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假丝酵母发酵玉米芯半纤维素水解液生产木糖醇

方祥年 黄炜 夏黎明"

（浙江大学生物工程研究所，杭州 $1""!6）

摘 要 采用一株驯化过的假丝酵母（!+$3#3+ >C(）直接发酵经过简单脱毒处理的玉米芯半纤维素水解液生产木
糖醇。确定了水解液的最适浓缩倍数在 $D" E $D6!的范围内。利用正交实验，确定了摇瓶分批发酵工艺条件的最
适组合为：摇床转速 10",F;<B，起始 GF)为 5"，起始 CH 5D5，接种量 5I（体积比）。在此基础上，重点研究了在发酵
罐中通气量对酵母发酵玉米芯水解液生产木糖醇的影响。结果表明采用先高后低的分段通气发酵在木糖醇得率

方面明显优于恒定通气发酵；其中，在 " E !#.，$D65 JF;<B；!# E 1"0.，1D!5 JF;<B的分段通气条件下（装液量为 !D5J），
木糖醇得率（木糖醇F木糖，KFK）达到 "D65 KFK。该结果将有助于建立一种高效的、大规模的利用玉米芯半纤维素水
解液发酵生产木糖醇的工艺。
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木糖醇是一种无致龋性的甜味剂，已广泛应用于食品、

医药等领域；在体内代谢不需胰岛素参与，因此也适合于糖

尿病患者。目前工业上采用加氢催化还原来自于半纤维素

水解液的高度纯化的木糖溶液生产木糖醇。该方法产率低，

成本高，镍催化剂会污染环境［1］。而利用微生物直接发酵经

过脱毒处理的半纤维素水解液生产木糖醇，具有工艺条件温

和、能耗低、无需繁琐的纯化木糖浆，环境污染程度低、产品

质量更加安全可靠等优势［!］。

发酵半纤维素水解液生产木糖醇的影响因素主要包括：

通气量、碳氮比、水解液的浓缩倍数、CH、温度、种子龄及接
种量、水解液中的其它单糖等［$］。其中，溶氧水平可以影响

木糖代谢中的生化途径。过量供氧利于生长大量菌体；厌氧

条件下，木糖不能被利用；只有在微好氧条件下才能大量积

累木糖醇［#］。因此，为了优化木糖醇发酵过程，本研究采用

正交实验和单因素实验相结合，考察了摇床转速、碳氮比、

CH、接种量及水解液的浓缩倍数对水解液在摇瓶中发酵的
影响；在此基础上，重点考察了通气量对水解液在发酵罐中

发酵的影响。

! 材料与方法

!"! 玉米芯半纤维素水解液的制备
将玉米芯（产自河北唐山）粉碎至粒径 $"目左右，按固

液比 1N1"（质量 N体积）加入 1D"I的 H! OP#，在 11"Q下水解 $

.。抽滤除去玉米芯残渣后，水解液在 5"Q下真空浓缩至具

体实验要求的倍数。浓缩水解液用石灰乳过中和至 CH
1"D"，抽滤去 G+OP# 沉淀后用浓 H$RP# 回调 CH至 4D"，抽滤

去 G+$（RP#）! 沉淀，所得水解液于 #Q冷藏备用。经 HRJG测

定，玉米芯半纤维素水解液中总糖浓度为 $7D##KFJ，主要糖
类成分含木糖、葡萄糖、阿拉伯糖、果糖，占总还原糖的比例

分别为：01D7I、6D6I、4D5I和 $D7I。
!"# 菌种和培养基
!"#"! 菌种：假丝酵母（!+$3#3+ >CD）由美国普渡大学可再
生资源工程实验室赠送，并经本实验室驯化后得到的一株木

糖醇高产菌株［5］。在菌种保藏培养基上 #Q下保存。
!"#"# 菌种保藏培养基：酵母粉 1D5 K，胰蛋白胨 !D5 K，琼脂
粉 !" K，玉米芯水解液（含木糖 $"KFJ）1D"J。
!"#"$ 液体种子培养基（KFJ）：S/木糖 1"，葡萄糖 1"，酵母粉

