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摘要:运用单因素试验结合正交设计法优化丙酮丁醇梭菌发酵甘蔗糖蜜生产丁醇的发酵条件 , 并进行验证试验。

得到发酵条件的最优组合为(NH4)2 HPO 4 的添加量为 0.3%, H2NCONH2 的添加量为 0.1%、Na2HPO 4 的添

加量为 0.5%, KH2PO4 的添加量为 0.5%, L-半胱氨酸盐酸盐-水物的添加量为 0.025%, 蛋白胨的添加量为

0.9%, NaH2PO 4 的添加量为 0.1%,优化后发酵的丁醇产量为 11.0536g/ L , 比原始菌株提高了 23.58%。这对

糖蜜多途径综合利用有一定的推动作用。
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Abstract:U sing sing le-fador experiments combined w ith or thogonal design qitimization the fer-
mentat ion condi tions , which the clost ridium aletobutylicum ferment sugercace molasses to pro-
ducte batand and ve rif ication test.The obtained optimal combination of nutrients is 0.3%
(NH4)2 HPO 4 , 0.1%H 2NCONH 2 , 0.5% Na2HPO 4 , 0.5% KH 2PO 4 , 0.025% L-cy steine
hydrochlo ride monohydrate , 0.9% t ryptone , and 0.1% NaH 2PO 4 .The resul ts show that the

butanol y ield in this optimized fermentation reaches 11.0536g/ L , which increased about
23.58% compared to that obtained from the original strain.This method has the potent ial to

improve the mul ti-channel utilizat ion of sugarcane molasses.
Key words:Clostridium acetobuty licum , sugarcane mo lasses , butanol , orthogonal test

　　与乙醇相比 ,丁醇具有如下优点:性质更接近烃

类 ,与汽油调和的配伍性好;能量密度与燃烧值高 ,且

具有较低的蒸汽压;可经石油管道输送 ,可在炼油厂

混合;腐蚀性小 、水溶性低等。因此生物丁醇发酵已

成为仅次于燃料乙醇发酵的第二大可再生能源开发

研究的热点
[ 1 , 2]
为原料生产 。目前丁醇主要以淀粉

质原料如玉米 、小麦 、黍米等生产 ,原料成本高的问题

十分突出[ 3] 。此外 ,与燃料乙醇一样 ,以粮食类淀粉

质原料大规模生产丁醇作为燃料 ,也会引发影响粮食

安全的社会问题 。开发廉价的 、非粮生物质原料 ,是

研发丁醇作为生物燃料的必然出路 。

　　甘蔗糖蜜是以甘蔗为原料制糖的一种副产品 。

我国南方各省 ,如广西 、广东 、福建 、四川和台湾等均

盛产甘蔗 ,是我国主要的甘蔗糖厂产区。而在大量生

产甘蔗糖的同时 ,也产生大量的甘蔗糖蜜 ,其产量约

为原料甘蔗的 2.5%～ 3%。广西是全国最大的糖蜜

生产地区 ,每年有 300万吨的标准糖蜜
[ 4]
。基于广西

糖蜜资源丰富的有利条件 ,生产生物丁醇 ,不仅可以

缓解粮食安全问题 ,对糖蜜事业发展也有一定的促进

作用。本文研究丙酮丁醇梭菌发酵糖密生产丁醇的

发酵条件 ,以期为利用糖蜜发酵丁醇的产业化工作提
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供一定的借鉴。

1　材料和方法

1.1　菌种

　　丙酮丁醇梭菌 (Clostridium acetobuty l icum),

本实验室选育 ,于广西某糖厂附近的土壤中筛选出 ,

适用于甘蔗糖蜜丁醇发酵。保存于有梭菌培养基菌

种冻存管中。

1.2　培养基

　　梭菌培养基:酵母粉 1%, 蛋白胨 1%,葡萄糖

0.5%, L-半胱氨酸盐酸盐-水物 0.05%,盐溶液 4%

(V/V), pH 值自然。

　　盐溶液:CaCl2 ·2H2 O 0.025%,

MgSO 4 ·7H 2O 0.05%,K 2 HPO4 0.1%, KH 2PO 4 0.

