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摘要：采用摇瓶发酵法，研究了尖孢镰刀菌乙醇发酵对甲酸、乙酸、糠醛、香草醛、邻苯二酚等水解抑制物的耐受能

力，结果显示：尖孢镰刀菌乙醇发酵时对各种抑制物的敏感程度顺序为甲酸、乙酸、香草醛、邻苯二酚、糠醛，乙酸在

ｐＨ值为 ６５，而甲酸则在 ｐＨ值为 ７５的培养基中，酸质量浓度均为 ０６ｇ／Ｌ，乙醇产量与对照组产量相当。低质量

浓度的甲酸和乙酸促进菌体的生长，高质量浓度时则抑制菌体生长，香草醛、邻苯二酚、糠醛对菌体的生长抑制作

用强于甲酸和乙酸。尖孢镰刀菌对于单一抑制物的耐受能力强于混合抑制物，当培养液中甲酸、乙酸、香草醛、邻

苯二酚质量浓度均为 ００５ｇ／Ｌ，乙醇产量为对照组的 ７８％。

关键词：尖孢镰刀菌　木质纤维素　水解产物　乙醇　抑制作用

中图分类号：ＴＫ６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１０００１２９８（２０１４）０５０１５５０５

收稿日期：２０１３ ０７ ２９　修回日期：２０１３ ０９ １５

“十二五”国家科技支撑计划资助项目（２０１１ＢＡＤ１５Ｂ０４）、黑龙江省教育厅科学技术研究资助项目（１２５３１０４６、１２５１１０６２）和东北农业大
学博士科研启动基金资助项目（２０１２ＲＣＢ９５）

作者简介：范金霞，讲师，主要从事生物质资源化利用研究，Ｅｍａｉｌ：ｆａｎｊｉｎｘｉａ７８１１１２＠１２６．ｃｏｍ

　　引言

木质纤维原料作为来源丰富的可再生资源，其

能源转化备受关注
［１－４］

。预处理是木质纤维素能源

转化很重要的工艺步骤，其作用可以去除部分木质

素，使木质纤维素结构更松散，提高后续酶水解的效

率
［５］
。酸化木质纤维素预处理技术是木质纤维素

预处理过程中最原始、研究最深入、技术很成熟的方

法，其处理效率高，所需时间较短，糖量可达到原料

的９０％的理论值［６］
，适合工业化应用。但在水解过

程中有副产物如甲酸、乙酸、糠醛、羟甲基糠醛等形

成，其具体产生途径参见文献［７］，这些副产物被称

为抑制物，这些水解抑制物将对微生物的生长起到

抑制作用，影响后续微生物的代谢过程。

尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）不仅可以利

用葡萄糖和木糖为底物进行乙醇发酵
［８］
，同时还可

能分泌多种酶类
［９－１０］

，是木质纤维素转化乙醇极具

潜力的微生物菌种资源。对于尖孢镰刀菌对水解抑

制物的耐受能力研究国内还未见报道，本文以糠醛、

有机酸、香草醛、邻苯二酚等物质为抑制物，研究其

对尖孢镰刀菌的生长和乙醇发酵的影响，为利用木

质纤维水解产物为原料进行乙醇生物转化提供技术

参数。

１　材料与方法

１１　菌种和试剂
尖孢镰刀菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）ｃｓ ２８，哈尔滨工业

大学生命科学与技术学院微生物实验室分离保存。

浓硫酸、３，５二硝基水杨酸、糠醛、甲酸、乙酸、
香草醛、邻苯二酚、酵母提取物、硫酸镁、硝酸钠、磷

酸二氢钾、乙醇、氯化钙等试剂均使用化学分析纯。

１２　培养基
保存培养基：马铃薯 ２００ｇ、葡萄糖 ２０ｇ、琼脂

２０ｇ、蒸馏水 １０００ｍＬ，ｐＨ值自然。将马铃薯去皮
后，切成１ｃｍ３的小块煮沸３０ｍｉｎ，用纱布过滤后，加
入葡萄糖和琼脂，并补水至１０００ｍＬ，加热使琼脂溶
化后，分装，于 １０５ｋｇ／ｃｍ２、１２１℃ 条件下灭菌
２０ｍｉｎ。

活化培养基：马铃薯２００ｇ／Ｌ、葡萄糖２０ｇ／Ｌ。
发酵培养基：葡萄糖３０ｇ／Ｌ、酵母提取物１０ｇ／Ｌ、

ＫＨ２ＰＯ４２ｇ／Ｌ、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０１ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０２ｇ／Ｌ、ＮａＮＯ３２ｇ／Ｌ。
１３　试验方法
１３１　菌种活化和扩大培养

