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摘  要 : 传统的丙酮-丁醇发酵的产物浓度过低 (丁醇终浓度约为 1.3 wt%)，导致后期分离成本过高，从而影

响了该过程的经济性，限制了其工业化进程。本文研究了高添加量的小分子非离子表面活性剂对生物丁醇发酵

的影响。以吐温 80 为例，实验表明，当表面活性剂添加量超过其临界胶束浓度后，丁醇发酵的终浓度会随着

表面活性剂添加量的增加而增加。当添加量达到 5 wt%时，丁醇终浓度可以达到 1.6 wt%，远高于该菌种的抑

制浓度 (0.8 wt%)。为阐明表面活性剂的作用机理，实验考察了吐温 80 对丁醇的增溶效应以及对发酵菌体表

面亲疏水性的影响。结果表明，吐温 80 对丁醇的增溶效果很小，而对菌体表面的亲疏水性有较明显的影响。 
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Effect of non-ionic surfactants on butanol production with 
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Abstract:  The low butanol concentration of acetone-butanol-ethanol fermentation causes uneconomical product recovery. 

In this work, the effect of small molecule non-ionic surfactants on butanol fermentation was evaluated, using laboratory 

stocks of Clostridium acetobutylicum ATCC 824. Non-ionic surfactants substantially increased butanol production when 

additive amount was higher than 1% (W/W). Butanol concentration reached 16.9 g/L with 5% (W/W) Tween 80 and 100 g/L 

glucose in a 5 L fermenter. It was found that surfactants micelle solubilization capacity to butanol was very limited, 

indicating that butanol could hardly enter the surfactants micelle. Butanol production improvement was probably caused by 
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cell surface hydrophobicity change due to surfactants adsorption. 

