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摘  要 : 马克斯克鲁维酵母能够利用集成生物加工技术发酵菊芋生产乙醇，具有非粮燃料乙醇生产潜力。文

中研究了该技术中的两个关键因素 (通气量和底物浓度) 对于 K. marxinaus YX01 乙醇发酵过程和菊粉酶活性

的影响。研究结果表明，底物浓度对乙醇得率影响不大，底物浓度为 250 g/L 时，发酵终点乙醇浓度为 84.74 g/L, 

但乙醇得率由低浓度 50 g/L 的 86.4％ (理论值)，降为 84.7％。通气能够加速 K. marxinaus YX01 的乙醇发酵过

程，但降低了乙醇得率，当底物浓度为 250 g/L 时，乙醇得率由不通气的 84.7％降为 1.0 vvm 时的 73.3％。随

底物浓度的升高及通气量的降低，K. marxinaus YX01 分泌的菊粉酶活力表现出降低的趋势。在不通气及底物

浓度为 250 g/L 时，菊粉酶的活性为 6.59 U/mL，而底物浓度 50 g/L，通气量 1.0 vvm 时的酶活力为 21.54 U/mL。

乙醇发酵过程中的副产物甘油随通气量的降低及底物浓度的升高而增大，而乙酸的浓度随通气量的增大及底物

浓度的升高而升高。 

关键词 : 马克斯克鲁维，乙醇发酵，通气量，菊粉浓度，菊粉酶  
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Abstract:  Consolidated bioprocessing technology can be used for Kluyveromyces marxianus YX01 to produce ethanol 
from Jerusalem artichoke, which is one of the potential processes to produce biofuel from non-cereal crops. In this study, 
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we combined the aeration rate with the substrate concentration to conduct cross-over experiments for K. marxinaus YX01, 
and studied ethanol fermentation and the influence of inulin enzyme activity. The substrate concentration had a little 
repressive effect on ethanol productivity. When substrate concentration reached 250 g/L under anaerobic conditions, 
ethanol concentration was 84.8 g/L, and ethanol yield was reduced from 86.4% (50 g/L substrate concentration) to 84.7% of 
the theoretical value. Aeration rate could accelerate K. marxinaus YX01 ethanol fermentation, but reduced ethanol yield. 
When substrate concentration reached 250 g/L under aeration at 1.0 vvm, ethanol yield was reduced from 84.7% under 
anaerobic conditions to 73.3% of the theoretical value. With increased concentration of the carbon source and reduced 
aeration rate, the inulinase of K. marxinaus YX01 reduced and the concentration of glycerol increased, however, the acetic 
acid increased with the increased concentration of the carbon source and aeration rate. When substrate concentration 
reached 250 g/L under anaerobic conditions, inulinase activity was only 6.59 U/mL; when substrate concentration reached 
50 g/L under aeration at 1.0 vvm, inulinase activity was 21.54 U/mL.  

Keywords:  Kluyveromyces marxinus, ethanol fermentation, aeration rate, inulin concentration, inulinase 

