4.5 蛋白量的测定方法 

蛋白量含量根据考马斯亮蓝法进行外标定量测定 [112]，以牛血清白蛋白

(Bovine Serum Albumin; BSA)标准样品，取 0.5 mL 不同浓度 BSA（20，40，60，

80 和 100 ug/mL）于玻璃试管中，加入 2.5 mL 考马斯亮蓝，混合均匀后于波长

595 nm 下测定标准样的吸光度，根据 BSA 的不同浓度及其对应吸光度绘制标准

曲线（图 2-1e）。 

样品中蛋白量含量的测定：精确吸取 1 mL 油茶果壳醇提液，后续操作方法

同上，反应结束后，在 595 nm 处测定其吸光度。利用标准曲线计算反应体系中

蛋白质含量。 

2.3.5 油茶果壳总多糖的体外抗氧化 

2.3.5.1 DPPH 清除能力的测定 

根据唐敏[113]的研究方法，通过 DPPH 自由基清除实验评估多糖的抗氧化活

性。首先，配制不同梯度（0.3，0.6，0.8，1.0 以及 1.5 mg/mL）的油茶果壳总多

糖及抗坏血酸溶液，以 0.40 mmol/L 的 DPPH-乙醇为反应体系。精确吸取 20 μL

待测样品与 0.18 mL DPPH-乙醇溶液混合于 96 孔板中，充分混匀后置于暗处反

应 30 min，随后在 517 nm 波长下检测吸光值。以抗坏血酸作为阳性对照，通过

以下计算公式确定样品的 DPPH 自由基清除效率： 

           DPPH 清除率(%)=[1-
(A1-A2)

A0
]×100              (2-1) 

式中 A0 为蒸馏水与 DPPH 溶液反应后的吸光值；A1 为多糖液/抗坏血酸与

DPPH 溶液反应后的吸光值；A2 为油茶果壳总多糖液/抗坏血酸与蒸馏水混合后

的吸光值。 

2.3.5.2 ABTS+清除能力的测定 

根据刘丹[114]的研究方法改进，对油茶总多糖的 ABTS+自由基进程清除能力

的测定。首配制不同梯度（0.3，0.6，0.8，1.0 以及 1.5 mg/mL）的总多糖及抗坏

血酸溶液，ABTS+溶液用无水乙醇稀释至于 734 nm 处吸光值为 0.70 左右。吸取

180 μL 的 ABTS+溶液和 20 μL 待测液于 96 孔板中，摇匀后在暗处反应 6 min，

734 nm 处测定吸光度。以抗坏血酸作为对照组。按照公式计算 ABTS+清除率： 

          ABTS
+清除率(%)=[1-

(A1-A2)

A0
]×100                (2-2) 

式中 A0 为蒸馏水与 ABTS+溶液反应后的吸光值；A1 为油茶果壳总多糖液/
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抗坏血酸与 ABTS+溶液反应后的吸光值；A2 为油茶果壳总多糖液/抗坏血酸与蒸

馏水混合后的吸光值。 

2.3.6 多糖水凝胶的制备 

2.3.6.1 制备方法 

按 Liu[115]等人的研究方法，3%壳聚糖乙酸溶液与 3%柠檬酸溶液以 1:1 的体

积比混合，并加入等体积且不同浓度（0，1，2，3 以及 4 mg/mL）的油茶果壳多

糖溶液，搅拌均匀后置于- 20 ℃低温环境进行过夜冷冻处理。待样品在室温条件

下完全解冻后，即为多糖水凝胶。空白水凝胶制备采用上述实验方法进行操作，

以等量去离子水替代多糖溶液。选取黄原胶，微晶纤维素，羧甲基纤维素以及果

胶多糖制备水凝胶，采用上述相同的实验方法进行操作，多糖浓度为 2 mg/mL，

水凝胶在冷冻干燥机(-47 ℃)中冻干 48 h。 

2.3.6.2 油茶果壳多糖水凝胶的性能检测 

(1) 油茶果壳多糖水凝胶的溶胀度性能 

根据寇先勇等人[116]的研究方法，取冷冻干燥的水凝胶样品称重，记为 m1，

置于 37 ℃的 PBS 缓冲液(pH 7.4)中 24 h 后，将水凝胶表面的水分擦净，进行称

重记为 m2。溶胀率的计算公式如下： 

                         溶胀率(%)=
m1-m2

m1
×100                  (2-3) 

(2）油茶果壳多糖水凝胶的包载率性能 

将冻干后的油茶果壳多糖水凝胶，浸泡于 10 mL 去离子水中，24 h 后取出，

采用苯酚-硫酸法测定浸泡液的多糖含量。油茶果壳多糖水凝胶包载率的计算公

式如下： 

                          包载率(%)=
M1

M
×100                   (2-4) 

式中 M 为投入的油茶果壳多糖质量；M1被水凝胶包载的油茶果壳多糖质量。 

2.4 结果与讨论 

2.4.1 单因素实验 

2.4.1.1 提取时间对总多糖得率的影响 

测定不同提取时间对油茶果壳总多糖得率的影响，如图 2-2a 所示。提取时

间对总多糖提取率的影响在 4.14-5.06%，随着提取时间的增加，总多糖得率呈现

上升趋势，当提取时间从 1 h 到 2 h 之间，总多糖得率上升趋势明显，经过 1.5 h
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的乙醇提取后，总多糖得率的上升趋势渐缓。为了在提高多糖得率的基础上缩短

提取时间，最佳条件总多糖的提取时间选择 1 h，这一提取时间与林欣颖等人[117]

研究的油茶果壳多糖提取时间相近。 

 

图 2-2 不同提取条件(a)时间，(b)温度，(c)乙醇浓度以及(d)料液比对油茶果壳总多糖得率

的影响 

Figure 2-2 Effects of different extraction conditions (a) time, (b) temperature, (c) ethanol 

concentration and (d) solid-liquid ratio on the yield of chitosan polysaccharides in Camellia 

oleifera shells 

2.4.1.2 提取温度对总多糖得率的影响 

测定不同提取温度对油茶果壳总多糖得率的影响，如图 2-2b 所示。随着提

取温度的升高，总多糖得率也在升高。当 95 ℃时，总多糖得率达到最高，其提

取得率为 5.23%，于 85 ℃下的总多糖得率相近。而多糖在高温情况下，容易导

致多糖链断裂，因此，最佳条件总多糖的提取温度选择 75℃，以 65，75 和 85℃

作为正交实验的水平。 

2.4.1.3 乙醇浓度对总多糖得率的影响 

测定不同乙醇浓度对油茶果壳总多糖得率的影响，如图 2-2c 所示。总多糖

得率随乙醇浓度的增加呈现先升高后降低，70%乙醇浓度时达到最大，为 6.01%，

纯乙醇对总多糖得率最低，提取效果不佳。因此，选取 70%乙醇浓度为最佳浓度。 

2.4.1.4 料液比对总多糖得率的影响 

测定不同料液比对油茶果壳总多糖得率的影响，如图 2-2d 所示，油茶果壳
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中总多糖的提取效率受料液比变化影响明显，当料液比从 1:5 g/mL 逐步提升至

1:10 g/mL 时，多糖产量呈现上升趋势，并在 1:10 时达到最大。然而，继续增大

料液比至 1:15 g/mL 后，多糖得率降低可能是因为添加了过量的油茶果壳，提取

过程中油茶果壳未能与乙醇完全接触，导致总多糖得率低。过高或过低的料液比

均不利于油茶果壳总多糖的提取。 

2.4.2 正交实验结果分析 

表 2-2 油茶果壳总多糖的提取的正交实验设计表 

Table 2-2 Orthogonal experimental design table for the extraction of total polysaccharides from 

Camellia oleifera shells  

试验号 时间 温度 乙醇浓度 料液比 多糖得率/% 

1 1 1 1 1 5.71 

2 1 2 2 2 4.25 

3 1 3 3 3 7.12 

4 2 1 2 3 4.45 

5 2 2 3 1 2.50 

6 2 3 1 2 5.66 

7 3 1 3 2 3.72 

8 3 2 1 3 6.22 

9 3 3 2 1 5.61 

k1 5.70 4.63 5.86 4.61 / 

k2 4.20 4.32 4.77 4.54 / 

k3 5.18 6.13 4.45 5.93 / 

R 0.51 1.81 1.42 1.39 / 

根据表 2-2 油茶果壳总多糖的提取的正交实验设计表可知，对茶果壳总多糖

的提取各因素影响程度依次是 B＞C＞D＞A，影响油茶果壳总多糖提取率最大的

因素是提取温度，其次是乙醇浓度，之后是料液比，最后是提取时间。根据正交

试验结果可得出油茶果壳总多糖提取最佳工艺为 A1B3C1D3，即提取时间 1 h、提

取温度 85 ℃、乙醇浓度 60%以及料液比 1:12 g/mL。 

按油茶果壳总多糖提取的最佳工艺进行验证实验，经过三组平行实验得到油

茶果壳总多糖的提取率为 10.61±0.32%，其提取率高于其他条件所得提取率。其

验证实验结果与正交试验结果相符，证实采用最佳工艺提取油茶果壳总多糖方法

的可靠性。 

2.4.3 油茶果壳及油茶果壳多糖的活性成分分析 

粉碎的油茶果壳经过乙醇预处理，得到醇提后的油茶果壳以及乙醇提取液。

乙醇提取物含量为 16.20±0.01%，其中油茶果壳总多糖含量为 24.35±0.55%，单
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宁含量为 2.77±0.01%，黄酮含量为 5.59±0.78%，皂苷含量为 36.31±0.53%，蛋白

质含量为 7.89%±0.04%。经醇沉纯化后的油茶果壳总多糖中活性占比为多糖含量

为 63.89±0.12%，单宁含量为 1.64±0.05%，黄酮含量为 2.51±0.16%，皂苷含量为

29.86±0.26%，蛋白质含量为 3.26%±0.25%。 

2.4.4 油茶果壳总多糖的体外抗氧化测定 

2.4.4.1 DPPH 清除能力的测定 

DPPH（1,1-二苯基-2-三硝基苯肼）是一种稳定的氮中心自由基，其甲醇/乙

醇溶液呈深紫色，在 517 nm 处有特征吸收峰[118]。当具有抗氧化性的试剂接触

DPPH 时，会被还原为无色的 DPPH-H，导致溶液褪色，吸光度下降。根据图 2-

3a 可知，油茶果壳总多糖与对照抗坏血酸随着质量浓度的增加，其 DPPH 清除

能力在不断增加。对照抗坏血酸表现出强抗氧化性，而油茶果壳总多糖的 DPPH

清除能力在 0.3-1.0 mg/mL 质量浓度上升趋势明显，在 1.5 mg/mL 总多糖质量浓

度时，其 DPPH 清除率为 76.10%，其原因可能是油茶果壳中浓度过大，加深了

溶液的颜色。 

2.4.4.2 ABTS+清除能力的测定 

ABTS+是评估天然多糖抗氧化活性的常用指标，其作用机制依赖于抗氧化剂

分子中的羟基(-OH)和羧基(-COOH)等活性基团通过电子转移反应，将蓝绿色的

ABTS+还原为无色稳定产物，从而定量反映物质的自由基清除能力[119]。 

根据图 2-3b 可知，油茶果壳总多糖与抗坏血酸清除 ABTS+的能力与其浓度

成正比，随着总多糖质量浓度的增加，ABTS+清除能力清除率也在逐步增加。当

油茶果壳总多糖的质量浓度为 0.3 mg/mL 时，ABTS+清除率可到达 94.26%，其

结果与对照组抗坏血酸相似，当油茶果壳总多糖的质量浓度为 1.5 mg/mL 时，其

ABTS+清除率结果与对照组抗坏血酸相近。根据 ABTS+清除率结果表明，油茶果

壳总多糖具有较强的抗氧化性。研究表明，阿拉伯糖、鼠李糖、甘露糖等含量影

响着 ABTS+清除能力，油茶果壳总多糖表现出较强的抗氧化性，可能与多糖的结

构与成分有关[120, 121]。 
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图 2-3 油茶果壳总多糖和抗坏血酸的抗氧化性(a)DPPH 自由基清除能力以及(b)ABTS+清除

能力 

Figure 2-3 Antioxidant properties of total polysaccharides and ascorbic acid in Camellia oleifera 

shells (a) DPPH free radical scavenging capacity and (b) ABTS+ scavenging capacity 

2.4.5 多糖水凝胶性能检测 

2.4.5.1 油茶果壳总多糖浓度对水凝胶的溶胀能力的影响 

多糖水凝胶的溶胀能力是评价其保湿功能的核心参数[122]。溶胀性反映了材

料对渗出液的吸收潜力。从图 2-4a 可知，油茶果壳总多糖水凝胶的溶胀随着多

糖浓度的增加呈现先升高到达 2 mg/mL 后出现降低趋势。与空白水凝胶对比，

油茶果壳多糖水凝胶的溶胀能力更强，油茶果壳多糖的引入可能抑制柠檬酸对壳

聚糖分子间交联的促进作用，从而改变水凝胶网络结构的致密性。当多糖浓度添

加量为 2 mg/mL 时，其水凝胶具有较好的溶胀性与保水性。Sman[123]发现糖浓度

增加会引起的交联多糖微凝胶溶胀增加，这对应了一定浓度的油茶果壳多糖水凝

胶会随着多糖浓度增加，其溶胀率增加，最大为 1600%，比空白水凝胶的溶胀率

高了 3 倍。与一支箭、鸡血藤、鱼腥草、红景天粗等植物多糖水凝胶相比，油茶

果壳多糖水凝胶的溶胀性能略高[116]。 
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从图 2-4b 可知，当水凝胶添加 2 mg/mL 的黄原胶，微晶纤维素，羧甲基纤

维素，果胶以及油茶果壳多糖时，油茶果壳的溶胀度最高。其原因可能是黄原胶、

羧甲基纤维素以及果胶主要用于增稠剂、粘合剂和稳定剂[124]，可能更适用在提

高水凝胶的机械强度上。 

 

图 2-4 (a)不同油茶多糖浓度以及(b)不同多糖的水凝胶溶胀度 

Figure 2-4 (a) Hydrogel swelling of different Camellia oleifera polysaccharide concentrations and 

(b) different polysaccharides 

2.4.5.2 多糖浓度对水凝胶的包载能力的影响 

多糖水凝胶的包载率是反应水凝胶载药后的释放性能，包载率越高，水凝胶

中所含的多糖越多，表明多糖水凝胶可利用性高[116]。由图 2-5a 可知，当油茶果

壳多糖添加浓度为 1 g/mL 时，其包载率为 100%，这可能是因为含糖量低，壳聚

糖分子与油茶多糖之间产生静电吸引，限制了油茶多糖在水凝胶中的充分释放。

随着多糖浓度升高，多糖水凝胶包载率呈下降趋势，多糖浓度为 2 g/mL 时，其

包载率为 98%，多糖浓度为 4 g/mL 是 90%。 

由图 2-5b 可知，当水凝胶添加 2 mg/mL 的，微晶纤维素，羧甲基纤维素，

果胶以及油茶果壳多糖时，油茶果壳的包载率最高，其次是微晶纤维素，羧甲基

纤维素，果胶以及黄原胶。多糖溶液具有抗氧化性，而多糖水凝胶在载药后具有

良好的释放性能，将这两者结和，可以使其成为创面敷料与缓释给药过程的理想
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候选材料[125]。在缓释给药过程中，用于药物载体实现靶向释放[126]。也可以用于

