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摘要：以从浓香型白酒窖泥中分离得到的酪丁酸梭菌ＲＬ１（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉ
ｃｕｍＲＬ１）为研究对象，采用单因素试验结合正交试验优化菌株产丁酸的发酵条
件．结果表明，酪丁酸梭菌 ＲＬ１的最优产丁酸发酵条件为：发酵培养基初始
ｐＨ＝６．８，装液量１００％，培养温度３４℃，接种量３％（体积分数），还原剂为硫代
乙醇酸钠且其添加量为０．５ｇ／Ｌ．在该发酵条件下，酪丁酸梭菌ＲＬ１的丁酸产量
可达１０．６６ｇ／Ｌ，较优化前提高了４１．７６％．
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０　引言

丁酸既是浓香型白酒中重要的呈香物质之

一，又可作为浓香型白酒其他重要呈香物质

（如丁酸乙酯和己酸等）的合成前体［１－２］．此外，
丁酸也是一种合成其他香料物质和精细化工产

品的重要原料．丁酸及其衍生物被广泛应用于
化工、食品、医药、动物饲料和化妆品等行业，全

世界每年的丁酸市场需求量在８×１０４ｔ以上，
具有广阔的市场［３－８］．丁酸的生产方法主要有
化学合成法和微生物发酵法．从经济角度看，以
丁醛氧化法为主的化学合成法因其低廉的生产

成本而具有较大优势，是目前工业化生产丁酸

的主要方法［９－１０］．但是，随着化石能源的日渐
枯竭和化石燃料带来的严重污染，微生物发酵

法因其温和的反应条件、低污染的发酵过程和

可再生性等独特优势越来越受到业界的青

睐［３，１１－１２］．与石油基化学法相比，微生物发酵法
在未来将具有巨大的市场发展潜力．

目前，微生物发酵法生产丁酸所采用的菌

株主要是厌氧细菌，包括梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｓｐｐ．）、丁酸杆菌（Ｂｕｔｙｒｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐｐ．）、梭杆菌
（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐｐ．）、真 杆 菌 （Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｐｐ．）、丁酸弧菌（Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏｓｐｐ．）、产黑色素
拟杆菌（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓｍｅｌａｎｉｎｏｇｅｎｉｃｕｓ）、溃蚀密螺
旋体（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａｐｈａｇｅｄｅｎｉｓ）和不解糖消化链球
菌（Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｓａｃｃｈａｒｏｌｙｔｉｃｕｓ）等［１３－１４］．
其中以对梭菌属的酪丁酸梭菌（Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉ
ｃｕｍ）和丁酸梭菌（Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）研究较多［８，１５］．
笔者前期从河南某浓香型白酒企业的窖泥样品

中分离得到 ８种梭菌，其最高相似菌分别为

Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ，Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，
Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ，Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ，Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ，Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ，

Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ和Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ［１６］．其中，酪丁酸梭
菌产丁酸能力最强，丁酸梭菌次之，其他梭菌产

丁酸能力相对较弱．鉴于丁酸微生物发酵法的
巨大发展潜力，本研究以源自窖泥的丁酸高产

菌株酪丁酸梭菌 ＲＬ１（Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍＲＬ１）为
出发菌株，采用单因素试验结合正交试验优化

其产丁酸的发酵条件，以期为微生物发酵法生

产丁酸提供理论和技术支持．

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
供试菌株：酪丁酸梭菌ＲＬ１，从河南某浓香

型白酒企业窖泥中分离获得，保存于郑州轻工

业学院发酵工程研究室．
种子活化培养基：梭菌增强培养基（ＲＣＭ

培养基）［１７］．
发酵培养基：葡萄糖３０ｇ／Ｌ，蛋白胨１０ｇ／Ｌ，

牛肉膏１０ｇ／Ｌ，酵母膏３ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ５ｇ／Ｌ，醋酸钠
３ｇ／Ｌ，半胱氨酸盐酸盐０．５ｇ／Ｌ，ｐＨ＝６．８，于

