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氮源与无机盐对高浓度酒精发酵的影响
Ξ
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　　[摘　要 ]　在完全合成培养基条件下, 就尿素、硫酸铵 2 种氮源和硫酸镁、磷酸二氢钾、氯化钙 3 种无机盐对 1

株产高浓度酒精的酿酒酵母的间歇发酵影响进行了初步研究。结果表明, 与尿素相比硫酸铵是较好的无机氮源, 发

酵终了酒精浓度可达 119. 9 göL ; 并初步得到该株酵母发酵所需各无机盐的临界浓度分别为: 硫酸镁 5 göL , 磷酸二

氢钾 5 göL (或< 5 göL ) , 氯化钙 5 göL。
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　　始于 20 世纪 70 年代的“能源危机”使人们开始

认识到, 廉价的原油是会用完的, 利用可再生资源
(如粮食或植物纤维) 发酵生产酒精, 作为生物能源

来代替或部分代替汽油被提上了议事日程[1～ 3 ]。利

用发酵法生产酒精, 获得高酒精含量一直是大家所

追求的目标。目前, 以淀粉质原料作为发酵底物, 美

国的酒精厂生产的酒精最终浓度可以达到 95 göL
左右, 而我国大部分的酒精厂则只有 60～ 80

göL [2 ]。由于高浓度酒精发酵具有设备利用率高、节

约能耗、成本低等优点[4～ 8 ] , 所以成为各国研究者研

究的重点领域。本试验通过菌种筛选, 选出 1 株可进

行高浓度酒精发酵的酿酒酵母, 发酵酒精浓度可达

118 göL 以上, 高于目前国内外酒精工厂的实际生

产水平, 具有在生产中应用的潜力。研究该株酿酒酵

母的基本营养需求、发酵特性以及各种发酵方式等,

能为其进行工业化应用提供理论和实践上的指导。

为此, 本研究探讨在完全合成培养基条件下, 该株酿

酒酵母所需的基本营养元素 (氮源和无机盐)以及这

些营养元素对高浓度酒精发酵的影响, 以便为生产

实践以及后续研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　菌种　酿酒酵母 S22002 (江南大学生物工程学

院生物加工实验室保藏)。

培养基　 (1)种子培养基。葡萄糖 10 göL , 酵母

膏 8. 5 göL , N H 4C l 1. 3 göL , M gSO 4 · 7H 2O

0. 1 göL , CaC l2 0. 06 göL , 0. 08 M Pa 条件下灭菌 15

m in。(2)发酵培养基 1 (研究不同氮源的影响)。葡萄

糖 250 göL , CaC l2 2. 8 göL , KC l 1. 2 göL , M gSO 4

0. 65 göL , KH 2PO 4 1. 5 göL , 0. 08 M Pa 条件下灭菌

15 m in (糖液与营养液分开灭菌)。(3)发酵培养基

2 (研究无机盐的影响)。葡萄糖 250 göL , KC l 1. 2

göL , 尿素 10 göL , 0. 08M Pa 条件下灭菌 15 m in (糖

液与营养液分开灭菌)。所用试剂均为国产分析纯。

1. 2　培养方法[9 ]

种子培养　接一环生长良好的斜面酵母至 200

mL 种子培养基中, 28 ℃, 100 röm in 培养 24 h。

间歇发酵　以体积分数 10% 接种量将种子接

入发酵培养基中, 置于 30 ℃培养箱中静态发酵。

1. 3　试验方法

在研究氮源对高浓度酒精发酵的影响时, 按照

试验设计分别对所研究的氮源, 取 0. 1, 0. 5, 1. 0,

5. 0和 10 göL 5 个浓度, 其他营养元素同发酵培养

基 1。研究无机盐浓度对高浓度酒精发酵的影响时

在发酵培养基 2 中, 根据所研究的无机盐的不同, 按

照试验设计对所要研究的无机盐取 0. 1～ 10 göL 5

个浓度, 同时固定其他营养元素的浓度。

1. 4　酒精浓度的测定[10 ]

