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摘要:暰目的暱研究以甘薯为原料发酵生产丙酮飊丁醇飊乙醇(ABE)的可行性。暰方法暱以本研究分离鉴定的丙酮丁

醇梭菌(Clostridiumacetobutylicum )J飊3飊3为生产菌株,通过发酵培养基和发酵条件的优化,确定最佳的发酵工

艺条件。发酵产物采用气相色谱的内标法测定。暰结果暱最佳发酵培养基组成:甘薯液化液初糖浓度为100g/L,
豆粕8g/L,KH2PO40.8g/L,FeSO4·7H2O0.06g/L。最佳发酵条件:温度37曟,初始pH 自然(pH 值为

5灡8),种龄22h,接种量10%。在此发酵工艺条件下发酵60h,溶剂产量达到最大,丙酮、乙醇和丁醇的产量分别

为6.98g/L、1.16g/L和15.34g/L,总溶剂23.48g/L。暰结论暱研究结果表明,以甘薯为原料发酵生产丙酮飊丁

醇飊乙醇是可行的,这为拓宽发酵法生产丙酮飊丁醇飊乙醇的原料来源以及甘薯的深加工提供了新的思路。
关键词:丙酮丁醇梭菌暋丙酮飊丁醇飊乙醇发酵暋甘薯

中图分类号:TK6,S216.2暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005灢9164(2018)03灢0330灢09
Abstract:暰Objective暱Thefeasibilityofproducingacetone飊butanol飊ethanol(ABE)fromsweet
potatoasraw material wasstudied.暰Methods暱ABE fermentation wascarried out with
ClostridiumacetobutylicumJ飊3飊3whichwasisolatedandidentifiedinthisstudy.Theoptimum
fermentationprocesswasdeterminedbyoptimizingthefermentationmediumandthefermenta灢
tionconditions.Fermentationproductsweredeterminedbygaschromatographyinternalstand灢
ardmethod.暰Results暱Theoptimum mediumcomposition:Theinitialconcentrationofsugarin
sweetpotatoliquor was100 g/L,soybean meal was8 g/L,KH2PO4 was0.8 g/L,
FeSO4·7H2Owas0.06g/L,andtheinitialpHwas7.5.Theoptimumfermentationconditions
wereasfollows:Temperature37曟,initialpH (pH5.8),seedlingage22h,andinoculationa灢
mount10%.Underthisfermentationcondition,thesolventyieldreachedthemaximumafter60
hoffermentation.Theyieldsofacetone,ethanolandbutanolwere6.98g/L,1.16g/Land
15灡34g/L,respectively.Thetotalsolventwas23.48g/L.暰Conclusion暱Theresearchresult
demonstratedthatitwasfeasibletoperformtheABEfermentationwithsweetpotatoasraw
material,whichprovidesanewideaofbroadeningthesourceofrawmaterialforproducingace灢

tone飊butanol飊ethanolfromfermentationanddeep
processingofsweetpotato.
Key words: Clostridium acetobutylicum,
acetone飊butanol飊ethanolfermentation,sweetpo灢
tato

0暋引言

暋暋暰研究意义暱丙酮飊丁醇飊乙醇(ABE)发酵曾是仅
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次于酒精发酵的世界第二大发酵过程,但由于发酵法

