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摘 要 : 对酵母菌 M- 3 进行了葡萄糖和木糖共发酵产乙醇条件的优化研究。结果表明 , 发酵的最优条件为 : pH

5,温度 34℃,转速 70 r/min,初始糖浓度 60 g/L,葡萄糖与木糖的质量比为 2∶1。在该条件下 , 发酵所得燃料乙醇浓

度为 23.0 g/L,糖醇转化率为 38.3 %。
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Abstract:The co-fermentation conditions of xylose and glucose by yeast M-3 to produce fuel ethanol were studied.The results showed that the

optimum conditions were as follows: initial pH value was 6.5 and the temperature was at 34 ℃ , rotating speed was at 70 r/min, initial sugar

concentration was 60 g/L, and mass ratio of glucose and xylose was 2∶1. Under the above conditions, the produced fuel ethanol concentration

was 23.0 g/L and the conversion rate of sugar to ethanol was 38.3 %.
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随着全球能源危机的加剧,人们越来越重视燃料乙

醇的生产。传统的以淀粉质为原料的乙醇生产成本太

高, 而利用玉米秸秆等农作物废弃物生产燃料乙醇,不

仅成本低 , 同时能缓解废弃物对环境的污染 , 又能减轻

燃料生产对粮食的依赖。因此,以木质纤维素原料生产

燃料乙醇的技术成为当前的研究焦点。木质纤维原料的

水解液中主要含有葡萄糖和木糖 2 种成分[1]。同时发酵

这 2 种糖生产燃料乙醇 , 能够充分利用原料 , 降低生产

成本。20 世纪 80 年代开始 ,世界范围内掀起了木糖与

葡萄糖共同发酵的研究热潮 , 并取得了一定的成果。

Ingram 利用基因技术构建菌种 E.coli KO11, 该菌几乎

可以发酵木质纤维原料水解液中所有的糖分,乙醇生产

能力比较高[2]。山东大学也研究了粗糙脉孢菌对木糖和

葡萄糖的共同发酵,并取得了一定的成果[3]。

本实验利用实验室自行筛选的 M- 3 酵母菌对木糖

和葡萄糖的共同发酵进行了研究,以期对纤维素燃料乙

醇的工业化生产提供一些技术参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试验菌种

酵母菌 M- 3,由郑州大学环境与生态研究所筛选。

1.1.2 混合发酵培养基

混合糖(葡萄糖和木糖 , 按实验要求称量) , 酵母膏

2 g/L,磷酸二氢钾 1 g/L,硫酸镁 0.5 g/L,蛋白胨 10 g/L,

121℃下灭菌 30 min,备用。

1.2 试验方法

250 mL 的摇瓶中装入 50 mL 的混合发酵培养基 ,

接入 M- 3发酵菌。考察在不同 pH、不同发酵温度、不同

摇床转速、不同初始糖浓度、葡萄糖与木糖的不同比例

等因素对乙醇发酵的影响。通过单因素影响实验和正交

实验,确定优化的发酵条件。

1.3 测定方法

乙醇测定用氧化还原反应比色法[4]。

酵母菌生长测定 :利用分光光度计 , 以灭菌的培养

基为空白 , 比色皿厚度为 0.5 cm, 波长 600 nm, 测定培

养液的 OD值。用该值表示酵母菌的生长量。

木糖含量测定 : 1 mL 糖化液加 4 mL 地衣酚试剂 ,

保温 20 min,于 660 nm 处测 OD值,结合木糖标准曲线

计算木糖含量。
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总糖和葡萄糖含量测定:总糖含量测定用 DNS 法 ,