生物燃料，作为目前化石燃料的主要替代

物，是未来能源工业的重要发展方向[1]。生物乙

醇是目前为止研究最早、技术最为成熟的生物质

能源产品。它既可以作为燃料直接使用，也可以

与汽油和柴油以一定比例配混使用。生物乙醇因

其具有较高的辛烷值，而且无毒，对环境污染程

度较小，一直以来都被公认为最有可能替代化石

能源的生物质能源之一[2]。利用淀粉质原料生产

乙醇研究较早，技术也相对比较成熟，已经在包

括中国在内的世界各国实现工业化生产。然而，

中国人口多、耕地少的基本国情，严重制约了目

前粮食类淀粉质原料燃料乙醇产业的规模化发

展，所以，寻找新的非粮作物代替淀粉质原料进

行乙醇的工业化生产将是未来中国燃料乙醇的

主要发展方向[3]。 

我国已将菊芋作为重点发展的非粮能源植

物列入生物产业发展的“中华人民共和国国民经

济和社会发展第十一个、第十二个五年规划纲

要”中。菊芋俗称洋姜或鬼子姜，与其他农作物

相比具有适应性强、耐贫瘠、耐寒、耐旱、种植

简易及产量高等特点[4]，不仅可以为生物能源产

品生产开辟新的原料来源，而且有助于生态环境

保护。菊芋块茎中的主要成分是菊粉，是由果糖

残基以 β-2,1 键连接而成的线形多聚物[5]，可以

被多种微生物分解产生低聚果糖或果单糖，继而

发酵生产乙醇[6-9]。 

集成生物加工 (Consolidated bioprocessing，

CBP) 系统集水解酶生产、底物水解和发酵为一

体，在乙醇发酵的应用方面具有非常突出的优

点，是目前利用许多非粮作物生产燃料乙醇经济

上最具有竞争能力的技术路线[10-11]。马克斯克鲁

维酵母可分泌菊粉酶，将菊粉水解为果糖并发酵

生产乙醇，因此是利用 CBP 技术发酵菊芋生产

乙醇的理想菌株[12]。 

目前，利用 CBP 技术发酵菊粉类原料生产

乙醇的研究已进行多年[6,10-11,13]，主要的研究内

容是菌株的筛选、发酵工艺的开发等方面，但发

酵时间长，乙醇收率低的问题仍然存在[14]。 

菊粉酶的活性是影响 CBP 技术的关键，而

通气量和底物浓度是影响菊粉酶活性的关键因

素[15-17]。目前国内外尚没有文献对 CBP 技术中的

这两个因素进行报道。对于克鲁维乙醇发酵过程，

也没有文献对其代谢过程进行报道。本文研究通

气量和底物浓度交互作用下的菊粉酶活性及乙醇
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发酵情况，并通过测定发酵过程中的主要副产物，

增加对克鲁维酵母CBP技术发酵菊芋生产乙醇过

程关键因素的了解，为乙醇发酵条件下的菊粉酶

调控打下基础，以提高菊芋发酵的生产效率。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

马克斯克鲁维酵母 Kluyveromyces marxianus 

YX01 (ATCC8554，本实验室驯化后保存)。 

1.1.2  主要试剂 

菊粉 (菊芋的热水抽提物) 购于内蒙古亿利

生物技术有限公司，经实验测定 100 g 菊粉水解

可得到 85 g 还原糖；蛋白胨、酵母浸粉、3,5-二

硝基水杨酸、硫酸、NaOH 等均为国产分析纯以

上级产品。 

1.1.3  培养基 

种子培养基：4％ (W/V) 菊粉，2％ (W/V) 

蛋白胨，1％ (W/V) 酵母粉，pH 自然。121 ℃灭

菌 15 min 后使用。 

发酵培养基： 50 g/L① 菊粉，2％ (W/V) 蛋

白胨，1％ (W/V) 酵母粉，pH 自然。121 ℃灭菌

15 min 后使用； 135 g/L② 或 250 g/L 菊粉，2％ 

(W/V) 蛋白胨，1％ (W/V) 酵母粉，pH 自然。

115 ℃灭菌 15 min 后使用。 

1.2  方法 
1.2.1  50 g/L菊粉在不同通气量条件下的发酵情况 

5 L 发酵罐中装入 2 L 含有 50 g/L 菊粉的发

酵培养基，分别按 10％的接种量接种培养 24 h

的种子液，在通气量分别为 0、0.5、1.0 vvm 的

条件下，30 ℃、150 r/min 进行批式培养。分别

在 0、4、8、12、24、36、48、60、72 h 时取样，

测定生物量、总糖、还原糖、乙醇和酶活，考察

在 50 g/L 菊粉、不同通气量条件下 K. marxinaus 

YX01 的发酵情况。 

1.2.2  135 g/L 菊粉在不同通气量条件下的发酵

情况 

5 L 发酵罐中装入 2 L 含有 135 g/L 菊粉的发

酵培养基，发酵条件同 1.2.1。分别在 0、12、

24、36、48、60、72、96 h 时取样，测定生物量、

总糖、还原糖、乙醇和酶活，考察在 135 g/L 菊

粉、不同通气量条件下 K. marxinaus YX01 的发

酵情况。 

1.2.3  250 g/L 菊粉在不同通气量条件下的发酵

情况 

5 L 发酵罐中装入 2 L 含有 250 g/L 菊粉的发

酵培养基，发酵条件同 1.2.1。分别在 0、6、12、

24、36、48、60、72、96、120 h 时取样，测定生

物量、总糖、还原糖、乙醇和酶活，考察在 250 g/L

菊粉、不同通气量条件下 K. marxinaus YX01 的

发酵情况。 

1.2.4  分析方法 

酶活的测定：参照文献[18]。菊粉酶活性单

位定义：一定条件下，以菊粉为底物，每分钟产

生 1 μmol 果糖所需酶量 (U)。 

生物量的测定：采用 OD 值法，将菌液适当

稀释，在 620 nm 处测量其吸光值。 

还原糖测定：取适当稀释倍数的发酵上清

液，采用 DNS 法测定糖浓度。 

乙醇测定：详见文献[19]。 

发酵液甘油和乙酸的分析方法：将发酵液在

10 000× g 下离心 5 min，取上清液，采用高效液

相色谱  (HPLC) 测定。离子交换柱型号为

Aminex HPX-87H。流动相为 50 mmol/L 的硫酸
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溶液 (HPLC grade)，流速为 0.5 mL/min，柱温为