Keywords:  Surfactants, Tween 80, bio-butanol, toxicity, solubilization 

两次石油危机以后，能源供应安全问题引

起世界各国的广泛关注。发展生物能源，促进

能源供应多元化，是保障国家能源安全的重要

举措。生物丁醇是生物能源的重要组成部分，

它比生物乙醇更有优越性[1-2]：生物丁醇的蒸汽

压力更低，与汽油混合时对杂质水的宽容度更

大，腐蚀性更小，与现有的生物燃料相比，能

够与汽油达到更高的混合比而无需对车辆进行

改造。 

然而传统的丙酮 -丁醇  (ABE) 生产工艺

中，由于存在反馈抑制作用，丁醇的终浓度一

般不超过 2.0 wt%，后期分离需要大量能耗，这

就影响了该过程的经济性，限制了生物丁醇的

大规模生产[3]。为提高该工艺经济性，许多研究

针对发酵菌体的抗性基因改造以及产物的在线

分离展开[4-6]。 

四川大学李伟佳等[7]采用紫外线诱变处理，

河南农业大学王风芹等 [8]利用低温等离子体和

亚硝基胍先后处理，都得到了高产的诱变菌株。

另外，利用基因工程的手段进行菌种的改造，

也是当前的研究热点。例如 Mermelstein等[9]通

过构建了含有新基因的质粒，转化丙酮丁醇梭

菌 Clostridium acetobutylicum ATCC 824后，丙

酮、丁醇和乙醇的产量分别提高了 95%、37%

和 90%，而且转化菌株更加稳定。在生产工艺

的改进方面，Ishizaki等[10]以甲基化的天然棕榈

油为萃取剂进行在线分离，可将 47%左右的总

溶剂萃取出来，葡萄糖的消耗率可由 62%提高

到 83%，丁醇产量由 15.4 g/L提高到 20.9 g/L。

杨立荣等[11]从 13种有机物中选出了油醇和混合

醇作为萃取剂，最终总溶剂浓度可达到 33.63 g/L。

Ezeji等[12]研究了在线气提分离工艺，与间歇发

酵相比，溶剂产率和产量分别能够提高 200%和

118%。Ezeji等[13]发现，与气提整合的发酵可以

利用 199 g/L的葡萄糖，可以产生 69.7 g/L的总

溶剂。另外，与膜蒸馏[14-15]、渗透汽化[16-19]等

耦合的在线分离手段研究也有报道。但到目前

为止，提高该过程经济性的研究仍处于实验室

阶段。 

随着分离手段的不断进步，表面活性剂在

生物发酵中的应用也越来越多。有研究发现，

在液液萃取过程中添加少量的表面活性剂会影

响到萃取效率，一般认为表面活性剂处于两个

液相界面处，可以促进或者阻止液液界面溶质

的交换。Pursell 等[20]研究了液液萃取过程中表

面活性剂和生物质之间的相互作用。结果表明，

不同的表面活性剂对传质的影响不同，极性表

面活性剂可以促进界面的传质，而非极性表面

活性剂一般会降低界面处的溶质传递。当发酵

菌体表面吸附有带负电荷的表面活性剂时，表

面活性剂会影响界面的稳定性。 

表面活性剂不仅能影响到液液的传质过

程，还能够通过在细胞表面的吸附来调节细胞

的表面性质。有研究显示不动杆菌自身产生的

生物表面活性剂能够促进菌株在有机污染物液

滴上的吸附。Hua 等[21]报道，一株南极假丝酵

母表面的疏水性会在其自身产生的表面活性剂

作用下增强。也有表面活性剂降低菌体表面疏
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水性的报道，Arino等[22]考察了一株铜绿假单胞

菌表面性质的变化，发现细胞的憎水性在甘油

培养基中发酵 200 h 后开始减弱并最终下降到

原来的一半。Ahimou等[23]认为表面活性剂分子

极性端易吸附到弱疏水性的细胞膜表面，而非

极性端易吸附到强疏水性细胞膜表面，从而伸

向细胞外侧的分子基团使得细胞表面的亲疏水

性能与原来的相反。除此之外，很多发酵过程

中会遇到泡沫问题，除机械除泡外，一般通过

添加表面活性剂作为消泡剂使用，通常也会对

发酵产量带来不利的影响[12]。 

在上述的发酵工艺过程中，相比于发酵液

或萃取剂而言，表面活性剂的添加量非常小，

一般都低于 1%。但即使是如此少量的添加，也

会对菌体产生一定的毒害作用[24]，因此未见关

于添加大量表面活性剂的研究报道。由于丁醇

对菌体的毒害作用主要来自于丁醇在细胞膜内

的溶解，导致细胞膜流动性受到影响，膜上的

酶遭到破坏。如果表面活性剂可以吸附到细胞

膜上并改变其表面性质，则可能会影响丁醇的

毒害作用。另外，表面活性剂形成的胶束对丁

醇会有一定的增溶作用。基于上述考虑，本文

考察了高添加量的小分子非离子表面活性剂对

生物丁醇发酵过程的影响，重点研究了表面活

性剂的增溶效果和对菌体表面性质的影响。 

1  材料与方法 

1.1  化学试剂 

葡萄糖、酵母提取物、磷酸二氢钾、磷酸

氢二钾、醋酸铵、对氨基苯甲酸、维生素 B1、

维生素 H、醋酸钠、硫酸铵、7 水合硫酸镁、     

1水合硫酸锰、7水合硫酸亚铁、氯化钠、油醇

等药品均为分析纯，购自上海溶剂厂；硝酸钴、

硫氰酸铵、二氯甲烷、十六烷等购自上海创赛

科学仪器有限公司；非离子表面活性剂吐温、

司盘系列购自上海申宇医药化工有限公司，纯

度高于 99%。 

1.2  微生物和发酵条件 

本实验采用常用的丙酮丁醇发酵菌种丙酮

丁醇梭菌 ATCC 824。菌体以孢子悬浮液的形式

存于 4 ℃冰箱内。开始培养前，将孢子悬浮液

在 80 ℃保温 10 min，然后接种到蛋白胨/葡萄糖

/酵母提取物培养基中。活化后的菌体接种到

MP2培养基中，37 ℃下厌氧培养 24 h，得到的

菌体用于发酵。每升 MP2培养基的主要成分和

含量为：7 水合硫酸镁 0.2 g，1 水合硫酸锰   

0.01 g，7水合硫酸亚铁 0.01 g，氯化钠 0.01 g，

维生素 B1 0.01 g，维生素 H 0.1 g，磷酸二氢钾

和磷酸氢二钾各 0.5 g，硫酸铵 2.0 g以及少量醋

酸钠，溶于蒸馏水中。 

1.3  毒性测试 

利用摇瓶实验测试溶剂或表面活性剂的生

物相容性。每个摇瓶中将活化好的菌体接种到

葡萄糖基生长培养基中，摇瓶具塞密闭，摇床

转速低于 100 r/min，定期利用针头放气，以免

炸裂。37 ℃下摇床培养 24 h后，取 10 mL发酵

液添加到 25 mL 已灭菌的并添加一定量葡萄糖

的 MP2 培养基中，然后加入 5 mL 溶剂或表面

活性剂，在摇床下培养 6 h，这时菌体处于快速

生长阶段。接下来的 24 h中，利用水取代法检

测每个摇瓶的产气量。 

1.4  吐温 80 的菌体吸附及菌体表面性质测试 

菌体在含有 6%葡萄糖作为碳源的 MP2 培
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养基中培养 100 h，10 000 r/min离心 10 min。