总糖含量减去木糖含量即得葡萄糖含量。

2 结果与分析

2.1 温度对发酵的影响

温度是影响微生物代谢的重要因素之一。在适宜的

温度范围内,温度升高,微生物代谢速率相应提高;过高

或过低的温度均会降低代谢速率。因此,在不同的温度

下对酵母菌 M- 3进行了发酵试验。试验结果见表 1。

从表 1 可看出 , 随着温度的升高 , 乙醇浓度逐渐增

加。在 34℃时乙醇产量最大,为 19.8 g/L,此时的糖醇转

化率为 33.0 %。当温度超过 34℃时,乙醇浓度就开始降

低。同时菌体生长量也表现出类似的变化规律,表明一

定量的酵母菌数是乙醇发酵的必要条件。随着乙醇浓度

的增加,相应的有机酸副产物的量减少,因此,发酵液的

终止 pH也有所上升。

2.2 初始 pH对发酵的影响

微生物的代谢与 pH有密切的关系,为此,试验了初

始 pH对发酵的影响, 以考察不同初始 pH 对发酵的影

响。结果见图 1所示。

图 1表明, pH为 5 时,乙醇浓度最高为 20.2 g/L,且

有最高的菌体生长量 , 葡萄糖浓度为 0.7 g/L, 木糖浓度

为 11.5 g/L, 表明初始 pH 为 5 时 , 既有利于菌体生长 ,

又有利于乙醇发酵。

2.3 摇床转速对发酵的影响

在培养容器体积与装液量相同的情况下,摇床转速

与溶解氧有密切关系,而溶解氧是影响木糖发酵的重要

因素之一。在 250 mL的摇瓶中装入 50 mL 的发酵液 ,

葡萄糖与木糖质量比为 2∶1, pH5,温度 34℃,考察不同

摇床转速对发酵的影响,结果见图 2。

从图 2 可以看出, 摇床转速对乙醇发酵影响较大,

转速为 70 r/min 时,乙醇浓度达到最大。高于或者低于

70 r/min,乙醇浓度均减小;摇床转速对菌体量也有明显

影响,随着转速的加大,菌体量逐渐增加。在低转速条件

下 ( < 70 r/min) , 发酵液中溶解氧少 , 酵母菌 M- 3 生长

量低 , 从而影响了酵母菌的发酵能力 ;在高转速条件下

( > 70 r/min) ,发酵液中的溶解氧较充足 ,菌体的有氧呼

吸作用增强,菌体繁殖速率增加而乙醇产量降低。研究

表明,酵母菌木糖发酵需要微好氧条件[5],而葡萄糖发酵

需在厌氧条件下进行。在转速为 70 r/min 时 ,乙醇浓度

最高,表明此时有利于木糖发酵。在实际生产中,由于葡

萄糖和木糖共存于木质纤维素的水解糖液中,可以在发

酵初期,加大通气量使酵母菌迅速繁殖以扩增酵母菌细

胞,随后减小通气量,维持微好氧状态,使酵母菌充分发

酵木糖和葡萄糖高效产生乙醇。

2.4 混合液中葡萄糖与木糖质量之比对发酵的影响

混合液初糖浓度为 60 g/L,选取葡萄糖与木糖质量

之比为 1∶1、2∶1、3∶1, 研究 2 种单糖质量比对发酵的影

响,结果见表 2。

从表 2可以看出,葡萄糖与木糖之比为 1∶1时,乙醇

浓度和糖醇转化率最低;两者之比为 2∶1时,乙醇浓度和

糖醇转化率最高。随着葡萄糖与木糖比例增大,菌体量

逐渐增加。由于葡萄糖是微生物生长繁殖优先选择的良

好碳源,因此,随着葡萄糖浓度的增加,菌体量增加。当

质量比为 1∶1 时 , 即葡萄糖与木糖浓度均为 30 g/L时 ,

木糖浓度相对于酵母菌菌体量过剩,从而产生木糖发酵
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图 1 初始 pH 对发酵的影响

图 2 摇床转速对发酵的影响
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乙醇的基质抑制作用,导致乙醇产量很低。当质量比为

3∶1 时 , 由于葡萄糖浓度较高 , 菌体量加大 , 但木糖量相

应减少,致使乙醇产量也不高。而质量比为 2∶1时,糖醇

转化率最高,表明此时的木糖量和菌体量均有助于乙醇

的产生。

2.5 初始糖浓度对发酵的影响

发酵液中糖的浓度对微生物的生长和发酵起着直

接的作用,而且直接影响了单位发酵设备的产量和生产

成本。研究初始浓度对发酵的影响至关重要。

葡萄糖与木糖质量比为 2∶1, 研究不同初始糖浓度

对发酵的影响。初始糖浓度越大, 菌体生长量越大,在

100 g/L糖浓度下菌体生长量最大 ,表明酵母菌 M- 3 能

够耐受高糖浓度。糖醇转化率在 60 g/L时达到最大,表

明高糖浓度不利于乙醇发酵。

2.6 发酵条件的正交实验设计

通过单因素试验,初步确定了温度、pH、摇床转速的

最适值。为了考察这 3个因素在组合条件下如何影响发

酵,对 3因素进行了正交试验[6],结果见表 4。

从表 4 可以看出 , 第 7 号试验得到的乙醇浓度最

高,为 19.9 g/L,可以确定组合 A3B1C3为最佳组合。

从各因子极差分析 RB> RC> RA, 表明 , 在发酵条件

中 , 对乙醇浓度影响最大的因素是发酵温度 , 其次是转

速,而 pH对乙醇浓度的影响最小。

从因素均值来看 , A1> A2> A3, B1> B3> B2, C3>

C1> C2, 根据此结果可以确定 , 最佳发酵条件组合为

A1B1C3,这与第 7号试验的条件只有 pH不一致。分析各

因素的均值,发现温度的均值 1 和均值 3 以及转速的均

值 1 和均值 3 均差别不大,加之, pH对乙醇浓度的影响

最小,由此分析推测, A1B3C1有可能也是最佳组合。由上

述单因素实验得知,其他条件不变,在 pH5、温度 34℃、

转速 70 r/min 的条件下,发酵所得燃料乙醇浓度可高达

23.0 g/L。从而证明了 A1B3C1 也是最佳组合。由此 ,

A3B1C3和 A1B3C1均为最优组合 , 从降低能耗的角度出

发,选择 A1B3C1为最佳组合。

3 结论

3.1 通过对 M- 3共发酵葡萄糖和木糖混合液产乙醇试

验研究,得出共发酵葡萄糖和木糖生产乙醇的最优条件

为 pH5、温度 34℃、转速 70 r/min, 初始糖浓度 60 g/L,

葡萄糖与木糖的比为 2∶1。

3.2 酵母菌利用葡萄糖的能力大于木糖 , 并且是优先

利用葡萄糖。通过正交试验分析各个因素,发现温度对

发酵过程最关键,其次是转速,影响最小的是 pH。
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国产葡萄酒占市场八成以上份额
本刊讯:据中国酿酒协会发布的国内葡萄酒与烈性酒数据分析调查 , 王朝、长城、张裕三大厂家占据了中国葡萄酒市场 85%的份额。

预计 2008 年至 2011 年间 ,中国葡萄酒年消费量以 70%以上的速度增长 ,将成为全球第八大葡萄酒消费国。近年来 , 全球葡萄酒消费平

均年增长速度仅有 1% ,而亚洲葡萄酒消费年均增速接近 8%。( 小小)
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