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摘要：【目的】选育能够利用木糖高产乙醇的酵母菌株。【方法】采用Co”诱变树干毕赤酵母(只c^谊“ipi￡is)，筛

选乙醇产量高的突变菌株，并对原始菌株、突变菌株的生长发酵特性和两个菌株对高浓度木糖、乙醇的耐受性进

行比较。【结果】在YPX培养基上筛选获得l株能够高效发酵木糖的突变菌株lK一9。该菌株在50mL 15％FM

发酵84h，发酵液乙醇含量最高达(51．034士o．112)g／L，比原始菌株提高10．05％；在500mL 15％FM发酵96h，

乙醇含量最高达(51．390士o．119)g／L；在500mL 20％FM发酵156h，乙醇含量最高达(52．496±o．513)g／L。

菌株1K一9在HSM培养基或含4％～5％乙醇的YPX培养基中生长良好，在含6％～7％乙醇的YPX培养基中

生长缓慢。【结论】Co”诱变对于树干毕赤酵母(R如妇s矗夕if括)菌株是有效的。能选育出木糖高产乙醇酵母菌
株1K一9。
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AbSt咫ct：【Objective】To breed hi曲一yield ethanol strains，which can use xylose in fermentation，
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【Method】xylose—fermenting yeast Pic^in s￡ipi￡is

was mutated by C060 rays． The growth and

f∈rmentation characteristics of original and mu—

tant strains were analvzed， and their tolerances

against reIatively high concentrations of xyIose

and ethanol were compared．【Result】The mutant

1 K一9，which shows superior xyIose utiIizing，

growing and ethan01 producing efficiency was

screened on YPX．After fermenting in 15％FM
for 84h，the concentration of ethanol reached

(51．034±0．112)g／L，increased by 10．05％

comparing to the original strain．When amplif—

ying fermentation with strain 1K一9 was conduc—

ted in 500mL medium，15％FM and 20％FM
could Droduce the concentration of ethan01 reac—

hing(51．390±O．119)g／L and(52．496±O．513)

g／L after fermenting for 96h and 156h，respec—

tively．The mutant strain 1K一9 couId grow easiIy
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and quickly in HSM or in YPX containing 4％～5％ethanol，but hard in YPX containing 6％～

7％ethan01．【Conclusion】Mutagenesis of Pic^i口s￡Z户i￡is can be effectively conducted by C060

rays，through which the mutant strain 1 K一9 was breed out and it can yield high production of