１２１℃条件下高压灭菌２０ｍｉｎ；葡萄糖单独灭
菌，灭菌条件同上，在使用前与其他成分混合．

主要试剂：丁酸、２－乙基丁酸，均为色谱
纯，购自日本 ＴＣＩ公司；其余试剂均为市售，分

析纯．
１．２　主要仪器和设备

ＬＤＺＸ－５０ＫＢＳ型立式压力蒸汽灭菌器，上

海申安医疗器械厂产；Ｃ－１１型厌氧产气袋，
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Ｃ－４１型培养袋，日本三菱公司产；ＭＥ２０４Ｅ型

电子天平，梅特勒 －托利多仪器有限公司产；

ＳＨＰ－２５０型智能生化培养箱，上海鸿都电子科

技有限公司产；ＳＷ－ＣＪ－ＩＤ型超净工作台，苏

州净化设备有限公司产；ＴＧＬ－１６Ｇ型离心机，

上海安亭科学仪器厂产；７８２０Ａ型气相色谱仪，

ＨＰ－ＩＮＮＯＷＡＸ型毛细管色谱柱（３０ｍ×

０．２５５ｍｍ×０．２５μｍ），美国安捷伦公司产．

１．３　实验方法
１．３．１　酪丁酸梭菌ＲＬ１种子制备　取－２０℃

甘油管保藏的酪丁酸梭菌ＲＬ１菌种３００μＬ，接

种于装有１０ｍＬＲＣＭ培养液的试管中，置于厌

氧培养袋内，于３７℃条件下培养２４ｈ，即为一

级种子．再在前期研究的基础上，以体积分数

５％的接种量将一级种子转接至工作体积为

１００ｍＬ的厌氧瓶中，于３７℃条件下培养１２ｈ，

即为二级种子．

１．３．２　酪丁酸梭菌ＲＬ１生长曲线与丁酸产量

曲线绘制　在前期研究的基础上，将二级种子

液按体积分数５％的接种量接种至盛有９５ｍＬ

已灭菌的ＲＣＭ培养液（ｐＨ＝６．８）的厌氧瓶中，

于３７℃条件下厌氧静置培养．分别测定培养

０ｈ，４ｈ，６ｈ，８ｈ，１０ｈ，１２ｈ，１６ｈ，２０ｈ，２４ｈ，

２８ｈ，３２ｈ，３６ｈ，４０ｈ，４４ｈ和４８ｈ发酵液的菌

体浓度（６００ｎｍ波长处的 ＯＤ值），绘制酪丁酸

梭菌ＲＬ１的生长曲线．同时，测定培养０ｈ，８ｈ，

１６ｈ，２４ｈ，３６ｈ和４８ｈ发酵液中的丁酸浓度，

绘制酪丁酸梭菌ＲＬ１的丁酸产量曲线．

１．３．３　发酵液中丁酸浓度测定

１．３．３．１　丁酸标准曲线绘制　采用一元线性

回归分析方法绘制丁酸标准曲线［１８］．准确称取

２．５０００ｇ丁酸于容量瓶中，并用 ＲＣＭ培养基

定容至５０ｍＬ，配制成质量浓度为５０ｍｇ／ｍＬ的丁

酸母液，分别量取０．１ｍＬ，０．２ｍＬ，０．５ｍＬ，１．０ｍＬ

