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摘 要: 嗜鞣管囊酵母( Pachysolen tannophilus )As 2.1585 可以直接发酵木糖产乙醇。研究了供氧水平、培养基初

始 pH 值、接种量等条件对嗜鞣管囊酵母 As 2.1585 发酵产乙醇的条件。结果表明 , 在温度 28 ℃、转速 100 r/min 条

件下 , 嗜鞣管囊酵母发酵木糖 产 乙 醇 适 宜 在 高 好 氧 条 件 下 进 行 , 产 乙 醇 的 最 适 初 始 pH 值 为 5.0, 最 适 接 种 浓 度

2 %, 当水解液木糖浓度为 3 g/100 mL 时 , 最大乙醇浓度为 0.8 g/100 mL, 是理论得率的 85 %。
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Abstract: Xylose fermentation directly by Pachysolen tannophilus As 2 . 1585 could produce ethanol. The effects of the relative technical condi-

tions including the aeration level, the initial substrate pH value and the inoculation quantity on ethanol production were investigated. The results

indicated that when the temperature and the rotating speed were kept at 28 ℃ and 100 r/min respectively, the fermentation should be carried out

under high-aerobic conditions with the initial pH value as 5.0 and the optimum inoculation quantity as 2 %, and when the concentration of hy-

drolysis xylose was 3 %, the maximum ethanol yield rate was 0.8 g/100 mL (85 % of theoretical yield).
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木质纤维素的主要成分包括纤维素、半纤维素和

木质素 3 部分。细胞壁中的半纤维素和木质素通过共价

键连接成网络结构, 纤维素镶嵌在其中。不同物质中纤

维素、半纤维素和木质素的含量不同 , 麦草秸秆中的主

要成分为纤维素 30 %、半纤维素 50 %、木质素 15 %[1]。

纤维素原料制备酒精的研究报道逐年增多 [2], 但天然半

纤维素水解产物的 85 %～90 %是木糖 , 如何充分利用

好半纤维素是生物量利用率的关键之一。酵母木糖代谢

产生乙醇的理论得率为 0.46 g 乙醇 /g 木糖 , 低于葡萄

糖乙醇发酵的理论得率 0.51 g 乙醇 /g 葡萄糖[3]。目前 ,

半纤维素微生物转化尚存在以下几个问题: ①可发酵半

纤维素的主要组成糖(木糖) 的微生物较少。②虽然已发

现了发酵木糖的微生物[4], 但它们耐乙醇浓度较低, 副产

物较多, 对发酵条件要求苛刻[5]。为此, 本文探讨了用湿

氧化法 [6] 预处理半纤维素微生物转化生产乙醇的可行

性, 研究了直接发酵木糖产酒精的一种微生物嗜鞣管囊

酵母 ( Pachysolen tannophilus )As 2.1585 的最优发酵工

艺条件。

1 材料与方法

1.1 菌种

嗜鞣管囊酵母 ( Pachysolen tannophilus )As 2.1585,

本实验室保藏。

1.2 培养基

斜面培养基: 麦芽汁琼脂培养基, 琼脂 2 %。

市购麦芽粉碎 , 称取 500 g, 加水 2 L, 于 55 ℃糖化

至加碘溶液不显蓝色为止( 6～7 h) 以纱布过滤 , 装瓶加

棉塞于 0.15 MPa, 15 min 湿热使杂质沉淀。取出冷却, 再

经 4 层纱布过滤得麦芽汁。

液体种子培养基 : 液体麦芽汁培养基 , 高压灭菌锅

0.14 MPa 灭菌 30 min。

麦草秸秆水解液的制备[5]: 采用湿氧化法, 称取过筛

后的小麦秸秆原料 , 配制成料液比为 1∶15 的混悬液 , 加

入 2 g/L Na2CO3, 在 130 ℃下通入压强为 1.2 MPa 的氧

气, 反应 10 min, 反应完成后, 取所得混悬液进行抽滤得

水解液调节 pH 为 5.0。

发酵培养基[6]为: 麦草秸秆湿氧化水解液木糖 3 %,
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酵 母 粉 0.4 %, 蛋 白 胨 0.6 %, 尿 素 0.04 %, K2HPO4

