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1 株热带假丝酵母发酵木糖产乙醇的特性研究 *
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摘要 对1株热带假丝酵母Candidatropicalis在不同的发酵条件下发酵木糖产乙醇的特性进行研究。结

果表明:溶氧浓度对乙醇的产量和产率有很大影响,适中的溶氧浓度有利于菌体生长和乙醇的积累;较高的起始

菌体浓度和尿素添加量对乙醇的生产积累有促进作用;在碳源和氮源充足的情况下,延长发酵时间,乙醇的产量

最高达到25.58g/L的稳定状态,菌体生长也趋于平稳,浓度为6.54×108/mL。
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  以纤维素原料进行发酵生产乙醇不仅能够降低

燃料乙醇的生产成本,同时在废物资源化处理和环

境保护等方面具有积极的作用,因此是燃料乙醇生

产的研究方向之一[1]。纤维质原料主要由纤维素、
半纤维素和木质素等组成,通过生物、物理、化学等

单一或联合的方法进行逐步降解[2];纤维素的降解

产物中六碳糖(葡萄糖、半乳糖和甘露糖)约占2/3,
五碳糖(D-木糖和L-阿拉伯糖)约占1/3,而半纤维

素的水解产物中D-木糖高达90%[3]。选育高效的

木糖发酵菌株对木糖进行有效的利用是木质纤维进

行生物转化生产乙醇的关键环节之一。
从自然界中可分离到多种发酵木糖产生乙醇的

菌种,常见的主要有树干毕赤酵母Pstipitis、丝孢酵

母 Trichosporonsp.、管 囊 酵 母 Pachysolentan-
nophilus[4]、耐热甲基营养酵母 Hansenulapoly-
morpha[5]、休哈塔假丝酵母Candidashehatae[6]、
粗糙脉孢菌 Neurosporacrassa[7]等微生物类群,但
是上述菌种发酵木糖产乙醇的能力都不强[4]。虽然

构建木糖发酵重组菌株的研究工作进行较多,但始

终未见明显的成效[8-10]。
笔者对热带假丝酵母Candidatropicalis菌株

621[11]发酵木糖产乙醇特性进行了研究,为对该菌

株进一步进行分子改造以及该菌株在纤维素乙醇发

酵中的实际应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)菌株。热带假丝酵母Candidatropicalis621,
华中农业大学农业部微生物学国家重点实验室保藏。

2)培养基。菌种保藏培养基(g/L):木糖20,蛋
白胨5,酵母浸粉3,琼脂粉20,自来水定容至1L。
液体种子培养基(g/L):木糖20,蛋白胨5,酵母浸

粉3,自来水定容至1L,pH值自然。摇瓶发酵培养

基(g/L):木糖100,蛋白胨5,酵母浸粉3,自来水定

容至1L,pH值自然;0.1MPa灭菌20min。
1.2 试验方法

1)发酵条件。接种量10%,培养基装液量为

100mL(250mL三角瓶),摇床转速为180r/min,
温度为30℃,发酵72h[11]。

2)乙醇质量浓度测定。发酵液蒸馏后[12],使用

重铬酸钾比色法检测乙醇含量[13]。本文中乙醇产

量为 乙 醇 的 质 量 浓 度 (g/L);乙 醇 产 率 =
实际乙醇产量/(g/L)

[木糖消耗量/(g/L)×理论产量/(g/g)]×100%
。

3)还原糖测定。用DNS(3,5-二硝基水杨酸)
法测定发酵液中的还原糖含量[14]。

4)菌体浓度测定。发酵液稀释后采用血球计数

板计数[15]。

5)高浓度接种对发酵木糖产乙醇的影响。将菌
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体接种到含4%木糖的液体种子液中,分别在摇瓶

