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木糖发酵产乙醇丝状真菌的鉴定及发酵特性

范金霞!杨#谦!姚#琳!陈#刚
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摘#要! 针对目前对丝状真菌的木糖发酵研究较少的现状!应用杜氏管发酵法初筛和发酵测定法复筛对不

同环境的土壤样品进行菌株的筛选!并采用显微镜观察和 'L3 M+,-序列扩增分析对菌种进行鉴定"用重铬

酸钾法对菌株的发酵特性进行研究?结果表明# 筛选到一株能发酵木糖的丝状真菌! 命名为KNO%L" 经形态

学和生物学鉴定为尖孢镰刀菌$ !"#$%&"'()*#+(%"'%"它不仅能发酵木糖!同时也能利用葡萄糖&蔗糖和玉

米秸秆等多种发酵碳源"其最适氮源为酵母提取物"在温度为 "& P&初始 Q0值为 $<&&初始木糖质量浓度为

%& C'.

O'时乙醇产率最高?该研究结果为木质纤维素原料的生物转化提供新的菌种资源和工艺参数?
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##燃料乙醇因其污染小*具有环境友好型的特

点"成为新型燃料资源有望取代日益减少的化石

能源!如石油和煤炭#

+',

?传统乙醇发酵原料为玉

米*淀粉等粮食作物"粮食短缺的今天这一生产方

式受到很大的限制?木质纤维素物质!如农作物

废弃物*木屑*薯渣等#是世界上最为丰富的生物

质资源+%,

"由纤维素*半纤维素和木质素组成"其

水解产物主要是葡萄糖和木糖?酿酒酵母

! 0$112$%('*13#13%34&#&$3#能发酵葡萄糖但不能

发酵木糖产生乙醇?L& 年代以来"众多的学者进

行了木糖菌种的筛选以及菌种遗传工程改造研

究"木糖发酵微生物主要集中在毕氏酵母

! 5&12&$ #"假丝酵母 ! 6$78&8$ # 和管囊酵母

! 5$12*#('37 #" 个属+",

"构建基因重组菌常用的

宿主菌种有酿酒酵母! 0,13%34&#&$3#*运动发酵



单胞菌 ! 9*'('(7$#'(:&.&##和大肠杆菌 ! ;,

1(.&#

+! O$,

"对丝状真菌的木糖发酵研究的很少?

本试验从自然界中筛选到一株丝状真菌发酵木糖

产乙醇的菌株"对其进行了形态学和分子生物学

鉴定"同时对其发酵特性进行了研究?

'#试#验

:;:<试验材料

'<'<'#试验菌种

KNO%L 由本试验室分离"现已送至中国典型

微生物研究所保存?;,1(.&4:Q'& 为本实验室保

存?树干毕赤酵母! 5&12&$ #-&+&-&##来自中科院微

生物研究所?

'<'<%#试剂

4BD W,-聚合酶* J,4]* Q_WO'L4载体*

W,-_BM̂IM!W.%&&&#购自宝生物工程!大连#有

限公司$胶回收试剂盒购自上海华舜生物公司"引

物合成和测序由上海生工生物技术有限公司完

成$木糖购自美国 3GCZB公司$其他试剂均为国产

分析纯试剂?

'<'<"#培养基

初筛培养基!]a-#%马铃薯 %&& C&.

O'

"木糖

%& C&.

O'

"琼脂 %& C&.

O'

" Q0值自然?

复筛培养基%木糖 %c"酵母粉 &<!c"蛋白胨

&<%c"!,0

!

#

%

3)

!

&<$c"d0

%
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!

&<%c"_C3)

!

&T0

%

)&<%e"6B6;

%

&<'e?

发酵培养基%d0

%

])

!

&<%c"_C3)

!

&T0

%

)

&<%e"6B6;

%

&<'e"碳源 %c" 氮源 '<%c?

种子培养基!]a培养基#%马铃薯 %&& C&

.

O'

"木糖 %& C&.

O'

" Q0值自然?

]W-培养基%马铃薯 %&& C&.

O'

"葡萄糖 %& C

&.

O'

"琼脂 %& C&.

O'

?

:;=<试验方法

'<%<'#菌种分离"纯化和筛选

取 ' C采集的土样溶于 '& Z.无菌水中"& P

振荡 ' F"经适当稀释后"涂布于 ]a-平板上"

"& P恒温培养 !L F$挑取生长较快菌落"经多次

分离纯化"将获得的丝状真菌纯培养物保存?纯化

后的单菌落经复筛培养基进行杜氏管发酵试验进

一步筛选"最后利用发酵培养基进行乙醇质量浓

度的测定"挑选出乙醇产量最高的菌株作为下一

步研究对象?

'<%<%#菌种鉴定

形态学鉴定参考文献+T,?分子生物学鉴定

根据 'L3 M+,-243 序列引物%4'%@fO46674-

7747--6647677O"f"4%% @fO466466

7644-447-4-476O"f?基因组 W,-提取参

见文献+L,方法进行?]6+反应体系%所有]6+反

应均在 %&

!

.标准反应体系中进行"其中含 %

!

