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烟碱对东方伊萨酵母HN．1乙醇发酵的影响

王风芹1，付晨青1，谢瑶媛1，谢慧1，任天宝2，宋安东h

1(河南农业大学生命科学学院，农业部农业微生物酶工程重点实验室，河南郑州，450002)

2(河南农业大学烟草学院，河南郑州，450002)

摘 要 以乙醇发酵工业菌株酒精酵母1308为对照，研究了烟碱对东方伊萨酵母HN一1乙醇发酵的影响，以期

为烟秆等烟草废弃物的资源化利用提供宝贵的菌种资源。结果表明，烟碱对两菌种的菌体生长具有显著的抑制

作用；当烟碱添加量为0．1％～0．5％时，东方伊萨酵母HN一1和酒精酵母1308的乙醇产量分别为18．17～9．51

g／L和11．95～5．42 g／L，较对照分别下降了20．8l％～58．55％和40．42％～72．94％，同时1308菌株的发酵周期

较对照推迟12 h；烟碱对1308菌株葡萄糖利用的抑制作用显著强于对HN一1的抑制作用。副产物结果分析表

明，HN一1菌株乙酸产量为0．11～0．43 g／L，低于1308菌株的0．20～0．59 g／L；甘油产量为2．20～2．71 g／L，显著

高于1308菌株的1．48—2．33 g／L。东方伊萨酵母HN．1较酒精酵母1308更适合用于烟秆等烟草废弃物生物转

化乙醇的研究与生产。
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生物乙醇由于其原料来源广泛、成本低廉、清洁

环保和可再生的特点，被称为第一代可再生生物燃

料，已作为汽油的部分替代品而被广泛应用。11。选

育抗逆能力强的微生物菌株用于乙醇生产可以简化

工艺、节省成本，提高经济效益。21。例如，可以利用

耐高温酿酒酵母和克鲁维酵母，分别在40℃和45℃

的温度下生产乙醇，以降低冷却成本"。4。；耐酸微生

物运动发酵单胞菌的突变株在pH 4．0没灭菌的条件

下可以利用厨房垃圾生产乙醇，最大程度地减少了细

菌污染的风险，并降低了灭菌的成本‘51；耐盐微生物

东方伊萨酵母MF一121菌株在50 g／L的Na：SO。浓度

下乙醇产量较高，可以降低脱盐成本和减少污染的可

能性‘61。

我国烟草的种植面积和产量均居世界首位，每年

会产生废弃烟秆约150万t。“。烟秆中纤维素含量高

达38．0％～45．0％¨。，可以作为较好的木质纤维素

原料用于生物乙醇生产。而烟碱是烟草中最主要的

生物碱，既是成瘾物质又是有毒物质p。。已有研究

结果表明，烟碱会对微生物生长繁殖产生一定的影

响。孙世中等l”。在利用废弃烟叶进行燃料酒精发酵

的研究中，发现除去烟碱的发酵效果比未除去烟碱的
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酒精得率高28％，说明烟碱对酵母发酵有严重的抑

制效应。张爱华等¨¨开展了不同方法浸提烟草废料

中烟碱的研究，并考察了浸提液的抑菌效果，实验结

果表明，烟碱对细菌、霉菌有明显的抑制作用。因此，

耐烟碱微生物菌株的选育是烟秆等烟草废弃物生产

乙醇的关键环节之一。

课题组从烟叶腐解物中分离筛选到1株东方伊

萨酵母HN．1，该菌株最适的发酵温度范围为38～45

℃，具有较好的耐高温特性；利用玉米秸秆水解液进

行发酵，乙醇产率为0．468 g／g，达到了理论转化率的

91．6％。1⋯。本文以酒精酵母1308为对比菌株，研究

了东方伊萨酵母HN．1对烟碱的耐受能力及其耐受

特性，以期为烟秆等烟草废弃物资源化利用生产燃料

乙醇提供理论依据和技术支撑。

1 材料与方法

1．1 菌种

东方伊萨酵母(Issatchenkia orientalis)HN一1，由河

南农业大学微生物能源工程研究室分离保存；酒精酵

母(Saccharomyces cerevisiae)1308，由河南天冠集团提

供。

1．2培养基

1．2。1 菌种活化培养基

(1)东方伊萨酵母HN-1：葡萄糖20 g，酵母浸粉

10 g，蛋白胨20 g，固体培养基加入琼脂粉20 g，蒸馏

水定容至1 L，115℃灭菌15 rain。

 



