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菊芋原料同步糖化发酵生产丁二酸
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摘要：对菊芋原料发酵生产丁二酸进行了研究，用Actinobacillus succinogenes和Aspergillus

niger同步糖化发酵，发现同步糖化发酵效果优于糖化后再发酵，在同步糖化发酵过程中还原糖质

量浓度始终保持在10～40 g／L，可以避免高浓度的还原糖对A．succinogenes的抑制。5 L搅拌罐

中同步糖化补料分批发酵96 h产丁二酸98．2 g／L，对消耗糖产率95．4％，生产强度1．02

g／(L·h)。
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Abstract：In the present work，the suceinic acid production by Actinobacillus succinogenes with

simultaneous saccharification of sterilized jerusalem artichoke powder by Aspergillus niger was

found to be superior to separate hydrolysis and fermentation(SHF)．During the fermentation

process，the reducing sugar concentration was maintained at a low level(10 g／L--J40 g／L)．The

inhibitory effect of high initial reducing sugar concentration on the succinic acid fermentation

could be eliminated．When fed batch SSF was carried out in a 5一L stirred bioreactor for 96 h，

succinic acid concentration of 98．2 g／L．productivity of 1．02 g／(L·h)，and yield of 95．4 oA were

obtained．
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丁二酸，又名琥珀酸，是一种常见的天然有机

酸。商品化的丁二酸主要是以液化石油气(LPG)

