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摘要: 在 250ml 三角烧瓶中进行 Zymobacter palmae 菌株发酵不同浓度的甘露醇生产乙醇的实验。实验先以浓度

为 20． 0g /L、40． 0g /L、60． 0g /L、80． 0g /L 的甘露醇进行发酵实验确定出最适培养基组分，然后通过正交试验确定

出最佳发酵条件。结果表明，最适发酵培养基为: 甘露醇 20． 0g /L，酵母膏 0． 5g /L，MgSO4·7H2O 0． 1g /L，

KH2PO4 2． 0g /L，K2HPO4 7． 0g /L，( NH4 ) 2 SO4 1． 0g /L，pH 值 6． 0; 最佳发酵条件为: 摇床转速 150r /min，温度

28℃，发酵液体积 150ml。在最佳发酵条件下，乙醇的最大产量为 0． 429g 乙醇 /g 甘露醇。
关键词: Zymobacter palmae 甘露醇 发酵 乙醇
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Abstract: Mannitol was considered to be the main component in brown algae and used as research ob-
jects to investigate the condition optimization of ethanol fermentation with Zymobact palmae strain． The
results showed that the optimal medium，in which mannitol was inverted to ethanol at high efficiency by
Z． palmae in 250ml flask，was 20． 0g /L mannitol，0． 5g /L yeast extract，0． 1g /L MgSO4·7H2O，2．
0g / L KH2PO4，7． 0g /L K2HPO4，1. 0g /L( NH4 ) 2SO4，pH value at 6． 0． The best fermentation condi-
tion to produce ethanol was the rotation speed of 150r /min，temperature at 28 ℃ and fermentation liq-
uor of 150ml，in which the highest yield reached to 0． 429g ethanol /g mannitol．
Key words: Zymobacter palmae，mannitol，fermentation，ethanol

在生物质能源中，乙醇作为替代性再生能源之

一，具有燃烧完全、效率高、无污染等特点，具有巨大

的发展潜力。从国家战略层面上，非粮食原料将是我

国未来解决生物乙醇的原料来源和降低成本的根本

途径。然而，不管是利用粮食作物发酵乙醇还是利用

木薯、甘蔗、芭蕉芋、甘薯、甜高粱等非粮作物发酵制

取燃料乙醇，都会占用大量耕地。随着人口的增加与

可利用的耕地不断减少，粮食和耕地供给将是燃料乙

醇发展的瓶颈。伴随着粮食和耕地的紧缺，利用海藻

生产燃料乙醇已经渐渐进入各国的视野。海藻种类

繁多，光合作用效率高，生长周期短，每年通过光合作

用产生的生物质总量达 550 亿吨，是一种数量巨大的
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可再生资源，也是生产生物质能源的潜在资源。而分

