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酿酒酵母L610利用菊糖生产乙醇发酵条件的研究

郭小宇，刘志成，杨 帆+，李宪臻

(大连工业大学生物工程学院，辽宁大连116034)

摘要 以l株能够直接利用菊糖产乙醇的酿酒酵母IJ6lO为出发菌株，对其利用菊糖生产乙醇的发酵条件

进行了一系列研究。结果表明，IJ610最适乙醇发酵温度为37℃，且40℃高温发酵对其产乙醇能力无显著影

响；IJ6lO对酸性发酵环境有良好的耐受性，当发酵液pH值降至3．5时，其糖醇转化率及乙醇产量仍保持较高

水平；以0．025一O．10 vvm的通气量通气12 h有利于IJ610发酵菊糖产乙醇；IJ6lO对350 g／L的高浓度菊糖有

良好的转化率，乙醇浓度和生产强度分别达到129 g／L和1．35 g／(L·h)；当直接以300 g／L菊芋粗粉为唯一

底物进行发酵时，L610发酵产乙醇浓度达到89．6 g／L，为理论产量的78．1％。本研究所取得的成果为酿酒酵

母一步法发酵菊芋生产乙醇的工业化发展提供参考。

关键词 乙醇；菊糖；酿酒酵母；发酵条件

中图分类号Q939．97 文献标识码A 文章编号1005—702l(2018)04—004l—07

doi：10．3969／j．issn．1005—7021．2018．04．006

FermentatiOn COnditio璐of Ethanol Producti伽Using InIllin by
砌cc砌，o删c船c讹l，豇记P L610

GUO Xiao-yu，UU Zhi-cheng，YANG Fan，U Xian-zhen

(coff．o，B如一E嚼n．，Do胁n E嚼n．‰t，D0妇n 116034)

Abst随ct Di％rent fe肿entation conditions of ethanol production by a capable directIy inulin·using S0cc施ro，rly鲫
ce删蠡泌strain IJ610 as a starter were carried out a serial studies．，rhe results showed aS follows：the叩timum ethanol

ppoduction tempemture by strain L610 was 37℃，whereas high temperature at 40℃had no significant eff＆ts on the

etha∞l fe咖entation c印ability“IJ610；IJ6lO shoWed a good toIerance a鲥nst acidic circumstances，when pH of fer-

mentation bmth declined to 3．5 the sugar-ethanol conVersion rate could eVen remain at a fairly high level，when the

fe咖entation tank w鹊aem刚at 0．025旬．10 VVm for 12 h，it was conduciVe to IJ610 to fe珊ent inuIin to produce etha-

nol，the concentration and pmduction intensity reached up to 129 g／L and 1．35 g／(L·h)respectively，when cⅢde

Jemsalem anichoke(胁如m^w￡“6eM础)powder was directly used as the only substratum at 350 g／L，IJ610 could

produce etha∞l at concentmtion as high as 89．6 g／L，which was 78．1％of the theoretical ethanol yield．The伽tcⅢe
achieVed in this work had laid a foundation for one·step fe咖entation of industrial ethanol production using Jemsalem

anichoke by S cer鲫缸ioe strains．

Keywoms ethanol；inulin；&眦7mrom”黜cem心ioe；fementation conditions

研究报告表明，中国在2020至2030年的能

源消耗中非化石燃料的份额会提高至44％，未来

5年内，中国燃料乙醇产量需保持近30％的增长

率才可以实现该目标⋯。目前乙醇的生产原料主
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要是谷物与甘蔗等粮食作物，这会引起食品价格