环境治理中的重金属吸附，且吸附法是一种高效、低成本、易于实施的脱除重金

属离子的方法，不会产生二次污染，可在水处理中得到了广泛的应用[127]。对于

油茶果壳水凝胶较低的机械强度而言，可以通过离子交联改性，可进一步拓展其

在组织工程支架中的应用场景[128]。 

 

图 2-5 (a)不同油茶多糖浓度以及(b)不同多糖的水凝胶包载率 

Figure 2-5 (a) Concentrations of polysaccharides in Camellia oleifera and (b) hydrogel 

encapsulation rates of different polysaccharides 

2.5 本章小结 

本章以油茶果壳为原料，对油茶果壳的组分进行总多糖的提取，并制备多糖

水凝胶。首先，对油茶果壳醇提工艺进行单因素实验后进行正交优化实验，对纯

化后油茶果壳总多糖的抗氧化性进行了考察。随后进行了总多糖水凝胶的溶胀率

与包载率的性能检测。其主要研究结果和结论如下： 

（1）油茶果壳总多糖的最佳提取工艺为，提取时间 1 h，提取温度 85 ℃，

乙醇浓度 60%，料液比 1:12 g/mL 时，所得油茶果壳总多糖得率最大为 10.61%。 

（2）通过 DPPH 和 ABTS+测定结果表明，油茶果壳总多糖具有抗氧化活性。 

（3）通过测定多糖水凝胶性能，油茶果壳多糖浓度为 2 mg/mL，其溶胀率

达到 1600%，包载率为 98%。表明多糖水凝胶具有良好的溶胀性与包载率。 
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第 3 章 水热联合白腐真菌 Trametes sp.LS-10C 预处理油茶

果壳产糖 

 

 

3.1 引言 

物理预处理能耗高，化学预处理过程中会产生有毒的副产物[7, 59]，这些副产

物会抑制酶水解，而预处理后的化学难度大，排放而造成环境污染。其中生物预

处理不仅毒性低、环境友好，而且不会产生抑制物[30]。该方法利用自然界中存在

的酶来脱除木质素。研究发现，甘蔗渣经过生物预处理 56 d 后，木质素脱除率

为 49%，甘蔗渣的体外消化率提升了 1.39 倍[129]。采用真菌预处理和其他预处理

结合，有助于有效改善生物质的酶糖化[86]。Wang 等人[85]利用白腐菌和桦褐孔菌

联合预处理玉米芯，其最高葡萄糖产量为 83％，预处理时间长达 32 d。将单一

的生物预处理和其他预处理工艺相结合发现，有助于缩短处理时间以及提高酶解

效率[130]。陈肖肖[89]采用 Fenton 预处理与桦褐孔菌联合预处理麦秆，其还原糖产

率提高了 1 倍多，预处理时间仅为 10 d。Trametes sp.LS-10C 属于白腐真菌且具

有较强产漆酶能力。据文献可知，Trametes sp.LS-10C 可以利用许多碳源，如蔗

糖、葡萄糖、木糖等[131]。而水热预处理溶解的大量半纤维素会转化为木糖。因

此，本章节形成了一种水热预处理“一锅法”进行真菌发酵降解生物质的新思路。 

本章将第二章油茶果壳醇提后的固体成分进行纤维素、半纤维素及木质素的

定向分离，随后经纤维素酶水解以获得可发酵糖。首先，根据水热预处理与水热

联合白腐真菌预处理后油茶果壳的纤维素、半纤维素及木质素组分变化，探究其

对酶水解效率的影响。通过水热预处理液的抑制物测定以及预处理后油茶果壳特

征官能团以及纤维素结晶度的变化，探讨水热联合白腐真菌 Trametes sp.LS-10C

预处理对醇提后油茶果壳组分以酶解率的影响。 

3.2 实验材料 

3.2.1 实验菌种 

Trametes sp.LS-10C 菌株为本课题组筛选并保藏于中国典型培养物保藏中心

（保藏编号: CCTCC NO: M2015191）。 
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3.2.2 实验原料 

本实验所用原料为章节 2.2.2 乙醇提取后的油茶果壳。Celllic®CTec2 纤维素

酶(SAE0020-50 mL)采购于上海西格玛奥德里奇贸易有限公司，其滤纸的酶活为

150 FPU/mL。 

3.2.3 培养基 

马铃薯葡萄糖与种子培养基：葡萄糖 20 g/L，土豆 200 g/L，自然 pH。 

发酵培养基：25 g 粉碎后的油茶果壳和 150 mL 水溶液添加适量氯化铁水热

预处理得到的液体与固体部分收集并调节 pH 至 4，补充氮源（尿素）并用旋转

蒸发仪将预处理物的含水量控制在 80%，置于 500 mL 锥形瓶中灭菌作为白腐真

菌发酵培养基。 

以上培养基在 121 ℃条件下灭菌 20 min，固体培养基则在液体培养基中加

入 18 g/L 的琼脂。 

3.2.4 实验试剂及设备 

所用试剂、仪器见附录表 1、2。 

3.3 实验方法 

3.3.1 水热预处理 

在石英内衬中装入 25 g 粉碎过筛后的油茶果壳、150 mL 水溶液和（0，0.02，

0.04，0.06 以及 0.08 mol/L）的氯化铁，将石英内衬置于不锈钢反应釜体(1000 mL)，

盖上釜盖，将反应釜体密封后，放入反应釜，全程通过搅拌浆搅拌，以 500 rpm

搅拌，保证物料与溶液混合均匀。通过釜盖上方热电偶监测温度，从 20 ℃以每

分钟 3 ℃升温至（130，150 以及 170 ℃），保温（0，10，30，50，90，120，150

以及 180 min）后，取出釜体置于冰水浴处理 5 min，冷却后取出石英内衬，收集

液体部分用于检测抑制物成分，固体部分用去离子水洗涤固体成分至中性，冷冻

干燥机(- 47 ℃)中干燥 48 h，用于后续称重与组分测定及纤维素酶水解。取部分

固体残渣于 105 ℃烘干，用于探究预处理对油茶果壳特征官能团以及纤维素结晶

度变化。 

3.3.2 水热预处理后油茶果壳特征官能团和纤维素结晶度 

傅里叶红外光谱仪检测样品中化合物的特征官能团，其扫描范围从 400-4000 

cm-1，扫描 32 次。利用Ｘ-衍射仪测定检测样品的结晶度，衍射角范围为 5°-55°，

扫描速度为 2°/min[13]。 
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3.3.3 水热联合白腐真菌 Trametes sp.LS-10C 预处理 

将章节 3.3.1 水热预处理中得到的液体与固体部分采用“一锅法”[132]，将所有

预处理物收集并控制含水量为 80%，灭菌后作为白腐真菌发酵培养基。以一组水

热预处理后不接菌和一组未经水热预处理（醇提油茶果壳）接菌作对照。发酵培

养基冷却后按 20%接菌量接入白腐真菌，摇床温度 28 ℃，摇床转速为 180 rpm，

发酵时间 8 d，发酵结束后用研钵将发酵培养基中的物质碾碎均匀后加入醋酸-醋

酸钠缓冲液(0.1mol/L, pH4.0) 100 mL 置于恒温摇床 30 ℃，150 rpm 中振荡 2 h，

浸出液离心取上清液为粗酶液[131]，用于漆酶及纤维素酶活的检测。随后将固体

部分用去离子水洗涤固体成分至中性，冷冻干燥机中(- 47 ℃)干燥 48 h，用于后

续称重，木质纤维素组分测定及酶水解。 

3.3.4 油茶果壳木质纤维素成分以及抑制物的测定 

油茶果壳木质纤维素成分采用美国国家可再生能源实验室(NREL)研发的关

于生物质中碳水化合物及木质素的组分分析方法[133]，通过两步酸水解测定油茶

果壳及预处理后固体残渣中纤维素、半纤维素和木质素含量，每组实验 2 个平

行。 

称取 0.3 g 经粉碎的固体样品，记录实际称取样品的质量，放入 30 mL 的小

酒杯中，然后加 3.0 mL 72 wt.%浓硫酸，于 30 ℃水浴锅内用玻璃棒持续搅拌 60 

min，随后，将小酒杯内混合物和玻璃棒上残留物用 84 mL 去离子水冲洗入西林

瓶内，并用橡胶塞和铝盖封口。将西林瓶置于灭菌锅 121 ℃下水解反应 60 min。

反应完成后，取 15 mL 上清液于 50 mL 离心管中，缓慢加入碳酸钙中和，期间

不断搅拌直到 pH 试纸检测为中性。取上清液 12000 rpm 离心 2 min，经 0.005 

mol/L H2SO4 稀释 2 倍，过 0.22 μm 有机系滤膜后，进样高效液相色谱仪(High 

performance liquid chromatography; HPLC)检测其中糖组分含量（葡萄糖，木糖和

阿拉伯糖）[13]。样品中纤维素、半纤维素含量(wt.%)计算公式如下： 

样品中纤维素含量(wt.%)=100×（上清液中葡萄糖浓度 × 87 mL × 0.9）/（k1 

× 样品质量）                                                   (3-1) 

样品中半纤维素含量(wt.%)=100×[（上清液中木糖浓度 × 87 mL × 0.9）/（k2 

× 样品质量）+（上清液中阿拉伯糖浓度 × 87 mL × 0.9）/（k3 × 样品质量）] 

(3-2) 

式中 k1、k2、k3 为葡萄糖，木糖和阿拉伯糖酸水解反应中的损失校正系数，
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分别为 0.97，0.84 和 0.88。 

因酸溶性木素极易脱除，本研究重点在油茶果壳中酸不溶木素的分离。样品

中酸不溶性木质素测定：将西林瓶剩余部分使用过滤坩埚(80-120 μm)抽滤，残留

的固体用 200 mL 去离子水洗涤至滤液为中性后置于烘箱 105 ℃烘干 8 h 后，将

坩埚拿至干燥器中冷却至室温并称重，记为 M1（坩埚+残渣），然后将坩埚放入

马弗炉中，梯度升温至 575 ℃，保温 3 h 后自然冷却至 105 ℃，放至干燥器中冷

却至室温称重，记为 M2（坩埚）。样品中酸不溶性木质素(wt.%)计算公式如下： 

样品中酸不溶性木质素(wt.%)=100 × (M1–M2)/（样品质量）        (3-3) 

纤维素（半纤维素）保留率定义为未经预处理的醇提油茶果壳中基于原纤维

素（半纤维素）的固体残渣中保留的纤维素（半纤维素）的重量百分比。以未经

处理的醇提油茶果壳中的原木质素为基础，木质素脱除率等于百分百减去固体残

渣中回收木质素的质量百分比。 

回收的预处理液用于抑制物的检测，利用高效液相色谱测定预处理液中的低

聚糖和衍生物（乙酸、甲酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛），采用 Aminex HPX-87 H 型

离子交换色谱柱(300 mm×7.8 mm, Bio-Rad)，配备示差折光检测器(RID)和紫外检

测器(UV, 210 nm)，45 ℃柱温，流速为 0.6 mL/min，流动相为 0.005 mol/L H2SO4。 

3.3.5 水热联合白腐真菌预处理后产的粗酶液酶活的测定 

3.3.5.1 漆酶酶活的测定 

漆酶酶活的测定以愈创木酚为底物，使用等体积的 0.8 mmol/L 愈创木酚溶

液和适当稀释的粗酶液在 40 ℃反应 10 min 后冰浴终止反应并立即在 465 nm 处

测定吸光值。其中，所有底物或酶液均使用醋酸/醋酸钠缓冲液(0.1mol/L, pH 4.0)

配置或稀释并以煮沸灭活的酶液作为对照。试验重复 3 次，取平均值 [131]。

漆酶酶活公式计算如下： 

           漆酶酶活=
△OD×Vt

ε×△t×Ve×10-6 ×n                    (3-4) 

式中 ε=1.2×104 L/mol·cm，为 465 nm 处愈创木酚的摩尔消光系数；△OD：

30 min 内吸光度的变化值；△t：10 min；Vt：酶反应液的总体积；Ve：酶反应液

中酶液体积；n：酶液稀释的倍数。 

3.3.5.2 纤维素酶酶活的测定 

根据 NREL 提出的关于纤维素酶的滤纸酶活力分析方法[133]，测定水热联合
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白腐真菌预处理结束后粗酶液中纤维素酶活。本实验采用 DNS 法测定纤维素酶

酶活，每组设置两个平行样本并取均值作为最终结果[13]。具体操作如下：精确称

取 50.0 mg Waterman 纤维滤纸片，折叠后置于 10 mL 试管中，加入 0.5 mL 稀释

的酶液和 1 mL pH 4.0 醋酸-醋酸钠缓冲液，确保滤纸充分浸没。将混合液置于

50 ℃恒温水浴中反应 60 min，随后立即加入 1.5 mL DNS 试剂终止反应，充分混

匀并密封管口，转移至沸水浴中反应 5 min 后，立即用冰水浴冷却。经 10000 rpm

离心 2 min，取 0.4 mL 上清液与 2.6 mL 去离子水混合，于紫外分光光度计 540 

nm 波长处测定吸光度，通过还原糖标准曲线计算酶解产生的葡萄糖当量浓度，

以此表征纤维素酶对滤纸底物的降解活性。一分钟内产生 1 μmol 葡萄糖的酶用

量为一个酶活单位。 

 

图 3-1 DNS 标准曲线 

Figure 3-1 DNS standard curve 

3.3.6 纤维素酶水解方法 

准确称取未预处理的油茶果壳以及预处理后的干燥油茶果壳的 0.4 g 和 20 

mL 柠檬酸缓冲液(50 mmol/L, pH 4.8)混合在 150 mL 的蓝盖瓶中，摇床 50 °C 和

150 rpm 下进行酶解，添加纤维素酶的酶载量为 20 FPU/g 干基。定期取 0.5 mL

酶水解样用于糖浓度测定，于- 20 ℃保存。水热预处理及水热联合白腐真菌预处

理后的油茶果壳固体残渣基于上述实验操作进行酶水解。将定期取得的样品离心

(12000 rpm，2 min)，并用流动相(0.005 mol/L H2SO4)稀释，取上清液过 0.22 um

有机系滤膜，进样 HPLC 以检测水解液中糖浓度，以葡萄糖产率评估酶水解效

率。 

     葡萄糖产率(%)=100×
水解液中葡萄糖浓度×20 mL×0.9

基质中纤维素含量
       (3-5) 
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3.4 结果与讨论 

3.4.1 水热预处理后油茶果壳的组分分析 

表 3-1 不同水热条件预处理对油茶果壳的组分变化的影响 

Table 3-1 Effect of pretreatment with different hydrothermal conditions on the component changes 

of Camellia oleifera shells 

条件 
预处

理量
(%) 

预处理固体的成分(%) 预处理后油茶果壳中组分回收率(%) 

温

度
(℃) 

时间
(min) 

FeCl3

浓度
(mol/L) 

纤维素 半纤维素 木质素 
纤维素保

留率 

半纤维素

保留率 

木质素脱

除率 

130 10 0 83.88 18.09±0.24 37.22±0.71 31.02±1.41 93.85±1.22 85.99±1.64 10.29±4.07 

130 10 0.02 83.71 18.37±0.43 37.89±0.04 31.15±0.57 95.08±2.24 87.38±0.09 10.07±1.66 