布广泛的大型海藻，繁殖速度快，可以大规模栽培，不

与粮食争土地，其干物质的积累量高于陆生植物，难

以降解的纤维素和木质素含量极低，最主要的成分是

碳水化合物( 占其干重的 40% ～ 80% 以上) ，可以发

酵生产乙醇
［1］、甲烷

［2］、氢气
［3］、丁醇

［4］
等生物质能

源。所以大型海藻可以满足燃料乙醇的生产研究及

产业化发展需要
［5］，作为一种高生物量的生质能来

源，具有广阔的发展空间。我国海带、马尾藻、江蓠等

大型海藻的年产量占全球的 90% 以上，繁殖、育种技

术有一定优势。随着相关技术的成熟以及对原料需

求的增加，这种产量优势和技术优势将为我国海藻燃

料乙醇产业提供原料保证。
作为大型海藻一大门类的褐藻，含有丰富的甘露

醇、褐藻胶等化学组分，其中甘露醇含量依褐藻种类

不同而有所不同，一般占干重 10% ～ 20%。甘露醇

是一种己六糖醇，一般的酿酒酵母或运动发酵单胞菌

不能利用该糖发酵生产乙醇
［6，7］。1993 年，日本的

Okamoto 在琉球海域的藻类中分离出一种革兰氏阴

性海洋细菌 Zymobacter palmae gen． nov． sp． nov［8］，它

能够利用的底物范围广，包括三糖、己糖以及糖醇

( 果糖、半乳糖、葡萄糖、甘露糖、麦芽糖、蜜二糖、蔗

糖、棉子糖、甘露醇、山梨醇) 等，在适当的低氧浓度

下，也能够利用海带、马尾藻等褐藻中的甘露醇发酵

产生乙醇。Z． palmae 菌株在含甘露醇的培养基上，利

用甘露醇生产乙醇的最大产量达到 0． 38g ( g sub-
strate) －1［9］; 在含北方海带提取物的培养基上发酵，

乙醇的最大产量达到 0． 61g ( g substrate) －1，超过 0．
51g( g substrate) －1

的理论产量。重组 Z． palmae 能够

利用含葡萄糖和木糖的混合培养基发酵生产乙醇，使

Z． palmae 可以发酵的糖包括戊糖和木糖
［10］。

本文设计 Z． palmae 菌株利用不同浓度甘露醇发

酵生产乙醇的实验及其正交实验。通过正交分析得

到 Z． palmae 菌株利用甘露醇发酵生产乙醇的最优条

件，为进一步研究、优化该菌株利用褐藻原料生产燃

料乙醇提供技术依据。

1 材料和方法

1． 1 菌种

Z． palmae 菌株( ATCC51623，购自美国模式培养

物集存库) ，在 1956MY 培养基中进行复苏活化，置于

－80℃下 15%甘油中保存。
1956MY 培 养 基: 酵 母 膏 10． 0g /L，麦 芽 糖

20. 0g /L，NaCl 5． 0g /L，KH2PO4 2． 0g /L，pH 值 6. 0，

121℃灭菌 15min。

1． 2 发酵条件及方法

1． 2． 1 不同浓度的甘露醇发酵实验

发酵培养基: 甘露醇 20． 0g /L、40． 0g /L、60. 0g /
L、80． 0g /L，分别配加酵母膏 0． 5g /L，MgSO4·7H2O
0． 1g /L， KH2PO4 2． 0g /L， K2HPO4 7． 0g /L，

( NH4 ) 2SO4 1． 0g /L，配制含不同甘露醇浓度的培养

基，调节 pH 值至 6． 0，121℃灭菌 15min。培养条件:

将 Z． palmae 接入装有 20ml 1956MY 培养基的 50ml
三角烧瓶中，摇床参数设置为 28℃，150r /min，活化培

养 24h 后，将 2ml 活化培养液接入装有 150ml 发酵培

养基的 250ml 三角摇瓶中，摇床参数设置为 28℃，

150r /min，发酵培养 72h。
1． 2． 2 正交试验

根据不同浓度的甘露醇发酵实验确定合适的发

酵培养基组分，设计 L9( 3
3 ) 正交实验。

发酵培养基: 甘露醇 20． 0g /L，酵母膏 0． 5g /L，

MgSO4·7H2O 0． 1g /L，KH2PO4 2． 0g /L，K2HPO47．
0g /L，( NH4 ) 2SO4 1． 0g /L，pH 值 6． 0，121℃ 灭 菌

15min。培养条件: 以 2% 接种量的活化培养液接入

装有发酵培养基的 250ml 三角烧瓶中，按 L9( 3
3 ) 正

交实验条件( 表 1) ，发酵 72h。
表 1 L9(3

3)正交设计因子水平

Table 1 Factors and levels of L9(3
3) orthogonal design

水平
Levels

因子 Factors

温度
Temperature
( ℃ )

摇床转速
Rotation speed

( r /min)

发酵液体积
Fermentation
liquor volume( ml)

1 24 120 50
2 28 150 100
3 32 180 150

1． 3 甘露醇和乙醇含量测定方法

发酵培养后，每隔 12h 进行一次无菌取样，一部

分样品稀释后测定 600nm 下的 OD 值，剩余的样品

12000r /min 离心 10min，取上清液并保存于 4℃ 冰箱

以备测定。
甘露醇的含量测定参照文献［11］的方法。标准

曲线绘制: 将甘露醇对照品用蒸馏水稀释成 0μg /ml、
5μg /ml、10μg /ml、15μg /ml、20μg /ml、25μg /ml 和

30μg /ml 7 个浓度，各取 1ml 甘露醇溶液，分别加入 7
个试管中，然后向每个试管加入 0． 015mol /L 高碘酸

钠 1ml，混合均匀，室温放置 10min，每个试管再加 0．
1% L-鼠李糖 2ml，充分混匀后，加入 Nash 试剂 4ml，
53℃水浴保温 15min，即刻冷却，在紫外分光光度计

