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摘 要：研究了不同通氧条件和培养基初始 HI等对粗糙脉孢菌（!"#$%&’%$( )$(&&(）*J "K16$#
木糖发酵的影响。结果表明，粗糙脉孢菌具有较强的发酵木糖产生乙醇及木糖醇的能力。通

气量对木糖发酵有较大的影响。乙醇发酵适合在半好氧条件下进行，此时乙醇的转化率达到

6"K#L。木糖醇发酵适合在微好氧的条件下进行，转化率达到 "1K%L。木糖醇是在培养基中
乙醇达到一定浓度后才开始积累。培养基的初始 HI对木糖发酵产物有较大的影响，乙醇产
生最适 HI8K$，木糖醇产生最适 HI!K$。在培养基 HI为碱性条件时，木糖发酵受到很大的抑
制。初始木糖浓度对产物乙醇及木糖醇的产率有很大的影响。葡萄糖的存在会抑制木糖的

利用，对乙醇和木糖醇的产生也有很大的影响。
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地球上每年植物光合作用的生物量可达 11!8亿吨［1］，其中大部分为木质纤维素类，
它是纤维素、半纤维素和木质素等聚合物的复合物。从总量上看，纤维素、半纤维素和木

质素是世界上最广泛的可再生性生物质资源。利用酸解或酶解的方法将纤维转化为还原

糖会产生大量的五碳糖和六碳糖，其中最主要的五碳糖是 27木糖。五碳糖在一些纤维物
质中的含量可达到总碳水化合物含量的 "8L［#］。组成半纤维素的五碳糖如木糖、阿拉伯
糖等可被细菌、酵母菌和丝状真菌转化为乙醇、木糖醇等产物。乙醇是来自可再生资源的

最有发展前景的液态燃料；木糖醇由于其天然的甜味特性是理想的新型甜味剂，有较高的

商业价值。因此，微生物木糖发酵的研究具有重要的意义。

%$年代以来有关酵母菌木糖发酵的研究日益增多，在酶学及基因工程研究方面开展
了大量工作，但对丝状真菌的木糖发酵的研究报道较少。在直接发酵纤维性物质产生乙

醇的研究中表明：丝状真菌对纤维素、半纤维素发酵可产生乙醇，并有报道表明粗糙脉孢

菌（!"#$%&’%$( )$(&&(）可发酵木糖产生乙醇［"］。本文以粗糙脉孢菌为研究对象，对影响木
糖发酵的有关条件如：通氧量、培养基初始 HI、初始木糖浓度等进行了研究。

! 材料和方法
! "! 材料
! "! "! 试剂和仪器：木糖，中国医药集团上海化学试剂公司；木糖醇标准样和木糖准标



样，!"#$%公司；其它试剂均为国产分析纯；&%’()* +,-. /0123型高压液相色谱仪；4$"5(*
+,6278+（9:: $$ ; 8<7 $$）糖柱。
! "! "# 菌种：粗糙脉孢菌 4! 9<=1:/。
! "! "$ 培养基：斜面培养基：马铃薯 /::#煮汁，蔗糖 /:#，琼脂 /:#，定容至 =-，>+ ?<:。种
子培养基：@+/,A0 /#，B#!A0 :<9#，.%.C/ :<9#，蛋白胨 ?#，酵母浸膏 9#，麦芽汁 9$-，

D(!A0·8+/A :<::?#，E5!A0 :<::=0#，B5!A0·0+/A :<::=1#，.F.C/ :<::/#，定容至 =-，>+?<:。

生长培养基：木糖 =:#，@+/,A0 /#，B#!A0 :<9#，.%.C/ :<9#，蛋白胨 ?#，酵母浸膏 9#，麦芽汁

9$-，D(!A0·8+/A :<::?#，E5!A0 :<::=0#，B5!A0·0+/A :<::=1#，.F.C/ :<::/#，定容至 =-，

>+ ?<:。
! "# 培养方法
斜面 9:G，培养 8 H =:I。将菌种转接于种子培养基中，?::$-三角瓶中装 =::$-培

养基，9:G =?:)J$"5培养 /I。再转入生长培养基中，?::$-三角瓶中装 =::$-培养基，接
种量 =:K，9:G =?:)J$"5培养 /I。两天后，将菌分别全部转入不同体积的发酵摇瓶中并
补加 /#木糖（溶于 ?$-蒸馏水中），98G =?:)J$"5培养。
!%$ 残糖和产物的测定
采用高效液相色谱法（+,-.）；分析所用为糖柱（4$"5(* +,6278+ 9::$$ ; 8<7$$），柱