130 10 0.04 73.58 20.95±0.15 36.09±0.33 35.38±0.02 95.36±0.66 73.16±0.68 10.22±0.06 

130 10 0.06 63.64 23.43±0.56 26.24±0.21 40.89±0.22 92.20±2.21 46.01±0.38 10.26±0.49 

130 10 0.08 49.94 30.93±0.24 13.62±0.15 52.08±0.40 95.54±0.73 18.74±0.22 10.31±0.69 

130 0 0.02 85.90 17.03±0.37 36.77±0.45 30.44±0.24 90.48±1.97 87.02±1.07 9.83±0.72 

130 30 0.02 79.65 20.87±0.24 34.01±0.59 32.89±0.35 ~100 a 74.63±1.29 9.65±0.97 

130 50 0.02 71.17 21.78±0.41 32.92±0.51 36.64±0.01 95.86±1.82 64.54±1.00 10.07±0.04 

130 90 0.02 49.66 27.94±0.39 14.37±0.04 50.98±0.58 85.81±1.19 19.30±0.06 12.69±1.39 

130 120 0.02 51.14 28.30±0.14 18.26±0.13 53.07±1.21 89.50±0.44 25.53±0.19 6.42±3.27 

130 150 0.02 50.03 23.95±3.89 13.77±0.14 52.40±3.22 74.11±2.15 17.84±0.20 9.60±5.51 

130 180 0.02 48.67 27.68±0.15 14.20±0.06 52.30±0.42 83.33±0.44 19.18±0.08 12.23±0.71 

150 90 0.02 46.54 29.01±0.07 8.19±0.03 57.18±1.31 83.50±0.19 10.49±0.04 8.23±2.12 

170 90 0.02 50.40 27.47±0.53 3.93±0.32 61.78±0.12 85.61±1.64 5.34±0.450 / 
a 部分数据超过 100%，误差无意义。 

通过探究了不同氯化铁(0-0.08 mol/L)、温度(130-170 ℃)预处理时间(0-180 

min)对油茶果壳中木质纤维素组分分离效果的影响，以确定实现高纤维素保留率

以及木质素脱除率。醇提后油茶果壳中纤维素，半纤维素和酸不溶木质素含量为

16.17±0.39%，36.30±1.30%，和 30.23±0.18%。 

根据表 3-1 可知，油茶果壳在预处理（130 ℃和 FeCl3 0.02 mol/L）中，半纤

维素含量随着水热预处理时间的增加而减少，这与水热预处理在半纤维素脱除上

有优势相对应[61]，但是纤维素的保留在缓慢下降，其损失在 40%以内。表明预处

理时间增加主要影响半纤维素，对纤维素的影响较小[135]。在同一温度下（130 ℃），

随着氯化铁浓度的增加，油茶果壳中半纤维素的含量显著降低，这可能是与路易

斯酸作用有关[65]。随着预处理温度的升高，油茶果壳经高温蒸煮后，其固体保留

率在减低。水热条件预处理下木质素效果不理想，最高为 12.69%（130 ℃，预处

理时间 90 min 和 FeCl3 0.02 mol/L）。这可能是水热预处理下主要溶解半纤维素，

而油茶果壳属于高木质化生物质，其木质素脱除难度高，使得水热预处理对油茶
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果壳木质素的脱除能力有所欠缺。 

3.4.2 水热预处理后油茶果壳的预处理液分析 

当预处理条件剧烈时（长时、高温，高浓酸），水热预处理会产生过量抑制

剂（甲酸，乙酸，5-羟甲基糠醛和糠醛），这些抑制物的存在对于微生物发酵是

有毒的[134]，根据表 3-2 可知，5-羟甲基糠醛和糠醛含量较少或者未检测出，大部

分未甲酸和乙酸。其原因可能是，在水热预处理过程中，脱除的半纤维素转化为

甲酸、乙酸[61]。 

在预处理中（130 ℃和 FeCl3 0.02 mol/L），随着预处理时间的增加，水热预

处理过程中的抑制物甲酸含量在不断增加，当预处理时间为 90 min 时，甲酸含

量为 6.12 g/L，乙酸含量为 2.21 g/L。经过 90 min 后，甲酸增加渐缓，而乙酸含

量开始缓慢增加，其最高为预处理 150 min 时，乙酸为 8.52 g/L。抑制物的量可

能会影响后续白腐真菌的生长情况。 

表 3-2 不同水热条件油茶果壳预处理液的抑制物 

Table 3-2 Inhibitors of different hydrothermal conditions of Camellia oleifera shells pretreatment 

solution 

条件 预处理液体抑制物成分(g/L) 

温度
(℃) 

时间(min) 
FeCl3浓度

(mol/L) 
甲酸 乙酸 糠醛 

130 10 0 0.72±0.14 / / 

130 10 0.02 1.46±0.22 / / 

130 10 0.04 1.34±0.17 2.38±0.05 / 

130 10 0.06 4.48±0.16 5.07±0.47 / 

130 10 0.08 1.82±0.24 7.35±0.70 / 

130 0 0.02 0.09±0.01 / / 

130 30 0.02 2.35±0.24 2.14±0.14 / 

130 50 0.02 5.72±0.66 2.11±0.36 / 

130 90 0.02 6.12±1.52 2.21±1.32 / 

130 120 0.02 21.22±0.14 7.24±0.32 / 

130 150 0.02 20.01±0.71 8.52±0.98 / 

130 180 0.02 20.73±0.06 4.23±1.28 / 

150 90 0.02 21.01±0.10 2.31±0.97 / 

170 90 0.02 16.49±2.35 / 2.62±0.18 

3.4.3 水热预处理前后特征官能团及纤维素结晶度分析 

3.4.3.1 水热预处理前后对油茶果壳特征官能团的分析 

通过对预处理前后的油茶果壳进行傅里叶红外光谱分析，得到的吸收光谱图

如图 3-2 所示。预处理效果会影响油茶果壳的官能团变动，在 3071 cm-1（纤维素

中羟基骨架的伸缩振动）处的吸收峰变化是纤维素和半纤维素的-OH 键振动引起
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的[135]。随着氯化铁浓度的增加，3071 cm-1 和 2846 cm-1 处的变动，可能表现为预

处理过程中纤维素晶型结构被破坏，这与水热预处理后油茶果壳的纤维素结晶度

相对应。1018 cm-1 处是纤维素中的 β-1,4-糖苷键，其信号增强，油茶果壳的纤维

素的含量可能增加[13]。如 1600 cm-1 主要为苯环骨架特征峰，其结构与木质素结

构相关[136]，这与组分测定中木质素被脱除相对应。 

 

图 3-2 不同(a)预处理时间，(b)温度以及(c)氯化铁浓度预处理后油茶果壳的 FT-IR 曲线 

Figure 3-2 FT-IR curves of Camellia oleifera shells after pretreatment with different (a) 

pretreatment time, (b) temperature and (c) ferric chloride concentration 

3.4.3.2 水热预处理前后对油茶果壳纤维素结晶度的分析 

纤维素的结晶度变化通过在纤维素 I 晶型 2θ≈21.7°(I002) 和非晶区

2θ≈18.7°(Iam)进行计算[13]。不同水热预处理条件测得的结晶度与经醇提后的油茶

果壳原料对比，其纤维素结晶度有所提高，醇提的油茶果壳原料其结晶度为

15.54%。由图 3-3a 可知，随着预处理时间的增加，其纤维素结晶度呈现先增加

后降低的总趋势，最高为预处理 90 min，其纤维素结晶度为 22.58%，油茶果壳

纤维素结晶度提高了 7.04%。在预处理过程中（130 ℃和 10 min），FeCl3 从 0.04
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增加至 0.08 mol/L，油茶果壳结晶度为 12.05~23.61%，这可能是预处理过程中氢

键破坏了糖苷键，导致纤维素长链断裂[137]。纤维素的结晶度变化表明预处理过

程中，非晶区被破坏导致结晶区增大，可能促进纤维素酶的可及性。 

 

图 3-3 不同(a)预处理时间，(b)温度以及(c)氯化铁浓度 

预处理后油茶果壳的 XRD 曲线 

Figure 3-3 Different (a) pretreatment time, (b) temperature and (c) ferric chloride concentration, 

and XRD curves of Camellia oleifera shells after pretreatment 

3.4.4 水热联合白腐真菌预处理油茶果壳组分分析 

由表 3-3 水热联合白腐真菌预处理后油茶果壳的组分变化可知，经过白腐真

菌预处理后的油茶果壳木质素脱除率有所提高。水热联合真菌预处理和经醇提后

的油茶果壳未经预处理后接菌，未经预处理的油茶果壳的纤维素含量及保留率降

低了。其原因可能是，水热预处理油茶果壳水热预处理过程中产生的单糖及木聚

糖被白腐真菌所利用，减少了白腐真菌对纤维素的侵蚀。在预处理过程中（130 ℃

和 10 min），FeCl3 从 0 增加至 0.08 mol/L，其木质素脱除率为先上升后下降，最
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高时为 30.56%，其纤维素保留率为 52.83%，半纤维素脱出为 58.97%。预处理组

别 10-14 与预处理组别 16 的木质素相近，其可能是水热预处理中产生的抑制物

过多抑制白腐真菌在油茶果壳发酵培养基上生长。 

表 3-3 水热联合真菌预处理油茶果壳的组分变化 

Table 3-3 Changes in the composition of Camellia oleifera shells pretreated by hydrothermal 

combined fungal treatment 

组

别 

条件 
预处理量

(%) 

预处理固体的成分(%) 

温度
(℃) 

时间
(min) 

FeCl3浓度
(mol/L) 

纤维素 半纤维素 木质素 

1 130 10 0 67.17 14.03±0.52 35.52±1.04 33.20±0.17 

2 130 10 0.02 61.87 13.81±0.13 34.61±0.10 32.55±0.14 

3 130 10 0.04 70.27 16.81±0.76 31.99±0.56 33.98±1.12 

4 130 10 0.06 58.67 20.23±0.96 18.85±0.03 41.40±0.53 

5 130 10 0.08 55.19 21.89±0.51 14.68±0.28 43.75±0.64 

6 130 0 0.02 64.95 14.59±0.52 39.55±0.18 30.22±0.66 

7 130 30 0.02 62.97 14.24±0.32 33.25±0.06 33.49±0.24 

8 130 50 0.02 60.78 15.37±0.12 32.26±0.43 33.58±0.47 

9 130 90 0.02 55.91 18.24±1.70 25.37±1.57 40.24±1.81 

10 130 120 0.02 59.71 21.56+0.05 21.41±0.02 39.63±1.26 

11 130 150 0.02 66.64 21.81±0.70 20.01±0.27 38.57±0.12 

12 130 180 0.02 57.98 23.49±1.64 17.91±0.39 40.22±0.55 

13 150 90 0.02 46.54 25.45±0.25 2.37±0.24 54.71±0.16 

14 170 90 0.02 55.01 26.60±0.47 2.32±0.07 63.93±0.04 

15 水热未接菌 a 77.15 17.13±0.19 32.86±0.39 32.21±0.54 

16 原料无水热接菌 b 70.15 13.13±0.33 37.66±0.27 31.58±0.29 

续表 3-3 水热联合真菌预处理油茶果壳的组分变化 

组

别 

条件 
预处理量

(%) 

预处理后油茶果壳中组分回收率(%) 

温度
(℃) 

时间
(min) 

FeCl3浓度
(mol/L) 

纤维素 

保留率 

半纤维素

保留率 

木质素 

脱除率 

1 130 10 0 67.17 58.29±2.14 64.62±0.35 23.10±0.4 

2 130 10 0.02 61.87 52.83±0.50 58.97±0.17 30.56±0.31 

3 130 10 0.04 70.27 73.06±3.28 62.60±1.09 17.67±2.71 

4 130 10 0.06 58.67 73.38±3.47 30.17±0.05 16.26±1.08 

5 130 10 0.08 55.19 74.72±1.74 22.43±0.43 16.74±1.22 

6 130 0 0.02 64.95 58.60±2.08 70.97±0.32 12.33±1.48 

7 130 30 0.02 62.97 55.46±1.25 58.63±0.1 27.28±0.52 

8 130 50 0.02 60.78 57.76±0.47 53.70±0.72 29.62±0.98 

9 130 90 0.02 55.91 63.07±5.88 40.18±1.11 13.13±1.12 

10 130 120 0.02 59.71 79.62±0.19 35.25±0.08 18.40±2.59 

11 130 150 0.02 66.64 89.89±2.90 36.35±0.49 8.61±0.01 

12 130 180 0.02 57.98 84.22±5.86 28.88±0.62 7.92±1.10 

13 150 90 0.02 46.54 73.25±0.72 3.07±0.31 5.49±0.36 

14 170 90 0.02 55.01 90.51±1.61 3.66±0.11 / 

15 水热未接菌 a 77.15 81.73±0.89 69.84±0.83 14.32±1.44 

16 原料无水热接菌 b 70.15 56.88±1.31 71.97±0.53 23.74±1.10 
a 醇提后的油茶果壳经 130 ℃，FeCl3 添加 0.02mol/L 水热预处理时间 10 min 后经处理灭菌后未接入白腐真

菌 Trametes sp.LS-10C，摇床培养 8 d； 
b 醇提后的油茶果壳未经水热预处理，补充氮源和水分后灭菌接入白腐真菌 Trametes sp.LS-10C，摇床培养

8 d。 
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3.4.5 水热联合白腐真菌预处理后产的粗酶液的酶活分析 

表 3-4 预处理条件对粗酶液酶活的影响 

Table 3-4 Effect of pretreatment conditions on he enzyme activity of crude enzyme solution. 