1D5，胰蛋白胨 !D5，麦芽汁 $D"，CH 5D5。
!"#"% 发酵培养基：每 #";J适当浓缩的玉米芯水解液中
（含木糖约 1!5KFJ），补加 5;J 含 $"KFJ酵母粉、5"KFJ胰蛋白
胨的氮源溶液（保持在接种后，GF)为 5"），起始 CH调至 5D5；
于 11"Q，灭菌 15;<B。
!"$ 菌种培养与玉米芯水解液发酵条件
!"$"! 液体种子培养：斜面菌种一环，接入液体种子培养基
中，5"" ;J三角瓶装液量 1"" ;J，于 $"Q、摇床转速 !1" ,F;<B
下培养 !#.。最终细胞浓度约为 4D5KFJ（A,T U3<K.V）。
!"$"# 摇瓶发酵：!5";J摇瓶中加入 #5;J发酵培养基（含
不同浓缩倍数的水解液以及保持 GF)为 5" 的氮源），接入



!"#液体种子，在 $%&’(")*，+&,下发酵，以考察水解液的浓
缩倍数对发酵的影响。

!"#"# 发酵罐发酵：在 +-.# 的发酵罐（/0*12345 60’"0*30’
7#68&&&，/)40*9)*00’)*9 :;，<=>?，@A)3B0’>=*?）中加入 8-8!#
发酵培养基，并接入 8!&"#液体种子，加 &-!C的消泡剂，在
+&,、搅拌转速 !&& ’(")*下发酵，通气条件分别按以下 D种
策略进行：（:）& E 8D2，F-8! #(")*；8D E FF2，8-! #(")*；（/）& E
8D2，!-& #(")*；8D E G&2，$-8! #(")*；（H）& E 8D2，+-.! #(")*；8D
E $&%2，$-8! #(")*；（I）& E FF2，!-& #(")*。
!"$ 分析方法
!"$"! 葡萄糖、木糖、木糖醇的测定：发酵液离心后经 &-D!

!"滤膜过滤，采用 JK#H（/01L"=* H4M>30’）进行分析，条件
为：I)L"= NM1>04O)> !!" NJ8 $&*"（8!& "" P D-F""）新柱，流

动相为乙腈(水 Q %!($!（!(!），流速 $-& "#(")*，柱温 8!,，
示差折光检测器（R:@HS T*30>>)90*3 UTV$!+&）检测。
!"$"% 菌体量的测定：先测定菌液在 F&&*"处的吸光值，再
通过该吸光值与细胞干重之间经过校正的标准曲线计算出

菌体干重。

% 结果与讨论

%"! 玉米芯水解液的浓缩倍数对发酵的影响
N4>>0=M等人［F］研究表明，在微好氧菌（" - #$%$#&’()&’&）的

木糖代谢过程中，当木糖浓度高于 $&&9(# 时，会对与辅酶
N:IKJ相关的木糖还原酶（WU）的活力产生抑制作用。:>X0O

等人［.］报道了甘蔗渣半纤维素水解液的浓缩倍数可以显著

影响 " - *+’((’,%-)./’’ 细胞内的 WU和木糖醇脱氢酶（WIJ）
的比活力。在玉米芯半纤维素水解液中，除木糖之外，还含

有葡萄糖、阿拉伯糖等单糖，以及乙酸、糠醛、酚类物质等发

酵抑制物。水解液经过不同程度的真空浓缩，这些组分的含

量会发生不同程度的变化。如果浓缩倍数过高，造成发酵抑

制物浓度过高，毒性超过酵母的耐受能力，将会严重影响其

生长与生理代谢，最终使得木糖醇发酵受抑制而无法进行。

表 $给出了发酵不同浓缩倍数的玉米芯半纤维素水解
液的结果。在一定的范围内，当起始木糖浓度逐渐增加，木

糖醇达到峰值所需的发酵时间（ 0）随之增加，木糖醇的生产
速率（15）及得率（25(O）也同时随之增长；水解液的浓缩倍数

在 +-& E +-.8的范围内，木糖醇得率较高，并且残糖浓度（3）
相对较低，有利于产物的后续纯化。然而，当浓缩倍数提高

到 D-D%或更高时，由于高浓度抑制物的有害作用及较高浓
度木糖造成的渗透压胁迫共同导致木糖利用受到强烈抑制，

木糖醇产量急剧下降，即使延长发酵时间到 $8& 2或更长，
也不见明显改善（数据未列出）。以纯木糖为碳源及保持 H(
N的对照实验表明，只有在木糖浓度大于 8&& 9(#时，因为木
糖浓度过高而产生的代谢抑制以及高渗透压胁迫作用才会