温 ??G，流动相为 :<::?$FCJ-的 +/!A0（以三蒸水配制），流速 :<0$-J$"5。测定用样品先

经 =:::: )J$"5离心 =:$"5，上清液经 :</!$的滤膜过滤。
!%& 细胞浓度测定
采用高氯酸法［0］，取细胞悬液 9$-于比色管中加入 =$FCJ-的高氯酸 9$-，盖塞，沸水

浴 /:$"5，转至离心管中 =::::)J$"5离心 =:$"5，取上清液 :<?$-定容至 =:$-于 /1:5$处
比色。同时作对照，将细胞悬液 =::::)J$"5 离心后取上清液 9$- 于比色管中加入 9$-
=$FCJ-的高氯酸，其它步骤同前。标准曲线：将菌悬液进行系列稀释，分别取等量菌悬液，
一份按上述步骤测定 !"/1:；另一份在烘箱中 =:?G烘至恒重，称重。以菌体干重对光吸

收作标准曲线。

# 结果和讨论

# "! 通氧量对粗糙脉孢菌木糖发酵的影响
实验中采用不同体积的发酵摇瓶，?::$-、/::$-、=::$- 三角瓶、=::$- 血清瓶和

=::$-充氮血清瓶，装液量都为 =::$-，以达到好氧（?::$-三角瓶）、半好氧条件（/::$-
三角瓶）、微好氧（=::$-三角瓶、=::$-血清瓶）及厌氧（=::$-血清瓶充氮）的培养条件。
摇瓶在 =?:)J$"5，98G条件下培养，定期取样，测定细胞浓度，剩余样品于 =::::)J$"5离心
=:$"5，取上清液测定木糖、木糖醇和乙醇浓度。图 = H图 ?分别表示 ?::、/::、=::$C三角
瓶及 =::$-血清瓶、=::$C充氮血清瓶的实验结果。
由图 = H图 ?可知，随着供氧的减少木糖利用逐渐减慢，在 ?::$-三角瓶中培养一天

后，木糖基本消耗完，而在 =::$-充氮血清瓶中，第 =: 天还有很高浓度的木糖存在。另
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外，在好氧的条件下，粗糙脉孢菌 !" #$%&’(的菌丝体生长较快，木糖大部分用于菌体生
长。在厌氧条件下菌丝体的生长受到限制，菌几乎不长，菌浓增加幅度很小。