413nm 处测吸光值，以吸光值为纵坐标，甘露醇浓度

为横坐标绘制标准曲线。样品甘露醇含量测定: 按照
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上述实验方法测定 1ml 待测样品的吸光值，并带入标

准曲线中，求得样品中甘露醇的含量，每个样品做 3
个平行测定。

乙醇的测定采用气相色谱法
［12］。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 300℃，进样器温度 280℃ ; 载气:

高纯氮气 25． 00ml /min，氢气 30ml /min，空气 450ml /
min，尾吹气 34． 0ml /min; 进样量: 0. 2μl。每个样品

重复检测 3 次。

2 结果与分析

2． 1 最适培养基

结果发现，在发酵的 24 ～ 72h 内，不同浓度甘露

醇发酵生产乙醇的产量皆随发酵时间的增加而呈上

升趋势。在甘露醇浓度为 20． 0g /L、40． 0g /L、60． 0 g /
L、80． 0 g /L 的发酵培养基中，乙醇的最大产量分别

为 1. 220% ( V /V) 、1. 840% ( V /V) 、2. 785%
( V /V) 、2. 835% ( V /V) ，分别相当于每克甘露醇转

化为乙醇的量为 0． 429g、0． 318g、0． 233g、0. 105g( 表

2) 。因此，在氮源及其它营养成分固定的条件下，随

着甘露醇浓度的增大，乙醇的产量有逐渐增高的趋

势，但是单位甘露醇转化为乙醇的产量逐渐降低。当

甘露醇的初始浓度为 20g /L 时，单位甘露醇转化为乙

醇的效率最高，达到 0． 429g 乙醇 / g 底物。可能的原

因是甘露醇浓度高，培养基中的碳氮比大，随着细菌

的生长，营养物比例失调，影响细胞的生理活性，从而

抑制细胞的乙醇代谢，使单位甘露醇转化为乙醇的产

量呈下降的趋势。由于含甘露醇 20g /L，酵母膏 0．
5g /L，MgSO4 · 7H2O 0． 1g /L，KH2PO42． 0g /L，

K2HPO4 7． 0g /L，( NH4 ) 2SO4 1. 0g /L，pH 值 6． 0 的培

养基得到的乙醇产量较高，因此以此培养基为基础，

设计正交发酵试验。
2． 2 最佳发酵条件

由表 3 可知，乙醇产量随着发酵时间的变化呈现

不同的变化趋势。实验组 1，实验组 2 以及实验组 6
在达到乙醇的最大产量之后，乙醇的产量降低为 0;

实验组 4 在 60h 乙醇的产量达到最大值，在随后的

12h，乙醇的产量逐渐降低; 实验组 9 在 48h 乙醇产量

最高，12h 后乙醇的含量逐渐降低; 实验组 5 在 24 ～
48h 内，乙醇产量增加速度较快，在 48 ～ 72h 内，乙醇

的增加速度逐渐减缓; 实验组 7 在 24 ～ 48h 内，乙醇

的产量趋于稳定增长的趋势，在 60h 后，乙醇含量增

加速度加快; 实验组 3 和实验组 8 在 24 ～ 72h 内，乙

醇的产量呈现稳定增加趋势。在以上 9 组实验中，24
～ 72h 内 实 验 组 5 的 乙 醇 产 量 最 高，达 到

1. 220% ( V /V，72h) ; 而实验组 1 和实验组 9 的乙醇

产量在乙醇产量达到最大时分别为 0. 150% ( V /V，

36h) ，0. 150% ( V /V，48h) 。
通过正交分析( 表 4 ) ，可以得知在温度、摇床转

速、发酵液体积等因素中，影响乙醇产量的最关键因

素是摇床转速 ( R = 0． 550) ，其次是温 度 ( R = 0．
540) ，影响最小的是发酵液体积( R = 0． 333) 。

表 2 不同浓度甘露醇发酵生产乙醇产量

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

甘露醇浓度
Mannitol concentration

( g /L)

