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　　摘要：狗牙根中含有丰富的纤维素，经纤维素酶酶解形成的还原糖通过嗜鞣管囊酵母发酵可以得到生物乙醇。以
狗牙根为原料，分析嗜鞣管囊酵母发酵过程中培养时间、接种量、ｐＨ值、温度等因素对乙醇得率的影响，探索最佳的发
酵工艺条件。结果表明，ｐＨ值为５．０、温度４０℃、嗜鞣管囊酵母菌液（１亿个／ｍＬ）接种量０．０７３０ｍＬ／ｇ、发酵时间
６０ｈ为生产乙醇的最佳条件，此时乙醇浓度为５．１４６ｍｇ／ｍＬ。
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　　２１世纪，社会经济飞速发展，对能源的需求也越来越大，
以煤炭为主的能源消耗结构是我国空气质量不断恶化的主

要原因［１］，寻找新的替代能源是当务之急。生物乙醇是一

种新型能源，然而最初生物乙醇的生产主要以玉米、小麦为

原料，不仅消耗大量农产品，成本高，而且威胁到国家的粮

食安全，影响粮食的正常供应，导致农产品价格上涨等连锁

反应［２－３］。因此，第２代利用纤维素生产生物乙醇的技术引
起较大关注［４］，这不仅可以大大缓解能源压力，也可以避免

人和能源之间的争粮现象。狗牙根含有丰富的纤维素，经

稀酸预处理，在纤维素酶和木聚糖酶作用下可降解得到还

原糖，接种嗜鞣管囊酵母发酵可制备生物乙醇。本试验通

过研究ｐＨ值、时间、温度、嗜鞣管囊酵母接种量等因素对狗
牙根糖化液发酵产生乙醇得率的影响，通过正交试验探索

狗牙根糖化液制备乙醇的最佳发酵条件，为狗牙根的开发

利用提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
　　从河南城建学院图书馆后的山脚下采集成熟的狗牙根
（Ｂｅｒｍｕｄａｇｒａｓｓ）植株，洗净烘干，用粉碎机粉碎，过６０目筛，
密封保存，备用。

１．２　主要试剂
　　葡萄糖、盐酸、氢氧化钠，天津市博迪化工有限公司产品；
酵母膏、蛋白胨，北京奥博星生物技术有限责任公司产品；纤

维素酶、木聚糖酶，和氏璧生物技术有限公司产品。

１．３　试验仪器
　　ＱＥ－１００屹立高速中药粉碎机，武义县屹立工具有限公
司生产；ＦＡ１００４Ｂ电子天平，上海越平科学仪器有限公司生
产；ＨＷＳ２８型电热恒温水浴锅，上海一恒科学仪器有限公司
生产；ＬＤＺＸ－７５ＫＢＳ立式电热压力蒸汽灭菌器，上海申安医
疗器械厂生产；ＰＨＳＪ－３ＦｐＨ计，上海精密科学仪器有限公司

生产；Ｔ６新世纪紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器有
限责任公司生产；ＺＦＤ－Ａ５２５０生化培养箱、ＨＺＱ－Ｌ恒温培
养摇床，上海智城分析仪器制造有限公司生产。

１．４　试验方法
１．４．１　ｐＨ值测定　称取狗牙根粉末１ｇ，加入 １％稀盐酸，
１２０℃反应６０ｍｉｎ；调节ｐＨ值为４．２，加入木聚糖酶和纤维素
酶酶解，测还原糖的量；根据还原糖含量配制液体培养基，分

别调ｐＨ值为４．０、４．５、５．０、５．５、６．０；灭菌，接种嗜鞣管囊酵
母菌液（１亿个／ｍＬ）０．０９４９ｍＬ／ｇ，３０℃摇床培养３６ｈ；蒸馏
测定乙醇含量。

１．４．２　温度测定　称取狗牙根粉末１ｇ分装在试管中，加入
１％稀盐酸，１２０℃反应６０ｍｉｎ；调节ｐＨ值为４．２，加入木聚糖
酶和纤维素酶酶解，根据还原糖含量配制液体培养基，调 ｐＨ
值为５．５；灭菌，接种菌液０．０９４９ｍＬ／ｇ，分别放于２０、２５、３０、
３５、４０℃摇床中培养３６ｈ；蒸馏测定乙醇含量。
１．４．３　接种量测定　称取狗牙根粉末１ｇ分装在试管中，加
入１％稀盐酸，１２０℃反应６０ｍｉｎ；调节 ｐＨ值为４．２，加入木
聚糖酶和纤维素酶酶解，根据还原糖含量配制液体培养基，调