图 ! 好氧条件下的木糖发酵
（"##$%三角瓶盛 !##$%发酵液）

)*+,% -./ 01234/ 5/67/89:9*38 ;8</6

:/63=*> >38<*9*38（%’’7? 7/<*;7

>389:*8/< *8 @’’7? 4.:A*8+ 52:4A）

图 & 微好氧条件下的木糖发酵
（!##$%三角瓶盛 !##$%发酵液）

)*+,# -./ 01234/ 5/67/89:9*38 ;8</6

7*>63B:/63=*> >38<*9*38

（%’’7? 7/<*;7 >389:*8/< *8

%’’7? 4.:A*8+ 52:4A）

图 ’ 半好氧条件下的木糖发酵
（’##$%三角瓶盛 !##$%发酵液）

)*+,( -./ 01234/ 5/67/89:9*38 ;8</6

4/7*B:/63=*> >38<*9*38（%’’7? 7/<*;7

>389:*8/< *8 (’’7? 4.:A*8+ 52:4A）

图 ( 微量氧条件下的木糖发酵
（!##$%血清瓶盛 !##$%发酵液）

)*+,C -./ 01234/ 5/67/89:9*38 ;8</6

7*>63B:/63=*> >38<*9*38

（%’’7? 7/<*;7 >389:*8/< *8

%’’7? >:D/< 4/6;7 52:4A）

由图 % E图 @还可看到通氧量对乙醇及木糖醇的产生有很大的影响。表 %显示，在
(’’7?三角瓶发酵到第 #天时，乙醇的转化率最高，达到 &%$&F，乙醇浓度达到 &$C@+G?。
此外，在其它限制氧条件下乙醇的转化率都比较高。而木糖醇生产则在 %’’7?三角瓶发
酵到第 &天时达到最大浓度 &$#@+G?，转化率达到 #%$CF。在其它实验条件下，转化率都
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图 ! 厌氧条件下的木糖发酵
（"##$%血清瓶盛 "##$%发酵液并充氮气）

!"#$% &’( )*+,-( .(/0(1232",1 415(/ 313(/,6"7
7,15"2",1（8990: 0(5"40 7,123"1(5 "1 8990:

73;(5 -(/40 .+3-< ."++(5 ="2’ 1"2/,#(1）

比较低，说明木糖醇发酵比乙醇发酵对供氧的

敏感性更高。在对酵母菌发酵的研究中也发现

乙醇和木糖醇的比例与通氧量有很密切的关

系。乙醇转化率与限氧的程度密切相关［% > ?］，但

报道的结果不一致。最明显的是 @7’A(-2(/对管
囊酵母（!"#$%&’()* +"**’,$-(.&）发酵木糖的研究
发现：只有在培养基中的氧完全耗至零时，才有

乙醇出现［B］；但 @+"1"1#(/ 对此菌的研究结果说
明，在好氧和厌氧条件下产生乙醇的量是一样

的［C］。对粗糙脉孢菌发酵木糖的研究显示，菌体

的生长随供氧的增加而增加，半好氧条件有利

于木糖醇的生成，而微好氧条件更适合乙醇的

生成。

表 " 通氧量对粗糙脉孢菌木糖发酵的影响
&36+( 8 &’( "1.+4(17( ,. ,)*#(1 +"0"232",1 ,1 )*+,-( .(/0(1232",1 6* / $ #0"&&"

@’3<"1# .+3-< + D5

E2’31,+

F,17(12/32",1

D（#D:）
F,1A(/-",1 /32(

DG

H*+"2,+

F,17(12/32",1

D（#D:）
F,1A(/-",1 /32(

DG

%990:!+3-< 8 9 9 9 9

I990:!+3-< J KLM% KJLI 8L9K %LJ

8990:!+3-< K %LM% %JLM KLJ% J8LB

8990: @(/40 .+3-< B MLC8 MBL8 JL99 8%L9

8990: @(/40 .+3-<
（."++(5 1"2/,#(1）

89 9L%M %LJ 8LI? KLM

E2’31,+ 7,1A(/-",1 /32( =3- 73+74+32(5 377,/5"1# 2, 8 0,+ )*+,-( ;/,547"1# 8LK? 0,+ (2’31,+，315 8 # ,. )*+,-( ;/,547(- 36,42

