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摘  要 : 为了解产酸克雷伯氏菌对木质纤维素水解液中主要抑制物的耐受和代谢，考察了产酸克雷伯氏菌发

酵生产 2,3-丁二醇  (2,3-butanediol，2,3-BDO) 过程中对 3 种发酵抑制物乙酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛 

(5-hydroxymethylfurfural HMF) 的耐受以及抑制物浓度的变化，检测了糠醛和 HMF 的代谢产物。结果表明：

产酸克雷伯氏菌对乙酸、糠醛和 HMF 的耐受浓度分别为 30 g/L、4 g/L 和 5 g/L。并且部分乙酸可作为生产

2,3-丁二醇的底物，在 0~30 g/L 浓度范围内可提高 2,3-丁二醇的产量。发酵过程中产酸克雷伯氏菌可将 HMF

和糠醛全部转化，其中约 70％ HMF 被转化为 2,5-呋喃二甲醇，30％ HMF 和全部糠醛被菌体代谢。研究表明

在木质纤维素水解液生产 2,3-丁二醇的脱毒过程中可优先考虑脱除糠醛，一定浓度的乙酸可以不用脱除。 

关键词 : 产酸克雷伯氏菌，2,3-丁二醇，乙酸，糠醛，5-羟甲基糠醛，抑制物  
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Effect of acetic acid, furfural and 5-hydroxymethylfurfural 
on production of 2,3-butanediol by Klebsiella oxytoca 
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Abstract:  To get the tolerability and consumption of Klebsiella oxytoca on major inhibitors in lignocelluloses 
hydrolysate, we studied the effect of acetic acid, furfural and 5-hydroxymethylfurfural on production of 2,3-butanediol by 
Klebsiella oxytoca. The metabolites of furfural and 5-hydroxymethylfurfural were measured. The results show that when 
acetic acid, furfural and 5-hydroxymethylfurfural was individually added, tolerance threshold for Klebsiella oxytoca was 
30 g/L, 4 g/L and 5 g/L, respectively. Acetic acid was likely used as substrate to produce 2,3-butanediol. The yield of 
2,3-butanediol increased when acetic acid concentration was lower than 30 g/L. In the fermentation, more than 70% 
5-hydroxymethylfurfural was converted to 2,5-furandimethanol. All furfural and the rest of 5-hydroxymethylfurfural were 
metabolized by Klebsiella oxytoca. It showed that in the detoxification process of 2,3-butanediol production using 
lignocelluloses hydrolysate, furfural should be given priority to remove and a certain concentration of acetic acid is not 
need to removal. 

Keywords:  Klebsiella oxytoca, 2,3-butanediol, acetic acid, furfural, 5-hydroxymethylfurfural, inhibitor  

