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摘要：在２５０ｍｌ三角瓶中进行毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａ　ａｎｇｏｐｈｏｒａｅ）发酵 不 同 浓 度 的 甘 露 醇 生 产 乙 醇 的 试 验。试 验 先

以浓度为２０ｇ／Ｌ、４０ｇ／Ｌ、６０ｇ／Ｌ、８０ｇ／Ｌ的甘露醇进行发酵试验 确 定 出 最 适 培 养 基 组 分，然 后 以 正 交 试 验 确 定 菌

株的最优发酵条件。结果确定出最适的发酵培养基组分为：甘露醇２０ｇ／Ｌ，酵母浸粉０．３ｇ／Ｌ，麦芽浸粉０．３ｇ／Ｌ，

（ＮＨ４）２ＳＯ４５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．４ｇ／Ｌ。最佳发酵条件为：温度３２℃，摇床转速１５０ｒｐｍ，初始

ｐＨ值４．５，发酵液体积１５０ｍｌ，乙醇最大产量为０．４５ｇ　ｅｔｈａｎｏｌ／ｇ　ｍａｎｎｉｔｏｌ。

关键词：毕赤酵母　甘露醇　发酵　乙醇

中图法分类号：ＴＱ９２０．６　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１００５－９１６４（２０１１）０２－０１６４－０５

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｅｔｈａｎｏｌ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍａｎｎｉｔｏｌ　ｂｙ　Ｐｉｃｈｉａ　ａｎｇｏｐｈｏｒａｅ　ｗａｓ
ｃａｒｒｉｅｄ　ｏｕｔ　ｉｎ　２５０ｍｌ　Ｅｒｌｅｎｍｅｙｅｒ　ｆｌａｓｋｓ．Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉｕｍ　ｗａｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｔｅｓｔｓ　ｗｉｔｈ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　２０ｇ／Ｌ，４０ｇ／Ｌ，６０ｇ／Ｌ　ａｎｄ　８０ｇ／Ｌ　ｏｆ　ｍａｎｎｉｔｏｌ．
Ｔｈｅｎ　ａｎ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ　ｗａｓ　ｄｅｓｉｇｎｅｄ　ａｎｄ　ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ，ｓｅａｒｃｈｉｎｇ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｂｅｓｔ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｃｏｎ－
ｄｉｔｉｏｎ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｍｅｄｉｕｍ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｗａｓ　２０ｇ／Ｌ　ｍａｎｎｉｔｏｌ，０．３ｇ／Ｌ　ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ，０．３ｇ／Ｌ　ｍａｌｔ　ｅｘｔｒａｃｔ，５ｇ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４，２ｇ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４ａｎｄ　０．４ｇ／Ｌ　ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ．Ｂｅｓｉｄｅｓ，ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍａｌ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　ｗａｓ　３２℃，
１５０ｒｐｍ，ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　４．５ａｎｄ　１５０ｍｌ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｌｉｑｕｏｒ　ｗｉｔｈ　ａ　ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　０．４５ｇ　ｅｔｈａｎｏｌ
（ｇ　ｍａｎｎｉｔｏｌ）－１．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：Ｐｉｃｈｉａ　ａｎｇｏｐｈｏｒａｅ，ｍａｎｎｉｔｏｌ，ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ｅｔｈａｎｏｌ