和１．６ｍＬ丁酸母液于干净的１０ｍＬ容量瓶中，并

向每个容量瓶加４０μＬ的２－乙基丁酸作为内标，

用ＲＣＭ液体培养基定容至刻度线，分别配制成质

量浓度为 ０．５ｍｇ／ｍＬ，１．０ｍｇ／ｍＬ，２．５ｍｇ／ｍＬ，

５．０ｍｇ／ｍＬ和 ８．０ｍｇ／ｍＬ的丁酸标准溶液，经

乙醚萃取和孔径为０．２２μｍ的微孔滤膜过滤后

上样色谱柱．以标准溶液的浓度为纵坐标，丁酸

与２－乙基丁酸的峰面积比为横坐标，绘制丁

酸标准曲线．

１．３．３．２　待测液预处理　吸取１５ｍＬ发酵液，

于１００００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，吸取１０ｍＬ

上清液，加２５μＬ质量浓度为７２％的Ｈ２ＳＯ４进

行酸解，释放有机酸，再加４０μＬ２－乙基丁酸

作为内标并充分混匀，经乙醚萃取和孔径为

０．２２μｍ的微孔滤膜过滤即得待测液．

１．３．３．３　气相色谱条件确定　采用气相色谱

仪进行发酵液中丁酸浓度检测．色谱条件参照

陈兴杰等［１９］报道的条件并稍作修改，即进样口

温度２００℃，柱箱起始温度１００℃，保持１ｍｉｎ；

以１０℃／ｍｉｎ的升温速率升至 ２２０℃，保持

２ｍｉｎ；检测器温度 ２５０℃；气体流量：Ｈ２
３５ｍＬ／ｍｉｎ，空 气 ４００ ｍＬ／ｍｉｎ，尾 吹 气

２０ｍＬ／ｍｉｎ；进样方式为分流进样，分流面积比

为２０１；进样体积１μＬ．

１．３．４　单因素试验

１．３．４．１　最适接种量的确定　分别以体积分

数为１％，３％，５％，７％和９％的接种量将活化

好的二级种子液接入已灭菌的发酵培养基中

（每组试验３个平行，下同），于３７℃条件下培

养４８ｈ，测定各发酵液中的丁酸质量浓度．

１．３．４．２　最适装液量的确定　设厌氧瓶最大

工作体积为１００％，分别向厌氧瓶中装入工作

体积为 ３０％，５０％，８０％和 １００％的发酵培养

基，以３％（以下若无特殊说明，均指体积分数）

的接种量接入二级种子液，于３７℃条件下恒温

培养４８ｈ，测定各发酵液中的丁酸质量浓度．

１．３．４．３　最适培养温度的确定　向装液量为

１００％的发酵培养基中，以３％的接种量接入二

·３２·
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级种子液，分别于 ２６℃，３０℃，３２℃，３４℃，

