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工业生物技术                                                               

果糖及葡萄糖混合物为底物的丙酮丁醇发酵 

邓攀 1，陈丽杰 1，辛程勋 2，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: 旨在以果糖和葡萄糖混合物模拟能源作物菊芋块茎水解液发酵生产丁醇。在培养基初始 pH 5.5，发酵过程不

控制 pH 的混合糖发酵中，出现了发酵提前终止现象，终点残糖浓度达 23.26 g/L，而丁醇产量仅 5.51 g/L。进一步对比

混合糖及葡萄糖、果糖不控制 pH 的发酵结果表明，导致这一现象的原因可能是有机酸毒性太大和 pH 太低。全程控制

pH 的混合糖发酵结果表明，高 pH 条件有利于提高糖利用率，但产酸多，丁醇产量较低；而低 pH 条件下发酵残糖较

多，但丁醇产量相对较高。基于此，文中采用阶段性 pH 调控策略，即将发酵初期的 pH 控制在 5.5，待菌体 OD620 上升

到 1.0 后，解除 pH 控制，发酵终点残糖浓度下降到 2.05 g/L，丁醇产量也相应提高到 10.48 g/L。 
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Acetone-butanol fermentation from the mixture of fructose  
and glucose 
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Abstract:  A mixture of fructose and glucose was developed to simulate the hydrolysate of Jerusalem artichoke tubers, the 
fructose-based feedstock suitable for butanol production. With the initial pH of 5.5 without regulation during mixed-sugar 
fermentation, as high as 23.26 g/L sugars were remained unconverted, and butanol production of 5.51 g/L were obtained. Compared 
with either glucose or fructose fermentation, the early termination of mixed-sugar fermentation might be caused by toxic organic 
acids and the low pH. When the pH of the fermentation system was controlled at higher levels, it was found that sugars utilization 
was facilitated, but less butanol was produced due to the over-accumulation of organic acids. On the other hand, when the pH was 
controlled at lower levels, more sugars were remained unconverted, although butanol production was improved. Based on these 
experimental results, a stage-wise pH regulation strategy, e.g., controlling the pH of the fermentation system at 5.5 untill the OD620 
reached 1.0, and then the pH control was removed, was developed, which significantly improved the fermentation performance of the 
system, with only 2.05 g/L sugars unconverted and 10.48 g/L butanol produced. 
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丁醇是重要的大宗化工原料，被广泛地用于丙

烯酸丁酯、甲基丙烯酸酯、瓷釉和涂料等化工产品

的生产过程。除此之外，作为替代能源，丁醇还有

着乙醇所不具备的独特优势[1]，如较高的能量密度、

较低的挥发性以及弱腐蚀性等。因此，丁醇又被认

为是极具前景的新一代生物燃料。目前生物丁醇主

要以淀粉质和糖质为原料发酵生产，原料成本高的

问题十分突出。Jones 和 Woods[2]指出以淀粉质或糖

蜜为原料的传统丙酮丁醇发酵，其原料成本占到了

丁醇生产总成本的 60％。此外，以粮食类淀粉质原

料生产丁醇还会影响到我国的粮食安全，不适合我

国国情。因此，长期以来生物丁醇的主要研究目标

之一就是寻找廉价替代原料，以降低原料成本。 

菊芋是一种相对廉价的非粮物料，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]。菊芋中的糖类主要

以菊糖形式存在。菊糖是由 D-果糖经β-2，1 糖苷键

连接的聚合度不高的果聚糖，末端为一个葡萄糖残

基[4]。菊芋水解液为葡萄糖和果糖的混合糖体系。

微生物在利用混合碳源时，普遍存在着碳源代谢阻

遏效应 (Carbon Catabolite Repression，CCR)。Ounine

等 [5] 在 丙 酮 丁 醇 梭 状 芽 胞 杆 菌 Clostridium 

acetobutylicum ATCC 824 的葡萄糖和木糖的混合底

物发酵中发现，菌体优先利用葡萄糖，当葡萄糖耗

尽后，才开始利用木糖。本课题组研究发现，丙酮

丁醇梭菌在葡萄糖和果糖混合体系发酵中也存在着

碳源代谢阻遏效应。在不控制 pH 的混合糖发酵中，

菌体优先快速利用葡萄糖，而果糖利用相对滞后，

并且在发酵终点处出现了残余糖浓度极高的现象。

本文研究分析了导致混合糖发酵残余糖过高的原

因，并尝试采用 pH 调控策略解决残余糖问题，从而

为菊芋物料的转化利用打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
本试验室驯化保存的丙酮丁醇梭状芽胞杆菌

