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摘 要：通过酸性平板筛选，在作者所在实验室保藏的运动发酵单胞菌中，得到一株能在-74)"
时进行酒精发酵的菌株，其酒精产量为33)28／9，与原菌株在-73)"时的相同)通过单因素实验
和正交实验，对该菌在酸性条件下的酒精发酵条件进行了优化)结果表明，在发酵温度为$#!
$":，-74)"，初糖质量浓度."#8／9，酵母膏质量浓度48／9，蛋白胨质量浓度为!8／9时，该
菌的酒精产量达到最大，为2.)28／9)
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运动发酵单胞菌（!+#$)(*(’）是!#世纪2#年
代以来作为可能代替酵母进行酒精发酵的菌种而

广泛进行研究的对象)该菌与广泛采用的酵母菌相
比有较强的优势：发酵温度比酵母菌要高，对糖的

发酵速度及利用率均高于酵母，这可以缩短生产周

期和提高原料的利用率)而且发酵过程中不需要通
气，工艺设备比较简单［.］)有利于采用连续发酵、无
载体固定化等先进的工艺控制［3］来降低酒精的生

产成本)
在工业扩大化过程中，染菌是影响正常细菌酒
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精发酵的主要因素!由于运动发酵单胞菌要求的发
酵"#较高，在$!%左右［&!%］!因而一旦染菌（主要
为厌氧产酸菌），罐内"#迅速下降，严重影响酒精
发酵，这一问题在夏秋季节尤为突出!如果菌株具
有耐酸性，就可以避免这种情况的发生!同时在工
业酒精发酵中，糖化醪最终"#为’!%左右［(］!采用
耐酸性菌株可以在糖化醪制备完成后，直接用于发

酵，而无需调节"#!既降低了成本又简化了工艺!
作者对运动发酵单胞菌进行了酸性筛选，得到

一株有较强耐酸性的菌株)!*+,-(，并对该菌在酸
性条件下的酒精生产条件进行了优化!

! 材料与方法

!"! 菌种
原始菌种：!"#$#$%&’#$()*)’./00123&2，

由江南大学生物工程学院生物资源研究室保藏!
!"# 培养基

!!#!! 种子培养基2 组分（4／5）：葡萄糖266，蛋白
胨26，酵母膏2%!"#$!6!
!!#!# 筛选平板培养基2 组分（4／5）：葡萄糖266，
蛋白胨%，酵母膏%，琼脂&6!"#’!%!
!!#!$ 发酵培养基2 组分（4／5）：葡萄糖2%6，蛋白
胨&%，酵母膏&%!"#’!%!
!"$ 培养条件
冰箱保藏的菌种接入种子培养基中，培养2&7

后，以体积分数268的接种量接入发酵培养基中，
进行静止厌氧酒精发酵!
发酵三角瓶&%695，装液量为26695，发酵

"#’!%，温度1%:，发酵时间’37!
!"% 分析方法
酒精质量浓度、菌体浓度、还原糖质量浓度按

文献［%］测定!"#用;#-+1/0精密数显酸度计
测定!

# 结果与讨论

#"! 耐酸性运动发酵单胞菌的筛选
吸取适量的菌悬液于筛选培养基平板上，使用

双层平板法进行厌氧静止培养!挑取较大的乳白色
菌落，进行发酵实验，选取酒精产量高并且残糖质

量浓度低的菌株!最后一批菌种复筛的结果见图2!
由图2可知，(号菌株在酸性环境中产酒精质量浓
度为$$!(4／5，与原菌种在"#$!%时（图2中的2
号实验）的酒精质量浓度相同，定义该菌株为)!*+
,-(!

图! 酸性条件下菌种酒精发酵的比较

&’("! )*+,-./01231-*,*’.-4-512,6’56.-5’*’.-78
5’00121-*34*,-*9

#"# 温度对酒精发酵的影响
在26695的发酵培养基中，接种量为体积分

数268，分别在&6，&%，16，1%，’6:下进行发酵，’3
7后测定酒精产量，结果见图&!由图&可见，随着
发酵温度的升高，酒精产量逐渐增加，但是当温度

升到’6:时，酒精产量减少了!因此合适的发酵温
度为16!1%:，过高或过低的温度均不利于细菌
在酸性条件下的酒精发酵!

图# 温度对酒精发酵的影响

&’("# )0016*.0*13:12,*421.-1*+,-./01231-*,*’.-

#"$ 培养基组分的正交实验

#!$!! 因素水平表2 根据文献［$］和本实验的筛选
结果，碳源选择葡萄糖，氮源选择酵母浸膏、蛋白

胨，"#选择酸性条件对培养基组分进行优化!各因
素和水平的对应关系见表2!
#!$!# 正交试验结果 糖利用率为实际的酒精产
量和理论酒精产量的比值，是细菌利用基质和积累

产物的一个综合指标，反映细菌的发酵效率!而酒
精产量则是细菌发酵能力的体现!以两者为指标能
体现酒精工艺对发酵的要求，即残糖质量浓度应尽
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可能的低，酒精质量浓度应尽可能的高!因此以糖
利用率和酒精产量为指标，考察"!#$%&’的发酵
培养基的营养组合!
发酵条件为：接种体积分数()*（体积比），种

龄为(+,，发酵温度-./，发酵时间01,!正交实
验结果见表+，极差分析结果和单因素分析趋势见
表-!