３６℃，３７℃，４０℃和４４℃条件下培养４８ｈ，测

定各发酵液中的丁酸质量浓度．

１．３．４．４　最适发酵培养基初始 ｐＨ值的确定

　用浓度为 ３ｍｏ１／Ｌ的 ＨＣｌ和 ６ｍｏ１／Ｌ的

ＮａＯＨ溶液将培养基初始 ｐＨ值分别调为４．０，

５．０，６．２，６．５，６．８，７．１，７．４，７．７，８．０和９．０，以

３％的接种量接入二级种子液，于３２℃条件下

恒温培养 ４８ｈ，测定各发酵液中的丁酸质量

浓度．

１．３．４．５　最适还原剂的确定　选择半胱氨酸

盐，ＦｅＳＯ４，硫代乙醇酸钠，Ｎａ２ＳＯ３和 Ｎａ２Ｓ５种

还原剂作为发酵液中的除氧剂，其初始添加量

均为０．５ｇ／Ｌ，以 ３％的接种量接入二级种子

液，发酵培养基装液量为１００％，于３２℃条件

下培养４８ｈ，测定各发酵液中的丁酸质量浓度．

１．３．４．６　最适还原剂添加量的确定　依据最

适还原剂的确定试验结果，分别以 ０ｇ／Ｌ，

０．１ｇ／Ｌ，０．５ｇ／Ｌ，１．０ｇ／Ｌ，２．０ｇ／Ｌ，４．０ｇ／Ｌ，

８．０ｇ／Ｌ，１０ｇ／Ｌ和１２ｇ／Ｌ的添加量将最适还

原剂加入发酵培养基中，以３％的接种量接入

二级种子液，发酵培养基装液量为 １００％，于

３２℃条件下培养４８ｈ，测定各发酵液中的丁

酸质量浓度．

１．３．５　正交试验　在单因素试验的基础上，采

用正交试验优化酪丁酸梭菌 ＲＬ１在静置培养

条件下获得最优丁酸产量的发酵条件．本试验

选取培养温度（Ａ）、发酵培养基初始ｐＨ值（Ｂ）

和装液量（Ｃ）３个对丁酸合成影响较大的因素，

综合其最佳条件设计Ｌ９（３
３）正交试验，以确定

在上述３个因素的作用下酪丁酸梭菌 ＲＬ１产

丁酸的最优组合．表１为正交试验因素水平表．

１．３．６　数据分析　采用单因素方差分析方法

（ＡＮＯＶＡ）比较同一发酵培养条件下的不同水

平对酪丁酸梭菌 ＲＬ１产丁酸能力的显著性影

响（Ｐ＜０．０５为影响显著，否则为不显著）．

表１　正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅ

ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平
因素

Ａ／℃ Ｂ Ｃ／％
１ ３２ ６．５ ５０
２ ３４ ６．８ ８０
３ ３６ ７．１ １００

２　结果与分析

２．１　丁酸标准曲线
按实验方法中的步骤绘制的丁酸标准曲线

见图１，其回归方程为 ｙ＝５．９７１６ｘ＋０．４４９５，

其相关系数Ｒ２为０．９９８７，表明该曲线纵横坐

标所代表的参数具有较好的相关性，可以准确

定量发酵液中丁酸的质量浓度．

图１　丁酸标准曲线

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ

２．２　酪丁酸梭菌ＲＬ１生长曲线与丁酸产量曲线
酪丁酸梭菌 ＲＬ１生长曲线与丁酸产量曲

线见图２．由图２可知，酪丁酸梭菌ＲＬ１的发酵

培养生长过程可以分为三个阶段：０～４ｈ内生

长缓慢，４～１６ｈ内快速增殖，１６ｈ后该菌体生

长趋于稳定，菌体浓度在３２ｈ达到最大值，表

明该菌株的生长曲线具有典型的延滞期、对数

期和稳定期．发酵液中丁酸浓度在８～２４ｈ呈

快速增长趋势，２４ｈ后增幅缓慢，趋于平稳．酪

丁酸梭菌 ＲＬ１合成丁酸的动力学模型为生长

偶联型，这对今后利用该菌株高产丁酸具有指

·４２·
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图２　酪丁酸梭菌ＲＬ１生长曲线与丁酸产量曲线

Ｆｉｇ．２　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅａｎｄｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅｏｆＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍＲＬ１