组别 

条件 
漆酶酶活
(U/mL) 

纤维素酶活
(U/mL) 温度(℃) 时间(min) 

FeCl3浓度
(mol/L) 

1 130 10 0 1.958±0.030 0.350±0.004 

2 130 10 0.02 0.733±0.022 0.036±0.008 

3 130 10 0.04 3.220±0.069 0.479±0.007 

4 130 10 0.06 0.011±0.001 0.330±0.007 

5 130 10 0.08 0.011±0.001 0.493±0.019 

6 130 0 0.02 1.207±0.044 0.393±0.004 

7 130 30 0.02 0.606±0.016 0.426±0.007 

8 130 50 0.02 1.271±0.044 0.367±0.015 

9 130 90 0.02 0.430±0.017 1.053±0.012 

10 130 120 0.02 0.058±0.001 0.794±0.001 

11 130 150 0.02 0.001±0.001 0.818±0.023 

12 130 180 0.02 0.003±0.001 0.647±0.028 

13 150 90 0.02 0.001±0.001 0.465±0.012 

14 170 90 0.02 0.002±0.001 0.455±0.004 

15 水热未接菌 a 0.008±0.001 0.426±0.012 

16 原料无水热接菌 b 1.793±0.066 0.391±0.014 
a 醇提后的油茶果壳经 130 ℃，FeCl3 添加 0.02mol/L 水热预处理时间 10 min 后经处理灭菌后未接入白腐真

菌，摇床培养 8 d; 
b 醇提后的油茶果壳未经水热预处理，补充氮源和水分后灭菌接入白腐真菌，摇床培养 8 d。 

水热联合白腐真菌预处理后产的粗酶液的酶活如表 3-4 所示，氯化铁的浓度

对水热联合生物预处理的影响较大，水热预处理 130 ℃，FeCl3 0.04 mol/L 以及

预处理 10 min，其漆酶酶活最高为 3.22 U/mL，而纤维素酶活为 0.48 U/mL。当

氯化铁的浓度过高时(0.06-0.08 mol/L)，未见白腐真菌生长在发酵培养基中，其可

能是氯化铁浓度过高和水热预处理产生较多抑制物导致白腐真菌无法生存[132]。

根据纤维素酶活测定方法测得粗酶液的纤维素酶活均低于 2 U/mL，可能白腐真

菌在预处理过程其酶生产偏向于降解木质素的漆酶，导致纤维素酶在白腐真菌培

养过程中分泌少。 

3.4.6 水热及水热联合白腐真菌预处理油茶果壳的酶水解 

以固体基质为 2%的未预处理的油茶果壳以及预处理后的干燥油茶果壳，添

加纤维素酶的酶载量为 20 FPU/g 干基，结果如表 3-5 所示。油茶果壳原料酶解

12 h 葡萄糖产率为 6.39±0.03%，酶解 24 h 葡萄糖产率为 12.07±0.71%。随着氯化

铁浓度的增加，水热预处理的葡萄糖产率也增加，随着时间的增加，水热预处理

的葡萄糖产率随着预处理时间的增加而增加。水热联合真菌预处理的酶解效率与
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水热相比，均有所提高，结果表明，酶水解的增加可能是进一步脱出木质素所致。

130 ℃预处理 30 min 并添加 0.02 mol/L FeCl3条件时，酶水解 24 h 后，水热预处

理后酶解产率提高了 3.12 倍，水热联合白腐真菌 Trametes sp.LS-10C 预处理酶解

产率提高了 4.77 倍。水热联合真菌预处理酶解得到的产率低，其结果可能是添

加的基质浓度较少或者酶处理量低。 

Wang 等[85]采白腐菌和桦褐孔菌联合预处理玉米芯，其最高葡萄糖产量为

83.0％，但是其预处理时间长于本章节水热联合白腐真菌预处理，发酵时间为 8 

d，远远短于白腐菌和桦褐孔菌联合预处理。陈肖肖[89]采用 Fenton 预处理与桦褐

孔菌联合预处理麦秆，其还原糖产率提高了 1 倍多，且预处理时间为 10 d。本章

节水热联合白腐真菌 Trametes sp.LS-10C 预处理酶解产率较原料相比提高了 1.5

倍。 

表 3-5 水热及水热联合真菌预处理油茶果壳的酶水解 

Table 3-5 Enzymatic hydrolysis of Camellia oleifera shells by hydrothermal and hydrothermal 

combined fungal pretreatment 

条件 
葡萄糖产率(%) 

水热预处理  水热联合真菌预处理 

温度

(℃) 

时间

(min) 

FeCl3浓度

(mol/L) 
12/(h) 24/(h)  12/(h) 24/(h) 

130 10 0 46.10±0.02 46.23±0.01  49.81±0.50 56.39±0.41 

130 10 0.02 39.83±0.30 39.09±0.42  49.77±0.35 57.18±0.79 

130 10 0.04 38.71±0.94 40.06±0.17  50.10±2.03 50.97±2.81 

130 10 0.06 36.18±0.53 38.02±0.06  48.10±0.45 47.45±2.31 

130 10 0.08 40.13±0.38 45.44±0.21  50.90±0.63 52.31±2.40 

130 0 0.02 43.94±0.23 46.26±1.26  41.86±0.32 45.25±0.41 

130 30 0.02 36.97±0.89 37.40±0.01  50.15±0.28 57.23±0.18 

130 50 0.02 39.22±0.34 40.31±0.30  49.73±0.19 49.99±0.38 

130 90 0.02 45.46±0.04 48.99±0.15  44.80±0.01 50.80±0.64 

130 120 0.02 38.02±0.26 42.12±0.03  39.10±0.07 45.30±0.71 

130 150 0.02 50.22±0.24 56.53±0.28  52.83±0.44 58.02±0.03 

130 180 0.02 42.25±0.23 47.97±0.21  45.75±0.75 54.88±0.66 

150 90 0.02 63.68±1.44 70.06±0.80  90.43±0.46 95.18±1.63 

170 90 0.02 67.26±0.05 76.36±0.19  80.68±0.07 86.83±0.74 

水热未接菌 a  42.75±0.04 45.05±0.34 

原料无水热接菌 b  7.59±0.28 57.94±0.97 

a 醇提后的油茶果壳经 130 ℃，FeCl3 添加 0.02mol/L 水热预处理时间 10 min 后经处理灭菌后未接入白腐真

菌，摇床培养 8 d； 
b 醇提后的油茶果壳未经水热预处理，补充氮源和水分后灭菌接入白腐真菌，摇床培养 8 d。 
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3.5 本章小结 

本研究建立了水热联合白腐真菌 Trametes sp. LS-10C 预处理方法。本研究旨

在将生物预处理的时间缩短并提高酶水解产率，实现 Trametes sp.LS-10C 选择性

分离油茶股果壳中的半纤维素以及木质素，提高纤维素的保留率。探究了不同氯

化铁(0-0.08 mol/L)、温度(130-170 ℃)预处理时间(0-180 min)对油茶果壳中木质纤

维素组分分离效果的影响，对水热预处理液进行抑制物检测，对水热预处理后的

特征官能团及纤维素结晶度分析，同时对预处理后纤维素酶水解进行了考察。主

要结果和结论如下： 

（1）水热预处理后的油茶果壳的特征官能团以及纤维素结晶度表明油茶果

壳内部结构发生改变，纤维素结构可能被破坏。 

（2）水热联合白腐真菌预处理其木质素脱除率最高为 30.56%，为 130 ℃下

油茶果壳添加量为 0.02 mol/L 预处理 10 min，其纤维素保留率为 52.83%，半纤

维素脱出为 58.97%。水热联合白腐真菌 Trametes sp.LS-10C 预处理在一定程度

上分离了木质素。 

（3）预处理后油茶果壳组分结构变松散，与纤维素酶吸附效率相对应。水

热预处理方法其酶解产率提高了 3.12 倍，水热联合白腐真菌 Trametes sp.LS-10C

预处理酶解产率提高了 4.77 倍。 
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第 4 章 四氢糠醇联合氯化铁预处理油茶果壳产糖 

 

 

4.1 引言 

虽然生物预处理的环保特性和无抑制物的优势格外突出，但是第三章水热联

合白腐真菌预处理后的油茶果壳酶水解效率低，其糖含量不利于用于后续微生物

发酵，其可能是油茶果壳固有的高度木质化结构所导致。因此，需要寻找新的温

和且高效的预处理方法来提高油茶果壳，实现木质纤维素选择性分离。在预处理

过程中，通过有机溶剂预处理得到的木质素化学变化小、分子量均一、活性基团

保留较多，易于被进一步改性加工成其他高附加值产品[138]。低沸点有机溶剂因

高挥发性及易燃，导致低沸点有机溶剂预处理过程中易存在安全隐患，限制了其

运用价值[139]。而四氢糠醇(Tetrahydrofurfuryl Alcohol; THFA)是一种高沸点溶剂且

具有高效的木质素溶解性，是一种优异的预处理溶剂[140]。Wang 等人[82]利用对甲

苯磺酸辅助 70% THFA 预处理竹子实现了 91%的木质素被有效脱除，半纤维素

几乎完全被脱除，且产生的抑制物较少。在 THFA 有机溶剂预处理中 THFA 可以

在不产生废液和废气的情况下进行回收，实现循环利用。 

本章节采用氯化铁与四氢糠醇溶剂联合预处理醇提后的油茶果壳，通过单因

素条件优化（提取时间、提取温度、四氢糠醇和氯化铁浓度），随后，采用响应

面方法中心复合设计来确定油茶果壳的最佳预处理条件。进行了预处理对木质纤

维素组成结构的影响的研究，用电子扫描显微镜、物理吸附仪、粒度仪和热重分

析仪对预处理前后的油茶果壳的表观形貌、比表面积等理化性质进行表征分析，

为后续的酶水解提供理论依据。对球磨的油茶果壳以及预处理液中的木质素进行

分离纯化，进行傅里叶红外测定、荧光分光光度计、核磁共振以及 GPC 等表征

分析。随后，以葡萄糖产率为指标，考察酶载量、基质浓度和添加剂（木聚糖酶、

吐温 60、吐温 80、PEG10000 和 PEG20000）对油茶果壳在低酶载量和高浓度基

质酶水解的影响。探究了 PEG10000 添加量对酶水解效率的影响，最后，为了进

一步提高油茶果壳酶水解产率，探究了分批补料对预处理后油茶果壳高浓水解的

影响，将获得的可发酵糖作为碳源用于圆红冬孢酵母发酵产微生物油脂。 
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4.2. 实验材料 

4.2.1 实验原料 

醇提油茶果壳预处理见章节 2.2.1。 

4.2.2 实验试剂及设备 

所用试剂、仪器见附录表 1、2。 

4.3 实验方法 

4.3.1 氯化铁-四氢糠醇预处理油茶果壳的方法 

将 15.0 g 油茶果壳和 300 mL THFA/水溶液（50，70，80，90 以及 100%）与

FeCl3（0，0.02，0.04，0.06 以及 0.08 mol/L）催化剂放入石英内衬中混合后置于

反应釜(1000 mL)中。通过釜盖上方热电偶监测温度，将混合物以 3 °C/min 的速

率加热至不同的预处理温度（100，120，130，150 以及 170 ℃），预处理过程中

反应釜的搅拌浆以 600 rpm 进行机械搅拌，等反应釜温度达到预处理温度时开始

计时，预处理时间为（0，20，30，40 以及 50 min）。反应结束后，立即将反应

釜浸入冰水中快速冷却，直至反应釜温度降到室温为止。利用 80-120 μm 孔径的

砂芯漏斗进行真空过滤，分离并收集预处理液和固体残渣。预处理液部分用于抑

制物检测以及木质素的回收。预处理后的固体残渣用水洗涤至中性，冷冻干燥机

(- 47 ℃)冻干 48 h 后储存于自封袋中用于后续称重，纤维素，半纤维素和木质素

的组分分析以及纤维素酶水解。部分固体残渣在烘箱 105 ℃下烘干 8 h，用于后

续表征分析。 

4.3.2 氯化铁-四氢糠醇预处理油茶果壳的优化 

使用 Design Expert 13.0 软件设计中心组合实验(Central composite design; 

CCD)优化四氢糠醇联合氯化铁预处理条件，主要考察因素包括温度(130-170 °C)、

时间(0-30 min)、AICl3浓度(0-0.04 mol/L)和 THFA 浓度(50%-90%)，然后通过软

件分析各因素对木质素脱除率和纤维素保留率的影响，寻找最佳氯化铁和四氢糠

醇预处理工艺。 

CCD 实验是基于 4 因子和 3 水平，共设计 28 组实验，每组进行重复实验。

通过使用 Design Expert 软件对实验结果进行分析，建立了结果响应数据的多元

回归模型，并验证了回归模型的可靠性。CCD 实验设计表及对应响应值如表 4-1

所示。 
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表 4-1 CCD 实验设计表及对应响应值 

Table 4-1 CCD experimental design table and corresponding response values 

Run 

X1 X2 X3 X4 Y1 Y2 

预处理

量(%) THFA(%) 

预处理

时间
(min) 

FeCl3浓

度(mol/L) 

预处理

温度

(°C） 

纤维素保留

率(%) 

木质素脱除

率(%) 

1 50 0 0 130 88.50±0.35 25.23±0.66 90.20 

2 90 0 0 130 91.91±6.65 18.18±1.60 98.33 

3 50 30 0 130 97.91±1.23 36.49±0.19 78.39 

4 90 30 0 130 98.94±0.65 22.07±1.37 91.34 

5 50 0 0.04 130 87.20±1.56 34.06±0.31 71.56 

6 90 0 0.04 130 87.30±1.30 24.94±1.74 90.33 

7 50 30 0.04 130 90.10±0.59 76.23±0.39 28.66 

8 90 30 0.04 130 91.80±0.44 58.54±0.40 49.18 

9 50 0 0 170 93.12±0.17 33.56±1.38 78.74 

10 90 0 0 170 98.90±2.00 20.79±1.50 88.56 

11 50 30 0 170 89.33±0.27 68.28±2.00 34.34 

12 90 30 0 170 92.70±1.48 30.03±0.70 73.37 

13 50 0 0.04 170 96.70±1.17 79.04±0.95 23.63 

14 90 0 0.04 170 91.67±1.26 77.41±0.33 32.14 

15 50 30 0.04 170 67.25±0.72 85.02±0.06 16.20 

16 90 30 0.04 170 64.51±0.73 85.55±0.34 17.14 

17 30 15 0.02 150 91.02±2.26 58.61±0.49 31.11 

18 100 15 0.02 150 94.81±0.96 27.18±2.97 79.76 

19 70 0 0.02 150 84.70±0.67 33.30±0.46 66.26 

20 70 45 0.02 150 82.25±0.34 82.24±0.17 23.93 

21 70 15 0 150 92.80±0.56 25.90±0.63 85.55 

22 70 15 0.06 150 83.67±0.40 81.14±0.89 21.56 

23 70 15 0.02 110 92.70±2.65 15.30±2.43 87.94 

24 70 15 0.02 190 81.44±1.63 87.94±0.07 19.65 

25 70 15 0.02 150 95.15±1.19 73.85±0.51 30.79 

26 70 15 0.02 150 99.86±0.12 73.11±1.53 27.88 

27 70 15 0.02 150 97.47±0.11 76.87±0.28 31.61 

28 70 15 0.02 150 96.35±0.82 79.25±0.41 29.15 

4.3.3 纤维素酶水解方法 

准确称取 0.2 g 干燥的预处理后的油茶果壳和 20 mL 柠檬酸缓冲液(50 

mmol/L, pH 4.8)混合在 150 mL 的蓝盖瓶中，添加 10 FPU/g 纤维素酶干基，在摇

箱 50 °C 和 150 rpm 下进行酶解。同时，以醇提后的油茶果壳作为对照进行上述

操作。此外，在不同纤维素酶用量（1，3，5，7 和 10 FPU/g 干基）和基质浓度

（2，5，7，10，12 和 15% w/v）下，对预处理油茶果壳的酶水解能力进行了评

估。为了从预处理后的油茶果壳中获得更多的葡萄糖，将木聚糖酶、吐温 60、吐

温 80、PEG10000 和 PEG20000 等添加剂以 40 mg/g 的干基添加量进行高浓度酶
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解[141]，并进一步确定添加剂的最佳用量。此外，本研究采用分批补料实验设计，