50 ℃，RI 检测器的温度为 50 ℃。 

2  结果与分析 

2.1  不同菊粉浓度、不同通气量条件下的乙醇

发酵情况比较 
不同菊粉浓度在不同的通气量下表现出基

本相同的规律。以 250 g/L 菊粉浓度为例，由图 1

可见，通气量为 1.0 vvm 和 0.5 vvm 时，在发酵

前 24 h，总糖浓度快速下降，36 h 左右基本已经

达到终点；而不通气情况下，100 h 左右才到达

终点；还原糖消耗速率方面，通气量为 1.0 vvm

和 0.5 vvm 时，在前 12 h 左右基本保持稳定，或

稍有上升，之后迅速下降直至终点时维持在较低

水平；在不通气时，前 24 h 还原糖浓度会上升，

之后维持一定时间稳定，最后下降至较低水平。

通气条件的乙醇发酵过程明显快于不通气条件，

且 0.5 vvm 与 1.0 vvm 并未表现出明显差异，乙

醇浓度在发酵 24 h 时已达到最高；而不通气条件

下，乙醇浓度持续升高，到发酵 120 h 达到最高。  
 

 

图 1  250 g/L 初始碳源浓度时不同通气条件下 K. marxinaus YX01 发酵情况 
Fig. 1  Fermentation of K. marxinaus YX01 under different aeration rates at 250 g/L. (A)1.0 vvm. (B) 0.5 vvm. (C) 
0.0 vvm.  
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出 现 这 种 现 象 可 能 是 由 于 接 种 后 K. 

marxinaus YX01 分泌的菊粉酶迅速将底物降解

成为供其自身利用的果糖等还原糖，通气情况

下，糖的利用速率快，没有出现还原糖的积累；

但在乙醇浓度方面，不通气时达到 84.74 g/L，明

显高于 1.0 vvm 和 0.5 vvm 时，是由于在有氧且

碳源不足情况下，乙醇作为碳源被重新利用，并

且大通气量导致部分乙醇挥发。通气量为 1.0 

vvm 和 0.5 vvm 时的发酵情况类似，其原因可能

是由于在 1.0 vvm 时的生物量略高于 0.5 vvm，

导致在发酵过程中，培养基中的溶氧情况相似，

而溶氧并非通气量是培养过程中的关键因素。 

表 1显示了不同菊粉浓度以及不同通气量条

件下发酵终点 K. marxinaus YX01 状况。不通气

时乙醇发酵性能明显较通气条件有明显提高，其

中最高的乙醇得率为 0.442，达到了理论值的

86.4％；在 135 g/L 时，乙醇发酵结果也较为理 

想，不通气条件乙醇得率为 0.438，达到理论值

的 85.7％；在 250 g/L，不通气条件下，乙醇得

率为 0.433，为理论值的 84.7％。但是，随着初

始底物浓度的增加，乙醇发酵结果有所下降，而

且终点时残糖浓度也明显增加，这种现象可能由

于高浓度底物对于微生物的生长有一定影响，而

且糖转化形成了较高浓度的乙醇，对微生物在发

酵后期的生长产生了较为严重的抑制作用。 

2.2  K. marxinaus YX01 在不同发酵条件下菊

粉酶的表达情况 
由图 2 可以看出，K. marxinaus YX01 菊粉

酶的表达受到高浓度碳源的抑制，而且通气条件

下酶活高于不通气条件下的酶活。在 50 g/L 时，

1.0 vvm 条件下，最高酶活力为 21.54 U/mL，而

不通气条件下只有 9.34 U/mL；但是，当糖浓度

达到 250 g/L 时，酶活力受通气量的影响作用不

再显著，在所有情况下，菊粉酶活力都处于相对 

表 1  K. marxinaus YX01 在不同菊粉浓度、通气量条件下的发酵情况 
Table 1  Comparison of the fermentation by K. marxinaus YX01 under conditions of different inulin 
concentrations and aeration rates 

V (vvm) S0 (g/L) ST (g/L) X P (g/L) Yp/s η (%) Qp (g/(L·h))

