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甜高粱秸秆发酵菌种的诱变育种及

其固态发酵工艺的研究
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摘 要： 以耐酒精高活性干酵母为原始出发菌株进行 60Co-γ辐射诱变处理，经逐级筛选和 300 g甜高粱秸秆固态
发酵，确定 H13为最佳诱变菌种；并对 H13菌株的甜高粱秸秆固态发酵工艺进行研究，结果表明，粉碎后的甜高粱
秸秆 300 g，5‰的菌体接种量、68 %的基质含水量、36℃条件下发酵 60 h，乙醇产率达 6.4 g/100 g鲜秸秆。
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Abstract: Angel active dry yeast (Saccharomyces cerevisiae) was selected as original strains and mutated by radiation of 60Co-γ, then H13 strain
was obtained through screening and solid fermention test (fermented with 300 g sweet sorghum stalk). The optimum fermentation conditions of
H13 strain were summed up as follows through experiments: 300g grinding sweet sorghum stalk, 5 ‰ bacteria inoculation quantity, 68 % water
content of sustrate, 60 h fermentation at 36℃, and ethanol yield could reach 6.4 g/100 g stalk.
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随着人类社会的发展，石油、煤炭、天然气等化石能
源急剧消耗，造成的环境污染问题日益严重，寻找开发新
型、清洁的能源已成为全世界关注的话题。燃料乙醇是一
种清洁的可再生能源，用它取代部分汽油，对减轻环境污
染、 节省石油资源、 促进农业产业化发展等具有重要意
义，是最有希望替代传统能源的液体燃料。
甜高粱为短日照 C4 植物，具有很高的光合效率，生

长能力特别强，有“高能作物”之称。以甜高粱为原料发展
燃料乙醇产业，不仅可以缓解日益加剧的能源问题，还会
在社会、经济、生态等方面产生良好的效益。美国、巴西等
国都纷纷开展了对甜高粱的培育和种植以及生产燃料乙

醇方面的研究和开发，我国也已加入这一行列[1-2]。
能否实现利用甜高粱生产燃料乙醇， 关键技术因素

之一就是菌种的转化率的高低， 发酵菌种的优劣将直接
关系到燃料乙醇的产率。 诸多学者也纷纷利用各种不同
手段进行了甜高粱发酵菌种的育种筛选工作[3-4]。 本文以
安琪耐高温酒精活性干酵母为原始菌种，采用 60Co-γ 辐
射诱变处理，经逐级筛选以期获得具有优势的发酵菌种，
并对其甜高粱秸秆固态发酵工艺进行了探索。

1 材料与方法

1.1 实验材料

基金项目：甜高粱秸秆五碳糖发酵菌株引进与基因工程改造(2010-Z46)；现代高粱产业技术体系建设任务书(nycytx-12-03-01-01)；能源甜高粱产量
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1.1.1 菌种
耐高温酒精活性干酵母： 安琪酵母股份有限公司生

产。
1.1.2 甜高粱秸秆
成熟的甜高粱秸秆收割后， 鲜秸秆由粉碎机粉碎至

数毫米长度。
1.1.3 培养基

YPD 培养基 ：蛋白胨 20 g，葡萄糖 20 g，酵母膏
10 g，加蒸馏水至 1 L；固体培养基加琼脂 15 g。

TTC 上层培养基：葡萄糖 0.5 g，琼脂 1.5 g，TTC（红
四氮唑）0.05 g，加蒸馏水至 100 mL。

TTC 下层培养基：葡萄糖 1 g，蛋白胨 0.2 g，酵母膏
0.15 g，KH2PO4 0.1 g，MgSO4·7H2O 0.4 g，琼脂 3 g，加蒸
馏水至 100 mL。
1.2 实验方法
1.2.1 诱变菌种的选育
1.2.1.1 菌种的活化
在 2 %葡萄糖水溶液中加入 1 g 干酵母，30℃活化

1 h 后，在 YPD 平板上做划线，挑取单菌落于液体 YPD
培养基中，200 r/min、30℃下摇床培养 12～16 h。
1.2.1.2 60Co-γ辐射诱变处理
取培养 12 h 后的安琪酵母菌液于 1.5 mL 离心管

中，进行 60Co-γ 辐射诱变，诱变分为 5 个剂量组，分别是
2 kGy、3 kGy、4 kGy、5 kGy和 6 kGy。 将照射后的菌液按
一定比例稀释，涂布于 YPD 平板，未经处理的菌液涂板
作为对照，30℃恒温箱中培养， 注意观察平板上菌落的
生长情况[5]。
诱变致死率计算公式：