将实验室分离保藏的尖孢镰刀菌菌种接种于固

体活化培养基中，２８℃恒温培养箱中培养 ３ｄ，活化
备用。



使用打孔器将活化的尖孢镰刀菌平皿进行打

孔，取菌片放于无菌液体培养基中 ２８℃恒温摇床培
养２ｄ，备用。
１３２　发酵试验

将扩大培养的菌种按照 １０％的接种量接种于
含有不同抑制物的发酵培养基中，２８℃恒温摇床静
止培养，取样分析。每个处理３次重复。
１３３　分析方法

乙醇产量测定：乙醇含量应用气相色谱（美国

Ａｇｉｌｅｎｔ公司４８９０ＧＣ）测定。色谱条件：ＦＩＤ检测器，
温度３００℃；Ｈ２４０ｍＬ／ｍｉｎ；Ａｉｒ４００ｍＬ／ｍｉｎ，进样口
２００℃；分流进样，进样为 １μＬ，分流比为 ２０∶１。
Ａｇｉｌｅｎｔ公司 Ｉｎｗａｘ毛细柱，３０ｍ×０５３ｍｍ×１μｍ，
Ｎ２做载气，柱流速４ｍＬ／ｍｉｎ，炉温７０℃。

葡萄糖含量测定：采用 ＤＮＳ法［１１］
。将发酵上

清液稀释若干倍备用；５ｍＬ离心管加入 ０７５ｍＬ
ＤＮＳ溶液，０２５ｍＬ稀释后糖液，１ｍＬ水；沸水反应
１０ｍｉｎ，冷水冷却 ５ｍｉｎ；以 ０７５ｍＬＤＮＳ＋１２５ｍＬ
水为对照，将对照及反应产物稀释 ６倍，在 ＯＤ５３０下
测定吸光值。

菌体质量：采用干重法。

１３４　数据处理
数据处理和分析采用 Ｅｘｃｅｌ２００３和正交设计助

手软件。

２　结果与分析

２１　不同抑制物对尖孢镰刀菌乙醇产量、糖利用及
菌体质量的影响

随着 ５种不同抑制因子质量浓度的加大，乙醇
产量均呈下降趋势，但不同的抑制因子对乙醇产量

的影响程度有很大差异。从图 １中可以清晰看到，
随着甲酸和乙酸抑制物质量浓度增加，乙醇产量下

降迅速，说明甲酸对尖孢镰刀菌乙醇发酵的影响较

大，而甲酸与乙酸相比，甲酸抑制作用远远大于乙

酸。相对而言，糠醛、香草醛、邻苯二酚对乙醇产量

影响较小。

在不同种类、不同质量浓度抑制因子作用下，尖

孢镰刀菌对糖的利用率是不同的。由图 ２可以看
出，抑制物会造成微生物对糖利用量的降低，表现为

含有甲酸和乙酸的培养基中残留的葡萄糖量大于含

有香草醛、邻苯二酚、糠醛培养基中葡萄糖量，抑制

性要远远强于其他 ３种物质的情况，说明甲酸和乙
酸对尖孢镰刀菌的葡萄糖转化率低，抑制作用显著。

低质量浓度糠醛、邻苯二酚、香草醛对糖的转化率影

响不大。

由图 ３中可知，菌体干物质变化并不完全呈下

图 １　不同抑制物对尖孢镰刀菌乙醇产量的影响曲线

Ｆｉｇ．１　ＣｕｒｖｅｓｏｆｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＦｕｓａｒｉｕｍ

ｏｘｙｓｐｏｒｕｍａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ
　

图 ２　不同抑制物对尖孢镰刀菌糖转化率的影响曲线

Ｆｉｇ．２　ＣｕｒｖｅｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆＦｕｓａｒｉｕｍ

ｏｘｙｓｐｏｒｕｍａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ
　
降趋势，甲酸和乙酸在低质量浓度时会促进菌体生

长，随着质量浓度的升高对菌体生长抑制作用增强，

而香草醛、糠醛和邻苯二酚对菌体生产的抑制作物

明显低于甲酸和乙酸。

图 ３　不同抑制物对尖孢镰刀菌菌体质量的影响曲线

Ｆｉｇ．３　ＣｕｒｖｅｓｏｆｄｒｙｗｅｉｇｈｔｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

ａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ
　

木质纤维素稀酸水解副产物（抑制物）很多，不

同的微生物对抑制物的耐受种类和浓度也不同，运

动单胞菌（Ｚｙｍｏｍｏｎａｓｍｏｂｉｌｉｓ）的生长受糠醛的影响
较大，树干毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａｓｔｉｐｉｔｉｓ）对４羟基苯甲酸
较为敏感，而酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）则
对糠醛、羧甲基糠醛的耐受能力更强