或石油为原料用化学的方法合成的[1’2]。随着石油

资源的日益枯竭以及温室效应日趋严重，发酵法生

产丁二酸越来越受到人们的重视，近年来已成为全

球研究热点[2]。

同步糖化发酵(Simultaneous saccharification

and fermentation，SSF)被认为是利用可再生的多

糖生物质原料(菊糖、淀粉和纤维素等)微生物法生

产高附加值产品的一种有效方法[3]，由于同步糖化

发酵具有节约能源，减少设备投入，避免产物或底

物抑制，减少发酵时间等诸多优点，已被广泛应用

于酒精‘卜7。、乳酸[3,8 9]、丁醇m’111等产品的生产。

菊芋(Jerusalem artichoke)，俗名洋姜、鬼子

姜，菊科，多年生草本植物。主根上长出匍匐茎，其

顶部膨大成块茎，形似马铃薯。适应性强，能在广

泛的气候土壤条件下生长。可利用沙漠、盐碱地、

山丘等边际土地或宅旁、地边零星土地种植。菊芋

块根成分中除水分外，含大量菊糖(其结构为p1，2

键连接的末端为一个蔗糖基的多聚果糖[1引，聚合度

为32～34的多糖)，是工业中一种较廉价的非粮

原料。

作者用菊芋块根打浆滤渣后的多糖糖浆进行

同步糖化发酵生产丁二酸。

1材料与方法

1．1试剂及材料

菊芋：江西省赣南祖有种养场产品；干物质质

量分数23．6％，菊糖质量分数16．8％。MgCO。(工

业级)：浙江鑫富公司产品；玉米浆：河北康欣公司

产品，酵母膏(分析纯)、磷酸盐(分析纯)：上海国药

公司产品，CO：气体：无锡市新南气体有限公司产

品；其余试剂均为国产分析纯或生化试剂。

1．2主要仪器

5 L搅拌式发酵罐：BIOFLO 110，美国New

Brunswick Scientific公司产品；高速组织捣碎机：

D孓1，上海标本模型厂产品；多用途冷冻离心机：

Thermo IEC产品；752紫外可见光分光光度计：上

海精密科学仪器有限公司产品；灭菌锅：YXQ—LS，

上海博讯实业有限公司产品；超净工作台：SW-CJ，

苏州净化设备有限公司产品；隔水式电热恒温培养

箱：PYX—DHS，上海跃进医疗器械厂产品；数显控

温水浴锅：HH一4，常州金坛荣华仪器厂产品；电子

天平：瑞士Mettler公司产品；高效液相色谱仪：美

国Waters公司产品；RI检测器：美国Waters公司

产品；双波长紫外可见光检测器：美国Waters公司

产品；Aminex HPX一87H离子色谱柱：300 mm×

7．8 mm，9／,m，美国BioRad产品。

1．3菌种

A．succinogenes SF-9和F3—10：作者所在实验

室选育和保藏[1 3‘；Asp．niger SL-09：江南大学生物工

程学院张伟国教授惠赠。

1．4菊芋糖浆制备与丁二酸发酵

菊粉酶制备方法与培养基见文献[14]，菊芋糖

浆制备方法见文献[15]，丁二酸发酵方法与培养基

见文献E16]。同步糖化(水解)发酵方法在5 L的搅

拌发酵罐中进行，装液量3．5 L，同步糖化(水解)发

酵在发酵培养基灭菌后，培养基温度降低到60℃时

将制备的菊粉酶(Asp．niger SL-09培养液)按菊粉

酶40 U／g总糖加入量接入发酵罐，60℃保温10

min后将温度降为37℃，接入琥珀酸放线杆菌

A．succinogenes，接种量5％，发酵温度37℃，采用

MgCO。调节pH值，搅拌转速200 r／min，通气为

100％C02，通气量0．1 m3／(m3·min)。

补料分批发酵时控制发酵液中的菊芋糖质量

浓度为15～40 g／L，用蠕动泵以一定速度流加总糖

质量浓度为200 g／L的菊芋水解糖溶液或菊芋浆。

1．5分析方法

1．5．1 有机酸的测定采用离子排斥HPI。C法分

析葡萄糖及丁二酸，乙酸和甲酸等发酵产物。美国

Waters高效液相色谱仪，Waters 2414 RI检测器，

Breeze色谱工作站；Aminex HPX一87H离子色谱柱

(300 mm×7．8 mm，9“m；美国Bio—Rad)；流动相

10 mmol／L硫酸；柱温55℃；体积流量0．5 mE／

min；进样量10肚L。

1．5．2糖的测定 葡萄糖、果糖等糖类含量的测

定采用Zobax NH2氨基柱(250 mm×4．．6 mm，

5“m；Agilent，USA)，流动相：体积分数75％乙

腈；体积流量1 mL／min，进样量lo弘L。总糖测定

采用DNS法n 7。，测定时选用果糖为标准物。取1

mL培养液离心上清液，用l mol／L的HzSO。溶液

调pH 1．0，煮沸30 min，用1 mol／L的NaOH调

pH 7．0，再用蒸馏水定容稀释到合适的浓度。取1

mL酸化处理后的样品，加入3 mL DNS试剂，煮沸

10 min，自然冷却，定容到25 mL，测定550 nm处的

吸光度，再根据标准曲线计算出菊芋总糖的质量浓

度。

丁二酸的产率(yield)定义为每消耗1 g总糖所

能产生的丁二酸克数。糖利用率定义为消耗糖占

投入糖的质量分数(对于菊芋糖，糖以总糖表示)。
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2结果与讨论

2．1不同初始还原糖质量浓度对发酵菊芋糖浆产

酸的影响

用菊粉酶水解的菊芋鲜块茎水解糖浆进行丁

二酸发酵，初始总还原糖质量浓度分别为30、45、

55、65、80 g／L时，MgC0。的加入量为初始总还原

糖质量浓度的80％，结果见表1。

表1 不同初始还原糖质量浓度的发酵菊芋糖浆产酸结果。

Tab．1 Effect of initial Sllgar oil fermentation by

A．succinogenes SF-9 from jerusalem artichoke

8培养在150 mL的厌氧瓶中进行，培养时间48 h，每个

实验做3个平行样。

由表1可以看出，以初始还原糖质量浓度为

65"--,80 g／L时丁二酸的产量为最高，达到46．54～

46．61 g／I。，初始还原糖质量浓度为65 g／L时，丁二

酸对消耗糖产率79．1％，糖利用率90．5％。说明过

高的还原糖对产酸有抑制作用。

2．2酶水解菊芋菊芋糖浆发酵生产丁二酸

2．2．1 酶水解菊芋糖浆分批发酵生产丁二酸 使

用菊粉酶水解的菊芋鲜块根水解糖浆，在5 L搅拌

发酵罐中进行分批发酵。接种量为体积分数5％，

发酵温度37℃，搅拌转速200 r／min，通气为100％

C02，通气量0．1 m3／(m3·min)，结果如图1所示。

5 L搅拌罐分批发酵，48 h总投入菊粉酶水解

菊芋鲜块茎糖浆按最终体积计还原糖质量浓度为

55．38 g／L，发酵剩余还原糖质量浓度为3．32 g／L，

产丁二酸40．52 g／L，对消耗糖产率77．8％，糖利用

率94．0％，生产强度0．84 g／(L·h)。

2．2．2酶水解菊芋糖浆补料分批发酵生产丁二酸

使用菊粉酶水解的菊芋鲜块根水解糖浆，在5 L

搅拌罐中进行补料分批发酵，初始还原糖质量浓度

为55 g／L，当发酵液残糖降为30 g／L时，用蠕动泵

以一定速度流加总还原糖质量浓度为200 g／L的菊

芋酶水解糖浆溶液，将发酵液中的糖质量浓度控制

在10--一30 g／L。实验结果如图2所示。
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图2酶水解菊芋鲜块茎糖浆补料分批发酵生产丁二