上升、粮食短缺以及很多环境问题，因此越来越多

的研究已经开始致力于非粮食来源原料的探索，

如木质纤维素和菊芋等【2引。菊芋作为一种优良

的燃料乙醇来源物质，具有抗逆能力强、不与粮食

争地、产量高和价格低廉等天然优势H引，因此，利

用菊芋作为原材料替代玉米、淀粉生产乙醇，对于

实现我国未来能源消耗配比目标、缓解我国能源

作物与粮争地的现状意义重大一。0|。菊糖是菊芋

中的主要碳水化合物组分，是由D．呋喃果糖通过

B．1，2糖苷键相连而成的多聚果糖"川。目前，仅

有少数几类微生物能够直接利用菊糖生产乙醇，

但其乙醇生产能力有刚12。4|。酿酒酵母(鼢c玩一
ro哟懈ceM西施e)在乙醇发酵工业中具有其他菌
株无法比拟的优点，如乙醇生产能力强、适合高密

度发酵、抗逆性强¨5|，是利用菊糖生产乙醇的首

选微生物。然而，由于菊糖酶活力较低，自然界中

大多数酿酒酵母菌株都不能有效利用菊糖生产乙

醇，制约了利用菊糖基生物质生产乙醇的工业化

进程¨4·16J。我们在前期工作中从菊芋根际土壤

中分离到一株能够直接利用菊糖生产乙醇的酿酒

酵母L610，该菌株由于其自身菊糖水解关键酶一

蔗糖转化酶SuC2的表达量高于其他酿酒酵母菌

株【17 J，故能够有效利用聚合度小于20的菊糖，其

发酵110 g／L菊糖时的乙醇产量为37．2 g／L【l 2：。

然而，该菌株是否能够耐受高温、低pH及高底物

浓度等苛刻的发酵条件，从而应用于菊糖基乙醇

的工业化生产仍不清楚。因此，本研究以L610为

出发菌株，考察了高温发酵、酸性环境、通气情况

及高底物浓度对其发酵菊糖产乙醇性能的影响，

同时评估了L610直接利用菊芋粗粉为唯一底物

进行乙醇发酵的能力。本研究的开展为酿酒酵母

L610的工业化应用提供参考。

1 材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌种来源 酿酒酵母＆∞kro，rlyce ce蒯一
s玩e L610由本实验室筛选并保藏。

1．1．2培养基YPD(g／L) 液体培养基：葡萄糖

20，蛋白胨10，酵母浸粉10，pH 6．0；发酵培养基：

酵母粉10，蛋白胨20，MgSO。·7H20 0．5，菊糖根

据实验设定进行添加。

1．1．3试剂及仪器 菊糖(Inulin)，上海蓝季科

技发展有限公司；蛋白胨、酵母粉和琼脂，英国

OxOID公司；菊芋粗粉由新鲜菊芋洗净、烘干、研

磨制得；其他试剂皆为国产分析纯。AR2140型分

析天平及S220型pH计，瑞士梅特勒-托利多仪器

有限公司；HPx-9082ME数显恒温培养箱，上海博

迅实业有限公司医疗设备厂；Minitmn三层摇床、l

L四联式发酵罐，伊孚森生物技术(中国)有限公

司；Avanti J—E高速离心机，美国贝克曼库尔特有

限公司；6850型气相色谱，美国安捷伦有限公司；

JH-752型紫外可见分光光度计，上海菁华科技仪

器有限公司。

1．2方法

1．2．1 酿酒酵母L610的发酵培养挑取酿酒酵

母L610斜面保藏菌种l环接种到装有50 mL

YPD液体培养基的250 mL三角瓶中，30℃、200

r／min恒温培养24 h。将活化后的种子液以5％

的接种量接到装有400 mL发酵培养基的l L四

联式发酵罐中进行培养，搅拌转速为200 r／min。

1．2．2酿酒酵母L610对较高温度的耐受性实验

将酿酒酵母IJ610接种于初始菊糖质量浓度为
200 g／L的发酵培养基中(pH 5．5)，分别于30、

34、37和40℃条件下进行发酵。每24 h对发酵

液中的生物量、残留总糖浓度以及乙醇含量进行

测定。

1．2．3 发酵过程中pH值的调控设置两组实

验，考察发酵过程中pH值的控制对乙醇产量的

影响。实验组1中，通过添加NaOH使发酵液pH

值恒定为5．5；实验组2中，发酵液初始pH值为

5．5，发酵过程中不对pH值进行调控。每隔24 h，

对发酵液中pH值、生物量、残留总糖浓度和乙醇

浓度进行测定。

1．2．4通气量和通气时间的调控将酿酒酵母

IJ610以5％的接种量接种于初始菊糖质量浓度为
200 g／L的发酵培养基中(pH 5．5)，4个发酵罐的

通气量分别设定为0、0．025、0．050和0．100 vvm。

同时，为了考察通气时间对菌株L610发酵产乙醇

的影响，设定通气量0．025 vvm，4个发酵罐通气

时间分别设定为12、24、36和48 h。每隔12 h对

上述发酵液中的生物量、残留总糖浓度以及乙醇

含量进行测定。

1．2．5 高菊糖浓度对酿酒酵母IJ610产乙醇性能
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的影响将酿酒酵母L610接种于初始菊糖质量

