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丙酮丁醇梭菌发酵菊芋汁生产丁醇 

陈丽杰 1，辛程勋 2，邓攀 1，任剑刚 1，梁环环 1，白凤武 1 
1 大连理工大学生命科学与技术学院，大连 116024 
2 大庆九环生物新能源有限公司，大庆 163511 

摘  要: 对丙酮丁醇梭菌 Clostridium acetobutylicum L7 发酵菊芋汁酸水解液生产丁醇进行了初步研究。实验结果表明，

以该水解液为底物生产丁醇，不需要添加氮源和生长因子。当水解液初始糖浓度为 48.36 g/L 时，其发酵性能与以果糖

为碳源的对照组基本相同，发酵终点丁醇浓度为 8.67 g/L，丁醇、丙酮和乙醇的比例为 0.58∶0.36∶0.06，但与以葡

萄糖为碳源的对照组相比，发酵时间明显延长，表明该菌株葡萄糖转运能力强于果糖。当水解液初始糖浓度提高到

62.87 g/L 时，发酵终点残糖浓度从 3.09 g/L 增加到 3.26 g/L，但丁醇浓度却提高到 11.21 g/L，丁醇、丙酮和乙醇的比

例相应为 0.64∶0.29∶0.05，表明适量糖过剩有助于 C. acetobutylicum L7 胞内代谢从丙酮合成向丁醇合成途径调节；继

续提高水解液初始糖浓度，发酵终点残糖浓度迅速升高，丁醇生产的技术经济指标受到明显影响。 
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Butanol production from hydrolysate of Jerusalem artichoke  
juice by Clostridium acetobutylicum L7 
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Abstract:  Butanol production from acid hydrolysate of Jerusalem artichoke juice by Clostridium acetobutylicum L7 was 
investigated, and it was found that natural components of the hydrolysate were suitable for solvent production with the species. With 
batch fermentation using the medium containing 48.36 g/L total sugars, 8.67 g/L butanol was produced at 60 h, and the ratio of 
butanol to acetone to ethanol was 0.58:0.36:0.06, which were similar to the fermentation with fructose as carbon source, but both of 
these two fermentations were slower than that with glucose as carbon source, indicating the fructose transport of the species might 
not be effective as that for glucose. When the total sugars of the medium were increased to 62.87 g/L, the residual sugars increased 
slightly from 3.09 g/L to 3.26 g/L, but butanol production of the fermentation system was improved significantly, with 11.21 g/L 
butanol produced and the ratio of butanol to acetone to ethanol at 0.64:0.29:0.05, which illustrated that an excess in sugars enhanced 
the butanol biosynthesis of the species by compromising its acetone production. When the sugar concentration of the medium was 
further increased, much more sugars were remained unconsumed, making the process economically unfavourable. 

Keywords:  Clostridium acetobutylicum, hydrolysate of Jerusalem artichoke juice, butanol fermentation 
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与乙醇相比，丁醇具有能量密度高、亲水性