在不同纤维素酶素酶水解阶段（12，24，36 以及 48 h）补加不同干基质量（3，

5 以及 6% w/v），进而使得水解体系中的最终基质浓度达到 15% w/v。定期取 0.5 

mL 的酶水解样，置于冰箱- 20 ℃保存。将所取得的样品在 12000 rpm 离心 2 min，

收集上清液稀释过 0.22 μm 有机系滤膜后，进样高效液相色谱仪。样品的酶水解

效率计算公式见章节 3.3.6。 

4.3.4 纤维素酶吸附试验方法 

分别取未预处理的油茶果壳（即醇提后的油茶果壳）和预处理后的油茶果壳

0.4 g 和 20 mL 柠檬酸缓冲液(50 mmol/L, pH 4.8)混合在 150 mL 的蓝盖瓶中，加

入初始纤维素酶，在 4 °C 条件下 150 rpm 摇床反应 2 h[13]。反应结束后 8000 rpm

离心 10 min，取上清液测蛋白量，吸附的纤维素酶蛋白的质量计算为吸附实验前

后液相中游离纤维素酶蛋白的质量之差，用吸附的纤维素酶蛋白质量除以初始纤

维素酶的质量计算纤维素酶吸附率，每个实验重复进行。 

4.3.5 木质素的提取和纯化方法 

4.3.5.1 油茶果壳木质素的提取及纯化 

油茶果壳中木质素的提取以及纯化方法参考[13]。首先将球磨处理后的油茶

果壳装入索氏提取器，以 1，4-二氧六环为溶剂进行连续抽提，所得提取液经旋

转蒸发浓缩后，向浓缩液中缓慢滴加 95%乙醇使半纤维素沉淀出来，离心并去除

沉淀物，保留上清液并进行二次浓缩。将浓缩液与 10 倍体积的去离子水混合，

用 HCl 调节 pH 至 1.5-2.0，10000 rpm 离心 2 min 后取沉淀部分，用去离子水洗

涤及冷冻干燥(- 47 ℃)下 48 h。进一步纯化时，将粗木质素溶解于 90%乙酸溶液，

加入 10 倍体积的去离子水后再次用 HCl 调节 pH 至 1.5-2.0，重复离心、洗涤与

冷冻干燥步骤，实验流程与上述一致，得到纯木质素，再重复一次纯化步骤得到

高纯度木质素。由于该木质素来源于球磨预处理的油茶果壳，故在本研究中命名

为 MWL。 

4.3.5.2 氯化铁-四氢糠醇预处理液中木质素的提取和纯化 

根据 Ma 等人[142]报道的方法提取和纯化溶解在 THFA 溶液中的木质素，其

方法为用 HCl 调节回收的预处理液 pH 至 1.5-2.0，经 10000 rpm 离心 2 min 后收

集固体沉淀。沉淀物经去离子水反复洗涤至中性，随后在真空冷冻干燥机中

−47 °C 冻干 48 h。其操作与油茶果壳中木质素的提取以及纯化方法上述相同。因
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为该木质素从四氢糠醇预处理液中提取得到，在本文中被命名为 THFA-木质素。 

4.3.6 木质纤维素组分的测定方法以及抑制物检测 

具体测定方法同章节 3.3.3。 

4.3.7 氯化铁-四氢糠醇预处理后油茶果壳的表征分析 

氯化铁-四氢糠醇预处理后的油茶果壳（0.037 mol/L FeCl3 在 170 ℃下保持 0 

min）和未预处理的油茶果壳（醇提后的油茶果壳）进行表征分析。FT-IR 测定方

法具体见章节 3.3.2。称取约 5.0 mg 的样品在热重分析仪研究失重率。采用扫描

电子显微镜观察样品表面特征结构。采用粒度仪检测样品的表面电荷量，将样品

分散到去离子水中，置于粒度仪上进行 Zeta 电位检测。采用核磁共振仪波谱在

分子水平上表征样品的化学结构组成,取 60 mg 固体样品溶于 0.5 mL 氘化二甲基

亚砜，然后置于核磁共振波谱仪中测定样品的 2D HSQC NMR 图谱。 

4.3.8 油茶果壳木质素和四氢糠醇木质素的表征分析 

球磨后的油茶果壳木质素和四氢糠醇木质素为表征分析的样品。FT-IR 测定

方法具体见章节 3.3.2。取样品称重 8.0 mg，溶解于 100 mL 乙醇中，用荧光分光

光度计测定其 3D 荧光强度。紫外分光光度计在 200-800 nm 扫描范围内，液层厚

度为 1 cm，分析紫外吸收系数。木质素分子量采用凝胶渗透色谱法配备折射率

检测器(RID-10A)，在 50°C 的色谱柱[PLgel 10 μm MIXED-B (300 mm ×7.5 mm)]

温度下，以 1.0 mL/min 流速，流动相为四氢呋喃。 

4.4 结果与讨论 

4.4.1 氯化铁-四氢糠醇的预处理条件的优化 

4.4.1.1 单因素优化 

通过了研究氯化铁-四氢糠醇的预处理过程中 THFA 浓度、氯化铁浓度、预

处理温度和预处理时间对油茶果壳组分分析效果的影响，确定单因素的最佳条件。

如图 4-1b 所示，随着 THFA 浓度的增加，油茶果壳纤维素保留率相差不大，均

在 93%，当 THFA 浓度为 90%时其纤维素保留率在 98%，THFA 浓度为 70-90%

的木质素脱出率在 80%左右，考虑到成本问题，氯化铁-四氢糠醇的预处理油茶

果壳采用 70% THFA 浓度为最佳量。考察氯化铁浓度时（图 4-1c），0.02 mol/L

为最佳使用量；随着预处理时间的增加（图 4-1a），纤维素及木质素先增加，到

20 min 达到最大，纤维素保留率为 98%，木质素脱出率为 81%，随后随着时间

的增加，纤维素保留率和木质素脱出率开始下降。 
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图 4-1 不同预处理(a)预处理时间，(b)THFA 浓度，(c)氯化铁浓度以及(d)预处理温度对油茶

果壳组分的影响 

Figure 4-1 Effects of different pretreatment (a) pretreatment time, (b) THFA concentration, (c) 

ferric chloride concentration and (d) pretreatment temperature on the husk components of 

Camellia oleifera shells 

4.4.1.2 响应面优化 

多元回归模型将自变量（THFA 浓度，FeCl3 浓度，预处理温度和预处理时

间）与响应值（纤维素保留率和木质素脱除率）之间的关系通过以下二次方程

(Eq.1)和(Eq.2)表示为设计编码因子： 

Y1=97.23+0.4058×X1-0.1525×X2-1.35×X3-1.02×X4+0.0163×X1×X2-1.25×X1×X3-

0.3312×X1×X4-3.44×X2×X3-5.62×X2×X4-2.14×X3×X4-0.7110×X1²-3.35×X2²-1.93×X3²-

1.79×X4²-1.01×X1×X3×X4-2.24×X2×X3×X4-2.69×X1²×X2-3.09×X1²×X3-1.50×X1²×X4  

(4-1) 

Y2=75.77-7.29×X1+9.80×X2+15.40×X3+16.60×X4-3.18×X1×X2+1.99×X1×X3-

0.9687×X1×X4+1.13×X2×X3-2.78×X2×X4+4.37×X3×X4-8.76×X1²-5.06×X2²-5.76×X3²-

7.36×X4²+2.68×X1×X3×X4-6.43×X2×X3×X4-5.83×X1²×X4                   (4-2) 

式中 Y1、Y2 分别代表纤维素保留率和木质素脱除率，X1、X2、X3、X4分别代
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表 THFA 浓度、预处理时间、FeCl3 浓度、预处理温度。根据表 4-2 中描述的方

差分析(ANOVA)，纤维素保留率和木质素脱除率模型的 p 值小于 0.0001，但由于

缺乏拟合，p 值大于 0.1，这表明两个回归模型都具有统计学意义。两种回归模

型的变异系数值均低于 10%，说明实验数据具有良好的精度和可靠性。 

表 4-2 纤维素保留和木质素脱除率的多元回归模型的方差分析结果 

Table 4-2 ANOVA results of the multiple regression model for cellulose recovery and 

delignification 

方差来源 
纤维素保留率(%) 

 
木质素脱除率(%) 

Ratio F-value P-value Ratio F-value P-value 

模型 1787.50 36.22 <0.0001  17548.70 47.48 <0.0001 

Intercept 97.25 / /  75.78 / / 

X1-THFA 浓度(%) 0.40 3.92 1.51  -7.29 58.63 < 0.0001 

X2-预处理时间(min) -0.15 0.18 0.07  9.80 105.94 < 0.0001 

X3-FeCl3浓度(mol/L) -1.35 14.58 5.61  15.40 261.68 < 0.0001 

X4-预处理温度(°C) -1.03 8.40 3.24  16.60 101.41 < 0.0001 

X1X2 0.02 0.01 0.01  -3.18 7.45 0.0212 

X1X3 -1.26 25.25 9.72  1.99 2.93 0.1180 

X1X4 -0.33 1.76 0.68  -0.97 0.70 0.4253 

X2X3 -3.44 189.75 73.04  1.13 0.95 0.3547 

X2X4 -5.62 505.13 194.44  -2.78 5.69 0.0382 

X3X4 -2.14 73.53 28.31  4.37 14.05 0.0038 

X1² -0.72 12.43 4.79  -8.77 84.87 < 0.0001 

X2² -3.36 270.51 104.13  -5.06 28.21 0.0003 

X3² -1.93 89.61 34.49  -5.76 36.57 0.0001 

X4² -1.79 77.31 29.76  -7.37 59.93 < 0.0001 

X1X3X4 -1.01 16.20 6.24  2.68 5.29 0.0442 

X2X3X4 -2.24 80.55 31.01  -6.43 30.44 0.0003 

X1²X2 -2.69 38.70 14.90  / / / 

X1²X3 -3.09 51.05 19.65  / / / 

X1²X4 -1.49 11.90 4.58  -5.83 8.34 0.0162 

失拟项 / 0.44 0.80  / 3.34 0.1752 

变异系数(%) 1.78  8.85 

信噪比 25.86  19.99 

测定 R2 0.99  0.99 

调整 R2 0.96  0.97 

预测 R2 0.78  0.82 

根据表 4-2 可知，纤维素保留率的信噪比 25.86 和木质素脱除率的信噪比

19.99 的精度值在大于 4，表明该模型可用于准确预测。对于决定系数(R2)，两个

回归模型均大于 0.9，调整后的决定系数也大于 0.9，表明模型与实验数据的拟合

良好。与其他自变量相比，预处理时间对纤维素保留率(p=0.07)和木质素脱除率

(p<0.0001)均有显著影响，而预处理时间与 THFA 浓度对纤维素保留率（p=0.01)
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和木质素脱除率数(p=0.0212)的交互作用显著。预处理温度与预处理时间木质素

脱除率 (X2X4=0.0382) 的 p 以及预处理温度与 FeCl3 浓度木质素脱除率

（X3X4=0.0038)的 p 值有显著的交互作用。 

 

图 4-2 纤维素保留率的 3D/2D 响应面 (i)THFA 浓度与时间，(ii)THFA 浓度与氯化铁浓度，

(iii)THFA 浓度与温度，(iv)温度与 THFA 浓度，(v)温度与时间，(vi)温度与氯化铁浓度 

Figure 4-2 3D/2D response surface plot of cellulose retention rate (i) THFA concentration and 

time, (ii) THFA concentration and ferric chloride concentration, (iii) THFA concentration and 

temperature, (iv) temperature and THFA concentration, (v) temperature and time and (vi) 

temperature and ferric chloride concentration. 

三维响应面和二维等高线图，显示了变量与响应值之间的响应关系。例如，

在保持预处理条件 FeCl3浓度(0.02 mol/L)以及预处理温度(150 ℃)不变的情况下，

THFA 浓度和预处理时间对纤维素保留率和木质素脱除率的影响为在较低的
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THFA 浓度(50-63%)范围内，随着预处理时间从 0~30 min 的增加，观察到木质素

脱除率适度下降。THFA 浓度在 64~90%时较高，但随时间延长呈现急剧上升后

逐渐下降的趋势。观察结果表明，在预处理后油茶果壳的纤维素的保留率和木质

素脱除率中，THFA 浓度和预处理时间之间存在显著的相互作用，这意味着通过

适当降低 THFA 浓度，可以在很短的预处理时间内实现木质纤维素的有效解构。 

 

图 4-3 木质素脱除率的 3D/2D 响应面 (i)THFA 浓度与时间，(ii)THFA 浓度与氯化铁浓度，

(iii)THFA 浓度与温度，(iv)温度与 THFA 浓度，(v)温度与时间，(vi)温度与氯化铁浓度

Figure 4-3 3D/2D response surface diagram of delignification (i) THFA concentration and time, 

(ii) THFA concentration and ferric chloride concentration, (iii) THFA concentration and 

temperature, (iv) temperature and THFA concentration, (v) temperature and time and (vi) 

temperature and ferric chloride concentration. 

利用 Design Expert 软件优化得到最佳条件为 0.037 mol/L FeCl3 浓度和 62% 
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THFA 浓度在 170 ℃保温 0 min，预测最大纤维素保留率和木质素脱除率分别达

到 97.69%和 88.17%。在此优化条件下，油茶果壳预处理后的纤维素保留率和木

质素脱除率分别为 92.82±0.11%和 85.32±0.62%，纤维素保留率和木质素脱除率 p

值均大于 0.05，实验数据与预测数据无显著差异。半纤维素去除率为 92.20±0.07%，

预处理后固体残渣回收率为 22.33±1.03%。预处理后的油茶果壳中纤维素含量比

原料提高了 3.2 倍，达到 66.61±0.09%，半纤维素和木质素分别为 12.64±0.35%和

20.79±0.41%。 

氯化铁-四氢糠醇预处理后的预处理液中糠醛含量为 1.23±0.13 g/L，乙酸含

量为 4.21±0.05 g/L，葡萄糖含量为 1.93±0.62 g/L，木糖含量为 8.58±0.34 g/L，低

聚糖含量为 4.01±0.07 g/L。结果表明，预处理液中脱除的木聚糖主要以木糖的形

式存在。这些结果与 Tang 等人[143]报道的结果不同，他们用 THFA 水溶液在 150 ℃

下预处理 30 min，结果表明去除的木聚糖难以直接降解为木糖。研究为利用THFA

和 FeCl3 从油茶果壳中高效生产木糖提供了可能性。 

通过采用不同的预处理方法（表 4-3）分离油茶果壳以及农林废弃物的木质

纤维素表明，实现最佳木质素脱除率同时纤维素损失量最小是具有挑战性的。Qiu

等人[144]用 0.21 mol/L 的丙酮酸在 130℃下预处理油茶果壳 30 min 后，仅达到 8%

的木质素脱除率，随着预处理时间延长至 70 min 时，油茶果壳的木质素脱除率

增加到 17%，但是，油茶果壳的纤维素回收率从 73%下降到 65%。在加入有机

溶剂（γ-戊内酯、乙醇、醋酸、甘油等）[145-147]或 FeCl3 催化剂[148-152]提高了木质

纤维素的木质素去除率（大于 70%），但各组分的纤维素保留率中可以发现，木

质纤维素中大量的纤维素在预处理过程中被溶解，存在较高的纤维素损失量。相

比之下，本研究在较温和的预处理条件下（170 ℃保持 0 min，62% THFA，0.037 

mol/L 和 FeCl3）成功地从醇提后的油茶果壳中去除了 85%的木质素，同时保留

了 93%的纤维素。 

氯化铁-四氢糠醇预处理既安全又可控，其预处理在密封的不锈钢反应器中

进行，该反应器内衬特氟龙，使得预处理温度控制在 170 ℃（低于 THFA 的沸

点），防止了 THFA 溶剂和氯化铁泄漏或挥发，从而避免损坏钢制反应器，另一

方面，廉价的氯化铁催化剂[148]可以通过膜分离技术从废预处理液中轻松回收。

因此，氯化铁联合四氢糠醇的木质纤维素预处理方法在工业规模操作中展现出极

大的可行性和前景。 
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表 4-3 木质纤维素生物质分离中不同预处理方法的比较 

Table 4-3 Comparison of different preprocessing methods on the separation of lignocellulosic 

biomass 

原料 

预处理条件 
预处理后油茶果壳组分回

收率(%) 
参考

文献 
溶剂 催化剂 

温度
(°C) 