导意义，即可采用有利于细胞生长的培养条件

并适当延长该菌株的对数生长期．

２．３　单因素试验结果与分析
接种量、装液量、培养温度、发酵培养基初

始ｐＨ值、还原剂和最适还原剂添加量对酪丁

酸梭菌 ＲＬ１合成丁酸的影响试验结果见图３．

其中，曲线上方不同小写字母表示不同条件下

存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）．

２．３．１　接种量对酪丁酸梭菌 ＲＬ１合成丁酸的

影响　接种量对酪丁酸梭菌 ＲＬ１合成丁酸的

影响见图３ａ）．总体上讲，接种量对酪丁酸梭菌

ＲＬ１产丁酸能力影响较小．随着接种量增加，该

菌株的丁酸产量先升高，然后下降并逐渐趋于

稳定．当接种量为３％时，发酵液中的丁酸质量

浓度最大，达到 ８．２４ｇ／Ｌ．因此，酪丁酸梭菌

ＲＬ１的最适接种量为３％．

２．３．２　装液量对酪丁酸梭菌 ＲＬ１合成丁酸的

影响　装液量对酪丁酸梭菌 ＲＬ１合成丁酸的

影响见图３ｂ）．菌株在不同装液量条件下培养

获得的丁酸产量存在显著差异（Ｐ＜０．０５）：当

装液量为３０％时，发酵液中丁酸质量浓度仅为

０．５０ｇ／Ｌ，显著低于其他装液量时的丁酸产量；

随着装液量的增加，丁酸质量浓度显著提高，当

装液量为５０％时，丁酸质量浓度为６．８６ｇ／Ｌ，

约为装液量 ３０％时的 １４倍；当装液量大于

５０％时，丁酸的生成量仍一直增加，但增幅越来

越小；当装液量为１００％时，发酵液中丁酸质量

浓度达到最大值８．２４ｇ／Ｌ．酪丁酸梭菌 ＲＬ１发

酵时的丁酸产量之所以随装液量增加而增加，

这主要是由于该菌株通过厌氧发酵产生丁酸，

厌氧瓶中的Ｏ２含量随着装液量的增加而减少，

进而导致装液量多的培养基中氧化还原电位相

对较低，有利于该菌株的生长繁殖；同时，该菌

株在生长过程中产生大量的气体，更易将发酵

瓶中的残氧通过输液管排出，能更快地为该菌株

提供一个厌氧环境．因此，选取１００％的装液量

为最适装液量．

２．３．３　培养温度对酪丁酸梭菌 ＲＬ１合成丁酸

的影响　培养温度对酪丁酸梭菌 ＲＬ１合成丁

酸的影响见图３ｃ）．在不同的培养温度下，该菌

株的丁酸产量差异显著（Ｐ＜０．０５），并且随温

度升高呈先上升后下降的趋势．３０～３７℃为丁

酸发酵的适宜温度区间，在３２℃时丁酸产量达

到最大值８．９２ｇ／Ｌ．而培养温度高于３７℃或低

于３０℃时发酵液中丁酸质量浓度均显著下降

（Ｐ＜０．０５），表明过高或过低的培养温度对酪

丁酸梭菌ＲＬ１的丁酸合成代谢均有显著影响．

此外，与文献报道的Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍＡＴＣＣ２５７５５

等菌株最适发酵丁酸温度不同［２０－２１］，酪丁酸梭

菌ＲＬ１最适产丁酸温度为较低的３２℃，这可能

是由于该菌株经过较低温度环境的窖泥窖池长期

驯化，已具有了与Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍＡＴＣＣ２５７５５等

其他菌株不同的生理特征所致．因此，选取

３２℃为最适培养温度．

２．３．４　发酵培养基初始 ｐＨ值对酪丁酸梭菌

ＲＬ１合成丁酸的影响　发酵培养基初始 ｐＨ值

对酪丁酸梭菌 ＲＬ１合成丁酸的影响见图３ｄ）．

在发酵过程中，ｐＨ值可以通过影响培养基中营

养物质的解离和吸收、细胞膜通透性与胞内外

酶活性等，进而影响微生物的生长和代谢活力．

·５２·
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图３　酪丁酸梭菌ＲＬ１发酵单因素试验结果

Ｆｉｇ．３　ＳｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍＲＬ１

由图３ｄ）可知，酪丁酸梭菌 ＲＬ１的丁酸产量随

培养基初始 ｐＨ值升高呈先上升后下降的趋

势，当 ｐＨ值为６．５～７．１时，丁酸产量显著较

高（＞８ｇ／Ｌ），其中当ｐＨ值为６．８时，丁酸质量

浓度达到最大值 ９．０５ｇ／Ｌ．此外，相对于碱性

环境（ｐＨ ＞７．７），该菌株在酸性环境（ｐＨ＝

４．０）能产生更多的丁酸，此时丁酸质量浓度约

为ｐＨ值为 ８．０时的 ６倍．综上，酪丁酸梭菌