ｐＨ值为５．５；灭菌，分别接种菌液０．０２９２、０．０５１１、０．０７３０、
０．０９４９、０．１１６８ｍＬ／ｇ，放于３０℃摇床中培养３６ｈ；蒸馏测定
乙醇含量。

１．４．４　时间测定　称取１ｇ狗牙根粉末分装在试管中，加入
１％稀盐酸，１２０℃反应６０ｍｉｎ；调节ｐＨ值为４．２，加入木聚糖
酶和纤维素酶酶解，根据还原糖含量配制液体培养基，调 ｐＨ
值为５．５；灭菌，接种菌液０．０９４９ｍＬ／ｇ，放于３０℃摇床中分
别培养３６、４８、６０、７２、８４ｈ；蒸馏测定乙醇含量。
１．４．５　正交试验　在单因素试验基础上设计４因素３水平
正交试验（表１），分析狗牙根纤维素发酵制备生物乙醇的最
优工艺条件。

表１　纤维素制备乙醇发酵条件正交试验设计

水平

因素

Ａ：ｐＨ值 Ｂ：温度
（℃）

Ｃ：接种量
（ｍＬ／ｇ）

Ｄ：时间
（ｈ）

１ ４．５ ３０ ０．０７３０ ４８
２ ５．０ ３５ ０．０９４９ ６０
３ ５．５ ４０ ０．１１６８ ７２
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２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　ｐＨ值对嗜鞣管囊酵母发酵产量的影响　由图１可
见，嗜鞣管囊酵母适于在ｐＨ值为 ４．５～５．０的酸性环境中生
长；ｐＨ值为 ５．０时，生产出的乙醇浓度相对较高，为
２．２５９ｍｇ／ｍＬ。ｐＨ值改变不太剧烈时，酶虽未变性，但会影
响酶分子活性部位有关基团的解离，从而进一步影响酶与底

物的结合或催化，使酶活性降低，也可能影响中间络合物 ＥＳ
的解离状态，不利于催化生成产物［５］。因此，低于或高于最

适ｐＨ值，都会影响乙醇的产量。

２．１．２　温度对嗜鞣管囊酵母发酵产量的影响　温度能够影
响蛋白质、核酸等生物大分子的结构功能及细胞结构，而细胞

膜的流动性及完整性均可影响微生物的生长、繁殖和代

谢［６］。由图２可见，温度过低或过高都会影响细胞生长，进而
影响乙醇的得率；３５℃时，菌株活力相对最为活跃，细胞膜的
流动性达到最佳状态，此时发酵液中乙醇浓度相对较高，为

４．０７６ｍｇ／ｍＬ；２０℃时，菌种的发酵能力欠佳，生长速度比较
缓慢，生长周期延长，积累的代谢产物乙醇产量相对较低。

２．１．３　接种量对嗜鞣管囊酵母发酵产量的影响　由图３可
见，随着接种量增加，乙醇得率也逐渐升高，接种量为

０．０９４９ｍＬ／ｇ时，乙醇的得率相对最高，为１．０２ｍｇ／ｍＬ；接种
量过低，由于没有足够的酵母细胞进行发酵生产，培养基中的

营养物质未得到充分利用，从而影响乙醇的得率。由于接种

到新鲜培养液的种子细胞，一时缺乏分解或催化有关底物的

酶或辅酶，或是缺乏充足的中间代谢物，在实际菌种生长过程

中会产生诱导酶或合成有关的中间代谢物［７－８］，这就需要有

一段用于适应的时间，出现延滞期。在发酵工业中，为缩短延

滞期以缩短生产周期，通常都会采用较大的接种量。但是，如

果接种量过高，培养基既要满足菌体生长，又要用于生产乙

醇，反而会使乙醇的产量下降。

２．１．４　发酵时间对嗜鞣管囊酵母发酵产量的影响　菌种发
酵生产乙醇需要一个合理的发酵周期，发酵时间直接影响着

乙醇的产量。由图４可见，嗜鞣管囊酵母发酵培养的最佳时
间为 ６０ｈ，此时，发酵液中乙醇浓度为相对最高，为
２．４４２ｍｇ／ｍＬ；发酵７２ｈ时，发酵液中乙醇浓度有所降低，这
是因为嗜鞣管囊酵母发酵初期以发酵液中的葡萄糖为碳源，