时间
(min) 

纤维素

保留率 

半纤维

素保留

率 

木质素

脱除率 

油茶

果壳 

甘油 / 180 180 82 33 39 [146] 

甘油 3% H2SO4 160 150 38 100 78 [147] 

醋酸 0.6% H2SO4 125 100 88 86 68 [153] 

水 0.5% ZnCl2 170 30 80 91 5 [154] 

水 2 mol/L 苹果酸 120 30 66 85 27 [155] 

γ-戊

内酯 
/ 200 120 71 93 89 [145] 

乙醇 / 200 120 76 74 72 [145] 

水 0.21 mol/L 丙酮酸 130 30 73 72 8 [144] 

水 0.21 mol/L 丙酮酸 130 70 65 81 17 [144] 

THFA 0.037 mol/L FeCl3 170 0a 93 92 85 
本章

节 

水稻

秸秆 
THFA 0.06 mol/L AlCl3 150 30 98 93 90 [143] 

甘蔗

渣 

乙二

醇 
0.05 mol/L FeCl3 130 90 86 99 65 [149] 

水稻

秸秆 
甘油 0.06 mol/L FeCl3 150 20 96 86 72 [156] 

油菜

籽秸

秆 

水 0.25 mol/L FeCl3 138 20 71 93 12 [150] 

甘蔗

渣 
水 0.1 mol/L FeCl3 160 30 70 100 0 [151] 

甘蔗

渣 
乙醇 0.025 mol/L FeCl3 170 60 94 96 53 [152] 

桉树 水 0.1 mol/L FeCl3 170 30 85 84 0 [148] 

a 当反应温度从室温升高到 170℃，即在 170℃下保持 0 min 时，立即将反应器容器浸入冰水中冷却。 

4.4.2 预处理前后油茶果壳的表征分析 

4.4.2.1 红外分析 

经过 THFA-FeCl3 预处理(62% THFA, 0.037 mol/L FeCl3, 170 °C 保持 0 min)的

油茶果壳与未处理的油茶果壳相比较，油茶果壳中 1250cm-1 处的红外峰（与木质

素中 C-O-C 拉伸振动对称相关）几乎消失（图 4-4），表明木质素分数下降，其

对应于预处理后木质素含量从 30%下降到 21%。此外，1725cm-1 处的吸收谱带

（与烷基芳基酯中的 C=O 振动有关）减弱。这可能是因为来自半纤维素侧链中

乙酰基被溶解，从而进一步促进了乙酸的形成[157]。Wen 等人[158]证明木质素和乙
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酰基的去除可以增强木质纤维素的水解。 

 

图 4-4 未处理和预处理后的油茶果壳 FT-IR 曲线 

Figure 4-4 FT-IR curves of untreated and pretreated Camellia oleifera shells 

4.4.2.2 热重分析 

当热解温度从室温提高到 400 ℃时，预处理前后油茶果壳的失重率如图 4-5

所示，当温度为 400 ℃时预处理前后油茶果壳的降解率分别为 64%和 82%。同

时，经预处理的油茶果壳的最大导数峰从 295 ℃升高到 345 ℃。结果表明，经预

处理的油茶果壳的热稳定性得到了明显的提高。这可能是因为油茶果壳经预处理

后，部分热不稳定物质（如木质素）从油茶果壳中脱除，而预处理后的固体残渣

中大量积累了热稳定物质，如纤维素，这与上述情况相对应[106]。 

 

图 4-5 未处理和预处理油茶果壳的 TG 曲线 

Figure 4-5 TG curves of untreated and pretreated Camellia oleifera shells 
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4.4.2.3 电镜分析 

油茶果壳经 0.037 mol/L FeCl3 在 170 ℃下保持 0 min 预处理后，由 SEM 图

像显示（图 4-6），预处理前后的油茶果壳发生了明显的形态学变化，从最初光

滑致密的表面变得粗糙松散，完整的外壳经预处理破碎成更小的切片和纤维，从

而暴露了内部结构。在 SEM 图像还观察到预处理后的固体残渣表面出现了较大

的空腔，这意味着内部微孔结构也可能发生了变化。 

 

图 4-6 未处理和预处理油茶果壳的 SEM 图像 

Figure 4-6 SEM images of untreated and pretreated Camellia oleifera shells 

4.4.2.4 比表面积、孔体积和孔径分析 

未经处理的油茶果壳的比表面积、孔体积和孔径分别为 0.24 m2/g、1.04×10−3 

cm3/g 和 3.36 nm。其比表面积、孔体积和孔径远低于农林生物质（如稻草和桉

树）[159, 160]。预处理后的油茶果壳比表面积和孔隙体积分别增加了 24.6 倍和 34.3

倍，分别达到 6.15 m2/g 和 36.75×10−3 cm3/g，表明预处理后的油茶果壳结构变得

松散，使油茶果壳的可接触面积增大，有助于在酶水解中更好的吸附纤维素酶，

以提高酶水解效率。 

4.4.2.5 电荷分析 

经过预处理的油茶果壳的电位值从-35.1 mv 增加到-29.9 mv，预处理降低了

油茶果壳表面的负电荷，这可能是由于去除了木质素和乙酰基等带负电荷的物质。

这种还原可能会削弱纤维素酶与油茶果壳之间的吸附阻力[160]。 

4.4.2.6 纤维素酶吸附分析 

预处理后的油茶果壳对纤维素酶的吸附效率达到 56.3%，是未处理的 6.9 倍。

这表明预处理后的油茶果壳经预处理后，其纤维素酶吸附能力有明显提升，氯化

铁联合四氢糠醇的预处理可能在酶水解上具有促进作用。 
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4.4.3 氯化铁-四氢糠醇的预处理前后的酶水解 

当基质浓度固定在 5%时，纤维素酶载量增加到 10 FPU/g 干基时（图 4-7），

预处理油茶果壳酶水解 48 h 后葡萄糖产率为 71%，高于先前报道的[161]。他们以

15 FPU/g 干基水解乙酸预处理的油茶果壳，酶效率仅为 50%。但是，这一结果仍

略低于水稻秸秆、桉树、玉米秸秆等的葡萄糖产率(90%)[157, 162, 163]，这可能是由

于果壳固有的高度木质化结构所致。 

 

图 4-7 5%基质浓度的纤维素酶载量(FPU/g) 

Figure 4-7 Cellulase loading with 5% solids content (FPU/g) 

以 2%基质浓度和 10 FPU/g 干基水解 24 h 的预处理油茶果壳的葡萄糖产率

为 69.36±0.40%，比未处理的油茶果壳(11.53±0.90%)提高了 6.0 倍（图 4-8），

THFA-FeCl3 预处理后油茶果壳酶水解效率明显增强。这可能是由于纤维素酶对

预处理油茶果壳的可及性增加所致。 

然而，在 5 FPU/g 干基条件下，当基质浓度从 2%增加到 15%时，葡萄糖产

率急剧下降，特别是预处理后的油茶果壳在水解 24 h 后未能完全液化。基质浓

度 10%，12%，15%时，预处理油茶果壳表现出难液化现象。在 15%基质浓度下

酶水解 84 h 后，仅获得 50%的葡萄糖产率。这可能归因于高浓度基质在酶水解

过程中的传质阻力以及木质素纤维素酶[153]的非生产性吸附。 
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图 4-8 5 FPU/g 干基的基质浓度对水解 24 h 葡萄糖产量的影响 

Figure 4-8 Effect of solid loading of 5 FPU/g dry substrate on glucose yield from hydrolysis for 

24 h 

为提高预处理油茶果壳的高浓度水解效率，在基质浓度为 15%时，使用 5 

FPU/g 干基进行酶解时，添加各种添加剂可能可以提高酶水解效率[141]。根据图

4-9 可知，吐温 80，吐温 60，PEG10000 以及 PEG20000 的葡萄糖产率比未添加

的高，都对酶水解有促进作用（图 4-9）。与其他添加剂相比，PEG10000 的加入

使水解 72 h 后的葡萄糖产率显著提高 62%。预处理后的油茶果壳的酶水解液化

时间明显缩短，水解产物中葡萄糖浓度最高可达 69 g/L。 

 

图 4-9 不同添加剂对酶水解的影响 

Figure 4-9 Effect of different additives on enzymatic hydrolysis 

在 5 FPU/g 干基和 15%基质浓度条件下，PEG10000 添加量同样影响着葡萄

糖产率。由图 4-10 可知，随着添加量的增加，葡萄糖产率呈现先升高后降低的
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趋势，40mg/g 干基添加量为最佳，并在后续的分批补料实验中采用，以进一步

提高预处理后油茶果壳的高浓度水解。  

 

图 4-10 PEG10000 添加量对酶水解的影响 

Figure 4-10 Effect of PEG10000 addition on enzymatic hydrolysis 

根据文献[141，143]，在 5 FPU/g 干基条件下，初始基质浓度为 3%、5%和 6%

的情况下，按表 4-3 在初始基质浓度选择 PEG10000 的添加以及在 12，24，36 和

48 h 时添加预处理后的油茶果壳，使最终基质浓度达到 15%。 

表 4-4 预处理后油茶果壳分批补料的酶水解 

Table 4-4 Enzymatic hydrolysis of Camellia oleifera shells with batch supplementation after 

pretreatment 

序

号 

初始水解体系 
补充预处理的油茶果壳 

(%, w/v) 84 h 糖产率
(%) 

84 h 糖浓度
(g/L) 基质浓度 

(%, w/v) 

PEG10000 

(mg) 
12 h 24 h 36 h 48 h 

1 15 0 0 0 0 0 50.14±0.47 55.67±0.53 

2 6 0 6 3 0 0 51.17±0.02 56.81±0.05 

3 6 120 6 3 0 0 69.59±0.49 76.87±0.54 

4 5 0 5 5 0 0 67.66±1.97 75.11±2.19 

5 5 120 5 5 0 0 85.25±1.06 95.47±1.18 

6 3 0 3 3 3 3 55.43±0.01 61.54±0.18 

7 3 120 3 3 3 3 66.50±0.68 73.29±0.75 

根据表 4-4 可知，2 号中 51%的葡萄糖产率与 1 号中 50%的葡萄糖产率相

似，而明显低于 4 号的 68%，这表明初始基质浓度的减少有助于水解的改善。然

而，当初始基质浓度为 3%时，6 号的葡萄糖产率仅为 55%，6 号在 12，24，36

和 48h 均进行了预处理后的油茶果壳的添加。由此得出结论，在分批补料中投料
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频率对葡萄糖产量有关键影响，这与之前报道的[141]一致。在 PEG10000 的作用

下，葡萄糖产量显著提高，从 2 号与 3 号的糖产率可以看出，在添加 PEG10000 

120 mg 后，其糖产率提高了 19%；4 号与 5 号之间糖产率提高了 17%；6 号与 7

号之间糖产率提高了 11%。当初始基质浓度为 5%，PEG10000 为 120 mg，在 12 

h 和 24 h 分别添加了 5%的预处理油茶果壳的 5 号是最好的分批补料策略，葡萄

糖浓度为 95 g/L，比初始基质浓度即为 15%的 1 号糖浓度提高了 0.7 倍。 

4.4.4 球磨木质素和四氢糠醇木质素的表征分析 

4.4.4.1 红外分析 

图 4-11 描述了 MWL 与 THFA-木质素的官能团差异，导致 THFA-木质素在

1723 cm-1（与烷基芳基酯的 C=O 振动有关）和 1374 cm-1（与乙酰基的 C=O 振

动有关）处的吸收带与 MWL 相比消失。这进一步证明了预处理过程中木质素-

碳水化合物复合物中乙酰基的降解。 

 

图 4-11 木质素样品的 FT-IR 曲线 

Figure 4-11 FT-IR curves of lignin samples 

4.4.4.2 核磁共振分析 

在脂肪族区域（图 4-12），常见的单位间键（即 β- O -4（A 和 A'）、β-5 (C)、

α-O-4 (C)、β-β (B)和-OCH3）在 MWL 中被表征。然而，在 THFA-FeCl3 预处理后

（图 4-12），在 THFA-木质素中没有观察到 63.0/4.36 ppm 的信号（指在 A'中具

有 γ-酰化 β-O-4 的烷基-芳香醚），这可能表明木质素与碳水化合物（如木聚糖）

连接的侧链区域中 γ 位置的乙酰基被脱除。THFA-木质素中 71.2/3.82 ppm (Bγ)、 

80.8/4.52 ppm [A′β（G，愈创木酰基）]和 70.3/3.4-3.8 ppm(C2-C3)峰的消失也表明

木质素由于 β- O -4、α-O-4 和 β-β 的断裂而被分解。 
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图 4-12 木质素样品的 2D HSQC NMR 光谱表征-脂肪族区域 

Figure 4-12 2D HSQC NMR spectral characterization of lignin samples - aliphatic regions 

 

图 4-13 木质素样品的 2D HSQC NMR 光谱表征-芳香族区域 

Figure 4-13 2D HSQC NMR spectral characterization of lignin samples - aromatic regions 

此外，在 MWL 的芳香区（图 4-13），结构单元 S，对香马酸酯(pCE)和 G

分别在 103.9/6.7 ppm (S2,6)，110.8/7.0 ppm (G2)和 114.5/6.7 (G5)处被识别出来，但
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H（对羟基苯基）单元没有信号。这意味着天然油茶果壳木质素中只存在微量 H

单元，这与 Liu 等人[145]的发现很好地一致。与 MWL 比较，THFA-木质素在

115.6/6.8 ppm (pCE 3,5)和 129.2/7.4 ppm (pCE2,6)处未检测到峰，说明对香豆酸单元

发生了解离。 

4.4.4.3 分子量分析 

与 THFA-木质素相比，MWL 的质量-平均分子量为 5266 g/mol，数量-平均

分子量为 4543 g/mol，两者变化不大。碎片化木质素在 THFA/FeCl3 体系中表现

出缩聚行为[143，164]，较高分子量的木质素可能有助于形成更小的纳米颗粒[165，166]。 

4.4.4.4 紫外分析 

THFA-木质素与 MWL 在紫外线区(200 - 400 nm)下，结果如图 4-14 所示，

THFA-木质素的紫外吸收率明显高于 MWL，特别是在 280 nm，THFA-木质素的

紫外吸收率为 12 L/(g×cm)，MWL 的紫外吸收率为 9 L/(g×cm)。THFA-木质素呈

现出优异的抗紫外线性能。结合二维 HSQC 核磁共振分析，THFA-木质素在 320 

nm 处的新峰可能与 PCE 单元[158]降解形成的对香豆酸有关。 

 

图 4-14 木质素样品的紫外曲线 

Figure 4-14 Ultraviolet curves of lignin samples 

4.4.4.5 荧光强度分析 

THFA-木质素与 MWL 的荧光强度如图 4-15 所示，在激发波长为 360 nm，

发射波长为 398 nm 时检测到 THFA-木质素的荧光强度，得到 2011 a.u.，是 MWL

（激发波长为 310 nm，发射波长为 370 nm 时检测到 791 a.u.）的 2.5 倍，尤其比

商用碱木质素[146]强得多，在荧光方面显示出巨大的应用潜力。 
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图 4-15 木质素样品的荧光等温曲线 