准确量取 100 mL 发酵液加入圆底烧瓶中, 再

加入 50 mL 水后置于蒸馏装置上用 100 mL 容量瓶

收集馏出液, 定容至 100 mL , 混匀后倒入 100 mL

量筒中, 用酒精计 (标温 20 ℃) 测酒精度 (下缘为

准) , 同时测定温度, 然后换算成 20 ℃时的酒精度。
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发酵时间以两次取样间隔 (间隔为 12 h) 的酒

精浓度之差小于 0. 8 göL 为准。

2　结果与分析
2. 1　酿酒酵母 S22002 的基本特性

　　酿酒酵母 S22002 与其他酿酒酵母相比, 在琼脂

平板培养基中生长缓慢, 菌落较小, 表面有环状皱

褶, 菌落颜色为乳白色发亮。培养 7 d 后的菌落形态

如照片图 1, 直径约 5. 2 mm ; 从该株酵母 (对数生长

期) 的电镜照片可以看出 (图 2) , 与其他酿酒酵母相

比, 该株酵母体积较小, 呈圆形, 表面有多个凹面, 直

径约为 3. 5 Λm。

图 1　酵母 S22002 菌落形态照片

F ig. 1　T he co lony of S accharom y ces

cerev isiae22002

图 2　酵母 S22002 的电镜照片

F ig. 2　T he electron m icrograph of

S accharom y ces cerev isiae22002
　

2. 2　氮源对高浓度酒精发酵的影响

氮源是构成菌体物质和一些代谢产物的必需营

养元素, 一般氮源分为无机氮源和有机氮源两类, 由

于有机氮源的成分复杂, 对研究酵母的基本营养需

求不利, 因而选择无机氮源作为发酵培养基的氮源,

其中尿素和硫酸铵是最常用的两种无机氮源, 所以

选择这两种氮源作为研究对象。

2. 2. 1　尿素对高浓度酒精发酵的影响　除尿素外

其他营养元素的浓度分别为 CaC l2 2. 8 göL , KC l

1. 2 göL ,M gSO 4 0. 65 göL , KH 2PO 4 1. 5 göL。由表

1 可知, 尿素浓度< 1 göL 时, 随着尿素浓度的增加,

发酵终了酒精浓度也逐渐上升, 尿素浓度与酒精浓

度之间呈正相关关系, 相关系数 0. 941; 在尿素浓度

为 0. 1 göL 时, 所提供的氮源不能完全支持酵母的

生长及发酵, 当菌体生长到一定阶段, 由于氮源耗

尽, 菌体不能继续生长, 导致发酵时间延长和最终酒

精浓度较低; 而当尿素浓度> 1 göL 时, 酒精浓度逐

渐趋于一恒定值, 约为 117 göL , 而且发酵时间随着

尿素浓度的升高而逐渐下降, 也就是说, 当提供充足

的尿素 (> 1 göL )时, 酵母接种进入发酵培养基后能

很快适应环境, 缩短延迟期, 使氮源 (尿素)浓度不成

为限制酵母生长的因素, 从而使酵母数量很快上升,

缩短了发酵时间。

2. 2. 2　硫酸铵氮源对高浓度酒精发酵的影响　除

硫酸铵外, 其他营养元素的浓度分别为CaC l2 2. 8

göL , KC l 1. 2 göL ,M gSO 4 0. 65 göL , KH 2PO 4 1. 5

göL。由表 2 可以看出, 硫酸铵浓度< 1 göL 时, 随着

硫酸铵浓度的增加, 发酵终了酒精浓度也逐渐上升,

硫酸铵浓度与酒精浓度之间呈正相关关系, 相关系

数 0. 930; 而当硫酸铵浓度> 1 göL 时, 酒精浓度逐

渐趋于一恒定值, 约为 119 göL , 而发酵时间随着硫

酸铵浓度的增加逐渐缩短。由于硫酸铵也是氮源, 因

而与对尿素的分析基本一样, 但是可以看到, 当硫酸

铵浓度为 1. 0 göL 时, 发酵终了的酒精浓度为

119. 9 göL , 优于同等尿素水平下的最终酒精浓度

117. 5 göL。
表 1　尿素浓度对酒精发酵的影响

T able 1　T he effect of u rea concen tra t ion

on ethano l ferm entat ion

处理
T reatm en t

尿素浓度ö
(g·L - 1)