(2)酒精酵母1308：黄豆芽200 g加入1 000 mL

蒸馏水中煮沸30 min后过滤，滤液中添加蔗糖20 g，

固体培养基加入琼脂粉20 g，pH 5．0～5．5，115℃灭

菌15 min。

1．2．2发酵培养基

葡萄糖乙醇发酵培养基：葡萄糖50 g，酵母浸粉

3 g，蛋白胨5 g，尿素0．2 g，磷酸氢二铵0．1 g，蒸馏水

定容至I L，pH 5．5，115℃灭菌15min。

1．3菌种活化与扩大培养

(1)东方伊萨酵母HN一1：取保藏菌种接种至斜

面培养基，38℃培养48 h后，取3环斜面活化菌种至

装有50 mL液体活化培养基的250 mL三角瓶中，38

℃、180 r／min摇床培养10 h。

(2)酒精酵母1308：取保藏菌种接种至斜面培养

基，30℃培养48 h后，转接3环斜面活化菌种于相应

液体活化培养基中，30℃、150 r／min摇床培养16 h。

1．4菌种对烟碱的耐受试验

300 mL三角瓶体系配制葡萄糖乙醇发酵培养

基，按照0．1％、0．2％、0．3％和0．5％的浓度梯度将

烟碱添加到发酵培养基中，并以未添加烟碱培养基作

为对照，按体积分数10％的接种量接入HN一1、1308

菌株的种子液，总装液量为240 mL，分别于38℃、30

℃下静置发酵108 h。每隔12 h取样测定菌体细胞

干质量、乙醇、乙酸、甘油及葡萄糖浓度，研究不同浓

度烟碱对HN一1和1308菌株菌体生长、底物消耗和

产物生成的影响，以考察HN一1和1308菌株对烟碱

的耐受性能。

1．5测定方法

1．5．1 茵体细胞干质量的测定

细胞干质量以重量分析法进行分析。取干燥的

2 mL离心管称重(G，)，然后将2 mL发酵液于4℃、

10 000 r／min离心10 rain，液体部分留样用于乙醇及

葡萄糖浓度的测定，细胞沉淀用0．85％NaCl水洗2
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次后弃上清液，将细胞沉淀连同离心管置于烘箱中，

60℃下干燥10 h，取出置于干燥器内，冷却至室温后

用分析天平称重(G：)。由G，和G：可计算出菌体的

干重形(g／L)。

W=(G2一G。)／0．002 (1)

1．5．2 乙醇及葡萄糖浓度的测定

乙醇浓度使用气相色谱仪(Agilent technologies

7890A GC System)进行测定，色谱柱：HP．FFAP(30

m x0．32 mm x0．3 Ixm)；检测器：FID(250 oC)；进样

量0．2 IxL，进样器温度200℃；氮气作为载气，载气

流量30 mlMmin，分流比1：30。

葡萄糖浓度使用液相色谱仪(Dionex P680)进行

测定，色谱柱：离子排斥色谱柱Aminex HPX．87H；检测

器：示差折光检测器R1 101(Shodex)；流动相：5 mmol／L

H2S04，流速0．6 mL／min；柱温55℃；进样量10斗L。

1．6数据分析

试验数据采用Origin8．5数据分析软件进行整理

统计，并结合SPSSl9．0对不同烟碱浓度下发酵菌株

的细胞干重和乙醇产量进行了差异显著性分析。其

中，乙醇产率计算，公式(2)：

乙醇产训刚_1)=丽器篡芒籍篝‰
(2)

2 结果与分析

2．1烟碱胁迫对酵母菌株菌体生长的影响

由图1可以看出，烟碱对2株菌株的菌体生长都

产生了不同程度的抑制作用。添加有0．1％、0．2％、

0．3％和0．5％烟碱浓度的培养基与对照相比。在发

酵初期即延滞期菌体的生长相对滞后，进人对数期菌

体的生物量明显低于对照，并且随着烟碱浓度的升高

而逐渐降低。烟碱在整个发酵周期中会显著抑制酵

母菌菌体的生长(P<0．01)(图1，表1和表2)。
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2．2 烟碱胁迫对酵母菌株乙醇产量的影响

烟碱胁迫下酵母菌株的乙醇发酵情况如图2、表

1和表2所示，添加烟碱可以显著降低乙醇的产量、

产率和产生速率。在培养基中添加0．1％、0．2％、

0．3％和0．5％烟碱后，东方伊萨酵母HN．1的乙醇产

量分别为18．17、14．82、12．94和9．51 g／L，较对照

(22．94 g／L)分别下降了20．81％、35．39％、43．61％
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和58．55％；酒精酵母1308的乙醇产量分别为

11．95、10．31、8．29和5．42 g／L，较对照(20．05 g／L)

分别下降了40．42％、48．57％、58．65％和72．94％

(图3)。此外，烟碱的添加不仅降低了1308菌株乙

醇发酵的产量，而且使发酵周期推迟了12 h。表明东

方伊萨酵母HN．1对烟碱的耐受性高于酒精酵母

1308。

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108

发酵时间，h

图2 不同烟碱浓度对酵母菌株乙醇产量的影响

Fig．2 Effect of different concentrations of nicotine on ethanol production of yeast strains

