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摘  要: 论文对筛选并鉴定为 Thermoanaerobacterium saccharolyticum菌株的生长、底物利用情况、

产物生成以及酒精耐受性进行了研究。结果表明, 该菌在以甘露糖、葡萄糖和木糖为碳源时生长

较好, 同时能够较好的利用木聚糖和木薯淀粉; 最适底物浓度为 15 g/L; 不同的葡萄糖: 木糖比例

对其生长无显著影响; 能耐受的培养基最高初始酒精浓度为 3% (V/V)。在 5 g/L 的木聚糖、木糖和

木薯淀粉培养基中发酵 60 h 后, 产物主要有乙醇、乳酸和乙酸, 乙醇产量分别为 0.824、0.867 和

0.916 g/L。 
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Abstract: This paper studied on the growth, fermentation characteristics and ethanol tolerance of the 
strain identified as Thermoanaerobacterium saccharolyticum. The result showed that mannose, glucose 
and xylose were preferable to other carbon sources for its growth, while xylan and cassava starch could be 
consumed by the strain. Optimum concentration of substrate was 15 g/L. The ratio of glucose: xylose did 
not show significant influence on the growth. The highest tolerance on ethanol was 3% (V/V). Cultured on 
the medium of 5 g/L xylan, xylose and cassava starch for 60 h separately, lactic acid, ethanol and acetic 
acid were detected, and the ethanol concentration was 0.824, 0.867, 0.916 g/L, respectively. 
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随着能源及环境问题越来越突出, 开发可再生

能源已经成为人类的共识。其中生物质能源的开发

越来越受到各国政府的重视。以纤维素和半纤维素

为主要成分的植物生物质是地球上含量最丰富的可

再生资源, 利用微生物技术对纤维素进行转化生产

燃料乙醇具有重要的现实意义和发展前景。如何提

高纤维素和半纤维素酶的转化效率以及转化的六碳

糖和五碳糖的发酵效率是提高纤维素燃料乙醇竞争

力的关键因素。因此发掘新的纤维素和半纤维素高

效降解微生物及五碳糖发酵菌株对于纤维素燃料乙

醇的开发具有重要意义[1−2]。一些嗜热菌能够产生纤

维素酶或者半纤维素酶, 能直接利用纤维素或者半
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纤维素发酵产生乙醇 [3−4], 这一特性如能应用于工

业生产, 将大大降低纤维素燃料乙醇的成本[5−6]。 

厌 氧 嗜 热 杆 菌 (Thermoanaerobacterium sac-
charolyticum)能够在 30°C−66°C, pH 3.85−6.35 的条

