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一步法发酵菊芋生产乙醇 

袁文杰, 任剑刚, 赵心清, 白凤武 
大连理工大学 生物科学与工程系, 大连 116023 

摘  要: 利用马克斯克鲁维酵母(Kluyveromyces marxianus) YX01 具有菊粉酶生产能力且乙醇发酵性能良好的特点, 直

接发酵菊粉生成乙醇。在摇瓶中考察了该菌株最适发酵温度, 进而在 2.5 L 发酵罐中考察了通气量和底物浓度的影响。

实验结果表明: 该菌株最适发酵温度为 35oC; 在通气量为 50 mL/min和 100 mL/min时菌体生长加快, 发酵时间缩短, 但

在不通气条件下糖醇转化率明显提高; 在菊粉浓度 235 g/L 时, 发酵终点乙醇浓度达到 92.2 g/L, 乙醇对糖的得率为

0.436, 为理论值的 85.5%。在此基础上, 使用近海滩涂种植海水灌溉收获的菊芋为底物, 以批式补料方式直接发酵菊芋

干粉浓度为 280 g/L 的底物, 发酵终点乙醇浓度为 84.0 g/L, 乙醇对糖的得率为 0.405, 为理论值的 80.0%。这些研究工

作, 为以菊芋为原料的燃料乙醇技术开发奠定了基础。 
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One-step Ethanol Fermentation with Kluyveromyces 
marxianus YX01 from Jerusalem artichoke 
Wenjie Yuan, Jiangang Ren, Xinqing Zhao, and Fengwu Bai 

Department of Bioscience and Bioengineering, Dalian University of Technology, Dalian 116023, China 

Abstract: A unique one-step ethanol fermentation process was developed with the inulinase-producing strain Kluyveromyces 
marxianus YX01. Firstly, the impact of temperature on ethanol fermentation was investigated through flask fermentation, and the 
temperature of 35oC was observed to be the optimum to coordinate inulinase production, inulin saccharification and ethanol 
fermentation. And then, the impact of aeration and substrate concentration was studied through batch fermentation in the 2.5 L 
fermentor, and the experimental data indicated that the average ethanol fermentation time was decreased at the aeration rates of    
50 mL/min and 100 mL/min, but higher ethanol yield was obtained under non-aeration conditions with more substrate directed to 
ethanol production. The ethanol concentration of 92.2 g/L was achieved with the substrate containing 235 g/L inulin, and the ethanol 
yield was calculated to be 0.436, equivalent to 85.5% of its theoretical value. Finally, Jerusalem artichoke grown in salina and 
irrigated with seawater was fermented without sterilization treatment, 84.0 g/L ethanol was obtained with the substrate containing 
280 g/L dry Jerusalem artichoke meal, and the ethanol yield was calculated to be 0.405, indicating the Jerusalem artichoke could be 
an alternative feedstock for grain-based fuel ethanol production. 

Keywords: Jerusalem artichoke, ethanol, one step fermentation, Kluyveromyces marxianus 

利用非粮作物生产燃料乙醇, 是我国燃料乙醇

产业发展的基本方向。菊芋的主要成分菊粉是多聚

果糖 [1], 可以通过酸解和酶解等途径转化为易于发

酵的果糖。在国家海洋 863 项目的支持下, 我国在
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耐盐菊芋品种选育及滩涂示范种植方面已经取得突