ethan01 from fermenting xylose．

Key words：mutagenesis，R以缸饿pms，ethanol，xylose，breeding

【研究意义】木质纤维素类物质是世界上最为丰

富的可再生资源。采用微生物发酵将其转化为燃料

乙醇可以缓解人类社会对石油等化石能源的依赖，意

义重大。不过，利用木质纤维生产燃料乙醇尚存在一

系列技术瓶颈，利用其中的半纤维素组分的主要水解

产物木糖发酵生产乙醇为技术难题之一。【前人研究

进展】对此已经开展了广泛研究，主要有两个方向：

(1)利用基因工程技术改造酿酒酵母菌株[1~43；(2)挖

掘和选育能够利用木糖高产乙醇的酵母菌株。目前

已知有3种酵母菌能够利用木糖发酵生产乙醇，分别

为管囊酵母(P口娩yso如72把，2咒。夕^iz托5)、树干毕赤酵

母(Rc^如s确'泓)和休胎塔假丝酵母(Q"di如

妣如口把P)[5‘。以树干毕赤酵母利用木糖发酵产乙醇

的能力最强[6’7]。已经有学者利用该菌种开展了各

种木质纤维材料的乙醇发酵研究[8~12I，但是该菌种

木糖乙醇发酵的醪液乙醇含量仅达到479／L左

右[7d引，利用麦秆半纤维素水解液发酵生产乙醇的转

化率只有理论值的80％[1引，仍未能达到产业化的要

求。【本研究切入点】利用诱变育种的办法来提高毕

赤酵母菌株的木糖乙醇发酵性能仍不失为一种可行

的办法，现已有一些报道，如Grabek等[15]采用紫外

线诱变选育树干毕赤酵母和多形汉逊酵母

(Ha咒sP恕“如pobmorp^口)菌株，Watanabe等[161采

用紫外线诱变选育树干毕赤酵母菌株NBRCl687，任

佳等人[171采用C060诱变选育管囊酵母发酵木糖产乙

醇。采用C060诱变方法选育树干毕赤酵母菌株国内

外至今未见报道。【拟解决的关键问题】为了选育能

够利用木糖高产乙醇的酵母菌株，本文采用C060诱

变方法选育树干毕赤酵母菌株，获得了较好的结果，

选育的1K一9菌株其木糖乙醇发酵醪液乙醇含量最高

达(52．496土O．513)g／L。

1材料与方法

1．1菌种和培养基

菌种为树干毕赤酵母1960菌株，购白中国工业

微生物菌种保藏管理中心(CICC)。

培养基有YPX培养基、发酵培养基及耐高糖培

养基(HSM)。YPX培养基含木糖2％，蛋白胨2％，

酵母粉1％，121℃灭菌20min，自然pH值，固体培养

基添加2％的琼脂。发酵培养基为15％FM和20％
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FM。15％FM含木糖15％，其余与YPX培养基相

同；20％FM含木糖20％，其余与YPX培养基相同。

耐高糖培养基含木糖30％，其余与YPX培养基

相同。

1．2菌株选育

C060诱变：将活化的菌株接种于YPX培养基。培

养至对数期，取菌液12000r／min离心5min，用无菌

生理盐水洗涤3次，收集菌体，悬浮在生理盐水中，控

制菌数约为108个／mL，以不同的剂量C060对菌体细

胞进行诱变。C06。照射在广西辐射照射中心进行。

菌株筛选：将经C060诱变的菌液稀释至1旷5后

涂板接种于YPx平板培养基，30℃培养3 d，挑单菌

落接种于15％FM培养基，30℃，130r／min培养72

h，取样测定培养液中的乙醇含量，筛选乙醇产量高

的菌株。

菌株纯化：将筛选得到的酵母菌株在YPD平板

划线，连续纯化3代，得到纯化菌株，于25％甘油

一80℃保存[”]。

1．3菌株活化

将甘油保存的菌株在实验前接种于YPX培养

基，30℃，180r／min培养过夜，再转接1次，同条件培

养至菌数约2×108个／mL，4℃下保存，2d内使用。

1．4菌株生长曲线测定

将活化的菌株用YPX培养基于30℃，180r／min

培养至对数期(菌数约2×108个／mL)，接种于YPX

培养基，接种量1％，定时取样测定∞。。。，以YPX
培养基做空白。

1．5木糖乙醇发酵试验

将活化的菌株接种于FM培养基，30℃，130r／

min下进行木糖乙醇发酵1Zoh，定时抽样检测乙醇

含量、残留木糖含量、菌体生物量和pH值等指标，按

下列公式计算发酵的糖醇转化率、发酵效率和乙醇产

率。糖醇转化率=[最终醪液乙醇含量(g／L)／发酵

初始醪液木糖含量(g／L)]×100％；发酵效率=[糖

醇转化率／o．46]×100％；乙醇产率=最终醪液乙醇

含量(g／L)／发酵时间(h)。进行扩大化发酵：接种量

10％，500mL装液量。

1．6菌株遗传稳定性检验

将选育的高产菌株活化后接种于YPX培养基

培养至对数期，再以1％的接种量转接YPX培养基，
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30℃，180r／min下进行传代培养，每天1代，培养至