乙醇产量 Yields of ethanol( %，V /V)

24h 36h 48h 60h 72h

20 0． 695±0． 003 1． 135±0． 015 1． 190±0． 025 1． 200±0． 010 1． 220±0． 060
40 0． 700±0． 070 1． 180±0． 110 1． 665±0． 025 1． 840±0． 160 1． 815±0． 215
60 0． 745±0． 035 1． 220±0． 100 2． 340±0． 130 2． 340±0． 130 2． 785±0． 145
80 0． 775±0． 005 1． 270±0． 004 1． 095±0． 005 2． 545±0． 075 2． 835±0． 055

表 3 Z． palmae 发酵生产乙醇的正交试验

Table 3 Yields of ethanol by Z． palmae in the orthogonal test

试验号

Test No．

乙醇产量 Yields of ethanol( %，V /V)

24h 36h 48h 60h 72h

1 0． 140±0． 050 0． 150±0． 008 0 0 0
2 0． 180±0． 015 0． 200±0． 050 0 0 0
3 0． 110±0． 005 0． 130±0． 010 0． 240±0． 043 0． 330±0． 075 0． 480±0． 025
4 0． 120±0． 050 0． 490±0． 030 0． 950±0． 005 1． 060±0． 030 0． 920±0． 080
5 0． 695±0． 003 1． 135±0． 015 1． 190±0． 025 1． 200±0． 010 1． 220±0． 060
6 0． 070±0． 010 0． 090±0． 050 0． 140±0． 033 0． 170±0． 015 0
7 0． 465±0． 013 0． 470±0． 005 0． 485±0． 034 0． 511±0． 075 0． 620±0． 055
8 0． 315±0． 075 0． 410±0． 015 0． 660±0． 013 0． 810±0． 065 1． 000±0． 015
9 0． 100±0． 050 0． 120±0． 015 0． 150±0． 050 0． 060±0． 050 0． 050±0． 005
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当摇床转速为 150r /min 时，实验组 5 和实验组 8
的乙 醇 产 量 较 高，实 验 组 5 的 产 量 能 够 达 到

1. 220% ( V /V，72h) ，也是各个实验组中乙醇产量最

高的。当摇床转速为 180r /min 时，实验组 6 和实验

组 9 的 乙 醇 产 量 较 低，实 验 组 9 的 产 量 仅 为

0. 150% ( V /V，48h ) ，为 各 实 验 组 中 的 最 低 产 量。
Z. palmae 是兼性厌氧细菌

［8］，因此当摇床转速达到

180r /min 时，三角烧瓶中的通氧量高，促进该细菌的

有氧代谢，从而消耗大量的甘露醇用于合成细胞干物

质和有氧呼吸，故阻碍了乙醇的代谢过程，导致乙醇

产量下降。由此可知，在适当通氧的条件下，乙醇产

量才能够提高。
当温度为 24℃ 时，实验组 1 和实验组 2 的乙醇

产量较低，其中实验组 1 的产量仅有 0． 150% ( V /V，

36h) ，是各实验组中的最低产量。当温度为 28℃时，

实验组 5 的乙醇产量最高。这是由于 Z． palmae 生长

的适宜温度为 28 ～ 32℃，温度过低导致该细菌生长

代谢缓慢，从而影响乙醇的代谢过程，使乙醇的产量

较低。因此，只有在适宜的温度下，Z． palmae 才能够

利用甘露醇生产更多的乙醇。
综合以上正交分析结果可以得出，当摇床转速为

150r /min，温 度 为 28℃，发 酵 液 体 积 为 150ml 时，

Z. palmae 利用甘露醇生产乙醇的产量最高，从而确

定了该发酵实验的最佳条件。
表 4 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 in dif-
ferent groups of the orthogonal test

试验号
Test
No．

因子 Factors

温度
Temper-
ature
( ℃ )

摇床转速
Rotation
speed

( r /min)

发酵液体积
Fermentation
liquor volume

( ml)

乙醇最大产量
The best
yields of
ethanol
( %，V /V)

