
 孔祥平 等/化学改性甘蔗渣对固定化细胞发酵产丁醇的影响 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn February 25, 2014, 30(2): 305−309 

DOI: 10.13345/j.cjb.130228 ©2014 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: May 3, 2013; Accepted: September, 2013 
Supported by: National Basic Research Program of China (973 Program) (No. 2011CB707405), National Natural Science Foundation of 
China (No. 21106067), Commonweal Research of CAF (No. 201004001), Key University Science Research Project of Jiangsu Province 
(No. 11KJA530001). 
Corresponding author: Min Jiang. Tel/Fax: +86-25-58139937; E-mail: jiangmin@njtech.edu.cn 

Hao Wu. Tel/Fax: +86-25-58139937; E-mail: wuhao@njtech.edu.cn 

国家重点基础研究计划  (973 计划 ) (No. 2011CB707405)，国家自然科学基金  (No. 21106067)，林业公益性专项基金  (No. 

201004001)，江苏省高校自然科学研究重大项目 (No. 11KJA530001) 资助。 

305生 物 工 程 学 报  
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摘  要 : 旨在研究化学改性的甘蔗渣作为固定化载体对丙酮丁醇梭菌 Clostridium acetobutylicum XY16 发酵制备

生物丁醇的影响。首先利用不同浓度的聚乙烯亚胺 (PEI)和 1 g/L 戊二醛 (GA) 对甘蔗渣表面进行化学改性，增强

甘蔗渣对 Clostridium acetobutylicum XY16 的附载能力。经 4 g/L 聚乙烯亚胺和 1 g/L 戊二醛改性的甘蔗渣 (添加量

10 g/L) 应用到固定化批次发酵中，发酵 36 h 后丁醇和总溶剂浓度最高，分别达到了 12.24 g/L 和 21.67 g/L，同时

溶剂的生产速率达到 0.60 g/(L·h)，生产速率比游离细胞和未改性甘蔗渣固定化细胞分批发酵分别提高了 130.8%和

66.7%。在此基础上对改性甘蔗渣固定化的细胞进行 6 次重复批次发酵，丁醇和总溶剂的产量稳定，溶剂生产速率

逐渐提高至 0.83 g/(L·h)，同时转化率也提高至 0.42 g/g。 

关键词 : 丁醇，甘蔗渣，聚乙烯亚胺，固定化细胞 

Effects of chemically modified sugarcane bagasse on butanol 
production by immobilized Clostridium acetobutylicum XY16 
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Abstract:  Sugarcane bagasse modified by polyethylenimine (PEI) and glutaraldehyde (GA) was used as a carrier to 

immobilize Clostridium acetobutylicum XY16 in the process of butanol production. The effects of chemically modified 

sugarcane bagasse on batch and repeat-batch fermentations were investigated. Batch fermentation was conducted with an 

生物育种与工艺优化 
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addition of 10 g/L modified sugarcane bagasse and 60 g/L glucose, resulting in a high solvent concentration of 21.67 g/L 

and productivity of 0.60 g/(L·h) with the treatment of 4 g/L PEI and 1 g/L GA. Compared to the fermentations by free cells 

and immobilized cells on unmodified sugarcane bagasse, the productivity increased 130.8% and 66.7%, respectively. The 

fibrous-bed bioreactor also maintained a stable butanol production during repeat-batch fermentations, achieving a 

maximum productivity of 0.83 g/(L·h) with a high yield of 0.42 g/g. 