破 , 菊芋的干基生物质产量和成本 , 与当前燃料乙

醇生产使用的粮食类淀粉质原料相比, 具有竞争优

势 [2], 将是我国燃料乙醇产业规模化发展可选择的

原料之一。 

国内外学者先后报道了各种以菊粉为原料生产

乙醇的工艺技术 [3−7], 包括首先酸解或用黑曲霉等

微生物产生的酶水解菊粉中的糖, 再利用酿酒酵母

发酵生成乙醇, 或者进行菊粉酶产生酵母与酿酒酵

母的混合培养。与这些工艺相比, 利用克鲁维酵母

产生的菊粉酶和其乙醇发酵特性直接发酵菊粉生成

乙醇的一步法工艺 , 不仅省去了菊粉酶解步骤 , 降

低了过程成本, 而且同步糖化发酵可以防止因菊粉

降解物糖的积累而抑制菊粉酶生成及乙醇发酵的现

象 [8−10], 有利于维持较高的乙醇生产强度 , 从而具

有良好的工业化应用前景。 

本研究使用具有菊粉酶生产能力且乙醇发酵性

能 优 良 的 马 克 斯 克 鲁 维 酵 母 Kluyveromyces 

marxianus YX01, 首先以菊粉为底物 , 考察了这一

集产酶、糖化和乙醇发酵为一体的一步法乙醇发酵

新工艺, 进而以近海滩涂种植海水灌溉收获的菊芋

为原料, 直接发酵生产乙醇。取得的研究结果可以

为菊芋燃料乙醇技术的中试放大提供指导。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种 

本 实 验 室 驯 化 保 存 的 马 克 斯 克 鲁 维 酵 母

Kluyveromyces marxianus YX01。 

1.1.2  菊芋材料 

生长于山东莱州湾并使用 25%海水灌溉的菊芋

由南京农业大学刘兆普教授提供。 

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

90 g 还原糖。 

1.1.3  培养基 

(1) 种子培养基(g/L): 菊粉 40, 酵母粉 4, 蛋白

胨 4, 玉米浆 10, 121oC 灭菌 15 min; 

(2) 发酵培养基(g/L): 菊粉 200, 酵母粉 4, 蛋

白胨 4, pH 4.6, 115oC 下灭菌 15 min。 

(3) 粗菊芋粉发酵培养基: 60 目以下的粗菊芋粉

配成的培养基, 浓度分别为: 250 g/L、225 g/L、200 g/L。 

1.2  实验方法 
1.2.1  种子液的培养方法 

YX01 接种种子培养基后, 在 38oC 条件下培养

24 h, 其 OD 达到 10 左右, 菊粉酶活力 3 u/mL。 

1.2.2  最适发酵温度的确定 

发酵培养基 95 mL中分别接入YX01种子液 5 mL, 

加上厌氧塞, 150 r/min, 30oC、32oC、35oC、38oC、

41oC 摇床中进行乙醇厌氧发酵。分别于 12 h、24 h、

36 h、48 h 取样测其生物量、总糖、菊粉酶酶活、

乙醇, 选定其最适发酵温度。 

1.2.3  最适通气量的确定 

发酵罐(KF-2.5L, 韩国)中盛装 900 mL 发酵培

养基, 分别接入种子液 100 mL。分别在厌氧和通气

量 50 mL/min 和 100 mL/min 条件下进行批式发酵实

验。pH 控制在 4.6~4.7, 温度 35oC, 转速 300 r/min,

考察通气量对产菊粉酶和乙醇的影响。 

1.2.4  底物浓度对发酵的影响 

发酵罐(KF-2.5L, 韩国)中盛装 900 mL 发酵培

养基, 分别种子液 100 mL。分别在不同底物浓度条

件下进行批式发酵实验。pH 控制在 4.6~4.7, 温度

35oC, 转速 300 r/min, 考察底物浓度对发酵的影响。 

1.2.5  不同底物浓度的 25%海水灌溉菊芋粉对发酵

的影响 

以 60目筛分的 25%海水灌溉的干燥粗菊芋粉不

经灭菌直接作为底物进行厌氧发酵 , pH 控制在

4.6±0.2, 温度 35oC, 转速 300 r/min,, 接种量为

10%。参照目前淀粉质原料乙醇发酵底物浓度要求, 

选取菊粉浓度为 250 g/L、225 g/L、200 g/L。 

1.2.6  海水灌溉菊芋批式补料发酵 

以 60目筛分的 25%海水灌溉的粗菊芋粉为底物

进行厌氧发酵, pH 控制在 4.6±0.2, 温度 35oC, 转速

300 r/min, 接种量为 10%。参照目前淀粉质原料乙

醇发酵底物浓度要求, 配制起始菊粉浓度为 180 g/L, 

培养 24 h 后添加菊芋粉 100 g。 

1.3  分析方法 
(1) 总糖和还原糖的浓度 : 总糖使用浓盐酸水

解后, 用 3,5-二硝基水杨酸 (DNS) 法测定还原糖。 

(2) 菊粉酶活的测定方法 [11]: 将培养液离心分

离, 上清液作为粗酶液, 取适当稀释的酶液 0.5 mL, 

加入 2%的菊粉溶液 0.5 mL, 按照文献[11]方法测定
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酶活。 

菊粉酶活性单位定义: 反应体系中每分钟产生

1 μmol 己糖所需酶量为 1 个酶活单位。 

(3) 乙醇浓度由 Agilent 6890 气相色谱仪内标

法测定[12]。 

(4) 酵母浓度的测定采用干重法或比浊法 , 具

体方法如下: 干重法: 取一定体积的样品置于预先

烘干称重的离心管中, 离心后的沉淀用蒸馏水洗涤

2 次, 然后置 105oC 的恒温烘箱中烘至恒重后称重; 