Figure 4-15 Fluorescence isothermal curve of lignin sample 

在 THFA-FeCl3 体系中，THFA 用于溶解木质素并维持温度。天然的 LCCs 结

构在初始阶段通过酯键断裂而被破坏，导致木质素和碳水化合物（主要是木聚糖）

释放到 THFA 溶液中（图 4-16）。由于[Fe(OH)(aq)]n+催化的作用，溶解的木质素

逐渐发生碎片化，这是由于 β-O-4、α-O-4 和 β-β 键的断裂所致。随后，通过脱

氢、双键迁移或水解，这些木质素片段中的一部分可能进一步降解为具有反应性

化学基团（如醛基和羧基）的不稳定酚类化合物[167]。研究表明，这些不稳定的

酚类化合物可以与乙二醇发生醛化反应形成稳定的五元杂环化合物，或者通过亲

核反应与二甘醇反应生成芳香烯醇醚[159, 162]，从而减少木质素的无序自缩合。 

 

图 4-16 FeCl3催化木质纤维素的解聚过程 

Figure 4-16 Depolymerization processing of lignocellulose catalyzed by FeCl3 
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4.5 本章小结 

本章节以醇提后的油茶果壳为原料，开发了一种基于四氢糠醇与氯化铁联合

的预处理工艺。该预处理方法在纤维素保留率为 93%时，脱除了油茶果壳中的大

量木质素和半纤维素，并提高了油茶果壳在低酶载量条件下高浓度基质的酶水解

效率。最后研究了分批补料对酶水解效率的影响。主要结果和结论如下： 

（1）优化预处理条件为 0.037 mol/L FeCl3 浓度和 62% THFA 浓度在 170 ℃

保温 0 min，预处理后的纤维素保留率和木质素脱除率分别为 93%和 85%。 

（2）通过表征分析，油茶果壳木质素含量有明显减少，其表面被破坏，热

稳定性降低，表面负电荷量减少，比表面积增大，显著增强了预处理后油茶果壳

的酶解能力。 

（3）15%基质浓度及酶载量 5 FPU/g 干基，在添加 PEG10000 水解 72 h 后

的葡萄糖产率显著提高 62%。预处理后的油茶果壳液化时间缩短，水解产物中葡

萄糖浓度最高可达 69 g/L。 

（4）分批补料中，初始基质浓度为 5%，PEG10000 为 120 mg，在 12 h 和

24 h 分别补料 5%底物 2 次，葡萄糖浓度为 95 g/L，比初始基质浓度量的 1 号(56 

g/L)提高了 0.7 倍。 

（5）THFA-木质素具有优异的抗紫外线性能以及荧光强度。
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第 5 章 油茶果壳酶解产物发酵制备微生物油脂 

 

 

5.1 引言 

圆红冬孢酵母(Rhodotorula toruloides)是一种极好的微生物脂质生产者，由于

其出色的产脂能力而受到高度关注，且在生产类胡萝卜素和酶存在潜能。其底物

代谢物质广泛，圆红冬孢酵母可以并生产脂肪酸，而脂肪酸可以转化为各种生物

燃料[96]。在某些条件下，圆红冬孢酵母可以积累超过 70%干细胞重量的细胞内脂

质和细胞脂质结构中的大量各种类胡萝卜素[94]。 

将第四章四氢糠醇量氯化铁预处理后油茶果壳中获得的高浓度酶水解糖液

作为碳源，用于圆红冬孢酵母发酵生产微生物油脂。首先，以纯葡萄糖为碳源对

圆红冬孢酵母产油脂能力进行优化。考察了碳源种类和氮源种类对酵母生长的影

响，其次根据单因素实验依次考察酵母发酵培养基中的组分（硫酸镁、磷酸二氢

钾、氮源浓度以及碳源浓度）对酵母生长的影响，对发酵培养基中的组分进行响

应面优化。随后，基于上述优化后的酵母发酵培养基，以油茶果壳酶解液为碳源

发酵生产微生物油脂。利用气质联用色谱分析了酵母产的微生物油脂和大豆油的

脂肪酸组成组分，为微生物油脂制备生物柴油的可持续性提供动力。 

5.2 实验材料 

5.2.1 实验菌种 

圆红冬孢酵母菌(Rhodosporidium toruloides 32489)，购于中国普通微生物菌

种保藏管理中心。 

5.2.2 培养基 

YPD 培养基：酵母粉 10 g/L，葡萄糖 20 gL，蛋白胨 10 g/L 和自然 pH。固

体培养基中需要添加 18 g/L 的琼脂，在 115 ℃灭菌 20 min。 

产油脂发酵培养基：葡萄糖 70 g/L，酵母提取物 0.75 g/L，(NH4)2SO4 0.1 g/L，

KH2PO4 0.4 g/L，MgSO4·7H2O 1.5 g/L，在 115 ℃下灭菌 20 min。 

5.2.3 产油酵母培养 

种子液培养：挑取圆红冬孢酵母菌单菌落于YPD液体培养基中，摇床30 ℃，
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200 rpm 培养 24 h。 

发酵培养基培养：将种子液以 10%接种量接入发酵培养基，摇床 30 ℃，200 

rpm 培养 7 d。 

5.2.4 实验试剂及设备 

所用试剂、仪器见附录表 1、2。 

5.3 实验方法 

5.3.1 纯葡萄糖发酵产油脂培养基的优化 

5.3.1.1 碳源种类 及氮源种类对圆红冬孢酵母菌产油效果的影响 

以产油脂发酵培养基（酵母提取物 0.75 g/L，(NH4)2SO4 0.1 g/L，KH2PO4 0.4 

g/L，MgSO4·7H2O 1.5 g/L）为基准，添加 70 g/L 不同种类碳源（葡萄糖，木糖，

甘油，蔗糖和乳糖）对圆红冬孢酵母菌产油效果的影响，以酵母生长量为指标。 

以产油脂发酵培养基（葡萄糖 70 g/L，酵母提取物 0.75 g/L，KH2PO4 0.4 g/L，

MgSO4·7H2O 1.5 g/L）为基准，添加 0.1 g/L 不同种类氮源（酸铵，氯化铵，硝酸

钾，硝酸钠和尿素）对圆红冬孢酵母菌产油效果的影响，以酵母生长量为指标。 

5.3.1.2 酵母培养基单因素优化 

以产油脂发酵培养基（酵母提取物 0.75 g/L，KH2PO4 0.4 g/L，MgSO4·7H2O 

1.5 g/L，硝酸钠 0.1 g/L）为基准，添加不同浓度（30，50，70，90，110，130 和

150 g/L）的葡萄糖对圆红冬孢酵母菌产油效果的影响，以酵母生长量为指标。 

以产油脂发酵培养基（葡萄糖 70 g/L、酵母提取物 0.75 g/L，KH2PO4 0.4 g/L，

MgSO4·7H2O 1.5 g/L）为基准，添加不同浓度(0，0.1，0.5，0.7，0.9，1.1，1.5 和

2 g/L）的硝酸钠对圆红冬孢酵母菌产油效果的影响，以酵母生长量为指标。 

以产油脂发酵培养基（葡萄糖 70 g/L、酵母提取物 0.75 g/L，KH2PO4 0.4 g/L，

硝酸钠 0.1 g/L）为基准，添加不同浓度（0，0.5，1，1.5，2 和 2.5 g/L）的 MgSO4·7H2O

对圆红冬孢酵母菌产油效果的影响，以酵母生长量为指标。 

以产油脂发酵培养基（葡萄糖 70 g/L、酵母提取物 0.75 g/L，MgSO4·7H2O 

1.5 g/L，硝酸钠 0.1 g/L）为基准，添加不同浓度（0，0.4，0.8，1.2，1.6，2 g/L）

的 KH2PO4 对圆红冬孢酵母菌产油效果的影响，以酵母生长量为指标。 

5.3.1.3 酵母培养基响应面优化 

根据单因素实验结果确定各因素影响油脂产量的浓度范围，利用 Design 

Expert 13.0 响应面软件设计 CCD 优化纯葡萄糖发酵产油脂培养基，以油脂产量
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为指标。酵母培养基 CCD 实验设计表及对应响应值如表 5-1 所示。 

表 5-1 CCD 实验设计表及对应响应值 

Table 5-1 CCD experimental design table and corresponding response values 

Runs 
X1 X2 X3 Y3 

硫酸镁(g/L) 碳氮比 a 磷酸二氢钾(g/L) 油脂产量(g/L) 

1 1 250 0 5.90±0.15 

2 2 250 0 6.07±0.05 

3 1 1700 0 4.39±0.19 

4 2 1700 0 5.05±0.58 

5 1 250 0.8 2.38±0.04 

6 2 250 0.8 3.10±0.29 

7 1 1700 0.8 3.44±0.33 

8 2 1700 0.8 5.11±0.53 

9 0.66 975 0.4 3.84±0.80 

10 2.34 975 0.4 5.07±0.73 

11 1.5 0 0.4 3.61±0.22 

12 1.5 2194.3 0.4 3.71±0.22 

13 1.5 975 0 4.42±0.02 

14 1.5 975 1.07 5.41±0.06 

15 1.5 975 0.4 5.21±0.22 

16 1.5 975 0.4 4.96±0.53 

17 1.5 975 0.4 5.05±0.07 

18 1.5 975 0.4 5.12±0.92 

19 1.5 975 0.4 5.13±0.34 
a 碳氮比是培养基中添加的碳元素与氮元素质量比，其中以碳源为固定量。本研究中选用的酵母提取物

中氮源浓度仅为 9%，故不参与碳氮比计算中。 

5.3.2 微生物生物量及油脂的提取 

发酵结束后，将所得的发酵液经离心(8000, 10min)后，菌体用去离子水洗涤

2 次离心后于真空冷冻干燥机- 47 ℃冻干 24 h，取出测干细胞重量。 

取冷冻干燥后酵母细胞放入 50 mL 具塞离心管，粉碎后加入 6 mL 盐酸溶液

(4 mol/L)，盖塞封闭后在 30 ℃条件下超声处理 30 min 后沸水煮 3-5 min，完成后

立即冰水降温，加入 10 mL 二氯甲烷/甲醇(1/1, v/v)和 10 mL 氯化钠(0.1 wt.%)溶

液逐次加入上述离心管中，并混合均匀，经离心(10000, 2min)后，取下层为水、

油脂、二氯甲烷和甲醇混合物，加入氯化钠溶液洗涤离心，取出将下层的混合物，

并放入通风橱内，室温过夜挥发除去其中二氯甲烷，95 ℃下烘干 8 h，称重。 

          生物量(g/L) =
干细胞重量

发酵培养基体积
                    （5-1） 

         油脂产量(g/L) =
提取油脂重量

发酵培养基体积
                  （5-2） 
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      胞内油脂含量(wt.%)=100×
提取油脂重量

干细胞重量
              （5-3） 

5.3.3 油茶果壳酶解产物发酵产微生物油脂 

基于上述以纯葡萄糖为碳源优化的培养条件和发酵培养基，将分离得到的四

氢糠醇-氯化铁预处理后油茶果壳酶解液(可发酵糖)作为碳源加入发酵培养基中，

为酵母生产油脂提供葡萄糖，同时酵母发酵培养的其他组分及其浓度以纯葡萄糖

糖最优工艺制备，接入酵母种子液后，置于恒温摇床，在最佳培养条件下进行发

酵产微生物油脂。 

5.3.4 油茶果壳酶解产物发酵产微生物油脂成分分析 

油茶果壳酶解产物发酵产微生物油脂成分分析参照邓茜[168]的方法，主要步

骤如下：将提取的微生物油脂溶于 1 mL 5%硫酸甲醇溶液，随后，90 ℃水浴 2 h，

放冷后，加入 2 mL 正己烷充分摇匀，离心后收集上清液，并添加适量无水硫酸

钠后静置 5 min，取上清液过 0.22 µm 有机系滤膜，最后添加 2 µL 内标（0.1 mol/L 

C17:0）用于上样。气相色谱柱为：HP-5（30 m×0.32 nm×0.5 µL）。 

5.4 结果与讨论 

5.4.1 碳源及氮源对圆红冬孢酵母生长的影响 

5.4.1.1 碳源对圆红冬孢酵母生长的影响 

油脂合成过程中，碳源不仅影响产油酵母的生长、油脂积累量以及脂肪酸组

成，还对油脂的功能特性及应用范围有影响。微生物利用的常见的碳源包括葡萄

糖、麦芽、甘油、蔗糖和淀粉水解液等。本研究分析了木糖、甘油、蔗糖、乳糖

对圆红冬孢酵母的影响，结果见图 5-1a。以葡萄糖为唯一碳源时，圆红冬孢酵母

的生物量、油脂含量和油脂产量高于气体碳源，尤其是油脂产量，明显优于乳糖、

木糖。其可能的原因为葡萄糖属于单糖，无需经历复杂的水解或异构化过程，可

以被直接利用，且葡萄糖有助于长链脂肪酸的合成与积累[169]。 

5.4.1.2 氮源对圆红冬孢酵母生长的影响 

氮源作为关键营养因子，在调控圆红冬孢酵母细胞增殖与脂质代谢过程中具

有双重调控功能。不同的氮源对圆红冬孢酵母的生长和脂质合成影响不同，因酵

母提取物有助于菌种生长量的增加以及油脂的产生[98]，因此选用氮源为复合氮

源，并添加酵母提取物浓度为 0.75 g/L。其结果如图 5-1b 所示，硝酸钠为氮源时，

圆红冬孢酵母生长量、油脂含量和油脂产量具有优势，硫酸铵与氯化铵的效果也
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明显，促进了圆红冬孢酵母生长与产油能力。在后续实验中，选择使圆红冬孢酵

母产量大的硝酸钠作为氮源。 

 

图 5-1 不同(a)碳源和(b)氮源下圆红冬孢酵母生长的影响 

Figure 5-1 Effects of different (a) carbon and (b) nitrogen sources on the growth of Rhodotorula 

toruloides 

5.4.2 纯葡萄糖培养基的单因素优化 

5.4.2.1 葡萄糖浓度对圆红冬孢酵母生长的影响 

由图 5-2a 可知，随着葡萄糖浓度的增加，圆红冬孢酵母的含量在逐步增

加，在葡萄糖浓度达到 110 g/L 时，其结果达到最高，为 2.67 g/L，随后出现下

降趋势。而碳源浓度对酵母油脂含量的影响不大，呈现平滑趋势。当碳源浓度

在 70-110 g/L，油脂产量在上升，但是其油脂产量相差在 0.5 g/L 以内。后续实

验中选择 70 g/L，过多的糖不符合经济性。过高的葡萄糖浓度会限制酵母的代

谢碳源的酶，会降低酶活性[170]。 

5.4.2.2 硫酸镁浓度对圆红冬孢酵母生长的影响 

在微生物代谢工程中，硫酸镁作为关键的无机盐组分，通过镁离子和硫酸根

的双重功能调控圆红冬孢酵母的生理活动，从而提高油脂产量和改善产品品质。

由图 5-2b 可知，在一定浓度范围内，镁离子有利于菌体油脂的合成。对于添加
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硫酸镁与未添加硫酸镁的酵母相比较，添加硫酸镁可以有效增加酵母的油脂产量。

随着硫酸镁浓度的增加，油脂含量总体呈现增加趋势，在 2 g/L 时达到最大为 60%。 

 

图 5-2 不同(a)葡萄糖，(b)硫酸镁，(c)硝酸钠以及(d)磷酸二氢钾浓度对圆红冬孢酵母生长

的影响 

Figure 5-2 Effects of different concentrations of (a) glucose, (b) magnesium sulfate, (c) sodium 

nitrate and (d) potassium dihydrogen phosphate on the growth of Rhodotorula toruloides 