Keywords:  butanol, sugarcane bagasse, polyethylenimine, immobilized cell 

丁醇又称正丁醇，作为一种良好的化工原料

和新型液体燃料受到广泛的重视[1-5]。与传统的化

学方法不同，生物丁醇主要是由梭菌通过厌氧发

酵产生，该方法可有效缓解能源短缺和环境污染

两大突出问题，目前已经成为研究热点[6-9]。生物

法制备丁醇存在发酵周期长、生产速率低、转化

率低以及产物浓度低等瓶颈，科研工作者采用了

诱变育种、代谢调控、发酵与分离耦合等手段来

解决上述问题，其中固定化细胞发酵技术是一种

能够显著提高菌株溶剂生产速率的方法。  

固定化细胞发酵技术已广泛应用于丁二酸、

乳酸、丙酸的生物发酵中, Supaporn等[10]利用棉布

对丙酸生产菌株进行包埋法固定，获得了 71.8 g/L

的丙酸，与游离细胞相比提高了 37%，并且减少

了乙酸等副产物的产生。Xue 等[11]利用棉布和不

锈钢丝构建的纤维床固定化丙酮丁醇梭菌 JB200

单批发酵制备丁醇，100 g/L初糖浓度时溶剂的生

产速率达到了 0.40 g/(L·h)，当降低发酵培养基初

糖浓度至 80 g/L后，发酵速率提升至 0.47 g/(L·h)，

将气提技术与发酵耦合后溶剂生产速率达到  

0.53 g/(L·h)。天然的固定化材料存在固定化效率

低、容易脱附等缺点，对固定化载体的预处理能

够有效地提高细胞固定化效率，增强细胞与载体

之间的作用力，从而提高生产速率，节约生产成

本[12-14]。化学改性后的载体材料表面正电荷量、表

面粗糙度、活性基团数等均有所提高，能够大幅增

强对细胞的吸附能力，提高固定化细胞在重复批次

发酵过程中的生产效率，对固定化细胞体系长期稳

定高效运行有至关重要的作用[15-16]。 

本文采用聚乙烯亚胺和戊二醛对甘蔗渣进行化

学改性，以增强甘蔗渣对细胞的固定效率。考察改

性 后 甘 蔗 渣 对 丙 酮 丁 醇 梭 菌 Clostridium 

acetobutylicum XY16 细胞固定效率和分批发酵产

丁醇性能的影响。在利用改性甘蔗渣固定化      

C. acetobutylicum XY16重复批次发酵制备丁醇的

过程中，对固定化纤维床在发酵过程中的稳定性

进行了考察。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种 

Clostridium acetobutylicum XY16为本实验自

主筛获得并保藏，保藏号：CCTCC2010011。 

1.2  方法 

1.2.1  菌体培养方法 

种子培养基 (g/L): 酵母粉 3，蛋白胨 5，可

溶性淀粉  10，乙酸铵  2，NaCl 2，MgSO4 3，

KH2PO4 1，K2HPO4 1，FeSO4·7H2O 0.1，pH 6.0，

固体加琼脂 20，121 ℃灭菌 15 min。 

发酵培养基 P2 (g/L): K2HPO4 0.5，KH2PO4 0.5，

乙酸铵 2.2，MgSO4·7H2O 0.2，MnSO4·H2O 0.01，NaCl 

0.01，FeSO4·7H2O 0.01，玉米浆 1，121 ℃灭菌 15 min。 

种子液培养条件: 将活化的种子液按 5% (V/V) 

转接到装有种子培养基的 100 mL 血清瓶中，通 N2   

2 min。装液量视需要而定，37 ℃厌氧培养 12 h。 

1.2.2  甘蔗渣表面改性方法 

将甘蔗渣用粉碎机加工成 0.5 cm×1 cm的小块
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状，甘蔗渣的添加量为 10 g/L，洗净烘干后用不同