酸结果

Fig．2 Time courses of succinic acid production in fed

batch fermentation from jerusalem artichoke hy。

drolysate by Asp．niger SL-09 hydrolysis in a5 L

stirred bioreactor

5 L的搅拌罐补料分批发酵，72 h总投入菊芋

水解糖浆按最终体积计还原糖质量浓度为84．0 g／

L，发酵剩余还原糖质量浓度为5．54 g／L，产丁二酸

61．81 g／L，对消耗糖产率78．8％，糖利用率

93．4％，生产强度0．86 g／(L·h)。通过补料分批

发酵方式，有效地控制培养液中的还原糖浓度，可

使投入的总糖量增加，即能在一定程度上提高发酵

产酸浓度，但产率、糖利用率与生产强度没有改善。

2．3菊芋原料同步糖化发酵生产丁二酸

2．3．1 菊芋原料分批同步糖化发酵生产丁二酸

用菊芋鲜块茎经打浆机打浆滤去纤维渣后的浆液，

以其含总糖量(果糖计)计算配制培养液，在5 L的

搅拌罐中，经消毒灭菌、冷却至40℃后，加入发酵制

备的菊粉酶40 U／g总糖，再按体积分数5％接种量

接入丁二酸发酵用种子液，进行同步糖化发酵，初

始总糖质量浓度为64．9 g／L，发酵温度37℃，搅拌

转速200 r／rain，通气为ioo％C02，通气量0．1 m3／

加∞如柏∞加m

O
^1，曲一、瑙爨棚峰撂蹈，链暴忙
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(m3·rain)，实验结果如图3所示。
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圈3菊芋原料同步糖化发酵生产丁二酸结果(5 L的

搅拌罐)

Fig．3 Time coarses of succinic acid production in SSF

from jerusalem artichoke by Asp．niger SL-09

and A．succinogenes SF-9 in a 5 L stirred biore-

actor

由图3可见，5 L的搅拌罐菊芋原料同步糖化

发酵48 h，一次性投入总糖64．9 g／L，残余总糖1．9

g／L，产丁二酸58．93 g／L，对消耗糖产率93．6％，

糖利用率97．0％，生产强度1．23 g／(L·h)。由此

可见，菊芋原料同步糖化发酵与菊芋原料先糖化后

再发酵的方法相比，发酵各项指标水平都有显著提

高，说明采用边糖化边发酵方法可以减少培养液中

还原糖的质量浓度，避免因还原糖浓度过高而造成

的对菌种发酵的抑制作用。

2．3．2 菊芋原料同步糖化的补料分批发酵生产丁

二酸打浆滤渣后的菊芋浆在5 L的搅拌罐中进行

加酶同步糖化的补料分批发酵，初始总糖质量浓度

为40 g／L，当发酵液残还原糖降为30 g／L以下时，

用蠕动泵以一定速度流加总糖质量浓度为200 g／L

的菊芋浆液，使发酵液中的还原糖质量浓度控制在

10～30 g／L，实验结果如图4所示。

士糖

o 20 40 60 80 lOO 120 140 160

发酵时间／h

图4菊芋浆分批补料同步糖化发酵生产丁二酸结果

(5 L的搅拌罐)

Fig．4 Time COUI'S4咚of succinic acid production in fed

batch SSF from jerusalem artichoke by

Asp．niger SL-09 and A．succinogenes F3-10 in a

5 L stirred bioreactor

5 L的搅拌罐补料分批同步糖化发酵，96 h产

丁二酸98．2 g／L(继续延长时间至120 h可以达到

处04．2 g／L，至160 h可以达到110．9 g／L，总投入

菊芋糖浆按最终体积计还原糖质量浓度为134．4

g／L，发酵剩余总糖质量浓度为31．5 g／L，对消耗糖

产率95．4％，糖利用率76．6％，生产强度1．02 g／

(L·h)。

通过同步糖化发酵又补料分批发酵方式，发酵

水平有更大提高，大幅度提高了发酵产酸浓度，产

率与生产强度也有改善。这主要也是由于边糖化

边发酵的方法降低了培养液中还原糖的浓度。但

糖利用率下降，这是由于过高地追求产酸浓度而忽

视了残余糖的充分利用，可以根据菌体生长和代谢

情况进行补料(包括补菊粉酶)来有效控制发酵液

中的残总糖。 ．

2．4 同步糖化和分别糖化发酵生产丁二酸比较

将同步糖化和分别糖化发酵生产丁二酸的有

关数据比较见表2。．

表2菊芋为原料同步糖化和分别糖化发酵生产丁二酸比较

Tab．2 Comparison of SSF and SHF in succinic acid production from jerusalem artichoke

*指48 h时的丁二酸生产强度

加
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o
^1，∞一、蜊矮一峰器隧睃，链暴枢
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由表可见：从丁二酸产量来看，同步糖化发酵

方式优于先糖化后发酵方式，补料分批发酵优于分

批发酵；从杂酸含量来看，同步糖化发酵方式较先

糖化后发酵方式杂酸相对丁二酸含量少；将同步糖

化方式和补料分批发酵方式组合后效果最优。

3 结 语

菊芋原料同步糖化分批发酵48 h，产丁二酸

58．93 g／L，较分别糖化分批发酵提高34．5％。生

产强度1．23 g／(L·h)，丁二酸／杂酸值为6．02；菊

芋原料同步糖化补料分批发酵96 h，产丁二酸98．2
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