 43.35±0.71 5.26±0.18  6.84±0.03 15.75±0.79 0.413±0.012 80.9±2.4 1.97±0.14 

122.73±1.63 14.19±0.71 12.58±0.06 40.48±1.02 0.376±0.018 73.6±3.5 3.37±0.12 1.0 

219.66±2.59 31.49±1.40 14.84±0.06 70.45±2.05 0.373±0.010 73.3±2.0 2.94±0.12 

 43.35±0.71  4.61±0.11  5.89±0.11 15.52±1.25 0.401±0.015 78.4±2.9 1.94±0.22 

122.73±1.63 14.37±0.71 10.48±0.03 39.87±0.89 0.368±0.002 72.0±0.4 3.32±0.10 0.5 

219.66±2.59 30.85±1.32 11.02±0.08 66.05±2.12 0.350±0.008 68.5±1.6 2.75±0.12 

 43.35±0.71  4.58±0.19  4.43±0.02 17.12±1.02 0.442±0.006 86.4±1.2 0.47±0.04 

122.73±1.63 12.41±0.15  4.55±0.03 48.33±1.33 0.438±0.004 85.7±0.8 0.81±0.03 0.0 

219.66±2.59 23.78±1.32  4.95±0.26 84.74±3.37 0.433±0.011 84.7±2.1 0.88±0.05 
V: aeration rate; S0: initial sugar concentration; ST: residual sugar concentration; X: biomass(OD620); P: ethanol production; Yp/s: 
yield of ethanol (ratio of ethanol production and sugar consumption); η: fermentation efficiency (Yp/s/0.511); Qp: ethanol 
productivity.   



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  March 25, 2013  Vol.29  No.3 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

330 

 

 
图 2  发酵 96 h时菊粉酶在不同发酵条件下的表达活性 
Fig. 2  Inulinase activity under different conditions at 96 h. 

较低水平，是由于较高的糖浓度对于菊粉酶产生

了严重的抑制作用。综合图 1 的结果，可以看到

菊粉酶的活力与乙醇的发酵速度呈正相关，说明

CBP 技术中糖的水解速率是工艺的关键控制点。 

2.3  不同发酵条件下发酵液中副产物的分析 
在乙醇发酵过程中，甘油和乙酸等副产物会

伴随乙醇的产生而产生，这对于乙醇的发酵来说

是不利的，它导致了发酵效率的降低。 

由图 3 可以看出，不同的发酵条件对于甘油 
 

 

 

图 3  不同初始碳源浓度和不同通气量条件下甘油和乙酸浓度随时间的变化 
Fig. 3  Concentration changes of glycerol and acetic acid under conditions of different inulin concentrations and 
aeration rates. (A) 50 g/L. (B) 135 g/L. (C) 250 g/L.  
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的含量具有较大影响。甘油的产生伴随着乙醇发

酵过程，且表现出同样的趋势。随着初始碳源浓

度的增加，甘油的合成量明显增加，这主要是由

于细胞在高渗条件下，大量合成甘油可以保护细

胞不受损伤，在 250 g/L 时，甘油含量是 50 g/L

时的 3 倍；但是随着通气量的增加，甘油的合成

受到了抑制，这可能是由于较高的氧化环境不利

于甘油途径的进行。甘油具有保护细胞、调节细

胞的氧化还原水平等作用[20]，所以在一定程度上

来说，甘油的积累有利于细胞生长，但是在乙醇

的生产工业中，甘油的合成分流了流向乙醇的碳

源，降低了乙醇得率，同时在精馏过程中，甘油

只能作为废水排放，造成了碳源的浪费[21]。 

另一种副产物乙酸主要来自于乙醛或乙醇

的氧化。乙酸也是随着发酵过程的延长而逐渐积

累，但是与甘油相反，乙酸的产量随着通气量的

增加而增高。这可能由于在高通气条件下，流向

甘油途径的碳受到抑制，而流向乙醇、乙酸的碳

增加。但是由表 1 结果来看，高通气量降低了乙

醇的得率，可能是由于部分乙醇在有氧条件下被

氧化形成乙酸的原因。 

3  讨论 

目前有关通气量和底物浓度对 K. marxinaus

乙醇发酵和菊粉酶表达影响的研究并不多。我们

的研究结果表明，相对厌氧和高底物浓度的条件

不利于 K. marxinaus YX01 菊粉酶的分泌但有利

于乙醇发酵，酶和乙醇的产率受通气量影响显

著，随通气量增大，菊粉酶活力上升而乙醇得率

随之降低，这与 Bernardo 等[15]的研究结果相似。

较高的底物浓度严重抑制了菊粉酶活力但对乙

醇得率影响不是很明显，但是菊粉酶活力的降低，

延长了发酵时间，大大降低了乙醇生产效率[22]。 

发酵过程副产物主要为乙酸和甘油，且与酿

酒酵母乙醇发酵过程副产物的变化趋势有相似

之处[20]。实验证明，乙酸和甘油对菊粉酶活性没

有明显抑制作用，但无疑副产物的产生降低了乙

醇产量。发酵过程中，与乙醇对于细胞的毒害作

用相比，副产物乙酸由于浓度相对较低，其毒害

作用影响不大。 

解决高效菊粉酶活力和高乙醇产量之间的

矛盾是利用 K. marxinaus 实现菊粉类物质 CBP

技术的关键。今后的研究工作可从以下两个方面

开展：一是进一步确定满足菊粉酶高表达与乙醇

高得率的通气条件；二是找到调控菊粉酶表达的

相关转录因子，利用分子生物学的方法进行改

造，实现其在乙醇发酵条件下的可控表达。 
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