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管囊酵母 Ｄ２１木糖乙醇发酵条件的优化
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摘　要：对一株能利用木糖产乙醇的管囊酵母 Ｄ２１进行了发酵条件的优化，研究了接种量、氮源、碳源和维生素对

乙醇产量和还原糖利用率的影响。结果表明：接种量过高会影响乙醇产量，以 ６％（体积分数）为宜；当木糖质量浓

度为 ５０ｇ／Ｌ，碳氮质量比为 ２０∶１，使用酵母膏和尿素组成的复合氮源时（质量比为 ２∶１），发酵 ７２ｈ后所得乙醇质量

浓度为１２５ｇ／Ｌ，达到理论产量的５５％；当木糖与葡萄糖的质量比为３∶１时，乙醇质量浓度为１５７２ｇ／Ｌ，为理论产量

的 ６９％；在发酵培养基中添加质量分数为 ２×１０－５维生素 Ｂ６可使乙醇产量提高 １８３％。
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引　言

木糖是一种五碳糖，是植物纤维素中半纤维素

水解物的主要单糖之一，其含量占水解总糖量的

３０％左右，仅次于葡萄糖。充分利用木糖发酵生产
乙醇，能使纤维素原料的乙醇发酵的产量在原有的

基础上增加２５％［１］
，因此木糖发酵产乙醇是决定植

物纤维资源生产乙醇经济可行的关键因素之一。

良好的木糖发酵菌株是解决木糖乙醇发酵问题

的关键。传统乙醇发酵菌酿酒酵母只能利用葡萄糖

不能利用木糖，基因工程改造后由于存在辅助因子

失衡
［２－４］

、代谢途径关键酶活性低
［５－７］

等问题，木糖

利用率和乙醇产量均较低，还处于实验室研究阶段，

不能达到工业化要求。因此对可代谢木糖的天然酵

母的研究具有可行性和实用性。管囊酵母是代谢木

糖的天然酵母菌之一，具备酵母菌的发酵特点，有一

定实用价值，但目前研究多停留在单个因素上，缺少

系统性和全面性。如 Ｚｈａｏ等［８］
通过改变培养基中

木糖和葡萄糖的比例，得到了管囊酵母１７７１发酵木
糖产乙醇的最佳碳源组合，提高了木糖发酵能力。

Ｓáｎｃｈｅｚ等［９］
研究了发酵温度对两株管囊酵母 Ｋ２３８

和 Ｋ３１３的影响，找到了两株菌株各自的最适发酵

温度，乙醇产量达０３９ｇ／ｇ（乙醇／还原糖）。
本文使用管囊酵母 Ｄ２１，通过对接种量、碳氮

源和维生素等因素的研究，得出了最适发酵条件，提

高了管囊酵母 Ｄ２１发酵木糖产乙醇的能力。

１　实验部分

１１　菌种
嗜单宁管囊酵母 Ｄ２１，中国食品发酵工业研究

院菌种保藏中心提供。

１２　培养基
种子保藏斜面培养基：木糖 ２０ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４

５ｇ／Ｌ，酵母粉 ５ｇ／Ｌ，蛋白胨 ５ｇ／Ｌ，尿素 ２５ｇ／Ｌ，
ＫＨ２ＰＯ４２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４１ｇ／Ｌ，琼脂１２ｇ／Ｌ；

种子培养用培养基：木糖 ２０ｇ／Ｌ，蛋白胨 ２０ｇ／
Ｌ，酵母粉１０ｇ／Ｌ；

酵母发酵用培养基：木糖 ５０ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４
１０ｇ／Ｌ，酵母粉 ２ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４１ｇ／Ｌ；
１３　培养方法

斜面培养：３０℃培养４８ｈ，－２０℃保存；种子培
养：３０℃培养 ２４ｈ，摇床转速为 １６０ｒ／ｍｉｎ；发酵培
养：３０℃，摇床转速为１００ｒ／ｍｉｎ。
１４　测定方法
１４１　乙醇质量浓度的测定