1 ( 1) 24 ( 1) 120 ( 1) 50 0． 150±0． 008
2 ( 1) 24 ( 2) 150 ( 2) 100 0． 200±0． 050
3 ( 1) 24 ( 3) 180 ( 3) 150 0． 480±0． 025
4 ( 2) 28 ( 1) 120 ( 2) 100 1． 060±0． 030
5 ( 2) 28 ( 2) 150 ( 3) 150 1． 220±0． 060
6 ( 2) 28 ( 3) 180 ( 1) 50 0． 170±0． 015
7 ( 3) 32 ( 1) 120 ( 3) 150 0． 620±0． 055
8 ( 3) 32 ( 2) 150 ( 1) 50 1． 000±0． 015
9 ( 3) 32 ( 3) 180 ( 2) 100 0． 150±0． 050
T1 0． 831 1． 830 1． 320
T2 2． 451 2． 421 1． 380
T3 1． 740 0． 771 2． 319
珔K1 0． 277 0． 610 0． 440
珔K2 0． 817 0． 807 0． 460
珔K3 0． 580 0． 257 0． 773
R 0． 540 0． 550 0． 333

2． 3 乙醇产量变化

绘 制 出 甘 露 醇 含 量 标 准 曲 线 Y = 0. 0028 +

0. 1023X，R =0. 99889，甘露醇测定的线性范围为 5 ～
30μg /ml。

将乙醇产量最高的实验组 5 进行 Z． palmae 发酵

甘露醇产乙醇产量及细胞 OD 值变化分析，结果如图

1 显示。在 0 ～ 24h 内甘露醇主要用于细胞的生长代

谢，故乙醇的产量很少; 随着时间的推移，在 24 ～ 48h
内，甘露醇逐渐用于乙醇的生产，乙醇的产量迅速增

加，由 3． 660g /L 增加至 6． 267g /L，细菌的数量也在

稳定地增加; 在发酵的最后 24h 中，由于细胞数量的

增多，发酵液中的含氧量逐渐减少，乙醇产量的增长

也趋于缓慢，同时发酵液中的甘露醇也基本被耗尽，

乙醇的产量接近理论值的最高。

图 1 发酵甘露醇生产乙醇产量及细胞 OD 值变化

Fig． 1 Mannitol to produce ethanol production and cell OD
value change analysis

—○—: 甘露醇，—△—: OD600，—●—: 乙醇。

—○—: Mannitol，—△—: OD600，—●—: Ethanol．

3 结论

Z． palmae 在 250ml 三角烧瓶中发酵甘露醇生产

乙醇的最适培养基为: 甘露醇 20． 0g /L，酵母膏 0. 5g /
L，MgSO4·7H2O 0． 1g /L，KH2PO4 2． 0g /L，K2HPO4

7． 0g /L，( NH4 ) 2SO4 1． 0g /L，pH 值 6． 0。
Z． palmae 在 250ml 三角烧瓶中发酵甘露醇生产

乙醇的过程中，摇床转速对于乙醇产量的影响最大。
Z． palmae 利用甘露醇发酵生产乙醇的最佳条件为:

摇床转速 150r /min，温度 28℃，发酵液体积 150ml。
在最佳发酵条件下，乙醇的最大产量为 0. 429g 乙醇 /
g 底物，乙醇转化率达到理论值的 84%。

参考文献:

［1］ Horn S J，Aasen I M，stgaard K． Ethanol production from
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广西北部湾沿海地区处于东北亚与中南半岛、南
洋群岛及澳大利亚之间的候鸟迁徙通道上，该地区是

迁徙鸟类、特别是沿海岸带迁徙的水鸟在迁徙途中的

一处重要停歇地。有调查表明，处于候鸟迁徙通道上

的地区的鸟类情况，会因为候鸟的迁徙而产生很大的

季节性变化
［14，15］。北部湾北部沿海地区水鸟迁徙的

种类多，数量大，同时部分迁徙鸟类的迁徙和停留的

时间总计持续长达 8 个月
［1］，同时，从本研究也可看

出，该地区夏季的繁殖水鸟并不多，较多的空格生态

位在冬季可以容纳种类众多的越冬水鸟，使得鸟类种

类的季节差异很大。一些在本地区的鸟类研究也有

类似的结果
［16，17］。因此，鸟类的迁徙和越冬活动是导

致该地区水鸟多样性产生剧烈季节性变动的最主要

原因。
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