致死率＝对照组菌落数-诱变组菌落数
对照组菌落数

×100 %

1.2.1.3 TTC平板一级筛选
红四氮唑（2,3,5-氯化三苯基四氮唑，TTC）是一种显

色指示剂，原本色为无色，由于活菌中所含脱氢酶可将它
还原成红色的 TF，使平板上原先几乎看不见的微小菌落
染成肉眼清晰可见的红色菌落， 且通过其颜色深浅可判
断酵母中脱氢酶活力的大小，即酵母产酒精能力的高低，
能力越强，显色越深。
采用点接种法是将菌种接种于 TTC 下层培养基上，

30℃下培养至形成一定大小的菌斑，将预先配制好的上
层培养基冷却至 45℃左右， 慢慢倒入下层培养基上，将
菌落覆盖，移至暗处于 30℃下显色，3 h 后取出，比较菌
落颜色，挑取颜色较深的菌落进行下一级筛选[4，6]。
1.2.1.4 杜氏小管二级筛选
一级筛选得到的菌种经活化培养后， 分别接种于含

有杜氏小管的 YPD液体培养基试管中， 每株 3 个平行，
30℃下 200 r/min 摇床培养 12～24 h， 观察杜氏小管中
的产气情况。
1.2.1.5 液态摇瓶发酵三级筛选
将上级筛选所得菌种，接入 50 mL YPD液体培养基

中，200 r/min 30℃下恒温发酵， 每隔 2 h 记录 CO2的失

重情况，发酵终止后进行蒸馏，测定乙醇浓度，每组 3 个
平行取平均值。
1.2.1.6 甜高粱秸秆固态发酵
将粉碎后的甜高粱秸秆 （含水率 74 %， 含糖量

18.5 %，还原糖 5.96 %）每份 300 g装入 1 L的三角瓶中，
每组 3个平行， 将菌液离心所得菌体以 3‰的接种量接
入到秸秆中，30℃恒温箱中静止发酵， 每隔 12 h 翻动 1
次，并记录 CO2的失重情况，发酵结束后取样测定乙醇
及糖分含量[7]。
1.2.2 诱变菌种固态发酵工艺的研究
将粉碎后的甜高粱秸秆 （含水率 66 %， 含糖量

28.1 %，还原糖含量 7.74 %）每份 300 g 装入 1 L 的三角
瓶中，将活化培养后的菌液离心所得菌体接入到秸秆中，
30℃恒温箱中静止发酵，每隔 12 h 翻动 1 次，在此基础
上分别确定最佳的接种量、发酵温度、含水率和发酵时间
条件[7]。
1.2.3 测定方法
总糖、还原糖测定：取 100 g 秸秆加水 300 mL，浸泡

12 h 后过滤取滤液， 苯酚-硫酸法测定总糖含量 [8]，DNS
法测定还原糖含量[9]。
乙醇含量测定： 将发酵后的秸秆用 250 mL 蒸馏水

洗涤过滤，取 100 mL滤液蒸馏，当馏分接近 50 mL时停
止蒸馏，所得馏分采用重铬酸钾氧化分光光度法测定[10]。
秸秆含水率测定：45℃烘干至恒重， 根据前后质量

差值计算。
CO2失重测定：重量法[11]，当 CO2的失重小于 0.1 g/h

时，视为发酵结束。

2 结果与分析

2.1 最佳诱变菌株的确定
2.1.1 60Co-γ辐射诱变效果
采用不同的剂量对原始菌株进行辐射诱变后， 按一

定比例稀释后涂布于平板，观察菌落生长情况并计数，各
剂量组对原始菌株的致死率见图 1， 最低剂量组 2 kGy
的致死率约为 93 %， 最大剂量组 6 kGy 的致死率为
99 %以上，但仍未达到完全致死率，在 YPD 平板上形成
数个菌落。
2.1.2 TTC平板一级筛选结果
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图 2 TTC平板显色结果

图 1 不同剂量组的辐射对原始菌株的致死率
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图 3 接种量对甜高粱秸秆固态发酵的影响

辐射诱变后的菌液均匀涂布在 YPD平板上培养，挑
取菌斑较大的单菌落，与原始菌株一同进行 TTC 平板显
色反应，显色结果见图 2，挑取染色较深的菌落共 15 株，
依次命名为 H1、H2、H3……H14、H15，接入 YPD 液体培
养基中，进行下一步筛选。

2.1.3 杜氏小管二级筛选结果
将上级筛选所得菌株经活化培养后接入含有杜氏小

管的 10 mL液体培养基中， 进行杜氏小管产气实验，每
个菌株做 3个重复，原始菌株作为对照，结果见表 1。

由表 1 可知，H1、H2、H3、H5、H8、H9、H10、H15 与原
始菌株相比产气较多，对这 8个菌株进一步进行筛选，并
重新命名为 H11、H12、H13、H14、H15、H16、H17、H18。
2.1.4 液态摇瓶发酵三级筛选结果
将筛选所得 8 个菌株和原始菌株进行 50 mL 液体