2,3-丁二醇 (2,3-BDO) 是一种大宗化学品，

被广泛应用于燃料、化工、医药、食品以及航空

航天等多个领域[1]。本身可作为燃料[2-3]、燃料添

加剂、风味添加剂[4]、抗冻剂[5]等，还可用来制

备油墨、增塑剂、增湿剂、熏蒸剂、软化剂、炸

药及药物载体等[6-7]。利用废弃的生物质如玉米

芯、玉米秸秆、麦秆、甘蔗渣等发酵生产 2,3-丁

二醇是近年来研究的热点[8]，这些生物质主要由

纤维素、半纤维素和木质素组成，发酵前需经过

预处理和酶解将纤维素和半纤维素转化为单糖。

稀酸法可以有效地将木质纤维素中的半纤维素

转化为单糖 (以木糖为主)，但酸水解过程中所产

生的一定含量毒性物质可明显抑制水解液的发

酵性能，主要有乙酸、糠醛和 HMF，并且预处

理条件 (如预处理温度、pH、时间) 严重影响毒

性物质的生成和浓度，乙酸、糠醛和 HMF 的浓

度范围分别为 0~10 g/L、0~2 g/L 和 0~2 g/L[9-10]。

对于半纤维素稀酸水解液中抑制物对微生物的

影响前人已有一定的研究，方祥年等研究了半纤

维素水解液中抑制物对假丝酵母发酵生产木糖

醇的影响，发现当发酵液中乙酸与糠醛的质量浓

度分别超过 1 g/L 时，抑制作用逐渐增强，通过

调节半纤维素水解液的起始 pH 值从 4.0 到 6.0，

可有效减轻乙酸对发酵的抑制作用[11]。宋向阳等

研究了发酵抑制物对絮凝酵母戊糖发酵的影响，

对于 5 种抑制物甲酸、乙酸、糠醛、乙醇和乳酸，

絮凝酵母对其的耐受浓度分别为 0.5、0.5、1.0、

30.0 和 8.0 g/L[12] 。 王 晓 凤 等 对 丝 状 真 菌

Amorphotheca resinae ZN1 的糠醛降解代谢进行

了分析，研究表明糠醛首先快速地转化为毒性较
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低的糠醇，在有氧条件下，糠醇又再度生成不对