生产成本较高,发酵法生产丁醇难于与廉价的石油路

线相竞争,因此在19世纪60年代后期发酵法生产丁

醇处于基本停止状态[1飊2]。生物丁醇与乙醇相似,是
新一代的液体燃料,与乙醇相比,生物丁醇在燃料性

能和经济性方面具有明显的优势[3]。另外,丁醇还是

一种非常重要的化工原料和工业生产过程中的溶剂,
广泛应用于化工、塑料、有机合成、油漆等工业,可用

作油漆和表面涂料的溶剂和各种塑料、橡胶制品的生

产,还可以生产醋酸丁酯、丙烯酸丁酯、丁醛、丁酸、丁
胺和乳酸丁酯等化工产品。随着石油资源的日渐枯

竭,发酵法生产生物丁醇越来越受到人们的重视[4]。
暰前人研究进展暱本文作者所在的实验室研究了以木

薯、甘蔗渣、糖蜜、新鲜马铃薯为原料发酵生产丙酮飊
丁醇飊乙醇[5飊9],陈丽杰等[10]以菊芋汁为原料发酵生

产丙酮飊丁醇飊乙醇,马晓建等[11]研究了以玉米秸秆为

原料发酵生产丙酮飊丁醇飊乙醇,王风芹等[12]研究了以

玉米芯为原料发酵生产丙酮飊丁醇飊乙醇,龙飞等[13]研

究了以鲜芭蕉芋为原料发酵生产丙酮飊丁醇飊乙醇,田
毅红等[14]研究了以红薯为原料发酵生产丙酮飊丁醇飊
乙醇。这些研究都取得了较好的研究成果,为拓宽丙

酮飊丁醇飊乙醇发酵生产的原料来源奠定了基础。暰本
研究切入点暱制约发酵法生产丙酮飊丁醇飊乙醇产业发

展的主要因素是生产成本过高。而造成生产成本高

的主要问题有两个:首先是目前生产中所用的菌种梭

状芽孢杆菌的丁醇耐受性差,发酵成熟醪的丁醇含量

为10~12g/L、总溶剂为18~20g/L,产品的分离成

本过高。其次是目前我国发酵法生产丙酮飊丁醇飊乙

醇主要是以全玉米为原料,原料成本过高也是造成生

产成本过高的直接原因。玉米是一种粮食,以玉米为

原料生产生物丁醇不符合我国生物质产业的发展要

求。因此,除了致力于丙酮丁醇高产菌株的选育之

外,寻找适合于丙酮飊丁醇飊乙醇发酵的非粮生物质原

料也成为了目前的研究热点。甘薯是一种适应性强、
易种植、耐旱、耐盐、单产高、淀粉含量高的农作物,在
我国各地的丘陵、平坝、贫瘠的荒地或者边缘地带都

可以种植。据统计,2015年我国甘薯种植面积在427
万公顷左右,单产每公顷24.48t,总产量约1.1亿

吨[15]。我国甘薯总产量在国内农产品产量中位居第

4位,仅次于水稻、小麦和玉米的产量。2007年国家

发展和改革委员会公布的《可再生能源中长期发展规

划》[16]中已将甘薯列为重点发展的燃料乙醇原料作

物。因此,开展甘薯为原料发酵生产丙酮飊丁醇飊乙醇

的研究具有重要的意义。暰拟解决的关键问题暱通过

分离筛选获得适合于以甘薯为原料发酵生产丙酮飊丁

醇飊乙醇的生产菌株,通过发酵培养基和发酵条件的

优化,研究确定最佳的发酵工艺条件,为工业化生产

奠定基础。

1暋材料与方法

1.1暋材料

暋暋(1)原材料及试剂:本研究所用的甘薯、豆粕和花

生麸均为市售,其他试剂均为国产分析纯试剂。

暋暋(2)主要仪器设备:气相色谱仪(SHIMADZU
GC飊2014C),AnoxomatMark 栻全自动厌氧培养系

统(荷兰 MART公司)。

暋暋(3)样品采集:筛选菌种所用样品采自广西大学

校园内的池塘淤泥、下水道淤泥及养猪场、果园、菜地

等的土壤。

1.2暋方法

1.2.1暋培养基配制

暋暋富集培养基:50g/L葡萄糖,10g/L蛋白胨,2
g/L酵母膏,0.5g/L磷酸氢二钾,0.2g/L硫酸镁,

pH 值为7.2,混匀后分装于大小规格为200mm暳20
mm 试管中,每管装20mL,115曟灭菌25min,使用

之前加入10g/L正丁醇。

暋暋分离培养基:20g/L葡萄糖,10g/L蛋白胨,2
g/L酵母膏,0.5g/L磷酸氢二钾,0.2g/L硫酸镁,

15g/L琼脂,pH 值为7.2,115曟灭菌25min。待培

养基冷却至50曟左右加入10g/L正丁醇,混合均匀

后倒平板。

暋暋液体试管培养基:在糖浓度为70g/L甘薯液化

液中添加8g/L豆粕,pH 值为6.0,混匀后分装于大

小规格为200 mm暳20 mm 试管,每管装20 mL,

121曟灭菌25min。

1.2.2暋菌种分离筛选

暋暋富集培养:将5g采集到的样品加入到装有20
mL富集培养基的试管中,置 37曟 培养箱中培养

72h。

暋暋菌种的分离:富集培养液经适当稀释后吸取100

毺L涂布于含有分离培养基的平板上,涂布好的培养

皿倒 置 放 在 厌 氧 罐 里 面,将 厌 氧 罐 与 Anoxomat
Mark栻全自动厌氧培养系统连接,通过气体的置换

使厌氧罐保持厌氧状态,37曟培养48h,挑取单菌

落,划线纯化培养。

暋暋菌种的筛选:将分离纯化获得的单菌落分别接入

液体试管培养基中,37曟培养72h,用气相色谱法检

测发酵产物,选出丁醇产量较高的菌株。

1.2.3暋菌种鉴定

暋暋采用菌落PCR方法,以筛选获得的丁醇产量较
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高的菌株的单个菌落作为模板,以细菌的16SrRNA
基因通用引物27f飊1492r直接扩增16SrRNA基因片