比浊法: 所得发酵液制得菌悬液后, 稀释 10 倍, 在

OD600 下测光密度值。 

2  结果与讨论 

2.1  适宜发酵温度的确定 
前期摇瓶培养结果显示, YX01 是很好的耐热菌

株, 温度高达 38oC 不影响其生长, 而且有利于产酶 

(数据待发表), 因此确定 38oC 为 YX01 生长和产酶

温度。由图 1 所示, 不同温度的发酵过程中, 总糖逐

步降低, 但 30oC 时降糖速度明显低于 32oC 和 35oC; 

在发酵过程中 , 菊粉酶酶活基本保持不变 , 且各温

度间差距不大; 而生物量随温度的升高而降低。在

发酵终点 48 h 时, 35oC 下的乙醇浓度明显高于其他

温度。根据以上实验数据可以确定 35oC 为 YX01 的

最适发酵温度。 

2.2  通气量对发酵的影响 
在克鲁维酵母同步糖化发酵菊芋的过程中, 通

气量是很关键的参数。菊粉酶的分泌是好氧过程 , 

而乙醇发酵是在厌氧条件下进行的。如何控制通气

量成为整个发酵过程能够实现优化的关键。由图 2

可见 , 随通气量的增大 , 糖醇转化率呈现降低的趋

势, 分别为 83%、70%和 51.4%。通气条件下, 总糖

的降解速率稍高于厌氧条件, 菊粉酶酶活在培养后

期开始增加, 而厌氧条件下的酶活力基本保持不变, 

说明在同步糖化发酵中, 种子液中的菊粉酶已经能

够满足后续糖化过程的需要 , 无需通气刺激产酶 , 

所以后续发酵实验采用厌氧条件。 

2.3  底物浓度对发酵的影响 
底物浓度对 YX01 乙醇发酵过程的影响如图 3

所示(以 235 g/L 的菊粉浓度为例), 200 g/L、222 g/L

和 235 g/L 三种菊粉浓度条件下, 表现出相同的规

律。发酵进行到 24 h 时, 有大量还原糖积累, 从总

糖与还原糖的差值看出, 只有少部分菊粉没有被水 

 

图 1  温度对 YX01 乙醇发酵的影响 
Fig. 1  Impact of temperature on ethanol fermentation with K. marxianus YX01 

(A) sugar consumption; (B) cell growth; (C) inulinase activity; (D) ethanol production 
30 oC (◆); 32 oC (■); 35 oC (▲); 38 oC (△); 41oC (○) 
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图 2  通气对 YX01 乙醇发酵的影响 
Fig. 2  Impact of aeration rates on ethanol fermentation with K. marxianus YX01 

(A) cell growth; (B) inulinase activity; (C) CS (empty) and CE (filled): total sugar and ethanol concentrations (g/L) at different aeration: 
without aeration (□, ■), 50 mL/min (○, ●), 100 mL/min (△, ▲) 

 

解 , 表明在乙醇发酵条件下 , 菊粉酶的糖化能力仍

然很强。24 h 以后还原糖以几乎恒定的速率减少, 乙

醇则以同样规律增加, 进入主发酵阶段。 

表 1 给出了不同底物浓度条件下, 发酵终点的

生物量、乙醇、残总糖、残还原糖浓度及乙醇得率。

可见, 在 200 g/L、222 g/L 和 235 g/L 三种底物浓度

条件下, 乙醇得率均达 0.42 以上。尤其在初始底物

浓度为 235 g/L 条件下, 发酵终点乙醇浓度为 92.2 g/L 

(11.5%, V/V), 乙醇得率为 0.44, 糖醇转化率为 86%, 

基本上满足乙醇发酵工业生产的要求。 

 
图 3  YX01 发酵 235 g/L 菊粉时程过程 

Fig. 3  Time courses of the ethanol fermentation of 235 g/L 
inulin with K. marxianus YX01 
CST (□); CSR (◆); CE (▲); CX (○) 

表 1  不同底物浓度条件下 YX01 发酵性能比较 
Table 1  Impact of substrate concentration on ethanol 