　　海洋藻类根据所含色素差异可大致分为褐藻、绿
藻和红藻三大类，按形态和大小不同可划分为海洋微

藻和大型 海 藻。大 型 海 藻 生 长 快 速，光 合 作 用 效 率

６％～８％，高于陆生植物的１．８％～２．２％［１］，生长过

程中不会和陆地上的粮食、饲料等农作物抢耕地、淡

水、肥料等生产资源，而且富含各类碳水化合物，不含

木质素，纤维素含量远少于陆地植物，藻体柔软、机械

强度不高，容易破碎和消化。与陆生植物相比，大型

海藻作为生物质能的生产原料具备成本优势。因此，
开发大型海藻生物质能源具有相当潜力，是未来解决

地球资源短缺最有可能的途径之一［２］。

　　甘露醇（ｍａｎｎｉｔｏｌ）是 一 种 己 六 糖 醇，是 海 带、马

尾藻 等 大 型 褐 藻 的 主 要 成 分，约 占 干 重 １０％ ～
２０％［３］。大型褐藻经物理、化学方法及生物酶法处理

后能得到含甘露醇及褐藻多糖浓度较高的提取液，可
以被某些菌株利用从而发酵生产燃料乙醇。在工业

生产褐藻酸的过程中，副产物甘露醇往往随工业废水
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排出，没有得到有效利用。若能利用富含甘露醇的褐

藻酸工业废水生产乙醇，将带来可观的经济与环境效

益［４］。所以寻找适宜的大型褐藻前处理方法及高效

的乙醇发酵菌株将是未来褐藻燃料乙醇生物质能研

究的主要方向。

　　目前利用甘露醇发酵生产乙醇的研究国内外报

道较少。当前广泛应用于乙醇厌氧发酵的酿酒酵母

（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）由 于 缺 少 转 氢 酶，在 严

格厌氧条件下不能生长在以甘露醇为底物的培养基

上［５，６］。因此利 用 酵 母 发 酵 糖 醇 需 提 供 氧 气 以 满 足

菌株生长需要，但是矛盾的是，在有氧条件下酵母不

能将糖醇 转 化 为 乙 醇。１９９３年，Ｏｋａｍｏｔｏ［７］从 海 洋

藻类中分离出海洋细菌Ｚｙｍｏｂａｃｔｅｒ　ｐａｌｍａｅ，它能够

将褐藻主要成分之一的甘露醇转化为酒精；在适当低

氧 浓 度 下，也 能 够 发 酵 北 方 海 带 （Ｌａｍｉｎａｒｉａ
ｈｙｐｅｒｂｏｒｅａ）的提取物产生乙醇。毕赤酵母 （Ｐｉｃｈｉａ
ａｎｇｏｐｈｏｒａｅ）是一株 分 离 自 澳 大 利 亚 赤 桉 树［８］的 毕

赤酵母菌株，该菌兼性厌氧，在适当低氧的条件下，能
够以葡萄糖和甘露醇等单糖为底物进行发酵产生乙

醇。Ｓｖｅｉｎ　Ｊａｒｌｅ　Ｈｏｒｎ［９］的 研 究 表 明，毕 赤 酵 母 可 以

同时利用北方海带叶子提取液里的甘露醇和其它海

带多糖产生 乙 醇，毕 赤 酵 母 菌 株 偏 好 甘 露 醇 作 为 底

物，是一种更适合利用褐藻提取物来生产酒精的微生

物。本文设计进行了不同甘露醇浓度发酵试验及正

交试验，研究在批次试验条件下毕赤酵母菌株发酵甘

露醇产乙醇的最优条件，为进一步优化菌株发酵褐藻

提取液制取乙醇提供技术依据。

１　材料和方法

１．１　菌种

　　毕赤酵母 （Ｐ．ａｎｇｏｐｈｏｒａｅ，ＡＴＣＣ２２３０４）复苏活

化后转接于含有甘露醇、蛋白胨、麦芽浸粉、酵母浸粉

的琼脂斜面培养基上，４℃保藏。

１．２　培养基

　　斜面培养基：甘露 醇１０ｇ／Ｌ，酵 母 浸 粉３ｇ／Ｌ，麦

芽浸粉０．３ｇ／Ｌ，蛋白胨５ｇ／Ｌ，琼脂２５ｇ／Ｌ。

　　活化培养基：甘露 醇１０ｇ／Ｌ，酵 母 浸 粉３ｇ／Ｌ，麦

芽浸粉０．３ｇ／Ｌ，蛋白胨５ｇ／Ｌ。

１．３　发酵条件及方法

１．３．１　不同甘露醇浓度发酵试验

　　发 酵 培 养 基：甘 露 醇２０ｇ／Ｌ、４０ｇ／Ｌ、６０ｇ／Ｌ、

８０ｇ／Ｌ，酵母浸粉０．３ｇ／Ｌ，麦芽浸粉０．３ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２
ＳＯ４５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．４ｇ／Ｌ，

