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[摘要 ] � 以树干毕赤酵母为发酵菌株, 高混合糖 (木糖、葡萄糖 )为发酵底物, 确定树干毕赤酵母高糖浓度发酵

时所需的条件. 研究结果表明,在高糖浓度乙醇发酵中,树干毕赤酵母较为适宜的发酵温度为 30� ,发酵 24 h, 残

糖浓度和乙醇浓度分别为 0�1 g /L和 32� 5 g /L. 添加硫酸铵 1� 1 g /L +微量元素发酵效果较好, 乙醇浓度为 33�2

g /L.由典型发酵过程中各物质浓度变化曲线可知,酵母优先利用葡萄糖,发酵 12 h葡萄糖和木糖的还原糖利用

率分别为 89�3%、10�7% .待 12 h葡萄糖几乎被消耗完后,对木糖的利用开始占主导地位 ,乙醇浓度随着糖的不

断消耗而逐渐提高. 发酵 28h时乙醇浓度最高,达到 33�2 g /L.
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Abstrac t: Fe rm entation o f g lucose�xy lose m ixture to ethano l w as investigated w ith P ichia stip itis. To de finite the condi�

tions o f high sugars concentration ferm entation through changes o f cu ltivation conditions. The resu lts of study show ed that

it w as fit fo r 30� o f tem pera ture in h igh sugars concentra tion ferm enta tion. And the concentration of le ft sugars and eth�

ano l we re 0� 1 g /L, 32�5 g /L respective ly for ferm enta tion in 24 h. It w as better fo r adding ( NH
4
)

2
SO

4
and trace ele�

m ents in ferm enta tion. The concentration of e thano lw as 33�2 g /L. G luco sew as first used by yeast from typical curve o f

ferm entation. The utilization ra tes of glucose and xy lose were 89�3% , 10�7% respec tive ly. Itw asm a in use o f xy lose a f�

ter 12 h. The concentration o f ethano l increased w ith less of sugars. The concen tration o f ethano l reached m ax im um in 28

h of ferm entation wh ich w as 33� 2 g /L.
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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开发利用. 传统的以淀粉质为原料的乙醇生产

消耗了大量粮食,增加了粮食供给的紧张局势.而利用可再生的绿色生物质资源如农林废弃物制备燃料乙

醇,一是能变废为宝, 二是能减轻对粮食的依赖,三是能减少汽车尾气对环境的污染, 四是能寻求可替代能

源的有效途径
[ 1, 2]

.因此, 以植物纤维资源生物降解并发酵制备燃料乙醇的技术成为目前的研究热点
[ 3 ]

.

而高糖浓度发酵又是制备燃料乙醇研究的难点之一
[ 4]
.高糖浓度乙醇发酵特点是能明显地提高单位设备

的生产率和利用率.高糖浓乙醇发酵因为增加了单位体积醪液中可发酵性糖的含量, 增加了单位体积醪液

中乙醇的含量和其它固形物的含量, 减少了拌料过程中水的投入, 能节约相当数量的水, 极大地降低了蒸

煮、发酵、蒸馏和浓缩干燥过程中的能量消耗
[ 5]
. 但高糖浓乙醇发酵时间长, 高糖浓度底物可能导致发酵

罐中高浓度残糖,由于产物抑制、高渗透压和营养不足等因素造成发酵不完全
[ 6]

.本文采用混合糖 (木糖、

己糖 )为碳源,通过培养因素的改变来确定树干毕赤酵母高糖浓度发酵时所需的工艺条件.为工业化高糖

浓度发酵制备乙醇的生产工艺提供理论基础.

�115�

第 32卷第 1期

2009年 3月
� � � � 南京师大学报 (自然科学版 )

JOURNAL OF NANJING NORMAL UNIVERSITY ( Natural Sc ience Edition)
� � � �

Vo.l 32 No. 1

M ar, 2009



1� 材料与方法

1�1� 菌种
� � 树干毕赤酵母 (P ichia stip itis) P2,能够发酵戊糖和己糖,由南京林业大学生物化工研究所通过对来源

于美国标准菌库藏菌种 P ichia stip itis CBS 5776长期的定向驯化和诱变所得,在抗抑制物和戊糖发酵能力

上均优越于其出发菌种.

1�2� 原料
以木糖、葡萄糖为发酵底物.