微生物产生危害的低浓度糠醛，糠醛继续氧化为

糠酸。推测糠酸可能继续进入 TCA 循环，进而

完成糠醛的完全降解[13]。我们在前期用实际水解

液发酵过程中发现菌体明显受到抑制[14]，目前对

于产酸克雷伯氏菌对抑制物的代谢产物及中间

产物报道很少，本文以木糖为底物，探讨了 3 种

抑制物对产酸克雷伯氏菌发酵生产 2,3-丁二醇的

影响，并对产物进行了检测，为直接生物转化半

纤维素水解液的工艺优化、水解液脱毒以及发酵

动力学的深入研究打下了一定的基础。  

1  材料与方法 

1.1  菌种及培养基 
产酸克雷伯氏菌 Klebsiella oxytoca ACCC 

10370 由中国农业微生物菌种保藏管理中心 

(Agricultural Culture Collection of China) 提供。 

斜面培养基：琼脂 15 g/L，氯化钠 10 g/L，

酵母浸粉 5 g/L，蛋白胨 10 g/L。 

种子培养基：木糖 30 g/L，(NH4)2SO4  2 g/L，

K2HPO4 4.4 g/L，KH2PO4 1.3 g/L，酵母浸粉

1 g/L，MgSO4·7H2O 0.2 g/L，微量元素 1 mL/L，

FeSO4 溶液 2 mL/L。微量元素和 FeSO4 溶液参照

文献[15]。 

发酵培养基：木糖 60 g/L，(NH4)2SO4 2 g/L，

K2HPO4 0.9 g/L，KH2PO4 0.26 g/L，酵母浸粉

1.5 g/L，MgSO4·7H2O 0.2 g/L，微量元素 1 mL/L，

FeSO4 溶液 2 mL/L，抑制物 (乙酸 0~50 g/L，糠

醛 0~5 g/L 或 HMF 0~9 g/L)。 

1.2  培养及发酵方法 
将斜面菌株接入装有 100 mL 种子培养基的

500 mL 三角瓶中，在摇床中以 30 ℃、转速

150 r/min 条件下培养 14 h。然后以 5％ (V/V) 的

接种量接入发酵培养基发酵，发酵在装有 150 mL

发酵培养基的 500 mL 三角瓶中进行，发酵条件

为 35 ℃、转速 150 r/min，发酵初始 pH 为 7.0。 

1.3  分析方法 
实验中各物质浓度采用高效液相色谱法 

(岛津公司 LC-20A) 测定，色谱柱型号 Aminex® 

HPX-87H 柱 (Bio-Red 美国)，柱温 65 ℃，流动

相 0.005 mol/L H2SO4，流速为 0.8 mL/min；检测

器型号为 RID-10A 和 SPD-20A，进样量 30 μL。

木糖、乙酸和 2,3-丁二醇用 RID-10A 检测器检

测，糠醛和 HMF 用 SPD-20A 检测器检测。糠酸、

2-氧代戊二酸和 2,5-呋喃二甲醇用气相色谱质谱

连用仪 (GCMS) 定性检测，用 SPD-20A 检测器

定量检测。比生长速率根据菌体在 2~10 h 时

OD600 值计算得到。 

2  结果与分析 

2.1  乙酸对产酸克雷伯氏菌木糖发酵的影响 
以 60 g/L 木糖为发酵底物，分别添加一定量

的乙酸，使发酵液乙酸初始浓度分别为 0、10、

20、30、40 和 50 g/L，发酵液初始 pH 用 NaOH

调至 7.0 左右，进行不同浓度的乙酸对产酸克雷

伯氏菌木糖发酵影响的研究，结果见表 1。  

从表 1 可以看出，随着乙酸浓度的增加，产

酸克雷伯氏菌的比生长速率明显降低，与不加乙

酸时相比，当乙酸浓度为 10、20、30、40 和 50 g/L

时，菌体比生长速率分别降低了 15％、38％、

63％、80％和 81％。乙酸浓度为 40 g/L 时已经

严重抑制菌体生长，无法正常发酵生产 2,3-丁二

醇。还可以看出，随着乙酸浓度从 0 增加到

30 g/L，2,3-丁二醇产量逐渐增大且得率也逐渐提
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高，30 g/L 乙酸浓度下 2,3-丁二醇得率达到

0.4 g/g，为理论得率 (0.5 g/g) 的 80％，但随乙酸

浓度的增加木糖消耗速率降低，因此发酵时间也

随之延长，木糖完全消耗时发酵结束，大约分别为

14 h、20 h、28 h 和 41 h，图 1A 和图 1B 为不同

初始浓度乙酸时木糖和 2,3-丁二醇的浓度变化。 

由以上分析可知，产酸克雷伯氏菌可耐受

30 g/L 的乙酸，且在此浓度范围内有利于产酸克

雷伯氏菌利用木糖发酵生产 2,3-丁二醇，但乙酸

对菌体生长的抑制会使发酵时间延长。乙酸对克

雷伯氏菌发酵的影响机制已有相关报道，丁二醇

由丙酮酸转化所得，在这个转化过程中，乙酰乳

酸脱羧酶、乙酰乳酸合成酶和乙偶姻还原酶起关

键作用，这三种酶为同一操纵子所控制，由

budA、budB 和 budC 三个基因编码，乙酸的存

在对操纵子的表达有促进作用[16-18]。还有研究发

现，乙酸还可作为生产 2,3-丁二醇的底物，在发

酵过程中，部分乙酸转化为乙醛，再缩合为乙偶

姻，进一步生成 2,3-丁二醇[19]。在本实验中也检

测到乙酸在发酵过程中浓度呈下降趋势 (图 1C)，

有 3 g/L 以上的乙酸被菌体代谢，这部分乙酸用

于生产 2,3-丁二醇可提高 2.25 g/L 以上的 2,3-丁

二醇产量。另外，乙酸的存在抑制了菌体的生长，

使用于生产生物量的木糖相对减少，从而使相对

较多的木糖用于生产 2,3-丁二醇。 

2.2  糠醛对产酸克雷伯氏菌木糖发酵的影响 
糠醛是由生物质中的半纤维素组分在较低

的酸浓度(低于 3 g/L)和温度(低于 200 )℃ 下水解

产生戊糖，再由戊糖脱水环化而成[20]。糠醛对产

酸克雷伯氏菌发酵有明显的抑制作用，并且随着

浓度的升高抑制作用更加明显。 

 

图 1  批次发酵中各物质浓度的变化 
Fig. 1  Concentration changes of each substance in 
batch fermentation. (A) Concentration change of xylose. 
(B) Concentration change of 2,3-butanediol. (C) 
Concentration change of acetic acid. 
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本实验以 60 g/L 木糖为发酵底物，分别向发