ＲＬ１在酸性（４．０＜ｐＨ＜７．０）环境下较碱性

（ｐＨ ＞７．７）环境下的丁酸产量明显更高，菌株

在近中性 ｐＨ条件下也能合成较多丁酸，且最

适ｐＨ值为６．８．因此，选取ｐＨ值为 ６．８为最适

发酵培养基初始ｐＨ值．

２．３．５　还原剂对酪丁酸梭菌 ＲＬ１合成丁酸的

影响　还原剂对酪丁酸梭菌 ＲＬ１合成丁酸的

影响见图 ３ｅ）．厌氧条件是保证酪丁酸梭菌

ＲＬ１进行生长繁殖和丁酸发酵的重要前提，因

此，添加合适的还原剂可以降低培养基中溶解

氧的浓度，促进菌株生长和代谢产物丁酸的生

成．由图３ｅ）可知，５种还原剂对丁酸生成量的影

响大小依次为：硫代乙醇酸钠 ＞半胱氨酸盐 ＞

ＦｅＳＯ４＞Ｎａ２Ｓ＞Ｎａ２ＳＯ３，当硫代乙醇酸钠作为还

原剂时发酵液中丁酸质量浓度最大，为

９．４３ｇ／Ｌ．因此，选取硫代乙醇酸钠为最适还

原剂．

２．３．６　最适还原剂添加量对酪丁酸梭菌 ＲＬ１

合成丁酸的影响　最适还原剂硫代乙醇酸钠的

添加量对酪丁酸梭菌 ＲＬ１合成丁酸的影响见

图３ｆ）．酪丁酸梭菌 ＲＬ１的丁酸产量随硫代乙

醇酸钠添加量的升高呈现先上升后下降的趋

·６２·
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势，当添加剂量为０．５ｇ／Ｌ时，丁酸质量浓度达

到最大值，为９．５３ｇ／Ｌ．因此，选取０．５ｇ／Ｌ为

还原剂硫代乙醇酸钠的最适添加量．

２．４　正交试验结果

在单因素试验的基础上，采用Ｌ９（３
３）正交

试验优化菌株的发酵培养条件，正交试验设计

方案与结果见表２．

表２　正交试验设计方案与结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｄｅｓｉｇｎｓｃｈｅｍｅａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

试验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ
丁酸质量浓度／
（ｇ·Ｌ－１）

１ １ １ １ ８．６７
２ １ ２ ２ ９．６３
３ １ ３ ３ ７．９４
４ ２ １ ２ ９．４８
５ ２ ２ ３ １０．６６
６ ２ ３ １ ７．６９
７ ３ １ ３ ９．５８
８ ３ ２ １ ８．０２
９ ３ ３ ２ ８．６４
Ｋ１ ２６．２４ ２７．７３ ２４．３８
Ｋ２ ２７．８３ ２８．３１ ２７．７５
Ｋ３ ２６．２４ ２４．２７ ２８．１８
ｋ１ ８．７５ ９．２４ ８．１３
ｋ２ ９．２８ ９．４４ ９．２５
ｋ３ ８．７５ ８．０９ ９．４０
Ｒ ０．５３ １．３５ １．２７

由表２可知，以发酵液中丁酸浓度为指标，

通过极差分析确定各影响因素的主次顺序为：

发酵培养基初始 ｐＨ值 ＞装液量 ＞培养温度，

最优组合为 Ａ２Ｂ２Ｃ３，即当发酵培养基初始 ｐＨ

值为 ６．８，装液量为１００％，培养温度为３４℃

时，酪丁酸梭菌 ＲＬ１产丁酸能力最强．综合单

因素试验和正交试验结果可知，酪丁酸梭菌

ＲＬ１产丁酸的最优发酵条件为：发酵培养基初

始ｐＨ＝６．８，装液量１００％，培养温度３４℃，接

种量３％，还原剂为硫代乙醇酸钠且其添加量

为０．５ｇ／Ｌ．优化后发酵液中的丁酸质量浓度可达

１０．６６ｇ／Ｌ，较优化前的７．５２ｇ／Ｌ提高了４１．７６％．

３　结论

本文以源自浓香型白酒窖泥的酪丁酸梭菌

ＲＬ１为出发菌株，分别考察接种量、装液量、培

养温度、发酵培养基初始ｐＨ值、还原剂及其添

加量６个因素，采用单因素试验结合正交试验

对菌株产丁酸的发酵条件进行了优化研究．酪

丁酸梭菌ＲＬ１产丁酸的最优发酵条件为：发酵

培养基初始ｐＨ＝６．８，装液量１００％，培养温度

３４℃，接种量３％，还原剂为硫代乙醇酸钠且其

添加量为０．５ｇ／Ｌ．在该发酵条件下，酪丁酸梭

菌ＲＬ１的丁酸产量可达 １０．６６ｇ／Ｌ，较优化前

提高了 ４１．７６％，其产丁酸条件的优化效果

显著．

本研究有望缓解化石能源日渐枯竭和化石

燃料严重污染带来的压力，为运用微生物发酵

法生产丁酸提供理论与技术支持，从而推进微

生物发酵法生产丁酸的产业化进程．
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