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酿酒酵母和嗜鞣管囊酵母对稀酸水解抑制物的耐受性
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（合肥工业大学生物与食品工程学院，合肥 ２３０００９）

　　【摘要】　研究了酿酒酵母和嗜鞣管囊酵母对油菜秸秆稀酸水解抑制物糠醛、５羟甲基糠醛和乙酰丙酸的耐受

性。酿酒酵母能够耐受分别含有２ｇ／Ｌ糠醛、２ｇ／Ｌ５羟甲基糠醛和８ｇ／Ｌ乙酰丙酸的葡萄糖发酵液；分别含有２ｇ／Ｌ

糠醛、２ｇ／Ｌ５羟甲基糠醛和 ８ｇ／Ｌ乙酰丙酸的木糖发酵液严重抑制嗜鞣管囊酵母发酵木糖产乙醇。在含有 ２ｇ／Ｌ

糠醛的葡萄糖发酵液中，酿酒酵母和嗜鞣管囊酵母的乙醇质量浓度分别为对照的 ８５０５％和 ４６７０％，而在以木糖

为底物的发酵液中，嗜鞣管囊酵母的乙醇质量浓度为对照的１２４０％。油菜秸秆水解液能够有效缓解２ｇ／Ｌ糠醛对

酿酒酵母和嗜鞣管囊酵母产乙醇的抑制，乙醇质量浓度分别为对照的 ９８４０％和 ９１００％。研究结果表明，酿酒酵

母对抑制物糠醛、５羟甲基糠醛和乙酰丙酸的耐受性高于嗜鞣管囊酵母。
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　　引言

生物质燃料乙醇的开发有助于缓解世界日益严

重的能源危机，减少对石油、天然气等不可再生资源

的过度依赖，减轻地球温室效应。木质纤维素的高

效糖化是秸秆生物能源和生物基材料大规模经济化

应用的前提
［１～２］

。酸解是一种高效的糖化方法
［３］
，

稀酸预处理目前被认为是较为成熟的高效预处理方

法
［４］
。木质纤维素在较高温度酸解催化下，生成葡

萄糖、木糖、半乳糖和甘露糖等多种糖类
［５］
，而过度

催化将产生大量发酵抑制物，包括糠醛、５羟甲基糠
醛和乙酰丙酸等

［６］
。油菜秸秆经质量分数 １７６％

硫酸 １５２６℃处理 ２１ｍｉｎ后，水解液中分别含有
０９８ｇ／Ｌ（本文均为质量浓度）糠醛、００４ｇ／Ｌ５羟
甲基糠醛和００４ｇ／Ｌ乙酰丙酸［７］

。

酿酒酵母
［８］
和嗜鞣管囊酵母

［９～１０］
是常用的发

酵单糖生成乙醇的酵母菌，能够分别利用水解糖中

的葡萄糖和木糖生产乙醇
［１１～１２］

。本文以油菜秸秆

稀酸水解过程中产生的主要抑制物糠醛、５羟甲基
糠醛和乙酰丙酸为对象，研究各抑制物对酿酒酵母

和嗜鞣管囊酵母产乙醇的影响，以期为选育优良的

微生物菌株发酵秸秆水解液产乙醇提供参考。

１　材料与方法

１１　菌株和试剂
酿酒酵母（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）为合肥工业大学生物

与食 品 工 程 学 院 保 藏 菌 株；嗜 鞣 管 囊 酵 母

（Ｐ．ｔａｎｎｏｐｈｉｌｕｓ）购自中国工业微生物菌种保藏管
理中心；糠醛、５羟甲基糠醛和乙酰丙酸均为本实验
室从油菜秸秆稀酸水解液中分离获得。

１２　种子培养基
４０ｇ／Ｌ木糖，２ｇ／Ｌ葡萄糖，８ｇ／Ｌ酵母浸粉，

１ｇ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４，１ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，１ｇ／ＬＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ。
１３　木糖（葡萄糖）发酵培养基

５０ｇ／Ｌ木糖（葡萄糖），１０ｇ／Ｌ酵母浸粉，１ｇ／Ｌ
（ＮＨ４）２ＳＯ４，１ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，１ｇ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

［１３］
。

１４　检测方法

采用 ＤＮＳ法测定还原糖含量［１４］
；采用气相色

谱法测定乙醇含量，参数：色谱柱 ＭＸＴ ２０，３０ｍ×
０２５ｍｍ，液膜厚度 ０２５

"