件下生长 [7]。能够直接利用半纤维素、木聚糖聚

合物以及纤维素生物质中所包含的糖类发酵产乙

醇[8]。利用酸解或酶解的方法将木质纤维素转化为

还原性糖 , 会产生大量的五碳糖(木糖、阿拉伯糖)
和六碳糖(葡萄糖、半乳糖、甘露糖), 其中六碳糖约

占 2/3, 五碳糖约占 1/3。而在半纤维素的水解产物中

木糖约占 90%[9]。因此, 木糖发酵是决定植物纤维资

源生产酒精经济可行的关键因素之一[10]。本论文对

T. saccharolyticum 生长及发酵特性进行了研究。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌种 
华南理工大学发酵工程研究室保存的厌氧嗜热

杆菌 Thermoanaerobacterium saccharolyticum。 

1.2  培养基 
1.2.1  主要成分: 培养基 A, B, C, D, E 按 45: 2: 1: 1: 1 

(V/V)比例混合。不需调 pH, 混匀后 pH 为 6.4。种子

液使用 5 g/L 的木糖培养基。 
1.2.2  培养基 A 成分: 生长所需碳源, 根据实验需

要调整。分装 45 mL 于 100 mL 血清瓶中, 抽真空并

充氮气, 115°C 灭菌 20 min。 

1.2.3  培养基 B 成分[8]: 柠檬酸三钾盐 50 g/L, 一

水柠檬酸 31.25 g/L, Na2SO4 25 g/L, KH2PO4 25 g/L, 

NaHCO3 31 g/L。分装于 100 mL 血清瓶中, 抽真空

并充氮气, 115°C 灭菌 20 min。 
1.2.4  培养基 C 成分[8]: NH4Cl 75 g/L, 尿素 250 g/L, 

酵母抽提物 50 g/L。分装于 100 mL 血清瓶中, 抽真

空并充氮气, 115°C 灭菌 20 min。在配制摇瓶发酵培

养基时, 培养基 C 未加入酵母提取物成分。 
1.2.5  培养基 D 成分[8]: 六水氯化镁 50 g/L, 四水

氯化亚铁 5 g/L, 二水氯化钙 10 g/L, 一水半胱氨酸

盐酸 50 g/L。分装于 100 mL 血清瓶中, 抽真空并充

氮气, 115°C 灭菌 20 min。 

1.2.6  培养基 E 成分: 二盐酸吡哆胺 1 g/L, 对氨

基苯甲酸 0.2 g/L, D-生物素 0.1 g/L, 维生素 B12 

0.1 g/L, 维生素 B1 0.2 g/L。过滤灭菌后, 分装于已

抽真空、充氮气并灭过菌的 100 mL 血清瓶中。 

1.3  测定方法 
1.3.1  细胞生长的测定: 使用美国 Thermo Scien-

tific 公司生产的 Genesys 10 VIS 分光光度计在

600 nm 处测定装有菌液的西林瓶。西林瓶直径为

2 cm。 
1.3.2  pH 的测定: 用上海虹益仪器仪表有限公司

生产的 PHS-3C 精密 pH 计测定 pH 值。测定范围

0−14, 分辨率为 0.01 pH。 
1.3.3  发 酵 产 物 及 木 糖 含 量 的 测 定 : 使 用

Waters2695 液 相 高 效 色 谱 仪 , 色 谱 柱 为 美 国

Bio-Rad 公司生产的 HPX-87H 柱 , 流动相为用去

离子水配制的 0.0025 mol/L 的硫酸溶液 , 流速为

0.6 mL/min。 

2  结果与讨论 

2.1  生长曲线的测定 
菌液以 10% 的接种量接种于 50 mL 种子培养

基中, 混匀后用无菌注射器抽取 5 mL 于 10 mL 西

林瓶中, 放置于 55°C、150 r/min 摇床中培养 72 h, 

每隔 2 h 测定 OD600, 得到 T. saccharolyticum 的生长

曲线测定结果, 如图 1 所示。从图 1 的生长曲线可

以看出, 延滞期较短, 2−16 h 为 T. saccharolyticum
的对数生长期, 比生长速率达到 0.18 /h; 18 h 后进入

稳定期。 
 

 

图 1  厌氧嗜热杆菌的生长曲线 
Fig. 1  Growth curve of T. saccharolyticum 
 

2.2  不同单一碳源对生长的影响 
分别在 15 g/L 的葡萄糖、木糖、半乳糖、甘露

糖、纤维二糖、蔗糖、阿拉伯糖、果糖、木薯淀粉

培养基中培养 T. saccharolyticum。接种方式及培养
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条件同 2.1。培养 16 h, 每隔 2 h 测定 OD600 值, 以

时间为横坐标, OD 为纵坐标作图, 结果如图 2 所示。

由图 2 可知, 该菌在以甘露糖、葡萄糖和木糖为碳

源时生长较好。在以蔗糖和阿拉伯糖单独为碳源培

养时, 16 h 内未见生长。在以木薯淀粉为唯一碳源时, 

由于木薯淀粉本身在 OD600 处有一定的吸光值, 所

以在培养开始时 OD600 值较高; 但由于该菌在生长

过程中能分泌淀粉酶, 直接水解利用木薯淀粉, 随

着木薯淀粉被水解利用 OD600 值迅速下降(4 h 内从

0.7 下降到 0.3), 说明该菌能够很好的水解木薯淀

粉; 随后, 由于菌体增殖使 OD600 值随之升高。 
能够直接利用木糖、木薯淀粉和木聚糖(数据没

有显示)是该菌的底物利用特色, 具有研究价值。 
 

 

图 2  不同碳源对 T. saccharolyticum 生长的影响 
Fig. 2  Effects of different carbon sources on the growth of 
T. saccharolyticum 
 
2.3  不同底物浓度下的生长特性 

分别在 5、10、15、20、25、30、35、40、45、

50 g/L 的木糖培养基中培养 T. saccharolyticum 16 h, 

每隔 2 h 测定 OD600, 以时间为横坐标, OD600 值为纵

坐标作图, 结果如图 3 所示。由图 3 可知, T. sac-

charolyticum 在以木糖为唯一碳源生长时, 0−15 g/L
浓度范围内, 随着底物浓度的升高, 菌体生长速度

逐渐加快; 当底物浓度范围在 15−35 g/L 时, 随着底

物浓度的升高, 菌体生长速度逐渐降低; 当木糖浓

度大于 35 g/L 时, 生长受到明显的抑制。 

2.4  葡萄糖、木糖混合培养下的生长特性 
分别在 30 g/L 的葡萄糖、木糖培养基以及葡萄

糖: 木糖(W/W)比例为 3 : 1、2 : 1、1 : 1、1 : 2、1 : 3, 
总糖浓度为 30 g/L 的培养基中培养 T. saccharo-

lyticum 72 h, 定期测 OD600。以 OD600 值为纵坐标, 

时间 t 为横坐标作图, 得到图 4。从图 4 可以看出, 
不同的葡萄糖 : 木糖比例并未对菌体生长造成显

著影响。 
 

 

图 3  不同底物浓度对 T. saccharolyticum 生长的影响 
Fig. 3  Effects of different carbon concentrations on the 
growth of T. saccharolyticum 
 

 

图 4  不同葡萄糖: 木糖比例对 T. saccharolyticum 生长

的影响 
Fig. 4  Effects of different ratios of glucose : xylose on the 
growth of T. saccharolyticum 
 