1�3� 培养基 (单位 g /L )

酵母菌种及酵母细胞增殖的培养基:木糖 20�0、蛋白胨 5�0、酵母汁 3�0;酵母细胞发酵的培养基:木糖

20�0、葡萄糖 50�0、CaC l2 0�3、MgSO 4 0�3、KH2 PO4 2�5、CO ( NH2 ) 2 0�2、( NH4 ) 2 SO 41�1.
1�4� 分析测定
1�4�1� 还原糖测定
� � 采用 3, 5�二硝基水杨酸 ( DNS)法测定

[ 7]
.

将试管斜面菌种接入液体酵母细胞培养基,在 30� 、150 r/m in条件下活化 2 d后进行戊糖 (己糖 )发

酵,初始 pH为 5�0.
1�4�2� 乙醇含量

采用高效液相色谱 (HPLC)法测定乙醇含量
[ 8]
.

2� 结果与分析

2�1� 不同添加物对发酵的影响
� �

� A:硫酸铵 1�1 g /L; B:硫酸铵 1�1 g /L+ ZnSO 4� 7H 2O 10 mg /L; C:

硫酸铵 1�1 g /L+麦芽汁 3�0 g/L+微量元素; D:硫酸铵 1�1 g /L +

黄豆粉 3�0 g /L+微量元素; E:尿素 0�5 g /L + L-谷氨酰胺 0�6 g /

L; F:硫酸铵 1�1 g /L+微量元素 +组合生长因子; G:硫酸铵 1�1 g /

L+黄豆粉 3�0 g/L+微量元素 +麦芽汁 3�0 g/L; H:硫酸铵 1�1 g /

L+麦芽汁 3�0 g /L +黄豆粉 3�0 g/L; I: 尿素 0�5 g /L+ L-谷氨酰

胺 0�6 g /L +微量元素; J:硫酸铵 1�1 g/L+黄豆粉 3�0 g /L; K:尿素

0�5 g /L; L:硫酸铵 1�1 g /L +麦芽汁 3�00 g /L; M:硫酸铵 1�1 g /L +

L-谷氨酰胺 0�6 g /L; N:硫酸铵 1�1 g /L +泛酸钙 1�0 g /L; O:硫酸

铵 1�1 g /L+微量元素

酵母在发酵过程中除需有效氮源和氧之外,还

需要 S、P、Mg
2 +
、Ca

2+
等无机成分及其它一些营养

因子. 无机盐类是微生物生命活动不可缺少的物

质,其主要功能是参与构成菌体成分、作为酶的组

成部分,或维持酶的活性、调节渗透压等. 其中 Mg�
SO4、KH2 PO4和 CaC l2对微生物的生长和发酵影响

最大.

本试验在混合糖 (葡萄糖与木糖比率为 2�1)

80�9 g /L, CaC l2 0�3 g /L, M gSO4 0�5 g /L, KH 2PO4

3�0 g /L的基本培养基基础上, 向培养基里添加不

同物质,研究其对发酵的影响, 发酵温度为 30� ,摇

床转速为 150 r/m in, 结果如图 1所示.

从图 1中可以看出, 添加物不同, 发酵效果有

很大差别, 主要表现在乙醇浓度的变化上. 其中乙

醇浓度显著增高的是添加物质 C(麦芽汁 3�0 g /L+

微量元素� ) 、G (黄豆粉 3�0 g /L+微量元素 +麦芽

汁 3�0 g /L )、P(微量元素 )、I( L-谷氨酰胺 0�6 g /L

+微量元素 ) ,其乙醇浓度依次为 33�4、33�2、33�2、
33�2 g /L, 显著高于对比样不添加任何物质 A以硫

酸铵作为氮源时的乙醇浓度 30�6 g /L,除了 M、N、
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� 本文中微量元素配方均为: EDTA� 2Na 0�3 g, ZnSO 4� 7H 2O 0�1 g, MnC I2 � 4H2O 0�02 g, C oCI2 � 6H2O 0�006 g, CuSO 4 � 5H2O

0�007 g, FeSO4 � 7H 2O 0�06 g, K I 0�002 g, ( NH4 ) 2M oO 4 0�009 g溶于 100mL无菌水中,每 50m L发酵液中加微量元素溶液 0�5mL.组合生长

因子配方 VH 0�03 g VB 5 g溶于 100mL无菌水中,每 50mL发酵液中加 0�5mL.



L、E添加后降低了最终乙醇浓度外,其它如 B、D、F、H、J的添加也都不同程度地提高了乙醇浓度, 有利于

发酵的进行.