fermentation performance of K. marxianus YX01 

S0 (g/L) X (g/L) ST (g/L) SR (g/L) P (g/L) YP/S
* 

200 6.1 12 4.0 75.6 0.420 

222 4.5 13 3.6 87.2 0.436 

235 4.3 18 6.0 92.2 0.436 

*
/

0 90%P S

PY
S

=
×

, P: mass of ethanol; X: biomass; YP: productivity of 

ethanol; S0: mass of inulin; 90%: the total sugar measured in the inulin 
 

2.4  菊芋粉的发酵研究 
实验中使用的商品菊粉为菊芋粉的热水抽体物, 

成本较高 , 显然不能用于大规模生产 , 并且由于菊

芋鲜果不耐贮藏 , 一般在收获季节可以直接加工 , 

以降低成本 , 不能及时加工的鲜果 , 宜干燥处理后

贮藏, 为此考察了菊芋干粉乙醇发酵效果。 

以 60 目筛分的 25%海水灌溉的粗菊芋干粉(水

分含量 6%~7%, 果糖含量 75%±2%)为底物进行厌

氧发酵过程中的总糖、果糖和乙醇时程变化如图 4

所示。从实验结果可以看出: 底物浓度虽然不同, 但

果糖和总糖的降低速度相差不大, 且果糖最终浓度

相近; 但残总糖的浓度和底物浓度直接相关, 底物

浓度高, 残糖也相应提高。不同底物浓度发酵条件
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下, 菊粉酶酶活相差不大。乙醇浓度随底物浓度的

增加而增加, 菊芋干粉浓度为 250 g/L 时, 乙醇浓度

达到 66.9 g/L, 但糖醇转化率有所降低, 从 200 g/L

底物浓度的 80%降低到 70%。由于本研究的一步法

发酵利用自产菊粉酶边糖化边发酵, 原料不需蒸煮

和预先糖化, 因而节约了大量的能耗和额外添加酶

的费用, 同时还减少了因蒸煮而造成的可发酵性糖

的损失, 边产酶边糖化使发酵醪中单糖的含量始终

保持在较低的水平, 避免了因底物积累造成的抑制

现象。此外, 发酵过程也比较平稳, 发酵温度较容易

控制。如果这一工艺未来应用于工业化生产, 在工

厂建设中就可以省去蒸煮设备、糖化设备以及有关

的附属配套设备 , 大大节省了基建和设备投资 , 必

然也节省了由此引起的动力、用水、人工、维修等

方面的消耗, 相应降低了生产成本。另一方面, 我们

也注意到此实验中的乙醇终点浓度略低于目前乙醇

行业水平 , 主要是因为底物浓度加大后 , 醪液黏度

增大 , 流动混合困难 , 需要在后续的中试放大乃至

生产中解决。 

 

图 4  不同浓度的 25%海水灌溉的菊芋干粉乙醇发酵性能 
Fig. 4  Ethanol fermentation from the dry meal of the 

Jerusalem artichoke irrigated with 25% seawater 
CSR, CST (empty) and CE (filled): reductive sugar, total sugar and 

ethanol concentrations (g/L) at three initial Jerusalem artichoke dry 
meal concentrations: 200 g/L (–, △, ▲), 225 g/L (×, ○, ●) and 

250 g/L (+, □, ■). The error bars showed the standard deviations of 
the two independent experiments 

 

2.5  菊芋粉的批式补料发酵研究 
为进一步提高菊芋粉发酵的终点乙醇浓度, 进

行了菊芋干粉的批式补料发酵实验, 使底物总浓度

达到 280 g/L, 实验结果如图 5 所示。实验中观察到, 

通过这种批式补料方式, 可以避免一次性投料发酵

醪黏度太高的现象, 发酵终点乙醇浓度提高到 84 g/L, 

乙醇得率为 0.404, 达到理论转化值的 80%左右。目

前这种批式补料发酵的中试试验正在进行。 

 

图 5  25%海水灌溉菊芋干粉的批式补料发酵 
Fig. 5  Fed-batch fermentation of the dry meal of the 

Jerusalem artichoke irrigated with 25% seawater 
The initial substrate concentration was 180 g/L and 100 g dry meal 

was supplemented at 24 h 
CST (■); CSR (◆); CE (▲) 

 

3  结论 

(1) 通过测定生物量 , 菊粉酶活力和乙醇浓度

确定了发酵菊芋产乙醇的马克斯克鲁维酵母 YX01

最适发酵温度 35oC; 通气量实验证明该菌株一步法

发酵菊粉时无需通气供氧。 

(2) 在菊粉浓度 235 g/L时, YX01发酵的最高乙

醇浓度为 92.2 g/L, 乙醇得率为 0.436, 为理论值的

85.5%。 

(3) 200 g/L 的 25%海水灌溉的菊芋干粉在未添

加任何营养物质, 未经灭菌处理条件下, YX01 边产

酶、边糖化、边发酵, 乙醇终浓度达到为 61.0 g/L, 乙

醇得率为 0.407, 达到理论转化值的 80.0%。 

(4) 以 25%海水灌溉的菊芋干粉为底物进行批

式补料发酵, 280 g/L 未灭菌的干粉发酵产乙醇终浓

度为 84 g/L, 乙醇得率为 0.404, 达到理论转化值的

80%左右。 
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