2.5  不同初始酒精浓度对 T. saccharolyticum 生长

的影响 
分别在不含酒精以及含有 0.5%、1.0%、1.5%、

2.0%、2.5%、3.0%、3.5%、4.0%和 4.5% (V/V)酒精

和含有最适生长浓度 15 g/L 的木糖培养基中培养 T. 
saccharolyticum, 在此过程中监测 OD600, 以 OD600

值为纵坐标, 时间为横坐标作图得到图 5。由图 5

可以看出, 随着培养基初始酒精浓度的提高, 菌体

生长受到明显的抑制。其中 2.0%和 2.5%酒精浓度下, 

菌体直到 36 h 才开始生长 , 3%酒精浓度下 , 菌体

直到 48 h 才开始生长, 而 3.5%、4.0%和 4.5%酒精
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浓度下培养的菌体, 直至 72 h 仍未生长。该菌所能

耐受的最高酒精浓度为 3%, 因此有必要对其酒精

耐受性进行进一步驯化。 
 

 

图 5  不同初始酒精浓度对 T. saccharolyticum 生长的

影响  
Fig. 5  Effects of initial ethanol concentrations on the 
growth of T. saccharolyticum 
 
2.6  T. saccharolyticum 发酵产物的分析 

将 T. saccharolyticum 种子液接种至装有 50 mL、

5 g/L 的木聚糖、木糖和木薯淀粉培养基中, 接种量

10%。连续培养 60 h, 每 12 h 取样测定样品中的乳

酸、乙酸和乙醇的含量以及 OD600, 结果如图 6、7

和 8 所示, 无论以木聚糖、木糖还是木薯淀粉为底

物发酵, 乳酸的产量较高, 60 h 后分别达到了 0.920、

1.841 和 1.267 g/L。乙醇的产量其次, 分别为 0.824、

0.867 和 0.916 g/L, 乙酸的产量最少, 分别为 0.606、

0.492 和 0.461 g/L。由于该菌生长代谢时产较多的乳

酸和乙酸, 故发酵液的 pH 下降较快。发酵液的初始

pH 均为 6.4, 经过 60 h 发酵后木聚糖、木糖和木薯

淀粉培养液的 pH 分别下降为 5.1、4.6 和 4.9。低的

pH 抑制该菌的生长代谢, 不利于底物的进一步利用

和代谢产物的积累。同时, 由于大量的底物转化为

乳酸和乙酸, 也不利于乙醇的积累。 

此外, 由于木聚糖与淀粉本身在 OD600 处有一

定的吸光值, 故以这两者为底物培养时, 初始的 OD

值较高, 特别是木聚糖, 达到了 1.774。但该菌生长

代谢会分泌出木聚糖酶与淀粉酶, 将这两种底物水

解利用。这也就是为什么以这两种底物培养时, 一

开始 OD 值会有所下降(由于这一过程相对较短, 图

8 并未显示出这一过程)。此后, 随着菌体浓度的增

加, OD 值开始上升, 直至菌体生长的稳定期。 

 

图 6  木聚糖摇瓶发酵 
Fig. 6  Fermentation with 5 g/L xylan 
 

 

图 7  木糖摇瓶发酵 
Fig. 7  Fermentation with 5 g/L xylose 
 

 

图 8  木薯淀粉摇瓶发酵 
Fig. 8  Fermentation with 5 g/L cassava starch 

 

3  结论和展望 

(1) T. saccharolyticum 底物利用具有广泛性 , 

能够在以葡萄糖、半乳糖、甘露糖、纤维二糖和果

糖为唯一碳源时生长, 特别是能够在以木糖、木薯
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淀粉和木聚糖为唯一碳源的培养基中生长是其突

出的特点;  

(2) T. saccharolyticum 在以木糖为底物生长的最

适浓度为 15 g/L, 葡萄糖和木糖混合培养时, 葡萄

糖与木糖的比例对该菌的生长并无显著影响;  

(3) T. saccharolyticum 酒精耐受性为 3% (V/V);  
(4) T. saccharolyticum 以木聚糖, 木糖和木薯淀

粉为底物时 , 发酵产物主要为乙醇 , 乳酸和乙酸 , 
60 h 后乙醇产量分别为 0.824、0.867 和 0.916 g/L。 

(5) 由于该菌在发酵过程中产生乳酸与乙酸 , 

这样一方面使得发酵过程中发酵液的 pH 不断降低, 
另一方面大量的碳源流向了乳酸与乙酸。在未来的

工作中可考虑通过基因敲除改变该菌代谢途径以提

高某些代谢产物的积累。 

(6) 该菌酒精耐受性较低, 仅为 3%, 这是限制

其作为工业酒精生产菌的一个重要因素。可考虑

通过酒精耐受性驯化的方法 , 提高该菌的酒精耐

受性。 
致谢: 黄泽杰、薛文斌、蔡友华等参加了部分研究

工作和讨论。 
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