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利用糖蜜发酵生产丁醇菌株的分离筛选及鉴定
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摘 要： 高效利用糖蜜产生丁醇的菌株是低成本生产丁醇的基础。本研究从自然环境（牛粪、沼气池、土壤）中筛选
具有利用糖蜜产生丁醇能力强的菌株。采样通过玉米培养基富集初筛分离获得 12株生产丁醇能力较强的菌株。用
8度糖蜜发酵复筛，有 2株菌株丁醇产量较高，分别为 8.57 g/L和 8.45 g/L，丁醇比高达 75 %。将菌株分别命名为
gxzp-5和 gxzp-9，经过 16S rDNA基因序列同源性分析初步鉴定，2株菌株都为拜氏梭菌（Clostridium beijerinckii）。
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Abstract: The strains capable of using molasses efficiently to produce butanol is the base for low-cost butanol production. In this study, such
strains were isolated from natural environment (dairy manure, biogas, and soil). 12 strains with strong butanol-producing capability were prelimi-
narily isolated through corn accumulation culture. And two strains were subsequently obtained by 8 Bx molasses fermentation and their bu-
tanol-producing yield were 8.57 g/L and 8.45 g/L respectively. The two strains were named as gxzp-5 and gxzp-9 respectively and they were con-
firmed as clostridium beijerinckii through 16S rDNA gene sequence homology analysis.
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随着石化资源的枯竭，石油价格的不断攀升，微生物
发酵生产丁醇受到了人们的普遍关注。 丁醇是一种重要
的有机化工原料，主要应用于溶剂、抗氧剂、增塑剂、合成
药物精细化工等[1]。 而在能源危机日益凸显的今天，由于
丁醇具有能量密度高、亲水性低、蒸汽压低、辛烷值高等
特点，被认为是最有发展潜力的新型液体燃料之一[2]。
国内生产生物丁醇（ABE 发酵）主要是以玉米为原

料，利用丙酮丁醇梭菌（Clostridium acetobutylicum）发酵。
这个发酵过程的生产成本为 8000～10000 元人民币 / 吨
生物丁醇， 过高的成本约束了生物丁醇作为燃料的推广
使用，而其中原料成本占了总成本的 75 % [3]。 从 2006年
起，我国已经开始限制利用粮食来生产生物能源，鼓励发
展非粮食的生物质能源。 利用糖蜜、木薯、农业废弃物和
纤维素等原料生产丁醇是一种趋势， 但由于原料前处理
技术不成熟、发酵菌株产总溶剂较低、丁醇比不高等问题

成为生产生物丁醇的瓶颈[4]。 分离筛选性能优良的新菌
种[5]；诱变育种 [6]；过量表达菌株代谢网络的相关蛋白 [1]；
敲除合成代谢副产物基因或转录阻遏蛋白的基因 [7]；构
建合成丁醇新的代谢途径和改造工艺设备等是提高丁醇

生产效率的有效技术手段[8]。
糖蜜是食糖生产的副产品。 我国是产糖大国，2008

年糖蜜产量达 300 多万吨，价格 700～800 元 / 吨，以廉
价的糖蜜为原料发酵生产丁醇，可降低生物丁醇的成本，
具有市场竞争力[9]。 本研究从自然界分离筛选获得 12株
可以利用糖蜜发酵生产丁醇的菌株， 其中 2 株为丁醇高
产菌株 。 经 16S rDNA 基因序列分析初步鉴定为
Clostridium beijerinckii。 很多研究表明，拜氏梭菌的原料
谱和适宜 pH范围更广[10]，在丁醇发酵产业上具有更大的
应用潜力[11]。
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1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 样品采集
采集南宁市郊区沼气池发酵液、牛粪、土壤为实验样

本。
1.1.2 培养基
玉米醪培养基（用于厌氧菌培养）：玉米粉 60 g，刃天

青 0.3 g，蒸馏水 1000 mL。 配制时将以上成分充分混合，
自然 pH 值，加热 10 min 成糊状，分装于 30 mL 的试管
中，胶塞密封，121℃高压灭菌 20 min。
分离培养基（用于滚管分离单菌落）：葡萄糖 40 g，牛

肉膏 2 g，酵母粉 2 g，蛋白胨 6 g，醋酸铵 3 g, KH2PO4 0.5
g，MgSO4·7H2O 0.2 g，FeSO4·7H2O 0.01 g， 琼脂 20 g，蒸
馏水 1000 mL，pH 6.5，121℃高压灭菌 20 min。
种子培养基（TYA 培养基）：葡萄糖 40 g，牛肉膏 2

g，酵母粉 2 g，蛋白胨 6 g，醋酸铵 3 g，KH2PO4 0.5 g，Mg-
SO4·7H2O 0.2 g，FeSO4·7H2O 0.01 g，蒸馏水 1000 mL，pH
6.5，121℃高压灭菌 20 min。
糖蜜发酵培养基： 80 度的糖蜜 （含糖 45 %左右）