U rea concen2
tration

酒精浓度ö
(g·L - 1)

E thano l concen2
tration

发酵时间öh
T im e

1 0. 1 92. 3 216

2 0. 5 111. 2 144

3 1 117. 5 144

4 5 114. 4 132

5 10 118. 3 120
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表 2　硫酸铵浓度对酒精发酵的影响

T able 2　T he effect of ammonium sulfa te concen2
t ra t ion on ethano l ferm entat ion

处理
T reatm en t

硫酸铵浓度ö
(g·L - 1)

Ammonium
su lfate

concen tration

酒精浓度ö
(g·L - 1)
E thano l
concen2
tration

发酵时间öh
T im e

1 0. 1 76. 9 192

2 0. 5 110. 4 192

3 1 119. 9 192

4 5 115. 1 144

5 10 118. 3 120

2. 3　无机盐对高浓度酒精发酵的影响

无机盐类是微生物生命活动不可缺少的物质,

其主要功能是参与构成菌体成分、作为酶的组成部

分, 或维持酶的活性、调节渗透压等。其中M gSO 4,

KH 2PO 4 和 CaC l2 对微生物的生长和发酵影响最

大。

2. 3. 1　硫酸镁对高浓度酒精发酵的影响　除硫酸

镁外, 其他营养元素的浓度为CaC l2 2. 8 göL , KC l

1. 2 göL , 尿素 10 göL , KH 2PO 4 1. 5 göL。硫酸镁中

的镁离子参与酵母代谢过程中的许多反应, 并且提

供酵母中含硫氨基酸的成分等。由表 3 可知, 硫酸镁

浓度< 5 göL 时, 随着硫酸镁浓度的增加, 发酵终了

酒精浓度也逐渐上升, 硫酸镁浓度与酒精浓度之间

呈正相关关系, 相关系数 0. 951。当硫酸镁缺乏时,

可以看到最终酒精浓度较低; 而当硫酸镁浓度

> 5 göL 时, 酒精浓度反而逐渐下降, 最终低至

112 göL , 这一抑制机制还有待进一步的研究。而发

酵时间除在硫酸镁浓度较低时较长外, 在研究的其

余硫酸镁浓度范围内, 发酵时间相同。
表 3　硫酸镁浓度对酒精发酵的影响

T able 3　T he effect of m agnesium sulfa te concen2
t ra t ion on ethano l ferm entat ion

处理
T reatm en t

硫酸镁浓度ö
(g·L - 1)