ｐＨ值４．５。

　　培 养 条 件：从 斜 面 培 养 基 中 将 菌 种 接 入 装 有

２０ｍｌ活化培养基的５０ｍｌ三角瓶中，把摇床参数设置

为２８℃，１８０ｒｐｍ活化培养１８ｈ。再将１ｍｌ活化培养

物接种到 装 有１００ｍｌ发 酵 培 养 基 的２５０ｍｌ三 角 瓶

中，把摇床参数设置为２８℃，１８０ｒｐｍ培养７２ｈ。

１．３．２　正交试验

　　以不同甘露醇浓度发酵试验确定的合适发酵培

养基组分为 基 础，设 计 进 行Ｌ９（３４）正 交 实 验。发 酵

培养基：甘露醇２０ｇ／Ｌ，酵 母 浸 粉０．３ｇ／Ｌ，麦 芽 浸 粉

０．３ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ　０．４ｇ／Ｌ。

　　培养条件：从斜面培养基中将菌种接入装有２０
ｍｌ活化培养基的５０ｍｌ三角瓶中，把摇床参数设置为

２８℃，１８０ｒｐｍ活化培养１８ｈ。以１％接种量将活化培

养物接种至 装 有 发 酵 培 养 基 的２５０ｍｌ三 角 瓶 中，按

Ｌ９（３４）正交实验条件（表１），发酵培养７２ｈ。
表１　Ｌ９（３４）正交设计因子水平

Ｔａｂｌｅ　１　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　Ｌ９（３４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｄｅｓｉｇｎ

水平　
Ｌｅｖｅｌｓ

因子Ｆａｃｔｏｒｓ

温度
Ｔｅｍｐｅｒａ－
ｔｕｒｅ
（℃）

摇床转速
Ｒｏｔａｔｉｏｎ
ｓｐｅｅｄ
（ｒｐｍ）

初始ｐＨ值
Ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ
ｖａｌｕｅ

发酵液体积
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｌｉｑｕｏｒ　 ｖｏｌ－
ｕｍｅ（ｍｌ）

１　 ２４　 １２０　 ４．５　 ５０
２　 ２８　 １５０　 ６．０　 １００
３　 ３２　 １８０　 ７．５　 １５０

１．４　取样及分析方法

　　无菌条件下取样，将样品１２０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，
取上清液于４℃冰箱保存以备分析。

１．４．１　乙醇含量测定

　　乙醇含量测定按李自达等［１０］方法。将待测样品

溶液与１０％（Ｖ／Ｖ）乙腈溶液等体积充分混合后进行

气相色谱检测。气相色谱仪型号为安捷伦６８９０Ｎ，色
谱柱型号 为５２＃ＺＢ－ＷＡＸ　ＰＬＵＳＴＭ。检 测 条 件 为：
柱温１００℃，检 测 器 温 度３２５℃，进 样 器 温 度２５０℃；
载气：高 纯 氮 ２８．７ｍｌ／ｍｉｎ，氢 气 ４０ｍｌ／ｍｉｎ，空 气