100 g；酵母粉 5 g，碳酸钙 3.0 g，过磷酸钙 0.7 g，硫酸铵
3.0 g，用蒸馏水定容到 1000 mL，pH 6.2～6.5。 将以上成
分混合均匀，分装于 30 mL 试管中，胶塞密封，115℃高
压灭菌 20 min。
1.1.3 酶和化学试剂
实验所用 Taq 聚合酶、PMD18-T vector、dNTP Mix-

ture 等均为 TaKaRa 公司产品, 质粒提取试剂盒、 小量
PCR产物试剂盒购自天根生化公司。 其他试剂均为分析
纯。
1.2 筛选方法
1.2.1 富集培养
取 1 g 采集的样品放入 30 mL 玉米培养基的试管

中，在沸水锅中热激 90 s，用水冷却后置于 37℃恒温培
养箱富集培养 3 d，挑选有大量气泡和醪盖生成的培养液
进行气相色谱分析检测。 将有丁醇生成的发酵液转接于
玉米粉培养基继续发酵培养。
1.2.2 分离纯化
取富集培养的发酵液在厌氧培养箱里梯度稀释到

10-8，利用滚管技术方法分离单菌落。挑取单菌落于 TYA
培养基的试管中， 放置 37℃恒温培养箱培养 2 d，15 %
甘油保存于-80℃冰箱。
1.3 利用糖蜜发酵丁醇的研究
将初步筛选获得的生产丁醇的菌株用糖蜜为原料发

酵的复筛实验。 取甘油保存的菌株接入 TYA 培养基中
80℃热激 10 min， 冷却后置 37℃恒温培养箱培养活化

20 h， 然后转接到 TYA培养基中培养到 OD600为 1 左右
作为种子液。将种子液按 10 %接种量转到糖蜜发酵培养
基中，在 37℃静止发酵 72 h后，进行产物分析。
1.4 发酵产物分析及残糖测定
用 Agilent6890气相色谱仪测定产物。
色谱条件： 色谱柱：phenomen ZB-WAXplus； 检测

器：FID（220℃）进样量 0.2 μL；进样口压力：16.92 psi；柱
箱温度：100℃；氢气流量：30 mL /min。 正丙醇作为内标
进行定量分析。
残糖测定采用 DNS法[12]。

1.5 菌株的分子鉴定
提取菌株的总 DNA作为 PCR 模板， 利用细菌 16S

rDNA 基因通用引物扩增得到菌株的 16S rDNA 基因序
列，琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物片段长度与产量，PCR
产物纯化并连接 pMD18-T 载体后测序， 测序委托上海
鼎安生物科技有限公司完成。 测序结果在 GenBank数据
库中进行 Blast比对分析。 应用 MEGA4.1生物软件构建
系统进化树。

16S rDNA引物序列：
16s-F：5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'；
16s-R：5'-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3'。

2 结果与分析

2.1 菌株的筛选
本研究从 60 个样品中用玉米培养基富集和分离纯

化获得 12 株生产丁醇较高的菌株， 把菌株进行菌种保
藏，进行下一步的糖蜜发酵复筛实验。
2.2 糖蜜发酵实验
经 8 度糖蜜发酵产物用气相色谱分析和残糖测定，

结果见表 1。

由表 1的复筛结果表明， 菌株 5和菌株 9 对糖蜜的
发酵能力相对于其他的菌株高， 而且在不同批次中发酵
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图 1 丙酮丁醇乙醇的比例

图 2 gxzp-5和 gxzp-9菌株的系统发育树

稳定，丁醇产量平均值分别为 8.57 g/L 和 8.45 g/L，而且
丁醇占总溶剂的比例达 75 %，将菌株分别命名为 gxzp-5
和 gxzp-9。
另外， 值得注意的是传统的丙酮丁醇发酵菌株发酵

产物比例一般是丙酮∶丁醇∶乙醇 =3∶6∶1[13-14]，而 gxzp-5 和
gxzp-9 菌株的发酵产物中丙酮含量＜乙醇含量（产物比
例图 1）。 所以本实验选择这两个菌株进行 16S rDNA菌
种鉴定。

2.3 gxzp-5和 gxzp-9菌株的分子鉴定结果及构建进化
树

gxzp-5 和 gxzp-9 菌株的 16S rDNA 序列测序结果
用 Blast 在线软件进行相似性分析， 这两株菌株都与
Clostridium beijerinckii 具有 98 %的同源性，初步鉴定为
拜氏梭菌。 16S rDNA序列构建的系统进化树，见图 2。