ｍ，载气为 Ｎ２，检测器
ＦＩＤ，流速为 ３０ｍＬ／ｍｉｎ，进样器温度 １８０℃，柱温
１５０℃，检测温度２２０℃，进样量１μＬ，分流比１∶７０；采用
干重法测定生物量：取１０ｍＬ发酵液于５０００ｒ／ｍｉｎ下
离心 １０ｍｉｎ，去上清，７０℃，真空干燥至恒质量，称
量。

１５　油菜秸秆水解液制备

将油菜秸秆粉碎后，过４０目筛网得到油菜秸秆
粉末，质量分数２％氢氧化钠以固液质量比 １∶１５浸
泡秸秆粉末 ２４ｈ，过滤，自来水冲洗至 ｐＨ值呈中
性，收集残渣，以纤维素酶和木聚糖酶（南宁东恒华

道生物科技有限责任公司生产）混合酶解４８ｈ，获得
水解液，通过高效液相色谱测得葡萄糖、Ｄ木糖，阿
拉伯糖等其他成分，质量分数分别为 ３０２％、
５４６％和１５２％。以Ｄ木糖计算，浓缩后水解液的糖
为４０ｇ／Ｌ。

２　结果与分析

２１　抑制物对酿酒酵母和嗜鞣管囊酵母发酵产乙
醇的影响

２１１　糠醛
以葡萄糖为发酵底物，以发酵液中含 ０ｇ／Ｌ糠

醛为对照，考察不同质量浓度糠醛对酿酒酵母发酵

产乙醇的影响（图 １）。随糠醛质量浓度增大，乙醇
质量浓度逐渐减小。发酵液中糠醛质量浓度分别为

０５、１０、２０、４０ｇ／Ｌ时，乙醇最高质量浓度分别为
１５８９、１４７２、１３９３、１２８４ｇ／Ｌ，为对照（１６３８ｇ／Ｌ）
的 ９７００％、８９８６％、８５０４％和 ７８４０％。糠醛质
量浓度不高于２ｇ／Ｌ时，发酵 ２４ｈ后乙醇质量浓度
最高。糠醛质量浓度高于２ｇ／Ｌ，乙醇质量浓度最高
值的时间向后延迟。

图 １　糠醛含量对酿酒酵母发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｆｕｒｆｕｒａｌｏｎｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
　
以木糖为发酵底物，考察不同质量浓度糠醛对

嗜鞣管囊酵母发酵产乙醇的影响（图 ２），随糠醛质
量浓度的升高，乙醇质量浓度逐渐减小。发酵液中

糠醛分别为０５、１０、２０ｇ／Ｌ时，发酵４８、６０和６０ｈ
后乙醇质量浓度最高，分别为５２４、２９８、０６３ｇ／Ｌ，为
对照最高（８０３ｇ／Ｌ）的 ６５３０％、３７１０％和７８０％。糠
醛强烈抑制嗜鞣管囊酵母发酵木糖产乙醇。

２１２　５羟甲基糠醛
以葡萄糖为发酵底物，考察不同质量浓度 ５羟

甲基糠醛对酿酒酵母产乙醇的影响（图 ３），随着
５羟甲基糠醛质量浓度的增大，乙醇质量浓度逐渐
减小。５羟甲基糠醛质量浓度分别为 １、２、４、８ｇ／Ｌ
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图 ２　糠醛含量对嗜鞣管囊酵母发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｕｒｆｕｒａｌｏｎｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ

Ｐ．ｔａｎｎｏｐｈｉｌｕｓ
　
时，乙醇质量浓度最高峰分别位于 ２４、２４、３６和
４８ｈ，乙醇质量浓度分别为 １５１０、１５００、１２６３、
１１１０ｇ／Ｌ，为 对 照 （１６３８ ｇ／Ｌ）的 ９２１９％、
９１５８％、７７１１％和 ６７７７％。结果表明，质量浓度
低于２ｇ／Ｌ的５羟甲基糠醛对酿酒酵母发酵葡萄糖
产乙醇的影响较小。

图 ３　５羟甲基糠醛含量对酿酒酵母发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ５ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌｏｎｅｔｈａｎｏｌ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
　

以木糖为发酵底物，考察不同质量浓度 ５羟甲
基糠醛对嗜鞣管囊酵母发酵产乙醇的影响（图 ４），
随着５羟甲基糠醛质量浓度的增大，乙醇质量浓度
呈减小的趋势。５羟甲基糠醛质量浓度分别为１、２、
４、８ｇ／Ｌ时，乙醇质量浓度的最高值分别为 ７３２、
７２９、１６８、１５０ｇ／Ｌ，分别为对照（８０３ｇ／Ｌ）的
９１１５％、９０８０％、２０９０％和 １８７０％。研究表明，
质量浓度高于２ｇ／Ｌ的５羟甲基糠醛严重抑制嗜鞣
管囊酵母发酵木糖产乙醇。