酵液中添加一定量的糠醛，使发酵液糠醛初始浓

度分别为 0、1、2、3、4 和 5 g/L，研究糠醛对

产酸克雷伯氏菌发酵生产 2,3-丁二醇的影响，发

酵时间为 24~45 h，结果如表 2 所示。 

由表 2 可知，不添加糠醛时，经 24 h 发酵

2,3-丁二醇浓度为 16.33 g/L，菌体比生长速率为

0.563 h−1，木糖消耗速率为 4.88 g/(L·h)。当添加

1 g/L 糠醛时，菌体比生长速率和 2,3-丁二醇产量

不受影响，但木糖消耗速率下降明显，发酵时间

延长了大约 7 h。当添加 2 g/L 糠醛时，与不添加

糠醛相比 2,3-丁二醇产量不受影响，但比生长速

率仅为其 41％，木糖消耗速率为其 47％。当糠

醛浓度为 3 g/L 时，菌体生长受到严重抑制，但

发酵到 45 h 时 2,3- 丁二醇浓度仍可达到

16.41 g/L。糠醛浓度增加到 4 g/L 时，菌体虽有

略微的生长，但发酵到 45 h 时还有 25.24 g/L 的

木糖残留，仅生产了 7.86 g/L 的 2,3-丁二醇，至

糠醛浓度增大至 5 g/L 时，菌体生长已经完全被

抑制，比生长速率为 0。 

由以上分析可知，产酸克雷伯氏菌可耐受

4 g/L 的糠醛，但随糠醛浓度的增大，发酵时间

明显延长。另外，在发酵过程中，产酸克雷伯氏

菌可将糠醛代谢，菌体在培养 12 h 时已经检测

不到糠醛，并且发酵过程中检测到少量的糠酸和

2-氧代戊二酸 (图 2)。糠醛在微生物中的代谢途 

表 1  乙酸对产酸克雷伯氏菌木糖发酵的影响 
Table 1  Effects of acetic acid on 2,3-butanediol fermentation from xylose by Klebsiella oxytoca 

Acetic acid 
concentration (g/L) 

K. oxytoca specific 
growth rate (h−1)  

2,3-butanediol 
concentration (g/L) 

2,3-butanediol 
yield (g/g) 

Xylose consumption 
rate (g/(L·h)) 

0 0.534 15.97 0.28 4.31 

10 0.452 20.30 0.35 3.00 

20 0.331 22.41 0.39 2.11 

30 0.200 22.81 0.40 1.38 

40 0.106 0.00 0.00 0.09 

50 0.104 0.00 0.00 0.05 
 

表 2  糠醛对产酸克雷伯氏菌木糖发酵的影响 
Table 2  Effects of furfural on xylose fermentation by Klebsiella oxytoca 

Furfural  
concentration (g/L) 

K. oxytoca specific 
growth rate (h−1)  

2,3-butanediol 
concentration (g/L) 

2,3-butanediol 
yield (g/g) 

Xylose consumption 
rate (g/(L·h)) 

0 0.563 16.33 0.28 4.88 

1 0.565 16.37 0.29 2.95 

2 0.234 16.59 0.29 2.27 

3 0.116 16.41 0.29 1.20 

4 0.089 7.86 0.24 0.73 

5 0.000 0.00 0.00 0.00 
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图 2  批次发酵中糠醛及代谢中间产物浓度的变化 
Fig. 2  Concentration changes of furfural and metabolic 
intermediate in batch fermentation. 