9L%8 # (2’31,+ $

由图 8 >图 %还可看到，木糖醇产生总是发生在乙醇产生后 8 > I5，有关这方面的机
理研究还在进行中。

另外，在木糖浓度降到较低时，培养基中乙醇浓度下降很快，但 NO:F测定并没有乙
酸、乳酸等副产物出现，这说明，在木糖浓度降到较低浓度时，乙醇被细胞吸收利用。与之

相类似，在培养基中存在较高浓度乙醇时木糖醇的降解速度较慢，当乙醇浓度降到较低值

时，木糖醇利用速度明显加快，这也从另一方面验证了上述乙醇对木糖醇降解的抑制作用

说法。

& ’& 初始 ()对粗糙脉孢菌木糖发酵的影响
前面结果显示，微好氧条件下木糖转化率最高，达 B%LIG。其中，乙醇转化率为

%JLMG，木糖醇转化率为 J8LBG。以 P3QN、NF+调节培养基的初始 ;N值分别为 J、M、%、K、
?和 B，初始木糖浓度为 M9#D:，使用 8990:三角瓶，J?R 8%9/D0"1进行培养，到第 K天取样
测定木糖、乙醇和木糖醇浓度（表 I）。
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直至发酵结束，培养基的 !"值几乎不变。由表 #可知，初始 !"在 $%& ’ (%&的范围
内，粗糙脉孢菌发酵木糖产生乙醇的转化率比较稳定，而当 !"升至 )%&时，乙醇的转化率
下降非常明显。产生乙醇的最适 !"为 *%&，此时乙醇转化率最高达到 *(%#+，培养基中
乙醇浓度达到 ,,%$)-./，得率达到了 &%#0-.-。在 !"$%& ’ *%&之间木糖醇的产生也比较稳
定，最适 !"为 $%&，木糖醇的转化率达到 1$%)+，浓度达到 ,1%20-./，得率达到了 &%1*-.-。
木糖醇的产生对 !"的升高比较敏感，在 !"2%&时转化率降到 2%#+。由以上结果可知，
粗糙脉孢菌木糖发酵生产乙醇、木糖醇适合在酸性条件下进行，最适 !"与酵母的比较接
近，如 ! 3 "#$$%&’()*+ 的最适 !"在 #%* ’ *%& 之间［,&，,,］，范围偏酸且较宽；树干毕赤酵母
（!(,’(# +"(&("(+）的 !" 在 $%& ’ *%*；休哈塔假丝酵母（ -#$.(.# +’/’#"#/）的 !" 在 1%* ’
*%*［,#］。

表 ! 培养基初始 "#对粗糙脉孢菌木糖代谢的影响
45678 # 9:;7<8:=8 >; ?:?@?57 !" >: AB7>C8 ;8DE8:@5@?>: >; 0 3 ,1#++#

9:?@?57 !"

F@G5:>7

H>:=8:@D5@?>:

.（-./）
H>:I8DC?>:

D5@8.+

J?87K

.（-.-）

LB7?@>7

H>:=8:@D5@?>:

.（-./）
H>:I8DC?>:

D5@8.+

J?87K

.（-.-）

LB7>C8

=>:C<E!@?>:

.+

M?:57 !"

1%& $%,# #&%# &%,, )%#$ ,2%, &%,2 (1 1%*

$%& 2%#( $&%* &%#, ,1%20 1$%) &%1* 22 $%&

*%& ,,%$) *(%# &%#0 ,#%,# 1&%1 &%1& ,&& *%&

(%& )%)2 12%, &%,0 2%(, #,%* &%## )2 (%&

)%& *%#1 #*%( &%,1 (%,, ,*%1 &%,* (, )%&

2%& #%$, ,,%2 &%&( 1%#0 2%# &%2# 1) )%*

F@G5:>7 =>:I8DC?>: D5@8 N5C =57=<75@8K 5==>DK?:- @> ,E>7 AB7>C8 !D>K<=?:- ,%()E>7 8@G5:>7，5:K ,- >; AB7>C8 !D>K<=8C 56><@

&%*,- 8@G5:>7 3

! $% 初始木糖浓度对粗糙脉孢菌木糖发酵的影响
采用 ,&&E/的发酵摇瓶，装液量为 (&E/。生长培养基培养两天后，转入 ,&&E/发酵

瓶中并分别补加木糖，使培养基的木糖浓度分别达到 #&、$&、(&、2&、,&&、,#&-./。1)O
,*&D.E?:培养。每天定时取样，测定发酵液中木糖、木糖醇、乙醇的浓度（表 1）。

表 % 初始木糖浓度对粗糙脉孢菌木糖发酵的影响
45678 1 9:;7<8:=8 >; ?:?@?57 =>:=8:@D5@?>: >; AB7>C8 >: AB7>C8 ;8DE8:@5@?>: 6B 0 3 ,1#++#

LB7>C8

=>:=8:@D5@?>:

.（-./）
" .K

P5A?E<E F@G5:>7

H>:=8:@D5@?>:

.（-./）
H>:I8DC?>:

D5@8.+

J?87K

.（-.-）

LB7?@>7

H>:=8:@D5@?>:

.（-./）
H>:I8DC?>: D5@8

.+

J?87K

.（-.-）

LB7>C8

=>:C<E!@?>:

.+

#& $ *%0 *2 &%1& #%1 ,,%) &%,# ,&&
$& * ,#%, (& &%1, (%( ,(%( &%,) ,&&
(& * ,(%& *# &%#) ,$%$ #$%, &%#$ ,&&
2& 2 ,0%( $2 &%#$ ##%) #2%$ &%#2 ,&&
,&& ,& ,1%# #( &%,1 #(%2 #(%2 &%#) 21
,#& ,& 0%( ,( &%&2 1,%0 #(%( &%#) )(

F@G5:>7 =>:I8DC?>: D5@8 N5C =57=<75@8K 5==>DK?:- @> ,E>7 AB7>C8 !D>K<=?:- ,%()E>7 8@G5:>7，5:K ,- >; AB7>C8 !D>K<=8C 56><@

&%*,- 8@G5:>7 3
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表 !所示，当初始木糖浓度低于 "#$%&时，随着木糖浓度的提高，乙醇的最高浓度不
断提高。木糖初始浓度从 ’#$%&升至 "#$%&，乙醇的最高浓度从 ()*$%&上升到 +*),$%&，但
乙醇的转化率却不断降低。木糖醇的浓度随木糖浓度升高而升高，木糖醇的转化率也同

时升高。当木糖初始浓度从 "#$%&升至 +’#$%&，乙醇的最高浓度却不断下降，在木糖浓度
为 +’#$%&，乙醇的浓度仅达到 *),$%&，产率为 #)#"$%$。同时，木糖醇的浓度随木糖浓度的
升高还在不断升高，但其转化率却在不断下降。-./012314等［"］有关酵母的研究发现高的
底物浓度抑制细胞的生长，当木糖浓度从 (#$%&升至 ’##$%&，! 5 "#$$%&’()*+ 发酵乙醇的得
率从 #)!’$%$降到 #)+6$%$；, 5 +’-’#"#. 发酵乙醇的得率从 #)6($%$降到 #)+!$%$。这可以
解释为：随着木糖浓度的增加，木糖的吸收和木糖还原酶活性也随之增加，但是对木糖醇

脱氢酶影响不大。如果木糖的浓度超过 !#7，渗透压将影响木糖醇的产生［+!］。
! "# 葡萄糖对木糖发酵的影响
前面的实验都是以纯木糖为底物，但在实际应用中，葡萄糖和木糖同时存在，如：玉米

芯和蔗渣的酸水解液。本实验采用 +##8&的发酵摇瓶，装液量为 ,#8&，生长培养基培养
两天后，转入 +##8&发酵瓶中并补加木糖、葡萄糖使其浓度都达到 6#$%&。!9: +(#4%8;<
摇床培养。每天定时取样，测定发酵液中葡萄糖、木糖、木糖醇、乙醇的浓度（图 ,）。
如图 ,所示，/ 5 -0#++# =- !)+,#’在葡萄

图 $ 葡萄糖对木糖发酵的影响
>;$5, ?/1 ;<@AB1<.1 C@ $AB.C21 C< DEAC21 @1481<3F3;C<

糖G木糖的混合糖培养基中生长时存在着明显
的底物顺序利用现象，葡萄糖抑制或阻遏木

糖利用。培养的前两天，培养基中葡萄糖浓

度在 +#$%&以上，仅有极少量木糖被利用，发
酵液中有微量木糖醇浓度为 #)+,$%&。当葡
萄糖浓度降到+#$%&以下，木糖才开始大量被
利用。培养到第 ! 天，培养基中的葡萄糖完
全消耗完，此时发酵液中的乙醇浓度达到最

大，为 +")9$%&。之后，乙醇的浓度先有所下
降，但随着木糖利用的加快乙醇浓度又回升

到 +,)!$%&，但仍低于 +")9$%&。第 (天木糖醇
的产量达到最大，为 +6)’$%&，远远高于单纯
以 67木糖为底物时的 ,),$%&。
对葡萄糖、木糖混合碳源的利用 / 5 -0#++# =- !)+,#’与酵母菌有所不同，酵母菌在葡

萄糖浓度降至零并经一段时间延迟之后才开始利用木糖［+6］，而 / 5 -0#++# =- !)+,#’在葡
萄糖降到较低浓度后便开始利用木糖。
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