断。PCR产物送上海生工生物工程股份有限公司测

序,所得的序列在 NCBI中进行 BLAST 比对,确定

所筛选菌种的种属。

1.2.4暋种子制备

暋暋将菌种接入液体试管培养基中,37曟静止培养

24h,即获得种子液。

1.2.5暋最佳发酵条件研究

暋暋(1)初糖浓度对菌株产溶剂的影响:配制初糖浓

度为60g/L、70g/L、80g/L、90g/L、100g/L和110
g/L的甘薯液化液培养基,分别添加8g/L豆粕粉,
用250mL三角瓶盛装,装液量为200mL,pH 值调

为6.0,按10%接种量接入种子液,37曟静置发酵72
h。发酵结束后,取样测定溶剂的产量及残糖含量。

暋暋(2)不同氮源对菌株产溶剂的影响:在初糖浓度

为100g/L 的 甘 薯 液 化 液 中 分 别 添 加 2g/L 的

NH4NO3、NH4Cl、NH4H2PO4、(NH4)2SO4、

CH3COONH4、(NH4)2C2O4(草酸铵)和尿素以及

10g/L的豆粕、花生麸、麸皮、酵母膏和牛肉膏,以不

添加氮源为对照,pH 值为6.0,37曟发酵72h。发酵

结束后,取样测定溶剂的产量。

暋暋(3)氮源浓度对菌株产溶剂的影响:在初糖浓度

为100g/L的甘薯液化液中分别添加0g/L、2g/L、4
g/L、6g/L、8g/L和10g/L的豆粕或花生麸,pH 值

为6灡0,37曟发酵72h。发酵结束后,取样测定溶剂

的产量。

暋暋(4)无机盐对菌株产溶剂的影响:向初始糖浓度

为100g/L的甘薯液化液、8g/L豆粕的培养基中分

别加入0g/L、0.2g/L、0.4g/L、0.6g/L、0.8g/L
和1g/L的KH2PO4;或0g/L、0.02g/L、0.04g/L、

0.06g/L、0.08g/L和0.1g/L的 FeSO4·7H2O;
或0g/L、0.2g/L、0.4g/L、0.6g/L、0.8g/L和1.0
g/L的 MgSO4·7H2O。pH 值为6.0,37曟培养72
h。发酵结束后,取样测定溶剂的产量。

暋暋(5)初始pH 对菌株产溶剂的影响:以初始糖浓

度为100g/L的甘薯液化液、8g/L豆粕的培养基为

基质,分别调节pH 为4.5,5.0,5.5,6.0,6.5,7.0和

7.5,对照组的pH 自然(5.8左右),37曟静置培养72
h。发酵结束后,取样测定溶剂的产量。

暋暋(6)接种量对菌株产溶剂的影响:在初始糖浓度

为100g/L的甘薯液化液、8g/L豆粕的培养基中,
分别按照10%、14%、16%、20%、24%、28%和30%
的接种量接入培养了24h的种子液,37曟发酵72h。
发酵结束后,取样测定溶剂的产量。

暋暋(7)种龄对菌株产溶剂的影响:在初始糖浓度为

100g/L的甘薯液化液、8g/L豆粕的培养基中,按照

10%的接种量分别接入于37曟培养了14h、18h、22
h、26h和30h的种子液,置37曟发酵72h。发酵结

束后,取样测定溶剂的产量。

1.2.6暋10L发酵罐的发酵动力学

暋暋以初始糖浓度为100g/L的甘薯液化液为发酵

培养基,添加8.0g/L的豆粕、0.8g/L的 KH2PO4

和0.06g/L的FeSO4·7H2O,初始pH 自然,10L
发酵罐装料8L,种龄22h,接种量为10%,于37曟
下进行发酵。发酵前16h每2h取一次样,16h以