逐渐显示出来。因此，在本研究中，高浓度抑制物应是主要

影响因素。综合考虑发酵过程的生产能力与效率，采用浓缩

倍数在 +-& E +-.8范围内的水解液较为适宜。

表 ! 水解液的浓缩倍数对假丝酵母发酵玉米芯水解液生产木糖醇的影响

&’()* ! +,,*-./ 0, -01-*1.2’.301 ,’-.02 0, -021 -0( 45620)5/’.* 01 75)3.0) 82069-.301 (5 !"#$%$" /8:

H4*10*3’=3)4*

Y=134’
（Y4>?）

T*)3)=> Z[>4O0

14*1

3& (（9(#）

60’"0*3=3)4*

3)"0

0 (2

U0O)?M=>

Z[>4O0 14*1

3(（9(#）

W[>)34> 14*1，

4(（9(#）

H0>> "=OO
（?’[ A3）

5(（9(#）

\4>M"03’)1

5’4?M13)X)3[

15 (［9(（#·2）］

W[>)34> [)0>?

25(O (（9(9）

$-&& +8-+& $% &-!& $$-$+ $&-D% &-F8 &-+!
$-!D DG-F& +F &-!. 8+-.F $+-+. &-FF &-D%
8-8F .+-&F !D F-%& D.-$$ $!-%% &-%. &-.$
+-&& GF-G8 .8 G-!+ .&-.G $.-D% &-G% &-%$
+-.8 $8&-8+ GF $!-!G %$-F8 $!-!& &-%! &-.%
D-D% $DD-FD .8 $+&-D$ 8-F! .-G8 &-&D &-$G
!-F! $%8-!F .8 $FG-+! &-F8 F-.D &-&$ &-&!
F-G! 88D-!$ .8 8$D-!$ &-&& !-8F &-&& &-&&

U0OM>3O ’05’0O0*3 320 =X0’=90 4Y 3A4 )*?050*?0*3 0Z50’)"0*3O 14*?M130? A)32 3A4 ’05>)1=30O Y4’ 0=12 14*?)3)4*] @3=*?=’? ?0X)=3)4*O A0’0 ^0>4A 8-&_ 4Y 320 "0=*]

%"% 摇瓶中发酵条件的优化
在酵母发酵玉米芯半纤维素水解液生产木糖醇的过程

中，除了水解液的浓缩倍数之外，影响发酵效率较大的因素

还包括摇床转速、氮源含量（H(N）、起始 5J及接种量等［+］。
因此，在保持发酵时水解液的起始木糖浓度为 $&&9(#的条
件下，设计正交试验 #G（+D），以木糖醇浓度为指标来优化发

酵条件。8!&"#摇瓶中总装液量 !&"#，于 +&,发酵 .82。连
续 +次发酵的平均结果表明，以上四因素对木糖醇产量的影
响大小顺序为：起始 5J ‘摇床转速 ‘接种量 ‘氮源含量；较
优工艺条件为：摇床转速 $%&’(")*，氮源含量 +-& 9(#酵母粉、
!-&9(#胰蛋白胨（木糖（H!J$&S!）的含碳量按 D&_计算，酵母

粉、胰蛋白胨的含氮量为 $&_；换算成 H(N为 !&），起始 5J

!-!，接种量 8-!"#（!_，体积比）。
其中，起始 5J的影响较大的原因主要是因为，在较低

的 5J（ a D-&）条件下，玉米芯水解液中较高浓度的乙酸
（F-F9(#）主要以未解离的分子形式存在，后者会强烈抑制酵
母生长及阻遏木糖还原酶的诱导合成与比活力［+］。同时，以

纯木糖为碳源的对照实验表明，在 5J8-! E 5J%-&的范围内，
发酵效率无明显差异。这就证明了乙酸的影响。由于在木

糖醇发酵过程中，控制 5J 要比控制通气或溶氧要容易得
多，因而，有必要重点考察通气量对发酵的影响。

%"# 通气量对酵母在发酵罐中发酵玉米芯水解液的影响
酵母在木糖代谢中，在好氧条件下，N:IJ大量被氧化

为 N:Ib，从而激活 WIJ，不利于积累木糖醇；而在微好氧条
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件下，!"#$大量积累，抑制了 %#$的活性，从而促进木糖
醇的积累［&］。