1%, NaHCO 3 1%,NaCl 0.2%。

　　发酵培养基:甘蔗糖蜜(波美度 11), CaCO 3

0.5%,自然 pH 值 ,其发酵体积为 25ml。

1.3　试验试剂

　　1%丙醇溶液;

　　氮源营养盐:(NH4)2SO 4 ,

H 2NCONH2 、NH 4Cl 、NH4CH2COO 、NH 4NO 3;

　　磷源营养盐:KH 2 PO 4 、K 2 HPO 4 、N aH2 PO 4 、N a2

HPO 4 、(NH4)2HPO 4;

　　其 他:蛋白 胨 、酵 母 膏 、NaCl 、 NaHCO 3 、

MgSO 4 ·7H 2O 、邻氨基苯甲酸 、生物素 、L-半胱氨酸

盐酸盐-水物 、硫胺 。

1.4　实验方法

　　挑取梭菌单菌落于装梭菌培养液的厌氧瓶中 ,厌

氧 , 37℃静置培养 。待上述培养物生长到对数中期 ,

取少量于显微镜下镜检 ,无染菌则作为种子液;将已

检查好的种子液接入发酵培养基中 ,接种量为 5%,

置于 37℃恒温培养箱中静置培养 ,至发酵结束后取

样;将取样后的样品于 12000r/min 条件下离心

5min ,取上清与 1%丙醇溶液以 1∶1的比例混匀 ,混

匀后于高效气相色谱仪中检测其中的丁醇含量(各试

验进行 3次重复 ,取平均数值进行比较)。

1.4.1　单因素试验方法

　　对不同的糖蜜锤度 、接种量以及用处于不同生长

期的菌种作为种子液来进行试验 ,看上述因素对糖蜜

丁醇发酵有何影响。

　　在发酵培养基中添加 1.3所述不同种类的氮源

营养盐(添加乙酸盐有助于溶剂生产[ 5] )、磷源营养盐

与微量元素(已有研究工作表明生物素和氨基苯甲酸

是 C.acetobuty l icum 菌体生长和溶剂生产必需的维

生素[ 6])。添加比例(见表 1)各不相同 ,测定其丁醇

的产量 ,看其产量是否有所提高 。
表 1　各种营养盐添加的比例

Table 1　Proportion of nutrients

营养盐种类
Types of nut rients

添加比例 Addin g proport ion(%)

1 2 3 4

蛋白胨
Tryptone

0.6 0.9 1.2 1.5

酵母膏
Yeast ext ract , 0.05 0.1 0.15 0.2

(NH4)2SO 4 0.05 0.1 0.15 0.2

H2NCONH2 0.05 0.1 0.15 0.2

NH4Cl 0.05 0.1 0.15 0.2

NH4CH2COO 0.05 0.1 0.15 0.2

NH4NO3 0.05 0.1 0.15 0.2

K H2 PO 4 0.25 0.5 0.75 1

K 2HPO 4 0.05 0.1 0.15 0.2

NaH 2PO 4 0.25 0.5 0.75 1

Na2HPO 4 0.25 0.5 0.75 1

(NH4)2HPO 4 0.25 0.5 0.75 1

NaCl 0.02 0.04 0.06 0.08

NaH CO 3 0.02 0.04 0.06 0.08

M gSO 4· 7H 2O 0.25 0.5 0.75 1

L-半胱氨酸盐酸盐-水物
L-Cys teine-HCl·H 2O

0.025 0.05 0.075 0.1

邻氨基苯甲酸
O-aminoben zoic acid

0.0005 0.001 0.0015 0.002

生物素
Biot in

0.0005 0.001 0.0015 0.002

硫胺
Thiamine

0.0005 0.001 0.0015 0.002

1.4.2　正交试验方法

　　在单因素试验的基础上 ,选取对丁醇产量影响相

对较大的试验因素做正交试验 ,采用 L18(3
7
)正交表 ,

共 18个处理 ,每个处理 3个重复 ,测丁醇的生成量 ,

取平均数。

2　结果与分析

2.1　单因素试验结果

2.1.1　发酵中所使用的糖蜜锤度

　　发酵时使用的糖蜜是经过稀释后才使用的 ,否则

糖蜜浓度过高 ,菌株无法生长。对不同锤度的糖蜜进

行发酵 ,保持其他因素一致 ,看其丁醇产量有何不同 ,

其测定结果如图 1所示。

　　图 1　不同锤度的糖蜜对丙酮丁醇梭菌发酵糖蜜生产丁
醇的影响

　　Fig.1　Effects o f diffe rent hammer deg rees on butano l

y ield fr om sugarcane molasses by C.acetobuty licum
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　　从图 1可见 ,随着糖蜜锤度的上升 ,丁醇的产量