浓度的聚乙烯亚胺溶液 (pH 7.0)浸泡 2 h，清洗并烘

干。最后使用含有 1 g/L的戊二醛的磷酸盐缓冲液浸

泡完成交联，清洗、烘干备用。 

1.2.3  固定化细胞发酵 

固定化细胞单批发酵：将改性后的甘蔗渣按

10 g/L的量填充到自制的层析柱 (柱长 30 cm，内

径 3 cm) 中构建成固定化纤维床反应器。将培养   

12 h的种子液按 10% (V/V) 接种到 2 L的自制五口

烧瓶发酵装置 (装液量 1.5 L) 中，通 N2 10 min，37 ℃

厌氧培养 8 h后打开蠕动泵，使发酵液在用氮气除

氧的改性甘蔗渣固定化纤维床中循环，实现细胞

的固定化。 

1.2.4  固定化细胞连续发酵 

连续发酵过程中细胞固定化方法同 1.2.3中所

述，发酵过程中当葡萄糖浓度降至 20 g/L左右时，

移除发酵液并泵入新鲜的 P2培养基，通 N2 10 min

之后进行重复批次发酵。 

1.2.5  检测方法 

菌体生物量通过测定发酵液在 600 nm波长下

的吸光度，用 OD600来表征。葡萄糖采用 SBA-40C

型生物传感分析仪检测。发酵产物测定使用浙大智

达 N2000 气相色谱仪，采用火焰离子化检测器 

(FID)，色谱柱为石英毛细管柱，固定相是 SE-30，

类型为交联，以异丁醇作内标物进行定，具体的检

测条件见相关文献[17]。 

2  结果与分析 

2.1  表面改性剂对甘蔗渣固定化效率及丁醇

发酵的影响 

甘蔗渣的添加量为 10 g/L (表 1)，不断提高改

性试剂聚乙烯亚胺的浓度至 4 g/L，经 36 h发酵后，

葡萄糖(60 g/L)消耗完全，丁醇和总溶剂分别达到 

12.24 g/L和 21.67 g/L，相对于未改性甘蔗渣固定

化细胞分批发酵，丁醇浓度提高了 11%，总溶剂

提高了 26%。游离细胞的 OD600由 6.54降至 0.57，

固定化效率高达 91.3%，通过聚乙烯亚胺改性的甘

蔗渣固定化效率得到大幅提高，是未改性甘蔗渣

固定化效率的 2.75 倍。当聚乙烯亚胺的浓度高于   

6 g/L，总溶剂浓度开始下降，可能由于聚乙烯亚

胺与细胞膜表面上的蛋白接触，影响细胞的生长

和代谢。由于戊二醛对细胞有强烈的抑制作用，

实验中设定戊二醛的添加量为 1 g/L。 

固定化材料表面改性对耗糖速率和溶剂生产

速率都有明显的促进作用 (表 2)。与未改性甘蔗

渣作为固定化载体的分批发酵相比，耗糖速率和

溶剂生产速率分别提高了 48.2%和 66.7%，说明改

性后的甘蔗渣上附载了大量的高活力细胞。 
 

表 1  不同聚乙烯亚胺改性剂量对 Clostridium acetobutylicum XY16 固定化效率和产溶剂性能的影响 
Table 1  Effects of different dosage of PEI on immobilization efficiency and solvent production 

Products Dosage of 
PEI (g/L) 

OD600 
Ethanol (g/L) Acetone (g/L) Butanol (g/L) ABE (g/L) 

Immobilization 
efficiency (%) 

Yield (g/g) 

0 4.37 0.73±0.08 5.42±0.21 11.02±0.11 17.17±0.40 33.2 0.32±0.01 

2 1.29 0.68±0.07 7.41±0.17 11.83±0.13 19.92±0.37 80.3 0.35±0.01 

4 0.57 0.74±0.05 8.69±0.26 12.24±0.10 21.67±0.41 91.3 0.36±0.01 

6 0.54 0.86±0.12 5.37±0.19 10.65±0.16 16.88±0.47 91.8 0.32±0.01 

8 0.49 0.95±0.10 4.87±0.13 9.43±0.11 15.25±0.34 92.5 0.30±0.01 

 

表 2  化学改性对甘蔗渣固定化细胞耗糖速率和溶剂生产速率的影响 
Table 2  Effects of chemically modified sugarcane bagsse on glucose consumption rate and solvent productivity 

 Free cell Immobilized cella Immobilized cellb 

OD600 6.54 4.37 0.57 

Sugar consumption rate (g/(L·h)) 0.80 1.12 1.66 

Solvent productivity (g/(L·h)) 0.26 0.36 0.60 

a: 10 g/L unmodified sugarcane bagasse; b: 10 g/L modified sugarcane bagasse with the treatment of 4g/L PEI and 1g/L GA. 
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从图 1A (改性前) 可以看出，未改性甘蔗渣表