5.4.2.3 硝酸钠浓度对圆红冬孢酵母生长的影响 

由图 5-2c 可知，氮源浓度过高或过低都影响酵母的生长与产油能力，在一

定范围内添加硝酸钠，有助于提高酵母生长量，但是随着硝酸钠的浓度增加，其

酵母所含的油脂含量呈现先上升后下降，过高的氮源浓度会影响酵母生长[171]。 

5.4.2.4 磷酸二氢钾浓度对圆红冬孢酵母生长的影响 

由图 5-2d 可知，随着磷酸二氢钾浓度的增加，菌体的生物量先增加，到磷

酸二氢钾浓度为 0.8 g/L 时，生物量最大，油脂产量较多。对于圆红冬孢酵母的

生长而言，适量添加磷酸二氢钾有助于提高酵母生长；对于积累圆红冬孢酵母的

油脂含量而言，低磷更有益于提高油脂的含量，这与限制磷有益于油脂的积累相

对应[172]。 

5.4.3 纯葡萄糖培养基的响应面优化 

多元回归模型将自变量（碳源浓度、氮源浓度、MgSO4·7H2O、KH2PO4）与

响应值（油脂产量）之间的关系通过以下二次方程表示: 



安徽工程大学硕士学位毕业论文 

65 

Y3=5.09+0.3872×X1+0.0519×X2+0.2943×X3+0.1800×X1×X2+0.1950×X1×X3+0.700

0×X2×X3-0.1977×X1
2-0.4788×X2

2-0.0351×X3
2-1.22×X1

2×X3                (5-1) 

式中 Y3 代表酵母油脂产量，X1、X2、X3 分别表示硫酸镁、碳氮比、磷酸二氢钾。 

表 5-2 CCD 实验的方差分析结果 

Table 5-2 ANOVA results of multiple regression model for microbial liquid and fats 

方差来源 
油脂产量(g/L) 

Ratio F-value P-value 

模型 14.08 108.91 <0.0001 

Intercept 5.09 / / 

X1-硫酸镁(g/L) +0.3872 129.23 < 0.0001 

X2-碳氮比(g/g) +0.0519 2.32 0.1665 

X3-磷酸氢二钾(g/L) +0.2943 30.92 0.0005 

X1X2 +0.1800 16.36 0.0037 

X1X3 +0.1950 19.19 0.0023 

X2X3 +0.7000 247.35 <0.0001 

X1² -0.1977 33.68 0.0004 

X2² -0.4788 197.46 <0.0001 

X3² -0.0351 1.06 0.3331 

X1²X3 -1.22 309.59 <0.0001 

失拟项 / 2.59 0.1896 

变异系数(%) 2.75 

信噪比 38.20 

测定 R2 0.99 

调整 R2 0.98 

预测 R2 0.88 

根据表 5-2 微生物油脂的多元回归模型的方差分析结果可知，这个模型

(P<0.0001)具有显著性，圆红冬孢酵母发酵产生的微生物油脂产量其精度值在大

于 4，表明该模型可用于准确预测。对于决定系数(R2)，回归模型大于 0.9，调整

后的决定系数也大于 0.9，表明模型与实验数据的拟合好。碳氮比是菌体生物量

及细胞内油脂合成中的重要影响因素[173]。根据单因素中葡萄糖浓度以及硝酸钠

浓度对圆红冬孢酵母产油脂效率的影响，设定葡萄糖浓度为 70 g/L（即碳源浓度

固定），加入不同硝酸钠以调节碳氮比。碳氮比与磷酸氢二钾之间存在交互作用，

这意味着通过适当降低磷酸氢二钾浓度，可以提高微生物油脂的产量[172]。 

Design Expert 响应面软件对最优的油脂产量预测值为 6.07 g/L，根据据最优

的工艺条件得到的实际值与实际值相接近。纯葡萄糖发酵产微生物油脂最优的工

艺条件为葡萄糖 70 g/L、酵母粉 0.75 g/L、硫酸镁为 2 g/L、碳氮比 250:1，其生

物量为 11.24±0.59 g/L，油脂产量为 6.27±0.05 g/L，油脂含量为 64.11±2.73%。 
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图 5-3 油脂产量的 3D/2D 响应面 (i)碳氮比和硫酸镁的影响，(ii)磷酸二氢钾和硫酸镁的影

响以及(iii)磷酸二氢钾和碳氮比的影响 

Figure 5-3 3D/2D response surface plot of oil yield (i) influence of carbon-nitrogen ratio and 

magnesium sulfate, (ii) of potassium dihydrogen phosphate and magnesium sulfate and (iii) of 

potassium dihydrogen phosphate and carbon-nitrogen ratio 

5.4.4 油茶果壳酶解产物发酵制备微生物油脂 

根据第四章得到的预处理后的油茶果壳酶解产物选用优化好的酵母培养基

条件进行发酵，其生物量为 8.72±0.14 g/L，油脂产量为 4.29±0.25 g/L，油脂含

量为 48±0.36%，低于纯葡萄糖培养所得的油脂产量，但其油脂产量较高于相关

文献[98]。进一步验证了圆红冬孢酵母可以通过发酵处理农业残余物生成微生物

油脂，这为可持续再生能源的产生提供了创新思路。 

5.4.5 油茶果壳酶解产物发酵产微生物油脂成分分析 

大豆油、藻油、酵母发酵油茶果壳酶解液以及葡萄糖发酵所产油脂的脂肪酸

组成如表 5-3 所示，脂肪酸组成组分以 GC-MS 检测出的对应化合物的峰面积与

总峰面积的百分比进行定量分析。脂肪酸组成组分主要以为(C16:0)棕榈酸和油

酸(C18:1)为主。大豆油和酵母发酵油茶果壳酶解液所产油脂中主要脂肪酸成分
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相似。此外，采用油茶果壳酶液发酵产的油脂的棕榈酸含量高于葡萄糖组和大豆

油[174]，且亚油酸低于前两者，更适用于作为原料生产生物柴油。 

表 5-3 不同油脂的脂肪酸组分分析 

Table 5-3. Analysis of Fatty Acid Composition in Different Oils 

油脂 油脂脂肪酸含量 a(%) 

油脂种类 
棕榈酸

C16:0 

棕榈油酸

C16:1 

硬脂酸

C18:0 

油酸 

C18:1 

亚油酸

C18:2 

亚麻酸

C18:3 
其他 b 

大豆油 7.99 2.74 0.69 50.81 19.81 3.78 17.96 

藻油 30.85 17.75 1.04 8.93 0.82 1.74 40.61 

油茶果壳酶液发

酵产的油脂 c 
22.19 3.15 0.29 60.09 2.91 0.56 11.37 

葡萄糖发酵产的

油脂 d 
0.75 7.74 0.41 59.99 5.46 0.94 25.65 

a 组分含量为气相检测出的对应化合物的峰面积与总峰面积的百分比; 

b 其他为除表头内以外的脂肪酸含量; 
c 发酵条件为油茶果壳酶解液 70 g/L、酵母粉 0.75 g/L、硫酸镁为 2 g/L、碳氮比 250:1，30 ℃下 200 rpm 培

养 7 d; 
d 发酵条件为葡萄糖 70 g/L、酵母粉 0.75 g/L、硫酸镁为 2 g/L、碳氮比 250:1，30 ℃下 200 rpm 培养 7 d。 

5.5 本章小结 

本章节以四氢糠醇-氯化铁预处理后油茶果壳的酶解液为碳源用于圆红冬孢

酵母发酵生产微生物油脂。以纯葡萄糖为碳源对酵母产油脂进行优化。优化了酵

母发酵培养基中的组分与浓度。酵母以酶解液为碳源发酵生产微生物油脂。主要

结果和结论如下： 

（1）响应面最优的工艺条件为葡萄糖 70 g/L、酵母粉 0.75 g/L、硫酸镁为 2 g/L、

碳氮比 250:1，其生物量为 11.24±0.59 g/L，油脂产量为 6.27±0.05 g/L，油脂含量

为 64.11±2.73%。 

（2）油茶果壳酶解产物发酵产糖经酵母发酵，其生物量为 8.72±0.14 g/L，油

脂产量为 4.29±0.25 g/L，油脂含量为 48.91±0.36%。 

（3）油茶果壳酶解产物发酵产微生物油脂经气相测定的脂肪酸组成组分主要

以为(C16:0)棕榈酸和油酸(C18:1)为主，与大豆油主要脂肪酸成分相似，可最为原

料生产生物柴油。 
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第 6 章 结论与展望 

 

 

6.1 结论 

油茶果壳资源丰富，且其含有较多的木质素、半纤维素、纤维素以及一定量

的茶皂素、黄酮、多糖、单宁等成分。通过对木质纤维素的转化，可以得到可发

酵性糖，而发酵性糖可以通过微生物发酵产油脂，因此，油茶果壳成为生物柴油

原料的一个潜力巨大的资源。本实验建立了一种短时高效预处理油茶果壳的方法

（氯化铁-四氢糠醇预处理），同时探究了圆红冬孢酵母产微生物油脂的方法，为

生物精炼最大化处理提供新思路。本研究的主要结论如下： 

（1）本研究优化了对油茶果壳中的总多糖组的乙醇提取工艺并制备了多糖

水凝胶。结果表明，油茶果壳总多糖的最佳提取工艺为：提取时间 1 h，提取温

度 85 ℃，乙醇浓度 60%，料液比 1:12 g/mL 时，油茶果壳总多糖得率最大为

10.61%。通过 DPPH 和 ABTS+测定结果表明，油茶果壳总多糖具有抗氧化活性，

所制备的多糖水凝胶具有良好的溶胀性与包载率，多糖浓度添加量为 2 mg/mL，

其溶胀率达到最大为 1600%，包载率为 98%，表明了多糖水凝胶在抗氧化活性与

载药特性方面具有良好应用潜力。 

（2）本研究开发了一种水热联合 Trametes sp. LS-10C 真菌预处理方法。系

统考察了不同氯化铁(0-0.08 mol/L)、预处理温度(130-170 ℃)和预处理时间（0-180 

min)对油茶果壳中木质纤维素组分分离效果及酶解效率的影响，通过对水热预处

理后的特征官能团以及纤维素的结晶度的变化进行分析。结果表明：油茶果壳内

部结构发生改变，经过预处理后，油茶果壳纤维素的结晶度提高了，可能是纤维

素结构被破坏。水热联合白腐真菌 Trametes sp.LS-10C 预处理在一定程度上分离

了木质素，水热联合 Trametes sp. LS-10C 真菌使纤维素酶吸附效率增加 4.77 倍。 

（3）本研究开发了一种基于四氢糠醇与氯化铁协同作用的预处理工艺。结

果表明：优化预处理条件为 0.037 mol/L FeCl3浓度和 62% THFA 浓度在 170 ℃保

温 0 min，预处理后的纤维素保留率和木质素脱除率率分别为 93%和 85%。通过

表征分析，油茶果壳木质素含量有明显减少，其表面被破坏，热稳定性降低，表

面负电荷量减少，比表面积增大，显著增强了预处理后油茶果壳的酶解能力。15%



安徽工程大学硕士学位毕业论文 

69 

基质浓度及酶载量 5 FPU/g 干基，在添加 PEG10000 水解 72 h 后的葡萄糖产率显

著提高 62%。预处理后的油茶果壳液化时间缩短，水解产物中葡萄糖浓度最高可

达 69 g/L。经过分批补料，其葡萄糖浓度最高可为 95 g/L。预处理液中提取分离

得到的木质素具有优异的抗紫外线性能以及荧光强度。 

（4）以四氢糠醇-氯化铁预处理后油茶果壳的酶解液为碳源，利用圆红冬孢

酵母发酵生产微生物油脂。以纯葡萄糖为碳源对酵母产油脂进行优化。考察了碳

源种类、氮源种类对酵母生长的影响，单因素实验以及响应面优化了酵母发酵培

养基中的组分与浓度。酵母以酶解液为碳源发酵生产微生物油脂。结果表明：葡

萄糖及硝酸钠具有产油优势，当葡萄糖 70 g/L、酵母粉 0.75 g/L、硫酸镁为 2 g/L、

碳氮比 250:1，响应面最优的生物量为 11.24±0.59 g/L，油脂产量为 6.27±0.05 g/L，

油脂含量为 64.11±2.73%。利用油茶果壳酶水解产物中的可发酵糖经酵母发酵产

油，其生物量为 8.72±0.14 g/L，油脂产量为 4.29±0.25 g/L，油脂含量为 48.91±0.36%。

其脂肪酸成分与大豆相似，可作为生产生物柴油的潜在替代原料。 

6.2 展望 

本研究提出了一种氯化铁联合四氢糠醇的新颖壳类预处理方法，实现高木质

素脱除率与纤维素保留率，其酶水解产糖可达 95 g/L，将其用于酵母发酵产微生

物油脂，经气相检测微生物油脂的脂肪酸成分类似于大豆油，是可持续性的生产

生物柴油的潜在替代原料。未来仍可继续从以下方面进行深入探究： 

在实现高浓度生物质基质的基础上，氯化铁联合四氢糠醇预处理方法在经济

可行性与规模化生产上，还需要进行全生命周期评价。 
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附录 

表 1 实验试剂表 

试剂名称 规格 生产厂家 

葡萄糖 AR 生工 

没食子酸 AR 沪试 

氯化铵 AR 沪试 

芦丁 AR 生工 

福林酚 AR 生工 

碳酸钠 AR 生工 

氯化钙 AR 沪试 

茶皂素 AR 生工 

七水硫酸亚铁 AR 沪试 

香草醛 AR 麦克林 

聚乙烯醇 10000 AR 沪试 

五水硫酸铜 AR 沪试 

愈创木酚 AR 麦克林 

蛋白胨 AR 麦克林 

氯化钠 AR 生工 

磷酸二氢钾 AR 生工 

硫酸镁 AR 沪试 

无水乙醇 AR 生工 

酵母提取物 AR 麦克林 

吐温 20 AR 麦克林 

吐温 80 AR 麦克林 

抗坏血酸 AR 麦克林 

琼脂粉 AR 生工 

硝酸钠 AR 生工 

盐酸 AR 沪试 

硫酸 AR 沪试 

乙酸 AR 麦克林 

氢氧化钠 AR 麦克林 

氯仿 AR 沪试 
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表 2 实验仪器设备表 

实验设备 生产厂家 

立式高压蒸汽灭菌锅 上海申安医疗器械厂 

超净工作台 浙江孚夏医疗科技有限公司 

电热鼓风干燥箱 上海力辰科技有限公司 

恒温培养箱 上海力辰科技有限公司 

马弗炉 安徽科幂仪器有限公司 

多功能粉碎机 九阳股份有限公司 

紫外可见分光光度计 上海美普达仪器有限公司 

机械搅拌反应釜 安徽科幂仪器有限公司 

恒温培养摇床 知楚生物科技有限公司 

冷冻干燥机 南京金实有限公司 

电磁炉 九阳股份有限公司 

电子天平 上海力辰科技有限公司 

冰箱 海尔集团公司 

高速离心机 湖南湘仪实验仪器开发有限公司 

紫外可见吸收光谱仪 日本岛津有限公司 

高效液相色谱 日本岛津有限公司 

荧光分光光度计 日立有限公司 

气相色谱仪 美国安捷伦有限公司 
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