0.01 %, ( NH4) 2SO4 0.02 %, 用盐酸调 pH, 0.14 MPa 高压

灭菌 30 min。

1.3 培养方法

斜面培养: 28 ℃培养 72 h。

种子培养: 28 ℃培养 48 h。

发酵培养 : 培养时间 60～72 h, 摇床转速范围为

0～150 r/ min。

1.4 测定方法

总糖含量的测定: 3.5- 二硝基水杨酸法( DNS 法) [8]。

木糖含量的测定: 苔黑酚显色吸光光度法[9～11]。

乙醇浓度的测定: 取发酵液 100 mL, 经蒸馏得乙醇

溶液, 用重铬酸钾滴定 [12～13]。

pH 值的测定: 精密 pH 试纸, 上海经济区试剂公司。

2 结果与分析

2.1 不同碳源比例对乙醇发酵的影响

取不同比例的木糖和葡萄糖, 使发酵液总碳源浓度

为 6 %, pH 为 5.0, 装液量为 100 mL/250 mL, 接种量为

2 %, 摇床转速为 100 r/min, 培养温度为 28 ℃ , 培养时

间为 72 h。具体碳源情况见表 1。

由表 1 可以看出, 嗜鞣管囊酵母发酵产乙醇时, 培

养基中木糖比例越高, 产乙醇浓度越高。葡萄糖比例越

高 , 发酵液中 pH 下降越多 , 以单一葡萄糖做碳源时,还

原糖浓度下降了很多, pH 下降到 2.1, 但产乙醇量很少 ,

可能是管囊酵母不能利用葡萄糖产乙醇, 发酵产生了有

机酸 , 故后面的实验主要讨论以木糖作碳源 , 即以湿氧

化法水解液中的木糖作为碳源。

2.2 培养条件的优化

湿氧化法是在高温加压条件下 , 木质纤维素、水和

氧气共同参加反应, 加入 Na2CO3 可防止纤维素破坏, 使

半纤维素和木质素溶解于碱液中, 而与纤维素分离, 得

到的水解液的主要成分是木糖, 经浓缩可以作为管囊酵

母发酵的碳源, 本实验探讨了利用水解液木糖发酵产乙

醇的工艺条件。

2.2.1 不同的摇床转速对发酵的影响

将水解液浓缩 , 使其中的木糖浓度为 3 g/100 mL,

发酵液初始 pH 为 5.0, 装液量 100 mL/250 mL, 接种量

2 %, 培养温度 28 ℃, 摇床转速见表 2。

由表 2 可以看出 , 摇床转速对发酵影响很大 , 嗜鞣

管囊酵母在摇床转速为 0, 即在低供氧的条件下几乎不

产乙醇 , 然而在微好氧的条件下 , 发酵 72 h 乙醇浓度为

0.72 g/100 mL。

2.2.2 不同的装液量对发酵的影响

发酵液初始 pH 为 5.0, 接种量为 2 %, 培养温度为

28 ℃, 摇床转速 100 r/min。不同的装液量对发酵的影响

结果见表 3。

由表 3 可知, 供氧水平( 以装液量体现) 对嗜鞣管囊

酵母发酵木糖产乙醇影响较大, 摇床转速为 100 r/min,

装液量为 50 mL/250 mL 发酵效果最好 , 100 mL/250 mL

次之 , 150 mL/250 mL 发酵效果最差。说明嗜鞣管囊酵

母发酵木糖产乙醇在较高的供氧水平下较好, 发酵 72 h

时发酵液中乙醇浓度要高于 60 h 时 , 但乙醇对糖的得

率有所下降。

2.2.3 不同的初始 pH 对发酵的影响

装液量为 100 mL/ 250 mL, 接种量为 2 %, 培养温

度 28 ℃, 摇床转速 100 r/min。不同的初始 pH 对发酵的

影响结果见表 4。

从表 4 可以看出 , 初始 pH 在一定范围 ( pH4.5～

6.0) 内对发酵影响不大, pH5.0 最好。从发酵时间来考

察, 72 h 时发酵液中乙醇浓度虽然有所增加, 但乙醇转

化率却下降了 , 分析原因可能有两种可能 : ①菌体生长

消耗了部分木糖 ; ②部分乙醇挥发了 , 发酵产乙醇的速

率比乙醇挥发的速率快。
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2.2.4 不同的接种量对发酵的影响

