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摘　要 : 采用刚果红纤维素平板法分别从田间腐烂的秸秆、潮湿地中的腐烂落叶内筛选出 12株分解纤维素的菌

株 ,分别进行了在不同温度、pH和时间条件下的羧甲基纤维素酶活 (CMC)和滤纸酶活 (FPA)的检测 ,筛选出了 4株

分解效率较高的菌株。采用正交实验研究了 2株菌活性的主要影响因素 ,最终筛选出了 2株产酶稳定的纤维素分

解菌。采用扫描电镜 ,对菌株形貌进行了分析。应用 2株纤维素分解菌和酵母菌混合菌种发酵的同时糖化发酵工

艺 ,分别进行了单菌株和混合菌株的玉米秸秆糖化及燃料酒精发酵的试验研究 ,研究表明 ,混合菌群发酵后酒精产

量为 16g酒精Π100g秸秆。
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0　引　言

作为化石燃料的替代品 ,燃料乙醇便于储存、输

送 ,并可在不改变现有加油站设施和发动机形式的

情况下作为车用动力燃料使用。此外 ,用酒精作发

动机燃料具有优良的环境效益 ,可以显著减少排入

大气中的温室气体量[1 ]。因此 ,全世界车用乙醇的

应用量和应用范围正逐渐扩大[2 ]。

燃料酒精作为生物燃料的研究重点 ,在美国、巴

西、澳大利亚等国得到了长足发展。2004 年美国的

燃料酒精产量为 600 万吨[3 ]
,巴西和澳大利亚也有

大规模的生产。我国于 2001年 4月 2日公布了《变

性染料乙醇》和《车用乙醇汽油》两项国家标准 ,并在

部分地区开展“汽油醇”试点。

目前 , 工业上主要是通过酿酒酵母利用己糖进

行燃料酒精的生产[4 ]
, 其生产原料主要是糖蜜和谷

物[5 ]
, 但现行的生产方法成本高、对环境污染

大[6 ]。纤维素是最丰富、廉价的可再生资源[7 ]
, 植

物每年通过光合作用能产生高达 1550 亿吨纤维素

类物质 , 其中纤维素、半纤维素的总量为 600 亿

吨。而每年用于工业过程或燃烧的纤维素仅占 2 %

左右 , 还有很大一部分未被利用[8 ]。目前利用纤维

素类物质生产酒精的技术路线和原理已基本清楚 ,

但是由于纤维素酶的成本太高 (占整个生产成本的

20 %左右[9 ] ) 、生产过程中酶用量偏大 , 导致纤维

素酒精的价格无法与粮食酒精相竞争[10 ] , 这是目

前纤维素燃料酒精应用受限的原因之一。本论文探

讨了利用人工构建混合菌群进行纤维素糖化以及燃

料酒精发酵的新方法和工艺 , 以期降低生产

成本。　　

1　试验及方法

111　纤维素分解菌的分离与纯化[ 11]

按照文献 [ 11 ]的方法 ,称取 10g腐烂的秸秆或

腐烂的落叶于 100mL 装有玻璃珠的无菌水中 ,振荡

1h后采用倍比稀释法将样品稀释至 10
21

,10
22

,10
23

,

10
24

,10
25

,分别涂布于刚果红纤维素琼脂平板上[12 ]
,

在 35℃培养 4d。挑选水解圈较大的单独菌落进行

分离纯化。

112　纤维素分解菌最适糖化条件的确定

将筛选分离出的纤维素分解菌经扩培后按 10 %

的比例分别接种于不同培养温度 (30、40、50℃) ,不

同 pH值 (410、510、610)的秸秆液体培养基中 ,分别

培养 3、4 和 5d ,摇床转速为 130rΠmin。之后分别测

定 CMC酶活和 FPA酶活[13 ] ,以确定纤维素分解菌的

最适条件 ,并应用正交分析的方法[14 ]确定影响酶活

的主要因素。
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113　纤维素降解菌群构建及 SSF法燃料酒精生产