这两个菌株发酵糖蜜， 丁醇产量较高， 丁醇比高达
75 %。 丁醇比高，便于发酵产物丙酮、丁醇、乙醇的分离，
具有一定工业应用的优势。

3 讨论

目前， 生产丁醇的菌种主要有 Clostridium aceto-
butylicum，Clostridium beijerinckii，Clostridium saccha-
roperbutylacetonicum，Clostridium sacchabutylicum[16]。在国

内生产丁醇主要以玉米为原料 ， 使用丙酮丁醇梭菌
（Clostridium acetobutylicum）， 而国外使用的菌种则主要
是拜氏梭菌（Clostridium beijerinckii），利用糖蜜发酵生产
丁醇[16]。 1991年 Blaschek H P等利用 N-甲基-N亚硝基
胍 诱 变 获 得 的 新 突 变 菌 株 Clostridium beijerinckii-
BA101，丁醇产量高达 18.6 g/L，并可以在简单、廉价的培
养基中较好的生长，适于工业应用[17]。 2008年 Qureshi等
研究 Clostridium beijerinckii 260 可直接发酵小麦秸秆水
解液总溶剂可达 16.59 g/L [18]。 Clostridium beijerinckii 的
研究将受到更多科学家的关注。
本研究经过初筛和复筛获得两株利用糖蜜生产丁醇

的菌株 gxzp-5和 gxzp-9，经 16S rDNA基因序列分析初
步鉴定为 Clostridium beijerinckii， 这两菌株发酵产物比
例与传统菌株有所不同，丁醇比高达 75 %，更重要的是
乙醇产量高于丙酮产量。 可能是糖蜜发酵培养基中的一
些成分对代谢网络的影响，导致碳代谢流方向的改变；也
有可能是菌株自身代谢所致，这个现象有待进一步研究。
据估算，利用糖蜜生产丁醇产量达 12 g/L，就可工业化生
产，经济效益高于玉米生产丁醇。 本研究筛选获得的菌
株离工业化生产还具有一定的差距， 需要对菌株继续改
造。本课题组将围绕两个方面来展开工作：一方面对菌株
生理生化特性深入研究，通过优化发酵条件，提高丁醇产
量；另一方面借鉴 Clostridium acetobutylicum 基因工程菌
的改造策略来进行改造， 以期获得发酵糖蜜性能更优良
的工程菌株。
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浓度增加，吸光度变化略有下降；蔗糖浓度在 3 %～15 %
时，随着浓度增加，吸光度缓慢增加；淀粉浓度在 0.4 %
～3.2 %范围内，随着浓度增加，吸光度变化不明显。几种
碳水化合物对苹果皮色素的稳定性没有不良影响。
2.2.8 氧化剂和还原剂对苹果皮红色素稳定性的影响
在一定浓度色素溶液中，加入将氧化剂、还原剂至终

浓度为 0.2 %，测其吸光度，结果见表 8。

表 8结果表明，NaClO使色素溶液变为黄绿色，H2O2

使色素溶液变淡。 而 K2S2O8、Vc、Na2S2O3对苹果皮色素

的颜色没有明显的影响，但都使吸光度有所改变。

3 结论

用 70 %vol 乙醇（pH3）提取紫红色苹果皮色素，获
得鲜艳的红色色素溶液。 苹果皮红色素在碱性条件下不

稳定， 在酸性条件下稳定性较好， 适宜在酸性条件下使
用。苹果皮色素耐热性好，在贮存、应用过程中，应尽量避
免长时间的高温、太阳光与紫外线照射。葡萄糖、蔗糖、淀
粉等碳水化合物对苹果皮色素均无不良影响。 除了 Fe3+

金属离子对苹果皮色素有明显的影响外， 其他金属离子
对苹果皮色素稳定性没有不良影响。 在提取与应用过程
中，应尽量避免使用铁制容器。苹果皮色素对氧化剂比较
敏感，都使色素的吸光度和色泽有明显变化，还原剂对苹
果皮色素的色泽无明显不良影响。 苹果皮色素原料资源
丰富，提取方便，色素为水溶性色素，稳定性好，具有广阔
的开发前景。
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裴建新，左文朴，庞 浩，黄志明，黎贞崇，韦宇拓，黄日波·利用糖蜜发酵生产丁醇菌株的分离筛选及鉴定

白云边新年度成曲开始入库
本刊讯：随着酿造车间扩班生产，白云边公司下一年度酿造生产的酒曲用量较上年需增加 2000余吨，为此该公司将新年度制

曲生产较往年提前了 10天。经过员工们的精心操作及 45天的发酵周期，白云边新年度成曲日前通过技术质量部检验，产品优良，
于 4月 23日开始陆续入库储存待用。（屈万山）
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