取４ｍＬ发酵液，置于密封的离心管中，３０００ｒ／
ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液，气相色谱法测定乙醇质
量浓度。

１４２　还原糖利用率的测定
发酵液离心后的上清液用 ＤＮＳ法［１０］

测定还原
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糖质量浓度。还原糖利用率 η为被利用的糖的质
量浓度占初始还原糖质量浓度的分数。

２　结果与讨论

２１　接种量对管囊酵母木糖乙醇发酵的影响
挑取管囊酵母 Ｄ２１接入种子培养基培养后，以

３％、６％、９％、１２％（体积分数）的接种量接入发酵
培养基中，发酵结果如表１所示。

表 １　不同接种量对管囊酵母木糖发酵产乙醇的影响

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｙｉｎｇｉｎｏｃｕｌｕｍｓｉｚｅｏｎｔｈｅｅｔｈａｎｏｌｆｅｒｍｅｎ

ｔａｔｉｏｎｏｆｘｙｌｏｓｅｂｙＰａｃｈｙｓｏｌｅｎｔａｎｎｏｐｈｉｌｕｓＤ２１

接种量
ρ乙醇 ／ｇ·Ｌ

－１

６０ｈ ７２ｈ ８４ｈ

３％ １２３８ １１３８ １１５１

６％ １２４７ １１２８ １１４０

９％ １２７５ １１２１ １１４４

１２％ １１１２ １０５６ １１０３

　　在所取时间范围内，发酵 ６０ｈ时乙醇产量最
高，以６０ｈ为发酵周期时９％的接种量最优，但接种
量在３％ ～９％之间变化时对发酵影响不大，当达到
１２％时，乙醇产量下降，说明接种量过高会影响菌体
的生长，进而影响乙醇产量。但随着发酵时间的延

长，接种量对发酵的影响越小，到 ８４ｈ时几乎看不
出不同接种量的差别。因此，综合以上分析，接种量

应取６％为宜，以下发酵实验均按此接种量接种。
２２　氮源对管囊酵母木糖乙醇发酵的影响
２２１　氮源种类

取实验室常用的９种氮源为研究对象，以１０ｇ／Ｌ
（ＮＨ４）２ＳＯ４中的氮元素含量为标准，其他氮源折合
成相应质量加入各自发酵培养基中，在同等条件下

发酵４８ｈ，结果如图１所示。
酵母膏、牛肉粉和玉米浆乙醇产量较高，都在

１０ｇ／Ｌ左右，还原糖利用率在 ９５％以上，基本达到
了现有的水平，是较为理想的氮源。蛋白胨、尿素、

硫酸铵作为氮源时，乙醇产量不高，但也有实用价

值，根据氮源的速效性和迟效性可以组合成复合氮。

２２２　发酵时间
考察了每种氮源的最佳发酵时间，结果如图 ２

所示。从图２可以看出，此菌株发酵木糖的最佳时
间为７２ｈ，但工业上希望是发酵周期越短越好，还有
待改进。玉米浆、牛肉粉、酵母膏、蛋白胨在发酵 ７２
ｈ后的乙醇含量达到最高，而后开始下降，可能是由

１—酵母膏；２—牛肉粉；３—豆饼粉；４—玉米浆；５—蛋白胨；

６—尿素；７—硝酸钠；８—硫酸铵；９—氯化铵

图 １　不同氮源对管囊酵母木糖发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｔｈｅｅｔｈａｎｏｌｆｅｒ

ｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｘｙｌｏｓｅｂｙＰａｃｈｙｓｏｌｅｎｔａｎｎｏｐｈｉｌｕｓＤ２１