［１２］
，有机酸对

尖孢镰刀菌生长和发酵影响最大，这与 Ｘｉｒｏｓ等［１３］
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的研究结果一致。

２２　不同 ｐＨ值下甲酸、乙酸抑制作用
由于甲酸、乙酸同时存在酸性和脂肪酸碳骨架，

这２部分对菌体生长和产乙醇都存在影响，从以上
试验可以得到酸有较大抑制作用，用阴离子积聚理

论和解偶联理论可以进行一定的解释，但无法排除

酸性的抑制作用，需要在不同 ｐＨ值下对菌体进行
培养并测定其生长状况及乙醇产量。

随着 ｐＨ值升高，乙醇产量不断增加（图 ４、５），
而加入的酸根离子不会有很大差异，因此可以证实

酸的抑制作用主要来自于氢离子。

图 ４　不同 ｐＨ值下甲酸对乙醇产量的影响曲线

Ｆｉｇ．４　ＣｕｒｖｅｓｏｆｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＦｕｓａｒｉｕｍ

ｏｘｙｓｐｏｒｕｍａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｆｏｒｍｉｃａｃｉｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ
　

图 ５　不同 ｐＨ值乙酸对乙醇产量的影响曲线

Ｆｉｇ．５　ＣｕｒｖｅｓｏｆｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

ａｆｆｅｃｔｅｄｂｙａｃｅｔｉｃａｃｉｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ
　
而从图 ４、５比较来看，菌体对乙酸耐受性要远

远强于甲酸，乙酸 ｐＨ值为６５、质量浓度为 ０６ｇ／Ｌ
时，乙醇产量基本达到对照组的水平，而甲酸要在

ｐＨ值为７５的培养基中才可使质量浓度为 ０６ｇ／Ｌ
的酸溶液失去效力，甲酸质量浓度为 １４ｇ／Ｌ的酸
溶液则一直表现很强的抑制作用。

乙酸对菌体生产的抑制作用小于甲酸对菌体的

生长作用（图 ６、７），在不同 ｐＨ值条件下甲酸质量
浓度为１４ｇ／Ｌ时菌体质量变化较小，说明其对菌
体生长抑制作用强。

随着 ｐＨ值的增加，菌体对糖的转化率升高

图 ６　不同 ｐＨ值甲酸对菌体生长的影响曲线

Ｆｉｇ．６　ＣｕｒｖｅｓｏｆｇｒｏｗｔｈｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

ａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｆｏｒｍｉｃａｃｉｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ
　

图 ７　不同 ｐＨ值乙酸对菌体生长的影响曲线

Ｆｉｇ．７　ＣｕｒｖｅｓｏｆｇｒｏｗｔｈｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

ａｆｆｅｃｔｅｄｂｙａｃｅｔｉｃａｃｉｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ
　

（图８、９）。甲酸质量浓度在０６ｇ／Ｌ和１０ｇ／Ｌ，糖转
化率上升，当甲酸质量浓度为 １４ｇ／Ｌ时，转化率最
低（图 ８）。同时乙酸在质量浓度为 １０ｇ／Ｌ和
１４ｇ／Ｌ时，糖转化率显著上升，质量浓度为 ０６ｇ／Ｌ
时受 ｐＨ值影响较小（图９）。

乙醇生成受生物量及 ＡＴＰ高需求的影响。在
一定质量浓度范围内，羧基酸对乙醇生成有促进作

用，所消耗的糖更多的转化为乙醇，而对菌体生长的

抑制较强，胞内阴离子的积聚及与酸的直接接触也

都有可能影响到菌的生长
［１４］
。本试验也得到相同

的结果。

图 ８　不同 ｐＨ值下甲酸对糖转化率的影响曲线

Ｆｉｇ．８　ＣｕｒｖｅｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒａｔｉｏｎｏｆＦｕｓａｒｉｕｍ

ｏｘｙｓｐｏｒｕｍａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｆｏｒｍｉｃａｃｉｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ
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图 ９　不同 ｐＨ值乙酸对糖转化率的影响曲线