收集到的菌体用 MP2培养基清洗 3次后，再用

MP2培养基溶解。每 5 mL菌体悬浮液与 5 mL

含有吐温 80的 MP2溶液混合，在 100 r/min的

水浴振荡器中振荡 90 min。然后 10 000 r/min离

心分离菌体和水相，检测水相中吐温 80的浓度，

通过吸附前后浓度的变化，计算吸附量，空白

实验用于计算吸附在摇瓶壁的菌体数量。 

离心后得到的菌体进一步用改进的 BATH 

(Bacterial adhesion to hydrocarbons) 法测定其亲

疏水性质[25]。菌体用 MP2培养基清洗两次后再

由 MP2培养基重新分散，利用紫外分光光度计

在 400 nm下检测其吸光度。4 mL菌体悬浮液与

1 mL十六烷混合于 10 mL离心管内，旋涡振荡

1 min后，在室温下自然分层。菌体疏水性通过

式 (1) 计算。 

100%ini mix
bath

ini

A A
R

A


        (1) 

其中 Rbath 表示基于空白的疏水性改变的百

分比，Aini表示初始菌体悬浮液的吸光度，不含

表面活性剂，Amix表示与表面活性剂混合后水相

的吸光度。 

1.5  分析方法 

发酵液中丁醇含量由气相色谱  (GC 

Hewlett) 测定，色谱带有自动进样系统，火焰

离子检测器。毛细管柱 (2 m×2 mm packed with 

100/120 Carbopack B AW/6.6 wt% PEG20M; 

Superco Inc., Bellefonte, Pa.)，箱内温度以每分

钟 16 ℃程序升温从 100 ℃至 210 ℃，进样器和

检测器温度都为 200 ℃，载气为氮气，每分钟

20 mL流量。 

丁醇在含有表面活性剂的溶液中，其浓度

由顶空气相色谱测定 (GC, Varian model 3700, 

USA)，顶空瓶为 20 mL，在 37 ℃下平衡 30 min，

配置丁醇浓度从 1 g/L到 20 g/L。取 2 mL溶液

放入顶空瓶中，做 3 次平行，用色谱图峰面积

取 3次平均值。 

胶束增溶通过两个参数表征，增溶量 χ和胶

束水分配系数 K。χ为单位质量胶束能够增溶的

溶质质量。可以根据胶束增溶公式如式 (2)： 

t w

s

S S

C cmc






              (2)  

式中 St表示溶质总溶解度，Sw表示在含有胶束

的水溶液中，溶质在水中的溶解度，Cs 表示溶

液中表面活性剂的浓度，cmc表示临界胶束浓度。 

K 表示溶质在胶束内和胶束外的比例，如 

式 (3)： 

t w

w

S S
K

S


               (3)  

2  结果与分析 

2.1  表面活性剂的生物相容性 

在 ABE发酵过程中，同时会产生氢气和二

氧化碳等气体，气体的产量可以作为菌体活性

的一个指标[26]。图 1 显示了添加不同种类溶剂

时，发酵后的气体产量变化。从图中可以看到，

油醇样品在发酵初始的 6 h (空白) 和发酵终了 

(斜线)，其产气量都要低于相同条件下的空白样

品。实验表明，在发酵初始 6 h中，生成的丁醇

浓度低于 4 g/L，这一浓度不会对菌体产生抑制。

添加油醇的样品在这一时期产气量低于空白，

则说明油醇本身对菌体有一定的毒害作用。相

应的含有表面活性剂的所有样品，在发酵初始

的 6 h和整个发酵结束后，其产气量都不低于空

白。这说明表面活性剂对菌体不仅没有毒性，

而且会解除部分由丁醇产生的毒性作用。 
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图 1  溶剂种类对丁醇发酵产气量的影响 

Fig. 1  Effect of different solvents on gas production 
of ABE fermentation. Horizontal: gas production in the 
first 6-hour. Slash: gas production when fermentation 
finished. 