15代。取。代和15代菌株进行木糖乙醇发酵，观察

菌株的遗传稳定性。

1．7菌株耐受性试验

将菌株活化后培养至对数期，转接HSM培养基

和含不同乙醇的YPX培养基，30℃，180r／min下培

养，定时取样检测菌液的0lD。。。，考察菌株对高浓度

木糖、乙醇的耐受性。

1．8乙醇含量测定

用气相色谱法测定乙醇含量，以乙腈为内标，具

体参照文献[19]。

1．9木糖含量、菌体生物量及pH值测定

木糖含量测定：取培养基或发酵液12000r／min

离心5min，取上清稀释后吸取100ⅡL，用DNS法测

定。DNS法测定按美国能源部的方法‘203和

Ghose[21 3方法结合进行。

菌体生物量测定：按文献[22]进行，略作修改。

取2mL发酵液于已恒重的EP管中，12000r／min离

心5min，用无菌水洗涤2次，弃上清，80℃下干燥至

恒重，称量、计算菌体的生物量。

发酵液pH值用pH计测定，校正为25℃的

pH值。

2结果与分析

2．1 菌株选育

采用9个梯度剂量的Co翩对毕赤酵母1960菌株

进行诱变，挑选100个不同剂量诱变的菌落进行72h

木糖乙醇发酵，通过初筛和复筛，发现8个发酵管的

乙醇产量显著高于对照菌株，最高为(51．034±

0．112)g／L(表1，表2)，对该发酵管的菌株进一步分

离纯化，得到1株能够利用木糖高产乙醇的树干毕赤

酵母菌株，命名为1K一9。此菌株乙醇含量比原始菌

株提高了10．05％，而Watanabe等[16]采用紫外线诱

变选育树干毕赤酵母菌株NBRcl687，突变菌株

PXF58利用11．4％木糖发酵酒度达到4．3％，比原

始菌株(酒度3．1％)提高了38．71_％，由此看出紫外

线诱变提高幅度比C060理想。C060诱变毕赤酵母造

成染色体上的DNA片段发生碱基突变，产生的结果

有3种可能：正突变、负突变(本研究也筛选到酒度下

降的菌株，数据未列出)以及无义突变。正负突变所

造成的碱基变化应该与木糖乙醇代谢途径中关键的

代谢途径有关，此途径中关键的代谢途径有：①木糖

通过木糖还原酶(XR)催化生成木糖醇；②木糖醇经

过木糖醇脱氢酶(XDH)催化生成木酮糖[23|。为此，

我们推测正突变菌株1K一9的木糖还原酶和木糖醇
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脱氢酶都比原始菌株的强，尤其是木糖醇脱氢酶，也

就是说木糖醇脱氢酶／木糖还原酶的值更高，从而将

更多的木糖醇转化为木酮糖，减少木糖醇的积累，更

有利于下游代谢途径——戊糖磷酸途径(PPP)的进

行，从而生成更多的乙醇。张凌燕等[24’2明通过过量

表达木糖醇脱氢酶基因提高了乙醇产量。当然，突变

子乙醇产量提高有诸多原因，仍有待于进一步研究。

表l Co‘o诱变初筛结果

TabIe l The嘲uI括of缅e n幅t sc瞅ning of co∞mutat油

Strains Concentration of ethanoI(g／L)

48．190

55．142

50．560

56．248

54．194

58．855

53．799

56．090

50．797

表2 Co‘o突变株复筛结果‘

TabIe 2 The r鹤uIts of他peat∞r∞ning of Con mut姐b

*二次试验的平均值和标准差。AVerage and standard deviation

of duplic8te duplication．

2．2菌株生长速率及遗传稳定性

2．2．1 菌株生长速率

在相同条件下培养，突变菌株1K一9与原始菌株

1960在YPX培养基中的生长情况差别不大，从接种

开始就能迅速增长，突变株增殖速度稍微快一些，约

24h两者均进入平稳期(图1)。

2．2．2菌株遗传稳定性

考察高产菌株的遗传稳定性，结果(表3)表明，

15代菌株发酵84h，菌株1K一9乙醇含量达到最高值

(50。916±O．059)g／L，糖醇转化率为o．3399／g，占理

论值的73．70％，乙醇产率为o．606 g／(L·h)，残留

木糖为(1．304±o．144)g／L，木糖利用率为99，13％，

而原始菌株1960的相应为(46．057士0．670)g／L，

0．307 g／g，66．74％，0．548 g／(L·h)，(2．240士

O，517)g／L和98．51％。由此可以看出，菌株1K一9

具有较稳定产乙醇的遗传特性。
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U 4 8 l二 6二U 14 28 j2 j6 40 44

时间Time(h)

图1原始菌株与突变菌株在YPX培养基的生长曲线

比较(二次试验的平均值和标准差)

Fig．1 Comparison of the growth curves of the original

strain and mutant strain in YPX(Average and standard devia—

tion of duDlication)

●：1960，o：1K一9．

表3遗传稳定性实验。

TabIe 3 The stabIe experiment of the Co‘o genetic attribut嚣

菌株

Strains

乙醇含量Ethanol concentration(g／L)