４５０ｍｌ／ｍｉｎ，尾吹气３０．０ｍｌ／ｍｉｎ；进样量：０．２μｌ。每

个样品重复检测３次。

１．４．２　甘露醇含量测定

　　甘露醇含量测定按杨晓东等［１１］方法。（１）标准

曲线绘制。用蒸 馏 水 将１ｍｇ／ｍｌ的 甘 露 醇 标 准 品 稀

释 成 ０μｇ／ｍｌ、１０μｇ／ｍｌ、２０μｇ／ｍｌ、３０μｇ／ｍｌ、４０μｇ／

ｍｌ、５０μｇ／ｍｌ　６个浓度，分别加入０．０１５ｍｏｌ／Ｌ高碘酸

钠１ｍｌ，混 合 均 匀，室 温 放 置１０ｍｉｎ，每 个 试 管 加

０．１％Ｌ－鼠李 糖２ｍｌ，充 分 混 匀 后，加 入 Ｎａｓｈ试 剂

４ｍｌ，５３℃水 浴１５ｍｉｎ后 即 刻 冷 却，紫 外 分 光 光 度 计

测其４１２ｎｍ处 的 吸 光 值，以 甘 露 醇 浓 度 为 横 坐 标，

ＯＤ４１２ 吸光值为纵坐标绘制标准曲线。（２）样品甘露
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醇含量测定。取１ｍｌ样品或不同浓度甘露醇对照品

溶液加入试管中，空 白 对 照 管 加 蒸 馏 水１ｍｌ，然 后 按

标准曲线实验方法操作，将测得的ＯＤ４１２ 值代入标准

曲线求出样品甘露醇含量。每个样品３个重复。

２　结果与分析

２．１　不同甘露醇浓度发酵试验

　　毕赤酵母在初始甘露醇浓度分别为２０ｇ／Ｌ、４０ｇ／

Ｌ、６０ｇ／Ｌ、８０ｇ／Ｌ的 发 酵 培 养 基 中 培 养７２ｈ后，不 同

时间的乙醇产量如表２所示。

　　由表２可知，在发酵２４～４８ｈ内，乙醇产量均呈

上升趋势，当初始甘露醇浓度为４０ｇ／Ｌ、６０ｇ／Ｌ、８０ｇ／

Ｌ时，在发酵４８ｈ后，乙醇产量达到最大值，随后逐渐

下降；而 初 始 甘 露 醇 浓 度 为２０ｇ／Ｌ时，在 发 酵４８ｈ
后，乙 醇 产 量 达 到 一 个 高 峰，之 后 缓 慢 升 高，至６０ｈ
时，产量达到最大，接着在６０～７２ｈ内产量迅速减少。

　　初始甘露醇浓度为２０ｇ／Ｌ、４０ｇ／Ｌ、６０ｇ／Ｌ、８０ｇ／Ｌ
时，乙 醇 最 大 产 量 分 别 为０．６６６％（Ｖ／Ｖ）、０．７８２％
（Ｖ／Ｖ）、０．７９１％（Ｖ／Ｖ）、０．８８８％（Ｖ／Ｖ），折 合 每 克

甘露醇相应转 化 为０．２６ｇ、０．１５ｇ、０．１０ｇ、０．０９ｇ。可

见在氮源及其他营养成分固定的条件下，随着甘露醇

浓度的增大，乙醇总产量有升高的趋势，但是单位甘

露醇转化为乙醇的产量却在下降。

　　当 初 始 甘 露 醇 浓 度 为２０ｇ／Ｌ时，单 位 甘 露 醇 转

化为乙醇的产量最高，为０．２６ｇ　ｅｔｈａｎｏｌ／ｇ　ｍａｎｎｉｔｏｌ。
表明超过一定浓度后，随着甘露醇浓度的升高，培养

基中碳氮比增大，渗透压提高，降低了酵母菌细胞生

理活性，抑制了毕赤酵母的乙醇代谢，从而使单位甘

露醇转化为乙醇的产量呈下降趋势。所以，当发酵培

养基组成为甘露醇２０ｇ／Ｌ，酵母浸粉０．３ｇ／Ｌ，麦芽浸

粉０．３ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４２ｇ／Ｌ，Ｍｇ－
ＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．４ｇ／Ｌ时，在适合条件下接种毕赤酵母