弱、腐蚀性小、更易与汽油或柴油混合等优点，更

适宜于作为发动机燃料，因此被认为是第 2 代生物

燃料[1]。目前丁醇主要以淀粉质原料如玉米、小麦、

黍米等和糖质原料如糖蜜生产 [2]，原料成本高的问

题十分突出。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，也会产生影响

粮食安全的社会问题。开发廉价的、非粮生物质原

料，是发展丁醇作为生物燃料的必然出路。 

菊芋 Jerusalem artichoke，又名洋姜或鬼子姜，

为菊科向日葵属多年生宿根性草本植物，其生态适

应性强，耐旱、耐寒、耐盐碱，能够在不适宜于粮

食和经济作物生长的盐碱地、滩涂地等边际土地上

种植，生物量产量高 [3]。鲜菊芋块茎中含水 70％~ 

80％，碳水化合物 15％~20％，以菊粉的形式存在。

菊粉 (Inulin)，又称菊糖，是由 D-果糖经β-2,1 糖苷

键连接的聚合度不高的聚果糖，末端为一个葡萄糖

残基 [4]。与目前国内外普遍关注的以农作物秸秆为

代表的木质纤维素类生物质原料相比，菊芋易被酸

或菊粉酶水解而生成果糖和葡萄糖的混合物，是生

产果糖、果糖基产品和微生物发酵生产生物燃料和

生物基化学品等的良好原料[5]。 

以菊芋块茎为原料生产乙醇的研究工作在国内

外均有报道[6-7]，然而鲜菊芋块茎含水量高，直接水

解获得的糖难以满足乙醇发酵对高浓度底物的要

求，但却可以很好地满足丁醇发酵的要求。由于丁

醇发酵梭菌没有菊粉酶生产能力，不能水解菊芋中

的菊粉多糖，因此生产丁醇时需要对菊芋原料进行

水解。本文以菊芋汁稀酸水解糖为底物，研究其发

酵生产丁醇的可行性，为第 2 代生物燃料丁醇生产

开辟新的原料来源。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌种 

本实验室驯化保存的丙酮丁醇梭状芽胞杆菌

Clostridium acetobutylicum L7。 

1.1.2  实验原料 

菊芋汁：鲜菊芋块茎直接压榨，由中国科学院

大连化学物理研究所杜昱光教授提供。 

1.2  实验方法 
1.2.1  培养基配制 

葡萄糖培养基 (g/L)：葡萄糖 50，乙酸铵 2.3，

K2HPO4 0.5，KH2PO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.2，邻氨

基苯甲酸 0.01，生物素 0.01，初始 pH 5.5。 

果糖培养基  (g/L)：果糖  50，乙酸铵 2.3，

K2HPO4 0.5，KH2PO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.2，邻氨

基苯甲酸 0.01，生物素 0.01，初始 pH 5.5。 

菊芋汁用硫酸调节至 pH 值 2.0~3.0，沸水浴保

温维持 60 min 使菊粉水解，用 NaOH 调节水解液至

pH 6.0，即得菊芋汁水解液 (Hydrolysate of Jerusalem 

artichoke juice，HJA)，于 121℃蒸汽灭菌 20 min，

冷却后保存备用。将准备好的菊芋汁水解液稀释到

所需的糖浓度，添加对照培养基中除碳源外的其他

成分，用少量硫酸调节其初始 pH 5.5。 

以上培养基接种前均在 121℃下蒸汽灭菌

15 min。 

1.2.2  培养方法 

菌种活化培养：将 1 mL 冷冻保藏的菌种接种于

20 mL玉米醪试管培养基中，沸水浴下处理 1~2 min，

在温度 37.5℃下厌氧活化培养，自然 pH 值。 

摇瓶培养：将活化好菌种以体积比 10％的接种

量接种于 100 mL 发酵培养基中，充无菌氮气 10 min, 

于温度 37.5℃，150 r/min 摇床培养，初始 pH 为 5.5。 

发酵罐培养：在 2.5 L 发酵罐 (KF-2.5) 中进行，

装液量为 1 L，接种量 10％ (V/V)，搅拌转速 150 r/min，

发酵温度 37.5℃，初始 pH 5.5。接种后向发酵罐中

通入无菌氮气 30 min，以保证发酵罐内的厌氧环境。 

1.2.3  糖的测定 

糖浓度测定采用 DNS 法[8]。对葡萄糖为碳源的

培养基和发酵液，其标准曲线使用葡萄糖标准溶液

绘制；以果糖和菊芋汁水解液为碳源的培养基和发

酵液，其标准曲线使用果糖标准溶液绘制。样品离

心处理后，取适当稀释的上清液 1 mL，加入 1 mL

水，再加入 1.5 mL DNS 试剂，摇匀，沸水浴 5 min，

立即冷却至室温，加蒸馏水至 25 mL，摇匀，540 nm

测吸光度，根据相应的标准曲线计算样品糖浓度。 

接种后立即取样，测定初始糖浓度；发酵过程
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中或发酵结束后取样，测定发酵液中残糖浓度。 