浓度分别为100、150、200、250、300、350和400 g／

L的发酵培养基中(pH 5．5)，30℃发酵培养，每
24 h对发酵液中的生物量、残留总糖浓度以及乙

醇含量进行测定。

1．2．6酿酒酵母L610直接利用菊芋粗粉进行产

乙醇发酵 挑取酿酒酵母L6lo斜面保藏菌种1

环接种于只含有30 g／L菊芋粗粉的液体培养基

中。37℃、150 r／min摇瓶振荡过夜培养，制备种

子液。将培养好的种子液以5％的接种量分别接

种于3组装有200 mL发酵培养基(只含有200 g／

L菊芋粗粉)的发酵罐中(命名为1#、2#和3#)，37

℃、450 r／min下进行培养。发酵12 h后，分别向

3个发酵罐中补加18．2、36．4和36．4 g菊芋粗

粉；发酵24 h时，向3#发酵液中再补加18．2 g菊

芋粗粉。经过补料后，1#、2#和3#发酵液中菊芋

粗粉的理论添加总量分别约为250、300和350∥

L。每隔12 h对发酵液中的生物量、残留总糖浓

度以及乙醇含量进行测定。

1．2．7分析方法①发酵液生物量的测定：采用

比浊法，将发酵液稀释一定倍数，测定在600 nm

波长下的吸光值(DD鲫)。对照组为相应稀释发

酵液于10 000 g离心10 min后的上清测得的

OD鲫。②发酵液残留总糖测定：取50止发酵液
10 000 g离心10 min所得上清液，加入50¨L O．5

moL／L H2s04溶液和400¨L水，沸水浴30 min

后，加入500斗L 0．1 moL／L Na0H溶液，混匀。

采用3，5一二硝基水杨酸法(DNs)Ⅲo测定还原糖

浓度。③发酵液中乙醇含量测定：将发酵液于

10 000 g离心10 min。取上清通过0．22斗m滤膜

过滤，所得滤液进行气相色谱检测。气相色谱操

作条件：进样量1¨L，检测器温度260℃。程序升

温条件：75℃，保持5 min，以25℃／min升至220

℃，保持10 min。

1．2．8 数据统计与分析 数据分析采用sPSS

20．0软件。数值表示为平均值±s．D．并通过单

因素方法(one．way ANOVA)分析不同样品之间差

异的显著性(P<0．05)。应用Origin 8．0软件

作图。

2 结果与分析

2．1 酿酒酵母L610在较高温度下产乙醇性能的

影响

提高酿酒酵母的耐热性以及高温胁迫条件下

的发酵性能，不仅可以减少发酵过程中冷却水的

使用量，节省工业生产成本，还可以大大提高菊糖

产乙醇的同步糖化发酵效率及菊糖基乙醇生产的

经济性【l9|。因此，本研究考察了酿酒酵母L610

在较高温度下发酵菊糖产乙醇的性能。如表1所

示，当L610接种于初始菊糖浓度为200 g／L的发

酵培养基中，分别于30、34、37和40℃条件下进

行发酵48 h时，均获得了较高的糖醇转化率。其

中，37℃条件下，糖醇转化率及乙醇生产强度都

达到最高值(P<o．05)，为L610最适发酵温度。

当发酵温度为40℃，乙醇生产强度虽然较其他条

件有所降低，但仍维持在较高水平。L610与已报

道的酿酒酵母Y05耐高温性能一致ⅢJ，因此，酿

酒酵母L610能够耐受较高温度发酵菊糖产乙醇，

适合菊糖基乙醇的工业化生产。

表1不同培养温度对“10发酵性能的影响
Table l The innuence offemperature on the perforrnance of ethanol fernlentation of S cem如地e L610

2．2发酵过程中pH的调控对酿酒酵母L610产

乙醇性能的影响

培养环境的pH值对细胞中酶反应的正常进

行、蛋白质的正确折叠和功能发挥都十分重要。

实际的乙醇发酵工艺中，由于酿酒酵母产生乙酸

等代谢物，将导致发酵液pH值不断降低，不利于
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生物量的积累及乙醇的生产忙1|。而在乙醇工业