Clostridium acetobutylicum L7。 

1.2  方法 
1.2.1  培养基组成 

种子活化培养基[6] (g/L)：葡萄糖 20，胰蛋白胨

30，酵母粉 10，自然 pH 值。 

葡萄糖 /果糖发酵培养基  (g/L)：葡萄糖 /果糖

55，乙酸铵 2.76， K2HPO4 0.5， KH2PO4 0.5，

MgSO4·7H2O 0.2，MnSO4·H2O 0.01，FeSO4·7H2O 

0.01，对氨基苯甲酸 0.01，生物素 0.01，酵母粉 2，

初始 pH 5.5。 

混合糖发酵培养基 (g/L)：果糖 44，葡萄糖 11 

(参照菊芋水解液中果糖与葡萄糖比例 1∶4)，其余

成分与葡萄糖/果糖发酵培养基相同。 

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 种子活化培养基中，37 ℃厌氧培养 20 h。 

摇瓶扩大培养：将充分活化的菌种以体积比

10％的接种量接种于 100 mL 发酵培养基中，充无菌

氮气 10 min，37.5 ℃厌氧培养 17 h。 

发酵罐培养：预先向装有灭菌后培养基的发酵

罐中通无菌氮气 30 min，以排除发酵体系中氧气，

将经摇瓶扩大培养后菌种接入发酵罐中，设定转速

150 r/min，温度 37.5 ℃。 

1.2.3  分析方法 

菌体浓度测定方法：在 620 nm 处测定菌体吸

光度  (OD620)。总还原糖浓度测定采用 DNS 法 [7]。

葡萄糖浓度使用 SBA-40C 生物传感分析仪  (山

东省科学院生物研究所 ) 测定。果糖浓度为总还

原糖浓度与葡萄糖浓度之差。发酵液中的丙酮、

乙醇、丁醇浓度测定采用气相色谱方法，色谱分

离条件：毛细管色谱柱 Agilent HP-INNOWAX 

(30 m×0.25 mm×0.50 µm)，柱温：100 ℃，进样口温

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，内标

物：异丁醇。乙酸和丁酸浓度使用 Waters1525 高效
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液相色谱测定，色谱分离条件：Aminex HPX-87H 有

机酸分析柱 (300 mm×7.8 mm；Bio-Rad，Hercules)，

流动相：0.005 mol/L H2SO4，流速：0.5 mL/min，进

样量：20 µL，柱温：50 ℃，检测波长：210 nm，示

差折光检测器温度 50 ℃。 

1.2.4  pH 调控策略 

全程控制 pH 调控策略：用 2 mol/L 的 H2SO4 和

2 mol/L 的 NaOH，将整个发酵过程中的 pH 都控制

在一个固定值 (如 pH：6.5，6.0，5.5，5.0，4.5)。 

两阶段 pH 调控策略：将发酵初期 pH 控制在

6.0，待菌体 OD620 上升到 1.9，再用 2 mol/L 的 H2SO4

将发酵液 pH 下调到 4.5。 

阶段性 pH 调控策略：将发酵初期 pH 控制在一

个较高值 (如 pH 6.0 或 5.5)，待菌体 OD620 上升到

一定值 (如 OD620 为 1.5 或 1.0) 后，解除 pH 控制。 

2  结果与分析 

2.1  不控制 pH 的丙酮丁醇发酵 
2.1.1  以葡萄糖和果糖混合物为底物发酵生产丁醇 

混合糖不控制 pH 发酵过程中出现了发酵提前

终止现象。如图 1 所示，葡萄糖在 16 h 时已经耗尽。

此后的果糖代谢速率远不及葡萄糖，菌体 OD620 开始

下降，菌体逐渐衰亡。发酵过程中，乙酸和丁酸浓度

有短暂的回落，但在葡萄糖耗尽后又重新开始累积，

pH 值也在短暂回升后下降。至发酵结束时，培养基

中残余糖浓度达 23.26 g/L，丁醇仅有 5.51 g/L。 

 

  

图 1  不控制 pH 条件下 C. acetobutylicum L7 的混合糖发酵 
Fig. 1  Fermentation of the mixture of fructose and glucose by C. acetobutylicum L7 with initial pH of 5.5. (A) OD620, pH, glucose 
and fructose concentration in the fermentation broth. (B) Application of fermentation products. 
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2.1.2  以葡萄糖或果糖为底物发酵生产丁醇 