1.2.4  生物量的测定 

摇瓶发酵由于菌体浓度低，且发酵液中含有的

少量固形物对生物量测定干扰严重，因此严格控

制实验组与对照组接种量和其他实验条件，比较添

加氮源和维生素对溶剂生产的影响。发酵罐培养过

程生物量测定方法如下：取 2.5 mL 发酵液离心，

12 000 r/min 离心 5 min 后，用去离子水洗涤 2 次，

在 85℃下干燥至恒重。 

1.2.5  溶剂测定方法 

用气相色谱 HP-INNOWAX(19091N-233) 测定

溶剂各组分，FID 检测器。色谱条件：毛细管色谱

柱 (30 m×0.25 mm×0.50 µm)，柱温 100℃；进样温

度 250℃；FID检测器温度 300℃，H2流速 40 mL/min，

空气流速 400 mL/min；载气 N2 流速 30 mL/min；进

样量 0.2 µL，分流比 50∶1。采用内标法定量，内标

物为异丁醇。 

2  结果与讨论 

发酵培养基组成对 C. acetobutylicum 生长和溶

剂生产各个环节的调控至关重要。目前以玉米为原

料生产丁醇，按照发酵要求浓度调配的粉浆蒸煮后，

冷却到发酵温度即可使用，无需添加任何营养组分。

与玉米原料相比，菊芋块茎灰分偏高，磷含量足以

满足需求，但蛋白含量很低，因此以菊芋汁为发酵

底物是否需要补充氮源，需要通过实验来确定。此

外，已有研究工作表明生物素和氨基苯甲酸是 C. 

acetobutylicum 菌体生长和溶剂生产必需的维生素[9]，

但菊芋汁水解液作为发酵底物是否需要添加这两种

维生素尚未见报道。 

2.1  氮源对菊芋汁丁醇生产的影响 
添加乙酸盐有助于溶剂生产[10]，因此乙酸铵是

C. acetobutylicum 培养的良好氮源。表 1 所示为向培

养基中添加 2.3 g/L 乙酸铵时批式发酵的实验结果。

可见，与对照组相比，添加乙酸铵没有明显促进溶

剂，特别是丁醇的生产，表明菊芋汁水解液作为底

物培养 C. acetobutylicum L7 生产丁醇不需要添加

氮源。 
 

表 1  培养基中氮源对菊芋汁丁醇发酵的影响 
Table 1  Effect of nitrogen sources on butanol production 
from Jerusalem artichoke juice hydrolysate by C. 
acetobutylicum L7 

Nitrogen 
source 

Initial 
sugar (g/L)

Residual 
sugar (g/L) 

Acetone 
(g/L) 

Ethanol 
(g/L) 

Butanol
(g/L)

Ammonium 
acetate 43.96 13.07 3.09 0.44 6.00 

None 46.09  4.99 4.11 0.47 8.07 

 
2.2  邻氨基苯甲酸和生物素对菊芋汁水解液丁醇

生产的影响 
表 2 所示为菊芋汁酸水解液中添加邻氨基苯甲

酸和生物素对溶剂生产的影响。可见，与未添加这

两种维生素的对照组相比，不论是单独添加还是混

合添加，均没有显著影响，表明菊芋汁水解液作为

底物培养 C. acetobutylicum L7 生产丁醇不需要添加

这两种维生素。 

可见，尽管菊芋块茎的营养组份不如玉米丰富，

但足以满足 C. acetobutylicum L7 培养生产丁醇的需

要，这对降低丁醇生产成本十分有利。 

2.3  菊芋汁水解液为底物发酵生产丁醇 
菊芋汁水解液是以果糖和葡萄糖为主要成分的

混合糖，其发酵过程糖消耗、菌体生长和溶剂各组

分生成情况图 1~5 所示。 
 

表 2  培养基中生长因子对菊芋汁丁醇发酵的影响 
Table 2  Effect of growth factors on butanol production from Jerusalem artichoke juice hydrolysate by C. acetobutylicum L7 