培养基摇瓶发酵实验。 根据 CO2的失重情况，发酵进行

到 12 h 后发酵结束，对发酵液进行蒸馏，测定其乙醇含
量，结果见表 2。

由表 2 可知，H12、H13、H15 提高率都在 15 %以上，
其中 H13 较原始菌株的提高率大， 达到了 19.24 %。 因
此，经过三级筛选，确定 H12、H13、H15 为 60Co-γ 辐射诱
变所得的优势菌株，进入秸秆固态发酵实验。
2.1.5 甜高粱秸秆固态发酵比较结果
经过三级筛选之后， 得到 H12、H13、H15 这 3 株诱

变优势菌株。 通过 300 g甜高粱秸秆固态发酵实验，确定
最佳诱变菌株，结果见表 3。

由表 3 可知，H13 的乙醇得率最高， 为 4.23 g/100 g
鲜秸秆，乙醇转化率为 51 %，与原始菌株 3.54 g/100 g的
乙醇得率相比，提高了 19.5 %，确定为最佳诱变菌株。
2.2 菌株 H13最佳发酵条件的确定
2.2.1 接种量对甜高粱秸秆固态发酵的影响
图 3 为接种量对甜高粱秸秆固态发酵结果的影响。

由图 3可以得出， 当接种量为 5 ‰时， 乙醇产率是最高
的，100 g甜高粱秸秆可以生成 5.29 g乙醇， 此时发酵基
质中的残糖含量也相对较低，为 0.73 %。 接种量过低或
者过高都会影响乙醇的产率，5 ‰为最佳接种量。
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图 4 温度对甜高粱秸秆固态发酵的影响

图 5 含水量对甜高粱秸秆固态发酵的影响

图 6 发酵时间对甜高粱秸秆固态发酵的影响

2.2.2 温度对甜高粱秸秆固态发酵的影响
图 4为温度对甜高粱秸秆固态发酵结果的影响。 由

图 4 可知，随着温度的升高，乙醇的产量也逐渐增加，当
温度达到 34℃以上时，乙醇生成的速率放缓，到 38℃时
乙醇的生成量已无太大变化。 这说明菌种 H13在较高的
温度下具有较强的发酵能力，36℃为最佳发酵温度。

2.2.3 含水量对甜高粱秸秆固态发酵的影响
由于含水量的不同导致发酵基质中糖分含量的不

同， 因此以乙醇转化率作为衡量含水量对发酵影响的标
准。 图 5为含水量对甜高粱秸秆固态发酵的影响结果。
由图 5可以看出，当发酵基质的含水量逐渐升高时，

乙醇的转化率逐渐增加，含水量为 68 %～70 %时，乙醇
转化率达到 58 %；当含水量高于 70 %，乙醇的转化率出
现了略微下降， 这说明水分含量过高可能会对菌种的发
酵产生抑制作用。 因此，68 %为最佳含水量。

2.2.4 发酵时间对甜高粱秸秆固态发酵的影响
图 6 为发酵时间对甜高粱秸秆固态发酵的影响结

果。 由图 6可知，发酵的时间主要集中在 24～48 h内，乙
醇的产量急剧增加，到 60 h，发酵基本结束，乙醇产量达
到最高值，为 6.4 g/100 g底物。

3 结论

3.1 耐高温酒精活性干酵母是目前已广泛应用于酿酒、
制取乙醇的高活性干酵母，具有发酵周期短、出酒率高等
特点。 以此作为出发菌株，采用 60Co-γ 辐射诱变，再经

TTC 平板显色、 杜氏小管产气及液态摇瓶发酵逐级筛
选， 得到了 3株较原始菌株具有较强发酵能力的诱变菌
株；300 g甜高粱秸秆固态发酵试验结果显示， 菌株 H13
的乙醇得率最高，为 4.23 g/100 g 鲜秸秆，较原始菌株提
高了 19.5 %，乙醇转化率为 51 %，该株被确定为最佳诱
变菌株。
3.2 在确定了最佳诱变菌株 H13后，对其甜高粱秸秆固
态发酵的最佳条件进行了试验， 得出 300 g甜高粱秸秆
固态发酵的最佳条件为：5‰的接种量、68 %的基质含水
量、36℃条件下恒温发酵，每 12 h翻动 1次，60 h 后发酵
结束。 经测定，乙醇产率可达 6.4 g/100 g鲜秸秆，发酵后
产物的还原糖含量为 0.31 %。
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