葡萄糖不控制 pH 发酵实验中没有出现发酵

提前终止现象。如图 2 所示，发酵在 42 h 时结束，

发酵终点处丁醇浓度为 9.60 g/L，糖利用率达

96.71％。  

果糖不控制 pH 的发酵过程中，虽然也没有出现

发酵提前终止现象，但是在发酵中期有一段明显的

代谢缓慢过程，我们称之为代谢调整期。如图 3 所

示，菌体 OD620 从 52 h 开始持续回落，在其后的约

50 h 内，糖代谢速率极其缓慢，有机溶剂合成速率

放慢。从 96 h 开始，菌体 OD620 又重新开始增加，

糖代谢速率明显加快，有机溶剂快速合成，有机酸

浓度逐渐降低。至 124 h 时，丁醇浓度达 10.32 g/L，

残余糖仅为 1.88 g/L。 
 
 

      

图 2  不控制 pH 条件下 C. acetobutylicum L7 的葡萄糖发酵 
Fig. 2  Fermentation of glucose by C. acetobutylicum L7 with initial pH of 5.5. (A) OD620, pH and glucose concentration in the 
fermentation broth. (B) Application of fermentation products. 
 
 

          

图 3  不控制 pH 条件下 C. acetobutylicum L7 的果糖发酵 
Fig. 3  Fermentation of fructose by C. acetobutylicum L7 with initial pH of 5.5. (A) OD620, pH and fructose concentration in the 
fermentation broth. (B) Application of fermentation products. 
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丁酸对菌体有解偶联作用[8-9]，其分子态形式能