装液量为 100 mL/ 250 mL, 初始 pH 为 5.0, 培养温

度 28 ℃, 摇床转速为 100 r/min。不同接种量对发酵的影

响实验结果见表 5。

由表 5 分析可知, 接种量为 2 %和 3 %时发酵效果

几乎一样, 但是生产上从经济的角度考虑接种量选 2 %

较好。从发酵的时间上来考察, 72 h 时乙醇浓度略有上

升 , 但乙醇的转化率大大下降了 , 说明 60～72 h 这段时

间乙醇挥发得比较多或菌体生长繁殖利用木糖比较多。

3 结论

实验结果表明: 管囊酵母不能发酵葡萄糖产乙醇。

在温度为 28 ℃、转速为 100 r/min 的条件下 , 管囊酵母

发酵产乙醇适宜在高供氧水平下进行, 当摇瓶装液量为

50 mL/250 mL, 发酵液初始 pH 为 5.0～6.0, 最适接种

浓度 2 %, 水解液木糖浓度为 3 g/100 mL 时 , 最大乙醇

得率为 0.39 g/g, 是理论得率的 85 %。由于湿氧化法形

成的水解液中糠醛之类的副产物较少, 对微生物的毒害

作用较小, 进行乙醇发酵是可行的。
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国家酒类及加工食品质量检验监督中心
实验基地奠基仪式在泸州举行

本刊讯: 国家酒类及加工食品质量检验监督中心实验基地奠基仪式于 2008 年 1 月 6 日在泸州酒业集中发展区隆重举行。四川省质量技术

监督局局长刘云夏、中国食品工业协会白酒专业委员会常务副会长、秘书长马勇、四川省食品工业协会副会长陈吉福、四川省酿酒协会专家组

副组长、四川大学教授胡永松、四川省产品质量监督检验检测院院长李永全、四川省酒类及加工食品质量监督检验中心主任钟杰、贵州省轻工

业科学研究所所长、《酿酒科技》总编黄平、贵州茅台酒股份有限公司副总经理吕云怀、泸州市人民政府市长朱以庄、泸州市政协主席刘俊泽、泸

州市市委常委、秘书长喻双、泸州市人大党组书记、副主任林海云以及泸州市江阳区委书记陈文、区长郑蓉等领导出席奠基仪式 , 四川省质量技

术监督局有关部门领导、四川省产品质量监督检验检测院副院长、副书记、泸州市相关部门领导、泸州老窖股份有限公司董事长谢明、总经理张

良等参加了奠基仪式。省内外 30 多家酒类企业派代表参加了奠基仪式 ,《东方卫视》、《四川卫视》等 10 多家新闻媒体到会采访报道。

奠基仪式由泸州市副市长李继郁主持 , 朱以庄市长、马勇秘书长和刘云夏局长分别发表了热情洋溢的讲话。国家酒类及加工食品质量检验

监督中心实验基地建在“泸州酒业集中发展区”内 , 规划占地 17600m2, 建筑面积 7145m2, 建筑风格采取川南民居仿古式建筑 , 与整个园区保持协

调一致 , 总投资约 4000 万元, 项目计划于 2008 年 10 月底前完成。建成后的实验基地将具备年检测白酒及其原料、包材 1 万余批次的综合检测

能力。“泸州酒业集中发展区”目前已引进投资项目 30 个 , 协议总投资 8.4 亿元, 完成总投资 6.7 亿元。到 2010 年 , 集中发展区白酒产量将达到

25 万吨以上 , 实现产值和服务业收入超过 100 亿元, 打造成中国白酒最大的 OEM 园区。刘云夏局长宣布“实验基地项目开工”, 省市有关领导培

土奠基。与会领导和代表兴致勃勃地参观了酒业集中发展区 , 对集中区的建设速度赞叹不已。( 小雨)
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