化生产中，发酵液的体积一般在数吨以上，不易对

发酵液的pH实施调控。因此，本研究考察了酿

酒酵母L610对低pH值的耐受性及在低pH值条

件下发酵菊糖产乙醇的能力。

将发酵液初始pH值设定为5．5，其中实验组

通过补加1 moL／L Na0H调控发酵过程中的pH

值恒定在5．5左右；对照组不对发酵液的pH值

进行控制。发酵结果如图1A所示，对照组在发

A

酵12 h之后，pH值降至3．5左右，其生物量较之

实验组有一定的下降(P<0．05)，证明pH值的下

降对L610的生长有一定的抑制作用。另一方面，

虽然对照组的pH值下降显著，但发酵液残糖及

乙醇产量与实验组相当(图1B)(P>0．05)，说明

L610代谢菊糖的过程对低pH环境有一定的耐受

力，pH值的下降并不会影响L610发酵菊糖产乙

醇的能力。该特性使得L610更适于今后在工业

化乙醇生产中的应用。

B，

二、
■
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图1 发酵过程中pH值的调控对L610发酵产乙醇性能的影响

Fig．1 The innuence of pH regLllation on the perfornlance of ethanol fe肿entati册of S．∞胤妇缸e IJ610

2．3发酵罐的通气情况对酿酒酵母L610产乙

醇性能的影响

乙醇的生产与酵母菌的生长状况紧密关联。

而采用适当的通气方式能够通过促进酵母菌生

长，进一步增加细胞内菊糖酶活力并提高代谢碳

源的水平心2|。为了考察发酵罐的通气量对酿酒

酵母L610发酵菊糖产乙醇性能的影响，将4个发

酵罐的通气量分别设定为0、0．025、0．050和
0．100 vvm，每隔12 h对发酵液中的生物量、乙醇

含量及残留总糖浓度进行测定。

如图2A及2B所示，通气条件下L610的生

物量和总糖利用率较之不通气有显著提高(P<

0．05)，说明在厌氧条件下，细胞缺少氧分子协

助，细胞活性受到环境胁迫的影响从而减慢了整

体代谢速率。同时，由于细胞需要合成对抗该胁

迫所需的蛋白质及其他代谢物质，造成碳源分流，

从而影响了乙醇产量。然而，由于总通气量差别

较小，不同通气量实验组之间的生物量及总糖利

用率并无明显差异(P>0．05)。在发酵时间为24

～60 h时，通气条件下的乙醇产量显著高于不通

气条件，而经60 h后继续发酵，不通气条件下的

乙醇产量反而逐渐升高并超过通气条件下的乙醇

产量，而通气量越少，乙醇产量越高(图2c)(P<

0．05)。分析原因可能为随着发酵时间的延长，

通风所造成的乙醇损失逐渐增多，因此适当控制

通气时间将有利于提高乙醇产量。

是
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图2通气量对L610发酵菊糖产乙醇性能的影响

Fig．2 The innuence of aeration rateson the perfonllance of ethanol fernlentation of S． 钾删厶池IJ610

本研究接下来对通气时间与乙醇产量的关

系进行了考察。4联发酵罐(通风量0．025

vvm)的通风时间分别设定为12、24、36和48 h。

发酵60 h后生物量、糖醇转化率及乙醇含量如

表2所示，当通气时间设定为12 h时，发酵60 h

时的生物量相对较低(P<O．05)，但获得了相

对较高的糖醇转化率及乙醇生产强度(P<

0．05)，因此，发酵罐通气时间为12 h，令细胞较

早进入厌氧发酵过程，更有利于L610发酵菊糖

产乙醇。

表2通气时间对L610发酵产乙醇性能的影响

Table 2 The innuence of aeration time 0n the perfo兀nance of ethano】fementation of 5．ce聊蠡沁16lO