K atarzynaKo tarska等人
[ 9]
曾研究报道添加 2 g /L的黄豆粉后乙醇浓度高于对比样 21%, 而添加 1 g /L

泛酸钙后乙醇浓度低于对比样 20% ; H. K. Sreenath, T. W. Jeffries
[ 10 ]
研究报道添加 10mg /L Zn

2+
能提高酵

母对糖的利用率及乙醇生产效率.在本试验中,虽然添加物质 C (麦芽汁 3 g /L+微量元素 )后乙醇浓度最

高,但考虑到实际生产中成本太高,因此选择添加物 P( +微量元素 ),乙醇浓度达 33�2 g /L,既能保证发酵

效果, 又能降低发酵成本.

2�2� 不同温度对发酵的影响
浓醪发酵制备乙醇过程中酵母对温度敏感.在较低的温度区间,酵母发酵能力随温度上升而增加,发

酵产生乙醇的速度加快;在较高的温度区间,酵母发酵酶系活力呈现钝化,发酵产生乙醇的能力下降.由于

高温增加了乙醇对酵母的毒性,要求在浓醪发酵时选择耐高温酵母菌株来提高酵母的耐性
[ 11]

.

由种子培养温度试验可知,菌株的最适生长温度为 30� ,因此,在 30� 前后设置了几个不同温度,以

80�9 g /L的混合糖 (葡萄糖与木糖比率为 2�1)为碳源, 硫酸铵为氮源, 摇床转速 150 r /m in, 发酵周期为

24 h,以期获得树干毕赤酵母的最适发酵温度,试验结果如表 1所示.

表 1� 不同温度对发酵的影响

Table 1� The influence of different tem perature to pentose ferm entation

发酵温度 /

�
残糖浓度 /

( g/L)

乙醇浓度 /

( g /L)

发酵后酵母

浓度 / ( g /L)

糖利用率 /

%

乙醇得率为理论

得率的百分数 /%
发酵后 pH

27 2�0 30�5 12�2 97�5 78�4 4�4

30 0�1 32�5 12�2 99�8 81�7 4�4

33 6�5 27�2 12�1 91�8 73�9 4�5

35 13�7 27�0 11�5 83�0 86�7 4�5

38 25�9 20�8 9�9 67�9 74�6 4�6

� � 从表 1中可以看出,发酵温度对高糖浓度乙醇发酵的影响非常显著, 随发酵温度升高, 残糖浓度经历

一个先下降而后上升的过程,而乙醇浓度、乙醇得率变化规律则与之相反.当温度为 27~ 38� 之间时,随

温度升高,残糖浓度由 27� 时的 2�01 g /L降至 30� 时的 0�1 g /L时又升高到了 38� 时的 25�9 g /L, 同时

乙醇浓度由 30�5 g /L升至 32�5 g /L, 又降低到 25�9 g /L,发酵后酵母浓度则随着发酵温度的升高而逐渐降

低.这主要是因温度升高使得糖消耗的酶促反应加快,因此糖利用率上升较快.当温度超过 30� 时, 随着

温度的升高,高温抑制酵母的生长,发酵酶系钝化, 代谢活力明显降低,发酵速度明显减慢, 酵母的数量逐

渐减少,活性也逐渐降低, 导致酵母的发酵能力减弱.由于酶促反应增加速度不及温度升高引起酶失活反

应速度,因此残糖浓度上升,糖利用率下降,发酵不彻底, 并且当发酵温度超过 35� 时, 残糖浓度上升速度

明显加快, 糖利用率也大幅度下降, 当发酵温度升至 38� 时, 残糖浓度高达 25�9 g /L, 而糖利用率仅为

74�6%.

王杏文研究得出树干毕赤酵母发酵制备乙醇的最适温度为 35� 左右 [ 12]
, 本试验研究得出最适发酵

温度要偏低一些,可能是在高糖浓度乙醇发酵中,由于糖浓度很高,溶液的渗透压增加,膜的完整性容易遭

到破坏.同时在高温条件下,酵母细胞耐受乙醇的能力也降低, 又有利于与酵母菌竞争葡萄糖的乳酸菌的

生长, 从而影响发酵效率, 增加了生产成本. 因此, 在高

糖浓度乙醇发酵中,树干毕赤酵母较为适宜的发酵温度

为 30� , 残糖浓度和乙醇浓度分别为 0�1 g /L 和

32�5 g /L.