.

1=XXIM缓冲液"'?$

!

.%?@ ZZ:;g.J,4]N"每一引

物均 '

!

.!'& ZZ:;g.#"&?'%@

!

.4BD 酶"'

!

.

模板W,-"加无菌超纯水至 %&

!

."于 ]6+仪上

按 S! P预变性 @ ZG>"然后按 S! P*"& N"@$ P*

"& N"T% P*' ZG>"循环 "% 次"最后T% P延伸

'& ZG>?]6+产物的克隆测序%按照胶回收试剂盒

说明回收目的片段"连接克隆载体"转化大肠杆菌

感受态细胞 4:Q'&"提取质粒 W,-"双酶切鉴定

后"挑取阳性克隆子送至上海生工生物技术有限

公司进行测序?测序结果利用,612网站的1;BNH>

和W,-34-+进行序列比较分析?

:;><分析方法

乙醇产量测定采用重铬酸钾比色法+S,

?木糖

质量浓度测定采用W,3比色法+'&,

?

:;?<发酵特性研究

'# 不同碳源对乙醇产量的影响?选取 '% 种

不同的碳源"按质量比 %c加入到发酵培养基中?

%# 不同氮源对乙醇产量的影响?选择 '% 种

不同的氮源"按质量比 '<%c加入到培养基中"以

%c的木糖作为碳源"获得最佳氮源?

"# 初始 Q0值对乙醇产量的影响?用盐酸调

节发酵培养基的初始 Q0值"分别为 @<&*@<%*

@<!*@<L*$<&*$<%"确定最佳的发酵酸碱条件?

!# 不同温度对乙醇产量的影响?将接种后的液

体培养基分别放在%&*%!*%$*%L*"&*"%*"!*"$ P的培

养箱中静止培养"比较温度对产乙醇的影响?

@# 不同初始木糖质量浓度对乙醇产量的影

响% 在发酵培养基中加入质量比分别为 %c*"c*

!c*@c*$c*Tc*Lc*Sc*'&c的木糖进行发

酵"比较乙醇产量?

%#结果与分析

=;:<菌种的分离"筛选和鉴定

%<'<'#菌种的分离与筛选

通过对 "& 份土样中筛选得到能在]a-培养

基上生长的菌株 @L 株"利用杜氏管发酵检测到

'$ 种菌株能产气"对其进行发酵试验"测定乙醇

产量"得到一株产乙醇量最高的菌株 KNO%L?通

过KNO%L 与树干毕赤酵母乙醇产量的比较可以

看出"KNO%L 最高乙醇产量在发酵的第 '!! 小时"

而树干毕赤酵母在第 S$ 小时"KNO%L 产乙醇的周

期比树干毕赤酵母长"但乙醇产量高于毕赤酵母

!图 '#?
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图 :<(1@=A 与树干毕赤酵母乙醇产量的比较

%<'<%#形态学鉴定

将KNO%L 放在 ]W-培养基上培养?该菌株

在培养 % J 后菌落直径超过 %<@ KZ"T J 达 L h

S KZ$在室温!%@ P#下"菌丝生长良好"棉絮状至

绒毛状"最初白色"逐渐中央粉色"后期转变为紫

色"培养基反面深紫色!图 %#?菌丝经棉兰染色后

显微镜观察结果%菌丝有隔"分枝"透明$有大小两

种类型分生孢子!图 "!B##"小型分生孢子数量

较多"从菌丝的侧生而单出的瓶状小梗上长出或

从分生孢子梗上长出"不呈链生而是假头状着生"

椭圆形*纺锤形*卵形*逗点形$ 大型分生孢子时

常较少"产于粘孢团中或从分孢子梗上长出$镰刀

形*纺锤形$顶端细胞窄细$有隔"" h$ 个分隔

!图 "!Y##?

!"#

!"#

!$#

$"#

图 =<(1@=A 在BC6培养基中生长 D "的菌落形态

!"#!$%!#

&'#&$%%!#

图 ><(1@=A 孢子的显微观察

%<'<"#分子生物学鉴定

以KNO%L 基因组 W,-为模板"应用真菌通

用的 'LNM+,-引物进行 ]6+扩增"得到大约

@&& YQ片段 !图 !#"将目的片段连接克隆载体

Q_WO'L4后进行测序?利用W,-34-+软件队测

序结果进行处理后"获得了 @"@ YQ 核苷酸序列?

通过 ,612网站上 1;BNH>!FHHQ%ggY;BNH?>KYG?>;Z?

>GF?C:[g1;BNH?KCG#进行相似性搜索"结果显示与

!"#$%&"'()*#+(%"'的相似性为 '&&c"结合形态

学观察结果可以确定该菌株为尖孢镰刀菌

! !"#$%&"'()*#+(%"'#?

! " #

" $$$ %&

! $$$ %&

'($ %&

($$ %&

"$$ %&

!$$ %&

!) *+,-., "$$$

!

"!#)!/0 ,123

!"