发酵，有较高的乙醇产量。以此培养基为基础设计后

面的正交实验。

２．２　正交实验

２．２．１　乙醇产量分析

　　从表３可以看出，各实验组的乙醇产量随时间呈

不同的变化趋势，实验组１和实验组９分别在发酵的

３６ｈ和２４ｈ乙醇产 量 达 到 最 大，随 后 在２４ｈ内，产 量

减少为０；实验组２、实验组５和实验组６在发酵的２４
～４８ｈ里乙醇产量逐渐升高，其中实验组２在４８ｈ时

产量达最大值，之后缓慢减少，而实验组５和实验组

６在６０ｈ时产量达到最大，随后以较快速度减少；实

验组３和实验组７在发酵的２４～６０ｈ里乙醇产量逐

渐升高，之后的１２ｈ产量增速明显放缓；实验组４和

实验组８在发酵的２４～７２ｈ内乙醇产量以较稳定的

速率逐步提高。在７２ｈ内，实验组３和实验组８的乙

醇产量最高，分别为１．０１０％（Ｖ／Ｖ，７２ｈ）和１．０６７％
（Ｖ／Ｖ，７２ｈ）。而实验组１和实验组９的乙醇产量最

低，分 别 为０．２７０％（Ｖ／Ｖ，３６ｈ）和０．２２２％（Ｖ／Ｖ，

２４ｈ）。

　　表４结果显 示，在 温 度、摇 床 转 速、初 始ｐＨ 值、
发酵液体积４个因素中，对乙醇产量影响程度由大到

小依序排列为：发 酵 液 体 积 （Ｒ ＝０．５７９）、初 始ｐＨ
值 （Ｒ＝０．２８６）、摇床转速（Ｒ＝０．１４４）、温度（Ｒ＝
０．０７７）。

表２　不同甘露醇浓度发酵试验乙醇产量

Ｔａｂｌｅ　２　Ｙｉｅｌｄｓ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｏｆ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｔｅｓｔｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍａｎｎｉｔｏｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

甘露醇浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ　ｍａｎｎｉｔｏｌ（ｇ／Ｌ）

乙醇产量Ｙｉｅｌｄｓ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ（％，Ｖ／Ｖ）

２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ ６０ｈ ７２ｈ

２０　 ０．３０１±０．０１０　 ０．５８６±０．００６　 ０．６５４±０．００９　 ０．６６６±０．０１３　 ０．３６４±０．００９
４０　 ０．２５５±０．０２０　 ０．５４１±０．００２　 ０．７８２±０．００９　 ０．４６３±０．００５　 ０．３７６±０．００２
６０　 ０．２５７±０．００２　 ０．６３３±０．０１４　 ０．７９１±０．０２４　 ０．７７７±０．０２０　 ０．６６６±０．００１
８０　 ０．１９２±０．０１０　 ０．５７６±０．０３１　 ０．８８８±０．０２０　 ０．８８５±０．０２８　 ０．７４９±０．０３６

表３　毕赤酵母正交实验乙醇产量

Ｔａｂｌｅ　３　Ｙｉｅｌｄｓ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｂｙ　Ｐ．ａｎｇｏｐｈｏｒａｅｉｎ　ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