M agnesium
su lfate

酒精浓度ö
(g·L - 1)
E thano l
concen2
tration

发酵时间öh
T im e

1 0. 1 104. 1 144

2 0. 5 114. 4 144

3 1 118. 3 120

4 5 122. 2 120

5 10 112. 0 120

2. 3. 2　磷酸二氢钾对高浓度酒精发酵的影响　除

磷酸二氢钾外, 其他营养元素的浓度为CaC l2 2. 8

göL , KC l 1. 2 göL , 尿素 10 göL ,M gSO 4 0. 65 göL。
磷酸二氢钾是酵母代谢中一些关键酶的辅助因子

(如果糖激酶等) , 同时也是维持电位差和渗透压的

重要物质。从表 4 可以看到, 只要维持较低浓度水平

的磷酸二氢钾, 就基本可以满足酵母生长和发酵的

需要, 当磷酸二氢钾浓度< 5 göL 时, 随着磷酸二氢

钾浓度的增加, 发酵终了酒精浓度也逐渐上升, 但上

升幅度不大, 磷酸二氢钾浓度与酒精浓度之间呈现

正相关关系, 相关系数为 0. 922; 而当磷酸二氢钾浓

度> 5 göL 时, 酒精浓度逐渐趋于一恒定值, 约 122

göL , 发酵时间也基本恒定在 144 h, 这说明过量的

磷酸二氢钾对酵母并无毒害作用。
表 4　磷酸二氢钾浓度对酒精发酵的影响

T able 4　T he effect of po tassium bipho sphate

concen tra t ion on ethano l ferm entat ion

处理
T reatm en t

磷酸二氢钾浓度ö
(g·L - 1)
Po tassium

bipho sphate
concen tration

酒精浓度ö
(g·L - 1)
E thano l

concen tration

发酵时间öh
T im e

1 0. 1 115. 9 156

2 0. 5 119. 1 144

3 1 119. 9 144

4 5 122. 2 144

5 10 123. 0 144

2. 3. 3　氯化钙对高浓度酒精发酵的影响　除氯化

钙外, 其他营养元素的浓度为 KC l 1. 2 göL , 尿素 10

göL ,M gSO 4 0. 65 göL , KH 2PO 4 1. 5 göL。钙离子是

一些酶的稳定剂和激活剂 (如蛋白酶等)。由表 5 可

知, 当氯化钙浓度< 5 göL 时, 随着氯化钙浓度的增

加, 发酵终了酒精浓度也逐渐上升, 氯化钙浓度与酒

精浓度之间呈现正相关关系, 相关系数 0. 941, 当钙

离子缺乏时, 最终酒精浓度也较低, 发酵时间也较

长; 而当氯化钙浓度> 5 göL 时, 酒精浓度逐渐趋于

一恒定值, 约为 122 göL , 发酵时间也基本恒定在

156 h。
表 5　氯化钙浓度对酒精发酵的影响

T able 5　T he effect of calcium ch lo ride

concen tra t ion on ethano l ferm entat ion

处理
T reatm en t

氯化钙浓度ö
(g·L - 1)
Calcium
ch lo ride

concen tration

酒精浓度ö
(g·L - 1)
E thano l
concen2
tration

发酵时间öh
T im e

1 0. 1 110. 4 156

2 0. 5 115. 1 156

3 1 116. 7 156

4 5 122. 6 156

5 10 121. 5 156

3　结　论

对该株酿酒酵母间歇发酵的初步研究发现, 该

株酵母具有高浓度酒精的发酵潜力。在完全合成培

养基条件下, 比较了尿素和硫酸铵两种氮源对酒精

发酵的影响, 发现硫酸铵是较好的氮源, 最终酒精浓
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度可以达到 119. 9 göL。在对 3 种主要的生长与发

酵无机盐氯化钙、硫酸镁和磷酸二氢钾的研究中, 得

到了不同无机盐浓度与最终酒精浓度之间的关系,

初步找到了该株酵母所需无机盐的临界值, 分别是

硫酸镁 5 göL , 磷酸二氢钾为 5 göL (或< 5 göL ) , 氯

化钙为 5 göL。
从试验中还可以看到, 该株酵母仍然存在着发

酵时间长, 以及当硫酸镁浓度较高时对酵母发酵的

抑制作用不清等问题, 尚需进一步进行优化与研究。
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Study on the effects of n it rogen sou rces and ino rgan ic

sa lt s on ethano l ferm en ta t ion

L U X in ,D UAN Zuo-y ing,M AO Zhong-gu i
(T he K ey L abora tory of Ind ustria l B iotechnology ,M inistry of E d uca tion, S ou thern Y ang tz e U niversity ,W ux i, J iang su 214036, Ch ina)

Abstract: T he effects of n it rogen sou rces and ino rgan ic sa lt on h igh ethano l ferm en ta t ion in syn thet ic

m edium w ere studied in th is paper. Ammon ium su lfa te w as the bet ter n it rogen sou rce betw een u rea and

ammon ium su lfa te, the u lt im ate ethano l concen tra t ion w as 119. 9 göL w hen w e u sed ammon ium su lfa te as

n it rogen sou rce. M o reover, the effects of calcium ch lo ride,m agnesium su lfa te and po tassium b ipho sphate on

h igh ethano l ferm en ta t ion w ere analyzed, the crit ica l concen tra t ion s of these ino rgan ic sa lt the S accha2
rom y ces cerev isiae needed w ere gained.

Key words: S accha rom y ces cerev isiae; ino rgan ic sa lt; n it rogen sou rce; ethano l ferm en ta t ion
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