后每隔4h取样一次。样品取出来后立即用pH 计

测定样品pH,然后放入4曟冰箱保存。待发酵结束

后,用气相色谱仪测定发酵产物含量,用斐林试剂法

测定残糖含量。

1.2.7暋发酵产物的测定

暋暋发酵产物丁醇、丙酮、乙醇、乙酸和丁酸等采用气

相色谱内标法测定(内标物为异丁醇)。分离柱为

PEG飊20M 毛细管柱(30m暳0.32mm暳1.0毺m)。
检测器为FID。载气为高纯度氮气(99.99%)。汽化

室温度250曟。检测室温度250曟。进样量0.4毺L。
升温程序:初温60曟,保持1min;以10曟/min升温

速率升至90曟;以20曟/min升温速率升至180曟,
保持1min。

暋暋糖浓度测定:采用菲林试剂滴定法。

2暋结果与分析

2.1暋生产菌株分离、筛选与鉴定

暋暋所采集的样品经富集、初筛、复筛后获得了三株

遗传稳定的丙酮飊丁醇飊乙醇生产菌株(表1)。

表1暋丙酮飊丁醇飊乙醇生产菌株分离筛选的结果(g/L)

Table1暋TheresultsofisolationscreeningforABEproductionstrains(g/L)

菌株
Strains

丙酮
Acetone

乙醇
Ethanol

丁醇
Butanol

总溶剂
Totalsolvent

XJL飊7飊2 5.15暲0.41 0.953暲0.07 10.25暲0.25 16.36暲0.42
J飊3飊3 5.93暲0.55 1.06暲0.06 11.28暲0.70 18.27暲0.31
B飊4飊2 5.21暲0.04 0.95暲0.06 10.83暲0.14 16.98暲0.23
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暋暋将分离筛选到的三个菌株的16SrDNA 的PCR
产物测序所获得的序列分别在 GenBank数据库中的

进行 序 列 比 对,比 对 的 结 果 表 明,这 3 株 菌 与

Clostridiumacetobutylicum ATCC824的序列相似

性均达到99%。初步确定这3株菌均属于丙酮丁醇

梭菌(Clostridiumacetobutylicum )。产物检测结

果表明,菌株J飊3飊3的丁醇产量及总溶剂的产量最

高,因此,选择菌株J飊3飊3作为后续研究的生产菌株。

2.2暋最佳发酵条件

2.2.1暋初糖浓度对菌株产溶剂的影响

暋暋当初糖浓度为60~110g/L时,初糖浓度越高,
溶剂产量越高(表2)。当初糖浓度为100g/L时,丙
酮、丁醇、乙醇及总溶剂的得率均达到最高值,分别为

10.51%、20.48%、2.1%和33.7%(表3)。综上考

虑,初糖浓度100g/L为甘薯液化液产溶剂的最适初

始糖浓度。
表2暋初糖浓度对菌株J飊3飊3溶剂产量的影响(g/L)

Table2暋EffectofconcentrationofinitialsugaronsolventyieldofC.acetobutylicumJ飊3飊3(g/L)

初糖浓度
Initialsugarconcentration

丙酮
Acetone

乙醇
Ethanol

丁醇
Butanol

总溶剂
Totalsolvent

60 3.6暲0.16 0.67暲0.057 8.293暲0.054 12.6暲0.16

70 4.4暲0.56 0.78暲0.1 9.0暲1.0 14.2暲1.7

80 4.67暲0.32 0.86暲0.17 9.8暲0.93 15.9暲1.4

90 4.9暲0.4 1.0暲0.06 10.8暲0.23 16.3暲0.64

100 5.8暲0.49 1.2暲0.14 11.3暲0.74 18.5暲1.2

110 5.8暲1.2 1.3暲0.04 11.9暲0.31 19.0暲1.5

表3暋初糖浓度对产物得率的影响

Table3暋Effectofconcentrationofinitialsugaronyieldofproduct
初糖浓度

Initialsugar
concentration

(g/L)

残糖
Residualsugar

(g/L)

丙酮得率
Yieldofacetone

(%)

乙醇得率
Yieldofethanol

(%)

丁醇得率
Yieldof
butanol
(%)

总溶剂得率
Yieldoftotalsolvent

(%)

60 1.82暲0.17 7.62暲0.33 1.42暲0.12 17.5暲0.11 26.5暲0.34

70 13.9暲0.25 7.77暲0.1 1.4暲0.18 16.1暲1.8 25.2暲3.0

80 23.2暲0.06 8.23暲0.56 1.38暲0.27 17.32暲1.65 26.9暲2.5

90 36暲0.23 9.13暲0.75 1.85暲0.11 20.0暲0.43 30.89暲0.2

100 45暲0.25 10.51暲0.88 2.1暲0.26 20.48暲1.34 33.7暲2.17

110 49暲0.38 9.5暲2.0 2.09暲0.06 19.5暲0.51 31.06暲2.5

注:产物得率=产物浓度/(初糖浓度-残糖浓度)暳100%

Note:Yieldofproduct=productconcentration/(initialsugarconcentration飊residualsugarconcentration)暳100%