取已平衡水分的玉米秸秆 ,首先进行“酸化气

爆”预处理[15 ]
,之后以纤维素糖化和酵母发酵同步

进行的“同步工艺”进行纤维素分解和酒精生产。纤

维素分解菌 (分别进行单菌种和混合菌种)和酿酒酵

母菌按 1∶1、1∶2和 2∶1的比例组合 ,按 10 %的比例

接种于已经预处理的秸秆液体培养基中 ,在 40℃下

分别培养 24、36、48h 后用气相色谱检测酒精含量 ,

来确定同时糖化发酵法的最适工艺条件。

2　试验结果与分析

211　纤维素分解菌酶活测定及形态分析

按 111的方法 ,共筛选出纤维素分解菌 12 株。

经测定 12株菌的纤维素降解的 CMC酶活和 FPA酶

活 ,筛选出其中酶活较高的 4 株菌。考虑到环境与

后续酵母发酵的环境条件的适应性和产酶的稳定

性 , 挑选了其中 2株菌作为研究菌株 , 分别标记为

图 1　纤维素降解菌的电镜照片

Fig11　SEM of cellulolytic strain

FLZ6和 FLZ10。图 1是两株菌的电镜照片。经生理

生化特性研究 ,确定两株菌分别为 FLZ6为芽孢杆菌

目芽孢杆菌科短小芽孢杆菌属 ; FLZ10 为放线菌目

链霉菌科链轮丝菌属。

212　酶活影响因素分析

分别对 211 中所述的 2 株菌进行正交实验分

析 ,以确定影响 CMC酶活和 FPA酶活的主要因素 ,

分析数据见表 1～表 3。
表 1　实验因素和水平

Table 1　Factors and levels design

水平
因素

温度Π℃ pH 时间Πd

1 30 4 3

2 40 5 4

3 50 6 5

表 2　纤维素分解菌 FLZ6和 FLZ10的 L9 ( 34 )的正交实验结果

Table 2　L9 (34 )orthogonal array and experimental

result of FLZ6 and FLZ10

实验号
A

1

B

2

C

3

D

4

实验结果

FLZ6 FLZ10

CMC FPA CMC FPA

1 1 1 1 1 1180 1166 1170 1135

2 1 2 2 2 1173 1168 1129 0165

3 1 3 3 3 1121 0172 1133 0166

4 2 1 2 3 1173 2124 1174 1158

5 2 2 3 1 1163 2104 1142 2117

6 2 3 1 2 1130 1118 1136 1145

7 3 1 3 2 2125 2120 1195 2108

8 3 2 1 3 1169 2106 1143 1186

9 3 3 2 1 1185 1180 2139 2140

T 15119 15158 14161 14120

FLZ6CMC FLZ6FPA

T1 4174 5178 4179 5128 4106 4110 4190 5150

T2 4166 5105 5131 5128 5146 5178 5172 5106

T3 5179 4136 5109 4163 6106 3170 4196 5102

FLZ10CMC FLZ10FPA

T1 4132 5139 4149 5151 2166 5101 4166 5192

T2 4152 4114 5142 4160 5120 4168 4163 4118

T3 5177 5108 4170 4150 6134 4151 4191 4110
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表 3　纤维素分解菌株 FLZ6和 FLZ10的方差分析表

Table 3　Variance analysis of of FLZ6 and FLZ10

SSA SSB SSC SS E MSA MSB MSC MS E FA FB FC

FLZ6 CMC 0172 0138 0103 010434 01360 01190 01015 0102170 16159 8175 0169

FLZ6 FPA 24147 26196 25135 2517950 221235 231480 221675 21111750 2100 3111 2139

FLZ10 CMC 0141 0128 0115 012033 01205 01140 01075 0110165 2102 1138 0174

FLZ10 FPA 2137 0105 0102 017096 11185 01025 01010 0135480 3134 0107 0103

　　由表 3 ,FLZ6和 FLZ10的 CMC酶活和 FPA酶活

受温度、pH和时间的影响较小 , FLZ6CMC的 FA 和

FB 均比 FLZ10CMC 大 ,且接近 F011 ( 212) 和 F0105

(212) 。这说明 FLZ6的 CMC酶活受温度和 pH的影

响比 FLZ10的大 ,同样 FLZ6的 FPA酶活受 pH和时

间的影响比 FLZ10的大 ,因此从以上分析可知 ,这 2

株纤维素分解菌的纤维素酶活在反应体系中受温

度、pH和时间的影响较小 ,其中 FLZ10的 CMC酶活

和 FPA酶活受温度、pH和时间的影响最小。因此在

后面的研究中 ,我们重点考察这 2株菌在同时糖化、

酵母发酵生产燃料乙醇的工艺特征。

213　纤维素分解混合菌群用于同时糖化、酵母发酵

生产燃料酒精

考虑到酵母的生理特性 ,在同时糖化、发酵生产

酒精的整个工艺中 ,反应温度控制在 40℃,2株纤维

素分解菌在 40℃时 ,CMC酶活和 FPA酶活均可达到

2UΠ(min·mL)酶液 ;pH在反应初期约为 6 ,随着反应

的进行 ,由于在发酵过程中产生酸类物质 pH将降

低 ,到反应结束反应体系中的 pH将降至 4左右。分

别在发酵进行 24、36和 48h后测定发酵液中酒精含

量 ,表 4是混合菌群 FLZ6和 FLZ10用于纤维素糖化

和酒精发酵的结果。
表 4　同时糖化发酵生产燃料酒精 ,发酵液中酒精含量

Table 4　Alcohol content of SSF

(单位 :g/ 100g秸秆)