试验号　
Ｔｅｓｔ　Ｎｏ．

乙醇产量Ｙｉｅｌｄｓ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ（％，Ｖ／Ｖ）

２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ ６０ｈ ７２ｈ
１　 ０．１０４±０．００７　 ０．２７０±０．００６　 ０．１０２±０．００６　 ０　 ０
２　 ０．１６７±０．０１１　 ０．４８５±０．０１６　 ０．６８４±０．０１０　 ０．６５５±０．００６　 ０．４２５±０．００８
３　 ０．１５３±０．０１５　 ０．４９７±０．０１４　 ０．７７８±０．００４　 ０．９９６±０．０１２　 １．０１０±０．０１０
４　 ０．１７４±０．０１９　 ０．３１５±０．０１９　 ０．５１０±０．０２５　 ０．６４７±０．０４４　 ０．７３２±０．０２５
５　 ０　 ０．３３９±０．０１６　 ０．５０２±０．００８　 ０．５８０±０．０３３　 ０．３７８±０．０２２
６　 ０．３０１±０．０１０　 ０．５８６±０．００６　 ０．６５４±０．００９　 ０．６６６±０．０１３　 ０．３６４±０．００９
７　 ０．１２８±０．０１３　 ０．４１６±０．００７　 ０．７３７±０．０２２　 ０．８７１±０．０３３　 ０．９０６±０．０１５
８　 ０．１９０±０．０１５　 ０．４０８±０．００８　 ０．６８０±０．００７　 ０．８５７±０．００３　 １．０６７±０．０１２
９　 ０．２２２±０．００７　 ０．１４７±０．００３　 ０　 ０　 ０

６６１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．１８Ｎｏ．２，Ｍａｙ　２０１１



表４　毕赤酵母正交实验各处理组乙醇最大产量的极差分析

Ｔａｂｌｅ　４　Ｒａｎｇｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｅｓｔ　ｙｉｅｌｄｓ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｂｙ　Ｐ．ａｎ－

ｇｏｐｈｏｒａｅｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｒｏｕｐｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

试验号
Ｔｅｓｔ
Ｎｏ．

因子Ｆａｃｔｏｒｓ

温度
Ｔｅｍｐｅｒ－
ａｔｕｒｅ
（℃）

摇床
转速
Ｒｏｔａｔｉｏｎ
ｓｐｅｅｄ
（ｒｐｍ）

初始ｐＨ
值
Ｉｎｉｔｉａｌ
ｐＨ　ｖａｌ－
ｕｅ

发酵液
体积
Ｆｅｒｍｅｎ－
ｔａｔｉｏｎ
ｌｉｑｕｏｒ
ｖｏｌｕｍｅ
（ｍｌ）

乙 醇 最 大
产量
Ｔｈｅ　ｂｅｓｔ
ｙｉｅｌｄｓ　ｏｆ
ｅｔｈａｎｏｌ
（％，Ｖ／Ｖ）

１ （１）２４ （１）１２０ （１）４．５ （１）５０　０．２７０±０．００６
２ （１）２４ （２）１５０ （２）６．０ （２）１００　０．６８４±０．０１０
３ （１）２４ （３）１８０ （３）７．５ （３）１５０　１．０１０±０．０１０
４ （２）２８ （１）１２０ （２）６．０ （３）１５０　０．７３２±０．０２５
５ （２）２８ （２）１５０ （３）７．５ （１）５０　０．５８０±０．０３３
６ （２）２８ （３）１８０ （１）４．５ （２）１００　０．６６６±０．０１３
７ （３）３２ （１）１２０ （３）７．５ （２）１００　０．９０６±０．０１５
８ （３）３２ （２）１５０ （１）４．５ （３）１５０　１．０６７±０．０１２
９ （３）３２ （３）１８０ （２）６．０ （１）５０　０．２２２±０．００７
Ｔ１ １．９６４　 １．９０８　 ２．００３　 １．０７２
Ｔ２ １．９７８　 ２．３３１　 １．６３８　 ２．２５６
Ｔ３ ２．１９５　 １．８９８　 ２．４９６　 ２．８０９
珡Ｋ１ ０．６５５　 ０．６３６　 ０．６６８　 ０．３５７
珡Ｋ２ ０．６５９　 ０．７７７　 ０．５４６　 ０．７５２
珡Ｋ３ ０．７３２　 ０．６３３　 ０．８３２　 ０．９３６
Ｒ　 ０．０７７　 ０．１４４　 ０．２８６　 ０．５７９