够透过细胞膜，影响菌体的 ATP 供应链，降低菌体

内 ATP/ADP 比值。丙酮丁醇梭菌的胞内 pH 要高于

其胞外 pH，并且菌体胞内外 pH△ 的维持是需要 ATP

的，解偶联剂的存在会降低菌体维持胞内外 pH△ 的

能力[10-11]，导致菌体胞内 pH 下降。过强的有机酸毒

性会引发“酸崩溃”现象[12]，使得发酵在残余糖浓

度还极高的情况下提前终止。如图 4 所示，对比葡

萄糖、果糖以及混合糖发酵过程中的分子态丁酸浓

度后，我们发现葡萄糖及果糖发酵中的分子态丁酸

浓度在丁酸毒性表现后都呈现快速下降趋势，并且

在其后的发酵过程中一直都保持在相对较低水平；

而混合糖发酵中分子态丁酸浓度虽也有短暂的下降

过程，但其后又逐步回升到高浓度水平。除此之外，

混合糖发酵中的 pH 在短暂的回升后又出现了持续

下降的现象，pH 甚至降低到葡萄糖发酵后期都不曾

达到的 4.17，这也就大大增加了菌体维持胞内外

pH△ 的压力。 

Bacillus subtilis 中的 CCR 调控是基于转录抑制

蛋白的负调控机理，速效碳源的存在会抑制迟效碳

源代谢相关基因的表达[13]。C. acetobutylicum ATCC 

824 的碳源代谢阻遏效应调控机制与 B. subtilis 相

似 [14]。在混合糖发酵体系中，由于 CCR 效应的存在，

菌体会优先利用葡萄糖，并在这一过程中积累大量

有机酸，且发酵液 pH 急剧降低。酸毒性显现后，由

于此时的葡萄糖还未耗尽，有机酸的重吸收得以实

现，pH 也有短暂回升。而当葡萄糖彻底耗尽后，由

于发酵前期葡萄糖的抑制作用导致的果糖代谢相关

酶的不足，此时的菌体果糖代谢能力非常有限，菌

体可能出现供能不足问题。为维持能量供给，菌体

不得不重新开启曾因酸毒性而受到抑制的有机酸代

谢通路，这使得分子态丁酸浓度再度升高，发酵液

pH 逐渐下降到极低值。在高强度的酸毒性条件下，

菌体 ATP 供应量将逐步减少，菌体维持胞内外 pH△

的能力逐步减弱，加之此时的胞外 pH 已经下降到极

低值，胞内 pH 将逐步下降，菌体由此走向衰亡。 

2.2  全程控 pH 混合糖发酵生产丁醇 
为缓解有机酸毒性，我们将混合糖发酵中 pH 分

别控制在 pH 6.5、6.0、5.5、5.0、4.5。结果如表 1

所示。在 pH 为 6.5、6.0、5.5 的条件下，残余糖浓

度虽明显降低，但发酵终点处的丁醇产量仍然极低，

高 pH 条件在有利于菌体生长的同时，也有利于有机

酸的生成，菌体在整个发酵过程中都未有明显的酸

重吸收过程。而在全程控制 pH 5.0 及 4.5 的混合糖

发酵过程中，与高 pH 发酵相比，虽然丁醇产量有所

提升，但远未达到葡萄糖或果糖发酵时水平，且终

点处残余糖浓度极高。 

全程控制 pH 调控策略虽未能解决混合糖发

酵中问题，但仍然给我们许多启示。如图 5 所示，

随着发酵控制 pH 的逐渐降低，发酵终点处的丁醇

产量将逐步提高。高 pH 有利于缩短发酵周期，降

低残余糖浓度；低 pH 有利于提高丁醇产量。两者

兼顾，也许能同时解决混合糖发酵过程中的残余

糖浓度过高及丁醇产量过低问题。此外，发酵过

程中的丁酸和乙酸的比值与发酵过程的 pH 相关。

随着发酵液 pH 控制水平的升高，丁酸与乙酸的比

例逐步增大。  

2.3  pH 分段调控混合糖发酵生产丁醇 
文献表明 [15]，菌体的最佳生长 pH 和最佳产溶

剂 pH 并不重合。Marchal 等 [16]在研究中也强调了

pH 调控对于丙酮丁醇发酵的重要性。针对丙酮丁

醇梭菌的这一特性，我们将通过 pH 分段调控手段

调节菌体的代谢状况，在提高糖利用率的同时保

证丁醇产量。  

2.3.1  两阶段 pH 调控混合糖发酵生产丁醇 

在两阶段 pH 调控实验中，我们将发酵初期 pH

控制在 6.0，以促进菌体的快速生长，缩短菌体对数

生长时间，使菌体 OD620 迅速达到 1.9。此后，为促

使菌体进入产溶剂期，我们将发酵液 pH 下调到 4.5。

结果如图 6 所示，发酵初期菌体在控 pH 6.0 条件下

快速生长，OD620 在 12 h 达到 1.9，比不控制 pH 发

酵缩短了 2 h，而当把 pH 下调后，菌体逐步衰亡， 
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图 4  不控制 pH 条件下葡萄糖、果糖和混合糖发酵分子态丁酸浓度 (A) 及 pH (B) 变化 
Fig. 4  Time-courses of undissociated butyrate (A) and pH (B) of the fermentations of glucose, fructose and the mixed-sugar by C. 
acetobutylicum L7 with initial pH of 5.5. 
 
 

表 1  不同 pH 值条件下 C. acetobutylicum L7 混合糖发酵的实验结果 
Table 1  Results of the mixed-sugar fermentation by C. acetobutylicum L7 under different pH conditions 

pH 
Culture time 

(h) 
Residual sugars 

(g/L) 
Butanol 

(g/L) 
Acetone 

(g/L) 
Ethanol 

(g/L) 
Acetate 

(g/L) 
Butyrate 

(g/L) 

6.5 28 5.04 1.58 0.06 0.61 4.18 12.83 

6.0 24 4.41 1.66 0.14 0.61 5.00 14.57 

5.5 48 2.96 1.75 0.39 0.52 6.39 13.63 

5.0 72 17.60 2.61 0.82 0.36 5.66 8.41 

4.5 72 24.49 4.26 1.72 0.33 3.33 3.67 

 

      

图 5  不同 pH 条件下 C. acetobutylicum L7 混合糖发酵过程丁醇产量 (A) 及丁酸/乙酸比例 (B) 
Fig. 5  Butanol production (A) and butyrate/acetate (B) during the mixed-sugar fermentation by C. acetobutylicum L7 under 
different pH conditions. 
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糖利用速率迅速降到零，有机溶剂及有机酸浓度也