 

实验以吐温 80为代表，考察了不同添加量

对发酵的影响，见图 2。从图中可见，随着吐温

80 添加量不断提高，发酵气体的产量与丁醇浓

度变化趋势相似。当吐温 80添加量低于 0.1 wt%

时，气体产量与丁醇浓度都低于空白；而当吐

温 80 的添加量超过 0.1 wt%时，气体产量与丁

醇浓度都随着吐温 80的添加量增加而呈现上升 

 

 
 

图 2  表面活性剂添加量对生物丁醇发酵的影响 

Fig. 2  Effect of surfactants amount on ABE 
fermentation. 

趋势，高于空白。这现象说明在低添加量下，

吐温 80对菌体表现出毒性，而在高添加量下则

没有。 

这可能与吐温 80 的临界胶束浓度有一定关

系。吐温 80在 25 ℃下，在水相中的临界胶束浓

度为 0.14 wt%，如果溶液中存在丁醇等物质时，

其临界胶束浓度会变小。可以认为当添加量为 

0.1 wt%时，吐温 80在水溶液中并没有形成胶束。 

上述实验表明胶束的形成有利于缓解丁醇

对菌体的毒害作用，而且高添加量的表面活性

剂本身不表现出毒性作用。由于吐温 80的毒性

转折点出现在其临界胶束浓度附近，有必要对

吐温 80胶束的增溶作用进行进一步研究。 

2.2  表面活性剂胶束的增溶作用 

吐温 80可以形成胶束，并且对丁醇有一定

的增溶作用。由于丁醇浓度比较低，而且实验

中使用的吐温 80为低分子表面活性剂，因此很

难依照文献的方法对胶束的增溶特性进行表

征。等式 (2) 变形可得： 

tw sS C cmc S             (4) 

St为丁醇在溶液中的真实浓度，该浓度可通

过实验准确制备得到。当 St 为一固定值时，该

浓度下临界胶束浓度 cmc 也会是一个固定值，

根据等式 (4)，如果胶束增溶量 χ不变，那么 Sw

和 Cs就会呈现出线性关系。此时可以根据斜率

值推算出该条件下的临界胶束浓度。 

为表征丁醇在吐温 80胶束中的增溶情况，

本实验利用顶空气相色谱，通过气相中丁醇的

含量反推溶液中未被增溶的、游离的丁醇浓度，

即水相中丁醇的浓度 Sw。其前提假设为增溶到

胶束内部的丁醇不会产生蒸汽压。另外，根据

拉乌尔定律，将表面活性剂的增加带来的蒸汽

压下降计算在内，实验结果见图 3。 
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图 3  不同表面活性剂添加量对增溶效果的影响 

Fig. 3  Effect of surfactants amount on butanol’s 
solubilization. 
 

从图 3中可见，当吐温 80添加量较少时，

其浓度与水相中的丁醇浓度比较符合直线关

系，根据公式 (4)，可得到 χ值和 cmc值。当丁

醇浓度较低时，得到 cmc 的值为 12 g/L，与文

献报道接近。随着初始丁醇浓度增加，cmc值变

小，而 χ值增大。cmc是表面活性剂非常重要的

参数之一，表面活性剂在溶液中的浓度到达及

超过该值后，其分子或离子自动缔合成的胶体

大小的聚集体质点微粒，cmc值会受到溶液中醇

类分子的影响而变化，有报道证明 cmc 在丁醇

存在时会下降，与我们的实验结果相吻合。χ值

的变化应该是因为胶束形成后，随着表面活性

剂的进一步增加，其胶束形状不再均一，而是

出现各种不同形状的胶束，从而导致丁醇在其

中增溶量发生变化。从图 3中还可以看到，χ值

非常小，这表明单位质量的胶束能增溶的丁醇

质量非常有限。例如，初始丁醇浓度 10.43 g/L

时，添加 50 g/L的表面活性剂仅仅能使丁醇的

浓度较低 0.48 g/L。因此，图 1和图 2中丁醇的

增加量大部分并没有增溶进入胶束的内部。 

2.3  表面活性剂在菌体表面的吸附 

吐温 80 形成的胶束对丁醇的增溶量非常

少，因此高添加量下吐温 80对菌体的减毒作用

不仅仅是胶束增溶的影响。图 4 显示了表面活

性剂在菌体细胞表面的吸附以及对细胞表面疏

水性的影响。从图中可以发现，当吐温 80添加

量少于 0.1 wt%时，其相对疏水性随着浓度的变 

 

 
 