时间Πh 1∶1 1∶2 2∶1

24 1014 315 719

36 1611 1219 919

48 1017 616 918

21311　纤维素菌和酵母菌的比例对酒精产量的影响

在 3种发酵时间下 ,研究 3 种纤维素菌和酵母

菌比例 ,可以看出 :当纤维素菌与酵母菌为 1∶1时 ,

发酵结束后酒精产率最大 ,说明此时纤维素菌的水

解速度与酵母菌的发酵速度相协调 ,而且由于发酵

液中保持一定的糖分 ,可以有效阻止纤维素菌和酵

母利用发酵产物2酒精为碳源来维持自身的生长和
繁殖 ,以保证酒精的产量相对较高。纤维素菌与酵

母菌为 1∶2时 ,由于酵母菌的发酵速度大于纤维素

菌的水解速度 ,使发酵液中糖分的不足以增加酵母

菌对酒精的同化作用。当纤维素菌与酵母菌为 2∶1

时 ,由于发酵液中糖分的抑制而降低了纤维素菌的

酶活 ,进而降低酒精产量。

21312　反应时间对酒精产量的影响

纤维素菌水解和酵母发酵均需要一定时间 ,反

应时间直接影响酒精的产率。由表 5可看出 :反应

时间为 36h 时 ,酒精产率最高 ,可以达到 16g酒精Π
100g秸秆这一较高水平。在反应初期 ,纤维素菌的

水解和酵母的发酵相协调 ,对各自的活力均有所促

进 ,随着反应时间的延长 ,一方面由于反应液中的糖

分逐渐减少 ,纤维素菌和酵母菌对发酵产物2酒精的
利用以维持自身的生长和繁殖 ,另一方面由于酒精

的氧化、转化等原因导致酒精产率的降低。表 5是

按照纤维素降解菌 :酵母菌 = 1∶1的比例 ,所进行的

FLZ10和 FLZ6单菌株糖化试验研究。
表 5　不同反应时间的酒精含量

Table 5　Alcohol content at different reaction time

(单位 :gΠ100g秸秆)

反应时间Πh 反应条件 酒精产量

24

36

48

反应温度 40℃,初始 pH = 610 ,

纤维素菌与酿酒酵母的比例为

1∶1 ,反应时间 36h

1014

1611

1017

　　由表 6可看出 ,菌株的复配作用效果好于单独

作用效果。一般认为 , 纤维素物质是通过 3种纤维
表 6　FLZ6和 FLZ10的酒精含量

Table 6　Alcohol content of FLZ6 and FLZ10

(单位 :gΠ100g秸秆)

纤维素菌 反应条件 酒精产量

FLZ6

FLZ10

反应温度 40℃,初始 pH = 610 ,纤

维素菌与酿酒酵母的比例为1∶1 ,

反应时间 36h

7168

8121
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素水解酶的协同作用完成水解糖化产生葡萄糖的过

程[16～17 ]
,这 3 种水解酶包括葡聚糖内切酶 ( EC

3121114) 、葡聚糖外切酶 ( EC 31211174)和β2葡萄糖
苷酶 ( EC 31211121) 。首先 ,由葡聚糖内切酶作用于

微纤维的非结晶区 ,使其露出许多非还原性末端 ,随

后葡聚糖外切酶从非还原性末端依次分解产生纤维

二糖 ,然后部分降解的纤维素进一步由内切葡聚糖

酶和葡聚糖外切酶协同作用 ,分解生成纤维二糖、三

糖等低聚糖 ,最后由β2葡聚糖苷酶作用分解成葡萄
糖[18 ]。另外 ,据文献 [ 19 ] ,好氧微生物如真菌 Tri2
choderma longibrachiatum = T1reesei或者细菌 Thermob2
ifida fusca 在降解纤维素的过程中产生很多的具有