Vitamins Initial sugars 
(g/L) 

Residual sugars 
(g/L) 

Acetone 
(g/L) 

Ethanol 
(g/L) 

Butanol 
(g/L) 

0.01 g/L o-aminobenzoic acid 45.14  2.67 3.90 0.94 8.93 

0.01 g/L biotin 45.78 14.20 2.51 0.59 6.39 

0.01 g/L o-aminobenzoic acid + 0.01 g/L biotin 44.99 13.95 2.84 0.59 6.40 

None 44.42  2.70 4.87 0.79 8.88 
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图 1  丙酮丁醇梭菌发酵过程残糖浓度的变化 
Fig. 1  Time course of residual sugars during butanol production 
by C. acetobutylicum L7. 

 

图 2  丙酮丁醇梭菌发酵过程生物量浓度的变化 
Fig. 2  Time course of biomass during butanol production by 
C. acetobutylicum L7. 

 

图 3  丙酮丁醇梭菌发酵生产丁醇 
Fig. 3  Time course of butanol production by C. 
acetobutylicum L7. 
 

 

 

图 4  丙酮丁醇梭菌发酵生产丙酮 
Fig. 4  Time course of acetone production by C. 
acetobutylicum L7. 

 

图 5  丙酮丁醇梭菌发酵生产乙醇 
Fig. 5  Time course of ethanol production by C. 
acetobutylicum L7. 

 
从图 1 可见，以菊芋汁水解液为底物时，糖消

耗进程与以果糖为碳源的培养基一致，因为菊芋汁

水解液混合糖的主要组分是果糖，但在培养进入到

约 16 h 时，菌体生长开始进入静止期 (图 2)，以葡

萄糖为碳源的培养基糖消耗速率比果糖和菊芋汁

水解液为碳源的培养基快，而此时产物丁醇开始大

量合成，如图 3 所示，至 34 h 丁醇浓度到最大值

9.73 g/L；而以果糖和菊芋汁酸水解液为碳源的培养

基，丁醇生成相对缓慢，发酵至 60 h 丁醇浓度分别达

到最大值 8.93 g/L 和 8.67 g/L，表明 C. acetobutylicum

在丁醇合成阶段葡萄糖代谢速率比果糖快，但其机

理有待建立胞内代谢网络，分析相关代谢途径通量

分布来阐明。 
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丙酮和乙醇是 C. acetobutylicum 丁醇发酵的共