面较为平整，在高放大倍数下才能看到少量细胞

吸附在甘蔗渣表面，并且呈分散分布; 而图 1B (改

性后) 中改性甘蔗渣表面褶皱明显，粗糙度增大，

吸附了大量细胞，并且呈膜状附着在甘蔗渣表面。 

2.2  化学改性甘蔗渣在重复批次发酵中的稳

定性考察 

利用固定化细胞重复批次发酵可以缩短发酵

周期，提高生产速率和转化率。采用含有 60 g/L

葡萄糖的 P2发酵培养基，对化学改性甘蔗渣固定

化的丙酮丁醇梭菌 XY16 进行重复批次发酵，考

察化学改性甘蔗渣固定化效果的稳定性。 

如图 2 所示，进行了 6 次重复批次发酵，发 

 
 

图 1  改性前 (A) 和改性后 (B) 甘蔗渣载体固定化细

胞电镜图 
Fig. 1  Scanning electron micrograph of C. acetobutylicum 
XY16 immobilized by unmodified (A) and modified (B) 
sugarcane bagasse. 
 

 
 

图 2  固定化细胞重复批次发酵考察化学改性甘蔗渣的

稳定性 
Fig. 2  Stability of chemically modified sugarcane bagasse 
in repeat-batch fermentation. 

酵结果表明改性后甘蔗渣对于细胞的吸附能力保

持稳定。通过 6 次重复批次发酵，丁醇浓度能够

维持在 9–10 g/L，总溶剂能够维持在 16 g/L左右。

溶剂的生产强度达到了 0.83 g/(L·h)，葡萄糖转化

率达到了 0.42 g/g，与未改性甘蔗渣作为固定化载

体的分批发酵相比，分别提高了 130.6%和 31.2%。 

3  结论 

利用Clostridium acetobutylicum XY16游离细胞

发酵制备丁醇，66 h后发酵结束，消耗 53 g/L葡萄

糖，丁醇浓度为 11.05 g/L，总溶剂为 17.16 g/L。游

离细胞单批发酵过程发酵周期长、生产速率和转化

率低。采用甘蔗渣作为固定化载体进行固定化细胞

单批发酵产丁醇，发酵周期缩短为 48 h，消耗 54 g/L

的葡萄糖，同时丁醇和总溶剂浓度分别达到了  

11.02 g/L和 17.17 g/L。采用不同浓度的聚乙烯亚胺

对甘蔗渣进行化学改性，考察改性后甘蔗渣作为固

定化载体对 Clostridium acetobutylicum XY16分批发

酵产丁醇的影响。当聚乙烯亚胺浓度为 4 g/L时，发

酵周期缩短至 36 h，丁醇和总溶剂达到最高，分别

为 12.24 g/L和 21.67 g/L，同时细胞固定化效率高达

91.3%，是未改性甘蔗渣固定化效率的 2.75 倍。在

改性甘蔗渣固定化细胞分批发酵中，耗糖速率和溶

剂生产速率得到明显提高，与未改性甘蔗渣固定化

发酵相比分别提高了 48.2%和 66.7%。 

以改性甘蔗渣作为固定化载体进行重复批次发

酵，发酵周期缩短至 24 h，重复批次发酵后期进一

步缩短至 20 h，丁醇和总溶剂浓度分别稳定在 10 g/L

和 16 g/L左右。重复批次发酵过程中溶剂的生产速

率达到了 0.83 g/(L·h), 由于菌体的重复利用和对残

糖的控制，葡萄糖转化率提高至 0.42 g/g，与未改性

甘蔗渣作为固定化载体的分批发酵相比，分别提高

了 130.6%和 31.2%。重复批次发酵过程中转化率的

提高可能与高活力细胞的循环使用以及丙酮丁醇梭

菌具有较低的木质纤维素降解能力有关[18-22]。由此

可见，化学改性甘蔗渣能够增强对细胞的吸附效率

和提高菌体产溶剂性能，作为固定化载体能够使固

定化细胞发酵长期高效的稳定运行。 
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