酵母不断代谢葡萄糖发酵成乙醇，而管囊酵母同化乙醇的能

力很强［９］；发酵超过７２ｈ，发酵液中的葡萄糖含量减少，酵母
可能开始利用乙醇为碳源来维持自身的生长和繁殖。

２．２　正交试验与工艺优化
　　由表２可见，影响乙醇产物得率的最关键因素是发酵温
度；嗜鞣管囊酵母发酵狗牙根生成乙醇的最佳条件为

Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２，即ｐＨ值为５．０、温度４０℃、接种量０．０７３０ｍＬ／ｇ、
时间６０ｈ，此时，乙醇浓度最高，为５．１４６ｍｇ／ｍＬ。

表２　嗜鞣管囊酵母对狗牙根发酵的正交试验结果

试验号 Ａ：ｐＨ值 Ｂ：温度
（℃）

Ｃ：接种量
（ｍＬ／ｇ）

Ｄ：时间
（ｈ）

乙醇浓度

（ｍｇ／ｍＬ）

１ ４．５ ３０ ０．０７３０ ４８ １．８６５
２ ４．５ ３５ ０．０９４９ ６０ ２．６９６
３ ４．５ ４０ ０．１１６８ ７２ ３．３７２
４ ５．０ ３０ ０．０９４９ ７２ １．０９０
５ ５．０ ３５ ０．１１６８ ４８ ２．２０３
６ ５．０ ４０ ０．０７３０ ６０ ５．１４６
７ ５．５ ３０ ０．１１６８ ６０ １．７３８
８ ５．５ ３５ ０．０７３０ ７２ ２．４５６
９ ５．５ ４０ ０．０９４９ ４８ １．５１３
ｋ１ ２．６４４ １．５６４ ３．１５６ １．８６０
ｋ２ ２．８１３ ２．４５２ １．７６６ ３．１９３
ｋ３ １．９０２ ３．３４４ ２．４３８ ２．３０６
Ｒ ０．９１１ １．７８０ １．３９０ １．３３３

（下转第４１３页）

—５８３—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第８期



［５５］ＧｉｌｅｓＤＫ，ＳｌａｕｇｈｔｅｒＤＣ．Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｂａｎｄｓｐｒａｙｉｎｇｗｉｔｈｍａｃｈｉｎｅ－
ｖｉｓｉｏｎｇｕｉｄａｎｃｅａｎｄａｄｊｕｓｔａｂｌｅｙａｗｎｏｚｚｌｅｓ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅ
ＡＳＡＥ，１９９７，４０（１）：２９－３６．

［５６］ＬｅｅＷＳ，ＳｌａｕｇｈｔｅｒＤＣ，ＧｉｌｅｓＤＫ．Ｒｏｂｏｔｉｃｗｅｅｄｃｏｎｔｒｏｌｓｙｓｔｅｍｆｏｒ
ｔｏｍａｔｏｅｓ［Ｊ］．ＰｒｅｃｉｓｉｏｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，１９９９，１（１）：９５－１１３．

［５７］ＢｕｒｋｓＴＦ，ＳｈｅａｒｅｒＳＡ，ＧａｔｅｓＲＳ，ｅｔａｌ．Ｂａｃｋｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎｎｅｕｒａｌ
ｎｅｔｗｏｒｋｄｅｓｉｇｎａｎｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎｆｏｒｃｌａｓｓｉｆｙｉｎｇｗｅｅｄｓｐｅｃｉｅｓｕｓｉｎｇ
ｃｏｌｏｒｉｍａｇｅｔｅｘｔｕｒｅ［Ｊ］．ＴｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＡＳＡＥ，２０００，４３（４）：
１０２９－１０３７．

［５８］ＢｕｒｋｓＴＦ，ＳｈｅａｒｅｒＳＡ，ＰａｙｎｅＦＡ．Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｗｅｅｄｓｐｅｃｉｅｓ
ｕｓｉｎｇｃｏｌｏｒｔｅｘｔｕｒｅｆｅａｔｕｒｅｓａｎｄ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．
ＴｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＡＳＡＥ，２０００，４３（２）：４４１－４４８．