在发酵的早期，积累足够量的菌体对于高效生产木糖醇

是必要的，这可以通过提高培养基中的溶氧来实现［’］。但是

木糖醇是在严格限制供氧条件下才能形成［(］，如果一直保持

高水平溶氧，不仅会导致刚产生的木糖醇脱氢形成木酮糖，

而且会使更大比例的木糖用于过量的菌体生长和呼吸作用

而不是木糖醇的积累。因此，可采取在发酵的早期提供较高

水平供氧，在后期适当降低供氧的分段供气策略［)］。第一阶

段的高通气量，还有利于葡萄糖快速消耗用于菌体生长，并

产生尽可能少的对木糖醇合成有抑制作用的乙醇；也利于乙

酸等抑制物的消耗，从而缩短发酵过程的延滞期［&*］。第二

阶段的较低通气量，则有利于形成合适的限氧环境，促进木

糖醇的产生。

假丝酵母于四种供气条件下，在发酵罐中发酵玉米芯半

纤维素水解液的时间进程曲线如图 & " + #所示。在通气策
略 "、,、#的条件下，水解液中的葡萄糖只需 &-. 就可消耗
完毕；而在 /的条件下，需 &0 .左右。在发酵的第一阶段，
在 /的条件下，菌体生长（!）相对较差，-( . 后只有 ’1’) 23
4，且仅有 -5167的木糖被消耗；同样，积累的木糖醇也较
少，约 &0 234。将通气速率提高到 81* 439:;（,，#）时，可以
显著提高菌体量、木糖消耗百分比及木糖醇浓度。继续提高

通气速率到 01-8 439:;（"）时，这三种数据变得更高，分别
为 &81*’ 234、05107和 (’10’ 234。然而，在第二阶段，在 /的
条件下，木糖醇产量为 8(1) 234；而在 "、,和 #的条件下，分
别只产生 &*160234、((1’6234和 651’8234的木糖醇。这是由
于在 /的条件下，第二阶段相对较低的通气速率（&1-8 43
9:;）有利于形成合适的限氧环境，再加上第一阶段留下的较
大比例的木糖可以用来高效地转化成木糖醇。

图 & 假丝酵母在不同的通气条件下发酵玉米芯半纤维素水解液生产木糖醇的时间进程曲线
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如图 &所示，发酵终点的选取必须同时考虑到获得终浓

度尽可能高的木糖醇和终浓度尽可能低的残留木糖，这样有

利于产物的后续纯化。由图 & " + #中的数据经计算可知：

最高的木糖醇生产速率和得率分别在通气策略 "和 /的条

件下得到，二者分别为 *1’) 23（4·.）和 *158 232。由此可见，

适当的通气量对于高效发酵玉米芯水解液生产木糖醇是非

常必要的。采用分段通气发酵工艺，它既能在发酵早期快速

消耗抑制物、缩短发酵时间，又能在第二阶段提供适宜的限

氧环境，提高了木糖醇得率。

! 结论

在摇瓶中发酵玉米芯水解液生产木糖醇的过程中，起始

J$对木糖醇产量的影响最大，其次是摇床转速，接种量与氮
源含量的影响相对较小，水解液的浓缩倍数也有较大的影

响。较优发酵条件为：摇床转速 &’*C39:;，起始 /3!为 8*，起

始 J$ 818，接种量 87（体积比）；水解液的浓缩倍数在 61* +

615-的范围内。在发酵罐中采用先高后低的分段通气发酵，
在木糖醇得率方面明显优于恒定通气发酵；其中，在 * + -(.，

6158 439:;；-( + &*’.、&1-8 439:;的分段通气条件下，得到最

高木糖醇得率 *158 232。

综上所述，采用驯化过的假丝酵母，在优化后的发酵条

件下直接发酵只经过石灰乳过中和等简单处理的玉米芯半

纤维素水解液，得到了较高产率的木糖醇。该方法可以大大

减少预处理成本，研究结果显示出良好的工业化前景。
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