2.2.2暋不同氮源对菌株产溶剂的影响

暋暋以甘薯为原料发酵生产丙酮丁醇时,添加无机氮

源时丁醇产量为7~10g/L,总溶剂为11~17g/L,而
添加有机氮源时丁醇产量为11~12g/L,总溶剂为

18~19g/L,因此,向培养基中添加有机氮源更有利

于溶剂的积累(表4)。考虑到工业化的生产成本,可
选择豆粕或花生麸作为甘薯为原料发酵生产丙酮丁

醇的氮源。为此,我们进行了豆粕浓度和花生麸浓度

对产溶剂的影响的研究,以便筛选出甘薯为原料发酵

生产丙酮丁醇的最佳氮源。

2.2.3暋氮源浓度对菌株产溶剂的影响

暋暋随着豆粕浓度的增加,丁醇浓度及总溶剂的浓度

也随之升高(表5)。当豆粕浓度为8g/L时,丁醇、
丙酮、乙醇和总溶剂产量分别为12.98g/L、6.92g/

L、2.15g/L和22.05g/L。当豆粕浓度添加到10g/

L时,丁醇浓度及总溶剂的浓度增幅很小,说明添加

8g/L的豆粕已经能够满足J飊3飊3发酵甘薯液化液产

生溶剂的要求,且性价比最高。

暋暋随着花生麸浓度的增加,丁醇浓度及总溶剂的浓

度也随之升高,花生麸浓度达到6g/L之后,丁醇浓

度和总溶剂的浓度增幅很小(表6)。研究结果显示,
豆粕比花生麸能更好地促进菌株J飊3飊3发酵甘薯产

溶剂。因此,以8g/L的豆粕作为最佳氮源。
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表4暋氮源对菌株J飊3飊3溶剂产量的影响(g/L)

Table4暋EffectofdifferentnitrogensourcesonsolventyieldofC.acetobutylicamJ飊3飊3(g/L)

氮源
Nitrogensources

丙酮
Acetone

乙醇
Ethanol

丁醇
Butanol

总溶剂
Totalsolvent

对照Control 5.46暲0.42 1.13暲0.11 10.75暲0.82 17.35暲1.27
尿素 Urea 6.03暲0.55 1.14暲0.12 10.59暲0.75 17.76暲1.40

(NH4)2SO4 3.24暲0.43 0.80暲0.09 7.42暲0.55 11.46暲1.03
(NH4)2C2O4 4.81暲1.35 0.84暲0.26 9.00暲2.38 14.65暲3.98
CH3COONH4 4.86暲0.00 1.06暲0.08 9.60暲0.46 15.53暲0.55

NH4Cl 5.06暲0.18 1.21暲0.17 10.12暲0.11 16.38暲0.41
NH4H2PO4 4.50暲0.92 1.16暲0.09 9.78暲1.59 15.44暲2.59
NH4NO3 4.30暲0.23 2.01暲0.25 9.13暲0.42 15.43暲0.62

豆粕Soybeanmeal 5.34暲0.23 1.70暲0.054 11.97暲0.57 19.02暲0.77
花生麸Peanutbran 5.82暲0.14 1.76暲0.05 12.15暲0.087 19.73暲0.27
酵母膏 Yeastextract 5.47暲0.035 1.82暲0.08 11.52暲0.49 18.81暲0.58

麸皮 Wheatbran 5.28暲0.15 1.76暲0.06 11.53暲0.13 18.56暲0.34
蛋白胨Peptone 5.92暲0.56 1.57暲0.10 12.06暲1.04 19.55暲1.60

牛肉膏Beefextract 5.82暲0.36 1.64暲0.08 11.85暲1.48 19.31暲1.05

表5暋豆粕浓度对菌株J飊3飊3产溶剂的影响

Table5暋EffectofconcentrationsofsoybeanmealonsolventyieldofC.acetobutylicamJ飊3飊3

豆粕
Soybeanmeal

丙酮
Acetone

乙醇
Ethanol

丁醇
Butanol

总溶剂
Totalsolvent

0 3.42暲0.33 0.95暲0.22 7.12暲0.52 11.49暲1.07
2 4.40暲0.20 1.09暲0.21 8.78暲0.21 14.28暲0.61
4 5.86暲0.11 1.60暲0.20 11.00暲0.11 18.45暲0.42
6 6.63暲0.51 1.67暲0.03 12.37暲0.06 20.67暲0.60
8 6.92暲0.01 2.15暲0.06 12.98暲0.05 22.05暲0.03
10 7.14暲0.08 2.05暲0.34 13.00暲0.11 22.18暲0.15