表1 不同烟碱浓度下东方伊萨酵母HN-1菌株乙醇发酵参数

Table 1 Ethanol fermentation parameters of strain HN-1 with different concentrations of nicotine

注：表中数值表示为平均值±标准误差。小写字母和大写字母分别表示0．05和0．01水平的差异显著性。

表2 不同烟碱浓度下酒精酵母1308菌株乙醇发酵参数

Table 2 Ethanol fermentation parameters of strain 1308 with different concentrations of nicotine
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图3 HN一1和1308菌株乙醇产量相对降低率对比

Fig．3 Comparison of relative decrease rate 013 ethanol

production of strain HN一1 and 1308

58 I!Q!鱼y旦!：璺!丛里：曼i!旦19 1i垒1 2

2．3 烟碱胁迫下酵母菌株葡萄糖消耗情况

东方伊萨酵母HN．1和酒精酵母1308在发酵过

程中葡萄糖的消耗情况如图4所示。未添加烟碱时，

HN．1和1308菌株分别在发酵的48 h和84 h将葡萄

糖彻底利用，烟碱的添加使葡萄糖利用速率减缓，其

中添加0．1～0．3％烟碱，葡萄糖分别在两菌株发酵

的60 h和96～108 h被彻底利用。添加更高浓度烟

碱(0．5％)将严重抑制微生物对葡萄糖的利用速率，

导致发酵结束后培养基中残糖浓度较高。

2．4烟碱胁迫对发酵过程中副产物的影响

 



图5和图6为酵母菌株副产物乙酸和甘油的生

成情况。烟碱添加量为0～0．5％时，东方伊萨酵母

HN一1的乙酸产量为0．1 1～0．43 g／L，远低于相同

，
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条件下酒精酵母1308的乙酸产量(0．20～0．59 g／

L)；然而其甘油产量为2．20～2．71 g／L，显著高于酒

精酵母1308的甘油产量(1．48～2．33 g／L)。
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图4 不同烟碱浓度对酵母菌株葡萄糖消耗的影响

Fig．4 Effect of different concentrations of nicotine on glucose consumption of yeast strains
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图5 不同烟碱浓度对酵母菌株发酵过程乙酸浓度的影响

Fig．5 Effect of different concentrations of nicotine on acetic acid concentration of yeast strains during fermentation
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图6 不同烟碱浓度对酵母菌株发酵过程甘油浓度的影响

Fig．6 Effect of different concentrations of nicotine on glycerol concentration of yeast strains during fermentation

微生物对不良环境的耐受性是工业菌种选育需

要考虑的重要因素之一。获得耐性较好的工业菌株

对于提高发酵效率，降低生产成本起着关键作用。课

题组从烟叶腐解物中分离筛选到一株耐高温的乙醇

发酵菌株东方伊萨酵母HN-1，该菌株最适发酵温度

范围为38～45℃，对木质纤维素水解液有毒副产物

甲酸钠、乙酸钠、糠醛、5．HMF和香草醛具有较强的

耐受能力¨⋯，利用玉米秸秆水解液进行发酵，乙醇产

率为0．468 g／g，达到了理论转化率的91．6％¨⋯。

KWON等研究也发现，东方伊萨酵母IPEl00不仅具

有较好的耐高温特性¨“，且对有毒物质的最高耐受

水平分别达到了糠醛5．56 g／L、5．羟甲基糠醛7．81

g／L和香草醛3．17 g／L，耐抑制浓度高于毕赤酵母和

酿酒酵母’1“。可见，东方伊萨酵母对发酵过程中有

毒物质的胁迫有较强的耐受性。本文以乙醇工业发

酵菌株酒精酵母1308为对比菌株，研究了东方伊萨

酵母HN一1对烟碱的耐受性能，以期为烟叶、烟秆等

烟草生产过程中产生的废弃物为原料生产乙醇提供

良好的菌种资源。结果表明，HN一1菌株耐烟碱性能

相对较好，其菌体生长、乙醇发酵和葡萄糖消耗在相

同的烟碱浓度下要明显优于1308菌株。本实验所用

东方伊萨酵母HN一1分离自烟碱等有毒物质含量较
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高的烟叶腐解物中，菌株可能在长期的进化适应过程