于菌体开始消耗乙醇。虽然尿素、硫酸铵这种无机

氮源作为单一氮源时乙醇产量不如玉米浆、酵母膏

好，但在发酵 ７２ｈ前乙醇产量的变化率较快，这就
为下一步的复合氮源实验提供了参考。

１—蛋白胨；２—酵母膏；３—牛肉粉；４—硫酸铵；５—尿素；６—玉米浆

图 ２　不同发酵时间对管囊酵母木糖发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｙｉｎｇｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅｅｔｈａｎｏｌｆｅｒ

ｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｘｙｌｏｓｅｂｙＰａｃｈｙｓｏｌｅｎｔａｎｎｏｐｈｉｌｕｓＤ２１

２２３　氮源浓度
选择酵母膏、牛肉粉、玉米浆、蛋白胨、尿素、硫
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酸铵为氮源，考察氮源浓度对发酵的影响（由于碳

源均为５０ｇ／Ｌ，氮源浓度用碳氮（质量）比来表示），
７２ｈ取样得出结果如图３所示。

１—玉米浆；２—酵母膏；３—牛肉粉；４—蛋白胨；５—硫酸铵；６—尿素

图 ３　不同碳氮比管囊酵母木糖发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣ：Ｎｒａｔｉｏｓｏｎｔｈｅｅｔｈａｎｏｌｆｅｒｍｅｎ

ｔａｔｉｏｎｏｆｘｙｌｏｓｅｂｙＰａｃｈｙｓｏｌｅｎｔａｎｎｏｐｈｉｌｕｓＤ２１

由图３可以看出，大多数氮源在 １０∶１时乙醇含
量达到最大，或是增长速度明显放慢，氮源浓度过高

时抑制乙醇的生成。

单独考察酵母膏为氮源，不同时间不同碳氮比

发酵结果，结果如图 ４所示。由图 ４（ａ）可见，碳氮
比在１５∶１和２５∶１时乙醇产量较高。氮源含量过高
时发酵效果很差，这是因为菌体生长过于旺盛，本身

供氧量低，造成局部或阶段性供氧不足，部分微生物

的衰亡期提前，不利于目的产物的积累。氮源含量

低时，乙醇产量最高值出现的时间推后，这是因为菌

种的生长变慢，发酵周期相应延长。图４（ｂ）为取碳
氮比的中间范围时乙醇产量的比较，结果表明在碳

氮比为 １５∶１时乙醇产量最大，还原糖消耗最多，乙
醇得率达到 ５５％，但从总体看来，在所取范围内碳
氮比对发酵的影响不是很大，考虑到培养成本问题，

取碳氮比为２０∶１进行复合氮源的研究。

图 ４　酵母膏浓度对管囊酵母木糖发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔｏｎｔｈｅｅｔｈａｎｏｌ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｘｙｌｏｓｅｂｙＰａｃｈｙｓｏｌｅｎｔａｎｎｏｐｈｉｌｕｓＤ

２１

２２４　复合氮源
根据以上单一氮源实验结果，考察酵母膏 ＋玉

米浆、酵母膏 ＋硫酸铵和酵母膏 ＋尿素 ３种复合氮
源，并以单一氮源酵母膏作对照，结果如图５所示。

再取两种复合氮源中最优的配比作横向比较，

结果如表２所示。

表 ２　两种复合氮源管囊酵母 Ｄ２１木糖发酵产乙醇的结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐｏｕｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｉｎ

ｔｈｅｅｔｈａｎｏｌｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｘｙｌｏｓｅｂｙＰａｃｈｙｓｏｌｅｎｔａｎ

ｎｏｐｈｉｌｕｓＤ２１

复合氮源
ρ乙醇 ／ｇ·Ｌ

－１

对照组 复合氮源
增长率／％

ｍ酵母膏∶ｍ硫酸铵 ＝１∶２ １０５７ １１６ １０９７４

ｍ酵母膏∶ｍ尿素 ＝２∶１ １０８８ １２５ １１４８９

　　可见，适当配比的复合氮源发酵效果要优于单
一氮源，这是因为速效氮源和迟效氮源以及生理酸

碱性物质的搭配使用不但有利于微生物的生长，而

且有助于维持一个最适于酶合成的环境；随着发酵

时间的延长，一些配比的发酵效果反而不及单一的

酵母膏，推测是由于随着速效氮源的减少，复合氮源

优势下降所致。
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图 ５　复合氮源对管囊酵母 Ｄ２１木糖发酵