中培养24和48h后添加3%的木糖,继续摇瓶培养

至72h后离心收集菌体,并调整菌体浓度进行接种。

6)不同氮源对木糖发酵结果的影响。将摇瓶发

酵培养基的复合氮源(蛋白胨和酵母浸粉)替换成单

一氮源,蛋白胨(TP)、尿素(urea)、豆粕(SM)、玉米

浆(CSL)、酵母浸粉(YE)和酵母氮源(YNB),调整

各氮源质量浓度,使其含氮量均达到1.71g/L,进
行摇瓶发酵。

7)发酵木糖产乙醇极限值的确定。高浓度接

种,摇瓶发酵13d,发酵第3、7、9、11天分别补加木

糖40g/L,发酵第7、11天补加酵母氮源3g/L。对

照(CK)不补加酵母氮源。

2 结果与分析

2.1 不同通氧情况对菌株 621 发酵木糖产乙醇的

影响

  在酵母的木糖需氧代谢中,D-木糖由NADPH
(还原型辅酶Ⅱ)依赖的木糖还原酶还原为木糖醇,
再由NAD+(氧化型辅酶Ⅰ)依赖的木糖脱氢酶氧

化为木酮糖,然后木酮糖再被 ATP依赖的木酮糖

激酶磷酸化为5-磷酸木酮糖从而进入磷酸戊糖途

径,最终以中间产物6-磷酸葡萄糖和3-磷酸甘油醛

进入EMP途径生成乙醇[16]。从整个代谢途径分

析,菌体的生长和木糖的利用需要在好氧条件下进

行,而代谢后期的糖酵解则需要厌氧环境,因此发酵

液中的溶氧浓度必须适中。在固定摇床转速的情况

下,通过摇瓶的装液量控制发酵液的溶氧浓度。试

验中采用3种装量进行发酵,分别为500mL三角

瓶装发酵液50mL,记作50/500;250mL三角瓶装

发酵液100mL,记作100/250;250mL三角瓶装发

酵液200mL,记作200/250。
随着装液量的增大,菌体浓度逐渐减小,乙醇产

率逐渐增大,但是当装液量为100/250时乙醇产量

最高,达到5.22g/L(图1),其产率也较高,达到

22.81%(图2)。溶氧浓度过高导致木糖大量用于

菌体生长,溶氧浓度过低导致木糖的利用率降低,均
不利于乙醇的生产积累。
2.2 高浓度菌体接种对菌株 621 发酵木糖产乙醇

的影响

  酵母代谢木糖主要有2个方向,一是用于菌体

生长,二是通过糖酵解途径生产乙醇,二者对于糖的

利用可能存在竞争关系,乙醇的生产又需要一定浓

图1 不同通氧情况下乙醇产量的变化

Fig.1 Variationofethanolyieldindifferentaeration

图2 不同通氧情况下乙醇产率的变化

Fig.2 Variationofethanolproductivityindifferentaeration

图3 不同通氧情况下菌体浓度的变化

Fig.3 Variationofcellconcentrationindifferentaeration
度的菌体,为了尽量控制菌体生长消耗过多的木糖,
将离心收集的菌体接种到发酵液中,并调节发酵液

起始菌体浓度分别为1×108/mL、6×108/mL、12×
108/mL,进行摇瓶发酵,对照(CK)的起始菌体浓度

为0.3×108/mL。从图4中可以看出,随着接种量

图4 高浓度菌体接种对乙醇产量和产率的影响

Fig.4 Effectsofhighinitialcellconcentrationto
ethanolyieldandproductivity
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的增加,乙醇的产量和产率也逐渐增加,因此较高的

起始菌体浓度,有利于木糖向乙醇的转化。
2.3 不同氮源对菌株 621 发酵木糖产乙醇的影响

为了确定比较理想的氮源种类,选取蛋白胨

(TP)、尿素(urea)、豆粕(SM)、玉米浆(CSL)、酵母

氮源(YNB)、酵母浸粉(YE)等6种氮源进行试验。
由图5和图6可以看出,以尿素作为氮源的试

验组发酵木糖产乙醇的产量和产率均达到最高值,
乙醇 产 量 达 到6.76g/L(图5),乙 醇 产 率 达 到

37.60%(图 5),但 是 菌 体 的 浓 度 却 很 低,只 有

1.59×108/mL(图6),表明尿素对发酵木糖产乙醇

有明显的促进作用。

 TP:蛋白胨 Tryptone;Urea:尿素;SM:豆粕 Soybeanmeal;

CSL:玉米浆 Cornsteepliquid;YNB:酵母氮源 Yeastnitrogen;

YE:酵母浸粉 Yeastextract.下同 Thesameasbelow.