生产物。图 4 和图 5 的实验结果表明，丙酮和乙醇

与丁醇生成同步。以葡萄糖为底物时，其最高浓度

分别为 7.32 g/L 和 0.92 g/L，而以果糖为底物时，分

别为 6.75 g/L 和 0.73 g/L，当以菊芋汁水解液为底物

时，分别为 5.41 g/L 和 0.83 g/L。 

丁醇、丙酮和乙醇的比例是衡量丁醇发酵水平

的主要指标之一，发酵终点丁醇的比例越高，其生

产的技术经济指标就越好。目前国内外实验室研究

普遍使用的 C. acetobutylicum 菌株，其发酵终点丁

醇、丙酮和乙醇的比例一般在 6∶3∶1 的水平，而

生产上使用的工业菌株可以使丁醇、丙酮和乙醇的

比例维持在 7∶2∶1 的水平。菊芋汁水解液发酵溶

剂各组分的比例如表 3 所示，可见与果糖为碳源的

培养基相比基本相同，但与葡萄糖为碳源相比，丁

醇比例略低，而丙酮比例有所提高。值得注意的是，

这 3 种不同碳源培养基发酵结束时，乙醇生成比例

基本相同，占总溶剂的比例约 5％，而以往研究工

作报道乙醇占总溶剂的比例约 10％，目前正在对这

一现象进行分析。 

2.4  高浓度菊芋汁水解液发酵生产丁醇 
丁醇对菌体具有强抑制效应，导致发酵终点产

物浓度低，是丁醇生产能耗高的主要原因。提高培

养基初始糖浓度，是提高发酵液丁醇浓度的前提条

件。表 4 所示为菊芋汁水解液中不同初始糖浓度发

酵生产丁醇的实验结果，可见当糖浓度提高到

62.87 g/L 时，虽然发酵时间延长到 84 h，但丁醇浓

度从 8.67 g/L 增加到 11.21 g/L，继续提高糖浓度到

95.63 g/L时，虽然丁醇浓度略有增加，达到 12.56 g/L，

但此时发酵液残糖浓度已经高达 37.00 g/L，呈严重

过剩状态。另一方面，随底物初始糖浓度的提高，

丁醇占总溶剂的比例增加，丙酮生成比例相应减少，

表明发酵过程糖过剩有利于 C. acetobutylicum L7 胞

内代谢从丙酮合成向丁醇合成途径调节，但糖过剩

不仅导致原料的浪费，增加丁醇生产的原料消耗，

而且增加发酵醪精馏操作分离丁醇的难度。因此，

优化培养基初始糖浓度，使其适量过剩以提高总溶

剂中丁醇的比例，对丁醇生产十分重要。 

 
表 3  菊芋汁水解液、葡萄糖和果糖作为碳源发酵丁醇性能的比较 
Table 3  Effect of different carbon sources on butanol production by C. acetobutylicum L7 

Carbon 
source 

Initial 
sugar (g/L) 

Residual 
sugar (g/L) 

Butanol 
(g/L) 

Acetone 
(g/L) 

Ethanol
(g/L) 

Total solvent
(g/L) 

Butanol/Acetone 
/Ethanol 

YButanol/Sugar 
(g/g) 

Glucose 51.78 1.77 9.73 5.32 0.92 15.97 0.61/0.33/0.06 0.195 

Fructose 50.38 2.59 8.93 6.75 0.73 16.41 0.54/0.41/0.04 0.187 

HJA 48.36 3.09 8.67 5.41 0.83 14.91 0.58/0.36/0.06 0.192 

 
表 4  C. acetobutylicum L7 发酵不同糖浓度菊芋汁酸水解液生产丁醇 
Table 4  Effect of initial sugar concentration of Jerusalem artichoke juice hydrolysate on butanol production by C. 
acetobutylicum L7  

Initial sugars 
(g/L) 

Culture time 
(h) 

Residual sugars 
(g/L) 

Butanol 
(g/L) 

Acetone 
(g/L) 

Ethanol 
(g/L) 

Total solvent 
(g/L) 

Butanol/Acetone 
/Ethanol 

48.36 59  3.09  8.67 5.41 0.83 14.91 0.58/0.36/0.06 

62.87 84  3.26 11.21 5.01 0.94 17.16 0.64/0.29/0.05 

95.63 89 37.00 12.56 4.46 1.20 18.22 0.69/0.24/0.07 

 

3  展望 

菊芋汁水解液作为 C. acetobutylicum L7 培养生

产丁醇的底物，其发酵性能与以果糖为碳源的培养

基相似，且其天然营养组分可以满足菌体生长和丁

醇生产的基本要求，有助于工业生产过程节省辅助

原料消耗，降低生产成本。 

丁醇生产面临的最大问题是成本高。降低丁醇

生产成本可以从两方面入手：一是开发高浓度发酵

技术，提高发酵醪中丁醇浓度，节省能耗；二是提

高总溶剂中丁醇比例，节省原料消耗。以菊芋为原

料生产丁醇，不论是菊芋汁，还是直接使用菊芋块
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茎，围绕提高发酵终点丁醇浓度和总溶剂中丁醇比

例，都有大量的研究工作需要开展，但这一原料体

系与以秸秆为代表的木质纤维素类生物质相比，易

于处理获得可发酵性糖，与粮食类淀粉质原料相比，

其种植不挤占耕地，不会产生影响粮食安全的问题，

因此菊芋原料生产丁醇的基础研究和技术开发将越

来越被关注。 
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