也越来越低 ,所以应该尽量选取低锤度的糖蜜来发

酵;但糖蜜的锤度下降伴随着劳动成本的上升 ,因此

本试验采用糖蜜的锤度为 11Bx 。

2.1.2　种子液的菌龄及发酵接种量的确定

　　使用处于对数生长期的不同阶段的丙酮丁醇梭

菌来进行糖蜜发酵结果如图 2所示 。在对数生长期 ,

随着菌体浓度的增加丁醇产量相应提高 ,因此试验选

用处于OD 540 =1.4左右生长期的丙酮丁醇梭菌作为

种子液(不再增加菌体浓度 ,是考虑到菌体生长需要

一定时间 ,会加大投入资本);而图 3曲线说明随着接

种量的加大 , 丁醇产量也逐渐增加 , 接种量加大到

5%后丁醇产量增加得比较平缓 ,因此发酵接种量选

用 5%的接种量。

图 2　不同生长期的丙酮丁醇梭菌对糖蜜丁醇发酵的影响
　　F ig.2　Effects of different g row ing periods on butano l
y ield f rom sugar cane molasse s by C.acetobuty licum

图 3　不同接种量的丙酮丁醇梭菌对糖蜜丁醇发酵的影响
　　Fig.3　Effects of different inoculation quantitie s on buta-
nol yield from suga rcane mo lasses by C.acetobut y licum

2.1.3　糖蜜中添加营养盐对试验的影响

　　使用 11Bx 的糖蜜 ,处于 OD 540 =1.4左右生长

期的种子液以及 5%的接种量 ,对添加营养盐的糖蜜

的进行发酵 ,添加不同的氮源 、磷源及其它营养盐 。

　　图 4 ～ 10的结果表明 ,添加不同营养盐对糖蜜丁

醇发酵的产量都有所提高 ,需要特别深入讨论的是图

7和图 8 ,添加了 KH2 PO 4 、硫胺的糖蜜发酵丁醇的产

量变化。添加了 KH2 PO 4 、硫胺的糖蜜发酵丁醇的产

量比无添加成分的糖蜜发酵丁醇的产量要低 ,说明

KH2 PO 4与硫胺对糖蜜丁醇发酵有一定的抑制作用 ,

可是随着 KH 2PO4 、硫胺的添加量增加 ,其丁醇产量

又有一定的提高 ,其作用机理为何如此 , 需进一步

研究。

　　根据提高比例的高低 ,最终选定(NH 4)2 HPO 4 、

NaH 2PO4 、Na2HPO4 、KH 2 PO 4 、L-半胱氨酸盐酸盐-

水物 、H2 NCONH2与蛋白胨为较高影响因素 ,作为正

交试验的试验因素(添加(NH 4)2 HPO 4的糖蜜丁醇

产量比原始菌提高了 32.67%,其他提高比例依次如

下:NaH 2 PO4 , 30.43%;Na2 HPO 4 , 24.46%;

KH2 PO 4 , 18.74%;L-半胱氨酸盐酸盐-水物 ,

12.75%;H2NCONH 2 , 11.97%;蛋白胨 ,11.80%)。

　　图 4　蛋白胨对丙酮丁醇梭菌发酵甘蔗糖蜜生产丁醇的
影响

　　F ig.4　Effects o f tryptone on butano l y ield from sugar-
cane mo lasses by C.acetobuty licum

　　图 5　酵母膏对丙酮丁醇梭菌发酵甘蔗糖蜜生产丁醇的
影响

　　Fig.5 　Effects of y east ex tract on butanol yield f rom

suga rcane mo lasse s by C.acetobuty licum

　　图 6　氮源对丙酮丁醇梭菌发酵甘蔗糖蜜生产丁醇的影

响

　　F ig.6　Ef fects of nitro gen sources on butano l y ield f rom

suga rcane mo lasse s by C.acetobuty licum

　　—□—:(NH4)2 SO4;—★—:H2NCONH2;—■·—:

CH 3COONH 4;— —:NH 4Cl;——◎ ——:NH4NO3.
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图 7　磷源对丙酮丁醇梭菌发酵甘蔗糖蜜生产丁醇的影响
　　Fig.7 　Effect s of phospho rus sources on butanol yield

from suga rcane mo lasses by C.acetobuty licum
　　—□—:KH 2PO4;—★—:NaH 2PO4;—■·—:Na2H PO 4;
— —:(NH4)2H PO 4;— —:K2H PO 4.

图 8　维生素对丙酮丁醇梭菌发酵甘蔗糖蜜生产丁醇的影响

　　Fig.8　Effects of vitamins on butano l yield from suga r-

cane mola sses by C.acetobuty licum

　　—◎—:L-cy steine-HCl·H2O;—□—:O-aminobenzoic acid;

—★—:bio tin;—■—:Thiamin.