中已经具有一定的适应性和耐性；而酒精酵母1308

所处的环境不同于HN一1菌株，缺乏适应过程。因

此，HN一1菌株较1308菌株而言对烟碱的耐受能力更

强，为烟草废弃物发酵生产乙醇提供了优异的菌种资

源。

酵母细胞在不利的环境条件下，会合成一些重要

的保护剂，来维持胁迫条件下细胞正常的膨压和代谢

功能，并对细胞中的生物活性物质具有保护功能¨⋯。

其中，甘油是酵母细胞最主要的渗透调节剂，对细胞

有良好的非特异性保护作用。171。本文研究结果表

明，在相同的胁迫浓度下，HN一1菌株的乙酸浓度低于

1308菌株，而甘油浓度则相对较高。甘油积累较多

使HN一1菌株能够有力抵御外界不良环境的影响，故

在烟碱胁迫条件下，甘油合成能力强的HN一1菌株其

生长和发酵情况受干扰程度更小。王继花等¨驯也发

现在正常培养条件下，细胞基本上不产生甘油，而盐

胁迫条件下随着NaCI浓度的增加，胞内甘油含量有

着明显的增加。另外，研究还发现烟碱胁迫下，微生

物菌株生长和乙醇产生量受到显著抑制，而与对照组

相比，0．1％、0．2％和0．3％处理组的葡萄糖代谢水

平却差异不大，这可能是由于胁迫条件下，菌株需要

消耗更多的葡萄糖以产生能量或生物合成二糖(如

海藻糖)、氨基酸等微生物逆境胁迫反应产物¨⋯。已

有文献报道，酵母细胞内海藻糖的积累与细胞对外界

不利环境的耐受性有密切关系。20。2“，李莉莉曾提出，

热激胁迫下，酿酒酵母胁迫处理条件下海藻糖的积累

明显高于对照¨⋯。由此推测，烟碱胁迫下，菌体可能

会利用葡萄糖产生海藻糖以维持细胞的存活。对于

这个问题，JENNINGS等曾在研究中提出，真菌响应

于盐胁迫产生的相容性溶质如甘油、甘露醇和脯氨

酸，可以参与无效或底物循环，而且通过底物循环导

致它们合成和分解的代谢途径诱导了能量泄漏。汉

逊德巴利酵母在盐胁迫下的生长情况表明，随着胁迫

程度的增加，能量泄漏越需要引起关注‘2⋯。由此推

测，烟碱胁迫下，菌体可能会利用葡萄糖产生其他副

产物或进行能量的无效循环以维持细胞的存活。

4 结论

本文以乙醇发酵工业菌株酒精酵母1308为对

照，研究了烟碱对东方伊萨酵母HN一1乙醇发酵的

影响，结果表明，东方伊萨酵母HN一1具有较强的烟

碱耐受能力，适合用于烟秆等烟草废弃物乙醇发酵的
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Effect of nicotine on ethanol fermentation of Issatchenkia orientalis HN．1

WANG Feng—qinl，FU Chen—qin91，XIE Yao-huanl，XIE Huil，

REN Tian．ba02．SONG An．dongH

1(Key Laboratory of Enzyme Engineering of Agricultural Microbiology，Ministry of Agriculture，College of Life Sciences，

Henan Agricuhural University，Zhengzhou 450002，China)

2(College of Tobacco Science，Henan Agricultural University，Zhengzhou 450002，China)

ABSTRACT The effects of nicotine on the ethanol fermentation by Issatchenkia orientalis HN．1 were studied using

industrial strain Saccharomyces cerevisiae 1308 as control to provide valuable strain resources for the comprehensive U．

tilization of tobacco stalk and other tobacco waste．The results indicated that nicotine could inhibit cell growth of these

two strains significantly．After addition of nicotine from 0．1％to 0．5％．ethanol production of Issatchenkia orientalis

HN-1 and Saccharomyces cerevisiae 1308 was 18．17～9．51 g／L and 11．95～5．42 g／L，respectively，which was de．

creased by 20．8 1％一58．55％and 40．42％一72．94％compared with the blank without addition of nicotine．Mean．

while，the fermentation period of strain 1 308 postponed 1 2 h compared with the blank control，and the inhibition of

nicotine Oil glucose consumption in this group was also stronger than that treated with strain HN一1．Analysis of byprod—

ucts showed that the yield of acetic acid of strain HN．1 was 0．1 1—0．43 g／L．which was 10wer than that of strain

1308 with the yield of0．20～0．59 g／L．However，glycerol production of strain HN一1 was 2．20—2．71 g／L，with was

significantly higher than that of strain 1 308 with the production of 1．48～2．33 g／L．Issatchenkia orientalis HN一1 was

more suitable for bioconversion of tobacco stalk and other tobacco waste into ethanol compared with Saccharomyces cer—

evisiae 1308．

Key words yeast strains；ethanol fermentation；nicotine stress；tolerance

!Q!!生篁丝鲞蔓曼塑f璺蔓丝!塑)I 61

 