O代

O generation

15代

1 5 generation

*二次试验的平均值和标准差。AVerage and standard deViation

of duplication．

2．3菌株木糖乙醇发酵特性

2．3．1 突变菌株与原始菌株发酵特性比较

将活化的菌株1K一9接种15％FM培养基进行

木糖乙醇发酵，并以出发菌株1960为对照。发酵

84h，突变株和原始菌株的乙醇含量(图2)和生物量

(图3)均达到最高值。突变株的乙醇含量高于原始

菌株，而生物量前者明显低于后者，这是由于后者将

木糖更多消耗在细胞增殖上。突变株木糖消耗速率

更快一些(图4)，且发酵后期突变株的pH值较原始

的高(图5)，对于发酵所带来的废水处理更为有利。

2．3．2 突变菌株扩大化发酵

将筛选出的菌株1K一9经1L三角瓶进行扩大化

培养发酵从而检验发酵特性。在15％FM中，发酵

84h时发酵液乙醇含量达(49．375±o．316)g／L，发酵

96h时乙醇产量达到最高值(51．390±o．119)g／L(图

6)，相比复筛时的50mL装液量的乙醇含量

(51．0349／L±0．1129／L)稍有提高，但是发酵时间延

长了12h。此时糖醇转化率提高到o．3439／g，占理论

值的74．57％，乙醇产率下降为o．535 g／(L·h)，残

留木糖增加至(18．809±o．072)g／L，木糖利用率下

降至87．46％，120h发酵结束时木糖仍有(11．945±

o．524)g／L残留，此时木糖利用率为92．04％。生物

量在发酵48h时达到最大值(14．225土o．175)g／L，

随着发酵时间的延长生物量在不断下降，发酵96h下

50

降到最低值(8．875士o．025)g／L，往后缓慢增长，基

本持平。pH值随着发酵进行不断下降，可能是产乙

醇的同时产C0：、产乙酸所致，发酵94h时发酵液

pH值为4．92。

缸

链

¨ 1 24 30 48 nlj 7二8 4 u6 08 I：U】j!

发酵时间Fermentationtime(h)

图3突变菌株与原始菌株生物量比较(二次试验的平

均值和标准差)

Fig．3 Comparison of the biomass of the original strain

and mutant strain in l 5％YPX(Average and standard devia—

tion of duplication)
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图4突变菌株与原始菌株残留木糖比较(二次试验的

平均值和标准差)

Fig．4 Comparison of the residual xylose of the original

strain and mutant strain in 15％YPX(Average and standard

deviation of duplication)
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图5 突变菌株与原始菌株pH值比较(二次试验的平均

值和标准差)

Fig．5 Comparison of the pH value of the original strain

and mutant strain in 1 5％YPX(Average and standard devia—

tion of duDlication)
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图6 500mL 15％FM对突变菌株1K一9发酵的影响(二

次试验的平均值和标准差)

Fig．6 Effects of 500mL 15％FM on fermentation of

mutant strain 1K一9(Average and standard deviation of dupli—

cation)
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另外，利用20％FM发酵培养基，在相同条件下