图 9　钠盐对丙酮丁醇梭菌发酵甘蔗糖蜜生产丁醇的影响

　　Fig.9　Effects o f sodium salt on butanol yie ld from sug-

a rcane mo lasse s by C.acetobuty licum

　　—□—:NaCl;—★—:NaCO3.

　　图 10　镁盐对丙酮丁醇梭菌发酵甘蔗糖蜜生产丁醇的

影响

　　F ig.10 　Effects o f magnesium sulfa te on butano l y ield

f rom sugar cane molasses by C.acetobuty licum

2.2　正交试验结果

　　上述单因素试验结果表明 ,(NH 4)2 HPO 4 、NaH 2

PO4 、Na2HPO 4 、KH2 PO 4 、L-半胱氨酸盐酸盐-水物 、

H2 NCONH 2与蛋白胨对丙酮丁醇梭菌发酵糖蜜丁醇

影响较大。采用以上因素做正交试验 ,其因素水平见

表 2 ,试验结果见表 3 ,方差分析见表 4 。

　　根据方差分析可知 ,正交试验各因素对试验的影

响都极显著 ,而从直观分析表中可出:RF >RA >RD

>RC >R G >RB >R E , 说明(NH4)2HPO 4对丁醇产

量影响最大 , NaH 2 PO 4对丁醇产量影响最小 。得到

最优组合为 F 3A 1D3 C3G 2B3 E1 ,即(NH4)2 HPO4的添

加量为 0.3%, H 2 NCONH 2的添加量为 0.1%、

Na2 HPO4的添加量为 0.5% , KH 2 PO 4的添加量为

0.5%, L-半胱氨酸盐酸盐-水物的添加量为

0.025%,蛋白胨的添加量为 0.9%、NaH 2PO 4的添加

量为 0.1%。
表 2　发酵条件优化正交试验因素水平＊

Table 2　Levels and factors of orthogonal test on optimization

fermentation conditions

水平

Levels

因素 Factors

A B C D E F G

1 0.1 0.3 0.1 0.1 0.1 0.1 0.01

2 0.2 0.6 0.3 0.3 0.3 0.2 0.025

3 0.3 0.9 0.5 0.5 0.5 0.3 0.05

＊A:H 2NCONH 2(g/ 100ml);B:Tryp tone(g/ 100ml);C:KH 2 PO 4(g/

100ml);D:NaH2 PO 4(g/ 100ml);E:Na2HPO 4(g/ 100m l);F:(NH 4)2

HPO4(g/ 100ml);G:L-C ysteine-HCl· H2O(g/ 100m l)。

2.3　验证试验结果

　　由于所得的最优工艺参数组合不在正交试验设

计的 18组内 ,因此需要进行验证试验。在正交试验

最优组合工艺参数条件下 ,进行平行验证试验 。在此

条件下 ,最终丁醇的产量可达到 11.0536g/ L ,比原始

菌株提高了 23.58%。
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表 3　发酵条件优化正交试验结果与分析

Table 3　Results and analysis of orthogonal test on optimization of fermentation conditions

因素水平 ,
试验号
Factors ,
levels , test
number

A
(H2NCONH2)

B
蛋白胨
(Typ tone)

C
(KH2 PO 4)

D
(Na2HPO 4)

E
(NaH2 PO4)

F
((NH4)2HPO4)

G
L-半胱氨酸盐酸盐-水物
(L-Cysteine-HC l·H2O)

平均丁醇产量
Average yield

of bu tanol(g/ L)