［５９］陈佳娟，纪寿文，李　娟，等．采用计算机视觉进行棉花虫害程
度的自动测定［Ｊ］．农业工程学报，２００１，１７（２）：１５７－１６０．

［６０］Ｅ１－ＨｅｌｌｙＭ．Ｅ１－ＢｅｌａｇｙＳ，ａｎｄｒａｆｅａａ．ｉｍａｇｅａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄ
ｉｎｔｅｒｆａｃｅｆｏｒｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｅｘｐｅｒｔｓｙｓｔｅｍｓ［Ｃ］．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅ
Ｗｉｎｔｅｒｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｓｙｎｐｏｓｉｕｍ ｏｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，２００４：１－６．

［６１］毛文华．基于机器视觉的田间杂草识别技术研究［Ｄ］．北京：中
国农业大学，２００４．

［６２］田有文，李成华．基于图像处理的日光温室黄瓜病害识别的研
究［Ｊ］．农机化研究，２００６（２）：１５１－１５３，１６０．

［６３］李峥嵘，刘月娥，何东健，等．基于内容的小麦害虫图像检索系
统研究与实现［Ｊ］．农业工程学报，２００７，２３（１１）：２１０－２１５．

［６４］ＳａｍｍａｎｙＭ Ｔ．Ｍｅｄｈａｔ：ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｉｔｙｒｅｄｕｃｔｉｏｎｕｓｉｎｇｒｏｕｇｈ
ＳｅｔＡｐｐｒｏａｃｈｆｏｒｔｗｏｎｅｕｒａｌＮｅｔｗｏｒｋｓ－Ｂａｓｅｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｃ］．
ＲｏｕｇｈＳｅｔｓａｎｄＩｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔＳｙｓｔｅｍｓＰａｒａｄｉｇｍｓ，２００７：６３９－６４７．

［６５］王树文，张长利．基于图像处理技术的黄瓜叶片病害识别诊断
系统研究［Ｊ］．东北农业大学学报，２０１２，４３（５）：６９－７３．

［６６］ＡｒｒｉｂａｓＪＩ，Ｓáｎｃｈｅｚ－ＦｅｒｒｅｒｏＧＶ，Ｒｕｉｚ－ＲｕｉｚＧ，ｅｔａｌ．Ｌｅａｆ
ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｓｕｎｆｌｏｗｅｒｃｒｏｐｓｂｙｃｏｍｐｕｔｅｒｖｉｓｉｏｎａｎｄｎｅｕｒａｌ
ｎｅｔｗｏｒｋｓ［Ｊ］．ＣｏｍｐｕｔｅｒｓａｎｄＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓｉｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，２０１１，７８
（１）：９－１８．

［６７］ＭｉｄｔｉｂｙＨＳ，ＭａｔｈｉａｓｓｅｎＳＫ，ＡｎｄｅｒｓｓｏｎＫＪ，ｅｔａｌ．Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆａ ｃｒｏｐ／ｗｅｅｄ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｐｒａｙｅｒ［Ｊ］．
ＣｏｍｐｕｔｅｒｓａｎｄＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓｉｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，２０１１，７７（１）：３５－４０．

［６８］ＳｌａｕｇｈｔｅｒＤＣ，ＨａｒｒｅｌｌＲＣ．Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇｆｒｕｉｔｆｏｒｒｏｂｏｔｉｃｈａｒｖｅｓｔ

ｕｓｉｎｇｃｏｌｏｒｉｎｎａｔｕｒａｌｏｕｔｄｏｏｒｓｃｅｎｅｓ［Ｊ］．ＴｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＡＳＡＥ，
１９８９，３２（２）：７５７－７６３．

［６９］ＳａｒｉｇＹ．Ｒｏｂｏｔｉｃｓｏｆｆｒｕｉｔｈａｒｖｅｓｔｉｎｇ：ａｓｔａｔｅ－ｏｆ－ｔｈｅ－ａｒｔｒｅｖｉｅｗ
［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＲｅｓｅａｒｃｈ，１９９３，５４（４）：
２６５－２８０．

［７０］周云山，李　强，李红英，等．计算机视觉在蘑菇采摘机器人上
的应用［Ｊ］．农业工程学报，１９９５，１１（４）：２７－３２．

［７１］ＫｏｎｄｏＮ，ＮｉｓｈｉｔａｕｊｉＹ，ＬｉｎｇＰＰ，ｅｔａｌ．Ｖｉｓｕａｌｆｅｅｄｂａｃｋｇｕｉｄｅｄ
ｒｏｂｏｔｉｃｃｈｅｒｒｙｔｏｍａｔｔｏｈａｒｖｅｓｔｉｎｇ［Ｊ］．ＴｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＡＳＡＥ，
１９９６，３９（６）：２３３１－２３３８．