表6暋花生麸浓度对菌株J飊3飊3产溶剂的影响(g/L)

Table6暋EffectofconcentrationofpeanutbranonsolventyieldofC.acetobutylicamJ飊3飊3(g/L)

花生麸
Peanutbran

丙酮
Acetone

乙醇
Ethanol

丁醇
Butanol

总溶剂
Totalsolvent

0 5.09暲0.17 0.81暲0.03 9.10暲0.23 15.00暲0.37
2 6.39暲0.36 0.91暲0.01 10.34暲0.22 17.64暲0.57
4 6.50暲0.04 1.27暲0.06 11.03暲0.24 18.81暲0.34
6 6.89暲0.50 1.36暲0.04 11.67暲0.12 19.92暲0.66
8 6.18暲0.66 1.37暲0.03 10.78暲0.38 18.33暲1.08
10 7.32暲0.04 1.42暲0.10 11.82暲0.01 20.56暲0.15

2.2.4暋无机盐对菌株产溶剂的影响

暋暋实验表明,无机盐的添加对菌株J飊3飊3发酵产溶

剂具有一定影响。当 KH2PO4 的浓度达到0.8g/L
时,总溶剂产量最高,与不添加 KH2PO4 相比,丁醇

产量提高了15%,总溶剂产量提高19%(表7)。当

FeSO4·7H2O 的含量为0.06g/L时,溶剂产量达

到最大,与对照组相比,正丁醇和总溶剂产量分别提

高了29%和25%(表8)。硫酸镁对J飊3飊3产溶剂的

提高没有促进的作用(表9)。因此,在以甘薯为原料

发酵生产丙酮丁醇中,不考虑添加 MgSO4·7H2O。

2.2.5暋初始pH 对菌株产溶剂的影响

暋暋当初始pH 值在5.5及其以下时,丁醇和总溶剂

产量较低(表10)。在初始pH 值为6.0~7.5时,溶
剂产量虽有波动,但总体变化不大,正丁醇产量为

9灡0g/L左右,总溶剂产量为14g/L左右。对照组

的初始pH 自然,经测定其pH 值在5.8左右,其正

丁醇产量为9.05g/L,总溶剂产量为14.30g/L,与
初始pH 值为6.0~7.5的发酵结果相比,相差不大,
因此,在以甘薯液化液发酵生产丙酮丁醇时,不需要

调整pH 值。
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表7暋磷酸二氢钾浓度对菌株J飊3飊3发酵产溶剂的影响(g/L)

Table7暋EffectofconcentrationofKH2PO4onfermentationsolventyieldofC.acetobutylicamJ飊3飊3(g/L)

KH2PO4
丙酮

Acetone
乙醇

Ethanol
丁醇

Butanol
总溶剂

Totalsolvent

0.0 4.83暲0.12 1.48暲0.03 8.87暲0.02 15.18暲0.17
0.2 4.88暲0.04 1.48暲0.04 8.65暲0.07 15.00暲0.15
0.4 5.07暲0.23 1.53暲0.03 9.16暲0.08 15.76暲0.11
0.6 5.06暲0.15 1.63暲0.01 9.75暲0.16 16.43暲0.01
0.8 5.85暲0.22 1.77暲0.15 10.18暲0.19 18.08暲0.16
1.0 5.72暲0.49 1.71暲0.06 10.12暲0.47 17.55暲1.03

表8暋FeSO4·7H2O对菌株J飊3飊3发酵产溶剂的影响(g/L)

Table8暋EffectofconcentrationofFeSO4·7H2OonfermentationsolventyieldofC.acetobutylicamJ飊3飊3(g/L)

FeSO4·7H2O
丙酮

Acetone
乙醇

Ethanol
丁醇

Butanol
总溶剂

Totalsolvent

0.0 4.83暲0.12 1.48暲0.025 8.87暲0.024 15.18暲0.17
0.02 5.92暲0.61 1.67暲0.15 10.18暲0.57 17.78暲1.34
0.04 5.56暲0.76 1.67暲0.054 10.68暲0.46 17.90暲0.36
0.06 5.85暲0.37 1.76暲0.08 11.41暲0.61 19.02暲1.06
0.08 5.20暲0.83 1.53暲0.02 9.37暲0.75 16.10暲1.60
0.10 4.98暲0.31 1.48暲0.11 9.08暲0.36 15.53暲0.78