径也有相关报道，糠醛首先被氧化为糠酸，再经

过一系列酶的作用降解为 2-氧代戊二酸，最后进

入三羧酸循环被菌体代谢[21]。 

2.3  HMF 对产酸克雷伯氏菌木糖发酵的影响 
实验以 60 g/L 木糖为发酵底物，发酵液初始

HMF 浓度分别为 0、1、3、5、7 和 9 g/L，在温

度 35 ℃，摇床转速 150 r/min 条件下进行不同浓

度的 HMF 对产酸克雷伯氏菌木糖发酵影响的研

究，结果见表 3。 

随着 HMF 浓度的增加，菌体受到的抑制逐

渐增大。与不加 HMF 时相比，当 HMF 浓度从

1 g/L 增到 5 g/L 时，比生长速率分别降低了

29％、64％和 79％，总体木糖消耗速率分别降

低了 45％、65％和 79％。当 HMF 浓度为 3 g/L

时，2,3-丁二醇的产量和得率略有降低，HMF 浓

度增加到 5 g/L 时，2,3-丁二醇的产量明显降低，

仅为 12.37 g/L，当 HMF 浓度增加到 7 g/L 时菌

体受到严重抑制，几乎没有生长。 

在发酵过程中，HMF 被产酸克雷伯氏菌代

谢，如图 3 所示，发酵过程中 HMF 浓度一直下

降，到 24 h 已经被菌体代谢完，而在 HMF 消耗

的同时检测到有 2,5-呋喃二甲醇生成且浓度逐

渐增大，有 70％以上的 HMF 被菌体转化成了

2,5-呋喃二甲醇。据文献报道，部分 HMF 在菌体

内被氧化为 HMF 酸，再通过氧化还原酶作用被

转化为 2,5-呋喃二甲酸，进一步通过脱羧酶的作

用被转化为糠酸，最后与糠醛代谢途径一样形成

2-氧代戊二酸进入三羧酸循环被菌体代谢[21]。 

表 3  HMF 对产酸克雷伯氏菌木糖发酵的影响 
Table 3  Effects of HMF on xylose fermentation by Klebsiella oxytoca 

HMF 
concentration (g/L) 

K. oxytoca specific 
growth rate (h−1)  

2,3-butanediol 
concentration (g/L) 

2,3-butanediol  
yield (g/g) 

Xylose consumption 
rate (g/(L·h)) 

0 0.590 16.87 0.29 4.49 

1 0.423 16.62 0.28 2.47 

3 0.215 15.50 0.26 1.58 

5 0.124 12.37 0.22 0.96 

7 0.047 0.00 0.00 0.08 

9 0.026 0.00 0.00 0.05 
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图 3  批次发酵中糠醛及代谢产物浓度的变化 
Fig. 3  Concentration changes of HMF and metabolite 
in batch fermentation. 

3  结论 

分别考察 3种抑制物对产酸克雷伯氏菌发酵

生产 2,3-丁二醇的影响，产酸克雷伯氏菌对乙酸、

糠醛和 HMF 的最高耐受浓度分别为 30 g/L、

4 g/L 和 5 g/L。3 种抑制物对菌体生长抑制明显

且使发酵时间延长，乙酸在 30 g/L 浓度范围内对

2,3-丁二醇产量有促进作用，糠醛和HMF在 3 g/L

浓度范围内对 2,3-丁二醇产量影响不大。 

乙酸对 2,3-丁二醇代谢途径中操纵子的表

达有促进作用，并且部分乙酸可作为底物进入

2,3-丁二醇代谢途径，另外，由于乙酸对菌体生

长的抑制，减少了用于生产生物量的木糖，使相

对较多的木糖用于生产 2,3-丁二醇。 

发酵过程中产酸克雷伯氏菌可将糠醛和

HMF 代谢掉。糠醛被氧化为糠酸，进一步被转

换为 2-氧代戊二酸，最后进入三羧酸循环被菌体

代谢。70％以上的 HMF 被转化为 2,5-呋喃二甲

醇，部分 HMF 被转化为 2,5-呋喃二甲酸，进一

步被转化为糠酸，最后被转换为 2-氧代戊二酸进

入三羧酸循环被菌体代谢。 

产酸克雷伯氏菌可以代谢乙酸、糠醛和

HMF，且在一定的乙酸浓度范围内有利于提高

2,3-丁二醇产量，而 3 种抑制物中糠醛的抑制作

用最大，因此，在木质纤维素水解液的脱毒中

可优先考虑脱除糠醛，一定浓度的乙酸可以不

用脱除。 

有文献报道克雷伯氏肺炎杆菌 K. pneumonia 

HR521 LDH (乳酸合成途径中 ldhA 基因被敲除)

具有很好的发酵性能，2,3-丁二醇得率能达到理

论得率的 90.53％，生产强度为 1.56 g/(L·h)，并

且没有副产物乳酸的生成[22]，而本文产酸克雷伯

氏菌 Klebsiella oxytoca ACCC 10370 能耐受较高

浓度的抑制物，若能结合两种菌的特性，得到高

产 2,3-丁二醇且能耐受水解液中高浓度抑制物的

菌种，将有利于工业生产的应用。 
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