产乙醇的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐｏｕｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｔｈｅ

ｅｔｈａｎｏｌｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｘｙｌｏｓｅｂｙＰａｃｈｙｓｏｌｅｎｔａｎ

ｎｏｐｈｉｌｕｓＤ２１

２３　碳源对管囊酵母木糖乙醇发酵的影响
保持总糖含量 ５０ｇ／Ｌ不变，纯木糖发酵培养基

中以１∶１、１∶２、１∶３（葡萄糖与木糖质量比）的比例添
加葡萄糖，其他条件不变，发酵结果如图６所示。

在纯木糖的发酵培养基中添加一定量的葡萄糖

会使乙醇产量增加。６０ｈ时单独使用木糖的乙醇产
量为１２７７ｇ／Ｌ，当木糖与葡萄糖的比为 ３∶１时乙醇
产量为１５２７ｇ／Ｌ，提高了近 ２０％。从趋势上看，在
少量的添加葡萄糖对发酵有促进作用，但是添加量

图 ６　碳源对管囊酵母 Ｄ２１木糖发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｔｈｅｅｔｈａｎｏｌｆｅｒ

ｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｘｙｌｏｓｅｂｙＰａｃｈｙｓｏｌｅｎｔａｎｎｏｐｈｉｌｕｓＤ２１

过多时葡萄糖的抑制作用就比较明显了，会阻碍木

糖代谢进而影响乙醇产量。

２４　维生素对乙醇发酵的影响
以５种维生素为实验对象，其他发酵条件不变，

１—对照组；２—ｗ（Ｂ１）＝１０
－５；３—ｗ（Ｂ１）＝２×１０

－５；４—ｗ（Ｂ２）＝

１０－５；５—ｗ（Ｂ２）＝２×１０
－５；６—ｗ（Ｂ３）＝１０

－５；７—ｗ（Ｂ３）＝

２×１０－５；８—ｗ（Ｂ５）＝１０
－５；９—ｗ（Ｂ５）＝ ２×１０

－５；１０—

ｗ（Ｂ６）＝１０
－５；１１—ｗ（Ｂ６）＝２×１０

－５

图 ７　维生素对管囊酵母 Ｄ２１木糖发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｄｄｅｄｖｉｔａｍｉｎｓｏｎｔｈｅｅｔｈａｎｏｌｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｏｆｘｙｌｏｓｅｂｙＰａｃｈｙｓｏｌｅｎｔａｎｎｏｐｈｉｌｕｓＤ２１

结果如图７所示。通过和对照组的比较可见，大多
数维生素会使乙醇产量上升，因为维生素是最为常

见的辅酶之一，会促进某一部分代谢的进行，但整体

效果并不明显。维生素 Ｂ３和 Ｂ６相比之下效果较明
显，乙醇产量分别提高了 １２８％和 １８３％，有一定
的实用价值，当每一种维生素加入量增加时，乙醇产

量也会有增加，因此，可以把维生素 Ｂ３和 Ｂ６作为生
长因子添加到发酵培养基中，根据成本适量添加，可

提高乙醇产量。
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３　结论

以管囊酵母 Ｄ２１为发酵菌株，当木糖质量浓度
为５０ｇ／Ｌ，碳氮质量比为２０∶１，使用酵母膏和尿素组
成的复合氮源时（质量比为 ２∶１），６％接种量，发酵
７２ｈ后所得乙醇质量浓度为 １２５ｇ／Ｌ，达到理论产
量的５５％；当木糖与葡萄糖以３∶１的质量比混合时，
乙醇质量浓度为１５７２ｇ／Ｌ，为理论产量的６９％。
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