表9暋MgSO4·7H2O对菌株J飊3飊3发酵产溶剂的影响(g/L)

Table9暋EffectofconcentrationofMgSO4·7H2OonfermentationsolventyieldofC.acetobutylicamJ飊3飊3(g/L)

MgSO4·7H2O
丙酮

Acetone
乙醇

Ethanol
丁醇

Butanol
总溶剂

Totalsolvent

0.0 6.67暲0.39 2.42暲0.08 12.11暲0.08 21.21暲0.22
0.2 6.85暲0.44 2.60暲0.13 11.65暲0.00 21.11暲0.57
0.4 6.61暲0.01 2.91暲0.01 11.89暲0.43 21.41暲0.43
0.6 6.44暲0.72 2.68暲0.21 11.62暲0.143 20.75暲1.07
0.8 6.73暲0.40 2.47暲0.04 12.15暲0.07 21.35暲0.29
1.0 6.59暲0.25 2.64暲0.13 12.00暲0.06 21.23暲0.19

表10暋初始pH对菌株J飊3飊3产溶剂的影响(g/L)

Table10暋EffectofinitialpHonsolventyieldofC.acetobutylicamJ飊3飊3(g/L)

初始pH
InitialpH

丙酮
Acetone

乙醇
Ethanol

丁醇
Butanol

总溶剂
Totalsolvent

对照Control 3.61暲0.14 1.60暲0.22 9.05暲0.48 14.30暲0.84
4.5 1.52暲0.45 0.42暲0.11 4.50暲0.84 6.44暲1.38
5.0 1.80暲0.45 0.44暲0.08 4.71暲0.40 7.00暲0.78
5.5 2.85暲0.30 0.72暲0.15 6.48暲0.68 10.04暲1.14
6.0 3.80暲0.02 1.64暲0.07 9.01暲0.05 14.45暲0.10
6.5 3.52暲0.31 1.47暲0.13 8.85暲0.67 13.84暲1.08
7.0 3.75暲0.27 1.57暲0.02 9.00暲0.51 14.31暲0.78
7.5 3.83暲0.23 1.72暲0.31 9.24暲0.54 14.80暲0.86

2.2.6暋接种量对菌株产溶剂的影响

暋暋接种量从10%至30%的范围内对发酵影响不大

(表11),说明10%的接种量已经能够满足发酵的

要求。

2.2.7暋种龄对菌株产溶剂的影响

暋暋种龄为22h时,各溶剂产量最高,丙酮、乙醇和

丁醇的产量分别达到7.80g/L、1.64g/L和14.70
g/L,总溶剂产量达到24.14g/L(表12)。因此,37曟
培养22h为菌株J飊3飊3发酵甘薯产溶剂的最佳种龄。
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表11暋接种量对菌株J飊3飊3产溶剂的影响

Table11暋EffectofinoculumsizeonsolventyieldofC.acetobutylicamJ飊3飊3

接种量
Inoculumsize

(%)

丙酮
Acetone
(g/L)

乙醇
Ethanol
(g/L)

丁醇
Butanol
(g/L)

总溶剂
Totalsolvent

(g/L)

10 6.87暲0.35 1.59暲0.05 13.50暲0.14 21.96暲0.34
14 7.32暲0.60 1.54暲0.11 13.60暲0.45 22.46暲1.16
18 6.41暲0.08 1.58暲0.04 14.08暲0.15 22.07暲0.14
22 6.54暲0.34 1.57暲0.01 13.79暲0.28 21.90暲0.07
26 5.28暲2.17 1.47暲0.09 12.81暲0.06 19.56暲2.13
30 7.14暲0.28 1.56暲0.07 13.88暲0.33 22.58暲0.03

表12暋种龄对菌株J飊3飊3产溶剂的影响

Table12暋EffectofseedageonsolventyieldofC.acetobutylicamJ飊3飊3

种龄
Seedage

(h)

丙酮
Acetone
(g/L)

乙醇
Ethanol
(g/L)

丁醇
Butanol
(g/L)

总溶剂
Totalsolvent

(g/L)