图４　５羟甲基糠醛含量对嗜鞣管囊酵母发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ５ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌｏｎｅｔｈａｎｏｌ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＰ．ｔａｎｎｏｐｈｉｌｕｓ
　

２１３　乙酰丙酸
以葡萄糖为底物，考察不同质量浓度乙酰丙酸

对酿酒酵母发酵产乙醇的影响（图 ５），发酵液中乙

酰丙酸质量浓度分别为 １、２、４、８ｇ／Ｌ时，发酵 ２４ｈ
后乙醇质量浓度都达到最高点，分别为 １４８２、
１４７９、１４６７、１４４８ｇ／Ｌ，分别为对照（１６３８ｇ／Ｌ）的
９０４７％、９０２９％、８９５６％和 ８８４０％。研究结果
表明，乙酰丙酸的质量浓度对酿酒酵母发酵葡萄糖

产乙醇的抑制不显著。

图 ５　乙酰丙酸含量对酿酒酵母发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｅｖｕｌｉｎｉｃａｃｉｄｏｎｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｏｆＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
　

以木糖为发酵底物，考察不同质量浓度乙酰丙

酸对嗜鞣管囊酵母发酵产乙醇的影响（图 ６），随着
乙酰丙酸质量浓度的增加，抑制呈逐渐增加的趋势。

当乙酰丙酸质量浓度分别为 １、２、４、８ｇ／Ｌ时，发酵
后获得乙醇的最高质量浓度分别为 ７１８、７０２、
５３２、１５５ｇ／Ｌ，分别为对照（８０３ｇ／Ｌ）的 ８９５０％、
８７５０％、６６３０％和 １９３２％。研究结果表明，质量
浓度高过４ｇ／Ｌ的乙酰丙酸严重抑制嗜鞣管囊酵母
发酵木糖产乙醇。

图 ６　乙酰丙酸含量对嗜鞣管囊酵母发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｅｖｕｌｉｎｉｃａｃｉｄｏｎｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｏｆＰ．ｔａｎｎｏｐｈｉｌｕｓ
　

２２　不同碳源下添加糠醛对嗜鞣管囊酵母发酵产
乙醇的影响

上述研究结果表明，相对于 ５羟甲基糠醛和乙
酰丙酸，糠醛质量浓度对嗜鞣管囊酵母发酵产乙醇

的影响最大。为深入研究糠醛对嗜鞣管囊酵母产乙

醇的影响，分别以葡萄糖和油菜秸秆水解糖为底物，

研究 ２ｇ／Ｌ糠醛对嗜鞣管囊酵母发酵产乙醇的影
响。

２２１　葡萄糖发酵液
以葡萄糖为发酵底物，考察 ２ｇ／Ｌ糠醛对嗜鞣

管囊酵母发酵产乙醇的影响（图７），结果表明，发酵
前４８ｈ，乙醇质量浓度受到严重抑制，４８ｈ后，乙醇
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质量浓度逐渐增高，发酵８４ｈ，乙醇质量浓度最高为
９４３ｇ／Ｌ，是对照最高（２０１８ｇ／Ｌ）的 ４６７３％。糠
醛推迟乙醇质量浓度最高峰的生成时间。

图 ７　葡萄糖发酵液中糠醛对嗜鞣管囊

酵母发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｕｒｆｕｒａｌｉｎｇｌｕｃｏｓｅｂｒｏｔｈｏｎｅｔｈａｎｏｌ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＰ．ｔａｎｎｏｐｈｉｌｕｓ
　
２２２　油菜秸秆水解液

以油菜秸秆水解液为发酵底物，研究 ２ｇ／Ｌ糠
醛对嗜鞣管囊酵母产乙醇的影响（图８），添加 ２ｇ／Ｌ
糠醛，发酵７２ｈ后，乙醇质量浓度最高；对照达到高
峰的时间为３６ｈ。添加２ｇ／Ｌ糠醛后的乙醇最高质
量浓度为 ６１５ｇ／Ｌ，是对照最高 （６７６ｇ／Ｌ）的
９１００％。相对于葡萄糖和木糖，油菜秸秆水解液能
够有效减轻糠醛对嗜鞣管囊酵母的抑制。

图 ８　油菜秸秆水解液中糠醛对嗜鞣管囊

酵母发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｕｒｆｕｒａｌｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｒａｐｅｓｔｒａｗｏｎ

ｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＰ．ｔａｎｎｏｐｈｉｌｕｓ
　

２３　油菜秸秆水解液中添加糠醛对酿酒酵母发酵
产乙醇的影响

由于酿酒酵母不能利用木糖发酵生产乙醇，考

察油菜秸秆水解液中添加糠醛对酿酒酵母发酵产乙

醇的影响（图９），添加 ２０ｇ／Ｌ糠醛后，乙醇的最高
质量浓度为６１ｇ／Ｌ，为对照（６２ｇ／Ｌ）的 ９８４０％。
油菜秸秆水解液能够有效缓解糠醛对酿酒酵母发酵

产乙醇的抑制。

３　讨论

稀酸水解抑制物对不同微生物的影响效果存在

一定的差异，大肠杆菌 Ｋ０１１最大耐受糠醛的质量
浓度为 ３ｇ／Ｌ［１５］，本研究发现酿酒酵母能够耐受

２ｇ／Ｌ糠醛，４ｇ／Ｌ糠醛导致产乙醇高峰延迟至４８ｈ，

图 ９　油菜秸秆水解液中添加糠醛对酿酒

酵母发酵产乙醇的影响

Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｒａｐｅｓｔｒａｗｆｕｒｆｕｒａｌｏｎ

ｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
　
但仍然具有较高的乙醇质量浓度。有报道认为 ２～
３ｇ／Ｌ糠醛几乎能把酿酒酵母产乙醇能力完全抑制，
乙醇的质量浓度大幅下降

［１６］
，本研究发现，当糠醛

质量浓度达到 ４ｇ／Ｌ时，发酵 ２４ｈ，乙醇浓度很低，
说明此时酿酒酵母产乙醇被严重抑制，但当乙醇发

酵到４８ｈ，乙醇浓度达到最高峰，比对照乙醇的最高
峰推迟２４ｈ，本研究并不完全认同 Ｐａｌｍｑｖｉｓｔ等的报
道，不能简单地认为在发酵 ２４ｈ后，乙醇质量浓度
低就认为乙醇被完全抑制，研究发现酿酒酵母具有

很强的解毒功能，在发酵前２４ｈ，酿酒酵母很可能处
于解除抑制物糠醛的毒副作用的过程。

嗜鞣管囊酵母的乙醇耐受性与休哈塔假丝酵母

（Ｃａｎｄｉｄａｓｈｅｈａｔａｅ）和 树 干 毕 赤 酵 母 菌 （Ｐｉｃｈｉａ
ｓｔｉｐｉｔｉｓ）等能够利用木糖发酵产乙醇的菌株相似，对
稀酸水解抑制物的耐受性差。糠醛毒性的可能机理

在于糠醛产生化学反应破坏了微生物的细胞膜，产

生的疏水性作用导致细胞中毒，影响菌物量的增长，

降低乙醇质量浓度
［１６］
。尽管嗜鞣管囊酵母对糠醛

的耐受力差，但是研究表明嗜鞣管囊酵母在含有高

质量浓度糠醛的秸秆水解液中具有较高的乙醇质量

浓度，可能原因是稀酸水解混合物含有木质素、阿拉

伯糖、半乳糖等混合组分，混合组分通过与抑制物糠

醛发生反应，降低了糠醛的毒性，减轻了抑制物糠醛

对嗜鞣管囊酵母的抑制。

４　结论

（１）嗜鞣管囊酵母和酿酒酵母对抑制物的耐受
性表明，糠醛、５羟甲基糠醛和乙酰丙酸对酵母的抑
制逐渐减小，糠醛的氧化性最强，对酵母的破坏力最

大。

（２）酿酒酵母具有强的抑制物耐受性，含有糠
醛的油菜秸秆水解液推迟了酿酒酵母产乙醇最高质

量浓度的时间，但对酿酒酵母产乙醇的产率影响不

大，此外，酿酒酵母能有效解除抑制物的毒害，维持

较高的乙醇产率。

（３）嗜鞣管囊酵母的抑制物耐受性较差，以宿
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主菌的形式进行基因改造产乙醇不合适。酿酒酵母

能够作为优异的宿主菌进行乙醇基因工程菌改造。

（４）在工业化利用稀酸水解液发酵乙醇的生产
中，可以先用酿酒酵母发酵，通过发酵水解液中葡萄

糖产乙醇，同时解除糠醛等抑制物对下游微生物发

酵的影响；然后在残留的发酵液中加入嗜鞣管囊酵

母，利用水解液中残留的 Ｄ木糖生成乙醇，以提高
水解液的综合效益。
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