单一酶成分的胞外酶 ,通过这些胞外酶的协同作用

降解纤维素。

芽孢杆菌科的菌种属于革兰氏阳性内生孢子好

氧或兼性厌氧细菌 ,可以在温度、pH和盐度较大的

条件下生长[20 ]。该类菌种在偏酸性的 pH值范围内

的葡聚糖内切酶和β2葡萄糖苷酶的酶活相对较
高[21 ]。链霉菌科的菌种属于革兰氏阳性形成菌丝

体的土壤细菌 ,是重要的生产纤维素水解酶的菌

种[22 ] ,该类菌种在偏酸性的 pH值范围内葡聚糖内

切酶和葡聚糖外切酶的酶活较高[23 ]
,但是β2葡萄糖

苷酶的最适 pH为 7左右偏中性[24 ]。本论文筛选的

FLZ6和 FLZ10分别属于芽孢杆菌和链霉菌科 ,在同

时糖化发酵工艺中的 pH控制在 515左右 ,因此在该

条件下 ,纤维素降解菌 FLZ6的葡聚糖内切酶和β2葡
萄糖苷酶的酶活相对较高 , FLZ10 的葡聚糖内切酶

和葡聚糖外切酶的酶活较高。经复配后 ,复配菌株

具有比单独作用时更为丰富且酶活较高的纤维素酶

系 ,同时由于 FLZ6和 FLZ10的葡聚糖内切酶的酶活

均较高 ,可以快速作用纤维素物质产生大量的非还

原性末端 ,更好的诱导葡聚糖外切酶的活性 ,产生纤

维二糖 ,进而诱导产生β2葡萄糖苷酶 ,将纤维素物质

水解为葡萄糖。因此在同步糖化发酵体系中复配菌

株的水解效果优于单株纤维素降解菌的使用 ,可以

比较快速的分解纤维素 ,达到较高的可发酵糖含量。

在同时糖化发酵体系中 ,纤维素菌和酵母菌存在

相互促进的作用 ,对于纤维素降解菌 ,其糖化最终产

物葡萄糖是β2葡萄糖苷酶的抑制物质[24]
,酵母菌具

有较强的发酵葡萄糖的能力[25] ,可快速发酵产生的

可发酵糖 ,使糖浓度维持在不发生反馈抑制的水平

上 ,维持纤维素降解和产酒精两个过程的代谢平衡。

3　结　论

1)应用筛选出的纤维素降解菌 ,构建出了混合

菌群 ,其糖化效果优于单菌株糖化 ;

2)纤维素降解菌与酵母菌比例为 1∶1、发酵

36h ,其酒精产量最高 ,酒精产量为 16g酒精Π100g秸

秆 ;

3)根据筛选纤维素降解菌 FLZ6 和 FLZ10 本身

的产酶特性 ,经过复配后的纤维素降解菌群具有更

丰富的纤维素水解酶系和较高的纤维素降解酶活 ,

可以实现依次诱导 3种纤维素酶的活性 ,快速水解

纤维素生成可发酵性糖。同时酵母菌发酵可发酵糖

产酒精 ,移出对纤维素酶产生抑制作用糖类 ,进一步

促进纤维素降解菌群的纤维素水解作用。因此在该

反应体系中 ,通过纤维素降解菌群和酵母菌的联合

作用 ,将纤维素物质水解为可发酵糖后 ,进一步发酵

为酒精 ,实现纤维素类物质较高水平的利用。
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STUDY ON SACCHARIFICATION AND FERMENTATION OF

LIGNOCELL ULOSE TO ETHANOL USING MIXED MICROBIAL SPECIES

Feng Yujie , Li Dongmei , Ren Nanqi
( Department of Environmental Science & Engineering , School of Municipal and Environmental

Engineering , Harbin Institute of Technology , Harbin 150090 , China)

Abstract :Twelve microbial strains for cellulose degradation were screened out from rotten corn straw and leaves by congo

red cellulose medium. CMC Enzyme Activity and Filter Paper Activity were detected at different temperature , pH and

fermentation time. Four strains were considered more capable of decomposing cellulose. The main factors which affect the

activities were investigated with orthogonal test method. , and two of them were chosen based on the stable enzyme activi2
ty. The micrographs of two species were analyzed with SEM (Scanning Electronic Microscope) . Saccharification of corn

straw and fuel alcohol production were carried out by single strains and mixed strains , respectively , by introducing the si2
multaneous saccharification and fermentation technology. A high production rate of 16g alcohol per 100g corn straw was

got by mixed strains fermentation.

Keywords :fuel ethanol ; lignocellulose ; cellulolytic strain ; mixed microbial species
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