表! 实验的因素和水平

"#$%! "&’(#$)’*++#,(*-#./)’0’)1.23（45）*-(&*6*.#)’78
9’-1:’.(

水平

因素

!葡萄糖
质量浓度／
（2／3）

"
酵母膏
质量浓度／
（2／3）

#
蛋白胨
质量浓度／
（2／3）

$
45

( ()) + + 0!.

+ (.) 0 0 .!)

- +)) 6 6 .!.

表; 培养基组分23（45）正交实验的方案和结果

"#$%; <-(&*6*.#)’79’-1:’.(=+*-,*:9*=1(1*.*+,>)(>-’
:’/1#

水平
因 素

! " # $

糖利用率／

*

酒精产量／

（2／3）

( ( ( ( ( 16!+ 0-!1

+ ( + + + 11!6 00!’

- ( - - - 61!+ -0!(

0 + ( + - 7)!( 60!(

. + + - ( 7)!1 6’!1

6 + - ( + 7-!0 67!6

’ - ( - + 6’!1 6.!.

1 - + ( - ’0!- 67!+

7 - - + ( 6’!0 6)!)

表4 正交实验结果的极差分析

"#$%4 ?7(-’:’0#)>’#.#)@=1=*+*-(&*6*.#)’79’-1:’.(
糖利用率／*

! " # $

酒精产量／（2／3）

! " # $

%( 1+!-1+!’16!)1+!10)!7.’!16)!7 .1!(

%+ 7+!776!)1-!010!66’!+6)!6.6!- .’!7

%- ’(!)’’!6’6!1’1!160!7.0!6..!1 ..!1

& +(!7 1!0 7!+ .!1 +6!- 6!) .!( +!-

;!4!4 结果分析( 从表-和图-可以看出，在葡萄
糖质量浓度为(.)2／3、酵母膏质量浓度为02／3、

蛋白胨质量浓度为+2／3、45为0!.的条件下，酒
精产量最高!对于酒精产量!，"，#，$的极差分别
为+6!-，6!)，.!)6’，+!+7’!!的极差最大，$的极
差最小，"，#的极差介于中间!对于糖利用率的极
差分析也是如此!所以四因素的主次关系如下：

主要因素

! （" #
!
）
次要因素

$
各因素对于酒精产量和糖利用率的影响有如

下的规律：（(）随着葡萄糖质量浓度的升高，酒精产
量也增加了，但是当葡萄糖质量浓度升高至+))
2／3后，酒精产量和糖利用率并没有升高!这证明在
高糖质量浓度下，基质对细菌的发酵产生了抑

制［0，6］!因此合适的葡萄糖质量浓度选为(.)2／3!
（+）酵母膏、蛋白胨为细菌的生长提供了有机氮源
和营养因子!但是，浓度过高也不利于"!#$%&’酒
精的发酵!而且该菌对两者的吸收利用差别不大!
（-）由于该菌种具有较好的耐酸性，故在实验所选
的45范围内，指标的变化不大!在45为0!.时，酒
精产量达到最大值，糖利用率也与最大值相接近!
综合表-和图-的数据，最佳的发酵培养基组

合为!+"+#($(，即当葡萄糖质量浓度为(.)2／3，
酵母膏质量浓度为02／3，蛋白胨质量浓度为+
2／3，450!.时，有最大的酒精产量和较高的糖利用
率!表0的结果表明，在最佳发酵培养基中，耐酸性
细菌酒精发酵的酒精产量为’(!’2／3，与原来发酵
初始45为6!.的酒精产量6’!62／3相比，略有
提高!

表5 正交实验结果的验证

"#$%5 ?7#:1.#(1*.*+(&’*-(&*6*.#)’79’-1:’.(-’=>)(

培养基
实验次数

( + -

平均酒精

产量／（2／3）

8 6’!- 61!+ 6’!( 6’!6

9 ’(!7 ’(!6 ’(!0 ’(!’

8!45为6!.的原发酵培养基；9!45为0!.优化后的发
酵培养基

4 结 论

(）通过筛选得到的"!#$%&’具有较好的耐酸
特性，450!.时的酒精产量为’(!’2／3，比原来45
为6!.时的6’!62／3略有提高!
+）该菌的合适发酵温度为-)!-./!
-）通过正交实验优化了发酵培养基，得到了在
酸性条件下适合细菌酒精发酵的培养基!其组成
为：初糖质量浓度为(.)2／3；酵母膏质量浓度为0
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!／"；蛋白胨质量浓度为#!／"，$%&’(，此时酒精产 量为)*’)!／"’

图! 工艺条件单因素分析趋势图

"#$%! &’()*(+,-./#+$0(.12)-*1+103/#/
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