Ｆｉｇ．９　ＣｕｒｖｅｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

ａｆｆｅｃｔｅｄｂｙａｃｅｔｉｃａｃｉｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ
　
２３　尖孢镰刀菌乙醇发酵抑制物耐受浓度分析

木质纤维素稀酸水解物中含有多种抑制物，为

研究各因素对尖孢镰刀菌乙醇发酵过程的影响程度

及对不同抑制物的耐受质量浓度，采用正交试验设

计，得到表１。从极差 Ｒ可以看出 ４种抑制因子对
发酵乙醇产量的影响顺序为：甲酸、乙酸、邻苯二酚、

香草醛，耐受质量浓度分别为甲酸 ００５ｇ／Ｌ、乙酸
００５ｇ／Ｌ、香草醛００５ｇ／Ｌ、邻苯二酚００５ｇ／Ｌ。

表 １　正交试验设计及响应值（乙醇产量）

Ｔａｂ．１　Ｄｅｓｉｇｎｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｖａｌｕｅｓ（ｅｔｈａｎｏｌｙｉｅｌｄ） ｇ／Ｌ

试验

序号

甲酸质量

浓度

乙酸质量

浓度

香草醛

质量浓度

邻苯二酚

质量浓度

乙醇

产量

１ ００５ ００５ ００５ ００５ ８５９９

２ ００５ ０１０ ０１０ ０１０ ６１６０

３ ００５ ０１５ ０１５ ０１５ ５１８０

４ ０１０ ００５ ０１０ ０１５ ５１５３

５ ０１０ ０１０ ０１５ ００５ ５２７０

６ ０１０ ０１５ ００５ ０１０ ４３６６

７ ０１５ ００５ ０１５ ０１０ ３８９８

８ ０１５ ０１０ ００５ ０１５ ４２３３

９ ０１５ ０１５ ０１０ ００５ ３６１４

均值１ ６６４６ ５８８３ ５７３３ ５８２７

均值２ ４９２９ ５２２１ ４９７５ ４８０８

均值３ ３９１５ ４３８７ ４７８３ ４８５５

极差 ２７３１ １４９６ ０９５ １０１９

　　由于在预处理过程中得到的均为多种抑制物的
混合液，由于不同抑制物之间的相互作用，会使得在

实际应用中适合生长并发酵的质量浓度发生改变。

有研究结果显示：多种抑制物混合比单一抑制物对

发酵的抑制作用大。正交试验得出尖孢镰刀菌乙醇

产量对４种抑制因子的负效应表现大小依次为甲
酸、乙酸、邻苯二酚、香草醛，耐受质量浓度均为

００５ｇ／Ｌ，与单一抑制物试验相比，其耐受质量浓度
低，这可能是多种抑制物相互作用叠加的结果。为

了提高尖孢镰刀菌的水解抑制物的耐受浓度，可应

用紫外光（ＵＶ）诱变和原生质体融合、亚硝酸处理等
技术提高菌种的耐受能力

［１５－１６］
，或是利用转基因技

术，提高微生物微生物 ＮＡＤＰＨ含量，来提高细胞的
生长率和产物产率

［１７－１８］
。从发酵工程的角度看，应

用细 胞 再 循 环 分 批 发 酵 （Ｃｅｌｌｒｅｃｙｃｌｅ ｂａｔｃｈ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ）可降低水解抑制物对细胞生长的影响，
提高木质纤维水解产物的乙醇转化率

［１９］
。

３　结论

（１）单因子试验证实羧基酸抑制作用大于酚醛
类物质，同时得出结论，酚醛类物质在低质量浓度

（０５～１５ｇ／Ｌ）时对尖孢镰刀菌产乙醇发酵并无
明显抑制。

（２）不同 ｐＨ值试验结果表明，羧基酸的抑制作
用不仅来自于阴离子，在低质量浓度时（０６～
１４ｇ／Ｌ），酸性的抑制作用同样明显。

（３）正交试验结果表明：对乙醇产量，４种抑制
因子的负效应大小依次为甲酸、乙酸、邻苯二酚、香

草醛，适宜质量浓度为越低越好，实际操作中可以依

据去除成本选取抑制作用不是很强烈的，同时允许

抑制物残留一定质量浓度的试验组（质量浓度为

００５ｇ／Ｌ）。
（４）尖孢镰刀菌是纤维素乙醇转化的优良菌

种，可应用现代生物学手段及发酵工程技术提高菌

种对抑制物的耐受性，提供其工程应用的潜力。
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