1 1 1 1 1 1 1 1 9.509

2 1 2 2 2 2 2 2 9.98

3 1 3 3 3 3 3 3 10.2725
4 2 1 1 2 2 3 3 9.4825

5 2 2 2 3 3 1 1 9.6875
6 2 3 3 1 1 2 2 9.902

7 3 1 2 1 3 2 3 9.616
8 3 2 3 2 1 3 1 10.161

9 3 3 1 3 2 1 2 9.783

10 1 1 3 3 2 2 1 10.3015
11 1 2 1 1 3 3 2 10.0685

12 1 3 2 2 1 1 3 9.7435

13 2 1 2 3 1 3 2 9.9615
14 2 2 3 1 2 1 3 9.3343

15 2 3 1 2 3 2 1 9.614
16 3 1 3 2 3 1 2 10.0275

17 3 2 1 3 1 2 3 10.058

18 3 3 2 1 2 3 1 10.1325
K 1 9.979 9.816 9.753 9.760 9.889 9.681 9.901

K 2 9.664 9.882 9.854 9.835 9.836 9.912 9.954
K 3 9.963 9.908 10.000 10.011 9.881 10.013 9.751

R 0.315 0.092 0.247 0.251 0.053 0.332 0.203

表 4　正交试验方差分析

Table 4　Variance analysis of orthogonal test

方差来源
Sources

of variation

平方和
Sum of
squares

自由度
Degrees

of f reedom

F 值
F valu e

显著性
Signif icance

A 0.379 2 2.071
极显著
Highty
signif icant

B 0.027 2 0.148
极显著
Highty
signif icant

C 0.186 2 1.016
极显著
Highty
signif icant

D 0.198 2 1.082
极显著
Highty
signif icant

E 0.010 2 0.055
极显著
Highty
signif icant

F 0.348 2 1.902
极显著
Highty
signif icant

G 0.133 2 0.727
极显著
Highty
signif icant

误差
E rror

1.28 14

3　结束语

　　本试验采用单因素和正交试验设计对目的菌株

的发酵条件进行优化研究 ,得出影响甘蔗糖蜜发酵丁

醇的主次因素(NH 4)2 HPO 4 >H 2 NCONH 2 >

Na2 HPO4 >KH 2PO4 >L-半胱氨酸盐酸盐-水物>蛋

白胨 >NaH2 PO 4 , 即(NH 4)2 HPO 4 的添加量为

0.3%,H 2NCONH 2的添加量为 0.1%、Na2 HPO 4的

添加量为 0.5% ,KH 2PO4的添加量为0.5%,L-半胱

氨酸盐酸盐-水物的添加量为 0.025%,蛋白胨的添

加量为 0.9%、NaH 2PO4的添加量为 0.1%,优化后

发酵的丁醇产量为 11.0536g/ L ,比原始菌株提高了

23.58%。

　　利用糖蜜发酵生产丁醇比采用玉米 、小麦等淀粉

质原料生产具有节约粮食 ,易实现生产的连续化 、管

道化 ,成本低等优点 ,并可在糖蜜发酵生产酒精工艺

的基础上进行 ,只需改换发酵菌种和有相应的工艺条

件即可 。这样 ,选育出适合糖蜜发酵生产丁醇的高效

菌种和寻求最佳工艺条件就成为了需要。本试验采

用的菌株适用于甘蔗糖蜜发酵 ,采用的发酵工艺使得

最终丁醇的产量可达到 11g/L ,相对其他同类研究来

说有一定提高 ,但寻求更高的丁醇产量是试验的宗

旨 ,下一步考虑对该试验菌株进行分子方面的改造以

及使用其他设计方案(比如响应面设计等)对甘蔗糖

蜜发酵进行更进一步研究 。另外 ,因为糖蜜含有成份

相对比较复杂 ,容易发生污染杂菌等问题有待于深入

研究
[ 7]
。
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物97种 ,隶属40科 75属 ,其中乔木层35种 ,隶属 23

科 30属;灌木层 85 种 ,隶属 36 科 65 属;草本层 9

种 ,隶属 7 科 9 属;层间植物不发达 ,仅 2 科 2 种。

(3)经长期的人为干扰 ,红鳞蒲桃季雨林已失去了原

来多层次结构的特征 ,无分层或分为 2层 ,优势种明

显 ,红鳞蒲桃占绝对优势。(4)从群落的垂直结构和

径级结构分析 ,红鳞蒲桃群落以低高度级和小胸径级

的个体数占优势 ,但是红鳞蒲桃基本分布在高高度级

和大胸径级里 ,无小径级的后续个体补充 ,随着演替

的发展 ,它将逐渐从群落中衰退 ,被其他优势种取代。

(5)因红鳞蒲桃群落为村边片林 ,受人畜的影响大 ,物

种多样性指数低 ,群落不稳定。(6)红鳞蒲桃种群幼

苗幼树仅生存 0.5 ～ 2年就被破坏致死或采割作薪 ,

一般林下没有幼苗 、幼树 ,加之人为决定树木去留 ,形

成以中树和大树占优势的年龄结构 ,种群结构类型为

单峰型 ,其天然更新受阻 ,种群发展趋势属于衰退类

型。(7)广西滨海的红鳞蒲桃季雨林已处于濒危状

态 ,建议马上保护 、恢复或重建 ,大力发展为本地防护

林树种和城市绿化树种 ,充分发挥其优良的生态学

特性 。
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