　　由于本试验中Ｌ９（３４）正交表的设计（表１）已饱

和，温度对乙 醇 产 量 的 影 响 作 为 误 差 项 参 与 方 差 分

析。方差分析结果（表５）显示，在显著性水平为０．０５
时，发酵液体积对乙醇产量的影响显著，而摇床转速

和初始ｐＨ值对乙醇产量的影响并不显著。

　　当发酵液体积为１５０ｍｌ时，实验组３、实验组４、

实验组８的乙醇产量都较高，其中实验组８的乙醇产

量达到１．０６７％（Ｖ／Ｖ，７２ｈ），是 各 实 验 组 中 最 高 的。

而当发酵液体积为５０ｍｌ时，实验组１、实验组５、实验

组９的乙醇产量均较低，其中实验组９的乙醇产量仅

为０．２２２％（Ｖ／Ｖ，２４ｈ），为各实验组中最低。这说明

当发酵液体 积 为５０ｍｌ时，通 氧 量 偏 高，促 进 了 毕 赤

酵母的有氧代谢，消耗大量甘露醇用于合成细胞干物

质并进行有氧呼吸，阻碍了厌氧条件下的乙醇代谢，

导致乙 醇 产 量 下 降。可 见，当 发 酵 液 体 积 为１５０ｍｌ
时，通氧量适中，乙醇产量较高。

　　当初始ｐＨ值为７．５时，实验组３和实验组７的

乙醇产量较高，这可能是由于呈弱碱性的发酵液中和

了发酵过程中毕赤酵母产生的部分有机酸，使ｐＨ值

不致偏低，有利于维持酵母菌的活性，促进了乙醇产

生。而初始ｐＨ值为７．５的实 验 组５因 发 酵 液 体 积

为５０ｍｌ，通氧量较大，影响了乙醇产 量。当 初 始ｐＨ
值为４．５时，实 验 组１发 酵 液 体 积 与 实 验 组５同 为

５０ｍｌ，但是乙醇产量仅为实验组５的一半，可能是因

为实验组１和实验组５相比，发酵温度、摇床转速及

初始ｐＨ值都较低，在一定程度上降低了毕赤酵母的

生理活性，使乙醇产量下降。实验组８的初始ｐＨ值

也为４．５，而乙醇产量却是所有实验组中最高的。究

其原因，可能是发酵液体积较初始ｐＨ值对批次发酵

影响更大，实验 组８的 发 酵 液 体 积 为１５０ｍｌ，通 氧 量

适中；另 外，较 高 的 发 酵 温 度 和 摇 床 转 速（３２℃，

１５０ｒｐｍ）也可能促进了乙醇产量的提高。
表５　毕赤酵母正交实验方差分析

Ｔａｂｌｅ　５　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ｔａｂｌｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ　ｆｏｒ　Ｐ．

ａｎｇｏｐｈｏｒａｅ

方差来源
Ｓｏｕｒｃｅ　ｏｆ
ｖａｒｉａｎｃｅ

偏差平方和
Ｓｕｍ　ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

自由度
Ｄｅｇｒｅｅｓ　ｏｆ
ｆｒｅｅｄｏｍ

方差估计值
Ｅｓｔｉｍａｔｏｒ　ｏｆ
ｖａｒｉａｎｃｅ

Ｆ值
Ｆｖａｌｕｅ

摇床转速
Ｒｏｔａｔｉｏｎ　ｓｐｅｅｄ ０．０４０７　 ２　 ０．０２０４　 ３．６４１７

初始ｐＨ值
Ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ ０．１２３６　 ２　 ０．０６１８　 １１．０５３０