基本无变化，菌体代谢停止。实验表明，快速下调

pH 将使得菌体快速死亡，不利于发酵。 

2.3.2  阶段性 pH 调控混合糖发酵生产丁醇 

由于快速下调 pH 是不可行的，而让菌体长期处

于高 pH 又是不利于产丁醇的。为此我们将尝试使用

阶段性 pH 调控策略。 

首先将初始发酵 pH 控制在 6.0，待菌体 OD620

快速达到 1.5 左右后，解除 pH 控制。如表 2 所示，

发酵在 145 h结束，此次发酵最终得到 5.88 g/L丁醇，

残余糖浓度为 15.67 g/L。本次实验的残余糖浓度已

经明显降低，丁醇产量也有所提高，但有机酸积累

仍过多。 

为进一步减少酸积累，我们将初始发酵 pH 控制

在 5.5，同样待菌体 OD620 达到 1.5 左右后，解除控

制。至 97 h 发酵结束时 (表 2)，丁醇浓度达 8.89 g/L，

残余糖浓度仅为 6.57 g/L，这说明我们的调控已经起

到了明显的作用，但残余的糖和有机酸浓度仍相对

较高，调控策略还需要进一步优化。 

为进一步降低残余糖及提高丁醇产量，我们还

将初期发酵 pH 控制在 5.5，待菌体 OD620 值上升到

1.0 后，解除 pH 控制。结果如图 7 所示，发酵终点

处丁醇浓度高达 10.48 g/L，而残余糖仅 2.05 g/L。

我们的 pH 调控策略最终使得混合糖发酵中的糖利

用率由 57.30％上升到 96.55％，丁醇得率也由调控

前的 0.10 提高到 0.18。在葡萄糖为底物的发酵中，

丁醇得率为 0.18。经阶段性 pH 调控后，混合糖发酵

的丁醇得率与葡萄糖发酵相当。 
 

      

图 6  两阶段 pH 调控混合糖发酵生产丁醇 
Fig. 6  Butanol production from the mixed-sugars by C. acetobutylicum L7 with the two-step pH regulation. (A) OD620, pH, glucose 
and fructose concentration in the fermentation broth. (B) Application of fermentation products. 
 
 
表 2  阶段性 pH 调控混合糖发酵生产丁醇 
Table 2  Mixed-sugar fermentation by C. acetobutylicum L7 with the stage-wise pH regulation  

Condition 
Culture time 

(h) 
Residual sugars

(g/L) 
Butanol 

(g/L) 
Acetone 

(g/L) 
Ethanol 

(g/L) 
Acetate 

(g/L) 
Butyrate

(g/L) 

Control pH 6.0 until OD620  1.5  145 15.67 5.88 2.40 0.47 5.03 5.52 

Control pH 5.5 until OD620  1.5 97 6.57 8.89 4.20 0.62 4.58 2.49 

Control pH 5.5 until OD620  1.0 97 2.05 10.48 5.21 0.96 2.86 1.97 
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图 7  控制发酵 pH 5.5 至 OD620 1.0 的混合糖发酵 
Fig. 7  Mixed-sugar fermentation by C. acetobutylicum L7 with the pH controlled at 5.5 until the OD620 reached 1.0. (A) OD620, pH, 
glucose and fructose concentration in the fermentation broth. (B) Application of fermentation products. 
 

3  结论 
对于混合糖不控制 pH 发酵过程中发酵提前终

止现象可能的解释是：CCR 效应的存在使菌体优先

利用葡萄糖，而果糖代谢受到抑制；当葡萄糖耗尽

后，可能是由于果糖代谢相关酶的不足，菌体供能

不足而不得不重新开启产酸通路，分子态丁酸浓度

再度升高，胞外 pH 逐渐下降；在酸毒性极强、胞外

pH 极低的条件下，菌体 ATP 供给逐步减少，胞内

pH 逐步降低，由此菌体逐步衰亡，发酵提前终止。

全程控制 pH 的结果表明，高 pH 有利于提高糖利用

率，但产酸极多，丁醇产量相对较少；而低 pH 有利

于产丁醇，但残余糖浓度较高。高 pH 下利于降糖，

低 pH 下利于产丁醇，两者的结合正是阶段性 pH 调

控策略的关键。阶段性 pH 调控策略的发酵初期 pH

控制，使得整个混合糖发酵过程中的 pH 都保持在一

个相对较高的水平，这有利于增强菌体在糖类代谢

转变过程中维持胞内 pH 的能力；其后的 pH 控制解

除，又使得有机酸毒性得以表达，确保菌体能够实

现由产酸向产溶剂的转变，从而保证了丁醇产量。

阶段性 pH 调控策略成功地解决了混合糖发酵中的

糖利用率及丁醇产量过低问题，为菊芋物料的利用

奠定了基础。 
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