2．4 高浓度菊糖对酿酒酵母L610产乙醇性能

的影响

发酵高浓度菊糖产乙醇有利于节省能源消

耗、劳力输入成本及设备维护费用，同时有利于

增加乙醇的生产强度。然而，菊糖浓度过高将

会产生不利于菌株生长的诸多因素，如高渗透

压及高浓度代谢产物(乙醇、乙酸等)悼3I。因

此，为了确定最适菊糖发酵浓度，本研究对一系

列高浓度菊糖对酿酒酵母L610产乙醇性能的

影响进行了考察。

如表3所示，当酿酒酵母L610在初始菊糖

质量浓度为150～350 g／L的培养基中发酵72
～96 h分别到达各自最大乙醇浓度时，均能获

得较高的生物量，过低或过高的菊糖浓度均不

利于菌株的增长。随着发酵培养基中初始菊粉

浓度的提高，所得乙醇的终浓度也会提高(P<

0．05)，但总糖利用率却逐渐降低，该结果可能

是由于较高的渗透压以及乙醇等代谢产物导

致。当初始菊糖质量浓度为350 g／L时，乙醇质

量浓度高达129．42 g／L，该结果较其他文献报

道中野生酿酒酵母菌株发酵菊糖产乙醇浓度有

显著提高¨⋯。从表3可以看出，最高的乙醇生

产强度(1．55 g／(L·h))出现在初始菊糖质量

浓度为300∥L的条件下(P<0．05)，因此，该

浓度菊糖比较适合菊糖发酵产乙醇工艺。同时

也说明酿酒酵母L610是一株适用于菊糖高浓

度发酵的优良菌株。当菊糖质量浓度超过350

g／L时，高渗透压及高浓度代谢产物导致菌体生

长代谢受到抑制，生物量显著降低(P<O．05)，

不利于乙醇生产。
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表3不同初始菊糖浓度条件下U10的发酵性能
1址le 3 11le pe面硼ance of eth锄ol fementati伽of S．ce融洫IJ6lO under di艉伸nt initial inulin conc帅tmti伽s

2．5酿酒酵母M10直接利用菊芋粗粉发酵产

乙醇

为了实现酿酒酵母L610直接利用菊芋为

碳源进行乙醇发酵，将新鲜菊芋切片、烘干并研

磨成菊芋粗粉，制备成200 g／L菊芋粗粉为唯

一组分的发酵培养基，37℃、450 r／min下进行

L610的发酵罐培养，过程中不对pH值进行调

控。在发酵过程中分别向三组发酵罐添加一定

量的菊芋粗粉，使得补料后三组发酵罐中菊芋

粗粉的理论添加总量分别为250(1#)、300(2#)

和350 g／L(3#)。

发酵结果如图3所示，1#、2#和3撑实验组

中，相应菊芋粗粉中总糖的利用率分别为

86．0％、84．0％和73．3％(图3A)，乙醇质量浓
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度分别于60、60和72 h达到相对最高值，分别

为69．0、89．6和92．0 g／L，分别相当于理论产量

的72．2％、78．1％和68．7％(图3B)。该结果

表明，在L610以菊芋粗粉为碳源的发酵过程中

适当地补加菊芋粗粉可以提高乙醇产量和糖醇

转化率。但补料过多时，会造成培养基的粘度

急剧上升，反而不利于菌体对于菊芋粗粉的降

解和利用。已有文献报道酿酒酵母菌株Kc-

CM50549能够直接利用菊芋粗粉进行乙醇生

产，当该菌株利用180 g／L菊芋粗粉进行发酵

罐培养36 h时，乙醇产量为36．2 g／L，达到理

论产量的70％B3l。与之相比，L610表现出更

好的发酵性能，更适合工业化发酵菊芋粗粉生

产乙醇。
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图3酿酒酵母M10以菊芋粗粉为原料发酵产乙醇结果

Fig．3 Ethanol production by S．cer眺洫I正10 using Jemsalem anichoke powder as substIale
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3 讨 论

能够耐受乙醇工业化生产过程中的苛刻条件

是实现酿酒酵母一步法发酵菊芋生产乙醇的关键

因素。本研究以实验室前期分离获得的一株能够

直接利用菊糖生产乙醇的酿酒酵母L610为出发

菌株，考察了不同发酵条件对L610发酵菊糖产乙

醇性能的影响。结果表明，高温、偏酸性及高底物

浓度条件下酿酒酵母L610能够较好地生长，其产

乙醇能力仍处于较高水平。适当的通气量和通气

时间能够有效增加IJ6lO发酵菊糖产乙醇的生产

强度。L610能够直接利用高浓度菊芋粗粉为唯

一底物进行发酵，其产乙醇能力约为理论产量的

78．1％。本研究所取得的结果证明，酿酒酵母

L610具有一步法发酵菊芋生产乙醇的优良性能，

且适用于乙醇的工业化生产。然而，L610对菊芋

粗粉中糖的利用能力仍然有限，这将制约该菌株

转化菊芋粗粉生产乙醇能力的进一步提高。因

此，今后的工作还需通过基因工程、酶工程及发酵

工程手段，加强L610对菊芋粗粉中碳源的利用

效率。
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