图 4  吐温 80 在菌体表面的吸附及疏水性变化 

Fig. 4  Adsorption of Tween 80 on cell surface and its 
effect to surface hydrophobicity. 
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化会发生剧烈变化。而当吐温 80 浓度高于   

0.1 wt%时，其亲疏水性质基本不发生变化。这

一趋势与吐温 80在细胞表面的吸附趋势一致，

因此可以认为表面活性剂的亲疏水性的变化是

由于吐温 80的吸附造成的。 

吐温 80对菌体表面亲疏水性的影响，与其

对菌体的毒性作用非常类似。有报道表明，丁

醇对菌体的毒性主要是由于其对细胞膜以及细

胞膜上的酶造成的影响导致的，且毒性的大小

与其化学结构关系不大，主要在于其在细胞膜

上的溶解浓度。当吐温 80浓度较低时，与丁醇

在细胞膜内的溶解类似，其分子中的疏水基团

会溶解于细胞膜，这时吐温 80和丁醇共同作用

于细胞膜，从而表现出毒害作用。随着吐温 80

浓度进一步增加，溶液中除游离吐温 80分子外，

还形成了胶束，形成的胶束亲水基团外露，这

些胶束会与已经吸附在细胞膜上的吐温 80的亲

水基团相互作用，从而减轻了吸附胶束的毒害

作用。从图 4中可以看到，随着吐温 80平衡浓

度的提高，有机相中吸附的菌体量增加，即菌

体表面的疏水性增强了，但由于 BATH 法测试

本身需要使用有机溶剂，该测试方法影响到了

游离表面活性剂及胶束的活动，因此无法得到

菌体表面亲疏水性受胶束影响的变化，而只能

得到菌体吸附单层表面活性剂后的疏水性质。

这也说明了图 4中，吐温 80添加量较高时其亲

疏水性质基本不变的原因。 

2.4  不同发酵条件对批式发酵丁醇终点浓度

的影响 

在上述研究基础上，利用 5 L发酵罐，对比

了有表面活性剂和没有表面活性剂的发酵结

果。初始葡萄糖浓度为 100 g/L，发酵过程持续

超过 100 h，结果见图 5。从图中可以看到，发 

 
 
图 5  不同发酵条件对批式发酵丁醇终点浓度的影响 

Fig. 5  ABE batch fermentation under different 
conditions. 

 
酵终了，没有添加表面活性剂的空白样中丁醇

浓度只能达到 8 g/L左右，这可能是由于长期低

温保藏，导致了菌种退化。而同样的菌体，添

加表面活性剂的样品，其丁醇浓度超过了    

16 g/L，证明了表面活性剂对丁醇的促进作用。

从图 5 中可以看到，带有表面活性剂的样品，

其丁醇的产生要迟于空白样品。一方面由于表

面活性剂在菌体表面的吸附，可能会影响到细

胞对葡萄糖、水等物质的可及性，另一方面也

可能影响到丁醇向胞外的分泌。总之，由表面

活性剂在菌体表面的吸附对菌体的影响是比较

复杂的，需要进一步深入的研究。 

另外，受表面活性剂添加的影响，发酵过

程中丁酸、乙酸、丙酮、乙醇等的浓度随发酵

时间的变化趋势与未添加表面活性剂的样品也

稍有不同 (图中未标出)，其变化趋势与丁醇类

似。但发酵结束后，产物丁醇、丙酮、乙醇三

者的质量比与未添加表面活性剂的样品基本一

致。实验所用的吐温系列表面活性剂溶于水，

而司盘 80 和司盘 85 都是不溶于水的，在实验



侯同刚 等/非离子表面活性剂对生物丁醇发酵的影响 

cjb@im.ac.cn 

791

中发现，该类表面活性剂的少量添加会在溶液

表面形成几个小油滴。随着发酵进行，直到发

酵结束，觉察不到油滴数量的减小，而相应的

样品产气量也都高于空白。综上可以认为表面

活性剂并没有参与到代谢过程。 

3  总结 

丙酮丁醇发酵过程中，非离子小分子表面

活性剂添加量低时会降低丁醇的浓度，而添加

量较高时则可以提高丁醇浓度。丁醇浓度的提

高不仅仅是因为表面活性剂形成的胶束对丁醇

的增溶作用，实验结果表明，单位质量的胶束

中丁醇的量非常少。吐温 80分子可以吸附到菌

体表面，改变菌体表面的亲疏水性，这可能是

其增加丁醇产量的主要原因。 
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