发酵液体积
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｌｉｑ－
ｕｏｒ　ｖｏｌｕｍｅ

０．５２５０　 ２　 ０．２６２５　 ４６．９４５１

误差
Ｅｒｒｏｒ ０．０１１２　 ２　 ０．００５６

总和
Ｓｕｍ ０．７００５　 ８

　　Ｆ０．０５（２，２）＝１９．００，Ｆ０．０１（２，２）＝９９．００。

２．２．２　甘露醇浓度变化分析

　　以甘露醇标准品的浓度为横坐标Ｘ，吸光度为纵

坐标Ｙ，计 算 得 标 准 曲 线 方 程Ｙ ＝０．０１０３５　Ｘ －
０．０１０３３，Ｒ＝０．９９８７９，甘露醇测定的线性范围为１０
～５０μｇ／ｍｌ。

　　对乙醇产量最高的实验组３和实验组８进行甘

露醇浓度变化测定的结果（图１）显示，实验组３和实

验组８在发酵２４ｈ时，甘露醇浓度分别为１１．２ｇ／Ｌ、

１１．８ｇ／Ｌ，较初 始 甘 露 醇 浓 度（２０ｇ／Ｌ）各 下 降 了８．８

ｇ／Ｌ、８．２ｇ／Ｌ。说明在发酵初期的２４ｈ里，毕 赤 酵 母

消耗了近一 半 的 甘 露 醇 用 于 生 长，并 产 生 少 量 的 乙

醇。在发酵２４～７２ｈ中，两个实验组的甘露醇浓度均

呈逐渐下降趋势，实验组３下降的幅度稍高于实验组

８。在发酵７２ｈ时，实验组３和实验组８甘露醇浓度

分别为０．０６ｇ／Ｌ、１．１６ｇ／Ｌ。这说明随着细胞数量的

增多，发酵液中的氧气逐渐被消耗，毕赤酵母转入厌

氧条件下的乙醇代谢，将发酵液中的剩余甘露醇及自

身营养物质转化为乙醇，获得生存所需的能量。当发

酵７２ｈ时，实验组３和实验组８中的甘露醇基本被消

耗完全，乙醇产量已接近最高值。

　　在发酵７２ｈ时，实验组３和实组８的乙醇浓度分

别为１．０１０％（Ｖ／Ｖ）、１．０６７％（Ｖ／Ｖ），约 合７．９７ｇ／

Ｌ、８．４２ｇ／Ｌ，则单位甘露醇转化为乙醇的产量分别为

０．４０ｇ　ｅｔｈａｎｏｌ／ｇ　ｍａｎｎｉｔｏｌ、０．４５ｇ　ｅｔｈａｎｏｌ／ｇ　ｍａｎｎｉ－
ｔｏｌ。可见实验组８是所有９个实验组中乙醇产量及
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单位甘露醇转化率最高的。

　　图１　实验组３和实验组８甘露醇浓度变化曲线

　　Ｆｉｇ．１　Ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｍａｎｎｉｔｏｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｉｎ

ｔｅｓｔ　３ａｎｄ　ｔｅｓｔ　８

　　—■—：实验３；—●—：实验８。—■—：Ｔｅｓｔ　３；—●—：Ｔｅｓｔ　８．

３　结论

　　毕赤酵母在２５０ｍｌ三角瓶中发酵甘露醇产生乙

醇的 最 适 培 养 基 组 成 为：甘 露 醇２０ｇ／Ｌ，酵 母 浸 粉

０．３ｇ／Ｌ，麦 芽 浸 粉０．３ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４５ｇ／Ｌ，ＫＨ２
ＰＯ４２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．４ｇ／Ｌ。

　　毕赤酵母在２５０ｍｌ三角瓶中发酵甘露醇产生乙

醇的发酵过程中，发酵液体积对乙醇产量影响程度最

大。当显著性水平为０．０５时，发酵液体积对乙醇产

量的影响显著，而初始ｐＨ 值、摇 床 转 速 及 温 度 对 乙

醇产量无显 著 影 响。最 优 发 酵 条 件 为 温 度３２℃，摇

床转速１５０ｒｐｍ，初 始ｐＨ 值４．５，发 酵 液 体 积１５０
ｍｌ。在最优发酵条件下，乙醇最大产量为０．４５ｇ　ｅｔｈ－
ａｎｏｌ／ｇ　ｍａｎｎｉｔｏｌ。
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