14 1.07暲0.04 0.46暲0.10 3.12暲0.03 4.65暲0.04
18 5.63暲0.48 1.38暲0.13 12.27暲0.30 19.28暲0.82
22 7.80暲0.09 1.64暲0.08 14.70暲0.04 24.14暲0.03
26 7.11暲0.15 1.56暲0.05 14.00暲0.01 22.62暲0.09
30 6.23暲0.26 1.31暲0.24 13.44暲0.37 20.99暲0.31
34 5.67暲0.01 0.96暲0.17 10.80暲0.12 17.44暲0.28

2.3暋10L发酵罐的发酵动力学

暋暋从图1和图2可以看出,J飊3飊3发酵甘薯生产丙

酮和丁醇的发酵过程中存在明显的产酸期和产溶剂

期,发酵16h之前为产酸期,主要产物为乙酸和丁

酸,发酵6h开始产生乙酸,14h乙酸含量达到最大

值(7.47g/L)。以6~14h计算乙酸的生成速率为

0.79g/(L·h);发酵8h开始产生丁酸,16h丁酸达

到最大值(4.27g/L),以8~16h计算丁酸的生成速

率为0.40g/(L·h)。随着乙酸和丁酸的生成,发酵

液的pH 值逐渐下降,发酵至16h时pH 值达到最低

值(4.28)。发酵16h之后发酵过程转入产溶剂期,
开始大量合成丙酮、丁醇和乙醇。以发酵16~36h
计算,丙酮的生成速率为0.20g/(L·h),丁醇的生

成速率为0.44g/(L·h),乙醇的生成速率为0.06
g/(L·h)。随着丙酮、丁醇和乙醇的生成,发酵液中

的乙酸和丁酸的浓度逐渐下降,发酵液的pH 值逐渐

回升,发酵至28h时pH 值回升到4.57,之后pH 值

一直维持在4.5左右,直至发酵结束。说明在产酸期

生成的乙酸和丁酸以及在产溶剂期产生的乙酸和丁

酸均可被菌体吸收转化成溶剂。发酵至60h时,丙
酮丁醇的发酵已基本结束,此时溶剂产量达到最大。
丙酮、乙醇和丁醇的产量分别为6.98g/L、1.16g/L
和15.34g/L,总溶剂产量达23.48g/L。

暋暋图1暋J飊3飊3在甘薯发酵培养基中发酵产酸及发酵液中

pH 变化曲线

暋暋Fig.1暋ThecurvesofacidandpHduringfermentation
byJ飊3飊3insweetpotatomedium

图2暋发酵过程中溶剂产量和残糖变化曲线

暋暋Fig.2暋Thecurvesofsolventproductionandresidualto灢
talsugarduringfermentation
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3暋讨论

暋暋目前,以甘薯为原料发酵生产丙酮丁醇的研究较

少,田毅红等[14]以红薯为原料,乙酸铵作为氮源,添
加乙酸钠作为前体物质发酵生产丙酮丁醇,发酵液中

丁醇含量最高达到14.41mg/mL。本研究以南宁市

市售的甘薯为原料,以豆粕为氮源,以实验室自己分

离鉴定的丙酮丁醇梭菌J飊3飊3为生产菌株进行了丙

酮丁醇的发酵研究,发酵成熟醪的丁醇浓度达15灡34
g/L,总溶剂产量达23.48g/L。与田毅红等[14]的研

究相比,本研究有几点优势:使用的氮源是廉价易获

得的农副产品,无需添加前体物质,丁醇的产量略有

提高。本研究中发酵结束后残糖较高,达18.5g/L。
我国的甘薯品种主要分为淀粉型品种和食用型品种,
北方薯区以淀粉型品种为主,食用型品种为辅;南方

薯区以食用型品种为主,淀粉型品种为辅;而长江中

下游薯区则兼顾淀粉型品种和食用型品种[15]。发酵

结束后残糖较高,是否与所用的甘薯品种有关,有待

进一步研究。

4暋结论

暋暋本研究以市售的甘薯为原料,豆粕为氮源进行丙

酮丁醇发酵,探索最佳发酵条件。实验结果表明,在
甘薯 液 化 液 初 糖 浓 度 为 100g/L、豆 粕 8g/L、

KH2PO40.8g/L、FeSO4·7H2O0.06g/L的配制

下,37曟发酵60h,可获得最佳发酵效果,丙酮、乙醇

和丁醇 的 产 量 分 别 达 到 6.98g/L、1.16g/L 和

15灡34g/L,总溶剂为23.48g/L。这一研究结果表

明,以甘薯为原料发酵生产丙酮丁醇是可行的,具有

较好的应用前景,可为发酵法生产丙酮丁醇的原料来

源以及甘薯的深加工提供了新的思路。
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