图5 不同氮源对乙醇产量和产率的影响

Fig.5 Effectsofdifferentnitrogenon
ethanolyieldandproductivity

图6 不同氮源对菌体浓度的影响

Fig.6 Effectsofdifferentnitrogenoncellconcentration

2.4 菌株 621 发酵木糖产乙醇的极限值

为了确定发酵木糖产乙醇的终点状态,延长发

酵时间,并根据发酵液残糖的含量适时补充木糖并

于第7天补充酵母氮源,对照(CK)不补充氮源。随

着发酵时间的延长,乙醇的产量和菌体浓度都趋于

稳定,继续补加木糖,乙醇的产量和菌体的浓度没有

增长,由此推断发酵木糖产乙醇达到了终点状态。
试验组发酵至第13天乙醇产量达到最高值,为

25.58g/L,CK组发酵至第9天的最高乙醇产量,
为16.28g/L(图7)。试验组发酵至第11天,菌体

浓度达到最高,为6.54×108/mL,对照组发酵至第

7天的最高乙醇产量,为5.06×108/mL(图8)。由
图7和图8可以看出补充酵母氮源之后,促进了菌

体的生长,乙醇产量也有了明显的提高,同时也说明

了更高浓度的酵母能提高乙醇的产量,但是乙醇不

会无限制地增长。

图7 乙醇产量随时间的变化

Fig.7 Variationofethanolyieldthroughtime

图8 菌体浓度随时间的变化

Fig.8 Variationofcellconcentrationthroughtime
2.5 乙醇浓度对菌株 621 发酵木糖产乙醇的抑制

作用

  乙醇是酵母的次级代谢产物,在碳源不充足的

情况下,酵母会利用乙醇充当碳源来维持菌体的生

长,而一定浓度的乙醇,对酵母也存在毒害作用,不
利于酵母的生长繁殖。

为考察乙醇对木糖发酵的影响,分别向发酵液

中添加体积百分比为0、1、2、3、4、5的乙醇进行发酵

试验。
由图9和图10可以看出,随着添加的乙醇数量

的增加,乙醇的产量逐渐降低,菌体生长浓度也随之

降低,当乙醇添加量高于2%(体积比)时,开始出现

负增长,菌体浓度和耗糖速率急剧下降。这说明,在
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图9 添加乙醇对乙醇生产的影响

Fig.9 Effectsofaddingethanoltoethanolyield

图10 添加乙醇对菌体浓度的影响

Fig.10 Effectsofaddingethanoltocellconcentration
乙醇浓度较高环境下,酵母利用木糖产乙醇的速率

低于酵母消耗乙醇的速率,不利于乙醇的生产积累。

3 讨 论

对实验室保藏的1株热带假丝酵母菌株621
(Candidatropicalis)发酵木糖产乙醇的部分特性

进行了研究。该菌株的生长和乙醇的生产都需要充

足的溶氧,溶氧浓度过高导致木糖大量用于菌体生

长,溶氧浓度过低导致木糖的利用率降低,均不利于

乙醇的生产积累,因此应在菌体的对数生长期增加

溶氧量来促进菌体生长,在稳定期降低溶氧量,促进

乙醇的生成。如果条件允许,可通过在线控制溶氧

量来检测乙醇产率和产量随溶氧浓度的变化情况,
进而提高乙醇发酵的产量和产率。

尿素对发酵木糖产乙醇生产有明显的促进作

用,以尿素作为氮源进行发酵,发酵液的菌体浓度只

有1.59×108/mL,而乙醇产量则达到6.76g/L,乙
醇产率达到37.60%。从菌体浓度来看,豆粕是最

适合菌体生长的氮源。一般情况下,菌体对无机氮

源的吸收利用比有机氮源更快,而有机氮源营养丰

富,它除了提供菌体代谢所必需的氮外,还可以提供

有利于发酵的各种微量元素,因此可以考虑采用豆

粕和尿素作为复合氮源。
另外乙醇对木糖发酵有一定的抑制作用。乙醇

是酵母的次级代谢产物,在碳源不充足的情况下,酵
母会利用乙醇充当碳源来维持菌体的生长,而一定

浓度的乙醇,对酵母也存在毒害作用,不利于酵母的

生长。因此发酵木糖产乙醇存在一个动态平衡,当
乙醇的产率和消耗速率一致时,发酵过程会达到平

衡状态,此时的乙醇产量达最大值,为25.58g/L。
可以考虑在酵母发酵木糖产乙醇的生产过程中,采
取乙醇生产和收集同步进行的方式,以降低发酵液

的乙醇含量,促进乙醇生产。
根据酵母木糖代谢途径以及以上发酵特性,下

一步研究应针对代谢调控来提高菌株的乙醇发酵效

率,包括构建基因工程菌或通过诱变的手段获得突

变株。
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CharacterizationofEthanolProducingCandidatropicalis
YeastinXyloseFermentation

LIULan-jie GEXiang-yang LIANGYun-xiang
LaboratoryofFermentationEngineering,StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract ThecharacteristicsofoneCandidatropicalisyeaststrainwhichcanproduceethanol
fromxylose-fermentingwasstudiedunderdifferentfermentationconditions.Theresultsshowedthat
dissolvedoxygenconcentrationhadagreatinfluenceonboththeyieldandproductivityofethanol,with
moderatedissolvedoxygenconcentrationbeingconducivetocellgrowthandethanolaccumulation.A
higherinitialcellconcentrationandureaareconducivetotheyieldofethanol.Intheconditionofsuffi-
cientcarbonandnitrogensource,extendingthefermentationtime,yieldofethanolcanreachuptothe
steady-stateof25.58g/Lwhilethecellconcentrationtendstobestable,about6.54×108/mL.The
steadystateisadynamicbalanceduetotheequivalentofethanolproductionandconsumption.

Keywords xylose;ethanol;Candidatropicalis
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