［７２］应义斌，章文英，蒋亦元，等．机器视觉技术在农产品收获和加
工自动化中的应用［Ｊ］．农业机械学报，２０００（３）：１１２－１１５．

［７３］周增产，ＢｏｎｔｓｅｍａＪ，ＶａｎｋｏｌｌｅｎｂｕｒｇＣＬ．荷兰黄瓜收获机器人的
研究开发［Ｊ］．农业工程学报，２００１，１７（６）：７７－８０．

［７４］刘成良，王红永，曹其新，等．秧苗嫁接机器人视觉与识别的研
究［Ｊ］．农业机械学报，２００１，３２（４）：３８－４１．

［７５］陈利兵．草莓收获机器人采摘系统研究［Ｄ］．北京：中国农业大
学，２００５．

［７６］张凯良，杨　丽，张铁中．草莓收获机器人采摘执行机构设计与
试验［Ｊ］．农业机械学报，２０１１，４２（９）：１５５－１６１．

［７７］ＤａｓＫ，ＥｖａｎｓＭ Ｄ．Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇｆｅｒｔｉｌｉｔｙｏｆｈａｔｃｈｉｎｇｅｇｇｓｕｓｉｎｇ
ｍａｃｈｉｎｅｖｉｓｉｏｎⅡ：Ｎｅｕｒａｌｎｅｔｗｏｒｋｃｌａｓｓｉｆｉｅｒｓ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓｏｆ
ｔｈｅＡＳＡＥ，１９９２，３５（６）：２０３５－２０４１．

［７８］ＴａｏＹ．Ａｕｔｏｍａｔｉｃｆｅａｔｈｅｒｓｅｘｉｎｇｏｆｐｏｕｌｔｒｙｃｈｉｃｋｓｕｓｉｎｇｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ
ｉｍａｇｉｎｇ：ＵＳ，６３９６９３８［Ｐ］．２００２－０５－２８．

［７９］ＣｏｃｋｘＬ，ＶａｎｍｅｉｒｖｅｎｎｅＭ，ＶｉｔｈａｒａｎａＵＡ，ｅｔａｌ．Ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｔｏｐｓｏｉｌ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｒｏｍ ＥＭ３８ＤＤ ｓｅｎｓｏｒｄａｔａｕｓｉｎｇａｎｅｕｒａｌｎｅｔｗｏｒｋ
ａｐｐｒｏａｃｈ［Ｊ］．ＳｏｉｌＳｃｉｅｎｃｅＳｏｃｉｅｔｙｏｆＡｍｅｒｉｃａＪｏｕｒｎａｌ，２００９，７３
（６）：２０５１－２０５８．

［８０］ＲａｓｏｕｌｉＫ，ＨｓｉｅｈＷＷ，ＣａｎｎｏｎＡＪ．Ｄａｉｌｙｓｔｒｅａｍｆｌｏｗｆｏｒｅｃａｓｔｉｎｇｂｙ
ｍａｃｈｉｎｅｌｅａｒｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｗｉｔｈｗｅａｔｈｅｒａｎｄｃｌｉｍａｔｅｉｎｐｕｔｓ［Ｊ］．
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｙｄｒｏｌｏｇｙ，２０１２，４１４：２８４－２９３．

［８１］ＮｕｔｈａｌｌＰＬ．Ｔｈｅｉｎｔｕｉｔｉｖｅｗｏｒｌｄｏｆｆａｒｍｅｒｓ—Ｔｈｅｃａｓｅｏｆｇｒａｚｉｎｇ
ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｓｙｓｔｅｍｓａｎｄｅｘｐｅｒｔｓ［Ｊ］．ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｙｓｔｅｍｓ，２０１２，
１０７：６５－７３．

［８２］张　梅，文静华．浅谈计算机视觉与数字摄影测量［Ｊ］．地理空
间信息，２０１０，８（２）：１５－１７，

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
２０．

（上接第３８５页）

３　讨论

　　目前，纤维素生产乙醇的研究主要集中于预处理方法的
选择、工艺的优化、酶水解成本的降低及乙醇转化率的提高。

利用预处理和双酶降解纤维素后的还原糖为原料，接种单一

的嗜鞣管囊酵母发酵制备乙醇，乙醇的得率往往相对较低，而

多菌种混合发酵可充分利用培养基中的有效成分，提高乙醇

的得率，这为进一步提高产量提供了依据［１０］。
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