4

图 ?<(1@=A :A1,EF6片段扩增结果

=;=<发酵特性

%<%<'#不同碳源对乙醇发酵的影响

选取 '% 种不同的碳源进行发酵试验"结果见

图 @"KNO%L 对蔗糖*葡萄糖发酵产乙醇能力最

强"对乳糖的发酵能力最弱?对 '% 种碳源均有不

同程度的乙醇发酵能力"其碳源应用谱广泛"有望

成为工业发酵待选菌种?
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+
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')淀粉$ %)蔗糖$ ")麦芽糖$ !)果糖$ @)葡萄糖$ $)羧甲

基纤维素钠$ T)木聚糖$ L)乳糖$ S)半乳糖$ '&)木糖醇$

'')甘露醇$ '%)玉米秸秆?

图 G<不同碳源对(1@=A 乙醇产量的影响

%<%?%#不同氮源对乙醇发酵的影响

不同氮源对 KNO%L 发酵产乙醇的试验结果

见图 $?可以看出"有机氮源比无机氮源产乙醇的

量高?在有机氮源中 AIBNHIVHMBKH的产乙醇量最

高"达 !<%L C&.

O'

"与黄豆面发酵效果持平"考虑

到发酵成本"以下的发酵试验中采用黄豆面作为

氮源?在无机氮源中"硝态氮比铵态氮效果好?其

中,B,)

"

的发酵效率最高"达 %<$' C&.

O'

?

&T$&

第 $ 期 范金霞"等%木糖发酵产乙醇丝状真菌的鉴定及发酵特性
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')酵母提取物$ %)蛋白胨$ ")豆饼水$ !)黄豆面$ @)玉米
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图 H<不同氮源对(1@=A 乙醇产量的影响

%<%<"#不同温度对乙醇发酵的影响

温度对乙醇发酵的影响很大"温度过高会增

加乙醇的蒸发"温度过低影响菌体生长"从而影响

乙醇产量?试验结果!图 T#表明%随着温度的升

高"乙醇产量逐渐升高"温度为 "& P时乙醇产量

最高"随后逐渐下降?
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图 D<不同温度对(1@=A 乙醇产量的影响

%<%<!#初始 Q0值对乙醇发酵的影响

初始 Q0值分别设为 @<!*@<$*@<L*$<&*$<%"

随着 Q0值的升高乙醇产量呈上升趋势"Q0为

$<& 时乙醇产量最高"为 @<@' C&.

O'

"随后又急

剧下降!图 L#?
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图 A<不同5I对(1@=A 乙醇产量的影响

%<%<@#初始木糖质量浓度对乙醇发酵的影响

初始木糖质量浓度对乙醇产量的影响极大"

随着木糖质量浓度的增加"乙醇产量也逐渐增加"

但是乙醇产率却逐渐下降!图 S#"初始木糖质量

浓度为 %& C&.

O'

"乙醇产率最高"即木糖转化率

最高?

!"

!#

!$

%

&

"

#

#$ "$ &$ %$ '$$

!"#$%&'(

()*

!

+

,!

-

./0.

./#&

./##

./'%

./'"

)
*

+
,

(
)
*

!

*

,
'

-

-
.

&
/

)
*

+
&

)
*

!

+

,
'

-

-.&

)*+&

)*+,

图 J<初始木糖质量浓度对(1@=A 乙醇产量的影响

"#讨#论

本试验筛选到的发酵木糖产乙醇的菌种为尖

孢镰刀菌"据文献+'' O'%,报道"尖孢镰刀菌不

仅能产生多种纤维素酶系和半纤维素酶系"同时

还具有降解多环芳烃蒽和苯酚的能力+'" O'!,

"这为

环境固体废弃物和多环芳烃物质的降解提供了优

良菌种?]B>BCG:H:= 7等 +'@,利用尖刀镰刀菌/" 实

现纤维素的同时糖化和发酵?尖孢镰刀菌利用硝

态氮的能力优于铵态氮"这与 ,BGZ_3 等+'$,研

究的结果一致?同样是丝状真菌"最适的发酵初始

Q0值不近相同"虽然都在微酸性条件下"尖孢镰

刀菌最适 Q0为 $<&"而粗糙脉孢霉的最适 Q0为

@<&

+'T,

?不同菌种对糖质量浓度的适应能力不一

样"酿酒酵母在高糖溶液!"&& C&.

O'

#中仍然可

以进行发酵"而尖孢镰刀菌的最适木糖质量浓度

!%& C&.

O'

#"比5$12*#(.37 -$77(+2&."#的最适木

糖质量浓度+'L,低"这可能与细胞膜透性和渗透压

有关+'S,

?

!#结#论

'#筛选到一株发酵木糖产乙醇的菌种 KNO

%L"经过形态学和生物学鉴定为尖孢镰刀菌

! !"#$%&"'()*#+(%"'#?

%#最适的发酵条件温度为 "& P$Q0值为

$<&$最适有机碳源为酵母提取物"无机碳源为

,B,)

"

?

"#尖孢镰刀菌! !,()*#+(%"'#具有发酵多

种碳源的特性"为秸秆的资源化利用和能源的生

产提供了新的菌种资源?
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