2�3� 不同初始 pH对发酵的影响

pH是微生物生长和产物合成的非常重要的状态参

数,是代谢活动的综合指标. pH 会影响各种酶活、基质

利用速率和细胞结构, 从而影响菌的生长和产物的合

成
[ 13]

.本试验以 80�9 g /L的混合糖 (葡萄糖与木糖比率

为 2�1)为碳源, 采用 0�05mo l/L的柠檬酸 - 柠檬酸三

钠调节发酵液的 pH,考察不同初始 pH对树干毕赤酵母
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发酵制备乙醇的影响,发酵温度为 30� ,发酵周期为 24 h.结果如图 2.

由图 2可知,当发酵液的初始 pH由 2�5上升到 6�0的过程中, 残糖浓度逐渐降低,乙醇浓度逐渐升

高.当 pH为 2�5时,残糖浓度高达 9�0 g /L, 乙醇浓度仅为 17�5 g /L,显微镜下观察酵母细胞大部分已变

形,丧失发酵能力.当 pH范围在 3�5~ 5�0范围之内时,残糖浓度变化范围不大, 而乙醇浓度有较大幅度

的提高,由 24�1 g /L提高到 31�0 g /L.低的 pH环境下,酵母消耗的糖并不是全部用来合成产物,可能一部

分用来积累抵抗恶劣环境的能量.继续提高发酵液的 pH, 乙醇浓度也相应提高,但幅度很小.因此,树干毕

赤酵母发酵制备乙醇的最适 pH范围为 5�0~ 6�0,但工业上高的 pH, 如越接近杂菌杆菌适宜生长繁殖的

pH7�0值,发酵液越容易被染菌.因此调控 pH范围为 5�0~ 5�5较为适宜.

2�4� 高混合糖浓度发酵历程
树干毕赤酵母在以 80�9 g /L的混合糖 (葡萄糖与木

糖比率为 2�1)为碳源, 1�1 g /L 硫酸铵为氮源, 温度为

30� ,摇床转速为 150 r /m in的条件下进行发酵. 典型发酵

过程中总还原糖浓度、葡萄糖和木糖的浓度、乙醇浓度等

参数随发酵时间的变化规律如图 3.

从发酵过程中葡萄糖和木糖的浓度变化趋势来看, 酵

母迅速地利用葡萄糖,发酵 12 h后, 葡萄糖的利用率就达

到 89�3%, 而木糖利用率仅达 10�7% . 因此, 木糖的利用

速率较慢,发酵 24 h后木糖利用率才达到 79�3%. 酵母优

先利用葡萄糖,待 12 h葡萄糖几乎被消耗完后, 酵母开始

消耗木糖,随着葡萄糖量的减少, 对木糖的利用开始占主

导地位.由于木糖代谢途径复杂, 同时受到葡萄糖代谢产

物及生成的乙醇的抑制作用,代谢速率逐渐变缓.从发酵过程中乙醇浓度变化曲线可知, 乙醇浓度随着糖

的不断消耗而逐渐提高,发酵 24 h乙醇浓度达 30�9 g /L,发酵 28 h时乙醇浓度最高,达到 33�2 g /L, 继续

延长发酵时间,糖浓度几乎不再下降,乙醇浓度随着发酵时间的延长而开始下降,可能主要的原因是在残

糖浓度很低的情况下,酵母以乙醇为碳源.因此,控制一定的发酵时间对于获得最大乙醇浓度非常重要.

3� 结 � 论

( 1) 添加硫酸铵 1�1 g /L+微量元素发酵效果较好,乙醇浓度为 33�2 g /L.

( 2) 在戊糖己糖混合糖乙醇发酵中, 树干毕赤酵母较为适宜的发酵温度为 30� , 残糖浓度和乙醇浓

度分别为 0�1 g /L和 32�5 g /L.

( 3) 树干毕赤酵母高糖浓度发酵制备乙醇时, 最适宜的 pH范围为 5�0~ 5�5.
( 4) 由典型发酵过程中各物质浓度变化曲线可知, 酵母优先利用葡萄糖,发酵 12h葡萄糖和木糖的还

原糖利用率分别为 89�3%、10�7%.待 12 h葡萄糖几乎被消耗完后,对木糖的利用开始占主导地位, 乙醇

浓度随着糖的不断消耗而逐渐提高. 发酵 28 h时乙醇浓度最高, 达到 33�2 g /L, 继续延长发酵时间, 糖浓

度几乎不再下降,乙醇浓度随着发酵时间的延长而开始下降,即酵母开始利用乙醇作为碳源.
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