进行发酵。相比1509／L木糖的发酵情况，当木糖增

加至2009／L时，细胞生长较为迅速，发酵48h时生

物量也达到最高值，为(17．150±o．250)g／I。，此后不

断下降。而乙醇含量不断增长，发酵96h达到

(46．373±o．237)g／L，发酵156h达到最高值

(52．496±o．513)g／L，糖醇转化率为o．2629／g，占理

论值的56．96％，乙醇产率为o．3379／(I。·h)，残留

木糖为(37．321土o．977)g／L，木糖利用率为81．

34％，此时生物量为(10．057±O．025)g／I。。同样的，

随着发酵的进行pH值也在不断下降，初始时pH值

为6．30，发酵96h pH值5．00，发酵132h pH值下降

到最低值4．77，此后缓慢增加，发酵156h pH值增为

4．84，180h发酵结束时pH值为4．87(图7)，与15％

广西科学 2014年2月 第21卷第1期

FM扩大化发酵结束的pH值类似都接近5．o。由此

可知，利用高浓度的木糖进行发酵，其发酵周期大大

变长，乙醇产率不高，糖利用率也不高，可以考虑进行

分批补料发酵。目前，利用木糖发酵产乙醇含量较高

的菌种为拟青霉(砌PfiZomyfPs sp．)NFl，其分别利

用1509／L、2009／L的木糖，乙醇含量分别达到59．

79／L和73．59／L[2 6|，糖醇转化率分别为o．3989／g

和o．3689／g，但是发酵周期过长，各需要12d和13d，

乙醇产率分别为0．207 g／(I。·h)和0．236 g／

(I，·h)。与之相比较，菌株1K一9更为优良。本研究

所选育的菌株1K一9发酵木糖的乙醇含量在国内同

类研究中处于前列水平。

‘J 二20 J(、4H nf J，j H{“0 j¨X ljIl lj!】4 4 l、0 O S X(1“：

发酵jl_f|1jJhⅢon“1¨¨『]【1 n]圳11

图7 500mI，20％FM对突变菌株1K一9发酵的影响(二

次试验的平均值和标准差)

Fig．7 Effects of 500mI。20％FM on fermentation of

mutant strain 1 K一9(Average and standard devialion of dupl．一

cation)
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2．4菌株耐受性

2．4．1 高木糖耐受性

将突变菌株1K一9与原始菌株1960在YPX培养

基和耐高糖培养基培养。3009／L的木糖均对两个菌

株的生长存在一定的抑制作用。在YPX培养基培

养24h左右，两者达到平稳期；而在耐高糖培养基中

培养，两者达到平稳期需要培养72h(数据未列出)。

突变株高木糖耐受性比原始菌株稍好一些，但相差不

大(图8)。

2．4．2 乙醇耐受性

培养48h后，突变菌株和原始菌株乙醇耐受性结

果见图9。在低浓度乙醇(4％～5％)中细胞均能增

殖，尤其是在含4％乙醇的培养基中，约60h就能达

到平稳期，而在含5％乙醇的培养基中，酵母细胞存

在一个约60h的适应期。过了此适应期，细胞开始快

速增殖，但是突变菌株增殖速度稍快一些，144h左右
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两者均达到平稳期；当乙醇含量达到6％以上时，突

变菌株和原始菌株均生长缓慢(数据未列出)。这两

个菌株乙醇耐受性与PET41[163类似，都在5％左右。

乙醇浓度Ethan01 concentration

图9突变菌株与原始菌株在不同乙醇含量的YPX培

养基中的生长情况比较(二次试验的平均值和标准差)

Fig．9 Comparison of the growth of the original strain

and mutant strain culturing in YPX including different ethanol

content after 48 h(Average and standard deviation of duplica—

tion)

口．1 96¨．■■l K．q

3 结论

本研究通过C060诱变树干毕赤酵母以期获得较

为优良的菌株。通过多批次筛选，获得1株较为优良

的菌株1K一9，经15％FM发酵84h，发酵液乙醇含量

达到(51．034土o．112)g／L，与原始菌株相比，提高了

10．05％，糖醇转化率为O．3409／g，占理论值的

73．91％，乙醇产率为o．6089／(L·h)，残留木糖为

(o．980±0．017)g／L，木糖利用率达到99．35％，而且

发酵性能稳定。通过采用500mL装液量分别以

15％FM和20％FM进行扩大化发酵，在15％FM发

酵96h，发酵液中乙醇含量达到最高值(51．390±

52

o．119)g／L，与50mL装液量比较，糖醇转化率提高

到o．3439／g，占理论值的74．57％，但是发酵时间延

长了12h，乙醇产率下降至0．5359／(L·h)，残留木

糖增加至(18．809±o．072)g／L，木糖利用率下降至

87．46％，120h发酵结束时木糖仍有(11．945±

o．524)g／L残留，此时木糖利用率为92．04％；而在

20％FM须发酵156h乙醇含量才达到最高值

(52．496士o．513)g／L，糖醇转化率为o．2629／g，占理

论值的56．96％，乙醇产率为o．3379／(L·h)，残留

木糖为(37．321士o．977)g／L，木糖利用率为

81．34％。高浓度糖发酵由于渗透压过高，影响乙醇

的产生从而造成发酵周期变长，乙醇产率低，可以考

虑分批补料发酵。此外，菌株1K一9在含3009／L木

糖的培养基和含5％乙醇的YPX培养基中均生长良

好，但是乙醇浓度达到6％时，生长缓慢。此菌株与

原始菌株相比，发酵液中乙醇含量虽提高到51 g／L，

但其糖醇转化率不高，仅占理论值的73．91％，乙醇

产率也不高，离商业化生产燃料乙醇仍有一定距离。
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